
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

２４４０２

基盤研究(C)（一般）

2016～2014

大腸菌への機能集約によるバイオ燃料電池に最適な微生物触媒の開発

Development of the microbial catalyst suitable for a bio-fuel cell by 
integrating superior functions in Escherichia coli

２０２８５２８２研究者番号：

東　雅之（AZUMA, Masayuki）

大阪市立大学・大学院工学研究科・教授

研究期間：

２６４２０７９７

平成 年 月 日現在２９   ６ １４

円     3,900,000

研究成果の概要（和文）：近年、バイオ燃料電池の性能が高まりつつある。本研究では、その鍵を握る微生物触
媒の開発に取り組んだ。これまでに、種々の微生物触媒が検討され、各々の微生物で発電に適した機能が見いだ
されてきた。ここでは、それらの機能を集約した細胞を構築し、電池用スーパー微生物触媒の開発について検討
した。単純なモデル生物であり、遺伝子組換え操作も容易な大腸菌を対象に、染色体改変技術を用い、そこに有
益な機能を集約させた。結果として、大腸菌への機能集約や大腸菌に適した電極材料の選定により、グルコース
やキシロースを燃料とする大腸菌燃料電池において、出力およびクーロン効率が改善された。

研究成果の概要（英文）：In late years performance of bio-fuel cells has been improved. In this 
study, the microbial catalyst that becomes a key point of the development was researched. Until now,
 various kinds of microbial catalysts were examined, and several superior functions that lead to 
improvement of the performance have been found. Here, the development of the super microbial 
catalyst suitable for the fuel cell was performed by the construction of the microbial cells in 
which those functions were integrated. Escherichia coli is a simple model organism and the 
genetically-modified operation were easy. Therefore, E. coli was used here, and the useful functions
 were integrated by using a chromosome modification technology. As a result, the power and coulomb 
efficiency were improved in the fuel cell using glucose or xylose as a fuel. In addition, they were 
improved by selection of fuel cell components suitable for Escherichia coli.

研究分野： 生物工学
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１．研究開始当初の背景 
 
 バイオ燃料電池は、バイオマスから得られ
るグルコースなどの炭水化物の化学エネル
ギーを電気エネルギーへ変換するシステム
で、再生可能なクリーンエネルギーとしても
注目されている。バイオ燃料電池の研究は、
1911 年に微生物から微弱な電気を検出した
ことに端を発している。近年になり電池構成
要素の技術開発が進み、とくに最近の 10 年
でその性能は向上した。携帯用電源としても
期待され、酵素を用いた燃料電池では音楽プ
レーヤーを可動するレベルにまで達し、実用
化に近づきつつある。また、μL スケールの
超小型燃料電池の検討も進められており、生
体内の有機物を燃料とする生体内埋め込み
型電源への応用が期待されている。その他に
も、廃水や廃棄物からの微生物を用いた発電
は、有機性廃棄物の減容に繋がり、注目を集
めている。 
 本研究では、バイオ燃料電池のさらなる性
能の向上のため、その鍵を握る触媒の開発に
取り組んだ。触媒には酵素や微生物が用いら
れ、現状の微生物触媒では、酵素触媒に比べ
得られる出力が低い。しかし、「グルコース
を二酸化炭素と水まで完全酸化できる」「酵
素を抽出精製する必要がない」「補酵素を必
要としない」などの利点がある。ここでは、
改善の余地が多く残されている微生物触媒
の開発に取り組んだ。現在までに種々の微生
物が触媒に使用され、発電に適した機能が見
いだされてきた。例えば、Geobacter 属や
Shewanella属では、細胞表層に細胞膜から細
胞外へ電子を伝達する蛋白質が存在し、それ
らの機能が徐々に明らかにされている。しか
し、一つの細胞にそれらの優れた機能を集約
した例はない。本研究では、電池に適した機
能の集約から、電池用スーパー微生物触媒の
開発を目指した。 
 我々のグループは、これまでにパン酵母を
触媒に用い、mL スケールの小型微生物燃料電
池としては比較的高い出力を得、さらにその
改良を続けてきた。また、グルコース代謝に
おいて、解糖系からエタノール発酵やグリセ
ロール発酵に分岐する経路を阻害すると、出
力が向上することを明らかにし、呼吸経路
（電子伝達系）からの電子獲得が出力向上に
重要であることを示唆する結果を得てきた。
パン酵母を触媒に用いた理由は、酵母を材料
に様々な研究を進めてきた経緯と、食経験が
あり安全で糖の取り込み能力が高い点にあ
る。しかし、細胞で発生した電子を細胞外に
取り出すという観点からは、電子伝達系を細
胞内のミトコンドリアに持つ酵母より、細胞
膜に持つ細菌のほうが適していると考えら
れた。 
 ここでは、単純なモデル生物で遺伝情報も
解明され、遺伝子組換え操作も容易な大腸菌
（安全性が確認されている K12 株系統）を対
象に、染色体改変技術を用い、発電に適した

機能を系統立てて集約し、微生物燃料電池の
出力向上を目指した。 
 
２．研究の目的 
 
 近年、バイオ燃料電池の性能が高まり、実
用化に向けた研究が進められている。本研究
は、その鍵を握る微生物触媒に着目した。こ
れまでに、種々の微生物が検討され、各々の
微生物で発電に適した機能が見いだされて
きた。ここでは、それらの機能を集約した細
胞を構築し、電池用スーパー微生物触媒の開
発を目指した。大腸菌を対象に、染色体改変
技術を用い、そこに有益な機能を集約するこ
とを目指した。大腸菌への機能集約と代謝制
御物質の活用、電極上でのバイオフィルムの
形成、大腸菌に適した電極材料の選定により、
大幅な出力の改善が期待された。 
 大腸菌への機能集約については、「対象遺
伝子の選定」と「遺伝子操作手法の選択」が
重要と考えた。前者については、「グルコー
ス代謝速度の向上」、「呼吸以外の経路への代
謝の抑制」、「細胞膜上の電子伝達系から電極
への電子伝達能力の向上」に関わる遺伝子な
どを選定し、出力の改善を目指した。後者に
ついては、大腸菌の染色体に効率的に順次多
くの遺伝子を挿入する必要があり、大阪市立
工業研究所の駒らが開発した染色体挿入技
術を用いた（Koma D, et. al. Appl Microbiol 
Biotechnol, 93, 815–829, 2012）。これによ
り、遺伝子導入後に選択マーカーを除去でき、
同じ選択マーカーを繰り返し使用し、染色体
上へ複数遺伝子の導入が可能となった。以上、
微生物燃料電池の触媒機能の改善から電池
性能の向上に取り組んだ。 
 
３．研究の方法 
 
 目標とする微生物電池の出力レベルを達
成するために、まず「大腸菌に適した電池構
成成分」「代謝阻害剤の添加が出力に与える
影響」「大腸菌の電極上でのバイオフィルム
形成」について検討した。それらの結果を踏
まえ、大腸菌の染色体上での改変を進めた。
遺伝子改変は、１つの細胞に順次重ねる必要
がある。組み換える遺伝子を選定し、構築し
た組換え株は、出力やクーロン効率を測定し、
有望と判断すればそれをベースに次の組換
え操作を行なった。以下に実験に用いた主要
な方法を記す。 
（１）燃料電池構成成分の検討 
 これまでに、酵母の検討で用いた負極溶液
量 7.5 mL の２槽型小型電池を使用した。正
極 と 負 極 を 陽 イ オ ン 交 換 膜 （ 例 ：
GORE-SELECT）で仕切り、負極では緩衝液中
に含まれるメディエーターが、細胞から電極
への電子の運搬を担う。正極では負極から外
部回路を回ってきた電子を鉄イオンで受け
取り、さらにその電子と酸素と陽イオン交換
膜を通過してきたプロトンが反応し水が生



成する。ここでは、酵母で最適化してきた電
極液の成分組成を参考に、大腸菌での最適な
成分組成を決定した。 
（２）出力測定条件  
 パソコンに接続した電流／電圧計を用い、
経時的に出力を測定した。基本的にはグルコ
ースが完全には消費されない時間内で測定
を行った。測定条件は 100Ωの抵抗を接続し
た回路で温度は 37℃でとし、測定時間は 18
時間とした。電極は、通常の測定では正極に
炭素棒を負極に炭素繊維を用いた。また、必
要に応じて測定終了後の負極槽のグルコー
スやキシロースの濃度を高速液体クロマト
を用いて測定し、クーロン効率を算出した。
グルコースからのクーロン効率は、消費グル
コース 1 分子から 24 分子の電子が獲得でき
た場合を 100％とし、得られた電流値と消費
グルコース量からその値を算出した。また、
キシロースの場合は、消費キシロース 1分子
から20分子の電子が獲得できた場合を100％
として算出した。 
 
４．研究成果 
 
（１）燃料電池構成成分の検討 
 これまでにパン酵母を用いて検討してき
た燃料電池の構成要素を基準として、大腸菌
でグルコースを燃料にした時の最適条件を
検討した。その結果、負極槽に添加するメデ
ィエーター（2-ヒドロキシ-1,4-ナフトキノ
ン）の最適添加量は、パン酵母の最適条件と
比べ1/5量程度でよいことが分かった。また、
負極溶液への硫安や尿素などの窒素源の添
加を検討した結果、例えば硫安 0.02%程度の
添加により、出力測定時の後半の出力低下が
ある程度抑制されることが分かった。また、
大腸菌でのリン酸緩衝液（pH8.0）濃度は、
0.5 Mが最適であった。その他の構成要素は、
パン酵母とほぼ同程度でよかった。これらの
結果を踏まえて大腸菌での出力評価を行う
時の電池構成要素を確定した。 
（２）ジニトロフェノールの添加の影響 
 大腸菌において ATP 合成酵素の変異が、解
糖系やTCAサイクルに関わる酵素の細胞内活
性を高めることが以前に報告されていた。
我々も、NBRC から ATPase に変異を持つ大腸
菌（Keio Collection）を購入し、出力など
を評価した。その結果、購入した 9 種類の
ATPase 変異株の全てで、野生株と比べ出力の
変化はごくわずかだったが、上昇傾向にはあ
ることが分かった。ジニトロフェノールは、
細胞膜に作用して膜内外のプロトン濃度勾
配をなくし、ATPase による ATP 合成能力を低
下させることが知られている。その添加がグ
ルコースを燃料とした時の出力に与える影
響を検討した。その結果、極微量の添加によ
り、測定時の総出力が上昇することが分かっ
た。 
 上記の結果から、大腸菌において細胞内の
グルコース代謝を高めることにより、出力の

改善に繋がることが強く示唆された。 
（３）大腸菌の電極上でのバイオフィルム形
成が出力に与える影響 
 電極として用いる炭素棒、炭素繊維、炭素
（カーボン）クロス、活性炭シートなどの炭
素材料を用い、それら材料上に大腸菌のバイ
オフィルムを形成させた。バイオフィルムの
形成はクリスタルバイオレットを用いて評
価した。検討した中では、カーボンクロスが
最もバイオフィルム形成量が多かった。次に、
新たに大腸菌を添加せずに電極上で形成し
たバイオフィルムのみを用いて出力測定を
行った。しかし、出力が極端に低く、安定し
た評価が行えなかった。材料表面に結合した
大腸菌の量を評価した結果、最も形成量が多
い場合でもこれまでの測定で負極液に添加
してきた大腸菌量の1/60程度と推察された。
従って、バイオフィルムの影響については
「さらなるバイオフィルム形成量の増加」や
「遺伝子組換えによる細胞表面への電子移
動機構の導入」などの検討が必要であり、今
後への継続課題とした。 
（４）遺伝子欠損株の評価 
 NBRC より遺伝子欠損株（Keio Collection）
を購入し、一つの遺伝子の欠損が出力やクー
ロン効率に与える影響について調べた。グル
コース代謝が上昇することが期待される 13
種類の遺伝子欠損株を選び評価した結果、い
ずれの株も大幅な出力変化は見られなかっ
た。従って、一つの遺伝子欠損だけで大きな
改善を望むのは難しいと判断された。13種類
の結果を細かく評価すると、測定期間の総出
力について、わずかだが上昇傾向が見られた
株は４種類、わずかに減少傾向が見られた株
は３種類で、残りの６種類は野生株とほぼ変
わらなかった。クーロン効率については、出
力が低下しなかった 10 種類の株の中で、野
生株と比べその効率が上昇するもしくはほ
ぼ同じである菌株が9種類存在した。従って、
出力の大幅な改善は見られなかったが、これ
ら９株の欠損遺伝子は、今後遺伝子導入を行
う場所として有望であると判断した。また、
わずかな上昇であったが、そこから考察する
と、TCA サイクルでの代謝を促進することや
解糖系の分岐反応の抑制が出力改善に繋が
る傾向が見られた。 
（５）遺伝子導入による評価 
 次に lac プロモーターの下流に、目的遺伝
子を導入したプラスミドを構築し、そこから
さらにそれら発現系を染色体上に組み換え
た株を構築した。それらを用い遺伝子導入が
出力に与える影響を検討した。例えば、細胞
質の NADH から電子を奪い、電子伝達系へ電
子を受け渡す酵素で細胞膜内外のプロトン
勾配の形成は生じない NADH デヒドロゲナー
ゼ（NDHⅡ）の遺伝子を（４）の結果で選ば
れた候補であるフマル酸還元酵素のサブユ
ニットの遺伝子上に導入した。その結果、18
時間での総出力もクーロン効率もどちらも
上昇することが分かった。また、TCA サイク



ルの律速箇所を触媒すると考えられている
イソクエン酸脱水素酵素の遺伝子を（４）か
ら選んだ候補である乳酸脱水素酵素遺伝子
に導入した。この場合も同様に両者が上昇す
る結果が得られた。この他にも、TCA サイク
ルへの代謝を促進する目的で、ホスホエノー
ルピルビン酸からオキサロ酢酸を合成する
ホスホエノールピルビン酸カルボキシラー
ゼや、ピルビン酸からオキサロ酢酸を合成す
るピルビン酸カルボキシラーゼ（Rhizobium 
etli 由来）の遺伝子を導入した。また、
Shewanella 属由来で大腸菌にはない細胞膜
から細胞外へ電子を伝達する蛋白質の遺伝
子の導入なども検討した。 
 これら結果を踏まえて、P1 ファージを用い
て複数の変異を重ね合わせた株を構築し、出
力などを評価した。ある条件で野生株を用い
た 18 時間測定では、総出力が 1250 mW で、
クーロン効率は 6.6%であった。それに対して、
同じ測定条件で5種類の遺伝子導入を重ね合
わせた有望変異株 1 では、総出力が 1720 mW
でクーロン効率が 11%となった。また、6 種
類の遺伝子導入を重ね合わせた有望株2では、
総出力が 1660 mW でクーロン効率は 14.3%で
あった。どちらの株も総出力とクーロン効率
ともに有意に改善された。しかし、遺伝子導
入の重ね合わせによる顕著な相乗効果は見
られておらず、結果として大幅な改善と言え
るまでには至らなかった。おそらく、細胞か
ら電子を奪う上で、律速となっている箇所の
改善がまだ進んでいないことが要因と考え
られた。 
（６）キシロースからの発電について 
 当初の実施計画にはなかったが、グルコー
スと同様に木質系バイオマスから得られる
キシロースを燃料とした場合の発電につい
ても検討した。野生株では、グルコースを燃
料に用いた場合と比べ、得られる総出力は低
かった。しかし、クーロン効率はグルコース
の場合より高かった。燃料の消費についてグ
ルコースとキシロースが同濃度で共存した
場合で測定した。両者とも測定開始時から減
少する傾向が見られたが、消費速度は圧倒的
にグルコースの方が速かった。 
 キシロース代謝を高めるため、その代謝に
関わる遺伝子をプラスミド上で過剰発現さ
せた株で測定を行った。その結果、キシロー
スからキシルロースを合成する XylA、キシル
ロースからキシルロース 5-リン酸を合成す
る XylB をともに過剰に発現させると、キロ
ースの消費速度は高まり、総出力も上昇した。
同量の糖量を含む系で測定した場合、これら
遺伝子導入により、グルコースが 100 分前後
でほぼ消費されるのに対し、キシロースは
500 分前後で半減する程度までキシロース代
謝が改善された。 
 また、遺伝子欠損がキシロースを燃料とし
た時の発電に与える影響についても検討し、
グルコースの場合と同様に、TCA サイクルを
逆回転にまわすフマル酸還元酵素のサブユ

ニット FrdA の欠損で、総出力が上昇する結
果が得られた。今後、木質系バイオマスのよ
うにグルコースとキシロースが共存する状
態でも高出力と高クーロン効率を維持でき
る菌株の構築も重要と考えられた。 
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