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第３章 異なる微生物群集下での乳酸発酵および水素発酵 

3-1 概説 

 本章では、人工生ごみを基質として、同じ水理学的滞留時間（HRT）および有機物負荷率

（OLR）の条件下で、固形物滞留時間（SRT）を変化させた連続酸発酵運転を行い、生成物

および微生物群集を解析しながらその関係を分析し、また重要な微生物群集に関して定量

技術の適用を試みた。 

 

3-2 文献考察 

 有機性廃棄物の嫌気性消化は、酸発酵およびメタン発酵の二段階に大別出来る。一相式

のシステムでは、二段階の反応が同時に単一の反応器内で進行し、その簡単な構成からよ

く用いられている。対して、二相式のシステムでは、酸発酵およびメタン発酵を別々の反

応器で行い、一相式システムよりも利点があるとの報告がある (Lee et al, 2009a; 2009b; Park 

et al, 2008)。前段の酸発酵では、様々な有機酸、例えば乳酸、酪酸、プロピオン酸、酢酸な

どに加えて水素が生成する。有機性廃棄物からの水素発酵も広く研究されており、pH、温

度、基質や生成物濃度、水理学的滞留時間（HRT）、固形物滞留時間（SRT）などについて

最適な条件が提案されつつある(Wang and Wan, 2009)。近年、高温条件下（55℃程度）での

水素発酵が、熱力学的に有利なことから注目されつつある(Hallenbeck, 2005)。Akutsu et al. 

(2008)は、異なる種汚泥を用いた pH 4.9–5.4 でのデンプンの高温水素発酵を報告しており、

優占種は Thermoanaerobacterium であったこと、ただし一種類の種汚泥についてのみ理由は

不明ながら水素生成効率が悪かったことなどを報告している。Shin et al. (2004)は、pH 5.5

における食品廃棄物の高温水素発酵での微生物群集として Thermoanaerobacterium および 

Desulfotomaculum を報告しており、Bacillus coagulans は検出していない。Ueno et al. (2001)

は、OLRが高い条件下でのグルコースからの高温水素発酵でBacillus spp. を検出している。

Ueno et al. (2006) は有機性廃棄物の高温水素発酵で、pH が 5–8 の条件下で乳酸はそれほど

生成されておらず、pH 6 の条件下で B. coagulans を検出しているもののその割合は

Clostridium spp. および Thermoanaerobacterium spp. よりも低いことを報告している。一方

で、B. coagulans を用いた非滅菌下での簡単な高温 L-乳酸発酵技術が開発されている (Akao 

et al., 2007a; 2007b; Michelson et al., 2006; Rosenberg et al, 2005; Sakai and Ezaki, 2006)。Akao et 

al. (2007b)は pH 5.5 および 55℃が生ごみに含まれる B. coagulans による L-乳酸発酵に最適

であり、他の微生物群集はこの条件下では優占しないことを報告している。グルコースか

らの水素発酵の反応式は、以下の通りである。 

 グルコース + 2H2O → 2 酢酸 + 2CO2 +4 H2      (3.1) 
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 グルコース → 酪酸 + 2CO2 +2 H2      (3.2) 

Clostridia による酪酸型の水素発酵での水素収率は、酢酸型に比べて低い。水素発酵の失敗

も多数報告されており、典型的な原因は以下に示す乳酸生成である。  

 グルコース → 2 乳酸      (3.3) 

水素発酵も有機酸発酵の一種であり、水素発酵および乳酸発酵に対して提案されている最

適条件は似ている場合がある。しかしながら、反応に関わる微生物群集や生成物の変化を

決定づけるパラメータについては明確にされていない。 

 酸発酵に関わる微生物群集濃度の測定は、古典的に浮遊物質濃度（SS）、COD、濁度、タ

ンパク質、全 DNA 濃度などにより行われてきた。しかしながら、これらの測定方法は、生

ごみのような複雑な有機性廃棄物を基質とした酸発酵において適切であるとは言い難い。

近年は、分子生物学的手法による微生物群集の測定技術が急速に発展している(Cheon et al., 

2008)。リアルタイム PCR 法を用いた定量技術も、特定の微生物群集をターゲットにしたプ

ライマーを用いることで可能である。リアルタイム PCR 法の、メタン発酵への適用例が報

告されている (Kobayashi et al., 2009; Yu et al, 2006)。Li et al. (2007) は、水素生成菌の測定を、

TaqMan 遺伝子プローブを用いておこなっている。Wang et al. (2008a; 2008b) は、水素生成、

増殖パラメータ、および分子生物学的手法による定量との関係を報告している。しかしな

がら、これらは 120 h の回分式実験によるものである。微生物群集と生成物質の関係を連続

式の酸発酵反応器で理解することは重要であると考えられる。 

 そこで本章では、人工生ごみを用いた高温酸発酵の連続運転反応器において、微生物群

集と生成物の関係を把握する。HRT および SRT を別々に変化させることで水素生成や酸発

酵に与える影響を評価する。微生物群集については、ランダムクローニング法により測定

し、反応器の状況を議論する上で重要と考えられた B. coagulans については、リアルタイム

PCR 法にて定量を行った。 

 

3-3 実験方法 

 連続実験は、4.5 L の完全混合反応器を用いて行った。運転条件は表 3.1 に示す通りであ

る。ウォーターバスにより 55℃を維持し、10 N NaOH の自動添加制御により pH は 6 に維

持した (Nisshinrika, NPH-660)。人工生ごみは、東京での調査結果(谷川ら, 1997)に基づいて、

14 種類の材料を混合して作成した。人工生ごみの組成は、キャベツ 10％、ジャガイモ 10％、

大根 10％、白菜 10％、ニンジン 10％、リンゴ 2.5％、オレンジ(皮)7.5％、バナナ(皮)10％、

ご飯 10％、パン 2.5％、麺類 7.5％、挽肉 5％、魚 2.5％、卵 2.5％である。人工生ごみの分

析結果は表 3.2 に示す通りである。作成した人工生ごみは二倍に希釈して実験に用いた。そ
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して一日一回、汚泥を引き抜き基質を添加した。種汚泥は、本研究室にて数年間同じ基質

で培養してきたメタン発酵汚泥を用いた。 

 

表 3.1 連続運転条件 

  
Run 1 Run 2 Run 3 

期間 (d) 0−25 26−110 111−300 

HRT (d) 3.5 3.5 3.5 

SRT (d) 10.5 7 3.5 

OLR (gCODcr/(L-reactor·d)) 43 43 43 

pH (−) 6 6 6 

 

表 3.2 人工生ごみの分析結果 

 全 溶解性 

TS (g/L) 189 − 

SS (g/L) 120 − 

VS (g/L) 179 − 

COD (g/L) 292 104 

炭水化物 (g/L as glucose) 145 79 

タンパク質 (g/L as albumin) 55 15 

T-N (mgN/L) 4.8 1.7 

pH (-) 4.8 − 

 

 有機酸は HPLC （有機酸分析システム, Shima-pack SCR-102H, 島津製作所）により分析

した。炭水化物はフェノール硫酸法(Dubois ら, 1956)により測定した。発生ガスとして、二

酸化炭素およびメタンは CGT-7000 (島津製作所)により測定した。タンパク質は Lowry 法 

(Lowry et al, 1951)により分析した。TSS、SS、VS、T-COD、S-COD などの一般項目の分析

は、APHA, AWWA, WEF Standard Method (1995)に従った。全窒素は、ペルオキソ二流酸カリ

ウムの分解後 Auto Analyzer II (BRAN+LUEBBE, Norderstedt, Germany) にて分析した。ここ

で「T-」は全、「S-」は溶解性を表し、溶解性の試料は孔径 0.45μm のフィルターにてろ過し

た。 

 反応器内の微生物群集の解析を、Cheon et al. (2008)と同様のランダムクローニング法で試
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みた。DNA 抽出は、DNeasy Tissue Kit（QIAGEN）を利用し Lysis 法に基づいてサンプリン

グ直後に行った。電気泳動により抽出 DNA を確認した後、それを鋳型 DNA として PCR を

行った（PTC-200、MJ research）。PCR は、TaKaRa の premix taq 酵素、ならびに大半の真正

細菌・真核細菌・古細菌の 16S rRNA 遺伝子を対象とする Univ.519F-Univ.1406R プライマー

（Lane, 1991）を用いた。PCR 条件は、94℃×4 分 + （94℃×1 分 + 60℃×1 分 + 72℃×1

分）×30 サイクル + 72℃×10 分とし、900 bp の目的バンドを確認した。回収・精製後、

TA-cloning を行い、シ－クエンス解析（Univ.519F プライマー）を行った。シ－クエンス解

析は、タカラバイオのジェノミクスセンタ－のシークエンシグサービスを利用した。得ら

れたデ－タは、ほとんどシーケンス長 600～700bp 程度であり、相同性検索プログラム

（BLAST；http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/）(Altschul et al., 1991)により解析した。相同性

98%以上で、操作的分類単位（OTU）を分類した。 

 定 量 プ ラ イ マ ー は 、 B.coagulans を 特 定 し う る よ う 設 計 さ れ た BACO186F 

(gcatggaggaaaaaggaa)および BACO447R (cccggcaacagagtttta) を使用した(Hidaka et al., 2010)。

大半の真正細菌・真核細菌・古細菌の 16S rRNA 遺伝子を対象とする Univ.519F-Univ.1406R

プライマー（Lane, 1991）による全菌の測定も行った。16S rRNA 遺伝子の定量は、蛍光色

素（SYBR Green I、Roche）によるリアルタイム PCR で行った（Light Cycler 1.2、Roche）。

PCR 条件は、95℃×10 分 +（95℃×10 秒 + 60℃×10 秒 + 72℃×30 秒）×30 サイクルとした。

外部標準 DNA 溶液は混合液より抽出された DNA 溶液を用いて PCR によって DNA を増幅

することで作成し、その DNA 濃度は吸光度の測定により決定した（ND-1000、NanoDrop）。

これにより作成された検量線を用いて、サンプル中に含まれる DNA 濃度を決定した。 

 

3-4 結果 

3-4-1 酸発酵特性 

 連続運転結果を図 3.1 に示す。Other SCOD は、有機酸以外の SCOD 成分を表し、SCOD

の測定結果から、分析した有機酸濃度を差し引くことで求めた。TCOD および SCOD はそ

れぞれ 140 および 90 gCOD/L 程度であった。固形性成分および全有機酸濃度は実験期間中

おおむね一定であった。これは、固形性有機物の可溶化反応がほぼ一定であったことを意

味する。他の SCOD 成分は Run 3 で 10 gCOD/L 程度に増加した。これは、可溶化自体は変

化しなかったものの、酸発酵反応の進行が遅れ、より分子量の大きな SCOD 成分が、低い

SRT 条件下では残存したことを意味する。生成ガスの成分は主として二酸化炭素および水

素であり、メタンは検出されなかった。酢酸、プロピオン酸および吉草酸濃度はおおむね 5 

gCOD/L 以下であり、生成した有機酸は主として酪酸および乳酸であった。Skiadas et al. 
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(2000) は、グルコースがまず乳酸もしくは不明な中間物質にまず変換されるという数理モ

デルを提示しており、乳酸は特に高負荷条件下で重要な生成物であることを述べている。

本研究では、HRT を 3.5 d に固定し、高負荷率の条件が維持された。そして、酸発酵はプロ

ピオン酸や酢酸までは進行しなかった。Run 2 の初期には、生成物の組成が大幅に変化した

ものの、Run 2 の終盤および Run 3 の初期での状況は類似していた。これより、Run 1 の SRT 

10.5 d は、Run 2 の SRT 7 d および Run 3 の SRT 3.5 d での生成物と異なる状況を決定づける

限界値であったと考えられる。図 3.2 に、平均有機酸濃度および水素生成状況を示す。有機

酸組成は、特に酪酸および乳酸が劇的に変化した。酪酸発酵は Run 1 の長い SRT 条件下で

進行し、SRT を短くするに従い Run 3 では乳酸生成が増加し、酪酸および水素生成は低下

した。Noike et al. (2002) は、乳酸生成菌と水素生成菌が競合しており、生成物の傾向は相

反することを示している。この傾向は本研究の乳酸および水素生成の傾向に一致している。

SRT は、有機酸および水素生成を決定づける重要な因子の一つと考えられる。 

 

3-4-2 微生物群集 

 微生物群集の解析結果を表 3.3 にまとめて示す。ほとんどの OTU は、Firmicutes に属して

おり、Actinobacteria、Bacteroidetes、Proteobacteria および Thermotogae に属する OTU も検

出された。Run 1 では 78%の OTU が Clostridium spp. に近縁で、平均相同性は 97%であった。 

Run 2 では、約半分の OTU が Bacillus spp.に近縁であったものの、B. coagulans には近縁で

なく、残り半分の OTU は、Clostridium spp.に近縁であった。Run 3 では、ほとんどの OTU

が、B. coagulans に近縁で、平均相同性は 99%であった。Lactobacillus spp.に近縁で平均相

同性 99%の OTU も Firmicutes の中で検出されたものの、その割合は低かった。Run 1 から

Run 3 にかけて、微生物群集は Clostridium spp. から Bacillus spp.、特に B. coagulans に変化

した。本研究では、他の食品廃棄物を対象とした水素発酵の研究でよく報告されている

Thermoanaerobacterium が、Run 3 の 1 サンプルでのみ検出されただけである。 
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図 3.1 連続運転結果 
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図 3.2 平均有機酸濃度および水素生成状況 

 

表 3.3 微生物群集の解析結果 

Average

similarity Run 1

25 45 67 82 103 124 153 180 219

91 94 93 93 92 104 95 93 94

Actinobacteria 1 1

Bacteroidetes 1

Firmicutes Bacillales Bacillus coagulans 99% 3 1 93 89 88 69

Bacillus spp. 99% 10 50 34 82 1 3 9

[others] 3 1

Clostridia Clostridium spp. 97% 78 37 91 42 12 1 19

Thermoanaerobacterium spp. 100% 1

[others] 1 4 2 13 2

Lactobacillales Lactobacillus spp. 99% 4 4 4 1 7 1

[others] 1 2 2 2 1

Proteobacteria 1 2 3 1 2

Thermotogae 4

Uncertain 3 3 1 2 1

day

Phylum Order Genus

Number of clone analyzed

Run 2 Run 3

 

 乳酸および酪酸、ならびにランダムクローニング法による B. coagulans および 

Clostridium spp.の割合の経時変化を図 3.3 にまとめて示す。酪酸から乳酸への生成物の変化

および Clostridium spp. から B. coagulans への菌相変化が同時に見られる。ランダムクロー

ニング法による B. coagulans の割合および有機酸濃度の関係を図 3.4 に示す。B. coagulans 

の割合と乳酸濃度の関係は R
2
=0.7 である。Akao et al. (2007a) は半連続式の生ごみの乳酸発

酵を、SRT=HRT、pH 6 および 55℃の条件下で行い、微生物群集結果を 2 件報告している。

B. coagulans の割合はいずれも 80%程度、乳酸濃度はいずれも 40 gCOD/L であり、これら

の関係は本研究に一致している。乳酸濃度が増加すると酪酸濃度が低下し、酢酸やプロピ

オン酸など他の有機酸濃度はそれほど変化していない。ランダムクローニング法による
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Clostridium spp. の割合と有機酸濃度の関係を図 3.5 に示す。Clostridium spp. の割合と乳酸

の関係は B. coagulans の場合と逆であり、R
2
=0.7 であった。 
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図 3.3 乳酸および酪酸、ならびにランダムクローニング法による B. coagulans および 

Clostridium spp.の割合の経時変化を 
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図 3.4 ランダムクローニング法による B. coagulans の割合および有機酸濃度の関係 
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図 3.5 ランダムクローニング法による Clostridium spp. の割合と有機酸濃度の関係 

 

2.4.3 リアルタイム PCR 法による B. coagulans の定量 

 全菌および B. coagulans の 16S rRNA 遺伝子のリアルタイム PCR 法による測定結果を図

3.6 に示す。全菌については、おおむね 10
12

 copies/L 程度で一定しており、B. coagulans に

ついては、10
8
–10

11
 copies/L の範囲で変動していた。Hidaka et al. (2010) は、グルコースを主

たる基質とした回分式実験にて B. coagulans の 16S rRNA 遺伝子とバイオマスの割合を平均

で 6.47  10
10

 copies/gCOD-biomass と報告している。この関係を用いると、Run 3 では、B. 

coagulans が 3.2 gCOD-biomass /L 程度であったことになり、C5H7O2N と考えた場合に 2.3 

gVS-biomass /L に相当する。 

 ランダムクローニング法およびリアルタイム PCR 法により測定した B. coagulans の割合

の関係を図 3.7 に示す。両者の値自体は 9 倍程度の開きがあるものの、明確な関係が示され

ており、R
2
=0.9 であった。遺伝子の抽出操作は同じでも、その後の工程での効率などが異

なり検出率の違いにつながっている可能性がある。ただし、この関係によりいずれの方法

でも B. coagulans の優占を把握できることが示されている。ランダムクローニング法による

Bacillus spp.の割合と、リアルタイム PCR 法による B. coagulans の割合の関係もあわせて示

している。こちらは R
2
=0.5 で先ほどよりも低く明確な関係は得られておらず、このプライ

マーが B. coagulans を特異的に検出できることを示している。リアルタイム PCR 法による

B. coagulans の割合と乳酸濃度の関係を図 3.8 に示す。明確な関係が示されており R
2
=0.5 で

あった。リアルタイム PCR 法の測定結果は指数的に変動しており、R
2の値自体は低めだが、

関係性は示されており、リアルタイム PCR 法は複雑な有機性廃棄物を対象とした酸発酵槽
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での B. coagulans の挙動を把握するのに有用であることが示された。 
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図 3.6 全菌および B. coagulans の 16S rRNA 遺伝子のリアルタイム PCR 法による測定結果 
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図 3.7 ランダムクローニング法およびリアルタイム PCR 法により測定した B. coagulans の

割合の関係 
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図 3.8 リアルタイム PCR 法による B. coagulans の割合と乳酸濃度の関係 

 

3-5 考察 

 炭水化物からの高温水素発酵の研究は多数報告されている。生ごみやその他の炭水化物

を多く含む有機性廃棄物からの高温水素発酵について、典型的な最適運転条件は、pH 5–6 程

度(Akutsu et al., 2008; 2009; Luo et al., 2010; Shin et al., 2004; 2005; Ueno et al., 2006; 2007)であ

る。乳酸生成による水素発酵の失敗も、高負荷条件下で報告されている (Akutsu et al., 2009; 

Liu et al., 2008; Temudo et al., 2007; Ueno et al., 2001)。本研究では実験期間中、基質、HRT、

OLR、および固形性 COD 濃度は同じだったが SRT のみが異なっていた。Run 1 では、SRT

が HRT の 3 倍であり、水素生成は最も盛んであった。この条件は、Clostridium spp.の維持

および水素発酵に適していたと考えられる。 

 Akao et al. (2007a)は、pH 5–6 および 55°C の半連続運転での、B. coagulans による L-乳酸

発酵を提唱している。B. coagulans は、生ごみの中に含まれており植種は不要である (Akao 

et al., 2007b)。Lee et al. (2008)は、野菜ゴミの高温発酵で生ごみコンポストを種汚泥に用いて、

pH 5.5 では乳酸が生成し水素は生成しなかったこと、および pH 6 以上では水素が生成した

ことを報告している。実用化時の水素発酵では、廃棄物に含まれる B. coagulans による水素

生成の失敗の危険性があることになる。Noike et al. (2002) は Clostridium による中温水素発

酵で乳酸発酵菌である Lactobacillus が水素発酵を阻害し、それを防ぐために熱処理を提案し

ている。熱、酸、アルカリなど他の前処理手法も、植種汚泥なしの食品廃棄物からの中温

水素発酵で、水素発酵を阻害する菌を抑制するために提案されている (Kim et al., 2009)。し

かし、ほとんどの Clostridium spp. も B. coagulans も芽胞を形成するので、高温水素発酵に
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おいて前処理も効果的に働かない可能性がある。また乳酸発酵過程で生成される抗菌物質

も水素発酵を阻害し、これが B. coagulans の優占につながっている可能性もある(Adami and 

Cavazzoni, 1999; Hyronimus et al., 1998)。B. coagulans の増殖速度は、Run 1 の状況である乳

酸濃度 25 gCOD/L の場合、0.26 (1/h)程度である (Hidaka et al., 2010)。Collet et al. (2004)は、

Clostridium thermolacticum による高温水素発酵を、希釈率 0.0013–0.19 (1/h)の条件下で行っ

ており、より希釈率を上げても維持できそうであることを報告している。O-Thong et al. 

(2008)は、Clostridia の Thermoanaerobacterium thermosaccharolyticum PSU-2 の最大比増殖速

度 0.31 (1/h)を、高温水素発酵で報告している。故に HRT 3.5 d の条件は、Clostridium spp. や 

Thermoanaerobacterium spp. などの水素生成菌群を、特に pH、基質、生成物などによる阻害

影響がなければ、十分に維持出来るはずである。これらより Clostridium spp.の割合が Run 3

で低かったのは、また、すべての Run で Thermoanaerobacterium spp. があまり検出されなか

ったのは、B. coagulans による抗菌物質の影響が大きいことが推察される。Chu et al. (2008) 

は、食品廃棄物の連続式高温水素発酵で、pH 5.5 として、後段の中温メタン発酵汚泥を返送

している。Lee et al. (2010)は、食品廃棄物の連続式高温水素発酵で、pH 5.0–5.7 とし、後段

の高温メタン発酵汚泥を返送している。Luo et al. (2010)は、キャッサバの高温水素発酵で種

汚泥には実施設の中温 UASB 反応器からの汚泥を用いて、前処理は必要ないとしている。

これらの研究では、基質に B. coagulans が含まれている可能性があるものの、連続的な水素

生成が維持されている。B. coagulans 以外の菌群を含む汚泥返送や植種汚泥が、B. coagulans

の増殖を防いでいる可能性が考えられる。Run 1 では長めの SRT が、基質に含まれている

B. coagulans よりも Clostridium spp.を維持するのに役立ったと考えられる。HRT よりも長い

SRT というのは、一種の汚泥返送であり、これが Clostridium spp.の維持に寄与していると考

えられる。すなわち OLR、pH、温度、HRT、SRT および汚泥返送が、生成物に影響を与え

る微生物群集に影響をおよぼす因子であると判断される。   

 これらにより、水素発酵や酸発酵における微生物群集の重要性が示され、リアルタイム

PCR 法の適用性も実証された。リアルタイム PCR 法は、ランダムクローニング法に比べて、

費用や時間の面で有利である。Wang et al. (2008b)は、回分式実験にて 16S rRNA 遺伝子は水

素生成状況と明確な関係は示されず、機能遺伝子 (hydA)と水素生成状況に明確な関係が得

られたことを報告している。しかし、本研究では、半連続式運転にて、16S rRNA 遺伝子が

水素や酸発酵に関わる微生物群集の把握に有用であることを示した。回分式実験では、遅

滞相、対数増殖相、死滅相などの増殖段階によって遺伝子の挙動が異なる可能性が示され

ている (Ha et al., 2009)。本研究のように連続的に運転されている反応器ではこうした影響

が緩和され、リアルタイム PCR 法が適用できたものと考えられる。 
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3-6 まとめ 

 本章では、人工生ごみを基質として、同じ水理学的滞留時間（HRT）および有機物負荷率

（OLR）の条件下で、固形物滞留時間（SRT）を変化させた連続酸発酵運転を行った。その

結果、SRT を短くするにつれて、酪酸から乳酸への生成物の変化および Clostridium spp. か

ら B. coagulans への菌相変化が同時に見られた。これより、水素発酵や酸発酵における微

生物群集の重要性が示され、微生物群集の変化を把握する上で、ランダムクローニング法

に比べて、費用や時間の面で有利であるリアルタイム PCR 法の適用性が実証された。 
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