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200L

2% 160L 80L

HRT (Hydraulic Retention Time ) 6hr 12hr 24hr

6hr 100L/h 3.5mol -gas/mol -hexose

12hr 75L/h 4.7 mol -gas/mol -hexose 24hr 60L/h 6.6 mol -gas/mol -hexose

3L 52%

30% CO2

16SrRNA pH

M M

B

M B

pH

B 1

発酵槽容積 の小型パイロットプラントで、糖蜜を原料にした発酵水素生産を行った。糖

濃度約 で全量 の発酵液の半量 を定期的に入れ替える半回分方式で行った。新規発

見した菌叢を発酵菌に使用し、 、 、 で水素生産性

を調べたところ、バイオガスの発生速度とガス収率は、 の時約 、 、

の時約 、 、 の時約 、 を得

た。また、この性能は再現性があることを確かめた。ただ、 ベンチスケール実験では であ

った水素分率が、撹拌が弱かった所為かまたは菌叢であるためか、水素分率が約 と の

多い混合ガスであった。

本研究は 、フェーズＡ（フィージビリティ・スタディ）で「バイオマスからの水素発生菌によ

る高速水素 変換技 術開発 」を分担実施した。特に本研究では、水素発酵槽内の菌叢の変化を次世

代シーケンサーによる メタゲノム解析によって追跡し， や水素生産量のデータと

照らし合わせることで発酵槽内の菌叢が水素生産に及ぼす影響を明らかにし，更なる水素生産効

率の向上に役立てることを目的とした。実際にラボスケールあるいはプラントスケールで、グル

コー ス及 び廃 糖蜜 を基 質と して 新規 水素 発生 菌叢 によ る水 素生 産を 行っ た。 経時 的に その 発酵

液をサンプ リング し、発酵液中の菌叢変化をメタゲノム解析により追跡した。発酵槽内における

微生物菌叢の大部分は 属で占められていた。 属は嫌気発酵細菌であり，水素生産はこの細菌

が る。また，それ以外では 属で占められている。これは原料である廃糖

蜜から混入したものと考えられる。 属細菌と共存または菌叢

淘汰の状態にあり、互いの代謝産物の取り込みや代謝産物同士の中和反応などで発酵液の が

一定に保たれていると考えられる。安定した水素生産には 属が約 割存在する菌叢を維持する

必要があると考えられる。
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Summary

Hydrogen was produced from molasses by a small pilot plant equipped with 200L volume of 

fermenter.  The fermenter contained 160L fermentation liquid and 80L was exchanged 

periodically with new feed.  A newly found microflora was used as the organisms of the 

hydrogen fermentation.  The hydrogen productivity of the microflora was examined under 

three kinds of hydraulic retention time of the feed such as 6, 12 and 24hours.  Biogas 

production rate and the yield of biogas were ca. 100L/h and ca. 3.5mol -biogas/mol -hexose at 

6hr HRT, ca. 75L/h and ca. 4.6mol -biogas/mol -hexose at 12hr HRT, and 60L/h and ca. 6.6 mol -

biogas/mol -hexose at 24hr HRT.  The reproducibility of the phenomena and the productivity 

was proved by new operations.  The only thing however was that the biogas consisted of H2 

and CO2 contained hydrogen only ca. 30% while 52% at 3L bench scale fermenter experiment.  

However, since the hydrogen yield at HRT 24hr became ca. 2.0mol -H2/mol -hexose, the flora 

will be a hopeful microflora.  The possible reasons for the low H2 concentration are now 

reviewed by further experiments.

We shared "the development of high -speed hydrogen conversion technology with bacteria 

producing hydrogen from biomass" in phase A (feasibility study) and carried out . In this study, 

we chased a change of microflora in the hydrogen fermenter by the 16SrRNA meta genome 

analysis with the next generation sequencer . Our purpose is to clarify the influence of pH and

microflora in the fermenter to hydrogen production efficiency. 

Hydrogen production from molasses by a pilot plant or a laboratory scale was operated .

Various samples of fermentation liquid were collected over time. The 16S metagenomics of 

these microflora was carried out with next generation sequencer. Each microflora consisted of 

two genera, “M” and “B”. Because it is during patent application preparations, we do not state 

the correct generic name clearly. The M genus was anaerobic bacteria, as for the hydrogen 

production. In addition, the other was occupied by the B genus. It was thought that the B 

genus was contaminated from the waste molasses. While M genus bacteria produce hydrogen, 

B genus bacteria would be in a state of coexistence or the microflora selection. These two genus 

would fix each other's metabolism products or would neutralize between metabolism products , 

and would keep pH of the fermentation liquid. It is thought that the B genus has to exist 

approximately 10% in microflora for stable hydrogen production.



はじめに

１．新規水素発生菌の培養条件の研究開発および同定

培養条件の研究開発

半回分連続操作の （ 、平均滞留時間）の影響

℃

本開発は沖縄の糖蜜を水素生産の原料に使用して経済性を持つ発酵水素生産技術を目指すもの

で、

ケールで確認、検証し、細菌の同定を行った。また、高速生産であることは重要であるが、これ

までの我々の研究から、最も経済性に影響を及ぼすファクターは、水素生産に適した培地 を

保つために加える薬品の、使用量にあること 苛性ソーダの使用量を減らす

ことに力を注いだ技術開発を行った。新規水素発生菌の獲得はこの観点から行い、有望な菌を掘

り出すことに成功したことを報告する。

．

いくつかの新規 半流動培地で検査し、ラボスケールでは目標の

・ 以上の速度で水素を発生することを確かめた。また、 半流動培地はグルコ

ースを 、可溶性デンプンを 含んでいるので、 以上の目標

水素収率に対して、 菌叢は、図１に示すように、グルコースからだけガス発生しているとす

れば の収率で水素発生す

ることを確かめた。また、 入れ替えの糖蜜・魚粉培地で半回分操作したパイロットスケール

でも、図２に示すように、 日という短時間ではあるが速度目標を達成できることが分かった。でも、図２に示すように、 日という短時間ではあるが速度目標を達成できることが分かった。

図１．新規菌叢 の 半流動培地におけるガス発生量とガス発生速度
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160L 50% HRT

1 1

60mmol/L h 50%

80L 246 L-bio gas/h

パイロットプラントでの水素生産速度の達成目標値と

糖蜜・魚粉培地で達成したことを示す実験データ糖蜜・魚粉培地で達成したことを示す実験データ

図２ 、置換率 の条件で種々 条件による

半回分連続水素生産を約 カ月に亘って行った次ページ図３ 日を拡大し

たものである。水素生産目標値は ･ であり、発生ガスの水素濃度は約 であるから、

の培養液を入れ替えた は、菌が目標

反応で生産する酸の中和に使用する苛性ソーダの使用量を減らすことに主目標を置いたので、図

３に見られるように、その後の操作ではこの速度を維持できていない。

NEDO

60 mmol-H2/L h
= 1.3 L-H2/L h
= 215 L-gas/80L h

の達成目標

･
・

・

に示す操作結果のある



図３．パイロットプラントでの糖蜜・魚粉培地における水素生産速度に及ぼす の影響

表１．パイロットプラント操作における平均滞留時間と発生ガス量、発生速度の状況

図４． 時間と 時間の半回分操作による原料供給状況とガス発生状況

月 日にスタートし 月 日に終了した 表１にまとめたように、

が長いほどガス発生量は多く、 が短いほど発生速度は速かった。投入した糖蜜量は、

図４に見られるように、 とは無関係に一定量であったから、糖の消費率が 時間では

時間より少なかったと考えられる。
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図５ 、 、 時間後の糖消費状況

糖の消費状況を図５に示した。ここには発酵原料の入れ替え直後、 ６時間操作の 時間

後、 時間操作の ている。

時間後ではグルコースとフラクトースはほとんど消費されてピークが無くなっているが、スクロ

ースのピークはわずかに低くなっただけで消費量はすくないことが分かる。一方、 時間後で

る。

図６には ６時間と 時間のガス発生速度を上下に並べて示した。このグラフによると、

原料を入れ替えて約 時間ほどはガス発生速度が上昇しているが、その後急に発生速度が遅くな

り、新しい原料の入れ替えまで遅い速度で 時間または７時間発生が続くというサイクルが繰り

返されることが分かる。図５の糖消費状況と比較すると、これは、先ず単糖のグルコースとフラ

クトースが 時間程度で消費され、その後二糖のスクロースの消費に移るが、その消費スピード

は二糖を単糖に分解するステップが加わるため遅くなった、と考えれば説明が付く。 時

が、表１の発生ガス量に見られる が長いほどガス発生量も多い結果に現れた。
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図６．糖類の消費とガス発生速度の関係

れるまでのガス発生速度はほぼ同じと考えられるにもかかわらず、 が長くなるにつれ発生速

度が遅くなった理由についてはまだ判明していない。
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HRT



(2) 培地 の変化と代謝産物の変化pH

10 29 11 15

pH

pH pH

NaOH 10 29 30

(a)

pH 5.10 5.15

5.36 pH pH (b)

NaOH

11

10 29 11 15 pH

(a) pH (b) pH pH NaOH

10 29 30 pH

図７は、 月 日にスタートし 月 日に終了したパイロットプラントによる半回分操作

の培地 とガス発生速度、それに液クロ分析など作業記録を示したものである。この半回分発

酵操作では、発酵サイクルの途中から培地の が上昇し、培地の が酸代謝で酸性化するこ

とを防ぐために加えていた の消費量が少なくなった。図中①で示した 月 日から

日のデータを拡大すると、図８ のガス発生速度の変化は図６と同じであるが、糖を分解しガス

発生が続いているので酸も代謝生産しているにもかかわらず、培地 が制御範囲の ～

を超えて まで上昇している。 の制御範囲を超えた高い 領域では、図８ に示したよ

うに、 を使用していないのでアルカリ槽の液面は変化してない。

図７． 月 日から 月 日まで運転した半回分水素生産のガス発生速度と培地 の変化

ガス発生速度と培地 の変化 培地 と 調節用 槽の変化

図８． 月 日から 日にかけてのガス発生速度、培地

60

80

100

120

140

160

180

200

5.5

5.7

5.9

6.1

6.3

6.5

6.7

[ L
/h

 ]

pH
 [ 

-]

pH 2015/10/29 - 11/15 

[ - ]

5 [ L/h ]

1

2
3

0

20

40

5.1

5.3

10/29 10/31 11/2 11/4 11/6 11/8 11/10 11/12 11/14
¥NEDO 2015 1029 - pH .xlsx¥pH 1029 -1115

ガ
ス

発
生

速
度

培
地

ガス発生速度と培地 との関係

ｐＨ値

処 置 記 録

分 平 均 発生 速 度

時間 で現れた 上昇 現象

第 ２回半連続 ・速度 ・速度

HRT 24 pH

  



図９．培地 上昇時の発酵槽内代謝産物の変化

量に存在していた乳酸が、 時間の回分培養の間にほとんど消失し、酪酸が増加するというこれ

までとは異なった変異を示していた。これは、 が乳酸の消

滅によって不要になり、生成した酪酸を中和するために利用されても、乳酸の 値（ ）は酪

酸の 値（ ）より低いのでその利用量は乳酸より少ないから、余った で培地 が）より低いのでその利用量は乳酸より少ないから、余った で培地 が

上昇し、中和に必要な 使用量が少なくなったと考えられる。

図 ． 月 日 と 日に行った 時間毎のサンプリングと およびガス発生速度の状況

この論考を確かめるため、図７②に示した 月 日および、図 に示した 年 月

、 日の 度 時間おきに発酵液のサンプリングを行い、代謝産物の分析を行って酸濃度の

変化を調べたところ、図 に示すように、乳酸濃度の減少と酪酸濃度の上昇には非常に高い相

関関係がみられる。
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1.2

12 pH NaOH

代謝産物濃度変化と培地 の変化

図 ． 時間毎の代謝産物濃度変化と培地 の変化の関係

乳酸と酪酸の間には、次式の反応が可能であるから、図 は良くこの関係を表しているとい

える。このことから、培地 の上昇は、乳酸が資化され酪酸が代謝されためであることが判明

した。

→

このような現象は、菌叢の変化に由来すると考えられるので、 時間おきに採取した発酵液サ

ンプルは、液クロ分析と同時にメタゲノム解析を行って菌叢の変化を調べた。菌叢解析の成果に

ついては次節 で説明する。ついては次節 で説明する。

図 ．新規菌叢の半回分連続操作で現れた 上昇現象と 槽の液面変化
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(3) 菌叢と現象の再現性

培地 の菌叢による自己調節は、保存している菌を使用すると再現が可能であることが図

を図っている。

図 ．新規菌叢の再現性試験．新規菌叢の再現性試験
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(4) 発酵と培地温度上昇

℃

℃

ったが、パイロットプラントでの実験では、図 に示したように、発酵液の温度が不定期に設

定温度より高くなるデータが現れた。

ときに液温が上がるとは言えず、理由はまだ判然としない。しかし、温度上昇の理由が判明すれ

ば、発酵槽の加温に必要なエネルギーを少なくすることができるので、コスト削減に寄与する可

能性がある。今後の課題である。

半回分連続操作で現れた発酵槽の温度上昇現象
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．

筆者らは、有望な新規水素発生菌叢をいくつか所有している。それらの菌叢の内、培地 の

田邊俊朗准教授がメタゲノム解析を行って同定を試みた。

前出の図７の中、②で示した日時に

行った。その結果、図 に示すように、菌叢は主に 属と 属の２属で構成されていることが

明らかになった。さらに、培地 が制御範囲を越えて上昇をするときは、この 属の構成比率

が変化しており

前後と短いので、属の決定はできたが、種

の同定まではできなかった。

が、わずか２属だけで発酵状況が左右されるこの結果から、人工的発酵操作で 制御が可能に

なる道が見えた。

．発酵液の 上昇に寄与する菌叢の変化

新規水素発生菌の同定

培地 の変化と菌叢変化の関係(1)



17

NEDO

27

/ /

pH

．沖縄工業高等専門学校での検討

まえがき

本報告書は、国立研究開発法人 新エネルギー・産業技術総合開発機構（ ）からの委託

によって、沖縄工業高等専門学校で実施した平成 年度｢新エネルギーベンチャー技術革新事業

新エネルギーベンチャー技術革新事業（バイオマス） バイオマスからの水素発生菌による高速水

素変換技術開発｣フェーズＡ（フィージビリティ・スタディ）の成果をまとめたものである。

再生産が可能かつ環境負荷の小さい新エネルギー資源として水素が注目されている。水素はバ

イオマスなどの資源や水から生産が可能であり，石油などの化石燃料などと比較して二酸化炭素

排出量が非常に少なく，次世代のエネルギーとしての利用が期待される。水素の製造技術として

本研究開発では微生物を用いた水素発酵に注目した。大量の の微生物の探

索や培養プロセスの開発が必要となるが、特に課題となるのが、水素発酵中にどのような細菌類

が増殖し，水素生産と発酵液の へどのような影響を及ぼすかを明らかにすることである。本

研究開発では、次世代シークエンス技術を用いたメタゲノム解析により、水素発酵中の菌組成遷

移を追跡し、低コストで効率よく水素発酵生産を行うための基礎的な知見を得るため、技術開発

を実施した。

水素を生産できる新規



2.1 序論

（１） 水素のエネルギー利用について

（２） バイオプロセスでの水素生産

（３） 廃糖蜜を用いた水素発酵生産

現在のエネルギー資源は石油や石炭などの化石燃料の利用が主流となっているが，これらの資

源は後 年程度で枯渇するといわれている。また燃焼した際に発生する窒素酸化物や硫黄酸化

物が酸性雨に代表されるような公害を引き起こすほか，二酸化炭素などの温室効果ガスが地球温

暖化

資源が必要となってくる。上記の条件を として水素

素とは，原子番号 の元素で元素記号は つ結びついた水素分子 の

形をとる。宇宙で最も豊富に 上にも他の元素との化合物の形で大量に存在

している。バイオマスなどの資源や水から生産が可能であり，石油などの化石燃料などと比較し

ても二酸化炭素排出量が非常に少なく，次世代のエネルギーとしての利用が期待される。

水素の製造技術としては水の電気分解や化石燃料改質，光触媒やバイオマスのガス化などがあ

るがその中でも微生物を用いた水素発酵による生産がある。クロストリジウム属に代表される嫌

気性細菌には糖類などを代謝し，水素を生産する能力があるためこれを利用して水素生産を行う。

その他にも

を利用して水素を作る技術がある。しかしながらこれらの技術は未だに基礎研究段階であり，大

量の水素を生産できる新規の微生物の探索や培養プロセスの開発が必要となってくる。水素を生産できる新規の微生物の探索や培養プロセスの開発が必要となってくる。

代表委託先であ るバイオ水素 株式会社では サト

ウキビから砂糖を 生産する際の 廃棄物である 廃糖

蜜を原料とした水素発酵生産プラント（図 ）を

沖縄県糸満市に建造し，その運転結果 について

報告してきた。プ ラントサイズ の水素発酵生 産で

は、連続発酵時の 調整に係るコスト削減が課

題であり、 の馴

養と発見が必要であった。そこで、バイオ水素株式

会社ではアルカリ による中和を 必要としない 新規

のコスト低減型発酵菌叢 についても報告し てき

た（図 ）。

この中和を必要 生産が可能となる。しか

しながら，水素生産を行う際に発酵槽内には種菌として水素生産菌を投入するが，原料である廃

糖蜜に含まれる微生物叢からどのような細菌類が増殖し，水素生産と発酵液の へどのような

影響を及ぼすかは明らかでなかった。

図 ．糸満市で稼働中の水素発酵プラント
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シアノバクテリア（藍藻類）は光合成プロセスの一環として水素を生産するためそれ



（４） メタゲノム解析

（５） 次世代シークエンサー

環境中や培養液内における の方法では対象サンプルの菌液を培地に塗布

し，コロニーの種類や数から菌叢を推測する簡易的な手法やサンプルをコロニーごとに分離・培

養を行い得られた菌体からゲノムを抽出しシークエンシングすることで菌叢の解析を行ってきた。

しかしながら，この手法では人工的な培地での生育が困難な難培養性の微生物に関しては情報が

図 ．

得られず正しい菌叢を把握することは非常に困難であった。そこでシーケンサーの性能の向上と

共に新たな手法としてサンプルから直接ゲノム を抽出して 解析が開

発された。メタゲノム解析では 遺伝子をシークエンシングすることで微生物の同定を

行う。 遺伝子は 程度とゲノムに比べて比較的短く扱いやすいサイズであると共

に，生物種内において保存性が高い。その一方で異なる種内においては 遺伝子の可変

部に変化が見られるために全ゲノム解析を行うよりも簡易的に微生物の と

なる。この技術によって難培養性の微生物の情報を得ることが可能となり，正確な菌叢が把握で

きるようになった。

従来のジデオキシ法を用いたキャピラリー型シークエンサーでは サンプルずつ泳動して読み

取る原理上，一度に処理することのできるサンプル数とデータ量に シーク

エンサーではこれとは違った新たな手法で解析を行い，今回使用した 社の では

法を用いている。これは伸長反応の材料に用いる にそれぞ

れの塩基に対応させた蛍光を標識しておき，伸長反応の際に取り込んだ をレーザー光によ

って励起させる を写真データとして記録・解析することで塩基配列を決定

する。これによって一度に大量のサンプルを並列処理で解析することが可能になる。この解析能

力の高さから医療での腸内フローラ解析や，環境工学での土壌中微生物叢解析など，微生物を集

団で解析するメタゲノム解析への応用が広がっている
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1
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（６） 研究開発の目的

（７） 研究体制

本研究は発酵槽内の菌叢の変化を、次世代シーケンサーによる メタゲノム解析によ

って追跡し， や水素生産量のデータと照らし合わせることで発酵槽内の菌叢が水素生産に及

ぼす影響を明らかにし，更なる水素生産効率の向上に役立てることを目的とした。

本研究は、 よりバイオ水素株式会社が代表委託を受け、さらに

が委託を受け、実施した（図 ）。沖縄工業高等専門学校は特に遺伝子解析の観点から研究を行

った。

図 ．研究実施体制
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2.2

2004 Clostridium HN001
3)

NucleoSpin 

Tissue( ) DNA

DNA PCR 16SrRNA

16SrRNA

27F(AGAGTTTGATCCTGGCTCAG) 1492R

GGTTACCTTGTTACGACTT LATaq( )

0.5µl

12.5µl

4µl

100ng

LA Taq

2×GC Buffer

dNTP

Template

21

98 1min
98 30sec
49 30sec
72 3min
72 5min
4 8

1.5 kbp

16SrRNA 1600 bp 16SrRNA

DNA 16SrRNA

1µl

1µl

up to 25µl

1µM Fw primer

1µM Rv primer

DW

Total  25µl

×30cycle

材料と方法

水素発酵種菌には谷生らが 年に バクテリア 属

株 および沖縄県内から見いだした新規水素発生菌叢を使用した。次世代シーケンサーに供する

菌叢サンプルは，沖縄県糸満市に設置されている水素発酵生産パイロットプラントで半回分培養

中に発酵槽 。発酵液は

タカラバイオ株式会社 を用いて 抽出を行った。

各発酵液から抽出した を鋳型として を行い， 遺伝子の有無の確認を行っ

た 。 ユ ニ バ ー サ ル な 細 菌 遺 伝 子 増 幅 用 フ ォ ワ ー ド プ ラ イ マ ー と し て

（ ）を用いた。増幅には タカラバイオ株式会社 を用いた。

反応液の組成を以下に示す。

，反応条件は以下の通りである

℃
℃
℃
℃
℃

℃

アガロースゲル電気泳動にて増幅産物を泳動したところ，サイズ 付近にバンドが確認

できた。 遺伝子領域は約 であるため，確認できたバンドは 遺伝子

を増幅させたバンドと判断し，抽出した には 遺伝子領域が存在し，メタゲノム

解析が可能であることが確認できた。

（１） 使用菌株及び菌叢

（２） 遺伝子の確認16SrRNA
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16SrRNA V4

ExTaq HS( ) V4

515F(5’TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGTGCCAGCMGCCGCGGTAA3’)

806R(5’GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGG  

TATCTAATCC3’) PCR

95 3min
95 30sec
55 30sec
72 30sec
72 5min
4 8

AMPure XP 

AMPure XP Index 

PCR ExTaq HS( )

2.5µl

2.0µl

100ng

5.0µl

5.0µl

0.13µl

up to 25µl

Ex taq buffer

dNTP

Template

1µM 515F

1µM 806F

Ex Taq HS

DW

Total  25µl

5.0µl

4.0µl

5.0µl

10.0µl

0.25µl

25.75µl

Ex Taq Buffer

dNTP

Template

1µM 1_2 premix Index primer

Ex Taq HS

DW

Total 50µl

×23cycle

（３） 遺伝 子 領域の増幅

（４） 配列の付加

16SrRNA V4

Index

今回のメタゲノム解析は、 遺伝子の 領域を標的として増幅を行った。増幅には

タ カ ラ バ イ オ 株 式 会 社 を 用 い た 。 領 域 を 対 象 と し た プ ラ イ マ ー

お よ び 、

を使用し，以下のサイクルで を行った。反応液の組成を以下に示す

また，反応条件は以下の通りである。

℃
℃
℃
℃
℃

℃

アガロースゲル電気泳動にて目的の領域が増幅されていることを確認し， ビーズ

（日本ジェネティクス株式会社）を用いて増幅産物の精製を行った。

ビーズ（日本ジェネティクス株式会社）にて精製した増幅産物を鋳型として

を行った。増幅には タカラバイオ株式会社 を用いた。反応液の組成を以下に示

す
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95 3min
95 30sec
55 30sec
72 30sec
72 5min

          4

PCR AMpure XP

PCR Qubit 2.0Fluorometer ThermoFisher SCIENTIFIC

20ng

2100 (Agilent )

PCR

20pM 20pM PhiX

Illumina MiSeq

MiSeq Reagent Kit v2 Read1: 5’ -

TATGGTAATT GT GTGCCAGCMGCCGCGGTAA -3’ Read2: 5’ - AGTCAGTCAG CC 

GGACTACHVGGGTWTCTAAT -3’ Index: 5’- ATTAGAWACCCBDGTAGTCC GG 

CTGACTGACT -3’ Illumina 

Apple MacbookAir MacQIIME(1.9.1)

×8cycle

，反応条件は以下の通りである。

℃
℃
℃
℃
℃

℃ ∞

によって得られた増幅産物を ビーズ（日本ジェネティクス株式会社）を用い

て精製した。

精製した 産物を ○ （ 社）を用いて核

酸濃度測定し，それぞれの核酸が ずつとなるように混合してライブラリとした。また，調製

したライブラリを バイオアナライザ 社 を用いて目的の領域が増幅されているかの

確認を行った。リアルタイム によってライブラリに含まれる核酸の正確なモル濃度を測定

し， の濃度に調製した。調製したライブラリを の と混合し，水酸化ナトリウ

ムで変性させて最終的なライブラリとした。

次世代シークエンシングには、 製次世代シークエンサー を用いた。シークエン

ス用試薬には、 を使用した。シークエンス用プライマーには、

、

、

を使用した。詳細な手順は 社メーカーマニュアルに従った。シー

クエンスして得られたデータは 製 に

て解析を行った。

        
        
        
        
        

   

（５） ライブラリ調製

（６） に よる次世代シークエンシング

R

Miseq



2.3 結果

（１） 種菌叢の細菌組成

（２） 属 発酵槽内の細菌組成遷移

  

沖縄県内から新規に見いだされた水素生産菌叢 、 、 について、保存・維持され

て い る 種 菌 叢 を 科 レ ベ ル で メ タ ゲ ノ ム 解 析 し た 。 図 の よ う に 、 い ず れ の 新 規 菌 叢 で も 、

科および 科で主要な菌組成が占められていた。

高速水素発酵バクテリア 属 発酵槽内の と水素生産量の変化を追跡し

たところ，図 のグラフのような変化を示した。その中でも で示した時点の発酵液を抜き取っ

てサンプルとした。

図 ．新規水素生産菌叢のメタゲノム解析結果

． 属 発酵槽内の と

水素生産量の変化
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図 ． 株発酵槽内菌叢

示すとおり、今回の菌叢解析の結果では、 株発酵槽内における微生物菌叢の大

部分は 属で占められていた。 属は嫌気発酵細菌であり、水素生産はこの細菌が行っていると

考えられる。また，それ以外では 属で

ものと考えられる。また，発酵槽内で が急激に上昇し水素生産量が極端に減少した付近のデ

ータと菌叢解析の結果を比較してみると，水素生産量が減少した時の菌叢では 属の割合が上昇

し， 属の割合が減少している。

株と同様に、新規菌叢 発酵槽内の と水素生産量の変化を追跡したところ，図

のグラフのような変化を示した。その中でも で示した時点の発酵液を

した。

図 ． 株発酵槽内菌叢21 HN001
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図 新規水素発酵菌叢 発酵槽内の と水素生産量の変化

示すとおり、今回の菌叢解析の結果では、 発酵槽内における微生物菌叢の大部分

は 属で占められていた。これは、図 で示した 株発酵槽の結果と類似していた。し

図 新規水素発酵菌叢 発酵槽内の菌叢経時変化
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かし、 属が検出されず、それ以外では 属および 属で占められている点が異なっ

ていた。順調に発酵液の が自己調節されながら水素生 産できているときの菌叢は 、 属が

％以上であり、 属が から ％、および 属が ％

生産量が減少した時の菌叢では 属の割合が ％まで上昇し， 属および 属を合

わせても ％未満まで割合が減少していた。

高速水素生産菌 属 株を種菌として、糸満に建設されたプラントを水素発

酵槽として用い、水素発酵を行った。その発酵中の菌叢遷移を次世代シークエンスによるメタゲ

ノム解析で追跡したところ、 ％から ％の 属と ％から ％の 属で占められていること

が明らかになった。今回解析した 年の菌叢は、単一な 株を種菌として使用している

にも関わらず、 属と 属で占められている。これら 属と 属は、原料である廃糖蜜から混

入した微生物ではないかと考えられる。同じプラントで運転された 年の菌叢（データは示

していない）は、 属と 属で占められており、種菌として投入した 属

株が発酵槽内で維持されていたと考えられる。 年と 年で菌叢の状態が大きく

変わってしまっていたが、この２つの年度の菌叢は水素生産量に関しては大きな差はなかった。

そこで本プラントで廃糖蜜を原料とし、 属 株を種菌として投入する場合、安

定した水素生産を行うには、 属と 属が共存する 年度型菌叢を再現するか、

もしくは 属が ％以上を占め、 属が約 割存在するような菌叢を維持する必要があると考

えられる。

新規水素生産菌叢 を種菌槽として用いた場合、順調に発酵液のｐ が自己調節されなが

属が ％以上であり、 属が から ％、および 属が ％

を占める菌叢を維持する必要がある。

このような理想的な 自己調節型水素発酵菌叢の菌組成を、水素生産中に発酵槽内で

維持するには、水素産生速度のモニタリングおよびセンサーによる発酵液 のモニタリングと、

これらのデータから原料廃糖蜜を自動添加するタイミングを判断するためのソフトウェア開発が

有効ではないかと考えられる。

本研究において を自己調節する水素発酵槽内の菌叢を明らかにすることができた。発酵液

物を取り込み中和し合うことが必要

である。そこで本研究の成果である理想的な 自己調節型水素発酵菌叢の菌組成を維持できる

ようなモニタリングと原料投入の自動化システム開発が必要である。

2.4 考察

結論2.5.
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３．バイオガスの直接燃料電池送入による発電

４．ビジネスプランの作成

損益の試算

糖蜜から発酵で水素生産するためのコスト計算に使用した諸データと仮定値

水素発酵の発生バイオガスは と の含有比率がほぼ１：１で 濃度が と高濃度

であるが、水素で発電した電力単価が非常に安価なので、

は

電極の被毒に強く関与するが は毒性が少ないとの情報を得ていたので、バイオガス直接送入

で点灯試験をした後、あまり電極の養生に気を払わず か月ほど放置し、再度発電試験をしたと

ころ、負荷による出力電圧の低下が甚だしく、点灯しなかった。

水素電極上の結露に が溶解し、放置していた間に電極が被毒し劣化したと考えられるが、

今後機会があれば原因を調べたい。

．燃料電池の出力試験の結果

採用に足る魅力のある提案になるか、

不備もあるがいくつかの設定および仮定の下に利益を試算した。

利益計算にあたって沖縄県農林水産部発表の製糖工業に関するデータを使用した。記載されて

いる製糖会社の内、大東糖業株式会社、沖縄製糖株式会社、石垣島製糖株式会社の 社につい

て、各社の糖蜜生産量全量を水素生産に使用するとして試算した。大東糖業社については、 日

の処理量は同じで、表２の青色セルに示す発酵液糖濃度と平均滞留時間（ ）を変数として

H2 CO2 CO2 50%

CO2 H2

CO

CO2

2

CO2

29

24

4.1.

3

1

HRT

(1)



損益への影響を調べた。表左端の列に振った通し番号は、項目ラベルで丸囲み数字で示した計算

の、参照元項目番号になっている。

損益は、生産した水素で発電し、固定買い取り価格で売電したとして計算している。

表２．試算に使用した諸データおよび仮定データ

表３は売電と クレジットによる収入試算である。クレジットは 円 トンで計算し

た。糖濃度を濃くすると発酵槽を小型化できるが、固定化などで菌体濃度を高くする必要があ

る。 が長くなると、撹拌動力など自家消費電力が多くなり、売電収入が少なくなって収益

を圧迫する。

表３．固定買い取り価格 で売電した時の収入試算

プラントの償却は 年均等償却都市、保守費は毎年建設費の３％必要と仮定した。発酵槽の

規模が大きくても （直径 、槽高約 ）程度の比較的小さい発酵槽で、日々の労力は

僅かだから、作業員は他の仕事との掛け持ちが可能だから、人件費は 万円と見積もった。糖

支出は、 行のように試算される。

総収入（ 行）から総支出を差し引くと、糖蜜生産量の少ない大東糖業社では利益を生むこ

とができないが、生産量の多い沖縄製糖社、石垣島製糖社では建設費の償却費を負担しても利益

(2)

(3)

糖蜜から生産した水素による電力が固定価格で買い入れられた時の利益試算

プラント償却費・保守費など支出の試算と水素生産による利益の増加可能性試算

CO2 1,500 /

HRT

1,763 1,763 1,763 4,270 2,702
300 300 300 300 300

6 6 6 14 9
40 40 40 40 40

2 2 3 3 3
118 118 78 190 120

4 6 12 4 4
20 30 40 32 21

2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
1.5 1.5 1.5 1.5 1.5
20 20 20 20 20
39 39 39 39 39
59 59 59 59 59

30

FIT

10

40m 3 3.5m 5m

300

27

22

731 731 731 1,771 1,121
1,097 1,097 1,097 2,657 1,681

46 46 46 111 70
400 600 800 640 420

209,093 149,093 89,093 605,067 378,373
8,155 5,815 3,475 23,598 14,757

282 282 282 684 433
424 424 424 1,026 649

8,578 6,238 3,898 24,623 15,406

保 守費を建設費の３％として計上。 糖 蜜 に 関 す るデータは沖縄県農林水産部資料の糖蜜生産量による

年 期 糖蜜 の場 合 大東糖業 大東糖業 大東糖業 沖縄製糖 石垣島製糖

糖 蜜生産量

操 業日数

糖 蜜 日処理量 ① ②
含 糖率 仮定）
発 酵液糖濃度（仮定

発 酵液体積 ③ｘ④ ⑤

平 均滞留時間
発 酵槽体積 ⑥ ⑦

水 素収率 グルコース

燃 料電池出力

売 電価格

水 素価格 ⑩ ⑫

大東糖業 大東糖業 大東糖業 沖縄製糖 石垣島製糖
水素生産量 ③ｘ④ｘ⑨
発電量 ⑭ ⑨

必要な燃料電池出力
消費動力 ⑧ｘ⑪
売電可能量 ⑮－⑰ ｘ②

売電収入 ⑱ ⑫

2014/15 A B C
1 ton/yr
2 day
3 1  / ton/d
4 ( %
5 ) %
6  / m3/d
7  HRT hr
8  / m3
9 ( ) mol/mol

10 (LHV50%) kWh/m3-H2
11 kWh/m3-fermenter
12 (FIT) \/kWh
13  x \/m3-H2

A B C
14  m3/ d
15  x kWh/ d
16 kW
17  kWh/d
18  ( ) kWh/yr
19  x k\/yr
20
21 k\/yr

22



が生じる。しかし、建設費を補助金などで賄うことができ償却費が要らないなら、大東糖業社で

も 行のように条件によっては利益を生むことができる。

行は沖縄県資料に基づく各社の糖蜜の販売価格で、各社が糖蜜を水素に変換することなく

直接販売して得る利益を 行に示した。水素生産による利益と糖蜜販売による利益の比較を

行に示したが、償却費を考慮しないなら、大東糖業社の利益は 倍

～ 倍の増加を期待できる。

表４．総支出試算と利益増加率

29

30

31 33

4.5 2.6

3

5,305 6,766 8,041 7,033 5,463
1,592 2,030 2,412 2,110 1,639
3,000 3,000 3,000 3,000 3,000

0 0 0 0 0

9,897 11,796 13,453 12,143 10,101

31

大東糖業 大東糖業 大東糖業 沖縄製糖 石垣島製糖

建 設費償却費 年均 等）

保 守費（建設費の３％）
プラント人件費

糖 蜜購入費

総 支出

利 益 償 却 費 を含ない）

糖 蜜販売価格

水 素販売による利益増加

沖 縄電力 発生係数 年度
炭 素クレジット なら か か ？

年 期 糖 蜜 生 産 量 と水素生産量　改

A B C
23 (10 k\/yr
24 k\/yr
25 k\/yr
26 k\/yr

27 k\/yr

28 -1,742 -5,981 -9,979 11,454 4,655 k\/yr

29 (
(1,514) 19,513 10,767 k\/yr

30 500 500 500 1,750 1,300 \/ton

31 882 882 882 7,473 3,513 k\/yr

32 3,105 327 (2,396) 12,041 7,254 k\/yr

33 352 37 (272) 161 207 %

34 CO2 0.858 kg-CO2/kWh 2013
35 1,500 \/ton CO2 C

2014-15 .xlsx



(4)

(5)

10m 3

1m3

発酵装置を基準とする建設費と減価償却費の

推定値

売電価格に依存する損益の評価と

上記試算では、 のプラント建設費を 万円

と仮定し、スケールアップによる建設費増加は、

を基準として、プラント規模の増加の 乗倍に比例す

るとした。 のオーダ

建設費の脱硫装置は不要

になると思われるが、とりあえず計上している。

表５．プラント建設費の仮定

検知管によるパイ

ロットプラントの 測定結果

でプラント建設が糖蜜販売より得策か、

て良い場合には、 円 程度の買い取り価格でもプラント建設が得策と考えられるが、ここ

までの試算では使用薬品のコストを組み込んでいないので、今後の技術開発に依るところが大き

い。因みに、水素 の製造コストを、維持コストと原料コストに分けて試算した結果も ～

行に示した。

表６．糖蜜売却と比べた売電価格の損益分岐点（但しプラント償却費含まず）と水素製造コスト

10m3 3,500

10m3

0.6

PPB

10 100

30,000 119,432
1,000 3,981
4,000 15,924

35,000 139,338
300 300

3,500 13,934

H2S

32

25 /kWh

1m3 40

42

建設 費と減価償却

発酵 槽 規模
発酵 装 置

脱硫 、租精製装置

燃料 電 池（ ）

建設 費
稼働 日 数

償却 費 （ 年）
建設費の増加は基準建設費（ ）の 乗に比例するとした。

売 電 価 格 大東糖業 大東糖業 大東糖業 沖縄製糖 石垣島製糖

m3

(10m3 ) k\
k\

100kW k\
* k\

day
10 k\/yr

* 10t/d 0.6

[\/kWh] A B C

36 20 14 -1,624 -3,207 8,017 3,578 k\/yr

37 25 1,059 -879 -2,761 11,043 5,470 k\/yr

38 39 3,987 1,208 -1,514 19,513 10,767 k\/yr

39 882 882 882 7,473 3,513 k\/yr

40 42 55 67 24 28 \/m3-H2
41 4 4 4 14 10 \/m3-H2

42 46 59 71 38 39 \/m3-H2
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(1)

(2) CO2

2020 4 2030 80

(3) FCV 100kW

500 500 FCV

(4) 10kWh/d 1

200 500

(5)

(6)

(7) 2

BOD

(8)

(9) JAICA

(1)

(2)

(3)

(4)

(5)

(6)

.2.

4.3.

水素の需要について

実用化・事業化へ向けたプラン

水素は、アンモニアの合成、石油の改質、マーガリンなど食品添加、冷却媒体など原材料と

して利用される。

昨今は、 を排出しないクリーンなエネルギーとして燃料電池自動車の燃料に使用され

る。 年東京オリンピックまでに 万台程度、 年頃には

水素ステーション建設が進んでいる。

トヨタ、ホンダの燃料電池車 は出力 の燃料電池を搭載しており、現在でも車

の価格が 万円であるから燃料電池も 万円程度で入手可能で、将来 の普及が進

めば、さらに安価な発電機として利用できる。

日本の一般家庭の電力消費量は 程度である。したがって、水素があれば、 台の

燃料電池で 軒を超える家庭に電力を供給できる。発展途上国なら 軒以上の家庭に

供給できるであろう。

廃棄物を原料にした水素製造では、原料が少ないので大量生産ができず、発電所で生産した

電力があまりにも安価であるから、採算をとるのが難しい。資源を無駄にしないという観点

からのみ国内では価値を持つといえる。

日本のエネルギー源として水素を製造するためには、大型海藻バイオマスの海洋での大量栽

培で原料を確保する必要がある。

一方、東南アジア諸国では、パームオイル工場廃液が 億トン以上排出されており、廃液の

低減を兼ねた簡便な電力供給設備として発酵水素生産が利用できる。

地域があり、そのような地域で発酵水素生産すれば、地産地消の電力を供給できる。

そのような地域での水素生産プラントは、 などによる経済協力で建設されるだろ

う。

算の確度を高める。

運用価値の評価を委ねる。

糖蜜および東南アジアのバイオマス廃液は、「地産地消のエネルギー利用」をキャッチフレ

ーズにプラント建設ビジネスを図る。

ることを強調したプラント建設ビジネスを図る。

とする。

プラントの定期保守・点検などの契約を結び、安定収入源とする。



まとめ

参考文献

・ラボスケールでは新規菌叢で ・ 以上の水素発生速度は達成。パイロットスケールで

も、 日という短時間なら速度目標を達成した。 以上の目標水素収率に対して現状

はラボスケールで約 であった。

現在の同定結果は暫定的である。培養試験を継続し、菌を単離して長鎖の遺伝子による同定を行

う必要がある。その結果で権利化申請する。

はラボスケールでは が だった。

要である。

・ 混合ガスの燃料電池出力への影響を計測したが、コンバーターの入力仕様が範囲外で、

長時間のデータの取得が現時点では出来なかった。

・希釈水の脱気に発生バイオガスを通じると、バイオガスの組成が リッチになるので、低コ

スト脱気法の検討が必要であることが分かった。

ステムの基本設計に関する特許は出願を検討中である。

素技術研究所が沖縄県糸満市西崎町に建設した 容水素発酵プラントである。約 か月の使

用について、快く許可を頂いた産業振興公社と株式会社バイオ水素技術研究所に謝意を表する。

バイオ水素株式会社、沖縄県産業振興公社 平成 年度成果報告書、

谷生重晴ら，第 回水素エネルギー協会大会予稿集

谷 生 重 晴 ， 第 回 水 素 エ ネ ル ギ ー 協 会 大 会 予 稿 集

谷 生 重 晴 ， 第 回 水 素 エ ネ ル ギ ー 協 会 定 例 研 究 会 予 稿 集

谷 生 重 晴 ら 、 第 回 水 素 エ ネ ル ギ ー 協 会 大 会 予 稿 集

谷 生 重 晴 、 海 藻 バ イ オ マ ス を 使 用 し た 水 素 生 産 と 排 出 量 削 減 評 価 、 出 版 バ

イ オ 水 素 と キ ャ リ ア ー 開 発 の 現 状 、 植 田 充 美 監 修 （ ）
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、佐久本太一、田邊俊朗、谷

生重晴、第 回水素エネルギー協会大会（ 大会） 年

月 日）

沖縄糖蜜を用いた発酵水素生産とその菌叢解 析、佐久本太一、田邊俊朗、谷生重晴、

日本農芸化学会 年度大会（札幌）ポスター発表、札幌（ 年 月 日）
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