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研究成果の概要（和文）：本研究では、feast-famine制御下で下水汚泥（活性汚泥）から集積されるポリヒドロキシア
ルカン酸（PHA）蓄積細菌集積系による下水基質からのPHA高蓄積機構の解明を目標として、各種の検討を行った。本研
究の結果から、(1)活性汚泥細菌の大部分がPHA合成能を有すること、(2)短鎖脂肪酸がPHA合成基質に適していること、
(3)活性汚泥から構築されたPHA蓄積細菌集積系のPHA蓄積能にはRhodocyclalesに属するPHA蓄積細菌が関与しているこ
とが明らかになった。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to elucidate the PHA accumulation mechanism from wastewater 
substrates by mixed microbial cultures with high PHA accumulation ability that are constructed from 
activated sludge by a feast-famine method. Results of this study revealed the followings: (1) Most of 
activated sludge bacteria are capable of producing PHA, (2) short-chain fatty acids are preferable 
substrates for PHA production by PHA-accumulating bacteria in activated sludge, and (3) PHA-accumulating 
bacteria belonging to Rhodocyclales make a great contribution to PHA accumulation by mixed microbial 
cultures constructed from activated sludge by a feast-famine method.

研究分野： 生物環境工学

キーワード： 省資源技術　バイオリファイナリー　PHA　下水汚泥　微生物挙動解析
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１．研究開始当初の背景 
 プラスチックは、現代社会に欠かせない有
用な化学品であるが、石油や天然ガスなどの
化石資源を原料に用いて合成されており、ま
た、自然環境中での分解性に乏しい。これら
のことから、環境への負荷・影響が大きい石
油系プラスチックのバイオプラスチックへ
の転換が求められている。 
 バイオプラスチックの一種であるポリヒ
ドロキシアルカン酸（PHA）は、ある種の微
生物が炭素及びエネルギーの一時貯蔵物質
として蓄積する脂肪酸ポリエステルである。
PHA は生分解性や生体適合性、熱可塑性など
の特性を有しており、様々な用途で活用する
ことができる。また、PHA は合成の全ステッ
プが微生物細胞中で行われるため、生産プロ
セスに係るエネルギーを抑えることができ
る上、化学プロセスに必要となる金属触媒な
ども必要にならない。以上の点から、PHA は
石油系プラスチックの代替品として有望視
されている。 
 PHA の工業生産は、これまで遺伝子組換え
菌を含む純粋菌により行われてきたが、純粋
菌を用いる場合、細胞濃度を高めるために多
量の酸素を必要とし、また、生産に使用する
原料や装置の滅菌処理が必要であるため、コ
ストとエネルギー面が大きな障害となって
きた。他方、活性汚泥のような混合微生物群
集を活用することができれば、基質（下廃水）
や装置を滅菌する必要がなく、純粋菌を用い
る場合に比べてコスト・エネルギー消費を大
幅に抑えることができる。また、下水処理に
おいては余剰汚泥の処理にかかるコスト・エ
ネルギーが問題視されているが、発生する余
剰汚泥をPHA生産の植種源に用いることによ
り、その問題も軽減し、逆に有価物を回収で
きるというメリットも発生する。このため、
余剰汚泥と下廃水を活用した PHA 生産は、下
水処理場をバイオリファイナリー施設に転
換するための有効なオプションの一つとし
て期待される。 
 活性汚泥のような混合微生物群集を用い
た PHA 生産では、PHA 蓄積量が純粋菌に比べ
て低いことが長年の課題とされてきた。しか
し、近年になり、混合微生物群集を活用した
新たな PHA 蓄積戦略として、基質過剰状態
（feast）と基質非存在状態（famine）を繰
り返す feast-famine 制御の活用が提案され
た。先行研究では、feast-famine 制御を用い
て活性汚泥から集積された混合微生物群集
により、工業生産に用いられている純粋菌と
同等の約 90%もの高 PHA 含量が達成された事
例が報告されている①～③。しかし、現状では、
feast-famine 制御下で構築される集積系内
の微生物種やそれらの機能はほとんど明ら
かにされていない。多様な微生物種で構成さ
れる活性汚泥からのPHA高蓄積を安定して達
成する条件を明らかにし、feast-famine 制御
によるPHA高回収を広く利用可能な技術にブ
ラッシュアップするためには、PHA 蓄積反応

の主体である微生物の挙動を理解し、PHA 高
蓄積機構を解明することが重要である。 
 
２．研究の目的 
 先に述べた背景から、本研究では、
feast-famine 制御下で下水汚泥から集積さ
れる混合微生物群集（PHA 蓄積細菌集積系）
による下水基質からのPHA高蓄積機構を解明
することを目標として、PHA 蓄積細菌のモニ
タリング手法の開発、下水汚泥中の PHA 蓄積
細菌分布の把握、下水汚泥から構築した PHA
蓄積細菌集積系による酢酸や他の下水基質
からのPHA蓄積過程における微生物挙動の解
明を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) 活性汚泥中の従属栄養細菌のPHA合成ポ
テンシャルの評価 
 活性汚泥を構成する個々の細菌のPHA合成
ポテンシャルを評価するため、4 種類の活性
汚泥（ラボスケール連続回分式リアクター
（SBR）1 種、標準活性汚泥（CAS）法 2 種、
嫌気無酸素好気（A2O）法 1種）から、R2A 培
地を用いて従属栄養細菌を分離し、PCR によ
る phaC遺伝子の検出と、6種類の炭素源（酢
酸、プロピオン酸、乳酸、酪酸、グルコース、
グリセロール）を用いたバッチ PHA 蓄積試験
（初期 OD600：0.5、炭素源：1000 mg-C/L、窒
素制限・好気条件、28℃、120 rpm、48 時間）
を実施した。各菌株における PHA 蓄積の検出
は、Nile blue A 染色-蛍光測定法④を用いて
行った。 
 
(2) 活性汚泥のPHA蓄積ポテンシャルの評価 
 各種処理方式の活性汚泥のPHA蓄積ポテン
シャルを評価するため、CAS 法、無酸素好気
（AO）法、A2O 法、ステップ流入式多段硝化
脱窒法、膜分離活性汚泥（MBR）法を採用す
る都市下水処理場から9種類の汚泥試料を採
取し、窒素制限・好気条件下においてバッチ
PHA 蓄積試験を実施した。リン酸および pH 変
動が PHA蓄積に及ぼす影響を明らかにするた
め、リン酸塩、あるいは HEPES とリン酸塩を
添加した試験系と添加しない試験系を作成
し、各試験系に汚泥を 1000 mg-MLSS/L、酢酸
ナトリウムを 1000 mg-C/L になるように加え、
28℃、120 rpm で 24 時間培養した。酢酸は
HPLC で定量し、PHA は Michinaka ら⑤の方法
に従って前処理した後にGC/MSによりポリヒ
ドロキシ酪酸（PHB；酢酸を基質として合成
される主要な PHA）を定量した。また、phaC
遺伝子を標的とする MPN-PCR 法と T-RFLP 法
により、各汚泥中の PHA 蓄積細菌群集を解析
した。 
 また、活性汚泥による各種炭素源からの
PHA 蓄積の可能性について検討するため、酢
酸、プロピオン酸、乳酸、酪酸、グルコース、
グリセロールを単独、または、複数混合で用
いた PHA 蓄積試験も実施した。 
 



(3) 活性汚泥からのPHA蓄積細菌集積系の構
築と、集積系の PHA 蓄積能及び PHA 蓄積細菌
群集の解析 
 ラボスケール SBR を用い、feast-famine 制
御により、活性汚泥から PHA 蓄積細菌集積系
を構築した。各 SBR は、汚泥滞留時間 5 日、
水理学的滞留時間 1日に設定し、酢酸ナトリ
ウムを炭素源として添加した無機塩培地を
流入水として投入した。異なる温度、pH制御
条件下において集積を実施し、feast/famine
比、PHB 蓄積率の遷移状況の分析、及び phaC 
遺伝子を標的とした PCR-DGGE 法による PHA
蓄積細菌群集の遷移解析により、PHA 蓄積細
菌の集積状況をモニタリングした。種汚泥と
各条件下で構築されたPHA蓄積細菌集積系は、
バッチ PHA 蓄積試験（窒素制限・好気条件、
28℃、120 rpm、24 時間）による PHA 蓄積能
の評価、ならびに phaC 遺伝子を標的とした
クローンライブラリ法によるPHA蓄積細菌群
集構造の解析に供した。 
 
４．研究成果 
(1) PHA 蓄積細菌挙動解析法の開発 
 PHA 蓄積細菌の挙動解析を行う手法として
は、PHA 合成に必須の PHA シンターゼをコー
ドする phaC 遺伝子を標的とする PCR 法が最
も一般的である。また、PHA シンターゼはク
ラス I-IV に分類されている。そこで、各ク
ラスの phaC 遺伝子を検出する PCR システム
について調査した結果、クラス I 及び II を
幅広く検出できる PCR システムが存在した。
そこで、Sheu ら⑥が開発し、他の既往研究で
も使用されている PCR システムを基本とし、
反応条件の最適化等を行い、本研究で使用す
る PHA 蓄積細菌挙動解析法を整備した。 
 
(2) 活性汚泥中の従属栄養細菌のPHA合成ポ
テンシャル 
 4 種類の活性汚泥から分離された 114 株の
従属栄養細菌を対象として、PHA 合成ポテン
シャルの評価を行った。 
 phaC遺伝子の PCR 検出の結果、114 株のう
ち 17株が phaC遺伝子を保有することが明ら
かになった。また、PCR 増幅産物の塩基配列
を解読して該当するアミノ酸配列を推定し、
GenBank に登録された配列と比較したところ、
本研究で分離した従属栄養細菌株が保有す
る phaC遺伝子は既知の phaC遺伝子とアミノ
酸配列レベルで 60-100%の相同性を有するこ
とが明らかになった。 
 他方、6 種類の炭素源からの PHA 合成能に
ついて検討した結果、114 株のうち 77 株が少
なくとも 1種類の炭素源から PHAを合成でき
ることが明らかになった。また、炭素源別で
は、酢酸は 55%、プロピオン酸は 32%、乳酸
は 53%、酪酸は 34%、グルコースは 6.1%、グ
リセロールは 10%の分離菌株が PHA 合成に利
用した（図 1）。これらのことから、活性汚泥
細菌にとっては、短鎖脂肪酸（特に、酢酸、
乳酸）が PHA 合成に適した基質であることが

明らかになった。 
 両試験の結果をまとめると、分離した 114
株のうち 85 株（75%）が PHA 合成ポテンシャ
ルを有することが明らかになった。しかし、
その大部分は、PHA 合成能は確認されたもの
の、phaC遺伝子は検出されなかった。このこ
とから、活性汚泥中には、本研究で使用した
検出法では検出できない phaC 遺伝子（クラ
ス III、IV に属する phaC 遺伝子、クラス I、
II に属するが検出対象外の phaC 遺伝子、あ
るいは全く未知の phaC 遺伝子）を保有する
PHA 蓄積細菌が多数存在していることが示唆
された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) 活性汚泥の PHA 蓄積ポテンシャル 
 活性汚泥のPHA蓄積ポテンシャルを評価す
るにあたり、まず、試験条件について検討し
た。その結果、リン酸塩、あるいは HEPES と
リン酸塩を添加した試験系に比べて、それら
を添加していない試験系においてPHB蓄積率
が高くなることが明らかになった。そこで、
リン酸塩及びHEPESを添加しない試験系を用
いて、活性汚泥の PHA 蓄積ポテンシャルを評
価することとした。 
 9 種類の活性汚泥の PHA 蓄積能（炭素源：
酢酸）を調査した結果、各汚泥は試験開始時
点で 0-1.3%の PHA を含んでいたが、24 時間
のバッチ PHA 蓄積試験の後、PHB 蓄積率は
7.9-24%まで上昇した。CAS 法の汚泥では 24
時間後のPHB蓄積率は常に20%を上回ったが、
A2O 法及びステップ流入式多段硝化脱窒法の
汚泥における 24 時間後の PHB 蓄積率は
7.9-17%であり、CAS 法、AO 法及び MBR 法の
汚泥に比べて低かった。また、PHB 収率（炭
素源消費量あたりの PHB 蓄積量）は、MBR 法
では 0.50、他の処理方式では 0.22-0.34 であ
り、MBR 法では他の処理方式よりも PHB 収率
が高いことが明らかになった。これは、MBR
法では基質（酢酸）消費量が他に比べて低か
ったことに起因しており、高い汚泥濃度（低
F/M 比）で運転されている MBR 法の特徴であ
ると示唆された。 

図 1 活性汚泥より分離した従属栄養細菌の
うち、酢酸（Ace）、プロピオン酸（Pro）、
乳酸（Lac）、酪酸（But）、グルコース（Glu）、
グリセロール（Gly）から PHA を合成する菌
株の割合 
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 各汚泥中の phaC遺伝子数を定量した結果、
2.9× 108-1.2× 109 MPN-copies/g-MLSS の
phaC 遺伝子が存在することが明らかになっ
た。また、T-RFLP 解析の結果、最大で 20 種
程度の phaC 遺伝子由来の T-RFs が検出され
た。各汚泥の T-RFLP プロファイルを比較し
た結果、類似したプロファイルを有する汚泥
や、特定の phaC遺伝子（PHA 蓄積細菌）が優
占する汚泥の存在が明らかになった。 
 PHA 蓄積試験及び PHA 蓄積細菌群集解析の
結果を基にして、活性汚泥の PHA 蓄積ポテン
シャルに影響する因子について検討した。そ
の結果、phaC遺伝子数が 24時間のバッチ PHA
蓄積試験後のPHB蓄積率と関係していること
が明らかになった。すなわち、phaC遺伝子数
が相対的に低いA2O法及びステップ流入式多
段硝化脱窒法では PHB 蓄積率が低く、phaC遺
伝子数が5.0×108 MPN-copies/g-MLSSを上回
る汚泥では 20%を越える PHB が蓄積されるこ
とが明らかになった（図 2）。 
 また、CAS 法の活性汚泥を用い、各種炭素
源からの PHA 蓄積について検討した結果、酢
酸や乳酸、酪酸がPHA合成基質に適しており、
複数の炭素源が共存する場合でも同様に PHA
を合成できる可能性が示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 (4) 活性汚泥から構築した PHA 蓄積細菌集
積系の PHA 蓄積能と PHA 蓄積細菌群 
① 異なる温度条件下で構築した PHA 蓄積細
菌集積系の PHA 蓄積能と PHA 蓄積細菌群 
 20℃あるいは 28℃に設定した SBR（いずれ
も pH は制御なし）を用いて、feast-famine
制御による PHA 蓄積細菌の集積を試み、種汚
泥及び各集積系の PHA 蓄積能を評価した。種
汚泥では24時間後のPHB蓄積率が34%であっ
たが、28℃、20℃に設定した SBR で構築した
集積系では 12 時間後にそれぞれ 58%、62%の
PHB を蓄積した（図 3（A））。また、PHB 収率
も種汚泥に比べて集積系で高くなった（図 3
（B））。以上の結果から、20℃、28℃のいず
れの温度条件下でも feast-famine 制御によ
るPHA蓄積細菌の集積が可能であることが明
らかになった。他方、20℃、28℃の集積系を
比較すると、20℃の集積系が PHB 蓄積率、収
率ともに高いことが確認された。 

 phaC 遺伝子を標的としたクローンライブ
ラリ法により、種汚泥及び各集積系の PHA 蓄
積細菌群集構造を解析した結果、種汚泥では
Burkholderiales に属する PHA 蓄積細菌が優
占したが、集積系では、Rhodocyclales や
Sphingomonadalesに属するPHA蓄積細菌の存
在が確認された（図 4）。特に、Rhodocyclales
は、高い PHA 蓄積能が認められた 20℃の集積
系において、存在割合がより高かったことか
ら、Rhodocyclales に属する PHA 蓄積細菌が
集積系のPHA蓄積能に関係している可能性が
考えられた。 
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図2 活性汚泥中の phaC遺伝子数とPHA蓄積
試験（24 時間）後の PHB 蓄積率の関係 
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図4 異なる温度で構築したPHA蓄積細菌集
積系（赤字：28℃、青字：20℃）と種汚泥
（黒字）中の PHA 蓄積細菌群集．グループ
I：Burkholderiales、II、IV：Rhodocyclales、
III：Sphingomonadales、V：未培養 

図3 異なる温度で構築したPHA蓄積細菌集
積系と種汚泥の PHA 蓄積能 
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② 異なる pH条件下で構築した PHA蓄積細菌
集積系の PHA 蓄積能と PHA 蓄積細菌群 
 pH を 7.2 に制御した SBRと制御しない SBR
（いずれも温度は 28℃に設定）を用いて、
feast-famine制御によるPHA蓄積細菌の集積
を試みた。pH を制御しない SBR では、pH は
概ね 8.6-9.0 のアルカリ性で推移した。①と
同様に、種汚泥及び各条件下で構築された集
積系の PHA 蓄積能を評価した結果、種汚泥で
は 24 時間後の PHB 蓄積率が 31%であったが、
pH制御あり及び pH制御なしの集積系では 12
時間後にそれぞれ 48%及び 57%の PHB を蓄積
し、pH 制御の有無によらず高い PHA 蓄積能を
示した（図 5）。また、両集積系を比較した結
果、pH を制御せずにアルカリ条件下で構築さ
れた集積系がより高いPHA蓄積能を有するこ
とが明らかになった。 
 phaC 遺伝子を標的とした PCR-DGGE 法を用
いて SBR運転期間中の PHA蓄積細菌の遷移を
解析した結果、各 SBR では、種汚泥とは全く
異なり、かつ、pH 制御条件ごとにも異なる
PHA 蓄積細菌群が集積されることが観察され
た。また、pH 制御あり（中性）においては、
pH 制御なしに比べて、PHA 蓄積細菌群集構造
の安定化に長期間を要することが示された。
pH 制御ありの SBR では、時折発泡とそれに伴
う一時的な feast/famine 比の上昇が観察さ
れており、これらの乱れが PHA 蓄積細菌群に
も影響を及ぼし、安定に長期間を要したもの
と考えられた。さらに、クローンライブラリ
法を用いて種汚泥及び集積系のPHA蓄積細菌
群集を解析した結果、①と同様に、種汚泥で
は Burkholderialesに属する PHA蓄積細菌が
優占しており、集積によって Rhodocyclales
及び Rhizobialesの PHA蓄積細菌が存在割合
を高め、特に pH 制御なしで構築した集積系
において Rhodocyclalesの優占化が顕著であ
った。 
 以上の結果から、都市下水処理場の活性汚
泥では Burkholderialesの PHA蓄積細菌が優
占しているが、feast-famine 制御を用いた集
積により Rhodocyclalesの PHA蓄積細菌の割
合が増加し、その結果、集積系の PHA 蓄積能
が高くなったことが示唆された。すなわち、
活性汚泥の PHA 蓄積能を介した資源・エネル

ギー価値の向上においては、Rhodocyclales
のPHA蓄積細菌の優占化が重要なポイントで
あることが示唆された。 
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