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In order to follow up the gas production efficiency and the metabolites in the digester at high 
frequency when methane gas is produced by anaerobic digestion of cattle manure in a biogas plant, the 
following were examined during the period of this research grant: Pretreatment of samples, storage, 
and analysis conditions for metabolome analysis by using 1H-NMR spectroscopy. With the future high-
frequency water sampling and analysis in view, the following were examined. Samples frozen at several 
stages of the pretreatment and resumed after thawing were analyzed and compared. As a result, it was 
found that even if the samples were frozen immediately after the water sampling in the biogas plant, 
the same NMR spectra as those obtained when the samples were analyzed immediately after the water 
sampling could be obtained. As a result of the analysis of the NMR spectra, it was found that aromatic 
and aliphatic metabolites originally contained in the manure decreased by anaerobic treatment of cattle 
manure in the biogas plant.

研究の背景と目的
メタボロミクスとは、あるサンプル内のメタボロー

ム（代謝混合物）を一斉に検出し複数の成分の変
化を観測する研究の総称であり、農業分野では農
産物や食品の多様な成分を検出し品質ごとに分類
するなど、活用が進められている［1］。また、医学
分野では特定の病気の診断に糞内の代謝物のメタ
ボロミクスを活用することを目指した研究が進めら
れている［2］。本研究は、NMR法とデータベースと
の照合により糞便・食品などに含まれる様 な々成分
を同時に検出しサンプルの特徴づけや分類に活用
するメタボロミクス研究に着想を得て、ウシ糞尿を
処理するバイオガスプラント内代謝物のNMR分析
およびメタボロミクス解析に取り組むことにした。

嫌気性処理によるメタン発酵は、微生物による
代謝が複数の段階に渡っており様々な代謝生成物
が様 な々代謝過程を互いに阻害・促進しあっている
ため処理効率の維持が難しい［3］。本研究では、
バイオガスプラントでのウシ糞尿の嫌気性消化処理
によりメタンガスを生成する際のガス生成効率と消
化槽内代謝物を高頻度で追跡する。具体的には、
消化槽内のメタボロームのNMR分析により代謝物
量のバランスの変化を観測し、ガス生成効率の低
下に相関する成分や、その予兆となる成分を特定す
ることを目的とする。さらに、特定の代謝成分の変
動やガス生成効率に関与する消化槽の運転パラ
メータを検討し、ガス生成効率の維持や突発的な
効率低下の対策、さらには高効率化の手法を実装

する。
本研究の助成期間では、試料の前処理・保存・

分析条件の検討を行った。液体でのプロトン（水
素原子核）NMR（核磁気共鳴）分光測定（1H-NMR）
では、懸濁物の混入を避ける必要がある。また、
有機物濃度が薄すぎると充分なS/N比を得られな
い。そこで、懸濁物を遠心分離により除去しつつ、
できるだけ試料の液相を希釈しない前処理方法を
検討した。また、今後の高頻度採水と分析を視野
に入れて、前処理をどの段階まで進めてから冷凍す
れば試料の元の状態を損なわないのかを検討し
た。すなわち、前処理のいくつかの段階で冷凍保
存し、解凍後に作業を再開した試料を分析し比較
した。

方法
2022年12月15日に、北海道大学北方生物圏フィー

ルド科学センターのバイオガスプラントの消化液お
よびプラント投入前のウシ糞尿（加水）を採取した。
それぞれを消化後試料、消化前試料と呼ぶことに
する。前処理として、それぞれ50 mlを遠心チュー
ブにとり、22260×gで５分間遠心した。その上澄み
20 mlを再遠心し、その上澄みを得た。これを精製
水で10倍希釈し、そのうち1 mlを20600×gで１分
間遠心した。この上澄み0.54 mlにNMR測定用の
内部 標 準を含むバッファー 0.06 mlと混 合し、
20600×gで1分間遠心した上澄み0.55mlをNMR管
に封入した。これにより、NMR測定に供する試料



溶液内のバッファー成分の最終濃度はNaH2PO4が
50 mM、3-（Trimethylsilyl）propionic acid-d 4 
sodium salt （TSP）が0.5 mM、NaN3が0.004%、
D2Oが10%となった。

NMR測定条件は、先行研究［4］に基づき以下の
ように設定した。測定には、Bruker 600MHz Avance 
Ⅲを用いた。zgprパルスシーケンスを用いて水の信
号を抑制した。データ取り込み時間は3.4秒、緩和
待ち時間は2.27秒、観測幅は12 ppm、積算回数は
128回、温度は298 Kとした。その後、Delta NMR 
ソフトウェア （Jeol） を用いてフーリエ変換、位相補
正、ベースライン補正を行った。得られたスペクト
ルからnmr suit 9.0 （Chenomx） を用いて、いくつ
かの代謝物の同定を行った後、バッファーによる
90％希釈を考慮し、濃度を求めた。

結果と考察
バイオガスプラントでの採水直後に試料の前処

理を行って速やかにNMR測定を行った場合（A）と、
その前処理時にNMR管封入前の試料の一部を冷
凍保存し１週間後に解凍しNMR測定を行った場合

（B）と、採水直後に試料を冷凍し１週間後に解凍し
速やかに前処理とNMR測定を行った場合（C）の
NMRスペクトルを比較した。それぞれのNMRスペ
クトルは互いに類似していた。このことから、高頻
度に採水する場合も（C）のように逐次採水直後に
試料を冷凍保存し、NMR測定を行う日にまとめて
解凍と前処理を行っても問題ないと考えられた。本
報告では（C）の場合のNMRスペクトルについて解
析した。

図１に消化前・消化後試料の1H-NMRスペクト
ルを示す。これにより、ウシ糞尿をバイオガスプラ
ント内で嫌気処理することにより、糞尿にもともと
含まれていた芳香族・脂肪族の代謝物が減少する
ことが確認された。Chenomxにより、データベース
にある代謝物ごとのスペクトル成分が試料のスペク

トルに重なるようにフィッティングし、その寄与度か
ら濃度を定量した。検出された代表的な代謝物の
濃度を表１に示す。嫌気処理により有機酸や芳香
族の一部の濃度は１~２オーダー程度減少すること
が分かった。

今後の展望
本研究を通して検討した試料の前処理・保存条

件を利用して、バイオガスプラントへの糞尿の投入
が行われる冬期を中心に高頻度な採水を行うこと
ができるようになった。しかし、バイオガスプラント
からのガスの取り出しは間欠運転となっているた
め、プラント内代謝物の増減とガス生成の増減を対
比することが難しいことが分かった。そこで、実際
のバイオガスプラント内汚泥を種汚泥としたバッチ
実験を検討する。一方で、NMRスペクトルから定
量できた代謝物成分の多くは高速液体クロマトグラ
フ法でも分析できる成分が多く、手法としての新規
性をまだ活かすことができていない。NMRスペク
トルでは、各成分を同定することなく多変量解析に
供する先行例がある［2］。今後、バッチ試験でのガ
ス生成量とNMRスペクトルを多変量解析し、ガス
生成量と相関する成分を見出す。
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代謝物 反応前（mM） 反応後（mM）
酢酸 77.7 1.17

安息香酸 8.93 0.081
酪酸 6.90 0.037
ギ酸 0.151 0.019

フェニル酢酸 1.45 0.029
プロピオン酸 15.1 0.173

表１.　 Chenomxにより同定・定量された代表的な
代謝物の濃度

図１.　 消化前・消化後試料の1H-NMRスペクトル
の比較
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