
1.　は じ め に

メタン発酵による有機物分解プロセスを廃水・廃棄物
処理に利用する技術自体は，すでに19世紀末までには実
用化されており，活性汚泥法よりも長い歴史をもってい
る。有機物の嫌気的環境下での物質分解は，海底，湖沼・
河川の底泥中や水田・湿地土壌などの水界生態系や反芻
動物や昆虫まで，さまざまなスケールでの地球生物化学
的な物質循環過程において重要な役割を担っている。20
世紀は化石燃料をほとんど無制約に消費しながら巨大な
使い捨て物質文明を築き上げてきた時代である。21世紀
に突入した今，持続的に発展可能な循環型社会へのギア
切り替えのための中核技術のひとつとして，嫌気性メタ
ン発酵によるエネルギー回収技術の重要性が増してきて
いる。
しかしながら，これまでのメタン発酵処理プロセスの
設計と運転管理はもっぱら出入力の簡単なプロセス・パ
ラメータにのみ基づいて行われており，反応器内に生息
する微生物群はブラックボックス的に扱われてきた。確
かに，メタン発酵プロセスはすでにいくつかの廃水種に
おいては実用化がなされていて，反応器内の微生物群を
ブラックボックスとして扱っても廃水の処理はできてい
るのだから良いのではないか，という考え方もあるが，
未だ，スタートアップに時間がかかること，プロセスが
不安定なこと，適応できる廃水の種類が限られているこ
と等，多くの問題を抱えているのが現実である。これら
の問題点を少しでも解決し，合理的なメタン発酵プロセ
スの設計，運転管理方法を確立して広く普及を図ってい
くためには，工学的な装置（Container: 容れ物）の開発

と同時に，処理を担う微生物群（Contents: 中身）の科
学的な把握・理解が不可欠である。これらメタン発酵プ
ロセスに生息する微生物群すなわち「ブラックボックス」
の中身を理解していくことは，いままで気づかなかった
廃水処理プロセスの新たな可能性を引き出すこともあり
うる。つい十数年前までは，いざ微生物群を解析しよう
としても，有効な方法論が存在しなかったが，幸いなこ
とに近年，分子生物学的手法が急激に発達してきたこと
で，メタン発酵における複合微生物系を理解するための
強力なツールが身近に揃ってきた。本稿では，筆者らの
研究室で展開してきた超高速のメタン発酵プロセスの開
発と，微生物叢の分子生物学的解析および分離された微
生物についての最近の研究成果を中心に紹介する。

2.　メタン発酵技術の現状

嫌気性廃水処理技術は，好気性処理法と比較していく
つかの卓越した利点（エネルギー要求が小さい，汚泥生
成量が少ない，あるいはメタンガスとしてエネルギー回
収が可能である等）を有しており，これまでに大規模か
ら小規模までさまざまな有機性廃水種に対して適用さ
れ，すでに100年以上の歴史を持っている。特に嫌気性
廃水処理技術が飛躍的に発展したのは，1973年の石油危
機を契機としてエネルギー回収技術として注目されてか
ら，ここ20～30年ほどのごく短い期間（廃水処理技術の
歴史として見ると）によるものである。
それまでの嫌気性処理技術は容積効率の点から必ずし
も経済的な方法とはいえず，下水汚泥，畜産廃棄物，一
部の濃厚スラリー状産業廃液などに用いられてきたに過
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ぎなかった。しかし80年代に入ってから，液滞留時間 
(HRT) とは独立に汚泥滞留時間 (SRT) をコントロール
し，高濃度の生物量を保持し，その結果高容積負荷を許
容しようとする固定床方式，流動床方式，そして UASB
（upflow anaerobic sludge blanket; 上昇流嫌気性ブラン
ケット）方式が出現し，嫌気性廃水処理技術は大きく進
展した。なかでも，UASB プロセスは嫌気性処理技術の
中核として普及発展し，易分解性で溶解性の産業廃水種
に対しては，すでに成熟段階に達した技術と見なされて
いる。2000年における上記の高速型と呼ばれる嫌気性廃
水処理プロセスは，全世界で統計的に把握されているだ
けでも1,300基ほどが稼働していると云われている。そ
のうち，6 割程度を UASB プロセスが占めている。わが
国においても，食品産業廃水を中心に180基以上が稼働
している。
しかし，現状の嫌気性廃水処理技術は，保持生物（汚
泥）の最大ポテンシャルを必ずしも引き出していない（さ
らに高速のリアクター開発の余地がある），あるいは適
用可能廃水種が狭い範囲に限定されている，などの技術
的問題を有している。このような現状のなかで最近，よ
り高速化・高負荷化を目指した次世代型の UASB プロ
セスが出現，あるいは開発されつつある。また，これま
で適用対象外だった都市下水程度の低濃度廃水まで適用
範囲を拡大しようとする技術開発も進展している。図 1
に，処理対象廃水・廃棄物の有機物強度による処理技術
オプションの分類を示す33)。

3.　次世代型 UASB プロセスの開発

より高速化をめざした UASB プロセスとして，近年
二つの新世代型の UASB 反応器方式が出現し，様々な
廃水種に適用されはじめている。ひとつは，EGSB (Ex-
panded Granular Sludge Bed) 反応器46,47) と称し，もう一
つは IC (Internal Circulation) 反応器9,25,26) と称すもので
ある。両反応器とも反応器内の基質流体の線速度を従来
型と比して 5～10倍 (5～20 m/h) 程度増加させて，基質

と汚泥（微生物）の接触効率をあげることによって，従
来型の UASB 反応器よりも一段階上の処理性能 (20～
35 kg COD·m–3·d–1) を獲得している。EGSB 反応器は，
処理水の循環と反応器高さ（あるいは（反応器高さ／反
応器底面積）比が大きい）によって，従来型 UASB よ
りも大きな液上昇線流速を確保して，反応器内にグラ
ニュール汚泥を膨張床状態に維持している。一方，IC 
リアクターは，塔長 16～25 m 程度で，生成バイオガス
によるガスリフト効果によって，反応器内に内部循環流
を引き起こし，高接触効率，高容積負荷を許容している。

3.1.　高温 UASB プロセスによる「超高速」化への挑戦

現在 UASB 法で処理されている廃水種には，アルコー
ル蒸留，紙パルプ，食品加工廃水など，製造工程から高
温 (70～80°C) で排出されるものが少なくない。これら
の廃水種は BOD で数千～数十万 mg·l–1 という高濃度の
有機性廃水であるが，いずれもわざわざ中温域まで冷却
されて中温 UASB 法で処理されている。現在稼働中の 
UASB プロセスはほとんど中温域 (30～38°C) もしくは
無加温で操作されており，高温 (50～60°C) UASB プロ
セスの実機は国の内外を通じてわずかに 4基のみ（ブラ
ジルに 1基，ギリシャに 3基）存在しているにすぎな
い44)。
高温メタン発酵槽に保持されるメタン生成古細菌は，
中温性のメタン生成古細菌と比較して 2～3 倍高い活性
を持つことが知られている。それゆえ，高温メタン発酵
プロセスは中温プロセスの数倍の容積負荷を許容できる
と考えられる。しかしながら，何故これまで工業規模の
高温 UASB プロセスが出現してこなかったのだろう
か？高温 UASB 法の普及を妨げてきた要因は，中温グ
ラニュールと比較して，高温グラニュール汚泥の形成は
より困難で長時間を要し，また高温嫌気性汚泥は阻害性
物質やショック・ロードなどの外的ストレスに対しても
中温嫌気性汚泥よりも鋭敏に応答し，微生物生態系がよ
り脆弱であるという経験的事実にある。
このような背景からわれわれの研究グループはこれま

図 1．入り口有機物強度による分解技術オプションの分類。
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でいくつかの高温 UASB プロセスの実験を行ってきた。
下水処理場高温消化汚泥（消化槽温度53°C）を植種源
として糖と揮発性脂肪酸（酢酸＋プロピオン酸）の混合
基質をフィードした高温 (55°C) UASB 反応器では，最
終的に容積負荷 30 kg CODcr·m–3·d–1 を許容し42)，CODcr 
除去率85～90％の処理成績を示した。この実験系での許
容汚泥負荷は 3.7 g CODcr·gVSS–1·d–1 を示し，同一人工
排水を供給した中温 UASB 反応器で形成された中温グ
ラニュール汚泥の許容汚泥負荷よりも 2～3 倍大きい値
であった。すなわち，高温 UASB プロセスにおいても
沈降性に優れたグラニュール汚泥が形成されれば，上記
の許容汚泥負荷と反応器内の保持汚泥濃度の積として反
応器容積基準の許容負荷で，まさしく 100 kg CODcr·
m–3·d–1 という驚異的高負荷の達成が可能といえる。生物
学的廃水処理の歴史が始まって以来，これまでいかなる
装置でもなし得なかった容積負荷 100 kg CODcr·m–3·d–1 
の壁を突き破る，まさに“夢の超高速”嫌気性処理（メ
タン発酵）プロセスの実現である。

3.2.　多段型高温 UASB プロセスの処理特性と装置開発

容積負荷 100 kg CODcr·m–3·d–1 の超高速リアクターの
実現にはいくつかの解決すべき技術的課題がある。装置
開発というハード面での課題は，高負荷運転時の過剰な
生成バイオガスによる増殖菌体のウォッシュ・アウトの
問題である。図 2 41) は，上述の糖・揮発性脂肪酸混合
基質を用いた高温 UASB 反応器のスタートアップ期間
の反応器内上昇線速度（流入廃水と生成バイオガスによ
る線速度（反応器断面積あたり）の合計）と保持汚泥の 
SRT（汚泥滞留時間）の関係を示したものである。容積
負荷 45 kg CODcr·m–3·d–1 時（300日前後のトータル線速
度 2.2 m·h–1 に相当する期間）では，流出 VSS の増加（増
殖菌体のウォッシュ・アウト）を招き，SRT は僅か 6–
7 日程度にまで短縮された。容積負荷 45 kg CODcr·m–3·d–1 
で除去率90％の場合，リアクター単位容積当たりのガス
生成量は 20 m3·m–3·d–1 に達し（∵量論的なバイオガス生
成量は概ね 0.5 Nm3·kg CODcr–1 除去量である），ほぼ標
準活性汚泥法のエアレーション強度と同程度となる。こ
のように，高負荷運転時には反応器内の保持汚泥は生成
ガスによる過度のせん断力を受けることになり，ウォ
シュアウト量が増殖菌体量を上まわり，結果的にプロセ
スが破綻することになる。すなわち，超高負荷・超高速 
UASB を実現するためには，反応器内の生成ガスを速や

かに排除し，ベッド内の上昇ガスによるタービュランス
を低減するようなリアクター形状を開発する必要があ
る。
そこで，このようなコンセプトにしたがって反応器を
多段化することによって気・固・液三相分離装置 (gas 
solid separator; GSS) を反応器縦方向に複数個配置して，
生成ガスを発生原位置のスラッジベッドからすみやかに
引き抜けるような装置を開発し41,42)，アルコール蒸留実
廃水を用いて長期連続実験を行った43)。図 3に，その多
段型高温 UASB 反応器の処理状況を示す。容積負荷の
上昇は，HRT の短縮と流入 COD 濃度の増加により行っ
たが，約80日という短期間で 6.7 kg CODcr·m–3·d–1 から 
100 kg CODcr·m–3·d–1 という高負荷にまで上昇させるこ
とが可能であった。流入有機物強度 10,000 mg CODcr·l–1 
をわずか2.4時間という短い HRT で処理可能であった。
同一アルコール蒸留廃液を供した従来型の高温 UASB 
反応器では，最大許容容積負荷 30 kg CODcr·m–3·d–1 で
流出 VSS 濃度は 400–600 mg VSS·l–1 に達していた。多段
型高温 UASB では，従来型 UASB 形状（高温）の 3倍
以上の超高負荷運転にもかかわらず，GSS の多段化複
数配置による生成バイオガスの反応器系外への引き抜き
による上昇線流速の低減効果によって，同程度にまで流
出 VSS 濃度の低減（汚泥保持能の強化）が可能であった。
図 4は，経産省の「地域コンソシーアム研究開発事業」
として，われわれの研究室が開発中の多段型高温 UASB 
実証プラントである。鹿児島県の焼酎メーカーに設置さ
れ，廃水（焼酎蒸留粕）からメタン・エネルギー回収す
る世界最高速のメタン発酵バイオリアクターとして実証
試験中である。

3.3.　高温メタン発酵プロセスのボトルネック：プロピ

オン酸分解

アルコール蒸留廃水を流入原水とし，中温グラニュー
ル汚泥を植種した高温 UASB 反応器のスタートアップ
期間における保持汚泥のメタン生成活性（試験温度 55°C）
の推移を，図 5に示す14)。培養日数の経過とともに，保
持グラニュール中への高温性微生物の速やかな集積に
よって，高活性な高温グラニュールへとシフトしていく
様相が把握できる。培養202日目の各活性を比較すると，
プロピオン酸分解活性は，酢酸利用メタン生成活性の
1/4 であり，水素利用メタン生成活性のわずか 1/23 の
大きさであり，高温嫌気性汚泥ではプロピオン酸分解ス

図 2．高温 UASB 反応器 (55°C) による（液＋ガス）上昇線速度と SRT（汚泥滞留時間）の関係。
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テップが律速になりやすいことを示している。
図 6に多段型高温 UASB 反応器のスラッジベッド部
高さ方向でのプロピオン酸分解（水素生成酢酸化）反応
の自由エネルギー変化量 (ΔG) のプロファイルを示
す14)。ΔG 値はスラッジベッド各部位での水素分圧，酢
酸濃度等の実測値を用いて算出した。ベッド下部では生
成バイオガス中の水素分圧が高いため ΔG がポジティ
ブ値をとっている。グラニュール内部はベッド部バルク
液とは異なる環境条件になっており，この ΔG 値をもっ
て即グラニュール内のプロピオン酸分解反応に当てはめ

図 4．世界最高速度のメタン発酵バイオリアクターのパイロッ
トプラント。経産省「地域コンソーシアム研究開発事業」
として，鹿児島県の焼酎メーカーに設置され，実証試験中。

図 3．多段型高温 UASB 反応器 (55°C) によるアルコール蒸留
廃液の超高速処理性能。

図 6．多段型高温 UASB 反応器 (55°C) のプロピオン酸酸化反
応の自由エネルギー変化量に関するスラッジベッド高さ方
向プロファイル。

図 5．中温培養 (35°C) グラニュールを植種した高温 UASB 反
応器 (55°C) の保持汚泥のメタン生成活性推移：バイアル
活性試験温度 (55°C)（バイアル試験基質；酢酸，プロピオ
ン酸，水素）。
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ることは出来ないが，高温 UASB プロセスでは反応器
下部（流入端近く）ではプロピオン酸酸化反応が熱力学
的に不利になっていることをよく示唆している。それゆ
え，高温 UASB 反応器の機能を強化するためには，プ
ロピオン酸分解に係わる共生系などの情報も含めて高温
嫌気性グラニュールの微生物生態学的構造を精細に把握
することが重要になってくる。

4.　rRNA アプローチとメタン発酵汚泥を

構成している微生物群

1990年代に花開いた分子生物学的手法により，メタン
発酵汚泥も含めた環境中の微生物群集が，実験室で培養
されていた微生物よりも極めて複雑で多様であるという
ことが徐々に明らかにされると同時に，機能が全く不明
な微生物が我々の身の回りにあふれているということも
明確に示された。特に，環境中の微生物群集を評価する
際，特定の遺伝子が分子マーカーとして利用されており，
多くの場合 16S rRNA 遺伝子が用いられている。この 
16S rRNA 遺伝子に基づいた解析手法は rRNA アプロー
チと呼ばれ，Norman Pace らの研究グループによって提
案されて以来23) 莫大な量の 16S rRNA 遺伝子の塩基配列
情報が GenBank などの国際的な公共のデータベースに
蓄積され続けている。また，Ribosomal Database Project 
による rRNA に関する情報の整備19)，ARB などの分子
系統解析や 16S rRNA を標的とした oligonucleotide 
probe（=DNA プローブ）の容易な設計のためのアプリ
ケーションの普及18)，さらには rRNA アプローチにおい
て微生物の検出や定量に広く用いられる DNA プローブ
のデータベースも構築されている1,17)。これに伴い，原
核生物分類のバイブルともいうべき Bergey’s Manual 
の新版 Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, 2nd 
Edition においても rRNA 遺伝子の塩基配列などの情報
を基盤とする分子系統分類を強く反映させたものへと移
行している。このように rRNA アプローチが提唱され
て以来，十数年で微生物に関する情報は過多にさえ感じ
る程，すさまじい勢いで蓄積され，整備され，そして広
く利用されている。この間には DGGE (denaturing gradient 
gel electrophoresis) 法22)，T-RFLP (terminal-restriction 
length polymorphisms) 法16) や FISH (fluorescence in situ 
hybridization) 法2,3,6) などの技術も開発され，微生物生態
の新しい知見が次々と得られている。
このような背景からも分子生物学的手法を駆使した解
析は，メタン発酵汚泥内に生息する複合微生物群集の生
態解析にも積極的に取り入れられてきた。まず，16S 
rRNA 遺伝子に基づいたクローン解析を用いることでメ
タン発酵汚泥中の微生物叢全体を眺めようとした初期の
研究として1997年の Godon らと1998年の関口らの研究
を挙げることができる8,38)。Godon らはワイン蒸留廃水
を処理している中温性 (35°C) 嫌気汚泥を，関口らは酢
酸，プロピオン酸とスクロースを主体とした人工合成廃
水を処理している中温性 (35°C) および高温性 (55°C) の 
UASB 反応槽内のグラニュール汚泥に対して研究を行っ
た。その結果，メタン発酵汚泥は古細菌 (Archaea) と細
菌 (Bacteria) の両ドメインにまたがる多種多様な微生物
から構成されており，検出された rRNA 遺伝子クロー

ンの解析によって既知の微生物と相同性が高いものから
今までに全く人為的に培養されていない微生物が存在し
ていることが明らかとなった。例えば，関口らの結果に
着目し，回収された 16S rRNA 遺伝子クローン配列の相
同性が97％以上であるものを既知のものと同種であると
仮定した場合，中温性グラニュール汚泥では約60％，高
温性グラニュール汚泥では約70％が未知の種となる37)。
これは，人工廃水というシンプルな組成の廃水を処理し
ている汚泥でさえ全く未知な微生物が多数存在している
ことを示していると同時に，嫌気的有機物分解に関与し
ている基礎的な微生物さえ十分に理解されていないとい
うことを意味している。これらの報告に続いていくつか
のメタン発酵汚泥に対しても同様な解析が行われ，Fer-
nandenz らや Zumstein らは安定した廃水処理を行って
いるリアクター内の微生物叢は一定ではなくダイナミッ
クに変動していることを報告している7,48)。さらに，最
近ではメタン発酵プロセスへの適用廃水種の拡大の動き
から，様々な廃水・固形性有機物を処理しているメタン
発酵汚泥の解析も行われており，化学製造プラントから
の廃水（フタル酸類を高濃度で含有する廃水や薬品合成
廃水），高級脂肪酸含有廃水や畜産廃棄物を処理してい
る汚泥の微生物群集構造解析が盛んに行われている4,15,27,45)。
これらの解析においても，機能が不明で未知な微生物が
多数存在していることが指摘されており，例えば，Wu 
ら45) はフタル酸製造廃水処理グラニュール汚泥を構成
している微生物種の約90％は今までに人為的に全く培養
のなされていないものであることを報告している。また，
16S rRNA 遺伝子に基づいた解析によるデータが蓄積す
ることにより，メタン発酵汚泥に生息するメタン生成古
細菌の知見も広がってきている。以前の研究では Metha-
nobacterium 属，Methanothermobacter 属，Methano-
brevibacter 属，Methanosarcina 属や Methanosaeta 属に
属するメタン生成古細菌が優占化していることが指摘さ
れていた。しかし最近ではこれらのメタン生成古細菌以
外にも Methanocorpusculum 属20) や Methanomicrobia-
les 目45) あるいは Methanomicrobia 綱に属する未だ培養
がなされていないメタン生成古細菌5.21.24) が優占化して
いる汚泥もあることが明らかとなっており，比較的メタ
ン生成古細菌のバラエティーは少ないと考えられていた
メタン発酵汚泥においても，様々な種類のメタン生成古
細菌が存在していることも明らかにされている。

16S rRNA 遺伝子をクローン化して解析する微生物群
集構造解析と同時に，DNA プローブを用いた in situ 
hybridization 法による検出や定量も進められてきた。特
に，グラニュール汚泥は球状の生物膜というユニークな
形状を有しており，このグラニュール汚泥を薄切片化
し，FISH 法と共焦点レーザー走査顕微鏡を用いること
で，特定の微生物群の空間分布を把握することができ
る10,11,13,30,31,36)。FISH 法と共焦点レーザー走査顕微鏡を用
いてグラニュール汚泥内微生物の空間分布の解析を行う
ことにより，グラニュール汚泥内微生物の niche が視覚
化でき，更には，その微生物の in situ での機能を推定
することも可能である。この手法を用いた解析によって，
メタン発酵において極めて重要な微生物群の 1つである
プロピオン酸酸化共生細菌は水素資化性のメタン生成古
細菌とお互いに非常に密接した集塊体を形成して存在
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し，水素を介した種間電子伝達による共生系を構築しな
がらプロピオン酸の分解を担っていることが明らかにさ
れている10,11,13,36)（図 7）。また，関口らは未培養微生物
群である Chloroflexi-I 細菌（以前の green non sulfur bac-
teria, subdivision I）に特異的な DNA プローブを用いる
ことで，本細菌がグラニュール汚泥表面を完全に覆って
いることからを明らかにし，Chloroflexi-I 細菌群がグラ
ニュール汚泥構造の形成と維持において重要な役割を
持った微生物であることを指摘している39)。

5.　重要な機能が推定される未知な微生物に

どのようにアプローチするか？

このように，分子生物学的手法を駆使した解析により，
メタン発酵プロセス内に生息する微生物群集に関する基
礎的情報が蓄積され続けている。その一方で，人為的な
培養がされたことがなく，機能も不明な未知微生物がメ

タン発酵汚泥には未だ数多く存在しており，これらの培
養がなされない微生物が実際に何を行っているか，とい
う問いに対しては様々な分子生物学的手法を駆使しても
直接答えることができないというのが現状である。従っ
て，依然として微生物学の王道である，1 つ 1つの微生
物を分離し，丹念にその生理学的特徴を調査するという
地道な作業が，環境中での微生物の機能を推定する上で
重要な課題となっている。
嫌気環境下での有機物分解・代謝にどのような微生物
が関与しているかという点についてはすでに多くの良書
や総説があるので，ここではごく簡単に述べるにとどま
るが，有機物が最終的にメタンと二酸化炭素へと無機化
されていく過程では，代謝能の異なる複数種の微生物が
関与し，そしてお互いが共生関係を保つことでその分解
反応が進んでいく，という分業体制が確立している。そ
の中で，最たる微生物間の分業・共生関係は，中間代謝
産物といわれている脂肪酸，アルコール類，および単純
な芳香族化合物の分解に見ることができる32,34,35)。これ
らの中間代謝産物の分解に関与する細菌群はメタン生成
古細菌などと共生することでのみ生育可能であることか
ら，嫌気共生細菌と呼ばれている。プロピオン酸の分解
を例にとって説明すると，プロピオン酸を分解する細菌
は，プロピオン酸を酸化分解する過程で水素（もしくは
ギ酸など）を生成するが，この反応自体は標準状態で吸
エルゴン反応であり熱力学的に見れば反応は自発的に進
行し得ない。しかしながら，生成される水素が速やかに
除去され，系内の水素分圧が極めて低く維持されるよう
な条件下においては自発的なプロピオン酸の酸化分解反
応が認められる。従って，プロピオン酸酸化共生細菌が
プロピオン酸を酸化分解する過程において，水素を除去
する反応，すなわち水素利用性のメタン生成古細菌がプ
ロピオン酸酸化共生細菌と共に存在し，両者の間に水素
（すなわち電子）の速やかな種間伝達が成り立つ場合に
のみ，プロピオン酸酸化共生細菌が生育できることとな
る（図 8）。事実，現在まで知られている嫌気プロピオ
ン酸酸化共生細菌はすべて，水素利用性のメタン生成古
細菌と共生することでプロピオン酸を分解する細菌であ

図 8．嫌気（メタン生成）環境下での微生物間共生によるプロピオン酸の分解。

図 7．グラニュール汚泥切片の FISH 画像。高温性プロピオン
酸酸化共生細菌 Pelotomaculum thermopropionicum に特異
的なプローブ TGP690（赤色）と水素資化性メタン生成古
細菌 Methanobacteriaceae に特異的なプローブ MB1174（緑
色）で 2重染色し，共焦点レーザー走査顕微鏡で観察した。
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る。このように，プロピオン酸酸化共生細菌をはじめと
する嫌気共生細菌はメタン生成古細菌と強固な共生関係
を構築しなければ生育できないという極めてユニークな
生態を示す興味深い微生物である。それと同時に，中間
代謝産物，特にプロピオン酸はメタン発酵プロセスにお
いて頻繁にプロセス内に蓄積する物質であり，その酸化
分解反応が律速になりやすいという理由から，様々な研
究グループにより共生細菌の微生物の分離・培養が試み
られてきた。しかしながら，その共生細菌を分離し純粋
培養を行うことは極めて困難であるため分離例が少な
く，未だその全容は解明されていない。
その共生細菌の分離・培養を阻むもっとも大きな原因
の一つはその基質の分解において得られるエネルギーが
極めて小さいため，場合によっては増殖速度（倍加時間）
が 1週間程度と極めて遅いことである。そこで，分離培
養が困難で，かつメタン発酵において機能上極めて重要
な嫌気共生細菌を分離するために，従来の嫌気的培養法
に加え，先に紹介した rRNA アプローチ等の分子生物
学的手法を併用しながら分離・培養を行う方法論が適用
されている。井町らは高温性のプロピオン酸酸化共生細
菌の分離のために，微生物群集のクローン解析やそれに
基づく in situ hybridization などの手法を用いて，標的微
生物を絞り込みながら分離を試みる手法によりプロピオ
ン酸酸化共生細菌を純粋培養することに成功してい
る12,13)（図 9）。その方法論について以下に具体的に説明
する。プロピオン酸酸化共生細菌を分離するためにプロ
ピオン酸を唯一の炭素源として集積培養を行った。この
プロピオン酸の集積培養系の増殖速度は倍加時間が約 5
日と極めて遅く約 1ヶ月以上を要した。このプロピオン
酸集積培養系からプロピオン酸酸化共生細菌を分離する
ために，希釈培養やロールチューブ法あるいはプロピオ
ン酸以外の異なる基質で培養を行ったが，それらの試み
はすべて不成功に終わった。その後，様々な分離の試み
を行ったが，プロピオン酸集積培養系での共生細菌の増
殖が極めて遅いため，プロピオン酸の酸化分解に関与し
ない微生物までもが生育してしまう。そのために，それ
らがプロピオン酸以外の基質による分離の際に他の微生
物が優占的に増殖してしまい，共生細菌の単独培養を妨
げた。そこで，本共生細菌を分離するための糸口をつか

むために，プロピオン酸集積培養系内の細菌群を分子遺
伝学的に同定した。その結果，高温性プロピオン酸酸化
共生細菌は Desulfotomaculum 属の新規の細菌であるこ
とが示唆された。この結果から，本共生細菌は Desulfo-
tomaculum に属することから，胞子形成能を持ち，耐
熱性があるのではないかと推察した。そこで，プロピオ
ン酸集積培養系に 90°C で20分間の低温殺菌を行い，そ
の後に水素利用性のメタン生成古細菌の純菌 (Methano-
thermobacter thermautotrophicus ΔH) を添加した希釈培
養操作を行った。数回この操作を繰り返すと，Desulfo-
tomaculum 様の桿菌と M. thermautotrophicus ΔH との
純粋に近い共生系を得ることができた。そこで，この純
粋な共生系に近いプロピオン酸集積系を植種源として，
先の解析で得られた遺伝子情報を基に設計した DNA プ
ローブを併用しながら，再び様々な基質による本共生細
菌の単独培養を試みたところ，ピルビン酸によりプロピ
オン酸酸化共生細菌を純粋培養することに成功してい
る。
最近，私たちの研究グループでは同様の方法論を用い
て，グラニュール汚泥構造の形成に深く関与していると
思われる Chloroflexi-I に属する糸状性細菌39,40) やメタン
生成を伴ってフタル酸分解するフタル酸酸化共生細菌を
世界に先駆けて分離することに成功した28,29)。今後，こ
れらの微生物の詳細な生理学的特徴が調査されることに
よって，メタン発酵における諸問題を解決する糸口が見
つかることが期待される。
しかしながら，依然として分子生物学的手法から得ら
れてくる情報を活用しながら分離・培養を行っていく手
法を用いても，これらの微生物を純粋に分離するには半
年から長いもので 3年以上時間がかかっている。従って，
今までにない新しい視点に立った画期的な分離・培養手
法の登場が強く望まれる。

6.　お わ り に

分子遺伝学的手法の導入により，メタン発酵に関与す
る微生物の理解は劇的に進んできたが，未だ全容の把握
には至っていない。より効率的で，より安定で，より高
い適用性を目指した新たな嫌気性メタン発酵技術のブ
レークスルーには，容れ物 (Container) としてのプロセ
ス工学的な装置開発のみならず，中身 (Contents) の科学
的な理解，すなわち分子生物学的手法を駆使した解析技
術と分離・培養から得られてくる情報の蓄積が重要に
なってくる。本稿では，超高速の高温 UASB プロセス
の開発に絡んだ我々の一連の研究過程から，グラニュー
ル汚泥内のプロピオン酸分解を担う共生系の把握と，そ
の知見に基づく微生物生態系の機能開発が重要であるこ
とを例示しながら，容れ物 (Container) のハード的（あ
るいは工学的）研究課題と同時に，中身 (Contents) のソ
フト的（あるいは科学的）研究課題が，車の両輪のごと
く相互補完的に重要であることを示した。
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