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地球の炭素循環を考える上で，メタンは最も重要な

炭素化合物の1つである。嫌気的な海洋底堆積物は，

そのメタンの主要な生産の場であり，かつ巨大なリ
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Methane is one of the most important components in the global carbon cycle. High amounts
of methane are constantly produced in marine subsurface sediments and temporarily stored in
sediments of the continental margins as free gas, dissolved or frozen as methane hydrate. De-
spite extensive production in marine sediments, most of the upward moving methane never
reaches the overlying water column because the majority of it is consumed before reaching the
seafloor through the anaerobic oxidation of methane (AOM), conjointly conducted by consortia
of methane-oxidizing archaea and sulfate-reducing bacteria. Cold seeps, occurring widely along
active and passive continental margins, are characterized by the expulsion of complex fluid mix-
tures from deep sedimentary horizons to the seafloor. The key biogeochemical process at cold
seeps, especially methane-cold seeps, is the AOM. Organic geochemical methods have been con-
tributing extensively to the studies of the compositions of microorganism and diagnostic of these
activities in methane-cold seeps.

The lipid constituents in sediments and carbonates of methane-cold seeps are characterized
by the occurrence of certain strongly 13C-depleted isoprenoid and non-isoprenoid ether lipids and
irregular isoprenoid hydrocarbons. The distributions of these lipids depend on the different
methane-oxidizing archaeal and sulfate-reducing bacterial populations in sediments. The sepa-
ration of polar and neutral ether lipids by Oba’s method (Oba et al., 2006) makes it possible to
estimate the living and fossil (i.e. dead) biomass contributions in sediments. The lipid biomark-
ers having characteristics of AOM can also be detected from sediments and carbonates depos-
ited at ancient methane-cold seeps. It is expected that many of the findings revealed by organic
geochemical studies of cold seeps and AOM will be applied to clarification of the ancient events
of massive dissociation of oceanic methane hydrate.
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ザーバーでもある。特に近年，次世代のエネルギー資

源として注目されているメタンハイドレートは，その

膨大な炭素のリザーバーであり，その炭素量はこの地

球上に約10,000 Gt以上存在すると考えられている

（Kvenvolden, 1988, 2002）。これは炭素量比較で大

気中の二酸化炭素量の約20倍，海洋に溶存する炭酸

の約1/4の量に相当する。さらにメタンは温室効果ガ

スとして知られ，赤外線を吸収し熱に変換する効率

は，二酸化炭素の20倍にもなる。ゆえに，メタンハ

イドレートの大規模な分解によって大量のメタンが大

気に放出された場合，極端な地球温暖化を促進させる

可能性がある。したがって，メタンの動態は，地球の

表層環境の変動や，生物とその生態系に大きな影響を

与えるものと考えられ，地球変動解析の観点からも注

目されている。

海洋底堆積物中では恒常的に大量のメタンが生産さ

れていると考えられているが，大気中に散逸する量は

少量であり，約90％は海洋底の表層において，微生

物により嫌気的に酸化されていると考えられている

（Barnes and Goldberg, 1976; Reeburgh, 1976）。最

も顕著な嫌気的メタン酸化（Anaerobic oxidation of

methane）が起きているのが，海洋沿海部に沿って

存在するメタンハイドレート賦存域でよく見られるメ

タン冷湧水帯である。この十数年間，世界中の海洋底

からメタン冷湧水地帯が発見され，生物圏における炭

素循環の重要な一部分を占めていることがわかってき

た。またメタン冷湧水地帯からは，特異的な化学合成

生物群が発見され，光合成に必要な光の届かない海洋

底において豊かな生物活動を支えていることが知られ

ており，その実態解明は地球の生物進化を考える上で

も重要な知見をもたらす可能性がある。

このメタン冷湧水の実態解明のため，その分布や形

成因に関する地質学的研究やメタンに依存した特異的

な生態系の生物学的研究とともに，地球化学，特に有

機地球化学的研究がメタン冷湧水における微生物活動

実態の解明のために多くなされており，これまで様々

な知見をもたらしている。後述するように，嫌気的な

メタン酸化は異なる種類の微生物の共生によって行わ

れている。共生系を維持したままでの人工培養や，

個々の微生物の活動実態を明らかにするために必要な

単離培養が難しいことから，微生物学的研究はまだそ

の緒についたばかりである。一方，有機地球化学的研

究は，このメタン冷湧水域の微生物相解析や環境変化

の解明に関して早くから成果を挙げている。微生物学

的研究や分子生物学的分析の実行が不可能である，過

去の嫌気的メタン酸化やメタン冷湧水の研究に関して

は，有機地球化学的研究が微生物活動の履歴について

唯一言及できる研究手法であると考えられ，今後さら

にその重要性が増すものと考えられる。

そこで本総説では，嫌気的メタン酸化を行っている

微生物群集に特徴的な脂質化合物（バイオマーカー:

地質学的試料中に含まれる有機分子のうち，生物起源

であることを明瞭に示している炭素骨格を有するも

の）を紹介する。またエーテル脂質についてはその存

在形態を区別して分析することで，現在生息し活動中

の古細菌由来とすでに死んでしまった古細菌由来に脂

質成分を分離することができる手法を紹介する。この

手法を用いた分析例として，南海トラフメタン冷湧水

地帯の表層堆積物における嫌気的メタン酸化の研究例

を示す。さらに過去に嫌気的メタン酸化が発生してい

た堆積物中に存在する脂質バイオマーカーについて紹

介し，これらの脂質バイオマーカーの保存性・安定性

について言及する。最後にこれらを用いた古環境変動

の解明における今後の展望などについて言及する。

２．メタン冷湧水と嫌気的メタン酸化

1984年に有人潜水調査艇アルヴィン号は北アメリ

カ・オレゴン沖カスカディア大陸縁水深2,036 mの海

底において，熱水由来の化学合成生物群集に類似した

生物群集を伴いながらも，熱水と全く性質の異なる冷

湧水を発見した（Kulm et al., 1986）。この冷湧水中

には高濃度のメタンが含まれており，生物群集の体組

織や海底に沈積した炭酸塩鉱物の安定炭素同位体比が

低かったことから，これらの生物群集がメタンをエネ

ルギー源および炭素源としており，炭酸塩鉱物はメタ

ンの酸化により生成した炭酸イオンと海水中のアルカ

リ土類金属イオンが反応してできたものであることが

判明した。この発見以降，世界中の海洋においてメタ

ン冷湧水は発見され，収束的プレート境界にあたる大

陸縁辺部に特に多く分布することがわかってきた。

この8年前，Barnes and Goldberg（1976）は，沿

岸の堆積物中の硫酸イオン濃度が0になった深度より

深くなるにつれてメタン濃度が急激に増加する傾向を

見つけ，嫌気的メタン酸化という現象を発見した。こ

れは堆積物中に含まれるメタンを電子受容体とし，一

方海水中に含まれる硫酸イオンを電子供与体として

（1）式で総合的に表される化学反応によるものと考え

られた。
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CH4＋SO4
2－ → HCO3

－＋HS－＋H2O （1）

その後，この反応は微生物群集によっておこなわれ

ていることが指摘され，さらに嫌気的メタン酸化古細

菌（Anaerobic methanotrophic Euryarchaeota;以下

ANME）と硫酸還元菌との共生によって行われてい

ることが判明した（Hinrichs et al., 1999; Boetius et

al., 2000; Orphan et al., 2001）。現在では，ANME

には3つのグループ（ANME-1，ANME-2，ANME-3）

があることがわかっている。ANME-2と ANME-3に

は共生パートナーとしてそれぞれ特有の硫酸還元菌が

存在する（Boetius et al., 2000; Orphan et al., 2001;

Niemann et al., 2006; Lösekann et al., 2007）が，一

方 ANME-1には共生パートナーとしての硫酸還元菌

は確認されておらず，単独で生育している可能性も示

唆されている（Orphan et al., 2002; Knittel et al.,

2005）。これらの ANMEがどういった微生物なのか

は，これらの分離培養がほとんどなされていないこと

からよくわかっておらず，また海洋・堆積物中におけ

る棲み分けやその分布についても不明なことが多い

（これまで判明している，ANMEを含むメタン冷湧

水域における微生物の生態系やその代謝活動に関して

は，宮崎（2009）に詳しくまとめられている）。しか

し地球化学的研究により，多くのメタン冷湧水域にお

いて，これらの微生物による嫌気的メタン酸化が普遍

的に存在していることが明らかになり，加えてメタン

冷湧水域が世界中の大陸縁辺部海洋から次々と見出さ

れるに及んで，嫌気的メタン酸化が生物圏における炭

素循環の重要な一部を担っていることが明らかになっ

た。これを明らかにしたのが，ANMEによって生合

成された脂質化合物をターゲットとした有機地球化学

分析である。

３．メタン冷湧水に特徴的な脂質バイオ

マーカー

メタン冷湧水域の表層堆積物の有機地球化学的研究

は過去10年間にさかんに行われてきた。これまで有

機地球化学的研究対象となってきたメタン冷湧水域と

して，メキシコ湾（Sassen et al., 1999）やアメリカ

太平洋沿岸域のHydrate Ridge（Elvert et al., 1999;

Boetius et al., 2000）や Eel River Basin（Hinrichs et

al., 1999, 2000; Orphan et al., 2001），地中海の泥火

山（Pancost et al., 2000, 2001），黒海（Michaelis et

al., 2002; Blumenberg et al., 2004），南海トラフ

（Oba et al., 2006）などがある。これらの結果を総

括すると，メタン冷湧水域で見いだされる主要な脂質

バイオマーカーは，エーテル脂質，イソプレノイド式

炭化水素，脂肪酸に大別できる。そして，嫌気的メタ

ン酸化を行っている ANMEや硫酸還元菌由来のそれ

らの安定炭素同位体比は，冷湧水中のメタンの安定炭

素同位体比が一般的に－40～－70‰とかなり低く，

さらにその軽いメタンの炭素を取り込む際に同位体分

別を伴うことから猛烈に軽い値を持っており，－100

‰より軽い値をもつことが多い。以下に個々の脂質バ

イオマーカーのうち，ANME由来であるイソプレノ

イド式エーテル脂質とイソプレノイド式炭化水素につ

いて詳述する。

３．１ イソプレノイド式エーテル脂質

エーテル脂質は，メタン冷湧水堆積物から見出され

る主要な脂質バイオマーカーである。一般的に，バク

テリアや真核生物の膜脂質は，glycerolに2つの脂肪

酸が glycerolの sn-1位と sn-2位にエステル結合した

エステル脂質から構成されている（Fig. 1）。glycerol

の sn-3位にはリン酸や糖などの極性基が結合して極

性頭部をなしている。一方，古細菌の膜脂質はエステ

ル脂質を含んでおらず，かわりにエーテル脂質から成

り立っている（Fig. 1）。その特徴を列挙すると，1）

glycerolとアルキル鎖がエーテル結合している，2）

アルキル鎖はイソプレノイド式炭化水素である，3）

sn-2位と sn-3位にアルキル鎖が結合しており，sn-1

位にリン酸や糖が結合している，である（Koga et al.,

1998a，b）。特に2）と3）の特徴は古細菌由来のエー

テル脂質に限定される。一部のバクテリアからは，

エーテル脂質が膜脂質の一成分として見つかっている

ものがある（Langworthy et al., 1983; Huber et al.,

1992, 1996）が，それらのアルキル鎖は非イソプレノ

イド式炭化水素であり，さらにそれらが sn-1位と sn-

2位に結合しているという特徴を持っている

（Fig. 1）。古細菌由来のエーテル脂質の生合成経路

や，種々の古細菌それぞれのエーテル脂質組成の特徴

については，産業医科大学名誉教授の古賀洋介博士の

種々の論文（例えば，総説論文として，Koga and

Morii, 2005, 2006など）に詳しく述べられている。

archaeolは最も単純かつ主要な古細菌由来のエー

テル脂質である（Fig. 2）。glycerolに2つのフィタニ

ル基がエーテル結合している。地質試料からの検出例

としては，中新世の岩塩などから検出された例

（Teixidor et al., 1993）を皮切りに，無酸素環境にあ
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る湿地堆積物中や様々な海洋堆積物，そしてメタン冷

湧水堆積物から検出の報告がなされてきた。archaeol

は古細菌全般に見られるエーテル脂質であり，した

がってメタン古細菌以外の好熱古細菌や高度好塩古細

菌などにも含まれている（Koga et al., 1998a，b）。し

たがって，archaeolの存在量だけでメタン古細菌の

バイオマスの評価をすることはできない。ただし，メ

タン冷湧水堆積物から検出される archaeolの安定炭

素同位体比を測ってみると，非常に軽いことが多い。

これは archaeolの炭素源が冷湧水に含まれるメタン

であることを示唆するものであり，したがって，そ

のような特徴を持つ archaeolは ANME由来で

あると考えることができる。なお，全ての ANME

が archaeolの起源と成りうることが判明している

（Blumenberg et al., 2004）。

hydroxyarchaeolは，archaeolと同じ炭素骨格を

有するが，いずれかのフィタニル側鎖の3位の炭素に

水酸基が結合したものである（Fig. 2）。sn-2位の

フィタニル基に水酸基が結合したものを sn-2-

hydroxyarchaeol，sn-3位に結合したものを sn-3-

hydroxyarchaeolと呼ぶ。この化合物は，Methano-

coccales 目やMethanosarcinales 目のメタン生成古

細菌の主要な膜脂質成分であることが知られている

（Sprott et al., 1990）。他にも，Methanosphaera 属

（Koga et al., 1998a，b）やMethanobrevibacter

smithii（Sprott et al., 1999）などのメタン生成古細

菌から検出された報告があり，メタン生成古細菌以外

としては，高度好塩古細菌の Natronobacterium から

検出された例もある（Upasani et al., 1994）。また，

極微量ではあるが好熱古細菌の一種から hydroxyar-

chaeolが検出された例もある（Sprott et al., 1997）。

もし塩分の高い蒸発岩や熱水噴出孔などの沈殿物から

hydroxyarchaeolが検出される場合は，それぞれ高度

好塩古細菌や好熱古細菌由来と考えられ，メタン古細

菌由来ではない可能性がある。しかし，そのような極

限環境は比較的少なく，一般的な海洋堆積物やメタン

冷湧水堆積物から見出される hydroxyarchaeolは，

そのほとんどがメタン古細菌もしくは ANME由来と

考えることができる。

地質試料からの hydroxyarchaeolの検出例として

は，Eel river（Hinrichs et al., 1999）や Santa

Barbara（Hinrichs et al., 2000）のメタンハイドレー

ト層の上の堆積物やメタン冷湧水堆積物で最初に報告

され，その後様々なメタン冷湧水堆積物からの検出例

が続いた。archaeol同様に，メタン冷湧水堆積物中

の hydroxyarchaeolの安定炭素同位体比も猛烈に軽

いことがほとんどであり，それらが ANME由来であ

ることを示唆している。Blumenbergら（2004）は，

黒海のメタン冷湧水地帯に分布するバイオマットの有

機地球化学及び微生物学的分析を行い，主に ANME-

2から成るバイオマットに，archaeolと同等かそれ以

上の濃度の sn-2-hydroxyarchaeolが含まれているこ

とを明らかにした。ANME-2はメタン生成古細菌で

あるMethanosarcinales 目に属しており，これは sn-

Fig. 1 Characteristics of archaeal ether lipids. Archaeal ether lipids are characterized
by (i) sn-G-1-Polar head group backbone, (ii) ether bonds, (iii) isoprenoid hydro-
carbon chains.
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2-hydroxyarchaeolがMethanosarcinales 目に特徴的

な脂質成分であることと矛盾しない。一方，メタン冷

湧水域においては一般的に sn-2-hydroxyarchaeolよ

り sn-3-hydroxyarchaeolの存在量が少ないことが多

い。Oba et al.（2006）は，南海トラフのメタン冷湧

水堆積物から両方の hydroxyarchaeolを検出してお

り，最も存在量の多い深度におけるそれらの安定

炭素同位体比がいずれも－100‰を下回る軽い値を

持っていることを明らかにした。したがって sn-3-

hydroxyarchaeolも ANME由来であることは間違い

ないであろう。sn-3-hydroxyarchaeolを生合成する

古細菌としては，Methanococcus voltae（Sprott et

al., 1993）やMethanolobus bombayensis（Pancost

et al., 2001）などのメタン生成古細菌が知られてい

る。また，両方の hydroxyarchaeolを生合成するも

のとしてMethanosaeta concilii（Ferrante et al.,

1988）が知られている。以上の事から，メタン冷湧水

から見出される sn-3-hydroxyarchaeolは，ANME-2

以外の既存の ANMEかまだ知られていない ANME

に由来する可能性があると考えられる。

テトラエーテル脂質は，古細菌全般によって生合成

される脂質である（Fig. 2）。2つの glycerolの間に2

本のビフィタニル鎖がエーテル結合しているが，その

ビフィタニル鎖中に五員環や六員環を伴うことがあ

る。

テトラエーテル脂質は分子量が大きく，また極性が

高いため，誘導体化を行っても十分に沸点を下げるこ

とができない。そのため，分析時に気化させる必要の

ある GCおよび GC/MSを用いた分析はできない。そ

こで，これまでの多くのメタン冷湧水域の有機地球化

学的研究では，テトラエーテル脂質の4つのエーテル

結合をヨウ化水素で切断し，次に，生じたヨウ化ビ

フィタンを水素化リチウムアルミニウムで還元してビ

フィタン（Fig. 2）を得て，GC/MSあるいは GC/C/

Fig. 2 Chemical structures of ANME’s biomarkers which are
discussed in the text.
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IRMSを用いた定性分析及び安定炭素同位体比分析を

行っている。メタン冷湧水堆積物試料からのビフィタ

ン類の検出例は多くあるもののジエーテル脂質に比べ

れば少ない。ANME-1を主に含むバイオマットから

は，Fig. 2に示した3種のビフィタンが検出されてい

るのに対し，ANME-2から成るバイオマットからは全

く検出されなかったとの報告例もある（Blumenberg

et al., 2004）。Oba et al.（2006）の分析では，ビフィ

タン類は全ての深度で検出されるものの，その安定炭

素同位体比は，五員環を全く含まないビフィタン

（Fig. 2の R1）が－51～－53‰，五員環を1つ含むビ

フィタン R2が－71～－81‰，ビフィタン R3が－36～

－43‰であり，ジエーテル脂質（－110～－121‰）

に比べれば重い値を持っていることが判明した。これ

は，これらビフィタン類の一部がメタン以外のより重

い炭素源から作りだされているということであり，す

なわちこれらの一部が ANME以外の古細菌に由来す

ることを示しているのではないかと考えられた。この

ことは，メタン冷湧水域に嫌気的メタン酸化とは無関

係の古細菌が生息していることを示唆するものであ

り，メタン冷湧水における微生物活動の多様性を示し

ているかもしれない。

３．２ イソプレノイド式炭化水素

2,6,10,15,19-pentamethylicosane（PMI）は，メ

タン生成古細菌，例えばMethanosarcina barkeri

（Holzer et al., 1979; Risatti et al., 1984）や ANME

（Blumenberg et al., 2004）が有するイソプレノイド

式炭化水素である（Fig. 2）。嫌気的メタン酸化が起

きていた地質試料では，後述するシリカゲルクロマト

グラフィーの画分の中の脂肪族炭化水素画分中に顕著

に検出される（e.g., Boetius et al., 2000; Elvert et al.,

2000; Hinrichs et al., 2000; Pancost et al., 2000）。ま

た二重結合を1～5つ含む不飽和化合物も同時に検出

されることが多い。この化合物は，その構造的特徴，

つまりイソプレンの結合様式が不規則であることか

ら，不規則性イソプレノイドに区分される。“head-to

-tail”結合である規則性イソプレノイドに属する構造

異 性 体 で あ る2,6,10,14,18-pentamethylicosaneと

GCにおける溶出時間がとても近接しており，その

同定には注意する必要がある（Greenwood and

Summons, 2003）。ANME-1と ANME-2は と も に

PMIを含むが，ANME-2では飽和 PMIはほとんど含

まれずほとんどが不飽和 PMIsとして存在し，一方

ANME-1では飽和 PMIも不飽和 PMIsと同じくらい

含まれているとの報告がある（Blumenberg et al.,

2004）。

crocetaneは最も ANMEに特有なイソプレノイド

であると一般的に受け止められている。メタン冷湧水

以外の試料からは，メタン生成古細菌のひとつ，人糞

や動物糞から単離されたMethanosphaera stadt-

manae からしか検出されていない（Jones and

Holzer, 1991）。これも不規則性イソプレノイドに属

する。ANME-2を主とするバイオマット中には cro-

cetaneとその不飽和化合物である croceteneの両方

が含まれていることが報告されているが，ANME-1

を主とするバイオマットには検出限界量の crocetane

が含まれるか，全く両方とも含まれていない結果が報

告されている（Blumenberg et al., 2004）。GC分析

では，crocetaneは規則性イソプレノイドである phy-

taneと溶出時間がほとんど同じであり，定量や特に

同位体分析では分離して分析することは難しい

（Greenwood and Summons, 2003）。

４．生きた古細菌とかつて生きていた古細

菌の脂質バイオマーカーの分離

海洋堆積物の有機地球化学的手法を用いた分析，す

なわち，そこに含まれる脂質バイオマーカーの同定，

あるいは組成比や化合物ごとの安定炭素同位体比の分

析により，生息する微生物の種類やそれらの活動実態

に関する有益な情報が得られる。さらに，これら脂質

バイオマーカーの定量を行い，例えば柱状堆積物中の

濃度の深度分布を調べることで，それらバイオマー

カーを作る微生物の経時的なバイオマス変動を明らか

にすることができる。しかし，これまでの脂質バイオ

マーカーによる研究では，サンプリング時に生きてい

た微生物由来の脂質と，死んだ微生物の分解産物とし

て残存している脂質を区別することなく同定し，定量

を行ってきた。したがって，例えばメタン冷湧水域の

海底表層堆積物を用いた研究でも，これらを区別する

ことなく分析した場合，海底堆積物中に現在生息して

いる ANMEや硫酸還元菌由来のものに，海洋表層や

海水中にかつて生息していた微生物由来のものを足し

合わせて見てしまっている恐れがある。海底面下の堆

積物中における微生物の活動実態の解明は，例えば微

生物起源メタンハイドレートのメタン生産場の解明に

かかわるなど，大変注目に値する研究であり，その場

に今現在生息している微生物由来の脂質といわば化石

となった脂質とを区別することは大変重要なことであ
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る。

そこで，脂質化合物の生体内における存在状態と死

後の存在状態を分けて分析する手法の開発が必要と

なった。生きた細菌の細胞膜の主成分はリン脂質であ

る。細菌の死後，リン脂質は酵素による加水分解によ

り，比較的速やかにリン脂質からリン酸基が離脱し，

ジグリセリドが生成する（Fig. 3）。この加水分解は

細菌の死後数分から数時間以内に発生すると考えられ

ている（White et al., 1979）。したがって，試料中の

全リン脂質態脂肪酸（PLFA）の量を調べることで現

在生息中の全細菌の定量的な評価が，ジグリセリド態

の脂肪酸（DGFA）の量を調べることで，すでに死ん

でいた細菌の定量評価がそれぞれ可能になると考えら

れる。この手法は実際に，南海トラフのメタンハイド

レート賦存堆積層における生きた細菌量の見積りに応

用されている（Reed et al., 2002）。

細菌同様，生きた古細菌の膜脂質のほとんどは，リ

ン脂質態や糖脂質態であることが知られている。古細

菌が死んだあと，それらがどのように分解されるかに

ついては，未だ詳細がわかっていないが，細菌のリン

脂質同様，極性頭部が酵素によって速やかに加水分解

されている可能性もある。そこで，リン脂質態や糖脂

質態のエーテル脂質の解析は，試料中に生息中の古細

菌の種類やバイオマスの評価ができるものと期待され

た。Oba et al.（2006）は，培養したメタン菌を用い

て，極性脂質態と中性脂質態のエーテル脂質をシリカ

ゲルクロマトグラフィーにより区別する手法を明らか

にした。その手法を簡単に説明すると，凍結乾燥後，

粉末化した堆積物試料を酸性 Bligh and Dyer法で堆

積物中の有機物を超音波抽出し，その抽出物をシリカ

ゲルカラムクロマトグラフィーにかけ，展開溶媒の極

性を徐々に上げながら F1から F10までの画分に分

ける（Fig. 4，Table 1）。F1画分には，PMIsや cro-

cetaneなどの脂肪族炭化水素が含まれている。F4～

F7画分には中性脂質態エーテル脂質が，F8～F10に

は極性脂質態エーテル脂質が分画される。さらに個々

の画分を見ていくと，F4画分には中性脂質態の ar-

chaeolが分画される。またバクテリア由来の非イソ

プレノイド式ジエーテル脂質群もこの画分に分画さ

れ，有益な情報をもたらすことがある。F5画分には

まれに少量の hydroxyarchaeolが検出されることが

あるが，これはシリカゲルクロマトグラフィーのシリ

カゲルの分量が少し足りなかったり，展開溶媒の量が

若干多かったりする場合に起きるようである。つま

り，おそらく F6画分に落ちるべきものが混ざってし

まうのだろう。F6と F7画分には，中性脂質態の hy-

droxyarchaeolとテトラエーテル脂質群が分画され

る。hydroxyarchaeolについては，GC分析において

先に溶出するものが sn-2-hydroxyarchaeolで，後の

ものが sn-3-hydroxyarchaeolである。テトラエーテ

ル脂質は誘導体処理を行っても GCでは分析できない

ので，同定したい場合にはこの画分を LC/MSで分析

Fig. 3 Illustration showing the conversion of a phospholipid of bacteria and a polar ether
lipid of archaea to a diglyceride and a neutral ether lipid as a result of cell death, re-
spectively. PLFA, phospholipid fatty acid; DGFA, diglyceride fatty acid.
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するとよい。またこの画分にヨウ化水素／水素化リチ

ウムアルミニウム処理をほどこすと，テトラエーテル

脂質を構成していたビフィタン類の GC/MS，GCあ

るいは GC/C/IRMSによる同定・定量，安定炭素同位

体比分析が可能になる。またバクテリア由来のモノア

ルキルエーテル脂質もこの画分に分画される。

一方極性脂質態のエーテル脂質群は，GC/MSに導

入する前に，極性頭部を加水分解で除去する必要があ

り，通常これは塩酸メタノリシスで行われる。その後

石油エーテルでエーテル脂質群を抽出し BSTFAを加

えて TMS化して GC/MSによる定性分析をすること

になるが，hydroxyarchaeolについては注意が必要で

ある。hydroxyarchaeol分子中の水酸基の付いたフィ

タニル基は酸に弱く，塩酸メタノリシス処理によって

完全に分解されてしまい，sn-2-hydroxyarchaeolは1

-O-phytanyl glyceroletherに，sn-3-hydroxyarchaeol

は2-O-phytanyl glyceroletherになってしまう。その

ため，それらのモノアルキルエーテル脂質を同定・定

量することで hydroxyarchaeolの定量を行うことが

可能である。hydroxyarchaeolの glycerol部とフィタ

ニル基の安定炭素同位体比が同じであるのか少し異な

るのか，これは生合成経路に関わる問題で，現時点で

は定かでない。後述する，南海トラフのメタン冷湧水

域の表層堆積物から中性脂質として抽出された hy-

droxyarchaeolの安定炭素同位体比は，同じ中性脂

質態の archaeolのそれより3‰軽い値であった

（Fig. 5）。一方，極性脂質態画分から検出された hy-

droxyarchaeolの酸処理分解生成物である phytanyl

glyceroletherの安定炭素同位体比は，極性脂質態の

archaeolのそれより3～7‰軽い値を示した。両脂質

態における2つのエーテル脂質の安定炭素同位体比の

差が同じであったことから，phytanyl glycerolether

の安定炭素同位体比は元の hydroxyarchaeolの値と

同じであると考えられる。

Fig. 4 Procedures for measuring aliphatic hydrocarbons, neutral and polar isopranyl glycerol ethers in
sediment samples. F1-F10 indicate fractions from total lipid extracts separated on a silica gel col-
umn. IPL, intact polar lipid; BSTFA, N, O-bis (trimethylsilyl) trifluoracetamide.

Table 1 Chromatographic separation on silica gel
column (0.6 g of preactivated silica, 63-200
mesh) proposed by Oba et al. (2006).
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Pitcher et al.（2009）は，Oba et al.（2006）の分析

手法も含め，これまで知られている古細菌由来のエー

テル脂質の抽出法や分画方法について比較検討を行っ

た。その結果，Oba et al.（2006）の手法は中性脂質

態と極性脂質態とを完全に分離することができ，さら

にはリン脂質態のエーテル脂質を抽出することができ

る，唯一の手法であることが明らかとなった。さらに

は中性脂質態も極性脂質態もともに，他の手法より安

定して高い回収率で得ることができ，この点において

も他の手法より優れていることが判明した。Pitcher

et al.（2009）は GDGTsにのみ注目しており，

GDGTsの分析に特化するため Oba et al.（2006）の，

10分画法を4分画法に簡略化している。しかし，ar-

chaeolや hydroxyarchaeolのジエーテル脂質と，

PMIsや crocetaneなどの炭化水素の定量の必要性の

みならず，これらバイオマーカーの分析はしばしば安

定炭素同位体比分析が必要となることを考えると，

Oba et al.（2006）の主張している，より細かい分画

法で精製しておくほうが良い。

Oba et al.（2006）はこの手法を用いて，静岡県御

前岬沖の南海トラフ・第二天竜海丘のメタン冷湧水域

の表層堆積物から，極性脂質態および中性脂質態の各

種エーテル脂質を抽出し分析を行った。その結果，表

層から130 cmの間の両態の archaeolや hydroxyar-

chaeolの濃度とその鉛直分布は類似しており，特に

濃度の高かった深度82 cmの堆積物試料中ではそれら

の安定炭素同位体比もほとんど同じ値であることが判

明した（Fig. 5）。このことから，第二天竜海丘の堆

積物中の中性脂質態エーテル脂質は，比較的速やかに

分解されて失われている可能性が示唆されている。そ

の一方で，この結果は極性脂質態が中性脂質態へと移

行する反応速度と中性脂質態から他の構造（例えば

エーテル結合の解裂によって生じる分解生成物）に続

成変化する反応速度にあまり差がないためとも考えら

れる。しかし両態を分けた分析は過去にこの1例だけ

であり，今後より多くの分析結果や考察が必要であろ

う。

Oba et al.（2006）の分析手法は，メタン冷湧水の

嫌気的メタン酸化のみならず，メタンハイドレート賦

存域におけるメタン生成古細菌の活動実態の解明や，

近年古水温指標として注目されている TEX86指標の分

析にも応用が可能であり，今後さらに利用されること

が期待される。

５．過去のメタン冷湧水堆積物中の脂質

バイオマーカー

メタン冷湧水域で見られるメタンの湧出と嫌気的メ

タン酸化などの地球化学的現象は，現在の海洋のみだ

けでなく，過去の地球史においても起きていたことが

知られている。それらの現象は，地球環境変動の原因

もしくは結果と関係があると考えられることからその

重要性は大変高く，現在多くの研究者によって研究が

進められている。主に炭酸塩の安定炭素同位体比によ

るメタン冷湧水の地球化学的証拠は，新生代の様々な

Fig. 5 Depth profiles of concentrations of diether lipids in the Nankai Trough core sediments;δ１３C values
(vs. PDB) of ether lipids at 0.82 mbsf are also shown.
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堆積物や炭酸塩岩から見出されている（e.g., Camp-

bell and Bottjer, 1993; Rigby and Goedert, 1996;

Peckmann et al., 1999b）。さらに中生代（Gaillard et

al., 1992; Campbell and Bottjer, 1993; Kelly et al.,

1995; Campbell et al., 2002）や，報告例は少ないも

のの古生代（Peckmann et al., 1999a, 2001）にまで

遡って，メタン冷湧水の存在の証拠は見つかってお

り，地球史においては普遍的に存在していたことが判

明している。

過去，例えば第三紀以前のメタン冷湧水における微

生物活動を調べる際，遺伝子などは原型をとどめてい

ないどころか，その痕跡ですら探し出すことは困難で

あるため，それらを対象とする分子生物学的な研究は

ほとんど成果を望めない。一方で，有機地球化学的証

拠は見つかる可能性が十分あり，当時生息していた微

生物の種類やその活動実態について有益な情報をもた

らすことが可能であると考えられる。しかし前章で示

したような，脂質バイオマーカーが堆積物や堆積岩中

でそのままの分子構造を保持していることはまれであ

り，それらが続成作用を受けてどのように変化するの

かを調べておく必要がある。

これまで，新生代のメタン冷湧水の堆積物から，古

くは南フランス Beauvoisinで産出するジュラ紀オッ

クスフォード期の炭酸塩（Peckmann et al., 1999b）

まで，有機地球化学的研究が行われている。それらか

ら ANMEや硫酸還元菌由来の脂質バイオマーカーの

続成変化生成物が検出されており，Peckmann and

Thiel（2004）によってそれらの続成変化に対する対

応性がまとめられている。この論文において示された

表に，Oba et al.（2006）のデータを加えて整理した

ものを Table 2に示す。これを見ると，crocetaneや

PMIなどの脂肪族炭化水素は現在から中生代の炭酸

塩岩から一様に検出されており，その分子構造の続成

変化に対する耐久性が大変高いことがわかる。さらに

脂肪族炭化水素はその分析の簡便性から，最も優先的

に分析対象になるものであり，したがって，過去のメ

タン冷湧水研究における最も重要なバイオマーカーの

一種となる。さらにカンブリア紀の堆積物から

crocetaneらしきピークが検出されていること

（Greenwood and Summons, 2003）から，さらに古

い時代のメタン冷湧水から検出される可能性は充分あ

り得ると考えられる。

Table 2 Occurrence and isotopic compositions of methane-related biomarkers from fossil seeps and
recent reference samples.
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古細菌や細菌由来のエーテル脂質は，エーテル結合

の低い反応性から，エステル脂質よりは続成変化に耐

久性があるように考えられるものの，やはり脂肪族炭

化水素に比べれば，続成変化しやすい。Table 2で示

されているように，archaeolや hydroxyarchaeolな

どのジエーテル脂質は，中生代の炭酸岩からは検出さ

れていない。hydroxyarchaeolにいたっては，現世堆

積物やバイオマットからしか検出されておらず，これ

は水酸基の結合したフィタニル基が分解しやすいため

であると考えられる。しかし，メタン冷湧水とは関係

のない，白亜紀アルビアン期に発生した海洋無酸素事

変（OAE）時に堆積した黒色頁岩からテトラエーテ

ル脂質が検出された例（Kuypers et al., 2002）もあ

り，中生代のメタン冷湧水堆積物や炭酸塩岩から ar-

chaeolやテトラエーテル脂質などが検出される可能

性は充分あると考えられる。

もしすでにエーテル脂質が保存されていないほど続

成作用を受けていたとしても，その続成変化生成物か

ら，古細菌や細菌の評価ができる可能性がある。これ

までの過去のメタン冷湧水の有機地球化学分析では，

archaeolや非イソプレノイド式エーテル脂質が残っ

ていない時代より古い堆積物から，若い時代からは検

出されないコア部のカルボン酸態やアルコール態の脂

質バイオマーカーが検出されており，その安定炭素同

位体比分析を併せることで，当時の嫌気的メタン酸化

の評価が可能であることを示している（Table 2）。ま

たさらに続成変化を受けてできる phytaneなどから

も，安定炭素同位体比分析は必須ではあるが，情報を

得ることができると考えられる。

６．おわりに―今後の応用・発展性について

これまで述べてきた嫌気的メタン酸化に関した有機

地球化学的研究およびその手法は，メタン冷湧水域に

おける嫌気的メタン酸化の実態解明だけでなく，様々

な研究領域に応用されうるため，さらに発展し，新た

な知見を得る手がかりになると期待される。

4章で述べたような生きた古細菌由来の極性脂質態

エーテル脂質の分析は，メタンハイドレート賦存域に

おけるメタン生成古細菌や ANMEなどのバイオマス

評価や，その活動実態の解明に応用できるものと考え

られ，ペルー沖の海底下堆積物中における報告例など

がすでに存在する（Biddle et al., 2006）。

メタンハイドレートの大規模な分解事変における嫌

気的メタン酸化の有機地球化学的証拠は，地球の環境

変動と生物の関わりについて大きな知見を与えるかも

しれず，大変興味深い研究である。

過去6億年間の顕世代において，生物の大量絶滅が

幾度となく発生したことが判明している。また絶滅事

変は時として，新たな生物群の発生・拡大の契機とも

なっており，地球の歴史における生物進化にとって重

要である。近年そのいくつかの生物大量絶滅事変の発

生した層準において，安定炭素同位体比が短期的に数

‰ほどネガティブシフトしている現象が多く確認され

ており，これを軽い安定炭素同位体比を持つメタンハ

イドレートの大量分解の痕跡であると考える説がある

（例として，約5,500年前の暁新世／始新世境界の極

端温暖化事変，Dickens et al., 1995）。安定炭素同位

体比のネガティブシフトは極端な地球温暖化に関与し

ていると考えられることが多い。メタンハイドレート

の大量分解が地球温暖化の原因なのか，逆に地球温暖

化の結果としてメタンハイドレートが大量分解したの

かといった疑問や，メタンハイドレートの大量分解は

どこで発生したのか，さらにはメタンハイドレートの

大量分解が環境や生物に与えた影響など，多くの疑問

や謎はほとんど未解明である。大変興味をそそる課題

であり，この解明に本総説で紹介したような有機地球

化学的研究手法が大いに貢献できるのでないかと期待

されている。
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