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Ⅰ緒 言

著者 らは堆肥化反応 において好気性高温菌の増殖速

度,代 謝活性,有 機物分解率が54℃ で特異的に上昇する

ことを見 いだ し,堆 肥化反応の至適温度が54℃ である

ことを示唆 した(lwabuchi et al.,2001;Miyatake and 

Iwabuchi,2001)。 しか しなが ら,54℃ で観測される微

生物の高活性が,あ る種特定の微生物に依存するものな

のか,或 いは複数種の微生物の相互作用に依 るものなの

か不明である。

そこで本研究では複数種の微生物を混合す る組み合わ

せによって活性が変化するのかどうかを確かめた。乳牛

ふん堆肥か ら複数の微生物を54℃ で単離 し,そ れ らを

分子生物学的手法で分類 した。異なる分類区分に属する

菌種を混合培養 した後,こ の微生物活性を測定 した。こ

こでは微生物活性の指標としてスーパーオキシドジスム

ターゼ(SOD)活 性を用いた。SODは 好気代謝過程で発

生す る有害な活性酸素種を除去するものであり,こ の活

性が高い場合は活性酸素種を消去することにより微生物

の正常 な代謝活性 を維持 し,逆 に低 い場合 は微生物細

胞 に損傷を与え,代 謝活性を抑制 させ ることを意味す

る。

Ⅱ実 験 方 法

1.堆 肥 化

材 料 と して 乳 牛 ふ ん 堆 肥 を使 用 し,前 報(Iwabuchi 

and Kimura,1994)と 同 様 の装 置 で 堆 肥 化 を 行 っ た。 堆

肥 化 温 度 を54℃ に設 定 し,試 料 水 分 が約60%w.b.に 維

持 す る よ う に定 期 的 に 水 分 調 整 を行 い な が ら15日 間 反

応 を維 持 した。

2.微 生 物 の単 離

堆 肥 中 の微 生 物 の単 離 は前 報(Iwabuchi and Miyatake,

2001)と 同 様 の方 法 で 行 っ た。培 養 後,60菌 株 を ラ ン ダ

ム に採 取 し,そ れ ぞ れ純 粋 培 養 を行 った。

3.分 子 生 物 学 的 手 法 と微 生 物 の 分 類

純 粋 培 養 した微 生 物 のDNAはTanaka et al.(2000)

の 方 法 に基 づ いて 抽 出 した 。 このDNAか ら微 生 物 を分

類 す る た め に 分 子 生 物 学 的 手 法 の 一 つ で あ るRAPD

(Random Amplified Polymorphic DNA)法(Williams 

et al.,1990)を 適 用 した。RAPD-PCRの 反 応 溶 液 組 成 は

DNAポ リメ ラーゼ(Ampli Taq Gold;Applied Biosystems,

USA)に 付 随 す る説 明書 に従 つた。 プ ラ イ マ ー に は10

merの ラ ン ダム プ ライ マ ー(Operon 10-merkitA,OPA-2,

3,7,10,13;Operon Technologies,Inc.,USA)5種 類 を

独 立 に 使 用 した。DNA断 片 の 増 幅 に は94℃1分 間,

36℃1分 間,72℃2分 間 を45サ イ ク ル繰 り返 した。 増

幅 産 物 は1.5%ア ガ ロ ー ス ゲ ル で 電 気 泳 動 を 行 い,複 数

のDNA断 片 を 持 つRAPDプ ロ フ ァ イ ル を 得 た 。 こ の

RAPDプ ロ フ ァ イ ル を 基 に 平 均 距 離(UPGMA)法

(Sneath and Sokal,1973)を 使 用 して微 生 物 の分 子 系 統

樹(UPGMA系 統 樹)を 作 成 した。近 縁 度 はNei and Li
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(1979)の 遺伝距離により算出 した。

4.酵 素活性の測定

純粋培養 した微生物をTrypto-soya(日 水製薬,日

本)培 地 で24時 間54℃ で培養を行 った。 この培養物

に0.2% triton X-100を 含むPBS(phosphate-buffer

saline)を 混合 し,超 音波処理を施 した。 この混合液を

10,000×9で30分 間遠心分離 し,そ の上清を酵素活性の

測定 に用いた。

微生物のSOD活 性は上記の上清を用いNBT(xanthine-

xanthine oxidase-nitroblue tetrazolium systems)法

(Beauchamp nd Fridovich,1977)に より測定を行い,

その測定値 は常法によ りタンパ ク質量で補正 した。な

お,タ ンパク質量 はLowry et al.(1951)の 方法で測定

した。また,SOD活 性の測定値にお ける統計的比較 は

Bonferroni-Dunn検 定(P<0.05)で 行 った。

Ⅲ結果 および考察

図1に 単離 した微生物のRAPDプ ロファイルに基づ

くUPGMA系 統樹を示 した。単離 した60菌 株は,最 終

的にAか らSま での19菌 種に枝分かれした。 さらに系

統樹を巨視的に(近 縁度約50%を 基準 として)判 断する

とⅠか らⅦのグループに分類される。菌株数はH,I,J菌

種で多 くいずれも近縁状態にあった。それ らの菌種が所

属す るグループⅣ は全菌株数の55%を 占めており,数

的には堆肥化 における優 占微生物であると理解される。

次に,Aか らSま での菌種のうち複数個の菌株が検出

された菌種を対象 としてSOD活 性を検討 した。まず,

個 々の菌種の活性を評価するために1菌 種のみで培養後

SOD活 性を測定 した(図2)。 個々の菌種の活性には差

があ り,S菌 種 のように活性が検出されないものも存在

した。菌株数で優位的状態であったH,I,J菌 種 において

は格段高い活性 は観察されず,微 生物の活性は数的優 占

とは無関係である。
一方,現 実的には堆肥化反応中は複数の微生物種が存

在 し反応を進行させるため,複 数の菌種が活性に及ぼす

影響を考慮することが重要である。それゆえ,複 数菌種

図154℃ で単離 した微 生物 のRAPDプ ロフ ァイル に基 づ

くUPGMA系 統樹

Fig. 1 UPGMA dendrogram based on RAPD profiles of 

microorganisms isolated at 54•Ž

図2単 菌種 のSOD活 性(n=3)

デ ー タは平均 値 ±標 準誤 差。 同一 文字(a,b,c,

d,e)を 持 つ値 は有意 差 な し(p<0.05)。ND;

検 出 されず。

Fig. 2 SOD activity (n=3) of one species 

The data are expressed as means•}standard 

errors. Values with the same letter (a, b, c, 

d, e) are not significantly different at a p 

value of 0.05. ND ; not detected.

の存在が活性に与える影響を検討するために,複 数の菌

種を混合培養 しSOD活 性を測定 した(図3)。 検討され

た全菌種を混合培養 した際のSOD活 性は469U/mgof

proteinで あり,全 菌種か らB,C,I,K,S菌 種をそれぞれ

1菌 種のみ排除 し混合培養 した場合でさえも同程度 の活

性を示 した。しかしなが ら,H,J菌 種をそれぞれ排除 し

た場合SOD活 性 は有意に減少 した。 さらに,A,P菌 種

をそれぞれ排除 した場合 に至 って は,SOD活 性 は検出

す らされなかった。 したがって,堆 肥中の微生物はたと

え1菌 種の欠落であっても,そ れ らの微生物の相互関係

は敏感に活性 に反映することを意味する。

以上により,微 生物を混合培養する組み合わせによっ

てSOD活 性が変化することが示 された。乳牛ふん堆肥

化反応 においてAとP菌 種は微生物種間の活性維持の

図3複 数菌 種 のSOD活 性(n=3)

デー タは平均値 ±標 準誤差 。 同一文 字(a,b)を 持

っ値 は有 意差 な し(P<0.05)。ND;検 出 されず。

Fig. 3 SOD activity (n=3) of complex species 

All is A+B+C+H+I+J+K+P+S, All-x ; x 

means A, B, C, H, I, J, K, P or S. The data are 

expressed as means •} standard errors. Values 

with the same letter (a, b) are not significantly 

different at a P value of 0.05. ND ; not detected.
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ためには必要不可欠であり,HとJ菌 種が補完的に必要

な菌種 と考え られる。
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コ メ ン ト

[閲読者のコメ ント]

乳牛ふん堆肥化反応では特定な菌種が発酵に影響を及

ぼ していることがわか ったが,こ れは別な材料の堆肥化

反応で もそのよ うなことは言えるのか?

[コメン トに対する著者の見解]

本研究は乳牛ふん堆肥化反応で見 られる現象であり,

別 な材料の堆肥化においては現時点では不明です。ただ

し,別 な材料,例 えば他の家畜ふんや下水汚泥でも同様

の結果が得 られると考えられ,そ れには2つ の理由があ

ります。1つ 目は材料が異なっていても堆肥化過程にお

ける温度履歴や酸素消費速度などの反応速度 は同様の傾

向を示す ことが知 られており,堆 肥化に関与する菌相 に

はそれほど大差がないと思われること。2つ 目はどの堆

肥化で も高温性バチルスが多 く検出され ることが知 られ

てお り,乳 牛ふん堆肥化からも同様に検出されることか

ら(Iwabuchi and Miyatake,2001),材 料 の違いは菌

種 には大きく影響 しないと思われること。以上,本 研究

は乳牛ふん堆肥化反応を対象 としていますが,一 般的に

は別な材料においても十分あり得 ると考え られます。


