
捕食圧がメタン酸化細菌に与える影響に関する基礎的検討 
東北大学工学部 学生会員   ○橋戸 駿 

東北大学大学院工学研究科 正会員    藤林 恵 

       東北大学工学部・工学研究科 正会員    丸尾 知佳子 

東北大学工学部・工学研究科        田中 伸幸 

東北大学大学院工学研究科        白川 百合恵 

東北大学大学院工学研究科 正会員    西村 修 

 

1 はじめに 

 現在、地球温暖化は大きな環境問題となっており，原

因となる温室効果ガスの削減対策が急務となっている．

メタンも温室効果ガスの一つである． 

メタンは嫌気的な環境下でメタン生成細菌による有機

物分解などに伴って生成されるが，生成されたメタンは

好気的な環境下でメタン酸化細菌（MOB）によって二酸

化炭素に酸化されることが知られている．例えばメタン

が大量に生成されている水田や湿地などでは、生成され

たメタンの 30～99％がMOBによって消費されており 1）

，放出されるメタンの抑制に大きく寄与している．  

これらのことから，MOB のメタン酸化活性の変化が，

放出されるメタン量に影響を与えていることは明らかで

あり，放出量を抑制する観点から重要である MOB のメ

タン酸化活性に影響を与える因子について，共生細菌 2），

ph，温度条件 3）などが調べられてきた．しかし，MOB

に対する動物による捕食が，MOB のメタン酸化活性に与

える影響に関する知見はない．既往の研究においては硝

化細菌が捕食圧を受けることで活性化し，硝化能が高ま

ることが知られており 4），MOB においても適度な捕食

圧がかかる条件化でメタン酸化活性が高まっている可能

性がある． 

そこで本研究では，真核生物のたんぱく質合成を阻害

するシクロヘキシミドを添加して MOB 捕食者である原

生動物の密度を数段階に変化させた活性汚泥を用いて，

捕食圧がメタン酸化活性に与える影響を，リアクター実

験によって調べた． 

2 方法 

（１）実験系 

宮城県内の下水処理場で採取し，実験室にて培養して

いる活性汚泥を用いて処理場のリアクターを模擬した実

験系を作成した．500ml 三角フラスコに 300ml の活性 
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汚泥を入れて，栓をしたまま 20℃に保ったインキュベー

ターで培養し，外部の空気と接触しないようにした．栓

には空気の流入口と流出口があり，流入口からは酸素濃

度 8.9％の気体を実験期間中流入させ，汚泥を曝気させた

状態を保った．活性汚泥はシェーカー（TAITEC 

R-20mini）で，常に回転速度 120 回/分で攪拌した．こ

れにより，汚泥の溶存酸素濃度を 2.4mg/l に保ち，微好

気性状態を維持した．pH は 6.8～7.0 程度を維持した．

実験期間中，一日一回，活性汚泥に人工排水（45μｌ

/300ml）を与えた． 

実験系は 6 系作成し，それぞれの系にシクロヘキシミ

ドを 4，1，0.5，0.1，0.05mg/l となるように添加した．

また，対照系としてシクロヘキシミドを添加しない系も

用意した．実験は 4 日間行い，各系における MOB 現存

量，原生動物現存量，メタン放出量を毎日測定した． 

（２）測定項目 

ⅰ）脂肪酸分析 

MOB には他の生物が持っていない特殊な脂肪酸，

16:1n8，16:1n5 が含まれている 5）ことが知られている．

本研究ではMOB現存量の指標として脂肪酸を利用した．

脂肪酸の抽出，誘導体化にはOne-step methodを用いた．

はじめに，遠沈管に凍結乾燥した活性汚泥に，ヘキサン

4ml，BF3 メタノール 2ml を入れ，温度条件 100℃，反

応時間を 2 時間としてウォーターバス内で反応させた．

室温で冷却後，ヘキサン 1ml，純粋 2ml を入れよく攪拌

した後，遠心分離器を用いてヘキサン層を回収した．こ

の回収した脂肪酸を含むヘキサンをキャピタリーカラム

(Agilent 社，SelectFAME，0.25mm，100m)を装填した

ガスクロマトグラフィーで分析した．分析条件は 150℃

5min,150-230℃/min,230℃10min,230-250℃-4℃/min 

の昇温プログラムで，キャリアーガスにはヘリウムを用

いた．標準物質としてスペルコ社製の spelco37,bacteri  
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FA,PUFA-3,i17:0,a17:0 を用いてリテンションタイムか

ら脂肪酸の同定を行った．MOB の指標である 16:1n8，

16:1n5 はガスクロ質量分析計を用いて同定を行い，炭素

数と二重結合の数から，これらの脂肪酸を推定した． 

ⅱ）原生動物の測定 

測定は一日一回行った．クリーンベンチにて,あらかじ

めよく撹拌した各系から 300 マイクロリットルを三回ず

つ採取し，滅菌シャーレに移した．その後，マイクロピ

ペット（200μｌ）を使い，50μl を界線格子線入りスラ

イドガラスに写し，24×18ｍｍカバーガラスで覆った．

そして，顕微鏡（ZEISS Primo Star）で原生動物数をカ

ウントした．カウントは主に繊毛虫，鞭毛虫に注目して

行った． 

ⅲ）メタン濃度の測定 

各フラスコの流出管でガスを採取し，0.5ml をGC-FID

（SHIMADZU  GC-14B）で分析した．カラムは

（Molecular Sive13X 60-80 E-6962）を使用し，検

出器，注入口，カラムの温度をそれぞれ 120℃，100℃，

80℃に設定して分析を行い，メタン濃度の測定を行った． 

 

3．結果と考察 

実験に使用した活性汚泥の脂肪酸組成を解析した結果，

細菌に由来するバイオマーカー脂肪酸が，全脂肪酸の約

半数を占めていた．また，MOB に由来する脂肪酸も 3％

ほど検出され，活性汚泥内に MOB が存在していること

が示された．実験開始前のフラスコ流出管で採取された

ガスのメタン濃度は 3.3ppm であった．一般的に大気の

メタン濃度は 1.9ppm であることが知られている．本実

験では窒素で約 2 倍に希釈した大気を流入させており，

フラスコ内でメタンの放出が起っていることが確認され

た． 

 次に各系における原生動物個体数の経時変化を図 1 に，

実験4日目における各系の原生動物の内訳を図2に示す． 

原生動物の密度は，1mg/l，4mg/l の実験系では他の系に

比べて初期に減少が見られた． 

実験期間を通して，汚泥内で確認された原生動物のほ

とんどは，鞭毛虫類と繊毛虫類であった．実験最終日の

の単位体積あたりの組成は ,薬剤添加濃度が高い系

（4mg/l,1mg/l）で鞭毛虫の割合が低下していることが図

2 より読み取れる． 

これらの結果により，シクロヘキシミドの濃度を変え

て原生動物の増殖を阻害することで，汚泥内での生態系

を変化させることができ，MOB が受ける捕食圧が異なる

実験系を作成できている可能性が示された． 

今後，MOB の捕食者となる原生動物を継続して制御

しながら，MOB 特有の脂肪酸（16:1n8，16:1n5）によ

りのその増減を追うとともに，リアクターにおけるメタ

ン酸化活性を測定し，その関係性から MOB が受ける捕

食圧の違いによるメタン酸化活性の変化を解析する予定

である． 
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図１ 各系での原生動物生息密度推移 
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図２実験最終日における各系の鞭毛虫、繊毛虫の存在比 
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