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1　 は　 じ　め　に

　最近 ，
メ タ ン 発酵 を有機廃棄物処理 ， 排水処理 に 利

用する動きが盛ん に な っ て きて い る．メ タ ン発酵 は メ

タ ン ガ ス を エ ネ ル ギ ー
源 と して 回収で き るの で

， 処理

に か か る経費を 節減で きるだ けで なく， ある程度以上

の 規模に なれば積極的 に エ ネル ギーを生 み 出す こ とに

もなる．そ の た め J 廃棄物処理 だけで な く， 未利用 バ

イ オ マ ス をガ ス 化 す る こ と に も使われ る可能性 が ある．

日本で は近年 メ タ ン発 酵の 高度化，さま ざまな 未利用

バ イ オ マ ス へ の メ タ ン発 酵の 適用の 研究が 進め られて

きて い る が ， メ タ ン 発酵に 関与する多種多様な 微生物

に つ い て の 微生物学的 ， 生化学的基礎研究は 著 し く少

ない．これに 比べ て 欧米 で は ， メ タ ン生成細菌 （以 下

メ タ ン菌 と 略す）が 数多 く分離 され， メ タ ン 生成反

応を 中心 に して 生化学的に 詳 し く研究 されて きて い

る．P

　ち な み に 日 本で 単離さ れ た メ タ ン 菌株 は 数株に

すぎず ， 種 名まで 同定 さ れた もの は 1 株 ，

2冫

新種 とし

て 記載 された もの は皆無とい う状況 で ある．

　メ タ ン 菌は 絶対嫌気性細菌で あり，
Clostridiutnな

ど と比 べ て も格段に 慎重な嫌気操作が要求さ れ るた め，

取 り扱い に 困難が あ る こ とは事実で あ る が，基本的な

方法は 確立 して お り，非常 に高 価 な 装置を 必要とす る

わ け で もな い ． 日本で 最初 の メ タ ン 菌 の 分離は穴沢

ら
3】

に よ っ て 報告されたが ， 菌学的記載はな されなか
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っ た．わ れ わ れは1980年に古細菌と して の メ タ ン菌 に

興味を もち ， 脂質研究を目的に 嫌気消化槽か らメ タ ン

菌を分離 し，Methanebrevibacter　arboriphilus の 新 し

い 株と同定 した．2）

最近 は メ タ ン 菌の 分離を 試み る研

究 グル
ー

プ もふ えて きて い る の で ，日本に おけ る メタ

ン 菌学の 発展を願 っ て ，そ の 基礎となる分離 ・培養法

の 実際的な手法を詳述する こ とに した。な お，以下に

記 す こ とは ， 嫌気 チ ェ ン バ ーに 関す る こ と以外はすべ

て われわれが 日 常的 に行 っ て い る こ とで あ る が ， 原法

は文献
4−6）

に よ らて い る．

　な お， メ タ ン菌 の一般的な 性質 につ い て は総説 り
に

ま と めて あ る が ， そ の後記載 された新種工2種を加え ，

1987年 4 月まで に知 られ て い る メ タ ン 菌 は48種で ある．
この うち約43種 は確実な種 とみ なせ る．分離 ・培養 に

関係ある性質 に つ い て 簡単に ま とめ て お こ う．

　メタ ン 菌の嫌気性は， 培地 の Redox ポテ ン シ ャ ル

が 一〇．33V 以 下で 生育 で き る，4， と表現されて い る．

こ れは 11 の水に お よ そ IO
−ss

分子の 酸素しか存在 しな

い 状態と計算され るが ， 事実上，単純 に酸素を取り除

くと い う操作だ けで は実現 不可 能な状態で ある ．従 っ

て ，何 らかの よ り強い 還元系を加え る必 要が あ る．そ

して ， 培地 が 十分還元状態 に な っ たか ど うか を 容易に

見きわめ る方法が レ サ ズ リンの 脱色 （
− 0．042V 以 下 ）

で ある．メ タ ン 菌の 嫌気性要求度を
一

ロ で言うと， レ

サ ズ リン が赤 くな っ て い た ら生育で きな い，と い うこ

とで ある．

　メ タ ン菌はグ ラム 腸性の もの と陰性の もの があ り，

ど ちらも細胞壁 に 真正 細菌の よ うな murein は もた な

い が ， グ ラム 陽性 の メ タ ン 菌 は murein とは 異な る

peptidoglycan の pseudomurein が あ る （MetEano ・
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bacterium
，
11fethanebrevibacterな ど）．グ ラ ム 陰性メ タ

ン 菌の 細胞表 層 は グ ラ ム 陰性真正細菌の とは 全 く異な

り，タ ン パ クサ ブユ ニ
ッ トや タ ン パ ク性 の sheath な

どで ある．形態的に は メ タ ン菌は長桿菌 ， 短桿菌， 球

菌， ザ ル チ ナ状，皿状などがある．メ タ ン 生成基質は

H2 −CO2，ギ 酸，酢 酸 ， メ タ ノ
ール

， メ チ ル ア ミン な

どで ある．前 二 者は ， メタ ン に なる まで ， 4段階の 還

元が必要で あるが，後三 者 は メ チ ル 基からメ タ ン が生

成す る．後三者の 利用は一部の メ タ ン 菌種に 限られて

い る （de「ethanasarcina ，　Methanothri ．x“など）．メ タ ン 菌

の 生育温度は 20°C〜97℃ で，菌種 に よ っ て 4段階に

分けられる （20℃ 付近，37℃ 付近，60℃ 付近，85℃

以 上）・　 メ タ ン 菌は こ れ ま で に ， 湖沼の 堆積物 ， 海底

の 堆積物， ウ シ の反芻胃，動物の 糞便 ， 大腸内容物，

排水処理装置の嫌気消化ス ラ ッ ジ
， 深海の熱水湧水ロ

付近 な どか ら分 離 され て い る．嫌気的で 有機物の ある

所な らど こ か らで もメ タ ン 菌は分離できそ うで ある．

水田土壌や特定 の廃棄物の み を処理する嫌気消化檀な

ど未調査の 環境か ら新 しい メ タ ン 菌が 分離され る可能

性は 大きい と思 わ れ る．

U　メ タ ン 菌の 分離 ・
培養に 必要な器異

　Ht
，
　CO2，　N2 な どの 実験ガス と流量計　　ガ ス 類は

後述の 還 元鋼カ ラ ム を通 して 除酸素 して 使う場合に は

通常の純度で もよ い ．高純度窒素 な ら還 元 銅 カ ラ ム は

不要で ある．調圧器と流量計 は ，
H2 と CO2を 4 ： 1

に 混合する の に流量で 調節す る の で 必要で ある．　 H2
用 11／min

，　COa 用 200　rnl ／min まで の 目盛があれ ば

61 の通気培養まで に十分で あろう．

　還元 銅カ ラ ム と 分 配管 （三紳工 業製 ，
Fig．1）　 2

cm × 50　cm の 石英 カ ラ ム に 銅 の 小片を約 15cm の 長

さにつ め・そ の部分を卓上焼却炉で 約 300℃ に 加熱

で きる もの．カ ラ ム の 下部よ りガ ス を 通す，鋼は使わ

な い 時は黒 く酸化 され て い る が ，
H2 を流す と還元さ

れ て 金属銅の 光沢が出る．カ ラム 温度 は一卓上焼却炉

の ヒー
タ
ー
を ス ラ イ ダ ッ クで 調節す る こ と に よ っ て

，

300℃ に調節 す る．Hs 存在下 で 温度が 高すぎると

COa か ら CO が生ずるこ とがある．還元銅カ ラ ム を

通過 した ガ ス は ， 分 配 管で 必要な本数に 分岐させ て 使

用する，

　 ロ
ー

ル チ ＝
一ブ作成器 （三 紳 工業製 ，

F置g・2）　 寒

天 培地上 に メ タ ン 菌 の コ ロ ニ ーを作 らせ る 方法 は ，

大きくわけて 2種類ある．一
つ は好気性菌と同様，ペ

トリ皿 の中に 寒天平板をつ くり，そ の 上 に コ ロ ニ
ー

を

Fig．1．　 Aheated 　cQpper 　column 　foロ emoving 　traces

　　of 　ox ソgeロ from　gases　oonnected 　with 　a　distribu−

　　ting　 apparatus ・

つ くらせ る方法で あ る．こ の 場合，すべ て の 操作は嫌

気的雰囲気の 中で行う必要があるの で，後述 の嫌気チ

ェ ン バ ーが 必要とな る．嫌気 チ ェ ン バ ー
は高価な の で

ど こ に で も設置で きる と は限 らな い ．ロ
ー

ル チ ニ
ーブ

法 は嫌 気 チ ェ ン バ ーが 製品化され る前か ら メ タ ン 菌分

離 の 最 も確実な方法として 使われて い たもの で ， 必要

な器具もか ん たん なもの で あ る．融けた寒天培地 と菌

懸濁液を試験管の 中で 50℃ で 混 合 して ，直 ち に 氷水

申の m 一
ラ
ー

の 上 に 試験管を横 に して 置き，回転 させ

なが ら寒天を固まらせ る と ， 寒天 ロ
ー

ル チ ュ ・’一ブ が で

き上 る．寒天培地 は 試験管壁 に うす く固ま り，せ まい

開 ロ 部の 割に広 い表面積が得られ る．ロ ー
ル チ ュ

ーブ

作成器とはそ の ロ ー
ラ
ーと氷水用 バ

ッ トで あ る、

　培養ビ ン と ブ チ ル ゴ ム 栓 ， ア ル ミシ ール と 締め具

Fig．3 の ような 100　ml
，
300　m1

，
500　ml

，
　1　1 の 血清 ビ

ン
，

500m1 坂ロ フ ラス コ が 培養用 の フ ラス コ と して

用 い られる．口 はい ずれもブチ ル ゴ ム 栓の 合う大きさ

Fig．2．　 Aroll　tube 　maker ．
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Fig．3．　CUIture　Hasks，　a　test　tube 　wit ｝1　a　butyI　rub ・

　　b・・ d・ ub1 ・st。PPer，
・伽 pers，

・・d　h・・dd・c・p陣 ．

　　B・tyl　 ・ubb … t。PP・・s　a・ d　al・ minum 　seali ・ g
　　caps 　are 　 seen 　in　front　of 貧asks ．

　と，ア ル ミ シ
ー

ル の で きる形状で な ければならない．
ブチ ル ゴ ム 栓，ア ル ミ シ ー

ル に は大小 2種類がある．
小は直径 13　mm

・ 大 は 22　mm の 口 に合う．100m 】
，

300　ml 血 清 ビ ン は小の 口 ，他は 大の 口 で あ る．坂 ロ

フ ラス コ は特注加 工 して ブ チル ゴ ム 栓 （大）が合 うよ

う に 製作する．11 の輸液用 の ビ ン （病院等 で廃物と

して多量 に捨て られて い る）の 口 の 部分の 形状が目 的
にか な っ て お り代用 で きる．ビ ン の 囗 に ブ チ ル ゴ ム 桎

をさしこん だ ら，ア ル ミシ
ー

ル を締め具 （ハ ン ドク リ
ン パ ー

，
WheatQn 社製） で き っ ちり締めつ け気密を

よ くす る。ア ル ミ シー
ル は

一
度締めた ら培養終 了 ま で

開 くこ とは ない ．開 くときは ペ ンチ で もよい が ， 専用
の ハ ン ド ・ デ ィ キ ャ ッ

パ ー
（Wheaton 社製）も市販 さ

れて い る．ク リンパ ー，デ ィ キ ャ ッ
パ ーとも大小別で

あ る．

　保存用など少量の 培養で 基質が気体 で な い 場合icは
径 18mm の 試験管に ブ チル ゴ ム 製 の ダブル 桎を して

培養す る こ ともで きる．ダ プ ル 栓 は試験管 の 外側icか
ぶ せ る折りかえ しの つ い たもの で ，通常の ゴ ム 桎よ り

は ずれ に くい が ， ア ル ミ シール などで お さえて な い か

ら高圧を か ける わ けに はい かな い．また，試験管内の

培養液と気相の 接す る面積が小 さい の で Ha−CO2 を

基質とす る培養に は 使 え な い．な お， ブ チ ル ゴ ム は 最

も 02 を通 しに くい の で 使わ れ て い る．

　61 の 大量培養に は，Fig・　4 の 101 の 培養 ビ ン （特
注）を用い る・外径 21　cm

， 全高 42　cm で上部に三 つ

の 口 がつ けて ある．こ の サ イ ズ は われわれの手持ちの

t 一
トク レ ープ に入 るよ うに決 め た．中央の 孔 は通気

管を通 し， 左 の孔 に は 還流冷却器をつ けて ガ ス の 出 ロ

とする．還流冷却器 に よ っ て培地量の 蒸発減少を防ぐ．
右の 孔 は サ ン プル 採取孔で ある．こ こに はダブル 栓を

か ぶ せ て あ り， 針を突きさして 注射器で 培養液の一
部

Fig・4・ A101 ・ a・b。y 瞭 h ・ ・e 且・ x ・・且d呶 ・（1。ft
　　n ・ck 丿・・ g… i・g　tub ・（cent・meck ），

　and … mp1 ・

　　ing　neck （τight　neck ＞．　A 　stirring 　rod 〔12　cm ）is　on
　 　the　bottom．

を採取 で き るよ うに な っ て い る．こ の 容器 の底は マ グ

ネ チ ッ クス タ ー
ラ
ー

の 攬拝子 の安定 した高速回転を得
るために ， で きるだけ平 らで あ る こ とが望 ましい ．ガ

ラ ス 製 な の で どう して も盛り上 が るが，そ の 場合で も

盛 り上 が りの 頂 点 が で きる だけ底の 円形の 中央 に ある

の が望ま しい．頂点がず れて い る と， 規伴子自体の中

心と回転の中心がずれて しま い ，高速回転が得 られ な

い．こ の こ とは特に 大 きな捷拌子 を用い た場合にあて

は まる．

　大型 スターラー
と恒温槽 　　上 の 61 の 培地 を効率

的 に捜拌 し，
Vortex 型渦巻を起 こ させ るた め に 強力

マ グ ネ チ ッ ク ス ター
ラ
ー

（工 業用大型 ，
40〜1COO　rpm

，

2〜30〜まで 撹拝可能， 回転計付 き， 例えば ， 池田理

化の IS−3GL） が必要で ある．攪拌子は通常の 棒状の

もの で 長 さ は 5〜 12　cm の もの が よ い ．円形の もの は

か き回す面積が 小さい の で ，十分な撹伴 が 得 られな い ．

渦巻 の 大きさ は攪拌子の 長 さ と回転数に比例する．十

分な 攪拌とは渦巻 の 底が ガ ラ ス 容器の 底に達する程度

の もの で あ る が，こ の 状態を 得るに は 5cm の撹拌子

で 1200　rpm
，
　12　crn の もの で ユOOO　rpm を要す る．一

N 工工
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Fig．5．　The 　whole 　arrangement 　of 　a　6 ’ culturing

　　apParatus ・　A 　101ca 【boy　shown 　in　Fig，4conta ・

　　ining　6　1　of　rnediurn 　is　incubated葦n 　a 　big　bucket

　　（upper 　right ）connected 　with 　a　theロ nostat （10wer）．

　　Abeated　copper 　column （upper 　left）for　supplying
　　H ・

一・CO2 　gas　is　c。 nnected 　t・ the　ca ：b。y．

般に 回転の 安定性と渦巻 の形状と の 関係 で 撹拝子 の 長

さを決める．トル クの 弱 い ス ター
ラ
ー

で は 回転数を 上

げる と撹拝 子が とび や すい ．

　培地の保温は直径 40　cm
， 高さ 40  の バ ケ ツ 型 プ

ラス チ ッ ク容器 （特注） に 上記培養 ビ ン を入れ ， 外部

循環能力のある恒温槽か ら恒温水を循環させ る こ とに

よ っ て い る （Fig．5）．

　注射器と 注射針，除菌用 フ ィ ル ターユ ニ ッ ト　　 1

ml
，
2．5ml ，5ml，10　ml ，

50　ml の注射器と注射針 （太

さ 22GXIJ・is・B・，O．　7× 32mm ） を 用 い て ブ チ ル ゴ ム

栓をした培養 ビ ン 中の 培地 に 接種 した り， 試薬を添加

した りする．ガ ラス 製の注射器な ら乾熱滅菌して くり

返 し使用 で きる．注射針を取 りつ けた状態 で
一

本ずつ

試験管 に入れ ， ロ をア ル ミ ホ イル で おお っ て 乾熱 す る

と よい ．滅菌済みの プ ラス チ ッ ク製デ ィ ス ポーザブル

の 注射器 と滅菌済み注射針を用い る と手間 が省ける．

デ ィ ス ポーザ ブル で あ る が オートク レ
ープ して 再使用

する こ ともで きる．大きな培養 ビ ン か ら数 ml の サ ン

プ ル を採取 す る の ｝C は 50cm の 針，
　 m 一ル チ ュ

ーブ

か らコ ロ ニ ー
をとっ た り，培地 を試験管に 分注 した

りす る ときに試験管に ひ っ か けて ガ ス を流 し続 け る の

に は ， 根本で 直角に曲げた ユOcm 位の 針が必要 であ

る． H2
，
　 CO2 な どの ガス や オ ートク レ

ープで きない

NaHCOs 溶液などを無菌処理す る ため に，デ イ ス ポ

の メ ン プ ラ ン フ ィ ル タ ーユ ニ
ッ ト （プラス チ ッ ク製の

ユ ニ
ッ トに は い っ て い て注射器 ， 注射針を取 りつ けら

れ る ように な っ て い る もの ）が必要で あ る．こ れ は注

射器と針の 間， または ガス の 出口 と針の間に取 りつ け

て使う．

　嫌気チ ェ ン バ ー　　嫌気チ ェ ン バ ー
の 原形は，嫌気

的ガ ス を充満させ た ビニ ー一ル 袋の 中で嫌気性菌を取り

扱うもの で あ っ た．嫌気 チ ェ ンバ ー
の 基本的な構成は，

菌を取 り扱 う嫌気的無菌箱 の部分，チ ェ ン バ ー
内の 雰

囲 気 に 02 を入 れな い で 器 具を出 し入 れ す る た め の 前

室，前室 や本体 チ ェ ン バ ー
内の ガ ス を置換す る ため の

排気ポ ン プ と嫌気ガ ス 供給装置 （ボ ン ベ な ど）で ある．

そ の 他 に，本体チ ェ ン バ ー内で イ ン キ ュ ベ ー
トす る た

め の 小型 の ふ 卵器 ， チ ニ ン バ ー
内ガ ス の微 量 の Og を

除去する循環式触媒付き除酸素装置， 器具の出し入れ

の際， 前室 の ガ ス 置換を自動的に行うマ イ コ ン 装置な

どが付属す る もの もある ．

　ガ ス クロ マ トグラフ ， 螢光顕微鏡　　こ れらは直接

培養に 必要な 機器 で はな い が ， メタ ン菌の特性上培養

の 際に ほ とん ど必須である．メ タ ン 生成を最 も容易 に

測定 で きるの は ガ ス ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

で ある．メ タ

ン
，

H2
，　 CO2 な どだけを測定するの で あれば ， 昇温

装置は 不要であり， 検出感度も高い 必要 は ない の で ，

TCD （熱伝導度型検出器）だけの つ い て い る最 も簡単

な機械で よ い ．カ ラム は 2m の 活性炭 カ ラ ム で よ い．

メ タ ン 菌は F “ o とい う強い 螢光を発す る補酵素を共

通 して 持 っ て い るた め，螢光顕微鏡で 他の 細菌ξ容易

に 区別 で きる．メ タ ン測定と螢光顕微鏡は メ タ ン 菌の

確認 に きわ めて 有効で ある．

皿　培　地　組　成

　われわれが使っ て い る培地 の例 を Table　1 と 2に示

した ．各培地 の 特徴を以下 に述 べ る．

　Table　1 の Balchの mediurn 　1 は完全 に は独立栄養

的で な いふ つ うの メ タ ン菌 （例えば MethanobactertL

um 　formiofcum，
　Me ’hanosPt

’
r ”lum　hu7rgatei

，
　Metha −

nobrevibacter 　arbonPh ”＃ s
，
　Methanosarcina　barkeri）

の 培養 に 適 して い る．酢酸 とギ酸が含まれて い るの で ，

酢酸要求性の 有無 に か かわらず ， また ， メ タ ン生成基

質と して ギ酸を利用 す る か ，
HrCO2 を利用 する か に

か か わらず使用可 能 で ある．・酵母 エ キ ス と ト リプチ ケ

N 工工
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一
ス で 促進され る もの に も好適で あ る・ Uetftanobre一　 の 菌を培養す る時だ け c6enzyme 　M や低級脂肪酸を

vibacter 　ra 〃ninantium や Methanomicrobium 　 7）tobile 　　加え る。

は co εnzyme 　M や低級脂肪酸を要求す る ので ，そ れら　　 Table　1 の medium 　2 は酢酸，ギ 酸，酵母 エ キ ス
，

T ・ bl・ 1．　 C。mP 。・iti。・ ・f ・he　g・。xvth 　m6dia ．

Balch ，

S6
⊃

Medium 　 1Medium 　 2Medium 　 3

DSMal20

KH2PO4

K2HPO4

（NH4 冫2SQ4

NaClKCIMgSO4

・7H20
MgCI2 ・2H20

NH4ClCaC12

・2H20

Nitrilotriacetic　 acid 　b

MnSO4 ・2H20b
FeSO4●7H20　b

CoSO4 　bZnSO4

　bCuSO4

。7H20 　b

AIK （SO4）2　b

H3BO4bNazMoO4

・2H20　b

Nic12bFe

（NH4 丿2（SO4）2。7H20

NaHCO3

Cysteine・HCl
Na2S・9H20
Na 　 Acetate
Na 　Fo工mate

Yea3t　 extraet

Trypt三case

CasitoneTrace

　 vitaminsc

MethanoI

Resazurin

SUPPlements
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0 ． 30 ．32 ワ 】001 　 11aDeutsche 　Sammlung 　von 　Mikroorganismen 　C
alogue

　of 　 Strains 　1983． bp τepared 　as　a　 100 − fbld 　concentrated 　 stock　solution 　 of 　trace 　minerals 　in　t
　case　 of 　Balch ，s　media ． 　For　DSM 　120 　medium ，333 − fbld 　concentrated　solutio
@without

　FeSO4 　 was　used ． ccontains ，　in 　milligrams 　per 　Iiter　of 　distiUed　water ：　biotin，2 ；fblic

acid，2 ；pyridoxine 　HC1，10 ； 　 thiamine 　HC1，5ヌIibonavin ，5 ； nicotinic　 acid ，5 ；DL− calcium 　 pantoth

ate，5；vitalnin 　 BI2 ，0 ．1 ；p− 　a τninobe
oic 　acid ，5 ；1三poic 　acid，5． dO．5geach 　of　valeric，　isQvaleric ，α一methylbutyエic，　and 　isobutyriC 　aci

　 and 　 O ．1mg　of　2 − mercap 亡o − 　ethanesulfbnic 　acid　are　added 　 when　Methanobrewibacter 　ruminantizam
d 　Me ！hanomicro

u7n 　mobile 　are 　 cultured ． N 工
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ト リプ チ ケース 等を除い て あり，完全 に独立栄養的な

Mexhanobacteriutn　 tlie7・7noautOXroPlticunt 　 lこ用 い る ．

こ の 培地 は微 量 の ビ タ ミ ン 以外に は 有機物が 含まれて

い な い 上 に，こ の 菌は 65℃ で培養す るの で コ ン タ ミ

の恐れ の最 も少 な い メ タ ン 菌で ある ．

　Tab 晝e　l の medium 　3 は Metltanococcus属お よ び

Metftanogeniu” z 属 の メ タ ン 菌用 の 培地 で ，　 NaCl ，
Mg2 ＋

の 濃 度 力軒也の もの よ り高い の が 特徴で ある．

　Methanosarcina の 場合は メタ ノ
ール を 基質 に す る

の が最 も生 育 が よ い の で
，
DSM 　120 培地 が適 して い

る，

　Table　1 の 培地の 塩は硫酸塩にな っ て い る が，こ れ

は 硫酸還 元 菌 の コ ン タ ミを 招 くお そ れ が あ るの で ，塩

をす べ て 塩化物塩に した の が Table　2 の 培地で あ る．
こ れは特に天然物か らの メ タ ン 菌の 集積培養 に用 い る

とよ い ．われわ れ は M ．　arbon ψhilus　A2 を こ の 培地 で

分離 した ．こ こ で はギ 酸 ナ ト リウム を基質 に して い る

が，H2 −CO ，／NaHCOs を基質 として もよ い．

　trace　vitamins は どれも同 じで あ り，微量無機塩類
も多少 の 違い はあ る が 概 ね 同 じで ある．気相は H2 −

CO2（4；1）を用 い ，2〜3　atm に 加圧す るか ， 通 気す る．

Table　2．　Co皿 position　of 　medium 　used 　for　selective

　　enrichment 　and 　growth　 of 〃 ．　arbonipkilus 　A2

　　and 　some 　othe ： methanogens ，　s＞

ギ酸，酢酸，メ タ ノ
ー

ル な ど水溶性 の メ タ ン生成基質

を使 う場合の 気相は N2 に する．

　調 製する と きの 細かい 手順は後述するが，NaHCOs

溶液，シ ス テ イ ン 溶液，Na2S 溶液，メ タ ノ ール 溶液

は別 滅菌す る こ とだ け こ こ で 注意 して お く、

KH2PO4

K2HPO4

MgCI2 ・6H20

NH4CINitrilet

：iacetic　 acid 　a

FeC12・4H20 　a

MnC12 ・4H20 　
a

CoC12・6H20 　a

ZnC12aCaC12aH3BO4

　
aNa2MoO4

　a

NiCl2aNa2S

。9H20
Trace　 vitamins 　b

Na 　fbrmate
Resazurin

（9♪

（9丿

（9丿

（9丿

（mg ）

（mg ）

（mg ）

（mg ）

（mg 〕

（mg ）

（mg ）

（mg ）

（mg ）

．（9）

（ml ）

fg）

（mg ）

0．750

，750
．　360
．9413

．60
．9LsO

．90
．180
，170
．090
．180
．510

ユ01

aprepared
　as 　a　100−fold　concentrated 　stock 　

solution

　 of 　trace　 mineralS ．
bsee

　footnote　 c　 of 　Table　1．

N 　培 地 調 製 法

　 上記の 培地成分はい くつ か の グル
ー

プに 分けて 溶解

し保存溶液とす る．Table ユ の 脚注b ある い は Table

2 の 脚注 a の微量 無機塩 とキ レ ート剤で あ る nitrilo −

triacetic　acid は，脚注に示 した よ うに濃厚溶液として

つ く っ て お き，表に示 した 濃度に なる ように 少量加え

る・ビ タ ミ ン も同様 で あ る ．NaHCOa
，
　Na2S

，
シ ス テ

イ ン
， メ タ ノ

ー
ル 以外 の もの は 直接混合溶解す る．オ

ー
トク レ

ープ滅菌前 の 脱気操作が培地量に よ っ て異な

るの で 後述 す る ．

　 NaHCO ： は熱を か ける と分解 す るの で ， 沸騰水 に

窒素ガ ス を通気しな が ら冷却 した水に NaHCO3 を溶

か し， 8％溶液 とし， さ らに ユ0分間 N2 を通 気す る．
オー

トク レ ープ滅菌 は しな い の で ，フ ィ ル ターを通 し

て 培地 に 注入する．還元剤で あ る シ ス テ イ ン ，Na2S ・

9H20 などは Nzを10分間通気 した水 で2．5％溶液 と し

て 調製 し，気相を N2 に して ブ チ ル ゴ ム 栓を して オー

トク レ
ープ滅菌 して お く．メ タ ノ

ー
ル は 50％水溶液 に

N2 を10分間通 気 して からブチ ル ゴ ム 栓を して オ ー
ト

ク レ
ープ滅菌して おく．

　 1本 10ml 以 下の 場合　　培養液が 少量 （10m1 以

下）の 場合 （寒天 ロ
ー

ル チ 吊
一ブ作成も含む），以 下

の 方法で 脱気まで の 操作を ま とめて 行 い
， 後 で 試験管

ま た は 100　ml 培養ビ ン に 分注する．培地から 02 を

除 くた め
， 培地成分 の うち還 元剤，NaHCO3

， メ タ ノ

ー
ル 以外のものを溶解 して ナ ス 型 フ ラス コ 中で 約 1分

間激 し く沸 騰 させ る．これ に窒素 ガ ス を通気しなが ら

冷却す る．こ れ らの 操作 の 間 フ ラス コ の 上 に は ガ ラス

製の ロ
ートを の せ，ロ

ー
トの 上 は ア ル ミホ イ ル で お お

い ，蒸発に よ る液量変化をで き る だ け防ぐ． N2 ガ ス

の 通気針は ， ア ル ミホ イル か らロ
ートの足を通 して 培

地中に さ しこ む．次に 試験管ま た は 100m1 培養 ビ ン

に も N2 を通 気 しな が ら，ゴ ム ス ポ イ ドで 内部 の 空気

を N2 に 置換 した 駒込 ピ ペ ッ トを用 い て 試験管 に分注

し ， ブチ ル ゴ ム の 栓をす る．試験管 の 場合 は 4 本ずつ

ア ル ミホ イ ル で 全体を二 重 に 包 み込 み，ダ ブ ル 栓が 飛

ば な い よ うに して オ ー
トク レ ープす る．

　培養フ ラ ス コ の 場合　　培養液が 50　ml 　YA上 の 場合

N 工工
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は ， 還 元剤，
NaHCOs ，メ タ ノ

ー
ル 以外の 培地成分を

溶解して培養 ビ ン に分注 し，密栓せ ず に 1分間オー
ト

ク レ
ープ して 抜 気す る．熱 い うち に N2 を通気 しな が

ら冷却 し，ブ チ ル 桎 を して ア ル ミ シ ー
ル で 締 めて から

改め て 滅菌の ために 15分間オ ートク レ
ープする．

　こ の 時点で培地 は レ サ ズ リ ン の 赤色を呈 して い る，

8％ NaHCO ； 溶液 は メ ン ブ ラ ン フ ィ ル ターユ ニ
ッ ト

をつ けて い ない 注射器で 吸 い 上げ，そ の 針をはず して

滅菌 して あ る フ ィ ル ターユ ニ ッ トを 注射筒 の 先につ け ，

さ らに 滅菌 して あ る針 を取 りつ けて ，既 に 滅菌 して あ

る培地 に 注入す る．次に気相 の N2 を Hz −CO2 （4 ：1）

と置換す る．こ の 操 作 もフ ィ ル タ
ーを つ けた注射針を

通 して 行 う．メ タ ノール
， 還 元剤は滅菌 して ある注射

器で 培地 に注入 す る．還元剤 は接種直前 に 添加す る．

　通 気培養 の 場 合 は上 記 と同様に 培地 を調製 し，
15分

間オ ー
トク レ

ープ した後，
H2 −CO2 混合 ガ ス を常時通

気しな が ら冷却 し，
NaHCO3

， 還元剤を順次加え る．

　い ずれ の 場合で も，還 元 剤 を 加 え て しば ら くす る と

レ サ ズ リ ン の 赤色が 消え る の で ， そ の 後接種す る．

V　馴養化 （集積培養） と単離

　馴 養化　　メ タ ン 生 成微生物生態 系は機能 の 異 な る

多種の 細菌か ら成り立 っ て お り，こ の 中からメタ ン 菌

だ けを 分離する に は，メタ ン 菌生育 の 直接 の 基質 に な

る物質を加えて メ タ ン 菌数を ふ や さ な け れ ば な らな い ．

こ の 過程を馴養化ま た は集積培養 とい う．メ タ ン 菌の

存在する と思われる汚泥 ， 堆積物等をで きるだ け嫌気

的 に採取 して くれ ば，そ れ以後の 操作は採取源 に か か

わ りな く共通 で あ る の で ，こ こ で はわ れわ れ が 行 っ た

下 水処理場の 嫌気消化槽か らの メ タ ン 菌 の 分離 につ い

て 記す．

　廃水処理場で は下水を最初に 活牲汚泥で 好気 的 に 処

理 し， そ の 時 で き た余剰汚泥を消 化槽で メ タ ン 発酵 に

よ り処理 して い る．気温 の 高 い 時期 は 最初の 活性汚泥

法で 微生物も含めた ほ とん どの 有機物が分解さ れ て し

まうの で 二 段階 目の メ タ ン発 酵の 成績 が少 し落 ち る．

従 っ て
， 消化槽か らサ ン プ リン グす る時期は夏以外の

方 が 多種多様の 活性の高い メ タ ン 菌 が とれる と思われ

る．消化槽 か らバ ケ ツ やひ しゃ く等で 採取 した 汚泥は

500ml の ポ リエ チ レ ン ビ ン に 口 元まで 満 た し ， 手早

く栓を し，
ビ ン の 中に 空気を残 さな い こ とが肝要 で あ

る．消化槽か ら採取する と きは，サ ン プ ル 量が多 い の

で 少 々 空気 にふ れ て もか まわな い ，

　馴養化 に お い て は特 に メ タ ン 生成の 基質を何 にする

か が重要 で あ る．メ タ ン 生成の 基質 は H2−CO2，ギ酸，

酢酸，メ タ ノ
ー

ル があ るが，H ，
−CO ，，ギ 酸に する か，

酢酸 ，
メ タ ノ

ール で 馴養化す るか によ っ て集積されて

くる メ タ ン 菌の 種類が大 き く異 な る．筆者らは ，
こ の

うち比較的増殖速度の高い H2 −CO2 系，お よ び ギ酸

系で Table　2 の 培地を用 い て 馴養化を行っ た．酵母 エ

キ ス
，

ポ リペ プ トン 等の有機物を適当量加え る こ と に

よ り，さ らに 多種類の メ タ ン 菌が 馴養化 され る が，加

え すぎる とメ タ ン 菌以 外の 嫌気性菌が 優勢 に な る こ と

が ある の で 注意を要する．

　培地 250ml を 500m1 三 角 フ ラス コ に 調 製 し （N 培

地 調 製法参照 ），Fig・6 の 装置を組 み 立て る．水溶性

基質の 場合 に はメ タ ン などの ガス が発生 して ガ ス 溜 め

の飽和食塩水を揮し出し， メ ス シ リン ダ
ー

の 水位 が次

第 に 上 っ て くる ．馴養化中 メ ス シ リン ダ
ー

の 水位 は

ガ ス 溜め の 水位 よ りや や高 くして 微陽圧を か けて お く

（Fig．6A）．　 H2−CO2 を基質 に する場合は メ タ ン 生成に

伴 っ て 気 圧 は 減少 して い くの で
，

ガ ス 溜め に は初めか

ら HrCO2 を十分 に 入れて お く．ガ ス 溜め の Hz −CO2
の 減少 に伴 っ て メ ス シ リン ダー

の 飽和食塩水がガ ス 溜

め に 流入す る （Fig．6B）．ガ ス 溜 め用 の 液体 として 飽和

食塩 水 を 使 うの は ，水よ り 02
，

メ タ ン の 溶解度が低い

か らで あ る．こ の 装置に廃水処理場の消化槽か ら採取

した 汚泥 250ml を加え る ．1 週 間 お きに 培養液の 10
〜50％ を 新 しく調 製 した培地 へ 植 え 継ぐ．馴養化の 進

み具合 は，ギ 酸系 の 場合は ガ ス 発生 量 で ，H2 −CO2 系

で は ガ ス 減少量で 簡単 に調べ る こ と が で きる ．さ らに

ガス ク ロ マ トグラ フ で メ タ ン 発生 を 確認 して 培養液の

tal

　 　 　 　 N2
500 旧鵬

剛 
　 　 　 37 ℃

Stirr●r

　 　 　 　 　 　 　 30 巳ur 繭輔囲●c 「

Fig「6．　An 　arrangement 　of 　the　apparatus 　for　enrich

　　ment 　culture ．（A ）Water−soluble 　substrates （θ，8  
，

　　formate）are 　used 　for　methanogenesis ．　 The　sur −

　　face　of しhe　saturated 　NaCI 　solution 　in　the 　gradu −

　　a ［ed 　c｝
・linder　should 　be　kept　the　same 　Ievel　as 　or

　　ahigher 　Ievel　than 　that　in　the　Erlenmeyer 　flask，

　　（B）H2 −CO2 　is　the 　subst 【飢 e　for　methanogenesis ．

　　The　 Ievel　 of 　the　 saturated 　NaCl 　 sQlution 　in　the

　　graduated　cylinder 　should 　be　highe【 than 　that　of

　　the　Erlennleyer　flask　to　avoid 　causing 　rlegative

　　pressure　in　the　culture 　flask．
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顕微鏡観察 （位相差および螢光顕微鏡観察）を 行 う．

約 2 か月馴養化を続けた後，培養液中の 細菌が ほ とん

ど メ タ ン 菌に な っ た の で こ の 培養液 か らロ
ール チ ュ

ー

ブ法 で コ n ニ
ー

を作り， メ タ ン 菌を単離 した．

　 ロ ール チ ュ
ーブ法

　⇒寒天 m 一
ル チ ュ

ーブ作成　　寒天 1．7 ％を加えた

培地 5ml を試験管に 入れオートク レ ープする．湯浴

の 中で 50℃ まで 冷却する．これ に 8％ NaHCO3 を

加え，気相を H2 −CO ， （4 ：1＞に置換 し，
　 Na2S な どの

還 元 剤を 加 え る．レ サ ズ リ ン の 赤色が消え た ら， メ タ

ン 菌培養液または 集積培養液を培地で 希釈 した もの を

注射器を用 い て注入 す る．こ の とき培地 に 加え る 8％

NaHCO3 ，還 元剤お よ び希釈培養液 は前も っ て 50℃

に 暖 めて お く．湯浴中で 泡の た た ない よ う に よ く攪伴

して から，氷水を入れた ロ
ー

ル チ ＝・・一ブ作成器で 回転

しな が ら寒 天 を 試 験管壁 面に 固め る 。寒天 ロ ール チ ュ

ーブを ふ 卵器 に 入れ，コ ロ ニ ーが で きる の を 待つ ．好

熱性メ タ ン菌 の単離に は，寒天 の かわ りに ジ ェ ラ ン ガ

ム （Gelrite）を用 い る とよ い と思 わ れ る．7⊃

ジ ェ ラ ン ガ

ム は一度 固ま れ ば 100℃ で も融けず t 透明度 も高 く，

中温性 メタ ン 菌も寒天 よ り大きな コ ロ ニ
ー

が得られ た

とい う．B］

　2）コ ロ ニ ーの 摂 り方 　 コ ロ ニ
ーが で きた ら （メ タ

ン 菌の コ ロ ニ
ー

は せ い ぜ い 直径 1mm 程度に しか な ら

ない が），
Fig。7 の ように，10　cm 位 の 曲げた 針を ロ

ー
ル チ ュ

ーブの 中に 入れて ひ っ かけ て N2 ガ ス を 流 し

な が ら， 先端を直角 に 曲げたパ ス ツ
ール ピ ペ ッ トを 用

い て コ ロ ニ
ー
を取 り液体培地 に 移す．パ ス ッ

ー
ル ピ ペ

ッ トは乾熱滅菌 し，ゴ ム ス ポ イ ドで ピ ペ ッ ト内の 空気

を N2 に 置換 して か ら用 い る．一
つ の コ ロ ニ ーに対し

瑠

P ■ tt ● 駟 r 卩薀卩“ tte

Cetton

／ へ

FM ● r

AgaT　medlum

嘱一・N2

Llguld 　m ●dlum

4一閥 2

Fig．7．　 Procedu 【e　for　colony 　isolation　from　a　 roll

　 　 tube ．

て 1本ずつ 使用する．コ ロ ニ
ー
を移 す 時 はパ ス ツ

ール

ピ ペ
ッ トの 先端を試 験管壁 に 押 しつ け， 寒天 ご と コ ロ

ニ ーを取り， すばや く少量 の液体培地 に移す．菌株の

純化を完全 に するた め に，ロ
ー

ル チ＝．・一ブに よ る コ ロ

ニ ー形 成 と液体培養を数回繰り返す．

　純粋な メ タ ン 菌が 単離された こ との 確認 は ， そ の菌

株が メ タ ン を発生ずる こ とを ガ ス ク ロ マ トグラ フ ィ
ー

で 確か め，コ ロ ニ
ー

の 大 きさ
， 形状な どの 性状が均一

で ある こ と， 培養液 の 希釈に対応 して コ ロ ニ
ーの数が

変化す る こ と，顕 微鏡 に よ る形 態 観 察 お よ び螢光顕微

鏡 に よ る F ・2・ の 螢光観察 に よ り行う．位相差顕微鏡

写真と螢光顕微鏡写真を同
一

視野 で撮影 し， 位相差顕

微鏡写真の すべ て の 細胞 が螢光を発 して い る こ とを確

認 しな ければな らな い．ま た ，メ タ ン 生成 の 基質 を 除

き， 真正細菌の 生育基質を加え た複合培地 に接種 して

菌の 生育が 起 こ らな い こ とを確認すべ きで ある．単離

した メ タ ン 菌 は試験管また は小さい 培養 ビ ン の 液体培

養の ま ま 冷蔵庫で 保存 し約 3か月ご とに植え継い で い

る．

VI 密閉式の培養法

　培地 100ml まで は密閉培養 ，
500m1 〜51 で は通気

培養法 に よ る．まず 100m1 まで の少量の 培養法 に つ

い て 述べ る．

　接種　　メ タ ン 菌の 接種 は注射器を用 い て 行 う．こ

の 時，次の 点 に 注意す る．

  ガ ラ ス 製注射器をオ
ー

トク レ ープ して 使用す る と き

　は注 射器 を 乾燥 して 用い る ．ぬ れて い る と空気 が は

　 い りやすい ．

  注射器内の 空気を N2 ガス と無菌的に 置換す るた め

　に滅菌して ある フ ィ ル ターユ ニ
ッ トを ガ ス 出口 に つ

　け ， そ の フ ィ ル ターの前 で注射器の ピス トン を数回

　出 し入れす る，注射器 内に 空気が残 っ て い る と ， 培

　養液を 吸 い 上げた時 に レ サ ズ リン が 赤 くな り， 以後

　 の 培養は不可能 に なる．

  H2 −CO2 系の 密閉培養で は培養終了 時 は 培養 ビ ン 内

　が 陰圧に な る こ とが多い の で H ・
−CO2 混 合 ガ ス で

　陽圧 に して 注射針を差 し込む 。

  注射針を ブチ ル ゴ ム 栓 に 差 し込む前 に ブ チ ル ゴ ム 栓

　の 表 面 を70％ ア ル コ
ー

ル に 浸 した消毒綿で ぬ ぐう．

　気相 が N2 の 場合 は ブ チ ル 桎の 表面 を火炎殺菌 して

　もよ い ．ブ チ ル ゴ ム 栓の 表面は接種時以外は滅菌し

　たア ル ミホ イ ル で 包んで汚染しな い よ うに す る．ブ

　チ ル ゴ ム 栓の 表面 が 汚れて い る と ， 針を さ した時に
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　 コ ン タ ミす るおそ れ が ある．また，ア ル コ
ー

ル 消毒

　綿をつ くる脱脂綿 は ア ル コ
ー

ル に 浸す前 に オー
ト ク

　 レープ して お い た方が よ い ．脱脂綿か ら胞子形成嫌

　気性菌が コ ンタ ミするこ とがある．

　NaHCOe と還元剤を培地 に 加え る 時や，培養液 の

一部を採取する時に も， 上記 と 同様の 注意が必要で あ

る．

　培養

　1）静置培養　　メ タ ン生成 の 基質 が水溶性 の ギ 酸，
メ タ ノ ール

， 酢酸な どで ， 気相を N2 とする培養で は

静置培養 で よい ．ギ酸の 場合 に は ， 菌体がギ酸を資化

して 培養液の pH が上昇す るの で ，大量培養 の 場合 に

は pH コ ン ト ロ ーラーを用 い て濃塩酸を添加 しな が ら

pH を一
定 に 保つ 必要 が あ る．濃塩酸 の か わ りにギ 酸

を添加 して も培養経過 は全 く変わ らな い．一
般 に ギ 酸

を 基質 に す る とメ タ ン 菌濃度はあま り高 くな らな い ．

M ．arben ψhilus　A2 で は 0．2g ／1 の 乾燥菌体 しか 得ら

れない．

　2）振とう培養　　Ht −CO2 を基質 とす る密閉培養の

場 合に は ，
H2 ガ ス が培地 に 溶け込み に くい の で ， 培

養液を培養 ビ ン の 容量 の約1／10に して 気液界面を広 く

し，加圧 し， さらに振とうする こ とが必要 で ある ．

H2 と CO2 の ボ ン ベ の 調圧器 で 圧 力を両 方 と も 2kg／

cmt と し，
　 H2 と CO2 の 流速を 4 ； 1 として 注射針を

通 して ガス を流 し1気相 に 圧力をかけ る．生青が旺盛

に な っ て きた ら， 気相 の圧力が低下するの で H2 −CO2

ガ ス を定期的 に 追加する．M ・　rhermoaUtotrePhieum

の 場合 こ の 方法で 1g 〃 まで 生育す る．た だ し，培養

容器の大きさ は ll が 上限で あるの で， 6本掛けの振

と う恒温 槽 1台 で 600ml しか 培養 で きな い ．

皿　通　気 培　養

　Ha −CO3 を基質 として 500　m1 〜 51 の 培養をする に

は ， 通気培養 が 適して い る． H2 −・COs 通気培養で は

H2 が 培地 に 溶け込みに くい の で ， 通 気培養で は H2

と CO2 の 流速を 10 ： 1 と し NaHCOs の 量 を半分 に

す る．通 気量 は M ．　thermeaUtatrePhicum の 場合 ，
61

の 培養液に対して H2 −CO ， 混合ガ ス を当初 1250　ml ／

min として い たが，375　ml ／min で 十分で あ る．消耗

品の なか で 最も高価な もの は H ・ で あ る の で ，通気量

はで きるだ け絞 っ た ほ うがよ い．密桎培養と異な り，

通気する と Na2S が H ・S とな っ て 滅少す る の で 時々

加え る必要があ る． 12時間お きに 培地 61 に 対 して

Na2S ・9HsO を O．5g の 割で 加えて い る。排出ガス は

い っ tcん 飽和食塩水 の 中で バ ブ リン グさせ て か ら （ガ

ス の 流れ を 確認するた め） ゴ ム 管で 戸外 に排気 して い

る．

　培地 500ml の 場合 11 の培養 ビ ンを用い ，ブチ ル ゴ

ム を通 して 長い 針で 通気する．もう 1本の 針で ガス の

出 ロ とする． 11 の 培養 ビ ン で は大量培養の 場合 の よ

うに ガ ス 出 口 に 還流冷却器 は つ けない ．M ．　arbeniPhi ・

1，’s　A2 は ，
500ml の 通気培養で 最大菌濃度 が 2．．59／〜

ま で 増殖 した．

　多量 の菌体の 譌製を 必要とす る ときは ， 以 下 に 述べ

る大量培養法を行 うの が 便利 で ある．装置は Fig・9の

連 続 培養系か ら培地 の 連続供給排出系を 除い た もので ，

原理 は ジ te・一フ．ア
ー

メ ンタ
ー

と同じ通気攪拝培養で あ

る．U ．　thermoaatotrOPhicum は ビ タ ミ ン 以 外 の 有 機

物の 含まれて い な い 培地 （mediurn 　2）で 65℃ で 培養

す る の で ，
コ ン タ ミの お そ れ が ほ とんどな く， かな り

ラフ な半連続培養がで きる。

　 こ の培養で は大量の 培地 （61）を用 い る た め に ，培

地内へ の基質 の 供給 ， すなわち通気攬拝が十分 に 行え

るかどうかが最 も重要 な ポ イ ン トとな る の で ， まず こ

の点 に 関 して 述べ る．

　ガ ス の 流t は そ れほ ど重要で は な く， 培養液 の攪拌

に よ る Ha の 溶け込 み速度 が重要で あ る．攬拌は ， 液

相を回転させ る だけの普通 の撹拝 で は不十分で あり，
Vortex型 の 渦巻 に よ っ て気相 か ら基質を巻き こん で

い く形で 行う必要 が ある （Fig・8）・規拝が 不十分 で あ

っ た場合， 菌の 生育速度が非常に遅 くな り，か つ ，そ

の 生育上限もかなり低下する．以下 十分な 攪拝 の た め

の 要点を記述す る．

  強い トル ク （回転力） の ス タ
ー

ラ
ー

とそ れ に対応す

　る大きさ の 棒状の 攬伴子 ， 底の平 らな ガ ラス ビ ン 等

　 「匚必要な器具」の 項 に記 した器 具を 用い る．

Fig。8．　A 　vortex 　of 　culture 　medium 　fb【 an 　e伍 dent

　　gas．supply 　in　 a　101carboy ．
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  こ の 培養装置の 場合培地の 量 を 69 以上 に しな い こ

　と，こ の 量 以上 に して も容器 の底 に 達す る ほ どの 渦

　巻は得られ るが，渦巻 が細長 くな っ て十分な 基質の

　供給が行わ れな くな り，生育速度 と生育上限が 急速

　に低下す る．

　以下 に 実際 の 大量培養 の 手順 を 述 べ て い くが，雑

菌 の 混入 （コ ン タ ミ） の 心配をす る必要の な い 好熱菌

（M ・thermoazatotrophicur ’1）と十分な配慮を要する中温

菌とで は接種 や 集菌の 際の 仕方が異な るの で，まず高

温菌の 場合 を 述べ ，次 に 中温菌を 扱う際の 注意 点 を記

載する．

　nl．　 thermeautotrephicum の 培 養　 101 培養

用ガ ラス ビ ン に medium 　2 を 61 入れ ， オートク レ

ープで 滅菌す る．こ の 時， 還流冷却器とガ ラス 容器 に

さ しこ む通気用ガ ラ ス 棒，ゴ ム 栓 な ども同時 に 滅菌す

る．危険防止 の た め，オー
トク レ

ープ終 了後器 内の 温

度が 65℃ に下が っ て か ら取 り出 し， す ぐ還 流冷却器

を取 り付けた後 に通気を開始する．NaHCO3 ，　 L ・シ ス

テ イ ン，Na2S を 加え る．　 M ．　thermoautotroPhicum の

場合 は ，
これ らの 試薬を固体の ま ま秤りと っ て培地 の

中に投じて よ い ．こ の 培養 ビ ン をプ ラ ス チ ッ ク桶の 中

へ 移 して 保 温用 の 水 の 循環を開始する．あ らか じめ振

と う培養 して お い た メ タ ン 菌培養液 200m1 を 注 ぎ込

ん で 接種する，こ の と き 101 培養 ビ ン の 中の 培地 の

擺拷を止 め て おか なけれ ばならない ．ま た，接種用培

養 液 の ビ ン の ブ チ ル 桎を はずす と きは ， 中を少 し陽圧

に して お かな い と空気が 急激に 流入す るお そ れがある．

こ れらの 注意は共 に 空気の 混入を最小限 に とどめ る た

め の もの で ある．保温用の 水は 65℃ で 蒸発 が激 しい

の で ， 恒温槽に は蓋をす る必要がある．na・tlterme ・

aUt ・ tr ・Phicum の 場合，7 〜10日で 菌濃度 1，3g〃 に達

する ．こ の 値に 達 して か らも生育は続 くが，速度 が 非

常に 緩やか に な る．上記 の 菌濃度まで 生育 したら培養

ビ ン の サ ン プ リン グ孔 に 滅菌 した 長 い ガ ラ ス 管を挿入

し， ア ス ピ レ
ー

タ ー
で 吸 引 して 51 の 三 角 フ ラ ス コ に

51 の 培養液を取 り出す． こ の 間 ， 通 気 は続ける． こ

の 時 ， 保温用プ ラ ス チ ッ ク桶 の 水を ぬ い て お か な い と

軽 くな っ た 培養 ビ ン が 浮 い て 倒れて しま う．別 に 51

の 三 角 フ ラ ス コ で 調製 した 51 の 培地 〔NaHCOa や

Na2S 等も既 に 加え て あ る もの ）を 同 じ孔か ら ロ
ート

を用 い て 流 し込む．こ の 際 ご く少量 の 空 気 を巻 き込 ん

で しま うが こ の 菌の 場合は問題な い．先 の 培養 の 残り

ll 分が種菌とな っ て 引 き続 き培養で きる．新培地 を

冷却す る と きの 通 気 は 101 培養ビ ン の 排出ガ ス 管を

っ ない で 行 う，こ の 培地 の 温度 は 通気中に 低下 して 室

温程 度 に ま で 下 が っ て もよ い ．当研究室 で は こ の 方法

に よ っ て 既 に 2年余 に わた っ て tlf．　thermoautoiroPli・

icum を半連続培養 して い る，

　中温菌の 培養　　基本的に は M ．tlterm ・ aut ・tr・Pli−

icu” z と同 じで ある が，コ ン タ ミに 十分注意す る必要

が ある．NaHCOs ，　Na2S な どは無菌的に 注射器で 注

入する．また ， 接種の 場合もロ
ートを通 して 流 し込む

こ と は 不可 で ，注射器 で 注入 する．M ・arboriphilus

の 場合 は M ．fherrnoau ！otraPhicum と違 っ て コ ン

タ ミ しやす い の で ， 半連続培養はで きず 全量集菌す

る．

　以上 の よ うな 大量 培養 の 装 置 が 何組 か そ ろえられ

れば， こ れ らを直列 につ な ぐこ とに よ っ て ガ ス 消費

量を 増や さずに 培養量 を増大 させ る こ とが 可 能 で あ

る，

珊　運　続　培　養

　H2−CO ・ 系 で の メ タ ン 菌の 生育を常に
一

定の 条件で

追跡研 究 す る に は 連続培養 が 必 要で ある．Fig ・　9 は

M ．　arboriiPlii2us 　A2 で われわれが行 っ た水素制限連続

培養 の 装置で あ る．混 合ガ ス を N2−H2−CO2 としたの

は H2 の 含 量 を変 え て 水素制限 に な っ て い る こ とを確

認 す る た め で あ る．9，
通常の 連続培養 と異 な る点は流

入 培地 に も嫌気混合ガ ス を通気 して い る点で あ る．5

1 の ビ タ ミ ン 以外の 有機物を含 ま な い Table　2 の 培地

（ギ 酸 ナ ト リウム も除 く） を 用 い た．酵母エ キ ス 等を

含む培地で 長期間の実験を して い る と雑菌 の コ ン タ ミ

が あ っ た．最少培地 で は 安定 した連続培養 が 可 能 で

ある ． こ の と き の 希釈 率 は 0．21 〜 O．　43　day−i で あ っ

た．

〔

Fig。9．　 Schematic　diagram 　of 　 an 　arrangement

　　of 　apParatus 　for　h｝
・drogen−limiting　continuous

　 　 CU ］ture．
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IX　ラ ジオ ア イ ソ トープに よ るラ ベ ル培養法

　 ラ ジオ ア イソ トープを培地に加えれば ， 菌体に取り

込まれて ラ ベ ル され る．なお，
1‘CO2 に よ る ラ ベ ル 実

験の 場合 に は，CO2 は 気体で あ る た め
， 取 り扱 い 上

の 注意が全 く異な る と思わ れ るの で ， こ こで はふ れ な

い． こ こ で はわれわれが実際 に使用経験 の ある ［
S2P

】

正 リン 酸や ［
14C

］酢 酸 ，［
14C

］グ リセ ロ
ール を 例 に して

不揮発 性前駆体を培地 に 加え る 場合 に 限定 して 実験上

の 注意事項を記 す．32Pi
で ラ ベ ル する に は培地の リ ン

酸濃度をなる べ く下げた方 が よ い ．こ れは，単 に 培地

中の
32P

の 比放射能 を高 くする た め だ けで はな い．

MelltanobacXerium 属 の メ タ ン 菌 に は cyclic −2，3−di・

phosphoglycerateが 蓄積 して お り，こ れが
32Pi

の 効果

的な取 りこ みを妨げて い る が ， 低 リン 酸培地 に移すと

減少 させ るこ とが で きる からで ある．リン 酸が欠乏 し

て は生育で きな い の で ，正 常 な生青 が可 能 な 最低濃度

と して わ れわれは 0．4mM を用い て い る．32Pi
は HC ］

溶液に な っ て い る こ と が多 い の で ， 培地の pH を保 つ

た め に O．05MMOPS （3・（？V・morpholino ）
−propane　sul −

fonic　acid ＞緩衝剤を 加え て お くの が よ い ．こ の 低 リン

酸培地で 最低 2回前培養を くりかえして から
32Pi

を

含む ラ ベ ル 実験 に入 る ．

　 メ タ ン菌の 酢酸やグ リセ ロ
ー

ル の 膜透過系に つ い て

の 知見 は乏しいが ， 独立 栄養性の 11f・ther ” ioautotro ・

Phic” m の 場合 に は能動輸送で はな い よ うで
， 培地中

の 酢酸 や グ リセ ロ
ール の 濃 度 に 比 例 して ア イ ソ トープ

が取 り込 ま れ る．酢酸や グリセ ロ
ー

ル の 濃度を高 くす

れば比放射能 は低下す るの で，取り込まれ る放射牲前

駆体 の 量 はい ずれ に して も多 くはな い ．実際 ，
Esclt・

erichia 　 coli や Bacillus　 subtiiis と比 べ る と ラ ベ ル さ

れる効率 は著 しく低 い ．

　実験 目的 に よ っ て 扱 う培地量 は異 な るで あ ろ うが，

ア イ ソ トープを 加 え た 培養の 場合，数十 ml 培養が 扱

い や すい で あ ろ う．培養フ ラ ス コ は 1 〜 の 血 瀋 ビ ン よ

り吸光度測定用側管付き坂 ロ フ ラ ス コ の 方 が便利 で あ

る．500ml の 坂 ロ フ ラ ス コ に 50　ml 〜100　m1 の 培地を

入れ，HrCO2 で 2atm に加圧 して 振とう培養す る．

ア イ ソ ト
ー

プ実験室に H2，　CO2 の そ れ ぞ れ の ボ ン ベ ，

還 元銅カ ラ ム な どを持ち込め な い 事情がある と きに は

HrCO2 −HzS （80：20：0．2） の 混合 ガ ス （特注）を用 い

て もよ い ．H2S に 還 元性が ある た め，還元銅 カ ラ ム

を通 さなくて も使用で きる．注射器 で ラ ジ オ ア イ ソ ト

ープ の 溶液を 加え る ときや ， ラ ジオ ア イ ソ トープ の入

っ て い る培養液か らサ ン プ ル を 注射器 で 取 る とき，フ

ラ ス コ 内が 2atm に 近 い 高圧 に な っ て い る と，注射器

の ピス トン が押し上げられ た り，注射器をブ チ ル ゴ ム

栓か ら引 き抜 くと き に 注射器内の 液が 針先 か ら飛 び 出

した り して 思わ ぬ RI 汚染を招 くこ とがある．こ れを

防ぐに は ， フ ラ ス コ 内の ガ ス を抜 い て 1atm よ りわず

かに 腸 圧 に して お くこ と，ブ チ ル ゴ ム 栓か ら針を抜 く

ときに は 必ず軟らか い 紙類や綿な どで 針の まわりを何

重 に もお おい ，針か ら飛 び散る液を吸収 させ るよ うに

しな け れ ば い け な い ．ガ ス 抜きを する針の 出口 に も重

ねた紙をあて て お く．サ ン プル 採取 や 試薬の添加を終

わ っ て培養を継続す る ときは，再度加圧 する．サ ン プ

リン グ を定 量 的に す る必要が あり， しかも得 られた培

養液が 空気に ふ れ て もか まわな い 場合に は ， 注射器 の

目盛 で お よ そ の 量を採取 して 別の 容器 に 移 し，あらた

め て ピ ペ
ッ トで正 確 に 取 るよ うに す る．

　坂ロ フ ラス コ の 側管と Klett光電比色計に よる濁度

の測定は生育追跡 の 目安に な るが，菌量と濁度 は比例

しない ．と い うの は，培地に は重 金 属 の硫化物塩 の 黒

い 沈殿 が あ り，菌 の 生育と共に こ れが減少して 白くな

っ て くる た めで ある．正 確 に 生育を測定 す る に は，タ

ン パ クな どの 菌体成分 の 定量に よ る の が よ い ．

X　 メ タ ン 菌入 手先 ・寄託先

　 メ タ ン 菌株を 保存して い る 保存機関 は ATCC と

DSM （Deutsche　 Sammlung 　 von 　 Mikroorganismen
，

Grisebach　 Strasse　 8
，　D −34eO

，
　 G6ttingen，　 Federal

Republic　of　Germany）で あ るが ， ほ とん ど全て の メ

タ ン 菌 を持 っ て い る の は DSM だ けで あ る．　 DSM の

Dr ．　H ．　Hippe（DSM 　senior 　staff の
一
人 で ， 古細菌，

硫酸還元菌 ，
chem 。1ithotrophsな どの 責任者）宛，手

紙で 申 し込 め ば購入 で きる．カ タ ロ グ も同所か ら発行

さ れて い る．新 た に 分離 した メ タ ン 菌株は，
DSM に

寄託 して おけば そ の 保存に つ い て は 安心 で あ る．
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