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1.　諸 言

現在，日本では年間約 4億トン以上の有機性廃棄物が
排出されている。その内，下水処理場での活性汚泥処理
で生じる余剰汚泥（含水率約 99％）は半分以上の割合
を占める。これらは焼却や溶融スラグ化など，大量のエ
ネルギーとコストを使って処理されている 1)。筆者ら
は，余剰汚泥を高温・高圧状態の水で可溶化処理し，そ
の処理液を基質に用いてメタン発酵を行うと，高効率に
エネルギー化できることを明らかにしている 2)。
メタン発酵プロセスは，嫌気微生物によって，有機物
を分解しメタンを生成させるバイオプロセスである。こ
の処理方法はスタートアップに 2～12ヶ月程度 3)，滞留
時間も 30日以上必要で，これはメタン生成菌の増殖速
度が遅いことが原因である。一般的には，メタン発酵プ
ラントで発生するメタンの約 70％は酢酸由来であると
言われている 4)。酢酸資化性メタン生成菌でよく知られ
ている，Methanosarcina barkeri は世代交代時間が 12
時間，Methanosaeta concilii は 220時間である 5)。一般
的な細菌の世代交代時間が 10～60分，酵母では 2～4時
間であることから，メタン生成菌の増殖速度が極端に遅

いことがわかる。さらに，増殖速度が極端に遅い微生物
を用いて，連続処理する場合，滞留時間を短くすると発
酵槽内から菌が流出し，菌体濃度が低下する。従って，
メタン発酵プロセスでは，発酵槽内で，メタン生成菌を
いかに高い濃度で維持できるかが重要な課題である。
これまで，メタン発酵の高効率化の検討として，多孔
質の担体上に菌を固定化し，発酵槽のメタン生成菌濃度
を高く保つ方法が検討されてきた。使用する担体の事例
として，岩石，プラスチックろ材，焼結ガラス，石炭ガ
ラ，鉄製ワイヤーメッシュ，レンガ，粘土等 6) がある。
これら既往の研究では，担体を発酵槽に投入し，担体を
投入しなかった場合とのバイオガス発生量の違いを評価
している。そこで，筆者らは，複合菌叢に担体を投入し
た場合における，担体上でのメタン生成菌の挙動を直接
観察し，メタン生成量との関連性を解析することを目的
とした。
本研究では，発酵槽中に投入した担体（竹炭）を一定
時間後に取り出し，担体上に付着した微生物だけを培養
した。このとき，酢酸を基質に用いて，担体に付着した
酢酸資化性メタン生成菌の増殖挙動を調べた。これら
は，逐次添加で長期間の培養試験も行い，電子顕微鏡
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（SEM）を用いて，担体上の微生物の直接観察も行っ
た。さらに，下水汚泥を高温・高圧で可溶化処理した際
の処理液の模擬廃水を投与し，担体に付着したメタン生
成菌の増殖挙動についても検討を加えた。このような検
討は，担体上にメタン生成菌の高密度なバイオフィルム
を形成させる上で，重要な知見を与えると考えられる。

2.　材料及び方法

2.1.　複合菌叢と固定化担体

実験に用いた複合菌叢はメタン発酵プラント（京都府
八木町）の消化発酵汚泥を八木バイオエコロジーセン
ターから購入した。この汚泥は，購入時点では未発酵の
有機物が含まれている為，メタンガスが発生する。そこ
で，発生するメタンガス量を定期的に測定し，消化発酵
汚泥 1 ml 当たりメタン発生量が 1 ml 以下になるまで室
温で約 2～3か月静置してから実験に用いた 7)。固定化
担体に用いた竹炭（コーナン商事株式会社）は，破砕
後，ふるいを用いて粒径 4.75–5.60 mm とした。

2.2.　固定化担体に菌を付着させる馴養方法

菌体の固定化方法を Fig. 1に示した。ミニバイアル
（パーキンエルマー 20-CV；容積 20.6 ml）へ，消化発酵
汚泥（含水率 99.5％）を 4 ml，所望の濃度に調製した
酢酸水溶液（特級，和光純薬）を 1 ml，竹炭 1 g を投入
した。容器はブチルゴム栓とアルミシールで封入し完全
密閉系とした。バイアルのヘッドスペースはガス置換装
置（SANSHIN MODEL GR-8）によって，混合ガス

（窒素 80％，二酸化炭素 20％）に置換した。その後，
37°C に保った恒温槽で静置培養した。実験は，投与す
る酢酸濃度，植菌率，培養時間を変化させて馴養条件の
検討を行った。植菌率は，消化発酵汚泥を遠心分離
（3000 rpm, 10 min）して得られる上澄み液を希釈液に用
い，消化発酵汚泥を所望の濃度に希釈して培養器に仕込
んだ。

2.3.　担体に付着したメタン生成菌の回分培養

2.2. で馴養した竹炭は，所定時間経過後，バイアルか
ら一旦取り出し，0.01 M の酢酸水溶液で共洗いするこ
とで，竹炭に付着していない菌体や，不純物を取り除い
た。次に，この竹炭を 0.01 M の酢酸水溶液 5 ml と共に
バイアルへ投入し，気相成分を混合ガスで置換後，37°C
で静置培養を行った。

2.4.　担体に付着したメタン生成菌の逐次添加による長

期培養実験

竹炭に付着したメタン生成菌の逐次添加による培養方
法を Fig. 1に示した。2.3. と同様に，馴養後に竹炭を取
り出し，培養時に使用する基質溶液で共洗いした。次
に，この竹炭を基質溶液 5 ml を仕込んであるバイアル
へ投入し，ブチルゴム栓とアルミシールで封入した。続
いて，混合ガスで気相成分を置換後，37°C で静置培養
した。実験は基質として酢酸を投与したものが 2種類
と，模擬廃水を投与したものが 1種類の計 3種類行っ
た。酢酸投与では，培養器内の初期酢酸濃度が 0.002 M，
0.1 M となるように仕込み，その後はそれぞれ 1 M と

Fig. 1.  Immobilization of microbes in anaerobic sludge and methane fermentation by immobilized microbes on bamboo charcoal.
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5 Mの酢酸水溶液を微量ずつ定期的に投与し，逐次添加
で培養した。模擬廃水は，下水汚泥（含水率 99.7％）を
密封した金属製容器内で，高温で加熱処理（180°C, 
10 min）した際の処理液と同じ組成（Table 1）の模擬液
を作製した。基質としてバイアルに投与するときは，処
理液の組成より 57倍の高濃度の模擬廃水を作製し，1
回の逐次添加時に 100 μlを投与した。

2.5.　気相成分の分析

ガスタイトシリンジ（伊藤製作所）を用いて，ミニバ
イアルのヘッドスペースから 0.5 ml の試料ガスを採取
した。試料ガスの分析はガスクロマトグラフィー（島津
製作所 GC-8A, TCD）で行った。キャリアガスにはアル
ゴンガスを用い，流速は 20 ml/min，注入器，カラム
オーブン，検出器の温度はそれぞれ 100°C，70°C，
100°Cとした。カラムは Porapak Q（3 m×3.0 mm）（信
和化工株式会社）を用いた。

2.6.　電子顕微鏡（SEM）観察

竹炭に付着した微生物を直接観察するために，既報 8)

の方法により前処理を行った。まず，微生物の付着した
竹炭を 0.1 M のリン酸バッファー（pH 7.0）に浸した。
続いて 1～2％グルタルアルデヒド溶液に 1時間程度浸
し，蛋白質を固定化した後，アセトン（50, 70, 80, 90, 
100 vol％）各濃度に 30分ずつ浸し脱水を行った。その
後，アセトンを除去するために，t－ブチルアルコール
に 15分間浸透させるという工程を 4回繰り返し，凍結
乾燥器で竹炭を乾燥させた。竹炭は金属コーティング
装置で白金コーティングを施し，SEM（JSM-6700F，
JEOL製）観察を行った。

3.　結果と考察

3.1.　回分培養による馴養処理条件の最適化

消化発酵汚泥 4 ml，竹炭 1 g をバイアルへ投入し，馴
養期間，植菌率，投与する基質（酢酸）濃度を変化さ
せ，馴養条件の最適化を行った。
まず，馴養時の酢酸濃度を 0.1 M，植菌率 80％とし，
馴養期間を 1～30日の範囲で変化させ，最適な馴養期間
を探索した。馴養後，取り出した竹炭は 0.01 M の酢酸
溶液と共にバイアルへ投入し，メタン発生量を測定し
た。その結果，馴養期間 4日以上で，竹炭に付着したメ
タン生成菌による，安定したメタン発生が見られること
がわかった（Fig. 2）。そこで，馴養期間は最少の 4日間

とした。
次に，菌体濃度を植菌率 8～80％（消化発酵汚泥をバ
イアルへ 0.4～4 ml 投入）の範囲で変化させ実験を行っ
た（Fig. 3）。消化発酵汚泥を 80％以下の植菌率に調整
する場合は，消化発酵汚泥を遠心分離（3000 rpm, 
10 min）して得られる上済み液を希釈液として用いた。
この上澄み液は，基質として酢酸を投与し，嫌気培養を
行ってもメタン生成は見られなかったが，遠心分離した
沈殿物は，酢酸の投与によって顕著なメタン生成が確認
できた。そこで，この上澄み液を消化発酵汚泥の菌体量
を調節する希釈液として使用した。馴養時の酢酸濃度は
0.1 M，馴養期間は 4日間とした。馴養及び洗浄後，竹
炭は 0.01 Mの酢酸水溶液中に投入し，嫌気培養を行い，
メタン発生量を測定した。その結果，馴養時の菌体濃度
が高くなるにつれ，メタン発生量が増加した。そこで，
出来るだけ多くのメタン生成菌を竹炭に付着させる為
に，馴養時の植菌率は最大の 80％とした。
最後に，0.01～0.2 M の範囲で馴養時の酢酸濃度を変

化させた。植菌率 80％，馴養時間は 4日間とし，馴養
及び洗浄後，竹炭は 0.01 M の酢酸水溶液中に投入して
嫌気培養し，メタン発生量を測定した（Fig. 4）。この時
のメタン発生量は，馴養時の酢酸濃度が 0.01～0.1 M ま
での範囲では，酢酸濃度が高いほど，その後の回分培養
でメタンの発生量が増加した。他方，0.2 M での馴養で
は，培養約 20日頃までは，0.1 M の馴養の場合よりメ
タン発生量は低かった。これは，酢酸濃度が高くなると
pH が低下し，メタン生成菌の活性が下がったためであ

Table 1.   Components of synthetic substrate for waste water 
generated by sub-critical water treatment of 
sewage sludge.

Concentration (mM)

Acetic acid 5.0
Formic acid 1.3
Phosphoric acid 2.3
Pyroglutamic acid 3.6
Alanine 0.3
Glycine 0.2

Fig. 2.  Methane production from acetic acid under anaerobic con-
ditions by immobilized methanogens on bamboo charcoal. 
During the acclimatization step (1–30 days), bamboo charcoal 
placed into seed sludge was incubated with 0.1 M acetic acid 
at 310 K. In the batch culture step (20 days), immobilized 
methanogen on bamboo charcoal was incubated in 0.01 M 
acetic acid at 310 K. Plot shows methane production during 
batch culture. Acclimatization period is (○ ) 1 day, (● ) 4 
days, (△ ) 7 days, (◇ ) 15 days and (□ ) 30 days. Data are 
means ± standard eviations of three independent samples.
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ると考えられる。
本研究で用いた消化発酵汚泥（種菌）は 2.1. で述べ
たように，購入時に含まれる有機物を分解して発生する
メタンガスが，消化発酵汚泥 1 ml 当たり 1 ml 以下のメ
タン発生量になるよう種菌を調整し，竹炭を投入する際
の内生のメタン生成活性を同一条件としている。ゆえ
に，馴養時の酢酸濃度が，0.01 M から 0.1 M の範囲で
は，投与する酢酸濃度に比例して消化発酵汚泥中のメタ
ン生成菌が増殖し，その結果竹炭に付着したメタン生成
菌量が増大したためであると言える。以上を総括する
と，馴養処理では，消化発酵汚泥 4 ml，竹炭 1 g, 0.01 M
から 0.1 M の酢酸水溶液 1 ml を培養器に仕込み，培養
期間は 4日間とすると，竹炭に付着したメタン生成菌の
挙動を解析できることが明らかとなった。そこで，竹炭
上に付着するメタン生成菌が，投与する酢酸濃度に依存
して，どのように増殖するのかを調べるために，逐次添
加により長期培養を行った。

3.2.　逐次添加による竹炭に付着した菌の連続培養

メタン生成菌が竹炭上で増殖できるかどうかを調べる
ために，馴養（馴養時間 4日間，植菌率 80％）後，逐
次添加によって連続培養した。使用する発酵基質は酢酸
と模擬廃水（Table 1）で，酢酸の投与量は 3.1. の結果
を踏まえ，0.1 M で馴養するもの（高酢酸濃度）と，
0.002 M で馴養する（低酢酸濃度）場合の 2種類を行っ
た。
3.2.1.　高酢酸濃度での逐次添加による連続培養

馴養時における酢酸濃度を 0.1 M，馴養時間を 4日間，
植菌率を 80％とし，竹炭を 0.1 M の酢酸濃度で逐次添
加し，5 M の酢酸水溶液を実験初期（0–70日間）は
10 μl，実験後期（70–110日間）は 15 μlずつ投与した時
のメタンガス発生量を Fig. 5に示す。縦軸は発生したメ
タンガス量と投与した酢酸量を炭素量の積算値で示して
いる。培養開始後 20日後まではメタンの発生量は低い。
20～50日後にかけて，徐々にメタン発生量は増加し，
60日目を越えると，メタン発生量は直線的に増加した。
このときのメタン発生速度は 0.77 ml-CH4/day で安定で
あった。また，竹炭細孔内には Fig. 5右の SEM写真の
ように，連鎖球菌が見られた。これは，形状と基質特異
性から Methanosarcina sp.と推察される。
3.2.2.　低酢酸濃度での逐次添加による連続培養

3.1. の結果で，低酢酸濃度側の馴養は 0.01 M で行っ
ているが，逐次添加では連続して酢酸を投与するので，
実験開始初期で，十分に微生物が増殖していない段階
で，基質の蓄積によって高酢酸濃度環境になることを避
ける為，逐次添加による連続培養では，1/5の 0.002 M
で検討を開始した。
馴養時における酢酸濃度を 0.002 M，馴養時間を 4日
間，植菌率を 80％とし，竹炭を 0.002 M の酢酸濃度で
逐次添加し，1 Mの酢酸水溶液を 10 μlずつ定期的に投
与した時のメタンガス発生量を Fig. 6に示す。培養開始
から約 80日前後までは，7回酢酸を追加投与したにも関
わらず，投与した酢酸からのメタンへの転化が見られな
かった。しかし，その後，急激にメタンの発生が始まり，
培養開始後約 100日目頃には，安定的に 0.058 ml-CH4/
day のメタンを発生するようになった。また，竹炭細孔

Fig. 3.  Methane production under anaerobic fermentation with 
acetic acid as substrate for three diff erent inoculation ratios of 
seed sludge. 0.4–4 ml of seed sludge (inoculation ratio 8–80%) 
and 1 ml of substrate solution were incubated under anaerobic 
conditions. In the acclimatization step (4 days), bamboo char-
coal placed into seed sludge was incubated with 0.1 M acetic 
acid at 310 K. In the batch culture step (17 days), immobilized 
methanogen on bamboo charcoal was incubated in 0.01 M 
acetic acid at 310 K. Seed sludge inoculation ratio (○ ) 8% , 
(□ ) 16%, (△ ) 40% and (● ) 80%. The anaerobic sludge was 
incubated in 0.01 M acetic acid at 310 K for 3 days. Data are 
means ± standard deviations from three independent samples.

Fig. 4.  Methane production under anaerobic fermentation acclima-
tized under diff erent concentrations of acetic acid as substrate. 
In the acclimatization step (4 days), bamboo charcoal placed 
into seed sludge was incubated with 0.01–0.1 M acetic acid at 
310 K. In the batch culture step (28 days), immobilized meth-
anogen on bamboo charcoal was incubated in 0.01 M acetic 
acid at 310 K. Seed sludge concentration (○ ) 0.01 M, (□ ) 
0.05 M, (△ ) 0.1 M and (● ) 0.2 M. The anaerobic sludge was 
incubated in 0.01 M acetic acid at 310 K for 3 days. Data are 
means± standard deviations from three independent samples.
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内には Fig. 6右の SEM 写真のように，糸状菌が見られ
た。これは，形状と基質特異性から Methanosaeta sp.と
推察される。

Methanosarcina sp.と Methanosaeta sp.は，わずか 2
属しか報告されていない酢酸を資化するメタン生成菌で
ある 9)。Methanosarcina sp. は酢酸に対する嗜好性は低
い（酢酸に対する親和定数：350 mg-COD/L） 10,11)。一
方，Methanosaeta sp.は酢酸に対する嗜好性が高い（酢
酸に対する親和定数：45 mg-COD/L） 10,11)。ここで，
COD（Chemical Oxygen Demand）は化学的酸素要求量
を指す。この嗜好性の違いは，酢酸が低濃度であって
も，Methanosaeta sp.は能動的に酢酸を細胞内に輸送す
ることが出来る機構を備えているためであると言われて

いる 11)。これに対し，Methanosarcina sp.は酢酸を受動
的にしか取り込めない為，細胞内外の濃度差で細胞内に
拡散してきた酢酸を利用するだけであると言われてい
る 10)。このため，Methanosarcina sp.が速い速度で増殖
するためには，培養液中の酢酸濃度を高くすることが必
要となる。本研究においても，投与する酢酸濃度が高い
場合は糸状の形状を持つ酢酸資化性メタン生成菌が優勢
で，メタン生成速度が高く，投与する酢酸濃度が低い場
合は球菌状の形状を持つ酢酸資化性メタン生成菌が優勢
で，メタン生成速度が低いという，既報の基質資化性と
類似する結果が得られた。さらに，竹炭という固定化担
体が介在しても，属によって酢酸に対する濃度依存性が
違うという，これまでの報告と一致した傾向が新たに確

Fig. 5.  Methane production by fed-batch culture on bamboo charcoal under anaerobic conditions at high acetic acid concentration. Methane 
production quantifi es carbon content. SEM images of Methanosarcina-like cells on support material.

Fig. 6.  Methane production by fed-batch culture on bamboo charcoal under anaerobic conditions at low acetic acid concentration. Methane 
production quantifi es carbon content. SEM images of Methanosaeta-like cells on support material.
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認できた 10,11)。これまでの結果は，竹炭上で酢酸を巡る
競合があり，酢酸濃度により，同じ基質を資化するメタ
ン生成菌の棲み分けが，竹炭上でも良好に行われる可能
性を示唆している。

Jianqing ら 12) は，上向流式嫌気性汚泥ブランケット
法（UASB法）で，下水汚泥を発酵槽へ投入し運転する
際に，粒子径が 0.15–0.20 mm の 4種類の担体（カキ貝
殻，活性炭，石英砂，ゼオライト）を投入すると，カキ
貝殻，活性炭の投入において，高い COD の除去効果が
見られ，このとき，粒子径が 0.9 mm 以上のグラニュー
ル（微生物が凝集した顆粒状の汚泥）が全グラニュール
の 28.8–41.5％の割合で形成されたことを報告している。
本研究で用いた竹炭では，基質として用いる酢酸の
濃度に依存して，酢酸資化性メタン生成菌が，特異的
に担体表面で増殖することができた。野村ら 13) は，微
生物を「生きたコロイド」と捉え，微生物の付着・凝
集を解析するという新しいアングルでの解析を行って
いる。それによると，Methanosaeta sp.の接触角の実測
値より推算した表面張力を用いて見積もった，自己凝集
するときの自由エネルギー変化が正であることから，
Methanosaeta sp.は，熱力学的に自己凝集し難い微生物
であることを報告している 13)。このように，自己凝集し
にくい糸状の形状を持つ酢酸資化性メタン生成菌が竹炭
上での増殖挙動を示したことは，高密度化を検討する上
で有意な結果であり，今後の工学的応用が期待できる。
3.3.3.　模擬廃水を投与した逐次添加による連続培養

模擬廃水を用いて，馴養後，逐次添加による培養を
行った時のバイオガス量の結果を Fig. 7に示した。調製
した高濃度基質溶液は，1回の逐次添加時に 100 μl を投
与した。逐次添加による培養開始後，30日頃からメタ
ン発生量に直線性が見られた。このときの SEM 写真に
は円 1で連鎖球菌，円 2で桿菌，円 3で糸状菌が確認で
きたが，これはメタン生成菌（糸状菌，球菌）と他の酸
生成菌（桿菌）であると予想される。このように，実際
の投入原料に近い，複合的な基質を投与しても，竹炭上

で菌叢の適切な共存関係が構築されていると推察され
る。
このとき，模擬廃水中の酢酸濃度は 5 mMである。模
擬廃水を基質として用いた Fig. 7のメタン生成速度は，
0.47 ml-CH4/day であった。Fig. 6の低濃度酢酸投与の場
合よりもメタン生成速度は約 8倍高く，Fig. 5の高濃度
酢酸投与の場合の 3/5のメタン生成速度であった。これ
は，酢酸以外の有機物であるピログルタミン酸，アラニ
ン，グリシンが，竹炭上に共存する酸生成菌により酢酸
へ変換された結果，酢酸の嗜好性が異なる 2種の酢酸資
化性メタン生成菌と共に，竹炭上で共存できたのではな
いかと考えられる。これにより，糸状の形状を持つ酢酸
資化性メタン生成菌が生育可能な上，他の有機物が酸生
成菌により酢酸に変換され，一過的な高濃度の酢酸環境
では，球菌状の形状を持つ酢酸資化性メタン生成菌が増
殖し，球菌状の形状を持つ酢酸資化性メタン生成菌が資
化できない低濃度の酢酸環境の場合は，糸状の形状を持
つ酢酸資化性メタン生成菌によりメタン化されていると
推察される。
これまでの 3種類の長期培養実験における炭素基準の
メタン収率を Fig. 8に示した。高濃度の酢酸を基質とし
て投与した場合，メタンの収率は約 60％で一定化して
いた。一般に，メタン発酵のメタン収率は 60％である
とされ，竹炭に固定化した微生物でも，同等の収率を示
すことが分かった。また，低濃度の酢酸を基質として投
与した場合では，140日にも及ぶ培養期間ながら，収率
が一定化しなかった。しかし，高濃度の酢酸を基質とし
て投与した場合の培養初期の傾きから推察すると，培養
を続けていれば，高濃度の酢酸を基質として投与した場
合と同じ収率に収束するのではないかと予想される。一
方，模擬廃水を投与した場合では，収率は約 45％で一
定化していた。模擬廃水にはメタンに転化しない炭素も
含まれる為，高濃度の酢酸投与の 60％に比べ，低い収
率を示したものと考えられる。以上より，複数の基質を
含む模擬廃水であっても，竹炭に固定化した微生物によ

Fig. 7.  Methane production by fed-batch culture on bamboo charcoal under anaerobic conditions on synthetic substrate. Methane pro-
duction quantifi es carbon content. SEM images of methanogens on support material. Circles 1, 2 , 3 show Methanosarcina-like cells, 
Methanosaeta-like cells and acidogens, respectively.
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る，安定したメタン化が起こることが明らかとなった。
SEM 観察による菌の形状と，酢酸を中心としたメタ
ン生成による増殖挙動より，竹炭上の糸状菌，球菌は酢
酸資化性メタン生成菌であると予想される。一方，桿菌
はこれら 2種のメタン生成菌と竹炭上で共存している酸
生成菌の一種ではないかと考えられる。今後は，模擬廃
水の投与により観察された竹炭上の微生物の菌叢解析
や，単離，同定が必要であると考えている。
このような球菌状の形状を持つ酢酸資化性メタン生成
菌，及び糸状の形状を持つ酢酸資化性メタン生成菌の酢
酸を巡る競合・棲み分けは，発酵槽内の酢酸を余すこと
なくメタン化する上で重要な課題である。連続培養にお
いて，リアクターを完全混合型にすると，酢酸資化性メ
タン生成菌の協調状態が崩れるとの報告がある 13)。しか
し，糸状菌は他の微生物を物理的に抱き込むことがで
き，菌の高密度化に貢献することが広く知られている。
竹炭のように糸状菌が固定化できる担体を導入し，投入
原料に応じた菌叢の形成と 2種類のメタン生成菌の適切
な共存関係が構築され，竹炭上で高密度なバイオフィル
ムとして定着できれば，プロセスの高効率化が達成でき
ると考えられる。また，本研究で考案した培養手法は，
溶液中では培養の難しい菌の固定化担体を用いた集積培

養法として，また，未同定のメタン生成菌の単離も期待
できると考えている。
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