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水 田土壌中の メタン生成細菌の経時的変化

　　　 〜 直接検鏡法と培養法の 比較 〜

　 　 　 　 　 　 い しぼ し まさふみ 　　すぎやま　と もの り　　そめ や 　たか し

　　　　　 O 石橋 正文 ・杉山 智規 ・染谷 孝

　　　　　　　　 （佐賀大学 農学部 ）

　 【緒言】　 環境試料 中のメ タン生成細菌の 計測は MPN 法によっ て行われ るのが
一般的で ある。こ

の方法を用い て Asakawa ら（1998）は、水 田土壌中の メ タン生成細菌数を測定 し、一年を通 じて 大

きな変動がな い こ と （105〜10s　MPN ／g 乾土）を報告 して いる
1）。一

方、メタ ン生成細菌に特有の

補酵素 F420 は自家蛍光を持つ ので、こ れを利用 して メタ ン 生成細菌を検出する方法 （蛍光法）があ

る 。 しか し、蛍光法は感度が低く、環境試料中の メタン生成細菌の計測には向い て いなか っ た。

　先 に演者 らは、還元剤と蛍光退色防止剤を併用する ことで、環境試料 中の メタ ン生成細菌の 計測を

可能とした 。 そ の結果、蛍光法は、MPN 法の数倍か ら数百倍も高い菌数を与え、　MPN 法では、土壌

中の メタン生成細菌数が過小評価 され て い る こ とを明らかに した
z）

。 そ こ で本研究で は、蛍光法 と MPN

法の 両方を用 い て 、水 田 土壌中の メ タ ン生 成細菌数の経時的変化を調査 した 。

　 【方法】　 佐 賀大学 水田土壌の 作土層 （0〜 10cm ）か ら約 500g の試料をラ ンダム に 10 点採取

し、混合縮分 し て分析に用い た 。 調査は 6月か ら8 月 に行い、湛 水期には酸化層と還元層に分けて採

取 した 。 蛍光法では、試料に還元 剤溶液 （シ ス テ イ ン塩酸塩、最終濃度 0．05％）を加 えて希釈 ・分

散 し （エ ー
ス ホモジナイザー、15 ，000rpm 、 5min）、 これを吸引濾過器で ヌ ク レオポア フ ィ ルター

上 に捕集 し、蛍光退色防止 剤 （SlowFade−Light　Antifade　Kit、　 Molecular　Probes社）を滴下 した 。

こ れ をイマ ージ ョ ンオ イル で封入 し、蛍光顕微鏡 （V 励起 ：380〜420nm ）下 で 、　F420 の 自家蛍

光を観察 し菌数を計測 した 。紛 らわ しい 自家蛍光物質が ある ときは 、 F420 の 自家蛍光が UV 励起（330
〜380nm ）で は見られない と い う性質を用 い て 、メ タ ン 生成細菌を識別 した。　 MPN 法 は浅川 らの 方

法
3）

に従 っ た。酢酸培地を用い、 6 〜 9 週間の 培養後 、 FID検出器付きガスク ロ マ トグラフでメタ ン

ガス生成の判建を行 っ た。

　 【結果 ・考察】　 蛍光法に よるメタン生成細菌の計測値
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 惷・

は、1．02〜3．35 × 1　08　cells／g 乾土 の範囲にあ り、最大　　巌
君，

で 3 借の変動があ っ た。一方 MPN 法では、1．7× 105〜3．3 黎ど
6

× 107MPN ／g 乾土の範瞬で変動 した e 蛍光法の 計測値は 、

MPN 法 の 6〜800 倍も高く、し ろか き後、蛍光法 によ る

メタ ン生成細菌数は漸増し、特に酸化屠では、還元層 と比

べ てなん と約 2倍高い菌数を示 した。

　以上の結果か ら、従来の MPN 法では、
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法 で 計測 した

水 田土壌 中の メタ ン 生成細菌 の計時的変化

　　　　　　　　　　　　　　　　　　 ごく
一

部 の メ タ ン 生成細菌 しか 検出できてお らず、蛍光法

を用 い ることで 、土壌 中のメタ ン生成細菌の 生態をより正確に研究できるよ うにな っ た 。 しか も蛍光

法で は、わ ずか 1 時闥足 らずで 計測で き 、 精度 も高い 。
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