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研究成果の概要（和文）： 
 
本研究では地下圏微生物群集において実体が明らかになっていないメタン生成古細菌ならびに
メタン酸化微生物の動態解析を行った。その結果 (1) 天然ガス胚胎地下圏に優占する
Methanothermobacter 類縁のメタン生成古細菌を実環境濃度に近い低濃度ガス供給を基本とした
共生培養法により完全純粋培養に成功した。(2) 深部地下油層環境におけるメタン生成において
は酢酸が重要な中間体であることを明らかにした。(3) 陸地地下圏試料において顕著な嫌気的メ
タン酸化活性を認めた。(4) 好気的メタン酸化をおこなう共生系を得ることができた。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 
To shed light on the subsurface methane cycling microbial communities, we have analyzed the 
community structures, cultivated the dominant organisms, and analyzed the basic traits of isolated 
organisms: (1) we were successful in isolating dominant hydrogenotrophic methanogens in an association 
water sample in a natural gas field. The isolate was found to be distinct from know methanogens;  (2) 
acetate was found to be the most important intermediate in a deep subsurface oil reservoir in which 
syntrophic acetate oxidation occurred; (3) anaerobic methane oxidation was detected in terrestrial 
subsurface samples; (4) a syntrophic aerobic methane oxidizing community that comprised at least three 
members of bacteria was constructed. 
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１．研究開始当初の背景 
本研究開始当初には、地下圏において多様か

つ多数の微生物が存在し，物質循環に関与し

ていることが明らかになりつつあった。中で

もメタンは主要代謝産物の一つであり，メタ

ンの生成と消費に関わる微生物の活動を理解

することは地下圏の微生物活動全体を解明す
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ることに直結するのみならず、ガスハイドレ

ートの形成・大気や海洋圏への拡散・放出を

含めたメタンのフラックスを解明する上で非

常に重要な研究課題になりつつあった。そし

てこの重要性は今日まで変わっていない。し

かし、実際の地下圏からのメタン生成・消費

に関わる微生物の分離・培養例は非常に少な

い。メタンを生成する微生物とメタンを酸化

する微生物はそれぞれ水素+二酸化炭素とメ

タン+二酸化炭素というガス状物質を炭素源

かつエネルギー源として生育する。これらの

ガス状基質を資化する微生物を集積・分離・

培養する場合、多量のガスを気相に封入して

培養するのが一般的である。しかしながら、

地下圏や土壌環境試料を接種して高濃度ガス

基質雰囲気下で培養を行なったときに出現す

る微生物種はごく限られていて、その多くは

既知菌種であり、16S rRNA を用いた現場環

境試料の多様性解析の結果と常に大きな乖離

があることはこれまでの研究ならびに提案者

らの研究によっても明らかになっている。地

下圏生態系にとって重要な未培養微生物菌群

を捕捉し、その機能を解明するためには、新

たな培養手法や解析手法の導入が必要不可欠

であると考え、本研究に着手した。 
 
２．研究の目的 
 
本研究は、これまでに分子系統解析等から存

在が知られているものの、実体がほとんど明

らかにされていない、地下圏メタン生成・メ

タン酸化微生物群の実体を解明するための集

積・分離・培養手法を確立し、地下圏におけ

るメタンフラックスの中核的微生物群の果た

す役割を明らかにしようとするものである。

本研究では (1)ガス田として千葉県ならびに

新潟県において中新世から第四紀に形成され

たガス堆積層、(2)深部油田層として秋田県秋

田市八橋の枯渇油田層、(3) 陸上地下圏として

東京ならびに埼玉周辺の沖積層、(4) 海洋地下

圏のモデルとしては鹿児島湾堆積物を対象試

料として用い、ガス基質として特に重要な水

素とメタンに焦点を絞り、13C 安定同位体、14C 
放射性同位体メタンを用いてメタンの生成な

らびに酸化経路の解明ならびにメタンの生成

ならびに酸化に関わる圧倒的大多数を占める

未知微生物群の集積・分離・培養手法を確立

し、地下圏におけるメタン生成・消費活動に

関わる微生物本体の実体を把握することを目

的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) メタン生成古細菌の分離培養と生理特

性の解明：微生物の分離培養については、常

法ならびに共生培養法による分離を試みた。

ここで用いた共生培養法とは、メタン生成古

細菌がエネルギー源として用いる水素を直接

基質として高濃度で加えず、水素を発生する

間接基質並びに当該間接基質から水素を発生

する微生物を共存させながら集積培養を行う

技術である。本研究では酢酸から水素を生成

する酢酸資化性細菌 Thermacetogenium 
phaeum を用い、本細菌を予めピルビン酸で単

独培養した菌体を限界希釈したガス田試料に

添加し、基質として酢酸を用いて培養を行っ

た。嫌気培養、分離、生理試験、系統解析、

定量 PCR、ゲノム解析等は常法に基づき行っ

た。 
(2) 放射性同位体を用いた深部油田層試料の

メタン生成経路解析 
 秋田県八橋油田より採取した油層水と原油

を用いて、1L 容ステンレス製耐圧培養容器に

油層水 800ml と原油 8ml で構成されるマイク

ロコズムを作成した。このマイクロコズムを

窒素ガスで油層環境と同じ 5MPa に加圧し、

55℃にて培養を行った。培養後 96 日後の油層

水をマイクロコズムから回収し、14C でラベル

化された酢酸もしくは重炭酸を培養後油層水

に添加し、再度 55℃で培養した。一定期間後

に生成される 14CH4 を測定し、添加した 14C 基

質からのメタン生成速度を評価した。 
(3) 嫌気性メタン酸化活性の測定  
 東京都内において、約 25 m の沖積層試料を

掘削により採取した。嫌気的メタン酸化活性

の測定には 11m, 20m から採取した試料を用

いた。堆積物は窒素下で無機塩培地に懸濁さ

せ、気相を N2-CO2（80/20, v/v）で置換後、メ

タンを添加 (0.1MPa) 、さらに 13C-メタンを



 

 

添加した。電子受容体としては硫酸や硝酸を

添加した。20℃で培養、一定期間毎に液相試

料を採取し、溶存無機炭酸の同位体比は

GC-C-IRMS を用いて測定した。 
(4) 好気的海洋性メタン酸化細菌の培養 
鹿児島湾堆積物から得られたメタン酸化集積

培養系を試料とした。メタン酸化細菌並びに

関連細菌の分離は有機物を含まない人工海水

を基本とした NMS 培地を用いた。 
 

４．研究成果 

 

(1) 天然ガス胚胎地下圏におけるメタン生成

古細菌の実体解明 
 新潟県天然ガス胚胎地下圏にはこれまでに

知られていないMethanothermobacterに類縁の

微生物が優占的に存在していることが予察的

研究結果から明らかになっていた。しかし、

この微生物の分離は通常のメタン生成古細菌

の分離培養手法では捉えることができなかっ

た。そこで、標的メタン生成古細菌の集積・

分離培養にあたっては、実環境濃度に近い低

濃度ガス供給を基本とした共生培養法を確立

した。本手法を用いて当該地下圏に優占的に

存在することがあらかじめ知られていた

Methanothermobacter に近縁なメタン生成古細

菌の完全純粋培養に成功した。また当該メタ

ン生成古細菌の完全長ゲノム配列を決定した。

当該菌株は Methanothermobacter（中度高温菌）

と Methanothermus (超高温菌)の中間的温度特

性を示すこと、さらにはメタン生成経路の基

幹酵素である methyl-CoM reductase の遺伝子

配列や 16S rRNA 遺伝子配列の解析から当該

微 生 物 の 分 子 系 等 学 的 モ ザ イ ク 特 性

（Methanobacterium のような中温性メタン生

成古細菌、Methanothermobacter に代表される

中度高温ならびに超高温菌 Methanothermus の
特性を併せ持つ系統的位置）が明らかになっ

た。 
 
(2) 深部油田層試料のメタン生成経路の解明 
 油層水と原油のみで構成されるマイクロコ

ズムを 55℃、5MPa で培養した結果、培養後

20 日からメタン生成が観察された。それと共

に、油層水に元々含まれる酢酸の減少が観察

された。高温高圧培養実験における酢酸から

のメタン生成経路を明らかにするため、放射

性同位体トレーサー法により水素資化性メタ

ン生成速度および酢酸資化性メタン生成速度

を評価した。その結果、酢酸資化性メタン生

成速度よりも水素資化性メタン生成速度のほ

うが 68 倍速いメタン生成活性を示した。 
 同じく高温高圧培養実験における酢酸から

のメタン生成に関与する微生物を特定するた

め、培養後油層水中の細菌および古細菌群集

構造解析を行った。その結果、古細菌の群集

構造は好熱性の水素資化性メタン生成古細菌

と し て 知 ら れ る Methanothermobacter 
thermoautotrophicus が優占していることを明

らかにした。一方、細菌の群集構造は

Thermacetogenium phaeum と極めて近縁な細

菌が優占した。この種の細菌は水素資化性メ

タン生成古細菌との共生条件下でのみ酢酸を

水素と二酸化炭素に酸化する、酢酸酸化共生

細菌として知られている。 
 以上の結果を総合すると、深部地下油層環

境においてメタンは酢酸を基質に、水素資化

性メタン生成古細菌と酢酸酸化共生細菌によ

る酢酸酸化水素資化性メタン生成経路によっ

て生成されることが明らかとなった。 
 
(3) 陸域地下圏における嫌気的メタン酸化活

性の解明 
 地下圏における嫌気的メタン酸化微生物の

実体解明を試みた。約 25 m の沖積層試料を掘

削により採取し、13C-メタンを用いて嫌気的メ

タン酸化活性の測定を試みた。20 m の試料を

用いた際の嫌気的メタン酸化活性の測定を行

った結果、硫酸添加時に大きく活性が増大し

た。以上の結果から、関東平野の沖積層では

嫌気的メタン酸化が進行していると考えられ

る。また硫酸添加時に大きく活性が促進され

たことから、海底で生じている嫌気的メタン

酸化反応と同様に、陸域でも嫌気的メタン酸

化反応は硫酸還元とリンクしている可能性が

示された。 
 
(4) 海洋圏から好気的メタン酸化細菌の単離



 

 

の試み 
 限界希釈法により、Methylocaldum tepidum 
に 98%近縁なメタン酸化細菌の他、２種類の

α-Proteobacteria に属する微生物から構成さ

れる共生系を得た。２種類の α-Proteobacteria 
に属する微生物は有機物添加培地により分離

培養に成功した。そこで、メタン酸化共生系

のメカニズム解明にはゲノム解析が有効と考

えられたことから、文部科学省ゲノム支援プ

ロジェクトにより、本共生系のゲノム解析を

開始したところである。 
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