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　総　　説（特集）

1.　は じ め に

活性汚泥法は，好気性細菌の分解活性を活用して，家
庭排水などに含まれる有機物などの汚れを分解処理する
手法であり，主に都市部で社会実装されている環境バイ
オテクノロジーの一つである 4)。一方で，微生物分解が
好気条件下で行われる曝気槽では，排水中の有機物が微
生物により分解されていく反応と同時にその有機物を利
用して同化する反応，すなわち微生物のバイオマスが増
加する現象も起こる。この増加したバイオマスは，下水
処理の過程から発生する余剰汚泥となり，一部は曝気槽
へ返送されるが，大部分は産業廃棄物として処理されて
いる 1,5)。この下水処理過程における余剰汚泥の廃棄物
処理は，全体のコストの 25–60％ 21) ともいわれ，現在従
来の排水処理のパフォーマンスを維持しつつ，余剰汚泥
の発生を削減するアプローチ，ならびに発生した余剰汚
泥を効果的に減容するアプローチに関する研究が主に進
められている。前者のアプローチは，テトラクロロサリ
チルアニリドなどを用いた化学処理法があり，細菌群が
有機物を利用して同化する反応を抑制し，細菌群の増殖
を抑え，汚泥のバイオマスが増加しないようにする手法
である 22)。後者のアプローチは，発生した余剰汚泥を超
音波破砕などの物理学的な処理 3)，アルカリ剤などの化
学的処理 13)，嫌気消化 15)，高温好気処理 7) などの生物学
的な処理に大別され，これらの手法により汚泥を減容す
ることを目的とした手法である。特に，下水汚泥からメ
タンガスへと変換する嫌気消化は，古くから利用されて
いる汚泥の資源化手法であるが，プロセスが不安定であ
る点やメタン生成までの時間がかかる点などの課題があ
る 18)。
下水汚泥からのメタン生成プロセスは，大きく分ける
と 3段階に区別でき，はじめのステップは加水分解プロ

セスであり，加水分解反応により下水汚泥中の高分子物
質が低分子物質へと変換される。次のステップは，酸生
成プロセスであり，低分子化された物質からメタンの基
質となる酢酸などを代表とした有機酸が生成される。最
後のステップは，メタン生成プロセスであり，酢酸など
の有機酸からメタンが生成される 19)。下水汚泥中には
様々な微生物群が存在しており，これらの微生物群が複
雑に関わることにより，下水汚泥からメタンが生成され
るという反応が完了する。具体的には，加水分解プロセ
スでは，汚泥中に豊富に存在しているタンパク質を分解
するプロテアーゼなどの酵素を筆頭に，セルロースの分
解に関わるセルラーゼ，デンプンの分解に関わるアミ
ラーゼ，脂質の分解に関わるリパーゼという様々な酵素
を生成できる微生物群が加水分解反応を担っている。ま
た，有機酸生成プロセスでは，低分子化されて生成した
アミノ酸，糖，脂質などから，有機酸を生成できる微生
物群が働く。最後に，メタン生成プロセスでは，メタン
菌などの微生物群が働き，酢酸などの有機酸からメタン
を生成する。
このように，下水汚泥からのメタン生成は，分解反
応，変換反応，エネルギー生成反応という様々な反応が
統合されたシステムとなっており，このシステムを動か
しているのは，本特集のテーマである「複合系微生物」
である。それぞれの反応にどのような微生物群が関わっ
ているのかというこれまでの知見を超えて，それぞれの
反応，ならびに統合システムにおける効率化という視点
で，複合系微生物の機能を深く理解することで，下水汚
泥の嫌気消化の課題を改善できる可能性がある。本論文
では，上記の考え方に基づいて，下水汚泥からのメタン
発酵の向上化に取り組んだ筆者の研究成果を紹介する。
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2.　下水汚泥の廃棄物として魅力と汚泥中細菌相互作用

のコンセプト

下水汚泥は，生ごみなどの廃棄物とは異なり，下水処
理場から排出される集積型のバイオマスである。また，
都市部ではこの下水汚泥が日々大量に発生しており，こ
の廃棄物を不変なバイオマスとして捉え，有効に利活用
することにより，次世代エネルギー資源の鉱山としての
魅力を秘めた原料となる 16)。
下水汚泥からのメタン生成のプロセスは，上述のとお
りであるが，汚泥中には多くの種類の細菌が存在してお
り，複雑な相互作用を受けながら，それぞれのプロセス
における反応が進行しているもの考えられる。例えば，
メタン菌に対する相互作用を考えた場合，メタン生成に
関わる菌群に対して，阻害または抑制を示すもの，逆に
依存または促進作用を示す菌などが存在するものと考え
た。つまり，メタン生成を促進するという視点におい
て，阻害または抑制作用を及ぼす菌群を抑え，逆に依存
または促進作用をもたらす菌群を活性化する条件を整え
ることで，メタン生成が促進・高速化するものと考えら
れる。同様に，加水分解反応および酸生成反応において
も，加水分解に関わる菌群と酸生成に関わる菌群の活性
が増加することで，メタンの基質となる原料が増え，メ
タン生成速度が向上することも考えられる。このよう
に，下水汚泥における菌群による相互作用は複雑である
が，その細菌間相互作用の理解を深めることで，下水汚
泥からのメタン生成を高めることができる可能性がある。

3.　アジスロマイシンによるメタン生成の向上化

下水汚泥の中には，多くの種類および数の微生物群が
存在しており，それぞれの菌群の複雑な相互作用の中
で，均衡が保たれている。近年，クォーラムセンシング
という，細菌から生成され，放出されるシグナル物質を
介して，その環境中の菌密度（菌の多さ）を認識して，
遺伝子発現を促し，毒素などの物質生産を活性化する機
構が注目を浴びている 2)。その一方で，このクォーラム
センシングに関する研究は，ほとんどが単一菌を用いた
ものであり，下水汚泥という複雑な細菌が集まった系で
の研究はほとんどなされていない。そのような背景の
中，筆者のはじめのアイデアは，緑膿菌に対してクォー
ラムセンシング阻害効果を示す抗生物質を用いて，下水
汚泥におけるメタン発酵への影響を調べることであっ
た。クォーラムセンシング阻害効果を示す抗生物質とし
ては，アジスロマイシン，セフタジジム，シプロフラキ
シンが報告されている 17)。福岡県北九州市小倉北区西港
町にある日明浄化センターから採取した下水汚泥（20 g）
を 50 mL の発酵バイアルに入れ，さらに抗生物質を任
意の最終濃度になるように添加し，窒素ガスを用いて嫌
気条件下にして 37°C，120 rpm にて発酵処理を行った。
その際に生成されたメタンガスを経時的にガスクロマト
グラフィーを用いて測定したところ，緑膿菌に対して阻
害効果を示す 0.5 μg/mLという低濃度においてはメタン
発生量に差はなかったものの，5 μg/mLの濃度以上のア
ジスロマイシンを添加した際に，顕著にメタンガスの発
生が増加していることを見出した（図 1）。このアジス

ロマイシンによるメタン生成の向上化の原因を調べるた
め，アジスロマイシン添加および未添加の汚泥から RNA
を抽出し，これらの RNA を鋳型として，メタン発酵プ
ロセスで実際に活動している菌群を変性剤濃度勾配ゲル
電気泳動法（DGGE）により調べたところ，図 2に示す
ように，3種の Clostridium 属の活性が増加しているこ
とがわかった。これらの Clostridium 属細菌群が下水汚
泥の加水分解反応を促進し，その結果メタン生成が向上
したことが示唆された。この活性化現象は，50 μg/mL
以上のアジスロマイシンでは見られなかった 14)。これ
は，高濃度のアジスロマイシンでは，下水汚泥中の細菌
活性が低下したものと考えられる。

4.　メタン発酵におけるその他の抗生物質の影響検証

下水汚泥からのメタン生成がアジスロマイシンによっ
て向上したため，その他の抗生物質の効果を調べた。ア
ジスロマイシンは，リボソーム阻害の作用を示すマクロ
ライド系の抗生物質 20) であり，試験した抗生物質はリ
ボソーム阻害作用を持つものを選び，5 μg/mLの濃度を
用いて，メタン発酵への影響を試験した。最終的に，下
水汚泥のメタン発酵において，アジスロマイシンは促進
効果，およびクロラムフェニコールは抑制効果を示し，
カナマイシンは発酵に影響を及ぼさなかった（図 3）。
メタン発酵におけるこれらの抗生物質の影響を 3つのパ
ターンに分類し，加水分解プロセスおよび酸生成プロセ
スにおける違いを検証した。
はじめに，それぞれの抗生物質添加時における加水分
解反応を調べるため，発酵初期段階における上澄み液に
おけるタンパク質濃度を Lowry 法 8) により測定した。
また，プロテアーゼ活性は以前報告した手法に準じて測
定した 9)。下水汚泥は，タンパク質が豊富なバイオマス
であるため，タンパク質の量を調べることで下水汚泥の
低分子化の度合いを，プロテアーゼ活性を調べることで
低分子化を担う酵素活性を評価できる。その結果，図
4-A に示したように，アジスロマイシンとクロラムフェ
ニコールを添加した場合では，顕著にタンパク質濃度が
増加していた。また，カナマイシン添加条件でも僅かな

図 1．アジスロマイシンを添加した下水汚泥を用いたメタン生
成（37°C，120 rpm，嫌気発酵）

 AZM5：5 μg/mLのアジスロマイシンを添加した下水汚泥
 AZM10：10 μg/mLのアジスロマイシンを添加した下水汚泥
 AZM15：15 μg/mLのアジスロマイシンを添加した下水汚泥
 Ctrl：アジスロマイシン未添加の下水汚泥
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がらもタンパク質濃度の上昇が見られた。これらの結果
と相関して，プロテアーゼ活性もアジスロマイシンとク
ロラムフェニコール存在下において向上していた（図
4-B）。クロラムフェニコールにおいては，メタン生成が
抑制されたが，加水分解反応には影響がないことがわ
かった。
次に酸生成プロセスを比較するため，高速液体クロマ
トグラフィー（HPLC）を用いてそれぞれの条件で生成
された有機酸を測定した 10)。図 5は，それぞれの抗生物
質添加の条件で生成された酢酸，プロピオン酸，酪酸の
濃度を示している。酢酸の生成は，アジスロマイシン添
加の初期では低いものの，10日目には顕著に増加して
いた。クロラムフェニコール添加汚泥においても 10日
目に酢酸の蓄積が見られた。一方，アジスロマイシンと
クロラムフェニコールにおいては，発酵後期（10日目）
において酪酸の濃度が増加していた。メタン生成を抑制
するクロラムフェニコールにおいては，メタンの基質と
なる酢酸の生成が見られることから，メタン生成経路が
クロラムフェニコールにより阻害されていることが示唆
された。
最後に，抗生物質添加時における細菌活性と古細菌活

性を評価するため，それぞれの汚泥から RNA を抽出し，
その RNA を鋳型として TaqMan リアルタイム PCR を
行った。細菌ならびに古細菌を標的としたプライマーお
よび TaqMan プローブは，文献で報告されているものを
使用した 6,12)。結果として，細菌の活性においては，抗生
物質の添加の有無で大きな差はなかったものの，古細菌
の活性はアジスロマイシン添加した汚泥では増加傾向で
あり，クロラムフェニコール添加汚泥では顕著に抑制さ
れていた。このように，クロラムフェニコールによるメ
タン生成の抑制効果は，メタン菌の活性が低下したこと
が要因であることが明らかとなった。

5.　次世代シーケンサー MiSeq を用いた 
細菌群集構造解析

最後に，それぞれの抗生物質を添加した汚泥から抽出
した RNAを使い，次世代シーケンサー MiSeqによる細
菌群集構造解析を行った。表 1は，それぞれの抗生物質
を添加した汚泥における操作的分類群（OTU），生物種
の種数（Chao 1），および多様度（Shannon Index）を示
した結果である。抗生物質を添加した下水汚泥では，活

図 2．アジスロマイシン含有下水汚泥によるメタン発酵中にサンプルを用いた DGGE 解析（3種の菌群の活性化が見られ，いずれも
Clostridium 属の菌種であった）

図 3．アジスロマイシン，クロラムフェニコール，カナマイシンを添加した下水汚泥を用いたメタン生成（37°C，120 rpm，嫌気発酵；
濃度はいずれも 15 μg/mL）
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動できる菌群の種類が低下することが考えられたが，2
日目においてアジスロマイシンおよびクロラムフェニ
コール存在下で，OTU 値および生物種の種数ともに僅
かながら増加していた。また，多様度も抗生物質添加な
しのものと同程度であった。7日目になると，アジスロ
マイシンを添加した汚泥における OTU 値および生物種
の種数が顕著に減少した。このように，抗生物質添加に
よって，初期のメタン発酵に関わる菌群が減少すること
なく，むしろ増加していた。具体的な細菌群集構造解析
の結果は，筆者らの最近の公表論文にまとめられてい
る 11)。総括をすると，アジスロマイシンを添加した汚泥

においては，従来の報告と同様に，Clostridium 属の細
菌群の活性が増加しているとともに，メタン生成菌であ
る Methanosarcina 属の活性が見られた。また，アジス
ロマイシンとクロラムフェニコールを添加した汚泥にお
いては，Flavobacterium 属の活性化が見られ，これが
酪酸などの蓄積に寄与していることが示唆された。一
方，Caldilinea 属は，クロラムフェニコール添加汚泥に
おいては低く，アジスロマイシン添加汚泥では高い割合
で検出されており，メタン生成の度合と相関性の高い菌
群であった。

図 5．抗生物質を添加した下水汚泥を用いたメタン発酵中に生成された有機酸濃度の変化

図 4．抗生物質を添加した下水汚泥を用いたメタン発酵中におけるタンパク質濃度（A）およびプロテアーゼ活性（B）の変化
 Control：抗生物資添加ナシ，AZM：アジスロマイシン，CM：クロラムフェニコール，KM：カナマイシン
 プロテアーゼ活性の 1ユニット（U）は，1 mLの試料中で 1時間に生成されるチロシン量（μg）として算出されている。
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6.　ま　と　め

本研究は，下水汚泥のメタン発酵における抗生物質添
加の影響を調べた成果である。具体的には，アジスロマ
イシンを添加した汚泥では，メタン生成が向上し，これ
が加水分解反応の促進と古細菌活性が増加したことが要
因であることを明らかにした。また，クロラムフェニ
コールを添加した汚泥では，メタン生成が抑制される
が，加水分解反応と酸生成反応には影響がないことがわ
かった。加えて，クロラムフェニコール存在下では，古
細菌活性が低下しており，これがメタン生成の抑制の原
因であることがわかった。最後に，メタン生成の増減に
鍵となる菌群が数種類明らかとなり，これらの細菌群が
どのように下水汚泥のメタン生成に寄与しているのかを
さらに詳細に調べることが次の課題である。これらの取
組みを進めることで，複合系微生物の機能の総括的な理
解とともに，下水汚泥の嫌気消化の高速化が期待できる。
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表 1． アジスロマイシン，クロラムフェニコール，カナマイ
シンを添加した下水汚泥を用いたメタン発酵プロセス
（2日目および 7日目）の細菌群集構造の多様性解析

日数 抗生物質 OTUs* Chao1* Shannon Index*

2

AZM 9365 45777 12.49
CM 9374 45808 12.49

KAN 8873 42312 12.247
CTRL 9254 43306 12.5

7

AZM 8580 39248 12.23
CM 9689 47732 12.61

KAN 9210 43487 12.44
CTRL 9499 47806 12.48

* Values were defined at a dissimilarity level of 0.03
AZM：アジスロマイシン，CM：クロラムフェニコール，
KAN：カナマイシン，CTRL：抗生物質添加なし


