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研究成果の概要（和文）：膜分離活性汚泥法(MBR)において膜閉塞を引き起こす糖及びタンパ

ク質の解析を実施した。糖については、レクチンアフィニティークロマトグラフィーを用いて

回収した糖に対して、温和な酸性条件下における部分加水分解を実施し、MALDI-TOF/MS 分

析を行うことで、膜閉塞に関与する糖の糖鎖構造を解析できることを明らかにした。タンパク

質については、閉塞膜より抽出したタンパク質を限外濃縮及び TCA 沈殿によって濃縮後、

2D-PAGE を用いて分離することで膜閉塞に関与するタンパク質のうち 2 種類について、

Pseudomonas 属の細菌に由来する外膜タンパク質であると同定することができた。 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, detailed characterization of polysaccharides and 
proteins that caused membrane fouling in membrane bioreactors (MBRs) was carried out. 
A mild acid hydrolysis of polysaccharides eluted from a lectin column followed by 
MALDI-TOF/MS analysis allowed us to have deeper insights into structures of 
polysaccharides that have high fouling potentials. The proteins extracted from fouled 
membranes were successfully concentrated by the combination of a crude concentration 
with ultra-filtration (UF) membrane and trichloroacetic acid (TCA) precipitation. The 
concentrated proteins were separated well by 2D-PAGE. Analyzing selected 2D-PAGE 
spots by N-terminal amino acid sequencing analysis led to the identification of two 
well-characterized outer membrane proteins originating from Pseudomonas genus 
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１．研究開始当初の背景 
 膜分離活性汚泥法(MBR)は、既存の生物学
的排水処理法と比較して様々な利点を有し
ており、特に排水再生利用を実施する際には

基幹技術となるものと期待されている。しか
し、運転の継続に伴う膜の閉塞及びそれに起
因する運転コストの高さが MBR の広範な普
及に向けた最大の障壁となっている。MBR
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を核とした新たな都市水代謝システムを構
築するためには膜閉塞の発生を抑制するこ
とのできる運転条件の確立が極めて重要で
あるが、そのためにはまず膜閉塞の発生機構
を正確に理解することが不可欠である。MBR
における膜閉塞は主として有機物によって
引き起こされると考えられることから、MBR
における膜閉塞発生機構を解明するために
は、膜閉塞を引き起こしている有機物を同定
したうえで詳細な構造、性質、及び機能等に
関する情報を蓄積することが非常に重要と
なる。 
 
２．研究の目的 
 MBR における膜閉塞成分の解析について
は、国内外の様々な研究グループが精力的に
検討を行っている。これらの先行研究におい
て、MBR 汚泥中に含まれる様々な有機物の
うち、特に糖及びタンパク質が膜閉塞に大き
く寄与しているという点については、概ねコ
ンセンサスが得られている。しかし、糖及び
タンパク質のいずれについても、性質や機能
は多岐にわたっており、糖やタンパク質とい
った次元で包括的に取り扱っていては、膜-
有機物間、あるいは有機物-有機物間の相互作
用を正確に議論することは不可能である。膜
閉塞発生機構を解明するためには具体的に
どのような糖あるいはタンパク質が膜閉塞
を引き起こしているのかを明らかにする必
要があるが、これらの点については、先行研
究ではほとんど知見が得られていない。そこ
で、本研究では MBR において膜閉塞を引き
起こしている糖及びタンパク質を同定した
うえで詳細な特性解析を実施することを目
的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 膜閉塞発生ポテンシャルの高い糖の解
析 
① レクチンアフィニティークロマトグラ
フィー 
 図-1 にレクチンアフィニティークロマト
グラフィーを用いた糖の膜閉塞発生ポテン
シャル評価手法を示す。レクチンとはある特
定の糖に対して高い親和性を有するタンパ
ク質の総称であり、レクチンを用いたアフィ
ニティークロマトグラフィーを実施するこ
とによって溶液中から一部の糖だけを選択
的に除去することが可能となる。MBR 反応槽
内の活性汚泥懸濁液を採取し、遠心分離
(4800 rpm; 5 min)を行った後、細孔径 0.45 µm
の膜を用いてろ過することによって、活性汚
泥懸濁液中溶解性有機物を含む溶液を採取
した。この溶液を試料溶液としてレクチンカ
ラムに通水した。レクチンカラム通水時に当
該レクチンに対して高い親和性を有する糖
はカラム内に捕捉される。その後、レクチン

カラム通過液を回分ろ過実験に供し、レクチ
ンカラム通過水が発生させる膜ろ過抵抗を
測定した。また、対照系としてレクチンカラ
ムを通過させていない溶液が発生させる膜
ろ過抵抗も測定した。レクチンカラム通過前
後の膜ろ過抵抗値の差によってレクチンカ
ラム内に捕捉された糖の膜閉塞発生ポテン
シャルを評価した。 
 レクチンアフィニティークロマトグラフ
ィーにおいては、レクチンカラムに捕捉され
ている糖を溶出・回収することが可能である。
ここで回収した糖は、MALDI-TOF/MS 他の手法
を用いて詳細な特性解析を実施することが
可能である。 
 
② MALDI-TOF/MS を用いた糖鎖構造解析 
 レクチンカラムより溶出・回収した糖に対
して、MALD-TOF/MS を用いた構造解析を試み
た。対象となる糖を、比較的温和な酸性条件
下で加水分解することによって本来の糖鎖
構造を部分的に保持した糖鎖断片が生成す
る。ここで生成した糖鎖断片については、
MALDI-TOF/MS 他の質量分析を用いた構造解
析を実施することが可能である。前述したレ
クチンアフィニティークロマトグラフィー
において膜閉塞発生ポテンシャルが高いと
考えられた糖に対して、本分析を適用するこ
とで、膜閉塞を引き起こしやすい糖の構造に
関する情報を取得することが可能である。 

図-1 膜閉塞発生ポテンシャル評価手法 
 
(2) 膜閉塞を引き起こしているタンパク質
の構造解析 
 実下水処理を行う MBRの連続運転に使用し
ていた閉塞膜より抽出した膜閉塞成分中に
含まれているタンパク質の同定を試みた。連
続運転終了後、膜をモジュールより切り取り、
膜表面をスポンジを用いて拭き取ったのち、
pH 12 の水酸化ナトリウム水溶液に一晩浸漬
させることによって膜閉塞成分を抽出した。
抽出された膜閉塞成分中のタンパク質は適
切な手法で濃縮することによって、ポリアク
リルアミドゲル電気泳動法(PAGE)によって
分離した際に明確なバンドあるいはスポッ
トとして検出することが可能である。PAGE に
よって分離されたタンパク質は後段の N末端
アミノ酸配列解析もしくは質量分析を通じ



 

 

たタンパク質同定に供することができる。一
連の解析を通じて膜閉塞を引き起こしてい
るタンパク質を同定することができれば、膜
閉塞発生機構の検討に重要なタンパク質の
詳細な構造、性質、及び機能といった情報を
取得することが可能となる。 
 
４．研究成果 
(1) 膜閉塞発生ポテンシャルの高い糖の解
析 
 レクチンアフィニティークロマトグラフ
ィーにおいてレクチンカラム内に捕捉され
ていた糖の溶出方法として、従来は阻害糖を
用いた溶出を実施していたが、溶出に用いる
阻害糖が目的多糖を含む試料溶液中に混入
し、後段の分析が困難となることが問題であ
った。そこで、本研究では酸を用いた目的多
糖の溶出を試みた。レクチンカラムに酸溶液
を通水することによってレクチンが変性し、
結合していた多糖を溶出させることが可能
である。本研究では、後段の分析を阻害する
可能性が低い塩酸を用いてレクチンカラム
からの目的多糖の溶出を試みたところ、pH を
3 まで低下させた段階で溶出可能な糖のほと
んどを溶出させることができることを確認
した。  
 レクチンカラムから溶出させた糖の特性
解析を行うため、単糖組成の分析を行った。
しかし、本分析においては膜閉塞発生ポテン
シャルの大小を説明できる明確な傾向は認
められなかった。多糖の膜閉塞ポテンシャル
を説明するためにはより詳細な解析を行う
必要があることが明らかである。 
 続いて、レクチンカラムから溶出させた多
糖について MALDI-TOF/MS を用いた構造解析
を行った。本研究で検討対象としている多糖
については最適な部分加水分解条件に関す
る知見が事前に得られていなかったことか
ら、部分加水分解条件を試行錯誤的に検討し
たところ塩酸を終濃度が 0.085 M となるよう
に添加し、80°C において 14 時間加水分解し
た場合、MALDI-TOF/MS 分析において糖断片と
考えられるピークを複数検出することがで
きた。現段階においては、部分加水分解条件
の最適化は完了していない。加水分解に用い
る酸の種類、酸濃度、加熱時間、及び加水分
解時の水温が部分加水分解結果に及ぼす影
響を検討したところ、いずれの因子も部分加
水分解に重大な影響を及ぼす因子であるこ
と が 明 ら か と な っ て い る 。 こ れ ら
MALDI-TOF/MS 分析の前処理に相当する部分
の最適化については今後の課題であるが、本
研究で適用した手法により先行研究におい
てはほとんど知見が得られていない膜閉塞
を引き起こしやすい糖の構造に関する知見
が飛躍的に充実する可能性がある。 
 

(2) 膜閉塞を引き起こしているタンパク質
の構造解析 
 閉塞膜より抽出したタンパク質の濃縮法
として、限外濾過膜を用いた濃縮を行ったう
えで三塩化酢酸(TCA)沈殿を適用することが
適していることは本研究期間の開始前に報
告している。しかし、本手法で濃縮したタン
パク質を分子量に基づいてタンパク質を分
離することができる SDS-PAGE に適用したと
ころ、各タンパク質が著しく近接した位置に
バンドを形成したことから、それぞれのタン
パク質に対して N末端アミノ酸配列解析を通
じた同定を実施することができないことが
問題であった。そこで、本研究期間において
は、SDS-PAGE に代えてタンパク質を分子量と
等電点の 2つの性質に基づいて分離すること
ができる 2D-PAGE を適用した。その結果、分
子量が同程度であるタンパク質も等電点に
よって分離することが可能となり、後段の N
末端アミノ酸配列解析に適用することがで
きるタンパク質の種類が飛躍的に増加した。
2D-PAGE ゲル上において強度の高いスポット
を形成していたタンパク質の N末端アミノ酸
配列解析を実施したところ、膜閉塞を引き起
こしていたタンパク質のうち、2 種類につい
て そ れ ぞ れ OprF 及 び OprD( い ず れ も
Pseudomonas 属の細菌由来の外膜タンパク
質)というタンパク質であると同定された。
図-2 に OprD の立体構造を示す。これは、実
下水処理を行う MBR の連続運転において膜閉
塞を引き起こしていたタンパク質としては、
世界で初めての同定成功例である。 

図-2 OprD の立体構造 
 
 また、上述した実験結果の一般性を検証す
るため、運転条件の異なる MBR についても同
様の検討を行った。本研究期間においては汚
泥滞留時間(SRT)及び膜ろ過方式(浸漬型及
び槽外型)の異なる MBR において膜閉塞を引
き起こしていたタンパク質を検討対象とし
たが、いずれの MBR においても上述した 2 種
類のタンパク質が膜閉塞成分中より検出さ
れた。これらの結果は、本研究で同定に成功
したタンパク質が MBRの運転条件にかかわら



 

 

ず広く膜閉塞に関与していた可能性を示唆
するものである。このような知見は、タンパ
ク質を包括的に取り扱っていた既存の研究
手法からでは明らかにすることができなか
ったものであり、本研究期間に得られた成果
は MBRにおける膜閉塞に対する理解を飛躍的
に深めることができるものであったといえ
る。今後は、同定することができるタンパク
質の種類を増やしていくと同時に、同定に成
功したタンパク質がどのように膜閉塞を引
き起こしているのかを検討することが重要
な課題となると考えられる。 
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