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Long target Revers Transcription PCR  (LT-RT-PCR)
 LT-RT-PCR

RT  
2) PCR

0.1 (PCR =50 L 5 L ) 0.01
PCR  

A PEG
PEG 6000 8 NaCl 0.4M 4 1

10,000×G 30 RNase-free
QIAamp Viral RNA Mini Kit QIAGEN

1 SS
1 0.05mg-SS 3 RNA

DNA DNaseI RNeasy MinElute Clean up Kit QIAGEN RNA
RNA 1.0μg Omniscript RT Kit QIAGEN

40 L cDNA cDNA Ex Taq Hot start ver (TAKARA )
Forward primer Reverse primer -1

0.5 M 99 L cDNA 1 L 0.01 LT-RT-PCR
94 10 1 94 30 56 30 72 60 1

50 PCR PCR 2% (i-Base, Life 
technologies ) cDNA 3

MPN  
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Ct 0 50mg min/L 0 40mJ/cm
2. A  

 

-2 200mL 0.75mgCl/L
1.5mgCl/L 3mgCl/L 15

Ct 10 50mg/L min 5
Ct 2.1 

-1 LT-RT-PCR  
 

  
-2

-3 Ct
× Real-time PCR 94bp

Ct 50mg/L min 0.2Log 308bp 0.8 Log 
477bp 1.1Log PCR

94bp Real-time PCR
Ct 40mg/L min

1Log
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-2 MS2 LT-RT-PCR Ct 0
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1) LT-RT-PCR PCR 0.1 0.01
 

2) 
308bp 477bp Real-time PCR 100bp

 
3) MS2

MS2
 

MS2

MS2 
plaque assay

MS2
MS2

A

1) Duizer E., Schwab J.k., Neill H.F, Atmar L.R.,Koopmans P.G.M. and Estes K.M.: Laboratory efforts to cultivate noroviruses, 
Journal of General Virology,85,pp.79-87,2004. 

2) p.24 2007  
3) 2009

46(561),91-101  
4)  
5) James R. Boltona, Mihaela I. Stefan, Ping-Shine Shaw, Keith R. Lykke (2011), Determination of the quantum yields of the 

potassium ferrioxalate and potassium iodide-iodate actinometers and a method for the calibration of radiometer detectors, Volume 
222, Issue 1, pp.166-169, Journal of Photochemistry and Photobiology A: Chemistry 

6) LABIO21 No.38 2009., ISSN 1345-9147. 
7) 

2009 Vol.24, No.6, pp.388-394. 
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, 2014a  
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, 2014 TS10%
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2014  
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(dPa s) 0.0642 TS(%) 2.395 
 

8.5 dPa s CFD
0.1 m/s

Hidaka , 2014  
Hidaka , 2013

 

y = 0.0642x2.395

R² = 0.8891
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Hidaka T., Sawahara H., Togari T., Tsumori J. 2014 Anaerobic digestion of sewage 
sludge with high solid content and its use as fertilizer, 9th IWA International 
Symposium on Waste Management Problems in Agro-Industries, Proceedings 
Volume I, Kochi, Japan, pp.528-534. 

Hidaka T., Wang F., Togari T., Uchida T., Suzuki Y. 2013  Comparative performance 
of mesophilic and thermophilic anaerobic digestion for high-solid sewage sludge, 
Bioresource Technology, 149, pp.177-183. 

2014 -2014 - , . 
, 2014 , 51

, 919-921. 
, 2014a

, G , Vol.70, No.7, pp.III_433-III_440. 
, , , 2014b

, 51 , pp.925-927. 
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TS
2%

4%
10 mm  

55
1

1.14 gVS 4 3
3

130 mL
100 
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1  

 
 

(gVS) 
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(gVS) 
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(-) 
C1-1 

( ) 1.14 0 0 - 

C1-2 1.14 0.09 0 13 
C1-3 1.14 0.18 0 6.5 
C1-4 1.14 0.26 0 4.3 
C2-1 1.14 0 0.18 6.5 
C2-2 1.14 0.09 0.18 4.3 
C2-3 1.14 0.18 0.18 3.2 
C2-4 1.14 0.26 0.18 2.6 
C3-1 1.14 0 0.35 3.2 
C3-2 1.14 0.09 0.35 2.6 
C3-3 1.14 0.18 0.35 2.2 
C3-4 1.14 0.26 0.35 1.9 
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GHG GHG
1000m2 1 1000m2

GHG  
 

 
3

 
 

GHG

(GWP100)11) 28 265

GHG
GHG

GHG
12)( 3)

GHG LCA (MiLCA, 
)

GHG GHG
 

 
 
 
 
 

3 GHG
 

  
 

CO22(kg)  CH44(g)  N22O(g)  

 
 (/L) 2.32 1.87* 0.0215* 

(/L) 2.58  0.0641 
(/L) 2.71  0.0665 

 (/kWh) 0.550   

 
(/kg) 1.05   
(/kg) 0.86   
(/kg) 1.37    

*  
 

150 cm

4 13) 14)

1,000 m2 1 (
18 %) 334 kg-wet  

 
4  

 
((h/1000m2)  ((L/h) 

 1.28 9.2 
 1.04 3.0 

 
1,000 m2

2 1 15)

GHG
30 km/h13)

4.9 L/h16)  
cm

17)

0.023 kWh/kg-dry  

18)

19) 7.2 7.6 
kWh/m3 220 kg/m3

20)

 
100 t/d

GHG
GHG

16



 

0.046 g-CH4-C/kg-C 0.35 g-N2O-N/kg-N

21) 22)

23)

 

18) 1 kg-VS 0.19 
Nm3 VS
40%

19) ( 5)

20 55

24) 4 
kJ/(kg-dry K)  
 

5  
    

 (kWh/Nm3-CH4) 0.387 
 (MJ/Nm3, LHV) 35.9 

 (%) 87.0 
 (%) 33.0 
 (%) 34.0 

 
4

4 ( 4t
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4 6.9 
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0.9 MPa 178
50%

GHG

GHG
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1) 
20 1 1

 
2) 

50 pp.916-918 2013. 
3) 51

pp.937-939 2014. 
4)  24

4275 2013. 
5) 

51
pp.940-941 2014. 

6) 

Vol.41 No.498 pp.97-107  2004. 
7) 

Vol.42 No.508 pp.111-123 2005. 
8)  

Vol.44  

pp.703-712 2007. 
9) Feng Wang, Taira Hidaka, Jun Tsumori Enhancement 

of anaerobic digestion of shredded grass by co-digestion 
with sewage sludge and hyperthermophilic pretreatment, 
Bioresource Technology, Vol.169, pp.299 306, 2014. 

10) Taira Hidaka, Feng Wang, Taketo Togari, Tsutomu Uchida, 
Yutaka Suzuki Comparative performance of mesophilic 
and thermophilic anaerobic digestion for high-solid sewage 
sludge, Bioresource Technology, 149, pp.177-183, 2013. 

11) Myhre, G., D. Shindell, F.-M. Bréon, W. Collins, J. Fuglestvedt, 
J. Huang, D. Koch, J.-F. Lamarque, D. Lee, B. Mendoza, T. 
Nakajima, A. Robock, G. Stephens, T. Takemura and H. 
Zhang. Anthropogenic and Natural Radiative Forcing. In: 
Climate Change 2013: The Physical Science Basis. 
Contribution of Working Group I to the Fifth Assessment 
Report of the Intergovernmental Panel on Climate Change 
[Stocker, T.F., D. Qin, G.-K. Plattner, M. Tignor, S.K. Allen, J. 
Boschung, A. Nauels, Y. Xia, V. Bex and P.M. Midgley (eds.)]. 
Cambridge University Press, Cambridge, United Kingdom 
and New York, NY, USA, pp. 659–740, 2013. 

12) (Ver3.5)
2014. 

13) 
p. -2- -2 2013. 

14) 
20
4157 pp.38-46 2011. 

15) 
p. 303 2005. 

16) 2010. 
17) 

pp.37-50 2005  
18) 

4249 pp.7-11 2013. 
19) 

Vol.34 No.129 pp.6-15 2010. 
20) Onoda, Y., Westoby, M., Adler, P. B., Choong, A. M., 

Clissold, F. J., Cornelissen, J. H., Diaz, S., Dominy, N. J., 
Elgart, A., Enrico, L., Fine, P. V., Howard, J. J., Jalili, A., 
Kitajima, K., Kurokawa, H., McArthur, C., Lucas, P. W., 
Markesteijn, L., Perez-Harguindeguy, N., Poorter, L., 
Richards, L., Santiago, L. S., Sosinski, E. E., Jr., Van Bael, 
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S. A., Warton, D. I., Wright, I. J., Wright, S. J., Yamashita, 
N. Global patterns of leaf mechanical properties, Ecology 
letters, Vol.14, Issue 3, pp.301-312, 2011. 

21) 
22 3 2010. 

http://www.env.go.jp/earth/ondanka/santeiho/kento/h220
3/7.pdf 

22) 
p.36 2006. 

23)  
LCA 2005. 

24) Jones H.G. Plants and Microclimate. Cambridge 

University Press, Cambridge, UK, 1992. 
25) 25

2013. http://www.gsi.go.jp/KOKUJYOHO/MEN
CHO/201310/opening.htm 

26) 
24 2014. http://www.env.

go.jp/recycle/waste_tech/ippan/h24/data/disposal.pdf 
27) 

 Vol.18, pp. 145-164, 1987. 
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3) 3)

5 L
4

( ( ) PCM 
18-5A) ( 2-1)

(GF/B, Whatman)
3.5 A 96

6 30 54
78 4 (2 L)

1 3 6 24 30 48
54 72 78 96 pH DO

(40 )

TRAACS2000 (Bran Luebbe)

(PerkinElmer Optima 8000)

2-1
DTN NH4

+ 75.4% DTP PO4
3-

62.8%
2-2 ( )

pH DO

3 32
35

pH
6

DO ( 2-1)
22 mg-O2/L

2OH- H2O +1/2O2 + 2e- (2-1)

5 L

2-1

2-1

82.9 3.94 mg-N/L

16.4 mg-P/L
1 3.92 mg-P/L 12.5 mg-P/L

18
5 mg-P/L

0-30 30-54 54-78 78-96
2-3 0-30 68 

mg-P 26 mg-P
(30-54 )

30

9)

2-4
12 g-P/kg-DS

210 
g-Mg/kg-DS
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14)

CO2

CO2
3)

( : 100 L HRT: 6 )

Raceway ( 3-1) 95 L/
HRT4

10) pH 8
CO2

CO2 2014 6
6 11 21

pH
DO 1 ( )

a SS 2

2 1
(n=10) SS

pH HM-31P (TOA DKK, Japan) DO
DO-31P (TOA DKK, Japan)

TRAACS2000 (Bran Luebbe, 
Germany) TOC-V CPH
(Shimadzu, Japan) SS

a Standard method15)

( )16) JIS M 881417)

(BH-2, Olympus, Japan)

C
O
2

: 380 L
: 1.52 m2

:
25 cm

3-1

12.2-26.0 8
7.9-18.7 MJ/m2/day 7
18)

SS
97.0 mg/L

26.4 mg-C/L 25.6 mg-N/L 3.40 mg-P/L
4.2 mg/L ( :

95.0%) 7.20 mg-C/L (75.5%) 15.6 mg-N/L (39.7%)
2.00 mg-P/L (43.3%)

DO 10 mg-O2/L
pH CO2

7.7-8.0
11.8 mg-C/L

CO2 21.4 mg-C/L

3-2 SS
PO4

3- 6
25 6 27 SS 137 30 mg/L

PO4
3- 0.225

1.55 mg-N/L 0.161 0.527 mg-P/L
7 1

1
SS

7 SS 8 9 SS
206 166 mg/L

PO4
3- 2.56 mg-N/L

1.39 mg-P/L 1.72 mg-N/L 0.521 
mg-P/L 81.5 44.4%

87.8 65.4%
10 5 6 ( : 199

mm) 10 3 7 SS 136 mg/L
116 mg/L 1 10 14
146 mg/L 10 28

11 21 SS 164 90 mg/L
PO4

3- 6.53 11.0 mg-N/L
0.062 1.16 mg-P/L SS

17.4 10.2
SS
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3-

19) SS
3.2% SS

SS 8
SS 12.9 g/m2/day

HRAP (High Rate Algal 
Pond) (11 -1 ) 15.3 g/m2/day

10) 8
HRAP 85%

0
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(%
)

( ) ( )

3-3

0 5 10 15 200 5 10 15 20

(MJ/kg)
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) CO2

3)
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) CO2

3-4

2
2

( : 5.30 mg-C/L) (6.40 
mg-C/L)

SS

3-3

85-97% 51-87%

3-4 3)

SS
7 1 13.5 MJ/kg

15.3 18.0 MJ/kg
3)

36.7%
CO2

3-5
Tsuno et al.20)

(M: mg-Chl 
a/L) (Z: mg/L) (D:
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3-5

mg/L) (C: mg-C/L) (IC: mg-C/L)
(N: mg-N/L) PO4

3- (P: mg-P/L) DO
(O: mg-O2/L)

”in”

PO4
3-

20), 21)

20)

(3-1) (3-11)

20)-28)

dM
dt

=
Q
V

Min+μmaxM·fT·fI·fCNP·M k M·M FmaxZ·
T
20

·
KMZ

KMZ+M
·M·Z

Q
V

M (3-1)

f =
T Topt

2

Topt
2 +1 (3-2) 

fI=
e

(α+ε0(γMD·M+Z+D))∙H
exp

I
Iopt

·exp( (α+ε0(γMD·M+Z+D))∙ exp(
I

Iopt
) (3-3)

fCNP=
IC

KICM+IC
·

N
KNM+N

·
P

KPM+P
 (3-4) 

dZ
dt

=
Q
V

Zin+γMZ·YMZ·FmaxZ·
T
20

·
KMZ

KMZ+M
·M·Z kdZ·Z

Q
V

Z     (3-5) 

dD
dt

=
Q
V

·Din+γMD·Y
MD

·kdM·M+γMD·(1-Y
MZ

)·FmaxZ·
T
20

·
KMZ

KMZ+M
·M·Z+YZD·kdZ·Z

kdD·D
Q
V

·D   (3-6) 

dC
dt

=
Q
V

·Cin+γDC·kdD·D kdC·C
Q
V

·C   (3-7) 

dN
dt

=
Q
V

·Nin+γCN·kdC·C+γM ·(1 YMD)·k
dM

·M+γZ ∙(1 YZD)·k
dZ

·Z 

γM ·μmaxM·fT·fI·fCNP·M Q
V

·N (3-8)

PO4
3-

dP
dt

=
Q
V

·Pin+γCP·kdC·C+γMP∙(1 YMD)·k
dM

·M+γZP∙(1 YZD)·k
dZ

·Z  

γMP·μmaxM·fT·fI·fCNP·M Q
V

·P (3-9)

DO
dO
dt

=
Q
V

·Oin +kL
A( Osat-O)

V
+γMO·μmaxM·fT·fI·fCNP·M γMO·(1 YMD)·k

dM
·M

γZO·(1 YZD)·k
dZ

·Z  γCO·kdC·C
Q
V

·O  (3-10)

 Osat=16.5
8.0
22.0

T (3-11) 

Q: (m3/day) V:
(m3) A: (m2) H:
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を受けている可能性が考えられる 11）。また、地点K

ではδ15NNO3、δ
18ONO3ともに変動が大きいことから、

時間経過とともに排出起源が大きく異なっている可

能性が考えられた。そこで、高津らの同位体混合モ

デルを用い、負荷源別負荷割合をシミュレートした

ところ（図10～12）、地点C では、降雨前のサンプ

リングでは、ほぼ畑地由来であるのに対し、時間の

経過とともに森林由来、水田由来からのNO3-Nが増

加した。一方、地点Kでは、降雨前のサンプリング

では、水田：森林：畑地が1：5：4程度であったの

に対し、降雨初期には、森林由来のNO3-Nの割合が

増加し、その後、水田由来の割合が増加した。河川

流量が平常時に近づくにつれ、畑地由来の割合が増

加していることが推察された。これらのことから、

地点Kにおける雨天時の窒素負荷源は時間経過とと

もに大きく変動していたことが示唆された。 
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図10 河川中のNO3-N濃度の変化 
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図11 河川中のNO3-N負荷量の変化 
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図12 河川中のNO3-N推定負荷源割合の変化 

 

4 おわりに 

印旛沼流入河川である高崎川で雨天時の平均流出

濃度（EMC)と水と硝酸イオンの安定同位体比に着

目した負荷量調査を行った。その結果得られた結果

を以下に示す。 

(1) 流域の土地利用が主に市街地の地点と主に畑

地の地点におけるL-Q式を季節毎に求めた結果、季

節変動が見られなかった。 

(2) 流域の土地利用が主に市街地の地点における

雨天時のEMCの傾向について検討した結果、DOC、

全窒素、全りんの EMC は総雨量・時間最大雨量と

の相関がみられた。 

(3) 安定同位体比モデルにより、雨天時の窒素負

荷源の寄与率を推定した結果、流域の土地利用が主

に市街地の地点では、窒素負荷源が時間経過ととも

に大きく変動し、流域の土地利用が主に畑地の地点

では、窒素負荷源は時間経過に関わらずほぼ畑地由

来であることが示唆された。 
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11 1.3 mg/L 21
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mg/L 11

2.
2. 1 
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GFB
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mg/L DO
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8
350 mL/

2. 4 
NH4-N NO2-N NO3-N T-N

PO4-P T-P Bran Luebbe
TRAACS2000 Na+ K+ Mg2 Ca2+
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Cl- SO4
2-

DX-120 ICS-1100 Al Mn Fe
Cu Zn As Mo Cd Pb ICP MS Thermo 
Fisher SCIENTIFIC X7CCT

CODMn TOC T-P T-N
24 8 13

2. 5
0-5 cm

0-5 cm 20-30 cm RNA
cDNA 16S rRNA

V3-V4 MiSeq Illumina
RNA ISOIL for RNA

PrimeScript One Step 
RT-PCR Kit Ver.2 TaKaRa cDNA

16S rRNA
S-D-Bact-0341-b-S-17

S-D-Bact-0785-a-A-21 14

F: 5'-TCG TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT AAG 
AGA CAG- R: 5'-GTC TCG TGG GCT CGG AGA TGT 
GTA TAA GAG ACA G PCR

PCR 95 3
95 30 55 30 72 30

25 PCR AMPure XP kit
Beckman Coulter Genomics DNA

Miseq reagent Kit v3 600
Illumina

USEARCH15 Operational
Taxonomic Unit (OTU)-picking
QIIME16 OTU Greengenes

ver. 13_8

3
3.1    

9 10
9

St.1 DO
DO 5.5-7.3 mg/L

St.3 pH
DO 0.6 mg/L

pH EC DO
(m) [-] (ms/cm) (mg/L) [-] ( )

St.1 0.0 7.7 0.278 9.7 11.4 23.9
0.5 7.1 0.278 7.4 11.4 24.0
1.0 7.1 0.278 7.0 11.6 24.0
1.5 7.1 0.279 6.8 11.0 24.0
2.0 7.0 0.280 6.7 11.0 24.0
2.5 7.0 0.279 6.3 11.7 24.0
3.0 7.0 0.280 6.3 11.7 24.0
3.5 7.0 0.280 6.1 11.4 24.0
4.0 7.0 0.280 6.2 12.1 24.0
4.5 7.0 0.281 6.2 11.9 24.0
5.0 6.9 0.281 6.6 12.7 24.0
5.5 6.9 0.280 6.0 13.5 24.0
6.0 7.0 0.280 6.3 12.0 24.0

St.2 0.0 8.3 0.255 9.6 12.0 24.6
0.5 8.0 0.256 9.1 12.1 24.6
1.0 7.8 0.256 8.4 11.9 24.5
1.5 7.6 0.260 8.1 12.4 24.3
2.0 7.5 0.260 8.2 12.7 24.3
2.5 7.5 0.260 6.5 12.0 24.1
3.0 7.4 0.261 6.9 14.5 24.1
3.5 7.3 0.261 7.1 18.0 24.0
4.0 7.4 7.3 24.0

St.3 0.0 8.0 0.261 9.6 9.9 25.0
1.0 7.8 0.262 9.5 9.5 24.9
2.0 7.4 0.262 8.6 10.2 24.8
3.0 7.5 0.262 8.2 9.8 24.7
4.0 7.2 0.263 8.6 9.9 24.6
5.0 7.1 0.263 8.3 11.5 24.5
6.0 7.0 0.263 7.3 10.0 24.5
7.0 6.9 0.264 7.0 10.8 24.5
8.0 6.9 0.264 7.0 11.0 24.4
8.5 6.7 0.265 5.5 18.4 24.4

pH EC DO
(m) [-] (ms/cm) (mg/L) [-] ( )

St.1 0.0 7.4 0.239 10.2 15.0 18.9
0.5 7.4 0.239 10.3 15.0 18.9
1.0 7.3 0.238 8.3 15.6 18.9
1.5 7.3 0.238 8.3 15.2 18.9
2.0 7.2 0.238 7.7 15.2 18.9
2.5 7.2 0.234 8.1 15.2 18.9
3.0 7.1 0.238 7.8 15.0 18.9
3.5 7.1 0.238 7.8 15.1 19.0
4.0 7.1 0.238 7.6 15.8 19.0
4.5 7.1 0.238 7.5 16.2 19.0
5.0 7.0 0.239 7.5 15.6 19.0
5.5 7.0 0.239 7.5 16.1 19.0
6.0 7.0 0.239 7.4 16.9 18.9

St.2 0.0 7.5 0.218 9.4 12.2 19.5
0.5 7.5 0.218 9.4 12.2 19.5
1.0 7.5 0.219 9.3 13.2 19.3
1.5 7.4 0.218 9.0 12.9 19.1
2.0 7.2 0.217 8.7 12.9 18.9
2.5 7.1 0.216 8.6 12.9 18.9
3.0 7.0 0.217 8.5 12.4 18.9
3.5 7.0 0.218 8.4 14.4 18.8
4.0 7.0 0.218 8.1 20.4 18.8

St.3 0.0 6.5 0.203 10.0 9.7 19.3
1.0 6.6 0.203 9.2 9.0 19.8
2.0 6.4 0.203 8.0 9.9 19.0
3.0 6.3 0.203 7.2 9.8 18.9
4.0 6.2 0.202 7.2 9.4 18.9
5.0 6.2 0.202 7.1 10.2 18.8
6.0 6.2 0.201 7.1 11.8 18.8
7.0 7.0 0.201 7.0 14.2 18.8
8.0 6.2 0.200 0.6 29.5 18.7
9.0 6.1 0.200 0.7 35.9 18.7
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運ばれる汚濁物の影響も受けやすく、さらに、強風によ

る底質の巻き上げも起こりやすい地点であると言える。

好気条件下での NH4-N の溶出速度を比較した場合にお

いても、本来、好気条件であれば、溶出してこないNH4-N

が台風通過後のSt.3のみで溶出し、さらにNO3-Nが生成

されていない。このことは、何らかの影響により硝化反

応が抑制されていることの証左となり得るだろう。 
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図4  溶出試験時の栄養塩溶出速度 

 

3.3 微生物菌叢解析   

各サンプルから約 10 万リードの塩基配列を取得（全

30サンプル）し、QIIMEによる種の同定およびクラスタ

ー解析を行った結果を図 5 に示す。なお、図には Class

別に分類した結果を示す。その結果、サンプル間の菌叢

構造に大きな違いはなく、全てのサンプルで

Proteobacteriaが最も多く（平均51.8%、S.D. 4.0）、次いで、

Nitrospirae（13.1%、2.5）、Firmicutes（7.5%、1.1）、

Actinobacteria（5.5%、0.7）Verrucomicrobia（3.6%、1.5）、

Chloroflexi（2.9%、1.0）、Bacteroidetes（2.0%、1.0）とな

っていた。また、Proteobacteriaの中では、St.1（湖心）で

は Gammaproteobacteria が最も多く検出され、St.2（掛馬

沖）、では、表層のサンプルでは Deltaproteobacteria が、

底層のサンプルではBetaproteobacteria が最も多く検出さ

れる傾向があった。St.3（土浦港沖）では、表層、底層

に関わらず、Betaproteobacteria とDeltaproteobacteria がほ

ぼ同程度含まれていた。 

代表的なアンモニア酸化細菌 5 属に注目すると、

Nitrosomonas sp. およびNitrosolobus sp.は検出されず、ま

た、その他の Nitrosococcus sp.、Nitrosovibrio sp.、

Nitrosospira sp.も全体のわずか 0.0025-0.0054％に相当す

るに過ぎなかったが、St.1（湖心）では、Nitrosococcus sp.

が優占し、St.2（掛馬沖）の底層では、Nitrosospira sp.が

優占、表層ではNitrosococcus sp.が優占しており、表層・

底層間で明確な差が表れていた。St.3（土浦港沖）では

Nitrosovibrio sp.が比較的多く存在していた。一方、亜硝

酸酸化細菌が属するNitrospira門に着目すると、St.3（土

浦港沖）は、亜硝酸酸化細菌が属するNitrospiraの検出割

合が5.0±0.3%とSt.1（10.4±1.2%）やSt.2（11.4±1.4%）

と比べ、低かった。また、NitobacterやNitrospinaについ

てはどのサンプルからもわずかに検出されたのみであっ

た。これらのことから、St.3（土浦港沖）における硝化

ポテンシャルが他の地点よりも低かった可能性が考えら

れる。 

各サンプルの属レベルの菌叢構造を主座標分析した結

果を図6に示す。各プロット間の距離が菌叢の類似度を

示す。各地点のサンプルが近傍にプロットされることか

ら、各地点に特有の菌叢を構成していることが示唆され

た。また、台風通過前後で、各地点での現地サンプルの

菌叢は大きく変化しているものの、溶出試験後のサンプ

ルでは菌叢の変化は大きくなかった。これは溶出試験期

間中の試験条件が支配的要因となっていたこと考えられ

る。さらに、St.1（湖心）やSt.2（掛馬沖）では底質の表

層と底層で異なる微生物構造を示したが、St.3（土浦港

沖）では表層と底層に差が見られず、底質が攪乱されて

いる可能性が考えられた。 
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図6  サンプル間の属レベルの主座標分析 

 

4．結論 

本研究では、霞ヶ浦において、台風による出水前後の

底質を採取し、嫌気・好気条件下で20日間の溶出試験お

よび次世代シークエンサーによる微生物叢解析を行った。

現地調査の結果から、台風通過後の St.3（土浦港沖）で

は、他の地点に比べ、pHおよびDOは低い傾向を示した。

台風に伴い流入してきた有機成分は、採泥時には既に分

解し、溶出し易い成分は既に湖水へ溶出していた可能性

が考えられる。溶出試験の結果、NH4-N の溶出速度は、

嫌気条件下で台風通過後に著しく増加しており、St.3（土

浦港沖）が最も大きかった。また、PO4-Pの溶出速度は、

台風通過後では、むしろ低下していた。また、微生物叢

解析の結果、St.3（土浦港沖）では、表層と底層に菌叢

の差が見られず、底質が攪乱されている可能性が考えら

れた。以上のことから、St.3 の溶出試験（嫌気条件下）

で観察された現象（NH4-N の増加、PO4-P の減少）は強

風による底質の巻き上げの影響を強く受けていると考え

られる。 

 

 

参考文献 

1) 梅田信、長峯知徳、長広遙、石川忠晴、宇多高明（2001）

霞ヶ浦湖深部における底泥巻き上げ過程に関する研

究、水工学論文集、45、1171-1176 

2) 松原誠（2004）湖沼水質保全と下水道事業、水環境学

会誌、27、514-517 

3) 加藤亮、石島智恵、黒田久雄、中曽根英雄、桐博英

（2006）畜産排泄物規制前後の栄養塩の流出特性、

水環境学会誌、29、687-692 

4) 細見正明（1993）底質からの窒素およびリンの溶出と

その制御、水環境学会誌、16、91-95 

Others

Brocadiae (Planctomycetes)

Oscillatoriophycideae (Cyanobacteria)

Nostocophycideae (Cyanobacteria)

Sphingobacteriia (Bacteroidetes)

Methylacidiphilae (Verrucomicrobia)

Pedosphaerae (Verrucomicrobia)

Anaerolineae (Chloroflexi)

Actinobacteria (Actinobacteria)

Bacilli (Firmicutes)

Clostridia (Firmicutes)

Nitrospira (Nitrospirae)

Epsilonproteobacteria (Proteobacteria)

Alphaproteobacteria (Proteobacteria)

Deltaproteobacteria (Proteobacteria)

Gammaproteobacteria (Proteobacteria)

Betaproteobacteria (Proteobacteria)

⼟
浦
台
⾵
後
嫌
気
底
層

⼟
浦
台
⾵
前
好
気
底
層

⼟
浦
台
⾵
後
現
地
サ
ン
プ
ル

⼟
浦
台
⾵
前
好
気
表
層

⼟
浦
台
⾵
前
嫌
気
表
層

⼟
浦
台
⾵
前
嫌
気
底
層

⼟
浦
台
⾵
前
現
地
サ
ン
プ
ル

湖
⼼
台
⾵
後
嫌
気
底
層

湖
⼼
台
⾵
後
好
気
表
層

湖
⼼
台
⾵
後
嫌
気
表
層

湖
⼼
台
⾵
後
好
気
底
層

湖
⼼
台
⾵
前
好
気
表
層

湖
⼼
台
⾵
前
嫌
気
表
層

湖
⼼
台
⾵
後
現
地
サ
ン
プ
ル

湖
⼼
台
⾵
前
好
気
底
層

湖
⼼
台
⾵
前
嫌
気
底
層

湖
⼼
台
⾵
前
現
地
サ
ン
プ
ル

掛
⾺
台
⾵
後
現
地
サ
ン
プ
ル

掛
⾺
台
⾵
後
好
気
表
層

掛
⾺
台
⾵
後
嫌
気
表
層

掛
⾺
台
⾵
前
好
気
表
層

掛
⾺
台
⾵
前
嫌
気
表
層

掛
⾺
台
⾵
後
好
気
底
層

掛
⾺
台
⾵
前
好
気
底
層

掛
⾺
台
⾵
前
嫌
気
底
層

掛
⾺
台
⾵
後
嫌
気
底
層

掛
⾺
台
⾵
前
現
地
サ
ン
プ
ル

⼟
浦
台
⾵
後
嫌
気
表
層

⼟
浦
台
⾵
後
好
気
表
層

⼟
浦
台
⾵
後
好
気
底
層

図5  次世代シークエンサーによる系統解析（Classレベル）およびサンプル間のクラスター解析 

）

89



 

 

5) Jordan, P. and Rippey, B. 2003 Lake sedimentary evidence 
of phosphorus, iron and manganese mobilization from 
intensively fertilized soils, Water Research, 37(6), 
1426-1432 

6)
2005

28 313-319 
7) 2014 25

http://www.env.go.jp/water/suiiki/h25/ 
01.pdf 2015 3

8) 2012

4241 87-94 
9) 2013

4275 65-68 
10) 2014

4294
70-76 

11) 2014

http://www.kasumigaura.pref.ibaraki.jp/04_kenkyu/ 
kasumigaura/kasumigaura.html 2015 3

12) 2003
2003-3

4275 65-68 
13) 2012 417 
14) Klindworth A., Pruesse E., Schweer T., Peplles J., Quast C., 

Horn M., Glöckner F.O. (2013) Evaluation of general 16S 
ribosomal RNA gene PCR primers for classical and 
next-generation sequencing-based diversity studies, 
Nucleic Acids Research, 41, 1-11 

15) Edgar R. (2010) Search and clustering orders of magnitude 
faster than BLAST, Bioinformatics, 26(19), 2460-2461 

16) Caporaso J. G., Kuczynski J., Stombaugh J., Bittinger K., 
Bushman F. D., Costello E. K., Fierer N., Peña A. G., 
Goodrich J. K., Gordon J. I., Huttley G. A., Kelley S. T., 
Knights D., Koenig J. E., Ley R. E., Lozupone C. A., 
McDonald D., Muegge B. D., Pirrung M., Reeder J., 
Sevinsky J. R., Turnbaugh P. J., Walters W. A., Widmann J., 
Yatsunenko T., Zaneveld J., Knight R. (2010) QIIME 
allows analysis of high-throughput community sequencing 
data, Nature Methods, 7, 335-336 

17) 2009

14 45-52

90



 

 
  

  
 
 

 
 

 

PRTR PRTR
 

PPCPs PRTR  
 

 

1  

1)  

26

PRTR
 

 

138km
1240km2 380 H17 2)

BOD 
2mg/L 2001

B BOD 3mg/L

5
-1 4

5

平成26年度　下水道関係調査研究年次報告書集 

91



 

3 St. 1 3
4 St. a d 7

1 1L
2012 1 2

 
 

St. 2

WWTP

St. c

Asa-kawa

St. d

Ne-gawa

St. a

Zanbori-gawa WWTP

Hodokubo-gawa

St. 3

St. b

WWTP

WWTP Yaji-gawa

WWTP

St. 1

WWTP

1  

Harada 3)

96

Pseudokirchneriella 
subcapitata NIES-35 AAP

 

OASIS® HLB Plus Ectraction 
Cartridge Waters 1�m

Whatman 1000mL

100�L DMSO
10000

96 1
200�L

20�L AAP 20�L  2
10 50 25 12.5 6.3 3.1

1.6 0.8 0.4 0.2 0.1 5
DMSO

0.5% DMSO

DMSO 0.5%

0.5%DMSO 5
 

1×104 cells/mL
24°C 3000 Lux 120 rpm
24

450 nm

cells /mL  
0-72

NOEC No 
Observed Effect Concentration

50 NOEC NOEC
EcoTox-Statics version 2.6d

 
NOEC chronic Toxicity 

Unit TUc 4) TUc 1.25

NOEC 0.8 80

 

5 azithromycin
clarithromycin ketoprofen levofloxaxin
triclosan Azithromycin
clarithromycin ketoprofen
levofloxacin triclosan

 

 

% =100 TU  TU  

92



 

TU TU

NOEC
2011

5)

NOEC

 
 

PRTR

PRTR
1

 
PRTR

PRTR

“
[m3/year]”

22 23 24
6 7 8) 9 10

11)

 

12-16)

 

Hazard Quotient HQ

17) HQ
1

HQ
 

HQ 1
 

 

3 1
3 1 1

2
1.25

 
 

 
3 1

1
5 NOEC NOEC

triclosan azithromycin clarithromycin
ketoprofen levofloxacin  

3
azithromycin

clarithromycin triclosan ketoprofen
levofloxacin
Azithromycin clarithromycin triclosan 3

triclosan clarithromycin azithromycin 

2

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

St1 St.2 St.3 St.a St.b St.c St.d

1/31 2/16

HQ=  [�g/L] 
/  [�g/L] 

93



 

1 
5 NOEC 

  
(�g/L) 

 
(�g/L) 

Azithromycin 7.0 4.2 18 
  5.2 19 
  16 20 
Clarithromycin 10.1 3.1 21 
  5.2 19 
  10 18 
  16 20 
  <40 22 
Ketoprofen 126 16 20 
  1000 19 
Levofloxacin 370 260 19 
  310 21 
  630 20 
Triclosan 1.3 0.2 22 
  0.5 23 
  1 16 
  1 18 
  6.3 20 
  8.3 19 

 
 

St. 2 St. c

St. 2 azithromycin
clarithromycin triclosan
10% St. c

20 40%  
St. 2  

 

St. c

 
 

 

22 24
1 11

N  N
24 HQ 1

23 1
24 1

HDTMAC 23 1
HQ 0.94 1

22 24 1 HQ

 
 
 

3 5  

a) Azithromycin b) Clarithromycin c) Ketoprofen

d) Levofloxacin d) Triclosan

0

10

20

30

40

50

St. 1 St. 2 St. 3 St. a St. b St. c St. d

1/31 2/16

0

10

20

30

40

50

St. 1 St. 2 St. 3 St. a St. b St. c St. d

1/31 2/16

0

0.5

1

1.5

St. 1 St. 2 St. 3 St. a St. b St. c St. d

1/31 2/16

0

0.5

1

1.5

St. 1 St. 2 St. 3 St. a St. b St. c St. d

1/31 2/16

0

10

20

30

40

50

St. 1 St. 2 St. 3 St. a St. b St. c St. d

1/31 2/16

94



 

4

PRTR

 

 
Azithromycin clarithromycin ketoprofen

levofloxacin triclosan
azithromycin

clarithromycin triclosan  

 
 

15  

 
 

 
 

 
1)

2005 

4 PRTR Hazard Quotient HQ 22
24 HQ 1 HQ NPE

AE = AO
AS AES

HDTMAC

0.01 0.1 1 10 100 1000 10000

HDTMAC

AES

AO

AE

NPE

HQ

H22

H23

H24

95



 

2)

http://www.mlit.go.jp/river/toukei_chousa/kasen/r
yuiki.pdf 2014 4  

3) Harada A  Komori K  Nakada N  Kitamura K 
and Suzuki Y: Biological effects of PPCPs on 
aquatic lives and evaluation of river waters 
affected by different wastewater treatment levels. 
Water Sci. Technol.  58  8  1541-1546  2008 

4) USEPA: Technical support document for water 
quality-based toxics control  EPA/440/4-85/032. 
National Technical Information Service  
Springfield  VA  1985 

5)

23
 4241 95 100 2012 

6)
23 PRTR

2013 
7)

24 PRTR
2014 

8)
25 PRTR

2015 
9) 22

2012  
10) 23

2013  
11) 24

2014  
12)

2003 
13)

2007 
14)

http://www.env.go.jp/chemi/risk/index.html 2012
12  

15)  
http://www.safe.nite.go.jp/japan/sougou/view/Selec
tingListsList_jp.faces?child_flg=child&service_id=
APDisplayFirstList_jp&tb_form=S_41_SHO 2015

3  
16) 27 3 2015  

https://www.env.go.jp/chemi/sesaku/02e.pdf 
17)

26 12
2014  

http://www.env.go.jp/chemi/risk/index.html 
18)

60 7 165
166 2005 

19)
20

4157 131 143 2009 
20)

43 57 63 2006 
21) Yamashita N  Yasojima M  Miyajima K  

Komori K and Suzuki Y: Effects of antibacterial 
agents  levofloxacin and clarithromycin  on 
aquatic organisms. Water Sci. Technol.  553(11)  
65 72  2006 

22) Yang LH  Ying GG  Su HC  Stauber JL  
Adams MS  Binet MT: Growth-inhibiting effects 
of 12 antibacterial agents and their mixtures on 
the freshwater microalga Pseudokirchneriella 
subcapitata. Environ. Toxicol. Chem.  27  5  
1201–1208  2008 

23) Tamura I  Kagota K  Yasuda Y  Yoneda S  
Morita J  Nakada N  Kameda Y  Kimura K  
Tatarazako N and Yamamoto H: Ecotoxicity and 
screening level ecotoxicological risk assessment of 
five antimicrobial agents: triclosan  triclocarban  
resorcinol  phenoxyethanol and p-thymol. J. Appl. 
Toxicol.  33  11  1222–1229  2013 

96



 
23 27 

 
 

 
 

PRTR

 

development transport signaling muscle

 
 

 

 

PRTR 462

PRTR

PRTR

 

 
26

 

 2m (0.5m3)
(0.5m3 4 ) (0.7m3)

(10L 4 )
-1

6.8m3/d 38%
HRT 7

35%

HRT 30 2
HRT  

平成26年度　下水道関係調査研究年次報告書集 

97



 

1)2) 3)

GF/B
LC-MS/MS

4)

GF/B Oasis HLB
GC-MS

5)

-1
BOD 94

NH4-N NOX-N 20mg/L
0.05mg/L
0.47mg/L 18mg/L

MLSS
SRT 13  

4 -2
(CAM)

(AZM) (KP)
(TCS) 1,600ng/L 310ng/L

950ng/L 340ng/L -2
C0 C

C/C0 CAM AZM
10%

1,400ng/L
270ng/L 0.88 0.87

12% 13% KP
0.89

240ng/L 0.25
TCS

69ng/L 0.2
KP TCS
75% 80%  

1/5
HRT 2

CAM 84% AZM 91%
KP 90% TCS 88% CAM AZM

12% 13%
220ng/L 23ng/L

KP TCS
75% 80%

20 25%

-1  

(4.7L/min)

(300mL/min)

0.7m3

0.5m3 0.5m30.5m3

(10L)

(10L)

(10L)

(10L)

0.5m3 0.5m3

AT-1 AT-2 AT-3 AT-4

-1  

BOD (mg/L) 150 140 9.1 -
DOC (mg/L) 35 37 7.8 6.4

NH4-N (mg/L) 20 21 0.47 0.04
NOx-N (mg/L) <0.05 <0.05 18 19

TN (mg/L) 33 31 20 20
TP (mg/L) 3.2 3.2 1.6 1.6

 ( ) 16.8 16.4 14.9 13.4

-2  

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

1.2

C/
C 0

CAM

AZM

KP

TCS

98



 

KP TCS
25ng/L 8.5ng/L

DOC
18%

 

 

-3
-1

1
( 5mm,

5mm, 1mm) 2

2014 11 5 6 24
DOC NH4-N NO2-N

NO3-N  

-2
96

RNA RNA
10 1 1

TruSeq Stranded mRNA Sample 
Prep Kit Illumina cDNA

Miseq Illumina
75bp 2  

6)

FASTQ Tophat2
Cufflinks2

Cuffmerge 16
Cuffdiff

 
cDNA

FPKM
Flagments Per Kilobase of exon per Million reads 

mapped Isoform
FPKM

1 1
FPKM 0.001 0.001

FPKM 2 1/2
 

Uniprot-GOA Gene 
Ontology GO 7)

Refseq Protein8) Blastx

Refseq ID GO
 -3  

-2  

99



 

R 3.2.0
Excel

Fisher
5

Biological Process Molecular Function Cellular 
Component 3
Biological Process  

-4 NH4-N NO2-N NO3-N
-5 DOC

NH4-N
NH4-N

18.8 14.0 4.9mgN/L NO2-N
0.17mgN/L

DOC
72

 

-6
-7

 
Fisher
GO

-4 NH4-N NO2-N NO3-N  

-5 DOC  

0

5

10

15

20

N
H 4

�N
,�N

O
2�

N
,�N

O
3�

N
�

m
gN

/L

NH4�N NO2�N NO3�N

0

5

10

15

20

DO
C�

m
gC

/L

DOC

 
-6  

 

 
-7  

 

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

100



 

p-value 0.01

-8 -11
GO GO

p-value
p-value

-8
36

p-value DNA DNA 
replication initiation, GO:0006270, 

oocyte 
development, GO:0048599, 

cellular response 
to caffeine, GO:0071313, 

muscle 
filament sliding, GO:0030049, 

 
93

-9 p-value 50
p-value

cholesterol biosynthetic process, GO:0006695, 

p-value 2

 
 

-8 p-value  

1 0.01 10�4 10�6 10�8

p�value

GO

101



Cytochrome P450 family 1, family 2

xenobiotic metabolic 
process, GO:0006805, 

DNA
DNA DNA

DNA strand elongation involved in DNA 
replication, GO:0006271, 

calcium ion transmembrane 
transport, GO:0070588, 

 
57

-10 p-value 50
p-value

p > 0.01

 
 

-9 p-value  
p-value 50  

1 0.01 10�4 10�6 10�8

p�value

GO

102



p-value 2 DNA

2 6
G

G-protein coupled 
receptor signaling pathway, GO:0007186, 

G

response 
to virus, GO:0009615, 

 
74

-11 p-value 50
p-value

2

 
 

-10 p-value  
p-value 50  

1 0.01 10�4 10�6 10�8

p�value

GO

103



mitotic cell cycle, GO:0000278, 
cell 

division, GO:0051301, 
A

retinoid metabolic process, GO:0001523, 

35

p-value 10 5

 

 
 

-11 p-value  
p-value 50  

1 0.01 10�4 10�6 10�8

p�value

GO

104



341 -3

10 30  
development

muscle
transport

mitotic mitosis = 
apoptotic

apoptosis = 

-3 
 

 

105



 

immune
 

protein
DNA RNA

 
G-protein

cytokine inteferron-gamma
T T

 
ion calcium

ammonium
 

cholesterol
drug

caffeine
 

development
1 0

+  
transport signaling

muscle
ion calcium

 
drug 1

drug transmembrane 
transport, GO:0006855 caffeine

0
xenobiotic metabolic process

+
 

 

4

CAM AZM 12%
13% 84% 91%

86% 93% KP TCS
75% 80%

90% 88%
97% 98%  

 

 

 

 
development

transport signaling
muscle
 

 

1) , 
, , 43, pp.57-63, 2006 

2) A. Harada et al., Biological effects of PPCPs on 
aquatic lives and evaluation of river water, Water 
Science & Technology, Vol.58, No.8, pp.1541-1546, 
2008 

3) , http:// 
www.env.go.jp/chemi/sesaku/seitai.html, 2006 
4) , LC-MS/MS 

, ,43,pp.73-82 
(2006) 

5) , GC-MS PPCPs

106



 

, 16 , 
pp.774-775 (2007) 

6) 
, :2015/5/29 

https://cell-innovation.nig.ac.jp/members/index.html 
7) Uniprot-GOA, :2015/3/3 
http://www.ebi.ac.uk/GOA 

8) Refseq Blastn
National Center for Biotechnology Information, 

NCBI , :2014/1/29 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
 

107



 
26 30 

 
 

 
 

 
WET

3

 

 

 

TIE Toxicity 
Identification Evaluation

 
 

2014 11 A

24 1 1
24

24
-1

60�m
4

 

平成26年度　下水道関係調査研究年次報告書集 

108



 
 

 

2)  
Pseudokirchneriella subcapitata NIES-35

5
80% 40 20 10% 5%

AAP
AAP

0.22�m
30mL/

1)

6 3
1.0×104 cells/mL 24°C  

3000 Lux 100 rpm
72

CDA-1000B 100�m Sysmex

(1)  
% =   
÷ ×100 (1) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

-1  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
DO Dissolved Oxygen TRC

Total Residual Chloride TOC
Total Organic Carbon  

 
USEPA

5) TIE
Toxicity Identification Evaluation -2

20%
5mg/L EDTA[

] 0.25mg/L EDTA
100% 1L/1L air 1

20% pH pH 6.5
SPE [Solid Phase Extraction  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

-2 5) 

pH SPE EDTA

1

SPE

2

TDS
1 pH

2 pH
SPE Solid Phase Extraction EDTA

109



 

] Sep-Pak C18, Waters
1.0�m SPE

SPE SPE

0.22�m
AAP

0.22�m

AAP
 

 

1) Ceriodaphnia dubia
OECD

No.2116)

24 Daphnia 
magna  

4
80% 40 20 10%

50mL/ 10
/

24 10 1 1
17

3 2 3
16 8

21±1 Chlorella 
vulgaris
0.15mg 1

 

 
 

 

Danio rerio

2)  
5

80% 40 20 10% 5%

50mL/ 4 /
4 40 1 10

9
5

2 3
2 3

16 8
26±1  

 

 

TIE 80%
1.0�m

8
 

 
 

0-72

Bartlett � 
= 0.05

Dunnett � = 
0.05

Steel � = 0.05

R7)

NOEC No Observed Effect Concentration

NOEC
Bartlett

� = 0.05
Dunnett

110



� = 0.05
Steel � = 

0.05

AAP

 
 

 
-1

10
p<0.05

80%
p>0.05  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

NOEC 5% 80%
20%

-2

TIE 3
-1

-2
4

 
 

 
-3

20%
60 20%

p<0.05
20% p>0.05

NOEC 20% 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

-1 p<0.05  

-2 20%  

111



 

NOEC 80%
0~40%

40%
 

 
 

-4
80%

p<0.05
NOEC 40%

p>0.05

NOEC 80%  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

80%
-5

p>0.05
p>0.05

p<0.05

 
2

t
� = 0.05 p>0.05

80%
80%

p>0.05 4

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

-3 p<0.05

-4 p<0.05

112



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

TIE 4
4 -2

4
25

PRTR 8) A
= =

-1

 

2

4  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
-3

NOEC
NOEC

80% A

NOEC 80% 1.25

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

-3 NOEC  

-5 80%  

113



 

 
 

 
1) 10%

 
2) 10 40
80%

 
3) 

80%

 
 

1) USEPA, Draft National Whole Effluent Toxicity 
(WET) Implementation Guidance, EPA832-B-4-003, 
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Cambridge University Press, Cambridge, UK, 976. 
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2 2 2   
a) 22

 

DOC mg/L 2.91  2.22  

T-N mg/L 7.28  7.23  

NH4-N mg/L 0.02  0.01  

NO2-N mg/L 0.28  0.12  

NO3-N mg/L 6.35  6.69  

T-P mg/L 0.81  0.59  

PO4-P mg/L 0.51  0.46  

T-Fe �g/L� 118.59  38.19  

D-Fe �g/L� 28.64  5.52  

T-Mn �g/L� 43.05  17.88  

D-Mn �g/L� 2.16  0.26  
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A B

SS mg/L 6.2 2.6  

VSS mg/L 2.4 1.3  

DOC mg/L 2.8 3.6  

T-N mg/L 4.26  0.87  

NH4-N mg/L 0.02  0.01  

NO2-N mg/L 0.04  0.01  

NO3-N mg/L 3.58  0.23  

T-P mg/L 0.16  0.02  

PO4-P mg/L 0.09  0.01  

T-Fe �g/L� 57.19  10.00  

D-Fe �g/L� 6.75  5.70  

T-Mn �g/L� 4.67  0.50  

D-Mn �g/L� 1.62  0.33  

Chl- a �g/m2 26.2 104 8.5 104

 
b) 24
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SS mg/L 0.90  

VSS mg/L 0.55  

DOC mg/L 5.84  

T-N mg/L 6.33  

NH4-N mg/L 0.01  

NO2-N mg/L 0.04  

NO3-N mg/L 5.31  
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D-Mn �g/L� 24.32  
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D-Mn �g/L� 2.12  0.52  

A B

Chl.a �g/cm2 50.3 54.0 

c) 22 24  
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図－７ Chl.a の推移 

 

表－７ 水質平均値の比較 

項目 単位 

平成 22 年 平成 24 年 

せせらぎ水路 A せせらぎ水路 B せせらぎ水路 A せせらぎ水路 B

PO4-P mg/L 0.09 0.01 0.09 0.10 

T-Mn g/L 4.67 0.50 7.72 1.23 

D-Mn g/L 1.62 0.33 2.22 0.58 

Chl-a g/cm2 20.8 3.6 47.0 52.0 
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Oasis HLB Vac cartridge Waters
 
 6 cc 

 500 mg 
 60 �m 

 1:1 10mL 
  10 mL 
  20 mL 

 1 L 
 10 mL/min 

3,500 rpm 5 min
 

  10 mL 
 1:1  10 mL 

40 
DMSO 50 �L

DMSO 10,000 100 
�L  
 

 

 
ER  
AR  

TR  

 
ER 17 - E2  

ER 4-
4OHT  

AR 11- 11KT  
AR 2- 2OHF  

TR -L T3  
TR Thyroid hormone receptor 

antagonist,1-850 1-850  
 

96
HEK293 1.4 104 cells/well

24  

ER ER

ERE-TK-Luc

pRL-TK-RLuc
FuGENE 6  

4

DMSO 0.1%
DMSO 0.1%

 

CO2 40

Dual-Luciferase Assay System

 

 

(3)-1  

(3)-2  

4 2
10-10 M E2 DMSO

DMSO
0.2% DMSO 0.2%

 

(3)-4  

(3)-5  

96
HepG2 1.4 104 cells/well

24  

AR AR
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MMTV

MMTV-Luc

pRL-TK-RLuc  
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(3)-5  
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4 1
10-8 M 11KT DMSO
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0.2% DMSO

0.2%  

(3)-4  

(3)-5  
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TR TR
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24 5

HMT
1)

 
HMT

 
 

 
2

20
20 20  

(1) 500 mL 500 mL HMT 0.01mg/L 0.025mg/L 0.05mg/L 0.075mg/L
0.1mg/L 5  
(2) 1,000 mg/L 2) 2

4mg/L 4 mg/L  
(3) 30 300rpm  
(4) 30 50 mL

 
(5) 50 mL 100 mL 2011 5.
2 GC/MS  

 
 

-1 BOD 39mg/L

NH4-N 15mg/L 14mg/L
BOD

 

-1 mg/L  

BOD 39 9.7
COD 13 8.0
DOC 12 12

SS 15 0.8
NH4-N 15 14
NO -N 0.25 0.04

T-N 19 20
T-P 0.45 0.11
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NOM

26

NOM

2.
2. 1 

8 20 L
TOC UV

4 St. 1:
St. 2: St. 3: St. 4:

26 8 3-4
200 L

St.1

St.2

St.3

St.4
 

1  

2. 2 
  St. 1 4 St.1: St. 2: St. 3: St. 4:

200 L 0.45 μm
RO DOW ; SW

30 RO

1 m/s
TOC on-line

TOC 0.5 mg/L

0.22 μm PES MF 200 kDa
Polysulfone UF
50 kDa Polysulfone

UF

2. 3
3

3

5 nm 220 nm 550 nm

2. 4 
(HepG2

MEM (10%FBS 0.1 mM NEAA  0.03% L-
0.2% )

CO25% 37
10 MEM 9:1 FBS 1%

pH 7.2 7.5
48 3

2. 5

Pseudokirchneriella subcapitata NIES-35
Daphnia magna Danio rerio

St. 2

72
5

50mL 50mL
24 5 48
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正常遊泳個体数を24時間ごとに調査した。試験区ごとに

4 連実施した。ゼブラフィッシュを用いた魚類胚仔魚試

験では、試験水 50mL の入った 50mL ガラスビーカーに

胚15個を入れた後に、8日間曝露させ、孵化率、生存率、

生存仔魚率を調査した。試験区ごとに3連実施した。 

 

3．結果と考察 

3.1 濃縮効率   

  表１に今回の濃縮試験方法により達成した濃縮効率を

示す。本試験では、RO 膜による濃縮を実施したため、

膜を透過したものは回収することができない。今回使用

した膜では、72%の有機物を回収でき、膜を透過した有

機物は28%となった。既往の研究結果[12]と比較しても、

遜色ない回収率を達成できたため、ほとんどの有機物を

回収することができたと判断した。今後の試験では、さ

らに回収率を上げるために、膜ろ過回収の際にクロスフ

ロー流速を上げるとともに、ろ過圧力を下げることが重

要となる。 

表１河川水濃縮の結果 

 水量 

（L） 

TOC

（mg/L） 

Carbon量 

(mg) 

初期 170 2.1 360

濃縮後 2.7 95 260

濃縮倍率  45 

回収率 (%)   72

 

3.2 毒性試験 

3.2.1 ヒト細胞を用いた毒性試験 

  図3に利根川河川水濃縮試料の細胞毒性試験結果を示

す。最大暴露濃度（濃縮倍率）がSt. 2でやや低くなって

しまったものの、同程度のDOCレベル（例えば40 mg/L）

で比較すると、St. 1の細胞生存率が10%以下であるのに

対し、St. 2およびSt. 3が約50%と同程度、St. 4では生存

率の低下が確認されない結果となった。したがって、利

根川河川水を用いた評価によれば、利根川河川水の細胞

毒性は最上流部で最も高く、流下に伴って減少すること

が明らかとなった。一方で、St. 4 においては、40 mg/L

以下の暴露濃度領域において細胞生存率が増加している

ことから、毒性作用と断定することはできないものの、

St. 4 の河川水も HepG2 に何らかのアブノーマルな影響

を及ぼす可能性が示唆された。 

 

図3   河川水濃縮試料の細胞毒性試験結果 

 

  今回検討した河川水試料の水質分析結果を図4に示す。

St. 1のDOCを除き、DOCおよび窒素類は下流になるほ

ど濃度が高くなった。ICP による元素一斉分析の結果、

Fe、Mn（およびZn）は採水サンプルではSt. 1のみで検

出され、自然由来の成分と推察される。また、上記元素

を除き、地点間で検出される元素の種類に大差はなく、

ピーク強度は下流になるほど強くなっていた。 

 

 

 

 

3.2.2 水生生物を用いた毒性試験 

  ムレミカヅキモを用いた毒性試験の結果を図5に示す。

その結果、濃縮倍率が10倍以上の処理区では、対照区と

比べて有意な生長速度の低下が見られた。オオミジンコ

を用いた毒性試験では、濃縮倍率が20倍までの範囲で、

遊泳異常は観察されなかった（図6）。ゼブラフィッシュ

を用いた毒性試験では、試験区間で孵化率、生存率、生

存仔魚率に大きな差はみられなかった（図7-9）。 

図4  河川水試料の水質分析結果 
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図5   ムレミカヅキモを用いた毒性試験 
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図6   オオミジンコを用いた毒性試験 
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図7   ゼブラフィッシュを用いた毒性試験（孵化率）
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図8   ゼブラフィッシュを用いた毒性試験（生存率）

0

0.2

0.4

0.6

0.8

1

0 1.25 2.5 5 10 20

生
存
仔
魚
率

濃縮倍率
 

図9  ゼブラフィッシュを用いた毒性試験（生存仔魚率） 

 

3.4分画試験 

  図 10 に利根川河川水濃縮試料を段階的にろ過した際

の細胞毒性の変化を示す。0.22 µm 膜のろ液における細

胞死滅率（1-細胞生存率）を1とし、それに対する200 kDa

膜および 50 kDa 膜のろ液における細胞死滅率を相対毒

性値（以下、毒性値）として表わしている。St. 1および

St. 4 における毒性値は200 kDa膜によるろ過で20%以上

低下し、50 kDa膜のろ過後には当初の約50%か、それ以

下となっていた。200 kDa膜ろ過、50 kDa膜ろ過におけ

る毒性値の減少幅は、St. 2ではそれぞれ35%、30%であ

ったのに対し、St. 4では22%、27%であった。本結果よ

り、St. 1およびSt. 4の利根川河川水では0.22 µm - 200 

kDa、200 kDa - 50 kDaのそれぞれの画分に細胞毒性の由

来する成分が存在していることが示唆された。一方、St .2

およびSt. 3では、200 kDa膜ろ過で毒性値の顕著な変化

は確認されなかった上、St. 2では50 kDa膜ろ過後に毒性

値が30%増加する結果となった。このことは、50 kDa膜

ろ過によって、何らかの形で細胞毒性の原因物質をマス

クしていた成分（ある種のタンパク質やNOM など）が

取り除かれたためではないかと推察する。 

 

図10 利根川河川水の段階的ろ過水における細胞毒性の

変化 
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3.5水質分析 

  ろ過試験により取得した水試料の水質分析結果を図

11に示す。DOC、TN及び各種楊イオン・陰イオンの観

点からは、段階的ろ過による顕著な水質の変化はなかっ

た。なお、C/N 比はSt.1 において 8.4～9.3 であり、その

他の地点（0.6～1.4）と比較して高い値を示した。 

 

3.6有機物特性解析 

  図12および図13に、それぞれ200 kDaおよび50 kDa

膜ろ過で除去された有機物の EEM スペクトルを示す。

St. 1とSt. 4のスペクトルパターンは比較的類似しており、

いずれのろ過段階においてもタンパク質に由来するピー

ク（位置A）が出現していた。加えて、50 kDa膜ろ過で

はフミン質に由来するピーク（位置 B）も確認された。

一方、St. 2の200 kDaろ過およびSt. 3の50 kDaろ過で

は、タンパク質及びフミン質由来のピークと、それらピ

ークの裾野に埋もれているより小さなピークの存在も推

察され、除去された有機物中により多様なNOM を含有

する可能性が示唆された[13, 14]。 

  以上、観察されたSt. 1およびSt. 4のEMMスペクトル

図11 ろ過試験により取得した水試料の水質分析結果 

150



 

 

の類似性が細胞毒性の変化に対応していることから、

NOM それ自体もしくはマトリクスとしての NOM が直

接的もしくは間接的に細胞毒性に影響を与えているので

はないかと考える。今回採水した水に含まれる有機物は、

EEMによりある程度判別出来たものの、より詳細な検討

が必要と考える。今後は、FTIRやNMR等のより詳細な

化学構造を判別しうる化学分析手法を取り入れて、有機

物特性を明かにする必要があると考える 

 

 
図-12 200kDa の膜で透過した有機物の3次元励起スペ

クトル分析結果 

 

図-13 50 kDa の膜を透過した有機物の3次元励起スペ

クトル分析結果 

 

4まとめ 

  本研究では、自然環境中に存在するナノ物質の挙動、

毒性を把握するため、利根川河川水を濃縮し、生体毒性

試験および水生生物毒性評価試験を実施した。その結果、

以下の知見が得られた。 

・有機物の回収率 72%を達成し、RO 膜を使った有機物

の濃縮に成功した。 

・PtやTiのような金属ナノ粒子は、利根川流域では検出

されなかった。 

・今回の実験では、細胞毒性は河川上流部で最も高く、

流下に伴って減少した。上流部に、何か毒性作用を示

す成分が混入していたことを示しているが、通常の水

質分析では、St1 に特別な差異は見当たらなかった。 

・粒径毎に毒性を比較した結果、St. 1およびSt. 4に共通

点が観察され、毒性値は200 kDa膜ろ過で20%以上低

下し、50 kDa膜ろ過で約50%以下に低下することが明

かになった。これにより、St. 1およびSt. 4は、0.22 µm

～200 kDaおよび200 kDa～50 kDaの画分に細胞毒性の

由来する成分が存在していることが示唆された。 

・St. 2およびSt. 3に共通点が観察され、200 kDa膜ろ過

で変化せず、St. 2では50 kDa膜ろ過後に毒性値が30%

増加した。これは、50 kDa膜ろ過によって、何らかの

形で細胞毒性の原因物質をマスクしていた成分（ある

種のタンパク質や NOM など）が取り除かれたためで

はないかと推察する。 

・各粒径画分に含まれる有機物特性を分析した結果、St. 

1とSt. 4に共通点が見られたことから、NOM自体もし

くはマトリックスとしての NOM が直接的・間接的に

毒性に影響していることが示唆された。 

今後は、粒径画分の解像度の向上や別の有機物特性の

評価手法を用い、検討を進めていく予定である。 
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の再利用の影

 

3.結果およ

3.1. バイオ

3.1.1 メダ

脱塩素水道

イクロアレイ

験により，水

質を評価す

 

 

3.1.2 新た

 水生生物へ

の曝露時のメ

度が低減する

 

 

3.2. 水生生

Case study

水利用時にお

図

影響評価を試

び考察 

オアッセイに

ダカ遺伝子発

道水で飼育し

イによりメダ

水質の違いを

る解析方法を

たな水利用シ

への影響評価

メダカ遺伝子発

るなど、下水処

生物への影響

y として、東レ

おける再生水

図 2 パ

1 メダカ遺

試みた。 

よるモニタリ

発現を用いたバ

しているメダ

ダカの肝臓の

を反映する機

を開発した（

ステムのバイ

価の基礎デー

発現強度を測

処理や再生水

響評価 

グループで開

水の水生生物へ

パイロットプ

遺伝子発現アッ

リング 

バイオアッセ

ダカを用いて急

の遺伝子発現を

機能遺伝子を抽

（図 1）。 

イオモニタリ

タとなる 30 種

測定した結果、

水処理が水生生

開発した処理技

への影響評価

ラント再生水

ッセイ手法の

セイ手法の開発

急性毒性試験

を解析する試

抽出し，これ

リングと低減効

種類の水処理

、下水処理や

生物への影響

技術（那覇：パ

価を行った 6)。

水のメダカ遺

の概要 

発 

験と同じ 96 時

試験系を確立

れらの機能遺

効果の評価

システムのバ

再生水処理を

響を低下させる

パイロットプラン

藻類生長阻害

遺伝子発現解析

時間の半止水

した 3)。また

伝子の発現量

イオモニタリン

を進めると、多

る効果が明らか

ント）を主な対象

害試験から、再

析の一例 

水式曝露実験か

た，純物質や

量を指標化し

ングを行った。

多くの場合に遺

かになった 4, 5

象として農業利

再生水の藻類

から、DNA マ

や環境水の試

した値から水

下水試料へ

遺伝子発現強

5)（図 2）。 

利用、都市用

類に対する安

マ

用
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