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地球温暖化防止や循環型社会の構築の観点から，生ごみからエネルギー を回収するための嫌気性メタン発酵技術は重要な  

技術である。本論文は，生ごみの嫌気性発酵の効率的で安定な操作を行うため，分子生物学的手法を用いて，嫌気性発酵槽  

の微生物群集解析および重要微生物の定量ならびに発酵槽運転状況との関係の解明を試みた結果をまとめたものであって，  

7章からなっている。   

第1章は序論であり，研究の位置付け，背景および目的について言及し，嫌気性発酵槽内の微生物相の解析と微生物群集  

と発酵槽状況との関係の把握は極めて重要であることを述べ，本論文の構成を示している。   

第2章では，分子生物学的手法と嫌気性生物反応槽に関して文献考察を行っている。   

第3章では，嫌気性メタン発酵槽の微生物相解析のために，分子生物学的手法であるPCR－Random Clone Sequencing  

法を用いた適切な解析手法について検討し確立した。様々なPCRプライマーを用いた最適化実験により，発酵槽の微生物  

群集解析では，Univ．519F－1406Rプライマーセットが680cのアニーリング温度で適切であることを明らかにした。そし  

てPCR－Random Clone Sequencing法の最適Clone数を確認する実験を行い，全体微生物種の75％を把撞するため必要な  

Clone数は72個であることを明らかにした。6ケ所の実プラントから採集したサンプルに対して，Univ．519F－1406Rプラ  

イマーセットを用いたPCR－Random Clone Sequencing法による微生物群集解析実験を行い，この手法が嫌気性発酵槽の  

微生物群集解析に適切であり，その最大誤差は±10％であることを実証した。また，この結果からは55種類の古細菌も検出  

され，この手法はメタン発酵で重要と考えられる古細菌の検出能力も持っていることが確認された。   

第4章では，確立した分子生物学的解析手法を用いて，生ごみを用いた一相式および二相式高温嫌気性メタン発酵槽の微  

生物群集解析を行った。実験の結果，－相式メタン発酵槽ではβαビゴJJ〟∫才7そ斥r乃〟∫の全微生物に対する占有率が発酵槽のプ  

ロピオン酸濃度と，二相式発酵槽の酸発酵槽ではβαC才JJ〟∫COαgαわ乃∫の占有率が乳酸濃度と関係があり，これらの微生物の  

特性が発酵槽の状況と一致していることを明らかにした。さらに一相式メタン発酵槽では酸発酵に関わるβαC才Jg〟∫ブタ弓庫r一  

乃〝∫と，メタン発酵に関与していると考えられたび乃C〟Jわ上作d∂α仁王gr∠〟∽gろrJ－9，凡才gfゐα乃0∫α汀f乃αfゐg珊呼ゐfね，〟gfゐα批ト  

ビ〟Jゐα∫fゐer〝7呼ゐ才Jα∫と〟ggゐα乃Ofゐgmo∂αごfgrて〃0昨才∠が，二相式発酵槽では酸発酵にβαCfgg∽COβgα払乃ざやCgo∫fr才df〟椚  

叩‥ メソニ・了紺手：二：Jr’′…／J〟梢／／仙・／〝′〟〃＝／り－ユー、り、1ん／／＝′′仙…イ仙′／力げ′′′′少力〟〃、Jん／／′l川′′川／／‘朋／ん〝′′′′小机／′′∫ヒ  

凡才gfんα乃∂fんg珊0みαCfβrひ0的オブが関与し，これらの微生物がそれぞれ発酵槽の重要微生物と考えられた。   

第5章では，容積1，100トン規模の高温嫌気性メタン発酵実プラントの微生物群集解析およびその変化を分析した。運転  

初期は投入した種汚泥（下水汚泥の高温メタン発酵）と類似した微生物群が占めていたものの，約1年間の運転により，前  

述の生ごみの一相式高温嫌気性メタン発酵槽と類似した微生物群に変化した。すなわち，運転初期に主に検出された微生物  

はLactobacillu5Sp．であったが，これは時間と共にSt7【申tococcu5Sp．，Clostridiumsp．に変化し，解析の最後にはBacil－  
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gぴわそ斥r乃〟∫，鋤材誠が主に検出され，実験室規模の一相式発酵槽と同様な群集を示した。この結果，実験室規模発酵槽か  

ら検出され重要と判断された微生物が実プラントでも重要であり，今後，微生物解析技術が現場でも十分適用可能性がある  

ことを明らかとした。   

第6章では，本研究での微生物解析の結果に基づき，嫌気性発酵槽の安定的な運転に関わる重要微生物の定量をReaト  

TimePCR法を用いて試みた。Bacillusi7tfbrnu5，Methanoculhusthermqt＞hilus，Methanosarcinathe7mqi＞hilaとMetha－  

nothermobacter wo的iiに対し，それぞれ4つのプライマーセットを16S rDNAに基づき開発し，その適用性を確認した  

上，全微生物を含む5種類に関して定量を行った。測定した全微生物量は，一相式メタン発酵槽では5．5×1012”1．0×  

1014copies／L，実プラントでは4×1010～1×1013copies／Lであり，従来の研究結果より一相式発酵槽は10倍高く，実プラン  

トは同様の値であった。定量の結果からは，仝微生物の平均約70％を4つの重要微生物が占めているのが明らかになった。  

メタン生成に関与していると考えられる3種類のメタン生成菌，〟どょんα乃OCαJゐ〟∫fゐgrプ乃呼ゐ∠毎〟gfゐα乃0Ⅲ汀わzα～ろg珊0一  

夕ん才ねおよび凡才g才んα乃Ofゐgmo∂αC£grひ0的よfは，全体の平均20％を占め，従来の研究結果の2倍を示した。一相式メタン発  

酵槽の微生物定量の結果からは，メタン生成菌の量が発酵槽の状況を反映していることが分かり，適切な凡才gfんα乃0∫α汀∠乃α  

thermqph砲の量として9×1011copies／Lが提示された。実プラントで必要なMethanoculhusthermqt，hihL5，Methanosar・  

cina therm呼hiklの16S rDNA濃度はそれぞれ2×109copies／L，9×109copies／L以上が提示された。   

第7章は結論であり，本論文で得られた成果について要約するとともに，今後の研究課題を提示している。  

論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨  

本論文は，生ごみの嫌気性メタン発酵の効率的で安定な操作を行うため，分子生物学的手法を用いて嫌気性発酵槽の微生  

物群集解析および重要微生物の定量ならびに発酵槽運転状況との関係の解明を試みたものであり，得られた主な成果は次の  

とおりである。  

1．PCR－Random Clone Sequencing法を用いた解析手法の確立を試み，最適なプライマーとしてUniv．519F－1406Rプ  

ライマーセットが680cのアニーリング温度で適切であることを明らかにし，全体微生物種の75％を把握するため必要な  

Clone数は72個であることを明らかにした。そして6ケ所の実プラントから採集したサンプルの微生物群集解析実験からこ  

の手法が嫌気性発酵槽の微生物群集解析に適切であり，その最大誤差は±10％であることを示した。また，一相式メタン発  

酵槽では，βαC才gJ〟∫わそ斥r乃α∫の仝微生物に対する占有率が発酵槽のプロピオン酸濃度と，二相式発酵槽の酸発酵槽では  

月αC∠JJ〟∫COαg〟ね那の占有率が乳酸濃度と関係があり，これらの微生物の特性が発酵槽の状況と一致していることを明らか  

にした。  

2．実規模の高温嫌気性メタン発酵プラントの微生物群集解析では，運転初期は投入した種汚泥（下水汚泥の高温メタン発  

酵）と類似した微生物群が占めていたものの，約1年間の運転により，生ごみの高温嫌気性メタン発酵槽と類似した微生物  

群に変化した。これらの結果から，実験室規模の発酵槽で得られた知見や微生物解析技術が現場でも十分適用可能性がある  

ことを明らかにした。  

3．以上の結果から，発酵槽の安定的な運転に関わる重要微生物の定量をReal－Time PCR法を用いて試みた。そのため  

J；▲〃・J〃〟∫項／げ′川＼」ん／／＝仙川J／用∫／力げ〃叫｝／J／～几ヾ、Jムゾ／＝…バJ／・‘イ′J‘JJ／け〃〃′少ム沃′ヒユん／／＝／J′ノ砧リソJ…わ‘化・Jげ・こ川ノ世才／ミニり－し、  

それぞれ4つのプライマーセットを16S rDNAに基づき開発し，その適用性を確認した上，全微生物を含む5種類に関し  

て定量を行った。測定した仝微生物量は，一相式メタン発酵槽では5．5×1012～1．0×1014copies／L，実プラントでは4×1010  

～1×1013copies／Lであり，従来の研究結果より一相式発酵槽は10倍高く，実プラントは同様の値であった。定量の結果か  

らは，仝微生物の平均約70％を4つの重要微生物が占めているのが明らかになった。メタン生成に関与していると考えられ  

る3種類のメタン生成菌，〟g£んα乃OCαgゐα＝んg珊呼ゐfJα∫，〃efんα乃0∫αrCよ乃αfゐgr∽呼ん≠ねおよび〟efゐα乃Ofんer椚0∂αCfgr  

似〃誠は，全体の平均20％を占め，従来の研究結果の2倍を示した。   

以上要するに，本論文は，嫌気性発酵槽の微生物群集解析のための適切な解析手法を確立した後，一相式および二相式嫌  

気性発酵槽に関して，操作時間による微生物群集変化を解析し，安定的な発酵槽運転の指標になる重要微生物を把握し，重  

要微生物に対し，全微生物量とともに16S rDNAに基づく定量モニタリングを行ったものであり，学術上，実際上寄与す  
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るところが少なくない。よって，本論文は博士（工学）の学位論文として価値あるものと認める。また平成18年2月20日，  

論文内容とそれに関連した事項について試問を行った結果，合格と認めた。  
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