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上 昇流 嫌気性 ス ラ ッ ジブ ラ ン ケ ッ ト （UASB ）法に代 表され る嫌気

性廃水処理プロ セ ス は、高濃度有機性廃水処埋 におい て 中核 的な技

術 と して 認知 され て い る が、昨今の エ ネル ギ
ー
事情や 本プ ロ セ ス の

省エ ネル ギー性 と い っ た 観 点 か ら、都 朮 下水 等 の 低濃度有機性廃水

へ の 適用 も注 目され て い る 。本研究 は 、ド水 処理 UASB プ ロ セ ス の

微生 物生 態学的な基 礎的情報収集 と して 、国 内2カ所 ・海外 1カ所 で、
無加温で 稼働 して い るパ イ ロ ッ トス ケ

ール 下 水処理UASB 反応槽 か

ら採取 した汚泥の 16S　 rRNA 遺伝子 を標 的 と した ク ロ
ー

ン 解析 を行

い 、各UASB 反応 槽 お よ び季節 別 の 微生 物群集構 造の 比較 解析 を

行 っ た。また 高頻 度 に検出 され た未培養微 生物 に 対 して 特異 的 な遺

伝 子プ ロ
ー

ブ を 設計 ・適 用 し、Fluorescence 　in　 situ 　hybridization
法 に よ り視 覚 化 を 行 っ た。各種汚 泥 の 微生物 群集構造解析の 結果、
系統 的に 多様なphylotypeが 多数 検出 され た が、　Pe／tgproteobnctei

’
i
’
n

綱．Bacteroidetes門．　Fii　micutes 門，　Cfi／diseriba門 に 属す る ク ロ ーン

が 比較 的高頻度に検 出された。季節 に よ る比較で は、冬期 にお い て

BRcterOi
’
detes門に属す る クロ

ー
ン が 高 い 頻 度 で 検出さ れ る など、下

水処 理UASB プ ロ セ ス の 特徴的な微生物群集構造が明 らか とな っ た 。

また 解析 したすべ て の 汚泥 に お い て 、幽 勧 舘 刀 細 門 に 属 す るひ とつ

の 未培養phylotype が 高い 頻 度 で検 出 さ れた。本 phylotype特異的プ

ロ
ー

ブ を用 い たFISH法 に よ り検出 を試み た結果、標 的細 菌 と 思 わ

れ る 球菌様の 細 胞が 多数 検 出 さ れ た。現 在、本phylo 匸ype の 汚 泥 内

の 存在量 ・基 質 資化 能 の 調 査 を行 い 、本未培養phylotype の 汚 泥 内

に お ける機能解 明を試み て い る 。
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【［1的 】微 生物燃料電池 （Microbial　Fuel　Cell：MFC ） は微生物 の 代

謝作 用 を 利 用 した エ ネル ギ
ー

回収 型の 新 しい 水処 理技 術 で あ る。
MFC プ ロ セ ス は 現 在 の と こ ろ 、得 ら れ る エ ネル ギーが メ タ ン 発 酵

を は じめ と する 従 来の 嫌気処理 プ ロ セ ス と比 較 し小 さ く、実 用 化 に

は電 気 生産力の 向 Eが不 可欠で ある 。 MFC の 出 力 は 様々 な 因 子 に

よ っ て 制 限 を受け て い る が 、特に 微生 物反 応 は 重要 な制限 因子 の
一

つ で あ る．MFC 陰極槽 は 嫌気複合微生 物 系 とな っ て お り、陰 極 近

傍 に形 成 され る微生 物群集 は 有機物 か ら電 極 に 至 る電 子 フ ロ
ー

を作

る役割 を果 た す。しか しなが ら、どの よ うな 微生物が 反 応 を触 媒 し、
電極 に電子伝達 して い る か は不明な点が 数多い 。本研 究 は、各種分

子 技 法、化 学 的 バ イ オ マ
ー

カ
ー

法の 利用 に よ る、MFC 内の 電子 フ

ロ
ー

を担 う微生 物群の 同定 と電子伝達 メ カニ ズム の 解 明 を 目的 と す

る。
【結果およ び 考察】酢酸 を唯

一
の エ ネ ル ギ

ー
源 とす るMFC を構 築 し、

PCR ・DGGE 法及び キ ノ ン プ ロ フ ァ イ ル 法を用 い てMFC 陰極槽 の 真

正 細 菌群集構造 を解析 した。結 果、系 内 の 優 占種が、Geobncternc
細菌で あ り酢 酸 の 主 た る分 解 者 で あ る こ とが 判明 した。一

方で 抽出

源が 不 明な キ ノ ン と して Ubiquinone・10 （UQ −10） カ｛検 出 さ れ た。
UQ −10を持 つ Alphaproteobacteria綱細菌 はDGGE バ ン ドか らは 検出

され な か っ た。こ の 結 果 を受 け、UQ．10通常 の 呼吸鎖 キ ノ ン と異 な

る 働 きを持 つ と仮 定 し、細 胞 外 か らの キ ノ ン 抽 出を試み た と こ ろ 、
陰 極 槽 の ろ 過 ヒ清 と陰 極 バ イ オ フ ィ ル ム の 細 胞外マ ト リク ス か ら

UQ −10が 検 出 され た。　UQ −10は 細 胞外 に 特 異的 に 存 在 して い る こ と

が 明 らか とな っ た。こ れ らの 結果 は UQ −10が 細胞外電 子伝達 の 電 子

シ ャ トル と して 働 き うる こ と を示唆 し て い る 。
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ポ リ リ ン酸 蓄積細菌 （PAOs ）は 嫌気 と好気 を 繰 り返 すこ とで 増 殖

し、下 水処 理 場 で は リ ン 除去の 主要 な微生物 と して 利用 され て い る 。

一方、海洋 な どの 高濃度塩分環境下 に生 息す るPAOs に つ い て は 知

見が得 られ て お らず、こ れ らの 知見 を得 る こ とで 、海洋や高濃度塩

分排 水 か らの リ ン 回収技術の 創出に つ なが る と考え られ る。そ こ で

本研 究で は、微 生 物 保 持 能 力 に優 れ た downflow　handing　sponge
（DHS ） リア ク タ

ーを用 い て 高濃度塩分環境 下 に 生 息 す るPAOs の

集積培 養を試み、リ ン の 摂 取 ・放 出 を担 う細 菌 につ い て調査 した。
潮汐の 影響で 定期的 に 好気 ・嫌気 に 晒され て い る 下潟 はPAOs が 存

在で きる環境で はない か と考 え、植種 源に有明海干潟底泥 を用 い 人

工 海水 （塩 分濃度3．5 ％）で 連 続培 養 を行っ た。好気9時間、嫌気3
時 問 の 1サ イ ク ル 12時間 で 繰 り返 し運 転 を行い 、好 気 時 に は リ ン 含

有基 質 （5mgP
・L．1） と空気 を、嫌 気 時 に は窒素パ ージ し た基質 を

供 給 した。
リア ク ターの 運 転 結 果 よ り、高濃度塩分環境下 で も淡水環境 と 同様

に リ ン の 摂取 ・放 出が 見 られ た た め、運 転 開始 199日 目 にバ イ オマ

ス の 16S　rRNA 遺伝子 に基 づ くクロ
ーン 解析 を行 っ た。ク ロ ーン解

析 よ り、下 水 処 理 場 で 見 ら れ る PAOs で あ る Candidatus
」
Accumulibacter　phosphatis

’
clade 　UA と近 縁 な種が全53ク ロ ーン 中

14ク ロ
ーン 検出され、顕 微鏡観察よ りこ の 菌がポ リリン 酸を 蓄積 し

て い る こ とが 確 認 で き た。当初、高濃度塩 分環境 下 で は新種の細菌

が リ ン の 摂取 ・放出 を担 っ て い る と考 えて い た が、高濃度塩分環境

下 で も淡 水 環境 下 で 生 息す る細菌が担 っ て い る こ とが 示 唆 され た。
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一般 的な廃水処理 プ ロ セ ス にお ける硝化反 応は pH 　6を下 回 る と著 し

く低 下、もしくは完全 に反応 が 止 まる こ とが 知 られ て い るが、稀に

よ り低い pH 条件 下 で も硝化 反 応が 進行す る こ とが報告 され て い る。
本研 究 で は、ス ポ ン ジを 微 生 物保持 担体 と した散水 ろ 床型 リ ア ク

ターを用 い て酸性 条件下 で の 硝化反応 を確認す る と共 に、こ れ に関

与する微 生 物群の 特 定を試み た。本 リア ク ターは 下水 処 理 場 の 返 送

汚泥 を植種 源 とし、30℃の 室内で 運転 した 。 供給基 質には、pH4 に

調 整 した ア ン モ ニ ア 態窒素20mg −NfL を含む 無 機模擬 廃水 を用い た。
運 転 開 始 120凵 目以 降よ り、リ ア ク タ

ー
流 出 水 で NH 、

ト
の 減 少 とNO ，

．

の 増 加、pH の 低下 が 継 続的に 観察 され、硝 化 反応 が 進 行 して い る

こ とが 確認 され た。運転 開始216 凵 目 に リア ク タ
ー

上 部 の ス ポ ン ジ

担体か らバ イ オマ ス を搾 出 し、細 菌
・古細 菌 の 16S　rRNA 遺伝子 を

標的 と した ク ロ
ー

ン 解 析 を行 っ た。細菌の ク ロ
ーン ラ イ ブ ラ リ

ー
か

らは、ア ン モ ニ ア 酸 化 細 菌 と推 定 され る ク ロ
ーン は検出 され な か っ

たが、一
方 で 、亜硝 酸 酸 化 細 菌 と し て はM

’
trospirfi　sublineage 　VICこ

近 縁 な フ ァ イ ロ タ イ プ （3％）が 検 出 さ れ た。古細 菌 の ク ロ
ーン ラ

イ ブ ラ リ
ー

は全 て ア ン モ ニ ア 酸化古 細菌 （AOA ）と 推 定 さ れ る

ThauniErch．veote 　GrQup　l．la に 属す るフ ァ イ ロ タイ プか ら構成 され

て お り、古細 菌に 限れ ば AOA が 優 占 的 に存 在 して い る
．
可能性が 示

され た。以上 の 結果か ら、本 リ ア ク タ
ー内で は 古細菌 （AOA ） と

細菌 （躍 郎 ρ吻 sp．） に よ り硝化反応 が遂 行 され て い る こ とが 示唆

された。
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