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１.緒 言 

現在、温暖化,酸性雨,オゾンホール,熱帯雨林の減少など様々な環境問題が起こっている[1]。中

でも最も問題とされているのが地球温暖化で、二酸化炭素の排出量を削減する対策が各国で取ら

れている。二酸化炭素削減の方法として、燃料電池を用いた自動車の導入が検討されているが、水

素の供給法は確立されていない。そのため、新たな水素生産技術の開発が必要と考えられる。 
バイオマスを利用する水素生産は、水素発生速度が速く昼夜を問わず水素生産可能といった利

点を持つ発酵法が非常に工業的にふさわしい方法であると考えられるが、発酵法では最も収率の高

いClostridium butyricumでも2.3molしか水素を発生せず、基質からの水素収率が悪い[2]。この

ため基質あたりの水素収率を向上させる必要がある。 
と こ ろ で NADH 経 路 で 発 生 す る バ ク テ リ ア は 、 補 酵 素 NADH(Nicotinamide Adenine 

Dinucleotide,reduced form)からヒドロゲナーゼを介して水素を発生するとされている[3]。嫌気条

件下においては解糖系にて2molのNADHが生成するが、好気条件では10molのNADHが生成す

る。しかし好気条件下では、生成したNADHは電子伝達鎖にて酸化されてしまい水素は発生しない。

この好気条件下で生成するNADHを水素生産に利用することができれば、最高で10molの水素収

率まで改善が可能になると考えられる。 
そこで本研究では、通性嫌気性菌のEnterobacter aerogenesを使用し、好気条件下で生成する

NADHを水素発生に利用する方策について理論的に検討し、実験によって証明を試みた結果につ

いて報告する。 

 

2.理論 

2.1 発酵水素発生 

  発酵により水素を発生する微生物は、グルコースなどの糖を分解することにより、代謝産物として

水素と有機酸を生成する。 
  Enterobacter科のバクテリアは嫌気状態において主にEM経路でグルコースを分解し、NADH
やピルビン酸、ＡＴＰをそれぞれ次のように2モルずつ生成する｡ 

   C6H12O6 + 2NAD+ + 2ADP + 2Pi       2CH3COCOOH + 2NADH + 2H+ + 2ATP 

このピルビン酸を基にした代謝産物の生成反応は、それぞれ次のようになっている。 

   ･乳酸   CH3COCOOH + NADH + H+         CH3CHOHCOOH + NAD+  

   ･酢酸    CH3COCOOH + H2O + NAD+        CH3COOH + CO2 + NADH + H+  

    ･エタノール  CH3COCOOH + NADH + H+     CH3･CH2OH + 2CO2 + NAD+  
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 この代謝産物生成過程において余ったNADHが次のように反応して水素を発生する。 

  ･水素          NADH + H+              NAD+  + 2H+ + 2e- 

                                    2H+ + 2e-                   H2     

                       NADH + H+          NAD+ + H2   

 

2.2 代謝経路と阻害 

図1に通性嫌気性菌にお

ける代謝経路図を示す。解糖

系 に お い て 生 成 さ れ た

NADHは、嫌気状態におい

ては、水素や代謝産物を生

産して再酸化される。一方、

好気状態においては、解糖

系やTCAサイクルで生成され

たNADHは電子伝達鎖で酸

素 に 電 子 を 渡 す こ と で

NADHを再酸化し、同時に

多量のATPを生成する。した

がって電子伝達鎖を阻害し、

NADHの再酸化を水素発生

で行うことが出来れば、最大

10molの水素収率の向上が

見込める。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図1  代謝経路図
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図２ 電子伝達鎖を構成する複合酵素群と阻害剤の作用部位 
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図２に電子伝達鎖を構成する複合酵素群と阻害剤の作用部位

[4]を示した。FADH22の作用部位以下で阻害すると、TCAサイクル

中のコハク酸からフマル酸を生成する反応の酸化還元電位が高い

ことからFADH22の再酸化が出来なくなるので、阻害箇所として

NADHデヒドロゲナーゼ複合体を選んだ。また本研究ではその部

分に作用する阻害剤の中から、特に阻害効果の高いLauryl 
Gallate[5]を使用した。 
 

３.実験方法 

  培養液組成を表１に示す。滅菌した前

培 養 液 500ml に Enterobacter 
aerogenesを植菌後、38℃の恒温槽で攪

拌しながら約16時間菌体を培養した。こ

の前培養菌液50mlを本培養液2000ml
に加え、培養を行った。本培養中は一定

時間毎に水素発生量，菌体重量，代謝産

物濃度を測定した。 
尚、菌体重量はOD法(λ=550ｎｍ)で

測定し、代謝産物は液体クロマトグラフを

用いて分析した。カラムは信和化工(株)製
Ultron PS-80Hを用いた。 

擬似好気状態を作るため、硝酸カリウム

1.0gを純水10mlに溶かしたものを加え

た。 
阻 害 実 験 に は 、 メ タ ノ ー ル 5ml に

Lauryl Gallate0.09gを溶かしたものと純

水10mlに硝酸カリウム1.0gを溶かしたも

のを、菌体重量が0.5[g/l]以上になってか

ら加えた。実験に用いた装置概略図を  
図3に示す。 

 

４.実験結果及び考察 

  図4に培養液中に阻害剤等何も加えな

かった場合と硝酸カリウムのみを加えた場

合、硝酸カリウムと阻害剤の両方を加えた

場合の水素発生量の変化を示した。阻害

剤等何も加えなかった場合には、最終的

に約100mmolの水素を発生し、グルコー

ス量から計算した水素収率はほぼ1.0にな

って、良く知られているE.aerogenesの水

素収率を示した。 
硝酸イオンが電子受容体になるとバク

　　表1   培養液組成
　C6H12O6　　20.0g

　　 MgSO4 0.4g
Pepton            15.0g                        

　　 Na2HPO4  2.0g
KH2PO4 2.0g                        
蒸留水 2.0L

　　表1   培養液組成
　C6H12O6　　20.0g

　　 MgSO4 0.4g
Pepton            15.0g                        

　　 Na2HPO4  2.0g
KH2PO4 2.0g                        
蒸留水 2.0L

 

図4 水素発生量の変化
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　　　　　　　　　　　図3  実験装置図

①

②

③

④

⑥⑧

⑨

⑩

⑪

⑫

⑬

⑭

⑤

⑮

⑯

⑰

⑦

①

②

③

④

⑥⑧

⑨

⑩

⑪

⑫

⑬

⑭

⑤

⑮

⑯

⑰

⑦

 



F:¥00 2020 0505 現在利用フォルダー¥0 谷生 ホームページ用原稿・論文など¥0 全ファイル 一覧¥2002 日本語 水素エネ阻害収率改

善原稿 WHECMontrial.doc 

  4/5 

テリアは擬似好気呼吸(硝酸呼吸)を行い、

電子伝達鎖にてNADHが再酸化されるよ

うになるため、水素発生量が減少すること

が予想される。図4によると、硝酸カリウム

のみを加えた場合、投与して30分～1時

間程してから水素発生量が減少しており、

このことから硝酸呼吸の効果が現れるまで

には時間遅れのあることがわかった。 
硝酸カリウムとLauryl Gallateの両方を

加えた場合には、Lauryl Gallateの作用

によって電子伝達鎖が阻害されることによ

り、水素発生能は変化しないか増加するこ

とが予想される。図4によると硝酸カリウム

を添加した時と同様に、添加後30分～１

時間後に水素発生量が減少したが、約1
時間30分後からは水素発生能が回復し

ていることがわかる。このことから、まず、

硝酸イオンの効果によって水素発生量が

減少し、その後Lauryl Gallateによる電

子伝達鎖への阻害が効果を現して、水素

発生能が元に戻ったと考えられる。 
図5は各条件におけるグルコース消費

量の変化を示している。菌が硝酸呼吸を

行うと、より少ないグルコース消費量で菌

体が必要とするATPを獲得できるようにな

ることから、硝酸イオンがない場合と比べ

てグルコース消費量は減少することが予

想される。 
図5のグラフによると、硝酸イオンを加え

るとグルコース消費量が減少しており、硝

酸呼吸を行ったことが明らかに示されてい

る。 
硝酸カリウムとLauryl Gallateを加えた

場合、硝酸イオンによってグルコース消費

量は減少するが、Lauryl Gallateの阻害

作用により生成ATP量も減少するため、

硝酸カリウムの時と比べてグルコース消費

量は増加することが予想される。図5でも

グルコース消費量は、添加のない時が一 
番多く、硝酸カリウムとLauryl Gallateを加えた時にはそれ程消費量が多くないことから、阻害の効

果を示していると言える。 
図６は硝酸カリウムとLauryl Gallateを加えた場合の水素発生量とグルコース消費量の変化を示

している。この図から、硝酸カリウムとLauryl Gallateを加えるまでは、水素発生量とグルコース消費

量がほぼ等しくなっているが、添加してから1時間30分以降では阻害効果により水素発生能が元に

戻っているのがわかる。 

図5 グルコース消費量の変化
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図６ 水素発生量とグルコース消費量の変化
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図7には阻害の水素収率に及ぼす影響

を明瞭にするため、図６から計算した単位

時間当たりの水素収率の変化を示した。

何も添加していない場合には、単位時間

あたりの水素収率はほぼ1.0程度で、

E.aerogenesの水素収率を示しているが、

硝酸カリウムとLauryl Gallateの両方を

加えた場合には、添加直後は硝酸呼吸の

効果によって水素収率は減少するが、

Lauryl Gallateの阻害が効くにつれて水

素収率は急激に増加していき、水素収率

は約3.0に向上したことが明瞭にわかる。 
このように、NADHデヒドロゲナーゼ複

合体を阻害することによって水素収率を

改善できることが明らかに示されたが、理

論で述べたような10molという収率を得る

ことが出来なかった。この理由は、完全な 
好気状態にはなっていなかったためNADHが代謝産物生成に使われたことやLauryl Gallateの投

与量が非常に少なかったため電子伝達鎖を完全に阻害するには至らなかったためと考えられる。こ

れは硝酸カリウムを投与しても代謝産物を生成していることによって説明できる。 
 

5.結 論 

1.硝酸イオンを加えても、その効果が現れるまでは30分～１時間の時間遅れがあることがわかっ

た。またLauryl Gallateが電子伝達鎖への阻害効果が現れるまでに更に30分程かかることが

わかった。 
2.硝酸呼吸を行うと単位時間当たりのバクテリアのグルコース消費量が減少するが、好気条件下

でLauryl Gallateによる阻害効果が現れるとグルコース消費量を増大させることがわかった。 
3.硝酸呼吸下で電子伝達鎖のNADHデヒドロゲナーゼ複合体を阻害することにより、水素収率

が向上することが明らかになった。 
4.水素収率は、グルコース1mol当たり1molから3molに向上した。 
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図7　水素収率の変化
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