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Table　L 　Maximum 　 methane 　production　 ra 匡es　from　formate
，
　 methanol 　 or 　 acetate 　in　 fixed・bed

　 　 reactors 洫 contrast 　 with 　 usual 　chemostat 　 culture ．

Fixed　bed
　 reactor

baked　 rnelted

clay 　 slug

　 　 　 　 　 　 Fixed 　bed
Chemestat　　 reacter 　　 Chemostat
culturea 　 baked　 melted 　　cu ］turea

　　　　　 clay 　　 slug

　 Fixed　bed

　 reactor 　 　 Chemostat
baked 　 melted 　　culturea
clay 　 slug

Substrate
Substrate　Ioading　 rate

　（mm 。1〃 day）

Substrate　 consumPt 三〇 n　 rate

　（mmolfl ／day）
Remova1 （％）

b

Methane 　 prodUCtiOII　 rate

　（mmol ／〃daア）
H アdraulic　retention 　time （h）
Methane 　yield
　（rnol 　CH4 ／mol 　 substrate ）

Cell　 concentration （9／〆）

Formate

7工52　　　4130

6717　　　4065

　 94　　　 98
1720　　 ユOlO

170

161

5793

0．4 　　 0．6　　　 工8
0．26　　　0．25　　　0．23

Acetate

668

398

60382

675

393

8
匚

」

只り

3

　

3

15

13

7381

Methano ］

875

465

53350

875

49．　5

57339

78

78

9597

3．6　　　　3．6　　　　161　　　　1曾3　　　　1．3　　　　　24
0．96　　　0，85　　　0。97　　　0，72　　　0．70　　　0．60

20．ユ　　14．9　　0．07　　44．0　　29．4　　0．48 　　NTc 　　NTc0 ．25

aWithout 　support 　material ．　 b　Removal 　 efficiency 　of 　substrate 　added ．　 c　Not　tested．

に 短縮で きる こ とを示 した．こ れは リァ クタ
ー

内 に約

20g／1 に相 当する菌体 （ケル ダ
ー

ル 窒素よ りの 見積 り）

を保持で きた た め と考え られ る （Table　1）．　Fig・　2 に 発

泡煉石 を 用 い た場合のギ 酸の メタ ン発酵を示す．308

g 〃 day のギ 酸負荷まで 供給されたギ酸 は ほ ぼ完全に

メ タ ン 化 され る こ とを 示 して おり，消費ギ酸基準 の メ

タ ン 収率は ほ ぼ 理論値 （0．25mol　CH4 ／mol 　HCOOH ）

を示して い る．

　上述 の よ うに，ギ酸資化 メ タ ン 生成菌の 付着 に 発泡

煉石 ， 溶融 ス ラグ が有効で あ っ た の で ，
こ れ らの担体

を 用 い て メ タ ノ
ー

ル お よ び 酢 酸資化 メ タ ン 生 成菌 に つ

い て も同様 の 検討を 行 っ た．こ れ らの 結果を前節 で 得

られ た ケ モ ス タ ッ トで の 結果と併記 して Table　1 に示

す．実験室規模で 得 られ た デ
ー

タ で はあ る が ，固定床 メ

タ ン 発酵 は， 槽内菌体濃度をヶモ ス タ ッ ト培養 （0．07
〜0．48g ／1）に 比 べ て 200〜300倍増加で きる た め

， 基質

の 消費速度，メ タ ン の 生成速度 の 増大およ び滞留時間

の 著しい 短 縮 （18h → 0，4h （ギ酸），
161h → 3．6h （酢

酸），
24h → 1．　3．h （メ タノ

ー
ル ） が図れ る こ とが判明

した．
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3． メ タ ン 生 成 細 菌 の 脂 質

　メ タ ン 生成細菌の 細胞（内）膜 は ， メ タ ン 生成反 応 と

共 役 した エ ネ ル ギ ー獲 得 系 の 場 と して 重 要 で あ る が ，

1）

こ の 膜 につ い て の知見はきわ めて 乏 しい ．メ タ ン 菌の

膜 の 主要構成成分 で あ る脂質は エ
ー

テ ル 型 の もの だ け

で ，他 の 生物の もの と著 しく異 な っ て お り ， 脂質生 化

学的に み て も興味深 い も の が ある ．

　メ タ ン 菌の 極性脂質 の 骨格 は ， 他 の 古細菌 （高度好

塩菌，好熱好酸菌）と同様，　diphytanyl　glycerol　diether

（グ ル セ u 一ル ユ分子 に C2。の イ ソ プ レ ノ イ ドア ル コ ー

ル で ある phytanol　 2分子が エ
ー

テ ル 結合した もの ，
diacylglycerolの エ

ー
テ ル 型 ア ナ ロ グ）と dibiphytanyl

diglycerol　 tetraether （phytan。］ 2 分子 が 頭
一

頭結合

し，両端 に 水酸基をもつ 2価 ア ル コ
ー

ル 2分子 が グ

リセ ロ
ー

ル 2分子の 間を架橋す る よ う に 四っ の エ ー
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テ ル 結合で結合 した もの ） の 2種類で あ る．2） Metlta−

nococcers や Methanosarcina な ど球形 の メ タ ン 菌 に は

diphytanyl　 glycerol　 d三ether だけがあり， そ の他の大

部分の メタ ン菌 に は両方が含まれ て い る．2〕 高度好熱

メ タ ン 菌 Metlianocoecusノσ朋 σ∫‘厩 だ け は特殊で
，

mQnob 量Phytanyl　91ycerol　diether （グ リセ u 一
ル 1分

子に biphytano11分子が マ ク m サ イク リ ッ クな ジ エ

ー
テ ル をつ くっ て い る もの ）が 見 い だ されて い る．3）

　 メ タ ン 菌の 極性脂質 の 構造が初 めて 明 らか にな っ た

の は，　Katesらに よ る 11fethanosPirillum 　hungateiの 7

種 の リン 脂質，糖脂質，リン 糖脂質 で あ る．4）

リン脂

質 は phosphatidylglycerolの ジ エ ーテ ル 型 ア ナ ロ グで

あり ， 糖脂質は diphytanyl　glycere王d三ether あ るい は

dibiphytanyl　diglycerol　tetraether　l（二 glucose，　galae−

tose な どが 2分子結合 した もの
， リン 糖脂質は糖脂質

に glyceroph。sphate の 結合 した構造を もっ て い る．

こ れ らを含め て ，こ れ まで に 研 究 され た古 細菌の エ
ー

テ ル 型 脂質 で は ア ミ ノ 基をもつ もの で構造 の 解明 され

た ものが な か っ た が，われわれ は，Melhanobrevibac−

ter　arbonPhilus 　A2 株 に ニ ン ヒ ドリ ン 陽性 の リン 脂質

（PNL2 と略称す る ）を 発 見 し，
そ の 構造 を決定 した．

　PNL2 は シ リカ ゲル 薄層クロ マ トグラ フ ィ
ー
（TLC ）

や DEAE カ ラ ム ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

で エ ス テ ル 型

phosphatidy］serine （PS）と挙動 が一
致 した．赤外 ス ペ

ク トル で エ
ー

テ ル 結合 ， ア ミノ 基 ， リン 酸基 の 存在が

示 さ れ ，
エ ス テ ル 結合 は見 い だされ なか っ た ．PNL2

の ア セ ト i）シ ス 生成物は diphytanyl　 glycerel　diether

の ア セ チ ル 化物と マ ス ス ペ ク トル が一
致 し，こ れから

ア セ チ ル 基をはず した もの は，
」4．hun8alei の 2

，
3−

di・0 ・phytany 正glycerelと TLC 上で 同
一

で あ っ た ．さ

らに PNL2 の 炭化水素鎖の 構造を確か め るた め に ， こ

の 脂質を HI 分解す る と，　alkyl 　iodide が得 られ，そ

れは ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ に よ り phytanyl 　iodide と確

認 さ れた．こ れ らの 結果 か ら PNL2 の 骨格構造 は di・

phytanyl　g］ycerol　dietherと決定された，　 PNL2 の 極

性基部分 を 分離 して 構造を確認す る ため に種々 の加水

分解法を試みたが， そ の 中で HF 分解が最も効果的

で ，　62％ の PNL2 が分 解 し， 水溶性物質として serine

とわ ず か の phosph 。 seri ロ e および ア ン モ ニ ァ が ア ミノ

酸分析計で 確認 され，これ らの 合計 は分解 した PNL

2 に ほぼ等しか っ た，有機溶媒可 溶性の リン 酸 化合物

と して は エ
ー

テ ル 型 の phosphatidic　acid が得 られ た．

FD マ ス ス ペ ク トル と 陰イ オ ン モ
ー

ドの FAB マ ス

ス ペ ク トル に よ り，
PNL2 の 分子量は 819と決 定 され，

CH20

CH − O

l 。
− 　 H

c　H2°
音

゜熾 一

鰺
゜H

　　　　　　　　　 Fig．1．

diphytanyl　 glycerolと phosph 。 serine で 構造の すべ

て が 説明で き．1H ・NMR で もこ の 構造と矛盾 しな い ス

ペ ク yル が得 られた．従 っ て ，
PNL2 の 構造は phos・

phatidylserineの ジ エ
ー

テ ル 型 ア ナ ロ グ （Fig・工丿 と決

定 され た．5）

しか し，serine や glycerol　ether の 立体構

造は未定で ある，こ れ以外の 脂質の 構造はまだ 予備解

析の 域を出な い が，glucose を もつ C20 ジ エ
ー

テ ル 型

お よ び c40 テ トラ エ
ー

テ ル 型糖脂質 （GL1）や inositol

を もつ エ ーテ ル 型 リン 脂質な どが存在す る．

　 ア ミノ 基含有脂質 の 存在の 一般性 と極性脂質パ タ
ー

ン と メ タ ン 菌の 分類 の 関係を調 べ る た め ， 7 属12種 17

株の メ タ ン 菌の 全脂質を TLC で 展 開後，ニ ン ヒ ド リン

陽性 の ス ポ ッ トの 有無とそ の 移動度 を検討 した．6， そ

の うち 7 属 9株 につ い て は PNL2 との 微細な相違 も

は っ きりさせ るた め，32P
で ラ ベ ル した MeXhanobacte −

riecm 　tltermo α utoh
・
oPhicum 　AH 株の PNL2 を 各菌株

の 脂質 と混合して TLC で 展開 し， オートラ ジ オ グ ラ

ム と ニ ン ヒ ド リ ン 陽姓ス ポ ッ トの重 な りを調べ た．す

べ て の 株に ニ ン ヒ ド リン 陽性の ス ポ ッ トが検出された

が，そ の うち，PNL2 と完 全 に
一

致す る 脂質をも っ て い

る の は Methanobactcriu” t 属，　 vaetkanobrevibacler　ma，
Melhanococcacs 属 で ， そ の 前二者に は特徴的な リ ン 糖

脂質 （PGL1 ）が あ っ た．　 Uethanospin71um　 Eungatei

で は，Kates らは ア ミ ノ 脂質を報告 し て い な い が ，

われわれは既知の ア ミノ 脂質とは異な る ニ ン ヒ ド リン

陽性 の ス ポ ッ ト （PX ）を検出 した ．　 PX は Metl；ano −

tnicrobium 　 Paynteri，　 deretkanogeniam ‘α 7r読 ガ な ど

Methanemicrobiaceae 科 に 共通 して 存在す る よ うで あ

る．以上 の ように ， ア ミノ基をもつ 脂質は メ タ ン 菌に

広 く存在 し，そ れぞ れの 科 に よ っ て 特徴的で あ る。

　n4・thermoautotroPhicum で 脂質の抽出条件を詳し

く検討した とこ ろ，中性抽出で は 不完全 に しか 抽出さ

N 工工
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れ ず ， 酸性 で よ く抽 出 され ， 特 に ア ミ ノ リ ン糖脂質
PGLI の 抽出率に著 しい 相違が ある こ とがわか っ た・7）

また酸性条件下で は PGLI が GLI に 転換 （分解）す

る こ とを示唆する デ
ー

タ もあ り，こ の 二 つ の 脂質の構

造的関連性 に興味が もた れて い る．

　エ
ー

テ ル 結合型 脂質の 生合成研 究 は きわ め て 未開 拓

の 分野 で あ る が ，
　M ・　tliermoautotroPhicerm で

32P
を リ

ン脂質へ とりこ ませ る と ，

32P
の 比放射能が最 も速 く

上 昇 し，か つ
， 速 くチ ェ イ ス さ れ る微量 の 脂質が 見つ

か っ た．S）
こ の 脂質 の 構造 は未知 で あ る が ， リン 脂質

生合成経路上 で他の 脂質の 前駆体の よ うな位置を占め

る可 能性があり，
エ
ー

テ ル 型 脂質生合成解 明 の 手 が か

りが 得 られ る もの と思 わ れ る。ま た ，
PNL2 や イ ノ シ

トール リン 脂質は速い代謝回転を示 し，そ の 主な 生成

物は PGL1 で あ る．
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4．　 メ タ ン 菌電 子伝達物質 F420の 蛍光 特性 を用 い た メ タ ン 菌の 活性 計測法
1

　メ タ ン 発 酵の 運 用
・制御 に と っ て 最 も重要な因子は ，

メ タ ン 菌の 活性で あ る．しか し，メ タ ン 発酵 に は 多数

の 微生物が共生系として 機能 して い る た め
，

メ タ ン 菌
の み を分離計 測 し，菌体活性を知 る こ と は 至 難とさ れ

て い た．筆者 らは蛍光法を用 い て ， 多数の微生物の 中

か らメ タ ン 菌に 由来する 蛍光信号を 分離計測す る こ と

が可 能 な こ とを見 い だ し，メ タ ン 発酵時 に お ける メ タ

ン 菌活性の 計測法を開発 した．本稿で は，筆者らの 研

究成果 に 基 づ い た メ タ ン 菌活性蛍光計測 法 に つ い て 紹

介す る．

1． メ タ ン菌 電 子 伝達物質 F420 と メ タン 生成反応

　メ タ ン菌は，進化分 類学的 に 古細菌 （Archaebacie一

アia）に分類さ れ ，　
P
原核生物 で あ る一般の 微生物 とは異

な る代謝系をもっ て い る．メ タ ン 菌の エ ネ ル ギ ー
代 謝

系に は，F4e・ とい う電 子伝達物質 が 存在 す る．2’3） F ・2 。

は ， メ タ ン 菌以外の 微生物に は存在 しない メ タ ン菌固

有 の 電子伝達物質で あり， ．メ タ ン 生成反応 に 電子供与

体と して 中心 的な 役割を演じて い る．

　Fig・1 に メタ ン 生成反応を示す．　 CO2 の メ チ ル 化 は ，

4段の 還元反応 で構成されて お り， 各段共 2電子還元

反応で 計 8 電 子 が F 伽 経由で 供給 され る．4冫

図 中X は ，

後2段 に 対 して は補酵 素 M （CoM ）と さ れ て い るが，5）

前 2段 に お け る X は 同定 さ れて い な い 。また，F4ab と

い う Ni を含む補酵素が最終段 の 還元反 応 に 寄与 して

い る とさ れて い るが ，

G》

そ の 詳 細機構 は 知 られて い な

い ．

　上 記 した よ うに ， メ タ ン 菌活性を支配 して い る メ タ

ン 生成機構 （ATP 生成系 と して の 機能を合わ せ もつ ）

に おい て ，特に 重要な役割を 演じて い る F42。 に着目

し， メ タ ン 発酵液の中か ら F42。 を分離計測 で きるか

否 か につ い て 検討 した ．

2．　 メ タ ン菌 活性計測 法

　F42・ の 計測手段 と して さまざま な 方法 が考え られ る

が，筆者 らは 測定が簡便で 精度 の 高い 蛍光分光法を採

用 した．Fig・2 に メ タ ン 菌か ら抽出精製 した F42。 の

蛍光励起 ス ペ ク トル を示す．こ れは中性条件下 で の 結

果で あり，
F420は 405，475　nm に そ れぞ れ 励 起，発光

ピ
ー

クを もつ 特徴的 な ス ペ ク トル を示す．7’s）

　 　 　 　 CO2 ← XH 噂XCOOH

　　　　　　　　　↓士幽丶

　 　 　 　 　 　 　 　 　 XCHO 　　丶

　　　　　　　　　隙》・C − 一・臨

：凝離 、。薯 簿 臨
　　　　　　

一CO2　XH や C｝職

Fig．1．　 Possib工e　pathway 　of 　methane 　fermatien．
　　EC ： Enzyme 　cornplex

　 　
−一夢 ： electron 　flow

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


