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  本研究は、微生物変換によるバイオマスか

らの水素・エタノール生産の向上を目的とし行

われた。平成 17 年度，18 年度は細菌の混合培

養による廃糖蜜からの水素生産を行い，平成

19 年度は高水素生産の光合成細菌 Rhodobacter 

sphaeroides I-2A-H を湖沼から単離し，平成 20

度は Laminaria japonica からの Rhodobacter 

sphaeroides による水素生産に関する研究が行

われた。本年度は，平成 20 年 3 月に出張した

沖縄県の湖沼から得られたセルロース分解菌

の分離とそのセルロース分解菌を用いた水素

生産・バイオエタノール生産を目的としたセル

ロース分解菌を用いた Laminaria japonica の糖

化に関する研究の報告を行う。 
 
１．緒言 

  近年，二酸化炭素排出による地球温暖化と

途上国のエネルギー需要による化石燃料の枯

渇が大きな問題となっている。現在，化石燃料

の代替となる新しい持続可能エネルギーの研

究が盛んに行われており，水素やエタノールを

エネルギーに利用する方法が注目されている。

すでにエタノールは米国やブラジルにおいて

自動車の燃料として，また水素は事業用の燃料

電池システムとして市場に投入されつつあり，

今後の需要は高まると考えられる。しかし，水

素は化石燃料やメタノール、メタンからの変換

により製造されていることや化石燃料からの

製造は地球温暖化と環境問題の観点から実際

的でないこと，エタノールはトウモロコシなど

食料を原料とすることから食料との競合によ

る価格の高騰など新たな問題が生じている。 

  そこで，我々は海洋での成育可能な昆布に

着目し，これを原料とした水素・エタノール生

産の研究を行っている。昆布は穀物類などに比

べ短期間で収穫でき，養殖場所の確保が容易で

ある。さらに，森林が年間に吸収する CO2 量

の約三倍の量を昆布は生育期に吸収すること

が報告されている。また，食料として昆布を消

費する国は，世界的にみて日本および中国など

ごく一部であり，食料との競合が少ないため，

バイオエネルギー源に適していると考えられ

る。 

さらに，再生可能なエネルギーを利用してそれ

らを製造する技術、微生物の機能を用いた生物

学的製造技術用い，水素・エタノールを生産す

ることにより再生可能なエネルギーを製造す

ることが期待できる。 

  本研究では，海洋で養殖した昆布からの水

素・エタノール生産を目的とし，土壌からのセ

ルロース分解菌の分離，セルロース分解菌を用

いた昆布の前処理（糖化）の検討，高収率水素

生産の検討を行った。さらに，得られた水素を

燃料電池と組み合わせることにより社会で新

エネルギーとして使用できるような環境調和

型水素生産プロセスの構築を目的とする。 

 

２．実験方法 

２−１．セルロース分解菌の分離・同定 

 セルラーゼ産生菌の探索と，セルラーゼ活

性測定は Murao 等の研究 1)に従って行った。 

 沖縄県で採取した土壌試料を滅菌水に溶

解させ，セルロース含有寒天平板培地に塗布し，

約 10 日間 30�で好気培養を行った。それによ

り形成されたコロニーを採取し，同様の培地上



に塗布することで分離を行った。 

  分離により得られた菌株のコロニーを 5% 

小麦ふすま溶液 100 ml に加え，200 ml 三角フ

ラスコ中で 5 日間振とう培養を行った。その後，

培養液を遠心分離し，得られた上清中の糖鎖濃

度をフェノール硫酸法を用いて測定し，菌株の

セルラーゼ活性能の指標とした。また，高いセ

ルラーゼ活性を示した菌株は，遺伝子解析シス

テム（CEQ8800，Beckman Coulter）にて遺伝子

配列を決定し，菌の同定を行った。 

  次に，高いセルラーゼ活性を示した菌株を

用いてさらなる培養条件の検討を行った。その

際，5 % 小麦ふすま溶液（pH 6.0）にグルタミ

ン酸ナトリウム 5.0 g/L，KH2PO4 5.0 g/L，

MgSO4・7H2O 1.0 g/L，NaCl 2.0 g/L，Yeast Extract 

5.0 g/L, (NH4)2SO4 1.4 g/L，NaNO3 2.0 g/L，Urea 

3.0 g/L, Peptone 0.8 g/L, Tween80 1.0 g/L をそれ

ぞれ一種類ずつ添加した培養液を用いて行っ

た。また，pH による影響を調べるために，pH 

4.0～12.0 まで 0.5 ずつ変化させた 5%小麦ふす

ま溶液を調製し，5 日間，37�で培養を行った。

培養液中に生成されたセルラーゼの活性測定

から，セルロース分解における至適 pH を決定

した。 

 

２−２． Laminaria japonica の糖化実験 

  実験には，バイオマスとして東京湾で生産

された真昆布（Laminaria japonica）を用いた。 

  Streptomyces violaceoruber （NBRC No. 

15146）のコロニーを１つ釣菌し継代用の培地

5 ml が入った試験管に継代し， 200 rpm で振

とうしながら 30�で 48 時間培養を行った。培

養液 1.0 ml を継代用の培溶液 200 ml が入った

フラスコに植え継ぎ，さらに 200 rpm で振とう

しながら 30�で 48 時間拡大培養を行った。pH 

6.0～8.0 に調整した実験用培地（Laminaria 

japonica 10 g/L，Na2HPO4 6 g/L，KH2 PO4 3 g/L，

NaCl 0.5 g/L，NH4Cl 1 g/L）200 ml が入った三

角フラスコに拡大培養液 1.0 ml を加え 30�，

200 rpm で 120 時間振とう培養しアルギン酸の

分解実験を行った。経時的にサンプリングを行

い，培養液中に生成されたグルクロン酸濃度を

HPLC により定量した。さらにアルギン酸分解

実験後の培養液の pH を 4.0 に調整し，Cellulase

による糖化実験を行い，Glucose の生成を調べ

ることにより，Streptomyces violaceoruber によ

るアルギン酸分解の至適 pH条件検討の指標と

した。また，Alginate lyase と Cellulase の混合

酵素を用いた実験用培地の糖化量と比較検討

した。 

 Streptomyces violaceoruber による昆布分解

物のセルロース分解菌（Bacillus halodurans）2)

による糖化実験は，継代用の培地で生育させた

Bacillus halodurans のコロニーを１つ釣菌し継

代用の培地 5 ml が入った試験管に植え継ぎ

30�，200 rpm で 48 時間振とう培養を行った。

培養液 1.0 ml を継代用の培溶液 200 ml が入っ

たフラスコに植え継ぎ 30�，200 rpm でさらに

48 時間の拡大培養を行った。拡大培養液 1.0 ml

を Streptomyces violaceoruber によるアルギン酸

分解後の実験用培地が 200 ml 入った三角フラ

スコに加え 30�，200 rpm で 120 時間振とう培

養し，培養液を HPLC で分析した。 

 

２−３．水素発生実験 

  分離した Rhodobacter sphaeroides I-2A-H

株と Rhizopus oryzae を順次拡大培養し，遠心

分離にかけて集菌した（9000 rpm×15min）。そ

の後上清を捨て、Basal medium で再懸濁し，分

光光度計を用いて波長 600 nm 時の吸光度から

I-2A-H 株の OD を 1.5，Rhizopus oryzae の OD

を 0.15, 0.30, 0.45, 0.60, 0.75, 0.90 にそれぞれ調

製し，全量を 15 ml とした。ルー型培養瓶に懸

濁液と寒天を 4% 溶解させた Basal medium 15 

ml を加え，固まるまで約 10 分間静置した。そ

の後，外液として水素生産用培地（有機酸, グ
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ルタミン酸）を加え，恒温水槽（30°C）

に設置し，ハロゲンランプを用いた光

照射下（10 klux）で発生した水素を測

定した。発生した水素はチューブを通

して水酸化ナトリウム水溶液中に水上

置換にて採取した。 

 

３．結果および考察 

３−１．セルロース分解菌の同定と培養

条件の検討 

  沖縄県のサンプルより，81 株がセ

ルロース寒天培養液にて分離された。

さらにそれらの菌株のセルロース分解能を比

較検討した結果，13-14 株が最も活性が高いと

がわかった（Fig. 1）。また 16S rDNA を用いて

遺伝子解析を行い 13-14 株を同定した結果，

Bacillus halodurans であることがわかった。 

本菌株の培養条件の検討を行った結果を Fig. 2

に示す。この Fig の pH 6.0 の状態を通常状態と

考えると，塩化カルシウム，イーストエクスト

ラクト，カザミノ酸の 3 種の添加物にのみ収率

の向上が見られた。この中で塩化カルシウムは

カルシウム源として機能していると考えられ，

イーストエクストラクトとカザミノ酸は有機

窒素源として機能していると考えられる。また，

pH による影響では，pH 8.0 のときに最もよい

収率を示し，7.70 mM であった。ここから

Bacillus halodurans によるセルロース分解にお

ける培養は塩化カルシウム，イーストエクスト

ラクトを添加し，pH 8.0 に調製したものを用い

ることとした。 

Fig. 1
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Fig. 2  Bacillus halodurans のセルロース分解における

培養条件の検討 

0

50

100

150

200

250

0 20 40 60 80 100 120

pH 6.0
pH 6.5

pH 7.0
pH 7.5

pH 8.0

G
lu

c
u
ro

n
ic

 a
c
id

 
c
o
n
c
e
n
tr

at
io

n
(m

M
)

Culture Time (hour)

 

Fig. 3  Streptomyces violaceoruber に よ る
Laminaria japonica のアルギン酸分解条件の検討 

 



３−２． Laminaria japonica の糖化実験 

0

20

40

60

80

100

0 20 40 60 80 100

pH 6.0
pH 6.5

pH 7.0
pH 7.5

pH 8.0

S
u
ga

r 
c
o
n
c
e
n
tr

at
io

n
(m

M
)

Culture Time (hour)

 

  Streptomyces violaceoruber を用いて pH 6.0 

– 8.0 に調整した昆布培養液のアルギン酸分解

培養を行った結果，すべての pH 条件において

グルクロン酸が生成され，その生成量に大きな

差は見られなかった（Fig. 3）。しかし，その分

解産物を pH 4.0 に調整し Cellulase により糖化

した結果，生成されたグルコース濃度は pH 8.0

でアルギン酸を分解した培養液が最も高いこ

とがわかった（45.5 mM）。よって，Streptomyces 

violaceoruber による昆布分解の至適 pH は 8.0

であると示唆された。 
Fig. 4 Streptomyces violaceoruber による昆布前

処理液の Bacillus halodurans を用いた糖化実験  さらに，Streptomyces violaceoruber により

分解物された昆布を Bacillus halodurans を用い

てグルコースへ糖化させた結果を Fig. 4に示す。

pH 7.5 において最もグルコースを生成し，培養

24 時間で 85.5 mg/l 生成された。 

  さらに，バイオエタノール生産における昆布

の 糖 化 研 究 に お い て は ， Streptomyces 

violaceoruber によって pH 8.0，120時間 Laminaria 

japonica を分解させたものにおいて，最適な糖化

条件は pH 7.5 で 24 時間 Bacillus halodurans に分

解物を代謝させることだと言える。グルコース

を 85.5 mg/l 生成した。 

 

３−３．水素発生実験 

  Rhizopus oryzaeの ODをそれぞれ検討した

結果，OD=0.75 のときが水素生産量，対糖収率

共に最も高く，それぞれ 404 ml，7.14 mol 

H2/mol glucose であった。しかし、この値は RV

を用いた研究に比べ，対糖収率は低くないもの

の，水素生産量は低く，更なる培養条件の検討

が必要といえる。 

  本研究により，昆布やふすま等のセルロー

ス分からのバイオエタノールやバイオ水素の

生産は有効な細菌を混合培養することにより

可能であることを示唆した。 
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