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メ タ ン 資 化 性 細 菌 の 分 離 と そ の 性 質
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Isolaほon 　 and 　dlaracter並ation 　 of 　methane 　utilizing　bacteria．　 OHTA
，
　Y ．

，
　Y ．　ADAcHI ，

　　and 　K ．　ODA （1）OPartmentげ Foed　S伽 e　 and 　Tec加 elegy ，＆heel　Of　Ftsheries　and 　Anitnat

　　HasbandrJ
， こ乃；iverSityげ Hiroshima

，
　Frkalama，　Hiresin

’
ma 　720）Hakkokogaku 　56 ；249−

　 　 257．1978．

　　Active　enrichmcnt 　cultures　wcre 　obtained 　using 　soil　as　seed ．　 Culture　No ．　12　grow −

ing　most 　abundantly 　on 　methane 　was 　selected 　for　further　study ．　 The 　culture ，　howoverg
contained 　two   ds　of 　bactcrh 　a5　secn 　by　micr 《）scopic 　ob 窪erva 廿on ．　 They　were 　separat

−

ed 　by　Li地 er
，
s　drop　cultUre 　method ．　 One 　bacterium，　s甑 in　M

，
　whiCh 　was 　determined

to　be ルfethJtesinas　sp ，
，
　was 　able 　to　grew　on 　methane 　and 　methanol 　as 　a 　sole 　carbon 　source ，

but　the　o 血 er，　strain 　G ，
　which 　was 　identi丘ed 　as　Psettclemenas　sp ．

，
　couid 　grQw 　on 　glucose ，

methanol ，
　and 蜑brmaldehyde，　but　not 　o皿 me 血ane ．　 The　growing　ability 　of 　strian　M

decreascd　within 　1　month 　when 　it　exiSted 　alone ．　 Strai皿 Mshowed 　poor　growth 　Qn 　me ・

th鋤 e　 when 　it　grew 　alone ，　but　its　growth 　o彑 methane 　was 　enhanced 　6−7　times 　as

muCh 　as　itS　pure　culture 　when 　it　was 　mixed　with 　strain　G ．　 Strain　M 　coUld 　alsD 　grow　on

methane 　abundantly 　in　thc 皿 edium 　containing 　the　supernatant 　fiUld　of 　the　cUltUred 　bro−

th　ofstra 洫 Gwith 皿 ethanol ．　 S仕 ah ≧M 鰡 suppQsed 　to　supply 　me   no1 ，　whidh
　iS　the

intermediate　metabolite 　of 　methane
，
　to　s圃 n 　G ．

　　Culture　NQ．12　iS　thought　to　be　a 　new 　system 　of 　mixed 　culture 　different　f｝om 　oth ¢ rs

rcported 　so 　far
，
　based　 on 　differences　 of 　cultUral 　condi 歴ons

，
　cell　composition 　and 　amino

acid 　colロposidon　ofccll 　protein，

　メ タ ン を唯一
の 炭素源 と して 生育す るメ タ ン 資化性

菌の 研究 は 古 くか ら行 わ れ て い る．t） しか し，ま だ未

解決の 問題が多 く， その 1 つ として ， メ タ ン 資化性菌

を自然界 か ら分離す る と ， 種類 の 異 な っ た細菌の 混合

培養 と して 分離 され，fl・S）そ れ ぞ れ を 単独分離 す る と

メ タ ン に 生育で きな くな る
2） もの が あ るが ，そ の 理由

は 分か っ て い な い．

　そ こ で 本報 で は， その 理由を明 らかに する目的 で ，

自然界か らメ タ ン 資化性菌を分離 し， 純粋分離を行 い ，

単独培養 と混合培養 との 比較 ， メ タ ン 資化性菌 と混 合

可能な 菌 ， お よ び得 られた 菌体 の 成分の 検討を行 い ，

そ の 結果を得 た の で 報告す る．

実　験 　方　法

供試菌　　メ タ ン 資化性菌は福山市内 の 土壌から分

t メ タ ン 資化性細菌の 混合培養 に 関す る研究（第 1報）
　StUdies　on 　Mb 【ed 　 CultUre　 of 　Methane　Utilizing
　Bacteria（1）

離 した． メ タ ン 資化性菌との 共生混合菌と して ，
Es−

‘herichia　coli　K ・12，　BaCiilttS　subtiiis 　IFO ＊ 3007
，
　P58蜘

menas 　Yrtcerescens　NRRL ＊＊ B−10，　StaPhlloco‘6麗∫ auretcs

IFO 　3060，お よ び Aerebacter　 acTogenes 　IFO 　3317 を用

い た．

　試薬　　メ タ ン は純度99．7％ （日本酸素製）の ものを ，

他の 試薬は市販の 特級品を使用した．

　培地 および培養方法　　培地 は Vary とJohmson！，

に 従 い KHzPO4
，
　Ll 　g； 〔NH4 ）2HPO4 ，0．04g；NH4 ・

H2PO4
，
0．3glNa2HPO4

，
　2．Og ；MgSO4 ・7H20 ，0．04g ；

CaC12
，
0・039 ；Fe2（SO4 ）a ，

1・2　x10
−4g

を llの 蒸留水

に溶解し ， pH 　6．8 ｝こ調 節して 調製 した．平板培地 は

こ れ に 0．25N の KCI で 洗浄した粉末寒天
2 ）

　15g を加

え て 調製 した．炭素源 は メ タ ン ま た は グル コ ース を用

串 Institutc　for　Fermentatioエ1
，
0saka ．

寧＊ Northem 　Ut田za 廿o 皿 Research　 and 　DevdoP 皿 ent

　 Division，　U ．S．　Department　of 　AgricUltUre，　Peoria，
　 U ．S．A ．
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い た．滅菌 は 120℃ ，15分間で 行 っ た が，グル コ
ース

が 炭素源 の 場合は無機塩類 と は 別途 に 殺菌 し 、 冷却後

添加 した．平板培養お よ び試験管培養は 101容 の デ シ

ケータ ーを 用 い ，デ シ ケ
ー

ター内 に ガ ス フ ロ
ー

メ
ー

タ

ー
（大阪 フ ロ

ー
メ
ー

タ
ー

工 業製 18−2510型 ）で 流量 を測

定しな が ら常圧 で 21の メ タ ン を 入 れ て行っ た．さら

に 量を増や して 50mi ま た は lt の 培養を行うに は，

Fig・1 に示 す ガ ス 置換用装置を 取 り付 け た seO　ml ま た

は 5’容 の 坂 口 振とう フ ラス コ を使用 した・接種 の 際

に 用 い た 種菌培養液 は，ガ ス 置換用 装置を取り付けた

500　ml 容 の 振 とう フ ラス コ に 50m1 の 培地を入れ ， 保

存菌株か らそ れが斜面培養菌体な らば 1白金耳 ， 液体

培養液 な らば 1ml を 接種 し，長 い 方 の ガ ラス 管 か ら

フ ロ ーメ ーターで 液量を測定 しな が ら，常圧で 100ml

の メ タ ン を入れ，ス ク リ ュ
ー

コ
ッ ク を固 く閉 じて 30℃

4 日 間振とう培養 （120rpm） して 作製 した． な お ，

こ の 培養の 間 は24時 間 毎 に フ ラ ス コ 中の ガ ス を短 い 方

の ガ ラス 管か らア ス ピ レ
ータ

ー
で 抜き， 新 しい 空気を

入れ換えた後 に ， 新たに常圧 で 100ml の メ タ ン を入

れ た ．ま た ， グル コ ース が 炭素 源 （0．2％）の 場合 は ，

蹴R

Rubbe

　Ptt）9

＿

ftask

Fig．1．　 Culture　boUlc　 wi 出 agas 　changing 　ap −

　　paratus　u 呂ed 　f（）r　growth 　of 　me 山 ane 　u 丗 izing
　　bacteria．　 An 　 approximate 　 amount 　 of 　me ．

　　囗hane　under 　atmospheric 　pressure　was 　put　in
　　the 　flask　through 　the　long　glass　tube 　Qf 　the

　　 apParatus ．　 During 　cultivation
，
　the 　mixture

　　 of 　a量r　and 　mc 止 ane 血 the　Ha3k　was 　replaced

　　w 正th　fresh　a至r　by　evacuation 　with 　an 　aspirator

　　through　the 　short 　glass　tube ，　 and 　山 en 　an

　　appro 血 ate 　a 皿 ount 　of 　mcthane 　was 蝕 S姐 y
　　put 血 血 e　Hask　at 　24。hr　intervals．

綿栓 を した 500ml 容 の 坂 口 振 と うフ ラ ス コ ic　50mI

の 培 地 を 入れ，保存菌株 を 上記 と同様 に 接種 し，30℃

で 1 日間振 とう培養し， こ れを種菌液として 用 い た・

本培養 に は こ の 種菌培養液を培地量に 対 して 2％接種

し，種菌培養液の 作製の 場合 と同様に 培養を 行 っ た．

生育度 の 測定 は ，
ゴ ム 栓を 通 して滅菌注射器で培養液

を採取 し，660　nm に おける吸光度か ら，検量曲線を

用 い 計算 した 乾燥重 量 と して 表 示 した，

　分離菌は ， 斜面あ るい は液体培地 で デ シ ケ
ーター内

メ タ ン 気相中で 30°G で 7 日 間培養後，さ ら｝こ メ タ ン

気相中で 5〜6℃ で 保存した．

　菌体成分の 分析　　液体培地 で 炭素源を メ タ ン また

は グル コ
ース と して 得た菌体を 105℃ で 24時間乾燥

後 ， 「衛生試験法」
5〕に 準拠 し菌体成分の 分析を 行 っ た・

菌体た ん ぱく質の構成 ア ミノ酸 の 分析 は ， 適量の 乾燥

菌体 （粗 た ん ぱ く質量 として 50mg 相当）を 3m1 の

6NHC ！ に 懸濁させ て ，ア ン プ ル 中で 110℃
，
16時 間

加水分解を行 っ た．そ の 後 ， そ の 加水分解液を ガ ラ ス

フ ィ ル ターで ろ過 し， 減圧下 35℃ で 蒸発乾澗 させ た．

そ して ， そ の 乾涸物を少量 の 蒸留水に 溶解させ ， さ ら

に減圧下 で 蒸発 乾涸を行 っ た．こ の 操作を塩素 イ オ ン

の 反 応 が無 くな るま で くり返 し，最後 に 蒸発乾涸物を

50m1 の O．2N くえん 酸緩衝液 （pH 　2．2）に 溶解 した．

こ れを ア ミノ酸分析機 （日立製304型）を用い て 分析 し

た．な お，シ ス チ ン の 定量 は Schram ら
e 〕の 方法 に 従

っ て 行 っ た．

実　験 　結 　果

　メ タ ン 資化 性菌の 分離　　メ タ ン資化性菌の 分離源

と して 福山市内の 各地の 土壌 ， 河川水 ， 湖水 ， お よび

沼泥を用い た．各分離源を固体 の 場合 は滅菌生理食塩

水 に懸濁 させ ， 20分間放置後，そ の 上澄液を液体の 場

合 は そ の まま 1〜2 滴をそ れ ぞ れ 20m1 容の 試験管 に

7ml 入れ た液体培地に 添加 した ．こ れをデ シ ケータ
ー

内で メ タ ン 気相 （1気圧）下で 30℃ ， 10日間培養 した．

そ の 後，生育の 良好な培養液を 1白金耳採り， 平板培

地 に 塗抹 した．こ の 平板 を デ シ ケ
ー

タ
ー内メ タ ン 気相

中で 1〜2 週 間 30℃ で 培養 した．つ い で ，良好 に 生育

した単集落を 白金耳 で 釣菌 し， 再び平板培地 で 塗抹

培養をくり返した．こ の よ うに して ，
1〜2回 の 単集落

分離 で は 純粋分離は 困難 で あ る とい う Stockと Mc −

Cleskey4） の 報告 に 従い ， メ タ ン 資化性菌を分離した．

そ の結果，分離源 180の 試料から液体培養で メ タ ン に

良く生育 した20本の 1次培養を得た．その 1白金耳を

N 工工
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平板培地 に 塗抹 し， デ シ ケ
ー

タ
ー

内 メ タ ン 気相中 で

30 °G 　IO日 間培養す る と， 白色，桃色，また は黄色を

呈する直径が IA・1．5mm の 集落を 形成 した．そ の 中

で も桃色 の 集落が い ずれ の 1次培養 にお い て も全体の

60〜70 ％を占め て い た．また ， 黄色 の 集落 は ， さらに

単集落分離を くり返すと生育が みられ な くな っ た．こ

れ らの 黄色集落も含 め18個 の 集落に つ い て 試験管中で

メ タ ン 気 相 下で 液体培養を 30℃ ，10日間行 い，最 も生

育 の 良か っ た 1 次培養 No ．12 を 選 択 した．

　メ タ ン 資化性菌は一般に純粋分離が非常に困難 で あ

る とい わ れ て い る．そ こ で，先 に 選 択 した 1次培養

No ．12 の 純粋性を ， 集落の 形，光学お よび 電子顕微鏡

に よ る観察 に よ っ て 検討 した．そ の 結果 ， 集落 の 色と

そ の 形 は 2〜 3 回の 上記 と同じ方法で 行っ た単集落分

離 で均
一

とな っ たが ， さらに10回の 単集落分離を くり

返 した．こ の 1次培養 No．　12を メ タ ン 気相中で 30°C ，

10日間平板培養をす る と，そ の 集落 の 色は桃色で ， 直

径が約 1，5   で あ っ た．つ い で ， こ の 1 次培rc　No ．

12を メ タ ン を炭素源 と して Fig．1 に 示 した 500ml 容

の振 と うフ ラス コ に液体培地を 50ml 入れ，　30℃ ， 4 日

間振 と う培養を行 っ た． こ れよ り培養液を 1m1 採 り，

新 しい 50ml の 液体培地 に 加 え て 30°C， 4 日間振 と う

培養を行 い ， こ の 同 じ操作 を計 9回 くり返 した．そ の

後 ， こ の 1次培養 No ．12 を フ ク シ ン で 単染色 し顕微

鏡 で 観察す る と桿菌が 認 め られ た が，そ の 形が 不揃い

で あ っ た の で ， そ の 純粋性 に疑問が 持た れ た．そ こ で ，

こ の 培養液を直接電子顕微鏡 で観察す る と，明 らか に

形状の 異な る細胞，
ビ ブ ロ イ ド状の 細胞と桿状の 細胞

との 2種類の 細菌の混在が認め られた．両細胞の混合

割合は，ほぼ 1 ：1で あ っ た．常法 の単集落分離法 や継

代培養法 で は，こ れ を 分 ける こ とが で きな か っ た．そ

こ で ，

一一reに 酵母 の 単細胞分離 IC用 い られ る Lindner

の 小滴培養法
7、
を用 い ，1次培養 No．12 中に含 まれ

る 2種類 の 細胞の 分離を行 っ た．そ れ に は，メ タ ン を

唯
一

の 炭素源 として ， 30°C， 4 日間， 1次培養No ，12

を 振 と う培養後，菌体を遠心分離 （17，000× g，
5分）で

集め，20mM りん 酸緩衝液 （pH 　6．8）で 2 回洗浄 し，

こ の 菌体を液体培地 に 懸濁 させた，こ の 菌体懸濁液の

小滴を製図用 の 丸ペ ン で カ バ ーグ ラ ス 上 に 作り，こ の

カ バ ーグ ラス を ホ ール グ ラス の 上 に逆 さに して置き，

顯微鏡下で 1細胞が存在す る小滴を捜した．そ して ，

ホ
ー

ル グ ラス の ホ ール 中の 空気を 注射器を 用 い 綿ろ 過

した 空気 4 とメ タ ン 1 の 混合気体で 置換 した．そ の後，

カ バ ーグ ラ ス を ワ セ リ ンで 固定密封 した．水蒸気 は ワ

セ リン を通 して 揮散しな い が ， メ タ ン は ワ セ リン を通

して 揮散する とい う Ribbons （私信）の 研究結果 に 基

づ い て ， こ の ホール グラス を 5J 容 の デ シ ケ
ー

タ
ー
に

入 れ ， つ い で 常圧下で ll の メ タ ン を既述 と同 じよ う

に して 入 れた．そ して ， 30℃ 4 日間培養後 ，
1 細胞

か ら増殖 した菌体が存在す る小滴を殺菌ろ紙片で 吸い

取り， 7ml の 液体培地 に加 え，デ シ ケ
ー

タ
ー

内メ タ ン

気相中で，30℃ ， 7 日 間培養した．一方 ，
1 次培養No ．

Table　1。　 Characteris廿c　descriptio珊 of 　strain 　M ．＊

1．Morphological　characters ：

　　　Shape 　and 　size ： cellS 　occurring
，
　vibrios

， 0．5−O．6× 1．5−2．Oμm ，
　non −modle ，

2．Cultural　characte 「s ：

　　　NuUient　agaT ： no 　growth．

　　　Mineral　salts 　medium
＊＊

agar 　colony ： 0．1mm 　in　diameter　a 齔 r　12−day
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 culture 　on 　methane 　at 　30°C ．
3，Physi ・1egical　characters ：

　　　Gram 　stain ： negative ．

　　　Strictly　aerobic ，

4．Assh皿 ilat三〇 n 　of 　substrates ：

　 　 　 Mc 出 ane 　and 　methanol 　as 　sole 　 carbon 　sources ．

5．Tcmperature 　for　growth ：

　　　Good　growth　at 　30℃ ．

＊ This　strain 　was 　 obtained 　a 匠er　separation 　by　Li血dner’

s　drop　 cult ロ e　 mothod

　 frem　the　mixed 　culture
，
　 culture 　No ，12，

　 which 　was 　iSolated　f｝om 　soil　by　the

　 enrichment 　culture 　 method ．
＊＊ Mineral 　salts ：nedium 　described　by　Vary 　and 　Johnson2）was 　employed 　threu−

　 ghout　the　present　experi 皿 en し
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12 を 0．2％の グル コ ース を唯一の 炭素源とする液体培

地で ，30℃ ，1 日間振 とう培養 し， そ の 菌体を上記 と

同 じ方法で処理 し ， 単細胞分離を行 っ た．た だ し，こ

の 場合 は， 菌体 は 0．2％ の グ ル コ ース を 入れた 液体培

地 に 懸濁 した．そ の 結果 ， 性状の 異なる 2 種類の 細菌

が 分離 さ れた．こ の 2 種類の 細菌の う ち，一方 の ビ ブ

ロ イ ド状の 細菌は，メ タ ン および メ タノ
ー

ル を それ ぞ

れ唯
一

の 炭素源として 生育する こ とが で きた が ， グル

コ
ー

ス を炭素源 と して生育で きなか っ た．本菌株を以

下 M 株と称し，そ の 性質を Table　1 に ま とめ た．　 M

株 は ，
ビ ブ ロ イ ド状の形態およ び メ タ ン を唯

一
の 炭 素

源 と して 生育す る性質か ら Whittenbury ら
8｝の 分類

に よ る MethコtosinVS属 の 細菌で あると推定 され る．他

方の 桿菌は，炭素源として グ ル コ
ー

ス に 生育 で き た が，

メ タ ン を炭素源として 利用で きな か っ た．以下本菌株

を G 株と称す る． こ の G 株はグル コ
ース の 他に炭素

源と して ，エ タ ノ
ール

，
n一プ ロ パ ノ

ール ，　n一ブ タ ノ ール

に 良 く生育し， しか も，
こ れ らの 炭素源 に比べ 生育 は

劣 っ た が ， メ タ ン代謝 の 中間体で ある メ タノ
ー

ル ， ホ

ル ム アル デ ヒ ド，ぎ酸 に も生育 した （Table　2）．また，

G 株は Table 　2 に 示す よ うに ，グ ラム 陰性の 好気的な

運動性 の あ る桿菌で ， オ キ シ ダ
ーゼ 反応腸性 ， 糖を酸

化的 に分解しガ ス を産生しな い ．こ れ らの 諸性質か ら，

Bcrgcy，s　Manual 　of 　Dcterminative　of 　Bacter三〇logy
，
　8

th　ed ．9） に 従 っ て ，
　 Psendomenas　reの 細菌で ある．

　混 合培養 　 M 株を 単独 で 培養す る と生 育 が 極端

に悪 くな り， メ タン 気相中平板培地で ，
30℃

，
12日間

の 塗抹培養 で 直径 0，1mm 程度 の 集落を形成した に す

ぎな か っ た．しか も，液体また は平板培地で 培養を 4

〜 5 回くり返す うちに 生育 は衰え 消滅 して しま っ た ．

そ こ で ， 液体培地で メ タ ン を炭素源として 30℃ で ，

M 株を単独また は G 株 と混合培養 し，そ の 生育状態

を 検討 した．そ の 結果，M 株 と G 株 とを 混合培養す

る と，
M 株単独 よ りも6〜7倍生育が 促進された （Fig．

2）．前述 の ご と く G 株の み で は メ タ ン に は生育で きな

か っ た，っ い で ，
Table　3 に 示す組み合わせ で 既知の

Tablc　2．　CharactcriStic　deseriptions　of 　strain 　G．＊

1．Morphological　characters ：

　　　Shape 　and 　size ： cells 　occurring ，　single ，　straight 　rod
，
0．5−0．7 × 0．8−1．5μ m ，

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 mot 浬e。

2．　eu 且tural　dharacters：

　　　Nutrient　agar 　colonyt 　2−3   in　d漁 皿 eter
，
　convex

，
　cir 曲

，
　 smoo 止

，
　en ．

　　　　　　　　　　　　　tire，　yellowish 　white
，
　opaque

，
日uorescent ．

　　　Nutrient　agar 　slant ： grow 重h　abundan ち yellow嬉h　white ，　opaque ，　fiourescent．

　 　 　 Nutrient　bro出 ：turbid 　with 　sediment ．

　　　Gelat  stab ： liquefaction．

3．Physiological　characters ：

　　　Gra ］m 　stain ： ncgative ．

　　　Strictly　aerobic ・

　　　HydrolySiS　of 　starch ： negative ．

　　　UtiliZation　of 　citric 　acid ： positive．

　 　 　 0 ＿Ftest ； oxidat 孟ve ．

　　　 Catalase　reaction ： positive．

　　　Oxidase　reaction ：positive・

4，Assimilation　ef 　substrates ：

　　　Glucose
，
　f｛）rmic 　acid ，　acetic 　acid ，　fbrmaldehyde ，　methyl 　alcoho1

，
　cthyl 　aト

　　　 coho1 ，　n−propyl　alcQhol ，　n−butyl　aIcohoL

5．Tcmperature 　f（）r　grow 出 ：

　　　Good　growth　at 　30℃ ・

6．pH 　value 　fbr　growth ：

　　　 GoQd 　growth 　at 　pH 　6　to　8．

＊ This　strain 　was 　alSo 　obtained 　after 　separatien 　by　Lindner，s　drop　culture 　me ・
　 thod　from　culture 　No ．12．

N 工工
一Eleotronio 　Library 　



The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

1978年　第 4 号 メ タ ン資化性菌 253

細菌 5株 お よ び G 株をそれぞれ M 株 と液体培地 で メ

タ ン を炭素 源 として 30°G で 混合培養した結果 ，
G 株

の み 1こ増殖促進効果があ っ た．Table　1 と 2 に 示す M

および G 株 の そ れぞ れの性質か ら， M 株 と G 株 とを

メ タ ン を炭素源 と して 混合培養す る と，M 株が メ タ ン

を メ タ ノ ール 等 に 酸化し，こ れを G 株が利用 して 生育

するこ とを示唆して い る．っ い で ， G 株を 1％ の メ タ

　
　

　
　　　　　　 Cul加 re ↑ime　 in　dqys

Fig．2．　 MiXed 　 and 　pure 　 cultures 　 of 　strains 　M

　　and 　G 　 on 　 methane ．　 Culdvation　 was 　per．

　　f（｝r皿 ed 　 at 　30 °C 　 in　 a 　 500　m 玉rshak量ng 　flask

　　 with 　a 　gas　 changing 　 apParatUs 　 as　 shown 　in

　　Fig．1，　co 皿 taining　50ml　of 　rnineral 　saltS　me −
　 　 dium 。　 One 　hundred 　ml 　of 　methane 　under

　　 atmospheTic 　pressure　 was 　introduced　by　the

　　 method 　given　in　Fig．1，

　　 Symbols ： ● ，
　mb 【ed　culture 　of 　strains 　M 　and

　　 G ； x
， strai 皿 Malone ；○ ，

　strain 　G　alone ．

ノ
ー

ル を炭素源 とす る液体培地で ，
30℃ ，2 日間振と

う培養後遠心 分離 （17，000 × g，5 分 ）し，そ の 上 澄 液 を

得 た．こ れを減圧下 35°C で 2分の 1容に濃縮し， こ

れ を 培地組成 の 2倍濃度 の 液体培地と 1 ：1 の 割合 で

混合し，高圧滅菌して M 株を接種 し，30°C4 日間振

と う培養 した．そ の 結果 ， 上澄液を入れ た培地で は添

加しな い培地 に 比 べ て M 株 は 5〜6 倍生 育 が 促進され

た （Fig。3＞．従 っ て，　 G 株 の 培養上澄 液 に M 株 に 対す

る生育促進物質の 存在が示唆 され た．

　混 合培養の 培養条件 　 M 株を単独 で 培養 した り，

また は メ タ ン 気相中で 5〜6°C に 保存して お くと， 約

1ヵ 月で メ タ ン 資化性能が劣化 し ，
つ い に は 消滅 して

しま っ た．そ こ で，最初 自然界か ら分離 した M 株とG

株 との 混合状態 す な わち 1次培養 No ．12 の 培養条件

を ， 既報 2・S）
の 混合培養の培養条件 と比較 するた め に

検討した．1 次培養 No ．12 を メ タ ン を 炭素源 として

液体培地を用 い ， 25，　30，35，お よ び 40℃ で そ れ ぞ れ

4 日間振 と う培養す る と ，
30°C で 最 も良 く生育 し，

35QC で はほ とん ど生育で きなか っ た （Fig．4）．っ ＊
“
IC，

Table　4 に示す各種窒素源 の 窒素量を 44・8mg ／1 とし

て ， 窒素の 形態 の一次培養 No．12 の 生育 に 及ぼす影

響を検討 した結果，りん 酸 ア ン モ ニ ウ ム 系の 窒素源が

良か っ た （Table　4）．ま た，硝酸態 よ りも， ア ン モ ニ ァ

態窒素で の 生育の 方が良か っ た．さらに ， 生育促進的

物質を 見出す目的で 液体培地 ll 当た りに，酵母エ キ

ス ， ペ プ トン ， 脱脂大豆 ア ル カ リ抽出液，廃糖蜜，お

よ び コ
ーン ス テ ィ

ープ リカ
ー

をそ れぞ れ αlg，金属 塩

は Table 　5 に 示す濃度で 培地 に 添加 して ， 1次培養

No．12に対する これ らの物質の 生育促進効果を検討 し

Table 　3．　 Mixed （Ulture　 of 　 strain 　 M 　with 　 various 　 authentic

　 　 bacterial　strains 觚 d　strain 　G ．

Combinatien Cell　weight ＊

　　（9μ）

MM

十Escjim
’
chia 　coli 　K −12

M 十BaciUff5　subtilis　IFO 　3007
M 十PseudemonasVluerescens　NRRL 　B−1e
M 十StaPhllo‘o‘eus 　aureus 　IFO 　3060

M 十跏 ρう  r 　aeregenes 　IFO 　3317
M 十 G

0．190

．210

．190
．200
．190

．181

．20

＊ Cell　yie艮d　obtaincd 　after 　5−day　culture 　at 　30℃ in　a　500　m しshalcing 　Hask　with
　 a 　gas　Changing　apparatus 　as　shown 　in　Fig．1，

　co 皿 taining 　sO　ml 　of 　m 量neral 　salts

　medium ．　 Orie　hundred　ml　of　methane 　gas　under 　atmospheric 　pressure　was

　introduced　hlto　the 魚 sk 　as 　a 　carbon 　sQ 肛 ce 　by 山 o　method 　given 量n 　F三g．　L
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むo

含
丶
O）
七

も
届
3

＝

Φ

O05

∠

　 　 　 　 ●

〃

　 　 　 　 　 　 　 　

　　 o　　　　覧　　　 2 　　　 3　　　　4

　　　　　　 Cul†ure 奮ime　h　dGys

Fig．3．　 GrQwth　of 　strain 　M 　in　the　me （五um 　con −

　　taining 山 e　 supernatant 　fluid　 of 　strain 　G

　 　 cul 岫 『e 　 br岫 ．　 Cultivation　of 　strain 　M 　was

　　perf・ rmed 　at 　30°G 血 a500ml −shaking 　flask
　　containing 　50　ml 　of 　the　fbllow加g　 medium

　　with 　100　ml 　 of 　methane 　under 　atmospheric

　　pressure　introduced　by　me 止 od 　given　in　F…g．

　　1．　 The 　medium 　was 　preparcd　 as　fbllows：

　　Tho 　culturc 　broth　of 　strain 　G 　grown 飢 30℃

　　fbr　2　days　in　mineral 　 salts 　mediu 皿 wi 出 1％
　　methanol 　was 　centrifUged 　at 　17，000× g　for　5
　　 min 　 and 　the　 supematant 　Huid　was 　concen −

　 　 trated 　under 　vacuum 　 at 　35 °C　to　ha星f　volumc ．

　　Then
，
　 one 　part　 of 　the　double舮fbld　 concen −

　　trated 　fluid　 was 　 miXed 　With　one 　part　of 　the

　　1呈quid 皿 edium 　with 　double 正bld　amountS 　 of

　　ingredients　 of 　the　 medium ．　 The 　 mixture

　　 was 　the　medium 　f（）r 　growth 　of 　s甑 in　M 血 r

　　 adjustrnent 　ofpH 　to　6．8．

　　Sylnbols：● ，　mixed 　 culture 　of 　strains 　M 　 and

　　G ；△ ， growth　of 　strain 　M 　alonc 　in ↑ho　 me −

　　dium 　containing 　the　supernatant 　fluid　of 　the
　　culture 　of 　strain 　G ； x，strain 　M 　alone ．

1。

　

　
　
　
　

α

二
丶

3

　

　
　
　
　

　

三
903

＝

Φ
O

　 　 　 　

　　　　　　Temperoture　（
° C ）

F弖g．4． Grow 血 tempcrature 　 of 　cUIture 　No．12．
　　Cell　 weigh 窃 shown 　 were 　 obtained 　 a貸er 　4−

　　day　 culture 　in　 a　500m1−shaking 　flask　 con −

　　taining 　50　ml 　of 　mineral 　salts 　mcdium ．　 One

　　hundred 血 L　 of 皿 ethane 　under 　 atmospheric

　　pressurc 　was 三ntroduced 三nto 　the　fiask　by　the

　　 method 　given　in　Fig．1．

そ れ ぞ れ 30°C で振とう培養した．そ の後 ， 遠心分離

（17，
000 × g，

5分）で集菌し， 105℃ で 24時間乾燥し

て，培地 li 当 た りメ タ ン 生 育 菌体 1．2g と グル コ ース

生育菌体 1．1g とを得た． メ タ ン 生育菌体 の 粗 た ん ぱ

く質含量 はグル コ
ー

ス 生産菌体 の そ れ よ り20％高か っ

た が ， 粗脂肪の 含量 は グル コ ース 生育菌体の 方が逆 に

Tablc　4．　Effect　of 　nitrogen 　fbrm 　on 　growth 　of

　 　 cultUre 　No．12．

Nitrogensource Cell　weight ＊

　 （gtt）

た．そ の 結果，Fe2（SO4 ）3 の み が 生育を 促 進 し （Tablc

5）， そ の 検討 した 濃度の 範囲で は 100mgll が 最適で あ

っ た．それ以上 Fee（SO4）3 を培地に 添加すると，多量

の 沈殿が生 じた の で 添加 で きな か っ た．

　菌体成分の 分析 　　メ タ ン あ る い は グル コ ース に生

育 した 1次培養 No，12 の そ れぞ れ の 菌体成分 の 比較

を行い ， さ らに 既報
2） の メ タ ン 生育混合菌体の 成分 と

の 比較を 目的として 実験 した．Fig．1 と同様の ガス 置

換装置を 取 り付けた 51 容の 振 と う フ ラス コ に 11 の

液体培地 を 入れ ， 1次培養 No ・12 を炭素源 が メ タ ン

の 場合は 4 日間 ， グル コ
ース （O．2％）の 場合は 2 日間

（NH4 ）xHPO4 （44．8mg 　N μ）

NH4H2PO4
NH4Cl

（NH4 ）sSO4

NH4NOs

（NHs ）aCO

KNO2

1．201
．211

．101

．000
．900

．000
．00

＊　Cell　yield　obtained 　after 　5−day　culturc 　at 　30°C
　in　a 　500　ml −shaking 　flask　containing 　50　ml 　 of

　 mineral 　 salts 　 med 三um 　with 　each 　indicated　ni−

　trogen　source ．　 One 　hundrcd 　ml 　of 　methane

　gas　under 　atomospheric 　pressure 　was 　introdu−

　 ced 　into　the 　flask　by　the　method 　given　in　F三9．
　 1，
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Table 　5．　 Effect　ef 　growth 　stimulating 　substances

　　 on 　growth 　of 　cultUrc 　No．12．
Table　7．　 Amino 　acid 　composition 　of 　cUlture

　　No ．12　protein・

Substance GoncentratiQn　Ce1里weight
＊

　　 （9ノの　　　　　　　　（9μ） Amino 　acid

Cells　grown 　on

NoneYeast

　 extract

Soy 　bean 　extract ＊＊

1へ厂aste 　molasses

Com 　steep 　1三qour
Fe2（SO4 ）s

CuSO4 ・5H20

ZnSO4 ・7H20
MnCl2Na2MeO4

・2HsO

CoG12 ・6H20

　 　 0，1

　 　 0．1
　 　 0．1

　 　 0．1

　 5 × 1（广4

　 4 × 10−3

3．4 × 10−4

3．0 × 10−4

2．4 × 10　4

4．4 × 10−6

0．900
，800

．880
．900

．901

．100

。900

．800
．920

．900

．85

methane 　for　 glucosc　for
　 4days＊

　　　　　2　days＊＊

＊ Cell　yield　obtained 　after 　4−day 　culture 　at 　30°C
　 in　a 　500　m1 −shak …ng 　且ask 　cQntaining 　50ml 　of

　 m 血 cral 　salts 　medium 　with 　indicated　amount 　of

　 each 　substance ．　 One 　hundred　ml 　 of 　methane

　 gas　 under 　atmospheric 　pressure 　 was 　introdu−

　 ced 　into　the　Hask　by　the　method 　given　in　Fig，
　 1．
＊＊ Filtrate　of 　10％ defatted　soybean 　extracted 　in

　 O．1　N 　NaOH 　at 　room 　temperature ，　ovemight ，

AlanineArginine

Aspartic　acid

CystineGlutamic

　acid

Glyci皿 eHistidine

ISO正eucine

LeucineLysineMeth

三〇 nine

Phenylalanine

ProlineSeTi

皿 eThreonile

Tyros…ne

Valine

4．5％
18．32

．42

．80

．68

．7L65

．08

．34
．82

．43
．84

，41

．63
．93

．28
．3

4．4％
16．22
．60

．63

．29
．21

．24

．67
．04

．61
．63

．84
．71
．94

．32

．28

．6

Table　6．　Chemical 　amalysiS 　of 　cells 　of 　culture

　　No，12　grown 　on 　methane 　and 　glucose．

・・11・ g・・ w …

Cmd

嬲
tein ＊’ C

携弁
t＊

＊ CellS　grown 　on 　methane 　were 　obta 三ned 　by　the

　 same 　 method 　in　Table 　6．
＊＊ Cells　grown　on 　glucose　were 　obtained 　by　the

　 same 　 method 　in　Tab1e　6．

Methane＊＊

Glucose＊＊＊

49．240

．2

3．54

．2

　
＊
　In　drア cclls ．

＊＊

　Ccils　obtained 　after 　4−day　culture 　at 　30°（】in

　　a5 ’−shaking 　flask　with 　a 　gas　changing 　appar

　　ratus 　 as 　 shown 　in　F三g．1，　 containillg 　500ml
　 　 of 　 mineral 　 salts 　 medium ．　 One 　 litcr　 of

　　methane 　gas　under 　atmosphe   c 　pressure　was

　　introduced　into　the 　 Hask　 by　 the　 method

　　given　in　Fig．工．
＊＊＊ Cells　obtained 諭 er 　2−day　culture 　 at　30°G 三n

　　a51 −shaking 　Hask　with 　a 　c ・tt・n 　Plug　contain −

　　ing　l　l  neral 　salts　medium 　with 　O．2％ glu−
　 　 cose ．

メ タ ン 生育菌体 の そ れ よ り約25％高か っ た （Table　6）・

っ ぎ に ， ア ミ ノ 酸組成を調 べ た結果 を Table　7 に 示す．

メ タ ン生育菌体 の たん ば く質に は，グル コ
ース 生育菌

体 の そ れ よ りシ ス チ ン お よび メ チ オ ニ ン が そ れ ぞ れ 4

倍 と1．5倍多 く含 有 さ れ て い た、

考 察

　Vary と Johnson2） は ， 土 壌か ら 2種類 の桿菌 か ら

成 るメ タ ン 資化性混合菌 culture 　HR を分離 し，そ の

構成菌を単集落分離法で それ ぞ れ単独 に 分別 したが ，

こ れ らの 細菌はい ずれも単独で は メ タ ン に 生育しなか

っ た．ま た，SheChan と Johnsons） お よび Muellerio）

はそ れぞれ活性汚泥 か らメ タ ン 資化性菌を分離 して い

るが，そ れ らはい ずれ も混合菌で ある．こ れ らの 研究

で は，混合菌を分別せ ずIC実験を進め て おり， 共存す

る混合菌が相互に どの よ うな 作用をし合 っ て い るか は

追及され て い ない ．本報で は，土壌 か ら分離 した 1次

培養 No ．12 が，　Meth“IOsinus属細菌と推定される ビ ブ

ロ イ ド状 の M 株と，
P56緬 脚 翩 ∫ 属細菌 と 同定 され た

G 株との 混合体で ある こ とを認 め た．こ れ らの 両細菌

は，常法 の単集落分 離 法 や 継代培養法で は分別 されず，

Hndner の 小滴培養法で 分別 され た．　 M 株 は メ タ ン ，

メ タ ノ
ー

ル に生育 し， G 株は メ タ ノ
ー

ル t ホ ル ム ァ ル

デ ヒ ド， ぎ酸 IC生育す る細菌で ある こ と，およ び M 株

は G 株の メ タノ ール 生育培養上澄液 の 添加培地 で そ

N 工工
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、

S量rain　G “

Fig．5．　Proposed　s（滋eme 　of 　interaction　of 　strains

　 　MandG ．

　　Symbols ：U ．GF ．，　unlmown 　growth　factor．

の 生育が促進 され る こ とか ら，Fig．5 に 示す相互 関係

が考え られ る．すなわち ，
M 株 が メ タ ン をメ タ ノ

ー

ル IC酸化 し， こ れを利用 して G 株 が生育する．これ に

対 して ，G 株 は M 株 に 生育促進物質 を 与 え るの で 全

体として 生育が 高 め られ る．しかし，
こ れ らの 関係に

っ い て は ，
M 株 の 生 育が 不安定 で消滅 して しま っ た の

で，こ れ以上研究が 進 め られ な か っ た．今後 ， 生育の

安定したメ タ ン資化性菌を用 い て ，
こ れ らの 相互関係

を解 明 すべ きで あ る．　　 　　 一

　っ い で ，1次培養 No ．12 の 培養条件 を 検討 し，既

報
2

・
s） の 混合菌 の そ れと比較 した．Vary と JohnsonE｝

は，culture 　HR の 生育至適温度 は 30°C
， 生育至 適 pH

は6．5，窒素源として ア ン モ ニ ア 態が 良好で あ っ た と

して い る． こ れ らの 結果は， 1次培養 No ．12 に っ い

て 得 られた 結果 と一
致 す る．しか し， cultUre 　HR が

鋼 イ オ ン に よ り生育 が 促進され ， 酵母 エ キス に よ り生

育が阻害 される点は ， 本 1次培養 No・12 は こ れらの

物質 に よ り生育 が 影響 され な い の で 異 な る．また ，

’

Sheehan と JonhsonS） の 混合菌は，生産 至 適温度 が

45℃ で あり， 本 1次培養No ．12 の そ れが 30°C であ

る の で 異 な るが，彼 らの混合菌が鉄 イ オ ン に よりそ の

生 育が 促進 され る性質 は，本混合菌 と一致す る，メ タ

ン生育乾燥菌体中の 粗たん ぱ く質と粗脂肪の 含量 は，

Vary と Johnson2｝の culture 　HR で はそ れ ぞ れ 59．2

％ と 6％ で あ るが，本 1次培養 No．12 で は両成分と

も culture 　HR の そ れ らよ り低 く，そ れ ぞ れ49．2％と

3．　5％で あ っ た．また，ア ミ ノ 酸組成 で は ， 1次培養

No ．12 は culture 　HR よ りア ル ギ ニ ン の 含量が 3倍高

い が，逆 に メ チ オ ニ ン ，リジ ン の 含量はそ れぞ れ50％

およ び20％低か っ た．

　結論として ， 既報の メ タ ン 資化性の 混合培養で は混

合菌の 分別が不成功 に終わ っ て い る こ と，本 1次培養

No．12 と の 培養条件 の 相違，菌体成 分 お よび ア ミノ酸

組成の 相違か ら，本 1次培養 No．12 は ， 既報 の 混合

培養とは異なる新 しい 混合系で ある と考え られ る．

　混合菌系を メ タ ン を 炭 素源 と して 培養す る場合 ， 混

合菌が相互 IC共生の 関係 ｝Cあるの で ， そ れぞれを単独

分別 して培養す る よ り， そ の まま混合体として 培養 し

た 方が 良 い 生育 が 得 られ る．さらに ， メ タ ン 資化性菌

と共生して い る 混合菌系 で は， 炭素源をグル コ ー
ス に

するよ りメ タ ン として 培養 した 方が ，シ ス チ ン ， メ チ

オ ニ ン に 富む た ん ぱ く質が 得 られ る．

要 約

　福山市内の 土壌か ら，メ タ ン ー無機塩類培地 で メ タ

ン 資化性能の ある培養を多数（20系）を 得 た．そ の 1培

養に つ い て 特に検討 を 加 えて ，
2 種類 の 細菌 M 株 と

G 株 とが混在 した系で あ る こ とが分か っ た．両者は単

集落分離法や継代培養法で は分別で きず，Lindner の

小滴培養法に よ っ て分別され た．

　M 株は ， メ タ ン，メ タ ノ ール に生育す る こ と， お よ

びそ の 形態か ら Metiploskas属 の 細菌 と推定されるメ

タ ン obligate な 細菌で あ り，
　 G 株 は グ ル コ

ー
ス ，メ タ

ノール などに生育 する Pseuclon：onas 属 の 細菌と同定 さ

れた細菌 で あ っ た．M 株は単独培養 で は生育 が 劣化

し消滅 したが，G 株 と混合す る と生育が M 株単独の

場合よりも 6〜7 倍促進 された、既知保存株 5株 （Es−

ehericnia 　celi
，
　Bacitlus　subtitis

，
　Pseudeinonas．tlteorescens，

　Sta−

Phllococcus　aureus ，お よび Aerobacter　aeregenes ）との 混 合

培養で は，M 株 の 生育促進 は認められなか っ た．　 G

株の メ タ ン 生育培養上澄液 の 添加で，M 株の 生育は

5〜6倍促進された．

　本培養系は ， 混合菌を分別 して培養で き る こ と， 培

養条件の 相違，さ らに 菌体成分および ア ミ ノ 酸組成の

相違か ら，既報の 混合培養とは異な る新しい 混合系で

あ る．

　 なお，本研 究の 要旨は，昭和 51年度 日本 醗酵 工学 会大会 に おいて

発 衰 した ．
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