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概 要

嫌気性処理技術は，創エネルギー型廃水・廃棄物処理法として，低炭素社会構築の観点からも着

目されている。嫌気性処理において，高分子有機物は様々な微生物が一連の分解反応に関わること

で，メタンと二酸化炭素に分解される。この複雑な微生物群集構造の解明には，培養によらず遺伝

子情報に基づいて行う解析が広く用いられている。本稿では，下水汚泥を処理する嫌気性処理プロ

セスにおける原核生物および真核生物の群集構造解析について，幾つかの例を取り上げながら，嫌

気性微生物群集構造解析の現状について紹介する。
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1．嫌気性処理

廃水・廃棄物の生物学的な処理方法は，大きく好気

性処理と嫌気性処理に分けられる。好気性処理は，清

澄な処理水が得られる一方，エアレーションや発生汚

泥の処理にエネルギーや費用が多くかかる。一方の嫌

気性処理は，好気性処理に比べ処理水の水質は劣るも

のの，高負荷を許容し，メタンとしてエネルギーを回

収できる，余剰汚泥発生量が少ないなどのメリットが

あり，特に高濃度有機性廃水や下水汚泥，畜産し尿な

どの処理に広く用いられている1)。中でも下水処理過

程で発生する下水汚泥は，発生量が膨大であり，また

産業廃棄物として処理する必要があるため，下水処理

にかかるコストを圧迫している (日本では，年間約

215 万トン発生2))。下水汚泥は，脱水したのち焼却さ

れ，建築資材として再利用されるなどしているが，近

年の低炭素社会構築への流れ，そして FIT法による

バイオガス発電の高価買い取り制度などの施行により，

下水汚泥を嫌気性消化しそこからエネルギーを回収す

る，という流れが着目されている。

嫌気性処理は，幾つかの異なる微生物の働きにより

有機物が最終的にメタンや二酸化炭素になる3)。一般

に多糖類やタンパク質，脂質などの高分子有機物の加

水分解，単糖やアミノ酸，脂肪酸などの低分子有機物

からプロピオン酸や酪酸などの揮発性脂肪酸の生成

(酸生成)，低分子有機物や揮発性脂肪酸からの酢酸生

成，そして酢酸などの C1 化合物や水素からのメタン

生成によって反応が進行する。それぞれの反応には異

なる微生物群が関与していることが知られている。特

に酢酸生成の過程においては，単糖や脂肪酸などを分

解する微生物と，それに伴って発生する水素を速やか

に利用するメタン生成古細菌との共生が必要であるな

ど，嫌気性処理プロセスにおいては様々な微生物が複

雑に絡み合い，反応が進行している。

2．嫌気性処理における微生物群集構造

嫌気性廃水・廃棄物処理プロセスにおける微生物群

集構造解析は多くの研究者によって行われている。本

稿では，下水汚泥を処理する嫌気性消化プロセス内の

微生物群集構造解析を例として取り上げ，紹介する。

2. 1 原核生物群集構造

下水汚泥を処理する嫌気性消化プロセスは，世界各

国の下水処理場で採用されており，その微生物群集構

造は多くの研究者によって解析されてきている。

Rivière らが 2009 年に発表した論文では，7 つの異な

る嫌気性消化槽内の微生物群集構造をおよそ 1 万ク

ローンの塩基配列を決定することで明らかにしてい

る4)。その結果，Bacteriaについては，調査したほと

んどの消化槽に共通して存在している Operational

Taxonomic Unit (OTU) (コアグループ)，幾つかの

消化槽に共通している OTU，そして各消化槽に特異

的なグループに分けられるとしている。コアグループ

は，Chloroflexi 門，Betaproteobacteria 綱，Bacteroi-

detes 門，Synergistetes 門に属する 6 つの OTU で構

成されており，特に Chloroflexi門の Anaerolineaceae

科 T78 系統群に属する OTU は，ほとんどの消化槽

で 10%以上存在していたと報告している。

Rivière らの報告以降，嫌気性消化汚泥の微生物群
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集構造解析に用いる塩基配列情報の獲得方法は，ク

ローンライブラリを構築して塩基配列を決定する方法

から，パイロシーケンサーや MiSeq などの次世代

シーケンサーを用いて一度に多くのサンプルから大量

の塩基配列情報を得る方法に変わっていった5)。次世

代シーケンサーを用いると 1ランに投じるコストは高

くなるが，大量のサンプルを同時に解析することがで

きるため，サンプルあたりのコストは安くなる。例え

ばMiSeqを用いて 96サンプル同時に解析をすれば，

嫌気性消化汚泥の微生物群集構造を見るのに十分な

シーケンスリード数が得られる。このときのサンプル

あたりのコストは DNA 抽出や PCR，精製などを含

めても 10,000円程度である。

このような背景の下，我々の研究グループも国内の

下水処理場に設置されている下水汚泥を処理する嫌気

性消化汚泥の微生物群集構造の解析を行った。5箇所

の下水処理場に設置されている嫌気性消化槽から採取

した合計 12サンプルの微生物群集構造解析を行った。

サンプリングは同じ反応槽から異なる時期に複数回，

行った。その結果，調査した消化槽においては，基本

的な群集構造は他の文献と変わらず4, 5)，Bacteroi-

detes 門，Betaproteobacteria 綱，Deltaproteobacteria

綱，Chloroflexi 門，Firmicutes 門，WWE1，Spiro-

chaetes 門，Synergistetes 門などが多く見られた。群

集構造の違いを主座標分析 (unifrac weighted) によ

り可視化すると，解析したサンプルは各処理場ごとで

グループを形成したが，そのグループから外れたとこ

ろにプロットされる場合もあった (Fig. 1)。運転条

件や季節変動など様々な要因が考えられるが，どのよ

うな因子が群集構造の形成に影響を与えるのかを明ら

かにすることが今後の課題である。

2. 2 反応槽スタートアップ時における群集構造の変

遷

嫌気性消化プロセスの立ち上げには幾つかの方法が

ある。近隣の消化槽から汚泥を搬送し，種汚泥として

用いる方法や下水汚泥そのものに含まれる微生物群を

利用する方法がある。また何らかの理由により消化槽

が停止していた場合，その中に残存していた汚泥から

プロセスを立ち上げることもある。本稿では，自然災

害により 2年以上停止した反応槽内に室温で保管され

ていた汚泥を用いた嫌気性消化プロセスのスタート

アップにおける微生物群集構造の変遷をモニタリング

した結果を紹介する6)。

スタートアップは，水理学的滞留時間 (HRT) 100

日から開始し，段階的に短縮していき，HRT 20-22

日の間で運転を行った。その後，徐々に汚泥脱水性能

の低下が見られ，また消化槽内においても発泡が見ら

れたため，HRTを 27-30 日として連続運転を行った。

この期間，経時的に汚泥をサンプリングし，その微生

物群集構造解析を行った。塩基配列情報は，パイロ

シーケンシングにより行い，キメラチェック後のシー

ケンスリード数として各サンプルから 4,500-12,000

程度得られた。OTU，Chao1 ともにリアクターが立

ち上がっていくと共に増加し，それに伴って

Shannon 指数が増加した。これは，リアクターのス

タートアップに伴い，より多様な微生物を含む構造に

変化していったことを示している。

門レベル (Proteobacteria 門においては綱レベル)

での経時変化を見ると，運転開始直後のサンプルでは，

Chloroflexi 門，Firmicutes 門，Alphaproteobacteria

綱，Betaproteobacteria 綱，Actinobacteria 門，Syner-

gistetes門など定常期に構成される主要な門に加えて，

OP8 が 8 %程度存在していた。一方で定常期に主要

な門・綱であると報告されている Deltaproteobacteria

綱，Bacteroidetes門，Spirochaetes門などの存在率は

低かった。これは長期間の保管条件下において，消化

汚泥内に含まれていた有機源の多くが消費され，栄養

源が枯渇した状態に近い環境，すなわち貧栄養環境が

構築され，その環境に適した微生物群が優占したため

だと考えられる。リアクターの負荷が徐々に増大し，

HRTが 20-22 日あるいは 27-30 日のあたりで安定し

て運転される頃には Deltaproteobacteria 綱，Bacte-

roidetes 門，Spirochaetes 門，Acidobacteria 門などは

そのポピュレーションを増加させた一方，Chloroflexi

門，Firmicutes 門，OP8 などはスタートアップ時期

に比べてその相対存在率は減少し，様々な論文で報告

されている下水汚泥を処理する群集構造により近い形

となった。Archaeaの大部分は Euryarchota門であり，
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Fig. 1 Principal coordinate analysis of the 12 digester sludge
samples taken from 5 different sewage works in Japan.



スタートアップ時から，負荷に関わらず 3- 5 %程度

の割合で推移していた。

このような群集構造の推移を主座表分析で可視化す

ると，スタートアップから負荷の増大と共に群集構造

が遷移し，HRTが 20-22 日あるいは 27-30 日の定常

運転時には安定した群集構造を形成していることが分

かった。また消化槽内に見られる群集構造は，消化槽

に投入される初沈汚泥や余剰汚泥の群集構造とは大き

く異なっていた。さらに主座標分析におけるプロット

は，消化汚泥，初沈汚泥，余剰汚泥それぞれが異なる

群集構造であることを示しており，嫌気性消化過程に

おいて消化槽内に独自の微生物群集構造が形成されて

いることが明らかになった。

2. 3 真核生物群集構造

好気性処理において真核生物，特に原生動物などは，

汚泥の減容化やプロセス管理の指標としてその重要性

が認識されている。一方，嫌気性処理においては多く

の研究が原核生物の群集構造に着目して行われてきて

おり，真核生物の嫌気性処理における重要性は未解明

である。しかしながら，嫌気性の真菌などがセルロー

スなどの分解に関わっていることが知られているよう

に，真核生物が嫌気性処理において生態学的な役割を

担っている可能性は大いにあり得る。Matsubayashi

らは，下水汚泥を処理する嫌気性消化汚泥内の真核生

物について，18 S rRNA遺伝子のクローンライブラリ

を作成し，その多様性を評価した7)。近年では次世代

シーケンサーを活用したハイスループット解析が主流

となっているが，下水汚泥を処理する消化汚泥内に存

在する真核生物の解析例は皆無に等しく，rRNA遺伝

子情報がほとんどデータベース上に存在していない状

況であったため，18 S rRNA遺伝子のほぼ全長を増幅

可能なプライマーを用いて増幅した PCR産物を解析

した。rRNA 遺伝子のデータベースとしては，silva

が知られているが8)，silva において真核生物はデータ

ベースにおいて 1,200塩基長以上のものが採用されて

おり，嫌気性消化汚泥から採取される真核生物のほぼ

全長 (1,800塩基長) のデータを回収して登録するこ

とは，次世代シーケンサーによる解析のためにも重要

なデータベースになると考えている。

まず各サンプル汚泥中に真核生物がどのくらいの割

合で存在しているかを確認するために 5つの嫌気性消

化汚泥サンプル中の Eukarya，Bacteria，Archaeaの

rRNA 遺伝子を定量 PCR により測定した。Eukarya

由来の rRNA 遺伝子コピー数は 3.1×102−1.8×103

copies/ng で あ り，全 rRNA 遺 伝 子 コ ピ ー 数

(Eukarya+Bacteria+Archaea を 100% とする) に対

する Eukaryaの割合は 0.1-1.4%であった。Archaea

由来の rRNA遺伝子のコピー数は 2.0×103−2.3×104

copies/ng (2.0-9.1%) であり，大部分を Bacteria が

占めていた。定量 PCRによる遺伝子定量結果は，遺

伝子の数を定量しているだけで，この結果が必ずしも

細胞レベルでの存在率には結びつかない。真核生物の

rrnコピー数は原核生物に比べて多い場合が多いこと

を考慮すると，嫌気性の真核生物は多く見積もっても

1 %の存在率には満たないと推察される。この数字

をどう捉えるかは意見が分かれるところであろうが，

個人的にはそれなりの数の真核生物が存在している可

能性があるという事実に驚いている。

その真核生物の群集構造を明らかにするために，

251クローンからなるライブラリを構築し，塩基配列

を解読した。Fig. 2に各処理汚泥内における上門/門

レベルでの真核生物の群集構造を示す。Fungi に属す

る門が約 70% (167/251) を占め，そのうちの 76.0%

(127/167) が，Cryptomycota 門の LKM11 系統群に

属していた。Cryptomycota門の次に Fungi内におい

て優占していたのは Ascomycota門であったが，その

割合は 17.4% (29/167クローン) と LKM11系統群の

1/5 程度であった。また Fungi 以外には，Alveolata

上門，Chlorophyta 門，Cercozoa 門の他，Metazoa

に属するクローンがそれぞれ 14.3% (36 クローン)，

10.8% (27クローン)，0.8% (2クローン)，6.4% (16

クローン) を占めていた。

OTUレベルでは，2 つの下水処理場の消化槽から

採取したサンプルにおいて Alveolata 上門 Pro-

talveolata門 Perkinsidae 科 A31系統群がおよそ 20%

程度存在し，優占していた。他の処理場の消化槽から

はこの系統群に属する OTUは検出されなかったが，

地理的に離れた 2つの処理場の消化槽から検出された

ことから，何らかの環境要因により優占し，かつ嫌気

性消化における何らかの役割を果たしている可能性が

示唆された。

嫌気性消化汚泥中に存在する LKM11系統群に属す

る真核生物は，分子系統学的に多様性が高いと考えら

れる。LKM11系統群は 1999 年に初めて湖の堆積物か

ら検出され，その後，土壌，海，活性汚泥などからも
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Fig. 2 Eukaryotic community structures of the 5 anaerobic sludge
samples.



検出されている未培養クラスターである9)。LKM11

系統群についてはその生理・生態が未解明なところが

多い。我々が行った活性汚泥の真核生物群集構造解析

においても，LKM11 系統群は Fungi の 70% 以上を

占める主要なグループであった。川や土壌などの自然

環境中だけではなく，一連の下水処理において何らか

の役割を担っていると考えられる。

クローン解析で多く検出された LKM11 系統群と

A31 系統群を FISH 法により検出するために，

LKM11系統群と A31系統群に特異的なプローブを設

計した。嫌気性消化汚泥内には様々な夾雑物が存在し

たため (特に G 励起)，設計したプローブと Euk516

プローブによる二重染色を CARD-FISH法により行

い，両方のプローブ由来の蛍光が得られた細胞のみを

検出することで，真核生物細胞の同定に成功した。こ

れらの細胞の大きさは 2-8 μmであった。活性汚泥に

おける原生動物などのように顕微鏡観察のみでの検出

は難しく，その検出・同定には，何らかの染色技術を

用いる必要がある。

3．嫌気性処理に関わる微生物の機能解明

rRNA遺伝を分子マーカーとして用いることで，原

核生物や真核生物の群集構造を明らかにすることがで

きることは上述の通りである。一方で，解析によって

得られる遺伝子情報のほとんどが未培養微生物に由来

するものであり，嫌気性処理プロセスにおける機能や

役割は不明である。未培養微生物群の機能解明には幾

つかの方法がある。1つはメタゲノム解析による遺伝

学的な機能推定である。Nobu らは，嫌気性処理プロ

セスに多く見られる Euryarchaeota 門のグループ

WSA2 (あるいは Arc I) が，メチル基を還元してメ

タンを生成する機能を有することをメタゲノム解析に

よって明らかにしている10)。これによりこのグループ

には，ʻCandidatusMethanofastidiosaʼという綱の名前

が提案されている。また別の方法として，同位体標識

した基質をトレーサーとして用い，DNA-stable iso-

tope probing (SIP) 法などのように遺伝子レベル

で11)，あるいは Microautoradiography-fluorescence

in situ hybridization (MAR-FISH) 法12)や nano-scale

secondary ion mass spectrometry (nanoSIMS) と

ISH法による微生物同定法13)などのように細胞レベル

で微生物代謝を可視化して，機能解明を行うなどがあ

る。これらの技術は，群集構造解析で得られる系統群

の機能やプロセスにおける役割を議論するために不可

欠であるが，上述した機能解明技術が rRNA遺伝子

解析のように比較的容易に扱えるようになるには今し

ばらく時間が必要であると思われる。

4．お わ り に

微生物群集構造の解析は，シーケンサーの技術革新，

インフォマティクスツールの拡充，データベースの充

実に伴い，比較的容易に行えるようになってきた。微

生物群集構造を明らかにすることは，反応槽内で起き

ている微生物学的反応を理解することへの第一歩であ

る。様々な微生物の関わりによって進行する嫌気性消

化プロセスにおいては，諸反応の進行に必要な微生物

群を安定して維持していくことが重要な鍵となる。ま

たリアクターのスタートアップ時においては，微生物

群集の変遷をモニタリングすることで，より迅速かつ

安定したスタートアップが可能になる。ポータブル

シーケンサーが商用化されるなど，微生物群集構造の

情報はより容易に得られるようになってきている。微

生物情報をプロセスの制御に活用していくためにも，

どのような環境条件下でどのような微生物群集構造が

形成されるのか，今後更に情報を蓄積していく必要が

ある。
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