
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成２３年６月８日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：種菌を添加せずに牛糞内在性の水素生産細菌を活用した乾式牛糞水素
発酵では最適発酵温度が 60 度であることを明らかにして、その発酵温度において 700 mL-水素
/kg-牛糞の水素が発生した。また、牛糞から集積された高度好熱嫌気性の水素生産細菌群（最
適増殖温度＞65 度）は連続培養系において、非常に高い水素発生収率（3.32 mol/mol-グルコ
ース）を示すことが判明し、特異な代謝特性を持つことが分った。 
 
研究成果の概要（英文）：Hydrogen (700 mL/kg-cow dung) was produced by dry fermentation 
of cow dung at a optimum temperature of 600C using hydrogen-producing bacteria, naturally 
present in the dung.  Extremely thermophilic microflora, enriched from cow dung, showed 
a high hydrogen yield of 3.32 mol/mol-glucose at the HRT of 3 days in continuous culture.  
The microflora was suggested to posses unusual fermentative properties, as compared with 
moderately thermophilic and mesophilic bacteria. 
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１．研究開始当初の背景 
 地球温暖化に対する懸念から新しいエネ
ルギー生産技術として、微生物を利用した水
素発酵が注目されている。水素は、燃料電池
の燃料として利用した場合、水のみを発生す
るクリーンなエネルギー源である。 
 
２．研究の目的 
 牛糞は、発酵原料としての有機物を含有し
ている。更に、牛糞には多種多様な水素生産

細菌群が元々存在している。本課題は、その
内在性水素生産細菌群に初めて着目・利用し
て、新しい水素発酵法の検討と菌叢解析を含
む水素生産メカニズム解明が目的である。 
 
３．研究の方法 
（１）牛糞に水などを一切添加せず低い水分
状態でそのまま発酵させる、所謂、乾式発酵
と呼ばれている方式での水素発酵を検討し
た。200g の無希釈牛糞(TS=15%)を 625mL のガ
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図１ 様々な温度での乾式牛

糞水素発酵における水素発生

の経時変化 図３ DGGE 解析像 

Lane 1 マーカー 

Lane 2 培養前 

Lane 3 培養後 

図２ 60 度での乾式水素

発酵の副産物の分布 

ラス容器に投入して、ガス層を窒素に置換・
密閉後、37℃から 75℃で嫌気培養して水素発
生量を定量した。また、その発酵に関連した
菌叢変移を解析するために、60℃発酵後と発
酵前の牛糞から DNAを抽出して一般細菌用の
プライマー(GC-357F, 517R)を用いて 16S 遺
伝子の V3 領域を PCR 増幅した。その PCR 産
物を DGGE (denaturing gradient gel 
electrophoresis)法で解析した。 
 
（２）至適増殖温度を 65℃以上に持つ高度好
熱細菌の発酵特性は殆ど研究されていない。
そこで、その細菌の水素発生代謝特性を詳細
に検討するために、牛糞から 75℃で嫌気的連
続バッチ培養で集積された高度好細菌群を
人工培地での連続培養系で解析した。グルコ
ース(5 g/L)を基質とした培地を用いてその
細菌群を嫌気的に 75℃で連続培養した。培地
の滞留時間（HRT）を順次 2，1，0.67，3 日
と変化させ、発酵パターンの変化を測定した。 
 
４．研究成果 
（１）乾式牛糞水素発酵では、至適温度は
60℃であることが分かった（図１）。その 60℃
乾式発酵の糞から水溶性副産物を抽出し、そ
れをガスクロで解析した結果、60℃牛糞乾式
発酵の水溶性副産物として主に酢酸と酪酸
が生成されていた（図２）。DGGE 解析の結果、
水素生産菌である Clostridium cellulosi に
類似した細菌（図３、バンド２）が検出され、
水素生産に関与する可能性が示唆された。
Clostridium cellulosi は、その名の様にセ
ルロースを分解して生育する嫌気性好熱細
菌である。従って、その検出された細菌は、
牛糞中の繊維分を分解して水素を発生させ
ていると考えられる。また、本乾式発酵は繊
維分解の結果、固形分が低減され牛糞処理に
も貢献できると期待される。 
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図５ ４つのHRTで高度好熱細

菌群を連続培養した場合の時

間経過に伴う水素発生量変化 

図４ 使用した完全混合型バ

イオリアクター 

（２）牛糞から集積された高度好熱嫌気性細
菌の完全混合槽型のバイオリアクター（培地
2Ｌ，気相 1Ｌ）（図４）を用いた連続培養に
おける実験では、全ての HRT で水素発生が観
られ（図５）、主要な可溶性代謝産物は酢酸
であった。菌体あたりの水素発生量は
1.96-4.15 L-H2/g-VSS/d であった（表１）。
これは、中温菌や中度好熱細菌の一般的な値
である0.4-5.0 L-H2/g-VSS/dと比較して同程
度である。リアクター体積当りの水素発生量
は 0.72-1.22 L-H2/L/d であり、一般的な値の
3.0-20 L-H2/L/d と比較して低い。これは、
集積された高度好熱細菌群の菌体密度が低
いことを意味している。HRT 3 d で最大水素
収率、3.32 mol-H2/mol-glucose が得られた
（表１）。これは、中温菌や中度好熱細菌の
一 般 的 な 値 で あ る 0.8-2.5mol-H2/ 
mol-glucose と比較して非常に高い。集積さ
れた高度好熱細菌群はグルコースから菌体
への変化率が低いために、結果としてグルコ
ースから代謝産物への変換率が高まり、高い
収率を示すと考えられる。これらの発酵特性
は、高度好熱細菌独特の特徴と考えられた。
これらの成果が認められ国際誌に３報の論
文を発表することができた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

表 1 水素発生特性 

滞留時

間 

水素生

産速度

菌体

(vss)生

産速度 

水素生産

速度（per 

vss） 

水素収

率 

(d) 
(L/L/d

) 
(g/L/d)

(L/g-VSS

/d) 

(mol/m

ol) 

0.67 1.22 0.44 4.15 2.63 

1 1 0.3 3.38 2.75 

2 0.72 0.16 2.23 2.81 

3 0.76 0.13 1.96 3.32 
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