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研究成果の概要（和文）：本研究では地下生命圏に焦点をあて、地下有機堆積物をメタンに転換する微生物群の
実体解明に取り組んだ。地下圏を模擬する独自の培養装置を駆使しながら、極めて新規性の高いアーキアおよび
バクテリアの分離に成功するとともに、それらが炭化水素やメトキシ芳香族化合物などを分解しメタンに転換す
る新規な代謝経路をもつことを明らかにした。また同位体分別によるメタンの生成起源を評価する手法に新知見
をもたらした。

研究成果の概要（英文）：Our research focused on microbial communities in terrestrial deep subsurface
 environments to reveal the entity of microbes responsible for methanogenesis from subsurface 
organic compounds. By taking advantage of newly developed high pressure cultivation apparatus, we 
were successful in isolation of novel archaea, bacteria, and their highly enriched cultures that 
greatly contribute to the conversion of organic compounds such as hydrocarbons and methoxylated 
aromatic compounds into methane. We also obtained new insights into the origin of methane based on 
stable isotope fractionations with highly elaborate culture-based experiments. 

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
地下圏は微生物学・地球化学・資源工学分野において極めて重要な生命圏である。油田、ガス田等の地下圏に存
在し、これまでに全く知られていなかったメタン生成に関わる微生物やその代謝経路、生存戦略ならびにメタン
の同位体分別・安定同位体比に及ぼす地下微生物の影響を明らかにした本成果は、クリーンエネルギーとしての
メタン、温暖化ガスとしてのメタンの生成起源を包括的に理解する上で極めて重要な知見をもたらす。

※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（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
ガス⽥・油⽥・炭⽥などの地下環境に賦存するメタンの埋蔵量は膨⼤であり、世界の総エネルギ
ー需要の約 24%を担っている。天然ガス中のメタンの⽣成起源については、深部地下圏に埋没し
た堆積有機物の熱化学分解にともなう⽣成（熱分解起源）ならびに堆積有機物の熱分解⽣成有機
物の⽣物的分解にともなう⽣成（⽣物起源）という２つの可能性がある。しかし、特定の地下圏
に埋蔵されているメタンの⽣成起源を推定するのは時として容易ではない。それでも⽣物起源
のメタンの埋蔵量は少なくとも地球上の天然ガス資源の 20%以上と⾒積もられている。⽣物的
メタンの起源については多くの議論はあるものの、深部地下圏の⾼温域から超⾼温域（⾮⽣物⽣
存域）において堆積有機物の部分分解で⽣成した有機物が⽣物⽣存域で地下圏微⽣物によって
メタンに転換された結果と考えるのが最も妥当である。しかしメタン⽣成アーキアや発酵性バ
クテリアなどからなる地下⽣命圏を⽀える基質が何なのか、そしてそれらはどのように供給さ
れるのか、という謎は明らかにされていなかった。また、C や H の安定同位体⽐からメタンの
⽣成起源を特定する⼿法が広く⽤いられているが、その数値や解釈をめぐっては多くの議論が
あった。 

 
２．研究の目的 
本研究では微⽣物学・地球化学・資源⼯学にまたがる未解明かつ本質的な問題に焦点をあ
て、地下圏の温度・圧⼒を模擬する培養実験装置を駆使し、新たな微⽣物培養⼿法の開発を進
めながら、次のような課題を明らかにすることを⽬的に研究に取り組んだ。 

(1) 地下有機堆積物からどのような物質群が熱反応によって⽣成しうるのか？それらは地下圏
微⽣物によって利⽤可能か？  

(2) 油⽥、⽔溶性ガス⽥、その他国内の特徴的な地下圏にはどのような微⽣物群がメタン⽣成
に深く関与しているか？ 

(3) 炭素や⽔素の安定同位体⽐はメタンの⽣成起源を推定する上で重要な指標として使われて
いるが、メタン⽣成アーキアに直接基質を与える従来の培養実験では、地下圏のメタンと
溶存無機炭素・⽔の間の炭素・⽔素同位体⽐の差、すなわち同位体分別を再現するデータ
が得られていない。深部地下圏由来の微⽣物を⽤いることによって、同位体分別はどのよ
うな値をとるのか？またその⽀配要因は何か？ 

 
３．研究の方法 
試料は油⽥の油層⽔（⼭形県、秋⽥県）、⽔溶性天然ガス付
随⽔（千葉県）、蛇紋岩熱⽔（⻑野県⽩⾺⼋⽅温泉）などを⽤
いた。本研究におけるユニークかつ中核的な⼿法は、嫌気⾼圧
培養装置ならびに共⽣培養である。嫌気⾼圧培養装置は開発以
来 10年以上にわたり改良を加え続け、150気圧の静⽔圧で⾼温
培養に耐えるものである（図 1）。シリンジポンプで静⽔圧を
保ち、圧⼒損失を伴わず培養液のサンプリングが可能なシステ
ムである。 

共⽣培養⼿法は有機物を基質として⽔素を⽣成する発酵微⽣
物と⽔素を消費するメタン⽣成アーキアを共培養するシステム



である。⽔素⽣成微⽣物の多くは発酵性バクテリアであるが、⾃ら⽣成する⽔素によって著し
い⽣育阻害を起こす。これは熱⼒学的制約による⽣育阻害だが、⽔素を消費する⽔素資化性メ
タン⽣成アーキアを共培養することによって⽔素が速やかに除去され、熱⼒学的制約から解放
された発酵微⽣物の⽣育が促されると共に、メタン
の⽣成がもたらされる（図 2）。本⼿法はメタン⽣
成アーキアと共⽣する微⽣物を捕捉するときに極め
て有効であるのみならず、適切な基質と⽔素⽣成微
⽣物を選ぶことによって、メタン⽣成アーキアに供
給される⽔素濃度を段階的に変えることができると
いう⼤きな利点がある。本研究ではこれらの⼿法と
従来から⽤いられている嫌気的培養⼿法、メタゲノムならびにメタトランスクリプトーム解
析、質量分析等を駆使することによって実験を進めた。 

 

４．研究成果 

(1) 多様な有機物が深部地下⽣命圏を⽀えている 

地下⽣命圏を⽀えるエネルギー源は原油や⽯炭、さらには根源有機物にまで遡ることができ
る。しかし巨⼤分⼦構造を有する有機堆積物が直接地下⽣物圏のエネルギー源になるとは考え
にくく、熱分解によって⽣じる有機物を想定する必要がある。モデル有機堆積物として褐炭の
熱分解を試みたところ、中⻑鎖脂肪酸のほか、ヒドロキシ安息⾹酸、ナフトール、直鎖炭化⽔
素、イソプレノイドアルカン、メトキシ芳⾹族化合物などが検出され、こうした多様な有機物
が地下の微⽣物活動を⽀えている可能性が⽰唆された。 

深部地下油⽥環境に⽣息する微⽣物群集構造を 16S rRNA遺伝⼦アンプリコンシークエンシ
ングにより解析した。その結果、秋⽥油⽥では、⾼温性酢酸酸化共⽣細菌として知られている
Thermacetogenium属細菌と⽔素資化性メタン⽣成菌として知られるMethanothermobacter属古細
菌が優占しており、これらの微⽣物群が油層環境における酢酸からのメタン⽣成反応において
重要な役割を担っていることが⽰唆された。⼀⽅、原油の⽣分解が認められた⼭形油⽥におい
ては、⾨レベルの未培養系統群に属する機能未知の細菌が⽔素資化性メタン⽣成アーキアと共
に優占していることを明らかにした（後述）。 

こうした地下環境から未知微⽣物の分離培養を試みた。その結果、⽔溶性ガス⽥からはメタ
ン⽣成アーキアと共存して⽣育可能な Atribacter laminatusの分離培養に成功した（Nature 

Communications 2020）。本菌はかつて OP9候補⾨として知られていた⾨に属するもので、本発
⾒により Atribacterota新⾨が国際原核⽣物分類命名委員会において公式に承認された。
Atribacter属細菌は同じく地下圏から発⾒されている Thermotogaや Dictyoglomus属細菌同様、
外膜構造から⼤きく隔てられた内膜構造を持ち、さらにゲノム DNAを内包する核膜様内々膜
を有していた。これらの結果は地下深部⽣命
圏における原核⽣物はきわめて特異な進化を
遂げつつ、メタン⽣成と密接な関わりを保っ
てきたことを⽰している。さらに、こうした
ガス⽥地下圏から別の新⾨微⽣物の発⾒・分
離培養にも成功した。本微⽣物は、⽣存に直
結する重要な細胞構成成分である細胞壁の合
成を他種に委ねることで、細胞の構築に必要



なエネルギーコストを削減するという、地下圏を含む過酷な環境を⽣き抜くための巧妙かつユ
ニークな⽣存戦略を持っていた。本論⽂は本年 6⽉に出版された（Nature Microbiology 2024）。 

さらに、本研究を⾏う過程で、海洋研究開発機構を主体とする共同研究の結果、熊野灘南海
トラフ海底深部から真核⽣物に最も近縁なアーキア (Asgard Archaea)を⽔素資化性メタン⽣成
アーキアとの共培養によって分離培養に貢献した（共著として⽟⽊ほか Nature 2020）。地下圏
が⽣命進化の重要な場であったことを如実に⽰す成果である。 

 

(2) 地下圏微⽣物にとってメトキシ芳⾹族化合物は重要な中間物質である 

我々は上述した微⽣物群とともに、メタン⽣成アーキアとの共培養でメトキシ芳⾹族化合物
を分解できる新属細菌（Koleobacter methoxysyntrophicus）の分離培養にも成功した（Systematic 

and Applied Microbiology 2022）。本菌のメトキシ芳⾹族化合物の⽣成経路ならびにその熱⼒学的
考察から、メトキシ芳⾹族化合物の濃度が低い条件では分解反応に必要なエネルギー量を理論
上獲得できず、メタン⽣成アーキアとの共⽣系でのみ分解が進み得ることを明らかにした。地
下圏での有機物濃度は⼀般に低いと想定されることから、本微⽣物はメタン⽣成アーキアとと
もに重要なニッチを獲得している可能性が⽰唆された。 

また、我々は 2016年に同じく地下圏から世界に
先駆けて分離培養に成功したメトキシ芳⾹族化合
物分解メタン⽣成アーキアMethermicoccus 

shengliensis (眞⼸、⽟⽊、鎌形、坂⽥ほか: Science 

2016, 科研費基盤 Aによる研究成果)について、ゲ
ノム解析ならびにメタトランスクリプトーム解析
を実施し、脱メトキシ反応の中核を担うメチル基
転移酵素遺伝⼦を特定するとともに、従来から知
られていたメタノールやメチルアミンからのメタ
ン⽣成経路とは⼤きく異なる新規経路でメタンを
⽣成していることを明らかにし、本経路を第４の
メタン⽣成経路「メトキシ化合物資化性経路
（methoxydotrophic methanogenesis）」として提唱し
た（図 4）（ISME Journal 2021）。 

 

(3)  地下圏原油中の炭化⽔素はメタン⽣成アーキアによって直接分解される 

微⽣物による原油分解が認められた⼭形油⽥においては、⾨レベルの未培養系統群に属する
機能未知の未培養細菌が⽔素資化性メタン⽣成菌とともに優占していることを明らかにした。
地下環境を模擬した⾼圧培養システムを⽤いて 10MPa、55℃で原油分解に関与しうる微⽣物群
の集積培養を試みた。その結果、⼭形油⽥の油層⽔から、原油中のトルエンや n-アルカンを分
解しメタンを⽣成する集積培養系の獲得に成功
した。本集積培養系には⾨レベルの未培養系統
群の細菌とともに、未培養のメタン⽣成アーキ
アの存在を明らかにした。この集積培養系のメ
タゲノムならびにメタトランスクリプトーム解
析から、本微⽣物は n-アルカン(≳C14)を直接分
解しうる alkyl-S-CoM reductase (Acr) を保有し



ている可能性が強く⽰唆された。そこで hexadecaneならびに heptadecaneを基質として集積培
養に添加し LC-MS/MSによる検出を⾏ったところ、hexadecyl-S-CoMならびに heptadecyl-S-

CoMの⽣成が確認された（図 5）。このことはメタン⽣成アーキアが⻑鎖の n-アルカンを直接
分解することを初めて⽰唆するものだった。しかし、我々の発表の直前に、同じく集積培養を
⽤いた同様の研究成果が中国ならびにドイツの共同研究によってもたらされた（Laso-Pérez et 

al: Nature Microbiology 2019, Zhou et al: Nature 2021）。引き続き本微⽣物の完全分離培養を進め
ていると同時に、先の論⽂では未解明の新たな代謝経路の推定に⾄っており、その実証実験を
鋭意進めているところである。 

枯渇油⽥に⼤量に残留する原油を分解して得られるメタンは⽯油⽯炭に⽐較してクリーンな
エネルギーであり、その効率的回収は重要な課題である。そこで⼭形油⽥で集積された微⽣物
群集をメタン⽣成活性が極めて低い秋⽥油⽥の油層⽔と原油に添加し、メタンの⽣成が向上す
るか否かを調べた。その結果、集積培養とともに酵⺟エキスや無機塩培地を添加することで、
メタンの⽣成が顕著に増⼤した（図
6）。本結果は、油⽥地下圏微⽣物群
を他の油⽥に移植する操作がメタン
増収（Microbial Enhanced Energy 

Recovery: MEER）に有効であること
を⽰したものである（Journal of 

Petroleum Science and Engineering 

2021）。  

 

(4) 地下圏⽣物起源メタンの安定同位体⽐は⾼圧培養でのみ再現できる 

メタンの炭素や⽔素，分⼦内アイソトポログの安定同位体⽐（d13Cとd D, D13CH3DとD 

12CH2D2）はメタンの⽣成起源（熱分解起源か⽣物起源か）、⽣成経路（H2/CO2、酢酸、メチル
化合物からのメタン⽣成のうち、どの経路を経て⽣成したか），温度（どのような温度帯で⽣物
的メタン⽣成が起きたか）の指標として地球化学や資源⼯学，古環境学、環境微⽣物学など広
い分野で利⽤され、天然ガスの賦存量評価を⾏う上でも⽋かせない指標の⼀つとなっている。
しかし，こうした安定同位体識別法（stable isotope fingerprinting）が⻑年抱える問題は，地下圏
の⽣物起源メタンの同位体⽐がメタン⽣成アーキアの培養実験で再現されたことが⼀度もな
く、⽣物起源メタンに対する当該識別法の信頼性が担保されていない点にある。例えば、ある
種のメタン⽣成アーキアを 60℃で培養して⽣成したメタンの分⼦内アイソトポログの同位体⽐
で推定される温度は 400℃を超える（Wang et al., Science, 2015）。このような結果をもたらす最
⼤の要因としては、メタン⽣成アーキアの培養実験が地下環境と全く異なる条件（⾼⽔素濃
度・常圧条件）で⾏われていることが挙げられる。そこで我々は地下環境を忠実に模擬する条
件（圧⼒，温度，基質濃度など）でメタン⽣成アーキアの培養実験を⾏い、地下圏の⽣物起源
メタンの同位体⽐を再現することを試みた。その結果、低⽔素・⾼静⽔圧条件で⽣成したメタ
ンは、従来の⾼⽔素・常圧条件で⽣成したメタンとは全く異なる同位体⽐を⽰し、地下圏の⽣
物起源メタンに特徴的な同位体平衡を⽰した。また、本研究により、このような同位体平衡は
メタンが⽣成する間にその逆反応であるメタン酸化が顕著に起こることによって達成されるこ
とが世界で初めて実験的に証明された（論⽂投稿中）。 
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