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(8) Nocardia amraeの 各種脂肪酸並びに炭化水素利用に関する研究

STUDIES ON THE UTILIZATION OF VARIOUS FATTY ACIDS AND HYDROCARBONS 

OF NOCARDIA AMARAE FROM FOAMING ACTIVATED SLUDGE

藤 田 正 憲*・ 岩 堀 恵 祐*・ 谷 垣 文 規**

Masanori FUJITA* , Keisuke IWAHORI* , Fuminori TANIGAKI**

岩 崎 大 介*・ 橋 本 奨***

Daisuke IWASAKI* , Susumu HASHIMOTO***

 ABSTRACT ; Batch-cultivation experiments were carried out in order to investigate the 

utilization of various fatty acids and hydrocarbons for Nocardia amarae from foaming activated 

sludge. The optimum ultrasonic wave time was determined to be 2 minutes for the measurement of 

vial cell count and OD600. It was shown that both low-class fatty acids (C2•`C5) and pharaffinic 

hydrocarbons (C12•`C20) were utilized by N. amarae , and that the highest specific growth rate 

was obtained in case of octadecane (C18), which was 5.20 (1/day). It was observed that the 

different flocs of N. amarae were formated in accordance with the medium compositions, in 

particular that the floc in case of hexadecane was the disk type and about 5 mm in diameter, 

which was formated at the hexadecane-solution interface. As the above-mentioned results
, the 

capability of applying the octadecane and/or hexadecane medium to the colony counting method was 

suggested. 

KEYWORDS ; Foaming activated sludge, Nocardia amrae, Fatty acid, Hydrocarbon

1.緒 言

近年 、曝気槽における異常発泡 と最終沈殿池での活性汚泥浮上 ・スカム生成 による放流水質の悪化 、スヵ

ム腐敗 による悪臭発生な どの新たな活性汚泥処理障害に端 を発し、その主たる原因微生物であるNocardia 

amarae と Rhodococcus rhodochrus の形 態学的特徴 、生理学的特性 、細胞壁中の高級脂肪酸生成 、菌体定量

方法 、薬剤耐性 および下水処理場 における分布などに関する種 々の調査 ・研究成果が多数報告されているD

-10)
。 しか し、基 質に対する活性汚泥微生物 との競合関係な ど、曝気槽内における放線菌 の増殖機作 と基質

除去特性は十分に解明されているとは言 い難 く、したがって 、障害の防止方法も対症療法的にならざるを得

ない。

N.amaraeの 増 殖には 、ペプ トン ・プロピオ ン酸 ソーダ主体 のMS培 地 が一般的によく用 いられているが 、

Lechevalierら11)は 、スカム生成活性汚泥か らの本菌の分離用培地 としてYCZ(Yeast extract-Czapeksル 、

PDA (Potato-Dextrose Agar)の 各培地が有効であったと報告し、Dhaliwal12)は ブ ドウ糖に嫌気性消化液

あるいは生下水の遠沈 上澄液を添加 した培地でもN.amaraeの 増 殖 を確認 している。また、古賀 ら13)は 、ペ

プ トン ・酵母エキス培 地よ りも、これに酢酸 、プロピオン酸 を添加 した培地の方がN .amaraeは 大 きなコロ

ニーを作ることを報告 し、さらに 、N.amaraeは 炭 化水素のよ うな疎水性基質および芳香族基質も分解でき
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る14)といわれている。このように、N. amaraeは 極めて広範囲な基質資化能を持つ微生物のため、その増殖

と基質利用をより系統だって解明し、活性汚泥共存下での基質利用と増殖の挙動を明らかにできれば、本菌

によるスカム発生防止の一助となると考えられる。

本研究では、スカム原因微生物であるN. amaraeの 下水道施設内での増殖原因の解明を行うため、これま

での報告で利用性が高いといわれている脂肪酸と炭化水素に注 目し、炭素数1か ら16ま での各種脂肪酸と

炭素数6か ら20ま での各種直鎖状炭化水素(正 パラフィン)を 基質とした時の増殖と基質利用特性を、ス

カムより純粋分離されたN. amaraeの 回分培養実験より検討した。

2.実 験 材 料 並 び に 方 法

2.1実 験 材 料

(1)微 生物:堺 ら9)が スカムよ り分離 し、N. amarae

と同定 した菌株を同氏から分与 され、MS培 地(Table 1)

で継 代保存 したものを使用 した。

(2)培 地:N. amaraeの 前培養はMS培 地 を、また

基質利用性につ いてはTable 2の 培 地 をそれぞれ用いた 。

脂肪酸を炭素源 とした培地(FA培 地)で は 、蟻酸からパ

ル ミチ ン酸 までを用い、その炭素数 に応 じて、FA(1)か ら

FA(16)と 略 した。同様に 、炭化水素 を炭素源 とした培地

培地(PHC培 地)で は 、炭素数に応 じて、PHC(6)か ら

PHC(20)と 略 した 。

Table 1 Composition of  MS medium

a) Adjustment was carried out by 5N  NaOH.

2.2実 験 方 法

(1) N.amaraeの 定 量法: 300 ml容 の三角フラスコにMS培 地 を100ml投 入 し、N.amaraeを1白 金餌

植菌 した後 、28℃ 、120rpmで 回転振盪 した 。この培養液50mlを100ml容 ビーカーに投入 し、0.5分 、1.0分、

2.0分 、3.0分お よび5.0分 の 超音波処理(275μA)を 行 った。その処理液を10倍 希 釈法(BOD希 釈 水使用)で

それぞれ希釈 し、その0.1mlを 各希釈段階 ごとに3枚 のMS寒 天培地に塗抹 した後 、28～30℃ で培養 しなが

ら1日1回 肉眼でコロニー を計数 して、生菌数測定に及ぼす超音波処理時間の影響 を検討 した。また同時に、

超音波処理 した試料の吸光度(OD600)を 測 定す るとともに、その試料を光学顕微鏡で観察 した 。別に、N.

amarae培 養 液50mlを 菌体濃度 の測定に供 し、残 りを最適超音波時間で処理 した後 、そのOD600を 測定 し、

相関を求めた 。

(2)基 質利用性:300 ml容 の 三角 フラス コに供試培地 を100 ml投 入 し、MS培 地 で前培養 したN. 

amaraeを 初発濃度が約3～5mg/2に な るように植菌 してか ら、28℃ 、120rpmで 回転振盪 した 。同一培地

の実験では 、三角フラスコを8～10本 用意 し、1日1本 の三角フラスコ内培養液 のpH、 溶 解性TOC濃 度 、

OD600を そ れぞれ測定 した 。また 、2本 の三角フラスコにはN. amaraeを 植 菌せず 、実験開始および終了

時 に同一条件で超音波処理 を行ってか らOD600を 測 定 して、培養液 のOD600を 補 正 した。なお、FA

(10)、FA(16)お よび各PHCは 不溶物であるので 、OD600を 測定せず 、直接ろ紙法 による乾燥重量 を求

め 、溶解性TOC濃 度 は測定 しなかった。この場合 にも、先 と同様の2本 の三角フラスコを用意 し、実験開

始 および終 了時に培地 由来 の乾燥重量を求めて、菌体濃度を補正 した 。

2.3分 析 方 法

OD600の 測 定条件 は、先に決定 した最適超音波処理時間を採用し、さらにOD600と 菌体濃度の関係か

ら、OD600を 菌体濃度に換算 して表現 した 。ここで、菌体濃度の測定はろ紙法(1μmの ミリポアフィルタ

ー)で 行 った
。また 、pHはpH計 で、TOCは 培 養ろ液(遠 心上澄液;10000 rpm、20分)をTOC計 で そ

れぞれ測定 した 。
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Table 2 Compositions of medium for various carbon sources

a) Adjustment of pH was carried out by phosphate buffer, 
i.e. Na2HPO4 (M/15): K2HPO4 (M/15) = 4: 1. 

Numeral in parenthesis was expressed as carbon number in each medium.

3.実 験 成 績 並 び に 考 察

3.1菌 体 濃度測定に及ぼす超音波処理時間の影響

経時的に採取 したN.amarae培 養 液(菌 体濃度;352mg/2)に0.5分 、1.0分 、2.0分 、3.0分 および5.0分

の超音波処理をそれぞれ行 ってか ら、MS寒 天培地で生菌数を測定 した ところ、N. amaraeの コロニーは培

養3日 目から肉眼で観察でき 、6日 目以降は、超音波処理時間にかかわ らず一定の生菌数 を示 した。活性汚

泥共存下でのN. amaraeの 生 菌数測定1),7),8)で は 、超音波処理 した混合液を4～7日 間培養 し、実体顕微

鏡でコロニー数 を計数 して いるが 、純粋菌を用 いた本研究では 、コロニーが明確で 、肉眼でも十分に計数で

きたので 、以後の生菌数測定は 、培養6日 で肉眼による観察 を採用 した 。但 し、超音波処理時間により、O

D600と 生菌数 に差が認められ 、最適超音波処理時間の存在が示唆された 。そこで 、培養6日 目の生菌数 と

OD600に 及ぼす超音波処理時間の影響を調べた ところ、Fig.1の よ うになった。本図より、超音波処理時

間が2.0分 の場合に生菌数 とOD600が 最 も高 くなることがわかった。さらに、超音波処理後の培養液 を光学

顕微鏡で観察 した ところ、超音波処理時間2.0分 以上の培養液では、菌塊がほぼ完全に破砕 され 、菌糸が分離

していることが観察された 。N.amaraeは 強 固な菌塊を形成 しながら増殖するので、この菌塊を破砕 ・分散

して、生菌数やOD600測 定 を行う必要があるが、超音波処理時間が長 くなると菌体 を破砕 し、その測定精

度が低下する。したがって 、本実験の処理条件では、超音波処理時間2.0分 で生菌数 とOD600の 値 が最も高

くなり、かつその相関も極 めて高かったので 、以後の菌体濃度測定では 、この条件 を採用 した 。ここで、菌

体濃度 と2.0分 間超音波処理 した培養液のOD600の 関係および生菌数 とOD600の 関 係は、OD600をX、
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菌体濃度をY(mg/l)、 生 菌数をZ(N/ml)

とす ると、Y=420.7・X、Z=(6.25×107)

・Xで 示された 。これ より、FA培 地 ではO

D600の 値 か らこの関係式を用 いて菌体濃度

を推定 した 。

3.2各 種 培地におけるN. amaraeの 増 殖

各種脂肪酸および炭化水素培地を用いた回

分培養実験 における菌体濃度 、溶解性TOC

濃度 およびpHの 経 日変化 をFig.2～Fig.5

に それぞれ示 した 。また 、Table 2の 脂肪酸

および炭化水素の代わ りに、肉エキス1.0g、

ペ プ トン1.5gを 加えた合成下水 とMS培 地

についても 、参考のため 、Fig.6、Fig.7に

それぞれ示した。なお、不溶物を炭素源とした場合、対照とした三角フラスコ中の乾燥重量が実験期間中に

変化しなかったので、炭素源の蒸発はなかったと判断した。

Fig. 1 Effects of ultrasonic wave time affecting 
both vial cell count and OD600 

(cell concentration ; 352 mg/l)

FA(16)お よびPHC(6)の 各培地では、菌体増殖が全 く認め られず、TOC成 分も除去 されなかった。し

か し、菌体増殖の認められた培地では、培養開始2～3日 目まではN.amaraeが 対数増殖で増えていること

がわか る。そこで 、その期間の比増殖 速度 μを算 出してTable 3に 一 括表示 した 。本表から、FA(2)～FA

(5)ま で の各培地 、MS培 地 およびPHC(16)、PHC(18)の 各培地では、N. amaraeの 菌体増殖能が高 く、

またPHC(12)、PHC(14)お よびPHC(20)の 各培地の μ値は、合成下水のそれとほぼ同 じ値を示 して い

ることがわかる 。

Fig. 2 Time-serial variations of N. amarae 

cell concentration in case of FA 
medium

Fig. 3 Time-serial variations of soluble 
TOC concentration and pH in case 
of F A medium
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Fig. 4 Time-serial variations of N. amarae 

cell concentration in case of PHC 
medium

Fig. 6 Time-serial variations of N. amarae 
cell concentration in case of MS 

medium and Artificial wastewater

Fig. 5 Time-serial variations of pH in case 
of PFIC medium

Fig. 7 Time-serial variations of soluble 

TOC concentration and pH in case 
of MS medium and Artificial 

wastewater
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Table 3 Calculation results of specific growth rate during 

logarithmic growth phase and kinetic parameters

次に、FA培 地 並び にPHC培 地 における炭素数 とμ値の関係をFig.8に 示 した 。本図より、各種脂肪酸

を炭素源としたFA培 地 では、N. amaraeは 酢酸か ら吉草酸 までの低級脂肪酸を利用 し、炭素数10個(カ プ

リン酸)以 上の脂肪酸 をほ とん ど利用できな いことがわかる。Gordonら15)は 、N. amaraeの 生理試験 から、

酢酸ナ トリウム 、プロピオン酸ナ トリウムといった低級脂肪酸の資化能を報告 しており、本研究では 、この

2種 の脂肪酸以外 にも酪酸 、吉草酸を資化できることを確認できた 。これは、低級脂肪酸が遊離酸 、塩また

はエステルとして広 く自然界に分布 しているので、元来 、土壌由来微生物 であるN. amaraeに その資化能が

Fig. 8 Relationship between carbon number in medium and specific 

growth rate  g during logarithmic growth phase
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備わっているものと推察できる。また 、各種正パラフィンを炭素源 としたPHC培 地 では、炭素数6の ヘキ

サンをN. amaraeは 全 く利用しなか ったが 、炭素数の増加に伴い、μ値は増加 し、オクタデカンの場合には

最高の μ値が得 られた 。FA培 地 の場合には、N. amaraeはC2～C5ま で の低級脂肪酸に対 して基質特異性

を示 したが 、PHC培 地では 、C10以 上 の正パラフィンを資化でき、しかもC18の オ クタデカンに対して特

異な基質資化能があるといえる。このような微生物分解に関する基質特異性 は、正パラフィンと同 じ直鎖構

造を持つLASで も広 く知 られてお り16)、N. amaraeの 基 質資化能もこれ と同じようなものであると思われ

る。 この知 見か ら考 える と、末端 ある いは両端 の メチル基 が酸 化 を受け(monoterminalあ る いは

diterminal oxidation)、 アルコール 、アルデヒ ドを経て脂肪酸に酸化 され易 い正パラフィンがC10以 上 の

もので、特 にオクタデ カンには特異的であったと推察できるが、その酸化機構を解明するには至 っていない。

また 、オ クタデカン、エイコサ ンの融点はそれぞれ28.0℃ 、36.6℃ であるので、実験期間中 、前者 は液体 、

後者は固体 の各状態を呈 していた。本実験で得られたN. amaraeの オ クタデカン資化能は、このような物理

的性質と培養温度が深 く関与 したものと考 えられ、今後の検討課題である。一般に、固体よ りも液体の方が 、

接触の機会を考えても 、資化されやすいはずであるが 、エイコサンの場合 のμ値が ドデカン、テ トラデカン

の場合 とほぼ同 じ値 を示したことから、N. amaraeのC20に 対す る基質親和性が、固形物にもかかわらず 、

高いことが推察でき 、極めて興味深 いことである 。なお、炭素数21以 上 のPHC培 地 での μ値 は、実験を行

っていないが、固体であることやFig.8の 傾 向から、かな り低 くなると予想 される 。

次に、各種培地および培養方法における豊amaraeの 増殖特性 に関す る既往文献 を整理 してTable4に 一

括表示 した 。培養方法が様 々であり、また本研究のような視点か ら、各種の炭素源 に対するN. amaraeの 増

殖特性 を検討 して いないので比較 しにくいが 、フルク トース ・ペプ トン主体の合成下水でのケモスタット実

験から得 られた μ値は2.09(1/日)で 、既往研究での最大値であった 。しか し、これよ りもPHC(18)の μ

Table 4 Past studies on growth characteristics of N.  amarae
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の方が2.5倍 以上高いことは注 目される。

一方
、N. amaraeの 増殖 が確認 された培養液のpHは 、MS培 地 、FA(2)～FA(4)の 各培地で急激に上

昇 した。MS培 地 でのpH上 昇 は堺10)も 報 告しているが、これは脂肪酸の資化分解によるものである。また、

PHC培 地 では 、pHは ほ とん ど変化 しなか ったかPHC(16)の よ うにわずかに減少した。このようなヘキ

サデカ ンを炭素源と した培地でのpH減 少 はこれまで報告されて いな いが、ヘ キサデカンのmonoterminal

ある いはditerminal oxidationに よ る脂肪酸の生成によるものと考えられる。

3.3各 種 培地 におけるN. amaraeの 菌塊形成能

回分培養の実験期間中、N. amaraeが 培 地組成により異なる増殖形態 を示す ことが観察 された 。その代表

例 として 、MS培 地 、合成下水 、FA(3)、PHC(16)とPHC(18)の 各 培地 における菌塊形成状況 をPhoto。

1～Photo. 5に そ れぞれ示 した。

MS培 地 、合成下水では 、直径約1mm程 度 の菌塊 を形成 しながら増殖 したが 、FA培 地 では、大きな菌塊

は形成されずに分散増殖した 。また 、PHC(16)培 地 では、培養初期 にN. amaraeが 培 養液上層のヘキサデ

カン界面 に集積 され 、培養時間の経過 とともに直径5mm程 度 の円盤状の菌塊が十数個形成 され 、培養終 了時

には三角フラスコ底部に沈 降するものも認められた 。この菌塊は非常 に粘性が強く、N. amaraeと ヘ キサデ

カンが凝集 したものと推察 される 。しかし、オクタデカンの場合には、ヘキサデカンほ ど大きな菌塊 は形成

されず 、MS培 地 、合成下水 と同程度の直径であり、その他のPHC培 地 では約0.5mm程 度 の小さな菌塊 を

形成 しなが ら増殖することが観察 された 。

以上のように 、培地組成 によ りN. amaraeの 菌 塊形成能が異なり、特にヘキサデカンを炭素源 とした場合

には 、特異的な菌塊を形成することが明 らか とな った。ヘキサデカンは 、純水と比べ ると、その粘性が約3

倍 、その酸素溶解度が約10倍 で ある18)こ と並びにN. amaraeは 好気性微生物であることから、他の炭素源よ

りもヘキサデカン界面 に集殖 しやすいと推察できる 。しかし、培地によ り生成する疎水性 ミコール酸や代謝

産物 も変わ ると考 えられるので 、今後の重要な課題 であると考 えている 。

3.4 N. amaraeのTOC除 去 と動力学式パラメーターY、bの 決定

TOC測 定 が可能であった各培地における培養終 了時 の除去率は、FA(2)、FA(3)、FA(4)の 各培地で約

86%、FA(5)培 地 で39.1%、MS培 地で36.8%で あ り、合成下水 、FA(1)、FA(6)、FA(8)の 各培地で10

%以 下 の低い値であった。

MS培 地 では、全炭 素成分に対するプロピオン酸 ソーダ由来の炭素成分の割合が約31%で あ るので 、FA

(3)の 除 去率が良いことから考え ると、MS培 地 中で除去 されたTOC成 分 の多 くがプロピオン酸 由来 である

と推測される。また 、合成 下水の場合には 、先に述べた ように菌体増殖能が低 く、培養終了時の菌体濃度が

100mg/l程 度 であり、N. amaraeに はペプチ ド分解性がな いという報告19)か らも明らかなように 、肉エキ

ス ・ペプ トンを資化できなかった 。一方、PHC培 地 でのTOC成 分 は測定できなかったが 、先に述べた菌

体増殖 と実験 中の炭化水素界面の観察から、N.amaraeが 正 パラフィンを摂取 ・増殖 していると推察 される 。

ここで 、kamaraeの 菌体濃度 をSN(mg/l)、 除 去された溶解性TOC濃 度 をLr(mg/L)と して、

FA(2)～FA(6)の 各培地でのN. amaraeの 回分培養 における菌体増殖 とTOC除 去 の関係から、次式より

収率係数Y、 自己分解係数bを 求めた 。

(1)

但し、Y: 収率係数(mg菌 体/mg TOC)、b: 自己分解係数(1/日)

各種培地の実験成績から、Yお よびbの 各値を算出し、μ値とともにTable 3に 一括表示した。自己分解

係数bは 、 地組成にかかわらず 、しかも活性汚泥微生物に関するそれとほぼ同一の値が得られた。また、

収率係数Yは 、FA(2)～FA(6)の 各培地で炭素数に関係なく、約1.0の値が得られ、MS培 地およびTOC

除去率の低かった合成下水ではFA培 地よりも高い値を示した。このY値 は活性汚泥微生物のそれよりも大
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Photo. 1 Photography in case of 

MS medium

Photo. 2 Photography in case of 

Artificial wastewater

Photo. 3 Photography in case of 
F A (3) medium

Photo. 4 Photography in case of 
P H C (16) medium

Photo. 5 Photography in case of 
P H C (18) medium
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きな値 であるので 、N. amaraeは 、摂取された基質を細胞合成 に利用す る割合が 、活性汚泥微生物 よりも高

い微生物であるこ とが示唆された 。

以上の ことか ら、N. amaraeは 、オ クタデカンに対する比増殖速度が極めて高 く、さらにヘ キサデカンに

対 して特異的な円盤状 の菌塊 を形成することが明らか となった。現在 、活性汚泥中におけるN. amaraeの 定

量方法 は、MS培 地 による生菌数測定が主流である。しか し、培地上に一般細菌も出現 し、本菌を覆 うため

に、正確な菌体量 を計数 している とは言い難 い。このため 、抗菌剤含有培地で検討 した事例 も報告 されてい

る7)が 、 まだ改善 の余地が残 されている。したがって 、N. amaraeが 極 めて利用 しやす いオクタデカ ンと特

異な菌 塊形成 能を示すヘ キサデカ ンを炭素源 と した培地 を用 いれば 、培 地上 に一般細 菌 も出現 ぜず、

N. amaraeの 増 殖が速 く、しかも特異的なコロニーを形成す るはずであるので、N. amaraeの 生菌数測定の

培地 として有効であると考 えられ る。現在 、このような観点か ら、活性汚泥 中におけるN. amaraeの コロニ

ー計数法につ いて種々検討 しているところである。

4.要 約

本研究 では、スカム原因微生物であるN. amaraeの 増 殖 と基質利用に関する基礎 的知見 を得 るため、

N. amarae純 粋 菌の菌体定量法並びに各種培地 での回分培養実験による増殖速度について検討 した 。本研究

で得 られた知見は次の通りである。

(1) MS培 地 を用いたN. amaraeの 生菌数測定に必要な培養 日数 は6日 であ り、生菌数およびOD600測

定 における最適超 音波処理時間は2分 であった 。

(2)N. amaraeは 、酢酸から吉草酸 までの低級脂肪酸 、ドデカンからエイコサ ンまでの正パラフィンを資

化でき、さらにオ クタデカンを極めて良 く利用 した 。その時の比増殖速度 は5.20(1/日)が 得 られた。

(3)培 地組成 によりN. amaraeの 菌 塊形成能が異な り、特にヘキサデカンを炭素源 とした場合には、直径

5mm程 度 の円盤状の菌塊 が形成 された 。

(4)オ クタデカ ンおよびヘキサデカンを炭素源 とした培地により、活性汚泥 中におけるN.amaraeの コ ロ

ニー計数法へ の応用の可能性が示唆された 。
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