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研究成果の概要（和文）： 
 ルーメン内容物から抽出した環境 DNA から、機能遺伝子（mcrA；メタン生成菌、fhs；
還元的酢酸生成菌：以上水素利用微生物、hyd；水素生成菌）のクローンライブラリーを
構築した。全てのライブラリーから多くの未知配列を含め多様な配列が得られた。本研究
に供したウシとヒツジでは種構成が異なると考えられた。ルーメン内の hyd 配列の多様性
について明らかにしたのは本研究が初めてである。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Clone libraries of functional genes of hydrogen-utilizing microbes such as methanogen 
(mcrA) and homoacetogen (fhs), and hydrogen-producing bacteria (hyd) were 
constructed from environmental DNA extracted from rumen contents. Various 
sequences including unknown sequences were recovered from all libraries. Species 
composition were different between cattle and sheep. This is the first report of 
diversity of hyd gene in the rumen. 
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１．研究開始当初の背景 
 ウシやヒツジなどの反すう家畜のルーメ
ン内にはメタン生成菌が生息し、メタンを生
成している。生成されたメタンはあい気（ゲ
ップ）として大気中に放出される。反すう家
畜のルーメンから排出されるメタンの量は
総メタン排出量の約 20%を占めるため、反す
う家畜からの排出抑制は急務である。 

 ルーメン内では動物によって摂取された
飼料成分はルーメン微生物によって発酵を
受け、短鎖脂肪酸（酢酸、プロピオン酸、絡
酸）や二酸化炭素および水素などの発酵産物
を生じる。短鎖脂肪酸は宿主動物のエネルギ
ー源として利用される。発酵によって生じる
二酸化炭素と水素はメタン生成菌によって
メタンに変換されたあと、大気中へと放出さ
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れる。メタンとして排出された場合、飼料中
のエネルギーの損失となる。したがって、ル
ーメンからのメタン排出を抑制できれば、温
室効果ガスの減少と飼料効率の向上の両面
が期待できる。 
 ルーメン内にはメタン生成菌以外にも水
素を利用する細菌が生息しており、水素を巡
ってメタン生成菌と競合している。水素利用
菌が優先的に水素を利用することができれ
ば、メタン生成菌が利用できる水素の量が減
ることになり、結果としてルーメン内におけ
るメタン生成を減らすことが可能である。ま
た、そのためにはルーメン内における水素利
用微生物の多様性を解明する必要がある。ま
た、水素利用微生物のみならず、水素を生成
する微生物の多様性や挙動についても把握
する必要がある。しかしながら、これまでル
ーメン内における水素生成微生物の多様性
について解析をしたという報告はなされて
いない。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究は反すう動物のルーメンに生息す
る水素生成菌およびメタン生成菌と競合す
る水素利用細菌の多様性・動態について機能
遺伝子を指標として分子生態学的手法によ
り把握し、各微生物群の相互作用を理解する
ことを目的として行う。 
 
 
３．研究の方法 
(1)水素利用微生物および水素生成菌の多様
性解析 
 ヒツジおよびウシのルーメン内容物を採
取し、内容物から環境 DNAを抽出した。抽出
した環境 DNAから水素利用微生物および水素
生成菌それぞれの代謝の鍵酵素をコードす
る遺伝子、すなわち mcrA（メタン生成菌）、 
fhs（還元的酢酸生成菌）、hyd（水素生成菌）
を特異的に増幅するプライマーを用いて PCR
を行った。PCR増幅産物は電気泳動により断
片長を確認後、大腸菌にクローニングし、ク
ローンライブラリーを構築した。各クローン
について塩基配列を DNAシーケンサーにより
解読した。解読した塩基配列からアミノ酸配
列に変換し、その配列に基づき系統樹を作成
した。また、Blast 検索により塩基配列のデ
ータベース中の配列との相同性を調べた。 
 
(2)インビトロルーメン培養系によるメタン
生成菌の定量 
 ルーメン液を MacDaugall バッファで 3倍
に希釈し、希釈したルーメン液を接種物とし
てインビトロ培養を行った。基質には粉砕し
たチモシー乾草およびコーンスターチを用
いた。米ヌカを基質に対して 5, 10 15%の割

合で添加した。ルーメン液の希釈や接種は全
て嫌気下で行った。培養器には 120mLバイア
ル瓶を用い、ふたにはブチルゴム栓を用いた。
培養は 39℃で嫌気状態で振とう培養を行っ
た。培養開始後 48 時間に培養を止め、気相
中のメタン生成量、培養液中の短鎖脂肪酸の
組成および濃度、培養液中のメタン生成菌数
の測定を行った。培養中に生成したガス量は
ガラスシリンジで測定した。気相中のメタン
濃度はガスクロマトグラフィーにより分析
した。培養液中の短鎖脂肪酸濃度は高速液体
クロマトグラフィーにより分析した。培養液
中のメタン生成菌数は、DNA を抽出後、mcrA
遺伝子のコピー数をリアルタイム PCRにより
測定した。 
 
(3)嫌気性真菌に付着したメタン生成菌の解
析 
ウシルーメン内容物から嫌気性真菌を分離
し、嫌気性真菌に付着したメタン生成菌の多
様性を mcrA クローンライブラリーにより解
析する。同時にルーメン液から構築した mcrA
クローンライブラリーの解析を行い、嫌気性
真菌に付着したメタン生成菌の種構成と比
較した。 
 
４．研究成果 
(1)水素利用微生物および水素生成菌の多様
性解析 
 ルーメン内容物から抽出した環境 DNA か
ら、代謝関連機能遺伝子（mcrA；メタン生
成菌、fhs；還元的酢酸生成菌：以上水素利用
微生物、hyd；水素生成菌）のクローンライ
ブラリーを構築した。全てのライブラリーか
ら多様な配列が得られた。また、未知配列も
多数得られた。本研究に供したウシとヒツジ
では種構成が異なると考えられた。ルーメン
内の hyd 配列の多様性について明らかにし
たのは本研究が初めてである。 
 
(2)インビトロルーメン培養系によるメタン
生成菌の定量 
 インビトロルーメン培養系に米ヌカを添
加し（添加量は基質に対して 5, 10, 15 %），
メタン抑制効果を検討した。10%添加区にお
いてメタン生成量の減少が観察され、その培
養液中のメタン生成菌数は対照区に比べて
有意に低かった(Figure 1)。 
 
(3)嫌気性真菌に付着したメタン生成菌の解
析 
 ウシルーメン内容物から嫌気性真菌をメ
タン生成菌が付着した状態で分離し、その培
養液の DNA から、mcrA クローンライブラ
リーを構築し、塩基配列を解読した。また、
同じ個体からルーメン液の DNA から mcrA
クローンライブラリーを構築し、塩基配列を



 

 

解読した。これらのライブラリーを比較し、
両サンプル間に違いについて検討した。ルー
メ ン 液 ラ イ ブ ラ リ ー で は
Methanobrevibacter ruminantium に近縁
の配列が 70%を占めた。一方、嫌気性真菌ラ
イブラリーでは Methanomicrobium mobile
に近縁の配列が 70%を占めた。このことから、
メタン生成菌の種類は、ルーメン液と嫌気性
真菌に付着しているものとでは異なること
が示唆された。 
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