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研究成果の概要（和文）： 
２つの新規な酵素の単離と２つの新規なモデル触媒の合成に成功した。Citrobacter sp. S-77

由来の新規な[NiFe]ヒドロゲナーゼと、トリエチルフォスファイトを配位子にする新規なニッ

ケル・鉄錯体は、カソード触媒として機能することを見いだした。Leptolyngbya sp. strain O-77

由来の新規な光化学系 II と、トリスピリジルメチルアミンを配位子にする新規なマンガン錯 

体は、アノード触媒として機能することを明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）： 
New enzymes and their model catalysts have been isolated. [NiFe]hydrogenase from 
Citrobacter sp. S-77 and [NiFe]P(OEt) complex act as cathode catalysts. Photosystem II 
from Leptolyngbya sp. strain O-77 and MnTPA complex act as anode catalysts. 
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１．研究開始当初の背景 
 化石燃料と熱エネルギーを主体とする社
会活動を続けてきた結果、現代において化石
燃料の枯渇や地球温暖化など様々な社会問
題が生じている。新たなエネルギー源として
水素を用いる燃料電池が注目されている。な
ぜなら水素は電子源として利用した後も水
しか生成せず、環境調型のエネルギー源とし
ての利用が見込まれるからである。しかし、
現在世界で利用されている水素の大半は化
石燃料（主に天然ガス）から製造されている。
それは、他の原料より簡単で、経済的にも低
コストでつくることができるからである。化
石燃料から水素をつくっている限りは、化石
燃料の削減にはつながらない。さらに、燃料

電池用電極触媒としては、一般的に白金触媒
が用いられているが、白金触媒も高価な枯渇
性資源である。そのため、白金触媒に代わる
安価な燃料電池用電極触媒の開発が盛んに
行われ、種々の電極触媒が報告されている。
そのような電極触媒としては、金属錯体の熱
処理物、層状金属錯体、高分子金属錯体等が
報告されているが、触媒の合成段階で金属錯
体を高温で燃焼するため、金属錯体が熱分解
し、錯体構造を保持していない。そのため、
上記金属錯体の熱処理物は錯体ではなく、金
属触媒である。そのため、従来の燃料電池用
電極触媒では、触媒能力の制御を容易に行う
ことができない。すなわち、錯体の配位子を
自由に設計して触媒能力の制御を容易に行
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うことができない。本研究は、上記の問題点
に鑑み、「水素発生ヒドロゲナーゼおよびそ
のモデル錯体」をカソード、「新規高温性光
合成細菌及びそのモデル錯体」をアノードと
する「光合成モデル電池」の創製を目指した。 
 
２．研究の目的 
 次期エネルギー源として期待されている
水素の大半は、天然ガスから製造されており、
化石燃料の削減にはつながらない。さらに、
燃料電池用電極触媒として白金触媒が用い
られているが、白金も高価な枯渇性資源であ
る。本研究は、上記の問題点に鑑みて着想し
たものである。その目的は、「水素発生ヒド
ロゲナーゼおよびそのモデル錯体」をカソー
ド、「新規高温性光合成細菌及びそのモデル
錯体」をアノードとする「光合成モデル電池」
を創製することである。本研究で開発する基
本概念は様々な分野の技術に応用可能であ
り、新技術の創成という意味でもその価値は
非常に大きい。 
 
３．研究の方法 
（１）カソード触媒 
 カソードとして「水素発生ヒドロゲナーゼ
電極及びそのモデル錯体電極」の作成を行っ
た。本研究で用いる電極触媒は、錯体であっ
ても酵素であってもかまわない。また、固体
であっても溶液であっても構わない。錯体の
場合は、配位子を自由に設計して触媒能力の
制御を行うことが可能である。例えば、配位
子の置換基を変えることにより電子的効果
の制御ができる。さらに、配位子を自由に設
計して電極反応のメカニズムを明らかにす
ることができる。これらの手法は、触媒開発
研究の新しい技術となりうる。 
（i）新規ヒドロゲナーゼ 
 カソードとしてヒドロゲナーゼ電極を作
成した。水素酸化菌は 80 ℃以上の超高温か
ら低温まで幅広い温度範囲で生育する様々
な種がある。その中には、80 ℃以上の超好
熱性菌由来のヒドロゲナーゼ遺伝子が低温
性菌に水平伝播されたユニークなものが存
在する可能性がある。その低温性菌由来のヒ
ドロゲナーゼは低温から超高温条件（20−
90 ℃）まで高活性を示す高安定型酵素であ
る可能性が非常に高い。ヒドロゲナーゼは燃
料電池の触媒や水素エネルギーの生産など
にその利用性が期待される。しかし、ヒドロ
ゲナーゼの利用面において一番厄介なのは
その活性の不安定性である。ヒドロゲナーゼ
は、酸素や一酸化炭素に暴露すると短時間で
酵素は失活してしまう。本研究では低温から
超高温条件まで高活性を示し、また、酸素や
一酸化炭素に暴露しても酵素活性が阻害さ
れない高安定型ヒドロゲナーゼを保持する
新規な生物資源の検索・単離と新規高温性ヒ

ドロゲナーゼの培養・選択を行った（図１）。 
 

 

 
図１ 新規高温性ヒドロゲナーゼの培養・選
択 
 
（ii）新規ヒドロゲナーゼモデル 
 カソードとして、ヒドロゲナーゼモデル錯
体 [NiII(X’)FeII(MeCN){P(OEt)3}3](BPh4)2 
{[1](BPh4)2, X’ = N,N'-diethyl-3,7-diaza-
nonane-1,9-dithiolato}を合成した（図２）。
この非白金触媒には金属としてニッケルと
鉄しか含まれておらず、かつ触媒能力の制御
をより容易に行うことができる。電極触媒は、
このような金属錯体のみを含有していても
よいし、必要に応じて他の成分を含有してい
てもよい。例えば、バルカン（Cabot 社製）、
カーボンブラック、活性炭等の触媒担持体、
ポリアセチレン、ポリチオフェン等の導電性
高分子の添加も考えた。 

 

図２ ヒドロゲナーゼモデル錯体 
 
（２）アノード触媒 
 アノードとして「新規高温性光合成細菌電
極及びそのモデル錯体電極」を作成した。 
（i）新規光合成細菌 
 酸素発生型光合成には水分子を酸化し酸
素分子を発生する光化学系 II 酸素発生複合
体（Photosystem II, PS II）がある。その
酵素を基盤上に固定し、循環型光酵素電池を
作製するためには高安定性／高活性の PS II
を保持する新規な光合成生物の単離が必須
となる。至適生育温度 57 ℃を示す好熱性シ
アノバクテリア（藍色細菌）が、現在まで最
も安定な PS II として知られている。高安定
型酵素電池の特徴は低温から高温まで、また



 

 

広い pH 範囲においても高活性を示すものが
理想的である。本研究では、様々な特殊環境
から高安定な PS II を保持する光合成生物資
源の検索・単離と新規高温性光合成細菌の採
取・単離・活性測定を行った（図３）。 
 

 
図３ 新規高温性光合成細菌の採取・単離・
活性測定 
 
（ii）新規光合成細菌モデル 
 アノードは、光合成の活性中心である酸素
発生タンパク質複合体（oxygen-evolution 
complex）の構造を範にしたマンガン錯体を
合成した（図４）。 

 

図４ PS II モデル錯体 
 

水の酸化反応は、地球上に無尽蔵に存在す
る水から電子を取り出す反応である（2H2O → 
O2 + 4H

+ + 4e–）。自然界では、光合成を行う
生物中に存在する「光化学系 II」が水の酸化
反応を触媒する。その活性中心は「酸素発生
中心（Oxygen Evolving Center : OEC）」と
呼ばれるマンガンクラスターである。OEC に
よる水の酸化反応の触媒メカニズムの解明
は、水の酸化触媒の開発に重要な知見を与え
るため注目されている。しかし、そのメカニ
ズムの詳細は明らかとなっていない。OEC に
よる水の酸化反応の触媒メカニズムは、以下
の 2タイプが提案されている。すなわち、(A)
ターミナルアクア部位が水の酸化反応の活
性部位として機能するメカニズム、(B) 
bis(µ-oxo)部位が水の酸化反応の活性種と
して機能するメカニズム、である。現在、OEC
モデル錯体が触媒する水の酸化反応のメカ
ニズムを明らかにすることで、OEC による水
の酸化反応の触媒メカニズムについての知

見を得ようとする研究が行われている。 
 2004 年に Yagi らは、(A)のモデル錯体を粘
土鉱物に吸着させた不均一触媒を用いて、犠
牲酸化剤であるCeIV存在下で水の酸化反応を
報告した。また 2012 年に Brudvig らは、そ
のメカニズムについて論じた。しかし、(B) 
のモデル錯体を用いる触媒的な水の酸化反
応及びメカニズム解明を行った例は無い。本
研究では、OEC による水の酸化反応のメカニ
ズム(B)についての知見を得ることを目的と
した。具体的には、(B)のモデル錯体である
マ ン ガ ン 2 核 錯 体
[MnIII,IV

2(TPA)2(µ-O)2](ClO4)3 (TPA = 
tris(2-pyridylmethyl)amine) を 粘 土 鉱 物
（モンモリロナイト）に吸着させた不均一触
媒を用いて水の酸化反応のメカニズムの解
明を目指した。 
 
４．研究成果 
（１）カソード触媒 
（i）新規ヒドロゲナーゼ 
 新規単離細菌（S-77 株と命名）は16S rRNA
系統解析の結果、Citrobacter に属するもの
であった。本菌は対数増殖期における倍増時
間が１時間以下という生育が早い細菌であり、
ジャーファーメンターを用いての大量培養に
も成功した。 
 細胞膜は、超音波処理および超遠心分離に
よって単離した。ヒドロゲナーゼは、細胞膜
にTriton X-100 を添加し、氷上で２時間撹拌
することで可溶化を行った。新規ヒドロゲナ
ーゼの精製は、嫌気条件下にて四つのカラム
クロマトグラフィー（hydroxyapatite、Phenyl 
Sepharose HP、Q-Sepharose HP及びSuperdex 
200）を用いることで、単一酵素まで精製した。 
 本精製酵素は、分子量測定の結果、58.5 kDa 
と 38.5 kDa の 2 つのサブユニットを有する
ことが分かった(図５a)。水素酸化活性は、
最適条件下で 1,890 μmol/mg/min の高い値
を示した。酸素耐性評価においては、24 時
間酸素暴露後においても、水素酸化活性を約
95%維持できる酸素耐性を確認した（図５b）。 

 
図５ (a) 精製酵素のSDS-PAGE (12.5%ゲル). 
(b) 酸素存在下での水素酸化活性の時間変
化 (酸素暴露前の活性を 100%とする相対活
性で表記) 
 
 
（ii）新規ヒドロゲナーゼモデル 
 自然界の水素活性化酵素であるニッケ



 

 

ル・鉄ヒドロゲナーゼをモデルとして、新た
なニッケル・鉄触媒の開発と、常温常圧で水
素からの電子を電子受容体（フェロセニウム
イオンやメチルビオロゲン等）に移動させる
ことに成功した。結晶構造の解明により、水
素を活性化した後に生成するヒドリドイオ
ン（H–）がニッケルではなく、鉄に結合して
いることを示した。これまでニッケルか鉄の
どちらにヒドリドイオンが結合しているか
は分かっていなかった。 
 ニッケル・鉄ヒドロゲナーゼは、自然界に
存在する、水素を活性化する酵素である。そ
の活性中心は、図６のように、ニッケルと鉄
がシステイン残基（Cys）のイオウ原子によ
って架橋された 2 核構造です。X は、休止状
態では H2O、OH–、または O2–、活性化状態では
H–と考えられている。 

 

図６ ニッケル・鉄ヒドロゲナーゼの活性中
心の構造（Cys = システイン残基） 
 
 本研究では、自然界のニッケル・鉄ヒドロ
ゲナーゼと同様に、ニッケルと鉄を使って常
温常圧で水素を活性化した。X 線及び中性子
回折により、その人工モデル触媒の構造を明
らかにした（図７）。 

 

図７ ニッケル・鉄触媒の結晶構造 
 
 常温常圧で水素からの電子抽出の触媒サ
イクルを図８に示す。触媒 1 が常温常圧で水
素を活性化し、鉄にヒドリドイオンが結合し
た触媒 2 となる。触媒 2 は種々の電子受容体
に電子を与え、触媒 1 に戻る。 

 

図８ ニッケル・鉄触媒を用いた水素からの
電子抽出 
 
（２）アノード触媒 
（i）新規光合成細菌 
 単離した菌体は、16S rRNA系統解析の結果、
新種のシアノバクテリア Leptolyngbya sp. 
strain O-77 であるということが明らかにな
った。O-77 は糸状の形態であり（図９）、他
の 好 熱 性 シ ア ノ バ ク テ リ ア
Thermosynechococcus と同程度の温度で生育
する。したがって、O-77 は、本研究で必要と
する新しいサンプルであると言える。 

 
図９ O-77 の形態 

 
PS II の精製は、そのタンパク質複合体の

不安定さから容易に活性が失活してしまう
など、非常に困難である。安定に PS II 精製
を行う条件を検討するため、可溶化 PS II 膜
画分を用いてタンパク質の最適活性条件を
調べた。その結果、O-77 の PS II 活性は最適
活性温度 35 °C、最適活性 pH 7.0 であった。
また、熱処理した可溶化 PS II 膜画分は、
40 °Cまで安定であるということがわかった
（図１０）。熱処理したそれぞれのサンプル
の紫外–可視吸収スペクトルを測定したとこ
ろ、50 °C を境に大きく吸収強度が減少して
いった。スペクトル変化より、タンパク質の
変性による凝集または解離が PS II 活性失活
の原因であることが分かった。 
 得られた知見をもとに、O-77 から PS II の
精製を試みた。その結果、吸収スペクトルが
微妙に異なる二つの画分が得られた。この内
680 nm 付近に吸収極大をもつ画分は、
Native-PAGE の結果ただひとつのバンドを示
し（単一のタンパク質複合体である）、



 

 

SDS-PAGE の結果 PS II を構成するサブユニッ
トと類似したバンドを示した。つまり、PS II
が精製されていることを示す結果が得られ
た。 

 

図１０ 酸素発生の温度依存性 
 
（ii）新規光合成細菌モデル 
 作製した complex@clay の UV-vis スペクト
ルは、440、560、670 nm 付近に特徴的な吸収
を示した。これは、MnIII,IV

2bis(µ-oxo)錯体に
特有の吸収であることから、モンモリロナイ
トに吸着後もその酸化数状態や bis(µ-oxo)
構造が保持されている。また、complex@clay
の X 線回折測定の結果から、錯体はモンモリ
ロナイトの表面に吸着していることを明ら
かにした。 

 

図１１ 酸素発生の時間経過 
 
 Complex@clay と CeIVとの反応により、触媒
的な水の酸化反応が進行すること確認し、触
媒回転数は 2.5、触媒回転頻度は 1.25/10 分
であった（図１１）。水の酸化反応のメカニ
ズムを解明するために、水の酸化反応系中か
ら complex@clay 及び上澄みの UV-vis スペク
トルをそれぞれ測定した。反応系中から取り
出した complex@clay の UV-vis スペクトルは、
CeIV との反応によってモンモリロナイト上で
MnIV,IV

2bis(µ-oxo)が生成することを示した。
一方、上澄み液の UV-vis スペクトルを測定
した結果、過マンガン酸イオンが生成してい
ることを確認した。過マンガン酸イオンの生
成は、高原子価 MnIV,V

2bis(µ-oxo)錯体の不均

化反応によって生成していると考えられる。
以上の結果から、図１２に示す水の酸化反応
のメカニズムによって水の酸化反応が進行
したと考えられる。bis(µ-oxo)部位を活性部
位とする触媒的な水の酸化反応及びそのメ
カニズムを考察した例は無く、本研究は OEC
による水の酸化反応のメカニズム解明に新
たな知見を与えるものである。 

 
図１２ 提案される水の酸化メカニズム 

 
 以上、本研究では、カソード触媒として新
規ヒドロゲナーゼ S-77（J. Biosci. Bioeng. 
2012, 114(5), 479-484）と新規ニッケル・
鉄ヒドロゲナーゼモデル錯体（Science 2013, 
339(6120), 682-684）と、アノード触媒とし
て、新規光合成細菌 O-77（論文投稿中）と新
規 PS II モデル錯体（論文投稿中）の単離・
合成に成功した。今後は、作成したカソード
とアノードを連結して光合成モデル電池を
組み上げていく。 
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