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総説

堆積物中のアーキア膜脂質同位体分析のメタン生成場への応用 *
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Abstract
A significant contribution of Methanogenic archaea (methanogens) on methanogenesis in marine subsurface 

sediments has been suggested on the basis of isotopic compositions of methane from sediments and gas hydrate 
water lattice. However, habitats and activities of methanogens are still unknown. Lipid biomarkers and their isotope 
analyses can be useful tools to study distribution of methanogens in marine sediment because their unique metab-
olism is reflected in carbon isotope compositions of their membrane lipids. The techniques to detect methanogens 
and their membrane lipid analysis are more recently developed and are applied to gas hydrate bearing marine 
sediments, and a new approach of function specific compound analysis is suggested.
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1.はじめに

1990年代からの約 20年間の研究により，海底下
における生物圏の広がりが理解されつつある。おお
まかな傾向で見れば，海底下 1 mには実に 1010細
胞もの原核生物が存在し，堆積物の深度とともに
その細胞数は減少していく（Parkes et al., 1994）。炭
素量に換算すればそれらのバイオマスは56 – 303 Pg
となり，見積もりによっては，陸上のバイオマス
（560 Pg）に匹敵する（Lipp et al., 2008; Parkes et al., 

1994; Whitman et al., 1998）。原核生物の膜脂質バ
イオマーカーの分布からは，海底下 1 m以深では
バクテリアよりもアーキアが卓越する「アーキア
ワールド」であることが示唆されている。しかし
ながら，海底下に生息するものの多くは未培養で
あり，これらの原核生物が堆積物中でどのように
振る舞っているのかその「機能」に関する知見は乏
しい。
海底下の原核生物の中でもメタン生成アーキア

を研究する意義は大きい。第一に，初期生命やそ

の発生環境を考える上で極めて重要な研究対象で
ある。メタン生成アーキアは二酸化炭素と水素あ
るいは酢酸，ギ酸，メチル化合物など単純な化合
物を基質として用いる始原的な代謝様式を持つ微
生物であり，生命の起源に近い生物である（Thauer, 
1998; Woese, 1987）。つまり，どのようなメタン生
成アーキアがどのような環境を好むのかを明らかに
することは，初期生命の発生環境を考える上で重
要な制限要素を与える。第二に，メタン生成アー
キアの活動の解明は地球表層の炭素循環の理解に
重要である。地球表層で合成された有機物の大部
分は好気的分解によって消費されるが，ごく一部
は分解を免れ堆積物中に埋没する。酸素のない堆
積物中では原核生物による発酵分解により，上で
述べた単純な化合物へと分解され，メタン生成の
基質となる（Thauer et al., 2008）。つまり，メタン
生成は堆積有機物の運命を決める生物的有機物分
解過程の最終段階であり，メタン生成を定量的に
理解することは炭素循環の理解に不可欠である。
第三に，海底下のメタン生成プロセスを定量的に
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解明することは，エネルギー資源の形成プロセス
や気候変動を理解する上で不可欠である。これら
の問題は，我々人間社会にとって重要な影響を与
える可能性がある。例えば，堆積物中で生成され
るメタンはエネルギー資源になる可能性がある。
メタンハイドレートは永久凍土中や海洋プレート
が大陸プレートに沈み込む際に形成される付加堆
積物中に特異的に存在する。地球全体の総量は数
千兆m3と見積もられており（Milkov, 2004; Milkov 
and Sassen, 2002），これは現在の主要エネルギー資
源である石油，石炭，天然ガスの確認埋蔵量（エ
ネルギー白書，2014）とエネルギー量で比較する
と 8-30倍大きい。日本近海の南海トラフ，下北
半島沖，能登半島沖などにもメタンハイドレート
は存在し，現在の推定埋蔵量は約 12兆 m3で，日
本の年間天然ガス使用量のおよそ 120年分に相当
する。このメタンハイドレートを構成しているメ
タンの生成にはメタン生成アーキアが大きく関与
しており，その成因を理解するためにはメタン生
成アーキアの分布と活動を解明する必要がある。
一方で，メタンは温室効果ガスでもある。メタン
は二酸化炭素と比べて 20倍以上も温室効果が高
いガスである。そのため，気候変動への影響が懸
念されており，過去に暁新世－始新世温暖化極大
事件（Paleocene－Eocene thermal maximum, PETM, 
55 Ma）などの地球温暖化イベントに関与した可能
性が指摘されている（Dickens et al., 1995; Zachos et 
al., 2005）。
メタン生成アーキアの活動は嫌気的な堆積物中

における主要な代謝プロセスであるとされてい
る。実際に，海底下には高濃度なメタンが存在し，
その同位体組成やガス成分の組成がメタン生成
アーキア由来であること示している（Milkov, 2005; 
Pohlman et al., 2009）。また，電子受容体や，糖など
の高エネルギー物質が深部では乏しいため，最終
的には二酸化炭素還元型のメタン生成がより重要
になると考えられている。ところが，海底下のメ
タン生成アーキアの分布や活性について定量的な
議論はおろか，検出さえほとんど出来ていないの
が現状である。近年の知見からは，堆積物中の有
機炭素量と原核生物のバイオマス量が相関するこ
と，膜脂質の同位体比が有機炭素の同位体組成と
近いことから，従属栄養細菌が主要な成分で，メ

タン生成アーキアのような独立栄養細菌の割合は
小さいか（0.1％程度）技術的に検出できていない
可能性があると指摘されている（Biddle et al., 2006; 
Fry et al., 2008; Valentine, 2011）。

2. 海底下メタン生成

メタン生成アーキアによるメタン生成反応には
二酸化炭素還元型（水素資化性），酢酸発酵型，メ
チル基栄養型の 3経路が知られている。一般に，
海底下では二酸化炭素還元型のメタン生成が主要
なメタン生成経路であることが，メタン及び溶存
二酸化炭素の同位体組成から考えられているが，
局所的にはそれ以外の経路が起こっている可能性
も示唆されている（Heuer et al., 2009; Pohlman et al., 
2009; Whiticar, 1999）。一般的な海洋堆積物のよう
に熱源が近くに存在しない環境ではメタン生成に
必要な水素は堆積有機物の発酵分解に依存する
（Conrad, 1999）。そのため，代謝的には独立栄養生
物であるが，メタン生成アーキアの存在度が従属
栄養細菌よりも小さくなることは矛盾しない。
メタン生成アーキアが海底下で活動可能な深度
の上限は，硫酸塩濃度によって支配される。これ
は硫酸還元菌とメタン生成アーキアの水素の競合
により説明できる。つまり，メタン生成アーキ
アは硫酸塩が消費され，硫酸還元菌が不活発に
なった後に活発化する。また，現在報告されて
いる微生物の最高増殖温度はメタン生成アーキ
ア Methanopyrus kandleri strain 116の 122℃である
（Takai et al., 2008）。平均的な地熱勾配が 30℃ / km
であることを考えると，メタン生成アーキアが存
在可能な深度の下限は海底下 4 km程度になる。温
度が高くなるにつれて必要になる細胞修復のため
のエネルギーコストを考えても，メタン生成アー
キアが活動可能な範囲は硫酸還元が終了する海底
下およそ 10 mから数千 mのどこかということに
なる。ただし，硫酸還元菌と基質で競合しないメ
チル基栄養型メタン生成アーキアは硫酸還元領域
でも活動しうる。
それでは，この制限範囲の中のどのようなところ
にメタン生成アーキアは存在するのだろうか？一
般に硫酸還元領域の直下でメタン生成の活性が上
がることが観察から明らかにされている（Parkes et 
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al., 2007）。これは，利用可能な有機物が比較的多
く，微生物群集全体の活動が活発であることによ
る。しかしながら，微生物起源のメタンはその下
部にも存在し（Borowski W.S., 2004; Milkov, 2005; 
Pohlman et al., 2009），主なメタン生成場はさらに
深部にあると考えられる。一方で，堆積物中の有
機物濃度が著しく高い層準や，海水による栄養塩
の流入などがあれば，局所的にメタン生成が活発
になる場合がある。例えば，スリナム・パラマリ
ボ沖のデメララライズ（Demerara Rise）では，堆
積物深度 150～700 mに存在する白亜紀の黒色頁
岩層で活発なメタン生成が起こっている（Erbacher 
et al., 2004）。また，ペルー縁辺域（Peru margin）
では，堆積物下 38 mまでに硫酸が消費されるが，
90 mからまた硫酸塩濃度が上昇し始める。メタン
生成は硫酸濃度が低いこの 38～90 mの間で活発に
起こっている（Parkes et al., 2005）。しかしながら，
このような特殊な例を除き，硫酸還元領域以深の
メタン生成アーキアの分布およびそれを支配する
環境要因は未だ不明である。

3. メタン生成（菌）の検出

環境中のメタン生成アーキアを研究する手段と
しては単離・培養，14Cトレーサー法，16S rRNA，
機能遺伝子の解析，膜脂質分析などが知られて
いる。
培養や 14Cトレーサー法によってメタン生成

アーキアの増殖や活性が検出されることは現場環
境において「死んでいない細胞が存在する」こと
を意味する。また，これらの手法を用いることに
より，増殖した細胞の生育環境や代謝様式などを
推定できる。ところが，海洋堆積物中からメタン
生成アーキアの単離・培養に成功した例は数例し
かない（Imachi et al., 2011; Kendall and Boone, 2006; 
von Klein et al., 2002; Mikucki et al., 2003）。最近で
は，ポリプロピレンスポンジ（微生物の生息場）に
低濃度の基質を連続的に流す連続フロー型の培養
装置が開発され，これまで培養が困難であった海
底下の微生物の培養を可能にする手段として期待
されている（Imachi et al., 2011）。
一方，14Cトレーサー法では，与える炭素基質

を同位体標識し，生じたメタンを分析することに

より，メタン生成経路ごとの活性を測定する。こ
れまでにペルー沖，日本海，カスカディア縁辺域
（Cascadia margin），ブレーク海嶺（Blake Ridge），
赤道太平洋の掘削堆積物コアでの 14Cトレーサー法
を用いた活性測定が報告されており，二酸化炭素
還元型のメタン生成では0.005～3.69 nmol d–1 cm–3，
酢酸発酵型メタン生成では 0.00001～1240 nmol 
d–1 cm–3の範囲にある（Fry et al., 2008; Parkes et al., 
2005; Parkes et al., 2000; Yoshioka et al., 2010）。しか
し，深海底の堆積層深部と実験室内での培養では
大きな環境の違いがあり，現場の環境を完全に再
現できないため，いずれの方法も現場の活性や代
謝様式を定量的に議論することは難しい。
培養に依らない微生物学的手法として，16S 

rRNAや機能遺伝子（mcrA）の解析によるメタン生
成アーキアの検出法がある。これらの手法では，
堆積物中から抽出した遺伝子を，ポリメラーゼ連
鎖反応（polymerase chain reaction, PCR）によって
増幅し，解析する。特に後者のmcrA遺伝子分析で
はメタン生成反応の鍵酵素であるメチルコエンザ
イムMレダクターゼ（MCR）の一部をコードする
遺伝子をターゲットにしており，メタン生成アー
キアおよび嫌気的メタン酸化アーキア（ANME）を
検出するのに利用される。しかし，これまでにメ
タン生成アーキアの遺伝子が海底堆積物下から検
出された例は希である（Fry et al., 2008; Valentine, 
2011）。これは，実際にメタン生成アーキアの相対
的な存在度が小さいという可能性もあるが，PCR
に用いるプライマーが培養可能なメタン生成アー
キアの遺伝子をベースに設計されており，未知の
メタン生成アーキアを捉え切れていないなどの人
為的なバイアスの可能性も指摘されている。
有機地球化学の分野では海底下の微生物を調査
するツールとして膜脂質バイオマーカーを用いて
いる。これは上記の手法と異なり，現場環境中の
天然存在度を定量出来る点で優れている。原核生
物の細胞膜は基本的に脂質二重膜によって構成さ
れているが，その構造には多様性があり，特にバ
クテリアとアーキアでは大きく異なる。また特定
の原核生物に特徴的な膜脂質構造も報告されてお
り，メタン生成アーキアの場合，hydroxyarchaeol
（ジエーテル脂質）がその代表である（Fig. 1）。そ
の他のメタン生成アーキアの膜脂質の主要な成分
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として，archaeaol（ジエーテル脂質），cardoarchaeol
（テトラエーテル脂質）があるが，これは一般的に
アーキアに共通な膜脂質である。また，膜脂質の
炭素安定同位体比は起源生物の炭素源や，代謝経
路などの生物生理を反映するため，さらに詳細な
起源を推定するのに有効である。

4. メタン生成菌膜脂質の同位体的特徴

二酸化炭素還元によるメタン生成の場合，7段
階の酵素反応を経てメタンが生成される（Fig. 2）。
各段階における同位体分別は明らかにされていな
いが，基質に対し最大で 80‰の同位体分別が起こ
る（Londry et al., 2008; Whiticar et al., 1986）。メタ
ン生成反応の途中段階では，methyl-tetrahydrosarci-
napterin（CH3-H4STP, Fig. 2）が生成され，この化合
物を分岐点としてそのメチル基はアセチル CoAと
なり，膜脂質を含む生合成経路へと進む。基質に
対する膜脂質合成時の同位体分別は最大で 47‰で
あることが培養実験で明らかにされている（Londry 

et al., 2008）。この同位体分別の大きさは水素濃度
に依存して 30‰程度の幅を持つ。その原因は，CO2

をH2で還元する時の自由エネルギーが酵素の反応
の可逆性に影響するためと考えられており，低水
素濃度では酵素反応に可逆性が生じ，結果として
最大の同位体分別が起こる。熱源が近くに存在し
ない海底堆積物中では主な水素の供給源は有機物
の発酵分解であり，一般的にその濃度は低いと考
えられる（Conrad, 1999）。つまり，海底堆積物中
のメタン生成アーキア由来の膜脂質の炭素同位体
比は最大に近い同位体分別を示すはずである。

5.  カスカディア縁辺域ガスハイドレート腑存域へ
の応用

カスカディア縁辺域（Cascadia Margin）はカナ
ダ・バンクーバ島沖からアメリカ・オレゴン州沖
に位置し，ファンデフカプレートが 45 mm / yの速
度で北アメリカプレートに沈み込むことによって
新第三紀から第四紀の堆積物により付加帯が形成
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Fig. 1. Structures of archaeal diether and tetraether lipids.
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されている（Akiba et al., 2009）。この付加堆積物
中ではガスハイドレートが存在することが，現在
の統合国際深海掘削計画（Integrated Ocean Drilling 
Program, IODP）の前身である The Ocean Drilling 
Program（ODP）の第 146次航海および 204次航海
における掘削調査で示唆されていた。2005年に
は第 311次航海により，付加帯を横断するトラン
セクトライン上で 4地点，メタンが冷たい流体と
ともに海底から湧き出る cold ventで 1地点の掘削
が行われた（Figure 3, Riedel et al., 2006）。このう
ち U1329サイトを除く全ての地点からメタンハイ
ドレートの存在が確認され，特に cold ventである
U1328では表層 40 mに渡ってガスハイドレートの
濃集が確認された。メタンおよび溶存二酸化炭素
の同位体分析の結果，すべての地点におけるメタ
ンは微生物起源のうち二酸化炭素還元型のメタン
生成に由来するものであることが示唆されている
（Pohlman et al., 2009）。また，U1327および U1329
サイトにおいて，メタン生成アーキアの機能遺伝
子mcrAおよび 14Cトレーサー法による二酸化炭素
還元型のメタン生成が検出されている（Yoshioka et 

al., 2010）。いずれのデータもメタン生成アーキア
の存在をしている。

U1327および U1328サイトはともに陸と変形フ
ロントを結んだ付加帯の中間地点に存在するが，
ガスハイドレートの存在形態や，流体の移動にお
いて大きな差異がある。特に，U1328サイトでは
地震波の伝搬が遅い部分が垂直に伸びており，流
体およびガスの移流に導管のような役割を果たし，
表層型メタンハイドレート形成に関与していると
考えられている（Riedel et al., 2006）。堆積物中有
機物の濃度はどちらも平均 0.6 wt％ほどで，陸源
有機物の影響も見られる（Kaneko et al., 2010）。
この2つの地点においてアーキアの膜脂質の膜脂
質と同位体組成を調べた。どちらの地点も archaeol
や hydroxyarchaeolなどのジエーテル型脂質は検出
限界以下，あるいは極めて微量であったのに対し，
テトラエーテル脂質（Fig. 1）が多く検出された。こ
のテトラエーテル脂質を抽出し，化学分解によっ
て取り出したアルキル鎖（ビフィタン）の分布と炭
素同位体組成を調べたところ，Fig. 4のような深度
プロファイルとなった（Kaneko et al., 2013）。どち
らの地点でも深部で膜脂質の量が増えているが，
U1328の深度 130～230 mでその傾向が顕著に見
られる。炭素同位体組成をみると，どちらの地点
でも BP-1を除くビフィタンの δ13C値は約 – 20‰
で一定しており，総有機炭素（TOC）の同位体組
成（– 26～– 22‰）と近いことから，従属栄養アー
キア由来であると考えられる。特にBP［3］は 6員
環を 1つ含む構造であることから，タウムアーキ
オータに属するアーキア由来の膜脂質の寄与が大
きいと考えられる（Biddle et al., 2006）。ところが，
BP-1の δ13C値は 100 m以深の膜脂質量が多い層準
で – 48‰まで低くなっている。現場の CO2の δ13C
値が約 0‰であるため，両者の差は低水素濃度で
培養したメタン生成アーキアによる膜脂質合成時
の同位体分別の大きさ（47‰）と一致する。つま
り，この δ13C値の低い BP［1］の起源生物として
メタン生成アーキアが考えられる。間隙水中のア
ンモニアやリン酸などの栄養塩分布などを考慮す
ると次のようなシナリオが成り立つ。
堆積物深度 130～230 mの範囲において，タウム
アーキオータなど従属栄養アーキアが堆積物中の
有機物を発酵分解し，その産物として間隙水中に

CO2

CHO-MF

CHO-H4SPT

CH2=H4STP

CH3-H4STP

CH3-S-CoM

CH4

CH3CO-S-CoA CH3COO-

CH3-X

CH≡H4STP

酢酸発酵型

二酸化炭素還元型

メチル基栄養型

MCR + F430
complex 

Fig. 2.  Methanogenic pathways (modified after Thauer, 
1998). CHO – MF, formyl – methanofuran; 
CHO – H4SPT, formyl – tetrahydrosarcinapterin; 
CH ≡ H4STP, methenyl – tetrahydrosarcinapterin; 
CH2 = H4STP, methylene – tetrahydrosarcinapterin; 
CH3 – H4STP, methyl – tetrahydrosarcinapterin; 
CH3 – S – CoM, methyl – coenzyme M; MCR, 
methyl-coenzyme M reductase.
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CO2や水素が生成されると同時にリン酸やアンモ
ニアを放出する。メタン生成アーキアはそれらの
メタン生成基質や栄養塩を用いてメタン生成を行
う。U1328では深部からのガスや流体の供給によ
り表層型メタンハイドレートが形成されているの
に対し，隣接する U1327では堆積物深部の砂層を
充填するように形成されている。このような堆積
物構造の違いが膜脂質や栄養塩の分布の違いに関
係しているかもしれない。
ところが，BP-1の起源に関しては別の解釈も可

能である。例えば，BP［1］はタウムアーキオータや
嫌気的メタン酸化アーキア（ANME）等も保有する
（Hoefs et al., 1997; DeLong et al., 1998, Blumemberg 

et al., 2004）。δ13C値が – 20‰程度の BP-1はおそら
く従属栄養性のタウムアーキオータ由来であろう。
もし堆積物表層の嫌気的メタン酸化領域で嫌気的
メタン酸化アーキア（Anaerobic methane oxidizing 
archaea, ANME）により生合成された同位体的に軽
い BP［1］（δ13C < – 100‰）が「化石分子」として存
在していれば，両者の混合率によって – 40‰程度
の BP-1は説明できることになる。つまり，本研
究で検出された同位体的に軽い BP-1がメタン生

成アーキア由来であると言う上述の解釈は「説明
可能な」1つの可能性でしかない。

6.アーキア膜脂質の水素同位体比分析法

このように炭素同位体のみからでは堆積物中の
膜脂質の起源生物を正確に推定することが困難で
ある。同位体分析による膜脂質の起源生物推定の
分解能を上げる手段として，水素同位体分析を加
えた2次元同位体解析法があり，バクテリアや真核
生物のエステル脂質に用いられている。膜脂質の
水素同位体組成は代謝や生合成時の水素源や環境

 

 

Fig.3. Kaneko (2015) for Researches in Organic Geochemistry. 
  

 

Fig. 4. Kaneko (2015) for Researches in Organic Geochemistry

 

Fig. 4.  Depth profiles of concentrations and δ13C values of 
BPs (Kaneko et al., 2013), and concentrations of 
inorganic components (ammonium and phosphate) 
obtained during IODP Expedition 311 (Riedel et al., 
2006) at U1327 and U1328 sites.

Fig. 3.  Map of the region offshore of Vancouver Island 
(Canada) where Integrated Ocean Drilling Program 
(IODP) Expedition 311 was conducted (modified 
after Pohlman et al. (2009b) and Riedel et al. 
(2006)). Sites drilled during the IODP Expedition 
included four sites in a transect perpendicular to the 
continental margin and the Bullseye cold seep (Site 
U1328).
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中のH2Oの同位体組成を反映するため（Naraoka et 
al., 2010; Zhang et al., 2009），起源生物推定にさら
なる洞察を与えるはずである。ところが，アーキ
ア膜脂質の水素同位体比分析法は，技術的な問題
からこれまで測定することができなかった。アー
キアの膜脂質の同位体比をガスクロマトグラフ／
同位体比質量分析計（GC / IRMS）で分析するため
には，上述のようにエーテル脂質の化学分解によ
り，構造中のビフィタンを取り出し，分析する必
要がある。従来の方法では，ヨウ化水素酸（HI）に
よりエーテル結合を切断し，生じたヨウ化ビフィ
タンを LiAlH4によりGCで分析可能なビフィタン
に還元していた。この操作で起こる反応には炭素
原子は関与しないため，炭素同位体分析に用いら
れてきた（Kohnen et al., 1992; Pancost and Sinninge 
Damsté, 2003; Schouten et al., 1998）。しかし，水素
同位体分析においては，ヨウ化ビフィタンの還元
により LiAlH4由来の 2Hを補正することができな
いため分析が不可能であった。
そこで筆者らは，ヨウ化ビフィタンの還元法

として PtO2 / H2法を用いた水素同位体比分析法を
確立した（Kaneko et al., 2011）。この手法では，白
金触媒上における水素ガスとの接触還元により
ヨウ化ビフィタンを還元する。還元の際に付加
する水素原子の同位体比は同位体既知の標品（例
えば，Iodeoctadecane, C18H17I）を用いて，標品
（C18H37I）－水素化物（C18H38），水素ガス－水素化
物（C18H38）間の二方面から補正することができ
る。また，PtO2 / H2法を用いたテトラエーテル脂
質からのビフィタンの回収率は 96％以上であり，
これは従来の LiAlH4を用いた手法の 2倍以上高く
（Lengger et al., 2014b），また実験操作もより簡便で
ある。
好熱性アーキアである Sulfolobusの純粋培養菌

体を上記の手法を用いて分析した結果，0から 4
つのシクロペンタンをもつビフィタン（BP-0から
BP-4）が検出された。これらのビフィタンの δD値
はビフィタン中の環数が増加するとともに，上昇
する傾向があり，BP-0と BP-4では約 50‰の差を
示した（Fig. 5）。テトラエーテル脂質の生合成経路
には未だ不明な部分が多い。特に ,ジエーテル脂
質の C20鎖が重合して C40鎖になる際に，不飽和態
の DGGGPが飽和化された状態（archaeol）で起こ

るのか，環状構造ができるタイミングと機構など
については不明であった（Eguchi et al., 2003; Koga 
and Morii, 2007）。近年，Villanueva et al.（2014）で
は，脂質合成に関与するタンパク質のアミノ酸配
列の解析から，C20鎖ができる過程で既に環状構
造ができていること，数種の C20イソプレノイド
鎖の重合反応によって，0～4つの環状構造を持つ
C40イソプレノイド鎖が合成され，グリセロール基
の結合とアルキル差の飽和化が起こるという新し
い生合成系を提案している（Fig. 6）。環状構造がで
きた後にイソプレノイド鎖の飽和化が起こるとい
うことは，必要な水素原子の数がビフィタン中の
環数の増加とともに減少することを意味する。こ
の水素付加反応には同位体効果が存在するはずで
あり，これが BP-0から BP-4の間の約 50‰の差を
生み出していると考えられる。このように，同じ
起源生物であっても生合成時の同位体分別により
膜脂質の水素同位体組成は幅を持っているという
ことが示唆された。今後は代謝様式の違いがこれ
ら膜脂質の同位体比にどのように反映されるのか
を明らかにする事により，膜脂質の炭素・水素同
位体比の 2次元解析により，より詳細に起源生物
が推定可能になると期待される。

7. 機能特異分子でみる新しい挑戦

膜脂質バイオマーカーという研究ツールはポテ
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Fig. 5. Kaneko (2015) for Researches in Orgnic Geochemistry

Fig. 5.  Distribution of hydrogen isotopic composition of 
BPs from a Sulfolobus culture.
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ンシャルの高いツールであり，環境中の微生物バ
イオマスを定量的に理解し，またその構造の多様
性によって起源生物を特定できる可能性がある。
ただし，海洋堆積層深部のような複雑系では，保
存性，リサイクリング，現場活性の有無など不確
定要素が多くなるため，議論が困難な場合がある
（Lengger et al., 2014a; Lipp et al., 2009; Schouten et 

al., 2010; Takano et al., 2010; White et al., 1979）。特
にメタン生成アーキアの場合，海底堆積物中から
の培養に成功した例は2, 3例しか無く，その多様性
や，バイオマスに関してはほとんど分かっていな
い。つまり，海底下メタン生成アーキアが実際に
どのような膜脂質を持っているのか，不明である。

私たちが地球化学的に知りたいのはメタン生成
という「機能」がいかに駆動し，地球表層の物質循
環に寄与しているかということである。この「機
能」を駆動しているのは，酵素・補酵素群である。
Fig. 2に示すように，二酸化炭素還元型のメタン
生成は 7段階の酵素反応からなり，その他に酢酸
発酵型や，メチル基栄養型のメタン生成が存在す
る。これらの反応段階にはメタン生成に特異な酵
素・補酵素が多く関与するが，唯一すべてのメタ
ン生成経路に共通するのがメチルコエンザイムM
レダクターゼ（MCR）・補酵素 F430の複合体であ
る（Fig. 2, Thauer, 1998）。これはメタン生成経路の
最終段階であるメチルコエンザイムMをメタン
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Fig. 6. Kaneko (2015) for Researches in Organic Geochemistry

Fig. 6. Biosynthetic pathways archaeal tetraether lipids proposed by Villanueva et al. (2014).
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に還元し，エネルギーを生み出す重要なステップ
を触媒する（Ellefson et al., 1982; Hartzell and Wolfe, 
1986; Pfaltz et al., 1985）。F430はMCRの反応サイ
トとして存在し，中心金属にニッケルを含むテト
ラピロール化合物である（Fig. 7）。つまり，全ての
微生物起源メタンは補酵素 F430によって作られ
ているといえる。
また，海洋堆積物表層で起こっている嫌気的

メタン酸化を行う嫌気的メタン酸化アーキア
（ANME）はメタン生成アーキアとほぼ同じ酵素・
補酵素群を用いてメタン生成の逆反応によりメタ
ンを酸化する。ANMEの単離培養は現在不可能で
あるが，ANMEが存在する黒海の微生物マットや，
堆積物中から ANME由来と考えられる F430やそ
の亜種が報告されている（Krüger et al., 2003; Mayr 
et al., 2008; Shima et al., 2012）。つまり，F430はメ
タン生成アーキアおよびANMEのバイオマーカー
として応用できる可能性がある。
このようなメタン生成反応の最終段階（あるい

は嫌気的メタン酸化反応の第 1段階）に着目した
メタン生成アーキアの検出法として機能遺伝子
（mcrA）の解析があるが，堆積物中の補酵素 F430
の分布を定量できれば，より直接的な手法となる
はずである。

F430は不安定な化合物であり，環境中に残らな
いとされている（Thauer and Bonacker, 1994）。MCR
から遊離した F430はエピマー化や脱水素反応に

よりクロマトグラフィックに分離可能な「分解物」
に変化する（Diekert et al., 1981; Pfaltz et al., 1985）。
この分解速度は速く，例えばエピマー化は 100℃
では 2時間，常温でも日スケールの速度で進行す
る。海底下での分解速度を今後見積もる必要があ
るが，上記のような分解過程に生分解作用も加わ
ることを考えれば，地質年代を通して F430は本
来の構造のままでは堆積物中に残らないと考えら
れる。つまり，F430を分析することによって，現
世のメタン生成アーキアおよびANMEの分布や活
動を解明することが出来る可能性がある（Kaneko 
et al., 2014; Takano et al., 2013）。
堆積物試料中のF430の定量分析には，前処理時
の分解や検出感度などの問題がある。特に，海底堆
積物下におけるメタン生成アーキアのバイオマス
や活性は極めて低いことが考えられるため，高感
度な分析手法が必要である。Kaneko et al.（2014）
では，低温度による抽出や，誘導体化による安定
化，高速液体クロマトグラフ／トリプル四重極質
量分析計による超高感度な分析法により定量分析
法を確立した。本分析法では，0.1フェムトモル
での F430の定量分析が可能であり，従来法と比
べると約 10万倍高感度である。これにより 1000
細胞ほどのメタン生成アーキアでの検出が可能に
なった。

F430分析を環境試料に応用すれば，メタン生成
アーキアの水平分布や鉛直分布を明らかにする事

Fig. 7. A structure of coenzyme F430 in methyl-coenzyme M reductase. 
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ができるかもしれない。構造が近い化合物である
クロロフィルにおいては，衛星を用いた地球表層
の分布から，光合成生物の分布や光合成量を見積
もるのに利用されている。これらの原理を応用す
れば，F430量からメタン生成アーキアのバイオマ
スや活性を見積もることも可能になるだろう。ま
た，メタン生成アーキアの分布が定量的に理解で
きると，重要な層準に狙いを定めて，化学分析や
微生物解析を用いて重点的な解析を効率良く行う
ことが可能になる。メタン生成アーキアの多様性
や，分布・活性をコントロールしている環境要因
を一般化出来れば，地球上のメタン生成アーキア
の物質循環や地下生命圏への寄与に関する理解が
大きく進むと期待できる。

8.おわりに

近年の微生物学分野の技術進歩により，地下生
命圏の理解は日進月歩で進んでいる。しかしなが
ら，一説には私たちが培養可能な微生物は 1％にも
満たず，99％以上は性状が全く未知である。メタ
ン生成アーキアは微生物群集を構成する 1成分に
過ぎないが，物質循環や気候変動，生命の起源を
考える上で極めて重要な微生物である。また，エ
ネルギー資源であるメタンを生み出すため，排水
処理によるバイオガス生成など，産業への利用も
進められている。メタン生成アーキアは，その重
要性から長く研究がされてきた。Voltaによる「燃
える気体」としてメタンが発見された 1776年から
数えれば，140年近くの歴史がある。メタン生成
アーキアは有機物があり還元的な環境であれば，
どこにでも存在しうる。しかしながら，その定量
的な分布や活性については基本的な問題にも関わ
らず未だに不明である。特に，海底下のような複
雑系では利用可能な研究手法が限られるため，メ
タン生成アーキアのシグナルを検出することも困
難である。
本稿の最後に取り上げた補酵素 F430をメタン生

成アーキアの新しいバイオマーカーとして利用す
る手法は，メタン生成という「機能」を定量的に捉
えるのに有効なはずである。また，このような微
生物に特有な代謝反応を直接駆動する化合物を定
量分析するという考えは（「機能特異分子分析」と

呼ぶことにする），その他の微生物研究にも応用可
能である。補酵素 F430分析をメタン生成アーキ
アの分布や活性の指標として用いるためには，培
養実験や堆積物中での保存性など，まだ多くの検
証すべき課題が残されているが，有機地球化学分
野においても新規性の高いアプローチ法になるは
ずである。
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