
1.

メタンはまったく異なる二つの顔を持っている。すな
わち，環境中から大気に拡散すれば温室効果ガスとな
り，濃集しているときにはエネルギー源（天然ガス，メ
タンハイドレートや排水・廃棄物からの回収メタン）と
なりうる。メタンの生成起源については，微生物起源と
地熱作用による有機物分解起源のものがあり，メタンハ
イドレートや天然ガスのような化石資源などについては
現在もその起源について議論が絶えない。しかし，多く
の研究結果はこれらの化石資源も，（少なくとも一部は）
微生物によって作られた可能性を示唆している。
生物的メタン生成に直接関わっているのはメタン生成
アーキア（以降メタン生成菌と呼ぶ）である。メタン生
成菌とは，無酸素環境下でメタンを生成し，分子系統上
アーキア（日本語では古細菌あるいは始原菌）に属する
原核微生物の総称である。その棲息場所は，海洋熱水湧
出孔のような極限環境から，海洋底泥，土壌，水田，反
芻動物やシロアリの消化管，湿地，湖沼底泥といった我
々の生活環境に身近な場所まで広範囲に及んでいる40)。
また，物理化学的な環境という観点から見ても，好冷性
のものから超好熱性，好アルカリ性のものまで多種多様
である。しかしどのメタン生成菌もすべて絶対嫌気性で
あり，メタンを生成しうる基質もごく限られた低分子化
合物である点では共通している。これまでに分離された
メタン生成菌は基質資化性の点で，水素・炭酸ガスのみ
を利用するもの，酢酸のみを利用するもの，メタノール
やメチルアミンなどのメチル化合物などを利用するも
の，またエタノールのような低級アルコールなどを利用
するものなどに分けられる。このうち，水素・二酸化炭
素（一部ギ酸資化能を有す）のみを利用するもの (hy-
drogenotrophic) と酢酸を利用しうるもの (aceticlastic) 

が，有機物からのメタン生成において特に重要な役割を
果たしている。では，これらの基質をいったい誰がどの
ようにして提供しているのであろうか？メタン生成菌の
生育する無酸素環境下では，実際さまざまな微生物が共
存し，種々の有機物の分解を担っており，メタン生成菌
の生育に必要な基質はこの有機物分解過程で生じること
が知られている25,26)。
本稿では，微生物起源メタン発生の根幹を担う，メタ
ン生成菌と水素発生型有機酸酸化共生細菌との共生微生
物系による嫌気的有機物分解について述べるとともに，
メタン生成菌の水素濃度依存的遺伝子発現に関する知見
について述べたい。

2.

2.1.　

メタン生成菌の生育する無酸素環境とはどのような環
境なのか，エネルギー獲得の点から考えてみよう。有酸
素環境で，グルコース 1 分子を水と二酸化炭素に分解す
るとき（式 1 ）に得られる Gibbs の自由エネルギー変化
は –2,870 kJ である。

C6H12O6+6O2 → 6H2O+6CO2

∆Gº’=–2,870 kJ/reaction （式 1 ）

一方，メタン発生をともなう無酸素環境条件下ではグル
コースはメタンと二酸化炭素に分解される（式 2 ）。こ
のときの Gibbs の自由エネルギー変化は –418 kJ であ
る。

C6H12O6 → 3CH4+3CO2

∆Gº’=–418 kJ/reaction （式 2 ）
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これらの反応で得られる自由エネルギー変化が全て ATP 
生産に用いられるわけではないが，単純に自由エネル
ギー変化の差を比較するだけでも，無酸素環境での生育
がどれだけ有酸素環境に比べて不利かがわかる。しかも
有酸素環境下では，式 1 で示したグルコースの完全酸化
は単一の微生物でも可能である。一方，無酸素環境下で
は式 2 で示した単純な有機物の分解でさえも複数の微生
物の関与無しでは進行しない。
無酸素環境下における有機物分解がどのように進行す
るか，その過程を模式的に示した（図 1 ）。タンパク質，
脂質や炭水化物は加水分解を経て代謝され (A)，低級脂
肪酸，ケトン類やアルコールといった低分子有機化合
物，および水素，二酸化炭素が発酵産物として生じる。
これらの低分子有機化合物はさらに水素，二酸化炭素，
酢酸にまで分解される (B)。環境中に硝酸塩，Fe3+，硫酸
塩などのような電子受容体が存在しない場合，水素，二
酸化炭素，酢酸はメタン生成菌によって利用される (C，
D)。発酵により得られた低級脂肪酸やアルコール類の酸
化は（反応 B），本来ならば高度に吸エルゴン反応であ
り酸化方向へ反応は進行しない。しかし，水素や酢酸
（特に水素）を利用するメタン生成菌が共役することで 

(C，D)，B の反応は発エルゴン反応となる。全反応を通
して生じる水素はメタン生成菌が利用することによっ
て，その濃度は極めて低い状態（見かけ上 ～100 Pa）に
維持される。したがって低級脂肪酸やアルコールの分解
には，これらを酸化する細菌と水素を利用するメタン菌
の極めて強固な共生関係が必要である。
このような共生関係を以前筆者らが得た安息香酸分解
微生物コンソーシアムを例にして見てみよう14)。無酸素
環境下おける安息香酸の分解も高度に吸エルゴン反応
（式 3 ）である（注：ここで紹介するGibbsの自由エネル
ギー変化量は断りのない限り，全て標準状態 (25°C，1  
atm) のものであり，その値は Thauer らの報告34)  に基づ
いて算出した）。

C6H5COO–+7H2O → 3CH3COO–+HCO3
–+4H2+H+

∆Gº’=+125 kJ/reaction （式 3 ）

このコンソーシアムでは，安息香酸は細菌によって酢
酸，水素および二酸化炭素に分解される（式 3 ）。そし
て，酢酸は酢酸資化性メタン生成菌 Methanosaeta によ

り，水素と二酸化炭素は水素資化性の Methanogenium 
によりメタンに還元される（式 4，5 ）。

CH3COO– +H2O → CH4+HCO3
–

∆Gº’=–31 kJ/reaction （式 4 ）
4H2+HCO3

–+H+ → CH4+3H2O
∆Gº’=–136 kJ/reaction （式 5 ）

その結果，安息香酸のメタン生成を伴う分解は最終的に
発エルゴン反応となる（式 6 ）。

C6H5COO–+7H2O → 4CH4+3HCO3
–

∆Gº’=–104 kJ/reaction （式 6 ）

このように安息香酸分解コンソーシアムでは，3 種の微
生物が共同して安息香酸をメタンに還元し，分解により
生じるエネルギーを共有することで共生関係が成立して
いる。
この例で示したように，メタン生成を伴う微生物共生
系とは，有機物を酸化し，水素ならびに酢酸を産生する
微生物と水素資化性メタン生成菌と酢酸資化性メタン生
成菌の共生関係をいう。このうち微生物間での水素のや
りとりは反応全体を円滑に進める上でことのほか重要で
あり，このことを種間水素伝達とよんでいる。メタン生
成菌はこのような関係において，共生微生物の生育を支
持している一方，共生微生物の生成するエネルギー源
（主に水素と酢酸）に依存しながら，無酸素環境におけ
る有機物の最終分解者として機能していると言える。
ただこのような水素を介した微生物間のエネルギーの
やり取りは，なにもメタン生成菌固有のものではない。
多くの硫酸還元菌 (sulfate reducer)，ある種の酢酸生成菌 
(acetogen)，金属還元細菌 (metal reducer) なども無酸素環
境における有機物の共生的酸化を担っている（水素から
の酢酸生成は式 7 を参照）。しかし，硫酸還元菌のよう
に硫酸塩を使って水素を消費する場合，海洋環境のよう
な硫酸塩が豊富にある場所を除けば，環境中の硫酸塩濃
度は限られている。また，酢酸産生もシロアリ体内に存
在するときのように，水素と二酸化炭素から生じる酢酸
が宿主のエネルギー源かつ炭素源になるような環境を除
けば，ごく限られた環境でしか起こりえない。

4H2+2HCO3
–+H+ → CH3COO–+4H2O

∆Gº’=–105 kJ/reaction （式 7 ）

これらの事実を踏まえると，環境中に最も豊富に存在す
る二酸化炭素を電子受容体として“炭酸呼吸”を行うメ
タン生成菌は，嫌気的有機物分解の最終段階を担う最も
重要な微生物群と言ってよい。

2.2.　

水素発生を介した有機物分解とメタン生成について，
もう少し詳しく述べたい。前述のように低級脂肪酸のよ
うな有機物を，無酸素環境で酸化するためには水素濃度
は極めて低い濃度に保たれてなくてはならない。これは
水素濃度が高いと，嫌気的有機酸酸化反応の標準自由エ

図 1 ．無酸素環境下における有機物分解模式図。
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ネルギー変化は正となり，吸エルゴン反応となるためで
ある。例えば標準状態 (25 °C，1 atm) における酪酸の嫌
気的酸化の自由エネルギー変化は，+48 kJ/reaction であ
る（式 8 ）。

Butyrate–+2H2O → 2CH3COO–+2H2+H+

∆Gº’=+48 kJ/reaction （式 8 ）

このように酪酸の嫌気的分解は極めて進行し難く，理論
上水素濃度が 10–3.67 atm (22 Pa) 以下となって初めて自
由エネルギー変化が負，つまり発エルゴン反応となる。
ここで水素濃度を分圧で示したが，気体の水への溶解は
その分圧に比例する（ヘンリーの法則）ことから，水素
分圧は水素濃度に直接反映すると考えてよい。また，こ
の嫌気的有機物酸化の反応の起こりやすさは有機物の種
類によっても異なる。例えば酢酸の標準状態における嫌
気的酸化は，酪酸のものよりさら吸エルゴン反応とな
り，+105 kJ/reaction である（式 9 ）。

CH3COO–+4H2O → 2HCO3
–+4H2+H+

∆Gº’=+105 kJ/reaction （式 9 ）

この反応は酪酸酸化よりさらに起こりづらく，発エルゴ
ン反応になるには水素濃度は 10–4.39 atm  (4 Pa) 以下にな
る必要がある。一方，エタノールの嫌気的酸化は，酪酸
よりもはるかに小さい吸エルゴン反応である（式10）。

CH3CH2OH+H2O → CH3COO–+2H2+H+

∆Gº’=+9.6 kJ/reaction （式10）

エタノールの嫌気的酸化は，酪酸よりも格段に起こりや
すく，水素濃度が理論上 0.144 atm (14,590 Pa) 以下で反
応が進行する。これらの有機物の酸化によって生じる水
素を，水素資化性のメタン生成菌が取り除くことによっ
て，メタン生成を伴った有機物の酸化が起こる。酢酸，
酪酸，エタノールのメタン生成を伴ったときの酸化によ
り得られる自由エネルギー変化はそれぞれ –31，–40，
–117 kJ/reaction（式11，12，13）となる。

CH3COO–+H2O → CH4+HCO3
–

∆Gº’=–31kJ/reaction （式11）
2Butyrate–+HCO3

–+H2O
→ CH4+3CH3COO–+ H+

∆Gº’=–40 kJ/reaction （式12）
2CH3CH2OH+HCO3

– 
→ CH4+2CH3COO–+H2O+ H+

∆Gº’=–117 kJ/reaction （式13）

嫌気的酸化の際の自由エネルギー変化が負になる水素濃
度が低くなればなるほど，得られる自由エネルギー変化
（メタン生成 1 モルあたり）が小さくなることがわかる。
このように水素を生じる嫌気的有機物分解には，メタン
生成菌の存在が不可欠なのである。

2.3.　

実際の無酸素環境中ではメタン生成菌はどのように細

菌と共生しているであろうか？その最も良い例をメタン
発酵リアクター（上昇流嫌気性スラッジブランケット）
内で形成される微生物バイオフィルムに見ることができ
る12,29)。関口ら，井町らの研究による共焦点顕微鏡を用
いた FISH 解析は，グラニュール内で両者がきわめて高
い近接性を保ちながら微小コロニーを形成していること
を初めて視覚的に示したものである。そこではプロピオ
ン酸分解菌によりプロピオン酸から水素が生じ，Metha-
nobacteriaceae 科のメタン生成菌により水素が消費され
ている可能性が明瞭に示されている。熱力学的観点から
考えても，嫌気的なプロピオン酸分解においては，水素
の授受は近傍で行われるほうが都合が良く，両者がグラ
ニュール内で緊密に存在することは非常に理にかなって
いる。
同様の共生系は嫌気性原生動物内にも見られる。無酸
素環境から単離された嫌気性原生動物 Trimyema com-
pressumは，細菌を捕食消化し，発酵によりエネルギー
を生産する。その際に生じる水素を体内に共生するメタ
ン生成菌が利用する39)。T. compressum は好気性の原生
動物のようにミトコンドリアを持たないが，かわりにヒ
ドロゲノソームとよばれる細胞小器官を持っている。ヒ
ドロゲノソームは，発酵の際に生じる電子を H+ に受け
渡し，水素を生成する小器官である。T. compressum の
電子顕微鏡切片像には，ヒドロゲノソームに近接したメ
タン生成菌が多く見られる（図 2 ）。T. compressum は
細菌を捕食して生育しており，細菌の消化過程で過剰な
水素が蓄積すると生育が滞ってしまうが，水素を利用す
るメタン生成菌により系内の水素濃度は低く保たれる。
両者の利益を考えると，メタン菌が嫌気性原生動物内に
共生し，さらにはヒドロゲノソームに近接して存在する
ことは極めて理にかなっている。同様の原生動物とメタ
ン生成菌の共生関係は，ルーメンやシロアリ後腸に存在
する嫌気性原生動物内にも見出されている35,36)。
これらの共生関係からもわかるように，共生状態にあ
るメタン生成菌は，水素の供給者である共生微生物と近
接しながら生育している。この関係を利用することに
よって共生微生物の分離培養が可能である。

図 2 ．嫌気性原生動物 Trimyema compressum 細胞の超薄切片
透過型電子顕微鏡像。
A．MN: 巨核，SN: 小核，bar=5 µm。B．A の白枠部を拡
大。H: ヒドロゲノソーム，MS: 細胞内共生メタン生成菌，
BS: 細胞内共生細菌。
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2.4.　

前述の例に示したような有機物分解共生微生物の多く
は，難培養性であるが，分離培養にはメタン生成菌を共
存させた分離方法をしばしば用いる。標的とする共生微
生物の基質を含んだ培地に，あらかじめ培養したメタン
生成菌を添加し，そこに分離源となる試料を段階希釈し
て接種し，共生微生物の集積・分離を行う。
筆者らの研究グループや長岡技術科学大学の研究グ
ループは我が国において，数少ない絶対嫌気性共生微生
物の分離培養を試みている研究グループであり，これま
でに数々の新規有機酸分解共生細菌を分離している（表
 1 ）9,11,23,28,30)。低分子脂肪酸分解菌としては，Thermaceto-
genium phaeum, Pelotomaculam thermopropionicum, 
Syntrophothermus lipocalidus を分離しているが，それ
ぞれメタン生成菌が共存するときに，酢酸，プロピオン
酸，酪酸を分解する。Sporotomaculm syntrophicum は，
メタン生成菌共存下，安息香酸を分解する。Anaerolinea 
thermophila はそれ自体ショ糖などで単独で生育できる
が，メタン生成菌共存下でその生育速度は著しく増加す
る。
これらの細菌は，メタン生成菌との二者共培養系とし
て得られた後，メタン生成菌の利用できない発酵基質
（ピルビン酸やクロトン酸等）を用いることで完全純粋
培養にも成功している。しかしながら，メタン生成菌と
の共生状態でのみ生育する微生物もいくつか知られて
いる。de Bok らにより最近分離された Pelotomaculum 
shinckii は，同属の P. thermopropionicum のようにピル
ビン酸やフマル酸による単独培養ができず，プロピオン
酸を基質とし，メタン生成菌との共培養状態のみで維持
可能な絶対共生細菌である4)。また，Qui らによってテ
レフタル酸を基質とし，メタン生成菌の共存下でのみ培
養可能な新規共生細菌の存在も明らかにされている22)。
このように有機物分解共生細菌には，メタン生成菌との
共生を絶対条件として特定の基質のみを利用できるタイ
プと，発酵基質を利用して単独で生育可能な比較的基質
利用性の広いタイプが存在する。次に我々が分離した共
生微生物の中でも，幅広い基質利用性とユニークな異化
代謝経路を持つ酢酸分解菌 T. phaeum について，最近
得られた知見とともに紹介したい。

2.5.　Thermacetogenium phaeum 

前述のとおり，無酸素環境下における酢酸分解は極
めて吸エルゴン反応である（式 9 ）。酢酸分解細菌 T. 
phaeum PB 株（以降 PB 株）は水素資化性のメタン生
成菌（式 5 ）とともに共生することで，反応全体は発エ
ルゴン反応となり（式11），酢酸はメタンに還元される。
嫌気消化汚泥から十数年間にわたって酢酸による集積
培養系が維持され13)，その系から PB 株は Methanother-
mobacter 属メタン生成菌とのほぼ純粋な二者共培養系
まで集積された。その後の分離操作は極めて困難を伴っ
たが，最終的に PB 株はピルビン酸を基質としたロール
チューブ法で純化された9)。分離された PB 株を酢酸存
在下で，Methanothermobacter 属メタン生成菌と共培養
することで，メタン産生が起こり，酢酸分解共培養系の
再構築が可能であった。

PB 株は偏性嫌気性細菌であり，胞子形成能を有する
グラム陽性桿菌であった。単独培養時の生理学的特徴を
解析した結果，低級アルコール類，メトキシ芳香族化合
物や有機酸のような種々の基質を利用可能であり，これ
らの基質からの主要な代謝産物は酢酸であった。さらに
興味深いことに PB 株はメタン生成菌との共培養系では
酢酸を水素と二酸化炭素に酸化し，単独培養時には水素
と二酸化炭素から酢酸を産生することが明らかになっ
た。さらに驚くべきことに，この微生物は硫酸塩やチオ
硫酸を電子受容体として酢酸を完全に酸化することが可
能な硫酸還元細菌でもあった。これまでに知られている
メタン生成を伴う共生酢酸酸化細菌には，このような完
全酸化型の硫酸還元能が知られていないことからも， PB 
株の性状は際立っている15,27)。
嫌気性のホモ酢酸菌の水素と二酸化炭素からの酢酸生
成は CO dehydrogenase (CODH)/acetyl-CoA synthase 経
路（図 3 ）によって行われるが，嫌気的に酢酸を酸化す
る反応には同経路とクエン酸回路の二つが存在する。 PB 
株のピルビン酸を基質とした単独培養時（酢酸生成），
およびメタン生成菌との共培養時（酢酸酸化）の PB 株
細胞抽出液の酵素活性を測定した結果，両培養時に 
2-oxoglutarate oxidoreductase 活性は見出されず，CODH 
活性が検出された。これらの事実より，PB 株は水素―
二酸化炭素還元による酢酸産生，酢酸酸化の両方向の反
応をCODH/acetyl-CoA synthase 経路によって行ってい
ることが明らかとなった8)。

表 1 ．近年分離されたメタン生成を伴う有機物分解共生細菌群の例。

共生細菌名 共生分解基質 パートナーのメタン生成菌a 文　　献

Thermacetogenium phaeum PBT 酢酸 TM 株 Hattori et al. (9)
Pelotomaculum thermopropionicum SIT プロピオン酸 ∆H 株 Imachi et al. (11)

Syntrophothermus lipocalidus TGB-C1T C4～C10 までの直鎖脂肪酸，
イソ吉草酸

∆H 株 Sekiguchi et al. (28)

Sporotomaculum syntrophicum FBT 安息香酸 Methanospirillum hungatei Qiu, Y. L. et al. (23)

Anaerolinea thermophila UNI-1T 酵母エキス＋グルコース，
ショ糖，澱粉等b ∆H 株 Sekiguchi, Y. et al. (30)

a TM，M. thermautotrophicus TM；∆H，M. thermautotrophicus ∆H。PB 株の場合，集積時に TM 株との共培養系が得られた。SI，
TGB-C1，FB 株の分離の際には，それぞれのメタン生成菌が分離源試料とともに添加された。

b UNI-1 株は，基質分解にメタン生成菌を必須とするわけではないが，共培養下の増殖速度は単独培養時の 2 倍であった。
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さらに PB 株の単独培養時と共培養時のタンパク質発
現プロファイルを比較し，両培養条件下で特異的に発現
するタンパク質を見出した。先にも述べたように PB 株
とメタン生成菌の共培養系の再構築は可能であるが，少
なくとも 3 週間は生育遅滞期が続く。共培養時で特異的
に発現するタンパク質は，おそらく酢酸酸化の中央代謝
以外の共生的酢酸酸化の際に重要な役割を担う何らかの

タンパク質で，このタンパク質の発現誘導が酢酸酸化の
立ち上がりのボトルネックなっていると考えられる。ま
た，メタノールやピルビン酸を使った単独培養の際に発
現したタンパク質は，これらを代謝するタンパク質（メ
タノール脱水素酵素やピルビン酸―フェレドキシン酸化
還元酵素）である可能性もある。どのようなタンパク質
が共生的酢酸酸化の際に発現するかは非常に興味深い点
である。また，一般的な絶対嫌気性ホモ酢酸産生菌の水
素による二酸化炭素還元では，CODH/acetyl-CoA syn-
thase 経路の膜結合タンパク質によるイオン勾配形成が，
ATP 生産に共役していると考えられている。しかし PB 
株のような二酸化炭素還元，酢酸酸化の両方向を行う場
合，どの反応段階でそのような共役がおきているのか全
く不明である。

PB 株のようなメタン生成菌との共生による酢酸酸化
を行う細菌の報告例は非常に少なく15,27)，その共生状態
での代謝経路に関する報告例は一例しかない16)。微生物
起源のメタン発生の終端の一翼を担う酢酸酸化細菌の，
共生的酢酸酸化反応のエネルギー産生メカニズムや，共
生時特異的遺伝子発現に関する研究は今後の課題となる
だろう。さらには，このような共生状態特異的な遺伝子
発現を行っているのは，なにも酢酸酸化細菌だけではな
い。水素の消費者側であるメタン生成菌も，共生状態特
異的な遺伝子発現を行っている。

3.

3.1.　

Methanothermobacter thermautotrophicus ∆H 株（以
降 ∆H 株）は，あらゆるメタン生成菌の中でもいちば
ん良く知られ，かつ研究が行われてきた株である。また
高温性の有機酸分解共生細菌を分離する際にも使用され
てきた中度高温性水素資化性メタン生成菌（生育至適温

図 4 ．水素資化性メタン生成菌のメタン生成経路。
　　FdRED: 還元型フェレドキシン，FdOX 酸化型フェレドキシン，MFR: methanofuran，H4MPT: tetrahydromethanopterin。

図 3 ．酢酸生成菌の CODH/acetyl-CoA 経路。
 4 分子の水素と二酸化炭素から，1 分子の酢酸と ATP を
産生する。T. phaeum PB 株はメタン生成菌と共存下，酢
酸をこの経路を逆向きに進行させ分解する。
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度 65°C）である。水素資化性メタン生成菌は 4 モルの水
素によって 1 モルの二酸化炭素を還元してメタンを生成
し，その過程でエネルギーを獲得する。メタン生成経路
は 7 つの段階からなっており（図 4 ），ここで用いられ
る酵素や補酵素はすべてメタン生成菌に固有のものであ
る（ここでは，その詳細について述べないので文献6) を
参照されたい）。大変興味深いことに ∆H 株や，その近
縁種である Methanothermobacter marburgensis は，こ
の経路の 3 つの段階に，それぞれ 2 つの同一機能酵素を
もつ。二酸化炭素を methanofuran に固定する formyl-
methanofuran dehydrogenase (Fmd), methenyltetrahydro-
methanopterin を還元する methenyltetrahydromethanop-
terin dehydrogenase (Mtd)，そしてメタン生成経路の最終
段階を担う methyl-S-CoM を還元し，メタンを生成する 
methyl-S-CoM reductase (Mcr) である。それぞれの酵素
は，異なる補因子を持つ Mo 型と W 型 Fmd10)，基質の
還元に異なる様式を用いる F420 依存型 Mtd と水素依存
型 Mtd38)（または Hmd とよび，最近補欠分子族を持つ
ことが示唆されている3,18,31)），そして分子量が異なるも
ののサブユニット構造を同じくする McrI と McrII (Mrt) 
である1)。Fmd の発現は環境中でどちらの補因子が存在
するかで決定する。Mtd や Mcr に関しては，さまざま
な異なる条件下（温度，pH，水素供給量）でそれらの発
現が検討され20,24)，特に水素供給量の違いによって McrI, 
II の発現に差が見られ，水素供給量が低いときに McrI，
高いときに McrII が高発現することが明らかになってい
る。基質親和性は高いが分子活性の低い McrI と，その
逆に基質親和性は低いが分子活性の高い McrII を水素供
給量（濃度）の差で使い分けていると考えられる。∆H 
株および M. marburgensis はともに高温の嫌気消化汚泥
から分離され，このような水素濃度の違いによる Mcr 
の使い分けは，これらのメタン生成菌が棲息する環境で
有利に働くと考えられる。つまり，与えられる有機物の
成分によって，共生的分解により生じる水素濃度は低濃
度から高濃度のものまで広範囲であると考えられ，水素
濃度依存的なエネルギー獲得経路をもつメタン生成菌で
あれば，このような環境下で優位に立つ可能性がある。
しかしながら，これまでに調べられている水素濃度依存
的な発現制御の実験は全てメタン生成菌単独培養による
ものである。
では，実際に種間水素伝達の起こっている状態のメタ
ン生成菌は，どのような遺伝子を発現しているのであろ
うか？我々はメタン生成菌として全ゲノム配列が解読さ
れている ∆H 株32) と，有機酸分解共生細菌と低水素濃
度供給する基質存在下で共培養を行い，モデル種間水素
伝達系を構築し，共培養時に起こっているメタン生成菌
の遺伝子発現パターンと単独培養時のものを，プロテー
ム的手法による比較解析を行った。

3.2.　

筆者らは，以前，∆H 株と分子系統的に極めて近縁の 
Methanothermobacter thermautotrophicus TM 株（以降 
TM 株）と酢酸酸化細菌 PB 株を酢酸存在下で共培養を
行い，TM 株の低水素濃度供給下の生理状態と，水素を
高濃度で供給した単独培養時の TM 株で，メタン生成

経路タンパク質群の発現に注目して比較解析を行った17)。
共培養時では，見かけの水素濃度は 20～80 Pa と極めて
低い濃度で培養期間を通して維持されたのに対し（図
5B），単独培養時には培養開始時の 850 kPa から急激に
減少した（図 5A）。共培養時と単独培養時の TM 株の
遺伝子発現パターンを 2 次元ポリアクリルアミドゲル電
気泳動 (2-DE) および N 末端アミノ酸解析を用いて比較
した結果，共培養時では McrI のみを発現し，単独培養
時では McrII と McrI をともに発現した。
さらに筆者らは，∆H 株と酪酸酸化細菌 Syntropho-

thermus lipocalidus TGB-C1 株（以降 TGB-C1 株）を酪
酸存在下で共培養し，∆H 株の単独培養時の遺伝子発現
パターンと 2-DE—MALDI-TOF-MS を用いてより詳細
なプロテオーム比較解析を行った（投稿中）。TM 株と 
PB 株の酢酸を用いた共生培養時と同様に，∆H 株と 
TGB-C1 株の酪酸を用いた共培養時でもみかけの水素濃
度は，培養を通じて ～80 Pa と低濃度で維持された。培
養温度 (55°C) における酢酸，酪酸の嫌気的分解の水素
分圧閾値（理論値）は，それぞれおよそ 39 Pa，273 Pa 
であり，TM 株―PB 株による酢酸での培養時には，一
時その閾値を越えたが，∆H 株―TGB-C1 株による酪酸
での培養時では常にそれを下回った。両培養条件下の 
∆H 株とその遺伝子発現パターンを比較した結果，多く
の発現量の異なるタンパク質が検出された。単独培養時
で特に高発現していたタンパク質は McrII であり，その

図 5 ．水素資化性メタン生成菌 M. thermautotrophicus TM 株単
独培養時 (A)，酢酸存在下 TM 株―PB 株共培養時 (B) の
メタン・水素（酢酸）濃度変遷。
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他多くのメタン生成経路以外のタンパク質群が高発現し
ていた。また，若干であるが McrI も検出された。一
方，共培養時で高発現したタンパク質は，ほとんどがメ
タン合成経路のタンパク質群で，McrI，F420 依存型 Mtd，
methylenetetrahydrometanopterin reductase (Mer)，および 
F420 還元型ヒドロゲナーゼ (Frh) であった。Mer も F420  

依存型 Mtd と同様，還元型 F420 を使って還元を行う酵
素であり，共培養時では McrI と F420 が関与する酵素が
高発現することが特徴的であった。また，若干ではある
が共培養条件でも McrII が発現していた。
このように共生的有機酸分解細菌との共培養系を用い
ることで，メタン生成菌に極低濃度の水素を連続的に供
給することを可能とし，そのときのメタン生成菌の遺伝
子発現に関する知見を得ることができた。前述のように
酢酸や酪酸を基質とした種間水素伝達系では，メタン生
成菌は McrI を高発現させた。一方，単独培養時では 
McrII を主に発現させた。このことは自然環境中では 
Mcr アイソザイムをもつメタン生成菌が，有機酸分解細
菌と共同して有機酸を分解する際には，主として McrI 
を利用していることを示唆するものである。一方，実験
室のような場では高水素濃度でメタン生成菌を単独培養
するのが常識だが，この時にはメタン生成菌は McrII を
高発現させている。それでは，実際の環境中ではどのよ
うなときに McrII を発現させ用いているのであろうか？
これについては今後の研究が待たれるところである。
さまざまな水素発生基質の存在する環境中で，∆H 株
のような 2 つの性質の異なる Mcr を持つメタン生成菌
は，周囲の水素濃度に応じて二つの遺伝子の発現制御を
行っていると考えられる。では，その機構はいったいど
のようなものだろうか？水素依存的遺伝子発現制御系で
は，Cupriavidus eutropha （旧名，Ralstonia eutropha37)）
の regulatory hydrogenase が知られている7)。C. eutropha 
は，ある限られた基質を用いて酸素呼吸によって生育で
き，それらが枯渇し，かつ水素が存在するときに初め
て，regulatory hydrogenase のシグナル伝達によりヒドロ
ゲナーゼ遺伝子群を発現することが知られている。した
がって ∆H 株のような水素に絶対的に依存しているメ
タン生成菌とは，その発現制御機構は本質的に異なると
考えられる。筆者らは，この Mcr アイソザイムの発現
制御機構に F420 が関与しているのではないかと考えてい
る。F420 はメタン生成経路に必須な水素（電子）伝達体
である。その構造は FAD に類似し，構造的には異なる
が，その性質は補酵素としての NAD に類似する。FAD 
や NAD のような電子伝達体の酸化還元状態が，酸化還
元電位のセンシング機構に関与する NifL—NifA や Rex 
のようなタンパク質が細菌では知られている2,19)。F420 の
酸化還元状態と水素濃度の関係を示す報告もされてお
り5)，また，∆H 株には，ゲノム情報から機能不明の二成
分性シグナル伝達タンパク質群がいくつか知られている。
∆H 株のようなメタン生成菌は，水素濃度=酸化還元電
位のセンシング機構に，F420 による二成分性転写制御機
構を使っていてもおかしくないのではなかろうか？著者
らの知る限りアーキアでは，Halobacterium salinarum 
のシグナル伝達による光・化学走化性制御の報告21,33) は
あっても，シグナル伝達による転写制御系の例は皆無で
ある。このような点からも，∆H 株の水素濃度センシン

グ機構の解明は非常に注目に値するといって過言ではな
い。

4.

ここで紹介してきたメタン生成微生物共生系とは，有
機物の分解によって生じる（主として）水素のやり取り
によって成立している強固な共生系である。有機物から
のメタン生成は地球環境のあらゆるところに認められ，
そのすべてにおいてこの微生物共生系が成立していると
言って過言ではない。また，共生微生物は常にメタン生
成菌に依存しているわけでなく，自身で自己完結的に利
用できる基質が存在しているときにはそれを利用すると
いった柔軟性を併せ持っている。そして，共生という状
態は，それぞれの微生物にとって特異的な遺伝子の発現
をもたらしている。
我々の生活にとって両刃の剣でもあるメタンの発生メ
カニズムを知ることは非常に重要であり，それは分子生
物学的な興味に留まらず，地球科学的な観点からも注目
される研究領域である。生物学的メタン生成の根幹を担
うメタン生成共生微生物系の多様性について，これから
も多くの知見が得られていくだろう。しかし，その共生
状態における微生物の遺伝子レベルの解析は，今まさに
始まったばかりであり，今後の大きな研究課題となって
ゆくであろう。
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