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1　はじめに
深部地下圏の微生物、すなわち地圏微生物の存在が最

初に示唆されたのは 1920 年代で、シカゴ大学の地質学者
が微生物学者の協力を得て硫化水素を含む油田の水を培
養した結果、硫酸還元菌を見いだしたことに端を発する [1]。
その後、地圏微生物の存在に関し、地上からの汚染の可
能性が疑われる状況が長く続いたが、コアと掘削流体の
接触を極力少なくすることによって地表からの汚染リスクを
低くする方法や、掘削流体にトレーサーを加えてコア内部
への汚染の有無を判定する方法が用いられるようになり、
油ガス田・鉱山の開発や国際海洋（IODP）・陸上科学掘
削計画（ICDP）で得られる地下試料の培養や分析によっ
て、地圏微生物の存在が証明されるに至った [2]。地圏微
生物の分布は陸上の地下 5,000 ｍ、海底下 2,000 m にま
で及んでおり、その細胞密度（1 cm3 あたりの細胞数）が
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深度の増加とともに減少する傾向や、堆積速度に依存する
傾向が示されている [3][4]。遺伝子情報から推定される地圏
微生物の多様性は地球表層の生物多様性にも匹敵し、アー
キア、バクテリア、ユーカリアのすべてのドメインに渡ってい
る。またそのバイオマスは地球全体のバイオマスの13 % を
占め、特にアーキアとバクテリアが多く、地球上の全原核
生物バイオマスの 90 ％を占めると見積られている [5]。地圏
微生物の多くは未培養でその機能が未知であるものの、メ
タンの生成・消費等のグローバルな炭素循環において重要
な役割を果たしていると予想される。例えば、地球上最大
のメタンリザーバーであるメタンハイドレートは主に微生物
起源であり地圏微生物の代謝産物であることが知られてい
る [6]。産業技術総合研究所では、地球科学と生命科学の
分野融合研究課題「地圏・海洋における微生物のメタン生
成・消費プロセスの解明」が 2004–2006 年の内部グラン

−地球科学と生命科学の融合で創成される革新的資源技術への道標−

—A milestone to innovative resource technology created by the integration of earth and life sciences—
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トによる研究プロジェクトとして実施された。また 2007 年
には地圏微生物のポテンシャルを資源開発や環境保全に
活用する研究を推進するために、地圏資源環境研究部門
内に地圏微生物研究グループ（以下、当グループと略記）
が創設された。その後も、産総研戦略予算、科研費、
JOGMEC 受託研究費、民間企業共同研究費による多くの
研究プロジェクトが実施され、生物プロセス研究部門と共
同で、地圏微生物によるメタン生成プロセスを解明し天然
ガス資源の成因解明や効率的開発に資する研究が推進され
てきた。この論文では当グループにおける研究戦略とこれ
までの研究成果について紹介する。

2　地圏微生物によるメタン生成プロセスの解明：背景
と目的
2.1　背景（メタン生成プロセスの概要）

光のない環境において、地圏微生物は酸化還元（電子の
授受）によって発生する化学エネルギーを利用して生きる
[7]。エネルギー源となる電子供与体としては、岩石破砕や
蛇紋岩化作用のように岩石と水の反応で生成する水素が利
用される場合もあるが [8][9]、より一般的には堆積物とともに
地球表層から地下に供給された有機物が利用される [7][10]。
地圏微生物がアクセス可能な有機物は、若い堆積物に含ま
れる新鮮な有機物（アミノ酸、糖、リグニン、脂質等）から
古い堆積物中の化石有機物（ケロジェンや石炭）やその熱
分解産物（ビチュメンや原油）に至るまで多様である。微
生物は利用・分解しやすい（得られるエネルギーが大きい）
新鮮な有機物を先に利用・消費した後、残った化石有機物
を利用する。電子受容体としては、最初に酸素ガスが好気
微生物によって利用され、続いて硝酸、マンガン（IV）、鉄
（III）、硫酸がそれぞれの還元菌によって順次利用される。
そしてこれらがすべて消費され尽くされると、最後に二酸化
炭素が電子受容体としてメタン生成菌によって利用されメタ
ンが生成される [7]。有機物が電子供与体として利用される
（酸化される）際に二酸化炭素が過剰に生成されるため、
電子受容体としての二酸化炭素が消費され尽くされること
はない。したがって、二酸化炭素以外の電子受容体が消費
された時点で、電子供与体として残っている有機物の量と
質（利用しやすさ）がメタン生成量やメタン生成速度を支配
する要因と考えられる。なおメタン生成菌には水素 +二酸
化炭素をメタンに変換するもの以外に、酢酸やメチル化合物
（メタノール、メチルアミン類、硫化ジメチル等）をメタンに
変換するものがある。酢酸を利用する菌はメチルとカルボニ
ルを開裂してカルボニル基を電子供与体（二酸化炭素に酸
化）に、メチル基を電子受容体（メタンに還元）に用いる。
メチル化合物を利用する菌は不均化反応により4 モルのメ

チル基のうちの 1 モルを電子供与体に、3 モルを電子受容
体に用いる。また酢酸は他の微生物も利用（メタン生成菌
と競合）するので、例えば硫酸イオンがある環境ではメタン
生成菌ではなく硫酸還元菌が利用する一方、メタノール、ト
リメチルアミン、硫化ジメチルは硫酸還元菌と競合せずメタ
ン生成菌が利用できることが知られている [11]。

有機物を電子供与体としてメタンが生成されるというプ
ロセスは、湖沼や水田、ルーメンやシロアリ後腸等、さま
ざまな環境におけるメタン生成に共通するものであり、地下
圏に特有ではない。例えばメタン発酵槽の微生物によるメ
タン生成プロセス [12] では、まず①加水分解菌が細胞外酵
素を用いてタンパク質、炭水化物、脂質等の高分子有機物
を分解し、次に②発酵菌が生成する糖、アミノ酸、高級
脂肪酸・アルコールを分解し、さらに③嫌気共生菌（水素
生成型酢酸生成細菌）が生成する低分子有機物（低級脂
肪酸、乳酸、エタノール等）をメタン生成菌の基質（水素 +
二酸化炭素、ギ酸、酢酸、メタノール等のメチル化合物）
にまで分解する（図 1 左）。メタン生成経路の相対的な比
率は、一般に酢酸利用が約 70 ％、水素利用が約 30 ％と
されている [12]。地下圏におけるメタン生成も同様に、現場
の高分子有機物であるケロジェンや石炭、あるいはその熱
分解産物である原油やビチュメンが、加水分解菌や発酵
菌、共生菌によってメタン生成菌の基質に分解されると推
測される（図 1 右）[13]。しかし、その反応経路や生成する
代謝中間体、およびそのプロセスを担う微生物の実態に関
する情報が極めて少ない。例えば、嫌気的にケロジェンや
石炭等の高分子（ジオポリマー）が分解されるプロセス（細
胞外酵素、反応経路、関与微生物等）は不明である [13]。
また、3 つのメタン生成経路の相対的な重要性に関しても、
主にメタンの炭素・水素同位体比等の地球化学的評価法 [14]

に基づいて、水素利用が最も重要と推定されている一方、
酢酸利用・メチル化合物利用経路の相対的な重要性に関し
ては明らかにされていない [10]。
2.2　メタン生成プロセス解明の目的

地圏微生物によるメタン生成は、比較的低温（60 ℃以
下）の条件で地下圏の有機物が分解される際の主要なプロ
セスであり、地球システムにおける炭素循環やメタンの収支
を理解するためにこのプロセスを解明することが不可欠で
ある。また地圏微生物が生成するメタンは天然ガス資源と
しても重要である。現在世界で、資源として生産されている
天然ガスの約 20 ％は微生物起源と推定されており [15][16]、
関東平野・新潟平野等の地下帯水層に胚胎する水溶性天
然ガスも主に微生物起源である [17]。さらに、地球システム
における最大のメタンリザーバーであり、将来のエネルギー
資源として注目されているメタンハイドレートも主に微生物
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起源である [6]。このような天然ガス資源のポテンシャル評
価や探鉱技術の開発・高度化のために、地圏微生物のメタ
ン生成プロセスを解明することが必要である。

油ガス田の地下に生息する微生物のメタン生成活動を人
為的に促進することができれば、天然ガスの資源量を増大
させることが可能となる。もともと地圏微生物のメタン生成
速度は遅く、油ガス田の天然ガスは数万年から数百万年に
渡って微生物が生成したメタンが蓄積したものと考えられ
ている。メタン生成プロセスの解明によって、律速となって
いる反応、およびその担い手である微生物が特定され、
その生理学的・生態学的特徴が明らかになれば、その微
生物の機能を活性化しメタン生成速度を高める技術開発へ
の道が拓かれる。メタン生成プロセスに関与している微生
物の生育に必要な栄養物質が不足しているとわかれば、そ
れを添加することによって促進することが可能になる。メタ
ン生成速度を飛躍的に高め、天然ガス資源の増大に繋げ
る革新的資源技術を開発するために、メタン生成プロセス
の解明を進める必要がある。

3　地圏微生物によるメタン生成プロセスの多様性
3.1　メタン生成環境の多様性

地下圏の環境は深度に応じて温度が変化し、地圏微生
物の活動に大きな影響を与える。例えば温度に関して、海
底熱水噴出孔においてマグマ起源の水素を利用する超好
熱性メタン生成菌が 122 ℃で生育可能である一方 [18]、有
機物を分解するバクテリア・アーキアの多くはそのような高
温で生息することが困難である。実際、石油貯留層に棲息

する微生物による原油分解メタン生成活動は、原油の生分
解（炭化水素成分の選択的消失）の観察結果から、50 ℃
以上で温度の上昇とともに減少し80 ℃で停止すると推定さ
れている [19]。

地圏微生物の活動は原位置の水である地層水の水質、
例えば pH、酸化還元電位、塩分濃度等に大きく影響され
る。地層水は古海水、天水、マグマ水等が異なる割合で
混合したものであり、古海水起源であれば塩分濃度が高
く、天水起源であれば酸化還元電位が高い等、水の起源
が水質と深い関わりを有する。当グループでは、関東平野
の帯水層や完新世泥質堆積物に関する研究を通じて、地
圏微生物のメタン生成活性が地層水の流動や天水の侵入
によって影響を受ける事例を報告している [20][21]。

地圏微生物が棲息する空間である孔隙や孔隙口（pore 
throat）のサイズもメタン生成環境の重要な因子である。地
層の埋没に伴ってこれらが縮小するため、地圏微生物の活
動が制約される。具体的には、孔隙が小さくなって細胞の
移動が抑制され、さらに細胞のパンクや細胞膜の引張疲労
をもたらすこと、浸透率が低下して栄養物質や代謝産物の
キャリアーである水の流れが途絶えること等が想定されて
いる [22][23]。同じ深度であれば粒径が小さいほど孔隙が小
さくなるため、砂岩の方が泥質岩より微生物が棲息しやす
い。その反面、エネルギー源となる有機物は泥質岩の方が
大きい。このため、砂と泥の互層における微生物の活性は、
砂層の中で有機物へのアクセスが有利な泥層との境界部分
で高い傾向が見いだされている [24]。

図1　メタン発酵槽と地下圏におけるメタン生成プロセス
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3.2　根源有機物の多様性
地圏微生物がメタン生成に利用する根源有機物として

は、堆積物中に広く分散して存在するケロジェン（有機溶
媒に不溶）やビチュメン（可溶）と、それらが濃集した状
態で偏在する石炭や石油等がある。これらの有機物の起
源は、過去に海洋・湖沼に棲息していた動植物プランクト
ンや陸上で棲息していた高等植物であり、その起源によっ
て有機物の質的な違いが生じる [25]。例えばケロジェンは、
主に高等植物起源でリグニン由来の芳香族骨格と酸素に富
むタイプ III、主に藻類起源で脂肪族構造が多いタイプ I、
両者の中間であるタイプ II に区分される。石炭も等しく多
様で、タイプ I ケロジェンと同様に藻類起源の有機物に富
むもの（ボグヘッド炭）も知られているが、多くの場合、陸
上高等植物起源の有機物に富んでおり、タイプ III ケロジェ
ンと類似している。石油は C と H のみからなる炭化水素と
NSO を含むヘテロ化合物を含み、炭化水素も鎖状と環状、
脂肪族と芳香族といった多様な成分からなる。
3.3　メタン生成微生物の多様性

メタン生成菌は、低温菌から超高熱菌まで、生育温度に
関する多様性が極めて大きい。これまで 150 種以上の菌
が分離されている。深部地下環境に棲息するメタン生成菌
は他の環境から見出されているものと異なる（新種や新属
に分類される）ことが多く、これまで当グループでも油ガ
ス田の地下から 3 種の新しいメタン生成菌を分離すること
に成功している [26][27][28]。メタン生成菌が利用する基質に関
しては、通常、水素 +二酸化炭素、酢酸、メチル化合物
のいずれかであり、そのバリエーションは高くない。ただし
当グループでは最近、油田から分離した Methermicoccus
属のメタン生成菌が多種類のメトキシ芳香族化合物を利用
してメタンを生成する新たな機能を発見した [29]。このよう
に、メタン生成菌の基質利用性に関するこれまでの認識が

今後変わる可能性もある（図 2）。地下圏には多様なバクテ
リアやメタン生成菌以外のアーキアの存在が見出されてお
り、環境や有機物の多様性に応じて、さまざまな嫌気性微
生物が根源有機物を段階的に低分子化合物に分解し、メ
タン生成菌の基質へと変換する働きを担っていると推測さ
れる。しかし、個々の微生物の機能、すなわちどのような
生化学反応を担うのか、これまで得られている知見は極め
て限定的である。端的な例として、東部南海トラフのメタ
ンハイドレート濃集域の海底堆積物に優占する微生物は、
Atribacteria（バクテリア）、Marine Benthic Group B、
Bathyarchaeota（アーキア）等の未培養系統群（候補門）
に属するものであるため、その機能は未知である [30]。メタ
ン生成プロセスの解明を目指した今後の研究の重点的対象
と考えられる。

4　地圏微生物によるメタン生成プロセス解明の要素技術
メタン生成プロセスを解明するための要素技術は多様で

それぞれ特徴があり、得られる情報も異なるため、相補的
な関係にある。培養する／しないというアプローチによっ
て、培養依存的技術と培養非依存的技術に大別される。
4.1　培養依存的技術

培養は地下微生物のメタン生成プロセスを解明する直接
的なアプローチである。培養依存的技術は、地下から採取
される試料を嫌気条件で容器内に密閉してから、恒温装
置で原位置の温度に保ち、ヘッドスペースのメタン濃度をモ
ニタリングすることによって、メタン生成活性を評価する方
法である。
4.1.1　試料採取

培養に使用する試料は、微生物源や基質として使用する
地層水・堆積物・原油等である。メタン生成ポテンシャル
の存在が期待される油ガス田の貯留層、石炭層、水溶性

図 2  Methermicoccus 属のメタン生成菌が多種類のメトキシ芳香族化合物を利用して
メタンを生成する新たなメタン生成経路
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ガス田の帯水層、メタンハイドレート濃集帯等を対象とし、
地層水や原油は既存の生産井から、堆積物や石炭は掘削
コアとして採取する。試料採取の過程で汚染に注意する必
要があり、掘削試料であればコアライナーに接触する外側
を避けるとともに、掘削流体に蛍光ビーズを投入している
場合はその有無を確認する [31]。試料採取・保存の過程で
なるべく酸素に触れないように、コア試料は酸素の吸収剤
と一緒にガスバッグ中に密封する [32]。地層水・原油試料に
ついては、あらかじめ窒素またはアルゴンガスで内部の空
気を置換したガラスバイアルに注入し、ヘッドスペースをこ
れらのガスでフラッシュしながら密栓する [33][34]。油ガス井
の維持管理や生産性・回収効率の向上を目的として薬剤や
海水が坑井に注入されることがあるため、そのような人為
的な影響が少ないフィールド・坑井を選択することも重要で
ある。
4.1.2　集積培養

他の環境と同じように、地下環境においても、直接メタン
を生成する微生物はメタン生成菌であり、限られた化合物（水
素＋二酸化炭素、酢酸、メタノール、トリメチルアミン、硫
化ジメチル等）を基質として利用する。集積培養は、地下か
ら採取した堆積物や地層水等の試料に基質を過剰に添加し
て、メタン生成を経時的にモニタリングする方法である。メ
タン生成が検出されれば、その基質を利用するメタン生成菌
が試料中に生息していたことがわかる。また添加した基質と
メタンの生成量を比較することによってメタンの収率が計算
され、メタン生成ポテンシャルの指標となる [20][35][36]。メタン
の収率が低い場合、基質供給以外の規制要因が示唆され、
ミネラル、ビタミン等を含む無機塩培地を添加すると収率が
上がることもある [37]。集積培養は実際の地下の環境よりも
過剰な基質を添加するため、必ずしも原位置メタン生成プロ
セスを再現するものではない。一方で、集積培養は基質を
利用できる特定の微生物を環境から分離する方法として有
効である。地下環境からメタン生成菌を分離して、その系統
や生理・生態を明らかにすることも、メタン生成プロセスを
解明するための有効なアプローチである [26][27][28]。
4.1.3　環境模擬培養

原位置でのメタン生成プロセスを実験室で再現すること
は、地圏微生物によるメタン生成プロセスを解明するため
の重要なアプローチである。具体的には、地層水、堆積物、
原油等を用いてマイクロコズム（制御実験生態系）を構築
し、メタン生成を経時的に観測する。深部の地下環境は
温度に加え圧力も高い。その環境を模擬する場合、恒温
槽で加温するほか、耐圧容器に試料を入れて、ヘッドスペー
スに不活性ガスを充填するかポンプで水を圧入することに
よって加圧する [33][34][38]。地下環境において、微生物は砂や

粘土の粒子の隙間に棲息している。この孔隙環境を模擬す
るために粒度を調整した砂をマイクロコズムに加えることも
ある [38]。 
4.1.4　14C-トレーサー添加培養

環境模擬培養では、基質や栄養塩を添加しないため、
メタン生成が遅く、培養が長期に渡ることが多い。実験室
で地下の環境を完全に模擬することは不可能であり、培養
期間が長くなると現場と異なるプロセスが起きる可能性が
高くなるため、メタン生成プロセスを解明する観点で好ま
しくない。14C-トレーサー添加培養は、この問題を極力抑
えるために短時間の培養でメタン生成経路ごとに活性を評
価する方法である [20][32][39]。14C でラベル化した微量の基質
（H14CO3

−、14CH3COO−、14CH3OH 等）を試料（堆積物や
地層水）に添加して、検体ごとに異なる期間（数時間から
数週間）培養したのち、水酸化ナトリウム水溶液を含むバ
イアル中に封入して培養を停止する。メタンを二酸化炭素
に変換しトラップする装置（図 3）を用いて、バイアル中のヘッ
ドスペースガスをキャリアガス（ヘリウム）とともにアスカラ
イト、シリカゲル、酸化銅、アミン溶液を通し、液体シンチレー
ションカウンターで放射能を検出する。最初に基質として添
加した 14C が単位時間あたり14CH4 に変換される割合を求
め、これに試料中の基質濃度を乗じることで、この基質か
らのメタン生成速度を計算できる。14C-トレーサー法は、添
加する基質が極微量（環境模擬）であり、かつ比較的短
期間の培養で評価が可能なため、原位置のメタン生成ポテ
ンシャルを推定する方法として優れている。
4.2　培養非依存的技術

培養に依らず、メタン生成菌や共生菌、発酵菌、加水分
解菌のマーカーとなる分子を同定・定量することによってメ
タン生成プロセスを担う地圏微生物の多様性、機能、バイ

図 3  メタンを二酸化炭素に変換しトラップする装置
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オマスに関する情報を取得することが可能である。対象と
なる分子は、核酸、脂質、補酵素等である。
4.2.1　核酸（DNA、RNA）分析

地層水や堆積物から核酸を抽出し、その塩基配列の解
読によって試料中の微生物の多様性や機能に関する情報
を解読する。通常は安定性・濃度が高く分析しやすいとい
う理由で DNAを対象とする。ただし DNA は地下環境に
おいて長期間保存される可能性もあるため、現在活動中の
地圏微生物の情報を抽出するために、DNA より不安定で
寿命が短い RNAを対象とすることも試みられている [40]。
RNA は DNA からタンパク質が作られる際に、DNAを鋳
型として合成（転写）される。RNA の分析は、逆転写によっ
て RNAを DNA に変換してその塩基配列を解読すること
による。

地圏微生物のメタン生成プロセスを解明するためには、
バクテリアやアーキアの群集構造、特にアーキア中のメタン
生成菌の優占度や多様性を評価することが重要である。そ
の目的に沿って、まずは微生物全般に有効な分類指標で
ある16S rRNA 遺伝子をポリメラーゼ連鎖反応（PCR）に
よって増幅し、シーケンス解析（クローンライブラリー法や
パイロシークエンス法で塩基配列を解読しデータベースと
比較すること）によって個々の微生物の系統や優占度を評
価することが広く行われる [20][30][33][34][35][36]。また mcrA 遺伝
子（メタンの代謝に関係するメチル補酵素 M 還元酵素のα
サブユニットを符号化した機能遺伝子）を対象としたシー
ケンス解析もメタン生成菌に焦点を当てた系統解析法とし
て有効である [30]。さらに PCR の増幅度から DNAを定量
するリアルタイム PCR も、対象とする遺伝子によって微生
物を包括的（アーキア・バクテリア全般）あるいは個別（系
統別メタン生成菌等）に定量する方法として使われる[33][34]。

近年、環境・培養試料から抽出される DNAを PCR で
増幅せず、全微生物のゲノムを網羅的に解析するメタゲノム
解析が行われるようになり、地圏微生物によるメタン生成
プロセスを解明する研究にも応用されつつある [41]。この場
合、16S rRNA 領域のみを対象とする解析より群集構造解
析の精度が高くなることに加え、酵素遺伝子の解読によっ
て個々の微生物が持つ機能を推定できる可能性がある。さ
らに試料から抽出される RNAを対象とするメタトランスク
リプトーム解析によって、推定された酵素遺伝子の存在、
すなわち機能の発現を検証することが可能となる。ただし
これらの総体分析技術は、得られる情報が膨大であり、そ
こから有用な情報を抽出・解析するための知識と経験が必
要になる。試料の集積培養によってあらかじめ微生物の多
様性を下げることができればこのような網羅的遺伝子解析

の効率や精度を高めることに繋がる。
4.2.2　脂質バイオマーカー分析

アーキオール、ヒドロキシアーキオール、カルドアーキオー
ル、2,6,10,15,19- ペンタメチルイコサン等、特徴的な膜脂
質成分（脂質バイオマーカー）を分析することによってメタ
ン生成菌の分布やバイオマスを評価することが試みられて
いる [42]。脂質は溶媒抽出、誘導体化、ガスクロ分析とい
う手順で測定され、PCR 増幅によるバイアスを伴う核酸の
測定に比べて定量分析の精度や確度が高い。一方、メタン
生成菌に対する特異性が脂質成分によって異なっており、
メタン生成菌以外の微生物にも由来する可能性や、一部の
メタン生成菌にしか由来しない可能性を考慮する必要があ
る。例えばアーキオールやカルドアーキオールはメタン生成
菌以外のアーキアも作る一方、ヒドロキシアーキオールはメ
タノサルシナ目とメタノコッカス目に属するメタン生成菌に限
定される [43]。また嫌気条件でメタンを資化（酸化、消費）
するアーキア（ANME）がメタン生成菌と共通の脂質成分
を作ることも知られており、炭素同位体比を測定するか遺
伝子情報を参照することによって識別することが必要とな
る [21][42]。核酸と同様、脂質の寿命（安定性）もメタン生成
菌のバイオマスを評価する上で重要である。当グループでは
極性頭部が脱離しやすくコア脂質が分解しやすいという理
由から、極性ヒドロキシアーキオールが原位置のメタン生成
菌の指標として有効と考え、その分析法を確立した。図 4 に
示したとおり、堆積物からアーキア脂質を溶媒抽出し、シリ
カゲルで分画した後、極性画分を酸加水分解することによっ
て極性ヒドロキシアーキオールをモノフィタニルグリセロー
ルエーテルに変換し、ガスクロマトグラフで同定・定量する
とともに、質量分析計で炭素同位体比を測定している [44]。
4.2.3　補酵素F430分析

すべてのメタン生成菌はメチル補酵素 M 還元酵素を有
しており、他の微生物でこれを有するのは ANME に限定
される。補酵素 F430 はこの酵素の活性部位であり、テト
ラピロール環の中心にニッケルを含む有機金属化合物であ
る。近年、LC-MS/MS による分析法の開発によって、0.1
×10–15 mol （fmol）の F430 を定量することが可能となっ
た [45]。これは 102–104 個の細胞数（メタン生成菌）に相当
する。メタン生成菌マーカーとしての普遍性と特異性にお
いて上記の脂質バイオマーカーより優れており、検出感度・
定量性において上記の mcrA 遺伝子より優れている。実際
に、下北半島沖の海底下約 2,000 m の炭層コア試料から
検出された補酵素 F430 は、海洋地下圏で最も深い環境に
棲息するメタン生成菌のシグナルと捉えられている [46]。
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5　メタン生成プロセス解明における研究の展開：研究
目標実現のための構成的方法

地圏微生物によるメタン生成プロセスの解明の研究展開
を図 5 に示した。まず堆積物や地層水等の地下環境試料
を採取し、そのメタン生成ポテンシャルを評価した後、地
下環境を模擬する培養実験でメタン生成プロセスを担う微
生物群を集積する。これにメタゲノム解析、メタトランスク
リプトーム解析を適用し、中核的微生物の種・存在比率お
よび機能を推定することによって、根源有機物からメタンに
至るメタン生成プロセス（反応経路と関与微生物）の概要
を推定する。さらにメタボローム解析と安定同位体トレー
サー実験によって、推定された代謝経路と微生物の関与を
検証し、メタン生成プロセスの全容（代謝マップ）を明ら
かにする。この目標を達成するための大きいハードルは、
このメタン生成微生物群を高度に集積した培養系を獲得す
ることである。その成功の鍵を握るのは、地下環境を模擬
しつつ高いメタン生成活性を有する実験生態系を構築し、
培養の繰り返し（継代）によってメタン生成微生物群の集
積度を高めることである。

地下環境は多様であり、環境によってメタン生成活性が
異なることが予想される。一方、地下環境を模擬する培養
実験は圧力容器内に培養系を構築して恒温槽に設置する
必要があるため、培養系の本数をあまり多くすることがで
きない。またメタン生成活性が低い試料を用いると、地下
のメタン生成プロセスを再現するために非常に長い期間（数
年）を要する。以上の理由から、メタン生成ポテンシャル

が高い地下環境試料を厳選することが効率的にメタン生成
プロセスを解明するための重要な鍵となる。そのために、
予察的に多数のフィールド・坑井から試料を採取して、高い
メタン生成ポテンシャルが期待される試料のスクリーニング
を行なう。具体的には天然ガス組成、原油炭化水素組成、
水質、脂質バイオマーカー、補酵素 F430 等の地球化学分
析、16S rRNA 遺伝子や mcrA 遺伝子等の機能遺伝子を
ターゲットとした分子生態学的分析、メタン生成菌の基質
を添加する集積培養や14C-トレーサー添加培養に基づいて
メタン生成ポテンシャルを評価する。

もともとメタン生成ポテンシャルが高い試料であっても、
その中の地圏微生物にはメタン生成プロセスに直接関与し
ていないものも多く含まれている可能性が高い。メタン生
成プロセスを解明するためには、あらかじめそのプロセス
に直接関与している微生物群を高度に集積してから解析に
供することが重要な戦略となる。そのために、地下環境を
模擬する実験生態系において、微生物の活性を高めるため
にビタミン、ミネラル、微量元素、アミノ酸（酵母エキス）
等を適宜添加し、メタン生成速度をモニタリングする。地
層水と堆積物を混ぜてスラリー状にすることや地層水と原
油の系に砂粒を添加することによっても、根源有機物と微
生物の接触効率が向上しメタン生成速度が高くなる。その
ようにメタン生成の活性が高くなる培養条件を探索し、そ
の継代培養によってメタン生成微生物群を集積する。ここ
で注意すべきことは、集積された個々の微生物がもともと
の環境試料中でもメタン生成の中心的な担い手であったか

図 4  堆積物中の極性ヒドロキシアーキオールを抽出しモノフィタニルグ
ルセロールエーテルに変換する方法

試料

酸性Bligh & Dyer抽出

水相 有機相 残渣
シリカゲル
クロマトグラフィ

酸加水分解

アーキオール
＆ MFGE

フィタン&
ビフィタン

モノフィタニルグリセロール
エーテル(MFGE)
ガスクロで測定可能

極性ヒドロキシアーキオール
（Xは極性頭部）

F1 F2F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10

BSTFA
Hl/LiAlH4

PMls



研究論文：地圏微生物によるメタン生成プロセスの解明（坂田）

−8− Synthesiology （2021）

どうかという点であり、集積前後の微生物の群集構造を比
較して、集積された微生物がもとの試料においても主要な
構成員となっていることの確認が必要である。

高度に集積したメタン生成微生物群が得られたら、そこ
から全 DNAを抽出し、メタゲノム解析によって主要な微
生物のゲノムを個々に再構築する。ゲノム情報から、その
微生物の種類や優占度がわかるとともに、潜在的に有する
代謝機能を酵素遺伝子から推定することができる。さらに
RNAを対象とするメタトランスクリクトーム解析を行って酵
素遺伝子の発現を調べることにより、メタン生成プロセス
の中でその微生物が担う生化学反応を推測する。中核的
な微生物による生化学反応を組み合わせることによって、
根源有機物からメタンまでの反応経路を概観する。

遺伝子解析によってメタン生成プロセスの概要が推測さ
れたら、次にそれを検証するためにメタボローム解析（代
謝産物の網羅的分析）を行い、想定される代謝中間体を
探索する。代謝中間体は試料の有機溶媒抽出物を分画・
誘導体化の後、ガスクロマトグラフ質量分析計（GC-MS）
で測定する。まずはスキャンモードで GC-MS 分析を行い、
マススペクトルによる検索で全イオンクロマトグラム（Scan-
TIC）上の主要ピークの同定を行う。ただし代謝中間体は
生成されたものがすぐに消費されるため低濃度である可能
性が高い。スキャンモードで想定される代謝中間体が検
出されない場合は、選択イオンモードで GC-MS 分析を行
い、特徴的なフラグメントイオンのマスクロマトグラム（SIM-
MC）上でこの代謝中間体の検出を試みる。もし代謝中間
体の標品があれば、これを集積培養系に添加し、その消

費量とメタン生成量の関係から代謝経路の合理性を検証す
る。特に 13C でラベル化された標品が入手可能であれば、
それを添加するトレーサー実験が極めて有効である。例
えば原油のアルカン分解メタン生成活性を有する培養系に
13C- ヘキサデカンを添加すると、生成されるメタンの炭素
同位体比が非添加系（コントロール）に比べて顕著に高く
なる [47]。また 13C 標品を過剰に添加することによってその
代謝を担う微生物の細胞も 13C でラベル化されれば、メタ
ン生成プロセスに関与する微生物を識別することが容易に
なる。具体的には、13C 添加培養系から核酸（DNA または
RNA）を抽出し、密度勾配超遠心法による比重分画を行
い、相対的に（非添加系と比較して）比重が高い画分に濃
集される核酸の塩基配列を解読する [48]。

あらかじめゲノム情報によってメタン生成プロセスを担う
中核的微生物の代謝機能を推定することができれば、上記
のメタボローム解析による代謝経路の検証作業が効率良く
進められる。しかし、微生物がこれまで全く知られていな
い新規な代謝機能を持つとすれば、ゲノム情報でそれを推
定することが困難となる。地圏微生物は未培養系統群（候
補門）に属するバクテリア・アーキアが多く [30]、未知の代
謝機能を有する可能性も低くない。地圏微生物によるメタン
生成プロセスを解明するためには、当該微生物の培養（も
し可能であれば分離培養）とトレーサー実験・メタボローム
解析によって新規代謝機能を模索しつつ、メタゲノム・メタ
トランスクリプトーム解析に加えタンパク質（ペプチド）を網
羅的に分析するメタプロテオーム解析も併用する等、多様
な解析手法を駆使し総合的に解析することが必要となる。

①試料採取

④メタン生成プロセスの推定 ⑤メタン生成プロセスの検証

②メタン生成ポテンシャル評価 ③地下環境模擬培養実験

メチル化合物

水素
酢酸

アーキア16SrDNA中の
メタン菌の資化性別割合（%）
0 20 40 60 80 100

・H2/CO2
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図 5  地圏微生物によるメタン生成プロセスの解明における研究の展開
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6　メタン生成プロセスの解明がもたらす資源技術
6.1　枯渇油田に残留する原油の天然ガス変換・増進回収

現在の資源技術では、油田からの原油の回収率は 50 ％
にも満たない場合が多く、枯渇油田の油層にはなお大量の
原油が残留している。一方油層には原油を分解してメタン
を生成する機能を有する微生物生態系の存在が認められ
ている[49]。この微生物によるメタン生成プロセスを解明し、
その中核的な微生物の機能を活性化できれば、効率的に
未回収の原油を油層内でメタンに変換し天然ガスとしてエ
ネルギーを回収することが可能となる [38][49]。その実用性を
ラボ実験で検証するため、当グループは国際石油開発帝石
（株）との共同研究において、油層水（微生物源）と原油
（基質）を油層の温度・圧力条件（55 ℃、5MPa）で静
置培養する環境模擬実験を長く継続し、高いメタン生成ポ
テンシャルを有する微生物群の獲得・安定培養化を実現す
るとともに、栄養物質の添加や砂の充填（孔隙環境の提供）
によってメタン生成が促進される効果を見出している [38]。
なお、残留原油のメタン変換が進行すると、油層が再加圧
されるとともにガスが原油に溶存して油の粘性が下がる効
果もあり、原油の増進回収につながる可能性も期待される。

油層環境を模擬する培養実験は、10 年以上にも渡る試
行錯誤を重ねてようやく、原油のメタン変換プロセスを安定
的に再現できるようになった。まず油層水と原油だけの培
養からスタートし、無機塩培地成分（ビタミン・ミネラル・
微量金属）の添加、砂の充填（水と原油の接触面積の拡
大）、酵母エキスの添加という流れで培養条件を変更するこ
とで、メタン生成量の増大に成功した。しかしどの培養条
件においても長いラグタイム（培養開始からメタン生成開始

までの期間）があり、個々の実験に 500 日以上要するとい
う悩みがあった。この問題に関しては、水溶性ガス田の泥
質堆積物を用いた培養実験の結果（6.3）を検討する中で、
微生物は培養液よりも砂の表面に多くいるのではないかと
考え、培養の接種源を油層水や培養液（前培養）から砂（前
培養）に変更したところ、ラグタイムがなくなり培養日数を
大幅に短縮することに成功した。

油田に残留する原油を回収する方法として、油層に二酸
化炭素を圧入する増進回収法（CO2-EOR 法）が注目されて
いる。圧入した二酸化炭素を油層中に固定（地中貯留）す
ることで大気中への二酸化炭素の排出を削減し地球温暖化
の抑制にもつながることも大きな利点である [50]。しかし、
CO2 地中貯留によって油層環境は大きく変化すると予想さ
れ、上述の油層微生物による原油メタン変換・エネルギー
回収技術と両立できるか、不明であった。この問題への取
り組みとして、当グループと国際石油開発帝石 ( 株 ) の共同
研究では、油層微生物のメタン生成活動が二酸化炭素分圧
の上昇に伴ってどう変化するかを実験的に検証した。その
結果、メタン生成菌を含む微生物の群集組成が大きく変化
し、主要なメタン生成経路が CO2 還元から酢酸分解に変
化するため、メタン生成が継続するだけでなく、メタン生成
速度はむしろ速くなる現象を見出した [34]（図 6）。
6.2　メタンハイドレート濃集帯形成モデルの構築

メタンハイドレートは高濃度のメタンが低温高圧条件で
水と共存する場合に生成する氷状の結晶（包接化合物）で
あり、自然界では大陸縁辺で水深が深い海域と、高緯度
地域の陸域の地下に分布することが知られている [51]。日本
の近海でも、南海トラフや日本海の海底にメタンハイドレー

図 6  CO2 分圧の上昇に伴う油層微生物の群集組成と酢酸からのメタン生成経
路の変化
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トが分布しており、将来の天然ガス資源として開発するた
めの研究が、産総研を含む多くの機関が参画するMH21-S
研究開発コンソーシアム（MH21-S）によって進められてい
る [52]。これまでの研究で、東部南海トラフの深海底メタン
ハイドレートはタービダイト起源の砂岩層の孔隙を充填する
形で濃集していることや、そのメタンは主に微生物起源で
あることが明らかにされている [53][54]。当グループは、英国
カーディフ大学との連携のもと、14C-トレーサー添加培養に
よって、東部南海トラフの海底堆積物のメタン生成活性を
検出するとともに、その活性がメタンハイドレート濃集帯に
おいて相対的に高い傾向を見出した [39]。またメタン生成菌
の分布を調べるために脂質バイオマーカー（極性態ヒドロ
キシアーキオールやアーキオール等）の濃度と炭素同位体
比を分析し、有機炭素濃度が高い泥質堆積物、特に深部
のメタンハイドレート濃集帯においてメタン生成菌が多い傾
向を見出した [42]。さらに 16S rRNA 遺伝子や mcrA 遺伝
子の塩基配列に基づいて堆積物中のアーキアの群集構造
を解析した結果、過去の海洋堆積物の報告例に比べアー
キア中のメタン生成菌の比率が高いこと、水素資化性の菌
（Methanomicrobiales や Methanobacteriales 等）が酢
酸 /メチル化合物資化性の菌（Methanosarcinales）よりも
優占していること、メタンハイドレートを多く含有する試料
に特異的に ANME-1 が存在することを明らかにした [30]。
MH21-S では、メタンハイドレートの探鉱や資源ポテンシャ
ル評価のために濃集帯の形成プロセスを復元するシミュ
レーターの開発が進められている。当グループによるメタ
ン生成プロセスの研究によって、海底堆積物中のメタン生
成速度の実態や温度・圧力等に対する依存性が明らかに
なれば、シミュレーターに入力するデータの正確さや精度
が向上し、信頼性の高いメタンハイドレート濃集帯形成モ
デルの構築や精緻化が可能になる。
6.3　水溶性ガス田における資源量の拡大

水溶性ガス田は、天然ガスが地層水に溶存した状態で
帯水層中に胚胎するガス田であり、我が国の天然ガス生産
量の約 22 ％を占める重要なエネルギー資源である [17]。多
くの場合、地層水は塩分濃度が高い化石海水であり、天
然ガスはメタン〜プロパンの成分組成やメタンの炭素・水
素同位体比から主に微生物起源と推定されている[17][20][55]。
当グループではこれまでに、地層水中に多様なメタン生成
菌が生息していることを示すとともに、地層水に 14C-トレー
サーを添加して培養した結果、CO2 還元を主とするメタン
生成活性を検出した [20][35][36]。また、帯水層を構成する泥
質堆積物と地層水を混ぜて長期間培養を継続すると、堆積
物中の有機物（主に陸源高等植物に由来するタイプ III ケ
ロジェン）の 5–18 ％（炭素換算）が微生物によって分解さ

れメタンに変換されることを見出した[56]。この実験結果は、
水溶性ガス田の地下に棲息する地圏微生物のメタン生成ポ
テンシャルが大きいことを示すものであり、この微生物の
活動を刺激することによって天然ガスの資源量を増やせる
可能性を示唆している。
6.4　コールベッドメタン（CBM）の資源量の拡大

CBM は炭層から採取されるメタンを主成分とするガス
で、現在、日本国内では生産されていないものの、海外で
は米国、オーストラリア、カナダ、中国等で商業生産されて
おり、重要な非在来型天然ガス資源の一つとなっている[13]。
CBM に対する微生物の寄与は大きく、例えば米国産 CBM
の 40 % は微生物起源と推定されている [13]。炭層中に多様
なメタン生成菌が存在することも知られており [10]、微生物の
メタン生成ポテンシャルを活用した CBM 増産技術の実用性
を検証するパイロット試験が海外で進められている [57]。例
えば北米 Powder River Basin において、ビタミン、ミネラ
ルを含む独自の栄養物質を炭層に注入した結果、260 坑井
中 58 坑井でメタン生成の増量に成功し、成功井でのメタン
の増量は約 50 ％と見積もられている。

現在採炭している国内の炭田は釧路コールマインのみで
あり、当グループが微生物源として採取できる炭層試料（地
下水等）が少ない状況にある。そのため、他の地圏環境
から採取した地下水についても石炭やその構成分子である
メトキシ芳香族化合物を利用できる微生物がいないか、多
くの試験を重ねた結果、余目油田の油層水から分離された
Methermicoccus 属のメタン生成菌が石炭に含まれる芳香
族メトキシ化合物からメタンを生成することを発見した [29]。
従来、メタン生成菌が利用できる基質は炭素数が 1–2 個の
低分子化合物と考えられており、芳香族メトキシ化合物（炭
素数が 7 以上）を基質とすることは、これまでの常識を覆
す新規性の高い発見である。当グループではこの新たなメ
タン生成過程であるメトキシ資化メタン生成の代謝経路（図
2）の生化学的解明をオランダ・デンマーク・中国の研究機
関と連携して進めるとともに、地圏環境における本経路の
分布を調査し、グローバルな炭素循環や天然ガス資源の形
成における重要性を評価する研究を進めている。また、こ
のメタン生成菌に限らず、バクテリアも含め石炭を高い速度
と収率でメタンに変換する微生物集積系を獲得し、その機
能を活性化する方法を確立することによって CBM を増産
するバイオ技術の開発に導くことを目指している。
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