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研究成果の概要（和文）：中部沖縄トラフ伊平屋北深海熱水活動域に生息する好気性メタン酸化細菌はこれまで
培養されたことがなかったが、本研究ではフロースルー型連続培養システムを採用し初めて培養に成功した。高
度に集積したMethyloprofundus属細菌についてゲノムおよび代謝解析を行い、自然環境での生存競争に有利なシ
ステムを備えていることを明らかにした。また集積培養系よりMethylomarinovum属およびMethylomarinum属の新
種をそれぞれ単離した。

研究成果の概要（英文）：Aerobic methane oxidizing bacteria (methanotrophs) inhabiting the Iheya 
North deep-sea hydrothermal field in the mid-Okinawa Trough have never been cultivated before. In 
this study, we employed a continuous flow-through cultivation system and successfully enriched 
various methanotrophs from the samples in the hydrothermal field for the first time. The highly 
enriched Methyloprofundus sp. has been subjected to genomic and transcriptomic analysis and has been
 shown that it has several systems useful for its survival in a competitive environment. In 
addition, new species of the genera Methylomarinovum and Methylomarinum have been isolated from the 
enriched cultures.

研究分野：環境微生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
メタン酸化細菌は生態学的に重要な役割を持つが、物質生産など産業利用の可能性も秘めている。しかし特に海
洋性メタン酸化細菌は培養例が少なく、利用可能な単離株は10株に満たない。本研究では深海のメタン酸化細菌
が培養可能なことを示し、単離株も得た。また海洋でも特に深海に遍在していると考えられるMethyloprofundus
属細菌の諸性質を明らかにした。本研究成果は、いまだ漠然としている海洋性メタン酸化細菌の生態学的機能を
理解するための有用な情報を提供する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
メタンは温室効果が高く環境中での動態が注目されているが、メタンを利用できる生物として
知られているのは限られた系統の微生物（アーキアとバクテリア）だけである。それらの微生
物は自然界でメタンが大気圏へと拡散するのを抑制するとともに、メタンを他の生物が利用可
能な炭素化合物へと変換する役目を担っている（Reeburgh, 2007）。したがって、その存在と
活動は環境や生態系の維持に不可欠である。好気性メタン酸化細菌（以下、メタン酸化細菌）
は、メタンを唯一のエネルギー源および炭素源として利用するユニークな細菌群であり、その
多くは有機物を利用できない。海洋では、浅海から深海まで様々な環境から好気性メタン酸化
細菌の遺伝子が検出されており、広く生息していることが伺える。一方で培養例は非常に少な
く未培養系統が圧倒的に多いため、どのような特性を持つメタン酸化細菌が生息しているの
か、その実態は掴めていない。 
 
 
２．研究の目的 
深海熱水活動域は熱水由来のメタンや無機物が高濃度で噴出する特異な環境である。そのた
め、メタン酸化細菌等を組織に共生させ独自の進化を遂げた無脊椎動物が生息するなど、陸域
や他の海域では見られない固有の生態系が形成されている（Petersen & Dubilier, 2009）。しか
し深海へのアクセスや培養の難しさから、深海熱水活動域のメタン酸化細菌を対象とした研究
は限られている。そこで本研究は、深海調査航海の機会を生かすとともに、より現場環境に近
い条件を設定できる連続培養法を採用することにより多様なメタン酸化細菌を集積培養し、そ
れらの代謝特性を明らかにすること、またバイオリソースとして今後広く活用できる単離株を
取得することを目的とする。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 中部沖縄トラフ伊平屋北熱水活動域の化学合成生物コロニー（水深約 1,000 m）に微生物
を捕集するための現場培養器を設置した。現場培養器として、ステンレス製カゴに市販の水槽
ろ過用セラミック担体（0.9 cm×0.9 cm×1.0 cm）を捕集体として入れたものを用意し、設置
から 2ヶ月後に回収した。回収した現場培養器と、同熱水活動域に生息するシンカイヒバリガ
イ鰓組織を接種源とし、メタン酸化細菌の培養を行った。培養にはフロースルー型の連続培養
装置を使用した。培地は人工海水レイシーマリン II（イワキ）に硝酸アンモニウム (360 
µM)、リン酸塩 (50 µM)、硫酸銅 (0.1 µM)、トレースミネラル溶液 (DSMZ 141、1.6 
ml/L)、重炭酸ナトリウム (0.1 g/L)を添加し pH 7.2̃7.5 に調整した。メタンと酸素を溶解し
た培地（5L、ろ過滅菌）は、MasterFlex ポンプを用い、流速 15～20 ml/h で接種源を入れたガ
ラスカラムへ送液し、10℃、室温、45℃の 3 つの温度条件下で連続培養した。温度調整のため
10℃培養は培養装置全体をクロマトチャンバーに入れた。室温培養は装置の温度調整はせず、
エアコンによる室温調節のみとし、18～25℃の範囲（概ね 20～23℃）を維持した。45℃培養
ではガラスカラム部分のみ 45℃インキュベータに収納し、その他の部分は室温とした。カラム
内の微生物の増殖は定期的に顕微鏡観察により確認するとともに、好気性メタン酸化細菌の遺
伝子マーカーである膜結合型メタン酸化酵素遺伝子(pmoA)の PCRによる検出により確認し
た。 
 
(2) メタン酸化細菌が高度に集積された培養系については、MiSeq システムや PacBio システ
ムによりメタゲノム解析を行うとともに、RNA抽出を行いメタトランスクリプトーム解析を行
った。また、集積培養系より随時メタン酸化細菌の単離を試み、ゲノムおよび分類学的解析を
行った。 
 
４．研究成果 
(1) 現場培養器を接種源とした培養に先行して、シンカイヒバリガイ（Bathymodiolus 
japonicus）鰓組織を接種源とした 10℃での培養を始めた。この集積培養系において、海洋性メ



タン酸化細菌として知られるGammaproteobacteria 綱のMethyloprofundus 属細菌が高度に集
積されていることが分かった。そこでこの集積培養系を PacBio システムでメタゲノム解析し
た。その結果、生育するMethyloprofundus 属細菌の完全ゲノム配列情報を取得し
Methyloprofundus sp. INp10 とした。INp10 の染色体ゲノムサイズは 4.39 Mb であり、0.04 
Mb のプラスミドを１つ保有し、G+C含量は 39.9 %であった。シンカイヒバリガイの鰓には
Methyloprofundus 属細菌が共生しているが、当該共生菌と INp10 の 16S rRNA 遺伝子配列は
一致しなかったことから、INp10 は鰓組織表面に付着していたものと考えられる。INp10 が分
類学上の新種に相当するか確認するため、ゲノム配列が解読されている他のMethyloprofundus
属細菌 3種（M. sedimenti WF1 株、シンカイヒバリガイ共生菌、ヘイトウシンカイヒバリガイ 
(Bathymodiolus platifrons)共生菌）とのゲノム配列の類似度（Average Nucleotide Identity: 
ANI）とアミノ酸配列の類似度（Average Amino acid Identity: AAI）を算出した。結果を図１
に示す。INp10 と比較した 3種の ANI は互いに種の定義の基準値 95 %よりも十分低く、それ
ぞれが独立した種であること、すなわち INp10 は Methyloprofundus 属の新種に相当すること
が明らかとなった。 
 

 
(2) メタトランスクリプトーム解析から INp10 の代謝を推定した。最も高発現していたタンパ
クは膜結合型メタン酸化酵素の３つのサブユニット遺伝子（pmoCAB）であった。メタンの酸
化によって生じるメタノールは、メタノール脱水素酵素によってホルムアルデヒドへと酸化さ
れる。このメタノール脱水素酵素には２つのタイプ（MxaFI, XoxF）があり、ほとんどの
Gammaproteobacteria 綱のメタン酸化細菌は両タイプの遺伝子を持つことが知られている。し
かし INp10 は XoxF 酵素の遺伝子 xoxF しか持たず、発現解析からも xoxF が高発現しているこ
とが確認された。XoxF メタノール脱水素酵素は活性部位に軽希土類元素（Light rare earth 
elements: La, Ce, Pr, Nd 等）を有することが知られている（Keltjens et al. 2014）。本研究では
軽希土類元素を添加していないため、INp10 の XoxF 酵素がどの元素を利用しているか不明で
あるが、INp10 の成育には、必ずしも軽希土類元素の添加を必要としないということは明らか
である。 
また炭素固定は Ribulose monophosphate pathway で行い、ピルビン酸の生成は主に Entner-
Doudoroff pathway で行われているようであった。またTCA回路に必要な遺伝子はすべて揃っ
ていた。INp10 はべん毛、pilus system、type II および type VI secretion system、chemotaxix、
aerotaxix、異化的硝酸還元酵素（硝酸から亜酸化窒素）、hemerythrin 等の遺伝子をもち、集
積培養系においてそれらの多くを高発現させていた。また他のメタン酸化細菌には一般的にあ
まり見られない特徴として、セルロース合成遺伝子クラスターや Enediyne 合成遺伝子クラス
ターを有していた。バクテリアの生成するセルロースについては植物や動物の共生菌や病原菌
でその機能が研究されており、セルロースは、ターゲットに付着する際に重要な役割を担って



いたり、バイオフィルムの成熟に寄与していることが示唆されている（Augimeri et al. 
2015）。INp10 は培養カラム内でバイオフィルムを形成していることから、これにセルロース
が関与している可能性が考えられる。以上の結果から、INp10 は低酸素や貧栄養といった厳し
い環境で生き抜く能力を備えていることが推察される。 
 
(3) 現場培養器を接種源とした培養においても、多様なメタン酸化細菌を含む集積培養系が得
られた。その中からメタン酸化細菌の単離を試み、2株の単離株を得た。1株は 45℃での集積
培養系から単離し IN45 株とした。もう 1株は室温での集積培養系から単離し IN20 株とし
た。両株は PacBio システムでゲノム解析を行い、近縁種とのゲノム比較から IN45 株は
Methylomarinovum 属の新種に、IN20 株はMethylomarinum 属の新種にそれぞれ相当するこ
とが明らかとなった。 
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