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研究成果の概要（和文）：本研究は、膜分離活性汚泥法（MBR）において、細菌が有する情報伝達シグナル物質
を介した菌体密度感知システム（クオラムセンシング）を対象とした革新的膜ファウリング制御技術について、
そのメカニズムの解明に資する知見を得ることを目的とした。シグナル物質であるアシルホモセリンラクトン
（AHL）の汚泥中濃度の分析手法を確立し、異なる条件で運転した実験室MBR中のAHL濃度と膜ファウリングの関
係性を検証した。その結果、MBR汚泥中において複数のAHLを検出し、MBR汚泥中でクオラムセンシングが機能し
ていることが示唆された一方、汚泥上澄み中で検出されたAHL濃度と膜ファウリングとの明確な関連は見られな
った。

研究成果の概要（英文）：This study aimed at unraveling fundamental mechanisms of an innovative 
technology for MBR membrane fouling control that targets "quorum sensing" with which bacteria 
utilize signaling compounds to sense their cell density. Analytical method for quantification of 
signaling compounds acyl homoserine lactones (AHLs) has been developed, and AHL concentrations in 
MBR sludge were quantified to reveal the relationship to membrane fouling. AHLs were detected from 
MBR sludge samples under different conditions, indicating the involvement of quorum sensing system 
in the MBR sludge, whereas no clear relationship of detected AHL concentrations in the sludge 
supernatant to membrane fouling was found. 

研究分野：環境微生物、水処理工学

キーワード： 膜分離活性汚泥法　ファウリング　クオラムセンシング　アシルホモセリンラクトン　フーリエ変換型
質量分析装置

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１． 研究開始当初の背景 
膜分離活性汚泥法（Membrane Bioreactor; 

MBR）は、活性汚泥法における生物反応処理
後の汚泥と上澄水の分離プロセスを、従来の
重力沈降ではなく膜ろ過にて行う下廃水処
理プロセスである。完全な SS 成分の除去に
よる処理水質の高度化、高濃度汚泥の保持に
よる処理施設のコンパクト性など優れた特
徴を有する。都市化の拡大や人口増加等によ
る処理能力増強ニーズへの対応や、水資源の
不足する地域での水再利用技術として、特に
海外の大都市での導入が進んでいる。また運
転の自動化が容易であるという特徴から、人
口減少の進む国内においても技術者不足を
補うことのできる技術としての可能性も秘
めている。一方で、処理に伴い膜の目詰まり
（ファウリング）が必ず進行し、処理水量の
低下もしくはろ過に要する動力の増大へと
つながる。そのため、ファウリングを制御し
ながらの処理が必要となる。一般には、膜面
下部からの曝気を行うことで連続的に膜面
を洗浄しつつろ過を行う。しかし、膜面曝気
に必要な動力が大きく、エネルギー消費量お
よび電力費が大きいことが欠点となってい
る。そのため、如何に効率よくファウリング
を制御できるかがMBR技術普及における重
要な鍵となる。 

2009年に Yeonら（2009, Environmental 
Science & Technology）により、細菌の菌体
密度感知システムであるクオラムセンシン
グを妨害（クオラムクエンチング）すること
により、膜ファウリングを効果的に抑制可能
であることが報告された。クオラムセンシン
グとは、細菌が生産するその細菌特有のシグ
ナル物質の濃度に基づいて菌体密度を感知
し、特定の遺伝子の発現を制御するシステム
である。Yeonらの報告は、クオラムセンシン
グという微生物学的な機構に基づいて、活性
汚泥細菌の生理活性を制御し、膜ファウリン
グという工学的課題を解決するという画期
的なアプローチである。その後もクオラムク
エンチングによるファウリング抑制効果に
関する論文が複数報告されている。一方で、
そのメカニズムに関する報告例はほとんど
ない。クオラムクエンチングに基づくファウ
リング制御が普遍的にMBR膜ファウリング
制御に有効なアプローチであるか、またその
応用における効率化を図るためにも、クオラ
ムセンシングと膜ファウリングの関連のメ
カニズムを明らかにすることが必要である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、MBR におけるクオラムセン
シングと膜ファウリングとの関係性を明ら
かにするための基礎的知見を得ることを目
的とした。具体的には、精密質量分析を用い
た活性汚泥中に存在するクオラムセンシン
グシグナル物質の定量手法の確立を行い、実
験室リアクター中のシグナル物質の濃度を
分析し、膜ファウリングとの関連性を検証し

た。また、シグナル物質を添加もしくはシグ
ナル物質分解酵素を添加した系で同様に膜
ファウリングとシグナル物質濃度の関係を
調べた。 
 
３．研究の方法 
(1) リアクターの運転 
検討に用いるための実験室リアクターを
設置・運転した。検討の目的および時期に応
じて 3つのリアクターを運転した。 
(a) 人工基質を原水とする実験室MBR 
検討した時期により、水槽の形状や容積
（7.5~17.5 L）および流入基質組成の異なる
リアクターの運転を行った。都市下水処理場
より譲渡を受けた汚泥を種汚泥とした。流入
原水には、炭素源としてグルコース、ペプト
ン、酵母抽出物、酢酸ナトリウムを主体とす
る基質を使用した。ろ過膜は PVDF製の中空
糸膜（公称孔径 0.4 µm）もしくは C-PVC製
の平膜（公称孔径 0.4 µm）を使用した。ろ過
フラックスは概ね 0.5 m/d程度に設定し、吸
引・停止のサイクルろ過を行った。HRT お
よび SRT も時期により多少異なるが、概ね
HRTは 8時間、SRTは 20-30日に設定した。
膜面下部から散気管を用いて連続曝気を行
った。レベルセンサーを用いて原水ポンプの
ON/OFFを制御し、水位を一定の範囲内に維
持した。膜間差圧が 30 kPaを超えた場合は
膜を取り出し、次亜塩素酸による浸漬洗浄を
行った。 
(b) バッチMBR 
複数の異なる条件での比較を行うため、卓
上のバッチリアクターを運転した。メスシリ
ンダーを用いて容積 0.5 Lの水槽を 6基製作
した。中空糸膜 1本からなるろ過膜を挿入し、
下部から連続曝気を行いながら、吸引・停止
のサイクルろ過を行った。上記(a)の汚泥を投
入して運転を開始した。ろ過水をリアクター
へと返送する循環運転とし、基質（上記(a)
と同じ人工基質）も一定間隔で間欠投与した。
分析のためのサンプリングを除いて、汚泥の
引き抜きは行わなかった。 
(c) 実下水を原水とする実験室MBR 
容積 8.5 L、C-PVC製の平膜（公称孔径 0.4 

µm）を浸漬した実験室リアクターを下水処
理場内の実験施設に設置し、実下水を原水と
する連続運転を行った。同下水処理場から採
取した汚泥を種汚泥とした。HRTは 4.5時間
程度とし、MLSS 濃度を 10 g/L 程度に維持
するよう間欠的に汚泥を引き抜いた。その他
の運転条件は概ね上記(a)と同様である。 
 
(2) シグナル物質濃度の分析 
本研究を通して、クオラムセンシングシグ
ナル物質としてアシルホモセリンラクトン
（以後 AHL）を対象とした。汚泥中 AHL濃
度の定量には固相抽出による回収、高速液体
クロマトグラフィー（以後 LC）による分離、
高分解能フーリエ変換型質量分析装置（以後
FTMS; Exactive, Thermo  



Fisher Scientific）による検出を用いた。固
相抽出は、Bond Elut C18（500 mg, Agilent 
Technologies）を使用し、メタノールおよび
MilliQ 水によりコンディショニング→試料
通液→MilliQ 水による洗浄→アセトニトリ
ルによる溶出→窒素ガス吹き付けによる濃
縮のステップにて AHL を回収した。内標準
として C7-AHL を抽出操作前に試料に添加
した。ただし、回収率の検討を行う場合には、
試料に11種類のAHL混合標準液を添加した
後、固相抽出を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 汚泥中 AHL濃度の分析方法の確立 
汚泥中の AHL 濃度の定量に関する報告が
ほとんどないため、まず定量分析方法の検討
を行った。 
標準物質を用いて LC条件およびMS分析
条件を最適化した後、LC/FTMS による定量
性を確認した。使用した 11 種類の標準物質
の定量下限は 0.5～4 µg/Lであり、エリア値
と濃度は良好な直線性を示した。 
続いて固相抽出による回収率を検討した
（図 1）。MilliQ 水および汚泥上澄み液（人
工下水を基質とするリアクターより採取）に
AHL 標準物質を添加し、通液量を変えて固
相抽出を行い、回収率を比較した。親水性の
高い AHL は概して回収率が低く、通液量の
増加に伴い顕著に回収率が低下した、100 ml
以上の通液では C4-HSL、3O-C6-HSL およ
び C6-HSL はほとんど回収することができ
なかった。一方で、疎水性の高い AHL の回
収率は 50%以上であり、通液量による影響も
限定的であった。一方で、MilliQ水と比べて
汚泥上澄み中からの回収率は低下する傾向
にあった。固相抽出プロセス中での汚泥上澄
み中溶存成分（マトリクス）との相互作用に
よる回収率低下もしくは FTMS 分析でのマ
トリクスによるイオン化抑制作用の影響が
考えられた。別途行った検証では、マトリク
スによるイオン化抑制の影響はあるものの、
回収率の低下を全て説明できない結果であ
った。そのため、固相抽出中でのマトリクス
との相互作用による回収率低下も生じてい
ることが示唆された。回収率向上のためのよ
り適した固相抽出法の検討の余地はあるも
のの、汚泥上澄み液からの回収率は 500 ml
まで通液で 40%以上であり、本研究の検討に
用いる上では十分であると判断した。 

図 1 汚泥上澄みからの AHL回収率 

AHL は特にアルカリ条件下で加水分解を
受けやすく、また汚泥上澄み中には AHL 分
解酵素が存在していることが知られている。
そのため、試料採取後速やかに分析しなけれ
ば、保管中に AHL が分解され、濃度の定量
が困難となる。そこで、AHL 分析を前提と
した汚泥試料の保管方法を検討した。汚泥上
澄みに AHL標準物質を添加し、pHと温度を
変えて AHL濃度の経時変化を追った。20℃、
pH 7で保存した場合は 7日後にAHLがほぼ
全て分解されていたのに対し、4℃保存もし
くは pH 3で保存した場合はほぼ初期濃度の
まま保たれていた。この結果から、pH 3 程
度に調整し冷蔵保存することで AHL が分解
されることなく最低 1週間は保管可能である
ことが確認された。 
 
(2) 実験室MBR汚泥からの AHL検出 
連続運転中の実験室MBRから汚泥試料を
採取し、上澄み中の AHL 濃度を固相抽出お
よび LC/FTMS により分析した。その結果、
人工下水を基質とする実験室MBRから複数
種の AHLが 0.01～1 µg/Lの濃度で検出され
た。また、同一条件で運転中の 2基の実験室
MBR において同種の AHL が概ね同程度の
濃度で検出されたことから、MBR 汚泥中で
AHL がある程度再現性をもって存在してい
ることが示唆された。同様に、実下水を原水
とする実験室 MBR からも AHL を検出する
ことに成功した。MBR中の AHL濃度に関す
る報告は他に無く、本研究において貴重なデ
ータを取得できたといえる。またこれらの結
果から、クオラムセンシングがMBR汚泥中
においても機能していることが示唆された。 
 
(3) AHL濃度と膜ファウリングの関係 
実験室MBR汚泥中のAHL濃度を定量し、
膜間差圧との関連を調査した（図 2）。しかし、
人工基質および実下水いずれの原水を用い
た MBR においても、検出された上澄み中
AHL の濃度と膜間差圧の間に明確な相関は
観察されなかった。また、人工基質を原水と
する MBR では汚泥固相中の AHL の定量も
試みたが、回収率が低く（20%以下）、再現性 

 
 

 
図 2 実験室 MBR（人工基質）の AHL濃度と
膜間差圧の変化 



も十分でなかったことから、汚泥固相中の
AHL 濃度と膜ファウリングとの関連性を議
論することは困難であった。 
 
 (4) AHL分解・添加操作による膜ファウリン
グへの影響 
外部的に MBR 汚泥中の AHL 濃度を操作
することで、AHL 濃度と膜ファウリングの
関連についての検討を進めた。 

AHL を分解する酵素である Acylase を
MBR に連続添加し、膜間差圧の変化を調べ
た。Acylase は、同条件にて並列で運転して
いる 2基のMBRの片方に 1 mg/Lもしくは
10 mg/Lの濃度で連続添加した。また、リア
クターの違いによる影響を見るために、
Acylase を添加するリアクターを入れ替えた
検討も行った。 
人工基質を原水とするリアクターでは、1 

mg/L の Acylase の添加の有無に関わらず、
一方のリアクターでの膜間差圧上昇速度が
他方よりも高く、Acylase 添加による影響は
見られなかった。また、上澄み中のたんぱく
質および多糖類濃度を分析した結果、
Acylase 添加による影響は観察されず、汚泥
性状への明確な影響も見られない結果とな
った。上澄み中 AHL濃度を分析した結果、2
基のリアクターで AHL 濃度の明確な違いは
見られず、Acylase 添加による AHL 分解効
果は確認できなかった。 
実下水を原水とするMBRにおいても、10 

mg/L の Acylase の添加による膜間差圧変化
への影響は観察されなかった（図 3）。微生物
叢への影響を見るために、汚泥固相および上
清画分から抽出した DNA をテンプレートと
し て Terminal Restriction Fragment 
Length Polymorphism 法により、微生物叢
のフィンガープリントを取得し、その経時変
化を調べた。その結果、Acylase 添加の影響
は見られず、Acylase の添加が微生物組成に
影響を与えないことが確認された。また、2
基のリアクター中の微生物組成は非常に再
現性よく変化している一方、汚泥固相中と上
清中の微生物構成は明確に異なっているこ
とが確認された。 
別途運転したバッチMBRでは、AHLを外
部的に添加し、膜差圧の変化への影響を検討
したが、明確な違いは観察されなかった。た
だし、AHL の添加は間欠的に行っており、
AHL濃度分析の結果、添加した AHLが比較
的速やかに分解を受けていることが示唆さ
れた。そのため、今回の検討では AHL 添加
が不十分であった可能性も否定できない。 
以上の検討の結果から、今回設定した条件
の範囲では、検出された AHL 濃度と膜ファ
ウリングおよび汚泥性状との関連は観察さ
れなかった。既報と異なり、AHL 分解酵素
の添加による膜ファウリングへの影響が見
られなかった要因としては、使用している汚
泥やリアクター（膜含む）が異なることが挙
げられる。そのことはすなわち、クオラムセ 

 
図 3 実験室MBR（実下水）における Acylase
添加による膜間差圧および AHL 濃度
（C12-HSL）への影響 
 
ンシングが膜ファウリングの主要因でない
場合には、クオラムクエンチングによるファ
ウリング抑制効果が必ずしも大きくないこ
とを示唆している。一方で、MBR 汚泥中か
ら AHL が検出されたことから、クオラムセ
ンシングがMBR汚泥中で機能していること
も示唆された。また、今回、主として分析対
象とした汚泥上清画分中の AHL 濃度は、汚
泥中に存在する AHL 分解酵素等の働きによ
り速やかに分解され、その変化が捉えにくか
ったことも考えられる。今後は、クオラムセ
ンシングが主因となって膜ファウリングが
引き起こされる条件の検討を進めるととも
に、汚泥フロック中や膜表面上に形成される
バイオフィルム中の AHL 濃度を中心とした
分析手法の確立と評価を進め、膜ファウリン
グとの関連について検討を進めたい。 
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