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研究成果の概要：汚泥消化プロセスに関わる微生物叢を3段連続型バイオリアクターに大別して

培養することによりそれぞれの共生関係を探り，高効率なメタン生成プロセスの設計を目的とした

ものである。全量2Lの3段直列連続培養を行った結果，CODおよびメタン発生量に関して並列培

養に比べて効率が約50％上昇したが，16S　rPNAのr刮t㎞ePCR分析では各槽のバクテリアおよび

種々メタン生成アーケアの分布に顕著な差は認められなかった。一方，200m1小型培養器の嫌気汚

泥に対して増殖速度の速い外来のメタン生成アーケア枕伽用O伽榊oωOO㎜o肋・伽惚棚姑の移植を試

み，T・㎜LP分析による〃o庖H伽肥柵砧の増殖とメタン蓄積量の増加が観測された。
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1．研究開始当初の背景
（1〕嫌気性微生物によるメタン生成の仕組み
と問題点：下水処理によって大量発生する余
剰汚泥や都市型生ゴミなどは主に焼却処理
されてきたが，近年，これらを嫌気的な微生

物群により分解して有機質の持っエネルギ
ーをメタンガスとして回収する取り組みが
積極的に行われてきている。嫌気的消化プロ
セスの有機物分解過程は，（I〕加水分解細菌
による高分子有機化合物の低分子化，（π〕酸

生成細菌および水素生成酢酸生成細菌によ
る有機酸やアルコールを経た酢酸，H1，CO1
の生成，（皿）水素資化性および酢酸資化性メ

タン生成アーケアによるメタン生成，の三つ
に大別することが出来る．しかし，このプロ

セス全体の分解効率は低く，中でも絶対嫌気
性菌であるメタン生成アーケアの反応が律
速となっている。そのため，大量の余剰汚泥
や生ゴミを処理するためには大規模プラン
トが必要であり，建設コストも膨大である。



　メタン生成アーケアは高度高熱菌に分類
されるものが多く，温度80－90℃において増

殖とメタン生成が非常に高いものが知られ
ている。したがって，高温度に制御した嫌気

的消化によってメタン生産速度の大幅な増
加とこれに伴うプラント規模の縮小が期待
できるが，他の加水分解細菌や酸生成細菌の
熱耐性があまり高くないこと，微生物の共生

関係が複雑で培養条件の変更による影響が
不確実であること等の理由により，多くは経
験的判断のもと45℃前後で運転されている。

（2〕多段連続培養1特徴の大きく異なる複数
の種が混在する複雑系微生物群の共生関係
を明らかにしようとする場合，単一の培養槽
ではなく，増殖特性が類似した微生物群（サ
ブグループ）毎の培養槽に分けて簡素化して
から解析するのが有効と思われる。一方，培
養効率の観点からは単一微生物に関する理
論的な解析が行われており，連続的な多段階

培養は」段の培養に比べて単位時間あたり
の処理量の増加や総運転体積の減少を可能
にすることが明らかになっている。したがっ
て，嫌気的消化プロセスに多段連続培養を応
用することは，微生物消化のメカニズムの解
明とそれを元にしたプロセスの改善に有効
であり，応用生物学的にも培養工学的にも極
めて興味深い．

2．研究の目的
　本申請研究は，嫌気的な汚泥消化・メタン
生成プロセスに関わる複雑な微生物叢を階
層的に特徴が類似している三つの微生物群
（加水分解菌群，水素・酢酸生成菌群，メタ

ン生成アーケア群〕に大別し，これらの培養
に多段連統型バイオリアクターを導入する
ことよって嫌気性微生物の共生関係を探り，
高効率なメタン生成プロセスを設計するこ
とを目的とする。本目的を達成するために，

外来のメタン生成アーケア優生種の移植の
可能性も検討する。

3．研究の方法
（1〕消化汚泥リアクター

　内容積3Lのリアクター3槽に，それぞれ
嫌気消化汚泥を2．5L加え，各リアクターに
余剰活性汚泥を滞留時間15dとなるように1
時問毎に間欠的な供給と撹枠（60rpm）を行
いながら，40℃で連続培養を開始した。運転
開始から1ヶ月後，3つのリアクターを直列
に接続し，滞留時閲10dで多段連続培養を行
った（Pig．I）。

（2）メタン生成アーケアの培養
①単一培養：外来優生種として用いるメタン
生成アーケアは，温泉から単離された淡水型
の〃豊伽〃o伽㎜皿ψ〃肋∫および海底の熱水
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丁日b1e1に示した組成の合成培地をガス噴射

法により120m1血清ビンに40mlずつ分注
し，ブチルゴム栓で密封した．L－Cyste1ne・
HCl・H！O，N田！S・9H1Oを含む還元剤を加え，

O．045％NaC1存在下で〃力岬脇∫，1，8％NaC1

存在下で〃o局刑owε刑皿加を2日間それぞれ単
一培養した。

　丁田1〕1巴1Compo畠iユ10皿冒of　mi肥d　m巴di㎜φH65〕
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②混合培養：120m1血清ビンに2種類のアー
ケアの前培養液2mlを植菌し．H。一C0コ混合
ガス（4：1〕を用いて気相をO．2MPaにパージ
した．所定温度で静置培養を行った。

③置換培養1120m1血清ビンを用いて〃
○此肋州置〃∫ホを6日間静置培養した培養液に2

日間純粋培養した〃狗棚阯』前培養液を2m1
植菌し，混合培養と同様に培養を行った。
〔3〕優生種移植培養

　5wet％〔wん〕となるように余剰活性汚泥（秋

田市上下水道局八橋下水道終末処理場〕を合

成培地と混合し，脱気した後に30m1試験管
に5m1加えた。さらに，嫌気消化汚泥（横浜



丁齪ble2賄且1－time　PCR　primeHnd　pml］e昌e七昌、

丁巴b1昌3Prim目r昌u朋dfo■T－RFLP

市環境創造局北都汚泥資源化センター）を5
m1加え，40℃で6時間前培養した．汚泥中の

全アーケアDNA量に対し〃．o肋螂w舳砧の
DNA量が5％となるように櫨菌し，所定温度
で培養した。

（4〕分析方法

　微生物量はDNA量から求めた。採取した
試料を遠心分離し，菌体を岬sozym，Pmtea呂e

K，SDSで処理し，工タノール沈殿法により
DNAを抽出した．メタン生成アーケアの培養
においては，全DNA量をHo㏄h冨t33258によ
る蛍光標識法で求め，〃．o肋血閉孤加DNAは
インタカレータ］法によるrea1－timePCRに

より求めた。〃丑〃肋皿DNA量は全DNA量
と〃．o肋㎜伽加DNA量の差より求めた。以
上の分析に用いたプライマー及びプローブ
をTab1e2にまとめた。

　バイオガスはTCDガスクロマトグラフィ
ーにより分析し，バイオガス量はガスビュレ
ットにより分析した。CODは過マンガン酸カ
リウムによる滴定法により求めた。

　優生種移植培養における微生物は末端制
限酵素断片長多型（T一㎜LP〕により分析した．

5’末端を蛍光標識したDNAプライマー
（丁日ble3）を用いてrea1－timePCRによりDNA

を増幅し，制限酵素〃舵Iで処理した後，
3130！3130xl　Gonet1c　Ana1皿er（Applied　Bio－

systems〕およびGe冊MapPerv4．O（A岬1ied
Biosy呂t巴ms〕で分析した．

4．研究成果
〔1〕3段連続消化汚泥リアクター

　3槽のリアクターに嫌気消化汚泥を加え，

温度40℃，滞留時間15dでそれぞれ並列で
連続培養を開始した。30日後にこれらを直列
に接続し，滞留時間を10dで多段連続培養を
行った。Pig，2（A〕はメタン生成とメタン濃
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度の挙動を調べた結果を示す．多段連続培養
に変更した後，1段目のリアクターではメタ
ン生成速度と濃度が上昇した後，メタン濃度
は約70％で定常になる様子が確認された。2

段目および3段目のリアクターにおけるメ
タン濃度は1段目より少し遅れてそれぞれ
約45％と20％の定常値に漸近する様子が見ら
れる。Pig．2（B）は各リアクター内の消化液の

CODを調べた結果であるが，1段目から3段
目にかけてCODの定常値は徐々に低下した。
　Fig．2（C〕は，運転開始前と運転開始後30，

67dにおける嫌気消化汚泥のバクテリアおよ

び種々のメタン生成ア］ケアの分布を16S
rRNA遺伝子コピー数から調べた結果を示し
ている。並列連続運転開始後のすべてのリア
クターにおいて，実プラントではほとんど確
認できなかった〃、あoo妙加閉種が増加して
いることが分かる。このような菌叢の多様性

の増加は処理物の負荷変動に対する耐性が
向上する上で有利と思われる。しかし，一段
を3段連続に変更しても各リアクター間の菌
叢に差はあまり見られず，今後，さらに培養

を継続し菌叢の変化を調べていく必要があ
る。

（2〕2種メタン生成アーケアの混合培養

　培養温度55℃，85℃において〃力川肋皿
と〃、o〃〃口wε皿∫加の混合培養を行い，増殖お

よびメタン蓄積の挙動を調べた結果をFig．3
と4に示す．55℃，0．5＿1．S％NaC1存在下で
は海水型の〃．o肋口W刑J1∫のみが増殖するが，

85℃においては，〃o肋刑邊w酬』加はNaC1濃度

にかかわらずほとんど増殖せず，〃力川肋∫

はO．05＿1．O％NaC1存在下で増殖することが
分かった。また，メタン警積量はメタン生成
アーケアの増殖挙動にほぼ対応していた。

　Fig．5は培養温度85℃，1．O％N丑Clの条件で

置換培養を行った結果を示している。〃
声〃肋Eに有利な条件に制御することにより，
大過剰の〃o肋皿W〃∫1∫は減少し，〃力川肋’

の優先的な増殖が可能であることが分かっ
た。
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（3〕嫌気消化汚泥への優生種移植

　嫌気消化汚泥にメタン生成アーケア優生
種〃．o炮呵ow冊∫おを移植して40℃で培養した。

刊g．6は，嫌気消化汚泥を40℃または55℃で
培養し，培養1日目に〃o肋胡w酬五おを11．3

n4m1で移植したときのメタン蓄積量を示し
ている。40℃では培養開始直後からメタンが
発生するが，〃．o此肋皿閉刑』加を移植しない場

合にはI日後に最大となるのに対し，移植し
た場合にはさらに増加して3日目に最大とな
った。また，どちらも培養後期にメタン量が
低下しているが，これは基質の減少によるも

のと考えられる。一方，55℃では〃．
○此肋口Wε用皿ホの最適培養温度にも関わらずメ

タンはほとんど発生しなかった。これは，

55℃では汚泥中の他の微生物群の活性が低
下し，メタン生成アーケアに必要な水素や酢
酸が供給されないためと考えられる。

　Pjg．7は菌叢のT－RFLP分析を行った結果を

示す　移植時における汚泥既存種〃
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’oπ肋伽ω百に対する優生種〃．o〃刑口w色伽帖の

存在割合は8％であったのに対し（刊g．7A〕，

5dでは23％に上昇している（Pig．7B）。これ
より，嫌気消化プロセスヘのメタン生成アー
ケア優生種の移植の可能性が示唆された。一
方，〃．o肋皿閉岬淋に最適な55℃で移植培養
を行った場合には．〃．o此肋ow伽加はほとん
ど増殖しなかった。これは，高温では汚泥中

の他の微生物群の活性が低下し共生が出来
なかったためと考えられる。

　以上の結果をもとにすると，3段連続嫌気
バイオリアクターを用いて嫌気消化プロセ
スの効率化を目指すためには，3槽目を55℃
としてメタン生成アーケア優生種を移植し，

1槽目と2槽目は加水分解細菌と酸生成細菌
および水素生成酢酸生成細菌にそれぞれ最
適となるように温度を制御する方策が好ま
しいと考えられる。今後，その実験的検証を
行う予定である。
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