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　　　　　 Mcthanc　 fdmelltation，　 consisting 　of　anaerobic 　dcgradati｛m 　 of 　organic 　 mattcrs 　 and 　 subscquent

　　　　Inethan ｛〕genesis， 量s　one 　of 　potentiallアat 〔ractive 〔echn 〔＞logies　f｛）r　trea〔ment 　of　wastewater 　and 　biological

　　　　wastes ，　Because　methane 　f6rmentation　is　a 〔osl −cff6ctive 　energy
・
｝
・ieldingproccss，　produces　fal

・
盃ess　cxccss

　　　　s聖udge 　thRn 　aerobic 　wastewaLer 　treatmcnt 　systcIns ，　and 　a　largc　part　of　the　ellergy　stored 　within 　organic

　　　　matters 　can 　be　rccovercd 　as　biogas．　Howevcr ，　it　also 　has　disadvantages，　su ⊂h　as　poor　trcaling　rate ，　low

　　　　digcstion　efftcien （：y　and 　instabi亘ity　in　reactor 　opcration ，　Thcsc 　disad、rantages 　arc 　causcd 　by　thc　difficulty

　　　　of 　mon 量toring 　in　situ 　II亘icrobial　comnlunit ア stltuctul
’
e　 and 　 metabolic 　fUnctions　iD　biQreactors，　Methane

　　　　fcrmentation　is　based　on 　a　complex 　community 　of　microorganisms 　of　widc 　phylogenetic　cliversities　with

　　　　di｛ferent　metabol 玉c 血 nctions ．　Moreover 」　only 　poor　proportion　of 　microorganisms 　havc　been　isolated　und

　　　　cultivatcd 　and 　ana 里yzcd、　One 　possible　apPr ｛〕adl 　to　solvc 　these　disadvantages　and 　achieve 　high　rate 　and

　　　　high　e 廷ident　me 〔hane　fヒr皿 entation 　processes　 with 　stable 　reactor 　operation 　is，　thus ，　to　ac £ umulate

　　　　knowledge 　oF　the　Inicrobial 　co 畫lliT）ullities 　and 重o　use 　Lhem 　as　landmarks 　responsible 丘br　speci且c　dcgrada−

　　　　tion　puLhways　in　 nletllane 　fcrlnentation．　Thercfbre，　we 　constructed 　c〔＞lltinu 〔｝us 　anaerobic 　mcthanc

　　　　托 rmentadon 　processcs　using 　conlple ［ely 　stirred 　tank 　reactors （CST1 〈）fed　by　specilic 　substr 訌tes，　such 　as

　　　　acetatc ，　propionatc，butアratc，　long−chain 　fatty　acids ，　glYccrol，　protein（bovinc　serllm 　albllmin ）and 　starcll ，

　　　　Lo　achieve 　the 　chemostat 　cultivations 　ofmicrobial 　communities 　related 　to　deg’radation 　of　these　substrates ．

　　　　For　each 　micro 】〕ial　communlty 　undcr 　stead γ sta しe　conditions ，　wc 　anal ＞
・zcd 　the 　st．ructures 　and 　nletabolic

　　　　functions　by　mainly 　us 責ng 　rnolecu 重ar 　bio三〇gicalしcchniqucs ，　sucll 　as　fiuoresccnt　in　situ 　h｝
」brid孟zationJ6S

　　　　 rRNA 　genc　dolle　librar＞，　analyses ，　quantitative　rcal −tinie　PGR 　tc⊂hniqucs，　quant孟talive　R1 」PGR 　and

　　　　dcnaturing　gradicnt　gcl　clectrophorcsis ．　Even 　feeding τbe　same 　substrates ，　the　microhia ［conlnlunities

　　　　werc 　remarkably 　different　by　different　diludon　rates ．　For　acctate −degrading　communitic5 ，　dilution　rate

　　　　 cf艶 c〔ed 　the 　change 　ill‘〕ommuni ［y　structure ，　as　weil 　as　shifL　of　pathway　betwecn　aceticlastic 　and 　norl −

　　　　aceticlas ．　tic　mcthanogencs 重s．Additiollal　Ni2＋
and 　Go2 ＋ in　the　wastewater 　fed　into　the　rcactors 　and 　opcl

・
a −

　　　　tion　tcmperature 　also　aftbcted 　on 　the　community 　stru （：〔ure ，　as 　well 　as 　the　rcactor 　pcr正brlnance．　Based　oll

　　　　the　hmdamellta 旦k互1‘，wledge 　ill　thc 　landmarks 　ofmicl
・
obial 　cornmunit 孟es　fbr　specific 　degradation　pathways

　　　　of （＞rganic 　matters ，　we 　subscquentl ｝
，　evaluated 　the 　relattc ｝nship 　between　reactor 　perfbrmance　and 　micro ．

　　　　bial　 community 　 structurcs 　in　 bioreactc）rs　 treating 　 actuaL 　 wastew を土tcr5　 aDd 　1〕io】ogical 　 wastes ，　 such 　 as

　　　　皿 unicipa 正solid　wastes ，awa ・mo ’r．i　disdUery　wastewater ，　livestock　maIlurc 　alld 　surplus 　sludge 　ofaxs ，astewatct
・

　　　　treating 　pl丑 nt ．　C）ur 　research 　results 　would 　providc　a　signi 丘callt 　Illilcstolle 　fbr　achicvcmcnt 　of 　stable

　　　　operational 　rncthanc 正ヒrnlcntaLion 　process　with 　high　rate 　and 　el五cien （：y．
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1．は じめ に

　メ タ ン発酵は，多くの微牛物の共生に よ り有機物を嫌

気的に 分解し，そ の過稈で 生成す る有機酸な どをメ タ ン

に還元す る方法で あ る．自然 界に お い て 可燃性ガ ス （バ

イ オ ガ ス ）を生成 す る メタ ン 発酵現象は 18世紀 に観察さ

れ てい たが，こ れが廃棄物処理 に 利用 され始めた のは 19

世紀末 で あ る．そ し て
120 世紀初 め に 英国 で 下水汚泥 の

減容化法として採用 さ れたが，当初，発酵槽は無加温で

発牛ガス の 回収利 用 も行わ れ ず，処埋 日数 も30〜 60H

を要して い た，その後，反応速度の 向上 を図る た め に 加

温され 機械撹拌やガ ス 撹拌され る よう に な り処理 日数

も10〜 15目まで短縮され るようにな っ た 1）．この メタ ン

発酵法は，有機物濃度の高い 産業廃水や屎尿な どの 処理

に も採用 され る ように な っ たが，反応部 の 解明はま っ た

くなされずに ブラ ッ クボ ッ ク ス とされてきた．その た め

に，  限られた廃水に対する処理技術で ある，  NH4 ＋

が増加する，  反応速度が遅 い，  不安定な処 理技術で

あ る な どの 聞題点を抱え て い た 2）．

　 しか し，1973年の 石油シ ョ ッ クを契機としてメタ ン発

酵法は大き く注日され る ように な っ た．なぜ ならメ タ ン

発酵法は，好気性処埋法の代表である活性 汚泥法に比 べ

て 曝気動 力を必要 としな い こ と，お よび燃料 ガ ス が回収

で きる こ とか ら，省エ ネル ギー型廃水処理法 として だけ

で な く石 油代替燃料の 生産手段 とし て 見直さ れ，研究開

発が積極的に行われ る よ うに な っ た，そ の結果，反応速

度の 向上 を目指した新規の リア ク ターに よ る嫌気性処理

法 3）が開発 され，また メタン 発酵に より増加 した NH4 ＋

と残存 したプ ロ ビ オ ン 酸などの 有機酸との効率的同時除

去プロ セ ス の開発
4・s）がな され，さらに Ni2÷

や Co2 ＋
の 添

加 によ り反応速度 が大 幅に向一Eす る こ とが 明 らかにな

り
6〕，種 々 の 有機性廃水 ・廃棄物 の 処理 ・利活用法 と し

て採用され る ように な っ た
7），し か し，依然 と して メ タ

ン 発酵は不安定な処理技術で あ る とい っ た不名誉な汚名

を払拭する こ とは で きな か っ たが，分子生物学の 発展に

伴い ，メ タン発酵に関与す る 微生物の 生態学や、メ タ ン

生成経路の解明な ど生化学や分子生物学の 分野 にお い て

も，目を 見張る成果が得られるように な っ た S）．

　 そ こ で，メタ ン 発酵 による有機物か らの メタ ン 生成 に

関 し て 概略 し た後 著者 ら が 研究 して きた メ タ ン 生成反

応 と代謝変換に伴う微生 物群集の 挙動に 関して紹 介す

る．研究 は連続培養装置を用 い て 行 い ，Ni2 ＋

や Co2 ＋
の

添加効果を補酵素レ ベ ル で明らか にする と伴に，こ の過

程 で Ni2 ＋ や Co2 ＋ の 添加 ・無添加 に よ リ メ タ ン 生成反応

を制御 （メタ ン を生成ある い は有機酸 で 止める）す る こ

とが で きた 9，10），この制御系を利用して，各種基質 （酢酸
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プ ロ ピオ ン酸 酪酸 脂質，グリセ ロ ール，タ ン パ ク質，

デン プン 質系）を炭素源 として 連続培養を行 い
T 槽内の

微生物群集を解析 （FISH ，ク ロ ー
ン 解析 定量 PGR ，

RT −PCR ，　 DGGE ）し，メ タ ン 生成 経路と そ れ に関与す

る微生物群集の構造 と機能を明らか に して きた U −］7）．こ

れ に よりメタ ン 発酵を外 部か ら制御 す る こ とが可能 とな

り，安定化 を図る こ とができた．こ れ らの成果に基づ き，

バ イ オ ガ ス 中 の 硫化水 素抑制 の た め の 空気供給の 微生物

群集へ の影響 18・191，超高温領域で の メ タ ン 生成反応に関

与する微生物群集の解明
20），さ らに は廃棄物系バ イオ マ

ス （泡盛蒸留廃液，糞尿や牛 ごみな どの混合物）の メ タ

ン 発酵に よ る サーマ ル リサイクル に関与す る微生物達を

明らかに し21・22），メタ ン 発酵の 安定化 に大き く貢献 して

きた．本総合論文で は，これ らの研究成果に関 して紹介

して い く．

2．メ タン 発酵 の 機構

　メ タ ン 発酵に よ る有機物か ら ガ ス へ の 分解は 3段階で

進行する 2S）．複雑な有機物は，第 1段階の酸生成過程 （液

化過程）で酸生成細菌群の作用に よ り，単糖類 　ア ミノ

酸な どの 分 子量 の 小 さ い 物質を経て，酢酸 お よ びプn ピ

オ ン 酸 酪酸な どの低級脂肪酸 　そ して乳酸やエ タノー

ル に な る．第 2段階にお い ては酢酸以外 の 低級脂肪酸 乳

酸およびエ タノ
ー

ルは，水素生成細 菌によ り水素 と酢酸

に 変換さ れ，最後の 第 3 段階に お い て基質特異性 の 強い

メ タ ン生成古細菌群に よ り，メ タ ン ，
．
二酸化炭素などに

分解さ れ る．

　酢酸お よび プ ロ ピオ ン 酸や 酪酸な どの低級脂肪酸は，

メ タ ン 発酵プ ロ セ ス に お け る 主要な中間代謝物で あ る．

生成され るメタ ン の 約 70〜80％が酢酸由来であ り，6〜

S5％が プロ ピ オ ン 酸由来であ ると報告されて い る 9・12）．

酢酸 特に プ ロ ピ オ ン 酸の 分解反応は メ タ ン 発酵プ ロ セ

ス の 律速段階と考えられ て お り，高負荷条件で メ タ ン 発

酵処理 する場合や，発酵槽の トラブ ル な どが生 じ る と，

主 として こ の 2 種類の有機酸が発酵槽内に 蓄積 され る．

また，廃 水 に 乳酸が 多く存在す る とメ タ ン 発酵 でプ ロ ピ

オ ン 酸が生成 されやすい との報告 もある 24）．

　酢酸か らの メタ ン 生成反応に は  酢酸資化性メ タ ン 生

成古細菌に よる反応 （
’
lhble　1（1），Fig．1（1）），および 

酢酸酸化細菌と水素資化性 メ タ ン 生成 古 細菌 に よ る熱力

学的共生反応 （
「
1
’
able　l（4）） の 2 種類 の 経路が考 えられ

て い る 25）．  の 反応を行う こ との で き る酢酸資化性メ タ

ン 生成古細菌として．Methanosaetα属お よび M 勲 侃 05α溢

照 属 の 2属が報告 され て い る 26）．  の 反応に従事す る酢

酸酸化細菌 とし て は，AOR 株，　Thernuaceto
．
aeni ．um 　Phaett7n，

そ して α o∫‘魏 4z侃 祕覦 η8肥 が報告されて い る2s，27）．一方，
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］気ble　L　Degradation　 reactions 　 of 　acetate 　 and 　propionate
　　under 　methanogenic 　conditions ．

K じa 匸tion
　 胃C．o，

（kI〆reaction ｝

〔1｝Aceddastic 　mCthanogcn

CH5 〔100 −十 H20 ．FCH4
十 HC二ぐ〕ガ

（2｝・N£ etatc −oxidiziug ’
｝〕n⊂ teri｝I

GH ：｝〔：00
−

十 4H ・20 　
炉2H （

103−
十 4112十 H ＋

（3）Ilvdrogenotrophic　methanogen

4H2 十 IICOs
一

十 HT →CH4 十 SIIt，O

（4）RcaCtiOii（2）＋ （3）

G トleCOQ
−

十 H
黛O →CH 斗

＋ HGO3
一

一SI．o

十 104．6

一135．6

一Sl．o

（J
「
＞Propienate −oxidizing 　bacteriR

GH ．xClleGoo 一
十 SH20 → CHzCOO 十 HC，C｝n 十 SII’a 十 H ＋　　 十76．0

（  Reactbn （3）x3 十 （5＞x4

4GH5CHt ，COO −
十 3H20 ゆイCH3COO 十 SC：lt4 十 H 〔：03 十 H

｝
　
−100．8

〔7＞　置《eucti 〔〕n 　（ti｝　十　〔1）　x　4

4CHsCH2COO
一

十 7H20 →7C：Hnl十 5HGC ）ガ 十 ｝1
−
　　　　　　

−224・9

Fig．　L　Metabolic　pa〔hway　ofacctate 　and 　propionate　in　methane

　　fermenしation ．　Reaction　1，2，3and 　5　corrcspond 　t〔） rea （：tion

　 　 l，2，3und 　5　describe（l　in
「
lab玉e 　l、

プ ロ ピオン酸か らの酢酸へ の分解反応は，プ ロ ピ オ ン 酸

酸化細菌と水素資化性メ タ ン生成古細菌の熱力学的共生

反応 （Tab】e　1（7）） に よ っ て進行す る．プロ ピ オ ン 酸酸

化能 を持っ 細 菌 としては S）nt7
’
oPhoba ，cter　lnt，　S雁 伽 撫 属や

一
部 の 硫酸塩還元細菌が報告さ れ て い る 2S・28 ）．

　水素資化性メ タ ン 生成古細菌に よ る メ タ ン 生成反応

は，主 として第 2段階で 生成 され る 水素が Cl サイ ク ル 9）

に よ り二 酸化炭 素 を還元 し，ホ ル ミ ル メタ ノ フ ラ ン

（form ｝
，1−MFR ） に なる．ホル ミル基は，さらに還元され

メテニ ル基，メチ レ ン 基 を経てメチル基 とな り，metyl

coenzyme 　M 　mcthylreductase 　systcm に よ りメ タ ン に還

元 されサ イクル は終結する こ とになる が，こ の とき二酸

化炭素 の ホ ル ミル ーMFR に な る 反応 が誘起 さ れ ，　 G1 サ イ

クル が循環す る こ とに な る．

　 こ の C1 サ イ ク ル お よび酢酸か ら の メ タ ン 生成経路に

関与す る 補酵素F430お よびメチル コ バ ラ ミン は，それ ぞ

れ Ni2 ＋ お よび Co2 ＋
を含ん で い る 黝 ．し たが っ て ，　 NiE ＋

や Go2 ＋ などの 金属イオ ン に よ りCl　1サ イ ク ル が加速さ れ

れば 前述 した S）
，ntroPhobacter 属 と水素資化性 メ タ ン 生

成 古細菌 と の 共生は熱力学 的 に 容易 とな り，その 結果

嫌気的に最 も分解されに くい プ ロ ピ オ ン 酸の分解 も促進

され，反応速度 の 向 ヒに つ ながる もの と期待 され る．

J「　72

3．メタン 生成反応を制御 する Ni2＋

およびCo2 ＋

（微量金属イオン）とそれに伴う補酵素の挙動 9，IC））

　固形物を除去した焼酎蒸留廃液に Ni2＋ お よび Co2＋ を

微量添加した後 AFBR （anaerobic 　fluidized−bcd　reactor ）

に よる嫌気性処埋試験を行 っ た．その結果，高温メ タ ン

発酵，中温メタ ン 発酵それ ぞれ の最大 TOG 容積負荷は

42 ，24　gflfd （BOD 容積 負荷 で 68，39　g〃〆d） とな り，

Ni2＋ お よび Co2＋ 無添加 に比較して 4〜5倍向上 した 6）．

　 そ こ で，酢酸資化性メタ ン 生成 古細菌の連続培養 9・10）

を行 い ，Ni2＋
および Co2＋ の添加効果を菌体レ ベ ル およ

び酵素活性レ ベ ル で明らか にする こ とを試みた．また研

究結果に基づ き，代謝変換に 関して も言及 した．

3．1 実験方法

　 1）連続培養　　本研究 に お け る嫌気性連続培養系に

は Fig．2 に 示 した完全混合型 リア クタ
ー （CSTR ，　conl −

pletely　stirred −tank　reactor ） を用 い た．リアクタ
ー

はガ

ラス 製 で，そ の 実容積 は L81 で あ り，恒温水槽 に 浸漬す

る こ とに よ っ て 槽内温度を 37℃ に制御 した，当研究室

で 濃縮余剰汚泥 を 用 い て 馴養 し て い る馴養消化汚泥

（VSS 濃度7．46　g！t）386　ml を採取し，窒素置換した無機

塩 培地 で 2回洗浄後，窒素置換した酢酸合成廃水 （
「
lable

2）に懸濁 した後 CSTR に移 して槽内液をマ グネチ ッ ク

ス ターラーで連続撹拌 した．1 日後に 合成廃水をボ ン プ

で リアクタ
ー

に供給し，連続培養を開始 した．

　本論文で使用 した合成廃水は，
「
lablc　2に示 した酢酸 や

プロ ピオ ン 酸を唯一
の 炭素源とする合成廃水 9 種類で あ

る．た とえば酢酸合成廃水 ta　Deutsche　Sammlung　von

Mikroorganismen 　 und 　 ZeUkulturen 　 GmbH 　 334 培地

（Methanothrix培地）（DSMZ ：Catalogue　of 　Strains．　2001；

http；〃wwwdsmz ．de〆dsInzhome．htm）を基本 とし，　TOG

濃度 8000　mg ！l となるように以下 の組成で調製した （U

あた り）：酢酸ナ トリウム ，5．46g ；酢酸，16．  g；KH21
’04，

　 　 　

　 　 　
Synthewastcw

Pump 　　 Magneticstirrer

Fig・2・　Scherrlatic　diagram　of 　colnpletcl ア
sLirred 　tunl （ reactor

　　（GSTR ）．
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Table　2・　S＞，nthetic  vastewa ［ells　used 　in　this　study ．

Synthcdc　wasrewarer （in1り

Ace ［a ［eP ・・ pi・ ・眠 tcAcetate
−

PropionateButvratc　　’ P エoteinGlucoseStarchL

・− 9−chain
蛋att 、

’add　　　ド
　　〔1・FA）

Glyc〔
’r・1

SubSlr訊 じ

A 〔eticacid 16．〔｝9 皿 lo．729 一   ｝ 一 ｝ 一
SDdiUln　a し ct 艮 tc 5・469 一 3．349 一 一 一 一 一 一

Pr・pi・ nic 　acid 一 13・1694 ・389 一 一 一 一 　 ｝

S・dium　Pr・pl・ n乱しc 一 4．2791 ．409 一 一 一 一 　 ｝
Butyric　acid 一 一 一 11，7斗 9 一 一 一 　 一

S・dium 　b山 yrale
一 一 一 3・679 一 一 一 』 一

Bovineseuml 　 a ［bu亘11i1エ（BSA ） 一 一 一 一 17，09 一 一 一 一
D．Glucosc 一 一 一 一 一 2LDg 一 一 一

Starch 一 一 ｝ ｝ 一 一 薯5．69 一 一
α eic 　acid 一 一 一 一 一 一 一 ｛1・4959 一
Palmidc　acid 『 一 一 一 一 一 一 〔1・4509 一

S・ diun・ algi 蝋 e 一 一 一 　 一 一 一 0・lg ｝
G1》cero1

『 ｝ 一 一 一 一 一 一 2．6 且Dg

Other 　comp   und

KH2PO 斗 D．309 2〔｝ mg

KHCO3 4．〔｝09 一
N日 tc1 1．009 80m9

NaGl 〔1．6〔｝9 125mg

MgC12 ・6U20 0・829 45mg

GaGIソ
・2H20 0、08g 1〔｝om9

〔コystein−HGI ・H20 〔1．1〔19 一

NiCl2 ・6H20 21．3mg 21．3mg
CoC12 ・6H20 24．7m9 24．7 エn9

Na2S ・91120 一 20mg
FeSQ4 ・6H20 一 0・lIu9
コrace　elelnent 　solutiOII　a 1｛lml 〔｝．3ml
Vitamin　sohltion 　b mInl 10mI

”
　．Modified 　trace 　elemellt 　tiolution 　on ）SMZ318 （in　1 の； FcG1 ポ 61120，1．35　g；MnG し・4H20 ，0．10g ；GaCl2・2H20，0．10　g；ZnGl2，
0．10g ；GuC12 ・2HL，O ，0，025　g；H ：aBO ／1，0．O正g；Na2MoM ギ 2H20 ，0．024　g；N 己 Cl，　LO 　g；Na2SeO ポ うH20 ，0．026　g；nitri 】otriacetic

acid 〔NTA ），12．8g．
bMod

正fied　vitRlnine 　soluti り ll　QfDSMZ318 （in　l　l）： biotiI1，2．〔｝mg ；Iblic　add ，2．O　mg ；pyridoxine−IICI，10．Omg ；thiamine −HC1 ・2H20 ，
5、Omg ；riboflavin ，5．Omg ；nico 巨nic と1cid，5，0mg ；DL −calcium 　pantothenate，5，0　mg ；ク

ーamlnobellzoic 　acid ，5．01ng ；lipoic　acid ，5．O　mg ．

03g ；KHCO3
，
4．O　g； NH4Cl

，
1．O　g； NaCll

，　 of 〔〕，6　g；

MgG12 ・6H20 ，0．82　 g； Ca（⊃12・2H20 ，0．08　g； cystein −

HCI ・H20 ，0．1　g；trace 　clcment 溶｝夜，10ml ；vitamin 溶

液 （B12 を除い た もの），10ml ．なお tracc　element 溶液

に つ い て は，3 節 （3．メ タ ン 生成反応を制御する … ・）

の 実験で は DSMZ318 培地 の trace 　clemcnt 　solution に

Ni2＋ お よび Co黜 濃度が それぞれ 0．5お よび 0，2　mg 〃とな

るように NiGl2・6H20 とCoCltt・6H20 を添加 した．また

4 節 （4．各基質か ら の メ タ ン 生成経路・… ）以降の 実験

で は，Ni（】12・6H20 として 21．a．　 mg ／1；CoCl2・6H20 とし

て 24．7mg ！lになるように 添加 した．

　2）回分式ガス 発生試験 lo〕　 簡 易型 ガ ス 発生装置 を

用 い て 各希釈率で の菌体活性を求め た．装置は 15　 ml バ

イア ル瓶 （SVG −15，目電理科硝子）の 反応槽 と3ml メ ス

ピ ペ ッ トの ガ ス ホ ル ダー
か らな り，両者を塩化 ビ ニ ル

チ ュ
ーブで連結した もの で あ る．各希釈率で の培養液 K，

ml を酢酸ナ 1・リウム 溶液e．2　ml を含有するバ イア ル瓶に

採取 し （最終酢酸濃度，100mM ），37°C の 恒温槽 に浸

漬 し，マ グネチ ッ ク ス タ
ー

ラ
ー

で常時撹拌 した．また，

ガ ス ホ ル ダー内を飽和食塩水で満た した，浸漬 1 時間後

か らの ガ ス 発生量を読み取り，その傾き か ら単位菌体あ

た りの ガ ス 発生速度 （以後，菌体活性 と呼ぶ）を算出した．

　3）補酵紊コ リノ イ ドおよび F430の 分析 P，le）　 補酵素

コ リノ イ ドお よ び F4／
・，o の 定量 は，抽出，精製後 ポ ル フ ィ

リン 環に配位する NiL’＋ お よ び Co2 ＋
を原子吸光光度計を

用 い て フ ァ
ー

ネ ス （フ レ
ーム レ ス ）法で測定 した．連続

培養 の 各条件 で 定常状 態に達し た培養液を採取し，この

培養菌体か ら コ リノ イ ドを加熱抽出し，遠心 分離後の 上

澄液を ア ン バ ー
ライ ト樹脂 を充填 した カ ラ ム に 通液 し．

吸着させ た，蒸留水で 洗浄後 メ タ ノール で脱着さ せ ，
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こ の溶液か らメ タ ノール を留去した後，蒸留水に溶解さ

せた．こ の 液 中 の コ バ ル トを原子吸光法によ り定 量 し，

コ リノ イ ド含 量とした，補酵素Fisoに つ い て もほぼ同様

に し て行 っ た．

　4）補酵素F420の分析 9・lo）　 F42〔〕 は強い 蛍光 を有す

る酵素で あ る の で，培養菌体か ら熱抽出した抽出液の蛍

光強度を直接蛍光分光光度計を用い て測定した．こ の と

きの 励起波長は 425nln，測定波長は460　nm であ る．な

お，酢酸合成廃水を D ＝O．025d −1の 条件で連続培養を行

い 安定 した後，単位菌体当た り の 蛍光強度を測定 し，こ

の値を 1．0 として相対値で示 した．

　5）その他の 分析方法　 pH ．　volatile 　fatty　acids （VFA ），

volatile 　suspendcd 　solid 　（VSS ），　total　 organic 　carbon

（TOC ），発生ガ ス中の メ タ ン 含量 の 測定は常法 に 従い

行 っ た．

3．2Ni2 ＋ お よび Co2＋ の添加 に よ る酢酸分解速度の 向上

　Ni2＋ お よび Co2 ＋ の 添加効果を菌体 レ ベ ル および酵素

活性 レ ベ ル で明らか に す る ために，csTR と酢酸合成廃水

CrOG 濃度 8000　mg ！t，
「
rable　2）を用 い て酢酸資化性 メ

タ ン 生成古細菌 の 連続培養 を行 っ た．Ni2 ＋ お よ び Co2 ＋

を添加しない場合 に は，希釈率 D ＝0．05d −1で もwash 　out

したが，Ni2＋
および Co2 ＋

を合成培地 に添加する こ とに

よ り，D ＝0．7d −1 とい っ た人きな希釈率にお い て も残存

有機酸濃度は増加する こ とな く安定して 連続培養を行う

こ とができた．添加系 での D ＝0．6d．．1
の 条件 で の 連続培

養結果を用 い て，単位菌体あた りの比TOG 除去速度を算

出すると 5．3　g！gfdで あ っ た （Table　3）．　 CSTR を用 い た

連続培養で得られた比 TOG 除去速度 は，　AFBR で達成 し

た値の 2．5 倍 も高 く，硫化水素な どに よ る 阻害の ない 系

で処理試験を行えば 中温メタ ン 発酵にお い て もさ らに

高 い 負荷，た とえば焼酎蒸留廃液 の 処理 で は Toc 容積 負

荷 60g〃d （BOD 容積負荷 97　g〃d）を達成 できる こ とに

な る，こ の 値は 固形物を除去した焼酎蒸留廃液 （た と

えばTOG ，40，00e　mg ／1；B（，D ，6J「　，000　mg ！1）を 16時間 と

い う短時間で 中温メ タ ン 発酵処理 で き る こ とに な り，驚

異的な反応速度を達成で きる こ とに な る．

3。3　メ タン 生成補酵素含量 に基づ く，酢酸 分解経路 の 変

換の 可能性　　処理試験お よび連続培養の 結果，処理性

能 に 対 して Ni黜＋ お よ び （］02 ＋ の 添加効果が 明 らか に な っ

たの で，こ れ らの 添加効果 を菌体 レ ベ ル お よび酵素活 性

レ ベ ル で 明らか にする実験を行 っ た．Go2 ＋ お よ び Ni2＋

添 加酢酸合成廃水 を使用 した連続培養系にお い て，各希

釈率で安定 した槽内液を用い て 菌体中の 補酵素含量と菌

体活性の 測定を行っ た．

　Fig．3に 示 したよ うに，コ リノイ ド含量 は希釈率 D ＝

0．ld
−1 まで は希釈率とともに 直線的に増加 し，それ以上

の 希釈率で はほ ぼ
一

定 とな り，そ の 最大値 は約 0．67

μmo レg　VSS であ っ た．また，　 F4so含量 もコ リノ イ ド含量

と同様に希釈率 D ＝0．id．1 まで希釈率とともに直線的に

増加 し，それ以上 の 希釈率 に お い て ほぼ一
定 とな り，そ

の 最大値は約 G，62μmol ！g　VSS であ っ た．一
方，水素資

化性メタン 生成 占細菌に よ る メ タ ン 生成反応 （Cl サ イ ク

ル ） に関与す る F42e相対活性は，希釈率を ヒげて い くと

逆 に大き く減少した．

　 コ リノ イ ドと F4t3“ の増加 傾向 と菌体活性を比較する

と，菌体活性が急激 に増加す る希釈率0．1d −】まで の 範囲

で補酵素含 量も増加 し，そ の 後菌体活性が緩やかに増加

す る 希釈率 0．ld
−1

以 ヒで は補酵素含量は
一

定 して い た，

こ の こ とか ら，酢酸資化性 メタン 生成古細菌の能力は補

酵素含量 に よ り影響を受け，補酵素含量が 一定した 時点

で能力 100 （潜在能力）を有する もの と思わ れ る．しか

しt 酢酸資化性メ タ ン 生成古細菌は，潜在能力を LOO％

発現す るの ではな く，希釈率すなわち与えられた仕事量

（鴬希釈率 × 基質濃度）に 応 じてその潜在能力の発現を制

御 してい るもの と思われ る．

　
一．一

方，希釈率 の 低 い 条件では，F420相対活件が大 きく

増加して い た．これ は低希釈率条件に おい て C1 サ イク ル
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’
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VSS 　　　　Specific　Tぐ）C　rcnl （レva 重rate
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「
L：lb 】c　4 ，　 Generation　 times 　 of 　 microorganisms ．　 related 　 t〔o

　　methanogenesis ・

Average　generation　time

Repc》rted　
241
　　　 Experimental

Aceticlasしic　methanogen

（Methanosaeta）

TIydrogenotr〔レphic　methan 〔｝gen
〔iVlethtt

・nobactmiv ，・m ）

A ⊂etaしe．oxidizing 　bacしeria

3 〜7d

　 2 〜4hAPP

エDX．30d

1．4d

2D 〜40　d

による水素お よび二酸化炭素か らの メ タン 生成活性が高

い こ とを示す結果であ る．発生バ イオガ ス 中の メタ ン 含

量 を測定 した と こ ろ
T 高希釈率 （D ＝0．6d −1）で 50．7％，

低希釈率 （D ＝0．025d
−1）で 57．2％ で あ っ た．酢酸資化

性メ タ ン生成古細菌は 1mol の酢酸か ら 1mol の メ タ ン

と 1mol の 2酸化炭素を生成す る （
「
lablc　l（1））の で，低

希釈率条件に お ける 高い メ タ ン含量は，水素資化性 メタ

ン 生成古細菌 の強い 関 ケを示 唆す る もの で あ る．こ れ ら

の こ とか ら，低希釈率条件では酢酸酸化細菌と水素資化

性メタ ン 生成古細菌の 共生 に より酢酸が分解され る 反応

（
「
血 ble　1（4））の占める割合が高 い と考 え られ る．

3．4　代謝変換　　 E述結 果 と Table　4 に 示す メ タ ン 生成

反応に関与する微生物の増殖速度か ら 以下の こ とが言え

る，

  Ni2＋ お よび Co2＋ を 1分 量添加 し，か つ 希釈率を上 げ

る，すな わ ち仕事量を高め る こ とに よ り，酢酸資化性メ

タ ン 生成 古細菌は能力を最大限に発揮する．また，希釈

率を上 げ るこ とによ り増殖速度の 遅 い 酢酸酸化細菌 ，SO｝

（
「
fable　4）は wash 　out され る，そ の 結果 酢酸 は acctyl −

GoA 皿 ethyl −GoM を経てメタ ン に変換され る9）．

  酢酸資化性メ タ ン 生成古細菌の 能力を下げ か つ 希釈

率を 0．05d −1
以下 に する こ とに よ り酢酸酸化細菌が リア

ク タ ー内で増殖で き る よ う に な る．そ の結果，酢酸の
一

部は，酢酸酸化細菌に よ り二 酸化炭素と水素に酸化分解

さ れ た 後 Cl サ イ ク ル に よ り メ タ ン に変換さ れ る．

　 以⊥，酢酸資化性メ タ ン生成古細菌中の補酵素メ チル

コ バ ラ ミン や F43．o含量を調節する こ とに よ り，本菌の潜

在能力 の 発現を制御で きるこ とが わか っ た．また，酢酸

資化性 メ タ ン 生成古細菌の 能力 に 関係な く希釈率を O．05

d冖1 以 ドに下げる こ とに よ り，微生物群集構造の変化 とそ

れ に伴う代謝変換が起こ っ て い る と考 え られ た．

4，各基質か らの メタ ン 生成経路 と

　　それ に関与する微生物群集

　メ タ ン 生成反応は，Ni2＋ お よび Go2＋ の添加 に より大

き く促進 される こ とが分か っ た．また，希釈 率の大小 に

よ りメ タ ン 生成経路が変換す る こ と が示唆さ れ た．そ こ
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で，各種基質を炭素源として Ni2＋ お よび Co2 ＋

を添加 し

た合成培地 （
「
rable　2）を用い て CST リア クタ

ー
で連続培

養を行い ．異な る希釈率で微生物群集解析を行い ，代謝

経路の 変換 とそ れ に関与す る微生物群集を明 らか に す る

こ とを試み た．な お，グリセ ロ
ー

ル や タ ン パ ク質を基質

とする ときは Ni2＋ および Go2 ＋ の 添加 ・無添加 の 合成廃

水を用 い て検 討した．

4．1 実験方法

　1）Fluorescence 　in　situ 　hybridization（FISH ）法

　Amann の方法
31 ）に基づき FISH 実験を行 っ た．連続培

養液 1．5　ml を遠心 した沈殿を用 い て 細胞を固定 した後，

固定化細胞懸濁液 3μ1をス ライ ドガラ ス に付着させ，そ

の後脱水 した．

　合成 DNA プ ロ ーブ として は，2種の domain−specitic

プロ
ーブ EUB338 （BacteTiα　Ut出用）32）お よび ARC915

（Archaea検出用）33＞，3 種類の group−specific プ ロ
ーブ

MBI174 （Methanobacterlωceae 検出用），MC 　1109 （Methano−

coccuc／eae 検出用）お よび MGI200 （IVIethanomicrobia ，cea・e，

1｝fethanocorPusculα ceae ，　IVethanoPkttta ，cea，e　im出用），お よび

2種の genus−speci 丘c プロ
ーブMS5 （111etha・nosaeta 検出用）

お よ び MB4 （ildethanos α rci7tα 検 【「｝用）s4）の 合計 7 種 類

を用 い た．プ ロ
ーブ EUB338 お よび MS5 は 51末端 を

Rhodanline で ラベ ル し，　 ARCgl5 ，　 MBll74 ，　 MGllO9 ，

MGl2 〔｝0 お よ び MB4 は 5i末端 を FITC （fluoresccin−

isothiocyanate）で ラベ ル した．

　 2）発酵槽か らの DNA および RNA の 抽出ll＞　 発酵

槽内液 30　inl を採取 し，遠心分離 （4°G，10，000　rpm ，15

min ） した沈殿物 を 】× PBS　30　m1 で 2回洗浄 した ．洗浄

後遠心分離 した沈殿物を滅菌水 loePt1（低希釈率培養液）

また は 300　PS1（高希釈率培養液） に懸濁 させ て IOOpalを

用 い て DNA お よび RNA を抽 出 した．試料 の 粉砕 には

Multi−Beads −Shockcr （安井器械） を使用 した ．

　 3）16S・rRNA 遺伝子ク ロ
ーン ライブラ リの作製と塩基

配列に基づ く系統解析 ll）　 DNA サ ン プル 100　ng を鋳

型DNA として PCR 反応に よ る 16S　rRNA 遺伝子 の増幅を

行 っ た．PCR プ ライマ ーに は 530F お よび 1490R （ユ ニ

バ ー
サ ル ライブラリ用），EU27F お よび 1490R （Bacteria

ライブラ リ用），AR28F および 1490R （Archα ea ライブラ

リ用）19＞をそれ ぞれ用 い た．

　得 ら れ た pCR 増幅断 片は，プ ラ ス ミ ド pT7 −Blue

（Novagen） に連結 し大 腸 ca　JMIo9．を用 い て ク m 一
ン

化 し た．丿1彡質 転 換体か ら Wizard 　SV 　miniprep 　system

（Promega）を用 い て プ ラ ス ミ ド を抽出 し，挿入断片の

塩基配列 を決定 した．得られ た各プラ ス ミ ド由来 の 塩基

配列を，それ ぞれ GENETYX 　ve1 二 5．1 ソフ トウ ェ アを用

い て編集後 BLASTN プ ロ グ ラ ム を 用 い て最近縁種を決
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定 した．

　4）ThqMan プロ
ーブを用 い た定量PCRII ）　 抽出 した

DNA 　50 　ng を鋳 型 と し 反 応 に は GCIleAmp 　5700 　 sc −

qucnce　Detcction　Syste皿 （App ］．ied　BiosysLems ）を使用

した．定量 PCR に使用 し たプライマ ーfTaqManプロ ー

ブは以下の よ うに設計した．tvrethanosaeta，定量用 に は tプ

ライマ ー　Mslb ，　 sAE835R お よびプ ロ ーブ sAE76nAQ

を用 い た，iVletlta，nesarcilna定量用に は，プ ライマ ーMBIb ，

sAR835R お よびブ u 一ブ sAR761TAQ を用い た．　A／letlia−

nocuUeu ・s定量用 に は，プライマ
ーAR934F ，　 MG1200b お

よびプ ロ ーブ MCIUIO23TAQ を用 い た．　M 勲 観 o∫御翩 z 

定量用 に は，プライ マ ーAR934F ，　 MGI200b お よび プ

ロ
ーブMSPIo25

「
1AQI5 ）を用 い た．臓 qMan プ ロ

ーブは 51

末端を FAM （5−carboxyfiuorescein ）で．31末端 を1AMRA

G＞，N，1＞，．，N【−tetramethyl −6−carbox アrhodaInine ）で標識 し

た もの を使用 し た，

　 5）連続培養液か らの RNA の抽出と RT・PCR 実験 Is｝

　抽出 した tot乱l　RNA を鋳型と し て メ タ ン 生成関連遺伝

子 ine
’・
rA を標的 とした RILPCR 実験を行 っ た，　 total　RNA

lOO　ng を鋳型 として プ ライマ ーME2 を用 い て Genc 由 np

Gold　RNA 　PCR 　Rcagent 　Kit（Applied　Biosystcms）によ

る rcverse 　transcription （Rl1）反応 を行っ た．得 られた

反応液20 μ1を鋳型 として，プライ マ
ー

セ ッ トMEI ，ME2

お よび Anlpli
「
raq （ApPlied　Biosystems）を用 い た PCR

反応 を行 い ，増幅産物をアガロ ース ゲル 電気泳動 に よ り

解析 した，

　6）Denaturing 　gradient　gel　electrophoresis （DGGE ）

法による微生物叢の解析 19）　 16S　rRNA 遺伝子の V3 領

域 を タ ーゲ ッ ト し て，DGGE 法を用い て Archaeaお よび

翫 6‘6磁 の diversityを解析した．　 Bα伽 惣 の増幅にはプラ

イ マ ーPRBA338F お よび PRUN518R を用い た．　 Archaea

の増幅には nested 　PGR 法を用 い た，1回 目の 増幅 にはプ

ライ マ
ーPRA46F お よび PREAUOGR ，2回 目の 増幅 に は

プライ マ
ーPARGH340F およびPARGH519R をそれ ぞれ

使用 した．PGR 産物の電気泳動には，　 D （：ode 　Universal

Mutation 　DetecLion 　System （BioRad 　Laboratories）を用

い た．

4．2　酢酸 を分解する微生物群集の構造 と機能 且1−ls）

　 酢酸は メ タ ン 発酵プ ロ セ ス に お い て 量的に最も多い 中

間代謝物 と考えられて い る齣 ，そ こ で，酢酸 を唯
一
の 基

質 とす る 合成廃水 を供給 す る こ と に よ り，酢酸 を分解す

る微生 物群集の 連続培養 を行 っ た．微量 元素 （Ni2＋ ，

Co2＋ ）を添加する こ とに より，最大希釈率0．7　d−1 を達成

で きた の で （3．2参照），希釈率 O．025　d−1 （低希釈率） と

0．6d −1
（高希釈率）の 2 つ の条件 で の 微生物群集 の 構造

と機能 を解析した．
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Fig，4．　Phot〔，micrographs 　of 　phase　 contl
・
ast　views （A，　Q 　 aIld

　　FISH 　resul ［s （B，　D）f（）r　thc　acetate −dcgradin呂mcthanc ｝geni（
・

　 　 て：ommunities ，　Puncls　A 　and 　B　arc 　tb［・the　ce ］ls　c’uttivated 　at

　　dle　diluしion　rate 　ofO ，  25　d
一
且
and 　panels　C　and 　D　are 最）r　the

　　ce1［s　a し 0．6　d−1、　The 　nuoresccn吐 probcs　utilized 　were 　lhe

　　combl η ation 　of 　ARG915 　（green＞ and 　EUB338 　（red ＞（for

　　panels　B，D ）．　Bar　repre5ents 　LOμ m ．

　1）酢酸を分解する微生物群集の構造 1り　　槽 内液 を

採取 し，FISH 実験を行 っ た （Fig．4）．そ の結果，低希釈

率条件 （D ＝ 0．025d −1
）にお い て も高希釈率条件 （D ＝

O．6　d．1）にお い て もArchaeaが優占して い た．　 Arclta．ea，の

細胞 の 形 状 に は両希釈 率で 優 占して い た 糸状 の もの と

高希釈率 で優占して い た房型 の 2 種類が 検出された．

Genus −spccific プ ロ
ーブを用 い て FISH を行 っ た と こ ろ，

それ ぞれMetha，rtosaeta ，属 とIYtethanosα rcina 属である こ とが

示 さ れ た．Archaea とBαcteria，の 比率は，高希釈率条件に

比 べ て低希釈率条件の 方が Bα cter
・iaの 比率が高い こ とが

判明 した．

　希釈率O．02r）　d−1 （低希釈率）と0．6d −1 （高希釈率）の

2 つ の条件で の槽内液か ら DNA を抽出しt 工6S　 rRNA 遺

伝 子の ユ ニ バ ー
サル ライブラリを構築した，塩基配列に

基 づ く系統分類 を行 っ た 結果，低希釈率条件 で は全体 の

43 ％が，高希釈率条件 で は 72％が Archaea，であ っ た．両

希釈率条件ともに，　Archα ea で は酢酸資化性 の IL（ethanos αeta

属お よ び IVIethαnos ’a・rciTea 属に 分類され る ク ロ ー
ン が検出

された．また，Ba，cteTiaで は P
’
ir；7t，・ictttes門に分類され る ク

ロ
ー

ン が多 くを 占めて い た （Table　5）．

　 メ タ ン 生成古細菌に対す る定 量 PCR 実験を行 っ た結

果，両希釈率条件で，Met’haon，o．rα8‘α 属の 16S　rRNA 遺伝子

量 に は有意な差が認め られず，ilfetha ．nosarcina 属は高希

釈率条件の 方が 多く （約 loo倍）検出 さ れた （Fig．5）．ま

た ，水素資化性の M 幽 脚 α｛伽 z‘∫属が低希釈率条件で の

み 検 出され た．以 上 の こ とか ら，高希釈率条件 では

Meth．a，nos α・rcina 属 の 酢酸 資化性 メ タ ン 生成 占細菌が優占

し て酢酸の 分解に関与する こ とが示された．低希釈率条

生物 工 学　第87巻
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Fig、5．　QuantificaLiQn　of 　l　6S 　rRNA 　genes　ofMethznosaeta ，　Meth．

　 anosarcina ．　arid ル鰰 ‘脚 〔／uttetas （iVethanOCt ｛lteras　was 　nol 　dc 〔ect
−

　　ed 　at ‘hc　djlution　rate 　of 　O．6　d
−1．〉翻，　 ITfetiuJ．no，sa，eia ； 囗，

　 Methanosarci’na ；目，　M6〃Utrtθculteu，〜，

件で の み検出 さ れ tt　Alelha’n，θct｛Jle’eas’属 の 水素資化性 メ タ

ン生成古細菌の酢酸分解に関する役割は，酢酸酸化細菌

との共生分解で あ る と考え ら れ る．既知の酢酸酸化細菌

はすべ てE’tlrvnicutes 門に 分類されて い る 3・　fFSS｝の で，ク ロ ー

ン 解析に よ っ て検出された こ の グ ル ープ に 分類さ れた

Ba，cte・tia が，低希釈率条件で酢酸酸化 に関 与して い る可能

性 が高 い ．な ぜ な ら，酢酸酸化細菌の 比増殖速 度は約

0．027−0．035d −1
と非常に低 い か らであ る 39），

　2）酢酸分解に 関与するメタ ン 生成古細菌の mcrA 遺伝

子 の発現解析 ls）　 メタ ン 生成反応 を触媒 す る methvl

coenz アIIle　M 　rcductasc 遺伝子 （1］ICi1）は，研究 されたす べ

て の メ タ ン 生成古細菌に お い て存在が確認され て い る
40）．

発酵槽内か ら RNA を抽出 し，　 iiwrA 　ma伝子 を標的 とした

R
’
ILPCR を行い ，転写産物を解析 した （Table　6）13）．高

希釈率由来の ライブ ラリを解析 したと こ ろ，21ク ロ ー
ン

中 20 ク ロ
ー

ン が Metha・nosarcina 属の’
titcrA 遺伝子 で あ り，

1ク ロ
ー

ン が iVethanosaeta 属の irtC？
’A 遺伝子で あ っ た，一

方 低希釈率で は，解析 した 21 ク ロ ーン 中，4 ク ロ ー
ン

が A4elhano．saetaaE “の mcrA であ り，17ク ロ ーン がiXfethano−

cuUeus 属 の mcrA 遺伝 子であ っ た．こ の結果は，定量 R
「
r−

PGR 実験の結果か ら も支持さ れた．低希釈率条件に おい

て は，高希釈率条件に 比 べ て 水素資化性 メ タ ン 生成古細

菌で あ る114ethnoculleirs属の メ タ ン生成活性が高い こ とが

示唆された．

　 3）安定同位体標識 した基質を用い た酢酸分解経路の

解析 13）　 酢酸資化性メ タ ン 生成占細菌は，酢酸の メチ

ル基をメタ ン に，カ ル ボキ シ ル 基 を二酸化炭素に変換す

る．一
方 酢酸酸化細菌と水素資化性メ タ ン 生成古細菌

の 共生に よる経路を経 由す る 場合，酢酸 の 2個 の炭素が

い っ たん 2個の 二酸化炭素に変換 されてか ら，その うち

1 個が メ タ ン に 変換さ れ る ．した が っ て ，もしこ の 共生

経路の み で 酢酸が分解 され る とする と，酢酸のメチル

基由来の メ タ ン とカ ル ボ キ シ ル 基 由来の メ タ ン が 1／2 ず

つ 生 じ，酢酸の メチル基由来の
．
酸 化炭素 とカ ル ボキシ

ル 基 由来 の 二 酸化炭素 が lf2ず つ 生 じる こ とに な る．そ

こ で，両希釈率 の発酵槽内液 を採取 し，簡易型ガ ス発生

装置 （3．1， 2）参照）を用い て，安定同位休標識した基質

を用 い た トレー
サ
ー

試験 を以下 のように行 っ た
］3）．槽 内

液 IO　ml を洗浄後バ イア ル 瓶 に採取 し，　 ISGHslSCOONa ，

CH ：“
3GooNa ，また は

1℃ H3GOONa の 3種 類の基質

を 添加 し た後，発生 ガ ス の GCIMS 分 析 を行 っ た．

Thble　6・　C 〔，mpositioll 　of 　and 　quant，ification　ofln ご7月 transcrip 匸s　of 　three　taxollonlic　gr｛〕ups ．

Dilution　 ratc ’（d
−1
＞ 0．02S 0．6

Phylogenetic　a丘i1正alion
No 、of 　　　Quantitative　RTLPGR
clones 　　　（copies ／mg 　toしal　RNA ）

No ．　of
’
　　 Quantitative　RT −PCR

clones 　　　（copies ！mg 　LoLal　RNA ）

M 融 a舳 α8如 SPP ．塀 厂温

読 旋α7占o∫αγc褊 SPP ．？Tlビ尻

iVleth 侃 ocullcttLs　sPP ．跚 沼

4層

07

　

　

1

　 ND

　 ND9

．〔16xl 〔〕
6

100　

2

　 ND4

．15 × 10 ず

　 ND

ND ，　 not 　dcrccted．　The 　primcrs　MEl 　 alld 　ME2 　 used 　in　 Ihis　 sludy 　 werc 　 rcpc レrしed 　 llo 口 o　bc 〜uit 凌ble　fol
ampli 丘cation 　of 　the 　m ，cr ・1sorlllc 　genus 牌 オ島α昂05α6’α．
The 　values 　fbr　quantitatlve　RTLPGRarc 　tbe　averagc ‘｝fdup 】icated　expcriments ，
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Table　7．　 GC −MS 　analy8is 　ofCH4 　and 　CO2 　produccd 丘om 　
1℃ ．labclcd　acetat ．c．

GG −MS 　anal アsis 　of　GH4 　produced 　from　
l9・C−labe［ed 　a ⊂ ctate ．

Pcak 　intensitics

Di正utiOll 　rate （d
尸1
）　　Substrate

nVz 【5 （
且2CH4

） m ！z17 （
13CHri

）

ActualBa
〔
「kgIoしLnd

subtrac
・
ted／】

ActuaL

　 CH4 ｛frum
carboxyl −bas．e ！

　 total　CH4

CH4 　from
methyl −base！

tota］　CII4

0．025

ISGHs ］℃ ぐ）ONa

［L，C ｝｛313GOONa

1／SCI1
／ll

／SCOONa

2，695Ll39

　 0

2，6951

．139
5，4749281

，961

0．330

．45
7rO6
舮
」

臣

α

｛｝．6

T3CHsl2COONa

12C
；Hsl℃ 00Na

⊥SGH
：llYcooNa

81，97S696

，40174

，Sl2

14，066562

，089
614，11413

，860588

，433

0．0220
．024

88Q凵
 UOO

GG −MS 　anal ｝
・sis 　ofCO2 　produ⊂ cd 　from 且sG ．labeled　acctate ．

Peak 　intensides

Dilu雪ion　ra しe （d　
i
）　　S 巳bstrate

In 〆z　44（
12CO2

） nVz 　45　（
lg・
　（1（コE）

Actua ［
Background

subtractcd 　a
Actua1

CO ウfrom
metllvl −base／

tota】GO2

　 CO2　fr‘）m
carbox

｝
・1−basc　y

　 tOtal　CO2

e．025

b
’
cH312COONa

12GHnLSCOC
）Nu

l3Gll
／ilSCOONa

4，〔〕41s

，4241

，4〔｝6

2，6352

，el8

1，1964

，2963

，380

O、3iO

．32

0．690

．68

O．6

1
℃ H ろ

L2COONa

11CH
：
ISCOONa

⊥SCHa13COO
，Na

87，91912

，9518

，004

79，9154

，947
5，30280

，70273

，096

0、0620
．058

o．940
．94

RPeak
　intensi且ies　at　m ！z　va 此ues 　of44 姓om 　

i
　
3CHs ］SCOONTawere

　regarded 　as　the　background．
All　values 　are ｛he　average 　ofdllplic 航 ed 　experiments ．

CH31SCOONa を基質とした場合 に 発生する 【SGH4 お よ

び iSCHsCOONa
を基質とした場合 に発生す る

BCO2
を

酢酸酸化細菌と水素資化性メ タ ン 生成 占細菌の 共生に よ

る経路 （Table　l （4））由来の ガ ス と判断し，メ タ ン生成

反応全体に対する 共生経路の 割合を算出 した （Table　7）．

　そ の結果，メタ ン ，二 酸化炭素 い ずれ の 物質を指標 と

して も，メタン 生成反応全体に 占め る 共生経路の割合が，

高希釈率 （D ＝0．6d −1）に比 べ て低希釈率 （D ＝0．025　d−⊥）

に お い て高い 結果 とな っ た．共生経 路 の 寄与率を計算し

た と こ ろ，高希釈率条件で は 1〜5％ で あ り，低希釈率条

件で は 62〜90％で あ っ た．こ の こ とか ら，高希釈率条件

で は酢酸資化性メ タ ン 生成古細菌に よ る経路が ，低希釈

率条件で は共生経路が，それぞれ 毛要な酢酸分解経路で

あ る こ と が 判 明 し た，酢酸 資化性 メ タ ン 生成 古 細菌

ilfethartosαTcinti属，　 iWetha ・nos（tetrt属 そ して酢酸酸化細菌

（水素資化性 メタ ン 生成 古細菌 との 共生）の 比増殖速度は

そ れ ぞ れ 0，98d
−1，0．240 ．26d

−1，0，027−0．O．
9　．5　d−1 と 報

告 されて い る S｛］，41）．したが っ て，本実験の高希釈率条件

は，増殖速度 の 高 い 酢酸資化性 メタ ン 生成古細菌，特に

Methaw，osarciw ，a 属に有利な環境と考え ら れ る．一方 酢

酸 に 対 す る Km 値 は，そ れ ぞ れ 3−5　mM ，　 O．8−0．9　mM ，

O．65　mM で あ el　42・4s ），酢酸酸化細 菌が最 も酢酸 に 対す る

基質親和性が高い ．本実験の 低希釈率条件で は，増殖速

度の一Lで は こ れ らの 3種の酢酸代謝微生物は十分細胞数

を維持で き る が，基質親和性 の 差に よ り酢酸酸化細菌に

有利な環境 とな っ た と考え られ る，

4．3 プ ロ ピオ ン 酸を分解する 微生物群集の 構造 と機

能 12・15＞　 プ ロ ビオン酸は，酢酸 と並ん で メ タ ン発酵の

主要な中間産物とされ て い る 44｝．プ ロ ピオ ン 酸の 分解反

応 はメタ ン発酵プロ セ ス の律速段階 と考え られ てお り，

高負荷条件 で メ タ ン 発酵処理す る場合や，発酵槽の トラ

ブ ル などが生じ る と，主として こ の有機酸が発酵槽内に

蓄積す る，そ こ で，プロ ビ オ ン 酸を唯
一の基質 とす る合

成廃水を供給する こ とに よ り分解に 関与する微生物群集

の連続培養を行 っ た IS＞．

　1）プ ロ ピオン酸分解メタン発酵プロ セス の構築

リア ク ター中の種汚泥に対し て，プ ロ ビ オ ン 酸合成廃水

を連続供給 した とこ ろ，プ ロ ピオ ン 酸の 分解は見られず，

連続培養系 の 立 ち上げに 失敗した．次 に，酢酸 とプ ロ ピ

オ ン 酸を モ ル 比で 3：1に な る よ うに調整し た酢酸 ・プ ロ

ビ オ ン 酸合成廃水 （
「
rable　2）を希釈igO．Ol　d『且で供給し

た とこ ろ，運転開始か ら30 口後 に槽内 のプ ロ ピ オ ン 酸濃

度が 検出限界以 下 ま で 低 下 し た．そ こで，運転開始後 70

日目に酢酸 を含まな い ア ロ ピ オ ン酸合成廃水に 切り換え
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Fig，6，　（a）Effect 【〕rdiluli〔旧 ratc 　on 　conce ］】trations　QfTOC 　and

　　volatile 　fatty　 acids （L」　EA），　gas　production　rates ，　 mcihaIle

　　content 　in　biogas　and 、
・olatilc 　suspcnded 　sol 正d （VSS ）conccn −

　　Lralion 　 undcr 　 st．eady −btate 　 c 〔，nditiol 】b　 aL 　 cach 　dilu且ion　 rutc ．

　　（b）Effect　of 　dilution　rate 　on 　concentrations 　of 　coenzy 正nes

　　related 乢o　meLhanog
’
encsis 　F4rsエ，，　c〔〕rrinoids ，　and 　F42〔〕．

た が，プ ロ ピオ ン 酸は完全に分解され て い た の で，希釈

率を段階的に Eげた．プ ロ ピオ ン 酸を単独基質 とす る連

続培養系に お い て も希釈率D ＝0，01 〜0．3d ．1 の 間 で安

定して お り，供給す る プ ロ ピオ ン酸をほぼ完全 に無機化

して い た （Fig．6）．

　槽内の メタ ン 生成関連補酵素量を測定 した結果，希釈

率の 増加 に伴い 補酵素 F4soお よ び コ リノ イ ド含量は増加

した，一
方，補酵素 F42〔」相対活性は希釈率 の 増加 に伴い

減少した．また，バ イオガス 中の メタ ン 含量 も低希釈率

条件 （D ＝ 0，01d りで 84．0％，中希釈率条件 （D ＝0．08

d1 ）で66，5％，高希釈率条件 （D ＝0．3d
−1）で 6S．8％と

希釈率の 増加 に伴い 減少 した． こ れ らの 結果は，酢酸を

分解す る発酵槽で の 結 果 と
一

致 て お り，プロ ビ オ ン 酸 を

分解する発酵構内に お い て も，低希釈率条件下で は，高

希釈率条件に 比 べ て プロ ピ オ ン 酸か ら生成 した酢酸が，

ギ と し て 酢酸酸化細菌と水素資化性メ タ ン 生成 占細菌の

共生経路に よ り メ タ ン に変換される と考えられ る．

　また，F420柑対活性 お よびバ イオ ガ ス 中の メ タ ン 含量

は，解析 したい ずれ の希釈率条件で も酢酸合成廃水 を供

給す る メ タ ン 発酵槽 （D ＝0．025d −1） に 比べ て 高か っ た．

こ の結果は，プ ロ ビ オ ン 酸 の 共生分解に水素資化性 メタ

ン 生成古細菌が 必 要 で あ る た め，槽内の 微生物全体に 占

め る水素資化性メ タ ン 生成占細菌の割合が酢酸を基質と

し た場合 に 比 べ て 大 き い こ とを示 唆す る もの で あ る．

2009年　第12号

Fig，7，　 Pha 〜c−conlrast 　I）h・ tQmicr ・ graphs （a，　 c）and ・
1esults

　 of

　　HSH （b，d）for　microol
’
ganisms　in　propionate

−Fed　chemostat

　　al　dilu吐ioll　rate 〜 Qf 〔〕．Old −1
（a，　b）and 　O．3　d−L （c，　d）．　Fltiores−

　　cent 　 prcレbcs　were 　combinatjon 　廴）f　ARGgl5 　（green ）and

　　LUB338 （red ）．　Bar 　represellts 　20 μln．

　2）プ ロ ピオ ン酸を分解する微生物群集の構造　 2種

類 の domain −specific　probcsを用 い て，　 FJSH 実験 を行 っ

た （Fig．7）．希釈率にかかわ らず，」齢 α齠 が優 占して存

在し，形状は糸状 の もの が 多く検lllされた，　 Ba．cte7’iaは希

釈率を Eげる に つ れ生成され る微生物群の塊状 部分 に局

在して い た．また，水素資化性メ タ ン 生成占細菌の 各分

類グ ル ープ に特異 的なプ ロ
ーブ を用 い て FISH 実験を

行 っ た結果，槽内 に優占し て い る 水素資化性メ タ ン 生成

古細菌は2Vlathαn．omic7 ’
obiacecte 科に近縁なAi’chtteaで あ る こ

とが わ か っ た．

　希釈率 O．Old −1 （低希釈率），0．08d ．−1 （中希釈率），0，3

d−1 （高希釈率）の条件の槽内液か ら それぞ れ DNA を抽

出し，16S　rRNA 遺伝子ク ロ ー
ン ライブラリを構築 し，塩

基配列 に 墓 つ く系統解析を行 っ た （Table　8）．低希釈率

お よび中希釈率条件では酢酸資化性 メタ ン 牛成古細菌で

ある M 磁 伽 飆 磁 ω η副 琶2に 近縁なク ロ ー
ン および水素資

化性メ タ ン 生成古細菌で ある 114etha’n，oculleus 　ft，に 分類さ

れ る クロ ー
ン が検出された，中希釈率お よび高希釈率条

件に お い て は M 識 硼 o∫伽漁 襯 属に分類され る ク ロ ー
ン

も検出された，　 ツ∫，B紺 餉 α ライブ ラリの解析結果か

ら，低希釈率条件で は，DeltaProteoba，cteria綱に属す るプ

ロ ビオ ン 酸酸化細菌で あ る S），ntroPhobactei
’
属 4M8 ）に 近縁

な ク n 一
ン が多く検出 さ れ た が，中希釈率お よび高希釈

率条件で は Firmicute∫ 門に属する プ ロ ビ オ ン酸酸化細菌

で あ る J’etoto7ttaCt ｛lu”i属 d！｝・5  ）に 近縁な ク ロ
ー

ン が多く検

出 された，

　 次 に メ タ ン 生成古細菌 に 対 す る 定量 PCR 実験 を行 っ

た．その 結 果、希釈率にかかわらずM 融 侃 θ5α磁 属 の 16S

【
・RNA 遺伝子量 に右意な差は認め られなか っ た （Table・9）．
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「
lhble　8．　Distribution　 of 　l　6S　rRNA 呂ene 　d   ncs 　detectcd　ill

　　cu 】turc　broth　of 　propionate−fed　che 皿 ostats ・

D 玉luし孟on 　rate （d
−］
）

0．Ol 0．08 0，3

’
raxon

No ．　of 　 No ．　of 　 No ．1，f　 N て，．of 　 No ．　of 　 No．　or
OTUs 　cloロes　OTUs 　cloncs　OTUs 　dones

Arr．’haeα
E’u，zyarc’hαefitα

　 M 〃 醒観 σα祕召z匚、

　 Malttttn岬 漉 撫 ”’

　 」M 彡伽 硯 o∫磁 脇

PIAlbrlar 》
F

　　PMA 　library　　PHA 　libral’y

5　 　 L5　 　　 5　 　 　 6　 　 　 1　 　　 1
− 　 　 　− 　 　 　 2　 　 　 3　 　 　 2　 　 16

王　 　　 2　　 　 1　　 　 2　 　 − 　　 　一

Tota｛（Archaea＞ 6　　　 17　　　　6　　　 11　　　　3　　　 17

B αcten
’
aFi

・rm ・iCUfe∫
P’傭 o 伽 溜 勲

　 Delta伽 teebacteria

　 AtPhaψroteob‘κ嫉 α

Cundidu亡e　divi5ion　OP5

PLB 　library　 PMB 　library

4　 　 　 5　　　 6

　 　 PHBlibrurv

lD　　 　 5　 　　 7

1　 　　 1e　　 − 　　 　＿　　　 　I　　　 l

＿　　　＿　　　　1　　　 1　　 − 　　　＿

1　 　 　 3　 　 　 1　 　 　 2　 　 　 1　 　　 5

「
rotal（BacteiVa） 618 　815 　7 ヱ1

OTU ，　operational 　taxonomic 　unit ・

また，希釈率にかかわ らず Methanosarcina属は検出され

なか っ た．一
方，i｝4ethanoculleus属は低希釈率お よび中希

釈率条件で の み検出 され，M 励 砌 αa吻短μ襯 属は中希釈

率お よび高希釈率条件 での み検出された．こ れ らの 結果

か ら，希釈率 の 違 い によ リプロ ビ オ ン 酸分解に関与す る

主 要な微生物の 種類が異な っ て い る こ とがわか っ た．

　以一ヒの結果か ら，プロ ピオ ン 酸の 分解に主要に 関撃す

る 微生物 の 種類が，希釈率条件 に よ り差異が 見 られ る こ

とが 明らか にな っ た．低希釈率条件で は，プ ロ ピオ ン 酸

は S）’ntroPhob αcter属な どの プ ロ ピオ ン 酸酸化細菌に よ り

酢酸 と水素，二 酸化炭素に分解され る，しか し，高希釈

率条件で は，PetotomaCZtlum　esに近縁なβα廨 磁 が主 とし

てプロ ピオ ン 酸 の 分解に従事する．プ ロ ピオ ン 酸の分解反

応 によ り生 じた水素お よび 二酸化炭素は，低希釈率条件

ではMethanoculletts属に よ り，高希釈率条件 で はMethano −

cullet”s属お よびMethanosPirvlUum属によ りメタ ン に変換 さ

れ る と考え られる．

　また，プ ロ ピオ ン 酸の 分解に よ り生 じた酢酸は，低

希釈率条件で は M 酬 廟 o∫α磁 属お よ び酢酸酸化細菌と

INIethanocutteus 属水素資化性メタ ン 生成古細菌に よ リ メ

タ ン に変換され，高希釈率条件で は Methanosaeta属 特

に 11fethαnosarcin α　tsによりメタ ン に変換 される と考え ら

れ る．

4．4　酪酸系を分解する微生物群集の構造 と機能
］7＞

　1）連続培養に よる酪酸分解 メタ ン 発酵プロ セ ス の 構

築　　酪酸はプロ ピ オ ン 酸同様．脂肪酸酸化細菌と水素

資化性メタ ン 生成古細菌に よ る熱力学的共生反応に より

進行す る．し か し，酪酸を単
一

炭 素源 とす る 合成廃水を

連続供給 した と こ ろ，プロ ピオ ン 酸 とは異 な り簡単に連

続培養を立 ち あ げる こ と がで き た の で，希釈率 D を0．025

d−1か ら0．7d −1 まで 段階的上げて運転した．　 D を0．5　d−t

以上に上げる と有機酸は徐 々 に残存したが，連続培養は

D ＝0．7d −1 ま で 安定 して お り，た とえ ば D ＝0．45　d−i

（TOC 容積負荷 3．6g！Udに相当）の条件に お い て もTOC

除去率は 96％であ っ た．

　 2）希釈率に よる微生物群集構造の 変化　　ク ロ ーン

解析と1）GGE 法 に よ り，　 D ＝ O．025 　d−1か らO．7　d−1 まで の

微生物叢を解析し，酪酸の メタ ン 発酵 に関与する微牛物

および希釈率 の 微生物群集へ の 影響を調 べ た．

　 低希釈率と し て 0．025d −1，高希釈率 と して 0．45　d−1 で

の ヱ6S　rRNA 遺伝子 ク ロ
ー

ン ラ イブ ラ リを構築し，ク

ロ
ー

ン の系統分類をTable　lOに 示 した．また，希釈率に

よ る微生物叢の変遷 を DGGE 法 で 調 べ た と こ ろ，　 Fig、　8

お よ び Fig．9 に示 した よ うに Archaeaお よ び Bacterkiはと

もに希釈率に よ り大き く変化した．

　 Archaeaに関しては，すべ て の希釈率で酢酸資化性メ タ

ン 生成古細菌で ある 1vaethanosa，etα　ttと水素資化性メ タ ン

生成古細菌であるMethanoculle’as’　kJが検出された．しか し

希釈率を高めて い くと，水素資化性 メタ ン 生成古細菌で

あ る ）1（lethano，sPittiUum 属は希釈率 0．2　d−i以上
’
（i’，　Methano−

genium属は希釈率 O．ld『t から 0．4　d−1 の 範囲で検出され

た．こ れはそれ ぞれ の 属の 生育速度 と基質に対す る親和

T ；able 　9．　 Q．．uan 　tification　of 　16S 　rRNA 　genes　in　culture 　broth　of 　propjonate−fbd　chernostat ．（Unit ，
正6S 　rRNA 　gene　coples1

　　50ng −DNA ＞

Primers （TaqM 且n 　probe） 1論rgct 　organism

Dilution　rate （d
−1
）

（）．Ol 0．08 0．3

Ar28F ／ARC91r コ

EU2 フFIEu518R

MSIb ／SAE835R （SAE761
’
［
’
AQ ）

MBlb 〜SAR835R （SAR761 ユAQ ）

ARgS4FIMGI200b （MGU 　I　O23TAQ ）

AR934F 〆MG1200b （MsPlo25TAOv ＞

Archaea

βα廨 磁

擁 伽   o∫認 α SPP ・
Metha・nosarci ’na 　spp ・

／14elhanoczatlezas　sPP ・
M8 伽 π 05ρ漉 π麗ηユ spp ．

1．61xlO7
8．48 × 106

1．26 × 1｛〕フ

　 ND1

．68xlos
　 ND

　 NT

　 N τ

3．49xIO7

　 ND3
．51xIO7

5．27xlO5

1．13 × 10i

6．30x 　lO6

1，95 × Iu6

　 ND2

．94 ×leti

6．ブ1 × 105

NT ，　n （冫t 〔ested ．　ND ，　not 　detec1ed．　Alh ，alues 　are 　averages 　of 　dup且icate　experimcnts ．
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Table 　IO ．　 D 重stributi 〔）n 　of 　16S 　rRNA 　geIlc　cloncs 　dctcctcd　in
　 　 culture 　broth　of 　butvrate−fed　chenlostats
　 　 　 　 　 　 　 　 　 ’

Diiution　rate 〔d
−1
＞

’
1Lxon

0．025 （c ） e．45 〔a ＞

No ．ot
’
　 　 N 〔♪．　c）I　 　 No ．　of 　 　 No ．　of

（，T し1』　 　 〔
・10ne5　 　 0TUs 　 　 clorles

A 厂cんaeaEctv

，archaeota
　 ，Vlethanρsa 磁

　 ，Vetitanρsarcina
　 i｝letha・n，oc7− ttEus

　 MR 广1呂αηo吻’漁 侃

BIA 且ibrary

5

一
2

54

2

BHA 　library

5213 8

り冖
一
〇

一
〇

3

TbLal 〔・輻 ん鰐α） 7 47 II 50

欣κ伽惚

ノ
’
セ胃〃1覦 偽

PTvteobacgeiia

CaTididate　divisier］OP3

∫メ脚 伽 燃

Defer厂伽 ぐ鱒 5

ahio7’eμexi

BLB ！ibrary
り「
3

2

26　

4

2

BHB 　library

17242

亅

6
ワ「
821

2
　

　
1

「
lbtal（Barte

’
tia） 7 50 26 49

OTU ，　operational 　taxonomic 　unit ．

性に差があ ると考え られ る dS・51−ss＞．また，酢酸資化性 メ

タン 生成古細菌 で ある M 幽 硼 θ∫α廟 掘 属 は希釈率 0．35d 一且

以上で検 出された．tldethanosaeta 属の 最大生育速度は O．3

d
−1 と報告され て い る が

41 ），集団生育に より 0．3d
．1

よ り

高い希釈 率で も生育した と考 え られ る．ルfethanosα rcina

属が低希釈率で 少なか っ た原因 は，M8 〃協 π o∫α癖 ηα 属 の

基質に対する親和性は Methartosaeta，　K よ り低 い た め と考

え られる 4S）．

　衡 伽
11
α につ い ては，低希釈率 0．025　d

−1 で の群集構造

は それ以外 の 希釈率の群集構造 と明確に異な っ て い た．

検出された微生物の ほ とん どは 1’
roteobacte ？

’ia門に属し て

お り，近縁な微生物に β酸化経路を有する プ ロ ピオ ン 酸

酸化細菌で ある S”z
’ithella　P・roPionica が い る、希釈率の増加

と と もに Fi7？rtt
’
cutes 門と Candidatc　divis童on 　OP3 に 分類 さ

れ る Bacteriaが優占種に な っ た．　 Firrnic’“tes門に分類され

た微生物 の
・
部は，脂肪酸β酸化細菌 で あ る S），ntroPhomo −

na ∫属とCtostriditem属に近縁であ っ た．尠π伽 艸微 醜 α5属

に属する微生物は数種類お り，それぞれが出現す る 希釈

率 の 範囲に違 い があ っ たが，傾 向 として希釈率が 高くな

るほ どそ の 比率は高 くな っ た．SyntroPhom，oizαs　beの 株は

水素資化性 メタ ン 生成古細菌と共存する と，比増殖速度

は   ．19d
−1

か ら 0．6d
−1

まで 向 Eす る と報告 されて い る

が
54−57），研究結果に よ る と水素資化性メ タ ン 生成古細菌

だ けで な く酢酸資化性メ タ ン 生成古細菌 と共存する と，

増殖速度は向 Hする と考えられ る 「・4，ss），　Firnzicz｛te，s門に分

類された その他の微生物は，すで に培養されて い る微生

物とは系統的に離れ て お り，本研究の酢酸 とプ ロ ピ オ ン

酸 の メタ ン 発酵 リアクターか ら得 られた ク ロ ーン と新

規な クラス ターを形成 した．1）GGE で は こ れ らの 微生物

の 割合は高くな い が，ほ とん どの希釈率で検出された の

で，酪酸 の 分解に とっ て 重要な微生物群集と考えられ る，
一方，Gandidate　division　OP3 に分類 された微生物はす

べ て の 希釈率 （0．25d
−1 〜O．7　d』1） で検 出され，しか も

Bα伽 洳 の中で高い割合を占め た．しか し，近縁な塩基配
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ン
DNA 　extra α ed 丘・olll 　the 　l〕 ut．yrate−tヒd　chemost 三lts 　and 什 agnlcnt5 　del・i、・ed 　fl

’
om 　clones 　used 　as

　　standal
・ds（Slalld 　S2 ）．　Commu 　ni 　t）
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Fig．9．　 Dcnaturing 　grad｛cnt 　gel　electrophoresis （DGGE ）ofbacteriul −16S　rRNAgcne 　f珀gInents　dcri、・ed 　h・om

　　c   mmunity 　DNA 　ex ［racted 　fi・om 　the 　butyrate−’b〔鞏chemosta ［s．　CommullitY　DNA 　froln　thc 　chemostat 　at

　　dilution　rates 〔，r　O．025　to　O．7　d−l　were 　used 　as　templates ．　Lalユe　S　l　was 　t正le 乃ragmeIlt 　dじ rived 　from　OTU

　　BLBO3 （SJntro汐11aceae，　Det’妙 ザo齣 みα‘ε6加 ）．　Mqjor　bとmds 　 arc 　 numbered 　 B　l　 to　B 量9．　The 触 gmcnts　 of

　　 represen しati 、e ⊂lones　wilh 　 approximate 　 migfatory 　pesitiofis三n 　the　DGGE 　profile　 are 　 schematicall ）
’

　　illustr・ated 　beside　lhe　resu ］tofDNA 　sarnplesand しhe　ra 〔io　of 　Lhe 　clone 　in　its　librar｝i∬ hown　in　paren山esis．

　　Let 〔erti　bcside　Ihe　diluticエn 　ratc 　refヒr 　to　dif龍rent 　samplcs 　unde 】
・thc　same 　dilulil丿n 　ralc ．

列はすべ て 環境サ ン プ ル か ら取 っ た ク ロ ーン で あ る の

で，こ れ らの Candidate　division　OP3 に分類 された微生

物 の 発酵槽内で の役割を推測 する こ とは困難で あ っ た．

最 も近縁なク ロ
ー

ン は Clone　GIF10 で，ク ロ ル ベ ン ゼ ン

を処理する リアク タ
ー

か ら得 られた もの で，中間代謝物

安息香酸の 芳香環を分解した後，β酸化経路に よ っ て 酢

酸まで 分解する と考え られ て い る J・9），

　以上，酪酸は希釈率に か か わ らずβ酸化経路を経て酢

酸 と水素に 分解された後 メ タ ン に変換され るが，希釈

率 に よ り それ ぞれ の 反応 に関   す る微生物群 集構造 は

異 な っ て い た，高希釈 率で は，酪酸 は E励漉6嘘 ∫ 門の

S．vntroPho
’mona ．sM お よびCandiate 　division　OP3 門 の Bacte−

ria に よ りβ酸化経路を経て酢酸と水素に分解され 酢酸

は M 融 幽 o∫ω τ 1照 と IMetha・nosa ・eta に よ りメ タ ン に，生成 さ

れ た水素と二酸化炭素はMetha ’nocutleu ．y とM 幽 αη θ吻翩 槻

に よりCl サイク ル を経 て メ タ ン に 変換 され る．低希釈率

で は，酪酸は Proteobacte’tia 門 の ∫繍 観 ゆ ア吻 θ嬬 α に 近縁

の Bacte・riaに よ り β酸化経路を経て酢酸 と水素に 分解さ

れ る．生成 された酢酸 の
一

部は，Methanosaetα によ り直

接メ タ ン に変換さ れ る が，残 りの 酢酸は酢酸酸化細菌に

より水素と
．
二酸化炭素に分解され，iWetlza ？zocultetts に よ り

Cl サイク ル を経 て メタン に 変換 され る．

4．5　脂質系 （高級脂肪酸）を分解する微生物群集の構造

と機能 16｝　 脂質を多 く含む廃水や廃棄物は，理論的に

はメタ ン の 高収率を生むた めに メ タ ン 発酵の 基質 として

有用 と考え られ てい る．しか し，実際には脂質 の 加水分

解に より高濃度 の 高級脂肪酸が蓄積し， こ れ らが メ タ ン

発酵槽内の微生物に 毒性を示す こ とか ら，脂質を高濃度

含有する廃水な どのメ タ ン 発酵は困難であるとされて い

る 60．62）．そ こ で，高級脂肪酸の メ タ ン 発酵プ ロ セ ス を構

築し，微生物群集を解析 した 16｝．また，脂質の加水分解

で 生成され る グリセ ロ ール に つ い て は4．6 に後述 した．

　 1）高級脂肪酸の 分解の ため の メ タン発酵プロ セ ス の

構築　　高級脂肪酸を供 給す る メ タ ン 発酵処理 で は，D

（希釈率） ＝O．2〜0．4d −1 まで安定した処理が行えた．高

級脂肪酸 の 分解 に よ っ て残存す る有機酸は酢酸 とプ ロ ピ

オン 酸であ り，最大希釈率D ＝0．4d1 にお ける それぞれ

の 値は 30　mg ／t，
15m 離で あ っ た．また供給した高級脂肪

酸 は直接分析で検出されず，処理水 丁
’
（）G 濃度 も 100mg1

似 下 　さらに 発生 バ イオガ ス中の メ タ ン 含量 が 70〜80

％であ り，ほぼ完全にガ ス 化 してい た．

　2）高級脂肪酸を分解す る微生物群集の 構造 と機能

　 D ＝O．4　d…［で定常状態に達した高級脂肪酸 CSTR 槽内

液を用 い て FISH 実験 を行 っ た （Fig，lo）．その 結果，発

酵槽内に は Bactervla，が優 占して存在す る こ とがわか っ た．

これ らが ，高級脂肪酸の β一酸化に関与す る Bacte7iaで あ

ると考え られ る，メタ ン 生成を担うメタ ン 生成古細菌 も

わ ず か で は あ る が検出 さ れた ．
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Fig．10．　 Phase−contrast 　photomicrograph （A）and 　 resL 山 s 〔｝f

　　HSH （B ）of 　microorganisms 　ill〔1hcmos暫at　with 　long　chain

　　fatt＞’u〔二id（LGE へ）introduccd　at　dilution　rate 　ofO ，4　d−1．The

　　fluorescentprobes　used 　wereARGgl5 （greeIl）und 　EUB338

　　（red ），　Ball　represents 　20 μn1．

］rable　l　l．　DisLribul／i（）Il 〔Tr　l　6S　rRNA 　g〔
・
nc 　ckmcs 　dctccted　irl

　　culture 　breth　of 　chemostats 丘bd　wi しh　Long−chain 　fatl
》
acids

　　（LCFA ）．

TaXtjn N 〔｝．｛，fOT し」sNo ．　ofdones

，4Tchaea

　 κ脚 wzπ 勧 ω ‘α

　 Alethanesaetct

　 M 融 侃 o 吻 漁 撹

9層
且

1」CK へ一A 　置ibra塀

531

Tot．at　CAirhaea） 3 18

β‘1‘
1
伽 勿

　 ISacteroidetes

　Spi  んα幽

　 ’
・’itlfl、記雄 6∫

　 Pro’noba ，cterv
’
a，

4亠
9「
31

LGFA −B　Iibrarv0

ρ
031

「
Retzt（Ba，ctef’ia） 10 20

0
「
11U，Opcrational　taxonotnic 　uni し，

　槽内液山来の ．4r61〜α 8d6S 　rRNA 遣伝子ライブ ラ リか

ら 18 ク ロ ー
ン，β〃α酬 α 16S　rRNA 遺伝子ラ イブ ラ リか

ら20 クロ
ー

ン の 全塩基配列 （約 1．5kb）をそれ ぞれ決定

した．得られた配列に 基 づ い て系統分類を有 っ た．
「
lhblc

llに示 したようにArchaeaライブラ リか ら得 られた L8ク

ロ ーン の うち，15ク ロ
ー

ン はiX（lethetnosa，eta ‘07zciliiに近縁

で あり，残 り3 ク ロ
ー

ン はM 識 砌 卿 爾 〃z硼 1〜z‘泥go廨 に近縁

であ っ た．M ．　conci／iiは中温で生育する酢酸資化性 メタ ン

牛成古細菌で あり，M ．　hungate・iは水素資化性メ タ ン 生成

古細菌で あ る．水素か らメタ ン へ の 反応は，MGO
「＝−135．6

kJ （Tablc　l）と発熱反応で あ る た め に熱力学的に も進み

やすい反応で ある．一方，高級脂肪酸が低分子化する反応

は 吸熱反応 で あ る た め に
一

般的に は 進 み に くい 反応 で あ

る．しか し，水素資化性 メ タ ン 生成古細菌 の 働 きに より，

total の 反応 の MG が負 とな る こ と で 反応 が進行す る 25〕，
一

方，Bacteitaラ イブ ラ リか ら得られた 20 ク ロ ーン の う

ち．10 ク ロ ーン が Ba・cterOfdetes 　HH，6 ク ロ ーン が ∫pirochaetes
門，3ク ロ

ー
ン が Fi7vnicutes門，1ク ロ ー

ン が Proteobacteria

門に 分類 さ れ た．FilT’micutes 門に分類され た ク ロ
ー

ン の

中で，既知 の 脂肪駿の β一酸化 細菌であ る Syrttropltomo’izas

2009年　第12号

属 55・56・SS｝に近縁なク ロ
ー

ン が 2ク ロ
ー

ン 得られた．報告

され て い る高級脂肪酸の β
一酸化細菌は 擁  露褊 8∫ 閂に属

す もの が多い が，今回 の ク ロ
ー

ン 解析では spirochaetes門

お よびB （tt／teroidetes門に分類 され るク ロ ー
ン が 多く検出

された．これらの 門に 分類さ れ る B α cteria も，高級脂肪

酸の 分解に関与し て い る 可能性があ る と思われ る．

　希釈率 0．4d −1 の抽出 DNA を鋳型 と して A7t’luieaの 16S

rRNA 遺伝 f’を標的とした DGGE 解析を行 っ た．データ

を示 さなか っ たがA アcha・ea に つ い て は，高級脂肪酸 の メ タ

ン 発酵槽内にはMethanosaeta属 とMetlta，7tosPirillu7n　Mが優

占してお り，　Bacteriaにつ い ては 13a，cteroidetes門，　SPiroc／zrtetes

門，刑廂 覦 8∫門が優 占して い ることがわか っ た．こ れ ら

の 結果はク ロ
ー

ン 解析の 結果とほぼ一
致する もの で あ っ

た．

　 以上 高級脂肪酸 の CSTR に よ る メ タ ン 発酵処理 を

行 っ た結果，希釈率D ＝0．4d−1で 安定した処理が行え，発

酵槽内に 翫 惚 磁 が優占する こ とが分か っ た．Bactetiaの

16S　rRNA 遺伝 子の ク ロ ー
ン 解析では既知の 高級脂肪酸

の β一酸化細菌であ る S））ntroPho ”ionas 属 α吻 癬 ‘
’
utes門）に

近縁なク ロ
ー

ン が 1 ク ロ
ー

ン しか 検 出されなか っ たが，

Firinicutes門以外 の βα6酢 o訛 鶴 門 ∫μroσhαθ齢 門に属 す微

生物が多く検出され．こ れらの 微生物も高級脂肪酸 の 分

解 に 関与 して い る もの と思われた．また，DGGE に お い

て も同様 の 結果が得 られ た．Ai’cha ．ea に つ い て は，水素資

化性で あるiXcfetha
’
tzospir

’ittu・m と酢酸資化性で あるMSth，ano −

、s’a，eta が検出 さ れた ，こ の こ とか ら，高級脂肪峻の 分解は，

水素資化性メ タ ン 牛成占細菌 との 共生で進行し，生成さ

れた酢酸は酢酸資化性メ タ ン 生成古細菌に よ リメ タ ン に

還元 され るもの と考察 した．

4．6　グリセ ロ
ー

ル を分解する微生物群集の構造と機能 64）

　 グリセ ロ
ー

ル を分解する微生物群集 の 解析に つ い ては

以下 の ように行 っ た，まず有機酸 へ の 分解過程 お よび

そ れ に 関与する微生物叢 を明 ら か に す る た め に，Nl2＋

，

Co2 ＋ 無添加 の 合成廃水 の連続処理試験 （酸生成過程）を

行 っ た．そ の後，Ni2 ＋，（：02
＋ 添加の合成廃水の メ タ ン 発

酵処埋試験を行い，酸生成過程で停止 さ せ た時お よび メ

タ ン 生成過程ま で行わ せ た時の 槽内微生物叢の 変化を 明

らか に した．

　 1）Ni2＋ および Co2＋ 添加 ・無添加 合成廃水を用 い た連

続培養　　Ni2 ＋

，　Goz
＋
無 添加 合成廃 水 の 嫌気性処 理 で

は，D （希釈率）＝0．05〜0．1　d−1 ま で 安定 した 処 理 が 行

えた．グリセ ロ
ー

ル の 分解によ っ て生 じる有機 酸は酢酸

とプ ロ ピオ ン 酸で あ り，希釈率 D ＝0．ld
−1 に お い て それ

ぞ れ S47　mg ！1，1012mg 〃が発酵槽内よ り検出された．ま

た，供給 したグ リセ ロ
ー

ル は直接 分析に より検出されな

か っ た．しか し希釈率D を O．2　d−1 に 上げると，有機酸お

58．3
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C

F

Fig．11．　 A　Phase−⊂ontrast 　photomicrograph（a，　c）and 　a　result 　of

　　FISII （b，　d）f（＞r　microo 唱 anisms 　in　Glyccr‘）旦一fcd　 chcm 【〕漁 t

　　wi ［h 〔｝1】t（u，　b）and 　with （c，　d）Ni2＋
and 　Co？＋

adclition 　at　a

　　dilution　ratc 　of 　O．l　d−1．　Fluorescent 　probes　were 　combina −

　　tion　ofARCgl5 （grecn＞aIld　F．UBS3S 〔red ）．　Bar 　represents

　　正0μ IIL

よび VSS が減少 しグリセ ロ
ー

ル が残存した の で wash 　out

した と判断 し，最大 希釈率 D を 0．ld −1
とした．

　
一方 Ni2＋ ，Go2 ＋ を添加 したグ リセ ロ

ール 合成廃水を

供給す るメタ ン 発酵プロ セ ス は，希釈率O ．1d−1 （滞留時

間 100 ）の 条件 で安定 し た 処理 が 行 え た ．この 希釈率に

お い て グリセ ロ
ール の分解率は約 100％，処理水TOG 　5

mg 〃，槽内 VSS　305　mg μで あ り，バ イオガ ス 中の メ タ ン

含量は 65．8％であ っ た．Ni2＋ ，Co2 ＋ を添加す る こ とに よ

り，有機酸で 止 ま る こ とな くメ タン に まで変換され る こ

とが分か っ た．

　2）Ni2 ＋ とCo2 ＋

添加 ・無添加で の連続培養での 微生物

群集の比較　　Ni2＋

，　Co2 ＋ 無添加合成廃水 の嫌気性処 理

プロ セ ス にお い て，D ＝0．1d
−1

で定常状態に 達 した槽 内

液を用 い て微生物群集 の 解析を行 っ た．FISH 実験の 結

果，BacteTin，が優占し て存在する こ とがわ か っ た （Fig．　l　I

a，b）．しか し，メ タ ン 生成を担う メ タ ン 生成古細菌もNi，

Co 無添加に もか か わ らず，わ ずか で はある が観察され

た．hble 　I2 は，16S　rRNA 遺伝子 の ク ロ
ー

ン 解析 の 結

果を示 し て い る．リアク ター内培養液由来の Arcltaeaライ

ブラ リか ら 16 ク ロ ーン ，Bacte7iaライブ ラ リか ら 2］ク

ロ
ー

ン の 全塩基配列 をそれぞれ決定 した．Archa，ea ライブ

ラ リか ら得 ら れた 16 ク ロ ー
ン の うち，7 ク ロ ー

ン は

M 励 砌 05α捌 ηα 伽 舳 ゼに近縁で あ り，残 りの 9クロ ーン は，

Methanob7’ewibacter
’
arbonlPhilu，sに近縁 であ っ た．　M の 贈 癬

は中温で 生育す る 酢酸 ・水 素資化性メ タ ン 生成古細菌と

して 知 られ て い る が，高水素分圧 の条件下 で の み 生 育す

る 微生物 で あ る と認識 され て い た．しか し，今回 グリセ

584

’
ihble　l　2，　DistributioIi　o 「16S 　rRNA 　gcne　clones 　detccted　in

　　山 ecu 亘れlre 　broth　ofthe 　glアcerol −fed　chemostats ・

Taxon

Chemesta し1 （ivithout 　 Ghemos ［at　2 （wlth 　Nl
’2　i

　 Ni2 ＋ und （：os
＋
）　　　　　 and 　C〔岬つ

N 【｝．of 　　 No ，　Df 　　 N 〔，．　or 　　 No ．｛｝f
OT しs 　　　 dones　　　 （）TU 』　　　 ［IDn｛・s

！｛tt
・1酷 觚

E鰐 觚 伽  

　 M 〃 lftrt‘」sa・rCtrLa
　 Mttthano 〜at ／ta
　 ．Wethaiiobr’t／vibuclttr

　 A，lt／thano吻 iltu〃‘

GLY 　IA 玉ib肛arv

−

一

1

7

一

9

G〕．Y　2AlibT；lry

5

61

』
Rotal　CArca・hea） 2 16 2 21

B αc
’teriaF
厂 、ぬ↓tκ 

　 rici面 胤   θrごρ‘傭
・
eae

　 Eubacteiiaceae

　 ぐ丿1θ 、tridiat
’
t／tte

Actinf治鼠 漁 πα

　 PiopionibacteTia‘ eae

P ，oleoba ‘terta

　 DeStttfb’vibrionaceae

　 ∫）
3ア邑切 Phobafteraceae

GLY 正BIibrurv

1191

GLY 　2Blibrar｝，

1

21

16

21

’
lb」ll 〔βα‘tel’ttt） 3 2］ 4 19

OTU ，　operational 　taxonomic 　unit ．

ロ
ール の発酵槽か ら検出された こ とは水素分圧が高 くな

くて も生存で きる こ とが 分か っ た．Bacter’iaライブ ラ リか

ら得ら れ た 21 ク ロ ー
ン は，すべ て Fio’iniCtttes 門に 分類さ

れた．報告され て い る グ リセ ロ ール分解菌もFi7vnic’tttes 門

に属す もの が多 く，今回構築 した リア ク ター内で こ れ ら

の 微生物 がグリセ ロ ールを分解 して い た もの と考えられ

る．特 に，Acidamz
’
noco （／caceae 　ilil・に属す る ProPionisf）ora

尠卿 働 に近 縁な ク ロ
ー

ン が 11 ク ロ
ー

ン 得 られた．R

hipPeiはグリセ ロ
ー

ル をプ ロ ピ オ ン 酸 と酢酸に 分解す る

機能を有 して お り，そ の生成す る酸の モ ル比 も今回 の

発酵槽 で生成 した酸 と同等 であ っ た．次に多 く検 出され

た の は Eub （i，cteri’ixm 属に分類される微生物で あっ た ．これ

ら の微生物に つ い て の グ リセ ロ ール 分解に関する論文は

現在発表され て い な い が，Eubacterium に 関する研究 もあ

ま りなされて い ない の で ク ロ ー
ン 数か ら考え て グ リセ

ロ
ー

ル を分解 で きる 可能性 も考え られ る．また，Archaea

お よびBacte’nia の DGGE 解析も実施 した と こ ろ，概ねク

ロ
ー

ン 解析 の 結果 を攴持す る もの で あ っ た．

　
一

方，Ni2＋ ，
　Co2÷

を添加 したグリセ ロ
ー

ル 合成廃水 を

供給する メ タ ン 発酵プ ロ セ ス に お い て は，D ＝ 0．ld −1 で

定常状態に達した槽内液を用 い て微生物群集解析を行 っ

た．F亅SH 実験 の 結果，発酵槽 内には Ar（／hαea と βαα8抛

がほぼ同数存在す る こ とがわか っ た （Fig．　IIc ， d）．すな

わち Ni2 ＋，　C （，
2＋ の添加 に よ りATchaea の ポ ピュ レ

ー
シ ョ

ン が増加 し，反 応 が メ タ ン 生成ま で 進行する こ とが わ
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か っ た．
「
エhblel2は，16S　rRNA 遺伝子 の ク ロ

ー
ン 解析の

結果を示 して い る．リアクタ
ー

槽内液由来の Archa・ea ライ

ブラ リか ら 21 ク ロ
ー

ン ，Bacteriaライブラ リか ら 19 ク

ロ ーン の 全塩基配列をそれ ぞれ決定 した．得 られた配列

をデ
ー

タベ
ー

ス に照 合し，既知の微生物 の 16S　rRNA 遺

伝子の配列 との 相同性か ら分類を行 っ た．
「
lablc　12に併記

したように Archα ea の 21 ク ロ
ー

ン の うち，16 ク ロ
ー

ン は

M ．hu，nga ，ieiに近縁であ り，残 りの 5ク ロ ー
ン は，　iW ．　 concilii

に近縁で あっ た．M ，　hungateiは中温で生育する水素資化

性メ タ ン 生成 占細菌として，M ．　 co’ncllti’iは酢酸資化性メ タ

ン 生成古細菌 と して知 られ て い る．B襯 師 α の 19ク ロ ー

ン はActinθbactei’ia門お よび1’

roteobacteria門に分類された，

孟o伽 o西翩 6勲 門に属 す る Propionibacteritttn属に グ リセ

ロ ール分解菌の報告例 があ り66，67），今回構築した リアク

ター内か ら得られたク ロ ーン は，こ の P厂吻 o励 側 繍 侃 属

に 比較的近縁で あ っ た の で，本属に 近縁な ISacteotiaが グ

リセ ロ ール を分解 し て い る 可能性が高い と考 え ら れ る．

　 また，Arch，aea お よ び Bacte7iaの DGGE 電気泳動解析を

行っ た，Archaeaの DGGE 電気泳動解析に おい て，　 Ni2＋，

Co2 ＋ 無添加系で は iWetha ・nebrevibacterlMt
’
と111ethanosarci．na

属が優占したが，Ni2＋ ，Co2 ＋ 添加系で はA／Jethanθsα eta 属 と

11fethanosPiアiltum属が優占して い た．　 BCt・cteria につ い て も

無添加系，添加系にお い て バ ン ドパ ターン に 明確な差が

見 られた．無添加系で はFi・r・inic？‘tes門に分類 される微生物

が多 く，16S　rRNA 遺伝子断片 はゲル の 上部 で解離が起

こ っ て い た．逆に，添加系で は 凶c諭 吻 傭 擁 門に分類さ

れ る微生物が多く，ゲル の 中程で DNA の解離が起き て い

た ．これ ら の結果 （Av’chaea お よ び B α cteria ）は，　Ni2 ＋，Co2＋

無添加系，添JJ［「系の 16S　rRNA 遺伝子ク ロ ーン解析結果

と概ね
一

致 した，すなわち微量元素の 添加 の 有無に よ り，

発酵槽 内に生息 す る微生 物群集構造 （Archaeaお よび

13α磁 蜘 ）が変化する こ とが示 された，

　 以上，Nl2＋

，　Co2 ＋
を添加 しな い 場合，グリセ ロ

ー
ルは

既知 の グ リセ ロ
ー

ル 分解 菌 痔 吻 0 η柳 0盟 吻卿 に 近縁 な

Bαcteriaに よりプ ロ ピ オ ン 酸 と酢酸に分解され，水素資化

性 メタ ン 生成 古細菌で あるMethanobrewibα cter 属 との 共牛

に よ リプ ロ ピオ ン 酸の 部 は酢酸に，酢酸の
・
部はM8 漉一

anosarcina 　M に よ リ メ タ ン に還元 される もの と考察 され

た．しか し，Ni2＋，Co2 ＋ 無添加 で はグ リセ ロ ール の 大部

分はプ ロ ピ オ ン 酸 と酢 酸に分解され る，すなわち酸生成

過程 で 反応が停止 する こ とが分か っ た．

　
一

方，グリセ ロ ール合成廃水に Ni2＋，Go2＋ を添加する

ことに より，Acti’nobactettezが優 占し，グリセ ロ
ール は酢

酸 とプ ロ ピ オ ン 酸に 分解され る が，Ni2 ＋

，
Co2 ＋ 無添加時

と異な り槽内には メタ ン 生成古細菌が Bacter・in，と同程度

生息して お り，有機酸で とどま る こ とな くメタ ン まで 還

2009年　第 互2号

元 された．この ときの メ タ ン 牛成古細菌は，無添加時 と

こ とな りA／lethα・7to．s’a・eta 属 と Metha，nosPirillu7n 属が優占し て

い た．Ni2＋

，Co2 ＋
を添加す る こ とに よ り，発酵槽内の

Archaea だけでな くBacte7iaま で が門 レ ベ ル で 生息す る種

が異な る結果 とな っ た．

4．7　タ ン パク質系を分解する微生物群集の構造と機能 1’1）

　 タ ン パ ク質は，嫌気条件下で は加水分解されア ミノ酸

に な っ た後 ア ミ ノ酸分解細菌に よ っ て 有機酸に な る が，

現時点で 2 つ の 分解経路が報告されて い る．そ の 1 つ は

Stickland反応で，単独の ア ミ ノ酸分解菌に よ っ て 2 つ の

ア ミノ酸を 分解する経路で あ る s8・69〕．もう 1つ の経路は，

ア ミ ノ酸酸化細菌と水素資化性メタ ン 生成古細菌の 共生

で ア ミノ酸を分解する経路で あ る 70・71）．ただ し，こ の 2

つ の分解経路は単離された微生物を用 い て明 らか にされ

た もの で，微生物の コ ン ソーシ アム で反応が進んで い る

メ タ ン 発酵槽内で こ の 2 つ の ア ミノ酸 分解経路が どの よ

う に 働 い て い る か，ほ とん ど研究 さ れ て い な い ．本研究

で は，牛LflL
’E一アル ブ ミン （BSA ）を単

一
炭 素源 として，2

つ の 中温嫌気性処理 リアクタ
ー

を構築し，嫌気性処理槽

内で の タ ン パ ク質分解経路を検討 した．

　 1）Ni2＋ お よび Co2＋ 添加 ・無添加合成廃水を用 い た連

続培養　　リア クター 1は微量元素 （Ni2 ＋ お よ び Co2＋ ）

を添加 して い な い BSA を単
一

炭 素源 とする 合成廃水

（
「
fable　2） を供給す る こ とに よ りタ ン パ ク質を有機酸 に

変換する もの で，リアクタ
ー2は微 串：元素を添加 した合成

廃水を供給す る こ と に よ りタ ン パ ク質をメタ ン に まで 変

換す る もの で ある．Fig．12 は，リアクタ
ー 1 とリアク

ター 2 の 各希釈率で の 処理結果を示 し て い る，有機酸生

成を 口標 とした リア ク ター1は，希釈率 O．025　d−1 か ら0．2

d−1 ま で運転したが ．安定して 運転で き た 最高の希釈率は

（，．15d −1で あ っ た．こ の時の タン パ ク質分解率は約 75％

で，生産物は酢酸 プ ロ ピ オ ン 酸 酪酸 t イソ古草酸と

ア ン モ ニ アであ っ た．メ タ ン 生 成 を 日標 とした リアク

タ ー2 は，安定 して 運転で きた最高の希釈率は 0．08d −1

で，こ の 時 のタ ン パ ク質の分解率 は 90％以上であ り，主

要生産物はメタ ン，二 酸化炭素およびNH4 ＋
であ っ た．

　 2）Ni2 ＋ と Co2 ＋ 添加 ・無添加で の連続培養で の微生物

叢の比較　　 リア ク ター 1で は希釈率 0，15h −1，リア ク

ター 2 で は希釈率 0．08h −1の 条件 で運転して い る槽内液

を採取 し，微生物叢 の 解析 を行 うことに よりタ ン パ ク質

分解に 関与する微生物叢を比較した．

　 Fig．13は，　FISH 実験 の 結果を示 して い る．リア クター

1 嘸 添加）では赤を示す Bactei’iaがほ とん どで，緑を示

す Archaea は ほ とん ど見られ なか っ た． ・
方 リア ク タ ー

2 で は Ba，cteTin，は優 占して い たが，　 Archαea，も多 く存在 し

て い た．こ の こ とか ら微昂：元素 を添加 した リアクタ
ー 2
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　そこで，クロ ー ン解析によ り 微 生 物 群 集構造を

較 し， そ の 結果 を Plhblc 　13に示した．月励磁については，リ ア ク

ー 1 のク ロー ン の
ほ

とん ど は i
’ Vetha ， ’ n．ocuUei／

ｮに近縁 で あ り，リアクター2 のクローンのほとん
ど
はMetha ・ n． o − sae
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な も の で
あ
った．この 結果に基づいて

， 4属の メタン生成古細菌の定量PCRを

った（「亅hble 　 l4 ）．リアクター 1 では IWetht

ocuUetasの 16S 　rRNA 遺伝 子しか検出されなかったが，リ アクター 2 では

aethanosaeta およびMethanocutleusの16S　rRNA 遺

` 子
が多 く検出され， ハ14etha ・ nosa ， rci

の16S 　rRNA 遺伝予 は一桁低く検出された．．翫伽 挧につい て は ，
リ

クタ ー 1 では窺 ア”i
蜘彦 65 お よ び B

α cteroi
tes 門に 近縁な ク ローン が ほ と

ん ど で，
リ
アクター2では54クロー

中24クロー ンは分類できなかったが，他のクローンはFi’renictt ・tes

Bacteroidetes お よ び Proteob

cteria
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ロ
ー

ン が 多か っ たが，リアクター 1 の ク ロ ー
ン の ほ とん

どが （Jlostridium　clusLer 　XII お よびXIII に属し
72），近縁の

SPora’tzaerobacter 属 と ∫8伽 覦 ‘醜 6餓 属 の 微生物は Stick−

lalld反応 を行 うと報告され て お り
58・69 ｝，リアクタ

ー 2の

ク ロ
ー

ン に近縁な微生物は 山 祕 ω ろα伽
・ium 属の もの で ，

水素資化性微生物 と共生する こ とに よ りア ミノ酸を分解

す る Bacteo”tlaと報告され て い る 70川 ，

　以上，タ ン パ ク質お よび ア ミ ノ酸分解に 関与する微生

物 は，リ ア クター 1 で は Stickland反応型 の微生物 と

Bacteroidetes門に属す る微生物が，リアクター2では共生

反応型 の微生物 と Bacteroidetes門に属する微生物が生息

して い た．リア クタ
ー2 で の 有機酸か ら酢酸まで の分解

経 路 に関与 す る微生物は門 レ ベ ル で新規な微生物 であ

り，水素と酢酸か らメタ ン 生成 まで の 経路 に関与 す る 微

生物はそれぞれ iWetha ．nocutiezas 属 とIVfethrznθsattta，tntの 微生

物で あ る と考え られ る．メ タ ン 発酵条件 ドで の タ ン パ ク

質の 分解は共生で 分解す る経路が優占で あり，メ タ ン 発

酵で な い 嫌気条件で は Stickland反応型の 分解経路が 優

占と考え られ る．

4．8　デ ンプン質系を分解する微生物群集の 構造 と機能

　糖質は多 くの廃水 ・廃棄物の 主要成分で あ り，嫌気分

解微生物が多 く単離され て い るが，こ れ らの Bacteriaの

メタ ン 発酵槽 における動態 を解析 した例 は少な い ．本研

究 では，糖質 の モ デル としてデ ン プ ン を単
一
炭素源 とす

る 合成廃水を供給す る メタ ン 発酵プ ロ セ ス を構築 し，糖

質の嫌気分解に 関与す る微生物群集お よび分解経路を分

子牛物学的手法に より解析した．

　 中温 CSTR に嫌気性中温消化汚泥を微生物源と して添

加 し た後 デ ン プ ン 合成廃水 を連続的に供給し た、希釈

率を段階的に 上 げた と こ ろ，D ＝0．Id −1まで安定 した運

転が で き，デ ン プン は ほぼ完全 に メ タ ン と二 酸化炭素に

変換された．しか し，タ ン パ ク質同様使用する 基質の分

子量が大き くな る ほど，多 くの反応が関与する ためか安

定 して連続培養できる最大 の 希釈率 は低下 した．

　 そ こ で，各希釈率で の 微生物叢を ク ロ
ー

ン 解析法に よ

り解析 した，A　rch．aea につ い ては，　 Table　15に 示 した よう

に低希釈率 （0．025〜0．05d り では水素資化性 メタ ン 生

成古細菌で ある Metha・noculleus 属お よび酢酸資化性メ タ ン

生成古細菌で あ る ilfethanosarcina 属に近縁なク ロ ー
ン が

検出され，高希釈率 （O．08〜O．ld−1） で は酢酸資化性 メ

タ ン 生成古細菌 であ る llfethanosa，eta，属 に 近縁な クロ
ー

ン

が優占した ．Bacteriaに つ い て は，各希釈率で Bacte・roidetes

門が検出されたが，希釈率 0，08d −1以外 で は研 珈 翩 6∫門

に属す る ク ロ
ー

ン が優 占した．ただ し，1，’i7wnicutes門に属

する微生物でも希釈率 の 変化に よ りそ の微牛物種が異な

る こ とが系統解析に よ りわ か っ た．0．08d −1 の 希釈率に

2009年　第 12弓
・

T｝Lb量e　 l5，　Dis［ributioll 　of 　l6S　 rRNA 　gene　 clones 　in　 cultul ℃

　 　 broth　oll　starch ＿fヒd　dLernosしats．

DiluLion　rate

丁｝聰x 〔，n

0．025d −1 　 0．05　d−1
　 　0．08　d 江　 0、10d −1

No 、　of 　　 N 〔，．of 　 　 No ．of 　　 No ．【）f
clun じS　　　　dOnCS　　　　dO雛 eb　　　　dones

，4rchae〔よ
1ご岬 αン61酬 翩

　 、w 〃‘α’轟r♪酬伽 ’孤 
　 M 〃 呂侃 α畑 61η θ

　 ．lft／ihaiLesaeta

18

’1 2S

27

125

Tb囲 ｛．Archaea ） 22 23 27 26

Bactei’iBaf
，tttroidetes

Clhlam｝
，diaeSpii

’
ochaetes

Fiiveit・tttes 16

1

21

2

一
181

1

43

Tota1 （ISar．’tena） lo 22 21 18

だけspirochaetes　HVに近縁な クロ
ー

ン が，なぜ優 占したの

か不明 で あ る が，デン プン を基質 とす る場合，希釈率 の

わずかな変化が微生物叢に顕著な影響を ケえ て い る こ と

が分か っ た．デン プ ン 分解細菌とグル コ ース 発酵細菌は

数多 く単離されて い る が，今回 の リア ク ターか ら検出さ

れた微生物の多 くは uncultured 　clone に最 も近縁で あ

り，この ことか ら自然界 で は新規なデ ン プ ン 分解細菌と

グ ル コ ース 発酵細菌が働い て い る ように思えた．

　以 ヒ，デン プ ン を基質 とした場合，低希釈率で は水素

資化性 メタ ン 生成古細 菌である INcrethai’
toctttletLsが活性化

され Cl サ イクル で メタ ン が牛成，中希釈率にな る と群集

構造が変化し lllethα nosat
’
cina ，属の 酢酸資化性 メタ ン 生成

古細菌が活性化さ れ，高希釈率で は さ ら に群集構造は変

化 し，同 じ酢酸資化性メ タ ン 生成古細菌で ある iWethano −

5碗 α 属に よ る酢酸経由で の メ タ ン 発酵が 優勢に な る こ と

が分か っ た．デ ン プ ン の 分解に多種類の Bacteriaが関与

する こ とか ら．Bacterict　ew集の安定性は弱 くt 希釈率の わ

ずかな変化で群集構造が大き く変化 した．

5．生ごみ の 高温嫌気性処理 における微通気に よる

硫化水素の抑制および通気の微生物群集へ の影響

　メ タ ン 発酵の 副産物で ある硫化水素は，メ タ ン 発酵に

関与する微生物に も毒性を示 し，高濃度になる とメ タ ン

発酵を阻害す る と報告 されて い る73），本研究 では，生 ご

み の 高温 メ タ ン 発酵プ ロ セ ス を用 い て，硫化水素 に よ る

阻害を軽減する た め に，空気を微量供給する こ とに よ る

硫化水素の 発生抑制 と微通気に よ る 微生物群集 へ の 影響

を調 べ た．

5．1 微通気に よ る硫化水素の抑制 18〕　 Ni2＋ ，　Co2＋ お よ

び Fe2＋ を供給液 に微量添加する こ とにより，生 ごみ の
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Fig・14．　Effヒct 　of 　aeratioll 　on 　e 廷luenl　qualitア，　VSS 　dcgradadon

　 c 伍 cienc
￥，　gas　ev ・luti・ n　raic ，　andc ・ nccntratl ・ ns 　ofGII4 　and

　 II2S、

高温メ タ ン 発酵の最大有機物 （VTS ）容積負荷 として 8

91Vdを達成する ことが で き，各負荷で VTS 消化率 80％

以上 を維持できた．しか し，容積負荷を段階的に Lげて

い くと発生ガス 中の 硫化水素濃度 は高 くな り，容積負荷

8　g／1！dで約 lOOO 　ppm に達して い た，硫化水素発生 を抑

制す る た め に，有機物容積負荷691 〃d の 条件で メ タ ン 発

酵槽内に空気を微量供給しその効果を調べ た．Fig．14 に

示 し た よ う に，通気 し な い 条件 で は 硫 化水 素濃 度は約

700ppm で あっ たが，牢気を発生バイオガ ス量に対 して

lO％供給す る と，3 日間で 疏化水素濃度は 5ppnl 以 下 に

減少 し，再度通気を ILめ る と2 凵問で 700　ppm に戻 っ た．

生成 した バ イオガ ス 量の 7．5％ の 空 気を供給する こ とに

よ り，硫化水素濃度を 1ppm 以下 に低 減できた．メタ ン

発酵は t 絶対嫌気条件で起 こ る反応 とされ て い たが，通

気 して も処理性能か ら判断 してメタ ン 発酵 に影響 を及ぼ

さな い こ とが分か っ た．

5．2　微通気による微生物群集の 変化 ］9｝　 処 理 試験 で

は微通気の影響は 見られなか っ た の で，通気 ・無通気で

の微生物群集を解析 し，微通気の影響を調べ た．Fig．15

は FISH 実験結果を示 して い る．　 A嚠と BFの写真か ら分か

る よ うに 通気前後で の BacteriaとA7’ch．aea との 比率は変わ

らず Bacte7iaが優占して い た．また，　 C’と Dlか ら分か る

ように β褊 碗 α に占め る 硫酸還元細菌の 菌数 は少な く，通

Fig、15．　 Phase−contrast 　photomicrogmphs （A−D）and 　rcsults 　of

　 　FISH 　（A
’−D ’）　fbr　ihe 　mclhanogenic 　communities 　in　亡he

　 municil 〕al　sohd 　waste （MSW ）dittes吐er．　A ，　A
，
，　G 　and 　GI　show

　 cells　grown　without 　 ael 噛at 童on ．　B ，　B1，　D 　 and 　DI　 show 　 cclls

　　growll　 undcr 　micro
−
aeration 　cond 重tions ．　Thc　fluorescent

　 Probes　utilized 　wcre 　a　combination 　ofARCgl5 （gl
’
een ）and

　 　EUB338 　〔red ）　（lbr　Ai　 and 　B1）　and 　the 　⊂ ombillation 　of

　 　EUB338 （r虻d）〜md 　SRB385 （gree聖コ〉（fc）】・G
’
and 　D「〉．　The 　bar

　 　represcnts 　10μ
m ．

気 して もその 比率は変わ らな く，微生物群集構造に及ぼ

す通 気の 影 響はぼとん ど見 られなか っ た．
「
1哀ble　16 は通

気 ・無通気で の 16S　rRNA 遺伝子解析 に よ る ク ロ
ー

ン の

系統分類 であ る，Archαea につ い て は．無通気条件で は

M 磁 傷咒 θ5αγ伽 α とMetha’nocuUeus に近縁な ク ロ
ー

ン が約半

分ずつ 占めた．通気条件では Metha・nocz ‘lle2tsに近縁な ク

ロ ー
ン しか 得られな か っ た の で，定量 PCR を行 っ た とこ

ろ ）ldethanosa・rcina は通気に よ り半分 に減少 して い たが，

Methanoculleu．〜は 100 倍 以 k増加 して い た．　 Bacteria，に っ

Table　l6．　 D 童s1ribution 　o 「 【6S　rRNA 　gene　dones　detected　iJl　a　municipal 　solid 　was しe （MSW ）digcster　under 　non −
　 　 acration 　and 　 micro −aeration 　conditions ．

Aeration 　conditions No 　aeratiOn Micro−aeraLion

Librarv Ph アfum No ，　 of 　OTUs 　　 No ，　ofclones 　　 No ，　of σ 11Us　　 No，　o 重
’
clones

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ．”iethanosarcina
Archaeul（MANA ，　MAA ）
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Methanoculleus

ll 78

8 19

Bacteria且（MBNA ，　MBA ）　 Fi’ionicutes 8 22 9 ］8

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 物 丁 η廊儡 硲
UniveTsal （MUNA ，　MUA ）
　 　　 　　　 　　 　　 Thei’motogae

6q6 49

「

⊥ 90 8

 

1

OTU ，operational 　taxonomic 　uni ｛．
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い ては，通気に関わ らずFirrnicutes門に近縁なク ロ
ー

ン が

優占して い た．ク ロ
ー

ン 解析 と DGGE の結果に よる と，

通気 と無通気 で の 召α餾 癩 の 群集構 造 に顕 著な差が な

か っ た．

5．3　硫化水素抑制機構の解明
19）　 硫酸還元 経路 に最

も重要な酵素，dissimilatolty　sulfite 　reductase （dsr）を ター

ゲ ッ トとして，硫酸還元細菌の ク ロ ー
ン 解析を行 っ た，

無通気条件で 2つ の OTU が得られたが，通気条件で は 1

つ しか得られなか っ た こ とか ら，通気に よ り硫酸還元細

菌の種類は減少 して い る こ とが示唆された．2 つ の OTU

は今まで単離で きた硫酸還元細菌 とは異な り，グラム陽

性で胞子形成性硫酸還元細菌 とク ラ ス タ
ー

を丿1彡成 した．

HSH の結果および硫酸還元菌 dsr遣伝 子の ク ロ ーン 解析

結果か ら，通気下 でもある硫酸還元菌は リア クター内に

存在した．そ こ で，こ れ らの 硫酸還元細菌は，通気
．
ドで

も硫酸 イオ ン を還元 して い る か を 確認 す る た め に dSi’遺

伝子 の 転写を調べ た．Fig．16に 示 した ように，通気 。無

通気条件で の逆転写 PCR 結果か ら通気し て も dsr遺伝予

は転写され て い た．すなわち，通気して も硫酸イオ ン は

硫酸還元細菌に よ り硫化水素に還元される こ とか ら，通

気によ る 硫化水素発生 の 抑制メカニ ズ ム は，生成された

硫化水素は酸素に より化学的に酸化され るか，イオウ酸

化細菌 に よ り再度イオウあ るい は硫酸イオ ン に酸化 され

た と考えられる．実際 通気下 で の バ イオガス を CSTR

の 外部に設けた水槽に導入す る と，水溶液は白濁 し，し

か も液中の硫酸イオ ン は時間とともに増加 した．

　 以上，微通気に よ る微生物群集へ の影響は，Arch（zea に

つ い て は M 肋 侃 05α瀚 εα に近縁な Archaeaは減少する が

iVetha ，ηocuUeu ，sに 近縁な 浸艢 齠 α は 大 きく増加 した．一方，

優占した Bacteiiaと硫酸還元細菌にはあ ま り変化はな く，

lane　 1　　 2　　 3

5eo　bp

羣

Fig．正6．　Thc 　results 　ofclc （：trophoresis 　on 　a　l．5％ agarose 　gel　o 「

　　products　Qf　R］］−PCI〈 f｛）r　determination　of 　Jle　cxpression 　of

　　t1】e　dsr　gene　during　cultivation 　 under 　non −ae 】
1ation

　condi −

　　 1i〔，nS （lanC　2）and 　IniCrO −aeratiO 皿 C 〔，nditions （laIle　3）．1・anC 　l，

　　10〔｝bp　DNA 丘adder （si7c 　markers ）Jarles　2　and 　3，produds
　 　 ofR

一
トPGR 、

2009年 　第 12号

硫酸還元経路に重要な酵素 d∫ア 遺伝子は通気に もかかわ

らず転写され て い た の で，硫化水素に還元された後，化

学的あ る い は微生物学的 に N二度 イオウあ る い は硫酸イ

オ ン に酸化され る こ とがわか っ た．

6．超高温領域で の メタン 生成反応に関与する

　　　　　 微生物群集の 変化 20）

　高温で の メ タ ン 発酵速度は中温よ り速 い の で ，高温条

件をさ らに超え る温度で の メ タン 発酵が pf 能になれ ば処

理速度の さ らな る向 Eが期待できる．そこで，本研究で

は高温嫌気性消化汚泥を微生物源とし，グル コ ース合成

廃水と機械撹拌型 CS丁R を用 い て 60°C 以 ［：の 高温域 で

の メタン 発酵試験 を行い ，各温度における微生物叢 の 解

析を行 っ た，

6．1　各温度での処理結果　　TOG 負荷 0．2　g！i！d の 条件

で，運転温度 を 609C か ら 80°C ま で段階杓 に 上 げて 運転

し た，安定 して メ タ ン 発酵で きた最高温度は 77．5℃ で ，

80°G で は有機酸が 急激 に蓄積した ．Flg．17は温度域 60°C

か らフ7，5°C で の処理結果を示 して お り，温度の増加 とと

もに TOC とVFA は徐 々 に増加する が，　TOG 除去率は 9J「

％以上 で，グル コ ース の ほ とん どはガ ス化 して い た，

6．2　処理温度の微生物群集へ の影響　　処理温度の微生

物群集構造 へ の 影響 を調べ るために，各温度で の微生物

群集構造 を 16S　rRNA 遺伝于の ク ロ ーン解析 （
「
lhble　17）

お よびDGGE （Fig．18）に よ り解析した．　A ’rchczea に つ い

ては 65°G で は酢 酸資化性 メ タ ン 生成 古 細菌 で あ る

）Vethcmosarc・ina，水素 資化性 メ タ ン 生成 古 細菌で ある

Metha，noc ’tttte’tas’と iVfethanothermobacter に 近縁なメ タ ン 生
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Fig．18，　Denaturing　 gradient　gcl　 clcclr りph ｛）resis （DGGE ＞ of

　　 archaeal 　and 　bactel・ial　l6S　 rRNA 　gcne　fi
・
aglncnls 　dcrived

　　正1・om 　conlm 監皿 itア DNAs 　exlractcd 廿om 　glucose−fヒd　chemo ．

　　stai 伽 擢 1−9）and 　f1’agmcnts 　derived　f1馳om 　clones 　used 　as

　　 stしmdards （la・ne 　5’，∫2，　 S3　and ∫4）．　 Slandard　bands　 arc

　　numbered 　A ］ to　A4 　and 　Blto 　BlO ．　Bands 　represcntrclated

　　organi 門ms 　 as 　follo鴨 ： Al，ハfethanosa’rci・rta　tゐ8η   o艸漁 ； A2，
　　iVethiznocu ，tteus　 sp ．　 Z3； AS　 and 　 A4，　 Aletha・nolhet7nobact ’e・r

　　伽 ηη鰥 o古アoρ勲
’
us ；BI，αo∫酬 勧躍 鮮 60厂α加 lt； B2 　 and 　B3，

　　Coprothermoba，cter　 sp．　 P1 ；B4，ノ3acilltts
’
asa ゐ鶴 B5 　 and 　B8，

　　Theewzoa，’n．a・eroba ‘畝 B6 　and 　B 　l　O，5脚 6励 α翻 加 η ；B7 　and 　B9 ，
　　聯 吻 漉編 and ∫セ‘ッ

’
ob 徽 17L

成 占細 菌が 検出 さ れ た．しか し，温度 を 7〔PG 以 上 に 上 げ

る と，M 襯 ご伽 伽 潮 伽 惚 r に 近縁な メ タ ン 生成古細菌し

か検出 さ れな くな っ た． これ らの 結果か ら，65°C で はメ

タ ン は 酢酸か ら 直接お よ び 水素か ら生成 さ れ て い る

が ．70°C 以上 で は水素資化性 メ タ ン 生成古細菌 で あ る

Methcmothev’ntobact ’
er 　Eiに より主 として水素経 由すなわち

Cl サイクル で 生成され て い る こ とが分か っ た．

　Bacteriaに つ い て は，65℃ と70℃ で はFirniflcutes門の ク

ロ
ー

ン の みが検出さ れ．75℃ と 77．5°G で は ITirtnic？tte．s と

PToteobacteria門の ク ロ ー
ン が 得ら れた ．65°C で得 られた

ク ロ
ー

ン の64％は cZo∫襯 4加 π属 の グル コ ー
ス 分解細菌 74）

と近縁で，残 りの ク ロ
ー

ン は uncultured 　clone と近縁で

あ っ た，70°G で検出された クロ ー
ン の 66％は，65°C で

優占した Clostndiunz　K の ク ロ ー
ン とは異な り，主産物が

酢酸で あ る グ ル コ ース 分解細繭 で あ る Th．ermoanaero −

〜ノα伽
・
属 7「’・76 ）と高い 相同性を有し て い た ．ま た ，残 り の

ク ロ ーン の ほ とん どは高温酢酸酸化細菌で あ る 7’hermo一

α‘釦 g癬 観 擁α齠 焜
27）と近縁 で あ っ た 75℃ で 検 出され

た Fio’micutes 門に分類 され るクロ
ー

ン は，グル コ
ー

ス 分解

細菌 で あ る The・rmoa ・naerobactei ’
属 （42 ％），酢酸酸化細菌

であ る Tltetvnoacetogen・i・um 　Pha，eum （工2％）および脂肪酸

分解細 菌で あ る B槻 撫 ∫ σ∫α罐 （4％ ）
77 ）に 近縁で あ っ た ．

Proteobα cteria 門に 分類された ク ロ
ー

ン のすべ て は，高温

脂肪酸分解細菌で あ る 卸 ∫4ψ翩 z‘溺 πω g皹 証雛 γ
78｝と Petro一

わα 6僻 ∫羅 禰 伽 鼎 48η579 ）に 高い 柑同性を示 した．77．5°C

の解析結果は 7r）Dc

の結果に類似し て い る が，グル コ ース

分解細菌に近縁なク ロ
ー

ン の 割合は減 り，その代わ りに

脂肪酸分解細菌に近縁なク ロ ーン の割合が増えて い た．

　以上，65°C で はグル コ
ー

ス は αo∫齲 磁 覬 属の βα惚 磁

に より低級脂肪酸を経由して酢酸 水素お よび 二 酸化炭

素まで分解され る．生成 した酢酸 と水索はMethanosarcina

属 と M8 飽αηoσz〃6鷹 属 およびllc［etha・nothe7’mebacter 属 の メ

タ ン 生成古細菌に よ り メ タ ン に な る．70 ℃ で は グル コ ー

ス は 7　her”toa，nae ・roba，cter　rsの Bacteriα によ り酢酸まで 分解

さ れ，生成 さ れた酢酸 は The7vnoacetogenit‘．rti属 に 近縁 な

βα 醐 蜘 に よ り水素と二 駿化炭素に 分解され，最 終的 に

Methαnothe7wn．obacter　rkの メ タ ン 生成古細菌に よ リメ タ ン

に変換され る．7S°C と77．5°G では，70°C と異な る点は

生成さ れた酢峻が T？pidiphilus属とPetrobacter属に近縁な

Bacteriaに よ り水素 と二 酸化炭素に 分解され る こ とで

あ っ た．65°G 以 Eの 超高温条件に な る と，酢酸資化性メ

タ ン 生成古細菌の 増殖が困難 とな り，さ らに 80°G に な る
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と酢酸酸化細菌の増殖が完全 に抑 え られ ることが分か っ

た．これらの実験結果に基 づ くと，固形物を有する廃液

の メタ ン 発酵で は二 相式を採用し，70°C 以上で可溶化 ・

酸生成を行い ，55〜 60°C で メ タ ン 生成反応を行うの が

消化率向上に つ なが ると考え られ る．

7．廃棄物系バ イオ マ ス の メタ ン発酵に よる

サ
ー

マ ル リサイクルに関す る微生物群集

　グル コ ース lmol をメタ ン 発酵す ると 3mol の メ タ ン

と 鍛 化炭素が生成 され る の で，グル コ
ー

ス の 有す る エ

ネ ル ギーの 約 98 ％ が バ イ オ ガ ス に 変換 さ れ る こ と に な

る．また，菌体収率を考慮して もエ ネ ル ギー
回収率は約

95％ に も達し，メ タ ン 発酵の エ ネ ル ギー生産プ ロ セ ス と

して の優位性を確認す る こ とが で きる 80）．そ こ で，高濃

度有機性廃水や廃棄物系バ イオマ ス の メタン 発酵による

サ
ー

マ ル リサ イクル の検討と微生物群集の 解析を行うこ

とに よ り安定化を H指 し た．

7．1 担体の FISH 実験　　リア ク タ ーに 充填 した 不織

布担体か ら5mm ×5mm × 5mm の キ ュ
ーブを取 り出し，

容器 （クライオ ク リオ モ ル ド ；Tissue−Tek ）に置い た後，

抱埋剤 （C）．C．T．Gompound ；　Tissue−Tek）をキ ュ
ーブ全

体が隠れ る ように かけ，その後液体窒素の蒸気に よ り抱

埋 したキ ュ
ーブを凍 らせた．Cryostat−GM3000 　］1 （クラ

イオ ス タ ッ ト ； ライカ）を用 い て一21℃ で キ ュ
ーブか ら

厚さ 20μm の 切片を削 ぎ取 り，ゼ ラチ ン で コ ー
トした ス

ラ イ ドガ ラ ス に 貼 り付けた．FISH 実験 は前述 した

A 皿 aIln の方？Vt　S1） に従 っ て 行 っ た．合成 DNA プロ
ーブ

と して は，domain−specific プ ロ ーブ EUB338 （Bacterv／a 検

出用 ：51末端を Cy3 で標識）お よび ARCgl5 （Archaea検

出用 ；5’

末端を Cy5 で標識）を用い た．染色後 共焦点

レーザー顕微鏡 （Fluoview　FV300 ，　Olympus ）を用い て

観察し，平面状の 輝度値 （鳥瞰図）か ら微生物の 比率を

数 値化 した．

7．2　泡 盛蒸留廃液の メタ ン発酵で の 不織布担体に付着

する微生物群集 21）　 固形 分 を遠 心分 離 に よ り除去 し

た泡盛蒸留廃液 （CODcr 　56，000　mg ！1；
「
1て）C　28，330　mgtl ；

pH 　3．65）を高温固定床型 リア クタ ーに供給 し，メタ ン

発酵処理試験を行 っ た，供給量を段階的 に 上 げるこ とに

よ り TOG 容積負荷の検討を行っ た とこ ろ，　 Fig．19 に示

した よ うに最大TOC 容積負荷 1　8　gtl！dを達成する こ とが

で きた，
「
1
’
OC 容積負荷 2　g！lfdか ら 18　gtlfdで の 範囲 で は，

rrOC
除去率は 80％以 E，ガ ス発生量 は除去さ れた TOG

lg あた り約 IAI で あ っ た．

　泡盛蒸留廃液をTOC 容積 負荷 12．O　g〃 d の 条件で の槽

内の 不織布担体に 付着 した菌の 16S　rRNA 遺伝子 の ク

ロ ー
ン 解析を行 っ た．Archα eα に つ い て は，得 ら れた ク

2eo9 年　第 12号
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Fig」 9，　 Effect　ofTOG 　volu   etric　loading 　rute 　on 　treutmcnl 　cf −

　　ficiency　of 　non −diluted　awamari 　distillel）
・
wastewater 　during

　　thermophilk ： anaerobic 　digestion・

ロ ーン は MethanOCZdlletas属 とM 識 侃 o∫αro伽 属に近縁で，

Methano‘Ulleus’属が優占で あ っ た，バ クテ リア に つ い て

は，得られた ク ロ
ー

ン は diversityが高く，　Fitvrzicutes門と

Bacteroidetes門に 分類 され，半 分以上はその 他 の 廃棄物 を

処 理 する メタ ン 発酵槽か ら得 られた unculturcd 　clone

と近縁であ っ た．f「iwnicutes門に分 類されたク ロ ー
ン の

中に，高温で ア ル コ
ール 類 と乳酸を分解する Tepidanftero−

bacter8i） と高温酢酸酸化細菌で ある Thernzacetogenitcm

Phaeum27）に近縁なク ロ ー
ン も得られた．しか し今回解析

した ク ロ ーン数は少な く，泡盛蒸留廃液の メ タ ン 発酵に

関与す る 微生物群集を全面的 に 現わして い なか っ た．

　 不織布担 体の 巾に 吸着 して い る菌お よび不織布担体

表面 に 形成 された バ イオ フ ィ ル ム を槽 内か らその まま

の状態で採取し，ク リオ ス タ ッ 1・によ り切片 を作製 した

後 これ を FISH 法に よ り染め て 顕微鏡観察を行っ た，な

お，サ ン プル を採 取した の は TOG 容積 負荷 12．O　g！l／d

（HRT 　＝＝2，6　d），培養日数430 日 目の 担体で あ っ た．　Fig、20

は共焦点レーザー顕微鏡写真を示 して お り，列 1と列 2は

Archaea（緑）とβα伽 磁 （赤）の 二重染色結果で，列 3は

Archaea （緑）と iXfethanocittleiLs 横 色）の 二 重 染色結果

であ る．列 1と列 2の 上側が液面に接して い る部分で，頂

上に約 0．5mm の薄い バ イオフ ィ ル ム を形成 してお り，そ

れ以外 は不織布担体で下側 に行 くほ ど担体の 内部にな

る．菌 の 分布としてはバ イオ フ ィ ル ム側 （上か ら 3m 皿

以 内）に Archaeaが 多 く存在 し，担 体内部 に行 くほ ど

B α ctetta が多 く存在 して い た．バ イオ フ ィ ル ム側で群を形

成して い るArchaeα は，その房型 の形状か らMethanosa7’ci’nα

と考え られ，特 に 上か ら lmm 以 内に 見 られたArchaea の

大半は Methanosarcina （2A，2B，3A）で あっ た．また，担

体 内部に移行す るにつ れ，　Archaeaは群 を形成 するの では

な くBa，（tteria と混在 してお り （2C ， 2D ），列 3 の 担体内部

に 見受けられttArcha・ea はMethanoculleas（3C ）で あ る こ

とが分か っ た，
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Fig．20．　Support 　slice　stained 　“，ith　a 〔
・
o ［nbination 　ofARC915pvobe （Af

’
cittiea，　grcen）alld 　EUB338 （6 αcte，肱 rcd ）

　　probe（punel　l　and 　2）aIld　wit 量l　a　combir 】ation 　ofARG9 】5pr   be　and 　MC 　I　200 （order ハfethanorni，cザebiales，　Ied ）

　　probe （panel　3）．1，Trunsecし c〔〕Inbilled 　fi「om 　si》dnl 己ges　take［1　down 　thrQugh 　Lhe 　supPor し．
「
11he、、．hite　bar　at

　　the　bottom　 right 　corner 　corr 巳spDnds 　tQ　500 μm ．2，　Close−up 　of 　thc 旦uorescence 　in　pumel　l　 at　different

　　dc：pths．3，　Del£ clion 　of ルletha’n．omicrobitttes　at　the　uppermost 　part（0−［mm 　depth＞and 　the　inner　part（2−3mm
　　depth）（，fthe 　supporl ．All　b訥 rs 　inpancls 　2　and 　3　correspond 　to　50 μ m ．

　以上 不 織布担体 に 付着 した メ タ ン 生成古細菌は，担

休表層に i14etha ・nosarc ・ina属が，担休内部に LMethanoczLlie
’
any

属が定着する傾向が 見られた，一方，Bacteriaは担体全体

に見 られた．したが っ て，担体表層部では酢酸が直接 メ

タ ン に，担体 内部 で は酢 酸を含む 低級脂肪 酸が酸化 分解

された後，Cl サイ ク ル に よ りメタ ン に変換され て い る と

考察で きる．

　本研究 に使用 した 不 織 布担体は，ピ リジニ ウ ム 基 を導

入 し た もの で，FISH 実験結 果か ら も微生物の 吸着件 に

お い て優れ て い た と思わ れ る 82〕．今後，不織布担体あ る

い は ピ リジニ ウム 基 を導入 した不織布担体を充填 した固

定床型 リア ク ターに よる メ タ ン 発酵処理が普及 して い く

もの と期待 して い る．

7．3　家畜糞尿 と生 ごみ の メ タ ン発酵で の 担体に付着す

る 微生物群集 2L）　 熊 本県 は農業 県 で もあ り畜 産 県 で

もあ る の で，家畜糞尿の 処理 と い っ た問題点を抱えて い

る．そ こ で，阿蘇地域 を想定 し，豚糞尿搾汁液，乳牛糞

尿搾汁液 お よび生 ごみ の 混合物 （容積比 19 ：12 ： 1） の

高温 メタ ン 発酵処理試験 を行 っ た．有機物濃度 （vTs ）

が約5e　g！lと高か っ たが，粘度が 280cp と低か っ た の で

不織布担 体を充填した固定床型 リアクタ
ー

を用 い て，有

機物負荷 を2．Og 〃dか ら 10．Og 〃d まで 段階的 に 上 げ る こ

とに よ り処理 した ．有機物 Lg あた りの バ イ オ ガス 発生

量は、容積負荷6　gtlfdで 5se・ml で あっ たが，有機物負荷

10g〃d で は 420　ml ！g−VTS ま で低下 した．しか し，こ の

条件 で VTS 消化率は 45 ％ で ，槽内の 有機酸濃度 （V ｝A ）

は 1000mg1 ’以 下と安定し て お り，過負荷とい うより安

定な運転が で き て い た と判断した ．

　有機物負荷6g 〃dの条件で の メタン 発酵槽内の 不織布

担体に 付着し た微生物の系統解析 を 16S　rRNA 遺伝子 の

ク ロ ーン解析で行 っ た．Table　l　8 に 示 した ように，解析

した A 　rchaea ，の L9個の クロ ーン は，すべ て Eut）？arch α eot α

門 に属 した．16 ク ロ
ー

ン は高 い 柑同性 で M8 痂απ06 堀 伽 属

に近縁で あり，3 つ の ク ロ ー
ン は A／iethanosrtrcina属 に 近縁
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Table　18．　Distributic｝n 　of 　l6S　rRNA 　gene　clones 　of

　　 nlicroorgani51ns 《：りllected丘om 　the　supPort ・

’
raxon Number 　or 　OTUs 　 Number 　of 　clones

d 厂ビんaea

　Eur），aTclaneota
　 ILfethαnOsarcina

　 コLfEtli，tt’rtoct厂〃L・u“

，一
ρ
0

44　

1

丑｝！とd 凶 伽 仔の 8 18

JSacteria

　 Fi’iWticttttts
　 Candida・te　division　OP9

151 O12

「
tbta］（llactetia） 16 21

OTU ・perati・ nal 　tax ・亘・・ lnic　uni 且．

で あ っ た．一
方，Bacteri　i ライブラリ

ー
の 21 個 の ク ロ ー

ン を解析 した と こ ろ，19 個の ク ロ
ー

ン （150
「
11Us）は

Fiv’tvaictttes 門に 分類 さ れ，1 つ の ク ロ ー
ン は Gandidate

division　C）P9 に分類された．　 Fi7inicute，s 門に分類された ク

ロ ーン の ほ とん どはは uncultured 　clone に近縁し，現在

純 粋培養がで きて い る微生物 と系統的に離れて い たが，
一

つ の ク ロ ーン は酢酸酸化細菌で あ る Ctostriditem　ultunae

に 近縁 であ っ た．

　 したが っ て，酢酸酸化細菌 と水素資化性 メ タ ン 牛成古

細菌の 共生で酢酸か らメタン を生成す る Gl サイクル が

主要経路であ ると推察された，

　不織布担体の 中に 吸着して い る 微生物お よび不織布担

体表面 に 形成 された バ イオフ ィ ル ム を槽内か らその まま

の 状態で 採取 し，ク リオ ス タ ッ トに よ り切片 を作製 した

後、FISH 法 に よ り染色 して 顕 微鏡観察を行 っ た，泡盛

蒸留廃液と 同様に 担体の 上面に 約 O．5mm の薄い バ イ オ

フ ィ ル ム を形成して い る部分があ っ た．それ以外は不 織

布担体に な っ て い る．担体表面で はArchaeaとB αcte7iaが

混在 したが，内部に行 くほどバ クテ リア が多 く存在す る

傾向を示 した．山 漁 齠 α の中で も，バ イオ フ ィ ル ム側に多

く存在 して群を成 して い る菌は，そ の 房型 の 形状 か ら

IVIetha・nosarcina と考えられた．すなわち上か ら lnlm 以 内

に見られ t：Archaea の 大半 は，形状的 に f協 伽 ηo∫8 κ 物 α で

あ り，担体 内部に移行するにつ れて ．4rchaeaは Bα廨 洳 と

混在し て い た．担休内部 の Archaectは，ク ロ
ー

ン 解析お よ

び泡盛蒸留廃液の結果 と併せ 考え る と，水素資化性メ タ

ン 生成古細菌 と考え られ る，

　以上，泡盛蒸留廃液 同様，不織布担体表面 で は酢酸資

化性メ タ ン 生成占細菌が，担体内部で はプ ロ ピオ ン 酸酸

化細菌や酢酸酸化細菌と水素資化性メタ ン 生成古細菌 に

より低級脂肪酸か ら メ タ ン が生成 さ れ て い る もの と考察

で きた，
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7．4　高温可溶化を伴う二 段消化変法で の温度シフ トに

伴 う微生物の挙動　　福岡県大木町 で排出され る廃棄物

バ イオマ ス量を，生し尿 7．8kl！d，浄化槽汚泥 27．4　klld，

牛ごみ 2．5　torVd と想定 し，こ れ ら廃棄物系バ イ オ マ ス の

効率的メ タ ン 発酵処理プ ロ セ ス の 開発を行 っ た．浄化槽

汚泥を固液分離 した重液 5．5k レd と生ごみ 2．5　ton！d を先

に高温可溶化 （60℃ ） し，その 可溶化物となまし尿を中

湿メタ ン 発酵処理 （37℃ ）する 二 段消化変法を提案 し，

本プ ロ セ ス の 研究 開発を実験室規模で実施 した
7）．なお，

．
：段消化変法 は下水汚泥 の 嫌気性処理で開発 した もので

ある
83 〕．

　Fig’．　21に 示 したよ うに，実験室規模 で生し尿だけを中

温嫌気性処理する と NH4 ＋

が高 くな り有機酸が残存し，

ガ ス発生量 も220　ml ！g−VTS と低か っ た．こ の中温消化槽

に，浄化槽汚泥 と生 ごみ混合物 を処理 した高温可溶化液

を供給して い くとNH4 ＋ 濃度の低下 とと もに有機酸 も低

下 し，そ の結果，ガス発生 量：は 510〜570　ml ／g−VTS に 向

上 した，こ の ガ ス 発生量は，3種類の廃棄物系バ イオ マ

ス を個々 に 処理した ときの L2 倍と高 く，先に高温可溶

化する，また廃棄物系 バ イオマ ス を混合する効果が明 ら

か とな っ た．しか し，夏場に は生 し尿の温度が高 くな る

こ とか ら，100 日間にわた っ て中温消化処理 して きた温

度 を 37°G か ら 42℃ に上げ，温度シ フ トの嫌気性消化処

理性能に及 ぼす影響 を調 べ た．42°C で 20H 間処理試験

を継続 した が，ガ ス 発生 量や消化率にま っ た く影響が見

られなか っ たの で，37 °C に 処理温度を ドげたが，やは り

影響は見られなか っ た．こ の 原因を明 らか にするた めに，

中温嫌気性 消化槽の 各処理温度 （37
°C 一ナ 42°C → 37°C ）

で の微生物群集構造 をク ロ
ー

ン 解析お よびDGGE 法で調

　 　 　 Ac：hi−atio皿
、
’
TSIead，llEra
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Fig．21 ．　Trcztmcnt 　pcrforlnanc／e　ofnlcs 〔｝pllilic　nnacrol ）k ｛liges−

　 　 tion （37°C ）of　the 　mixture 　 of 　human 　manure 　and 　thcrmo −

　　phili⊂　liquefied　garbage　aIld 　septic 　tank　sludge ．　A土｝．cr

　　acclimatiQn ，　human 　manure 　was 　treated　for　the　first　40　days，
　　alld 　subsequently 　dle　mixture 　of 　human 　manure 　and 　thcr −

　　mophiiicliquefied 　50hltjon 　was 　trcated　in　the　same 　manner ，
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　 　 sdrred 　tank 　reactors ．

べ た，生し尿 とほぼ等量 の高温可溶化物を嫌気性処理槽

に入れたためか，処理温度 に関わ らず検出された Archa・ea

は rVlethano∫α rcina 　K の 酢酸資化性メ タ ン 生成古細菌 の ク

ロ ー
ン だ けで そ の 中で もA4ethanosarcina　thermoPhilaが

優先 して い た．Ba．cteria に つ い て は高温菌 CoProtheTmo一

ゐα C観 Sp ・Pl お よ び CoProtherntobacter　Proteol）iic“ s を最近縁

種とする ク ロ ー
ン が多 く検出され，1　i”ni（／utes 門 に 近縁の

clone が優占して い た，　 Fig．22 は DGGE の結果を示して

お り，バ ン ドパ ターン か ら判断す る と温度 シ フ トをして も

Archaeaと ISacteriaの群集構 造 は変化 して い な か っ た．

Archaeaに関しては，16S　rRNA 遺伝子の DGGE 電気泳動

の メジ ャ
ーバ ン ドが高温菌 Methanosarcina　thetwuoPhitaの

バ ン ドと
一・

致 した．また ’3‘κ ‘飢 ↓に関して も，16S　rR ．NA 遺

伝子 の DGGE 電気泳動の メジ ャ
ーバ ン ドが高温菌CoPro−

thermobacter　sp ．　P　1お よび Cof）rothennoba ，cteTP7’oteo ！yticusの

バ ン ドと
一
致 した．

　 以上 本プ ロ セ ス で採用した二 段消化変法，すなわ ち

高温可溶化槽の 処理液を中温消化槽に供給 してい く方法

では　メ タン発酵処理試験を開始 した早い 時期に中温消

化槽内の 跏 61齠 α お よびB α cteria ともに高温菌が優占種 と

なり，そ の結果 温度シ フ トの影響を受け る こ とな く安

定 した処理ができた．

8，お わ りに

　著者 らは，メタ ン 発酵法 を有機性廃水 の 汎用的処理 技

術 とす る た め に，実廃水を用 い て 工 学的 に 研究を進め，

  種 々 の廃水に適 した処理プ ロ セ ス の開発 また   増加

した NH4 ＋
の 効率 的処理 技術 さ らに  反 応速度 へ の

Ni2＋ お よび Co2 ＋ 添加 効果を明 らか に し，廃水処理技術

として の メ タ ン発酵の 普及 に貢献 して きた．しか し，メ

タ ン 発酵法 をエ ネ ルギー生産技術 とする ため に は，不安

定な処理技術で あ る とい う汚名を払拭しなければな らな

か っ た，

　そ こ で著者 らは，酢酸を単
一

炭素源 とする連続培養系

を構築し，Ni2＋ お よび Co2 ＋ 添加効果を補酵素レ ベ ル お

よ び 菌体活性か ら明 らか に す る とと もに，Ni2＋

お よび

Co2＋ 添加 ・無添加によ りメタ ン 生成反応 を制御す ること

に 成功した．また，連続培養に おい て希釈率に よ りメ タ

ン 生成に関与する代謝経路が変換す る可能性 を示 した．

代謝経路 の 変換 を明 らか に す る ために，各種基質 を炭素

源 とする連続培養系を構築し，槽内の微生物群集を解析

し，メ タ ン 生成経路 と それ に関与す る微生物群集の 構造

と機能を明らか に した．すなわ ち，中間代謝産物で ある

低級脂肪酸は，低希釈率で はプ ロ ビ オ ン 酸や酢酸酸化細

菌 と水素資化性メタ ン 生成古細菌の 共生反応 と，酢酸資

化性古細菌に よる反応，こ の 2 つ の経路で メ タ ン に 変換

され る．　
一
方，高希釈率では低級脂肪酸の酸化細菌の増

殖速度が遅 い こ とか ら，酢酸資化性古細菌によ る反応 が

優占し た．また ，基質 の 分子量が大 き くな る ほ ど，連続

培養で達成 で き る最大希釈率が小さ くなる こ とを明 ら か

に した．

　 これ らの 研究成果に基 づ き．廃棄物系 バ イオマ ス の バ

イオガス化に よ る サーマ ル リサ イク ル を よ り普及 さ せ る

ため に，  バ イオガ ス 中の 硫化水素抑制の た め の 空気供

給の 影響を微生物群集 から解析 し，通 気下で も硫酸還元

紲菌に よ り硫酸イ オ ン は硫化水素に還元 され，そ の 後，

イオウや硫酸イオ ン に 再度酸化 され る こ と，また  グル

コ ー
ス を基質と して 超 高温域 で の 連続培養を行い ，安定
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して メ タ ン 発酵が で きる最高温度は 77−77．5°C で
T

こ の

温度領域でメタ ン 生成反応に関与する微生物群集を明 ら

か する とともに，本結果か ら汚泥 の 消化率向上策を提案

した．さ ら に，廃棄物系バ イオマ ス （泡盛蒸留廃液 糞

尿や生 ごみ な どの 混合物）を取 り上げ，  リア ク ター内

に 低級脂肪酸酸化菌を維持する た め の 固定床型 リアク

タ
ー

の優位性や担体に付着し た微生物群集を解析す る と

ともに担体内で どの経路で メ タ ン 生成が起こ っ て い る の

か，また  牛 ごみ ・糞 尿な どの 混合物を二 段消化変法で

処理 しガ ス 発生量 の 向上だ けでな く，中温消化槽に生息

す る 微生物群集は全 て 高温菌であ り，温度 シ フ トの影響

を受ける こ とな く安定 して運転できる こ とを明らかに し

て きた．

　わ が国に お い て 現在 廃棄物系バ イ オ マ ス は年間約 3

億 トン 排出 さ れ て お り，バ イオ マ ス 。 ニ ッ ポ ン 総合戦略

で は循環型社会の形成や農村漁村の活性化の た め に，こ

れ らバ イオマ ス の メ タ ン 発酵に よる サーマ ル リサイク ル

を推進 して い る．著者 らが実施してきた メタン 発酵の 高

速度化 ・安定化に関する研究成果が，廃棄物系バ イオ マ

ス の メタ ン 発酵に活か され，農村漁村 を含む地方の バ イ

オ マ ス タ ウ ン 構想に少 しで も貢献できるように尽力 して

い きた い ．
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