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嫌気微生物による有用物質生産と

環境浄化・エネルギー回収への応用

西尾　尚道

Production of Useful Materials by Anaerobes and Its Application 

for Environmental Protection and Energy Recovery

Naomichi Nishio (Department of Molecular Biotechnology, Graduate School of Advanced Sciences of
Matter, Hiroshima University, 1-3-1 Kagamiyama, Higashi-Hiroshima, Hiroshima 739-8530) Seibutsu-
kogaku 86: 2–11, 2008.

1．発酵工学から環境バイオテクノロジーへ

筆者は広島大学工学部醗酵工学科に教務員，次いで助

手として上久保 正先生の指導のもとで，炭化水素発酵に

よるビタミンB群の生産を行ったのが，微生物との係わ

りの始まりであり，上久保先生が京都大学に異動された

関係で，京都大学より「非糖質炭素源からのB群ビタミ

ンの微生物生産」で農学博士を取得した．その後，東京

大学から教授として異動されてきた永井史郎先生のもと

で，当初メタノール資化性細菌などを用いて，主として

好気培養系における有用物質生産およびその解析を行っ

てきた．その後，その当時ヨーロッパを中心に嫌気微生

物処理およびメタン生成菌など嫌気性菌の単離が活発に

行われるようになったので，永井先生からこれからは嫌

気微生物を中心に研究展開してはどうかと勧められた．

それを受けて，ミカン外皮の嫌気酸発酵による有機酸生

産の論文を初めて発表してから，「メタン生成菌の増殖特

性とその機能の利用」の照井賞受賞まで，嫌気性菌の研

究にシフトした．以来，環境・エネルギー分野にもイン

パクトのある嫌気性菌の研究に嫌気もささずに没頭して

おり，かれこれ30年近くが経過する．

嫌気性菌の利用について考えてみると，わが国は古く

から発酵産業が盛んであるが，近年は医薬品，アミノ酸，

核酸，酵素生産など好気性菌の利用にシフトしている．

しかし，自然界には嫌気性菌が圧倒的に多い上に，嫌気

性菌の培養は通気を必要としないので省エネルギー的で

ある．そこで，主としてメタン発酵エコシステム中の嫌

気性微生物を用いて，その代謝系を利用した有用物質生

産系の開発を行った．一方で，メタン発酵系は自然界に

おける嫌気的環境浄化法である上にエネルギーも回収で

きるので，その処理およびエネルギー回収の高速化およ

び効率化を図った．さらに水素発酵の導入および乾式ア

ンモニア発酵の導入による新規な処理システムを提案し

た．以下，これらの2分野の研究概要をまとめる．

2．嫌気微生物による有用物質生産

自然界は嫌気条件の方が圧倒的に高く，その微生物種

も数多い．その中で，図 1に示すようにメタン発酵エコ

システムは少なくとも加水分解菌群，有機酸発酵菌群，

水素生成・酢酸生成菌群およびメタン生成菌群からなる

複雑な複合微生物系を形成しており，嫌気微生物の宝庫

と言える 1-25)．そこで，このメタン発酵系から微生物を

単離し，あるいは保存機関から取り寄せ，図 1の各種微

生物を用い各種有用物質の生産を試みた．以下に興味あ

る点を紹介したい．

2.1　水素発酵　　水素は次世代のクリーンエネル

ギーとして脚光を浴びている．古くからアセトン・ブタ

ノール発酵菌であるClostridium acetobutylicumは発酵前段

で酢酸，酪酸と共に水素を生成することは知られている．

しかし，生成水素により阻害を受け，アセトン・ブタノー

ルに代謝変換する．

また，光合成細菌はヒロドゲナーゼあるいはニトロゲ

〔生物工学会誌　第86巻　第1号　2–11．2008〕

著者紹介　広島大学大学院先端物質科学研究科分子生命機能科学専攻（教授）　E-mail: nnishio@hiroshima-u.ac.jp

平成19年度 生物工学賞 受賞



2008年　第1号 3

ナーゼを用いて水素を生成する．光合成細菌による水素

生産は世界に先駆けてNEDOプロジェクト「環境調和型

水素製造技術研究開発」が精力的になされてきた．しか

し，水素生成速度はそれほど高くない．そこで，水素発

酵菌の探索を行った．図 1に示したようにメタン発酵系

には水素生産微生物が必須となっている．そこで，下水

処理場から消化汚泥を持ち帰り，これを水素発酵微生物

源として，グルコース単槽ケモスタット培養を行い，希

釈率をどんどん上げてゆき，高速水素生産菌の馴養を試

みた．最終的にロールチューブ法により単離し同定した．

その結果は何の変哲もない通性嫌気性細菌，Enterobacter

aerogenes HU 101であった 1)．しかし，本菌は水素阻害

を受けないこと，各種糖類を利用できること，生成速度

が高いことなどの利点を有している．しかし，水素収率

が低い欠点があったので，収率向上を目指して変異株の

取得を試みた．Enterobacter属はいわゆる混合酸発酵を行

い，水素，ギ酸，酢酸，乳酸，ブタンジオール，エタノー

ルを生成する．そこで，乳酸生産を抑えるためにプロト

ン自殺法，ブタンジオール生成を抑えるためにアリール

アルコール法を用いた．その結果，二重変異株（AY-2）

で水素収率を野生株の2倍の1.2 mol/molグルコースまで

増加できた 1)．収率の向上は引き続き行っており，アセ

ト乳酸シンターゼ阻害のスクリーニングにより 1.8 mol/

molグルコース 2) へ増加できた．本菌を用いてのほぼ理

論収率に達した．しかし，本菌は大腸菌などと違って，

NADHから直接水素を生成する系を有している3)．した

がって，本菌をホモ酢酸菌に仕上げれば，水素収率は最

大の 4 mol/molグルコースとなる．さらに収率向上を目

指している．一方，本菌はフロック形成能が高く，UASB

リアクターで容易に生産速度を向上できる．図 2に示し

たように，前述のAY-2ではこのフロックを利用した連続

培養（メタン発酵のUASBグラニュールに類似）の希釈

率は0.9 h−1とメタン発酵に比べて非常に高く（処理時間

として 1時間），生産性を約 60 mM/hと飛躍的に向上で

図1．メタン発酵エコシステム中の微生物による有用物質生産

図2．E. aerogenesによるグルコースの水素発酵
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きた 4)．このことは，微生物をうまく制御できれば高速

水素発酵は可能であり，嫌気処理系，つまりメタン発酵

に導入できることを意味する．この点は，後で有機排水

の水素・メタン二段発酵システムにて言及する．

2.2　高濃度・高速ビタミンB12関連物質の生産系の開

発　　ビタミン B12は発酵法で生産されているが日本は

残念ながら輸入に頼っているのが現状であり，独自の発

酵生産技術の開発が望まれている．現在，プロピオン酸

菌などの変異株を用いて生産されているようである．プ

ロピオン酸菌の場合，酢酸およびプロピオン酸の生成物

阻害が高濃度生産の障害となる．さて，偏性嫌気性のメ

タン生成菌Methanosarcina barkeriは安価なメタノール炭

素源で増殖し，生成物はガス状のメタンであり生成物阻

害はない．また菌体内 B12化合物含量は高い（野生株の

プロピオン酸菌の 10倍）．しかし，偏性嫌気条件下での

高濃度培養の実績は皆無であった．かくして，メタノー

ル流加繰り返し回分培養系による高濃度菌体培養にチャ

レンジした．まず，使用培地の改善を図った．これまで，

メタン生成菌の S源としては硫化物が用いられてきた

が，使用濃度範囲が狭いこと，増殖必須金属と不溶性の

塩を形成することなど不向きであったので S源の検討を

行った．その結果，システインを見いだしたと同時にシ

ステインの代謝系も明らかにした21)．このシステイン改

良培地を用いてのM. barkeriの繰り返し流加回分培養結

果を図3に示す20)．本菌のB12化合物生産は135 mg/ lの高

い値を示した．さらに興味深い点として，生産されたB12

の大部分（70％）は菌対外に蓄積した．つまり，補酵素

の分泌発酵に成功した．しかし，生産された B12化合物

は不完全型のコビンアミド（FB）であり，完全型も5-ヒ

ドロキシベンズイミダゾール塩基を含む FIIIであった

（B12は 5, 6-ジメチルベンズイミダゾール塩基を含む）．

さらに，多孔性無機担体を充填した固定床バイオリアク

ターを用いてB12生産性を試みた結果，図4に示したよう

に，2.3時間の滞留時間，メタノール消費速度 72 g/ l /日

の条件で，61 mg/ l /日を得た22)．このように嫌気性菌は

エアレーションを必要としないため，簡単な培養装置で

培養できる．さらに，この固定床系は培地中のCo, Fe, Ni

濃度により，対応するB12, ヘム，F430生産濃度を調整で

きることを見いだした26）．この場合もB12は主としてFB

が菌対外へ分泌されていた．そこで，いわゆる B12への

生物変換をいろいろ試みたが成功せず，このメタン菌に

よる B12生産方法は日の目を見なかった．一方，嫌気性

ホモ酢酸生成菌（acetogen）に属する Acetobacterium sp.

はまさに B12を菌体内に高含量蓄積する．そこで，グル

コースからのB12生産 15)，メタノール・ギ酸系での連続

培養解析16）を行った．確かにB12であり，菌体内含量は

5 mg/g菌体と高かったが，生成酢酸阻害により，高濃度

培養は困難であった．そこで，生成酢酸消費系としてメ

タン生成菌Methanosaeta conciliiを選び，循環連続培養系

を構築した．M. concilli の比増殖速度は Acetobacteriumの

10分の1であり，通常の混合連続培養ではM. concilliの保

持が困難である．そこで，まずAcetobacteriumのメタノー

ル・ギ酸（あるいはCO2）下での回分培養系をセットし，

酢酸が阻害濃度に達した時点で別途調整したM. concilli

の高濃度固定床バイオリアクターと循環した．固定床側

の pHが上昇した時点で Acetobacteriumリアクターを pH

スタット連続培養系とした．つまり，M. concilliによって

酢酸が消費されるならば pHが上昇することになり，培

図 3．M. barkeriの繰り返し流加回分培養．A：○，回分培養当
たりのガス生成量；●，菌体量；△，メタノール；▲，残存メ
タノール；矢印，メタノール添加；破線矢印，メタノール含有
濃縮培地添加．B：□，B12化合物量；■，B12活性（E. coli 215
バイオアッセイ値）；全メタノール消費量．

図4．固定床リアクターによるM. barkeriのメタノールからの高
速ビタミンB12発酵生産
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地が自動供給される．本 pHスタット二槽二菌循環培養

系によりB12生産性を回分培養に比べて 20倍増加でき

た25)．さて，Acetobacteriumの酢酸生成経路とメタン生成

菌のメタン生成経路は，最終部分以外は類似しているの

で，真のB12を生産するAcetobacteriumをメタンを生成す

るように改変すれば，あるいはM. barkeriの FIIIおよび

FB生成系を真のB12へ改変できれば，有機廃水の嫌気処

理系（メタン発酵）でエネルギーを回収しつつ B12生産

が可能となる．将来の技術開発に期待したい .

2.3　メタン，水素，二酸化炭素などバイオガスを基質

とした有用物質生産　　メタン生成菌および水素生成酢

酸菌は地球温暖化の元凶である二酸化炭素を還元でき

る．そこで，まず単離したギ酸資化性メタン生成菌によ

るH2・CO2と蟻酸の相互変換系27, 28)を開発した．水素は

輸送がコスト高となるが，ギ酸として輸送し，再度水素に

変換できる．将来の水素社会の構築に寄与できよう．また

メタン生成菌M. barkeriはCOを蟻酸へ還元できる29）．こ

のことは，バイオマスなどからできる合成ガスの利用拡

大につながる．還元型補酵素は高価であるので，H2の有

効利用法としてNADPのNADPHへの還元の新規反応を

開発した 30)．これにより還元型補酵素の供給が可能と

なったので，酵母Candida pelliculosaとの休止菌体共役系

によるキシロースのキシリトールへの水素による生物還

元が可能となった31,32）．最近，バイオマスからのバイオ

エタノール生産が世界中で脚光を浴びているが，デンプ

ン系からでは食料・飼料と拮抗することになり，実際価

格問題が生じている．一方，木質系からだと糖化技術と

リグニン利用が問題となる . その点，バイオマスあるい

は石炭など非バイオマスをいったんガス化（合成ガス）

し，このガスからバイオエタノール生産が可能となれば，

原料の違いがまったくなくなる．この観点から，米国で

は中温菌のClostridium ljyungdahliiによる合成ガスからの

バイオエタノールのモデルプラントが動いている．新た

に自然界から単離・同定した高温ホモ酢酸生成菌Moorella

sp.は少量ながら酢酸以外にエタノールを生産し得る33, 34）．

さらにエタノール生産遺伝子も明らかにできた 35)ので，

現在遺伝子操作改変株による高濃度生産に挑戦してい

る．

2.4　光学活性化合物の生産　　嫌気性菌は，多くの場

合，複数の有機酸およびアルコールを最終産物として生

産する．そこで，光学活性体生産をターゲットに研究を

行った．Paenibacillus polymyxa 6-8) を用いてグルコースか

らの（R,R）-2,3ブタンジオールを行った．図5に見られ

るように，グルコースの流加培養において，637 mMの

2,3ブタンジオールを対グルコースモル収率 0.81で得る

ことができた 6)．ここに至るまでの詳細を説明する．本

菌はグルコースの回分培養では300 mMのグルコースか

ら 174 mM のブタンジオールを生産する（モル収率

0.58）．しかし，グルコースと共に酢酸を添加すると酢酸

はエタノールとなるが，その間に補酵素NADHを酸化す

る．したがってグルコースからのモル収率は0.87に増加

するとともに生産濃度が248 mMに増加した．このこと

を利用した流加培養結果が図5である6)．本菌は培養温度

39°Cではキシロースも利用できる7)．さらに，グルコー

スおよびキシロースの流加培養が可能である．グルコー

スを優先的に利用するが，キシロール利用時に酢酸を生

成し，この酢酸をグルコース利用時に利用でき，図 5に

見られたように，外から酢酸を加えることなくジオール

濃度を増加できた 8)．そのほか光学活性体生産に関して

は， Paracoccus denitrificans 9）を用いて硝酸存在化でのエ

チルアセト酢酸のR-3ヒドロキシ酪酸への不斉還元を試

み，高い光学純度を得た .

3．環境浄化・エネルギー回収への応用

3.1　酸発酵系の解析および高速処理化　　図1に示し

たようにメタン発酵系は大きく分ければ，酸発酵とメタ

ン発酵に大別される．単槽メタン発酵では，これらの二

発酵を一槽で行うため，低速処理を余儀なくされている

という点がメタン発酵の最大の欠点である．そこで，高

速化を目指して，メタン発酵系の前段に位置する有機酸

発酵系の解析を ,みかん廃棄物を用いて行った 36)．その

結果，みかん廃棄物の可溶化・酸発酵は高速であり，1

日の滞留時間で主として酢酸を生成することを明らかに

した．また，酢酸あるいは酪酸の液膜による抽出発酵を

試みた．すなわち，TOPO（トリオクチィールフォスフィ

図5．グルコースおよび酢酸の間欠流加培養によるP. polymyxaの
光学活性2,3-ブタンジオール生産
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ンオキシド）含浸パラフィン膜を介して非解離の酸の抽

出特性を解析し，TOPO-ケロシン含侵液膜抽出発酵法を

開発した37)．超好熱菌，Pyrococcus furiosusは，最適温度

98°Cの超好熱でデンプンから水素と酢酸を生成する．し

かし，生成物阻害により高濃度酢酸生成は困難であった．

そこで，まずデンプン廃液の流加培養を実施し，生成酢

酸による阻害が起り始めた時点でセラミックフィルター

を内蔵したろ過培養系を組み込み，デンプン廃液の酢酸

除去潅流培養法を開発した12).

3.2　メタン発酵系の解析　　各種基質を用い解析を

行った．特にプロピオン酸 38) および酢酸 39) のメタン発

酵系を選び，水素，酢酸およびプロピオン酸の阻害の動

力学的解析を行い，阻害の重要性および程度を明確にし

た．その結果，たとえばプロピオン酸のKi値は58 mg/ lの

非常に低い値であり，メタン発酵を順調に進行させるに

はプロピオン酸の蓄積をいかに防ぐかを定量的に示し

た．

3.3　メタン発酵の高速化　　嫌気廃水処理（メタン発

酵）は，高濃度廃水に適用できること，通気を必用とし

ないこと，余剰汚泥が少ないこと，メタンが回収できる

ことなど多くの利点を有しているが，最大の欠点は処理

速度が遅く，大容量の処理槽を必用としていた点である．

近年欧米を中心にUASB法などの高速処理法が開発され

てきた．要は高濃度の微生物をいかに処理槽内に保持す

るかである．そこで，まず固定床法として知られている

セラミック担体充填リアクターによるH2 40) ギ酸および

酢酸41) の高速メタン化を達成した．さらに，メタン発酵

系の下流から順番に，つまりプロピオン酸 42），乳酸43)，グ

ルコース44) を用いてUASBメタン発酵法を実施し，いず

れも高速処理可能であるが，グルコースの場合，酸発酵

が進みやすく他のものより低速処理を余儀なくされるこ

とを明らかにした．加えて灰分，菌体外ポリマー，微生

物解析などから生物顆粒（UASBグラニュール）形成機

構を明らかにした．さらに，このUASB法をフェノール

排水に用い，高速処理を達成できた45）．また，海洋低泥

ヘドロの酢酸発酵・UASBメタン発酵二段循環処理シス

テムを研究開発した46）．

3.4　メタン生成菌の培養と増殖特性の解析　　前述

のごとく，高濃度培養系に不向きなメタン生成菌の S源

について検討した．M. barkeri および高温性水素利用メ

タン生成菌，Methanobacterium thermoautotrophicumを用い

た．その結果，システインが有効であることを見いだし

た21, 47)．システインはシステインでヒドラターゼにより

代謝されピルビン酸となり，菌体収率の向上にも寄与し

た．これまでメタン発酵系は低い酸化還元電位であるこ

とはよく知られていたが，実際，M. thermoautotrophicum

およびM. barkeriで，低酸化還元電位（−430 mv）が必要

であった48)．H2・CO2供給法としてホローファイバーが

有効であることを明らかにした．これによりメタンへの

変換速度33 l / l /日を得た49)．メタン生成菌は最小培地で

も増殖可能であるが菌体収率は好気性菌に比べてきわめ

て低い．このことは廃水処理では余剰汚泥の排出が少な

く有利となる．しかし，純粋菌の高濃度培養および培地

の最適化研究は少ない．まず，M. barkeriを用いて実験計

画法に基づいて培地の最適化を行った．その結果，ガス

生成速度を倍加できた50）．また，生成ガスを指標にした

流加培養法も開発し，175時間の培養で 24 g/ lの高濃度

培養を達成できた51)．

3.5　人為的微生物コンソーシアムによるセルロース

からのメタン生成　　上記のごとく，固定床あるいは

UASB法を用いて多くの化合物が高速処理可能である．

これらは総説に示している52）．しかし，セスロース化合

物は固形物の分解が遅いためUASB法を用いることがで

きないし，菌叢との接触が悪いため固定床も用いること

ができない．ところが反芻動物は，たとえば牛，羊は反

芻胃にセルロース分解菌を共生されることにより，効率

的なセルロース分解を行っている．そこで，セルロース

分解菌として，偏性嫌気性糸状菌，Neocallimastix frontalis

を選び，各種セルロース基質の分解を試みた．確かに優

良なセルロース分解菌であり10)，高濃度セスロース粉末

(32 g/ l)を分解でき，主生成物として水素，ギ酸，乳酸，

酢酸，エタノールを生成した 10)．そこで，人為的 3種微

生物コンソーシアムによるセルロース粉末のメタン化を

試みた11)．つまり，水素およびギ酸をメタンへ変換する

Methanobacterium formicicum, 酢酸をメタンへ変換できる

Methanosaeta conciliiとの3種共生系の確立を試みた．結果

を図 6に示す．図のように水素，ギ酸，乳酸およびエタ

ノールの生成を低レベルに保ちながら，メタン生成が可

能となった．すなわち種間水素移動により，N. frontalis

は，より酢酸生成に代謝シフト（乳酸およびエタノール

の減少）し，単独で生成する酢酸および水素から生成さ

れるメタン量よりも大量のメタン生成が可能となった．

とはいえ，酢酸からのメタン生成，つまりM. conciliiに

よるメタン生成が依然として律速になっており，さらに

工夫を要する．結論的には，基質に対応する加水分解菌

を選択することにより，人為的にメタン発酵微生物コン

ソーシアムを構築しうることを示しており，将来，人工

UASBグラニュール形成の一助となるであろう．

3.6　固体廃棄物の高速嫌気消化法の開発　　近年有

機排水のメタン発酵処理法は広く普及するに至ってい

る．特に食品排水ではよく用いられており，ビール排水

ではUASBメタン発酵法が普及している．今日では，各
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種リサイクル法が施行されているので，有機廃棄物へそ

の対象が移っている．そこで，経済産業省の地域新生コ

ンソーシアムの採択を受けて，生ゴミの二段メタン発酵

の実証試験を実施した．まず，みかん外皮の酸発酵技術 36)

を用いて可溶化・酸発酵を行い，ついで主として生成し

た酢酸含有液の固定床方式 41) メタン発酵を採用し実施

した．この酸発酵・メタン二段発酵は海洋底泥有機ヘド

ロの除去にも適用した．結果を図7に示す46)．

まず，ヘドロを酸生成槽へ投入し酸発酵を行った．図

に見られるように pHの低下と酢酸蓄積が見られる．こ

の時点で別途酢酸のメタン発酵用に調製したUASBメタ

ン発酵槽と連結した．酸生成槽での酢酸消費，およびそ

れに伴うメタン生成槽でのメタン生成が見られる．この

時点でヘドロを入れ替え，同様な実験を後2回行った．い

ずれも良好な結果が得られている．酸生成槽に微量のビ

タミンを添加することにより，酸発酵を酢酸生成にシフ

トすることができた．このことは余剰濃縮汚泥にも適用

でき，汚泥の酸発酵処理として事業化されている（特許

第3683518号：汚泥処理装置および汚泥浄化処理法）．

さらに，国内で乾物ベース，年間 200万トン排出され

ている余剰脱水汚泥の乾式メタン発酵の実証試験も行っ

た（広島県産学官協同プロジェクト）53,54)．これについ

ては独自の方式なので詳細を述べたい．有機汚泥のよう

な高窒素含有有機物では，酸発酵過程でタンパク由来の

アンモニアを必ず生成する．このアンモニアのメタン生

成阻害のため，通常は濃縮汚泥（固形物濃度＝3％程度）

を用いて湿式メタン発酵処理する．あるいは脱水汚泥（固

形物濃度＝20％）を用いる乾式メタン発酵の場合は炭素

含量の高い剪定枝，段ボール，古紙などを同時投入し，

発生アンモニア濃度を下げて実施されているのが現状で

ある．つまり，脱水汚泥単独の乾式メタン発酵は前例が

ない．実際脱水汚泥単独でメタン発酵を実施した場合，

図 8に示すように，最初の回分培養では生成アンモニア

が少ないためメタン発酵は進行する．しかし，半連続運

転が進行するにつれアンモニア生成は順調に起るので，

アンモニアがどんどん蓄積することになり，最終的にメ

タン発酵は完全に停止した．そうであれば，逆にアンモ

ニア発酵をもっと促進し脱アンモニア汚泥を用いれば，

図6．N. frontalis，M. formicicumおよびM. connciliiの3種共生コ
ンソーシアムによる粉末セルロースのメタン発酵．○，メタン；
■，水素；□，乳酸；●，酢酸；△，エタノール；▲，ギ酸．

図 7．底泥ヘドロから酢酸発酵・UASBメタン発酵処理システ
ムのプロファイル．△，酢酸発酵槽のpH；□，UASBメタン槽
流出液pH；▲，酸発酵流出液酢酸；■，UASBメタン槽流出液
酢酸；●，UASBメタン槽メタン生成．

図8．余剰脱水汚泥の乾式半連続メタン発酵
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汚泥単独でも乾式メタン発酵可能と考察した．実際脱ア

ンモニア汚泥の乾式メタン発酵を図 9に示す 52,53)．図中

のSRTは脱水汚泥の滞留時間である．つまり，実験室規

模では脱アンモニア汚泥を使えば，乾式条件でもSRT14

時間で運転可能なことを示している．ちなみに汚泥の湿

式メタン発酵の処理時間，滞留時間は平均で 30日であ

る．ベンチプラント（100 kg/日処理規模）でもほぼ同様

な結果を得ることができた．現在，NEDO補助金で鶏糞

を対象に事業化を急いでいる．

さて，有用物質生産の項で水素発酵は高いポテンシャ

ルを有していることを示したが，実際の嫌気処理分野で

の利用を考えたい．水素生産は現在天然ガス改質，メタ

ノール改質あるいは直接高炉ガスから得られている．

カーボンニュートラルなバイオマス資源からの生産が望

まれる．水素発酵は図 1に示した通り，嫌気処理ではメ

タン発酵の前段に位置し，固形有機物の可溶化および酸

発酵も可能である．このような観点から，水素・メタン

二段発酵を提唱している．つまり，生成メタンを改質し

て水素を得るのではなく，廃棄有機物から直接水素を得，

燃料電池で電力変換できる．生成メタンは二槽リアク

ターの保温に用いる．当然二槽を必要とするので，一見

無駄のように思えるが水素発酵はメタン発酵よりも格段

に高速であり可溶化も促進するので，結果的には処理槽

の小型化が図れる．具体例を図10に示す．

食品廃棄物のモデルとしてパン廃棄物を選んだ（国内

で年間10万 t排出）．100 g/l濃度にけん濁し，55°Cで可

溶化・水素発酵を実施した．その結果を図 11に示す 52, 54).

pH7に制御した場合，24時間で可溶化率 91％,水素 240

mM,水素収率 2.4 mmol/廃棄パンを得た．可溶化液は

TOC20000ppm, 酢酸および酪酸各々 150 mM含んでお

り，良好なUASBメタン発酵液となる．実際，固液分離

液をUASBリアクターに通液し，滞留時間 2時間でメタ

ン収率 8.6 mmol/g廃棄パンを得た．したがって，図 10

に示したように，2.67 t/日の廃棄パンを嫌気処理するの

に，約 30 m3の水素発酵槽および 60 m3のUASBメタン

発酵槽を要し，3日で水素145 Nm3/日の水素および514

Nm3/日のメタンを得ることが可能と見積もられた52, 54)．

今，国内では木質系からの液体燃料（エタノール発酵）

生産研究および事業化が盛んに行われているが，次世代

のクリーンエネルギーの水素発酵も鋭意研究開発，事業

化すべきであると考える．環境省地球温暖化事業が採択

されたので，実用化に向けて努力している．同時に燃料

電池の低廉化が強く求められる．

一方，バイオマスからのバイオディーゼル生産もヨー

ロッパを中心に盛んになっているが，さらに盛んになれ

ば副産物のグリセロール廃水も飛躍的に増大し，新たな

環境問題となる．前述の水素発酵の高いポテンシャルを

持っていた E. aerogenesの最良基質はグリセロールであ

る3)．そこで，グリセロール廃水を用いてE. aerogenesに

よる水素発酵を行った．まず，回分処理結果を示す . バ

イオディーゼル廃液中のグリセロール濃度は 400 g/ lと

あまりにも高いため 10 g/ lとなるよう水で希釈し処理し

図9．乾式アンモニア生成・脱アンモニア汚泥の乾式メタン発酵

図10．パン廃棄物の水素・メタン二段発酵イメージ

図11．パン廃棄物の水素発酵
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たが，48 h処理でもグリセロールの全量消費が見られな

かった．しかし，酵母エキスおよびトリプトンを含む複

合培地で同グリセロール濃度に希釈した場合，24 h処理

で全グリセロールを消費し，水素収率0.89 mol/molおよ

びエタノール収率1.0 mol/molを得た. 微生物処理では成

分不足が明らかとなった . また，グリセロール濃度を

1.7, 3.3, 20, 25 g/lに調製し，培地成分を加えて処理した

場合，グリセロール濃度の増加，つまり希釈の減少と共

に水素およびエタノール収率が減少し，乳酸が増加した．

塩分（バイオディーゼル製造時 KOH使用）の阻害効果

が予想された．実際，食塩の影響を調べてみると，試薬

レベルのグリセロールを用いた場合では 1％食塩添加で

も水素生産が見られなかったのに対し，廃液では0.5％食

塩添加で水素生成の減少が見られた．次に，グリセロー

ル濃度 10 g/ lに調製したグリセロール廃水含有培地での

連続自己凝集能を利用した微生物凝集菌体充填リアク

ター（イメージはUASBメタン発酵リアクター）での連

続処理結果は，純グリセロール培地では希釈率1.3 h−1,最

大水素生産速度80 mmol/ l・hが可能であったのに対し，

廃液では希釈率 0.8 h−1，最大水素生産収率30 mmol/ l・h

と低い .そこで，さらに発泡練石（レンガの破片のような

もの）を微生物付着担体として用いた固定床リアクター

にしたところ，希釈率 1.2 h−1，最大水素生産速度 63

mmol/ l・hの高速水素生産が可能となった（図 12）．以

上の結果を模式的に図13に示した．石油から生成される

軽油の代替燃料として，今後ますますバイオディーゼル

の生産が盛んになると思われるが，その際，製法からグ

リセロールの副生は避けられない . グリセロールの新た

な利用法を見いだすか，あるいは新たな処理法を開発し

ておく必要がある．

本研究で行った処理法は，バイオディーゼル燃料製造

時に水素燃料およびエタノール燃料を得ることができ

る．まだまだ解決すべき問題点はあるが早く実用化すべ

き技術と考えている .

おわりに

また，石油価格が高騰したニュースが流れている．日

本に限らず，化石燃料に依存しないかあるいは依存を軽

減する方策が求められている．一方で循環社会の構築も

求められている．

その点から考えると，嫌気性菌の活用は大きな助けに

なる．もともとエタノール発酵は嫌気性菌のエネルギー

取得方法である．最近，穀物資源を用いて実用化されて

いるが，食料および飼料と競合する大きな問題点を有し

ている．木質系資源を用いての生産も一部実用化されて

いるが，可燃性のものを敢えて可溶化しエタノール発酵

をするのは本当に得策であろうか．筆者はこう考える．

未利用あるいは種々雑多なバイオマスに適した前処理を

必要とするエタノール発酵法を見いだすのではなく，こ

れらをいったんガス化し（熱分解，超臨界など），生成し

た合成ガスを用いてエタノール発酵する方が得策と考え

る．そうすれば，アルコール発酵はあらゆるバイオマス

に対して対応できるし，バイオマスに限らず製鉄所ガス，

低品位の泥炭なども用いることが可能となる．ガス化技

術は完成度の高い技術である．

循環型社会の構築については，乾式メタン発酵の効用

を強調したい．資源の少ないわが国にとって，余剰汚泥，

畜産廃棄物および生ゴミは見方を変えれば貴重な資源と

言える．現状ではお金をかけて処理している．余剰汚泥

を例にとると，現状で1億 t程度排出されている．98％は

水であるので濃縮し，減量化のために一部湿式メタン発

酵し脱水・焼却，埋め立て処理されている，あるいは直

接脱水・焼却，埋め立て処理されている．一部の処理場

では，汚泥に生ゴミなどを混合し，生成ガス量を増加さ

図12．グリセロール含有バイオディーゼル廃水のE. aerogenesに
よる水素・エタノール発酵

図13．グリセロール含有バイオディーゼル廃水のE. aerogenesに
よる水素・エタノール発酵のイメージ



10 生物工学　第86巻

せ，処理場内利用する方策も検討されている．しかし処

理場への生ゴミの輸送・搬入などに問題を有している．

であれば，汚泥を脱水し，この脱水汚泥を用いて乾式メ

タン発酵した方が良い．実施例でも示した通り，アンモ

ニアを生成し，脱アンモンした汚泥であれば，乾式条件

（水分 80％程度）でメタン発酵可能である．生成回収し

たアンモニアはどう利用できるであろうか．窒素肥料と

して利用できる．

現在，世界中の窒素肥料はいわゆるハーバー・ボッシュ

法により水素ガス（化石燃料より製造）と窒素ガスより

製造されている．まさに農業革命を起こした画期的方法

である．しかし，国内の全処理場が乾式メタン発酵を実

施したとすれば，国内の窒素肥料使用量を上回るアンモ

ニアを処理場で作ることが可能となる．そうなれば処理

場は単なる処理場ではなく，エネルギーおよび有用物質

製造工場となる．あるいはアンモニアを水素に改質する

のも一案だと思う．なぜなら，水の改質あるいはメタン

改質よりもエネルギー投入が少なくてすむからである．

さらに，乾式メタン発酵を鶏糞に適用した場合を考えて

みる．鶏糞は多くの尿酸を含み，窒素含量が非常に高く，

単独での湿式メタン発酵すら全世界で成功していない．

乾式アンモニア・メタン二段発酵に最適な廃棄物と言え

る．実際，アンモニアを生成させ，脱アンモニアを行え

ば乾式条件でメタン発酵可能である．この効用を考えて

みる．家畜糞尿は現在コンポスト処理が主流であるが，

悪臭問題を有していると共に生産過剰に陥っている．乾

式メタン発酵では密封系で行うので悪臭を回避できる．

上記のメタンおよびアンモニアの効用に加えて，残渣は

きわめてリン含量が高く，リン資源として利用できよう．

このように，乾式（アンモニア）・メタン発酵は廃資源の

カスケード利用であり，循環型社会の構築に向けて重要

なバイオ技術になり得るし，水素社会にも対応できる．

ここで紹介した研究は，広島大学工学部醗酵工学科醗酵工学

研究室（1980～ 1997）と改編に伴った広島大学大学院先端物

質科学研究科分子生命機能科学専攻代謝変換制御学研究室

(1997～現在 )で行ってきたものである．すでにお名前を挙げた

上久保 正教授（故人）には，微生物の利用に関するご指導をい

ただいた．永井史郎教授には嫌気発酵の研究指導をいただい

た．その間，実に多くの先生方，研究室の多くの優秀な学生の

皆さん，特に博士課程の留学生の皆さんに支えて頂いた．それ

らの成果である．ここに深甚の謝意を表する．助教授時代以来，

現在に至るまで，共に研究を行ってきた柿薗俊英・広島大学大

学院准教授，教授以降現在に至るまで，共に研究に携わってき

た東京農工大学大学院・中島田 豊准教授のご尽力は多大であ

る．
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