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研究成果の概要（和文）：バイオ電気化学的システムで、メタンと水素の生産を触媒するバイオカソードを、好熱性微
生物を菌源として構築、性状と触媒機構を解析した。メタン生産を触媒するバイオカソードは既往研究中で最も高い電
気化学的メタン生産速度を示し、電流-メタン変換効率は95%以上だった。同バイオカソードの電気化学的特性を解析し
たところ、電位に依存して異なる経路で反応が起こっている可能性が示唆された。水素生産を触媒するバイオカソード
では、電流-水素変換効率は約80%であり、希金属触媒に匹敵する触媒活性が示された。これらバイオカソード上の微生
物叢解析から、多様な好熱性微生物が電気化学反応の触媒能を持っている可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Biocathodes capable of catalyzing CH4 and H2 production in bio-electrochemical sys
tems were established by using thermophilic microorganisms as biocatalysts. The CH4-producing biocathode s
howed the highest electromethanogenic activity so far reported with the current to CH4 conversion efficien
cy of over 95%. The electrochemical analyses showed that the biocathodic electromethanogenesis was catalyz
ed via two pathways depend on the cathode potential. The H2-producing biocathode showed the current to H2 
conversion efficiency of ca. 80%, which was comparable to those of the metal catalysts. Molecular phylogen
etic analyses of microbial consortia associated with the biocathodes suggested a possibility that diverse 
thermophiles have catalytic activities for electrochemical reactions.
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１．研究開始当初の背景 
本研究は「微生物電解反応を応用したエネル
ギー資源ガス生産技術の実用化」を全体構想
とした。“微生物電解”とは、微生物を電気分
解反応の触媒として利用する新技術で、再生
可能資源であるバイオマス等を原料に高効
率の資源ガス（一般的に水素）生産を可能と
する。微生物電解では、一般的に、培養槽（電
解培養セル）中の培養液にカーボン製の電極
が挿入され、イオン交換膜で隔てられたリア
クター系が用いられている。アノードとカソ
ードが電源装置と電線で結ばれ回路を形成
している。アノード側で微生物によって有機
物（バイオマス等）が分解され、放出された
電子（e-）とプロトン（H+）がそれぞれ電線
と溶液中をカソードへと流れる。カソード上
の触媒により、電源が印加する微小な電圧で、
カソードで e-と H+から資源ガス（一般的には
水素）が生成される。 
 研究開始当初、既往研究は殆どがアノード
反応（微生物による有機物分解・電子放出反
応）に集中しており、カソードでのガス生産
反応は金属（主に白金）触媒を利用した非微
生物的プロセスが主流であった。しかし、金
属触媒は高コスト、不安定性等、実用化を考
慮すると課題が多い。そこで本研究では、金
属触媒に代わり、カソード電極上の微生物に
よる反応の触媒（バイオカソード）の可能性
に着目した。研究代表者がカソードに金属触
媒の代わりに微生物群を添加する予備実験
を行った結果、電解セルでの培養初期で水素
が発生し、バイオカソードによる水素生産の
可能性が示された。また培養初期以降は、水
素に変わって天然ガスの主成分であるメタ
ンが継続的に生産された。これらエネルギー
資源ガス生産機能を持つバイオカソードを
低炭素型エネルギー生産・利用システムの基
幹に用いる事を着想し、本研究に至った。 
 
２．研究の目的 
萌芽技術である微生物電解を、特に社会の低
炭素化に貢献するエネルギー資源の利用・生
産技術として発展開発し、将来的な実用化
（低炭素型資源ガス生産プラント等）を目指
した。本研究は、その中で特に低炭素化に寄
与する要素技術として「エネルギー資源ガス
（水素とメタン）生産反応を高効率で触媒す
る次世代の機能性バイオカソード創出」を目
的とした。従来ほとんど考慮されなかった
「微生物が触媒するカソード電極（バイオカ
ソード）反応」に焦点を絞り、バイオカソー
ドで「金属触媒が不用な水素の生産反応」と
「二酸化炭素の再利用（還元）によるメタン
生産反応」を触媒する微生物系に関して触媒
機構の解明と反応の高効率化を行い、次世代
のバイオカソードを開発した。 
 
３．研究の方法 
 電 気 化 学 的 メ タ ン 生 成
(Electromethanogenesis：EM)活性を持つバ

イオカソードの構築には、一槽型の電気化学
的培養セルを用いた。バイアル瓶を加工した
全量 250 ml の容器にカーボンクロス製の電
極を挿入、チタニウムワイヤーで回路と接続
した。 前培養液 10 ml と液体培地 140 ml を
電気化学的培養セルに添加、開口部をブチル
ゴム栓とストッパーで密閉した後、気相部を
N2:CO2 (80:20)混合ガスで置換加圧した。直
流電源装置に電流測定用の外部抵抗 1.0 Ω
を挟んで接続し、0.75 V の電圧を印加しなが
ら 55℃で静置培養（電圧印加培養）した。液
相部を一定期間ごとに新しい（微生物源を添
加していない）液体培地 150 ml と交換する
Fed-batch 培養を繰り返した。 
 電気化学的水素生成活性を持つバイオカ
ソードの構築、並びに、バイオカソードの電
気化学的特性解析には、二槽型の電気化学的
培養セルを用いた。容積 250 mL の、側管付
きバイアル瓶の間に陰イオン交換膜を挟ん
で金具で固定した。電極にはカーボンクロス
を使用し、チタニウムワイヤーで回路と接続
した。 一槽型培養セルからバイオカソード
を採取し、二槽型培養セルのカソードとして
用いた。カソード槽には液体培地を、またア
ノード槽には電子源として 50 mM フェロシア
ン化カリウム水溶液をそれぞれ 180 ml 添加
した。開口部をブチルゴム栓とストッパーで
密閉した後、気相部を N2:CO2 (80:20)混合ガ
スで置換加圧した。その後、一槽型培養セル
と同様に回路に接続し、55℃で電圧印加培養
した。0.7 V の電圧を印加しながら 55℃で
Fed-batch 培養を繰り返した。 
 マルチメータを用いて外部抵抗両端の電
位差を測定、それ元に回路に流れる電流を算
出した。培養セル気相部のガス組成をガスク
ロマトグラフィーで測定した。Cyclic 
Voltammetry, Linear sweep voltammetry に
より電気化学的特性を解析した. これは時
間とともに電極電位をある範囲において増
減させ, その時の電流を測定し電流-電位曲
線として記録する方法であるまた、集積され
た微生物群の群衆構造を調査するため、16S 
rRNA 遺伝子を指標とした菌叢解析を行った。
バイオカソードを無菌的に裁断、DNA を抽出
して鋳型とし、16S rRNA 遺伝子断片を PCR 増
幅、クローニングし、塩基配列を決定、分子
系統解析に用いた。 
 
４．研究成果 
(1) EM反応の触媒能を持つバイオカソードの
構築と解析：多種の微生物源（地下水、消化
汚泥、土壌、バイオリアクター培養液、単離
菌株等）を一槽式の電気化学的培養セルに植
菌、電圧（0.7 V）を印可しながら半回分培
養し、メタンと電流の発生を指標に EM 活性
を計測した。複数の反応系で良好な EM 活性
が検出され、EM 反応を触媒出来る微生物は環
境中に広く分布していること、EM によりメタ
ンを産出する反応系は比較的簡便に構築出
来ることが示された。 



 その中で、油田から産出された地層水（油
層水）に由来する好熱性の地下微生物群を用
いた反応系は、既往研究中で最高の EM 活性
を示した。そこで、同反応系に関して詳細な
解析を進めた。培養セル中の培養液を無菌的
な新しい培地に交換した直後も、高い EM 活
性が維持される事から、EM反応がカソード表
面に付着した微生物により触媒されている、
即ち同反応系の EM 活性はバイオカソードに
よるものである事が示された。同反応系の EM
活性を印可電圧の大きさを変化させて測定
したところ、測定した範囲内（0.4 - 0.8 V）
では、メタン生産速度は印可電圧の大きさに
依存して増大した。この時、電子の利用効率
は全ての印可電圧条件下で 100%近くであっ
た。 
 上述の高性能バイオカソードの電気化学
的反応特性を解析した。二槽式の電気化学的
培養セルに同バイオカソードを移植し、ポテ
ンショスタットにより定電位（–0.5 V vs. 
SHE）を与えて培養したところ、EM 反応の触
媒能が培養継続により向上した。触媒能が向
上した同バイオカソードでの電気化学的反
応を Cyclic Voltammetry により解析した結
果、電位に依存した 2種類の反応経路が存在
する事が示唆された。詳細な反応実験から、
–0.32 - –0.6 V (vs. SHE)の電位では「直接
的な EM 反応（CO2 + 8H

+ + 8e- → CH4 + 2H2O）」
が、–0.6 V (vs. SHE)より低い電位では水素
分子の生成を介した「間接的な EM 反応（2H+ + 
2e- → H2 および CO2 + 4H2 → CH4 + 2H2O）」
が起こっている事が示唆された。これらはバ
イオカソードの EM 反応の電気化学的特性を
明らかにした初めての知見である。 
 同バイオカソードから DNA を抽出し、EM 反
応を触媒する微生物群の構成種を調査した。
EM 活性が見られた全ての反応系で水素資化
性のメタン生成古細菌（メタン菌）の優占化
が検出された。同様の現象は既往研究でも報
告されている。水素資化性メタン菌種は水素
分子を還元力源として CO2 をメタンへと還元
する（CO2 + 4H2 → CH4 + 2H2O）。これら知見
は、同菌種が EM 反応にも関与している事を
示唆している。一方、同菌種の単離株を微生
物源とする反応系の EM 活性は比較的低く、
電子の利用効率は 20%と低い値を示した。さ
らに同反応系では低い電位での「間接的 EM
反応」のみ検出され、高い電位での「直接的
な EM 反応」は観察されなかったことから、
EM 反応の触媒には、メタン菌単独では不十分
であることが示唆された。同バイオカソード
では、メタン菌の他に数種の細菌の優占化が
見られている。また、バイオカソード表面で
は、複数種の微生物による共凝集体様の構造
が観察されている。これら知見から、メタン
菌と他の微生物種の共生的代謝ネットワー
クが「直接的な EM 反応」を触媒していると
考えられる。 
 今後、この高性能の EM 触媒能を持つバイ
オカソードに関して、異なる反応条件下での

表面菌叢の比較と共培養実験から、メタン菌
の共生パートナーを特定する。さらに EM 反
応の触媒能を持つ微生物系の性能向上手法
を検討し、同バイオカソードの「反応素子」
確立を図る。 
 
(2) 電気化学的水素生成反応の触媒能を持
つバイオカソードの構築と解析：高温性消化
汚泥由来の微生物群を一槽型培養セルで電
圧印可培養し、電気化学的水素生成活性を持
つ微生物の集積培養を行った。良好な水素発
生が見られた一槽型培養セルからカソード
を回収し、二槽型培養セルのカソードとして
使用した。これは、水素はアノードで電子供
給源として消費され得るので、一槽型培養セ
ルでは水素生成の評価が難しいためである。
電圧を印加したセルと印加しなかったセル
を比較すると、電圧印可セルでは水素の生成
活性が顕著に高く、カソード上に電気化学的
水素生成活性を持つ微生物群が集積されて
いることが示された。 
 電気化学的水素生成活性を持つバイオカ
ソードに関して、印加電圧の大きさの水素生
成速度と回路に発生する電流への影響を解
析した。電圧の大きさに依存した水素生成速
度の上昇がみられた。また、印加電圧の大き
さに依存して、発生した電流密度が大きくな
る傾向が見られた。電流-水素変換効率は
80％に近かった。Linear sweep voltammetry
による電流発生挙動解析の結果、バイオカソ
ードでは顕著な電流が発生しており、電極表
面上における反応には、微生物の触媒として
の関与が確認された。電気化学的水素生成に
関わる微生物種を特定するため、バイオカソ
ード上の微生物群の群集構造を解析した。硝
酸 還 元 菌 で あ る Vulcanibacillus 
modesticaldus 近縁種の優占化が検出された。
近年、他の硝酸還元菌が電子放出活性を持つ
ことが確認されていることから、この細菌種
が水素生成反応の触媒微生物である可能性
が示唆された。 
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