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16S　rRNA ア プ ロ ー チ とSIP 法を用い た嫌気性消化汚泥 内にお ける

　　　 酸生成お よび酸分解に関与す る微生物群の 構造解析
　 　 　 　 よしぐち かずみ　　い とう つ か さ　 ヘ ル ト　 ドウィ ア リエ ス ヤデ ィ　 お かべ さと し

　　　　
○
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、 岡部　聡

北海道大学大学院工 学研究科

［目的］ 都市下水汚泥 の 嫌気性処理 は 、
エ ネル ギー とな るメ タン の 回収を見込め る点など、

有効な処理 法で ある こ とか ら近年再び注 目され てい る 。 嫌気性処理 は複数の 微生物群の 共

生 関係か ら成 り 、 複雑な分解経路を有する 。 その た め 、 メ タン の 効率的回収 ・安定化 を図

るには 、 実際の 環境にお い て有機物分解過 程に関与 する微生 物群集 を特定 し、微生物間の

相互作用 に つ い て知 る必 要が あ る 。 本研究では 、 嫌気性消化プ ロ セ ス におい て律速段階 と

考えられ て い るプ ロ ピオ ン 酸分解経路に着目し、 安定同位体元 素 （13C）で標識 され たプ

ロ ピオ ン 酸を用い た SIP法と 16S　rRNA アブ n ・・一チ を組み合わせ 、複合微生物系内におけ

るプ ロ ピオン 酸分解に関与する微生物の 特定を試みた 。

［方法］ 安定同位体を用い た培養は 、 基質として Sodium　Propiomate（
13C3

，
99％）：2．5　mM ／day

（汚泥負荷 ：O．024　mgimg −MLSS ！day）を用 い
、 小 型バ イアル 瓶で 37℃ で 回分振 と う培養 に

よ り行 っ た 。 種汚泥 には複合基質 として育児用 ミル クを供給 して培養 した嫌気性消化汚泥

を用い た 。 培養開始 15 日目の 汚泥 か らDNA を抽出 した後 、 塩化セ シ ウム密度勾配遠心法

に よ り 、 ［
12C

］−DNA お よび［
13C

】−DNA に相当する DNA バ ン ド（以降［
12C

］−DNA 、［
13C

］−DNA ）

をそれぞれ回収 し、 Bacteriaを対象 としたプライマ
ーセ ッ トによ り PCR を行い 、16S　rRNA

geneに基づ く系統解析を行 っ た。

［結果と考察］【
i3C

］−DNA と［
12C

］−DNA の 解析結果か ら、 属 レ ベ ル でそれ ぞれ 90TU 、160TU

に分類する こ とがで きた 。 ［
13C

］
・1〕NA の 系統解析の 結果 、 分類した 90TU の うち最も検出

頻度が高か っ た 10TU はプロ ピオ ン 酸分解菌 として知 られ る SjvatrOphobacter　wolinii に 95
〜 97％の 相同性 を持 つ ク ロ ー ン によ り構成 された （全 44 ク ロ ー ン解析中の 20 ク ロ ー ン 検

出）。
一

方、それ以外 の 80TU か らは既知の プ ロ ピオ ン酸分解菌 に近縁なク ロ ーン は得 ら

れ なか っ た 。 またこれ らの 80TU は［
12C

］−DNA の 解析か らも同様 に検出され た 。 これ は［
13C

］

プ ロ ピオ ン酸を用い た 15 日間の培養 の結果、プ ロ ピオ ン酸の
13C

が プ ロ ピオ ン酸分解 に関

与する微生物の み ならず 、下流の 分解 に関与する微生物 （酢酸分解菌など）の DNA にま

で 同化 された た めで あると考え られる。ま た、Bacteroidetes、　Nitrospira、　Planctomycetes、

Spirochaetalesに属する 60TU は 、 ［
12q −DNA の 系統解析で のみ得 られ 、 培養 に用い た種汚

泥に由来す る微生物であ る と考え られ た 。

　本研究で は、嫌気性消化プ ロ セ ス に SIP 法を適用 し、プ ロ ピオ ン酸分解に関与す る微生

物群を特異的に検出 ・ 同定するこ とがで きた 。 本系内にお けるプ ロ ピオ ン 酸分解は 主に

Syntrophobacter　wolinii に近縁な微生物 に よ り進行 してい た と推定され るが 、 他の 微生物の

プ ロ ピオ ン酸分解へ の 関与お よび培養方法などさらに検討が必要である 。
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