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  概要 

 本報告書集は、令和元年度に国立研究開発法人土木研究所において実施された下水道に

関係する調査研究の成果を集約して資料としてとりまとめたものである。 
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官民民連連携携にによるる下下水水道道資資源源・・エネネルルギギーをを活活かかしたた植植物物栽栽培技技術術のの研研究究  

 
研究予算：受託研究費（下水道事業調査費） 
研究期間：平 30～令元 
担当チ－ム：材料資源研究グル－プ 
研究担当者：重村浩之、山﨑廉予 

 
１.はじめに 

下水処理場が有する豊富な栄養塩を利用した微細藻類

培養・燃料化技術の開発が近年盛んに行われている 1)。本

研究は、下水処理水を用いて土着藻類を培養し、エネル

ギーを生産することを目的としている。2015年から昨年

度まで行っていた国土交通省の下水道技術研究開発（以

下、GAIA）プロジェクトでは、「下水道資源・エネルギ

ーを最大限に活用した希少水草栽培および微細藻類培

養・エネルギー生産」と題して、屋外での藻類培養にお

ける膜分離CO2の有用性の検証、藻類培養が困難になる

冬季における、下水熱利用による藻類培養の検証、冬季

の培養量向上および使用敷地面積の削減を目的として、

密閉した縦型藻類培養装置における藻類培養の検証を行

ってきた 2)。GAIAプロジェクト後は、下水道資源利用の

効率化、事業性の検討、装置のスケールアップを目的と

して、2018年より、「官民連携による下水道資源・エネ

ルギーを活かした植物栽培技術の研究」と題して、国土

交通省の下水道応用研究のもと、2020年3月まで研究を

実施した 3)5)。 
 

２．屋外連続藻類培養装置のスケールアップの検証 

２．１．実験概要 

A下水処理場内に設置した藻類培養装置を用いて、藻

類培養検証を行った。GAIA（下水道技術研究開発）プロ

ジェクトにおいて、高さ0.5 m、横0.5m、幅0.2m、有

効容積50L（以下、50L培養槽）（図-1）による藻類培養

の有用性を示した 1)。また、昨年度は、本装置を並列に配

置することで、スケールアップを行った。2018年10月

から2019年1月までは、装置を3ユニット設置し、150L
で藻類培養を行った。2019年1月から2月までは、装置

を5ユニット設置し、4ユニットで藻類培養を行い、後

段の1ユニットは沈殿槽として用いた。本研究では、50L
培養槽に加えて、高さ1m、横0.5m、幅0.2m、有効容

積100L（以下、100L培養槽）を1ユニットとした装置

での検証を行った。藻類培養量を200Lとし、50L培養

槽は4ユニット、100L培養槽は2ユニット連結させて実

験を行った（図-1）。培養槽の後段には、有効容積90Lの

沈殿槽を設置し、重力濃縮により培養藻類を回収し、沈

殿槽の上澄み水は、排水した。実用化の際は、上記のよ

うに小スケールの培養槽を複数ユニット連結させること

で、設置場所の敷地面積を問わず、それぞれの箇所にあ

った培養量での藻類培養を可能にすることを想定してい

る。藻類培養に用いた基質（以下、流入水とする）は、A
下水処理場の塩素混和池通過後の処理水とし、培養槽に

連続的に供給した。HRTは、昨年度、HRT2日や3日で

の藻類培養において、栄養塩の枯渇がみられたため、本

年度は0.8～2日で適宜変更した。培養槽は、攪拌機によ

る攪拌を常に行い、槽内の藻類濃度が均一になるように

した。昨年度および今年度の夏季では、約460rpmで攪

拌を行い、秋季より攪拌強度を下げて、約230rpmでの

攪拌とした。藻類培養装置の想定設置場所は、処理場内

の建物の壁や外壁等での屋外設置を想定して、降雨等の

天候の影響を排除する目的で蓋をした密閉型としており、

太陽エネルギーは、一面（0.5m×0.5mまたは0.5m×1m）

から取り入れるものとしている。冬季の期間において、

GAIAプロジェクトでは、培養槽の集光を期待しない一

面（0.5m×0.5m）に、幅0.01mの加温槽を設置し、A下

水処理場の下水処理水の熱を熱交換器により採熱して加

温した水道水を流量3.2L／分で流すことで、培養槽の加

温を行った 4)。培養槽の水温は、65日目までは25℃、そ

の後は30℃に維持するように、熱交換水の流量を制御し

ながら流した。昨年度は、A下水処理場の下水処理水の

熱を熱交換器により採熱して約40℃に加温した水道水を、

保温を行う最後段の培養槽が25℃に維持されるように、

熱交換水の流量を制御しながら流した 2)。本年度は、12
月～1月の間、A下水処理場の下水処理水の熱を熱交換器

により採熱して約40℃に加温した水道水を、培養装置内

に設置したステンレス製のパイプ中に約800L／日で一

定流量で流し、培養槽の保温を行った。12月中は、配管

の接続等のトラブルのため、保温が安定せず、1月より安

定した保温を行なえた。50L培養槽では、各槽で約1m、

100L培養槽では、各槽で約1.4mの長さの配管とした。

A下水処理場の実験施設で回収した膜分離CO2は、藻類

の炭素源として適宜制御しながら添加し 
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培養槽の順で多かった。また、1槽あたりの培養槽の容積 
が大きいほど、消費熱量が下がることが示された。以上

より、冬季の下水処理水を用いた培養槽の保温では、本

研究の範囲では、ステンレス配管で25℃制御で行うのが

消費熱量が最も低いことが示唆された。冬季に利用可能

な温熱量は、256 GJ／日であるため、1,475.5 m3の培養

槽の保温が可能である概算とあった。HRTを2日とする

と、流量は、737.8 m3／日となり、A下水処理場の下水

処理水の流量（22,000 m3／日）の約3%を使用する試算

となった。また、培養槽の高さを1mとすると、1,475.5 m2

の面積が必要となり、厚さ0.25mの密閉槽にすると、約

6㎞の敷地幅が必要であり、A下水処理場では、約4 %の

敷地を使用する試算となった。厚さ0.5mの密閉槽にする

と、約3㎞の敷地幅が必要となり、高さと厚さをどの程

度で培養可能かが重要となる。以上より、下水処理場で

の導入が非現実的ではないことが示された。 

３．３．縦型藻類培養装置における培養藻類のエネルギ

ー化評価 

縦型藻類培養槽を用いて培養した培養藻類の藻類エネ

ルギー化にかかるエネルギー収支を比較した。①脂肪酸

メチルエチルエステル化、②固形燃料化、③嫌気性消化

への投入の 3 種類の手法における培養藻類利用について

検討した。それぞれにおける消費エネルギー、生産エネ

ルギーにかかわる項目は、表-4 のとおりである。なお、

本研究におけるエネルギー収支計算には、設備導入など

にかかる初期費用は考慮していない。藻類培養槽への流

入量は、昨年度の試算で使用した温水供給律速となる流

量である、737.8 m3／日とした 1)。HRTは1日、培養槽

高さは2m、藻類培養量は、300 mg/Lとした。嫌気性消

化におけるエネルギー転換率については、３．１．で示

した、50L培養槽におけるTS投入量3.1％時の0.68を

  

表-4 培養藻類の利用方法におけるエネルギー収支算出項目 4) 
項目 （エネルギー±） 計算式 

藻類培養 
藻類生産エネルギー ／ 培養藻類量×単位当たり高位発熱量（16.2kJ/g-dry） 
攪拌 - 単位水当たり攪拌エネルギー(144kJ/m3/d)×培養槽体積 
CO2吹き込み - 使用可能CO2量×CO2吹き込み単位エネルギー(79.9kJ/kg-CO2) 
回収（重力濃縮） 

濃縮後藻類容積  ／
藻類回収量【培養藻類量×回収率（0.76）】／藻類回収濃度【藻類SS濃度×
濃縮効率（58）】 

かき寄せ機 - 単位かき寄せ消費電力（144kJ/m3）×濃縮後藻類容積 
脱水（嫌気性消化は除く） 
脱水後藻類容積 ／ 藻類回収量／脱水後藻類濃度【藻類回収濃度×濃縮倍率（31.7）】 
回収（遠心濃縮） 

濃縮後藻類容積 ＋
藻類回収量【培養藻類量×回収率（0.99）】／藻類回収濃度【藻類SS濃度×
濃縮効率（46）】 

遠心機 ＋ 遠心機消費電力（360ｋJ/m3）×濃縮後藻類容積 
ディスクセパレーター ＋ 5,538KJ/m3×使用時間 
① 脂肪酸メチルエステル化 

乾燥 - 藻類回収量×｛ベルト乾燥熱（13.8kJ/g-dry）＋ベルト乾燥電力

（1.44kJ/g-dry）｝ 

エネルギー化 - 藻類回収量×｛脂質抽出消費エネルギー（1.2kJ/g-dry）＋脂質抽出電力

（0.25kJ/g-dry）＋オイル交換量（0.15kJ/g-dry）｝ 

生産エネルギー ＋
オイル生産量【藻類回収量×藻類オイル含有率（0.021g-oil/g-dry）】×オイル

中高位発熱量（42kJ/g-oil） 
② 固形燃料化 

消費電力 - 消費電力＋消費重油エネルギー【単位消費重油（34L/m3）×脱水後藻類容積

×重油中高位発熱量（45.2MJ/L）】 

エネルギー生産量 ＋
エネルギー回収量【藻類生産エネルギー×回収率（0.76）】×固形燃料化によ

るエネルギー収率（0.75） 
③ 嫌気性消化 
消費電力 - 濃縮後藻類容積×単位消費電力（19,080kJ/m3） 
エネルギー生産量 + エネルギー回収量×嫌気性消化におけるエネルギー転換率（0.68） 
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下下水水含含有有栄栄養養塩をを活活用ししたたエネネルルギギー生産技技術術のの開開発発に関関すするる研研究究  
研究予算：運営費交付金 
研究期間：平 28～令 3 
担当チーム：材料資源研究グループ 
研究担当者：重村浩之、山﨑廉予 
 

【要旨】 
下水道を核とした資源回収、エネルギー生産およびエネルギー利用技術の開発を目指し、下水を利用した藻類

培養の高効率化技術の開発、培養藻類の回収技術、汚泥分離液処理施設での流入水および処理水を利用した藻類

培養技術の開発について調査した。屋外に設置した 380 L レースウェイ培養槽において、最初沈殿池流出水およ

び余剰汚泥との混合液を用いて、微細藻類培養を行った結果、余剰汚泥を基質に添加すると、回収微細藻類量が

増加することが示された。藻類培養において、最初沈殿池流出水や余剰汚泥を用いることで、沈殿池における沈

降性が良好となり、排水中の SS および水質のレベルが低下することが示された。採取した微細藻類を用いたメ

タン発生ポテンシャル試験では、微細藻類に混合汚泥と同等以上の有機酸が含まれており、メタン発生量の増加

に寄与する可能性が示された。汚泥処理工程で発生する排水を用いた微細藻類培養において、屋外に設置した温

室内における自然光を用いた 30 L カラムにおいて、脱水ろ液を希釈せずに用いた藻類培養が可能であることが

示された。また、ディスクセパレーターによる回収により約 96%の藻類を回収することができた。高位発熱量は、

22.1 MJ/kg-DS であり、未消化の下水汚泥の乾燥物よりも高い熱量であることが示された。汚泥分離液処理施設

の流入水と処理水による微細藻類培養が可能か調査を行った結果、本研究の範囲では、処理水 40%と流入水 60%
で混合して培養することで、最適な藻類培養が行えることが示された。回分式の嫌気性消化を行った結果、メタ

ンガス発生量は、藻類を混合することで増加し、藻類が持つメタンガス発生ポテンシャルは、汚泥と同等である

ことが示唆された。消化後の汚泥の脱水試験では、ろ液の水質への藻類混合の影響はほぼないものと考えられた。      

キーワード：下水道資源、藻類培養、消化汚泥の脱水分離液、バイオマス、混合嫌気性消化、高位発熱量 
                                                                                                                              

                                                                                                         
1．はじめめにに  
 新下水道ビジョンでは、下水処理場での資源集約・

エネルギー供給拠点化・自立化が中期目標として示さ

れている 1)。下水汚泥中には食品残渣並びにその代謝

物として高濃度の栄養塩が存在しており、これらを回

収して資源利用する手法を検討する必要がある。また、

下水処理水中の低濃度の栄養塩についても、閉鎖性水

域など高濃度の栄養塩が問題となっている地域におい

ては、除去することで放流先の公共用水域の水質改善

につながることから、極力有効利用することが望まし

いと考えられる。これらに対し、下水汚泥と他のバイ

オマスとの混合処理や、下水に含まれる栄養塩類を用

いた有用藻類の培養、培養藻類からのエネルギー抽出

等の新たな技術開発を推進することで、対策が可能で

あると考えられる。 
これらの達成に向け、本研究では、「下水処理水を

利用した藻類培養の高効率化、培養藻類の回収、濃縮、

脱水技術の開発」、「下水処理水放流先に生育する水草

の、下水汚泥と混合処理技術の開発」、「汚泥処理工程

で発生する排水を利用した藻類培養技術の開発」、「培

養藻類・水草と下水汚泥の混合物について、石炭代替

固形燃料化への適用性調査およびメタン発酵（嫌気性

消化）の特性解明調査」を目的とする。 
 

2．目的  
 化石燃料の枯渇への懸念、化石燃料利用にともなう

地球温暖化を背景に、再生可能エネルギーの利用が推

進される現代において、藻類を用いたエネルギー生産

に大きな注目が集まっている。近年では、都市下水や

工場排水に豊富に含まれる窒素、リンといった栄養塩

を用いた藻類培養の試みが実施されてきている 2)、3)。

日本のように下水道システムが広く普及している国々

では、下水処理場内に流入してくる栄養塩や、焼却炉

や消化ガス由来 CO2、下水熱など下水処理場が有する

資源および下水処理場における土地や施設などのスト

ックを活用した藻類培養によるエネルギー生成が期待

される。   
既往研究において 4)、5)、6) ボトリオコッカスやクロレ
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ラなどのオイル含量の高い特定藻類や、ユーグレナな

どの高機能物質を生産する特定藻類などを対象に、下

水処理水等を用いた培養が実施されているが、これら

特定の藻類の培養は、実環境下での適用性、大規模化

に課題が残る。これに対し本研究では、特定藻類の接

種は行わず、下水処理水を直接培養液として用い、与

えられた環境条件で優占する土着藻類 (以下、「藻類」

と記述)の培養技術の確立および培養藻類のエネル

ギー利用手法の検討を行ってきた。その結果、下水の

最初沈殿池流出水（以下、「初沈流出水」という）や二

次処理水による藻類培養が可能であることなどを示し

てきた 7)、8)。 
平成 30 年度 9)、10)は、栄養塩や有機物量の多い初沈

流出水、および消化汚泥の脱水分離液を下水で希釈し

た溶液を基質とした藻類培養の検討を行った。また、

初沈流出水での藻類培養では、通年での藻類培養を目

指し、冬季において、下水処理水での加温が有効であ

るか検討を行った。その結果、初沈流出水を用いた上

部開放レースウェイ培養槽による屋外での連続藻類培

養において、下水処理水の熱を利用した簡易的な加温

でも、通年での藻類培養が可能であることが示された。

また、沈殿藻類の VS/TS(volatile solids/ total solids)、
高位発熱量は、下水汚泥と同程度であり、嫌気性消化

への投入が有効である可能性が示された。重力濃縮の

みでも、沈殿藻類の回収と処理水の SS(suspended 
solids)の低下が一定程度見込めることが示された。 
消化汚泥の脱水分離液を下水で希釈した溶液を基

質として、水理学的滞留時間を 16.8 日に設定した 2
系列（撹拌機による撹拌を行う系列、および曝気によ

る撹拌を行う系列）のカラム型藻類培養水槽を用いて、

3 月～10 月の間、太陽光の下で、回分式継代藻類培養

を実施した結果、実験期間中の各系列の溶解性窒素の

平均除去率は 77%、96%、溶解性リンの平均除去率は

94%、98%、藻類培養液 1L あたりの平均余剰藻類生

産速度は、それぞれ、14.4 mgSS/L・d、22.0 mgSS/L・
d であった。消化汚泥の脱水分離液を用いて培養した

藻類と下水汚泥の混合回分式嫌気性消化実験により、

培養藻類のメタン発生ポテンシャル評価を行った結果、

投入した培養藻類 VS あたりのメタンガス発生量は、

撹拌機による撹拌を行う系列、および曝気による撹拌

を行う系列の場合、それぞれ、882 NmL/g-VS、362 
NmL/g-VS であり、藻類培養の撹拌方法により大きく

異なることがわかった。高位発熱量は、藻類培養が可

能な 3 月～11 月の期間を通じて、18.0～22.4 
MJ/kg-DS の範囲であり、下水汚泥の乾燥物と同程度

となることがわかった。 
令和元年度では、下水道資源による藻類培養の高効

率化を目的とし、初沈流出水に下水汚泥を混合した系、

消化汚泥の脱水分離液を希釈せずに用いた系および汚

泥分離液処理施設の流入水と処理水を混合した系にお

いて、藻類培養を行った。 
 

3．下下水水汚汚泥泥をを利利用用した藻藻類培養養のの効効率率化化のの検検討  
3．1 実実験験方方法法  
藻類培養には、380 L 上部開放レースウェイ型培養

槽(図-1)2 系列を用いた。培養基質には、A 処理場の流

入水をA処理場内の実験施設に設置した沈殿池を通過

した後の初沈流出水、および A 処理場の標準活性汚泥

法の余剰汚泥を用いた。培養期間は、2018 年の春から

冬までの 8 カ月間とした。最初の 60 日間は両系列と

も初沈流出水を基質とし、藻類培養を行った。その後、

系列 1（RWT1）において、余剰汚泥を一定量、初沈

流出水に混合したものを基質とした（IN1）。系列 2
（RWT2）では、初沈流出水のみを基質とし（IN2）、
藻類培養を行った。余剰汚泥の MLSS は、約 8,000 
mg/L であった。前半 6 カ月間は、HRT を 2 日で培養

し、その後気温が低下したため、HRT を 4 日で培養

した。冬季の期間は、下水処理水を培養槽内に流し、

培養槽の保温を行った 9)。光合成のために供給する

CO2 は、純炭酸ガスボンベを使用し、pH コントロー

ラーで pH8 に制御しながら添加した 7)。培養槽の後段

には、32L の沈殿槽を設置し、重力濃縮により沈殿藻

類の回収を行った。沈殿槽からの排水を処理水（EW1、
EW2）と定義した。 
藻類培養槽への流入水（IN1、IN2）、培養液（RWT1、

RWT2）、処理水の SS、流入水、培養液のクロロフィ

ル a、水質分析(CODcr、TN、NH4-N、TP)を、週 1
回程度行った。SS は Standard method11)、クロロフ

ィルaは、河川水質試験方法 (案)12)に従い、測定を行っ

た。クロロフィル a 測定でのろ過は、孔径 1.2 μm の

GF/C(Whatman, USA)で、その他の水質項目について

の溶存態濃度測定の際のろ過は、原則孔径 1.0 μm の

GF/B (Whatman, USA)で行った。水質分析は、

HACH(東亜ディーケーケー株式会社)により行った。

また、週 1回、沈殿槽から沈殿藻類の引き抜きを行い、

TS(固形物濃度)、VS(有機物濃度)を測定した。 
実験期間中に 6 回の培養藻類の沈降試験を行った。

培養した微細藻類を 500 mL メスシリンダーに入れ、

0.5、1、2、24 時間後に上澄みの SS 濃度を測定した。

微細藻類は凝集フロックがほとんどかあるいは全くみ
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培養を行った結果、SS の増加量は脱水分離液の

みの系で高く、クロロフィルa濃度は、同程度に

増加したことから、脱水ろ液を希釈せずに用いた

藻類培養が可能であることが示された。 
6. ディスクセパレーターによる回収実験を行った

ところ、約 96%の藻類を回収することができた。

また、消化槽への投入が可能な濃度まで濃縮する

ことができることが確認された。脱水分離液 4%
で培養した藻類について、高位発熱量を測定した

結果、22.1 MJ/kg-DSであり、未消化の下水汚泥

の乾燥物(16-20 MJ/kg-DS) よりも高い熱量であ

ることが示された。 
7. 汚泥分離液処理施設の流入水と処理水による微

細藻類培養が可能か調査を行った結果、流入水や

処理水のみでの藻類培養は難しいが、流入水と処

理水を混合して培養液とすることで、藻類培養が

可能であることが示された。本研究の範囲では、

処理水 40%と流入水 60%での混合が、SS 濃度、

クロロフィルaの増加量、アンモニア性窒素や溶

解性リンの除去率の観点から、最適混合割合であ

ることが示された。 
8. 汚泥分離液処理施設の処理水 60%と流入水 40%

で混合した培養液を用いて、エアーと攪拌機によ

る攪拌で藻類培養を行い、培養後の培養藻類を、

同施設の濃縮汚泥と混合し、回分式の嫌気性消化

を行った。メタンガス発生量は、藻類を混合する

ことで増加することが示された。VS あたりのメ

タンガス発生量、VS 分解率は、汚泥のみと汚泥

＋藻類でほぼ同程度であり、藻類が持つメタンガ

ス発生ポテンシャルは、汚泥と同等であることが

示唆された。 
9. 汚泥分離液処理施設の処理水 60%と流入水 40%

で混合して培養した藻類を用いた嫌気性消化に

おいて、消化後の汚泥の脱水試験を行った結果、

脱水ろ液の水質は、汚泥のみ、汚泥＋藻類でほぼ

同程度であり、藻類を混合して嫌気性消化を行っ

た場合のろ液への影響は、今回の実験結果からは、

ほぼないものと考えられた。 
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河河川川事業業等等にに由来来すするるババイイオオママススのの下下水水処処理場場内内利利用用にに関すするる研研究究  

研究予算：運営費交付金 
研究期間：平 28～令 2 
担当チーム：材料資源研究グループ（資源循環担当） 
研究担当者：重村浩之、宮本豊尚、山﨑廉予 
 

【要旨】 
下水道施設を活用したバイオマスの資源・エネルギー有効利用方法の開発を目指し、河川・道路等の管理で生

じる草木バイオマスを下水処理場内で利用する方法に関して調査・研究を行った。剪定枝等の草木系バイオマス

を下水汚泥焼却炉で補助燃料として活用する技術について、実際の処理場を対象に、混焼可能な草木系バイオマ

ス量を算出し、それらを下水汚泥と混焼することによる焼却灰への影響や経済性について試算した。パイロット

スケールの圧入式スクリュープレス脱水機を用いて、イネ科の刈草、クロマツの剪定枝、竹粉と、消化汚泥の混

合脱水試験を行い、下水処理場外で焼却処分した場合における、汚泥処分費の試算を行った。その結果、最適薬

注率では、バイオマス混合脱水において、脱水ケーキの含水率が 1.5～14 ポイント低減することが示され、脱水

後の湿ケーキ量は、バイオマス添加により減少することが示された。また、汚泥処分費は、汚泥への薬注率を1.76%
とし、松および草を 10％程度混合した場合、脱水ケーキの処分費がバイオマスを混合しない場合と比較して 2～
6％減少することが示された。 
キーワード：バイオマス、剪定枝、刈草、下水汚泥焼却補助燃料、汚泥脱水助剤 
 

 
1．  はじめめにに      
下水道整備の進展にともない、平成 30 年度末時点

で下水道人口普及率は約 79.3%、管路延長は約 48 万 
km、処理場数は約 2,200 箇所など下水道ストックは

増大してきた 1)。循環型社会形成推進基本計画（平成 
25 年 5 月、閣議決定）2)では、「循環資源・バイオ

マス資源のエネルギー源への利用」のために、下水処

理場を地域のバイオマス活用の拠点としてエネルギー

回収等を行う取り組みを推進する方向性が示されてい

る。また、国土交通省河川砂防技術基準維持管理編（河

川編）3)では、伐木や刈草について、リサイクル及び

コスト縮減の観点から有効利用に努めることとされる

など、河川事業等で発生するバイオマスも有効利用が

求められている。 
下水処理場は、全国に点在し、かつ、エネルギー消

費施設であり、また、河川事業等に由来するバイオマ

ス（剪定枝や刈草）の発生源に近接している場合もあ

り、効率的なバイオマス利用が期待できる。このよう

な背景を踏まえて、本研究では、河川事業等に由来す

るバイオマスの下水処理場内利用を促進することを目

的とする。 
 
2．  剪定定枝枝をを木木質ババイイオオママススとしてて下下水水汚汚泥泥焼却炉で

活活用すするる技術のの検検討  

過年度 4)示したように、河川、道路、公園、ダムな

どの管理のため日頃より剪定枝が発生しており、収集

体制が確立していることから、剪定枝は比較的利用し

やすいバイオマスであると考えられる。これらで発生

した剪定枝等の草木系バイオマスを、下水汚泥焼却炉

における補助燃料として利用できれば、地球温暖化対

策として貢献可能と考えられる。しかし、剪定枝は含

水率が 45%-59%(湿量基準)5)程度であり、補助燃料と

して活用する際は、チップを乾燥して利用するのが望

ましいと考えられる。一方、実処理場において導入を

考える場合、既存の施設を評価し、最大限活用するこ

とが重要である。 
そこで令和元年度は、下水汚泥焼却炉における剪定

枝等の補助燃料利用システムについて、実施設への導

入手法や課題抽出を行うため、A 市の B 処理場をモデ

ルに検討を行った。 
A 市では、2 つの下水処理場の汚泥を集約し、B 処

理場で汚泥の集約処理を行っている。汚泥処理プロセ

スは初沈汚泥を重力濃縮、余剰汚泥を機械濃縮し、中

温消化後に脱水を行い、全量を焼却処理している。ま

た、助燃材としては消化ガスを使用している。 
供用中の焼却炉は 2 号炉（50t-wet/日）、3 号炉

（100t-wet /日）、4 号炉（70t-wet /日）の 3 基であ

る。現状発生する脱水汚泥は約 120t-wet /日であるた
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焼却炉で補助燃料として活用する技術について、実際

の処理場を対象に、混焼可能な草木系バイオマス量を

算出し、それらを下水汚泥と混焼することによる焼却

灰への影響や経済性について試算した。得られた結論

は、以下の通りである。 
A) A 市では公共由来のバイオマスが年間約 6,400t、

家庭由来のバイオマスが年間約 4,500t 回収され

ていた。両者の発生量の傾向が異なるため、組み

合わせることで安定したバイオマスの確保が可

能となる。 
B) B 処理場の 100t/日炉についてバイオマスの混焼

可能性について検討を行った。し渣の混焼ライン

からのバイオマス供給を考えたとき、混焼能力の

限界値は、焼却炉熱負荷量とバグフィルタの容量、

混焼ラインの供給能力から、6wet-t/日が上限値と

なった。 
C) B 処理場と検討に使用した草木系バイオマを混

焼した場合、焼却灰中のリンに対する総塩基比は

1.5 以上となり焼結による閉塞等の問題は発生し

ないと考えられる。 
D) 6.0wet-t/日の混焼を行う場合、消化ガスの消費量

を約 1,500Nm3/ 日削減し、余剰ガスで約

2,800kWh の発電が可能となった。電気料金の削

減額は年間約 14 百万円となったが、バイオマス

の購入費・輸送費・灰処分費についても考慮する

必要がある。 
 
33．  草木木系系ババイイオオママススをを汚汚泥泥脱脱水水助剤剤としてて適用すす

るる技術 
1．で示した課題について、河川等で発生する刈草

等の草木系バイオマスを下水道事業で受け入れ、汚泥

の脱水助剤として活用する技術を開発する。これによ

り、河川事業においては、刈草の処分にかかる費用の

削減、下水道事業においては、凝集剤添加や汚泥処理

費用の削減が可能となり、草木系バイオマスのリサイ

クルシステムの確立が可能となる。 
平成 28 年度の研究において、裁断したイネ科の刈

草を様々な性状の汚泥と混合し、汚泥の脱水性が向上

するか否か、実験室レベルで遠心脱水試験を行った。

その結果、刈草の混合により、脱水時の汚泥の含水率

の低減化が見込まれることが明らかとなった 13)。また、

平成 29 年度には、本研究提案技術を導入した際の河

川事業における刈草処分費、下水処理場における汚泥

処分費の試算を行い、経済的な有意性の有無を検証し

た結果、河川事業における刈草処分費は、焼却処理す

るよりも破砕処理後に下水処理場へ受け渡す方が削減

できる可能性が示された。下水道事業における汚泥処

分費は、下水処理場外での焼却処分を想定した場合、

凝集剤1.0%、刈草10%を混合して脱水を行うことで、

汚泥処分費が削減できる可能性が示された 14)。 
平成 30 年度の研究においては、従来検討していた

イネ科以外の種類でも下水汚泥の脱水助剤としての有

用性の可能性があること、植物系バイオマスの破砕後

のサイズが大きく、植物の TS が小さいほど、脱水助

剤としての効果が見えやすい傾向を示すこと、汚泥の

TS が大きいほど脱水助剤の効果が見えやすい傾向を

示すことが明らかとなった 15)。また、松、竹では、模

擬ベルトプレス脱水試験を行った。その結果、脱水後

の汚泥量は、バイオマスを混同しない場合と同等レベ

ルまたはそれ以下となり、汚泥を処理場外に搬出する

場合のコスト削減が見込まれることが示された。また、

バイオマス混合による脱水の際の汚泥の剥離、ろ液の

水質への影響はほぼないものと考えられた 15)。 
これまで、実験室レベルの遠心脱水およびベルトプ

レス脱水において、草木系バイオマスの混合により、

脱水汚泥の含水率の低減化および汚泥処分費の削減が

見込める可能性を示した。本研究では、実規模レベル

での脱水機において、本提案技術が有用であることを

示すため、パイロットスケールの圧入式スクリュープ

レス脱水機を用いて、イネ科の刈草、クロマツの剪定

枝、竹粉と消化汚泥の混合脱水試験を行った。また、

本技術導入による経済的な有意性を明らかにすること

を目的とし、下水処理場外で焼却処分した場合におけ

る、汚泥処分費の試算を行った。 
3．11  パパイイロッットトススケケールル脱脱水水機機によるる草木木系系ババイイオオ

ママスス混合合脱水水試試験験    
3．1．1  試試験験材材料料  
脱水試験に用いた草木系バイオマスは、イネ科の刈

草の破砕物（以下、「草」）、クロマツの松剪定枝の

破砕物（以下、「松」）、竹の粉砕物（以下、「竹」）

の 3 種類である。イネ科の刈草は、土木研究所の敷地

内に自生しているものを、草刈り機で裁断し、翌日、

樹木破砕機（GS131GH、10 ㎜スクリーン、大橋製）

により、10 ㎜程度に破砕した。破砕後のTS は 51.1%
であった。クロマツの剪定枝は、土木研究所内に生育

しているものを、高枝ハサミで剪定し、翌日、刈草と

同様に 10 ㎜程度に破砕した。破砕後の TS は 49.7%
であった。竹は、破砕機(GS150、大橋製)で 5mm
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以上の結果より、草木系バイオマスと汚泥の混合脱

水は、脱水ケーキの含水率の低減、湿ケーキ量の減少、

排水中の水質浄化において、利点がある可能性が示さ

れた。今後、汚泥の種類、薬注率、バイオマスの添加

率について、実機を用いて詳細に検討し、効果の有無

を見極める必要がある。また、さらなる長期運転を行

うことで、バイオマスの詰まりや機械、維持管理面へ

の影響評価を行うことが必要である。 
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公公共共用用水水域域ににおおけけるる消消毒耐性病病原原微微生生物物のの管管理技技術術にに関関すするる研研究究  

研究予算 ：運営費交付金 
研究期間 ：平28～令3 
担当チ－ム：材料資源研究グル－プ（資源循環担当） 
研究担当者：重村浩之、諏訪守、李善太 

 
【【要旨】】  

 本研究は、①消毒耐性を有する病原微生物に対応した代替指標の提案、②公共用水域へ及ぼす越流水の影響評価と対

策技術の提案、③高度処理法などによる病原微生物の不活化･除去の向上評価、④リスク要因に応じた管理技術の提案、

の各項目を達成目標に掲げ実施するものである。令和元年度は、上記①に関わる調査･研究として、ヒト腸管系ウイル

スの代替指標として注目されている大腸菌ファージのF 特異RNA ファージ（FRNAPH）遺伝子群（GI～GIV）を対象

に、塩素と紫外線消毒による不活化効果を評価することで、消毒によるウイルスの不活化効果において安全側の評価と

なる遺伝子群を選定した。また、ふん便汚染の基本的な指標である大腸菌群から大腸菌指標への移行が検討されている

ことにあたり、従来指標との関連性を評価するため、大腸菌群に占める大腸菌の割合を調査した。次いで、下水試料に

適した大腸菌の定量法の提案を目的に、放流水を想定して大腸菌を低濃度とした試料を対象に複数の特定酵素基質培地

による検出定量に関し比較評価を行った。上記②、③に関わる調査･研究では、実態調査に基づく合流式下水道越流水

の影響評価としてノロウイルス（Norovirus: NoV）を指標とした汚染の実態を把握した。次いで、高度処理法などによ

る病原微生物の除去率向上評価の一環として、膜分離活性汚泥法（Membrane Bioreactor: MBR）によるNoV の除去効果

について、実験プラント（P.P.）と実下水処理場で稼働している実プラントを対象に評価を行った。 
その結果、塩素消毒によるFRNAPH の不活化効果は、高濃度に培養･添加した結果では遺伝子群の間に差はなかった

が、元々下水処理水中に存在していたFRNAPHではGIと比べてGII～GIVの方が低かったことから、これらを指標と

して用いることで安全側の評価となることが確認された。また、紫外線消毒による不活化効果は、高濃度培養のFRNAPH
添加有無による結果に顕著な差は無く、GIVが最も高く、GIII、GII、GIの順であり、GIが最も耐性が強かったことか

ら、GI を指標として用いることで安全側の評価となることが示された。大腸菌群に占める大腸菌の割合は、水温によ

る影響を受け変動するものと考えられた。大腸菌濃度を20 CFU/mLに程度した試料の定量評価では、一部の培地･手法

において検出濃度が他と比較して乖離した状況となったが、30～80 CFU/mL程度であれば、各培地･手法の変動係数の

多くは10％以内で推移し、定量値に関しても大差がない結果となった。合流式下水道越流水の影響評価では、1降雨あ

たりの総降雨量が合流式下水道改善事業の降雨条件を超える降雨時では、越流水による放流先水域への NoV 汚染が生

じる可能性があった。越流水影響下によるNoVの汚染状況を簡易に把握するため、水質指標として濁度とSSとの関連

性を評価した結果、濁度、SS 指標の活用によりNoV 汚染の影響を評価できる可能性が示唆された。MBR によるNoV
の最大除去率は4.5～5.2log、平均は概ね4log程度であり、標準活性汚泥法（標準法）と比較して2 オーダー程度向上し

ていた。 
キ－ワ－ド：塩素､紫外線､F 特異RNA ファージ､大腸菌､合流式下水道越流水､ノロウイルス､膜分離活性汚泥法 

 
１. はじめに 

グローバル化にともなう多様な感染症を含め水系感染

症拡大防止に貢献できる下水道システムの構築は、社会

的優先度の極めて高い課題として、評価、対策技術を早

急に確立する必要がある。従来、大腸菌、一部のウイル

スを指標として衛生学的評価を行ってきたが、多種多様

な病原微生物の出現により、検出･対策技術の評価が困難

となることが予想される。分子生物学的手法の発展によ

り、社会活動に重大な影響を及ぼす病原微生物の知見が

集積されつつあり、新興感染症の病原微生物として一部

のウイルスや、再興感染症として多剤耐性菌などが大き

な社会問題 1)､2)となっているが、対策手法構築のために必

要な除去･消毒感受性の体系化された研究･調査は進んで

いない。公共用水域の水質管理のためには、その水質に

大きな影響を及ぼす下水処理場にて、多様化する重大な

感染症要因である消毒耐性病原微生物への効率的な対応

を図る必要があり、包括的な観点に基づく評価手法を構

築した上で、対策手法を提案することが必要である。 
本研究では、上記を踏まえ、様々なリスク要因に対応

した包括的な観点に基づく評価手法の構築と､放流先水

利用や異常時･災害時に対応した水処理･消毒技術の開発

を目的とするものである。令和元年度は、ヒト腸管系ウ
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イルスの指標として最も注目されているF特異RNAファ

ージ遺伝子群の塩素と紫外線消毒による不活化効果を評

価し、下水処理場での消毒処理によるウイルスの不活化

効果における指標として、安全側の評価となる遺伝子群

を選定した。また、大腸菌群から大腸菌指標への移行が

検討されていることにあたり、従来指標との関連性を評

価するため、大腸菌群に占める大腸菌の割合の調査とと

もに、放流水を想定して大腸菌を低濃度とした試料を対

象に複数の特定酵素基質培地による検出定量に関し比較

評価を行った。さらに、実態調査に基づく合流式下水道

越流水の影響評価として NoV を指標とした汚染実態を

把握した。次いで、高度処理法などによる病原微生物の

除去率向上評価の一環として、MBR による NoV の除去

効果について、P.P.と実下水処理場で稼働している実プラ

ントを対象に評価を行った。 
 
２．研究目的および方法 

２．１ F特異RNA ファージ遺伝子群の塩素と紫外線消

毒による不活化効果の評価 
日本国内における下水処理場の多くは、下水処理水の

放流前に塩素を用いた消毒を行っているが、近年では紫

外線消毒を採用する処理場数も増加傾向にある 3）。下水

処理水の消毒では、放流水の基準項目の一つが大腸菌群

であるため、大腸菌群と比べ塩素や紫外線消毒に対して

耐性が強いウイルスにおいては消毒効果が十分に得られ

ていない可能性がある。しかし、ノロウイルス等のヒト

腸管系ウイルスは培養細胞による評価が確立されていな

いため 4）、下水処理場での消毒処理によりウイルスが適

切に不活化されているか確認できていない状況である。 
一方、大腸菌に感染するウイルスである大腸菌ファー

ジの中で、F 特異 RNA ファージ（F-specific RNA 
bacteriophage; FRNAPH）は、大きさ（直径約20～40 nm）

や構造（正二十面体）がノロウイルス等のヒト腸管系ウ

イルスと類似しているため、指標ウイルスとして最も注

目されており、多くの研究に用いられている 5）～9）。人へ

の危険性が無く培養が容易であることから、培養法によ

る感染力の評価が可能であるため、塩素や紫外線を用い

た消毒実験にも多く用いられている 7）､ 10）～14）。ヒトノロ

ウイルスに近縁で細胞培養可能なマウスノロウイルスや

ネコ、イヌカリシウイルスと比べてFRNAPHのMS2が、

塩素および紫外線消毒に対する耐性がより強いことが多

くの研究により確認されている 12）～14）。また、米国のカ

ルフォルニア州では、下水処理水を高度処理した再生水

を農業用水に用いる場合、ウイルスの消毒処理等による

除去・不活化の基準として、培養や検出が容易なFRNAPH
のMS2を用いて評価することとなっている 15)。このこと

から、今後、下水処理場の放流先での水利用における衛

生学的安全性を考えた場合、下水処理場でのウイルスに

対する消毒効果を評価する上で、他の近縁なウイルスと

比べて強い消毒耐性を有する MS2 を含む FRNAPH を用

いる可能性が高いと考えられる。 
FRNAPHはGIからGIVの4つの遺伝子群に分けられ、

それぞれの遺伝子群により環境水中において異なる生存

能力を示し 6）, 10）、また、下水処理場での生物処理、凝集

や膜を用いた水処理による除去効果が異なる 8）, 9), 11）, 16）。

さらに、塩素や紫外線消毒においても遺伝子群の間で異

なる耐性を示しており、前述した FRNAPH の MS2 が属

する GI が最も耐性が強く、次いで GII、GIII、GIV の順

であることが報告されている 7), 10)。一方、Boudaud et al.
は 11)、遺伝子群による評価結果とは異なり、遺伝子群に

属する株を用いた評価では塩素消毒において GII に属す

る株のGA がGI に属する株のMS2 より耐性が強いと報

告している。上記の報告例では 10), 11)、単離した株や実験

室株を高濃度に培養し、試験水のイオン交換水に添加し

た消毒実験にて評価を行っている。しかし、下水試料の

ように汚泥や濁質等を含む場合、水中での存在形態（汚

泥や濁質等への吸着有無）により消毒効果が異なること

が報告されており 17), 18)、特に FRNAPH は遺伝子群によ

り表面特性が違うため水中での存在形態が異なることが

報告されている 19), 20)。そのため、実際の下水処理水を試

験水として、また、その中に存在するFRNAPH遺伝子群

を用いた場合とは消毒効果が異なる可能性がある。よっ

て、下水処理場にてウイルスに対する消毒効果の指標と

してFRNAPHを用いる場合には、実際に下水処理水中に

存在するFRNAPH遺伝子群を用いた検討を行い、安全側

の評価となる遺伝子群を選定する必要があると考えられ

る。 
本研究では、ヒト腸管系ウイルスの指標として最も注

目されているF特異RNAファージ遺伝子群の塩素と紫外

線消毒による不活化効果を評価し、下水処理場での消毒

処理によるウイルスの不活化効果における指標として、

安全側の評価となる遺伝子群を選定した。また、大腸菌

群から大腸菌指標への移行が検討されていることにあた

り、従来指標との関連性を評価するため、大腸菌群に占

める大腸菌の割合の調査とともに、放流水を想定して大

腸菌を低濃度とした試料を対象に複数の特定酵素基質培

地による検出定量に関し比較評価を行った。 

2.1.1 試験水の採水 

本項では、A 下水処理場内に設置されている標準活性

汚泥処理装置の最終沈殿池後の処理水を試験水として用

いて塩素と紫外線消毒実験を行った。試験水の水質を表-1 
に示す。塩素、紫外線消毒効果に最も影響するNH4-N濃
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表-1 試験水の水質 

水水質項目 試試験験水水 (n = 12)
SS (mg/L) 3.4–6.7

Turbidity (NTU) 0.5–2.8
CODcr (mg/L) 11–27

pH 6.4–7.4
T-N (mg/L) 15–22

NH4-N (mg/L) 0.05–0.27
T-P (mg/L) 3.5–5.2

UV254 (Abs) 0.093–0.125
UV254 (%) 75–81

 
度と紫外線（254 nm）の透過率はそれぞれ0.05～0.27 mg/L
と 75～81%でありばらつきが小さかったため、塩素と紫

外線消毒に用いた試験水間における水質の差は大きくな

いと考えられた。 
2.1.2 塩素消毒実験 

 2.1.1で採水した試験水を用いて回分式塩素消毒実験を 
6回実施した。室温（20～25℃）下でマグネチックスター

ラーにより完全混合させながら初期投入塩素濃度を1、2、
3、4 mg-Cl/L とし、接触時間は 20 分間とした。しかし、

実験で用いた試験水には、感染力を有する野生株の

FRNAPH遺伝子群が消毒後に全て検出されるほど高濃度

に存在していない。そのため、試験水に2.1.4で培養･精

製した高濃度のFRNAPH GIからGIVのそれぞれの遺伝

子群を初期濃度で約106～109 MPN/Lとなるように添加し、

添加なしと同様な条件にて6回の塩素消毒実験を行い、

残留遊離塩素濃度（C）と接触時間（t）の積で定義され

るCt値を用いて評価した。塩素消毒実験において、塩素

添加直後から5分間の経過時間ごとに残留遊離塩素を

Pocket Colorime-ter™  II（Hach）を用いたDPD法により測

定し、その平均残留遊離塩素濃度にその時の接触時間を

乗じ、最終的に20分間における積によりCt値を算出し

て評価した。接触時間が20分に達した試料は、チオ硫酸

ナトリウム溶液を添加して試験水中の残留塩素を中和し、

この試料を用いてFRNAPHを定量した。なお、SS濃度

が4～7 mg/Lの試験水を用いた予備塩素消毒実験により、

DPD法による残留遊離塩素濃度の測定時において、濁質

の有無（0.45 μmのメンブレンフィルターによるろ過の有

無）による測定値への影響は顕著でなかったため、ろ過

を行わずに残留遊離塩素濃度を測定した。また、実験結

果には含めていないが、全ての塩素消毒実験において

DPD法により全残留塩素濃度も測定しており、モノクロ

ラミンを含む結合塩素による消毒効果の評価も行ってい

る。しかし、結合塩素によるFRNAPHへの不活化効果は

遊離塩素と比べてかなり低かったことから、全残留塩素

濃度からのCt値を用いて評価した結果において、Ct値に

よる不活化効果に明確な傾向が見られなかった。そのた

め、本消毒実験では残留遊離塩素濃度からのCt値による

不活化効果の結果のみを示している。 
2.1.3 紫外線消毒実験 

2.1.1で採水した試験水と光化学反応用装置（ウシオ電

機）を用いて回分式紫外線消毒実験を6回実施した。紫外

線ランプは6Wの低圧紫外線ランプ（ULO-6DQ、ウシオ

電機）を用い、実験開始前に照度を安定させるために30
分間以上のウォームアップを行った。光化学反応用装置

を4つ用いて試験水をそれぞれ500 mL入れた後、マグネチ

ックスターラーにより完全混合させながら、それぞれ所

定の時間、紫外線を照射し、照射前後でのFRNAPH遺伝

子群の濃度を定量した。塩素消毒実験と同様に紫外線消

毒実験においても高濃度に培養したFRNAPH遺伝子群を

添加した試験水を用いて、添加なしと同様な条件にて6回
の紫外線消毒実験を実施した。 
各試験水を用いた紫外線消毒実験における紫外線照射

量は、参考文献)21)に準拠し、実験直後にヨウ素/ヨウ素酸

イオンによる指標化学物質を用いた化学線量計により算

定した。 
2.1.4 FRNAPHの定量および高濃度FRNAPH液の作製 

感染力を有している GI～GIV の FRNAPH 遺伝子群の

定量には IC-PCR6), 7)を用いた。この方法では、宿主菌の

Salmonella enterica serovar Typhimurium WG49（以下、

WG49）を用いて、試料中に存在する感染力を有した

FRNAPHを液体培養し、PCR法により増殖を確認する方

法である。定量にはMPN法を用いており、0.01～100 mL
までの試料を10倍段階の3連で培養することで定量値を

得ており、単位はMPN/Lとして整理した。本実験での検

出下限値は3 MPN/L（約0.5 log[MPN/L]）である。 
試験水中に存在する感染力を有したFRNAPH遺伝子群

が消毒後において検出率が低くなることが想定されたた

め、試験水中に存在するFRNAPH遺伝子群をそれぞれ人

為的に培養して高濃度FRNAPH液を作製し、実験に用い

た。IC-PCR による試験水中の FRNAPH 濃度測定におい

て、段階希釈した試料も含めてFRNAPHのGI–GIVの遺

伝子群がそれぞれ高濃度で検出された液体培地を用い、

宿主菌のWG49 を含む新たな液体培地にGI–GIV の遺伝

子群をそれぞれ添加した。この混合液を37℃で24時間培

養してGI–GIVのFRNAPH遺伝子群をそれぞれ再増殖さ

せた。宿主菌を取り除くため、2000 rpm、4℃で 10 分間

遠心分離し、その上澄液を0.45 μmのメンブレンフィルタ

ーでろ過した。なお、高濃度のFRNAPH液を消毒実験用

試験水に直接添加すると、培地成分により試験水の水質
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性状が変化するため、試験水に添加する直前に

AmiconUltra-15（分画分子量 100 kDa、Merck）を用いて

培地成分を取り除いた。作製した GI–GIV それぞれの高

濃度FRNAPH液において、他の遺伝子群は不検出あるい

は低濃度になっていることを確認している。 
２．２ 大腸菌指標に関わる調査 

大腸菌群に占める大腸菌の割合の評価は、上記2.1.1の
A下水処理場にて通年にわたり調査を行った。試料は流

入下水、生物学的高度処理水、二次処理水、放流水とし、

定量法はXM-G培地の混釈法、放流水の一部はQTトレ

イのMPN法とした。また、大腸菌の検出法の評価では、

国内、海外メーカーから市販されている特定酵素基質培

地A~Gの7種類を用いた。A～F培地には寒天が含まれ

ていることから混釈法とフィルター法にて、培地Gでは

測定試料と試薬混合による発色状況の陽性数を基にした

MPN表から求める最確数法で各々定量を行った。培養温

度･時間については各培地の取り扱い説明書に従った。対

象試料は放流水を想定して二次処理水を次亜塩素酸ナト

リウムで塩素消毒しチオ硫酸ナトリウムで中和を行い、

大腸菌濃度を20 CFU/mL程度とした時の試料を主に評価

を行った。各培地による大腸菌の定量は、同一試料につ

いて同時測定、同一人物による操作とした。  
２．３ 公共用水域へ及ぼす越流水の影響評価と対策技術

の提案 

下水道の普及に早くから取り組んできた一部の自治体

においては、下水と雨水の排除を同一の管渠とした合流

式下水道を採用している。合流式下水道では降雨時にお

いて、雨水量が増加し下水処理場において処理対応が困

難になる場合には、未処理下水が公共用水域へ放流され

ることから、衛生学的な安全性を担保するため合流式下

水道越流水の対策技術の構築が必要となる。一方、当面

の合流式下水道改善事業の目標としては、汚濁負荷量の

削減、公衆衛生上の安全確保、夾雑物の削減の3つが挙

げられており、処理区域の面積が1,500ヘクタール未満

（流域関連は5,000ヘクタール未満）の都市においては、

H25年度を目途に合流式下水道改善事業が進められた。

合流式下水道改善事業の具体の対策としては、雨水浸透

施設の設置、完全（部分）分流化、下水処理場の処理能

力の増強（遮集容量の増強、雨天時活性汚泥法の適用な

ど）、雨天時下水の貯留などである 22)。 

本項では過年度において、合流式下水道改善事業の1
手法である雨天時活性汚泥法によるNoVの削減効果を評

価した。令和元年度は、公共用水域へ及ぼす越流水の影

響評価を目的に、NoVを指標とした実態調査を行った。

調査対象はB市とし、主な合流式下水道改善事業として

は合流下水の貯留施設の建設であり､1降雨あたりの総降

雨量が20 mm 時の降雨条件にて期待される効果として、

雨天放流時のBOD負荷を分流式並み、放流回数の半減を

予測している。雨天時調査は1降雨あたりの総降雨量が

10.5～115.5mmの3降雨時に2箇所ある雨水吐き地点（採

水箇所から上流約1,000mと約4,000mに位置）の下流に

て河川水を採水した。調査の実施は5～10月であったこ

とから、冬季の感染性胃腸炎の流行期を過ぎ、非流行期

への移行期間であると考えられる。NoVに加え濁度、SS
の測定を行った。 

NoV の測定は、安定した定量値を得るため試料の濃縮

はPEG沈殿法とした。PEG沈殿法により回収した沈渣を

RNase-free水（遺伝子分解酵素を除去した水）に再浮遊さ

せてウイルス濃縮液とし、濃縮液中のウイルスは、リア

ルタイム RT-PCR 法により定量を行った。ウイルス遺伝

子の抽出は、ウイルス濃縮液からQIAamp Viral RNA Mini 
Kit（QIAGEN社）の抽出カラムを用いたグアニジン法と

した。抽出したRNAに微量に含まれているDNAを除去

するため DNaseI 処理し、RNeasy MinElute Clean up Kit
（QIAGEN 社）でウイルス RNA を精製した。上記で抽

出したウイルス RNA 試料 0.5μg をランダムプライマ－、

Omniscript RT Kit（QIAGEN社）を用い全量50μLの系で

逆転写反応により cDNA を作製し 5μL をリアルタイム

PCRに供した。NoVの検出に用いたプライマ－、プロ－

ブおよび反応条件は、「ノロウイルスの検出法について」
23)に準じた。リアルタイム PCR 反応のための試薬は

QuantiTect Probe PCR Kit（QIAGEN社）を用い、リアルタ

イムPCR装置はQuantStudio™ 12K Flex Real-Time PCR 
System（Thermo Fisher Scientific）を使用した。逆転写反応

に使用する抽出RNA 量は Spectrophotometer （NanoDrop
社製）により定量した。なお、ウイルス遺伝子抽出カラ

ムへのウイルス濃縮液の通水量は、検出濃度にバラツキ

が生じないよう抽出カラム 1 本あたり 0.05mg-SS となる

ように統一した 24)。他の水質分析項目の濁度は水質計、

SSはGF/Bろ紙による定量とした。 
２．４ MBRによるNoV除去効果の向上評価 
活性汚泥処理水や再生水の水質向上などを目的として

膜分離技術の導入が徐々に行われつつある。除去対象物

質に応じて膜の公称孔径は精密（MF膜）、限外（UF膜）、

逆浸透（RO膜）などに大別されるが、MF膜が多く用い

られている MBR の適用事例は平成 23 年 3 月時点で 16
箇所となっている 25)。SSや細菌類の除去により良好な水

質が得られるとともに、ウイルスの除去効果が高いとの

報告事例 26)があるが、限られた知見である。 
 本項では、下水の高度処理法などによる病原微生物の

不活化･除去の向上評価の一環として、MBR によるNoV
の除去効果を把握した。
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除去効果の評価は、A 下水処理場内の活性汚泥処理プ

ラントの生物反応槽に MF 膜（無機系/平膜/公称孔径

0.1µm）を浸漬させたP.P.とし、HRTを約8時間とした連

続処理により MLSS 濃度を徐々に高め 2,200～7,400mg/L
の範囲での評価となった。また、実下水処理場は堺市泉

北水再生センターにて稼動している MBR（有機系/平膜/
公称孔径0.2µm、MLSS 7,500～11,200mg/L）、HRTが6.8
時間の実プラントを対象とした。併せて、除去率の向上

割合を把握するため、P.P.からMF膜を引き抜いた状態に

よる標準法と泉北水再生センターにて並列処理を行って

いる標準法の処理水についても対象とした。さらに、P.P.
では原因が不明である反応タンク内の発泡現象による活

性汚泥の解体状況時についても評価を加えた。採水はP.P.
が約18ヵ月間（4回程度/月）、実プラントが約12ヵ月間

（1 回/月）行ない、NoV の他に大腸菌を測定した。NoV
の測定法は上記2.3と同様であり、大腸菌はQTトレイに

よるMPN法とした。 
 
３．研究結果および考察 

3.1 試験水中のFRNAPH遺伝子群の存在濃度 

塩素と紫外線消毒実験で用いた全ての試験水（n = 6）
で、感染力を有する野生株のFRNAPH遺伝子群が検出さ

れた（表-2、添加なし）。平均濃度では、GII が 3.2 
log10(MPN/L)と最も高く、次にGIが2.8 log10(MPN/L)、GIII
が2.6 log10(MPN/L)、GIVが最も低く1.9 log10(MPN/L)であ

った。人為的に高濃度に培養して添加した系の試験水中

のFRNAPH遺伝子群の平均濃度は、7.3～7.9 log10(MPN/L) 
であった（表-2、添加あり）。 

 
表-2 試験水におけるFRNAPH遺伝子群の存在濃度 

 

3.2 塩素消毒によるFRNAPH遺伝子群の不活化効果 

塩素消毒による試験水中に存在する野生株のFRNAPH
遺伝子群（添加なし）の不活化効果（inactivation）を IC-PCR

により定量し算出した結果（図-1の○）、Ct値の増加に伴

い、全てのFRNAPH遺伝子群の不活化効果においてテー

リング現象が見られた。不活化結果から近似曲線を求め

て Ct 値 5 mg‧ min/L での不活化効果を算出すると、GI
は3.4 log10、GIIは1.7 log10、GIIIは1.7 log10、GIVは1.4 log10

であり、GIが最も高く、GII、GIII、GIVは同程度であっ

た。また、人為的に高濃度に培養したFRNAPH遺伝子群

を添加した塩素消毒実験での不活化効果は（図-1 の◇）、

添加無しの場合と同様にCt値の増加に伴いテーリングし

た。不活化結果から近似曲線を求めてCt値5 mg‧ min/L
での不活化効果を算出すると、GI は 3.0 log10、GII は3.4 
log10、GIIIは3.1 log10、GIVは3.4 log10であり、遺伝子群

の間に大きな差はなかった。NGS解析で用いた塩素①（Ct
値：24 mg‧ min/L）での不活化効果は、GIは4.8 log10、

GIIは4.8 log10、GIIIは4.0 log10、GIVは4.8 log10であり、

GIII がやや低くその他の遺伝子群は同程度であった。ま

た、塩素②（Ct値：20 mg‧ min/L）での不活化効果は、

GIは3.8 log10、GIIは4.3 log10、GIIIは3.4 log10、GIVは

4.8 log10であり、GIV が最も高く、GII、GI、GIII の順で

あり、GIII が最も低かった。一方、添加なしとありの不

活化効果を比較すると、GIは大きな差はなかったが、そ

の他の遺伝子群（GII～GIV）においては添加なしの方が

添加ありと比べて低かった。 
河川水や下水試料から GI～GIII の遺伝子群に属する 2

～4種類の株を単離・培養して添加し、塩素消毒実験を実

施した報告例では、GI～GIII の塩素耐性に差異が小さい

ことが確認されている（Ct値：0.4 mg‧ min/L）27)。本消

毒実験において下水処理水中に存在するFRNAPH遺伝子

群を高濃度に培養して添加した結果でも、遺伝子群の間

で塩素消毒に対する耐性に大きな差はなかった（図-1 の

◇、Ct値：5 mg‧ min/L）。一方、下水処理水中に元々存

在する濃度で消毒実験を行った結果（図-1 の○）と、高

濃度に培養して添加した結果（図-1の◇）を比較すると、

GI以外の遺伝子群（GII～GIV）は添加しない場合におい

て消毒効果が低かった。このような差が生じた理由とし

ては、下水処理水中での存在形態がFRNAPH遺伝子群に

より異なることが考えられる。GI は他の遺伝子群と比べ

て下水処理での吸着・沈殿による除去効果が著しく低い

ことが報告されており 8), 9), 16)、下水処理水中での存在形態

としては汚泥や濁質等に吸着せず浮遊して存在している

可能性が高い。一方、その他の遺伝子群はGIと比べて下

水処理での除去効果が高いため、下水処理水中において

多くが汚泥や濁質等に吸着して存在していることが考え

られる。塩素消毒では、水中で浮遊しているウイルスと

比べて濁質等に吸着している方が不活化効果が低い 17), 18)。

そのため、GIと比べてその他の遺伝子群（GII～GIV）

FRNAPH

遺伝子群

陽性数/試料数

(陽性率)

平均濃度±標準偏差

(log10 [MPN/L])

添加

なし

GI 6/6 (100%) 2.8 ± 1.0

GII 6/6 (100%) 3.2 ± 0.2

GIII 6/6 (100%) 2.6 ± 0.4

GIV 6/6 (100%) 1.9 ± 0.7

添加

あり

GI 6/6 (100%) 7.3 ± 0.9

GII 6/6 (100%) 7.5 ± 0.5

GIII 6/6 (100%) 7.9 ± 0.7

GIV 6/6 (100%) 7.6 ± 1.0
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再生水の利用促進に向けた病原微生物と消毒副生成物の制御手法に関する研究 

研究予算：運営費交付金 
研究期間：平28～令元 
担当チ－ム：材料資源研究グル－プ（資源循環担当） 
研究担当者：重村浩之、諏訪守、李善太 

 
【【要旨】】  

 下水処理水再生水（再生水）利用の促進のため、安全性評価や再生利用技術、再生水利用による環境負荷やエネルギ

ー削減効果の検証、水質管理手法の向上に関わる研究開発の推進が望まれている。気候変動などの影響により、渇水の

リスクは潜在的に存在していることから、安定した水資源として再生水利用促進に繋がる再生処理技術を確立する必要

がある。一方、我が国における再生水の再利用率は現在2％未満であり、その向上のためには安心、安全の確保や維持

管理費の低減について両立させる必要がある。 
本研究は、平成 28～令和元年度にかけ、①再生処理水質と生物膜生成要因の解明、②水質性状が消毒効果等に及ぼ

す影響の解明、③消毒効果の観点での再生処理技術の評価、の各項目を達成目標に掲げ実施するものである。 
実際の下水処理水再生処理施設の再生処理法の現状を整理した結果、塩素処理、砂ろ過、ストレーナ、オゾン、紫外

線などの順で多かった。消毒プロセス別に再生水の利用用途を整理すると、塩素処理単独の場合には散水利用、オゾン

併用処理では水洗トイレ用水、紫外線併用処理では修景用水利用の箇所数が多くを占めていた。生物膜生成要因の1つ
として、再生水中の同化性有機炭素（AOC）の存在が考えられるが、下水再生処理施設などにおけるAOCの実態調査

では、生物学的高度処理法や膜分離活性汚泥法などを経ることでAOCの低減化が図られていた。また、NH4-N 濃度が

概ね5mg/Lを超えることでAOCが上昇傾向を示しており、これらの栄養塩類の制御にも留意が必要であると考えられ

た。塩素消毒とオゾン処理について、その処理レベルに応じた水質性状の変動が、消毒副生成物でありその一部は発が

ん性が指摘されているN-ニトロソアミン類の生成に及ぼす影響を評価した結果、オゾン処理･塩素消毒の併用処理によ

り生成濃度が高まったが、オゾン処理後に易分解有機物を担体処理、あるいは残留塩素の中和により N-ニトロソアミ

ン類の生成濃度の低減化が図られる可能性が示された。オゾン･塩素消毒を行った再生水中などからはノロウイルス

（NoV）、大腸菌ファージとも不検出であり、衛生学的安全性の向上が図られているものと考えられた。 
キ－ワ－ド：AOC、ノロウイルス、大腸菌ファージ、消毒、N-ニトロソアミン類 
 
 

１. はじめに 

再生水は安定した水資源であり再利用への関心が

高まっている一方で、現状の再利用率は 2％未満で

ある 1）。再生水の利用にあたり、衛生学的安全性を

確保するため、責任分界点における残留塩素濃度を

維持する必要があるが、再生処理水質などの影響で

塩素が消費されることから、塩素を高濃度で注入す

る必要がある。このため、維持管理費や消毒副生成

物、施設管路の腐食等の課題が懸念される。特に、

消毒剤を消費する生物膜生成要因の 1 つと推定され

る再生水中の同化性有機炭素（AOC）の存在、さら

には消毒副生成物である N-ニトロソアミン類など

については下水再生処理プロセスでの調査、研究例

は少ない。再生水の利用促進のためには、消毒副生

成物の制御、消毒効果維持の観点から再生処理水質

を安定化させる必要があり、消毒剤の消費要因の解

明と消毒副生成物を含めたその制御手法を提案する

ことが必要である。 
本研究は、再生処理水質と生物膜生成要因の解明

として、生物膜の生成要因であるAOCの実態把握、

水質性状が消毒効果等に及ぼす影響の解明として、

塩素消毒とオゾン処理について、その処理レベルに

応じた水質性状の変動がN-ニトロソアミン類の生成

に及ぼす影響を評価した。また、これらの成果や再

生処理によるNoV、大腸菌ファージの除去不活化効

果から、消毒効果の観点での再生処理技術の評価を

行った。 
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利用のケースでは、その再生処理法としてオゾン処

理と塩素消毒の併用処理が多い状況であった。本項

では、水質性状が消毒効果等に及ぼす影響の解明と

して、塩素消毒とオゾン処理について、その処理レ

ベルに応じた水質性状の変動が N-ニトロソアミン

類の生成に及ぼす影響を評価した。再生水原水とし

て二次処理水、生物学的高度処理水（A２/O 法、修正

バーデンフォ法）、膜分離活性汚泥法処理水（MBR
処理水）を対象として、塩素消毒、オゾン処理後に

て N-ニトロソアミン類の生成を評価した。オゾン処

理では注入濃度を 0~6mg/L､接触時間 20 分間（気液

対向方式）とした。また、オゾン処理後の担体処理

（ポリプロピレン製中空円筒担体 4×3×5mm/個、担

体容量 81L、接触時間約 2 時間）による易分解有機

物の低減等による N-ニトロソアミン類の生成抑制

についても評価を行った。 
塩素処理条件は次亜塩素酸ナトリウムによる塩素

添加濃度を2、10mgCl/L、接触時間を20分間とした。

また、一部の消毒後水についてはチオ硫酸ナトリウ

ムによる中和処理を行いニトロソアミン類の生成濃

度に及ぼす影響を把握した。評価対象とした N-ニト

ロソアミン類は、N-ニトロソジメチルアミン

（NDMA）、N-ニトロソメチルエチルアミン（NMEA）、

N-ニトロソジエチルアミン（NDEA）、N-ニトロソジ

-n-プロピルアミン（NDPA）、N-ニトロソピロリジン

（NPYR）、N-ニトロソモルホリン（NMOR）、N-ニ
トロソピペリジン（NPIP）、N-ニトロソジ-N-ブチル

アミン（NDBA）の 8 物質である。 
測定法は上水試験方法 5）を基としたが、Yoon ら 6）、

中田ら 7）測定法を参照にしてN-ニトロソアミン類の

抽出量の増加を目的に固相抽出溶媒をメタノールか

らジクロロメタンに変更した。測定法の概略は以下

のとおりである。 
試料 300mL を GF/B ろ紙によりろ過を行い、ろ液

に内部標準物質メタノール混合溶液を添加した。固

相カートリッジ利用し加圧型固相抽出装置により固

相抽出を行い、ジクロロメタン溶出液を窒素気流下

で乾固直前まで濃縮し、メタノール、ミリ Q 水溶液

（2：8）1mL で定容した後、LC/MS/MS による定性･

定量を行った。 
 
2．3．2 再生処理による NoV、大腸菌ファージの

除去不活化効果 

再生水を水洗、散水、親水利用する際には衛生学

的安全性を担保するために、大腸菌濃度や残留塩素

濃度が設定されているが 3）、大腸菌に比較して塩素

消毒耐性があるウイルスの存在が危惧される。より

衛生学的安全性を高めるためには、ウイルスも含め

た評価が必要であると考えられる。本項では、衛生

学的指標である大腸菌よりも塩素消毒耐性があり、

集団感染発生要因となる NoV を指標として、生物学

的高度処理水と MBR 処理水を用い、オゾン、塩素

消毒による低減効果を把握した。また、消毒耐性を

有する大腸菌ファージを含めて評価を行った。併せ

て、再生処理として生物膜処理、オゾン、塩素処理

を実施している上記 2.2 に示した B 再生処理施設で

の評価も行った。 
NoV の測定は、安定した定量値を得るため試料の

濃縮はポリエチレングリコール（PEG）沈殿法とし、

PEG 沈殿法により回収した沈渣を RNase-free 水（遺

伝子分解酵素を除去した水）に再浮遊させてウイル

ス濃縮液とした。濃縮液中のウイルスは、リアルタ

イム RT-PCR 法により定量を行った。ウイルス遺伝

子の抽出は、ウイルス濃縮液から QIAamp Viral RNA 
Mini Kit（QIAGEN 社）の抽出カラムを用いたグアニ

ジン法とした。抽出した RNA に微量に含まれている

DNA を除去するため DNaseI 処理し、RNeasy 
MinElute Clean up Kit（QIAGEN 社）でウイルス RNA
を精製した。上記で抽出したウイルス RNA 試料

0.5μg をランダムプライマ－、Omniscript RT Kit
（QIAGEN 社）を用い全量 20μL の系で逆転写させ

cDNA を作製し 5μL をリアルタイム PCR に供した。

NV の検出に用いたプライマ－、プロ－ブおよび反

応条件は、「ノロウイルスの検出法について」8）に準

じた。リアルタイム PCR 反応のための試薬は

QuantiTect Probe PCR Kit（QIAGEN 社）を用い、リ

アルタイム PCR 装置は QuantStudio™ 12K Flex 
Real-Time PCR System（Thermo Fisher 製）を使用し

た。逆転写反応に使用する抽出 RNA 量は

Spectrophotometer （NanoDrop 社製）により定量した。

なお、ウイルス遺伝子抽出カラムへのウイルス濃縮

液の通水量は、検出濃度にバラツキが生じないよう

抽出カラム 1 本あたり 0.05mg-SS となるように統一

した 9）。NoV と併せて評価した大腸菌ファージは、

F 特異 RNA ファージ GI～GIV （FRNAPH GI～GIV
遺伝子群）を対象とした。定量的タイピング手法 10）

による感染力の有無の判断が可能な ICC-PCR 法（培

養法と分子生物学的手法の PCR 法を組み合わせた

手法）と、Typhimurium WG49 を宿主菌としたプラッ

ク形成法 10）による感染力を有している総 FRNAPH
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考慮できる。この場合、NoV、FRNAPH の除去･不

活化効果の割合を評価するにあたり、検出限界値を

高め、低減効率の精度向上を図る必要がある。消毒

剤の注入率の低減は、消毒副生成物の生成抑制に加

え、維持管理費の節減に繋がる利点を有する。 

 

５．まとめ 

本研究は、再生処理水質と生物膜生成要因の解明

として、生物膜の生成要因である AOC の実態把握、

水質性状が消毒効果等に及ぼす影響の解明として、

塩素消毒とオゾン処理について、その処理レベルに

応じた水質性状の変動が N-ニトロソアミン類の生

成に及ぼす影響を評価した。また、これらの成果や

再生処理による NoV、FRNAPH の除去不活化効果か

ら、消毒効果の観点での再生処理技術の評価を行っ

た。令和元年度が最終年度にあたるため、過年度の

結果を含め以下に整理を行った。 
1) 生物学的高度処理法や膜分離活性汚泥法などを

経ることで AOC の低減化が図られていた。 
2) 再生原水中の NH4-N が概ね 5mg/L を超えること

で AOC が上昇傾向を示しており、AOC の制御には

NH4-N の低減化が必要と考えられた。 
3) オゾン処理･塩素消毒の併用処理により N-ニトロ

ソアミン類の生成濃度が高まった。 
4) オゾン処理および塩素処理によって生成濃度が

最も高い物質は NPYR であり、次いで NPIP であ

った。 
5) オゾン処理後に易分解有機物を担体処理、また残

留塩素を中和することで、N-ニトロソアミン類の

生成濃度の低減化が図られる可能性が示された。 
6) オゾン･塩素消毒を行った再生水中などからは

NoV、FRNAPH とも不検出であり、衛生学的安全

性の向上が図られているものと考えられた。 
 

謝辞 

 本研究･調査を実施するにあたり、調査対象とした

A 下水処理場、C 下水処理場の下水道管理者には特

段のご配慮･ご協力を頂いた。ここに記して謝意を表

します。 
 
参考文献 
1)（公社）日本下水道協会、日本の下水道、平成 24 年度下

水道白書、2012 

2) 平成 26 年度版下水道統計、日本下水道協会、2016 

3)下水処理水の再利用水質基準等 マニュアル、国土交通省

都市・地域整備局下水道部、国土交通省国土技術政策総

合研究所、2005 

4) （公社）日本下水道協会、下水試験方法（下巻）、387-389、

2012 

5) 日本水道協会、上水試験方法（2011 年版）Ⅳ.有機物編、

212-214、2011 

6) Suchul Yoon, Norihide Nakada, Hiroaki Tanaka, A new 

method for quantifying N-nitrosamines in wastewater samples 

by gas chromatography-triple quadrupole mass spectrometry, 

Talanta 97, 256-261, 2012 

7) 中田典秀、板井周平、楊永奎、鈴木裕識、田中修平、工

業用化学物質の酸化処理過程における副生成物生成能試

験法の提案、土木学会論文集 G（環境）、72（7）Ⅲ_95-

Ⅲ_116、2016 

8) 厚生労働省医薬食品局食品安全部監視安全課、ノロウイ

ルスの検出法について、2007 

9) 諏訪守、岡本誠一郎、桜井健介、ノロウイルスの除去率

に及ぼす下水処理法の影響因子､下水道協会誌論文集、

47(571),pp.103～111、2010 

10) Hata, A., Hanamoto, S., Shirasaka, Y., Yamashita, N., Tanaka, 

H., Quantitative distribution of infectious F-specific RNA 

phage genotypes in surface waters. Applied and 

Environmental Microbiology. 82, 4244–4252, 2016 

11) Dirk van der Kooij, Assimilable Organic Carbon as an 

Indicator of Bacterial Regrowth, JOURNAL of AWWA 

pp.57-65, 1992 

12) IARC: Some N-Nitroso Compounds IARC Monographs on 

the Evaluation of Carcinogenic Risk of Chemicals to Humans, 

17.Lyon France : International Agency for Research on 

Cancer.365,1978. 

13) US EPA: N-Nitrosodimethylamine (CASRN 62-75-9) 

Integrated Risk Information system(IRIS),1993. 

14) WHO: Concise International Chemical Assessment 

Document, 38, World Health Organization, Geneva, 

N-Nitrosodimethylamine, 2002. 

15) 厚生労働省健康局水道課 

http://www mhlw.go.jp/topics/bukyoku/kenkou/suido/kijun/kij

unchi html. 

 



令和元年度 下水道関係調査研究年次報告書集 

59 
 

資資源源回収収型下下水水処処理技技術術にに関すするる研研究究  
研究予算：運営費交付金 
研究期間：平 30～令 3 
担当チーム：材料資源研究グループ 
研究担当者：重村浩之、宮本豊尚 

 
【要旨】実処理場を対象に、高速活性汚泥法に類似した予備エアレーションタンクにおける COD 除去量への影

響を調査した。余剰汚泥を返送する予備エアレーションタンクにおいては、SCOD を約 20％除去することが確

認された。また流入水中の COD において PCOD が支配的な場合、SS の除去による PCOD の回収を検討するこ

とが下水中の有機物資源の回収に有効であることが示唆された。下水道資源を用いた固形化物による海洋施肥効

果を検討するため溶出試験を行い、ワイブル分布の累積分布関数で溶出現象を近似し、溶出速度に与える影響を

求めた。超純水と塩化ナトリウム水溶液を溶媒として試験を行ったが、溶出には大きな差はみられなかった。ま

た寒天で固化すると、最終的な溶出量には差がみられなかった一方で、溶出速度を大幅に抑制した。 
キーワード：予備エアレーションタンク、有機物回収、海洋施肥、溶出試験、ワイブル分布 

 
 

11．はじめめにに    
下水道は我が国の年間消費電力量の約 0.7％を占める

大口需要家である。下水道施設での電力使用量のうち、

水処理工程での使用が約 5 割を占めており、平成 17 年

以降、水処理に係る電力使用量原単位は若干悪化してい

る 1)。一方で下水道事業は、人口減少による使用料収入

減少など経営管理への影響が懸念されており 2)、水処理

工程の省エネルギー化による下水道事業の維持管理コス

ト縮減が期待されている。 
また、下水道事業は、地方自治体の事業のなかで、温

室効果ガスの排出量の大きな事業であり、省エネルギー

化や創エネルギーによって下水道事業に伴う温室効果ガ

スの排出量を抑制することは、地域の実質的な排出抑制

に寄与することができる 3)。 
本研究は、下水中に多く含まれるが十分に回収されて

いない有機物等の資源に着目し、資源回収可能、かつ、

省エネルギーの処理プロセスの開発を目的とした。 
  
2.  予備備エアアレレーシションンタタンンククにによよるる有有機機物物回収収のの基基礎礎

的的調調査査  
水中に含まれるエネルギーを高効率で回収する方法と

して、H30 年度は高速活性汚泥（High-rate activated 
sludge）法 4)に注目して実験を行った。高速活性汚泥法

は、高い有機物負荷、HRT 30分未満、SRT 1日未満で

運転される活性汚泥法の一つであり、従来の活性汚泥法

の前段に使われることが多い。SRT を短くすることで、

細菌が主体の汚泥となり、水処理工程で除去された有機

物の多くが、二酸化炭素へ変換されず汚泥として回収さ

れる。しかしながら、国内の下水処理場において導入実

績は無く、導入可能性は不明である。また、水温低下に

おける有機物回収量への影響は不明である。昨年度にお

いては、高速活性汚泥法処理水は、沈殿槽処理水よりも

COD が低く、高速活性汚泥を採用したことによる処理

能力の向上が確認された。高速活性汚泥法の TS・時間

当たりのCOD 除去量が大きい条件について整理した。

高速活性汚泥法のTS・時間当たりのCOD除去量は、各

態に着目すると、溶存態 COD（SCOD）除去量は、い

ずれの条件も約15 mg/(g・h)であり、条件により変化が

少なく、コロイド態 COD（CCOD）除去量は、いずれ

の条件も5 mg/(g・h)以下であった。懸濁態COD（PCOD）

除去量は、1から29 mg/(g・h)までで、差が大きく、特

に送風倍率が高い時に低かった。 
一方、高速活性汚泥法と類似した技術として、1990

年代以前に整備された処理場で導入がなされた予備エア

レーションタンク（前曝気槽・プリエアレーションタン

ク）がある。1972年、84年、94年の下水道施設計画・

設計指針（以下「指針」と呼ぶ）に記載があり、最初沈

殿池の前に設け、必要に応じて余剰活性汚泥の返送設備

を設けることもあるとされている 6), 7), 8)。指針では、予備

エアレーションタンクの目的は、エアレーションにより

下水の嫌気化を防止するとともに、油脂の除去、臭気発

生の防止等について役立つものであり、また余剰活性汚

泥を返送することによって、BOD、SS を活性汚泥フロ

ックに吸着させて、最初沈殿池における沈殿効率を向上
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たほか、最終的な溶出量には影響を与えなかった。 
・ 溶媒中のTN濃度をワイブル分布の累積分布関数で

近似したところよくフィッティングできた。 
・ 溶媒の濃度に溶出速度が影響すると仮定し、溶出速

度をワイブルの確率密度関数から試算したところ、

コンポスト（単体）を除くと、102～104g-N/m2/day
となった。ただし、外挿による近似を行っているた

め精査が必要である。 
 
44．おわわりりに  
本研究で得られた結果及び今後の方針を、以下にまと

める。 
1. 予備エアレーションタンクにおける COD の挙動に

ついて知見が得られた。CODの回収に向けて、流入

水中の SS の回収効率の向上に関する検討を進める

予定である。 
2. 下水道資源を用いた固形化物による海洋施肥効果を

検討するため溶出試験を行い、溶出速度の推定に向

けた知見を得た。今後は、種々の処理水等を用いた

固形化物の溶出特性を把握すること等により、海洋

施肥に資する資源回収型下水処理技術の開発を行う

予定である。 
  
謝辞  
本研究の実施に際してはA市、X市、Y町のご協力を

得た。ここに記して謝意を示す。 
  
参参考考文文献献      
1) 下水道における資源・エネルギー施策の現状分析、第3回

下水道政策研究委員会会議資料、平成25年12月17日、

https://www.mlit.go.jp/common/001022698.pdf 
2) 国土交通省水管理・国土保全局下水道部、公益社団法人日

本下水道協会：下水道長期ビジョン実現に向けた中期計画、

新下水道ビジョン、p.4.2、平成26年7月、2014． 
3) 下水道における地球温暖化防止対策検討委員会：下水道に

おける地球温暖化防止推進計画策定の手引き、平成 21 年
3月、pp.4-5、2009． 

4) Rahman A., et al.: Bioflocculation management through 
high-rate contact-stabilization: A promising technology to 
recover organic carbon from low-strength wastewater, 
Water Research, Vol.104, pp.485-496, 2016 

5) Mamais D., et al.: A rapid physical-chemical method for 
the determination of readily biodegradable soluble COD 
in municipal wastewater, Water Research, Vol.27, Issue1, 

pp.195-197. 1993  
6) 日本下水道協会：下水道施設計画・設計指針と解説 1972年

版、pp.276-277 
7) 日本下水道協会：下水道施設計画・設計指針と解説 1984年

版、pp.291-294,1984 
8) 日本下水道協会：下水道施設計画・設計指針と解説 1994年

版（後編）、pp.179,1994 
9) 藤井秀夫、今利雄：前ばつ気に関する一考察、水道協会雑誌、

No.354、pp.23-28、1964 
10) 山口登、日出山勲：予備エアレーションタンクの機能に関

する調査、第 24 回下水道研究発表会講演集、pp.435-437、
1987 

11) 国土交通省水管理・国土保全局下水道部：栄養塩類の循環

バランスに配慮した運転管理ナレッジに関する事例集 
(2014) , http://www.mlit.go.jp/common/001033458.pdf 

12) 福吉晴生、三島悠一郎、花島勲、牟田英司、陣内聖太、松

尾保成、不動寺正臣、野本晋児: 佐賀市下水浄化センターに

おける季別運転の実績とその効果、下水道研究発表会講演

集、No.56、pp.1073-1075、2019 
13) 池脇義弘、牧野賢治、西岡智哉、平野匠、上田幸男: ゼラチ

ンを用いた藻類養殖用施肥剤の開発、日本水産学会誌、

Vol.82、No.6、pp.917-922、2016 
14) 輪島雅治:藻場再生の挑戦、再生と利用、Vol.43、No.162、

pp.90-93、2019 
15)  S.Itai, M.Nemoto, S.Kouchiwa, H.Murayama and 

T.Nagai: Influence of Wetting Factors on the Dissolution 
Behavior of Flufenamic Acid, Chemical and 
Pharmaceutical Bulletin, Vol.33, pp.5464-5473(1985)  

16) 脇本和昌：統計学 見方・考え方、pp.107-109、1984 
17) 松原望：入門統計解析－医学・自然科学編、pp312-316、

2007 
18) 牧田佳巳、山本潤：発酵魚かす投入による海域栄養塩の増

加効果について、日本水産工学会学術講演会論文集、

pp.65-68、2007 
19) 信澤雄一郎、村上和男、北村友裕、小泉俊昌、亀山豊、小

松勝久：横浜港の底泥からの栄養塩の溶出と覆砂の効果に

関する現地調査と室内実験、海洋開発論文集、Vol.21、 
pp.737-742、2005 

20) 谷本照巳、星加章、三島康史、柳哲雄：大阪湾における懸

濁物質・窒素・リンの収支と循環、海の研究、Vol.10、No.5、
pp.397-412、2001 

21) 大阪湾環境保全協議会HP：大阪湾の概況 
https://www.osaka-wan.jp/189/341/193 

 



令和元年度 下水道関係調査研究年次報告書集 
 

69 

遺遺伝伝子情報報をを活活用用ししたた病病原原微微生物物のの早期期検検出にに関関すするる研研究究 

 
研究予算：運営費交付金 
研究期間：平 30～令 3 
担当チーム：材料資源研究グループ 
研究担当者：重村浩之、諏訪守、李善太 

 
【要旨】 
本研究では、次世代シーケンス（Next-Generation Sequencing, NGS）を用いて下水処理場における病原ウイルス

を網羅的に検出し、その地域の感染症情報と照合することで、対象地域で流行している感染症を網羅的にモニタ

リングできるかを評価した。その結果、ヒトを宿主とするアストロウイルス、アイチウイルス、ノロウイルス、

サポウイルス、コクサッキーウイルス、エコーウイルス、エンテロウイルスなどの 23 種類のウイルスが流入下水

試料で検出された。検出されたウイルスの中で感染性胃腸炎原因ウイルスのノロウイルス、サポウイルス、アス

トロウイルスの存在割合が調査期間中 66%–98%であり、ほとんどの割合を占めていた。対象地域の感染性胃腸炎、

ヘルパンギーナ、手足口病患者報告数の推移と、NGS による下水流入水中のヒト病原ウイルスの網羅的検出結果

を比較したところ、同様な傾向を示した。このことから、NGS により網羅的に検出された下水中に存在する感染

症原因ウイルスの検出結果は、地域で流行している感染症の消長を反映していることが確認された。 
キーワード：次世代シーケンス、ヒト病原ウイルス、網羅的検出、流入下水、感染症モニタリング 

 
 

1．はじめに 
現在、新型コロナウイルスによる感染症

（coronavirus disease 2019; COVID-19）のパンデミッ

クによる問題が深刻化する中で、感染拡大防止と社

会経済活動再開に向けた適切な政策決定のための判

断材料の一つとして、下水疫学（Wastewater-based 
epidemiology）の活用が期待されている。下水には、

その地域の人々が流した様々な情報が含まれており、

特に感染者から排出される病原微生物の情報はその

地域の感染症の流行状況を反映していると考えられ

る。実際に日本国内における感染性胃腸炎の主な原

因ウイルスであるノロウイルスの下水中の存在濃度

と、その地域の感染性胃腸炎の患者数と相関がある

ことが報告されている 1), 2)。新型コロナウイルスに

対しても感染者の糞便 3), 4)や尿 5)から検出されたこ

とが報告され、下水中でも検出されたことが日本 6), 7)

のみならずオーストラリア 8)やアメリカ 9)、イタリ

ア 10)、オランダ 11)など世界各国において報告された。

そのため、下水道網の複数箇所において下水を採取

し、アウトブレイクの発生地域を徐々に絞り込むこ

とができれば、公衆衛生当局は感染拡大リスクが最

も高い地域に迅速に対応することができると考えら

れる。 
一方、ノロウイルスを含む多くのヒト病原ウイル

スは培養法が確立されていないため PCR 法により

検出されるが、この手法は同定したいウイルスを選

定して個別に検出しなければならないため、新たな

感染症やグローバル化にともなう輸入感染症などの

想定外の複数ウイルスの同時検出には適していない。

しかし、近年、次世代シーケンス（Next-Generation 
Sequencing, NGS）により試料中に含まれる遺伝子配

列を網羅的に解読することが可能となり、下水中に

存在するウイルスの同時検出および同定が可能と

なった 12), 13)。このことから、NGS により下水中のヒ

ト病原ウイルスを網羅的にモニタリングすることで、

地域の様々な感染症の流行状況を同時に把握するこ

とが可能であると考えらえる。本研究では、NGS を

用いて下水処理場における病原ウイルスを網羅的に

検出し、その地域の感染症情報と照合することで、

対象地域で流行している感染症を網羅的にモニタリ

ングできるかを評価した。 
 

2．研究方法 
2．1 試料の採取と前処理 

A 下水処理場の流入水を 2018 年 8 月から 2020 年

1 月の間に月 1 回採取した。次世代シーケンスによ

るメタゲノム解析の前処理として、ウイルスより大

きな生物（細菌、藻類等）を取り除くため、採取し
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た流入水を 0.45μm のメンブレンフィルターにより

ろ過し、ポリエチレングリコール（PEG）濃縮法 14)

により濃縮を行った。 
 

2．2 病原ウイルスのメタゲノム解析 
2.1 で濃縮した試料中の浮遊 RNA を RNase ONE

（Promega）を用いて分解した後、QIAamp Viral RNA 
Mini QIAcube Kit（Qiagen）および QIAcube（Qiagen）
にて RNA を抽出した。抽出した RNA 液中の残存

DNA を Baseline-Zero DNase（Arbrown）により分解

した後、TruSeq Stranded mRNA Library Prep Kit
（Illumina）を使用してライブラリ調製を行った。こ

のライブラリを 3%アガロースゲル電気泳動に供し

て、300–650 bp のバンドを切り出し、MonoFas DNA 
Purification Kit（GL Sciences）を使用して切り出し産

物の精製を行った後、次世代シーケンサーの Miseq
（Illumina）に供した。 
得られたシーケンスデータは、Trimmomatic によ

るトリミングと FastQC によるクオリティチェック

を行い、Trinity による de novo assembly を行って

contig（得られたシーケンスの断片配列を重ね合わせ

連結させた配列）を得た。得た contig は NCBI の塩

基配列データベース（nt）を用いた BLASTn 解析（Ver. 
2. 7. 1+）により相同性が一番高かった種を同定した。

また、BLASTn 解析により得た結果を MEGAN（Ver. 
6. 12. 0）により分類した。 
 

3．研究結果 
3．1 メタゲノム解析結果 
各試料のメタゲノム解析の結果、次世代シーケン

スにより得た配列（総リード数：27 万–105 万）に対

してトリミングおよびクオリティチェックと de 
novo assembly を実施し、829–9,156 の contig を得た

（表-1）。各試料から得られた contig に対して

BLASTn 解析を行った結果、24%–53%が nt データ

ベース上の配列に同定された（図-1）。同定された配

列は、4%–25%が細菌（Bacteria）、11%–32%が真核

生物（Eukaryota）であり、ウイルス（Viruses）は

3%−10%であった。ウイルスに同定された配列（56–
407 配列）において、検出されたウイルスの宿主の

割合を図-2 に示す。検出されたウイルスの中でヒト

を宿主とするウイルスは 10%–40%であり、ウイルス

性感染症が流行する冬季（2018 年 12 月–2019 年 3
月、2019 年 11 月–2020 年 1 月：24%–40%）が、夏

季（2018 年 8 月–9 月、2019 年 7 月–9 月：10%–13%）

と比べて割合が高かった。植物と動物を宿主とする

ウイルスは、それぞれ 16%–62%と 0%–5%であった。

検出されたウイルスの中でその他の割合（28%–58%）

が最も多く、その中でも未分類の環境試料由来のウ

イルス（Laverivirus, Marine RNA virus, Brinovirus, 
Cilio virus, Husavirus など）が多かった。 

 
3．2 下水中のヒト病原ウイルスのメタゲノム解析

結果と地域の感染症情報との照合 

表-1 各月の流入水中のメタゲノム解析結果 

 

調調査査期間 (2018年年–2020年)
2018 年 2019年

8月 9月 10月 11月 12月 1月
総リード数 496960 1044339 361977 552006 283652 766001
Contig数 2873 2532 4341 829 2424 1943

2019 年
2月 3月 4月 5月 6月 7月

総リード数 442863 372803 365637 274518 419504 279653
Contig数 2214 940 2272 5037 5317 4868

2019 年 2020年
8月 9月 10月 11月 12月 1月

総リード数 436910 306201 403474 654794 717445 342945
Contig数 3477 4019 3093 1567 9156 1436
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コーウイルス、エンテロウイルスが 2019 年の夏から

秋にかけて割合が大きくなっていた（2019年7月–11
月）。本研究の調査期間において検出された感染性胃

腸炎原因ウイルスの検出数と、採取した下水処理場

の処理区域の保健所における感染性胃腸炎の患者報

告数の推移を図-4 に示す。感染性胃腸炎の患者報告

数は 2018 年 12 月から上昇し、2019 年 1 月にピーク

になり、2019 年 11 月までに減少していった。その

後、2019 年 12 月に急激に上昇し、2020 年 1 月は再

び減少した。この感染性胃腸炎の患者報告数の推移

は、本研究での NGS による感染性胃腸炎原因ウイ

ルスの検出結果と傾向が一致している。また、本研

究の調査期間において検出された手足口病、ヘルパ

ンギーナ原因ウイルスの検出数と、採取した下水処

理場の処理区域の保健所における手足口病、ヘルパ

ンギーナの患者報告数の推移を図-5 に示す。この結

果でも、手足口病、ヘルパンギーナが流行していた

2019 年 7 月–10 月に、手足口病、ヘルパンギーナ原

因ウイルスであるコクサッキーウイルス、エコーウ

イルス、エンテロウイルスが検出されていたことか

ら、傾向が一致した。 
このことから、NGS を用いて下水中におけるヒト

病原ウイルスを網羅的に検出することで、その地域

で流行している感染症を網羅的にモニタリングでき

る可能性が示唆された。今後、継続してデータを蓄

積していくことで、日本国内で流行している感染症

を網羅的にモニタリングできる、有効な手法となる

ことを期待している。 
 

4．まとめ 
本研究では、NGS を用いて下水処理場における病

原ウイルスを網羅的に検出し、その地域の感染症情

報と照合することで、対象地域で流行している感染

症を網羅的にモニタリングできるかを評価した。以

下に得られた結果を示す。 
 

1)  流入下水試料のメタゲノム解析の結果、ヒトを宿

主とするアストロウイルス、アイチウイルス、ノ

ロウイルス、サポウイルス、コクサッキーウイル

ス、エコーウイルス、エンテロウイルスなどの 23
種類のウイルスが検出された。 

2) 検出されたウイルスの中で感染性胃腸炎原因ウ

イルスのノロウイルス、サポウイルス、アストロ

ウイルスの存在割合が調査期間中 66%–98%であ

り、ほとんどの割合を占めていた。 

3) 地域の感染性胃腸炎、ヘルパンギーナ、手足口病

患者報告数の推移と、NGS による下水流入水中の

ヒト病原ウイルスの網羅的検出結果と比較した

結果、同様な傾向を示したことから、NGS により

網羅的に検出された下水中に存在する感染症原

因ウイルスの検出結果は、地域で流行している感

染症の消長を反映していることが確認された。 
 
今後、DNA ウイルスも含めたより広い感染症の網

羅的モニタリングを可能とする手法の確立を検討し

て行きたい。 
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貧貧毛毛類類にによよるる下下水水汚汚泥泥のの減減容容化技技術術のの開開発発  
研究予算：運営費交付金 

研究期間：平 29～令元 

担当チーム：材料資源研究グループ  

研究担当者：重村浩之、山﨑廉予 

 
【要旨】 

本研究では、下水汚泥の減容化および有効利用の対策として、下水汚泥を貧毛類の餌として利用する、低エネ

ルギーかつ低コストの技術の開発を目指した。初沈汚泥とミミズ堆肥の混合物を餌として、シマミミズの飼育を

行った結果、汚泥を脱水せずに投入しても、飼育が可能であることが示された。また、ミミズの生育状況や産卵

数が良好であり、汚泥減少率が高いことから、汚泥の減容化が達成できる可能性が高いことが示された。 

キーワード： 貧毛類、下水汚泥、汚泥減容化、刈草、堆肥化

 
  

1．  はじじめめにに                                  

下水道の普及に伴い増加していた下水処理場か

ら発生する汚泥量は、約 10 年前からほぼ横ばいと

なっており、各地方公共団体において、汚泥の減

容化・有効利用への取り組みがなされている。汚

泥の減容化過程においては，脱水プロセスが採用

されているが、脱水ケーキの含水率は全国で約

80 %と高く 1)、含水率を低減することにより、そ

の後の汚泥の運搬、焼却、炭化等の維持管理費の

削減が期待される。また、下水汚泥の消化におい

て、一般的に有機物の分解は 50%程度であり、ス

ケールメリットが発現しにくいなどの理由により、

小規模の下水処理場での採用は多くない。汚泥処

理技術の革新のため、汚泥の有機物を分解するこ

とに着目し、かつ安価で簡易的な手法を模索した。 
本研究では、下水汚泥の減容化対策として、貧

毛類に着目した。下水汚泥を貧毛類の餌として利

用することで、汚泥・廃棄物の処理を低エネルギ

ーかつ低コストで行う技術の開発を目指している。 
貧毛類を用いた汚泥処理に関する研究は、牛糞

等の動物性廃棄物を用いた堆肥化に関する研究が

多く行われている 2)3)。貧毛類を用いない場合と比

較して、堆肥化の安定化や成熟度が優れており、

廃棄物中に存在する人間の病原菌やその他の細菌

類は、ミミズ堆肥化後に大幅に減少する可能性が

ある 4)5)。また、生ゴミや処理場の脱水汚泥を用い

たミミズ堆肥の研究の報告もいくつかあり 6)7)、国

内外において数十年前から知見が蓄積されている

8)が、生物の管理の難しさや、生物濃縮の懸念な

どの問題から、広く普及するには至っていないの

が現状である。小動物を用いた廃棄物処理は、循

環型社会において必要な技術であることから、本

研究では、過去の知見をもとに新しい技術を開発

するため、下水汚泥を用いた貧毛類の飼育につい

て、改めて基礎的情報の収集を行った。 
 

22．  最初初沈沈殿殿池池汚泥泥をを用用いいたた貧貧毛類類飼飼育実実験験  

22．1  実実験験方方法法  

貧毛類は、ツリミミズ科のシマミミズ(Eisenia 
foetida)を用いた。人工気象器内において、25℃、

暗所の環境で、1000mL 容の PP 製びんを用いて、

約 300g の土中でミミズ 5 匹を飼育し、土の性状や

ミミズの成長を観察した。ココピートに、A 下水

処理場の最初沈殿池の重力濃縮汚泥(以下、「初沈

汚泥」)または水を添加する系(系列 1、2)、本研究

室で事前に作製したミミズ堆肥に初沈汚泥を添加

する系(系列 3)の 3 系列を用意した。定期的に、水

または初沈汚泥の追加を行い、土の含水率の測定

を行った。ミミズは、定期的に取り出し、個々の

生重量、産卵数を測定した。 
22．  22  実実験験結結果果おおよびび考察察  

図-1 に、3 系列におけるミミズの飼育結果を示
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下水処理場における硝化阻害物質の高効率探索システムの開発 

研究予算：下水道応用研究 
研究期間：令元～令 2 年度 
担当チーム：水環境研究グループ（水質） 
研究担当者：山下洋正、村田里美、鈴木裕識 
 

【要旨】 
下水処理場では、処理の異常等によりアンモニア性窒素が平常時と比較して高濃度で残留する（硝化阻害）こ

とがある。本研究では硝化阻害物質の高効率探索システムの開発を主目的とし、当チームでは 2 つの課題を担当

している。課題 1 では、全国の下水処理場を対象に硝化阻害の発生実態についてアンケート調査を実施し、平均

的発生頻度（1 回/年）を把握するとともに、処理運転条件よりも環境条件や流入下水の水質が阻害原因と想定さ

れている傾向を確認した。課題 2 では、アンモニア酸化細菌を用いた下水中の硝化阻害物質の探索を検討した。

硝化菌 Nitrosomonas europaea を用いて、63 化学物質に対する硝化阻害の検討を行った結果、18 種は硝化阻害に、

33 種は非硝化阻害の化学物質に該当することが明らかになった。また硝化阻害物質と非硝化阻害物質はそれぞれ

特異的な化学構造を持つことを明らかにした。 
 

キーワード：下水処理場、硝化阻害物質、アンケート調査、アンモニア酸化細菌 
 
 

1．はじめめに 
下水処理における長年の課題の一つに、生物学的硝化

の異常によりアンモニア性窒素が平常時と比較して高濃

度で残留する現象（以下、硝化阻害とする）への対策が挙

げられる。下水処理過程における硝化阻害の要因の１つ

に、化学物質の流入が言われており、硝化阻害物質に関す

る研究は古くから行われている。しかし、下水処理場で生

じる硝化阻害の原因物質の究明に至らないことが多い。 
以上の背景から、我々は、平成31年度下水道応用研究

において、「下水処理場における硝化阻害物質の高効率探

索システムの開発」に取り組んでいる。当チームでは、本

プロジェクトの中で「下水処理場への硝化阻害実態のヒ

アリング調査」および「硝化菌を用いた硝化阻害物質の活

性評価」を担当している。本報告書では、当チームで担当

している2つの課題について、平成31年度（令和元年度）

における研究結果を報告する。 
 
  

22．下下水水処理場場におけけるる硝硝化化阻害発発生実実態態のの全全国アアンン 
ケケート調査査  

 
2.  11.  背景景とと目的  

下水処理場における化学物質に起因する硝化阻害につ

いては、基礎的研究事例は多く見られるものの、実際の現

場で発生している問題についてまとまった報告例が少な

い。そこで、ヒアリングによる詳細な情報収集に先立って、

日本全国の下水処理場を対象にアンケート調査を実施し、

硝化阻害の発生実態の把握を試みた。今回は化学物質が

原因でない事例も含めた情報収集を行い、幅広く事例を

把握することを目的とした。 

  

22.  2  研研究究方方法法  

アンケート調査の内容は硝化阻害発生における（１）経

験の有無と頻度、（２）環境条件と状況、（３）原因と対応

方法等を主題とした。アンケートへの回答を求める対象

は終末処理場を有する公共下水道および流域下水道とし

た。なお、平成28年度の下水道統計によれば、全国の下

水処理場は2,171件あり、公共下水道が1,992件（そのう

ち特定公共下水道が7件、特定環境保全公共下水道が895
件）、流域下水道が179件であった 1)。回答期限は2020年
1 月～2 月の間の約 4 週間とし、E-mail あるいは FAX に

よる調査票の提出を受け付けた。同一の処理場内で複数

の異なる処理系で運転していることにより系毎に状況・

対応が異なる場合は、処理系列毎の回答を依頼した。 
  

22.  3  結果と考察 

アンケートの回答期限から 1 週間後までを対象として

集計を行った結果を表1に示す。得られた回答数は1,624
件であり、有効な回答はそのうち1,613件（全体の99.3%）

であった。同一処理場であっても複数の処理系列毎に回
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33．アアンンモニアア酸酸化化細菌を用いいたた下水水中のの硝化化阻害物物質のの

探探索にに関関すするる研研究究  

  

3．11  背景とと目的  
下水処理過程の課題の一つに、硝化阻害物質への対策

があげられる。下水中のアンモニアを硝酸に変換する過

程において、アンモニア酸化細菌は重要な働きをしてお

り、その細菌に対する硝化阻害物質の研究は古くから行

われている。一方、下水中に含まれる化学物質に特化して

網羅的に硝化阻害物質の探索を行った研究は少ない。 
「硝化菌を用いた硝化阻害物質の活性評価」の課題にお

いては、下水処理場に流入する可能性がある PRTR や化

審法の対象物質を中心に、モデル硝化菌（アンモニア酸化

細菌）であるNitorosomonas europaeaを用いて、下水処理

場で硝化阻害を引き起こす可能性がある物質の探索を試

みた。従来の基礎的な研究で報告されている硝化阻害物

質の多くは、硝化阻害を示す濃度が数ppm～数十ppmと

高く、実際の下水中における濃度に即していないことが

考えられるため、本研究では、1ppm以下で阻害する物質

を対象化学物質とした。また下水処理場での硝化阻害の

理解を深めるため、硝化阻害の原因とならない物質の検

討も合わせて行った。 
 
3．22  実実験験材材料料おおよびび実実験験方方法法    

3.  22.  1    化化学物物質のの選定定と調製方方法法    
本実験で用いられた化学物質は、①文献情報に基づき、

阻害活性が高い物質（EC50≦1 mg/L）を選定する、②PRTR
対象物質に対してMOE（Molecular Operating Environment、
CCG社製）を使ったドッキングシミュレーションを行い、

影響が強いと推定された物質（親和性が高い物質）を優先

的に 25 物質選定する、とした 2 つの方法を組み合わせ、

合計63種の化学物質を試験対象物質として選定した。各

化学物質は、使用前日にジメチルスルホキシド（DMSO）
を用いて10,000 ppmと1,000 ppm濃度の溶液を作製して、

実験に供した。 

3．22.  2    アンンモニアア酸化化細菌をを用いいたた硝化化阻害物物質のの  

活活性評価価  

 一週間培養したN. europaea培養液を3, 000 rpm、室温、

10 分間遠心分離し、上清を捨てた後、等量の新しい培地

に懸濁した。細胞懸濁液を 24 穴プレートに 2 mL ずつ添

加し、各試験化学物質を最終濃度、10 ppmと1 ppmとし

て添加後、18時間、28℃で静置培養した。培養後、各ウェ

ルの培養液1 LをGreiss Reagent A溶液（50 L）を入れ

た96穴プレートに添加し、更にGreiss Reagent B溶液（50 

L）を添加した 4)。15分間室温で放置後、マイクロプレー

トリーダー（SpectraMax M2、モレキュラーデバイスジャ

パン株式会社）を用いて、吸光度545 nmを測定した。培

養液に試験化学物質を添加せず DMSO のみを 0.1％添加

して同様に培養したサンプルをコントロールとし、Greiss 
Reagent A 溶液と Greiss Reagent B 溶液を等量混合したサ

ンプルをネガティブコントロール（NC）とした。各化学

物質に対する亜硝酸生成率は、以下の式で求めた。実験は

各化学物質に対し3連で行った。 
 

亜硝酸生成率（％）＝＝

化学物質添加培養 吸光度545nm NC 吸光度545nm
コントロール 吸光度545nm NC 吸光度545nm × 100 

 
3．3．  結果果とと考察  

3．3．1    硝硝化化阻害物物質のの検検討 

化学物質 63 種に対して、N. europaeae を用いた硝化阻

害物質の検討を行った。各化学物質 1ppm 濃度において、

亜硝酸生成量がコントロールに対し 50％以下を示す化学

物質を硝化阻害物質として選抜した。その結果を図 6 に

示す。63物質中、18物質が硝化阻害物質として選抜され、

化学構造的に 4 グループ（グループ I、II、III、IV）に分

類された。 
グループ I はアセチレン構造を持つ化学物質であり、5

物質（1-ヘキシン、2－エチニルピリジン等）が含まれた。

アセチレン系物質を土壌に添加すると、NH4
+の硝化が阻

害されること、またこれらの物質は AMO 中の Cu2O2 の

活性サイトに作用して、硝化阻害を生じることが報告さ

れている 5)。これらの結果から、グループ Iの化学物質は

AMOを阻害する可能性が推察される。 
グループ II はクロロフェノール構造を持つ化学物質で

あり、5物質（4－クロロフェノール、3－クロロフェノー

ル等）が含まれた。一方、これらの物質は、有機リン系殺

虫剤、農薬中間体として利用されるため、N. europaeaeに
対し殺菌作用を及ぼすことも考えられる。Hoshikawa は、

硝化細菌センサーにより硝化阻害物質として検出された

物質が、マイクロトックス試験（毒性評価試験）において

も検出されることを報告している 6)。今後の課題として、

これら試薬が硝化阻害として作用するのか、もしくは殺

菌剤として作用するか今後検討する必要がある。 
グループ IIIはピラゾール系の構造を持つ化学物質であ

り、3 物質（りん酸 3,4－ジメチルピラゾール等）が含ま

れた。ピラゾール系の化学物質は土壌の硝化阻害を生じ

ることが報告されている 7)。一方、今回の試験条件では他
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は、硝化を阻害しないことを報告している 9)。今回検出さ

れた長鎖型の化学物質は分子量が大きく（分子量 200 以

上と推定される）、N. europaeae の細胞膜を透過しにくい

ことが推察される。これらの結果を考慮すると、下水処理

場に流入する界面活性剤は、硝化への直接的な影響が少

ないことが推察される。 
グループVIはベンゼン環とアセチレン構造が結合した

構造を示し、5物質が（4-フェニル-1-ブチン、5-フェニル

-1-ペンチン等）検出された。いずれも有機合成原料とし

て用いられる物質である。3．3．1硝化阻害物質の検討に

おいて、アセチレン系の構造を持つ化学物質（グループ I）
は強い硝化阻害が確認されたが、ベンゼン環が結合する

と硝化が阻害されないことは、興味深い結果である。 
グループ VII は O=C-O 構造を持つ化学物質であり、6

物質（ヨード酢酸ナトリウム、ニトリロ三酢酸等）が検出

された。特にイソプロカルブ、カルボフラン、フェノブカ

ルブ はカーバメート系殺虫剤に属する物質である。また、

グループVIIIはO=C-X-X=O構造を持つ化学物質であり、

3物質（クロルテトラサイクリン等）が検出された。今回、

非硝阻害物質として検出された 33 化学物質のうち 11 物

質は抗菌剤、農薬、殺虫剤に属し、特に6種の化学物質は

グループ VII と VIII に属していた。これらの結果から、

グループ VII と VIII の構造を持つ抗菌剤、農薬、殺虫剤

等は、N. europaeae に対して 10 ppm 濃度以下であれば、

下水処理の硝化に直接に及ぼす影響は少ないことが推察

される。 
 

44．まとめめ  

下水処理場における硝化阻害発生実態の全国アンケー

ト調査では、全国の下水処理場に対して硝化阻害の発生

実態に関するアンケート調査を行い、平均的発生頻度（1
回/年）を把握するとともに、処理運転条件よりも環境条

件や流入下水の水質が阻害原因と想定されている傾向を

確認した。また、硝化阻害は復旧に1日～数週間を要し、

主な対応策として、DO の適正な管理に加え MLSS 濃度

の調整や活性汚泥の入替が行われていた。「有害物質等流

入事故対応マニュアル」等への反映等によりこれらの知

見が共有されることで、下水処理場における硝化阻害へ

の対応の円滑化に資することが期待される。 
アンモニア酸化細菌を用いた下水中の硝化阻害物質の

探索に関する研究では、硝化菌N. europaeaeを用いて、63
化学物質に対する硝化阻害の検討を行った。その結果 18
化学物質は硝化阻害を生じることが明らかになった。こ

れら化学物質は化学構造的に①アセチレン型、②クロロ

フェノール型、③ピラゾール型、④S=C-N 型の構造を持

つ4種に分類された。一方33種は非硝化阻害の化学物質

に該当し、化学構造的に①長鎖型、②ベンゼン環＋アセチ

レン型、③O=C-O型、④O=C-X-X=O型に分類された。こ

れらの結果から、硝化阻害物質と非硝化阻害物質はそれ

ぞれ特異的な化学構造を持つことを明らかにすることが

できた。 
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公公共共用用水水域域ににおおけけるる健健康康・・生生態リリススククがが懸懸念念さされれるる化化学物物質質のの制御御手法法にに関関すするる研研究究  

（（影影響響がが懸懸念念さされれるる物物質質ののモニタタリリンンググとと定定量的的リリススクク評価価手法法のの構構築築））  

研究予算：運営費交付金 
研究期間：平 28～令 3 
担当チーム：水質チーム 
研究担当者：山下洋正、平山孝浩、北村友一、 

對馬育夫、鈴木裕識、小森行也、 
髙沢麻里 
 

【要旨】 
令和元年度は液体クロマトグラフ-四重極飛行時間型質量分析装置 LC-QTOF-MS で取得した精密質量測定デー

タを用いた健康・生態リスクが懸念される化学物質のモニタリング手法を検討した。まず、多成分の簡易一斉ス

クリーニングを行う上で重要となる検出有無判定での見落とし低減に繋がるデータベース（DB）の構築手法を検

討し、標準品の多点濃度測定から取得した物質固有の共通スペクトルとそれに紐づくフラグメントイオン情報を

整合性の検証を経て DB に登録する手順を示した。次に、膨大な測定データからの未知物質探索手法として、ノ

イズの除去や探索目的に応じたピークの絞り込み、対象ピークに対する元素組成演算や Chemspider 等の公開化学

DB による実在有無検証と物質固有の MS/MS 情報による構造推定を組み合わせた手法を構築した。本手法を標準

活性汚泥処理実験装置（硝化抑制条件下）の下水処理水（n=15）に適用し、全試料に共通して含まれていた物質

を探索した結果、ESI(+)測定データ（総ピーク数 28,399）から N-Benzyl-N,N-dimethyl-1-octanaminium が、

ESI(-)測定データ（総ピーク数 21,189）から p-cumenesulphonate が物質（候補）として推定された。 
キーワード：モニタリング、下水処理水、精密質量分析、簡易スクリーニング、未知物質探索 
 

 
1．  はじめめにに  

近年、生活で使用され下水道を通して河川水中に流

出する微量化学物質による河川環境への影響が懸念さ

れている。国内河川では、環境リスク初期評価により、

一部の化学物質のリスクが示唆されている 1)、2)。その

ため、河川水環境において微量化学物質の効率的な削

減対策やリスクの管理を検討する必要がある。このよ

うな背景のもと、本研究課題では、水生生物およびヒ

ト健康への影響が懸念される化学物質のモニタリング

と定量的リスク評価手法の構築を目的としている。 
過年度では、医薬品類を対象に都市流域で下水処理

水および河川水を調査し、河川水中濃度に対して寄与

率の高い下水処理場を把握した 3)。また、水中の医薬

品類の濃度変化に影響を及ぼす環境因子として底質へ

の収着に着目して野外調査や室内実験を行った結果、

azithromycin、clarithromycin、levofloxacin が河川底

質に蓄積されやすいことや、 azithromycin と

levofloxacin の底質への収着は主に陽イオン交換反応

によるものであることを明らかにした 4)。次に、河川

流下過程における医薬品の消長を効率的に推測するこ

とを目的として、水系暴露解析モデルを用いた非定常

解析により流域全体における医薬品の暴露濃度の網羅

的予測を試みた。その結果、 azithromycin 、

clarithromycin、levofloxacin の 3 種医薬品について、

モデル計算濃度が野外実測濃度と比べ低く算出される

傾向があったものの、シミュレーション結果から流域

全体の濃度マッピングが達成された 5)。 
以上のように、水環境中での医薬品の存在実態や挙

動に関する知見は集積されつつあるが、これらは医薬

品類について分析技術を含む既往情報が充実していた

ことによるところが大きく、情報不足が懸念される多

くの化学物質については、効率的かつ網羅的に水環境

中の存在実態を把握できるモニタリング手法の開発と

それによる実態データの蓄積が望まれる。 
本年度は、水環境への主要な経由点の一つである下

水処理場の処理水を対象に、精密質量分析技術を用い
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が、例えば、水質事故等が発生した際に、その原因物

質を探索するような目的にも本手法は有効であると考

えられる。精密質量測定データは、取得から時間が経

過した後でも、振り返って解析に使用することができ

るため、整理して保存しておくことで、将来的に水質

リスク問題が発生した際にも、速やかな知見提供に繋

がることが期待できる。 
 
44．まとめ  

 本研究で得られた主な知見は以下のとおりである。 

LC-QTOF-MS で取得された精密質量測定データを用

いた多成分の簡易一斉スクリーニングを行うために重

要な、データベース（DB）構築手法を検討し、 

1) 標準品の多点濃度測定から取得した物質固有の

共通スペクトルとそれに紐づくフラグメントイ

オン情報を整合性の検証を経て登録することで、

見落とし低減に繋がる DB 構築手法を提示した。 

2) 9 物質の標準添加試験によりDB の適用可能性を

検討し、9 物質中 6 物質は良好に適用できること

を確認した上で、現状の課題を整理した。 

3) 標準活性汚泥処理（硝化抑制運転条件下）を採用

しているパイロットプラントから採水した下水

処理水 7 試料に対し、簡易スクリーニングを実施

した結果、今回対象とした 81 種の化学物質のう

ち、いずれかの試料から検出された物質の合計数

は 32 種であった。 

LC-QTOF-MS 測定データを用いた未知物質の探索手

法について、下水処理水15試料を対象として検討し、 
4) 探索解析を効率的に進めるための事前のデータ

整理手順を示しつつ、一定の探索目的を設定し、

探索候補データを絞り込む重要性を確認した。さ

らに、既往の探索ツールである元素組成演算や公

開化学 DB の Chemspider、さらに、本研究の特徴

の一つである無段階 MS/MS 法により取得した物

質固有の情報を有効活用することで物質（候補）

を推定する手順フローを構築した。  

5) 4)で示した手順に従って、下水処理水 15 試料に

共通して含まれていた物質を探索した結果、

ESI(+)測定データ（総ピーク数 28,399）から N-
Benzyl-N,N-dimethyl-1-octanaminium が 、

ESI(-)測定データ（総ピーク数 21,189）から p-
cumenesulphonate が推定された。  

  

  

 本研究では、環境試料の中でも分析難易度が高い下

水試料を対象に、精密質量測定データを用いた簡易ス

クリーニング用のDB 構築手法と未知物質の探索手法

についてそれぞれ手順を示した。各手法について、改

善点はあるものの、公共用水域における健康・生態リ

スクの懸念される化学物質のモニタリング手法として、

有効に適用できることが示された。 
 

 今後の課題としては、事前に物質情報が把握されて

いるものに対して、簡易スクリーニングによって効率

的に蓄積された環境中の存在実態データを用いて、既

往の毒性データとのマッチングによる半自動的なリス

ク評価の手法を検討する。将来的な化学物質リスクへ

柔軟に対応するための対策の一つとして、公共用水域

における各種水試料の精密質量分析データを獲得しつ

つ、振り返り解析を行うための DB とその解析環境を

整備しておくことが重要であると考えられる。 
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リスロマイシンの二次処理水中の濃度の変動が大き

かったことがわかる。各医薬品の担体処理による除去

率は異なったが、HRT180 分と 120 分で比較すると、

HRT180 分でより濃度が低下する結果となった。 
図-7 は二次処理水、担体処理水中医薬品濃度の実測

値を PNEC で除したものである。図よりアジスロマイ

シン、クラリスロマイシンの二次処理水中の実測値

/PNEC 比が高いことがわかる。HRT180 分で担体処理

することにより、アジスロマイシン、クラリスロマイ

シンとも実測値/PENC 比の低下が見られた。これらの

医薬品は、担体処理により PNEC 以下にすることは困

難であったものの、実測値/PNEC 比は概ね 10 以下と

なった。 
図-8 に HRT180 分、120 分条件でのアジスロマイシ

ン、クラリスロマイシン、レボフロキサシン、ケトプ

ロフェンの除去率を示す。図中の各医薬品の除去率は、

1 回のサンプリング毎に算出し、HRT180 分では 5 回、

HRT120 分では 7 回の除去率を平均したものである。 
HRT180 分で除去率が高く、アジスロマイシン、ク

ラリスロマイシン、レボフロキサシン、ケトプロフェ

ンの平均除去率は、それぞれ 15％、24％、64％、61％
となった。 
活性汚泥処理過程でのアジスロマイシン、クラリス

ロマイシン、レボフロキサシン、ケトプロフェンの除

去率 5）は、16％以下、21~37％、51~61％、10％以下と

報告されており、本実験での HRT180 分での担体処理

は、活性汚泥処理と同等以上の除去率が得られること

がわかった。実下水処理場 16 カ所の下水放流水中の

医薬品の実態調査 5）によると、アジスロマイシン、ク

ラリスロマイシン、レボフロキサシン、ケトプロフェ

ンの平均濃度は、0.035、0.44、0.21、0.23μg/L であっ

た。放流水中の各医薬品濃度はPNECを上回っており、

生態影響低減のためには医薬品の追加処理は必要と考

えられる。 
 図-9 に DOC 除去率と、NH4-N 低減率、第二担体槽

の DO、水温と各医薬品除去率に関係を示した。各水

質項目と医薬品除去率の間に明確な関係性は見いだせ

なかった。医薬品の除去率の変動は大きく、除去率の

向上や安定した除去率を得るためには、除去に寄与す

る因子の解明が重要となる。 

 

44．まとめめ  

下水処理水に残存するアンモニア性窒素の低減効

果が確認された微生物保持担体処理がアンモニア性窒

素の低減と同時に医薬品の除去に効果があるかどうか

を調査した。 

本研究で得られた知見は以下のとおりである。 

1) ポリプロピレン製中空円筒担体による流動型担体

処理において、下水処理水に残存するアンモニア

性窒素と医薬品の同時除去は可能であった。 

2) HRT180 分での NH4-N の低減率は 91％で、本条件

でのアジスロマイシン、クラリスロマシン、レボ

フロキサシン、ケトプロフェン平均除去率は、15％、

24％、64％、61％となった。この値は活性汚泥処

理と同等以上であった。 

 

55．今今後後のの予定定  

下水処理水に残存するアンモニア性窒素と医薬品

の担体処理による低減法については、担体の種類の違

いや担体付着細菌叢解析も加えて、医薬品の除去に寄

与する要因を解明するとともに、除去率の向上と安定

した処理が行える処理法に改良していく予定である。 
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よび動植物プランクトンについて、NGS および光学顕

微鏡による同定結果を比較した。その結果、光学顕微

鏡で同定されなかった多くの種が、NGS で検出された

ことを確認した。また、光学顕微鏡で同定された種は

NGS でほぼ検出可能であった。さらに、アオコや淡水

赤潮の原因藻類について、光学顕微鏡観察では捉えき

れない低濃度での検出が可能と考えられ有用性が示唆

された。今後、本技術が確立すれば、ダム貯水池にお

ける微生物由来の水質変化現象（アオコ、カビ臭、淡

水赤潮等）に対して、簡便で迅速、低コストで発生原

因や発生箇所を特定することができ、効率的な水質の

維持管理が期待される。 
今後、他のダム貯水池においても確認を進めるとと

もに、定量性についても検討を進める必要がある。ま

た、水質改善のための設備が導入されたダム貯水池に

おいて NGS を活用することで、水質改善の効果詳細

に把握する予定である。 
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の開発)、国立研究開発法人土木研究所、pp. 17-21、2019 
https://www.pwri.go.jp/jpn/results/report/report- 
program/2018/pdf/pro-13.pdf 

6) 玉木秀幸：培養アプローチで切り拓く未知微生物の新機

能、環境バイオテクノロジー学会誌、14（2）、pp. 87-98、
2015 

7) O. Nercessian, E. Noyes, M. G. Kalyuzhnaya, M. E. 
Lidstrom, L. Chistoserdova: Bacterial populations 
active in metabolism of C1 compounds in the sediment 
of Lake Washington, a freshwater lake, Applied and 
Environmental Microbiology, 71(11) pp. 6885-6899, 
2005 
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Planktothrix agardhii under iron limitation, 
Limnology, 8, pp.261-270, 2007 

5)  箱石憲昭、櫻井寿之：ダム貯水池における物質移動に関

する調査①、平成 18 年度 土木研究所成果報告書、8p.、
2007 

   
 
 
 
 

 













 

114 

見られた。特に気温の回帰係数は-0.20 ~ -0.41 の範囲

であり、4℃上昇の世界では底層貧酸素化の長期化が

懸念された。一方で流入量の底層 DO に対する影響力

は小さい結果となり、成層の形成等を考慮せずに重回

帰分析を行っても流入量の影響を評価することは難し

いと考えられた。底層の貧酸素化により、嫌気化した

底泥からの栄養塩溶出が起きていることが推察され、

水温上昇の水質影響が懸念された。 

 また、Lomb-Scargle 法を用いたフーリエ解析を実

施することで、ダム貯水池の底層 DO の変動に対す

る周期性を評価することができた。 

本解析においては、解析の透明性の観点から気温

と流量の時間平均を変数とした重回帰分析を説明モデ

ルとして使用したが、相関関係が得られたダムは限定

的であった。相関が得られなかったダムにおいても他

の解析モデルを適用することで、底層 DO との関係

性についてより深い解析を行うことが可能であること

が考えられる。今後は、機械学習モデルなどの他の統

計解析手法の適用や、クロロフィル a 濃度などの気

候変動によって影響を受けると考えられる他の指標に

ついても解析を行っていく予定である。 

 
参参考考文文献献      
1) 文部科学省、経済産業省、気象庁、環境省：IPCC 第 5 次

評価報告書統合報告書政策決定者向け要約 （翻訳）、2015 
2) 池田祐一、中井正則、中村由行、道奥康治、村上和男：水

圏の環境、東京電機大学出版局、pp.228-275、1998 
3) The Astropy Project: Astropy v4.0.1 documentation, 

https://docs.astropy.org/en/stable/timeseries/lombscargl
e.html (2020/06 accessed) 
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し、雨天時における DGT―パッシブサンプリング法

について追加の検討を実施していく予定である。 

 
参参考考文文献献      
1) 益永茂樹：河川水中重金属の生物利用性に与える存在形

態と共存物質の影響、河川整備基金助成事業報告書、助成

番号 24-1211-011、2013 
2) DGT Research Ltd.：Practical guide for using DGT for 

metals in waters. 
3) 内藤航、森美和子、岩崎雄一、加茂将史、益永茂樹：薄膜

拡散勾配（Diffusive Gradients in Thin-films: DGT）法

を用いた河川水における金属類の生物利用性の評価、水

環境学会誌、Vol.34、No.2、pp.65-71、2011 

4) 永井孝志、恒見清考、川本朱美：河川水中における重金属

のスペシエーション：Diffusive Gradients in Thin-films
法による分析と化学平衡モデルによる推定、陸水学会誌、

Vol.68、pp.391-401、2011 
5) 土木研究所 平成 30 年度研究開発プログラム報告書：

「12.2.1 土砂供給に伴う河川環境影響評価およびダムか

らの土砂供給技術の運用手法に関する研究」、2019 
6) Andreas Kreuzeder, Jakob Santner, Hao Zhang, 

Thomas Prohaska, Walter W. Wenzel : Uncertainty 
Evaluation of the Diffusive Gradients in Thin Films 
Technique, Environ Sci. Technol, 49, pp.1594-1602, 
2015. 
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下水処理水に残存するアンモニア性窒素の低減技術と水生生物の影響評価に関する研究 

研究予算：運営費交付金 
研究期間：令元～令3 
担当チーム：水環境研究グループ（水質） 
研究担当者：山下洋正、北村友一、村田里美、 

服部啓太、厚朴大祐 
 

【要旨】 
本研究では、小規模下水処理場に適した簡易追加処理法として、下水二次処理水中アンモニア性窒素について

微生物保持担体を用いた低減対策を検討した。その結果、ポリプロピレン製の担体を充填率 35%で投入し、曝気

量制御のためにアンモニアセンサーを使用することで水質改善と省エネを両立できることがわかった。 
また本研究では、ムレミカヅキモを用いて下水処理水の慢性的影響評価を検討した。5%処理水を継続的に添加

することで、藻類の増殖が促進されることを明らかにし、処理水のプラスの影響を確認した。一方、80%処理水を

継続的に添加すると細胞が肥大し、藻類への慢性的な影響がある可能性が示唆された。 
 

キーワード：アンモニア性窒素、微生物保持担体、アンモニアセンサー、藻類、慢影響評価 
 
 

1．はじめめに 
H28 に水生生物保全に係る化学物質有害性評価作業

委員会（環境省の諮問委員会）は、水生生物保全環境

基準へのアンモニア性窒素（以下、NH4-Nとする）の追

加と、その基準値（案）を提示した。この際のNH4-Nの

基準値（案）は、生物A類型水域では0.2 mg-N/L、生

物 B 類型水域では 0.7 mg-N/L と厳しい値が提示され

ている。 

一方、これまでの水質チームの研究により、小規模

下水処理場の処理水中のNH4-N濃度が2 mg-N/L（生物

A 類型水域の 10 倍値）を超える処理場は 44％である

ことが明らかになっており 1）、排水基準値が低く設定

された場合は、多くの処理場で低減対策が必要となる

可能性が考えられる。 

下水処理水の消毒は塩素を用いる方法が一般的で

あり、塩素はそれ自体が毒性を有することに加え 2）、

NH4-N が残存している処理水に塩素消毒を行うと、塩

素消毒副生成物が生成され、水生生態系に悪影響がで

ることが懸念される。実際 NH4-N が残存している処理

水に塩素消毒を行うと、ムレミカヅキモやゼブラ

フィッシュに対して毒性が強く現れることはこれまで

の水質チームの研究により確認している 1）。 

  本研究は下水処理水中に残存する NH4-N の効率的除

去法についての検討、また水生生物を用いた処理水の

安全性評価の2つの面から構成される。本年度は、微

生物保持担体を用いて、下水処理水中に残存するNH4-

N の効率的除去法について検討を行った。また、アン

モニア性窒素残存や塩素消毒以外の影響をまず確認す

る目的で、藻類（ムレミカズキモ）を用いて下水処理

水の慢性的影響評価法の検討を行った。 

  

２２．下水水二次次処処理水水に残残存するる NNH44-NN をを対対象象とした担

体体ととNNH44-NNセンンササーをを用用いいたた省エネネ型型低低減減方方法法のの提提案案 
22.11．はじめめに  

NH4-Nの環境基準項目への追加が検討されており、排

水規制値の設定に関しても今後議論される可能性があ

る。この背景から、当所において、全国54カ所の小規

模下水処理場の下水二次処理水中 NH4-N 濃度を測定し

たところ 1)、全体の 44%の処理場で下水二次処理水の

NH4-N濃度が2 mg-N/L以上であり、排水基準値が低く

設定された場合は、多くの下水処理場で低減対策が必

要となる可能性がある。本研究では、小規模下水処理

場に適した簡易追加処理法として、下水二次処理水中

NH4-N について微生物保持担体を用いた低減対策を検

討した。令和元年度は担体の種類、充填率、送気倍率

の検討と実験装置のスケールアップ及び NH4-N セン

サーによる曝気量制御について検討した。 

 

22．22  研研究究方方法法  

22．22．11  担体体のの種類類、充充填率率、送送気気倍倍率率のの基基礎礎的検検討  

本研究で用いた微生物保持担体処理実験装置は、容
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下下水水にに含含ままれれるるナナノノ物物質質等等のの挙挙動動おおよよびび影影響響把握握にに関すするる研研究究  
研究予算：運営費交付金 
研究期間：平成 29～令 3 年度 
担当チーム：水環境研究グループ（水質チーム） 
研究担当者：山下洋正、北村友一、對馬育夫、 

村田里美 鈴木裕識 
【要旨】 
本研究では、夾雑物の多い下水試料に対するマイクロプラスチックの測定手法の高度化に関する研究において、

既に構築してきた蛍光染色観察法の試料前処理を改良することを目的に、計測対象を損なわずに夾雑物を効果的

に除去する手順を検討し、フェントン反応（30%H2O2+FeCl2 または+FeSO4）後に HCl で洗浄する手法を構築した。

また、紫外線照射されたナイロン６粒子（Ny6）がムレミカヅキモに及ぼす影響に関する研究では、Ny6 を UVC
照射することで、ムレミカヅキモへの吸着力が減少し、それにより増殖阻害が減少することを明らかにした。 
キーワード：マイクロプラスチック、測定前処理、フェントン反応、ナイロン 6 粒子、紫外線、ムレミカヅキモ 
                       

 
1．はじめにに  

近年、ナノテクノロジーの進歩により、炭素粒子や

金・銀、チタン等の金属粒子の特性を利用したナノ粒

子工業品が年間数％の生産量の伸び率で増加し、下水

道を経由する等により、水環境中へ放出され得ること

が懸念されている。また、プラスチック製品が劣化し

細かくなったものや洗顔料などに使用されるマイクロ

ビーズなどのマイクロプラスチックも、水生生物の成

長等に影響を及ぼす等の研究結果が報告されている。

G7(2016 年 5 月富山)環境大臣会合では海洋ゴミ（マイ

クロプラスチック）について、「陸域を発生源とする海

洋ゴミの発生抑制と削減」「マイクロプラスチックの生

態系への影響評価のための科学的な研究」などの施策

の実施が約束された。 
これらの物質の中にはラボ実験において高い毒性

が確認されているものもあるが、様々な物質が共存す

る自然環境中における影響は明らかにされていない。

特に、下水に含まれるナノ物質・マイクロプラスチッ

クの挙動や影響については、研究手法すら確立されて

いない。下水道の技術開発に関する中長期的な計画・

方向性を示す「下水道技術ビジョン」ロードマップに

「環境中における微量汚染物質の測定技術の確立と影

響評価」が示されており、学術的にも行政的にも研究

開発が求められている。 
本研究は、平成 29 年度から令和 3 年度までの計画

で、下水に含まれるナノ物質やマイクロプラスチック

（MPs）等の微小粒子の定性・定量方法を構築し、そ

れらの下水や放流先での挙動、水生生物やヒト細胞に

与える影響を確認することを目的とする。これまでに、

ナノ物質については、サイズ分画を行った下水流入水

および処理水に銀ナノ粒子を添加した培地でムレミカ

ヅキモを用いた藻類増殖阻害試験を実施した結果、10 
kDa より大きい画分では、銀ナノ粒子が下水中に含ま

れる溶存化合物と共存することで、銀ナノ粒子の持つ

毒性が軽減される傾向を確認し、下水中には相殺効果

を引き起こす化学物質が存在していたと考察された。

また、MPs については、Nile Red 試薬を用いた蛍光染

色観察法を構築し、同手法を用いて下水処理場におけ

る通日調査を実施した。その結果、流入時に存在して

いた繊維状 MPs は最初沈殿池流入までに（主に沈砂池

で）70.35%、最初沈殿池流出までに 98.20%が除去され

ていることを確認するなど、下水処理過程における調

査データが蓄積された。また、MPs の安全性評価とし

て、大きさや種類の異なる 7 種の MPs を用いて、藻類

のモデル生物であるムレミカヅキモの増殖に与える影

響を検討した。その結果、ブロック状と比較して粒子

状の MPs の影響が大きいこと、また、粒子状の MPs で
は特にナイロン 6 粒子（Ny6）がムレミカヅキモの増

殖に影響を与えることが明らかになった。令和元年度

は、MPs について、夾雑物の多い下水試料に対する測

定前手法の高度化を図るとともに、水生生物への安全

性評価として、より環境中での挙動を考慮した試験を

実施することを試みた。 
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1-1) フェントン反応（ 30%H2O2+FeCl2 あるいは

H2O2+FeSO4）後に HCl で洗浄する手法が、夾雑物

除去率の向上に有効であり、それにより、Nile red
試薬を用いた蛍光染色観察法による繊維状 MPs
の計測作業が効率化するとともに、誤計測や見落

としを低減できることが示唆された。 

1-2) 実体顕微鏡観察と FTIR 分析により、本研究で構

築したフェントン反応＋HCl 洗浄をプラスチック

繊維に施しても材質や形状への変化はないこと

を確認した。 
今後は、本研究で構築した前処理を含む蛍光染色観

察法を用いて、下水処理水の放流先における MPs 調査

を実施するとともに、下水道事業者の方々が本手法を

簡易に活用できるよう、マニュアル化を進める。 
 
紫外線照射されたナイロン 6 粒子がムレミカヅキモ

に及ぼす影響に関する研究では、 
2-1) Ny6 を UVC 照射することで、ムレミカヅキモへ

の吸着力が減少し、それにより増殖阻害が減少す

ることを明らかにした。 
2-2) Ny6 粒子は水環境中に放出された直後は藻類を

吸着するが、UV 照射により劣化するとそれ自体

が浮遊し、藻類の吸着や増殖阻害を生じにくくな

ることが推察された。 
本年度までは粒子状の MPs に対する藻類の影響を

検討したが、今後は、繊維状 MPs に対する藻類の影響

を検討する予定である。 
 
参参考文文献献      
1) Rezania, S., Park, J., Din, M. F. M., Taib, S. M., Talaiekhozani, 

A., Yadav, K. K., & Kamyab, H. Microplastics pollution in 
different aquatic environments and biota: A review of recent 
studies. Marine pollution bulletin, 133, pp.191-208, 2018 

2) 鈴木裕識,山下洋正.：下水道におけるマイクロプラス

チックの存在実態に関する研究動向と繊維状マイクロ

プラスチック簡易検出法の構築に向けた取組み (特集 
マイクロプラスチック汚染). EICA: journal of EICA: 環
境システム計測制御学会誌, 24 (4), pp. 35-39, 2020 

3) Fenton, H. J. H. LXXIII.—Oxidation of tartaric acid in 
presence of iron. Journal of the Chemical Society, 
Transactions, 65, pp. 899-910, 1894 

4) 鈴木裕識, 阿部翔太, 村田里美, 北村友一, 對馬育夫, 田
中周平, 小川 文章.: 蛍光染色/観察法を用いた繊維状マ

イクロプラスチックの下水処理場における存在実態調

査, 第 53 回日本水環境学会年会講演集, 53, p.9, 2019 
5) 村田里美、鈴木裕識、小川文章、7 種マイクロプラスチッ

クがムレミカヅキモの増殖に与える影響、第 21 回日本

水環境学会シンポジウム、2018、pp. 226 
6) Ichimura, T. Sexual cell division and conjugation-papilla 

formation in sexual reproduction of Closterium strigosum. In 
Proceedings of the Seventh International Seaweed 
Symposium, University of Tokyo Press, Tokyo, pp. 208-214, 
1971 

7) OECD GUIDELINES FOR THE TESTING OF 
CHEMICALS (OECD201), Freshwater Alga and 
Cyanobacteria, Growth Inhibition Test, 2006 
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小規模下水処理場における未規制化学物質の挙動と除去特性に関する研究 
研究予算：運営費交付金           
研究期間：平29～令元            
担当チーム：水環境研究グループ（水質）    
研究担当者：山下洋正、平山孝浩、鈴木裕識  

  小森行也、髙沢麻里       
 
【要旨】 
水生生物保全に係る要監視項目は、現時点において下水処理場放流水が規制を受けることはないが、将来の環境基準

化・排水規制化の可能性を踏まえ、下水処理場での挙動及び除去特性把握が必要と考えられる。本年度は、平成 30 年

度調査において流入下水から公共用水域での指針値を超える濃度で検出されたフェノールを対象として下水処理場に

おける挙動調査を行った。標準活性汚泥法、嫌気好気ろ床法の下水処理場における挙動調査の結果、両処理方式とも生

物反応槽で大きく除去されていることを確認した。また、標準活性汚泥法の活性汚泥を用いた室内実験によりフェノー

ルは活性汚泥により容易に除去されることがわかった。 
キーワード：水生生物保全、要監視項目、下水処理、挙動調査 
 
 
1．はじめに 
水生生物保全に係る要監視項目として、クロロホルム、

フェノール、ホルムアルデヒド、4-t-オクチルフェノール、

アニリン、2,4-ジクロロフェノールが設定されている。こ

れら物質は、公共用水域における検出状況等からみて、現

時点では直ちに環境基準項目とはせず、引き続き環境中

の検出状況等に関する知見の集積に努めるべきとされて

いるものである。現時点において、下水処理場放流水が規

制を受けることはないが、将来の環境基準化、排水規制化

への対応の一つとして下水処理場での挙動及び除去特性

把握が必要と考える。我が国の下水処理場、特に小規模下

水処理場では、これらを含む未規制化学物質等の挙動及

び除去特性についてのデータが少ない。また、これらの要

監視項目のうち幾つかの物質については、下水道での調

査を実施する際に必要となる下水試料を対象とした分析

方法が未確立である。 
本研究は、下水試料を対象とした要監視項目の分析方

法の開発と下水処理場における要監視項目の除去特性把

握、挙動解明を目的としており、研究初年度の平成29年
度は、下水試料を対象とした分析方法について検討し、下

水に適した分析方法を提案した。研究2年目の平成30年
度は、10 ヶ所の下水処理場において要監視項目 6 物質の

除去特性調査を実施し、クロロホルム、ホルムアルデヒド、

4-t-オクチルフェノール、アニリン、2,4-ジクロロフェノ

ールの 5 物質の流入下水の濃度は、公共用水域の各指針

値を下回っていること、フェノールは流入下水から指針

値を超える濃度で検出されたが下水処理により 90%以上

除去されて二次処理水では指針値を下回ることがわかっ

た。研究最終年度の令和元年度は、平成30年度調査にお

いて流入下水から公共用水域での指針値を超える濃度で

検出されたフェノールを対象として下水処理場における

挙動調査を実施した。 
 
2．研究方法 
2.1 標準活性汚泥法の下水処理場におけるフェノール挙

動調査 

 平成30年度調査において流入下水から指針値を超える

濃度で検出されたフェノールを対象とした。調査処理場

は、平成 30 年度調査で調査対象とした標準活性汚泥法 4
ヶ所のうち、流入下水中のフェノールの濃度が最も高か

った下水処理場で、2019 年11 月6 日と2020 年1 月8 日

に行った。調査処理場の処理フローを図-1 に示す。両調

査とも降雨の影響の少ない日に調査した。また、1月8日
は反応槽内に限り水塊を追うことを想定して試料採取を

実施した。この処理場の現有処理能力は約 140,000m3/d、
下水の排除方式は分流式一部合流式である。試料採取を

行った系列は、分流区域の下水だけを処理する系列で汚

泥処理工程からの返流水が流入している。この処理場で

は、他の処理場の汚泥を受け入れていることから、濃縮

機・脱水機からの分離液に加え、圧送汚泥管の洗管水や当

該処理場の床排水等が返流水に含まれている。処理方式

は、標準活性汚泥法であるが、試料採取を行った系列は、

バルキング対策等のため反応槽 8 槽のうち 1 槽目はエア

レーションなし、2槽目は微曝気とし、疑似嫌気好気運転 
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仔魚の遺伝子発現解析による下水処理水の慢性影響評価法の開発 

 
研究予算：運営費交付金 
研究期間：平 29～令元 
担当チーム：水質チーム 
研究担当者：山下洋正、北村友一、服部啓太 
 

【要旨】 
本研究では遺伝子発現解析を魚の曝露試験に適用し、下水処理水の魚類慢性影響の検出と評価法の提案を

行った。二次処理水を用いてゼブラフィッシュの胚・仔魚期の曝露試験を行い、ふ化率、生存率と網羅的遺

伝子発現への影響、および、希釈またはオゾン処理による遺伝子発現影響の低減効果を調査した。二次処理

水、オゾン処理水の曝露による遺伝子発現への影響レベルは、河川水の同様の曝露結果と比較した。その結

果、二次処理水最大濃度（80％）においてもふ化率や生存率に影響は見られなかったが、遺伝子発現への影

響は見られた。二次処理水の割合が減少するに従い、発現変動遺伝子数も少なくなることが確認された。二

次処理水曝露により免疫、代謝、ストレス応答、シグナル伝達など様々な影響を受けていることが示唆され

た。二次処理水は 10 倍希釈、または、オゾン処理により、遺伝子発現への影響を河川水レベルまで低減で

きることがわかった。 
キーワード：ゼブラフィッシュ、短期毒性試験、網羅的遺伝子発現解析、下水処理水 
 
1． はじめに 

排水の水生生物への影響評価には、毒性値が明らかに

されている化学物質の機器分析による排水中の濃度測定

と毒性値との比較、または、排水に水生生物を曝露し、

死亡や成長阻害などの生物応答から評価する全排水毒性

（WET：Whole Effluent Toxicity）試験がある。生物応答を

用いた試験は、排水の有害性を直接評価でき、米国等で

は藻類、無脊椎動物、魚類を用いたWET試験が導入1)さ

れている。日本でも生物応答を用いた排水試験法（検討

案）2)が公表（平成 26年 3月）され、生物応答に基づく

排水管理の制度化と導入が検討された。平成 31 年 3 月

時点で、事業者の自主的取り組みとして活用されること

となった 3)。これまでに様々な事業所排水について生物

応答試験が適用 4) 5)されてきたが、下水処理場の放流水

への適用 6) 7) 8)例は少ない。下水放流水の水量は、他の事

業所に比べて大きく放流先水域の水質に影響する場合も

ある。公共用水域の水生生物保全のために、下水放流水

の水生生物影響の評価が必要な場合も考えられる。下水

処理水に生物応答試験を適用した報告では、藻類への影

響 6)は塩素消毒水で、甲殻類への影響 7)は金属を含む排

水で確認される場合もあるが、下水処理水の水生生物へ

の影響は一般的に低い 8)。魚類に影響が見られる場合 6)

があるものの、3 生物種の中で魚類への影響は特に低い
8)といえる。ただし、生物応答を用いた排水試験法の中

で魚類影響については、胚・仔魚期の曝露からふ化率と

仔魚の生存率を評価する試験である点に留意が必要であ

る。下水処理水放流先の魚類存続の確保の観点からは、

ふ化率、仔魚の生存率だけではなく、成長、繁殖、内分

泌かく乱影響など様々な評価軸で下水処理水の魚類への

安全性を評価することも重要である。しかしながら、こ

のためにはそれぞれの評価軸に対応する試験を別途行う

必要があり、試験コストと労力を要する。 
一方で、次世代シーケンサーなどの網羅的遺伝子発現

解析技術の普及により、遺伝子レベルで生物影響を詳細

に解析することが可能となっている。また、OECD を中

心に、化学物質の曝露から、分子、細胞、臓器、個体お

よび個体群レベルへの影響についての反応経路

（Adverse Outcome Pathway；AOP 9)）を整理する取り組み

が進められており、AOP の一部である遺伝子発現の知

見の充実や遺伝子発現レベルと個体レベルの影響の関係

解明が重要となっている。 
毒性学や分子生物学の分野で蓄積されてきた遺伝子発

現とその機能に関するデータベースを活用し、仔魚期の

魚の様々な機能遺伝子を網羅的に解析することで、一回

の生物応答試験から、遺伝子レベルではあるが様々な評

価軸での影響評価が可能になると考えられる。 
下水処理水を対象とし、胚・仔魚期の魚類を用いる曝

露試験に網羅的遺伝子発現解析を追加し、魚が受けてい

るストレスの種類の判定と希釈や高度処理過程でのその

低減効果および遺伝子発現の影響レベルを評価した報告

は見られない。 
本研究では、下水二次処理水を対象とし、生物応答を

用いた排水試験法（検討案）2)に掲載されている胚・仔

魚期のゼブラフィッシュを用いる短期毒性試験に、次世

代シーケンサーによる網羅的遺伝子発現解析を追加し、

ふ化率と生存率の他に、生体維持に関わる様々な機能へ

の影響の検出が可能かどうか、また、検出された影響の

希釈とオゾン処理による低減効果、および、河川水との

比較による遺伝子発現レベルの評価について検討した。

さらに、曝露水の水質と遺伝子発現の関係についての解
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水し、水理学的滞留時間約 2時間で処理した（以降、オ

ゾン+担体処理とする）。なお、実験装置は、曝露水採

水の約 1カ月前から上記条件で連続運転した。 
採水は、2017 年 12 月 7～8 日に二次処理水（砂ろ過

水）、オゾン処理水、オゾン+担体処理水を 24時間連続

採水し、13 日から 22 日にかけてゼブラフィッシュを用

いて胚・仔魚期の魚類を用いる短期毒性試験に従い試験

を行った。表-1に曝露条件を示す。二次処理水、オゾン

処理水、オゾン+担体処理水の最大曝露濃度 2)は 80 ％に

設定した。曝露水の希釈には活性炭処理した脱塩素水道

水を用い、コントロール曝露区は脱塩素水道水 100 ％と

した。 
下水処理水曝露による遺伝子発現レベルの評価は、河

川水との比較によることとした。比較対象とする河川水

は、霞ヶ浦流入河川水とし、土地利用の異なる以下の 4
地点を選定した。図-2に採水地点、図-3に土地利用の概

要を示す。採水地点より上流域の土地利用の特徴は次の

とおりである。山口川（桜川支流）は筑波山の渓流で、

その流域は森林が 99 ％を占める。桜川下流は霞ヶ浦流

入河川の中で最大流域面積をもち、他の流域よりも水田

の割合（26 ％）が高い。恋瀬川は桜川下流に次ぎ流域

面積が大きく森林の割合（46 ％）が高い。山王川は市

街地の割合（67 ％）が大きい。なお、桜川、恋瀬川、

山王川は、生物類型 B（コイ、フナ等比較的高温域を好

む水生生物及びこれらの餌生物が生育する水域）に指定
12)されており、魚類影響は少ない河川であると考えられ

る。採水は、2019 年 1 月 21 日にスポット採水した。曝

露濃度は最大曝露濃度 80 ％のみとし、試験は 1月 23日
から 2月 1日にかけて実施した。 
各下水試料、各河川試料原水は、下水処理工程での処

理の程度、河川水の汚濁程度を把握するため、溶存有機

炭素濃度 DOC（島津製作所製 TOC-V）、NH4-N、NO3-N、
NO2-N（ビーエルテック製 QuAAtro2-HR）とオゾン処理

の処理効果や水質のキャラクタリゼーションが簡便に把

握できる三次元蛍光スペクトル（日立ハイテクノロジー

ズ製F-4500）を測定した。  
2．2 遺伝子発現解析の方法 

曝露試験終了時に生存していた仔魚は、液体窒素で急

速凍結し、RNA 抽出まで-80℃で保存した。冷凍保存し

た仔魚の RNAは、RNeasy Mini Kit（Qiagen製）を用いて、

1連最大15匹をまとめて1検体として抽出した。RNA試

料は Bioanalyzier（Agilent 製）を用いて、分解を受けてい

ないことを確認し、Truseq Stranded mRNA prep kit（Illumina
製）を用いてライブラリ調製後、次世代シーケンサー

Miseq（Reagent kit v3、 150cycle、 Illumina製）により、1ラ
ン2検体でシーケンシングを実施した。81塩基のペアエ

ンドで 1 検体につき約 1,600 万リードの塩基配列を取得

した。 

遺伝子発現解析はセルイノベーション（国立遺伝学研

究所のデータ解析拠点 Maser13））にリードデータをアッ

プロードして実施した。Tophat2 を用いてゼブラフィッ

シュゲノム（DanRer11）にマッピング後、Cufflinks2 を用

いて遺伝子発現量を FPKM（Fragments Per Kilobase of exon 
per Million fragments mapped）で表した。得られた遺伝子配

列は、NCBI に登録されているゼブラフィッシュ蛋白質

配列（Refseq Protein）14)に対して Blastxによる相同性検索

を行い、E-value と Bit score から最も相同性が高い Refseq 
IDを得た。そして、UniProt15)およびUniProt-GOA16)のデー

タベースを用いて各遺伝子のRefseq IDに対応したゼブラ

フィッシュの遺伝子機能情報（Gene Ontology： GO）を

取得した。 
発現変動遺伝子の抽出および Gene Ontology 解析は、

subio ver.1.24 (subio社製)により行った。発現変動遺伝子の

抽出条件は、各曝露区でコントロール区の 2倍以上、1 / 
2以下（Fold change 2）、およびT検定で p値が 0.05以下

となる遺伝子とした。なお、下水試料と河川水曝露試験

の時期が異なったため、コントロール区は下水試料の

Control 1と河川試料の Control 2の 2種類あるが、発現変

動遺伝子の抽出の際は 2 種類のコントロールを統合し 1
つとし解析した。Gene Ontology 解析では、Biological 
process の機能情報を用いることとし、 Fisher の正確確率

検定により二次処理水最大濃度 80％曝露区を基準とし

て発現変動遺伝子と関連が強い機能を抽出（検定条件：

overlap 3以上、p値0.05以下）し、各曝露区間をp値で比

較した。  
 

3． 実験結果 

3．1 曝露原水の水質分析結果 

図-4、 5、 6 に脱塩素水道水（Control 1、 2）、各下水

試料、各河川水試料の DOC、形態別窒素、蛍光強度の

分析結果を示す。DOC 濃度は二次処理水が最も高く、

オゾン処理水とその後段の担体処理水で若干の低下が見

られた。この値は都市河川である山王川よりも高い値で

あった。二次処理水中の NH4-N、NO2-N 濃度は低く硝化

が十分に進行した処理水であった。NH4-N の値はいずれ

の河川水よりも高い値であった。図-7に全ての曝露試料

原水の三次元蛍光スペクトルの結果を示した。図-6は二

次処理水の三次蛍光スペクトルで高い値を示した励起波

長 (Ex) 240 nm / 蛍光波長 (Em) 430 nm、Ex : 340  nm / Em 430 
nm のピーク強度である。二次処理水で見られたこれら

のピークは、オゾン処理で約 1/3～1/4 まで低下し、桜川

下流や山王川と同程度となった。  
3．2 胚仔魚期の魚類を用いる短期毒性試験露の結果 

図-8、 9 に各曝露区のふ化率と生存率の平均値と標準

偏差を示した。ふ化率と生存率の平均値は、Control 1 区

ではそれぞれ 95 ％、 92 ％、Control 2 区では 100 ％、 
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での魚類影響評価に利用できると考えられた。 
(2) 二次処理水の希釈系列の生物応答試験では、最大濃

度 80％でもふ化率と生存率に影響は見られなかった

が、網羅的遺伝子発現解析では発現変動遺伝子数の

増加が確認され、遺伝子発現への影響が見られた。 
(3) 二次処理水曝露により発現変動を示した遺伝子群を

機能解析した結果、免疫、代謝、ストレス応答、シ

グナル伝達など様々な影響を受けている可能性があ

った。  
(4) 二次処理水 80％曝露区で見られた遺伝子発現影響は、

希釈されることにより低減できることがわかった。

10 倍希釈されることにより、発現変動遺伝子数を概

ね河川水下流程度まで低減でき、機能への影響も低

減できることがわかった。 
(5) オゾン処理は発現変動遺伝子数の抑制に顕著な効果

があった。 
(6) 下水処理水が魚類に与える遺伝子発現レベルの影響

は、河川水を比較対象とすることで相対的評価が可

能と考えられた。 
(7) 曝露水原水の三次元蛍光分析の蛍光強度と発現変動

遺伝子数に類似した傾向が見られた。 
 

謝辞：次世代シーケンサーの解析には国立遺伝学研究所

データ解析拠点、Maser データ解析システムを利用させ

ていただいた。ここに記して謝意を表す。 
 

参考文献 

1) 有薗幸司：バイオアッセイとWET法の展望, 環境技術,47(2), 
60-65, 2018 

2) 排水（環境水）管理のバイオアッセイ技術検討分科会：生

物応答を用いた排水試験法（検討案）, 2014 
3) 生物を用いた水環境の評価・管理手法に関する検討会：生

物応答試験を用いた排水の評価手法とその活用の手引き

（中間とりまとめ）, 2019 
4) 板津靖之, 高野智弘, 金俊， 福冨真実子， 楠井隆史： 事業所

排水の生態毒性学的評価：毒性原因物質の特徴化と放流先

河川への影響,25(1),19-26, 2015 
5) 渡部春奈, 林岳彦, 田村生弥, 中村中, 阿部良子, 高信ひとみ, 荻

野仁子, 小塩正朗, 鑪迫典久：生物応答を用いた排水試験法

案の検証と事業場排水の実態調査, 環境化学,25(1),43-53,  2015 
6) 山本裕史, 矢野陽子, 森田隼平, 西家早紀, 安田侑右, 田村生弥, 

鑪迫典久：下水処理施設放流水中の残留塩素に着目した毒

性同定評価,土木学会論文集G（環境）,69(7),Ⅲ_375-384, 2013 

7) 真野 浩行, 武田 文彦, 南山 瑞彦：溶存態金属の濃度が高い下

水処理水を対象としたミジンコ 2 種への影響の調査と毒性

同定評価試験の適用, 土木学会論文集G（環境）72(7), III_107
-115, 2016 

8) 岡本誠一郎,南山瑞彦,小川文章,北村友一,真野浩行,武田文彦,
村田里美,服部啓太,藤村幸裕：生物応答手法を用いた下水処

理水の評価の高度化に関する研究,土木研究所平成30年度 研
究開発プログラム報告書,表-21, p38, https://wwwpwri.go.jp/jpn/res
ults/report/report-program/2018/pdf/pro-13-1.pdf 

9) Ankley GT, Bennett RS, Erickson RJ, Hoff DJ, Hornung MW, Johnson R
D,  Mount DR,  Nichols JW,  Russom CL,  Schmieder PK,  Serrrano JA,  
Tietge  JE,  Villeneuve  DL.:  Adverse  outcome  pathways:  a  conceptual  
framework to support ecotoxicology research and risk assessment, Envi-ro
n Toxicol Chem.29(3), 730-741, 2010 

10) 日本下水道協会：オゾン消毒,下水道維持管理指針実務偏-
2014年版-, pp.681-682, 2014 

11) 小森行也，岡本誠一郎: 運転条件の異なる微生物担体処理

における医薬品の除去特性, EICA, 19(2,3), 15-17, 2014 
12) 茨城県：平成 30年度版環境白書（データ）表 2-43水生生

物の保全に係る水質環境基準の類型指定状況, https://www.pr
ef ibaraki.jp/seikatsukankyo/kansei/kankyo/08hakusho/hakusyo-h30dat
ahtml（最終確認日 2020年 5月 19日） 

13)   セルイノベーション（国立遺伝学研究所データ解析拠点）

https://cell-innovationnig.ac.jp/(最終利用日：2020/3/5) 
14) Refseq-Protein  データベース,  National  Center  for  Bio-technology 

Information (NCBI) ,https://wwwncbinlmnihgov/protein/(データベ

ース利用日：2019/11/1) 
15) The UniProt Consortium:  UniProt:  a worldwide hub  of protein knowl- 

edge, Nucleic Acids Res. 47: D506-515 (2019), http://www.uniprot.org/
(データベース利用日：2019/11/1) 

16) Huntley RP, Sawford T, Mutowo-Meullenet P, Shypitsyna A, Bonilla C,
 Martin  MJ,  O’Donovan  C  :  The  GOA  da-tabase:  Gene  Ontology
 annotation updates for 2015．, Nucleic Acids Res. 2015 Jan; 43:D1057
-63, http://www.ebi.ac.uk/GOA /zebrafish_release (データベース利

用日：2019/11/1) 
17) Hiroe Hara-Yamamura, Toshikazu Fukushima, Lea Chua Tan, Satoshi 

Okabe*: Transcriptomic analysis of HepG2 cells exposed to fractionated
 wastewater  effluents suggest-ed humic substances  as  potential  inducer
 of whole effluent toxicity, Chemosphere 240, 124894,  2020 

18) Pohl  J,  Björlenius  B,  Brodin  T,  Carlsson  G,  Fick  J,  Lars-son  DGJ, 
Norrgren L, Örn S : Effects of ozonated sewage effluent on reproduction 
and behavioral endpoints in zebrafish (Danio rerio), Aquatic Toxicology,
 200, 93–101,  2018  

 

 
 
 
 



令和元年度 下水道関係調査研究年次報告書集 

149 

PPRRTTRR  デデータタをを活活用用ししたた化化学物物質質のの排排出管理手法法のの構構築築  

排排出量へへのの寄寄与与がが大大きいい業業種種ににおおけけるる排排出量推定定手法法のの高度度化化  
  

研究予算：環境研究総合推進費 
研究期間：令元～令 3 
担当チーム：水環境研究グループ（水質） 
研究担当者：山下洋正、平山孝浩、對馬育夫、 

鈴木裕識、小森行也、髙沢麻里 
 
【要旨】 
下水道における PRTR 対象物質の排出量推定手法の高度化を目的とし、まず、下水試料に対し有機・無機物質

を合わせて 100 物質の有無判定と、このうち 47 物質の定量が可能なスクリーニング手法を構築した。本手法を用

いて 10 箇所の下水処理場で流入下水と放流水（各 11 検体）を測定した結果、いずれかの試料から合計 55 物質が

検出され、このうち 24 物質で定量値が得られた。推計に資する実測データを効率的に蓄積する手法が示された。 
キーワード：PRTR、下水道、排出量推定、高度化、スクリーニング分析 

 
 

1．背景とププロジジェククトト概概要要    
「特定化学物質の環境への排出量の把握及び管理

の改善の促進に関する法律（化管法）」に基づく化学物

質排出・移動量届出制度（PRTR: Pollutant Release and 
Transfer Register）は、事業者が対象化学物質の排出・

移動量の届出を行い、国がこれを公表するものであり、

環境中の化学物質の動態や環境への影響を把握する上

で有用な制度である。当チームでは、プロジェクト「ラ

イフサイクル全体での化学物質管理に資する PRTR
データの活用方策に関する研究」に参画し、サブテー

マ「PRTR データを活用した化学物質の排出管理手法

の構築」を担当して、下水道を対象に排出量推計手法

の高度化に取り組んでいる。本年度は、下水試料中の

広範な PRTR 対象物質の一斉スクリーニング手法の検

討とともに、下水処理場での実測データを収集した。 
  

22．下下水水試試料中PRRTRR物物質ののススククリリーニンンググ手法法のの構構築築  

PRTR対象の有機物質は434種あり、物性が幅広い。

そこで、精密質量分析技術によるターゲットスクリー

ニング手法の下水試料への適用を検討した。その結果、

LC-ESI(±)-QToF-MS の無段階 MS/MS 法によるデータ

取得により独自のデータベース（DB）を構築すること

で、29 物質の同定および定量を可能とした。また、既

存DBと公開データの活用により53物質の検出有無判

定が可能となった。18 元素については、ICP-MS 一斉

分析法を適用した。結果として、有機・無機物質を合

わせて、100 物質の有無判定と、このうち 47 物質につ

いては定量が可能なスクリーニング手法を構築した。 
 

3．下下水水処処理場場ににおけけるる流流入入下下水水とと放放流流水水のの実実測測 
10 箇所の下水処理場対象とし、2019-2020 年の冬期

に流入下水と放流水を採取し分析に供した（2 系列で

調査した処理場が 1 箇所あるため、各 11 検体）。その

結果、有機物質では合計 40 物質が、無機物質では合計

15 物質がいずれかの試料から検出「有」と判定された。

これら 55 物質のうち 17 物質は公表データの中で下水

処理場への流入量が把握されておらず、届出外排出量

の推計値が得られていなかった。また、24 物質につい

ては定量値が得られた。 
 
44.  まととめめ  

 100 種の PRTR 対象物質の検出有無判定が可能なス

クリーニング手法を構築し、下水試料に適用した結果、

新たに推計に資するデータが効率的に取得された。 
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