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研究成果の概要（和文）：糸状性シアノバクテリアであるNostocは、窒素飢餓条件下でヘテロシストを分化さ
せ、その内部でニトロゲナーゼを発現して窒素固定を行う。この際、ニトロゲナーゼの基質となる分子状窒素
(N2)を欠く人工気相下にNostocを置くと、アンモニアの代わりに、多量の水素(H2)が生成する。本研究は、窒素
栄養とN2の制限下に置かれたNostocの代謝生理を明らかにし、長期にわたり水素生産を可能にするメカニズムを
明らかにすることを目的とした。

研究成果の概要（英文）：Nostoc, a filamentous cyanobacteria, differentiates heterocysts under 
nitrogen starvation conditions and expresses nitrogenase within them to fix nitrogen. At this time, 
if Nostoc is placed under an artificial gas phase lacking molecular nitrogen (N2), which is a 
substrate for nitrogenase, a large amount of hydrogen (H2) is generated instead of ammonia.The 
purpose of this study was to clarify the metabolic physiology of  Nostoc strains under the 
restriction of nitrogen nutrition and N2, and to clarify the mechanism that enables long-term 
hydrogen production.

研究分野： 植物生理学

キーワード： 光合成　水素　シアノバクテリア　ニトロゲナーゼ　光生物学的水素生産

  ３版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
化石燃料に代わるエネルギー資源として水素エネルギーが注目されているが、将来的に期待される水素製造法の
一つに光合成微生物を利用した光生物学的水素生産がある。太陽から供給される光エネルギーによって光合成を
駆動し、光合成産物から水素を生産する一連の流れは、低環境負荷・低炭素社会の実現に大きく貢献すると期待
される。光合成微生物による光生物学的水素生産法は、既存の化石燃料を利用した水素生産法とは異なり、水素
の生産時に二酸化炭素を放出しないカーボンニュートラルな生産法である。本研究は光合成微生物であるシアノ
バクテリアを利用した光生物学的な水素生産法の実現のための基礎研究である。

※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 
 地表に到達する太陽光エネルギーは、人類が消費する化石燃料エネルギーの 6,000 倍以上と
膨大であり、量的に再生可能エネルギー源として有望であるが、その平均エネルギー密度は約
1,500 kWh·m-2·yr-1と低く、いかにして経済性を確保しつつこれを利用するかが課題となる。植
物や藻類などの光合成生物を利用したバイオ燃料の研究は様々に行われているが、エネルギー
変換効率、経済性、大規模化、食料生産との競合など克服すべき課題は多い。 
 シアノバクテリアは植物や藻類と同様に水を光合成の電子供与体として用いる酸素発生型の
光合成を行う原核生物（細菌）である。紅色光合成細菌や緑色細菌等のいわゆる光合成細菌は水
を光合成の電子供与体に用いることができず、硫化水素や有機酸などを用いて光合成を行う。資
源量を考えると、水を使って光合成を行うシアノバクテリアを利用したバイオ燃料の生産は非
常に有利であると考えられる。シアノバクテリアは形態学的にも、生態学的にも非常に大きな多
様性を持つ細菌群である。この中で一部の糸状性シアノバクテリア（Anabaena や Nostoc 属等）
は、硝酸塩類などの窒素栄養源が欠乏した条件下では，通常の酸素発生型光合成を行う栄養細胞
の一部が，約 10 - 20 細胞の間隔で異型細胞（ヘテロシスト）へと分化し、窒素固定酵素ニトロ
ゲナーゼの反応により大気中の N2を還元しアンモニアを生産する。 
 ヘテロシスト内部は、酸素発生源となる光化学系 II が不活性化され、加えて細胞壁を肥
厚させて外部から細胞内への酸素透過を防ぎ、呼吸活性を増加させて酸素を除去しており、
細胞内部の酸素濃度は低い状態に保たれている。ニトロゲナーゼは酸素により失活しやす
いが、上述のように、ヘテロシスト内部は酸素濃度が低いため活性を維持することができる。
糸状体全体としては通常の光合成を行う栄養細胞と窒素固定を行うヘテロシストで役割を
分業させており、糸状体はあたかも多細胞生物のような細胞共同体として存在している。糸
状体の細胞間には細胞間連絡が存在し、栄養細胞で酸素発生型光合成による糖質合成が行
われ、その糖質がヘテロシストへ運ばれ、ニトロゲナーゼ反応を駆動する還元力の源となる。
ヘテロシストには光化学系 I が存在するので、光化学系 I の循環的な電子伝達系によって
光エネルギーを利用してニトロゲナーゼ反応に必要な ATP を生産でき、合成されたアンモ
ニアはグルタミンに変換されて栄養細胞へと輸送される。このように光合成と窒素固定が
空間的に分離されることにより、糸状体全体として酸素発生型光合成とニトロゲナーゼ反
応の両立が可能となる。 
 ニトロゲナーゼは，空気中の窒素ガス N2 を固定する酵素として知られているが、必然的
な副産物として H2も生産される（反応式 1）。シアノバクテリアの他、マメ科植物の根に共
生する根粒菌など一部の原核生物がその活性を持つ。酸素発生型光合成生物のうちニトロ
ゲナーゼを持つのは，一部のシアノバクテリアに限られ，クロレラなどの真核光合成生物は
持たない。酵素は，多くの場合モリブデン（Mo），鉄（Fe），硫黄（S）からなる金属クラス
ターを結合している（Mo 型ニトロゲナーゼ）が，Mo の代わりにバナジウム（V）（V 型ニト
ロゲナーゼ）や Fe のみ（Fe-only 型ニトロゲナーゼ）を持つものもある。窒素固定の効率
が最も高いとき（N2濃度が十分高いとき），Mo 型酵素の反応は，次式のように表され，電子
の 1/4が水素生産に向けられる。 
 N2 + 8 e- + 8 H+ + 16 ATP → H2 + 2 NH3 + 16 (ADP + Pi)   （反応式 1） 
窒素ガスが存在しない条件下（例：Ar気相）では，全ての電子が水素生産に向かう。 
 2 e- + 2 H+ + 4 ATP → H2 + 4 (ADP + Pi)  （反応式 2） 
ニトロゲナーゼは，上記反応式に示されるように大量の ATP（生体の高エネルギー物質）を
消費するので理論的最高エネルギー変換効率は低いが，水素生産が不可逆的に起こること
が，その利点である。 
 水素生産に利用できる酵素として、シアノバクテリアは、ヒドロゲナーゼも持つ。ヒドロ
ゲナーゼは水素生産の理論的最高エネルギー変換効率が高いが，反応は可逆的なため，光合
成により生成する酸素の存在下では生産された水素の再吸収が起こりやすい。また、ほとん
どの窒素固定生物は、ニトロゲナーゼによって発生した H2 を再吸収する取り込み型ヒドロ
ゲナーゼ(Hup)を持ち、Hup活性の存在は、水素生産を妨げる。 
 報告者は，このような総合的判断から，ニトロゲナーゼを基礎とする水素生産方式を採用
し，その研究開発に取り組んできた 1), 2), 3), 4), 5)。 
 
２．研究の目的 
 糸状性シアノバクテリアである Nostoc は、窒素飢餓条件下でヘテロシストを分化させ、その
内部でニトロゲナーゼを発現して窒素固定を行う。この際、ニトロゲナーゼの基質となる N2を
欠く人工気相下に Nostoc を置くと、アンモニアの代わりに、多量の H2が生成する。N2制限下で
は、本来、N2の還元（窒素固定）に利用される還元力が H+の還元に振り向けられるためである。
さらに、ヘテロシストで発現している取り込み型ヒドロゲナーゼ Hup を不活化すると細胞外に
排出される H2量は大幅に増加する。Hupを不活化した Nostoc をガラスバイアルに入れて窒素栄
養と N2を制限すると、内部には H2と O2がほぼ 2:1 の比で蓄積する。そのままの状態では数日で
H2の発生は停止するが、内部の気相を随時更新することで、H2の生産を数ヶ月に渡って持続させ
ることができる。この間、細胞増殖は抑制されている。本研究は、窒素栄養と N2の制限下に置か
れた Nostoc の Hup 不活化株が長期に渡る持続的な水素生産を可能にする細胞の代謝生理適応を
解き明らかにすることを目的とした。 



３．研究の方法 
 長期に渡る持続的な水素生産を可能にする細胞の代謝生理適応を解き明らかにして、培養条
件を確立する。これまでの研究で、この条件におくと NostocΔHup 株は水素を過剰生産すること
が判っている。培養開始後、適当な時期に細胞をサンプリングし、水素生産活性、細胞の増殖速
度、ヘテロシスト分化率、細胞形態、ニトロゲナーゼ活性、光合成活性など基本的なデータを作
成する。長期に栄養制限下に置かれた細胞のプロテオーム解析やゲノム解析を行う。窒素栄養制
限とニトロゲナーゼ活性及び水素生産性の関係を理解するために、緑色硫黄細菌や紅色細菌
などの光合成細菌におけるニトロゲナーゼ活性と水素生産活性などについても比較研究を
行う。 
 
４．研究成果  
 シアノバクテリアが連なった糸状体の栄養細胞の方では、通常の光合成反応が起こっている
ので、ガラス容器内部には O2も溜まってくる。そうなると O2がヘテロシスト内部に浸透し、ニ
トロゲナーゼの活性が落ちて H2も低下する。実験では容量 25 mLのガラス容器に半分程度のシ
アノバクテリア培養液を入れて蛍光灯の光照射下に置くと、一週間ほどで、気体の約 30%程度の
H2が蓄積する。そのままでは H2は増加しないが、ガラス容器内部の気体を Ar をベースにして
0.5%(v/v)N2を含む初期気相に入れ替えると、再び、ニトロゲナーゼの活性が回復し H2生産が再
開される。この実験では気体の交換はガラス容器の栓に注射針を二本突き刺し、一方の針を H2
を含まない人工空気を溜めたガスバッグ、もう一方を注射筒にチューブで接続し、注射筒のピス
トンを引けば H2と O2を含む混合ガスが回収され、ガラス容器内部は最初の人工空気に置換され
る。これを繰り返せば、H2と O2を含む混合ガスを長期にわたって生産し回収し続けることが可
能で、実際、本実験系では数カ月にわたって、ガラス容器内部の培地を交換することなく、H2生
産を繰り返すことが確認できた（図１）。 
 次に将来の大規模な水素生産を志向するために水素低透過性プラスチック素材 6)を材料にバ
ッグを作成し、シアノバクテリアの培養液を 1 L 袋内に入れて、バッグ内部の気相中に含まれる
気体組成と培養液中のクロロフィル a 濃度を測定した。実際にプラスチックバッグ内で水素が
蓄積し、一方、シアノバクテリアの成長は抑制されていることを確認した（図２）。このシステ
ムを利用した長期水素生産が可能かどうかは、現在も継続測定を行っている。 
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図1 スモールスケールでの連続した水素

生産 

窒素栄養欠乏状態に移した Nostoc sp. PCC 

7422 ΔHupL 株を、密閉ガラス容器に分注し、

26°C、100 µmol photons·m-2·s-1の 12 時間明

暗周期光下で培養した。2 日目までの、培養気

相中の窒素ガス濃度は 0.5%、二酸化炭素ガス

濃度は 5%とした。それ以降の培養気相の組成

はヘテロシスト誘導期と同様にし、およそ 1週

間毎に気相の更新を行った。○は酸素、●は水

素の濃度 

 

  

図 2 水素低透過性プラスチック素材を用いたミド

ルスケールでの水素生産 

市販のアクリル酸樹脂系高分子をコートした PET 樹脂フ

ィルムをベースにナイロン層がラミネートされた膜（GL-

E, 凸版印刷）をオートクレーブ滅菌処理（120℃、20 

min）後、熱融着によって密閉バッグを作り、内部に Nostoc 

sp. PCC 7422 ΔHupL 株の培養液を 1 L いれた。Ar ベー

スに 0.5% N2と 5% CO2を含む気体を初期気相として、バ

ッグを密着後、培養を開始した。 

 



 

 １ヶ月ほどの窒素栄養制限下で、水素生産を行った細胞についてプロテオーム解析及びゲノ

ム解析を行なった。現在、分析結果を解析中である。今後は、さらに数ヶ月間の長期にわたって

水素生産を行なった株についての解析が必要である。 

 シアノバクテリアを利用した水素生産の実用化のためには、経済的に大規模に行うための様々

な課題を克服する必要がある。水素生産の低コスト化につながる改変として、今後、エネルギー

変換効率や長期の生産安定性をさらに向上させる必要がある。本研究で得られたデータをさら

に詳細に解析することで、遺伝子工学的な改良のターゲットを絞ることが可能であると考えて

いる。また、水素生産の大規模化のために、プラスチックバッグの大型化、多層化も今後必要で

ある。これらの改良を積み重ねることで、水素生産が強光下で数週間持続するようにし、光から

水素へのエネルギー変換効率を 1%以上に高めることが今後の目標である。 
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