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緒 言

畜 産 業 に 起 因 す る 苦 情 数 は 、 平 成27年 度 で1,604戸 と な っ て お

り 、 畜 種 別 で み る と 、 乳 牛505戸,豚451戸,肉 牛304戸,鶏279戸

,そ の 他65戸 と 乳 牛 に 対 す る も の が 最 も 多 い[23]。 例 年 、 全 て の 畜

種 に お い て 、 悪 臭 に 関 す る 苦 情 が 多 く 確 認 さ れ て お り 、 現 在 も 絶

え る こ と は な い 。 こ の 状 況 を 受 け 、 農 林 水 産 省 で は 、 畜 産 経 営 の

大 規 模 化 ・専 業 化 に 伴 い 、 悪 臭 防 止 対 策 を 適 切 に お こ な う こ と を

重 要 視 し て い る[22]。

早 急 に 改 善 が 求 め ら れ た も の の 中 に 、 家 畜 排 せ つ 物 の 不 適 切 な

管 理 が あ る 。 固 形 状 の 家 畜 排 せ つ 物 を 積 み 上 げ る 「野 積 み 」 や 液

状 の 家 畜 排 せ っ 物 を 穴 に 貯 め る 「素 掘 り 」 と い っ た 、 単 に 放 置 さ

れ た 状 態 は 悪 臭 問 題 の み な ら ず 、 河 川 や 地 下 水 の 汚 染 の 要 因 に も

な り 得 る[2・29・37]。 こ の た め 、 「家 畜 排 せ つ 物 の 管 理 の 適 正 化 及

び 利 用 の 促 進 に 関 す る 法 律 」 が 制 定 さ れ 、 そ の 後 は 、 堆 肥 化 や 液

肥 化 な ど 、 資 源 を 有 効 活 用 す る 方 法 で 処 理 が 進 め ら れ て き た[13・2

0・35]
。 し か し 、 依 然 と し て 悪 臭 関 連 の 苦 情 が 絶 え な い の は 、 家 畜

排 せ つ 物 を 処 理 す る 上 で 、 必 然 的 に 複 合 し た 臭 気 物 質 が あ る 程 度

量 発 生 し 、 拡 散 し や す い こ と,有 効 な 臭 気 対 策 が 普 及 さ れ て い な

い こ と に あ る と い わ れ て い る[2・9]。

畜 産 の 施 設 で 発 生 す る 臭 気 は 様 々 な 物 質 で 構 成 さ れ た 複 合 臭
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で あ る 。 悪 臭 防 止 法 で 特 定 悪 臭 物 質 と し て 規 制 さ れ て い る も の は

22物 質 あ り 、 そ の う ち 畜 産 現 場 で 検 出 さ れ る 物 質 は 、 メ チ ル メ ル

カ プ タ ン,硫 化 水 素,硫 化 メ チ ル,二 硫 化 メ チ ル と い っ た イ オ ウ

系 化 合 物 と プ ロ ピ オ ン 酸,刀 一酪 酸,iso一 吉 草 酸,n一 吉 草 酸 の 揮

発 性 低 級 脂 肪 酸(VolatileFattyAcid:VFA),そ の ほ か 、 ア

ン モ ニ ア や ト リ メ チ ル ア ミ ン を 含 み 、10物 質 あ る[39]。 特 に 、VFA

は 閾 値 が 低 く 、 低 濃 度 で 臭 気 強 度 を 示 す 特 徴 が あ り 、 畜 産 現 場 や

そ の 周 囲 に お い て 、 よ り 強 烈 な 臭 気 を 放 っ て い る と さ れ る[36]。 こ

れ に よ り 、VFAを 低 減 さ せ る こ と が で き れ ば 、 悪 臭 苦 情 の 緩 和 が

期 待 で き る 。

ス ラ リ ー 状 の 家 畜 排 せ つ 物 を 嫌 気 的 に 発 酵 さ せ る メ タ ン 発 酵

と い う 処 理 法 が あ る[19]。 悪 臭 が 外 部 に 漏 れ ず 、 メ タ ン 生 成 菌 の 働

き に よ っ て 、 発 生 し た メ タ ン ガ ス を エ ネ ル ギ ー 活 用 で き る 一 方 で

、 施 設 整 備 費 が 高 額 且 つ 十 分 な 農 地 を 確 保 し な け れ ば い け な い と

い う デ メ リ ッ ト も 存 在 す る[倒 。 炭 化 や 焼 却 と い っ た 処 理 法 も 、施

設 整 備 費 が 掛 か る こ と に 加 え 、 水 分 含 量 が 高 い 家 畜 排 せ つ 物 の 利

用 は 困 難 で あ る と さ れ て お り 、 応 用 が 利 か な い[26・38]。 こ の た め

、 安 価 で 効 果 が あ り 、 手 間 の 掛 か ら な い 簡 便 な 方 法 が 求 め ら れ て

い る 。

以 上 の こ と か ら 、 微 生 物 を 用 い た 臭 気 対 策 が 脚 光 を 浴 び 、 日 々
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研 究 が 進 め ら れ て い る[28]。 す で に100種 類 を 超 え る 微 生 物 資 材 が

市 販 さ れ て お り 、 中 に は 比 較 的 安 価 な 物 も 存 在 す る[4]。 使 用 方 法

も 簡 易 な 物 が 多 く 、 飼 料 に 添 加 す る,あ る い は ふ ん 尿 に 直 接 散 布

す る な ど 明 確 で あ る 。 こ の 特 徴 か ら 、 社 会 的 ニ ー ズ も 高 ま っ て お

り 、 多 く の 試 験 研 究 か ら 、 悪 臭 に 有 効 と さ れ る 微 生 物(ア ン モ ニ

ア 酸 化 細 菌,亜 硝 酸 酸 化 細 菌,脱 窒 菌,硫 黄 酸 化 細 菌 な ど)が 注

目 さ れ て い る[7-8-1'L5』21]。

微 生 物 の 資 材 化 に 伴 い 、 留 意 し な け れ ば い け な い こ と は 、 保 存

性 と 安 定 性 で あ る 。 生 き た 微 生 物 を 使 用 す る 上 で 、 活 性 の 維 持 が

不 可 欠 で あ る こ と,ま た 、 微 生 物 資 材 の 製 造 か ら 流 通 に 至 る ま で

保 存 が 利 く こ と,目 的 の 場 所 で 特 性 を 発 揮 さ せ る こ と と い う 条 件

を 考 慮 す る と 、 芽 胞 形 成 細 菌 が こ れ ら の 条 件 を 満 た し て い るf31]

。 こ の 細 菌 は 、 生 育 に 不 適 な 環 境 に お い て 、 耐 久 性 の 高 い 芽 胞 を

形 成 し 、 休 眠 状 態 と な る 。 更 に 、 至 適 環 境 で は 、 芽 胞 か ら 再 び 発

芽 し 、増 殖 す る 特 徴 を 持 つ[3]。 こ の こ と か ら 、 長 期 保 存 や 様 々 な

環 境 へ の 適 応 に 優 れ た 微 生 物 資 材 の 開 発 が 期 待 で き る 。 実 際 に 悪

臭 低 減 の 効 果 を 謳 う 資 材 の 研 究 例 で 、 芽 胞 形 成 細 菌 に よ る 報 告 が

多 く あ る[16一17]。 中 に は 、給 与 し て も 消 化 管 内 で 死 滅 す る こ と な く

排 泄 さ れ 、 発 芽 ・増 殖 し 、 悪 臭 物 質 を 低 減 さ せ る も の も 報 告 さ れ

て お り 、 資 材 化 へ の 期 待 が 高 ま っ て い る[川 。 ま た 、低 減 さ せ る 対
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象 物 質 は 、 低 級 脂 肪 酸 類 や ア ン モ ニ ア な ど 多 岐 に 渡 っ て お り 、 有

用 性 が 示 さ れ 、 今 後 も 重 要 な 細 菌 の 一 つ と 言 え る 。

自 然 界 は 、 高 分 子 の 栄 養 物 を 低 分 子 の 栄 養i物 へ と 分 解 す る 微 生

物,そ の 分 解 物 を 更 に 分 解 す る 微 生 物,更 に 炭 酸 ガ ス や 水 な ど に

分 解 す る 微 生 物 な ど が 多 様 に 混 在 し て い る(微 生 物 フ ロ ー ラ)。

一 般 的 に
、 微 生 物 を 使 用 し て 資 材 を 開 発 す る 場 合 、 微 生 物 フ ロ ー

ラ か ら 純 粋 分 離 し た 微 生 物 を 利 用 す る 場 合 が 多 い 。 こ れ ら が 分 解

す る 物 質 は 限 定 的 な も の で あ り 、 働 き と し て は 狭 い こ と が 特 徴 で

あ る 。 し か し 、 環 境 浄 化 に 微 生 物 を 利 用 す る こ と を 考 え た 場 合 、

栄 養 物 の 成 分 が 複 雑 な 下 水 や 廃 水,汚 泥,有 機 性 廃 棄 物,悪 臭 な

ど に 純 粋 分 離 し た 微 生 物 を 働 か せ る こ と は 非 現 実 的 と さ れ る[32」

。 そ こ で 、 様 々 な 種 で 構 成 さ れ た 微 生 物 フ ロ ー ラ を 利 用 で き れ ば

、種 と 種 の 間 で 効 果 を 補 い 合 え る こ と が 期 待 さ れ る[12]。 実 際 に 微

生 物 フ ロ ー ラ を 使 用 し た 研 究 は 多 く の 分 野 で 報 告 さ れ て お り 、 畜

産 現 場 の 悪 臭 に お い て も 高 い 効 果 が 得 ら れ る と 期 待 さ れ る[32]。

高 橋 ら に よ る 先 行 研 究 で は 、 乳 牛 に お け る 排 せ つ 物 中 で 、VFA

を 低 減 さ せ る 芽 胞 形 成 細 菌 の 存 在 が 示 さ れ て い る[1・25.33-34]。 し

か し な が ら 、 単 独 基 質 のVFAで 培 養 し 、 そ こ か ら 純 粋 分 離 さ れ た

株 を 使 用 し て い く こ と は 未 だ 課 題 が 多 い 。 ま た 、 ふ ん 尿 の 濃 度 が

低 い 条 件 下 で の 増 殖 し か 認 め ら れ て い な い こ と か ら も 、 今 後 の 実
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用 化 に 向 け た 上 で 、畜 産 現 場 の 環 境 に合 わせ た 試 験 研 究 が 求 め ら

れ る。

本 研 究 に お い て は 、畜 産 現 場 に お け る排 せ つ 物 の 状 態 に 近 い 環

境 下 で増 殖 し、VFAを 低 減 さ せ る 芽 胞 形 成 細 菌 群 集 を 検 索 した。
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1.多 様 性 を 維 持 す る た め の 集 積 培 養 の 検 討

1.序 文

先 行 研 究 に お い て 、 あ る 畜 産 施 設 の 曝 気 処 理 液 か らVFA(プ ロ

ピ オ ン 酸,刀 一酪 酸,iso一 吉 草 酸,n一 吉 草 酸)を 低 減 さ せ る 芽 胞

形 成 細 菌 が 分 離 さ れ て い る[1・25・33冒 川 。 こ れ ら の 分 離 株 が 増 殖 を

示 す デ ー タ は 、 吸 光 度 に よ っ て 測 定 さ れ た 低 濃 度 の 牛 ふ ん 尿 エ キ

ス 添 加 条 件 に よ る も の で あ る 。 畜 産 現 場 で の 応 用 を 考 慮 す る と 、

牛 ふ ん 尿 エ キ ス 高 濃 度 の 条 件 に お け る 増 殖 が 望 ま れ る 。 し か し な

が ら 、 高 濃 度 の 牛 ふ ん 尿 エ キ ス で は 光 学 的 に 細 菌 の 増 殖 を 確 認 す

る こ と は 不 可 能 で あ る 。 こ の こ と か ら 、 牛 ふ ん 尿 エ キ ス 高 濃 度 の

条 件 下 で 増 殖 し て い る 結 果 を 吸 光 度 測 定 以 外 の 方 法 で 示 す こ と

が 必 要 と さ れ る 。 ま た 、 緒 言 で も 述 べ た と お り 、VFA単 独 基 質 に

お け る 培 養 か ら 得 ら れ た 分 離 株 を 今 後 、 悪 臭 問 題 に 使 用 す る こ と

は 困 難 で あ る と さ れ る た め 、 細 菌 群 集 に よ る 検 証 も 明 ら か に す る

必 要 が あ る 。

本 章 で は 、 吸 光 度 測 定 に よ る 増 殖 の 確 認 法 か ら 遠 心 分 離 に よ る

増 殖 の 確 認 法 に 切 り替 え 、 多 様 な 細 菌 群 集 を 得 る こ と が で き る 培

養 法 に つ い て 検 討 し た 。 更 に 、 得 ら れ た 細 菌 群 集 の 構 造 に つ い て

解 析 を お こ な っ た 。
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2.材 料 と 方 法

(1)集 積 培 養

1)微 生 物 源 の 調 整

本 学 付 属 農 場 の 堆 肥 場 か ら 堆 肥 を 採 取 し 、 滅 菌 水 に 懸 濁 し た 。

來 雑 物 を 除 去 後 、80℃-10分 間 で 加 熱 処 理 を 施 し 、 芽 胞 形 成 細 菌

以 外 を 殺 菌 し た も の を 微 生 物 源 と し た 。

2)牛 ふ ん 尿 エ キ ス の 調 整

乳 牛 由 来 の ふ ん と 尿 を45:13の 割 合 で 混 合 し た 。 こ れ と 等 量 の

滅 菌 水 を 加 え て2倍 に 希 釈 し た 。 こ れ を 金 属 メ ッ シ ュ に て 來 雑 物

を 除 去 し た 。 ふ ん 尿 由 来 の 栄 養 基 質 を 除 去 す る た め 、38℃-5日

間 の 振 猛 培 養 を お こ な っ た 。 エ ア ー ポ ン プ で 通 気 し 、 様 子 を 確 認

し な が ら 水 分 調 整 も お こ な っ た 。 そ の 後 、 遠 心 分 離(4℃-10,00

0r.p.m-15分 間)し 、 上 清 を さ ら し で 濾 過 し 、 オ ー ト ク レ ー プ に

て 滅 菌 処 理 し た も の を50%濃 度 の 牛 ふ ん 尿 エ キ ス と し た 。

3)特 定 有 機 物 分 解 菌 用 培 地 の 調 整

特 定 有 機 物 分 解 菌 用 培 地(Table1)に 唯 一 の 炭 素 源 と し て 、

VFAの 一 つ で あ る プ ロ ピ オ ン 酸 を 添 加 し た 。 プ ロ ピ オ ン 酸 単 独 基

質 は 最 終 濃 度 が20mMと な る よ う に 調 整 し た 。

4)培 養 法 の 検 討

プ ロ ピ オ ン 酸 を 炭 素 源 と し た 特 定 有 機 物 分 解 菌 用 培 地 に 牛 ふ

・7・
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ん 尿 エ キ ス を 加 え 、 初 発 濃 度 が 異 な る6試 験 区(0%区,10%区

,20%区,30%区,40%区,50%区)を 設 定 し た 。 各 試 験 区 の 増

殖 を 遠 心 分 離(4℃-10,0009-10分 間)で 確 認 後 、 各 試 験 区 の 牛

ふ ん 尿 エ キ ス 濃 度+5%の 新 鮮 な 培 地 に 継 代 し た 。 こ れ を 、 各 試

験 区 の 牛 ふ ん 尿 エ キ ス 濃 度 が 最 高 濃 度(50%)に 至 る ま で 段 階 的

に 継 代 し た 。 そ の 後 も 、 最 高 濃 度 で 継 代 培 養 を20回 繰 り 返 し た(

Fig.1-2)o

(2)細 菌 群 集 構 造 解 析

1)テ ン プ レ ー トDNAの 作 成

各 試 験 区 か ら1mLと り 、 遠 心 分 離(4℃-15,000r.p.m-10分 間

)を お こ な い.上 清 を 除 去 後 、 滅 菌 超 純 水 を 添 加 し て 細 胞 を 洗 浄

し た 。 こ れ を 上 清 が 透 明 に な る ま で 繰 り 返 し た 。 そ の 後 、 滅 菌 超

純 水400μL加 え 、0.1mmガ ラ ス ビ ー ズ0.59入 り マ イ ク ロ チ ュ ー ブ

に 移 し 、-20QC-15分 間 凍 結 さ せ た 。 解 凍 後 、 リ ゾ チ ー ム 溶 液2

μL加 え 、37℃-30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト を お こ な い 、 滅 菌 超 純 水40

0μL加 え た 。 そ れ を 、BeadsHomogenizer(2,000r.P.m-2分 間)

で 細 胞 破 壊 後 、 遠 心 分 離(4℃-12,500r.p.m-5分 間)を お こ な

い 、 上 清 を 回 収 し た 。 上 清400μLに プ ロ テ ナ ー ゼK5μL,10%S

DS溶 液20μLを 加 え 、55℃-30分 間 イ ン キ ュ ベ ー ト し た 。 そ の 後 、

同 量 のPCI(PhenolChloroformIsoamylalcoho1=25:24:1)を 加

・9・
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え 、 ボ ル テ ッ ク ス 後 、 遠 心 分 離(20℃-12,500r.p.m-5分 間)を

お こ な っ た 。 分 離 し た 液 層 か ら 上 層 の み を と り 、 同 量 の イ ソ プ ロ

パ ノ ー ル と 、1/20量 の5MNaC1を 加 え 、 ボ ル テ ッ ク ス し 、 遠

心 分 離(20℃-12,500r.P.m-5分 間)後 、 上 清 を 除 去 し た 。70%

エ タ ノ ー ル200μL加 え 、 転 倒 混 和 後 、 遠 心 分 離(20℃-12,500r.p

.m-15分 間)を お こ な い 、 上 清 を 除 去 し た 。 室 温 で 風 乾 後 、TEBu

ffer30μLを 加 え 溶 解 さ せ た も の を テ ン プ レ ー トDNAと し た 。

2)ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応(PCR)

0.2mLのPCRチ ュ ー一ブ にTable2の 反 応 液 を 分 注 し た 。 分 注 し た

試 薬 は 、KOD-Plus-Neo(TOYOBO社)を 使 用 し た 。PCRに 使 用 し た

プ ラ イ マ ー はTable3に 示 し た 。 分 注 後 、Table4の 設 定 で サ ー

マ ル サ イ ク ラ ー を ス タ ー ト さ せ 、16SrDNAを 対 象 と し たPCRを お こ

な っ た 。 そ の 後 、 目 的 の サ イ ズ で 増 幅 さ れ て い る か 確 認 す る た め

、 電 気 泳 動(100V-30分 間)を お こ な っ た 。

3)PCR産 物 の 精 製

PCR産 物 の 精 製 はQIAquickPurificationKit(QIAGEN社)を 使

用 し 、 お こ な っ た 。 そ の 後 、ND-1000(LMS社)に てDNA量 を 測 定

し た 。

4)変 性 剤 濃 度 勾 配 ゲ ル 電 気 泳 動(DGGE)

DGGE用 の ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 作 成,電 気 泳 動 はDCodeTMSystem

'12・
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(BioRad社)を 使 用 し た 。 ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 濃 度 は6%と し 、

変 性 剤 の 濃 度 は50%お よ び60%を 作 成 し た(Table5)。 変 性

剤 ア ク リ ル ア ミ ド 溶 液 を 混 合 さ せ 、 変 性 剤 濃 度 勾 配 ゲ ル を 作 成 し

た 。DNA量 が250ngに な る よ う にPCR産 物 を 調 整 し 、 ウ ェ ル に ア

プ ラ イ し た 。予 備 通 電(58℃-20V-15分 間)を お こ な い 、そ の 後 、

58℃-50V-18時 間 で 泳 動 を お こ な っ た 。 泳 動 後 、 ゲ ル をTAE

buffer300mL中 に 移 し 、SYBRGreenI(Lonza社)を30μL加 え 、

30分 間 振 湯 染 色 し た 。 染 色 後 、UVト ラ ン ス イ ル ミ ネ ー タ ー で バ

ン ド を 検 出 し 、 撮 影 し た 。

5)主 成 分 分 析 に よ る 評 価

DGGEで 得 ら れ た 写 真 を ゲ ル プ ロ ア ナ ラ イ ザ ー(NIPPONROPER社

)に て 解 析 し 、 バ ン ド の 詳 細 な 検 出 を お こ な っ た 。 そ の 後 、

RProjectContributorsが 提 供 し て い るRソ フ ト に て 、 デ ー タ を

数 値 化 し 、 主 成 分 分 析 に 使 用 し た 。

6)多 様 性 指 数 の 算 出

上 記 の ゲ ル プ ロ ア ナ ラ イ ザ ー に て 解 析 さ れ た バ ン ド パ タ ー ン

を 数 値 化 し 、 シ ン プ ソ ン 多 様 性 指 数(D=1一 ΣPi2),シ ャ ノ ン 指

数(H'=一 ΣPi・10gPi)を 算 出 し た 。

・16・
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3.結 果

牛 ふ ん 尿 エ キ ス 初 発 濃 度 で 培 養 し た 細 菌 群 集 構 造 と 段 階 的 に

最 高 濃 度 の50%ま で 高 め た 細 菌 群 集 構 造 を 比 較 し た(Fig.3)。

各 試 験 区 の 初 発 濃 度 を 比 較 す る と 、50%区 と は 異 な る 細 菌 群 集 構

造 を 形 成 し て い る こ と が 確 認 さ れ た 。 ま た 、 各 試 験 区 の 初 発 濃 度

と 最 高 濃 度 を 比 較 す る と 、 初 発 濃 度 で は 可 視 化 さ れ て い た バ ン ド

が 最 高 濃 度 で は 所 々 消 失 し て お り 、 細 菌 群 集 構 造 に 若 干 の 変 化 が

認 め ら れ た 。0%区 は 、 細 菌 の 増 殖 が 認 め ら れ な か っ た た め 、 結

果 か ら 割 愛 し た 。Fig.4で は 、 牛 ふ ん 尿 エ キ ス 初 発 濃 度 及 び 最 高

濃 度 に お け る 細 菌 群 集 構 造 の 主 成 分 分 析 を 示 し た 。 こ の 結 果 よ り

、10%区 及 び20%区,30%区 の 細 菌 群 集 構i造 は 初 発 濃 度 の も の か

ら 大 き く 変 化 し て い る こ と が 認 め ら れ た 。 ま た 、20%区 及 び30%

区,40%区 の 最 高 濃 度 に お け る 細 菌 群 集 構 造 は50%区 の も の と 近

い 一 方 で 、10%区 の 最 高 濃 度 に お け る 細 菌 群 集 構 造 は 、 他 の 試 験

区 と は 異 な る 構 造 で あ る こ と が 認 め ら れ た 。Table6お よ び7で

は 、 そ れ ぞ れ 牛 ふ ん 尿 エ キ ス 初 発 濃 度 に お け る 細 菌 群 集 構 造 の 多

様 性 指 数 と 牛 ふ ん 尿 エ キ ス 最 高 濃 度 に お け る 細 菌 群 集 構 造 の 多

様 性 指 数 を 示 し た 。 牛 ふ ん 尿 エ キ ス を 最 高 濃 度 ま で 高 め た10%区

及 び20%区,30%区 の 多 様 性 指 数 は 初 発 濃 度 よ り も 低 く 、40%区

は シ ン プ ソ ン 多 様 性 指 数 及 び シ ャ ノ ン 指 数 は 共 に 高 く な っ

・18・
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た 。 中 で も 、50%区 の 多 様 性 指 数 は 、 最 も 低 い 数 値 を 示 し て お り

、 牛 ふ ん 尿 エ キ ス の 初 発 濃 度 を50%に 設 定 し た 培 養 は 多 様 な 細 菌

を 集 積 す る 上 で 適 切 で は な い こ と が 示 唆 さ れ た 。Fig.5で 、 牛 ふ

ん 尿 エ キ ス 最 高 濃 度 で 継 代 培 養 し た 細 菌 群 集 構 造 を 比 較 し た 。 こ

の 結 果 か ら 、 継 代 を 繰 り 返 す 程 、 可 視 化 で き る よ う に な っ た バ ン

ド も 認 め ら れ た が 、 一 方 で 消 失 し た バ ン ド も あ り、 牛 ふ ん 尿 エ キ

ス 最 高 濃 度 で 継 代 培 養 す る こ と で 細 菌 群 集 構 造 が 変 化 し た こ と

が 認 め ら れ た 。Fig.6は 牛 ふ ん 尿 エ キ ス 最 高 濃 度 で 継 代 培 養 し た

細 菌 群 集 構 造 の 主 成 分 分 析 を 示 し た 。10%区 継 代1回 は 、 ど の 細

菌 群 集 構 造 と も 離 れ た 位 置 に あ っ た が 、 継 代10回,20回 と 繰 り 返

し て い く こ と で20,30,40%区 の も の に 近 い 細 菌 群 集 構 造 を 形 成

す る よ う に な っ た こ と が 認 め ら れ た 。 ま た 、50%区 は 、 継 代 を 繰

り 返 し て も 細 菌 群 集 構 造 に あ ま り 変 化 は 無 く 、 独 自 の 構 造 を 形 成

し て い る こ と が 認 め ら れ た 。Table8で は 、 牛 ふ ん 尿 エ キ ス 最 高

濃 度 で 継 代 培 養 し 、 得 ら れ た 多 様 性 指 数 を 示 し た 。10%区 は 継 代

す る に つ れ 、 シ ン プ ソ ン 多 様 性 指 数,シ ャ ノ ン 指 数 共 に 数 値 が 高

く な り 、 最 も 多 様 性 が 高 ま っ た 結 果 と な っ た 。 一 方 、50%区 は 継

代 を し て も 、 最 も 多 様 性 指 数 が 低 い 結 果 と な っ た 。

・23一



10-一>50%20->50%30-→50%40-→50%50%

{① ⑩ ⑳}{① ⑩ ⑳}{① ⑩ ⑳}{① ⑩ ⑳}{① ⑩ ⑳}

一
引　-r¶

曽 」 鴨 ●闇圏●

● ,・ ■ 昌 ,」 ■

・,

①:Subculture(once)

⑩:Subculture(10times)

⑳:Subculture(20times)

噸

一1陰 徊5曽 澗■鱒 伽168紹 馴B編1● 噂噸噂
、、

脚 帖in■ ● 俳,司 閣臨圃,-ー の●

甲
司 ■ 「■

Fig.5DGGEprofilesoftotalbacterial

obtainedfromsubcultures

communltles

TheupPerarrowshowsthatinitialconcentrationswere

graduallyincreasedto50%usingmanureextract.①,⑩

and⑳indicatethattheyweresubculturedonce,10

times,and20timesrespectivelyafterenrichment

procedureofmanurcextractculture.

一24一



り

■

ム

■

■

▲▲ ○

v

●

PCI(50.7%)

1:1・ 両ρ;
J)1L'

噛

ツ

」

■

■

凸

腫

●

^

隔

O

一

'1
ψ

-
'
,
一

「■

甲
i一

.

層
.

「

「
一
.
一

函

旧

III

r:.1'

:IIIPC2(25.7%)

Fig.6 PrincipalcomponentanalysisofDGGEprofiles

fromsubcultures

Osubculturedonce,▲:subculturedlo

■subcultured20times.

tlmes.

・25一



卜Q ①
「

Ta
bl
e8

Di
ve
rs
it
yi
nd
ex
of
DG
GE
pr
of
il
es
fr
om

st
ep
wi
se
wi
th
us
in
gm
an
ur
ee
xt
ra
ct

en
ri
ch
me
nt
cu
lt
ur
ev
ia

In
it
ia
lc
On
ce
nt
ra
ti
on
-)

Ma
xi
mu
mc
on
ce
nt
ra
ti
on
(5
0%
)

Su
bc
ul
tu
re
Si
mp
so
n'
sr
ec
ip
ro
ca
l

in
de
x(
D)

Sh
an
no
n-
We
in
er

in
de
x(
H'
)

10
→
50
%

- ⊥ ( u Ol 1 4 ∩ / り

O,
66
9

0,
83
9

0,
85
3

2,
14
5

2.
93
1

3,
25
7

20
→
50
%

- ⊥ 0 0

一 ー ⊥ ∩ / 】

0,
83
2

0,
82
4

0,
83
8

3,
06
2

2,
94
8

2,
98
9

30
→
50
%

- ⊥ ( ) ∩ )- ∩ / 】

0,
79
8

0,
73
6

0,
80
4

2,
74
5

2,
05
2

2,
64
2

40
→
50
%

- ⊥ 0 0

1 1 一 ∩ / ■

0,
84
6

0,
73
1

0,
79
3

3,
10
3

2,
40
0

2,
70
5

50
%

- 占 0 01 ー 一 ∩ 乙

0,
56
5

0,
70
2

0,
70
7

1,
84
7

2,
60
6

2,
43
4



4.考 察

牛 ふ ん 尿 エ キ ス 初 発 濃 度 と最 高 濃 度 の 各 試 験 区 の 細 菌 群 集 構

造 を比 較 した とこ ろ 、10%区 か ら30%区 で 構 造 が 変 化 し て い た こ

と か ら 、牛 ふ ん 尿 エ キ ス段 階 的 集 積 培 養 に よ る細 菌 群 集 構 造 へ の

影 響 は 、 低 濃 度 区 で 顕 著 に な る と考 え られ た 。 また 、 そ の後 の 牛

ふ ん尿 エ キ ス 高 濃 度 集 積 培 養 で 、50%区 の 細 菌 群 集 構 造 は あ ま り

変 化 して い ない の に 対 し、10%区 の 細 菌 群 集 構 造 は 大 き く変 化 し

て い た こ と,多 様 性 指 数 も10%区 が 試 験 区 の 中 で 最 も 高 か っ た 結

果 は 、 牛 ふ ん尿 エ キ ス 高 濃 度集 積 培 養 に よ っ て 、10%区 の 細 菌 群

集 構 造 が そ の 影 響 を 受 け 、 よ り多種 多 様 な 細 菌 種 で構 成 され る よ

うに な っ た こ とに よ る と考 え られ た。
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5.小 括

1の 結 果 か ら 、牛 ふ ん 尿 エ キ ス 初 発 濃 度 を10%に 設 定 し 、段 階

的 に 濃 度 を 上 げ て い く こ と で 最 高 濃 度 ま で 高 め 、 更 に 牛 ふ ん 尿 エ

キ ス 濃 度 が 最 高 濃 度 の 状 態 で 、 複 数 回 継 代 し た も の が 最 も 多 様 性

が 高 く な る こ と が 示 さ れ た 。 こ れ は 、 プ ロ ピ オ ン 酸 を 唯 一 の 炭 素

源 と し た 条 件 下 で 、 多 様 性 が 高 い 細 菌 群 集 構 造 の 形 成 を ね ら い と

し た 集 積 培 養 法 を 検 討 し た も の で あ る 。 よ っ て 、 ほ か の 対 象 基 質

で あ るn一 酪 酸,iSO一 吉 草 酸,n一 吉 草 酸 に つ い て も 、 同 様 の 条 件

で 検 討 す る 必 要 が あ る 。
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ll。 牛 ふ ん 尿 エ キ ス 高 濃 度 環 境 に お け る 集 積 培 養

1.序 文

1よ り 、 最 も 多 様 性 が 高 い 培 養 法 は 、 牛 ふ ん 尿 エ キ ス 初 発 濃 度

を10%に 設 定 し 、牛 ふ ん 尿 エ キ ス 段 階 的 集 積 培 養 と 高 濃 度 集 積 培

養 を 組 み 合 わ せ で あ っ た 。 こ の 方 法 に 準 じ て 、 プ ロ ピ オ ン 酸 以 外

のn一 酪 酸,iso一 吉 草 酸,n一 吉 草 酸 に つ い て も 同 様 の 傾 向 が 確 認

さ れ る か 調 査 し た 。 ま た 、 牛 ふ ん 尿 エ キ ス 高 濃 度 集 積 培 養 の み お

こ な う こ と で 得 ら れ た 細 菌 群 集 構 造 に つ い て も 比 較 し 、 上 記 の 細

菌 群 集 とVFA低 減 に 差 が あ る か も 検 証 し た 。
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2.材 料 と 方 法

(1)集 積 培 養

1)微 生 物 源 の 調 整

1と 同 様 に 、 本 学 付 属 農 場 の 堆 肥 場 か ら 採 取 し た 堆 肥 を 処 理 後 、

微 生 物 源 と し た 。

2)牛 ふ ん 尿 エ キ ス の 調 整

1と 同 様 に 、 乳 牛 由 来 の ふ ん と 尿 を45:13の 割 合 で 混 合 し 、

調 整 し た も の を 牛 ふ ん 尿 エ キ ス と し 、 使 用 し た 。

3)特 定 有 機 物 分 解 菌 用 培 地 の 調 整

特 定 有 機 物 分 解 菌 用 培 地(Table9)に 唯 一 の 炭 素 源 と し て 、

プ ロ ピ オ ン 酸,n一 酪 酸,iso一 吉 草 酸,n一 吉 草 酸 を そ れ ぞ れ 単 独

基 質 で 添 加 し た 。 各 基 質 は 、 最 終 濃 度 が20mMに な る よ う に 調 整

し た 。

4)培 養 法 の 検 討

VFA各 基 質 を 炭 素 源 と し た 特 定 有 機 物 分 解 菌 用 培 地 に 牛 ふ ん 尿

エ キ ス を 加 え 、 初 発 濃 度 を10%に 設 定 し た 。 増 殖 確 認 後 、 牛 ふ ん

尿 エ キ ス 濃 度+5%の 新 鮮 な 培 地 に 継 代 し た 。 こ れ を 、 牛 ふ ん 尿

エ キ ス 濃 度 が 最 高 濃 度 に 至 る ま で 段 階 的 に 継 代 し た 。 そ の 後 も 、

最 高 濃 度 で 継 代 培 養 を20回 繰 り返 し た(牛 ふ ん 尿 エ キ ス 段 階 的

集 積 培 養+高 濃 度 集 積 培 養)。 ま た 、 比 較 対 象 と し て 、 牛 ふ ん 尿

・30一



エ キ ス 高 濃 度 集 積 培 養 の み の も の も お こ な っ た 。

(2)細 菌 群 集 構 造 解 析

1)テ ン プ レ ー トDNAの 作 成

1と 同 様 に 、 各 試 験 区 か ら1mLと り 、PCR用 に 処 理 し た も の を

テ ン プ レ ・一一一一トDNAと し た 。

2)ポ リ メ ラ ー ゼ 連 鎖 反 応(PCR)

1と 同 様 に 、0.2mLのPCRチ ュ ー ブ にTable2の 反 応 液 を 分 注

し 、Table3の プ ラ イ マ ー一,Table4の 条 件 でPCRを お こ な っ た 。

そ の 後 、 目 的 の サ イ ズ で 増 幅 さ れ て い る か 確 認 す る た め 、 電 気 泳

動(100V-30分 間)を お こ な っ た 。

3)PCR産 物 の 精 製

1と 同 様 に 、PCR産 物 の 精 製 は 、QIAquickPurificationKit

を 使 用 し 、お こ な っ た 。 そ の 後 、ND-1000に てDNA量 を 測 定 し た 。

4)変 性 剤 濃 度 勾 配 ゲ ル 電 気 泳 動(DGGE)

DGGE用 の ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 作 成 お よ び 電 気 泳 動 は

DCode↑MSystemを 使 用 し た 。 ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル 濃 度 は6%と し 、

Table5に 従 っ て 変 性 剤 を 作 成 し た 。1と 同 様 にPCR産 物 を 調 整

後 、 ウ ェ ル に ア プ ラ イ し 、 予 備 通 電(58℃-20V-15分 間)後 、58℃

-50V-18時 間 で 泳 動 し た
。 泳 動 後 、 ゲ ル を 染 色 し 、UVト ラ ン ス イ

ル ミ ネ ー タ ー で 撮 影 し た 。
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5)主 成 分 分 析 に よ る 評 価

1と 同 様 に 、DGGEで 得 ら れ た 写 真 を 解 析 後 、Rソ フ ト で デ ー タ

を 数 値 化 し 、 主 成 分 分 析 に 使 用 し た 。

6)多 様 性 指 数 の 算 出

1と 同 様 に 、DGGE写 真 の バ ン ド パ タ ー ン を 数 値 化 し 、 シ ン プ ソ

ン 多 様 性 指 数,シ ャ ノ ン 指 数 を 算 出 し た 。

(3)ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ に よ るVFAの 定 量

L字 試 験 管 に 特 定 有 機 物 分 解 菌 用 培 地2.5mL,牛 ふ ん 尿 エ キ ス

7.5mL分 注 し た も の に 、集 積 培 養 を お こ な っ た 細 菌 群 集100μLを

接 種 し 、30℃-24時 間 培 養 し た 。VFAは 全 て 、 最 終 濃 度 が5mMと

な る よ う に 調 整 し た 。3時 間 ご と に 培 養 物 を1mL採 取 し 、 小 試 験

管 に 分 注 し た 。24%メ タ リ ン 酸 一5N硫 酸 を0.2mL加 え 、 ブ チ ル

ゴ ム を 閉 め 撹 拝 し た 。こ れ を 遠 心 分 離(3,500r.p.m-4℃-15分 間)

し 、 得 ら れ た 上 清0.35mLを 分 析 試 料 と し た 。 こ れ に 内 部 標 準 物

質 と し て80mMの2一 メ チ ル 吉 草 酸 を0.05mL加 え た 。 撹1牟 後 、1

μLを ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ(GC-380=GLScience)に 注 入 し 、 内

部 標 準 法 に てVFAを 定 量 し た 。 カ ラ ム(充 填 剤Unisole-F200,

30/60メ ッ シ ュ,3.2mm×2.Omm:GLScience)温 度 を140℃ 、INJ

/DET温 度 を170℃ 、 窒 素 を キ ャ リ ア ー ガ ス と し て 、 検 出 器 はFID

を 用 い た 。
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3.結 果

牛 ふ ん 尿 エ キ ス 段 階 的 集 積 培 養 お よ び 高 濃 度 集 積 培 養 か ら 得

ら れ た 細 菌 群 集 構 造 を 比 較 し た(Fig.7)。 牛 ふ ん 尿 エ キ ス 段 階

的 集 積 培 養 に お け る 細 菌 群 集 構 造 を 比 較 す る と 、10%,50%,継

代20回 と 集 積 培 養 を お こ な っ て い く 中 で 、 バ ン ドの 可 視 化 や 消

失 が4基 質 す べ て に お い て 現 れ て い た 。 ま た 、 両 培 養 法 と も に 、

形 成 さ れ た 細 菌 群 集 構 造 は 基 質 に よ っ て 若 干 異 な っ て い る こ と

が 認 め ら れ た 。 牛 ふ ん 尿 エ キ ス 段 階 的 集 積 培 養 お よ び 高 濃 度 集 積

培 養 か ら 得 ら れ た 細 菌 群 集 構 造 の 主 成 分 分 析 を お こ な っ た(Fig.

8,9)。Fig.8か ら 、 牛 ふ ん 尿 エ キ ス 濃 度 を10%か ら50%ま

で 段 階 的 に 高 め る と 、 プ ロ ピ オ ン 酸 と η 一吉 草 酸 の 各 細 菌 群 集 構

造 は 初 発 濃 度 と 最 高 濃 度 の も の が 類 似 し て お り 、 一 方 で 、 η 一酪

酸 とiSo一 吉 草 酸 の 各 細 菌 群 集 構 造 は 初 発 濃 度 と 最 高 濃 度 で は 異

な る も の を 形 成 し て い る こ と が 確 認 さ れ た 。Fig.9に お い て 、 二

つ の 異 な る 培 養 法 か ら 得 ら れ た 座 標 を 比 較 す る と 、 刀 一吉 草 酸 以

外 の3基 質 は 類 似 し た 細 菌 群 集 構 造 を 形 成 し て い る こ と が 認 め

ら れ た 。 牛 ふ ん 尿 エ キ ス 段 階 的 集 積 培 養 お よ び 高 濃 度 集 積 培 養 か

ら 得 ら れ た 細 菌 群 集 構 造 の 多 様 性 指 数 を 算 出 し た(Table9,10)。

Table9に よ る と 、 牛 ふ ん 尿 エ キ ス 濃 度 を10%か ら50%に 段 階

的 に 上 げ た と き 、 シ ン プ ソ ン 多 様 性 指 数 は 刀 一 吉 草 酸 以 外 の3基

・33・
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質 に お い て 高 ま っ て お り 、 シ ャ ノ ン 指 数 に お い て は 刀 一酪 酸 と

iso一 吉 草 酸 が 高 ま っ た こ と が 認 め ら れ た 。TablelOに よ っ て 、 二

つ の 培 養 法 に お け る 多 様 性 指 数 を 比 較 す る と 、 牛 ふ ん 尿 エ キ ス 段

階 的 集 積 培 養 後 に 続 け て 高 濃 度 集 積 培 養 を お こ な っ た 方 が 、4基

質 す べ て の シ ン プ ソ ン 多 様 性 指 数,シ ャ ノ ン 指 数 共 に 数 値 が 高 か

っ た 。 牛 ふ ん 尿 エ キ ス 段 階 的 集 積 培 養 ・高 濃 度 集 積 培 養 か ら 得 ら

れ た 細 菌 群 集 のVFA低 減 能 を モ ニ タ リ ン グ す る た め 、 ガ ス ク ロ マ

トグ ラ フ に てVFAの 定 量 を お こ な っ た(Fig.lo)。 刀 一酪 酸 とn一

吉 草 酸 が 培 養6時 間,プ ロ ピ オ ン 酸 が 培 養9時 間 で 、 そ れ ぞ れ 検

出 限 界 下 に 達 し た 。 一 方 で 、iso一 吉 草 酸 は 培 養12時 間 ま で 減 少

が 確 認 で き た も の の 、 培 養24時 間 ま で に 検 出 限 界 下 に 達 す る こ

と は な か っ た 。 同 様 に 、 牛 ふ ん 尿 エ キ ス 高 濃 度 集 積 培 養 か ら 得 ら

れ た 細 菌 群 集 のVFA低 減 能 も 確 認 し た と こ ろ 、n一 吉 草 酸 が 培 養

6時 間,プ ロ ピ オ ン 酸 とn一 酪 酸 が 培 養9時 間 で 検 出 限 界 下 と な

っ た(Fig.11)。 ま た 、iso一 吉 草 酸 は 培 養 し て か ら24時 間 以 内

で は 検 出 限 界 下 に は 至 ら な か っ た 。
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4.考 察

各 培 養 のDGGE写 真 よ り 、 基 質 ご と に 異 な る バ ン ドパ タ ー一ン が

確 認 さ れ 、 各 基 質 に 特 化 し た 細 菌 群 集 が 得 ら れ た と 考 え ら れ た 。

ま た 、 バ ン ドの 消 失 や 可 視 化 が 認 め ら れ た こ と か ら 、 培 養 を し て

い く 中 で 細 菌 群 集 構 造 に 変 化 が あ っ た と 考 え ら れ る 。 牛 ふ ん 尿 エ

キ ス 段 階 的 集 積 培 養 に お い て 、 主 成 分 分 析 の 結 果 か ら4基 質 の 中

で 特 に 大 き な 変 化 が あ っ た の は 、n一 酪 酸 とiso一 吉 草 酸 で あ る こ

と が わ か っ た 。 そ れ に 伴 い 、 シ ン プ ソ ン 多 様 性 指 数,シ ャ ノ ン 指

数 も 共 に 大 き く 変 化 し 、 多 様 性 指 数 が 高 ま っ て い た の は 、 刀 一酪

酸 とiso一 吉 草 酸 で あ っ た 。 よ っ て 、 段 階 的 に 牛 ふ ん 尿 エ キ ス の 濃

度 を 上 げ る と い う 条 件 が 、 こ の2基 質 の 細 菌 群 集 構 造 の 多 様 性 を

高 め る 因 子 で あ る と 考 え ら れ た 。 牛 ふ ん 尿 エ キ ス 段 階 的 ・高 濃 度

集 積 培 養 と 牛 ふ ん 尿 エ キ ス 高 濃 度 集 積 培 養 、 各 継 代20回 の 細 菌

群 集 構 造 を 比 較 す る と 、DGGE写 真 上 で は 、異 な っ て い る 様 に 見 え

る が 、 中 で も 特 に 大 き く 異 な っ て い る の は 、 η 一吉 草 酸 で あ る こ

と が わ か っ た 。 こ の こ と か ら 、 η 一吉 草 酸 に お け る 細 菌 群 集 は 、

ほ か の3基 質 に 比 べ 、 培 養 法 の 違 い に よ る 影 響 を 受 け や す い と 考

え ら れ た 。 牛 ふ ん 尿 エ キ ス 段 階 的 ・高 濃 度 集 積 培 養 と 牛 ふ ん 尿 エ

キ ス 高 濃 度 集 積 培 養 の 多 様 性 指 数 を 比 較 す る と 、 若 干 で は あ る が 、

前 者 の 方 が シ ン プ ソ ン 多 様 性 指 数,シ ャ ノ ン 指 数 共 に 高 く な っ て

一42・



い る 。 こ の こ と か ら 、VFA4基 質 に お い て 、 細 菌 群 集 の 多 様 性 を

少 し で も 高 め た い の で あ れ ば 、 牛 ふ ん 尿 エ キ ス の 濃 度 を 段 階 的 に

上 げ る 培 養 法 は 効 果 的 で あ る と 考 え ら れ る 。 ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ

の 結 果 か ら 、 牛 ふ ん 尿 エ キ ス 段 階 的 ・高 濃 度 集 積 培 養 で 得 ら れ た

細 菌 群 集 を 使 用 し た も の の 方 が 、 η 一酪 酸 の 低 減 が 速 か っ た 。 ま

た 、iso一 吉 草 酸 は 、 検 出 限 界 下 に は 至 っ て い な い も の の 、 残 存 率

は 牛 ふ ん 尿 エ キ ス 段 階 的 ・高 濃 度 集 積 培 養 の 方 が 低 か っ た 。 し た

が っ て 、 細 菌 群 集 の 多 様 性 が 少 し で も 高 い こ と が 、VFA低 減 に 影

響 し て い る と 考 え ら れ る 。
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5.小 括

llの 結 果 か ら 、VFA基 質 に よ っ て 細 菌 群 集 構 造 の 形 成 が 異 な る

こ と,多 様 性 を 高 め る に は 、 牛 ふ ん 尿 エ キ ス 濃 度 を 段 階 的 に 上 げ

る の が 効 果 的 で あ る こ と が 認 め ら れ た 。 ま た 、 多 様 性 が 高 い こ と

が 、VFAの 低 減 の 速 さ や 残 存 率 に 影 響 す る も の と 考 え ら れ た 。
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皿.総 括

VFAを 対 象 と し た 悪 臭 低 減 の 研 究 は 、 本 研 究 室 で 継 続 的 に お こ

な わ れ て い る 。 微 生 物 源 を あ る 曝 気 処 理 液 と し 、 安 達 は 、VFA基

質 培 地 か ら 細 菌 の 培 養 を お こ な い 、 細 菌 群 集 構 造 を 明 ら か に し て

い る[1]。 ま た 、 更 科 ら は 曝 気 処 理 液 か ら31菌 株 の 芽 胞 形 成 細 菌

を 分 離 し た[25・33〕。更 に 、高 橋 は 本 研 究 室 の 保 存 株 を 組 み 合 わ せ 、

そ の 相 乗 効 果 を 評 価 し て い る[34】。 こ れ ら の 研 究 は 共 通 し て 、乳 牛

ふ ん 尿 由 来 の 牛 ふ ん 尿 エ キ ス な る も の を 使 用 し て 培 養 を お こ な

っ て い る 。 し か し な が ら 、 こ れ ま で で 分 離 さ れ て き た 細 菌 は 、 牛

ふ ん 尿 エ キ ス 低 濃 度 で 培 養 さ れ た も の で あ り 、 現 在 の ま ま で は 、

畜 産 現 場 で の 活 用 は 困 難 で あ る と 考 え ら れ る 。 ま た 、 も う 一 っ 懸

念 し な く て は い け な い こ と は 、 様 々 な 微 生 物 が 混 在 し 、 栄 養 源 も

豊 富 で あ ろ う 畜 産 現 場 に て 、 分 離 株 の 特 性 が 発 揮 さ れ る か 否 か で

あ る 。 高 橋 の 研 究 に よ る と 、 多 種 類 の 細 菌 が 混 在 す る 中 で も 、 選

抜 株 の 増 殖 お よ びVFA低 減 能 が 確 認 さ れ て い る が 、 選 抜 株 に と っ

て 至 適 な 環 境 に 限 定 し て い る た め 、 ど の 様 な 環 境 下 に お い て も 、

同 様 の 結 果 が 得 ら れ る か は 検 証 さ れ る べ き 課 題 で あ る[34]。

悪 臭 は 、 様 々 な 物 質 か ら 構 成 さ れ る 複 合 臭 で あ る 。 同 様 に 多 種

多 様 な 物 質 で 構 成 さ れ た 例 は 下 水 や 汚 泥 な ど が あ り 、 こ の 様 な 条

件 で は 、 環 境 浄 化 の た め に 微 生 物 フ ロ ー ラ を 用 い て い る 場 合 が 多
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い[LO・30]。 水 質 浄 化 な ど で 使 わ れ る 活 性 汚 泥 は 、 凝 集 性 細 菌,非

凝 集 性 細 菌,糸 状 性 細 菌 か ら な り 、pHや 汚 泥 濃 度,溶 存 酸 素 濃 度

の 影 響 に よ り 、独 特 の 細 菌 群 集 を 形 成 す る こ と が 知 ら れ て い る 「271。

悪 臭 分 野 の 研 究 で 、 福 山 ら は 、 硫 化 水 素 と 硫 化 メ チ ル の 除 去 を 活

性 汚 泥 に よ っ て お こ な っ て い る[10]。 そ こ で は 、2日 間 以 上 、 活 性

汚 泥 液 中 に 被 処 理 悪 臭 ガ ス を 送 り続 け 馴 致 さ せ 、 未 馴 致 汚 泥 と 比

較 さ せ て い る 。 そ の 結 果 、 未 馴 致 汚 泥 に 比 べ 、 馴 致 汚 泥 の 方 が 両

成 分 と も 除 去 率99%以 上 と な り 、 高 度 の 脱 臭 が 認 め ら れ て い た 。

こ の 結 果 か ら 、 牛 ふ ん 尿 エ キ ス を 使 用 し た 培 養 に お い て も 長 期 間

の 馴 致 が 必 要 で は な い か と 考 え 、1章 で は 、 多 種 多 様 な 細 菌 群 集

を 形 成 さ せ 高 い 効 果 を 得 る た め に 長 期 に 渡 る 集 積 培 養 を 試 み た 。

KedarC。Ahireら は 、TBP濃 度 を 段 階 的 に 上 げ た 集 積 培 養 を お こ

な い 、 高 いTBP分 解 能 を 示 す 分 離 株 を 得 たLM]。 同 様 に 、 本 研 究 に

お い て も 、 牛 ふ ん 尿 エ キ ス を 低 濃 度 か ら 高 濃 度 ま で 段 階 的 に 上 げ

る 集 積 培 養 を お こ な い 、DGGEに て 細 菌 群 集 構 造 を 確 認 し た 。ま た 、

得 ら れ た 細 菌 群 集 は 主 成 分 分 析 お よ び 多 様 性 指 数 を 使 用 し て 評

価 し た 。 そ の 結 果 、 牛 ふ ん 尿 エ キ ス 段 階 的 集 積 培 養 に よ る 細 菌 群

集 構 造 へ の 影 響 は 、 低 濃 度 区 で 顕 著 に な る と 考 え ら れ 、 そ の 後 の

牛 ふ ん 尿 エ キ ス 高 濃 度 集 積 培 養 で は 、10%区 の 細 菌 群 集 構 造 が 大

き く 変 化 し て い た こ と,多 様 性 指 数 も10%区 が 最 も 高 ま っ た こ と
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か ら 、 多 種 多 様 な 細 菌 群 集 を 形 成 さ せ る に は 、 牛 ふ ん 尿 エ キ ス 濃

度 を 低 濃 度 か ら 高 濃 度 へ と 段 階 的 に 高 め る こ と で 馴 致 さ せ 、 そ の

後 も 高 濃 度 の 牛 ふ ん 尿 エ キ ス で 培 養 す る 必 要 が あ る と し た 。

1章 で は 、プ ロ ピ オ ン 酸 を 用 い た 培 養 で あ っ た た め 、ll章 で は 、

今 回 の 対 象 で あ る プ ロ ピ オ ン 酸 以 外 の 基 質 で あ るn一 酪 酸,iso一

吉 草 酸,刀 一吉 草 酸 各 単 独 基 質 で 牛 ふ ん 尿 エ キ ス 段 階 的 ・高 濃 度

集 積 培 養iを お こ な い 、 同 様 の 傾 向 に な る 確 認 し た 。 そ の 結 果 、VFA

基 質 ご と に 細 菌 群 集 構 造 は 異 な っ て い る こ と が 確 認 さ れ 、 牛 ふ ん

尿 エ キ ス 濃 度 を 段 階 的 に 高 め て い く 培 養 法 は 多 種 多 様 な 細 菌 を

集 積 す る 上 で 効 果 的 で あ る と さ れ た 。 ま た 、 多 様 性 指 数 が 高 か っ

た 細 菌 群 集 は 、VFA低 減 に お い て も 高 い 効 果 を 示 し た 。 今 回 の 結

果 で は 、24時 間 以 内 にiso一 吉 草 酸 を 検 出 限 界 下 に 至 ら せ る こ と

は で き な か っ た が 、 ほ か の3基 質 に 至 っ て は 、 培 養9時 間 以 内 に

検 出 限 界 下 と し て い る 。 細 菌 群 集 を 使 用 し て も 、 プ ロ ピ オ ン 酸,

η 一酪 酸,刀 一吉 草 酸 に お い て は 、 競 合 す る こ と は 無 く 、 迅 速 に 低

減 で き た こ と か ら 、 種 の 間 で う ま く 効 果 を 補 い 合 え た と 考 え ら れ

る 。 一 方 で 、iso一 吉 草 酸 に つ い て は 、 残 存 率 は 一 時 大 き く 下 が っ

た も の の 、 再 び 上 昇 し て い る 。 こ れ は 、 高 橋 の 結 果 で も 確 認 さ れ

て お り 、 細 菌 群 の 一 部 が 代 謝 産 物 と し てVFAを 産 生 し た 影 響 に よ

る も の と 考 え ら れ て い る[川 。iso一 吉 草 酸 の 低 減 に つ い て は 、未 だ
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課 題 が 残 る た め 、 微 生 物 源 を 変 更 し て み る か 、 ほ か の 方 法 を 模 索

し て い く 必 要 が あ る 。

微 生 物 資 材 を 開 発 し て い く 上 で 、 考 慮 し な け れ ば い け な い こ と

が あ る 。 そ の 一 つ と し て 、 黒 田 は 、 市 販 臭 気 対 策 資 材 の 問 題 点 で

あ る 臭 気 低 減 作 用 に つ い て の 情 報 の 曖 昧 さ を 挙 げ て い る[囲 。培 養

さ れ た 細 菌 群 集 を 使 用 し て 今 後 、 実 用 化 に 向 け た 研 究 を し て い く

の で あ れ ば 、 ど の よ う な 原 理 で 臭 気 を 低 減 す る の か 、 代 謝 経 路 を

明 確 に し た い と こ ろ で あ る 。 そ の 指 標 と な り そ う な も の の 中 に 、

SIP(StablelsotopeProbing)法 が あ る 。 花 島 は 、13Cで 標 識 さ

れ た グ ル コ ー ス を 使 用 し 、 グ ル コ ー ス 資 化 に 関 わ る 細 菌 群 の 解 析

を お こ な っ て い る[5]。 今 後 、VFAで も 同 様 の 試 験 を お こ な い 、VFA

資 化 に 携 わ っ て い る 細 菌 を 解 明 で き れ ば 、 代 謝 経 路 解 明 の 一 助 と

な る 可 能 性 が あ る 。

本 研 究 で は 、 多 種 多 様 な 細 菌 群 集 の 形 成 な ら び に 牛 ふ ん 尿 エ キ

ス へ の 馴 致 を ね ら い と し た 集 積 培 養 に つ い て 検 討 し 、 得 ら れ た 細

菌 群 集 構 造 の 解 析 を お こ な っ た 。 ま た 、 ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ に よ

っ て 、 迅 速 なVFA低 減 が3基 質 で 認 め ら れ た た め 、 今 後 も 細 菌 群

集 に よ る 悪 臭 低 減 の 研 究 は 重 要 で あ る と 示 唆 さ れ 、 ま た 、VFA資

化 細 菌 の 解 明 や 細 菌 群 集 の 効 果 に つ い て 徹 底 的 に 追 及 し て い く

必 要 性 が あ る と 考 え る 。
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