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硝酸呼吸を利用した大腸菌の電気培養
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微生物を用いたバイオプロセスの効率化のためには微生物の生育および活性を制御する手法が必

要である.微生物の生育は呼吸などのエネルギー獲得過程における電干供与体から電干受容体への電

子の流れによって支えられている。よって、電気的に電子供与体もし〈は電子受容体を再生し、電子

の流れをサポートすることにより生育促進が可能と考えられる.本研究では微生物を利用した物質生

産およびエネルギー回収への電気培養適用の可能性を示すため、様々な物質生産のプラットフォーム

となっている大腸菌の硝酸呼吸に着目 L電気培養を行った結果、特定の電位条件下で太腸薗の生育を

促進し、モデル物質の生産を向上させることができた.さらに、本培養法では有機物の持つエネルギ

ーの一部を電極反応を介して水素として回収することが可能であった.以上、電気を用いることで物

質生産促進とヱネルギ一回収を岡崎に行う革新的微生物培養法の可能性を見出すことができた。

1 はじめに

物質生産や廃棄物処理といった微生物反応が関与す

るパイオプロセスの効率化のためには微生物の生育を

制御、促進する手法が必要である。微生物の生育は呼

吸などのエネルギー獲得過程における電子供与体から

電子受容体への電子伝違反応、すなわち電子の流れに

支えられている。そこで、我々のグループでは電子供

与体もしくは電子受容体を電気化学的に酸化/還元し

電子の流れをコントロールすることで、微生物の生育

を促進する「電気培養法Iの開発に取り組んでいる。

これまでに、電気培養法を用いて培養が困難である鉄

酸化細菌や環境静化に関わる微生物の培養および遷択

的集積に成功している[1， 2]。本研究では電気培養法を

物質生産などのパイオプロセスに適用することを目指

し、物質生産に汎用されている大腸菌を対象とした電

気培養を試みることで、電気を用いた物質生産プロセ

スの基盤となる新規微生物培養法の提案を目的とした。

微生物反応を利用した物質生産において嫌気条件下で

のプロセスは通気コストの削減、酸素非存在下のみ進

行する反応の存在などの利点を有するが、嫌気呼吸反

応の効率の悪さに起因した生育の問題などがある。そ

こで、我々は嫌気呼吸様式の一つである大腸菌の硝酸

呼吸に着目し、硝酸還元により生じた亜硝酸を電気的

に酸化、電子受容体である硝酸を再生することによっ

て大腸菌の生育促進およびそれに基づいた嫌気条件下

での物質生産性の向上を試みた。さらに、本研究では

呼吸反応において通常捨てられている有機物の持つエ

ネルギーの一部を電極反応により水素として回収する

ことを試みた(図 1)。
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図1.硝酸呼吸を利用した電気培養のコンセプト

2_ 実験手法【電気培養法】

大腸菌 (JM109株)の電気培養には図 2に示す培養

システムを用いた。市販の培養瓶に陽イオン交換膜で

作成した袋を取り付け、袋の外部を大腸菌の培養を行

う培養槽、袋内部を対極槽とした。両槽に電極として

炭素板を、培養槽には参照電極 (Ag/AgCO を挿入し、

これら電極を電位制御装置に接続することで、定電位

電解を行いながら大腸菌の培養が可能な電気培養シス

テムを構築した.気相部分を窒素で置換し、嫌気条件

下で大腸菌の電気培養を行い、生育の評価を行うと共

に、発生したガスを培養瓶に設置したアルミパックに

より回収し、定量・分析を行った。

作用極
対極

[対極槽]

図2.大腸菌電気培養に使用した電気培養システム

3_ 結果と考察

(1)電気培養による大腸菌の生育促進

最終薗体密度は非通電時の約 2.6倍に達した。さらに、

培養終了時におけるー細胞あたりの s-galac旬sidase

活性は非通電時と比べて約 4.2倍に増加した。以上、

電気培養の適用によりモデノレ組換え大腸菌の酵素生産

を向上できることが示された。よって、有用物質生産

能を有する組換え大腸菌による生産プロセスを電気培

養法を用いて効率化できる可能性が示唆された。

(3)電極反応を介したエネルギ一回収

+LOVの電位を印加し、大腸菌の電気培養を実施し

たところ、増殖期間において対極から顕著なガス発生

が確認され、組成としてはほぼ水素であった。この水

素発生は非通電時および大腸菌の培養を行わない際に

は見られないため、大腸菌が有機物から取り込み、呼

吸反応を経由し硝酸に捨てられた電子を作用極で回収

し、対極上でH+を還元することで起こったと考えられ

る。水素生産に絞って考えた場合、本法は水の電気分

解より投入電気エネルギーが小さく、一般的な水蒸気

回収法と異なりほぼ純粋な水素が有機物の含有するエ

ネルギーをもとに得られるという利点を有している。

以上の結果より、電気を用いることで大腸菌の生育

および物質生産を促進し、同時に有機物からのエネル

ギー回収を行う草新的微生物培養法を提案する [3]。

培養液中の亜硝酸を電極反応により酸化するために 4_ 今後の展望

必要な電位を本システムにおいて検討したところ、

+0.9V~+L2V(v. Ag/AgCOの電位を印加することで、

すみやかに亜硝酸は酸化され硝酸を再生可能であるこ

とが明らかとなった。そこで、一定の電位

い'U.9V-+L2V)を印加しながら大腸菌JMI09株の培

養を行った。その結果、大腸菌の硝酸呼吸により蓄積

した亜硝酸の硝酸への酸化反応を反映した電流の増加

大腸菌の電気培養条件の最適化および化成品、ポリ

マー原料、パイオ燃料などの有用物質生産に関連する

遺伝子を大腸菌に導入し嫌気条件下における物質生産

プロセスへの展開を図る.また、電極、培養槽の構造、

対極槽溶液などの条件変更によって、水素変換効率を

向上し、より多くのエネルギーを回収可能とすること

に伴って、大腸菌の対数増殖期が非通電時と比べ延長 を目指している。なお、電気培養技術を実施するため

され、最終到達菌体密度が増加した。さらに、詳細な の電気培養システムは、タイテック(株)から販売さ

検討により大腸菌の生育促進には+LOVが最適であ れている (2009 年 5 月~)。

ることが明らかとなり、この通電条件において電気培

養をおこなった結果、最終菌体密度は最大で約 3.6倍 参考文献

まで増加した。

(2)電気培養による物質生産性の向上

大腸薗を用いた物質生産に対する電気培養の効果を

評価するために、モデルとして一般的なプラスミド

(PUC18)を導入した大腸菌の電気培養を行い、物質生

産の指標としてHガラクトシダーゼ活性の測定を行っ

たo +LOVの電位を印加しながら電気培養を行った結

果、野生株と同様に組換え大腸菌の増殖は促進され、
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