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研究成果の概要（和文）：　本研究テーマでは，自然環境におけるメタンや亜酸化窒素などの微生物集団の代謝産物で
あるガス生産において重要と考えているバイオフィルムや凝集塊などの微生物集団の高次構造を光学機器で観察した状
況で解析する実験系を構築することを最終の目標としている。そのためのモデル生物として，実験畑地の土壌からメタ
ン生成・資化細菌コンソーシアの分離を試み，凝集塊存在下でのみガス生産が認められる培養系を確立した。

研究成果の概要（英文）：Because the spacial distribution and/or location of each microbial cells in 
microbial consortia,such as biofilm and aggregates, is essential for gas production via microbial 
process. Greenhouse gases, as methane, N2O, and CO2, are emitted increasingly from pond, lake, paddy 
field and farmland, and then we attempt to the development of research device for real-time analysis of 
metabolite from microbial consortia with some equipment. For the goal, we at first tried to establish the 
model system for methanogenesis/methanotroph consortia from soil samples of a farmland. After all we 
establish the microbial consortia that emit the methane gas at the case of microbial aggregates are 
constructed.

研究分野：微生物生態学

キーワード： メタン　微生物コンソーシア

  ２版
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１．研究開始当初の背景 
 
 メタンや亜酸化窒素は，二酸化炭素と同様
かそれ以上の温暖化効果を持つガスとして
知られている。大気中のこれらのガス濃度は
最近の 100年間に増加しつつあり，二酸化炭
素の排出削減とともにこれらのガス生産を
抑制することが，これ以上の地球環境の温暖
化を抑制するために必要である。さて，これ
らのガスの多くは細菌や古細菌などの微生
物のみが関わる微生物過程（微生物代謝）の
産物であり，地球上のこれらのガス生産／消
費過程を解析するうえでさまざまな自然環
境中の微生物過程を正確に解析し評価する
ことが今後重要であると考えられる。 
 メタンや亜酸化窒素の生産／消費過程は
炭素や窒素の循環と密接に関係するうえに，
その化合物の転換過程に関与する一群の微
生物の置かれた環境に支配される。例えばメ
タンの生成は，嫌気環境下において，単純な
有機物や水素を基質として一群の古細菌，一
般的にメタン生成菌と呼ばれる，によって行
なわれる（図１）。 
 

 
  図１ 炭素サイクルと生物過程 
 
この過程において重要なのは，メタン生成が
有機物の生成と嫌気発酵過程やその他の有
機物分解過程に深くリンクしていることで
ある。つまり，メタンの基質となるギ酸や酢
酸，水素などは，光合成などで生成された有
機物がおもに嫌気環境で分解・利用される過
程で生産される副産物（あるいは最終産物）
のみを基質としている点である。さらには，
これらの物質は，この特殊な古細菌によって
地球全体の大きな炭素循環の中に組み込ま
れていることに留意しなければならない。 
 さらに生成されたメタンは，おもに好気環
境下において資化（酸化）されて二酸化炭素
へと転換するが，この過程に関わる微生物群
（細菌と古細菌）も，通常の微生物とは分類
学的に異なる一群の特殊な細菌群（メチロト
ロフと呼ばれる）である。 
 近年，このメタン生成過程は，有機物の生
成／堆積が恒常的に見込まれ，比較的嫌気環
境になりやすいいくつかの環境，つまり草食
動物のルーメン，土壌，懸濁粒子，海底や湖
底の堆積物など，で行われていることが知ら
れている。さらにルーメンを除く多くの自然

環境において，この好気環境と嫌気環境が時
間的・空間的にきわめて近接している環境を
想定することが重要であるとの認識が一般
化している。それは，浸透性の高い酸素分子
の挙動を考えると，常時嫌気環境である自然
環境では，水やその他の生物活動に必須の物
質の動きも鈍く，必然的にメタン生成を含む
生物活動全般が不活性であると考えられる
ため，むしろ有機物が多く，微生物による好
気分解が活発であるゆえに速やかに酸素が
消費されて嫌気化する環境の方が微生物に
よる嫌気反応過程が活発であるだろうとの
理由からである。そのような環境を想定する
場合，恒常的に嫌気環境が続く安定的な嫌気
土壌や貧酸素化の激しい水域環境よりも，大
きな枠組みでは場が流動しており，光が供給
される土壌や水塊の表層に近く光合成によ
る有機物生産が旺盛な環境の方がむしろ，メ
タンの生成に適しているかもしれないとい
う考えに達する。このような考え方は亜酸化
窒素（N２O）にも適用できる。なぜならば，
亜酸化窒素も窒素循環のおおきな循環の中
から，有機物分解にともなうアンモニアの生
成に引き続く硝化過程（硝化微生物という一
群の特殊な細菌・古細菌による好気反応過
程）と，硝酸イオンを利用した有機物の分解
過程である脱窒（脱窒微生物という一群の細
菌や古細菌による嫌気過程のいずれかで生
産されるため，好気・嫌気環境の境界か両環
境が激しく入れ替わる環境を想定するのが
妥当であろう。 
 このような考えの下では，微生物の自然環
境での生存形態を想定しなければならない。
それは数ミクロンから数ミリ程度の範囲の
微環境である。自然界では好気・嫌気環境が
時間的・空間的に著しく近接したこのような
微環境が想定される場がいたるところに存
在する。それが固体表面に形成される微生物
被膜（バイオフィルム）や微生物と有機物が
凝集した凝集塊（デトリタスや団粒，あるい
はアグリゲイト）である。 
 今後はこのような微環境における微生物
の代謝とその生産物であるメタンや亜酸化
窒素などのガス生産を詳細に研究ことが，温
暖化を含む地球環境の変動を正確に推測す
るためには必須であるだろう。また，人間社
会活動の増大による大気中の二酸化炭素の
急速な蓄積だけではないメタンや亜酸化窒
素の大気中での蓄積の多くは，産業革命以降
の人口爆発とそれを可能にした農業生産の
飛躍的な増大に因を辿る必要があるだろう。
なぜならば，土壌や水域への有機物負荷や水
域の富栄養化は結果として微環境への有機
物負荷を招き，そのことは上記の仮説によれ
ば，メタンや亜酸化窒素の生成量の増加を招
くからである。それゆえ，微生物生態学の見
地からは早急にこの自然界で想定できる微
環境の構造とその中での微生物代謝をリア
ルタイムで解析する手法を開発する必要に
迫られていると言える。 



 
２．研究の目的 
 近年のバイオイメージング技術の急速な
進展により、種々の生体細胞を形態だけでな
くその機能を観察可能にした。これには細胞
内に選択的に集積する蛍光色素プローブと
高感度テレビカメラといったハード面の発
展とともに、レシオ法によるカルシウムイメ
ージングなどソフト面での開発が進展した
ことが非常に大きい。 
 一方、海洋や土壌の微生物を生きたまま直
接、顕微鏡観察する技術開発も模索されてい
るものの、環境微生物群集の多様で培養困難
な性質と、試料に含まれる鉱物や塩類、有機
物の自家蛍光よる干渉などにより、研究の進
展が遅れているのが現状である。また、環境
微生物は微小かつローカルな個々の生息環
境にその活性を支配・制御されていると考え
られるうえに、予測不可能な時間的な環境要
因の変動がその解析を難しくしている。しか
しこの微生物活性は地域のみならず地球レ
ベルでの物質循環や気候変動にも大きな影
響を及ぼしていることは自明であり、ゆえに
人間とその生産活動が自然に与える影響を
評価する際には避けては通れない知見であ
る。 
 本研究における最終目標は，小型密閉チ
ャンバーを組み込んだ共焦点レーザー顕微
鏡を用いて、森林、農地、および湖沼・海
洋に由来する環境微生物群集による代謝過
程を、オンサイトで直接観察する実験系を
構築することである。これにより、任意の
条件で温室効果ガスを含むいくつかの物質
の生成機能を持つ微生物の活性をビジュア
ル化することが期待できる。特に環境微生
物が生成・排出する様々なガスを逐次回収
して直接 GCに導入することにより、その
生成条件と関与する微生物群集の動態をリ
アルタイムで解析することを目指す。その
ためのソフト面，ハード面の技術開発の端
緒として，まずは微環境の違いによる微生
物代謝ガス，特にメタンの生成／資化活性
が変化するモデル微生物コンソーシアを，
自然環境から選抜し，安定的な維持できる
技術を開発することとした。 
 
３．研究の方法 
 本研究ではまず，現在共同研究者である
角野によって，竹粉による土壌改良実験を
実施中である鳥取県八頭郡若桜町広留野小
谷農園のダイコン圃場にて土壌の採取を行
った。圃場内の条件の異なる数か所から土
壌表層を採取した。その際，できるだけ本
来の団粒構造が壊れないように留意した。
土壌を採取した数か所の条件は水分含量の
多寡，日照の多寡などの点で異なっており，
一部，冠雪により土壌表面であっても嫌気
条件であった地点からも試料を採取した。
このことが微生物集団にとっての微環境形
成の違いを反映していると考えた。 

 採取した土壌試料は，段階希釈後，メタ
ン生成菌培養用の選択培地（ギ酸以外の有
機物を含まない液体合成培地）に植菌した。
段階希釈に際しては，希釈液として合成培
地を用いた。嫌気培養の場合、通常 N2/CO2
（80/20[vol/vol]）などで気相置換を行うが
今回はこれを行わず、密閉したバイアル瓶
内の従属栄養性細菌の酸素消費による嫌気
化を想定した。なぜならば，実際の環境に
おいても有機物の好気分解による酸素消費
がメタン生成環境の創出に寄与していると
考えたからである。そのための有機物源と
しては，もともとの接種源である土壌試料
に含まれる有機物のほか，別途，グルコー
スを添加した実験系も用意した。培養中の
攪拌は基本的に行わず、培養系が気相と接
しており酸素が供給される上層と酸素が消
費しつくされて嫌気条件になる下層に分か
れるように設定した。24時間ごとに 1回観
察を行い、その際バイアル瓶を振り混ぜ、
気相も含めた培養系全体が嫌気条件になっ
ているかを確認した。培養は 25℃で行った。 
 ガスが生産されたバイアルに関しては，
数次の植菌による微生物コンソーシアの維
持・安定化を試みた。安定的に培養が維持
された培養系に関しては，ガスクロマトグ
ラフィーによるメタンガスの検出と，
16SrRNA によるメタン生成菌およびメタ
ン資化細菌の確認を行った。 
 
４．研究成果 
 ダイコン圃場から採取した土壌から安定
的にガスの生産が見られる培養系を確立し
た。この摂取源としては，想定通り，冠雪等
によって土壌表層から嫌気化していた土壌
試料よりも，比較的土壌表層は好気的な試料
であった。これは，今回の培養系で用いた「環
境中の好気的従属栄養細菌の酸素消費によ
り培養系を嫌気化する」際に，酸素消費が速
かったこと可能性があるとともに，もともと
このような環境においてメタン生成微生物
コンソーシアが成立しやすかった可能性が
考えられる。 
 安定的にガス生産が維持された培養系に
おいて，撹拌子による撹拌を行う培養系と行
わない培養系を並行して行ったところ，前者
においては微生物の凝集塊が発達せず，ガス
の生産量も低い傾向が見られた。ただし，こ
の結果は安定的なものではないため，再度の
検討を要する。しかしこの結果が事実である
とするならば，メタン生成コンソーシアのメ
タン生成条件には，微環境である微生物アグ
リゲイトの成立が必須であるという本研究
の仮説を裏付ける結果と言える。 
 16SrRNA 遺伝子によるメタン生成菌の検出
を試みた。PCR 増幅のプライマーとしては，
全古細菌のｒRNA を増幅するプライマーとと
もに，既知のメタン生成菌に特異的な PCR プ
ライマーを用いた。遺伝子の解析の結果，古
細菌遺伝子群内から既知のメタン生成菌に



近縁の遺伝子は検出されなかった。これは，
このメタン生成微生物コンソーシア内でメ
タン生成菌の存在割合が少ないことを意味
するものである。しかし，全古細菌に適応す
るPCRプライマーの増幅バイアスが影響した
可能性もある。実際，既知のメタン生成菌の
16SrRNA 遺伝子配列から作出したメタン生成
菌特異的プライマーによって十分量の増幅
産物が得られており，今後は微生物凝集塊か
らの DNA の抽出・精製法を含む実験手法の再
検討を行う必要がある。しかし，本研究の最
終目的である，オンタイムでの顕微鏡観察技
法によって，この問題は解決できる可能性も
ある。 
 今回の 2年間の研究により，メタンガスを
生成する微環境内の微生物過程をオンサイ
トで観察するためのモデル微生物コンソー
シアを選抜できたと考えている。今後はこの
モデルコンソーシアを用いて，実際にさまざ
まな培養条件下でメタンガスの生成をより
詳細に検討し，代謝産物の網羅的な解析や
mRNA の解析からの実際の代謝系の再構築な
どを行うとともに，中間代謝産物をマーカー
とした，「バイオイメージング技術を応用し
たメタンガス代謝のライブ評価」を目指す予
定である。 
 本研究において，小型チャンバーを備えた
レーザー顕微鏡の開発等，ハード面の開発に
おはまったく手を付けることができなかっ
た。これは，モデル微生物系の選抜に予想以
上に時間がかかったことに加えて，本研究チ
ーム周辺の実験機器環境が十分に備わって
いなかったことが原因である。しかし，本研
究チーム周辺の実験機器環境も本年度内に
はかなり充実する予定であり，今後も最終の
ゴールを目指して研究を継続していく予定
にしている。 
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