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研究成果の概要（和文）：本研究では、磁硫化鉄であるグライガイトが、メタン菌の代謝を促進するという新奇
の現象が起こる機構を分子生物学的な観点から解明することを目的とした。研究の結果、グライガイト特有の鉱
物的特性が代謝促進に必要であり、さらにグライガイトから溶出した鉄を含む化学種が代謝促進を引き起こすこ
とが明らかになった。この代謝促進は、翻訳レベルでの代謝の底上げ、もしくは、グライガイトから遊離した触
媒活性をもつ化学種による生化学反応の底上げに起因する可能性が示唆された。また、この代謝促進効果は、メ
タン菌を含む微生物群集においても見られたため、有機物からのメタン生産を目的とした技術への応用可能性が
示された。

研究成果の概要（英文）：Previous research has shown that greigite (Fe3S4) has bioactivity to enhance
 methanogenesis. This study aimed to elucidate the underlying mechanism of the enhancement. Culture 
experiments suggested that specific mineral characteristics of greigite accounted for its 
bioactivity. Furthermore, soluble chemical species that are released from greigite was found to 
possess the bioactivity. Transcriptome analysis unveiled that the greigite-dependent enhancement of 
methanogenesis could be involved in the increase in metabolic fluxes at translational levels. 
Abiotic experiments showed that greigite has catalytic activity toward CO2 reduction by H2, 
indicating that greigite could also enhance the metabolic fluxes of methanogenesis by its catalytic 
activity. Enhanced methanogenesis by greigite was also observed in syntrophic anaerobic microbial 
communities, suggesting the potential of the greigite-dependent enhancement to applicational 
technologies.

研究分野：微生物学

キーワード： メタン菌　メタン生産　硫化鉄　生理活性物質　網羅的遺伝子発現解析　生命の起源

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
グライガイトによるメタン菌の代謝促進は、近年新たに発見された現象であり、その機構が未知である上に、代
謝促進が起こる詳細な条件が不明であった。本研究により、その一端が明らかになり、地球の炭素サイクルに深
く関わるメタン菌の生理と生態を理解する上で新しい知見を得ることが出来た。また、代謝の促進が現れる培養
条件を特定することに成功し、本現象の応用展開、例えば、有機性廃棄物からの効率的なメタン生産技術などに
展開できる可能性が示された。

※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 
メタン菌はメタン生産を通じて地球の
炭素サイクルに重要な役割を担ってい
る。そして、その特徴的な代謝と生理から
初期生命に近い生物として認識されてい
る。メタン菌の生息環境には、生物・非生
物的に発生したサルファイドと鉄とが反
応して形成される種々の硫化鉄が豊富に
存在しており、菌―硫化鉄間の相互作用
が起こっていると考えられている。メタ
ン菌と硫化鉄との相互作用の解明を目的
としたこれまでの研究過程で、メタン菌
を磁硫化鉄であるグライガイト(Fe3S4)の
存在下培養するとメタン生産と増殖が著
しく促進されることが発見された(1)。 
グライガイトは、メタン菌などの独立栄
養生物の代謝の根幹である還元的アセチ
ル CoA 経路と深い関わりをもつことが指
摘されている。還元的アセチル CoA 経路のキーとなる酵素・補酵素の活性中心には、グライガイ
ト等の硫化鉄と構造的に類似する鉄イオウクラスターが存在することから(図１)、硫化鉄が原
始的な炭酸固定反応を触媒し、それが徐々に還元的アセチル CoA 経路ではたらく鉄イオウクラ
スター含有酵素に進化していったというシナリオが提唱されている(2)。さらに、このシナリオで
は、初期の生命は環境中のグライガイトなどから代謝に必須な鉄イオウクラスターを調達して
いたと推定されている。 
以上の事から、グライガイトによるメタン菌の代謝促進は、グライガイトが細胞内に入り還元
的アセチル CoA 経路を遺伝子発現と酵素活性の両面から活性化させたことに起因する、という
仮説の構築に至った。 
 
２．研究の目的 
グライガイトによるメタン菌の代謝促進の機構はまだ明らかになっていないため、上記の仮説
の妥当性は不明であり、本現象の普遍化や応用利用への基盤は未だ構築できていない。そこで、
本研究の目的は、本促進機構を分子生物学的手法により解明すること、そして、代謝促進が現れ
る培養条件の特定を行うことである。 
 
 
３．研究の方法 
(1) グライガイトによる代謝促進が起こるメタン菌の特徴 
先行研究では、特に好熱性水素資化性のメタン菌を対象に代謝促進効果を解析していたため(1)、
中温性、そして酢酸資化性のメタン菌への代謝促進効果は未知であった。そこで、それらの代表
種としての、Methanococcus maripaludis C5 株および Methanosarcina barkeri MS 株を水素お
よび酢酸資化条件で培養し、グライガイトによる促進効果を調査した。なお、各培養は微生物カ
ルチャーコレクション(JCM または DSMZ)が推奨する条件に従った。促進効果の評価は先行研究
(1)に従い、培養が定常期に達した際の最終菌密度を直接計数法、メタン生産量をガスクロマトグ
ラフィー(GC-2014、Shimadzu)で定量することにより行った。 
 

(2) グライガイト特異的な促進効果 
グライガイトの鉱物的特徴が促進効果に必要であるという予想から、グライガイト以外の鉱物
による代謝促進効果を調査した。効果の定量には、先行研究(1)により代謝促進効果が明瞭に現れ
ていた Methanocaldococcus jannaschii JAL-1 株を用いた。グライガイトを空気中で酸化させ
たもの、およびそれをサルファイドで還元しグライガイト構造を再生したものを用意し、促進効
果を解析した。また、グライガイト以外の鉄塩として酸化鉄(ヘマタイト(Fe2O3)、マグネタイト
(Fe3O4))および、硫化鉄(アモルファス FeS、マキナワイト(FeS)、パイライト(FeS2))の代謝促進
効果も解析した。また、グライガイトから溶出する成分によって代謝促進が引き起こされる可能
性を検証するために、グライガイトとメタン菌を透析膜(MWCO 20 kD、Repligen)で隔離した状態
で培養を行った。 
グライガイトから溶出した成分の解析のため、リン酸緩衝液(pH6.0、10 mM)中でグライガイト

(最大 30 mg)をインキュベーションし、フィルター濾過物を ICP発光分析装置（ICP-OES、 ULTIMA2、
HORIBA)および紫外可視分光法(UV-VIS、V-660、JASCO)で測定した。 
 
(3) 網羅的遺伝子発現解析 
グライガイトによる著しい代謝促進効果が現れたメタン菌である Mc. jannaschii JAL-1 株を
対象に、グライガイト存在下で特異的に発現変動が起こる遺伝子を特定するために、網羅的遺伝
子発現解析を行った。グライガイトの有無、そして対照実験としてのアモルファス FeS の存在下

図 1. グライガイトと鉄イオウクラスターと

の類似性 



で培養を行い、対数増殖期中期に達した細胞から RNA を抽出した。HiSeq2000 プラットフォーム
(Illumina)による FASTQ データの取得後、Trimmomatic によるクオリティコントロールを施し、
得られたリードを TopHatまたは BBMap を用いて既知のゲノムにマッピングした。マッピング結
果から Cuffdiff を用いた解析により発現変動遺伝子を検出した。 
 
(4) 栄養共生時の促進効果 
Mc. jannaschii は従属栄養性好熱性細菌である Thermosipho globiformans MN14株と水素によ
る栄養共生によりメタン生産することが知られている(3)。そこで、このような栄養共生状態でも
グライガイトによる代謝促進が起こるかを検証するために、タンパク質性有機物を含んだ MP 培
地(3)を用い、グライガイトの添加または非添加条件で、Mc. jannaschii と T. globiformans に
よる共培養を行った。 
 
(5) 微生物群集に対する効果 
自然界の複雑な微生物群集に対するグライガイトの効果を解析するため、非純化状態の微生物
源を用いた実験を行った。メタン菌の活性が高く、かつ硫化鉄も豊富に存在する代表的な環境で
ある水田土壌を微生物源として用い、水素と二酸化炭素の混合気の下、無機栄養培地で集積培養
を行った。代謝促進効果の評価は、上述(1)と同じ方法で行った。集積培養物から DNA を抽出し、
16S rRNA の V3-V4 領域をターゲットにしたメタゲノム情報の取得を MiSeq プラットフォーム
(Illumina)により行った。得られた RAW データを先行研究(4)に従い処理し菌叢を解析した。 
 
(6) グライガイトの触媒活性 
代謝促進を引き起こすグライガイト自体にも水素と二酸化炭素を反応させる触媒活性があるこ
とが予想されている。そこで、水素と二酸化炭素をグライガイトの存在下で水熱反応させ、反応
後の産物を、ガスクロマトグラフィー質量分析法、高速液体クロマトグラフィー質量分析法で解
析することで、グライガイトの触媒活性を解析した。 
 
４．研究成果 
 (1) グライガイトによる代謝促進が起こ
るメタン菌の特徴 
テストされた各メタン菌に対するグライ
ガイトの代謝促進効果を図 2 にまとめた。
先行研究で代謝促進が報告されたメタン菌
(1)(Mc. jannaschii JAL-1株、Mc. indicus 
SL43 株、 Mt. thermoautotrophicus delta 
H 株、 Mp. kandleri AV19株)に加え、中温
性水素資化性メタン菌 Mc. maripaludis で
明瞭な代謝促進が見られた。一方、Ms. 
barkeri では水素資化および酢酸資化条件
どちらにおいても促進が見られなかった。
よって、代謝促進は Methanosarcinales 目
以外のメタン菌で、かつ水素資化性のメタ
ン菌の場合に現れることが示唆された。 
 
(2) グライガイト特異的な促進効果 
酸化鉄種(ヘマタイト、マグネタイト)および、

グライガイト以外の硫化鉄種(アモルファス
FeS、マキナワイト, パイライト)には、代謝促
進効果が無いことが明らかになった(図 3)。ま
た、グライガイトを空気中で酸化させ、部分的
に酸化鉄化させたものでは、代謝促進効果が著
しく低下した。さらに、それをサルファイドで
還元しグライガイトに再生すると代謝促進効
果が復帰したことから、グライガイト特有の鉱
物的特徴が代謝促進に必須であることが示さ
れた。興味深いことに、グライガイトと菌を透
析膜で隔離した状態でも代謝促進効果が見ら
れたことから、透析膜透過性(20 kD 以下)の化
学種が代謝促進に寄与していることが示唆さ
れた。 
リン酸緩衝液でグライガイトをインキュベー
ション後の溶液にも代謝促進効果があること
が判明した。この溶液を ICP-OES で分析したと
ころ、最大 150 μM の濃度で鉄原子が含まれて

図 2. 種々のメタン菌に対するグライガ

イトの代謝促進効果 

図 3. 種々の鉄塩が Mc. jannaschii の増

殖とメタン生産に与える影響 



いることが明らかになった。グライガイトが鉄イオウクラスターに類似した状態で溶液中に存
在していると予想し、UV-VIS による測定を行ったが、溶存物質の濃度が低すぎたため、鉄を含
む化学種の同定には至らなかった。 
 
(3) 網羅的遺伝子発現解析 
グライガイトにより著しい
代謝促進効果が見られた Mc. 
jannaschii を用いて網羅的
遺伝子発現解析を行った。グ
ライガイト添加有りと無し条
件を比較し、統計的に有意な
発現上昇が見られた代表的な
遺伝子を表 1 に、発現減少が
見られた遺伝子を表 2 にまと
めた。当初の予想と異なり、
鉄イオウタンパク質がキー酵
素であるメタン菌の中央代謝
系、即ち還元的アセチル CoA
経路の遺伝子群には、著しい
遺伝子発現の変化が見られ
なかった。一方で、tRNA のチ
オール化経路に関与する
tusAや tusDなどの遺伝子がグ
ライガイト存在下で発現上昇
していた。本経路は、特に
Methanococcales 目に属する
メタン菌において、メチオニン
の de novo 合成に関わる重要
な経路である。よって、グライ
ガイトによる代謝促進は、翻訳
レベルで影響を受けている可
能性が示唆された(図 4A)。さらに、予想に反して、水素の利用速度に関与するはずであるヒド
ロゲナーゼの関連遺伝子に発現減少が見られた。よって、ヒドロゲナーゼ依存的な水素からの還
元力の獲得反応は転写レベルではむしろ抑制されている可能性が浮上した。なお、アモルファス
FeS を添加した培養では、添加物無しの培養とほぼ同じ結果を示したことから、本実験からもグ
ライガイトの鉱物的特性が代謝の変化を引き起こすことが示された。現在、上記の結果を裏付け
るためのプロテオーム解析を計画中である。 
 
(4) 栄養共生時の促進効果 
従属栄養性細菌 T. globiformans(5)との共培養条件(3)においても、グライガイトによるメタン
生産速度の上昇(MP 培地で最大 1.4 倍)が見られた。以上より、特に高温下で、有機物からのメ
タン生産を利用したリアクターにおいてもグライガイトによるメタン生産の促進が可能である
ことが示唆された。現在、本共培養条件での遺伝子発現変動の解析を行っている。 

 

(5) 微生物群集に対する効果 

水田土壌を微生物源とした集積培養において、グライガイト存在下では非存在下に比べ、増殖

とメタンおよび酢酸生産速度の著しい上昇がみられた。このような増殖と代謝の促進は、他の硫

化鉄種と酸化鉄種では見られず、単独培養と同様なグライガイト依存的な代謝促進効果が示さ

れた。グライガイト存在下での継代培養では、増殖と代謝の促進を維持しつつ、徐々にメタン生

産より酢酸生産が優性となった。菌叢解析の結果、特にグライガイト存在下の集積培養で、メタ

ン菌よりも酢酸生成菌が優占したことに加え、近縁種と比較的低い相同性 (94%)を示す

Bacteroides 属の細菌も集積されていることが明らかになった。本研究の成果は、環境微生物と

硫化鉱物との相互作用へ新たな知見を提供するとともに、細胞外鉄イオウクラスター依存的な

増殖を示す新規微生物の取得の足がかりになると期待される。 

 

(6) グライガイトの触媒活性 

水素と二酸化炭素をグライガイトの存在下で水熱反応(数～100 気圧、60～100℃、鉱物はスラ

リー状態)させた結果、二酸化炭素の還元反応産物として、ギ酸、酢酸、そしてメタンが生成し

た。よって、グライガイト自体には水素から取得した電子を利用して二酸化炭素を還元する触媒

活性があることが明らかになった(6)。なお、この発見は、メタン菌が、触媒活性もつ鉱物に駆動

された初期生命から誕生したという仮説(2)を強く支持する知見である。 

表 2. グライガイトの添加によって発現減少が見られた

Mc. jannaschii の代表的な遺伝子 

表 1. グライガイトの添加によって発現上昇が見られた

Mc. jannaschii の代表的な遺伝子 



メタン菌を培養する際の条件(数気圧、37～80℃、鉱物は培地に懸濁状態)では、本触媒反応が

進行しなかった。以上から、グライガイトが触媒として寄与する反応は、メタン菌の培養条件で

はほとんど進行しないものの、細胞内に入った溶存化学種が間接的にメタン菌の代謝に影響を

与えている可能性が示唆された。このことから、遺伝子発現に依存しない代謝促進機構が存在す

るという新しい可能性が考案された(図 B)。今後は、遺伝子発現依存(図 4A)、非依存(図 4B)の

両方の機構が存在する可能性を考慮し、細胞内の酵素の活性解析も組み入れた新しい実験を行

い、機構の全容解明を目指した研究を行う予定である。 

 

総括 

本研究により、グライガイトによるメタン菌の代謝促進機構の一端が明らかにされた。グライ

ガイト特有の鉱物的特性が代謝促進に必要であり、さらにグライガイトから溶出した鉄を含む

化学種が促進効果をもたらすことが示唆された。グライガイトによる代謝促進は、tRNA のチオ

ール化経路を介して翻訳レベルでの活性上昇に起因する可能性が示された(図 4A)。応用利用の

観点からは、特に Methanococcales 目に属するメタン菌が水素資化によってメタン生産する条

件であれば、従属栄養生物との共培養条件など、広範な条件でグライガイトによる代謝促進効果

を適用できる可能性が示された。さらに、環境微生物群集に対してもグライガイトによる代謝促

進効果があることが明らかになり、新規微生物の集積と取得に関する新しい研究展開の可能性

が示された。研究の過程で、グライガイト自体にも、メタン菌の代謝を模擬するような触媒活性

があることが判明したため、本触媒活性が、間接的にメタン菌の代謝促進に寄与しているという

新しい仮説の構築に至った(図 4B)。本研究により、メタン菌の代謝制御を可能にする新しい技

術の構築に繋がる基礎知見が得られたばかりで無く、メタン菌の誕生過程への新しい示唆を提

供することができた。 
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図 4. 本研究から推定されるグライガイト依存的な代謝促進機構の模式図 

(A)遺伝子発現の変動(特に翻訳レベルでの代謝の底上げ)を介した促進機構。(B)グライガ

イトから遊離した化学種の触媒活性に起因する促進機構。 
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