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第 1 章 緒論 

1.1  バイオマスと 水素 ェネ、 ルギー 

バイオマスとは、 動植物由来の 有機性資源であ る。 何 として、 農作物、 木材、 

海藻などの農林水産資源があ る。 また、 食品廃棄物、 畜産廃棄物、 下水汚泥、 

鹿 木材などの廃棄物もバイオマスに 含まれる。 バイオマスの 特徴は 、 次の二点 

であ る。 

第一に、 生命活動に由来して 持続的に生じる 再生可能な資源であ ること。 

第二に、 燃焼によって 排出する二酸化炭素は 、 再び生命活動によって 植物に 

固定される。 したがって、 地球上の二酸化炭素濃度の 増加をもたらすことはな 

いこと。 このような特徴から、 資源・ ェネ、 ルギーとして 有効に利用することが 

注目されている。 何 として、 食品廃棄物や 畜産廃棄物はコンポスト 化 ( 堆肥化 ) 

によって農業用の 肥料に使 う ことができる。 また、 食品廃棄物、 畜産廃棄物、 

下水汚泥から 微生物によるメタン 発酵Ⅰ・ 3 節参照 ) によってメタンガスを 回 

収 することができる。 

バイオマスからの 主要な ェ ネルギ一生産法としては、 バイオマス発電とバイ 

オ マス熱利用があ る。 前者は汚泥、 木屑、 農業廃棄物の 燃焼に よ る発電で、 後 

者は黒 液 ・廃材 (D   燃焼による熱利用であ る。 黒液 。 廃材は製紙工場において パ 

ルプ仏工程で 副産物として 発生するものであ る。 

近年、 バイオマスから 水素を取り出すことが 研究、 実践両面で進められてい 

る 。 水素は 21 世紀の燃料・エネルギーとして 期待されており、 次の特徴を有 

する。 

第一に、 燃焼に よ り水のみが生成する 点でクリーンであ る。 

第二に、 燃焼により電力を 取り出す場合、 他のエネルギーと 比較して省エネ、 

ルギ一であ る [ 1 ]0 

第三に、 分子量 (2.0159) が小さいことから、 単位重量当たりのエネルギー 

が 他の燃料に比較して 大きいこ と 
このような特徴から、 水素をいかに 製造して、 貯蔵 、 運搬、 利用するかと ぃ 

ぅ ことが各方面から 研究されている。 水素をバイオマスから 得る技術として、 

バイオマスのガス 化があ る。 これは、 高温高圧の下で、 バイオマスをガス 化し 

て 水素 や 一酸化炭素を 得る技術であ る。 ガス化では通常、 水素 や 一酸化炭素 以 

外に、 メタンや二酸化炭素などが 混合して得られる。 

本研究は、 水素発酵によるバイオマスからの 水素生産を目指して、 基礎的見 
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地から行った。 発酵は微生物が 嫌気的に有機物を 分解して、 生存のためのヱネ 、 

ルギーを獲得する 生命活動であ る。 水素発酵では、 微生物の発酵によってバイ 

オ マスから水素を 取り出すため、 ガス化のように 高温高圧を必要としない。 ま 

た 、 微生物が水素発酵で 放出するガスは、 水素と二酸化炭素のみであ り、 これ 

らの分離は膜分離によって 容易に行 う ことができる。 また、 水素発酵による 水 

素の純度は高く、 燃料電池への 供給も可能であ る。 よって、 水素発酵は、 バイ 

オ マスと水素の 長所を活かした 技術として、 将来の水素供給に 有用な技術とな 

ることが期待される。 その実用化への 課題は、 第一に水素収率と 水素発生速度 

の 向上、 第二に発酵廃液の 処理であ る。 前者における 水素収率は 、 例えば単糖 

の グルコース 1 モルから 何 モルの水素が 得られるかを 表す数値であ る。 水素 収 

率の向上は、 谷 空教授による 水素発酵 とエ タノール発酵の ェ ネルギ一変換効率 

(%) の比較からその 重要性が指摘されており、 1.8 節で詳しく述べる。 次の 1.2 

節 では、 水素発酵における 水素収率について 説明する。 

1.2  水素発酵における 水素収率と光水素発生 

水素発酵において 理論上で最大の 水素収率は 4 であ り、 次の反応によ る 

C6Hi20e@ +@ 2H20@ ->@ 2CH3COOH@ +@ 4H2@ +@ 2C02 

この反応は、 グルコースから 酢酸と二酸化炭素と 水素のみが生成した 場合を表 

す 。 しかし、 実際の水素発酵では、 グルコースから 各種の有機酸 ( ギ醒、 乳酸、 

酪酸など ) や アルコールを 生成する。 したがって、 水素収率は 4 よ り低くなる。 

これまでの報告では、 グルコースからの 水素収率は 2.5 前後が最大であ り、 

穏 ostrI 血は m  玩廿ノ ずわ び m  ( 以下、 C. 施け r7cm 皿 )  という 研 ost ㎡ ぽゴび加属の 

細菌による。 已 み u け ncu 血は、 水素収率が高く、 実用に近い菌であ るが、 酸素 

が 存在すると増殖できなくなる 絶対嫌気性菌であ る。 

本研究において 研究の対象とした 微生物は 、 甘 ㎡ ero ゐ acter  aeroge 且 es ( 以 

下 、 甘， aero ダ e 刀 es)  で、 発酵による水素発生を 行 う 菌であ る。 方 ， aerogenes 

は 、 通性嫌気性菌 と 呼ばれ酸素が 存在しても増殖可能であ る。 したがって 、 取 

り 扱いが容易であ ることから実用面での 利点を持っているといえる。 しかし、 

方 ， ae 「 O ダ e 刀 eS によるグルコースからの 水素収率は 1 であ りは ] 囚、 む， 九 %r7cu 血 

と 比較すると低い 値であ る。 ぽ ・ aero 互 enes と C. 玩け n ㏄血を混合して 培養を 

行 うと 、 酸素の影響は B, aeroge 刀 es の 好 気呼吸による 酸素吸収で無視できるよ 

う になり、 C, ゐ u け ncu 血の増殖にとっても 有利に働く。 この混合した 培養によ 
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っては、 グルコースからの 水素収率が 2%  ～ 2.7  と報告されており、 ぽ ・ Bero ダ enes 

単独の培養より 大きいことが 示されている 凹 [5] 。 

微生物による 水素発生には、 水素発酵を行 う 微生物以外に、 光合成細菌によ 

る 沈水素発生が 知られている。 この細菌は、 太陽光 ェネ、 ルギ 一による光合成 反 

応を元にして 水素発生を行 う もので、 この過程での 最終的な反応はプロトン 還 

元 による水素発生であ る。 光合成細菌は、 有機酸やアルコールを 分解して、 水 

素 発酵より高い 水素収率で水素を 得ることができる。 何 として、 酢酸から 1 モ 

か から水素が 4 モル得られる 反応について 次に示す。 

CHsCooH@ +@ 2H20@ -@@ 4H2@ +@ 2C02 

水素発酵後には、 必ず廃液 ( 主に有機酸とアルコールからなる 廃液 ) を生じ 

る 。 そのため、 この廃液を、 光合成細菌による 沈水素発生により 処理すること 

が 期待されている。 水素発酵の水素収率が 低くとも、 沈水素発生を 組み合わせ 

ることで、 水素収率を引き 上げることが 可能であ る。 宮崎大学の横井らは、 水 

素 発酵後の廃液を 光水素発生に 用いてバルコースからの 水素収率が 7 になった 

と 報告している 凹 [5] 。 

光 水素発生では、 光合成細菌による 光ェネ、 ルギーから水素エネルギーへの 変 

換 効率を向上させるための 研究が進められている。 そのため、 産業技術総合研 

究 所の若山らにより、 培養槽の形状を 工夫することで 光の透過量を 増して、 光 

合成細菌が光ェネ 、 ルギーを効率よく 吸収できるような 研究が試みられている 

[6][7L 

1.3  発酵によるバイオマスからの ェネ、 ルギ 一生産 

有機物を発酵によって 分解する技術として、     ン発酵、 エ タノール発酵、 

アセトン・ブタノール 発酵などがあ る ( アセトン - ブタノール発酵は 現在では 使 

われておらず、 過去に用いられた 技術であ る ) 。 ここではメタン 発酵、 エ タノー 

ル 発酵について 本研究課題の 水素発酵と関連づけて 以下に説明する。 

1.3.1 メタン発酵 

タ メ ン発酵は、 有機物と多種多様な 微生物が共存している 環境下で、 嫌気性、 
温度が で、 pH が中性付近などの 条件が満たされれば、 自然に有機物の 分 

解 が進み、 メタンと二酸化炭素が 生成する反応であ る [8L 。 日本では、 下水処理 
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技術として古くから 用いられてきた。 最近では、 ED を中心とするヨーロッパ 、 

インド、 中国などで、 畜産廃棄物からメタン 発酵によりメタンガスを 回収、 利 

用 することが盛んになってきている。 実際にメタン 発酵で生じるガスは、 メタ 

ンが 6 割で、 二酸化炭素が 残りの 4 割となっており、 これらを総称してバイオ 

ガスという。 バイオガスは、 容積当たりのエネルギー (kWh / m り でみると 6 

(kWh/m,)  であ り、 プロパンガス (26kWh  /m8) や天然ガス (lokWh/m8) に 比 

駁 すると小さいが、 水素 (8kWh/m,) に比べると 2 倍の熱量を持っている [9] 。 

このような特性からバイオガスは、 石油や石炭のように 直接に燃焼して 利用さ 

れている。 

メタン発酵の 過程は 、 次の二段階で 進むとされる。 第一段階では、 炭水化物、 

脂質、 タンパク質などの 有機物が、 発酵によって 各種の有機酸とアルコールに 

変換される。 この段階で活発に 働く微生物は、 炭水化物、 脂質、 タンパク質 な 

どの加水分解を 行 う 微生物群であ る。 この微生物群は、 加水分解細菌と よ ばれ、 

け ん stn ゴ di は 面展、 BacteroIdes 属 、 Bacillus 属などがあ る。 加水分解細菌によ 

って炭水化物は 糖、 脂質は脂肪酸とバリセリン、 タンパク質はアミノ 酸にまで 

分解される。 続いて酸発酵を 行 う 微生物によってこれらの 有機物は主に 酢酸 や 

ギ 酸などの有機酸、 あ るいは水素やアルコールに 変換される。 

第二段階では、 メタン生成箇によって 有機酸、 水素、 アルコールからメタン 

が 生成する。 第二段階の反応 式 を何として以下に 示す。 

ノ タ ールからの酢酸の 生成 
CH3CH20H@ +@ H20@ -@@ CHsCooH@ +@ 2H2 

酪酸からのメタン 生成 

CHsCooH@ -@@ C02 + CH4 

ギ 酸からのメタン 生成 

HCOOH@ +@ NH40H@ ->@ HCOONH4@ +@ H20 

4HCOONH4@+@ H20@ -@3@ NH4HC03@ +@ NHs@ +@ CH4 

二酸化炭素と 水素からのメタン 生成 

C02@ +@ 4H2@@ CH4+@ 2H20 

最近、 熱処理や pH を低くする処理をすることで、 第二段階のメタン 生成箇 

の 活動を妨げることができることが 明らかになった。 メタン生成菌の 活動を妨 
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と ず る で、 第一段階の酸発酵において 水素の生成量が 増加したと報告されて 

い るⅡ 胡 。 このようにメタン 生成を妨げ、 有機物から水素をより 多く取り出す 

ための研究が 試みられている。 それは、 水素が、 燃料電池の燃料として 直接に 

燃料電池へ送り 込むことができる 利点、 を持っているためであ る。 メタンの場合 

は 、 燃料電池の種類によっては 水素へ変換する 必要があ る。 メタンの水素への 

変換は、 水蒸気改質 法 によって行われるが、 吸熱反応であ るため外部熱を 必要 

とする。 

ン メ タ の水蒸気改質による 水素製造の反応 式 

CH4+ 2H2O + 外部熱 づ CO2 + 4H2 

したがって 、 熱エネルギーを 供給するコストをかけて 行 う ことになる。 そこ 

で、 発酵によりメタンよりも 水素を得ることの 重要性が指摘されている。 ただ 

し 水素発酵により 水素を得ることができても、 同時に有機酸やアルコールが 

生成して廃液となる。 この廃液処理のために、 有機酸とアルコールをメタンに 

まで分解できるメタン 発酵は重要な 技術であ り、 水素発酵と組み 合わせて用い 

ることが研究、 検討されている。 ただし、 メタン発酵の 後にも発酵廃液が 生じ 

る 。 その廃液には、 有機物、 アンモニア、 リン酸塩などが 含まれている。 通常、 

発酵廃液の処理は、 希釈した発酵廃液を 好気的な条件で 微生物によって 分解す 

る 方法 ( 活性汚泥法 [11]) によって処理する。 しかし、 活性汚泥法によって 有 

機物の濃度を 減少させることはできるが、 アンモニアとリン 酸塩は十分に 処理 

することができず、 湖沼における 富栄養化の要因になる。 この ょう に、 発酵 法 

だけでバイオマスの 処理を全てできるということはなく、 物理的処理や 化学的 

処理法を組み 合わせる必要があ る [12] 。 

1.8.2 エ タノール発酵 

エタノール発酵は、 サトウキビなどを 原料として酵母菌の 発酵を利用して ェ 

タノールを生産するものであ る。 全世界では約 3300 万 kl の エ タノールが生産 

されている。 最近、 廃木材を エ タノール発酵によって エ タノールの製造に 利用 

することが可能になっているは 3L 。 エ タノール発酵は、 グルコースを 発酵の基 

質 とした場合、 次の反応 式 によって表すことができる。 

C6H1206@ -@@ 2C2H50H@ +@ 2C02 

水素発酵 とエ タノール発酵の ェネ、 ルギ一変換効率 (%) を比較した報告 [1 利に 

ついて次に説明する。 
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ェネ、 ルギ一変換効率は 、 

( 得られる電気エネルギー / グルコースの 発熱量 ) x100 Ⅰエネ、 ルギ 一変換 

効率 (%0) として算出する。 つまり、 グルコースを 発酵の基質とした 場合に 、 ど 

れ だ け 電気エネ、 ルギーを得ることができるかという 効率を表す。 

具体的には、 水素発酵の場合に、 グルコース 1 モルから取り 出した水素を 燃 

料 電池で使用した 場合のェネ 、 ルギ 一変換効率 (%) を求める。 エ タノール発酵で 

は 、 グルコースを 発酵の墓 質 として エ タノールを得て、 これを燃料にして 火力 

発電で電気を 得るという場合の ェ ネルギ一変換効率 (%) を求める。 両者の比較 

を次に示す。 

( 1 ) 水素発酵について 

グルコースからの 水素収率が 1 であ る場合に ェ ネルギ一変換効率は 次のよ う 

になる   

①水素収率 :  1.0  mol/  mol.glucose 

②グルコースの 燃焼熱 : 2820 ． 0  kJ  / mol 

③水の生成自由エネルギー : 234.7kJ / m0l 

なお、 燃料電池では、 水素 ェ モルと酸素 1/2 モルから 水 1 モルが生成する。 

このとき生じる 化学エネ、 ・ルギー ( ③で表す ) が電気 ェ ネルギ一に変換される。 

④燃料電池の 理論効率 : 80% 

ェネ 、 ルギ 一変換効率 ① X ③ X ④ / ② = 6.7% 

( 2 ) エ タノール発酵について 

グルコースからの エ タノール収率が 1.7 であ る場合に ェネ、 ルギ一変換効率は 

次のようになる。 

⑤ エ タノールの収率 : 1.7  m0l7m0l.glucose 

⑥ エ タノールの燃焼熱 : 1366.g kJ / m0l 

⑦蒸留のエネルギー : 得られたェネ 、 ルギ 一の約半分に 相当 

⑧大型火力発電の 効率 : ( 約 ) 40% 

ェネ 、 ルギ一変換効率 : ( ⑤ X ⑥ X ⑧ / ② ) X0.5 = 16.5% 

水素発酵によってバルコースから 水素を生産して、 燃料電池によって 化学 エ 

ネルギーを電気 ェ ネルギ一に変換した 場合、 ェ ネルギ一変換効率は 6.7% であ 

った 。 エ タノール発酵の 場合では、 得られた エ タノールを火力発電で 電気エネ、 

ルギ一に変換した 場合にその効率は 16.5% であ った。 したがって 、 エ タノール 

発酵の ェネ、 ルギ一変換効率に 対して同等以上とするためには、 水素収率を少な 

くとも 2.5 以上に向上させる 必要があ る。 
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4 ・・ A 研究の目的と 各章の概要 

本研究は、 バイオマスを 利用した微生物の 水素発酵 ( 発酵水素生産 ) に つ い 

て 、 基礎的な知見を 得て、 応用に結びつけることを 意図して行ったものであ る。 

具体的には、 刀 ・ aero ダ e コ es の発酵水素発生におけるギ 醒分解による 水素発生 

機構に着目して、 研究を行った。 研究においては、 水素発生機構を 検証すると 

共に、 水素収率や水素発生速度についても 向上させる糸口を 得るべく進めた。 

本論文は、 第 1 章から第 4 章で構成されている。 

第 1 章の第 1 節ではバイオマスの 利点と、 バイオマスからの ェ ネルギ一生産 

ほ ついて述べた。 次に、 バイオマスからの 水素 ェ ネルギ一生産として 本研究 課 

題の水素発酵がどのような 意義を持っかを 述べた。 

第 2 節では、 水素発酵 と 沈水素発生について、 水素収率を中心に 説明した。 

第 3 節では、 実用化されている 発酵 法 として、 メタン発酵、 エ タノール発酵 

を 挙げ、 水素発酵との 関連についてまとめた。 

第 2 章では、 発酵水素についてこれまでの 研究から得られている 知見と理論 

ほ ついて述べた。 主に次の四点であ る。 

第一に、 B, ae Ⅰ oge 刀 es  の発酵水素発生について 知見と理論を 説明した。 

第二に、 酢酸が微生物の 生育、 増殖に及ぼす 影響について 大腸菌で明らかに 

なっている知見を 説明した。 

  

第三に、 大腸菌 ( 互 sc 方 enc 力ん co7i) の ギ酸 分解による水素発生がどのような 

しくみによって 起きるかについて 述べた。 

第四に、 俗士教授により 提唱されてきた 水素収率改善案について 検討、 考察 

した結果をまとめた。 第 3 章では、 発酵水素発生に 対する ギ酸 添加の影響を 実験によって 検証 し た 

結果について 述べた。 主に次の四点であ る。 

第一に 、 ギ酸 添加が 菌 体の生育、 増殖に与える 影響について 検討した。 

第二に 、 ギ醒添加が水素発生速度と 水素発生量、 水素収率に及ぼす 影響にっ 

いての結果をまとめた。 

第三に 、 ぽ ， aeroge 刀 es  に よ る水素発生機構、 経路について 検証した。 

第四に、 水素収率の向上に 必要な手段を、 実験結果から 考察した。 

第 4 章では、 ギ酸 添加の実験を 通じて得られた、 発酵水素発生の 理論にっ 

い て述べた。 主に次の二点であ る。 

第一に、 酸化還元電位と ギ酸 分解による水素発生の 関係について 説明した。 

第二に、 代謝産物収支計算法についての 理論についてまとめた。 
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第 2 章 発酵水素発生における 知見 

2.1 微生物の発酵水素発生 

瓦 aeroge 刀 es は、 腸内細菌の一種であ り、 大腸菌と同じ 属に分類される 通性 

嫌気性菌であ る。 通性嫌気性菌は、 酸素が存在する 環境では好気呼吸を 行い、 

酸素が存在しない 場合には発酵に よ り有機物を分解して 生育する。 発酵では、 

有機物の分解により 二酸化炭素、 メ タ ン 有機酸、 アルコールなどの 代謝産物 

が 生成する。 生成する代謝産物は 菌の種類や分解する 基質 ( 炭水化物、 タンパ 

ク質 、 脂肪など ) によって異なる。 

且 ， aero ま e 刀 es は、 グルコースを 基質とした発酵により、 水素と二酸化炭素、 

有機酸 ( ギ醒、 酢酸、 乳酸、 酪酸 ) 、 アルコール類 ( エ タノール、 2, 3. ブタン 

ジオー ル ) を 生成する ( 図 2-n 。 特に、 2, 8. ブタンジオールは、 旦 8eroge 刀 eg 

に 特有の代謝産物で、 培地 pH が低い時 (pH5.0 前後 ) に、 有機酸の生成を 抑 

えるために、 2, 3. ブタンジオールの 生成が活発になる。 つまり、 この菌は 、 培 

地 pH が生存に適した 範囲内に収まるよ う に、 調節する機能を 持っている。 

大腸菌 は 、 E, aeroge 刀 es と同様に発酵水素発生をするが、 2, 3. ブタンジオー 

める 生成することはできない。 したがって、 有機酸の生成によって 培地 pH が 

低下した場合、 生存が困難になる。 大腸菌によるグルコースからの 代謝産物は 、 

水素、 ギ醒、 酢酸、 コハク 酸 、 乳酸、 エ タノールであ る ( 図 ㌻ 幻 。 このうち 水 

素は、 ギ 酸が生成した 後に、 これを分解することによって 発生する。 

已 み utyn ゴ cu 血 は、 グルコースからの 代謝産物として 水素、 酪酸、 酢酸、 乳 

酸、 エ タノールを生成する ( 図 2.3L 。 併 0s 什 idyu 血属は、 低い培地 pH (pH4.0 

一 5.0) にも強く、 胞子を形成することで 高温。 高圧下でも一定の 割合で生存す 

ることができる。 

2 2 発酵における 代謝と水素発生経路 

生物は、 有機物を分解することによって、 有機物の持つ 化学エネルギーを 

ATP ( アデノシン 8 リン酸 ) という形で取り 出す。 ATP を加水分解することに 

よって得られるエネルギーを 利用して、 生存のための 活動を行 う 。 

解糖系は、 全生物界において 糖 代謝の主要経路であ り、 糖の代謝によって 

ATP を生成する。 解糖系におけるバルコース ( 車糖 ) の分解では、 グルコース 

1 分子あ たり 2 分子の ATP を生じる。 この反応でほ 、 下に示すよさに 2 分子の 
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ATP のほかに、 2 分子のピルビン 酸、 2 分子の NADH ( ニコチンアミドアデニン 

ジ ヌクレオチド ) が 生成する。 

CeHi206@ +@ 2NAD+@ +@ 2ADP@ +@ 2Pi@ @@ 2@ CHsCoCooH@ +@ 2NADH@ +@ 2H-1 ・ + 

2ATP 

ただし、 CH3COCOOH  : ピルビン酸 

2NAD, : ニコチンアミドアデニンジヌクレオチド 

NADH : ニコチンアミドアデニンジヌクレオチドの 還元型 

ADP : アデノシン 2 リン酸 

Pi : 無機 工 リン酸 

この式に示すよ う に、 グルコース由来の 炭素原子は全てピルビン 酸として代謝 

される。 また、 グルコース由来の 水素原子によって NAD+ が 還元することで 

NADH  が生成する。 

解糖系の次の 段階が発酵の 主たる過程であ る。 ピルビン酸は、 発酵において 

ガス、 有機酸、 アルコールなどの 代謝産物に変換される。 NADH は 、 ピルビン 

酸からの代謝産物の 生成過程で再び 酸化型の NAD 。 になる ( 以下、 NADH の 再 

酸化 ) 。 NAD 。 は 、 再び解糖系に 戻って機能する。 微生物は、 解糖系で ATP を 

生成するために、 発酵によって 継続的に NADH の 再 酸化を行って、 解糖系に 

NAD+ を 供給しているといえる。 例 として、 発酵によるピルビン 酸からの乳酸 

生成で NADH の 再 酸化が起きることを 示す。 

ピルビン酸からの 乳酸生成と NADH の 再 酸化 

CHsCoCooH + NADH + H ， * ， -> CHsCHoHCooH + NAD+ 

NADH の 再 酸化注水素の 生成によっても 起きる。 C, ゐ ㎡ 7 ず f 。 ぴ切 による発酵 

水素発生の反応であ る ( 図 2- 銭。 

NADH@ +@ H-1 ， -@@ NAD-1 ， +@ H2 

甘 ・ aero ダ e 刀 es も NADH の 再 酸化によって 水素発生を行 う という仮説が 熱力 

学的考察から 提案されている。 大腸菌は 、 ギ酸 分解反応によって 水素を生成す 

る 。 

HCOOH@ -@@ C02@ +@ 2H+@ +2e ・ 

2@ B@@ +@ 2e ， -@@ H2 

ギ酸 (HCOOH) は微生物の生育可能な pH ( 大腸菌では pH5 ～ pH8) では、 

ギ酸 イオンとして 存在している 割合が高く ( ギ 酸の pKa: 3.75 八ギ 酸 イオンの 

分解による水素発生として 表すと次のようになる。 
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HCOO ， -> C02 + R+ +2e ・ 

2@ H ， @@ +2e ・ -*@ H2 

水素発生の経路は、 上記の NADH の 再 酸化、 ギ醒分解による 経路以覚に も 

ピルビン酸の 分解による経路がすでに 明らかになっている。 

2.3  水素発生と 菌体 増殖の関係 

1. 水素発生と培地 pH との関係 

菌 体の増殖は培地の pH に大きく影響を 受ける [2L 。 ガ ， aero ダ e 刀 es の 増 

随 における至適 pH は pH7.0 であ り、 増殖速度 ( 山 g.cell/h) が最も大きい 

( 図 2. 叫 。 増殖速度は、 培地 pH が pH7.0 よ り低くなるに つ れて低下する。 

一方、 水素発生における 至適 pH は pH6.0 付近であ り、 水素収率が約 

Ⅱ図 2.4) 、 水素発生速度は 11.3 (mmol/g dry cell/h) であ り最も大きい ( 図 

2-5)o  pH7.0 では、 約 4  (IDmol /g  dry  cell /h) と pH6.0  の 3 割程度の大き 

さであ る。 増殖速度が最も 小さい pH5,0 における水素発生速度は、 8.5(mmol 

/gdrycell/h) と pH6.0 の 7 割程度の大きさであ る。 

培地 pH と水素発生の 関係については、 電気化学的な 視点から次のように 

考えられている [2] 。 

NADH@ ->@ NAD+@ +@ H+@ +2e ， 

2 K@ +2e ， -@ H2 

これらの反応 式は 、 NADH の胃酸化によって 放出した電子が、 プロトンを 

還元することによって 水素が生成す         を表す。 電子は負電荷を 持って お 

@ より正の電位へ 方向に移動する。 これらの反応式を 酸化還元電位の 式に 

より表すと次のようになる。 

NADH : E =・o + (ヽT・ [¨AD ， * ・ ]ー？ ， @‐ / [¨ADH‐ } (2.1) 

水素 : E  巨 E0  + (RT72F) ln Ⅱ [H 。 ] )2 口 PH,)) (2.2) 

ただし、 NADH については、 Eo は pH 0 、 25 で、 1 気圧における 中点電位 

([ NAD+ 片 [ NADH ]) を表す。 水素については、 Eo は、 pH 0 、 25 。 C 、 水素 

分圧 (Pm,) が 1 気圧での標準酸化還元電位 (0V) を表す。 

電気化学的には、 (2.2) 式の酸化還元電位が (2.1) 式の酸化還元電位より 高 

い 場合に、 NADH の酸化で生じた 電子がプロトンに 伝わり水素が 発生する。 っ 

まり、 (2.2) 式の酸化還元電位から (2.1) 式の酸化還元電位を 引いた酸化還元 

電位差 AE が正であ るときに 力く素 発生が起こる。 
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図 2-4 菌の増殖速度と 水素収率に対する 培地 pH の 影 

ゆは、 菌の増殖速度 (mg-cell7h) を 、 ロは 、 水素収率を表す。 

培養条件 : 培養温度 38 。 C, 培地 pH は、 30%NaoH または 30%H2S04 

を 用いて、 pH コントローラ 一による自動制御 
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図 2.5 地水素発生速度 ( 菌体 19 当たりからの 水素発生速度 ) 

に対する培地 pH の影響 [2] 

培養条件 : 培養温度 38 。 C, 培地 pH は、 30% NaoH または 

30%H2S04 を用いて、 pH コントローラ 一による自動制御 
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AE と培地 pH との関係は図 2.6 のように表される [2] 。 この図では、 NADH 

の草 酸化が細胞膜の 内側 (pH 8 ) で起こり、 水素発生は細胞膜の 外側、 つ ま 

り 培地 pH の条件で起こるとして 算出されている ( 図 2.7 を参照 ) は L 。 図 2.6 

から、 培地 pH が低いほど、 AE は正の方向に 大きくなることが 分かる。 ょっ 

て 、 培地 pH が低いほど水素が 生成する方向に 反応が進むといえる。 AE は pH 

5.0 の方が、 pH 6.0 より大きいことから 電気化学的には pH 5.0 の方が、 水素 

が 発生しやすくなる。 しかし、 実際には pH 6.0 で最も水素発生速度と 水素 収 

率 が大きいので、 酸化還元電位差のみでは 水素発生と培地 PH との関係を完全 

に 説明することができないと 考えられている。 そこで、 水素発生の起こりやす 

さほ ついては、 酸化還元電位差 と菌 体の増殖の両面から 考える必要があ る。 す 

な む ち、 培地 pH が 5.0 の時は、 菌 体の増殖が pH 6.0 の時ょり不活発なので、 

この点を水素発生が 不活発になる 要素と考えるのであ る。 

なお、 図 2.6  において、 培地 pH  が pH  6.0 の場合、 [NADH  ]/[NAD-] 二八 

水素分圧 l atm の算出条件下では AE がわずかに負であ るが、 [ NADH ] / 

[NAD+] = 20 、 水素分圧 0 ． l atm では正であ る。 この ょう に AE の正負は算出 

条件に左右され、 必ずしも実際の 水素発生の有無 と 一致しない。 なお、 実際の 

細胞内における [ NADH ] / [ NAD.] は、 嫌気状態 ( 発酵 ) で 0.7 程度、 酸素の 

存在する好気状態では 0 ． 03 程度であ ることが大腸菌の 研究から明らかになっ 

ている。 

酸化還元電位差の 計算にとれば、 もし水素発生と NADH の 再 酸化の両者の 反 

広 が細胞膜の内側、 すなむち細胞内 pH (pH8.0 程度、 培地 pH によらず一定 ) 

で 起こるとすれば、 AE は 負 となる。 また、 両者の反応が 共に細胞膜の 外側 ( 培 

地 pH) で起こるとしても、 pH4.0.8.0 の広い範囲にわたって AE は 負 となる。 

よって、 図 2.6 の算出条件 (NADH の 再 酸化は細胞膜の 内側、 水素発生 は 細胞   

膜の外側で起こる ) が、 水素発生の実験結果と 最もよく合致している。 
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図 2-6  NADH. 水素系の酸化還元電位差と 培地 pH の関係団 

[ NADH] / [ NAD+U は、 細胞内における NADH  の還元型と酸化型の 

濃度比を表している。 
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図 2.7  NADH. 水素発生の電子伝達機構 [2] 

cytoplasm が細胞膜 (membrane) の内側、 periplasm が細胞膜の外側 

を 表す。 水素発生に関わる 酵素 ヒドロ ゲナーゼ (hydrogenase) は、 大腸 

菌のヒドロ ゲナーゼを参考に 4 重体 ( 大きさ 2 つのサブユニットと 小さな 

二つのサブユニット ) で表している。 電子 (e) は ヒドロ ゲナーゼによって 

細胞膜を内側から 外側に伝達されると 考えられる [2] 。 
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2.4  菌体 増殖に対する 酢酸の影響 

大腸菌の細胞内 pH は、 培地 pH が 5.5.9.0 の広い範囲にわたって 変化しても、 

ほぼ一定の pH 8.0 に保たれることが 判明している。 ただし、 培地に酢酸が 一 

定 濃度以上に存在する と 培地の酢酸 (CH8COOH) によって、 細胞内の pH 

と 酢酸イオン濃度が 低下することが 判明している ( 図 2.8) 口 5] 。 図 2.8 は 、 次の 

よさに説明される。 

① 培地には、 酢酸イオンとプロトンの 結合により酢酸 (CH8COOH) が 存 

在しており、 酢酸イオンと 平衡状態となっている。 酢酸 (CH8COOH) 

は 、 電荷を有しないために、 菌の細胞膜を 容易に透過する 性質を持っ。 

この点について、 生化学の基礎的知見から、 細胞膜などの 生体膜には、 

極性ないしは 荷電した溶質を 透過しない性質があ ることが分かっている。 

これは、 細胞膜を構成する 主な分子であ るリン脂質とステロ 一ル が 疎水 

的な相互作用によって 脂質ニ重旦を 形成することに 起因する。 すな む ち 、 

脂質二重層では、 リン脂質とステロールの 非極性部分が 向き合い、 極性 

部分が外側に 向いた構造をとっており、 極性溶質に対して 不透過性を示 

すことが分かっている。 極性物質やイオンの 膜 透過は、 特定の膜タンパ 

ク 質が脂質二重層を 通るための輸送担体 ( トランスポータ 一 ) として 機 

能 するために可能になることも 分かっている。 これは、 輸送担体が極性 

物質やイオンの 膜 透過に必要な 活性化エネ、 ルギーを低くしていることに 

よる。 

② 細胞膜を透過した 酢酸は、 細胞内で酢酸イオンとプロトンに 解離して、 

細胞内 pH と酢酸イオン 濃度を低下させる。 

ここで、 培地に存在する 酢酸の濃度 ( に H8C0O 朗 ) は、 下記の 

Hendersorr.Hasselbalch 式から培地 pH と酢酸イオンと 関係付けられる。 

pH@ =@ pKa@+@log@ Ⅰ   HsCoo ・ ]@/@ Ⅰ   HsCooH] (2.3) 

(pH  は培地 pH 、 酢酸の pKa 二 4.76) 

(2.3) 式 より、 培地 pH が一定の場合は、 培地の酢酸イオン 濃度が高いほど 酢 

酸 濃度も高くなる。 培地の酢酸濃度が 高いと、 菌の細胞膜を 透過する酢酸分子 

も 増加する。 したがって、 理論的には、 透過する酢酸分子が 多いほど、 細胞内 

の pH は低下して、 細胞内の酢酸イオン 濃度は増加する。 しかしながら、 培地 

の 酢酸イオン濃度が 細胞内の pH と細胞内の酢酸イオンに 与える影響は 必 、 ずし 
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も 理論と一致しない。 この点を以下に 国か 9 より説明するは 5] 。 

大腸菌 0 ・ 157 株 ( 以下、 0.157) について、 培地 pH が pH 5.9 で一定の時 、 

培地中の酢酸イオン 濃度が高いほど、 細胞内 pH が低下し、 ( 図 2-g a) 細胞内 

の 酢酸イオン濃度は 高くなる ( 図 2.9b) 。 ただし、 細胞内の酢酸イオン 濃度は 

8OOmM を超えた後は 増加していない。 また、 大腸菌 K.17 株 ( 以下 K.17) で 

は 、 培地の酢酸イオン 濃度が高くなると、 細胞内 pH は pH6 、 9 から 6.7 に低下 

するが再び pH 6.8 へ 上昇する。 しかし、 細胞内の酢酸イオン 鹿は、 培地の 

酢酸イオン濃度の 増加にほぼ比例して 高くなる。 このように、 菌株の違いによ 

って酢酸イオン 濃度による影響の 受け方は異なっている。 

培地の酢酸イオン 濃度によって、 細胞内のカリウムイオン 濃度も影響を 受け 

る ( 図 2-g c) 。 カリウムイオン 濃度は 0. 比 7 では 300mM 前後で一定であ るが、 

K.17 で は 500mM 以上まで増加する。 この傾向は、 細胞内の酢酸イオン 濃度の 

増加においても 同じであ ることから両者の 相関が指摘されている。 

図が 10  に、 0,157 と K.12 の生育に対する 培地の酢酸濃度の 影響を示す 佗 2] 。 

図 2-loa より、 どちらの菌についても、 酢酸濃度が高いほど、 培地の菌 体 濃度 

は 小さいことが 分かる。 菌体 濃度の減少は、 酢酸によって 菌の増殖が制限 ( 阻 

害 ) されていることを 表している。 菌体 濃度がゼロであ ることは菌が 増殖しな 

いことを指す。 同じ酢酸濃度でも、 0-157 では K.12 により 菌体 濃度が高いこ 

とから、 前者の増殖は 後者より酢酸濃度の 影響を受けにくいことがわかる。 

図オ l0b より、 どちらの菌についても、 酢酸濃度が高いほど、 培地に残存す 

る グルコースの 濃度が高いことが 分かる。 これは、 菌が、 それ以上グルコース 

を 消費しないことを 表しており、 つまり菌の増殖が 制限されていることを 意味 

する。 0,157 では、 酢酸濃度が 1OOmM までならば培地のバルコースを 全て消 

賛 して増殖する。 K.12 では酢酸濃度が 30mM を超えるとグルコースが 残存し 

て 、 それ以上増殖できない。 したがって、 0.157 の方がより高い 酢酸濃度に対 

広 しているといえる。 このように 0.157 は酢酸による 酸性のストレス ( 負荷 ) 

に 対して他の大腸菌より 高い抵抗性を 持つ。 以上のように 培地の酢酸濃度の 増 

加は、 菌の増殖を抑えるような 影響を与える。 これは、 酢酸が細胞内に 透過す 

るほどに細胞内 pH が低下し ( 図 2.9 り 、 菌 件増殖に関わるタンパク 質の機能 

が 阻害されて、 その結果、 菌 件増殖が阻害されるためであ る。 
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2-9  培地の酢酸イオン 濃度が細胞内に 与える影響 [16] 

(a) 培地の酢酸イオン 濃度と細胞内 pH 

(b) 培地の酢酸イオン 濃度と細胞内の 酢酸イオン濃度の 関係 

(c) 培地の酢酸イオン 濃度と細胞 内 の カ リ ウム イオン濃度の 関係 

0 は、 大腸菌 K.12 、 のは大腸菌 0-157:H7 についての測定値を 示す。 

培養条件 : グルコース制限培地での 連続培養による。 本 培養培地の 

pH  : pH  5.9 
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図 2.10 大腸菌の生育に 対する培地の 酢酸濃度の影響 [16] 

(a)  菌体 濃度 (mg71) に対する酢酸濃度の 影響 

(b)  培地に残存するバルコース 濃度と酢酸濃度の 関係 

0 は、 大腸菌 K.12 、 ゆは大腸菌 0.157: H7 についての測定値を 示す。 

培養条件 : 連続培養による (dilutionrate 0.085h.l , 基質はグルコース 

で グルコース供給 液 におけるグルコース 濃度は 16.7mM 八 培地 pH:pH5.9 
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2.5 微生物の酸 耐 ， h 生 

一般に菌は、 外界の環境変化 ( 酸性度やアルカリ 性度、 温度、 粘度など ) に 

応答 ( ストレス応答といわれる ) する能力を有している。 酸に対して応答する 

力は 、 acid  stress  tolerance  と各種の論文は 7 一 1 引で表記されていることから、 

ここでは微生物の 酸耐性と表記する。 酸 耐性には、 次に挙げる 8 つの性質が関 

与している。 

第一に、 細菌は、 酸性環境下で、 細胞膜を構成する 成分であ るタンパク質や 脂 

肪 酸の組成を変化させ、 その環境に耐えられるようにする 性質を持っは 7 Ⅲ。 

第二に、 細菌は 、 酸によって細胞内 pH が変化することに 対して、 細胞内 pH 

を 調節する性質を 有する。 一つは、 細胞内 液の pH 緩衝作用によって 生存に 適 

した pH を維持する。 また、 ギ酸 分解酵素に よ る ギ 酸の分解も細胞内 pH を 調 

節する手段となる ( 次節 2.6 を参照 ) 。 

第三に 、 酸による遺伝子 (DNA) の損傷を防ぐ 性質。 また、 損傷した場合に 

は 、 損傷を修復する。 これらの性質には DNA 結合タンパク 質が関与すること 

が 判明しているⅡ 引 。 酸 耐性は 、 菌の増殖とも 深く関係しており、 菌が急激に増殖する 対数 期よ @ 

増殖後に 菌件 数がほぼ一定となる 定常 期 において 酸 耐性が強く働くことが 分か 

っているⅡ 8] 。 この要因として、 定常期の細胞は 対数期の細胞より、 細胞内で 

の酸の解離によるプロトンを 蓄積しにくい ( 細胞外に出す ) ことが関わると 報 

告 されている。 対数期の細胞は 定常期の細胞より、 酸の解離によるプロトンを 

細胞内に 5 ～ 10 倍蓄積すると ぃ       
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2.6  大腸菌における ギ酸 分解の制御機構 

大腸菌は、 細胞膜に存在する ギ酸 分解酵素系の 働きによって ギ酸 分解によ 

る 水素発生を行 う 。 ギ酸 分解酵素系は 、 主に ギ酸 分解を触媒するギ 酸 デ ド 
ゲナーゼ と 水素発生を触媒する ヒドロ ゲナーゼによって 構成されている ( 図 

2.llaL 。 大腸菌による ギ酸 分解は 、 次のような順序で 進む ( 図 2.lla, 文献 22 の 

Rossmann らの モヂル に基づいて作成 ) [20 一 22] 。 

の グルコースの 代謝によって、 細胞内で ギ酸 (HCOOH) が生成する。 生成 

したギ 酸は解離して、 細胞内のギ醒 ( イオン ) 濃度とプロトン 濃度が高く 

なる。 これらの濃度が 高くなると生存のためには 不利であ る。 

② そこで、 ギ醒イオン濃度の 増加が信号となって 、 ギ酸 分解酵素系の 遺伝 

子が発現して、 ギ酸 分解酵素系が 合成される。 その ギ酸 分解酵素系により 

ギ醒分解が進む。 ただし、 グルコースの 代謝によって 細胞内で生成した ギ 

酸は 、 特定の輸送担体 (formate channel) によって細胞 外 ( 培地 ) に 運 

び 出されることも 分かっている。 また、 図 2.lla で示すよ う に、 培地の ギ 

酸 0HCOOH) が細胞内へ透過した 場合も 、 ギ醒 (HCOOH) 解離により、 

細胞内の ギ酸 ( イオン ) 濃度とプロトン 濃度が高くなり、 ギ酸 分解が進む 

ことが知られている。 

このように、 ．大腸菌は生存のために、 細胞内の ギ酸 濃度が高くなると、 ギ酸 

分解を始め、 細胞内外の ギ酸 濃度を生存に 適するよさに 調節する。 つまり、 ギ 

酸 分解による水素発生は、 生存のための 手段であ るといえる。 

図 2.llb に Rossmann らのモデルに よ る ギ酸 分解のモデル 図を示す [22L 。 こ 

の図は 、 次のように説明される。 まず、 細胞内の ギ酸 濃度の上昇が 信号となっ 

て 、 FhlA (formate hydrogenlyase A) タンパク質が ギ酸 分解酵素系の 遺伝子 

であ る五加 F 遺伝子を発現させる。 血肋 F 遺伝子の発現により、 国外 1l の FDHH 

(formate  dehydrogenase  H  : ギ醒デヒドロゲナーゼを 指す )  をはじめとす 

るギ酸 分解酵素系の 合成が進む。 この Ro ㏄ mann らのモデルは、 現在までに 分 

子 レベルで証明されてきている。 また、 最近、 FhlA タンパク質の 遺伝子であ 

る凸 7 A 遺伝子と高い 相同性を持っ E,aeroge 且 es の曲 l A 遺伝子が発見された 

は 3] 。 大腸菌と同じ 属であ る押出 ero ダ e 刀 es が、 大腸菌と同様の ギ酸 分解機構を   
有している可能性があ る。 
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図 ㌘ llb R0ssmann  らの提唱するギ 醒分解機構のモデル 図 [22] 

図 2.12  ギ酸 分解により生じた 電子が金属原子間を 伝わる仕組みについて 

の モデル。 電子は、 BV(benzylviologen) を還元することが 分かっている [24]0 
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2.7  ギ酸 分解酵素の金属原子間における 電子伝達のしくみ 

ギ酸 デヒドロゲナーゼは 、 ギ醒分解を触媒する 酵素で、 分子量は約 8OkDa であ 

る 。 酵素 ェ モル当たりに Fe を 8.39 含み、 他に Mo 、 Se を含有している。 この 

よう に金属原子を 含有する酵素は 金属タンパク 質と呼ばれる。 

ギ酸ヂヒドロ ゲナーゼの Fe 、 Mo 、 Se は 、 ギ酸 分解を触媒する 酵素の活性に 

必要不可欠であ ることが分かっている。 これら金属原子がギ 醒分解における 電 

子 伝達に関わっていることが、 ギ醒デヒドロゲナーゼのタンパク 質立体構造 解 

析などによるデータから 明らかになっている㎏ 羽 。 金属原子間の 電子伝達につ 

い て提案されているモデルは 町を以下に説明する ( 図 2,12) 。 

まず、 ギ 酸の分解によって C02  とプロトン、 電子が生成する。 ギ酸 一分子 

から生じた二つの 電子は Mo に直接伝わり、 これを還元する。 図 2.12 に示す ょ 

う に、 Mo 原子はギ醒デヒドロゲナーゼが 有する MPT (molybdopterin) 及び 

SeCysl40 銭 墓と 化学的に結合している。 MPT は、 Mo と結合して電子伝達を 

行う 補 因子 (cofactor) であ り、 グアニンなどの 塩基を有している。 MPT には、 

化学構造の異なる MPT801 、 802 があ り ( 図 2.12) 、 各々の有する 二つの硫黄 

原子が四角形を 形成して Mo と結合している。 Se は、 その四角形を 底面とする ピ ラ ッ ド構造の垂直軸方向にあ る。 Mo の還元によって Mo の酸化数は +6 か 
ちゃ 4 になる。 ． Mo の還元に伴い、 ギ 酸からのプロトンは SeCySl40 残甚の Se 

を プロトン化 (SeH) する。 SeCysl40 残基の Se は Mo と化学的に結合してお 

り 、 プロトン化により SeH と Mo は水素結合を 形成する。 

次に電子は Mo 原子から MPT を通じて リ ジン 44 銭 墓の アミノ末端から 

Fe4S4 の S に伝わる経路が 最も直接的だと 考えられている。 ギ 酸から伝わっ 

た 二つの電子のうち、 まず一 つが Fe4S4 に伝わり MO の酸化数は +5 となる。 こ 

の間に 、 ギ 酸からのプロトンによって His141 がプロトン化されて、 His141 0 

ノ ミ ダゾ   一ル墓と SeCysU40 残寒 の Se との間で水素結合が 形成される。 さら 

に 二つ目の電子が Fe4S4 に伝わり、 Mo の酸化数が十 6 ともとの酸化数に 戻る。 

この M0 の酸化によって、 SeCySl40 残基と His141 の水素結合が 切れて、 His14 丁 

の プロトンは溶媒中に 放出されると 推定されている。 

このように二つの 電子が順に MO から Fe4S4 に伝わるためには、 一 つ 目の電 

子によって還元された Fe4S4 が直ちに酸化される 必要があ る。 しかし、 Fe4S4 

の 酸化によって 生じた電子を 受け取る分子 ( 電子受容体 ) はまだ判明していな 

ぃ 。 BV(benzylviologen) を電子受容体として 用いた実験から、 Fe4S4 から BV 

への電子伝達が 可能であ ることが示されている。 
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以上のように、 Fe 、 Mo 、 Se は 、 ギ酸 分解によって 生じた電子を 伝達する 役 

目を担っている。 この電子が ヒドロ ゲナーゼまで 伝達されるとプロトンと 結合 

して水素が発生する。 

2.8  E 刀 tero ゐ acter aerogenes の水素収率改善案についての 検討 

2.8.1 水素収率改善案について 

1.2 節で述べたよさに、 発酵における 理論上の最大の 水素収率は 4 であ る。 

このとき、 グルコースから 酢酸、 水素、 二酸化炭素が 生成する。 この反応を 

NADH の観点から説明すると、 次のとおりであ る。 図 ㌘ 3 に示すよさに、 

佛 os 汁 idiu 皿属 では解糖系で 1 モルのグルコースから 2 モルの NADH が生成す 

る 。 さらに 2 モルの NADH がピルビン酸から アセチル CoA の生成過程で 生成 

する。 これらの合計 4 モルの NADH が全て水素生成によって 再 酸化すれば 水 

素 収率は 4 となる。 この場合、 アセ チル CoA は 、 全て酢酸生成に 利用されるこ 

とが必要であ る。 それは、 酢酸生成が NADH の 再 酸化を伴わずに 起こる唯一の 

代謝産物生成の 反応であ ることによる。 実際の発酵では、 酪酸や乳酸の 生成に 

よって NADH が 再 酸化されるので Clostn ゴ diu 血 属の申で最も 水素収率の高い 

C, 玩け ， ne ひ 加 でも水素収率は 2.35 であ る。 

C, う ばけ rI ㏄血 は絶対嫌気性菌であ ることから、 酸素存在下では 生育で き な 

いが、 E,aeroge 刀 es などの通性嫌気性菌 は 、 酸素存在下で 好気呼吸をすること 

ができる。 一般に好気呼吸では、 解糖系、 クェン 酸 回路および電子伝達騒が 働 

いて、 グルコースが 炭酸ガスと水にまで 代謝される時、 グルコース 1 モル き た 

りに NAD  H  が l0  モル生成する ( 図 2.13L 。 も し この 10  モルの NADH  が 水 

素生成に利用できれば 水素収率が向上する 可能性があ るという水素収率の 改善 

案が提案されている [25] 。 通常の好気呼吸では、 電子伝達 鎖 に存在する NADH 

デヒドロゲナーゼによって 全て NADH が NAD+ に 酸化する。 この酸化で生じた 

プロトンと電子は 酸素と結合して 水を生成する。 したがって、 10 モルの NADH 

を水素発生に 利用するためには、 第一に NADH デヒドロゲナーゼに よ る NADH 

の再 酸化を阻止する 必要があ る。 このため、 浴主研究室では NADH デヒド ロゲ 

ナーゼの機能を 阻害する阻害剤 ( コ テノン、 アミタールなど ) を用いて NADH 

デヒドロゲナーゼの 作用を阻害することを 試みてきた。 しかし、 阻害剤が本当 

に NADH ヂヒドロ ゲナーゼを阻害したかについて 明らかな結果が 得られて ぃ 

なかった。 そこで、 著者は阻害剤を 用いた研究の 文献調査を行った。 その結果、 

次の点が明らかになった。 第一に 、 多くの 好 気呼吸を行 う 微生物は、 二種類の 
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NADH ヂヒドロ ゲナーゼ (NADH デヒドロゲナーゼ 1 とⅡ ) を 有していること。 

第二に、 既存の阻害剤は NADH  デ ぃ ゲナーゼ ヒ ドロ 1 には阻害効果を 持っが 

NADH デヒドロゲナーゼⅡについては 阻害できないことが 分かった ほ 6L 。 同じ 

文献により、 NADH デヒドロゲナーゼ 1 、 Ⅱの両者に対する 阻害剤が いくっか 

見出されていることが 分かったが、 市販されておらず 入手には至らなかった。 

現在では阻害剤ではなく、 NADH デヒドロゲナーゼの 遺伝子を機能させないと 

い う観点から研究が 進められている。 なお、 大腸菌では、 NADH デヒド ロゲナ 

一ゼ 1 、 Ⅱの遺伝子を 欠損させた株が 得られており、 生育や遺伝子発現にっ い 

ての研究が行われているは 7 一 32] 。 

通性嫌気性菌に 好気呼吸を行わせる 実験のために、 まず有機物の 分解で生じ 

た 電子が酸素に 受け取られることが 必要であ る。 酸素は、 電子を受け取ること 

から好気呼吸における 電子受容体と 呼ばれる。 実験の上では、 酸素を継続的Ⅰ こ 

培地に送り込みつつ、 発生する気体を 正確に定量することは 難しい " したがっ 

て 、 実験の上では、 酸素に代わる 電子受容体が 必要であ る。 そこで次節におい 

ては、 互   aero 多 e 刀 es の 好 気呼吸について、 電子受容体を 中心にこれまで 判明 

している知見を 最初に述べ、 次に著者による 文献調査と実験の 結果について 説 

明 する。 

2.8.2  硝酸イオンが 発酵水素発生に 及ぼす影響 

細菌の中には、 有機物を酸化して 硝酸イオンを 還元するものがあ る。 これを 

硝酸 ( 塩 ) 呼吸とい       

硝酸 ( 塩 ) 呼吸の反応 式 : NADH  十 N03"  づ NAD, 十 NO2" 十 H2O 

互 ， aero ざ enes は、 硝酸 ( 塩 ) 呼吸を行 う ことのできる 細菌であ ることがわ 

かっている。 硝酸イオンは、 酸素に匹敵する 高い標準酸化還元電位を 有してい 

ること ( 図 2-15) から、 酸素に代わる 電子受容体として 実験に利用できると 想定 

されて浴主研究室において 研究が行われてきた。 これまでに、 発酵水素発生の 

途中で、 硝酸イオンを 培地に 5mM 添加すると、 発酵水素発生が 不活発になる 

ことが分かっている。               グルコースの 消費速度と水素発生速度は 低下 

して、 水素の収率も 低下する。 大腸菌では、 硝酸イオンが 水素生成を触媒する 

ヒドロ ゲナーゼ ( ギ酸 分解酵素系の 一部 ) の酵素活性を 阻害すること [3 田が明 

らかになっており、 月月 eroge 刀 es で水素発生が 不活発になった 要因も同じであ 

ると推定される。 また、 石刀 e ず o ダ e 月 es の代謝に与える 影響としては、 硝酸イオ 
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ンの 存在により、 グルコースから 酢酸が主に生成することが 培地成分の分析 ( 高 

速 液体クロマトバラフィ 一 ) から分かっている。 

著者による文献調査から、 大腸菌では、 硝酸イオンが 培地に存在する と 

g,aero 穿 e コ es と同様に主に 酢酸が生成するが、 このときクェン 酸 回路が働かな 

いことが分かった [34L 。 その要因は、 硝酸イオンによって、 コハク 酸 デヒド ロ 

ゲナーゼ と 2. オキソ グルタレートの 合成が抑制されるためであ ると考えられ 

ている。 コハク 酸 デヒドロゲナーゼはクェン 酸 回路と電子伝達 鎖で 機能する 酵 

素 であ り、 この酵素が合成されなければクェン 酸 回路と電子伝達 鎖 が機能する 

ことはできない。 

著者は、 実験により 接 ・ aeroge コ es  の場合においても、 1% のグルコース か 

らの代謝産物は 酢酸が主であ ること ( 条件 : 培養開始時の pH6.0 、 培養温度 37 。 C 、 

硝酸カリウム 5mM) を確認、 した。 したがってグルコースから 生じたピルビン 酸 

はアセチル CoA に変換されるが、 ァセチル CoA はクェン 酸 回路に入らず、 す 

べて酢酸に変換されたことになる ( 図 2.14) 。 この結果は、 互 ・ aeroge コ es  の 硝 

酸 呼吸においても 大腸菌と同様にクェン 酸 回路が働かないことを 意味している。 

甘 ， aeroge 皿 es  の水素収率改善案では、 クェン 酸 回路が機能することが 前提に 

あ るため、 硝酸イオンを 酸素に代わる 電子受容体として 用いることはできない 

といえる。 なお、 硝酸 ( 塩 ) 呼吸によって 、 1 モルのグルコースから 2 モル 近 

くの酢酸が生成することから、 この過程で 4 モルの NADH が生成すると 推定 

される。 仮に、 NADH による硝酸イオンの 還元を阻止して、 全て水素発生に 利 

用 できるとすれば、 1 モルのグルコースから 4 モルの水素が 生成することにな 

る 。 しかし、 硝酸イオンの 存在によって、 水素生成を触媒する ヒドロ ゲナーゼ 

の 酵素活性が阻害されること [33b から、 硝酸イオンを 水素発生実験に 用いるこ 

とは難しいと 考えられる。 硝酸イオンによる ヒドロ ゲナーゼの酵素活性阻害は 、 

ヒドロ ゲナーゼに関連する 遺伝子の発現量が 低下することに 起因することが 分 

かっている [33L 。 

2.8.3 銭イオンが発酵水素発生に 及ぼす影響 

次に、 酸素に代わる 電子受容体として、 三個の 鉄 イオンを選び、 水素発生に 

与える影響を 検討した。 二個の 鉄 イオンは、 標準溶液中において 酸素に匹敵す 

る 高い標準酸化還元電位で 電子を受け取ることができること ( 図 2-15) から、 電 

子 受容体の候補と 考えた。 

その結果、 三仙の 鉄 イオン ( 硫酸鉄 : Fe2(S04).6H2o) を 5%M(2.53 9 / 

l.culture) で添加したグルコース 1% 培地 ( 鉄 培地 ) では、 培養 8 時間までの積算 
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硝酸呼吸の経路 
  

  1. 硝尹堅 ; 品品 薔巨笘驚ま費 ㌍ 苧下繋 3% 轟詳ぎあ る。 

至芸 拮蕃ぎ 。 窯温輯賓 臨ま 綴 じ 垢 % 高 ま器扁低 ? 芋母恭 
NADH@+@NOs-@-@@ NAD+@+@N02-@+@Hzo 

  

-31- 



  

 
 

  

3+ + 2+ 

  

  

  

  

  

    

十 +@ + 2 2 

+@ + 
  

十 3 

  

    

 
 

  

    一 32 一 



水素発生量とバルコース 消費量が対照、 ( 鉄 添加なし ) より多かった。 グルコー 

ス 消費量が多かったことは、 菌の増殖が活発であ ったことを示唆しており、 今 

後 詳細な 菌体 濃度の分析が 必要であ る。 

鉄 培地では、 対照と同様に 発酵水素発生が 起きたことから、 鉄によって好気 

呼吸が真に起きたか 明確にはできなかった。 ただし、 実験の条件から、 好気呼 

扱 が培養の開始から 短時間に起きた 可能性があ る。 それは次の理由に よ る。 

添加した 5 [ mmo1 7 1.culture ] の 鉄 イオンを全て 還元するために 電子は等 

5 [m ロ 0171.culture] 必要であ る。 仮に 、 鉄 イオンによって 好気呼吸が起きて、 

グルコースが 完全に炭酸ガスと 水に酸化するならば、 l [ mmol 7 1.culture ] の 

グルコースの 酸化によって 電子 12 [mmo171.culture]  が放出される。 したが 

って、 グルコースが 0.42 [ mmol / l.culture ] だけ酸化すれば、 5 [ mmo1 7 

l-culture  ]  電子が放出され、 添加した 5  [ mmo1  7 1.culture  ] の 鉄 イオンを 全 

て 還元できる。 菌は、 0.42 [mm.0171.culture] とい分量のグルコースであ れば、 

少なくとも培養開始後 30 分以内には消費するので ( 図 2,1 八 このわずかの 間 

に 5 [ mmo1 7 1.culture ] の 鉄 イオンが全て 還元された可能性があ る。 よって 、 

鉄 イオンが電子の 受容体となり、 好気呼吸が培養後 30 分以内に起きた 可能， 陸 

は 残っている。 また、 グルコースが 10 [ mmol / l.cultu,e ] 酸化すれば、 120 

[ mmo1 7 1.culture ] の電子が放出されるため、 これを受け取る 鉄イオン は 

120mM 0 硫酸鉄として 約 609 7 1) 存在しなければならない。 このように、 グ 

ルコー スの 酸化量が多いほど 鉄 イオンの量も 多くしなければならない。 したが 

って、 重金属の生体 ( 微生物に対する ) 毒性という観点から、 鉄 イオンを実験 

系 として用いることには 量的に限度があ ると考えられる。 

鉄 イオンが水素発生に 及ぼす影響について 最近いく っ かの報告がなされてい 

る 。 このうちの一つぼ 大豆食品由来の 菌群による水素発生に 対して 2 価の鉄 イ 

オン (FeCL2 を用いている ) の効果を調べたものがあ る㎏ 引 。 この報告では、 2 

価 の 鉄 イオンが 20 ㎝ m97l-culture]  から 4000 血 97l,culture]  の範囲では、 

スクロース 19 から 120ml 程度の水素発生量であ った。 水素収率として 計算す 

ると 1 モルのスクロースから 最大で 1.9 モルの水素が 得られたことになる。 ま 

た 、 2 価の鉄イオンは 80 血 97l.culture] 以下では、 水素発生量が l0ml 前後と 

極端に少ない。 鉄 イオンを添加しなければわずか 2ml しか水素が発生しない。 

したがって 、 鉄 イオンの濃度によって 大きく水素発生量が 影響を受ける 例とい 

える。 また、 別の報告によると、 け ん stn ゴ ビブぴ皿属 によるスクロースからの 水素 

発生は、 培地に 2 価の鉄イオン (FeS0 。 ) を含まなければ 水素収率が 1.94 と一 

般 的な値であ るが、 2 価の鉄イオンを 1600 帖 9 7 l.culture] で含む培地では 

水素収率が 2.73 に増加した [37L 。 この場合には、 酢酸と酪酸の 生成量が変化す 
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ることが水素収率の 増加した要因として 挙げられている。 このように、 2 価の 

鉄 イオンがスクロースなどの 代謝に影響を 与えることが 明らかになってきてい 

ろ は 6-3 列。 金属イオンの 水素発生に与える 影響は 、 鉄 イオン以外にも、 ナトリ 

9 ムイオン、 マグネシウムイオン、 亜鉛イオンなどで 調べられており、 各々の 

イオンについて 水素発生に適した 濃度が報告されているは 0L 。 

本 実験結果 ( 図 2,16) から、 鉄 イオンによって 水素発生が活発になった 一つ 

の 要因 は 、 グルコースの 消費が活発であ ったことであ る。 そこで、 グルコース 

の 消費と相関があ ると推定された 鉄 イオンの取り 込みについて 以下に述べる。 

鉄 イオンは、 微生物によって 細胞内に取り 込まれることが 分かっている。 微 

生物は 、 鉄 イオンを取り 込むために、 シデ ロフォアを合成する。 シデ ロフォア 

とは、 分子量 10OODa 未満の低分子化合物であ り、 微生物により 合成され、 環 

境 中に放出される。 特に微生物にとって 細胞内の鉄イオン 濃度が低い状態の 時 

に、 シヂ ロフォアを放出して、 環境中の鉄イオンをキレート 化して細胞内に 取 

り 込むことが分かっている。 

E.  む 0 万、 タ se はは 。 皿 onas  aer 亜 noM  、 Ⅳ 月 。 ゐゑ が e ヱゴは皿叩 夕など微生物によ 

って異なるタイプの シヂ ロフォアが存在する。 そのうち、 エンテロバクチン 

(enterobacti りは大腸菌の シデ ロフォアであ り、 三仙の 鉄 イオンと結合、 キレ 

一ト 化する㎏ 1] に 刃 。 下 式で表されるキレート 定数 Kf は 1049 であ り、 この 

数値は非常に 強固に三仙の 鉄 イオンと結合、 キレート化することを 意味する。   

Kf / ([FeS+l 

シデ ロフォアに よ る 鉄 イオンの取り 込みには、 ATP の加水分解エネルギーを 

必 、 要とすることが 分かっている。 したがって 、 鉄 イオンの取り 込みが起きる 場 

今 、 グルコースなど 基質の分解によって 生成した ATP を利用するため、 ATP 

の 消費が促進される 可能性があ る。 ATP の消費が促進されれば、 グルコースの 

代謝もそれに 合わせて速くなるはずであ る。 鉄 イオンの取り 込みを検証するた 

めに、 今後は培地の 鉄イオン濃度を 分析する必要があ る。 
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2.9  結論 

1. 生物は、 糖 代謝の主要経路であ る解糖系で ATP 、 ピルビン酸、 NADH を 生 

成する。 微生物は発酵によって、 NADH を 再 酸化して解糖系に 戻し、 解糖 

系を継続的に 機能させることができる。 水素発生をする 微生物の中には、 

NADH を 再 酸化することによって 水素を発生するもの ( む ， 召 u け r7cu 加な ど ) があ る。 大腸菌 (Esc ゐ ench 肋 co7i) は NADH の 再 酸化ではな @ グ 

ルコースから 生成した ギ 酸を分解することによって 水素を発生する。 木研 

究の対象とした 互 ・ aero 多 e 刀 es の水素発生は NADH の 再 酸化が関与すると 

い う 仮説が示されている。 

2. NADH の 再 酸化による水素発生は、 電気化学的な 理論の上で培地 pH が 低 

いほど起こりやすい。 この結果は、 pH7.0 または pH8.0 より pH6.0 の方 において水素発生が 活発であ るという実験結果と 合致している。 ただ し 

培地 pH が pH 5.0 の場合では水素発生が pH 6 、 0 より活発でなくなること 

から、 水素発生と 菌 件増殖を合わせて 考える必要があ る。 菌 件増殖に適し 

た pH は、 pH 7.0 であ り、 それより低いほど 増殖 は 遅く、 不活発になる。 

つまり、 pH5.0 で は菌 件増殖が不活発であ ることから水素発生も 遅く 、 不 

活発になると 説明される。 

3. 菌 体の細胞内 pH は、 培地の pH によらず一定の 約 pH8.0 であ る。 しかし、 培地に一定濃度以上の 酢酸などの有機酸が 存在すると、 有機酸の細胞 内 

の 透過により細胞内 pH が低下する。 

4. 大腸菌は、 細胞内のギ醒イオン 濃度およびプロトン 濃度が増加すると、 生 

存に 不利であ ることから、 ギ酸 分解を行 う 。 すな む ち 、 ギ醒分解には 細胞 

内のギ醒イオン 濃度と pH を調節する目的があ るといえる。 細胞内ギ醒 イ 

オン濃度の上昇は、 Fhl A タンパク質によって 感知されて、 ギ酸 分解系の 

遺伝子発現が 起こる。 

5. ギ醒分解を触媒する 酵素であ る、 ギ酸 デヒドロゲナーゼは、 Fe 原子、 Mo 

原子 Se 原子を含有している。 これらの金属原子は 、 ギ酸 分解で生じた 電子 

を 伝達する役目を 担っている。 

6. 大腸菌による 硝酸呼吸では、 グルコース代謝によりピルビン 酸から アセチ 

ル CoA を経て酢酸が 生成する。 これは、 硝酸の存在によりクェン 酸 回路を 

構成する酵素が 機能しない結果であ ることが文献調査から 分かった。 実験 

から、 万 ， aero ざ e 刀 es  の場合にも、 グルコース代謝により 主に酢酸が生成 

したことから 硝酸呼吸によりクェン 酸 回路が機能していないと 考えられた。 
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この結果、 硝酸イオンの 存在下では、 酸素と同じ 好 気呼吸経路 ( 解糖系、 

クェン 酸 回路、 電子伝達系の 順 ) をとることができないことが 分かった。 

3 価の鉄イオンを 含むグルコース 培地では、 グルコース 消 と 水素発生が 

活発に進行することが 分かった。 グルコース消費が 速く進行することから 

菌 件増殖の速度が 大きくなっていると 考えられる。 3 価の鉄イオンを 好気 

呼吸の電子受容体となり 得るか検討するためには、 実験に用いた 5mM 

(2.53 9 7 l.culture) の 鉄 イオン濃度では 低かったと考えられた。 しかし、 

生体毒性の観点から、 鉄 イオン濃度を 高くして、 電子受容体についての 検 

討 をすることは 難しいと推定された。 今後は、 2 価の鉄イオン 濃度で研究 

報告があ るとうに、 発酵水素発生に 至適な 3 価の鉄イオン 濃度を検討する 

ことが必要であ る。 
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第 3 章 発酵水素発生に 対するギ醒添加の 影響 とギ酸 分解機構 

8.1 本章の目的 

近年、 微生物による 水素発酵の研究は 進展している。 研究の動向を 大きく三つ 

に 分けると以下のように 分けられる。 

第一に、 水素発酵をする 菌株の改良や 培養法の工夫についての 研究 H3 一 53L 。 

第二に、 水素発酵における 代謝や水素発生などの 諸現象を基礎科学的に 解析し 

た 研究 佗 ， 3][54 一 58] 。 

第三に、 下水汚泥や厨芥、 農業廃棄物など 水素発酵の基質を 実用に合わせて 行 

ぅ もの。 また、 下水汚泥由来の 菌株による水素発生の 研究は , 5] い 9 一 6 引 。 

本章における 研究は、 上記の第 __ の研究に分類されるが、 実用を目指すため 

に 、 研究を通じて 第一の内容に 進展できるよ う に考慮して進めた。 

Z. aeroge 五 es がどのようにしてグルコースから 水素を発生するかについて、 

けん s 什ゴ diu 皿属 のように NADH を利用するのか、 大腸菌のように ギ酸 分解に依 

存するのかについては 明確になっていない。 

最近、 ギ 酸などの有機酸が 菌の生育や代謝に 様々な影響を 与えることが 判明 

してきている。 ひん strid ゴび屋属 では、 酪酸や酢酸がグルコースからの 代謝産物 

量や菌 体の生育に影響を 与えることも 判明している 佗引 。 大腸菌では分子レベ 

かめ 解析が進んでおり、 グルコース培地に ギ 酸や酢酸を添加するとタンパク 質 

の 発現が影響されることが 明らかになった㎏ 目。 大腸菌の水素発生については、 

thiosulphate( チオ硫酸 ) をグルコース 培地に添加すると、 水素収率が増加する 

という報告があ る [47L 。 この報告では、 チオ硫酸が大腸菌のグルコース 代謝に 

影響を与えたことで、 水素収率が増加したと 述べられている。 

このような最近の 知見から、 本章での研究は、 E, aero ダ enes に よ る水素 発 

生 経路に深く関わると 考えられる ギ 酸に着目した。 具体的には、 互 ， Bero ダ enes 

によるグルコースからの 水素発生に ギ 酸が与える影響を 検討した。 そこから、 

グルコースの 代謝や水素発生経路について 分析し、 水素収率向上の 糸口を見出 

すことを目指した。 検討項目は 、 主に次の 3 点であ る。 

1. 培地 pH を制御しない 簡便な実験系で、 ギ醒 と グルコースを 組み合わせ 

た 培地と、 各々を単独で 含む培地での 水素発生を比較した。 

2. 培地 pH を一定にした 実験系で、 ギ 酸を添加したグルコース 培地と添加 

していないグルコース 培地 ( 対照 ) を比較して、 積算水素発生量、 代謝産物主 

成量 、 菌体 濃度などを測定、 分析した。 
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3. 1,2 の実験を通じて、 水素発生速度、 水素収率などを 両者の培地で 比較、 

検討して、 水素発生経路について 分析した。 

3.2  実験方法 

3.2,1  培養の手順および 培養 法 

測定データを 取るための 本 培養実験の前に 万， aerogenes の 前 培養を行って 、 

菌 体を増殖させ、 これを 本 培養に用いた。 前 培養は、 本 培養実験の前日に 行っ 

た 。 前 培養の条件は、 培養時間 16 時間、 培養温度 27 。 C 、 培養液体積 250m l 

であ った。 

培地 l)H を制御しない 系での実験は 、 次の手順で行った。 

本 培養液 45m1 に 前 培養液 5m1 を加えて ( 培養液の組成は 後述 ) 、 60ml の 容 

諾 で回分培養を 行った。 国分培養は、 最初に投入した 培養液で全ての 反応を行 

ぅ 培養 法 であ る。 したがって、 培養を始めた 後に培養液を 新たに加える、 また 

は 取り出すことはない。 培養条件を次に 示す。 

本 培養の条件 : 培養温度 37 。 C 、 培地 pH は、 実験開始時に pH6.0 であ った。 

培地 K Ⅲを一定にした 系での実験は 、 次の手順で行った。 

前 培養液 60ml を遠心分離 (7000rpm) にかけて葉蘭して、 本 培養液に 植菌 

した。 本 培養液 ( 液相 ) は 2L であ り、 2.5L の培養 槽で 回分培養を行った ( 実 

験 装置図は図 3.2,1 を参照のこと ) 。 したがって、 気相は 0.5L であ った。 本培 

養 液中の溶存酸素を 窒素置換により 除去することで、 培養開始から 培養液を嫌 

気 的な状態にした。 この窒素置換によって 気相部分も空気から 窒素に置換され 

る ( 気圧は工気圧 ) 。 培養条件について 次に示す。 

本 培養の条件 : 培養温度 37 。 C 、 撹絆 速度 120rpm 、 培地 pH は pH 5.5 また 

は pH6,8 であ った。 培地 pH は lM の水酸化ナトリウム と lM の塩酸を pH メ 

一 ターと連動したポンプ 0 いずれも自動調節 ) によって供給することによって、 

一定に制御した。 前 培養液と本培養液の 組成を重量パーセントで 次に示す。 

前 培養液 :  1.5%  glucose,  0 ・ 5%  peptone,  1.4%  Na2HPo4,  0.6%  KH2P04,  0 ・ 2% 

(NH4)2S04, 0 ・ 1%  citrate2H2o, 0 ・ 02%  MgS047H2o 
 
 

 
 

 
 

  

 
 

  

本 培養液 :  1%  glucoSe,  O.5%  peptone,  0 ・ 1%  Na2HPo4,  0 ・ 2%  KH2P04,  0 ・ 2% 

(NH4 Ⅰ   S04 ， 0.1%@ citrate2H20 ， 0.02%@ MgS047H20 

一 39 一 



｜
 
@
,
 

  

  

  

⑬ 

  
ロ 

⑭ 

 
 Ⅰ
 『

 
t 

Ⅰ     
⑮ 

ム 

  

①恒温槽②培養 槽 ③ pH 電極④錬 - 塩化銀照合電極⑤白金 電 
極 ⑥白金電極のサンプル 採取口⑧ガス 捕 集韻 卸 ao の ⑨ 
pH コントローラー (pH メータ 二 lMNaoH, lMHCl) ⑩ 酸ィヒ 
還元電位計⑪アンプ⑫記録計⑬ A/D 変換器⑭パソコン⑮ 
プロペラ型 挽絆翼 ⑯電子天秤 

図 3.2.1 実験装置 図 
培養により発生するガス ( 水素、 二酸化炭素 ) が ， ⑧のガス 捕 戎器 
内の INNaoH を通ることで、 二酸化炭素は 除去される。 容器上部 
の気相に 捕集 された水素により 気相の圧力が 上がり、 NaoH が⑯ 
の名子天秤上の 容器に気相の 圧力が元に戻るまで 押し出される。 
押し出された NaoH の体積は，気相に 捕無 された水素の 体積 に等 
Ⅱ ¥ 。 そこで、 この NaoH の 重 且を水素発生 且 として測定する。 なお・ 
lM の NaoH は比重が 1.04 であ るため、 厳密には 屯 干天秤で測定さ 
れた 重 Ⅰを ィ ・ 04 で割ることで 水素の体積とする 必要があ る。 
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ギ酸 添加の実験では、 本 培養液に ギ 酸塩 ( ギ醒ナトリウム ) を 20mM で 添 

如 した ( これを ギ酸 培地と記した ) 。 ギ醒ナトリウムは 水溶液中でギ 醒イオン と 

ナトリウムイオンに 完全に解離する。 ギ酸 イオンは水溶液中で 一部がプロトン 

と 結合して ギ酸 (HCOOH) になる。 しかし、 ギ酸 (HCOOH) の pKa は 3.75 

であ ることから、 本実験に用いた 培地 pH (pH 6.0 の前後 ) では、 大部分が ギ 

酸 イオンとして 存在する。 菌がグルコースから 生成する ギ酸 (HCOOH) に っ 

いても、 培地中では大部分が ギ酸 イオンとプロトンに 解離して存在する。 した 

がって、 本章で ギ酸 分解と表記した 場合は 、 ギ酸 イオン (HCOO.) の分解を指 

す 。 有機酸としての ギ 酸を表す場合は 、 ギ酸 (HCOOH) と表記して両者を 区 

刑 した。 

3.2.2  測定および分析法 

( 1 ) 化学分析 

グルコース濃度、 ギ 酸を含む全ての 代謝産物濃度の 定量は 、 HPLC( 高速液体 

クロマトバラフ 装置 ) (655A  日立 ) を用いて行った。 実験手順として、 本培 

養 液を遠心分離にかけて (10000 rpm) 、 菌を沈殿させた 後、 上清を採取して 

HPLC  による分析に 供した。 HPLC の カ ラムは GL,C6l0H  カラム ( 日立ケミカ 

ル ) であ り、 カラムの温度を 40 。 C で操作した。 また、 0.1% リン酸を流速 1.0( 田 1 

7 皿 ぇ n) でキャリアー 液 として使用した。 検出法は、 分析の対象になる 物質を含 

む キャリアⅠ 液 と含まないキャリアー 液の屈折率の 違いよるものであ った。 

培養槽の気相におけるガス 成分の検出には、 ガスクロマトバラフ 装置 

(Shimadzu GC-3BT) を用いた。 キャリアーガスとしてアルゴンを 用いた。 

検出法は、 分析の対象になる 物質を含むキャリアーガスと 含まないキャリアー 

ガスとの熱伝導度の 違いによるものであ った。 

( 2 ) 水素発生量の 測定 

水素発生量の 測定は、 lN の水酸化ナトリウムを 置換する 気液 交換法 ( 水素 

と 同時に発生する 二酸化炭素は 水酸化ナトリウムによって 吸収させて、 水素 発 

生 量を水酸化ナトリウムの 重量として電子天秤で 計る方法 ) を用いて行った。 

水素発生量 ( 体積 ) は O 。 C 、 latm における気体の 状態方程式により、 モル数に 

換算した。 培養で発生するガスは、 水素と二酸化炭素であ り、 気相の窒素は 両 

者の発生によって 押し出される。 そこで二酸化炭素によって 押し出された 窒素 

の 体積は、 ガス発生量から 差し引くことで 補正した。 補正する窒素の 体積は 、 

気相の二酸化炭素濃度をガスクロマトバラフィ 一で定量することで 求めた。 
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( 3 ) 菌体 濃度の測定 

分光光度計により、 550nm における培養液の 散乱 光 強度を測定した。 測定値 

から標準曲線により 菌体 濃度に換算した。 標準曲線は 、 次の手順で作成した。 

第一に、 散乱光の強度を 測定した培養液を 30ml とり遠心分離は 0000 rpm) 

にかけた。 遠心分離により 菌 体を沈殿させ、 七情 ( 菌 体を含まない 培養液 ) を 

除いた。 菌 体を乾燥させ、 乾燥 菌 体重量を計量して、 培養液中の菌 体 濃度を求 

めた。 培養液の散乱 光 強度と 菌体 濃度を対応きせて、 近似曲線を作成した。 

3.3  実験結果 

3.8.1 グルコース培地への ギ酸 添加の影響 ( 培地 pH を一定に制御しない 実 

系 における結果 ) 

表 3-1 に 、 ギ酸と グルコースを 組み合わせた 培地と、 いずれか一方を 含む 培 

地 での水素発生について 比較した結果を 示す。 培地 1 から 4 でグルコース とギ 

酸塩の組成を 変えており、 培地の番号が 上がるにつれて、 グルコース濃度を 低 

く、 ギ醒濃度を高くしている。 すな む ち、 培地上ではバルコースを 60 (m 田 01/ 

l 、 culture) 、 培地 2 ではグルコースを 40 (mmo171.culture) 、 ギ 酸を 20 (mmol 

  l.culture) 、 培地 8  ではグルコースを 20  (mmo171.culture) 、 ギ 酸を 40  (m  mol 

71-culture 八 培地 4 では ギ 酸を 60  (mmo171.culture)  含む。 

培地 2, 3 では、 積算水素発生量が 各々 66, 60(mmo171.culture) あ った。 グ 

ルコース とギ 酸の合計モル 数 は 、 培地 lL 当たり 60 ロ ロ 01 であ るから、 培地 2,8 

に 含まれるグルコース とギ 酸は全て水素発生に 利用されたといえる。 それは、 

先述のようにバルコース 1 モルからの水素は 約 1 モル発生し、 ギ 竣エモルの 分 

解 によっても水素が 1 モル得られるためであ る。 しかしながら、 グルコースの 

みを含む培地 1 では、 積算水素発生量が 45 (mmo1 7 1,culture) であ り、 水素 

収率は 0.75 と低かった。 これは培地 pH が 5.0 まで低下したことによると 考え 

られる。 水素発生速度は、 培地 2, 3 が培地 1 より大きかった。 これは、 グル コ 

一スとギ 酸を組み合わせたことによって、 培地 pH が大きく低下せず、 水素 発 

生 に有利な pH であ ったためと考えられる。 培地 pH が大きく低下しなかった 

要因は、 グルコース消費に 伴 う 酸の生成により 培地 pH が低下することに 対し 

て 、 ギ 酸の分解による pH の増加 ( 下記に反応式から 説明 ) が拮抗作用 き 示 し 

たと考えられる。 

培地 4 における積算水素発生量は 17 mmo1 7 1.culture) であ り、 まだ 53 

( 田 m01 7 1-cuIture) の ギ 酸が分解されずに 培地に残存していることがわかる。 
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培地 4 での水素発生速度は、 培地 2, 3 における水素発生速度の 1 /4 程度であ 

り 、 培地 4 でのギ醒分解による 水素発生速度 ( 式 3.6 の右辺の AD /T) が明ら 

かに小さいことが 分かる。 

この要因は、 培地 pH が水素発生に 至適な pH6.0 より高くなったことによる 

と 考えられる。 培地 pH の高くなった 要因は 、 次の式に示すよさに ギ 酸の分解 

と 水素の発生によって 培地中のプロトンが 減少したことによると 考えられる。 

HCOO ・ -> C02 + H-1 ， +2e 

2 H+ +2e -> H2 

文献によると、 これまでに ギ酸と グルコースを 組み合わせた 培地における 水 

素 発生の研究には、 大腸菌を用いたものがあ る。 この報告では、 ギ 酸のみを lM 

で 含む培地における 大腸菌の水素発生 は 培養 8 時間で止まるが、 この培地に 2.2 

(mmo171-culture) のグルコースが 存在すると 72 時間以上にわたって 継続し 

て 水素が発生したと 報告されている [49] 。 この要因は明示されていないが、 グ 

ルコースが菌の 生育のためのエネルギー 源になり、 菌の数と生存時間を 増加さ 

せたことに起因すると 推定される。 ただし、 ギ 酸のみを IM で含む培地の pH 

がどのように 変化したかについては 述べられておらず、 ガス発生が止まる 原因 

は 明らかでない。 上述のように、 表 3-1 に示した 瓦 aeroge 且 es での結果から、 

大腸菌でガス 発生が止まった 要因は、 培地 pH の増加にあ ると推定される。 

以上のように、 ギ酸と グルコースの 組み合わせにより 活発に水素発生を 行 う 

ことが分かった。 しかしながら、 少なくとも以下の 三点について 明らかにされ 

ていない。 

①なぜ水素発生が 活発に起きるのかという 点 ( 上記の大腸菌における 研究 

においても [49L 、 深く言及されていない ) 。 

② ギ酸と グルコースはどのように 分解されるのかという 点 ( 例えば、 両者 

が 分解される比率はどのようになるか ) 。 

③グルコースの 代謝は ギ 酸によってどのように 影響を受けるかという ， 点 

( 例えば、 グルコースからの 水素収率に与える 影響 几 

ギ 酸がグルコースを 基質とした水素発酵に 与える影響を 検討する上で、 まず 

これらの三点を 明らかにする 必要があ る。 また、 これらの検討結果を 基にして、 

方 ・ aero 互 e コ es の水素発生において NADH とギ 酸がいかに関わっているかを 検 

証することができると 考えられる。 このことは、 水素発生機構の 解明にっ な が 

る 可能性を持っ。 そのため、 次に培地 pH を一定に制御した 培養で、 上記の三 

点を含めて詳細な 検討を行った。 

 
 

 
 

 
 

 
 

  



8.3.2  菌 体の増殖に対する ギ酸 添加の影響 

以下の実験結果は 全て培地 pH を一定に制御した 実験系における 結果であ る 

図 3.8.1 に 菌 体の増殖に対する ギ酸 添加の影響を 示す。 同園 の a (pH 6.3) , 

b(pH 5.5) は、 培養開始から 培地の菌 体 濃度がどのように 変化したについて 表 

している。 どちらの培地 pH においても、 ギ醒培地 ( ギ酸 ナトリク ム を 20mM 

で 添加した培地 ) の方が対照 ( ギ酸 ナトリウムを 添加しなかった 培地 ) より 菌 

体 濃度が低かった。 これは、 菌 体の増殖が遅かったことを 示している。 pH 6.3 

の 対照、 とギ酸 培地のいずれも、 培養 7 時間までは 菌体 濃度が大きく 変化しなか 

っ たが、 培養後 7 時間以降に菌の 増殖が活発になった。 pH 5.5 では、 pH6.8 と 

比較して、 菌体 濃度は大きく 増加せず、 菌 体の増殖が遅いことが 分かった。 

菌体 濃度を培養時間で 割ることにより 算出した 菌 体の増殖速度を 図 3,3.1c 

(pH6.3),d(pH5.5) に示す。 pH6.3 では培養 6 時間まで、 ギ酸 培地の菌 件 増殖 

速度は対照の 約 0 ． 5 倍であ ったが、 培養 8 時間から増殖速度が 急速に増加して 

培養 9 時間には対照と 同等の速度となった。 

pH 5.5 の ギ酸 培地では、 対照に比べて 明らかに 菌 体の増殖速度が 小さかった。 

また、 少なくとも培養 8 時間は、 pH6.3 の場合のように ギ酸 培地の菌件増殖 速 

度 が対照、 と同等まで増加することはなかった。 

菌 体の増殖は、 グルコース培地への 酢酸の添加により 遅れる、 または阻害さ 

れることが分かっているは 6L 。 この要因は、 酢酸 (CH3COOH) が菌の細胞内 

に 透過することに よ る。 そこで、 本実験において、 培養開始時点で ギ酸 培地に 

はどれだけ ギ酸 (HCOOH)  が存在したかについて Henderson.hasselbalch  式 

(3.7 式 ) から計算した。 その結果、 ギ醒 (HCOOH) 濃度は、 pH6.8 で は 0.06 

mM 、 pH 5.5 ではその 6 倍の 0.36 mM であ った。 よって、 pH 5.5 の ギ酸 培地 

では、 pH 6.3 のギ醒培地 よ り、 細胞内に透過するギ 醒 (HCOOH) が理論的に 

は 6 倍多いことになる。 これが、 pH 6.8 に比較して、 pH 5,5 で ギ酸 培地の菌 

件 増殖が対照ょり 明らかに遅れた 要因と考えられる。 

Henderson ・ hasselbalch@ @@ :@ pH@ =@ pKa@ +@ log@ Ⅰ   COO ・ j@ /@ Ⅱ   COO Ⅱ   

(pK 、 =  3.75 、 ギ醒イオン濃度は 20mM) (3.7) 

菌体 の 比 増殖速度を図 3.8.1 e(pH6.3), f(pH5.5) に示す。 比 増殖速度 (h.l) 

は 、 菌体 増殖速度 (g-cell formed 7 l 。 h) を 菌体 濃度 (g.cel1 7 1) で割って 算 

出するものであ る。 つまり、 比 増殖速度は、 単位 菌体 19 当たりの 菌件 増殖 速 

度 ( 菌体が 19 培地に存在するとして、 換算した 値 ) を表している。 ギ酸 培地 
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の出 増殖速度は 、 図に示した大部分の 時間で、 対照より小さかった。 したがっ 

て、 同じ量は 9) の 菌が存在するとしても ギ酸 培地での 菌 件増殖が遅いことが 分 

かった。 

3.8.3  積算水素発生量とバルコース 消費量に対する ギ酸 添加の影響 

図 3.3-2a,b (pH6.3 での結果 ) 、 図 3.3.3a,b (pH5.5 での結果 ) に積算水素 発 

生量と グルコース消費量 は ついて ギ酸 培地と対照、 を比較して示す。 ギ酸 培地で 

の グルコース消費量が 対照より少なかった。 ギ醒培地では、 菌の増殖が遅かっ 

たことから、 グルコース消費量が 少ないことは 妥当な結果であ る。 また、 pH6.8 

のギ酸 培地では、 培養 9 時間後までに 積算水素発生量が 対照を約 2 倍上回った 

( 図 3.3.2bL 。 この結果から、 ギ酸 培地では、 添加した ギ 酸の分解に よ る水素 

発生と、 グルコース消費による 水素発生との 両方が起きており、 これにより 太 

きな積算水素発生量となったと 考えられた。 この考え方は、 pH5.5 においても 

同じであ る ( 図 3.8.3 几 そこで、 グルコース消費量 と 積算水素発生量の 関係を 

次の (3.8) 、 (3.9)  式 として表す。 

対照培地 AVl  =  YH Ⅳ S 。 ASl (3.8) 

ギ醒培地 AV2  %  YH Ⅳ S . AS2  +  AD (3.9) 

ただ し AV (accumulated”ydrogen〃olu e) : 積算水素発生量 
AS (Substrate ) : 基質 ( グルコース ) 消費量 

記号の右にっいた 番号 1,2 で、 対照 とギ酸 培地を区別する。 

YH27S : 水素収率 ( グルコース消費量に 対する水素発生量の 割合 ) 。 

よって、 YH,/S 。 AS は、 グルコース消費による 水素発生量を 表す。 

A@D@ (hydrogen@volume@from@formate@decom 0 甜杜 。 且 ) : 添加した ギ酸 

0 分解による水素発生量 

(3.9) 式 より、 添加した ギ 酸の分解量は、 グルコースからの 水素収率が対照と 回 

じであ るとして式 2 より算出した。 この算出によって、 培養 8 時間後における 

添加した ギ 酸の分解量は、 pH6.3 では積算水素発生量の 約 65% であ ったのに 対 

して、 pH  S.5  では約 75%  であ ることが分かった ( 図 3.3.2b 、 図 3.3-3b) 。 
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8.3%  水素発生速度とバルコース 消費速度に対する ギ酸 添加の影響 

図 3.8.2c,d  (pH6.3 八図 3.3.3c,d  (pH5.5)  にグルコース 消費速度と水素発生 

速度の関係を 示す。 培養和 6 時間についてみると、 グルコース消費速度は 、 

pH6.3 で対照が ギ酸 培地の約 2 倍、 pH5.5 で対照、 がギ醒培地の 約 2.5 倍であ っ 

た ギ酸 培地の水素発生速度は、 pH6.3 で対照の約 2 倍、 pH5.5 で対照の約 1.5 

倍 であ った。 これらの結果より、 添加した ギ 酸の分解に よ る水素発生速度と グ 

ルコース消費による 水素発生速度の 和が、 対照における 水素発生速度を 上回っ 

たと考えられる。 そこで、 先述の式 1, 2 を各々時間 (T) で割って水素発生 速 

度は ついての式 3, 4 で表す。 

対照培地 ム Vl 7 AT  二 ㎝ H"/S 。 ASl り AT (3.10) 

ギ酸 培地 AV2 7 AT  二 (YH,/s . AS2) / AT  +  AD /T  (3.11) 

ただし、 AV/ AT :  水素発生速度 

(YH,/s . AS ) / ム T : グルコース消費による 水素発生速度 

AD /T : 添加した ギ 酸の分解による 水素発生速度 

(3.11) 式の添加した ギ 酸の分解による 水素発生速度は、 司式の左辺から 右辺 

の 第一項 ((YH 打 s , AS2) /AT) を引いて求めた。 ギ醒培地でのバルコースから 

の水素収率は、 対照と同じであ るとした。 

図 3.8.2  e.f  (pH  6.3 八図 3.3.3  e,f  (pH  5.5)  に 、 比 グルコース消費速度と 

止水素発生速度の 関係を示す。 比 グルコース消費速度と 比水素発生速度は 、 先 

述の グルコース消費速度と 水素発生速度を、 その時点での 菌体 濃度で割って 算 

出したものであ る。 つまり、 菌体 19 当たりによるグルコース 消費速度と水素 

発生速度を示す。 培養㌻ 6 時間についてみると、 ギ醒培地での 地水素発生速度 

ほ 、 pH 6.3 、 pH 5.5 のいずれも対照の 約 3 倍であ った。 

表 8.2, 3.8 に、 培養 4 、 8 時間後における、 水素発生、 墓 質 消費、 菌件 増殖 

の データを数値として 示した。 ギ酸 培地と対照での 水素発生速度と 比水素発生 

速度の違いについて 以下に説明する。 

pH6.3 の培地における 培養 4 時間後では、 ギ酸 培地における 水素発生速度ほ 、 

2.4 (mmo1 71 . h) であ り、 対照の 1. 城山 m01 7 1 。 h) を 1 Ⅱ借上回った。 止水素 

発生速度は 、 ギ酸 培地で 15.2(m 田 ol  /  S-cell 。 h) であ     対照の 6,4(m  苗 o1  / 
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g.cell , 助を 2%  借上回った。 

培養 8 時間後における 水素発生速度 (m 田 o1/1 。 助は 、 ギ醒培地、 対照のどち らにおいても 培養 4 時間後 と 同 じ 大 き さ で あ った。 地水素発生速度は 、 ギ酸培 

地で 6,lhnmol/g.cell 。 h) であ り、 対照の 3. Ⅸ m ロ ol/g.cell 。 田を 2 倍上回っ 

た 。 ここで、 地水素発生速度の 大きさは、 各々の培地において 培養 4 時間後に 

比べて半分以下に 低下した。 これは、 各々の培地において 菌体 濃度が培養 4 時 

間から培養 8 時間にかけて 2 倍以上に増加したことによる。 

pH5.5 における水素発生速度は 培養 4 時間後では、 ギ酸 培地が 2.6  (mmol   

l 。 h) であ り、 対照の 1.8(m 血 o1/l 。 h) を 1.5 倍上回った。 地水素発生速度は 、 

ギ酸 培地で 22. Ⅱ mmol/g-cell 。 h) であ り、 対照の 7,7(mmol/g.ce Ⅱ。 h) を 2.9 

借上回った。 

培養 8 時間後における 水素発生速度は 、 ギ酸 培地が 2.6  (mmo1 7 1 。 h) で 

あ り、 対照の 1.g(mmol/l 。 h) を 1.4 倍上回った。 止水素発生速度は 、 ギ醒 培 

地で 20.7(mmol/g.cell 。 h) であ り、 対照の 9.3(mmol/g.cell 。 h) を 2,6 倍上国 

った 。 

pH 6.8 と pH 5.5 におけるギ醒培地の 比水素発生速度を 比較すると、 pH 5.5 

のギ酸 培地における 止水素発生速度が 明らかに大きかった。 この要因は次節の 北ギ 酸 分解速度の結果において 述べ る 

3.8.5 ギ醒生成、 ギ醒分解と水素発生の 関係 

次にギ醒培地と 対照におけるグルコースの 代謝に着目して 再度、 積算水素 発 

全量及び水素発生速度について 検討した。 E, aero ダ e 刀 es  はグルコース 代謝の 

過程で ギ 酸を生成し、 分解する。 図 3.3,4 に示すよさに、 対照では培養開始か 

らギ酸 濃度が増加したことからバルコース 消費によってギ 酸が生成することが 

分かる。 ギ酸 濃度はギ醒生成童 と ギ醒分解 量の バランスによって 決まる。 そこ 

で、 対照でのギ醒濃度を 次のように表す。 

対照、 : ギ酸 濃度 = ギ酸 生成量一ギ 酸 分解 量 (3.12) 

ギ醒培地でほ、 最初に ギ 酸を添加した 量 (20 mmo1 7 1.culture) だけ ギ酸 濃度 

が高いので、 次のように表す。 

ギ醒培地 : ギ醒濃度二 20 千ギ醒生成量一ギ 酸 分解 量 (3.13) 
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ただし、 ギ酸 培地でのギ醒分解量は、 添加した ギ 酸の分解に依拠する 量 とグル 

コース消費によって 生成した ギ 酸が分解する 量の合計であ る。 

上弍 において、 ギ醒濃度は液体クロマトバラフィ 一による測定値をそのまま 

代入できるが、 ギ酸 生成量は代謝経路から 以下の手順で 算出した。 

ギ 酸は 、 ピルビン酸から 生成するが、 このときギ醒 と 等量の アセテ ル CoA が 

生成する。 アセ チル CoA は 、 エ タノール、 酢酸、 酪酸に変換されることから、 

アセチル CoA の生成童をこれらの 代謝産物量の 和として 次式 で表す。 

アセチル GoA の生成童 二 酢酸濃度 + エ タノール濃度 +  ( 酪酸濃度 ) X 2 

(3.14) 

(3.14) 式から求めた アセチル CoA の生成童 をギ酸 生成童とした。 次に 、 各々の 

培地での ギ酸 生成童 とギ酸 濃度からギ醒分解量を 求めた。 ギ酸 生成童、 ギ 駿介 

解量 、 積算水素発生量を 合わせて図 8.3-5a, b(pH 6.3) , 図 3, ㌻ 6a, b(pH 5.5) 

に 示す。 

培養 汁 7 時間についてみると、 pH 6.3 ( 図 3.3.5 a, b) では、 ギ醒培地の ギ 

酸 分解量は対照の 約 2 倍であ り、 ギ酸 生成量は、 対照の約 0 ・ 7 倍であ った。 ギ 

酸 培地のギ醒分解 量は ギ醒生成童 と 同等であ ったが、 対照では ギ酸 生成量が ギ 

酸 分解量の約 2 倍であ った。 

pH5.5( 図 3.3.6a,b) では、 ギ酸 培地のギ醒分解量は 対照の約 1.5 倍であ っ 

たが、 ギ醒生成量は 対照の約 0 ． 3 倍であ った。 ギ醒培地の ギ酸 分解量は ギ 離生 

成童より明らかに 多く 、 ギ酸 分解反応が活発であ るといえる。 対照では、 ギ酸 

生成量が ギ酸 分解量の約 1.7 倍であ り、 この値は pH6.3 の対照と比較すると か 

さかった。 すな む ち、 pH 5.5 では生成した ギ 酸の約 6 割が分解されたが、 pH6.3 

では 、 生成した ギ 酸の約 4 割しか分解されていなかった。 この ょう に培地の pH 

が 低いと、 ギ醒生成 童 に対するギ醒分解量が 増加する点は 、 ギ酸 培地について 

も 同じであ る。 

図 3.3-5a,b  ,  図 3.3.6a,b  から、 pH  6.3 、 pH  5.5  のいずれにおいても、 対照、 

ギ酸 培地ともに、 ギ酸 分解 量と 積算水素発生量が 培養 8 時間までは同等であ っ 

た 。 これは、 対照、 ギ酸 培地ともに水素発生がギ 醒分解によるものであ ったこ 

とを表している。 瓦 aeroge 五 es  の水素発生経路 は 、 NADH 反応経路と ギ 駿介 

解 経路の二 つが 想定されたが、 本実験条件下では、 少なくとも培養 8 時間は ギ 

酸 分解経路が主であ ることが明らかになった。 以上の結果から、 ギ酸 培地にお 

いて積算水素発生量が 多かった理由は 、 ギ酸 分解量が多かったからであ ると 結 論 でき 。 プ 
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図 3.3,5c, d 、 図 3,3.6c, d  よりギ醒分解速度と 水素発生速度が 同等で あ る 

ことが分かる。 この関係は 、 北ギ 酸 分解速度と比水素発生速度についても 同じ 

であ る。 ただし、 ギ酸 分解についてほ 代謝産物濃度から 算出し、 水素発生にっ 

てはガス発生量の 測定によるもので、 両者の値には 若干の違いがあ る。 

表 3-4  に、 培養 8 時間後におけるギ 醒生成、 ギ酸 分解、 水素発生について 

の ヂ一タを 示した。 培養 8 時間後における 比ギ 酸 生成速度は 、 ギ醒培地で 

7. 臥 mmol  / g.cell 。 h) であ り、 対照の 6. 八 mmol  /  g.cell 。 h) と 同等であ った。 しかしなが ら 北ギ 酸 分解速度は 、 ギ酸 培地で 6.3(mmol/g.ce Ⅱ。 h) であ @ 

対照の 2.8(mm.ol/g-cell 。 h) を 2.3  倍上回った。 

pH5.5 では、 ギ酸 培地の比 ギ酸 生成速度は 6.8(mmol/g.cell 。 h) であ     ，サメ 、 

照の 11, 臥 mmol / g.cell 、 h) に対して約 0 ・ 6 倍であ った ( 表 3. 引 。 しかし、 比 

ギ醒分解速度は 1g(m  mol  /  g.cell 。 h) であ @ 対照、 の 7.4( 山 mol  /  g,cell 。 h) を 

2.6 倍上回った。 

以上から、 第一に、 培地 pH が同じであ っても、 ギ醒培地の方が 対照より 比 

ギ酸 分解速度が大きかった。 

第二に、 pH 5.5 と pH 6.8 を比較すると、 対照についても、 ギ酸 培地にっ い 

ても、 培地 pH が 5.5 の場合において 北ギ 酸 分解速度が pH6.8 の場合より大き 

いことが分かった。 

第一についての 要因は次のように 説明できる。 ギ醒分解は、 細胞内の ギ酸イ 

オン濃度が高くなることが 信号となって 、 ギ酸 分解酵素系が 合成されることか 

ら 始まる ( 二章図 2.lla)o pH 6.8 の ギ酸 培地には、 培養開始時で 0 ・ 06mM の 

HCOOH が存在しており、 対照では培養開始時に HCOOH は存在していない 

(3.3 お節 ) 。 よって 、 ギ醒培地では、 細胞膜を透過する ギ 酸により、 細胞内の 

ギ醒イオン濃度が 培養開始時から 対照、 より高くなり、 ギ醒分解を活発に 行った 

と 推定される。 これが、 大きな北ギ 酸 分解速度の要因と 考えられる。 

第二についての 要因も同様の 考え方を適用して 次のように説明できる。 ギ酸 

培地での HCOOH 濃度は、 培養開始時で pH5.5 の培地が pH6.3 より 6 倍高い 

と 計算された (3.8,3 節 ) 。 よって、 細胞膜を透過する ギ 酸は pH5,5 の方が pH 

6.8 より多く、 細胞内の ギ酸 イオン濃度が 高くなるため、 北ギ 酸 分解速度がよ 

り 大きくなる。 このような培地 pH とギ酸 分解の関係について、 電気化学的な 

視点からの考察を 第四章で述べる。 
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3.3.6  代謝産物の生成についての 分析 

図 3.3.7, 図 3. ナ 8 に代謝産物の 濃度 ( 生成童 ) とグルコース 消費量の関係を 

示す。 乳酸、 酢酸、 エ タノール、 酪酸、 2,8 一 ブタンジオールについては、 ギ醒 

のように生成後に 一部が直ちに 分解されることはないので、 代謝産物の濃度ほ 

代謝産物の生成量を 表している。 ギ酸 生成童 は ついては、 先述のように 酢酸、 

エ タノール、 酪酸濃度から 算出したものを 示す。 

図 3.3.7 から、 pH 6,3 の場合において 次の セ 点が指摘できる。 

第一に、 対照、 ギ酸 培地共に ギ 酸は培養開始から 数時間は最も 多く生成され 

る 代謝産物であ る。 

第二に、 対照、 グラフの形状から、 グルコース消費量 とギ酸 生成量は相関し 

ており、 培養後 6 時間以降ではグルコース 消費量が増加したことでギ 酪生成童 

が 増加したと考えられる。 グルコース消費量の 増加は菌の増殖が 活発になった 

ことを表す。 

第三に、 対照、 ギ醒培地共に 培養後 7 時間以降に エ タノールの生成量は 増加 

せず、 乳酸、 酢酸、 酪酸の生成量が 増加した。 培養後 7 時間以降は 、 菌の増殖 

が 活発になったことから、 菌の急速な増殖時には エ タノール生成が 抑えられ、 

酸 生成 ( ギ醒、 酢酸、 酪酸、 乳酸 ) に比重が置かれると 考えられる。 これは、 

菌 にとって・ エ タノールが一定濃度以上に 存在すると増殖に 不利に働くためであ 

ると考えられる。 酸の生成において、 特に乳酸の生成量が 最も増加してお @ 

菌の増殖には 乳酸の生成が 強く相関すると 考えられる。 なお、 乳酸は菌の増殖 

が 活発でない培養 7 時間の間においてもグルコースからの 代謝産物として 生成 

した。 

第四に、 培養後 9 時間で、 グルコース消費量は 対照 と ギ醒培地で同等 で あ る 

が 、 前者の乳酸濃度は 約 34mM で、 後者の約 24mM であ った。 上述のように 乳 

酸の生成は菌の 増殖と強く相関していると 考えられることから、 培養開始後か 

ら 菌の増殖が遅いギ 醒培地でほ乳酸の 生成も遅く、 結果として乳酸濃度が 低く 

なったと考えられる。 

第五に、 酪酸は、 代謝産物の中で 最も遅くに ( 培養 7 時間以降 ) 生成が始ま 

った 。 酪酸生成の反応式から、 酪酸一分子の 生成には二分子の アセチル CoA と 

一分子の酢酸が 必要であ る。 一般に発酵における 代謝では、 アセ チル CoA から の 酪酸生成、 酢酸生成、 エ タノール生成はそれぞれ 別々の反応であ る。 つま り 

アセチル CoA からの代謝経路が 分岐しているが、 酪酸生成に酢酸が 必要であ る 

ことから、 酪酸生成の以前に 酢酸生成が進んで い なければならないことになる。 
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よって酪酸が 代謝産物の中で 最も遅くに生成する 要因は、 あ る程度の酢酸が 生 

成した後でなければ 酪酸生成が進まないためであ ると推定される。 菌の増殖が 

活発になる時間帯に 酢酸を用いての 酪酸生成が進むことから、 酪酸生成は増殖 

に 強く相関していると 考えられる。 培地中の酢酸濃度が 増加すると菌の 増殖は 

阻害されることが 明らかになっており、 酢酸が過剰に 培地中に蓄積することを 

避けるために 酪酸生成を開始した 可能性があ る。 なお、 酪酸では増殖阻害の 報 

告 がなり。 

また、 pH5.5 の場合において、 次の二点が指摘できる ( 図 3.8.8 几 

第一に、 グルコース消費量も 代謝産物生成最もほぼ 一定の割合で 増加した。 

これは、 pH6,3 と比較して、 菌が培養 6 時間以降に急速に 増殖せず、 グルコー 

ス 消費も急、 速に進まなかったためであ る。 

第二に、 対照では、 ギ醒生成量がグルコース 消費量を上回ったが、 ギ醒培地 

では逆に下回った。 ギ酸 培地では、 添加した ギ 酸の分解がグルコース 消費より 

も 活発に進んでおり、 ギ酸 生成よりも ギ酸 分解に比重が 置かれていることがわ 

かる。 

pH 6.3 の対照における ギ酸 収率と乳酸収率及び 水素収率の関係について 図 

3.3.9a に示す。 菌体 増殖によりグルコース 消費量が増加する 培養後 6 時間以降 

に ( 図 3.8.7) 、 ギ酸 収率が減少して 乳酸収率が増加したことが 分かる ( 図 3,3.9a)o 

理論的には、 ギ酸 と 乳酸以外の代謝産物の 生成量が一定であ れば、 ピルビン酸 

からの乳酸生成量の 増加によって 、 ピルビン酸からのギ 醒生成量は相対的に 減 

歩 する。 図 3.8,7a より、 pH6.3 の対照では エ タノール、 2,3 ブタンジオールの 生成量はほぼ 一定になっており、 酢酸、 酪酸生成はギ 醒生成と連関してい る 

よって 、 ギ醒収率の減少が 乳酸収率の増加につながったことは 妥当な結果であ 
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5.5 では、 生成した ギ 酸を分解する 割合が水素収率より 高かった ( 図 3.3-5a と 

図 3.3.6a) ために水素発生量が 多くなり水素収率が 高くなったと 考えられる。 

表 8-5 ( pH  6 0 の ） 表 3,6(pH5.5) に代謝産物の 濃度、 収率と積算水素発生 

量 、 基質 ( グルコース ) 消費量を示す。 表 3,5 で、 対照 とギ酸 培地では乳酸 濃 

度 および乳酸収率が 明らかに ギ酸 培地で対照より 低かった。 これは、 乳酸生成 

に 強く相関していると 考えられる 菌 件増殖が、 培養開始から ギ酸 培地において 

対照、 より遅かったことに 起因すると推定される。 

表 3.5, 3.6 に示した NADH 収支、 ピルビン酸収支は、 投入したグルコースに 

対して回収した 代謝産物のバランス ( 収支 ) を 表 ず指標であ る。 これらの収支 

の 値が 1 であ れば、 完全に収支がとれていることになる。 表 3.5, 3.6 の NADH 

収支、 ピルビン酸収支はいずれも 0.9 から 1.1 の範囲内であ り収支がとれてい 

ることを表している。 このように両者の 収支がとれていることから、 酢酸、 ェ 

タノール、 酪酸の生成量から 算出した ギ酸 生成量の値も 妥当であ ったことが 確 

認 、 された。 また測定した 水素発生量が、 培地成分 ( グルコースおよび 代謝産物 ) 

の 分析結果と符合したものであ ることも確認、 された。 この収支についての 理論 

は 、 第四章において 詳しく述べた。 

3.8.7  ギ酸 濃度と 菌体 モル濃度の関係 

図 8.3.10  に 、 ギ酸 濃度 [m  mo1  71.culture] と菌体 モル濃度 [m  mol  71.cu  Iture] 

の 比を示す。 ここで、 菌体 モル濃度とは、 培地の菌 体 濃度 X ㎏ 71] を、 菌体が 

  モル存在するときの 菌 体重量で割ったものと 定義する。 E. aeroe;enes の 菌体 

の 分子組成が ClH1.78N0.2400,33 であ ることが分かっていることから、 菌体が   

モル存在するときの 菌 体重量を     ・             として表す。 

菌体 モル濃度 [ mmo171.culture 卜 
X 

X  Ⅰ 03 
T2A4 れ 

ここで、 図 3.3.10 の縦軸の値 は、 [ ギ酸 濃度 / 菌体 モル濃度 ] を、 n 倍して表し 

たものであ る。 

pH6.3 の対照では、 培養開始から [ ギ酸 濃度 / 菌体 モル濃度 ]Xn 0 以下、 [ ギ 

酸 濃度 / 菌体 モル濃度 ] と略す ) が 増加した。 この結果は 、 ギ醒濃度の増加が 

菌体 モル濃度の増加より 多いことを示している。 培養 2 時間以降 は 、 この比が 

約 1 でほぼ一定となり、 菌 件増殖が活発になる 培養 6 時間以降は 、 1 より減少 
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した ( 図 3.3.10 引 。 よって 、 菌は、 この比が 1 を超えないように 培地中のギ酸 

濃度を調節しながら 増殖したと推定される。 この点は、 pH 5.5 の対照において 

も 、 上記の比が約 0 ・ 8 でほぼ一定となった。 

培養開始時における pH 6.3 、 pH5.5 の ギ酸 培地では、 [ ギ酸 濃度 / 菌体 モル 

濃度 ] が約 5 であ った。 pH6,3 の ギ酸 培地では、 菌性増殖 (3.3.3 節、 図 8.8.1a) 

により [ ギ酸濃度 / 菌体 モル濃度 ] が減少して、 対照、 における比の 値に近づいた 

( 図 3.3,10b)o PH5.5 の ギ酸 培地においても、 [ ギ酸 濃度 / 菌体 モル濃度 ] が 減 

少して、 対照における 比の値に近づいた。 この比の減少は 、 ギ酸 濃度の低下 ( 図 

3.8.4b) と菌体 モル濃度の増加 (3.3.3 節、 図 3,8.1b) の両者に依存していると 

い える。 このように、 ギ醒培地で [ ギ酸 濃度 / 菌体 モル濃度 ] が減少して対照に 

近づくことから、 ギ酸 培地では添加した ギ 酸が 菌 件増殖に対して 負荷となった 

に た め 、 これを軽減するよさに 菌体がギ酸 濃度と増殖のバランスを 調節 し た と 

考えられる。 8.3.3 節の図 3.3. 1 c で、 培養 8 時間から急速に 増殖速度が上がる 

現象が確認された。 この要因は 、 [ ギ酸 濃度 / 菌体 モル濃度 ] が 1 に近づくこと 

で 菌に対する ギ酸 濃度による負荷が 減少したためと 推定される。 

図 3.3.11 に、 pH 6.8 での代謝産物生成 童 仙田 01 71.culture] と菌体 モル濃度 

血 m0171-culture] の比を示す。 図 8.8.11 の縦軸の値は 、 [ 代謝産物生成童 ]/ 菌 

体 モル濃度 ] を n 倍したものであ る。 図 3.8. 皿で、 ギ酸 生成 と菌体 モル濃度 

の 比には上限があ り、 対照、 ギ酸 培地共に、 その上限 値は 2 から 2.5 の間にあ 

ることが分かる。 また、 他の代謝産物についても、 その上限 値は 、 1 前後であ 

った ( ただし、 酪酸は除く 几 これは、 比の上限を超えないように 代謝産物の生 

成童 と菌 件増殖が調節されていることを 示している。 

3.4  考察 

  
  
  

  
  
  
  

  

  

8.4.1 水素発生経路と 水素収率について 

培養 22 時間後における、 積算水素発生量、 代謝産物の収率、 水素収率およ 

び NADH 、 ピルビン酸収支を 表 3.7 、 3,8 に示す。 培養 22 時間後は、 対照、 ギ 

酸 培地共に 1% グルコースを 全て消費していることから、 代謝産物の収率、 水 

素 収率などを比較、 検討する上でこの 時間が最も適している。 

積算水素発生量は 、 pH 6.3 の ギ酸 培地で 66 (mmoL/l.culture 八対照、 で 40 

(m  mol/  l.culture) 、 pH  5.5  のギ醒培地で 95  (m  m  ol/  l.culture) 、 対照で 52 

(mmoL/l-culture) であ った。         で、 ギ酸 培地での積算水素発生量は 、 グ 
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ルコー ス 消費による水素発生量と 添加した ギ 酸の分解による 水素発生量の 合計 

であ る。 したがって 、 ギ酸 培地でのバルコース 消費による水素発生量は、 積算 

水素発生量から 添加したギ酸の 分解に よ る水素発生量を 差し引いた値であ る。 

そこで、 添加した ギ 酸の分解よる 水素発生量を 次の式により 算出した。 

添加した ギ 酸の分解に よ る水素発生量 =  ( ギ酸 分解 )  X  ( 20 7 ( 20 + ギ酸 

生成 童乃 (3.15) 

(3.15) 式 より、 培養 22 時間後における 添加した ギ 酸の分解による 水素 発 

生 量は 、 pH 6.3 の ギ酸 培地で 10 (m 田 01/l-culture) 、 pH 5.5 では 20 (mmol 

/l.culture) であ った。 よって、 グルコースからの 水素発生 は 、 積算水素 発 

生 量から添加した ギ 酸の分解による 水素発生 を 差し引いて pH  6.3  で 56 

(mmol/1 ， culture)　 pH・ 、 C 75 (mmol/1 ， culture)          た 。 これらの 値 

は 、 対照における 積算水素発生量を 上回った。 この結果から、 ギ醒培地での グ 

/ レコー ス からの水素収率を、 グルコース消費による 水素発生量をバルコース 消 

費 量で割って算出すると、 pH6,3 では 1.0l 、 pH5.5 では 1.36 であ った。 対照、 

での水素収率は 、 pH  6.3 では 0.72 、 pH  5.5 では 0 ・ 95 であ ったことから、 ギ酸 

培地における 水素収率が対照を 上回った。 この要因を次のように 分析した。 

pH6.8 の対照、 と ギ醒培地では、 積算水素発生量が ギ酸 分解 量 より大きかった 

( 表 3,7) 。 これは、 水素がギ醒分解のみならず、 他の経路によって 生成したこ 

とを示唆している。 互 ， aerogenes の水素発生は NADH の 再 酸化によっても 起 

こり得ることが 指摘されている。 そこで、 水素発生が ギ酸 分解と NADH の 再酸 

化の両方によって 起きたとして、 積算水素発生量を 両者の和として 下式で表し 

た   

積算水素発生量 =  NADH の 再 酸化による水素発生量 +  ギ酸 分解 量 

(3 Ⅱ 6) 

(3.16) 式 より、 積算水素発生量から ギ酸 分解 量 ( 表 ) を差し引いて NADH の 

再 酸化による水素発生量を 算出すると、 pH6,3 の対照で 7(m Ⅲ 01/l-culture 八 
  

  ギ酸 培地で 18 (mmoL/ ト culture) であ った。 よって、 この式によって 考える 

 
 

と、 ギ酸 培地では NADH の 再 酸化に依拠する 水素発生量が 対照より約 10(m 皿 o1 

/l.culture) 多かったと推定される。 

pH5.5 対照、 では積算水素発生量 と ギ醒分解量が 等しかったことから、 NADH 

の再 酸化による水素発生はなかったことになる。 この結果は、 pH6.3 の対照 と 

異なっており、 再検討する必要があ る。 pH 5.5 のギ醒培地では、 NADH の 再 
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酸化に よ る水素発生量は 28 dmmol/l 、 culture) と 算出された。 

以上のように、 積算水素発生量を NADH の胃酸化による 水素発生量 とギ 駿介 

解量 の 私 として表すと、 ギ醒培地の方が 対照より多くなることが 示された。 ギ 

酸 培地でなぜ水素収率が 増加したかについて、 グルコースから 生成した ギ 駿介 

解量 には大きな差がないことから、 NADH の胃酸化による 水素発生量の 違いと 

して説明することが 一つの考え方であ る。 

また、 (3.16) 式から算出した NADH の 再 酸化による水素発生量を NADH 収 支の計算式 ( 第四章 ) に代入すると、 pH 6.3 では対照、 ギ醒培地共に 0 9 と 

NADH 収支がほぼとれていることが 分かった ( 表 3 、 7L 。 これは、 (3.16) 式が妥 

当 であ ったことを示している。 すな む ち、 E, aeroge 刀 es の水素発生経路は 、 ギ 

酸 分解を主とすれば、 NADH の 再 酸化を副として 両者を併用すると 考えられる。 

pH5.5 では、 NADH 収支が対照で 0.6 、 ギ醒培地で 0.7 であ った ( 表 3.8) 。 こ 

れは、 解糖系で生成した NADH が代謝産物の 生成によって 6 割から 7 割程度 

しか 再 酸化していないことを 表している。 なぜ、 NADH の 再 酸化 

っ たかについて、 代謝産物の内、 培養 22 時間までに乳酸の 一部が菌によって 

分解された可能性があ る。 乳酸 は 、 グルコースが 消 し 尽くされる頃 に分解さ 

れて濃度が低下することがあ り、 分解に よ り乳酸濃度が 低くなると、 NADH の 

再 酸化量も小さく 計算されることになる。 特に pH 5.5 の対照では乳酸濃度が 

培養 8 時間で 6.7mM U 表 3. ㈲、 培養 22 時間で 7.7mM と濃度が同等であ った 

ことから、 培養 8 時間から培養 22 時間の間にグルコース 消費で生じた 乳酸が 

分解された可能性が 強い。 今後は培地 pH と NADH 収支、 および水素発生量 と 

の 関係をさらに 解析する必要があ る。 

3.4 、 2 代謝産物濃度、 収率と水素発生量の 関係について 

次に水素以覚の 代謝産物生成量を 分析して、 水素発生量との 相関について 検 

訂 した。 pH 6.3 では、 ギ酸 培地の乳酸濃度が 5.5 d Ⅲ mo¥/l.cultu ㏄ ) 低かっ 

た ( 表 3.8) 。 乳酸は 、 ピルビン酸から 生成する。 

ピルビン酸からの 乳酸生成と NADH の 再 酸化 

  CHsCoCooH+NADH+H4 ， -@ CHsCHoHCooH + NAD ・ * ・ 

代謝産物の収支を 考えると、 乳酸濃度が低かった 分、 解糖系で生成したピル 

ビン 酸は 、 乳酸以外の代謝産物の 生成によって 代謝される必要があ る。 そこで、 
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増加するかについて 以下に述べる。 

ギ 酸は 、 ピルビン酸から アセチル CoA と等量生成する ( 下 式を参照 几 

また、 アセ チル CoA からは、 酢酸、 エ タノール、 酪酸が生成する。 このうち、 

酢酸の生成は、 NADH の 再 酸化を伴わないが、 エ タノール、 酪酸は NADH の 

再 酸化を伴って 生成する ( 下 式を参照 几 

解糖系でのバルコースからのピルビン 酸生成 

  C6H1206+2NAD-1 ・ -@ 2CH3COCOOH4-2NADH+2H+ 

ピルビン酸からの ギ酸とアセチル CoA  の生成 

  CHsCoCooH + HSCoA -@ CHsCoSCoA + HCOOH 

アセチル C0A  からの酢酸生成 (NADH  の 再 酸化を伴わない ) 

  CHsCoSCoA・ H20 -@ CHsCooH + HSCoA 

アセチル CoA からの ユ タノール生成と NADH の胃酸化 

・ CH3COSCoA  + NADH + H+ ～ CH3CHO + HSCoA + NAD4. 

  CHsCHo + NADH + H ・ @ -@ CH3CH20H + NAD4 ， 

アセチル CoA からの酪酸生成と NADH の 再 酸化 

  2CH3COSCoA+ CHsCooH + 2NADH・ 2H+ -@ CH3CH2CH2COOH + 2 
NAD+・ HSCoA・ CHsCoSCoA・ H20 

よって、 互   aeroge コ es の水素発生が 、 ギ酸 分解と NADH の 再 酸化の両者によ 

って起きとすれば、 ァセチル CoA から酢酸が生成する 場合が最も多く 水素が得 

られることになる。 なぜなら、 酢酸の生成は、 NADH の 再 酸化を伴わないので、 

解糖系で生じた NADH を水素発生に 利用できるためであ る。 
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アセチル CoA から エ タノールまたは 酪酸が生成する 場合は、 NADH の 再酸 

化 を伴 う ため、 酢酸の場合のように NADH からの水素発生を 期待することほで 

きない。 

そこで、 ギ酸と 酢酸の生成経路を 考えると、 解糖系でバルコースからピルビン 
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酸が 5.5  ( 田 mol/l-culture)  生成す       に、 NAD  H  は 、 5.5  (m  m  ol  /l-culture) 

生成する。 また、 ギ 酸もピルビン 酸から 5 、 5 ( 田田 01/l-culture) 生成する。 ょ 

って、 これらが全て 水素発生に利用されたとずれば、 合計して 1l (mmol   

l-culture) だけ水素発生量が 多くなるはずであ る。 実験結果からは、 ギ醒生成 

量は 3(m Ⅲ o1/l-culture 八 酢酸生成量は 2  (m 山 017l-culture) だけ ギ酸 培地 

が 多かった ( 表 3-7L 。 また、 3.4.1 の考察で述べたよさに、 NADH の 再 酸化に 

よる水素発生量も 対・ 照 、 より約 10 (mmo1 7 1-culture) 多くなると推定された。 

したがって、 乳酸生成に利用されない 分、 ピルビン酸が ギ酸と 酢酸生成に利用 

されて水素発生量が 多くなる可能性は 十分考えられ る 

pH5.5 の ギ酸 培地では、 乳酸 とエ タノール濃度に 対照との違いが 表れたこと 

から次にこの 点を考察する ( 表 3-8) 。 ギ酸 培地の乳酸濃度は、 対照より約 6 

(mmo1 7 1-culture) 高かった。 乳酸濃度が高い     ピルビン酸からの ギ酸 生成 

曇を減らすため、 水素発生量の 増加にはっながらない。 実験結果では、 ギ酸培 

地 でのギ醒生成量は 8 (mm0l/ l,cu 比 ure) 対照、 より少なかった ( 表 ㌻ 8) 。 

ギ酸 培地では、 エ タノール生成量が 対照より 5,5 (mmo1 7 1-culture) 低かっ 

た 。 エ タノール生成量の 減少によって、 NADH の 再 酸化量は、 その 2 倍の 11 

(mmo171-cul 七 ure)  減少する。 この 上 Nmmo171-culture)  が水素発生によって 

胃酸化されたとすれば、 ギ酸 培地での積算水素発生量が 増加する可能性はあ る。 

ただし、 ギ酸 培地と対照のバルコースからの 水素発生量の 違いであ る、 約幼 

(mmo1 7 1-culture) に は 満たない。 よって、 乳酸、 エ タノールなどの 代謝産物 

生成量の違いのみからグルコースからの 水素発生量の 違いを説明することはで 

きない。 pH 5.5 の ギ酸 培地においては、 解糖系で生成した NADH ( 対照 と同 

量 ) を再 酸化して、 水素にする量が 増加する要因が 別にあ ったものと推定され 

る 。 例えば、 ギ醒添加により ギ酸 分解酵素系の 合成量が多くなることは 充分考 

ら え れ、 NADH の 再 酸化による水素発生量を 多くするように 影響している 可能 
性もあ る。 つまり、 ギ酸 分解酵素系は、 大腸菌における ギ酸 分解に関わる 酵素 

複合体 ( いく っ かの酵素の集合体 ) であ り、 E,aero ざ e 刀 es におけるギ酸分解 酵 

素系に相当する 酵素複合体でほ 、 ギ醒分解と NADH の 再 酸化の両者が 起きる 可 

台目， l 生もあ る。 

3 3 4 水素収率の向上について 

水素収率の向上には、 基質の代謝経路が 水素を最も多く 生成する経路であ る 

ことが必要であ る。 解糖系でバルコース 1 モルから 2 モルのピルビン 酸が生成 

して、 ピルビン酸が 、 全て ギ酸とア セ デ ル CoA の生成に利用されると ギ酸とア 
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セチル CoA は各々 2 モル生成する。 したがってグルコースからの ギ酸 収率は最 

大で 2 であ り、 水素発生が ギ酸 分解のみに依存しているとすれば 水素収率の最 

大 値は同じく 2 であ る。 先述のように、 ぽ ・ aero 互 enes は、 解糖系で生成する 

NADH を水素生成に 利用できるとすれば、 酢酸生成の場合に 最も多く水素を 発 

生する。 そこで、 上述のギ醒分解に よ る水素発生と NADH からの水素発生とを 

合わせると、 グルコースからの 水素収率の最大値は 4 であ る。 この場合の反応 

式は、 次のとおりであ る。 式の下線部が 水素発生に寄与する。 

 
 

  

C6H1206+2NAD-1 ・ + 2H20 -@ 2CH3COOH + 2HCOOH + 2NADH+2H@ ， 

 
 

式 で表すよ う に、 水素収率が 4 の場合、 第一に 、 ピルビン酸は 全て ギ酸とア 

セチ ル CoA の生成に利用されること、 第二に アセチル CoA は全て酢酸生成に 

利用されることが 条件であ る。 第二については、 酢酸は NADH の 再 酸化を伴わ 

ず 生成するが、 エ タノール、 酪酸は NADH の 再 酸化を伴 う ためであ る。 互   

aeroge Ⅱ es が NADH を水素生成に 利用できるのであ れば、 エ タノール、 酪酸 生 

成 による NADH の 再 酸化は最小限にして、 ギ醒 と 酢酸の生成量が 多くなること 

が 水素収率の向上に 有効であ る。 

また、 ギ醒 と 酢酸の生成量が 多くなれば、 ピルビン酸からの 乳酸、 2, 3 ブタ 

ンジオー ル生成量を減少させ、 それらの生成に 伴 う NADH の 再 酸化も減少させ 

ることができる。 この点からも、 水素収率の向上に 有効であ るといえる。 そこ 

で、 グルコース消費によるギ 醒 と 酢酸の生成量を 増加させる方法についての 考 

察を以下に述べ る 

菌は細胞内 ギ酸 イオン濃度の 上昇に対応して ギ酸 分解を進めることから、 ギ 

酸 分解による水素発生はギ 醒という 酸 ストレス ( 酸 負荷 ) に対する応答であ る 

( 二章 2.6) 。 図 3.3.10 で示したよ う に 、 ギ酸 濃度に対する 菌体 モル濃度の比 

は 、 約 1 であ った。 この比を超えても 生育できる菌株は、 通常より高い ギ酸濃 

度 に対応できることを 意味する。 このような菌株は、 高濃度の ギ 酸が存在して 

い る培地で生育できる 菌株を育種することで 得られるはずであ る。 また、 高い 

濃度の ギ 酸の存在下で 生育できる菌株は、 グルコース代謝による ギ酸 生成量が 

増加する可能を 持っ。 ギ酸 生成には、 その後の酢酸生成 ( ギ酸と 同じモル数 ) 

も 伴 う ため、 真にギ醒生成量を 大きくするためには、 高濃度の ギ酸と 酢酸に 対 

応 できる菌株を 育種するほうが、 より強力な手段といえる。 このような育種に 

より、 ギ醒 と 酢酸の生成量を 増加させ、 水素収率の向上を 図ることができると 

考えられる。 

刀 ， aerogenes は、 培地の pH が低下するとピルビン 酸から 2, 3. ブタンジオー 
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ルを生成して、 ピルビン酸からの ギ 酸や酢酸などの 酸 生成量を抑えることが 分 

かっている。 これは、 酸 耐性 ( 二章 2.5) の一つといえる。 本 実験結果におい 

て 、 2,8. ブタンジオールの 生成量は少なかったが、 これは培地の pH を一定に 

制御したためと 考えられる。 高濃度の ギ酸 、 酢酸に耐えうる 菌株は、 酸 耐性の 

の 能力が強いため、 あ 3. ブタンジオールの 生成を必要としない 可能性があ る。 

なお、 遺伝的な変異株を 作成することによって 互 ・ aeroge 刀 es の水素収率が 向 

上することが 報告されている は 3] 円目。 この報告によると、 グルコースから 

エ タノール と 乳酸の生成量を 減じた変異体を 作成すると、 水素収率が 1.7 程度 

に 向上したことが 示されている。 

 
 

 
 

 
 

  

8.5  結論 

以下に、 本章の研究から 明らかになった 点を要約して、 説明する。 

3
 

Ⅰ
・
Ⅰ
 

2
 

培地 pH を一定にした 実験により、 ギ酸 培地では 菌 体の増殖が遅れたが、 

水素は対照より 活発に出すことが 分かった。 その要因は 、 ギ酸 培地では ギ 

酸 分解が活発に 進むためであ ったが、 グルコース消費と ギ酸 分解の分析 よ 

り 、 より詳細には 次のような要因によることが 分かった。 すな む ち 、 ギ酸 

添加により、 グルコースからの ギ酸 生成が培養開始から 遅れるが、 生成し 

た ギ醒 と 添加した ギ 酸の両者を含めた ギ 酸の分解が促進されることによる 

ことが明らかになった。 

培地 pH の違いによって 、 ギ酸 生成と分解の 速度が変化することが 分かっ 

た 。 まず、 pH6.8 では、 ギ酸 培地の比 ギ酸 生成速度が対照と 同等であ った 

が、 比ギ酸 分解速度は対照より 2.3 倍大きかった。 ギ酸 培地の比 ギ 離生成 

速度と比 ギ酸 分解速度は培養 8 時間までは同等であ り、 ギ酸 分解とギ醒 生 

成が 均衡した。 

次に、 pH5.5 のギ醒培地では、 北ギ 酸 生成速度が対照の 0.6 倍であ ったが、 

北ギ 酸 生成速度は対照より 2.6 倍大きかった。 つまり、 pH 5.5 の ギ酸 培地 

では、 ギ醒分解がギ 醒生成より活発であ ることが分かった。 

  
  

  
  
  

4. ギ酸 培地で北ギ 酸 分解速度が対照より 大きかった要因は、 培養開始時点で、 

培地の ギ酸 (HCOOH) 濃度が高かったためと 推定された。 すな ね ち、 細 

胞 内に透過した ギ酸 (HCOOH) 分子が多かったために、 ギ酸 分解酵素系 

0 合成を促進して 大きな 比 ギ醒分解速度を 生み出したと 考えられる。 同様 

に 、 pH 5.5 の ギ酸 培地が pH 6.3 のギ醒培地より 大きな北ギ 酸 分解速度で 
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5. 

6 

7 

あ ったことは、 細胞内に透過した ギ酸 (HCOOH) 分子が多かったことに 

よ ると考えられた。 

菌は、 ギ醒濃度と 菌 件増殖を一定の 比になるよさに 調節して増殖すると 考 

えられた。 また、 代謝産物生成童 と菌体 モル濃度の比には、 上限が存在し 

た 。 よって、 この上限を超えないように 代謝と増殖が 調節されていると 考 

えられる。 この結果より、 水素収率の向上には、 通常より高いギ 醒 と 酢酸 

濃度に適応できる 菌株を育種することが 有用であ るという方策を 見出した。 

pH6.8 において、 乳酸生成は菌 体 が急速に増殖する 時間帯で活発となった 

ことから、 菌 件増殖と強い 相関があ ると考えられた。 培養開始後から 菌の 

増殖が遅いギ 醒培地では乳酸の 生成も遅く、 グルコース代謝が 明らかに 添 

如 した ギ 酸の存在によって 影響を受けることが 分かった。 また、 pH6.8 で 

0 分析により、 水素収率が乳酸収率と ギ酸 収率に影響を 受けることが 判明 

した。 この結果より、 水素収率の向上のために、 急速な 菌 件増殖に伴 フ * 

グルコース消費と 乳酸生成を抑えることが 必要であ ることが分かった。 今 

後 固定化 菌体 培養などの 菌 体の増殖を抑えた 培養技術を確立する 必要が 
あ る。 

代謝産物収支の 分析により、 ぽ ， aerose 月 es  の水素発生は 主にギ醒分解に 

依存していることが 分かった。 ただし、 ギ酸 分解重のみでは 積算水素発生 

量 には満たないことから、 NADH の 再 酸化に よ る水素発生量を 考慮する 必 

妻 があ る。 すな ね ち、 菌 体は細胞内の NADH についての酸化還元のバラン 

ス (NADH  と NAD+ の 比率 ) を一定に保っために、 有機酸やアルコール 

の 生成のみならず、 水素生成によっても NADH を 再 酸化する経路をとって 

いると推定される。 したがって、 g, aero 互 enes  の水素発生は 、 ギ酸 分解 

と NADH の 再 酸化に よ る経路の両者を 併用していると 考えられ、 大腸菌 

  ギ醒分解のみ ) と C.B ばけ ァゴ cu 血 (NADH の 再 酸化による経路のみ ) の中 

間 的な位置付けにあ ることが示唆された。 ギ醒培地におけるバルコース か 

らの水素収率の 増加は、 NADH の 再 酸化による水素発生量が 対照、 より大き 

いことによると 推定された。 
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第 4 章 ギ酸 添加実験に基づく 発酵水素発生の 理論 

4.1  本章の目的 

本章は、 第一に、 第三章での ギ酸 添加実験の結果を 踏まえて、 ギ酸 分解に ょ 

る 水素発生について 理論的に考察することを 目的とした。 具体的には、 電気化 

学的な観点から、 ギ酸 分解が起きる 場合のギ醒濃度、 培地 pH 、 細胞内 pH など 

0 条件について 論じた。 

また、 第二に、 水素発生量と 水素収率を全ての 代謝産物との 関係から総合的 

に 分析するために 代謝産物収支について 考察することを 目的とした。 代謝産物 

収支が正確にとれて 初めて、 水素発生量の 測定値と、 液体クロマトバラフィー 

により測定した 有機酸とアルコールの 濃度を比較分析して、 量的な関係を 明ら 

かにすることができる。 しかしながら、 これまでの研究では、 刀 ， B 田てダ e 刀 s に 

ついての水素発生経路が 明らかになっていなかったことから、 代謝産物収支 計 

算の結果のみ 示した側円 3n はあ っても、 代謝産物収支の 計算法は各種の 論文に 

も 明記されていなかった。 本研究の第三章において、 B, aerog 勺 拮の水素発生 

経路は主に ギ酸 分解によるが、 NADH の 再 酸化による水素発生も 起こる得るこ 

とを NADH 収支の計算結果から 示した (3.4.1 節 。 表 3.5.3.8 参照 ) 。 このような 

代謝産物収支の 計算法について、 作成した過程を 含めて述べた。 

Z （ 酸化還元電位と 水素発生 
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  酸化還元電位に 着目して ギ酸 培地と対照における 水素発生について 考察す る 
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E = Eo + (RT/nP) ln [ 酸化型活量 ] / [ 還元型活量   (4.1) 

  
  
  

ただし、 上の式の単位、 数値は次のとおりであ る。 

Eo : pH 0, latm, 298K における標準酸化還元電位 

R : 気体定数 ( 8.314 J / K 。 mol ) 

T : 絶対温度 (K) 、 計算では 298K を用いた 

n : 一分子当たり 移動する電子の 数 

F : ファラ ヂ 一定数 (96.48 kJ /V 。 mol ) 
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ギ酸 分解によって 水素が発生する 時、 次の酸化還元反応が 起こる。 なお。 本 

章では、 ギ酸 分解という表記を ギ酸 イオンの分解という 意味で表している。 
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  7 Ⅰ K@@@ :@ E@ =@Eo@ @@ (@RT@/@2F@)@ In@{@(@ [H ， @3@ Ⅰ       /@(PH ， )@ } (4.3) 
  

 
 これらの式より、 微生物による ギ酸 分解の AE と培地のギ酸濃度の 関係を調 

べた。 ただし、 ギ酸 分解と水素発生が 共に細胞膜の 外側 ( 培地 側 ) で起きると 

仮定した。 この仮定により、 (4. 幻の ギ酸 イオン濃度は、 培地の ギ酸 イオン濃度 

として計算することができる。 

図 4-1 に 、 ギ酸 濃度以覚の条件が 一定であ る時、 培地の ギ酸 濃度が高いほど 

に AE は大きくなることを 示す。 これは、 ギ醒培地で ギ酸 分解による水素発生 

が 活発に起きた 実験結果とよく 合致している。 

図 4-1 の算出条件について、 水素分圧は、 培養槽の気相部分 ( 実験開始時で 

は 全て窒素 ) が 瞳匝虹 であ ることから、 培養開始から 1 ～ 2 時間後の丞玉分里 

として 0.latm とした。 また、 培地の二酸化炭素濃度は、 0.0l(mmo17l-culture) 

のギ酸 分解によって 0 ， 0l (m 田 o1 / l-culture) の二酸化炭素が 生じる時を想、 定し 

た 。 0.0Nmmo171-culture) 程度のギ醒分解は、 グルコースから 生成する ギ 酸の 

量からすると 培養のごく初期に 可能であ る。 なお、 算出条件の二酸化炭素 (9) 

は、 ギ酸 分解の直後に、 気体㎏ as) として存在する 状態を指している。 二酸化炭 

素は水への溶解度が 高く、 溶解して炭酸になるが、 この算出では 二酸化炭素 (9) 

とした ( 図 4-2 においても同様 几 
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ユ 田矢 件 
培地 OH: 6.0 
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佃胞 内の ニ 珪化炭素と ギ酸 イ 
オンの渡座 比 : 
[C0 メめ ]/[HCOO つ Ⅰ l 



AE は、 ギブズ ェ ネルギ一変化 AG O 以下 A G) とも次の式によって 関連づけ 

られる。 

A G ニー nFA E (4.4) 

(n : 一分子あ たりに授受される 電子の数 F : ファラ デ 一定数 ) 

右辺は、 電子の流れによって 生じる電気的仕事の 総量であ り、 電荷量 (n 賎 

と 起電力 (E) の積によって 表す。 マイナス符合は 外界に対して 仕事をした 場 

合 に慣例でつけることになっている。 一方、 左辺の A G は次のように 定義され 

ている。 すな む ち、 あ る化学反応の 系が平衡状態にない 時に、 平衡に向かって 

動こ う とする駆動力を AG として表す。 AG は化学反応における 生成物の自由 

エネルギー量から 反応物の自由エネルギー 量を引いた値として 算出される。 し 

たがって、 AG が負の値をとる 場合は、 生成物の自由エネルギー 量が反応物の 

自由 ェネ、 ルギー 量 より小さい。 この場合は、 生成物を形成する 方向に反応が 進 

付 する。 それは、 系の自由エネルギーが 減少する方向に 化学反応が進行する 傾 

向を持つためであ る。 また、 この式において AE が正の場合に AG は負であ り、 

その反応が生成物の 形成する方向に 自発的に起こる。 AE は大きいほど AG も 

負の方向に大きくなり、 その反応がより 大きな駆動力によって 自発的に進行す 

ることを表している。 

ギ酸 分解反応によって 二酸化炭素と 水素が生成する 系において、 標準状態 

(lbar, 298K) での ArG0 O 標準モル生成ギブズ ェ ネルギ一変化 ) を算出する 

と、 下の式より 一 59.7kJ / mol であ った。 

A@rGo@ =@ A@fQo(@ C02@ )@ +@ A@fG@@   H2@ )@ -@ A@fG0@   HCOOH@ ) 

(4.5) 

ただし、 二酸化炭素、 水素、 ギ 酸の標準モル 生成ギブズェネ 、 ルギー ( AfGo) は 、 

それぞれ 一 394.4 、 0 、 一 33%7  ( kJ / m01 ) とする。 よって、 標準状態では、 

ギ酸 分解が自発的に 進行することが 分かる [88L 。 

2 % 2 細胞内における ギ酸 分解 

ギ酸 分解と水素発生に 関わる酵素 ( ギ醒デヒドロゲナーゼ とヒドロ ゲナーゼ ) 

が 細胞膜の内側に 存在しており、 どちらの反応も 細胞膜の内側で 起きるという 

モデル図を報告した 論文があ る 佗 5] ㎏ 創 。 しかし、 微生物により 水素発生は培 

地 pH に影響を受けるため、 ギ酸 分解は細胞膜の 内側で起きても、 水素発生は 
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細胞膜の外側で 起こるという 見方がより実際の 現象に合致したものと 考えられ 

る 。 NADH の 再 酸化による水素発生においても、 細胞膜の内側で NA 

酸化、 細胞膜の外側で 水素発生が起きると 電気化学的な 考察により指摘されて 

いるは ] 。 そこで、 細胞内 (PH8.0) で ギ酸 分解が起きて、 培地 pH で水素が発 

生するという 視点に立っと、 培地 pH  と AE ( 水素の酸化還元電位から ギ 酸の 

酸化還元電位を 引いた 値 ) の 関係は図 4.2 のように表せる。 この図から、 培地 

pH が低いほど ム E は大きく、 水素は発生しやすくなることがわかる。 ただし、 

この算出では、 細胞内の二酸化炭素濃度と 細胞内の ギ酸 濃度の比を 1 とした。 

細胞内の ギ酸 濃度は 、 ギ酸 分解と直接関係していることが 明らかになって い 

る 。 すな む ち、 細胞内の ギ酸 濃度が上昇すると、 ギ醒分解酵素系が 合成されて、 

ギ酸 分解が始まる ( 二章 2,6) 。 そこで、 細胞内の ギ酸 濃度と ギ酸 分解による 水 

素 発生の関係について、 さらに次のように 考察した。 

菌の内部で ギ酸 分解が起こる 場合には、 培地の ギ酸 濃度ではなく、 細胞内の 

ギ酸 濃度を考える 必要があ る。 細胞内外の pH が異なることから、 細胞内の ギ 

酸 濃度と培地中のギ 醒濃度とは必ずしも 一致しないためであ る。 そこで、 電気 

化学的に水素発生が 起こり ぅる 条件、 すな む ち AE が正になるということを 条 

件 として、 その場合の細胞内 ギ酸 濃度を算出した。 

算出条件 

菌体 申の二酸化炭素濃度 0.0l 皿 M 

細胞内の pH pH  8.0 

気相における 水素分圧 0  ・ latm 

培地 pH pH  5.5 、 pH  6.3 、 pH  7.0 

先述の㎝． 2) 、 (4.3) 式を変形すると 各々次の (4.6 人 (4.7) 式が得られる。 

@m@ :@ E@ =@ Eo@+@ 2.303@ (RT@ /@ 2F)@ log@ Ⅱ・ +] +@ 2.303@ (@ RT@ /@ 2F)@ log@ {( Ⅰ   02])   

 
 

([HCOO ， ])} (4.6) 
水素 : E  ニ Eo+  2.303 (RT  72F) log  ( [H+] )2 一 2.303  (RT  7%) 1og  (PH,) 

さらに、 計算して、 

(4.7) 

  

ギ酸 : E  ニ一 0.207  一 0.02956pH  +  0 ・ 0295610g  (( [CO2 り / ㏍ H  CO 

(4.8) 
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ただし、 ギ 駿介角の酸化還元竜立 式 における   Ⅱには、       、                 代入す 

る 。 水素発生の酸化還元電位 式 における pH  は培地ユ 旦 (pH  5.5 、 pH  6.3 、 pH 

7.0) を代入する。 また、 ギ 酸の Eo は、 陀 02] と旧 COO.] が等しい時における 

中点電位 ( 一 0.207V)  として表した。 水素の Eo は、 pHo,  latm, 298K  におけ 

る 標準酸化還元電位 OV とした。 

両式 より、 水素の酸化還元電位からギ 酸の酸化還元電位を 引いた値で あ る 

AE が正になる条件、 AE ノ O  を解くと、 次の結果となる。 

pH  5.5 で、 [HCO0 コ ン 1 Ⅹ 10-7 mM 

pH  6,3 で、 田 COO.]  ノ 4X1 ㌃ 6mM 

pH  7.0 で、 [HCOO.]  ノ lXl0-4mM 

この結果より、 pH6.3 で AE が正になるのは、 ギ酸 イオン濃度が 4X10-6 皿 M 

よ り大きい場合であ る。 この濃度で細胞内には 何分子のギ醒イオンが 存在して 

い るか、 菌を直径 l 円 m の球体であ るとみなすと 次のように計算される。 

菌の体積は、 球体の体積を 求める公式 ( 4 / 3 ) 冗 r3 により、 0.5X 10 ㍉ 

(mm3) であ る。 また、 ギ酸 イオン濃度が 4X10 ㍉ mM であ ることは、 比 (1 

X106 皿 m3) の容積中に 4X10"6 mmol の ギ酸 分子があ ることを表す。 ょっ 

て、 菌の体積中．に 4X10"6 皿 M で ギ 酸が存在する 時、 ギ酸 分子の数は 、 次の ょ 

う に計算できる。 

( 菌の体積 ) X  4X10"6 (m 皿 01 Ⅱは X106 山山 8) (4.10) 

二 2.0  X  l0 一 2l  ( mmol   

二 2.0  X  l0 一 24  (mol) 

このモル数を 、 アボガドロ数 (6X1023) により分子数に 直して、 

2.0 X 10-24 (mol・ X 6X・ 

=1.2 ( 個 ) 

よって 、 菌の体積中に で ギ 酸が存在する 時は 、 ギ醒分子の数は 

約 1 個であ る。 したがって、 pH6.3 では、 ギ醒分子が 1 個 よ り多く細胞内に 存 

在すれば、 AE が正になってギ 醒分解が起こやすくなるとかえる。 同様に、 pH 

5.5 では、 ギ酸 分子の数にして 0.03 個より多ければ AE が正になる。 0.03 個 と 

い 分数値は 、 pH6.3 より ギ酸 分解が起こりやすいことを 示している。 また、 pH 

7.0 ではギ醒分子が 30 個より多ければ ム E が正になる。 この結果は 、 p 

では、 pH6.0 ほどに活発に 水素発生が発生しないという 事実と合致している。 
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以上のように、 培地 pH が低いほど、 細胞内のギ醒イオン 濃度がより低 い状 

態で水素発生が 起きるということが 示された。 

4.3  代謝産物収支についての 理論 

4.3.1  E, aero ダ e 刀 es の代謝産物収支計算法 

水素収率は、 積算水素発生量をバルコースの 消費量で割れば 求められるが ( ギ 

酸 培地では ギ酸 添加量を積算水素発生量から 引いてグルコースの 消費量で割 

る ) 。 水素収率を求めて 比較することは 容易であ るが、 水素発生量と 他の代謝 産 

初 生成童を量 論 として総合的に 分析する必要があ る。 そのため、 実験結果から 

代謝産物収支の 計算を行い、 その過程で、 全ての代謝産物の 生成経路を推定し 

て 、 理論と実験結果が 最もよく合致するような 計算法を確立することが 必要で 

あ る。 代謝産物収支とは、 投入したグルコースに 対して回収した 代謝産物の バ 

ランス ( 収支 ) であ る。 代謝産物収支の 分析には、 次の三 つが 重要であ る。 第 

一に代謝産物の 収率、 第二に NADH 収支、 第三にピルビン 酸収支であ る。 これ 

らの理論を次に 説明する。 

① 代謝産物収率 

酢酸などの代謝産物の 生成量は、 代謝産物収率とグルコース 消費量 と 次の関係 

にあ る。 

代謝産物収率二 代謝産物の生成童 
グルコース消費量 

(4 Ⅱ n 

② NADH 収支 

解糖系では、 NAD, が グルコ 一スからの水素原子によって 還元されて NADH が 

生成する。 生成した NADH は、 代謝産物が生成するときに 再び NAD+ に 酸化す 

る (NADH  の 再 酸化 L 。 その NAD+ は 解糖系において 再び NADH 生成に利用さ 

れるというよさに 循環して利用される。 この循環によって、 菌 体内における 

NADH と NAD 。 の 比 、 すなわち両者の 酸化還元のバランスは 一定になる よ     

に 調節される。 そこで NADH 収支は、 解糖系で生成する NADH が、 代謝産物 

の 生成によってどの 程度 NAD, に胃酸化するかの 割合を表す， その算出方法を 

次に示す。 

  

 
 

 
 

  

  



  

NADH 収支 ニ 
N 』 切 H の 再 酸化 量 
解糖系での NADH 生成 童 

(4.12) 

右辺で、 再 酸化する NADH の量とは、 水素を含む代謝産物の 生成によって 再 

酸化する NADH の量であ る。 NADH 生成 量と再 酸化する NADH の量が等しい 

き と NADH 収支は 1 であ る。 分母の解糖系での NADH 生成量は次 式 に示す ょ 
う にグルコース 消費量の 2 倍であ る。 

解糖系でのバルコースからのピルビン 酸生成 

  C6H1206+2NAD+ -@ 2CH3COCOOH+2NADH+2H+ 

よって正式 は、 次のように表せる。 

NADH  収 支 = 
MADW を 再酸 7 ヒして生じる ィ 七課産物と水素の 量 

2,( グルコース消費量 ) 

(4.13) 

この式から、 代謝産物Ⅰ分子が 生成する際に 再酸化する NADH の分子の数を 係 

数に入れて、 (4.14) 式を作成した。 例えば、 乳酸 1 分子は、 NADHl 分子の再 酸 

化 を伴 う ため、 乳酸生成童そのものが 乳酸生成に伴 う NADH の 再 酸化 量 であ @ 

(4.14) 式の分子において、 乳酸生成量の 係数 は Ⅰであ る。 

NADH 収支 二 (( 乳酸生成童 ) + (2,3 ブタンジオール 生成童 ) +2 ( エ タ / 

一ル生成童 ) +2 ( 酪酸生成童 ) +  (NADH からの水素発生量 )) / 2 ( グル コ 

一ス消費量 ) (4.14) 

下記に、 代謝産物の生成反応を 示す。 

ピルビン酸からの 乳酸生成と NADH の胃酸化 

  CHsCoCooH+NADH+H ， * ， -@ CHsCH OH@ +@ NAD4 ・ 

ピルビン酸からの 2,3 ブタンジオールの 生成と NADH の 再 酸化 

  2CH3COCOOH+NADH+H ， * ， -@ CHsCHoHCHoHCHs + C02 + NAD+ 

アセチル CoA からの エ タノール生成と NADH の 再 酸化 

  CHsCoSCoA + NADH + H ・ * ， @ CHsCHo + HSCoA+ NAD ， * ・ 
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  CHsCHo + NADH + H+ ->@ CH3CH20H@ +@ NA 

アセチル CoA からの酪酸生成と NADH の 再 酸化 

  2CH3COSCoA+ CH3COOH + 2NADH + 2H4 ・ ・ @ CH3CH2CH2COOH + 
2@ NAD ・ * ・ +@ HSCoA@+@ CHsCoSCoA@+@ H20 

アセチル CoA からの酢酸生成 ( この酢酸生成のみ、 NADH の 胃 酸化は伴わぬ 

い ので、 (4.14) 式には直接関係しないが、 後述するピルビン 酸収支に関係する。 ) 

  CHsCoSCoA+ H20 -@ CHsCooH + HSCoA 

㎝． 14) 式を作成するにあ たり、 次に示すピルビン 酸から アセチル CoA の生成 

反応が重要であ る。 

ピルビン酸から アセチル CoA の生成 

1. ギ 酸の生成を伴 う 場合 

  CHsCoCooH + HSCoA -@ CHaCoSCoA + HCOOH 

2. ギ 酸が生成せず、 NADH が生成する場合 ( 絶対嫌気性菌で 知られる 

反応 ) 

CHsCoCooH@ +@ HSCoA@ +@ NAD+@ -@@ CHsCoSCoA@ +@ NA 

+ H ， @ + C02 

上記の 1 式は、 大腸菌などの 通性嫌気性菌で 知られる反応で、 本章での 互   

aerogenes についての収支計算ではこの 反応を用いた。 2 式によって収支計算 

を行わないのは、 g.aero 浄 e 刀 es がグルコースから ギ 酸を生成することを 本研究 

での実験により 確認、 しているためであ る。 

また、 2 式に基づいて 収支計算をするのは、 グルコースから ギ 酸を生成しない 

む力 utyn ゴ cum  のような絶対嫌気性菌の 場合であ る。 この場合、 2 式で NADH 

の 生成量が アセチル CoA の生成童 と 等しいことから、 (4.14) 式の分母に相当す 

る NADH 生成量は、 解糖系での NADH 生成童 とアセチル CoA の生成量の合計 

にする必要があ る。 

③ ピルビン酸収支 

解糖系でバルコースから 生成するピルビン 酸の炭素原子はバルコース 由来で 

あ る。 このピルビン 酸から発酵における 代謝産物が生成するので、 ピルビン酸 
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ヒ 。 ノン ビ ン 酸 収 支 = 
ピルビン酸から 生成する代謝産物の 生成 童 
解糖系でのピルビン 酸生成童 

(4.15) 

右辺で、 ピルビン酸から 生成する代謝産物には、 ギ 酸の生成量を 含めない。 そ 

れは、 1 モルのピルビン 酸からは、 ギ酸とアセチル CoA が各々 1 モルで同時に 

生成することによる ( 下式 ) 。 

ピルビン酸から アセチル CoA  の生成 

CH3COCOOH  +  HSCoA  づ CH8COSCoA  + HCOOH 

つまり、 ギ醒 とアセチル CoA の生成に何モルのピルビン 酸が利用されたかを 算 

出するためには、 ァセチル CoA または ギ 酸のいずれか 一方の生成量を 算出すれ 

ばよい。 そこで、 末項では、 アセ チル CoA の生成童 ( 酢酸、 エ タノール、 酪酸 

の 生成 童 の 和 ). を算出することで 求めた。 また、 分母の解糖系でのピルビン 酸 

生成量はグルコース 消費量の 2 倍であ る。 よって、 (4.15) 式は次のね・ 16) 式のよ 

う に表せる。 

 
 

 
 

 
 

ピルビン酸収支 ニ (( 乳酸生成童 ) +2 (2,3 ブタンジオール 生成童 ) + ( 酢酸 

生成 量 ) + ( エタノール生成童 ) +2 ( 酪酸生成童 )) 7 2 ( グルコース消費量 ) 

(4.16) 

以上の NADHL 、 ピルビン酸収支の 算出丸 は 、 実験に よ る代謝産物の ヂ一タを繰 

り 返し分析することによって、 作成したものであ る。 
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4,4  結論 

以下に、 本章の研究から 明らかになった 点を要約して、 説明する。 

ェ， ギ醒分解による 水素発生は培地 pH が一定の時、 培地の ギ酸 濃度が高い 

ほど電気化学的に 起こりやすくなることを 示した。 これは、 ギ 酸を添加した 培 地 で水素が活発に 発生した実験結果と 符合しており、 一つの説明といえ る 

2. 細胞内 (pH8.0) においてギ醒分解が 起きて、 培地 pH で水素が発生する 

とき、 培地 pH が低いほど AE ( 水素の酸化還元電位から ギ 酸の酸化還元電位 

を 引いた 値 ) は 大きく、 水素は発生しやすくなることを 示した。 また、 AE が 

正になるという 条件を検討した 結果、 培地 pH が低いほど、 細胞内の ギ酸 イオ 

ン 濃度がより低い 状態で水素発生が 起こりやすくなることが 分かった。 

8.  代謝産物濃度と 水素発生量、 基質消費量の 測定データから、 これまで 

の 研究では示されていなかった 代謝産物収支計算法を 作成することができた。 

NADH 収支計算では、 NADH の 再 酸化に よ る水素発生量を 考慮して、 基質の水 

素 原子がどの代謝産物に、 どのくらいの 量で利用されたかを 収支として表す 式 

を 示した。 ピルビン酸収支計算でほ、 グルコースの 炭素原子が 、 ピルビン酸を 

経て、 どの代謝産物に、 どのくらいの 量で利用されたかを 収支として表す 式を 

示した。 代謝産物収支計算法 は 、 互   aeroge 刀 es の水素発生経路のみならず、 

代謝産物の量的な 関係を解析する 上で重要であ り、 今後、 鉄イオンや有機酸、 

アルコールなどが 水素発生に及ぼす 影響を評価する 場合に有用な 方法であ る。 
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