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1.緒言 

近年、化石燃料の代替となる環境調和型の

新しい持続可能エネルギーとして水素エネル

ギーが注目されている。しかし、現状は化石

燃料を用いた工業的な水素生産方法が主とな

っており、化石燃料の代替物として考えると

矛盾している。そこで近年、有機性廃棄物の

処理を兼ねることが出来、クリーンなエネル

ギーの製造方法である微生物を利用した水素

生産方法が注目を集めている。 

光合成細菌 Rhodobacter sphaeroides RV(以

下 RV株)は嫌気・明条件下で有機酸を基質と

した水素生産を行うことで知られており、未

利用の有機性廃棄物の処理を兼ねて水素を生

産できるという点で大変有望である。しかし、

実際の有機廃棄物の多くを占める糖や炭水化

物を基質とした水素生産能は低い。そのため

糖から水素を生成し副生成物として酢酸等の

有機酸を生成する Enterobacter aerogenes等の

嫌気性発酵菌との混合培養による水素生産が

効率的である。混合培養時、嫌気性発酵菌が

副生成物として生成する酢酸は多くとも 25 

mM程度であり、RV株による水素生産には低

すぎる 1)。本研究では酢酸の代謝に関わる

Rhodospirillum rubrum 由来アルデヒド脱水素

酵素遺伝子(以下 aldh)および Escherichia coli

由来アセトアルデヒド脱水素酵素遺伝子(以

下 acdh)を RV株に導入した組換え RV株を作

製し、低濃度の酢酸からの水素生産能を測定

した。 

2.実験方法 

2.1使用菌体および plasmid 

 本研究では、光合成細菌として RV 株を用

いた。aldhは R. rubrum由来のものを 2種類、

acdhは E. coli由来のものを使用した。組換え

plasmid のクローニングは E. coli TOP10 

(Invitrogen)を用い、RV 株への接合伝達には

E. coli S17-1を用いた。plasmidは pLP-1.2を

使用した。この plasmid の特徴は、RP4 由来

の接合伝達ベクターに光合成細菌の接合伝達

ベクターであるパフオペロンの発現制御に関

わる puf プロモーターと kanamycin 耐性遺伝

子を有することである。 

2.2組換え plasmidの作製 

 R. rubrum および E. coliのゲノムを鋳型と

して PCRにより aldhおよび acdhを増幅した。

増幅後、増幅した遺伝子と pLP-1.2 の制限酵

素処理を行い、両 DNAの Ligation を行った。

得られた組換え plasmid はそれぞれ E. coli 

TOP10を用いてクローニングした。また、組

換え plasmid の塩基配列は CEQ8800(Beckman 

Coulter)を用いて解析した。 

2.3組換え RV株の作製 

抽出精製した組換え plasmidで E. coli S17-1

を形質転換し、組換え S17-1 を作製した。作

製後、組換え S17-1 と RV 株を aSy 寒天培地

上で 6 日間混合培養し、接合伝達法を用いて

RV 株に組換え plasmid を導入した。その後、

スクリーニングを行い陽性コロニーを培養し

た。aldh を発現する組換え株を RVAD1 株、

RVAD2 株、acdhを発現する組換え株を RVAC

株とした。また、plasmidのみを導入した組換

え株を RVI株とした。 

2.4酵素活性測定 

25 mMの GA培地で、72時間の水素生産実

験を行った培養液 20 mLを遠心分離し(16,500 
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×g, 15 min)、上清み液を捨てたペレットに 100 

mM のリン酸カリウム緩衝液 1 mL を加えて

再懸濁した。再懸濁した菌液をソニケーター

を用いて氷上で破砕処理を行い、破砕液を遠

心分離した(16,500 ×g, 15 min)。これにより得

られた上清み液をクルードの酵素液として用

い、340 nmの吸光度変化を 30 °Cで 5分間測

定し、アセトアルデヒドを基質として生成さ

れた NADH濃度を定量した。 

2.5水素生産実験 

 RV株の菌株を拡大培養し、遠心分離(9,000 

rpm、15 min)により集菌後、上清を捨て、Basal 

medium で懸濁し、分光光度計を用いて波長

600 nm時の ODを測定した。ODから菌量が

等しくなるように懸濁液と Basal medium、水

素生産用 GA 培地(酢酸、グルタミン酸)およ

び GL培地(乳酸、グルタミン酸)を加え、嫌気

条件、10,000 lux、30℃で 5 日間 24 時間ごと

に水上置換法により水素生産量を測定した。 

3.結果および考察 

3.1組換え plasmidの作製 

作製した plasmid のシークエンス解析を行

ったところ、制限酵素を挟んで目的の塩基配

列を確認できたことから、plasmidに DNAが

導入されたことが確認できた。 

3.2組換え RV株の作製 

接合伝達の結果、目的部分(aldhは 1521 bp、

acdh は 951 bp)にバンドが確認できたことか

ら、RV株が kanamycin耐性を有したことより、

RV株に組換え plasmidが導入され、組換え RV

株が作製できたと考えられる。 

3.3酵素活性測定  

アルデヒド脱水素酵素活性を測定したとこ

ろ RVAD1 株、RVAD2 株は野生株と比較して

活性が約 13倍向上した。このことから、aldh

の発現を確認することができた。  

3.4水素生産実験 

水素生産実験の結果を Fig. 1に示す。低濃

度の酢酸(25mM)存在下で水素生産したとこ

ろ、RVAD1 株、RVAD2 株は野生株と比較し

て約 1.4 倍の水素生産量を示したことから導

入した酵素により水素生産効率が向上してい

ると考えられる。しかし、基質濃度が上がる

につれて、組換え株は野生株よりも水素生産 

量が減少した。一方、乳酸を基質とした場合

水素生産量は上昇しなかった。また、acdhを

導入した RVAC 株の酵素活性測定、水素生産

実験を現在行っており、その結果についても

併せて報告する。 

4.まとめ 

 低濃度で高い活性を示した組換え株を用い

ることで、嫌気性発酵菌との混合培養におい

て、より高い水素生産量を得られる可能性が

示唆された。今後は作製した菌と嫌気性菌と

の混合培養を行い、さらなる水素生産の向上

を目指す。 
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Fig. 1 Hydrogen production by the wild-type and recombinant 

RV strains at various concentrations of acetate the RVAD1(open 

circle), RVAD2(closed circle), RV(closed square), and 

RVI(open square) strains were cultured with 25(A), 50(B), 

75(C) mM acetate, at 30℃ under an illumination of 14.6 W/m2. 
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