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【要旨】 

近年、下水汚泥に地域から発生するバイオマスを加える集約混合嫌気性消化が増えている。投入バイオマス条

件の複雑化により、適切な維持管理手法が求められてきている。本研究では、地域バイオマス等の集約混合消化

が消化汚泥の菌叢に与える影響を明らかとするため、濃縮汚泥と生ゴミの混合消化実験を行い、投入バイオマス

および消化汚泥の菌叢についての遺伝子解析を行った。その結果、投入バイオマスが消化槽内の菌叢に影響を与

えていることが示された。また、アーキア（メタン生成菌）、細菌（酸生成菌）の菌叢の多様性とメタン生成に相

関がみられ、菌叢解析により、メタン生成のモニタリングができる可能性が示された。 
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1．はじめに

低炭素・循環型社会構築のため、都市や農村で発

生するバイオマスを、資源やエネルギーとして地域

で有効活用する技術開発が求められている 1)。有用

なエネルギー資源の一つとして注目を集める下水汚

泥が発生する下水処理場は、嫌気性消化槽といった

バイオマスからのエネルギー回収を可能とする施設

を有しており、下水処理場を地域の中で、エネルギー

の集約・自立・供給拠点化することが目標として掲

げられている 2)。 

下水処理場での嫌気性消化について、地域から発

生するバイオマスを含めた集約混合嫌気性処理を想

定した上で、下水汚泥に生ごみ、食品系廃棄物、間

伐材等のバイオマスを加え、その消化特性の把握が

試みられている 3)。一方、集約混合嫌気性処理では、

投入バイオマス条件が複雑になり、嫌気性消化槽の

維持・管理について、これまで蓄積した現場の経験

やノウハウでは対応できない懸念があり、適切な維

持管理手法が求められている。 

本研究では、集約嫌気性消化が消化汚泥の菌叢に

与える影響を明らかとするため、濃縮汚泥と生ゴミ

の混合消化実験を行い、投入バイオマスおよび消化

汚泥の菌叢についての遺伝子解析を行い、新たな維

持管理手法の情報収集を試みた。また、実処理場に

おいて、汚泥以外の投入バイオマスを混合している

消化汚泥、高温消化汚泥の菌叢についても遺伝子解

析を行った。 

2．研究方法  

2．1 生ゴミ混合消化実験 

 混合消化実験は、有効容積 2 Lのリアクター計 6

系列で実施した。各リアクターでの運転条件を表−1

に示す。投入バイオマスとして、汚泥のみを投入す

る系、模擬生ゴミ (TS (固形物濃度)3%)のみを投入

する系、濃縮汚泥と模擬生ゴミを混合して投入する

系 2 種類、35℃で 1週間発酵させた模擬生ゴミを混

合する系 2種類の、合計 6 種類を用いた。生ゴミは、

発生後すぐに回収され、消化槽へ投入されるという

ことはなく、発生から消化槽へ投入されるまでにブ

ランクがある。これを考慮したのが、発酵生ゴミの

系である。濃縮汚泥は A下水処理場で採取し、固形

物 (TS)濃度を 3%となるように調整した。生ゴミは、

実生ゴミ組成に関する調査結果 4)を参考に作成した。

種汚泥は、土木研究所で運転している実験室レベル

の中温嫌気性消化装置内消化汚泥を用いた。各リア

クター内水理学的滞留時間 (HRT)が 20日となるよ

う、汚泥の引き抜き、投入を随時行った。温度は 35℃

程度に制御し、運転期間は、2 か月間とした。各実

験系におけるガス発生量の測定、各汚泥の 16SrRNA

遺伝子配列に基づく微生物群集解析を定期的に測定

した。 

2．2 菌槽解析 

 DNA抽出には、Extrap SoilDNAKit Plus ver.2 (日鉄

住金環境)を用い、V3−V4 領域を対象としたプライ

マーセット (Bac341 および Bac850)
5)を用い、PCR



 

を行った。DNAシーケンシングには Miseq reagent 

Kit v3 (600 サイクル、Illumina)を用いて解析し、解

析で得た各リードの塩基配列のキメラチェックは

USEARCH
6)を用い、Operational Taxonomic Unit 

(OTU)−picking および PCoA 解析は QIIME
7)を用い、

97%以上の相同性を持つ配列をOTUとした。各OTU

の同定には Greengenes データベース ver. 13_8 をリ

ファレンスとした。 

メタン生成に関わる菌種である、細菌（酸生成菌）

とアーキア（メタン生成菌）のそれぞれにおいて、

解析結果を用いて、Shannon指数 8)により菌種の多

様性の統計解析を行った。 

 実処理場の消化汚泥は、生ゴミ、下水汚泥や農業

集落排水、し尿を混合消化している消化汚泥、およ

び投入バイオマス、畜産廃棄物を処理している消化

汚泥、および投入バイオマス、高温消化を行ってい

る 2 か所の処理場の消化汚泥について、菌叢解析を

行った。2か所の処理場は、同地方に立地するが、

消化の HRT がそれぞれ 42日、22日と倍近く異なっ

ているという違いがある。また、比較として、土木

研究所内で運転しているラボスケールの中温消化、

高温消化汚泥の菌叢解析も行った。 

 

3．研究結果 

3．1 菌叢解析結果 

図−1 に、各消化汚泥と投入バイオマスの門レベルの

細菌叢解析結果、図－2 に、各消化汚泥と投入バイ

オマスの属レベルのアーキア叢解析結果を示す。細

菌叢解析結果より、中温消化では、Bacteroidetes 門

が 15～30％、Firmicutes門が 10～25％、WWE1門が

10～25％程度と上位の占有率を占めていた。高温消

化では、Firmicutes門が 45～60％、Thermotogae門が

15％、Proteobacteria 門が 10％程度と上位の占有率を

占めていた。これらの結果は、他の知見と同等レベ 

 

ルの占有率であった 9)。また、中温消化では、種汚

泥の消化汚泥よりも、投入バイオマスである濃縮汚

泥の細菌叢の影響を強く受けていることがわかる。

生ゴミのみ、畜産廃棄物実処理場の結果は、他の中

温消化の結果と比較して、Firmucutes 門の占有率が

高く、占有率の偏りが大きい一方、生ゴミ混合実処

理場の結果は、種類が多く、占有率の偏りが少ない

結果であった。生ゴミのみ、畜産廃棄物実処理場と

比較して、生ゴミ混合実処理場では投入バイオマス

の種類が多いため、このような結果になったと考え

られる。しかし、投入バイオマスに存在する菌種の

影響を受けているわけではなく、他の中温消化の細

菌叢ではほとんど存在していない、OP9 門や

Actinobacteria 門の存在割合も高かった。OP9 門は、

家畜糞尿と生ごみのメタン発酵槽での存在が確認さ

れている 10)が、投入バイオマス中にはほぼ存在して

いなかった。一方、濃縮汚泥や、ラボスケールの高

温消化で検出された。Actinobacteria 門では、

Corynebacterium 属が 20％近くを占めており、3 種類

の投入バイオマス中にも同レベルで存在していた。

Corynebacterium 属には、グリセロールを資化する種

も含まれるが、検出された種が該当するかまではわ

からない。また、WWE1 門は、生ゴミ混合実処理場

の消化槽中には存在するが、投入バイオマスにはほ

ぼ存在していなかった。同様に、畜産廃棄物実処理

場の消化槽内に存在するが、投入バイオマス中では

ほぼ存在していない。近年、消化槽中での存在が明

らかになり、アミノ酸分解やプロピオン酸酸化経路

を有する WWE1 門 11)であるが、投入バイオマス中

に存在しなくても、消化槽内で定着できる増殖力が

強い細菌種であると考えられる。 

アーキア叢解析結果を見ると、細菌叢解析結果と

比較して、各汚泥における占有率のばらつきが大き

いことがわかる。ほとんどの消化汚泥には酢酸資化

表―1 濃縮汚泥と生ゴミとの混合嫌気性消化実験 

   実験系名称 

 項目 
汚泥のみ 生ゴミのみ +生ゴミ 30 +生ゴミ 80 +発酵生ゴミ 30 +発酵生ゴミ 80 

濃縮汚泥 3% 添加なし 3% 3% 3% 3% 

生ゴミ(対汚泥 TS) 添加なし 100% 30% 80% ※発酵 30% ※発酵 80% 

投入 TS(％) 3.0  3.3  3.8  5.6  3.9  5.7  

VS/TS 0.78  0.93  0.81  0.86  0.82  0.86  

投入COD
cr
(g/L) 39  45  55  67  54  74  

※発酵：35℃で 1週間保存 



 

図−1 各消化汚泥と投入バイオマスの細菌叢解析（門レベル） 

 

図−2 各消化汚泥と投入バイオマスのアーキア解析（属レベル）※N.D.：Not Detected 

 

メタン細菌であるMethanosaeta属が存在していたが、

30%～80％とその存在割合は大きく異なっていた。

投入バイオマスである生ゴミには、アーキアは存在

せず、生ゴミのみの消化槽では、アーキア叢が他と

比 較 し て 全 く 種 類 が 異 な っ て い た 。

Methanobrebibacter 属、Methanosphaera 属、YC-E6

目の不明属が存在しているが、いずれも種汚泥であ

る消化汚泥には存在しない種であり、空気中に存在

していた種が定着したと考えられる。また、+生ゴ

ミ 80、+発酵生ゴミ 80 においても、生ゴミを 30％

投入した消化汚泥や、生ゴミのみを投入した消化汚

泥とも異なり、それぞれも異なるアーキア叢であっ

た。生ゴミ混合処理場の結果においても、

Methanomicrobiales属やMethanomassiliicoccus属など、 

 

投入バイオマスである混合汚泥やし尿に存在しない 

種類が存在しており、畜産廃棄物実処理場の消化汚

泥においても、投入バイオマスに存在しない

Methanosarcina 属が、投入バイオマスに存在する

Methanobrevibacter 属や、Methanophaera 属よりも占

有率が高い結果となった。これらの結果より、投入

バイオマスに存在するアーキアの種類が、消化槽内

のアーキア種になるわけではない可能性が考えられ

る。そこで、水素資化と酢酸資化の、どちらの経路

でメタン生成を行う種であるかに着目した。その結

果、生ゴミのみ、畜産廃棄物実処理場は、水素資化

経路がほぼすべてであり、生ゴミ 80%投入では、水

素資化と酢酸資化が半分程度、生ゴミ混合実処理場

では、酢酸：水素が 2：1 程度、汚泥を主に投入する



消化汚泥は、酢酸：水素が 3：1 程度、高温消化汚泥

では、ほとんどが酢酸資化であることが示された。

これらの結果より、生ゴミの投入割合、消化温度が、

酢酸資化・水素資化のアーキア種の存在割合に大き

く影響する可能性が示された。 

3．2 統計解析結果  

図－3 に、メタン発生が安定した運転開始 30 日後

からの生ゴミ混合嫌気性消化実験の各消化汚泥にお

けるメタン転換率とメタン発生量の平均値を示す。

汚泥のみでは、メタン転換率が 4割程度であり、実

処理場での平均的なメタン転換率である 6 割よりは、

低い結果であった。汚泥のみと比較すると、生ゴミ

のみ、生ゴミ混合 80％が高いメタン転換率であった。

生ゴミ混合 30％でも、メタン発生量は汚泥のみより

多いが、転換率でみるとほぼ変わらない結果であっ

た。次に、メタン発生量と、消化汚泥の菌叢の関係

性をみた。図−4 において、各実験系における細菌、

アーキアの多様性指数と、メタン発生量を比較した。

細菌は、主要な 13 種の門（Acidobacteria 門、

Actinobacteria 門、Bacteroidetes 門、Chloroflexi 門、

Firmicutes 門、Nitrospirae 門、OD1 門、OP9 門、

Proteobacteria 門、Spirochaetes 門、Synergistetes 門、

Thermotogae 門、WWE1 門）の多様性指数を解析し

た。アーキアは、主要な 7種の属（Methanobrevibacter

属、Methanosphaera 属、WSA2 科の不明属、

Methanomicrobiales 目の不明属、Methanosaeta 属、

Methanosarcina 属、YC-E6 目の不明属）の多様性指

数を解析した。細菌は、その結果、アーキア多様性

指数が高い方が、メタン発生量が多くなる結果が示

された。一方、細菌の多様性においては、メタン発

生量が高い方が、低くなる結果が示された。多様性

指数は、各菌種の占有率の偏りが少ない方が高い値

を示す。これらの結果より、アーキアは、様々な種

類が同程度存在した方がメタン発生量が高く、細菌

は、特定の菌種が多い方が、メタン発生量が高いと

考えられる。 

 

4．まとめ 

嫌気性消化汚泥の菌槽解析を行った結果、以下の

ことが明らかとなった。 

1) 細菌叢解析の結果、投入バイオマスの種類が多い

ほど、消化槽内の細菌叢の種類が多く、占有率の

偏りも少なくなることが示されたが、消化槽内の

菌種が投入バイオマスの菌種に強く影響を受け 

 

図−3  生ゴミ混合嫌気性消化実験の各消化汚泥に 

おけるメタン転換率とメタン発生量

 

図−4 生ゴミ混合嫌気性消化実験の各消化汚泥に 

  おけるメタン発生量と菌叢多様性指数の関係 

 

るわけではないことも明らかとなった。特に

WWE1 門は、投入バイオマス中に存在していな

くても消化槽内に定着する種であることが示さ

れた。 

2) アーキア叢解析の結果、菌種やその占有率は、消

化汚泥ごとに大きく異なるが、メタン生成におい

て、酢酸資化、水素資化のアーキア種の存在割合

は、生ゴミ投入割合や消化の温度に大きく影響を

受けることが示された。 

3) 統計解析の結果、細菌の多様性とメタン発生量は、

負の関係、アーキアの多様性とメタン発生量は、

正の関係があることが示された。消化汚泥の菌叢

を解析することで、メタン発生量のモニタリング

が可能になる可能性が示された。 
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