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(57)【要約】　　　（修正有）

【課題】複数種類の特定の微生物を常温で共培養するこ

とによって、生物由来の組成物からのメタン産生が可能

となる微生物混合物を提供する。

【解決手段】Enterobacteriaceae科に属する微生物、Ps

eudomonadaceae科に属する微生物、及びClostridiaceae

科に属する微生物からなる群より選ばれる少なくとも１

つの微生物と、Methanobacteriaceae科に属する微生物

及びMethanosarcinaceae科に属する微生物からなる群よ

り選ばれる少なくとも１つの微生物と、Aspergillaceae

科に属する微生物及びArthopyreniaceae科に属する微生

物からなる群より選ばれる少なくとも１つの微生物と、

を含む、微生物混合物。

【選択図】図６
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】

【 請 求 項 １ 】

　 Enterobacteriaceae科 に 属 す る 微 生 物 、 Pseudomonadaceae科 に 属 す る 微 生 物 、 及 び Clos

tridiaceae科 に 属 す る 微 生 物 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ つ の 微 生 物 と 、

　 Methanobacteriaceae科 に 属 す る 微 生 物 及 び Methanosarcinaceae科 に 属 す る 微 生 物 か ら

な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ つ の 微 生 物 と 、

　 Aspergillaceae科 に 属 す る 微 生 物 及 び Arthopyreniaceae科 に 属 す る 微 生 物 か ら な る 群 よ

り 選 ば れ る 少 な く と も １ つ の 微 生 物 と 、 を 含 む 、 微 生 物 混 合 物 。

【 請 求 項 ２ 】

　 さ ら に 、

　 配 列 番 号 １ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 と ９ ５ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る １ ６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝

子 配 列 を 有 す る 微 生 物 と 、

　 配 列 番 号 ２ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 と ９ ５ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る １ ６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝

子 配 列 を 有 す る 微 生 物 と 、

　 配 列 番 号 ３ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 と ９ ５ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る １ ６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝

子 配 列 を 有 す る 微 生 物 と 、

　 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ つ の 微 生 物 を 含 む 、 請 求 項 １ に 記 載 の 微 生 物 混 合

物 。

【 請 求 項 ３ 】

　 セ ル ロ ー ス 、 キ チ ン 、 及 び タ ン パ ク 質 の う ち の 少 な く と も １ 種 を 分 解 す る 少 な く と も １

種 の 微 生 物 と 、

　 少 な く と も １ 種 の 水 素 産 生 微 生 物 と 、

　 少 な く と も １ 種 の メ タ ン 産 生 微 生 物 と 、

　 少 な く と も １ 種 の 酸 素 消 費 微 生 物 と 、 を 含 む 、 微 生 物 混 合 物 。

【 請 求 項 ４ 】

　 基 質 と し て の 生 物 由 来 の 組 成 物 １ ｇ の 存 在 下 に お い て 常 温 条 件 下 で １ ヶ 月 培 養 す る こ と

で 、 １ ０ ｍ ｌ 以 上 の メ タ ン を 産 生 す る こ と が で き る 、 請 求 項 １ ～ 請 求 項 ３ の い ず れ か １ 項

に 記 載 の 微 生 物 混 合 物 。

【 請 求 項 ５ 】

　 請 求 項 １ ～ 請 求 項 ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 微 生 物 混 合 物 を 含 み 、 生 物 由 来 の 組 成 物 か

ら メ タ ン を 産 生 で き る 、 メ タ ン 産 生 用 組 成 物 。

【 請 求 項 ６ 】

　 生 物 由 来 の 組 成 物 を 含 む 溶 液 に 、 請 求 項 １ ～ 請 求 項 ４ の い ず れ か １ 項 に 記 載 の 微 生 物 混

合 物 を 接 種 す る こ と と 、

　 前 記 接 種 さ れ た 微 生 物 混 合 物 を 常 温 条 件 下 で 培 養 す る こ と と 、

を 含 む 、 メ タ ン 産 生 方 法 。

【 請 求 項 ７ 】

　 前 記 生 物 由 来 の 組 成 物 が 、 消 化 汚 泥 で あ る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の メ タ ン 産 生 方 法 。

【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】

【 技 術 分 野 】

【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 開 示 は 、 微 生 物 混 合 物 、 メ タ ン 産 生 用 組 成 物 、 及 び メ タ ン 産 生 方 法 に 関 す る 。

【 背 景 技 術 】

【 ０ ０ ０ ２ 】

　 家 庭 及 び 産 業 由 来 の 下 水 を 処 理 す る た め に は 、 一 般 的 に 活 性 汚 泥 法 が 用 い ら れ て い る 。

活 性 汚 泥 法 は 、 下 水 に 好 気 性 微 生 物 を 加 え て エ ア レ ー シ ョ ン を 行 う こ と で 、 下 水 に 含 ま れ

る 溶 解 性 物 質 及 び 残 存 浮 遊 性 物 質 を 分 解 す る 方 法 で あ る 。 こ の 分 解 の 過 程 に お い て 、 好 気

性 微 生 物 は 、 下 水 中 の 有 機 物 、 窒 素 、 又 は リ ン 等 の 栄 養 分 を 利 用 し な が ら 顕 著 に 増 殖 す る

。 し か し 、 下 水 中 の 浮 遊 物 質 （ つ ま り 、 好 気 性 微 生 物 ） の 濃 度 を 一 定 範 囲 内 に コ ン ト ロ ー

ル し た 方 が 前 記 分 解 の 効 率 が 良 い こ と か ら 、 増 殖 し す ぎ た 好 気 性 微 生 物 を 、 余 剰 汚 泥 と し
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て 系 外 に 排 出 す る 必 要 が あ る 。

　 下 水 処 理 場 は 年 間 を 通 し て 昼 夜 な く 稼 働 し て お り 、 つ ま り 、 余 剰 汚 泥 は 全 国 で 常 時 発 生

し て い る 。 そ の た め 、 余 剰 汚 泥 の 処 分 場 確 保 及 び 処 分 費 用 の 増 大 が 問 題 と な っ て い る 。 一

部 の 下 水 処 理 場 で は 、 余 剰 汚 泥 を 有 効 利 用 す る 方 法 と し て 、 メ タ ン を 産 生 す る 微 生 物 に よ

る 嫌 気 消 化 法 （ い わ ゆ る 、 メ タ ン 発 酵 ） を 用 い て 、 余 剰 汚 泥 か ら ６ ０ ％ 程 度 の メ タ ン を 含

む バ イ オ ガ ス を 産 生 さ せ 、 さ ら に 余 剰 汚 泥 の 減 容 を 行 っ て い る 。 し か し 、 そ れ で も 余 剰 汚

泥 の 減 容 率 は ３ ０ ％ 程 度 で あ り 、 残 り の 約 ７ ０ ％ の 余 剰 汚 泥 は 、 こ れ 以 上 の 再 利 用 が 難 し

い 「 消 化 汚 泥 」 と し て 残 存 す る 。 こ の 消 化 汚 泥 は 、 日 本 国 に お け る 産 業 廃 棄 物 の 約 ４ 割 を

占 め る 現 状 に あ る 。

【 ０ ０ ０ ３ 】

　 例 え ば 、 非 特 許 文 献 １ に は 、 ３ ０ ℃ の 好 気 条 件 下 で 消 化 汚 泥 を 加 水 分 解 で き る 糸 状 菌 が

開 示 さ れ て い る 。 U mbelopsis属 、 Penicill ium属 、 Cunninghamella属 、 Neosartorya属 、 Fu

sarium属 、 又 は Chaetomium属 の 糸 状 菌 が 、 キ シ ラ ナ ー ゼ 、 キ チ ナ ー ゼ 、 又 は ケ ラ チ ナ ー ゼ

活 性 を 有 す る こ と が 記 載 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ４ 】

　 非 特 許 文 献 ２ に は 、 ５ ０ ℃ の 密 閉 条 件 下 で の メ タ ン 産 生 菌 に よ る メ タ ン 発 酵 の 際 に 、 Pe

nicill ium属 、 Cunninghamella属 、 Neosartorya属 、 又 は Fusarium属 等 の 菌 か ら 得 た ヒ ド ロ

ラ ー ゼ を 添 加 す る こ と が 記 載 さ れ て い る 。

【 ０ ０ ０ ５ 】

　 特 許 文 献 １ に は 、 ３ ０ ℃ の 好 気 条 件 下 で 消 化 汚 泥 を 加 水 分 解 で き る 糸 状 菌 が 開 示 さ れ て

い る 。 Penicill ium属 、 Cunninghamella属 、 Neosartorya属 、 又 は U mbelopsis属 の 糸 状 菌 が

、 キ シ ラ ナ ー ゼ 、 キ チ ナ ー ゼ 、 又 は ケ ラ チ ナ ー ゼ 活 性 を 有 す る こ と が 記 載 さ れ て い る 。 さ

ら に は 、 消 化 汚 泥 に 前 記 糸 状 菌 を 接 種 し 培 養 す る こ と で 、 ３ ０ ℃ の 好 気 条 件 下 で 、 消 化 汚

泥 の 固 形 物 重 量 が １ ０ ％ 程 度 減 少 し た こ と が 記 載 さ れ て い る 。

【 先 行 技 術 文 献 】

【 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ６ 】

【 特 許 文 献 １ 】 特 開 ２ ０ １ ４ － １ ５ ８ ４ ３ ３ 号 公 報

【 非 特 許 文 献 】

【 ０ ０ ０ ７ 】

【 非 特 許 文 献 １ 】 Fujii , K. et al (2013) Journal of Applied Microbiology 115, 718-

726

【 非 特 許 文 献 ２ 】 Sato, H. et al (2016) New Biotechnology 33, 1-6

【 発 明 の 概 要 】

【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】

【 ０ ０ ０ ８ 】

　 し か し な が ら 、 非 特 許 文 献 １ 及 び 特 許 文 献 １ に 記 載 の 糸 状 菌 は 、 好 気 条 件 下 で 生 物 由 来

の 組 成 物 の 一 例 で あ る 消 化 汚 泥 を 加 水 分 解 で き る が 、 加 水 分 解 さ れ た 消 化 汚 泥 か ら さ ら に

メ タ ン を 得 た い 場 合 、 メ タ ン 産 生 菌 は 嫌 気 性 微 生 物 で あ る た め 、 開 示 さ れ た 糸 状 菌 と メ タ

ン 産 生 菌 を 共 培 養 す る こ と は で き な い 。 さ ら に 、 非 特 許 文 献 ２ も 、 糸 状 菌 と メ タ ン 産 生 菌

と の 共 培 養 に つ い て 記 載 し て お ら ず 、 ま た 、 非 特 許 文 献 ２ に お い て は 、 基 質 と す る 消 化 汚

泥 を 予 め 酸 処 理 す る 必 要 が あ り 、 か つ 、 培 養 槽 を ５ ０ ℃ で 加 温 し 続 け る コ ス ト が 発 生 す る

。 よ っ て 、 上 記 特 許 文 献 １ 、 非 特 許 文 献 １ 、 及 び 非 特 許 文 献 ２ の い ず れ に お い て も 、 分 解

性 微 生 物 と メ タ ン 産 生 微 生 物 と を 含 む 複 数 種 類 の 微 生 物 を 常 温 で 共 培 養 す る こ と に よ っ て

、 生 物 由 来 の 組 成 物 か ら の メ タ ン 産 生 が 可 能 と な る 微 生 物 混 合 物 は 記 載 さ れ て い な い 。

【 ０ ０ ０ ９ 】

　 本 開 示 は 、 上 記 に 鑑 み な さ れ た も の で あ り 、 本 開 示 は 、 複 数 種 類 の 特 定 の 微 生 物 を 常 温

で 共 培 養 す る こ と に よ っ て 、 生 物 由 来 の 組 成 物 か ら の メ タ ン 産 生 が 可 能 と な る 微 生 物 混 合

物 を 提 供 す る こ と を 課 題 と す る 。

【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
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【 ０ ０ １ ０ 】

　 課 題 を 解 決 す る た め の 具 体 的 手 段 に は 、 以 下 の 態 様 が 含 ま れ る 。

＜ １ ＞ 　 Enterobacteriaceae科 に 属 す る 微 生 物 、 Pseudomonadaceae科 に 属 す る 微 生 物 、 及

び Clostridiaceae科 に 属 す る 微 生 物 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ つ の 微 生 物 と 、

　 Methanobacteriaceae科 に 属 す る 微 生 物 及 び Methanosarcinaceae科 に 属 す る 微 生 物 か ら

な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ つ の 微 生 物 と 、

　 Aspergillaceae科 に 属 す る 微 生 物 及 び Arthopyreniaceae科 に 属 す る 微 生 物 か ら な る 群 よ

り 選 ば れ る 少 な く と も １ つ の 微 生 物 と 、 を 含 む 、 微 生 物 混 合 物 。

＜ ２ ＞ 　 さ ら に 、

　 配 列 番 号 １ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 と ９ ５ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る １ ６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝

子 配 列 を 有 す る 微 生 物 と 、

　 配 列 番 号 ２ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 と ９ ５ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る １ ６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝

子 配 列 を 有 す る 微 生 物 と 、

　 配 列 番 号 ３ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 と ９ ５ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る １ ６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝

子 配 列 を 有 す る 微 生 物 と 、

　 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ つ の 微 生 物 を 含 む 、 上 記 ＜ １ ＞ に 記 載 の 微 生 物 混

合 物 。

＜ ３ ＞ 　 セ ル ロ ー ス 、 キ チ ン 、 及 び タ ン パ ク 質 の う ち の 少 な く と も １ 種 を 分 解 す る 少 な く

と も １ 種 の 微 生 物 と 、

　 少 な く と も １ 種 の 水 素 産 生 微 生 物 と 、

　 少 な く と も １ 種 の メ タ ン 産 生 微 生 物 と 、

　 少 な く と も １ 種 の 酸 素 消 費 微 生 物 と 、 を 含 む 、 微 生 物 混 合 物 。

＜ ４ ＞ 　 基 質 と し て の 生 物 由 来 の 組 成 物 １ ｇ の 存 在 下 に お い て 常 温 条 件 下 で １ ヶ 月 培 養 す

る こ と で 、 １ ０ ｍ ｌ 以 上 の メ タ ン を 産 生 す る こ と が で き る 、 上 記 ＜ １ ＞ ～ ＜ ３ ＞ の い ず れ

か １ つ に 記 載 の 微 生 物 混 合 物 。

＜ ５ ＞ 　 上 記 ＜ １ ＞ ～ ＜ ４ ＞ の い ず れ か １ つ に 記 載 の 微 生 物 混 合 物 を 含 み 、 生 物 由 来 の 組

成 物 か ら メ タ ン を 産 生 で き る 、 メ タ ン 産 生 用 組 成 物 。

＜ ６ ＞ 　 生 物 由 来 の 組 成 物 を 含 む 溶 液 に 、 上 記 ＜ １ ＞ ～ ＜ ４ ＞ の い ず れ か １ つ に 記 載 の 微

生 物 混 合 物 を 接 種 す る こ と と 、

　 前 記 接 種 さ れ た 微 生 物 混 合 物 を 常 温 条 件 下 で 培 養 す る こ と と 、

を 含 む 、 メ タ ン 産 生 方 法 。

＜ ７ ＞ 　 前 記 生 物 由 来 の 組 成 物 が 、 消 化 汚 泥 で あ る 、 前 記 ＜ ６ ＞ に 記 載 の メ タ ン 産 生 方 法

。

【 発 明 の 効 果 】

【 ０ ０ １ １ 】

　 本 開 示 に よ れ ば 、 複 数 種 類 の 特 定 の 微 生 物 を 常 温 で 共 培 養 す る こ と に よ っ て 、 生 物 由 来

の 組 成 物 か ら の メ タ ン 産 生 が 可 能 と な る 微 生 物 混 合 物 を 提 供 す る こ と が で き る 。

【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】

【 ０ ０ １ ２ 】

【 図 １ 】 微 生 物 混 合 物 を 継 代 培 養 し た と き の 、 温 度 依 存 的 な メ タ ン 産 生 量 の 結 果 を 示 す グ

ラ フ で あ る 。

【 図 ２ 】 微 生 物 混 合 物 由 来 の ア ン プ リ コ ン を 、 Ｐ Ｃ Ｒ － Ｄ Ｇ Ｇ Ｅ 法 で 泳 動 し た 結 果 を 示 す

、 染 色 後 の ゲ ル の 写 真 で あ る 。

【 図 ３ 】 真 正 細 菌 由 来 の ア ン プ リ コ ン の 属 種 を 推 定 し て 描 い た 系 統 樹 で あ る 。 図 中 の 四 角

枠 内 は 、 実 施 例 １ で 得 ら れ た ア ン プ リ コ ン を 示 す 。 図 中 の ス ケ ー ル バ ー の 長 さ は 、 塩 基 の

置 換 割 合 が １ ヌ ク レ オ チ ド あ た り ０ ． ０ ５ 塩 基 で あ る こ と を 示 す 。

【 図 ４ 】 古 細 菌 由 来 の ア ン プ リ コ ン の 属 種 を 推 定 し て 描 い た 系 統 樹 で あ る 。 図 中 の 四 角 枠

内 は 、 実 施 例 １ で 得 ら れ た ア ン プ リ コ ン を 示 す 。 図 中 の ス ケ ー ル バ ー の 長 さ は 、 塩 基 の 置

換 割 合 が １ ヌ ク レ オ チ ド あ た り ０ ． ０ ５ 塩 基 で あ る こ と を 示 す 。

【 図 ５ 】 菌 類 又 は 原 生 生 物 由 来 の ア ン プ リ コ ン の 属 種 を 推 定 し て 描 い た 系 統 樹 で あ る 。 図
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中 の 四 角 枠 内 は 、 実 施 例 １ で 得 ら れ た ア ン プ リ コ ン を 示 す 。 図 中 の ス ケ ー ル バ ー の 長 さ は

、 塩 基 の 置 換 割 合 が １ ヌ ク レ オ チ ド あ た り ０ ． ０ ５ 塩 基 で あ る こ と を 示 す 。

【 図 ６ 】 微 生 物 混 合 物 に よ る 、 生 物 由 来 の 組 成 物 の 加 水 分 解 、 水 素 産 生 、 ア ン モ ニ ア 産 生

、 及 び メ タ ン 産 生 の 関 係 推 定 図 で あ る 。

【 図 ７ 】 微 生 物 混 合 物 が 有 す る 、 セ ル ラ ー ゼ 、 キ チ ナ ー ゼ 、 及 び プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 の 測 定

結 果 を 示 す グ ラ フ で あ る 。

【 発 明 を 実 施 す る た め の 形 態 】

【 ０ ０ １ ３ 】

　 以 下 、 本 開 示 に 係 る 実 施 形 態 に つ い て 詳 細 に 説 明 す る 。 但 し 、 本 開 示 は 以 下 の 実 施 形 態

に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 以 下 の 開 示 に お い て 、 そ の 構 成 要 素 （ 要 素 ス テ ッ プ 等 も 含 む

） は 、 特 に 明 示 し た 場 合 を 除 き 、 必 須 で は な い 。 数 値 及 び そ の 範 囲 に つ い て も 同 様 で あ り

、 本 開 示 を 制 限 す る も の で は な い 。

　 本 開 示 に お い て 「 工 程 」 と の 語 に は 、 他 の 工 程 か ら 独 立 し た 工 程 に 加 え 、 他 の 工 程 と 明

確 に 区 別 で き な い 場 合 で あ っ て も そ の 工 程 の 目 的 が 達 成 さ れ れ ば 、 当 該 工 程 も 含 ま れ る 。

　 本 開 示 に お い て 「 ～ 」 を 用 い て 示 さ れ た 数 値 範 囲 に は 、 「 ～ 」 の 前 後 に 記 載 さ れ る 数 値

が そ れ ぞ れ 最 小 値 及 び 最 大 値 と し て 含 ま れ る 。

　 本 開 示 中 に 段 階 的 に 記 載 さ れ て い る 数 値 範 囲 に お い て 、 一 つ の 数 値 範 囲 で 記 載 さ れ た 上

限 値 又 は 下 限 値 は 、 他 の 段 階 的 な 記 載 の 数 値 範 囲 の 上 限 値 又 は 下 限 値 に 置 き 換 え て も よ い

。 ま た 、 本 文 中 に 記 載 さ れ て い る 数 値 範 囲 に お い て 、 そ の 数 値 範 囲 の 上 限 値 又 は 下 限 値 は

、 実 施 例 に 示 さ れ て い る 値 に 置 き 換 え て も よ い 。

　 本 開 示 に お い て 組 成 物 中 の 各 成 分 の 含 有 率 は 、 組 成 物 中 に 各 成 分 に 該 当 す る 物 質 が 複 数

種 存 在 す る 場 合 、 特 に 断 ら な い 限 り 、 組 成 物 中 に 存 在 す る 当 該 複 数 種 の 物 質 の 合 計 の 含 有

率 を 意 味 す る 。

【 ０ ０ １ ４ 】

≪ 微 生 物 混 合 物 ≫

　 本 開 示 に お い て 、 微 生 物 混 合 物 は 、 ２ 種 類 以 上 の 微 生 物 の 混 合 物 で あ る こ と が 好 ま し く

、 例 え ば 、 ３ 種 類 ～ １ ０ 種 類 、 １ １ 種 類 ～ ２ ０ 種 類 、 又 は 、 そ れ 以 上 の 種 類 数 の 微 生 物 の

混 合 物 で あ っ て も よ い 。 本 開 示 の 微 生 物 混 合 物 に お け る 、 各 微 生 物 の 存 在 比 率 は 、 特 に 限

定 さ れ な い 。

【 ０ ０ １ ５ 】

＜ 微 生 物 混 合 物 に 含 ま れ る 微 生 物 ＞

（ 第 一 の 実 施 形 態 ）

　 本 開 示 の 第 一 の 実 施 形 態 に 係 る 微 生 物 混 合 物 は 、 Enterobacteriaceae科 に 属 す る 微 生 物

、 Pseudomonadaceae科 に 属 す る 微 生 物 、 及 び Clostridiaceae科 に 属 す る 微 生 物 か ら な る 群

よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ つ の 微 生 物 と 、 Methanobacteriaceae科 に 属 す る 微 生 物 及 び Met

hanosarcinaceae科 に 属 す る 微 生 物 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ つ の 微 生 物 と 、 A

spergillaceae科 に 属 す る 微 生 物 及 び Arthopyreniaceae科 に 属 す る 微 生 物 か ら な る 群 よ り

選 ば れ る 少 な く と も １ つ の 微 生 物 と 、 を 含 む 。

【 ０ ０ １ ６ 】

　 Enterobacteriaceae科 に 属 す る 微 生 物 、 Pseudomonadaceae科 に 属 す る 微 生 物 、 及 び Clos

tridiaceae科 に 属 す る 微 生 物 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ つ の 微 生 物 と 、 Methan

obacteriaceae科 に 属 す る 微 生 物 及 び Methanosarcinaceae科 に 属 す る 微 生 物 か ら な る 群 よ

り 選 ば れ る 少 な く と も １ つ の 微 生 物 と 、 Aspergillaceae科 に 属 す る 微 生 物 及 び Arthopyren

iaceae科 に 属 す る 微 生 物 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ つ の 微 生 物 と 、 を 含 む 、 微

生 物 混 合 物 は 、 常 温 で 培 養 す る （ 微 生 物 混 合 物 に 含 ま れ る 微 生 物 を 共 培 養 す る ） こ と に よ

っ て 、 生 物 由 来 の 組 成 物 か ら の メ タ ン 産 生 が 可 能 と な る 。

【 ０ ０ １ ７ 】

　 本 開 示 の 第 一 の 実 施 形 態 に 係 る 微 生 物 混 合 物 の 作 用 は 明 確 で な い が 、 以 下 の よ う に 推 定

さ れ る 。

　 本 開 示 の 第 一 の 実 施 形 態 に 係 る 微 生 物 混 合 物 の う ち 、 Enterobacteriaceae科 に 属 す る 微
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生 物 、 Pseudomonadaceae科 に 属 す る 微 生 物 、 及 び Clostridiaceae科 に 属 す る 微 生 物 か ら な

る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ つ の 微 生 物 は 、 常 温 条 件 下 で 、 生 物 由 来 の 組 成 物 中 の セ ル

ロ ー ス の グ ル コ ー ス へ の 分 解 、 キ チ ン の グ ル コ サ ミ ン へ の 分 解 、 及 び タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ

酸 へ の 分 解 の う ち 少 な く と も １ つ を 行 い 、 ま た 、 前 記 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ つ の 微

生 物 は 、 常 温 条 件 下 で 、 前 記 分 解 さ れ た グ ル コ ー ス 、 グ ル コ サ ミ ン 、 又 は ア ミ ノ 酸 を 取 り

込 み 、 水 素 を 産 生 す る 。

　 本 開 示 の 第 一 の 実 施 形 態 に 係 る 微 生 物 混 合 物 の う ち 、 Methanobacteriaceae科 に 属 す る

微 生 物 及 び Methanosarcinaceae科 に 属 す る 微 生 物 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ つ

の 微 生 物 は 、 常 温 条 件 下 で 、 前 記 産 生 さ れ た 水 素 と 、 二 酸 化 炭 素 と を 取 り 込 み 、 メ タ ン を

産 生 す る 。

　 本 開 示 の 第 一 の 実 施 形 態 に 係 る 微 生 物 混 合 物 の う ち 、 Aspergillaceae科 に 属 す る 微 生 物

及 び Arthopyreniaceae科 に 属 す る 微 生 物 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ つ の 微 生 物

は 、 常 温 条 件 下 で 、 酸 素 を 取 り 込 み 、 増 殖 す る こ と が で き る 。 つ ま り 、 前 記 Aspergillace

ae科 に 属 す る 微 生 物 及 び Arthopyreniaceae科 に 属 す る 微 生 物 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な

く と も １ つ の 微 生 物 は 、 増 殖 の 過 程 で 酸 素 を 消 費 す る た め 、 培 養 槽 内 の 嫌 気 性 を 上 げ る こ

と が で き る 。 こ の た め 、 嫌 気 性 微 生 物 で あ る 前 記 Methanobacteriaceae科 に 属 す る 微 生 物

及 び Methanosarcinaceae科 に 属 す る 微 生 物 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ つ の 微 生

物 は 、 培 養 槽 内 に お い て よ り 効 率 よ く メ タ ン を 産 生 す る こ と が で き る 。

　 以 上 の こ と か ら 、 生 物 由 来 の 組 成 物 を 基 質 と し て メ タ ン を 産 生 す る 場 合 に 、 共 培 養 に よ

っ て 少 な い 工 程 数 で 、 常 温 で も 、 効 率 よ く メ タ ン を 得 る こ と が で き る 。 生 物 由 来 の 組 成 物

が キ チ ン 又 は セ ル ロ ー ス 等 の 難 分 解 性 の 物 質 を 含 む 場 合 、 例 え ば 消 化 汚 泥 で あ る 場 合 に 、

こ の よ う な 効 果 は よ り 顕 著 で あ り 、 こ れ ま で 基 質 に す る こ と が 難 し か っ た 難 分 解 性 の 組 成

物 で あ っ て も 基 質 に 用 い て メ タ ン 産 生 を 行 う こ と が で き る 。

　 さ ら に は 、 前 記 Aspergillaceae科 に 属 す る 微 生 物 及 び Arthopyreniaceae科 に 属 す る 微 生

物 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ つ の 微 生 物 は 、 常 温 条 件 下 で 、 生 物 由 来 の 組 成 物

中 の 硝 酸 か ら ア ン モ ニ ア を 産 生 す る こ と が で き る 。 前 記 ア ン モ ニ ア は 、 微 生 物 混 合 物 の 窒

素 源 と な り 、 微 生 物 混 合 物 に 含 ま れ る 微 生 物 が 、 よ り 効 率 よ く 機 能 を 発 揮 す る こ と が で き

る 。

　 な お 、 本 開 示 は 上 記 推 定 作 用 に は 何 ら 制 限 さ れ な い 。

【 ０ ０ １ ８ 】

　 本 開 示 に お い て 、 Enterobacteriaceae科 に 属 す る 微 生 物 の 例 と し て は 、 Cronobacter属

に 属 す る 微 生 物 、 Citrobacter属 に 属 す る 微 生 物 、 Enterobacter属 に 属 す る 微 生 物 、 Esche

richia属 に 属 す る 微 生 物 、 Lelliottia属 に 属 す る 微 生 物 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ

れ な い 。 Cronobacter属 に 属 す る 微 生 物 の 例 と し て は 、 Cronobacter sakazakii等 が 挙 げ ら

れ る 。 Citrobacter属 に 属 す る 微 生 物 の 例 と し て は 、 Citrobacter freundii等 が 挙 げ ら れ

る 。 Enterobacter属 に 属 す る 微 生 物 の 例 と し て は 、 Enterobacter asburiae又 は Enterobac

ter tabaci等 が 挙 げ ら れ る 。 Escherichia属 に 属 す る 微 生 物 の 例 と し て は 、 Escherichia c

oli等 が 挙 げ ら れ る 。 Lelliottia属 に 属 す る 微 生 物 の 例 と し て は 、 Lelliottia amnigena等

が 挙 げ ら れ る 。

　 本 開 示 に お い て 、 Enterobacteriaceae科 に 属 す る 微 生 物 は 、 配 列 番 号 ４ 、 配 列 番 号 ５ 、

配 列 番 号 ６ 、 又 は 配 列 番 号 ７ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 と ９ ５ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る １ ６

Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列 を 有 す る 微 生 物 で あ る こ と が 好 ま し く 、 ９ ８ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を

有 す る １ ６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列 を 有 す る 微 生 物 で あ る こ と が よ り 好 ま し く 、 １ ０ ０ ％ の

配 列 同 一 性 を 有 す る １ ６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列 を 有 す る 微 生 物 で あ る こ と が さ ら に 好 ま し

い 。 本 開 示 に お い て 、 配 列 同 一 性 は 、 Basic Local Alignment Search Tool（ BLAST, Nati

onal Center for Biotechnology Information (NCBI)） を デ フ ォ ー ル ト パ ラ メ ー タ で 用 い

る こ と で 求 め る こ と が で き る 。

【 ０ ０ １ ９ 】

　 な お 本 開 示 に お い て 、 例 え ば 、 配 列 番 号 Ｎ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 と ９ ５ ％ 以 上 の 配 列 同 一

性 を 有 す る １ ６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列 （ 又 は 、 １ ８ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列 ） を 有 す る 微 生
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物 と は 、 微 生 物 が 有 す る １ ６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列 （ 又 は 、 １ ８ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列 ）

の 全 長 の う ち 、 連 続 す る 一 部 分 の 配 列 が 、 配 列 番 号 Ｎ で 示 さ れ る Ｄ Ｎ Ａ 塩 基 配 列 の 全 長 に

対 し て ９ ５ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る 微 生 物 を い う 。

【 ０ ０ ２ ０ 】

　 本 開 示 に お い て 、 Pseudomonadaceae科 に 属 す る 微 生 物 の 例 と し て は 、 Pseudomonas属 に

属 す る 微 生 物 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 Pseudomonas属 に 属 す る 微 生 物 の

例 と し て は 、 Pseudomonas matsuisoli等 が 挙 げ ら れ る 。

　 本 開 示 に お い て 、 Pseudomonadaceae科 に 属 す る 微 生 物 は 、 配 列 番 号 ８ 又 は 配 列 番 号 ９ で

示 さ れ る 塩 基 配 列 と ９ ５ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る １ ６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列 を 有 す る

微 生 物 で あ る こ と が 好 ま し く 、 ９ ８ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る １ ６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配

列 を 有 す る 微 生 物 で あ る こ と が よ り 好 ま し く 、 １ ０ ０ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る １ ６ Ｓ ｒ Ｒ

Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列 を 有 す る 微 生 物 で あ る こ と が さ ら に 好 ま し い 。

【 ０ ０ ２ １ 】

　 本 開 示 に お い て 、 Clostridiaceae科 に 属 す る 微 生 物 の 例 と し て は 、 Clostridium属 に 属

す る 微 生 物 、 Fonticella属 に 属 す る 微 生 物 、 又 は Lutispora属 に 属 す る 微 生 物 が 挙 げ ら れ

る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 Clostridium属 に 属 す る 微 生 物 の 例 と し て は 、 Clostridium

 amylolyticum又 は Clostridium punense等 が 挙 げ ら れ る 。 Fonticella属 に 属 す る 微 生 物 の

例 と し て は 、 Fonticella tunisiensis等 が 挙 げ ら れ る 。 Lutispora属 に 属 す る 微 生 物 の 例

と し て は 、 Lutispora thermophila等 が 挙 げ ら れ る 。

　 本 開 示 に お い て 、 Clostridiaceae科 に 属 す る 微 生 物 は 、 配 列 番 号 １ ０ 、 配 列 番 号 １ １ 、

又 は 配 列 番 号 １ ２ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 と ９ ５ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る １ ６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ

遺 伝 子 配 列 を 有 す る 微 生 物 で あ る こ と が 好 ま し く 、 ９ ８ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る １ ６

Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列 を 有 す る 微 生 物 で あ る こ と が よ り 好 ま し く 、 １ ０ ０ ％ の 配 列 同 一 性

を 有 す る １ ６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列 を 有 す る 微 生 物 で あ る こ と が さ ら に 好 ま し い 。

【 ０ ０ ２ ２ 】

　 本 開 示 に お い て 、 Methanobacteriaceae科 に 属 す る 微 生 物 の 例 と し て は 、 Methanobacter

ium属 に 属 す る 微 生 物 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 Methanobacterium属 に 属

す る 微 生 物 の 例 と し て は 、 Methanobacterium espanolae、 Methanobacterium subterraneu

m、 又 は Methanobacterium flexile等 が 挙 げ ら れ る 。

　 本 開 示 に お い て 、 Methanobacteriaceae科 に 属 す る 微 生 物 は 、 配 列 番 号 １ ３ 又 は 配 列 番

号 １ ４ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 と ９ ５ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る １ ６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列

を 有 す る 微 生 物 で あ る こ と が 好 ま し く 、 ９ ８ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る １ ６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ

遺 伝 子 配 列 を 有 す る 微 生 物 で あ る こ と が よ り 好 ま し く 、 １ ０ ０ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る １

６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列 を 有 す る 微 生 物 で あ る こ と が さ ら に 好 ま し い 。

【 ０ ０ ２ ３ 】

　 本 開 示 に お い て 、 Methanosarcinaceae科 に 属 す る 微 生 物 の 例 と し て は 、 Methanosarcina

属 に 属 す る 微 生 物 等 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 Methanosarcina属 に 属 す る

微 生 物 の 例 と し て は 、 Methanosarcina spelaei、 Methanosarcina horonobensis、 Methano

sarcina acetivorans等 が 挙 げ ら れ る 。

　 本 開 示 に お い て 、 Methanosarcinaceae科 に 属 す る 微 生 物 は 、 配 列 番 号 １ ５ で 示 さ れ る 塩

基 配 列 と ９ ５ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る １ ６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列 を 有 す る 微 生 物 で あ

る こ と が 好 ま し く 、 ９ ８ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る １ ６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列 を 有 す る

微 生 物 で あ る こ と が よ り 好 ま し く 、 １ ０ ０ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る １ ６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子

配 列 を 有 す る 微 生 物 で あ る こ と が さ ら に 好 ま し い 。

【 ０ ０ ２ ４ 】

　 本 開 示 に お い て 、 Aspergillaceae科 に 属 す る 微 生 物 の 例 と し て は 、 Aspergillus属 に 属

す る 微 生 物 、 Penicill ium属 に 属 す る 微 生 物 、 又 は Monascus属 に 属 す る 微 生 物 が 挙 げ ら れ

る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 Aspergillus属 に 属 す る 微 生 物 の 例 と し て は 、 Aspergillus

 penicill ioides等 が 挙 げ ら れ る 。 Penicill ium属 に 属 す る 微 生 物 の 例 と し て は 、 Penicill

ium expansum等 が 挙 げ ら れ る 。 Monascus属 に 属 す る 微 生 物 の 例 と し て は 、 Monascus purpu
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reus等 が 挙 げ ら れ る 。

　 本 開 示 に お い て 、 Aspergillaceae科 に 属 す る 微 生 物 は 、 配 列 番 号 １ ６ 又 は 配 列 番 号 １ ７

で 示 さ れ る 塩 基 配 列 と ９ ５ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る １ ８ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列 を 有 す

る 微 生 物 で あ る こ と が 好 ま し く 、 ９ ８ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る １ ８ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子

配 列 を 有 す る 微 生 物 で あ る こ と が よ り 好 ま し く 、 １ ０ ０ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る １ ８ Ｓ ｒ

Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列 を 有 す る 微 生 物 で あ る こ と が さ ら に 好 ま し い 。

【 ０ ０ ２ ５ 】

　 本 開 示 に お い て 、 Arthopyreniaceae科 に 属 す る 微 生 物 の 例 と し て は 、 Arthopyrenia属 に

属 す る 微 生 物 が 挙 げ ら れ る が 、 こ れ ら に 限 定 さ れ な い 。 Arthopyrenia属 に 属 す る 微 生 物 の

例 と し て は 、 Arthopyrenia salicis等 が 挙 げ ら れ る 。

　 本 開 示 に お い て 、 Arthopyreniaceae科 に 属 す る 微 生 物 は 、 配 列 番 号 １ ８ 又 は 配 列 番 号 １

９ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 と ９ ５ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る １ ８ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列 を 有

す る 微 生 物 で あ る こ と が 好 ま し く 、 ９ ８ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る １ ８ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝

子 配 列 を 有 す る 微 生 物 で あ る こ と が よ り 好 ま し く 、 １ ０ ０ ％ の 配 列 同 一 性 を 有 す る １ ８ Ｓ

ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列 を 有 す る 微 生 物 で あ る こ と が さ ら に 好 ま し い 。

【 ０ ０ ２ ６ 】

　 本 開 示 に お い て 、 Enterobacteriaceae科 に 属 す る 微 生 物 、 Pseudomonadaceae科 に 属 す る

微 生 物 、 及 び Clostridiaceae科 に 属 す る 微 生 物 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ つ の

微 生 物 は 、 例 え ば 、 上 記 の う ち い ず れ か １ つ の 科 に 属 す る １ 種 の 微 生 物 で あ っ て も よ く 、

上 記 の う ち い ず れ か １ つ の 科 に 属 し 、 互 い に 同 じ 属 に 属 し て も 異 な る 属 に 属 し て も よ い 複

数 種 の 微 生 物 で あ っ て も よ く 、 上 記 の う ち 複 数 の 科 に つ い て 科 ご と に １ 種 ず つ の 微 生 物 か

ら な る 複 数 種 の 微 生 物 で あ っ て も よ く 、 上 記 の う ち 複 数 の 科 に つ い て 科 ご と に 複 数 種 の 微

生 物 （ 同 一 属 に 属 し て も 異 な る 属 に 属 し て も よ い ） か ら な る 複 数 種 の 微 生 物 で あ っ て も よ

い 。

　 本 開 示 に お い て 、 Enterobacteriaceae科 に 属 す る 微 生 物 、 Pseudomonadaceae科 に 属 す る

微 生 物 、 及 び Clostridiaceae科 に 属 す る 微 生 物 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ つ の

微 生 物 は 、 配 列 番 号 ４ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 と ９ ５ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る １ ６ Ｓ ｒ Ｒ

Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列 を 有 す る 微 生 物 、 配 列 番 号 ５ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 と ９ ５ ％ 以 上 の 配 列 同 一

性 を 有 す る １ ６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列 を 有 す る 微 生 物 、 配 列 番 号 ６ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 と

９ ５ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る １ ６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列 を 有 す る 微 生 物 、 配 列 番 号 ７

で 示 さ れ る 塩 基 配 列 と ９ ５ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る １ ６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列 を 有 す

る 微 生 物 、 配 列 番 号 ８ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 と ９ ５ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る １ ６ Ｓ ｒ Ｒ

Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列 を 有 す る 微 生 物 、 配 列 番 号 ９ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 と ９ ５ ％ 以 上 の 配 列 同 一

性 を 有 す る １ ６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列 を 有 す る 微 生 物 、 配 列 番 号 １ ０ で 示 さ れ る 塩 基 配 列

と ９ ５ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る １ ６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列 を 有 す る 微 生 物 、 配 列 番 号

１ １ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 と ９ ５ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る １ ６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列 を

有 す る 微 生 物 、 及 び 配 列 番 号 １ ２ で 示 さ れ る 各 塩 基 配 列 と ９ ５ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す

る １ ６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列 を 有 す る 微 生 物 を 含 む 、 ９ 種 類 以 上 の 微 生 物 を 含 む こ と が 好

ま し い 。 前 記 配 列 同 一 性 の 割 合 は 、 ９ ８ ％ 以 上 が よ り 好 ま し く 、 １ ０ ０ ％ が さ ら に 好 ま し

い 。

【 ０ ０ ２ ７ 】

　 本 開 示 に お い て 、 Methanobacteriaceae科 に 属 す る 微 生 物 及 び Methanosarcinaceae科 に

属 す る 微 生 物 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ つ の 微 生 物 は 、 例 え ば 、 上 記 の う ち い

ず れ か １ つ の 科 に 属 す る １ 種 の 微 生 物 で あ っ て も よ く 、 上 記 の う ち い ず れ か １ つ の 科 に 属

し 、 互 い に 同 じ 属 に 属 し て も 異 な る 属 に 属 し て も よ い 複 数 種 の 微 生 物 で あ っ て も よ く 、 上

記 の う ち 複 数 の 科 に つ い て 科 ご と に １ 種 ず つ の 微 生 物 か ら な る 複 数 種 の 微 生 物 で あ っ て も

よ く 、 上 記 の う ち 複 数 の 科 に つ い て 科 ご と に 複 数 種 の 微 生 物 （ 同 一 属 に 属 し て も 異 な る 属

に 属 し て も よ い ） か ら な る 複 数 種 の 微 生 物 で あ っ て も よ い 。

　 本 開 示 に お い て 、 Methanobacteriaceae科 に 属 す る 微 生 物 及 び Methanosarcinaceae科 に

属 す る 微 生 物 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ つ の 微 生 物 は 、 配 列 番 号 １ ３ で 示 さ れ
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る 塩 基 配 列 と ９ ５ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る １ ６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列 を 有 す る 微 生 物

、 配 列 番 号 １ ４ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 と ９ ５ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る １ ６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺

伝 子 配 列 を 有 す る 微 生 物 、 及 び 配 列 番 号 １ ５ で 示 さ れ る 各 塩 基 配 列 と ９ ５ ％ 以 上 の 配 列 同

一 性 を 有 す る １ ６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列 を 有 す る 微 生 物 を 含 む 、 ３ 種 類 以 上 の 微 生 物 を 含

む こ と が 好 ま し い 。 前 記 配 列 同 一 性 の 割 合 は 、 ９ ８ ％ 以 上 が よ り 好 ま し く 、 １ ０ ０ ％ が さ

ら に 好 ま し い 。

【 ０ ０ ２ ８ 】

　 本 開 示 に お い て 、 Aspergillaceae科 に 属 す る 微 生 物 及 び Arthopyreniaceae科 に 属 す る 微

生 物 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ つ の 微 生 物 は 、 例 え ば 、 上 記 の う ち い ず れ か １

つ の 科 に 属 す る １ 種 の 微 生 物 で あ っ て も よ く 、 上 記 の う ち い ず れ か １ つ の 科 に 属 し 、 互 い

に 同 じ 属 に 属 し て も 異 な る 属 に 属 し て も よ い 複 数 種 の 微 生 物 で あ っ て も よ く 、 上 記 の う ち

複 数 の 科 に つ い て 科 ご と に １ 種 ず つ の 微 生 物 か ら な る 複 数 種 の 微 生 物 で あ っ て も よ く 、 上

記 の う ち 複 数 の 科 に つ い て 科 ご と に 複 数 種 の 微 生 物 （ 同 一 属 に 属 し て も 異 な る 属 に 属 し て

も よ い ） か ら な る 複 数 種 の 微 生 物 で あ っ て も よ い 。

　 本 開 示 に お い て 、 Aspergillaceae科 に 属 す る 微 生 物 及 び Arthopyreniaceae科 に 属 す る 微

生 物 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ つ の 微 生 物 は 、 配 列 番 号 １ ６ で 示 さ れ る 塩 基 配

列 と ９ ５ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る １ ８ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列 を 有 す る 微 生 物 、 配 列 番

号 １ ７ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 と ９ ５ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る １ ８ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列

を 有 す る 微 生 物 、 配 列 番 号 １ ８ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 と ９ ５ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る １

８ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列 を 有 す る 微 生 物 、 及 び 配 列 番 号 １ ９ で 示 さ れ る 各 塩 基 配 列 と ９ ５

％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る １ ８ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列 を 有 す る 微 生 物 を 含 む 、 ４ 種 類 以

上 の 微 生 物 を 含 む こ と が 好 ま し い 。 前 記 配 列 同 一 性 の 割 合 は 、 ９ ８ ％ 以 上 が よ り 好 ま し く

、 １ ０ ０ ％ が さ ら に 好 ま し い 。

【 ０ ０ ２ ９ 】

　 本 開 示 の 第 一 の 実 施 形 態 に 係 る 微 生 物 混 合 物 は 、 さ ら に 、 配 列 番 号 １ で 示 さ れ る 塩 基 配

列 と ９ ５ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る １ ６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列 を 有 す る 微 生 物 と 、 配 列

番 号 ２ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 と ９ ５ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る １ ６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列

を 有 す る 微 生 物 と 、 配 列 番 号 ３ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 と ９ ５ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る １

６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列 を 有 す る 微 生 物 と 、 か ら な る 群 よ り 選 ば れ る 少 な く と も １ つ の 微

生 物 を 含 む こ と が で き る 。

【 ０ ０ ３ ０ 】

　 本 開 示 の 第 一 の 実 施 形 態 に 係 る 微 生 物 混 合 物 は 、 配 列 番 号 １ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 と ９ ５

％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る １ ６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列 を 有 す る １ 種 類 以 上 の 微 生 物 と 、

配 列 番 号 ２ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 と ９ ５ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る １ ６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子

配 列 を 有 す る １ 種 類 以 上 の 微 生 物 と 、 配 列 番 号 ３ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 と ９ ５ ％ 以 上 の 配 列

同 一 性 を 有 す る １ ６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列 を 有 す る １ 種 類 以 上 の 微 生 物 と 、 を 含 む こ と が

好 ま し い 。

【 ０ ０ ３ １ 】

　 本 開 示 に お い て 、 配 列 番 号 １ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 と ９ ５ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る １

６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列 を 有 す る 微 生 物 は 、 真 正 細 菌 で あ る こ と が 好 ま し い 。

　 本 開 示 に お い て 、 配 列 番 号 ２ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 と ９ ５ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る １

６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列 を 有 す る 微 生 物 は 、 古 細 菌 で あ る こ と が 好 ま し い 。

　 本 開 示 に お い て 、 配 列 番 号 ３ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 と ９ ５ ％ 以 上 の 配 列 同 一 性 を 有 す る １

６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列 を 有 す る 微 生 物 は 、 古 細 菌 で あ る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ３ ２ 】

　 な お 前 記 配 列 同 一 性 の 割 合 は 、 ９ ８ ％ 以 上 が よ り 好 ま し く 、 １ ０ ０ ％ が さ ら に 好 ま し い

。

【 ０ ０ ３ ３ 】

　 以 下 に 、 本 開 示 に お い て 記 載 し た 配 列 番 号 １ ～ 配 列 番 号 １ ９ の 塩 基 配 列 を 示 す 。 な お 配

列 番 号 １ ～ 配 列 番 号 １ ９ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 は 、 微 生 物 が 有 す る １ ６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配
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列 （ 又 は 、 １ ８ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 配 列 ） の 全 長 の う ち 、 連 続 す る 一 部 分 の 配 列 で あ る 。

【 ０ ０ ３ ４ 】

［ 配 列 番 号 １ ］

5'-CCTTCG G GTG G ACA G G G A G ACA G GTG GTGCATG GTTGTCGTCA GCTCGTGTCGTG A G ATGTTG G GTTA A GTCCCGCA

ACG A GCGCA ACCCTTATCATGTGTTGCCA GCGTA G A G GCG G GCACTCACATG A G ACTGCCG G A G ACA ATTCG G A G G A A G G

TG G G G ATG ACGTCA A ATCATCATGCCCCTTATG GCCTG G GCCACACACGTGCTACA ATG GCCG GTACA G A G G GCTGCG A A

CCCGCG A G G G G G A GCCA ATCCCA A A A A GCCG GCCCCA GTTG G G ATCG G A G GCTGCA ACTCGCCTCCGTG A ACGCG G A GTT

GCTA GTA ATCGCG G ATCA GCACGCCGCG GTG A ATACGTTCCCG G GCCTTG-3'

【 ０ ０ ３ ５ 】

［ 配 列 番 号 ２ ］

5'-G G G G ACCCATGTGCCACTCTTA ACG G G GTG GCTTTTTTA G A GTGTA A A A A GCTTTA G G A ATA A G A GCTG G GCA A G AC

CG GTGCCA GCCGCCGCG GTA A-3'

【 ０ ０ ３ ６ 】

［ 配 列 番 号 ３ ］

5'-G G G A GCCCCCATGTGCCACTCTTA ACG G G GTG GCTTTTTTA G A GTGTA A A A A GCTTTACG A ATA A A A GCTG G GCA A G

ACCG GTGCCA GCCGCCGCG GTA A-3'

【 ０ ０ ３ ７ 】

［ 配 列 番 号 ４ ］

5'-CCTTCG G G A ACTCTG A G ACA G GTGCTGCATG GCTGTCGTCA GTCGTGTTGTG A A ATGTTG G GTTA A GTCCCGCA ACG

A GCGCA ACCCTTATCCTTTGTTGCCA GCG GTTCG GCCG G G A ACTCA A A G G A G ACTGCCA GTG ATA A ACTG G A G G A A G G G G

G G G ATG ACGTCA A GTCATCATG GCCCTTACG A GTA G G GCTACACACGTGCTACA ATG GCATATACA A A G A G A A GCG ACCT

CGCG A G A GCA A GCG G ACCTCACA A A GTATGTCGTATTCCG G ATCG G A GTCTGCA ACTCG ACTCCGTG A A GTCG G A ATCGC

TA GTA ATCGTATATCA G A ATGCTACG GTG A ATACGTTCCCG G GCCTTG-3'

【 ０ ０ ３ ８ 】

［ 配 列 番 号 ５ ］

5'-CCTTCG G G A ACTGTG A G ACA G GTGCTGCATG GCTGTCGTCA GCTATG GTGTTGTG A A ATGTTG G GTTA A GTCCCGCA

ACG A GCGCA ACCCTTATCCTTTGTTGCCA GCG GTCCG GCCG G G A ACTCA A A G G A G ACTGCCA GTG ATA A ACTG G A G G A A G

GTG G G G ATG ACGTCA A GTCATCATG GCCCTTACG ACCA G G GCTACACACGTGCTACA ATG GCGCATACA A A G A G A A GCG A

CCTCGCG A G A GCA A GCG G ACCTCATA A A GTGCGTCGTA GTCCG G ATTG G A GTCTGCA ACTCG ACTCCATG A A GTCG G A AT

CGCTA GTA ATCGTG G ATCA G A ATGCCACG GTG A ATACGTTCCCG G GCCTTG-3'

【 ０ ０ ３ ９ 】

［ 配 列 番 号 ６ ］

5'-CCTTCG G G ACTCATG ATACA G G GCG GCA G G GCTGTCGTCA GCCTCGTTGTTTG GTG A A ATGTTG G GTTA A GTCCCGC

A ACG A GCGCA ACCCTTATCCA A A A GTTGCCA GCG GTCCG GCCG G G A ACTCA A A G G A G ACTGCCA GTG ATA A ACTG G A G G A

A G G A G G G G ATG ACGTCA A GTCATCATG GCCCTTACG ACTA G G GCTACACACGTGCTACA ATG GCGCATACA A A G A G A A GC

G ACCTCGCG A G A G ACA A GCG A G ACCTCATA A A GTGCGTCGTA GTCCG G ATTG G A GTCTGCA ACTCG ACTCCATG A A GTCG

G A ATCGCTA GTTA ATCGTA G ATCA A A ATGCTACG GTG A ATACGTTCCCG G GCCTTG-3'

【 ０ ０ ４ ０ 】

［ 配 列 番 号 ７ ］

5'-CCTTCG G G A ACTCTG A G ACA G GTGCTGCATG GCTGTCGTCA GCTCGTGTTGTG A A ATGTTG G GTTA A GTCCCGCA AC

G A GCGCA ACCCTTATCCTTTGTTGCCA GCG GTCCG GCCG G G A ACTCA A A G G A G ACTGCCA GTG ATA A ACTG G A G G A A G GT

G G G G ATG ACGTCA A GTCATCATG GCCCTTACTA GTA G G GCTACACACGTGCTACA ATG GCGCATACA A A G A G A A GCG ACC

TCGCG A G A GCA A GCG G ACCTCATA A A GTGCGTCGTA GTCCG G ATTG G A GTCTGCA ACTCG ACTCCATG A A GTCG G A ATCG

CTA GTA ATCGTA A ATCA G A ATGCTACG GTG A ATACGTTCCCG G GCCTTG-3'

【 ０ ０ ４ １ 】

［ 配 列 番 号 ８ ］

5'-CCTTCG G G A ACTCA G ACACA G GTGCTGCATG GCTGTCGTCA G ACTA GCA A A GTG A G ATGTTG G GTTA A GTCCCGTA A

CG A GCGCA ACCCTTGTCCTTA GTTACCA GCACGTTATG GTG G GCACTCTA A G G A G ACTGCCG GTG ACA A ACCG G A G G A A G

GTG G G G ATG ACGTCA A GTCATCATG GCCCTTACG GCCA G G GCTACACACGTGCTACA ATG GTCG GTACA G A G G GTTGCCA

A GCCGCG A G G G G G A GCTA ATCTCACA A A ACCG ATCGTA GTCCG G ATCGCA GTCTGCA ACTCG ACTGCGTG A A GTCG G A AT
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CGCTA GTA ATCGTG A ATCA G A ATGTCACG GTG A ATACGTTCCCG G GCCTTG-3'

【 ０ ０ ４ ２ 】

［ 配 列 番 号 ９ ］

5'-CCTTCG G G A ACTCA G ACACA G GTGCTGCATG GCTGTCGTCA G ACTA GCA A A GTG A G ATGTTG G GTTA A GTCCCGTA A

CG A GCGCA ACCCTTGTCCTTA GTTACCA GCACGTTATG GTG G GCACTCTA A G G A G ACTGCCG GTG ACA A ACCG G A G G A A G

GTG G G G ATG ACGTCA A GTCATCATG GCCCTTACG GCCA G G GCTACACACGTGCTACA ATG GTCG GTACA G A G G GTTGCCA

A GCCGCG A G G G G G A GCTA ATCTCACA A A ACCG ATCGTA GTCCG G ATCGCA GTCTGCA ACTCG ACTGCGTG A A GTCG G A AT

CGCTA GTA ATCGTG A ATCA G A ATGTCACG GTG A ATACGTTCCCG G GCCTTG-3'

【 ０ ０ ４ ３ 】

［ 配 列 番 号 １ ０ ］

5'-CCTTCG G G GCA G G A A G ACA G GTG GTGCATG GTTGTCGTCA GCTCGTGTCGTG A G ATGTTG G GTTA A GTCCCGCA ACG

A GCGCA ACCCTTATCATTA GTTGCTACCATTA A GTTG A GCACTCTA GTG A G ACTGCCACG GTTA ACGTG G A G G A A G GTG G

G G ATG ACGTCA A ATCATCATGCCCCTTATGTCTA G G GCTACACACGTGCTACA ATG GTG A GTACA A A G A G ATGCA ATACC

GTG A G GTG G A GCCA A ACTCA A A A ACTCATCCCA GTTCG G ATTGTA G GCTG A A ACTCGCCTACATG A A GCCG G A GTTGCTA

GTA ATCGCG A ATCA GCATGTCGCG GTG A ATACGTTCCCG G GCCTTG-3'

【 ０ ０ ４ ４ 】

［ 配 列 番 号 １ １ ］

5'-CCTTTA G G GCA A G A A G ACA G GTG G G GCATG G GTGTCGTCA GCTCGTGTCGTG A G ATGTTG G GTTA A ATCCCGCA ACC

A GCGCA ACCCTTATCTTTTTTTGCTACCATTA A ATTG A GCACTCTATTG A G ACTGCCCCG GTTA ACGTG G A G G A A G GTG G

G G ATG ACGTCA A ATCATCATGCCCCTTATGTCTA G G GCTACACACGTGCTACA ATG GTG A GTACA A A A A G ATGCA ATACC

GCG A G GTG G A GCCA A ACTCA A A A ACTCATCCCA GTTCG G ATTGTA G GCTG A A ACTCCCCTACCTG A A GCCG G A GTTGCTA

GTA ATCGCG A ATCA ACATGTCGCG GTG A ATACCTTCCCG G GCCTTG-3'

【 ０ ０ ４ ５ 】

［ 配 列 番 号 １ ２ ］

5'-CCTTCG G G ACA G G A A G ACA G GTG GTGCATG GTTGTCGTCA GCTCGTGTCGTG A G ATGTTG G GTTA A GTCCCGCA ACG

A GCGCA ACCCCTATACTTA GTTGCTA GCATTTG GTTG A GCACTCTA A GTA G ACTGCCG G A G ACA ATTCG G A G G A A G GTG G

G G ATG ACGTCA A ATCATCATGCCCCTTATGTTCTG G GCTACACACGTGCTACA ATG G GTATA ACA ACG G G A A GCG A ACCA

GTG ATG GCA A GCA A ATCCCTA A A A A ATACTCCCA GTTCA G ATTGTTCTCTGCA ACTCG A G A ACATG A A GTCG G A GTTGCT

A GTA ATCGCG A ATCA GCATGTCGCG GTG A ATACGTTCCCG G GCCTTG-3'

【 ０ ０ ４ ６ 】

［ 配 列 番 号 １ ３ ］

5'-G G G G ACCCCATGTGCCACTCTTA ACG G G GTG GCTTTTCTTATGTGTA A A A A GCTTTTG G A ATA A G A GCTG G GCA A G A

CCG GTGCCA GCCGCCGCG GTA A-3'

【 ０ ０ ４ ７ 】

［ 配 列 番 号 １ ４ ］

5'-G G G G ACCCCATGTGCCTCTCTTA ACG G G GTG GCTTTTTTTG A GTGTA A A A A GCTTTG A G A ATA A G A GCTG G GCA A G A

CCG GTGCCA GCCGCCGCG GTA A-3'

【 ０ ０ ４ ８ 】

［ 配 列 番 号 １ ５ ］

5'-G G G G ACG ACACCG A GTGCCA ATCTCATGTGCTG G GTGTCCG G GTGTGTA ATATACACCTGTTA GCG G G GCCG G GCA A

G ACCG GTGCCA GCCGCCGCG GTA A-3'

【 ０ ０ ４ ９ 】

［ 配 列 番 号 １ ６ ］

5'-TCA A A G ATTA A GCCATGCATGTCTA A GTATA A GCA ATTTGTACTGTG A A ACTGCG A ATG GCTCATTA A ATCA GTTAT

CGTTTATTTG ATA GTACCTTACTACATG G ATACCTGTG GTA ATTCTA G A GCTA ATACATGCTA A A A ACCTCG ACTTCG G A

A G G G GTGTATTTATTA G ATA A A A A ACCA ACGCCCTTCG G G GCTCCTTG GTG A ATCATA ATA ACTA A GCG A ATCGCATG GC

CTTGCGCCG-3'

【 ０ ０ ５ ０ 】

［ 配 列 番 号 １ ７ ］

5'-TCA A A G ATTA A GCCATGCATGTTTA A GTATA A GCA ATTTGTACTGTG A A ACTGCG A ATG GCTCATTA A ATCA GTTAT
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CGTTTATTTG ATA GTACCTTACTACATG G ATACCTGTG GTA ATTCTA G A GCTA ATACATGCTA A A A ACCTCG ACTTCG G A

A G G G GTGTATTTATTA G ATA A A A A ACCA ACGCCCTTCG G G GCTCCTTG GTG A ATCATA ATA ACTA A GCG A ATCGCATG GC

CTTGCGCCG-3'

【 ０ ０ ５ １ 】

［ 配 列 番 号 １ ８ ］

5'-TCA A A A ATTA ACCCACCCATGTTTA A GTATA ACCA ATTATACCGTG A A A ATG A G A ATG GCTCATTA A ATCA GTTATC

GTTTATTTG ATA GTACCCTACTACTTG G ATACCCGTG GTA ATTCTA G A GCTA ATACATGCTA A A A ACCCCA ACTTCG G G A

G G G GTGTATTTATTA G ATA A A A A ACCA ATGCCCTTCG G G GCTCCTTG GTG A ATCATA ATA ACTA A ACG A ATCGCATG GCC

TTGCGCG G-3'

【 ０ ０ ５ ２ 】

［ 配 列 番 号 １ ９ ］

5'-TCA A A A ATTA ACCCA A GCCA GTTTTA GTATTA ACCA ATTATACTGTG A A ACTGCG A ATG GCTCATTA A ATCA GTTAT

CGTTTATTTG ATA GTACCTTACTACATG G ATACCCGTG GTA ATTCTA G A GCTA ATACATGCTA A A A ACCCCA ACTTCG G G

A G G G GTGTATTTATTA G ATA A A A A ACCA ATGCCCTTCG G G GCTCCTTG GTG A ATCATA ATA ACTA A ACG A ATCGCATG GC

CTTGCGCCG-3'

【 ０ ０ ５ ３ 】

（ 第 二 の 実 施 形 態 ）

　 本 開 示 の 第 二 の 実 施 形 態 に 係 る 微 生 物 混 合 物 は 、 セ ル ロ ー ス 、 キ チ ン 、 及 び タ ン パ ク 質

の う ち 少 な く と も １ 種 を 分 解 す る 少 な く と も １ 種 の 微 生 物 と 、 少 な く と も １ 種 の 水 素 産 生

微 生 物 と 、 少 な く と も １ 種 の メ タ ン 産 生 微 生 物 と 、 少 な く と も １ 種 の 酸 素 消 費 微 生 物 と 、

を 含 む 。

【 ０ ０ ５ ４ 】

　 セ ル ロ ー ス 、 キ チ ン 、 及 び タ ン パ ク 質 の う ち 少 な く と も １ 種 を 分 解 す る 少 な く と も １ 種

の 微 生 物 と 、 少 な く と も １ 種 の 水 素 産 生 微 生 物 と 、 少 な く と も １ 種 の メ タ ン 産 生 微 生 物 と

、 少 な く と も １ 種 の 酸 素 消 費 微 生 物 と 、 を 含 む 、 微 生 物 混 合 物 は 、 常 温 で 共 培 養 す る こ と

に よ っ て 、 生 物 由 来 の 組 成 物 か ら の メ タ ン 産 生 が 可 能 と な る 。

【 ０ ０ ５ ５ 】

　 本 開 示 の 第 二 の 実 施 形 態 に 係 る 微 生 物 混 合 物 の 作 用 は 明 確 で な い が 、 以 下 の よ う に 推 定

さ れ る 。

　 本 開 示 の 第 二 の 実 施 形 態 に 係 る 微 生 物 混 合 物 の う ち 、 セ ル ロ ー ス 、 キ チ ン 、 及 び タ ン パ

ク 質 の う ち 少 な く と も １ 種 を 分 解 す る 少 な く と も １ 種 の 微 生 物 は 、 常 温 条 件 下 で 、 生 物 由

来 の 組 成 物 中 の セ ル ロ ー ス の グ ル コ ー ス へ の 分 解 、 キ チ ン の グ ル コ サ ミ ン へ の 分 解 、 及 び

タ ン パ ク 質 の ア ミ ノ 酸 へ の 分 解 の う ち 少 な く と も １ つ を 行 う 。 本 開 示 の 第 二 の 実 施 形 態 に

係 る 微 生 物 混 合 物 の う ち 、 少 な く と も １ 種 の 水 素 産 生 微 生 物 は 、 常 温 条 件 下 で 、 前 記 分 解

さ れ た グ ル コ ー ス 、 グ ル コ サ ミ ン 、 又 は ア ミ ノ 酸 を 取 り 込 み 、 水 素 を 産 生 す る 。 本 開 示 の

第 二 の 実 施 形 態 に 係 る 微 生 物 混 合 物 の う ち 、 少 な く と も １ 種 の メ タ ン 産 生 微 生 物 は 、 常 温

条 件 下 で 、 前 記 産 生 さ れ た 水 素 と 、 二 酸 化 炭 素 と を 取 り 込 み 、 メ タ ン を 産 生 す る 。 本 開 示

の 第 二 の 実 施 形 態 に 係 る 微 生 物 混 合 物 の う ち 、 少 な く と も １ 種 の 酸 素 消 費 微 生 物 は 、 常 温

条 件 下 で 、 酸 素 を 取 り 込 み 、 増 殖 す る こ と が で き る 。 前 記 酸 素 消 費 微 生 物 は 増 殖 の 過 程 で

酸 素 を 消 費 す る た め 、 培 養 槽 内 の 嫌 気 性 を 上 げ る こ と が で き る 。 こ の た め 、 嫌 気 性 微 生 物

で あ る 前 記 メ タ ン 産 生 微 生 物 は 、 培 養 槽 内 に お い て よ り 効 率 よ く メ タ ン を 産 生 す る こ と が

で き る 。 以 上 の こ と か ら 、 生 物 由 来 の 組 成 物 を 基 質 と し て メ タ ン を 産 生 す る 場 合 に 、 共 培

養 に よ っ て 少 な い 工 程 数 で 、 常 温 で も 、 効 率 よ く メ タ ン を 得 る こ と が で き る 。 生 物 由 来 の

組 成 物 が キ チ ン 又 は セ ル ロ ー ス 等 の 難 分 解 性 の 物 質 を 含 む 場 合 、 例 え ば 消 化 汚 泥 で あ る 場

合 に 、 こ の よ う な 効 果 は よ り 顕 著 で あ り 、 こ れ ま で 基 質 に す る こ と が 難 し か っ た 難 分 解 性

の 組 成 物 で あ っ て も 基 質 に 用 い て メ タ ン 産 生 を 行 う こ と が で き る 。

　 さ ら に は 、 前 記 少 な く と も １ 種 の 酸 素 消 費 微 生 物 は 、 常 温 条 件 下 で 、 生 物 由 来 の 組 成 物

中 の 硝 酸 か ら ア ン モ ニ ア を 産 生 す る こ と が で き る 。 前 記 ア ン モ ニ ア は 、 微 生 物 混 合 物 の 窒

素 源 と な り 、 微 生 物 混 合 物 に 含 ま れ る 微 生 物 が 、 よ り 効 率 よ く 機 能 を 発 揮 す る こ と が で き

る 。
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　 な お 、 本 開 示 は 上 記 推 定 作 用 に は 何 ら 制 限 さ れ な い 。

【 ０ ０ ５ ６ 】

　 本 開 示 に お い て 、 セ ル ロ ー ス 、 キ チ ン 、 及 び タ ン パ ク 質 の う ち 少 な く と も １ 種 を 分 解 す

る 少 な く と も １ 種 の 微 生 物 と は 、 セ ル ロ ー ス 、 キ チ ン 、 及 び タ ン パ ク 質 の う ち 少 な く と も

１ 種 を 分 解 す る こ と が で き る 微 生 物 で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い 。 例 え ば 、 セ ル ロ ー ス を 分

解 す る 微 生 物 、 キ チ ン を 分 解 す る 微 生 物 、 及 び タ ン パ ク 質 を 分 解 す る 微 生 物 は 、 そ れ ぞ れ

、 セ ル ラ ー ゼ 活 性 、 キ チ ナ ー ゼ 活 性 、 又 は プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 有 し 、 そ れ ぞ れ 、 セ ル ロ ー

ス を グ ル コ ー ス に 、 キ チ ン を グ ル コ サ ミ ン に 、 又 は タ ン パ ク 質 を ア ミ ノ 酸 に 分 解 す る 微 生

物 で あ る こ と が 好 ま し い 。 ま た 、 一 つ の 微 生 物 が こ れ ら の 活 性 の う ち 複 数 を 有 し て い て も

よ い 。 前 記 活 性 が 発 揮 さ れ る 際 の 環 境 条 件 は 、 生 物 由 来 の 組 成 物 を 基 質 と し た メ タ ン 産 生

の 際 に 、 加 温 の 必 要 が な く 、 共 培 養 を 利 用 す る こ と が で き る 観 点 か ら 、 常 温 か つ 嫌 気 の 条

件 下 で あ る こ と が 好 ま し い 。

　 な お 本 開 示 に お け る セ ル ロ ー ス 、 キ チ ン 、 及 び タ ン パ ク 質 の う ち 少 な く と も １ 種 を 分 解

す る 微 生 物 は 、 当 業 界 で 、 セ ル ロ ー ス 、 キ チ ン 、 及 び タ ン パ ク 質 の う ち 少 な く と も １ 種 を

分 解 す る 微 生 物 と し て 一 般 的 に 知 ら れ て い る 微 生 物 を 用 い て も よ い 。 な お 当 業 界 で 一 般 的

に 知 ら れ て い る と は 、 例 え ば 、 当 業 界 に お け る 文 献 、 デ ー タ ベ ー ス 、 又 は 、 微 生 物 種 名 な

ど に よ っ て 知 ら れ て い る こ と を い う 。

【 ０ ０ ５ ７ 】

　 本 開 示 に お い て 、 水 素 産 生 微 生 物 と は 、 水 素 を 産 生 す る こ と が で き る 微 生 物 で あ れ ば 特

に 限 定 さ れ な い 。 例 え ば 、 水 素 産 生 微 生 物 は 、 グ ル コ ー ス か ら 水 素 を 産 生 す る 活 性 、 グ ル

コ サ ミ ン か ら 水 素 を 産 生 す る 活 性 、 又 は ア ミ ノ 酸 か ら 水 素 を 産 生 す る 活 性 の う ち 少 な く と

も １ つ を 有 す る こ と が 好 ま し い 。 前 記 活 性 が 発 揮 さ れ る 際 の 環 境 条 件 は 、 生 物 由 来 の 組 成

物 を 基 質 と し た メ タ ン 産 生 の 際 に 、 加 温 の 必 要 が な く 、 共 培 養 を 利 用 す る こ と が で き る 観

点 か ら 、 常 温 か つ 嫌 気 の 条 件 下 で あ る こ と が 好 ま し い 。

　 な お 本 開 示 に お け る 水 素 産 生 微 生 物 は 、 当 業 界 で 一 般 的 に 知 ら れ て い る 、 水 素 産 生 微 生

物 を 用 い て も よ い 。

【 ０ ０ ５ ８ 】

　 本 開 示 に お い て 、 メ タ ン 産 生 微 生 物 と は 、 メ タ ン を 産 生 す る こ と が で き る 微 生 物 で あ れ

ば 特 に 限 定 さ れ な い 。 例 え ば 、 メ タ ン 産 生 微 生 物 は 、 水 素 か ら メ タ ン を 産 生 す る 活 性 を 有

す る こ と が 好 ま し い 。 前 記 活 性 が 発 揮 さ れ る 際 の 環 境 条 件 は 、 生 物 由 来 の 組 成 物 を 基 質 と

し た メ タ ン 産 生 の 際 に 、 加 温 の 必 要 が な く 、 共 培 養 を 利 用 す る こ と が で き る 観 点 か ら 、 常

温 か つ 嫌 気 の 条 件 下 で あ る こ と が 好 ま し い 。

　 な お 本 開 示 に お け る メ タ ン 産 生 微 生 物 は 、 当 業 界 で 一 般 的 に 知 ら れ て い る 、 メ タ ン 産 生

微 生 物 を 用 い て も よ い 。

【 ０ ０ ５ ９ 】

　 本 開 示 に お い て 、 酸 素 消 費 微 生 物 と は 、 酸 素 を 消 費 す る こ と が で き る 微 生 物 で あ れ ば 特

に 限 定 さ れ な い 。 例 え ば 、 酸 素 消 費 微 生 物 は 、 酸 素 を 微 生 物 内 に 取 り 込 む 活 性 を 有 す る こ

と が 好 ま し い 。 さ ら に は 、 硝 酸 か ら ア ン モ ニ ア を 産 生 す る 活 性 を 有 す る こ と が 好 ま し い 。

前 記 活 性 が 発 揮 さ れ る 際 の 環 境 条 件 は 、 生 物 由 来 の 組 成 物 を 基 質 と し た メ タ ン 産 生 の 際 に

、 加 温 の 必 要 が な く 、 共 培 養 を 利 用 す る こ と が で き る 観 点 か ら 、 常 温 か つ 嫌 気 の 条 件 下 で

あ る こ と が 好 ま し い 。

　 な お 本 開 示 に お け る 酸 素 消 費 微 生 物 は 、 当 業 界 で 一 般 的 に 知 ら れ て い る 、 酸 素 消 費 微 生

物 で あ っ て も よ い 。 酸 素 消 費 微 生 物 は 、 当 業 界 で 一 般 的 に 知 ら れ て い る 、 い わ ゆ る 好 気 性

微 生 物 で あ っ て も よ い 。 本 開 示 に お け る 酸 素 消 費 微 生 物 は 、 前 記 し た よ う に 嫌 気 条 件 下 で

酸 素 を 消 費 す る こ と が 好 ま し い た め 、 酸 素 濃 度 が 一 定 程 度 存 在 す る 嫌 気 条 件 （ つ ま り 、 酸

素 濃 度 が 一 定 以 下 し か な い 条 件 ） で も 、 酸 素 を 消 費 す る こ と が 可 能 な 微 生 物 で あ る こ と が

好 ま し い 。

【 ０ ０ ６ ０ 】

　 本 開 示 に お い て 、 常 温 と は 、 培 養 槽 を 加 温 す る 必 要 が な い 観 点 か ら 、 ５ ℃ ～ ４ ０ ℃ が 好

ま し く 、 １ ０ ℃ ～ ３ ５ ℃ が よ り 好 ま し く 、 １ ５ ℃ ～ ３ ５ ℃ が さ ら に 好 ま し く 、 ３ ０ ℃ が 特
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に 好 ま し い 。 本 開 示 に お い て 、 嫌 気 と は 、 微 生 物 混 合 物 中 の 各 微 生 物 が 備 え る 機 能 を 発 揮

し や す い 観 点 か ら 、 培 養 槽 の 気 相 中 酸 素 濃 度 又 は 液 相 中 酸 素 濃 度 が ５ ％ 以 下 で あ る 条 件 を

指 す こ と が 好 ま し く 、 培 養 槽 の 気 相 中 酸 素 濃 度 又 は 液 相 中 酸 素 濃 度 が ３ ％ 以 下 で あ る 条 件

を 指 す こ と が よ り 好 ま し い 。

【 ０ ０ ６ １ 】

　 本 開 示 に お い て 、 微 生 物 と は 、 好 気 性 微 生 物 と 嫌 気 性 微 生 物 と を 含 む 。 好 気 性 微 生 物 と

は 、 増 殖 す る た め に 酸 素 を 必 要 と す る 微 生 物 で あ っ て 、 微 好 気 性 微 生 物 、 及 び 偏 性 好 気 性

微 生 物 を 含 む 。 嫌 気 性 微 生 物 と は 、 増 殖 す る た め に 酸 素 を 必 要 と し な い 微 生 物 で あ っ て 、

通 性 嫌 気 性 微 生 物 、 偏 性 嫌 気 性 微 生 物 、 及 び 耐 酸 素 性 微 生 物 を 含 む 。

【 ０ ０ ６ ２ 】

　 本 開 示 に お い て 、 生 物 由 来 の 組 成 物 と は 、 セ ル ロ ー ス 、 キ チ ン 、 又 は タ ン パ ク 質 を 含 ん

で い れ ば 特 に 限 定 さ れ な い 。 本 開 示 に お け る 生 物 由 来 の 組 成 物 と し て は 、 例 え ば 、 生 物 汚

泥 （ 例 え ば 下 水 の 汚 泥 ） 、 よ り 具 体 的 に は 消 化 汚 泥 等 が 挙 げ ら れ る 。 消 化 汚 泥 と は 、 余 剰

汚 泥 を 基 質 と し て 、 メ タ ン 産 生 微 生 物 等 の 嫌 気 性 微 生 物 が 分 解 し た 際 に 発 生 す る 、 難 生 分

解 性 の 成 分 か ら 構 成 さ れ る 汚 泥 残 渣 で あ る 。 消 化 汚 泥 に は 、 例 え ば 、 微 生 物 の 細 胞 壁 多 糖

に 由 来 す る キ チ ン 、 微 生 物 の 構 成 に 由 来 す る タ ン パ ク 質 、 人 毛 に 由 来 す る ケ ラ チ ン 、 し 尿

由 来 の セ ル ロ ー ス 、 及 び 植 物 の 細 胞 壁 由 来 の キ シ ラ ン 等 の 難 分 解 性 糖 質 な ど が 含 ま れ る 。

【 ０ ０ ６ ３ 】

＜ 微 生 物 混 合 物 の 入 手 方 法 ＞

　 本 開 示 に お い て 、 「 本 開 示 の 微 生 物 混 合 物 」 と は 、 特 に 断 り が 無 く ま た 矛 盾 が 無 い 限 り

、 本 開 示 の 第 一 の 実 施 形 態 に 係 る 微 生 物 混 合 物 、 及 び 、 本 開 示 の 第 二 の 実 施 形 態 に 係 る 微

生 物 混 合 物 の 両 方 を 包 含 す る 。 ま た 、 「 本 開 示 の 」 と は 、 特 に 断 り が 無 く ま た 矛 盾 が 無 い

限 り は 、 第 一 の 実 施 形 態 と 第 二 の 実 施 形 態 の 両 方 を 包 含 す る 。

【 ０ ０ ６ ４ 】

　 本 開 示 の 微 生 物 混 合 物 は 、 土 壌 と 、 生 物 由 来 の 組 成 物 と を ３ ０ ℃ で １ ヶ 月 培 養 す る こ と

で 、 得 る こ と が で き る 。 生 物 由 来 の 組 成 物 の 例 と し て は 、 消 化 汚 泥 が 挙 げ ら れ る 。 よ り 詳

細 に は 、 例 え ば 、 以 下 に 記 載 し た 方 法 で 入 手 す る こ と が で き る 。 日 本 の 東 京 都 八 王 子 市 に

あ る 川 口 川 の 川 岸 の 表 面 堆 積 物 か ら 、 土 壌 サ ン プ ル を 採 取 す る こ と が で き る 。 １ ｇ の 前 記

土 壌 サ ン プ ル を 、 ボ ル テ ッ ク ス ミ キ サ ー を 用 い て ２ ０ ｍ ｌ の 滅 菌 水 に 懸 濁 し 、 こ れ を 種 菌

と す る 。

【 ０ ０ ６ ５ 】

　 次 に 、 種 菌 を 培 養 す る た め の 消 化 汚 泥 を 準 備 す る 。 脱 水 消 化 汚 泥 (固 形 物 量 １ ７ ％ )は

、 例 え ば 、 日 本 の 神 奈 川 県 横 浜 市 に あ る 下 水 処 理 場 か ら 得 る こ と が で き る 。 下 水 汚 泥 の 脱

水 に 用 い ら れ る 無 機 凝 集 剤 で あ る ポ リ 塩 化 ア ル ミ ニ ウ ム は 、 微 生 物 に と っ て 毒 で あ る た め

、 脱 水 消 化 汚 泥 中 の ポ リ 塩 化 ア ル ミ ニ ウ ム は 水 道 水 で 繰 り 返 し 洗 浄 し て 取 り 除 く 。 詳 細 に

は 、 ３ ０ ０ ｇ の 脱 水 消 化 汚 泥 と ６ ０ ０ ｍ ｌ の 水 道 水 と を 、 １ ０ ０ ０ ｍ ｌ の ビ ー カ ー に 入 れ

て 混 合 し 、 そ の 混 合 物 を 、 三 層 の ガ ー ゼ フ ィ ル タ ー に 通 し て 、 上 清 に 含 ま れ る ポ リ 塩 化 ア

ル ミ ニ ウ ム を 取 り 除 く 。 こ の 取 り 除 く 操 作 を 、 フ ィ ル タ ー 溶 出 液 の ｐ Ｈ が ６ ． ０ 以 上 に な

る ま で ５ 回 繰 り 返 す 。 洗 浄 し て フ ィ ル タ ー に 残 っ た 残 留 物 を 、 乾 燥 器 Ｆ Ｓ Ｐ ４ ５ ０ （ Ａ Ｄ

Ｖ Ａ Ｎ Ｔ Ｅ Ｃ 社 、 東 京 、 日 本 )に て ６ ０ ℃ ４ ８ 時 間 で 完 全 に 乾 燥 さ せ 、 粉 末 に な る よ う 粉

砕 し 、 直 径 １ ｍ ｍ の 篩 に 通 す 。 篩 を 通 っ た 消 化 汚 泥 粉 末 を 、 以 下 の 試 験 に お け る 消 化 汚 泥

（ 基 質 ） と す る 。 な お 、 消 化 汚 泥 試 料 中 の 炭 素 、 窒 素 、 及 び 水 素 の 含 有 量 は 、 元 素 分 析 装

置 Ｊ Ｍ － １ １ (株 式 会 社 ジ ェ イ ・ サ イ エ ン ス ・ ラ ボ 、 京 都 、 日 本 ) で 分 析 し た と こ ろ 、 消

化 汚 泥 １ ． ０ ｇ 中 、 炭 素 ３ ３ ５ ． １ ｍ ｇ 、 窒 素 ５ ８ ． １ ｍ ｇ 、 及 び 水 素 ５ ３ ． ２ ｍ ｇ で あ

る 。

【 ０ ０ ６ ６ 】

　 そ し て 前 記 種 菌 を 、 １ ７ ｍ ｌ 容 量 の ガ ラ ス バ イ ア ル 内 で 培 養 す る 。 詳 細 に は 、 １ ０ ０ μ

ｌ の 前 記 種 菌 を 、 １ ０ ｍ ｌ の 滅 菌 水 と １ ０ ０ ｍ ｇ の 消 化 汚 泥 粉 末 と の 混 合 液 に 接 種 す る 。

バ イ ア ル 上 部 に あ る ７ ｍ ｌ 分 の 気 相 に は １ 分 間 窒 素 ガ ス を 流 入 し 、 ブ チ ル ゴ ム 栓 と ア ル ミ

キ ャ ッ プ で 、 バ イ ア ル を 密 閉 す る 。 前 記 種 菌 を 、 ３ ０ ℃ で １ ヶ 月 培 養 す る こ と で 、 本 開 示
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の 微 生 物 混 合 物 と す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ６ ７ 】

　 な お 、 上 記 に 記 載 し た 本 開 示 の 微 生 物 混 合 物 の 入 手 方 法 は 、 一 つ の 例 示 で あ っ て 、 こ れ

に 拘 束 さ れ な い 。

【 ０ ０ ６ ８ 】

　 な お 、 前 記 微 生 物 混 合 物 は 、 特 定 の 場 所 の 土 壌 か ら 採 取 す る こ と が で き る が 、 そ れ ぞ れ

の 微 生 物 を 単 離 し て 培 養 す る こ と が で き ず 、 混 合 物 中 に 含 ま れ る 全 て の 微 生 物 を 網 羅 す る

生 存 試 験 方 法 も 確 立 さ れ て い な い た め 、 現 行 の 寄 託 制 度 の も と で は 寄 託 機 関 に 寄 託 す る こ

と が 不 可 能 で あ る 。

従 っ て 、 学 校 法 人 工 学 院 大 学 八 王 子 キ ャ ン パ ス （ 所 在 地 ： 東 京 都 八 王 子 市 中 野 町 ２ ６ ６ ５

－ １ 、 電 話 番 号 ： 042-622-9291） に お い て 、 前 記 微 生 物 混 合 物 を 、 微 生 物 混 合 物 Ｎ ｏ ． Ｒ

ｉ ｖ ｅ ｒ ｂ ａ ｎ ｋ － Ａ ３ ０ と し て 、 分 譲 可 能 な 状 態 に 保 存 さ れ て お り 、 必 要 に 応 じ て 第 三

者 が 入 手 す る こ と が で き る よ う に な っ て い る 。

【 ０ ０ ６ ９ 】

　 ま た 、 本 開 示 の 微 生 物 混 合 物 は 、 ど の よ う な 方 法 で 入 手 し た も の を 使 用 し て も 良 く 、 例

え ば 、 単 離 又 は 購 入 し た 各 微 生 物 を 、 本 開 示 の 微 生 物 混 合 物 と な る よ う に 各 微 生 物 を 適 宜

混 合 す る こ と で 作 製 し て も よ い 。

【 ０ ０ ７ ０ 】

＜ 微 生 物 混 合 物 の 機 能 ＞

　 本 開 示 の 微 生 物 混 合 物 は 、 基 質 と し て の 生 物 由 来 の 組 成 物 １ ｇ の 存 在 下 に お い て 常 温 条

件 下 で １ ヶ 月 培 養 す る こ と で 、 １ ０ ｍ ｌ 以 上 の メ タ ン を 産 生 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ７ １ 】

　 本 開 示 の 微 生 物 混 合 物 は 、 基 質 と し て の 生 物 由 来 の 組 成 物 １ ｇ の 存 在 下 に お い て 常 温 条

件 下 で １ ヶ 月 培 養 す る こ と で 、 １ ０ ｍ ｌ ～ ５ ０ ０ ｍ ｌ の メ タ ン を 産 生 す る こ と が 好 ま し く

、 １ ５ ｍ ｌ ～ ４ ０ ０ ｍ ｌ の メ タ ン を 産 生 す る こ と が よ り 好 ま し く 、 ２ ０ ｍ ｌ ～ ３ ０ ０ ｍ ｌ

の メ タ ン を 産 生 す る こ と が さ ら に 好 ま し い 。

　 な お 、 生 物 由 来 の 組 成 物 、 消 化 汚 泥 、 基 質 、 及 び 常 温 に つ い て の 詳 細 は 、 上 述 の ＜ 微 生

物 混 合 物 に 含 ま れ る 微 生 物 ＞ に 記 載 の も の と 同 様 で あ る 。

【 ０ ０ ７ ２ 】

　 ま た 、 前 記 微 生 物 混 合 物 （ 微 生 物 混 合 物 に 含 ま れ る 微 生 物 ） の 機 能 を 確 認 す る 方 法 は 、

例 え ば 、 実 施 例 に 記 載 の 条 件 に お い て 微 生 物 混 合 物 を 培 養 し て 、 微 生 物 の 生 育 、 メ タ ン の

産 生 等 を 確 認 す る 方 法 で あ っ て も よ い 。 具 体 的 に は 、 脱 水 消 化 汚 泥 を 、 洗 浄 、 乾 燥 、 粉 砕

、 及 び 篩 化 す る こ と で 、 消 化 汚 泥 （ 基 質 ） と す る こ と が で き る 。 消 化 汚 泥 中 の 炭 素 、 窒 素

、 及 び 水 素 の 含 有 量 は 、 メ タ ン を 産 生 す る た め の 基 質 を 含 ん で い る 観 点 、 及 び 、 微 生 物 混

合 物 に 含 ま れ る 微 生 物 が 増 殖 す る た め の 栄 養 源 が 含 ま れ て い る 観 点 か ら 、 消 化 汚 泥 １ ． ０

ｇ 中 、 炭 素 １ ０ ｍ ｇ ～ １ ０ ０ ０ ｍ ｇ 、 窒 素 １ ０ ｍ ｇ ～ １ ０ ０ ｍ ｇ 、 及 び 水 素 １ ０ ｍ ｇ ～ １

０ ０ ０ ｍ ｇ が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ７ ３ 】

　 培 養 槽 中 に お い て 、 生 物 由 来 の 組 成 物 を 含 む 溶 液 に 微 生 物 混 合 物 を 接 種 す る 際 の 混 合 比

率 は 、 特 に 制 限 さ れ な い が 、 微 生 物 が 増 殖 し や す い 観 点 か ら 、 微 生 物 混 合 物 １ 質 量 部 に 対

し て 、 消 化 汚 泥 ０ ． １ 質 量 部 ～ １ ０ 質 量 部 で あ る こ と が 好 ま し く 、 １ 質 量 部 で あ る こ と が

よ り 好 ま し い 。 微 生 物 が 増 殖 し や す い 観 点 か ら 、 さ ら に 水 を １ ０ 質 量 部 ～ １ ０ ０ ０ 質 量 部

添 加 す る こ と が 好 ま し く 、 １ ０ ０ 質 量 部 添 加 す る こ と が よ り 好 ま し い 。

　 な お 生 物 由 来 の 組 成 物 を 含 む 溶 液 に 微 生 物 混 合 物 を 接 種 す る 際 は 、 微 生 物 混 合 物 に 含 ま

れ る 微 生 物 を そ れ ぞ れ １ 種 類 ず つ 別 々 の タ イ ミ ン グ で 接 種 し て も よ く 、 又 は 微 生 物 混 合 物

に 含 ま れ る 微 生 物 を 複 数 種 類 ず つ 複 数 回 に 分 け て 接 種 し て も よ い 。 あ る い は 、 微 生 物 混 合

物 に 含 ま れ る 全 微 生 物 種 類 を 同 時 に 一 度 の み 接 種 し て も よ く 、 微 生 物 混 合 物 に 含 ま れ る 全

微 生 物 種 類 の 同 時 摂 取 を 複 数 回 行 っ て も よ い 。 操 作 が 容 易 で あ る 観 点 か ら 、 微 生 物 混 合 物

に 含 ま れ る 全 微 生 物 種 類 を 同 時 に 一 度 の み 接 種 す る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ７ ４ 】
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　 培 養 槽 中 に は 、 さ ら に 、 例 え ば 各 微 生 物 の 増 殖 を 促 進 又 は 抑 制 す る た め の 、 一 般 的 に 微

生 物 の 培 養 又 は 細 胞 の 培 養 に 用 い ら れ る よ う な 、 市 販 の 培 地 に 含 ま れ る 、 有 機 物 又 は 無 機

物 な ど が 含 ま れ て い て も よ い 。

【 ０ ０ ７ ５ 】

　 接 種 後 、 培 養 槽 の 気 相 に 酸 素 以 外 の 安 定 な ガ ス 、 例 え ば 窒 素 ガ ス を 流 入 さ せ て 培 養 槽 を

密 閉 し 、 常 温 で １ ヶ 月 培 養 す る こ と が で き る 。 培 養 の 期 間 は 、 １ ０ 日 ～ ６ ０ 日 間 で あ っ て

も よ く 、 ２ ０ 日 ～ ４ ０ 日 間 で あ っ て も よ い 。

【 ０ ０ ７ ６ 】

　 メ タ ン を 定 量 す る 方 法 に つ い て も 、 例 え ば 、 実 施 例 に 記 載 の 方 法 を 用 い る こ と が で き る

。 具 体 的 に は 、 気 体 の メ タ ン を 定 量 す る こ と が 好 ま し く 、 培 養 槽 内 の 気 相 を 採 取 し 、 気 相

に 含 ま れ る 気 体 を 、 ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ を 使 用 し て 定 量 す る こ と が で き る 。

【 ０ ０ ７ ７ 】

　 な お 一 般 的 に 、 メ タ ン 産 生 微 生 物 が メ タ ン を 産 生 す る 最 適 ｐ Ｈ は 、 ６ ． ８ ～ ７ ． ６ で あ

る 。 よ っ て 、 ｐ Ｈ を ６ ． ８ よ り も 低 く す る こ と で 、 メ タ ン 産 生 を 抑 制 す る こ と が で き る 。

ま た 、 一 般 的 に 、 水 素 産 生 微 生 物 は 、 低 い ｐ Ｈ に 対 し て 耐 性 を 有 し て お り 、 ｐ Ｈ ４ ． ５ 以

上 で あ れ ば 、 水 素 を 産 生 す る こ と が で き る 。

　 よ っ て 、 本 開 示 の 微 生 物 混 合 物 は 、 生 物 由 来 の 組 成 物 １ ｇ を 基 質 と し て 、 常 温 条 件 下 、

か つ 、 例 え ば ｐ Ｈ ４ ． ５ ～ ｐ Ｈ ６ ． ８ で １ ヶ 月 培 養 す る こ と で 、 １ ０ ｍ ｌ 以 上 の 水 素 を 産

生 す る こ と が で き る 。 前 記 水 素 の 産 生 は 、 １ ０ ｍ ｌ ～ ２ ０ ０ ０ ｍ ｌ が 好 ま し く 、 ２ ０ ｍ ｌ

～ １ ８ ０ ０ ｍ ｌ が よ り 好 ま し く 、 ４ ０ ｍ ｌ ～ １ ６ ０ ０ ｍ ｌ が さ ら に 好 ま し く 、 ８ ０ ｍ ｌ ～

１ ２ ０ ０ ｍ ｌ が 特 に 好 ま し い 。

【 ０ ０ ７ ８ 】

≪ メ タ ン 産 生 用 組 成 物 ≫

　 本 開 示 の メ タ ン 産 生 用 組 成 物 は 、 微 生 物 混 合 物 を 含 み 、 生 物 由 来 の 組 成 物 か ら メ タ ン を

産 生 で き る 組 成 物 で あ る こ と が 好 ま し い 。

【 ０ ０ ７ ９ 】

　 本 開 示 の メ タ ン 産 生 用 組 成 物 は 、 微 生 物 混 合 物 を 含 み 、 生 物 由 来 の 組 成 物 か ら メ タ ン を

産 生 で き る 組 成 物 で あ れ ば 特 に 限 定 さ れ な い 。 本 開 示 の メ タ ン 産 生 用 組 成 物 に 含 ま れ る 微

生 物 混 合 物 は 、 生 き た 状 態 の 微 生 物 で あ っ て も よ く 、 仮 死 状 態 の 微 生 物 で あ っ て も よ い 。

微 生 物 が 菌 類 で あ る 場 合 、 菌 糸 又 は 胞 子 の い ず れ と し て 含 ま れ て い て も よ い 。

【 ０ ０ ８ ０ 】

　 本 開 示 の メ タ ン 産 生 用 組 成 物 は 、 本 開 示 の 微 生 物 混 合 物 の 他 に 、 固 体 媒 質 （ 例 え ば 、 ゼ

ラ チ ン 、 乳 糖 ） 及 び 液 体 媒 質 （ 例 え ば 、 水 、 生 理 食 塩 水 ） 、 溶 解 補 助 剤 、 安 定 化 剤 、 等 張

化 剤 な ど が 含 ま れ て い て も よ い 。 こ れ ら の 成 分 の 配 合 量 は 、 本 開 示 の 微 生 物 混 合 物 が メ タ

ン 産 生 用 組 成 物 と し て 作 用 し う る の で あ れ ば 、 特 に 制 限 さ れ な い 。

【 ０ ０ ８ １ 】

　 本 開 示 の メ タ ン 産 生 用 組 成 物 の 形 状 は 特 に 限 定 さ れ ず 、 例 え ば 、 粉 末 状 、 顆 粒 状 、 固 体

状 、 液 体 状 、 凍 結 物 状 、 又 は 、 そ れ ら が カ プ セ ル に 封 入 さ れ た 形 状 で あ っ て も よ い 。 こ れ

ら の 形 状 は 、 本 開 示 の 微 生 物 混 合 物 が メ タ ン 産 生 用 組 成 物 と し て 作 用 し う る の で あ れ ば 、

特 に 制 限 さ れ な い 。

　 メ タ ン を 産 生 で き る 詳 細 な 条 件 に つ い て は 、 ＜ 微 生 物 混 合 物 の 機 能 ＞ に 記 載 の 、 微 生 物

混 合 物 の 機 能 を 確 認 す る 方 法 と 同 様 で あ る 。

【 ０ ０ ８ ２ 】

≪ メ タ ン 産 生 方 法 ≫

　 本 開 示 の メ タ ン 産 生 方 法 は 、 生 物 由 来 の 組 成 物 を 含 む 溶 液 に 、 微 生 物 混 合 物 を 接 種 す る

こ と と 、 前 記 接 種 さ れ た 微 生 物 混 合 物 を 常 温 条 件 下 で 培 養 す る こ と と 、 を 含 む こ と が で き

る 。

【 ０ ０ ８ ３ 】

　 本 開 示 に お い て 、 生 物 由 来 の 組 成 物 を 含 む 溶 液 と は 、 生 物 由 来 の 組 成 物 を 含 ん で い れ ば

特 に 限 定 さ れ な い 。 本 開 示 に お け る 生 物 由 来 の 組 成 物 を 含 む 溶 液 に は 、 生 物 由 来 の 組 成 物
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以 外 に 、 例 え ば 、 水 又 は 生 理 食 塩 水 な ど が 含 ま れ て も よ い 。

【 ０ ０ ８ ４ 】

　 本 開 示 に お い て 、 生 物 由 来 の 組 成 物 を 含 む 溶 液 に 、 微 生 物 混 合 物 を 接 種 す る こ と と は 、

生 物 由 来 の 組 成 物 に 、 微 生 物 混 合 物 を 添 加 す る こ と を 含 ん で い れ ば 特 に 限 定 さ れ な い 。 微

生 物 混 合 物 を 接 種 す る 詳 細 な 条 件 に つ い て は 、 前 記 ＜ 微 生 物 混 合 物 の 機 能 ＞ に お け る 微 生

物 混 合 物 の 機 能 を 確 認 す る 方 法 に 記 載 の 微 生 物 混 合 物 接 種 の 場 合 と 同 様 の 条 件 を 適 用 で き

る 。

【 ０ ０ ８ ５ 】

　 本 開 示 に お い て 、 接 種 さ れ た 微 生 物 混 合 物 を 常 温 条 件 下 で 培 養 す る こ と と は 、 接 種 さ れ

た 微 生 物 混 合 物 を 常 温 条 件 下 で 培 養 す る こ と を 含 ん で い れ ば 特 に 限 定 さ れ な い 。 接 種 さ れ

た 微 生 物 混 合 物 を 常 温 条 件 下 で 培 養 す る 詳 細 な 条 件 に つ い て は 、 前 記 ＜ 微 生 物 混 合 物 の 機

能 ＞ に お け る 微 生 物 混 合 物 の 機 能 を 確 認 す る 方 法 に 記 載 の 微 生 物 混 合 物 接 種 後 の 培 養 と 同

様 の 条 件 を 適 用 で き る 。

【 ０ ０ ８ ６ 】

　 本 開 示 の メ タ ン 産 生 方 法 は 、 消 化 汚 泥 を 含 む 溶 液 に 、 微 生 物 混 合 物 を 接 種 す る こ と と 、

前 記 接 種 さ れ た 微 生 物 混 合 物 を 常 温 条 件 下 で 培 養 す る こ と と 、 を 含 む こ と が で き る 。 接 種

及 び 培 養 の 詳 細 に つ い て は 、 前 記 ＜ 微 生 物 混 合 物 の 機 能 ＞ に お け る 微 生 物 混 合 物 の 機 能 を

確 認 す る 方 法 に お け る 接 種 及 び 培 養 に つ い て の 記 載 を 参 照 で き る 。

【 実 施 例 】

【 ０ ０ ８ ７ 】

　 以 下 、 本 開 示 を 実 施 例 に よ り 更 に 具 体 的 に 説 明 す る が 、 本 開 示 は そ の 主 旨 を 越 え な い 限

り 、 以 下 の 実 施 例 に 限 定 さ れ る も の で は な い 。 な お 、 特 に 断 り の な い 限 り 、 「 部 」 は 質 量

基 準 で あ る 。 「 ％ 」 も 同 様 に 質 量 基 準 で あ る 。

【 ０ ０ ８ ８ 】

　 以 下 に お い て 、 分 子 生 物 学 的 な 試 薬 は 、 東 洋 紡 株 式 会 社 （ 大 阪 、 日 本 ） 、 サ ー モ フ ィ ッ

シ ャ ー サ イ エ ン テ ィ フ ィ ッ ク 社 （ ウ ォ ル サ ム 、 マ サ チ ュ ー セ ッ ツ 、 米 国 ） 、 又 は Ｍ Ｐ バ イ

オ メ デ ィ カ ル 社 （ サ ン タ ア ナ 、 カ リ フ ォ ル ニ ア 、 米 国 ） か ら 購 入 し た 。 そ の 他 の 全 て の 化

学 薬 品 は 、 和 光 純 薬 株 式 会 社 （ 京 都 、 日 本 ） か ら 購 入 し た 。 培 養 に 用 い る ガ ラ ス 及 び プ ラ

ス チ ッ ク 製 の 実 験 器 具 は 、 株 式 会 社 マ ル エ ム （ 大 阪 、 日 本 ） 又 は ア ズ ワ ン 株 式 会 社 （ 大 阪

、 日 本 ） か ら 購 入 し た 。

【 ０ ０ ８ ９ 】

≪ 実 施 例 １ ≫

（ 微 生 物 混 合 物 の 採 取 ）

　 日 本 の 東 京 都 八 王 子 市 に あ る 川 口 川 の 川 岸 の 表 面 堆 積 物 か ら 、 土 壌 サ ン プ ル を 採 取 し た

。 １ ｇ の 前 記 土 壌 サ ン プ ル を 、 ボ ル テ ッ ク ス ミ キ サ ー を 用 い て ２ ０ ｍ ｌ の 滅 菌 水 に 懸 濁 し

、 こ れ を 種 菌 と し た 。

【 ０ ０ ９ ０ 】

（ 消 化 汚 泥 の 準 備 ）

　 脱 水 消 化 汚 泥 (固 形 物 量 １ ７ ％ )は 、 日 本 の 神 奈 川 県 横 浜 市 に あ る 下 水 処 理 場 か ら 得 た

。 下 水 汚 泥 の 脱 水 に 用 い ら れ る 無 機 凝 集 剤 で あ る ポ リ 塩 化 ア ル ミ ニ ウ ム は 、 微 生 物 に と っ

て 毒 で あ る た め 、 脱 水 消 化 汚 泥 中 の ポ リ 塩 化 ア ル ミ ニ ウ ム は 水 道 水 で 繰 り 返 し 洗 浄 し て 取

り 除 い た 。 詳 細 に は 、 ３ ０ ０ ｇ の 脱 水 消 化 汚 泥 と ６ ０ ０ ｍ ｌ の 水 道 水 と を 、 １ ０ ０ ０ ｍ ｌ

の ビ ー カ ー に 入 れ て 混 合 し 、 そ の 混 合 物 を 、 三 層 の ガ ー ゼ フ ィ ル タ ー に 通 し て 、 上 清 に 含

ま れ る ポ リ 塩 化 ア ル ミ ニ ウ ム を 取 り 除 い た 。 こ の 取 り 除 く 操 作 を 、 フ ィ ル タ ー 溶 出 液 の ｐ

Ｈ が ６ ． ０ 以 上 に な る ま で ５ 回 繰 り 返 し た 。 洗 浄 し て フ ィ ル タ ー に 残 っ た 残 留 物 を 、 乾 燥

器 Ｆ Ｓ Ｐ ４ ５ ０ （ Ａ Ｄ Ｖ Ａ Ｎ Ｔ Ｅ Ｃ 社 、 東 京 、 日 本 )に て ６ ０ ℃ ４ ８ 時 間 で 完 全 に 乾 燥 さ

せ 、 粉 末 に な る よ う 粉 砕 し 、 直 径 １ ｍ ｍ の 篩 に 通 し た 。 篩 を 通 っ た 消 化 汚 泥 粉 末 を 、 以 下

の 試 験 に お け る 消 化 汚 泥 （ 基 質 ） と し た 。 な お 、 消 化 汚 泥 試 料 中 の 炭 素 、 窒 素 、 及 び 水 素

の 含 有 量 は 、 元 素 分 析 装 置 Ｊ Ｍ － １ １ (株 式 会 社 ジ ェ イ ・ サ イ エ ン ス ・ ラ ボ 、 京 都 、 日 本

) で 分 析 し た と こ ろ 、 消 化 汚 泥 １ ． ０ ｇ 中 、 炭 素 ３ ３ ５ ． １ ｍ ｇ 、 窒 素 ５ ８ ． １ ｍ ｇ 、 及
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び 水 素 ５ ３ ． ２ ｍ ｇ で あ っ た 。

【 ０ ０ ９ １ 】

（ 種 菌 の 培 養 ）

　 前 記 種 菌 を 、 １ ７ ｍ ｌ 容 量 の ガ ラ ス バ イ ア ル 内 で 培 養 し た 。 詳 細 に は 、 １ ０ ０ μ ｌ の 前

記 種 菌 を 、 １ ０ ｍ ｌ の 滅 菌 水 と １ ０ ０ ｍ ｇ の 消 化 汚 泥 粉 末 と の 混 合 液 に 接 種 し た 。 バ イ ア

ル 上 部 に あ る ７ ｍ ｌ 分 の 気 相 に は １ 分 間 窒 素 ガ ス を 流 入 し 、 ブ チ ル ゴ ム 栓 と ア ル ミ キ ャ ッ

プ で 、 バ イ ア ル を 密 閉 し た 。 前 記 種 菌 を 、 ３ ０ ℃ 、 ４ ０ ℃ 、 又 は ５ ０ ℃ で １ ヶ 月 培 養 し た

。 こ の 、 ３ ０ ℃ 、 ４ ０ ℃ 、 又 は ５ ０ ℃ で １ ヶ 月 培 養 さ れ た 種 菌 を 、 以 下 に お い て 、 微 生 物

混 合 物 と し た 。

【 ０ ０ ９ ２ 】

（ 水 素 産 生 及 び メ タ ン 産 生 の 定 量 ）

　 前 記 ３ ０ ℃ 、 ４ ０ ℃ 、 又 は ５ ０ ℃ で １ ヶ 月 培 養 し た 微 生 物 混 合 物 に つ い て 、 バ イ ア ル 上

部 の 気 相 を サ ン プ リ ン グ し 、 水 素 及 び メ タ ン の 定 量 を 行 っ た 。

　 水 素 及 び メ タ ン の 定 量 は 、 熱 伝 導 度 型 検 出 器 付 き の ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ Ｇ Ｃ － ８ Ａ （ 株

式 会 社 島 津 製 作 所 、 京 都 、 日 本 ） を 使 用 し て 、 カ ラ ム は Ｓ ｈ ｉ ｎ ｃ ａ ｒ ｂ ｏ ｎ Ｓ Ｔ カ ラ

ム ５ ０ ／ ８ ０ (２ ． ０ ｍ × ３ ． ０ ｍ ｍ 内 径 、 信 和 化 工 株 式 会 社 、 京 都 、 日 本 ） を 使 用 し 、

０ ． ５ ｍ ｌ の 注 入 量 で 、 キ ャ リ ア ガ ス と し て ア ル ゴ ン （ ４ ３ ． ５ ｍ ｌ ／ ｍ ｉ ｎ ） を 用 い て

、 カ ラ ム 温 度 は ８ ０ ℃ の 条 件 で 行 っ た 。 水 素 及 び メ タ ン の 標 品 は 、 ジ ー エ ル サ イ エ ン ス 株

式 会 社 （ 東 京 、 日 本 )か ら 購 入 し た 。

　 結 果 を 図 １ に 示 す 。 図 中 、 縦 軸 は 、 消 化 汚 泥 １ ｇ あ た り の メ タ ン 産 生 量 （ ｍ ｌ ） を 示 し

、 横 軸 は 、 継 代 回 数 （ 回 ） を 示 す 。 本 開 示 の 微 生 物 混 合 物 は 、 培 養 温 度 ３ ０ ℃ か つ 継 代 回

数 １ 回 ～ ８ 回 に お い て 、 消 化 汚 泥 １ ｇ あ た り ２ ０ ｍ ｌ 以 上 の メ タ ン を 産 生 し た 。 培 養 温 度

３ ０ ℃ で ４ 回 継 代 培 養 し た と き は 、 消 化 汚 泥 １ ｇ あ た り ２ ０ ． ７ ９ ｍ ｌ の メ タ ン を 産 生 し

た 。 培 養 温 度 ４ ０ ℃ に お い て は 、 継 代 回 数 に 関 わ ら ず 消 化 汚 泥 １ ｇ あ た り 約 ２ ． ５ ｍ ｌ 以

上 メ タ ン を 産 生 し た 。 培 養 温 度 ５ ０ ℃ に お い て は 、 継 代 回 数 に 関 わ ら ず メ タ ン の 産 生 は 確

認 で き な か っ た 。 以 上 の こ と か ら 、 本 開 示 の 微 生 物 混 合 物 に よ り 高 効 率 な メ タ ン 産 生 が 可

能 で あ り 、 ま た 、 培 養 温 度 を 適 切 に 設 定 す る こ と で 、 微 生 物 混 合 物 は 継 代 し て も 安 定 的 に

維 持 で き る こ と が 示 さ れ た 。 な お 図 １ に お い て 、 継 代 回 数 １ 回 と は 、 消 化 汚 泥 と 上 記 種 菌

と を １ か 月 培 養 し た こ と を 示 す 。 図 １ に お い て 、 継 代 回 数 ２ 回 と は 、 消 化 汚 泥 と 前 記 継 代

回 数 １ 回 で 得 ら れ た も の と を １ か 月 培 養 し た こ と を 示 す 。 継 代 回 数 ３ 回 と は 、 消 化 汚 泥 と

前 記 継 代 回 数 ２ 回 で 得 ら れ た も の と を １ か 月 培 養 し た こ と を 示 す 。 継 代 回 数 ４ 回 以 降 も 同

様 で あ る 。

【 ０ ０ ９ ３ 】

（ 微 生 物 混 合 物 の Ｐ Ｃ Ｒ － Ｄ Ｇ Ｇ Ｅ 法 に よ る 解 析 ）

　 前 記 ３ ０ ℃ 、 ４ ０ ℃ 、 又 は ５ ０ ℃ で １ ヶ 月 培 養 し た 微 生 物 混 合 物 に つ い て 、 Ｐ Ｃ Ｒ － 変

性 剤 濃 度 勾 配 ゲ ル 電 気 泳 動 法 （ Ｐ Ｃ Ｒ － Ｄ Ｇ Ｇ Ｅ 法 ） は 、 以 下 の と お り に 実 施 し た 。

【 ０ ０ ９ ４ 】

－ Ｐ Ｃ Ｒ －

　 前 記 ３ ０ ℃ 、 ４ ０ ℃ 、 又 は ５ ０ ℃ で １ ヶ 月 培 養 し た 微 生 物 混 合 物 の 培 養 液 １ ｍ ｌ を 、 ２

０ ， ０ ０ ０ × ｇ 、 １ ０ 分 、 及 び ４ ℃ の 条 件 で 遠 心 分 離 す る こ と で 、 微 生 物 混 合 物 の 細 胞

を 収 集 し た 。 土 壌 試 料 用 Ｆ ａ ｓ ｔ Ｄ Ｎ Ａ Ｓ Ｐ Ｉ Ｎ キ ッ ト （ Ｍ Ｐ バ イ オ メ デ ィ カ ル 社 ） を

用 い て 、 前 記 細 胞 か ら ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 抽 出 し た 。

【 ０ ０ ９ ５ 】

　 真 正 細 菌 に つ い て は 、 Ｖ ６ ～ Ｖ ８ 領 域 に 相 当 す る １ ６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 を Ｐ Ｃ Ｒ で 増 幅

し た 。 Heuer et al. (1997) Analysis of actinomycete com munities by specific ampli

fication of genes encoding 16S rRN A and gel electrophoretic separation in denatu

ring gradients. Appl Environ Microbiol 63:3233-3241.に 記 載 さ れ た よ う に 、 プ ラ イ マ

ー は Ｆ ９ ８ ４ Ｇ Ｃ （ 配 列 番 号 ２ ０ ） と Ｒ １ ３ ７ ８ （ 配 列 番 号 ２ １ ） を 用 い 、 ポ リ メ ラ ー ゼ

は Ｋ Ｏ Ｄ Ｆ ｘ Ｎ ｅ ｏ ｐ ｏ ｌ ｙ ｍ ｅ ｒ ａ ｓ ｅ （ 東 洋 紡 株 式 会 社 ） を 用 い た 。 Ｐ Ｃ Ｒ の 条

件 は 、 ９ ４ ℃ ２ 分 を １ サ イ ク ル と 、 ９ ４ ℃ １ ５ 秒 、 ５ ０ ℃ ３ ０ 秒 、 ６ ８ ℃ ３ ０ 秒 を ３ ４ サ
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イ ク ル と で 実 施 し た 。 な お 各 配 列 番 号 と 共 に 記 載 さ れ た 以 下 の 塩 基 配 列 の う ち 、 括 弧 []で

囲 ま れ た 塩 基 配 列 は 、 Ｇ Ｃ ク ラ ン プ の 塩 基 配 列 で あ る こ と を 表 す 。 上 記 操 作 に よ り 、 真 正

細 菌 由 来 の ア ン プ リ コ ン を 得 た 。

【 ０ ０ ９ ６ 】

［ 配 列 番 号 ２ ０ ］ 5'-[CGCCCG G G GCGCGCCCCG G GCG G G GCG G G G GCACG G G G G G]A ACGCG A A G A ACCTTAC-3

'

［ 配 列 番 号 ２ １ ］ 5'-CG GTGTGTACA A G GCCCG G G A ACG-3'

【 ０ ０ ９ ７ 】

　 メ タ ン 産 生 菌 を 含 む 古 細 菌 に つ い て は 、 Zhou et al. (2010) Characterization of var

iation in rumen methanogenic com munities under different dietary and host feed e

fficiency conditions, as determined by PCR-Denaturing gradient gel electrophores

is analysis. Appl Environ Microbiol 76:3776-3786.に 記 載 さ れ た よ う に 、 Ｖ ３ 領 域 を

含 む 約 ８ ０ ０ ｂ ｐ の １ ６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 を 、 古 細 菌 用 の プ ラ イ マ ー Ｍ ｅ ｔ ８ ６ ｆ （ 配 列

番 号 ２ ２ ） と Ｍ ｅ ｔ ９ １ ５ ｒ （ 配 列 番 号 ２ ３ ） を 用 い て Ｐ Ｃ Ｒ で 増 幅 し た 。 そ の 後 、 前 記

増 幅 さ れ た Ｄ Ｎ Ａ を 鋳 型 と し て 、 さ ら に 、 メ タ ン 産 生 菌 を 含 む 古 細 菌 に 用 い ら れ る プ ラ イ

マ ー Ｇ Ｃ -Ａ Ｒ Ｃ ３ ４ ４ ｆ （ 配 列 番 号 ２ ４ ） と ５ １ ９ ｒ （ 配 列 番 号 ２ ５ ） を 用 い て 、 Ｖ ３

領 域 を Ｐ Ｃ Ｒ で 増 幅 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ の 条 件 は 、 ９ ５ ℃ ５ 分 を １ サ イ ク ル と 、 ９ ５ ℃ ３ ０ 秒 、

５ ６ ． ５ ℃ ３ ０ 秒 、 ６ ８ ℃ ３ ０ 秒 を ３ ０ サ イ ク ル と で 実 施 し た 。 な お 配 列 番 号 と 共 に 記 載

さ れ た 以 下 の 各 塩 基 配 列 の う ち 、 括 弧 []で 囲 ま れ た 塩 基 配 列 は 、 Ｇ Ｃ ク ラ ン プ の 塩 基 配 列

で あ る こ と を 表 す 。 上 記 操 作 に よ り 、 メ タ ン 産 生 菌 を 含 む 古 細 菌 由 来 の ア ン プ リ コ ン を 得

た 。

【 ０ ０ ９ ８ 】

［ 配 列 番 号 ２ ２ ］ 5'-GCTCA GTA ACACGTG G-3'

［ 配 列 番 号 ２ ３ ］ 5'-GTGCTCCCCCGCCA ATTCCT-3'

［ 配 列 番 号 ２ ４ ］ 5'-[CGCCCGCCGCGCGCG GCG G GCG G G GCG G G G GCACG G G G G G]ACG G G G Y GCA GCA G GCGCG

A-3'

［ 配 列 番 号 ２ ５ ］ 5'-G W ATTACCGCG GCK GCTG-3'

【 ０ ０ ９ ９ 】

　 な お 上 記 プ ラ イ マ ー の 塩 基 配 列 中 、 Ｙ は Ｃ 又 は Ｔ で あ る こ と を 表 し 、 Ｗ は Ａ 又 は Ｔ で あ

る こ と を 表 し 、 Ｋ は Ｇ 又 は Ｔ で あ る こ と を 表 す 。

【 ０ １ ０ ０ 】

　 菌 類 又 は 原 生 生 物 に つ い て は 、 May et al. (2001) Comparative denaturing gradient

gel electrophoresis analysis of fungal com munities associated with whole plant c

orn silage. Can J Microbiol 47:829-841.に 記 載 さ れ た よ う に 、 １ ８ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子

の 一 部 分 を 、 プ ラ イ マ ー Ｎ Ｓ １ （ 配 列 番 号 ２ ６ ） と Ｇ Ｃ Ｆ ｕ ｎ ｇ （ 配 列 番 号 ２ ７ ） を 用 い

て Ｐ Ｃ Ｒ で 増 幅 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ の 条 件 は 、 ９ ４ ℃ ２ 分 を １ サ イ ク ル と 、 ９ ４ ℃ １ ５ 秒 、 ５ ０

℃ ３ ０ 秒 、 ６ ８ ℃ ３ ０ 秒 を ３ ４ サ イ ク ル と で 実 施 し た 。 な お 配 列 番 号 と 共 に 記 載 さ れ た 以

下 の 各 塩 基 配 列 の う ち 、 括 弧 []で 囲 ま れ た 塩 基 配 列 は 、 Ｇ Ｃ ク ラ ン プ の 塩 基 配 列 で あ る こ

と を 表 す 。 上 記 操 作 に よ り 、 菌 類 又 は 原 生 生 物 由 来 の ア ン プ リ コ ン を 得 た 。

【 ０ １ ０ １ 】

［ 配 列 番 号 ２ ６ ］ 5'-GTA GTCATATGCTTGTCTC-3'

［ 配 列 番 号 ２ ７ ］ 5'-[CGCCCGCCGCGCCCCGCGCCCG GCCCGCCGCCCCCGCCCC]ATTCCCCGTTACCCGTTG-

3'

【 ０ １ ０ ２ 】

－ Ｄ Ｇ Ｇ Ｅ 法 －

　 Ｄ Ｇ Ｇ Ｅ 法 は 、 上 記 Ｐ Ｃ Ｒ に よ り 得 た ア ン プ リ コ ン を 、 Ｎ Ｂ － １ ４ ８ ０ Ａ Ｄ Ｇ Ｇ Ｅ シ

ス テ ム （ 日 本 エ イ ド ー 株 式 会 社 、 東 京 、 日 本 ） を 使 用 し て 、 操 作 説 明 書 に 沿 っ て 実 施 し た

。 約 １ μ ｇ の 前 記 増 幅 し た ア ン プ リ コ ン を 、 以 下 の 各 ゲ ル の ウ ェ ル に ロ ー ド し た 。 真 正 細

菌 由 来 の ア ン プ リ コ ン の 場 合 は 、 ５ ０ ％ ～ ７ ０ ％ の 線 形 の 変 性 剤 濃 度 勾 配 と し た ６ ％ ポ リ

ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を 使 用 し た 。 古 細 菌 由 来 の ア ン プ リ コ ン の 場 合 は 、 ３ ５ ％ ～ ４ ５ ％ の
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線 形 の 変 性 剤 濃 度 勾 配 と し た ６ ％ ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を 使 用 し た 。 菌 類 又 は 原 生 生 物

由 来 の ア ン プ リ コ ン の 場 合 は 、 ２ ０ ％ ～ ４ ５ ％ の 線 形 の 変 性 剤 濃 度 勾 配 と し た ７ ％ ポ リ ア

ク リ ル ア ミ ド ゲ ル を 使 用 し た 。 な お ア ン プ リ コ ン の 分 子 量 を 推 定 す る た め 、 各 ゲ ル の ウ ェ

ル に は 、 そ れ ぞ れ 分 子 量 マ ー カ ー も ロ ー ド し た 。

　 電 気 泳 動 は 、 ５ ０ Ｖ の 定 電 圧 で 、 真 正 細 菌 由 来 の ア ン プ リ コ ン の 場 合 は ５ ８ ℃ １ ８ 時 間

、 古 細 菌 、 菌 類 、 及 び 原 生 生 物 由 来 の ア ン プ リ コ ン の 場 合 は ６ ０ ℃ ２ ０ 時 間 で 実 施 し た 。

電 気 泳 動 後 の ゲ ル は 、 １ ０ ０ ｍ ｌ の Ｔ Ａ Ｅ 緩 衝 液 で 溶 解 し た １ ０ μ ｌ の Ｓ Ｙ Ｂ Ｒ 　 Ｇ ｒ ｅ

ｅ ｎ （ ラ イ フ テ ク ノ ロ ジ ー ズ 株 式 会 社 ） で 染 色 し た 。

　 結 果 を 図 ２ に 示 す 。 微 生 物 混 合 物 を ３ ０ ℃ で 培 養 し た 場 合 、 真 正 細 菌 由 来 の ア ン プ リ コ

ン Ｃ １ （ 配 列 番 号 １ ０ を 含 む ） 、 Ｃ ２ （ 配 列 番 号 １ １ を 含 む ） 、 Ｕ ｅ １ （ 配 列 番 号 １ を 含

む ） 、 Ｅ ２ （ 配 列 番 号 ４ を 含 む ） 、 Ｃ ４ （ 配 列 番 号 １ ２ を 含 む ） 、 Ｅ ７ （ 配 列 番 号 ５ を 含

む ） 、 Ｐ １ （ 配 列 番 号 ８ を 含 む ） 、 Ｐ ２ （ 配 列 番 号 ９ を 含 む ） 、 Ｅ ８ （ 配 列 番 号 ６ を 含 む

） 、 及 び Ｅ ９ （ 配 列 番 号 ７ を 含 む ） と 、 古 細 菌 由 来 の ア ン プ リ コ ン Ｍ ｂ １ （ 配 列 番 号 １ ３

を 含 む ） 、 Ｕ ａ ２ （ 配 列 番 号 ２ を 含 む ） 、 Ｕ ａ ３ （ 配 列 番 号 ３ を 含 む ） 、 Ｍ ｂ ５ （ 配 列 番

号 １ ４ を 含 む ） 、 及 び Ｍ ｓ １ （ 配 列 番 号 １ ５ を 含 む ） と 、 菌 類 又 は 原 生 生 物 由 来 の ア ン プ

リ コ ン Ｒ １ （ 配 列 番 号 １ ８ を 含 む ） 、 Ｒ ２ （ 配 列 番 号 １ ９ を 含 む ） 、 Ａ ４ （ 配 列 番 号 １ ６

を 含 む ） 、 及 び Ａ ５ （ 配 列 番 号 １ ７ を 含 む ） と が 確 認 さ れ た 。 微 生 物 混 合 物 を ４ ０ ℃ で 培

養 し た 場 合 、 真 正 細 菌 由 来 の ア ン プ リ コ ン Ｃ ２ 、 Ｕ ｅ １ 、 Ｅ ２ 、 Ｃ ４ 、 Ｅ ７ 、 Ｐ ２ 、 及 び

Ｅ ８ と 、 古 細 菌 由 来 の ア ン プ リ コ ン Ｍ ｂ １ 、 Ｍ ｂ ２ 、 Ｕ ａ １ 、 Ｕ ａ ２ 、 Ｕ ａ ３ 、 Ｍ ｂ ４ 、

Ｍ ｂ ５ 、 及 び Ｕ ａ ４ と 、 菌 類 又 は 原 生 生 物 由 来 の ア ン プ リ コ ン Ｒ １ 、 Ｒ ２ 、 Ａ ３ 、 Ｄ １ 、

Ａ Ｃ １ 、 及 び Ａ Ｃ ２ と が 確 認 さ れ た 。 微 生 物 混 合 物 を ５ ０ ℃ で 培 養 し た 場 合 、 真 正 細 菌 由

来 の ア ン プ リ コ ン Ｃ ２ 、 Ｕ ｅ １ 、 Ｅ ２ 、 Ｃ ４ 、 Ｅ ７ 、 Ｐ ２ 、 及 び Ｅ ８ と 、 古 細 菌 由 来 の ア

ン プ リ コ ン Ｍ ｂ １ 、 Ｍ ｂ ２ 、 及 び Ｕ ａ ２ と 、 菌 類 又 は 原 生 生 物 由 来 の ア ン プ リ コ ン Ｒ １ 、

Ｒ ２ 、 Ａ ３ 、 Ｄ １ 、 Ａ Ｃ １ 、 及 び Ａ Ｃ ２ と が 確 認 さ れ た 。 な お 確 認 さ れ た ア ン プ リ コ ン の

数 は 、 存 在 す る 微 生 物 種 数 に 相 当 し 、 泳 動 停 止 位 置 は 微 生 物 種 に 固 有 の Ｇ Ｃ 塩 基 含 量 を 示

す 。 ま た 、 上 記 ア ン プ リ コ ン は 、 Ｐ Ｃ Ｒ － Ｄ Ｇ Ｇ Ｅ 法 で 解 析 す る た め に Ｇ Ｃ 塩 基 含 量 に 富

ん だ Ｇ Ｃ ク ラ ン プ を 含 む プ ラ イ マ ー で 増 幅 さ れ て お り 、 上 記 ア ン プ リ コ ン の 塩 基 配 列 は Ｇ

Ｃ ク ラ ン プ の 塩 基 配 列 を 含 む 。 よ っ て 上 記 に お い て 「 ア ン プ リ コ ン Ｘ （ 配 列 番 号 Ｙ を 含 む

） 」 と は 、 ア ン プ リ コ ン Ｘ の 塩 基 配 列 は 、 配 列 番 号 Ｙ で 示 さ れ る 塩 基 配 列 及 び Ｇ Ｃ ク ラ ン

プ の 塩 基 配 列 を 含 む こ と を 意 味 す る 。

本 開 示 の 微 生 物 混 合 物 は 、 ３ ０ ℃ で 継 代 培 養 し た 場 合 、 少 な く と も 、 １ ０ 種 類 の 真 正 細 菌

、 ５ 種 類 の 古 細 菌 、 及 び ４ 種 類 の 菌 類 又 は 原 生 生 物 を 含 む こ と が 分 か っ た 。

【 ０ １ ０ ３ 】

－ Ｐ Ｃ Ｒ － Ｄ Ｇ Ｇ Ｅ 法 で 得 ら れ た ア ン プ リ コ ン の シ ー ケ ン ス 解 析 －

　 前 記 Ｄ Ｇ Ｇ Ｅ 法 で 得 ら れ た ゲ ル に ４ ７ ０ ｎ ｍ の 光 を 照 射 し 、 ３ ０ ℃ で １ ヶ 月 培 養 し た 場

合 の 各 ア ン プ リ コ ン を 含 む 部 位 を ゲ ル か ら 切 り 出 し た 。 切 り 出 し た 部 位 は 、 ２ ０ μ ｌ の Ｔ

Ｅ 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ８ ． ０ ） に ４ ℃ で ７ ２ 時 間 浸 し 、 各 ア ン プ リ コ ン を 抽 出 し た 。 次 に 、 前 記

抽 出 し た １ μ ｌ の ア ン プ リ コ ン を 鋳 型 と し て 、 Ｇ Ｃ ク ラ ン プ を 含 ま な い プ ラ イ マ ー を 用 い

て 再 度 Ｐ Ｃ Ｒ を 実 施 し た 。 な お Ｐ Ｃ Ｒ の 条 件 は 、 プ ラ イ マ ー 以 外 は 、 上 記 の Ｄ Ｇ Ｇ Ｅ 法 に

お け る Ｐ Ｃ Ｒ の 条 件 と 同 様 で あ る 。 Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 は 、 Ｇ ｅ ｎ ｅ Ｊ Ｅ Ｔ Ｐ Ｃ Ｒ 精 製 キ ッ ト （

サ ー モ フ ィ ッ シ ャ ー サ イ エ ン テ ィ フ ィ ッ ク 社 ） を 使 用 し て 精 製 し 、 Ｂ ｉ ｇ Ｄ ｙ ｅ Ｔ ｅ ｒ

ｍ ｉ ｎ ａ ｔ ｏ ｒ ｖ ３ ． １ （ サ ー モ フ ィ ッ シ ャ ー サ イ エ ン テ ィ フ ィ ッ ク 社 ） を 使 用 し て シ

ー ケ ン ス 解 析 を 実 施 し た 。 シ ー ケ ン ス 解 析 の 結 果 は 、 Ｂ Ｌ Ａ Ｓ Ｔ ア ル ゴ リ ズ ム を 利 用 し て

、 Ｇ ｅ ｎ Ｂ ａ ｎ ｋ 、 Ｅ Ｍ Ｂ Ｌ 、 及 び Ｄ Ｄ Ｂ Ｊ の デ ー タ ベ ー ス に 登 録 さ れ て い る 既 知 の 微 生

物 種 の 配 列 と 比 較 し た 。 Ｍ Ｅ Ｇ Ａ ６ プ ロ グ ラ ム の 最 尤 推 定 を 利 用 し て 、 真 正 細 菌 及 び 古 細

菌 に つ い て は １ ６ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 に 基 づ い て 系 統 樹 を 作 成 し 、 菌 類 又 は 原 生 生 物 に つ い

て は １ ８ Ｓ ｒ Ｒ Ｎ Ａ 遺 伝 子 に 基 づ い て 系 統 樹 を 作 成 し た 。

　 真 正 細 菌 由 来 の ア ン プ リ コ ン の 分 類 学 上 の 位 置 （ 属 種 ） を 示 す 系 統 樹 を 図 ３ に 示 す 。 ア

ン プ リ コ ン Ｃ １ 、 Ｃ ２ 、 及 び Ｃ ４ は 、 Clostridiaceae科 に 由 来 す る こ と が 分 か っ た 。 ア ン

プ リ コ ン Ｅ ２ 、 Ｅ ７ 、 Ｅ ８ 、 及 び Ｅ ９ は 、 Enterobacteriaceae科 に 由 来 す る こ と が 分 か っ
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た 。 ア ン プ リ コ ン Ｐ １ 及 び Ｐ ２ は 、 Pseudomonadaceae科 に 由 来 す る こ と が 分 か っ た 。 ア ン

プ リ コ ン Ｕ ｅ １ は 、 未 分 類 の 真 正 細 菌 に 由 来 す る こ と が 分 か っ た 。

　 古 細 菌 由 来 の ア ン プ リ コ ン の 分 類 学 上 の 位 置 （ 属 種 ） を 示 す 系 統 樹 を 図 ４ に 示 す 。 ア ン

プ リ コ ン Ｍ ｓ １ は 、 Methanosarcinaceae科 に 由 来 す る こ と が 分 か っ た 。 ア ン プ リ コ ン Ｍ ｂ

１ 及 び Ｍ ｂ ５ は 、 Methanobacteriaceae科 に 由 来 す る こ と が 分 か っ た 。 ア ン プ リ コ ン Ｕ ａ

２ 及 び Ｕ ａ ３ は 、 未 分 類 の 古 細 菌 に 由 来 す る こ と が 分 か っ た 。

　 菌 類 又 は 原 生 生 物 由 来 の ア ン プ リ コ ン の 分 類 学 上 の 位 置 （ 属 種 ） を 示 す 系 統 樹 を 図 ５ に

示 す 。 ア ン プ リ コ ン Ａ ４ 及 び Ａ ５ は 、 Aspergillaceae科 に 由 来 す る こ と が 分 か っ た 。 ア ン

プ リ コ ン Ｒ １ 及 び Ｒ ２ は 、 Arthopyreniaceae科 に 由 来 す る こ と が 分 か っ た 。

【 ０ １ ０ ４ 】

　 Enterobacter asburiaeは タ ン パ ク 質 を 分 解 す る こ と が で き る た め 、 ア ン プ リ コ ン Ｅ ８

及 び Ｅ ９ が 由 来 す る 真 正 細 菌 は 、 消 化 汚 泥 中 の タ ン パ ク 質 を 分 解 す る こ と が で き る 。 Citr

obacter freundiiは セ ル ラ ー ゼ 、 キ チ ナ ー ゼ 、 及 び プ ロ テ ア ー ゼ を 有 し 、 Cronobacter sa

kazakiiは キ チ ナ ー ゼ 及 び プ ロ テ ア ー ゼ を 有 す る こ と か ら 、 ア ン プ リ コ ン Ｅ ２ 及 び Ｅ ７ が

由 来 す る 真 正 細 菌 は 、 消 化 汚 泥 中 の 炭 水 化 物 及 び タ ン パ ク 質 を 加 水 分 解 す る こ と が で き る

。 Clostridium amylolyticum及 び Clostridium punenseは 水 素 を 産 生 す る こ と が で き る こ

と か ら 、 ア ン プ リ コ ン Ｃ １ 、 Ｃ ２ 、 及 び Ｃ ４ が 由 来 す る 真 正 細 菌 は 、 水 素 を 産 生 す る こ と

が で き る 。

　 Methanobacteriaceae科 及 び Methanosarcinaceae科 は 、 メ タ ン を 産 生 す る こ と が で き る

こ と か ら 、 ア ン プ リ コ ン Ｍ ｓ １ 、 Ｍ ｂ １ 、 及 び Ｍ ｂ ５ が 由 来 す る 古 細 菌 は 、 メ タ ン を 産 生

す る こ と が で き る 。

　 Penicill ium expansum及 び Monascus purpureusは 、 セ ル ラ ー ゼ 、 キ チ ナ ー ゼ 、 及 び プ ロ

テ ア ー ゼ を 有 す る こ と か ら 、 ア ン プ リ コ ン Ａ ４ 及 び Ａ ５ が 由 来 す る Aspergillaceae科 の 種

は 、 セ ル ラ ー ゼ 、 キ チ ナ ー ゼ 、 及 び プ ロ テ ア ー ゼ を 有 す る と 考 え ら れ る 。 一 方 で 、 Asperg

illaceae科 は 一 般 的 に 嫌 気 条 件 下 で は 至 適 で は な い た め 、 ア ン プ リ コ ン Ａ ４ 及 び Ａ ５ が 由

来 す る Aspergillaceae科 の 種 は 、 消 化 汚 泥 を 含 む 培 養 液 中 の 酸 素 を 消 費 し て 、 嫌 気 性 微 生

物 で あ る 他 の 真 正 細 菌 及 び 古 細 菌 等 が 効 率 よ く 働 く こ と が で き る よ う に 関 係 し て い る 。

　 上 記 で 説 明 し た よ う に 、 実 施 例 １ に お け る 微 生 物 混 合 物 が 消 化 汚 泥 か ら メ タ ン を 産 生 す

る メ カ ニ ズ ム を 図 ６ に 示 す 。

【 ０ １ ０ ５ 】

（ 酵 素 活 性 の 測 定 ）

　 前 記 ３ ０ ℃ で １ ヶ 月 培 養 し た 微 生 物 混 合 物 を 、 酵 素 活 性 の 測 定 に 用 い た 。 １ ０ ０ μ ｌ の

前 記 ３ ０ ℃ で １ ヶ 月 培 養 し た 微 生 物 混 合 物 を 、 １ ０ ｍ ｌ の 滅 菌 水 及 び １ ０ ０ ｍ ｇ の 消 化 汚

泥 粉 末 が 入 っ た 新 し い バ イ ア ル に 接 種 し 、 １ 回 継 代 し た 。 継 代 し た 微 生 物 混 合 物 ２ ｍ ｌ を

、 ２ ０ ,０ ０ ０ × ｇ 、 １ ０ 分 、 ４ ℃ の 条 件 で 遠 心 分 離 し 、 上 清 を 酵 素 活 性 の 評 価 に 用 い た

。 Palmisano et al. (1993) Hydrolytic enzyme activity in landfilled refuse. Appl

Microbiol Biotechnol 38:828-832.及 び Ramirez et al. (2004) Colloidal chitin stain

ed with Remazol Brill iant Blue R, a useful substrate to select chitinolytic micr

oorganisms and to evaluate chitinases. J Microbiol Methods 56:213-219.に 記 載 の 方

法 を 利 用 し て 、 セ ル ラ ー ゼ 及 び キ チ ナ ー ゼ の 定 量 は 、 シ グ マ ア ル ド リ ッ チ 社 （ セ ン ト ル イ

ス 、 ミ ズ ー リ 、 米 国 ） か ら 購 入 し た セ ル ロ ー ス ア ズ ー ル 及 び キ チ ン ア ズ ー ル を 使 用 し た 。

詳 細 に は 、 ０ ． ２ ｍ ｌ の 前 記 上 清 、 ０ ． ８ ｍ ｌ の ５ ０ ｍ Ｍ ク エ ン 酸 緩 衝 液 （ ｐ Ｈ ５ ． ０ ）

、 及 び ５ ｍ ｇ の セ ル ロ ー ス ア ズ ー ル 又 は キ チ ン ア ズ ー ル を 、 遠 心 管 の 中 で 混 合 し 、 ３ ０ ℃

で １ 時 間 培 養 し た 。 培 養 後 、 遠 心 管 を ２ ０ ， ０ ０ ０ × ｇ 、 １ ０ 分 、 ４ ℃ で 遠 心 分 離 し て 上

清 を 回 収 し 、 ５ ４ ０ ｎ ｍ に お け る 吸 光 度 を 測 定 し た 。 な お セ ル ラ ー ゼ 及 び キ チ ナ ー ゼ の １

Ｕ ｎ ｉ ｔ と は 、 ５ ４ ０ ｎ ｍ に お け る 吸 光 度 が ０ ． ０ １ 上 昇 す る 酵 素 量 、 と 定 義 し た 。 プ ロ

テ ア ー ゼ 活 性 は 、 Pierce Protease Assay キ ッ ト （ サ ー モ フ ィ ッ シ ャ ー サ イ エ ン テ ィ フ ィ

ッ ク 社 ） を 使 用 し て 、 １ μ ｇ の ト リ プ シ ン 相 当 の 活 性 に 換 算 し て 数 値 化 し た 。

　 結 果 を 図 ７ に 示 す 。 図 中 、 縦 軸 は 、 セ ル ラ ー ゼ 活 性 の 測 定 及 び キ チ ナ ー ゼ 活 性 の 測 定 に

関 し て は 、 ５ ４ ０ ｎ ｍ に お け る 吸 光 度 が ０ ． ０ １ 上 昇 す る 酵 素 活 性 を １ と し た と き の 、 酵
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素 活 性 （ Ｕ ｎ ｉ ｔ ／ ｍ ｌ ／ 時 間 ） を 示 し 、 ト リ プ シ ン 活 性 の 測 定 に 関 し て は 、 １ μ ｇ の ト

リ プ シ ン 相 当 の 活 性 を １ と し た と き の 、 酵 素 活 性 （ ト リ プ シ ン 相 当 ／ ｍ ｌ ／ 時 間 ） を 示 す

。 図 中 の 棒 グ ラ フ は 平 均 値 を 示 し 、 エ ラ ー バ ー は 標 準 偏 差 を 示 す 。 本 開 示 の 微 生 物 混 合 物

は 、 培 養 温 度 ３ ０ ℃ に お い て 、 約 ０ ． １ ８ Ｕ ｎ ｉ ｔ ／ ｍ ｌ ／ 時 間 の セ ル ラ ー ゼ 活 性 を 有 し

、 約 ０ ． ０ ５ ６ Ｕ ｎ ｉ ｔ ／ ｍ ｌ ／ 時 間 の キ チ ナ ー ゼ 活 性 を 有 し 、 か つ 、 約 ０ ． ３ ３ μ ｇ ト

リ プ シ ン 相 当 ／ ｍ ｌ ／ 時 間 の プ ロ テ ア ー ゼ 活 性 を 有 し て い た 。

【 ０ １ ０ ６ 】

　 以 上 の こ と か ら 、 実 施 例 １ で は 、 複 数 種 類 の 特 定 の 微 生 物 を 常 温 で 共 培 養 す る こ と に よ

っ て 、 生 物 由 来 の 組 成 物 か ら の メ タ ン 産 生 が 可 能 と な る 微 生 物 混 合 物 、 メ タ ン 産 生 用 組 成

物 、 及 び メ タ ン 産 生 方 法 を 提 供 す る こ と が で き た 。

【 産 業 上 の 利 用 可 能 性 】

【 ０ １ ０ ７ 】

　 本 開 示 の 微 生 物 混 合 物 は 、 消 化 汚 泥 を 含 む 溶 液 に 接 種 し て 常 温 で 培 養 す る こ と に よ り 、

水 素 又 は メ タ ン を 発 生 さ せ る こ と が で き 、 こ れ ら は 燃 料 と し て 使 用 す る こ と が で き る 。 さ

ら に 本 開 示 の 微 生 物 混 合 物 は 、 消 化 汚 泥 を 減 容 す る こ と が で き 、 産 業 廃 棄 物 量 を 低 減 さ せ

る こ と が で き る 。

【 図 １ 】 【 図 ２ 】
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【 図 ３ 】 【 図 ４ 】

【 図 ５ 】 【 図 ６ 】



(24) JP  2021-193884  A   2021.12.27

【 図 ７ 】

【 配 列 表 】
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