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1. はじめに 
  Expanded granular sludge bed (EGSB) リアクター
は、Upflow anaerobic sludge blanket (UASB) リアクタ
ーより⾼負荷運転に適しており、⾷品製造廃⽔を中
⼼とした中・⾼濃度の有機性廃⽔を処理する中核的
な技術となっている。しかしながら、EGSB リアクタ
ーの普及や適⽤廃⽔の拡⼤に伴い、安定的な運転に
⽀障をきたす問題が、EGSB リアクターの⽴ち上げ
時や、処理過程においてしばしば確認されている。そ
れらの内、特に深刻な問題は、⽷状性微⽣物の異常増
殖によって、EGSB リアクター内部のグラニュール
汚泥が突発的に浮上・流出する問題 (嫌気性バルキ
ング) である。嫌気性バルキングが発⽣すると、設定
した COD 容積負荷での運転が困難となり、EGSB リ
アクターの運転を停⽌しなければならなくなる。廃
⽔処理現場では、COD 容積負荷の操作や廃⽔処理系
統の分割・統合により廃⽔成分の調整は可能である
が、嫌気性バルキングの発⽣メカニズムはおろかバ
ルキング原因菌すら分かっていないため、即効性の
⾼い対策が⽴てられずにいる。これまで、⾷品系有機
性廃⽔を処理する実規模 EGSB リアクターの⽴ち上
げ期間において、ある種の⽷状性微⽣物の異常増殖
による嫌気性バルキングが確認された。そこで本研
究では、EGSB リアクターで発⽣する嫌気性バルキ
ングの効果的な対策を確⽴するため、当該嫌気性バ
ルキングに関与するバルキング原因微⽣物の解明と
嫌気性バルキングの発⽣に関するバルキング原因微
⽣物同⼠や他の微⽣物との相関を統計的に評価する
ことを⽬的とした。 

2. 実験方法 
 糖を主成分とする⾼濃度⾷品系有機性廃⽔を処理
する実規模の中温 (37 ̊ C) EGSB リアクターより、嫌

気性バルキング汚泥と採取時期の異なる健全なグラ
ニュール汚泥をそれぞれ採取した。汚泥の沈降性は、
活性汚泥容量指標 (SVI) により評価した。それぞれ
の汚泥より DNA を抽出後、16S rRNA 遺伝⼦アンプ
リコン解析を⾏った。塩基配列情報を基にした既存
の分⼦系統群への帰属は、Quantitative Insights Into 

Microbial Ecology パイプライン 1)を⽤いて⾏った。バ
ルキング原因菌に特異的な DNA プローブを設計す
るため、16S rRNA 遺伝⼦クローニング解析によって、
バルキング原因菌の全 16S rRNA 遺伝⼦配列を決定
した。バルキング原因菌の16S rRNA に特異的な DNA

プローブは、ARB プログラム 2)を⽤いて設計した。
設計した DNA プローブの親和性および特異性は、
mathematical-fluorescence in situ hybridization 

(mathFISH) 法 3)を⽤いて計算した後、計算された最
適条件下において、バルキング原因菌の 16S rRNA 遺
伝⼦を導⼊した⼤腸菌クローンを標的とした DNA-

hybridization chain reaction-fluorescence in situ 

hybridization (HCR-FISH) 法 4)を⽤いて実験的に評価 

図 1 バルキング原因菌に特異的な DNA プローブを
⽤いた HCR-FISH 法を⽤いた嫌気性バルキング汚泥
内のバクテロイデス⾨細菌 (緑) およびクロロフレ
キシ⾨細菌 (橙) の蛍光染⾊写真 (bar=10 µm) 
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図 2 嫌気性バルキング汚泥内に存在するバルキン
グ原因菌同⼠やバルキング原因菌と他の微⽣物との
相関関係 

した。バルキング汚泥に存在するバクテロイデス⾨
とクロロフレキシ⾨細菌の形態観察は、設計した
DNA プローブを⽤いた HCR-FISH 法と共焦点レーザ
ー顕微鏡を⽤いて⾏った。バルキング原因菌同⼠や
バルキング原因微⽣物以外の微⽣物との相関は、ス
ピアマン順位相関係数を算出した後、Cytoscape ソフ
トウェア 5)を⽤いて相関関係を図⽰した。 

3. 実験結果・考察 
嫌気性バルキング汚泥の SVI は、健全なグラニュー

ル汚泥と⽐べて約 3 倍の値を⽰しており、嫌気性バ
ルキング汚泥の沈降性の悪化が確認された。16S 

rRNA 遺伝⼦アンプリコン解析の結果、嫌気性バルキ
ング汚泥では、健全なグラニュール汚泥に対して、 

バクテロイデス⾨ (2 種) やクロロフレキシ⾨ (2 種) 

に属する未培養微⽣物の割合が、5~15 %程度増加し
ていた。当該未培養微⽣物の形態を明らかにするた
め、これらの微⽣物の 16S rRNA に特異的な DNA プ
ローブを設計した。設計した 16S rRNA に特異的な
DNA プローブを⽤いた HCR-FISH 法は、バクテロイ
デス⾨とクロロフレキシ⾨に属する未培養微⽣物が
⽷状性であることを明らかにした (図 1)。特に、バク
テロイデス⾨の VadinHA17 クラスターに属する⽷状
性細菌は、他のバクテロイデス⾨細菌やクロロフレ
キシ⾨細菌よりも⾼頻度に存在していた (図 1)。こ

れらの結果は、バクテロイデス⾨の VadinHA17 クラ
スターに属する⽷状性細菌が主たるバルキング原因
微⽣物であるが、他のバクテロイデス⾨やクロロフ
レキシ⾨に属する複数種の⽷状性細菌も当該嫌気性
バルキングに関与していることを⽰していた。 

 次に本研究では、バルキング原因菌同⼠や嫌気性
バルキング汚泥内に存在する他の微⽣物との相関関
係を統計的に評価した。スピアマンの順位相関係数
を計算した後、微⽣物間の相関関係を評価した。その
結果、バクテロイデス⾨に属する 2 種のバルキング
原因菌の間には、強い正の相関があることがわかっ
た。しかしながら、バクテロイデス⾨細菌とクロロフ
レキシ⾨細菌およびクロロフレキシ⾨細菌同⼠には、
正の相関は確認されなかった。これらの統計解析結
果は、バクテロイデス⾨細菌の異常増殖の要因は同
⼀であるが、クロロフレキシ⾨細菌の異常増殖の要
因とは異なることを⽰唆していた。 

4. まとめ 
 本研究では、EGSB リアクターで発⽣した嫌気性
バルキングに関して以下の 2 点を明らかにした。 

(1) 当該嫌気性バルキングには、バクテロイデス⾨や
クロロフレキシ⾨に属する複数種の未培養⽷状性細
菌が関与していることを⽰した。 

(2) 複数種の微⽣物の異常増殖は、同⼀の要因よりむ
しろ、それぞれ異なる要因が関係していることが⽰
唆された。 
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