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研究成果の概要（和文）：　当該研究期間において、種々の環境試料から高回収率で精密に補酵素F430を定量するため
の、前処理および分析法を開発し、従来法に対しておよそ10万倍の高感度定量分析法を確立した。これにより0.1フェ
ムトモルでの定量検出が可能になり、最も検出が困難な海洋堆積物をはじめ、微生物マット、水田土壌、地下水などか
らの補酵素F430の検出を実現した。また、科学掘削史上最も深い海底下2000 mの石炭層において補酵素F430の検出に成
功し、活きたメタン生成アーキアの存在を示した結果がサイエンス誌に掲載された。
　当該研究機関の研究成果は計4報の査読付論文と11件の学会発表により公表し、国内外で高い評価を得た。

研究成果の概要（英文）： During the research period, analytical method was developed to quantify coenzyme 
F430 from various environmental samples. The sensitivity of the developed method is 100000 times higher 
than the conventional method, which can quantify coenzyme F430 at 0.1 femto mol. The mothod made it 
possible to quantify coenzyme F430 from marine sediments, microbial mats, paddy soils, groundwater etc. 
Coenzyme F430 was detected coalbeds located at 2000 m below seafloor offshore Shimokita Peninsula (world 
record of deep biosphere), suggested presence of active methanogens. This study was published from 
Science.
 The scientific results was published from totally 4 peer reviewed scientific journals and presented at 
11 conferences and received high international evaluation.

研究分野：有機地球化学
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１．研究開始当初の背景 
 海洋堆積物中には多種多様な代謝経路を
もつ原核生物が存在し、それらの活動は地球
の物質循環を駆動しているだけでなく、気候
変動の原因になり、一方では人間社会に有用
な物質を生み出している。その代表的な生物
がメタン生成アーキアであり、それが生み出
すメタンは地球温暖化の原因や将来のエネ
ルギー資源として期待されるメタンハイド
レートの起源物質となる。そのため、海洋堆
積物中のメタン生成アーキアの分布と活動
を定量的に解明するための研究が、統合国際
深海掘削計画（IODP）をはじめとする国内
外の様々なプロジェクトで行われている。従
来の研究手法には、膜脂質の定量分析や分子
生物学的手法、同位体ラベルによる活性試験
があるが、指標性、実験操作によるバイアス、
海底堆積物中での保存性などの問題から現
場でのメタン生成アーキアのバイオマスや
活性を定量的に理解するには限界があった。
特に、研究代表者が関わってきた有機地球化
学分野では、膜脂質の極微量（ナノモル）で
の定量分析を用いて堆積物の解析を行って
きた。しかし、膜脂質にはメタン生成アーキ
アのみを反映し、かつメタン生成アーキア全
体を反映するような高い指標性がなく、結果
として定量的な議論が不可能であった。 
 申請者は、メタン生成反応に関わる機能性
分子をバイオマーカーとして用いれば、メタ
ン生成アーキアのみの分布と活動の全体像
を定量的に解明できるという結論に至り、補
酵素 F430 に注目した。F430 はメタン生成
反応の最も重要な最終段階を触媒する補酵
素で、全てのメタン生成アーキアが保有し、
かつ他の生物が保有しないため、極めて指標
性が高い。そのため、F430 の堆積物中での
分布を定量的に調べれば、メタン生成アーキ
アの分布と活動を定量的に解明できるとの
着想に至った。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、これまでオーダーレベル
でしか議論ができなかった海洋堆積物深部
でのメタン生成アーキアのバイオマスや活
動を定量的に評価するツールを開発・実用化
する事である。本研究では、これまで応用さ
れた事のない機能性分子 F430 の堆積物中
における濃度を精密に分析する手法を開発
し、メタンアーキアの分布や活動度を定量的
に明らかにする。 
 これにより、海洋中のメタン生成ポテンシ
ャルが定量的に議論できるようになり、地下
生物圏、メタンハイドレートの形成過程、地
球の炭素循環や気候変動における研究に新
しい展開が期待できる。 
 
３．研究の方法 
（１）固相抽出カラムや高速液体クロマトグ
ラフを用いて、堆積物、土壌、生体試料、水
試料など、様々な環境試料中からから補酵素

F430 を高い回収率で抽出、精製する手法を開
発する。 
 
（２）高速液体クロマトグラフ(HPLC)やＮＭ
Ｒを用いて、定量分析法開発に不可欠な補酵
素 F430 の標品を培養菌体より作成する。 
 
（３）蛍光化試薬による化学修飾および蛍光
検出器による分析や質量分析計を用いた分
析法を開発することにより、現行の吸光検出
器を用いた分析法の１０００倍程度の高感
度定量分析法を開発する。 
 
（４）開発した定量分析法を環境試料に応用
することにより、補酵素 F430 の分布を明ら
かにする。最終的には海洋堆積物のような低
濃度試料からの定量検出を目指し、メタン生
成場におけるメタン生成アーキアのバイオ
マスやメタン生成ポテンシャル評価方法を
確立する。 
 
４．研究成果 
 (1)補酵素 F430 の抽出・精製法の開発 
氷浴上での低温・酸性下での超音波抽出、低
温条件下でのイオン交換および逆相クロマ
トグラフィーによる濃縮・精製、メチルエス
テル化による安定化と低極性下により、作業
中の分解を極限まで抑えながら、95%以上の
収率で菌体試料から補酵素 F430 を回収する
手法を開発した。 

 
(2)補酵素 F430 標品の作成 
 補酵素 F430 をメチルエステル誘導体化す
ることで安定化し、HPLC での単離中の分解を
抑えながら精製することを可能にした。単離
した補酵素 F430 溶液を元素分析やＮＭＲを
用いて、純度の評価をした結果、極めて純度
の高い標準溶液を作成することに成功し、世
界で唯一無二の補酵素 F430 標品を作成する
ことを実現した。 
 
 

図 1．超音波による抽出回数と補酵素 F430の
回収率。３回以上の抽出で回収率 95%以上とな
る。 



(3)高感度定量分析法の確立 
 HPLC による補酵素 F430 の分離時、移動相
に不揮発性の塩をイオンペア剤として用い
ることで、高速液体クロマトグラフ質量分析
計（LC-MS/MS）での分析を可能にした。
LC-MS/MS での分析法開発により、従来の吸光
検出器を用いた分析法に対し１０万倍の高
感度定量分析法を確立し、サブフェムトモル
（10-16モル）での補酵素 F430 の定量分析を
可能にした。当初の計画では 1000 倍程度の
高感度化を目指していたが、予想を上回る高
感度化となった。これは、補酵素 F430 のイ
オン化効率が高いことに起因する。現在の感
度ではメタン生成アーキア約 1000 細胞ほど
での検出が可能である。今後は HPLC 部の配
管および分離カラムの径を細小化する事で、
1細胞レベルでの超高感度分析を目指す。 
  

  
 
 また、感度は LC-MSMS よりも劣るが、

LC-ICPMS(誘導結合プラズマ質量分析計)に
よる補酵素 F430 の検出にも成功した。環境
試料への応用にはさらなる高感度化が必要
であるが、実現されれば補酵素 F430 亜種の
探査や分解物の特定により、新たな指標性の
発見や古メタン生成環境復元と温暖化との
関連など重要度の高い研究への派生が可能
になる。 
 
 (4)環境試料への応用 
 高感度定量分析法を、水田土壌、微生物マ
ット、海洋堆積物、地下水に応用した結果、
様々な環境試料で補酵素 F430 を定量検出す
る事に成功した。特にこれまで不可能であっ
た海洋堆積物においても補酵素 F430 を検出
するという当初の研究目的を達成すること
が出来た。 
 また、国際統合深海掘削計画(IODP)により
調査された下北沖海底下2000mの石炭層にお
いて、補酵素 F430 の検出に成功し、科学掘
削史上最も深い海底堆積物中で活きた微生
物（メタン生成アーキア）のシグナルを検出
する事に成功した。本研究は Science 誌に掲
載された。 
 
（５）得られた成果の国内外における位置づ
けとインパクトおよび将来の展望 
 本研究で対象としている補酵素 F430 のよ 

 
うな機能特異分子を分析し、環境中の特定の
代謝を正確に定量検出するアプローチ法は 
有機地球化学や微生物学的に全く新しい試
みである。特に本研究で扱うメタン生成アー
キアは物質循環、生命の起源、エネルギー資
源、地球温暖化などの重要な研究課題に直結
するため、光合成生物に匹敵するほど極めて
重要度の高い微生物である。このメタン菌を
本研究のように高感度に定量的に検出する
手法は存在しないため、国内外の評価も極め
て高い。例えば、抽出・精製から環境試料へ
の応用までをまとめた補酵素 F430 の高感度
定量分析法に関する研究論文は化学分析に
おいて国際的に最も権威のある Analytical 
Chemistry 誌に掲載され、査読段階でレビュ
ワーからは上位 5%に入る重要な研究である
との評価を受けた。国内誌 Researches in 
Organic Geochemistry誌では掲載号の中で最
も質の高い論文であることから、掲載号の表
紙デザインとなった。また、極めて厳選され
た内容だけが口頭発表に選出される国際有
機地球化学会(IMOG)では、2015 年に開催され
た学会においてプレナリーセッションに選
出され、2016 年度に開催される Japan 
Geoscience Union Meeting2016 の国際セッシ
ョンでは招待講演の依頼を受けた。 
 今後は緻密な培養実験と現場観測の両軸
から補酵素 F430 濃度を用いて現場のメタン
生成ポテンシャルやバイオマス分布を見積
もるための研究を行うことで、本研究で行っ
た「分析手法の確立」から「研究手法への確
立」を目指す。 
 また、補酵素 F430 を皮切りに、機能特異
分子分析というアプローチ法や金属錯体有
機物の有機地球化学的応用へ展開していき
たい。 
 
 
 
 
 
 

図 2. 補酵素 F430 の LC-MS/MS による分析感
度 

図 3．下北半島沖海底下 2000 mの石炭層から検
出した補酵素 F430（Inagaki et al., 2015, Science, 
「5. 主な研究論文等⑤」参照） 
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