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研究成果の概要（和文）：若狭湾底泥に、トリメチルアミンや硫化ジメチルを基質として添加した場合、比較的多くの
メタンが生成し、その他の基質を添加した場合メタン生成量は少ないことが分かった。トリメチルアミンを加えると、
Methanococcoides属メタン生成菌クローンの増加が認められた。これらの結果から、メチル化合物資化性メタン生成菌
が、沿岸域底泥のメタン生成に関与していることが考えられる。さらに、微細藻類からのメタン生成について研究を実
施し、基質とした微細藻類種によってメタン生成ポテンシャルが異なることを見出した。本研究により、微細藻類ブル
ーム発生時に、海底泥からメタンが生成している可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：While methane production was not observed in the control Wakasa bay sediment (Japa
n) without substrate addition, methane production was drastically enhanced by adding trimethylamine (TMA),
 significantly increased by adding dimethyl sulfide (DMS) and slightly increased by acetate. After incubat
ion with TMA, relative abundance of Methanococcoides-affiliated clones was drastically increased. Methylot
rophic methanogens might have an important role for methane production cycle in coastal marine sediments. 
Following the addition of 11 different types of microalgal cells to coastal marine Maizuru Bay sediment, t
he highest methane production was recognized from sediment containing the dinoflagellate Heterocapsa circu
larisquama. These results indicate that the Maizuru Bay coastal marine sediment has potential for methanog
enic activity and that microalgal cell addition to coastal sediments leads to methane fermentation.
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１．研究開始当初の背景 

 化石燃料の大量使用に伴い発生する二酸

化炭素により、大気中の二酸化炭素濃度が

上昇し、地球温暖化を促進していると考え

られている。一方、メタンは二酸化炭素の

約２１倍の温室効果を持つ気体で、水田や

家畜起源の発生が地球温暖化に影響するこ

とが指摘されている。メタンの主な生成源

は、古細菌に属するメタン生成微生物であ

り、メタン生成菌は絶対嫌気性を要求する

ことから、もっぱら嫌気的な環境でメタン

が生成すると考えられている。底泥などの

海洋環境は、陸上に比べ大気からの酸素の

供給が少ないため嫌気性の環境は存在する

が、海水中には硫酸イオンが豊富に含まれ

るため、嫌気性環境における有機物の分解

者としては硫酸還元菌が優勢であると考え

られている。 

 2008年Appl Environ Microbiol誌 74巻

において、メタンハイドレートの大部分は

微生物由来であることが報告されており、

海洋におけるメタン発酵の重要性が指摘さ

れている。海洋環境にはメタンハイドレー

トが大量に存在しているにも関わらず、現

在の海洋環境にはメタン生成菌は少ないこ

とが大きな学術的な課題となっている。ま

た、生成したメタンは好気的・嫌気的にメ

タン資化性微生物により消費されることが

知られており、実際のメタン発酵によるメ

タンの生成量は見かけの放出量に比べ大き

いと考えられる。 

現在までに海洋域においてメタン発酵や

メタン生成菌の存在が報告されているのは、

2009年 FEMS Microbiol Ecol誌のチモー

ル海のメタンシープや 2009年

Extremophile誌の北海油田・ガス田など、

メタンに関連した特殊な環境が多い。2008

年の The ISME Journal 2巻において、北

極海の底泥サンプルについて異なる温度条

件におけるメタン生成菌のポテンシャルが

報告されている。国内では、2005年に

Microbes Environ.誌 20巻において、岩手

県織笠川河口域のメタン生成に関する研究

が報告されている。このように、海洋の底

泥においては、メタン生成菌の存在は指摘

されているが、メタン生成ポテンシャルや

メタン生成の原料となる有機基質供給に関

する研究が少なかった。 

 

２．研究の目的 

メタンは二酸化炭素の約 21倍の温室効

果があり、その放出量の把握は重要な研究

課題である。特に海洋からの放出量は、研

究が少ない。そこで、当該研究「海洋域に

おけるメタン生成に関する研究」では、沿

岸域底泥からのからのメタン生成について

検討することを目的とした。メタン生成を

促すような有機基質を底泥に添加し、メタ

ン生成ポテンシャルやメタン生成菌の菌叢

を解析した。メタン生成活性が強い海底泥

を解析し、アオサなどマリンバイオマスの

バイオガス化技術の基礎的知見を得る。さ

らに、2006年植物がメタンを生成するとの

論文が発表されたが、本研究では海洋性微

細藻類バイオマスを沿岸域底泥に添加した

場合、メタンを生成するかどうかを検討し

た。海洋における主要な一次生産者である

微細藻類バイオマスを、メタン生成菌が基

質として利用することが可能であれば、海

洋環境から大量のメタンが生成するポテン

シャルがあることになる。これらの研究に

より、沿岸海洋域におけるメタン生成ポテ

ンシャルについて、海洋環境微生物学にお

ける基盤的な実験データを得ることを目的

とした。 

 

３．研究の方法 

 若狭湾、舞鶴湾等から海底泥表層 0~5 cm

をサンプリングし、メタン生成ポテンシャ

ルやメタン生成菌菌叢解析に用いた。メタ



ン生成ポテンシャルの測定は、30 ml容量

のガラスバイアルに底泥を 15 g添加し、有

機基質、海水、酸化還元指示薬や還元剤を

添加後、ブチルゴム栓で密封して窒素ガス

を曝気して容器内の嫌気度を高めた。有機

基質として、トリメチルアミン等のメチル

化合物や培養した渦鞭毛藻 Heterocapsa 

circularisquama等の微細藻類細胞濃縮液

を使用した。バイアル気層中に含まれるメ

タンの濃度を、ガスクロで測定した。メタ

ン生成菌菌叢解析は、DNAを抽出後、

16SrRNAおよびヒドロキシメチルグルタ

リル CoAレダクターゼ遺伝子の部分配列

を増幅し、PCR増幅断片を大腸菌にクロー

ニングするクローン解析によって行った。

決定した配列の分子系統解析には、Clustal 

WやMEGA5を使用した。 

 

４．研究成果 

沿岸海洋域におけるメタン生成ポテンシ

ャルを検討する当該研究において、まず、

由良川河口域底泥サンプルから、

Methanosaeta 属メタン生成菌等に近縁の

塩基配列が認められ、河口域においてメタ

ン生成の可能性を示す実験結果が得られた。

沿岸域底泥表層中には、硫酸還元菌に比べ

メタン生成菌の細胞濃度は低いと考えられ、

実際メタン生成菌の 16SrRNA 遺伝子に特異

的なプライマーを用いた PCR 法では、電気

泳動後にバンドが確認できないことがあっ

た。PCR 法を検討した結果、1段目で古細菌

に特異的なプライマーを用い、2 段目でメ

タン生成菌に特異的なプライマーを用いる

2 段階 PCR 法（Nested PCR）が、海底泥か

らのメタン生成菌 16SrRNA 遺伝子の PCR 増

幅には有効であることが分かった。 

舞鶴湾底泥をサンプリングし、メチル化

合物等を基質として添加して底泥のメタン

生成ポテンシャルを測定した。その結果、

硫化ジメチルやトリメチルアミンを基質と

して添加した場合、酢酸などの有機酸に比

べ比較的多くのメタンが生成することが分

かった。若狭湾底泥サンプルについてクロ

ーン解析を行った結果、Methanosarcina 

lacustris や Methanolobus profundi とい

ったメチル化合物をメタンに変換できるメ

タン生成菌に近縁な 16SrRNA 遺伝子が検出

された。これらの結果から、若狭湾沿岸域

では、メタン生成菌に特異的な基質で、硫

酸還元菌が利用できない非競合基質である

メチル化合物を利用するメタン生成菌が、

非競合基質が供給された際には活動してい

ることが示唆された。 

舞鶴湾底泥のメタン生成菌としては、

Methanobacterium 属に近縁のクローンが

多く検出された。その底泥にトリメチルア

ミンや硫化ジメチルを添加した後 10 日目

の底泥についてクローン解析を行ったとこ

ろ、Methanolobus 属や Methanococcoides

属メタン生成菌のクローンが増えることが

分かった。メチル化合物添加後、比較的短

期間でメタン生成菌の菌叢が変化すること

が認められた。従来、メタン生成菌は一般

的に増殖速度が遅いことが知られているが、

今回の結果は比較的短期間に沿岸域底泥中

のメタン生成菌がメチル化合物を基質とし

て増殖する可能性を示しており、今後の研

究の進展が期待される。  

沿岸域底泥へのメチル化合物供給源とし

て、微細藻類に着目した。海洋の一次生産

者は微細藻類であり、微細藻類バイオマス

がメタンへと変換するルートが太いと、海

洋域において多量にメタンが生成している

可能性がある。培養した微細藻類細胞を舞

鶴湾底泥に添加し、微細藻類種によるメタ

ン生成ポテンシャルの違いを検討した。そ

の結果、渦鞭毛藻 H. circularisquama 細胞

を海底泥に添加した際に、バイオガス生成

量が特に多いことを明らかにした。さらに、

渦鞭毛藻 Prorocentrum micans 細胞添加時



においてもメタン生成量が多いことが分か

った。渦鞭毛藻以外では、羽状目珪藻

Phaeodactylum tricornutum 細胞添加時に

比較的多くのメタンが生成することがわか

った。本研究により、微細藻類ブルーム発

生時に、渦鞭毛藻や珪藻などの微細藻類バ

イオマスが海底泥に供給されれば、海底泥

からメタンが生成している可能性が示され

た。これらの知見は、海洋微生物生態学や

海洋環境微生物学への寄与が大きいと考え

られる。 
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