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第 1 章 緒言 

 

1-1. 序 

 産業革命以来、世界のエネルギー消費量は年々増加の一途をたどっている。国際エネ

ルギー機関 (IEA) によれば、2040 年の世界のエネルギー消費量は、新興国のエネルギ

ー需要拡大を受けて、2012 年に比べ約 1.5 倍へ増加すると予測している 1)。これら新興

国は、近年大きな経済成長を遂げており、今後はますますその成長が加速するとともに、

石油や石炭、天然ガスなどの化石燃料の消費量の増加が予測され、エネルギーコストや

地球温暖化問題等への大きな影響が懸念される。したがって、化石燃料に変わる代替エ

ネルギー技術の開発は、経済性および環境への適合の観点から、急務であるといえる。 

 水素は、化石燃料に代わるエネルギー源としてその利用技術開発が精力的に勧められ

ている。中でも、燃料電池技術は、省エネルギー、環境負荷低減の両面で特に注目を集

めている。燃料電池は、燃料である水素と空気中の酸素の電気化学反応から電気エネル

ギーを直接取り出すため発電効率が高い。また、利用段階では二酸化炭素を排出しない

ことから、水素の製造時に二酸化炭素回収、貯留技術（Carbon dioxide capture and storage, 

CCS）を組み合わせる、もしくは再生可能エネルギーから水素を製造するといった水素

の製造方法次第では、大気中への二酸化炭素排出量を大幅に削減することが可能である。

種々ある燃料電池の内、固体高分子形燃料電池は、作動温度が低く、小型化が容易であ

ることから、民生用および携帯用の発電装置としての開発が進められている。 

 しかし、現在の固体高分子形の水素—酸素燃料電池において、電極触媒には高価かつ

枯渇性の白金が用いられており、本技術の一般化には代替触媒の開発が必要不可欠であ

る。自然界では、水素酸化酵素 (ヒドロゲナーゼ) が常温常圧の温和な条件で水素から

電子を取り出しており、触媒としての性能は白金を上回ると考えられている (図 1-1)。 

 ヒドロゲナーゼは、電子伝達物質の存在下で水素の酸化および生成反応を触媒する酵

素である (式 1-1) 2)。 
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    (式 1-1)  

ここで E は特異的な外部電子伝達物質である。 

  

 ヒドロゲナーゼは、数多くの微生物においてタンパク質および遺伝子の研究が進めら

れており、活性中心部位の金属原子によって (1) [NiFe]ヒドロゲナーゼ、(2) [FeFe]ヒド

ロゲナーゼ、 (3) [Fe]ヒドロゲナーゼの３つに分類されている 3)。このうち、[Fe]ヒドロ

ゲナーゼは、メタン古細菌にのみ存在が確認されており 4)、既報の多くは[NiFe]ヒドロ

ゲナーゼおよび[FeFe]ヒドロゲナーゼに集中している。なかでも、[NiFe]ヒドロゲナー

ゼは、水素生成反応に比べて水素酸化反応を効率よく触媒する傾向にあり、水素利用技

術への応用が特に期待されている 5)。実際、[NiFe]ヒドロゲナーゼの燃料電池用のアノ

ード極への応用を目的とした研究がいくつか報告されており、ヒドロゲナーゼの触媒性

能の高さを実証している。一方で、今日までに報告されてきたヒドロゲナーゼ燃料電池

では、セルの構築に電解質溶液を必要としており、白金触媒を搭載した燃料電池に比べ

て出力密度が著しく低いため、出力の向上が課題となっている (図 1-1)。 

 本論文における研究対象である Citrobacter sp. strain S-77 由来の新規膜結合型ヒドロ

ゲナーゼも[NiFe]ヒドロゲナーゼであるので、以降では[NiFe]ヒドロゲナーゼに関する

知見と、その実用触媒としての応用へ向けた研究の現状について概要を述べる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

H2 + Eoxidized 2H+ + Ereduced
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図 1-1. 燃料電池の現状と開発要求.
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1-2. [NiFe]ヒドロゲナーゼ 

 [NiFe]ヒドロゲナーゼ は、活性中心にNiとFeの二核構造を有しており (図1-2a)、 (式 

1-1) の順方向、つまり水素の酸化反応への触媒能に優れる酵素である。立体構造に関

しては、Fontecilla-Camps らによって 1995 年に Desulfovibrio gigas 由来[NiFe]ヒドロゲナ

ーゼの結晶構造 (図 1-2b) が報告されて以来 6)、同じ硫酸還元菌の D. vulgaris や D. 

fructosivorans の他 7)、超高熱始原菌 Thermococcus kodakaraensis から結晶化がなされ 8)、

立体構造が推定されている。これらは、全体的な構造にほとんど差がなく、いずれも大、

小 2 つのサブユニットから構成される heterodimer 構造をとっている。2 つのサブユニッ

トは、サブユニット界面のアミノ酸残基による疎水性相互作用で安定化されている。大

サブユニットには、Ni と Fe が配位した活性中心があり、小サブユニットには電子伝達

を担う Fe-S クラスターが存在している。小サブユニットには Fe-S クラスターが合計 3

個、直線上に配置されており、Ni-Fe 活性中心側から、[4Fe-4S]クラスター (proximal)、

[3Fe-4S]クラスター (medial)、[4Fe-4S]クラスター (distal) の順で約 10-12 Å の間隔で並

んでいる。これらのヒドロゲナーゼは、結晶学的な解析の他、分光学的、生化学的およ

び電気化学的に もよく研究されてきており、微量の酸素によって失活し不活性化され

てしまうという欠点を有していた 9)。これは、今日までヒドロゲナーゼの実用触媒とし

ての応用を妨げる 大の障壁となってきた。 

 しかし、近年、好気性水素酸化細菌から大気中程度の酸素濃度でも失活しない酸素耐

性を持つヒドロゲナーゼが見出されるようになった 10)。さらに 近では、

Hydrogenovibrio marinus や Ralstonia eutropha 由来の酸素耐性[NiFe]ヒドロゲナーゼの結

晶構造解析が成され、proximal の Fe-S クラスターが酸素感受性のヒドロゲナーゼとは

異なる特徴的な構造を有していることなどが明らかにされた (図 1-2c)11)。これら好気性

水素酸化細菌由来のヒドロゲナーゼに関する研究に続き、Escherichia coli や salmonella 

enterica のような通性嫌気性の腸内細菌にも同様の酸素耐性ヒドロゲナーゼの存在が確

認されるなど、生物学的、工業的な分野を始めとする数多くの分野で注目を集めている

12)。 

 一方で、ヒドロゲナーゼの水素酸化触媒能に着目すると、酸素感受性の[NiFe]ヒドロ
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ゲナーゼが 30°C において 2240 s-1の触媒回転頻度を誇るのに対して 13)、酸素耐性[NiFe]

ヒドロゲナーゼは 8-340 s-1程度と大きく劣っている 10c, 14)。実用触媒としての応用を考

える上では、酸素への耐性と水素酸化触媒能を両立するハイブリッド型酵素の探索が必

要不可欠である (表 1-1)。 
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図 1-2. [NiFe]ヒドロゲナーゼの構造 (a) 活性中心の構造. (b) D. gigas 由来[NiFe]ヒドロゲナー

ゼの結晶構造 (PDB entry: 2FRV). (c) H. marinus 由来酸素耐性[NiFe]ヒドロゲナーゼの結晶構造 

(PDB entry: 3AYZ). 

 

 

表 1-1 酸素感受性、酸素耐性およびハイブリッド型[NiFe]ヒドロゲナーゼの特徴  

  酸素感受性ヒドロゲナーゼ ハイブリッド型 酸素耐性ヒドロゲナーゼ 

長所 高活性 
高酸素耐性    

高活性 
高酸素耐性 

短所 酸素存在下で不活性化   低活性 

 

 

Ni 

Fe 

4Fe-3S

(a) (b) 

(c) 



7 

1-3. [NiFe]ヒドロゲナーゼの水素利用技術への応用 

 [NiFe]ヒドロゲナーゼは、その水素酸化触媒効率の高さから、水素利用技術への応用

が期待されている。代表的な水素利用技術の一つが水素—酸素燃料電池である。燃料電

池は、電力を得るための酸化剤および還元剤が電池内に存在する一次電池や二次電池と

は異なり、電池外部から反応物を供給し、生成物を外部に排出する。反応物を供給し続

ける限り、原理的には永久に発電を続けることが可能で、発電容量や容積発電効率の大

きさなどが他の電池に比べて優れている。1839 年に Grove 卿により燃料電池の発電実

験が公開されて以来、燃料極および対極触媒や電解質の研究開発が続けられてきた。今

日では、使われる電解質の種類により、固体高分子形燃料電池(Polymer Electrolyte Fuel 

Cell, PEFC)、アルカリ型燃料電池(Alkaline Fuel Cell, AFC)、リン酸形燃料電池(Phosphoric 

Acid Fuel Cell, PAFC)、溶融炭酸塩形燃料電池(Molten Carbonate Fuel Cell, MCFC)、固体

酸化物形燃料電池(Solid Oxide Fuel Cell, SOFC)に分類される (表 1-2) 15)。 

 このうち、PEFC や AFC は作動温度が低く、そのシステムが酵素や機能性タンパク質

を電極触媒として利用するバイオ燃料電池への応用に適していると考えられる。実際、

今日までにグルコースやフラクトースを燃料とし、それらの酸化触媒能を有する酵素を

電極触媒に利用した燃料電池が、PEFC と同様にプロトン交換膜をアノード—カソード間

のセパレータに用いるシステムで構築が試みられてきた 16)。 

 一方で、水素を燃料とする燃料電池においては、Armstrong らが[NiFe]ヒドロゲナー

ゼを電極触媒に用いて水素酸化電流の観測に成功している 17)。近年では、前述の水素酸

化細菌や腸内細菌由来の酸素耐性[NiFe]ヒドロゲナーゼを用いて、セパレータのないオ

ープン燃料電池を構築し、3%の水素を含む空気中で起電力を得ることに成功している

18)。 

 しかし、これらの[NiFe]ヒドロゲナーゼを利用した燃料電池用アノード極において観

測される触媒電流密度は数 μA cm-2と極めて低く、電池に応用した際にも、従来の白金

を電極触媒とする PEFC に比べ大きく劣る性能にとどまっていた。つまり、生物化学的

に観測される酵素の触媒効率と、電気化学反応において得られる触媒電流密度との間に

大きな隔たりが生じてしまっているのが、酵素燃料電池の現状である。実用を見据えた

酵素燃料電池の実現には、酵素を電極触媒に用いて白金と同等以上の触媒電流密度を実

証することが重要な課題といえる。 
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表 1-2 燃料電池の分類と特徴 

  PEFC AFC PAFC MCFC SOFC 

作動温度 室温〜100°C 室温〜230°C 180〜200°C 630〜670°C 〜1000°C 

電解質 
陽イオン 

交換膜 
KOH 水溶液 濃 H3PO4 

Li2CO3-K2CO3 

溶融塩 

ZrO2-Y2O3 

(YSZ) 

導電イオン H+ OH- H+ CO3
2- O2- 

触媒 貴金属 (Pt)  Pt (黒 or 担持) 貴金属 (Pt)  - - 

燃料 純水素 純水素 改質水素 改質水素 改質水素 

酸化剤 O2, 空気 O2, 空気 空気 空気+CO2 空気 

用途 小型、携帯用 宇宙, 軍事用 自家用発電 大規模発電 大規模発電

 

 

1-4. 本論文の構成 

 これまで述べてきたように、[NiFe]ヒドロゲナーゼの実用触媒への応用を考える上で、

酸素に安定で、かつ優秀な水素酸化触媒能を有する酵素が求められる。また、そのよう

な酵素を用いて、[NiFe]ヒドロゲナーゼの触媒能を実証することは、水素利用技術の発

展に大きな貢献を果たすと考えられる。本論文では、上述の要求を達成するため、自然

界より新規の[NiFe]ヒドロゲナーゼを探索と、燃料電池用電極触媒としての性能の実証

を目的とする (図 1-3)。 

 第 2 章では、新規細菌 Citrobacter sp. S-77 を単離し、本菌由来のヒドロゲナーゼを精

製し、その酸素耐性と水素酸化触媒能を評価した。 

 第 3 章では、Citorobacter sp. S-77 由来の[NiFe]ヒドロゲナーゼをアノード極触媒に用

いて固体高分子形燃料電池を構築し、電極特性の解析と電池としての性能を実証した。  

 第 4 章では、本論文で得られた知見を総括し、その意義を述べるとともに今後の展望

について考察した。 
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図 1-3. 本論文の構成. 
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第 2 章 Citrobacter sp. strain S-77 由来[NiFe]ヒドロゲナーゼの精製

と特性評価 

 

概要 

 ヒドロゲナーゼは、高い触媒能から水素利用技術への応用が期待されている。しかし、

多くのヒドロゲナーゼにおいて、酸素に対する不安定さが研究展開の障害となってきた。

本研究では、新規に単離した細菌 S-77 株より、酸素に安定な膜結合型ヒドロゲナーゼ 

(membrane-bound hydrogenase、MBH) を精製した。16S rRNA 系統解析の結果 S-77 株は

Citrobacter に属するものであった。S-77 株の細胞膜を用いた in vitro 実験では、ヒドロ

ゲナーゼの生体内電子受容体としてシトクロム b が機能していることが示唆された。精

製された MBH ([NiFe]S77) は大小２つのサブユニットからなるヘテロ二量体を形成して

おり、両サブユニットの分子量はそれぞれ 58.5 および 38.5 kDa であった。本酵素の、

水素酸化比活性は 661 U mg-1で、水素発生比活性 18.7 U mg-1の 35 倍の値を示した。と

りわけ、[NiFe]S77は酸素に対して特筆すべき安定性を示し、4°C、空気下において 30 時

間経過後も、初期活性の 95%を維持した。以上の結果は、好気雰囲気下での Citrobacter 

sp. S-77 の水素代謝経路おいて、酸素に安定な[NiFe]S77が重要な役割を担っていること

を示唆するものである。本研究の成果は、Citrobacter 属の細菌より酸素に安定な MBH

の精製および生化学的な特性評価を行った初の例である。 

 

 

 

 

 

Eguchi, S.; Yoon, K. –S.; Ogo, S. 

J. Biosci. Bioeng. 2012, 114, 479–484. 
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2-1. 序 

 ヒドロゲナーゼは、水素の分解と生成を触媒する酵素であり、数多くの微生物から精

製および特性評価がなされてきた 1)。Fontecilla-Camps らが初めて[NiFe]ヒドロゲナーゼ

の結晶構造を報告して以来 2)、ヒドロゲナーゼとそれを模倣した合成触媒は生物学的お

よび科学技術的な応用の各分野で注目されてきた。事実、ヒドロゲナーゼとそのモデル

化合物の広大な研究努力は、これらの水素利用技術への応用の可能性を実証している 3)。

上述の高い期待にも関わらず、実用的な観点からは、酸素による酵素の不活化が 大の

問題とされている。ほとんどの[NiFe]ヒドロゲナーゼは、酸素に極めて鋭敏で、空気に

よって酸化されることで触媒活性を失ってしまう 1a, 4)。しかし、水素酸化細菌より精製

された、いくつかの[NiFe]ヒドロゲナーゼは、並外れた高い酸素耐性を有しており、酸

素が高濃度で存在する環境においても触媒活性を示す 5)。一方で近年、Escherichia coli

由来の Hydrogenase 1 (Hyd-1) および Salmonella enterica 由来の Hyd-5 もまた酸素耐性ヒ

ドロゲナーゼの一群に属することが報告された 6)。 

 本研究では、自然環境より優れたヒドロゲナーゼを探索するため、酸素への安定性と

高触媒活性を両立する強固なヒドロゲナーゼを有する新規細菌を単離した。本論文では、

新規細菌 Citrobacter sp. S-77 の単離および、Citrobacter 属由来としては初となる酸素に

安定な MBH の精製と特性評価について報告する。精製した MBH ([NiFe]S77) は著しい

水素酸化活性と対酸素安定性を示し、水素生成よりも水素酸化に適していた。Citrobacter

属細菌は生物学的な有機化合物の発酵による水素生成が特に注目されている 7)。しかし、

ヒドロゲナーゼの生成と特性評価の成功例は未だ報告されていない。本研究において生

物化学的な特性評価を通じて得た成果は、酸素に安定な[NiFe]S77が、将来的な水素利用

技術における効率的な水素活性化触媒として数多くの利点を有していることを示唆す

るものである。 
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2-2. 実験 

2-2-1. 試薬および測定機器 

 水素 (99.9999%) は、岩谷産業株式会社より購入した。Hydroxyapatite は、バイオ・

ラッド ラボラトリーズ株式会社より購入した。HiTrap Q HP、Superdex 200 および DEAE 

Sepharose FF は、GE ヘルスケア株式会社より購入した。Amicon Ultra-15 (30 000 NMWL) 

は、メルクミリポアより購入した。3-(N-morphorino)propanesulfonic acid (MOPS) は、株

式会社同仁化学研究所より購入した。polyoxyethylene (10) octylphenyl ether (Triton X-100) 

および dithiothreitol は、和光純薬工業株式会社より購入した。LMW Calibration Kit For 

SDS Electrophoresis は、GE ヘルスケア株式会社より購入し、sodium dodecyl sulfate 

polyacrylamide ゲル電気泳動 (SDS-PAGE) のマーカータンパクとして用いた。紫外可視 

(UV-vis) 吸収スペクトルは、日本分光株式会社製 紫外可視近赤外分光光度計 V-670 (光

路長 1.0 cm) を用いて記録した。細胞破砕には、株式会社トミー精工製超音波破砕機

UD-200 を用いた。遠心分離は、ベックマン・コールター社製 Optima L-90K 超遠心分

離装置を用いて行った。カラムクロマトグラフィーには、GE ヘルスケア株式会社製

AKTA-FPLC システムを用いた。酵素の可溶化および精製において、嫌気雰囲気下での

作業は、Coy 社製ビニル嫌気チャンバーを用いて行った。 

 

2-2-2. 細菌の単離および培養条件 

 S-77 株は、熊本県阿蘇くじゅう国立公園内の中温泉（21°C）から単離し、30°C で好

気培養した。増菌および単離は、改良 Bacto marine broth 培地: 1L あたり yeast extract (3.0 

g)、NaCl (30.0 g)、MgSO4·7H2O (0.5 g)、(NH4)2SO4 (3.0 g)、K2HPO4 (2.0 g)、KH2PO4 (1.0 g)、

Na2S2O3·5H2O (2.0 g)、NiCl2·7H2O (48 μg)、FeSO4·7H2O (3.0 mg)、CaCl2 (1.2 mg)を用いて

行った。pH は、1.0 M NaOH 水溶液を用いて 7.0 に調整した。液体培養は、200 mL フラ

スコへ培地を 30 mL 分注し、往復式しんとう培養機にて 30°C で行った。複数回の増菌

培養の後、培養液を希釈し寒天プレート上に塗布した。コロニーの形成を確認した後、

滅菌済みの triphenyltetrazolium chloride 溶液を噴霧し、プレートをデシケータへ移動し

た。デシケータを水素置換し、30°C で静置した。赤色に染まったコロニーのみを選別
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し、液体培地へ植菌した。菌株の純度を確保するため、水素酸化活性を有するコロニー

に対してプレート培養と液体培養を 3 回繰り返した。 も高い水素酸化活性を有するコ

ロニーを選別し、S-77 株と命名した。 適な培養条件検討のため、NaCl 耐性、至適生

育温度、至適生育 pH を決定した。生育速度の測定は、2 時間毎にサンプルを採取し、

540 nm の吸光度測定により行った。大量培養は、10 L ジャーファーメンター model 

MBF-1000ME (東京理科器械株式会社)を用いて、培地 7 L: 1L あたり yeast extract (3.0 g)、

peptone (3.0 g)、MgSO4·7H2O (0.5 g)、(NH4)2SO4 (3.0 g)、KH2PO4 (1.0 g)、Na2S2O3·5H2O (2.0 

g)、Ammonium Fe(III) citrate (0.2 g)、CaCl2 (0.1 g)、NiCl2·7H2O (48 μg)、FeSO4·7H2O (3.0 mg)

を 350 rpm で撹拌し、 毎分 1.0 L で窒素を供給しながら 30°C で行った。定常期細胞は、

4°C、10,000 × g で 20 分間遠心分離することで収集した。なお、本菌は偏性嫌気条件で

なくとも生育可能で、特に本論文で扱うヒドロゲナーゼの精製に関しては、窒素を供給

せずに、密閉容器中で行う微好気条件での培養により得られた菌体を用いても同様の結

果が得られる。 

 

2-2-3. 16S rRNA 系統解析 

 ゲノム DNA は、定常期細胞より InstaGene kit (バイオ・ラッド ラボラトリーズ株式

会社) を用いて抽出した。PCR では、PrimeSTAR HS DNA polymerase (タカラバイオ株

式会社) を用いて、96°C で 10 秒間変性の後、50°C で 5 秒間のアニーリングによりプラ

イマーを結合、60℃で 4 分間プライマーの伸長を 1 サイクルとし、25 サイクル繰り返

した。16S rRNA 遺伝子は、ABI Prism 3130 Genetic Analyzer (アプライドバイオシステム

ズ) により配列決定した。実験行程は、メーカーの説明に従い行った。S-77 株の 16S 

rRNA 遺伝子の完全配列 (1467 bp) は、DDBJ/EMBL/GenBank データベースにアクセッ

ション番号 AB668058 で登録した。CLUSTAL_X プログラム 8) は、16S rRNA 遺伝子配

列のアラインメントに用いた。系統樹は、Molecular Evolutionary Genetics Analysis 

(MEGA) version 5.29)を用いて、neigbor-joining 法 10)および maximum-likelihood 法 11)によ

って作成した。分岐順は、bootstrap 分析の 1000 回試行結果を元に判断した。 
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2-2-4. ゲノム解析 

 Citrobacter sp. S-77 のゲノム解析はインフォバイオ株式会社への委託分析で行った。

菌体からゲノム DNA を抽出・断片化し、Roche 社 Genome Sequencer FLX を用いて配列

の読み込みを行った。さらに得られた配列を用いて de novo アセンブルを行い、scaffold

配列を作成した。 

 

2-2-5. 膜画分の調製およびヒドロゲナーゼの可溶化 

 採取湿細胞（25.0 g）を、20 mM 3-(N-morpholino)propanesulfonic acid (MOPS) 緩衝液 

(pH 7.0) に懸濁し、超音波破砕機 UD-200 を用いて、60 W、5 分間、4 サイクル超音波

処理することで破砕した。得られた抽出液を 3000 ×g で 20 分間遠心分離し、細胞残屑

を除いた後、Optima L-90 を用いて、150 000 ×g で 1 時間超遠心分離した。沈殿したペ

レットを 1 M NaCl を含む緩衝液で一度洗浄し、細胞膜に付着した細胞質由来の混入物

を排除した。洗浄後の膜画分を 0.2 M NaCl、1 mM dithiothreitol (DTT)、 20 mM MOPS

緩衝液 (pH 7.0) にタンパク濃度が 4.0 mg mL-1になるように懸濁し、非イオン性界面活

性剤の 1.0% Triton X-100 を用いて可溶化した。界面活性剤を加えた直後に、膜画分懸濁

液を 100% Ar 雰囲気下にて 4°C で 3 時間ゆっくりと撹拌した。抽出液を 150 000 ×g で 1

時間超遠心分離した。上澄をヒドロゲナーゼの精製に用いた。 

 

2-2-6. 水素による細胞膜中シトクロムの還元 

 [NiFe]S77のレドックスパートナーを明らかにするため、単離細胞膜画分を用いて、水

素により還元された状態と空気酸化された状態の差スペクトルを測定した。好気的に調

製した膜画分 (1.5 mg mL-1) を、0.1% Triton X-100 を含む 20 mM MOPS 緩衝液 (pH 7.0) 

に懸濁し、350 nm から 600 nm 間の吸収スペクトルを測定した。試料の入ったキュベッ

トを厳封し、水素で 5 分間置換して溶存酸素を取り除いた。嫌気状態の水素飽和試料溶

液を 25°C で 30 分間静置し、吸光度の変化を測定した。 
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2-2-7. [NiFe]S77の精製 

 全ての精製工程は Coy anaerobic chamber を用いて、室温、嫌気雰囲気 (98% 窒素、

2% 水素) で行った。全ての緩衝液は、繰り返し脱気とアルゴン置換を行い、嫌気チャ

ンバー内に保管した。タンパク精製は、AKTA-FPLC system を用いて行った。可溶化膜

タンパク溶液は、予め 0.5 mM DTT および 0.03% Triton X-100 を含む 1 mM potassium 

phosphate (KP) 緩衝液 (pH 7.0) により流速 8.0 mL min-1で平衡化した hydroxyapatite (2.5 

× 15 cm) カラムに直接添加した。ヒドロゲナーゼ活性を示すフラクションは、流速 7.0 

mL min-1でのグラジエント溶出において約 50 mM KP で溶出した。ヒドロゲナーゼ活性

を有するフラクションを集め、 終濃度が 0.5 M になるよう ammonium sulfate を加えた。

酵素溶液を、予め 1 mM DTT および 0.5 M ammonium sulfate を含む 20 mM MOPS 緩衝液 

(pH 7.0) により平衡化した Phenyl Sepharose HP (1.6 × 12 cm) カラムに添加した。ヒドロ

ゲナーゼは、1 mM DTT および 0.4% triton X-100を含む 10 mM MOPS 緩衝液 (pH 7.0) を

用いた、流速 5.0 mL/min でのグラジエント溶出において、ammonium sulfate 濃度の低下

および、triton X-100 濃度の上昇に伴って溶出した。0.01 M ammonium sulfate、0.3% triton 

X-100 付近で溶出したヒドロゲナーゼ活性を示すフラクションを、予め 10 mM MOPS

緩衝液 (pH 7.0) により平衡化した Hitrap Q HP (0.7 × 2.5 cm) カラムへ直接添加した。カ

ラムを緩衝液で洗浄後、0.1-0.25 M NaCl を含む MOPS 緩衝液を用いた、流速 1.5 mL min-1

でのグラジエント溶出によって、タンパク質を溶出させた。ヒドロゲナーゼは、約 0.2 M 

NaCl で溶出し、Amicon ultra-15 を用いて濃縮の後、0.3 M NaCl、0.05% triton X-100 を

含む 10 mM MOPS 緩衝液 (pH 7.0) により、予め平衡化した Superdex 200 (1.6 × 50 cm) 

カラムへ添加した。ヒドロゲナーゼは、分子量約 100 kDa の単一ピークとして溶出した。

タンパク質の純度は、10 %アクリルアミドゲルを用いた SDS ポリアクリルアミドゲル

電気泳動によって、CoomassieBrilliant Blue R-250 による染色後に確認した。N 末端アミ

ノ酸配列解析は株式会社アプロサイエンスおよび株式会社ニッピへの委託分析により

行った。 
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2-2-8. 酵素活性測定 

 水素酸化活性は、吸光光度計を用いて、水素依存的な benzyl viologen (BV) の還元に

伴う吸光度の変化を測定することで求めた。測定は、ブチルゴムキャップ、アルミシー

ル、およびガラスキュベットを用いて 30°C で行った。標準の測定試料には、20 mM BV

を含む 20 mM KP 緩衝液 (pH 7.0) を用いた。活性は、BV (ε600nm = 8.3 mM-1 cm-1) の 600 

nm における吸光度の増加速度から計算した。 大反応速度 (Vmax) およびミカエリスメ

ンテン定数 (Km) は、測定値のミカエリスメンテン式への非線形回帰的な曲線フィッテ

ィングにより算出した。データ処理には、SigmaPlot 8.0 software (Jandel Scientific, CA, 

USA) の Enzyme Kinetics Module1.1 を用いた。水素発生活性は、MnCl2-alumina カラム

搭載の GC-8A gas chromatography (He carrier) (model: Shinwa OGO-SP) を用いて、-196°C 

(液体窒素) で測定した。ヒドロゲナーゼ活性は、１分間で 1 μmol の H2 を酸化もしく

は生成する活性を 1 unit と定義し、unit/mg of protein で表した。 

 

2-2-9. [NiFe]S77の酸素耐性 

 精製した[NiFe]S77の酸素耐性を確認するため、酸素雰囲気に暴露し酸化された酵素の

水素酸化活性を測定した。反応は、ブチルゴムキャップ、アルミシール、2 mL ガラス

バイアルを用いて行った。バイアルに精製酵素溶液を入れ、水素、酸素、及び空気で 5

分間置換した。それぞれの試料を 30°C で 60 分間静置した。酸化された試料の残存活性

を以下の 2 通りの条件のもと測定した。第一の条件では、水素、酸素、及び空気で飽和

したそれぞれの精製[NiFe]S77酵素溶液を、直接酵素活性測定に用いた。第二の条件では、

測定前に溶存気体を取り除いた。酵素溶液中の溶存酸素を除去するため、試料を窒素で

3 分間置換した。全ての酵素活性測定は、反応溶液に精製酵素溶液をシリンジで添加し

て反応を開始した。 
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2-2-10. [NiFe]S77の特性評価 

 [NiFe]S77の反応至適 pH は、100 mM Britton and Robinson (BR) 緩衝液を用いて、pH 

4.0-10.0 の範囲で水素酸化活性を測定することで求めた。反応至適温度は、20-80°C の

範囲で水素酸化活性を測定することで求めた。精製[NiFe]S77 の分子量は、Superdex 200

カラムを用いたゲルろ過によって求めた。精製[NiFe]S77の金属含有率は、誘導結合プラ

ズマ質量分析計 (ICP-MS) (Exova, Santa Fe Springs, CA, USA) を用いて求めた。検量線は、

外標準法によって求めた。タンパク濃度は、既報に従い Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad 

Laboratories Inc) を用いて求めた。 
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2-3. 結果と考察 

2-3-1. S-77 株の単離および系統樹解析 

 高い水素酸化触媒能と酸素安定性を両立するヒドロゲナーゼを有する新規細菌を単

離するため、九州地区内の様々な温泉から水性サンプルを採取した。採取したサンプル

の内、熊本県阿蘇くじゅう国立公園内の中温泉より採取したサンプルより S-77 株を単

離した。単離した S-77 株は 20-40°C の中温域で良く生育した。本菌の至適生育温度は

32°C であった。45°C 以上では生育が見られなかった。生育 pH 範囲は pH 5.0-8.0 で、

至適生育 pH は 7.0 であった。S-77 株は 1-7% NaCl 濃度 (w/v) 中で生育可能な高い塩耐

性を示し、至適 NaCl 濃度は 3%であった。S-77 株は好気 (空気) および嫌気 (窒素) 雰

囲気下のいずれにおいても良く生育した。至適生育条件 (pH 7.0、32°C) において、好

気および嫌気雰囲気下での S-77株の倍加時間は、それぞれ約 1.7および 1.6 h-1であった。

16S rRNA 遺伝子配列に基づく系統樹における S-77 株の位置を図 2-1 に示す。S-77 株の

16S rRNA 遺伝子配列は 1437 bp (GenBank accession no. AB668058) で構成されている。

S-77 株に完全一致する菌株は NCBI nucleotide database に見つからなかった。16S rRNA

遺伝子配列の比較から、S-77 株は Enterobacteriaceae の一群に属し、 近縁の Citrobacter 

murliniae (NR_028668) と 99%の同一性を示した。 
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図2-1 16S rRNA遺伝子配列に基づく系統樹. S-77株とCitrobacterおよびその他の近縁種との関

係を示す. Plesiomonasn shigelloides ATCC 14029 (M59159) を外群として選択した. 系統樹作成に

用いた配列の Accession number は括弧内に示した. 樹形の確からしさはブートストラップ解析 

(1000 回繰り返し) により評価し、分岐箇所に百分率で表記した. 進化距離は複合 尤法を用い

て算出した. 系統解析は MEGA version 5 を用いて行った. スケールバーはサイトあたりの塩基

置換数を示す。 

 

2-3-2. Citrobacter sp. S-77 のゲノム解析とヒドロゲナーゼ遺伝子群の同定 

 Citrobacter sp. S-77 の菌体から DNA を抽出・断片化し、シーケンス後に得られた配列

を用いて de novo アセンブルを行い、scaffold 配列を作成した。得られた scaffold の数は

2 つであり、その総塩基数は約 5.22 Mbp であった (GenBank ID: DF830265, 830266)。既

報の 3 例の Citrobacter 属細菌ゲノム (GenBank ID: CP007557, NC_013716, NC_009792) 

では、いずれも総塩基数が 5 Mbp 前後であることから、S-77 のゲノム配列を充分な長

さで得ることができたと考えられる。Blastx プログラムを用いて、得られたゲノム配列

をアミノ酸配列に翻訳し既知のヒドロゲナーゼ遺伝子群との相同性を評価した。相同性

検索の結果、 S-77 株が Citrobacter freundii 由来の hydrogenase-1 (GenBank ID: 

Plesiomonass shigelloides (M59159) 

Klebsiella variicola (CP001891) 

Citrobacter murliniae (NR_028668) 

Strain S-77 (AB668058) 

Citrobacter braakii (NR_028687) 

Citrobacter werkmanii (NR_024862) 

Citrobacter freundii (NR_028894) 

Citrobacter gillenii (NR_041697) 

Citrobacter youngae (NR_041527) 

Escherichia coli (X80725) 

Salmonella enterica (EU014687) 

Citrobacter farmeri (NR_024861) 

Citrobacter sedlakii (NR_028686) 

Citrobacter rodentium(NR_028685) 66 

58 

79 

49 

86 

60 

64 

86 

57 

98 

0.005 
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EKS56702-56707)、hydrogenase-2 (GenBank ID: EKS57105-57112)、hydrogenase-3 (GenBank 

ID: EKS55625-55637)に相当する遺伝子を、いずれも高い相同性で有している事が確認出

来た。 

 

2-3-3. Citrobacter sp. S-77 由来 MBH のレドックスパートナー 

 水素分子をヘテロリティックに開裂する際、ヒドロゲナーゼはレドックスパートナー

を必要とする。[NiFe]S77の生体内レドックスパートナーを明らかにするため、可溶化膜

タンパク溶液の吸光スペクトル変化を測定した。水素により還元された試料では、ソー

レ帯の 411 nm から 429 nm へのシフトに加え、531 nm および 560 nm に新たな吸収帯

が観測された (図 2-2a)。特に、水素還元状態と空気酸化状態の差スペクトルでは、560、

531、429 nm にそれぞれα-、β-、γ-吸収帯のピークが観測された (図 2-2b)。この吸収

スペクトルはシトクロム b に特有のもので、いくつかの好気性水素酸化細菌由来の酸

素耐性ヒドロゲナーゼと共通する特徴である 1a, 12)。以上の実験結果は、膜内在性のシト

クロム b560 が[NiFe]S77 の生体内レドックスパートナーとして機能していることを間接

的に示唆するものである。報告例の多い硫酸還元菌由来の酸素に鋭敏な[NiFe]ヒドロゲ

ナーゼでは、低電位のヘム４量体シトクロム c3 が、水素酸化における直接的なレドッ

クスパートナーとして機能すると考えられている 13)。対照的に、好気性水素酸化細菌の

酸素耐性ヒドロゲナーゼは、膜内在性のヘム２量体シトクロム b を MBH の重要な生体

内電子伝達体として有している 1a, 14)。MBH とシトクロム b は、細胞膜を通して互いに

MBH のスモールサブユニットの C 末端部位とシトクロム b の N 末端部位とで結合して

いる 1a, 5b-g)。通常、精製の過程において、シトクロム b は MBH 複合体から脱離してし

まう 5a, 14)。 
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図 2-2 Citrobacter sp. S-77 の可溶化膜タンパク溶液 (20 mM MOPS, 0.1% Triton X-100, PH 7.0) 

の吸収スペクトル. (a) 空気下で酸化した試料 (実線) および 水素下で還元した試料の吸収スペ

クトル (破線). (b) 差スペクトル (水素還元状態の吸収 – 空気酸化状態の吸収). 
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2-3-4. [NiFe]S77の精製 

 可溶化は 1.0% Triton X-100 行い、S-77 株由来単離細胞膜の全ヒドロゲナーゼ活性の

内、約 85%の収率で回収した。[NiFe]S77は、hydroxyapatite、Phenyl Sepharose HP、Hitrap 

Q HP、Superdex 200 の４種類のカラムを用いて、精製倍率 67.6 倍および収率 16.3%で精

製した (表 2-1)。精製[NiFe]S77は、661 U mg-1の比活性を示した。精製酵素の分子量は、

Superdex 200 ゲルろ過クロマトグラフィーにより、約 100 ± 10 kDa と算出された。上述

の結果より、[NiFe]S77が SDS-PAGE によって求められた 58.5 および 38.5 kDa の分子量

よりなるヘテロ２量体を構成していることを示唆するものである (図 2-3)。[NiFe]S77 の

大小２つのサブユニットは、N 末端アミノ酸配列解析の結果、いずれの配列も前述のゲ

ノム解析により明らかにした、hydrogenase-2 に類似の遺伝子より予測されるタンパク質

のアミノ酸配列の一部と完全に一致した(図 2-4)。なお、小サブユニットではタンパク

質の輸送に関わる Twin-arginine シグナルペプチドを含む 39 残基が切断されていた。

NCBI-Blast による相同性検索の結果、[NiFe]S77は、大サブユニットおよび小サブユニッ

トのアミノ酸配列がともに、従来の酸素感受性ヒドロゲナーゼもしくは酸素耐性ヒドロ

ゲナーゼのいずれとも相同性を持たず、大きく異なる配列を持つことが確認された (表

2-2, 2-3)。 [NiFe]S77は約 1.8 mol のニッケルと 25.0 mol の鉄を含有しており、Citrobacter 

sp. S-77 由来の精製ヒドロゲナーゼが[NiFe]ヒドロゲナーゼに属することが示唆された。 

 

表 2-1 Citrobacter sp. S-77 由来の膜結合型[NiFe]ヒドロゲナーゼの精製. 

†水素酸化活性は 20 mM KP 緩衝液 (pH 7.0)を用いて、30°C で測定した. 1 分間でタンパク質 1 

mg が 2 μmol の BV を還元する活性を 1 ユニット (U) と定義し U/mg で記述した. 

Purification step Activity Protein Specific activity† Yield Purification

(U) (mg) (U/mg) (%) (fold)

Membrane 2392 245 9.78 100 1

Solubilization 2024 110 18.4 84.5 1.88

Hydroxyapatite 1501 27.6 54.4 62.6 5.56

Phenyl Sepharose HP 1257 8.98 140 52.5 14.3

Hitrap Q HP 728 1.78 409 30.4 41.8

Superdex 200 390 0.59 661 16.3 67.6
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図 2-3 精製[NiFe]S77の SDS-PAGE (12.5%) ゲル. レーン(a) standard marker protein. レーン(b) 精

製[NiFe]S77. 

図 2-4 ゲノム解析結果より予測される[NiFe]S77の (a) 大サブユニット および (b) 小サブユニ

ットのアミノ酸配列. 赤字: は N 末端アミノ酸配列解析により確認された配列, 青字: Twin-argi

nine シグナルペプチドの特徴的な配列.  
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表 2-2 [NiFe]S77と酸素感受性および酸素耐性ヒドロゲナーゼの大サブユニットのアミノ酸配列

相同性. 

ヒドロゲナーゼの種類 
Score 

(bits) 

Expect 

(E-value)

Identities 

(%) 

Positives 

(%) 

Citrobacter freundii  

hydrogenase-2 
1145 0.0 99 100 

酸素感受性 

ヒドロゲナーゼ 

Hydrogenovibrio marinus 

hydrogenase 
447 4e-154 43 58 

Ralstonia eutropha  

hydrogenase 
444 9e-153 43 58 

酸素耐性 

ヒドロゲナーゼ 

Desulfovibrio vulgaris 

hydrogenase 
447 1e-154 44 59 

Desulfovibrio gigas  

hydrogenase 
449 1e-155 43 59 
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表 2-3 [NiFe]S77と酸素感受性および酸素耐性ヒドロゲナーゼの小サブユニットのアミノ酸配列

相同性. 

ヒドロゲナーゼの種類 
Score 

(bits) 

Expect 

(E-value)

Identities 

(%) 

Positives 

(%) 

Citrobacter freundii  

hydrogenase-2 
761 0.0 99 99 

酸素感受性 

ヒドロゲナーゼ 

Hydrogenovibrio marinus 

hydrogenase 
279 1e-94 44 63 

Ralstonia eutropha  

hydrogenase 
309 3e-94 42 63 

酸素耐性 

ヒドロゲナーゼ 

Desulfovibrio vulgaris 

hydrogenase 
270 7e-92 47 63 

Desulfovibrio gigas  

hydrogenase 
265 3e-90 47 62 
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2-3-5. [NiFe]S77の熱力学的パラメータ 

 本酵素の水素酸化反応における至適反応温度は 65°C であった（図 2-5a）。65°C にお

ける水素酸化活性は約 1890 μmol H2-oxidation min-1 mg-1で、30°C における活性の約 2.7

倍となった。[NiFe]S77 は、水素雰囲気下、70°C における酵素活性の半減期は 30 分で 、

S-77 株の至適生育温度が 32°C であることを考慮すると、本酵素が高い熱安定性を有し

ているといえる。[NiFe]S77の水素酸化反応における至適反応 pH は、pH 7.5 であった。

また、pH 7.0、30°C における水素発生活性は 18.7 U mg-1と算出され、水素酸化活性の

1/35 の比活性となった。以上の結果より、[NiFe]S77は、水素発生に比べて水素酸化に特

化した特性を持つと推察される。[NiFe]S77の水素酸化反応における比活性 (661 U mg-1) 

は、他の酸素耐性ヒドロゲナーゼの活性 (4.0-185 U mg-1、30°C) と比べて著しく高い値

である 12, 17, 33, 34)。水素酸化反応における定常状態の熱力学的パラメータはミカエリス−

メンテン式を用いて導出され、BV に対するミカエリスメンテン定数 Km値は 0.91 mM、

大反応速度 Vmaxは 679 U mg-1となった（図 2-5b）。触媒回転頻度 (kcat) は、[NiFe]S77

の計算分子量 100 kDa を用いて計算し、1132 s-1となった。 
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図 2-5 [NiFe]S77 の生化学的特性.  (a) [NiFe]S77 の水素酸化反応における至適反応温度. 測定は

pH 7.0で行った.  (b) 定常状態における熱力学的パラメータ. パラメータはベンジルビオロゲン 

(BV)を電子受容体とした水素酸化活性で決定した. 測定は、予め準備した試料溶液に 30°C で BV

を添加することで反応を開始して行った。得られた結果はミカエリス-メンテン式を用いて非線

形回帰直線に帰属した. 
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2-3-6. [NiFe]S77の酸素耐性 

 嫌気的に精製した[NiFe]S77は、水素雰囲気下で反応液に直接添加することで、即座に

BV を還元した。空気および 100%純酸素によって、30°C で 1 時間酸化した試料では、

大活性に到達するまでそれぞれ 5 分および 14 分の誘導期が生じた（図 2-6）。この誘

導期は、反応溶液中の溶存酸素 (a-2 および a-3 ではそれぞれ、約 1.6 μM および 7.5 μM

の溶存酸素濃度) を消費して水を生成するのにかかる時間であると考えられる。酸素耐

性ヒドロゲナーゼは大気中と同程度の酸素存在下においても、水素酸化反応を触媒可能

で、酸素は 4 電子、4 プロトンの供給を受けて水を生成するために消費される 14, 17)。図

2-5 の a-2 および a-3 において誘導期を終えた後の比活性は、予め水素雰囲気下で静置し

た精製直後の[NiFe]S77 (a-1) の比活性とほぼ等しかった。図 2-6 の a-2 および a-3 におけ

る誘導期は、3 分間の窒素置換によって劇的に減少した (図 2-6b-2、b-3)。この場合に

も、精製直後の[NiFe]S77の比活性とほぼ等しい活性を維持していた。酸素感受性のヒド

ロゲナーゼでは、酸化状態 (Ni-A もしくは Ni-B) において、著しく比活性が低下し、

微量の酸素が反応溶液中に含まれる場合には水素酸化反応を触媒することが出来ない

4a)。例として、代表的な酸素感受性の[NiFe]ヒドロゲナーゼである Desulfovibrio gigas 由

来のヒドロゲナーゼでは、短時間空気に暴露するだけで比活性が 80%以上減少すること

が報告されている。この酸素感受性の[NiFe]ヒドロゲナーゼは、10 分間の水素による再

活性化後にも元の活性には戻らず、2時間半かけてようやく元の比活性へと回復する 4a)。

驚くべきことに、酸化された[NiFe]S77 は、100%の純酸素に 1 時間暴露した後でも、90

秒以内ですぐに元の比活性へと回復した (図 2-6b)。[NiFe]S77は再活性化の手順を必要と

せず、これは酸素耐性[NiFe]ヒドロゲナーゼに特有の性質である 5a, g)。また、空気への

長期間暴露実験において、[NiFe]S77 は、暴露開始から 30 時間経過後においても初期活

性の 95%以上を維持していた (図 2-7)。より長時間の 96 時間経過後においても、初期

活性の約 77%を維持していた。好気性超好熱古細菌Aeropyrum camini由来のHydrogenase 

II も同様の高い酸素への安定性を示し、48 時間の空気暴露後においてもほぼ 100%の活

性を維持する 15)。しかし、このヒドロゲナーゼの水素酸化比活性は 14.8 U mg-1 で、

[NiFe]S77の比活性 (661 U mg-1) と比べて著しく劣っている。Hydrogenovibrio marinus 由
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来の酸素耐性[NiFe]ヒドロゲナーゼは、4°C、空気下で 72 時間経過後に初期活性の 19.8%

まで活性が低下した。30°C、水素雰囲気下で 7 時間の再活性化の手順を経ることで、初

期活性の 51.3%まで活性が回復した 5a)。その他、シトクロム b の欠損した超好熱水素酸

化細菌 Aquifex aeolicus 由来の酸素耐性[NiFe]ヒドロゲナーゼ I では、20% 酸素雰囲気下

で 24 時間経過後に初期活性の 50%まで活性が低下した 16)。これらの水素酸化細菌由来

の酸素耐性[NiFe]ヒドロゲナーゼと比較しても、[NiFe]S77 は特筆すべき高い酸素への安

定性を有しているといえる。近年、E. coli や S. enterica 由来の酸素耐性[NiFe]ヒドロゲ

ナーゼが確認されている 6)。Citrobacter sp. S-77 は Enterobacteriaceae に属しているため、

[NiFe]S77は E. coli や S. enterica 由来の酸素耐性ヒドロゲナーゼと似た特性を示す可能性

が考えられる。 
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図 2-6 [NiFe]S77 の水素酸化活性へ酸素が与える影響. 酸素安定性は、酸素への暴露後の残存活

性で評価した. (a) 酵素試料溶液の BV 還元に伴う吸光度の変化. 水素雰囲気下 30°C で 1 時間静

置した[NiFe]S77 (a-1); 空気雰囲気下 30°C で 1 時間酸化した[NiFe]S77 (a-2); 100%酸素雰囲気下

30°C で 1 時間参加した[NiFe]S77 (a-3). (b) 窒素で 3 分間置換し溶存酸素を取り除いた酵素試料

溶液の BV 還元に伴う吸光度の変化. b-1, 2, 3 はそれぞれ、a-1, 2, 3 で用いた試料を窒素置換した

ものに対応する. 試料の添加時期は図中に示す. 
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図 2-7 [NiFe]S77 の酸素への長期安定性. 精製[NiFe]S77 をガラスバイアルに入れ、ゴムキャップ

とアルミシールで封入し、メンブレンフィルター (0.22 μm) を通した空気で 5 分間置換した. 酵

素試料溶液は 4°C で静置し、任意の時間経過ごとに活性測定を行った. 活性測定の前に、酵素試

料溶液を窒素で 3 分間置換し、溶存酸素を取り除いた. 反応は、酵素試料溶液を反応溶液に添加

することで開始した. すべての測定は 50 mM KP 緩衝溶液 (pH 7.0) を用いて 30°C で行った. 
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2-4. 結論 

 第 2 章では、新規に単離した細菌 Citrobacter sp. S-77 由来の膜結合型[NiFe]ヒドロゲ

ナーゼを精製しその特性を評価した。精製酵素は、優秀な水素酸化活性と酸素への安定

性を両立し、水素利用技術への応用が期待される性質を示した。本研究の成果は、[NiFe]

ヒドロゲナーゼの実用触媒への応用の可能性を広げるものであり、今後の本酵素に対す

る更なる生物化学および構造機能学的な研究によって、酵素触媒および酵素を模倣した

モデル化合物の飛躍的な発展へと繋がることを期待する。 
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第 3 章 Citrobacter sp. S-77 由来 [NiFe]ヒドロゲナーゼ電極の開発 

 

概要 

 水素と酸素から電気エネルギーを取り出す水素—酸素燃料電池は、排出される廃棄物

が水のみな為、環境調和型の次世代発電デバイスとして、数ある水素利用技術の中でも

特に期待されている。しかし、電極触媒には枯渇性の高価な白金が用いられており、こ

れに代わる触媒の開発が望まれている。本研究では、Citrobacter sp. S-77 由来の[NiFe]

ヒドロゲナーゼ ([NiFe]S77) を触媒として用いた燃料電池の水素極を開発した。[NiFe]S77

電極は、水素半電池において 50 mV における単位質量あたりの活性 (1 mg の[NiFe]S77

および白金を基準にして算出) が白金の 637 倍である。[NiFe]S77電極は、空気中で安定

な上、白金とは異なり一酸化炭素被毒後に 100%の活性回復も可能である。[NiFe]S77 電

極の特性評価に加え、[NiFe]S77アノードと白金カソードを用いた燃料電池を構築し、白

金により達成されるよりも高い出力密度を実証した。 

 

 

 

 

 

Matsumoto, T.; Eguchi, S.; Nakai, H.; Hibino, T.; Yoon, K. –S.; Ogo, S. 

Angew. Chem. Int. Ed, 2014, 53(34), 8895–8898. 
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3-1. 序 

 白金は、周知の通り希少かつ高価であるにも関わらず、化学的に安定で、優秀な電気

化学性質を有している為に、数多くの電気化学的応用において電極として利用されてい

る。白金は、非常に低いオーバーポテンシャルで水素分子 (H2) を水素ラジカル (H) へ

ホモリティックに開裂させる触媒としても機能する為、特に水素燃料電池のアノードと

して有益である 1)。故に、白金は標準水素電極 (standard hydrogen electrode, SHE) とし

て、全ての電気化学的な電位を定義する電極としての重要な役割を担っている 2)。実際、

白金は水素極において非常に優秀な触媒であり、費用と供給量の問題のみが化学者が代

替物質を模索する要因となっている 3)。 

 代替電極として期待されるものの 1 つに酵素電極があり、ここで酵素は溶液中や固体

物質の一部として用いられ、興味深い電気化学反応を触媒する。しかし、酵素電極は多

くの場合効率的には働かず、主にその基質特異性に注目が集まっている。水素電極の場

合、[NiFe]ヒドロゲナーゼが、水素酸化の優秀な触媒として検討されてきた 4)。しかし、

既報の[NiFe]ヒドロゲナーゼは、水素燃料電池において満足な性能を発揮する為には、

酸素に対して鋭敏すぎるか、もしくは活性が低すぎるかのどちらかの問題を抱えていた。 

 Armstrong らは、Allochromatium vinosum 由来の精製した膜結合型[NiFe]ヒドロゲナー

ゼを、溶液系の水素—酸素燃料電池のアノード触媒として使用した 4c)。この[NiFe]ヒド

ロゲナーゼアノードは白金アノードと同等以上の水素酸化能を有している。しかし、ヒ

ドロゲナーゼは未だ固体高分子形燃料電池 (PEFC) の電極には用いられていない 4c, d, 5)。 

 本研究に先立ち、筆者らは特徴的な[NiFe]ヒドロゲナーゼを Citrobacter sp. S-77 から

発見したことを報告した 6)。この膜結合型の[NiFe] ヒドロゲナーゼ ([NiFe]S77) は、酸

素に安定なだけでなく、高活性である。本研究では、[NiFe]S77の水素燃料電池用電極と

しての応用について検討し、質量活性および反応／拡散抵抗のいずれにおいても、一般

的な Pt/C に勝ることを実証する。さらに、標準の白金水素燃料電池に勝る性能の固体

高分子形酵素燃料電池の構築についても実証する。 
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3-2. 実験 

3-2-1. 試薬および測定機器 

 H2 (99.9999%) は、岩谷産業株式会社より購入した。H2/CO (103.2 ppm CO) 混合ガス

及び H2/N2 (50%/50%、30%/70%および 4%/96%) 混合ガスは、住友精化株式会社より購

入した。O2 (99.9999%) は、ジャパン・エア・ガシズ株式会社より購入した。Vulcan XC-72 

炭素粉末は、キャボットより購入した。カーボン粉末担持白金触媒 (Pt/C、Pt 46.1%) は、

田中貴金属工業株式会社より購入した。耐水カーボンクロス (EC-CC1-060T) は、株式

会社東陽テクニカより購入した。プロトン伝導性高分子電解質 Nafion NRE212 および

Nafion 5wt%分散溶液は、シグマ アルドリッチ ジャパン合同会社より購入した。

Hydroxyapatite は、バイオ・ラッド ラボラトリーズ株式会社より購入した。HiTrap Q HP、

Superdex 200 および DEAE Sepharose FF は、GE ヘルスケア株式会社より購入した。

Amicon Ultra-15 (30 000 NMWL) は、メルクミリポアより購入した。3-(N-morphorino) 

propane sulfonic acid (MOPS) は、株式会社同仁化学研究所より購入した。

polyoxyethylene(10) octylphenyl ether (Triton X-100) および dithiothreitol は、和光純薬工業

株式会社より購入した。Sinapinic acid は、フルカより購入した。Precision plus protein 

unstained standards は、バイオ・ラッド ラボラトリーズ株式会社より購入し、sodium 

dodecyl sulfate polyacrylamide ゲル電気泳動 (SDS-PAGE) のマーカータンパクとして用

いた。分極曲線、出力密度曲線およびインピーダンス曲線は、株式会社東陽テクニカ製

燃料電池評価システム 890CL およびソーラートロン社製ポテンショ／ガルバノスタッ

ト 1287A、周波数応答アナライザ 1255B を用いて記録した。紫外可視 (UV-vis) 吸収ス

ペクトルは、日本分光株式会社製 紫外可視近赤外分光光度計 V-670 (光路長 1.0 cm) を

用いて記録した。マトリックス支援レーザー脱離イオン化飛行時間型質量分析 

(MALDI-TOF-MS) は、ブルカー社製 Autoflex III を用いて測定した。細胞破砕には、株

式会社トミー精工製超音波破砕機 UD-200 を用いた。遠心分離は、ベックマン・コール

ター社製 Optima L-90K 超遠心分離装置を用いて行った。カラムクロマトグラフィーに

は、GE ヘルスケア株式会社製 AKTA-FPLC システムを用いた。酵素の可溶化および精

製において、嫌気雰囲気下での作業は、Coy 社製ビニル嫌気チャンバーを用いて行った。
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燃料電池セル作成において、嫌気雰囲気下での作業は、グローブバック (AS One、

2200ANM/XL、size: 860 × 560 × 725 mm) を用いて行った。 

 

3-2-2. [NiFe]S77の可溶化および精製  

 [NiFe]DvMFの可溶化および精製は、既報の一部に改良を加えた以下の手順により行っ

た 6)。採取湿菌体 (50 g) を MOPS/KOH 緩衝溶液 (20 mM、pH 7.0) 200 mL に懸濁した。

細胞懸濁液を氷浴しながら 60 W、5 分間を 3 サイクル超音波処理することで細胞を破

砕した。細胞膜は、4°C、150 000 ×g で 1 時間超遠心分離することで集めた。膜ペレッ

トを、dithiothreitol (0.5 mM) および Triton X-100 (1%) を含む MOPS/KOH 緩衝溶液 (20 

mM、pH 7.0) でタンパク濃度が約 4 mg mL-1になるように懸濁した。懸濁液を 4°C 、

N2雰囲気下で 3 時間ゆっくりと撹拌した後、150 000 ×g で 1 時間超遠心分離した。上澄

を[NiFe]S77の精製に用いた。可溶化膜タンパクは、予め 0.5 mM DTT および 0.03% Triton 

X-100 を含む MOPS/KOH 緩衝溶液 (10 mM、pH 7.0) により平衡化した DEAE Sepharose 

FF カラム (5.0 × 15 cm) へ直接添加した。カラムを同一の緩衝溶液で洗浄した後、流速 

20 mL min-1で 0-500 mM NaCl のグラジエント溶出を行った。約 200 mM NaCl で溶出し

たヒドロゲナーゼ活性を示すフラクションを、予め 0.5 mM DTT および 0.03% Triton 

X-100 を含む 1 mM potassium phosphate (KP) 緩衝液 (pH 7.0) により流速 8.0 mL min-1

で平衡化した hydroxyapatite カラムへと添加した。ヒドロゲナーゼ活性を示すフラクシ

ョンは、流速 7.0 mL min-1でのグラジエント溶出において約 50 mM KP で溶出した。ヒ

ドロゲナーゼ活性を有するフラクションを集め、予め 10 mM MOPS 緩衝液 (pH 7.0) に

より平衡化した Hitrap Q HP (0.7 × 2.5 cm; GE healthcare) カラムへ直接添加した。カラム

を緩衝液で洗浄後、0.1-0.25 M NaCl を含む MOPS 緩衝液を用いた、流速 1.5 mL min-1

でのグラジエント溶出によって、タンパク質を溶出させた。ヒドロゲナーゼは、約 0.15 

M NaCl で溶出し、Amicon ultra-15 (30 000 NMWL) を用いて濃縮の後、0.15 M NaCl を

含む 10 mM MOPS 緩衝液 (pH 7.0) により、流速 0.5 mL min-1で予め平衡化した Superdex 

200 (1.6 × 50 cm) カラムへ添加した。タンパク質の純度は、12.5%アクリルアミドゲル

を用いた SDS ポリアクリルアミドゲル電気泳動によって確認した。後述のタンパク定
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量の結果、[NiFe]S77酵素溶液 (10 mM MOPS/KOH 緩衝溶液、150 mM NaCl、pH 7.0) の

タンパク濃度は、47.7 μg mL-1となった。 

 

3-2-3. [NiFe]DvMFの可溶化および精製 

 [NiFe]DvMF の可溶化および精製は、既報の一部に改良を加えた以下の手順により行っ

た 7)。採取湿菌体 (30 g) を 400 mM の硫酸アンモニウムを含むリン酸カリウム緩衝溶液 

(600 mM、pH 7.0) 150 mL で洗浄した。洗浄菌体を同一の緩衝液 150 mL で懸濁し、氷浴

しながら 60 W、3 分間を 4 サイクル超音波処理することで細胞を破砕した。得られた

抽出液を 4°C 、3000 ×g で 20 分間遠心分離し細胞残屑を除いた後、4°C 、150 000 ×g

で 1 時間超遠心分離した。膜ペレットを、400 mM 硫酸アンモニウムを含むリン酸カリ

ウム緩衝溶液 (600 mM、pH 7.0) で懸濁し、Triton X-100 (0.5%) およびコール酸ナトリ

ウム (2%) を界面活性剤として加えて可溶化した。懸濁液を 4°C 、N2雰囲気下で 1 時

間ゆっくりと撹拌した後、150 000 ×g で 1 時間超遠心分離した。上澄を[NiFe]DvMFの精

製に用いた。タンパク溶液の緩衝溶液交換および脱塩は、Sephadex G-25 (300 mL) カラ

ムを用いて Tris-HCl 緩衝溶液 (10 mM、pH 8.0) で行った。脱塩後のタンパク溶液は、

予め Tris-HCl 緩衝溶液 (10 mM、pH 8.0) により平衡化した Q Sepharose high performance

カラム (2.6 × 15 cm) へ直接添加した。カラムを 100 mM NaCl を含む Tris-HCl 緩衝溶液 

(10 mM、pH 8.0) で洗浄した後、流速 8.0 mL min-1で 100-400 mM NaCl のグラジエント

溶出を行った。約 300 mM NaCl で溶出したヒドロゲナーゼ活性を示すフラクションを、

予めリン酸カリウム緩衝溶液 (1 mM、pH 7.0) により流速 4.0 mL min-1 で平衡化した

hydroxyapatite カラム (1.6 × 15 cm) へと添加した。ヒドロゲナーゼ活性を示すフラクシ

ョンは、流速 4.0 mL min-1での 1-400 mM KPのグラジエント溶出によって、約 200 mM KP

で溶出した。ヒドロゲナーゼ活性を有するフラクションを集め、Amicon ultra-15 (30,000 

NMWL) を用いて濃縮の後、0.15 M NaCl を含む 10 mM MOPS 緩衝液 (pH 7.0) により、

流速 0.5 mL min-1で予め平衡化した Superdex 200 (1.6 × 50 cm) カラムへ添加した。タン

パク質の純度は、12.5%アクリルアミドゲルを用いた SDS ポリアクリルアミドゲル電気
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泳動によって確認した (図 3-1)。後述のタンパク定量の結果、[NiFe]DvMF 酵素溶液 (10 

mM MOPS/KOH 緩衝溶液、150 mM NaCl、pH 7.0) のタンパク濃度は、49.1 μg mL-1とな

った。 

 

 

図 3-1 D. vulgaris Miyazaki F 由来の精製[NiFe]ヒドロゲナーゼの SDS-PAGE (12.5%) ゲル. レー

ン(a) standard marker protein. レーン(b) 精製[NiFe]ヒドロゲナーゼ. 

 

3-2-4. 酵素活性測定 

 水素酸化活性は、吸光光度計を用いて、水素依存的な benzyl viologen (BV)の還元に伴

う吸光度の変化を測定することで求めた。測定は、ブチルゴムキャップ、アルミシール、

およびガラスキュベットを用いて 60°C で行った。標準の測定試料には、20 mM BV を

含む KP 緩衝液 (20 mM、pH 7.0)を用いた。活性は、BV (ε600nm = 8.3 mM-1 cm-1) の 600 nm

における吸光度上昇から計算した。[NiFe]DvMF の比活性は、553 μmol H2-oxidized min-1 

mg-1 となった。[NiFe]DvMF の比活性と分子量 (89 kDa) より、TOF ((mol of H2/mol of 

[NiFe]DvMF) per second)は、820 s-1となった。 
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3-2-5. [NiFe]S77および[NiFe]DvMFの熱安定性 

 精製した[NiFe]S77および[NiFe]DvMFの熱安定性は、水素雰囲気下、60°C で加熱処理し

た後の活性残存率で評価した (図 3-2)。試料は、任意の時間ごとに収集し、活性測定に

用いた。 

 

図 3-2  (a) [NiFe]S77および (b) [NiFe]DvMFの熱安定性. 水素雰囲気下、60°C での加熱時間ごとの

残存活性で評価. 詳細は実験項に記述. 
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3-2-6. [NiFe]S77酵素溶液のタンパク定量 

 精製後の[NiFe]S77酵素溶液 (10 mM MOPS/KOH 緩衝溶液、150 mM NaCl、pH 7.0) の

タンパク濃度は、DC (Detergent compatible) protein assay (バイオ・ラッド ラボラトリー

ズ株式会社) により 47.7 μg mL-1 (3 回平均) となった 8)。ウシ血清アルブミン (BSA) は、

検量線作成の際に標準タンパクとして用いた (図 3-3)。  

 

図 3-3 BSA を標準タンパクに用いて作成した検量線 (◯) と 2 倍希釈した[NiFe]S77のタンパク

濃度 (◯). 
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3-2-7. [NiFe]DvMF酵素溶液のタンパク定量 

 精製後の[NiFe]DvMF酵素溶液 (10 mM MOPS/KOH 緩衝溶液、150 mM NaCl、pH 7.0) の

タンパク濃度は、DC (Detergent compatible) protein assay (バイオ・ラッド ラボラトリー

ズ株式会社) により 49.1 μg mL-1 (3 回平均) となった 8)。ウシ血清アルブミン (BSA) は、

検量線作成の際に標準タンパクとして用いた (図 3-4)。  

 

 

図 3-4 BSAを標準タンパクに用いて作成した検量線 (◯) と 2倍希釈した[NiFe]DvMFのタンパク

濃度 (◯). 
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3-2-8. [NiFe]S77の分子量測定 

 [NiFe]S77の分子量は、sinapinic acid をマトリクスに用いた MALDI-TOF-MS によって

決定した  (図 3-5)。60 542 (大サブユニット) および 30 219 (小サブユニット) を合計し

た 90 761 を[NiFe]S77の分子量と定めた。 

 

図 3-5 Sinapinic acid をマトリクスに用いた[NiFe]S77の MALDI-TOF mass スペクトル. m/z 60 542

および 30 219 のシグナルはそれぞれ大サブユニットおよび小サブユニットに相当す

る.MALDI−TOF−MS 分析の試料は以下の手順で調製した. [NiFe]S77 酵素溶液 (47.7 μg mL-1, 10 

mM MOPS/KOH 緩衝液, 150 mM NaCl, pH 7.0) 1 μL を試料台に滴下し、マトリクス水溶液 

(sinapinic acid 10 mg mL-1, trifluoroacetic acid 0.05%, acetonitrile 50%) 1μL と混合した. 試料台上の

混合溶液を減圧乾燥した. 

 

3-2-9. [NiFe]S77アノードの作成 

 [NiFe]S77希釈溶液 (9.5 μg mL-1、10 mM MOPS/KOH 緩衝溶液、150 mM NaCl、pH 7.0)

は、精製[NiFe]S77酵素溶液 (47.7 μg mL-1) を 5 倍希釈して調製した。カーボンブラック 

(5 mg) を[NiFe]S77希釈溶液 (100 μL) に加えた懸濁液を、耐水カーボンクロス (5 cm2) 

に塗布した後、室温、空気下で乾燥させてガス拡散電極を作成した。 

150000125000100000750005000025000

m/z
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3-2-10. [NiFe]DvMFアノードの作成 

 [NiFe]DvMF希釈溶液 (9.8 μg mL-1、10 mM MOPS/KOH 緩衝溶液、150 mM NaCl、pH 7.0)

は、精製[NiFe]DvMF酵素溶液 (49.1 μg mL-1) を 5 倍希釈して調製した。カーボンブラッ

ク (5 mg) を[NiFe]DvMF希釈溶液 (100 μL) に加えた懸濁液を、耐水カーボンクロス (5 

cm2) に塗布した後、室温、空気下で乾燥させてガス拡散電極を作成した。 

 

3-2-11. Pt/C アノードの作成 

 カーボンブラック (4.4 mg) と Pt/C (1.1 mg) を混合し、耐水カーボンクロス (5 cm2) 

へ塗布してガス拡散電極を作成した。Nafion 溶液を使わずに作成した[NiFe]S77アノード

都の比較のため、Pt/C アノードの作成には Nafion 溶液を使用しなかった。 

 

3-2-12. Pt/C カソードの作成 

 Nafion 溶液 (59 mg) に Pt/C (11 mg) を Nafion とカーボンの比が 1:2 になるように加

え、1 時間超音波処理した。懸濁液を耐水カーボンクロス (5 cm2) へ塗布してガス拡散

電極を作成した。 
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3-2-13. 対照実験用アノードおよびカソードの作成 

 対照実験のため、上述の手法に従い、いくつかの異なる量の[NiFe]S77、[NiFe]DvMF、Pt

およびカーボンブラックを用いて、アノードおよびカソードを作成した (表 3-1)。 

 

表 3-1 対照実験. [NiFe]S77, [NiFe]DvMF, Pt およびカーボンブラックは 5 cm2カーボンクロス上に

塗布した. 
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3-2-14. 対照実験用酵素フリーアノードの作成 

 カーボンブラック (5 mg) を 100 μL の緩衝溶液 (10 mM MOPS/KOH 緩衝溶液、150 

mM NaCl、pH 7.0) に加えた懸濁液を、耐水カーボンクロス (5 cm2) に塗布した後、室

温、空気下で乾燥させてガス拡散電極を作成した。 

 

3-2-15. 対照実験用 Pt フリーNafion/C カソードの作成 

 Nafion 溶液 (59 mg) にカーボンブラック (5.0 mg) を Nafon とカーボンの比が 1:2 に

なるように加え、1 時間超音波処理した。懸濁液を耐水カーボンクロス (5 cm2) へ塗布

してガス拡散電極を作成した。 

 

3-2-16. MEA および燃料電池アセンブリ 

 Nafion NRE212 は、3%過酸化水素水溶液中で 1 時間、脱イオン水中で 1 時間、硫酸中

で 1 時間、脱イオン水中で 1 時間煮沸した後。前処理した Nafion 212 の一片を 2 つのガ

ス拡散電極で挟み MEA を作成し、MEA を 5 cm2燃料電池装置に組み込んだ。白金参照

電極付き 5 cm2シングルセル (東陽テクニカ株式会社製、EFC-05-02-REF) はアノードの

分極曲線およびインピーダンススペクトル測定に用いた。白金参照電極は、可逆水素電

極 (RHE) として機能し、シングルセルのアノード側内部に位置している (図 3-6)。 
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図 3-6 燃料電池セルの内部構造. (a) 模式図. (b) 部品写真. (c) セル写真.  

 

3-2-17. 分極曲線測定 

 分極曲線は、2 電極式ないし 3 電極式測定法にて測定した。アノード分極曲線は、RE、

WE、および CE にそれぞれ参照極、アノードおよびカソードを接続した 3 電極式測定

法にて測定した。燃料電池分極曲線は、RE1 および CE にアノードを、RE2 および WE
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にカソードを接続した 2 電極式で測定し、電圧値は掃引速度 1-50 mV s-1のリニアスイー

プボルタンメトリーにより記録した。iR—フリー過電圧は以下の式に従い算出した: 

η(anode) = V(anode) – iR、ここで、ηは過電圧、V は電圧、i は電流密度、はインピーダ

ンス測定から求まるオーミック抵抗である。 

 

3-2-18. [NiFe]S77による水素酸化反応 (HOR) におけるプラトー電流密度からの TOF の

算出 

 水素半電池のアノード上の[NiFe]S77による、60°C での HOR におけるプラトー電流密

度から、TOF ((mol of H2/mol of [NiFe]S77) per second)は、触媒の利用率を 100%、本反応

を水素の 2e-酸化反応と仮定して、以下の式で求めた。 

 図 3-7a におけるプラトー電流密度: 

0.361 A cm-2 

 プラトー電流密度において電極 1 cm2あたり 1 秒間に酸化される H2の mol 数: 

0.361 A cm-2 / (9.65 × 104 × 2 A s) = 1.87 × 10-6 mol cm-2 s-1 

 電極 1 cm2あたりの[NiFe]S77の mol 数: 

0.95 × 10-6 g / 90761 (molecular weight of [NiFe]S77) / 5 cm-2 

= 2.09 × 10-12 mol cm-2 

 TOF ((mol of the oxidized H2 / mol of [NiFe]S77) per second) 

1.87 ×10-6 mol cm-2 s-1 / 2.09 × 10-12 mol cm-2 = 8.95 × 105 s-1 

 

3-2-19. [NiFe]DvMFによる HOR におけるプラトー電流密度からの TOF の算出 

水素半電池のアノード上の[NiFe]DvMFによる、60°C での HOR におけるプラトー電流密

度から、TOF ((mol of H2/mol of [NiFe]DvMF) per second)は、触媒の利用率を 100%、本反応

を水素の 2e-酸化反応と仮定して、以下の式で求めた。 

 図 3-7b におけるプラトー電流密度: 

0.00600 A cm-2 

 プラトー電流密度において電極 1 cm2あたり 1 秒間に酸化される H2の mol 数: 
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0.00600 A cm-2 / (9.65 × 104 × 2 A s) = 3.11 × 10-8 mol cm-2 s-1 

 電極 1 cm2あたりの[NiFe]DvMFの mol 数: 

0.98 × 10-6 g / 89000 (molecular weight of [NiFe]DvMF) / 5 cm-2 

= 2.20 × 10-12 mol cm-2 

 TOF ((mol of the oxidized H2 / mol of [NiFe]DvMF) per second) 

3.11 ×10-8 mol cm-2 s-1 / 2.20 × 10-12 mol cm-2 = 1.41 × 104 s-1 

 

3-2-20. Pt/C による HOR におけるプラトー電流密度からの TOF の算出 

水素半電池アノード上の Pt/Cによる、60°C でのHORにおけるプラトー電流密度から、

TOF ((mol of H2/mol of Pt) per second)は、触媒の利用率を 100%、本反応を水素の 2e-酸化

反応と仮定して、以下の式で求めた。 

 図 3-7c におけるプラトー電流密度: 

0.120 A cm-2 

 プラトー電流密度において電極 1 cm2あたり 1 秒間に酸化される H2の mol 数: 

0.120 A cm-2 / (9.65 × 104 × 2 A s) = 6.22 × 10-7 mol cm-2 s-1 

 電極 1 cm2あたりの Pt の mol 数: 

0.00050 g / 195.08 (atomic weight of Pt) / 5 cm-2 

= 5.13 × 10-7 mol cm-2 

 TOF ((mol of the oxidized H2 / mol of Pt) per second) 

6.22 ×10-7 mol cm-2 s-1 / 5.13 × 10-7 mol cm-2 = 1.21 s-1 
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図 3-7 a) [NiFe]S77, b) [NiFe]DvMF, c) Pt/C および d) 緩衝液/C アノードの水素—酸素燃料電池中で

の HOR における電流密度と iR—フリー過電圧. Pt および Pt/C は参照極および対極として用いた. 

MEA 表面積: 5 cm2. アノード: [NiFe]S77 (0.19 μg[NiFe]S77 cm-2), [NiFe]DvMF (0.20 μg[NiFe]DvMF cm-2) ,お

よび Pt/C (0.10 mgPt cm-2)は Nafion 溶液を用いずに調製した. カソード: Pt/C (1.0 mgPt cm-2)は

Nafion 溶液を用いて調製した. プロトン伝導高分子電解質: Nafion 212. 湿潤 H2/N2 (50%/50%) 混

合ガスの流速: 200 mL min-1. 湿潤酸素の流速: 200 mL min-1. 湿度: 100%. カーボンブラック: キ

ャボットコーポレーション Vulcan XC-72. カーボンクロス : 東陽テクニカ株式会社 

EC-CC1-060T. 上段および下段の図はそれぞれ 0-0.4 および 0-0.007 A cm-2の範囲での電流密度と

iR—フリー過電圧を表す. 
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3-3. 結果と考察 

3-3-1. [NiFe]S77アノード及び膜電極接合体 (MEA) 

 [NiFe]S77 を用いた水素アノードは、以下の手順で作成した。カーボンブラックを

[NiFe]S77水溶液に加え、懸濁物をカーボンクロスに塗布した。 ([NiFe]S77: 0.19 μg cm-2 , 

2.1 pmol cm-2) 。MEA は、ナフィオン膜を用いて、ヒドロゲナーゼアノードと Pt/C カソ

ードにより構成した。[NiFe]S77は空気下での取り扱いにおいて十分に安定で、ナフィオ

ン溶液を必要としなかった。[NiFe]S77のアミノ酸配列は Escherichia coli 由来の Hyd-2 と

ほぼ同一の配列であった。大サブユニットおよび小サブユニットのペアワイズアライン

メントスコアは、それぞれ 93 および 95 であった。Hyd-2 は酸素感受性のヒドロゲナー

ゼに分類され、O2による不活性化の後でも再活性化が可能である。[NiFe]DvMFアノード

は、[NiFe]S77と同様の手法で、嫌気雰囲気下で作成した。 

 

3-3-2. 分極曲線測定 

 [NiFe]S77のアノードとしての水素酸化反応における特性を評価し、並外れた高い質量

活性を明らかにした (図 3-8)。[NiFe]DvMF も、アノードとして機能したが、質量活性は

[NiFe]S77と比べて極めて低かった。開放状態での[NiFe]S77および[NiFe]DvMFのアノード電

位は、白金アノード同様、可逆水素電極 (RHE) に対してほぼ 0 V であった iR—フリー

電圧が 50 mV における[NiFe]S77 アノードの質量活性は、それぞれ 1 mg の[NiFe]S77、

[NiFe]DvMFおよび Pt を基準に算出すると、[NiFe]DvMFの 33 倍、Pt の 637 倍 (活性中心

の Ni および Fe を基準にすると 506 000 倍、(図 3-9)も上回る数値となった。従来の 高

記録である Pt/コバルト/マンガン (PtCoMn) 合金は、1 mV の過電圧での値を報告して

おり、我々の活性中心の Ni および Fe を基準にした質量活性は、合金の 200 倍、Pt/C の

1000倍に上ることがわかった ([NiFe]S77: 7830 A mgNiFe
-1、PtCoMn: 約40 A mgPt

-1、Pt/C: 7.5 

A mgPt
-1) 9)。酵素の特性もまた、他の既知のヒドロゲナーゼに比べて優秀である。[NiFe]S77

は、H2/N2 (50%/50%) 混合ガスを用いたプラトー電流密度において、893 000 s-1の TOF

を達成している (図 3-7a)。これは、[NiFe]DvMFアノードの TOF (14 100 s-1、図 3-7b) の

63 倍にあたり、既報の Allochromatium vinosum 由来[NiFe]ヒドロゲナーゼの TOF 
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(1500-9000 s-1) の 99 から 595 倍に上り 10)、白金の TOF (1.2 s-1、図 3-7c) よりもはるか

に高い値である 4d)。BV を電子受容体に用いた分光学的測定において、３時間経過後に

77%の活性が失われた一方で (図 3-2a)、PEFC において、３時間、0 V から 200 V の間

での電位走査 120 サイクルの後でも、アノードの性能は 9%しか低下しなかった (図

3-10)。このことは、[NiFe]S77が PEFC において安定であることを示唆している。 

 既報の電気化学的分析により求められた[NiFe]ヒドロゲナーゼの水素酸化反応にお

ける TOF は、いずれも BV を電子受容体に用いた分光学的測定により求められた TOF

に比べ高い値を示している (表 3-2、エントリー 1-3) 5a, c)。同様の傾向が[NiFe]S77および

[NiFe]DvMFについても見られる (表 3-2、エントリー 4、5)。PEFC で得られた TOF (表

3-2、エントリー 4、5) と、溶液系の燃料電池で得られた TOF (表 3-2、エントリー 1-3)

を比較すると、PEFC は、[NiFe]ヒドロゲナーゼがより高活性な触媒として機能するの

に適していると考えられる。この理由として、溶液系と PEFC との間でアノードへの水

素の供給速度に大きな差が生じていることが考えられる。実際、溶液系においては酵素

固定電極を用いた回転電極法による電流密度の計測において、水素酸化に伴う発生電流

が、電極の回転速度に依存するとの報告が成されている 10)。溶液系では、溶存した水素

のみがアノードへ供給されるのに対して、PEFC では湿潤水素が直接供給される。PEFC

においては、充分な水素の供給速度が得られることで、[NiFe]ヒドロゲナーゼの触媒性

能が向上しているものと予想できる。 

 

  



55 

図 3-8 a) [NiFe]S77, b) [NiFe]DvMFおよび c) Pt/Cアノードの水素—酸素燃料電池中でのHORにおけ

る質量活性と iR—フリー過電圧. Pt および Pt/C は参照極および対極として用いた. MEA 表面積: 5 

cm2. アノード: [NiFe]S77 (0.19 μg[NiFe]S77 cm-2), [NiFe]DvMF (0.20 μg[NiFe]DvMF cm-2) ,および Pt/C (0.10 

mgPt cm-2) は Nafion 溶液を用いずに調製した. カソード: Pt/C (1.0 mgPt cm-2)は Nafion 溶液を用い

て調製した. プロトン伝導高分子電解質: Nafion 212. 湿潤水素の流速: 200 mL min-1. 湿潤酸素の

流速: 200 mL min-1. 湿度: 100%. カーボンブラック: キャボットコーポレーション Vulcan XC-72. 

カーボンクロス: 東陽テクニカ株式会社 EC-CC1-060T. 
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図 3-9 a) [NiFe]S77および b) [NiFe]DvMFアノードの水素—酸素燃料電池中でのHORにおける質量

活性と iR—フリー過電圧. 質量活性は 1 mg の Ni および Fe (酵素活性中心の構成金属) を基準に

算出した. Pt および Pt/C は参照極および対極として用いた. MEA 表面積: 5 cm2. アノード: 

[NiFe]S77 (0.19 μg[NiFe]S77 cm-2) および[NiFe]DvMF (0.20 μg[NiFe]DvMF cm-2) は Nafion 溶液を用いずに調

製した. カソード: Pt/C (1.0 mgPt cm-2) は Nafion 溶液を用いて調製した. プロトン伝導高分子電

解質: Nafion 212. 湿潤 H2/N2 (50%/50%) 混合ガスの流速: 200 mL min-1. 湿潤酸素の流速: 200 mL 

min-1. 湿度: 100%. カーボンブラック: キャボットコーポレーション Vulcan XC-72. カーボンク

ロス: 東陽テクニカ株式会社 EC-CC1-060T.  
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図 3-10 [NiFe]S77アノードの水素—酸素燃料電池中でのHORにおける 0-200 mVの電位掃引を繰

り返した後の電流密度. Pt および Pt/C は参照極および対極として用いた. MEA 表面積: 5 cm2. ア

ノード: [NiFe]S77 (0.19 μg[NiFe]S77 cm-2)は Nafion 溶液を用いずに調製した. カソード: Pt/C (1.0 mgPt 

cm-2)は Nafion 溶液を用いて調製した. プロトン伝導高分子電解質: Nafion 212. 湿潤水素の流速: 

200 mL min-1. 湿潤酸素の流速: 200 mL min-1. 湿度: 100%. カーボンブラック: キャボットコーポ

レーション Vulcan XC-72. 

200 mV

100 mV

0 mV 
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表 3-2 [NiFe]ヒドロゲナーゼの HOR における TOF. 

† Escherichia coli 由来の Hyd-1 の比活性は既報より 5.53 U mg-1 (1 μmol の水素を 1 分間で酸化

する活性を 1 U と定義する) である. Hyd-1 の比活性と分子量 (94 kDa) より、TOF は 8.35 s-1

と算出した. 

‡ Aquifex aeolicus 由来の MbH1 の比活性は既報より 4 U mg-1である. MbH1 の比活性と分子量  

(110 kDa) より、TOF は 7 s-1と算出した. 

§ [NiFe]S77の 60°C における比活性は既報より 1645.9 U mg-1である. [NiFe]S77の比活性と分子

量  (90.761 kDa) より、TOF は 2496 s-1と算出した. 

¶ 本研究の実測データ. 

エントリー ヒドロゲナーゼの種類 

TOF (s-1): 

 (mol of H2)/(mol of [NiFe]H2ase) per second 

分光学的測定 電気化学的測定 

溶液系 PEFC 系 溶液系 

1 
Allochromatium vinosum 由来

[NiFe]ヒドロゲナーゼ 
30010) - 1500-900010) 

2 Escherichia coli 由来 Hyd-1 8.355b)† - 170011) 

3 Aquifex aeolicus 由来 MbH1 75e)‡ - 485d) 

4 [NiFe]S77 24966)§ 893 000¶ - 

5 [NiFe]DvMF 820¶ 14 100¶ - 
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3-3-3. インピーダンス測定 

 PEFC におけるアノード側半電池の等価回路を図 3-11 に示す。基本構成はアノードの

化学反応に伴うインピーダンス、ワールブルグインピーダンス、電荷移動に際して生じ

るオーミック抵抗、計測系インダクタンスの４要素である。各要素は PEFC の電気化学

反応課程において、互いに独立なため、等価回路においてはそれらを直列接続して表現

している。また、電極／電解質界面には電解質側に電気二重層が形成されるため容量性

挙動を示し、界面特性は電気二重層容量と電解銅抵抗の並列回路に対応する。図 3-11

の等価回路により導出されるトータルインピーダンス Z は 式 3-1 で算出される。 

 

	  

ただし、 	
	

 

 

ここで、ωは角周波数、j は虚数単位、T は拡散時定数、P は拡散条件に関する定数、L

は計測系インダクタンスである。 

式 3-1 により描かれるナイキスト線図は、高周波数側にアノード反応抵抗及び電気二

重層容量に起因する容量性インピーダンスの半円、低周波数側にワールブルグインピー

ダンスの半円が観測される。本論文において、作成した 3 種類のアノードを用いたイン

ピーダンス特性の評価においては、電荷移動速度に比べて十分に早い水素の拡散速度が

得られたため、ワールブルグインピーダンスは観測されていない (図 3-12)。容量性イ

ンピーダンスの半円の径はアノードの反応抵抗 Ra、高周波数側の実数軸との交点はオ

ーミック抵抗 Rohmとなる。図 3-12 によると、[NiFe]S77のトータルインピーダンスが極

めて小さく (0.13 Ω)、[NiFe]DvMF (2.6 Ω) および Pt (0.34 Ω) よりも小さかった。また、

[NiFe]S77のオーミック抵抗 (0.019 Ω) は、アノードにおける反応抵抗よりも十分に小さ

い。これは、反応速度が Nafion 膜内でのプロトン移動よりも、アノードの水素酸化触

媒能によって支配される事を示唆している。 

  

(式 3-1) 
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図3-11 PEFCの等価回路. Ra アノードの反応抵抗, Ca アノードの電気二重層容量, Zw ワールブ

ルグインピーダンス, Rohm オーミック抵抗, L インダクタンス. 

 

図 3-12 a) [NiFe]S77, b) [NiFe]DvMFおよび c) Pt/C アノードの水素—酸素燃料電池中での HOR にお

けるインピーダンススペクトル. Pt および Pt/C は参照極および対極として用いた. スペクトルは

開路条件で周波数を 0.1-105 Hz で変化させて測定した. MEA 表面積およびその他条件は図 3-8 に

同じ.
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3-3-4. 交換電流密度と活性化エネルギー 

  [NiFe]DvMFおよび Pt と比べて、 [NiFe]S77の交換電流密度はより高く、活性化エネル

ギーはより低くなった。 [NiFe]S77 、[NiFe]DvMFおよび Pt のターフェルプロットから、

60°C における交換電流密度は、それぞれ 0.211、0.0466 および 0.120 A cm-2と分かった  

(図 3-13, 14, 15)。活性化エネルギー ([NiFe]S77: 10.1 kJ mol-1、[NiFe]DvMF: 14.5 kJ mol-1、

Pt/C: 13.5 kJ mol-1)は交換電流密度を用いたアレーニウスプロットより算出した (図

3-16)。 

 

 

図 3-13 アノード上の[NiFe]S77による HOR における 40-60°C でのターフェルプロット. 各プロ

ットは[NiFe]S77 アノードと Pt/C カソードで構成された燃料電池のアノード側の電流密度の対数

に対する、iR—フリー過電圧を表す。 Pt および Pt/C は参照極および対極として用いた. MEA 表

面積: 5 cm2. アノード: [NiFe]S77 (0.19 μg[NiFe]S77 cm-2)は Nafion 溶液を用いずに調製した. カソー

ド: Pt/C (1.0 mgPt cm-2)は Nafion 溶液を用いて調製した. プロトン伝導高分子電解質: Nafion 212. 

湿潤水素の流速: 200 mL min-1. 湿潤酸素の流速: 200 mL min-1. 湿度: 100%. カーボンブラック: 

キャボットコーポレーション Vulcan XC-72. カーボンクロス : 東陽テクニカ株式会社 

EC-CC1-060T. 
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図 3-14 アノード上の[NiFe]DvMFによる HOR における 40-60°C でのターフェルプロット. 各プ

ロットは[NiFe]DvMFアノードとPt/Cカソードで構成された燃料電池のアノード側の電流密度の対

数に対する、iR—フリー過電圧を表す。 Pt および Pt/C は参照極および対極として用いた. MEA

表面積: 5 cm2. アノード: [NiFe]DvMF (0.20 μg[NiFe]DvMF cm-2)は Nafion 溶液を用いずに調製した. カ

ソード: Pt/C (1.0 mgPt cm-2)は Nafion 溶液を用いて調製した. プロトン伝導高分子電解質: Nafion 

212. 湿潤水素の流速: 200 mL min-1. 湿潤酸素の流速: 200 mL min-1. 湿度: 100%. カーボンブラッ

ク : キャボットコーポレーション Vulcan XC-72. カーボンクロス: 東陽テクニカ株式会社 

EC-CC1-060T. 
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図 3-15 アノード上の Pt/C による HOR における 40-60°C でのターフェルプロット. 各プロット

は Pt/C アノードおよびカソードで構成された燃料電池のアノード側の電流密度の対数に対する、

iR—フリー過電圧を表す。 Pt および Pt/C は参照極および対極として用いた. MEA 表面積: 5 cm2. 

アノード: Pt/C (0.10 mg[Pt cm-2)は Nafion 溶液を用いずに調製した. カソード: Pt/C (1.0 mgPt cm-2)

は Nafion 溶液を用いて調製した. プロトン伝導高分子電解質: Nafion 212. 湿潤水素の流速: 200 

mL min-1. 湿潤酸素の流速: 200 mL min-1. 湿度: 100%. カーボンブラック: キャボットコーポレ

ーション Vulcan XC-72. カーボンクロス: 東陽テクニカ株式会社 EC-CC1-060T. 
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図 3-16 アノード上の a) [NiFe]S77, b) [NiFe]DvMFおよび c) Pt/C による HOR におけるアレーニウ

スプロット. 40-60°C での交換電流密度の値は図 3-12, 13, 14 に示したターフェルプロットより求

めた.
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3-3-5. [NiFe]S77水素燃料電池 

 上述のとおり、[NiFe]S77アノードは類稀な電極であり、当然ながら水素燃料電池のア

ノード極としての応用が可能である (図 3-17)。[NiFe]S77燃料電池は 0.95 V の開放電圧

と 180 mW cm-2の 大電力密度を示した。この値は、[NiFe]DvMF燃料電池で得られた 4.1 

mW cm-2の 44 倍に上る。これは、[NiFe]ヒドロゲナーゼベースの PEFC を構築した初の

例である 4c, d, 5)。[NiFe]S77および[NiFe]DvMF燃料電池の性能は、いくつかの対照実験を通

じて 適化している (表 3-1)。 大電力密度について、PEFC で得られた値 (180 mW cm-2、

表 3-3 エントリー1) と溶液系の燃料電池で得られた値 (1.67 および 0.3 mW cm-2、表 3-3 

エントリー2 および 3) 5a, c) の大きな違いは、燃料電池のシステムの違いと、用いている

カソード触媒の違い (PEFC では Pt/C を、溶液系の燃料電池では bilirubin oxidase)に起因

するものであると考えられる。 

 

 

図3-17 a) [NiFe]S77 (掃引速度: 50 mV s-1), c) [NiFe]DvMF (掃引速度: 1 mV s-1)および e) Pt/C (掃引速

度: 10 mV s-1)アノードの水素—酸素燃料電池の分極曲線. b) [NiFe]S77 (掃引速度: 50 mV s-1), d) 

[NiFe]DvMF (掃引速度: 1 mV s-1)および f) Pt/C (掃引速度: 10 mV s-1)アノードの水素—酸素燃料電池

の電力密度曲線. Ptおよび Pt/Cは参照極および対極として用いた. MEA表面積およびその他条件

は図 3-8 に同じ.その他の対照実験については表 3-1 に明記. 
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表 3-3 [NiFe]ヒドロゲナーゼを用いた燃料電池の 大電力密度. 

エントリー 
電極 最大電力密度 (mW cm-2) 

アノード カソード PEFC 溶液系燃料電池 

1 [NiFe]S77 Pt/C 180†   

2 
Escherichia coli

由来 Hyd-1 
ビリルビンオキシダーゼ   1.675-a) 

3 
Aquifex aeolicus

由来 MbH1 
ビリルビンオキシダーゼ   0.35-c) 

†本研究の実測データ. 

 

3-3-6. [NiFe]S77の一酸化炭素被毒 

 [NiFe]S77は、CO 被毒された後、そのほとんどの活性を回復可能なことがわかった (図

3-18, 19)。燃料電池への水素の供給が、H2/CO (CO 103.2 ppm) 混合ガスに切り替えられ

ると、元の電力密度の 12%程度に性能が低下した (図)。水素の供給を復活させると、

元の電力密度のほぼ 100%まで性能が回復した。CO 阻害/回復の挙動は、Allochromatium 

vinosum 由来[NiFe]ヒドロゲナーゼとよく似ているが 4c)、活性サイトの極一部が回復を

示す Pt/C とは異なっている 12)。前述のとおり、[NiFe]S77は、Escherichia coli 由来 Hyd-2

とアミノ酸配列の高い相同性を持っている。Hyd-2 は CO 阻害された後、水素によって

再活性化が可能なヒドロゲナーゼとして知られており、PEFC で[NiFe]S77によって観測

された現象と似た特徴を示す。 
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図 3-18 (a) 供給燃料を変化させた際の 1 mA cm-2 における iR—フリー過電圧の時間変化および 

(b) [NiFe]S77 アノードと Pt/C カソードで構成された燃料電池のアノード側の 60°C における分極

曲線. i) 水素, ii) H2/CO (103.2 ppm CO) 混合ガス および iii) H2/CO 混合ガスの供給後に再び水素

をアノードに供給して測定. MEA 表面積: 5 cm2. アノード: [NiFe]S77 (0.19 μg[NiFe]S77 cm-2)は Nafion

溶液を用いずに調製した. カソード: Pt/C (1.0 mgPt cm-2)は Nafion 溶液を用いて調製した. プロト

ン伝導高分子電解質: Nafion 212. 湿潤水素およびH2/CO混合ガスの流速: 200 mL min-1. 湿潤酸素

の流速: 200 mL min-1. 湿度: 100%. カーボンブラック: キャボットコーポレーション Vulcan 

XC-72. カーボンクロス: 東陽テクニカ株式会社 EC-CC1-060T. 
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図 3-19 (a) 供給燃料を変化させた際の 50 mA cm-2 におけるセル電圧の時間変化および (b) 

[NiFe]S77アノードと Pt/C カソードで構成された燃料電池の 60°C における出力密度曲線. i) 水素, 

ii) H2/CO (103.2 ppm CO) 混合ガス および iii) H2/CO 混合ガスの供給後に再び水素をアノードに

供給して測定. MEA表面積: 5 cm2. アノード: [NiFe]S77 (0.19 μg[NiFe]S77 cm-2)はNafion溶液を用いず

に調製した. カソード: Pt/C (1.0 mgPt cm-2)は Nafion 溶液を用いて調製した. プロトン伝導高分子

電解質: Nafion 212. 湿潤水素および H2/CO 混合ガスの流速: 200 mL min-1. 湿潤酸素の流速: 200 

mL min-1. 湿度: 100%. カーボンブラック: キャボットコーポレーションVulcan XC-72. カーボン

クロス: 東陽テクニカ株式会社 EC-CC1-060T. 
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3-3-7. ヒドロゲナーゼによる効率的な水素分解に関する考察 

 水素の分解において、ヒドロゲナーゼが白金よりも効率的である理由として、両者が

水素を分解するために用いるメカニズムの違いに注目した。ヒドロゲナーゼは、ヘテロ

リティックに水素を開裂させるが (式 3-2) 4a, b, c, 13, 14)、白金はホモリティックに水素を開

裂させる (式 3-3) 1)。ホモリティックな開裂は気相中で有利に進行するが (ΔG0
hetero = 

1642 kJ mol-1, ΔG0
homo = 407 kJ mol-1) 15, 16)、水中では、ヘテロリティックな開裂が有利と

なる(ΔG0
hetero = 176 kJ mol-1, ΔG0

homo = 442 kJ mol-1) 16, 17)。固体高分子形燃料電池において

も、水の薄いフィルムが固体で担持された電極を覆うために、水中でのエンタルピーが

も重要になると考えられる。 

 

 

 

 

 

3-4. 結論 

 第 3 章では、酸素に安定で、優秀な水素酸化触媒能を有する[NiFe]S77を用いて、活性、

反応および拡散抵抗、そして活性化エネルギーのいずれの点においても白金に勝る水素

酸化のための新しい電極を作成した。また、作成した電極を PEFC のアノード極に応用

し、180 mW cm-2もの高出力を実証した。本研究の成果は、[NiFe]S77が水素電極として

の新しい標準の指標となりうることを確信させるものである。 

 

 

 

 

H2 2H+ + 2e-H+ + H-

H2 2H+ + 2e-2H

(式 3-2)

(式 3-3)
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第 4 章 結言 

 

 本論文では、新規[NiFe]ヒドロゲナーゼの水素酸化触媒能と酸素への安定性に着目し、

電極触媒としての性能を検討した。新規の[NiFe]ヒドロゲナーゼを精製し、固体高分子

形燃料電池のアノード極触媒として応用することで、新規ヒドロゲナーゼの酸素への安

定性と燃料電池用電極触媒としての性能を実証した。 

 

第 2 章 

 第 2 章では、酸素への安定性と高い水素酸化触媒能を両立する新規[NiFe]ヒドロゲナ

ーゼに着目した。自然界より新たに単離した Citrobacter sp. S-77 より、膜結合型の[NiFe]

ヒドロゲナーゼ ([NiFe]S77) を精製し、その水素酸化活性と酸素への安定性を評価した。

Citrobacter sp. S-77 のゲノム解析、および精製タンパク質の N 末端アミノ酸解析により、

[NiFe]S77が Cirobacter freundii 由来の hydrogenase-2 (GenBank ID: EKS57105-57112) と高

い相同性を持つタンパク質であり、今日までに研究されてきた酸素感受性ヒドロゲナー

ゼおよび酸素耐性ヒドロゲナーゼのいずれとも大きく異るアミノ酸配列を有している

ことを明らかにした。Citrobacter sp. S-77 の膜画分を用いた紫外可視吸収スペクトル測

定では、膜内在性のシトクロム b560が[NiFe]S77の生体内レドックスパートナーとして機

能していることを示唆する結果を得た。精製した[NiFe]S77の水素酸化活性は、水素依存

的な benzyl viologen (BV)の還元に伴う吸光度の変化を測定することで評価した。

[NiFe]S77 は、従来の酸素耐性ヒドロゲナーゼと比べて 3.6-170 倍程度の高い水素酸化活

性 (触媒回転頻度にして 1132 s-1) を示した。[NiFe]S77は、酸素により酸化された後でも、

再活性化の必要なく水素酸化を触媒可能で、30 時間の空気暴露後においても 95%以上

の活性を維持することを確認した。本研究で精製に成功した[NiFe]S77は、実用触媒に求

められる酸素耐性と高い触媒能を両立するハイブリッド型ヒドロゲナーゼである (表

4-1)。本研究は、ヒドロゲナーゼの水素利用技術への応用を促進するだけでなく、ヒド

ロゲナーゼの酸素に対する安定性および酵素の活性を決定づける構造的要因の解明に

繋がる研究材料を発掘した点で意義がある。 
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表 4-1 [NiFe]S77と酸素感受性および酸素耐性ヒドロゲナーゼの比較. 

  
酸素感受性 

ヒドロゲナーゼ 
[NiFe]S77 

酸素耐性 

ヒドロゲナーゼ 

酸素耐性† 95% 30-50% 

触媒回転頻度 (s-1)‡ 2240 1132 8-340 

† 空気へ 24 時間暴露後の水素酸化比活性の残存率 

‡ (mol of H2/mol of [NiFe]hydrogenase) per second 

 

第 3 章 

 第 3 章では、[NiFe]S77を触媒に用いて、燃料電池の水素極を開発した。[NiFe]S77電極

の性能は、水素半電池の分極曲線測定およびインピーダンス測定によって評価した。

[NiFe]S77 電極は水素半電池において 50 mV における単位質量あたりの活性 (1 mg の

[NiFe]S77および白金を基準にして算出) が Pt/C 電極の 637 倍となった。また、1 mV に

おける[NiFe]S77 の触媒回転頻度は、893 000 s-1となった。[NiFe]S77電極は、トータルイ

ンピーダンスが 0.13 Ω と極めて小さく、オーミック抵抗がアノードにおける反応抵抗

に比べて充分に小さかった。このことより、アノードにおける水素酸化の反応速度が、

Nafion 膜内のプロトン移動ではなく、水素酸化触媒能によって支配されていることが確

認できた。[NiFe]S77燃料電池は 0.95 V の開放電圧と 180 mW cm-2の 大電力密度を示し

た (図 4-2)。これは、[NiFe]ヒドロゲナーゼベースの PEFC を構築した初の例であり、

ヒドロゲナーゼの白金を上回る電極触媒としての性能を実証したという点で有意義で

ある。 
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図 4-2. 本研究で開発した[NiFe]S77燃料電池. 
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 本論文では、酸素への安定性と高い水素酸化触媒能を両立する[NiFe]S77 を精製し、

PEFC のアノード極として応用可能な[NiFe]S77 電極の開発と電気化学特性の分析に成功

した。本研究で得られた結果は、従来議論されることの少なかった、酵素の酸素による

酸化ストレスに対する安定性と比活性の二つの指標を、実用触媒としての性能に直結さ

せた成果と捉えることが可能で、ヒドロゲナーゼの水素利用技術への応用に重要な貢献

を果たすと考えられる。本論文に関する今後の展望としては、ヒドロゲナーゼを始めと

する種々の機能性タンパク質の酸化ストレスへの防御機構および酵素活性を決定づけ

る構造的要因に関する研究の発展が期待される。ひいては、本論文の成果が、酵素の実

用触媒への応用と、酵素を模倣した人工触媒の開発に貢献していくことを期待している。 
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