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研究成果の概要（和文）：本研究は、陸域地下圏環境に棲息する未知・未培養アーキア系統群とその周辺微生物
群の実体を明らかにし、メタンフラックス等の重要な生物地球化学プロセスにおいて未知アーキア群が果たす役
割を解明することを目的とした。具体的には、深部油ガス田環境、地下湧水環境、氷河堆積物環境等の陸域地下
圏環境を研究対象フィールドとし、地下圏試料を採取するとともに、従来の微生物学的手法、地球化学的手法に
加えて、環境ゲノム解析技術と高度な培養技術を最大限活用し、陸域地下圏環境に生息する未知アーキア・未知
バクテリアの多様性と未知の生理生態機能を解明した。

研究成果の概要（英文）：Deep subsurface microbes likely contribute to global biogeochemical 
processes. However, very little is known about their biological entity, diversity and function. This
 study elucidated ecophysiology of uncultured archaea and bacteria inhabiting deep subsurface 
environments by using the environmental omics and advanced cultivation approaches as well as 
conventional methods. In particular, we found novel archaeal and bacterial lineages in the 
subsurface environments. Besides, we successfully reconstructed genomes of the uncultured microbes 
and revealed their potential metabolisms associated with carbon flux. We were further successful of 
cultivation of novel archaea and bacteria. One of the isolates is the first methanogic archaea able 
to produce methane from coal. This surprising discovery contributes to understanding natural gas 
origins and formation mechanisms, and infers that cultivation is still necessary to elucidate 
functions of uncultured microorganisms even in metagenomic era.

研究分野： 環境微生物学、微生物生態学、農芸化学
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１．研究開始当初の背景 
 
 近年、地下圏環境において膨大かつ多様な
微生物の存在が明らかにされてきており、地
下微生物が地球規模の重要な物質循環プロ
セスに大きく関与している可能性が示唆さ
れている。地下微生物の実体とその未知の生
理生態機能を明らかにするため、地球科学的
研究に加え、微生物学的、分子生態学的解析
を駆使した研究が行われてきているが、陸上
圏や海洋圏などに比べると地下圏微生物の
報告例は圧倒的に少なく、地下微生物の生物
地球化学的役割については未だ十分に明ら
かにされていない。中でもアーキアは、メタ
ン生成・消費や硝化作用を司る生物群であり、
地球科学的にも非常に重要であるが、そもそ
も純粋分離株の数がバクテリアに比べ圧倒
的に少なく、ゲノム情報、生理・生態学的情
報も限られており、地球上で最も未知な生物
群である。近年、陸域地下圏においてアーキ
アの存在量が相対的に高いことがわかって
きており、陸域地下圏におけるアーキアの重
要性に高い関心が集まっている。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究は、陸域地下圏環境に棲息する未
知・未培養アーキア系統群の実体を明らかに
し、メタンフラックス等の重要な生物地球化
学プロセスにおいて未知アーキア群が果た
す役割を解明することを目的とした。具体的
には、深部油ガス田環境、地下湧水環境、氷
河堆積物環境等の陸域地下圏環境を研究対
象フィールドとし、地下圏試料を採取すると
ともに、1.シングルセルゲノム解析、2.メタ
ゲノム解析&メタトランスクリプトーム解析、
3.未知アーキア系統群の集積培養ならびに純
粋分離、4.地球化学的解析といった、従来の
微生物学的・地球化学的手法とともに次世代
シーククエンサーを活用した環境オミクス
解析技術や高度な微生物培養技術を相互補
完的に駆使しながら、陸域地下圏環境に生息
する未知アーキアの実態解明に取組んだ。 
 
 
３．研究の方法 
 
 本研究では、深部油田環境、深部ガス田環
境、地下湧熱水環境、氷河堆積物環境等の地
下圏環境から試料を採取し、適切に管理・保
存した。サンプリグでは、現場温度を維持し、
酸素の混入がないように工夫し、地下圏微生
物を元の状態を維持しつつ活きたまま回
収・保存することを心がけた。またサンプリ
グと同時に、現場において測定可能な項目に
ついては、現場で地球化学分析を行った。具
体的には、電気伝導度、酸化還元電位、溶存
酸素量、pH、温度等を測定した。 
 持ち帰った地下圏試料については、さらな

る地球化学分析を実施した。適宜水質分析な
らびにガス成分の分析を行うとともに、必要
に応じて炭素安定同位体比、水素安定同位体
比の測定を実施した。また原油成分について
は、GC-IR MS 等を駆使し、生分解の度合いを
調べ、地下微生物による原油成分の分解への
寄与度についても調査した。 
 また採取した各種地下圏サンプルから DNA、
RNA の同時抽出・精製を行った。地下圏サン
プルはサンプル中の微生物濃度が薄いこと
から、フィルター濃縮を行った上で全核酸抽
出を行った。全核酸抽出は、バイアスを最大
限に抑えるよう工夫したラボプロトコルを
採用した。得られた DNA、RNA を対象として、
Illumina プラットフォームによる次世代シ
ークエンス解析を実施し、地下圏微生物の網
羅的な多様性解析・メタゲノム解析・メタト
ランスクリプトーム解析を実施した。最新の
ゲノム再構築法（genome binning）を活用し、
地下圏環境に生息する未知微生物のゲノム
を高精度に再構築した。 
 興味深い未知アーキア系統群やバクテリ
ア系統群が見出された地下圏試料について
は、一部、米国 Bigelow 研究所等の協力を得
ながらシングルセルの分取、シングルセルか
らのゲノム増幅、ゲノム解読を実施した。 
 微生物学的解析では、各種地下圏試料中の
微生物活性（メタン生成、メタン酸化、鉄還
元、硫酸還元、酢酸酸化、酢酸生成等）につ
いて、培養法を用いて測定した。また興味深
い未知アーキアや未知バクテリアを含む地
下圏試料については、無酸素条件下での培養
技術を駆使しながら、集積培養化を試みた。
集積培養物や純粋培養物が得られた場合に
は、必要に応じて、16S rRNA 遺伝子を対象と
したクローニングならびにサンガーシーク
エンス解析を行うとともに取得したほぼ全
長の 16S rRNA 遺伝子配列情報をもとに分子
系統学的解析を実施し、未知の微生物系統群
を探索、同定した。また集積培養物を対象と
して上述のようにシングルセルゲノム・メタ
ゲノム・メタトランスクリプトーム解析と各
種代謝産物分析を実施することで、地下微生
物の未知生理・生態機能の解明に挑戦した。  
 
 
４．研究成果 
 
（１） 陸域地下圏環境における未知アーキ

ア系統群とその周辺微生物群の探索 
 
 深部油ガス田環境、地下湧水環境、氷河堆
積物環境等の各種陸域地下圏環境から採取
した試料から全ゲノム DNA を抽出精製し、次
世代シークエンサーを活用した 16S rRNA 遺
伝子アンプリコン解析ならびにメタゲノム
解析を行った。これらのデータをもとに、未
知アーキアならびに未知バクテリア系統群
について調べたところ、陸域地下圏環境には
未知アーキア・未知バクテリアが多様に存在



することが明らかとなった。例えば、国内の
深部油田環境からは、門レベルの未知アーキ
ア 系 統 群 で あ る Miscellaneous 
Crenarchaeotal Group (MCG)や未知のメタン
生成アーキア系統群、また JS1、OP8、OP3、
OP1 などの門レベルの未知バクテリア系統群、
OPB41 等の高レベルの未知バクテリア系統群、
さらには科レベルで新規なバクテリア系統
群等が多様に生息していることを明らかに
した。さらに、地下湧熱水環境においては、
門レベルの未知アーキア MCGや KNA 等が存在
しており、OD1 等の門レベルの未知バクテリ
ア系統群が存在しうることも明らかにした。 
 
 
（２） 陸域地下圏アーキアならびに周辺微

生物群の集積培養とゲノム再構築の
試み 

 
 上記の通り、陸域地下圏環境には多様な未
知アーキアならびに未知バクテリアの存在
が示唆されたことから、それらの未知機能を
深く探るべく、集積培養化を試みた。特に、
地下圏に存在しうる根源有機物のモデル基
質等、多様な基質を用いて、絶対嫌気の条件
下で集積培養を実施した。その結果、深部油
田環境からいくつか興味深い集積培養系を
得ることに成功した。 
 その一つは、門レベルの未知アーキア MCG
の集積培養化である。本集積系は、既知のメ
タン生成アーキアと未知MCGアーキアの両者
が優占しており、時には MCG アーキアが全細
胞の 8割以上を占めるほど優占していた。ま
た偶然にも、地下湧熱水環境からも、MCG ア
ーキアの集積培養化に成功しており、こちら
の培養系にはメタン生成アーキアは存在せ
ず、他の発酵性のバクテリアが存在している
ことが判明した。いずれの集積培養系も２年
以上安定して植継できており、安定培養系が
確立できている。 
 また深部地下圏環境に生息する未知バク
テリア系統群の集積培養化にも至っている。
具体的には、深部油田環境試料から綱レベル
の未知バクテリア系統群OPB41の集積培養に
成功している。また、深部油田環境から、酢
酸分解メタン生成コミュニティーの集積培
養化に至っており、科レベルの未知バクテリ
アとメタン生成アーキアが優占しているこ
とを明らかにしている。からは原油を分解し
てメタンを生成するコミュニティーの安定
集積培養化を実現している。本培養では、地
下深部を模擬した高温高圧培養システムを
駆使しており、より地下環境を再現した培養
系において、実際にある地下圏環境の微生物
コミュニティーに非常に近い組成で、安定培
養系をラボ内で実現した。本コミュニティー
は、複数種の地下メタン生成アーキアに加え
て、門レベルや科レベルの未知バクテリア系
統群が複数優占していることを明らかにし
た。 

 安定な集積培養系が複数得られたことか
ら、この安定培養系を対象として、未知アー
キア、未知バクテリアのゲノムの再構築を試
みた。バイオマスが十分に存在する集積培養
系の場合にはメタゲノム解析を実施し、バイ
オマスの少ない培養系の場合には、シングル
セルゲノム解析を実施し、未知微生物のゲノ
ムの再構築を試みた。その結果、深部油田環
境および地下湧熱水環境からそれぞれMCGア
ーキア系統群のゲノムを高精度に再構築す
ることができた。その他、OPB41、JS1、OP3、
OD1 等の門レベルや高レベル、さらには複数
の科レベルの未知バクテリアのゲノムの再
構築にも至っている。こうしたゲノム情報を
もとに、未知アーキア、未知バクテリアの代
謝機能を推定し、これまで全く知られていな
い酢酸代謝能を有する系統群を見出すなど、
陸域地下圏における未知アーキア・バクテリ
アの役割の一端を明らかにしつつある。 
 
 
（３） 純粋分離に成功した地下圏アーキ

ア・バクテリアの生物機能解明 
 
 本研究のハイライト的な成果の一つは、石
炭から単独でメタンを生成する未知アーキ
アの発見である。我々は、深部油ガス田環境
から分離した新規メタン生成アーキア
（Methermicoccus shengliensis AmaM 株）が、
各種熟成度の異なる石炭（褐炭、瀝青炭、亜
瀝青炭等）から直接メタンを生成することを
見出した。さらに、石炭のどの成分が基質と
して利用されているかを調べたところ、石炭
に豊富に含まれる３０種類以上のメトキシ
芳香族化合物からメタンを作る能力がある
ことを明らかにした。最初のメタン生成アー
キアが分離されて 80 年以上が経ち、150 種類
以上のメタン生成アーキアが知られている
が、これまで知られている全てのメタン生成
アーキアは、①水素と二酸化炭素、②酢酸、
③メタノールなどのメチル化合物、といった
低分子の限られた単純な化合物しか利用で
きないことが知られており、メトキシ芳香族
化合物のような比較的炭素数の多い化合物
から直接メタンを生成できるメタン生成菌
の発見は今回が初めてである。 
 我々はさらに、AmaM 株のゲノムを高精度
に解読するとともに、地球化学的アプローチ
として安定同位体トレーサー法を活用して、
本株のメタン生成代謝経路の解明に取組ん
だ。当初、我々は、AmaM 株は、メタノール
等のメチル化合物からメタンを生成する代
謝経路（メチル化合物分解経路）もしくはそ
の代替経路によりメトキシ芳香族化合物か
らメタンを生成していると予想していた。し
かしながら、非常に驚いたことに、安定同位
体トレーサー実験から示唆された結果は、当
初の我々の予想と大きく異なり、３つの既知
のメタン生成代謝経路（1. 二酸化炭素還元経
路、2. 酢酸分解経路、3. メチル化合物分解



経路）のいずれでもなく、全く新しい代謝経
路によってメトキシ化合物からメタンを生
成していることが明らかとなった。精緻なゲ
ノム解析の結果からも、当該アーキアは、上
記３つの代謝経路の大部分を保有するもの
の、培養実験の結果を裏付けるように、確か
にメチル化合物は利用できるものの、水素や
酢酸を基質として利用できないことが判明
した。一方で、ゲノム配列情報のみから、こ
の新規メタン生成アーキアの全く未知な代
謝経路を推定することは困難であった。昨今、
世界的に環境ゲノム解析研究が隆盛を極め
ている中で、今回の発見は、この環境ゲノム
情報解析の時代であってさえも、未知アーキ
アを含む未知の微生物が本来もつ深淵な未
知機能を解き明かすためには、「培養」とい
うアプローチが必要不可欠であるというこ
とを明示していると言えよう。 
 上述の AmaM 株の他にも、本研究を通じて
深部地下圏から未知微生物の純粋分離と機
能解明に成功してきている。例えば、国内の
水溶性天然ガス環境から新規なメタン生成
アーキアを純粋分離し、同アーキアが水素資
化性（二酸化炭素還元型メタン生成経路）の
メタン生成菌であることを明らかにした。ま
た詳細な分子系統学的・生理生化学的諸性質
と系統分類学的な新規性を明らかにし、本分
離株 Methanomicrobium 属の新種として新学
名 Methanomicrobium antiquum を提案し、国
際細菌学命名委員会により認定されている。
深部地下圏からのメタン生成アーキアの単
離例は非常に少なく、本株の純粋分離は陸域
地下圏におけるメタンフラックス等炭素循
環に寄与する微生物生態系の解明に寄与し
うる、学術的に価値の高い基盤的成果である。 
 本研究を通じて、深部地下圏から未知バク
テリアの純粋分離にも至っている。特に、国
内の深部油田環境から、酢酸を水素と二酸化
炭素に分解する未知バクテリアと、水素から
メタンを生成するメタン生成アーキアの集
積培養系を確立し、本集積培養系から未知バ
クテリア ANA 株の純粋分離に成功した。こ
の未知バクテリアANA株の16S rRNA遺伝子
を解読し、分子系統解析を実施したところ、
本株は Deferribacteres 門という一般的に培養
頻度が低い細菌門として知られる系統群に
属すること、また既知細菌種との相同性が
89.5%以下と極めて低く、系統学的な新規性
が非常に高いことが明らかとなった。さらに、
ANA 株の形態学的・生理生化学的諸性質を調
べたところ、興味深いことに、本株は、鉄、
マンガン、硝酸、硫酸等の複数の電子受容体
を利用可能な絶対嫌気性細菌であることが
判明した。その他詳細な生理性状解析を行い、
Deferribacteres 門 の 新 属 新 種 
Petrothermobacter organivorans として新学名
提案を行い、国際細菌学名命名委員会により
既に認定されている。 
 以上のように、本研究を通じて、深部陸域
地下圏環境において、メタンフラックス等の

重要な物質循環プロセスに関与しうる中核
的微生物群の純粋分離に成功し、その生理生
態機能を明らかにした。 
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