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研究成果の概要（和文）：本課題では、水素細菌を用いた独立栄養培養において、爆発下限界の低濃度水素を活
用することに着目した。爆発下限界の水素濃度は4 %であり、この水素濃度であれば理論上、水素を安全に取り
扱って培養することできる。しかしながら、この低濃度水素で水素細菌がどの程度の二酸化炭素固定能を示し、
どの程度の菌体増殖を行うのかについては調査されておらず、その利用可能性は未知数である。そこで、爆発下
限界の水素濃度において水素細菌の二酸化炭素固定能を調査することで、その有用性の検証を行うことを目的と
した。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to use gas mixture with low hydrogen content for 
autotrophic culture of hydrogen-oxidizing bacteria. The lower explosive limit of hydrogen is 4%, at 
which hydrogen can be safely handled during cultivation. However, the ability of carbon dioxide 
fixation by the hydrogen-oxidizing bacteria at low hydrogen concentration has not been investigated.
 This study validated the use of low-concentration hydrogen gas mixture in terms of the bacterial 
cell growth and biopolyester production.

研究分野： 応用微生物学

キーワード： ポリヒドロキシアルカン酸

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
低濃度水素を用いた独立栄養培養法は、水素の爆発を回避し、安全な培養技術としてのプラットフォームになり
得るものである。水素の爆発下限界での効率的な培養法が確立できれば、水素細菌による物質生産系は非常に大
きな発展性を有している。また、太陽光などの再生可能なエネルギーから水の電気分解によって生産されたグリ
ーン水素を利用すれば、究極の持続可能な物質生産系として環境保全に大きく貢献する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 

二酸化炭素の再資源化のなかでも生物固定化は、生物の代謝機能を活用することで高付加価

値物質に変換することができるため、非常に魅力的な手法である。多くの研究者が藻類やラン藻

による二酸化炭素の固定化について研究を行っているが、太陽光を効率よく照射するためには

リアクターを平面的にして広い面積を確保する必要がある。そのため解放系での培養を余儀な

くされ、遺伝子改変した組換え株を用いることが難しくなる。 

 一方で水素細菌は、化学合成独立栄養細菌の一つで、高い二酸化炭素固定能、高い増殖速度、

そして、その細胞内に 80%以上の含有率で生分解性プラスチック（PHA）を合成する。水素細菌

は、光エネルギーを要しない代わりに、水素を酸化して二酸化炭素の固定を行う。藻類などとは

異なり、密閉した小型リアクターで培養できるため、管理が容易で、組換え株の利用も可能であ

る。 

 これまでに、水素、酸素、二酸化炭素からなる混合ガスにおいて水素細菌である Ralstonia 

eutropha の独立栄養培養が研究されてきた。それらの研究により、非常に高い二酸化炭素固定能

力と高い PHA 生産性が示されてきた。しかし一方で、水素の取り扱いが難しく、混合ガスが漏

洩すると爆発の危険があるため、大規模な培養の実施には至っていない。 
 
２．研究の目的 
本課題では、水素細菌を用いた独立栄養培養において、爆発下限界の低濃度水素を活用するこ

とに着目した。爆発下限界の水素濃度は 4 %であり、この水素濃度であれば理論上、水素を安全

に取り扱って培養することできる。しかしながら、この低濃度水素で水素細菌がどの程度の二酸

化炭素固定能を示し、どの程度の PHA を合成するのかについては調査されておらず、その利用

可能性は未知数である。そこで、爆発下限界の水素濃度において水素細菌の二酸化炭素固定能を

調査することで、その優位性や有用性の検証を行うことを目的とした。 
 
３．研究の方法 
通常、水素細菌を培養する場合は、80%程度の高い水素濃度で培養する。これは、水素細菌の

増殖において、二酸化炭素や酸素より多量の水素を要求するためであり、爆発組成の範囲外では

あるもののリアクター外に漏洩すれば、空気と混和して容易に爆発する。一方本研究では、爆発

下限界の低濃度の水素（4%）で培養系を構築することをコンセプトとしており、仮に漏洩して

も爆発の危険はない。そこでまず、水素濃度を 4%に維持した振とうフラスコを用いた培養シス

テムを構築し、水素細菌である R. eutropha H16 株およびその組換え株の培養を行った。次に、R. 

eutropha H16 株の炭素固定能を増強させるために、二酸化炭素供給の律速になっていると思われ

る炭酸脱水反応を触媒する酵素の遺伝子数を増強し、その効果の検証を行った。最後に、ミニジ

ャーを用いた混合ガス連続供給培養系を構築し、安全性に配慮した水素濃度 4%の培養条件で、

どの程度まで菌の生育とポリマーの合成量を高めることができるのかについて検討を行った。 

 

４．研究成果 

まず、化学合成独立栄養細菌 R. eutropha H16 株によって二酸化炭素から独立栄養的に PHA を

合成することを検討した。その際、供給するガスが漏洩しても爆発しないようにするために、水

素を爆発下限界の低い濃度で維持することで、高い安全性を確保しつつ培養を行った。具体的に

は、密栓した 500 mL 容バッフル付き三角フラスコに、水素 6%、二酸化炭素 20%、窒素 74%の

混合ガスを封入した 1 L 容ガスパックを取り付け、三角フラスコ内の空気を半分抜き取ることに



より陰圧にし、取り付けたガスパックと三角フラスコのヘッドスペース内の空気を混合し、水

素：酸素：二酸化炭素：窒素＝3.6: 7.6: 12.3: 76.5 の組成を作り出した。そのフラスコを 30℃で旋

回振とうにより培養し、24 時間毎にガスパックを新しいものに取り換えた（図１）。培養は 144

時間まで行った。 

 
図１ バッフル付き三角フラスコでの培養方法 

 

その結果、爆発下限界より低い水素濃度でも、R. eutropha H16 株が増殖することを確認し、ま

た、窒素源やリン源を欠乏させた培養条件において、細胞内に最大で 70 wt%の PHA を蓄積する

ことを確認した。その PHA は、ガスクロマトグラフィー（GC）および核磁気共鳴（NMR）分析

によりポリ(3-ヒドロキシブタン酸) [ P(3HB) ]であることを確認した。また、ゲルろ過クロマトグ

ラフィー（GPC）による分子量測定を行い、十分に高い分子量を有していることを確認した。 

P(3HB)は高結晶性であり、硬くて脆い材料物性を示すため、R. eutropha の改変株 1F2 を用い、

二酸化炭素からの共重合体 PHA の合成を試みた。その結果、3-ヒドロキシバレリン酸（3HV）

や 3-ヒドロキシ-4-メチルバレリン酸（3H4MV）を少量含む P(3HB-co-3HV-co-3H4MV)共重合体

を合成することに成功した。この共重合体をガスクロマトグラフィー質量分析（GC-MS）、NMR、

GPC、示差走査熱量測定（DSC）の各分析に供し、P(3HB)よりも低結晶性で、実用性の高いポリ

マーであることを確認した。 

 

図２ 二酸化炭素からの共重合体 PHA の合成 (A) 代謝経路、(B)作成したプラスミド 



これらの株について、ミニジャーを用いた混合ガス連続供給培養系を構築し、水素濃度 4%の

培養条件でどの程度まで菌の生育とポリマーの合成量を高めることができるのかについて検討

を行った。その結果、フルクトースを炭素源とした従属栄養条件には若干及ばなかったものの、

良好な菌体生育と PHA 蓄積を確認した。これにより、水素濃度 4%でも十分に独立栄養培養を

実施できることが分かった。 

一方で、細胞内で二酸化炭素供給の律速になってい

ると思われる炭酸脱水酵素の遺伝子数を増強し、その

効果の検証を 4%水素濃度下の独立栄養および混合栄

養条件で行った。その結果、窒素源制限下の独立栄養

条件およびグリセロールを添加した混合栄養条件に

おいて、菌体増殖および PHA 蓄積の増強が見られた。

この効果は、細胞内に取り込まれた炭酸イオンが炭酸

脱水酵素により効率的に二酸化炭素に変換された結

果、カルビン回路のターンオーバーが上昇したことに

よるものと思われる。 

 

 

図３ 炭酸脱水酵素（can）の遺伝子増強
効果 
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