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メタン発酵処理系内における古細菌の 多様性および定量的評価
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【目的1 嫌気性微生物を利用 して バ イ オ マ ス か らエ ネル ギー
として メ タ ン を回収す るメタ ン 発 酵プ

ロ セ ス は広 く世 の 中に浸透 しつ つ あ り、さらな る高効率化に向けた研究開発が活発に行われて い る。

バ イオ マ ス か らの メタ ン生成効率にはそ の 内部 の 微生物叢が密接に関わ っ てお り、特 にメタ ン 生成

を担 うメタ ン 生成古細菌はその指標 となる重要な微生物で ある。その メ タン 生 成古細 菌の 評価方法

に は培養法に依存した メタ ン 生成活性 試験や、16S　rDNAIRNA を分子 マ
ー

カ
ー

と した分子 生物学

的手法 を用 い る の が
一

般的で ある 。 しか しなが らそれ ぞれ の 評価方法 が 異なるた め 、
こ れ ら の 結果

を総合的に評価 し た知見はない 。そこ で本研 究では い くつ か の嫌気性汚泥を対象 として 、メ タン 生

成古細菌の 定量 、 多様性 解析お よび汚泥 の メタ ン 生成活性 の 測定 を行 うこ とに よ り、 各評価方法 の

相関関係 を調査 し た。

【実験方法】中温 ・高温 性嫌気消化汚泥 を各 2 種類、嫌気性 グラ ニ ュ
ー一

ル 汚泥 2 種類お よび家畜糞

尿を処理 して い るラ グーン汚泥の 計 7 種類をサン プル と し て使用 した。環境サ ン プル の 古細菌の 定

量は、16S　rRNA に基づ い た メ ン ブ レ ン ハ イ ブ リダイゼ ー
シ ョ ン 法 に よ り行 っ た。ク ロ

ー
ン 解析に

は古細菌 の 16S　rRNA 遺伝子 に特異的なプ ライ マ
ーセ ッ トを用 い た。メタ ン 生成活性は、バ イ ア ル

瓶に所定濃度の 各汚泥を嫌気的に密封 し、酢酸 また は 水素を基質 と し て 添加 し培養 した際の メ タ ン

生成速度か ら算定 し た。

【結果お よび 考察】環境サ ン プ ル 内 の 古細 菌由来の 16S 　rRNA の 定量 を行 っ た結果、全 SSU ・
rRNA

中およそ 10〜40％程度が メ タ ン生成古細菌で 占め られ て い る と推定され た。また各種の メタ ン 生成

古細菌群を検出するプ ロ
ーブで さらに詳細な 定量 を行 っ た結果、消化汚泥お よび ラ グーン 汚泥で は

水素資化性 、グラ ニ ュ
ール 汚泥で は酢酸資化 性の メタ ン 生成古細菌由来 と推定 され る 16S　rRNA が

優 占的 に存在 して い る こ とが確認 され た。こ れ は 占細 菌の 16S　rDNA の ク ロ ーン ライブ ラ リを作成

した結果 ともほ ぼ
一

致 し てお り、消化汚泥お よび ラグー
ン 汚泥 か らは Methanobaeterialesに属 す

る 水 素 資化 性 メ タ ン 生 成 古細 菌 由 来 と思 わ れ る ク ロ
ー

ン 、 グ ラ ニ ュ
ール 汚 泥 か らは

Methanosareinales に属する酢酸資化性 メ タ ン 生成古細菌由来 と推定 され る ク ロ
ー

ン 配列 が高頻度

で 検出され た 。 また各サ ン プ ル の メ タ ン 生成潜 性試験に お い て も定量および 多様性解析の 結果 と岡

様な傾向が得 られ た。以 上、メタ ン 生成古細菌 の 評価には 、 どの 従来 法 を用 い た場合に も同様な結

果 を得 られ る こ とが確認 され た ． しか し こ れ らの 手法は どれ も手順が非常に煩雑で か つ 汎用性に 乏

しい ため、今後は より簡便で汎用性に優れた 手法の 開発 が望まれ る 。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 E −mail ：maki ＠stn ．nagaokaut ．ac ．jp（牧 敬 子）

一96 一

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


