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研究成果の概要：高効率メタン発酵プロセスを実現するには、発酵槽内のメタン生成菌を高濃

度に保持することが必要不可欠である。本研究では、メタン発酵槽に棲息する代表的な嫌気性

微生物を選定し、コロイド科学の観点から検討を行った。その結果、メタン発酵の中核を担う

酢酸利用性メタン生成菌を固定化担体上に高密度に固定化するには、メタン菌叢に含まれる他

の嫌気性菌の付着が抑制できる担体が適していることを、微生物の付着による自由エネルギー

変化より明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 

循環型社会の形成が叫ばれる状況の中で、
“高水分で腐敗し易く、直接燃焼によってエネ
ルギー回収できない有機性廃棄物”に対して
有効なバイオエネルギー抽出技術としてメ
タン発酵技術が再注目されている。しかし、
メタンを生産するには１ヶ月程度かかるう
えに、消化率はそれ程高くないなど、処理速
度や残渣処理などに開発課題が残されてい
る。 

メタン発酵は、酸生成菌が高分子有機物を

加水分解して水溶性の低分子に変化する過
程（液化段階）と低分子化した有機物をメタ
ン発酵菌が分解してメタンを生成する過程
（メタン発酵段階）に分類される。メタン発
酵の効率を大幅に改善するために、原料（有
機性廃棄物）の液化（可溶化）技術として、
効率のよい原料の粉砕法、水熱処理等による
原料の加水分解の促進法などが開発されて
いる。申請者も、余剰汚泥の可溶化技術（特
開 2005-161253）について研究開発を進めて
いる。メタン発酵の実用化にあたっては、原



料の液化段階に対して高効率化技術を探究
するとともに、その下流工程にあたる低分子
化した有機物からのメタン発酵技術に対し
ても高効率化を図ることが重要である。 
 
２．研究の目的 

本研究では、低分子化した有機物からのバ
イオガス生産プロセスの高効率化に焦点を
絞り、このような現行技術の深刻な問題点を
解決するために、メタン生成細菌の細胞特性
をコロイド科学の観点から解明し、斬新なコ
ンセプトに基づいて発酵槽内の菌体を高密
度に固定化する技術を開発することを目的
とした。 

具体的には、菌体の高密度固定化プロセス
を“菌体の付着”、“菌体の固定化”、“バイオフ
ィルムの形成”に分類し、メタン生成細菌を
『生きたコロイド』として捉えたコロイド科
学の観点から各ステップにおける現象を解
明し、菌体の高密度固定化メカニズムを明ら
かにする。そして、これらの知見に基づき、
菌体の固定化に適した担体の選定も含め高
密度固定化を人為的かつ迅速に制御する方
法を提案する。 
 
３．研究の方法 
(1)実験に用いた試料 
 有機性廃棄物は、多糖、タンパク質、脂質
などの高分子物質で構成される。これら 3 種
類の高分子物質を低分子化する酸生成菌（タ
ンパク質分解菌、炭水化物分解菌、脂質分解
菌）を、京都府八木町にあるバイオエコロジ
ーセンターの消化発酵槽より採取したメタ
ン菌叢から集積培養した。また、酢酸資化性
メタン菌はメタン菌叢からの集積培養が難
しいので、消化発酵槽から単離された酢酸利
用性メタン生成菌 Methanosarcina barkeri
（JCM 10043 株）および Methanosaeta concilii
（DSM 3671 株）を純粋培養した。これらの
培養した微生物は、吸引濾過により培地不純
物を取り除いた後、生理食塩水で 3 回洗浄し
細胞外ポリマーを除去した菌体を実験試料
に用いた。以上のように、メタン菌叢に多種
類に存在する嫌気性菌群の中から代表的な 5
種類の菌体を選定した。また、菌体の固定化
用担体には、大きさ約 5mm の竹炭とアルミ
ナの 2 種類を用いた。 
(2)表面性状評価 
 微生物細胞の表面性状として、表面張力お
よび表面電位を評価した。 

表面張力はフィルター上に積層させた菌
体層の接触角を動的接触角測定装置を用い
て Sessile drop 法によって測定し、Young- 
Dupré の式から見積もった。 

表面電位は、懸濁液のイオン強度を変化さ
せた菌体の電泳動気移動度をゼータ電位測
定装置によって測定し、Ohshima の式を用い

て推算した。さらに、フーリエ変換赤外分光
法（ATR-FTIR 法）を用いて微生物の表面官
能基の分析を行った。 
(3)自己凝集実験 
イオン強度を 5～160 mol/m3 に調製した

Methanosarcina barkeri もしくは Methanosaeta 
concilii 懸濁液を 180 rpm で振盪させた。24 時
間経過後、懸濁液の吸光度 A660を測定し、次
式を用いて自己凝集率 F [%]を評価した。 

F = (1 – At/A0)×100 
(4)共凝集実験 

消化発酵汚泥から分離した 3 種類の酸生成
菌（タンパク質分解菌、炭水化物分解菌、脂
質分解菌）と、2 種類のメタン生成菌の共凝
集実験を行った。10 mol/m3 NaCl aq.に各微生
物を懸濁させ、吸光度 A0が 0.2 になるように
調製した。そのうち 2 菌種を選択して混ぜ合
わせ、懸濁液を目視と光学顕微鏡により直接
観察した。 
(5)メタン生成菌の固定化とメタン発酵 
 容積 21 ml のバイアル瓶にメタン菌叢 4 ml
と 100 mol/m3 の基質溶液 1 ml を入れ、初期基
質濃度を 20 mol/m3 とした。用いた基質は酢
酸ナトリウムとメタノールである。このバイ
アル瓶をブチルゴム栓とアルミキャップで
シールした後、ガス置換装置を用いてヘッド
スペースのガスを N2（80%）- CO2（20%）混
合ガスに置換した。嫌気状態としたバイアル
瓶は 37℃のインキュベータで培養を行った。
メタンガスの発生量は、ガスクロマトグラフ
により定量した。 
 
４．研究成果 
(1)表面性状 

イオン強度を変えたときの酢酸資化性メ
タン菌の電気泳動移動度(EPM)の測定結果を
Fig.1 に、pH を変えたときの EPM の測定結果
を Fig.2 に示す。Fig.1 より、EPM の変化は
Ohshima の式によく一致し、Methanosaeta 
concilii は Methanosarcina barkeri に比べて表
面電位が低く、Methanosarcina barkeri の方が
柔らかい粒子であることがわかった。また、
Fig.2 より、Methanosarcina barkeri は pH 2 付
近に等電点を持つ負帯電性の微生物、
Methanosaeta concilii は pH6 付近に等電点を
持つほぼ無帯電の微生物であることが分か
った。一般に、微生物表層には、カルボキシ
ル基、リン酸基、アミノ基などの解離基が存
在し、中性領域では、カルボキシル基、リン
酸基が解離して負に帯電している。したがっ
て、Methanosaeta concilii は中性領域でほとん
ど帯電していない特徴的な微生物であるこ
とがわかった。また、ATR-FTIR 分析により、
Methanosaeta concilii 表層のカルボキシル基
は、他の菌体よりも少ないことが分かった。
このことが、Methanosaeta concilii の表面電位
が小さい要因の一つと推察される。 



 嫌気性微生物と固定化担体の接触角測定
結果より算出した各種表面張力を Table 1 に
示す。表には、同種の菌体が付着したときの
自由エネルギー変化 ΔG の計算値も示した。
これより、Methanosarcina barkeri は疎水性、
それ以外の Methanosaeta concilii と酸生成菌
（タンパク質分解菌、炭水化物分解菌、脂質
分解菌）は親水性であることが分かった。ま
た、竹炭は疎水性、アルミナは親水性である
ことも確認された。 
(2) メタン生成菌の自己凝集 
 菌体懸濁液のイオン強度を変えたときの
酢酸資化性メタン菌の自己凝集率を Fig.3 に
示す。菌体懸濁液のイオン強度の増加ととも
に Methanosarcina barkeri の自己凝集率は増
加するが、Methanosaeta concilii はほぼ一定で
あることが分かった。 

一方、コロイド科学の分野において、コロ
イドの凝集・分散の評価によく用いられる

DLVO 理論を用いて、酢酸資化性メタン菌の
表面性状の実測値に基づいて評価を行った。
そ の 結 果 、 Methanosarcina barkeri 、
Methanosaeta concilii はともに、イオン強度が
増加すると、自己凝集率も増加すると予測さ
れ、Methanosaeta concilii の実験結果とは一致
しないことが分かった。上述のように、
Methanosaeta concilii は親水性であるため、菌
体の付着が生じても安定的に付着できない
ためと推察される。このことは、メタン発酵
の中核を担うメタン生成菌 Methanosaeta 
concilii は、単独ではグラニュールを形成し難
いこと示唆しており、UASB リアクターで用
いられるグラニュールの形成には、それらの
形成を促進する物質が発酵槽内に存在する
ことを示唆している。 
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Fig.1  Change in the EPM of acetate-utilizing 
methanogens as a function of ionic strength.
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γ LW γ + γ－ γ AB γ Total [mJ/m2]

   Methanosarcina barkeri 23.9 1.62E-02 16.9 1.05 24.9 -18.6

   Methanosaeta concilii 27.1 2.95E-05 28.0 5.74E-02 27.1 4.25

   Amylolytic bacteria 17.9 9.33 47.8 42.3 60.2 14.5

   Proteolytic bacteria 21.3 6.29 54.2 36.9 58.2 23.5

   Lipolytic bacteria 25.3 4.04 30.0 22.0 47.3 4.98

   Bamboo charcoal 38.9 1.14 12.9 7.67 46.6 -28.1

   Alumina 48.7 0.18 56.7 6.39 55.1 35.2
*Wa: Water, Fo: Formamide, Di: Diiodomethane

Table 1  Surface tensions of microbes and
 free energy of interactions between the same species.
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(3) メタン生成菌と酸生成菌の共凝集 
メタン生成菌と酸生成菌の共凝集実験を

行 っ た 結 果 、 た ん ぱ く 質 分 解 菌 と
Methanosarcina barkeri が迅速に凝集すること
を発見した（Fig.4）。写真より、非常に大き
なフロックができていることが確認でき、
Methanosarcina barkeri の小さな凝集体をたん
ぱく質分解菌が接着剤の働きをするように
凝集物を形成していることが確認できた。し
かし、これらの表面性状の測定結果に基づい
た DLVO 理論によると、両者は付着しないこ
とが分かった。さらに、両者の付着による表
面自由エネルギー変化も正の値となること
から、両者は物理化学的に付着しないことが
分かった。今回集積培養した酸生成菌が生成
するバイオガスの成分をガスクロマトグラ
フで分析したところ、たんぱく質分解菌のみ
水 素 を 発 生 す る こ と が 分 か っ た 。
Methanosarcina barkeri は酢酸塩に加えて水素
も資化できるメタン生成菌であることから、
メタン発酵槽内において水素伝達を効率よ
く行うために、生物学的相互作用により凝集
が促進されたものと推察される。このことよ
り、本研究で分離したたんぱく質分解菌は、
消化発酵槽内における生育状態を制御する
ことによって、発酵槽内における迅速なグラ
ニュール形成によるメタン生成古細菌の高
密度を行うための微生物凝集剤（バイオサー
ファクタント）としての利用が期待できる。 
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(4)メタン生成菌の担体への固定化 
微生物を固定化した担体を用いてメタン

発酵したときのメタンガス発生量の経時変
化について酢酸塩を基質としたときの実験
結果を Fig.5 に示す。固定化担体として竹炭
を用いた時、メタンガスの発生が観察された
が、アルミナを用いた時、メタンはほとんど
発生しないことが分かった。また、固定化担
体の表面を電子顕微鏡により観察したとこ
ろ、竹炭表面には鞘状の Methanosaeta 属が多
く付着しているのに対して、アルミナ表面に
は微生物がほとんど付着していないことが
分かった。これらの結果は、メタン生成菌は
竹炭表面にのみ固定化されたことを示唆し
ている。 

時、メタンガスの発生が観察された
が、アルミナを用いた時、メタンはほとんど
発生しないことが分かった。また、固定化担
体の表面を電子顕微鏡により観察したとこ
ろ、竹炭表面には鞘状の Methanosaeta 属が多
く付着しているのに対して、アルミナ表面に
は微生物がほとんど付着していないことが
分かった。これらの結果は、メタン生成菌は
竹炭表面にのみ固定化されたことを示唆し
ている。 

メタン生成菌もしくは酸生成菌が固定化
担体に付着したときの自由エネルギー変化
の計算値を Table 2 に示す。これより、メタ
ン生成菌と脂質分解菌は竹炭に付着し易い
ことが分かった。一方、メタン生成菌と酸生
成菌はアルミナに付着困難であることが分
かった。消化発酵槽中のイオン強度は高いこ
とから静電的相互作用はほとんど働かない
ことを考慮すると、菌体の固体表面への付着
は、菌体を固定化する担体の表面張力で制御
できることが明らかとなった。 

メタン生成菌もしくは酸生成菌が固定化
担体に付着したときの自由エネルギー変化
の計算値を Table 2 に示す。これより、メタ
ン生成菌と脂質分解菌は竹炭に付着し易い
ことが分かった。一方、メタン生成菌と酸生
成菌はアルミナに付着困難であることが分
かった。消化発酵槽中のイオン強度は高いこ
とから静電的相互作用はほとんど働かない
ことを考慮すると、菌体の固体表面への付着
は、菌体を固定化する担体の表面張力で制御
できることが明らかとなった。 
竹炭に固定化された微生物を長期培養し

たときの SEM 写真を Fig.6 に示す。竹炭上に
は鞘状のMethanosaeta属が優占種となってお
り、コロイド科学的側面から得られた上記の
推察を裏付ける結果である。 

竹炭に固定化された微生物を長期培養し
たときの SEM 写真を Fig.6 に示す。竹炭上に
は鞘状のMethanosaeta属が優占種となってお
り、コロイド科学的側面から得られた上記の
推察を裏付ける結果である。 
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