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研究成果の概要（和文）：廃棄物固形燃料（RDF）火災・爆発の一要因とされる微生物による水素産生について，三重
県で製造した５種類のRDFからメタゲノム解析による同定を行った。３日培養後に水素産生菌の割合が2～10倍に増加し
，桑名RDFがBacillus属、他の４生産地がClostridium属に占有される。同条件でサイズの異なる3種類の容器による結
果では，サイズの増加に対して最高温度が上昇すること，外挿法により推定した結果，10kgのRDF貯蔵庫で75℃，100kg
で95℃に達することが判明した。水素産生に関係する遺伝子としてヒドロゲナーゼ遺伝子を特定し，水素発生量と遺伝
子発現量の関係を調べる手法を開発した。

研究成果の概要（英文）：The fundamental study for developing a safe handling system for waste biomass fuel
s was studied; especially for the prevention of fires and explosions associated with refused derive fuels 
(RDF). The RDF hydrogen production ability was affected by pH, moisture and ambient temperature. The micro
bial colony count method revealed that aerobes occupied a dominant in RDF on the 2nd or 3rd day from the b
eginning, whereas anaerobic occupied a dominant hereafter. Bacillus sp. was superior to Clostridium sp. in
 Kuwana, whereas Clostridium sp. was superior to Bacillus sp. in Sakura after 3 days of cultivation. Scale
 effects on the temperature rise of RDF due to biological activities were examined by three different amou
nts of RDFs. It was reported that the higher amount of RDF, the higher the maximum temperature obtained af
ter 50 hours to 85 hours cultivation was.
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１．研究開始当初の背景 
	
 ごみ固形燃料(Refuse Derived Fuel，以下
RDF という)は一般廃棄物を破砕・乾燥後，
圧縮成形した燃料である。2003 年 8 月に三
重県桑名市の RDF 貯蔵施設で火災爆発事故
が発生した。発熱・火災の原因として大気中
の水分が RDF に吸着する際の吸着熱による
昇温，RDFに生息する微生物の生物学的発熱，
有機物の酸化反応による発熱などが報告さ
れている。また，爆発の原因として，火災で
酸素濃度が低下した領域での有機物のガス
化による可燃性ガス発生，貯蔵サイロ内への
放水により，RDFに生息する嫌気性微生物が
代謝を開始して水素を産生したことが挙げ
られている。バイオマスは従来の化石燃料と
は異なり，微生物が生息している生きた燃料
であり，バイオマスの貯蔵・保管時に起こる
くん焼・有炎燃焼・爆発の機構は，従来の熱
物性・化学反応に立脚した熱着火理論だけで
は，火災・爆発に至る全般的現象を十分に説
明できないため，バイオマスの生物学的特性
を加味した検討が必要であると考えられる． 
 
２．研究の目的 
	
 本研究は，廃棄物固形燃料の貯蔵・保管時
に起こるくん焼・有炎燃焼・爆発の関連因子
を,燃料に内在する細菌叢の分布および機能
別遺伝子と関連づけ,従来の熱的特性に生物
学的特性を加味した廃棄物燃料あるいはバ
イオマスの貯蔵・保管時における危険性評価
および燃料化・貯留・搬送設備の火災安全対
策に関する科学的データの提供と提言を目
的とする．第 1にメタゲノム解析により産地
別に収集された廃棄物固形燃料に内在する
細菌叢の分布と機能別遺伝子（エネルギー生
産･変換,水素産生,耐熱性等）を明らかにする．
第 2に産地別の廃棄物固形燃料のくん焼・有
炎燃焼・爆発の関連因子（温度上昇率，最高
到達温度,水素発生量）と細菌叢の分布と機能
別遺伝子の関連性を明らかにする．最後に環
境条件（酸素濃度，温度，水分，pH）の変化
による,くん焼・有炎燃焼・爆発の要因と細菌
叢の分布と機能別遺伝子の関連性の変化を
明らかにする． 
 
３．研究の方法 
（１）メタゲノム解析結果による微生物種推
定	
 
	
 RDFをハンマーで細かく破砕した。滅菌蒸
留水を加え 5分間振とうした後，80µmプレ
フィルター(Millipore，AP2504700)でろ過し，
未培養サンプルとした。次に，破砕した RDF 
10g と滅菌蒸留水 30ml を滅菌バイアル瓶に
加え，瓶内を CO2置換し，30℃で 3日間静置
培養した。培養後，80µm プレフィルターで
ろ過し，3 日培養サンプルとした。各サンプ
ル に 存 在 す る 微 生 物 の DNA を ZR 
Fungal/Bacterial DNA Kit(ZYMO 
RESEARCH，D6005)で抽出した。次に，微
生物の分類に広く利用されている 16S rRNA
遺伝子を PCR法で増幅した。PCR産物に混
在する多種の微生物の16S rRNA遺伝子をク

ローニングにより単離した。再び 16S rRNA
遺伝子を PCR 法で増幅し，NucleoSpin 
ExtractⅡ(MACHE REYNAGEL，74-0609。 
50)または ExoSAP-IT (岩井化学薬品，78200)
で不純物を除去した。その後，塩基配列の決
定をタカラバイオ㈱に委託した。決定した
16S rRNA遺伝子の塩基配列を塩基配列決定
結果編集ソフト 4Peaks で波形解析した後，
遺伝子データベースNCBIで類似した塩基配
列と照合し，RDFに存在する微生物の種類を
推定した。 
 
（２）mRNA定量用プライマーの作製	
 	
 	
 
	
 酵素は生体内でおこる化学反応の触媒と
なるタンパク質である。生体内でのタンパク
質合成過程は DNA の塩基配列をもとにメッ
センジャーRNA(以下，mRNAという)を合成
する転写，mRNAの塩基配列をもとにタンパ
ク質を合成する翻訳に分けられる。 mRNA
はタンパク質の必要性に応じて適時適量合
成される。このため，転写過程で合成された
ヒドロゲナーゼの mRNA を定量すると，ヒ
ドロゲナーゼ合成量が多いか少ないかを間
接的に知ることができる。 Clostridium 
butyricum(以下，C.butyricum という)のヒ
ドロゲナーゼ遺伝子 hydB2 の塩基配列情報
を NCBI から得た (accession numbers: 
JF720852，JF720835)。得た塩基配列情報と
遺伝子解析ソフト GENETYX とプライマー
設計支援ソフト Amplify を用いて，PCR 時
に hydB2に結合して長さ 174bp(base pair，
塩基対)の PCR 産物を得るプライマーHGBf
と HGBrを設計した。表 1に設計したプライ
マーの塩基配列を示す。プライマー合成を㈱
グライナージャパンに委託した。hydB2に結
合するか確認するために，hydB2 を有する
C.butyricum と有さない大腸菌の DNAを用
いて PCRを行った。 
	
 
（３）C.butyricumの水素産生量の測定	
 	
 	
 
	
 滅菌した容積70mLのアルミシールバイア
ル瓶に，クロストリジウム強化培地(以下，培
地という)20mL と C.butyricum を付着させ
た滅菌爪楊枝を入れた。瓶内に 0.2µmエアフ
ィルターEB-Disk25 (関東化学，96923-00)
でろ過滅菌した CO2を 1分間吹きつけ，瓶内
を嫌気状態にした。37℃で静置培養した。培
養時間は 24h，48h，72h の 3 条件とした。
培養後，水上置換法でガス発生量を測定した。
バイアルビン内に残留したガスの組成をガ
スクロマトグラフィー (島津製作所，
GC-2014)で測定した。 
	
 
（４）	
 RDFの発熱実験	
 
	
 RDF の火災事故の原因の一つに，RDF 内
の発熱によって無機物の化学反応が起こり，
さらに可燃性ガスが発生する場合，または発
熱が続いて自然発火に至った場合も考えら
れている。好気性菌が有機物内で活動すると
熱を生成することは食品系廃棄物を堆肥に
するときや植物のくすぶりによる発火等が
あるように RDF でも起こることが十分に考
えられる。実際に RDF を好気環境下で培養
させた場合に発熱量はどの程度かを調査し
た。実験条件を述べると，RDF貯蔵庫は最大



約 2,000ｔを保管することが出来るため堆積
した RDFの場合，堆積 RDF底の環境下は自
らの荷重によって熱が外部に逃げにくくな
ると推測できるので断熱状態と仮定する。表
2 をみると 2003 年 8 月の三重県の平均気温
は 30℃前後だったので，恒温槽温度を 30℃
になるよう設定する。断熱状態を確保するた
め，断熱性の高い容器である魔法瓶を用いた。
容器内に水分を含ませた RDF を隙間なく詰
めながら熱電対を設置した。 
	
 
４．研究成果	
 
（１）メタゲノム解析結果による微生物種推
定結果	
 
	
 図 1に種類を推定した 509個の微生物を水
素産生菌と非水素産生菌に分けた結果を示
す。水素産生菌の割合は，未培養では桑名
33.9%，香肌 11.4%，海山 13.7%，浜島 1.8%，
さくら 28.8%である．3 日嫌気培養では桑名
61.2%，香肌 98.1%，海山 65.4%，浜島 20.0%，
さくら 61.9%である。図 2に水素産生菌 189
個 を Clostridium 属 ， Bacillus 属 ，
Janthinobacterium 属に分けた結果を示す。
未培養の水素産生菌の内訳は，桑名は
Clostridium 属 40%，Bacillus 属 50%，
Janthinobacterium 属 10%である。香肌は
Clostridium 属 50%，Bacillus 属 37.5%，
Janthinobacterium属 12.5%である。海山は
Clostridium属 28.6%，Bacillus属 71.4%で
ある。浜島は Clostridium 属 100%である。
さくらは Clostridium属 46.7%，Bacillus属
26.7%，Janthinobacterium属 26.6%である。
3 日嫌気培養の水素産生菌の内訳は，桑名は
Clostridium属 3.3%，Bacillus属 96.7%であ
り，Bacillus 属がほぼ独占している。香肌，
海山，浜島，さくらは Clostridium属 100%，
Bacillus属 0%である。 
	
 
（２）mRNA定量用プライマーの作製結果	
 
	
 図 3 (a)に遺伝子 hydB2 を有する
C.butyricum の PCR 産物の電気泳動結果を
示す。設計プライマーで増幅が予想された
DNA 断片長と一致する約 170bp の PCR 産
物が確認できた。図 3 (b)に遺伝子 hydB2を
有さない大腸菌の PCR 産物の電気泳動結果
を示す。大腸菌では PCR 産物は確認されな
かった。 
 
（３）C.butyricumの水素産生量の測定結果	
 
	
 図 4 に培養時間 24h，48h，72h における
全ガス発生量と水素発生量を示す。全ガス発
生量と水素発生量はそれぞれ，24h 後に
0.4mL，0.035mL，48h後には急増して 46mL，
17mL，72h後に 40mL，14mLと微減した。
図 5 に培養時間 24h，48h，72h におけるガ

スの組成を示す。ガス中の水素濃度は 24hで
7.3vol%，48h で 36.6vol%，72h で 35vol%
である。 
	
 
（４）考察	
 	
 
	
 メタゲノム解析により，RDFに存在する水
素産生菌の大半が Clostridium 属または
Bacillus 属であることが明らかになった。
Clostridium 属は無酸素下で増殖する細菌で
あり，土壌や生物の腸内などに生息する。
Bacillus属は酸素存在下または酸素濃度に依
存せず増殖する細菌であり，土壌や水中に普
遍的に生息する。また，Clostridium 属と
Bacillus属は増殖・生存に不適な環境では芽
胞を形成する。芽胞はいくつかの細菌の栄養
細胞が菌体内部に形成する休止状態の細胞
である。水分の含量は極めて少なく，熱，乾
燥，酸，消毒剤，放射能にさえ高い抵抗性を
示す。芽胞形成状態の細菌は増殖ができない。
Sakka らによると三重県では RDF 原料を破
砕後，230～280℃の熱風で乾燥している。こ
のとき芽胞未形成の微生物は多くが死滅し，
芽胞形成状態のClostridium属とBacillus属
は死滅せずに生存すると考えられる。このた
め水素産生菌の大半が Clostridium 属と
Bacillus属になったと考えられる。図 3(a)よ
り DNA 長 170bp のみで PCR 産物が確認で
きた。このため，プライマーHGBfと HGBr
が設計通りに hydB2 に結合したといえる。
HGBf と HGBr を用いて C.butyricum のヒ
ドロゲナーゼの mRNA定量化ができる。 
図 4 より培養 24h から 48h の間でガス発生
量が 115倍，水素発生量が約 486倍に増加し
ている。培養 48hから 72hではガス発生量お
よび水素濃度にあまり変化はない。このこと
から C.butyricum が 48h まで活発に水素産
生すると考えられる。 

 
図 1	
  全微生物に占める水素産生菌の割合 

 

 
図 2	
  水素産生菌の種類と割合 

 
 
（５）RDFの発熱実験結果	
 
	
 RDF100g,750g,1500g の場合の温度推移
を図 6 に,	
 RDF 質量（以下，スケール）に
対する最高温度と熱量の変化を示したグラ
フを図 7 に掲載する。実験開始時は，RDF
に水を加えることで約 20℃から始まり室温
30℃に平衡するように推移する。100g，1500 
gの場合は実験開始から約 24h付近から始め 

表 1	
 作製したプライマーの名称と塩基配列 

名称 塩基配列 

HGBf 5’-AAG TGG TGG TGT ATC AAT GC-3’ 

HGBr 5’-CCT TTG CAT CCC ATT CCT TC-3’ 
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たのに対し，750g は約 36h 付近から温度上
昇がみられ，3 種類ともその後は温度が上昇
する。それぞれの最高温度は 100g の場合
38.1℃，750g の場合 51.6℃，1500g の場合
57.5℃を記録した。しかし，その後温度は上
昇せずに停滞または低下する推移を示した。
これらの温度上昇は RDF 内部の微生物活動
によるものであり，好気性菌の呼吸による熱
生成だと思われる。実験開始時は好気環境下
で開始しており，RDF内部には酸素が十分に
含まれている。また，好気性菌の活動は嫌気
性菌の約 12 倍ものエネルギーを生成するこ
とが知られている。増殖に最適な温度は細菌
の種類によって様々であるが，20℃前後のも
のを低温菌，35℃前後のものを中温菌，55℃
前後のものを高温菌と呼び，好気性菌は高温
菌も多く存在し，堆肥作りにも貢献する菌で
ある。RDFが自然発火するまでのメカニズム
は二段階と予測されている。第一段階では，
発酵による熱生成が開始し，その温度は約
80℃に達する例もある。第二段階では，十分
に温度が高くなったことで比較的反応しや
すい有機物が酸素と化学反応を起こして化
学反応熱を生成し，さらに温度上昇を続けて
自己発火温度にまで到達し発火したと考え
られている。 

 
図 6	
 温度推移 

 
	
 続いてスケールを変化させた場合，RDF
内部の微生物によって生成される熱量 Q を
計算した。ここで，魔法瓶の中に RDF と水
の混合物として考える。実験開始時，RDF
に水を含ませた後の混合物の温度は 25℃前
後で始まるのだが，室温と同じ 30℃から熱量
を計算する。また，魔法瓶容器の熱は無視す
る。断熱容器の中に RDF と水が同じ温度で
入っている混合物として考える。RDFが水を
含んでから室温 30℃で保管すると，混合物の
温度は元の室温から⊿T だけ上昇したそれぞ
れの値を計算する。それぞれの記号を，水の
質量をMw，水の比熱をCw=4.2[kJ/(kg K)] ，
RDF の質量を MRDF，最高温度を Tmax，
室温の平均を Tavとする。そして RDFの比
熱は CRDF≒1.7[kJ/(kg K)]を用いる。そし
て，水の熱容量 Gw，RDFの熱容量 GRDF，
温度差⊿T，混合物の熱容量 Gmix および，
混合物内部から生成された熱量 Qは， 
Gw=Mw・Cw   (1) 
GRDF = MRDF・CRDF  (2) 
Gmix = Gw+GRDF  (3) 
⊿T=Tmax-Tav   (4) 
Q=⊿T・Gmix   (5) 
として計算した。RDFのスケールと熱量の関 
係は図 6の近似式より， 
Q=0.9785*MRDF-8.3718 [kJ]  (6) 
として表される。ただし，式(6)は 100gから
1500gまでの範囲の近似式であるので，スケ
ールを拡大もしくは縮小するときに使用で
きないものである。さらに，スケールと最高
温度勾配は 100gから 750gまでは大きいが，
750g から 1500g では温度勾配は緩やかとな
る。しかし，この実験範囲ではさらに RDF 
 
 

 
図７	
 容器サイズが最高温度と発熱に与え

る影響 
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図 3	
 電気泳動結果 
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 図 4	
 C.butyricumの水素産生量測定結果 
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 図 5	
 バイアル瓶に残留したガスの組成 
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の質量を増加させた場合，熱量および最高温
度がどのように推移するかは未知である。 
	
 今後の課題として， RDF の質量を
100~750g の範囲の場合，1500g 以上の場合
で行うことで RDF 質量に対する発酵熱の推
移を求めることができるだろう。また，RDF
の水分比率の変更や，実験装置内の気体成分
の分析などが必要である。 
	
 
（６）結言	
 	
 
①	
 三重県の 5製造地の RDF（桑名，香肌，
海山，浜島，さくら）についてメタゲノム解
析により水素産生菌を同定した。全生産地に
存在する水素産生菌の大半が，Clostridium
属と Bacillus属であり，3日培養後では，桑
名のみが Bacillus 属に占有され，他の RDF
は Clostridium属に占有される特徴を有して
いた。 
②	
 水素産生の起因となるヒドロゲナーゼ
遺伝子に対するプライマーを設計し, RDFか
ら効率よく mRNA を抽出する方法を確立し
た。リアルタイム PCR による水素発生量と
ヒドロゲナーゼ遺伝子の発現量を定量化し
て，RDFの爆発危険性を評価する手法の目処
がついた。 
③	
 同条件でサイズの異なる 3種類の容器に
よる結果では，サイズの増加に対して最高温
度が上昇すること，外挿法により推定した結
果，10kg の RDF 貯蔵庫で 75℃，100kg で
95℃に達することが判明した。 
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