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	⓪13.0_流域3_プログラム報告書(総括)R01最終版服部修正
	1.  研究の必要性
	様々な水質改善対策が実施されてきた現在も、社会活動に重大な影響を及ぼす新たな感染症の発生や、日用品由来の化学物質の生態影響、汽水湖等の貧酸素化、貯水池におけるアオコ・カビ臭による利水障害等の水に由来する問題が生じている。そのため、新たな規制の動向にも対応しつつ河川・湖沼等の水質管理を行うとともに、下水処理による新規規制項目への対策やモニタリング・評価技術の確立が必要である。したがって、本研究開発プログラムでは、水環境中の化学物質や病原微生物等の影響の評価手法の構築やその軽減のための処理技術を開発す...

	①流域3-1(健康生態)モニタリング_髙沢201202
	【要旨】
	1．　はじめに
	3．結果と考察
	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。
	参考文献

	②13.1.2_流域3-2(病原微生物)R1提出版1202修正版-2
	【要旨】

	③13.1.3_流域3-3(底層環境)對馬 201202修正
	【要旨】
	1．はじめに
	2．実験方法
	2．1  対象試料
	本研究では、2箇所のダム貯水池（Aダム及びBダムと表記。AダムはBダムの約50 km上流に位置している。Aダムは清澄、Bダムは比較的富栄養化が進んでいる）を対象に、堤体付近の水深50cmで採水（2L）した試料をNGSによる塩基配列解読及び光学顕微鏡による検鏡試験に供した。採水は2019年4月から11月まで行った（Aダムは5月から採水開始）。
	2．2  NGSによる塩基配列解読
	採水後の試料について、ライブラリ調整までのプロセスは、以下の通りで、詳細な手順は使用したキットのマニュアルおよび過去の報告書の記載に従った5）。
	・前処理（ろ過による濃縮）
	・DNA抽出、抽出DNAの精製、DNA濃度測定
	・ライブラリ調整（Amplicon PCR、PCR産物の精製、Index PCR、PCR産物の精製）
	DNAシーケンシングにはMiseq reagent Kit v3 （600サイクル、Illumina）を用い塩基配列を決定した。解析で得た各リードの塩基配列のキメラチェックおよび分類、統計処理は、QIIME2（version2020.2）を用い、参照データベースには、SILVA132_97を用いた。
	2．3  光学顕微鏡による同定
	2019年10月に採水した試料1Lを中性ホルマリンで固定し、光学顕微鏡を用いた検鏡試験を行い種の同定を行った。分析方法は「平成28年度版河川水辺の国勢調査マニュアル【ダム湖版】」に従った。実際の同定試験は、専門の業者へ委託して行った。
	3．結果と考察
	3．1  NGSで同定された細菌
	NGSを用いてAダム及びBダムで採水した試料に含まれる細菌由来のDNA配列を解析した。解析の結果、それぞれから約10万リード（取得データ量）分の塩基配列データを取得することができた。取得したリードを約20万種のDNA配列データが登録されているデータベース（細菌データ：約17万種、プランクトンデータ：約3万種）と照合し、それぞれの種を同定した。同定の結果、1リード以上検出された種はAダムで448種、Bダムで556種であり、Bダムの方が細菌種の多様性が高かった（図1）。また、AダムとBダムから共通して...
	図2に各ダムにおいて検出率が0.1％以上だった細菌の構成を示す。図の積み上げ棒グラフで色分けされた領域は、検出された種を示している。門レベルの比較において、各ダム貯水池間で検出率に大きな差はなかったが、ウェルコミクロビウム門は、Aダムでは検出率が約20%を占めたのに対して、Bダムでは検出率が約10%だった。ウェルコミクロビウムは未分離培養株が多く生理生態が不明な種も多いが、メタン酸化細菌が含まれることが知られている6）。Aダムからは、同様にメタン酸化細菌として知られるガンマプロテオバクテリア綱メチ...
	3．2  NGSで検出されたプランクトン
	細菌と同様、プランクトン種について、試料に含まれるプランクトン由来のDNA配列を解析した。解析の結果、それぞれから約30万リードを取得することができた。同定の結果、1リード以上検出された種はAダムで385種、Bダムで365種とほぼ同数だったが、検出率が0.1%以上だった種を比較した場合、Aダムの方が若干多い結果となった（Aダム：226種、Bダム：193種）（図3）。図4に各ダムにおいて検出率が0.1％以上だったプランクトン種の構成を示す。検出率が0.1%以上だった種を合計すると、Aダムでは全体の約...
	3．3  光学顕微鏡による同定結果とNGSとの比較
	Aダム及びBダムにおける光学顕微鏡による同定結果を表1に示す。光学顕微鏡による同定では、各ダムから16種ずつ、計25種の細菌・プランクトン（細菌1種、プランクトン24種）が同定された。それらのNGSでの検出状況もあわせて表1に示す。NGSでは、細菌を726種、プランクトンを522種同定できたことから、光学顕微鏡で同定されなかった多くの種が、NGSで検出されたことになる。今回、光学顕微鏡で同定された25種のうち、16種については、NGSで同種が検出された。また、7種については、解析に用いたデータベー...
	3．4  NGSによる月別の検出結果の比較
	各ダムにおいてNGSにより検出された月毎のプランクトンおよび細菌の種類（門レベル）と検出率を表2に示す。なお、DNA解析はプランクトンと細菌で別々に行われるため、それぞれの検出率の合計を100%としている。これらの結果から、肉質鞭毛虫であるケルコゾアや、珪藻や黄金色藻を含むストラメノパイルが2つのダムにおいて優占しており比較的どの月においても多く検出されていた。また、緑藻類もどの月においても比較的多く検出されていた。真菌類は採水期間において検出率の変動が大きく、また、Aダムでは7-8月で多く検出さ...
	シアノバクテリア門は、Aダムにおいて9月と10月、Bダムにおいて9月に比較的多く検出され、それ以外の月ではあまり検出されなかった。また、検出されたシアノバクテリアのほとんどがSynechococcus sp.であった。10月の試料について、光学顕微鏡で観察した結果（表1）では、シアノバクテリア門であるSynechococcus sp.はAダムからは検出されているが、Bダムからは未検出であった。一方、NGSを用いたBダム10月の結果では、検出された全73,422リードのうち639リードのSynech...
	各検出率からUniFrac distanceを計算し、検出されたリード数および系統学的距離を考慮し主座標分析を行った（図5）。各サンプルの系統関係、検出率を考慮した類似度はプロット間の距離で表され、類似度が高いサンプルは近傍にプロットされる。この結果、Aダムにおいては、5月から8月にかけて種構成が大きく変化していることがわかる。また、Bダムも同様に、4月から8月にかけて、各月の種構成の変動が大きかった。また、8月以降では種構成の変動は小さくなり、特に、Aダムは、Bダムよりも8月以降において、各サン...
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