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１　はじめに

わが国で排出されるバイオマス系廃棄物は畜産廃棄

物が1億トン，汚泥が１億トン，生ごみを含む食品関

連廃棄物が2,000万トン，古紙や廃木材を含めた木質

系廃棄物4,000万トン，農業残渣2500万トン，合計約2

億8500万トンで，全廃棄物の63%を占めている1）。岡山

県では食品関連（ホテル，レストラン，デパート・ス

ーパー等を含む。）の事業系有機性廃棄物が，年間約

73,000トン排出され，このうちリサイクルされている

量は約2,000トン（発生量の2.6 %）である。また，厨

芥ゴミの年間排出量は約14万トンと推定され，そのほ

とんどは焼却処分されているのが現状である2）。一方，

わが国は，京都議定書の締結により，2008年から2012

年までに温室効果ガスを1990年比で6%削減が義務づけ

られている。しかし，温室効果ガスの200１年時点で

の排出量は1990年比で8.6%の増加となっており，

14.6%以上を削減しなければならず，着手可能な温暖

化対策から早急に取り組んでいかなければならない状

況にある。岡山県においても2002年3月岡山県地球温

暖化防止行動計画を策定し，2010年を目標に国より厳

しい1990年比で6.5％削減するために様々な取り組み

を行っている3）。

我々は，廃棄物の減容化と地球温暖化防止という視

点に立ち有機性廃棄物からのクリーンエネルギーの一

つである水素ガス生産の検討を行っている。これまで

の「光合成細菌を用いる廃棄物処理とそれに伴う水素

ガス生産法の検討」の中で汚泥中に水素生成を行う微

生物が常在することが推定された4)。そこで，光合成

細菌の検討の際に使用した汚泥を分離源とした水素生

成菌の分離とその生化学的特性及び廃棄物処理への応
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要　　旨

廃棄物の減容化と再資源化をめざし，特に食品廃棄物からの水素生産について検討している。今回，岡山県内下水処

理場の汚泥から水素生成菌の分離を行い，2種類の細菌を得た。１種類はグラム陰性無芽胞桿菌でその生化学性状から

Clostridium beijerinckiiと同定され，他の１種類はその生化学性状から Enterobacter cloacaeと同定された。前者は，

基質としてグルコース，ショ糖等の単糖類および二糖類のほか多糖類のデンプンを利用することが可能であった。後者

は，グルコースおよびショ糖を資化することはできたが，デンプンを利用することはできなかった。生成ガス中の水素

ガス組成が前者は50％であるのに比べ，後者は25％と低かった。前者の Clostridium 属菌株を用いたモデル実験から１

モルのグルコースから1.5モルの水素ガスを生成した。実際の廃棄物として家庭の台所から排出された生ゴミを用いた

Clostridium 属菌株による水素生産実験では，モデル実験と同様に約50％の水素ガス組成を有するガスを生産すること

が確認され，また，固形物重量（乾重量）が約60％減少することが確認された。このことから，生ゴミ等食品廃棄物を

水素生成菌により処理し，水素ガスを回収することは，有機性廃棄物の減容化と再資源化の有力な手段となりうる可能

性があることが示唆された。

[キーワード：水素生産，水素生成菌，Clostridium, 有機性廃棄物，再資源化]



用の可否について検討したので報告する。

２　材料および方法

２.１　材料

水素生成菌分離材料として前報4)で用いた下水処理

場汚泥を使用した。

２.２　水素生成菌の分離および生化学性状

分離源の汚泥を0.5％酵母エキス（以下YEと略す），

2％グルコース及び2％デンプンを含む溶液中で1ヶ月

間馴養したのち，同組成の寒天培地を用い30℃3日間

嫌気培養後得られたコロニーを同組成の液体培地に植

え継ぎ，ガスの活発に発生する菌株は標準寒天培地

（日水製薬製）を用い，上記操作を繰り返すことで純

化し，ガス生成菌株を得た。ガス生成菌株から得られ

たガスの濃度を，水素ガス検知管（ガステック製）で

推定し，濃度が比較的高く，性状の異なる菌株を最終

的に水素生成単離菌株とした。単離菌株のグラム染色，

酸素に対する性質，オキシダーゼ，カタラーゼの有無，

生化学性状及びGMB培地並びにPYG+Bile培地での発

育5)等から菌の同定を行った。菌の生化学性状検査は

apiシステム（ビオメリュウ製）を用いた。

２.３　分離株による各種糖質からの水素生産

グルコース，廃糖蜜，乳糖及びデンプンを用いて生

成ガスの生産実験を行った。0.5％酵母エキス溶液に

2％の各々の糖質を含む溶液1リットルを121℃15分間

高圧滅菌した後，あらかじめ分離に用いたグルコース

及びデンプンの両方を含む培地で培養した前培養液5

mlを添加し，30℃で72時間静置培養し，この間発生し

たガスをテドラーバッグ（アズワン製）で捕集した後，

容量測定とガス組成分析を行った。なお，乳糖からの

水素生産実験ではBGLB培地（日水製薬製）を用い

た。

２.４　模擬廃棄物による水素生産

国産I社製ドッグフードを模擬廃棄物として使用し

た。本ドッグフードの保証分析値を表１に示す。ハン

ドリングの容易さから，上記ドッグフードを50g，

100g及び150gを蒸留水と混合し，それぞれ1リットル

にメスアップした。5％から15％濃度のドッグフード

懸濁液を121℃15分間高圧滅菌した後，実験２.３で行

ったと同様の条件で実験を行い，生産ガス量，ガス組

成分析を行った。また，実験前後の乾燥重量の差から

処理固形物量を求めた。乾燥重量はJISK-0102のSS測

定法に準拠し，120℃2時間乾燥後の重量とした。

２.５　Clostridium 属菌株の水素生産効率

実験２.3と同様グルコースを用いた水素の生成実験

終了後（30℃72時間静置後），生成ガス中の組成から

生成水素ガス量を求め，別に並行して測定した実験前

後のグルコース量とからグルコース1モル当たりの水

素ガス生成モル数を求め，水素生産効率とした。 グ

ルコースの測定はHodge
6)らのフェノール硫酸法によ

った。ドッグフードからの水素生産効率は次のように

概算した。すなわち，実験２.４前後の固形物減少量

を消費デンプン量と仮定し，その値と0.9で除した値

を消費グルコース量とした。この値で生産水素量を除

して1モルグルコース当たりの水素生産モル量を算出

し，水素生産効率を概算した。

２.６　実廃棄物による水素生産

実際に家庭の台所から排出された生ゴミを用いた。

実験は2回連続して行った。生ゴミの湿重量を測定後，

ワーリングブレンダーでスラリーとし，蒸留水で1リ

ットルにメスアップし，120℃15分間高圧滅菌し，pH

を7.0に調整し，Clostridium 属水素生成菌前培養液

10 ｍｌを添加し，気相を窒素ガスで置換したのち1回

目の反応を開始した。反応は30℃で静置し，8日間行

った。第2回目は，第1回目の反応液を100 ml残し，新

たに台所廃棄物のスラリーを1リットル添加した後，

今度は70℃5分間加熱処理したのち，高圧滅菌および

窒素ガス置換は省略し，第1回目と同じ条件下で反応

させた。同時に実験前後の乾燥重量を測定し固形物減
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表１　ドッグフードの保証分析値  

粗蛋白質 １８．０％以上 ＮａＣｌ  ０．３％以上 

粗脂肪 ５．０％以上 リノール酸  １．０％以上 

粗繊維 ６．０％以上 Ｖｉｔａｍｉｎ Ａ ５，０００ＩＵ/Ｋｇ以上 

粗灰分 ８．０％以下 Ｖｉｔａｍｉｎ Ｂ１  １．０ｍｇ/Ｋｇ以上 

水分 １０．０％以下 Ｖｉｔａｍｉｎ Ｂ２  ２．２ｍｇ/Ｋｇ以上 

Ｃａ ０．８％以上 Ｂｉｏｔｉｎ ０．１ｍｇ/Ｋｇ以上 

Ｐ ０．６％以上 
その他 
（でんぷん等） ５０％以下 

（Ｉ社による） 



少量を求めた。

２.７　生成ガスの組成分析等

ガスの組成分析はTCDガスクロマトグラフ法で行

った。また，使用した試薬は市販の特級試薬であっ

た。

３　実験結果および考察

３.１　分離株の性状

下水処理場汚泥から2種類の水素生成菌を分離した。

1種類は表２に示すように絶対嫌気性のグラム陽性の

芽 胞 を 有 す る 桿 菌 で そ の 生 化 学 性 状 か ら ，

Clostridium beijerinckii (以下Clostridium属菌株称

す)と同定された。図1にそのグラム染色像を示す。

本菌株は図1に示されているように培養後にヨード

デンプン反応を行ったところ,菌の増殖したコロニー

の周囲が反応を起こさず，デンプンの加水分解能を有

することが判明した。このことは，実廃棄物である生

ゴミ中の主たる炭水化物であるデンプンを水素生産の

基質として利用できる可能性があり，実際の廃棄物処

理上実用面で優れていると考えられた。消化汚泥を種

汚泥とした食品廃棄物の混合微生物系での水素生産に

関する研究でも，ガス生成槽での優先微生物はクロス

トリジウム属に属する細菌であるとの報告がある7）。

我々が今回分離源としたのも下水処理場汚泥であり，

馴養の過程でクロストリジウム属に属する菌が優先し

たものと思われる。もう1種類は表3に示すように，通
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○　細胞形態

　　桿菌（大きさ0.5-1.5×2.0-7.0μm）, グラム染色 ＋, 内生胞子＋ 

○　生理的性質 

　　　カタラーゼ －, チトクロームオキシダーゼ －,  ゼラチン液化能 ＋, インドールの生成 －, ウレアーゼ －, エスクリン 

　　　加水分解 ＋, デンプン加水  分解 ＋ 

○　酸素に対する態度　偏性嫌気性 

○　糖からの酸生成 

　　グルコース ＋, Ｄ―マンニトール ＋, ラクトース ＋, サッカロース ＋,マルトース ＋, サリシン ＋, Ｄ―キシロース ＋, 

　　Ｌ―アラビノース ＋, グリセリン ＋, Ｄ－セロビオース ＋, Ｄ－マンノース ＋, Ｄ－メレチトース ＋, Ｄ－ラフィノー 

　　ス ＋, Ｄ－ソルビトール ＋, Ｌ－ラムノース ＋, Ｄ－トレハロース ＋, デンプン ＋ 

○　GMBでの増殖 － 

○　PYG＋Bileでの増殖 ＋ 

○　70℃5分加熱処理後の増殖 ＋    

表２　グラム陽性桿菌の性状 

○　細胞形態 

　　短桿菌（大きさ0.5-1.5μm×1.5-2.0μm）, グラム染色 －, 内生胞子 － 

○　生理的性質 

　　カタラーゼ＋, チトクロームオキシダーゼ－, 乳糖分解能＋, ONPG－, ADH（アルギニン脱水素酵素）＋, LDC（リジン 

　　脱炭酸酵素）－, ODC（オルニチン脱炭酸酵素）＋, クエン酸資化性 ＋, H2S産生性 －, 尿素分解能 －, TDA（トリプト 

　　ファンデアミナーゼ）－, インドール産生能 －, VP（ボーゲスプロスカウアー）テスト ＋, ゼラチン液化能 － 

○　酸素に対する態度 通性嫌気性 

○　糖からの酸生成 

　　グルコース＋, Ｄ―マンニトール＋, イノシトール＋, ラフィノース－, サッカロース＋, Ｄ－メリビオース ＋, Ｄ－ア 

　　ミグダリン ＋, Ｌ－アラビノース ＋, 硝酸還元能＋ 

○　脱窒素能 ＋     

 表３　グラム陰性桿菌の性状 



性嫌気性のグラム陰性の無芽胞桿菌であり，その生化

学性状から Enterobacter cloacae（以下Enterobacter

属菌株と称す）と同定された。本菌株は図1に示され

たようにデンプンの加水分解活性を有しなかった。こ

のことから，本菌株を，デンプンを主とする食品

廃棄物の処理に応用することは困難であり，

Enterobacter 属菌株は Clostridium 属菌株に比

べて実用面で不利と考えられた。とはいえ，水素

生産の面から考えると，基質の利用範囲が低くと

も水素生産効率が高ければそれは有利な性質とい

えることから，グルコース，ショ糖としての廃糖

蜜，乳糖及びデンプンからの水素生産について検

討した。

３.２　グルコース，廃糖蜜，乳糖及びでんぷん

からの水素生産

グラム陽性でデンプン分解能を示した

Clostridium 属菌株によるグルコース，ショ糖及

びデンプンからの水素生成実験の結果を示したの

が表４及び表５である。Clostridium 属菌株はグ

ルコース，ショ糖に加え，デンプンからもガスを

生成し，その生成ガス量は6.7リットルとグルコ

ースの場合の6.5リットルとほぼ同量であり，また，

生成ガス中の水素ガス組成も約50％とグルコースの場

合と同じ結果を得た。

即ち，Clostridium 菌株はデンプンからもグルコー
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図１　 水素生成菌グラム染色像とデンプン分解活性 
 
　上図：Clostridium 属菌株のデンプン分解能（左図）とグラム染色像（右図） 
　下図：Enterobacter 属菌株のデンプン分解能（左図）とグラム染色像（右図） 
　　　　デンプン分解能は培養後ヨードデンプン反応を行い判定した。  

表４　Clostridium 属菌株によるグルコース及びショ糖からの水素生成  

＊：30℃、72時間培養後の積算ガス生成量 

表５　Clostridium 属菌株及び Enterobacter 属菌株によるデンプン 
　　　からの水素生成  

＊：YE加2％デンプン培地中、30℃72時間培養後の積算ガス生成量 

培地 ＹE加2%グルコース YE加2%廃糖蜜 

発生ガス量( l )* 6.5 3.5

H2 55.06 54.11

CO2 41.41 44.18

その他 3.52 1.7

ガス組成
（濃度％） 

合計 100 100

Clostridium

属菌株 

Enterobacter

属菌株 

Clostridium 属菌株＋
Enterobacter属菌株 

発生ガス量( l )＊ 6.7 0.2 6.3

H2 54.05   - - - 42.5

CH4 0  - - - 0

CO2 40.85   - - - 55.82

その他 5.09   - - - 1.68

ガス組成 

（濃度％） 

合計 100  - - - 100



スの場合と同程度の水素ガス組成を持つ生成ガスを同

量生成することが明らかとなった。一方，グラム陰性

桿菌でデンプン分解能を示さなかった Enterobacter

属菌株では，表５及び表６に示されているように，グ

ルコース，ショ糖及び乳糖といった単糖類又は二糖類

から水素ガスを生成し，特に，グルコースからは

Clostridium 属菌株とほぼ同様の6.0リットルのガス

を生成したものの，デンプンからはガス生成が殆ど認

められなかった。また，生成ガス中の水素ガス組成は

いずれの糖の場合も約25％と，Clostridium 属菌株の

場合と比較して1/2と低かった。

以上の結果から，実際の廃棄物処理に応用するには

Clostridium 属菌株の方が水素生産に有利であること

が明らかとなった。従って，以下の実験ではグラム陽

性の Clostridium 属菌株のみ使用することとした。

３.３ 擬廃棄物による水素生産

模擬廃棄物としてドッグフードを使用し，その濃度

を変化させたときの水素生産の状況を図2に示した。

固形物濃度 5％， 1 0％および 1 5％の条件下で

Clostridium 属菌株は良好に水素生成を行うことが示

された。生成してきたガス中の水素組成はそれぞれ

51％，49％および50％で固形物濃度による水素組成に

差は認められなかった。このことから，Clostridium

属菌株は成分の複雑な廃棄物にも適用可能であること

が示された。

３.４　Clostridium 属菌株の水素生産効率

グルコースを用いて Clostridium 属菌株の水素生

産 効 率 を 求 め た の が 表 7 で あ る 。 そ の 結 果

Clostridium 属菌株は１モルのブドウ糖から1.5モル

の水素を生産することが可能であった。微生物による

水素の生成については多くの報告がある。Taguchi
8)ら

は Clostridium beijerinckii AM21B株を用いたグルコ

ースからの水素ガス生産実験を行い，水素生産効率

1.8-2.0を得ているが，本研究で得られた水素生産効

率はそれより小さい値となった。これは，我々の実験

が廃棄物処理を想定しており，低濃度のYEとグルコ

ースしか含まない限定された条件でのものであり，グ

ルコースが当該菌の増殖や，エネルギー獲得のために

消費され，結果として水素収率が小さくなったものと

推定される。一方，模擬廃棄物であるドッグフードを

用いた我々の実験では水素生産効率1.5-2.4と概算で

きた。腸内細菌科の Enterobacter aerogenes
9），E..

Coli
10）や Enterobacter cloacae

11）でも水素生成につい

ての検討がなされ，それらの水素生産効率はそれぞれ

1.0，0.9および2.2であった。また，好熱菌あるいは

超好熱菌を用いた水素生成についても研究が進められ

ており12),13)，特に，Thermotoga malitima
12）の場合に

は水素生産効率は4.0と非常に高い値となったとの報

告がされている。しかし，この実験条件下では，菌体

濃度が1.4 × 10
8個 /mlと低く，また，グルコース消費

量が1.6mMと極端に低かったことから，高い水素生

産量を得るには菌体濃度をさらに高くする必要がある

と考えられる。このことが可能となれば，好熱菌ある

いは超好熱菌を用いる方法は，高温での処理が可能で，

雑菌汚染を最小限に抑えつつ高い水素生産効率を維持

することが可能と考えられ，水素生産の有力な手段と

なりうると思われる。

以上の実験により，Clostridium 属菌株はデンプン

或いは模擬廃棄物としてのドッグフードから，水素生

産が可能であることが明らかとなったので，実際の廃

棄物として，一般家庭から排出される生ゴミを用いて

Clostridium 属菌株による水素生産を行い，実廃棄物

への適用の可否について検討した。
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表６　Enterobacter 属菌株による水素生成  

　＊：反応液各1.0 l , 30℃，72時間培養後の積算ガス生成量
＊＊：乳糖濃度１.0 ％

培地 
YE加2%

グルコース 
2%廃糖蜜

YE加2%

廃糖蜜 
BGLB＊＊

発生ガス量( l )＊ 6.0 1.5 3.6 1.0

H2 25.04 28.51 25.87 21.91

CO2 74.36 71.45 74.13 77.71

その他 0.62 0.33 0 0.37

ガス組成
（濃度％） 

合計 100100 100 100
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図２　Clostridium 属菌株による模擬廃棄物からの水素生成 



３.４ 実廃棄物からの水素生産

実廃棄物として，生ゴミを使用したときの水素生産

を行った結果が表9である。2回連続して行ったバッチ

処理の1回目と2回目で，生成ガス量，固形物減少率，

生成ガス中の水素ガス組成に大きな差異は認められな

かった。固形物減少量，ガス生成量は使用する材料中

の Clostridium 属菌株の基質となる炭水化物量によ

って決まってくるものの，今回の実験によって，乾燥

重量の約60％の減少が認められた。このことから，生

ゴミ等食品廃棄物を Clostridium 属菌株で処理し，

水素ガスを回収することは，有機性廃棄物の減容化及

び再資源化の有力な手段となりうる可能性があること

が示唆された。しかし，処理後の混合物中にはまだ約

40％の固形物が残存しており，この残存固形物の処理

が大きな課題である。近年，水素・メタン2段発酵の

研究が廃棄物，特に食品廃棄物の処理領域で活発に研

究されるようになってきた14），15），16），17)。これらの研究

は混合微生物系で処理しており，条件設定を変えるこ

とによって，水素生成槽では水素の回収を行い，残渣

をメタン発酵槽で処理し，固形物のさらなる減容化を

図るとともに生成するメタンを回収しようというもの

である。混合微生物であるため，様々な成分を含む廃

棄物に対する適用範囲は広いものの，基質である炭水

化物を水素ガスやメタンガス等の有用なガスに変換す

ることのできない多量で多種類の菌が，有用な菌と炭

水化物の獲得で競合することとなり，基質の炭水化物

の有効利用の面からは必ずしも優れているとは言いが

たい，といった一長一短を有する処理方法と考えられ

る。

我々が今回使用した Clostridium 属菌株は耐熱性

を有しており，実廃棄物を使用した２回目のバッチ実

験では加熱処理により他の微生物汚染をできる限り防

止する方法をとった。

今後，この方法が長期間可能かどうかも含め，また，

水素・メタン二段発酵法の前段部に本法が適用可能か

どうかなどの検討を進めていきたい。
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表７　グルコースを使用したときの水素生産効率 
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(mol) 

生産効率
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表８　模擬廃棄物を用いたときの水素生産効率 
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