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研究成果の概要（和文）：本研究では，硫化水素を含まず，点火可能なメタン標品を毎日生産するシステムの確
立を通して，発酵細菌－メタン菌栄養共生系によるメタン生産の基本原理を明らかにすることを目的とした。
我々は好熱性発酵細菌T. globiformansと超好熱性メタン菌M. jannaschiiとの栄養共生系に，好気下軽石持込培
養を適用し，二酸化炭素を除去する水酸化ナトリウムの配置により，以下の基本原理を明らかにした。１．軽石
の使用により絶対嫌気性菌の培養が好気気相下で可能となる。２．１により，硫化水素は気相中の酸素によって
自然に除去される。３．二酸化炭素はメタン生産の基質であるが，気相からは除去することが望ましい。

研究成果の概要（英文）：The principles of biological CH4 production were studied through 
establishment of a system where combustible H2S-free CH4 can be produced daily. Toward this 
objective, we applied a solid-phase cultivation method, using dacite pumice, to a syntrophic system 
of T. globiformans and M.jannaschii. Dacite pumice, used as a solid support for anaerobic 
co-cultivation of these microorganisms, was the inoculum for solid-phase carried-over cultivation 
(SCC). When SCC was conducted with an aerobic medium under gas phase (air), H2S-free CH4 was 
produced. Microporous structures of the dacite pumice preserved the anaerobic environment, and H2S 
from microbial metabolic activities made the bulk liquid phase anaerobic. This was scavenged by O2 
in the air. When CO2 was removed by placing solid NaOH, separated from the medium, the CH4 
concentration increased to a combustible level after 24 h of aerobic SCC. These results together 
indicate that the removal of O2 and CO2 had effects of decompression. 

研究分野：微生物学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）食料廃棄物からのメタン（CH4）生産は
すでに実用化されている。この生産系は，様々
な種類の有機物を分解する好気性微生物，分
解産物を小さな有機物にまで分解する通性嫌
気性微生物，小さな有機物を代謝してH2とCO2
（あるいはメタン菌の基質となる C1 有機物）
を放出する発酵細菌，そして１式によりメタ
ンを生産するメタン菌の，４種の微生物から
なる。 
4H2 + CO2 → CH4 + 2H2O --------- 1 
常温性メタン菌の増殖速度は一般に遅いため
に，メタン生産の速度は遅い。また，上記の
さまざまな微生物の代謝副産物として発生す
る硫化水素を除去しなければならない。 
 
（２）好熱性の発酵細菌とメタン菌のみから
なる単純栄養共生系は，複雑栄養共生系に比
べてメタン生産が格段に速い。しかし，同時
に硫化水素の発生速度も上昇する。発酵細菌
の栄養となる有機物の種類が限られることか
ら，コスト面で，実用化には適さないと考え
られている。 
 
２．研究の目的 
（１）単純栄養共生系を用いて，硫化水素を
含まず，点火可能なメタンを毎日生産する系
を開発し，災害時等において，緊急にエネル
ギーを供給できるシステムの原型を作ること。 
 
（２）開発を通して，栄養共生によるメタン
生産の基本原理を明らかにすること。 
 
３．研究の方法 
（ １ ） 好 熱 性 発 酵 細 菌 Thermosipho 
globiformans と 超 好 熱 性 メ タ ン 菌
Methanocaldococcus jannaschii を 68 ml 容
のセラム瓶を用いて68℃で24 h共培養した。 
 
（２）軽石等，微細孔をもつ固体を培養液に
加えた固相培養法(図１)を適用した。微細孔
周辺の発酵細菌から出る硫化水素は，好気性
培地中でも，微細孔の嫌気性を保つことがで
きると期待される。 
 
（３）両菌の共培養を嫌気性培養液中，固相
の存在下で行い(図 1，a)，微細孔周辺に両菌
を付着させた（図 2）。培養液と気相を除去し
て両菌が付着した固相だけを残した (図 1，
b)。ここに好気性培養液と空気を入れて密栓
し，好気環境下で次の培養をスタートさせた
（好気性 SCC, Solid phase Carried-over 
Cultivation）(図 1，c)。 
 
４．研究成果 
本研究により明らかとなった，栄養共生系に
おけるメタン生産の基本原理には下線を付し
て著した。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（１）最適有機物濃度の調査 
長時間メタン生産を行うには有機物（イース
トエキストラクトとトリプトン）の濃度の最
適化が必要である。調査した結果，両者とも
2%が最適であった。濃すぎる栄養物は微生物
増殖を阻害することがわかった。 
 
（２）固相担体の選択 
軽石,多孔質性ガラス，およびヘマタイト粒
（硫化水素吸着性を有する）を担体として好
気性 SCC を行った。全ての担体に両菌の付着
が観察され（図 2)，メタン生産が見られた。
差はわずかであったが,軽石がもっとも大き
なメタン生産を与えたことから，以後の研究
では軽石を固相担体として使用した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2．固相への両菌の付着 
上図，軽石；下図，多孔質ガラス 
バー，上下図とも 10μm 

 
図 1．好気的 SCCの準備 

培地の赤色(c)はレサズリン色素によ
る酸素の存在を示す。 



 
（３）最適固相：液相：気相比の決定 
まず，28 ml の培養液を用いた時の最適固相
量を，好気性 SCC により，決定した。セラム
瓶は一定体積なので,固相の量が増えると気
相の体積が減少し,メタンの生産性が影響を
受ける。固相量は 5 g が最適であった。次に
固相：液相の比を 5:28 (g/ml)に固定し，気
相の体積を変化させた。その結果,固相：液
相：気相の比が 5 g:28 ml:34 ml のときに最
大のメタン生産量が得られた。 
 
（４）O2とメタンの濃度の推移 
好気性 SCC では，培養初期のメタン濃度上昇
は嫌気性 SCC のそれに比べて若干遅かった
が,24 h 後のメタン濃度はほぼ同定度（39%）
であった。また，気相の O2濃度は常に 10％以
上であった。これらの事実は，液相で生じた
硫化水素が気相のO2と反応して消去されたこ
とを示唆する。実際，液相の深度により硫化
水素濃度は変化した。固相における発酵細菌
の活発な硫化水素生産が，好気気相(空気)下
でも液相を嫌気性にして，硫化水素を含まな
いメタン生産を可能にすることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（５）好気性 SCC の持続性 
固相と気相を好気的なものに入れ替えること
により，好気的 SCC を連続 10 回行っても 24 h
後のメタンと O2の濃度は変わらなかった。こ
の結果は，本法が培養液の交換によりほぼ永
続的にメタン生産可能であることを示唆した。 
 
（６）CO2除去と減圧化の効果 
好気的 SCC と嫌気的 SCC のメタン生産が同程
度であったことは，気相の O2がメタンに置き
換わったことを示唆する。もし，この理解が
正しければ，他の気体を消去してもメタン生
産は増加するはずである。発酵細菌が出した
CO2を吸収するため，水酸化ナトリウムを入れ
た小試験管をセラム瓶内に配置して好気的
SCC を行った。すると，24 h 後のメタン濃度
は 53%にまで上昇し，メタンは点火可能にな
った。この結果は，液相中で発酵細菌から CO2

供給がある栄養共生系では，気相の CO2はメ
タン生産の阻害剤として働くことを示唆した。
さらに，気相減圧化の効果を確認するために，
気相から 40 ml を注射器で引き，減圧化して
好気的 SCC を行うと，メタン濃度はさらに上
昇した（58%）。この事実は，O2や CO2の除去に
よるメタン生産の促進と矛盾しない。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（７）コストとしての培養液量の評価 
使用する培養液の量はコストとなる。そこで
‘点火可能なメタンの生産’を条件にして，
培養液の量を 23，28，および 33 ml と変化さ
せ，好気的 SCC により生産されるメタンの量
を測定した。その結果，1 g 有機物あたりの
メタン生産量は 23および 28 ml培養液の時に
最大で 700 μmol であった。24 h 培養後の気
相は全て点火可能であった。この結果は,コス
ト面からは培養液の量をさらに減らす余地が
残されていることを示唆する。 
 
（８）スフェロイド形成の効果 
T. globiformans は増殖初期にスフェロイド
を形成した。スフェロイドは微好気条件でも
増殖を開始した。一旦開始すれば，あとは硫
化水素の発生により安定して増殖した。スフ
ェロイドの形成が，共生系の好気下での増殖
開始に寄与する可能性が示唆された。 
 
（９）グレイガイトの効果 
M. jannaschii の単独培養では，グレイガイ
トを添加すると，H2を効率的に利用できるた
めにメタン生産は 10 倍に増大した。軽石持込
培養でも，軽石中の酸化鉄が硫化水素により
グレイガイトに変化することが予想された。
しかし，合成グレイガイトを添加してもメタ
ン生産は顕著に増大しなかった。共生系では
発酵細菌からの水素供給の絶対量に限りがあ
ることが示唆された。 
 
本研究で開発されたメタン生産系は，微生物
の付着した軽石に新しい培地を加えて密閉容
器内で培養するだけで素早く点火可能なメタ
ンを生産した。ごみ処理場などと併設すれば
熱源は低コストで得られるであろう。硫化水
素を発生しない点がオペレーターフレンドリ
ーである。有機物のコストがかかるが，将来
遺伝子操作により発酵細菌が多種類の有機物
を利用できるようになればコスト的にもメタ
ン生産系として実用化可能であろう。現状で

表 1．本系におけるメタン生産のまとめ 

 

 
図 3．前培養および好気的 SCCにおけ
るメタンと O2の濃度の推移 



も，災害時等の緊急なメタン生産には利用可
能である。 
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