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1 はじめに

本研究では、嫌気好気式活性汚泥法とよばれる微生物を利用した F廃氷の処哩技術の原理機構の

解明を試みた。微生物学的にみた嫌気好気式活性汚泥法の段大の特色は、微生物が嫌気条件とn~

条件に数時間ごとに交互にさらされ、しかも比較的低浪度の基質(有機物)が嫌気条件ドであたえ

られるところである。この、いわば“嫌気好気条件"は、人類が新たにっくりだした微生物環境で

ある。嫌気好気条件の下では、嫌気条件下で供給される有機物を何らかのJi法で摂取・高検し、続

く好気条件下でそれを画変化分解してエネルギーを獲得するとともに、 t首殖する生活形態が有利であ
る。このような微生物代謝が存在することは、嫌気好気式活性汚泥r去が開発されてはじめて知られ
るようになった。

嫌気好気式活性汚泥法で生成される汚泥中にはしばしば、嫌気条件 Fでポリリン酸をエネルギー

源として有機物を摂取 ー蓄積する微生物(この論文では“脱リン虫g"と呼ぶことにする)が卓越し

てくる。脱リン歯は嫌気条件下で消費したポリリン酸を好気条件下で再生する。そのため、嫌気好

気式活性汚泥法の処理工程における上澄水中の成分の挙動を追うと、嫌気条件 Fではイイ機成分の減

少にともなってリン酸が増加し、好気条件下ではリン敵が顕著に減少する。リン般が十分に減少し

たところでよ澄水と汚泥を分離すれば、生物学的にリン除去が行えることになる。そのため、嫌気

好気式活性汚泥法は生物学的リン除去プロセスとも呼ばれる。生物学的リン除去プロセスは、通常

の活性汚泥法と比べて汚泥発生室、建設コスト、運転コストなとほとんど変わらず、経済的なリン

除去プロセスとして位置づけられている。我が国では平成7年 3月現在で全国で9湖沼に関して窒

素・リンの削減対策を盛り込んだ第二期の湖沼水質保全計画が策定されており、海域に関しでも平

成 5年 10月より排水基準が実施されている。そうした状況の中で、今後嫌気好気式生物学的リン除

去法は採用例が増加するものと考えられる。

嫌気好気式活性汚泥法による生物学的リン除去にはいくつか問題が残されている。

まず、脱リン菌が嫌気条件下で有機物を摂取 ・蓄積するするメカニズムが十分に解明されていな

い。エネルギー的な側面についてはポリリン酸で説明ができるとしても、酸化還元パランスの維持

機構については十分な説明がなされていない。酢酸、プロピオン酸といった有機物の場合について

のみ、これらの物質がPHA(poly 3-hydroxyalkanoates)とよばれるポリエステルとして蓄積され、こ

の代謝にはグリコーゲンの解糖による還元力の供給が関与していることが確かめられている。しか

し、その他のさまざまな低分子化合物が嫌気条件下で摂取されることが知られているにも関わらず、

それらの摂取・蓄積機構は解明されていない。

また、嫌気条件下でのエネルギ一線についても不明な点が残されている。松尾ら(1982)、深瀬ら

(1985)、C田hら(1990，1993)など、嫌気条件下での有機物摂取にポリリン酸の加水分解が関与してい

ない場合があることを報告している。嫌気条件下で有機物の摂取 蓄積を行うために、ポリリン酸

が必ずしも必要ないということになると、嫌気好気式活性汚泥法が必ずしも脱リン簡の集積に結び

つかないことになる。嫌気条件下でのエネルギーの供給機構としてホ・リリン酸依存のものとポリリ

ン酸に依存しないものがあるようだが、 f走者の原理機備を解明し、脱リン菌の集積を確実に行うよ
うなプロセスの運転法を見いだしていく必要があるだろう。

この研究では、嫌気好気式活性汚泥中の微生物がどのようにして嫌気条件下でさまざまな有機物

を摂取 蓄積するのかエネルギ一面および酸化還元収支の面から解明することを目的とした。



2緒論

2.1嫌気好気式活性汚泥法とは

嫌気好気式活性汚泥法は 1975年ごろに南アフリカの Bamardにより開発された (Barna吋， 1975)。

嫌気好気式活性汚泥法(図 2-l.a))は通常の活性汚泥法(図 2-l.b))と異なり、嫌気条件と好気条

件を組み合わせた処理工程を持つ。活性汚泥と下廃水はまず、嫌気条i'H(硝酸や亜硝酸も存在し

ない)で 1-2時間程度混合され、その後、 好気条件下で3-4時間程度混合される。ただし、運転

条件によって、嫌気持問・好気時間の長さはかなり幅がある。 H気条件の次には汚泥と処理水を分
離する沈殿池がある。そこで分離された汚泥の大部分は再び嫌気相に反され、一部は余剰汚泥とし

て水処理系から引き抜かれて汚泥処理プロセスに送られる。 1T主で述べたように通常の活性汚泥法

との違いは嫌気条什ーが処理系に組み込

まれているかいないかだけである。 流入水 ←→ 嫌気槽 曝気栴 最終沈殿池
ー-11ー+ 昨 1 占主水

嫌気好気式活性汚泥法での上澄水中 、ノ 占 rI (好気)門づ一一ー
の有機物とリン酸の挙動を模式的に示 十 | 返送汚泥 J..争 余剰汚泥

したのが図 2-2である。嫌気条件下で 初沈汚泥

上澄水中の有機物のほとんどが除去さ a)嫌気好気式活性汚泥法

れるとともに、上澄水中のリン酸の波 流入水 i--→ 曝気楕(好気) 最終沈殿池
ー-1一一1 目 目、1---< 処理水

度が急上昇する。続く好気条件下では ¥ノ I ~ートーキ

上澄水中の残りの有機物が除去される す | 返送汚泥 y -~ 
と共に、上澄水中のリン酸が除去され 初沈汚泥

る。嫌気条件下で放出されるリン酸の b)従来の活性汚泥法

量より好気条件下で吸収されるリン酸図 2-1 嫌気好気式活性汚泥法と通常の活性汚泥法の違い

の方が多く、結局流入水中のリンのほ

とんどを除去することが可能である。

このような観察事実を、 Spector

(1977)、Maraisら (1983)、Corneau

ら (1986)など多くの研究者は次のよ

うに説明している。

-V可つ ~ 
嫌気好気式活性汚泥法では、好気条

件下でポリ，)ン酸を蓄積し、嫌気条件

下でそのポリリン酸を分解することに

よりエネルギーを得て有機物を摂取す

ることができる微生物(ここでは脱リ

ン菌と呼ぶことにする)が活性汚泥中

に優占してくる。ここで、通常の好気

性細菌と通性好気性細菌、通性嫌気性図 2-2

細菌、および脱リン菌を比較してみる。

通常の好気性細菌や通性好気性細菌は

リン酸

嫌気糟嫌気槽 好気相
流入端 終端 終端

嫌気好気式活性汚泥法で観察される上，萱水中の有

機物およびリン酸の挙動

2 



嫌気条件下では呼吸できず、従ってエネルギーを作り出すことができないため、嫌気条件下では有

機物摂取を行うことができない。適性練気性細菌はグリコーゲンなどの発院のための1i機物i原があ

れば、それを利用してエネルギーを獲得することはできる。しかしながら、その場合、通'It';の有機

酸発酵やアルコーJレ発酵などを行えば発鮮生成物の1-1機酸や7JレコーJレなどを細胞外に排出するこ

とになり、結局イJ機物摂取は嫌気条件下ではできず好気条件になるまで待たなければならない。

方脱リン歯は、嫌気条件下で有機物を摂取するのに必要なエネルギーをポリリン酸を加水分解する

ことによりま盤併することができる。そして、脱リンiIiは師気条件下では嫌気条件 Fで答検した釘機
物を酸化分解して、増殖し

たりポリリン般の再合成を

行って次の鎌気条件への準

備をする(包I2-3)。脱リン

菌は嫌気条件 Fで他の細菌

より速やかに1%機物を摂

取・蓄積し、好気条件下で

地殖を行うのである。脱リ

ン菌は厳しい生存競争を勝

ち抜くために、見事なまで

に嫌気好気式活性汚泥法の

条件に適応したライフスタ

イルをもっている。

リン酸
リン叡

二酸化炭.1<.水
有機物質

~気条件下 好気条件下

図 2-3 脱リン菌の暮らし

なお、ここで、嫌気好気式活性汚泥法における嫌気条件についてさらにぶしく述べておく。

嫌気好気式活性汚泥法における西量点がないことはもちろんであるが、硝酸、司E倒酸も存在しない。
従って、石1I酸呼吸、唖1硝酸呼吸を含めて呼吸ができない条件だといいかえることができる。また、
微生物は嫌気条件だけでなく好気条件にもさらされるので、絶対嫌気性の微生物はほとんど存先し

ないか、または存在しでもごくわずかであろうと考えられる。笑際のところ、~空気好気式活性汚泥

中にはほとんどメタン発勝菌は存在しない。一方池本らは、絶対嫌気性のはずである硫酸還元簡が

実際には嫌気好気式活性汚泥中に存在し、その活動が嫌気好気式活性汚泥中の糸状性細菌の増殖に

大きく影響を及ぼしていることを報告している(池本ら、 1994)。池本らによれば嫌気好気式活性

汚泥に嫌気条件下でプロピオン酸を添加したときの硫酸還元の速度は 1mgS/gMLSS/hを滋える場合

もあるがおおむね O.J mgS/gMLSS/h程度のオーダーである。それに対して嫌気好気式活性汚泥によ

るプロピオン酸の摂取速度は最大で2伽19O/gMLSS/h(む:OD換算)程度であり 、硫酸還元の速度より

はるかに大きい。そこで、硫酸還元菌が嫌気好気式活性汚泥による嫌気的有機物摂取において何ら

かの役割を果たしているのは事実としても、行われている代謝の大筋を把録する上で銃酸還元は無

視しでもよいものと考えられる。

2.2既往の研究

嫌気条件下で摂取される有機物の殺類は多い。松尾宮の一連の研究(必尾ら、 1984;校尾、宮、

1987)によれば、グルコース、低級脂肪酸の酢酸、プロピオン酸、 n酪酸、 1$0-飴酸、 n-吉y-酸、 TCA

サイクルの有機酸であるコハク酸、 77ル酸、リンゴ後、オキサル酢酸、解務系の有機酸であるピ

ルピン酸、解糖系周辺の有機酸である乳後、そして、アミノ殿であるアスパラギン酸、セリン、ア

ラニン、グルタミン酸がよく (MLSSの5%-10%の重量)奴取された。一方、蟻酸、クエン殿、 3-ケ

トグルタル酸、メタノール、エタノール、フェニルアラニンは摂取されなかった。多くの種頬の有

機物が微生物の乾燥重量に対しでかなりの量嫌気的に侠取される。



ー万、嫌気条件下で微生物がさまざまなイヲ機物を燃取・答桜するためには、いくつかの条件を克

服する必要がある。 J真取のために必要なエネルギーをどのようにして獲得するか、持{J仮した布機物

をどのような形態で蓄積するか、そして、細胞内の般化還元バランスをどのようにして維持するか、

の三点である。

エネルギーの供給係構については、嫌気好気式活性汚泥法が開発された当初から、微生物がvE筏
したポ1)リン酸の加水分解によるのだとされている。このことは、嫌気条件下での心機物の娘JIXに

l'ドって汚泥から上澄水にリン酸がはきだされることからもほぼ推測がつく。嫌気的イf機物J主取時、

およびそれに続〈好気条件下でのボリリン般の挙動は、化学的な分画aーや (Minoct al.， 1985a and 
1985b) P" NMRにより (HiIIct aJ.， 1989)篠必されている。また、 Mussig-Zufikaら (1994)はゲル

クロマトグラフ法による分析により、リン放が 100例ほと‘つながったポリリン般が嫌気的m取に伴
って減少し、好気条件下で増加することを報告している。

一万、嫌気条件下で娯取された布機物の蓄積形態として報告されている物質は、これまでのとこ

ろグリコーゲン(深瀬ら、 1982)とPHA(poly 3-hydroxyalkanoates)である。これまでの線例を総合

すると、一般的な菩積形態は PHAである。そして、グリコーゲンのJ客様は、馴致にグルコースが用
いられ、グルコースが嫌気条件下で奴取された場合に限定されるようである。通常のお検形態はPHA

であると考えられる。また、アミノ椴煩の場合はそのままの形態で11積されることもあるようだと
いう報告もある(松尾，宮 1987;Arun目 aJ.，1989a)。

自然界や活性汚泥中にみられる PHAは、 一般に図 2-4ような構造を持った物質であり(Andcrson

and Dawes， 1990; Doi， 1990)、活性汚泥中のほか、感湖I或などの底質の中にも見いだされる (Findlay

ct aJ.， 1983， 1985) 0 Rは通常、炭素数 10程度までのII[鎖飽和だが、分岐を含むものや不飽和結合を

持つものなども条件によっては生成される (Stcinbuchelet aJ.， 1995)。微生物の」別立する PHAは3ヒ

ドロキシ飴酸のホモポリマー (PHB)の場合もあるが、その他の成分も含む場合は通常;)tlfi合体で

ある。その組成は微生物の種類により、また、炭素源となる有償物の種類により異なる。炭~源と

なる有機物を工夫することにより、牛ヒドロキシ飴般のような 3-ヒドロキ

シ厳でない成分を含む PHAも蓄積されることがわかってきている(Ooi.

1990)。なお、余談になるが、 PHAは生物による分解を受ける熱可塑性の

高分子(生物分解性プラスチック)として注目をされており、菌種の改良

や培養条件炭素源の工夫による発酵合成の効率化や共重合体組成の工夫

による物性の改良が試みられている。

(F  P) 
ーO-CH-CH2-C-1n 

図 2-4 PHAの禍造

これまで、通常の活性汚泥中に見いだされている PHAは、 3ーヒドロキシ鮒酸 (3HB)と3-ヒドロ

キシ古草殻 (3肝)のほか、炭~数 6 (側鎖がプロビル基)、炭素数7 (担IJ鎖が n-プチル)~)および

炭素数 8(側鎖がnベンチル基)のものが報告されている (WaUenand Rohwedder， 1974; Odham et aJ.， 

1986)。

嫌気好気式活性汚泥が蓄積する PHAとして、当初知られていたのは PHBだけであった。 Comeau

ら (1987)は倣気好気式活性汚泥中に 3HBに加えて 3HVが諮積されることをぷしたが、若者はさ

らに 3-ヒドロキシ-2-メチル酪酸 (3H2MB)と3ヒドロキシ 2メチル吉辛酸 (3H2MV)を嫌気好気

式活性汚泥中に発見した (Salohet aJ.， 1992) 0 3H2MBと3H2MVは、 α炭ぶからメチル側鎖が出て

いるという点が特徴である。嫌気好気式活性汚泥は、嫌気条件下で酢酸をH!取すると、 3HB主体の

PHAを帯積する。また、プロピオン酸を摂取すると 3HVと3H2MVを含む PHAを.mmする。嫌気
好気式活性汚泥の蓄積する PHAを表 2-1に示す。
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表 2・1 嫌気好気式活性汚泥の蓄積する主な PHA

3-hydroxybulyrale 3-hydroxyvalerale 3・hydroxy(3-2H・2mMe由By}lbutyrate3hydrozy{3LH2mMetVhy)lvslEratc 
(3HB) (3HV) 

011 OllCH3 011 CH3 
Frce Acid CHLC0H14 ，CHLCOON CII3・CH2-CH-CH2-COOH CII3-CII-CH-COOH Clll.CI12-CH-CH-COOH 

CHl 仁1-11
InPHA CH3 ('H2 CH:C1l3 Ct-l2CII3 

(-()"CH-CH2・co・] 十O-CHCIl2-CO・} (-O-Ol-CH-CO-) ("(}ぞH-CH-Co.)

Precu同O四 2acelyl-CoA l acclPy1 l CoA 
I propionyl-CoA l lapcroetpysol nCyol A CoA 2prop旧nyl--CoA

次に、嫌気的手I機物探取の際には細胞内で酸化還元バランスが維持されなければならない。例え

ば酢酸を 3HB主体の PHA に変換する反応は還元力を消費するので、還元力が供給されなければ部

隊の摂取ができなくなってしまう。遼厄カの供給源として、TCAサイクルによる酢酸の酸化 (Corncau

国 al.， 1986; Wcn17"，，1 et aJ"， 1986)、グリコーゲンの解糖 (Mino回 al.，1987; Arun c( al.， 1988)、グリオ

キシル酸経路による酢酸の部分酸化 (Ramcy ら、広1~ ) 、といっ たえ見が11\されている 。 ま た、 嫌気

的に県取される有機物の極類によ っては PHAに変換されるまでに、還元力を消費するのでなくむし

ろ生成してしまう場合もあると考えられる。余剰の還元)Jをがj貸するために、コハク酸・ プロピオ

ン酸発酵系路がmいられているという必を著者は提案している。
この問題については次章で詳しく議治する。

2.3本研究の目的と焦点

これまでに述べたように、嫌気好気式活性汚泥t去による石機物除去やリン除去の原理について、
いまだに卜分なJ1g，障がなされていない。そのため嫌気好気式活性汚泥法によるリン除去の原理機慨
を正篠に犯燦し、プロセスをより有効に逆転するために必要な知識が欠然している。

本研究の範開では、嫌気条i'l'Fでの微生物によるイf機物摂取時の酸化還元バランスの維持機併と

エネ lレギーの供給俊構の解明に1久己主を置いた。 脱 1) ン箇が炭素V.~ を獲得するのが主に嫌気条件 Fで

あることを考えると、この問題は脱リン幽の代謝特性および生埋的特性を埋解する上で非常に重要

なことである。

実験条件や時u目的な制約から、検討の対象とする有機物を低分子の微生物により利用されやすい
有機物に絞った。また、実験系として純薗をつり上げてその代謝を倹討するというのではなく、混

合培養系のまま活性汚泥中の代謝関連物質の挙動を化学的に分析して顕去に生じている代謝を明ら

かにしようという方針て'望んだ。また、混合権益系で活性汚泥を扱う場合でも、実験室で人工下水

を用いて馴致した活性汚泥を}日いる場合と、パイロ γ トプラントや実規模のプラントで実際の F水

処理に月い、られている活性汚泥を用いる場合がある。本研究ではまず人工下水で馴致した活性汚泥

を丹lいてさまざまな布機物の嫌気的般取の機構にかんしてモデルを提案し、ついでパイロットスケ

ールのプラント(カナダの Univcrisityof British Columbiaのパイロ Yトプラント)の活性汚泥につい

てモデルがどの程度適用できるか検討を行った。

なお、検討の対象として有機物の極類は酢酸、プロピオン酸、乳酸、ピルピン殿、リンゴ酸、コ

ハク酸、およびグルコースに限った。酢酸、プロビオン厳は下水が嫌気条件 Fにおかれると比較的

多量に生成することが知られており、また、嫌気好気活性汚泥にも嫌気条例:fで良好に摂取される。
一方、乳酸、ピルビン酸、リンゴ酸、コハク殿、グルコースも嫌気条件下でよく摂取されることが

jnられているが、下水中にはほとんど存在しない。これらの物質は、次の3市で代謝経路の推定を

行うが、それに密接に関与する布機物として選択した。

3章での代謝経路の推定につづいて、 4章では人工下水により馴致された実験室の活性汚泥をm



いて行った代謝機構の検討、そして、 5寧で実際の下水を処理しているパイロットプラントの汚泥

による代諸機構の検証について述べていく 。
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3代謝機構に関する検討

この章では、嫌気好気式活性汚泥による嫌気条件下での酢酸、プロピオン隊、乳殿、ピルピン般、

リンゴ酸、コハク酸、およびグルコースの炭取機構について検討する。酢酸およびプロピオン般の

嫌気的摂取については、実際に観察される代謝関連成分の挙動に基づいて、いくつかのモデルが提

案されている。3.1節ではそうしたモデルのうちどのモデルがもっともよく現象を説明しているのか、

検討する。

3.1 ni'iの結果を先に述べてしまうと、ポリリン酸の加水分解によるエネルギーの供給系、汚ift内の
グリコーゲンの解糖系、および3HB、311V、3H2MB、3H2MVを成分とする PIIAの品術系の、二三つ

の代溺系を組み合わせたモデルにより、酢酸、プロピオン酸の嫌気的絞取をもっともよく説明でき

ることが示された。

つづいて 3.2節では、 3.1節ではfL隊、ピルビン酸、リンゴ酸、コハク酸、およびグルコースの嫌

気的摂取機械を説明することを試みた。これらの物質の嫌気的奴取機構を説明する際、酢酸、プロ

ピオン酸の嫌気的倶取モデルをもとにして叙取機構を基礎として説明しようという安勢で臨んだ。

嫌気好気条件に生きる微生物にとっては、できるだけ単純な代謝系により、できるだけ多くの種類

の布機物を嫌気条件下で摂取することができた万が有利である。そのため、乳隊、ピルビン酸、リ

ンゴ殿、コハク酸、グルコースの嫌気的娯取機併は、多くの部分が酢殿、プロピオン般の~公的摂

取機構と共通していると考えるのは、自然なことだろう。

そこで、これらの物質は、酢酸、プロピオン酸の嫌気的熊取機備に基づいて与えると、グリコー

ゲンと同様にして acetyl-CoAをへて PHAになると予忽できる。しかし、この場合、丈際には還元1J

が過剰に生成することになってしまう。そこで、過剰に生成された還元)Jを消費するような代B射が

行われると予想できる。過剰な還元)]を消費する代謝は、エネルギーが豊富な条件干では、タンパ

ク1qゃ絞酸の合成など、非常に多くの可能性が考えられる。しかし、嫌気的有機物摂取は利用可能
なエネルギ一堂の限られた条件下での代謝であるから、タンパク質、核般の合成などが行われる可

能性は全くないとはいえないだろうが、主要な余剰還元力の消費機構であるとは考えにくい。一方、

過剰な遼元力を消費するような代謝は、多くの嫌気性発酵においても行われる。しかし、この場合

には通常は最終生成物を細胞外に放出してしまうので、嫌気好気条件での代謝としてはつづく好気

条件下では有用な炭素源となるものを般失してしまうことになる。ところがここでもし、嫌気性発

酵の厳終生成物を PHAとして蓄積することができればその損失を避けることができる。嫌気性発酵

の最終生成物で容易に PHA に取り込まれる可能性があるのは酢酸の他に、プロピオン般と1IIf~査が考

えられる ω0;，1990)。好気条件下で活発に活動する細菌で酪酸発醇を行うものはあまり知られて

いないので、そこで、過剰に生成された還元力を消費するための代謝系として、多くの過性、ある

いは偏性の嫌気性細菌の行うプロピオン敵発酵系が関与していると考えた。この場合には、代謝の

過程で生成した中間体の一部をプロピオン際経路で proplony卜CoAとすることにより、過剰の還元力

を消費でき、また、 propionyl-CoAはPHAに変換して答積することができる。

次いで 3.3節では、乳酸、ピルピン殿、リンゴ酸、コハク畿、グルコースの嫌気的版取モデルと

同じ代謝経路を用いて、グリコーゲンを PHA、特に 3HVに変換することによりエネルギーを取り出

すことが可能なことを述べる。このエネルギ一生成代謝、いわば“3HV発酵"は、ポリリン般によ

らない嫌気条件下でのエネルギ一生成機併である。ポリリン酸の消費を伴わない嫌気的布機物摂取



の観察例が少数ながら報告されている (60ページの表 4-14参照)が、 31-1V発鮮によるエネルギ一生

成を行う微生物が実際に存在するとすると、そのようなポリリン酸に依存しない嫌気的有機物娘取

を説明することができる。

なお、本章での検討の下地となる生化学反応は、 Gonschalkの"BaclerialMelabolism， 2ndω山on"と日

本生化学会編の"代謝マップ"に基づいていおり、本文中では引用はいちいち示さない。

また、本章では還元力のキャリアー、及び高エネJレギーリン酸結合を次のように示すことにする。

. 還元力のキャリアーとして NADI-IやNADPI-Iが知られているが、嫌気的有機物摂取において関

与するのがどちらなのかいまのところ不明である。ここでは還元)Jを水素当量の(1-1)で去すこと

にする。

・高エネルギーリン酸結合を表す記号として、 "-P"を用いる。例えばホスホエノールピルピン肢か
らピルピン酸が生成される場合は次のように去す。

phosphoenolpyruvaleー.pyruvale + -P 

また、 acetyl-CoAとpropionyl-CoAが同時に生成される場合、そこから生成される PHAの成分を正

確に予測することはできない。例えば、等モル置の acelyl-CoAとpropionyl-CoAが生成される場合は

恐らく 3HVが主体の PHAが生成されるのだろうが、直孝;t(出iokelola日)の基質特異性がルースなた

めに副成物として 3HB、3H2MB、3H2MVといった成分も PHAに含まれてくる。しかし、本fきでは

典型的なモデルとして現象を記述するために、そして表記を簡単にするために、あえてこのような

場合も"3HV"が蓄積されるという表現をした。

3.1酢酸、プ口ピオン酸の嫌気的摂取モデルの比較

酢酸、プロピオン酸の嫌気的摂取については既にいくつかのモデルが提案されている。いずれの

モデルでもこれらの物質は摂取された後 PHAとして蓄積される。酢酸、プロピオン酸がPHAにな

る反応は還元反応であり、そのため還元力を消費する。モデル問の追いは還元力の供給機構である。

この節では既知の生化学的知見に基づいて、既に提案されている代謝モデルをレビューする。

3.1.1酢酸の嫌気的摂取モデル

酢酸は下水中にもっとも多く存在する低分子有機化合物である。下水の嫌気的な分解に伴って生

成され、また、脱リン活性を持つ嫌気好気活性汚泥にもよく利用されることもあって、丹下酸の嫌気

的摂取機構が当初から注目された。

嫌気条件下での酢酸の摂取に必要なエネルギー源についてはポリリン厳で説明できる。しかしな

がら、酢酸を摂取して a田 IyトCoAとするまでに必要なエネルギーがどの程度かは、 pHなどの環境条

件や、用いられる鮮素系により異なる。一方、 酢酸を 3HBに変換する反応は還元力を消費する。そ

の還元力の供給源は、いくつか考えられる可能性がある。この節の前半では酢酸を acety卜CoAに変

換するまでのエネルギー的側面に浅田し、後半で還元カの供給源に注目して議論を進める。

A) 酢酸を acetvl-CoAにするために必要なエネルギー量

細胞外の酢酸を細胞内へ輸送するために必要なエネルギーは pHによって異なり、 。-0.5モル-PI

モル酢酸ということである (Smolders，1994)。

一方、 細胞内に取り込んだ酢酸を aeetyトCoAに変換する主要な経路として、次の 2通りが知られ

ている。
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A TP+CoA AMP+PPi 
式 3ー1 acet a t e ーム~ acetyl-CoA 

acclylCoA synlhct3se 

ATP ADP CoA Pi 
式 3・2 aceta t e 千~acetyl -P ヲL....i-acetyl-CoA 

臨むlillt::lUlliI蕊e PllospllQlransacetylase 

動植物など高等生物は acetyl-CoAsynthet出eにより acetyトCoAを合成する。また、 E.coliなど多く

の細菌もこの経路を用いる。一方a田tatekinaseを刑いる式 3-2の経路はもっぱら細i有によりmいられ
る。 a印刷ーCoAsynlhe凶 cによる a∞tyトCoAの生成では消費される高エネルギーリン自主結合が2モル
-p/モル貯酸であるのに対し、 acelaleki naseの場合には lモル白P/モル酢酸である。

a田tyトCoAsynth目aseとace凶 ekin酷 eのどちらの酵素系が酢般の奴取に有利であるか、 ー慨にはd

えない。エネルギーの消費量からみると、 a∞回lckina却の方が有利である。しかし、酢般を ac回yl-CoA

に変換する反応が消費するエネルギー (pH7.0で.6G'= -7.5 kcaVmol)はATPをADPにすることに

より得られるエネルギーとほとんど同じレベル (pH7.0でムG'=ー7.3k田 Vmol)なので、ti¥oaまと
a田tyl-CoAのi農度差によっては acetyl-CoAsynthetascの万が有利な場合もイ{り得る。
嫌気好気式活性汚泥法の嫌気槽でのゐ機物娯取に関していえば、どちらの場合もあり作ると与え

られる。流入水が人工下水で酢酸を多量に合む場合、あるいは流入下水を発防させて有機酸を樽や

してから嫌気糟に導く場合には、酢酸の波j立が向いので acetalek.inase系(式 3-2)の)jが;fj利かもし

れない。逆に、流入下水の発酵が嫌気糟で起こる場合、酢西空の波度はそれほど高くならないであろ

うから、 acctyl-CoAsynthetaseによる酢骸の摂取の万が有平IJかもしれない。

以上まとめると、細胞内に取り込んだ酢酸を配ctyl-COAとするために必要なエネルギーは lモJレ

-p/モル酢椴(配etatekinaseの場合)の場合と 2モルーP/モル酢酸の場合がある。あとで3.1.3述べ

るように多くの研究者による実験結果と比較するとこの値は通常 lモルーP/モル酢酸のようである。

B) acetvl-CoAを3HBに変換するために必要な還元力の供給機構

acctyl・CoAが3HBに変換される反応は還元反応 2CH3CO・CoA

であり、選元力を消費する。好気条件下で 1'-ー一一ー
曹 ---CoA-SH

Alcaligcn田 eulrophusなど多くの細菌がacetyl-CoA CH3COC白2CO・CoA
から PHBを合成するときの代謝経路は図 3-1の NADPH +H~一一一-.....1

ようになっており、還元力は NADPHにより供給 NAD+"一一-占

される。そして、さらに還元力のもとをたどると、

ベントースリン酸経路での解糖による NADPHの

生成や、あるいは a田tyトCoAをTCAサイクルによ

り分解する際に生成された NADHに由来すると
図 3-1

~えられる。この還元力の供給源治す議論された。

これまでに提案されている還元カの供給機権

CH3CHOHCH2CO-CoA 
A
 
O
 
C
 
叩y
 
u
 
b
 
y
 
x
 

悶AU
 
V
'
 

h
 
3
 

nu 

l
'
H
 

nr 

acetyl-CoAからPHBまでの代謝反応

の概略

には次のようなものがある。

(I)TCAサイクルによる a印刷 CoAの酸化 (Comeauet al.， 1986; Wcn田 1et al.， 1986) 

(2) Enlner-Doudoroff経路(ED経路)または Embdcn-Mcycrhof-Parnas経路(EMP経路)によるグリコーゲ

ンの解糖(Minoel al.，1987; Arun回 al.，1988) 

(3)グリコーゲンの解糖(ベン トースリン酸経路)

(4)グリオキシル酸経路による acetyl-CoAの部分酸化

以下、それぞれの場合について詳しく検討を行っていく。
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什lTCAサイクル

TCAサイクルによる a印刷 CoAの般化では、結局次のように lモルの acctyl-CoAから水ぷ当量と

して 8モJレの還元)]が生成される。また、 lモJレの GDPがリン酸化されて GTPになる。

式 3-3 acetyl-CoA→ 2 C02 + 8(H) + I " 

ここで生じる還元))により PHBが合成されるとすると、9モルの acetyl-CoAから 4主ルの 3HBが

生成されることになる。

式 3-4 9 acctyl-CoA ・43HB+ I " 

従って、酢酸H取の式は次式のようになる。

式 3-5 9 ace回te+8"→ 43HB

すなわち、 9モルの酢酸が摂取されるときに 4モルの 3HBが笹筏され、そして 8モjレの高工ネル

ギーリン量産結合が不足することになる。

しかし、嫌気条件下でτ"CAサイクルにより酢酸から還元)Jを得ることは、実際には般しいと与え
られている。 TCAサイクルにおける還元))の生成は、イソクエン酸が2-オキソグルタ Jレ酸になる反

応 (isocitratedchydrogenasc)、2オキソグJレタjレ酸がsuccinyl-CoAになる反応 (2・oxoglularate

dehydrogenasc)、コハク駿が77ル酸になる反応 (succinatedehydrogenase)、そしてリンゴ般がオキ

サロ酢酸になる反応 (malatedehydrogcnasc)の4カ所である。これらの反応のうち、 3カ所 (is配 Itratc

dehydrogenasc、2・oxoglutaratedehydrogenasc、malatedehydrogenase)では、基質の般化反応にともなっ

てNADが還元されて NADH，となる。 NAD.小IADH系のら'は 0.32V、 acct抽出tyト

CoN3-hydroxybutyryl-CoA系の1'.，'は-0.24Vなので、生成された NADHは容易に 3-oxoacyl-CoAを還

元して 3-hydroxyacyl-CoAとすることによりもとの NADにもとる(あるいは、 NADHがいったん

NADPに還;[;力を移し、 NADPHが 3-oxoacyl-CoAを還元するのかもしれない)。しかし、 succJsate

dehydrogenaseがコハク酸をフマル酸にする反氏、では、フマル酸/コハク酸系の町が0.03Vであるた

め、NADを還元することができない。タンパク質結合型の F，岨については FAD-protei n/FAD H-protein 

系の1'.，'が約ー0.06Vなので、 NADではなくタンパク貿結合の FI叩が補囚了として働く。自主化j!g元f.t

{立から凡て、巡j亡された FADHが a閣 oacetyl-CoAを還ヌじする反応は通常の条件ではill:みそうにない。

なお、 Bordacsら(1987)は放射性炭素で標品された酢酸の嫌気的筏取課程にl刻する実験を行ってい
る。彼らの結果によると、嫌気条件 Fでは二民主化炭ぷ中に放射能があらわれない。これは、 TCAサ

イクルが嫌気的酢酸摂取の際に働かなかったためだと解釈できるだろう。

m グリコーゲンの解結(由経路、または EMP絡協)
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Minoらは酢酸の嫌気的摂取の際に汚泥中の多糖類が

顕著に消費されることを発見し、還元)Jはグリコーゲン

の解糖により供給されるという説を発点した。そして解

6a田late

iATP 

糖系として EMP経路を仮定し、また酢自主娯収に必咲なエ I6ADP 

6acetyl-CoA ネルギーを lモル司P/モル酢酸と仮定して、凶 3・2にし

めすような代謝モデルを発表した。このモデルでは、結

ιj式 3-6に示すように、 6モルの酢般が.li{取されるとき、

1モlレのグリコーゲンが消費され、 4モルの 3HBが生成

され。また、解糖における基質レベルのリン酸化の寄与

で、高エネルギーリン酸結合の不足は 3となる。足りな

いエネルギーはポリリン酸の加水分解により供給される。

ト一一τ..43HB 

Zナ川町
T 3AOP 

問山)，--4--間耐}作 3仰 A

式 3-6 6a四回te+ (C.H '00，)， + 3 -P→ 4311B +(C.H ，oO，)~， 3Pi 

エネルギーの生成量、消費量を依視すれば、式 3-6の

反応式自体は臥，fp経路でも E 経路でも結局同じである。

しかし、由経路より E恥，，-p経路の}jが解糖における All'

図 3-2 酢酸の嫌気的摂取モデル

(Minoモデル)

の生成i立が多いため、エオ、ルギーの収支にはj韮いが出る。解精系として日コ経路がJIJいられる場合
の必質m取の式は次のようになる。

式 3-7 6 acetate + (C.H，.o，)， + 4 J>→ 4 311B + (C，H，oO，)叫

f3)グリコーゲンの解麟[ベントースリン厳鮮酪)

ベントースリン酸経路による解糖は、主として増殖に必要な還元力 (NADPH)を供給することに

あるとされている。嫌気好気条件下では、微生物の地殖はほとんど好気条件下で起こると与えられ

るので、ベントースリン酸経路が働くのは好気条件下であると予想することもできるが、嫌気条件

下で働かないという保証はないだろう。また、ベントースリン酸経路による解糖で生成される還元

力は、ほとんどNADPHである。このことは、 acetoa印刷 CoAを3-hydroxybutyryl-CoAに還Jじするた

めの還元カがNADPHにより供給されるという知見と一致している。

ベントースリン酸経路では、経路のJIjいかたによ って、次のようにグリコーゲン lモルが部分酸

化されて acctyl-CoAが lモJレ生成される場合とグルコースが全酸化される場合がある。

式 3-8 (C.H ，oO，)，→ (C，H ，.o，)~， + 16(H)+ 1 acetyトCoA+3CO，+2J>

式 3-9 (C， H 附0，)，→ (C.H ，oO，)~， + 24(H) + 6∞2 
それぞれの場合について嫌気的酢酸摂取の式をたてると、次のようになる。

式 3-10 (C，HIOO，)， + 15 a四国e+ 13-P→ 16 ac町 l臼 A+ 16(H) + (C.H ， oO，)~ ， 
→ 8 3HB + (C.H ，.o，)~， 

式 3-11 (C，II，oO，)， + 24 a田 tale+ 24 J> . 24 acctyl-CoA + 24(H)→ 123118 

f4)グリオキシル酸サイクルによる acetvl-CoAの部介酸イド
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もう一つ提案されているモデルは、酢酸の一部がグリオキシル酸サイクルにより酸化されて還元

力を供給するというものである。この場合、結局 2分子の酢酸から l分子のコハク敵と 4分子の還

元力(H)が生成することになる。生成したコハク酸は結局 propionyJ-CoAに変換され、 PHAに組み込

まnる。

2 acetyl-CoA→ 4(H) + succinate 
式 3-12 ↓

propionyl-CoA 

この時の酢酸の摂取は結局次のようになる。

式 3-13 10 a田 tatc+ 10-P→ 6 acetyトCoA+ 2 propionyl-CoA→ 2 3HB + 2 3HV 

すなわち、 10モルの酢酸が摂取されるときに、 2モルの 3HBと2モルの 3HVが蓄積される。

酢酸を基質として好気条件下で生育する菌の多くがグリオキシJレ酸サイクルを出発点として生合

成を行う。嫌気的に酢酸を筏取して PHBを蓄積する菌も、好気条件下では PHBをacetyトCoAに変

換し、グリオキンル酸サイクルにより生合成を行うと考えられる。理論的には嫌気条件下でも進行

しうる代謝であり 、酵素自体も脱リン菌に備わっていても不思議ではないので、あり符ない代謝線

式ではないかもしれない。

以上で述べてきたモデルでの酢酸の摂取量、グリコーゲンの解糖量、 PHAのお積量とその組成、

および不足するエネルギー量を表 3-1に示す。なお、表 3-1において不足するエネルギー(酢般のm
取 蓄積に伴って消費されるエネルギー)は、通常の場合ポリリン酸の加水分解によりまかなわれ

ることになる。

表 3・1酢酸摂取の際の関連代謝物質の理論的化学量論比 (括弧内は酢酸摂取 1モルあたり)

理元力の供給機構 酢蛾摂取量グリコーゲン消費量 PHA蓄積量 PHA'の級車 不足エネルギー量

TCA~t イクル 9 。 4 3Hsのみ 8 

(1) (0) (0.44) (0.89) 

解楕 (EMP経路) 6 4 3HBのみ 3 

(1) (0.17) (0.67) (0.5) 

解糖 (E鴎E路) 6 4 311sのみ 4 

(1) (0.17) (0.67) (0.67) 

解楕
15 8 13 (ベントースリン酸 3HBのみ

経路、部分酸化) (1) (0.07) (0.53) (0.87) 

解糖
24 12 24 (ベントースリン酸 3HBのみ

経路、全酸化) (1) (0.04) (0.5) (1) 
，....‘ 

グリオキシル政経路 10 。 4 等モル量の 10 

(1) (0) (0.4) 3HBと3HV (1) 

3.1.2プロピオン酸の嫌気的摂取モデル

細胞内に取り込んだプロピオン酸を propionylーCoAに変換する反応は、 acetyトCoAsynthetaseによる

場合と CoAtransferaseによる場合が知られている。
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式 3-14

式 3-15

ATP+CoA AMP+PPi 
propionate ~一一・ prop iony l -CoA

acelylCoA synthetase 

pr叩岬山o叩P

CoA 

ac州 CoA_..2一一 acetate

a∞lalC kjna民に相当するような酵ぷ (propionatekinasc)は知られていない。

制 tatesynthet蹴による場合は前述のように高エネルギーリン酸結合が2つ消費されるが、 CoA

t即時fcraseによる場合には lつですむことも有り得る。 3.1.3で述べるように、自t酸の場合と"，]様プロ
ピオン酸 lモルをpropionyl-CoAに変換するために必要なエネルギーは通常 lモル町P/モルプロピオ

ン酸であると考えられる。

J存綴形態や酸化還元バランスからみたプロピオン般の嫌気的摂取機構は、酢酸の場合に比べてさ
らに未解明な部分が多い。 Comeau ら ( 1 987) はプロピオン酸を痕取した汚泥が 3HV を，~;fll してい

たという報告をしたが、プロピオン酸からどのように 3HVが生成されるのか、説明されなかった。

ここで、プロピオン酸から 3HVが生成される経路を与えると、次の二通りがある。

一つめは proplonyトCoA の -~Bが酸化されてて酸化炭~と acetyトCoA となり、 accty l-CoA が

propionyl-CoAと縮合したという可能性である。この場合、次のような反応が行われることになる。

式 3-16 propionyl-CoA→ acetyl-CoA + CO， + 6(H) 

式 3・17 acetyl-CoA + propionyl-CoA + 4(11)→ 3HV 

結局、これらをまとめると次式のように還元力があまってしまう。

式 3-18 2 propionyl-CoA→ 3HV+2(H) 

もう一つの説明は、 acelyl-CoAが解績により供給されるという考え方である。

式 3・19 (C，1I100，)，→ (C，HIOO，l，.， + 2 acetyl-CoA + 8(H) 

この式と式 3-17より、この場合にもやはり還元力が過剰に生成されてしまう。

式 3-20 (C，H，oO，)， + 2 propionyトCoA→ (C，II，oO')'.1+ 2 3HV + 4(H) 

もしも、 propionyl-CoA三分子が総合、還元されて PHAの傍成成分ができるならば、このように

過剰に生じた還元力を消費して細胞内の酸化還冗バランスを保つことができる。
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;)'::名Aは修士ぷ程での研究で、プロピオン酸の嫌気的銭取の結果、汚泥中に 3-ヒドロキシー2ーメチル

271立般 (3H2MV) と3HVの共重合体が:if.綴されるこ

とを発見した (Satohet .1.， 1992)。著おの捻案したプ

ロピオン般の嫌気的鋲取モデルは、 Minoら(1987)によ

る酢酸の嫌気的筏取モデルと非常によく似ている(図

3-3) 0 6モルのプロピオン酸が摂取されるときに、 l

モルのグリコーゲンが消費され、その結果、 6モルの

propionyl-CoAと2モルのa印刷 CoAが中rll!体として生

成する。これらが結合・還元反応を続て、 2モルずつ

の 3HVと3H2MVが生成される。この反応において、

3H2MVは図 3-4に示される反応により生成されると

考えられる。実際に観察された関連代~M物質の化学誌

6propωnate 

iATP 

6ADP 4 propionyl-CoA 
23H2MV 

2.田 tyl-CoA

3ATP 可'I'~争 8(H)

3ADP ノl 田ly~p

} 3ADP 
(C6HlO(為)，4 叶 白州拍ゅ i

3ATP J!It. 
論関係は、このモデルによる予~.と非常によくあって

いた。また、 2位の炭素が標識されたプロピオン需産 相

(2-"Cプロピオン酸)を用いた実験では、蓄般され

た PHAの 3H2MVの 21立および4伎の炭素と 3HVの4 図 3-3 プロピオン酸の嫌気的摂取モデル

{立の決紫だけが標識された。その結果はこのモデルと

矛盾しなかった(図 3-5)。

ケ
ト
ヲ
オ
ラ

l
ゼ
に
よ
る
代
謝

CH3 CH2CO-$CoA ... thlolase _ーーーー一ーーー_.. CH3 CH2CO-thiolase + CoA$H 

O 
CH3CH2CO-lhiolase + :8・ーー一一ーーーーーーーー...... CH3CHCO-thiolase + H:B 

ち o o 
CH3CH2-C-SCoA + CH 3CHCO-thiolase" CH3CH2CO-CH(CH3)Cιthiolase + CoASH 
。+‘・ーーーー司__...

~伎止司F

C同 CH2CO-?H(CH3)叫帥同州 B一一争印3CH2CO-CH2(CH3)CO-thlol醐 +:8-

CH3CH2CO-CH2(CH3)CO-thiolase + CoASHー酔 CH3CH2CO-CH2(CH3)CιSCoA 

2 (H) 斗Jダクトゼ

図 3-4 3H2MVの生成過程 (Claisen縮合型反応を仮定した仮説)

CH3CH2CHOHCH 2(CH3)CO-$CoA 

CI13CH2COOH一一一ーCHJ::H2CO-CoA_____ ρH仁H3

CI13CH2COOH一一一ーCH3CH2CO-CoA.-------- CH3CII2CIICHCO-CoA 

CH3CH2COOH一一一・CH3CII2CO-CoA-で，.__ pllCll3 

C印H3CH肋2C叩C∞O∞O叩H一- C印H幻口訓112C叩C∞O一C白。A ~ Cα印H3C泊剖Cα叩H出4七2泊矧Cα印H陀悶ICIIα叩11にICO∞O司ぐCo仙A 
CHJCH2COOH 一一一-CII3CII2CO-CoA九

Cα印H3犯CH胎4セ2C∞O∞OH一一"013幻c叩H2C∞O-C白oAんん'"、 。H
\./""ー~ CH3CH2CHCII2CO-CoA 

(C6H崎 市 ノて

トく 22工〉→ C>H /' CII3CH2CHCH2CO-CoA 
CH3CO-CoA /' 一一一一ー

(C6HIO05)n-， 

図 3-5 [2-13C]プロピオン厳を用いた標識実験の結集。3HVの 1位と 2位の炭素が解糖由来だと考

える と説明できる。
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この代謝機備の真偽はともかく、 .f1i磁される PHAに3H2MVという新しい併成明位が合まれるの
は確かである。そこで、3H2MVの存イ玉を考慮しつつ、酢酸の場合と問機にプロピオン酸の筏取機併

を考えていく。

プロピオン酸の場合、 PHA生成のための還元力の供給機構は次のものが考えられる。

(1 )propionyl-CoAをacelyトCoAにまで酸化。

(2)(1)で生成された acclyl-CoAをさらに TCAサイクル、またはグリオキシル骸経路で般化。

(3)EMP経路、または 由 経路によるグリコーゲンの解糖。

(4)ベントースリン貫主経路によるグリコーゲンの解糖。

以下に、それぞれの可能性について議請を行う。

illm"Ooionvl-CoAを配etvl-CoAにまで酸什して波i:JH-得る場合

この場合には、式 3-16、式 3-17に次の反応、式を組み合わせればよい。

式 3-21 2 propionyl-CoA + 2(H) • 3H2MV 

このとき、全体の反応式は次のようになる。

式 3-22 6 propionale + 6-P→ 5 propionyl-CoA + 1 accly1-CoA + 6(H) • 1 311V + 2 3112MV 

[2)(1】で生成された acelvl-CoAをさらに TCAサイクルまたはグリオキシル酸絡協で階作する減作

この場合、生成された a田lyl-CoA がすべて二酸化炭素となるか、あるいはコハク自主経由で

propionyl-CoAに戻されることになる。

TCAサイクJレが働く場合は次のようになる。

式 3-23 propionyl-CoA → a印刷ーCoA+6(H)→ 2 CO， + 14(H) +-P 

従って、プロピオン酸から PHAが生成されるまでは次のようになる。

式 3-24 15 propionale + (15C -l)-P→ 73H2MV 

-Jj、グリオキシJレ酸経路が働く場合は次のように辺元力が生成される。

式 3-25 2 propionyトCoA→ 2acelyトCoA+ 12(11)→ 1 succinyl-CoA + 14(H) -1 -P 

→ 1 propionyl-CoA + 14(11)ー1-P 

従って、プロピオン酸から PHAが生成されるまでは次式のようになる。

式 3-26 15 pr叩】onale+ 16-P→ 73H2MV 

これら二つの還元;)の供給機構を比べた場合、エネルギー的にみればTCAサイクルのJjが有利だ

が、 TCAサイクルに関しては酢酸の項で議論したとおり 、succinalCdehydrogenaseの再生が問題であ

る。また、いずれの供給機構がとられる場合でも、恐らく生成される acetyトCoAの全てがさらに酸

化分解されるのではなく、一部は prop，onyトCoAと総合して 3HVになると思われる。

mEMP鮮路またはED経路によるグリコーゲンの解糖

この場合は図 3-3に示したような代謝が行われることになる。

式 3-27 6 propionale + (C，HlOu，)o + 3 -P→ 2 3HV + 2 3H2MV + (C，H，ou，)o' (EMP経路の場合)
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式 3-28 6 propion山+(C，H，oO，)， + 4-P→ 2 3HV + 2 3H2MV + (C，H，oO，)" (由経路の場合)

(4)ベントースリン酸絡協による解糖

ベントースリン酸経路により還元力が供給される場合は、酢酸の場合と同様に考えることができ

る。

式 3-29 (C，H '00，)， + 15 propionale + 13 l' 
→ 15 propiony卜CoA+ 1 acelyl-CoA + 16(H) + (C，HIOO，)，_， 
→ 1 3HV + 7 3H2MV + (C，H '00，)" (グリコーゲンが部分酸化される場合)

式 3・30 (C，H '00，)， + 24 propionale + 24 l'→ 24 propionyl-CoA + 24(H) + (C，II，oO，)" 
→ 12 3H2MV + (C，H ，.0，).， (グリコーゲンが全酸化される場合)

以上の考察をまとめると、表 3-2のようになる。表 3-2中の不足エネルギー量は、通常はポリリン

酸の加水分解によりまかなわれることになる。

表 3-2 プロピオン酸摂取の際の関連代謝物質の理論的化学量論比(括弧内はプ口ピオン酸摂取 1

モルあたり)

量元}Jの供給機情 プロ領ピ取オ量ン惜グリコーグ-ノ消賢量 pI-IA'H質量 31P4PVMの3H縦2iM成V 不起エネルギー量

propionyl-CoA→ 6 。 3 1 :2 6 
acetyl-CoA (1) (9) (9与} (1) 

proplOnyトCoA-. 
15 7 14 

且民tyl-COA→ (0) 3H2MVのみ
TCAサイクル (1) (0.47) (0_93) 

propionyl-(ご'oA→
16 

品目 tyl-CoA- (1) (0) (0，47) 3H2MVのみ
グリオキシル醍経路 (1.07) 

解鯖 (EM時圭路) 6 4 1:1 3 

。) (~， _17) (0_67) (9~) 

解槍 (E国王路) 6 4 
1:1 

4 

(1) (0，17) (0，67) (0_67) 

角!l徳
24 12 13 (ペントースリン醒 1:7 

桂冊、部分係変化) (1) (0_04) (0，5) (0_87) 

角帯鱗
24 12 24 (ベントースリン瞳 3112MVのみ

経路、全酸化) (1) (0，04) (0.5) (1) 

3_1.3各代謝モデルの比較

酢酸、プロピオン酸、ともにいくつかの還元カの供給源が考えられた。それぞれの場合で共通な

のは、品1p経路、 ED経路、またはベントースリン酸経路による解糖により還元力が供給される場

合である。また、酢酸については TCAサイクルによる酸化分解やグリオキシル酸経路による部分酸

化の可能性が、そして、プロピオン酸に関しては酸化して配etyl-CoAとして代謝する経路が考えら

れた。プロピオン酸から生成した ac回yl-CoAは、 TCAサイクルやグリオキシル酸経路でさらに代謝

されるという可能性もなくはないが、恐らくその前に propionyl-CoAと縮合されて PHAに変換され

るであろう。
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これら還元力供給機備の
つ 表 3-3、ち、もっとも融通がきくの

は解糠による還元力供給機

酢酸、およびプ口ピオン酸摂取時の関連代謝物質の変化量

(面下政・プロピオン酸摂取 1モルあたり)

併だろう。酢敵摂取のために Carobohydr:ncs PHA Composltion of the Phosphat。
必要な還元力をグリオキシ Sub~trall! : 

Co首umed Acculllulalcd accumulatcd PHA Rclcased: 
Source 

ル置を経路に頼っている細菌

が仮に存在するとすると、そ

のような釧l車はプロピオン

般の奴取はできないか、また

は、 propionyl-CoA を

a田tyトCoAに般化する代謝系

を持っていなければならな

い。逆に、プロピオン酸の摂

取のための還元力を

proplOnyトCoAのa印刷 CoAへ

の酸化に頼っている細菌が

存症するとすると、そのよう

な細菌は酢酸侠取の時の還

元)Jの供給法に問題が生じ

てしまう。一方、還元力を解

HAc 0.30 

HAc 0.20 

HAc 0.31 

HAc' 0.02 

HAc 0予a

HAo 0.33 

UAc 0.20 

HAc 

H'" 0.13 

H'" 0.25 

HP守 0.18 

mmoll n1Tnol substr:lle uptake 

0.65 

0曲

0.67 

88%3HB.IO% 
3HV 

3HB 

46% 3HV，48'Jも
3H2MV 

frornArunct aI 
0.58 
:(1弼8)

frornA刊 neta!
0.78 
。(19881
(rom ArUn t'1 al 

0.58 
(19881 

針。mArunet<l1
0.42 
(!9881 

fromMmoω.1 
0.78 
(19871 

fromMmoctal 
0.29 
。(1987)

iromSalohcl.t1 
0.87 
(1992) 

from Smolder~ CI aJ 0.5 、 5 :内司_.- ..-:(19911 

from Arunel al 
1.21 ::'，'; 
。(19891

fromArulI巴'"
J.14 
(19891 
(rOIl¥ Satoh el 31 

0.98 内向 、
VdV  :(19921 

槍により供給する}j法なら、酢酸の場合にもプロピオン酸の場合にも対応できる。こうしたことか

ら、還元力の供給源としてグリコーゲンの解糖が重要なことが予惣できる。

表 3-3に既往の文献にあった酢酸およびプロピオン酸摂取時の関連代謝物質の変化量をまとめた。

ほとんどの報告で、酢酸、またはプロピオン酸の筏取に伴って顕著な量の解糠が起きたことが確認、

できる。

3.1.1および3.1.2で議論したように、酢酸・プロピオン酸の摂取代謝モデルにおいて)J;質摂取 lモ

ルあたりの解糖誌が一番大きいのは、グリコーゲンの EMP経路または印経路による解糖の場合で

ある。この時、基質摂取 lモルあたり 0.17モルである。表 3・3の実測値のほとんどがこの仰に非常

に近い伯、またはそれ以上になったということから、 EMP経路または ED経路による解精が酢般・

プロピオン酸の摂取の際の還元力のもっとも主要な供給源だと判断できる。また、プロピオン般の

嫌気的摂取について著者が得た結果は、消費された汚泥内炭水化物の量の他誌筏された PHAの組成

についても図 3-3に示したモデルと非常に近い結果であった。このことも、グリコーゲンの EMP経

路または由経路による解糖が主要な還元)Jの供給源になっていることを示している。

-)旬、酢厳またはプロピオン酸を acetyl-CoAまたは proplOnyトCoAに変換するために必要なエネル

ギー盆は、酢厳 プロピオン酸の摂取に伴って放出されるリン厳の量から判断できる。 FMP経路、

または ED経路によるグリコーゲンの解糖により還Jf;力が供給される場合に不足する高エネルギー

リン酸結合の量は、表 3-1および表 3・2に示した。それによると細胞内に取り込んだ酢酸・プロピオ

ン殿を ac回yl-CoA、propinyl-CoAに変換するために必要な高エネルギーリン酸結合が 1モル-p/モル

の場合(蹴阻tekinaseとphosphotran印刷ylase、およびCoAtransfer蹴が関与する場合)は 0.5モル以

ヒ高エネルギーリン酸結合が不足するはずである。不足した高エネルギ}リン酸結合はポリリン酸

の加水分解によりまかなわれるので0.5モル以上のリン酸が上澄水に放出されるはずである。一方、

2モルーP/モルの場合 (a印刷ーCoAsyn出国国cが関与する場合)に不足する高エネルギーリン酸結合

のi立を計算すると、基質摂取 lモJレあたり 1.5モル以上となる。つまり、この場合1.5モル以上のリ
ン酸が上澄水に放出されるはずである。-J<3-3で実際に報告された結果と比べると、実測されたリ
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ン酸の放出ii1はほとんどの場合1.5モル以下であった。このことから、酢酸、プロピオン酸を

a国 tyl-CoA、propionyl-CoAに変換するために必要な高エネルギーリン酸結合が lモルーP/モルであ

ると判断できる。

なお、放出されるリン酸のIIIからグリコーゲンの解秘において日zy経路、 ED経路のどちらが関

与しているか、放出されるリン酸の量から判断できる可能性もなくはないが、ここであげられてい

るデータから EMP経路か由経路のどちらの解糖系が働いているのか判断するのは難しい。

3.2乳酸、ピルビン酸、リンゴ酸、コハク酸、およびグルコースの摂取機構

この節では前節で議論した酢酸およびプロピオン酸の嫌気的摂取モデルをもとに、そのモデルを

改良することにより、乳酸、ヒ.ルピン際、リンゴ隊、コハク酸、及びグルコースの奴取機構を説明

することを試みる。

前節で議論したように、酢酸、およびプロピオン殻の摂取の場合にはグリコーゲンの解糖により

還元力が供給されることはほぼ確実である。一方、ここでぷ諭する物質のうち、乳酸ゃピJレピン酸、

グルコースの場合は acetyl-CoAを経て PHAに変換されると考えると、それだけでは還元力が過剰に

なってしまう。これまでに知られている嫌気性発防ーでは過剰に生成された還元)Jのはけuとして、
乳酸の生成、アルコールの生成、f1li発性脂肪酸の生成といった代謝が行われる。しかし、これでは

発酵生成物を細胞外に排出してしまうので、嫌気条件の後に好気条件が続く嫌気好気式活性汚泥法

では大切なエネルギー源を無駄にし

てしまうことになる(図 3-6)。そこ

で、本章の目頭で述べたように、余剰 刊・I

の還元カをプロピオン酸発鮮により ;::: 

処理し、生成した propionyl-CoAをプ 価動

ロピオン酸にしないで PHAとして苔

積するようにすれば、そのような無駄

を避けることができる。そこで、ここ

では余剰の還元力を吸収するために

プロピオン酸発酵の経路が働くと仮 22
定をして以下の議論を行っていく。 刊聞

なお、以下で述べる議論では、本来、川恥

プロピオンE量発携を行う細菌と PHA
を蓄積する細菌が|司ーではないとい

う可能性も考慮しておかなければい

けない。プロピオン酸発酵菌と PHA

蓄積菌の共存の可能性については 4市

であらためて議論する。
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蝿質的有掴物侵取の場合

図 3-6 発醇と嫌気的有機物摂取の比較

3.2.1プロピオン酸発酵の経路

プロピオン酸発防の経路として、大きく分けて二つが知られている。すなわち、コハク酸・プロ

ピオン酸経路とアクリル酸経路である。いずれも乳酸やピルピン酸が出発物質となる。

コハク酸・プロピオン酸発酵(図 3-7)では、乳酸が酸化されてピルビン酸となり、炭酸付加lさ

れてオキサロ酢酸となる。 TCAサイクルを逆行して 7<)レ酸となり、さらにコハク酸、

methylmaJonyl-CoAなどを経て propionyl-CoAが生成される。この反応は還元)Jを消費する反応であ

る。そこで、酸化還元収支をあわせるために、一部のピルピン般が酸化的に脱炭酸されて a凶 yl-CoA

となる。これまで知られているプロピオン酸発酵では、蹴tyl-CoAとpropionyトCoAは加水分解され
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てそれぞれ酢酸、プロピオン酸となり細胞外に排出される。しかし、嫌気的-ff機物摂取においては

acctyl-CoAや propionyl-CoAは締合、還元、重合されて PHAとして細胞内に訴獄されると考えられる。

エネルギーは 77ル取がコハク厳に変換される反応のエネルギーを利用した敵化的リン酸化と、

acclyl-CoAが酢般になる反応と共役した基質レベルのリン酸化により生成される。乳酸が出発物質の

場合のコハク酸・プロピオン酸経路の反応は結局次のようになる。

式 3-31 3 laclalc • 2 propionate + 1 a問団le+3"1' (プロピオン酸 コハク酸経路の場合)

一方アクリル固ま経路(図 3・8)では、 1L酸がlaclyl-CoAとなり、脱水されて acrylyl-CoAとなる，

そして、さらに水素が付加されて proplOny卜CoAとなる。コハク酸 プロピオン酸経路と同様、酸化

還元収支をあわせるために一部の乳酸が酸化されてピルピン放を経て acclyトCo八となる。エネルギ

ーの生成は acclyl-CoAが酢酸に加水分解される反応に共役した基質レベルのリン酸化反応において

のみ行われる。そのため、乳酸を出発物質としたアクリル駿経路によるプロピオン酸発博は次式の

ように要約される。

式 3-32 3 lactate→ 2 propionate + 1 ac回31e+l"1' (アクリル酸の場合)

GOltschalk( 1986)によれば、これら一二通りの経路のうち、アクリル酸経路は比較的限られた細菌だ

けが行う (Clostr凶 umproplOlJlcumや PeptoslreptococcuseIsdenii)のに対し、ほとんどのプロピオン

酸発酵細菌はコハク酸・プロピオン酸経路でプロピオン酸発酵を行うとされる。そこで、アクリル

酸経路が用いられる可能性については否定できないが、コハク酸 プロピオン酸経路により

propionyl-CoAが生成される場合について詳しく代議機構を検dしていく 。

proplOnate lactate 

/一一一一、......I laClale dehydrogenase k 
(1  1'--2H 
prop叩nyl-CoA pyruvale ------..-;;-ー--acetyl-CoA

1 r -r--- ハ ー l 一、 " =-ADP 
1 +ιー一一一一.biotin-C02一一一~I 、 ド戸I (5五示丙示i;i p ;;;:…孟忌11". 211 にI (Sf-methylmalonyl-4ごoApyruvale transcarboxjlase ..... I "-

L '-~に二二二二-ι一 i)i';ぷぷ11川Jß忌二二二;二斗;二斗;ヰc- r---ATP 

~ (S)-イ刊m附n

苫 T me由ylma叫山lonyl-CoA
'" I !: I ra.cem回ε

言 (R)-me向 Imalonyl-CoA

i 1…me (R)-methylmaJonyl-
JCoA mutase 

oxaloacetatc 
1_ NADII +11+ 

malate r 
dehydrogena~e J"--.-N A D + 

I succinyトCoA ロ1alale

fumarase l 
1'-・.1120211 ;一

suc羽田崎 ?-fumarate 〆f 、¥

ATP ADP + Pi 

fumarale reduclase 

図 3-7 コハク酸・プロピオン酸経路によるプロピオン駿発酵 (Gottschalk、1978より)
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アクリル酸経路によるプ口ピオン酸発醇 (Gottschalk、1978より)

図 3-7にしめしたコハク酸・プロピオン酸経路は一つの例であり、用いられる陣表や出発物質に

よりいくつかのバリエーションがある。出発物質がグルコースの場合、オキサロ酢酸がホスホエノ

ールピルピン酸から l直接つくられる場合とピルビン酸を経由しでつくられる場合がある。また、

mClhylmalonyl-CoAの脱炭酸が常にピルビン酸のカルポキシル化と共役するわけではなく、その場合

は(S)-methylmalonyl・CoA-pyruvaletranscarboxylaseではな く(R)ー開山ylmalonyl-CoAdecarboxyl蹴が働く。

こうした点についてもう少し詳しくみていく。

ピルビン酸からのオキサロ酢般の生成に関与する静素は (S)-methylmalonyl-CoA-pyruvale

岡田carboxylaseの他に、 pyruvatec町boxyl田cが知られている(式 3-33)。この反応はエネルギーを

消費する反応で、 pyruvalecarboxylaseによりオキサロ酢酸が生成する場合は ATPが消費される。し

かし、 (S)ーmelhylmalonyl-CoA-pyruvalelran配aめoxyla民が関与する場合は反応を進めるために必要なエ

ネルギーがピJレピン般のカルボキシJレ化と同時に起こる(S)ー町出加alonyl-CoAの脱炭酸により供給

される。つまり、 (S)-mcthylmalonyl-CoA-pyruva胞団nscarboxyJa悼を利用 した力ーがエネルギーの節約に

なる。

図 3-8

C02 
ATP ADP+Pi 

pyruvale戸沼令官 oxaloacetate
式 3-33

C02 
Pi PPi 

phosphoenolypyruvaleムー乙ー oxaloa印刷
ph回phocnoJpyruvate
carboxytransphosphorylase 

式 3-34

一方、グルコースやグリコーゲンが出発物質となっている場合は、オキサロ酢酸がピルビン酸か

ら生成される場合とホスホエノーlレピJレピン酸から生成される場合(式 3-34)の二通りが考えられ

る。ホスホエノールピルピン酸からオキサロ酢酸が生成される際のエネルギー収支であるが、ピル

ビン酸経由でかつ(S)-mcthylmalonyl-CoApyruvalc transcarboxylascが関与する場合は反応 Iモルあた

り1モルの ATPが生成される。また、ピルビン酸経由の場合であっても pyruva恒C町boxyl国Cにより

オキサロ酢酸が生成される場合、およびホスホエノールピルピン酸から式 3-34のように直媛オキサ

ロ酢酸が生成される場合はエネルギ一生成は行われないことになる。ただし、 (S)-mclhylmalonyl-CoA

の脱炭酸と共役してホスホエノールヒ.ルピン酸のカルポキシル化を行う酵素がもしも存在すれば、
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その勝点反応により基質レベルのリン酸化が行われるのではないだろうか。

一方、 mClhylmalonyl-CoAの脱炭酸を行う酵ぶには、 (S)苧melhylmalonyl-CoA-pyruvalclranscarboxylase 

の他に(R)ーme出ylmalonyl-CoAdccarboxylaseが知られている。この酵素は(R)ーmelhylmalonyl-CoAから脱

炭僚を行う。この師事ぷが関与する場合、ピルピン酸やホスホエノーJレピJレピン酸からオキサロ酢酸

を生成するためには必然的にエネルギーを投入しなければならなくなる。

C02 

式日悶5 (R川

{R)-me引thy列Imal胎。nyl-CoAdccarboxylase 

なお、コハク酸・プロピオン酸発醇系の酵表のうち、町内Imalonyl-CoAmul国cはピタミン Bt2に

依存する。また、 (S)ーmelhylmalonyl-CoApyruvalc tr回田町加xyl出Cと(R)-mcthylmalonyl-CoAdccarboxylasc 

はピオチン要求性である。

3.2.2乳酸、ピルビン酸、リンゴ酸、コハク酸、およびグルコースの嫌気的摂取時に醤積さ

れる PHAの組成および物質収支

コハク酸・プロピオン酸発酵ので生成された propionyl-CoAを、プロピオン酸として細胞外に排出

してしまうのでなく、 PHAに変換して細胞内に貯蔵するようにすれば、大切な炭点i)，I!を失うことな
く細胞内の過剰な還元)Jを消費することができる。

ここでは PHAの誌積とコハク酸‘プロピオン酸発酵に基づいて、乳酸、ピルビン酸、リンゴ酸、

コハク酸、およびグルコースの代謝について、一つ一つ検討していく。

なお、この節では lモルのヒ:iレピン酸から lモルのオキサロ酢酸を生成する際に消費される高エ

ネJレギーリン酸結合の量を kで表すことにする。 kは0または lである。

全L1嘩2墨金
乳酸は、次のようにして a出 yトCoAに変換される。

2(H) 2(H) 

式 Mlactate-ム pyruvate_j_争 acelyトCoA
このようにして生じた acetyl-CoAが PHAに変換されるとすると、 次のように遠忌)J;が過剰にな

ってしまう。

式 3-37 lactale • acelyl-CoA +4(H) 

式 3-38 2 acetyl-CoA + 2(H)→ 3HB 

式 3-39 2 lactale→ 31m + 6(H) 

過剰な還元力を相殺するためには、生成したピルピン酸の一部が3.2.1で議論したようなコハク

酸ープロピオン酸発醇のようにして propionyl-CoAになると考えればよい。

式 3-40 lactalc + 2(11) + k下→ propionyl-CoA

従って、式 3-37および式 3-40により等モlレ去の a印 lyトCoAとpropionyl-CoAが生成され、それら

が縮令還元されて PHAになるとすると、次式のようにちょうと'酸化還厄バランスが成り立つこと



式 3-41 2 lactate + k -P → 1 acctyl-CoA + 1 propionyl-CoA + 2(H) ・31lV

すなわち、 2モJレの乳酸を筏取し PHAに変換するために必要なエネルギーは 0-1モル、干1imさ
れる PHAは l モルで、その主成分は 3HV である。ただし、 h~終生成物を 3HV としたが、本軍のu

~Jiでも述べたように、これはあくまで主として生成される併成成分であり、副生成物として 3HB 、
3H2MB、3H2MVが少量生成される可能性はある。

なお、この場合、酢酸ープロピオン僚の場合と異なり解糖が関与する必然性はない。しかし、解

槍が仮に起きるとすると、後で述べる 3HV発酵のようなグリコーゲンの代謝が重なって起きている

と考えることができる。この場合、 PHAに変換さるれ a凶 yl-CoAとpropionyl-CoAの比率が、 3HV

発醇によるグリコーゲンの代謝でも式 3-41によ る乳酸の代謝でも 1:1になるので、乳酸摂取の場合

には蓄積される PHAの組成は解糖の有盤に関わらず 1:1になると考えられる。

一方、物質収支であるが、 1モlレの乳酸からは a印刷ーCoAとpropionyl-CoAあわせて lモル、lモ

ルのグルコシルユニットの解糖からは a印刷ーCoAとpropionyl-CoAあわせて 2モルが生成するので、

次のような関係が成立するはずである。

(生成されたacyl-Co山)

式 3-42 (消費されたacyl-CoA)

(t.lactale) + 2 (且gly∞gcn)

2 (L¥PHA) 

ここで、(，c，laClate)は娘取された乳酸のモル量、(ムglycogen)は解糖されたグリコーゲンのモル量、

(，c，PHA)は蓄積された PHAのそル誌である。

B1 ピルビン酸の場合

ピルピン酸の場合、次のようにして a∞tyト.CoAおよびproplOnヴトCoAとなる。

式 3-43 pyruvate→ acetyl-CoA + 2(H) 

式 3-44 pyruvate + 4(H) + k "→ propionyl-CoA 
一方、 PHAがacyl-CoAから生成されるときの式は

式 3-45 2 acyl-CoA + 2(H)→ PI-IA 

式 3-43X5 +式 3-44+式 3-45X 3より次の式を得る。

式 3-46 6 pyruvate + k -P→ 5 acetyl-CoA + I propionyl-CoA + 6(H)→ 23HB + 13HV 

ただし、ここでも式 3-46の右辺で生成される PHAの組成は剛生成物として 3H2MBや 3H2MVを

少量含む可能性がある。式 3-46によると、 acety卜CoAとpropionyl-CoAの比は5:1すなわち 1: 0.2 

となる。また、ピJレピン酸6モルを摂取するためには 0-1モルの高エネルギーリン酸結合が消貸さ

れる。

解糖が同時に起きる場合には、解糖は 3.3節で述べるのように等モJレ量の配国yl-CoAと

propionyl-CoAを生じて PHAに変換されるので、 acetyl-CoAとpropiony I-CoAの比率がかわってくる。

lモルのピルビン酸が摂取されるときに xモルのグリコーゲンが解糖されるとすると、 acetyl-CoAと

propionyl-CoAの比率は次のようになる。

式 3-47 acetyl-CoA: propionyl-CoA = (5/6 + x) : (1/6 + x) 

物質収支 (acyl-CoAの収支)は式 3-42により計算すればよい。
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C) リンゴ酸の場合

リンゴ酸は、フタル酸、コハク酸、 succinyl-CoAを経て propionyl-Co占となる。その時の酸化還元

反応は次のようである。

式 3-48 malate + 2(H)→ proplOny卜CoA

そこで、リンゴ酸が次のようにして PHAになるとすると、還元))が不足してしまう。

式 3-49 2 malate→ 2 propionyl-CoA -4(H)→ 3H2MV -6(11) 

この還元カが解糖により供給されるとすると、

式 3-50 (C，I-I '00，)"→ (C6HI005)叫+2 acetyl-CoA + 8(1-1) 

式 3-45、式 3-48、および式 3-50より

式 3-51 2 malate + (C，HIOO，)"→ 2 propionyl-CoA + 2 acelyトCoA+ 4(1-1) + (C6H 1005)" ， 
→ 2 3HV + (C61-1 1 005)川

この式によると、 2モルのリンゴ酸を祭取するときにグリコーゲンがlモル消費され、 2モルの

PHAが蓄積されることになる。また、蓄筏される PHAの成分は 3HV主体となるはずである。ここ

でも、蓄積される PHAは、 3HVの他に、百IJ成物として 31-1目、 3H2MB、3HVを含むはずである。

還元力の生成経路としてもう つ考えられるのは、リンゴ酸の一部がヒ・ルピン酸を経て acetyトCoA

となる場合である。図 3-9にはリンゴ酸が還元されると同時に脱炭酸されてピルピン酸となる場合

と、オキサロ酢酸を経てピルビン酸となる場合、および糖新生の時に用いられる phosph田 nolpyruvate

carboxykinaseによりオキサロ酢酸がいったんホスホエノールピルピン酸を経てピルビン酸になるよ

うな経路を示した。この時の反応は次のように表される。

式 3-52 malate→ a田 tyl-CoA+ 4(H) 

いずれにせよ、この場合リンコ後の一部は還元されてコハク酸を絞て propionyl-CoAとなり、残り

は酸化されてピルビン酸を経て acctyl-CoAとなる。従って、式 3-45、式 3-48、式 3-52より次の式

が得られる。また、この反応は全体としてみると高エネルギーリン酸結合の生成や消焚は伴わない。

式 3-53 2 malate→ 1 acetyl-CoA + 1 propionyl-CoA + 2(H)→ 13HV 

解糖が起きている場合でも、グリコーゲンからは 3.3で述べるように等モル量の acelyl-CoAと

propionyl-CoAが生成されるので、 PHAに変換される a田tyl-CoAとpropionyl-CoAの比は lのはずで

ある。また、 acyl-CoAの収支は乳酸、ピルビン酸と同じく式 3-42のようになるはずである。

m山 .d除lIydr，怜e臥腿

maJate_ーーー一---.:r+-oxaloacetate 
向 ph併問 p，，"叫 I '" 司2問 | 
=加尾ykin蹴 ATP_I 、、 1 

刊 m.1を・，郎剖。泌Cllue

ADP+印，-1叫師、 C04decarbmyJue
， 2(11)+α"司、.

phosphoenolpyruvateマ~P)目 vate
ADP‘ATP 1 
2(出回2・町押W 出企hy，"噌町

acetyl-CoA 

図 3-9 リンゴ酸からのおetyトCoAの生成経路
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D) コハフ酸の場合

コハク酸の場合、乳酸、ピルピン酸、リンゴ酸に比べて代謝経路を予怨するのが簡単である。コ

ハク酸はコハク殻プロピオン酸発貯によりプロピオン酸または propionyl-CoAか生成されるときの

中間体である。コハク酸は slIccinyl-CoA、malonyl-CoAなどを経て、結局脱炭Rまされて propionyl-CoA
を生じる。この反応は酸化ー還元を伴わない反応である。

式 3・54 succinate + 1 -P→ succinyl-CoA→ propionyl-CoA 

前述のように中間体として生成される(R)ィnethylmalonyl-CoAから propionyl-CoAまでの代謝経路は

2通りが知られている。一つは racem酪eにより(S)-methylmalonyl-CoAを経て、 (S)ーmethylmalonyl-CoA

pyruvate transcarboxylaseが(S)ーmcthylmaJonyl-CoAの CO，をヒ')レピン般に渡すことにより

propionyl-CoAとなる経路である。この反応では、同時にピルピン酸に CO，をイり川されてオキサロ俳

酸となる。一方、もう一つの経路は(R)-methylmalonyl-CoAが(R)-methylmalonyl-CoAdeca巾oxylascによ

り脱炭酸されて propionyl-CoAとなる経路である。コハク般のm取においてはピルビン酸のカルボキ
シル化と共役することはないので、 (S)-methylmaJonyl一CoA-pyruvate剛 S町 oxyl蹴ではなく

(R)-methylmalonyl-CoA decarboxylaseが働くことになる。

一方、コハク酸は酸化されてフマル殿、リンゴ酸を経て、凶 3-9のようにして acetyl-CoAとなる

場合も考えられなくはない。しかし、この場合 3.1.1で議論したように succinaledchydrogcn回cが般

化型に戻る機構を説明することが難しい。そこで、ここでは当面コハク酸から acctyl-CoAが生成さ

れる可能性はないものと考えて解析を進める。

コハク僚が式 3・54に従って propionyl-CoAになるとすると、コハク般の嫌気的m取における骸化
還元バランスおよび物質収支はプロピオン酸の場合と問機にJd'えることができる。すなわち、解槍

が還元力の供給のためだけに行われる場合、 3.1.2節で;論じたプロピオン駿の桜取と問じような式が

成り立つ。

式 3-55 6 succinate + (C6H 100，)， + (3 or 4) -P→ 6 propionyl-CoA + 2 acelyl-CoA + 8(11) + (C6H I00，)~， 
→ 2 3H2MV + 2 3HV + (C6HI00，)叫

すなわち、物質収支に関しては乳酸、ピルビン酸、リンゴ敵の場合と同様式 3-42が成り立ち、 PHA

に変換される acetyl-CoAとpropionyl-CoAの比は 1:3となる。そして、娘取されたコハク酸の量と解

糖されるグリコーゲンの歪の比は 6:1(=1:0.167)となる。消費される高エネルギーリン酸結合の

量は、コハク酸m取 lモルあたり解糖がEMP経路場合は 3モル、由経路の場合は4モルとなる。
解糖が過剰に行われる場合、還元力が過剰になるので、解糠により生成されたピルビン酸(また

はホスホエノーJレピルビン酸)の一部が還元されて prop.onyトCoAになると.JG-えられる。過剰に解糖

されたグリコーゲンの代謝はあとで述べる図 3-12のようになり、 lモルのグリコーゲンの解糖で l

モルの a印刷ーCoAとlモルの prop.onyトCoAが生成されると考えられる。そこで、この場合の

acetyl-CoAとpropJOny卜CoAの比は次のようにして求められる。

式 3-56のようにして蹴tyl-CoAだけに変換されるグリコーゲンの蛍は、既に議論したようにコハ

ク酸摂取 lモルあたり 116モルである。

式 3-56 (C6H.oO，)，→ (C6H .oO，)~. + 2 acetyl-白 A+8(H)

一方、 3.3節で述べるようにして等モル量の prop旧nyl-CoAと配etyl-CoAに変換されるグリコーゲ

ンの量をコハク酸摂取 lモJレあたり bモルとする。

この時、コハク酸奴取 lモルあたり生成される a印刷ーCoAの置は 113+ bモル、そしてpropionyl-CoA

の量は I+bモルである。すなわち
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propiony卜CoA 1 +b 
式 3-57 --"ニιニヱムニニム=一一ーー

acetyl-CoA 1/3 + b 

ここで、 b の他は、実際に i~U定されたコハク酸 l モルあたりの汚泥中炭水化物の減少置か ら 1 /6 を

引くことにより得られる。

一万、物質収立に関しては過剰の解:!liーがある場合でも式 3-42が成り立つと考えられる。

E) グルコ スの場合

グルコースの練気的摂取は、凶 3ー10に示すように解給により生成された111m]体(ピルピン僚やホ

スホエノールピルビン自主)の -gllがコハク酸 プロピオン酸発鮮により propiol1yl-Co占に、そして伐

りがa∞tyl-CoAになり、それらが縮合 illJ亡、重合を経て PHAになるとすると説明ができる。以:]3-10 
はEMP経路で解継が行われる場合だが、解糖が回 終的の場合もほぼ州織の代謝が行われる。また

一方、図 3-11に示すようにグルコースがそのままグルコースのポリマーとして茶検される場合もあ

ることも知られている(深瀬ら.1982)。

匝ヨ 巴~ [+2(H)) 

E呂町ph田 h附叫pyruvate-，>-匹 yruvate1ー-，>-11acetyl-CoA 1 
日 ttC 附附y ! サ(Oor-IATP) @[D)-争回

Total salance 
ATP...+lor+2 
(H)...O 

…・捧 11oxaloacetate 1 I1 pro阿剛ーCoA1 

+包B
百五司五日 ー一ー、 11 succinyl-CoA 

ヨ二Lドぽl二三二 (-tATPor-IGTP)

I fumara崎 1-二二二二~l!と三国LJ

図 3-10 グルコースの嫌気的摂取モデル (PHAとして普積される場合。解糖系として EMP経路が

用いられる場合)

A TP ADP UTP PPi 

glucose V~ G6P一一G'Piよ UDPglucose 
トUDP
glycogen 

図 3-11 グルコースの嫌気的摂取モデル (グリコーゲンとして蓄積される場合)

物質収支にl期しては次の式が成り立つ。

(生成されたacyl-CoA) 21(ムglu印日)+(ムglycogen)1

式 3-58 (i由貿されたacyl-CoA) 2 (必'HA)

ここで、(ムgluco田)は摂取されたグルコースの孟、(ムPHA)は芸積された PHAの歪である また、
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(ムglycogen)は解糖されたグリコーゲンのUtであるが、グルコースがグリコーゲンとして菩積される

場合この値が形式上負となる。

一方、般化還元の収支を考えると、.lif積される PHAの組成は 3HVが主体であり、 PHAに変換さ

れる acetyl-CoAとpropionyl-CoAの比は 1:1になるはずである。

エネルギー収支に関しては、解糖が ED経路で行われ、 しかもオキサロ酢固まの生成が

(S)-methylmalonyl-Coんpyruvatctranscarboxylascにより行われなかったとしても、高エネJレギーリン酸

結合の消費は伴わない。 また、解糖が E脂P 経路で行われたりオキサロ酢酸の生成が

(S)ーmethylmalonyl-CoA-pyruvatelranscarboxylaseにより行われる場合にはエネルギー収支はむしろ正

になる。

3.3ポリリン酸によらないエネルギー供給機権

これまでに、 PHAの蓄積に関わる代謝として、グリコーゲンの解糖とコハク駿・プロピオン殻発

醇を取り上げた。これらの代謝をうまく組み合わせると、図 3-12のようにグリコーゲンを 3HVに

変換することにより、細胞内の酸化還元電位を乱すことなくエネルギーを取り出すJii:去があること

に気付く。

図 3-12では、解糖系として EMP経路の場合を示しているが、 ED経路の場合もほぼ同級な代謝が

行われる。ただし、 ED経路が用いられる場合は EMP経路がもちいられる場合に比較しエネルギ一

生成量が小さくなる。

この代謝は嫌気条件下でエネルギーを生成する反応であり、発酵のーつの形態と考えてよいだろ

う。最終生成物が主として 3HVなので、本論文では 3HV発酵と呼ぶことにする。ポリリン酸を苔

積しない微生物でも、 3HV発酵を行えば嫌気条件下で有機物を筏取することができるであろう。こ

の代謝を行う微生物 (3HV発酵菌)は嫌気的有機物摂取において生物学的リン除去を担う蘭(脱リ

ン菌)と競合すると考えられる。その意味で、注目に値する非常に重要な代謝機傍だといえるだろ

つ。

Glycolytic Pathway 

包B 巴B
11 glycosyl unit ~ 2 ph叫阿川pyruv山+匹五日 >11 acetyl-C<泊 l

一一 (~))-~p 3HVI 

Total Balance 
ATP...+20r3 
(H)...。

申(Oor-tATP)
:……-，.，... Iloxal豆豆ヨ
サ巴@)

|1 pr叩 ionyl-CoA1 

EEEI:;:;? A GEE亙D
jI fumarate 1ーニヰE豆亙亙コ

図 3・12 グリコーゲンを基質とした 3HV発酵によるエネルギ一生産(解絡が EMP経路で行われ

る場合)

この代謝経路では、用いられる解糖系の別(印目P経路か ED経路か)、また、オキサロ酢酸の生

成機構によりエネルギ一生成量が変わってくる。 3HV発酵によるエネルギ一生成による酢酸、プロ

ピオン酸の摂取時の化学量論的関係を、以下に試算してみる。

ここで用いる仮定であるが、酢酸 ープロピオン酸を PHAに変換するための泣元力はグリコーゲン

の解糖により供給されるものとする。また、酢酸、プロピオン酸を摂取して acetyl-CoAまたは
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propionyl-CoAとするために必要な高エネルギーリン酸結合は、基質摂取 lモlレあたり 1モルである

とする。そうした場合の酢酸、プロピオン酸の摂取の式は次のようになる。

式 3-59 6 ac剖ale+ (C，H 100，)， + 3 i' > 4 3HB + (C，H，oO，)，_， (解糖がEMP経路)

式 3-60 6 acetate + (C，H，oO，)， + 4 i' -> 4 3HB + (C，H，oO，)，_， (解糖がEMP経路)

式 3-61 6 propionale + (C，HIOO，)， + 3-P→ 2 3HV + 2 31-12MV + (C，IIIOO，)，_， (月叫が回絞鈴)

式 3-62 6 acetate + (C，H 100，)， + 4 i'→ 2 3HV + 2 3112MV + (C，IIIOO，)" (解糖が回経路)

これらの式の左辺の高エネルギーリン般結合が3HV発酔により供給されるとして議論を行う。

i!)解糖がEMP絡路で行われ、オキサロ酢慨が(S)-mcthvlmalonvl-CoADvruvatc Iranscarhoxvl‘日cによ句

正広三主ゑ盛念

この場合、 lモルのグリコーゲンの 3HV発酵で3モルの高エネルギーリン般結合が生成されるこ

とになる。式 3-59、式 3-61より次のようになる。

式 3-63 6 acetale + (C，"，oU，)，→ 9 acetyl-CoA + 1 propionyl-CoA + 10(H) + (C，IIIOO，)"→ 4 3HB + 1 
3HV + (C，HIOO，)~， 

式 3-64 6 propionate + (C，H '00，)，→ 3acetyl-CoA + 7 propionyl-CoA + IO(H) + (C，H 100，)叫→ 33HV+2 
3112]1，れ'+(C，H，oO，)叫

(2)解糖がEMP経路で行われ、オキサロ酢酸がDvruvalecarboxvla田により今成きれる場合

この場合、 1モルのグリコーゲンの 3HV発酵で2モルの高エネlレギーリン酸結合が生成されるこ

とになる。

式 3-65

ェピ 3-66 

12 a四，tale+(C，H，oU，)，→ 19ac回yl-CoA+ 3 propionyl-CoA + 22(H) + (C，H '00，)叫→ 83HB+3 

311V + (C，HIOO，)叫

12 propion.le + (C，H ，00，)， -> 7 acetyl-CoA + 15 propionyl-CoA + 1 O(H) + (C，H 100，)，_，→ 73HV 
+ 4 3112MV + (C，H ，oO，)~， 

i1)解糖がEコ経路で、オキサロ酢酸が(S)-mclhvlmalonvl-CoA凹 ruva肥 transcarboxvlase により牛成~

色丞益金

この場合にも、 1モルのグリコーゲンの 3HV発酔で2モルの高エネルギーリン椴結合が生成され

ることになる。式 3-60、式 3-62より次のようになる。

式 3-67 6 acetate + (C，H，oO，)，→ 10a印刷 CoA+ 2 propionyl-CoA + 12 (H) + (C，H ，00，)吋→ 43HB+2 
3HV + (C，H I00')~3 

式 3-68 6propionale + (C，HIOO，)，→ 4 acelyl-CoA + 8 propionyトCoA+ 12 (H) + (C，H ，00，)，-3→ 43HV+ 
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2 3H2MV + (C，HIOO，)叫

fA解絡がED終路で、オキサロ青全般がDhosphocnolo_Y._(uvatecarboxvtransohosnhorvlaseまたは ovruvate

carboxvlascにより牛成t<れる場合

この場合、 lモルのグリコーゲンの 3HV発防で lモルの高エネJレギーリン酸結合が生成されるこ

とになる。式 3-60、式 3-62より次のようになる。

式 3-69 6 ac国ate+ (C，H，OO，)， . 1lacety1-CoA + 3 propiony1-CoA + 14 (H) + (C，Hω105)04→ 43HB + 3 
3HV + (C，HIOO，) .. 

式 3-70 6 propionate+ (C，HIOO，)，→ 5 acety1-CoA + 9 propionyトCoA+14(H) + (C，HIOO，)..→ 53HV+ 
2 3112MV + (C，H ，oO，)~. 

これらをまとめると、表 3-4および表 3-5のようになる。なお、表巾には中!UJ体として生成される

a印刷ーCoAとpropiony1-CoAの比率も不した。

3.4 

表 3-4 3HV発酵による酢厳摂取時の化学量論関係

降隙熊取量 グリコーゲン消費鼠 PĤ品情畳 PIIAの組成 .2!2盟止CoA
ilCtlyl CoA 

(1)の場合
6 2 5 3HB: 311V 
(1) (0.33) (083) =41 011 

(2)の場命 12 5 11 )liB 311V 
(・l! (042) (0.92) "'8:3 0，16 

(3)の場合
2 2 3H8: 3HV 
(1) (0.5) (1) _2: I 02iJ 

{仰の場合
6 4 ? 311B: 3HV 0，27 
(1) (067) (U7) _4: 3 

表 3-5 3HV発酵によるプ口ピオン酸摂取時の化学量論関係

プロピオン雌摂取量 グリコーゲン消費量j; PJ-IA蓄積量

(1)の場合
6 2 5 
(1) (0.33) lO，83) 

(2)の場合
12 5 11 
(1) (042) (092) 

。}の場合
2 2 
(1) ω') (1) 

(')の場合
6 4 7 
(1) l067) 1I.17) 

まとめ

PIIAの組l>!1

3HV.3f12MV 
::) 2 

311V _3112MV 
::::7 4 

3HV: 3H2MV 
=2:1 
3HV:31f2MV 
=5 2 

旦盟哩止包土-
acetyl-CoA 

2.33 

2.14 

200 

180 

本常では、 3.1節においてポリリン酸をエネルギー源とした嫌気条件下での酢酸、プロピオン般の

摂取機構を検討した。酢酸、プロピオン酸はそれぞれ acely1-CoA、propiony1-CoAを経て、総合、還

元、重合されて PHAとして蓄積されることが知られている。この反応で必要とされる還元力の供給

機構として考えられるものを列挙し、理論問、および既往の文献からの実験結果との比較から、検

討を行った。その結果、Minoら、およびArunらの提唱している ED経路、または EMP経路による

グリコーゲンの解糖による還元力の供給がもっとも実験結果に近く、また、理論的にも還元力の供

給源として優れていることが示された。理論的には、ベントースリン酸経路での解糖、基質が酢酸

の場合についてグリオキシル酸経路、基質がプロピオン酸の場合について propiony1-CoA の

a印刷ーCoAへの酸化、といった機備による還元力の生成が考えられたが、これらは文献からの実験結

果とはあまり一致しなかった。還元カの供給源として、 EMP経路、または ED経路が主として利用
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されていることが雌認された。

3.2節では、嫌気的有機物摂取にプロピオン椴発酵、特に、コハク酸プロピオン酸経路によるプ

ロピオン酸発酵が関与しているとの仮説を提案した。すなわち、乳殿、ピルピン酸、グルコースな

とが嫌気条件下で摂取された場合、 acclyl-CoAを経て PHAになるとすると、iY.ieJJが過剰になって
しまう。過剰な還元土jを消費するための機併として、慎Jj)(した有機物の f告をコハク酸 プロピオ

ン酸発酵系によって propionyl-CoAとし、 PHAに組み込む代謝が珂命的に凡てもっとも妥当である

と考えた。そして、この仮説に基づいて乳酸、ピJレピン殿、リンゴ酸、コハク殿、およびグルコー

スの嫌気的摂取の代謝機構を検;;.tした。

3.3節では、 ED経路、または EMP経路による解槍系、コハク酸・プロピオン限発傍系、そして

PHAの合成系の弓つの代謝を組み合わせたエネルギーの生成機構である 3HV発酵を提案した。この

発醇ではエネlレギーは解糖において生成され、コハク椴 プロピオン酸党防系は細胞内の般化還元

収支を維持するために、そして PHA合成系は炭Mi殿、を細胞外に排出せず細胞内にとどめておくため
に機能する。この代謝を効率的に行う微生物が仮に存在するとすると、嫌気的有機物県取において

生物学的リン除去を慰う脱リン閣と競合する可能性がある。



4実験室汚泥による回分式実験

4.1実験の概要

前章で検討した嫌気好気式活性汚泥法における嫌気条件下での有機物1Hl収機併のモデルを検祝す

るために、尖験室規模のリアクターを逆転し、そのi'Ii尼を朋いて回分式実験を行った。ここではそ

の実験方法と結果について説明する。ここでJftいた嫌気好気式活性汚泥はdt殿、プロピオン敵、ベ
プトンなどの成分を主体とする人工 F水で馴致した汚泥である。

国11致の結果、次の4.2節で述べるように良好なリン除去を行い、かつ、嫌気条件下で顕呂ーなイf機物

摂取を行う汚泥と、ポリリンMを諸積しないにも関わらず顕著な嫌気的イf機物m取を行う汚泌が何
られた。

これらの活性汚泥の嫌気的イT機物摂取機構を調べるために、回分式実験を行った。すなわち、こ

れらの汚泥をリアクターの好気柑末端から取り出し、嫌気条件下に保ち、 ~M量、プロピオン民主など

の有機物を投与して、嫌気条件 Fでの有機物摂取過程を追跡した。

4.2汚泥の馴致方法

実験室汚泥による実験に用いた汚泥は、都市下水処理場から採取した活性汚泌を凶 4-1に示す述

続式嫌気好気リアクターで馴致したものである。
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図 4-1 実験室嫌気好気式活性汚泥リアク安一

嫌気槽は二三角フラスコを用い、また、沈殿池と好気榊は底部を円錐形とした嵐化ピニール樹脂製

の槽を用いた。嫌気柑の撹持はマグネティックスターラーにより、また、好気柵の撹伴は曝気する

ことによりおこなった。沈殿池は汚泥が底部にたまるのを防ぐために、モーターを用いて緩やかに

撹祥を行った。鎌気椅は、容量 2L- 3Lで、ガラス製の数個の三角フラスコからなっていた。一

方好タ岬はそれぞれ2(削 mlの容量からなる槽三つ(好気糟容量計6脚 ml)からなっていた。

流入水(人工下水)は図 牛lに示すように、滅菌した波厚基質とリン綬水JS二カリウム浴液を水
道水により希釈して供給した。これらはチュープポンプにより連続的に送液した。濃厚基質の流量

は日Jd、1)ン俊水J5ニカリウム溶液の流量は 0.5Ud、そして水道水の討d;J:は 30Udである。流入水
は30Udで返送されている返送汚泥と混合された後リアクターの嫌気相に導入された。従って、汚

泥返送率は約 100%である。水理学的滞留時間 (HRT)は嫌気相の容量が約 2.5L、好気槽の容量が
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6Lであるから約 6.5時間である。 l日H1J余剰汚泥を好気情ぶ端から引き抜くことにより、汚泥?w
f百時間をほぼ 10日に制御した。
本研究では A系と B系の二系列のリアクターを運転した。友 4-1と衣 4-2に各系列のリアクター

の流入水誕l成を示す。 A系の植磁汚泥はよli京都の河島下水処理場の嫌気好気訟で運転されている
系列から探取した。本来の目的としてはアミノ酸の嫌気的煩1&機構を調べるトl的でプロセスを運転

していたため、タンパク質やアミノ際主体の討L入水を用いていた。 -}j、B系のMl重i'Ji.氾は工業技
術院生命[学研究所の複合微生物研究室で運転されていた実験室規模の嫌気好気ょにリアクターから

得た。そのリアクターの槌種汚泥をさらにたどると茨域県の霞ヶ浦浄化センター(術.t;l.rl:倒化脱~

プロセス)の汚泥である。 B系はもとをただせば嫌気好気式活性汚泥の代謝を調べるという 11的と

いうよりは、むしろ嫌気好気式i&tJ:汚泥による生物分解性プラスチックの生産の可能性を探るため
に逆転していた。

A系ではほとんどの期間でリン除去が良好で、汚泥のリン含有率は 7%前後であった。 万B系

では汚泥のリン含有率が綾初の 1 00 日 IlJJ は 4%前後、そのあとは 2%前後にまで低下し嫌気~f父式活

性汚泥法による生物学的リン除去の促進はまったく見られなかった。しかしながら、嫌気条f'l'fで
のイi機物県取はリン除去を良好に行っている汚泥と大差ないレベルであった。



表 4-1 A系の流入水組成

Period 2 4 6 7 

DalC n4  25"45 46局50 5 n6  6T75 76-84 85-94 95-

Acelale mg/J 。。 。 238 238 238 199 238 
Glulamale mg/J 。 。 。 160 160 160 198 198 
Aspanale mg/J 。 。 。 79 79 159 159 159 
Alanine mg/J 。 。 。 79 79 159 159 198 
Phenylalanine mg/J 。 。 。 79 79 79 79 79 
Peplon mg/J 198 238 317 。 。 。 。 。
Yeasl Exlracl mg/J 20 24 32 。 。 。 。 。
Beaf Exlracl mg/J 。 。 。 317 397 238 238 159 
KCI mg/J 42 50 67 167 167 167 167 167 

CaCI2 mg/J 10 12 16 40 40 40 40 40 

MgSOI mg/J 53 64 85 213 213 213 213 213 

K211P04 mg/J 57 57 57 57 57 57 57 57 

表 4-2 B系の流入水組成

Period 2 3 4 5 6 7 

Dale 1-63 64-89 90"101 102"120 121"130 131-202 203-

Acetatc mg/J 222 190 159 111 95 79 111 

Propionate mg/J 。 32 64 95 95 95 95 

Bulyrale mg/J 。 。 。 。 16 32 。
Peplone mg/J 95 95 95 95 95 95 95 

YeaSI EXlraCI mg/J 。 32 32 32 32 32 32 

KCI mg/J 67 67 67 67 67 67 67 

CaCI2 mg!1 16 16 16 16 16 16 16 

MgSOI mg/J 85 85 85 85 85 85 85 

(NH4)2SOI mg/J 。 69 69 69 69 69 69 

K2HP04 mg/J 57 57 57 57 57 57 57 
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4.3回分式実験の方法

活性汚泥を連続式実験室リアクターの好気槽末端から採取し、回分式実験に供した。回分式実験

に用いたリアクターは、 1 Lの広口試薬瓶、容量 looml-200mlの細口試薬瓶、または容量 300m!

の三角フラスコで、いずれもゴム栓などで密栓できるものである。

回分式実験に先だって、採取した活性汚泥中に残存する酸系、石iï~童、亜硝酸を次のようにして除
去した。まず、~;告ガスを J 0分から 20分程度吹き込んで、 i寄存している酸素およひヲ吋日中の般
素を除いた。さらにリアクターをゴム栓またはすりあわせガラス栓により密後し、 l時間ないし 2

時間撹鮮を続け、内生呼吸による酸素および硝酸 !lli制酸の消費をはかった。

以上の準備操作のあと、基質投与前のサンプリングを行い、ついで基質を所定i農l主になるように

投入した。その後は所定の時間間隔でサンプリングを行った。また、サンプリングのためには汚泥

混合液が浮滋成分を多く含んでいるため先端が欠けたホールピペットを月]いた。

回分式実験中は、適時pH計を用いて汚泥混合液の pHをモニターし、 IN の倣酸または水酸化ナ

トリウムを用いて pHを 7- 8.5の問になるように調節した。また、マグネテイヅクステーラーに

より撹鉾を行った。

なお、 pH調整、サンプリング、および基質投入の際はゴム佳(またはガラス佳)をあける必要が

あったが、そのような場合は窒素ガスを吹き込みながら作業を行った。

表 4-3に回分式実験の一覧を実験条件とともに示す。間分式実験が行われたころの実験室嫌気H
気式1)アクターの運転状況は図 4-2および図 4-3に示した。

各回分式実験において、汚泥混合液の MLSS(mixed liquor suspcndcd solid)、恥1LVSS (mixed liquor 

volatile suspcndcd sol id)、全リン(以上は実験開始時のみ)、汚泥上澄水中の以X:(dissolved organic 

carbon)、リン酸、および汚泥中の炭水化物と PHAの濃度を測定した。投与した基質の残存濃度は、

その物質を直接測定することもあったが、多くの場合以x:の測定結果から換算した。

九1LSS、加ILVSS、および汚泥混合i庄の全リンについては基質投ラ前のサンプYレについてのみ測定
した。これらは下水試験方法 (1984)により分析した。また全リンの分解は過銃重量カリウム分解法

により行い、分解液を中和した後アスコルピン酸モリプデン育法により定註した。 以x:は島津

苧OC-5∞ を用いて測定した。有機酸や局発性脂肪酸を投与した実験で、投与した基質波l度を直接追

跡する場合にはイオン排除クロマトグラフ法を用いた。その場合、HPLCとして、鳥浄製作所のLC-6A

システムまたは Walers社の Modulelを用い、検出は 210nmにおける紫外吸収によった。カラムに

は島津製作所の SCRIOIHを用い、移動相として l印刷 の硫酸を IrnJIminで流した。カラム精温度は

70'Cとした。グルコースを基質として用いた笑験では上液み中のグルコース波度をアンスロンー硫酸

法 (Gaudy& Gaudy， 1981)により分析した。汚泥中の全炭水化物量はやはりアンスロン白硫酸法によ

り測定した。グルコースを基質として用いた実験をのぞけば、上澄水中の炭水化物波j支は鍵視しう

るので、汚泥中の全炭水化物~の分析には汚泥混合液を汚泥と上澄水を分離することなく月]いた。

基質としてグルコースを用いた実験では、上澄み中のグルコース波度と混合液中の炭水化物量をそ

れぞれアンスロン法により測定し、その差を汚泥中の炭水化物量とした。
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表 4・3 実験室汚泥による四分式実験一覧

Sludge Exp. Dale m Sub~u-.de SUbslr.lle 0刷吋'"凹 MLSS MLVSS Inll. Conl of Inu. ('001. of 
u町d No. lhe Run Addcd Pho叩h明¥1$ Carbc由)draTc屯

mg/l mg/l mg/l叫ofMLSS %ofMI~'iS 

^ ・̂HA 1St AceTaTC .520 An4-+-0x3 ~4叩 3倒閣 69 10.1 

A A.HP 181 Pr叩 .onJTC .520 An 4 -+-0且.1 .54回 開泊 6，9 IUI 

A A-Lac 181 l...actalc .540 An 7 5-*田 3明)() 6，9 10.1 

A A-PV Hll 町T¥Il1atc 4引J An 7 .5400 3引泊 6，9 10.1 

A A.M直 181 M且I泊te 510 An 7 5400 ヲ明)() 6.9 10 I 

A A.Suc 219 Suc口岡崎 4岬 An 7 4000 2悦)() 'u 9.-* 

A A-Glc 219 Gluco担 別加 An7 4倒同 2悦)() 94 

s B・HA 167 ACt:talc 4柑 An6+0λU 48曲 43叩1.7 227 

B B・HP 167 向。刊叩剖， 4冊 An6+0~ 15 48曲 目曲 1.7 227 

日 目七蛇 167 l-tctale 530 An6 48曲 43制 17 22，7 

B B-PV 167 町rullale .510 An6 48叩 4)叩 1，7 22.7 

B B晶Mal 222 M且l剖， ，冊 An7 34凶 方制)0 n.a 22.6 

s B品 JC 167 S叫 cmaTe 510 An6 48曲 43曲1.7 22.7 

B B<3" 222 Gluco慣 引泊 ô， 34凹 3硯)() 22.5 

実験条件の表記例 An4 嫌気4時rJJJ
An4+0x2 嫌気4時間の後好気211寺IiIl

汚泥中の PHAは、メチル化分解の後ガスクロマトグラフにより分離・向A 定以した。汚泥似合
液 10mlを速化、分離し上澄水を捨てた後、微生物反応を止めるために沸騰水浴上で3分ほど保持した。

その後汚泥を凍結乾燥し、 2ml のクロロホルム浴液(安息香酸メチルを 2oomg~ l'iU立合む)と 2ml
の 20%硫酸酸性のメタノールを加え、テフロンライナーっきのスクリューキャップで管佼し、よく

批持して沸減水浴中に 7時間保持した。室温まで冷却した後、 28%アンモニア水 ImIを加え、激し

く撹排した後遠心分離によりクロロホ Jレム胞を分離した。クロロホ Jレム硲1.75rn l を凶収して~Ijのネ

ジ口遠心分離包・にとり、純水 0.5m1を加えて再びよく撹持してクロロホルム財を精製し、ガスクロ

マトグラフによる分析に供した。ガスクロマトグラフは GC-14A (島津製作所)を用い、また、カラ

ムは Ncutrabond1 (内径0.25mrn、長さ 30m、脱I享0.4μm、GLサイエンス社製)をmいた。キャリ
アガスにはヘリウム (2mVmin)を用い、検出は水素炎イオン化検出器 (FID)で行った。サンプル

注入量は 0.5μlで、スプリットlt1 : 20 で注入した。注入口温度は 230t:、検出~:f温度は 250t:、カ

ラムオープンの温度は初期温度 80t:で4分間I維持した後、8t:/minで 120t:まで舛以し、さらに 2oot:
まで 30t:/minで昇温して 3分間J2oot:で保持した。成分の同定と定i立は、 3-ヒドロキシ両者般ナトリ
ウム、 Alcaligeneseutrophusから抽出 精製された 'HN加R により組成を決定された P(3Hs叩 3HV)

(理化学研究所の土肥議治博士の研究グループ(吋l時東京工業大学)よりJf/.意により扱っていただ

いた)、および活性汚泥から抽出・精製され 'HNMRにより組成を決定された 3Hs、3HV、3H2Ms、

3H2MVの四元共重合体を標準物質として行った(佐藤ら、 1993)。

4.4結果

4.4.1 酢駿・プロピオン酸の嫌気的摂取

通常、酢酸やプロピオン酸の嫌気的摂取l時には汚泥中のポリリン酸が加水分解されて上澄水中に

オルトリン酸として放出されることが知られている。実際、 A系の汚泥については嫌気条1'1'下での
酢酸、プロピオン駿の摂取に伴つてはっきりとよ澄水中のリン酸濃度の明加が観察された。しかし、

B系の汚泥では上澄水中のリン酸液!支の噌加はごく僅かであった。
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1: 
A) A系の汚泥による酢酸・プロピ塁

オン酸の嫌気的摂取 EV 

図 4-4に A 系の汚泥による酢酸の嫌気的奴

取回分実験 (A-HA) の結果を示す。この実験

では、嫌気条件4時間の後、容器のふたを開放

して好気条件としてさらに3時間運転した。好

気条件での代謝はあとで議論することにして、言

嫌気条件での代謝に絞って議論を進めたいo f3 
嫌気条件下での酢酸の摂取に伴って上澄水 22 
中のリン酸が増加し、汚泥中の炭水化物が減少 .3 ， 
し、 P明Aが答積された。また、蓄厳された PHA

の組成は 3HBが主体であった。このような挙

動は占くから知られており、 j菜瀬ら(1985)、松

01 :2 3456 ア
了前lII(hf)

(り.t澄*ゅのリン・の・a助

1 0 1 Z J 4 5 6 I 8 

n同仰の
(CjI>HAの・鋤{属労捌}

01 :2 34567 
n同州

(bl関連有・"仰の."胸

尾ら(1984)、Minoら(1987)、Comeauら(1987)、 図 4-4 A系の汚泥による酢酸の嫌気的摂取 (A-HA、

そして著者の以前の研究(1992)でも報告され 嫌気条件4時間の後好気条件3時間)

ている。

図4-5はA系の汚泥によるプロピオン酸の嫌 叩

気的摂取である (A-HP)。この実験でも嫌気条Ef
件で行った披初の 4 時間に注日する。嫌気条件~謝

Fでの挙動は蓄積された PHAの組成を除けば l'∞
酢酸の娯取の場合と問機であった。蓄積された

PHAの主成分は酢酸の場合は 3HBであったの

に対し、プロピオン酸の場合は 3HVと3H2MV

であった。

酢酸、プロピオン酸の嫌気的筏取過程での化

学量論比と蓄積された PHAの組成を表4-4に

示す。表中の理論値は、 3.I節で議論したさま

ざまな代謝モデルのうち、還元力が印経路ま

たは EMP経路により供給される場合のもので

ある(表 3-1および表 3-2参照)。なお、表中

には著者の修士課程での実験結果もあわせて示

。， 23‘567 
1lme(Iv) 

(.1上"*ゅのリン・の.，腕

(Cl内4んの.，腕【成分銅1

0'234567 
而噌{同

(b'関連有.成分の.，除

した。化学量論比は若干理論値から外れるもの
図 4-5 A系の汚泥によるプロピオン駿の嫌気的摂

があったが、おおむね理論値に一致した。
取 (A-HP、嫌気条件4時間の後好気条件 3時間)

表 4-4 A系の汚泥による酢駿・プロピオン酸の嫌気的摂取における化学量論関係

Subst四te Exp. No 

A-HA 
Acelate 

羽田orclical

A-HP 
Propionate 

Th田rctical

Stoichiometric ReJatiolls 
(Acetatc taken up is sel 10 1.) ..1. 

SubSlrale Car加hydratcs PHA Phosphale 

Takcll Up Con叩 med AccumuJatcd Released 

0.20 0.64 1.07 

Compo~itlon of Ihe Accumulated PHA 
(%) 

3Hs 3H2Ms 1HV 3H2MV 

87 11 

0.17 0.67 0.5..17 ・ 1朋
-・・ ・・.... .......ー・・・・・ 4・・ ・・・・・ー・ ・・ー・....・・..
0.32 0.71 1.64 。 5 49 47 

0.17 0.67 0.5帽1.17 50 50 
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気的イf機物J真取と共通しているが、リン
般の欣出がほとんど見られなかった。ま図 4-6 B系の汚泥による酢酸の嫌気的摂取 (B-HA、

た、注意深〈凶 4-4、図 4-5と凶 4-6、凶 嫌気条件6時間の後好気条件 1.5時間)

4・7を比べると、酢酸、プロピオン酸いず

れの場合でも、リン酸の放出を伴わない!IJ
泥による摂取の方が汚泥中の炭水化物の

減少設が大きしまた、蓄積された PHAET 
中の 3HVの割合が大きいのに気がつく。 i1加

B系の汚泥について、酢酸、プロピオン i'
般の嫌気的摂取過程での化学量論比と長

綴された PHAの組成を表 ι5に示す。表

中にはポリリン酸をエネルギー源とした

J，I;質JlUj)(の場合の理論値と、 3.3節で論じ
た3HV発酵によりエネルギーが供給され

るとした場合の理論値(表3-4、来同を?

併記した。日系の汚泥による嫌気的イT機物~
3 

摂取時の汚泥中の炭水化物の減少量、PHAi z 
の苔積量及びその組成、そしてリン酸の欣

0'

出品は、ポリリン置をを主たるエネルギ-i原
とした場合の理論値より、むしろ 3HV発

日】 B系の汚泥による酢殴・

プロピオン酸の嫌気的摂
2 

取 E

4.2 節で記したように日系の運転成制l~ i' 
は、鰍気条n下でのリン酸の政出、9.-Ij，i.l' 
条件下でのリン酸の摂取は鋭察されなか

ったが、嫌気条件下での有機物の除去は

良好であった(図 4-3) 0 B系の汚泥に

よる酢敵、プロピオン酸の摂取過校を凶

4-6と図 4-7にそれぞれ示す。これらの尖

験では、嫌気条件6時間の後、さらに 1t' 
時間半ほど容~のふたを開放して好気条~ " 

件 Fでの代謝を追跡した。 j2' 

嫌気条件 Fでの酢酸、プロピオン般の
o， 

奴取に伴って汚泥中の PHAが地加し、汚

泥'1'の炭水化物が減少した点は通常の嫌

ー

実
苔
t
-
g
a
m
b
F

・88
0123・!J678  
γ肝吻，..，
{・).J:.;t*ゅのリン舗の.動

0123'" 5 8 7 8 
γ町、.，陶}

(b)N埠・・..分の・・胸

， 0 1 Z 3 
'" 
5 6 7 8 

TIn・'''1
(C)PHAの鯵陶(，C~"')

0'  23'" 5 6 7 8 
1内同州

(a)..l:~・*.のリン鍾の・・

。123
'・
5618

T1me(tw) 

'b'個迫笥極成分の・m

酵によりエネルギーが供給されるとした

場合の珂!論f直に近く、なかでも 3.3節で議図 4-7 B系の汚泥によるプ口ピオン酸の嫌気的無取

論した各シナリオのうち、 (2)および(3)の (B-HP、嫌気条件6時間の後好気条件 1.5時間)

場合(解糖がEMP経路で行われ、オキサ

ロ俳酸がpyruvatecarboxylaseにより生!まされる場合、および解糖が由経路で行われ、オキサロ酢般

が(S)ーmethylmalonyl-CoA-pyruvatetranscarboxylaseにより生成される場合。いずれの場合も lモルのグ

リコーゲンの 3HV発酵で2モルのAη3が生成される)にもっとも近いものとなった。



表 4-5 リン酸の放出をf半わない酢酸・プロピオン酸の嫌気的被取時の化学量論関係

Sloichiomctric Relations Com凹sitionoflt暗 ACιumulaledPHA

Sub~lrale Exp. No. 
(Substr.tte taken up時間1101.) (%) 

~・CoA
$ubslrale Carbohydralcs PIIA 円¥OSP‘hate: 311B 3H2Ms 311V 3H2MV 民elyl-CoA
Ta~en Up ConSUfT副 Accumulated Relea認d

R-HA 0.44 104 0.04 73 5 21 0.16 

AcctalC ・loeo陀 tlcaJ(PP) 。17 0.67 o，:n.J7 l曲 。 (t 。 。

'fneorelical(31IV) 0.33-0.67 0.83-1.17 。 RO-，57 。 20-43 。 0.1 [-0.27 

E-HP 0.51 l曲 0.04 3 9 " 37 2.0 

Propiollatc '11陀orCl1ιaJ(PP) 0.17 0.67 0.5四Ll7 。 。 50 50 3 

Theoretical (31IV) O.3TO.67 O.srl.17 。 。 。 同，9 4σ71 2.3Tl閲

注)llleoretical (PP)はエネルギー源として主としてポリリン酸が用いられる場合の理論値。刊eorClical(3HV)はエ

ネルギーが主として 3HV尭酵により供給される場合の理論値。

C) 好気条件下での挙動

好気条件下では、 PHAが分解されるとともに微生物の増勉とポリリン酸やグリコーゲンの合成が

行われることが予想される。しかし、本研究で行った実験では好気条件の設定に問題があり空気の

供給量がト分でなかった場合があり、あまりよい結果が得られなかった。

図 4-4から図4-7に示した A-HA、A-HP、B-HAおよび B-HPでの好気条件は、嫌気条f'I:下では閉

じていた三角フラスコや細口試薬瓶のふたを開放しただけである。そのため実験によっては般ぷの

供給が不卜分で、好気条件下で鮫察されるべき現象をはっきりと示すことができなかった。

A-HAでは好気条件下で顕著なリン酸の取り込みが観察され、また、汚泥内の炭水化物も若干増加

した。しかし、嫌気時間内に摂取されずに残存してしまった酢酸が好気条件 Fで摂取されたために、
PHAは好気の最初の 1時間は増加し、その後減少に転じた(図 4-4)。また、 B-HPではリン酸の取

り込みは僅かしか観察されなかったが、 PHAの減少と汚泥内の炭水化物の噌加ははっきりと確認で

きた。

一方、 A-HPでは、好気条件下で嫌気条件下で取り残されたプロピオン酸の娯取がやや加速された

ものの、リン酸は摂取されず寧ろ放出され、 PHAは増加し、汚泥中の炭水化物量はほとんど変化し

なかった。 B-HAでは、好気条件下での PHAの減少、および汚泥中の炭水化物の増加は B-HPの場

合ほどではなかった。

H気条件下でのポ，)リン酸やグリコーゲンの再生過程は、今後明らかにされるべき課題の一つで
ある。この実験自体はうまく行かなかったが、 ~r気条件下で供給される骸素の量との比較において

議論する必要耳があることが示唆された。

4.4.2乳酸、ピルビン酸、リンゴ酸、コハク酸、およびグルコースの嫌気的摂取

3.2.2で、乳酸、ピルピン酸、リンゴ酸、コハク酸、およびグルコースの摂取には、薗体細胞内の

酸化還元収支を保つために解糖系だけでなくプロピオン酸発傍系も関与するであろうと予想した。

ここでは A系の汚泥と B系の汚泥にこれらの有機物を投与し、その嫌気的摂取過程を追跡した実験

結果を示す。

図 4-8から図 4-12に干し酸、ヒ.ルピン酸、リンゴ酸、コハク殿、グルコースの嫌気的摂取時の関連

代謝物質の経時的変化を示す。
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(a)A系の汚泥(A-Lac) (b)B系の汚泥(B-Lac)

図 4-8 乳酸の嫌気的摂取

;1ドljぶ)1~Llflkl 
J1扇i

(a)リン酸の放出を伴う場合(A-PV) (b)リン酸の放出をf半わない場合(B-PV)

図 4-9 ピルビン酸の嫌気的摂取
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(a)リン酸の放出を伴う場合(A-Mal) (b)リン酸の放出を伴わない場合(B-Mal)

図 4・10 リンゴ巨費の嫌気的摂取

jLlij」JILli!lほl
i14l i14↓ 
(a)リン酸の放出を伴う場合(A-Suc) (b)リン酸の放出を伴わない場合(B-Suc)

図 4・11 コハク酸の嫌気的摂取
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(a)リン酸の放出を伴う場合(A-Glc) (b)リン酸の放出を伴わない場合(B-Glc)

図 4-12 グルコースの嫌気的摂取

それぞれの場合について、基質疑取 lモルあたりの汚泥中の炭水化物の減少没、 PHAの生成最、

上i笠水へのリン酸の放出塁、および諒積された PHAの組成を表4-6に示す。それぞれの基質の場合

について A系と B系を比べると次のことに気がつく。すなわち

汚泥内炭水化物の減少むが、 A系よりも 日系の方が大きい。(グルコースが基質の場合を除

く)

PHAの苔筏量は A系より B系の}jが大きい。

A系の汚泥ではリン酸が顕著に放出されたのに対し、 日系ではほとんど放出されなかった。

このことは、 B系の汚泥がポリリン酸の代わりに 3HV発酵によりエネルギーを得ていたと考えれ

ぱ説明がつくだろう。

関 4-13(a)に111積された PHAのモル組成をす。モJレ組成からだけでは 3HVの書1)-0-は B系よりも
むしろ A系の}jが大きくなっている。このことは、 B系の汚泥において 3HV発院が起きていたとい

う予怨に反するが、しかし、絶対泣を比較すると A系よりも B系の方が多くの 3HVを議積した結

果になった (1五)4-13 (b))。



表 4-6 乳酸、ピルビン酸、リンゴ酸、コハク酸、グルコースの摂取時の関連代謝物質の代謝量

"・
ピルピン援

リンゴ酸

コハク磁

グルコース

基質摂取 lモルあたりの代議tiii:(mol!mol) 
汚泥内炭水化物の減少量 PHAのl.1総量 リン酸の放出量

A-Lac 0.46 0.87 2.15 

B-Lac 0.61 1.08 0.06 

A-PV 0.06 0.51 0.65 

B-PV 0，21 0.60 0.03 

A-Mal 0.16 0.52 1.38 

B-Mal 0.25 0.79 0.13 

A-Suc 。.34 0.76 0.62 

B-Suc 0.41 0.97 0.05 

A-GIc 0.16 0.71 0.54 

s-GIc 0.08 0.78 0.11 

P-GIc-2の汚泥内炭水化物の減少量が負になっているのは汚泥内の炭水化物量刑むしろ増えたことを不

mol'。

国 3岨 国 3H2MB 口3HV • 3H2MV 

(的モル組成

A-La 
乳畿

B-Lac 

A-PV 
ピルピン・

A-Mal リンコ・
B-Mal 

A-Suc 
コハク酸

B-Suc 

A-Glc 
グルコース

B-Gtc 

mgC/t 

o SO 100 150 2凹 250 3∞ 

園 3HB 固 3H2岨ロ3HV • 3HZMV 

(b)成分別蓄積量(mgC月)

図 4-13 蓄積された PHAのモル組成 (a) と成分別の量 (b)

3.2節で、 a田tyトCoAとpropionyl-CoAの生成最、消費量、およびそれらの比に関する議論を行っ

た。その理論値と実iRIJ偵の比較を表 4-7に示す。笑測値はおおむね理論値と一致し、汚泥内のJ真取
された有俊物のほとんどがPHAとして蓄積され、汚泥内の酸化還元バランスを維持するためにプロ

ピオン酸発酵が行われたことが示された。

43 



表 4-7 嫌気的有機物摂取時の acyl-CoAの生成量・消費量の比、および PHAに変換された

propionyトCoAとacetyトCoAの比 (測定値と理論値の比較)

acyl-CoAの消費量と生成長の比 PHAに変換されたpropionyl-CoAと
(消費量/生成量i"---- acetyl-CoA'の比

(propinyl-CoNacetyl-CoT) 

A-Lac 0.91 (1.00) 0.98 (1.00) 

B-Lac 0.97 (1.00) 1.00 (1.00) 
...・・ー・・・ ・ー ー・...

A-PV 0.92 (1.00) 0.24 (0.25) 

B-PV 0.84 (1.00) 0.43 (0.36) 

A-Mal 0.79 (1.00) 1.15 (1.00) 

B-Mal 1.05 (1.00) 1.10 (1.00) 
-ー ........・

A-Suc 0.91(1.00) 2.47 (2.32) 

B-Suc 1.07 (1αJ) 1.83 (2.16) 

A-Glc 0.61 (1.00) 1.06 (1.00) 

B-Glc 0.85 (1.00) 0.98 (1.00) 

括弧内の散宇は 3.2節での議論に基づく理焔値

ここで、リンゴ酸の摂取とグルコースの摂取について次に述べるようなことが観察された。

(1) リンゴ酸の摂取

リンゴ酸の摂取の場合、 3.2節で述べたように摂取されたリンゴ酸が全て propionyl・CoAになると

すると、還元力不足となり、解糖により還元力が供給されることになる。すなわち、

2 malate + (C，H ，，0，)"→ 2 propionyトCoA+ 2 acctyl-CoA + 4(H) + (C，H，oO，)四 l
→ PHA + (C，H，oO，)刊

従って、リンゴ酸の摂取 lモJレにつき、汚泥内の炭水化物は 0.5モル減少するはずである。しか

し、実測された汚泥内炭水化物の減少l'1fはリンコ被摂取 lモルにつき A系の場合0.16モル、 B系の

場合0.25モルで、上の式の予想の半分以下であった。このことは、還元力が解糖以外の方法で供給

されたことを示している。

3.2節では、リンゴ酸がピルピン酸を経て acetyl-CoAになる場合があり得るのではないかと予怨し

た。その時の全体の反応は次のようになる。

2 malatc→ 1 a田 tyトCoA+ 1 propionyl-CoA + 2(H) -> PHA 

実際、表 4-8に示すように PHAに変換された proplonyトCoAの量は摂取されたリンゴ般の盆より

も小さく、また、汚泥内炭水化物の減少量から計:t):した acctyl-CoAの生成長は PHAに変換された

a∞tyトCoAの量よりも小さかった。このことは、摂取されたリンゴ酸の一部がacetyl-CoAに変換され
たと考えれば説明できる。その経路は明らかではないが、図 3-9に示した経路のうちのいずれかで

あろう。

表 4-8 リンゴ酸の嫌気的摂取における acetyl-CoAとpropionyl-CoAの生成・消費量

A-Mal 

B-Mal 

汚泥内炭水化物の減
摂取されたリンゴ酸 PHAに変換されt::. I ~l~~~~~/J;l~~ -~~"^ PHAに変換され

』 少量から計算しf
の量 propionyl品川歪 ac州一CoAの生成金たa白砂Cof'lの量

3.8 2.1 1.2 1.8 

3.7 2.7 1.6 2.4 
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(2) グルコースの摂取

グルコースの摂取においては、いったん汚泥中の炭水化物が地加し、やがて減少に転ずるという

現象が観察された(区I4-12)。この現象は、特に B系の汚泥において顕去であった。奴取されたグ

ルコースが a時的にポリマー化したという可能性と、グルコースー6・リン酸として制胞内に保持され

ていたという可能性が考えられるだろう。ただし、日系の汚泥中に地加した炭水化物のl.liは政大11，1
で Immolll程度だったが、これをすべてグルコースーかリン綬として叢積していたとすると t澄水中

のリン酸濃度が顕著に減少しなければならない。凶4-12(b)で、上澄水中のリン般の:えはほとんど変

化しなかったので、グルコースポリマーとして苔殺されていたと考えるのが妥吋だろう。

4.5考察

4.5.1 嫌気的有機物摂取機構

3市において、嫌気的手f機物摂取に関与する代謝として、ポリリン酸の加水分解によるエネルギ

ーの生成、解糖による還元力の生成、コハク般 ープロピオン酸発酵による余剰還元)Jの11m、そし
てa印刷ーCoAおよび propionyl-CoAの紛合とそれに続く選厄・重合による PHAの生成をあげた。こ

れらの代謝系を図4-14に模式的に示す。 3市で、これらの代謝系を組み合わせて、間殿、プロピオ

ン殿、乳酸、ピルピン殿、リンゴ酸、コハク酸、およびグルコースの嫌気的提I政機怖について倹バ

し、物質収支や蓄積される PHAの組成について予処iを立てた。そして、 4.3liiJで実験結果と照らし

合わせたところ、実験結果と 3予言でたてた予怨はよく一致していた。また、ポリリン般の加水分解

を伴わない嫌気的有機物摂取において、嫌気的有償物摂取に必要なエネルギーが解糖系、コハク椴

プロピオン酸発酵系 PHA蓄積系を組み合わせての 3HV発酵により生成されることも維.;2.された。

図4-14の筏式図について、解糖系がE附 3経路で行われるのか、印経路で行われるのかは今後明

らかにする必要があるだろう。また、凶中、オキサロ酢酸がピルビン酸から生成されるように示し

たが、ホスホエノールピルビン酸から生成される可能性もある。図4- 14中で、 I~j端に欠印のある直

線は逆反応、も起こりうることを示している。実際に、リンコ後の嫌気的奴Jf，<において叙取されたリ

ンゴ般の一部がacelyl-CoAとなったことがぷされた。 3.3.2項の図 3-9に示したような終路でリンゴ

酸がオキサロ酢酸、ピルビン酸を経て acelyl-CoAになったものと考えられる。

また、 3.2.1項で述べたように、 proplonyトCoAの生成の経路として、コハク自主・プロピオン酸発酵

絞路の他にアクリ lレ酸経路が考えられる。しかし、アクリル酸経路はコハク酸・プロピオン酸発醇

に比べると限られた微生物しかもっておらず、エネルギーの生成効率もコハク酸・プロピオン酸発

酵の方がよい。アクリル酸経路の概要を凶 3-8に示したように、アクリル鮫経路にはリンゴ阪やコ

ハク酸は関与していない。このことは、アクリ Jレ酸経路を仮定した場合、リンゴ椴やコハク般の嫌

気的摂取を説明しにくいことを意味する。こうしたことから判断すると、アクリ Jレ酸経路が働いて

いる可能性は否定できないものの非常に低〈、主として働いているのはコハク般・プロピオン酸発

醇系路であるといえるだろう。なお、 Rhodococcus rnbe rは好気条件下でグルコースや乳酸、ピルピ

ン酸から 3HBと3HVの共重合体を生成するが、その際の propionyl-CoAの生成の経路がコハク酸・

プロピオン酸発酵系であることが知られている(Andersonel al.， 1995) 0 R. nlberの場合にはポリリ

ン般が関与せず、また条件が好気条件下であるにせよ、図 4-14と同機な代謝が微生物界に知られて

いることは、コハク隊・プロピオン徴発酵系が嫌気的有機物奴取において働いている可能性を支持

するものである。



n
 
e
 
g
 

引

M
a
t
t
-
'
S
1・・『

v' 
【

解糖系

4 

PHA合成系

ポリリン民主代謝系

l 
エネルギー(ATP)

0"加pho申bate

図 4・14 嫌気的有機物摂取に関与する代謝系

凶 4-14の代謝モデルをもとにして、物質収支、際化還元収支、エネルギー収支について再検討し

てみる。物質収支は acyトCoA(a印刷 CoAとpropionyi-CoAの和)の、間変化還元収支は水素当量還元

力の、そしてエネルギー収支は，([;エネルギーリン酸結合の、生成長ーとilH'Iなを計算する。
以下、次の順で考察を行っていく。

A) 嫌気的有機物娘取の際の代謝反応、主の算出

B) acyトCoA の生成と消~

c) 水素当1it還元力の生成と消費

D) 高エネルギーリン酸結合の生成と消費

A) 嫌気的有機物摂取の際の代謝反応量の算出

嫌気的有機物奴取に関与する代謝系は、これまでに議論したように解総系、プロピオン自量発傍系、

そして PHA合成系である。それらの代謝における酸化還Ji;反応およびエネルギ一生成・消費反応;を

図 4-15に示す。図中、 (a)-(g)および(w)-(z)の番号を付した反応が酸化還元またはエネルギーの生

成・消費を伴う反応である。なお、解糖系の個々の反応は省略した。また、解糖生成物の一部がピ

ルピン酸にならず、ホスホエノールピルピンRまから直後オキサロ酢固まになる場合もあり得る。その
ような場合は、ここでは形式上、ホスホエノールピルビン酸がピルピン般をへてオキサロ酢般とな

るとして扱うことにする。

46 



一gxr
7

寸
:

'

4

v

m

c

t

す
吋

+H

ぺ

下

手
[
川

図 4-15 嫌気的有機物摂取に関与する酸化還元反応およびエネルギ一生成・消費反応

嫌気条件下で有機物が摂取される際に、摂取された有機物の量、消費されたグリコーゲンの母、

および蓄積された PHAの量とその組成を測定しておけば、 嫌気的有機物筏取に伴って行われたい)

-(g)および(w)-(z)の反応の是を計算することができる。そして、各反応で生成消費される還元カ

およびエネルギーの量もそれをもとにして計算することができる。以下にその)J法を示す。

以下の議論では次のように記号を定義する。

(C，H100，)・消費された汚泥中の炭水化物の歪 (mmolll)

(substrate) :摂取された有機物の量 (mmolll)

(3HB) :生成された 3HBの量 (mmo凶)

(3H2MB) :生成された 3H2MBの量 (mmo凶)

(3HV) :生成された 3HVの量 (mmolll)

(3H2MV) :生成された 3H2MVの琵 (mmol/l)

(PHA) :生成された PHAの長 (mmol/l)

(3HB) + (3H2MB) + (3HV) + (3H2MV) 

(a印刷ーCoA):PHAに変換された acetyl-CoAの量(町田町

(a四 tyl-CoA)= 2 (3Hs) + (3H2MB) + (3HV) 

(propionyl-CoA) : PHAに変換されたpropionyl-CoAの霊 (mmolll)

(propionyl-CoA) = (3H2Ms) + (3HV) + 2 (3H2MV) 

4位...__f凶笠註笠

酢酸、プロピオン酸、乳酸、ピルピン酸、リンゴ酸、コハク酸のどの場合も基質摂取に伴って消

費された汚泥中の炭水化物の量から計算できる。

式 4-1 (a) = (C，HlOO，) 

である。

一方グルコースの場合は、次の二通りのケースが考えられる。すなわち、県取に伴って汚泥中の

炭水化物が減少する場合とむしろ士官加する場合である。汚泥中の炭水化物が減少する場合には、
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(a) = (C，H，oO，)、 (w)= (substrate) 

として計算すればよい。また、汚泥中の炭水化物が増加する場合については(C.H，oO，)の正nの定義
に打て恕して計算すると

~\ 4-2 (a) = 0、(w)= (substrate) + (C，Il，oO，) 

となる。

血盟え.11

(b)の他は酢殿、乳酸、ピルピン隊、グルコースのH¥取の場合には、PHAに変換された proplonyトCoA

の泣から次のようにして計算できる。

式 4-3 (b) = (propionyl-CoA) 

ー庁、コハク酸、プロピオン酸の場合には、次のようにこ通りの考え万で計tlできる 4
Aつは、解椋により生成されたピルピン自主(またはホスホエノ}ルヒ.ルピン般)のほから PHAに

変換された ac目yl-CoAの量を差しヲ|いて求める)i法である。

J'¥ 4-4 (bl) = 2(C，H，oU，)ー(acetyl-CoA)

もう一つの方法は、 PHAに変換きれた propionyl-CoAの泣から摂取されたコハク殿、プロピオン

酸のi立をヲ|いて求める方法である。コハク鮫にこの万法が適用できるのは、嫌気条i'lトではコハク
般がTCAサイクルにより酸化されて77ル酸やリンコ取になる可能性がないからである。

式 4-5 (b2) = (propionyl-CoA)ー(substrate)

リンゴ酸の場合もコハク酸、プロピオン酸と同様の}j法で(b)を計算することができる。しかし、

リンゴ酸の場合、 3.2.2節で議論したように、 (b)の反応は図 4-15中の矢印とは反対の向きに進むこ

ともありうる。そのような場合は、算出される(b)の値は負となる。

包盟註笠

(c)はオキサロ酢酸が選元されてリンゴ酸となる反応である。この値は(b)の値に守一しい。

ω盟泣笠

(d)は77ル酸が還元されてコハク酸となるときの反応で、 lモルの77ル自主が lモルのコハク固ま

となるとき lモルの(H)が生成される。

(d)の値はリンゴ酸の場合を除けば(b)とI，;Jじである。リンゴ酸の場合は、 (d)は PHAに変換された

propionyl-CoAの誌ーから計算できる。

式 4-6 (d) = (propionyトCoA)

住血泣笠

(c)の値はコハク酸の場合を除けば(d)の他に等しい。コハク酸の場合、 (e)の反応iti:は(b)、(c)、(d)

の反応を経て生成されたコハク自主の盆に、持1取されたコハク酸の量を足せばよい。すなわち

式 4-7 (e) = (b) + (substrate) 
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出企泣n

(りは a田lyl-CoAまたは propionyl-CoAが繍合されて生成した 3-oxoacyl句CoAが還元されて

3-hydroxyacyl-CoAとなる反応である。本研究で)fIいたどの有機物についても、このillIは次の式で計

算できる。

A 4-8 (η= (PIIA) 

包盟主.11

プロピオン殿、干し重量、ピJレピン酸、リンゴ酸、コハク酸、グルコースの湯合には、 (h)のIlltはPHA

に変換された a印 tyトCoAの畳から計算できる。

式 4・9 (且)= (acetyl争CoA)

-)j、酢酸の場合には次の二通りの社n法がある。
一つは、解糖により生成されたピルビン酸(またはホスホエノールピルビン駿)の厄から PHAに

変換された propionyl-CoAの益:を差しづ|いて求める方法である。

式 4-10 (gJ) = 2 (C，HIOO，) -(propionyl-CoA) 

もう一つは、 PHAに変換された a国 yl-CoAの泣からm取された酢酸の1liをづ|けば、島平慨によりピ
Jレピン酸を経て生成された acetyl-CoAの訟がわかる、という計算程、である。

ェl::4-11 (g2) = (acelyl-CoA)ー(subSlrale)

川、川、 (z)の計笈

これらの反応は、摂取される基質のiil:から計算できる。

以上の考察をまとめると表 4-9のようになる。
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署長 4-9 酸化還元およびエネルギ一生成・消費に関与する反応量の計算法

Acetate PropiORat~ 町ruva!e MlI.la!e SlIOXi同時 Gtoco棺

(C.KCIU<) (lf2-Ol 
(.， I (C.H品) (CoI-lIoQ) ICo・IhJ().) (0，出，oQ， (C.U~) (C~ I ‘。0" ~ 

O{if<O) 

2((-.1量叫)" 2(ul恥0" 2 (uJlloQト

(Ktlyl-COA) 国 ttyl-CoA) [晶..etyICoA)

(prop剛1)'1"(白川 (!"明1山，，1ζ目的 切"'1"倒yl-CoA)
(pn:>piQnyl CoA) .. {戸VP;曲、ylCoA) (戸唱pionyl-CoA)

，，，民間.) (sub!;trate) (5ub‘Irate) 

1" (b) (b) (b) 'b) 'b) (b) 

1" 。} ，b) (b) (b) ""叩ionylCoA) 。} (b) 

(.， (b) (b' (b) (b) (d) (b)+{substr.ut) (b) 

{。 fPllA) (PHAJ (PHA) (PIIA) (PHA) (PtlA) (PHA) 

匂1)
2(Cu晶，，0，)・

!prop剛，.白川

匂) (;ac.，cyl-CoA) (~t)'l-CoA) (K叫が CoA) {配tyl-C.。叫 (acelyl-CoA) (，正e叩I-CoA)

包2)
{郎副yl..CoA)

(sut晒同.)

(~u b!;[uu:) 

(if(C"'lloQ )~O) 

'w) 

(llIbstrau:) + (Ctl-，，<()吋

(，(((41， .................. 
(.) (subsII'1l健}

'Y) 
，，) 

B) acvl-CoAの生成と消費

acyl-CoAの生成量と消費量の計算法については既に 3.1節、 3.2節でも述べた。また、乳酸、ピル

ピン駿、リンゴ酸、コハク酸、グルコースの場合については既に表 4-7にacyl-CoAの生成hi:と消費

廷の比を示した。

図 4-15から acyトCoAの生成量は(e)+ (g) + (y) + (z)、消費量は 2のである。しかし、そのように

して計算すると、乳酸、ピルビン酸、リンゴ殿、グルコースの場合には表4--9から

式 4-12 (e) + (g) + (y) + (z) = (acetyl-CoA) + (propionyl-CoA) 

= {2 (3HB) + (3HV) + (3H2MB)} + {(3HV) + (3H2MB) + 2 (3H2MV)} 

= 2 {(3HB) + (3HV) + (3H2MB) + (3HV)} = 2 (PHA) = 2 (η 

となってしまう。

acyl-CoAの生成量は摂取された基質の長と消費されたグリコーゲンの量から計算すべきだろう。

グルコース以外の場合、摂取された基質 lモルから lモルの acyトCoAが生成される。また、グルコ

ースやグリコーゲンからは lモルあたり 2モルの acyl-CoAが生成される。すなわち、

式 4-13 acyトCoAの生成量=(substrate) + 2 (C6HlO05) (グルコース以外の基質の場合)

acyl-CoAの生成量=2 (substrate) + 2 (C6H 1 005) (グルコースの場合)

一方、 acylぐoAの消費量は蓄筏された PHAの量から計算できる。

式 4-14 acyl-CoAの消費量=2 (PHA) 
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以仁のようにして計算した acyl-CoAの生成量、消費量、およびそれらの比(消費量/生成量)を

図 4-16に示す。 A-Glcを除けば acyトCoAの生成量と消費量の比はおおむね l士0.2の範囲に入って

いた。このことから、渋取された有機物の貯蔵形態のほとんどが PHAで説明できることがわかる。

A一HA

B一HA

A-HP 

6-HP 

。

口production
凶11consumptlon 
.A. consumption/production 

acylゐCoA (mmol/I) 

10 15 

;:ロ:桓面画面Fト..................よ二ニ二二
A-PV 

6-PV 
・ •.• ..一一一一一一一一一一一寸
23;;空空合型iiiiill
A-Suc -1~.... 一一+←ト一一白一一一一
-$uc二 一一+.‘t‘ト山一白一一一臼山
A-Glc桓画面=-ート
6-Glc 

。 0.5 

consumption/production 

図 4.16 acy卜CoAの収支

C)水素当量還元力の生成と消費

1.5 

3.4.1で議論した反応のうち、酸化還元反応に関与するのは(a)、(c)、(d)、(f)、 (g)、(w)、および(x)

である。各反応で生成または消費される還元力を水素当量(H)で表すと、表 4-10のようになる。

表 4.10 各酸化還元反応における還元カ(H)の生成量

反応 反応1モルあたりの還元力(H)の生成量

(a) 

(c) ー2・

(d) 一2・

の f・

(回

(w) 

(x) 

.)負の値は還元力の消費を示す。

表 4-9と表 4-10をもとに嫌気的街機物摂取に関与する各酸化還元反応での還元力の生成量・消費

量を計算し、さらに、酸化遺元収支を計算することができる。還元カの生成量、消費量、およびそ

れらの比(消費量/生成量)を図 4-17に示す。還元力の消費量と生成互の比は、ほほl土0.2の範

囲に入っており、酸化還元収支が成り立っていることが示された。
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(A)酢桜、プロピオン酸、リンゴ酸、 コハク酸 (B)酢酸、プロピオン酸、リンゴ酸、 コハク酸に

については表4.9の(bl)および(g1)を用いて計 ついて表4.9の(b2)および(g2)を用いて計算し
算した. た.

図 4-17 水素当量還元カ(H)の収支

D) 高エネルギ リン酸結合の生成と消費

エネルギーの生成、消費に関して厳密に議論する前に、オキサロ酢酸がピルピン酸またはホスホ

エノールピルビン酸から生成される際のエネルギー収支について、詳しく検討する。

ホスホエノールピルピン酸からオキサロ酢酸が生成される方法にはいくとおりか考えられる。そ

れぞれの場令の高エネルギーリン酸結合の生成置をまとめると表 4-11のようになる。

霊長 4-11 オキサロ酢酸生成時のエネルギー収支

シナリオ
高エネルギーリン般結合の生成量

ヨメント
(，ル)にギ"'1り生ゐ成.L量ネ (b)ルギm生ゐ成L量培、

{代謝1モルあたり} {mol""P/tllol) (mol""Plmol ) 

(1)ホピスンホ雌エにノなりル、ピ次ルいピでン(5)-般mがlいhyっ1m.たMんyビ1.ル 1'1時に(S).me山ylm副00)'1-

CoA.pyruvate 岡宮町加Ilylaseこよりオキサ " COAからP"'P'師)'1CoAが'十 3or2. 。
ロ酢捕となる場合.

成5れる.

(Z) :t主 Ä ホエノ-~ピルピン債がいったんピル

rピンよ雌りにすなキサり‘ロ酢つ般いでにpな"る"'場'"合臼~田町I~ +ト1_0 3曲 2

。}ホλホエノ ルピルピン継が この樽棄は通常喧キサ働ロ酎市

μキ四サがロ回atMnaPにFなMる胞崎団合bollyk1nasdこより才 .1 ，.を処I<tするH向には 3町Z 。
ないとされる，

(4)ホスホエノ ルピルピン織が 。
刊百珂叶""目oIpyruvate

{たどし、リン継がリン酸化され ~or2 ー1
E厳"と加な叩るm場"合pM。SFMTh品こよりオキサロ酢 てピロリ J厳となる}

。}ホスホエノーPなFルるUピv場aルM合EピMン加慣，yがlasd 
仲サωロ同附o般"に訓 こよりオキ

。 3or2. 

.) I:::.MP経路の場合は 3mol-P/mol.由 経路の場合は 2mol-P/mol

ピルビン酸のカ JレボキシJレ化は、 pyruvalecarboxyl出 cによる場合と(S)-me<hylmalonyl・CoA-pyruvate

52 



transcar加xylasc(以下単に transcaroxylascと呼ぶ)による場合がある。前者は ATPを消貸してピルビ

ン放をカ1レポキシル化してオキサロ酢酸を生成する。一方、 f走者はピルピン酸への炭酸付加と問時
に(S)-methylmalonyl-CoAを脱炭酸して propionyl-CoAを生成する反応を同時に行い、 Aτ?を消費しな

し、。
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pyruvate -一一一一つF一一一ー・ oxaloacetate 
キ (S)-m凶hylmalonyl-CoA-py印刷e
C02回 nscar加'Y凶e

(S)-m州 malo附 COA__l__→ prop.問山A

transcarboxylaseは、プロピオン酸発酵によりコハク酸から propionyl-CoAが生成される反応が同時

に起きている場合のみ利用されうる。

また、条件によってはオキサロ酢椴やリンゴ酸からピルビン酸が生成されるような場合も与えら

れる。この反応は 3.2.2で述べたように、全体で凡るとエネルギーの生成、mnを作わずにiJL行する。
(.)、 (b)以外の反応では、 (d)、(e)、(w)、(y)およひ'(z)の反応でエネルギーの生成、 1内'l!lかある。

(d)の反応ではフマル酸が fumaralereduclascによりコハク酸に還元される。

fumarate -一一，ー一一一一一~・ succmatc 
式牛15 Il/U( fumarale 

2(H) 凶 "C幽

この反応は電子伝達リン酸化による ATPの生成を伴うとされている。実際、還元剤がNADHであ

る場合、この反応応、の.60'はp凶H7.0で-1凶6.lkc回.11，加1町m旧叫Oωlで、 Aτ.TPを生成するために卜分である(仏ADPとリ
ン酸カか、ら Aη〉をつくるために必必、要なエネルギ一ム0'はpH7.0で7.3kc叫心c仏ιal/

行う細幽だけでなく、腸内細菌の多くや Bacterojdes属、 Veillollella属、 Peptostreptococcus属などが

この餅索を持っている。

-)J、TCAサイクルでコハク僚が酸化されて77ル般になるときは、 ATPは消'l!(きれないものの

選j[;力の受けてはタンパク質結合型の FADである。ここで生成された FADHは式 ι15の還元斉1)と

して働きうるが、この場合には、 ATPは生成きれない。なお，TCAサイクルで働くこの際ぷは式 4・15

の逆反応を主として行い、 succinatedehydrogcnascといわれて区別されている。

嫌気的作機物摂取における式 4・15の反応では、解槍により多くの NADHが供給されるので、

NAlコHが還Jt)Jとして働くものと考えられる。また、多くの細菌が fumaralCrcductaseを持っている

ことから、嫌気的有機物摂取を行う細菌がこの静素を持っている可能性も高いと与えられる。従っ

てA百3の生成が行われる可能性は非常に高い。

(e)の反応はコハク酸から succinyl-CoAが生成される反応で、反応 lモルあたり lモJレの高エネル

ギーリン酸結合の消費を伴う。

(w)の反応では、グルコースの奴取 lモルあたり、 EMP経路の場合2モル、 ED経路の場合 lモル

の高エネルギーリン酸結合の生成がある。

(y)および(z)では、 3.1.3で議論したように、酢酸、プロピオン酸の摂取 lモルあたり通常 lモlレの

高エネルギーリン駿結合が消費される。

以上は、次のような 4つのケースに分けて考えることができる。

(1)解糖が EMP経路で行われ、ピJレピン酸を prop.ony卜CoAに変換する際にエネルギーが生
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成も消費もされない場合(またはホスホエノールピルピン酸を proplonyトCoAに変換する際

に反応1モルあたり Iモル高エネルギーリン酸結合が生成される場合)。

(2)解糖が EMP経路で行われ、ピルビン酸を propionyl-CoAに変換する際に反応lモルあた

りlモルの高エネルギーリン酸結合が消費される場合(またはホスホエノールピルピン酸を

propionyl-CoAに変換する際にエネルギーが消費も生成もされない場合)。

(3)解糖がED経路で行われ、ピルピン取を propionyl-CoAに変換する際にエネルギーが生成

も消費もされない場合(またはホスホエノールピルピン酸を propionyl-CoAに変換する際に

反応 lモルあたり Iモル高エネルギーリン酸結合が生成される場合)。

(4)解糖がED経路で行われ、ピルピン酸を propionyl-CoAに変換する際に反応 lモルあたり

lモルの高エネルギーリン酸結合が消費される場合(またはホスホエノーJレピルビン酸を

proplOnyトCoAに安換する際にエネルギーが消費も生成もされない場合)。

(1)-(4)それぞれの場合について、関与する諸反応 lモルあたりの高エネルギーリン自主結合の生

成 消費量を表 4-12にまとめた。

表 4-9と表牛12に基づいて計算したエネルギー収支を、図 ι18および図4-19に示す。

表 4・12 嫌気的有機物摂取に関与する反応における高エネルギーリン酸結合の生成・消費量

反応lモルあたりの高エネルギーリン酸結合の生成 消費量
(mol -P / mol) 

反応

(1)解掛がEMP経路

で行われ、ピルピ

〆酸をpropIony!
CoAに変換する際
にエネルギが生

成も消費もされな

い場合

(2)解糖がEMP経路で

行われ、ピルビン酸

をprop旧nyl-CoA に

変換する際に反応l
モルあたり lモルの

高エネルギーリン酸

結合が消費される場
A 
ロ

(3)解楢がED経路で行

われ、ピルビン般を

propionyJ-CoA に変換
する際にエネルギー

が生成も消費もされ

ない場合

(4)解摘が1':D経路で行わ

れ、ピルピン酸を

propionyl-CoAに変換す
る際に反応 lモルあた

り1モルの高エネルギ
ーリン般結合が消費さ

れる場合
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(2)解狩か"EMP経路で干丁われ、ヒルピン般を
prop旧nyl-CoAに変換する際に反応iモJレあたり I
モJレの高エネルギーリン酸結合が消費される場合

-P (mmolll) ーP(mmol/I) 

10 15 
。 10 15 

0.5 1.5 
。 0.5 1.5 

consumption/production consumptωn/pr，吋 uction

(3)解糖がED経路で行われ、ピルピン酸を (4)解糖がED経路で行われ、ピルビン酸を
propionyl-CoA (こ変換する際にエネJレギーが生成 propionyl-CoAに変換する際に反応 lモルあたり l
も消費もされない場合 モjレの高エネルギーリン酸結合が消費される場合

図 4-18 嫌気的有機物摂取の際のエネルギー収支・その 1 (酢酸、プロピオン酸、リンコ酸、コハ

ク酸のについて表 4-9の(b1)および(g1)を用いた)
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も消費もされない場合 モJレの高エネルギーリン自主結合がiiHI'される場合
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(3)解糖がED経路で行われ、ピJレピン般を (4)解糖カマED経路で行われ、ヒJレピン重量を
propionyl-CoAに変換する際にエネ1レギーが生成 pnopionyl-CoAに変換する際に反応 Iモルあたり I
も消費もされない場合 モルの商エネルギーリン酸結合が消貸される場合

図 4-19 嫌気的有機物摂取の際のエネルギー収支・その2(酢酸、プロピオン酸、リンゴ酸、コハ

ク酸について表 4-9の(b2)および(g2)を用いた)

If<] 4-18、j;;(]4-19において、エネJレギーの消費量/生成量が大きいとき(1に近いとき)はエネル

ギーの使用効本がよいこと、逆に小さいとき (0に近いとき)にはエネルギーの利mに無駄が多い
かあるいは基質摂取以外の代謝にエネルギーが利mされていることを示す。どの基質の場合にも、 A
系の汚泥より B系の汚泥のんーがエネルギーの使用効率が高いという結栄が得られた。しかし、この

ことからただちに 3HV発群薗の方が脱リン菌よりエネルギーの使用効率がよいと判断するわけに

はいかないだろう。f0Jえば、表 3-3に示したように多くの研究者が脱リン汚泥による酢酸の嫌気的

摂取時のリン酸の放出笠を報告しているが、その値にはばらつきが大きく、 0.29-1.5の|討に散らば

っている。そのことを考えれば、さらに多くの活性汚泥についてデータを蓄級して検証する必要が

あるだろう。

また、基質問で比較すると、乳酸、ピルピン隊、リンゴ酸、グルコースに比べて酢殿、プロピオ

ン酸、コハク酸の奴1担のl刊さ基質摂取のエネルギー効率がよいという結果が待られた。乳酸、ピル
ビン酸、リンゴ酸、グルコースの場合は摂取された基質がa∞lyl-CoAとpropionyl-CoAの両方になる。
それに対して、酢酸、プロピオン酸、コハク酸の場合は a印刷 CoAとpropionyl-CoAのどちらか一方

にしかならない。摂取された基質から a田tyトCoAとpropJOnyトCoAの双)jを生成しなければいけない

ということが代謝制御にJ悪影響を与え、エネルギーの利用効率を落とすというようなことが布り得
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るのだろうかワ本研究で用いた A系や B系の汚泥がたまたまそうだったのかもしれないので、こ

の問題についても今後、さまざまな活性汚泥について検討を行っていく必要があるだろう。

エネルギーの消費量/生成量が1を上削る場合は基質摂取に必要なエネlレギーが不足してしまう

ことを意味し、実際にはそのような状況は起こらないはずである。 B 系の汚泥(:lHV 発醇幽が~~.~位

していると考えられる汚泥)では、 ED絡協を持早朝5系として仮定した(3)や(4)の場合にエネルギーの
消費Jjf/生成涯が lをt回っているケースがあった。このことから、 3HV発酵凶は解糖系として 日〉
系ではなく EMP経路を用いている可能性が高いと判断できる。

4.5.2 A系の汚泥でプロピオン酸発醇を行ったのは本当に脱リン菌なのか?

4.4.2での A系の汚泥をijJいた実験結来から明らかなように、良好なリン除去を行う A系の汚泥

による乳殿、ピルビン酸、リンゴ酸、コハク殿、グルコースの炭取の際には、プロピオン酸発防が

関与している。しかし、これらの尖験において脱リン薗が直接プロピオン酸発防を行っていたので

はなく、脱リン薗以外の菌がこれらの有機物をプロピオン酸発醇により酢般やプロピオン般に変換

し、それを脱リン菌が利用していたのかもしれない。また、 A系は良好なリン除去を行っていたが、

仮に 3HV発酵歯が共存していたとするとこれらの布機物を摂取したのが脱リンl有ではなく 3HV発

醇箇だったという可能性もある。そこで、ここでは脱リン泊がコハク椴・プロピオン般党慨を行う

能)Jを持っているかどうか議論する。

中間体として酢酸やプロピオン酸が生成し、それを脱リン薗が利用したという可能性については

次のてっの百定的な証拠がある。すなわち、 A系の汚泥によるピルピン駿の摂取述1Jf.が酢酸 プロ

ピオン酸と同程度だったこと(表 4・13)、および県取 lモJレあたりのリン酸のhiH1-:誌がピルピン般

の場合に 0.65モルだったのに、酢酸の場合は 1.07モル、プロピオン酸の場合は 1.64モJレとピルビ

ン自主よりも大きかったことである。仮に中/111体として酢殿、プロピオン酸が生成していたとすれば、

ピルピン般の摂取速度は酢酸 ープロピオン般の場合より小さく、また、リン酸の放出量は酢酸 ープ

ロピオン酸の場合より大きくなったはずである。これらのことから、ピルピン酸の嫌気的摂取にお

いてまずプロピオン酸発醇菌により酢陵、プロピオン酸が生成し、それを脱リン箇が利用したとい

う可能性は否定できるだろう。

一方、 A系の汚泥中に3HV発酵菌が共存しており、乳敵、ピルビン酸、リンゴ敵、コハク酸、グ

ルコースを鎖取していたのは脱リン菌ではなく 3HV発苦手菌だったという可能性も低いと与えられ

る。

その理由の，っとして、これらの恭賀を侠取する際の汚泥中の炭水化物の減少Ii1:を A系と B系で

比べたとき、B系の方が多かったことがあげられる。しかし、これらの基質を奴取するためには 3.2.2

で議論したように理論的にはほとんどエネルギーは必要ない。乳酸、ピルピン際、リンゴ般を PHA

に変換するために必要な高エネルギーリン酸結合は、基質 lモルあたり 0から般大でも乳酸の場合

の0.5モルである。 A系で消費された量の措が3HV発酵されたとすると、この位皮のエネルギーは

十分に供給されるはずなので、 3HV発酵d自により摂取が行われたという可能性は残されてはいる。

この場合、実際に観察されたリン酸の放出について説明する必要がある。酢酸のアナログであるヨ

ード酢酸を脱リン汚泥に添加すると、ヨード酢酸は採取されないにも関わらずポリリン酸が加水分

解されることが知られている(必尾、宮、 1987)。それと同じように、周閉の有機物波皮が上昇し

たことに脱リン閣が刺激されて、そのためにポリリン酸の加水分解とAll'の合成が促進されたと考

えれば説明できる。

もう一つの理由として、 A系の汚泥によるこれらの基質の摂取速度がB系のi'i泥と比べて極端に
は低くないことがあげられる。表 4-13によると A系の汚泥による乳酸、ヒ.ルピン酸、リンゴ酸、コ

ハク酸の倶]双速度は B系のそれの 6書IJから 8割程度だが、A系の汚泥中の 3HV発傍閣がこれほどの

速度で基質を摂取できるとすると、 3HV発防閣はマイナーな微生物群ではなくむしろメジャーな微
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生物群であるはずである。 3HV発酵菌がA系汚泥中のメジャーな微生物群であるとすると、 A系の

汚泥が良好なリン除去を行うことを説明するのが錐しくなる。しかし、 A 系の汚泥による法質煩取

が大部分がプロピオン酸発酵i宥と脱リン的の協同的な代謝により行われ、 -~IIが 3HV 発信子悩により

行われたという可能性は残される。

このー述の実験では脱リン歯がプロピオン商量発併を行う機能を備えているという傑かな証拠を得

ることはできなかったが、脱リンi宥がコハク酸・プロピオン限発酵系を持っている可能性は非常に

尚いといえる。

表 4・13 A系の汚泥による有機物摂取の比較

D系の汚泥 E系のilii.吃

mgC/gMLSS/h 実験昏号、算出法 mgC/gMLSS/h ;K験排号、算出法

酢限 27 A-HA-1、最初の 1時間 21 B-HA-1.最初の1時間

プロピオン政 21 A-HP司1、最初の1時間 2S B-HP-1、最初の1時間

乳酸 3.9 A-Lac-1、最初の4時間 S.4 B-Lac-1、愚初の4時間

ピルピン椴 29 A-PV-1、患初の 1時間 43 B-PV・1、最初の1時間

リンゴ酸 6.7 A-Mal-1、愚初の4時間 B.7 B-Mal-3、鰻初の4時間

コハク酸 4.7 A-Suc-3、最初の4時間 7.8 B-Suc-1、愚初の4時間

グルコース 6.2 A-Glc-2、最初の4時間 14.0 B-Glc之、 愚初の2時間

4.5.3 3HV発酵菌と脱リン菌の競合関係

嫌気好気活性汚泥中に脱リン菌にかわって 3HV発醇菌が活性汚泥中に優占化すると、ポリリン般

が汚泥中に蓄積されなくなる分リン除去が行われなくなってしまう。そのため、嫌気好気式活性汚

泥法によ町効果的なリン除去を行うためには脱リン菌と 3HV発酵趨の競合関係を理解し、脱リン菌

が確実に優占化するようにプロセスの設計 運転を行う必要がある。

本研究の範囲では、脱リン薗と 3HV発酵閣の競合関係を明らかにするような実験は行わなかった。

B系の運転についてさえ、なぜ3HV発醇闘が優占化し、それが長期に渡って維持されたのかはっき

りとした原肉が分からない。 B系の逆転条件はこれまで著者が行ってきた他の系列の逆転条件とそ

れほど大きくは追わないのである。

かつて報告されている 3HV発醇菌の優占化が原因とみられる嫌気好気式活性汚泥法による生物

学的リン除去の失敗報告を表 ι14にまとめた。

}( 4-14の論文のなかで 3HV発酵簡が優占化した理由が明確にわかっているのは Liuら(1994)の場

合だけである。 Liuら(1994)の条件ではリンがDNA、附 A、リン脂質など基本的な細胞構成成分を構

成するために必要な段低限のレベルしか供給されなかった。従って、脱リン薗はポリリン僚を蓄積

することができず、その結果、嫌気条件下で布機物をff!取することができなかった。 ーJi3HV発酵

lIiは嫌気条件 Fでの有機物摂取は影響を受けないので、そのために、 3HV発醇閣が優占化したと考

えられる。

Ccch and H artmanυ990， 1993)の条件では、流入水がグルコース主体のため、グルコースを 3HV

発防により PHAに変換することによりポリリン般を消費しなくてもグルコースを奴取することが

できる。この時、 EMP経路で解糖が行われればエネルギーはむしろ生成されるはずなので、恐らく

嫌気条件下でのエネルギー源として細胞内にグリコーゲンを蓄積する必要さえないであろう。しか

し一万で、脱リン汚泥がグルコースをポリグルコースとしてt;領する場合があることも知られてい

る(深瀬ら，1982;Nakamuraetal.， 1995)。すなわち、嫌気条件下でポリリン酸をエネルギー源として

グJレコースを様取し、ポリグルコースとして茶依する微生物も存在するのである。 3HV発院により
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グルコースを取り込むのとポリリン酸を利用してグルコースを取り込むのではどちらがどのような

条件下で有利なのか、わからない。結局、彼らのリアクターで 3HV発酸菌が俊市化した理由として

は最初に梢種された活性汚泥中の微生物相が大きな影響をうえているのだろうというぐらいにしか

推測できない。

Fukasc cl al. (1985)の場合は長い水JlJl学的な滞留時間が何らかの影響を及ぼして3HV発防l到の優占

化を促した。しかし、水理学的滞留時!日jが3HV発両手術の優占化を促進したメカニズムは不明である。

3HV発防l車と脱リン菌は、嫌気的有機物{!{J!Y.機併が非常に似かよっており、 l両者の巡いはポリリ

ン般の代謝を行うか否かと、コハク酸 プロピオン鍛発醇系の活性だけであると考えられる。これ

だけのことからI司有ーの競合関係を考察するのはJI"i;¥"に凶難である。著者が現イ正1'&いている)5-えを次
に述べる。

まず、 t聴会t条件下での有機物摂取速度における迷いについてである。ポリリンE査を月lいた)，¥;質1，'1
取ではポリリン酸を加水分解するだけでエネルギーを取り出せる。それに対して 3HV発酵によるエ

ネルギー坐成は非常に多くの反応を経る必変がある。そのため、エネルギーの取り出しやすさから

いえば3HV発酵よりポリリン酸の加水分解の)Jが有利だろう。このことから、 ー般的にいって脱1)

ンd自のんーが3HV発酵薗より速やかに布機物県取を行うことができると予:tP，できる。もっとも、 3HV

発鮮に必~な両手素をたくさん持っていれば 3HV 発防菌でも脱 1) ン箇より速やかに基質探取を行い

うる場合もあるだろう。

流入水の1%;質組成に関しては、 J主取のために必要なエネJレギーが少なければ少ないほと:'Iiir述の
3HV発酵箇の不利な点、すなわちエネルギー供給i車度上の弱点が小さくなると考えられる。そのた

め、ヒ:)レピン酸やリンゴ酸、乳酸が多く含まれる流入水では 3HV発醇菌と脱リン簡のどちらが優占

化しても不思議はないかもしれない。これらの府機物の奴取において、代謝系が里n処1的に働けば理
論的には高エネルギーリン酸結合はまったくiJmされない。また、プロピオン限発醇系を備えてい
ない微生物は、他の細菌が発修して酢酸、プロピオン酸に変換するのを待たなければいけない。そ

のため、これらの基質の摂取のためにはプロピオン酸発酵系を備えていた}jが都合がいし、。従って、

この，占からすると 3HV発酵菌はこのような流入水にもともと適応しやすいといえるだろう。しかし、

このことがすぐに脱リン菌より 3HV発酵菌の)jがイヲ利だということにはつながらないと思う。 riijの

項での，議論で述べたように、脱リン閣がプロピオン酸発酵系を備えている可能性はかなり高いので

ある。

WA条，'1下での代謝に目を移すと、 3HV発傍l省の場合はグ，)コーゲンを併合成するだけでよいが、
脱リン lおの場合はグリコーゲンとポリリン酸の両方をバランスよく再合ICZi- る必要がある。 ~f気条

件下での代謝にl刻しては、代謝制御が簡単なだけ 3HV発酵菌に分がありそうである。好会1条件下で
のグリコーゲンやポリリン酸の再生速度が3HV発醇箇と脱リン菌でどの程度Jiうのか、実視IJされた

データはない。しかし、好気条件下でいくら 3HV発醇菌が脱リン歯より迷やかに蓄積物質の再生が

できたとしても、嫌気条件下で他の微生物よりはやく布機物を摂取することの方が後占化するため

に重要な閃子だろう。

栄養要求性からみると、プロピオン酸発酵を行うためにはピオチンやビタミン BI2のような成分が

必要である。ピオチンは(S)ーme出ylmalonyl-Coんpy即時lClranscarboxylaseおよび(R)ーmelhylmalonyl-CoA

d田町boxylaseにより、 また、ピタミン BI2は(R)ーmelhylmalonyl-CoAmul田eにより要求される。これら

の成分の利用可能量が少ない場合には 3HV発酵l1iは増殖しにくいのではないだろうか。

代詩mu書物質を介した競合関係もィ号えられる。ある磁の高等値物は根からある径の化学物質を分
泌し、線圏の微生物群集を制御することが知られている (Ricc，1984)。このような化学物質を介し

た生物種間の相互作用はア レロパシーといわれ、特に高等被物については農地の生産性の向上と関

連して広く研究されている。足立らは脱リン能土lを失った嫌気好気汚泥に嫌気条件下で有機物を十

分に取り込んだ脱リン菌を添加して好34条件 Fでのリン酸の取り込み速度を検討したところ、汚泥
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の添加により'}ン酸の取り込み速度が低下したという報告をしている。この現象を彼らはやはり化

学物質による微生物問の相互作mだと結論している。どのような成分が関与しているのか、今後是
非とも明らかにする必要があるだろう。

表 4-14 3HV発醇菌が優占したと恩われる汚泥に関する報告

盆皐ムι鍾1)
し尿処理を校後した嫌気好気式活性汚泥法の実験 (A系とB系)で、恐らく最初に制服し
た汚泥の追いによりA系では良好なリン除去が行われ、 B系では行われなかった。嫌気条
件下での街機物除去はA系、 B系のいずれにおいても観察された。 A系とB系は崎磁汚泥
の他希釈水の投入位置も異なっていた。

Fukase el aJ.( 198号}
酢殿、ベプトン、酵母エキスを巨体とする人ぶ下水を流入水とする総会tiJf気式活性汚泥
プロセスのUnitAとUnitBを逆転した。 UnitAは流入水BOD135mg!l1'呈段、水理学的滞留l時
間4.5時間で逆転し、 UnitBは運転開始後2カ月ほとUnitAと同様の条件で運転した後、
流入水BOD波度を650mg/1程度にし、水理学的iiTi留時間を22時間jから23日午聞とした。そ
の結果、 UnitBはUnitAとIliJじ運転条件下では良好なリン除去を行ったが、水理学的滞
留時間を長くしてからはリン除去が.'1f;化した。しかし、繰気条件下でのイi機物除去は行
われていた。

Cech and Hartman (1990. 19931 
酢再主主体の人工下水を投与した系列 (ReactorF) とグルコース主体の人工下水を投ヲし
た系列 (ReactorG) を逮転したところ、 ReactorFは良好なリン除去を行ったが、 Reactor
Gではリン除去が行われなかった。嫌気条件下での有機物娘取はReactorFでもReactorGで
も行われていた。

以uet 01. (199公
酢酸主体の人工下水中のリンの誌を制限することにより、ポリリン酸の蓄積を行わない
が嫌気条件下で有機物摂取を行う活性汚泥を得た。

このような、脱リン簡と 3HV発際的が別磁の菌だと1)!，、定した議論とは別に、これらの細菌が本当

にまったく別の菌なのか、という問題も残されていると思う。生育条件によって鎌気条件下でのエ

ネルギ一段、をポリリン酸の加水分解に依存したり 3HV発酵に依存したり、使い分けるものがいても

おかしくないのではないだろうか?今後、解き明かされるべき課題だろう。

4.6まとめ

実験室で人工F水を用いて嫌気好気式前性汚泥を馴致した。盟11致の結果、良Hな'}ン除去を行い、
嫌気条件下でポリ'}ン酸を消費しつつ布機物摂取を行う汚泥 (A系)と、通常の活性汚泥程度のリ

ン除去しか行わず、ポリリン酸を消費せずに顕著に嫌気的布機物摂取を行う汚泥 (B系)を得た。

これらの汚泥に嫌気条件下で酢酸、プロピオン酸、乳酸、ピルピン酸、リンゴ酸、コハク酸、また

はグJレコースを投与し、関連代謝物質の経時変化を追跡した。関連代謝物質として、投与したイj機

物の上澄水中の残存濃度の他、上澄水中のリン殿、及び汚泥中の炭水化物を PHAの挙動を追跡した。

得られた実験結果を 3章で検討した代謝機構のモデJレと比較したところ、物質収支、および酸化

還元収支についてモデルからの予測と実験結果が良好なー致が見られた。このことは、 3章で徒案

したモデルにより、嫌気的有機物摂取に関わる代謝機構の全てとはいわないまでも主要な部分を説

明できることを示している。得られた知見をまとめると、次のようになる。

l 良好な脱リンを行う嫌気好気汚泥 (A系の汚泥)による酢俊 プロピオン般の嫌気的奴取に

は、 Mjnoら、およびArunらの提唱したようにグリコーゲンの解糖がi皇后力の供給源として

関与している。摂取された、酢酸はいったん acety1-CoAとなり、また、プロピオン隊は

propiony1-CoAとなり、結合されて 3-oxoacy1-CoAとなった後、解1置から供給される.i'l!J己力に
より還元され、重合されて PHAとなる。 proplonyトCoAの生成される経路としてコハク自主・
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プロピオン酸経路が用いられたと般測される。グリコーゲンの解継により生成されるピルピ

ン駿は a印刷ーCoAを経て PHAに組み込まれる。t;概される PHAの成分として、 i王者が修 j;

課程の研究で明らかにしたように酢駿が摂取される場合は 3HB主体、そしてプUピオン僚

が摂取される場合はほぼ等モル量の 3HVと3H2MVとなる。基質煤取に必裂なエネルギーは

基本的にはポ，)リン固まの加水分解によりまかなわれるが、解槍によ ってもエネルギーが供給

される。

2 良好な脱リンを行う嫌気好気汚泥 (A系の汚泥)による才LIi夏、 ピJレピン酸、リンゴ隊、コハ

ク酸、グルコースの嫌気的筏取機備は、解糖系、 PHA合成系、ポリリン般の加水分解によ

る ATP供給系の他に、コハク酸・プロピオン酸経路が関与すると考えることで説明するこ

とができた{すなわち、乳酸、ピルビン酸、グJレコ ースの場合は、渋取された{去に全て

acetyl-CoAをへて PHAに組み込まれるとすると、還元力が過剰になってしまう。ここで、コ

ハク椴プロピオン酸経路により摂取された基質の -flflがpropionyl-CoAを経て PHAになり、

その際に過剰の還元力を消費するとイ管えると、酸化還元収支をあわせることができる。実験

結果はこの代謝機構を支持していた。リンゴ酸の場合は、摂取された後、大部分はコハク酸・

プロピオン限発酵により propionyl-CoAとなり 、また、残りはコハク酸・プロピオン殿発M
系を逆行してピルビン酸を経て acetyl-CoAをへて PHAに変換されたようである。コハク酸

の場合はコハク酸・プロピオン酸発酵系を逆行することなく、全て proplonyトCoAをへてPIIA

に組み込まれた。4.5.2で議論したように、脱リン幽ーが本当にコハク酸 ープロピオン酸発商事

系を備えているのかどうかは、今回の笑験結果だけでは断定することはできなかった。しか

し、脱リン l笥がコハク酸 ー プロピオン酸発酵系を持っている可能性は非常に~いといえる 。

3 ポリリン酸をiJH¥'することなく顕著な鰍気的有綴物燃取を行う汚泥 (B系のi1Ii尼)による嫌
気的有機物m取は、 EMP経路による解糖系、コハク酸 プロピオン厳発酵系、そして PHA
蓄積系の代謝の組み合わせにより説明できることが明らかになった。嫌気的有機物摂取のエ

ネルギ-il，9.として、グリコーゲンを解糖し、生成されたピルピン駿(またはホスホエノール

ピJレピン椴)の半分を acctyトCoAに、残りの半分を恐らくはコハク酸 プロピオン酸発鮮に

より propionyl-CoAとし、 acetyl-CoAとpropionyl-CoAを総合 ・還元重合して PHAとするJill

にエネルギーを生成する 3HV発酵が存在することが明らかになった。

4 脱リン歯と 3HV 発酵閣の競合関係を申j らかにすることは、嫌気好気式活性i!j il~法によるリ

ン除去を確実ならしめるために必須である。今後、その解明のために重点的な研究がなされ

るべきである。
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5パイロ ットプラントの汚泥による回分式実験

活性汚泥中の微生物相は流入水の濃度や組成、運転条1'1:，環境条件などに人きく彩割iされる。そ
うしたことを彩えると、実験室で観察されたことが実際のぷ処理.の現場でも観察されるか確認して

おく必要カぜある。

ここではカナダの BritishCo1umb旧大学 (UBC)のパイロットプラントの汚泥を月jいて、嫌気的イI

機物県取代謝モデルの検証実験を行った結果について述べる。実験において特に注1.1した点は以下

の通りである。

・嫌気的宥機物J其取に解糖が関与しているか
・嫌気的に倶I伐された布機物の物質収支、および摂取の際の酸化還元収支が成立するか

5.1パイロ ッ トプラントの概要

UBC のパイロ ァトプラントは、反応糟の~筏 2. 5t の生物学的栄養溢除去プロセスである。嫌気H

気式活性汚泥法による脱リンと制化脱窒法による 1Ll~除去を何時に行うことを日的としており、閃

5-11こ示すように反応;槽は嫌気郎、無酸素部 (脱~部)、好気部に分けられている。生物学的栄養広

除去プロセスには A，oプロセス、 Bardenphoプロセスなどが知lられているが、このプロセスはそう

した中では UCT(University of Cape Town)プロセスといわれるものである。流入;J<.は発醇栴で段初it
殿地の汚泥と混合され、発醇された後、最初沈殿地を経て反応槽に導かれた。発陣槽での発酵によ

り、流入水中の有機骸i農度はdHiまとして 15mgfl程度地加する。
流入水は大学近辺の住宅地から排出される家庭排水をド水省から 1H 1 [可貯蔵タンクにポンプア

yプして蓄えたものである。これにより、貯蔵相内で起こる発酵を除けば一日中ほほ阿じ水質の流

入水が一定の流速で反応槽に供給された。

最初沈殿池

図 5-1 UBCパイロットプラン卜の概要

汚泥滞留時間は 5日-10日、水理学的滞留時間は6時間程度であり、汚泥滞留時|旬、水.E'Jl学的滞

留時間などの逆転条件は研究期間中に若干変受があったものの、実験の則的l中は MLSS1000mgfl-

2日Xlmgfl、リン含有率は 3-4%程度であった。

5.2四分式実験の方法

パイロットプラントの汚泥を用いて行った四分式実験の一覧を表 5-1にぷす。それぞれの実験で、

62 



比較のために対照として有機物の添加を行わない実験を行った。

表 5-1 パイロットプラントの汚泥を周いて行った回分式実験

Dale 
MLSS P content 

Condilion Exp. No (~-;i) (% ~f-MLSS) Subslrale (Conc.) 
Aor9.1994 P-HA-I 1150 2.7 

acclate (1 2mgCII) 
2 hOllTs Anacrobic pr"， 1 ""4 P-Blkーl control 

P-HA-2 acclatc (15mgCII) 

Aprl8， 1994 P-HP・l 1250 3.3 propionalC( 16mCgII) 3 hours Anacrobic 
P-Blk-2 control 

P一HA-3 ac副ale(15mgC月)

Mav 24. 1 994 ~-HP-2 1800 2.9 
propionale (J4mgCII) 

3 hours Anacrobic ay L4， 1 ""4 P-Mal malale (IOmgC!l) 

P-Blk-3 control 

P-Lac lactatc (1 4mgCII) 

P-PV 
1700 2.9 

pyruvate (1 4mgC/I) 
3 hours Anacrobic May 26， 1 994 P-S~c succinalc (1 3mgCII) 

P-Blk-4 conlrol 

P-HA-4 acctate (1 2mgC/I) 

July 2， 1994 ~-HP-3 2000 2.8 
propionatc (1 6mgCII) 2 hours Anacrobic 

Y L.， I ~~q P-sewage fcrmcnled sewagc + 3 hours Aerobic 
P-Blk-5 control 

回分式実験の方法は、基本的には前章で述べた実験室汚泥の場合と同じである。ただし、実験に

用いる装慣のi主いや汚泥の挙動のi主いがもとで、 J句法を多少変更した。以下に、その要点を列うちす

る。

• 1) 7クテー内に残存している浴存酸来、硝殿、亜硝酸の影響を防ぐために、実験に先立って 5

時1[1]-6時間程度密封したまま撹作し、内生呼吸による脱酸素、脱窒をおこなった。

. サンプリングのために、先割れのホールピペットを用いるのでは

なく、愛$ガスを充填した風船により内部を}JII圧して、サンプリ 正ω斗
ングチュープの先から出てきた試料を車IUい試験管に受けた(図 " ;__戸」
5-2)。サンプリング用試験管は内径約 5mm、体積 5.8mlである。 せず7 、込 S岬川町除
定量的にサンプリングする必要がある場合はこの試験管にサン メ斗入 ~.82ml(i() 2"04%)) 

プルをi筒たしてとり、それを別のサンプル保管用の試験管にうつ ムーーム
しとったが、その際のサンプルの体衡を 5.8mlとして倣った。笑 Im恥 R
際にサンプル採取の操作を繰り返しおこなったときのサンプlレ

採取母の繰り返し再現性を表 5-2に示す。 図 5-2 四分式実験における

・PHAおよび炭水化物の分析に供するサンプルは、採取後ただちに サンプリングの方法

表 5-2 サンプリング周試験管のサンプル係取量の誤差

l回目の測定 2回目の測定

繰り返し回数

標本標準偏差

10 10 

平均値

日

2

9

W
U
8
3
 

A

U

r

コ
ハ
U

日

2

8

&

8

1

 

A
U

，、d
n
u変動係数(%)
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硫酸を加えた試験管・に移し、 pH2以下にして微生物活動を停止した。炭水化物分析川のサンプ

ルはそのまま分析まで密佳して保存した。また、 PHA分析}日のサンプルは速心分離により汚泥

を上澄水から分離して凍結乾燥に供した。なお、上iif.水分析用のサンプルは、日IJにサンプルを

採取し、遠心分離を2回行うことにより SSを取り除いた。(初期lの実験ではろ紙を!llいて[1，1液
の分離を行っていたが、ろ紙からの浴H¥が無悦できないレベルだったため逃心分自lL法をtiUllし
た。)

・パイロットプラント汚泥を用いた凶分式尖験の PIIAサンプルの加メチル化分解の条1'1およびガ
スクロの分析条件は、 4章で述べた;l;;験室汚泥の地合とn干異なる。 PHAの分析において、メ
チル化分解の条件を次のように変更した。すなわち、メチル化分解する際に加えるfi>(c般向~tf メ

タノールの低酸のj震度を 20%から 10%に下げ、そのかわり、分解のi時間を 100"Cのオープン'1'で

20-24 U寺聞とした。

・リン酸はアスコルビン酸法、亜硝酸はスルファニルアミド・ナフチルエチレンジアミン法、硝
R査はカドミウムカラムを用いて並硝酸とした後、スル7ァニルアミド ナフチルエチレンジア
ミン法、アンモニアはインドフェノール法 (phenatemethod)を用いて分析した。分析法はすべ

てSlanda吋 Mclhodsの対応する項日の白動化法を用いた。

• r7泌内炭水化物の分析は、分析の信頼性を高めるために一つのサンプルを俊数回分析した。

5.3各種有機酸の嫌気的摂取

5.3.1結果

'94年5月24日に行った酢酸、プロピオン酸、リンゴ酸を基質として用いた回分式尖験の紡裂を

図 5-3に、 5月26日に行った乳酸、ピルビン酸、コハク酸を基質とした回分式尖験の紡呆を関 5-4

に、そして、これらの実験での嫌気的省機物筏取に伴い生成された PHAの組成を凶 5-5に示す。

I;;IJ 5-3(a)、図 5-4(a)に示されるように、どの有機物を朋いた場合にも、投与された炭ぷは 3時間
以内にほぼ全量摂取された。また、ピルピン殿、コハク酸の場合、投与した有機物は役入氏後のサ

ンプルを採取する までの数分の問にほとんどなくなった。乳酸についても投与したii):の半分ほどが

投与後数分で消失した。

凶 5-3(旬、jgJ5-4(b)に示したように、有機物の摂取に伴ってリン般の放出が観察されたが、その

f立はriil'i堂、プロピオン酸の場合にもっとも多かった。また、乳酸、ピJレピン酸、コハク酸の場合は、

サンプル投与直後のリン酸濃度を欠iJ!Uしてしまったために断定できないが、プロットの.t，)¥[-から凡

て初期の急速な』摂取はリン酸の放出を伴っておらず、リン酸は初期の有機物摂取の後ゆっくりと政

出されたようである。

凶 5-3(c)、図 5-4(c)に示したように酢俊の嫌気的摂取に伴って汚泥中の炭水化物の減少が観まをさ

れた。その他の有機物の場合も減少したが、そのl1.iは対照実験と比べると同レベルであった。
凶 5-3(d)、図 5-4(d)に示した PHAの経時変化から、嫌気的有機物摂取の結果 PHAがlj1JJnしたこ
とがわかる。また、対照実験でも PHAの地加がわずかに見られた。乳酸、コハク酸の場合には、初

期jの急速な摂取から l時間以上経過してからも PHAの治加が見られた。ヒ.ルピン般の場合には、PHA

が増加したのは基質投与後の l時間以内であった。

図 5-5に示したように、蓄積された PHAの組成は酢酸の場合 3HBが約 3/4で、残りは 3HYであ

った。また、プロピオン酸の場合は 3HYが3/5程度、 3H2MYが2/5粍度であった。リンゴ般、乳酸

の場合は 3HYが11積されたPHAのほぼ8宙jを占め、残りは 3HBだった。ヒ.ルピン酸の場合は 3HB

と3HYがほぼ等歪だったが 3HYの方がお F多かった。コハク酸の場合 3HYが 7別と 3H2MYが 3

割程度の組成の PHAが蓄積された。また、対照尖験では 3HYがヱ体の PHAがEr駁された。
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表 5・3に、行った回分式実験の嫌気条件下での

関i車代謝物質の変動起の概要を示した。

対!!百実験で汚泥内炭水化物の減少、 PHA の噌

加、')ン酸の放出が僅かながら認められた。そこ

で、投与した11機物の影響だけを見るために、 11
機物を投与した実験で得られた各成分の変化泣

から同じ日に行った対!f.q実験で得られた変化琶

を差しヲ|いて、基1'{摂取 lモルあたりの貯蔵炭水

化物の減少な、 PHAの蓄積立、リン酸の放出征、

そして蓄積された PHAの組成を計鉾した。その

結来を表 5-4に示す。

対照実験による補正を行うことにより、酢埋まと
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プロピオン般については明確に汚泥中の炭水化 図 5-5 嫌気的有軽量物摂取に伴って蓄積された

物量が減少することが確認できた。酢酸を基質と PHAの組成 (P-HA・3、P-HP-2、P-Mal、P-Blk-3、

して行った 4図の実験で、酢酸熊取 lモルあたり、 P-Lac、P-PV、P-Suc、P-Blk-4)

炭水化物の減少量は平均 0.2モル、依大 0.25モ

ル、最小 0. 1 3 モルであった。プロピオン酸の場合には 3 問の尖験で、 1lU~ 1モJレあたり 、炭水化物

の減少は平均 0.14モル、最小 0.06モJレ、最大 0.20モルだった。数字に大きなばらつきがあるのは、

汚泥中の微生物が行っている代謝の述いを反映しているのか、それとも単に分析上の誤差に山来す

るのか、明らかではない。汚泥中の炭水化物の分析は、場合によっては測定値に 5%近いぷ差が出て

しまうときもあったからである。

その他のイI機物については乳酸、コハク酸については摂取 lモルあたり 0.1モJレ粍皮の炭水化物

の減少が見られた。また、リンゴ殿、ピルビン酸の場合はほとんど炭水化物の消費は見られなかっ

司マT~。

表 5-3 各国分式実験における嫌気条件下での関連代謝物質の変動量の概要

Com阿 itionofthc 
SubSLr剖t DOC Car加hyd日les PHA Ph田 phale Accumulated PHA 
Fed Taken Up Consum巴d Accumulatcd 3HB' '3H2MS' '31IV' 3iuMV 

mgCA mgCA mgCA mgCA mgPA 9も % qも qも

Apr.9. P.HA.I 12 9 12 11 80 。20 。
巾判 P-B1k-1 -2 58 。33 
P-HA・2 15 11 15 18 82 。18 

Apr.18. 
16 15 20 19 2 。56 42 1994 P.Hp-1 

P.Blk-2 心 l叩 。
P-HA-3 15 16 17 23 19 68 。30 

May 24. P-Hp-2 14 13 10 24 19 6 。59 35 
円94 P-Mal 10 10 20 。74 
P.B1k・3 。 18 。71 11 
P-Lac 14 12 15 16 19 。76 5 

May 26. P-PV 14 12 8 8 47 。60 。
1994 p.Suc 14 15 14 13 5 75 20 

P.B1k-5 ーO 14 76 10 
‘・ 。26 P.HA-4 12 11 10 14 17 72 

Ju1y 2. P.Hp-3 15 14 20 17 3 。65 32 
19倒 P-sewage 6 15 13 41 。54 
P.B1k-5 -2 29 。曲 10 
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表 5-4 パイロットプラント汚泥による有機物摂取のまとめ

Carbohydrates PHA Phosphate 
Composition of the 

Accumulated PHA 
Consumed Accumulated Released 31lB' 3;i;~'~'c.:{~~ -~~2MV 
mmo1 / mmo1 substrate uptake % 

P-HA-1 0.13 0.62 0.87 81 。 19 。
P-HA-2 0.20 0.60 1.27 80 。20 
P-IIA-3 0.25 0.57 0.70 75 。25 。
P-HA-4 0.22 0.49 1.05 84 0 16 。
P-HP-1 0.06 0.71 1.47 。。57 43 
P-HP-2 0.22 0.90 1.38 4 。57 39 
P-HP-3 0.14 0.67 1.18 。。64 36 ・.....
P-Ma1 。∞ 0.69 1.51 21 。75 4 
P-Lac 0.11 0.58 1.18 20 。76 3 
P-PV 0.01 0.35 0.49 58 。42 。
P-Suc 0.10 0.54 1.01 2 。75 23 

酢~プロピオン西空の嫌気的摂取の際の化学i立論比を有機物鋲取盆 l モルあたりにi_1'ï:すと、表 5-5

のようになる。実験室汚泥の場合に比べてばらつきが大きかったが、傾向としては基質摂取ill:、解

糖量、 PHA蓄積1量の比は還元)Jが EMP経路または由経路による解糖により供給されるとした場合
の理論値である 6:1 :4におおむね近い値となった。

acy1-CoAの生成虫と消費量、およびそれらの比を関 5-6にぷす。物質収支はおおむねとれていた

とはいえ、分析精度の問題もあって実験室汚泥の場合ほどきれいな結果にはならなかったが、それ

でも消費量/生成章の値はおおむね 1::!:0.4の範囲に入った(干均値 0.98、保準偏差 0.24)。分析

精度上の問題としてパックグラウンドの 以xが高かったにもかかわらず布機物の摂取量を 以xに
基づいて計算したことと、汚泥中の炭水化物の減少量の測定もパックグラウンドが布く変化立がパ

ックグラウンドのせいぜい 1-2制校度であったことがあげられる。また、 PHAの測定は他の指糠

に比べて誤差の要因が少ないと考えられるが、酢般の場合に同収率が低く、プロピオン酸の場合に

。
』

P-HA-t 

P-HA-2 

P-HA-3 

P-HA・4

P-HP-l 

P-HP・2

P-HP-3 

P-Lac 

P-PV 

P-Mal 

P-5uc 
F 。

acyl-CoA (mmol/l) 

0.5 1 1.5 

0.5 1.5 

consumpt旧n/production

ロproduction
皿 consumpt刷
企 consumption/prodυctlOO

図 5-6 acy卜CoAの生成・消費に基づく物質収支
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回収率が高かったことから見てキャリプレーションの方法に問題があったのかもしれない。

占E積された PHAの組成に注目してみる。
酢酸の場合、3HV発酵が起きている場合を除けば3HBのみを含む PHAが訴積されるはずである0

4市で述べた実験室汚泥の場合には、それでも 10%ほど3HVが諒積され、また 3HV発酵の起きてい

たEの汚泥では 3HVと3H2MVをあわせて 25%を超える仙になった。パイロァトプラントの汚泥は

嫌気的イI機物奴i仮に伴った顕著な量のリン般を放出したので、 3HV発酵がiii1i'に起きていたとは思
えないが、それでも実験室汚泥のポリリン酸1;積汚泥に比べて多くの 3HVがlHiiされた(衣 5-4)
考えられる原閣の ーっとして、プロピオン酸が汚泥混合液中に残存していたさまざまな成分の鍬気

性発防に伴って供給されたということがあるかもしれなv'。しかし、その剖には誌研された PHAの

包ーはRll;論値(基質摂取 lモルあたり 4/6=0.67モル)より小きかった。

表 5-5 酢酸、プロピオン酸の嫌気的摂取時の関連代謝物質の代謝量(基質摂取6モルあたりに換

算)

1litぼ!aIlJ!.I
P-HA-I 0.81 

P-HA-2 1.23 

P-HA-3 1.48 

P一HA-4 1.30 
，;;-~. 

.L2.Q 事F鉱誕自民
P-HP-I 0.34 

P-HP-2 

P-HP-3 

出幽

Carbohydrates PHA Phosphate 
Consumed Accumulated Re!eased 

mmol / 6mmol substrate uotake 
土台 4 司。τlar!l巴r
3.73 5.21 

3.60 7.64 

3.43 4.21 

2.93 6.28 

4.27 8.83 

5.43 8.26 

プロピオン酸、コハク酸については実験室汚泥での結果と同じく 3HVと3H2MVの苔筏が観察さ

れた。しかし、兵 5-4に示すように蓄積された PHAの組成は、 3.2節で述べた理論値 (3HV:3H2MV 

= 1: 1)より 3HVの割合が大きかった。投入したプロピオン殿、コハク般の呈と、 :e;獄された PHA
から計算した propionyl-CoAの琶を比較すると、 JA5-6のようになる。版取されたコハク般、プロピ

オン酸はコハク酸の場合を除けばpropionyl-CoAとして直接 PHAに変換されたことがわかる。コハ

ク酸の場合は、 propionyl-CoA経由で PHAに変換されたのは照取されたコハク酸の約3分の2だと

いう結果である。プロピオン般の場合とコハク酸の場合を併せてみると、生成された proplonyトCoA

が acctyトCoAに変換されたために 3HVの割合が高くなったという説明は成り立たないようである。

活性汚泥中の亨ンパク質や炭水化物から加水分解や発静によって酢酸が供給されたという可能性は

表 5-6 プロピオン酸、コハク酸摂取時の propionyl-CoAの生成量と消費量の比較
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ある。しかし、ここでは既に何も布機物を投ワしない場合の実験結果を差しづ|いて議論しているの

で、そのような説明も説得力に欠ける。

リンゴ酸、乳酸の場合には理論値 (3HVのみ生成)より 3HBの割合が多かった。これも、コハク

酸、プロピオン酸の場合と同じく、予怨よりも多く acetyl-CoAが供給されたことを示している。た

どし、これらの有機物の場令は過剰に生成された還元力を消費するような経路が存在しさえすれば

説明が可能である。例えば、多量の NADを持っていれば、ある程度は過剰の還元力を NADHとし

てプールすることができるであろう。また、微量に混入した自主素を利用して過剰の還元ブJを消貸す

ることもできるかもしれない。実際、投入した有機物の盃が実験室汚泥の場合 MLSSの約 1/10のオ

ーダーのf主だったのに対し、パイロットプラントの汚泥による実験ではその十分のーに近い-;;;戸しか
なかった。そのため、酸素の混入による実験ぷ差も生じやすく、微生物の持っている NADINADH系

による還元力の保持機構も、実験結果に影響を与えやすくなっている。

一万、ピルピン般の場合は解糖がない場合には 3HB:3HVが2:1となるはずだったが、笑際に品

積された PHA中にはそれより多くの 3HVが見いだされ、 3HB: 3HV = 3 : 2程度であった。この実験
結栄は説明しにくい。汚泥に布機物を投与する直前lの状態で汚泥がNADHのような還元力を多民に

貯め込んでいたとすれば説明できなくもない。

いずれにせよ、代謝される有機物の量が微訟であり、分析精度の限界のところで行った実験なの

で、これ以上の議諭は難しい。参考までに 4.5.1J京で考察した万法により計算した酸化遺元収支とエ

ネルギー収支を凶 5-7と図 5-8に示す。エネルギー収支に関してはほぼ妥当な結果が得られたが、酸

化還元収支は計算法により結果が大きく異なった。酸化還元収支があわなかった週!尚として、実験

系への般素の混入の可能性、分析上の誤差、活性汚泥中の不純物の影響といったことの他に、 4.5.1

項で忽定した代謝機怖とは異なる代謝機構が存在することも与えられる。その例として、酢酸の奴

取の場合にはグリオキシル酸経路、プロピオン駿の場合には propionyl-CoAのaは Lyl-CoAへの酸化と

いったものが考えられる。また、奴取する有機物iI1が少なくなればなるほど、前述した NADINADH

系による酸化還元バランスの緩衝が果たす役割が大きくなるだろう。

しかし、 4.5.1JJjで考察した代謝機構、すなわち、解糖系、コハク酸 プロピオン酸発商事系、PHA

合成系、そしてポリリン酸の加水分解によるエネルギーの生成系が嫌気的布機物奴取において中心

的役割jを果たすことは間違いないだろう。
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図 5-8 パイロットプラントの汚泥による嫌気的有機物摂取時のエネルギー収支 (解糖がEMP経路

で行われ、ピルビン酸を propionyl-CoAに変換する際に反応 1モルあたり 1モルの高エネル

ギ リン酸結合が消費される場合)
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5.3.2 嫌気好気実験

嫌気条i'l:の後に好気条件にして、嫌気 好気 l サイクルの挙動を追跡する A組合~H気実験の結果を
|苅 5-9に示す。

酢同費、プロピオン酸、および発酵下水を用いた実験のいずれにおいても嫌気条例ー下での的性flJ泌

による以x:の桜取、上澄水中のリン費量波!立のI甘加、汚泥中の PHAの苔筏、汚泥rl'の炭水化物の減

少が観察された。また、続く好気条件下では汚泥中の PHAの減少、汚泥中の炭水化物泣のI曽太、そ

して上澄水からのリン般の消失が観祭された。有機物を投手しない対照実験では嫌気条件ドではど

の成分も 11立った明滅がなかったが、好会i条件下では有機物を投与した実験と同様、 rりi尼中の PHA
の減少と貯蔵炭水化物のf曽大、そして上潜水からのリン酸の消失が観察された。

H気条件下における汚泥中の炭水化物の噌加は、グリコーゲンが嫌気条件下での代謝仁ill:~な役
割を来たしていることを示している。
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図 5-9 パイロットプラン卜汚泥による嫌気好気実験 (P-HA-4、P-HP-3、P-sewage、P-Blk・5)

まとめ

発信事された下水により車11致されたパイロットプラントの嫌気好気式活性汚泥に嫌気条件下で酢僚、

プロピオン酸、乳酸、ピルビン酸、リンゴ酸、コハク酸、または発醇させた下水を投うし、関連代

謝物質の挙動を追跡した。全ての実験において、対照実験として基質を投写しない実験を行った。

また、一部の実験では嫌気条件の後の好気条件 Fでの挙動も追跡した。

嫌気条件ドでのこれらの有機物の摂取に伴って、上澄水中のリン酸濃度の増加、汚泥l人lの炭水化

物の減少、そして汚泥内の PHAの増加が峰認された。蓄積された PHAには 3HB、3HV、3H2MVが

含まれることが確認された。汚泥内の炭水化物の減少は、対照実験においても観察された。しかし、

酢酸、プロピオン般の嫌気的摂取時の、汚泥中の炭水化物の減少量は、対照実験の場合のそれを明

らかに上回った。このことから、実際の F水を処理している活性汚泥についても酢殿、プロピオン

5.4 



酸の嫌気的熊取を PHAに変換するために必要な還元力がグリコーゲンの解械により供給されるこ

とが示された。

3 t;i、4章で述べたように、脱リン自Eが嫌気条件下での酢殿、プロピオン酸を煩取するためには
グリコーゲンを解糖して酢酸、プロビオン般を PHAにぎE換するための還元)Jを供給する必要がある。
嫌気好気:A験では、Itf気条件下において、汚泥によるリン酸の摂取とともに灼泥'iJの炭水化物の

増加が観察された。このことも、グリコーゲンがt株主iがJ〆有機物筏取に凶Ijしていると年えれば説明
できる。

嫌気的有機物奴取の際の酸化遺充収支については、実験系内に不純物が多Iiiに存在すること、実

験系が不備だったために酸ょが混入した可能性があること、および測定誤差が大きかったことのた

めに、きれいな結果を得ることができなかった。しかし、物質収支 (acyl-CoA)の収支はほぼ成り

立っており、 J其取された1f機物のほとんどがPHAとして答衡されることが確認された。

乳酸、ピルビン酸、コハク酸については、ポリリン般の放出を伴わないiH取が在はきされた。しか

し、 3HV発酵による嫌気的有機物摂取とは異なり、摂取された有機物は数時間のうちにポリリン酸

の加水分解を伴って PHAに変換された。このような現象は、嫌気時間が短い嫌気好気式活性汚泥プ

ロセスでの微生物の代謝において重要な役割を*たしているかもしれない。
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6終わりに

本研究は、嫌気好気式活性汚泥法において観察される嫌気条件下でのi;r，'t'.t汚泥中の微生物による
有機物の鎮取について、その原理、機併の解明を式みた。 3章で、代謝機構の仮説をたて、 41;"(で

人工下水により馴致された実験宅規模嫌気好気式活性汚泥リアクターの汚泥をmいて、また、 5(ot
で、実ド水を処理しているパイロットスケールの UCTプロセス(嫌気好気式前性汚泥法の変法の一

つ)の汚泥を用いてその検証を行った。

3窄では、嫌気的府機物摂取に関与する代謝系として、これまでに知られている 日1P経持、また

はED経路によるグリコーゲンの解糖系、 3HB、311V、3H2MB、3H2MVを併成成分とする PHA合

成系、そしてポリリン般の加水分解によるエネルギー供給系以外に、プロピオン西空発醇系、特にコ

ハク般 プロピオン酸経路によるプロピオン酸発防一系が鰍気的有機物1!{取に闘うしている可能性が

あることを示した。また、解糖系、コハク員長 プロピオン酸発酵系、そして PHA合成系を組み合わ

せることにより、嫌気条件下でエネルギーを生成することが可能なことを示した。この代謝はグリ

コーゲンが出発物質で、最終生成物が3HVヒ体の PHAなので、 3HV発酵と呼ぶことにした。 3HV

発鮮によるエネルギ一生成はホ・リリン酸を必契としないので、 3HV発酵を行う商はポリリン般に依

存することなく嫌気的有機物娯取を行いうると考えられた。

4市では、実験室で人工下水により馴致した嫌気好気式活性汚泥について、 3市で提案した嫌気

的有機物摂取機構の検証を試みた。恩11放の結果、良好なリン除去を行う汚泥 (A系)と、リン除去

能が低いにも関わらず嫌気条件下で顕著な有機物娯取を行う汚泥 (B系)が得られた。これらの汚

泥に嫌気条件下で酢酸、プロピオン酸、乳酸、リンゴ酸、コハク酸、グルコースを嫌気条件 Fで投

与し、これら有機物の嫌気的摂取機併を検討した。

その結果、良好なリン除去を行う A系の汚泥による嫌気的有機物炭取では、 3市での予1E.通り、

EMP経路または ED経路によるグルコースやグリコーゲンの解糖系、プロピオン酸発酵系(恐らく

コハク駿・プロピオン酸発鮮系)、 3HB、3HV、3H2MB、3H2MVを構成成分とする PHA合成系、

そしてポリ 1)ン酸の加水分解によるエネルギ一合成系が働いていることが錐認できた。活性汚泥は

混合微生物系でり、プロピオン酸発酵を行ったのは脱リン菌ではなかったかもしれないという可能

性を完全に否定することはできなかったが、脱リン簡がコハク酸 プロピオン酸発酵系の酸素を持

っている可能性は非常に高いと考えられた。また、 B系の汚泥による嫌気的有機物筏取もエネルギ

ーの供給機併を除けば脱リン菌の代謝と同線にして説明できた。 B系の汚泥のエネルギーの供給機

構は、 3HV発酵により説明できた。

3HV発酵菌が仮に脱リン菌と嫌気的布機物娯取において競合し、何らかの原閃で 3HV発醇菌の万

が単位してしまうと、嫌気好気式活性汚泥法によるリン除去は機能しなくなってしまう。そのため、

3HV発酵幽と脱リン菌の競合関係を明らかにするのは非常に大切なことである。本研究で待られた

知見では、発防菌と脱リン菌は、 嫌気的有機物摂取機備が非常に似かよっており、両行のi畠いはポ

リリン般の代謝を行うか否かと、プロピオン酸発隣系の活性どけであると考えられた。しかし、こ

のことからだけでは 3HV発酵薗と脱リンf自の競合関係について意味のある議論を展開することは

できなかった。これまでに 3HV発防ruが発生したと思われる報告例は数例あるが、そこからも共通
する要因を他出することはできなかった。今後、精力的な調査研究がなされるべきだろう。

5章では、実下水を処理している UCTプロセスのパイロ y トプラントの活性汚泥について、 3章
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で提案した嫌気的有償物摂取機構の検証を試みた。酢酸 プロピオン酸の嫌気的摂取にグリコーゲ

ンの解糖が関与していること、摂取された有機物(酢酸、プロピオン酸、 ~L~、ピルピン酸、リン

ゴ酸、コハク酸)の蓄積形態がjoに3HB、3HV、3H2MVを情成成分とする PHAであること、鎌気

条件に続く好気条件下ではポリリン酸に加えてグリコーゲンも合成されることが確認された。しか

し、酸化還元の収支についてはグリコーゲンの解糖、プロピオン自主発隊、 PHA合成を組み合わせた

代謝だけでは 1-分に説明することができなかった。このような結巣になった原因として、分析Ji辺、
実験系への西量点の混入、活性汚泥中の共存有機物の影響、といった要因からくる実験手法上の'l*l封
からくる誤差の影響が考えられた。また、細胞内の民主化還元バランスを保つ機憎として、 EMP経路

や ED経路によるグリコーゲンの解糖、およびプロピオン酸発酸系以外の機備が働いている可能性

があるともイ管えられた。

以上まとめると、 3章で従業した仮説は人工下水で馴致した実験室の汚泥については正しいこと

を確認することができ、また、実F水を処理しているパイロットプラントの活性汚泥についても紋

終蓄積物質がPHAであり、嫌気的有機物摂取にグリコーゲンの解糖が関与していることははっきり

と示すことができた。しかし、パイロットプラントの活性汚泥については細胞内の酸化還元収文を

説明することができなかった。

本研究で倣ったような成分は、下水に含まれる成分のうちのごく一部である。今凶倣ったイf機成

分の他に、一部のアミノ酸が嫌気条件下で摂取されることが知られているが、その代謝機構はよく

わかっていないので、今後明らかにしていく必要がある。また、どのような街機成分がどのように

して嫌気条件下で摂取されるのかというところから、系統立てて調べていく必要があるだろう。

また、嫌気好気式活性汚泥法による下廃水からのリン除去は、閉鎖性水成の富栄養化対策のーっ

として今後ますます利用されるようになっていくだろう。そのことを考えると脱リン菌と 3HV発防

閣の競合関係を明らかにすることは非常に重要である。

脱リン曲面や 3HV発酸菌の単離して、微生物学的な手法により現象を明らかにすることも必斐だろ

う。しかし、そのためにはこれらの簡を単離しなければならない。

嫌気好気式活性汚泥法によるリン除去が紹介されてから、はや20年、そして、ねが嫌気H気式
活性汚泥法について興味を持ち、卒業論文でテーマとして選んでから、 7年が過ぎた。それでもま

だまだ多くの謎が残されている。今後の研究の発展を祈る次第である。
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工学専攻の先生}Jにはさまざまな形で本研究をご指導していただきました。

*京大学大学院工学系研究科生命工tjr・専攻の長線締行教綬には本論文の審査にIJ日わっていただき、
議論を展開する仁で貴重な助言をいただきました。

本研究の第5章で述べた Universityof British Columbia (UBC)での研究は、カナダ政府奨学金

(Canadi叩 GovemmentAward)により実現したものです。研究費の補助こそなかったものの、カナ

ダでの私の生活費と学費が保証され、不自由なく研究を遂行することができました。また、 UBCで

はパイロットプラントの運営に直接携わっていた F.A. Koch氏、パイロットプラントを中心として

下廃水からの栄養溢除去の研究をとりしきっていた W.K. Oldham教授、微生物学者として生物学的

リン除去プロセスに興味を寄せていた W.D.Ramey博上に、ご指導をしていただきました。

理化学研究所高分子化学研究室長の土肥義治博上には、本研究を進める上で鍵となった物質、PIIA

の向定、定量の蘭でお世話になりました。先生は PIIAを生物分解性のあるプラスチックとして実用

化するための研究を推進しておられ、政行して行った研究である活性汚泥による PHAの効率的生産

については、先生にお世話になってきました。

現1'1:金沢工業大学の講師で、車止が博士:単位に復籍していた当時は都市工学科の助手であった鈴木

規之博士には、化学分析のさまざまな技術を教えていただきました。

厳後に、本研究を行っている|旬、訟を支えて下さった多くの友人たち、そして誰よりも父と母に

感謝したいと思います。
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