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官官民民連連携携にによよるる下下水水道道資資源源・・エエネネルルギギーーをを活活かかししたた植植物物栽栽培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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 (a)50L 培養槽 (GAIA)    (b)150L（2018 年 10 月～2019 年 1 月）  (c)200L、保温有 （2019 年 1 月～2 月）   

                                 
 (d)200L(50L×4 槽)（2019 年 8 月～2020 年 1 月）  (e)200L(100L×2 槽)（2019 年 10 月～2020 年 1 月） 

図-1 密閉縦型藻類培養装置 

 
200L （保温なし：2019 年 7 月～2019 年 12 月、保温あり： 2020 年 1 月） 

図-2 連続式藻類培養装置の全体図 
 

た。流入ポンプ、攪拌機等の動力は、A下水処理場の

施設に設置した消化ガス発電機より供給した。よって、

外部からのエネルギー投入を行わない、下水道資源の

みを活用した藻類培養装置となっている。連続式密閉

型藻類培養装置の全体像を、図-2に示す。2019年12
月は、安定した保温が行えなかったため、”保温なし”
の期間に含めた。流入水、50L培養槽の水（第1槽、

第2槽、第3槽、第4槽）、沈殿槽、沈殿タンクから排

水される水（処理水）、100L培養槽の水（第1槽、第

2槽）、沈殿槽、沈殿タンクから排水される水（処理水）

を1~2週間に1回程度サンプリングし、SS、TS、VS、
クロロフィルa、リン、窒素（全窒素、アンモニア性

窒素、硝酸性窒素、亜硝酸性窒素）、CODcrを適宜測

定した。50L培養槽の運転期間は2019年8月から2020
年1月、100L培養槽の運転期間は、2019年10月か

ら2020年1月とした。  

培養槽 

沈殿 
タン

ク

攪拌機 



3 

２．２． 藻類培養実験結果 

図-3に、2019年7月～2020年1月における、50L
培養槽の流入水、第1槽、第2槽、第3槽、第4槽、

放流水および、100L培養槽の流入水、第1槽、第2
槽のSS、クロロフィルa、各水質項目（CODcr、リン、

窒素、アンモニア性窒素、硝酸性窒素、亜硝酸性窒素）

を示す。50L培養槽では、夏季（7月～9月、5回）、

秋季（10月～11月、4回）、冬季(保温なし)（11月～

12月、4回）、冬季(保温あり)（1月、3回）の各期間

における平均値、100L培養槽では、秋季、冬季(保温

なし) （11月～12月、4回）、冬季(保温あり) （1月、

3回）の各期間において、週に1回程度測定した結果

の平均値を示している。各水質項目について、流入水

と処理水は全濃度、各槽では溶解性濃度を示している。

培養槽内の水温および外気温を図-4に示す。図-3（a）
より、バイオマス濃度の指標となるSSは、夏季、秋

季において、50L培養槽、100L培養槽で200 mg/L程

度で培養できており、冬季の保温なしでは、100mg/L
程度に減少した。その後、冬季でも保温を行ったこと

で、200 mg/L程度まで培養量は回復した。各槽での培

養量を比較すると、50L培養槽の夏季では、後段での

培養量の増加がみられ、秋季、冬季では、第2槽で最

も培養量が多くなった。100L培養槽においても、秋季、

冬季で、第1槽で培養量が多くなる傾向を示した。図

-3（b）よりクロロフィルaは、SSと同様の傾向を示

した。流入水のSSは約10mg/Lであり、夏季、秋季

の処理水のSSは、約50～80mg/Lと流入水のSSより

も高く、冬季では、約12～20mg/LのSSで夏季より

は低い濃度で排水される傾向を示した。図-3（ｃ）よ

り、流入水のCODcr濃度は約30mg/Lであり、培養槽

内の溶解性CODcrの濃度もほぼ同程度であった。処理

水は、夏季、秋季では、SSが高くなる傾向を示したこ

とから、CODcr濃度も50～100mg/L程度で流入水よ

り高い傾向を示した。冬季においても、処理水の

CODcr濃度は、流入水と同等かわずかに高くなる程度

となった。また、2019年の冬季において、1月20日

に流入水と処理水のBODを測定したところ、流入水

は33mg/L、処理水は50L培養槽で2.2mg/L、100L
培養槽で4.6mg/Lであり、それぞれCODの4％、16％
の値であり、処理水中の生物分解性の有機物濃度は低

いと考えられる。図-3（ｄ）より、リンは、流入水で4
～8mg/L程度であり、処理水の濃度は、SSが高いこと

もあり、同程度かそれ以上であった。各槽の溶解性リ

ンは、後段で減少しており、藻類中に取り込まれるリ

ンは、後段で増える傾向であった。図-3（e）より、窒

素は、流入水では27～39mg/L、処理水は24～31mg/L
であり、夏季～冬季において、12～24％の除去率であ

った。夏季や冬季（保温なし）よりも、秋季と冬季（保

温あり）で除去率が高い傾向を示した。微細藻類培養

において、培養槽を複数ユニット連結させる利点とし

て、窒素、リンの除去率を上げる効果があることが示

された。 
 

 
（a） SS 

 
（ｂ）クロロフィル a 
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(c) CODcr （流入水、処理水は全濃度、各槽では溶解性濃度を示す） 

 
(d) リン （流入水、処理水は全濃度、各槽では溶解性濃度を示す） 

 
（e） 窒素 （流入水、処理水は全濃度、各槽では溶解性濃度を示す） 
図-3 夏季、秋季、冬季(保温なし)、冬季(保温あり)の各期間における 

50L 培養槽および 100L 培養槽の流入水、各槽、処理水の SS、クロロフィル a、各水質の平均値 
 

  
図-4 密閉縦型培養槽の水温と外気温（左：50L 培養槽、右：100L 培養槽） 

 
２．３．培養藻類回収の検討 
本研究では、ディスクセパレーター（三菱化工機株式

会社）を用いた機械濃縮による藻類回収の検討を行った。

ディスクセパレーターの全体像および濃縮の原理を図-5
に示す。また、実験に用いたディスクセパレーターの諸

元を表-1に示す。装置に投入された原液は、回転体中に

多層に配置されたディスクの穴を通って濃縮液と清浄液

に分離され、濃縮液は装置の外側の壁面に付着し、清浄

水は、上部から排水される。濃縮試験は、夏季（2019年

8月12日）と冬季（2019年12月）の2回行った。夏季

は、50L培養槽の第4槽および沈殿槽から回収した藻類、

冬季は、50L培養槽の沈殿槽および100L培養槽の沈殿

槽から回収した藻類を用いた。結果を表-2、濃縮試験の

写真を図-6、A下水処理場の処理水のおよび排水の水質
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（CODcr、リン、窒素、アンモニア性窒素、硝酸性窒素、

亜硝酸性窒素）およびSSを図-7に示す。装置の標準処

理量は1,600L/hであるが、本研究で培養した藻類の沈殿

性を考慮して、約10分の1の処理量で処理した。結果と

して、30～100倍に濃縮された濃縮藻類が回収できた。

装置の制限として、1回の回収量が約3Lであるため、原

液の濃度により、濃縮液の濃度、処理時間が決まること

になる。図-7より、濃縮後の排水の水質およびSSは、A
下水処理場の処理水とほぼ同程度の濃度であった。夏季

の濃縮実験では、窒素は、A下水処理場の処理水よりも

低濃度で排水できることが示された。これらの結果より、

ディスクセパレーターを用いた培養藻類の回収は可能で

あり、排水も放流できるレベルに処理できることが示さ

れた。 

    
図-5 ディスクセパレーター 

（左：全体写真、右：濃縮原理図） 
 

表-1 ディスクセパレーターの諸元

表-2 藻類濃縮試験結果

 
 

       
図-6 藻類濃縮試験結果の写真（夏季） 

 

 
図-7  A下水処理場の処理水および濃縮後の排水の水質およびSS（（a）夏季、（b）冬季） 

 
３．培養藻類のエネルギー化評価 

本節では、A下水処理場をモデルケースとして想定し

た上で、藻類培養システム導入によるCO2排出削減量、

ならびに培養藻類の有効利用によるエネルギー生産量を

計算し、システム導入効果を示すとともに、システムの

導入に必要となる要件を提案することを目的とした。 

３．１．培養藻類の嫌気性消化への投入における有用性

の検証 

下水処理水で培養した藻類は、嫌気性消化への投入バ

イオマスとしての利用が考えられる。本節では、密閉縦

型藻類培養装置の培養藻類が、嫌気性消化への投入にお

いて、有用性があるか否か検証した。 
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培養藻類の利用方法について、嫌気性消化への投入の

有用性を検証した。有効容量2000mLの嫌気性消化反応

器（Bioprocess Control社）を用いて、培養藻類の濃縮

液と下水汚泥の混合による嫌気性消化の連続実験を行っ

た。各リアクターでの運転条件を表-3に示す。消化汚泥

は、B下水処理場の消化槽の消化汚泥を用いた。投入す

る濃縮汚泥は、B下水処理場の最初沈殿池濃縮汚泥およ

び余剰汚泥の濃縮汚泥を1対1に混合したものを用いた。

濃縮汚泥のみ投入する系、濃縮汚泥と縦型藻類培養装置

の50L培養槽および100L培養槽の沈殿槽から回収した

藻類の濃縮液を投入する系の合計6系列で、消化実験を

行った。投入汚泥は、1週目から3週目は濃縮汚泥のみ

とし、TSは3%で投入した。3週目から6週目は、濃縮

汚泥のみ、濃縮汚泥のTSに対して藻類を約0.1%混合し

たものをTS3.01%で投入した。6週目から9週目までは、

濃縮汚泥のTSに対して藻類を約3%混合したものを作製

し、それぞれTS3.1%で投入した。9週目から12週目は、

濃縮汚泥のTSに対して藻類を約23%混合したものを作

製し、それぞれTS3.3%で投入した。投入および引き抜

きは、1日あたり100mlになるよう、2から3日に一回

まとめて手動で行った。バイオマスを投入後、窒素ガス

でパージし、運転を開始した。発生したバイオガスは、

水酸化ナトリウム溶液を通したのち、メタンガス量とし

て計測した。温度は35℃程度に制御し、運転期間は2019
年11月～2020年1月の12週間とした。運転期間中、定

期的に汚泥の性状分析、有機酸濃度の測定、発生ガス中

の組成の測定を行った。また、発生した消化汚泥の脱水

性に対して、藻類混合の影響の有無を調査するため、脱

水試験を行った。 
図-8に、1～3週目（投入TS3.00％）(n=3)、3～6週

目（投入TS3.01％）(n=8)、6～9週目（投入TS3.10％）

(n=8)、9～12週目（投入TS3.30％）(n=7)における投入

CODあたりのメタン転換率を示す。汚泥のみの系列では、

メタン転換率が安定しており、0.6程度であった。藻類を

投入した各系における投入TS3.01％時は、濃縮汚泥のみ

を投入した投入TS3.0％の結果と比較すると、メタンガ

ス量としては上昇していたが、藻類を投入しはじめた期

間であることもあり、メタン転換率は低くなる傾向を示

していた。投入TS3.1％、3.3％時では、装置の差により

違いはあるものの、濃縮汚泥のみを投入した投入TS 
 

表-3 メタンガス発生ポテンシャル試験の条件 
 No.1 No.2 No.3 No.4 No.5 No.6 

系列 汚泥のみ 汚泥＋50L① 汚泥＋50L② 汚泥＋50L③ 汚泥＋100L① 汚泥＋100L② 

1 週目～ TS3.00% 濃縮汚泥のみ 

投入バイオマス 濃縮汚泥 濃縮汚泥＋50L 培養槽藻類 濃縮汚泥＋100L 培養槽藻類 

3 週目～ TS3.01% 汚泥 TS3.0% 藻類 TS：0.01% 
6 週目～ TS3.1% 汚泥 TS3.0% 藻類 TS：0.1% 
9 週目～ TS3.3% 汚泥 TS3.0% 藻類 TS：0.3% 

 

 

図-8 1～3 週目（投入 TS3.00％）、3～6 週目（投入 TS3.01％）、6～9 週目（投入 TS3.10％）、9～12 週目

（投入 TS3.30％）における投入 COD あたりのメタン転換率 
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0.3％の結果と比較すると、メタン転換率が上昇する傾向

であり、藻類の投入が嫌気性消化に悪影響を与えないこ

とが示された。 7週目に発生した消化ガス中のメタン含

有率は64～69％であり、汚泥および汚泥+藻類を投入し

た場合の発生する消化ガス中のメタン含有率は同程度で

あることがわかる3週目の消化汚泥中の有機酸濃度は、

800mg/L程度であり、プロピオン酸が80％程度を占めて

いたが、5週目では、8～12mg/L程度まで減少し、酢酸

がほとんどを占めていた。その後有機酸の蓄積はみられ

ず、安定した運転が行われていた。また、有機酸組成、

濃度について、汚泥のみと藻類を投入した系で同等であ

ることから、藻類を消化槽に投入することによる有機酸

への影響は少ないと考えられる。 
 

３．２．温熱供給量からみた冬季の藻類培養のフィージ

ビリティスタディ 

本節では、A下水処理場をモデルケースとして想定し

た上で、藻類培養システム導入に必要となる冬季の藻類

培養について、温熱供給量を律速として、消費熱量、培

養可能量の試算を行った。図-9に、ヒートポンプから50L

培養槽、100L培養槽の両培養槽への送水温度および戻り

温度を示す。平均41.2℃で送水された温水は、5℃～20℃
の間を上下し、平均9.1℃でヒートポンプに戻っている。

ヒートポンプの送り水温と戻り水温の温度差は、平均は、

32.1℃であった。この温度が、培養槽で消費された温度

となる。温度差と、流量から算出される消費熱量を、図

－10に示す。50L培養槽の消費熱量は、0.98から1.79kW
であり、平均は、1.5kWであった。100L培養槽の消費

熱量は、0.69から1.25kWであり、平均は、1.0kWであ

った。よって、200Lの培養槽を加温するための1日の消

費熱量は、50L培養槽で36 kWh、100L培養槽で24kWh
であり、それぞれ129.6 MJ／日、86.4MJ／日と試算さ

れた。GAIAで検証した、密閉縦型培養槽の1面を保温

槽として使用した場合、50L培養槽を加温するための消

費熱量は、23.8 MJ／日 2)であり、昨年度検証を行った、

25℃制御によるステンレス配管を用いた保温では、200L
培養槽を加温するための消費熱量は、34.7MJ／日であっ

た 4)。1Lあたりの消費熱量で比較すると、ステンレス配

管で25℃制御が最も低く、ステンレス配管で一定流量、

100L培養槽、背面保温、ステンレス配管で一定流量、50L 

 

図-9 ヒートポンプから藻類培養槽への送水温度および戻り温度 

 
図‐10 温水供給時の消費熱量 (a)50L 培養槽、(b)100L 培養槽 
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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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用いた。ディスクセパレーターによる回収では、２．

３．で使用した実験機器よりも大容量のものを使用

するものとした。 
試算に用いた機器の流量は 3,900L/h、消費電力は

6kW である。培養できる藻類の全量をディスクセパ

レーターで回収すると考えると、1 日で培養できる量

を回収するのに、1 台で 8 日掛かる計算となり、消

費エネルギーが膨大にかかる試算となったため、培

養槽の後段には沈殿槽を設置し、藻類を沈殿させ、

上澄み液をディスクセパレーターで回収する方法と

した。よって、ディスクセパレーターに投入する培

養量は、培養量の半分とした。このとき、必要とな

る台数は、4 台となる。 

A 下水処理場における縦型培養装置での培養藻類

を利用したエネルギー生産システム導入のエネルギ

ー収支の結果を、図-11 に示す。回収に掛かるエネル

ギーが増加したため、嫌気性消化への投入によるエ

ネルギー収支が 584MJ/日、固形燃料化によるエネル

ギー収支が-70MJ/日、脂肪酸メチルエステル化に掛

かるエネルギー収支が、-6,717MJ/日となった。嫌気

性消化への投入により、エネルギー収支がプラスに

なる試算結果であった。本試算では、流入量を 737.8 
m3／日としているが、夏季においては、温水供給律

速がないため、流量および藻類培養量をさらに増加

させることが可能である。仮に流入量を倍にした場

合、エネルギー収支も倍の 1,169MJ/日となり、得ら

れるエネルギーは増えることになる。 

 
図-11 A 下水処理場における縦型培養装置での培養藻類を利用した 

エネルギー生産システム導入のエネルギー収支

本調査研究は、国土交通省下水道応用研究からの

受託業務費により実施されたものである。 
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下下水水含含有有栄栄養養塩塩をを活活用用ししたたエエネネルルギギーー生生産産技技術術のの開開発発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 
                                                                                                                              

                                                                                                         
11．．ははじじめめにに  
 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。 
 

22．．目目的的  
 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



 

11 
 

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。 
 

33．．下下水水汚汚泥泥をを利利用用ししたた藻藻類類培培養養のの効効率率化化のの検検討討  
33．．11 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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られないため、沈殿の評価は上澄みの SS 濃度の測定

によって行った。植物性プランクトンおよび動物性プ

ランクトンの同定、細菌叢解析を一部の藻類培養液に

対して行った。藻類および動物プランクトンの同定は、

光学顕微鏡(BH-2、オリンパス、Japan)で行った。

0.01ml、0.1ml、1ml の培養液中の細胞数または糸状

体を数回測定し、1ml あたりの細胞数を算出した。細

菌叢の解析は、次世代シークエンスにより、16S rRNA
遺伝子配列に基づく微生物群集解析を行った。DNA
抽出には、Extrap Soil DNA Kit Plus ver.2 (日鉄環境

(株) )を用い、V3−V4 領域を対象としたプライマーセ

ット (Bac341 および Bac850)13)を用い、PCR を行っ

た。DNA シーケンシングには Miseq reagent Kit v3 
(600 サイクル、Illumina)を用いて解析し、解析で得

た各リードの塩基配列のキメラチェックは

USEARCH14)を用い、Operational Taxo-nomic Unit 
(OTU)−picking は QIIME23)を用い、97%以上の相同

性を持つ配列を一つの菌種として扱うものとした。各

OTUの同定にはGreengenes データベース ver. 13_8
をリファレンスとした。 
沈殿槽で回収した藻類は、下水汚泥との嫌気性混合

消化によって、エネルギー回収に利用することを想定

した。 夏と冬に収集された藻類のメタン発生ポテンシ

ャル試験をおこなった。消化汚泥には、B 処理場の消

化汚泥（DS）を用いた。投入汚泥には、B 処理場の最

初沈殿池の重力濃縮汚泥および余剰汚泥の機械濃縮汚

泥を 1 対 1 で混合した濃縮汚泥（CS）を用いた。試験

は、6 系列で行った。CS を DS の VS に対して 10%
混合した系（DS＋CS（10））、DS に、RWT1 での回

収藻類（RWT1A）を 10%混合した系（DS＋RWT1A

（10））、RWT2を10%混合した系（DS＋RWT2A（10））、
CS を DS の VS に対して 20%混合した系（DS＋CS
（20））、DS に、CS を 10%、RWT1A を 10%混合し

た系（DS＋CS（10）＋RWT1A（10））、RWT2 を 10%
混合した系（DS＋CS（10）＋RWT2A（10））である。 
夏季試験での DS の VS 濃度は 0.82％、CS の VS

濃度は 2.3％、冬季試験でのDS のVS 濃度は 0.86％、

CS の VS 濃度は 2.2％であった。メタン発生ポテンシ

ャル試験の条件を表-1 に示す。これらの実験は、500 
mL 容器中で約 35°C で 30 日間実施した。 
33．．22  実実験験結結果果  
レースウェイ型培養槽中の水温は、夏季で20~30℃、

冬季で 5~20℃であった。夏季では、外気温とほぼ同

様の温度であり、冬季では、下水処理水による加温に

より、外気温よりも高い温度で培養できていた。 
図-2 に、流入水、培養槽、処理水における SS とク

ロロフィル a の経日変化、および TN、NH4-N、TP、
CODcr の経日変化を示す。実験中、IN1 および IN2
の平均SS濃度は、それぞれ262±65および123±46 mg 
/ L であった。余剰汚泥の添加により、IN1 の SS 濃度

は IN2 の SS の約 2.1 倍であった。 RWT1 と RWT2
の SS 濃度は、ほぼ培養期間全体にわたって 200 mg / 
L を超えたまま藻類培養ができていたことから、冬で

も処理水による加温により培養槽の温度が最低でも外

気温まで下がらず、藻類を保持しながら培養が維持で

きたことが示された。60 日目以降の RWT1 と RWT2
の平均 SS 濃度は、それぞれ 391±132 と 262±79 mg / 
Lであった。余剰汚泥を添加したRWT1のSS濃度は、

RWT2 の SS よりも平均して 1.5 倍高かった。EW1 と

EW2 の平均SS 濃度は、それぞれ 34±19 および 41±26  

 
図-1 上部開放レースウェイ型培養槽による実験の概要図
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表-1 メタン発生ポテンシャル試験の条件 

系列 系列名 混合汚泥（CS) 藻類
夏季試験にお
けるVS（％）

冬季試験にお
けるVS（％）

1 DS  -  - 0.82 0.85
2 DS+CS(10) CS*1(DSのVSの10%)  - 0.90 0.94

3 DS+RWT1A(10)  - RWT1A*2(DSのVSの10%) 0.90 0.94

4 DS+RWT2A(10)  - RWT2A*3(DSのVSの10%) 0.90 0.94

5 DS+CS(20) CS(DSのVSの20%)  - 0.98 1.02
6 DS+CS(10)+RWT1A(10) CS*1(DSのVSの10%) RWT1A(DSのVSの10%) 0.98 1.02
7 DS+CS(10)+RWT2A(10) CS*1(DSのVSの10%) RWT2A(DSのVSの10%) 0.98 1.02

 *1 夏季試験のVSは、 2.3 %、冬季試験のVSは、2.2 %

 *2 夏季試験のVSは、2.7 %、冬季試験のVSは、2.0 %
 *3 夏季試験のVSは、1.2 %、冬季試験のVSは、0.96 %  

 
 

 

 

図-2 流入水、培養液、処理水の SS、クロロフィル a および、流入水、培養液、処理水の水質の経日変化
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図-3 培養液、回収藻類の TS および回収藻類の総量の経日変化

mg / L であり、同程度の低濃度で排水できていたこと

から、沈殿槽による培養藻類の沈降が効果的に行われ

たことが示唆された。実験期間中の RWT1 および

RWT2 の平均のクロロフィル a の濃度は、それぞれ

1.3±0.6および1.3±0.5 mg / Lであった。118日目では、

一時的に速い流入速度としたため、クロロフィル a の

濃度の一時的な減少がみられた。実験中、IN1 および

IN2 の平均クロロフィル a 濃度は 0 mg / L であり、

RWT1 と RWT2 の藻類は余剰汚泥を追加したにもか

かわらず、同じレベルで培養槽内で培養されたことが

示唆された。EW1 および EW2 の実験期間中の平均の

クロロフィル a 濃度は、それぞれ 0.23±0.24 および

0.32±0.30 mg / L であり、排水されるクロロフィル a
の濃度は、同程度に低いことが示された。 
実験期間中における、IN1および IN2の平均TNは、

それぞれ 39±7.6 および 30±4.9 mg / L であり、EW1
および EW2 の平均 TN は、それぞれ 15±6.1 および

18±6.8 mg / L であった。RWT1 および RWT2 におけ

る TN の平均除去率は、それぞれ 63±14％および

43±17％であった。IN1 と IN2 の平均 NH4-N は約 18 
mg / L、EW1 と EW2 の平均 NH4-N は約 7.5 mg / L
であり、RWT1 と RWT2 の NH4-N の平均除去率は

60％であった。IN1 と IN2 の平均 TP は、それぞれ

9.0±3.0 および 3.8±1.0 mg / L であり、EW1 および

EW2 の平均 TP は、それぞれ 1.5±0.9 および 1.8±1.5 
mg / L であった。RWT1 および RWT2 における TP
の平均除去率は、それぞれ 84±9.5％および 60±18％で

あった。IN1 および IN2 の平均 CODcr は、それぞれ

430±150 および 260±84 mg / L であり、EW1 および

EW2 の平均 CODcr は、それぞれ 59±29 mg / L およ

び 67±33 mg / L であった。 RWT1 と RWT2 の COD
の平均除去率は、それぞれ 84±11％と 74±11％であっ

た。これらの結果より、余剰汚泥の添加により、IN1
の栄養素濃度および COD 濃度は、IN2 よりも高かっ

たが、処理水では、同レベルの栄養塩濃度および COD
濃度で排水できており、余剰汚泥添加により除去率と

しては高くなったことが示唆された。 
RWT1、RWT2、RWT1A および RWT2A の TS、お

よび沈殿槽で回収されるRWT1AおよびRWT2Aの回

収藻類の総量を図-3 に示す。実験期間中、RWT1 およ

び RWT2 の平均 TS は、それぞれ 0.08±0.01％および

0.07±0.01％であり、RWT1AとRWT2Aの平均TSは、

それぞれ 1.3±0.4％と 1.3±0.5％であった。RWT1A と

RWT2A は沈殿槽で約 15-20 倍に濃縮されていた。

RWT1A および RWT2A の回収藻類の総量は、それぞ

れ平均して17±8.8および9.2±5.2 Lであったことから、

RWT1 では、RWT2 の約 2 倍の藻類が回収されたこと

が示された。 
汚泥よりも SS 濃度が低く、フロックが軽い微細藻

類の場合、効率的かつ低エネルギーで回収することが

重要であり、これらに関しては多くの研究が行われて

きた。廃水由来の藻類と活性汚泥で構成される藻類-
細菌培養実験では、バイオマスの沈降性が汚泥により

改善されるとし、藻類と汚泥を 1 対 5 で培養すること

で、沈降性が良好になることが示されている 15)。また、

Scenedesmus sp．と Chlorella vulgaris の 2 系統の藻

類の沈降と生物凝集の調査では、藻類の細胞のサイズ

と形状、培養密度、および浸出液のタイプ（莢膜と溶

解 EPS）の重要性が示されている 16)。このように、適

切な濃度の汚泥と細菌類の存在は、微細藻類の沈降に

よい影響を与える可能性がある。培養槽における培養

藻類の沈降試験の結果を、図-4 に示す。沈降速度は平

均すると RWT1 と RWT2 で同程度であり、2 時間後

の上澄みの SS は 25±12 mg / L 未満であった。本研究

における沈殿槽での沈殿時間は 4〜8 時間であり、培

養微細藻類の沈殿に十分な時間が確保されたことを示

している。図-2 において、余剰汚泥を添加した場合と

添加しない場合で、同程度のクロロフィル a 濃度での 
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図-4 培養槽での培養藻類の沈降試験 

培養であったが、上記の理由から、IN1 の SS 濃度が

IN2 の約 2 倍であるため、沈殿槽での回収藻類の総量

は RWT1 において、RWT2 の 2 倍になったと考えら

れる。この時、クロロフィル a の平均濃度としては同

程度（図-2）であることから、収集された微細藻類量

としては、2 倍になることがわかる。  
図-5 に、冬季（238 日）における RWT1 と RWT2

のプランクトン数を示す。植物プランクトンは RWT1
とRWT2で測定し、動物プランクトンは、IN1、RWT1、
および RWT2 で測定した。植物プランクトンは、21
種類と 32,522 細胞が RWT1 で検出され、21 種類と

22,529 細胞が RWT2 で検出された。同じタイプの植

物プランクトンがRWT1とRWT2で観察され、RWT1
では 1.4 倍の植物プランクトン数であった。主要な種

は 、 各 槽 と も 珪 藻 の Chlorophyceae 門 と

Thalassiosiraceae 科であった。珪藻の数が多かったの

は、冬季の培養のため、水温が低かったからだと考え

られる。次に多く存在していた種は、緑藻類の

Scenedesmus sp.であった。RWT1 において、RWT2
より 12 倍多く検出された。動物プランクトンは、IN1
では 17 種類、441 細胞、RWT1 では 14 種類、399 細

胞、RWT2 では 11 種類、68 細胞が検出された。IN1
の主要な種は Centropyxis sp.および Arcella sp.で
あった。対照的に、RWT1 の優占種は、Vorticellidae と
Peritrichida であり、RWT2 の優占種は Vorticellidae
であった。これは、RWT1 で生存していた動物プラン

クトンが初沈流出水に由来し、余剰汚泥中に存在する

動物プランクトンと異なることを示唆している。 
図-6 に、門レベルおよび Proteobacteria 門と

Bacteroides 門の綱レベルでの、夏季から冬季までの

数日間にわたる RWT1、RWT2、IN1、および IN2 の

細菌叢の経日変化を示す。RWT1 と RWT2 の細菌叢

は、Proteobacteria 門（それぞれ門群の 31.4％と

25.9％）と Bacteroides 門（門群のそれぞれ 17.3％と

18.8％）が優占していた。  Planctomycetes 門や

Saprospirae 綱も、余剰汚泥を追加した微細藻類培養

システムにおける、既存の研究で増加していた 17)。以

前の研究では、Proteobacteria 門（α-proteobacteria
綱および β-proteobacteria 綱）および Bacteroidetes
門（Sphingobacteria 綱および Saprospirae 綱）は、

微細藻類の成長促進細菌として、宿主の微細藻類

（Chlamydomonas reinhardtii、Chlorella vulgaris、
および Euglena gracilis）の成長を促進する MGPB
（microalgae growth-promoting bacteria）であるこ

とが示されている 18)。RWT1 の細菌叢では、

 
図-5 冬季（238 日）における植物プランクトン数および動物プランクトン数 
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図-6 門レベルおよび Proteobacteria 門とBacteroides 門の綱レベルでの 

RWT1、RWT2、IN1、および IN2 の細菌叢の経過日変化 

Saprospirae綱とSphingobacteria綱がRWT2よりも

多く、それぞれ平均 1.6 倍と 2.7 倍であった。これら

の細菌種は、RWT1 の微細藻類の成長に貢献している

可能性が示唆された。  
反対に、IN1 と IN2 の細菌叢では、Firmicutes 門

（それぞれ門群全体の 29.0 ％と 28.5 ％）と

Proteobacteria 門（門群のそれぞれ 21.5％と 22.3％）

が優占していた。 流入水中の細菌叢では、これらの門

が優占種であることがしばしば示されている 19)、20)。 
IN1 に余剰汚泥を追加しても、IN2 との細菌叢の組成

の違いには影響がなかったことが示された。 
図-7 に、メタンガス発生ポテンシャル試験の結果を

示す。夏季の結果は、混合汚泥と微細藻類のみを追加

した結果を比較することにより、投入 VS あたりで同

等のメタンガスが発生したことが示された。また、夏

季のメタンガス発生量は冬季よりも低かった。夏季の

消化汚泥のみのメタン発生量は冬の 0.7 倍であった。 
DS の有機物含有量（VS / TS）は夏季で 70％、冬季

で 72％であり、CS の VS / TS は夏季で 82％、冬季で

85％であった。夏季では、DS と CS は冬よりも嫌気

性消化の状態がわずかに悪かった。分析はしていない

が、夏場の活性汚泥法では生分解しやすい有機物が分

解され、冬季に比べて生分解しにくい有機物の量が多

かった 21)ため、夏季の試験において、メタンガス生成

量が冬季よりも全体的に少なかったと考えられる。冬

季において、混合汚泥の系（DS + CS（10））と、微

細藻類のみを添加した系（DS + RWT1A（10）または

DS + RWT2A（10））を比較すると、微細藻類のみの

系において、投入 VS あたりのメタンガス発生量が多

かったことがわかる。しかし、混合汚泥と微細藻類を

混合した系（DS + CS（10）+ RWT1A（10）または

DS + CS（10）+ RWT2A（10））のメタンガス発生量

は、混合汚泥のみの系（DS + CS（20））と同等かそ

れ以下であった。冬季の RWT1 と RWT2 の結果を比

較すると、RWT1 でのメタンガス発生量は、微細藻類

のみを追加した場合や、混合汚泥と微細藻類を追加し 
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図-7 メタンガス発生ポテンシャル試験の結果 

 
た場合よりも 1.2〜1.5 倍高かった。これは、RWT1A
がRWT2Aより高いメタンガス発生ポテンシャルがあ

ることを示唆している。 
図-8 に、メタン発生ポテンシャル試験の終了時の

DS + CS に対する溶存 NH4-N、PO4-P、および COD
濃度の比率を示す。微細藻類を用いたメタン発生試験

において、残存濃度は、微細藻類を含まない試験の 0.8
〜1.2倍であった。PO4-P濃度は減少する傾向があり、

COD 濃度は増加する傾向であった。本研究の微細藻

類培養では、初沈流出水と余剰汚泥が使用されたため、

微細藻類や微細藻類培養槽による嫌気性消化の排水を

活性汚泥処理に戻しても、微細藻類培養システムを導

入しない従来の処理に比べて、活性汚泥処理の処理量

が増えることはないと想定される。微細藻類の添加に

より、嫌気性消化排水中の栄養素濃度はわずかに増加

する可能性があるが（図-8）、藻類培養後の沈殿槽から

の排水中の栄養素濃度は 60％以上減少する可能性が

ある（図-2）。したがって、活性汚泥法に戻る排水全体

の栄養塩濃度はほぼ上昇せず、水処理系への影響は小

さいと考えられる。これについては、今後、詳細な分

析が必要である。 
図-9 に、冬季の実験（238 日）でのメタン発生ポテ

ンシャル試験の開始時の各汚泥の有機酸含有量の比較

を示す。DS には有機酸は含まれていないが、CS と

RWT1A には酢酸、プロピオン酸、および i-酪酸が含

まれており、RWT2A には酢酸のみが含まれていた。

他の有機酸はすべての系で検出限界以下であった。ま

た、実験終了時の汚泥では、すべての有機酸は検出限

界以下であった。DS + CS（10）と DS + RWT1A（10）
の有機酸含有量を比較すると、RWT1A（10）には約

2 倍の酢酸と約 4 倍のプロピオン酸と i-酪酸が含まれ

ていることがわかる。CS と比較して、微細藻類には

大量の有機酸が含まれており、バイオガス生産の増加

に寄与する可能性が示唆された 22)、23)、24)。特に、基質

に余剰汚泥を添加して培養したRWT1Aでは効果が顕

著であった。また、有機酸の組成は混合汚泥の組成と 

 
図-8 メタン発生ポテンシャル試験の終了時の DS +  

     CS に対する溶存 NH4-N、PO4-P および COD 濃 
度比率 

 
図-9 冬季の実験（238 日）でのメタン発生ポテンシャ

ル試験の開始時の各汚泥の有機酸含有量 
 

ほぼ同じであるため、既存の嫌気性消化に培養微細藻

類を追加しても、バイオガス発生には悪影響はないと

考えられる。 
 
44．．汚汚泥泥処処理理工工程程でで発発生生すするる排排水水をを利利用用ししたた藻藻類類培培養養技技

術術のの開開発発  
ここでは、汚泥処理工程で発生した汚泥からの分離

液を用いて藻類を培養し、エネルギーを回収する手法

の開発を目的としている。既存の研究において、嫌気

性消化汚泥の脱水分離液を用いた微細藻類培養では、

希釈水として最初沈殿池流出水を嫌気的な条件にした

部分循環式嫌気性ろ床で生物処理した処理水を用いた。

嫌気性消化排水を20～25倍に希釈した培養液を用い

たカラム型培養槽による回分式の微細藻類培養では、

溶液中の溶解性リン、溶解性窒素をほぼ全量藻類に変

換することが可能であることを明らかにした25)。 
本研究では、嫌気性消化汚泥の脱水分離液による微

細藻類培養において、既存の研究よりもより簡易的な

運転方法による培養方法の確立を目的とした。上記の

分離液は、栄養塩濃度の低減化のため、上澄み液と沈
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殿汚泥に分離した。また、希釈水として下水処理場へ

の流入水の使用を検討した。微細藻類の培養は、カラ

ム型培養槽を用いた回分式で行った。 
 

44．．11  実実験験方方法法 
消化汚泥の脱水分離液は、下水処理方式：標準活性

汚泥法、汚泥処理方式：中温嫌気性消化を採用してい

る B 下水処理場より採取し用いた。藻類培養は、内径

20cm、厚さ 1cm、長さ 1m の透明アクリル管を鉛直

に立て、底面部分に排出口を設けた上部開放型のカラ

ム型藻類培養装置 2 系列を用い、茨城県つくば市内の

温室内で実施した。30 L のカラム培養槽を用いて、脱

水分離液をA処理場の流入水で25倍希釈した系(脱水

分離液 4%5L)、脱水分離液のみの系(脱水分離液

100%5L)で藻類培養を行った。培養規模を大きくした

こと、屋外の温室内での実験により、気温や光量が一

定でないことから、既存の知見 25)に従って藻類培養が

確実に行える希釈倍率での培養も比較として行った。 
基質、藻類培養液の SS、クロロフィル a、有機物含

有率(VSS/SS)、CODcr、溶解性リンの溶解性窒素、ア

ンモニア性窒素(NH4-N) 、硝酸性窒素(NO3-N)、亜硝

酸性窒素(NO2-N)の測定を約 1 週間に 1 回程度で適宜

測定した。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。

水質は、いずれも吸光光度計(DR2400，HACH，東亜

ディーケーケー株式会社)を用いて測定を行った。クロ

ロフィル a の測定では、孔径 1.2 μm の GF/C ろ紙

(Whatman, USA)で藻類を回収した。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 ろ紙(Whatman, USA)で行った。屋

外の温室内での実験では、任意の水槽に水温計を設置

し，水温を常時測定した(SenSu、データテクノロジー

株式会社)。外気温は、気象庁よりつくば市の気象デー

タを抽出し、水温との比較を行った 26)。 
また、培養藻類はディスクセパレーター(三菱化工機

株式会社)による回収実験を行った。ディスクセパレー

ターに投入された原液は、回転体中に多層に配置され

たディスクの穴を通って濃縮液と清浄液に分離され、

濃縮液は装置の外側の壁面に付着し、清浄水は、上部

から排水される仕組みとなっている(図-10)。回収され

た培養藻類は、JIS M 881427)の手法に従い高位発熱量

を測定した。  
44．．22  結結果果おおよよびび考考察察 
 図-11 に、藻類培養の結果を示す。脱水分離液 4%5L
の基質 SS 濃度は、90 mg/L、脱水分離液 100%5L の

 
図-10 ディスクセパレーター 

（左：全体写真、右：濃縮原理図） 
 
基質 SS 濃度は、55 mg/L であった。SS の結果より、

どちらの系においても藻類培養が確認されたが、脱水

分離液 100%において、培養量が多かった。脱水分離

液 4%では、1 日目に対する 8 日目の SS が 1.9 倍であ

るのに対し、脱水分離液 100%では、2.8 倍であった。

溶解性リンおよびアンモニア性窒素の結果より、脱水

分離液 4%において、8 日目でいずれの除去率も 95%
であり、栄養塩がほぼ枯渇したことが原因であると考

えられる。脱水分離液 100%では、8 日目において、

溶解性リンの除去率は 55%、アンモニア性窒素の除去

率は 31%であり、栄養塩は十分に残存していた。

CODcr は、脱水分離液 100%では上昇がみられた。脱

水分離液 4%では、CODcr はほぼ変化しなかった。脱

水分離液 4%での藻類培養における栄養塩の枯渇およ

び CODcr の変化は、既存の知見と同様の結果であっ

た 25)。クロロフィル a は、いずれの系でも同様の変化

であり、1.5 mg/L から 3.5 mg/L 程度まで増加した。

VSS/SS は、8 日目において、1 日目と比較してわずか

に上昇する傾向を示し、藻類培養による有機物量の増

加が確認された。培養期間中の水温は、20℃～35℃程

度であり、平均では、26.9℃であった。外気温と比較

すると、昼間では 10℃程度、夜間でも 5℃程度高かっ

た。これは、温室内での培養の効果であるといえる。 
脱水分離液 4%の培養藻類について、ディスクセパ

レーター(三菱化工機株式会社)による回収実験を行っ

た(図-10)。SS 濃度 175 mg/L、約 180 L の藻類液をデ

ィスクセパレーターに投入したところ、65 分間で SS
が 9,800 mg/L、TS が 1.0%、VS が 0.86%の濃縮液が

3.1 L 回収できた。このときの排水は、SS が 7 mg/L
であり、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 
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図-11 脱水分離液を用いた藻類培養における SS、クロロフィル a、VSS/SS 、各水質、温度の経時変化 
 

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。これらの結果より、屋外に設置

した温室内における自然光を用いた30 Lカラムでの

藻類培養においても、藻類培養が見込めることが示さ

れた。 
 
55．．汚汚泥泥分分離離液液処処理理施施設設のの流流入入水水とと処処理理水水をを利利用用ししたた藻藻

類類培培養養技技術術のの開開発発  

ここでは、C処理場の下水汚泥分離液処理施設にお

ける流入水および処理水を用いて藻類を培養し、エネ

ルギーを回収する手法の開発を目的としている。汚泥

分離液処理施設の流入水、処理水の2018年3月および4
月のSS、水質の平均値を、表-2に示す。流入水では、

高濃度の窒素やリンが含まれており、藻類培養に有効

利用できる可能性がある。しかし、流入水のSSは1,000 
mg/L以上であり、光の透過を考慮すると、藻類培養が 
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表-2 汚泥分離液処理施設の流入水および処理水のSS、
水質（2018年3月および4月の平均値） 

SS TN NH4-N TP

3月平均 1,125 350 233 99
4月平均 1,235 373 270 108

SS TN NH4-N TP

3月平均 18 57 30 45
4月平均 47 42 29 44

流入水                                              （mg/L)

処理水                                               (mg/L)

 

難しい可能性がある。そのため、処理水と混合して培

養液として使用することで、藻類培養が可能か、調査

を行った。 
55．．11  実実験験方方法法  
実験Iでは、B処理場の汚泥脱水分離液で前培養した

藻類を種藻類として0.5L、汚泥分離液処理施設の流入

水(以下、「流入水」)、汚泥分離液処理施設の処理水（以

下、「処理水」）、B処理場の汚泥脱水分離液をそれぞれ

4.5Lで混合し、藻類培養を行った。25℃程度の実験室

内において、植物用蛍光灯4本を照射し、9日間培養を

行った。開始時、中間、終了時のSSを測定し、藻類培

養が可能か調査した。 
次に、実験IIとして、B処理場の汚泥脱水分離液で

前培養した藻類を0.5 L、流入水と処理水を0対100、5
対95、20対80、60対40で混合した培養液を4.5L混合

し、藻類培養を行った。実験Iと同様、25℃程度の実

験室内において、植物用蛍光灯4本を照射し、13日間

藻類培養を行った。定期的にサンプリングを行い、SS、
クロロフィルa、溶解性リン、溶解性窒素を測定した。 
実験IIIとして、前培養した藻類を0.5L、流入水を

60％、処理水を40％の割合で混合した培養液を4.5Lで
混合し、エアーと攪拌（300 rpm）の2パターンにおい

て、実験I、IIと同様に藻類培養を6日間行った。培養

藻類は、C処理場の濃縮汚泥と混合して、C処理場の消

化汚泥を用いて、回分式の嫌気性消化を行った。消化

汚泥400 ml、濃縮汚泥を消化汚泥のVS（1.9%）の10％、

培養藻類を濃縮汚泥のVS（3.9%）の10％で混合し、

36℃、21日間の嫌気性消化を行った。また、嫌気性消

化後の汚泥の凝集性、脱水ろ液の水質への藻類の影響

を調査するために、凝集剤を汚泥のTSに対して1.5%
混合し、遠心機による脱水試験（3,000 rpm、10分）

を行った。 
55．．22  結結果果おおよよびび考考察察  
実験IのSSの結果を図-12に示す。流入水は、含まれ

るSS濃度が高く、培養開始時においても700 mg/L以
上のSS濃度であった。B処理場の汚泥脱水分離液と比

 
図-12 実験Iにおける藻類培養結果（SS） 

 
較して、流入水および処理水では、SSの増加がほぼ見

られなかった。流入水は、着色がみられたため、光が

透過しないことが原因であり、処理水では、窒素とリ

ンの濃度比がほぼ1対1であり窒素が少なく、藻類培養

にはあまり適していないことが原因であると考えられ

る。 
実験Iの結果を受けて、実験IIでは、流入水と処理水

を混合したものを培養液とし、藻類培養を行った。SS、
溶解性リン、アンモニア性窒素の経日変化、および培

養1日目と13日目のクロロフィルaの結果を図-13に示

す。また、培養3日目、7日目、13日目の培養液の様子

を図-14に、培養13日目の藻類の顕微鏡写真を図-15に
示す。SSの結果より、流入水の混合割合が高い方が、

培養開始時のSS濃度も高く、図-14より、培養液の黒

色が強いことがわかる。いずれの系においてもSSの増

殖は少なからずみられたが、増殖量は、処理水80＋流

入水20で最も高く、18 mg/L/日であった。処理水40+
流入水60は、増殖量としては10 mg/L/日と処理水80
＋流入水20よりも低かったが、最終的なSS濃度として

は、490 mg/Lで最も高かった。クロロフィルaは、培

養1日目において、どの系でも0.5 mg/Lであったが、

13日目では、処理水40＋流入水60が最も濃度が高く、

7 mg/L程度まで増えており、増殖量としても最も高

かった。これは、図-14の写真の緑の濃さからもわかる。

また、図-15より、処理水40＋流入水60において、他

よりも緑色が強いことがわかる。溶解性リンは、7日
目までは全ての系において減少傾向を示したが、その

後、処理水80＋流入水20および処理水95＋流入水5の
系において、わずかに上昇傾向を示した。処理水40＋
流入水60の系では、培養期間中は減少し続け、培養終

了時は、55 mg/Lであり、除去率は68%程度であった。

表-2の汚泥分離液処理施設の処理水の水質と比較する

と、同等レベルまで減少したことが示された。アンモ

ニア性窒素は、いずれの系でも、培養期間中に減少が

みられ、13日目では14～29 mg/Lであり、除去率は57
～84 %であった。アンモニア性窒素も、処理水と同等
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図-13 実験IIにおける藻類培養結果 

（溶解性リン、アンモニア性窒素の経日変化 
および1日目と13日目のクロロフィルa） 

 
レベル以下まで減少していた。本研究では、クロロフ

ィルa濃度の増加量および溶解性リンやアンモニア性

窒素の減少率を考えて、処理水40%および流入水60%
での混合による微細藻類培養が最適であると考えた。 
以上より、汚泥分離液処理施設の流入水および処理 

水の混合液は、微細藻類の培養液として利用可能であ

り、混合割合によっては、藻類培養によって、汚泥分 

 
図-14 培養3日目、7日目、13日目の培養液の様子 
（左から、処理水100、処理水95＋流入水5、処理水

80＋流入水20、処理水40＋流入水60）

 
 

図-15 培養13日目の藻類の顕微鏡写真 
 

離液処理施設の処理水と同等以下のレベルまで栄養塩

濃度を減少できる可能性を示した。微細藻類培養に汚

泥分離液処理施設の流入水を利用し、処理水以下のレ

ベルまで栄養塩濃度を低下させてから再度処理施設に

返流することで、処理施設の処理負荷を下げられる可

能性がある。 
図-16 に、実験 III における、藻類培養結果（SS）

を示す。実験 IIと同様、処理水40＋流入水60での培

養において、550 mg/L程度までSSが増加した。しか

し、水温の低さから、藻類の培養状況としては、実験

II よりもよくはなかった。また、実験 III では、攪拌

方法として、エアレーションと攪拌での比較を行った
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が、同等レベルでの微細藻類培養が確認された。ここ

で培養した微細藻類を用いて、回分式嫌気性消化の実

験を行った。実験に用いた試料のTS、VS を表-3に示

す。藻類のTS、VSは汚泥の10分の1以下であった。

藻類のVS/TSは、攪拌において、エアーよりも高かっ

た。図-17 に、回分式嫌気性消化実験における累積メ

タンガス発生量を示す。メタンガス発生量は、藻類を

投入した系で高くなった。藻類を投入することにより

投入 VS 量が約 10%増加し、それにより 21 日間の累

積で10 NmL以上の増加となった。今回使用した藻類

は、培養状況がよくなかったが、藻類は、メタンガス

発生の増量に貢献することが考えられる。図-18 に、

回分式嫌気性消化実験における投入VSあたりのメ

タンガス発生量および VS 分解率を示す。投入 VS
あたりのメタンガス発生量やVS 分解率は、汚泥の

み、汚泥＋藻類では同程度であった。この結果によ

り、藻類が持つメタンガス発生ポテンシャルは、汚

泥と同程度であることが考えられる。 

   

図-16実験 IIIにおける藻類培養結果（SS） 
 

表-3 回分式嫌気性消化実験に用いた 
試料のTSおよびVS 

表-3 回分式嫌気性消化実験に用いた試料のTSおよびVS

試料 TS(%) VS(%) VS/TS

C処理場の消化汚泥 3.23 1.91 59.1

C処理場の濃縮汚泥 4.55 3.93 86.4

処理水40＋流入水60(エアー) 0.287 0.194 67.6

処理水40＋流入水60(攪拌) 0.322 0.24 74.5  
表-4 回分式嫌気性消化実験における 

汚泥と藻類の混合条件 
濃縮
汚泥

藻類

ml
投入
gVS

投入
gVS

投入
gVS

濃縮汚泥のみ 400 7.64 0.76 - 0.76 8.40

汚泥+藻類(エアー) 400 7.64 0.76 0.08 0.84 8.48

汚泥+藻類(攪拌) 400 7.64 0.76 0.08 0.84 8.48

※滅菌水で500mlにメスアップ

名称
投入全
VS(g)

全VS(g)
消化汚泥

 

 
図-17 回分式嫌気性消化実験における 

累積メタンガス発生量 
 

 
図-18 回分式嫌気性消化実験における投入VSあた

りのメタンガス発生量およびVS 分解率
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図-19 には、回分式嫌気性消化実験の運転開始時

および終了時の溶解性リンおよびアンモニア性窒

素の変化を示す。溶解性リン、アンモニア性窒素と

もに、汚泥のみと汚泥＋藻類で、ほぼ同程度であっ

た。藻類を混合して嫌気性消化することで、藻類か

らのリンの溶出量の増加が懸念されたが、藻類中の

リンは、汚泥内にとどまる分が多く、溶出量の増加

にはそれほど影響がないことが示唆された。 
表-5 に、回分式嫌気性消化後の汚泥の脱水試験結

果を示す。嫌気性消化後の TS、脱水ケーキの TS、
VS、VS/TS は、汚泥のみ、汚泥＋藻類で、いずれ

もほぼ同程度であった。ろ液のSS、COD は、藻類

を混合することでわずかに上昇したが、リン、窒素

は、ほぼ同程度であった。藻類を混合して嫌気性消

化を行うことで、脱水への影響、脱水ろ液中のリン

濃度の上昇が懸念されたが、影響はほぼないと考え

られる。 
今後は、スケールアップして培養した藻類や、屋外

で培養した藻類に対して、嫌気性消化への投入の有用

性や脱水ろ液への影響等の調査を行う必要がある。ま

た、今回の嫌気性消化実験では、秋季での短期間培養

での藻類を用いたため、水温や光量、培養期間を最適

にした場合の培養藻類を用いた消化実験を行う必要が

ある。また、連続運転によるメタンガス発生量への影

響調査が必要である。 
 

 

 
図-19 回分式嫌気性消化実験の 

運転開始時および終了時の水質の変化 
 

表-5 回分式嫌気性消化後の汚泥の脱水試験結果 

TS VS VS/TS

% %

汚泥のみ 1.9 14 11 77

汚泥+藻類(エアー) 1.9 16 13 80

汚泥+藻類(攪拌) 1.9 13 10 76

上澄みSS COD 全リン
アンモニ
ア性窒素

mg/L mg/L mg/L mg/L

汚泥のみ 100 292 119 464

汚泥+藻類(エアー) 120 378 118 448

汚泥+藻類(攪拌) 141 296 121 415

＊凝集剤1.5％

試料

試料
嫌気性消
化後の汚
泥のTS(%)

脱水ケーキ

上澄みSS,水質

 
66．．ままととめめ  
 令和元年度には、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、汚泥処理工程で

発生する排水、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。以下に、得られた成果を示す。 
1. 屋外に設置した380L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8か月間実施し、培養

基質の影響を調査した。その結果、余剰汚泥を基

質に添加すると、基質 SS 濃度が 2 倍に増加し、

培養槽内のSS は、最初沈殿池流出水のみよりも

高くなり、沈殿槽で回収された微細藻類量は、約

2倍に増加することが示された。 
2. 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。 
3. 余剰汚泥を混合した系における微細藻類の培養

では、混合していない系と比較して、培養中の動

物プランクトンが増加した。また、MGPB
（microalgae growth-promoting bacteria）によ

る藻類培養量の増加の可能性も示された。 
4. 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。これらの影響は、余剰

汚泥を混合して培養した系において、顕著にみら

れる結果であった。 
5. 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、脱水分離液を処理場流入水で 25
倍希釈した系および脱水分離液のみの系で藻類
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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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河河川川事事業業等等にに由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理場場内内利利用用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 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 
 

 
11．．  ははじじめめにに      
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。 
 
22．．  剪剪定定枝枝をを木木質質ババイイオオママススととししてて下下水水汚汚泥泥焼焼却却炉炉でで

活活用用すするる技技術術のの検検討討  

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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め、2 号炉と 4 号炉を同時に運転すると効率が良い。

しかし定期点検等で 2号炉もしくは 4号炉を休ませる

ときは 3 号炉を運転する必要があり、このときは設計

値に対して70％～80%の負荷となっている(表-1参照)。
消化ガスは焼却炉の助燃材・消化槽の加温として利用

しているほか、余剰の消化ガスを用いた消化ガス発電

も行っている。 
混焼の検討にあたっては、既存施設の最大活用のた

め、し渣の混焼ラインからの剪定枝等の供給を想定し

た(図-1 参照)。し渣ホッパの容量は 10m3であり、3 号

炉のし渣搬送能力の設計値は 300kg/h である。 
 

表-1 B 処理場の各焼却炉における処理状況 

 

 
図-1 し渣の混焼ライン構成機器 

 
22．．11  方方法法  
22．．11．．11  AA 市市のの草草木木系系ババイイオオママスス発発生生量量 

A 市では、一般家庭から発生する刈草・剪定枝は資

源ごみとして回収され、処理されている。また、建設

部局で管理する河川敷や道路、公園等の公物から発生

する刈草や剪定枝についても収集後、市内にて破砕さ

れ、主に市外で有効利用が図られている。そこで A 市

の全部局に対してアンケート調査を実施し、平成 30
年度の公共事業由来及び一般家庭から回収されたバイ

オマス量を整理した。 
22．．11．．22    BB 処処理理場場ににおおけけるる混混焼焼可可能能量量のの検検討討  
相対的に運転日数の多い 2 号炉＋3 号炉における運

転条件下において、混焼可能な草木系バイオマス量の

検討を行った。投入汚泥の条件は現状での同運転条件

における投入量とした。混焼可能量を決定する因子と

して、①焼却炉熱負荷量と②バグフィルタの容量を設

定した。焼却炉熱負荷量とは、焼却炉に投入可能な熱

量のことで、過負荷となると施設の損傷につながる。

また、バグフィルタの容量を超えると、集塵能力を超

えてしまい、ばい煙の問題が生じる。 
①焼却炉熱負荷量 
焼却炉熱負荷量による草木系バイオマスの供給可

能量は、近似的に次式で評価できるとする。 
 焼却炉熱負荷量 ≧ 
   下水汚泥供給量�下水汚泥低位発熱量 
   ＋消化ガス供給量�消化ガス低位発熱量 
   ＋草木系バイオマス供給量

�バイオマス低位発熱量 
   ＋燃焼用乾き空気の保有熱量 
   ＋燃焼用空気中の水分が保有する潜顕熱量 
②バグフィルタの容量 
バグフィルタの容量による草木系バイオマスの供

給可能量は、次式で評価できる。なお、消化ガス中に

は灰分がほとんど含まれていないため、バグフィルタ

の容量に影響しないと仮定した。 
 バグフィルタ容量 ≧ 
    下水汚泥供給量�汚泥中の灰分 
    ＋バイオマス供給量�バイオマス中の灰分 
22．．11．．33  焼焼却却灰灰のの性性状状変変化化にに関関すするる検検討討  
流動焼却炉の出側における焼却灰の付着、堆積に起

因し、排ガス流路の詰りや亀裂発生が生じる事例が報

告されている 5)。これは焼却炉内で焼却灰の少なくと

も一部が溶融して粘着性が生じ、粘着性により焼却灰

が排ガス流路壁面などに付着し、さらに焼却灰粒子同

士が粘着して、堆積してしまうためと考えられている

6)。バイオマス等の混合焼却により焼却灰の性状は変

化するため、机上検討により、これらの事象の発生可

能性について検討を行った。 
検討にあたっては特許：第 5711348 号 6)の手法を用

いた。本法は、脱水汚泥中に含有される各成分の割合

をmol換算して求めた下記のリンに対する総塩基比Ｘ

1 もしくはＸ2 が 1.05 以上であれば、840～900℃の温

度域において焼却灰が溶融しにくくなり、より確実か

つ安定して付着、堆積を防止し得るというものである。  
X1={Na(mol)+K(mol)+Ca(mol×2)+Mg(mol×2) 
   +Al(mol×3) +Fe(mol×3)}/P(mol×3) 
X2={Na(mol)+K(mol)+Ca(mol×2)+Mg(mol×2) 
   +Al(mol×3)+Fe(mol×3)+Cu(mol×2) 

+Zn(mol×2)+Ba(mol×2)}/P(mol×3)

組合せ 運転日数 平均処理量(t/日) 設計値に対する割合
2号炉 39.8 79.6%
3号炉 81.7 81.7%
2号炉 47.9 95.7%
4号炉 69.2 98.8%
3号炉 72.2 72.2%
4号炉 59.1 84.4%

44

219

184
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草木系バイオマスの混焼により、カリウムの増加や

リン濃度の低下が期待される一方で、バイオマスに付

着している砂分から供給されるケイ素の影響により、

X1 及び X2 の値が変化することが見込まれる。 
22．．11．．44    経経済済性性のの試試算算  
本システムの導入に伴う経済性のうち、電力につい

て試算を行った。 
混焼に必要なし渣混焼系の補器類を動作するのに

必要なコンベア等の電力量（合計 12.9kW）を定格の

8 割と仮定して計算した。混焼にともない余剰となっ

た消化ガスによる発電量を計算し、電力単価を乗じて

電気料金を想定した。電力単価は簡易計算のため 15
円/kWh と仮定した。また消化ガス発電による発電量

は、B 処理場の実績から 1.9kWh/Nm3とした。 
22．．22  結結果果とと考考察察  
22．．22．．11  AA 市市のの草草木木系系ババイイオオママスス発発生生量量 
平成 30 年度に A 市で発生する草木系のバイオマス

のうち、公共事業に由来するものが年間約 6400t、家

庭由来が年間約 4500t 回収されていた。月別では、1
月～3 月に家庭から発生するバイオマスは減少してい

るが、この時期の公共事業由来のバイオマス発生量は

継続して 400wet-t/月以上となっている。逆に公共事

業由来のバイオマスが減少する 4月は家庭からの回収

量が多くなっている。そのため、両者を組み合わせる

ことで、年間を通じて安定的に 400wet-t/月以上を維

持することが可能となる(図-2 参照)。 

 
図-2 A 市における月別の草木系バイオマス発生量 

 
22．．22．．22    BB 処処理理場場ににおおけけるる混混焼焼可可能能量量のの検検討討  

3 号炉の焼却炉熱負荷量 28,753 MJ/h、バグフィル

タの容量は 263kg /h（乾灰として）である。また、焼

却炉の燃焼温度を 850℃程度、空気過剰率を 30%、空

気温度を 20℃、余熱後の空気温度を 650℃と仮定する。 
 また脱水汚泥の供給量は 81.7t/日と設定し、脱水汚

泥と草木系バイオマスの計算諸元は表-2 に示す。 

表-2 脱水汚泥と草木系バイオマスの計算諸元 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
①焼却炉熱負荷量から求められる上限値 
 概ね焼却炉における入熱と出熱が等しくなる自燃に

達するのは、草木系バイオマスを 20wet-t/日混焼する

場合であった。このとき汚泥から供給される熱量は、

81.7× 1-0.78 ×16400÷24=1.23×104MJ/h、草木系バ

イ オ マ ス か ら 供 給 さ れ る 熱 量 は

20× 1-0.50 ×17500÷24=7.22×103MJ/h である。 
ま た 、 汚 泥 の 理 想 燃 焼 空 気 量 が

81.7×(1-0.78) ×0.70×7.54829÷24=3.96t/h、草木系バ

イ オ マ ス の 理 想 燃 焼 空 気 量 は

20×(1-0.50) ×0.789×7.92262÷24=2.60t/h であるこ

と か ら 、 供 給 さ れ る 燃 焼 用 空 気 は

3.96+2.60 ×1.3=8.53t/h となる。空気の供給熱量の

基準温度を 20℃とし、一般的な予熱後の空気温度であ

る 650℃から標準温度 20℃の平均的な乾燥空気の比

熱については、アメリカ国立標準技術研究所（NIST）
が公開している窒素、酸素、アルゴンの近似式 7),8),9)

から計算した。まず各分子の 650℃と 20℃の比熱を求

めたのち、乾燥空気の組成（質量比）を勘案して 650℃
及び 20℃の乾燥空気の比熱を求め、最後にこの二つを

単純平均して求めた。その結果、燃焼用乾き空気の保

有熱量は、8.53× 650-20 ×1.066=5.73×103MJ/h と

なる。 
続いて、空気中の水分量を 0.01kg-H2O/kg-DA（20℃

で相対湿度が約 70％）と仮定 10)とすると、燃焼用空

気中の水分は8530×0.01=85.3kg/h である。650℃か

ら20℃の平均的な水蒸気の比熱は空気と同様にNIST
の近似式,11)（20℃については外挿）から平均して求め、

潜熱については飽和蒸気表 12)より求めた。その結果

650℃で予熱された空気中の水分の供給熱量は

A市 家庭由来 A市 公共事業由来 合計

脱水汚泥
草木系バ
イオマス

％ 78 50
% 70 78.9
KJ/kg-DS 16400 17500

C %-VS 50.9 59.9
H %-VS 8.7 7
N %-VS 7.9 1.2
S %-VS 1.2 0
O %-VS 31.4 31.9

kg/kg 7.54829 7.92262
可燃分の理論
乾き燃焼空気

含水率
可燃分率
高位発熱量
可
燃
分
組
成
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（%-dry）
Na K Ca Mg Al Fe Cu Zn Ba P

混合汚泥 0.29 0.63 0.93 0.53 0.74 2.6 0.010 0.022 0.083 2.3
草木系バ
イオマス

0.05 0.66 1.6 0.23 0.93 0.80 0.002 0.006 0.004 0.12

0.0853× ((650-20)×2.052+2453)=320MJ/h となる。

そ の 結 果 総 入 熱 量 は

1.23×104+7.22×103+5.73×103+320=2.56×104 MJ/h
となる。 
 ここで、焼却炉熱負荷量と総入熱量を比較すると

28,753＞2.56×104MJ/h となり、バイオマス混焼量が

20wet-t/日であっても焼却炉熱負荷量には余裕がある。

すなわち焼却炉の熱負荷量の限界までバイオマスを混

焼する場合、その量は 20wet-t/日以上となることが分

かった。 
②バグフィルタの容量から求められる上限値 
 単位時間当たりの脱水汚泥の供給量は 81.7wet-t/日
としているため、供給汚泥中の灰分量は表-2 の諸元よ

り81.7× 1-0.78 × 1-0.70 =5.39dry-t/日となる。バグ

フィルタの容量は 263kg/h=6.31t/日であることから、

容 量 の 範 囲 内 で 供 給 可 能 な バ イ オ マ ス は

6.31-5.39 ÷ 1-0.50 ÷ 1-0.789 =8.7wet-t/日となる。 
③混焼可能量 
①と②及びし渣の搬送能力から、本条件における 3

号炉での混焼可能量はし渣の搬送能力（300wet-kg/h= 
7.2wet-t/日）が限界値となる。実際には B 処理場では

一日あたり 1.2wet-t のし渣を焼却処分していること

から、バイオマスの混焼可能量は 6.0wet-t/日である。 
また、3 号炉＋4 号炉の運転では、3 号炉への汚泥供

給量が 72.2t/日と 2 号炉＋3 号炉の運転と比べて減少

するため(表-1 参照)、焼却炉熱負荷量及びバグフィル

タの容量から求められる上限値は大きくなる。その結

果、この場合においても、バイオマスの供給能力が混

焼可能量の上限を規定する因子となる。 
22．．22．．33    焼焼却却灰灰にに与与ええるる影影響響  
検討の対象とした汚泥は混合汚泥（消化汚泥：初沈

重力濃縮汚泥＝7：3）であり、これは実処理場で現在

焼却に供されている比率と同等とした。また検討に使

用した混合汚泥と草木系バイオマスの組成は ICP 法

により分析を行い、表-3 に示す組成であった。 
バイオマス添加に伴いリン濃度が低下するため、指

標の分母が小さくなる。そのためリンに対する総塩基

比は 1.5 以上となり本条件において焼結による閉塞等

の問題が発生しないと考えられる。ただし、温度域に

よっては灰の溶融等が発生する可能性があるため、実

際の実験等により確認を行う必要がある。 

 
図-3 バイオマス混合比率とリンに対する総塩基比 

22．．22．．44    経経済済性性のの検検討討  
バイオマスの購入量を 2.2.2 で求めた最大混焼可能

量 6.0wet-t/日とすると、消化ガスの消費量を約

1,500Nm3/日削減することができ、この余剰ガスで一

日あたり1500×1.9=約 2800kWh の発電が可能となっ

た。一方でし渣混焼系の補器類の動作に必要な電力量

は一日あたり6.0÷0.3×12.9×0.8=約200 kWh となり、

消費される電力以上の発電が見込まれる結果となった。

この効果は年間約 14 百万円となる。ただし詳細な検

討については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。 
なお、6.0wet-t/日の混焼をする場合、一年間では約

2,200wet-t/年のバイオマスを消費することになる。こ

れはA市で発生している草木系バイオマスの約2割相

当となる。 

 
図-4 混焼による追加経費と発電による効果の試算 
22．．33  結結論論  
本稿では、剪定枝等の草木系バイオマスを下水汚泥

1.50
1.55
1.60
1.65
1.70
1.75
1.80

0% 5% 10% 15% 20%

リ
ン
に
対
す
る
総
塩
基
比

TS比（草木系バイオマス/汚泥）

X1 X2

表-3 混合汚泥と草木系バイオマスの組成 
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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助剤剤ととししてて適適用用すす

るる技技術術 
11．．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。 
33．．11  パパイイロロッットトススケケーールル脱脱水水機機にによよるる草草木木系系ババイイオオ

ママスス混混合合脱脱水水試試験験    
33．．11．．11  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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刈草の破砕物         松の破砕物 

 
竹の粉砕物 

図-5 脱水試験に用いた草木系バイオマス 
 

程度に粉砕したものを購入した。TS は 55.8%であっ

た。それぞれの破砕物を、図-5 に示す。 
脱水試験に用いた汚泥は、A 処理場の消化汚泥（以

下、「消化」）である。実験時の TS は、2.04%、pH
は 7.9、アニオン度は 0.6 meq/g-TS、粗蛋白質は、

28.5%/TS、繊維状物質（100 メッシュ）は 1.3%/SS、
繊維状物質（200 メッシュ）は 3.7%/SS であった。 
33．．11．．22  脱脱水水試試験験方方法法  
草木系バイオマスの添加率は、下水汚泥の固形物量

に対して草木系バイオマスの固形物量で 0%、約 10%、

約 50%のいずれかで検討した。凝集剤は、カチオン系

の高分子凝集剤（イシフロック ICA-609 U）を使用し

た。薬注率は、試験直前にビーカー試験により検討し

た各下水汚泥の最適薬注率および最低薬注率とし、そ

れぞれ 1.76%、1.37%であった。最低薬注率では、松

10%の混合脱水試験を行った。混合脱水試験の条件は、

表-4 に示す 8 ケースとした。脱水試験は、ハイブリッ

ド型圧入式スクリュープレス脱水機（脱水部スクリー

ン径 φ300 ㎜：図-6）を用いたスクリュープレス脱水

で行った。脱水試験は、1 条件につき 1 時間程度脱水

機を運転させ、その間、草木系バイオマスを凝集混和

槽の上部から各添加率となるよう、一定時間に一定量

ずつ投入した。バイオマス投入から 30 分程度経った

後、脱水ケーキを採取し、TS、VS を測定し、含水率

を算出した。バイオマス混合脱水試験において、脱水

後には、バイオマスが含まれた脱水ケーキが得られる。

含水率の算出時には、バイオマスも含めた脱水ケーキ

の見かけの含水率の値が得られるが、その値より脱水

後のバイオマスの TS および含水率を差し引いて、脱

水ケーキのみの含水率を真の含水率として試算した。

脱水後のバイオマスの TS の測定、含水率の算出は、

脱水ケーキ中に混合されたバイオマスを取り出して

行った。また、図-6 に示す濃縮部および脱水部からの

排水を採取し、SS の測定および、全リン、アンモニ

ア性窒素、全CODcr の測定を HACH(東亜ディーケー

ケー株式会社)により行った。また、一部の汚泥につい

て、ICP-MS により、金属等の分析を行った。 

 
 

 
 

 
図-6 圧入式スクリュープレス脱水機 
（脱水部スクリーン径 φ300 ㎜） 

 

表-4 脱水試験ケース 
消化汚泥（薬注率 1.76%/TS*1、1.37%/TS*2） 
 符号 バイオマス（混合率%） 
1 - （0）*1 
2 - （0）*2 
3 

消化-松、1.76 
松(9.7)*1 

4 松(49.3)*1 
5 消化-松、1.37 松(9.7)*2 
6 消化-草、1.76 刈草(9.7)*1 
7 

消化-竹、1.76 
竹粉(9.7)*1 

8 竹粉(47.9)*1 



 

32 
 

33．．22  脱脱水水試試験験結結果果  
33．．22．．11  脱脱水水ケケーーキキのの含含水水率率  
バイオマスの含水率は、下水汚泥に混合する前の含

水率と比較して、脱水後では、松は約 8%、草は約 13%
上昇し、竹では含水率は変化しなかった。松よりも草

の方が、水分の吸収量が高いことが示された。 
図-7 にバイオマス混合脱水試験における、バイオマ

ス添加率と脱水ケーキの含水率の関係を示す。破線は

バイオマスも含めた脱水ケーキの見かけの含水率を示

し、実線はバイオマスの固形物量と脱水後の含水率を

差し引いて試算した、脱水ケーキの真の含水率を示し

ている。図-7 より最適薬注率（1.76%）では、バイオ

マス添加率が上昇するほど、脱水ケーキの見かけの含

水率、真の含水率ともに減少することが示された。 
松を添加すると、約 10%では 4.6 ポイント、約 50%

では 14 ポイント、脱水ケーキの真の含水率が低下し

た。草では、約 10%の添加で 6.6 ポイント、竹では、

約 10%の添加で 2.4 ポイント、約 50%の添加で 11 ポ

イント、脱水ケーキの真の含水率が低下した。約 10%
の添加率で比較すると、草が最も脱水ケーキの含水率

の低減効果が高く、次いで松、竹の順であった。約 50%
の添加では、竹よりも松のほうが脱水効果が高い結果

であった。 
図-8 に、バイオマス混合脱水試験における、脱水

ケーキの写真を示す。刈草は、松よりも幅が狭く、竹

よりも長さが長いため、汚泥中の水分を効率よく抜け

させる効果があると推測される。一方、薬注率を凝集 

 
図-7 バイオマス添加率と脱水ケーキ含水率の関係 

 
する最低添加率（1.37%）まで下げた場合、脱水ケー

キの含水率は、バイオマスを添加することで上昇した。

これは、バイオマスの混合により凝集効果が悪化した

ことが原因の一つであると考えられる。本研究では、

1 ケースしか実験できなかったため、今後、薬注率を

どの程度まで削減できるか調査する必要がある。 
 

 
図-8 バイオマス混合脱水ケーキの写真 

 
33．．22．．22  湿湿ケケーーキキ量量おおよよびび排排水水へへのの影影響響 

図-9 に、バイオマス添加率と脱水機運転 1 時間あた

りに排出される湿ケーキ量の関係を示す。バイオマス

添加により、湿ケーキ量が減少することが示された。

薬注率1.76%の場合、松の添加ではバイオマス添加0%
と比較すると約 0.9 倍、刈草では 0.95 倍、竹では 0.94
倍にそれぞれ湿ケーキ量が減少した。薬注率を下げた

場合においても、松の添加により湿ケーキ量が 0.97
倍に減少した。バイオマス混合により固形物量は増え

るが、含水率の低減効果によって湿ケーキ量中の水分

量が減少し、排出される湿ケーキ量が減少することが

示された。 
各バイオマスを汚泥に混合することで、重金属濃度

への影響がないか調査した。その結果を図-10 に示す。

鉛、ヒ素、カドミウム、セレンの脱水汚泥中の濃度は、

各バイオマスを混合しない場合と比較して減少する傾

向であった。クロムは、松を混合した場合において、 減少する傾向であるが、竹を混合した場合は、バイオ



 

33 
 

マスを混合しない場合と同程度であり、草を混合した

場合は、わずかに上昇する傾向を示した。以上より、

草木系バイオマスを混合することで、脱水汚泥中の重

金属濃度の大幅な上昇はみられないことが示された。 
図-11 に、脱水時の濃縮部および脱水部の排水の全

リン、アンモニア性窒素、全 CODcr の濃度を示す。

薬注率 1.76%の時、脱水部の全リンは、バイオマスを

添加することで減少する傾向を示したが、竹以外は統

計的手法による判定では有意な差は見られなかった。

アンモニア性窒素は、バイオマスを添加することで脱

水部で減少する傾向を示し、松では有意に減少するこ

とが示された。全 CODcr は、バイオマスを添加する

ことで、脱水部で減少する傾向を示した。排水中の水

質濃度の減少は、排水中の SS 濃度の減少による影響

であると推測される。 
 

 
図-9 バイオマス添加率と湿ケーキ量の関係 

（凡例の数値は、凝集剤添加率(薬注率)を示す） 
 

 
図-10 バイオマス混合による重金属含有量への影響 

（凡例の数値は、バイオマス添加率を示す） 

 
図-11 バイオマス添加脱水における濃縮部および脱水

部からの排水の水質（TP、NH4-N、TCOD） 
 

33．．33  ババイイオオママスス脱脱水水技技術術導導入入ににおおけけるる費費用用  
33．．33．．11  汚汚泥泥処処分分費費のの試試算算方方法法  
 草木系バイオマスを下水汚泥に混合することで、バ

イオマスの破砕に掛かる費用が増加し、脱水時の薬注

率の変化や湿ケーキ量の変化による脱水ケーキ処分に

掛かる費用が変化する。そこで、本研究の各実験ケー

スについて、汚泥処分全体に掛かる費用を試算し、草

木系バイオマスと汚泥の混合脱水により、汚泥処分費

の削減が可能であるか検証を行った。 
草木系バイオマスの回収および下水処理場への運

搬に掛かる費用は、バイオマスが発生した事業体にお

いて焼却処分を行っていた費用を下水処理場への運搬

費用に変更するものとし、バイオマス発生事業体で負

担するものと考えた。よって、下水処理場での資材調
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達費は考慮しないものとした。下水処理場では破砕処

理を行い、その費用を負担するものとした。松の剪定

枝および刈草の破砕は、本研究で用いた樹木破砕機

(GS131GH、10 ㎜スクリーン、大橋製)で 10 ㎜程度に

破砕するものとした。本破砕機は、最大処理量 2.8 m3/h、
燃料は自動車用無鉛ガソリン，燃費は 2.5 L/h である

16)。時間当たりのバイオマスの処理量は、本研究で実

際に処理した量および処理した時間より算出した。松

の剪定枝は、114.7kg を 2 時間で処理し、刈草は、

13.77kg を 20 分で処理したため、それぞれの処理量

を 57 kg/h、41 kg/h とした。刈草は、松の剪定枝より

も柔らかく扱いにくいため、剪定枝よりも処理に時間

がかかる傾向であった。竹粉は、購入したものを使用

したため、その単価である 150 円/kg17)を試算に用いた。 
本研究において、脱水ケーキの処分方法は、下水処

理場外の焼却施設における焼却処分を想定した。下水

処理場外での汚泥処分費は、脱水時の凝集剤費、運搬

費、最終処分費を含む脱水ケーキ処分費の合計とした。

凝集剤費は 820 円/kg、脱水ケーキ処分費は 16,000 円

／t14)とした。汚泥脱水設備に投入する汚泥量は、高分

子凝集剤を使用した濃縮汚泥または消化汚泥の脱水を

行っている 1,332 か所の下水処理場における、平成 28
年度の一カ月あたりの平均値である4,989 tとした18)。

脱水前の汚泥の TS と各実験ケースにおける脱水後の

湿ケーキ量の値を用いて、一カ月あたりの脱水ケーキ

量を試算し、バイオマス破砕/購入費、凝集剤費、脱水

ケーキ処分費を合計して汚泥処分費とした。 
33．．33．．22    汚汚泥泥処処分分費費のの試試算算結結果果  
図-12 に，各実験ケースにおいて、下水処理場外の

焼却処分場で処分した場合の汚泥処分費の試算結果を

示す。最適薬注率で松および草を約 10%添加した場合、

脱水ケーキ処分費の削減効果がみられ、バイオマス破

砕費を追加しても、汚泥処分費が 0.94 および 0.98 倍

に削減できる可能性を示した。松では、約 50%添加し

た場合でも、添加しないときと同じ汚泥処分費で処分

できることが示された。例えば、下水処理場内での発

生バイオマスを処分する場合は、それぞれの処分費の

削減効果が得られるものと考えられる。竹は、既製品

を購入した場合の試算であるため、添加することでバ

イオマス購入費が増加し、汚泥処分費が増加する結果

となった。下水処理場で破砕を行うことで、バイオマ

ス購入費は削減できる可能性がある。薬注率を 1.34%
にした場合、凝集剤費、脱水ケーキ処分費の削減によ

り、汚泥処分費としては削減できる傾向を示した。 

 
図-12 各実験ケースにおける下水処理場外での 

焼却処分時の汚泥処分費試算結果 
  
33．．44  結結論論  
本研究では、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。得られた

結果は以下の通りである。 
A) 約 10、50％のバイオマス添加率で実験を行い、

最適薬注率（1.76%）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た。また、バイオマス添

加率が高いほど、脱水効果が高い傾向を示した。

薬注率を凝集する最低濃度（1.37%）まで下げる

と、バイオマス添加による脱水ケーキの含水率低

減効果は見られなかった。 
B) 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。これは、バイオマス添加

による脱水ケーキの含水率の低減効果が影響し

ていることが示唆された。 
C) 脱水時における汚泥から分離された排水の水質

について、全リン、アンモニア性窒素、全 CODcr
ともに、バイオマスを混合することで、減少する

傾向を示した。 
D) バイオマスを下水処理場で破砕し、バイオマス混

合脱水を行った後、処理場外の焼却場で焼却処分

を行う場合、松および草を 10％程度混合して脱

水を行うと、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。 
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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毒耐耐性性病病原原微微生生物物のの管管理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 

 
【【要要旨旨】】  

 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



 

38 
 

表-1 試験水の水質 

水水質質項項目目 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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図-1 消毒実験における感染力を有したFRNAPH遺伝子群の不活化効果の比較                

（○：添加なし、◇：添加あり、×：塩素消毒後に検出下限以下であり検出下限値から算出した値） 
 
は塩素による不活化効果が低かったことが考えられる。

しかし、添加したケースにおいて遺伝子群の間に差がな

かったのは、高濃度にして添加しているため吸着部位が

飽和状態になり、ほとんどが浮遊している状態であった

ことから存在形態に関係なく塩素消毒による不活化効果

が得られたことが考えられた。 
以上の結果から、下水処理水中のFRNAPH遺伝子群の

不活化効果において、元々存在した濃度で評価した結果、

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場合、安全側の評価となることが確

認された。また、塩素消毒によるFRNAPH遺伝子群の消

毒効果の差異は、遺伝子群により耐性が異なるのではな

く下水処理水中での存在形態が消毒効果に影響を及ぼし

ている可能性が示唆された。今後、この存在形態による 

塩素消毒での不活化効果への影響についてより明確にす

るため、更なる検討が必要であると考えられる。 
3.3 紫外線消毒によるFRNAPH遺伝子群の不活化効果 

紫外線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-2 の○）、GIV
が最も高く、GII、GI の順であり、GI が最も紫外線に対

する耐性が強かった。近似曲線から不活化速度定数（y = 
kixの傾き：ki）を求めると、GIは0.06、GIIは0.07、 GIV
は 0.12 であった（GIII はR2 が 0.09 と低かったため除外

している）。人為的に高濃度に培養した FRNAPH 遺伝子

群を用いて添加した紫外線消毒実験では（図-2の◇）、添

加なしと同様に GIV の紫外線感受性が最も高く、GIII、
GII、GI の順であり、GI が最も紫外線に対する耐性が強

かった。同じく近似曲線より添加したFRNAPH遺伝子群

の不活化速度定数（ki）を求めると、GI は 0.06、GII は

0.07、GIII は 0.08、GIV は 0.09 となり、添加なしと比べ

て大きな差は無かった。NGS 解析で用いた紫外線①（紫

外線照射量：61 mJ/cm2）での不活化効果は、GIは3.8 log10、

GIIは4.2 log10、GIIIは5.0 log10、GIVは4.8 log10であり、

GIが最も低く、GII、GIV、GIIIの順であった。紫外線②

（紫外線照射量：56 mJ/cm2）での不活化効果は、GIは 
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図-2 紫外線消毒実験における感染力を有したFRNAPH遺伝子群の不活化効果の比較 
（○：添加なし，◇：添加あり，×：紫外線消毒後に検出下限以下であり検出下限値から算出した値） 

3.0 log10、GIIは3.6 log10、GIIIは4.0 log10、GIVは5.7 log10

であり、GI が最も低く、GII、GIII、GIV の順であり、

GIVが最も高かった。 
下水処理水を用いた膜と紫外線処理を組み合わせた

処理プロセスにおいて、紫外線消毒でGIが最も紫外線

に対する耐性が強く（ki：0.04）、その次がGII（ki：0.05）
であったことが報告されている7）。また、下水処理場の

最初沈澱池越流水中に存在するFRNAPH遺伝子群の紫

外線感受性を評価した結果、GIが最も低く（ki：0.04）、
GII（ki：0.06）、GIII（ki：0.07）、GIV（ki：0.09）の順

であり7）、本研究の結果と一致した。この結果から、下

水処理水中に存在するFRNAPH遺伝子群の中では、GI
が紫外線消毒に対して最も耐性を有していることが確

認された。 GIに属する株であるMS2がヒトノロウイル

スに近縁のマウスノロウイルスやカリシウイルスのみ

ならず、ポリオウイルス、ロタウイルス、A型肝炎ウイ

ルス、コクサッキーウイルスと比べても紫外線消毒に

対する耐性がより強いことが既往研究により報告され

ている13), 14), 28)。そのため、紫外線消毒による下水処理

水中のウイルスに対する不活化効果を評価する上で、

FRNAPHのGIは安全側の指標となることが考えられた。 

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-2 の○）と、高濃度に培養して添加

した結果（図-2 の◇）を比較すると、塩素消毒実験の

結果とは異なり、FRNAPH遺伝子群の不活化効果に大

きな差は無かった。塩素消毒と同様に紫外線消毒にお

いても試験水中の汚泥や濁質等がウイルスへの不活化

効果に影響することが考えられるが 29)、下水処理場の

二次処理水の濁度範囲（0.2～2.5 NTU）では不活化効

果に影響しなかったことや 28)、試験水中の濁質濃度を

極端に高く調製した場合（UV254：0.4～4.4%）以外の

紫外線透過率条件（UV254：56～70%）では粒子がな

い場合と不活化効果に有意な差が無かったことも報告

されている 30)。このことから、本消毒実験で用いた試

験水において、塩素消毒と比べて紫外線消毒では下水

処理水中の FRNAPH の存在形態による不活化効果へ

の影響は顕著でなかったことが考えられた。 
以上の結果から、下水処理場でのウイルスに対する

紫外線消毒による不活化効果の評価としては、下水処

理水中に存在する FRNAPH 遺伝子群の中でGI が最も

紫外線に対する耐性が強かったことから、GIを指標と
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して用いることで安全側の評価となることが示された。 
3.4大腸菌指標に関わる調査 

各種下水試料を対象とした大腸菌群に占める大腸菌

の割合の評価結果について図-3に示す。流水下水では

大腸菌群に占める大腸菌の割合は0.02～0.83であり、

平均割合は0.27（中央値：0.23）であった。割合の変動

要因は季節性が考慮され、夏季の高水温期では割合が

高く、冬季では低い状況であった。その傾向を踏まえ、

水温と割合について整理した結果を図-4に示す。水温
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図-3 大腸菌/群比の推移

流入下水

生物学的高度処理水

二次処理水

放流水

R R

と割合の相関関係が認められ、水温が24℃を超えるこ

とで割合が0.4を超えるケースが多い状況となり、24℃
以上のデータで平均割合を整理すると0.46、24℃以下

では0.2となった。一定水温の基では大腸菌が増殖する

報告 31)もあることから、高水温期では流入下水の流下

過程において大腸菌が増殖することで割合が上昇した

ものと考えられた。生物学的高度処理水と二次処理水

の結果では、割合は0.01～0.42であり、流入下水と比

較して変動幅は小さくなった。平均割合は0.09～0.12
（中央値：0.06～0.08）であり、流入下水と比較して平

均割合が1/2～1/3に減少した。水温との関係では、26℃
を超えると割合が概ね0.2を超え、その平均割合は0.29、
26℃以下では0.1（24℃以上の平均0.20、24℃以下は

0.09）であり、流入下水と同様に水温の影響を受け割合

が変動するものと考えられた。放流水については混釈

法による定量では、大腸菌が不検出であるケースが

多々見受けられたため、QTトレイによるMPN法の結

果を示したが、この時の平均割合は0.07（中央値：0.06）
であった。他の試料に比べデータ数が少ないことや、

塩素消毒により菌数が低濃度であったことから水温と

割合の関係性は見出せていない。 
一方、全国54箇所の下水処理場を対象にした既往の

調査例では、各種下水試料の大腸菌群に占める大腸菌

の平均割合は概ね20％（0.2）であったとする報告例 32)

がある。本調査の処理水等の平均割合と比較してやや

高い状況にあるが、調査の継続期間の違いや、地域ご

とに下水試料の水温等が異なることが要因となり、割

合に違いが生じたものと推定される。 
次いで、大腸菌の検出法の評価結果を図-5～9に示す。

放流水の大腸菌濃度を想定し、塩素消毒により 20 
CFU/mL 程度とした試料の評価結果を図-5、6 に示す。

変動係数の最大値はほぼ 30％以内、その平均値も多く

は 20％以内で推移しており、各培地・手法において大

差がない状況であった。また、B 培地の定量値を基準

（1.0倍）とし、各培地・手法での検出濃度から求めた

検出濃度比の比較結果を図-6 に示す。現状において要

因が不明であるが、G培地のMPN法が他の培地・手法

と比較して平均の検出濃度比が 3 倍以上と高い状況に

あった。その他の培地･手法では、フィルター法が全体

的に低く、検出濃度比が 0.70～0.98 倍、混釈法は 0.84
～1.32倍の範囲内であった。 
一方、大腸菌濃度を30～80 CFU/mLとやや高めた場

合の評価結果を図-7、8に示す。変動係数の平均値の多

くは 10％以内で推移していた。B 培地の定量値を基準

（1.0倍）として各培地･手法の検出濃度比を整理する 
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各培地･手法の検出濃度比の比較   
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図-8 大腸菌濃度が30CFU/mL以上における

各培地･手法の検出濃度比の比較

と、混釈法では 0.95～1.20 倍、フィルター法は 0.86～
1.11 倍となった。特に、G 培地の MPN 法が 1.21 倍と

なり、他の培地･手法の定量値と比較して大差がない結

果となった。試料中の大腸菌濃度が20 CFU/mLよりも

高まることで、安定した定量値が得られるものと考え

られた。 
本定量結果では、大腸菌濃度が20 CFU/mL程度時に

G培地のMPN法において検出濃度比が他の培地・手法

と比較して乖離しており、この要因の解明が課題とし

て生じた。この時の検出濃度比はB 培地の混釈法を基

準として最小値で 0.70 倍、最大値が 3.18 倍であった。

B 培地の混釈法で得られた定量値を 100％の回収率と

仮定すれば、C 培地のフィルター法で 70％、A 培地の

混釈法は132％、G 培地のMPN 法が300％を超える回

収率となる。水道水質検査方法の妥当性評価ガイドラ

イン 33)によれば、細菌試験を含めた機器分析によらな

い検査方法は本ガイドラインの対象外としているが、1
つの尺度として農薬類の定量に関わる目標値は、繰り

返し精度（変動係数）が 30％以内、真度（回収率）が

70～130％としている。大腸菌の定量法に関わる回収率

や変動係数の明確な基準はないが、本試験結果による

変動係数は概ね 10～20％以内で推移、回収率として仮

定した値としては、大腸菌濃度が20 CFU/mL程度時に

G 培地の MPN 法が 300％を超えたが、その他の培地･

手法では概ね目標値を満足するものと考えられた。 
今後、標準菌株の既知量添加による回収率試験等を

実施し、より詳細な回収率等の評価を行う予定である。 
 上記以外での大腸菌濃度として 10 CFU/mL 以下で

の評価結果を図-9に示す。検水量を1 mLとした場合、

変動係数が 30％を超えたケースが複数見られたが、試

験に要する検水量を3 mLに増量することで、多くの培

地･手法にて変動係数の高まりを抑制できた。 

 
  

3.5 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 

調査時の降雨状況を図-10に示す。時間最大降雨量

は2.5、14、20mm/h、総降雨量は10.5、59.5、115.5mm
であり、3回の降雨時調査の内2回はB市の合流式

下水道改善事業の降雨条件(1降雨の総雨量20mm)を
超えていた。雨天調査時のNoV濃度の推移を図-11
に示す。越流水の影響の無い状況での河川水の
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NoV濃度は10４～10５copies/Lで推移していた。1降
雨あたりの総降雨量が10mm程度であればNoV濃度

の顕著な上昇は認められず、NoV濃度は調査開始当

初から大きな変動は見られなかった。しかし、総降

雨量がB市の合流改善事業の降雨条件を超えるケー

スにてNoV濃度は最大10６copies/Lとなり、調査開

始当初と比較して2オーダーの濃度上昇が認められ

た。 
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図-11 雨天時調査における河川水のNoV濃度の推移

   
次いで、越流水の影響下による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

性を評価した結果を図-12、13に示す。越流水の影響下

において濁度、SSの上昇時からのデータについて整理

を行ったが、総降雨量がB市の合流式下水道改善事業

の降雨条件を超えるケースにて濁度とNoV濃度との関

連性が見出された。同様にSSとの関連性も高い状況に

あったが（図-13）、総降雨量が10mm程度時には越流

水影響下によるNoV、濁度、SSの顕著な上昇はないこ

とから、NoV濃度との明確な関連性は見出せなかった。 
合流式下水道改善事業の降雨条件（1降雨の総雨量20 
mm ）を上回る降雨状況にて、濁度、SSの顕著な上昇

が認められることで、NoV濃度が上昇しており濁度、
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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。一方、合流式下水道改善事業にお

いてNoVの放流負荷に関わる目標値は定められていな

いが、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河川水へのNoV汚染が生

じる可能性があった。近年では気候変動に伴う集中豪

雨が頻発傾向であることから、越流水の影響評価は今

後益々重要となることが予想される。濁度、SS指標を

活用した影響評価が可能となれば、重要影響水域での

水利用の安全性向上に寄与できることが想定される。 
3.6 MBRによるNoV除去効果の向上評価  

  NoVの除去効果の向上評価に関わる調査結果を図

-14、15に示す。調査期間中の流入下水のNoV濃度は

概ね106〜108copies/Lの範囲内で推移しており、夏季と

冬季において2オーダー程度の違いが見られた。各

MBR処理水のNoV濃度は102〜103copies/Lレベルで推

移しており、流入下水に比較して濃度の変動幅は小さ

い状況であった。全期間のNoV平均除去率はP.P.が
4.0log、実プラントが3.9logとなり概ね4logと整理され

た。一方、反応タンク内のMLSSの推移について図-16
に示すがP.P.の運転立上げ時にはMLSSが低く6,000 
mg/L以下の状況ではNoVの除去率にバラツキが見ら
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れ除去率は2.3～5.0logであった。このため、6,000mg/L
以上のデータのみとした除去率で整理を行うと3.9～
5.2log、平均で4.4logであった。今回のMBRでのMF
膜は公称孔径が0.1と0.2µmの平膜であり、ウイルス

が通過できる孔径ではあるが、MLSSの上昇とともに

NoVの除去率がやや向上傾向を示していることから、

活性汚泥のフロック形成時にウイルスが取り込まれ、

粒径の大きいフロックが膜に捕捉されることでNoVの

除去効果が向上するものと推定された。また、MLSS
上昇による膜透過流速の低下や膜面におけるケーキ層

の形成なども考えられる。実プラントではMLSSがP.P.
よりも全体的に高濃度ではあったが、NoVの除去率は

3.1～4.5logで推移しており、P.P.（MLSS 6,000mg/L以

上時）と比較してやや低い状況にあり、公称孔径の違

いが影響している可能性が推定された。 
  標準法の処理水のNoV濃度はP.P.と実プラントとも

に10４〜10６ copies/Lレベルで推移しており、膜処理水

と比較して2～3オーダー程度高い状況にあった。平均

除去率はP.P.が2.0log（1.6～2.6log）、実プラントで2.0log
（1.0～2.7log）であり、既往の報告例 34)と一致した値

であった。 
これらの結果から、MBRのNoV除去率は標準法に

比較して2オーダー程度向上し、NoVの最大除去率と

しては4.5～5.2logであった。 
併せて測定を行った大腸菌の除去率の推移について

図-17に示す。大腸菌は膜の公称孔径よりも大きいため

ろ過捕捉されることからNoVの除去効果よりも高い状

況にあった。流入下水の大腸菌濃度に影響を受け除去

率が変動しているが、多くのデータは6log以上であり

MBR処理水中の大腸菌濃度は定量限界値以下あるい

は、採水時等において極微量の汚染の可能性があった

ことから、それに近い値となった。一方、標準法によ

るP.P.と実プラントの大腸菌の除去率は概ね2log程度

であり、MBRと比較して大腸菌の除去率に大きな違い

が見られた。 
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図-17 反応タンク内MLSSと大腸菌除去率の関係
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  次いで、P.P.反応槽の発泡状況について写真-1に示す。

泡とともに活性汚泥が流出したため、MLSS の低下が

見られた（図-16）。曝気を止め汚泥を沈降させても上

澄液は濁っており、活性汚泥によるフロックの形成能

力は失われていた。図-14、16 に NoV 濃度と除去率に

ついて追記したが、処理水のNoV濃度の上昇が見られ

除去率がやや低下した。大腸菌の除去率への影響は見
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られなかったが（図-17）、ろ過水量の減少とともにろ

過圧力の上昇が生じたため、MBR処理の継続は難しい

状況となった。発泡の原因は不明である。この時の反

応槽の汚泥について、顕微鏡による生物相を観察した

結果Aspidisca sp.、Vorticella sp.などが確認されたが、個

体数は160～280細胞/mLであった。これらの活性汚泥

性生物量は活性汚泥微生物相の一例 35）と比較して少な

い状況であり、浄化の程度が低い時に出現 35）する

Amoebida（アメーバ目）が1,360細胞/mLで優占してい

た。 
  

４４．．ままととめめ  

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①〜③に関わる

調査･研究にて、以下の成果が得られた。 
「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」 

1) 塩素消毒による下水処理水中のFRNAPH遺伝子群

の不活化効果において、高濃度に培養・添加した

結果では遺伝子群の間に大きな差はなかったが、

元々存在した濃度での結果ではGI と比べてGII～
GIV の方が低かった。このことから、これらを指

標として用いる場合、安全側の評価となることが

確認された。また、高濃度培養のFRNAPH添加有

無による結果に差が生じた理由としては下水処理

水中での存在形態が影響している可能性が考えら

れた。 
2)  紫外線消毒による下水処理水中のFRNAPH遺伝子

群の不活化効果は、GIV が最も高く、GIII、GII、
GIの順であり、GIが最も紫外線に対する耐性が強

かった。そのため、紫外線消毒による下水処理水

中のウイルスに対する不活化効果を評価する上で、

FRNAPH の GI は安全側の指標となることが確認

された。 
3) 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。 
4) 塩素消毒により大腸菌濃度を 20 CFU/mL 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。 
5) 大腸菌濃度が 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。 
「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」 
6) 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河

川水へのNoV汚染が生じる可能性があった。 
7) 濁度、SS 指標の活用により、放流先河川水の NoV
汚染の影響を評価できる可能性が示唆された。 

8) 総降雨量が合流式下水道改善事業の降雨条件未満

の状況であれば、越流水影響下による NoV、濁度、

SSの顕著な濃度上昇は認められなかった。 
「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」 

9) P.P.と実プラントのMBRを対象としてNoVの除去率

を評価した結果、標準法に比較して 2 オーダー程度

向上し、最大除去率は4.5～5.2logであった。 
10) MBRによる大腸菌の除去率は流入下水の大腸菌濃

度に影響を受け変動するが、多くは6log以上であった。 
11) 発泡により活性汚泥のフロック形成能力が失われ

ることで、ろ過水量が減少しろ過圧力の上昇が生じる

ため、MBR処理の継続は難しい状況となった。 
 
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、B 市、堺市の各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。 
 
参参考考文文献献  

1) 外務省：G7 伊勢志摩首脳宣言､平成 28 年 5 月 27 日、 

https://www.mofa.go.jp/mofaj/files/000160267.pdf（2019 年 9 月

24日閲覧） 

2)  CDC：ANTIBIOTIC RESISTANCE THREATS in the United 
States, 2013, http://www.cdc.gov/drugresistance/threat-report-2013

写真-1 P.P.反応槽の発泡状況 



 

48 
 

（2019年9月24日閲覧） 
3) 星川珠莉，橋本敏一：下水処理施設における紫外線消毒技

術の実態調査，第 55 回下水道研究発表会講演集，pp. 
1043–1045，2018 

4) Duizer, E., Schwab, K.J., Neill, F.H., Atmar, R.L., Koopmans, M.P., 
Estes, M.K.: Laboratory efforts to cultivate noroviruses, J. Gen. 

Virol., Vol. 85, pp. 79–87, 2004 
5) Wolf, S., Hewitt, J., Rivera-Aban, M., Greening, G.E.: Detection 

and characterization of F+ RNA bacteriophages in water and 
shellfish: Application of a multiplex real-time reverse transcription 
PCR, J. Virol. Methods, Vol. 149, pp. 123–128, 2008 

6) Hata, A., Hanamoto, S., Shirasaka, Y., Yamashita, N., Tanaka, H.: 

Quantitative distribution of infectious F-specific RNA phage 

genotypes in surface waters, Appl. Environ. Microbiol., Vol. 82, pp. 

4244–4252, 2016 

7) Lee, S., Tasaki, S., Hata, A., Yamashita, N., Tanaka, H.: Evaluation 
of virus reduction at a large-scale wastewater reclamation plant by 
detection of indigenous F-specific RNA bacteriophage genotypes, 
Environ. Technol., Vol. 40, pp. 2527–2537, 2019 

8) Hata, A., Kitajima, M., Katayama, H.: Occurrence and reduction of 
human viruses, F-specific RNA coliphage genogroups and 
microbial indicators at a full-scale wastewater treatment plant in 
Japan, J. Appl. Microbiol., Vol. 114, pp. 545–554, 2013 

9) Haramoto, E., Fujino, S., Otagiri, M.: Distinct behaviors of 
infectious F-specific RNA coliphage genogroups at a wastewater 
treatment plant, Sci. Total Environ., Vol. 520, pp. 32–38, 2015 

10) Schaper, M., Dura´n, A. E., Jofre, J.: Comparative resistance of 
phage isolates of four genotypes of F-specific RNA bacteriophages 
to various inactivation processes, Appl. Environ. Microbiol., Vol. 68, 
pp. 3702−3707, 2002 

11) Boudaud, N., Machinal, C., David, F., Fréval-Le Bourdonnec, A., 
Jossent, J., Bakanga, F., Arnal, C., Jaffrezic, M.P., Oberti, S., Gantzer, 
C.: Removal of MS2, Qβ and GA bacteriophages during drinking 
water treatment at pilot scale, Water Res., Vol. 46, pp. 2651−2664, 
2012 

12) Lim, M., Kim, J., Ko, G.: Disinfection kinetics of murine 
norovirus using chlorine and chlorine dioxide, Water Res., Vol. 44, 
pp. 3243–3251, 2010. 

13) Park, G.W., Linden, K.G., Sobsey, M.D.: Inactivation of murine 
norovirus, feline calicivirus and echovirus 12 as surrogates for 
human norovirus (NoV) and coliphage (F+) MS2 by ultraviolet 
light (254 nm) and the effect of cell association on UV inactivation, 
Lett. Appl. Microbiol., Vol. 52, pp. 162−167, 2011 

14) De Roda Husman, A.M., Bijkerk, P., Lodder, W., Van Den Berg, 
H., Pribil, W., Cabaj, A., Gehringer, P., Sommer, R., Duizer, E.: 

Calicivirus inactivation by nonionizing 
(253.7-nanometer-wavelength [UV]) and ionizing (gamma) 
radiation. Appl. Environ. Microbiol., Vol. 70, pp. 5089–5093, 2004. 

15) USEPA: Guidelines for Water Reuse. Environmental Protection 
Agency, Washington, DC., 2012 

16) Lee, S., Suwa, M., Shigemura, H.: Occurrence and reduction of 
F-specific RNA bacteriophage genotypes as indicators of human 
norovirus at a wastewater treatment plant, J. Water Health, Vol. 17, 
pp. 50−62, 2019 

17) Narkis, N., Armon, R., Offer, R., Orshansky, F., Friedland, E.: 
Effect of suspended solids on wastewater disinfection efficiency by 
chlorine dioxide, Water Res., Vol. 29, pp. 227–236, 1995 

18) Zhang, W., Zhang, X.: Adsorption of MS2 on oxide nanoparticles 
affects chlorine disinfection and solar inactivation, Water Res., Vol. 
69, pp.  59–67, 2015 

19) Dika, C., Ly-chatain, M.H., Francius, G., Duval, J.F.L., Gantzer, 
C.: Non-DLVO adhesion of F-specific RNA bacteriophages to 
abiotic surfaces Importance of surface roughness, hydrophobic and 
electrostatic interactions, Colloids Surfaces A Physicochem. Eng. 

Asp., Vol. 435, pp. 178–187, 2013 
20) Langlet, J., Gaboriaud, F., Duval, J.F.L., Gantzer, C.: Aggregation 

and surface properties of F-specific RNA phages: Implication for 
membrane filtration processes, Water Res., Vol. 42, pp. 2769–2777, 
2008 

21) Rahn, R., O., Stefan, M., I., Bolton. J., R., Goren, E., Shaw, P., 
Lykke, K. R.: Quantum yield of the iodide-iodate chemical 
actinometer: dependence on wavelength and concentrations, 
Photochem. Photobiol., Vol. 78, pp. 146–152, 2003 

22) 国土交通省都市地域整備局下水道部、効率的な合流式下

水道緊急改善計画策定の手引き（案）. 

23) 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, 
https://www.mhlw.go.jp/topics/syokuchu/kanren/kanshi/031105-1.
html（2019年9月24日閲覧） 

24) 諏訪守､岡本誠一郎､尾崎正明､陶山明子：下水処理のノロ

ウイルス除去効果とその検出濃度に及ぼす濃縮法の影響､

下水道協会誌論文集､Vol. 46(561)､pp. 91–101, 2009 

25) 下水道膜処理技術会議、下水道への膜処理技術導入のた

めのガイドライン第2版、pp19,平成23年3月. 

26) 下水道におけるウイルス対策に関する調査委員会報告書、

pp.11,平成22年3月. 

27) 堂山貴広，原本英司：塩素消毒処理による大腸菌ファー

ジ野生株の遺伝子型別の不活化効果，第 53 回日本水環境

学会年会講演集，pp. 252，2019 
28) Hijnen, W.A., Beerendonk, E.F., Medema, G.J..: Inactivation 



 

49 
 

credit of UV radiation for viruses, bacteria and protozoan (oo)cysts in 
water: a review, Water Res., Vol. 40, pp. 3–22, 2006 

29) Templeton, M.R., Andrews, R.C., Hofmann, R.: Inactivation of 
particle-associated viral surrogates by ultraviolet light, Water Res., 
Vol. 39, pp. 3487–3500, 2005 

30) 小熊久美子，小塩美香，Jenyuk Lohwacharin，滝沢智：水

中の懸濁粒子が紫外線消毒効率に及ぼす影響，水環境学会誌，

Vol. 40，pp. 59–65，2017 
31) 諏訪守，安井宣仁，南山瑞彦：下水処理場における抗生

物質耐性大腸菌の実態、下水道協会誌論文集，Vol. 54(652)，
pp. 89–96，2017 

32) 諏訪守，李善太，重村浩之：下水試料に対する大腸菌定

量手法の評価と下水処理場における大腸菌と大腸菌群の実

態調査，下水道協会誌論文集，Vol. 56(676)，pp. 85–92，2019 
33)  厚生労働省、水道水質検査方法の妥当性評価ガイドライ

ン （最終改正：平成29年10月18日付け薬生水発1018号
第1号）. 

34) 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、Vol. 

47（571）､pp. 103–111, 2010 
35) 下水試験方法下巻-2012年版-､pp.211、pp.204. 

 



令和元年度 下水道関係調査研究年次報告書集 

 

 50

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 

 
【【要要旨旨】】  

 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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２．研究目的と方法 

2．1 再生処理方式と再生水利用用途の現状 

再生水利用の実態把握を目的に、下水道統計 2）を

基にして各再生処理法の導入箇所数や、各消毒法に

おける再生水の利用用途について以下に整理を行っ

た。下水再生水を場外利用している処理場は約 280
か所あり、用途別再利用状況としては、修景用水、

河川維持用水、融雪用水、事業所等への直接給水、

水洗トイレ用水、親水用水などに大別される。再生

処理プロセスを図-1 に整理すると塩素処理、砂ろ過、

ストレーナ、オゾン、紫外線の順で多かった。図-2
には各消毒法における再生水の利用用途を示す。消

毒プロセスに限ってみた場合、塩素処理単独の処理

施設は 33 箇所であるが、その再生水の利用用途の多

くが散水利用によるものであった。また、他の消毒

法としてオゾンの導入施設は 21 箇所、紫外線消毒は

16 箇所があり、それらの多くは他の処理プロセスと

の併用処理であるが、オゾン処理での利用用途は水

洗トイレ用水、紫外線消毒では修景用水利用が多く

を占めていた。オゾン処理では衛生学的安全性の向

上に加え、再生水の色や臭いへの対応、紫外線では

残留塩素の放流先生態系への影響などを考慮して導

入しているものと推定される。    
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図-2 各消毒法における再生水の利用用途
（下水道統計のデータを基に作成）  

2．2 下水再生処理施設等における AOC の実態 
下水再生水利用における水質基準項目としての残

留塩素濃度は遊離0.1～結合0.4mgCl/L以上であるが
3）、水質性状などにより塩素が消費されることで注

入濃度が高まる課題がある。消費要因の 1 つには施

設配管内などの生物膜の生成が推定され、その生成

要因としては再生水中の AOC の存在が考えられる。 
本項では、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 の実態把握を

目的として、再生処理プロセスごとに、その消長調

査を行った。 
調査はA下水処理場内のB再生処理施設の活性汚

泥二次処理水、生物膜処理水（HRT 約 6 時間）、オ

ゾン処理水（注入濃度 6mg/L、HRT 約 3 時間）、オゾ

ン処理後の塩素処理水（再生水：次亜塩素酸ナトリ

ウム注入濃度 10mg/L、ライン注入）と、C 下水処理

場の流入下水、二次処理水、オゾン処理水（注入濃

度 1～6mg/L、HRT20 分間）、生物学的高度処理水 
（A２/O 法）および膜分離活性汚泥処理水を対象とし

た。再生水の利用用途は場外施設の水洗トイレや修

景用水である。 
AOC の測定法は、下水試験方法に準拠した 4）。試

験用の菌株は Pseudomonas fluorescens （現名：

Pseudomonas brenneri（P17：ATCC49642））株、

Aquaspirillum sp.（現名：Herminiimonas sp. （NOX：

ATCC49643））株を利用し、各々の試験用菌液を調整

した。酢酸ナトリウムを添加した塩類溶液に各菌液

を接種、培養しコロニー数と酢酸ナトリウムに由来

する有機炭素の濃度との関係を求め、収率係数を算

出した。収率係数は P17 株が 4.05×10６ 〜4.26×10６

CFU/酢酸-Cµg、NOX株が9.95×10６C〜1.08×10７CFU/
酢酸-Cµg であった。その他の水質分析項目は水温、

pH、NH4-N、PO4-P、残留塩素などを測定した。NH4-N 、
PO4-P の測定は自動比色分析装置（ビーエルテック

社製 QuAAtro2-HR）により測定した。 
 

2．3 水質性状が消毒効果等に及ぼす影響の解明 

2．3．1 ニトロソアミン類の実態評価 

N-ニトロソアミン類は消毒副生成物として、その

一部は発がん性が指摘されているが再生水での調査

例は少ない。主に衛生学的安全性の向上を目的とし

た再生処理法は塩素、オゾン、紫外線、膜処理であ

るが、その内、消毒副生成物の生成リスクが生じる

可能性が高いものは塩素、オゾン処理である。ヒト

との接触が高いと想定される水洗トイレ用水や親水
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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



 

 53

濃度（Plaque 法）により評価を行った。 
 

３．研究結果 

3．1 下水再生処理施設等における AOC の実態 
各種下水試料の AOC の定量結果について表-1 に

示す。流入下水では AOC-P17 と AOC-NOX の合計

値の総 AOC が 200～300µg/L に対し、二次処理水で

は数 µg～最大 200µg/L、窒素･りんの高度処理を目的

とした生物学的高度処理水では数 µg/L～60µg/L 程

度、MBR 処理水は数 µg/L～30µg/L となっており、

各試料において定量値に変動があるものの、その最

大値は処理水質が良好となることで低下傾向を示し

た。また、オゾン処理水でも総 AOC の定量値に変動

が生じており、オゾン処理後において濃度上昇が見

られたが、原水となる二次処理水や生物膜処理水の

総 AOC 濃度の影響を受けているものと推定された。

総 AOC の構成は P17 株によるものが 27～100%（平

均値 76%、中央値 79%）を占めていた。水質性状と

して総AOCとNH4-Nとの関係について図-3に示す。

下水試料中のNH4-N濃度が概ね5mg/Lを超えること

で総 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。バクテリア

の増殖防止には総 AOC 濃度を 10µg/L 以下にする必

要性があるとの報告 11）があり、生物学的高度処理水

や MBR 処理水では値を満足するものもあったが、

流入下水を含め二次処理水や生物膜処理水などの多 

AOC-P17
(µg/L)

AOC -NOX
(µg/L) 総AOC (µg/L)

1.0～197 0.3～42.2 1.5～239
0.2～86.3 0.3～17.6 0.6～104
5.4～221 0.4～6.5 5.4～227
103～233 32.3～92.2 195～309
1.0～57.5 0.4～17.6 1.5～75.1
0.02～53.6 0～5.7 0.02～59.3
7.0～30.7 1.9～2.5 9.4～32.6
5.5～62.3 0.9～16.7 6.4～78.9
0.4～26.3 0.4～2.3 0.9～28.6

C
下

水
処

理
場

等

表-１　各種下水試料のAOCの定量結果

試 料

B
再

生
処

理
施

設

MBR処理水

流入下水

二次処理水

生物学的高度処理水

凝集剤添加活性汚泥法

オゾン処理水

二次処理水

生物膜処理水

オゾン処理水
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図-3 総AOCとNH4-Nの関係  

くの試料は超過した値であった。このため、一部の

試料を用いて実験的にろ過処理（公称孔径：0.45µm、

材質：ポリエーテルサルフォン）や、吸着材等を利

用した回分実験では、多孔質炭素材料（吸着材）、活

性炭による総 AOC の低減効果を評価した。回分実験

は、試料水 1L に対し吸着材、活性炭を 0.1g あるい

は 0.5g 添加し 10～120 分間接触させた。評価結果を

図-4、5 に示す。図-4 より、ろ過処理により総 AOC
濃度は平均で約 80％低下しており、ろ過による低減

効果の可能性が見込まれた。ろ過処理による NH4-N
の減少傾向が見られないことや、タンパク質低吸着

フィルターであることから、フィルターへの AOC
の吸着の可能性は低いと推定される。 
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図-4 総AOC濃度とろ過処理の関係
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次いで、吸着材等を利用した回分実験の AOC 低減

効果の評価結果を図-5 に示す。原水（オゾン処理水）

中の AOC は約 80µg/L であったが、吸着材、活性炭

の添加量を 0.1g、0.5g とし、接触時間を 60 分間以上

とすることで概ね 10µg/L 以下となった。一方、PO4-P
との関係について図-6 に示す。NH4-N と比較しての

バラツキが見られ、相関関係は見られなかった。 
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図-5 吸着材等によるAOCの低減効果

吸着材

活性炭

 
以上の調査結果から、処理水中の NH4-N が 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。一

0 

-5 
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部の試料において、生物学的高度処理水や MBR 処

理水は総 AOC 濃度が 10µg/L 程度以下であったが、

それ以外の下水試料において AOC の抑制には、ろ過

処理や吸着材等利用による吸着処理を行う必要があ

ると考えられた。 

R² = 0.10 

0

0.5

1

1.5

2

0.01 0.1 1 10 100 1000

PO
4-P

(m
g/

L)

総AOC（µｇ/L）
図-6 総AOCとPO4-Pの関係  

 
3．2 水質性状が消毒効果等に及ぼす影響の解明 

3．2．1 ニトロソアミン類の実態評価 
 塩素処理の有無やオゾン処理後の易分解有機物の

低減等による N-ニトロソアミン類の定量評価結果

を図-7 に示す。評価試料は二次処理水を対象とした

が、ケース 1、2 にて採水日、塩素添加濃度および残

留塩素の中和処理の有無など実験条件が異なる。原

水とした二次処理水の N-ニトロソアミン類の濃度

は、物質の合計で約 240～270ng/L であった。その内

の約 60％を NPYR が、次いで NPIP が約 20％を占め

ていた。オゾン処理のみの条件では、8 物質合計の

生成濃度は約 700～800 ng/L であり、NPYR と NPIP
で約 80％を占めていた。オゾン処理後水に次亜塩素

酸ナトリウムの添加濃度を 10mgCl/L とした条件に

て、最も生成濃度が高く約 840～1,100ng/L となった。

その内訳として NPYR と NPIP の 2 生成物で約 80％ 
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を占めていた。一方、N-ニトロソアミン類の生成量

の抑制策として、オゾン処理後において易分解有機

物を担体処理し塩素処理を行ったケースでは、生成

濃度が約 40％低減、残留塩素の中和では約 30％の低

減効果が見込まれ、低減効果が高い生成物は NPYR
と NPIP であった。 

8 生成物の内、発がん性が懸念 12）されている

NDMA や NMOR について改めて整理した結果を図

-8 に示す。二次処理水の NDMA 濃度は 1.5～1.7 ng/L
であったが、オゾン処理後水に次亜塩素酸ナトリウ

ムを 10mgCl/L とした添加条件では、NDMA 濃度は

10.9～13.4ng/L に上昇した。NDMA に比較して 
NMOR では、オゾン･塩素処理による生成濃度の上

昇がなく、その濃度は 7.0～18.7ng/L であった。生成

量の抑制策として評価した担体処理と残留塩素の中

和処理では、概ね 20～30％（一部の試料は 70％だが

定量下限値以下の値で算出）の低減効果が見込まれ

た。 
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次いで、採水日が異なる生物学的高度処理水（A２

/O 法）を対象とした評価結果を図-9、10 に示す。二

次処理水についてはケース 1 と 3、ケース 2 と 4 で

同一試料である。図-9 において、通常の活性汚泥法

の二次処理水と生物学的高度処理法の処理水では、

次亜塩素酸ナトリウム添加前の試料で N-ニトロソ

アミン類の濃度に若干の違いが見られ、二次処理水

では、8 物質の合計が 240～270ng/L であるのに対し

生物学的高度処理水ではやや高く 370～420 ng/L で

あった。しかし、次亜塩素酸ナトリウムを添加した

ケースではともに生成濃度は 8 物質の合計で約

600ng/L で大差がなかった。ケース 5 の NH4-N を残

存（センサーによる読取値 17mg/L）させた硝化抑制

の二次処理水では、次亜塩素酸ナトリウムの添加に

より N-ニトロソアミン類の生成濃度が増大してお

り、処理水中に残存する NH4-N が N-ニトロソアミン
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類の生成能に影響を及ぼすことが考えられた。生成

の抑制策としての残留塩素の中和では、約 50～60％
の低減効果が見込まれ、低減効果が大きい生成物は

NPYR であった。ケース 3、4 では次亜塩素酸ナトリ

ウムの添加のみによる N-ニトロソアミン類の生成

状況を示したが、10mgCl/L の添加条件の生成量は添

加前と比較して 1.4～2.6 倍に上昇、ケース 1、2 にお

けるオゾン処理を追加した条件では 3.4～4.1 倍量と

なった。 
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ケース 3、4 において NDMA と NMOR について改

めて整理した結果を図-10 に示す。NDMA と NMOR
ともに二次処理水と生物学的高度処理水では次亜塩

素酸ナトリウム添加による生成量に大差はなかった。

10mgCl/L の添加条件にてやや NDMA の生成濃度が

上昇したが 10ng/L 以下であった。また、ケース 3、4
における 10mgCl/L の添加条件にオゾン処理を追加

したケース 1、2 では、NDMA の生成濃度が約 2 倍

となったが、最大濃度は 13.4 ng/L であった。NMOR
に関しては、オゾン処理の追加に伴う顕著な濃度上

昇は見られなかった。生成の抑制策としての残留塩

素の中和では、NDMA と NMOR ともに低減効果が

認められた。ケース 5 での NH4-N が残存する二次処 
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理水では NMOR の顕著な生成量の増大は見られな

かったが、NDMA は生成量が 28.3ng/L に上昇した。 
上記の N-ニトロソアミン類の生成評価では、オゾ

ンの注入率を 2.5～3mg/L とした一定の条件であっ

たが、以下の評価においては、注入率を 0～6mg/L
に変動させ、対象水は生物学的高度処理水（修正バ

ーデンフォ法）に加え膜分離活性汚泥法（MBR）の

処理水とした。生物学的高度水を対象とした評価結

果を図-11、12 に示す。オゾン注入率を 6mg/L とし

た条件にて 8 物質合計の生成濃度が最も高くなった

が、1～2mg/L 程度では生成量がやや低下していた。

NMOR の生成はほとんど認められなかったが、オゾ

ン注入率が 2～6mg/Lの範囲内でNDMAの生成が顕

著となり、その濃度は約 34～59 ng/L であった（図

-12）。ケース 1～4 における最大生成量は NDMA と

NMOR を合せ 20 ng/L 程度であることからも、比較

的に高濃度であると考えられた。オゾン注入率を

2mg/L 以下に低下させた場合、次亜塩素酸ナトリウ

ムを高濃度に添加しても NDMA と NMOR の顕著な

生成は認められなかった。前述の生物学的高度処理 
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図-11 生物学的高度処理水の塩素とｵｿﾞﾝ処理

によるﾆﾄﾛｿｱﾐﾝ類の生成濃度
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水は A２/O 法であるのに対し、本評価では修正バー

デンフォ法の処理水を利用したが、窒素･りんの高度

処理を両手法とも主目的としていることから、処理

水質に大差がないことが想定される。採水日等が異

なることから水質変動に起因するものなのか否かに

ついて、今後、データの蓄積が必要と考えられた。 
 MBR 処理水の評価結果について図-13、14 に示す。

オゾン注入率に応じた 8 物質の生成濃度の上昇傾向

が見られず、8 物質の生成濃度の合計値も他のケー

スと比較して全体的に低い状況であった。しかし、

オゾン注入率が 2～6mg/L の範囲内にて、次亜塩素

酸ナトリウムの添加により NDMA の生成がより顕

著となり、その濃度は約 24～55 ng/L であった（図 
-14）。先の生物学的高度処理水と同様に、NMOR の

顕著な生成は認められず、また、オゾン注入率が

2mg/L以下であればNDMAの顕著な生成が認められ

なかったが、NMOR に関しては生成濃度がやや上昇

したものの 10 ng/L 以下であった。 
米国環境保護庁では生涯発がんリスクを 10-５に相

当する水道水中のNDMA濃度として7ng/Lを示して

いる 13）。またWHO の飲料水水質ガイドライン値 14） 
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図-13 MBR処理水の塩素とｵｿﾞﾝ処理

によるﾆﾄﾛｿｱﾐﾝ類の生成濃度
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や厚生労働省の水道水質基準の要検討項目の目標値
15）として 100ng/L が定められている。本評価では、

各再生原水に対してオゾン注入率を 2mg/L 以上なら

びに次亜塩素酸ナトリウムによる塩素処理により

NDMA 濃度が 7ng/L を超過したが、オゾン処理後に

おける易分解有機物の担体処理や残留塩素の中和処

理を行うことで NDMA の低減化が図られる可能性

が示された。 
 

3．2．2 再生処理による NoV、FRNAPH の除去不

活化効果 

オゾン、塩素消毒による NoV、総 FRNAPH 濃度

の低減効果を図-15 に示す。なお、MBR 処理水を用

いたケースでは、消毒原水を含めそのオゾン、塩素

消毒後の試料からは NoV、総 FRNAPH とも不検出

（検出限界値以下）であった。NoV の低減効果はオ

ゾン注入率が 6mg/L 時に 1log 弱、その後の塩素処理

により 1.2log となった。NoV は遺伝子の定量結果に

基づくため実際の不活化効果はより高いことが推定

される。総 FRNAPH については、オゾンの注入率を

高めることで低減効果が向上しており、注入率が

6mg/L の低減効果は 1.5log となった。オゾン処理の

後に 2mgCl/L の添加条件にて塩素処理を行うことで

オゾンの注入率の多少に関わらず全ての試料で不検

出となった。この時の実測値を 1 プラーク（検出限

界値）と仮定して低減効果を算出すると 2.2log 以上

となり不活化が高いことが推定された。図には示し

ていないが 10mgCl/L とした添加条件でも同様な結

果が得られている。 
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採水時における残留塩素濃度は 2mgCl/L の添加条

件にて遊離塩素が 0.5～0.7mg/L、全塩素が 1.0～
1.2mg/L、10mgCl/L の添加条件では遊離塩素が 6.7～
7.1mg/L、全塩素が 8.1～8.5mg/L で推移していた。 
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次いで、B 再生処理施設における NoV と FRNAPH 
の低減効果について図-16 に示す。NoV についての

みスポット採水による各 3 試料の平均値である。ま

た、ICC-PCR 法による二次処理水中の FRNAPH は、

GⅡが最も高濃度であったことから、その結果のみ

をグラフ中に記した。 
活性汚泥二次処理水を原水とした生物膜処理

（HRT 約 6 時間）による NoV と FRNAPH の低減効

果は低くPCR法あるいはPlaque法での評価で最大で

0.3log 程度であった。生物膜処理後のオゾン処理（注

入濃度 6mg/L、HRT 約 3 時間）では NoV の低減効果

は 1.6log 程度に対し、ICC-PCR 法や Plaque 法では不

検出であった。この時の各実測値を 1copy あるいは

1 プラーク（検出限界値）と仮定して低減効果を算

出すると ICC-PCR 法では 3.9log 以上、Plaque 法は

2.9log 以上に向上した。さらに、オゾン処理後の塩

素処理水（再生水：次亜塩素酸ナトリウム注入濃度

10mg/L、ライン注入）では全ての試料において NoV、

FRNAPH ともに不検出であり、上記と同様に検出限

界値を仮定して低減効果を算出するとNoV は 2.3log
以上、FRNAPH GII（ICC-PCR 法）は 3.9log 以上、

総 FRNAPH（Plaque 法）は 2.9log 以上となった。NoV
と FRNAPH 等の低減効果に差が見られたが、NoV
は感染力の有無を反映しない遺伝子定量法であり、

FRNAPHは感染力を反映する培養法による評価であ

るため、実際の低減効果（不活化効果を含む）は

FRNAPH の値に近似しているものと推定される。こ

れらの結果から、ウイルスの不活化効果は概ね 4log
以上であることが推定された。 
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なお、採水時における再生水の残留塩素濃度は、

遊離塩素が 4.9～6.5mg/L、全塩素が 6.9～8.7 mg/L で

推移しており、添加条件を 10mgCl/L としたケース 6

での残留塩素濃度とほぼ同じであった。 
 

４．消毒効果の観点での再生処理技術の評価 

 再生水の主な利用用途は、水洗･散水･修景･親水利

用に大別されるが、特にヒトとの接触の可能性が高

い用途は親水･水洗利用である。主に衛生学的安全性

の向上を目的とした再生処理法は塩素、オゾン、紫

外線、膜処理であるが、その内、消毒副生成物の生

成リスクが生じる可能性が高いものは塩素、オゾン

処理である。塩素処理の導入箇所数は 111 箇所であ

るが、再生処理法として塩素単独処理のみの箇所数

は 33 箇所であることから、塩素と他方式の組合せ数

は 78 箇所であり、その内の 17 箇所がオゾン処理と

の併用処理、オゾン単独処理では 4 箇所であり、約

280 箇所の場外再利用施設の内、約半数が塩素、オ

ゾン処理を導入している状況であった。ヒトとの接

触が特に高いと想定される水洗･親水利用のケース

では、その再生処理技術としてオゾン･塩素消毒の併

用処理の導入事例が多い状況であることから、本研

究では、衛生学的安全性の向上の観点からウイルス

を指標としたオゾン･塩素消毒による除去、不活化効

果を評価した。その結果、室内実験や実再生水処理

施設での調査結果から、NoV や大腸菌ファージの高

い除去･不活化効果が得られており、消毒効果の観点

から衛生学的安全性は担保されているものと考えら

れた。しかし、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は N-ニトロ

ソアミン類の生成に影響を及ぼすことが明らかとな

り、消毒による衛生学的安全性の担保に加え、消毒

副生成物への対応を要する可能性が生じる結果とな

った。調査対象とした B 再生処理施設ではオゾン注

入率が 6mg/L、塩素注入率が 10mgCl/L としており、

これらの注入率とした室内実験の結果では、N-ニト

ロソアミン類の生成が顕著となった。生成の抑制策

としては、オゾン処理後における易分解有機物の低

減、残留塩素の中和、再生原水の高度化として MBR
処理水の利用等が考慮された。易分解有機物の低減

では、現有施設にて生物膜処理プロセスを有する場

合、生物膜処理･オゾン処理･塩素消毒としたプロセ

スを、オゾン処理の後段に生物膜処理を配置するこ

とも考えられる。また、限られたデータではあるが、

オゾン･塩素の併用処理では、オゾン注入率を 2mg/L
以下、塩素注入率を 2mgCl/L 程度としても NoV、

FRNAPH の除去･不活化効果が得られる可能性があ

り、消毒副生成物の抑制策として注入率の低減化も
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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。 
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資資源源回回収収型型下下水水処処理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 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．．ははじじめめにに    
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。 
  
22..  予予備備エエアアレレーーシショョンンタタンンククにによよるる有有機機物物回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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させることに役立つものとされている。余剰活性汚泥を

返送する場合、下水中のBOD,SSの除去率は浮遊性の有

機物に対して大きく、溶解性有機物に対して小さいと記

載されている。藤井ら 9)の報告によると、前曝気槽にお

ける浄化が生物学的吸着にあるとすると曝気時間は下水

と活性汚泥が平衡吸着濃度に達する時間が能率的とみな

され、20-30 分で平衡吸着濃度に達するとのことであっ

た。また本文献では、前曝気槽ではCODが平均で15％、

SS が 29.1％除去された事例が報告されている。一方で

山口ら 10)によると、予備エアレーションタンクに対して

余剰汚泥の投入を行った場合、溶存態のBOD が若干除

去できたが、それ以外は特に顕著な効果がみられなかっ

たと報告している。2001年度の指針より予備エアレーシ

ョンタンクの記載が削除されているため、現在では新し

い処理場では導入されることは考えにくい。既存の処理

場においても増設や改築時に用地の問題があった処理場

などでは廃止される傾向にある。 
今年度は、余剰汚泥を返送しているA市B処理場に実

際に設置されている予備エアレーションタンクついて、

前後の処理水の性状変化を把握した。併せて、予備エア

レーションタンクが存在しない条件や余剰汚泥の返送を

行わない条件についても疑似的に再現を行い、それぞれ

を比較することで処理水の改質効果について確認した。 
22..11  方方法法  
22..11..11  実実施施設設ににおおけけるる調調査査  

B処理場（日量12万トン：排水区分 合流）の処理フ

ローを図1に示す。沈砂池を通過した汚水は、予備エア

レーションタンクを曝気・攪拌されながら概ね 30 分か

けて通過する。曝気風量は概ね流入汚水の2割相当であ

る。その後最初沈殿池（水面積負荷 1～2m3/(m2・h)、
HRT=冬季は約3時間）を経て標準活性汚泥法で処理さ

れる。最終沈殿池で固液分離された余剰汚泥は、その一

部が返送汚泥として曝気槽に戻されるほか、それを超え

た量については予備エアレーションタンクに返送され、

最初沈殿池で初沈汚泥と合わせて引き抜かれ、下流のC
処理場に送泥されている。 
実験にあたっては、この処理（Case3）と比較するた

め、予備エアレーションタンクのない処理フローを模擬

したもの（Case1）、予備エアレーションタンクで曝気の

み行った処理フローを模擬したもの（Case2）を比較し

た。実験は同日の朝9時と昼12時前の2回実施した。 
Case 1とCase2の実験条件を表1に示す。Case1で

は、流入水を無曝気で 30 分間マグネチックスターラー

により攪拌したのち、攪拌直後の混合物（模擬最初沈殿

池流入水）及び3時間静置後の上澄み（模擬一次処理水）

を採水し次項に示す測定を行った。Case2では、流入水

を 30 分間曝気し、攪拌直後の混合物（模擬最初沈殿池

流入水）及び 3 時間静置後の上澄み（模擬一次処理水）

を採水した。曝気量は、実処理場での曝気量と同じ比率

となるよう調整した。なお、1 回目に採水した実験系で

は、Case2の曝気の設定が不十分であり、考察の対象か

ら外している。 
 

表1 模擬最初沈殿池流入水の調整条件 

 
 

Case3として、実処理場において予備エアレーション

タンク流入水及び返送余剰汚泥を採水後、30分後に最初

沈殿池流入水を採水した。調査当日のB処理場における

運転状況は表2の通りであった。 
あわせて、一連の処理による一次処理水への影響を評

価するため、Case1,2の処理を行った各試料及びCase3
で採取した最初沈殿池流入水を、ガラス製メスシリンダ

ー（２L）にて最初沈殿池の HRT と同等の 3 時間実験

室内で静置し、上澄み液を分取した。 
また、実処理場においてCase3の最初沈殿池流入水を

採取してから3時間後に最初沈殿池流出水（一次処理水）

を採取しての水質分析を行い、Case1～3 における上記

の上澄み液の水質と比較した。これら一連の調査におけ

る採水の作業フローを図2に示す。 

Case1 Case2
仕様容器 ５Lポリ瓶 ５Lポリ瓶
採水量 ５L（満水） ３L
曝気量 20ml/分

図１ B処理場の水処理フロー 
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表2 現地調査時におけるB処理場の運転状況 
 1 回目 2 回目 

流入水採取開始時間 9:35 11:40 
流入汚泥量（m3/h） 3500 4500 
余剰汚泥返送量（m3/h） 190 120 
予備エアレーションタンク
滞留時間（min) 

45 35 

予備エアレーションタンク
曝気量（Nm3/h) 

1300 1300 

無降雨継続時間 7 日 
 

 
図2 調査における作業フロー 

 
22..11..22 水水質質測測定定のの項項目目とと方方法法  
図 2 で示した各時点においてサンプルを採取し、TS、

VS、SS及び各態CODを測定した。TS、VS、SSは下

水試験方法に従って測定した。各態 COD は、既報 4)を

参考に、全試料、ろ過試料、凝集－ろ過試料の COD
（TCOD、FCOD、FFCOD）を測定し、その結果から、

懸濁態、コロイド態、溶存態 COD （PCOD、CCOD、

SCOD）を各態CODとして算出した（図3参照）。また、

曝気汚泥を採取し、蒸発残留物（TS）を測定した。 
FCOD は、孔径 1.5m のガラス繊維ろ紙のろ過試料の

COD とした。FFCOD（SCOD と同じ）は、Mamais
ら 5)の方法に従った。すなわち、試料に硫酸亜鉛溶液を

添加し、pH10.5で凝集沈殿させ、上澄みを孔径0.45m
のセルロースアセテートフィルターでろ過し、ろ過され

た試料のCOD とした。PCOD は、TCOD からFCOD
を引いた値とした。CCOD は、FCOD からFFCOD を

引いた値とした。COD の測定は、有機物捕捉率の高い

二クロム酸カリウムによる方法を用い、吸光光度計

DR3900と測定試薬（HACH社）を使用した。 

 
図3 各態CODの測定値と算出値の関係 

 
22..22  結結果果  
22..22..11  実実処処理理場場のの処処理理ププロロセセススににおおけけるるCCOODDのの変変化化  
図4に実処理場の各処理プロセスにおけるCODの変

化を示す。それぞれ、流入から各プロセスの HRT 後に

採水している。また、図5にSSとPCODの変化を示す。 
流入水のCOD は時間変動していることが想定される。

今回採水した2回においては、予備エアレーションタン

ク流入時（流入水∔返送汚泥）において、SCOD がいず

れも約100mg/L程度、CCODは20-30mg/L程度であっ

た。それに対し、PCODは740mg/L(1回目)、180mg/L(2
回目)と大きく、また差も大きくなっている。 

 
図4 各処理プロセスにおけるCODの変化 

（左 一回目 右 二回目） 
 

 
図5 各処理プロセスにおけるSSとPCODの変化 
（左 一回目(流入9:00) 右 二回目(流入11:40)） 

 
予備エアレーションタンクの前後で、SCODについて

はいずれも2割程度減少、CCODはほとんど変化してい
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なかった。PCOD については、一回目においては

740mg/Lが980mg/Lと増加している一方で、二回目に

おいては180 mg/Lが50mg/Lと減少しており、SSと概

ね同様の挙動をしている。なお PCOD については採水

のタイミングによる影響も含まれており、予備エアレー

ションタンクでの処理による効果は不明確であった。ま

た SS が少ない場合、予備エアレーションタンクの直後

と一次処理水の水質に大きな差は見られず、最初沈殿池

におけるCOD除去の効果は不明確であった。 
以上から今回調査対象とした処理場のように、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。 
22..22..22  予予備備エエアアレレーーシショョンン手手法法のの違違いいにによよるる影影響響  
予備エアレーションタンクにおける汚泥の返送及び曝

気が一次処理水の水質に与える影響について整理するた

め、予備エアレーションタンクのない処理フローを模擬

したもの（Case1）、予備エアレーションタンクで曝気の

み行った処理フローを模擬したもの（Case2）及び予備

エアレーションタンクで余剰汚泥の返送及び曝気を行っ

た実施設の予備エアレーションタンク流入水、流出水及

びその上澄み液（Case3）並びに実施設の一次処理水の

結果を比較した。ここでは全データが取得できた2回目

の調査結果について考察する。 
 
表3  各実験系の水質測定結果 （単位：mg/L） 

 
 
表3 に各実験系のCOD とSS の測定値、図6 に除去

率を示す。ここで除去率の分母は、Case1と2は流入下

水に対して、Case3と一次処理水は、Case3の流入下水

＋返送汚泥に対してとしている。 

  
図6  予備エアレーション＋沈殿による除去率 
（Case1-3沈殿処理後上澄み及び一次処理水） 

 
SCODは汚泥返送＋曝気では2割程度除去されている

が、曝気のみや攪拌のみでは変化が見られなかった。

CCODについてはいずれも測定値が小さく、一次処理水

を除いて1割以内の変化であった。これは山口ら 10)が報

告しているように、汚泥返送＋曝気によって溶存態の

BODが3割除去されたほかは、全BOD、COD、SSで

はほとんど差がみられなかったという結果と、類似した

結果が得られた。また PCOD については定性的ではあ

るがSSの挙動と類似した傾向がみられた。 
続いて予備エアレーションタンク単独でのCOD除去

量を下の式により、計算した。 
 

  TS・時間当たりのCOD 除去量[mg/(g・h)] 
＝(COD�� − COD���) ÷ (TS[g/L] × HRT［h］ ) 

 
ここで、COD��：予備エアレーションタンクの流入（汚

泥返送を考慮）もしくは模擬試験における試験前の

COD[mg/L]、COD���：予備エアレーションタンクの越

流もしくは模擬試験における所定時間後の COD[mg/L]、
である。またここでの TS は予備エアレーションタンク

もしくは模擬試料のTS、HRTは予備エアレーションタ

ンクもしくは模擬試料の曝気・攪拌時間とする。計算結

果を図 7 に示す。各態 COD の除去量に着目すると、

Case3のみSCOD除去量は約60 mg/(g・h)であり、昨

年度の高速活性汚泥法での実験結果である 15mg/(g・h)
よりも大きい。CCOD 除去量は、いずれの条件も 10 
mg/(g・h)以下であり、昨年度の結果である5mg/( g・h)
以下とほぼ同等である。PCOD除去量はばらつきが大き

いが、Case3では約400mg/( g・h)となっており、昨年

度の結果である 1～29 mg/(g・h)よりも大きくなった。 
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図7  予備エアレーションによる 

    TS・単位時間当たりのCOD除去量 
 

22..33  ままととめめ  
高速活性汚泥法と類似した予備エアレーションタンク

について、実処理場においてCOD 除去量への影響を調

査した。これから、以下の結果を得た。 
１）予備エアレーションタンクの前後で、SCODについ

てはいずれも2割程度減少、CCODはほとんど変化

していなかった。PCOD については、SS と概ね同

様の挙動をしており、予備エアレーションタンクで

の処理による効果は不明確であった。 
２）模擬的に予備エアレーションタンクなし、および曝

気のみの条件を再現して比較したところ、汚泥返送

と曝気を行った場合では SCOD が 2 割程度除去さ

れているが、曝気のみや攪拌のみでは変化が見られ

なかった。 
３）TS・時間当たりのCOD除去量は、SCODでは活性

汚泥の返送により約 60mg/(g・h)と高速活性汚泥法

と比べて大きくなり、CCODは10mg/(g・h)以下で

あった。 PCOD について SS に依存するため、ば

らつきが大きい。 
 
33．． 下下水水道道資資源源中中のの窒窒素素をを用用いいたた海海洋洋施施肥肥のの検検討討  
33..  11 研研究究内内容容  
昨年度はリン回収について検討がなされていたが、下

水道はリン以外にも資源としての可能性があり、今年度

はその一つとして窒素について着目した。 
一部の水域では、夏季に赤潮や貧酸素水塊が発生し、

冬季は栄養塩不足等の要因によりノリの色落ち等が問題

とされている海域が存在している 11)。このような水域で

は、水環境中の栄養塩類のバランスを適切に保つことで、

豊かな海を再生し、生物の多様性を保全していくことが

重要であり、佐賀市浄化センター12)をはじめいくつかの

地方公共団体の下水処理場では既に季節的な調整運転な

どの取組が始められている。漁業者サイドにおいても、

特にノリやワカメといった藻類養殖において施肥技術の

検討が長年にわたって実施されてきており、農業用の化

学肥料を用いた検討についても行われている 13)。また、

近年では下水汚泥と他の材料を混合・加圧して製造され

た固化肥料を用いて、コンブの藻場再生に関する試験が

実施している事例も報告されている 14)。 
水中での拡散を抑制するよう固化した肥料により、栄

養塩類を徐々にかつ継続して溶出することで、藻場を再

生したい場所に対してスポット的に栄養塩を供給できる

可能性がある。ノリ等の養殖場や再生させたい藻場周辺

では、藻類の増殖に必要な栄養塩の需要が高く、一部の

栄養塩は藻体として再度陸上に回収されることも想定さ

れる。 そのため、閉鎖性水域を除けば、水域への水環境

の立場からは水域全体を汚染する可能性は、栄養塩濃度

の高い放流水を流す等の面的（海域全体）な栄養塩の供

給と比べて相対的に低いと考えられ、さらには生産の立

場からは長期間の肥効継続等の点から施肥頻度が減少す

るため効率的な投資となりえる。 
そこで本年度は、藻類等の養殖を行っている限られた

海域への栄養塩の供給剤として下水汚泥肥料等の活用の

可能性を検討するため、液状試料や粉体試料を固化した

模擬固化肥料について溶出速度の検討を行った。溶出速

度が既知となれば、目標とする海域の栄養塩濃度を考慮

した施肥量や施肥の頻度を検討することが可能となり、

これらを踏まえた事業の採算性や環境影響評価が可能と

なる。 なお、溶出速度は実スケール・実環境での試験に

より算出することができるが、本稿ではラボスケールで

の溶出試験と結果をモデル化することにより、想定環境

における溶出速度の推算を試みた。 
33..  22..  溶溶出出試試験験  
33..  22..  11..  試試験験方方法法  
溶出試験の供試体は、硝酸アンモニウム水溶液（下水

処理水や液状肥料を想定）を寒天（Bacto™ Agar）で固

化したもの（図8のa）、X市のコンポスト（下水汚泥を

原料にもみ殻を混合し、80℃以上で発酵処理したもの）

を寒天（同上）で固化したもの（図8のb）、X市のコン

ポストを固化せずにそのまま用いたもの（図8のc）、及

びY町で使用されている固形肥料（下水汚泥コンポスト

と固化剤等の他資材を混合・加圧して製造された固形肥

料）（図8のd）である 。寒天固化した供試体は、4gの

Bacto™ Agar に硝酸アンモニウム水溶液やコンポスト

を加え、水分が添加資材も含めて 100g になるよう超純

水を混合し、加熱後攪拌しながら冷却して作成した。
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表4 供試体の諸元 

 
 
供試体の諸元（体積、表面積、TS及び含有窒素量等）

については、表4に示す。固化したものについては表面

の寸法を計測し表面積を求めており、固めていない「コ

ンポスト」のみ、JIS Z 8830 (ガス吸着による粉体（固

体）の比表面積測定方法)の多点法に準拠して測定した。

このため、固めていない「コンポスト」のみ、表面積が

突出して大きくなっている。実験開始時における試料の

窒素含有量は、硝酸アンモニウム水溶液の固化体につい

ては使用した試薬量から、それ以外はCHN計(Thermo 
Fisher Scientific社製FLASH EA 1112)により測定した。

溶媒は、超純水及び 3％塩化ナトリウム水溶液（以下

NaCl 水溶液）の 2 種類を使用し、それぞれ河川水と海

水を模した。実験では、各溶媒が 2L 入った約 3L の容

器に対して、回転子が直接触れないように供試体を不織

布ネットで上部から吊り下げ、実験期間中の溶媒濃度が

一定となるようマグネチックスターラーにより 250rpm

で実験期間中連続攪拌を行った。概ね室温が 15-20℃の

環境で28日間溶出試験を実施し、試験開始から15分後、

30 分後、1 時間後、2 時間後、4 時間後、8 時間後、12
時間後、24 時間後と28 日後に各50ml を採水した。採

水したサンプルは適宜希釈し、水酸化ナトリウム‐ペル

オキソ二硫酸カリウム溶液により分解後 、銅・カドミウ

ムカラム還元-N-(1-ナフチル)エチレンジアミン法により

TN を求めた。なお、24 時間後から 28 日後の間は、溶

媒の蒸発が想定されたため、適宜超純水を加えて蒸発の

影響を無視できるよう調整を行った。溶出試験の装置に

ついては図9に示す。 

 
図9 溶出試験装置 

 
33..  22..  22..  試試験験結結果果  
 各実験系における溶出は、図10、図11に示す通りで

あった。経過時間及び溶媒中のTN濃度について両対数

グラフで記述すると、コンポスト単独の実験系を除いて

概ね 24 時間以内では直線上に乗っており、溶出初期に

おいてはべき乗で濃度が高くなっていく様子が確認でき

る。また、他よりTN量が多く、液状肥料の固化を想定

した肥料「硝安＋agar」は他の肥料と比較して、溶媒中

のTN濃度が常時高かった。 
 溶媒中の NaCl が与える影響については、図 10 と図

11を比べるとほとんど差がみられず、不明であった。寒

天によるコーティングの効果は、コンポストの実験結果

から最終的な溶出量には影響はしないものの、溶出速度

を遅くする効果は認められた。 
なお、予備実験として寒天に副資材を加えず、超純水

を溶媒として 14 時間の溶出試験を行っている。溶媒中

のTNは1.7mg/Lであり、図10及び図11と比較して、

実験結果に大きな影響を与える濃度でないと判断し、寒

天から溶出する窒素の影響については無視することとし

た。 

硝安+Agar コンポスト+Agar コンポスト 固形肥料

円錐台 円錐台 粒状 立方体

101 101 74.1

120 120 1.16×105 106

7.4% 7.4% 59% 75%

Agar/総水分(重量比） 4.0% 4.0%

超純水 1.29 0.089 0.10 0.29

NaCl aq 1.28 0.093 0.10 0.28

形状

体積　cm3

TN ｇ

TS

表面積　cm2

図8 溶出試験の供試体 
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図10  溶媒中のTN濃度変化（溶媒：超純水） 

 
図11  溶媒中のTN濃度変化（溶媒：NaCl水溶液） 
 
33..  33．．  ワワイイブブルル分分布布をを用用いいたたモモデデルル化化  
33..  33..  11  ワワイイブブルル分分布布  
 各実験系で得られた結果について、Itai15)らの検討を

参考に、ワイブル分布の累積分布関数を用いて近似を行

った。時間 t における溶媒中の全窒素濃度をC(𝑡𝑡)とおく

と、近似式は次式で表現できる 16)。 

C(𝑡𝑡) � 𝐶𝐶� × �1 − exp �−�𝑡𝑡𝜂𝜂�
�
�� 

ここに 
C�：終局時の溶媒の全窒素濃度(mg/L)、t：経過時間、 
η：尺度パラメータ、m：形状パラメータ 
である。 
このとき時間tにおける溶媒のTN濃度変化率c(𝑡𝑡)はワ

イブル分布の確率密度関数を用いて下式で示される。 

c(𝑡𝑡) � 𝐶𝐶� × �
� × ����

��� × exp �− ����
�� 

 ここで、ワイブル分布の適用について言及する。ワイ

ブル分布は機械などが故障するまでの時間の分布、すな

わち寿命時間分布として知られている 16)。 
ここでは、溶出現象を以下のモデルで仮定する。多数

の殻で覆われたカプセルの集合体である固化物は、カプ

セル内外の TN の濃度による圧力差によって破壊され、

破壊されたカプセルからTNが供給される。カプセルの

破壊は時間及び溶媒中のTN濃度に依存する一つの確率

分布に従うと考えられるが、溶媒中のTN も時間 tに依

存する。そこで時間 t を確率変数と考え、その密度関数

を f(t)、分布関数を F(t)、終局状態で破壊するカプセル

の総数をN個とする。溶出試験開始後からカプセルが破

壊せずに t時間経過したという条件で、それに続く∆t時
間以内に破壊するカプセルの期待値は∆t が十分小さい

とき次式で与えられる。 
𝑃𝑃(𝑡𝑡 � � � 𝑡𝑡 � ∆𝑡𝑡|� � 𝑡𝑡) × N 

� 𝐹𝐹(𝑡𝑡 � ∆𝑡𝑡) − 𝐹𝐹(𝑡𝑡)
1 − 𝐹𝐹(𝑡𝑡) × N ≒ 𝑓𝑓(𝑡𝑡)

1 − 𝐹𝐹(𝑡𝑡)∆𝑡𝑡 × 𝑁𝑁 

 ここで、ℎ(𝑡𝑡) � �(�)
���(�)は、ハザード関数と呼ばれ、あ

る時間における瞬間的な破壊しやすさを表している 17)。

溶出初期で溶媒中のTN濃度が低い場合にはカプセル内

外のTNの濃度による圧力差が大きく、終局状態では固

化物中の破壊可能なカプセルがすべて破壊され、ℎ(𝑡𝑡)
＝0となる。溶媒中の TN が飽和した場合、濃度差は存

在するが、平衡反応となるためℎ(𝑡𝑡)＝0となる。そのよ

うな条件を満たすハザード関数のうち、簡易な形状であ

る、ℎ(𝑡𝑡) � 𝑎𝑎𝑡𝑡�（ただし𝑎𝑎 � 0,－1＜𝑏𝑏＜0）で近似でき

ると仮定すると、
�(�)

���(�) � 𝑎𝑎𝑡𝑡�となる。この両辺を t で

積分すると 

− log�1 − 𝐹𝐹(𝑡𝑡)� � 𝑎𝑎
𝑏𝑏 � 1 𝑡𝑡

��� � 𝐴𝐴 

1 − 𝐹𝐹(𝑡𝑡) � 𝐴𝐴�exp �− � 𝑎𝑎
𝑏𝑏 � 1� 𝑡𝑡

���� 

ここで分布関数の性質から𝐹𝐹(0) � 0であるので𝐴𝐴� �
1、また𝑏𝑏 � � − 1、𝑎𝑎 � �𝜂𝜂��を代入すると 

𝐹𝐹(𝑡𝑡) � 1 − exp �− � 𝑎𝑎
𝑏𝑏 � 1� 𝑡𝑡

���� � 1 − exp �− �𝑡𝑡𝜂𝜂�
�
� 

ここで終局状態の溶媒濃度をC�とするとC�＝𝑁𝑁 × ��
� で

あるので（ここにカプセル中のTNを𝑤𝑤�、溶媒の体積を

Vとする）、 

𝐶𝐶(𝑡𝑡) � 𝑤𝑤�
𝑉𝑉 × � 𝑃𝑃 × N 𝑑𝑑𝑡𝑡

�

�
� 𝐶𝐶� × 𝐹𝐹(𝑡𝑡)

� 𝐶𝐶� × �1 − exp �− �𝑡𝑡𝜂𝜂�
�
�� 

と先述の式が導出される。すなわち、ある時点の最終溶
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出濃度で規格化された溶出速度と最終溶出濃度に対する

時点の濃度の割合が時間 t の指数関数で近似できるモデ

ルを採用していることになる。 
33..  33..  22  試試験験結結果果とと近近似似式式  
 3.2 溶出試験で得られた試験結果について、ワイブル

曲線で近似した結果を図12、図13に、各近似式のパラ

メータを表5に示す。近似曲線はMicrosoft Excel のソ

ルバー機能（GRG 非線形エンジン）を用い、近似値と

実測値の差分の平方和が最小となるよう、各実験系のC 、

η、mを調整した。 
近似曲線は比較的精度よくフィッティングできている

と考えられる。C については溶媒に関係なく同じ供試体

でかなり近い値を示しており、近似式上も終局的な溶出

量の差はみられない結果が得られた。また、X 市コンポ

ストにおいて、寒天の有無によらずC の値は変わらなか

ったことも再現できている。形状パラメータであるmは

いずれも 1 未満となっている。ワイブル分布において、

mが1未満の場合は、初期的な故障が出尽くして時間が

経過するにつれて製品の故障が起きにくくなる曲線を表

現しており 16)、これは初期に多くの溶出量が発生する溶

出を再現しているといえる。「コンポスト」（単体）につ

いては、m=0.14 と 0 に近い値であり、試験直後に急速

に溶出したことが表現されている。「固形肥料」について

は、溶媒の違いによりmの値に差が生じているが、NaCl
水溶液を溶媒としたときの t=24h の値を除くとC =99、
η=39、m=0.54となり、超純水を溶媒としたときの近似

式と近い値が得られた。 
また、表6に、実験終了時における供試体からの窒素

の総溶出量と総溶出率を示す。なお、表中の「計算値」

は近似式による計算結果であり、「実測値」は溶出試験時

の水質分析による結果である。また、総溶出率は表中の

総溶出量を表4のTN量で割って求めた。1か月の試験 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

期間で、硝酸アンモニウム水溶液を寒天固化した供試体

中に含有したTNはほぼ溶媒に溶出していた。コンポス

ト（単体）及びコンポストを寒天固化した供試体は約60
～70％が溶出していた。固形肥料については約60％が溶

出した結果となった。  

 
図12 溶出近似曲線（溶媒：超純水） 

 
図13 溶出近似曲線（溶媒：NaCl水溶液） 
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表5 近似曲線のパラメータ 
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33..33..33  近近似似式式かからら求求めめらられれるる海海域域ででのの溶溶出出速速度度  
 さて、供試体からの溶出速度は、本実験においては溶

媒の量が既知であるため、溶媒の濃度変化率から求める

ことができる。また、同一供試体に対する溶媒の濃度変

化率は溶媒濃度のみに依存すると仮定する。すなわち

C(𝑡𝑡)及びc(𝑡𝑡)はいずれも tのみの関数であり、C�、η、ｍ
が決定していれば、既知のC(𝑡𝑡)に対する溶媒中のTN濃

度の変化率c(𝑡𝑡)から計算は可能である。 
 海域中の窒素濃度を、海域Ⅱの上限値 0.3ｍg/L と仮

定した場合の窒素溶出速度と、この溶出速度が維持され

た場合に今回使用した供試体から溶出が継続する時間

（溶出継続時間）を表7に示す。 
 

表7 海域における溶出速度と溶出継続時間 
供試体 

溶出速度 溶出継続時間 備考 

g-N/m2/day min  

硫安+agar 1.9×104 8.2  

コンポスト+agar 1.3×102 85  

コンポスト 2.9×1012 4.4×10-12  

固形肥料 8.7×102 44 t=24hを除外 

 
溶出速度は、既知のC(𝑡𝑡)から t を求め、得られた時間

t における c(𝑡𝑡)に溶媒の体積を乗じ、供試体の表面積で

除して求めた。近似式から C(t)=0.3mg/L となる時間 t
を求めたところ、遅くても数十秒であり、いずれの実験

系でも外挿による近似となった。そのため、ここではあ

まり精度は期待できないが大まかなオーダーについて議

論ができると仮定した。表面積が他の試料よりも大きい

「コンポスト」（単体）を除くと、102～104g-N/m2/day
程度であった。一方でコンポスト（単体）では、1012 
g-N/m2/day程度であり、非常に大きな値となった。これ

については、コンポストの微粉末が実験初期に溶液全体

に拡散するため、その影響が考えられた。同じ供試体を 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

用いた場合における溶出の継続時間は、コンポストを除

くと十分程度から数時間となった。なお、本検討の精度

の向上においては、実験開始直後の採水頻度や試料と溶

媒の比率の調整が必要である。 
参考までに、魚かすからの栄養塩供給に関する検討事

例 18)では、1 日あたりの発酵魚かす（窒素成分は湿重量

の6.7％）の流出量が0.25％であったと報告されている。

同検討では仮に魚かす（25㎏）の保持に使用したカマス

の表面積を 1m2 とすると 25 ㎏× 0.25% ×

6.7%/1=4.2g-N/m2/day程度となり、本実験結果はこれと

比較して数十～数千倍のオーダーである 。また、信澤ら

19)の実験によると、横浜港の嫌気性の高い底泥からの

TN の溶出速度を最大で 52.9 mg-N/m2/day と報告され

ている。谷本ら 20)のモデルによると大阪湾の底泥からの

DIN（溶存態の無機窒素）の総溶出量が 18.5t/day とな

っており、湾の面積 21)を約 1,450km2とすると底泥から

の溶出は12.7 mg-N/m2/dayとなり、今回の実験結果を

これらの底泥からの溶出速度と比較すると、コンポスト

を除くと概ね104～106倍のオーダーとなった。谷本ら 20)

のモデルでは、湾内の堆積物からの溶出量は河川等から

の負荷量に対して 35～70％としている。仮に総表面積

1000m2の固化肥料を施肥した場合には 0.1～10t-N/day
程度を海域に供給することになり、大きく見積もると大

阪湾に河川等から流入する総負荷量と同程度となる。そ

のため施肥にあたってはその形状や量については十分な

検討が必要である。 
33..  44  ままととめめ  
 本実験結果から、以下の結果を得た。 
・ 溶媒に超純水と3%NaCl水溶液の2種類を用いて比

較を行ったが、TN の溶出傾向に大きな違いがみら

れなかった。 
・ 寒天による固化は、溶出速度の抑制効果が期待され

表6 TNの溶出量と溶出率 

超純水 NaCl aq 超純水 NaCl aq 超純水 NaCl aq 超純水 NaCl aq

η 6.8 7.5 25 17 2.4 0.13 34 21

m 0.67 0.65 0.55 0.61 0.14 0.14 0.55 0.75

C0 7.5×102 7.9×102 36 39 40 36 1.0×102 99

総溶出量
（計算値)

1.3 1.4 0.056 0.064 0.062 0.063 0.15 0.16

総溶出量
(実測値）

1.3 1.4 0.063 0.067 0.068 0.065 0.17 0.17

総溶出率
（計算値)

103% 109% 63% 69% 61% 62% 51% 57%

総溶出率
(実測値）

102% 108% 70% 72% 66% 63% 60% 59%

C0の単位はmg/L、総溶出量はg-N

硝安+Agar近似 コンポスト+Agar近似 コンポスト近似 固形肥料近似
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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．．おおわわりりにに  
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。 
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遺遺伝伝子子情情報報をを活活用用ししたた病病原原微微生生物物のの早早期期検検出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 

 

調調査査期期間間 (2018年年–2020年年)
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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本研究のメタゲノム解析により各月の下水流入水

で検出されたヒトを宿主とするウイルスは、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（図-3）。ヒトに感染する病原ウイルスに同定

された配列数の月毎の合計に対して、それぞれのウ

イルスに同定された配列数の割合を図-3（上）に示

した。 

 

図-1 各月の下水流入水に検出された配列の同定割合 

 

図-2 各月の下水流入水に検出された配列の中でウイルスに同定された配列の宿主の割合 
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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。その中でもノロウイルス

（図-3 上、赤）は、特に流行期となる冬季に割合が

高かった（2018 年 12 月–2019 年 3 月、2019 年 12 月

–2020 年 1 月：38%–69%）。サポウイルスは 2019 年

10 月（7%）を除くと 16%–62%の存在割合で検出さ 

 

 

図-3 本研究のメタゲノム解析により各月の下水流入水で検出されたヒトを宿主としたウイルスの検出結果 

（上：割合、下：検出数） 
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れ、季節性はみられなかった。アストロウイルスは

2019 年の夏から秋にかけて割合が大きくなってい

た（2019 年 8 月–11 月：23%–51%）。ノロウイルス、

サポウイルス、アストロウイルス以外のウイルスで

は、ヒトパレコウイルスと手足口病、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

 

図-4 各月の下水流入水で検出された感染性胃腸炎を引き起こす原因ウイルスの検出結果と、 

対象地域の感染性胃腸炎患者報告数の推移 

 

 
図-5 各月の下水流入水で検出された手足口病とヘルパンギーナを引き起こす原因ウイルスの検出結果と、 

対象地域の手足口病およびヘルパンギーナ患者報告数の推移 
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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

 
  

11．．  ははじじめめにに                                  

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

22．．11  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よびび考考察察  

図-1 に、3 系列におけるミミズの飼育結果を示
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す。初沈汚泥は脱水せずに添加したため、土の含

水率が 80%以上と高いが、系列 1、3 で、安定し

たミミズの成長がみられた。40 日以降に初沈汚泥

の追加量を増やすと、成長がみられなくなったた

め、初沈汚泥の添加量は調整が必要であると考え

られた。系列 2 では、25 日以降に初沈汚泥の添加

に変更した後、成長がみられたことから、初沈汚

泥がミミズの餌として有用であることが示された。

産卵数は、系列 1~3 で同程度であった。しかし含

水率は、ココピートを用いた系列 1、2 で上がる傾

向を示したため、含水率の安定の観点から、堆肥

と汚泥の混合の方がよいことが示された。 

 

  
(a) 生重量と産卵数 (b) 土の含水率と追加量 

図-1 シマミミズの飼育結果 
33．．  汚汚泥泥種種類類にによよるる貧貧毛毛類類飼飼育育比比較較実実験験  

33．．  11  実実験験方方法法  

22..の結果をうけて、初沈汚泥、余剰汚泥の機械

濃縮汚泥（以下、「余剰汚泥」）および消化汚泥を

餌とした、ミミズの成長比較実験を行った。

1000mL 容の PP 製びん内において、ミミズ堆肥約

200～300g に、初沈汚泥、余剰汚泥、消化汚泥を

それぞれ 50～300g を 2 週間に 1 回添加した。そ

れぞれミミズを10匹ずつ添加する系を2系列（I，
II(汚泥投入量に違い)）、ミミズを添加しない系を

1 系列（III）用意した。22 と同様のシステムにおい

て、約 3 カ月飼育を行った。2 週間に 1 回、全体

重量および土の含水率、pH、電気伝導率(EC)を測

定した。ミミズは、生重量、産卵数を測定した。 
33．．22 実実験験結結果果おおよよびび考考察察  

表-1 に、各汚泥を用いたミミズ飼育の実験結果

を示す。汚泥投入量、汚泥減少率、含水率は、2
週間毎の平均値を示している。ミミズの生重量は、

初沈汚泥では投入量に関わらず増加傾向を示した

が、余剰汚泥や消化汚泥では、投入量で差がみら

れ、消化汚泥では、終了時に死滅してしまった。

含水率は、汚泥を添加後84～92%まで上昇したが、

2 週間後は、汚泥種類や投入量に大きな差はなく、

いずれも 79~87%に低下した。生重量増加率は、

汚泥添加後および 2 週間後の含水率と高い相関を

示しており、本研究の範囲では、含水率が高いほ

ど生重量増加率が高い傾向を示した。また、ミミ

ズを添加した系において、しない場合と比較して、

含水率が高く保持される傾向を示した。産卵数は、

初沈汚泥において、他の汚泥よりも多く、初沈汚

泥がミミズの飼育に適していることが示された。

余剰汚泥においては、I 系と II 系で産卵数に大き

な差がみられた。産卵数は pH とやや相関がある

傾向を示しており、I 系では pH が低いことが、産

卵数が低い原因と想定された。消化汚泥では、ミ

ミズの成長が終了時直前までみられたが、産卵は

ほぼみられなかった。汚泥減少率は、初沈汚泥の

I 系、III 系および消化汚泥の I 系で 1 以上であっ

た。また、いずれの汚泥もミミズを投入する方が、

汚泥減少率が高い傾向を示し、ミミズの飼育によ

り汚泥減容化の傾向がみられることが示された。 
表-1 汚泥種類での貧毛類飼育比較実験結果 

汚泥添

加後

2週間

後

開始

時

終了

時

開始

時

終了

時

初沈I 300 1.16 89 85 7.3 7.6 0.98 1.16 504 1.27

初沈II 200 0.85 87 84 4.6 5.9 0.96 1.52 401 1.37

初沈III 200 1.07 86 84 5.3 6.0 1.99 0.66 － －

余剰I 120 0.92 87 81 7.1 4.9 ＞4 ＞4 10 0.87

余剰II 100 0.66 88 83 4.9 5.1 1.81 3.42 134 1.32

余剰III 100 0.83 83 81 5.5 4.1 1.78 1.97 － －

消化I 150 1.41 92 87 6.3 5.7 3.22 1.23 3 (2.35)*3

消化II 100 0.98 87 79 4.7 6.4 0.92 0.15 2 (0.7)*3

消化III 100 0.98 84 82 5.4 3.5 2.7 1.75 － －
*1 2週間での汚泥減少量／（投入汚泥量－ろ液量）

*2 終了時の生重量合計／開始時の生重量合計

*3 終了時に死滅していたため、終了時前までの増加率

汚泥

減少

率*1

汚泥投

入量

（g）

含水率（%） pH EC（mS/㎝） 産卵

数

（個）

生重量

増加率

*2
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また、汚泥減少率は、含水率、pH および生重量増

加率と比較的相関が強い傾向を示していた。初沈

汚泥の系において、実験終了時の EC を比較する

と、I、II において、III よりも高く、シマミミズに

よる堆肥化がみられた。また、余剰汚泥では、I
では EC が高すぎて、測定できなかった。II では

堆肥の EC として数値に問題なく、ミミズの生育

も良好であったことから、余剰汚泥を用いたミミ

ズ飼育においては、汚泥の減容化には不向きであ

るが、堆肥化には適している可能性が示唆された。

消化汚泥では、汚泥減少率は比較的高く、ミミズ

の生重量の増加も一定期間みられていたため、汚

泥投入量や混合方法等を工夫することで、ミミズ

による持続的な汚泥減容化の可能性が考えられる。 
 
44．．  刈刈草草混混合合にによよるる貧貧毛毛類類飼飼育育実実験験  

A 処理場の初沈汚泥を遠心脱水したものに、イ

ネ科の刈草を粉末化したもの、10 ㎜にハサミで裁

断したものを適量混合し、底に空気穴を開けた 1L
のポリビンに、各混合物を 500mg 程度入れ、同程

度の大きさのシマミミズを 5 匹ずつ投入し、下部

から空気を送り、温度 20±5℃程度において、飼育

を 70 日間行った。結果を図-2 に示す。刈草 10 ㎜

の系では、ミミズの糞粒が見られるが、刈草の分

解は見られなかった。刈草粉末の系では、ミミズ

の糞粒がみられ、かさも減少していたため、本実

験の範囲では、刈草を粉末化して脱水汚泥と混合

することで、汚泥の堆肥化および減容化が可能で

あると示唆された。 

 
図-2刈草と脱水汚泥の混合物によるミミズ飼育

状況の経時変化 
55．．  ままととめめ  

 初沈汚泥とココピートまたはミミズ堆肥の混合

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、混合量の調整によ

り飼育が可能であることが示された。 
また、汚泥の種類によるシマミミズの飼育状況

の比較実験を行った結果、初沈汚泥でのミミズ飼

育において、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。消化

汚泥では、汚泥減少率は比較的高く、ミミズの生

重量の増加も一定期間みられていたため、汚泥投

入量や混合方法等を工夫することで、ミミズによ

る持続的な汚泥減容化の可能性が考えられた。余

剰汚泥は、ミミズの餌とすることで、減容化は難

しいが、汚泥の混合割合の調整によって、堆肥化

が可能であることが示唆された。イネ科の刈草は、

粉末化して混合することで、汚泥の堆肥化および

減容化が確認できた。 
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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 
 
 

11．．ははじじめめにに 
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．．下下水水処処理理場場ににおおけけるる硝硝化化阻阻害害発発生生実実態態のの全全国国アアンン 
ケケーートト調調査査  

 
22..  11..  背背景景とと目目的的  

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..  22  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..  33  結結果果とと考考察察 

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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答されたものが 57 件あり、処理場数としては 1,556 件で

あった。これは、平成28年度の下水道統計による全国処

理場数2,171件の71.6%に相当するものであった。全国の

幅広い下水処理場において多様な環境かつ多様な流入下

水の水質がある中で、統計解析する上で充分な回答が得

られた。また、最も高い回答率を示した 2 つの県では回

答率が 100%（それぞれの処理場数は 12 件と 36 件）で

あった。以降では、有効データ1,613件について結果を整

理して述べる。 
22..  33..  11    硝硝化化阻阻害害発発生生経経験験とと頻頻度度 

 硝化阻害発生事例について、“経験あり”と回答した処理

場（複数系統は個別に計数）は全体の16.2%（261件/1613
件）であり、“分からない”の回答は全体の13.1%であった。

一定割合で硝化阻害を経験している処理場を確認し 261
件の実態情報が得られた。発生を判断した根拠について

は、総回答数314件（複数回答含む）のうち209件（全体

の66.6%）が処理水中のアンモニア性窒素濃度の計測値を

基準として判断されていた。その他では、アンモニア性窒

素だけではなく、硝酸性窒素や亜硝酸性窒素を含めた窒

素濃度の計測値を用いているケースや、pH・アルカリ度・

BOD・全リン・臭気・透視度・色相等のその他指標と組み

合わせた総合判断、DO値の異常やDOの自動制御による

送風量の低下による判断が挙げられた。 
硝化阻害の発生事例を持つ回答者から得られた、硝化

阻害の発生頻度についての回答を図 1 に示す。なお、本

回答の際に継続期間を考慮することは求めなかった。パ

ターンとして33通りの回答（全305件）があった。最も

高頻度の事例では96回/年の回答が1件あり、数日に一度

発生の事例があることが分かった。最も回答件数が集中

していたのは1回/年で、全体の約半数（150件）を占めて

おり、全国の平均的な硝化阻害発生頻度を把握すること

ができた。 
22..  33..  22    発発生生時時のの環環境境条条件件とと処処理理場場のの状状況況 

硝化阻害発生時の環境条件として、季節、天候、気温に

ついて回答を求めた。 季節では、“冬に発生する”と回答

した事例が全体（365件）の38.4%を占めており、季節は

無関係とする回答を含めその他の回答よりも顕著に高

かった。天候では、“天候は無関係”とする回答が 150 件

（全体2 61件の57.5%）を占めていたが、快晴・晴れ・曇

り（合計 11 件）と比べると雨・雪（合計 34 件）の回答

件数が多かった。気温に関する回答結果を図 2 に示す。

“どちらかというと寒い”の回答が最も多く（110件、全260
件の 42.3％）、次点の“気温は無関係”とする回答（78 件）

を上回っていた。発生時間については、顕著な傾向はみら

れなかった。自由記述による補足説明では、単純な気温の

高低ではなく、季節の変わり目、雨天・降雪時、夜間等の

気温の変化が硝化阻害の要因と捉えている回答が多くみ
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図1 阻害発生の頻度（合計305件） 

表1 アンケート調査の回答概要 

集計内容 件数

全回答数 1,624

有効回答数 1,613

回答が得られた処理場の数

(同一処理場からの複数回答を整理)
1,556

質問項目 回答件数

・発生経験の有無 261

・発生の判断根拠（複数回答可） 314

・ 発生頻度（複数回答可） 305

発生時の環境条件

  ・ 季節（複数回答可） 365

  ・ 天候 261

  ・ 気温 260

・復旧に要する時間 260

・発生原因の想定の有無 261

・想定した原因（複数回答） 380

・発生時の対応（複数回答） 549
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られ、特に、気温・水温の低下に伴う硝化阻害の発生に関

する報告例が複数あった。低水温時に硝化活性が低下す

ることは実務的に広く認識されており、実処理場におけ

る降雨による水温低下と硝化阻害による亜硝酸性窒素濃

度の上昇と、その蓄積による汚泥解体発生等の調査報告 2)

にも示されているとおり、水処理における複合的な影響

として硝化阻害が顕在化することが多いと考えられた。 
 硝化阻害の発生後、復旧までに要する時間の回答結果

を図3に示す。回答数は全部で260件あったが、“当日に

回復する”と回答した例はほとんどなく（合計19件、全

体の 7.3%）、1 日～数日（91 件）や数週間（58 件）の回

答の合計が全体の 57.3%を占めた。一方、“その都度異な

る”との回答は30.4%であった。硝化阻害発生時には、現

状では回復までに一定の日数を要することが把握された。 
22..  33..  33  発発生生原原因因ととそそのの対対応応 

硝化阻害の発生原因を“想定していた”と回答したのは

全体の90.0%であった。想定した原因に関する回答を図4

に示す。前述の環境条件に関連する水温・気温の変化を原

因とする回答が全体の31.6%あり、汚濁負荷の変化を原因

とする回答（34.2%）と共に高かった。運転制御の失敗に

ついては、全体の12.1%の回答であり、DOやMLSS濃度

の管理の不具合に関する記述が多かった。また、特定の化

学物質の流入を原因とした回答は6.1%（23/380件）であっ

た。不明水・異常流入を原因とする自由記述も多くあり、

多くの下水処理場が流入水質に起因する硝化阻害を認識

していた。上述の低水温等の環境条件を含め、流入下水の

水質や活性汚泥の性状変化等の多様で複合的な要因によ

り硝化阻害につながることが示唆された。 
硝化阻害発生時の対応についての回答を図 5 に示す。

送風量の増量（回答全体の 32.8%）、MLSS 濃度の増加

（17.5%）の順に回答が多く、硝化細菌を含む微生物群の

活性の回復、あるいは、微生物量を増やして処理性を保つ

ための活性汚泥量の増加が目的と考察される操作が実施

されていた。一方で、正常な活性汚泥との入れ替え（11.8%）

や異常な活性汚泥の引き抜き（11.8%）の実施例も多く、

汚泥に収着した有害物質の排除や、阻害を受けた微生物

群そのものの排除による水質の影響軽減が目的と考察さ

れる操作もみられた。ここで、国土交通省「有害物質等流

入事故対応マニュアル」に記載されている「有害物質等が

下水処理に及ぼす影響とその対応策」3)を参照すると、回

答の多かった送風量（ばっ気量）の増加に関する記述はみ

られるものの、MLSS量に関する記述や、活性汚泥への操

作の記述はみられない。つまり、硝化阻害への特に水質面

における対策として各下水処理場の現場での実際の対応

について、本調査で全国から広く情報収集することで、共

有可能な有効な知見が見出された。 

図5 阻害発生時の対応 

（複数回答の合計549件） 
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図4 想定した阻害発生原因 

（複数回答の合計380件） 

図2 阻害発生時の気温（合計260件） 
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33．．アアンンモモニニアア酸酸化化細細菌菌をを用用いいたた下下水水中中のの硝硝化化阻阻害害物物質質のの

探探索索にに関関すするる研研究究  

  

33．．11  背背景景とと目目的的  
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。 
 
33．．22  実実験験材材料料おおよよびび実実験験方方法法    

33..  22..  11    化化学学物物質質のの選選定定とと調調製製方方法法    
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。 

33．．22..  22    アアンンモモニニアア酸酸化化細細菌菌をを用用いいたた硝硝化化阻阻害害物物質質のの  

活活性性評評価価  

 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 

 
33．．33．．  結結果果とと考考察察  

33．．33．．11    硝硝化化阻阻害害物物質質のの検検討討 

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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の化学物質（グループ I、II、IV）に比べて高い硝化阻害

は確認されなかった。 
グループ IVはS=C-Nの構造を持つ化学物質であり、4

物質（チオ尿素、チオアセトアミド等）が含まれた。チオ

尿素とアリルチオ尿素は代表的な硝化阻害物質である 8)。 
下水処理場に流入する硝化阻害物質を探索する場合、

標準化学物質に加え、その化学物質の異性体や分解・代謝

産物なども含めて考慮する必要がある。一方、標準物質以

外の化学物質は入手が困難であり、実際に硝化阻害試験

を行うことは難しい。今回の研究結果において、硝化阻害

を生じる化学物質に特異的な構造を明らかにすることが

できたが、これらの結果を基に、化学物質の構造から硝化

阻害物質を効率的に推定できる可能性が見出された。 
33．．33．．22    非非硝硝化化阻阻害害物物質質のの検検討討  

 既報の硝化活性に関する研究として、硝化阻害を生じ

る物質に対しての報告はあるが、硝化阻害を生じない物

質（ネガティブリスト）に対する報告はほとんどない。そ

こで、10 ppm濃度で亜硝酸生成量がコントロールに対し

50％以上を示す化学物質を非硝化阻害物質として選抜し

た。その結果を図7に示す。63化学物質中33化学物質が

非硝化阻害物質として選抜され、その化学構造から 4 グ

ループ（グループV、VI、VII、VIII）に分類することがで

きた。   
 グループ V は長鎖型の学物質であり、8 物質が（ニッ

コール BL-9EX、Triton X-114 等）が含まれた。いずれも

界面活性剤として用いられる物質である。Wendebornはリ

ノレン酸メチルやステアリン酸を含む長鎖脂肪酸（C18） 

 
 

 
 
 

図6 硝化阻害試験(試験濃度1ppm、亜硝酸生成率50％以下)で選抜された化学物質 

＊括弧内はコントロールに対する亜硝酸生成率を示す 

図7 硝化阻害試験(試験濃度10ppm、亜硝酸生成率

50％以下)で選抜された化学物質  

＊括弧内はコントロールに対する亜硝酸生成率を示す 
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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．．ままととめめ  

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・・生生態態リリススククがが懸懸念念さされれるる化化学学物物質質のの制制御御手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モニニタタリリンンググとと定定量量的的リリススクク評評価価手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 
 

 
11．．  ははじじめめにに  

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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た多成分の簡易一斉スクリーニングにおいて重要とな

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）の構築手法を検討するとともに、膨大な精密

質量測定データからの未知物質探索手法を検討した。 
 
22．．  方方法法  

22．．11  試試料料のの採採取取  

 下水処理水中の簡易スクリーニングの実施と未知物

質の探索手順の検討のために、同様の水質の試料を複

数入手することとした。実際の下水処理場の流入下水

を原水とする標準活性汚泥処理実験装置（パイロット

プラント）の処理水を対象に、2019 年 11 月 28 日か

ら 2020 年 3 月 17 日の間に 15 回試料を採取して化学

分析に供した。また、下水採取日に同施設の水道水を

採取し、塩素除去したものを分析した。なお、採取期

間中、生物処理は硝化抑制条件下で運転されていた。 
22．．22  精精密密質質量量分分析析  
精度の高い多成分網羅測定には、高分解能で精密質

量スペクトルの取得が可能な精密質量分析装置が用い

られ、その一つに飛行時間型質量分析装置（Time-of-
Flight Mass Spectrometer、以下 ToF-MS）がある。

本研究では、液体クロマトグラフ-四重極 ToF-MS（LC-
QToF-MS）（ACQUITY UPLC H CLASS Plus および

Xevo G2-XS QTof, 共に Waters）を使用して、水試料

を分析した。前処理の方法、測定の方法、データ解析

の方法をそれぞれ以下に述べる。 
22..22..11  分分析析前前処処理理のの方方法法  
下水処理水（100 mL）は固相カートリッジ HLB と

AC2 を連結させたものに通液した。通液後のカート

リッジは脱水後、HLB と AC2 共に 5mL のメタノー

ルで溶出した。溶出液を窒素吹付装置で濃縮し 1 mL
に定容した。調製後の試料を 250 µL 分取し、超純水

250 µL との混合液をろ過機能付きバイアル（ミニユ

ニ、0.2 µm（ポリプロピレン）、GE ヘルスケア）に収

め、LC-QToF-MS に供した。試料には安定同位体標識

標準12物質を添加し、試料間の測定誤差を確認した。 
22..22..22  測測定定のの方方法法  
上述の方法に沿って前処理された試料は LC-QToF-

MS に導入され測定された。詳細な測定条件は表 1 に

示す通りである。各条件はできるだけ多くの物質の測

定データを効率的に取得できるよう事前に検討し、設

定した。カラムにはACQUITY UPLC HSS T3を用いた。

イオン化はエレクトロスプレーイオン化法（ESI）によ

り行い、Positive(+)と Negative (-)の両モードを用いた。

測定範囲は m/z 50-1200 とし、ロックマスにはロイシ

ンエンケファリンを用いた。本分析装置の特徴として、

全測定時間にかけて 10-40 V のコリジョンエネルギー

を無段階（ステップレス）でかけて、測定データを取

得している（以下、無段階 MS/MS 法）ことが挙げら

れる。これにより、対象物質を事前に定めなくても、

検出の有無判定の際に有効となる個別物質のフラグメ

ントイオン情報の網羅的な収集が可能である。 
22..22..33  デデーータタ解解析析のの方方法法①①：：簡簡易易ススククリリーーニニンンググ  
簡易スクリーニング手法には、いわゆる「ターゲッ

トスクリーニング分析」6)を用いることとした。この手

法は、未知試料中の網羅的な精密質量測定データを一

斉に取得し、目的物質の照合情報が収録された DB と

突合することで試料中に含まれる目的物質の有無の一

斉把握を行うものである。水環境試料中に含まれる有

機物質は物質数が多く、物性が幅広いことが予想され

ることから、適した方法であると考えられる。スクリー

表表--11  LC-QToF-MS の測定条件 

HPLC装置

分析カラム

A: 水

B: MeOH/ACN (1/9)

C:

D:

min 0 3 23 31

A 90 90 0 0

B 0 0 90 90

C

D

平衡化時間 5分

注入量 30 µL

流速 0.4 mL/min

MS装置 Xevo G2-XS QTof

イオン化法 ESI-Positive/ Negative

イオン取得

モード
Sensitivity mode (Continuum)

質量範囲 m/z 50-1,200

キャピラリー

電圧
3 kV

コーン

電圧
40 V

コリジョン

電圧
10 - 40 V (無段階MS/MS)

ギ酸ナトリウム溶液, 10 µL/min

質量範囲: m/z 50-1,200

(＋) m/z 91-1,179 (17点)

(－) m/z 113-1,133 (16点)

(m/z 556.2771(＋), 554.2615(－))

キャリブレ

ーション条件

ロックマス

条件

ロイシンエンケファリン,

10 µL/min

MeOH: メタノール,  ACN: アセトニトリル,

AA: 酢酸アンモニウム

ACQUITY UPLC　H CLASS Plus

ACQUITY UPLC

HSS T3  (1.8 µm, 2.1 x 150 mm)

移動相
1% ギ酸水/MeOH/ACN (5/1/4)

（Positive分析用）

1 mol/L AA水/MeOH/ACN

(5/1/4)（Negative分析用）

グラジエント

条件

（体積比（％））
10 10 10 10
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ニングにおいて試料中の目的物質の有無を的確に判定

するためには、誤検出や見落としのリスクを極力低減

できる照合用DB を構築する必要がある。本研究では、

特に見落としの低減を目指したDB 作成手順について

検討し、次に、上述により登録された化学物質を含む

DB に対して、実際の下水処理場から採取した下水処

理水試料への標準品添加試験(n =11)を実施して、適用

可能性を検討した。添加物質は ESI(-)で検出される 9
物質とした。さらに、2.1 で示した下水処理水(n =7)を
対象とした簡易スクリーニングを実施した。 
簡易スクリーニングにあたっては、DB と測定デー

タの突合に UNIFI Scientific Information System
（Waters）を用いた。検出の有無判定では、シグナル

強度（>1000）によりスペクトルデータを選抜後、質

量許容範囲±100 ppm 以内で対象物質の m/z と一致す

る物質候補を抽出した。次に、測定データの RT と DB
登録データの RT（本研究の測定結果と比較できるよ

う補正した保持時間指標（RI））を照合（±1 min）し、

さらにフラグメントイオンの一致数（≧1）を元に整合

性を確認した。スクリーニング対象とした精密質量値

は水素付加体（[M+H]+）と脱水素体（[M-H]-）である。 
22..22..44  デデーータタ解解析析のの方方法法②②：：未未知知物物質質のの探探索索  
近年、事前に研究対象としていなかった化学物質に

ついて、ノンターゲット解析により多成分の精密質量

網羅測定結果から予想していない化学物質を探索する

技術が発展しつつある。この手法では、将来的に健康

生態リスクが懸念されることになった物質についても、

振り返って解析し水環境中の存在実態のトレンドを把

握することが可能となる。本研究では、下水処理水を

用いて、未知物質を探索する手法を検討した。 
測定データの解析には Progenesis QI (Nonlinear 

Dynamics, Waters)を用いた。解析対象試料は、下水

処理水と水道水（各 n =15）に加え、前処理後の下水

処理水と水道水をそれぞれ全試料等量混合した試料

（以下、下水処理水 MIX、水道水 MIX、各 n =1）を

含めた合計 32 試料を 1 つのバッチとし、まとめて解

析した。Progenesis QI の初期設定でオートアライメ

ントおよびピークピッキングを行い、付加イオンの関

連付けを考慮しない設定（[M+H]+、[M-H]-のみを対象

精密質量値として選択）でピーク位置と強度の一覧を

出力した。得られたデータのさらなる整理と解析には

Excel および R を用いた。ピーク強度データは Raw 
Abundance の値を使用した。 
  

33．．結結果果とと考考察察  

33．．11  ススククリリーーニニンンググデデーータタベベーースス（（DDBB））構構築築手手順順  

のの検検討討  

 スクリーニング用DB の構築のための標準品解析手

順を検討した。その結果を図-１に示す。本研究では見

落としを低減した汎用性の高いDB 構築を目的として、

分析環境および条件の影響を受けにくい、MS 内の真

空環境下で発生するプロダクトイオンに着目し、実測

値を登録した。標準品の測定に際しては、非対象物質

由来の夾雑イオンの発生を極力避けつつ、正確なプロ

ダクトイオン候補を取得し登録するために単品の標準

品を用いた。本研究では、健康生態リスクが懸念され

フラグ

メント

番号

フラグメント

候補の

m/z (強度順)

決定

係数

(r2)

該当する

元素組成

1 133.0656 0.9999 C9H9O
2 183.0119 0.9989 該当なし
3 134.0690 0.9967 該当なし

8 93.0342 0.9314 C6H5O

… ………

… ………

強
度 1x104

1x102

1x106
10 µg/mL0.1 µg/mL 1 µg/mL

(a) 3段階で希釈した単品の標準品を測定

0.1
µg/mL

10
µg/mL

1x105
10 µg/mL

強
度

1x104

1x103 0.1 µg/mL

1 µg/mL

(m/z) 探索範囲50

共通スペクトル

の強度を用いて

作成した線形近似

→r 2 > 0.9を抽出

F: フラグメント候補

2x104

2x103

強度

0.1               10    (µg/mL)

F1

F2

F3

…

x
〇

△

□

(d) 決定係数(r2)の確認

(c) 共通スペクトルの探索

220

対象物質：C15H24O, 質量誤差範囲±10 ppm

(e) 元素組成との整合性確認
→フラグメントイオンの決定

RT = 22.2分におけるプロダクトイオン候補

1
µg/mL

(b) モノアイソトピック質量を用いて
質量クロマトグラムを抽出

→プリカーサーイオンの決定

m/z 219.1750 (質量誤差範囲±< 1 ppm)

保持時間（RT）= 22.2分

0 20 0 20 0 20(min.)

図図--11 見落としを低減したスクリーニング用データ
ベース作成のための標準品解析手順 
（解析例：ノニルフェノール） 
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る化学物質群の一例として PRTR 第一種指定化学物

質を取り上げ、標準品を入手した28物質を対象とし、

DB 登録情報の取得手順を検討した。なお、ここでは

ノニルフェノール（NP）の例を示す。 
まず、メタノールを用いて 3 段階で希釈した単品の

標準溶液（0.1、 1、 10 µg/mL）を表-1に示した装置

条件で測定し（図-1（a））、DB へ登録する m/z や RT
等の情報を順に取得した。標準品の測定から取得した

トータルイオンクロマトグラム（TIC）から、目的物質

である NP のモノアイソトピック質量を用いて質量イ

オンクロマトグラム（EIC）を抽出後、各濃度におけ

る 3 つのクロマトグラム上で m/z、RT、ピーク形状が

同一であることを確認し、プリカーサーイオンを決定

した（質量誤差範囲: < ±1 ppm、図-1（b））。次に、プ

リカーサーイオンと同一の RT に検出されたプロダク

トイオン候補（無段階 MS/MS 法で取得:10～40V）を

全て抽出し、共通する m/z を持つデータのみを抽出し

た（図-1（c））。3 点の異なる濃度データから得られた

スペクトル強度から、最小二乗法を用いて一次方程式

の各係数を算出し、その直線近似における決定係数 

(r 2)を確認した（図-1（d））。それらを強度の高い順に

並び替え、精密質量値から組成式を割り出し、プリカー

サーイオンと整合性のあるものをプロダクトイオンと

して決定した（図-1（e））。ここに示した m/z 93.0342
の例のように、主要なプロダクトイオン候補（NP の

フェノール構造）が前段で排除されないよう、登録漏

れと誤登録が低減される条件のバランスを考慮した上

で、決定係数の閾値を 0.90 以上に設定した。 
標準品を入手できた 28 物質それぞれについてみて

みると、DB へ登録するプロダクトイオン候補の精査

過程で確認できたプロダクトイオンスペクトル数は、

共通スペクトルの探索段階（図-1（c））では最小で 9
スペクトル、最大で 97 スペクトルに絞り込まれ、決

定係数の確認段階（図-1（d））では最小で 5 スペクト

ル、最大で 55 スペクトルに絞り込まれた。元素組成

との整合性確認では、前段で絞り込まれたイオンを強

度の高い順に並べた上で、最大 4 つのプロダクトイオ

ンを確定できるよう照合作業を行い、2～4 スペクトル

をプロダクトイオンとして登録した（使用した解析ソ

フトウェアでの登録上限 4 スペクトル）。登録したプ

ロダクトイオンについて、既報のモニターイオンと照

合したところ、主要なプロダクトイオンが取得されて

いることが確認できた 8-10)。 
本研究で構築した手順を用いて作成される DB は、

本研究グループ以外で DB が使用された場合に、他機

種の装置で取得された測定データとの突合においても、

有効な照合指標となることが期待できる。夾雑物が多

く含まれることが想定される下水試料中では、同一の

RT で溶出され MS 内で生成するイオンが複雑化する

ことで、本来検出されるべき対象物質が不検出となる

可能性があるが 11)、本手法では、突合に有力なプロダ

クトイオンを複数個登録することにより、突合妨害の

リスクを低減し、検出漏れを最小限に抑え、汎用性の

高い DB を構築することができる。 
33．．22  ススククリリーーニニンンググDDBBのの実実試試料料へへのの適適用用性性のの検検討討  

  上述の手法を用いてDB情報を収録した 9 種の物質

(ESI(-)モードによる測定)について、下水処理水(n=11)
を用いて標準添加試験を実施し、検出有無判定の精度

を検討した。その結果を表-2に示す。何も補正せずに

DB との突合を実施した結果、全試料で検出「有」と

判定されたのは、標準添加を実施した９物質のうち、

ビスフェノール A、ノニルフェノール、PFOS の 3 物

質だけであった。その他の物質の検出不良の要因を検

討した結果、DB 構築時の標準品測定時の RT と標準

添加した下水試料測定時の RT が分単位で大幅に異

なっていたことが確認された。そこで、LC-QTOF-MS
測定用試料に常時添加している安定同位体標識標準品

のデータを用いて、 RT を補正して、再突合を行った。

その結果、テブフェノジド、ブロマシル、ベタナフトー

ルの 3 物質が全試料から検出された。残りの 3 物質の

うち、p-オクチルフェノールと 2-フェニルフェノール

については、検出が想定される RT 近傍において明瞭

なピークが確認できないケースが多く、下水試料によ

るイオン化の妨害等が原因となり、添加濃度

  
表表--22 下水試料への標準添加試験による 

実試料へのスクリーニングDBの適用性の検討結果 

RT補正

なし

RT補正

あり

ビスフェノールＡ 13.88 14.57 11 11

p-オクチルフェノール 22.34 21.03 2 2

ノニルフェノール 21.21 21.71 11 11

2－フェニルフェノール 18.06 15.67 1 7

フタル酸n -ブチル=ベンジル 18.17 N.A.* 0 0

テブフェノジド 14.06 18.06 0 11

ブロマシル 14.06 12.56 0 11

ベタナフトール 16.11 14.11 0 11

PFOS 16.11 16.74 11 11

* 自動では値が得られず、測定結果の目視が必要であった。

標準添加試料中で検出

「有」と判定された試料数

（RT許容範囲±1min）

DB構築用

標準品

測定時

のRT
(min.)

下水試料

測定時
のRT

(min.)

物質名

検出不良
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(50ng/mL)の範囲では適切に検出判定されなかったこ

とが示唆された。この点を解決するための対応策とし

て、下水中の夾雑物に影響を受けにくいフラグメント

イオン情報の DB への追加が考えられた。また、フタ

ル酸n -ブチル=ベンジルは、解析ソフトウェアではRT
情報が自動で捕捉されなかった。手動で確認したフタ

ル酸n -ブチル=ベンジルのEICの一例を図-2に示す。

下水試料への標準添加試料の EIC をみたところ、有機

溶媒中の標準品試料と同様に、RT=18.0 分の近傍に

ピークが確認された。また、下水試料への添加試料か

らは溶媒試料の約 60 倍の強度が確認され、実試料中

にフタル酸 n -ブチル=ベンジルが存在していたことが

示唆された。つまり、現状のスクリーニング条件では

この物質の検出を適切に判定できず、存在が見逃され

てしまうことになる。この原因を検討したところ、実

試料にはフタル酸 n-ブチル=ベンジルの異性体が複数

存在しており、それによりピークが十分に分離されず

に突合条件である RT 許容範囲(±1min)を超えるブ

ロードなピークを形成してしまったことが理由の一つ

であると示唆され、異性体の分離は本手法における課

題の一つであると考えられた。異性体同士を的確に分

離するための最新技術として、イオンモビリティー質

量分析技術が有力であるとの報告があるが 15)、水環境

試料の測定データの蓄積を目指す上では、汎用性に欠

けることが懸念される。 

  以上より、精密質量測定データを用いたスクリーニ

ングにおいては、実試料中の夾雑イオンによる測定妨

害を想定しつつ、RT を補正した RI を登録しておくこ

との重要性が再確認され、また、異性体の存在に留意

しつつ、可能な限り異性体毎の情報を DB に登録して

おく必要があることが示唆された。 
33．．33  下下水水試試料料ののススククリリーーニニンンググ結結果果  
   PRTR 対象物質の簡易スクリーニング結果の一覧

を表-3に示す。簡易スクリーニング DB には、本研究

で見出した手法により登録した情報を一部含めて別途

作成した PRTR 対象物質（81 物質）の DB を用いた。

対象試料は試料採取期間前半の下水処理水(n=7)であ

る。解析の結果、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。最も高頻度で検出「有」と

判定されたのは、ESI(+)測定データではアトラジン、

ESI(-)測定データではテブフェノジドであった。アト

ラジンは、欧州連合では使用が禁止されているが世界

で最も多く使用されている除草剤の一つであり 16)、テ

ブフェノジドは昆虫生育制御機能のある殺虫剤として

水稲、果樹等の栽培時に広く使用されている 17)。下水

処理水から検出「有」と判定された物質については、

標準活性汚泥法（硝化抑制運転条件下）では処理水に

図図--22 標準添加した下水試料で検出不良であったフタ
ル酸n-ブチル=ベンジルの質量イオンクロマトグラム 

PRTR

政令

番号

化合物名

ESI*

イオン化

モード

検出m/z

の例

検出数

（n=7
中）

17 oアニシジン + 124.0760 3

25 メトリブジン + 215.0878 1

27 メタミトロン + 203.0931 2

37 ビスフェノールＡ - 227.1087 3

46 キザロホップエチル + 373.1282 1

51 p-オクチルフェノール - 205.1615 3

52 アラニカルブ + 400.1401 1

90 アトラジン + 216.1014 4

091 シアナジン + 241.1188 1

113 シマジン又はＣＡＴ + 202.0879 1

114 インダノファン + 341.1083 1

116 ヘキシチアゾクス + 353.1047 1

119 フェンブコナゾール + 337.1091 2

124 クミルロン + 303.1062 1

143 4，4’－ジアミノジフェニルエーテル + 201.1034 2

172 オキサジクロメホン + 376.0784 1

224 Ｎ,Ｎ-ジメチルドデシルアミン=N -オキシド + 230.2490 1

267 チオジカルブ + 263.0734 2

320 ノニルフェノール - 219.1752 1

334 4－ヒドロキシ安息香酸メチル* + 153.0550 3

335 アセトアミノフェン + 152.0708 2

356 フタル酸n-ブチル=ベンジル - 311.1327 2

358 テブフェノジド - 351.1847 4

370 ピリダベン + 365.1709 1

393 ベタナフトール - 143.0501 1

402 メフェナセット + 299.0888 1

425 イソプロカルブ* + 194.1177 1

426 カルボフラン + 222.1137 1

431 アゾキシストロビン + 404.1205 1

443 メソミル + 163.0542 1

444 トリフロキシストロビン + 409.1466 1

446 4,4'メチレンジアニリン + 199.1218 1

合計

プ

32種

  
表表--33 PRTR対象物質の下水処理水における 

スクリーニング結果（スクリーニング対象全81種） 
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残留することが示唆され、健康・生態リスクが懸念さ

れる物質群としての側面がある PRTR 対象物質とし

ては、今後も公共用水域での存在実態や健康・生態影

響について詳細検討が必要な物質であると考えられた。 
以上、本研究で構築したスクリーニング用 DB の構

築手法を基に登録された情報を含むPRTR-DBにより

簡易スクリーニングが実施され、下水試料から効率的

に対象物質群の存在実態を把握することが達成された。 
33．．44  未未知知物物質質探探索索ののたためめののデデーータタ整整理理  

  下水処理水と水道水（各 n =15）、下水処理水 MIX、
水道水 MIX(各 n =1）の合計 32 試料を同時にノンター

ゲット解析にかけたところ、いずれかの試料から確認

されたピーク数の合計は ESI(+)測定データでは

29,556、ESI(-)測定データでは 21,222 であった。これ

らの内訳を表-4 に示す。なお、ピークは強度 1,000 以

上であったもののみをカウントした。また、ここでピー

クとして示されたものは必ずしも固有の物質ではない

という点に留意されたい。15 回の採取試料のうち、

ESI(+)測定データでは下水処理水から 2,284 ピーク

(2020 年 1/17)～14,984 ピーク(3/10)の範囲で確認さ

れ、水道水から 755 ピーク(2020 年 1/17)～4,444 ピー

ク(2/12)の範囲で確認された。また、ESI(-)測定データ

では下水処理水から 1,992 ピーク(1/10)～8,192 ピー

ク(3/17)の範囲で確認され、水道水から 415 ピーク

(2020 年 1/10)～2,976 ピーク(2019 年 12/26)の範囲で

確認された。下水処理水と水道水を比較すると、

ESI(+)測定データでは下水処理水の方が水道水より

2.0 倍(12/18)~4.1 倍(3/4)ピーク数が多く、ESI(-)測定

データも同様であった（2.3 倍(11/28)~5.2 倍(3/4)）。試
料採取日毎のピーク数の変動については明確な要因の

把握には至らず、今後の課題の一つとして考えられた。 
  各種試料の MIX 試料の測定データと下水処理水 15
試料で共通して確認されたピークを図-3 に示す。

ESI(+)測定データでは、下水処理水 MIX から 13,610
ピークが確認され、水道水 MIX から 3,804 ピークが

確認された。これらの結果を踏まえ、下水処理水 15 試

料に共通して確認され、水道水 MIX からはみられな

い固有のピーク数をカウントしたところ、901 ピーク

が見出された。ESI(-)測定データに対し同様の操作を

行ったところ、下水処理水 15 試料に共通して確認さ

れ水道水 MIX からはみられない固有のピーク数は

802 であった。以上、整理された下水処理水に共通か

つ固有なピーク群は今回調査した活性汚泥処理実験装

置に平常時に流入しつつ、標準活性汚泥処理後に残留

している物質群の探索対象として位置づけることがで

き、全ピーク数の 3-4%程度にまで探索候補を絞り込

むことができた。このように、精密質量分析により網

羅的に取得された測定データは、そのままでは膨大で

あり、未知物質の探索を効率的に行うためには、事前

の絞り込みが重要であることが再確認された。 
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表表--44  ノンターゲット解析により確認された各試料中のピーク数 

図図--33  各種試料の MIX 試料の測定データと下水処理水 15 試料で共通して確認されたピーク 
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33．．55  下下水水処処理理水水かかららのの未未知知物物質質のの探探索索  

  上述 3.4 において絞り込まれたピーク情報を基に未

知物質を探索した。検討は ESI(+)と ESI(-)の測定デー

タの 2 通りでそれぞれ行うこととし、さらなる探索条

件として、探索の容易さの観点で、検出強度が高く、

比較的分子量が低い(つまり、m/z 値が低いもの)を優

先的に検討することとした。 
  ESI(+)測定データから絞り込まれた901のピークの

うち、上述の探索条件に当てはまるデータとして精密

質量 m/z=248.2399（RT:14.66）を選出し、この情報

に基づいて MassLynx V4.2（Waters）により元素組成

演算を行った。その際の条件は m/z 値より推定される

各元素の最大組成数を考慮して設定し、炭素数：1-20、
水素数：1-42、窒素数：0-17、酸素数：0-22、ナトリ

ウム数：0-10、硫黄数：0-7、臭素数：1-10、フッ素数：

0-10、塩素数：1-10、リン数：0-10、許容質量誤差範

囲 50 ppm とした。その結果、462 の組成候補が選ば

れた。この段階では詳細検討のための候補が過大であ

るため、既報の絞り込み条件である H/C 比率 3.1 以下

18)を導入して選抜したところ、候補組成が 19 種に絞

り込まれた。次に、これらについて、多くの化学物質

の情報を持つ Chemspider19)の検索機能を用いて、実

在の有無を検証したところ、C17H30N(モノアイソト

ピックマス:248.23727)と C12H30N3O2（モノアイソト

ピックマス: 248.23216）について情報が得られた。な

お、モノアイソトピックマスとは各元素について天然

存在比が最大の同位体の質量を用いて計算したイオン

または分子の計算精密質量（exact mass）を指す 20)。

このうち、測定結果の精密質量 m/z 248.2399 との質

量誤差がより小さい C17H30N を第一候補とし、

Chemspider から推定構造情報を取り込んだところ、

31 種の化学物質が提示された。ここで、m/z =248.2399
に関する精密質量測定データを図-4に示す。本研究で

用いた測定装置では、各化学物質（プリカーサーイオ

ン）固有の精密質量データとともに、無段階 MS/MS
法により、衝突誘起解離(CID)によりフラグメントイ

オンを発生させ、各化学物質に関連する情報として取

り込んでいる。この情報を活用して、Chemspider か

ら提示された各化学物質の構造と照合した結果、表-5

に示す化学物質（候補）N-Benzyl-N,N-dimethyl-1- 
octanaminium が推定された。この物質は、塩化物塩

としては塩化ベンザルコニウムに分類される陽イオン

界面活性剤の一種である。塩化ベンザルコニウムは消

毒 21)やコンタクトレンズの防腐剤として広く用いら

れており、下水に含まれている可能性としては十分に

想定される物質であった。 
 ESI(-)測定データについても、ESI(+)測定データと

同様に未知物質探索の解析を行った。探索条件に当て

はまるデータとして精密質量 m/z =199.0476（RT:9.52）
を選出し、この情報に基づいて元素組成演算を行い、

H/C 比率 3.1 以下の条件で選抜した結果、候補組成が

46 種に絞り込まれた。次に、Chemspider で実在の有

無を確認したところ、依然として候補組成が 8種あり、

図図--44  m/z =248.2399の精密質量測定データと元素組成演算により推定されたフラグメント組成 

 

表表--55  ESI(+)測定データm/z =248.2399から 
推定された化学物質（候補） 
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この段階での物質推定は容易ではなかった。そこで、

他の手がかりを得ることを目的として m/z =199.0476
に関する精密質量測定データについて CID 情報を含

めて事前に確認することにした。その結果を図-5に示

す。CID によるフラグメントイオン情報から、精密質

量ｍ/z =79.958 に相当するフラグメントイオンが SO3

であることが推定された。この情報を活用し、

Chemspider から提示された各化学物質と照合した結

果、C9H11O3S(モノアイソトピックマス: 199.04344)が
候補組成であることが示唆された。さらに

Chemspider から本組成の推定構造情報を取り込んだ

ところ、9 種の異なる構造異性体が提示された。この

うち、実際に下水試料中に存在する可能性のあるもの

を検討した結果、p-cumenesulphonate（p-クメンスル

ホン酸）が考えられた。 
以上、2 パターンのデータ解析で最終的に提示され

た物質（候補）については、約 4 ヶ月の間に 15 回採

取した試料全てで確認されていることを考慮すると、

今回調査した標準活性汚泥処理（硝化抑制運転条件下）

では処理水中に残留する可能性が示唆されるため、今

後も調査データを蓄積して検討していく必要があると

考えられた。なお、これらが実際に試料中に存在した

かどうかを明らかにするためには、各標準品を入手し、

本研究で用いた測定機器に導入して確認測定を行う必

要がある。一方で、その検討測定を実施できる段階ま

で物質を絞り込むことに成功したとも言える。 
本研究で構築した候補物質の絞り込むためのフ

ローを図-6に示す。本研究で採用した LC-QTOF-MS
により取得された精密質量測定データは、それ自体は

ビッグデータというべき膨大なデータ量ではあるが、

一定の目的を設定し、探索の候補とするデータを絞り

込んだ上で、元素組成演算等の既往の探索ツールや

Chemspider 等の公開化学 DB、さらに、本手法の特

徴の一つである無段階 MS/MS 法により取得したフラ

グメントイオン情報を有効に活用することにより候補

物質をさらに絞り込むことができることを、手順を

追って示すことができた。本検討では、複数の下水処

理水中の共通データという条件により物質を探索した

図図--55  m/z=199.0476の精密質量測定データとフラグメントイオンの検証から絞り込まれた探索物質の元素組成 

 

図図--66  精密質量測定データを用いた未知物質探索解析
における化学物質（候補）絞り込みフロー 

ノイズ(ブランク試料共通、強度<1,000のピーク)の除去

および探索目的別の絞り込み
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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．．ままととめめ  

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

（（水水質質リリススククをを軽軽減減すするるたためめのの処処理理技技術術））  

 
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、北村友一、

對馬育夫、鈴木裕識、小森行也、

厚朴大祐、髙沢麻理 
 
【要旨】 
令和元年度は平成 30 年度に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も効果があるかどうかを調査した。微生物保持担体処理

槽は、ポリプロピレン製中空円筒担体を 35％充填した流動型担体処理槽（60L）を 2 連直列に設置した。水理学

的滞留時間（HRT）180 分と 120 分でアンモニア性窒素が残留する二次処理水を連続処理し、微生物保持担体処

理によるアンモニア性窒素の低減率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

ンの濃度変化、除去率を調査した。その結果、HRT180 分でアンモニア性窒素の低減率 91％が得られ、このとき

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。得られた医薬品の除去率は活性汚泥処理と同等以上であった。HRT120 分では、HRT180 分の条件

よりも除去率の低下がみられた。 
キーワード：下水処理水、医薬品、アンモニア性窒素、微生物保持担体 
 

 
11．．ははじじめめにに  

環境省では水生生物の保全に係る水質環境基準項

目へのアンモニア性窒素（以下、NH4-N とする）の追加

を検討している。下水放流水から NH4-N が検出される

場合 1）もあり、下水放流先に環境基準点がある場合や、

排水基準値が設定された場合に対応するため、特に、

硝化の促進が難しい処理方法・運転条件の小規模処理

場に適した NH4-N の低減法を提案しておく必要があ

る。NH4-N の他にも、下水放流水中に含まれる医薬品

などの水生生物へ影響が懸念されており、環境省では

医薬品の有害性についての検討が行われている。医薬

品の中で抗生物質であるクラリスロマイシンの予測無

影響濃度(PNEC)は、69 ng/L という低濃度となること

が報告 2)され、下水処理水からこれを上回る濃度が検

出される場合 3) 4) 5)もあることが明らかとなってきた。

下水処理水放流先の水生生物保全のため、下水処理過

程での NH4-N と医薬品の低減法の開発が求められて

いる。 

令和元年度は、平成 30 年度に下水処理水に残存す

る NH4-N の低減効果が確認された微生物保持担体処

理（以降、担体処理とする）が、NH4-N 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。 

 

22．．実実験験方方法法  

写真-1 に担体処理槽の外観を、図-1 に活性汚泥処理

装置と担体処理実験装置の構成概要を示した。担体処

理槽は、容量 60L のステンレスタンクを直列に 2 台接

続したものとし、活性汚泥処理実験装置の後段に設置

写真-1 微生物保持担体処理槽の外観 
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した。各担体処理槽にはポリプロピレン製の中空円筒

状の担体（4mmOD×3mmID×5mmL）を嵩比率 35% (21 L)
で充填した。担体処理実験のための原水は、実下水を

活性汚泥処理実験装置で硝化抑制運転し、処理水中に

NH4-N を残留させたものである。 
各担体処理槽は常時曝気と追加曝気装置を設置し、

第二担体処理槽に設置したアンモニアセンサーで追加

曝気を ON-OFF 方式で制御した。すなわち、第二担体

処理槽の NH4-N 濃度が 1 mg-N/L 以上で第一担体処理

槽の追加曝気を ON、NH4-N 濃度が 2 mg-N/L 以上で第

二担体処理槽の追加曝気を ON となるようにした。担

体処理槽の水理学的滞留時間（HRT）は 180 分（90 分

/１槽）と 120 分（60 分/1 槽）の 2 条件とし、各条件で

約 2 カ月の連続運転を行った。表-1 に各 HRT 条件の

実験期間、二次処理水流量、曝気量の設定条件を示し

た。 
担体処理による硝化運転時の医薬品の除去特性を

明らかにするため、各 HRT 条件中に小型流量ポンプに

よる 24 時間連続採水を HRT120 分条件では 5 回

（12/2~3、12/9~10、12/16~17、12/23~24、1/6~7）、HRT180
分条件では 7 回（2/3~4、2/11~12、2/17~18、2/24~25、
3/2~3、3/9~10、3/17~18）行い、コンポジット試料の医

薬品の分析を行った。分析対象とした医薬品は、PNEC
が低く 2) 5)、下水処理水中に残存すると考えられる 3) 4) 

5)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、ケトプロフェンとした。医薬品測定の前処理

は、遠心分離（3500 rpm、5 分）のみとし、その上澄水

を分析試料とした。分析法は、LC/MS（Waters 製 Xevo 
G2-XS）による MS e モードでの同位体希釈法である。

分析試料はメタノールで 1:1 に希釈したものを 30μL
分析装置に注入した。医薬品の他に、一般水質分析項

目としてNH4-N、NO2+3-N、NO3-Nを自動流れ分析（ビー

エルテック QuAAtro2-HR）で、DOC を全有機炭素計

（島津製作所 TOC-5000）で、SS をガラス繊維ろ紙法

で測定した。第一、第二担体槽内の担体付着物質量は、

超音波抽出（200 W、10 分間）し付着物質の重量をガ

ラス繊維ろ紙により週 1 回測定した。 
 
33．．結結果果とと考考察察  

図-2 は HRT 180 分と 120 分条件の第一、第二担体槽

の担体付着物質量である。第一と第二担体槽で付着物

質量に顕著な差は見られず、各 HRT での処理期間中に

大きな変動は見られなかった。また、HRT180 分と 120
分で付着物質量に顕著な差は見られなかった。 
図-3 に HRT 180 分と 120 分の 24 時間採水で得られ

た二次処理水と担体処理水の NH4-N、NO3-N、NO2-N
濃度を示した。図-4 は DOC、図-5 は担体処理水中 SS
濃度である。HRT180 分の二次処理水、担体処理水中

流入下水
エアレーションタンク 2,000L
AT1 AT2 AT3     AT4
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沈殿
池
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最終
沈殿
池

700L
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第2担体処理槽NH4-N

濃度で曝気量制御

二次処理水
貯留槽

NH4-N
計
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A

A

常時
曝気

NH4-N
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処理槽
（60L） 第二担体

処理槽
(60L)

１ mg-N/L以上 OONN

2 mg-N/L以上 OONN Ｂ

B B

常時
曝気

ブロワーコントローラー

B

担体処理水

：採水カ所

微生物保持担体処理実験装置

P

DO計

図-1活性汚泥処理実験装置と微生物保持担体処理実験装置の概要 

 

表-1微生物保持担体処理実験の実験期間、二次処理水流量と曝気条件 

第1担体槽 第2担体槽 第1担体槽 第2担体槽

HRT180分
2019/11/21～
2020/1/23

0.6 3 3 2 2

HRT120分
2020/1/23～
2020/3/26

0.9 4 4 2 2

HRT条件
(2槽当たり)

二次処理水流量
（L/min）

常時曝気量（L/min） 追加曝気量（L/min）
実験期間
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NH4-N 濃度の平均値は 17.6、1.51 mg-N/L（低減率：

91％）、120 分では 21.0、4.33 mg-N/L（低減率：79％）

となった。HRT120 分の担体処理水中 NH4-N 濃度は

HRT180 分条件より高いものの低減率は 79％あり、

HRT180、120 分とも担体処理による硝化運転を維持で

きていた。HRT180 分の二次処理水、担体処理水中の

DOC 濃度の平均値は、6.98、5.32 mg/L（低減率：24%）、

HRT120 分では 6.89、6.11 mg/L（低減率：11％）となっ

た。担体処理による DOC の顕著な低減は確認されな

かった。HRT120 分で二次処理水中の SS 濃度が高く

図-2 HRT:180分と120分の第一、第二担体槽の

付着物質量 
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中の平均NH4-N濃度(エラーバーはNH4-Nのみ) 
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図-5 HRT:180分と120分の二次処理水と 

担体処理水中の平均SS濃度 
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二次処理水と担体処理水中の医薬品濃度 
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なっているが、HRT120 分の実験期間に活性汚泥実験

装置の活性汚泥の沈降性が悪化したため、活性汚泥が

二次処理水に流出したためである。 
図-6 に HRT180 分と HRT120 分の二次処理水と担体

処理水中の各医薬品の平均濃度を示す。図中には参考

として、本分析条件での定量下限（検量線最低濃度 0.1
μg/L を 5 回測定した際の 10σ）を示した。 
二次処理水中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、ケトプロフェン濃度は、定

量下限を上回る、約 0.15、0.56、0.39、0.72μg/L であっ

た。本実験での医薬品濃度はこれまでの報告 5）よりも

若干低いものの大きくは異なっていない。HRT180 分

条件でのレボフロキサシン、HRT120 分条件でのクラ

図-8 HRT:180 分と 120 分の二次処理水と担体処理

水中の医薬品除去率 
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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．．ままととめめ  

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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底底層層環環境境にに着着目目ししたた停停滞滞性性水水域域のの水水環環境境管管理理技技術術にに関関すするる研研究究（（簡簡易易的的なな藻藻類類定定性性定定量量方方法法

のの開開発発））  
研究予算：運営費交付金 
研究期間：平 28～令 3 
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、對馬育夫 

 

【要旨】 
本研究は、ダム貯水池における簡易的な動植物プランクトンの検出方法の確立のため、並列型高速塩基配列決

定装置（次世代シーケンサー）を用いた 16S rRNA 遺伝子および 18S rRNA 遺伝子配列に基づく動植物プラン

クトン等のモニタリング手法の開発に取り組んでいる。R1 年度、2 つのダム貯水池から採取した水試料につい

て、次世代シーケンサーを用いた検出結果と光学顕微鏡を用いた検出結果を比較した。その結果、次世代シーケ

ンサーを用いて得られた結果では、細菌 726 種、プランクトン 522 種が同定できたのに対し、光学顕微鏡による

同定では、細菌 1 種、プランクトン 24 種が同定された。また、光学顕微鏡で同定された種のうち、ミドリムシ

藻（ユーグレナ藻）である Trachelomonas sp.を除く全てにおいて、NGS で検出されたことを確認した。また、

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、本

技術の有用性が示唆された。 
キーワード：ダム貯水池、プランクトン、細菌、次世代シーケンサー 

 
 

11．．ははじじめめにに      
環境負荷の増大による湖沼やダム貯水池における

水質の悪化が長らく問題となっており、生物多様性国

家戦略に基づいて「豊かな生態系の確保」の視点から

河川・湖沼等の水質改善に関する調査・取り組みが実

施されている。しかしながら、湖沼における環境基準

達成率は約 50%と低い。国土交通省および独立行政法

人水資源機構が管理するダム貯水池においても、約 3
割が環境基準を満たしておらず、約 4 割の貯水池にお

いて、アオコやカビ臭等の富栄養化現象が確認されて

いる 1）。現在まで、流域における流入負荷の削減の取

り組みや湖沼底泥の浚渫等様々な取り組みが行われて

いるが、依然としてアオコ・カビ臭発生等の問題は解

決されていない。 
さらに、湖沼水質を把握する上で、藻類等の植物プ

ランクトンのモニタリングは非常に重要である。藻類

の中にはカビ臭物質や毒性物質を生産するものもあり、

水の安全性確保の観点からも湖沼・ダム貯水池におけ

る藻類のモニタリングは非常に重要である。また、植

物プランクトンの大量増殖が湖水の透明度や溶存酸素

濃度の低下を引き起こすこともある 2）。従来、ダム貯

水池の動植物プランクトンのモニタリングは、「河川水

辺の国勢調査マニュアル【ダム湖版】V. 動植物プラン

クトン調査」3）に準じて行われ、光学顕微鏡を使用し

た検鏡による同定が行われている。しかしながら、同

定には熟練した技術が必要で、対応できる技術者も限

られており、形態により判断しているため、形態が非

常に似通った植物プランクトンは判断が困難である場

合がある。また、カビ臭物質産生プランクトンやアオ

コの原因となる植物プランクトンは、主にシアノバク

テリア（藍藻）に属す細菌であり、一般的な植物プラ

ンクトンより小さく、光学顕微鏡での同定が困難であ

る。 
一方、近年、ゲノム解析技術の急速な発展により、

大規模 DNA 塩基配列データの取得がより手軽に行え

るようになった 4）。本研究では、ダム貯水池水質の維

持管理に有効な手法の開発を目指し、次世代シーケン

サー（NGS：New Generation Sequencer）を用いた

DNA 塩基配列に基づく動植物プランクトン等のモニ

タリング手法の開発を目指している。H28~29 年度は、

細菌が持つ 16S rRNA 遺伝子に着目し、検出方法の検

討等を行った。H30 年度は、真核生物が持つ 18S RNA
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遺伝子にも着目し、ダム貯水池や湖沼から採取した水

試料を用い、月別の動植物プランクトン及び細菌を検

出した結果について報告した。R1 年度は、ダム貯水池

から採取した水試料について、NGS を用いて検出され

た動植物プランクトンおよび細菌の結果と熟練者が光

学顕微鏡を用いて検出した結果を比較し、NGS の有用

性を確認した。 

 
22．．実実験験方方法法      
22．．11    対対象象試試料料      
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）。 

22．．22    NNGGSSにによよるる塩塩基基配配列列解解読読      
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。 
22．．33    光光学学顕顕微微鏡鏡にによよるる同同定定 

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。 
 

33．．結結果果とと考考察察  

33．．11    NNGGSSでで同同定定さされれたた細細菌菌  

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
ダムから共通して検出された種は 278 種であった。

NGS を使うことで、検出率（検出リード数/全取得リー

ド数）が極めて低い種（0.001％程度）でも検出可能で

あることが示された。検出率が 0.1％以上だった種は、

A ダムで 152 種、B ダムで 154 種、共通して検出され

た種は 100 種であった（図1）。 
図 2 に各ダムにおいて検出率が 0.1％以上だった細

 
図 1 NGS で同定された各ダムにおける細菌種数 

 

 

図 2 NGS で同定された各ダムにおける細菌構成 

（検出率 0.1%以上） 
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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

バクテリア綱メチロバクター属(Methylobacter sp.)が
比較的多く検出されたことからも、メタン酸化細菌の

生育に適した環境になっていることが示唆された 7)。

また、シアノバクテリア門からはアオコやカビ臭の原

因となる種は検出されず、シネココッカスに近縁な種

（Synechococcus sp.）が検出された。 

33．．22    NNGGSSでで検検出出さされれたたププラランンククトトンン  

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 95%、B ダムでは約 70%に相当した。細菌の結

果同様、B ダムでは検出率が 0.1%に満たない種が占め

る割合が A ダムより大きかった。各構成に関して、A
ダムからは系統的に門の異なるプランクトンが比較的

均衡して検出されていたが、B ダムからは珪藻の一種

であるニセコアミケイソウ（Thalassiosira sp.）が全

体の約 16％の割合で検出された（図4の☆印）。 
33．．33    光光学学顕顕微微鏡鏡にによよるる同同定定結結果果ととNNGGSSととのの比比較較 

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

データベース上に登録のない種であったため、同種は

検出されなかったが、その近縁種が検出されていたこ

とから、データベースを更新することにより検出され

る も の と 考 え ら れ る 。 珪 藻 の 一 種 で あ る

Stephanodiscus sp.に関しては、光学顕微鏡では非常

に多く検出されたのに対して、NGS ではわずかしか検

出されなかった。一方、NGS では、この珪藻と近縁な

Thalassiosira sp.が多数検出されていたため、

Thalassiosira sp.が光学顕微鏡では Stephanodiscus 
sp.と誤同定されていた可能性が考えられる。ミドリム

シ藻（ユーグレナ藻）である Trachelomonas sp.に関

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図3 NGSで同定された各ダムにおけるプランクト

ン種数 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図4 NGSで同定された各ダムにおける  

プランクトン構成（検出率 0.1%以上） 
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しては、光学顕微鏡ではある程度観察されたのに対し

て、NGS では全く検出されなかった。この種はデータ

ベース上にも登録されており、近縁種も検出されてい

なかったことから、NGS の前処理の段階で、DNA が

抽出されなかった、PCR で DNA が増幅されなかった

等の問題が生じていた可能性が考えられることから、

今後、分離株を入手し試験をする等、詳細な検討を行

う予定である。 
33．．44    NNGGSSにによよるる月月別別のの検検出出結結果果のの比比較較  

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 月で多く検出されているのに対し、B ダムで

は 9 月で多く検出されていた。渦鞭毛藻も同様に採水

期間において変動が大きく、A ダムでは 5 月、B ダム

では 7 月に多く検出されていた。細菌においては、ア

クチノバクテリア門、バクテロイデス門、ガンマプロ

テオバクテリア綱、ウェルコミクロビウム門が優占し

ており、どの月においても比較的多く検出されていた。 
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 Synechococcus sp.が検出

（検出率 0.87％）された。したがって、NGS では、

光学顕微鏡では捉えきれない低濃度の生物の検出が可

能であることが示唆された。B ダムは、過去に、アオ

コ・カビ臭の発生が報告されたことのあるダムである

表1 光学顕微鏡により同定された種とそれらのNGSによる検出状況の比較 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

顕微鏡 NGS 顕微鏡 NGS

ｼｱﾉﾊﾞｸﾃﾘｱ門 Synechococcus sp. ○ ○ ○

黄金色藻綱 Chrysococcus sp. ○ ○ ○

珪藻綱 Discostella stelligera ○ ○ ○

珪藻綱 Skeletonema sp. ○ ○

珪藻綱 Stephanodiscus sp. △ ○ △
△：検出されたStephanodiscus  sp.はわずかだが、
     近縁種であるThalassiosira sp.が多数検出

珪藻綱 Aulacoseira ambigua ○ ○ ○ ○

珪藻綱 Aulacoseira granulata ○ ○

珪藻綱 Aulacoseira pusilla ○ △
△：同種はデータベースに存在していないが
    近縁種が多数検出

珪藻綱 Melosira varians ○ ○

珪藻綱 Acanthoceras zachariasii ○ ○

珪藻綱 Asterionella formosa ○ △ ○ △
△：同種はデータベースに存在していないが
    近縁種が多数検出

珪藻綱 Fragilaria sp. (cf. asterionelloides) ○

珪藻綱 Fragilaria sp. (single cell) ○

ミドリムシ藻綱 Trachelomonas sp. ○ 未未検検出出 未検出：NGSでは検出されなかった

緑藻綱 Yamagishiella unicocca ○ △
△：同種はデータベースに存在していないが
    近縁種が多数検出

緑藻綱 Spondylosium planum ○ △
△：同種はデータベースに存在していないが
    近縁種が多数検出

肉質鞭毛虫門 Trinema  sp. ○ ○

繊毛虫門 Coleps sp. ○ ○ △ △：わずかに検出

繊毛虫門 Tintinnopsis sp. △ ○ ○ △：わずかに検出

輪形動物門 Keratella cochlearis f. macracantha ○ △ ○ △
△：同種はデータベースに存在していないが
    近縁種が多数検出

輪形動物門 Polyarthra  sp. (cf. remata ) ○ △ ○ △
△：同種はデータベースに存在していないが
    近縁種が多数検出

輪形動物門 Synchaeta sp. ○ ○

輪形動物門 Filinia longiseta ○ ○

節足動物門 Cyclopoida  sp. ○ ○ ○ ○

節足動物門 Copepoda  sp. ○ ○ ○ ○

節足動物門 Bosmina tanakai ○ △
△：同種はデータベースに存在していないが
    近縁種が検出

備考

○ ○

門・綱 種名
Aダム Bダム
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が、調査年度においては、アオコやカビ臭は発生して

いない。また、淡水赤潮の原因となる Peridinium 
sp.が属する渦鞭毛藻も A ダム 5 月、B ダム 7 月で比

較的多く検出されたが、10 月の光学顕微鏡観察では

検出されておらず淡水赤潮が発生したとの報告はな

かった。今後は、これらの水質変化現象の発生が想定

されるダム貯水池で原因種のモニタリングを行う予定

である。 

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、各サンプル間の類似度が高く、種構成に大きな

変化がなかったと考えられる。 

 

44．．ままととめめ  
本研究では、ダム貯水池の水試料に含まれる細菌お

表2 NGSによって検出された各月のプランクトンおよび細菌の検出割合(%) 

 

5月 6月 7月 8月 9月 10月 11月 4月 5月 6月 7月 8月 9月 10月 11月
0.4 0.8 0.1 3.2 0.6 0.2 1.7 4.3 14.0 1.7 0.5 8.7 1.1 2.1 0.8

車軸藻類 0.0 0.0 0.0 0.1 6.3 6.8 17.7 0.1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.2 0.1 0.1
緑藻類 7.0 17.7 5.1 7.5 12.3 5.7 12.0 2.3 10.3 8.6 8.3 9.2 12.3 7.2 4.9
その他 0.0 0.0 0.0 0.0 0.3 0.0 0.1 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0
クリプトモナス 0.0 0.3 1.1 4.2 1.1 4.9 0.0 0.0 0.0 0.7 6.6 5.3 2.8 0.2 0.0
その他 4.6 4.8 13.0 4.6 3.2 3.3 5.1 1.8 4.1 4.2 3.3 2.1 2.2 1.8 3.0
ホロゾア 0.6 8.9 8.0 3.4 14.7 10.9 7.8 0.8 1.2 6.2 5.9 1.3 8.1 5.6 4.7
真菌類 1.1 1.1 20.3 19.2 3.1 3.2 2.5 12.6 11.4 3.8 13.2 4.3 24.5 1.7 5.0
その他 0.3 0.9 0.8 0.8 0.1 4.2 0.3 0.5 0.3 1.1 4.0 1.0 0.9 0.2 0.3
繊毛虫 6.6 4.2 3.8 3.8 12.3 4.0 5.4 16.8 8.0 7.5 12.7 5.4 5.2 3.4 8.6
渦鞭毛藻 14.7 8.5 8.5 0.9 0.2 7.0 5.7 0.1 2.7 1.0 10.3 3.0 1.5 4.7 4.1
その他 0.0 0.6 0.6 0.4 6.3 2.0 0.9 1.3 0.2 0.7 0.1 1.3 1.5 1.0 0.8

リザリア ケルコゾア 50.4 23.9 15.6 17.4 13.3 25.3 16.4 45.3 31.9 25.0 11.7 23.5 18.4 16.1 14.8
12.8 21.3 13.2 25.4 24.1 11.0 18.8 8.8 11.9 32.6 16.0 21.8 15.7 45.5 46.0
1.4 7.0 10.0 9.2 2.2 11.5 5.6 5.3 4.3 6.7 7.4 13.0 5.7 10.2 6.8

古細菌 0.1 0.1 0.0 2.4 0.0 0.0 0.0 0.1 0.0 0.0 0.0 0.1 0.1 0.0 0.1
アクチノバクテリア門 12.3 20.0 9.6 13.8 19.3 14.0 12.7 10.7 12.8 10.3 10.1 12.1 8.6 19.5 9.9
バクテロイデス門 13.2 19.7 15.1 9.1 11.5 16.9 5.8 15.6 26.0 24.6 22.4 13.3 17.4 29.5 12.9
シアノバクテリア門 0.0 0.4 2.4 0.9 7.9 8.5 4.2 0.0 0.1 0.2 0.3 2.2 5.4 0.9 0.7
パテスキバクテリア門 10.0 3.1 0.9 2.7 0.7 3.5 5.6 3.7 4.3 2.6 0.2 2.3 0.5 1.7 2.8
プランクトミケス門 8.4 6.5 28.9 12.8 9.7 3.8 5.5 4.1 4.2 6.6 13.5 12.2 10.7 3.1 3.3
アルファプロテオバクテリア綱 9.5 10.1 7.4 5.9 9.1 8.9 9.9 11.6 9.0 9.2 9.9 9.7 11.3 7.2 10.4
デルタプロテオバクテリア綱 1.2 2.5 1.0 3.6 2.1 4.1 3.1 2.0 1.9 3.6 1.4 2.8 2.8 1.1 4.2
ガンマプロテオバクテリア綱 25.4 19.5 12.1 21.5 15.3 11.5 27.2 31.6 24.1 21.1 18.1 24.0 18.6 18.6 28.7
ウェルコミクロビウム門 12.1 16.6 21.5 16.3 21.6 21.5 18.3 9.1 14.8 17.7 20.3 13.7 14.9 13.0 16.0
その他 7.7 1.5 1.0 11.1 2.7 7.3 7.7 11.5 2.9 4.1 3.9 7.7 9.8 5.3 10.9
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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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底底層層環環境境にに着着目目ししたた停停滞滞性性水水域域のの水水環環境境管管理理技技術術にに関関すするる研研究究（（藻藻類類増増殖殖にに関関与与すするる水水質質項項

目目のの影影響響評評価価））  
研究予算：運営費交付金 
研究期間：平 28～令 3 
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、對馬育夫、村田里美 

服部啓太 
 

【要旨】 
本研究では、アオコ発生の主要な原因藻類と考えられる Microcystis aeruginosa を用いて Fe 濃度が藍藻類の

生長におよぼす影響を検討した。Fe 濃度の違いによる M. aeruginosa の生長の変化を調べるため、Fe 濃度を 6
段階に調整した培地を用いて藻類生長試験を行った。試験の結果、Fe 濃度が 20µg/L 以下と 50 µg/L 以上で生長

指数の値が明確に変化した。また、既往のダム貯水池における水質調査事例では溶存態の Fe 濃度は 0-60 µg/L で

変動することを示しており、Fe はダム貯水池などの水環境において M. aeruginosa の生長に対する制限要因と

なる可能性が示唆された。 
キーワード：湖沼・ダム貯水池、アオコ、Microcystis aeruginosa、微量金属、藻類生長試験 

 
 

11．．ははじじめめにに      
日本の多くのダム貯水池や湖沼において富栄養化

が確認され、アオコや淡水赤潮などの植物プランクト

ンの異常増殖が全国の水域で発生している 1)。植物プ

ランクトンの生長は窒素やリンなどの栄養塩によって

制限を受けると考えられているが、近年の研究では、

窒素・リン以外に鉄（Fe）などの微量金属も生長に必

須な物質であることが示唆されている 2)。昨年度の研

究では、MA 培地の濃度に調整した 5 種の金属（Fe、
マンガン（Mn）、亜鉛（Zn）、コバルト（Co）、モリブ

デン（Mo））が Microcystis aeruginosa の生長に与え

る影響を調べ、Fe、Mn、Co は M. aeruginosa の生長

を促進させる要因であることを明らかにした 3)。 
令和元年度は、微量金属の中では藍藻類の生長に最

も重要であると考えられる Fe に注目し、Fe 濃度の違

いによる M. aeruginosa の生長速度の変化を調べた。 
 
22．．方方法法      
22．．11  鉄鉄濃濃度度をを調調整整ししたた培培地地のの作作成成方方法法      

MilliQ 水に MA 培地（表-1）の栄養塩類成分を添加

したものを No Metal 培地とした。No metal 培地に生

長に影響を与える金属成分である MnCl2・4H2O と

CoCl2・6H2Oを 5.0 mg/Lずつ添加し、それらにFeCl3・

6H2O を 6 段階の Fe 濃度（0、10、20、50、100、200 
µg/L）になるように添加した。これら 6 種類の培地と

No Metal 培地及び金属 5 種を含むMA 培地を生長試験

に供した。 

22．．22  藻藻類類生生長長試試験験        
生長試験に供した藻類株は、国立環境研究所 NIES 

Collection より分譲された M. aeruginosa (NIES-87 株)を

 

表-1 MA培地成分表 

MA培地成分一覧 (mg/L) 

栄養塩類成分 

（No Metal培地） 
金属成分 

Ca(NO3)2・4H2O 50  FeCl3・6H2O 0.5  
KNO3 100  MnCl2・4H2O 5.0  

NaNO3 50  ZnCl2 0.5  
Na2 SO4 40  CoCl2・6H2O 5.0  

MgCl2・6H2O 50  
Na2MoO4・

2H2O 
0.8  

β-Na2 
glycerophospher・5H2O 

100    

Bicine 500    

H3BO3 20    

Na2EDTA・2H2O 5.0    
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使用した。継代培養には MA 培地を用いて、温度 25℃、

明暗周期 12 時間、フラスコ振とう培養の条件で株の

維持を行った。 
生長試験では多数の培地の検討を効率的に実施す

るために、96 ウェルのマイクロプレート上で M. 
aeruginosa を培養した。生長試験では各培地 200 µL と

約 2.2×106 cells/mL に濃度調整した藻類細胞懸濁液 20 
µL をウェルに添加し、温度 25±1 ℃、光強度 40 
µmol/m2/s 連続照射の条件下で培養した。M. aeruginosa
の生長の定量には、波長 450 nm の吸光度をマイクロ

プレートリーダー（CHROMATE 製）で測定した。予

備試験の結果より、試験開始から 8 日目で吸光度の増

加が収束する傾向が見られたため、生長の傾向が明確

に表れる 3、5、7 日目に吸光度の測定を行った。各培

地に対して 5 ウェルを用いて培養を行い、以下では測

定した吸光度は平均値（n=5）で評価した。CV（変動

係数）は 10%程度であったため統計的な評価は本研究

では行わなかった。 

 
33．．結結果果とと考考察察  
藻類生長試験の結果を図-1 に示す。試験の結果、0

－20 µg/L の範囲では、生長指数が 0.1 以下であり、

M .aeruginosa の生長がほとんど見られなかった。一方、

50 µg/L を超える濃度では、生長指数は 1.0 を超える値

を示し、Control（MA 培地）と同等程度の生長が確認

された。また、昨年度と同様に、Fe、Mn、Co が存在

する培地において、M .aeruginosa が十分に生長してい

たことから、Fe、Mn、Co の存在が生長にとって重要

であることが再確認された。 
既往研究における培養実験では、M. aeruginosa は

Growth rate が 0.5 day-1を超える期間において、溶存

態 Fe が約 40 µg/L から 5.0 µg/L 以下にまで低下する

ことが確認されている 4)。本研究においても、Fe 濃度

が 0－20 µg/L の培地では 7 日間の試験前半に鉄制限

を受け、十分な生長を示さなかったと考えられた。 
 また、既往研究において川内ダムでは溶存態 Fe 濃

度が 0－60 µg/L の濃度で変動することが報告されて

いる 5)。これらのダム貯水池における水質調査事例と

本実験の結果から、Fe 濃度はダム貯水池などの水環境

で藍藻類の生長を左右する要因となる可能性が示され

た。 
 

44．．ままととめめ  
マイクロプレートを用いた藻類生長試験を行い、Fe

濃度による M .aeruginosa の生長への影響の変化を調

べた。その結果、Fe が 20µg/L 以下と 50 µg/L 以上の場

合で M. aeruginosa の生長に明確な違いが表れた。既往

のダム貯水池における溶存態 Fe 濃度を考えると、Fe
はダム貯水池などの水環境において藍藻類の生長を左

右する要因となる可能性が示唆された。また、昨年度

の結果と同様に Fe、Mn、Co を加えた培地で MA 培地

と同程度の生長を示すことが確認された。 

 今後は、Fe の濃度に応じて増殖可能な藻類の細胞数

及び藻類増殖時のFe使用量の変化を測定する実験や、

Mn と Co についても培地中の濃度を変化させた藻類

生長試験を行う予定である。また、ダム貯水池や湖沼

などの現地の水環境において、金属濃度の測定を行い、

水環境中での微量金属濃度が藻類の生長に与える影響

を調査することも検討している。 
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気気候候変変動動にによよるる停停滞滞性性水水域域のの熱熱・・物物質質循循環環とと水水質質環環境境へへのの影影響響評評価価とと適適応応策策にに関関すするる研研究究（（ダダ

ムム貯貯水水池池・・湖湖沼沼のの底底層層貧貧酸酸素素化化要要因因のの整整理理とと気気候候変変動動影影響響のの評評価価））  
研究予算：運営費交付金 
研究期間：平 28～令 3 
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、對馬育夫、服部啓太 
担当チーム：水工研究グループ（水理チーム） 
研究担当者：石神孝之、宮川仁、中西哲 

 
【要旨】 
本研究では、気候変動による気温、降水量の変化がダム貯水池の水質、濁質に与える影響についての将来的な

予測に取り組んでいる。今年度は、全国のダム貯水池を対象として底層溶存酸素の変化要因について整理を行い、

過去の水質調査データから底層溶存酸素、気温、流入量の関係性について重回帰分析による統計モデルの構築を

試みた。解析の結果、一部のダムでは重回帰分析による R2 が 0.5 を超え、気温の t 値の絶対値は 10 以上であ

り、その回帰係数は-0.20 ~ -0.41 の範囲であった。これらの気温による影響が大きいダムでは、将来の気温が上

昇した気候では底層貧酸素化が発生する期間が長期化することが考えられ、底泥からの栄養塩溶出による水質影

響も懸念された。   
キーワード：地球温暖化、ダム貯水池、底層溶存酸素、気温、流入量 

 
 

11．．ははじじめめにに      
地球温暖化が水環境に与える影響は徐々に顕在化

しており、現在における全ての温室効果ガス排出とそ

の他の強制力因子は、今後数十年にわたる気候変動の

速度及び程度に影響を及ぼすと報告されている 1)。水

環境に対する影響は気温上昇に伴う水温上昇や降雨形

態の変化による流量や栄養塩類の流出負荷量の変化が

考えられる。 
昨年度までの研究では、気候変動の水質に与える影

響の評価を目的とし、仮想のダム貯水池を対象とした

水質シミュレーションをダム貯水池の規模別に行った。

ダム貯水池の規模と気候変動シナリオごとにシミュ

レーションを行った結果、底層の溶存酸素（DO）の低

下傾向が各シナリオで見られ、気温上昇が大きいシナ

リオではより強い影響を受けることが示唆された。 

このような結果から、多くのダム貯水池で底層 DO
の低下が予測され、将来気候における水質をシミュ

レーションモデルなどを用いて試算することが求めら

れる。しかし、水質シミュレーションは技術的なハー

ドルも大きく、ダム貯水池ごとに独自で実施すること

は難しい。気候変動による影響を評価する方法として

限定的な評価方法ではあるが、既存調査に基づく統計

モデルから影響を評価することが可能である。過去の

水質調査データからクロロフィル a や DO などの各種

の水質指標に相関関係を見出すことにより、富栄養化

や底層貧酸素化の傾向を把握可能な場合が存在する。

特に底層 DO の低下は水温躍層の形成が原因となるこ

とが多いため、躍層形成の要因となる気温や水象デー

タからある程度の予測が可能になると考えられる 2)。 

そこで本年度の研究では、国土交通省及び水資源機

構が管理する複数のダムを対象として、既存の定期調

査データの底層 DO とダムの流入量及び気温データと

の関連性について重回帰分析を用いて整理を行った。 

 
22．．方方法法      
22．．11    解解析析対対象象ととししたたダダムムとと気気象象デデーータタ      
本解析では、国土交通省及び水資源機構が管理する

125 ダムの内、以下の条件を満たす 29 のダムを対象と

した。 

・底層の DO の値が過去 20 年間の調査で 2.0 mg/L
以下を記録したことがあり、なおかつ深層曝気施設や

高濃度酸素供給装置などの底層溶存酸素改善対策を実
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施していない。 

・水文水質データベースからダムの流入量が取得可

能である。 

気温データについてはダム近隣の気象庁観測所

データを使用した。対象としたダムと解析の対象期間、

気温データを使用した気象庁観測所の一覧を表-1 に

示す。 

各ダムの解析対象期間は水文水質データベースか

ら底層DOと流入量の両データが入手可能な期間を対

象とした。 

22．．22    解解析析方方法法      
本研究では、目的変数に対する説明変数の影響力が

定量的に示される重回帰分析を用いて底層DOと気温、

流入量の関係性を整理した。重回帰分析においては各

調査における底層 DO を目的変数に、気温と流入量を

説明変数に設定した。気温については底層 DO の調査

時間から24時間前までの平均値を気温データとした。

流入量については、底層 DO の調査時間から 24 時間

前平均、48 時間前平均、72 時間前平均の三つを流入

量データとし、3 通りのデータを代入し解析を行った。

重回帰分析は EXCEL を用いて行った。また重回帰分

析にて高い相関が得られたダムについては底層DO濃

度と底層 TN 濃度、底層 TP 濃度を比較し、溶出傾向

について整理した。 

また、各ダムにおける底層 DO の季節別の変動傾

向を整理したところ、季節的な周期性が強いダムが多

く存在したため、Lomb-Scargle 法によるフーリエ解

析を実施し、パワースペクトルを算出した。Lomb- 

表-1 対象としたダムと対応する気象観測所 

No ダム名 所在地 解析対象の期間 観測数 気温観測所 備考 

1 金山ダム 北海道 2002-2016 124 幾寅   

2 豊平峡ダム 北海道 2002-2015 123 札幌   

3 鹿ノ子ダム 北海道 2002-2016 123 留辺蘂   

4 滝里ダム 北海道 2002-2016 290 富良野   

5 田瀬ダム 岩手県 2002-2015 160 遠野   

6 御所ダム 岩手県 2002-2016 171 雫石   

7 白川ダム 山形県 2006-2015 87 高峰   

8 浅瀬石川ダム 青森県 2002-2015 110 黒石   

9 相俣ダム 群馬県 2002-2017 180 沼田   

10 薗原ダム 群馬県 2002-2017 154 沼田   

11 五十里ダム 栃木県 2002-2015 159 五十里   

12 二瀬ダム 埼玉県 2002-2015 162 秩父   

13 宮ヶ瀬ダム 神奈川県 2003-2017 164 八王子   

14 下久保ダム 群馬県 2002-2015 162 神流   

15 草木ダム 群馬県 2002-2016 162 桐生   

16 新豊根ダム 愛知県 2002-2016 172 佐久間   

17 青蓮寺ダム 三重県 2002-2015 161 大宇陀   

18 土師ダム 広島県 2002-2010 94 三入   

19 温井ダム 広島県 2002-2015 162 加計   

20 柳瀬ダム 愛媛県 2002-2016 150 四国中央   

21 石手川ダム 愛媛県 2002-2017 177 松山   

22 大渡ダム 高知県 2002-2015 161 久万   

23 中筋川ダム 高知県 2005-2017 114 宿毛   

24 新宮ダム 愛媛県 2002-2015 162 四国中央   

25 鶴田ダム 鹿児島県 2007-2016 115 大口   

26 下筌ダム 熊本県 2002-2017 181 日田 降水量：2004/11/03以前は「釈迦岳」 

27 厳木ダム 佐賀県 2002-2017 90 唐津 
気温 ：2010/2/24以前は「枝去木」、 

降水量：2010/2/24以前は「和多田」 

28 福地ダム 沖縄県 2008-2015 92 名護   

29 新川ダム 沖縄県 2008-2015 72 名護   
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Scargle 法によるフーリエ解析は Python 言語の

astropy.timeseries ライブラリを用いて行った 3)。 
 

33．．解解析析のの結結果果  
33．．11    重重回回帰帰分分析析にによよるる結結果果  

重回帰分析による相関係数R2の一覧を図-1に示す。

すべてのダムに対して気温と 24 h 流入量、48 h 流入

量、72 h 流入量の三つの重回帰分析を行ったところ、

3 つの分析に対する R2 の差はほとんどなく、1－3 日

程度の流入量の変化は底層DOに大きく影響しないこ

とが示唆された。 
また、R2＞0.5 を示した 7 つのダムにおける気温―

24 h流入量の重回帰分析に対する回帰係数及び t値を

図-2 に示す。気温に対する回帰係数は-0.20 ~ -0.41 の

範囲であり、t 値の絶対値についてもすべて 10 以上で

あった。流入量に対する回帰係数は新豊根ダムを除い

た 6 つで 0.05 ~ 0.25 の範囲であり、t 値についてもす

べて 2 以上であった。新豊根ダムにおいて流入量は回

帰係数が負の値を示し、また t 値の絶対値についても

2 以下であったため、流入量の影響力は小さかった。 
気温と流入量の説明変数としての影響を比較する

と t 値の絶対値から気温が流入量より影響力が大きい

ことが示唆された。特に、新豊根ダムにおいては流入

量が底層 DO に対する影響力が小さく、気温が底層貧

酸素化に対する主たる説明変数であることが明らかに

なった。これらの結果より、相関が得られたダムでは

将来の気温が上昇した気候において底層DOの低下が

予想されることが考えられた。また、流入量は貯水池

の回転率等に影響するものの、成層の形成等の水の動

きが底層 DO により強く影響するため、単純な重回帰

分析では影響の評価は難しいと考えられた。 

高い相関を示した 7 つのダムにおける底層 DO と

TN、TP に関係性を図-3 に示す。御所ダムや薗原ダム

ではDO濃度2.0 mg/L以下の貧酸素状態におけるTN

 
図-1 重回帰分析の相関係数一覧 

  
図-2 相関係数が大きかったダムにおける気温と流入量の回帰係数と t 値 
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と TP 濃度の著しい増加傾向は見られなかったが、新

宮ダムでは DO 濃度 0mg/L 付近で高い値を示す観測

プロットが見られた。新宮ダムの流入河川の TN の平

均濃度は 0.38 mg/L、TP の平均濃度は 0.0062 mg/L
であり、DO 濃度が0 mg/L付近ではTNは1.0 mg/L、
TPは0.05 mg/Lを超える値が存在し、嫌気状態となっ

た底泥から栄養塩溶出が起きていることが推察された。

大渡ダムにおいても DO 濃度 2.0 mg/L 以下で TN 濃

度が高くなる傾向が見られた。大渡ダム流入河川の

TN 濃度の平均値は 0.36 mg/L であり、DO 濃度 2.0 
mg/L 以下の貧酸素状態で TN 濃度が 1.0mg/L を超え

るようなプロットでは底泥からの栄養塩溶出が起きて

いることが推察された。これらのダム貯水池において

は水温上昇により底層の貧酸素化が発生しやすくなる

と同時に栄養塩の溶出も発生しやすくなることが考え

られた。 

33．．22    底底層層 DDOO のの年年変変動動特特性性とと LLoommbb--SSccaarrggllee  法法をを用用

いいたたフフーーリリエエ解解析析のの結結果果  

各ダムにおける底層 DO の年変動特性と Lomb-
Scargle 法を用いたフーリエ解析により算出されたパ

ワースペクトルを上段下段に整理した一覧を図-4 に

示す。特定の時期に調査が実施されていないダムが複

数存在したため、それらのパワースペクトルについて

は解釈が難しいが、365 日波長付近の Power が大きい

ダムほど年間の周期性が強い傾向が見られた。最大

Power が 0.6 以上のダムでは貧酸素化が発生する期間

が限定的であり、特に最大 Power が 0.78 を示した厳

木ダムでは 4－8 月にかけて底層の貧酸素化が進行     

し、9－12 月の貧酸素期間から 1-2 月に循環期に入り

貧酸素水塊が解消されるという年間の動きが顕著に示

されていた。加えて、厳木ダムにおける 4－9 月のデー

タにおいて底層 DO と水温、24h 流入量を対象として

重回帰分析を行った結果を表-2 に示す。相関係数 R2＝

0.69 と高い相関性を示し、気温に対する t 値の絶対値

が 12.9 と高いのに対して、流入量に対する t 値の絶対

値は 0.86 と低く、気温に対する影響を強く受けると考

えられた。厳木ダムにおいては気温が上昇した将来気

候での 4－9 月における底層 DO は低下し、貧酸素化

期間が長期化することが考えられた。 
 このように年間での周期性が強いダム貯水池におい

ても、水温躍層の形成により底層 DO が低下しやす

い 4－9 月における気温が上昇することで、水温躍層

形成の期間が長期化し、底層の貧酸素化が起きる期間

も長期化することが予想された。 
 

44．．ままととめめ  
日本全国の底層貧酸素化対策を実施していていな

いダム貯水池を対象として、底層溶存酸素濃度につい

て気温と流入量の関係性について重回帰分析を行った。

重回帰分析の結果、一部のダムでは一定の相関関係が 

得られ、気温上昇によって底層 DO が低下する傾向が 

    

   
図-3 底層 DO と TN、TP 濃度の関係性 

表-2 厳木ダムの 4－9 月のデータによる重回帰分析

結果 

  回帰係数 t値 相関係数 

気温 -0.51  -12.9  
0.69  

流入量 -0.35  -0.86  
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図-4 各ダムの年間における底層 DO の変動と算出されたパワースペクトル 
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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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土土砂砂供供給給にに伴伴うう河河川川環環境境影影響響評評価価おおよよびびダダムムかかららのの土土砂砂供供給給技技術術のの運運用用手手法法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、平山孝浩、村田里美、 
      鈴木裕識、服部啓太 

 
【要旨】 
国土形成計画等において、山地から海岸までの一貫した総合的な土砂管理の推進等が謳われており、土砂動態

のモニタリングや環境影響評価に関する実用的な技術の構築が求められている。本研究では、安全かつ省力的な

化学物質濃度の調査方法として期待されるパッシブサンプリング手法の雨天時河川への適用性を検討した。適用

可能性の検討として、DGT―パッシブサンプリング法を雨天時の河川で行う観測実験を実施し、labile 態金属の

平均濃度を推定した。観測実験の結果、パッシブサンプリングによる推定平均濃度はグラブ法による時間加重平

均濃度の 1.0-3.3 倍の範囲であり、オーダーレベルで濃度を推定できることが確認された。これらの結果から、

パッシブサンプリング手法の土砂供給時の適用性が示唆された。 
キーワード：土砂供給、雨天時河川、DGT―パッシブサンプリング法、labile 態金属、SS 

 
 

11．．ははじじめめにに      
ダムの維持管理において、貯水池の堆砂は大きな問

題の一つでありさまざまな排砂の方法が検討・実施さ

れている。排砂した土砂をダムの下流河川に投入する

場合、投入された土砂は河川の河床環境や生物相を改

善させる正の効果が期待される。一方で、堆砂土砂に

は、ダム貯水池に堆積した後に吸着したものを含め金

属等の化学物質が含まれるため、下流河川に投入され

た土砂から溶出した化学物質が、その河川に生息する

生物に影響する負の効果の可能性が考えられる。その

ため、土砂を下流河川に供給する際には、供給土砂か

ら溶出した化学物質による水生生物への影響の可能性

を評価する必要がある。また、供給した土砂により、

溶存酸素や濁度などの水質項目が変化することで、河

川に生息する水生生物に影響を与えることが考えられ

る。 

本研究課題では、土砂供給により水質等に与える影

響項目（金属類、貧酸素等）について、室内外の試験

等により河川水質への応答特性を把握するとともに、

評価対象種について影響項目に関する毒性情報の収集

や生物試験を実施することにより、生態影響評価を行

い、土砂供給に伴う水域環境のレスポンスの解明と予

測・評価技術の開発を目的とする。 

土砂供給時には上記の通り、供給土砂から重金属類

等の化学物質の溶出が懸念され、水中の土砂濃度増加

に伴う水質変動をモニタリングすることが求められる。

一方で、置土や排砂バイパスなどの土砂供給手法にお

いては雨天時の掃流力によって土砂が流下するため、

水質調査を行う場合は降雨時となり、現場河川におけ

る人力の採水（グラブ法）には安全性の観点から困難

が伴う。降雨時に実施可能な調査手法として、自動採

水機による採水やセンサー類による水質モニタリング

などが挙げられるが、人力の採水を伴わない調査手法

としてパッシブサンプリングが近年注目を集めている。

パッシブサンプリングは水環境中にディスク等の捕集

剤を一定期間設置することで、捕集された対象物質の

時間平均濃度を推定する手法であり、現地で採水を行

わずに対象物質の環境中の平均濃度を推定することを

目的としている。既往研究では平水時の河川等へ適用

例が存在するが 1)、流速や SS が増加した雨天時の水

環境への適用事例はほとんどない。 

H29 年度以前の検討ではダム貯水池底質を用いた

金属溶出実験などを行い、土砂供給時の水質変動項目

として金属濃度を把握することの重要性を示した。

H30 年度では、パッシブサンプリングの土砂供給時河

川における適用性の基礎検討として，生物が利用可能

な形態である labile 態金属を捕集する薄膜拡散勾配

（Diffusive Gradients in Thin-films: DGT）を用いた
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パッシブサンプリング手法（以下 DGT―パッシブサン

プリング法）による濁水中金属類のモニタリングにつ

いて室内実験で検討を行った。実験ではスポット採水

測定で得られた labile 態濃度との間に良好な相関が示

され、濁水中でのパッシブサンプリングの適用可能性

が確認された。 

今年度は流速や SS 濃度が増加した雨天時実河川で

の DGT―パッシブサンプリング法の適用方法及び、

DGT―パッシブサンプリング法による平均濃度推定

の妥当性について、観測実験を行い検討した。 

 
22．．方方法法      
22．．11    DDGGTT―パパッッシシブブササンンププリリンンググ法法のの雨雨天天時時河河川川へへ

のの適適用用方方法法ににつついいてて      
DGT―パッシブサンプリングに使用した薄膜拡散

勾配測定ユニット（DGTユニット）は図-1に示すDGT 
Research 社製 の LSNM-NP を使用した 2)。LSNM-
NP は 12 種の金属（Al、Ca、Cd、Co、Cr、Cu、Fe、
Mn、Ni、Pb、Zn、U）を対象として濃度推定が可能

である。DGT―パッシブサンプリング法では事前にキ

レート剤の吸着能を調整する必要があるため、マニュ

アルに記載された方法に従い DGT ユニットにコン

ディショニングを実施した 2)。コンディショニング後

の DGT ユニットは、図-2に示す通水のために穴をあ

けた塩化ビニルパイプの中に設置した。現場河川では

それらのパイプを浮体式の観測機材にとりつけ、図-3

に示すように DGT ユニットを河川に浸漬した。DGT
ユニットの浸漬時間は既往研究では 24 時間で行われ

ている例が多く 3,4)、本研究では現場河川の状況を踏ま

えつつ、20-80 h を目安に DGT ユニットの浸漬を行っ

た。 

22．．22    雨雨天天時時河河川川ににおおけけるる観観測測ににつついいてて    
雨天時河川における観測地点は、恋瀬川流域の下川

橋付近で行った。観測実施地点を図-4に示す。この地

点は事前の調査で雨天時に流速と SS 濃度の変動を確

認して選定した。DGT―パッシブサンプリング法を用

いた観測は雨天時に 3 回、平水時に 1 回行った。観測

の一覧を表-1に示す、雨量データは調査地点近隣の気

象庁柿岡観測所のデータを用いた。また、現地では

DGT―パッシブサンプリング法による濃度算出のた

めに水温と流速の測定を行った。加えて、橋梁上から

バケツを用いたグラブサンプリングにより水試料を採

取し後述の分析に供した。グラブサンプリングの頻度

は観測①では設置時と回収時に採水を行った。事前の

 

図-1 使用したDGTユニットの概要 
 

 

図-2 DGTユニット取り付け用の観測機材 

 

 

図-3 現場河川でのDGTユニット浸漬の様子 

 

 

図-4 河川観測実施地点 

 

表-1 実施した河川観測の概要 

No 日時 DGT ユニット

の設置時間(h) 
設置期間中の 

総降雨量(mm) 
① 11/18-19 20.5 9.00 
② 11/22-25 73.5 73.75 
③ 12/2-3 24.0 12.50 
④ 2/20-21 24.0 0 
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降雨確率が高かった観測②と③の降雨開始直後は 2時

間おきに採水を行い、降雨開始から 12 時間後以降は

24 時間に 1 回以上の頻度で採水を実施した。観測④で

は 6 時間おきに採水を行った。 
22．．33    水水質質・・金金属属類類のの分分析析方方法法 
現地にて採取した水試料は実験室に持ち帰り、水質

項目として SS、VSS、DOC の測定を行った。また金

属については全量態と labile 態の 2形態についての分

析を行った。全量態の分析では硝酸を用いたホットプ

レート分解による前処理をほどこした。labile 態につ

いては現地にて0.45 µmフィルターを用いてろ過を行

い、ろ液をキレート樹脂（MetaSEP CH-1、GL サイ

エンス社製）に通液し、硝酸を用いて Resin layer か

ら金属を溶出した抽出液を前処理済み試料とした。全

ての前処理済み試料の測定において ICP-MS（X7CCT, 
Thermo Fisher Scientific）を使用し、金属 14 種（Fe、
Li、B、Ti、V、Cd、Cr、Mn、Co、Ni、Cu、Ag、Pb、
Sr）の濃度を定量した。 

DGT―パッシブサンプリング法による水中の labile

態平均濃度（DGT-labile 態平均濃度）の算出方法は昨

年度報告書と同様に行った 5)。DGT―パッシブサンプ

リング法では LSNM-NP の対象金属と ICP-MS の測定

対象金属の設定から 8 種金属（Cd、Co、Cr、Cu、Fe、
Mn、Ni、Pb）について平均濃度データの取得を試み

た。 
 

33．．結結果果とと考考察察  
33．．11    DDGGTT―パパッッシシブブササンンププリリンンググ法法のの雨雨天天時時へへのの適適

用用性性にに関関すするる結結果果  

 雨天時の観測①~③における、降水量と流速の関係

を図-5にしめす。今回実施した観測の中では流速及び

時間雨量が最も大きかったのは観測②であった。また、

観測①~③では DGT ユニットに物理的な機能不全は

見られず、後述のとおり必要な金属濃度データが取得

できていたことからこれらの観測条件下において

DGT―パッシブサンプリング法が適用可能であるこ

とが確認された。 

  

 

図-5 雨天時河川の観測における雨量と流速の変動 
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33．．22    DDGGTT―パパッッシシブブササンンププリリンンググ法法にによよるる DDGGTT--

llaabbiillee態態平平均均濃濃度度のの算算出出  

観測の結果、Mn、Cu については Resin layer 抽出

液に対して濃度定量が可能であり、これら 2 つの金属

を以下では対象とした。Fe は観測②でのみ Resin 
layer 抽出液の濃度が定量可能であった。また、その他

の金属（Cd、Co、Cr、Ni、Pb）についてはすべての

観測で Resin layer 抽出液が定量下限値以下であり、

採水試料においても定量下限値以上を示すサンプルが

多く、本研究で実施した観測においては DGT―パッシ

ブサンプリング法による算出が難しいと考えられた。 
33．．22．．11      MMnn濃濃度度のの算算出出結結果果  
観測①~④における、採水試料の labile 態 Mn 濃度

と SS 濃度の関係を図-6に示す。また、各グラフに算

出された DGT-labile 態平均濃度と採水試料の分析値

の時間加重平均濃度をそれぞれ破線で示した。観測①

~④における labile 態Mn 濃度は 20-60 μg/L の範囲で

あり、濃度変化に特徴的な点はみられなかった。DGT-
labile 態平均濃度と採水試料の時間加重平均濃度を比

較した際には、①~④すべてにおいて DGT-labile 態平

均濃度は時間加重平均濃度を上回っており、それらの

比率は 2.9 - 3.2 倍であった。これらの結果から、本研

究で実施したDGT―パッシブサンプリング法は labile
態 Mn 濃度を過大評価していると考えられた。また、

labile 態 Mn 濃度と SS 濃度の変化に明確な対応は見

られなかった。 

33．．22．．22      CCuu濃濃度度のの算算出出結結果果 

観測①~④における、採水試料の labile 態 Cu 濃度

と SS 濃度の関係を図-7に示す。観測①において、溶

出液の Cu 濃度が ICP-MS の定量下限値未満であった

ため、DGT-labile 態平均濃度は算出されなかった。

ICP-MS の定量下限値、観測②の平均水温での拡散係

数 D 及び浸漬時間 tより観測②の DGT-labile 態平均

濃度の定量下限値は 1.11 μg/L と算出された。時間加重

平均濃度はこの 1/2 程度のため、DGT-labile 態平均濃

度での定量下限値未満は妥当と考えられた。また、観

測④においても溶出液の Cu 濃度が ICP-MS の定量下

限値未満であり、採水試料の labile 態濃度についても

定量下限値以下を示したサンプルが存在した。これら

のことから観測④については平均濃度に関する実態を

推定することが難しかった。観測②と観測③について

Cu の DGT-labile 平均濃度は時間加重平均濃度を上

回っており、それらの比率は観測②で 1.1 倍、観測③

で 1.5 倍であった。また、観測②と観測③では、SS 濃
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度の増加に伴う labile 態 Cu 濃度の増加傾向が見られ

た。観測②については labile 態濃度の最大値が DGT-
labile 態平均濃度を超えており、濃度推定結果は妥当

であると考えられた。観測③については labile 態濃度

のピークとなる4-8 hの labile態濃度がDGT-labile態
平均濃度と同程度であり、labile 態 Cu 濃度を過大評

価していることが考えられた。 
33．．22．．33      濃濃度度算算出出にに対対すするる考考察察 

MnとCuともにDGT-labile態平均濃度が採水試料

の時間加重平均濃度より高い値を示す傾向が見られ、

labile 態濃度を過大評価している可能性が考えられた。

濃度算出において Resin layer からの溶出係数 fe はマ

ニュアルに記載された 0.85 をすべての金属に用いた

が、金属種ごとに適切な溶出係数が異なることが考え

られる 6)。また、各金属の拡散係数Dは採水時の水温

の平均値を基に一定値を採用したが、浸漬時間が長

かった観測②では水温変動は 10~18℃であり、拡散係

数についても 10~18℃で 1.3 倍程度の変動が存在する。

このため金属種ごとの溶出係数や現場の水温変動を考

慮した拡散係数の設定について検討する必要があると

考えられた。  

これらの結果から DGT―パッシブサンプリング法

は Mn と Cu では 1.1-3.2 倍程度の過大評価を示した

が、生物影響の検討に必要なオーダーレベルの推定が

可能であることが示された。拡散係数の設定方法など

を検討する必要があるが、本手法を用いることで安全

側のリスク評価時に適用できる濃度情報が得られるこ

とが示された。 
  

44．．ままととめめ  
水生生物に直接影響を及ぼすとされる形態（labile

態）のモニタリング手法として、DGT―パッシブサン

プリング法の適用可能性を雨天時河川において検討し

た。その結果、DGT―パッシブサンプリング法が雨天

時河川に適用可能であることが確認された。加えて、

採水試料の時間加重平均濃度と DGT-labile 平均濃度

の比率は Mn で 2.9-3.2 倍、Cu で 1.1-1.5 倍であり、

現場河川中の平均濃度を生物影響の検討に必要なオー

ダーレベルの推定が可能であり、リスク評価時に使用

する濃度情報が得られることが示された。 

 今後は雨天時の他の河川にて DGT―パッシブサン

プリング法を用いた観測を行う予定である。また、本

研究における観測は小～中規模の降雨イベントであっ

たため、より強い降雨イベントにおける観測等を実施
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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。 
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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 
 
 

11．．ははじじめめにに 
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．．下下水水二二次次処処理理水水にに残残存存すするる NNHH44--NN をを対対象象ととししたた担担

体体ととNNHH44--NNセセンンササーーをを用用いいたた省省エエネネ型型低低減減方方法法のの提提案案 
22..11．．ははじじめめにに  

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  担担体体のの種種類類、、充充填填率率、、送送気気倍倍率率のの基基礎礎的的検検討討  

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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実下水
二次処理水

下水二次処理水
貯留槽

NH4-N計

P

NH4-N計

P

DO計

P

P

常時運転
常時運転

NH4-N計

第1担体処理槽

第2担体処理槽

第2担体処理槽ポンプ運転

第1担体処理槽ポンプ運転

１ mg-N/L以上

2 mg-N/L以上

図-1 NH4-Nセンサーを用いた担体処理の曝気量制御フロー

量10 Lの反応槽を2つ連結し、各反応槽には微生物

保持担体を投入した。本研究で使用した担体は、ポリ

プロピレン（以下、PPとする）製中空円筒状（4 mmOD 

× 3 mmID × 5 mmL）の担体と多孔質ポリウレタン製ス

ポンジ状（12 mmW × 12 mmD × 15 mmH）の担体の2種

類である。微生物保持担体処理のための原水は、実流

入下水を活性汚泥処理実験装置で硝化抑制運転し、下

水二次処理水中に NH4-N を残留させたものを用いた。

微生物保持担体による NH4-N の除去性能を担体の種類、

充填率、送気倍率毎に比較した。実験期間は担体の種

類の検討実験が2019 年 4月 9日～2019 年 6月 14 日、

充填率の検討実験が 2019 年 6 月 18 日～2019 年 7 月

30 日、送気倍率の検討実験が 2019 年 8 月 1 日～2019

年 9月 10日である。  

22．．22．．22  PPPP製製担担体体付付着着微微生生物物量量のの測測定定法法  

PP製担体処理槽の担体付着微生物量の測定を、実験

期間中に週に1回程度行った。測定方法は次の通りで

ある。各担体処理槽から担体50 mLをビーカーに採取

し、純水を100 mL加えた後、担体と純水の入ったビー

カーを超音波発生器（出力200 W）に10分間接触させ、

純水中に担体付着微生物を抽出した。その懸濁液を試

料として、下水道試験法 3)に従い浮遊物質濃度を測定

し、その測定結果を担体1 L当たりの担体付着微生物

量とした。 

22．．22．．33  実実験験装装置置ののススケケーールルアアッッププととNNHH44--NN セセンンササーー

にによよるる曝曝気気量量制制御御運運転転  

本研究で用いた微生物保持担体処理実験装置は、容

量60 Lの反応槽を2つ連結し、各反応槽にはPP製担

体を投入した。担体充填率は嵩比率 35%に設定した。

担体流動性確保のための曝気は 1 槽当たり送気倍率

4.5倍で行った。NH4-N濃度のリアルタイムモニタリン

グと流入負荷変動に応じた曝気量制御のために NH4-N

センサーを下水二次処理水貯留槽および各担体処理槽

に設置し、DO センサーを第 2 担体処理槽に設置した。

NH4-N センサーを用いた担体処理の曝気量制御フロー

を図-1 に示す。曝気量制御は第 2 担体処理槽の NH4-N

濃度が 1 mg-N/L 以上で第 1 担体処理槽の送気倍率が

7.4倍となるように設定し、第2担体処理槽のNH4-N濃

度が2 mg-N/L以上で第2担体処理槽の送気倍率が7.4

倍となるように設定した。本研究ではHRTを2槽で180

分と120分に設定し、異なるHRTにおける担体付着微

生物量の差異、微生物保持担体によるNH4-N処理性能、

NH4-N センサーを用いた曝気量制御による曝気量削減

効果を確認した。 実験期間は HRT を 180 分に設定し

た実験が2019年 12月 3日～2020年 1月 14日、HRTを

120 分に設定した実験が 2020 年 2 月 1 日～2020 年 3

月 14日である。 

 

22．．33    結結果果とと考考察察  

22．．33．．11  担担体体のの種種類類、、充充填填率率、、送送気気倍倍率率のの基基礎礎的的検検討討  

aa))  素素材材とと形形状状のの異異ななるる担担体体にによよるるNNHH44--NN 処処理理性性比比較較  

PP 製担体及びスポンジ担体を用いた HRT45 分及び

90分での運転時におけるNH4-Nの処理特性を検討した

実験結果を図-2に示す。実験期間中における各反応槽

の水温は 19～25℃であった。HRT90 分時点での NH4-N

除去率はPP製担体、スポンジ担体ともに99%であった。

本実験で用いたスポンジ担体は PP 製担体に比べて比

重が大きいため、担体流動性の確保がより容易なPP製

担体をこれ以降の実験では使用した。 

bb))  異異ななるる担担体体充充填填率率にによよるるNNHH44--NN 処処理理性性比比較較  

PP製担体の充填率を35%及び10%に設定したHRT22.5

分及び 45 分での運転時における NH4-N の処理特性を

検討した実験結果を図-3に示す。実験期間中における

各反応槽の水温は22～28℃であった。HRT45分時点で

の NH4-N 除去率は充填率 35%で 98%、充填率 10%で 53%
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であった。HRT45 分時点での反応槽容積当たりの硝化

速度は充填率 35%で 14.4（mg-N/L・h）、充填率 10%で

8.8（mg-N/L・h）となった。本実験で用いた下水二次

処理水中NH4-N濃度は13.5 ± 1.5 mg-N/Lであり、担

体処理後の目標NH4-N濃度を2 mg-N/L、HRTを 45分、

反応槽容積を120 Lと想定すると、目標NH4-N濃度を

達成するために必要な反応槽容積当たりの硝化速度は

15.3（mg-N/L・h）である。本実験で用いた下水二次処

理水中NH4-N濃度に対しては、充填率10%では目標NH4-

N 濃度を達成できないことが想定されるため、これ以

降の実験では充填率を35%に設定した。 

cc))  異異ななるる送送気気倍倍率率にによよるるNNHH44--NN処処理理性性比比較較  

 PP 製担体を送気倍率 5.3 倍及び 2.7 倍に設定した

HRT22.5分及び45分での運転時におけるNH4-Nの処理

特性を検討した実験結果を図-4に示す。実験期間中に

おける各反応槽の水温は25～30℃であった。HRT45分

時点での反応槽容積当たりの硝化速度は送気倍率 5.3

倍で12.5（mg-N/L・h）、2.7倍で8.3（mg-N/L・h）と

なった。本実験で用いた下水二次処理水中 NH4-N 濃度

は14.2 ± 0.8 mg-N/Lであり、担体処理後の目標NH4-

N濃度を2 mg-N/L、HRTを 45分、反応槽容積を120 L

と想定すると、目標 NH4-N 濃度を達成するために必要

な反応槽容積当たりの硝化速度は 16.2（mg-N/L・h）

である。本実験で用いた下水二次処理水中 NH4-N 濃度

の変動を考慮し、これ以降の実験では最低送気倍率を

5.3倍程度以上に保つ必要があることを確認した。 

22..  33..  22  ススケケーールルアアッッププ及及びび NNHH44--NN セセンンササーーをを使使用用

ししたた担担体体処処理理  

aa))  異異ななるるHHRRTTににおおけけるる担担体体付付着着微微生生物物量量のの比比較較  

HRT を 180 分と 120 分に設定した実験における、担

体1 L当たりの担体付着微生物量の測定結果を表-1に

示す。HRT を 180 分に設定した実験における第 1 担体

処理槽（HRT：90分時点）と第2担体処理槽（HRT：180

分時点）から採取した担体1 L当たりの担体付着微生

物量はそれぞれ1,031 ± 56 mg-SS/L、1,113 ± 42 

mg-SS/L であり、HRT を 120 分に設定した実験におけ

る第 1 担体処理槽（HRT：60 分時点）と第 2 担体処理

槽（HRT：120分時点）から採取した担体1 L当たりの

担体付着微生物量はそれぞれ 1,177 ± 223 mg/L、

1,117 ± 197 mg/Lであった。HRTの違いによる担体

付着微生物量に大きな差異はないことを確認した。こ

のことから、運転期間も考慮すると、担体付着微生物

量が飽和に達している可能性が示唆された。 

bb))  異異ななるるHHRRTTににおおけけるるNNHH44--NN 処処理理性性能能のの比比較較  

bb--11))  HHRRTT をを 22 槽槽でで 118800 分分にに設設定定ししたた実実験験ににおおけけるる
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図-4 PP製担体を送気倍率5.3倍及び2.7倍に設定
したHRT22.5分及び45分での運転時における
NH4-Nの処理特性

NNHH44--NN処処理理性性能能  

NH4-NセンサーとDOセンサーの測定値の経時変化を

図-5に示す。実験期間中における各反応槽の水温は12

～19℃であった。下水二次処理水貯留槽における平均

NH4-N濃度は16.3 mg-N/Lであり、第2担体処理槽に
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HRT180分 HRT120分

担体採取箇所 第1担体処理槽 第2担体処理槽 第1担体処理槽 第2担体処理槽

担体1 L当たりの
担体付着微生物量

（mg/L）

1,031 ± 56
（N = 6）

1,113 ± 42
（N = 6）

1,177 ± 223
（N = 6）

1,117 ± 197
（N = 6）

表-1 HRTを180分と120分に設定した実験における
担体1 L当たりの担体付着微生物量の比較
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図-5 NH4-N濃度とDO濃度の経時変化（HRT: 180分）

おける平均 NH4-N 濃度は 0.9 mg-N/L であったことか

ら、本実験における平均NH4-N除去率は94%となった。

HRT180分時点での反応槽容積当たりの硝化速度は4.7

（mg-N/L・h）となった。下水二次処理水貯留槽におけ

るNH4-N濃度が20 mg-N/Lを超える高負荷期間（2019

年 12 月 22 日～23 日、2020 年 1月 2日～14 日）にお

いても、第2担体処理槽のNH4-N濃度を2 mg-N/L以下

に低減できることを確認した。一方、雨天時など流入

NH4-N低負荷期間（2019年 12月 3日、12月 10日～13

日、12月 16日、12月 28日）においては、第2担体処

理槽の NH4-N 濃度が測定下限値である 0.1 mg-N/L と

なった。この期間には担体流動性確保のための曝気の

み行われていたが、第 2 担体処理槽の DO 濃度は 2～5 

mg/L であり、NH4-N 処理の観点からは過剰な曝気量で

あることを確認した。 

bb--22))  HHRRTT をを 22 槽槽でで 112200 分分にに設設定定ししたた実実験験ににおおけけるる

NNHH44--NN処処理理性性能能  

NH4-NセンサーとDOセンサーの測定値の経時変化を

図-6に示す。実験期間中における各反応槽の水温は10

～20℃であった。下水二次処理水貯留槽における平均

NH4-N 濃度は 16.5 mg-N/L であり、第 2 担体処理槽に

おける平均 NH4-N 濃度は 2.5 mg-N/L であったことか

ら、本実験における平均NH4-N除去率は85%となった。

HRT120分時点での反応槽容積当たりの硝化速度は6.8

（mg-N/L・h）となった。実験期間中の半分以上の期間

で、第2担体処理槽のNH4-N濃度が2 mg-N/Lを超過し

た。この期間における第2担体処理槽のDO濃度は1～

5 mg/Lであった。HRTを 2槽で180分に設定した実験

に比べて、平均 NH4-N 除去率は低下したものの、反応

槽容積当たりの硝化速度は増加したことから、流入

NH4-N 濃度と設定され得る NH4-N 排水基準値によって

は、HRTを 120分より短く設定しても、NH4-N排水基準

値を達成できる可能性が示唆された。 

22..  33..  33  異異ななるるHHRRTTににおおけけるる曝曝気気量量制制御御にによよるる曝曝気気

削削減減率率とと総総曝曝気気量量当当たたりりのの処処理理速速度度のの比比較較  

異なるHRTにおける曝気量制御による曝気削減率と

総曝気量当たりの硝化速度の比較結果を表-2 に示す。

HRT を 2 槽で 180 分に設定した実験では、曝気量制御

を行わなかった場合に比べて総曝気量を 31%削減でき

ることを確認した。総曝気量当たりの硝化速度は
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HRT180分 HRT120分

曝気量制御あり 曝気量制御なし 曝気量制御あり 曝気量制御なし

1槽目 2槽目 1槽目 2槽目 1槽目 2槽目 1槽目 2槽目

常時曝気量（L/h） 165 165 165 165 248 248 248 248

常時曝気時間（h） 984 984 984 984 992 992 992 992

制御曝気量（L/h） 105 105 105 105 158 158 158 158

制御曝気時間（h） 371 11 984 984 974 601 992 992

総曝気量（L） 364,830 531,360 740,882 805,504

曝気削減率 31% - 8% -

総曝気量当たりの
硝化速度

(g-N/m3-Air)
1.55 - 0.85 -

表-2 異なるHRTにおける曝気量制御による曝気削減率と
総曝気量当たりの硝化速度の比較

1.55（g-N/m3-Air）となった。一方、HRTを 2槽で120

分に設定した実験では、曝気量制御を行わなかった場

合に比べて総曝気量を 8%削減できることを確認した。

総曝気量当たりの硝化速度は0.85（g-N/m3-Air）となっ

た。本実験における曝気量制御方法においては、HRTを

180 分に設定した方がより効率的に NH4-N を除去でき

ることを確認した。 

 

 

33．．  下下水水処処理理水水をを対対象象ととししたたムムレレミミカカヅヅキキモモをを用用いい

たた慢慢性性的的影影響響評評価価にに関関すするる研研究究  

33．．11    ははじじめめにに  

下水処理水が生物に及ぼす影響として、短期的影響

に加え、長期的な慢性影響も考えられる。当研究チー

ムでは、これまでの研究において、全排水毒性（Whole 

Effluent Toxicity：WET）試験において、藻類（ムレ

ミカヅキモ）が下水処理水に最も影響を受けやすいこ

とを明らかにした 4）。一方、従来の WET 試験では、数

日間の培養による増殖速度を指標とし、形態学的また

は遺伝子学的な変異は指標とされないため慢性影響は

評価できない 5）。下水処理水が藻類に与える慢性的影

響を把握するためには、増殖速度に加え、細胞形態等

他の影響を確認することが重要である。そこで本研究

で は 、 ム レ ミ カ ヅ キ モ （ Pseudokirchneriella 
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subcapitata）を用いて下水処理水による多世代培養を

行い、下水処理水による慢性的影響の評価を行った。 

 
33．．22    実実験験材材料料おおよよびび実実験験方方法法    

33．．22..  11    下下水水処処理理水水のの採採水水    
使用した下水処理水（終沈流出水）は、A処理場の嫌

気・無酸素・好気処理（A2O）処理後の最終沈澱槽のサ

ンプリングポートから採取した。2019 年 8 月 7 日～

2019 年 10 月 9 日（10 週間）にかけて毎週 1 回、10L

バッチ採取し、速やかに土木研究所に搬入した。これ

らの処理水は試験に用いるまで 4℃冷暗所に保管した。

採取された各処理水は一般水質項目を測定し、慢性影

響試験に用いた。 

33．．22..  22    藻藻類類をを用用いいたた処処理理水水のの慢慢性性影影響響試試験験  

試験には国立研究開発法人国立環境研究所から分

譲されたムレミカヅキモ（P. subcapitata; NIES-35

株）を用いた。処理水を0（Control）、5、80%濃度とし

てMilli-Q水で希釈し、10倍濃度のC培地 6)を 1倍量

になるよう添加して試験溶液を作製した。前培養した

ムレミカヅキモは最終濃度 2x105 cells/mL として、

フィルター滅菌した各試験溶液（20mL）を100ｍLフラ

スコに添加した。培養条件は24℃、1,500 Lux連続照

射、回転振とう100 rpmとし、1週間培養を行った。

培養後、各培養液はそれぞれ同処理水濃度の新しい試

験溶液に添加し、この工程を10回繰り返した（図-7）。

0%試験溶液では、毎回細胞を最終濃度2x105 cells/mL

で新しい試験溶液に添加し、5%と 80%試験溶液では0%

に添加した際と同容量の培養液（① mL、図-7）をそれ

ぞれの試験溶液に添加した。7 日間培養後、細胞の増

殖、形態（細胞面積）を検討した。試験は各濃度3連

で行った。 

33．．22..  33    ムムレレミミカカヅヅキキモモのの細細胞胞数数測測定定とと形形態態観観察察  

 7 日間培養を行った各処理水濃度の培養液に対し

て、細胞数の測定と形態観察を行った。細胞数の測定

は粒子計数分析装置（CDA-1000B、Sysmex社）を用いて

行った。細胞の形態観察は、光学顕微鏡（BX51、Olympus

社）を用いて行った。細胞面積は、顕微鏡写真からフ

リーソフトのImageJ (https://imagej.net/Welcome)

と Inkscape (https://inkscape.org/ja/)を用いて求

めた。各処理水濃度に対し、1フラスコから約50細胞

採取し、3連で合わせた150個以上の細胞を検討した。 
33．．22..  44    金金属属分分析析  

各処理水をガラスフィルター（GFB、孔径 1 m、

Millipore社）で濾過し、硝酸分解した後、高周波誘導

結合プラズマ質量分析装置（X7CCT、Thermo Fisher 

Scientific）を用いて20種類の重金属（V、Cr、Mn、

Fe、Co、Ni、Cu、Zn、As、Se、Mo、Rh、Ag、Cd、In、

Sn、Sb、Te、Pb、Bi）の定量を行った。 

 
33．．33．．  結結果果とと考考察察  

33．．33．．11    使使用用ししたた処処理理水水のの水水質質のの特特徴徴  
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図-7 藻類多世代培養による慢性影響試験の概要 

SS CODcr T-N T-P NH４
＋ NO2

- NO3
- PO4

3-

mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L

①（190807） 晴 27.6 6.62 1.25 1.38 1.9 16 5.1 0.28 0.00 0.00 24.50 0.08

②（190814） 曇 28.0 6.89 1.24 1.29 1.9 9 6.8 0.6 0.00 0.00 30.21 0.12

③（190821） 晴 28.0 6.60 1.52 1.34 1.2 22 6.4 0.5 0.00 0.00 25.10 0.10

④（190828） 曇 27.7 6.61 1.41 1.26 0.75 7 6.1 1.3 0.00 0.95 23.32 0.79

⑤（190904） 曇 27.9 6.65 1.24 1.16 0.85 16 5.8 0.40 0.00 0.00 23.53 0.54

⑥（190911） 曇 27.0 6.61 0.48 1.16 0.45 12 4.3 0.4 0.00 0.00 17.38 0.53

⑦（190918） 晴 27.4 6.54 1.06 1.10 0.45 14 4.5 0.3 0.00 0.00 18.73 0.45

⑧（190925） 晴 27.2 6.65 2.06 1.50 1 10 7.6 0.3 0.00 0.00 25.92 0.00

⑨（191002） 晴 27.2 6.52 1.90 1.26 2.4 14 7.2 0.23 0.00 0.00 30.24 0.00

⑩（191009） 晴 26.6 6.53 1.56 1.27 3.5 15 7.2 ND 0.00 0.00 30.05 2.57

DO
(mg/L) 濁度（度）回数（採水日時） 天気 水温（℃） pH

表-3 各処理水の一般水質項目                            ＊ND：未測定  
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採取回数1～10回目の処理水に対して、一般水質項

目を検討した（表-3）。その結果サンプル間で、水温、

pH、DO、濁度、SS 、CODcr 、T-N、T-P、NO4
+、NO2

-、NO3
-、 

PO4
3-における大きな差は見られなかった。 
各処理水の重金属濃度を表-4に示す。Mn、Fe、Znは

それぞれ平均31.5、59.1、47.7 g/Lと比較的高い値

が検出されたが、他の重金属は2.38 g/L以下と低い

値を示した。Mn濃度は採取回数9、10回目で平均値の

半分以下に減少したが、他の重金属は採取回数 1～10

回目にかけて、濃度の大きな変動は見られなかった。

A 処理場は家庭排水が多く流入する処理場であり、採

取時に雨天時がなかったことから、比較的一定した水

質のサンプルが採取されたと考えられる。 

33．．33．．22    ムムレレミミカカヅヅキキモモのの培培養養とと細細胞胞形形態態のの検検討討  

継代培養を繰り返したムレミカヅキモの増殖速度

は、10回の培養でも処理水濃度0%、5%、80%の間で大

きな差は見られなかった。各処理水濃度に対する培養

7日目の細胞数と継代回数の関係を図-8に示す。処理

水濃度5%では培養を繰り返すことで培養7日目の細胞

数が増加し、10回目の継代培養では0%に比べて約1.5

倍の増加が確認された。一方、80%処理水を含む培地で

は培養を繰り返しても細胞数に大きな変動は見られな

かった。これらの結果から、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が推察され

る。 

次に継代回数と各処理水濃度における細胞の大き

さの検討を行った。図-9に 8回目の継代培養後の細胞

面積の分布と処理水濃度の関係を示す。各処理水濃度

における細胞の大きさを比較した場合、5％処理水では

継代培養を8回繰り返しても、ムレミカヅキモの細胞

の大きさは、0％とほとんど変わらなかった（平均面積

23.5 m2、0％の1.2倍）。一方、80%処理水では培養回

数6回目から細胞の肥大が確認され、培養8回目では

細胞面積は40.0 m2となり、0％と比べて2.1倍を示

した。また核を観察した結果、80%処理水では細胞内に

核を8個以上含む異常形態が多く確認された。これら

の結果は、80％処理水で継代を繰り返すことにより、

ムレミカヅキモの分裂が阻害されることを示唆してい

る。ムレミカヅキモは重金属の存在下で増殖に影響を

受けることが報告されている。Machadoと Soaresは、

Zn（≧0.6 M、39.2 g/Lに相当）の存在下でムレミ

カヅキモを 72 時間培養すると、細胞の増殖が阻害さ

れ、体積が増加することを報告している 7）。A処理場の

処理水には、Znが平均47.7 g/L含まれており（表-

3）、80％濃度では約38.2 g/L 含まれる計算になる。

本実験において、80％処理水で継代培養することでム

レミカヅキモの細胞が肥大した結果は、処理水中に含

まれるZn が一つの要因であることが推察される。一

方、Fe と Mn の EC50（72 時間）はそれぞれ 3.28-4.95 

回数（採水日時） V Cr Mn Fe Co Ni Cu Zn As Se Mo Rh Ag Cd In Sn Sb Te Pb Bi

①（190807） 1.72 0.33 33.56 68.62 0.16 1.68 1.75 29.52 0.15 0.40 2.14 1.59 0.68 0.82 1.18 1.41 1.25 0.75 0.20 1.73

②（190814） 2.18 0.48 29.32 75.02 0.14 1.31 2.42 35.14 0.15 0.40 2.12 1.62 0.67 0.83 1.17 1.29 1.25 0.72 0.36 1.76

③（190821） 2.11 0.34 37.58 54.82 0.15 1.47 1.32 44.46 0.15 0.40 1.86 1.58 0.67 0.82 1.17 1.19 1.23 0.71 0.74 1.73

④（190828） 2.54 0.41 45.10 65.52 0.23 2.03 1.96 46.52 0.15 0.40 1.85 1.53 0.67 0.83 1.17 1.18 1.21 0.71 0.38 1.70

⑤（190904） 2.62 0.41 38.36 61.92 0.16 1.55 2.04 60.36 0.15 0.40 1.87 1.50 0.71 0.83 1.17 1.13 1.19 0.71 0.10 1.68

⑥（190911） 2.64 0.46 40.18 47.26 0.18 1.48 1.77 51.60 0.15 0.40 2.02 1.48 0.67 0.82 1.17 1.13 1.23 0.71 0.20 1.67

⑦（190918） 2.35 0.35 36.26 33.66 0.16 1.74 2.56 49.58 0.15 0.40 1.78 1.46 0.70 0.82 1.17 1.10 1.20 0.67 0.27 1.65

⑧（190925） 2.31 0.33 29.56 58.32 0.14 2.10 3.11 64.54 0.15 0.40 1.80 1.44 0.70 0.84 1.17 1.13 1.20 0.70 0.41 1.63

⑨（191002） 2.56 0.45 11.26 66.78 0.06 1.62 2.40 51.80 0.15 0.40 1.75 1.41 0.68 0.82 1.17 1.13 1.20 0.68 1.71 1.61

⑩（191009） 2.73 0.40 14.23 58.66 0.14 1.30 1.76 43.58 0.15 0.40 1.92 1.40 0.69 0.82 1.17 1.20 1.22 0.69 0.60 1.60

平均値 2.38 0.40 31.54 59.06 0.15 1.63 2.11 47.71 0.15 0.40 1.91 1.50 0.68 0.82 1.17 1.19 1.22 0.70 0.50 1.67

標準偏差 0.31 0.06 10.99 11.83 0.04 0.27 0.52 10.52 0.00 0.00 0.14 0.08 0.01 0.01 0.00 0.09 0.02 0.02 0.47 0.05

変動係数 0.13 0.14 0.35 0.20 0.28 0.17 0.24 0.22 0.00 0.00 0.07 0.05 0.02 0.01 0.00 0.08 0.02 0.03 0.94 0.03
単位 (g/L)

表-4 各処理水の重金属濃度                             

図-8 各処理水濃度における継代回数と細胞数の

関係   

培養7日後の細胞数を示す。 
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mg/L、5-8.3 mg/Lと報告されている 8）。今回の処理水

に含まれる平均濃度（Fe: 59.06±11.83 g/L、Mn: 

31.54±10.99 g/L）から考えると、FeとMnにより細

胞の増殖に影響が生じる可能性は小さいことが推察さ

れる。 

 

44．．ままととめめ  

本研究では、下水二次処理水に残存する NH4-N につ

いて担体を用いた低減対策を検討した。本研究で用い

た2種の担体については、担体流動性確保の観点から

より比重の小さい PP 製担体が望ましく、担体充填率

は嵩比率 35%程度で十分に NH4-N を除去できる結果と

なった。実験装置のスケールアップ及び NH4-N セン

サーを使用した担体処理実験において、処理槽全体の

HRT を 180 分に設定することで、流入 NH4-N 濃度が 20 

mg-N/L を超える場合においても、処理槽末端の NH4-N

濃度を 2 mg-N/L 以下に低減できることを確認した。

一方、雨天時など流入 NH4-N 低負荷時において、硝化

のための曝気を抑制しても、担体流動性確保のための

曝気が必要であるため、NH4-N処理の観点からは、過剰

な曝気量となることを確認した。今後、この課題を解

決するために、流動性を確保する必要のない固定床担

体の NH4-N 処理性能を本研究で使用した担体と比較す

る予定である。 

また本研究ではムレミカヅキモを用いた処理水の

慢性影響評価を検討した。その結果、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、

処理水が十分希釈されない場合、藻類への慢性的な影

響がある可能性が示唆された。これまでは1種の藻類

を用いて影響評価を行ってきたが、R2 以降は、5～10

種の付着藻類を用いて種の感受性分布（SSD)評価を行

い、生物多様性面から処理水の安全評価を行う予定で

ある。 
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図-9 各処理水濃度と細胞面積の分布の関係 

培養7日後の細胞面積を示す。各排水濃度におい

て150細胞以上の細胞を検討した。 
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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把握握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 
                       

 
11．．ははじじめめにに  

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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22..  下下水水試試料料中中ののママイイククロロププララススチチッックク検検出出ににおおけけるる

効効果果的的なな前前処処理理手手法法のの検検討討  

22..11  背背景景とと目目的的  

 人間活動由来の MPs に関する水環境中からの検出

事例は近年増加しつつあるが、下水処理場における知

見についてはさらなる蓄積が求められている 1)。特に

都市域では、下水道を経由して水環境へ到達する MPs
について、その重要性や環境負荷全体に占める割合等

の把握が必要である。我々は MPs の一種である繊維状

MPs について、Nile Red 試薬を用いた蛍光染色観察法

を構築し、下水処理場の調査データの取得に取り組ん

できた 2)。一方で、これまで採用してきた試料前処理

手法は、既報での適用例の多い過酸化水素（H2O2）に

よる湿式過酸化法を基本としており、有機成分の多い

下水に対しては検出の妨害となる夾雑物の除去手法と

して改善の余地があった。下水汚泥を H2O2 で前処理

した際の処理温度と懸濁物質（SS）重量残存率の関係

を図-1に示す。23℃、40℃、60℃、80℃の条件で残存

率が各々57.4%、46.1%、45.4%、29.2%であり、高温に

することで残存率が低下する傾向が分かるが、完全除

去には至らず、また、高温になるとプラスチックの変

形や消失の恐れがあるため正確な計測には向かない。

そこで本研究では、目的 MPs（特に繊維状 MPs）を損

なわずに夾雑物を効果的に除去できる手順を検討した。 
 

22..22  実実験験のの方方法法  

難分解性有機物の処理に有効な技術の一つにフェ

ントン反応がある 3)。単独では酸化力が弱い H2O2に対

し、二価鉄化合物を H2O2 に混合したフェントン試薬

では、式1の通り、ヒドロキシルラジカルが発生し、

強力な酸化力を発揮する。本研究では、このフェント

ン反応を用いて、下水試料中の夾雑物除去の効果を検

討した。検討した手順を表-1に示す。 

Fe2+ ＋ H2O2 → Fe3+ + OH- + OH・ 式1 

 実験手順は既報 4)を一部改良し、以下の通り操作し

た。流入下水試料を 500 mL 取り、ポリカーボネート

製ろ紙（孔径 10μm、Φ47mm、Merck）でろ過をした。

残渣に対し、試薬の添加や反応操作をせずにそのまま

染色作業に供したものを系 A とし、30％H2O2、30％
H2O2+FeCl2、30％H2O2+FeSO4の 3 種の異なる添加試薬

を加える系を各々系 B、系 C、系 D とした。30％H2O2

（精密分析用、富士フィルム和光純薬）の添加量は 10 
mL とし、系 C と系 D ではそれぞれ 0.5M に調整した

FeCl2水溶液（特級、富士フィルム和光純薬）と FeSO4

水溶液（特級、富士フィルム和光純薬）を 100 μL 添加

した。反応は 60℃で行い、1 時間経過時点の残留溶液

はろ過し、残渣に再度同じ試薬を添加して 60℃で 1 時

間反応させた。最後に、残留溶液をろ過し、Milli-Q 水

で洗浄、ろ過した残渣を染色操作前試料とした。また、

系 E と系 F では、系 C と系 D と同様に反応操作した

後に、2 M の HCl を 5 mL 添加して、反応沈殿物の除

去を試行した。夾雑物除去効果は、式2に示す反応・

後処理の前後の SS 重量減少率（%）で評価した。 

Rss = (MSS(β) - MSS(α) ) / (MSS(β)) × 100 式2 
ここでRss = SS 重量減少率（%）、 

MSS(α) =処理後の SS 重量（mg）、 
MSS(β) = 処理前の SS 重量（mg） 

染色操作では調製済みの Nile Red 溶液（1 mg/mL ア
セトン溶液（Merck）100 µL + エタノール 9.9 mL（100
倍希釈））を試料に 4 mL 添加し 70℃で 90 分反応させ、

エタノールの蒸発を確認し、観察に供した。加熱によ

る染色性の向上、エタノールの残留防止による視認性

向上を事前に確認している。観察には実体顕微鏡

（Leica）に蛍光ユニット（BioTools）を組み合わせた

装置を使用し、落射蛍光条件下で短軸径 100 µm 以下

を目安に確認された繊維状物質を計測した。落射蛍光

条件下でポリエチレンテレフタラート、ナイロン等が

 
表-1 検討した下水試料（500mL）の前処理手順 

系 ろ過 添加試薬
温度

(℃)

反応

回数

追加

処理

A - - -

B 30％H2O2

C 30％H2O2+FeCl2

D 30％H2O2+FeSO4

E 30％H2O2+FeCl2

F 30％H2O2+FeSO4

ポリカーボ

ネート製

ろ紙

（孔径10μm,

Φ47mm）

なし

2N HCl

で洗浄

60℃ 2回

 

図-1 下水汚泥のH2O2前処理における 

処理温度と汚泥重量残存率 
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図-3 系 A、系D、系Fにおける下水試料の前処理後の写真 

図-4 各実験系における木綿の前処理後の写真 

図-2 流入下水試料の前処理手順別のSS重量減少率 
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赤、ポリスチレン等が黄、ポリエチレン、ポリプロピ

レン等が緑色に発光してみえることは既報 2)に示した

通りである。また、ナイロン 6,6 糸とポリエステル糸

の標準品を対象に、前処理の前後で実体顕微鏡を用い

た観察と FTIR（日本分光）を用いた分析を行うことに

より、前処理による物性変化の有無を確認した。 
  

22..33  結結果果おおよよびび考考察察  

22..33..11  各各前前処処理理手手順順ににおおけけるる夾夾雑雑物物のの除除去去率率  

流入下水試料に対する前処理手順別の SS 重量減少

率を図-2に示す。H2O2のみで処理した系 B では SS 重

量減少率は 79.8%であり、H2O2+FeCl2（系 D）と

H2O2+FeSO4（系 F）のフェントン反応の系では、それ

ぞれ 64.3%と 63.8%の減少率であり、H2O2のみの系と

比較して減少率が悪化する結果であった。 
系 A（添加試薬なし）、系 D、系 F の前処理後の試料

の写真を図-3に示す。湿式過酸化法、フェントン反応

に供していない系 A では下水試料由来の黒褐色の SS
成分がろ紙上で層状に残渣となって存在したのに対し、

フェントン反応に供した系 D では、系 A と比べ SS 成

分の厚みは薄いものの、元の黒褐色とは異なり茶褐色

の残渣が存在していた。これは、鉄イオンと試料中の

成分とが反応して酸化鉄塩がろ紙上で生成したためで

あると推察され、このために試料中の有機成分の重量

の減少率が過小評価されたと考えられた。 
上述の結果を受け、反応後の試料に HCl を添加する

ことで酸性条件とし、酸化鉄塩を再溶解させた後、残っ

た溶液をろ過して排除した（系 E および系 F）。その結

果、SS 重量除去率が系 E（H2O2+FeCl2）では 96.7%、

系 F（H2O2+FeSO4）では 97.0%となり、顕著に上昇し

た。FeCl2か FeSO4かに関わらず、フェントン反応後に

HCl で洗浄する手法が有効であることが見出された。 
洗濯排水から下水道に流入する繊維状物質には、人

工のプラスチック繊維だけではなく、自然由来の木綿

繊維も多く含まれていると考えられる。木綿を下水試

料と同様に前処理した際の写真を図-4に示す。フェン

トン反応（H2O2+FeSO4）のみで処理した場合には、下

水試料と同様に茶褐色塩の沈殿がみられたが、HCl に
よる洗浄を経ると残留物は目視では確認されなかった

（SS 重量除去率 99.8%）。木綿が前処理で除去されな

い場合、Nile red 染色後の落射蛍光観察では赤色に発光

してみえるために誤計測につながるが、酸洗浄を行う

フェントン反応処理では、前処理後の木綿から赤発光

繊維は確認されなかった。 
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22..33..22  各各前前処処理理手手順順ににおおけけるる繊繊維維状状物物質質のの計計測測数数  

各前処理手順における流入下水中の各色発光繊維

状物質数を図-5に示す。分解反応を行わなかった系 A
で計測されたのは赤発光繊維 14 本/L であり、6 つの前

処理で最少であった。続いて、H2O2+FeCl2処理（系 C）
で合計 18 本/L、H2O2+FeSO4処理（系 D）で合計 20 本

/L であった。これらで計測数が少なかった原因として、

繊維が残留夾雑物や発生した酸化鉄塩に埋没する等に

より見落としがあった可能性が考えられた。一方で、

SS 重量除去率が高かった系 E（H2O2+FeCl2）と系 F
（H2O2+FeSO4）では、各々合計計測数が 70 本/L と 84
本/L であった。また、H2O2処理のみでは合計計測数が

90 本/L であり、6 つの前処理で最多であった。 
以上の結果からフェントン反応（＋酸洗浄）の有無

にかかわらず、H2O2処理を行った場合に計測数が多く

なる傾向が示されたが、実際の観察・計測において両

者は作業効率が異なっていた。二つの前処理後の下水

試料の観察像（明視野観察および落射蛍光観察）を図

-6 に示す。2.3.1項でも示したように SS 重量の除去率

は H2O2 処理のみの系 B では 79.8%であり、フェント

ン反応＋酸洗浄の系 F の 97.0%よりも低く、繊維状物

質の確認・計測作業は、系 B の試料では系 F の試料と

比べて容易ではなかった。さらに系 B では、系 F では

みられない繊維状物質の塊のようなものが観察された。 
H2O2 処理を適用して実施した既報の下水処理場調

査結果 4)を振り返ると、流入下水から計測された合計

発色繊維数の平均値は 217本/Lであり、今回の実験（流

入下水）で検出された繊維状物質数よりやや多いが同

オーダーであった。今回の実験結果では、H2O2処理の

みの系 B と、フェントン反応後に HCl で洗浄する系

E、系 F とを比較して計測数に顕著な差がなかったこ

とを含めて考察すると、既報調査の計測数が適切に評

価できていないとは断定できないものの、実際に検出

し計測された繊維には一定程度の見落としと誤計測が

含まれていた可能性が示唆された。 
 
22..33..33  構構築築ししたた前前処処理理手手法法のの検検証証  

標準プラスチックにフェントン反応＋酸洗浄の操

作をする前後の実体顕微鏡観察と FTIR 測定結果を図-
7 に示す。下水からの検出数が比較的多いと考えられ

るナイロン 6,6 糸とポリエステル糸の両者において、

顕微鏡観察時における操作前後の顕著な変化はみられ

なかった。また、IR スペクトルもほぼ一致し、データ

解析後に同じプラスチック材質であると同定された。 

図-5前処理手順別の 

落射蛍光観察による各色発光繊維状物質の計測数 
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図-7 フェントン反応＋酸洗浄による物性変化の確認 

 
図-6 異なる前処理を施した下水試料の観察像の比較 
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22..33..44  構構築築ししたた前前処処理理フフロローー  

本研究で構築した下水試料の前処理フローを図-8

に示す。フェントン反応後に、HCl による洗浄操作を

適用することで、高い夾雑物除去効果が期待できる。

上述の操作でも依然として残留物がみられる場合には、

さらなる有機成分の分解・除去は容易ではないが、従

来の MPs 分析でよく用いられている比重分離法では

比重差のある無機成分等の分離が期待できるため、併

用するとよい。以上、本フローにより、Nile red を用い

た蛍光染色観察法に適した観察前試料を準備できるこ

とが示された。 
 

  

  

  

33．．紫紫外外線線照照射射さされれたたナナイイロロンン６６粒粒子子ががムムレレミミカカヅヅキキ

モモにに及及ぼぼすす影影響響にに関関すするる研研究究 
33．．11    背背景景とと目目的的    
現在マイクロプラスチック（MPs）が環境中の生物

に及ぼす影響が懸念されており、種々の生物に対する

影響の解明が待たれている。これまで我々の研究では、

7 種の MPs（ポリスチレン、低密度ポリエチレン、超

高密度ポリエチレン、ポリエチレンテレフタレート、

Ny6、ナイロン 12（Ny12）、ポリプロピレン）がムレミ

カヅキモに与える影響について検討した結果、①Ny6
と Ny12 でムレミカヅキモに対する増殖阻害が確認さ

れ、②その中でも Ny6 の増殖阻害が特に強いこと、③

その要因の１つとして、Ny6 が試料中でプラスに帯電

し、マイナスに帯電したムレミカヅキモに吸着するこ

とで増殖を阻害していることを明らかにした 5)。一方、

環境中に放出された MPs は紫外線（UV）等の自然劣

化を受けるため、純正品のMPsの影響とは異なること

が推察される。そこで、本年度はUV照射されたNy6を

用いて、ムレミカヅキモに与える影響を検討した。 

 
33．．22    実実験験材材料料おおよよびび実実験験方方法法    
33．．22..  11    UUVVCC照照射射ししたたNNyy66粒粒子子のの作作製製      

Ny6（粒子状、平均直径：15–20 m、Goodfellow 社

製）を滅菌した Milli-Q 水（3.3 g/L）に添加し、スター

ラーで完全混合した状態で低圧紫外線ランプ（エイ

コー電気株式会社）を用いて UVC（254 nm）を照射し

た。つくば市の年平均 UVB（280–315 nm）照射量を

UVC に換算し、約 47 日分と想定される UVC（84.9 
J/cm2）量を Ny6 に照射した。照射後 Ny6 を回収し、

風乾させた粒子を Ny6＋UVC として実験に用いた。ま

た UVC 照射を行わず Milli-Q 水のみで調整した Ny6
をネガティブコントロール（Ny6＋Milli-Q 水）として

用いた。処理後の Ny6 粒子は走査型電子顕微鏡（JSM-
6301F、JEOL）を用いて観察を行った。 
33．．22..  22    UUVVCC照照射射ししたたNNyy66をを用用いいたたムムレレミミカカヅヅキキモモ

のの吸吸着着試試験験  
試験には国立研究開発法人国立環境研究所から分

譲 さ れ た ム レ ミ カ ヅ キ モ （ Pseudokirchneriella. 
subcapitata; NIES-35 株）を用いた。吸着実験は C 培地
6)で培養したムレミカヅキモの細胞懸濁液（1×106 
cells/mL）に Ny6、Ny6＋Milli-Q 水、Ny6＋UVC をそれ

ぞれ 750 mg/L 添加後、25oC、100 rpm で振とうした。

上清中の細胞数はセルカウンター (CDA-1000B、シス

メックス株式会社)を用いて経時的に測定した。処理か

ら 6 時間後、沈殿部の粒子を光学顕微鏡（BX51、
Olympus）を用いて観察した。試験は 24 時間、3 連で

行った。 
33．．22..  33    UUVVCC照照射射ししたたNNyy66をを用用いいたたムムレレミミカカヅヅキキモモ

のの増増殖殖阻阻害害試試験験  
 AAP 培地 7)に Ny6（50 mg/L）、Ny6＋Milli-Q 水（50、
250、750 mg/L）、Ny6＋UVC（50、250、750 mg/L）を

それぞれ添加後、前培養したムレミカヅキモを（1×104 
cells/mL）添加し、25oC、3,000 Lux、100 rpm の条件下

で、72 時間振とう培養を行った。培養後、培養液から

クロロフィル-a（Chl-a）を抽出し、ムレミカヅキモの

増殖を測定した。試験は 3 連で行った。 

 
図-8 構築した下水試料の前処理フロー 

2M HCl で洗浄、夾雑物の残留

が多い場合は繰り返す

観察・

データ処理

ポリカーボネートろ紙

（孔径10 µm、Φ 47mm）
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上澄みろ過
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回収
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（10ppb, エタノール溶液）

70℃で乾燥

ろ過

30％ H2O2 + FeSO4, 60℃, 1h

試料

必要な場合

ポリカーボネートろ紙

・5.3M NaIに懸濁

・遠心分離 710xg, 10分
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33．．33．．  結結果果とと考考察察 
33．．33．．11    UUVVCC照照射射後後ののNNyy66粒粒子子のの顕顕微微鏡鏡観観察察 
Ny6＋UVC 粒子の表面を走査電子顕微鏡観察した結

果、UVC 照射により表面に亀裂が生じ、内部に空隙が

観察された（図-9、矢印）。一方FT-IRの波形はUVC照

射前後で変化は見られなかった（データには示してい

ない）。これらの結果から、UVCを照射することで、Ny6

粒子の表面が劣化することが考えられた。 

 

33．．33．．22    UUVVCC照照射射後後ののNNyy66をを用用いいたたムムレレミミカカヅヅキキモモのの

吸吸着着試試験験とと増増殖殖阻阻害害試試験験  
Ny6 粒子を用いてムレミカヅキモの増殖阻害実験を

行った場合、Ny6 と Ny6＋Milli-Q 水では、50mg/L 濃

度でムレミカヅキモの増殖は 4.6％まで阻害された。一

方、Ny6+UVC では 750 mg/L の添加でもコントロール

と Chl-a 量は変わらず、ムレミカヅキモの増殖阻害は

観察されなかった（図-10）。これらの結果は、Ny6 の

ムレミカヅキモに対する増殖阻害はUVC照射により、

減少することが推察される。 
次にNy6粒子に対するムレミカヅキモの吸着実験を

行った。振とう 6 時間後、Ny6 が添加されたフラスコ

では、Ny6 粒子にムレミカヅキモが吸着し、フラスコ

底部に緑色の沈殿が確認された(図-11-b、c)。一方

Ny6+UVC では緑色の沈殿は確認されず、Ny6 粒子に

対するムレミカヅキモの吸着は確認されなかった(図-

11-b)。振とう 24 時間後の上清中の細胞数は、Ny6 で

はコントロールに比べて 7.3％まで減少したが、

Ny6+UVC では 75.6％の細胞が検出された(図-11-a)。
Ny6＋Milli-Q水ではNy6と同様な傾向が見られたこと

から、UVC 照射によりナイロンが劣化することでムレ

ミカヅキモへの吸着力が低下することが推察された。 
 

 
４４．．ままととめめ  
本研究では、マイクロプラスチック（MPs）につい

て、夾雑物の多い下水試料に対する測定前処理手法の

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。主な成果を以下に示す。 
 
夾雑物の多い下水試料に対する測定手法の高度化

に関する研究では、計測目的のMPs（特に繊維状MPs）
を損なわずに夾雑物を効果的に除去できる手順を検討

し、 
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図-10  UVC照射後のNy6を用いたムレミカヅキモの
増殖阻害試験 

図-11  UVC照射後のNy6を用いたムレミカヅキモの

吸着試験 

(a) 各 Ny6粒子処理における培地上清中のムレミカヅ

キモの細胞数、（b）培養6時間後のフラスコの写真、

（c）Ny6に吸着したムレミカヅキモの顕微鏡写真 

 

図-9 UVC照射後のNy6の電子顕微鏡写真 
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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。 
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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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図-1 標準活性汚泥法 (疑似嫌気好気運転）の処理フロー 

（無：無曝気、微：微曝気、曝：曝気） 
 
としていた。 

11 月 6 日には、流入下水、汚泥処理からの返流水、最

初沈殿池流入水（以下、初沈流入水とする）および流出水

（以下、初沈流出水とする）、反応槽内活性汚泥混合液 4
か所（反応槽 8 槽のうち、流下する方向の順で第 2 槽・

第4槽・第6槽・第8槽）、返送汚泥、最終沈殿池流出水

（以下、二次処理水とする）を13時から15時（ただし、

返流水だけは 10 時から 11 時）の間にスポット採取し、

クーラーボックスに入れ氷で保冷し分析所に運搬した後、

フェノール、SS、BOD等を分析した。また、試料採取時

に現場において水温、pHを測定した。 
1 月 8 日には、水塊を追うことを想定して、初沈流出

水、反応槽内活性汚泥混合液（4 か所）、返送汚泥を水塊

の移動を流量と反応槽容量から算出される流下時間差で、

9 時から 17 時に試料採取するとともに、この他の流入下

水等の試料は 11 月 6 日と同様に 9 時から 11 時にスポッ

ト採取し、運搬・分析・現場測定も前回同様に実施した。 
フェノールの分析は、平成29年度に提案した方法に準

じる方法とした。活性汚泥や返流水などの SS 濃度が

500mg/L を超える試料は、そのままでは分析が困難であ

るため、遠心分離(3000 rpm, 20 分)したのち、自然ろ過

（GF/B, φ12.5cm）操作を行った後に分析した。11 月 6
日の流入下水、初沈流入水、初沈流出水、二次処理水の試

料は、これらの操作をせず分析した。また、これらの操作

の有無による相違の確認のため、1月8日の返流水と初沈

汚泥は、ろ過等の操作を行わない試料も分析した。 
他の項目（SS、BOD 等）については下水試験方法 1)に

より分析した。 
 
2.2 嫌気好気ろ床法の下水処理場におけるフェノール挙

動調査 

調査処理場は、平成30年度調査で調査対象とした嫌気

好気ろ床法 3 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 9 月 25 日に行

った。処理フローの概略を図-2 に示す。試料採取は、ス

クリーン前後の流入下水（流入下水①、流入下水②）、第

一分配槽出口、第二分配槽出口、好気槽出口、逆洗水槽上

層水の6試料とし、13時50分～14時35分の間にスポッ

ト採取した。採取試料はクーラーボックスに入れ氷で保

冷し分析所に運搬した後、フェノール、SS、BOD等を分

析した。また、試料採取時に現場において水温、pHを測

定した。フェノールの分析は、平成29年度に提案した方

法に準じる方法とし、SS を含む全試料について行った。

他の項目（SS、BOD 等）については下水試験方法 1)によ

り分析した。 

 
図-2 嫌気好気ろ床法の処理フロー 

 

2.3 活性汚泥によるフェノール除去特性の回分実験 

活性汚泥によるフェノール除去を確認するため、2.1で
調査した処理場の活性汚泥を用いた室内回分実験を行っ

た（図-3、写真-1参照）。 
実験ケースは、５リットルのガラスビンに蒸留水（5L）

+フェノール 1,000µg/L のコントロール系と蒸留水（3L）
+活性汚泥（約2g/2L）+フェノール1,000µg/Lの実験系と

した。フェノール供試濃度は後述する平成30年度調査で

得られた流入下水濃度の最大値（88µg/L）の約10倍濃度

に設定したものである。 
無機塩類として BOD 希釈液に用いる A 液、B 液、C

液、D 液を 1L に対して 3mL 添加した。実験は、試験水

の水温を約 25℃にした後、25℃の室温で行った。それぞ

れマグネチックスターラーで撹拌しながら小型エアーポ

ンプにより空気曝気（0.3L/min）した。実験開始後 5 分、

30 分、60 分、120 分、240 分、480 分に約100mL 採取し

た。コントロール系はそのまま、実験系は、試料採取後直

ちにガラス繊維ろ紙（GF/B）で吸引ろ過を行い、SSとろ

液に分けそれぞれフェノール分析を行った。 
フェノールの分析は、供試濃度が1,000µg/Lと高濃度で 
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図-3 フェノール除去実験装置 

 
  写真-1 フェノール除去実験装置（実験系） 

 

 図-4  APGC-ToFMSによるフェノール分析フロー 
表-1 フェノールにおけるAPGC-ToFMS測定条件 

 

あることから平成 29 年度に提案した方法の誘導体化し

GC/MS で測定する方法とせず、図-4 および表-1 に示す

APGC-ToFMSを用いる方法とした。 
 
3．研究結果 
3.1 標準活性汚泥法の下水処理場におけるフェノール挙

動調査結果 

 2019 年 11 月 6 日調査時の水温は 22.6～23.7℃、pH は

6.4～7.2、同様に2020年1月8日調査時は、18.2～19.2℃、

6.8～7.7であった。また、調査時の二次処理水のSSは両

日ともに2mg/L以下、BODは5.6mg/L以下であり良好な

処理が行われていた。 
フェノールの調査結果を図-5 に示す。11 月6 日の流入

下水、初沈流入水、初沈流出水、二次処理水以外は、ろ過

等の操作を行った試料のものである。なお、1月8日の返

流水と初沈汚泥は、ろ過等の操作を行わない試料の分析

結果と比べると、ろ過等の操作を行った試料ではフェノ

ール濃度が8～14%減少しており、ろ過等の影響が考えら

れた。また、サロゲート回収率は93～108%であった。 
流入下水のフェノール濃度は、両日の平均で43 µg/Lで

あり、公共用水域の指針値10 µg/Lを超える濃度であった

が、下水処理により 99%以上除去されていた。二次処理

水のフェノール濃度は、両日の平均で0.041 µg/Lであり、

指針値の約 1/240 であった。また、11 月 6 日の初沈汚泥

のフェノールの濃度は、210 µg/Lであった。 
流下方向の大きな変化としては、初沈流出水と返送汚

泥が混合（比率は、ほぼ3：2）した後の反応槽において、

フェノール濃度が大きく低下しており、初沈流出水に比

較して第 2 層の濃度レベルは1/100 以下であった。また、

反応槽内のフェノール濃度は、今回調査を実施した時間

帯（11月6日；13時～15時、1月8日；9時～17時）に 

 

図-5 標準活性汚泥法（疑似嫌気好気運転）の 
下水処理場におけるフェノール挙動調査結果 
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質量範囲 m/z 50-300
目的物質のm/z フェノール：94.0419

フェノール-d5：99.0732
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おいては、両日間に大きな相違がなかった。また、返流水

の濃度レベルは、流入下水とほぼ同じであった。 
下水処理工程におけるフェノールの負荷量の変化を、

流入下水中の量を基準にした割合として図-6 に示す。な

お計算に用いた流量は、スポット採取を行った時間帯の1
時間分とした。データも少なく誤差もあるが、概略として

は流入した下水に返流水分が少々加わり、最初沈殿池汚

泥として少々引き抜かれる工程を経るまでは少々減少し、

割合としては大きな変化がなく見え、活性汚泥処理を経

るとフェノール量が流入下水の１％未満となり、明らか

に減少していると見える。 
本調査において、フェノールは調査処理場の下水処理

により 99％以上除去されているという結果が得られたが、

前述の好気的生分解性試験 2)結果を比較して考えると下

水処理におけるフェノール除去は活性汚泥による生物分

解が主体であると推測される。また、反応槽に流入した直

後の大きな濃度低下は、活性汚泥による吸着や分解が要

因と考えられた。 
 

3.2 嫌気好気ろ床法の下水処理場におけるフェノール挙

動調査結果 

 9 月 25 日調査時の各採取試料の水温は 18.8～20.0℃、

pHは6.5～7.3であった。また、調査時の処理水（逆洗水

槽）のSSは2mg/L、BODは2.6mg/L、CODは7.7mg/Lで

あり良好な処理が行われていた。 
フェノールの調査結果を図-7 に示す。流入下水①、②

の濃度はそれぞれ 2.0mg/L、3.3mg/L、第一分配槽出口の

濃度は0.13µg/L、第二分配槽出口の濃度は0.022µg/L、好

気槽出口の濃度は 0.011µg/L、逆洗水槽上層水の濃度は

0.017µg/Lであった。本処理方式の処理主体となる嫌気槽、

好気槽の両反応槽において大きく減少し、その除去率は

99%以上であった。本調査では嫌気槽に流入する前の第

一分配槽出口において0.13µg/Lと流入下水濃度に比べて 

 
図-7 嫌気好気ろ床法の下水処理場における 

フェノール挙動調査結果 
 
大きく減少していたが、ポンプ井、第一分配槽での除去の

可能性に加え、本調査試料がスポット採取によることか

ら水質の時間変動が考えられる。 
流入下水のフェノール時間変動を確認するため、2020

年 2 月 18 日～19 日にかけて自動採水器を用いた通日調

査を行った。流入下水②を 1 時間間隔で 24 時間採取し、

3時間分を等量コンポジットし分析試料とした。フェノー

ル分析結果を図-8 に示す。フェノール濃度が高い時間帯

は 7：00～15:00 で最大濃度が 2 月 19 日 10：00～12：00
の 2.3µg/L、最小濃度が 2 月 19 日 1:00～3:00 の 0.14µg/L
であった。9 月 25 日の挙動調査時の採取時間帯は、流入

下水のフェノール濃度が高い時間帯であり、調査時のフ

ェノール濃度は、2月の通日調査のフェノール濃度とほぼ

同じであった。また、9 月 25 日の調査における第一分配

槽出口では、ポンプ井の容積と平均流量から算出した平

均滞留時間（11.6時間）を考慮するとフェノール濃度が低

い時間帯の下水が到達していることになる。これが、第一

分配槽出口でのフェノール濃度が、流入下水より低いこ

との一因と考えられる。 
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図-6 下水処理工程のフェノール負荷割合の変化 

（流入下水中のフェノールを100%として算出。〇の大きさは両日の平均を基に作図） 
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図-8 流入下水②のフェノール時間変動 

 
3.3 活性汚泥によるフェノール除去特性の回分実験 

 室内回分実験結果を図-9 に示す。実験開始 5 分後のフ

ェノール濃度は、コントロール系が 540µg/L、実験系が

320µg/Lであった。コントロール系は、8時間後において

も 410µg/L であった。実験系は 30 分後で 210µg/L、1 時

間後では検出下限値以下（ND）であり大きく減少した。

また、実験系のSSはメタノールを用いた超音波抽出によ

りフェノール分析を行ったがいずれも ND であり、フェ

ノールのSS吸着は確認されなかった。これらのことから、

活性汚泥処理によるフェノールの除去は生物分解による

ものと考えられる。 
 

 
図-9 室内回分実験結果 

 

4．まとめ 
平成30年度調査の流入下水から公共用水域の指針値を

超える濃度で検出されたフェノールを対象として標準活

性汚泥法、嫌気好気ろ床法の 2 処理場において挙動把握

調査を行った。両処理方式とも生物反応槽において大き

く除去され、処理水では指針値を下回る濃度であった。ま

た、標準活性汚泥法の活性汚泥を用いた室内回分実験に

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。 
 
謝辞 

本調査の実施にあたってご協力を頂いた自治体、関係

各位に感謝申し上げます。 
 
なお、本調査研究は、運営費交付金により実施された

ものである。 
 

参考文献 

1) 下水試験方法-2012年版-，公益社団法人日本下水道協会，平

成24年11月30日発行 

2) 財団法人化学物質評価研究機構、CERI有害性評価書、フェ

ノール、

https://www.cerij.or.jp/evaluation_document/yugai/108_95_2.pdf （令

和2年6月15日確認） 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

0

1

2

3

フ
ェ
ノ
ー
ル
濃
度

（
µg

/L
）

0

200

400

600

0 2 4 6 8

フ
ェ
ノ
ー
ル
濃
度
（

µg
/L
）

経過時間（h）

コントロール
活性汚泥

ND ND                 ND                                       ND



令和元年度 下水道関係調査研究年次報告書集 

141 

 

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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析も行った。 
 

2． 実験方法 

2．1 曝露水と曝露試験の方法 

図-1に本研究で用いた活性汚泥処理実験装置とオゾン

処理実験装置の概要を、写真-1にオゾン処理装置の外観、

処理条件を示す。本実験で使用した装置は、最初沈殿池

（500L）、生物反応槽（500L ×4 槽）、最終沈殿池

（700L）からなる活性汚泥処理実験装置、砂ろ過塔と、

その後段のオゾン反応塔、担体処理槽から構成される。

流入下水は、主に分流式下水道として整備され生活排水

が流入する実下水処理場の生下水を用いた。生物反応槽

は、第 1槽から第 4槽まで全面エアレーションを行う標

準活性汚泥法（HRT：約 8 時間、MLSS 濃度：約 2,300 
mg/L、SRT：約 9 日）による処理を行った。オゾン処理

の条件については、下水処理水の消毒を対象とする場合

のオゾン注入量は 5 mg/L、接触時間は 10 ～20 分が標準
10)とされる。本実験ではオゾン発生装置の性能に制約が

あったためオゾン注入量を約3 mg/Lとし、接触時間は約

20 分で砂ろ過水のオゾン処理を行った。オゾン処理水

は滞留槽（10L）を経て生物膜処理を行った。生物膜処

理には、一部の医薬品の低減に効果があることが報告 11)

されている微生物保持担体（ポリプロピレン製円筒担体

4mmOD×3 mmID×5 mmL）によるものとし、充填率

90％（嵩）で充填したろ床にオゾン処理水を上向流で通

0% 20% 40% 60% 80% 100%

水田 畑 森林 市街地+道路 荒地+水域等

山口川 (5.8km2)

桜川下流 (331.3km2)

恋瀬川 (151.5km2)

山王川 (8.2km2)

()内は流域面積

図-3 霞ヶ浦流入河川の土地利用の割合 

国土数値情報H28年度土地利用からArcGISで算出 

図-2 霞ヶ浦流入河川の採水地点 

表-1 曝露条件 

試験魚種 ゼブラフィッシュ

採水日：2017年12月7～8日

・二次処理水 （80, 40, 20, 10％）
・オゾン処理水 （80％）
・オゾン＋担体処理水 （80％）
・脱塩素水道水：Control 1
（）内の％値は脱塩素水道水で希釈したと
きの曝露水の存在割合

採水日：2019年1月21日

・山口川（桜川支流）（80％）
・桜川下流 （80％）
・恋瀬川 （80％）
・山王川 （80％）
・脱塩素水道水：Control 2
（）内の％値は脱塩素水道水で希釈したと
きの曝露水の存在割合

曝露期間 9日間、胚～仔魚期

曝露方式 半止水式（2, 4, 6, 8日目に換水）

連数 4連/試験区

供試卵数 15粒/連

温度 26℃

明暗周期 明 16h / 暗 8h

給餌 なし

観察項目 生存数、孵化数

RNA抽出方法 Qiagen RNeasy Mini Kit

ライブラリ調整方法
Illumina Truseq Stranded mRNA
 LT Sample Prep Kit

使用シーケンサーと試薬 Miseq, Reagent kit v3 150cycle

曝露水
（下水処理水）

比較対象曝露水
（河川水）

写真-1 オゾン処理実験外観と処理条件 

図-1 活性汚泥・オゾン処理実験装置の概要 

流入下水
エアレーションタンク 2,000L
AT1 AT2 AT3    AT4
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沈殿
池
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最終
沈殿
池

700L

活性汚泥処理実験装置 砂ろ過塔
砂ろ過水
貯留タンク

二次処理水

オゾ
ン発
生装
置

オゾン反応塔
20L

滞留
槽
10L

担体槽 90L
(担体量：81L）

：採水位置
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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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100 ％であり、いずれの曝露区も 80 ％を超え試験は成立
2)していた。Dunnett の多重比較法を用いて、コントロー

ル区と各曝露区のふ化率の平均値の差を検定したところ、

いずれの曝露区でも有意にならなかった（有意水準

1％）。生存率についてもコントロール区と各曝露区で

統計的に有意な差は認められなかった。 
3．3 遺伝子発現解析結果 

3.3.1 ゲノムマッピングによる遺伝子の検出と発現変

動解析結果 

Tophat 2-Cufflinks 2によるゼブラフィッシュゲノムへの

マッピングの結果、25,567 遺伝子が検出された。25,567 

遺伝子のうち 75 ％にあたる 19,317 遺伝子に Biological 
process の機能情報（GO : Gene ontology）を与えることが

できた。図-10 はコントロール区と各曝露区の各遺伝子

発現量の散布図である。図中のプロットが検出された各

遺伝子を反映しており、Fold change 2、かつ、p値 0.05以
下と判定された発現変動遺伝子を黒色で示した。二次処

理水 80 ％曝露区は発現変動遺伝子数が多いこと、山口

図-4 曝露水原水の DOC 濃度 

図-5 曝露水原水の NH
4
-N，NO

2
-N,NO

3
-N 濃度 

図-7 曝露水原水の三次元蛍光スペクトル 
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川で少ないことがわかる。 
図-11 は各曝露区の発現変動遺伝子数で、各下水試料、

河川水試料への曝露により遺伝子発現量が上昇したもの

と下降したものを分けて図示した。下水処理水曝露区で

上昇する遺伝子が多くなっていた。コントロール区に対

して上昇と下降を示した発現変動遺伝子の総数は、二次

処理水80 ％、40 ％、20 ％、10 ％曝露区でそれぞれ223、
128、101、66 個となり、下水処理水の割合が減少するに

従い、発現変動遺伝子も少なくなった。オゾン処理水

80 ％、オゾン+担体処理水 80 ％曝露区の発現変動遺伝子

数は 63、47 個となり、オゾン処理により発現変動遺伝

子数を抑制できることがわかった。発現変動遺伝子数で

みると、オゾン処理は二次処理水の 10 倍希釈に相当す

る結果となった。本実験ではオゾン処理の後段に担体処

理を設けていた。本処理により若干ではあるが発現変動

遺伝子数のさらなる低下が見られた。 
河川水試料では渓流である山口川で 29 個と最も少な

く、都市河川である山王川で 65 個と最も多くなった。

二次処理水 10 ％、オゾン処理水曝露区の発現変動遺伝

子数は、桜川下流、山王川に、オゾン+担体処理水曝露

区は、恋瀬川に曝露した時と近い数になっていた。 
3.3.2 ゼブラフィッシュのGOを用いた機能解析結果 

図-12 に発現変動遺伝子の機能解析をゼブラフィッシ

ュのBiological process情報を用いて実施した結果を示す。

図は Biological Process関連の GOを、二次処理水 80 ％ 曝
露区で p値 0.05 （- log10表示で 1.3以上）まで示したもの

である。二次処理水 80 ％曝露区で影響が高いと判定さ

れた機能は、defense response、cytokine-mediated signaling 
pathway で、これらは免疫に関係する機能である。その

他にも代謝、ストレス応答、シグナル伝達など様々な機

能への影響を生じている可能性があった。これらの機能

の p値は希釈倍率が高くなるに従い大きくなる傾向が見

図-8 下水試料のふ化率，生存率の結果 
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られ、二次処理水10％曝露区でp値が0.01以下になるの

ものは1機能( cell-matrix adhesion )のみとなった。二次処理

水が 10 倍希釈されることにより、遺伝子発現に与える

影響は概ね抑制できることがわかった。 
オゾン処理では二次処理水 80 ％ 曝露区で見られた各

機能への影響が顕著に低下していることがわかる。河川

水では山王川で数個の機能で p値が低いものがみられる

ものの、魚類の遺伝子発現に与える影響は低いことがわ

かる。 
 

4． 考察 

4．1 生物応答と遺伝子発現の関係について 

ふ化率、生存率の生物応答を指標にした二次処理水の

希釈系列の曝露試験では、二次処理水最大濃度 80 ％で

もふ化率と生存率に有意な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。二次処理水で見られた遺

伝子発現への影響は、現時点で各遺伝子の発現レベルと

将来生じる成長や繁殖阻害との関係は未解明であるため、

悪影響であるとは断定はできない。しかし、機能解析の

結果、免疫、代謝、ストレス応答、シグナル伝達などへ

の影響を受けている可能性が示唆され、二次処理水

80 ％の曝露条件で成魚に至るまで長期間曝露された場

合、成長阻害や生存率に影響が生じる可能性も否定でき

ない。より安全側の観点からは、発現変動遺伝子数や有

意に検出される機能への影響について、河川水レベルま

での低減を目指すことも考えられ、今後、さらなる知見

の蓄積を踏まえた検討が求められる。 
本研究からは二次処理水曝露により免疫への影響が生

じる可能性が高いことが示唆されたが、ヒト細胞に下水

処理水を曝露し、遺伝子発現量の変化をマイクロアレイ

で測定し、Biological Processで機能解析した報告 17)におい

ても、本研究で影響が見られた defense response（防御反

応）、inflammatory response（炎症応答）への影響が見ら

れている。こうした免疫機能に影響を与える原因物質は

明らかではないが、response to bacterium(細菌による応答)、
芳香族炭化水素により誘導される xenobiotic metabolic 
process（生体外物質の代謝）や、医薬品などにより誘導

される g protein-coupled receptor signaling pathway（G タンパ

ク質共役受容体シグナル）への影響が見られることから、

処理水中の細菌と化学物質の両方の影響を受けていたと

考えられる。  
生物応答試験に網羅的遺伝子発現解析を適用すること

により、生物応答試験だけでは捉えられることができな

かった、魚類の免疫、代謝、ストレス応答、シグナル伝

達などの様々な遺伝子レベルでの影響とその原因物質の

推測に利用できると考えられた。 今後、魚類遺伝子の

機能情報の充実や AOP の解明が進むことが予想され、

遺伝子発現解析は魚類個体の詳細影響や影響予測のツー

図-12 ゼブラフィッシュの機能情報（Biological Process）を用いた機能解析（Fisher の正確確率検定）の結果 
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ルとして発展していくものと考えられる。 
4．2 下水処理水の希釈とオゾン処理による遺伝発現レ

ベルでの影響低減効果について 

二次処理水 80％曝露区で見られた遺伝子発現レベル

の影響は、希釈されることにより低減できることがわか

った。概ね 10 倍程度希釈されることにより、発現変動

遺伝子数は河川水下流程度まで、機能解析で有意と判定

された様々な機能影響は、有意水準以下（p 値 0.05 以上）

まで低減できることがわかった。環境基準値と排水基準

値の関係など、下水処理水の影響は 10 倍希釈で議論さ

れることが多く、遺伝子発現解析の結果はこれを支持す

る形となった。オゾン処理水 80％曝露区では、二次処

理水 80％曝露区で発現変動を示した遺伝子数、有意と

なった様々な機能への影響は顕著に低減していた。本研

究からは、下水処理水の放流先の希釈状況や生態系に特

に配慮する場合や、修景用水、河川維持用水として水生

生物にも配慮しながら再利用する場合等において、オゾ

ン処理が有効な処理方法となりうると考えられた。一方

で、下水処理水をオゾン処理したことにより、雄魚の肝

臓で CYP1a1（薬物代謝酵素）、VTG（卵黄前駆蛋白質）

のマーカー遺伝子が誘導されることがあるとも報告18) さ
れていることから、オゾン処理の魚類への安全性を確定

するためには、オゾン処理条件（後処理も含め）と魚の

遺伝子発現および成長、繁殖への影響についての知見の

充実が必要である。 
4．3 河川水との比較による下水処理水の遺伝子発現レ

ベルの評価について 

遺伝子発現レベルと魚類の成長、繁殖影響の関係は明

確になっておらず、この解明には長期間を要すと考えら

れる。当分は魚類の安全性を保障できる各遺伝子の発現

量を示すことはできない。現時点では、魚類調査が行わ

れ、魚類の存続が確認されている河川水を比較対象とす

ることが最適と考えられる。本研究で比較対象とした霞

ヶ浦流入河川下流は、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）に指定されている水域であり、ゼブラフィッシュ

のふ化率や生存率を指標にした生物応答試験でも影響は

見られなかった。他に、比較対象とする河川の選定方法

には、河川水辺の国勢調査地点の活用も考えられる。ま

た、下水放流口より上流の河川水を比較対象とすること

も一案と考えられる。下水処理水の魚類影響レベルをど

の程度にするのかについては、魚類の生息状況も含め放

流先で求められる水環境像によって異なり、比較対象と

して相応しい地点の選定が必要となる。 
4．4 遺伝子発現と水質の関係について 

本研究では、曝露水原水の水質の簡易水質分析を行っ

ていた。図-13 は各下水試料、各河川試料原水の蛍光強

度と各下水、各河川試料 80％曝露区の発現変動遺伝子

数の関係を示したものである。図より各曝露水の蛍光強

度と発現変動遺伝子数が正の相関関係を示していること

がわかる。二次処理水原水で見られた蛍光ピークはブロ

ードであることから、曝露水には様々な化学物質が含ま

れていると考えられる。三次元蛍光分析から魚類に影響

を与える化学物質を特定することはできないが、水質の

キャラクタリゼーションは可能である。こうしたキャラ

クタリゼーション可能な機器分析による水質分析と生物

応答試験による有害性評価に相関を見いだせる可能性が

ある。そのためには、生物応答試験とキャラクタリゼー

ション可能な機器分析（三次元蛍光分析、LC-GC-
TOF/MS など）を併用したデータ集積と統計解析が必要

である。機器分析でのスクリーニングが可能となれば、

水生生物への有害性が疑わしい試料のみを、生物応答試

験に供することができ、生物応答試験の労力や費用を低

減できると考えられる。 
 

5． おわりに 

本研究では、下水処理水を試験水とし、胚・仔魚期の

ゼブラフィッシュを用いる短期毒性試験に網羅的遺伝子

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検出が可能かどうかを検討す

るとともに、希釈とオゾン処理による遺伝子発現影響の

低減効果を探った。さらに、河川水との比較から下水処

理水の遺伝子発現レベルの評価を行った。本研究で得ら

れた知見を以下に示す。 
(1) ふ化や生存への影響が低い下水処理水においても、

網羅的遺伝子発現解析を追加することにより、魚の

生体維持に関わる様々な機能への影響の可能性が検

出できることがわかった。生物応答試験への網羅的

遺伝子発現解析の適用は、下水処理水のより安全側

図-13 曝露水の蛍光強度と発現変動遺伝子数の関係 
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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。 
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PPRRTTRR  デデーータタをを活活用用ししたた化化学学物物質質のの排排出出管管理理手手法法のの構構築築  

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

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 

 
 

11．．背背景景ととププロロジジェ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．．下下水水試試料料中中PPRRTTRR物物質質ののススククリリーーニニンンググ手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。 
 

33．．下下水水処処理理場場ににお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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