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研究成果の概要（和文）：下水処理メタン発酵プロセスにおいて高頻度に検出される未培養微生物OP5の機能解析およ
び分離培養を試みた。実験室UASB反応槽による連続培養系で集積させた嫌気性グラニュール汚泥を使用し、未培養微生
物OP5の空間分布およびrRNA量の増減に基づく基質利用推定を行なった結果、本微生物は酢酸などの有機酸を水素資化
性メタン生成古細菌との共生により酸化分解している可能性が示された。推定した基質による本微生物の回分培養によ
る分離培養を試みた結果、酢酸添加系において本未培養微生物と水素資化性メタン先生古細菌を高濃度に集積培養する
ことができた。

研究成果の概要（英文）：Functions of the uncultured OP5 microorganisms frequently detected in sewage 
treatment methane fermentation processes were analyzed. The results of spatial distribution of the 
uncultured OP5 microorganism in sludge granules with fluorescence in situ hybridization and substrate 
estimation experiment based on rRNA expression, OP5 microorganisms may utilize organic acid (i.e. acetate 
and propionate) while symbiosis with hydrogen utilizing archaea. The result of attempting to isolate the 
uncultured OP5 microorganism, the OP5 microorganism and hydrogen utilizing archaea could be enriched with 
acetate as carbon source.

研究分野：環境微生物学
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１．研究開始当初の背景 
 Up-flow Anaerobic Sludge Blanket 
(UASB) プロセスに代表される嫌気性の生
物学的廃水処理法は, 省エネルギー・低炭素
型の廃水処理プロセスであり, 主に中・高濃
度の有機性廃水処理に活用されている。一方、
昨今のエネルギー事情の観点から下水のよ
うな低濃度有機性廃水についてもそのプロ
セスを適用する試みがされている。しかし下
水中の有機物濃度は低く、メタン発酵への適
用は困難とされている。 
 既往の研究において、国内外の実下水を処
理する Up-flow Anaerobic Sludge Blanket 
(UASB) リアクターから採取した嫌気性汚
泥の16S rRNA遺伝子クローン解析を行なっ
た と こ ろ 、 Caldiserica 門  (Candidate 
division OP5) に属する未培養 phylotypeが
高頻度に検出された。このことから、この未
培養 phylotype (以降、未培養微生物 OP5) は
下水処理において重要な役割を担うと考え
られる。従って未培養微生物 OP5 の機能・
生態が解明されれば下水処理メタン発酵プ
ロセスの課題である安定した運転や低濃度
有機性廃水への適用範囲拡大に貢献できる
可能性がある。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、下水処理メタン発酵プロセスの
最適化および低濃度有機性廃水処理への適
用拡大につながる重要な知見の収集を目標
とし、下水処理 UASBプロセスにおいて高割
合で存在する未培養微生物 OP5 の機能を明
らかにすることを目的とした。本目的を達成
するために以下の研究項目を設定・遂行した。 
(1) 模擬人工下水を供給するラボスケール
UASBリアクターを構築し、連続培養系によ
る未培養微生物 OP5 およびメタン発酵に関
与する微生物群の集積を行なった。 
(2) 構築したUASBリアクターからグラニュ
ール汚泥を採取し、Fluorescence in situ 
hybridization (FISH) 法により未培養微生
物 OP5 および真正細菌、古細菌、水素資化
性メタン生成古細菌群のグラニュール汚泥
内空間分布を把握した。 
(3) 未培養微生物OP5の16S rRNA遺伝子を
PCRおよび qRT-PCR法によって特異的に検
出・定量可能なオリゴヌクレオチドプローブ
の設計および qRT-PCR の最適条件を検討し
た。 
(4) バイアルビン回分培養と qRT-PCR 法を
組み合わせ、未培養微生物 OP5 の基質利用
推定を行なった。 
(5) 推定した未培養微生物 OP5 の機能情報
を基に、本未培養微生物の分離培養を試みた。 
 
３．研究の方法 
(1) UASBリアクターの構築とOP5集積確認 
 ラボスケール UASB リアクターは、高さ
165 cm, 内径 5.2 cm, 有効容積 3.3 Lで、槽
内温度を 30℃に制御した。供給液は下水を模

擬した合成廃水で、イーストエキスを主たる
炭素源としており、一般的な下水と同程度の
有機物濃度である400 mg-CODCr/Lに調製し、
水理学的滞留時間 (HRT) 8時間で運転した。
植種汚泥は、長岡中央浄化センター内に設置
されている実下水処理 UASB リアクターか
ら採取した UASB汚泥を使用した。連続運転
中は合成廃水および処理液の pH, CODCr 
(mg/L), リアクター内温度 (℃), pH, ORP 
(mV) について経時的に測定を行った。メタ
ン発酵に関与する微生物群および未培養微
生物 OP5 の集積は、水素資化性メタン生成
古細菌の有する補酵素 F420自家蛍光観察と、 
バクテリア、アーキア、未培養微生物 OP5
の16S rRNAを検出する蛍光標識プローブを
使用した FISH法により確認を行った。 
 
(2) 未培養微生物OP5の16S rRNA遺伝子を
特異的に検出可能な qRT-PCR 用オリゴヌク
レオチドの設計と最適化 
 未培養微生物 OP5の 16S rRNA遺伝子を
特異的に検出可能なオリゴヌクレオチドの
設計は、分子系統解析ソフト Arb program 
packageを使用した。設計した DNAプライ
マーの特異性および定量性の検討は、未培養
微生物 OP5の 16S rRNAクローン配列を使
用し, LightCycler1.5 (Roche) にて行なった。 
 
(3) 各種微生物のグラニュール汚泥内空間分
布 
 各微生物のグラニュール汚泥内空間分布
の把握は切片 FISH法にて行なった。グラニ
ュール汚泥はパラホルムアルデヒドによる
固定および凍結融解処理を行い、エタノール
脱水を行った後、包埋剤に一晩以上浸漬した。
その後凍結切片作製装置を使用して切片を
作製し、切片に対して FISH 法を行った後、
共焦点レーザー走査型顕微鏡  (LSM 700, 
Carl Zeiss) で観察した。 
 
(4) 短時間培養と qRT-PCR 法を組み合わせ
た未培養微生物 OP5の機能推定 
 短時間回分培養は、イーストエキスに含ま
れる主な炭素源を用い、UASB汚泥をバイア
ルビンにて回分培養した。2 時間ないしは 3
時間毎に最長 24 時間まで培養液と汚泥のサ
ンプリングを行い、汚泥試料から全 RNA を
抽出し、未培養微生物 OP5に特異的な PCR
プライマーを利用したリアルタイムRT-PCR
により OP5-16S rRNAを定量した。 
 
(5) 未培養微生物 OP5の分離培養 
 未培養微生物 OP5 の分離培養は、OP5 が
資化すると推定した基質および UASB リア
クター汚泥を Widdel 培地に添加し、バイア
ルビン嫌気培養による限界希釈法により試
みた。 
 
４．研究成果 
(1) UASBリアクターの構築とOP5集積確認 



 UASBリアクター内の pHおよびORPは、
平均して 7.1, 485 mV と安定して推移して
いた。CODCr除去率は平均して 90.0%であり、
良好な有機物分解が行われていた。水素資化
性メタン生成古細菌の有する F420 を蛍光顕
微鏡で観察した結果、Methanospirillum 様
の糸状細胞や Methanobacterium 様の桿状
細胞、Methanosarcina 様の球状細胞の存在
が確認され、多様な水素資化性メタン生成古
細菌がリアクター内に存在していると考え
られた。バクテリア、アーキア、未培養微生
物OP5に特異的な蛍光標識プローブを用い、
UASB 汚泥に対して FISH 法を行った結果、
バクテリアを標的とした FISH法では球状や
桿状の細胞が、アーキアを標的とした FISH
法では、糸状の細胞や桿状の細胞が多数検出
され、リアクター内においてバクテリア及び
アーキアが集積されていることが確認でき
た。また未培養微生物 OP5 を標的とした
FISH 法において、長さ 1.5 µm, 幅 0.5 µm
程度の桿状細胞の蛍光シグナルが検出され、
マイクロコロニーのように一部に集中して
存在する様子が多数確認された。以上の結果
から, 未培養微生物 OP5 がイーストエキス
を炭素源とした合成廃水を供給するラボス
ケールの UASB リアクターにおいて集積可
能であることが確認された。 
 
(2) 未培養微生物OP5の16S rRNA遺伝子を
特異的に検出可能な qRT-PCR 用オリゴヌク
レオチドの設計と最適化 
 標的未培養微生物の16S rRNA遺伝子特異
的プライマーセットを設計し、SYBR Green
法による real-time PCR法による定量系を構
築した。結果、101 copies/ulを定量限界値と
するリアルタイム PCR 実験系を構築するこ
とができた。 
 
(3) 各種微生物のグラニュール汚泥内空間分
布 
 メタン生成を伴う嫌気条件下での有機物
分解において、グラニュール汚泥中のメタン
発酵に関与する微生物群は、それぞれの機能
に応じた空間分布をとると考えられる。この
ことから未培養微生物 OP5 のグラニュール
汚泥における空間分布を把握することで、未
培養微生物 OP5 の機能の推定ができると考
えた。未培養微生物 OP5 を標的とした切片
FISH法を適用した結果、未培養微生物 OP5
と思われる細胞は、グラニュール表面のやや
内側でマイクロコロニーを形成して分布し
ていた。また未培養微生物 OP5 と
Methanomicrobiales に特異的な蛍光標識プ
ローブの二重染色 FISH 法を適用した結果、
両者と思われる細胞から発する 2つの蛍光シ
グナルの重なりが確認された。このことから
未培養微生物 OP5 は Methanomicrobiales
に属する水素資化性メタン生成古細菌と共
生し、アミノ酸や揮発性脂肪酸などの低分子
の有機酸を分解している可能性が示された。 

 
(4) 短時間培養と qRT-PCR 法を組み合わせ
た未培養微生物 OP5の機能推定 
 UASB汚泥を各種基質で回分培養後、汚泥
からRNAを抽出し未培養微生物OP5を標的
とした qRT-PCR を行なった。各種基質また
培養時間ごとの OP5の 16S rRNA発現量を
調査し, 培養 0 時間に対する相対発現量を求
めた。結果、プロピオン酸および酢酸添加系
において、他の基質を添加した系よりも未培
養微生物 OP5の 16S rRNA発現量の増加が
みられ、12時間後の酢酸添加系においておよ
そ 4倍まで増加したことから、これらの基質
は未培養微生物 OP5 の活性を促すか、OP5
の基質としての利用可能性が示された。 
 
(5) 未培養微生物 OP5の分離培養 
 FISH 法による汚泥内空間分布の把握およ
び短時間培養と qRT-PCR の結果から、本未
培養微生物が有機酸を資化する可能性が示
されたことから、リアクター汚泥を植種源に、
プロピオン酸および酢酸を主たる炭素源と
した Widdel 培地による限界希釈法を適用し
た。酢酸を CODCrで 400mg/Lの濃度となる
よう添加した系において、培養 82 日目の培
養菌体に対して未培養微生物 OP5 特異的プ
ローブによる FISH法を適用した結果、OP5
を高い濃度で集積することができた。またこ
の培養系には同時に多数の水素資化性メタ
ン生成古細菌も集積されていることが明ら
かとなった。このことから未培養微生物 OP5
は水素資化性メタン生成古細菌と種間水素
伝達することによって酢酸を酸化分解して
いる可能性が示された。 
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