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Increase of butanol production of Clostridium acetobutylicum by 
combination of electrochemical cultivation and butanol extraction method.
○Hirano Shin-ichi, Matsumoto Norio, Ohmura Naoya
(CRIEPI)

【背景・目的】我々のグループでは電極反応によって代謝における電子の流れ
を人為的に変化させ、代謝を制御する「電気培養法」の開発を進めている。こ
れまでに、Clostridium acetobutylicumのブタノール発酵に対して電気培養法
を適用し、電極から電子を供給することで、ブタノール生産量が約 3倍向上さ
れる現象を見出している。一方、C. acetobutylicumの代謝は産物であるブタ
ノールによって阻害を受けるため生産性の向上に限界があることが課題となっ
ている。そこで、本研究では培養液中のブタノールを有機溶媒によって抽出す
る二相式培養法と電気培養法を組み合わせることによって、さらなるブタノー
ル生産性の向上を目的とした。
【方法・結果】オレイルアルコールを抽出溶媒として選定し、二相式電気培養
槽を試作した。この培養槽に基質としてグルコースを 100g/L含む TYA培地
を加え、作用極に -0.7V (vs Ag/AgCl) を印加することで電極から電子を供給
しな がら C. acetobutylicumの電気培養を実施した。植菌源としては定常期に
達した高密度菌体を用いた。経時的にグルコース、ブタノールを含む代謝産物
の測定を行い、ブタノール抽出および電気培養の効果を評価した結果、オレイ
ルアルコールを添加した二相式培養法の採用により、グルコース消費の大きな
促進が見られ、その消費速度は最大で 1.7倍となった。また、通常の培養法と
比べ、オレイルアルコールの添加によりブタノール生産量は約 2倍、通電によっ
てさらに 2.5倍向上した。以上、電気培養による代謝制御とブタノール抽出の
相乗効果により顕著にブタノール生産の向上に成功した。
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電気化学培養は、細胞外電子移動（電極から細胞への電子注入、あるいは細胞
から電極へ電子排出）を電気化学的に制御し、微生物代謝の促進や制御を図る
培養法である。電気化学培養において、電極電位は微生物体内の酸化還元雰囲
気に多大な影響を与える因子であり、実際に細胞内代謝が電極電位により制御
できることがこれまでに見出されている。本研究では、この知見をバイオプラ
スチック原料となるポリヒドロキシ酪酸 (PHB)の生産性の向上に応用するこ
とを目指し、代表的な PHB生産菌である Ralstonia eutrophaの電気化学培養
を検討した。具体的には、PHB生産時における細胞内の redox imbalanceを
細胞外電子移動により解消し、これによる PHB生産性の向上を試みた。実験
においては、三電極電気化学系を使用し、作用極側の培養槽に生体親和型電子
メディエーター PMF (1) (酸化還元電位： +0.5 V)と Ralstoniaを添加し培養
した。作用極の電極電位は、+0.6 Vまたは開放電位 (~ +0.3 V)とした。その
結果、+0.6 V印加時は、開放電位の時に比べ、PHB生産性が 60%増加した。
また、PHB生産と細胞外電子移動に基づく電流が同期することが確認された。
これは、PMFが細胞内の余剰の NADHから間接的に電子を受け取り、電極
へと伝達したと考えられ、これにより PHB生産量が向上したと考えられる。
(1) Nishio et al., ChemPhysChem, 2013, in-press
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水素発酵法はバイオ水素生産の有効な手法であり、Clostridium属はグルコー
スなどの糖類から高収率で水素を生産することが知られている。しかし水素
発酵法の実用化にはシステムへの雑菌の混入が問題とされており、特に乳酸
菌は水素発酵能の停止を招くことが報告されている。このため、基質や植種
の熱処理が水素発酵法の安定化技術として用いられているが、熱処理による
エネルギー投入は水素発酵で得られる水素の燃料としての価値を低下させる
主因である。我々はこの改善手段として、乳酸を原料として水素発酵可能な
Megasphaera elsdeniiを利用した簡便で安定した水素発酵システムモデルを提
案した。本報では、乳酸菌の共存下におけるM. elsdeniiの水素生産能につい
て評価した結果を報告する。
乳酸菌共存下におけるM. elsdeniiもしくは Clostridium butyricumの水素発酵
能を回分実験により評価した。乳酸菌と水素発酵菌を同時に接種した混合培養
実験では、C. butyricumの水素発酵能は著しく低下したのに対し、M. elsdenii
は安定した水素発酵能を示すことが確認された。また、乳酸菌の培養物に水素
発酵菌を添加した場合においても、M. elsdeniiの水素発酵能は C. butyricum
に比べて高い値を示し、最大で 1.46 mol-H2/mol-hexoseの収率で水素を得る
ことができた。このように、M. elsdeniiは乳酸菌の存在下や乳酸発酵物から
安定して水素を生産可能であることから、維持管理の容易な新たな水素発酵シ
ステムに繋がる可能性が考えられた。
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水素酸化細菌の特徴である高活性の水素酸化系と炭酸固定系は、環境技術開
発への利用が考えられる重要な機能である。Hydrogenophilus thermoluteolus 
TH-1株は生育至適温度が 50℃付近にある好熱性菌であり、独立栄養条件下で
の倍加時間は約 60分と速い増殖速度を有する。本研究では、本菌を有用物質
生産へ利用するための基盤情報として、各種条件下（独立栄養・従属栄養・混
合栄養）での増殖と独立栄養代謝活性について解析することを試みた。独立栄
養条件では完全無機培地（気相／ H2:O2:CO2 = 75:15:10）、従属栄養条件では
数種類の複合培地と上記無機培地に有機物を添加した合成培地を使用した。水
素酸化系は細胞膜に存在し ATP生成に関与する膜結合型ヒドロゲナーゼと可
溶性の NAD還元型ヒドロゲナーゼについて、それぞれ水素に依存したベンジ
ルビオローゲンおよび NADの還元を指標として活性を測定した。炭酸固定系
活性は、カルビン回路初期反応酵素であるリブロース-1,5-二リン酸カルボキ
シラーゼ、3-ホスホグリセリン酸キナーゼ、グリセルアルデヒド-3-リン酸デ
ヒドロゲナーゼの共役による炭酸ガスに依存したNADH酸化活性を測定した。
ヒドロゲナーゼ活性は従属栄養条件でも高レベルで発現している場合が見ら
れ、合成培地でその傾向が顕著であった。一方、従属栄養条件での炭酸固定系
活性は低いレベルに抑えられていたが、混合栄養条件で高くなる場合が見られ
た。
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