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研究成果の概要（和文）：ウシなどの反すう家畜からは、地球上の全排出量の15％にもおよぶメタンが排出されている
。メタンはルーメンと呼ばれる消化管に生息するメタン生成菌が生成する。従ってルーメンのメタン生成菌の特性を知
る必要がある。本課題では共生関係にある微生物との共培養によるメタン生成菌の新規分離方法の開発とその方法によ
り分離した菌株の特徴づけを行った。また、分離した菌株の中から1つを選びゲノム解析を行った。

研究成果の概要（英文）：Livestock cattle is considered to contribute 15% of total methane emission. 
Methanogens produce methane in the rumen of cattle. Therefore, characterization of methanogens is 
required. In this project, a new isolation method which uses symbiotic microorganisms was developed and 
isolates were collected and characterized. Furthermore, genome sequence of one isolates from the 
collection was analyze.

研究分野：消化管微生物学
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１．研究開始当初の背景 
メ タ ン 生 成 菌 （ methanogen, 

methanogenic archaea）は様々な嫌気環境に
生息している。消化管もメタン生成菌の生息
場所であり、昆虫（シロアリ、ゴキブリ）、
ほ乳類や鳥類の消化管内に生息しているこ
とが知られている。反すう動物のルーメンも
生息環境の一つである。反すう動物のルーメ
ン内に生息しているメタン生成菌は発酵に
よって生じた水素ガスと二酸化炭素からメ
タンを生成する。生成したメタンはあい気と
してルーメンから排出され、反すう家畜から
排出されるメタンは地球上で生成する全メ
タンガスの 15%を占めると推定されている
（Mitsumori and Sun, 2008）。地球温暖化ガ
スの排出削減が求められる中、反すう家畜か
らのメタン排出量の削減は急務である。 
メタン生成菌は、それぞれ異なった特性を
持つため、効果的にメタンを抑制するために
は個々のメタン生成菌の特性を知る必要が
ある。これまで、ルーメンからメタン生成菌
の分離や特徴付け（characterization）が行
われてきた（Jarvis et al., 2000; Miller et al., 
1986; Smith and Hungate, 1958）。しかしな
がら、これまでルーメンから分離されてきた
メタン生成菌の分離菌株は数菌株程度と少
ないため、効果的なメタン排出抑制法の手が
かりを得ることを目的とするには十分とは
言い難い。メタン生成菌は偏性嫌気性菌（絶
対嫌気性菌）であり、その培養は高度な嫌気
度（酸化還元電位 Eh値=-300mV以下）を要
求するため困難である（三森と湊, 2004）。ま
た、増殖速度も遅く、肉眼でコロニーが確認
できるまで 2週間以上必要になり、培養に時
間がかかる。このようにメタン生成菌の培養
は非常に難しく、そのことがメタン生成菌の
分離培養の障害となっている。ルーメン内に
生息するメタン生成菌は培養法で明らかに
なっている以上に多様であり、未培養のもの
が多数存在することが分子生物学的解析に
より明らかになっている（King et al., 2011; 
Lwin et al., 2014; Ozutsumi et al., in press; 
Tajima et al., 2001; Tatsuoka et al,. 2001; 
Wright et al., 2004, 2006, 2008）。ルーメン
内に生息するメタン生成菌の理解を深め、反
すう家畜からのメタン排出量の削減技術の
開発のためには、これまで未培養であったメ
タン生成菌を分離し、より多くの菌株を収集
することが重要である。また、分離した菌株
については生理・生化学的な特徴付けやさら
にはゲノム解析を行うことが不可欠である。 
これまで未培養であったルーメン内のメ
タン生成菌を水素生成微生物である嫌気性
真菌を利用して、下記に説明する共培養法に
より分離することを試みる。分離した菌株の
中でも新奇性の高いものについては生理・生
化学性状などの特徴付けを行い、さらにゲノ
ム解析も行う。 
水素を利用するメタン生成菌の分離は、高
水素ガス分圧下（100kPa 程度）で行われる

のが一般的である。しかしながら、メタン生
成菌の生息環境における水素ガス分圧はそ
れよりもはるかに低く、10〜100Pa程度であ
る。一般的なメタン生成菌分離方法では、高
水素ガス分圧環境を好み、その環境で速く増
殖する菌株を選択的に分離していることに
なる。この方法では、そのような条件では生
育しない、あるいはそのような条件では増殖
速度が低いような菌株を無視していること
になる。この問題を解決するために、Sakai et 
al. (2007)は水素生成細菌との共培養
（Co-culture）による水素利用メタン生成菌
の新たな分離方法（共培養法；co-culture 
method）を開発し、それまで未培養であっ
たメタン生成菌を水田土壌中から分離を報
告した。彼らの分離方法の特徴は、自然環境
下で見られるメタン生成菌と水素生成微生
物との共生関係を利用するところにある。水
素を利用するメタン生成菌のなかには水素
生成微生物から水素を受け取り、基質として
利用し増殖する種が存在する（種間水素転
移；inter-species hydrogen transfer）。メタ
ン生成菌は水素生成微生物から基質を提供
してもらえるため、栄養的な利益を享受して
いる。一方、水素生成微生物は代謝産物であ
る水素がメタン生成菌によって除去される
ので、代謝産物が蓄積することによる増殖の
阻害が起こらないため、やはり栄養的に利益
を享受する。このように、メタン生成菌と水
素生成微生物の間には栄養的な共生関係が
成立し、双方が栄養的に利益を享受している
関係を栄養共生（syntroph）と呼ぶ。Sakai et 
al. (2007)は、メタン生成菌が直接基質として
利用できないプロピオン酸を加えた培地に
水素の供給者として Syntrophobacter 
fumaroxidans を接種し、そこへ接種物を添
加し集積培養を行うことにより新奇メタン
生成菌を分離した。S. fumaroxidansはプロ
ピオン酸を基質として利用し、水素を生成す
る。メタン生成菌はプロピオン酸を利用でき
ないので、S. fumaroxidansがプロピオン酸
を資化して生成した水素を利用して増殖す
ることになる。このとき、水素ガスの分圧は
低く保たれており、分離されて新奇メタン生
成菌はそのような条件下で増殖したのであ
る。 
本課題の特色・独創性は、水素生成微生物
として嫌気性真菌を用いることで効率的に
ルーメン由来のメタン生成菌を分離すると
ころにある。ルーメン内ではメタン生成菌が
水素生成微生物であるプロトゾアや嫌気性
真菌に付着している様子が観察されている。
これらの水素生成微生物とメタン生成菌は
栄養共生の関係にあり、種間水素転移が行わ
れていると考えられている。ルーメン内に生
息する水素生成微生物を水素供給者として
用いれば、未培養であったルーメンメタン生
成菌を分離できる可能性が高い。ルーメンプ
ロトゾアは未だに培養法が確立されておら
ず、共培養法によりメタン生成菌を分離する



ためにはプロトゾアを用いることは困難で
ある。ルーメン内の真正細菌（ルーメン細菌）
の中には水素を生成するものが存在するが、
現在のところメタン生成菌との栄養共生が
明らかになっていたり、示唆されているルー
メン細菌は知られていないため、共培養法に
よるメタン生成菌の分離にルーメン細菌は
適していない。嫌気性真菌は真核生物である
ため各種の抗生物質を使用することができ、
ルーメン細菌のコンタミネーションを極力
排除し、メタン生成菌の集積をより効率よく
行うことが可能である。これらの点を考慮す
ると、ルーメンのメタン生成菌を共培養法に
よる分離のためには嫌気性真菌が最も適し
ていると考えられる。 
本課題で用いる方法により新奇メタン生
成菌菌株を分離することができれば、ルーメ
ンメタン生成菌のカルチャーコレクション
を充実することができる。得られた菌株につ
いては、国内外を問わず研究者からの要請が
あれば分譲を行い、必要があればカルチャー
コレクションへ寄託する。このことにより、
多くの研究者が材料として用いることがで
きることで、メタン生成菌の研究を加速する
ことができる。分離できた新奇性の高い菌株
については生理・生化学性状について調査を
行い、さらにゲノム解析を行うことで、メタ
ン生成菌の特性を明らかにできる。これらの
成果は反すう家畜からのメタン排出抑制技
術の開発につながるだろう。最終的には畜産
業のみならず、地球環境問題解決へのインパ
クトも大きいと考えられる。 

 
２．研究の目的 
本課題では、Sakai et al. (2007)の方法をも
とに、ルーメンに由来する嫌気性真菌を水素
生成微生物として用い、新奇メタン生成菌を
嫌気性真菌との共培養を行うことにより分
離を試みる。 

 
３．研究の方法 
本課題では、Sakai et al. (2007)の方法
をもとに、ルーメンに由来する嫌気性真菌を
水素生成微生物として用い、新奇メタン生成
菌を嫌気性真菌との共培養系からメタン生
成菌のみを分離した。また得られた分離株に
ついて特徴づけを行った。また 1菌株につい
てゲノム解析を行った。 
 
４．研究成果 
嫌気性真菌との共培養系によりメタン生
成菌の分離をする試みは本研究が世界で初
めてである。合計 26 菌株のメタン生成菌を
上記の方法で離した。これらの菌株は
Methanobrevibacter ruminantium 、
Methanobrevibacter millerae 、
Methanobrevibacter thaueri お よ び
Methanomicrobium mobile の 4 菌種に分類さ
れた。我々は米ぬかがメタン生成を抑制する
ことを突き止めている。そこでこれらの菌種

の増殖に対する米ぬかのエタノール可溶性
分画の影響について調べた。米ぬか抽出物は
M. mobile の増殖を抑制したが、M. thaueri
の増殖には影響しなかった。得られた菌株の
中から 1 菌株を選び、ゲノム解析を行った。
これらの成果は、今後、ルーメンからのメタ
ン生成抑制に貢献すると考えられる。 
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