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研究成果の概要（和文）： 

 南海トラフの深海底表層堆積物を植種源とするバッチ集積培養から分離した

Methanosarcina sp. NT-MS1株を圧力培養した。増殖は 15 MPaで最も良好であり、分離源と同

じ圧力（25 MPa）下でも、高い増殖能を有していることが確認された。生成されたメタンは、

炭素同位体比（∆13C-CH4）が-81〜-63‰の「同位体的に軽い」メタンであり、NT-MS1 株は高井

らにより報告された Methanopyrus kandleri 116株のように「同位体的に重い」メタンを生成

しなかった。 
 

研究成果の概要（英文）： 

 Methanosarcina sp. NT-MS1 that had been isolated from Nankai Trough subseafloor 

sediment using batch-culture was cultured under high pressure conditions. Its optimum 

pressure for growth was 15 MPa, and it showed positive growth with methanogenesis at its 

habitat pressure (25 MPa). Takai et al. reported that the hyperthermophilic methanogen, 

Methanopyrus kandleri strain 116, generates “isotopically heavy” methane under high 

pressure conditions. But, strain NT-MS1 generated “isotopically light (∆13C-CH4 = -81〜
-63‰)” methane at 5 to 35 MPa.  
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１．研究開始当初の背景 

(1) 深海底に天然ガスあるいはハイドレート
として存在するメタンは未来のエネルギ
ー資源として考えられており、その生成起
源やメカニズムを理解することは、深海エ
ネルギーの資源評価や探索、および地球環

境における炭素循環を解明する上で極め
て重要である。現在までメタンの発生起源
の特定はメタンの炭素同位体比の測定と
メタンとその他のアルカン炭化水素の存
在比により行われてきた。この推定法に依
ると、メタンの存在比率が高く、12C-CH4
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の割合が多い”同位体的に軽い”メタンは
微生物起源、13C-CH4 の割合が多い”同位
体的に重い”メタンは地下深部における有
機物熱分解あるいはマグマ起源とされて
いる。この化学的メタン発生源の推定法は
1986年に Whiticar らにより提案され、そ
れ以降、資源探査および地球化学の分野で
教科書にも記載される定説として、長らく
使われてきた。 

(2) しかしながら、圧力が微生物の生産するメ
タンの炭素同位体比に大きな影響を与え
るという極めて重要な知見が研究分担者
の高井らの研究により明らかになった。具
体的には、深海熱水噴出孔から分離した超
好熱性メタン生成菌が高圧培養条件下に
おいて、定説に従えばマグマ起源と分類さ
れるほど同位体的に重いメタンを生成す
るという発見である。この発見は従来の
「同位体的に軽いメタンは微生物が作っ
たメタン」という定説を覆すものであり、
メタンの炭素同位体比に基づいたメタン
の発生起源推定法の再考を迫るものであ
る。 

(3) 深海底に生息するメタン生成菌は典型的
な難培養性微生物であり、メタン生成菌研
究の世界的権威であった David Boone 博
士が分離した 2株を除いて分離例は皆無で
あった。しかしながら、ごく最近になって、
申請者らは南海トラフの泥火山  (水深
2,500 m) や日本海溝 (水深 6,000 m) の
深海底表層の堆積物および下北半島東方
沖で採取した深海コア堆積物 (水深 1,200 

m、海底下 360 m) から合計 10 種のメタ
ン生成菌の純粋分離に成功している。 

 

２．研究の目的 

 近年、地球化学および微生物学分野にお
いて、炭素同位体比を利用したメタンの起
源推定法の常識を覆す報告がなされている。
そこで、本研究では深海底堆積物由来のメ
タン生成菌を使い、現場環境を模した圧力
培養における微生物由来メタンの炭素同位
体比の挙動を解析することで、従来の炭素
同位体比によるメタン起源推定法を再評価
する。 

 

３．研究の方法 

(1) 分離したメタン生成菌の基礎的な生理学
的特徴を把握する為に、生育可能温度、至
適生育 pH、増殖速度や基質特異性（H2/CO2、
酢酸、メタノール等の基質を加えてメタン
を生成する基質を特定）等を大気圧下で調
べた。さらに、これらの表現型情報に加え、
16S rRNA 遺伝子および mcrA 遺伝子（メタ
ン生成の鍵酵素であるmethy-coenzyme M

をコードしている遺伝子）の塩基配列を決
定した。 

(2) 生理学的特徴の調査結果から、最も増殖
が速く、できる限りハンドリングが容易な
メタン生成菌を選抜し、複数種の基質で高
圧培養を行う。まずは、培養温度を供試菌
株の至適温度に固定して、経時的に顕微鏡
下で細胞数を測定すると同時に、生成され
たメタンの濃度および炭素同位体比を Gas 

Chromatography-Isotope Ratio Mass Spectro- 

meter (GC-RIMS)で測定する。 

圧力培養器と培養方法 

 
４．研究成果 
(1) 初年度において、南海トラフ（水深

2,500m）および日本海溝（水深 6,000m）
の深海底表層堆積物を植種源としたバッ
チ式集積培養法から分離した４株のメタ
ン生成アーキア（図 1）の生理学的・遺伝
学的特徴を明らかにした。16S rRNA遺伝
子の塩基配列は、既知の Methanosarcina
あるいは Methanobacterium 属のメタン
生成アーキアと 99%以上の相同性を示し
た（図 2）。いずれの株も至適生育温度は
37℃であったが、深海底環境と同等の
2-4℃でもメタン生成を伴う増殖が可能で
あり、深海底での温度条件でもメタン生成
を伴う増殖が可能であることが確認され
た。また、これらの菌株は、海水の半分程
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度の低塩濃度で最も増殖が良好であった
（表１）。この低塩濃度でも生育できると
いう特徴は、南海トラフにおいて海底下深
部からの塩濃度が低い湧水の存在が知ら
れていることを考えると理に適っている
と考えられた。 

図 1 日本海溝および南海トラフから分離されたメタン生成菌 

表 1 分離株の生理学的特徴 

図 2 16S rRNA遺伝子の塩基配列に基づく分離株の分子系統樹 

 

(2) 4 株の分離菌株のうち、最も増殖速度が
速くハンドリングが容易であると判断さ
れたMethanosarcina sp. (NT-MS1株)を、
メタノールおよび水素をメタン生成基質
として圧力培養した。 
 メタノール培養における増殖は、15 MPa

で最も良好であった（最大比増殖速度 µmax

＝0.069 h-1）。また、分離源と同じ 25 MPa

下における増殖も大気圧下と同程度であ
り（µmax＝0.036 h-1）、NT-MS1 株は水深

2,500m の水圧下でも、高い増殖能を有し
ていることが確認された（図 3）。 

図 3 メタノールを基質とした圧力培養における増殖曲線 

 

 水素培養における増殖もメタノール培養
と同様に、15 MPa で最も良好であった。
生成したメタンの炭素同位体比（∆13C-CH4）
は-81〜-63‰であり、高井らにより報告さ
れ た 超 好 熱 性 メ タ ン 生 成 菌
（Methanopyrus kandkeri strain 116）
のように「同位体的に重い」メタンを生成
しなかった。しかしながら、高圧下ほど
∆13C-CH4 の低い「同位体的に軽い」メタ
ンを生成する傾向にあり、5 MPa と 25 

MPaでは-10‰程度の差が見られた（図 4）。 

図 4 水素を基質とした圧力培養におけるδ 13C-CH4 

 
 深海底堆積物由来のメタン生成アーキア
を世界で初めて圧力培養した本研究にお
いて、供試菌株であるMethanosarcina sp. 

NT-MS1 株は、15 MPa（＝水深 1,500m

相当）が最も生育に適しており、生息環境
の圧力により∆13C-CH4 値の異なるメタン
を生成することが明らかとなった。 

 深海底由来メタン生成アーキアの生成す
るメタンの同位体解析に関しては、まだ緒
に就いたばかりである。今後、例えば水素



 

 

同位体比なども含めた総合的な同位体解
析を行うことにより、メタンの生成起源推
定法を詳細に再評価することが可能にな
るものと期待される。 
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