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1. はじめに 
 Expanded granular sludge bed (EGSB) リアクター
は、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、これまで確認されていなかった問題が
EGSB リアクターの⽴ち上げ時や、処理過程におい
てしばしば発⽣している。それらの内、安定的な
EGSB リアクターの運転に⽀障をきたす深刻な問題
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
出する嫌気性バルキング現象である。ひとたび、嫌
気性バルキング現象が発⽣した場合、設定した有機
物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、グラニュール汚泥の交換が必要とな
る。廃⽔処理現場では、有機物負荷の操作や廃⽔処
理系統の分割・統合により廃⽔成分を調整した廃⽔
の供給が⼤きな対策の⼀つとなる。しかしながら、
嫌気性バルキングが発⽣するメカニズムだけではな
く、バルキング発⽣時に異常増殖するバルキング原
因菌すら分かっていないため、適切な有機物負荷の
操作や廃⽔組成の調整など、即効性の⾼い対策が⽴
てられずにいる。本研究では、EGSB リアクターに
おける嫌気性バルキングの効果的な対策法を確⽴す
るため、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って発⽣した嫌気性バルキ
ングに焦点を当てた。本研究では、当該 EGSB リア
クターで発⽣した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を同定するとともに、得られ
た微⽣物群集構造のデータセットを⽤いて、嫌気性
バルキング現象の原因を推定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 (図 1) 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。それぞ
れの汚泥より DNA を抽出した後、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 プローブは、
ARB プログラムを⽤いて設計した。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 法 2)を⽤
いて計算した。バルキング汚泥におけるバルキング
原因微⽣物の形態観察は、バルキング原因微⽣物の
16S rRNA 遺伝⼦に特異的な DNA プローブを⽤いた
in situ DNA-Hybridization Chain Reaction (HCR) 法 3)

を適⽤した後、共焦点レーザー顕微鏡を⽤いて⾏な
った。さらに得られた微⽣物群の存在⽐を基に、
Paleontological Statistics ソフトウェア 4)を⽤いて、ス
ピアマンの順位相関係数を算出し、相関関係は、
Cytoscape ソフトウェア 5)を⽤いて図⽰した。バルキ
ング原因菌の空間分布は、健全なグラニュール汚泥
切⽚に対する Fluorescence in situ hybridization (FISH) 

法により評価した。 

図 1 EGSB リアクターに形成された(A)バルキング汚
泥と(B)健全なグラニュール汚泥の写真 (Bar=1 cm) 
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3. 実験結果・考察 
 健全なグラニュール汚泥と嫌気性バルキング汚泥
内微⽣物に対する 16S rRNA 遺伝⼦アンプリコン解
析を⾏った。その結果、嫌気性バルキング汚泥にお
いて、健全なグラニュール汚泥に対して有意に増加
していた微⽣物種は、ユリアーキオータ⾨ (2 種)、
クロロフレキシ⾨ (2 種) およびプロテオバクテリ
ア⾨ (3 種) に属する微⽣物種であった。次に、上述
の微⽣物種の 16S rRNA に特異的な DNAプローブを
設計した後、嫌気性バルキング汚泥に対して in situ 

DNA-HCR 法を適⽤した。その結果、ユリアーキオ
ータ⾨に属するメタノサエタ属アーキアとクロロフ
レキシ⾨細菌が、バルキング原因菌として認められ
る⽷状性の形態を⽰していた (図 2)。これらの結果
は、この 3 種の⽷状性微⽣物がバルキングに関与す
ることを強く⽰唆していた。さらに、スピアマンの
順位相関係数を⽤いて、バルキング汚泥内微⽣物群
の相関関係を評価した結果、バルキング原因菌同⼠
に強い正の相関が得られた (図 3)。また、バルキン
グ原因微⽣物とバルキング時に増加が確認された他
の形態を持つ微⽣物との間にも、強い正の相関が得
られた。これらの結果は、バルキング原因微⽣物の
異常増殖のみならず、他の構成微⽣物の異常増殖と
複合的に発⽣していたことを⽰唆していた。最後 
に、健全なグラニュール汚泥におけるバルキング原 
因菌の空間分布を明らかにするために、メタノサエ
タ属アーキアとクロロフレキシ⾨細菌に特異的な
DNA プローブを⽤いた FISH 法を適⽤した。クロロ
フレキシ⾨細菌の分布は精査が必要であるものの、
メタノサエタ属アーキアは汚泥内部に全体的に存在
することが分かった。 

図 2 バルキング原因菌に特異的な DNA プローブを
⽤いた in situ DNA-HCR 法を⽤いた嫌気性バルキン
グ汚泥内のメタノサエタ属アーキア(A)およびクロ 
ロフレキシ⾨細菌(B)の蛍光染⾊写真 (Bar=10 µm) 

図 3 スピアマンの順位相関係数を⽤いた嫌気性バ
ルキング原因微⽣物同⼠や他の構成微⽣物との相関
関係の評価 
4. まとめ 
 本研究では、EGSB リアクターで発⽣した嫌気性
バルキングにおいて以下の点について明らかにした。 

(1)メタノサエタ属 (ユリアーキオータ⾨) とクロロ
フレキシ⾨に属する⽷状性微⽣物が、嫌気性バルキ
ングに関与している可能性が⽰唆された。 

(2) バルキング原因菌の異常増殖の要因は、同⼀の
要因 (運転条件や環境要因の変化) によって発⽣し
たことを⽰唆していた。 

(3) バルキング原因菌の異常増殖のみならず、他の
微⽣物の異常増殖によって複合的に発⽣したことを
⽰唆していた。 
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