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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、海洋性（超）好熱菌のスーパー触媒機能を用い

た石油資源に依存しない再生可能な水素エネルギーの生産・開発基盤を構築することであ

る。主要な成果は次のとおりである。新規超好熱菌ヒドロゲナーゼの性状を解明し、その

固定化酵素による水素生産に成功した。また、一酸化炭素を資化する新規好熱菌株を発見

し、一酸化炭素から二酸化炭素とその逆反応を担う一酸化炭素デヒドロゲーゼの発現系を

構築した。 

 
研究成果の概要（英文）：The ultimate goal of this study is construction of a platform 
towards next-generation technology for production of oil independent energy and new 
materials based on deep-sea hydrothermal environments. Main results of this study are 
as follows: We characterized novel hydrogenases from hyperthermophilic microorganisms 
and succeeded in hydrogen production using their immobilized enzymes. We also isolated 
a novel hyperthermophilic microorganism that could utilize carbon monoxide for its growth 
and developed expression system for its carbon monoxide dehydrogenase that catalyze 
reversible reaction of carbon monoxide and carbon dioxide.  
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１． 研究開始当初の背景 

石油は人類にとって最も重要なエネルギ
ーであり、プラスチック等素材の原料として
も盛んに利用されてきた。近年、石油の枯渇

問題や地球温暖化をはじめとする環境問題
が深刻化し、人類は石油産業社会の変革を迫
られている。地球温暖化の主たる原因は、人
間活動に伴う CO2 を主とした温室効果ガスの
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図 1 深海熱水孔における物質
循環 

排 出 に よ る と い う 統 一 見 解 が IPCC 
(Intergovernmental Panel on Climate 
Change)より報告された。このように石油資
源の枯渇のみならず、地球温暖化の面からも
人間の持続的発展が脅かされている。 

地球上の生態系のエネルギーや物質循環
の源はほとんど全てが太陽光エネルギーに
依存するが、近年の深海探査により、太陽光
に全く依存しない独自の深海熱水生態系の
存在が明らかになってきた。これらの生態系
は、無脊椎動物や甲殻類を含む高密度で特異
な生物群集を維持している。これまでの分子
生態学的研究で、沖縄トラフをはじめ世界中
の深海熱水孔でε-Proteobacteria が普遍的
に優占し、こうした生態系の重要な一次生産
者であると推測されていた。本系統群はこれ
まで分離できなかったが、申請者らはほぼ全
てのグループの種を分離することに成功し
た)。その結果、ε-Proteobacteria は、水素、
チオ硫酸、元素状硫黄、硝酸、酸素など様々
な無機物の組み合わせを用いて増殖する化
学合成独立栄養細菌であり、現場の水素、硫
黄、窒素化合物のフラックスに重要な役割を
果たしていることが解明された。また熱水孔
に極めて多い嫌気性の超好熱性従属栄養古
細菌(Pyrococcus 等)は、最終電子受容体とし
て H+を用いて水素生産し ATP 合成を行なう。
すなわち深海熱水生態系では、地球化学的あ
るいは上述の水素呼吸によって生じた H2 を
用いて（超）好熱性水素細菌やメタン生成菌
が一次生産を行なっている（図 1）。 

 
２．研究の目的 

これらの微生物機能に着目した申請者は、
エネルギー生産触媒として H2ase に注目した。
水素エネルギー社会実現の最大の課題は①
水素酸化-生産触媒金属の有限性 ②水素の
高効率な生産 の 2 点である。水素酸化-生
産触媒金属として最も優れているのは白金
等数種のレアメタルであるが、これらの金属
は埋蔵資源で微量かつ有限である。白金の可
採掘年数は 195 年とされ、将来全ての自動車
に水素燃料電池が搭載されれば米国一国の
保有自動車のみで、推定埋蔵量の 2 倍量の白
金が必要である。現行の最も効率的な水素生
産は高温の水蒸気と化石燃料を白金などの

無機的触媒と反応させる改質法である。しか
し本法は、埋蔵資源である石油を使用する上
に、石油の酸化で発生する一酸化炭素によっ
て白金が劣化すると言う欠点を持ち、触媒の
有限性の点からも水素生産を改質法に依存
することは好ましくない。生物由来の水素触
媒 H2ase は再生産可能で水素生産、酸化の両
反応(2H+ + 2e- ⇔ H2)を触媒し、こうした問
題を解決可能と期待されている。しかし、
H2aseはタンパク質であるため変性しやすく、
長期間の耐久性を有していなかった。そこで
超好熱菌由来の耐熱性で酸素暴露に耐性を
有する H2ase を探索して精製し、光触媒を用
いた固定化酵素系を構築することを目的と
した。さらに H2ase の研究過程で Aeropyrum
は一酸化炭素デヒドロゲナーゼ(CODH)も発
現していることが明らかになっていた。CODH
は CO2 を直接還元出来る唯一の酵素であり、
CO2 + 2e- + 2H+ ⇔ CO + H2O の反応を触媒す
る。我が国は炭素数 1の有機化合物より長鎖
有機化合物を合成する C1 化学の研究が盛ん
である。C1 化学反応の初発物質には一酸化炭
素(CO)と H2が用いられるが、現在それらはと
もに石油から生産されている。そこで上述の
H2 生産系ならびに本 CO 生産系を組み合わせ
ることにより真に持続可能な C1 化学工業の
成立が期待される。さらに、CO2還元は、化学
合成独立栄養細菌の反応が応用に期待され
る。中温性水素細菌の中にはポリ乳酸などの
バイオポリマーを生産するものが幾つか見
つかっているが、深海熱水孔由来の好熱性独
立栄養細菌のそれは耐熱性に優れ、応用への
特性が優れているため有用菌の探索を行う。 
 

３．研究の方法 

(1) 深海熱水孔・温泉からの好熱菌分離 
本研究で用いられる H2ase、CODH 等は深海

熱水孔エネルギー・物質循環に関与する極め
て活性の高いものに絞られる。そこで、小笠
原や沖縄トラフの深海熱水孔を中心に好熱
性水素酸化細菌群の分離を行なう。当研究室
では、ε-Proteobacteria に属する水素酸化
細菌を幾つか分離し、その H2ase を精製して
性状解析を行っているが、比活性や酸素耐性
が不十分である。また、本研究で使用する A. 
camini は深海熱水孔外壁より分離された従
属栄養性超超好熱古細菌であるが、H2ase 活
性の発現量が極めて低いため飛躍的に活性
の高い好気性超好熱菌の新規分離も行なう。
本活性のスクリーニングには H2ase 活性染色
法にて行なう。 
 
（２）H2ase と CODH の性状解析 
深海熱水孔由来の微生物分離に基づいて得
られた菌群を H2ase および CODH 資源とする。
本酵素のデバイス応用に当たって注目すべ
きパラメータは、以下の 3点に絞られる。そ
れらは ①長期の耐久性を示す耐熱性 ②
地上における応用を可能にする耐酸素性 



③高活性 である。これらの 3点に焦点を絞
って H2ase、CODH のスクリーニングを行なう。
本酵素発現の有無に当たっては、ともに活性
染色法を用い、得られたバンドの強度を画像
解析ソフト BioNumerics® (Applied Math 社)
で解析することによって簡易的に活性の測
定を行なう。比活性の高いものについては、
カラムクロマトグラフィーによる簡易精製
を経て、90 °C 程度の高温や大気中に曝露す
ることにより、耐熱性や酸素耐性を調べる。
これら簡易耐久性試験を経て、最終的に完全
精製、生化学的性状解析そして N末端アミノ
酸配列をもとに遺伝子クローニングを行な
う。既に研究途上の超好熱古細菌 Aeropyrum 
pernix や A. camini の H2ase や CODH は、未
だ例の無い耐熱性と耐酸素性を同時に示す
ことから、本酵素は固定化等に応用可能な性
状を有している。Aeropyrum 属両酵素の解析
は酸素耐性に加えて耐熱性パラメータにも
新たな知見を与えることが期待され遺伝子
改変のための情報収集を行なう。活性中心微
細構造解析には金属およびリガンド解析と
して EPR（電子常磁性共鳴）および FTIR (フ
ーリエ変換赤外分光法)を行う。 
 
（３） H2、CO 生産デバイスの構築 

本研究にて作成されうるデバイスのエネ
ルギー源は、再生可能エネルギーである太陽
光を利用する。太陽光をエネルギーとして利
用できる無機物質としては太陽電池などが
考えられるが、本研究においては光触媒
(TiO2)を用い、H2ase を電気伝導性のポリマー
で隔離して固定化し、H2ase 直接酸化を防ぐ
方法を提案する。 

酵素固定化法として、交互積層法並びにシ
リカゲルゾルマトリクス法を試みた（図 2）。
交互積層法は陽イオン性あるいは陰イオン
性ポリマーを担体上に接触させることによ
って酵素を固定化する。シリカゲルゾルマト
リクス法は、ケイ酸を架橋させることによっ
てガラス体のゲルを作成し、ゲル内部に酵素
を包埋させる方法である。 
  

精製した H2ase を電極に固定化し、サイク
リックボルタンメトリー（アンペロメトリー
試験）による電気化学的解析と GC による水
素生産試験を行った。 

４．研究成果 
（１）超好熱菌 H2ase の多様性解析 

深海熱水孔由来の超好熱古細菌Aeropyrum 
caminiのゲノム解析を行った。浅海熱水孔由
来の同属種Aeropyrum pernixとゲノムを比較
したところ各遺伝子の配列とその並びともに
高度に保存されていた。両者のゲノムの差異
は主にウイルスの関与する遺伝子の有無によ
るものであり、本属古細菌のゲノム進化にウ
イルスが深く関与すると考えられた。両者の
H2aseは、88%の相同性を示し、性状における
大きな差異は認められなかった。 

次に、海洋性超好熱古細菌 A. pernix を
90℃で大量培養し、菌体をフレンチプレスで
破砕し、各種クロマトグラフィーを用いて 3
種類のサブユニットからなる分子量 168kDa
の H2ase を完全に精製した。本酵素の水素生
産比活性は 0.97μ molH2/min/mg (85 ℃ , 
pH6.0)であり、4℃大気下での酸素耐性は 708
時間後も 50%の活性を維持し、既報の酵素に
比較して極めて酸素耐性が強かった。一方、
超好熱古細菌 A. camini を好気条件下 85℃に
て大量培養し精製した本酵素の水素生産比
活性は 7.3 μmol H2/min/mg(85 ºC,pH 6.0)
で、4 ºC 大気下で酸素耐性を調べた結果 336
時間後も 50％の活性を維持し極めて強い酸
素耐性を有していた。 

深海熱水孔から分離された微好気性好熱
水素細菌 Hydrogenimonas thermophila を水
素：二酸化炭素：酸素(78:20:2)混合ガス中
にて 55℃で培養し、ビーズビーターで細胞を
破砕し膜画分から H2ase を可溶化し精製した。
本 酵 素 の 水 素 生 産 比 活 性 は 900 μ
molH2/min/mg(80℃,pH6.0)と極めて高く、酸
素暴露 57 時間後も 50%の高活性を有した。 
精製酵素をエドマン分解法にて内部アミノ
酸配列を決定した。本配列をもとに本酵素遺
伝子(hyp)群を PCR 法にて調べた結果、H2ase
遺伝子は酸素耐性が強いε-Proteobacteria
の[NiFe]-H2ase と高い相同性を示し、オペロ
ン構造を有していた。 
 
（２）耐熱・耐酸素性を有する固定化 H2ase
の水素生産試験    

上記３種で最大の耐酸素性を示した A. 
camini の精製した H2ase を交互積層法(LBL
法)並びにシリカゾルゲルマトリクス法(SG
法)にて Glassy Carbon 上に固定化し、水素
生産試験を行った。その結果、LBL 固定化法
において 168 時間にわたって水素生産が観察
され、SG 法より高い活性と持続時間が得られ
た。 
 
（３）熱水環境から CODH 活性を有する菌の
分離と性状解析及び本酵素発現系の確立 

鹿児島県指宿市の鰻温泉から、気相100% CO、
55℃の培養条件下で増殖可能な桿菌を分離し

 

図 2 H2ase 水素生産デバイスモデル 



た。本株の至適増殖温度は、62～64℃で鞭毛
を有し16S rDNA塩基配列の解析結果から
Carboxydothermus hydrogenoformonas, C. 
siderophilus, C. ferrifeducensと95～96%
の相同性を示した。本株はCOを消費してH2を
生産し、対数増殖時にCODH活性が認められた
ことから、Carboxydothermus属の新種
Carboxydothermus pertinaxとして国際原核
生物分類命名委員会が認定するInt J Syst 
Evol Microbiol誌に記載された（図2）。分離
した水素生成資化性好熱菌Ug1株について、CO
デヒドロゲナーゼ(CODH)遺伝子を解析した。5
つのCODHを有する最近縁種Carboxydothermus 
hydrogenoformansと異なり、本菌は水素生産
に関与すると予測されるCODHIを欠き、4つを
有していた。このように、本菌による水素生
成はCODHIとは異なる系路が関与しているこ
とを示した。 

 

（４）CODHの大量発現系の構築 
C. hydrogenoformansZ-2901株由来CODHII

コード遺伝子cooSII全長をpET28-aベクター
に挿入し、大腸菌による発現系を確立した。
組換えCODHは、CO酸化活性ならびにCO2還元活
性を保持していた。また光触媒系として有望
視されるCODHIは発現系が未確立であったが、
活性中心へのニッケル挿入に関わる上記成熟
タンパク質の１つであるCooCの共発現により
活性が向上する可能性を見出した。  

Carboxydothermus属において5つ存在する
COデヒドロゲナーゼ（CODHI～V)のうち、機能
未知であるCODH Vの性状を組換え体を用いて
解析した。CODH Vでは活性中心に配位するア
ミノ酸残基の1つ(Glu295)が、他の
CODH(Cys295)と異なっていた。CODH VはCODH 
IIと比べCO酸化活性が低く、NH2OHに対して高
い酸化活性を示した。CODH Vに [Fe-S]クラス
ターに特異的な吸光が認められたものの、そ
の波形はCODHIIと異なっていたことから、異
なる金属配位を有すると考えられた。 
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