
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 

 

平成 25 年 5 月 27 日現在 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：深部高温地下油田から単離した Geobacillus thermoleovorans B23
の全ゲノム配列を解読し、高度好熱菌固有の３組の新規アルカン代謝遺伝子群を発見した。

またその遺伝子産物が、高温油田環境で独自に進化した非金属型酵素であることを示唆した。

一方、深部高温地下油田から初めて単離に成功した Coprothermobacter proteolyticus 
PM9-2 がメタン生成菌と栄養共生関係にあることを実証した。さらに、両者がユニークな

多糖類で包まれた凝集体を形成して相互の物質交換の効率化を図っていることを示唆した。

以上の成果から、地表から隔絶した深部油田微生物群の生態を明らかにした。 
   
研究成果の概要（英文）：We determined whole genome sequence of Geobacillus thermoleovorans 
B23 and successfully discovered three sets of gene operons responsible for alkane 

degradation. We also indicated that the gene products are non-metal enzymes that should 

have been uniquely evolved under high temperature petroleum conditions. On the other 

hand, we have experimentally demonstrated that Coprothermobacter proteolyticus PM9-2, 
the first isolated bacterium from a deep subterranean high temperature oil reservoir, 

constituted syntrophy with a methanogenic archaeum. Moreover, it was found that they 

grew in coagulates that were covered by unique polysaccharides in order to exchange 

materials effectively. These results contribute to clarify microbial ecology in deep 

subterranean high temperature petroleum reservoir that is far isolated from surfaces. 
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１．研究開始当初の背景 

1895 年にわが国の植物学者 三好 学博
士が、ブドウ果表皮のパラフィンをカビが
分解することを観察したのが、微生物によ

る炭化水素分解の最初の報告であるとさ
れている。以来、1980 年頃を頂点とする「石
油発酵」分野は日本が世界をリードしてき

た。やがて、炭化水素分解微生物の探索源
は地表土壌や表層水から深部高温環境へ
と広がり、生物の起源や地下生物圏解明へ

の糸口という新たな局面を迎えている。私
たちが 2000 年に帝国石油の協力を得て、
深度2,150メートルの新潟県南阿賀油田か

ら 単 離 し た 高 度 好 熱 菌  Geobacillus 
thermoleovorans B23 は、炭素鎖長 30 程度
の難分解性固形長鎖アルカンを 70℃で完

全分解できる特徴を有する（Kato et al. J. 
Biosci. Bioeng. 91, 100 [2001]）。その
後、本菌のアルカン代謝機構を丹念に調べ

る中で、常温細菌には存在しない真核生物
型のアシルCoAオキシダーゼ活性を検出す
ると共に、その反応副産物である有害過酸

化物を細胞内で除去する酵素群がアルカ
ン分解に伴って顕著に誘導されることを
報告した（Kato et al. BMC Microbiol. 9, 
60 [2009]）。これらは真核生物細胞に見ら
れるオルガネラ：ペルオキシソーム（ミク
ロボディ）と共通する特徴であることから、

私たちは B23 の祖先がペルオキシソーム
の起源ではないかと考えている（Morikawa. 
Appl. Microbiol. Biotech. 87, 1596  

[2010]）。これに対して、長鎖アルデヒド
脱水素酵素は常温細菌由来のものと同じ
タイプであることから本菌のアルカン代

謝機構は細菌型と真核生物型のキメラで
あ る こ と を 示 唆 し た （ Kato et al. 
Extremophiles 14, 33 [2010]）。 

関連する国内外の研究動向としては、1995
年に東フランスの油田深度 1,670 m から超
好熱菌 Thermotoga subterranea が単離さ

れたのを契機にいくつかの超好熱菌群が
報告されているが、いずれも炭化水素分解
活性は有していない。1996 年にはドイツの

グループが 65℃で芳香族炭化水素分解を
分解するG. thermoleovorans A2を報告し、
その後関連酵素の遺伝子クローニングと

諸特性解析を進めているが特に際立った
特徴は報告されていない。一方、2006 年に
なって中国のグループが B23 と同様に長

鎖アルカンを分解する G. denitrificans 
NG80-2 を内陸深部油田から発見した
（ Wang et al. Extremophiles 10, 347 
[2006]）。さらに翌年には全ゲノム解読を
終了し、アルカンの初発水酸化反応が、従

来報告されているタイプとは全く異なる
新規酵素 LadA によって触媒されること
を報告した（Feng et al. Proc. Natl. Acad. 
Sci. 104, 5602 [2007]）。今年の 9 月、中
国の別のグループが中鎖アルカンを分解
する Geobacillus sp. MH-1 をやはり深部

油田から単離し、そのアルカン初発水酸化
酵素は常温細菌のものと同じ AlkB タイ
プであることを報告している（Liu et al. 

Res. Microbiol. 160, 560 [2009]）。以上
のように、高度好熱菌の炭化水素分解経路
は常温細菌群と共通か、あるいは異なる系

統のものか不明な点が多い状況であった。
一方、私たちは本研究課題を開始するまで
に南シナ海の深部海底油田から絶対嫌気

性 高 度 好 熱 菌 性 油 田 細 菌 
Coprothermobacter proteolyticus PM9-2 
を発見していた。これは同属細菌として油

田から単離に成功した最初の例である。
PM9-2 は炭化水素分解活性を有さず、タン
パク質などの有機物を発酵により分解す

ることは判っていたが、海水環境から隔絶
した地下油田環境においてどのような役
割を担っているのか全く不明であった。 

 
２．研究の目的 
    以上背景で述べた通り、私たちはこれま
でにさまざまな油田環境から新属あるい
は新種細菌を単離し、それらが有する固有

の代謝機構や酵素の諸特性を分子レベル
で明らかにしてきた。そこで本研究課題で
は、これまでの研究実績を基盤として、以

下の二点を目的とした研究を計画した。 
(1)深部地下油田から単離した好気性高度
好熱性細菌 G.thermoleovorans B23の生化

学的解析と全ゲノム解読を行い、そのユニ
ークな原始的アルカン代謝機構および関
連遺伝子構造の全容を解明することによ

って「生命の高温環境起源説を傍証」する。
(2)南シナ海深部海底油田より単離した絶
対嫌気性高度好熱性細菌C. proteolyticus 
PM9-2 とメタン生成菌を中心とした「光エ
ネルギーに依存しない深部油田微生物圏
の栄養共生関係」を探る。 

 
３．研究の方法 

G. thermoleovorans B23 については全ゲ
ノム配列を決定する。得られた配列情報を 
xBASE (www.xbase.ac.uk) などの公開ゲノ

ム解析ツールにより遺伝子推定を行なう。
推定された遺伝子群のなかからアルカン
水酸化酵素の候補遺伝子を選抜し、BLAST 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov) を用
いて既知の遺伝子配列データベースと比



 

 

1392 bp 1314 bp 1116 bp

Alkane monoxygenase [Geobacillus sp. G11MC16] ㈈㈃/ 93%

Nitrilotriacetate monooxygenase component A [Geobacillus sp. Y4.1MC1] ㈈㈃/ 85%
Alkane monoxygenase [G. thermodenitrificans NG80-2] LadA ㈈㈃/ 67%

Luciferase family protein [Geobacillus sp. G11MC16] ㈈㈃/ 95%

Nitrilotriacetate monooxygenase component [G. thermoglucosidasius C56-YS93] ㈈㈃/ 87%

Nitrilotriacetate monooxygenase component [Geobacillus sp. Y4.1MC1] ㈈㈃/ 87%

Alkanesulfonate monooxygenase [Geobacillus sp. G11MC16] ㈈㈃/95%

Luciferase-like, subgroup [Geobacillus thermoglucosidasius C56-YS93] ㈈㈃/ 86%

Alkanesulfonate monooxygenase [Geobacillus sp. Y4.1MC1] 7㈖㈈㈃/ 85%

LadA

LadA

LadA

LadA

*Identity/SimilaritySimilarity of deduced amino acid sequences

LadA LadA
G. thermoleovorans B23

G. denitrificans NG80-2 G. denitrificans NG80-2

pLW1071 ?

Fig. 1. Tandem repeat structure of three LadA genes in G. thermoleovorans B23 genome

較する。さらに、ClustalW 
(http://clustalw.ddbj.nig.ac.jp) によ
り分子系統樹を作成し、遺伝子進化につい

て考察する。一方、遺伝子が機能を有する
ことについては当該遺伝子領域を欠損し
た Pseudomonas 属細菌内で遺伝子発現を

行い欠損機能が回復することによって検
証する。もし、3種類の遺伝子産物に活性
の違いが見られた場合はその構造と活性

との相関に関する実験も行なう。 
C. proteolyticus PM9-2 については、まず
代謝産物を詳細に調べ同菌株の生理学的

特性を明らかにする。続いて、高度好熱 
メタン生成菌 Methanothermobacter 
thermautotrophicusΔH と共培養を行い生

育や代謝産物の変化を観察する。栄養共生
関係が確認できた場合はさらに、走査型電
子顕微鏡あるいは蛍光顕微鏡観察などを

駆使して細胞間相互作用についてより詳
細に調べる。この際に、メタン発酵槽より
単離されている C. proteolyticus 
DSM5265 を比較対照として用いる。南シナ
海深部海底油田から再度サンプルを入手
できた場合は、細菌群集構造解析を行う。 

 
４．研究成果 

(1)次世代シーケンサー ロシュ社GS FLX 
1/4region Paired-End 解析法により G. 
thermoleovorans B23 全ゲノム配列の委託

解析を行なった。その結果、209 のコンテ
ィグが得られ全ゲノム長の 97%に相当する 
3.353 Mb を解読できた。同属近縁種で既

に ゲ ノ ム 配 列 が 公 開 さ れ て い る 
Geobacillus kaustophilus HTA426（マリ
アナ海溝底泥より単離された高度好熱菌）

を参照配列として整列後、xBASE による遺
伝子推定を行った。その結果、主要代謝遺
伝子はほぼ全て共通していた。しかし、

HTA426 を含め多くの同属細菌で欠失して
いる約 5 kb の配列内 (Contig93) に 
AlkB とは異なるアルカン水酸化酵素遺伝

子群が３つタンデムに存在することを発
見した (LadAαβγ, Fig. 1) 。 

こ れ ら は 中 国 の グ ル ー プ に よ っ て 
Geobacillus thermodenitrificans NG80-2
（中国北部深部油田）でプラスミド遺伝子

として報告された FMN-dependent Alkane 
hydroxylase (LadA) と同じ遺伝子グルー
プであることから、LadA 遺伝子はプラスミ

ドの水平移動によって高度好熱菌の間に
伝播して行ったと推定される (Fig. 2)。 

 

 

 
 
 

 
 
 

 
 
次に LadAαβγ遺伝子が機能を有するか

について、異種発現により検証した。すな
わち、アルカン水酸化酵素 (AlkB) 遺伝子
を欠損した Pseudomonas 属細菌内で LadA

αβγ遺伝子を別々に発現させた。その結
果、いずれの組換え体もアルカン資化能を
部分的に回復し、さらにその回復率は 30℃ 

に比べて 35℃においてより高かったこと
から、LadAαβγ遺伝子の機能発現に由来
すると考えられた (Fig. 3)。 

0
20
40
60
80

100
120
140
160

TW80 C12 C16 TW80 C12 C16 TW80 C12 C16 TW80 C12 C16

pCom8 pCom8:ladAa pCom8:ladAb pCom8:ladAg+ ladA+ ladA

Ce
ll 
gr
ow
th

(
g 
pr
ot
ei
ns
/m
l)

30oC

35oC

TW80: Tween80
C12: Tween80 + dodecane
C16: Tween80 + hexadecane

+ ladAVector only

Fig. 3. Growth of recombinant cells on alkane (C12, C16)

 
さらに興味深いことに、LadA (NG80-2) と
アミノ酸配列類似度が低く分子系統的に
遠い LadAβの機能（活性）が最も高いこ

とが判った。以上、高温深部地下など隔絶
した環境に棲息する好気性高度好熱菌 G. 
thermoleovorans B23 のアルカン水酸化酵

素 LadA は常温細菌に見られる非ヘム鉄酵
素 AlkB とは全く異なる起源をもち高度好
熱菌群のなかでのみ独自の進化経路を辿

ったことが強く示唆された。一方、AlkB は
常温菌とニッチを共有する可能性のあっ
た同属の高度好熱菌に分布し、それぞれの

環境で別々の遺伝子進化を遂げたことが
予想される。 
(2)C. proteolyticus PM9-2 は 16S rRNA

配列に基づく分子系統樹解析により高度
好熱菌のなかでも最も超好熱菌群に近い 
(Fig. 4)。 
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Fig. 4. Phylogenetic tree of extremely thermophiles and hyperthermophiles based on 
16S rRNA gene sequence
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その代謝産物を調べた結果、生育に伴って
酢酸やコハク酸などの有機酸と共に著量
の水素を生産した。また、水素によってそ
の生育が阻害されることが判った。ここで、
PM9-2 を単離した油田では原油と共にメ
タンを含む天然ガスも産出していたこと
から PM9-2 は深部海底油田環境において
メタン生成菌と栄養共生しているという
仮説を立てた。残念ながら油田サンプルを
再度入手することができなかったため、高
度好熱メタン生成菌標準株である  M. 
thermautotrophicus ΔH を用いて共培養
実験を行なった。その結果、単独培養時に
比べて PM9-2 の生育は約 2 倍に上昇した 
(Fig. 5)。 
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さらに、その際に培地中に水素はほとんど
検出されず、代わりに顕著なメタン生成が
確認できた。これは PM9-2 が生産する水
素を使ってメタン生成菌ΔH がメタンを生
成し、その水素消費によって PM9-2 の生育
阻害が解除されたことを示唆する。また、
共培養では酢酸の生成量は低下した。次に、
各種顕微鏡観察を行なったところ、共培養
に伴って凝集体が形成された   (Fig. 6)。 

C. proteolyticus PM9-2

M. thermautotrophicus ?H

Single cultures of PM9-2 and ?H

Co-culture of PM9-2 and ?H

C. proteolyticus PM9-2
/ M. thermautotrophicus?H

Green : Acridine Orange (DNA)
Blue : Calcofluor (ß-polysaccharides)

Fig. 6. Coagulation and polysaccharide production upon co-culture of PM9-2 and ?H

 

この凝集体について化学分析を行なった
ところその主成分はαおよびβ結合を含
むグルコマンナンであることが判った。こ

のことは蛍光顕微鏡観察によっても確認
し た 。 一 方 、 PM9-2 と 同 種 の  C. 
proteolyticus DSM5265（メタン発酵槽由

来）ではグルコマンナンの生成は見られず、
細胞外にナノチューブ様の構造体が観察
できた。以上、深部海底油田からはじめて

単離に成功した C. proteolyticus PM9-2
はメタン生成菌と強い親和性を有し、効率
的に水素を介した栄養共生関係を構築し

ていることが強く示唆された。本研究課題
を推進することで、これまで未解明であっ
た深部地下高温油田における微生物生態

の一部が明らかとなった。 
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