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研究成果の概要： 
 植物表層におけるメタンやメタノール資化性微生物の分布や生理生態を明らかにするととも

に、温室効果ガス排出削減やこれらの炭素源を資源化するために必要な応用微生物学研究を行

った。植物試料を分離源にメタンおよびメタノール資化性微生物のスクリーニングを行い、多

くの分離源からメタン資化性細菌とメタノール資化性細菌を含む微生物コンソーシアムを取得

した。また、葉上でのメタノール資化性酵母の生育にはメタノール代謝経路が重要であること、

植物葉上には大量の微生物が利用可能なメタノールが存在することが明らかとなってきた。 
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１．研究開始当初の背景 
 メタンは CO2 の数十倍の比活性をもつ温
室効果ガスであり、その温暖化効果に対する
寄与は、CO2の３分の１、フロンガスの約 1.5
倍にも達する。過去１００年間に地球上のメ
タン濃度は、CO2と同様に急上昇し、近年で
もその増加が危惧されている。最近、莫大な
量のメタン(～2.4億 t/年)が、様々な植物から、
好気的条件下、光合成とともに発生している
ことが報告され、植物細胞壁成分でメチルエ

ステル基をもつペクチンが、植物におけるメ
タン生成の基質であることが示唆された。ま
た植物葉からはメタノールやホルムアルデ
ヒドが放出されることも知られている。これ
は従来、植物による緑化を中心に行われてき
た地球温暖化対策に一石を投じるともに、植
物からのメタン・メタノールなどの C1 化合
物の発生を最小限に抑制するための手段を
開発することが急務であることも示してい
る。 
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 一方、メタンやメタノールは、天然ガスよ
り得られる安価な炭素資源としても注目さ
れ、環境中へのメタン排出を削減し、CO2へ
と燃焼することなく C1 化合物から有用物質
を生産して資源化することも、エネルギー・
資源問題を解決するために重要な課題であ
る。 
 メタンやメタノールなどの還元型 C1 化合
物を単一の炭素源として生育することがで
きる C1 微生物については、我々を含む内外
のグループにより、その C1 代謝経路の解明
など、C1 化合物を炭素源として生育させた
ときの生理学研究が進められてきた。一方、
地球環境には、メタンサイクルと呼ばれるメ
タン・CO2間の年間数十億 tにも及ぶ炭素循
環が C1 微生物により行われている。また、
石油に代替する安価な炭素源を利用する微
生物として、メタノール資化性細菌を用いた
バイオプラスチックや CoQ 生産、メタノー
ル資化性酵母を宿主とした異種遺伝子発現
とそれを用いた医薬・有用酵素の生産などが
工業化されている。メタン酸化酵素であるメ
タンモノオキシゲナーゼ(MMO)についても、
多種多様な基質を酸化できることから、その
生体触媒としての利用についても長年にわ
たり検討されてきた。 
 我々の研究室で最初に分離されたメタノ
ール資化性酵母は、しばしば果皮などの植物
体から分離されることが知られていたが、ペ
クチンとそのメチルエステル体を資化でき
ること、本酵母が植物表層において植物から
の免疫作用を逃れて生育することをこれま
でに認めている。一方、欧米グループにより
メタノール資化性細菌 Methylobacterium 
exotorquens が植物葉上で生育することが報
告されている。これらの事実は、メタンやメ
タノールの植物葉からの放出を C1 微生物に
より抑制できる可能性をも示唆している。し
かし、植物体上における C1 微生物の生態と
生理については、何も明らかにされていない。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では、メタンやメタノールなどの
C1 化合物を中心に、ガス状または揮発性有
機化合物(VOC)を資化する微生物について、
その自然界における生態と生理を明らかに
するとともに、地球温暖化削減やこれらの炭
素源を資源化するために必要な応用微生物
学研究を行う。具体的には以下の 3つの項目
の研究を行った。 
 
(1)植物表層における C1微生物の生態・生理 
 本研究項目では、様々な植物を分離源とし
てメタンおよびメタノール資化性微生物を
広くスクリーニングし、分離・同定・MMO
など代謝系遺伝子のクローン化や、塩基配列

上新規なMMOについてはその酵素学的諸性
質について検討すると同時に、単離した C1
微生物の植物体での生育を追跡し C1 微生物
の植物表層での生態と生理を明らかにする。 
 
(2) 植物において発現される C1 微生物細胞
機能の解明と利用 
 メタノール資化性微生物（酵母・細菌）に
ついては植物表層で生育できることが明ら
かとなってきた。我々がこれまでの C1 微生
物研究で用いてきた様々な遺伝子破壊株や
蛍光標識細胞を植物表層で生育させること
により、C1 微生物の植物表層での生存にと
って重要な機能を特定して、将来、植物から
の温暖化ガス発生が C1 微生物の生育により
抑制されることを検証するための基盤的研
究を行う。 
 
(3) 揮発性有機化合物（VOC）の微生物代謝
と環境保全技術への利用 
 本研究では C1化合物以外の VOCとして、
ガソリンへの添加剤として利用されている
Ethyl t-butyl ether (ETBE)の分解を司る微
生物代謝機能の解明を行う。 
 
 
３．研究の方法 
(1)植物表層における C1微生物の生態・生理 
 自然界、特に植物表層にどのような C1 微
生物が生息しているかを知るため、植物体サ
ンプルより、メタンまたはメタノールを単一
の炭素源として含む培地を用いた集積培養
によりスクリーニングした。植物表層に生息
する C1 微生物コンソーシアムに、どのよう
な C1 微生物が生息しているのかを明らかに
するため、16S rRNAやメタンモノオキシゲ
ナーゼ遺伝子(pmoA)を含む DNA 断片を
PCR 増幅した後、DGGE 解析、シーケンス
解析を行った。 
 
(2) 植物において発現される C1 微生物細胞
機能の解明と利用 
 メタノール資化性酵母のメタノール代謝
系酵素遺伝子(AOD1/DAS1/FLD1/FDH1)で
は、それぞれ C1 化合物に対する応答が異な
っていること、すなわち、DAS1はメタノー
ルによってのみ、AOD1は炭素源制限下にお
いて、FLD1と FDH1は、それぞれ、ホルム
アルデヒド・ギ酸によって誘導されることを
明らかにしている。このメタノール代謝系酵
素遺伝子群が、植物表層で発現しているのか
どうかを調べるため、各酵素遺伝子のプロモ
ーター支配下に蛍光タンパク質を発現させ
て検定した。また、これらのメタノール代謝
酵素遺伝子破壊株が、植物表層で生育可能か
どうかを検討した。 
 



 

 

(3) VOC の微生物代謝と環境保全技術への 
利用 
 土壌試料から ETBE を分解する菌株をス
クリーニングした。取得した菌株における
ETBE分解経路を検証し、初発酸化に関わる
酵素遺伝子をクローン化した。また実際の土
壌中での ETBE分解について検討した。 
 
 
４．研究成果 
(1)植物表層における C1微生物の生態・生理 
①メタン・メタノール資化性 C1 微生物のス
クリーニング 
 植物試料を分離源にメタンおよびメタノ
ール資化性微生物のスクリーニングを行い、
多くの分離源からメタン資化性細菌とメタ
ノール資化性細菌を含む微生物コンソーシ
アムを取得した。メタンモノオキシゲナーゼ
遺伝子（pmoA）、メタノールデヒドロゲナー
ゼ遺伝子（mxaF）、16S rRNA配列の解析を
行ったところ、多様な C1 微生物が植物表層
に棲息していることがわかった。また多くの
サンプルにメタン資化性菌とメタノール資
化性細菌が共存していることがわかった。 
 
②メタン資化性菌とメタノール資化性菌の
共生関係 
 メタン資化性微生物コンソーシアムより
単離したメタン資化性のMethylocystis属性
細 菌 （ MC ） と メ タ ノ ー ル 資 化 性 の
Methylobacterium属細菌（MB）が共生関係
にあり、MB はメタンを炭素源として単独で
は生育できないものの、コンソーシアム中で
は生育できること、MC はメタノールによっ
て生育が阻害されるが、コンソーシアム中で
はMBがメタノールを消費することでMCが
生育できるようになることがわかった（図 1, 
2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1. メタノールによる MC の生育阻害 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2. メタノール存在下での MC+MB に 

   よるメタンとメタノールの消費 

③メタン資化性微生物コンソーシアム中の
菌叢解析とメタン資化能の評価 
 いくつかのメタン資化性微生物コンソー
シアムからメタン資化性菌、メタノール資化
性菌、その他の細菌を単離し、それぞれを混
合した培養系でメタン消費能を評価した。い
くつかの組合せでは、元のコンソーシアムよ
りも高いメタン消費能が認められ、メタン資
化性コンソーシアムを in vitroで再構築する
ことに成功した。 
 
(2) 植物において発現される C1 微生物細胞
機能の解明と利用 
①植物表層におけるメタノール資化性酵母
C1代謝系酵素の発現 
 メタノール資化性酵母においてメタノー
ルで誘導されるメタノール代謝経路遺伝子
やペルオキシソーム形成制御関連遺伝子の
プロモーター支配下に GFP を発現する株を
作成し、植物（シロイヌナズナ）葉上に接種
して、その生育および蛍光を観察した。いず
れのメタノール誘導性プロモーターでも
GFPの発現が見られたことから、葉上でのメ
タノール資化性酵母の生育時にはメタノー
ル代謝経路酵素が誘導されていること（図 3）、
また植物葉上には微生物が利用可能なメタ
ノールが存在することが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3. 植物表層での AOD1, DAS1プロモーター 

   支配下の GFP 発現 

 
② 植物表層での生育に重要なメタノール資 
化性酵母細胞機能 
 メタノール資化性酵のメタノール代謝や
ペルオキシソーム形成・分解に関わるタンパ
ク質の遺伝子破壊株を植物表層に接種した
場合の生育を評価した。図 4のように AOD1
破壊株では葉上での生育が明らかに弱まっ
ており、植物表層での生育にメタノール代謝
が重要であることがわかった。また、メタノ
ール代謝に加え、オートファジー経路が植物
表層での生存時に機能している可能性も示
唆された。 
 

PDAS1 PAOD1 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 4. AOD1破壊株の植物表層での生育 

 
③酵母メタノール代謝におけるストレス応
答機構 
 メチロトローフ酵母が植物表層で生育す
る際には、酵母細胞は様々なストレスに曝さ
れていると考えられる。酸化ストレス応答転
写因子 Yap1p の酵母メタノール代謝におけ
る役割を明らかにした。メタノール代謝時に
は Yap1p は一時的に核に局在し、抗酸化酵
素やグルタチオン酸化還元系の酵素遺伝子
の転写を制御していることがわかった。また、
メタノール代謝時に生じる過酸化水素など
の活性酸素種やホルムアルデヒドの解毒に
おいて、グルタチオン酸化還元系、特にグル
タチオンレダクターゼによる還元型グルタ
チオンの再生が極めて重要であることを明
らかにした。 
 
④細菌由来リブロースモノリン酸経路の植
物体での機能発現 
 メチロトローフ細菌のホルムアルデヒド
固定系路（リブロースモノリン酸経路）の酵
素HPSと PHIの融合酵素の創製に成功した。
HPS と PHI を同時に植物内に発現させた場
合に、ホルムアルデヒドを吸収し、同時に耐
性が付与されることを明らかにしていたが、
HPS-PHI 融合遺伝子を利用することにより、
形質転換過程を効率化することができ、ホル
ムアルデヒド耐性を指標としたマーカー遺
伝子としても利用可能となる。本融合酵素を
植物に導入し、葉緑体あるいは細胞質で発現
させたところ、細胞質で発現させるよりも葉
緑体で発現させた方が、ホルムアルデヒド耐
性が高いことがわかった。 
 
(3) VOC の微生物代謝と環境保全技術への 
利用 
 ガソリンへの添加が開始された ETBE を
分解する菌株を土壌よりスクリーニングし
た。2次元電気泳動により ETBE添加時に誘
導されるタンパク質を同定し、遺伝子をクロ
ーン化したところ、P450 モノオキシゲナー
ゼをコードしていることがわかった。このこ
とから、P450 モノオキシゲナーゼを初発反
応とする分解経路を推定した。また取得した
分解菌を実際の土壌サンプルに添加して、土
壌中での ETBE分解能を評価したところ、分

解菌の添加によりその分解が促進されるこ
とが確認された。 
 
(4) その他の関連成果 
 植物病原性カビの植物への感染樹立に、
Atg26が関与する選択的ペルオキシソーム分
解（ペキソファジー）が必要であることを明
らかにした。これはペキソファジーの高次機
能の最初の例である。 
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