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　　　　　　光合成微生 物 を用い た

水素発 生用バ イ オ 分子 デバ イ ス の 開発

若 山 樹 ＊ ・中村 史 ・ 三 宅
古
子

・
￥

　21 世紀 が 水素エ コ ノ ミ
ーと な る こ と は 論 を待たない ．

す で に 水素 を 燃料 す る 自 動 車 や 水 素 ス タ ン ドが 実用 レ ベ

ル に 達 して い る，当然 水素 を 化石 燃料で作 っ たの で は

意味 が なく、中
一

長期的 に は 再 生 口∫能工 ネル ギ
ー

か らの

水素 の 製造 が 不 可欠 で あ る．

　太陽光な ど拡散 し た エ ネル ギー資源 の 集約 に は，バ イ

オ技 術 を 活用 し た バ イ オ コ ン バ ージ ョ ン 技術 の 応用が有

効で あ る．我 々 は ，バ イ オ コ ン バ ージ ョ ン 技 術 を 用 い た

再 生 可 能資源 か らの 水素製造技術 を 開 発 して き た．太陽

光 を 7％ 以 Lの 高効率 で 水素 に 変換す る光 合成細菌を見

い だ し
， 遺伝 f操 作技術 に よ っ て ，よ り高 効 率 の エ ネル

ギ
ー

変換 を ・1能 に する方法 の 開 発 を 行 っ て き た．ま た ，

水 素 を 発 生 させ る 触媒 と な る 酵素の 研 究 安定 で 使 い や

す い デ バ イ ス 化技術 を 開発 や ，有機 性 廃 水 な ど の バ イ オ

マ ス を資源 と し て 産業的 に エ ネル ギー
化 す る 技 術 を 開発

して き て お り，技術的 に は す で に 産 業的 に 応 用 可能なも

の も あ る．

　本特集 で は，水素 の 製造が 町能 な バ イ オ コ ン バ ージ ョ

ン 技 術 と して，ナ ノバ イ オ テ ク ノ ロ ジーの 活 用 に よ る 光

合成微生物由来 の 光合成器官や ヒ ドロ ゲ ナーゼ を 用 い た

水素 発 生用 バ イ オ分子デ バ イ ス を紹介す る．

　 ヒ ド卩 ゲナ
ーゼ （HL，ase ）を用 い た 水素 発 生 用 バ イ オ

分 ∫デ バ イ ス は ， 究極 の エ ネ ル ギー
資源 で あ る 太 陽 光 と

水 か ら直接的 に水素を生産する こ とが 可能で あ る．太 陽

光 と 水 か らの 光 水素生産技術 に は ，光電変換と プ
．
ロ トン

の 還 元 か ら成 る 2段 の ス テ ッ プ が 必 要 で あ る．藻類 な ど

の 光合成微生物 に お い て，光電変換は光 エ ネル ギー
変換

を 司 る 光 合 成 タ ン パ ク 質 が 行 い ，プ ロ ト ン の 還 元 は

Ht，ase が 行 っ て い る．　 H2ase は ， 水素 と プ ロ トン と電 r・の

反応 を 可逆触媒す る タ ン パ ク 質で あ る．H2asc は，白金

黒 な どの 人 工 触 媒 よ り単位 面積 あ た り の 活性点 が 多 い た

め，1｝高感度 な水素 セ ン サ ーや 高効率な非 金 属電池 な ど

への 応 用 が 期待 され て い る．近年，きわめ て 耐久性 に 冨

む HL，ase ，ハ ン ドリン グ が 容 易 で 安定 した H2ase，低分 子

量 の HL，asc や，異種 HL，ase 遺伝 子 発 現系 の 成功 な どが 報

告 され，工 業的 な 利用 の U ∫能性 が 見 い だ され て い る．ま

た ，耐 久 性 に す ぐれ た 光 合 成 系 タ ン パ ク 質 も数 多く単離

され，遺伝 r一的 な 改 良も可 能な技術 が 整 い つ つ あ る．

H2

Hや

◎2

監
剄 1．水素 発生 川 バ イ オ 分子 デバ イス の 研 究概念 図

　そ こ で ，最新 の 分 子ハ ン ドリ ン グ 技術に よ っ て ，H2ase

と光合成器官
・
電子伝達鎖を 電極基盤上に 3 次元 的 に 組

織 化 し た 工 業用触媒 に変換す る こ とに よ り，従来型 の 金

属触媒 より安価 で 高効率 の 水素エ ネル ギー変換デバ イ ス

の 開発が 可能になる と思 わ れ る．我々 は ， 太陽 エ ネル ギ
ー

を集積 し 水素へ高効率 で 変換す る水素 発 生用 バ イオ分子

デ バ イ ス の 開発を試み て い る （図 1）．2・3）

実験操作

　光 エ ネル ギ
ー

駆動型 の 水素 生 産 を 行 う 当該デ バ イ ス

は，一
般的に 光増感材料，水素 発 生 川 触媒，電 子 供与体，

メ デ ィ エ
ー

タ
ー

に よ っ て 構成 され る．本研 究 で は，好熱

性 の 藍色 細菌 Th．ennos．vnechocOcc 〜X．S　elongatu ．y，　S．vnechocystis

PCC 　6803 由来の 光合成器官 （Pho 〔osystem 　l；PS1 ，Photo−

system 　2；PS2 ）や，側鎖をさま ざ ま に修飾 した 亜鉛ポル

フ ィ リ ン 化合物を光増感材料 と し て 用 い た ．ま た 紅色硫

黄性 の 光合成細菌 γ
’ht
’
ocaPsa 　roseoPersicina 由 来 の 熱安定

性 ・低 酸 素 感受性 の H2ase を水素発 生 用 触媒と して 用 い

た ．H2asc は，　 Ni−Fe （大サ ブ ユ ニ ッ ト）とFc−S （小 サ ブ

ユ ニ ッ ト） か ら成 り，分 子 量 90kDa ，等電点 ＝4，2，直

径 ＝11nlll，高 さ＝81ml で ある．必 要 に 応 じ て 20残 基 の

ポ リーL 一リ ジン （PLL）を Hvaseの 安定化，ラ ン グ ミ ュ

ア
ー・ブ ロ

ージ ェ ッ ト （LB ）膜作製時 の 対イ オ ン と して

用 い た ．エ チ レ ン ジ ア ミン トリア セ テ
ート （EDTA ），ア

＊
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ス コ ル ビ ン 酸，メ ル カ プ トエ タ ノ
ー

ル ，メ ル カ ブ ト酢酸

な ど を 電 r供 与体 と して，ボ リメ チ ル ビ オ ロ ゲ ン，ポ リ

ブ チ ル ビ オ 卩 ゲ ン を メデ ィ エ
ー

タ
ー

と して 用 い た．光増

感材料 や 瑛 ase は，リ ン 脂質などを用 い た LB 膜法 に よ っ

て ，金 ，ITO ，カーボ ン ，石 英電極な ど に ，固定化 した．

LB 膜 は ，ド層水 （トリ ス ＋PLL な ど）に グ ラス ロ ッ ド法

で バ イ オ 分 r一な ど を展 開 し，Z 型 （基板引き上 げ時 に LB

膜 を 積層 ） の 垂 直 浸 漬法 に て 作製 し た．O．2　mM 光増感

剤，38 　nM 　H2ase ，15mM 電子 供 与体，〔工．77 μM メ デ ィ

エ
ーターを含む 50mM リン 酸緩衝液 （pH 　6，8）を 受光面

積 1．9　cm2 ，容 量 2cm3 の 光 合成 反 応 セ ル に 充填 し，ハ ロ

ゲ ン 光を照射 した ．緩衝溶液中 の 溶存酸素及び溶存水素

濃度 は ，酸素，水 素電極を用 い て 各 々 同時に測定 し た．

光増感剤 で あ る PS　1，亜 鉛 ポ ル フ ィ リ ン は，表 面圧 20

mN 〆m に お い て積層 した LB 膜 ， 自己集合膜 を作製 し実

験 に 供 し た．
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ヒ ドロ ゲナ
ーゼ のデバイ ス 化

　H2ase と PLL を用 い て ，石 英基板上 に PLL −H2ase−LB 膜

を作製 し，デ バ イ ス 化 を試 み た．LB 膜 ［t］の H2asc の 活性

測定を行 い 評価 した．PLL −H2ase−LB 膜 に よ る水素発 生

反 応 を測 定 し た と こ ろ，電極上に LB 膜を作製する こ と

で HLase の 活 性 を維 持 で き る こ とが 明 らか に な っ た （図

2）．PLL を用 い た 場合，　 LB 膜 の 累積数 に 対 し，　 H2ase の

店性 を示す水 素 発 生 速度 が 直線的 に 増加 し た．一
方，

Ca2 ＋

を対 イ オ ン と して 用 い た 場 合，得 られ た 水素発 生 速

度 は 低 く，累積数 の 増加 に 対 して 水素生産速度 の 増加 は

見 られ な か っ た．CZaL，＋ を 用 い た 場合，基板 1：に H2asc の

単分 朋莫が 累積 され な か っ た か ，も し く は 累積 され て も

Ht，ase が 失活 した と 考え られ る．　 PLL を 用 い る こ とに よ
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図2．H2asc −LB 膜 の 積層 回 数 と水 素 発 生 速度 の 相 関

り活 性 を保持 した PLL −H2ase−LB 膜 が 石 英基板 Lに 形成

され て い る こ とが 示 され た．PLL −H ？asc
−LB 膜 を屋外 で

用 い る 場 合 ， 太陽光や太陽熱 に よ っ て 比 較 的高温 環 境 下

に お か れ る こ とが 予想 され るた め，PIJ ．−Hpase −LB 膜 の

熱安定性 を H2ase の 加 熱後の 水素 発 生 反 応 に よ っ て 評価

した ．電熱 オ
ーブ ン 内 で 加 熱 （101nin，30−100°C）され た

PLL −H ・
tase

−LB 膜 の 水素発生 活性 は ，30−70 °C に お い て

維 持 され て い た．

ヒ ドロ ゲナーゼ ＋ 人 工 光増感剤の デバ イス 化

　H2ase と人 工 光増感剤 と して 側鎖を新た に 合成 ・改変

した さ ま ざま な亜 鉛 ボ ル フ ィ リン 化合 物 （Zn −Por）を 用

い て ，ITO ガ ラ ス 電極上 に Zll−Por −H2ase−LB 膜 を作製し，

デバ イ ス 化を試 み た．こ れ に よ り，光 エ ネル ギーを 水素

エ ネル ギーに変換す るバ イ オ 分子 デ バ イ ス の 構 築 が 可 能

とな る．Zn −Por−H2ase−LB 膜 に よ る水素発生 反応 を 測定

した と こ ろ，亜鉛ポル フ ィ リン が 有す る側鎖中の メ チ ル

基 数 を さ ま ざま に 変化 させ て も，ITO ガ ラ ス 電 極 上 に

デ ィ ッ ピ ン グごとの 積層 が 可能 で あ り，い ず れ の 亜鉛ポ

ル フ ィ リン を用 い て も光 エ ネル ギー
駆動型 の 水素発 生が

認 め られ た （図 3），また ，電子 供与 体 で あ る EDTA 濃度

の 増加 に伴い ，水素発生速度 が 向上 した ．ポル フ ィ リン

環 に 中心 金属が配位 し て い ない フ リーべ 一ス の ポル フ ィ

リン と亜鉛が 中心 金属 と し て 配位 し て い る 亜 鉛 ポ ル フ ィ

リン の 水 素発 生能を比 較 したと こ ろ，フ リーべ 一ス の ポ

ル フ ィ リン で は ほ とん どそ の 活性 が 認 め られ な か っ た．

ヒ ドロ ゲナ
ーゼ ＋ 光合成器官 の デバ イス 化

　H2ase と生体由来 の 光増感剤 と して 好熱性 の 藍色細菌

由来 の 光合成器官 （PS1 ） を川 い て ，　 ITO ガ ラ ス 電 極 上

に PSI −H2ase−LB 膜 を 作製 し，デバ イ ス 化 を試み た ．　PSl

の み を LB 膜法 に よ っ て ガ ラ ス 電極基盤 上 に 積層 した と
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図3，H2ase ＋Zn 　P【）n −LB 膜 に よる光水 素 発生
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図 5．基板 上 の Ht，ase と溶液 中の PSt に よる 光 エ ネル ギー
駆 動型

水 素 発生

こ ろ，活性 （溶存酸素 の 減少速度） の 増加 が 確 認 され た

（図 4）、基盤状 に 積層 した PS2 に つ い て も 光 に応答 す る

電流の 発生 が 観察 された．Huasc と PSI を ガ ラ ス 電極基

盤 ヒへ積層 した と こ ろ，両バ イ オ 分 子の LB 法 に よ る積

層 は 特異吸収波長 の 増加 に よ っ て 確認 され た が ，光 エ ネ

ル ギー
駆 動型 の 水素発 生 は 観 察 され な か っ た．PS　1，

H2asc を個 々 に 積層 し た 場合 で は，活 性 の 維 持 が 確 認 さ

れ て い る こ と よ り ， 現在 ， カーボ ン ナ ノ チ ュ
ーブ な ど新

たなメ デ ィ エ
ー

タ
ー

に よ る PSI か ら H2ase へ の 電 子伝達

効率 の 向 Lを 試み て い る．

　ガ ラ ス 電極基盤 ．Lに積層した HL ，ase と溶液中に 懸濁 し

た PSl を酸素 ・水素電極 が 設 置 され た 光合成反応 セ ル に

充填 し，ハ ロ ゲ ン ラ ン プ 光 を 光 源 と した 光水素発 生 反応

を試み た （図 5）．電 F供 与 体 で あ る メル カ プ ト酢酸量を

倍加 させ る こ とに よ り，光エ ネル ギー一
・電 子 供 与体と PS−

1 に よ る 光 電変換 → メ デ ィ エ ーターに よ る 電 子 伝 達 → 電

極上の H2aseに よ る プ ロ トン の 還 元 反応 → 水 素電 極に よ

る溶存水素 の 検出か ら成 る 光水素発 生反 応 が 可 能 で あ っ

た．

　 H2ase は ，工 業 的利用 の 観点 か ら も物 理 的環境に 安定

なもの が 見 い だされ て お り，バ イ オ分 子 デ バ イ ス の 素 材

と して さらな る応 用 が ・∫能 と考 え られ る．H2ase の 構造

解析が進 み つ つ あ る状 況 に あ り，H2ase の 立体構 造 と作

用機構 に つ い て 詳 細 な解明 が 進 め ば，高 感 度 ・
高効率 な

バ イ オ 分 子 デ バ イ ス の 設 計が 可 能 と な る，水素分子 の 酸

化，得 られ た電 子 の 電極 へ の 伝達な ど の プ ロ セ ス を 高効

率 で 進行 させ る に は，H2ase の 電 子 授 受 部位 の 特 定 や，

H2aseを含む 電 子供 与分子 ，受容分 子 の 電 子授受部位 を

正 確 に 配向 し，3 次 元 的 に組織化す る 分 子 ハ ン ドリ ン グ

技 術 の 開 発 が 必 須 とな る．本 研 究 で は ，熱 安 定 性 H2asc

と 人 工 材料 の 光増感剤を ガ ラ ス 電極基盤 上 に 積層
・
固定

化 し，水素 発 生 反 応 を行 うこ とが 可 能 と な っ た．今後，

光 合成微 生 物 由 来 の 光 合 成 系 と H2ase の カ ッ プ リ ン グ に

よ る 光水素 発 生反応 が観察され れ ば，水素発 生 用 バ イ オ

分 Fデ バ イ ス の 開発 が 可能 と な り，生体分子 と人 工 材料

を複合化 した ナ ノテ ク ノ ロ ジーの
．一
分野 と して 新規分野

の 開拓 が 可 能 に な る と思わ れ る．ま た，当該デバ イ ス 技

術 は，水素セ ン サ ーデ バ イ ス と して 応用可能 で あ り，す

で に さ ま ざま な 混 合 ガ ス 中 よ り水 素 を 検出 し て 応答電流

を 発 生 させ る 高選 択性 の セ ン サー
デバ イ ス の 開発に成功

して い る．4）バ イ オ 分 ∫デ バ イ ス の 開発 は ，低価格 再生

可 能 ，省 ス ペ ース ，環 境 調 和 な ど の 諸条件 を 満 足 させ る

技術開発 と な る．ま た，分子操作技術 の 向 E によ り，任

意の 生体触媒を基板上 に お い て 3 次 元 的なデ ザ イ ン を自

由 に 行 う こ と も 可 能 に な る と思 わ れ る．
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