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緒 言
日本国内の産業廃棄物は年間でおよそ�億�と

されており, そのうちのおよそ22�5％が家畜排泄
物であり, 農業からの産業廃棄物が大きな割合を
占めている (吉田 2004). 近年, 日本国内におい
て, 農家一戸当たりの家畜飼育規模の拡大が見ら
れ, それに伴い, 固形状の家畜排泄物を積み上げ
て放置する ｢野積み｣ や, 液体状の家畜排泄物を
掘った穴に溜めておく ｢素掘り｣ といった家畜排
泄物の不適切な処理を原因とした水質汚染や悪臭
問題などの環境問題が顕在化した. この ｢野積み｣
や ｢素掘り｣ による家畜排泄物の処理は ｢家畜排
泄物の管理の適正化及び利用の促進に関する法律
(1999)｣ によって禁止され, 法律で定められた家
畜排泄物の処理法を遵守することが義務付けられ
た. また, 家畜排泄物は土壌改良資材や肥料の原
料といったバイオマス系資源として注目されてい
ることもあり, その処理方法としてコンポスト化
の他, メタン発酵処理などが利用されるようになっ
た. 特にメタン発酵処理に関して, 生ゴミや家畜
排泄物を原料としたメタン発酵で得られるバイオ
ガスとしてのエネルギー回収率は90～100％と非
常に高く, 発生したバイオガスはガスエンジン発
電機に送られ発電を行うための燃料として利用さ
れている (木田 2001). その反面, メタン発酵に
よって減少する家畜排泄物の重量は, メタンガス
として出ていくごくわずかであり, 原料とほぼ同
量の残渣がメタン発酵消化液として排出される.
この消化液は原料の家畜排泄物と比較して悪臭が
低減しており (�����������2009), 窒素, リン,
カリウムなどの栄養成分を含んでいるため (西川
他 2007), 従来の肥料に代わる液肥として農業へ
利用することが, 資源循環や環境負荷の改善にも
結び付くと考えられている.
メタン発酵消化液を液肥として利用するために
は, その安全性を確認する必要がある. 家畜排泄
物中にはサルモネラ, キャンピロバクター, 毒素
原性大腸菌などといった病原性微生物が確認され
ており (柿市 2000), その家畜排泄物を原料とし
ている消化液にそれらの微生物が存在していた場
合, 液肥としての利用が難しくなる. 農水省でリ
スク管理を行うべき有害微生物として, 腸炎ビブ
リオ, サルモネラ, 病原性大腸菌, キャンピロバ
クター, ボツリヌス菌, ウェルシュ菌, リステリ

ア菌, ブドウ球菌, セレウス菌などの微生物が危
害要因として挙げられている. これまで, 我々の
研究グループでは, 宮崎大学に設置された中温性
バイオガスプラントから採取したメタン発酵消化
液に関して, 大腸菌群選択培地を用いた培養実験
と, 病原性微生物特異的プライマーを用いた���
による検出を行った. その結果, スラリーにおい
て大腸菌群と一般細菌が検出されたのに対し, 消
化液では大腸菌群は検出されず, 一般細菌のみが
検出された. さらに, 大腸菌群, 一般細菌以外で
は, 腸炎ビブリオ菌, サルモネラ菌, リステリア
菌, ブドウ球菌群, セレウス菌群, キャンピロバ
クター, ボツリヌス菌, ウェルシュ菌などの病原
微生物の存在の有無を特異的プライマーによって
確認したところ, それらの病原微生物の存在は確
認されなかった (園田他 2010). 嫌気的発酵物に
おける微生物の研究は病原微生物に関する研究だけ
でなく, 群集構造の解析や発酵槽の効率化に関し
ても進められてきた. それらの研究では, 環境���
(���������������������) の解析を基にした
シークエンスや, 変性剤濃度勾配ゲル電気泳動法
(�����������������������������������������),
温度勾配ゲル電気泳動法 (������������������������������������������), ���産物の制限酵素
断片長多型 (��������������� �����������������������������������)といった培養に依存し
ない手法も取り入れられてきた. ����������������(2006)は, ����と16�����遺伝子のシーク
エンス解析を用いて発酵槽中のバイオマス組成と
発酵槽の活性を時間の経過とともに比較した.����������(2007) は同様に����と16�����
遺伝子のシークエンス解析を用いて, 長鎖脂肪酸
の存在と微生物の群集構造を時間の経過とともに
比較した. また, �������(2007) は����と一
本鎖高次構造多型法 (�����������������������������������������)を用いて, 様々な��で操作
した発酵槽における微生物叢の変化を報告し,����������������(2003) は����と����を用
いて, ラボスケールの嫌気発酵槽において優占し
ているメタン生成菌が����������������������に近
縁であるということを報告した. さらに, ��������(2009) の研究では, ����と16�����遺伝
子のシークエンス解析によって嫌気性発酵槽にお
けるバクテリアと古細菌の群集構造が明らかにさ
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れた.
微生物群集構造解析法としての16�����遺伝
子クローンライブラリー法は, 数多くのクローン
の配列を決定することにより, 元の微生物群集の
構成を推定することができる手法である. この手
法は, 16�����遺伝子の塩基配列情報が得られ
るため, 未知の菌種を含めてより詳細な, また正
確な群集構造を解析する研究に適しており, 培養
困難な菌種が多く存在する微生物群集の詳細な解
析に適用できる (藤本, 福井 2005). ��������
(2009) の研究において, 16�����遺伝子のシー
クエンス解析と����解析が比較された結果, 微
生物の多様性や構造を明らかにする場合, ����
よりも16�����遺伝子のシークエンス解析が適
していると報告された. そこで本研究では, 宮崎
大学のバイオガスプラントから排出されるメタン
発酵消化液とその原料中に存在する微生物の群集
構造を明らかとするために, 家畜糞尿原料として
の豚糞尿スラリーと, 宮崎大学構内に設置されて
いる中温性バイオガスプラントから採取したメタ
ン発酵消化液を試料として, 16�����遺伝子を
ターゲットとした����のクローンライブラリー
解析によって, 家畜糞尿スラリーとメタン発酵消
化液に含まれる真正細菌と古細菌の群集構造を調
査した. また, それぞれの微生物の相対的密度に
ついて, 検討を加えた.

材料および方法
試料およびDNA抽出

試料には, 家畜糞尿スラリー(以下, スラリー)
として豚糞尿と, 宮崎大学構内のバイオガスプラ
ントから採取した, スラリーを原料としたメタン
発酵消化液(以下, 消化液)を用いた. 試料からの����抽出には�����(ニッポンジーン) を用い,
改変法で抽出を行った. 試料300��を0�5�のガラ
スビーズを含む1�5��容マイクロチューブに採取
し, 570��の���������������と30��の��������������20�を加え, 転倒混和した後, ����������
(��������� ��������������������������)を用
いて, 30秒間破砕し, 65℃で�時間インキュベー
トした. マイクロチューブを, 遠心分離 (12�000
×�, 室温,�分間)した後, 上清360��を回収し,
後の処理は説明書に従った. 試料から直接抽出し
た����抽出液はさらに, ������������������������

(����������)スピンカラムによる精製を行った
(������� ������1998). 抽出液全量を回収し,
エタノール沈殿の後, ���ペレットを乾燥し, 20��の��緩衝液 (10�� ���������1�� �������8�0)に溶解して����抽出液とした.
クローンライブラリーの構築

微生物群集構造解析のため, 真正細菌と古細菌
の16�����遺伝子をターゲットとしたクローン
ライブラリーの構築を行った. 16�����遺伝子
の���増幅には, �����������(2007)の報告に
基づき, フォワードプライマーとして, 真正細菌
に特異的な���16�������(5����������������������3�)と古細菌に特異的な���16�������
(5��������������������3�)を用い, 5�末端
にはベクターに相補的な配列 (5����������������������3�)を付加したプライマー, およ
びリバースプライマーとして, 真正細菌, 古細菌
ともに増幅可能な������16�������(5����������������������3�)の配列を有し, 5�末端に
はベクターに相補的な配列(5����������������������3�) を付加したプライマーを用いた.���反応には, �������� ����������キット
(タカラバイオ)を使用し, ���反応溶液の組成は,
5�0 �� 10 × �����������, 4�0 ���������
(2�5��), 各1�0��プライマー (10��), 0�2��������������������(5����1), 38�0��滅菌蒸
留水, 1�0������抽出液を混合したものとした.���増幅は94 ℃で�分間の変性後, 94 ℃で30秒
間, 55 ℃で30秒間, 72 ℃で�分間の反応を30サ
イクル行った後, 72 ℃で10分間インキュベート
を行った. ���終了後, アガロースゲル電気泳動
によって���増幅の確認を行った. ���産物のク
ローニングと形質転換には, ����������������������������キット (タカラバイオ), �����������
Ⅱ��(�)ベクター(����������) およびコンピテン
トセル(�����������������109�ニッポンジーン)
を使用した. クローニング反応および形質転換は
説明書に従って行った. 得られた形質転換体を,
100�����1アンピシリン(和光純薬), 50�����1�����������������������������������(ナカライテス
ク) , 0�25�� 5�������4��������3������������������������(和光純薬)を含む��寒天培地 (10���1�������������(��������������������������),
5���1 ������������(ナカライテスク), 5���1
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����, ��6�8, 1�5％ ����������(和光純薬))
に塗布し, 37 ℃で12～16時間培養した. 得られ
たクローンは, コロニー���によって, インサー
トの確認を行ない, スラリーおよび消化液につき,
真正細菌と古細菌の16�����遺伝子の形質転換
体をそれぞれ96クローン, 計384クローンを獲得
した. 得られたクローンは, 100����1アンピシ
リンを含む��液体培地 1�5��に懸濁し, 37 ℃で
一晩, 振とう培養した. 培養後, 10�000 ×�, 室
温で�分間遠心分離を行い, 菌体ペレットを回収
した. プラスミド抽出には, �������������������������キット(タカラバイオ)を用い, 説明書に従っ
て抽出を行った.
シークエンス解析

プラスミドのシークエンス解析には�����������������3�1 ���������������キット(�����������������)を用いた. 反応液組成は説明書に従っ
て調製し, 96 ℃で10分間の変性後, 96 ℃で30秒
間, 52 ℃で15秒間, 60 ℃で�分間の反応を25サ
イクルのサイクルシークエンスを行った. 反応後,�����������������������������キット(�����������������)を用いて精製を行った. 解析は, 宮
崎大学フロンティア科学実験総合センターに委
託し, シークエンスアナライザー(�����������������3500�����������������)で, 5�末端
から約730塩基を解析した. 得られたシークエン
スデータを������������������������Ⅱ(����
Ⅱ)の������������プログラム (�����������������������������������������������
Ⅱ ������������������������) を用いてキメラ配列
の除外を行った後, ��� ���������������
(����, 国立遺伝学研究所 生命情報・����研
究センター ���������������������������) の提供す
る������������2�2�18を用いて微生物データベー
スと相同性検索を行ない, 最も相同性の高いデー
タベースを抽出した. 次に得られた配列データと
データベースから抽出した配列データを基に���������������14�0 (�������) を使用し,��������によるアライメントを行い, 近隣結合法
(����������������������)によって, 系統樹の作
製を行った. 得られた系統樹と相同性検索の結果
から, 検出された微生物の16�����遺伝子の分
類を行った. ��������������科の分類に関しては�������� �������(1975)と������������(1994)

の報告に基づき, ������番号による分類を行った.
それぞれの検出された微生物の分類群の占有率を
クローン数とその百分率で示し, さらに, 16�����遺伝子は微生物種によってゲノム中のコ
ピー数が異なるため, �����������(������������� ����������������������������������������������)において, 目 (�����)レベルにおける
16�����遺伝子の平均コピー数を調査し, その
値で占有率の補正を行った. なお, 検出された微
生物の目レベルでの����遺伝子のコピー数値が
得られない場合, 上位の分類における値を使用し
た.
多様性指数

スラリーと消化液における真正細菌と古細菌の
多様性を解析するために, ��������������の多様
性指数(��)および�������の多様性指数(�)を用
いた (小林 1995�大垣 2008).���－∑ ������ ���1 －∑��2 �
クローンライブラリー解析によって得られたデー
タより, 微生物の目, 科, および属ごとの検出ク
ローン数のクローン全数に対する割合で与えられ
る��値を求めた. これを式 � および � に代入
し, スラリーと消化液における真正細菌と古細菌
の多様性指数を算出した.
微生物相対量の比較

スラリー及び消化液中に存在する真正細菌およ
びメタン発酵古細菌の菌密度を評価するために,
リアルタイム���を用いて真正細菌とメタン発酵
古細菌の相対的密度の検討を行った. リアルタイ
ム���には����� �������������(���������������) (タカラバイオ) を使用し, リアルタイム���用プライマーとして, 真正細菌用 (338��5�����������������������3�および518��5��������������������3�)と古細菌用 (931��
5����������������������3�および�1100��
5���������������������3�) を 用 い た
(����������2008). リアルタイム���反応液の
組成は, 説明書に従い, 温度条件を, 95℃で30秒
間の変性後, 95 ℃で�秒間, 60℃で30秒間の�
ステップ反応を40サイクル行った. 増幅はΔΔ��法
で評価し, 消化液のメタン発酵古細菌を�と
した時の他の細菌の遺伝子量の相対量として評価
した. また, 上記と同様に, 16�����遺伝子は

‥‥‥‥‥‥‥
‥‥‥‥‥‥‥
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微生物種によってゲノム中のコピー数が異なるた
め, �����������で目(�����)レベルの16�����
遺伝子の平均コピー数を調査し, 検出された����
遺伝子の比率と目(�����)のコピー数から, 加重
平均値を算出した. すなわち, 真正細菌において
は, スラリー：5�10, 消化液：6�53の値を, メタ
ン発酵古細菌においては, スラリー：2�68, 消化
液：2�68の値を用いて細菌細胞数の補正を行い,
細菌数の相対量を算出した. なお, 検出された微
生物の目レベルでの����遺伝子のコピー数値が得
られない場合, 上位の分類における値を使用した.

結果および考察
本研究において, 真正細菌のプライマーで���
増幅を行ったスラリーと消化液を, それぞれ����
スラリー, ����消化液, 同様に古細菌のプライマー
で���増幅を行ったスラリーと消化液を, それぞ
れ����スラリー, ����消化液と表記した. クロー
ンライブラリーのシークエンス解析を行ったとこ
ろ, ����スラリーで87, ����消化液で80, ����ス
ラリーで87, ����消化液で70の配列データを得た.����の�����による相同性検索の結果得られた
個々のクローンに近縁な微生物の配列データと共
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Bacteroidetes

Actinobacteria

Proteobacteria

Actinobacteria

Spirochetes

Synergistetes

Lentisphaerae
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Firmicutes

Methanosaeta

Methanospirillum Methanosarcina

Methanosphaerula

Methanogenium

Methanoculleus

Methanocorpsculum



に, ��������によるアライメント解析を行ない,
作成した系統樹を����1 および����2 に示した.
得られた系統樹と相同性検索の結果からクローン
の分類を行った結果を�����1 および������に示
した.
真正細菌において, スラリーでは非常に多様な
微生物が存在していることが示唆された. �����1 より, ����スラリーにおいて����������門が49�4％

(30�1％�括弧内に補正占有率を示す)を占め, 特
に��������������科は47�1％(28�6％)を占めていた.����消化液ではその占有率は飛躍的に上がり,����������門として83�8％(67�4％)を占めており,��������������科として80�0％(64�2％)の占有率を
示した. これは, メタン発酵過程において, スラ
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リーよりもさらに嫌気的条件となるため, 嫌気性
微生物である��������������科細菌の占有率が上がっ
たためと考えられる. ��������������科を除く微生
物に関しては, 多くがその占有率を下げていた.�������������門は����スラリーで26�4％(34�4％)を
占めていたが, ����消化液でその占有率は減少
し, 単独の�������������細菌の検出に留まり,�������������門として7�5％(13�8％)まで減少した.�������������門の中でも�����������網に属する微生
物は嫌気性で, 多くの動物の消化器官の腸内細菌
の大きなグループを占めることが知られている.
本研究結果から, �����������網に属する微生物は,
メタン発酵槽の, より嫌気的な条件下では優占化
できないことが示唆された. また, 消化液よりも
スラリーにおいて多くの種類の微生物が存在して
いることが明らかとなった. これは, 豚の腸内細
菌由来の多様な微生物がスラリー中に存在するこ
とを示唆している. ��������(2009)は, 中国の
崇明地方にあるバイオガス発酵槽中のバクテリア
と古細菌の群集構造を解析し, バクテリアに関し
ては����������門, �����������門, �����������門が
優占することを確認した. その中でも����������
門の�����������属が優占していると報告しており,
今回の研究結果はその報告と一致した.
メタン発酵古細菌の結果を������に示した｡
メタン発酵古細菌において, ����スラリーで特
に優占している������������������属は����消
化液においても優占していたが, ����スラリー
において 12�6％(12�7％) の占有率であった�������������属は����消化液では4�3％(4�3％)の
低い値となった. また, ����スラリーでは�％程
度の��������������属が����消化液において31�4

％(31�5％)の高い占有率を示した. ����スラリー
に比べ, ����消化液では������������属の占有率
が下がっている一方で, ��������������属の占
有率は高くなっており, すべてのメタン発酵
古細菌で占有率の増減が検出された. 本研究に
おいて, 消化液で確認された��������������,����������������, �������������, ������������,��������������は, ��������(2009)の研究で,
消化液において高い割合で存在しているという報
告と一致した. また, スラリーと消化液における������������と��������������の占有率の変化に
ついては, ����������(2008)の研究において,
スラリーと消化液を比較した際の酢酸濃度は, ス
ラリーで高いことから, ������������は高濃度の
酢酸が存在するときに優占し, ��������������は
酢酸の濃度が低い時に優占すると報告された. 本
研究結果でも同様の現象が起こり, スラリーでは������������が優占しているが, 酢酸濃度の低く
なった消化液では��������������の占有率が高く
なったと考えられた. 豚糞尿を原料とした発酵物
の微生物叢の研究で, �����������が優占している
ことは, �����������������(2005)や��������
(2006)によって報告されており, また, 古細菌
に関しては���������� ����� (1999) や���������(2004), そして���������(2006)により��������������, �������������が優占している
と報告されており, これも今回の研究結果とほぼ
一致していた. 以上の研究ではいずれも原料とし
て豚糞尿を使用しており, ��������(2009) の研
究においても未消化のバイオマスと酢酸やプロピ
オン酸などの脂肪酸から構成される豚糞を唯一の
原料としており, 発酵槽における多くの古細菌が
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豚糞に由来していると考察した. 本研究の結果か
ら, メタン発酵古細菌の群集構造においては, ス
ラリーと消化液の古細菌を比較した際に, 消化液
ではスラリーで極低密度であった��������������
が 31�4％ (31�5％) の高い占有率を持ってお
り, 検出されたメタン発酵古細菌すべてが, そ
の占有率を変化させていたため, 発酵過程に
おいて, ������������������, ��������������,�������������������������������������������,��������������がメタン発酵, 若しくは何らかの
役割を果たしつつ一定の占有率を獲得し, メタン
発酵槽における独自のメタン発酵古細菌の菌叢が
確立したものと考えられた.
検出された微生物の分類データとその占有率か
ら算出された多様性指数を�����3 に示した. 多
様性指数の評価の結果, クローンの占有率および
補正占有率の両値を用いた多様性指数は同様の結
果を示した. 検出微生物の科・属レベル共に真正
細菌の多様性指数はスラリーにおいて, 消化液の�倍ほど高い多様性を検出した. 一方, メタン発
酵古細菌に関しては, メタン発酵過程を経た消化
液において, 高い多様性を示した. これらの結果
は, 豚糞尿スラリーにおいて, 消化管由来の多様
な微生物叢が検出されたため, 真正細菌において
高い多様性を示したものと考えられた. また, ス
ラリーから消化液への発酵過程における微生物叢
に関して, 真正細菌は嫌気的条件下に晒されるに
つれ, �����������属などの嫌気性菌の占有率が上
がることで真正細菌の多様性が低くなり, 一方で,
メタン発酵に関与する古細菌の多様性が高くなっ
たと考えられた. 当研究室の先行研究で, 95種類
の異なる炭素源を含む96穴マイクロプレート

(������プレート, ���������������������)
を用いた炭素源の資化性パターンの比較実験を行っ
た (園田他 2010). その結果, スラリーでは, グ
ラム陰性菌用プレートで発色した炭素源が88�6％
であったのに対し, 消化液では39�1％の低い値と
なり, グラム陽性菌用プレートでも, スラリーで
は59�4％の炭素源の発色に対し, 消化液では6�2％
の低い値であった. 本研究におけるバクテリアの
多様性指数の低下は, スラリーにおける複雑な菌
相が発酵過程に単純化したと考察された先行研究
の結果とよく一致していた.
クローンライブラリー法は細菌の群集構造を推
定するのに適しているが, 細菌の密度を推定する
ことは出来ない. 本研究では, 細菌の遺伝子コピー
数の相対値を求め, データベース上のコピー数に
よる, リアルタイム���の結果の補正によって細
菌・古細菌の相対値を算出した. その結果, 消化
液の古細菌の密度が最も低いと考えられたため,
消化液における古細菌密度を１とした時の他の菌
の相対値で示した. また, 遺伝子のコピー数は実
際の菌数を反映しないため, 相対遺伝子量 (�������������������) と, 相対細胞密度 (�������������������) で示した(�����4 ). 菌数は真正細菌,
古細菌ともにスラリーで高い値を示した. スラリー,
消化液における真正細菌と古細菌の比は3�16と
13�0であり, スラリーにおける真正細菌の菌密度
はメタン発酵古細菌の�倍程度であるのに対し,
消化液中の真正細菌がメタン発酵古細菌よりも
10倍以上の高い菌密度を有していることが示唆
された. 以上の結果から, 微生物密度は真正細菌,
メタン発酵古細菌共にスラリーで高いものの, 真
正細菌とメタン発酵古細菌の密度の差はスラリー
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で小さく, 消化液で大きいことが示唆された.
本研究では, スラリーと消化液における微生物
群集構造を明らかにすることを目的に, クローン
ライブラリーの解析を行い, さらに真正細菌と古
細菌それぞれの微生物相を調査し, 相対的密度の
検討を加えた. その結果, スラリーと消化液にお
ける主要な微生物を検出することができた. より
詳細な細菌叢を明らかにするためにはさらに多く
のクローンの配列を解析することが求められるが,
本研究における結果から, 占有率の明らかな差異
により, 主要な細菌叢は明らかに出来たと考えら
れた. さらなる課題として, 液肥としての利用に
おいて, 土壌に施与した場合の土壌における細菌
群集構造の解析が望まれる.

要 約
家畜排泄物は土壌改良資材や肥料製造のための
バイオマス系資源として注目されており, その処
理方法としてコンポスト化の他, メタン発酵処理
が注目されている. 宮崎大学に設置された中温性
バイオガスプラントから採取したメタン発酵消化
液に関するこれまでの研究で, 病原微生物の存在
は確認されなかった. 本研究では, メタン発酵消
化液とその原料中の微生物群集構造を明らかにす
るために, 16�����遺伝子をターゲットとした����のクローンライブラリー解析によって, 真
正細菌と古細菌の群集構造を調査した. 得られた
16�����遺伝子配列の5�末端から約730塩基の相
同性検索を�����によって行った. さらに得ら
れた配列データとデータベースから抽出した配列
データを基に��������によるアライメントの後,
近隣結合法による系統樹の構築を行ない, 検出さ
れた微生物の16�����遺伝子の分類を行った.
その結果, 真正細菌群集において, ��������������
科がスラリーで優占しており, 消化液でその優占
性はさらに上がり, 高い占有率を示した.��������������科を除く微生物に関しては, 多くが

その占有率を下げており, 真正細菌群集の多様性
指数は大きく低下していた. 一方, 古細菌群集に
おいては, 検出されたメタン発酵古細菌すべて,
その占有率を変化させており, 発酵過程において,������������������, ��������������が優占化し,�������������������������������������������,��������������も一定の占有率を獲得し, メタン
発酵古細菌群集の多様性指数が高まったと考えら
れた. 以上, 豚糞尿スラリーおよびメタン発酵消
化液における各種微生物の占有率の変化を検出す
ることにより, メタン発酵消化液の主要な微生物
群集構造を明らかに出来たと考えられた.

キーワード：クローンライブラリー, 群集構造,
古細菌, 真正細菌, メタン発酵消
化液
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