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研究成果の概要： 
 古細菌に属する微生物群の多くは人為的に培養がなされていないため、その生物学的な機能
は不明な点が多い。そこで本研究課題では新規な微生物培養法を用いて学術および産業上重要
であると推定されている古細菌群の培養を試みた。その結果、従来法では培養できなかった古
細菌群を培養することに成功した。それら分離株の中には、水田からのメタン生成に最も関与
していると推定されていた古細菌や深海底のメタンの生成と抑制に関与するメタン菌が含まれ
ている。これらの分離株は温室効果ガスであるメタンの生成メカニズムの解明や抑制技術の開
発のための重要な基礎情報になると考えられる。 
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１．研究開始当初の背景 
 「古細菌」 (Archaea) は地球上で最も未知
のベールに包まれた生物群である。それは、
近年の 16S rRNA遺伝子に基づいた分子遺伝
学的微生物同定・検出技術がはっきりと示し
ている。古細菌を門や綱といった分類学上の
高い階層でグルーピングして鳥瞰すると、そ
れらの大半は人為的に純粋分離がなされた
ことがなく機能が不明なグループであるこ
とがわかる。単純に我々人間を含む真核生物
と比較して論じることはできないが、これは
「(昆虫等の) 節足動物門」や「(ほ乳類等の) 

脊椎動物門」が発見されていないことと同等
の意味を有している。このように機能が不明
なグループが多い古細菌ではあるが、今まで
純粋分離されて機能がわかっている古細菌
は地球上の物質循環に大きく関与あるいは
産業上極めて有用であることが明らかとな
っている。具体的には (1) メタン生成古細菌
はメタン生成するという特徴から、地球温暖
化ならびに天然ガス・メタンハイドレート形
成といった環境とエネルギー問題に直結し
ている微生物群である、(2) 超高温、高圧、
強酸・強アルカリ等の特殊な環境下にする極
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限環境微生物の多くは古細菌であり、これら
の持つ有用な遺伝子や酵素はバイオテクノ
ロジー産業への応用が大きく期待されてい
る、 (3) 海洋に広く生息している Marine 
Group I と呼ばれる古細菌群は地球上で最大
のバイオマス量を持つグループであり、地球
の炭素・窒素循環に大きく関与していること
が明らかとなっている。これらいくつかの分
離された古細菌を眺めてみただけでも、古細
菌がいかに地球上において重要な機能を果
たしている生物群であるかは明白である。 
 
２．研究の目的 
 未知な古細菌を純粋分離することで、最近
流行りの培養を介さない分子遺伝学的手法
による解析だけでは絶対に明らかにできな
い、古細菌の持つ多様で新しい生物機能を明
らかにすることを目的とする。現実的な目標
設定として、本研究課題の期間ですべての未
培養系統分類群に属する古細菌グループを
純粋分離することは困難であるので、既往の
研究から産業上有用ならびに地球上の物質
循環に重要であると推定されている (1) メ
タン生成古細菌、(2) 嫌気性メタン酸化古細
菌 (3) 深海堆積物に生息する古細菌 (メタ
ンの生成ならびに DSAG 等の未培養系統分
類群に属する古細菌群) に焦点を絞って純粋
分離株の取得を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) メタン生成古細菌の培養方法 
 嫌気共生細菌と呼ばれる発酵性細菌とメ
タン生成古細菌の水素を介した微生物異種
間の共生関係を利用した培養法である「嫌気
共生培養法」を用いた。培地はWiddelと
Pfenningの方法に従って作成した。嫌気共生
培養法によるメタン生成古細菌の培養には、
嫌気共生細菌とメタン菌の共生系によって
分解される基質である、エタノール (10 mM), 
酪酸 (20 mM) およびプロピオン酸 (20 mM) 
を唯一のエネルギー源として用いた。集積培
養系からのメタン生成菌の分離は、液体培地
を用いた希釈培養法、寒天培地を用いたロー
ルチューブ法およびディープアガー法を用
い，それらの操作を繰り返すことで行った。 
(2) 塩基配列の決定 
 DNA抽出はビーズビーダー法を用いて行
った。抽出した DNAを鋳型にして古細菌の
16S rRNA遺伝子の PCR増幅を行った。その
増幅には古細菌の 16S rRNA遺伝子に特異的
な Ar109f/1490Rのプライマーセットを用い
た。PCR増幅産物は MinElute Purification Kit 
(Qiagen) を用いて精製後、TOPO TA cloning 
kit (Invitrogen) を用いてクローン化し、クロ
ーンライブラリを作成した。得られた塩基配
列は，Ribosomal Database Project (RDP) の
Chimera Checkプログラムを用いてキメラ配

列の判定を行い、BLAST searchによって同性
検索を行った。その後、分子系統解析ソフト
ARBによりアライメントを行い、近隣結合法
を用いて系統樹の作成を行った。 
 
４．研究成果 
(1) メタン生成古細菌の培養および純粋分離
株の獲得 
 先の萌芽研究で開発したメタン生成古細
菌を培養するための新規培養法である嫌気
共生培養法を用いて人為的に分離されてい
ない分類学的に新規なメタン生成古細菌の
培養を試みた。その結果、水田土壌や嫌気性
汚泥に優占的に存在し、かつ未培養古細菌群
に属するメタン生成古細菌を分離・培養する
ことに成功した。これらの分離株は詳細な菌
学的特徴の決定を行った後に、それぞれ，新
目 Methanocellales，新科‘Methanoregulacea’，
および新属Methanolineaを代表する新規なメ
タン生成古細菌として記載・命名を行った。
これらメタン生成古細菌の中でも、
Methanocellales を代表する新規なメタン生成
古細菌は従来の手法では全く培養ができな
かった Rice Cluster Iという未培養古細菌グル
ープ初の分離株である。Rice Cluster Iは水田
からのメタン生成の大部分を担っているこ
とが Science 誌でも指摘された未培養古細菌
であり、本研究課題で分離した菌株は水田か
らのメタン生成機構を明らかにする上での
重要な糸口の 1つとなり得る。 
 これら 3株の新規なメタン生成古細菌を培
養できたことで嫌気共生培養法の有効性が
十分に証明できたと考え、さらに 9種類の環
境サンプルに嫌気共生培養法を適用するこ
とで新規なメタン生成古細菌の培養を試み
た 。 そ の 結 果 、 Methanocellales 目 や
Methanomicrobiales 目に属する新属あるいは
新種を代表するメタン生成古細菌の培養に
成功した。加えてこの研究の過程において、
メタン菌の系統分類群ごとに水素に対する
基質親和性が異なることを見いだした。 
 
(2) 嫌気性メタン酸化古細菌の培養の試み 
 難培養性古細菌の代表である嫌気性メタ
ン酸化古細菌の培養を行うために、本研究課
題で開発した新規嫌気性培養器を用いて培
養を行った。和歌山県沖の南海トラフから採
取してきた深海堆積物および下北半島東方
沖で採取された深海底堆積物コアサンプル
を植種源として培養を始めた。培養を開始し
てから 9ヶ月経過した後に培養系内に嫌気的
メタン酸化古細菌が生育しているかを確か
めるために 16S rRNA遺伝子に基づいた解析
を行った。その結果、嫌気的メタン酸化古細
菌を培養することができているというデー
タを得ることができた。現在まで、嫌気的メ
タン酸化古細菌を培養できた例はほとんど



 

 

なく、非常にインパクトのある成果である。
さらに嫌気的メタン酸化古細菌の検出・定量
をするための 16S rRNA遺伝子を標的にした
プライマーセットを用いて、環境中の嫌気的
メタン酸化古細菌の多様性の調査を行った。
その結果、いくつかの水田土壌や天然ガス田
において嫌気的メタン酸化古細菌が存在し
ていることを明らかにした。水田は主要なメ
タンガス放出源であり、嫌気性メタン酸化古
細菌が水田に存在しているという発見も非
常にインパクトがある。 
 
(3) 深海底堆積物に生息する未培養古細菌の
培養の試み 
 上記の嫌気的メタン酸化古細菌の培養に
も用いた新規嫌気微生物培養器を用いて深
海底堆積物に生息する未培養古細菌の培養
を試みた。その結果、培養開始から 289日後
にメタンの生成が確認された。水質・ガス分
析および分子遺伝学的微生物同定・検出技術
を用いて解析を行った結果、水素資化性のメ
タン菌が本嫌気性培養器で優占的に生育し
ているものと推察された。加えて、DSAGや
Rice Cluster IIIと呼ばれる未培養古細菌群も
培養がされていることが判明した。続いて、
本嫌気性培養器から希釈培養法やロールチ
ューブ法を用いて古細菌の培養を網羅的に
試 み た 結 果 、 Metanobacterium 属 、
Methanosarcina 属、Methanococcoides 属に属
する 3種のメタン生成古細菌を培養すること
に成功した。以上の結果は、ほとんど知見が
無かった深海底環境からのメタン生成機構
を解明するための重要な基礎データとなり
得る。一方で、DSAG等の未培養古細菌群の
純粋分離株の取得には今のところ成功して
いないので、さらなる培養技術の開発が必要
であると考えられる。 
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