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研究成果の概要（和文）：本研究では、地球上で最も未知な生物群である「アーキア」の実態を明らかにし、そ
の新たな生物機能の解明を通じて、地球規模での物質循環に果たす役割の解明に資する研究を行った。具体的に
は、エネルギー資源や水資源、地球環境問題の観点からも重要な陸域地下圏環境（深部油田、ガス田、石炭層、
地下湧熱水環境、地下帯水層）などの陸域地下圏環境を対象とし、そこに棲息する未知アーキアとその周辺微生
物の多様性と生理生態機能を、培養技術と環境ゲノム情報を活用して解明した。

研究成果の概要（英文）：Archaea, the third group of the whole creature, is the most unknown organism
 on the Earth due to the quite small number of the axenic cultures. In the present study, we 
conducted polyphasic approaches including cultivation, isolation, environmental omics, and 
geochemical analyses and revealed diversity and ecophysiology of archaea and the associated bacteria
 thriving in the terrestrial deep subsurface (oil and gas fields, coal seams, hot springs, 
subsurface aquifer, etc). 

研究分野： 微生物生態学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
陸域地下圏環境は、エネルギー資源や水資源を涵養する場であり、地球規模の物質循環にも多大な影響を及ぼす
環境である。本研究では、陸域地下圏の未知アーキア・未知バクテリアの実態を解き明かし、地下圏環境に特有
の根源有機物がどのように分解されメタンや二酸化炭素に至るのかを明らかにするものであり、天然ガス資源で
あるメタンの成因や地球規模での炭素循環に解明に資する研究である。また陸域地下圏から培養に成功した門や
科レベルで新規な地下微生物とその新生物機能の発見の成果は、物質循環に果たす役割の解明だけでなく生物の
細胞構造や系統進化に新たな洞察をもたらす学術的価値と波及効果の高い成果である。

※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、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
近年、地下圏環境には、極めて多様かつ膨大な地下微生物が生息していることが明らかにされ

てきており、地下圏全体の体積を考慮すると、炭素循環をはじめとする地球規模での物質循環プ
ロセスに、地下圏微生物が重要な役割を果たしている可能性が示唆されている。海洋地下圏の微
生物群集の役割については、地球深部探査船「ちきゅう」による大規模な海底堆積物試料の採取
がなされ、海洋研究開発機構をはじめとする国際共同研究チームが海洋地下圏における微生物
の役割を明らかにしてきており大きな注目を集めている。一方で、陸域の地下圏については、油
田やガス田、石炭層、地下滞水層など、人々の生活を支える重要な環境であるものの、サンプル
入手の困難さ等の影響もあり、陸域地下圏微生物の生理学的・生態学的・生物地球化学的役割に
ついては未だ不明な点が多い。また地下微生物の中でも、アーキアというドメインに属する微生
物については、硝化能力やメタンの生成・消費能力をもつものがいることが知られており、物質
循環プロセスにおいて重要な役割を担っていることが示されているものの、そもそも純粋分離
に至った数がバクテリアドメインに比べて桁違い少なく、その実態の多くは不明である。提案者
らは、こうした陸域地下圏の未知アーキアとその周辺微生物の実態解明を目的とした研究をこ
れまでも実施してきており、石炭からメタンを作る新規アーキアの発見など、驚くべきアーキア
の未知機能を明らかにしてきており、世界的にも地下圏アーキアの実態に高い関心が集まって
いる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、地下湧水環境、深部油田環境、深部ガス田環境、石炭層などの陸域地下圏に棲息す
る未知アーキアとその周辺微生物について、その実態を解明し、地球科学的に重要な物質循環プ
ロセスに果たす地下圏微生物群の役割を明らかにすることを目的とした。特に、絶対嫌気性微生
物の培養・ハンドリング技術を基盤とし、次世代シークエンサーを活用した環境オミクス情報解
析（16S rRNA アンプリコン解析、メタゲノム解析、メタトランスクリプトーム解析）、代謝産
物情報解析、有機地球化学的解析を相互補完的に用いながら、未だ知られざる陸域地下圏アーキ
アとその周辺微生物の系統、生理生態機能および物質循環プロセスへの寄与について詳細に明
らかにすることを目指すこととした。 
 
３．研究の方法 
(1) 陸域地下圏サンプルの採取・保存 
 国内外の地下湧水環境、深部油田環境、深部ガス田環境、石炭層などの陸域地下圏環境におい
てサンプル採取を行い、それぞれ地化学分析用（水分析、ガス分析、同位体分析等）、マイクロ
バイオーム解析用（DNA および RNA 抽出用）、集積培養用に分けて、基本的に酸素の混入を最
小限に抑えるとともに、必要に応じて現場で急速凍結処理をするとともに、培養に用いるサンプ
ルは温度を適切に管理しつつできるだけ迅速にラボに持ち帰るように尽力した。実験室に持ち
帰った後には、フレッシュな状態で実験が必要な集積培養等を迅速に実施するとともに、保存用
サンプルは冷蔵庫やディープフリーザーに適切に保存・管理した。 
(2) 未知アーキアとその周辺微生物群の集積培養系の確立と純粋分離 
 無酸素環境下で調整した絶対嫌気性微生物用の培地を用い、石炭や原油、ケロジェンあるいは
それに由来する地下根源有機物を基質として利用することで、地下アーキアならびに地下バク
テリアの集積培養を実施した。また必要に応じて、地下環境をできるだけ再現して培養すること
を目的として、孔隙環境と高温高圧環境を維持可能な培養システムを考案・活用して集積培養化
に挑戦した。未知アーキアもしくは未知バクテリアが存在する良好な集積培養系が得られた場
合には、ロールチューブ法や限界希釈法などの従来法ならびにゲノム情報を活用して培養条件
を設定し純粋分離を試行した。 
(3) 環境オミクス情報解析 
 実環境試料や集積培養物を対象に環境オミクス情報解析を実施した。具体的には、16S rRNA 遺
伝子アンプリコンシークエンス解析により、対象環境中の微生物組成と多様性を解析するとと
もに、必要に応じて、シングルセルゲノム解析、メタゲノム解析、メタトランスクリプトーム解
析を実施し、標的となる未知アーキアならびに未知バクテリアのゲノムを再構築するとともに、
発現している網羅的遺伝子情報解析から、実環境あるいは集積培養系で実際に働いている代謝
機能の推定を行った。配列解読は、Illumina iSeq、MiSeq、HiSeq、NextSeq や DNBSEQ などを用
いて実施した。 
(4) 代謝産物情報解析・有機地球化学的解析 
 採取した実環境サンプルについては、研究協力者（産総研 眞弓大介博士、坂田将博士ら）の
協力のもと有機地球化学的分析（水分析、ガス分析、同位体分析等）を行うとともに、集積培養
物が得られた場合には、HPLC や GC-IRMS などを用いて精緻な代謝産物分析を実施した。安定同
位体標識した基質を用いて、代謝産物がラベルされるかどうかを調べる安定同位体トレーサー
実験も必要に応じて実施した。 



(5) 獲得した地下微生物の生理性状解析 
 純粋分離に成功した未知微生物については、Illumin MiSeq、HiSeq とロングリードシークエ
ンサー（nanopore、PacBio）活用して完全長ゲノムを解読・解析するとともに、電子顕微鏡（SEM、
TEM、クライオ）や光学・蛍光顕微鏡を用いて形態学的解析を実施するとともに、生育条件の決
定、基質利用性試験や生理生化学試験、代謝産物分析を行った。また 16S rRNA 遺伝子と全ゲノ
ム情報に基づいた分子系統解析を実施し、分離細菌の系統的位置を確定した。 
 
４．研究成果 
(1) 陸域地下圏アーキアと周辺微生物群のマイクロバイオーム解析 
 様々な陸域地下圏環境からサンプルを採取し、16S rRNA 遺伝子アンプリコンシークエンス解
析を実施し、陸域地下圏に棲息する微生物の組成と多様性を解析した。まず地域住民 80 万人の
飲料水としても活用されている大規模陸域地下帯水層（米国中西部の氷河堆積物環境）について
13 カ所に及ぶの井戸から水試料を採取し、直ちに急速冷凍保存し、そこから DNA（存在する微生
物由来）、RNA（活性のある微生物由来）をそれぞれ抽出して 16S アンプリコン解析を実施した。
その結果、アーキアとして、既知のメタン生成アーキア（Methanobacteriales や
Methanomicrobiales、Methanosarcinales 等）ならびに既知のアンモニア酸化アーキアに比較的
近縁な微生物が検出される一方で、未知のアーキアとして、MCG 系統群、pMC2A209 系統群、plSA7
系統群、また ANME1 や Thermoplasmata に属する未培養系統群が多様に存在していることが明ら
かとなった。また同環境に棲息するバクテリアにおいても、WS3、OP3 (BD4-9)、OP3(koll11)と
いった門レベルの未培養系統群が検出された。興味深いことに、DNA ベースの解析結果と RNA ベ
ースの解析結果に大きな違いは見られず、本地下圏環境のアーキア・バクテリアはともにある程
度活性を保ったまま棲息している可能性が示された。また今回、全体のアーキア・バクテリアコ
ミュニティーと、全体の 0.1%以下のポピュレーションしか示さないレアバイオスフィアに分け
て、地化学分析結果とあわせて詳細な統計解析を行ったところ、アーキア、バクテリアいずれに
おいても、全体群集とレアバイオスフィアが同じ傾向を示し、地下水のマンガン濃度や非揮発性
有機物と相関があることを明らかにした。このことは、優占する微生物種からなる微生物群集の
みならず、レアバイオスフィアもまた、環境要因の影響を大きく受けていることを示すものであ
り、この点を含めて成果をとりまとめ国際誌に発表している。 
その他、北海道の複数の炭田環境や秋田・山形・新潟・千葉・長野など、国内の複数の地下圏

環境から採取したサンプルを用いてアーキア群集ならびにバクテリア群集の多様性解析を精力
的に実施した。その結果、門・綱のレベルで未知なアーキア系統群（MCG、SAGMEG、Asgard archaea、
Thermplasmata の未培養系統群、GoM-Arc2、DPANN 等）が存在していることを明らかにするとと
もに、いくつかの油ガス田環境では未知アーキアの一部が優占していることを見出している。ま
たバクテリアについても、門・綱レベルの未知アーキア系統群（OP1、OP3、OP9、JS1、OPB41、
WWE1、OD1、GIF9 等）が様々な地下圏環境に無視できないポピュレーションで棲息していること
を明らかにするなどの成果を得た。またいくつかの深部油田環境、石炭層、地下湧熱水環境から
は環境ゲノム情報解読を行い、未知アーキアならびに未知バクテリアのゲノムを再構築し、コン
タミネーションの少ない良質なゲノム情報を獲得している。本研究の派生的な成果であるが、バ
クテリアで全く新しい門レベルの系統群を見出し、本細菌系統群が蛇紋岩熱水系に特異的に棲
息する全く新しいタイプの acetogens である可能性を見出しており、プレプリント論文として
発表している。 
 
(2) 陸域地下圏未知アーキアとその周辺微生物群の集積培養ならびに純粋分離の試み 
 陸域地下圏環境に棲息する未知アーキアおよびその周辺微生物群の集積培養化・純粋分離に
挑戦した。具体的には地下に特異的に存在しうる根源有機物を基質として用い、無酸素環境下で
現場の温度を考慮しながら培養条件を設定し、未知アーキア・未知バクテリアの集積培養を試み
た。その結果、深部油田環境を模擬した高温高圧培養システムを活用し、できうる限り地下環境
を再現して培養を試みたところ、山形県内の油田から採取したサンプルを用いて、原油成分（ト
ルエン等の芳香族アルカンや直鎖アルカン等）を分解してメタンを生成する地下微生物コミュ
ニティーの安定培養化に成功した。特に、主に芳香属アルカンを分解してメタンを生成する集積
培養系と、直鎖のアルカンを分解してメタンを生成する集積培養系の２つを獲得した。また 13C
安定同位体標識したアルカン基質をこれらの集積培養系に添加して培養したところ、メタンが
確実に標識されたことから、本培養系は確実にアルカンを分解してメタンを生成する能力があ
ることを実証した。実環境（油田）由来の高温性アルカン分解メタン生成微生物群は世界的にみ
ても獲得例が非常に少なく、重要な成果であることから、国際誌に本成果を発表した。今回獲得
したアルカン分解メタン生成集積培養系の 16S アンプリコン解析を実施したところ、
Methanothermobacter や Methanosaeta 等の水素資化性メタン生成アーキアならびに酢酸資化性
メタン生成アーキアとともに系統的に非常に新規な未知アーキアや門レベルの未知バクテリア
が２〜３種類優占して存在していたことが明らかとなった。そこで、これらの集積培養系を標的
に環境ゲノム情報解読を行い、標的微生物の高品質なゲノム情報を獲得するまでに至っている。
今後、これらの集積培養物、ゲノム情報ならびにトランスクリプトーム情報、安定同位体標識代
謝産物分析を駆使して、未知アーキアならびに未知バクテリアが、原油分解メタン生成プロセス
にどのような役割を果たすかを明らかにしてゆく予定である。 



 本研究開始時に、根源有機物の一つの基質を用いることで既に安定した集積培養系を得られ
ていた MCG アーキアを標的に、良質なゲノム情報に基づいて培養条件を検討しつつ純粋分離を
試みた。特にゲノム情報・メタトランスクリプトーム情報から推定された代謝機能と利用可能な
基質の情報を活用して限界希釈培養を試みたところ、ある条件において 95％以上の純度の MCG
アーキアの培養物を得ることができた。しかしながら、共存するメタン生成アーキアの生育を抑
えるために用いていた阻害剤が 2 度目以降は MCG アーキアに対しても阻害的に働いてしまい、
最終的に純粋分離にまでは至っていない。一方で、高純度の MCG アーキアについては再現性よく
培養できており、この高純度培養物を用いて、代謝産物分析なども併用することで MCG アーキア
の新たな機能に迫る成果を得つつある。 
 陸域地下圏に棲息する未知バクテリアについては、２つの重要な地下微生物の純粋分離に成
功した。一つは、深部油田環境から、地下根源有機物の一つであるメトキシ化合物を用いて単離
した新規嫌気性細菌である。この細菌は、Firmicutes 門に属すが、16S rRNA 遺伝子解析ならび
にゲノムベースの系統解析ならびにその他電子顕微鏡観察等に基づく形態学的解析、生理・生化
学的解析の結果から、目レベルで新規な細菌種であることが明らかとなり、新目
（Koleobacterales ord. nov.）、新科（Koleobacteraceae fam. nov.）、新属（Kolebacter gen. 
nov.）、新種（K. methoxysyntrophicus sp. nov.）の新学名提案を国際誌上で行い、国際命名委
員会において正式に認定された。また培養実験とゲノム情報を活用し、本細菌の詳細な生理・代
謝機能を調べたところ、興味深いことに、本新規細菌は単独では利用することができないメトキ
シ化合物を、水素・ギ酸資化性メタン生成アーキアとの共培養時にのみはじめて利用可能なユニ
ークな新規嫌気共生細菌であることが明らかとなった。これまでメトキシ化合物を利用可能な
微生物はホモ酢酸生成細菌（acetogens）か石炭からメタンを作るアーキア（Methermicoccus 属
細菌）など、いずれも単独で利用可能であり、メタン生成アーキアと共生してメトキシ化合物を
利用する共生細菌は世界初の発見であり、今後地下圏環境における根源有機物分解メタン生成
プロセスに解明に資する成果であると考えている。 
 もう一つは、ガス田環境から純粋分離に成功した新規細菌である。この細菌についても同様に
詳細な系統解析、形態・生理・代謝機能、ゲノム情報について詳細な解析を行ったところ、本細
菌は門レベルの未培養系統群 OP9 門に属する初の純粋分離株であることが明らかとなり、新門
（Atribacterota phyl. nov.）、新綱（Atribacteria classis nov.）、新目（Atribacterales ord. 
nov.）、新科（Atribacteraceae fam. nov.）、新属（Atribacter gen. nov.）、新種（A. laminatus 
sp. nov.）の新学名提案を行い国際命名委員会に認定された。さらに重要なことに、本細菌の詳
細な形態学的解析をクライオ電子顕微鏡観察等で実施したところ、本細菌が、本来真核生物の特
徴であるとされる「ゲノムを包む膜」をもつ可能性を明らかにした。すべての生物は真核生物と
原核生物に分けられるが、その最も重要な識別指標は、「ゲノムを包む膜の存在」、つまり核膜が
あるかないかであり、今回の発見は、生物学の常識の再考に迫る可能性にある学術的価値と波及
効果の高い成果であり、著名な国際誌に発表している。またこの新門細菌はメタン生成アーキア
との共培養時に、有機物分解＝生育が大きく改善されることが明らかとなった。本細菌の属する
OP9 門は世界中の地下圏環境に広く優占して存在する系統群として知られており、本発見は地下
圏環境の有機物分解メタン生成プロセスに果たす本新門細菌とアーキアの役割の解明に資する
重要な成果である。 
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