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研究成果の概要（和文）：枯渇油田に残された原油をメタンに変換し、天然ガスとして回収する技術の開発を目
指し、深部地下油層環境の一部で起きていることが示唆されている生物的原油分解メタン生成メカニズムを解明
することを目的としている。本研究では、現地環境を模擬した高圧培養および常圧培養を行い、原油分解メタン
生成培養系の構築を行った。さらに、原油分解過程の中間代謝産物であると想定される脂肪酸を用いてメタン生
成培養系の構築を行った。原油分解メタン生成培養系で優占する微生物を安定的に培養できる脂肪酸を明らかに
し、門レベルで新規な微生物の集積系の獲得に成功した。これにより、地下深部におけるメタン生成メカニズム
の一部を解明した。

研究成果の概要（英文）：The development of technology to convert crude oil currently remaining in 
depleted oil fields into methane is necessary to ensure we efficiently use our natural resources. 
The purpose of this study is to elucidate the mechanism of biogenic crude oil degradation and 
methane formation that is thought to occur in deep underground oil reservoir environments. In this 
study, cultures grown in high-pressure and atmospheric-pressure conditions simulating the reservoir 
environment, were carried out to obtain a crude oil-degrading, methane producing microbial culture. 
We obtained a methanogenic culture using fatty acids that are likely intermediate metabolites of the
 crude oil degradation process. Furthermore, we succeeded in obtaining both enrichment cultures and 
pure cultures of uncultured bacteria. The cultivation of these novel microorganisms and the 
elucidation of the substrates they utilize have contributed to the understanding of the mechanism by
 which methanogenesis occurs.

研究分野：微生物生態学
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  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
原油の回収率は一般に20-60%であり、枯渇油田とされてもその半量ほどは地下に残されている。本研究では、こ
の原油をメタンに変換し、天然ガスとして回収する技術の開発を目指している。原油分解メタン生成がどのよう
な微生物によりどのような反応経路で起こっているのか、そのメカニズムを明らかにすることで、その反応を利
用し促進させることが可能となるはずである。本研究ではその反応を担う、未培養で機能が未知であった微生物
の役割を解明した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年、シェールガスやメタンハイドレートなどの未利用化石燃料の資源開発が注目されている。
それと同様に、これまで利用することが技術的に不可能であった枯渇油田の残留原油を、油層微
生物の機能を最大限に活用し、硫黄分を含まないクリーンなメタンガスに変換し回収する枯渇
油田再生化技術の開発への関心が高まっている。既に、原油の主成分である直鎖炭化水素の嫌気
微生物による分解とその分解産物を利用したメタン生成反応の存在は報告されている(Jones et 
al., 2008, Nature)。これに続き、これまでに数多く報告がなされているが、その試料のほとんど
は 35℃以下の中温環境のものであった。しかし、火山国日本の油田は主に北海道、秋田、山形、
新潟に存在し、そのほとんどが高温・高圧の地下深部に存在する。これまでに、これらの日本の
油ガス田の地層水試料の遺伝子解析を行ったところ、検出される微生物は系統的に未培養のも
のが大多数であり、微生物の生態については推測が困難であった。原油分解メタン生成反応では
複数の微生物種による多段階の分解反応によって生成する酢酸や水素が最終的にメタン生成菌
によってメタンへと変換されると考えられている。このような一連の反応では原油分解反応の
中間代謝産物が次の分解者によって即座に消費される必要があり、特に水素や酢酸が系内に蓄
積すると即座に反応系全体が崩壊してしまう。これまでに、我々は深部地下油層環境におけるメ
タン生成反応において、酢酸が重要な中間代謝産物として存在し、酢酸酸化細菌と水素利用性メ
タン生成菌の密接な共生関係でメタン生成が進行することを明らかにした (Mayumi et al., 
Environ. Microbiol. 2011)。しかし、このような原油分解反応の初発反応を担う原油分解細菌に
ついては、未培養細菌がほとんどを占めていたため、どの微生物がどの反応を担っているのかそ
の機能については明らかではない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、枯渇油田に残された原油をメタンに変換し、天然ガスとして回収する技術の開発
を目指し、一部の深部地下油層環境で起きていることが示唆されている生物的原油分解メタン
生成反応のメカニズムを解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)試料採取 
これまでに原油の炭化水素組成分析（原油の生分解度）やメタン～ブタンおよび二酸化炭素の
安定同位体比分析（メタンの生成起源）などの地球化学的観点から、山形県と秋田県の２カ所の
油田で原位置の原油分解メタン生成ポテンシャルの存在を確認してきた。本研究では、原油分解
メタン生成培養系の構築に山形県および秋田県の油田の試料を用いた。また、原油分解メタン生
成系で優占した微生物に近縁の新規微生物の単離試料として、新潟のガス田の地層水試料を用
いた。 
(2)原油分解メタン生成培養系の獲得 
山形県および秋田県の油田の試料を用いて、現地環境を模擬した高圧培養（50MPa）および培
養条件を多様化させた常圧培養を行った。培養器には地層環境を再現するために海砂を充填し
た。試料の封入は嫌気チャンバー内で行った。常圧培養培の気相は N2-CO2 (80 : 20, v/v)とした。
それぞれ現地温度に近い 55℃で培養を行った。新潟ガス田の試料については、現地地層水の採
取温度に近い温度でそれぞれ培養を行った。 
(3)脂肪酸分解メタン生成培養系の獲得 
脂肪酸は原油の主成分である n-アルカンから次に生成されると想定されており、n-アルカン分
解微生物獲得のためにその分解過程の下流を担う微生物の同定ならびに集積培養は重要である。
そこで、原油分解過程の中間代謝産物であると想定される脂肪酸を用いてメタン生成培養系の
構築を行った。この脂肪酸で集積された微生物について 16S rRNA遺伝子塩基配列を解析した。
このとき基質として複数添加していた炭素数が 10 から 20 の比較的長鎖の脂肪酸について、そ
れぞれ個別に添加した培養系を作成し、2代目の培養を行うことで、微生物による各脂肪酸の分
解のされやすさを評価した。 
(4)新規微生物の集積と単離 
原油分解メタン生成培養系で優占する新規微生物の脂肪酸を用いた集積系の構築を行った。さ
らに、この新規微生物と同門に属するがおそらく目レベルで系統の異なる微生物の単離を行っ
た。 
 
４．研究成果 
(1)原油分解メタン生成培養系の獲得 
山形県と秋田県の２カ所の油田の複数の坑井から採取した試料を用いて、現地環境を模擬する
ため海砂を充填した高圧培養および常圧培養を行った。培養は 1年間継続した。この結果、常圧
培養を行った原油入りの培養系の一つで 50日を経過したころから優位なメタン生成が確認され
た。メタン生成は 300日近く継続した。 
(2)脂肪酸分解メタン生成培養系の獲得 
原油を添加しメタン生成が確認された培養系の試料を、炭素数が 10から 20の比較的長鎖の脂
肪酸を複数種類基質として添加した培地に接種して培養を行った。その結果、良好なメタン生成
が確認された。この集積された微生物について 16S rRNA 遺伝子塩基配列を解析し、関与して



いるメタン生成菌および細菌の種類を明らかにした。その結果、この脂肪酸を用いた培養系の中
に、原油分解メタン生成培養系で優占する新規微生物が優占していることが明らかとなった。次
に、複数添加していた脂肪酸をそれぞれ個別に添加した培地を作成し、基質利用性について試験
を行った。この結果、脂肪酸の炭素数により、メタン生成の抑制が起こるものと起こらないもの
があることが明らかとなった。 
(3)新規微生物の集積と単離 
原油分解メタン生成培養系で優占する微生物を安定的に培養できる脂肪酸の種類を明らかにし、
新規微生物の集積系を獲得した。また、この新規微生物と同じ門レベルで未培養の系統に属する
が、集積微生物とはおそらく目レベルで系統の異なる新規性の高い微生物について単離培養に
成功した。この単離株の性質決定のため、ゲノム解析を行った。 
 
以上のように、本研究では原油分解メタン生成系で優占する門レベルで新規な微生物について、
集積培養を行い、その基質利用性について明らかにした。この未培養微生物が原油分解の中間代
謝産物であると考えられる脂肪酸を基質として利用することは、これまでに他の研究者がゲノ
ム解析によっても推定し得なかった新しい知見であり、原油分解メタン生成メカニズムの一端
を明らかにすることに成功した。 
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