
発表概要

16S rRNA遺伝子アンプリコン解析の流れ

流入下水量増加に伴うNH4/NO3 の蓄積と微生物群集構造に及ぼす影響

汚泥マイクロバイオーム解析による
廃水処理技術高度化への研究展開

アンプリコン
シークエンシング
 (250 bp x2)  
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図 1. 通常運転時の処理フロー 図 2. 4 系最終沈殿池停止中の処理フロー

1‒3 系反応タンクへの流入下水量が増加1‒4 系反応タンクへの流入下水量はほぼ均等

データ処理の概要
　・ペアエンドリードのアセンブル1)

　・低品質リードの除去1),2)

　・相同性 97%カットオフに基づく作業単位
　　operational taxonomic unit (OTU) の抽出2)

　・キメラ配列の除去2)

　・ PyNAST アライメント2)

　・BLASTによる taxonomy assignment2), 3)
　・UniFrac に基づく多変量解析2)

 mothur v1.36.1; Schloss et al., Appl Environ Microbiol. 2009 75(23):7537-41QIIME 1.9.1; Caporaso et al., Nat Methods. 2010 7(5):335-6. 
BLAST 2.2.22; Altschul et al., J Mol Biol. 1990 Oct 5;215(3):403-10.

DNA 抽出
(ビーズ破砕/フェノール抽出)
16S rRNA 遺伝子 PCR
(Univ515F/Univ806R)

表 1. 16S rRNA遺伝子アンプリコンシークエンシングの結果概要

■ 各汚泥から 7万 -10 万リードのデータを取得した
■ 3500-4400 種の微生物から構成されていることが示唆された

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

0

0.1

0.2

0.3

0

0.1

0.2

0.3

28 35 42 57 70 77 
Days in operation

R
el

at
iv

e 
ab

un
da

nc
e 

(%
)

(A) Nitrosomonas AB23287

(B) Nitrosomonas AB38882

(C) Thiothrix AB4262

Alphaproteobacteria

Betaproteobacteria

Gammaproteobacteria
Deltaproteobacteria
Other Proteobacteria 

Bacteroidetes

Verrucomicrobia
Spirochaetes
Actinobacteria
Others

活性汚泥採取日(6点)
AB1

■ 工事に伴い使用可能な最終沈殿池数が減るため、約１週間、1系・2系
　 反応タンクへの流入下水量負荷を上昇した
■ 流入下水量の負荷を元に戻した後、反応タンク内に硝酸・アンモニア等
    が蓄積する傾向にあった
■ Betaproteobacteria, Deltaproteobacteria, Bacteroidetes に属する
　 微生物が優占して存在していることが示された。
■ 流入下水量不可が上昇した後、最終沈殿池が 6-7 池しか稼働していな
　かった期間 (28-57 日目 ) は１系・２系で微生物群集構造が大きく異なっ
　ていたが、8池に戻った後 (70 日目以降 )は比較的類似した
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■ アンモニア酸化能を有するNitrosomonas 属細菌に近
　縁のOTUの存在量は、8池になった後に急激に回復す
　る傾向にあったことから、処理効率の回復と密接にリン
　クしていることが示唆された
■ 工事期間が長引き、処理水量の負荷を通常よりも高く
　し続けた場合、Thiothrix 属細菌の存在量が増加しバル
　キングを引き起こす可能性が示唆された
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図 4. (A) Nitrosomonas 属細菌 AB23287, (B) Nitrosomonas 属
細菌 AB38882, (C) Thiothrix 属細菌 AB4262 の存在量の変化
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国内都市下水処理施設の活性汚泥を対象とした微生物群集構造解析の結果、流入下水負荷量
の上昇がアンモニア酸化細菌の存在量の低下を引き起こし、処理水質の悪化に関連している
ことが示唆された。また、流入下水負荷量の上昇は糸状性バルキング原因微生物の増加にも
関与しており、反応タンクへの流入下水負荷を高く維持する期間が長引くとバルキングを引
き起こす可能性が示唆された。運転条件変更期間中の活性汚泥微生物群集構造を詳細に解析
した今回の結果は、反応タンクへの流入下水負荷量を上昇しても良い期間を正確に把握する
ための情報源となり得ると考えられる。

まとめ

　廃水処理プロセスの内部では多種多様な微生物が廃水中に含まれる有機物・無機
物の分解・除去を担っているが、それら微生物群の生理・生化学的機能の全貌は明
らかになっていない。我々の研究グループでは、廃水処理に関連する微生物群のゲ
ノム情報を詳細に調べることで、処理効率の安定化、各種化学物質の浄化処理へ向
けた機能性の向上に資する新規微生物機能を発掘することを目指しており、そのい
くつかの研究事例について報告する。
　都市下水処理の現場においては、施設の定期点検や突発的な補修工事に伴い、各
種運転条件を一時的に変更する必要性がある。このような変則的な運転条件下にお
いては、何らかの原因により処理水質の低下が引き起こされる可能性が内在してい
る。ひとつの事例として、国内都市下水処理施設における一部の最終沈殿池の運転
停止に伴い、前段の反応タンクへの流入下水量を一時的に上昇し、その後、通常負
荷に戻すという変則的な運転が実施された。その間、処理水質は概ね良好な状態を
保ったが、通常負荷に戻した後にアンモニア濃度の一時的な上昇が観測された。こ
のような実規模都市下水処理施設における反応タンクへの流入下水負荷量の上昇
が、活性汚泥を構成する微生物群の組成や存在量に及ぼす影響を調べた事例はほと
んど報告されていない。そこで本研究では、当該期間中の活性汚泥試料を採取して
16S rRNA 遺伝子アンプリコン解析を実施し、流入下水負荷量の上昇が微生物群集
構造に及ぼす影響を解析した。

アンプリコンン

図 3. モニタリング期間における (A) 流入下水量 ,pH, 温度 , (B) 全有機炭素量 ,
アンモニア , 硝酸 , 亜硝酸 , (C) 微生物群集構造の変化
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■ 全微生物群集構造データセットの上位 200 位（約 80%を占める）までの主要微生物を対象とし、各サンプル中での存在量に基づくス
　ピアマンの順位相関係数を算出。統計学的に有意 (rs>0.6; p<0.001) な正の相関と負の相関を、それぞれ橙色と青色の線で結んだもの
　である。全部で 2509 個（正の相関が 1252 個、負の相関が 1257 個）の相関が見出された。
■円の外周には、各微生物の全微生物群集構造データセットにおける相対存在量（%）を棒グラフで示す。
■アンモニア酸化を担うNitrosomonas 属細菌 AB23287、AB38882 は、それぞれ 63個、56 個の相関関係を有し、様々な微生物と相関
　しているが、存在量が上位の Zoogloea や Comamonadaceae との相関関係はなく、アンモニア酸化菌の生育は、マイナーな微生物種
　によってサポートされていることが示唆された。
■ Nitrosomonas 属細菌 AB23287 と正の相関関係にある微生物のうち、Myxococcales 目に属する粘性細菌がMyxochelin や
　Nannochelin といった siderophores を生産する能力があることが報告されており、これらの粘性細菌、およびその代謝産物がアンモ
　ニア酸化菌の存在量に影響していることが示唆された。
■ 糸状性バルキング関連菌として知られる Thiothrix 属細菌 AB4262 も、42 個という比較的多数の相関関係を有していた。
■既報において、0.19%以上の Thiothrix 属細菌が検出されると SSが顕著に上昇し、バルキングを引き起こしたという報告があり、今
　回の解析期間では最大 0.32%まで存在量が上昇した。
■また、アンモニアイオン濃度が Thiothrix 属細菌の生育に関与していることも示唆されている。
■Thiothrix 属細菌 AB4262 は、AOBおよびMyxococcales 目の 4つのOTUと正の相関関係にあった。
■流入下水負荷量の上昇はAOBや粘性細菌だけでなくバルキング原因菌にも影響していることが示唆された。
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汚泥を構成する未知微生物群

投入汚泥・消化汚泥


