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研究成果の概要（和文）：本研究では、様々な廃水処理プロセスに生息する機能未知微生物群の菌叢やゲノム情
報と水質データ等を活用することで廃水処理の制御因子を発見することを目指し、以下の研究成果を得た。(1) 
都市下水処理活性汚泥施設における流入負荷変動時における菌叢データから、アンモニア酸化細菌の存在量と負
荷変動に関連性があることを見出した。(2) 食品工業廃水を処理するラボスケールリアクターのショットガンメ
タゲノム解析からアミノ酸分解フローを明らかにした。(3)PET製造廃水を処理するラボスケールリアクターを構
築し、500日程度の連続処理実験を実施してCOD除去率90%以上を達成し、芳香族化合物の分解機構を解明した。

研究成果の概要（英文）：We aim to discover the control factors of wastewater treatment by employing 
microbial community structure, metagenome assembled genome, and operational data. The major outcomes
 are (1) The microbial community analysis in activated sludge processes during the operational 
period after an increase in the wastewater flow rate showed that increased flow rate has an impact 
on Nitrosomonas populations. (2) Ecogenomic analysis of lab-scale anaerobic reactor treating 
food-processing wastewater revealed the biodegradation flow of amino acids. (3) We constructed a 
lab-scale reactor to treat polyethylene terephthalate production wastewater and achieved high COD 
removal rate. In addition, we elucidated the mechanism of aromatic compounds degradation based on 
metagenomic analysis. Overall, functionally and phylogenetically diverse microorganisms unite to 
form a metabolic network to perform bioconversion of organic/inorganic compounds in wastewater 
sludge microbiota. 

研究分野：環境微生物学

キーワード： 廃水処理　微生物　菌叢解析　メタゲノム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
内閣府のバイオ戦略に謳われているバイオエコノミー社会の形成に向け、各種製造業における有機性廃水・廃棄
物処理の効率化や高度化が求められている。その実現のために本研究では、廃水処理プロセスにおいて有機物分
解や窒素除去といった生物反応の中核を担っているにもかかわらず、その代謝機能の全容が解明されていない微
生物に着目し、都市下水や産業廃水を処理する好気性・嫌気性プロセスを対象として、微生物機能情報を菌叢、
ゲノム、遺伝子発現といったマルチオミクスの観点から明らかにした。これらの成果から見出された微生物学的
知見は、新しいリアクター設計や運転制御指針に向けた応用展開での活用が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
活性汚泥法や嫌気汚泥消化法等の生物学的水処理プロセスは、限りある水資源の循環と再利用
を支える重要な社会基盤技術である。国内の自治体が管理する都市下水処理場を例に挙げると、
2,100 箇所を越える活性汚泥プロセスと 700 基以上の嫌気汚泥消化タンクが全人口の約 77%に
相当する 9,800万人の下水を処理するため昼夜を問わず稼働している(日本下水道協会, 平成 26
年度統計)。産業界に目を向けると、全世界で 4,000基以上の嫌気性廃水処理プロセスが高 COD
濃度の工場廃水等の処理に適用されている(van Lier, et al. Rev Environ Sci Bio/Technol, 2015)。
さらに近年、石油化学原料に依存している社会からバイオ資源の有効利用に転換して持続的発
展が可能な循環型社会の形成を目指すという、いわゆるバイオエコノミー社会の構築を目指す
機運が国内外で高まっており、人間社会における資源循環の要に位置付けられる廃水処理の重
要性が再認識されるとともに、現状の廃水処理技術を循環型社会に適合させるための技術革新
が求められている(産業競争力懇談会, 2017 年度活動企画書)。このような要望の高まりを受け、
内閣府が定める「バイオ戦略」においては有機性廃水・廃棄物処理技術がバイオエコノミーの拡
大に寄与する市場領域の一つとして位置づけられた。 
このような社会情勢を踏まえ、申請者らは国内外の 20 箇所以上の都市下水処理場を訪問し、
現状の廃水処理技術が克服すべき課題を調査した。その結果、何らかの原因により処理水質が悪
化した際には、これまでに培われてきた経験や知識を拠り所として流入下水量や曝気量を調整
して数週間様子を見るなど、廃水処理の現場では経験則に基づく運転管理が日常的に実施され
ていることが浮き彫りとなった。このような対応が講じられていることの原因のひとつとして、
廃水処理の中核を担う汚泥微生物群の 90%以上がこれまでに培養されていない未知微生物で占
められており、個々の微生物の代謝機能や異種微生物間の相互作用等の全貌が未だに解明され
ていないことが挙げられる。今日に至るまで、申請者らを含む数多くの研究者により 16S rRNA
遺伝子を標的とした微生物群集構造解析が実施され、汚泥を構成する微生物群の多様性とその
動態の一端が明らかとなった。しかしながら、廃水処理の中核であるはずの微生物そのものの種
類・存在量・代謝機能等の情報がプロセスの維持管理指標として一般化されるまでには至ってい
ないのが現状である。 
 

 
 
２．研究の目的 
上述した現代の廃水処理技術が置かれている社会的・学術的背景を踏まえ、循環型社会に適合
する次世代型の廃水処理技術の創成を目指すため、これまでの廃水処理研究で見過ごされてき
た微生物機能が関連する"廃水処理制御因子"を見出すことを最終的な目標とし、未培養微生物が
90%以上を占める廃水処理汚泥微生物群の代謝機能を独自のオミクス解析パイプラインにより
高精度に解析し、メタゲノム情報に基づく汚泥微生物群の機能遺伝子と代謝マップ、RNA発現
/代謝産物プロファイル、各種オペレーションデータに基づき統計学的解析等のデータサイエン
ス的解析を実施した。将来的には本研究の成果を実際の運転管理に活用することで「AI 実装型
の廃水処理技術」の創成を目指す(図 1)。 
近年の遺伝子シークエンシング技術の飛躍的な進歩により、メタゲノムやメタトランスクリプ
トーム解析が様々な研究分野に広まった。しかし、16S rRNA遺伝子を標的とする微生物群集構
造解析においてはデータ処理法のスタンダードが確立されているものの、汚泥微生物群の全ゲ
ノム・全 RNAを対象としたメタオミクス解析は、数千種以上の微生物からなる汚泥試料の種多
様性の高さが大量シークエンスリードからの個々の微生物ゲノムの再構築の妨げとなっている
こと、汚泥の大部分を占める未知微生物由来の機能未知遺伝子の正確な同定が進まず代謝機能
解析が困難を極めること等の問題があり、誰もが簡単に実施できる状況ではない。我々は、最先
端のバイオインフォマティクス技術と、廃水処理関連微生物の代謝機能に関する豊富な知識に
基づき、シークエンスリードのクオリティトリミング、できるだけ長い塩基長の contig を得る



ためのアセンブル、contigの塩基組成とリード被覆度に基づいたゲノム再構築、独自に収集した
主要代謝経路に関与する酵素のアミノ酸配列に基づくアノテーションを主な構成要素とする高
精度オミクス解析パイプラインを構築してきた。そこで本研究では、この解析技術を活用して膨
大な DNA/RNA/代謝産物データから汚泥微生物群が有する未知なる代謝機能を高精度に解析し、
そこに各種オペレーションデータを紐付けした廃水処理データセットを複数構築する。得られ
たデータを基に、相関分析等の統計学的アプローチにより菌叢と水質・運転データとの関連付け
を行うことで、廃水処理制御因子を見出すことを試みる。そのため本研究では、(1) 実規模都市
下水処理施設における流入負荷変動が菌叢構造に及ぼす影響、(2) 食品系工場廃水に含まれる
アミノ酸の嫌気分解フローの解明、(3) ポリエチレンテレフタラート(PET)製造廃水のラボスケ
ールリアクター処理実験の３つの中課題を設けることとした。 
 
３．研究の方法 
(1) 実規模都市下水処理施設における流入負荷変動が菌叢構造に及ぼす影響 
実規模都市下水処理施設の活性汚泥反応槽と消化タンクから汚泥試料を定期的に採取し、凍結
保管するとともにオペレーションデータを蓄積した。また、それらの試料について 16S rRNA 遺
伝子に基づく菌叢解析を実施した。菌叢解析では、市販の DNA 抽出キットを用いて全ゲノムを抽
出し、16S rRNA 遺伝子の V3-V4 領域を標的として PCR による増幅を行った。得られた PCR 産物
を精製し、イルミナ社 MiSeq シークエンサーを用いてシークエンシングを実施した。シークエン
サーからの出力データは QIIME2 ソフトウェアにより処理し、汚泥試料に存在する微生物の存在
量と系統学的所属を解析した。 
 
(2) 食品系工場廃水に含まれるアミノ酸の嫌気分解フローの解明 
食品系工業廃水を模擬した人工廃水を供給するラボスケールの嫌気性上昇流汚泥床リアクター
から採取した汚泥を対象としたショットガンメタゲノム解析を実施し、アミノ酸等の分解とメ
タン生成に関与する機能遺伝子群についての基盤情報を取得した。ショットガンメタゲノム解
析では、市販の DNA 抽出キットを用いて全ゲノム DNA を抽出し、イルミナ社 MiSeq シークエン
サーによりショットガンシークエンシングを実施した。出力された遺伝子リードを MEGAHIT ソ
フトウェアによりアセンブルしてコンティグを得た。さらに、MaxBin や Metabat といったビニ
ングソフトウェアを用いて、k-mer 頻度やカバレージ等を指標として単一の微生物に由来すると
考えられるコンティグを抽出してドラフトゲノムを再構築した。ドラフトゲノムに含まれる機
能遺伝子は、Prokka ソフトウェアや KEGG BlastKOALA (http://www.kegg.jp/blastkoala/)等を
活用してアノテーションを実施し、代謝経路の推定を実施した。 
 
(3) PET 製造廃水のラボスケールリアクター処理実験 
石化産業の重要な材料である PET は、高純度テレフタル酸(PTA)とジメチルテレフタル酸（DMT）
を原料に製造される。両製造プロセスから排出される廃水を混合一括処理することを目的とす
る嫌気性ラボスケールリアクターを構築し、段階的に有機物濃度を上昇させて連続処理実験を
行った。菌叢解析とショットガンメタゲノム解析は、3(1)と 3(2)にそれぞれ記載した方法によ
り実施した。 
 
４．研究成果 
(1) 実規模都市下水処理施設における流入負荷変動に対する菌叢の変化 
解析の対象とした都
市下水処理施設では、
一部の最終沈殿池の運
転停止に伴い、前段の
活性汚泥反応タンクへ
の流入下水量を一時的
に上昇し、その後、通常
負荷に戻すという変則
的な運転が実施され
た。その間、処理水質は
概ね良好な状態を保っ
たが、通常負荷に戻し
た後にアンモニアの一
時的な蓄積が観測され
た(図 2)。流入下水負荷
上昇からの２ヶ月に渡
り活性汚泥の微生物群
集構造を解析した結果、負荷上昇直後はアンモニア酸化細菌として知られるニトロソモナス属
細菌の存在量が極めて低く、時間経過とともに存在量が回復する傾向にあった(図 3A)。存在量
比に基づくネットワーク解析を実施したところ、ニトロソモナス属細菌は粘液細菌群など多く
の微生物と有意な相関関係を築いており、活性汚泥微生物ネットワークの中核微生物の一つで



あることが明らかとなった(図 3B)。本課題の成果は、「Effects of the Wastewater Flow Rate 
on Interactions between the Genus Nitrosomonas and Diverse Populations in an Activated 
Sludge Microbiome」と題した論文にとりまとめて国内発の国際誌において発表した（Narihiro 
T. et al., Microbes Environments 34(1):89-94, 2019.）。 
 

 
(2) 食品系工場廃水のラボスケールリアクター処理実験 
食品系工場廃水をモデル
廃水としたラボスケール
の嫌気性上昇流汚泥床リ
アクターから採取した汚
泥を対象としたショット
ガンメタゲノムデータか
ら、リアクター内で優占す
る 24 種の微生物由来のド
ラフトゲノムを回収し、そ
れらの優占微生物群が有
する代謝機能を解析した
（図 4）。その結果、
Synergistota 門 や
Bacteroidota 門に属する
微生物が廃水に含まれる
様々なアミノ酸の主たる
分解者であることが明ら
か と な っ た 。 特 に 、
Bacteroidota 門に属する
未培養微生物群クレード
に属する微生物のドラフ
トゲノムからは、好気性細
菌が有するチロシン分解
酵素群に類縁の酵素遺伝
子が見出され、リアクター
内部の極微量な酸素を利
用しながら廃水中のチロシンを分解していることが示唆された。また、アミノ酸の分解から生じ
る揮発性脂肪酸のメタンへの分解は、Syntrophomonadaceae 科や Pelotomaculaceae 科に属する
嫌気性細菌と、Methanobacterium 属といったメタン生成菌との協業によりなされていることが
示された。さらに、Solidesulfovibrio 属に近縁の硫酸還元菌のドラフトゲノムからは窒素固定
関連酵素が見出され、リアクター内で水素やアンモニアを供給することで他の嫌気性微生物群
の生育や活性促進に寄与していることが示唆された。本課題の成果は、「Ecogenomics Reveals 
Microbial Metabolic Networks in a Psychrophilic Methanogenic Bioreactor Treating Soy 
Sauce Production Wastewater」と題した論文にとりまとめて国内発の国際誌において発表した
（Narihiro T. et al., Microbes Environments 36(4):ME21045, 2021.）。 
 
 



(3) PET 製造廃水のラボスケールリアクター処理実験 
本研究では、ラボスケールの嫌気性リアク
ターを用い、PTA 製造廃水と DMT 製造廃水の
混合一括処理を実施し、段階的に廃水中の有
機物濃度を上昇させて500日以上の長期連続
処理実験を実施した。その結果、廃水中の有
機物を 90%以上分解可能な運転処理条件を明
らかにし、その分解速度は既報の PTA 製造廃
水処理反応器の 1.2–4.4 倍を示した。DMT 製
造廃水に含まれるギ酸がPTA製造廃水に添加
されることにより、ギ酸や水素を利用するメ
タン生成アーキアと、芳香族化合物の分解に
関連しそうな嫌気性共生細菌の反応器内で
の存在量が増加し、PTA 製造廃水と DMT 製造
廃水を混合することで効率的な一括処理が
実現した。これら複合廃水に含まれる芳香族
化合物の分解機構を解明するためショット
ガンメタゲノム解析を行った結果、ラボスケ
ール嫌気性リアクター内において、廃水中に
高濃度で存在するテレフタル酸、イソフタル
酸、オルソフタル酸などの芳香族化合物を分
解する微生物群を推定した。そのうち、特に
Syntrophorhabdus 属に近縁の微生物は、これ
まで嫌気条件における微生物分解メカニズ
ムが不明であったオルソフタル酸を分解す
る新しい代謝経路をもつことが示唆された
（図 5）。本課題の成果は、「High-rate 
cotreatment of purified terephthalate 
and dimethyl terephthalate manufacturing wastewater by a mesophilic upflow anaerobic 
sludge blanket reactor and the microbial ecology relevant to aromatic compound 
degradation」と題した論文にとりまとめて水環境工学分野のトップ国際誌において発表した
（ Kuroda K., Narihiro T. ( 共 同 責 任 著 者 ) et al., Water Research doi: 
10.1016/j.watres.2022.118581.2022）。 
 
(4) まとめと今後の展望 
本研究の成果から、廃水処理プロセスにおける制御因子の発見に繋がる重要な知見を得た。廃
水の流入負荷量の変動が、窒素除去の要であるアンモニア細菌の存在量に大きな影響を与え、そ
の回復にはさまざまな微生物との相互作用が働いていることが示唆された。また、高濃度有機性
産業廃水の処理によく用いられている嫌気性リアクターにおいて、特定の微生物群が微量の酸
素を利用してアミノ酸の分解を進行させていることが明らかとなった。さらに、プラスチックの
原料である PTA/DMT 製造プロセスから排出される廃水を混合処理することが、微生物群による
メタン発酵反応に好影響を与えることが示された。これらの結果から、流入負荷量の調整、酸素
濃度の調整、複数廃水の混合、といった要因が廃水処理の高度化の鍵を握ることが示唆された。
今後、オミクス解析から見出された廃水処理における鍵代謝機能情報と、廃水の水質や運転パラ
メータとを、相関分析や機械学習といったデータサイエンス解析により統合的に解析すること
で、個々の廃水、あるいは個々の廃水処理プロセスにおける最適な運転制御条件を見出すための
データ処理スキームを確立することを目指す。 
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