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第 1 節 研究背景 

 20 世紀，人類は便利で快適な暮らしを追求するため，工業製品を大量に生

産，消費して，大きな繁栄をもたらした。その反面，産業廃棄物，一般廃棄物

を大量に排出し，これらの不適切な処理により地球温暖化による気候変動や生

物多様性の喪失，ダイオキシン等の化学物質による汚染などの「環境問題」を

引き起こした [34, 49, 82]。また，化石燃料の消費量が増加し，2020 年現在，利

用可能な石炭，天然ガス，石油の水準は，それぞれ 131 年，49.6 年，47.2 年で

あると推定されており（https://www.bp.com/content/dam/bp/business-

sites/en/global/corporate/pdfs/energy-economics/statistical-review/bp-stats-review-

2018-full-report.pdf [accessed December 2019]），このまま使い続けるとエネルギ

ー資源が枯渇するという「エネルギー問題」も発生した。すなわち，大量生

産，大量消費，大量廃棄の社会から持続可能な循環型社会へのシフトチェンジ

が求められている。こうした背景を受け，2015 年 9 月にアメリカのニューヨー

ク国連本部において，「国連持続可能な開発サミット」が開催された。その中

で，2030 年までに持続可能でより良い世界を目指す開発目標である SDGs

（Sustainable Development Goals）が採択された。SDGs は 17 のゴール・169 の

ターゲットから構成され，発展途上国と先進国が一丸となって達成する目標が

掲げられている

（https://www.mofa.go.jp/mofaj/gaiko/oda/sdgs/pdf/2001sdgs_gaiyou.pdf [accessed 

February 2020]）。近年，日本国内においても，人々の環境に対する関心が高ま

ってきており，1993 年に日本政府は環境基本法（平成 5 年法律第 91 号）を制
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定，2001 年に環境庁を環境省に昇格するなど，環境問題に真剣に取り組みはじ

めた。 

 鹿児島県は全国有数の農業・畜産県として知られており，畜産業，農業，酒

造業および漁業などが盛んである。2016 年に行われた農林水産省畜産統計調査

（http://www.e-stat.go.jp/SG1/estat/List.do?lid=000001160843 [accessed December 

2019]）の報告によると，鹿児島県の養豚飼育頭数は，全国 1 位（133 万頭）を

誇り，九州の約 44%の規模を占めている。しかし，これに伴い年間における豚

糞排出量が 87 万 t，豚尿排出量が 184 万 t にのぼり，これらの処理は鹿児島の

大きな社会問題となっており，早急な対策が必要である。これまでの処理法と

しては素掘り，野積み，海洋投棄などといった自然界の土壌中の微生物や海洋

中のプランクトンによる浄化作用により処理されていた [82]。しかし，過剰な

排出量により土壌中および海洋中の有機体窒素が増加・蓄積し，土壌汚染や海

洋汚染が発生する可能性が懸念された。また，酸素を定期的にすき込まず無造

作に野積みをすることによって，糞尿が 50°C 以下となり，発酵が不十分にな

ることからの悪臭発生など環境負荷を与えた [83]。こうした問題を受けて，

「家畜排せつの管理の適正化と利用の促進に関する法律（平成 11 年法律第 112

号，略 称「家畜排せつ物法」）」が施行され，現在では，適正な処理を施して

いない管理業者には罰則が科せられることとなった [77]。また，鹿児島県で

は，豚糞を含む家畜排せつ物のほとんどに対して，堆肥化処理を行うことで，

法律に適合させる方針となった。平成 26 年度の鹿児島県の統計調査によれ

ば，家畜排せつ物の約 76%（約 400 万トン）が農業利用のために堆肥化処理さ
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れた（https://www.pref.kagoshima.jp/ag07/sangyo-

rodo/nogyo/tikusan/kankyo/documents/24620_20160321013309-1.pdf [accessed 

December 2019]）。しかしながら，人間や動物に有害な微生物を含まない，安全

な完熟堆肥を作成するためには，通常 2～3 ヶ月の期間を要する [78]。また，

過剰な水分や金属，病原性細菌などを含まない高い品質の堆肥（全国農業協同

組合中央会 [有機質肥料等推奨基準にかかる認証要領]）を作成するためには，

堆肥内部に定期的に空気を供給し，堆肥化に働く好気性微生物の活性を高める

必要がある。一般的に，堆肥化施設では，発酵槽の底部のコンクリート溝に設

置した塩ビ管パイプから，送風機を用いて堆肥内部に空気を送り込んでいる。

しかしながら，これにかかる消費電力が膨大であり，施設管理費のほとんどを

この電気料金が占めている [85]。 

 このような背景のもと，近年，農畜産業が盛んな地域を中心に，家畜排せつ

物を安価かつ効率よく処理する方法として，メタン発酵法が徐々に浸透しつつ

ある。メタン発酵法の最大の特徴は，その他の生物処理技術と比べ，運転に要

するエネルギーコストが少ない点である。豚糞のような廃棄物系バイオマスを

処理するとエネルギーとしてメタンガスの回収ができると同時に，N，P，K な

どの肥料用成分を含む，発酵残渣である「メタン発酵消化液」を獲得できる。

また，比較的短期間（14～20 日）で処理が行われること，汚泥発生の抑制，減

量化が可能なことから省エネルギー廃棄物処理技術としても重要視されてい

る。したがって，メタン発酵は「環境問題」，「エネルギー問題」の 2 つの面で

地球環境に貢献できる技術として開発・普及が進められている。  
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第 2 節 メタン発酵 

 メタン発酵とは，家畜排せつ物や生ごみなどの廃棄物を発酵させ，発酵熱や

メタンガスなどを回収し，エネルギーとして利用する方法である [75, 84]。こ

の概要図を図 1-1 に示した。管理されたメタン発酵槽から得られるバイオガス

は，約 55%～60%のメタン，35%～40%の二酸化炭素，2%の硫化水素，2%以下

の窒素，2%以下の酸素，および 1%以下の水素で構成されている [7, 14]。EU 

Renewable Energy Directive 2009 の報告によると，湿式肥料または乾式肥料から

排出されたメタンを使用することは，化石燃料を使用した場合と比較して，純

炭素排出量をそれぞれ 84%および 86%削減することができる（https://eur-

lex.europa.eu/legal-content/EN/TXT/PDF/?uri=CELEX:32009L0028&from=EN 

[accessed July 2019]）。さらに，メタン発酵は，嫌気性条件を維持させるため

に，密閉されたタンク内で処理を行うため，悪臭の拡散を回避するという利点

も持ち合わせている。 

 メタン発酵には，約 55℃で分解速度が高まる高温メタン発酵と約 35°C で分

解速度が高まる中温メタン発酵の二種類がある。高温メタン発酵は，中温メタ

ン発酵に比べて有機物の分解速度が速いため，中温処理の約 2～4 倍のバイオ

ガスを獲得できるというメリットがある [24]。また，高温による病原性細菌の

死滅効果も期待できるため，これまで，病原性細菌の死滅を目的とする研究で

は，ほとんどが高温処理を用いて行われてきた [87, 88]。しかし，施設維持に

大きな熱エネルギーを要するデメリットがあるため [74]，現在多くのメタン発

酵施設は，中温処理で管理されている
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（http://www.env.go.jp/recycle/waste/biomass/data/facilitylist.pdf [accessed March 

2018]）。また，メタン発酵処理後に排出されるメタン発酵消化液（以下，消化

液）は，無機態および有機態の N，P，K などの肥料成分を含んでいるため，

作物栽培の液肥として利用できる可能性があると報告されている [40]。このよ

うに，低エネルギーで植物栽培にも用いることが可能で，臭気も妨げ，メタン

によるエネルギーを得るなどの利点を持つメタン発酵は，国内外で広く実用化

されつつある。 

 メタン発酵における排水中の有機物を微生物により分解する過程を図 1-2 に

示す。以下の工程を経て進行する。1．タンパク質，炭水化物，脂質などの高

分子有機物が，アミノ酸，糖類，脂肪酸などの低分子有機物にそれぞれ加水分

解される；2．加水分解された低分子有機物が，酸生成細菌の酸化作用によ

り，プロピオン酸，酪酸，イソ酪酸などの揮発性脂肪酸（VFA：Volatile Fatty 

Acid）にまで分解される；3．揮発性脂肪酸が共生酢酸生成細菌（Syntrophic 

acetogenic bacteria）により，水素や二酸化炭素，酢酸にまで分解される；4．最

後に，これら水素や酢酸をメタン生成古細菌がエネルギー源として利用し，メ

タンを生成する [2, 43, 58, 60]。すなわち，メタン発酵槽中の微生物群集は，高

分子有機物を分解する細菌群集と，メタンを生成するメタン生成古細菌群から

成っている。各分解過程では関与する微生物群集や生成する代謝物が異なるこ

とから，家庭用生ゴミ，下水汚泥，家畜糞尿などの主成分が異なる有機性排水

中では成分組成や発酵環境条件が変化し，発酵速度やバイオガス生成量，ガス

組成などの発酵特性に大きく影響する [73]。また，微生物組成の偏りにより，
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分解過程で生成するアンモニアや揮発性脂肪酸の変換バランスの均衡が崩れる

ことで，メタン生成古細菌の生育を阻害することが知られている [73]。そのこ

とから，実際にメタン発酵処理施設を建設する際には，発酵特性と環境条件を

決定するためにバッチ式実験により，発酵対象物の最適負荷量，環境条件など

を検証し，発酵速度，バイオガス生成量，ガス組成，阻害要因の把握を行うこ

とが一般的である。  
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図 1-1 メタン発酵の概要図  
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図 1-2 メタン生成までの微生物による分解過程 

Niu et al. 2014，Tang et al. 2015，Vrieze et al. 2012 をもとに作成 [43, 58, 60]  
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第 3 節 本研究の目的 

 メタン発酵法では微生物の代謝を利用し，家畜排せつ物や生ごみなどの廃棄

物からエネルギー回収を行いながら，排水処理を行うことが可能である。ま

た，メタン発酵後に排出される消化液を肥料利用することで循環型農業を構築

できる可能性がある。消化液を液肥として利用する場合，近年価格が高騰する

化学肥料の代替となる可能性が考えられる。しかし，消化液は肥料利用の実績

不足や情報不足，技術や手法が一般化されていないなどの理由から肥料利用は

普及しているとは言いがたい。また，家畜糞尿由来の消化液は，作物栽培に利

用した時，ヒトや動物に食中毒被害を引き起こす病原性細菌が混入している可

能性が懸念される。本研究の構成をフローチャートで示した（図 1-3）。本章を

第 1 章として，第 2 章では，作物栽培の液肥として利用する消化液を選択する

場合に，メタン生成ポテンシャルの違いが病原性細菌の消長にどう影響を与え

るかを目的とした。現場のメタン発酵施設で安定的に高いメタンガス量を獲得

するためには，安定的なメタン発酵を行う必要ある。そこで，第 3 章では，高

いメタン生成ポテンシャルを示した消化液を獲得することを目的として，それ

にかかわる微生物群集構造を明らかにした。第 4 章では，第 2 章・第 3 章で明

らかにした高いメタン生成ポテンシャルを示した消化液を，現場のメタン発酵

施設で用いるための最適な保存方法の検討を目的とした。  
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図 1-3 本研究の概要図  
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第 2 章 

 

中温メタン発酵のメタン生成効率が，Salmonella enterica の

菌濃度に与える影響  
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第 1 節 目的 

 メタン発酵残渣である消化液は，無機態の N，P，K などの肥料成分を含ん

でいるため，作物栽培の液肥として利用できる可能性がある [40]。しかしなが

ら，豚糞尿を基質とする場合には，豚由来の食中毒被害を起き起こす病原性細

菌が，消化液に混入する危険性が懸念される [72]。消化液中に混入する可能性

がある病原性細菌には，主に，Salmonella 属細菌，Listeria 属細菌，Escherichia 

coli，Campylobacter 属細菌，Mycobacteria 属細菌，Clostridia 綱細菌，Yersinia

属細菌などがある [48]。 

 メタン発酵には，高温（約 55°C）処理と中温（約 35°C）処理の二種類があ

る。高温処理は，中温処理に比べて有機物の分解速度が速いため，中温処理の

約 2～4 倍のバイオガスを獲得できるというメリットがある [24]。また，高温

による病原性細菌の死滅効果も期待できるため，これまで，病原性細菌の死滅

を目的とする研究では，ほとんどが高温処理を用いて行われてきた [87, 88]。

しかし，施設維持に大きな加熱エネルギーを要するデメリットがあるため 

[74]，現在多くのメタン発酵施設は，中温処理で管理されている

（http://www.env.go.jp/recycle/waste/biomass/data/facilitylist.pdf [accessed March 

2018]）。高分子有機物を嫌気的に分解するメタン発酵は，発酵槽中の微生物群

集の活性が低く，メタン発酵槽中の微生物群集が順化するまでに時間がかかる

ので [32, 57]，高いメタン生成量を安定的に供給する状況になるまでに 3 週間

以上かかることが報告されている [1, 25, 57]。また，メタン発酵が突然起こら

なくなったりすることも報告されている [33]。私の知る限り，こうしたメタン
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発酵槽中の微生物群集が順化するまでの間では，消化液中の病原性細菌濃度の

消長について調べられた例はない。そこで，本研究では，ヒトや動物に病原性

を引き起こす可能性のある Salmonella 属細菌を用いて，多くのメタン発酵施設

で広く採用されている，中温メタン発酵消化液中のメタン生成効率が，

Salmonella 属細菌濃度に与える影響を調査した。  
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第 2 節 材料と方法 

2-2-1 豚糞上澄み溶液 

 鹿児島大学附属農場から排出された豚糞を使用した。豚糞を，先端にスクリ

ュー（SK11；藤原産業株式会社）を装着した電動ドリル（6311D；マキタ株式

会社）を用いて破砕・攪拌し，10%の TS（Total solids，全固形分率）となるよ

うに水分調整を行った。この豚糞溶液を，遠心分離（1662×g，10 分）（RF-

110+MC-110；株式会社コクサン）して，上澄み溶液を回収し，オートクレーブ

滅菌した。こうして得た溶液を，豚糞上澄み溶液として用いた（表 2-1）。すな

わち，豚糞上澄み溶液では，メタン生成に関わる微生物が死滅しており，下記

の消化液を，種菌として接種しない限り，メタン発酵は起こらない。 

 

2-2-2 消化液 

 メタン発酵を行うためには，基質とそれを利用する種菌が必要である。本研

究では，基質として滅菌処理済みの豚糞上澄み溶液と，種菌として国内 3 か所

のメタン発酵施設から採取した消化液を使用した（表 2-1）。これらの消化液

は，使用するまで冷蔵（6°C）保存した。  
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表 2-1 メタン発酵消化液と豚糞の性状 
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2-2-3 Salmonella enterica 接種菌液 

 Salmonella 属細菌は，9 種類の有効種名があり，このうち Salmonella enterica

は，Salmonella 属細菌の基準種である（http://www.bacterio.net/ssalmonell.html）。

また，S. enterica は，世界中で，人や動物に病気を引き起こすことが知られて

おり [9]，豚糞から検出されることが報告されている [17]。本研究では，この

S. enterica に属する NBRC 3163 株を，接種菌液の材料として用いた。 

 コロニーの色と形で Salmonella 属細菌を同定できる培地であるドリガルスキ

ー改良培地 Blue（栄研化学株式会社）を用いて，35-37°C で 24 時間，NBRC 

3163 株を培養した。寒天培地上のシングルコロニーを，白金耳で採取し，10 

ml の滅菌蒸留水に懸濁して，「S. enterica 接種菌液」として用いた。 

 

2-2-4 メタン発酵 

実験概略 

 実験概略を，図 2-1 に示した。オートクレーブ滅菌した「豚糞上澄み溶液」

に，国内 3 か所のメタン発酵施設から獲得した消化液を添加し，中温処理のメ

タン発酵を行った。2 回の前培養を行った後に，S. enterica 接種菌液を添加した

3 回目の培養を行い，メタン発酵槽ごとのメタン生成量と S. enterica の菌濃度

を測定した。2 回の前培養を行った後に，S. enterica 接種菌液を添加していない

区も用意した。これらは，メタン生成量が定常期に達したのを確認し，再度，

継代培養した。  
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図 2-1 実験概要図  
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a．前培養 

 中温処理のメタン発酵槽中の微生物群集は，基質に順化するまでに時間がか

かる。本研究では，S. enterica 接種菌液を添加したメタン発酵を行う前に，7 日

ごとに 2 回の前培養を行い，種菌として使用した消化液由来の微生物群集が，

豚糞上澄み溶液に順化しているのか確認した。順化したかどうかは，培養 7 日

目のメタン生成量を比較することで判断した。 

 前培養 1 回目は，125 ml のボトル（日電理化硝子株式会社）に，50 ml の消

化液と 50 ml の豚糞上澄み溶液をそれぞれ添加した（n = 3，図 2-1）。前培養 2

回目は，125 ml のボトル（日電理化硝子株式会社）に，5 ml の前培養 1 回目の

消化液と 95 ml の豚糞上澄み溶液をそれぞれ添加した（n = 1，図 2-1）。前培養

1 回目，前培養 2 回目ともに，嫌気培養を行うため，ボトルを，ブチルゴム栓

とアルミキャップ（日電理化硝子株式会社）で密閉した。1 ml の還元剤溶液

（3% N2S・9H2O，3% L-Cysteine hydrochloride・H2O）を添加し，インキュベー

ター（BNC-110，エスペック株式会社）を用いて 38°C で，7 日間静置培養し

た。メタン発酵におけるバイオガス発生によってボトル内が陽圧になり破裂す

るのを防ぐため，1 日 1 回ブチルゴム栓に 23G 針（テルモ株式会社）を刺し，

試験区内の圧力を常圧に戻す作業を行った。また，試験区内の溶液を均一にす

るため，1 日 1 回全てのボトルを転倒混和した。これらの圧力調整とボトルの

撹拌は，以下の「b．S. enterica 接種菌液を添加した培養」と「c．S. enterica 接

種菌液を添加しなかった培養（継代培養）」においても同様に行った。  
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b．S. enterica 接種菌液を添加した培養 

 125 ml のボトルに，5 ml の前培養液，1 ml の S. enterica 接種菌液，95 ml の

豚糞上澄み溶液，1 ml の還元剤溶液をそれぞれ添加した（n = 3，図 2-1）。これ

を，ブチルゴム栓とアルミキャップを用いて密閉し，38°C で，18 日間静置培

養した。前培養液を接種しなかった区を，対照区として用いた。すなわち，対

照区は，1 ml の S. enterica 溶液，5 ml の滅菌蒸留水，95 ml の豚糞上澄み溶

液，1 ml の還元剤溶液から成る。 

 

c．S. enterica 接種菌液を添加しなかった培養（継代培養） 

 2 回の前培養を終えた後，S. enterica 接種菌液を接種していない区も用意し

た。すなわち，125 ml のボトルに，5 ml の前培養 2 回目の消化液，95 ml の豚

糞上澄み溶液，1 ml の還元剤溶液をそれぞれ添加した（n = 1，図 2-1）。これ

を，ブチルゴム栓とアルミキャップを用いて密閉し，38°C で，定常期に達する

まで（43 日間）静置培養した。これらを，再度，同じ条件で継代し，全てのメ

タン生成量が定常期に達するまで（17 日間）培養した。 

 

2-2-5 S. enterica の菌濃度測定 

 S. enterica 接種菌液を添加した培養 3 回目において，1 ml の培養液を，23G

針を用いて抜き取り，106倍まで段階希釈した。これらの希釈液を，ドリガル

スキー改良培地 Blue に塗り広げ，35°C で 48 時間培養し，形成されたコロニー

数を計測した。 
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2-2-6 ガス分析 

 25 ml の気相中のメタン生成量を，ガスクロマトグラフィー（GC-8A，株式

会社島津製作所）を用いて測定した。検出器とカラムには，GW-100（GL サイ

エンス）と Thermal Conductivity Detector（TCD）を用いた。インジェクショ

ン，カラム，検出器の温度は，すべて 50°C に設定した。メタン生成量の有意

差検定には，Tukey 検定を用いた。 

 

2-2-7 Chemical Oxygen Demand (COD; 化学的酸素要求量)  

 COD は，COD 試薬（HACH4238，Hach Company）と COD リアクター

（BOX389，Hach Company)）を用いて測定した。測定は重クロム酸カリウム法

（JIS-K-0102-2010）に基づいて行った（http://kikakurui.com/k0/K0102-2013-

01.html [accessed June 2017]）。1 ml の試料を，9 ml の滅菌蒸留水に懸濁した。

0.2 ml のこの懸濁液を，CODcr 測定用バイアル（0～150000 mg/l レンジ；Hach 

Company）に添加した。0.2 ml の精製水を，ブランク試料として用いた。COD

リアクター（BOX389，Hach Company）を用いて，これらの試料を 150°C で 2

時間加熱した。室温まで冷ました後，吸光度計（DR-4000，Hach Company）を

用いて，COD（mg/l）を測定した。DR-4000 の測定プログラムは，2720

（CODcr 測定用）に設定した。COD の有意差検定には，Tukey 検定を用いた。  
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第 3 節 結果 

2-3-1 前培養のメタン生成量 

 前培養 1 回目において三つの消化液 a，b，c のメタン生成量は，それぞれ平

均値が 497 µmol，281 µmol，122 µmol で，それぞれ有意に異なった（n = 3, P < 

0.05）（data not shown）。また，前培養 2 回目において三つの消化液 a，b，c の

メタン生成量は，それぞれ 126 µmol，116 µmol，23 µmol であった（n = 1）

（data not shown）。 

 

2-3-2 S. enterica 接種菌液を添加した培養のメタン生成量，S. enterica の菌濃

度，COD 

 メタン生成量の経日変化を，図 2-2 に示した。三つの消化液 a，b，c のう

ち，消化液 c は，培養 18 日目までメタンが生成されなかった。消化液 a，b の

培養 18 日目のメタン生成量は，それぞれ平均値が 16 µmol と 10 µmol であっ

た。 

 メタン生成が起こらなかった対照区と消化液 c の培養 18 日目の S. enterica の

菌濃度は，培養 2 日目のそれと比べて変化がなかった（対照区培養 18 日目

7.2×107 cells/ml，消化液 c 培養 18 日目 7.1×107 cells/ml）。一方，消化液 a，b の

培養 18 日目の S. enterica の菌濃度は，培養 2 日目のそれと比べて有意に減少し

ていた（消化液 a 培養 18 日目 3.8×103 cells/ml，消化液 b 培養 18 日目 4.2×104 

cells/ml）。 
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培養 0 日目と培養 18 日目の COD（mg/l）を，図 2-3 に示した。18 日目の COD

濃度は，培養 0 日目のそれと比べて対照区を含む全ての処理区で約 50%程度，

有意に減少していた。培養 18 日目の COD 量を全処理区間で比較した結果，有

意な違いはなかった。 

 

2-3-3 S. enterica 接種菌液を添加しなかった培養（継代培養）のメタン生成量 

 2 回の前培養を終えた後，S. enterica 接種菌液を添加せずに培養した 3 回目の

培養と，それを再度継代した 4 回目の培養を行った。培養 3 回目では，43 日目

に定常期に達し，この時の三つの消化液 a，b，c のメタン生成量は，それぞれ

135 µmol，208 µmol，89 µmol であった（n = 1，図 2-4）。次の培養 4 回目で

は，17 日目に定常期に達し，この時の三つの消化液 a，b，c のメタン生成量

は，それぞれ 708 µmol，712 µmol，779 µmol であった（n = 1，図 2-4）。これら

の結果は，全ての区でメタン生成古細菌が死滅せず継代培養できていることを

示している。  
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図 2-2 3 回目の培養におけるメタン生成量と S. enterica 菌濃度 

黒丸（●）と白丸（○）はそれぞれ一日当たりのメタン生成量と S. enterica 菌濃

度を示す。 

エラーバーは標準誤差を示す（n = 3）。  
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図 2-3 3 回目の培養における 0 日目と 18 日目の COD 濃度（mg/l） 

エラーバーは標準誤差を示す（n = 3）。  
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図 2-4 S. enterica を接種していない培養 3 回目と培養 4 回目のメタン生成量

（n = 1）  
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第 4 節 考察 

 全ての処理区で，前培養 1 回目のメタン生成量に比べ，前培養 2 回目のメタ

ン生成量が少なくなった。このことは，各消化液中に含まれていた微生物群集

が豚糞上澄み溶液に対して，順化していないことを示している。S. enterica 接

種菌液を添加していない培養 3 回目の消化液を，培養 4 回目へと継代培養し

た。この時，培養 4 回目の消化液 a，b，c の 14 日目のメタン生成量は，培養 3

回目の 14 日目のメタン生成量に比べて，それぞれ約 21 倍，36 倍，85 倍と高

い値を示した。すなわち，培養 3 回目と培養 4 回目では，継代に使用した消化

液量は同じであるにもかかわらず，培養 4 回目の方が高いメタン生成量を示し

た。このことは，前培養 1 回目と前培養 2 回目で，接種菌液量がそれぞれ異な

ったことが，メタン生成量の減少の理由ではないことも示している（前培養 1

回目は 100 ml に 50 ml，前培養 2 回目は 100 ml に 5 ml の接種菌液）。緒言で述

べたように，中温処理のメタン発酵槽中の微生物群集は，基質に順化するまで

に時間を要する。本研究では，こうした状況下の（メタン発酵槽中の微生物群

集が順化するまでの間の），消化液中の S. enterica の菌濃度の消長について調査

した。 

 前培養 2 回目に比べて，S. enterica 添加区は，メタン生成量がさらに少なく

なった（図 2-2）。このことも，S. enterica 添加区では，安定的なメタン発酵が

行われていないことを示している。S. enterica 添加区の，メタン生成量が培養

日数に伴って増加する区では，S. enterica の菌濃度も減少していった（図 2-2 

Digestion a and b）。これらのことは，中温におけるメタン生成ポテンシャルが
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消化液の S. enterica の菌濃度に影響を与えていることを示している。また，順

化前のメタン発酵槽から排出される消化液や，メタン発酵が起こらなかったメ

タン発酵槽の消化液を液肥として利用することは，S. enterica が死滅していな

い可能性があることを示している。私の知る限り，ほとんどすべてのメタン発

酵中の Salmonella 属細菌の菌濃度に関する研究は，効率的にかつ安定的に運用

されたメタン発酵槽を用いて行われている [4, 13]。しかし，多くのメタン発酵

処理施設では，pH の下降等によってメタン発酵が起こらないことがある 

[33]。こうした場合，発酵槽内の温度と pH を管理することで対処することが報

告されている [80, 81]。本研究結果は，メタン発酵の活性が低下した場合に出

された消化液は，Salmonella 属細菌が死滅していない可能性があるため，液肥

利用は行わない方がよいことも示唆している。 

 メタン発酵中の COD は，対照区を含む全ての処理区で，18 日間の培養で減

少していた（図 2-3）。メタンガスが生成しない対照区でも COD が減少するこ

とは，メタン発酵槽中で，豚糞中に含まれる有機物の低分子化が，S. enterica

単独でも起こることを示している。すなわち，メタン発酵が起きていないメタ

ン発酵槽中では，豚糞中の成分を基質として利用して，S. enterica が繁殖でき

ることを示している。Sahlström と Gadre らは，Salmonella 属細菌がメタン発酵

槽中で 10～77 日生存できることをそれぞれ示しているが [19, 48]，本研究のよ

うに Salmonella 属細菌がメタン発酵中の COD 減少に寄与するほど生育してい

ることは示されていなかった。一方で，メタンガスが生成し，S. enterica の菌

濃度が減少する消化液 a と b（図 2-2）でも，COD 量が減少することは，消化
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液 a と b に含まれる細菌群集が，添加した S. enterica 同様に豚糞中に含まれる

高分子有機物の低分子化を行っていることを示している。これらのことは，消

化液中に含まれていた細菌群集と，S. enterica が，豚糞中の基質の利用を競合

している可能性を示している。 

 本研究においてメタン発酵が起きていない区（消化液 c，対照区）では，培

養 2 日目から培養 18 日目までの間に，S. enterica は増殖しなかった。このこと

は，培養 2 日目の時点で，S. enterica の菌濃度がすでに定常期に達していた可

能性を示唆している。また，本研究では添加した消化液中に含まれていた可能

性のある Salmonella 属細菌の測定を行っていなかったため，検出した

Salmonella 属細菌が S. enterica のみであるとは限らない。今後は，S. enterica 接

種菌液を添加した直後から短い期間までの消長についての調査や，添加した消

化液に含まれる Salmonella 属細菌の種や，菌濃度についての調査が必要であ

る。 

 本研究では，上述したように，培養 3 回目の S. enterica を添加した実験と同

時に，S. enterica を添加していない 3 回目の培養も行った。この継代培養で

は，メタン生成曲線が定常期に達するのを待って，消化液を継代した。その結

果，S. enterica を添加した消化液 c は，培養 18 日目でメタン生成が確認できな

かったが，S. enterica を添加しなかった消化液 c は，継代培養 18 日目に 4.6 

µmol，継代培養 43 日目には 89 µmol のメタン生成量が確認された（図 2-4）。

また，4 回目の継代培養を行った消化液 c では，培養 17 日目で定常期に達し，

そのメタン生成は 779 µmol であった（図 2-4）。すなわち，消化液 c は，メタン
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生成古細菌が死滅しているのではなく，メタン生成に関わる微生物の活動が活

発でないこと（消化液 c 由来の微生物群集が豚糞上澄み溶液に順化していない

こと）から，培養 3 回目の S. enterica の菌濃度の減少が観察されなかったと考

えられる。こうしたメタン発酵の順化や安定性に違いがみられるのは，そもそ

もメタン発酵施設から獲得した消化液中の細菌群集やメタン生成古細菌の種類

が異なることが原因であると考えられる。  
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第 3 章 

 

豚糞のメタン発酵における異なるメタン生成ポテン

シャルを示す消化液の微生物群集構造解析  
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第 1 節 目的 

 これまで，豚糞を用いたメタン発酵の微生物群集に関して，以下に示すよう

な多くの研究が行われてきた。例えば，豚糞を含む複数の基質（例：豚糞+稲

わら，牛糞+稲わらなどの比較研究）を同時消化（co-digestion）させた研究 

[37, 47, 54, 61, 69, 71]，メタン発酵過程で発酵阻害剤（例：borax）を添加させ

た研究 [64]，メタン発酵条件（有機物負荷率 [OLR：organic loading rate]，全蒸

発残留物 [TS：total solids]，pH）を変化させた研究 [11, 39, 70] などがある。

上述した研究は，メタン発酵の初期（誘導期～対数増殖期）やピーク時（静止

期）におけるメタン生成量や，それに関わる微生物群集について調査されてき

た。しかしながら，これら豚糞を用いたメタン発酵においては，微生物群集間

の共通性が無かった。Wang ら（2017）は，豚糞由来の 1 種類の消化液を複数

種類の基質（トウモロコシの茎と豚糞の混合物，トウモロコシの茎単独，豚糞

単独）にそれぞれ接種し，これらのメタン生成量や，それに関わる微生物群集

を経時的に調査した。この結果，それぞれの基質を利用したメタン発酵のメタ

ン生成曲線や，消化液中の微生物群集の相対存在比は大きく異なった [61]。

Meng ら（2018）は，豚糞由来の 1 種類の消化液を豚糞の TS（4%，8%，

11%，14%）を調整した基質にそれぞれ接種し，これらのメタン生成量や，そ

れに関わる微生物群集を経時的に調査した。この結果，Wang らの研究と同様

に，それぞれの基質を利用したメタン発酵のメタン生成曲線や，消化液中の微

生物群集の相対存在比は大きく異なった [39]。このように，高いメタン生成ポ

テンシャルを示している消化液中に優占化する微生物は，それぞれの研究にお
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いて大きく異なる [11, 37, 47, 54, 61, 70, 71]。また，上述した研究のメタン生成

量と微生物群集の違いは，基質由来の微生物と種汚泥由来の微生物のどちらに

も影響を受けていることが推察される。そこで，これらの研究におけるメタン

発酵の違いを明らかにするために，高いメタン生成ポテンシャルに寄与する微

生物群集構造を明らかにすることが重要である。 

 私が知る限り，豚糞のメタン発酵において，複数のメタン発酵施設から集め

られた種汚泥を豚糞のみを基質として用いた培地に接種したメタン発酵のメタ

ン生成ポテンシャルとそれに関連する微生物群集構造を調査した報告は無い。

それゆえに，本研究では，6 ヶ所のメタン発酵施設から種汚泥を獲得し，豚糞

のメタン発酵におけるそれらのメタン生成ポテンシャルを評価し，それらの消

化液中の微生物群集を分析した。  
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第 2 節 材料と方法 

3-2-1 種汚泥 

 種汚泥は 6 つのメタン発酵施設から獲得し（表 3-1），メタン生成ポテンシャ

ルを調査するための接種材料として使用した。サンプルは消化液 A–F と名付け

られ，さらに使用するまで 4°C で保存された。 

 

表 3-1 種汚泥の性状 
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3-2-2 豚糞培地 

 本研究では，「生豚糞培地」と「豚糞上澄み培地」と名付けた 2 つの培地を

用いた。まず，生豚糞培地の調製は，以下のように行われた。鹿児島大学内の

附属農場から獲得した豚糞は，電動ドリル（6311D；マキタ株式会社）とペイ

ントミキサー（SK11；藤原産業株式会社）を組み合わせて粉砕および攪拌し

た。その TS（Total solids）は，下水試験方法に従って測定された [28]。豚糞の

TS は，水道水を使用して 10%に調整された。合計 95 ml のこの豚糞溶液を 125 

ml ボトル（84-0714；日電理化硝子株式会社）に加え，ブチルゴム栓とアルミ

キャップ（日電理化硝子株式会社）で密閉し，嫌気状態を維持した。ただし，

還元剤（硫化ナトリウムや L-システイン塩酸塩など）はボトルに添加しなかっ

た。次に，以下に記載するように，豚糞上澄み培地の調製を行った。上述した

10% TS に調整した豚糞溶液は，JLA-8.1000 rotor（Beckman Coulter, CA, USA）

を用いて 10°C で 20 分間，3,000 rpm でさらに遠心分離され，続いてこの上澄み

を 121°C で 20 分間オートクレーブ滅菌した。合計 95 ml のこの豚糞上澄み溶液

を 125 ml ボトル（84-0714；日電理化硝子株式会社）に加えた。生豚糞培地と

同様に，還元剤（硫化ナトリウムや L-システイン塩酸塩など）をボトルに添加

せず，このボトルもブチルゴム栓とアルミキャップ（日電理化硝子株式会社）

で密閉した。 

 上述したように，豚糞上澄み培地は，生豚糞培地の遠心分離とオートクレー

ブ滅菌によって作成された。それゆえに，この培地は，種汚泥中の微生物群集

の培養，シリンジを用いた消化液のサンプリング，また継代培養に適してい
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る。豚糞中に土着の微生物を含んでいる生豚糞培地を用いた実験は，実際のメ

タン発酵施設に類似した適用条件下のメタン生成ポテンシャルを評価するため

に用いられた。 

 

3-2-3 メタン発酵 

 本研究では，日本におけるメタン発酵の主要な方法である湿式メタン発酵を

使用した（http://www.env.go.jp/recycle/waste/biomass/data/facilitylist.pdf [in 

Japanese; accessed July 2019]）。異なる施設から獲得した種汚泥のメタン生成ポ

テンシャルを調査するために，5 ml の種汚泥を豚糞上澄み培地に接種した。培

地は，メタン生成が定常期に達するまで 37°C に維持させた。培養中に 1 日 1

回，メタン発酵で発生したバイオガスによる高圧によって破裂することを防ぐ

ため，ボトルを針（23G；テルモ株式会社）で大気圧まで換気した。培地を均

一にするために，培養中にボトルを 1 日 1 回振った。メタン生成が定常期に達

した後，5 ml の消化液をシリンジ（SS-05SZ；テルモ株式会社）で新鮮な豚糞

上澄み培地に継代培養した。種汚泥 A–F に由来する消化液も同じ文字を使用し

て名付けられた（例：消化液 A）。この継代培養は 3 連続のメタン生成曲線

（安定的なメタン生成曲線）が得られるまで，約 15 回続けられた（n = 1）（図

3-1）。 

 15 回の継代培養間で，最も高いメタン生成ポテンシャルと最も低いメタン生

成ポテンシャルを有する 2 つの消化液をさらに継代培養した（以下，H-DS お

よび L-DS とそれぞれ称する）。本研究においては，メタン生成量の初期の急速
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な立ち上がりとピーク時において高い値を示すことを「高いメタン生成ポテン

シャル」として定義した。H-DS と L-DS の継代培養は，Tukey 検定による統計

解析を行うために，4 連で 37°C の 10 日間行った。上述したようなボトルの振

とうおよび換気は，この継代培養中においても行われた。培養 10 日目に消化

液を採取し，以下のように化学分析（COD，VFAs，酢酸，pH，アンモニア態

窒素）およびメタゲノム DNA 抽出を行った。化学分析のために消化液（約 5 

g）を，使用するまで-80°C で保存した。メタゲノム DNA 抽出用の消化液（15 

ml）を遠心分離し，沈殿物は使用するまで-80°C で保存した。 

 H-DS および L-DS は，また以下のようにさらなる調査のために使用した。L-

DS の微生物群集がメタン発酵を阻害する微生物を含んでいるかどうかを決定

するために，5 ml の H-DS および L-DS のサンプルを 90 ml の豚糞上澄み培地

と共接種した（n = 4）。また，実際の現場に近い条件においても H-DS をメタン

生成ポテンシャルの高い種汚泥として使用できるかどうかを判断するために，

5 ml の消化液を生豚糞培地に接種した（n = 3）。対照区として使用するため

に，生豚糞培地に滅菌水を接種した。これらの実験は，37°C で 10 日間行っ

た。培養中のボトルの振とうと換気，および化学分析のための培養 10 日目の

サンプリングも上述のように行った。  
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図 3-1 異なる種汚泥を用いた一日のメタン生成曲線 

6 種のメタン発酵施設から種汚泥を採取し，15 回の継代培養を通して，豚糞上

澄み培地でメタン生成ポテンシャルを評価した。これらの継代培養の間におい

て，3 回連続の一日のメタン生成曲線が示されている。  



42 

 

3-2-4 メタン生成量の測定 

 メタン発酵の気相（25 ml）におけるメタン生成量は，GW-100 カラム（GL 

Science）と熱伝導度型検出器（TCD）を装着したガスクロマトグラフィー

（GC-8A；島津製作所株式会社）を用いて測定された。インジェクション，カ

ラム，検出器の温度は，全て 50°C にした。キャリアガスはヘリウムで，圧力

は 1.0 kg / cm2（98.0 kPa）に設定した。 

 

3-2-5 化学分析（COD，VFAs，酢酸，pH，アンモニア態窒素） 

 消化液中の COD 濃度は，メーカーの手順書に従って，“200–15,000 mg / L 

COD（HR Plus）”（Hach company, Colorado, USA）および吸光光度計 DR3900

（Hach company）を使用して測定した。VFAs（プロピオン酸，n-酪酸，イソ酪

酸）および酢酸の濃度は，ULTRON PS-80H カラム（島津製作所株式会社）と

UV detector（日立製作所株式会社）を装着した HPLC（L-7100；日立製作所株

式会社）を用いて，九州化工株式会社によって測定された。溶離液として，リ

ン酸塩緩衝液（pH 1.9）が使用された。消化液の pH は twin pH meter（AS-

212；堀場製作所株式会社）を用いて測定された。消化液中のアンモニア態窒

素の濃度は，メーカーの手順書に従って，“2-47 mg/L NH3-N, high range kit”

（Cat. TNT 832；Hach Company）および吸光光度計 DR3900 を使用して測定し

た。  
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3-2-6 消化液からのメタゲノム DNA 抽出 

 上述したように，メタゲノム DNA 抽出には，2 つの消化液（H-DS および L-

DS）由来の沈殿物（約 0.5 g）を用いた。この抽出は，Ikeda らのプロトコール

に従って行った [27]。 

 

3-2-7 16S rRNA 遺伝子の増幅とシークエンシング 

 PCR 増幅は，Pro341F（5'-CCTACGGGNBGCASCAG-3'）primer set および

Pro805R（5'-GACTACNVGGGTATCTAATCC-3'）primer set を用いて，16S 

rRNA 遺伝子の V3-V4 領域を増幅した [56]。これらのプライマー配列は，2nd 

PCR プライマーのカップリング領域も含まれている [62]（表 3-2）。PCR 混合

物（10 µl）は，2.0 µl のメタゲノム DNA（0.5 ng / µl），0.1 µl の Ex Taq ポリメ

ラーゼ（5U / µl; Takara Bio Inc.，滋賀，日本），1.0µl の 10×緩衝液，0.8 µl の

dNTP 混合物（2.5 mM），0.5 µl の各プライマー（10 µ M），および 5.1 µl の二重

蒸留水を含んでいる。これらのプライマー配列はまた，以下のようにして PCR

増幅のカップリング領域を含有した：最初に 98°C で 2 分間; 10 サイクルのタッ

チダウンプログラム（98°C で 10 秒，65°C 15 秒，72°C 30 秒，1 サイクルあた

りのアニーリング温度が 1°C 低下）を行った。98°C で 10 秒間，55°C で 15 秒

間，および 72°C で 30 秒間の 25 サイクル; 72°C で 5 分間の最終伸長を行った。

これらのプライマー配列はまた，PCR アンプリコンのカップリング領域を含

み，AMPure XP（Beckman Coulter）によって精製され，2 回目の PCR の鋳型と

して使用された。2 回目の PCR は，2ndF および 2ndR プライマーセットを用い
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て実施した（表 3-2）。PCR 混合物（10 µl）は，2.0 µl の PCR 産物，0.1 µl の Ex 

Taq，1.0 µl の 10×緩衝液，0.8 µl の dNTP 混合物，0.5 µl の各プライマー（10 

µM），および 5.1 µl の二重蒸留水を含んでいる。PCR 増幅は以下のようにして

行った：最初に 94°C で 2 分間; 続いて 94°C で 30 秒間，60°C で 30 秒間，およ

び 72°C で 30 秒間の 10 サイクル; 次に 72°C で 5 分間の最終伸長を行った。

PCR アンプリコンは，AMPure XP を用いて精製した。QuantiFluor dsDNA 

System（Promega Corporation，WI，USA）および Synergy H1 microplate reader

（BioTek Instruments，Inc.，VT，USA）を用いて精製 DNA を定量した。MiSeq 

Reagent Kit v3（Illumina KK，Tokyo，Japan）を使用して，MiSeq sequencer で

PCR アンプリコンのペアエンド配列（2×300bp）を決定した。  
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表 3-2 本研究で使用した primer 
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3-2-8 Bioinformatics 

 使用プライマーの配列と完全に一致した配列を含む生リードが Fastx toolkit

（http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/ [accessed October 2018]）を用いて抽出さ

れ，さらに，抽出されたプライマーが除去された（表 3-3）。このリードは，

sickle tools（https://github.com/najoshi/sickle [accessed May 2019]）を用いて除去

（クオリティー値が 20 未満の配列を取り除き，150 塩基以下の長さとなった配

列とそのペア配列）された。最終的に，FLASH を用いてペアエンド配列を除去

（最低オーバーラップ長 10 塩基，除去後の断片長 420 塩基，リードの断片長

280 塩基）した [38]。それらの配列のキメラチェックは，USEARCH package の

UCHIME algorithm [15, 16] を通して行った。これらの分析は，株式会社生物技

研によって行われた。 

 これらの配列は，配列同一性（97%）に基づく操作分類学的単位（OTUs）に

一団化され，それらの OTUs を分類学的に割り当て，また，Quantitative Insights 

into Microbial Ecology software（QIIME version 1.9.1）[10] を用いて，消化液中

の微生物群集の alpha diversity（Good’s coverage，observed OTUs，

equitability，および Shannon index）の分析が行われた。当初，OTUs の分類学

的割り当ては，属レベルで実施されたが，一部の OTU は科または目レベルで

指定された。しかし，これは QIIME 分析の通常の出力結果である。この分類学

的割り当ては，微生物群集における相対存在比を表した Krona plot のために使

用された（図 3-9）。さらに，微生物群集における 1%以上の相対存在比を持つ

OTUs は，有効種名を含むデータベース（16S-based ID service in EZBioCloud 
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[https://www.ezbiocloud.net/]）を用いて分類学的再割り当てされた [65]。この分

類学的再割り当ては，H-DS と L-DS の微生物群集の相対存在比の違いを統計的

に示すために使用された（図 3-10）。 

 

3-2-9 DNA 配列の Accession number 

 本研究で使用された Raw reads は，NCBI SRA データベースに寄託された

（Accession number：PRJNA507714）。  
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第 3 節 結果 

3-3-1 メタン生成曲線の特徴 

 6 カ所のメタン発酵施設から採取した種汚泥を用いてメタン発酵を行い，15

回継代した（n = 1）（図 3-1）。15 回以内の継代培養において，Digested liquids 

A，B，C，E を使用したメタン生成曲線の特徴は，消化液 F と比較して，初期

における急激上昇とピーク段階での高いメタン生成に関与していた。その後の

実験において，Digested liquids C と F をそれぞれ「H-DS」，「L-DS」とした。

Digested liquids D のメタン生成曲線は 15 回の継代培養中において安定しなかっ

た。 

 H-DS および L-DS のメタン生成曲線の特徴は，16 回目の継代培養において 4

連でさらに調査した（図 3-2）。H-DS および L-DS の培養 3 日目（初期の上昇

期）における一日のメタン生成量の平均値と標準誤差は，それぞれ 429 ± 6 

µmol および 213 ± 2 µmol であった。これに対応する培養 10 日目におけるメタ

ン生成量は，それぞれ 808 ± 5 µmol および 566 ± 6 µmol であった。したがっ

て，Digested liquids C は Digested liquids F に比べて種汚泥として優れているこ

とが示唆された（n = 4，P < 0.05）。培養 3 日目および培養 10 日目の H-DS およ

び L-DS の共接種時のメタン生成量は，それぞれ 414 ± 35 µmol および 803 ± 4 

µmol であった。 

 16 回目の継代培養では，生豚糞培地での実験も行った（n = 3）。その結果，

実際の発酵施設に近い条件下においても，H-DS 由来培養は L-DS 由来の培養よ

り多くのメタンを生成した（図 3-3）。培養 3 日目において，H-DS 由来の培養
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および L-DS 由来の培養におけるメタン生成量は，それぞれ 336 ± 10 µmol およ

び 214 ± 11 µmol であった。培養 10 日目において，その対応する値はそれぞれ

722 ± 11 µmol および 605 ± 6 µmol であった。対照的に，消化液の代わりに滅菌

水を用いた対照区では，培養 3 日目および 10 日目のメタン生成量が，それぞ

れ 71 ± 2 µmol および 266 ± 8 µmol であった。H-DS，L-DS，および対照区間の

メタン生成には有意差があった（n = 3，P < 0.05）。  
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図 3-2 豚糞上澄み培地を使った時の一日あたりのメタン生成曲線 

黒丸（●），白三角（△），白四角（□）は，それぞれ H-DS，L-DS，H-DS+L-DS

を示す。エラーバーは標準誤差を示す（n = 4）。H-DS と L-DS のメタン生成量

の差はすべて有意である（n = 4，P < 0.05）。  
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図 3-3 生豚糞培地を使った時の一日あたりのメタン生成曲線 

黒丸（●），白三角（△），白四角（□）は，それぞれ H-DS，L-DS，対照区を示

す。エラーバーは標準誤差を示す（n = 4）。H-DS と L-DS のメタン生成量の差

はすべて有意である（n = 4，P < 0.05）。  
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3-3-2 H-DS と L-DS の化学分析 

 豚糞上澄み培地の COD は，2715 ± 169mg / l であった（図 3-4）。培養 10 日目

において，H-DS と L-DS の COD 濃度は，それぞれ 1891 ± 182 mg / l および

2806 ± 107 mg / l であり（図 3-4），これらには有意差があった（t 検定，n = 4，

P < 0.05）。 

 豚糞上澄み培地のプロピオン酸濃度は，627 ± 78mg / l であった（図 3-5A）。

培養 10 日目において，H-DS と L-DS のプロピオン酸濃度はそれぞれ 1113 ± 49 

mg / l および 993 ± 28 mg / l であり（図 3-5A），有意に異なった（t 検定，n = 

4，P < 0.05）。豚糞上澄み培地の n-酪酸濃度は 438 ± 70 mg / l であった（図 3-

5B）。培養 10 日目において，H-DS または L-DS においても n-酪酸は検出され

なかった（図 3-5B）。豚糞上澄み培地のイソ酪酸濃度は 219 ± 33 mg / l であった

（図 3-5C）。培養 10 日目において，H-DS におけるイソ酪酸は H-DS で検出さ

れなかったが，L-DS でのそれは 396 ± 21 mg / l であった（図 3-5C）。豚糞上澄

み培地の酢酸の濃度は，1478 ± 133 mg / l であった（図 3-5D）。培養 10 日目に

おいて，H-DS と L-DS の酢酸濃度はそれぞれ 1009 ± 121 mg / l および 2686 ± 99 

mg / l であり（図 3-5D），有意に異なった（t 検定，n = 4，P < 0.05）。 

 豚糞上澄み培地の pH は 7.25 ± 0.09 であった（図 3-6）。培養 10 日目におい

て，H-DS と L-DS の pH はそれぞれ 7.05 ± 0.04 および 6.73 ± 0.04 であり（図 3-

6），有意に異なった（t 検定，n = 4，P < 0.05）。 

 豚糞上澄み培地のアンモニア態窒素濃度は，801 ± 13.2mg / l であった（図 3-

7）。培養 10 日目において，H-DS と L-DS のアンモニア態窒素濃度はそれぞれ
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1083 ± 10.9 mg / l および 1103 ± 8.29 mg / l であり（図 3-7），有意に異なった（t

検定，n = 4，P = 0.0474）。メタン生成は 4.2 g / L を超えるレベルのアンモニア

態窒素の蓄積によって阻害されることが報告されたが [29]，本研究の H-DS お

よび L-DS の濃度はこのレベルに達しなかった。  
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図 3-4  継代培養 16 回目の培養 10 日目の COD 濃度 

豚糞上澄み培地は SFSM と略される。エラーバーとバーの上の異なる文字は，

それぞれ標準誤差および有意差を示す（n = 4，P < 0.05）を示す。  
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図 3-5 16 回目の継代培養における 10 日目の volatile fatty acids（VFAs）濃度 

パネル（A～D）はそれぞれプロピオン酸，n-酪酸，イソ酪酸および酢酸の濃度

を示す。豚糞上澄み培地は SFSM と略される。エラーバー，ND，およびアス

タリスクは，それぞれ標準誤差，未検出，有意差を示す。  
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図 3-6 16 回目の継代培養での培養 10 日目の pH 

豚糞上澄み培地は SFSM と略される。エラーバーおよびアスタリスクは，それ

ぞれ標準誤差および有意差を示す。   
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図 3-7 16 回目の継代培養における培養 10 日目のアンモニア態窒素の濃度 

豚糞上澄み培地は SFSM と略される。エラーバーおよびアスタリスクは，それ

ぞれ標準誤差および有意差を示す。  
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3-3-3 豚糞を基質としたメタン発酵における微生物群集 

 8 つのサンプルから合計 405,299 の Raw reads が生成され，1 サンプルあたり

平均 50,662 の読み取りが行われた（表 3-3）。H-DS および L-DS（n = 4）にお

ける各サンプルのための配列の Good’s coverage，observed OTUs，equitability，

Shannon index は，図 3-8 に示された。Good’s coverage と Shannon index は完全

に平衡状態であった（図 3-8A および 3-8D）。これは，シークエンシングの深さ

が各サンプルの微生物多様性のすべてをカバーするのに十分であることを示し

ている。合計 275 個の OTUs が検出され，属レベルで細菌または古細菌に割り

当てられた。H-DS および L-DS の細菌の相対存在比は，それぞれ 95.1 ± 0.10%

および 99.1 ± 0.15%であった（n = 4）（表 3-3 および図 3-9）。H-DS（4.60 ± 

0.487%）における古細菌の相対存在比は，L-DS（0.618 ± 0.25%）より有意に高

かった（P < 0.05）（図 3-9）。230 個の OTUs に関して，H-DS と L-DS の間の

OTUs の相対存在比に有意差はなかった。これら 230 個の OTUs 間で，12 個が

消化液の微生物群集中で 1%以上の相対存在比を持っていた（図 3-10A）。これ

ら 12 個の OTUs 間で，最も高い相対存在比の微生物は，Clostridium 属細菌

（OTU denovo10；H-DS と L-DS の相対存在比の平均は 13.9%と 11.8% [n = 4]）

以下，Petrimonas 属細菌（denovo103；H-DS と L-DS の相対存在比の平均は

11.2%と 4.0% [n = 4]），Terrisporobacter 属細菌（denovo110；H-DS と L-DS の相

対存在比の平均は 6.4%と 5.3% [n = 4]）。1%以上の相対存在比を持つ，その 12

個の OTUs のほとんど全ては，Firmicutes 門に属していた。H-DS と L-DS 間の 
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45 個の OTUs に関する OTUs の相対存在比には有意な違いがあった。これら 45

個の OTUs 間で，消化液の微生物群集中で 1%以上の相対存在比を持つそれら

は，図 3-10B と 3-10C に示された。H-DS において，Syntrophomonas 属細菌

（denovo1003；平均 = 6.76%），Methanosarcina 属古細菌（denovo1016；平均 = 

4.41%），Clostridium 属古細菌（denovo1005；平均 = 4.23%）は，L-DS のそれら

よりも有意に高かった（図 3-10B）；L-DS におけるそれらは，それぞれ，

0.58%，0.09%，1.07%であった。L-DS において，Fermentimonas 属細菌

（denovo1010；平均 = 37.1%），Acholeplasma 属細菌（denovo1279；平均 = 

6.55%），Comamonas 属古細菌（denovo1091；平均 = 2.98%）は，H-DS のそれ

らよりも有意に高かった（図 3-10C）；H-DS におけるそれらは，それぞれ，

17.0%，0.31%，0.53%であった。L-DS において，水素資化性メタン生成古細菌

である Methanobrevibacter と Methanoculleus の相対存在比は，ぞれぞれ 0.2%と

0.09%であった。  
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表 3-3 消化液の 16S rRNA のアンプリコン解析から得られたシーケンスリード数 
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図 3-8 H-DS と L-DS の微生物群集における 97%の類似性を持った OTUs クラ

スターの Rarefaction curve 

パネル（A〜D）は，Good’s coverage，observed OTUs，equitability，Shannon 

index をそれぞれ示す。  
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図 3-9  H-DS および L-DS における微生物群集の相対存在比および分類学的説

明を示す Krona plot 

パネル（A）および（B）は，それぞれ H-DS および L-DS におけるすべての配

列の分布を示す。  
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図 3-10 豚糞を基質としたメタン発酵における微生物群集の相対存在比 

（A）H-DS と L-DS の相対存在比に有意差のない細菌。（B）L-DS に比べて，

H-DS において有意に高い相対存在比を有する細菌および古細菌。（C）H-DS に

比べて，L-DS において有意に高い相対存在比を有する細菌。H-DS および L-

DS の両方において 1%を超える相対存在比を有する微生物がすべてのパネルに

示されている。H-DS と L-DS の相対存在比の差は，t 検定（n = 4，P < 0.05）を

用いて分析した。エラーバーは標準誤差を示す。  
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第 4 節 考察 

 本研究では，6 ヶ所のメタン発酵施設から種汚泥サンプルを獲得し，豚糞上

澄み培地を用いてメタン生成ポテンシャルを評価した。シリンジを使用した移

送によって，消化液を次の培地に容易に継代培養できた。その結果，メタン生

成ポテンシャルが高い消化液と低い消化液が得られ，それぞれ H-DS および L-

DS と名付けられた（図 3-2）。H-DS の高いメタン生成ポテンシャルは，実際の

メタン発酵施設に似た状況の生豚糞培地を用いた時でさえも観測された（図 3-

3）。H-DS と L-DS の共接種時のメタン生成量は，H-DS のみの接種時とほぼ同

じであった（図 3-2）。これは，L-DS の低いメタン生成ポテンシャルが，メタ

ン発酵を阻害する能力を持つ微生物によるものではないことを示している。本

研究では，H-DS と L-DS の微生物群集間の多様性指数と相対存在比の違いを

16S rRNA 遺伝子のアンプリコン解析によりさらに調査した。加えて，この分

析で得られた特徴的な微生物が消化液中の VFA と酢酸に及ぼす影響についても

ここで説明する。 

 H-DS における微生物群の多様性指数（Shannon index）は，L-DS のそれより

も高かった（図 3-8D）。これは，L-DS における Bacteroidales 目の相対存在比が

特に高い（37%）ことによるものだと考えられる（図 3-9）。したがって，L-DS

における微生物群集の equitability は，H-DS におけるそれよりも有意に低かっ

た（図 3-8C）。多様な微生物がメタン発酵プロセスのさまざまな段階に関与し

ているため，多様性指数の高い消化液は高いメタン生成ポテンシャルを示すこ

とが合理的である。私の考えは，以前の研究報告の結果と一致していた [30, 
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31, 63]。加えて，Oz らによって述べられたように，ほとんどの研究で嫌気性リ

アクターにおいて微生物多様性の重要性を過小評価している [44]。 

 H-DS と L-DS 間の相対存在比に有意差のない微生物はすべて，細菌であるこ

とがわかった（図 3-10A）。これらの細菌に関連するものは，プロピオン酸，n-

酪酸，イソ酪酸，または酢酸の生産に関与している [6, 8, 20, 21, 22, 26, 41, 46, 

55, 59, 66]。例えば，Clostridium は n-酪酸や酢酸を生産することが報告されて

いる [46]。Petrimonas は酢酸を生成することが報告されており [21]，

Terrisporobacter はプロピオン酸，イソ酪酸，酢酸を生産することが報告されて

いる [20]。これらの細菌の高い相対存在比は，豚糞のメタン発酵においても報

告されている [39]。それゆえに，H-DS と L-DS におけるプロピオン酸の蓄積

（図 3-5）と L-DS における培養前のレベル（豚糞上澄み培地）に比べてイソ酪

酸と酢酸が蓄積していること（図 3-5C，D）は，それらの微生物が原因である

かもしれない。L-DS に比べて H-DS のプロピオン酸の増加（図 3-5A），H-DS

における n-酪酸とイソ酪酸の欠如（図 3-5B，C），H-DS における培養前（豚糞

上澄み培地）に比べて酢酸の減少していること（図 3-5D）は，L-DS に比べて

H-DS における有意に高い相対存在比をもつ微生物群集の活動が原因であるか

もしれない。同様に，L-DS における n-酪酸の未検出（図 3-5B）は，H-DS に比

べて L-DS における有意に高い相対存在比をもつ微生物群集の活動が原因であ

るかもしれない。H-DS と L-DS におけるそれぞれの微生物がプロピオン酸，n-

酪酸，イソ酪酸，酢酸に与える影響については，以下に述べられた。 
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 L-DS よりも H-DS において有意に高い相対存在比を持つ 6 つの異なる微生物

を，図 3-10B に示した。それらのうち，最も豊富な微生物は Syntrophomonas 属

細菌（denovo1003）であった。H-DS における Syntrophomonas 属細菌の相対存

在比は，L-DS のそれよりも 11.7 倍高かった。Syntrophomonas 属細菌はプロピ

オン酸を生産すると報告されている [52]。したがって，L-DS のレベルに比べ

て H-DS におけるプロピオン酸が増加した（図 3-5A）のは，H-DS における

Syntrophomonas 属細菌が原因であるかもしれない。Syntrophomonas 属細菌は，

嫌気性および中温条件下（30°C～40°C）で水素資化性のメタン生成古細菌と共

存する場合にのみ，基質として n-酪酸とイソ酪酸を利用して水素と酢酸を生成

できる [52, 68]。酢酸を利用するメタン生成古細菌による酢酸のさらなる利用

は，酪酸の分解を促進する [3]。2 番目に高い相対存在比を持つ微生物は

Methanosarcina（denovo1016）であった。H-DS における Methanosarcina の相対

存在比は，L-DS のそれよりも 49.0 倍高かった。Methanosarcina は中温条件下

（30°C～40°C）で水素や酢酸を利用するメタン生成古細菌であることが知られ

ている [5]。したがって，H-DS の高いメタン生成ポテンシャルや H-DS におけ

る n-酪酸やイソ酪酸の欠如（図 3-5B，C），L-DS に比べて H-DS における酢酸

の減少（図 3-5D）は，Syntrophomonas 属細菌と Methanosarcina の共存が原因で

ある可能性がある。さらに，Clostridium 属細菌，Tissierella 属細菌，Lutispora

属細菌，Sedimentibacter 属細菌（denovo1005，denovo1107，denovo1031，

denovo1154）が豊富であった。H-DS におけるこれらの微生物の相対存在比

は，L-DS のそれよりも，それぞれ，3.95 倍，2.36 倍，1.54 倍，1.54 倍高かっ
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た。これらの細菌は酢酸生成に関連し [35, 52, 53, 55]，これらの細菌が

Syntrophomonas 属細菌の生育と同様に Methanosarcina の生育もサポートしてい

ることを示している。 

 H-DS よりも L-DS において有意に高い相対存在比を持つ 3 つの異なる微生物

を，図 3-10C に示した。それらの全ては細菌であり，Fermentimonas 属細菌

（denovo1010）が最も優占していた。L-DS における Fermentimonas 属細菌の相

対存在比は，H-DS のそれよりも 2.18 倍多かった。Fermentimonas 属細菌は豚糞

を用いた中温性実験室の規模の完全攪拌タンクリアクターから分離され，酢

酸，少量のプロピオン酸，微量の水素を生産することが報告されている [23]。

2 番目に高い相対存在比を持つ微生物は Acholeplasma 属細菌（denovo1279）で

あった。L-DS における Acholeplasma 属細菌の相対存在比は，H-DS のそれより

も 21.1 倍高かった。Acholeplasma 属細菌は基質の一つとして豚糞を含む嫌気性

で中温性実験室規模のバイオガス発酵槽から分離され，酢酸を生成することが

報告された [12]。したがって，Acholeplasma 属細菌はメタン発酵の酢酸生成ス

テップにかかわっていることが考えられる。3 番目に高い相対存在比を持つ微

生物は Comamonas 属細菌（denovo1091）であった。L-DS における Comamonas

属細菌の相対存在比は，H-DS のそれよりも 5.62 倍高かった。Comamonas 属細

菌は嫌気性発酵槽から分離され [45, 67]，プロピオン酸，n-酪酸，酢酸を利用

すると報告されている [42, 67]。したがって，L-DS における n-酪酸の欠如（図

3-5B）は，L-DS における Comamonas 属細菌が原因であるかもしれない。上述

したように，L-DS における古細菌の相対存在比が極端に低かったのは（0.62 ± 
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0.25%）（図 3-9），L-DS のメタン生成ポテンシャルが H-DS のメタン生成ポテ

ンシャルよりも低い理由も説明する（図 3-2）。L-DS において，水素資化性の

メタン生成古細菌が原因であるだろう，一日あたりのメタン生成量が明らかに

観察された（図 3-2）。しかしながら，驚くべきことに，L-DS における COD 濃

度は，培養 0 日目のそれに比べて，このメタン発酵による有意な変化はなかっ

た（図 3-4）。この COD 除去の失敗は，酢酸を利用しているメタン生成ステッ

プが極端に遅いことが原因であると考えられる（図 3-5D）。 

 本研究では，L-DS のような低いメタン生成ポテンシャルを示す消化液に比

べて，H-DS のような高いメタン生成ポテンシャルを示す消化液には，酢酸生

成に関連する細菌として Syntrophomonas 属細菌，Clostridium 属細菌，Tissierella

属細菌，Lutispora 属細菌，Sedimentibacter 属細菌，また，酢酸利用に関連する

古細菌として Methanosarcina 属の相対存在比が高く示された。このように，本

研究では，高いメタン生成ポテンシャルを達成するためには，メタン発酵を促

進させる微生物群集を示す種汚泥を選択することが重要であることを明らかに

した。また，継代培養を円滑にするために豚糞上澄み培地を用いたバッチメタ

ン発酵を行ったが，多くのメタン発酵施設では連続式リアクターシステムが用

いられている [50]。将来においては，そのような状況下で H-DS を用いて生豚

糞のメタン発酵を行う必要があるだろう。  
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第 4 章 

 

メタン発酵消化液の保存性  
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第 1 節 目的 

 第 3 章で獲得した高いメタン生成ポテンシャルを示す「H-DS」を現場のメタ

ン発酵施設で利用する場合，高いメタン生成ポテンシャルを維持させて保存し

ておく必要がある。これまで，消化液の保存方法としてグリセロールストック

が一般的であった [18, 36, 86]。これは，一般的に微生物を長期に保存する場合

は，凍結による細胞構造の損傷を防ぐために，グリセロールを添加するからで

ある。しかし，現場のメタン発酵施設においてこの作業を行うためには，嫌気

的な作業が可能なグローブボックスやインキュベーターを備える実験室規模の

施設を設置する必要がある。そこで，現場での作業に適した高いメタン発酵ポ

テンシャルを維持する消化液の最適な保存方法について検討する必要がある。

私が知る限りでは，こうした研究について報告した例は無い。そこで，本研究

では，異なる保存方法で保存させた消化液を用いてメタン発酵を行った場合の

最適な保存方法について調査した。  
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第 2 節 材料と方法 

4-2-1 豚糞培地 

 本研究で使用した培地は豚糞を使用し，調整方法は，上述した「3-2-2 豚糞

培地」に記載した豚糞上澄み培地と同様の方法で行った。豚糞培地は，実験に

使用するまで 4°C で保存した。 

 

4-2-2 メタン発酵消化液 

 メタン発酵の種汚泥として使用した消化液は，第 3 章で獲得した，高いメタ

ン生成ポテンシャルを示す消化液（以下，H-DS）を使用した。 

 

4-2-3 メタン発酵消化液の保存方法 

 H-DS は，以下の 3 種類の方法（冷凍保存，グリセロール入り冷凍保存，冷

蔵保存）を用いて保存した。各保存方法の条件は以下に記述した。 

 1 連で継代培養を行い続けていた 100 ml の H-DS から，シリンジを用いて，

約 5 ml 採取した。この 5 ml の H-DS を 15 ml の遠心管に移し，1 ml の滅菌蒸留

水を添加して「冷凍保存」消化液とした。また，滅菌蒸留水の代わりにグリセ

リン濃度が 17%になるように，約 1 ml（約 1.26 g）のグリセリンを添加して

「グリセロール入り冷凍保存」消化液とした。6 ml のこれら 2 種類の保存方法

を用いた消化液は，蓋を閉めてそれぞれ約 10 秒間のボルテックス（試験管ミ

キサー，NS-80，株式会社井内盛栄堂）を行った。上述した作業は 4 連で行

い，使用するまで-80°C で 90 日間保存した。「冷凍保存」消化液と同様な方法
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で，5 ml の H-DS と 1 ml の滅菌純水を 15 ml の遠心管に移し，「冷蔵保存」消

化液とした。6 ml のこの保存方法を用いた消化液は，蓋を閉めて約 10 秒間の

ボルテックス（試験管ミキサー，NS-80，株式会社井内盛栄堂）を行った。上

述した作業は 4 連で行い，使用するまで 4°C で 90 日間保存した。 

 上述した 3 種類の保存方法に対して，以下の 2 種類の対照区（長期培養，10

日植え継ぎ培養）を用いた。これらの対照区は，上述した 3 種類の保存方法の

ように，低温で保存させた消化液とのメタン生成ポテンシャルの違いを調査す

るために用意した。125 ml のボトルに 95 ml の豚糞上澄み培地を添加し，ブチ

ルゴム栓とアルミキャップを用いて密閉した。1 連で継代培養を行い続けてい

た 100 ml の H-DS から，シリンジを用いて，約 5 ml 採取し，このボトルに接

種した。これを「長期培養」消化液とした。メタン発酵は，4 連で 37°C で 90

日間行った。上述したボトルの振とうと換気も，この培養中に行われた。上述

の「長期培養」消化液と同様な方法で，豚糞上澄み培地と H-DS を混合し，こ

れを「10 日植え継ぎ培養」消化液とした。メタン発酵は，4 連で 37°C で 10 日

間行い，10 日目に 5 ml の消化液を 95 ml の新鮮な豚糞上澄み培地に継代させ

た。この継代培養は 9 回（10 日ごとに継代させ 90 日間）行った。上述したボ

トルの振とうと換気も，この培養中に行われた。 

 

4-2-4 メタン発酵 

 上述した 3 種類の保存方法と 2 種類の対照区を用いた H-DS に対して，3 回

のメタン発酵を行った。以下に，3 回のメタン発酵の手順を示した。1 回目の
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メタン発酵は，3 種類の保存方法と 2 種類の対照区を用いて 90 日間保存してい

た H-DS のメタン発酵の立ち上がりを調査した。15 ml の遠心管を用いて保存し

た 3 種類の保存方法（冷凍保存，グリセロール入り冷凍保存，冷蔵保存），125 

ml のボトルを用いて培養した 2 種類の対照区（長期培養，10 日植え継ぎ培

養）を，それぞれ室温に戻した。125 ml のボトルに 94 ml の豚糞上澄み培地を

添加し，シリンジを用いて 3 種類の保存方法（冷凍保存，グリセロール入り冷

凍保存，冷蔵保存）を用いた 6 ml の H-DS をそれぞれ接種した。また，125 ml

のボトルに 94 ml の豚糞上澄み培地を添加し，シリンジを用いて 2 種類の対照

区（長期培養，10 日植え継ぎ培養）を用いた 5 ml の H-DS，1 ml の滅菌純水を

それぞれ接種した。これらのメタン発酵は，Tukey’ s 検定による統計解析を可

能にするために，4 回繰り返し，37°C で 10 日間行われた。2 回目のメタン発酵

は，1 回目の消化液を継代培養させた場合のメタン生成曲線の挙動を調査し

た。5 種類の消化液を用いて 10 日間のメタン発酵を行った 1 回目の消化液か

ら，シリンジを用いてそれぞれ 5 ml ずつ採取した。これらの 5 ml の消化液

を，125 ml のボトルに 95 ml の新鮮な豚糞上澄み培地を添加したボトルに，シ

リンジを用いてそれぞれ接種した（n = 4）。また，メタン発酵は 37°C で行い，

「グリセロール入り冷凍保存」を除く全ての保存方法を用いたメタン生成曲線

が定常期に達する 10 日目まで行った。「グリセロール入り冷凍保存」を用いた

メタン発酵は，メタン生成曲線が定常期に達する 35 日目まで行った。3 回目の

メタン発酵は，2 回目のメタン発酵で有意に低いメタン生成ポテンシャルを示

した「グリセロール入り冷凍保存」用消化液と，1 連で継代培養を行ってい
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た，H-DS を混合した場合のメタン生成曲線の挙動を調査した。2 回目の消化液

から，シリンジを用いて 5 ml の「グリセロール入り冷凍保存」の消化液を採取

した。また，1 連で 10 日ごとに植え継ぎ続けていた H-DS のボトルから，5 ml

採取した。これらの消化液を，125 ml のボトルに 95 ml の新鮮な豚糞上澄み培

地を添加したボトルに，シリンジを用いてそれぞれ接種した（n = 4）。これら

のメタン発酵は 37°C で行い，全てのメタン生成曲線が定常期に達する 14 日目

まで行った。 

 

4-2-5 メタン生成の測定 

 メタン発酵の気相（25 ml）におけるメタン生成量は，GW-100 カラム（GL 

Science）と熱伝導度型検出器（TCD）を装着したガスクロマトグラフィー

（GC-8A；島津製作所株式会社）を用いて測定された。インジェクション，カ

ラム，検出器の温度は，全て 50°C に設定した。キャリアガスはヘリウムで，

圧力は 1.0 kg / cm2（98.0 kPa）に設定した。 

 

4-2-6 溶存酸素量の測定 

 上述した「グリセロール入り冷凍保存」消化液は，グリセリンの高い粘性に

よってボルテックス時に酸素を多く含むため，消化液中の嫌気性微生物の働き

を阻害する可能性が示唆される。そこで，これを検証するために，1 ml のグリ

セリンの代わりに 1 ml の滅菌純水を添加した「グリセロール入り冷凍保存」消

化液とともに，作成直後と-80°C で保存した 24 時間後，48 時間後の溶存酸素量
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（以下，DO 値）をそれぞれ測定した（n = 4）。DO 値は，光学式溶存酸素計

（SG9-ELK；Mettler Toledo 株式会社，東京，日本）を用いて測定した。  
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第 3 節 結果 

4-3-1 1 回目のメタン発酵 

 3 種類の保存方法と 2 種類の対照区で保存させた消化液を用いて行ったメタ

ン発酵は，培養 10 日目に定常期に達した。この時のメタン生成量の平均及び

標準誤差は，それぞれ，846 ± 12 µmol，13 ± 11 µmol，901 ± 4 µmol，820 ± 4 

µmol，867 ± 4 µmol で，冷蔵保存は，他の 4 つの保存方法に比べて有意に高か

った（Tukey’ s test, n = 4, P < 0.05）（図 4-1）。対照的に，「グリセロール入り冷

凍保存」は，他の 4 つに比べて有意に低かった（Tukey’ s test, n = 4, P < 0.05）

（図 4-1）。 

 

4-3-2 2 回目のメタン発酵 

 5 種類の消化液を用いた 1 回目のメタン発酵において，10 日目の消化液をそ

れぞれ採取し，新鮮な豚糞上澄み培地に継代培養させとき，「グリセロール入

り冷凍保存」を除いた 4 種類（冷凍保存，冷蔵保存，長期培養，10 日植え継ぎ

培養）の消化液を用いたメタン発酵は，培養 10 日目に定常期に達した。この

時のメタン生成量（冷凍保存，グリセロール入り冷凍保存，冷蔵保存，長期培

養，10 日植え継ぎ培養）の平均及び標準誤差は，それぞれ，826 ± 2 µmol，57 

± 36 µmol，856 ± 7 µmol，867 ± 13 µmol，834 ± 9 µmol で，「グリセロール入り

冷凍保存」のメタン生成量は，他の 4 つに比べて有意に低かった（Tukey’ s test, 

n = 4, P < 0.05）（図 4-2）。また，「グリセロール入り冷凍保存」消化液を用いた

メタン発酵は 7 日目にメタン発酵が立ち上がり始め，35 日目に定常期に達し
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た。この時のメタン生成量の，平均及び標準誤差は，572 ± 100 µmol であった

（n = 4）（図 4-2）。 

 

4-3-3 3 回目のメタン発酵 

 35 日目に定常期に達した「グリセロール入り冷凍保存」由来の消化液と 1 連

で継代培養を行っていた H-DS を，新鮮な豚糞上澄み培地に継代培養させと

き，このメタン生成量の平均及び標準誤差は，それぞれ 393±19 µmol，802±5 

µmol であった（n = 4）（図 4-3）。また，「グリセロール入り冷凍保存」由来の

消化液のメタン生成ポテンシャルは，継代培養を行うごとに高くなる傾向を示

した。しかしながら，高いメタン生成ポテンシャルを維持した H-DS と同等の

メタン生成ポテンシャルまでに回復するためには，多くの時間を要することも

示唆された。  
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図 4-1 5 種類の消化液を用いた 1 回目のメタン生成曲線 

エラーバーは標準誤差を示す（n = 4）。異なるアルファベットは，10 日目のメ

タン生成量に有意差があることを示す（n = 4，P < 0.05）。 
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図 4-2 5 種類の消化液を用いた 2 回目のメタン生成曲線 

エラーバーは標準誤差を示す（n = 4）。異なるアルファベットは，10 日目のメ

タン生成量に有意差があることを示す（n = 4，P < 0.05）。  
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図 4-3 「グリセロール入り冷凍保存」用消化液と H-DS を混合した 3 回目のメ

タン生成曲線 

エラーバーは標準誤差を示す（n = 4）。異なるアルファベットは，10 日目のメ

タン生成量に有意差があることを示す（n = 4，P < 0.05）。  
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4-3-4 溶存酸素量 

 「冷凍保存」と「グリセロール入り冷凍保存」の作成時の DO 値は，ぞれぞ

れ 1.22 ± 0.55 mg / l，3.14 ± 0.12 mg / l であった（n = 4）。また，これらを-80°C

で保存した 24 時間後と 48 時間後の DO 値はそれぞれ，3.59 ± 0.32 mg / l，6.09 

± 0.3 mg / l と 3.20 ± 0.11 mg / l，5.50 ± 0.20 mg / l であった（n = 4）。これは，作

成時（0 時間），24 時間後，48 時間後のグリセロール入り冷凍保存の溶存酸素

量は，冷凍保存に比べて，それぞれ約 2.57 倍，1.70 倍，1.72 倍高かった。 

 

表 4-1 「冷凍保存」と「グリセロール入り冷凍保存」の溶存酸素量 

  

冷凍保存 1.22 ± 0.55 3.59 ± 0.32 3.20 ± 0.11

グリセロール入り
冷凍保存

3.14 ± 0.12 6.09 ± 0.30 5.50 ± 0.20

0 (h) 24 (h) 48 (h)

DO (mg/l)
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第 4 節 考察 

本研究では，H-DS の高いメタン生成ポテンシャルを維持させて再度メタン

発酵の種汚泥として利用するために，3 種類の保存方法（冷凍保存，グリセロ

ール入り冷凍保存，冷蔵保存）と 2 種類の対照区（長期培養，10 日植え継ぎ培

養）を用いて最適保存方法の検討を行った。 

嫌気性条件を維持したままで消化液を保存するためには，脱気処理や窒素充

填などの設備を要するので，現場での保存方法には不適である。そこで，本研

究における 3 種類の保存方法（冷凍保存，グリセロール入り冷凍保存，冷蔵保

存）は，全て脱気処理や窒素充填を行わなかった。これらの消化液を 90 日間

保存させた後に，種汚泥として用いた時の微生物活性を調査した。この結果，

冷凍保存，冷蔵保存の微生物活性は，グリセロール入り冷凍保存に比べて高い

微生物活性を示した（図 4-1）。つまり，グリセロールを用いた保存方法は，嫌

気性細菌を含む消化液の保存方法として適していないことが示唆される。 

上述した理由は，「グリセロール入り冷凍保存」において，グリセリンと H-

DS を混合させるために行ったボルテックス作業で，酸素が多く混入した可能

性が示唆される。一般的にグリセリンは，水に比べて高い粘度を持つ

（https://www.satake.co.jp/small_mixers/sentei/img/nendo.pdf）。また，温度や濃度

によって，様々な粘度になることも報告されている [51]。本研究における「グ

リセロール入り冷凍保存」は，グリセリン濃度 17%で保存した。室温 20°C の

水の粘度が 1.005 cP である場合，グリセリン濃度 17%の「グリセロール入り冷

凍保存」の粘度は約 1.5 cP と計算できる [51]。このように，高い粘度を持つグ
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リセリンをボルテックスした場合，酸素を含む気泡を多く含んだ可能性が示唆

される。それゆえに，酸素に接触したメタン生成古細菌のほとんどが死滅した

ことが原因で，「グリセロール入り冷凍保存」のメタン生成ポテンシャルが低

かったと考えられる。この推察を明らかにするために「冷凍保存」と「グリセ

ロール入り冷凍保存」の溶存酸素量を測定した結果，「冷凍保存」における作

成時（0 時間）の DO 値に比べて，「グリセロール入り冷凍保存」が高い値を示

した（表 4-1）。また，作成時（0 時間）における「冷凍保存」と「グリセロー

ル入り冷凍保存」に比べて，24 時間後と 48 時間後の DO 値がどちらとも高い

値を示した（表 4-1）。これは，酸素のような低分子物質において，気体が固体

や液体に比べて，他の分子と結合しない性質にある。すなわち，気体分子は，

低温度で凝縮（液体や固体になる）することによって水に溶解する [76]。その

ため，「冷凍保存」，「グリセロール入り冷凍保存」ともに 24 時間後と 48 時間

後の溶存酸素量が増加したと考えられる。高いメタン生成ポテンシャルを示す

消化液を保存する場合においては，「グリセロール入り冷凍保存」のように消

化液中のメタン生成古細菌が酸素と多く接触する保存方法は適していないと考

えられる。 

本研究は，H-DS の高いメタン生成ポテンシャルを維持したままで最適に保

存するための方法について調査した。この結果，嫌気性条件下で保存していな

い冷凍保存や冷蔵保存においても，嫌気性条件下の長期培養や 10 日植え継ぎ

培養と同様に高いメタン生成ポテンシャルを維持できること，また，酸素に接
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触する状況下でのグリセロール入り冷凍保存は，嫌気性微生物含む消化液の保

存方法として不適であることがわかった。  
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 本研究は，鹿児島県の社会問題である豚糞の処理について，化学肥料の代替

となる環境負荷低減の手法の一つであり，かつ化石燃料の代替となる再生可能

エネルギー獲得手法の一つでもある，メタン発酵法を用いた。本研究では，第

2 章において，メタン発酵後の発酵残渣である消化液の安全性について考察し

た。第 3 章では，高効率にメタン発酵を行うための種汚泥の選択について考察

した。第 4 章では，高効率の消化液を実際のメタン発酵現場に利用するため消

化液の保存方法について考察した。 

 第 2 章では，メタン発酵活性の違いによる病原性細菌（本研究では

Salmonella enterica を使用）の消長について調査した。メタン発酵立ち上げ時に

排出される消化液は，メタン発酵の活性が弱いため，十分な発酵が行われない

ことがある。十分な発酵が行われていない消化液は病原性細菌が多く残ってい

るため，肥料として利用する場合，安全性が懸念される。そこで，本実験で

は，高い活性の消化液と低い活性の消化液を比較した時の Salmonella enterica

の消長について調査した。この時，メタン生成量が多い区において，

Salmonella enterica の菌濃度の減少と正の相関を持つことを示した。この結果，

安全な消化液を作成するためには，高いメタン発酵活性を持つ種汚泥を用いた

メタン発酵を行う必要があると言えるだろう。 

 第 3 章では，異なるメタン発酵施設から集めた 6 種類の消化液を用いて，最

も高いメタン生成ポテンシャルを持つ消化液（H-DS）と最も低いメタン生成ポ

テンシャルを持つ消化液（L-DS）を獲得した。そこで，これらのメタン生成ポ

テンシャルの違いを明らかにするために，それぞれの消化液中の微生物群集の
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16S rRNA 遺伝子のアンプリコン解析を行った。この結果，H-DS には，酢酸生

成細菌および酢酸資化性のメタン生成古細菌の相対存在比が高く検出された。

したがって，現場のメタン発酵施設においてメタン発酵を円滑に稼働させるた

めには，メタン発酵を促進させる微生物群集を示す種汚泥を用いることが重要

であることがわかった。 

 第 4 章では，第 3 章で獲得した H-DS を現場のメタン発酵施設で利用するた

めに，消化液の適切な保存方法について調査した。保存方法には 3 種類（冷凍

保存，グリセロール入り冷凍保存，冷蔵保存）用いた。この結果，嫌気性を維

持していなくても，冷凍保存と冷蔵保存において高いメタン生成ポテンシャル

を示したこと，グリセロールを用いた凍結保存は嫌気性細菌を含む消化液の保

存方法として不適だということがわかった。 

 本研究は，「安全な消化液を獲得すること」，「高いメタン生成ポテンシャル

を持つ消化液を獲得すること」，「高いメタン発酵ポテンシャルを示す消化液を

最適に保存すること」を目的とした。この結果，高いメタン発酵ポテンシャル

を示す消化液中にはメタン発酵を促進する微生物が多く存在し，その高いメタ

ン生成ポテンシャルが消化液の安全性に寄与していることが明らかとなった。

また，これらの嫌気性微生物を含む消化液は，グリセロールストックを用いた

保存方法には適しておらず，嫌気性を維持せずに保存した冷凍保存や冷蔵保存

でも十分に高いメタン生成ポテンシャルを示した。このことから，本研究で得

られた結果は現場のメタン発酵槽で用いる消化液を選択する上で有用な情報と

なるだろう。そこで，今後，本研究の結果が現場のメタン発酵施設でも利用可
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能か確かめるに，多くの現場のメタン発酵施設で利用されているような生豚糞

を用いた連続式リアクターでこれを検証する必要があるだろう。 
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