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　Microbial 　community 　structures 　in　thermophilic 　hydrogen 　fermentation （55
°C）were 　analyzed 　by

molecuiar 　methods ，　including　polymerasc　chain 　reaction −denaturcd　gcl　gradicnt　clcctrophorcsis （PCR −

DGGE ），real −time 　PCR ，　and 　cloning 　me しhods．　Samples　used 　for　analyses 　were 　obtained 　from 　five　identical
⊂ ompletcly 　stlrrcd 　tank 　rea α ors （CSTRs ）ofthermophilic 　hydr（，gen　fermentation　fr〔〕mstarch ，which 　were

seeded 　with 　five　different　types 〔，f　inocuhlm、　 Thc 　closcst 　relatives 　of 由 e　genus　The・ivei．oanaerobacteriu ’
m ，

wh 玉ch 　is　known　to　be　a　t｝
・pical　hydrogen　producer，　Predonlinated　in　all　reactors ．　Howe 、

’er，1nicrobial 　com −

munity 　structures 　abundant 　in　each 　reactor 　were 　different，　indicating　that　the 　type （）fin〔｝cuhlm 　is　one 　of

the　important　factors　for　thermophilic 　hydrogen 　t
’
ermentation ．

［Key 　words ：thermophilic　hydrogen 　fermentati（）n ，　inocula，　microbial 　community 　structure ，
Tlte・iwnoana ，erobacteiilum ］

　今 日，化石 燃料 に 替 わ る 持続 可 能な エ ネ ル ギ
ー

と して

バ イ オ エ ネ ル ギ ー
の 積極的導入が期待 さ れ て い る ．バ イ

オ マ ス か ら微生物 に よ り水素 を生産 する水素発酵法 は，

未来型水素 エ ネ ル ギ ー
社会 に お け る 省 エ ネ ル ギ

ー
型 の 水

素の 生 産方法 と して 期待 さ れ て い る
1・2）．水素発酵 の 研究

は，混合細菌群を植種源 とした連続実験が行われるよう

に な っ た 1990 年代後半 か ら急速 に 発展 し s・4 〕，現在実用

化 を目指 した 研究が活発 に 進 め られ て い る．

　混合細菌群 に よ る水素発酵 の メカニ ズ ム は．それぞれ

の 菌の 代謝特性 に 加 え て．細菌間 で 生 じ る 相互作用 に よ

り複雑 に な る と考 え られ る 「・・6 ）．した が っ て ，混合細菌群

を用 い た 水素発酵 に お い て，細菌叢 を制御 し水素発酵 の

効率 安定性 を 向上 させ る た め に は，細菌群の 構造を定

性的 ・定量 的 に把 握 す る こ とが 重 要 だ と考 え ら れ る．

　水素発酵は 中温水素発酵 （30〜40°C ）と高温水素発酵

（50 〜60°C ）に 分け る こ とが で き る ，こ れ らの 温度 に よ

る 効果 に 加 え て HRT （水理学的滞留時間），　pH などの パ

ラ メータ に よ り細菌群が ス クリ
ー

ニ ン グされ る．高温水

素発酵 は，中温水素発酵 と比較 し て 水素収率が高 くな る

と報告 さ れ て お り，近年注 目 さ れ て い る
7・s），Ucno ら 6〕

は，セ ル ロ ース パ ウ ダーの 高温水素発酵 に お い て ，pH

お よび HRT を変化させ る こ とで 細菌群構造 お よび水素

発酵特性が異な る こ とを明らか に した，また，水素発酵

槽 の 運転条件以外 に も，利用す る 植種源 も細菌群構造 に

影響 を与え る こ とが考え られ る．筆者らは前ew　O｝ にお い

て，5 っ の 異な る 植種源を用 い て ，同
一

の 運転条件 （55 °C ，

HRT 　24　h）で 連続実験を行 っ た とこ ろ，そ れ ぞ れ の 実験

系は異な る 水索発酵特性 を示 した こ とを報告 した．

　本研究は，前 CU　9 ）の 続きとして ，そ れ ぞ れの 植種 源 に

よ り構築 さ れ た 高温水素発酵系 の 細菌群構造 を明 ら か に

し，細菌群構造が水素発酵特性 に 及ぼす影響 を検討す る

こ と を目的 と した．細菌群構造 の 解析 に は PCR −DGGE

法 　リア ル タ イ ム PGR 法 お よ び ク ロ ー
ニ ン グ法 を用 い

た．

実験方法

　培養条件 と植種源　　培養はそれぞれ異な る植種源を

5 つ の 完全混合型 高温水 素発酵槽 （R1 〜R5 ） に よ り，
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Table 　1．　Primers 　used 　in　this　study ．

Primer SpedHdt ＞ Sequence （51→ 31〕 Purpose Re 士とrence

EUB341f 　　　　bactcria

EUBS41 丘：GC 　 buctcria

UNI518r 　 　 　 universal

27f　　　　　　　　 bacteria

l492r 　　　　　　　ba 匸terla

Ml3f 　 　 　 　 vc 匸tOr

Ml3r 　 　 　 　 　 vec しDr

ThrmoH2F 　 　 Th．ermoanae ・rebactenlu ・m

ThrmoH2R 　　 Thevin．ortnrtt／・robactt ／rium

GC 　clamp

GC エ へCGGGAGGGAGCAG

GG 　damp −CC 工ACGGGAGGCAG （二AG

．組 「
IACCGCGGGTGCTGG

AGAGTTTGATC （A〆G）TGGC 】℃ AG

GGrTAC 〔二TTGTTAGGAGTT

G
「
11AAAACGAGGGGGA （｝

G へGGAAAGAG 〔二
「
IAIGAC

GCGTGGACAATC コAGCCTGT

工誓D、GCCG 〔：く：
”
1／4〔二GrGGTCT

CGCCCGCCGCG 〔：GCGGCGGGCGGGGCGGGGGCA 〔IGGGGGG

Real−Tirne　1℃R 　 　 　 　 　 　 lO）

DGGE 　　　　　　　　　　　　　　　 IO）

P（：R −DGGE ＆ Rea ドrime 　PCR 　　 10）

Ckmlng （ILgati（m ）　 　 　 　 　 lD

G且oning （LigaしiOI1）　
髄
　　　　　　　　 U ）

GloniI亅9（sequence ）　　　　　　　　廴Ilvitrogen

Gl・ning （sequence ）　 　 　 invlnlogen

Rea ］tl
’
inコe　P（：R 　　　　　　　　 thlsstud ）

’

Real・Time 　PGR 　　　 　　　　　 しhi∬ tudv

PCR −DGGF 　　　　　　　　　　　　　 IO）

55 °C ，HRT 　24時間 の 条件で行 っ た．解析はガ ス 生成速

度 お よ び ガ ス 組成 が そ れぞれ安定 し た 44 日 目の サ ン プ

ル を用 い た 91．実験 に 使用 し た 培地 ll あた りの 組成 は，

デ ン プ ン，10，000mg ；
ペ プ トン ，500　mg ；yeast　cxtrac 〔，

500mg ；NH4HCO3 ，500　mg ；Na2COs ，2000　mg ；K ？HPO4 ，

250　mg ；MgSO4 ・7H
？
O ，120　mg ；FeSO4 ・7H20 ，25　mg ；

KI，2．5　mg ；MnSO4 ・4H20 ，2．5　mg ；　CoCl2・6H20，2．5　mg ；

ZnSO4 ・7H20，0，5　mg ；Ni（：12・6H20 ，0．5　mg ；Na2・　MoO4 　’

2H20 ，0．5　mg ；H5BO3 ，0．5　mg で ある 9｝．

　 それぞれ の 実験系 で 使用 した植種源は，余剰活性汚泥

の 高温消化汚泥 （Rl ），乳牛糞 の 高温消化汚泥 （R2 ），
．
ド

水汚泥 と生 ごみ の コ ン ポ ス ト （R3 ），じ ゃ が い もの 高温酸

発酵汚泥 （R4），下水汚泥 と生 ごみ の 高温消化汚泥 （R5 ）

で あ る
9〕．

　 PCR ・DGGE 法　 　DNA の 抽 出 は，　 Ultra　Glcan 　 Soil

DNA 　kit（MO 　BIO ） を用 い ，添付 の 説 明書 に記 された

手順 で 行 っ た．抽 出 した DNA を テ ン プ レ
ー

ト とし，

EUB341f −GC と UNI518r の プ ライマ ーセ ッ ト （コ］abel 　1）

で 16S　rDNA の V3 領域を含む範囲を全細菌 に つ い て PGR

増 幅 し た．

　PGR 溶液 の 組成 は，そ れ ぞ れ の プ ラ イ マ
ー
，0．5 μM ；

dNTP 　mixturcs ，　O．2　mM ；Ex 　Taq　PCR 　Buffer（最終 Mg2 ＋

濃度 L5 　mM ）；DNA ポ リメ ラーゼ
「
faKaRa 　Ex

「
Laq （タ

カ ラ バ イ オ ），2．5UAOO μ1と した，サ ー
マ ル サ イク ラー

は，TaKaRa 　PCR 　Thcrmal 　Cycler　Dicc （Model 　TP600 ）

（タ カ ラバ イ オ ）を用 い た ．PCR の 条件は，94 °C × 5 分

＋ 〔94 °C × 30秒 ＋ 53DG × 30秒 ＋ 72°C × 1分）× 35 サイ

ク ル ＋ 729C× 5分 とした．

　 DGGE に は 核酸電気泳動装置 DGodc （BIO 　RAD ））を

用 い た．ア ク リル ア ミ ドゲ ル は，変性剤の 濃度勾配 が 15−

55％ とな る よ う に調製 した （変性剤濃度が 100％ の 時 ：尿

素 7M ，ホ ル ム ア ミ ド 40％ （v！v ））．電気泳動 は，0，5　x

TAE 　Buffer を用 い て 58°G，130　V の 条件 で 300 分間行 っ

た．電気泳動後 の ゲ ル 中 の DNA の検 出に はエ チ ジウ ム ブ

ロ マ イ ドを 用 い ，UV 照 射 お よ び画像 の 取 り込 み に は

GhcmiDoc 　xRs （Blo 　RAD ）を用 い た．得られたバ ン ド

を切 り 出し，QIAEx　II （QIAGEN） に よ りDNA を抽出

した．PGR で 増 幅 した DNA を MicroSpin 　S−300　HR

Golumns （GE 　Healthcare）に よ り精製し，塩基配列 を

解読 した．

　 リ ア ル タ イ ム PCR 法 を 用い た Thermoan α erobacterium

属細菌の定量

　プ ラ イ マ ーの設計　 　Th．ermoanaerobacterium 属細菌 の

定 量 に 使 用 し た ブ ラ イ マ
ー

セ ッ 1・（ThermoH2F 　and

ThermoH2R ）の 設計 に は PrimcrS を用 い た L2）．設計 した

プライマ
ー

の 特異性 は以下の （1）〜 （4）をもっ て有効と

判定 した．（1）RDPIis ）の 提供す る ツ
ー

ル
“
Probe 　Matcll

”

に よ れば Thermoanaerobacteri．u”m 　ts細菌 お よび それ らに 近

縁なク ロ
ー

ン に特異的で あ っ た こ と，（2）LightCyclcrに

よ る 融 解 曲線分 析 に よ り，ブ ラ イ マ ーダイ マ ーお よ び非

特異的産物の 生成 が な い こ と，（3）LightGyclerに よ り増

幅 した PCR 産物 の ア ガ ロ ース ゲ ル 電気泳動 に よ る分画

を行 い ，目的 とした サ イ ズ と等 し い バ ン ドの み が 観察 さ

れた こ と，お よび （4）LightCycler に よ り増幅した PGR

産物 を鋳型 として EUB341fGC とUNI518r に よ り得 られ

た PCR 産物 を用 い て （nested 　PCR 法），　 DGGE 法 を行 い

得 られ た す べ て の バ ン ドの 塩基配列 を解読 した結果，解

読で きたす べ て の 塩基 配列 と最 も近縁 で あ っ た の が，

TheTvnoanaerobacte”1？tm 属細菌 で あ っ た こ と，で あ る．設

計 したプ ラ イマ ーに GG −clamp を付加 して DGGE を行わ

ず に nestcd 　PGR 法 を用 い た の は，前者 で は バ ン ドが よ

く分離せ ず に 切 り 出 しが で き な か っ た た め で あ る
14）．

　 リア ル タイ ム PCR 法を用 い た 16S 　rDNA の 定量

リア ル タイ ム PCR 法 に は，　 LightC ＞
・clcr　DNA 　Master

SYBR 　Grecn 　1 （Rochc ）お よ び LightCycler （Roche ）を

用 い た．真 正 細菌 の 定量 に は，ELTB341f お よび UNI518r
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を 用 い た．リア ル タ イ ム PCR 法の 反応溶液 20μ1中の組

成 は，次 の よ う に 決定 した ：Mg2 ＋

（実験 に よ り濃度 を 決

定 した ）；各プライ マ ー，10　pmol ；抽 出 した DNA 溶液

2 μ1；SYBR 　Grcen 　1，2μ1．リアル タ イ ム PGR 法 の PCR 条

件は．95 °C × 30 秒 ＋ （95 °C × 0 秒 ＋ ア ニ ーリン グ温度

［
°G］x1   秒 ＋ 72°G　x （PGR 産物 の サ イ ズ ［bp］〆25）秒）×

30サイクル とした．ThcrmoH2F と ThcrmoH2R お よび

EUB341f と UNI518r そ れ ぞ れ の プ ラ イ マ ーセ ッ トに 用

い た （ア ニ ーリン グ温度 Mg
’
2＋ 濃度）は，（6e°G，31nM ），

（55°C，4mM ） とした．

　真正細 菌 お よ び The” noanaerobacte ・iium 　E 細菌の 16S

rDNA 定量用の標準 DNA に は，　 Rl か ら採取した培養液

中の 16S　rDNA を そ れ ぞ れ に特異的なプ ラ イ マ ーで増幅

し，QIAquick　PcR 　Purification　Kit （QIAGEN ） に よ り

精製 した もの を使用 し た．こ の DNA 溶液を超純水 に よ り

段階希釈 し，検量線の 作製に使用 した ，

　ク ロ
ーニ ン グ法　　ク ロ ーニ ン グ法は TA 　CIoning 　kit

（invitrogen） を使用 した，まず，核酸 を PCR −DGGE 法

の 時 と 同様 に し て 抽出 して ，真正 細菌 の 16S　rRNA 遺伝

子を標的 とす る 27fと 1492r プライ マ ー
セ ッ トで PCR を

行 っ た，添付 の 説明書 の 手順 に 従 っ てク ロ
ー

ン を作製 し，

塩基配列 を解読す る た め M13F と Ml3R の プ ラ イ マ ー

セ ッ トを用 い て PCR （94°G ：IO分 ＋ ｛94°C ：1分 ＋ 50°C ：

1分 ＋ 72℃ ：2分｝x30 サ イクル ＋ 72°C ： 10分）を行 っ

た．こ の PGR 産物 に 対 し て Mspl を用 い た RFI．P

（restriction 　fragmcnt 　lcngth　polymorphism）反 応 を

行 っ た．電気泳動 は 3％ アガ ロ
ー

ス ゲ ル で 50 　V ，40 分間

行 っ た．バ ン ドプ ロ フ ァ イル か ら ク ロ
ー

ン を各 OTU

（opcrational 　taxonomic 　unit ） に 分類 し，それ ぞれ の

OTU に つ い て EUB341f お よび UNI518r に より350 〜

900bp の 塩基配列 を解読 した ．さ ら に 解読 した塩基 を

RDP （h〔tp ：〃rdp8 ．cme ．msu ．edu ）が提供す る GHIMERA

CHECK に よ りキメ ラ で ない こ と を確認 し ls〕，　greengenes
（http：！fgreengenes．lbl．gov）が 提供 す る 検索 プ ロ グ ラ ム

を用 い て 近縁種 を調 べ te　1「・）．本研究 に よ り得 られた ク

ロ
ー

ン の 塩基配列は DDBI （http：〃www ．ddbj，nig ，ac ：ip）
に 登録 済 み で あ る （ア ク セ ッ シ ョ ン 番号 ：AB355968 −

AB355979 ）．

　塩基配列 の 解読および系統樹の 作製　　塩基配列 の 解

読 に はCEQ 　8000 （Beckman 　Goulel・）を用 い た．系統樹

作成 ソ フ トは MEGA 　3，1 を使用 した
16〕．系統樹 の 描画 の

際 に 使用す る塩基置換推定法 に は，
“
p−distance

”
を使用

し，近隣結合法 を用 い て 系統樹を描画 した．bootstrap の

実行回数は 500回 とした．

2008年　第
．
4 弓

．

実験結果

　各実験系 の 水素発酵特性　　各実験系の定常状態に お

ける pH は水素発酵 に適切な範囲 で ある 5 前後に収束し

た．実験系間で 水素発酵特性が異な り，水素収率は 1．38〜

2．S2　mol 　H21nlul　glucoseで あ っ た．デン プ ン の 分解 で 主

に 生成 したの は酪酸 酢酸 お よび乳酸 で あ っ たが，それ

らの 分解生 成物の濃度に は実験系間 で 差異 が 見 られた 9）．

本研究 で は植種源 の 異な る 5 つ の 反応槽を同じ運転条件

（55°C，HRT 　24　h）で 並列 して 行 っ たの で，水素発酵特

性 の 違 い は使用 し た 植種源 の 影響 に よ る もの で ある と考

え られた．

　PCR ・DGGE 法に よ る高温水素発酵細菌群の構造解析

　解析に使用 したサ ンプル 　　Fig．1にRl に お ける DGGE

バ ン ドプ ロ フ ァ イ ル の経時変化 を 例示 した．連続実験 を

開始 して か ら最初 の 10 日 間 に細菌群の 構造が植種源か

ら大 きく変化 し，ガ ス 生成が概 ね 安定 した 34 日以降 に は

バ ン ドプ ロ フ ァ イル が安定 した．

　PCR ・DGGE 法 に よ り観察さ れ た近縁種　　培 養 開始

か ら44 冂 目の 各系 の 細菌群 の 構造 を PCR −DGGE 法 に よ

り解析 した．Fig．2 に 得 られた バ ン ドプ ロ フ ァ イル を，

Table　2 に バ ン ドの 塩基配列 の 解析結果 に 基 づ く同定結

果をそれぞれ 示 した．Fig．2 か ら明らかな ように，各実

験 系で バ ン ドプ ロ フ ァ イ ル が異な っ て い る．こ れは，各

系列 で 構築 さ れた細菌群 の 構造が異な る こ とを示 して い

る．Tablc　2 に 示 す よ うに PCR −DGGE 法 に よ り主 に 観察

された の は，FZ伽 肋 鰡 磁 齠 属細菌 （Rl 〜R4 ），Clostridium

属細菌 （R2）お よ び Th．ermo α naerobacterium 　fikWes（R1 〜

R5 ）に 近縁な細菌 で あ っ た．

　 リア ル タ イム PCR 法 を用 い た細菌群中の Thermoa −

naerebacterium 属細菌の 定量的検討　　PCR −DGGE 法 に

よ り，全実験系 に お い て，Tltermoanaerobacteitium属細菌

に 近縁 な菌が優 占的 に 存在 し て い た こ と が 確認 され た．

Fig，　L 　Tjnlc 　cQllrse 　Qf 　DGGE 　band　pro 丘ile重n 　reactor 　l．S，　seed
　　sludge ；numbers 　above 　the 　inlagc，　clapscd 　daアs．
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Fig．2．　DGGE 　band　profile　in　each 　reactor 　in　stable 　statc （on 　thc

　　44th　day），

そ こ で，各実験系 に お い て Thertnoanae7’ob α cteriztm 　Kr　v 細菌

を リア ル タ イ ム PGR 法 に よ り定量的 に 検討 した．　 Fig．3

に リ ア ル タ イ ム PGR 法 に よ り求 め た 真 正 細菌 の コ ピー

数 に 対 する Thermoan α erobacteri7n 属細菌 の コ ピー数 の 割

合を示 した．16S　rRNA 遺伝 子 は，細 菌に よ り保有 し て

い る 量が異な る た め に，16S　rDNA の コ ピー数の 割合 は

実際の 細菌数 の割合 と等 しい わ けで は ない が 17〕，本研究

で は Thermoaveaerobacterim属細菌 の 全細菌 に 占め る 割合

を 16S　rDNA の コ ピー
数 を基 準で 見 る と．40 〜95％ で あ

り，Thermoana・erobactenlm 属糸田菌が優 占して い た こ とが明

らか で あ る．
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Fig・3・Quantiし乱 tive　anaEysis 　of 　the 　ratio 　of
”
1’he’wnoa ・

na・erobacte・ri−

　　um 　t．o　bacteria　bascd　on 　copy 　numbers 　of 　16S　rDNA ．　Results
　　 were 　the　averagc 　of　thrce　measurcmcnts ．　Scale　bars　repre −
　 　 sent 　standai

・d　deviations，

　ク ローニ ン グ法 に よ る細菌群の構造解析と系統解析

　細菌群 の 詳細な構造 を 比較す る こ と を 目的 と して，水

素生成 の差が 大 き か っ た Rl と R5 に お い て ク ロ ーニ ン グ

法に よ る解析を行い ，結果を Tablc　3 に 示 した．ク ロ
ー

ン

を 科 レ ベ ル で 分類す る と，RI で は Thermoanaerobacteria −

ccae 細菌 （79189），　Flavobacteriaceae糸田菌 （7！89），　Oxalo−

bacteraceae細菌 （B！89）で あ っ た （括弧 内 の 分数 は全

ク ロ ー
ン に 対す る割合）．一一

方 R5 で は Thermoanacro −

bacteriaceae細菌 （71／85），　 Clostridiaceae細菌 （14f85）

で あ っ た．Thermoanacrobacteriaceaeに属す る細菌が 両

方 の 系 列 に お い て 大 部分 を占め た が，両者 の 細菌群 の 構

造 は 明 らか に 異 な っ て い た．塩 基配 列 の 解読 の 結果

］rable　2．　Closest　relati、℃ s　determined　by　PCR −DGGE ．

ReactorBand 　n （♪・　　Fami 且ア Clo5ttit　relative A ｛xcession 　no ，　　　Lcngth （bp）　 Identit｝
’
〔％ ）

RR 1−lI
−2

Flav 〔，ba ⊂teriaceae 　　　　　　　　　 Flavσbacten
’
unz 　sp ．

Thermoallaerob韻 eria ⊂eae 　 The，：卿 観 卿 吻 o‘齶 ぞ槻 ‘彪醐 o∫α σ伽 功 齬‘utn

瑠319015AF24700S 160130 loeleu

22RR

22RR

2−12
−2＊

2−s2
−4

Flavobactcuaccac

TherrnDanaerobacteri 三竃ccaC

Clos亡ridia ⊂eae

Desulfbt〔〕macuhlm

Thermoanaerobac 匸eriaceae

ClOStri（haceae

F伽 伽 cterlum 　sp 、
7
’
he” noatm ．eダobacteri   盟 therino “

’
acc’taroli

’
ticum

C〜σ5々3漉τθだ sp ．　C41−3
P 彦∫况の伽 〜卍αoぬ 配sp ．

丁庖8跚 o‘inaeroba ‘teriu・in　the・t’mesaf ；cfutt呶 tCltm

α α r‘鰄 襯 sP・C41−3

AJSI．9015M59119ABO59479

．4BO59478M59119ABO59474

16S134

ls4130

阿’

899

8999

33RR 1233 Flavobucteriaceae 　　　　　　　　　　Flavobacterium　sP・
Therln 【｝anacr ‘｝bactei・laceae　 The）wnoantterobactavium 　tJtermosaccha・rol）lticu ．m

AJSI9015AF247009

．

］Ciel30 6799

44RR 1244 FLavobaCteriaccac 　　　　　　　　　Flavobacteri  m 　sp ．
Thermoallueroba匸tcria匸eae 　 Thenneanaerebactertlum　therTn．osaccha 吻 ttCttm

AJS19015AV1247

（；03

王59L30 6999

55RR 5−15
−2

Thermoanaerobacte江iaceae　 T／Wiwnoa ・naerobacte ．・ril・u，m　thenraosacchai’
ol）
，t・icum

Thcrm 【）anaerDbacteriaceae 　 Thermort7〜aev厂卩bacte”lu．m 　thetinosacc’灘 o卿 ご襯

M59119

、
’159119

13093 5599

＊Thrce 　types 　ofbacterium 　were 　considercd 　as　candidates 　ofband 　2−2．
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Table 　3．　Clone 　library　of 　16S　rDNA 　obtained 　from　Rl 　and 　R5 ，

CIOIIc　　 Fami ］
ア

Cio ＄eSt 　relatLve Acccsslon 　no ・　　　 Length （bp）　　Idcnd しy （％ ）　 No ・ofcloncs

R1−1　 　 Thermo 三maerobactcriaceae

Rl−2　 　 Flavobacteria⊂eae

Rl ．3　　　　0xaLobac しcraccac

TJzemtoama．eroba ‘
・
衄ア躍 〃邑伽 r脚 saccha ・rolt，t・ic7t・m

i
’
tav伽 ‘terium　sp ．

1酬 勧 iobac 胤 um 　agaricida ・mnosum

M59119DQ778SlO

YO8845

8B9834S82
「
’

97

999 9
「
’

3

7

R5 −l　　　Therln 〔｝anaerobactcriaccac

R5−2　　 Thermoallaerobacしer 廴aceae

R5 −S　　 ThermoanaeIobacteriaceae

R5−4　　　 （】lo　9．　tridiaceae
R5 −5　　　 Clostridiaceae

R5−6　　　　Clostridiaceae

R5−7　　　 Clostridiaceae

R5 −8　　　 Clostridiaceae

R5・9　　　C］10Stridiacea巳

Th 跚 nea ・naeroba 儲 IUM 〃eorn〃 ω α6‘んα ” 解 ‘襯

τ鴕 厂7厂呂0侃 α 召アobacten
’
um 　thewnosa，coha ，mt 、ltinVtn ］．

η 醪 胴 oα ηα 脚 伽 億 馴 P硯 加   α、鯤 ん伽 蝉 側 現

α σ∫齬漉   視 diolis

Clo．ytridium 　cellulosi

α σ5翻 認加 nsp 、

α σ∫〃酒 泓糀sp ．

α o瀚 勲 翩 sp．

オ  齠 励 actm1P 殉 餌 黼 力o湘

M59119M59119M59119

珂 458417LOgl77

己櫨厂188846AYI88848AY949S59Yl8189

74S854S507127827

！267s67978J

「

503427525999999999 2635421116

Thermoanaerobacteriaceaeお よび Glostridiaceaeに 分類

さ れ た ク ロ ーン お よ び そ れ に 近縁 な 細 菌の 塩基配列 を用

い て 系統解析を行っ た結果を Fig．4 に 示 した．本研究の

系統解析の 結果得られ た系統樹をもとに，Gollinsら Is｝の

方法 に従い ，各DNA ク ラ ス ターを 分類 した，　 Rl お よ び

R5 で 得 られ た ク ロ ー
ン の 大部分 は，　Thermoa・naerobacterium

属細菌の属す る Clustcr　VII で得られ た が，　 R5 か ら得ら

れた ク ロ ー
ン R5 −2お よ び R5 −3は 既 存 の Cluster　VII に 属

す る菌 とは異な る系統 の 菌 で あ っ た．R5 で 観察 さ れた

Ctostridiu，n，属 に近縁な ク ロ ー
ン は Cluster　Iお よび Gluster

IV に 属 して い た、

考 察

　優占菌T．　thermos α ccharolPtticum の特徴　　本 研 究 で

は 各実験系に お い て T　thermosaccharolyticumに近縁 な 細

菌が優占し て い た こ と が PGR −DGGE 法 　リア ル タ イ ム

PCR 法 お よ び ク ロ ーニ ン グ法 に よ り示 さ れ た．この よ う

に，い ずれ の実験系に お い て も τ 惚   o∫α碗 αγo頒 侃 7η に

近縁な細菌が優占する細菌群構造 とな っ た理 由として，

定着で き る 細 菌 が，デ ン プ ン 資化性 ，好 熱性，酸 性 条件

（pH 　5前後），最小世代時間が 24 時間 以 下，な ど の条件

に 限定さ れ た こ とが 大 き な理 由で あ る と考え られ る，た

だ し，中温 水 素発酵条件 と 高温水 素発酵条件 に よ る 細菌

群の ス ク リーニ ン グ効果を 比較す る と，中温水素発酵の

場合 に は 報告 され て い る細菌は種レ ベ ル で は多く存在

す る の に対 して 19・20〕，高温 水 素発酵 で は 種 レ ベ ル に お い

て も限定 さ れ て い る 点 で 異 な る こ と が 示唆さ れ た、

　The7vn，oanaerebacterium 属細菌は，グラ ム 陽性，好熱性

嫌気 性細菌 で あ る ？1・22）．v：thermosaccharol），ticumに近縁な

細菌 は，グル コ ース ，じ ゃ が い も，生 ごみ，セ ル ロ ース

な ど さ まざまな基質を利用 した高温水素発酵槽 に お い て

観察されて い る 23一黝 ．デ ン プ ン の 高温水素発酵槽 にお い て

T．
’
　thermosaccharol），ticumに 近縁な細菌が存在 し た こ と を報

告す る の は 本研究が 初 め て で あ る．T 　theiwno∫accharoZytic7tm

は典型 的な好熱 性水 素生成細菌 として 知 られ て い る．

Ueno ら は，分離 した 11伽 7フ仞 αηα605α‘罐 αro‘頭侶 跚 は 2．Sg

mol 　H2〆mol 　glucosc の 水素を 生産す る こ とを報告 して い

る 25｝．本研究で得られ た最大水素収率は これ に 匹 敵す る値

で あ る．Thermoan α erobacterium 　k細菌 に近縁 な 細菌が 本

研究 の 水素生成 に 重要な働き を し て い た と考え られ る．

　植種源の細菌群構造に 及ぼす影響　　 Thermoanaero−

ba・cteriu ・m 属細菌 が 主 要 な 菌 で あ る こ とは．　 R1 〜R5 に 共

通 し て い た が ，実験系問 で細菌群構造 に は 明 らか に 差異

が あ る こ とが 観察さ れ た．Rl とR5 を対象 としたク ロ
ー

ニ ン グ法 で は，Ctostridium属細菌に 近縁な細菌は R5 に お

い て の み観察さ れ，全 ク ロ ー
ン 中で約 16％ を 占め た．高

温水素発酵 の 既往研究で は，Clostridi・zt．m 属細菌 の 観察 は

報告 に よ り異な る 23・25・罰 ．Clostridium属細菌は 中温水素

発酵槽 に お け る 重要 な 水 索牛成 細薗 で あ る が，高温水素

発酵に お け る役割 は 明 らか で は ない ．また，Flavobacterinm

属細菌に近縁な細菌は，ク ロ ーニ ン グ法で は Rl の み に

お い て，DGGE 法で は Rl 〜 R4 に お い て 観察された．

Flα vobacte アi．um 属細菌は、ペ プ bン 濃度が低い 時に は，炭水

化物か らの ガス を生成 しな い と報告され て い る ？7）．また，

Flavobacterium　esは，　Th・ermOa ・naerobacerium 属や Ctostr・idiu7n，

属な ど とは 異な り，通性嫌気性の 細菌 で あ る．Yokoi ら28｝

は，絶対嫌気性細菌Clostridium　but）’ric’ttm単独 の 実験系 と

c．but），mlcum お よ び通性嫌気性細 ca　Enterobacter　aerogenes

の 混 合系とで 水素収率 を比較 した とこ ろ，混合系 に よ る

水素収率の方が高か っ た と報告 して い る ，その 理由 と し

て E．a，erogenes が反応槽 内の 酸素 を消費 したためだ と考察

した，Hung ら
’
29）もグル コ

ー
ス の 中温水素発酵 に お い て
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Fig．4，　Phylogcllic　tree 【）f　OTUs 　and 　thcir　close 　relatives 　in
　　Cto．〜tridin，．　Clusしcrs 　I，　III，1、1　 and 　VIl　 are 　DNA 　clusters 　of

　　Ciostrid・iuηm （Collins　et 祕・，1994 ）・Flavobacter・ium　sp．　YOI5was
　　se ［ected 　 as 　an 　ouLgroup 　species ，　The 　scalc　bar　represents
　 　O．05substitutions　pcr　nucleot 畫de　p ‘，sition．　Numbers　at　tlle

　　nodcs 　arc 　bo 【）tstrap 　vallles （％）．

通性嫌気性細菌 の Klebsieltα 属細菌は，発酵槽内で酸素を

消費 し水素発酵 に 寄与 して い る と述 べ て い る．本研究で

も Rl 〜R4 に お い て 観察 された通性嫌気性細菌 Flavo一

わα磁 γ如 π 属細菌は，嫌気性水素生成細菌 の 水素生成 に寄

与 し て い た 可能性があ る．R5 に お い て は，　Flα vobacterium

属細繭の 存在は定か で はない が，ク ロ ーニ ン グ法 に お い

て 近縁 な ク ロ
ー

ン が観察されなか っ た こ とか ら この 種 の

細菌 に よ る寄与 は 小 さ か っ た と考えられ る．他 に，R5 の

水素生成能 が 低下 した 原因 として
’1／t・ermoan α

・erobacterium

属 と 共存 し て い た Ctostridium　Fi細菌 の 水素収率が小さ

く，これ ら の 細菌 との 問 に 基質 の競合が 生 じ た こ と も考

え られ る．

　本研究 か ら，植種源が異な る こ とに よ り同 じ水素発酵
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条件 で あ っ て も構築 され る 細菌群 の 構造が異な る こ とが

示 さ れ た．水素発酵特性は細菌群 の 構造 と密接な関係が

あ る．効率的な水素発酵を実現す る た め に植種源 と収斂

す る 細菌群 の 構造 との 関係 を明らかにす る こ とが，今後

の 研究課題で あ る．

要 約

　高温水素発酵細菌群の構造を PCR −DGGE 法，リア ル タ

イ ム PGR 法お よび ク ロ ー
ニ ン グ法 を 用 い て 解析 した．解

析 に 使用 したサ ン プル は，5 つ の 異な る植種源 を デ ン プ

ン を基質と し て完全 混合型高温水素発酵槽 〔55ec ，　HRT

24　h）に よ り馴養し た もの で あ る，実験 の 結果 す べ て

の反応槽 に お い て 典型的な 水素生成細菌と し て 知られ て

い る 7
”
hennoan α erobacterium 属細菌 に 近縁な細菌が優 占 し

て い る こ とが 分 か っ た．ま た，水素発酵 の 特性が異な っ

て い た それ ぞれ の 反応槽の 細菌群構造 に は差異が見 られ

た、本研究から植種源は高温水素発酵特性 を決定す る パ

ラ メ ータ の 1つ で あ る こ とが明らか に な っ た．
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