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研究成果の概要（和文）：作物残渣や古紙を牛の第一胃内容液で処理すること（ルーメン処理）によって、その
後のメタン発酵が促進されることを明確にした。ルーメン処理およびその後のメタン発酵過程における酵素およ
び微生物群集を観察した。繊維分解酵素であるセルラーゼは処理過程において多様であったが、キシラナーゼは
特定の種類の酵素が高い活性を維持し続けた。ルーメン処理槽においてルーメン由来のセルラーゼは、その活性
を1か月以上も維持した。ルーメン処理過程において、分子量が異なるセルラーゼが少なくとも5種類の存在し、
それらを産生または産生に関与する微生物は未同定の種であり、ルーメン微生物群集において優占種ではなかっ
た。

研究成果の概要（英文）：After the treatment of crop residues or waste paper by cattle rumen fluid, 
methane fermentation of these materials was accelerated.  Enzymes and microbial communities in the 
process was investigated.  Fiber‐degrading cellulase was diverse in the process; however, specific 
enzymes of xylanase showed high enzymatic activity continuously. Cellulase activity in the rumen 
treatment tank was continued for more than one month.  At least five types of cellulases having 
different molecular sizes were existed. Microbes producing or involving these cellulases were 
unclassified species and not dominant in the microbial community.

研究分野：環境農学（含ランドスケープ科学）

キーワード： メタン　ルーメン微生物　バイオマス　メタゲノム　セルラーゼ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
申請者らは牛のルーメン（第一胃）液を活用したルーメン・ハイブリッド型メタン発酵システムを開発し、草本
のリグノセルロース分解効率を高め、高効率なバイオガス化を実現してきた。さらに本研究により、ルーメン微
生物の植物繊維分解の活性を長期間維持できること、さらにこれらに関わる酵素の種類、構造などをあきらかに
した。以上より、本研究は非食用バイオマスのエネルギー化システム開発に必要な重要な情報を提供した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

穀物残渣は、世界では 517 百万トン、日本でも 1.4 百万トンにのぼり、有効利用が求められ

ている。申請者らは、これまで、古紙や穀物残渣のナタネ茎葉のバイオガス化の前処理として牛

の第一胃（ルーメン）内容液を利用する方法を開発した。ルーメンを使用した前処理を行うこと

（以下、ルーメン処理）によって、古紙では 2.7 倍のメタン生成を得、ルーメン処理により、セ

ルロース、ヘミセルロース、リグノセルロースの分解が促進することを示した(Baba, Tada, 

Fukuda,Nakai, Bioresource Technology, 2013,94-99) 。また、酵素活性測定により、ルーメン処理し

た液をメタン発酵に投入した場合、このことにより、メタン発酵槽に少ない酵素が補われること、

ヘミセルロース分解のキシラナーゼがプラスされる補填効果が見られ、メタン発酵槽における

セルロースやキシロース分解がさらに促進されることが示唆された。同様に、製紙工場残渣であ

るペーパースラッジをルーメン処理した後にメタン発酵を行った実験において、ルーメン液の

原生動物（原虫）数を変化させてルーメン処理を行った場合、ルーメン液中の原虫総数とメタン

ガス生成に正の関係の傾向を観察した。ルーメン原虫の中で Polyplastronmultivesiculatum などは

キシラナーゼを保有し、グラム陽性細菌の持つ酵素と近いことが報告されている(FEMS 

Microbiol Lett.,1999,181,145-52)。また、セルラーゼ、ヘミセルラーゼの関連遺伝子 GHs(glycoside 

hydrolases)の網羅的解析結果では(Dai, et al.,AEM.2015, 1375-1386)、原虫由来ヘミセルラーゼが全

体の 6%を占めており、申請者らの原虫数とメタン収率の正の相関についても、原虫の持ち込み

量増加によって、キシラナーゼ供給量が増え、ペーパースラッジからのメタンガス発生量が高く

なっているとも考えられた。このことから、これらルーメン原虫は、リグノセルロースバイオマ

スのメタン生成を向上させる一つの指標になる可能性が考えられた。 

しかし、ルーメン処理後にメタン発酵を行うハイブリッド処理において、ルーメン微生物がメ

タン発酵槽内でも働き続けられるのか、両リアクターにおけるリグノセルロース分解に大きく

寄与する主要微生物は何なのか、微生物と酵素活性との関係性など多くの点が未解明である。 

 

 

２．研究の目的 

牛のルーメン微生物の分解活性については、古くから畜産分野で研究されてきたが、と畜後、

体外排出されたルーメン液中の微生物活性や群集構造の変化について着目した研究はない。と

畜場において、ルーメンは解体され、１頭あたり約 100L のルーメン液が排出される。通常は汚

水処理施設で処理されるが、これを回収して利用する場合、微生物が空気に暴露されることが問

題となる。そこで、申請者らは、嫌気性ルーメン微生物の活性が低下しないよう、還元剤システ

インを添加することで、微生物活性が維持できることを明らかにし、特許取得した(特許第

5920728 号)。しかし、大量のルーメン液を運搬する際には、コスト削減のため、微生物分解機

能を維持したまま減容化できることが望ましい。 

申請者らがメタゲノム解析を行った結果、ルーメン微生物の中で、セルロース分解に関わる細

菌はルーメン中で優占種である Ruminococcus albus とともに、その他の希少種も存在すること

を明らかにした(Baba et al. J Biosci Bioeng., 2017, 123, 489-496)。つまり、ルーメン液がセルロー

ス分解に優れる理由の一つに、従来、ほとんど注目されなかった希少種の存在が重要である可能

性が示唆された。以上をふまえ、優占種と希少種の双方が維持される減容化であることが望まし



い。そこで本研究では、これまでほとんどわかっていない機能性を有する希少種を特定するため

に、セルロース・ヘミセルロース・リグニン分解酵素の活性に着目し、メタゲノム解析による群

集構造解析結果と照らし合わせることで明らかにし、優占種および希少種、それぞれの特異的な

プローブを設計し、これらを指標生物として分解機能を評価しながら、高機能を保持しながら、

高密度にルーメン微生物を減容化する手法を確立する。 

 

 

３．研究の方法 

(1)ルーメン・メタン発酵ハイブリッド処理における顕微鏡および遺伝子網羅解析 

これまでも申請者らは、細菌の網羅解析を行い、既存データベースで解析した。しかし、真核

生物のルーメン原虫では、まだ一部の遺伝子情報があるのみで、様々な種の酵素遺伝子や分子生

物学的特徴は不明である。そこで本研究では次世代シーケンサーを用いて難培養のルーメン繊

毛虫が関わる繊維分解系の分子メカニズムを明らかにする。得られた知見から減容化がルーメ

ン繊毛虫へ及ぼす影響を評価し、細胞への負担が軽微な技術を開発する。まず顕微鏡下で 100 

細胞を単離し、全ゲノム増幅と次世代シーケンシングで得られた配列を核ドラフトゲノムとす

る。同時に RNA-seq によって得られる配列をクエリーとして核ドラフトゲノムに与え、ルーメ

ン繊毛虫の転写産物を得る。得られた網羅的配列を Blast 解析や KEGG へのマッピングで解析

し、ルーメン繊毛虫が持つ繊維分解酵素遺伝子や関連代謝系遺伝子を明らかにする。ルーメン処

理や減容化ではこれら遺伝子の動態をモニタリングし、それぞれの処理が及ぼす影響を評価す

る。 

(2) 高機能性を保持したルーメン液の高密度・減容化 

ポリ鉄を用いてルーメン液を減容化し、トマトの茎、デントコーン、コーヒー滓、籾殻などの

様々な非食用バイオマスに対する分解活性について、ルーメン処理とメタン発酵の両方の結果

から、明らかにする。また、それぞれのサンプルの DNA を抽出し、微生物群集構造解析に用い

る。 

(3)減容化ルーメン液を活用したルーメン・ハイブリッド型メタン発酵による非食用部のバイオ

ガス生産の最適化と評価 

 これまで明らかにしてきた最適な減容化条件を用いて、ルーメン液を減容化し、来年度の実証

プラントでの実施を目標に、非食用バイオマスのルーメンメタンハイブリッドシステムで、高効

率にバイオガス化を行う最適条件の検討を行う。 

 

４．研究成果 

(1) 高活性セルラーゼと発現する微生物種の同定 

カルボキシメチルセルロース（CMC）をモデルとしたルーメン処理を行い、分解速度がルーメ

ン処理 12 時間目から 24 時間目にかけて最大となり、それ以降は急激に低下することを明らか

にした。また SDS-PAGEおよびザイモグラム用よる解析では、分子量や CMC分解活性が異なる

複数の CMCaseが存在しており、前処理を通じて酵素ごとに異なる消長を示した。これらの結果

から、ルーメン処理過程においてセルロースを効率的に分解する CMCase の存在が明らかにな

った。 

繊維分解酵素として重要なキシラナーゼについてもセルラーゼと同様に進めた。興味深いこ

とに、ルーメン処理を通じて特定の限られたキシラナーゼが高い活性を維持しているという、セ

ルラーゼと全く異なる推移をとることが明らかになった。これらのキシラナーゼを特定すべく、



ショットガンメタゲノム解析で構築されたデータベースをサーベイしたが、候補遺伝子は見い

だされなかった。そこで LC/MS/MS を新たに行い、キシラナーゼおよび繊維分解酵素を産生す

る生物種の特定を進めている。 

一方、投入されたルーメン内容物を長期的に利用することを想定して、回分的なルーメン処理

による植物繊維の分解、また回分処理中のセルラーゼ活性の変遷を調べた。その結果、ルーメン

内容物を投入することなく処理を続けても、セルラーゼ活性は 1 か月以上も維持されることが

新たに明らかになった。 

(2) ルーメン処理とメタン発酵処理における微生物群集構造 

これまでルーメン処理において植物細胞壁を分解する微生物種が示されている(Baba et al. J 

Biosci Bioeng., 2017, 123, 489-496)。そこで、ルーメン処理後のメタン発酵槽内におけるこれらの

微生物の消長を明らかにするため、ルーメン処理液からメタン発酵にかけて、経時的にショット

ガンメタゲノムシーケンスを行った。これより各時点において 1000万リード以上の配列が得ら

れた。得られたリードを用いた 16S rRNA 遺伝子のメタゲノム解析では、ルーメン処理からメ

タン発酵液にかけた微生物種の動態、とくに前処理からメタン発酵にかけて微生物群集が捉え

られた。  

セルラーゼ活性の高い時期と低い時期の微生物群集を比較した。その結果、セルラーゼ活性の

高い時期に、有意に多く検出された配列の中から、セルロース分解微生物を検出することができ

た。  

 高活性セルラーゼをコードする遺伝子と考えられる配列やそれをもつ分解微生物の検出であ

る。さらにルーメン発酵にて揮発性脂肪酸（メタン発酵の基質となる）の生産とセルロース分解

微生物の配列も検出されており、セルロース分解微生物がメタン発酵の基質供与に寄与するこ

とも示された。これらの結果から、後段のメタン発酵の条件によっては、メタン生成菌の機能的

不全による揮発性脂肪酸の蓄積が起こることが確認された。 

高活性セルロース分解酵素とそれを発現する微生物の同定とこれに関与する微生物群集構造

解析を試みた。その結果、ルーメン処理過程において、セルロース分解に関与するエンドグルカ

ナーゼとして、分子量が異なるものが少なくとも 5種類存在すること、それらを産生または産生

に関与する微生物はルーメン微生物群集において優占種ではない未同定の種であることが示唆

された。  
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