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3Fll−2 　光照 射 に よ る メ タ ン 生 成菌 Methy1 ・coenzyme 　M

　reductase 遺伝子転写量 へ の 影響
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3F11−3 　ポ リウ レ タ ン を担 体材料 と した 円 盤 回 転担 体 リァ

　クタの 嫌気性消化特性
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【目的】我 々 は、メ タ ン醗酵槽へ光 を照肘する こ とで メタ ン ガ ス の 発生 が促

進 され るこ と を報告 して い る．本研究では、その 促進 メカニズ ム を検 討す

る た め に、メタ ン 醗 酵 の 最 終段 階 で メタ ン 生成 に不 可 欠 な Methyl −
⊂oenzyme 　M 　reductase 遺伝 子 （mcr ）に着 目し、その 転写量を リアル タイ

ム PGR 法で解 析 した．【方法
・
結果 】高温メタ ン 醗酵槽由来の 醗 酵液 を炭

酸水 素ナ トリウム と ともにガ ラス ボ トル に加 えた後 アル ミホ イル で遮 光

し、19日間置い て ガ ス 発生 をほ ぼ停止 させ た．その
一

部を種汚泥 として炭

酸水 素ナ トリウム と H2 ガ ス を加 えて青色発光 ダイオ
ー

ド （LED ）光源下

に置 き、定期的 に醗酵液 をサン プ リン グした。また、同条件で遮 光 した も

の をコン トロ ール とした．新 た に設計 したMethanothermobacterra の mcr

遺伝子 配列 に特異的 なプ ライマ
ー

とプ n 一ブ を用い 、定量的 リアル タイム

RT −PCR 法に よるmcr 遺伝子転写量の 測定 を行 っ た。分析の 結果、青色LED
に照射 して か ら 5 時間後の 転写量は照射直前 よ りも多 く、暗条件コン ト

ロ
ー

ル におい て は少 ない とい う結果 が得 られた．さらに 、S 時間後の それ

ぞれ の 醗酵液 か らDNA を抽出 して リア ル タイム PCR を行 っ た ところ 、　 mcr

遺伝 子量に差は見 られ なかった．遺伝子量は 個 々 の 菌に
一

定量含まれて い

る こ とか ら、菌数 に 差は無 か っ たと考 え られ る．これ らの 結果か ら、青色

LED 光照射 に よっ て mcr 遺伝子 の 転写が促進 され る こ とが分か っ た。
なお ．本研 究は新 エ ネル ギ

ー・産業技術総合開発 機構 （NEDO ） に お け る

委託 業務 「バ イ オマ ス エ ネ ル ギ
ー
高効率転換技術開発」 の

一
環 と して 報告

する。

【目的 】本研 究で は、ポ リウ レタ ン 囘転 円盤 リア クタ に酢酸を 供給 し、回転

数 の 変化 による リア クタの メタン 発酵特性への 影響 を検討 したc 【方法 及び

結果 】有機 物負荷 （OLR ） 2．69　g／1−reactot ゾd 、HR
’
1
．
2 日、圓転数 5，0，30

と60rpm の 条件 にお い て、メタン ガ ス 濃度、　 DOC 除去率、メタン 生 成速

度を測 定 した。さらに、円盤上 の メタン 生成菌叢を解析 した 。
ポ リウ レ タン 回転 円盤 リア クタは、ス タ

ー
トア ッ プ 後比 較的短時間で メ タ

ン 生成 が 安定 した。各回転数 を検討 した結果、回転数  ，5と60rpm の 条件

に比 べ 、回転数30rpm の 場合 に最 も優れた ガ ス 化特性 を示 した 。この こ と

か ら、回転円盤 リア クタの 回転速度 は、メタ ン 生成速度 に関係 して い ると

考え られ る。回転数30rpmにおい て、回転円盤 の 外側、内側及び発酵液中

の 菌叢解 析を行 っ た。16S　rRNA 遺伝子 ク m 一ン 解析に よると、優占 した

メ タ ン 生 成 菌 は、Mcthanosarcina　 　 属 で あ っ た。円 盤 外 側 で は

Methanoba ⊂terium 属 も見 られたe リアル タイム PCR に よるメタ ン 生成菌

の 定量解 析の 結 果、円盤 の外側、内側、発酵液の 順 に減少 して い くこ とが

示唆 された。嫌気性消化 リア ク タ内部に回転 円盤 担体を取付 るこ とによ り、
増殖 の 遅い メ タン 生成菌 が固定化され、さらに、円盤 を適切な回転速度 に

よ り回 転させ て 、発 酵液 との接触効率を上げ、発 酵効率 を向上 させ る 可 能

性が示 唆 され た。
　なお 、本研究は新 エ ネル ギー・産業技術総合開発機 構 （NEDO ）に お け

る委託 業務 「バ イ オ マ ス エ ネル ギー高効率転換技術 開発」 の
．
環 として 報

告する e
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【目的 】脱 水 余剰汚泥の 乾式 メ タ ン発 酵で は 生成 され る ア ン モ ニ ア が メ タ ン

発酵の 阻害要因 とな る。前回の 報告 D で 、脱水汚 泥を ア ン モ ニ ア発酵後

に 脱ア ン モ ニ ア 処 理 を 行 っ た 汚泥単体で の 乾式 メ タ ン 発酵 が 可能 と判 明 し

た た め 、今回 は安定的な長期処 理 を目指 して 実験を行 っ た ．【実験方 法及 び

結果】広 島県内 の 排水処 理 場か ら供試 された 消化脱 水汚 泥 （種汚泥）及 び

余剰脱水混合汚泥 （処 理汚泥）を使 用 し、種 汚泥 ； 処理 汚泥 の 混合 比率を

1 ；4、初発pH7 以 上 に調整 し 、55℃ で 嫌気培養 しア ン モ ＝ア 生 成を行 っ た 。
ア ン モ ニア を高温、ア ル カ リの 条件下で ガ ス と して 放散 ・除去 し 、脱 ア ン

モ ニア 汚泥 を調整 した 。ラ ボ リア ク タ ー
を使用 し、55 ℃ ．嫌 気条件 下で 種

汚泥 5kg に対 して 脱ア ン モ ニ ア 汚泥を投入 し、）IEta　Solid　Retention 　Timc

（SRT ） を上 昇 させ て 連続的 な メ タ ン 発酵 を行 っ た 。今回 の 実験に お い て 、
バ イ オ ガス に よ る全 有機炭素除去 率は SRT40 日 で 58 ％、　 SRT20 　H で 52 ％、
SRT17 日で は 47 ％で あ っ た 。また 、ア ン モ ニ ア濃度 は2000mg −N 〜kg−ww 付

近 で 推移 し、負荷 を変化 させ た 直後に は プ ロ ピオ ン 酸が 蓄積 した が 、それ

以外有機酸 は不 検 出で あ っ た 。さ らに SRT20 日で 80 日 間以上 に わ た り安定

的 な処 理 が 可能で あ っ た 。木研究は 広 島県産学官共 同研究プ ロ ジ ェ ク トに

よ る成果で あ る。
1）藪 ら．日本生 物工 学会講演要 旨集、p．20S〔2004）

3Fl1−5 　乾式 メ タ ン 発 酵系の 菌叢解析
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【目的】現在排水処 理 は 活性 汚泥法を 用 い て 処理 され て い る が、そ の際 に年

間 200 万 トン （乾物基 準） もの 余剰汚泥が発 生 して 問題 に な っ て い る こ と

か ら．我 々 は乾式 メ タ ン 発酵技術に よる 余剰 汚泥 の 処理 方法を検討 して い

る．本研究 で は乾式 メ タ ン 発酵の 効率化を 目指 し、分子生物 学的手法 を 用

い た乾式 メ タ ン 発酵 に 関与す る微生 物群の 菌叢解 析を行 っ た。【方 法 】乾式

メ タン 発酵 リア ク ターを用 い て メタ ン 発酵 を行 っ た サ ン プル か ら DNA を

抽 出し ．Bacteria 及び Archaea 汎用 プ ライマ
ーを 使用 し PCR 増幅 し、　 DGGE

解析、ク ロ
ー

ン 解析及び リ アル タイ ム PCR を行 っ た 。
【結果】BaCteria に お け る菌叢解析の 結果、汚泥滞留時間 （SRT ）201・1で メ

タ ン 発 酵が順調 に進 ん で い る時期は 共 生 プ ロ ピオ ン 酸資化性 菌が 検出 され

た が 、SRT を 14 日 と し、プ ロ ピ オ ン 酸が 蓄積 した 時 期で は そ れ らの 菌 が 検

出 され な か っ た 。ま た Archaea にお け る菌叢解析の 結果か ら、プ ロ ピオ ン

酸 蓄積 後、酢酸資化性 メ タ ン 生 成菌の 割 合が 低下 し、水 素 資 化性 メ タ ン 生

成 菌の 割合 が増加 した。以 ．ヒの 結果 よ りSRI1 を 短 くす る と、共 生 細菌 に よ

る 有機 酸の 分解 が律速 に な り、徐 々 に有機酸 が 蓄積す る と と もに 、酢 酸 資

化性 メ タ ン 生成 菌が減少 し て 、メ タ ン 生 成速 度 が低下す る こ とが 示 唆 され

た 。本 研究は広 島県産 学官 共 同プ ロ ジ ーT ク トの
一

環 と して 実 施 した。

Long −term 　dry　methane 　fermentation　of 　ammonia ・stripPed 　sludges

　OYu 【aka 　NAKASHIMADAI ’2，　Hironori 　Y 岨 U2，　Koui 〔hirou 　SENBAI ，
　Yasutaka　OHSHIMAI ，YUuz 訌burou　NANBA2 ，　Naomichi　NISHIOi ・2
　（

IDept ，　 MGI ，　 Biotech ，，　 Grad ．　 Scb，　 Adv ，　Sci，　 Ma し．，　Hiroshima 　Uniy ．，
　2Hiroshima 　Pret／ Ins．　Ind ．　Sci．　Tech ．）

Key 　words 　dry　methanc 　fermentation，　ammonia ，　sludge

Microbial　community 　analysis 　of 　methane 　fermentation
　OKouidhirou　SENBAI ，2，　Hironori 　YABU2 ，Yasutaka 　OHSHIMA

【，2，
Y ・ u ・ab … u　NAIS

’
BA2 ，　K ・t・uji 　MURAKA ／MI

’3，
　踟 taka 　NAKASHIMADA1 ，2，　Naomichi 　NiSHIOI ’2
　〔

工Dep し，　 Mol ，　 Biotech．，　 Grad ．　 S〔h．　Adv ．　 Sci．　Mat 、，　Hiroshima 　Univ、，
　

2Hiroshima
　Pref．　Ins．　Ind ．　Sci．rIヒd1．，a’　NS

’
r）

Key 　words 　dry　methane 　fermentation，　PGR −DGGE ，　syntrophic 　bactcria

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


