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研究成果の概要（和文）：浄化槽から水環境に放出される微生物リスクを正確に評価するために，浄化槽処理水
質に細菌が与える影響とVBNC状態（生きているけれども培養できない）の細菌も評価できる検出法を用いて細菌
の漏出リスクの評価を行った．
処理水の水質が良い浄化槽においては，剥離した生物膜が汚泥として沈殿する過程において，多くの細菌が除去
されたと考えられ，細菌の流出も抑えられていたと考える．
また，浄化槽の処理工程で検出された細菌の多くは死細菌であり，沈殿槽で検出される細菌の多くも死細菌であ
ったものの，VBNC状態の細菌も含まれることが示唆された．

研究成果の概要（英文）：In order to accurately evaluate the risk of microorganisms being released 
from the decentralized wastewater treatment facility (Johkasou) into the aquatic environment, the 
impact of bacteria on the quality of treated water, and the risk of bacterial leakage using a 
detection method that can evaluate VBNC (Viable but non culturable) bacteria were evaluated.
In the Johkasou with good quality of treated water, it is considered that many bacteria are removed 
during the sedimentation process of detached biofilm as sludge, and the leakage of bacteria is 
suppressed.
Although most of the bacteria detected in the treatment process of the Johkasou were dead bacteria, 
and most of the bacteria detected in the sedimentation tank were also dead bacteria, it was 
suggested that VBNC bacteria were also included.

研究分野：環境工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は，直接的には浄化槽の維持管理の現場で直接役立つ知見となる．特に，剥離した生物膜が汚泥と
して沈殿する過程での細菌をより多く除去することにより，処理水質の向上だけでなく，微生物の流出リスクを
減らすことができることは，浄化槽の維持管理の現場にとって重要な知見と考える．
また，本研究は浄化槽や戸別汚水処理に関する学術研究，応用研究の基礎となる浄化槽内の細菌叢の変化におけ
る知見を多く提供しており，本研究の成果を礎として，さらなる研究の発展が期待できる．

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
浄化槽は、家庭から排出される汚水を処理するための小型汚水処理施設として下水道未整備

地区で広く利用されており、生活排水処理において重要な役割を果たしている。いっぽうで、
浄化槽の放流水に含まれる細菌が放流水質に影響を与えるとともに放流先の環境に影響を与え
ることが危惧される。これまでに、浄化槽において培養法で検証した報告はあるものの、VBNC
状態（生きているけれども培養できない）の細菌に着目した研究は無い。浄化槽からの VBNC
状態の微生物も含めた真の微生物の漏出リスクを評価することで、浄化槽が環境へ与える影響
をより正確に評価できると考えた。 
 
２．研究の目的 
（１）小型合併処理浄化槽の処理水質と細菌量および細菌群集構造の関係を明らかにするとと
もに、汚水処理工程における細菌の消長と発生源を明らかにする。 
 
（２）小型合併処理浄化槽の内水からの高精度の DNA 抽出法を検討するとともに、細胞膜不
透過性で死細菌の DNA に結合し、PCR を阻害する Propidium monoazido（PMA）による処理と
Real-time PCR 法を組み合わせた DNA 修飾 Real-time PCR 法による生細菌の検出法を開発し、
培養法と組み合わせることで、VBNC 状態の細菌も含めた浄化槽の放流水による真の微生物漏
出リスクを評価するとともに細菌群集構造との関係を解析する。 
 
３．研究の方法 
（１）一般家庭に設置されている小型合併処理浄化槽において、処理工程に沿って処理水およ
び汚泥、生物膜を採取し、処理水の水質を調査するとともに、処理水および汚泥から DNA を
採取し、16S rRNA 遺伝子のコピー数を基に細菌量を定量するとともに、16S rRNA 遺伝子を対
象とした次世代シーケンス解析を行い、細菌群集構造と処理水質の関係を検討した。 
 
（２）小型合併処理浄化槽の処理水からの高精度の DNA 抽出法を検討するために、5 種の市販
の DNA 抽出キットを用いて、DNA の抽出量、16S rRNA 遺伝子のコピー数、次世代シーケン
サーを用いた細菌群集構造の比較を行い、最適な DNA 抽出キットの検討を行った。また、純
粋培養した大腸菌を用いて PMA による処理の最適濃度を検討した。 
 その上で、一般家庭に設置されている小型合併処理浄化槽において、処理工程に沿って処理
水を採取し、16S rRNA 遺伝子を対象としたリアルタイム PCR と PMA を用いた DNA 修飾
Real-time PCR 法を用いて生細菌、死細菌の定量を行うとともに、培養法で測定した細菌数と
比較検討した。また、PMA 処理、PMA 未処理のサンプルから抽出した DNA を用いて 16S rRNA
遺伝子を対象とした次世代シーケンス解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）処理水槽内水の透視度が高く、
BOD が低い場合は、嫌気槽（夾雑物
除去槽、嫌気ろ床槽）、好気槽（接触
ろ床槽内水、処理水槽）と処理が進む
につれ、16S rRNA 遺伝子のコピー数
が減少する傾向がみられた。いっぽう
で、処理水槽の透視度が低く、BOD
が高い浄化槽においては、処理水槽内
水内の 16S rRNA 遺伝子のコピー数は
BOD が低い浄化槽に比べて多く、好
気槽（接触ろ床槽内水、処理水槽）に
おいて細菌数の増加がみられるもの
もあった。 
 処理水槽内水における 16S rRNA 遺
伝子のコピー数と BOD の関係を見て
みると（図１）、1％の危険率で両者に
有意な相関がみられたことから、処
理水槽内水の残存有機物量に細菌
数が影響を及ぼしていることが示
唆された。  
 
（２）上記のサンプルのうち、処理水槽内水の透視度が高く、BOD が低い浄化槽と透視度が低
く、BOD が高い浄化槽の抽出 DNA を用いて次世代シーケンサーを用いた１６S メタゲノム解
析を行った。多様性指数（Shanon index）を比較すると、嫌気槽（夾雑物除去槽、嫌気ろ床槽）、
好気槽より（接触ろ床槽内水、処理水槽）のほうが細菌の多様性が大きくなっていることが明
らかとなった。また、嫌気槽では嫌気性の細菌が、好気槽では好気性の細菌が優占種となって
おり、嫌気槽と好気槽で細菌群集が大きく異なることが明らかとなった。 

図１ 処理水槽内水における 16S rRNA 遺伝子のコピー数と

BOD の関係 



 主座標分析（PCoA）
（図 2）において、嫌
気槽のサンプルは、
両者ともに近くに位
置していたものの、
好気槽においては、
BOD の高い浄化槽と
低い浄化槽で異なる
位置に分布していた。
このことから、処理
水に含まれる細菌は
流入水や嫌気処理か
らの流入ではなく好
気処理の段階で増え
たものと考える。好
気槽において、接触
材付着生物膜、堆積
好気汚泥、接触ろ床
槽内水、処理水槽内
水 の 細 菌 群 集 を
PCoA により比較し
たところ、BOD の高
い浄化槽において微
生物群集構造は類似
していた。いっぽう
で、BOD の低い浄化
槽においては、接触材付着生物膜と堆積好気汚泥の細菌群集構造は類似していたものの、処理
水槽内水中の細菌群集構造は異なっており、生物膜から剥離した生物膜が汚泥として沈殿する
過程において、多くの細菌が除去されたと考えられ、それが BOD の低さすなわち処理水質の
良さにつながっており、細菌の流出も抑えられていたと考える。 
 
（３）5 種類の市販の DNA 抽出キットによる DNA の抽出効率を比較するために純粋培養で作
成した大腸菌（Escherichia coli）懸濁液から希釈により濃度の異なる大腸菌懸濁液を作成し、
そこから各 DNA 抽出キットを用いて DNA を抽出し、全細菌（16SｒRNA 遺伝子）をターゲッ
トとしたリアルタイム PCR 法を用いて DNA 濃度を比較した。 

高濃度の希釈なしの大腸菌懸濁液において 1 キット DNA 濃度が低い結果となった。低濃度
である 1000 倍希釈においては、5 キットそれぞれ 0.20 ng/µL、0.11 ng/µL、0.09 ng/µl、0.05 ng/µl、
0.04 ng/µL の順で測定された DNA 濃度が高かった。  
 さらに実現場の浄化槽処理水 5 mL をろ紙でろ過し、処理水中の細菌を捕捉したろ紙から
DNA の抽出を行い比較した。その結果、用いた 4 サンプルのうち 3 サンプルで同一のキットが
高い DNA 濃度であった。また、残りの１サンプルで最も高い DNA 濃度であったキットは他の
3 サンプルにおいても 2 番目に高い DNA 濃度であった。低濃度の大腸菌懸濁液（1000 倍希釈）
で抽出 DNA の濃度が高かった 1 キットは浄化槽処理水においては低かった。このことから、
このキットは浄化槽処理水に含まれる夾雑物の影響を大きく受けたことが考えられる。 
 次世代シーケンス解析における検出結果の比較を行ったところ、細菌量の多いサンプルでは
Kit 間に大きな違いは見られなかった。細菌量の少ないサンプルにおいては Read 数および OTU
数において差が見られたものの、多様性指数（Shanon index）については差が少なかった。 こ
れらのことから、定量解析おいてはキットの種類が影響するものの、微生物群集構造は反映さ
れると考える。 
 
（４）PCR 法での微生物の検出は遺伝子検出法には死菌由来 DNA も検出するという課題があ
る。しかし、選択的膜透過性色素である Propidium monoazide (PMA) を前処理に組み合わせる
ことにより生きている菌のみの定量が可能となる。ここでは浄化槽の処理水から生菌のみを検
出するための最適な前処理法の検討を行った。処理試薬として従来の PMA™よりも死細胞を効
率的に排除できるといわれる PMAxx™（Biotium 社）を用い、その最適な処理方法を検討した。 
 細菌濃度の低いサンプルの場合は PMAxx™を処理する際に試料水中の細菌を集菌し、処理を
行う必要がある。そこで、3 種類の異なるフィルターを用いて集菌し、フィルター上で PMAxx™
処理を行う方法および遠心分離を用いて集菌し、高濃度の細菌懸濁液に PMAxx™処理を行う方
法を比較した結果、遠心分離を用いた集菌法が適していることが明らかとなった。また、
PMAxx™の最適な処理濃度は 12.5 mM もしくは 25 mM であることが明らかとなった。この方
法と従来の培養法を組み合わせることで VBNC 細菌も検出できると考える。 
 
（５）合併処理浄化槽処理工程における残存有機物に関連する生細菌および死細菌の量的変化

図 2 処理水槽内水における微生物群集の主座標分析（PCoA） 



を明らかにするために一般家庭に設置されている実稼働中の 6 基の浄化槽からサンプル（水）
を採水し、前段で検討した PMAを用いたDNA修飾Real-time PCR 法と従来のReal-time PCR 法
を併用し、各処理工程における生細菌、死細菌の定量を行った。同時に、培養法による大腸菌
群数と細菌数の定量も行った。 
 その結果、浄化槽の処理工程の多くで、死細菌が高い割合を占めていた。処理水槽内水にお
いては 6 基の浄化槽のうち 4 基の浄化槽で生細菌の割合は 30％以下であった（図 3）。  

処理水槽内水の C-BOD が最も高かった浄化槽においては全細菌に占める生細菌の割合は最も
低く 11％であり、処理水槽内水中の細菌の多くが死細菌であった。 
浄化槽の処理工程で検出された細菌の多くは死細菌であり、沈殿槽で検出される細菌の多くも
死細菌であった。いっぽうで、培養法による細菌の検出結果と比較したところ、消毒後の放流
水に含まれる大腸菌群数が基準の 3000 個/mL 以下を満たしている浄化槽においても一定数の
生細菌が含まれており、VBNC（生きているけれども培養できない）状態の細菌も含まれるこ
とが示唆された。 

PMA 未処理のサンプルにおける細菌群集構造においては、処理工程におけるすべての槽でプ
ロテオバクテリア門の細菌の割合が最も多く、次いでバクテロイデス門の細菌であった。嫌気
処理工程においてはフィルミクテス門の細菌も一定割合存在した。PMA 処理での生細菌におけ
る細菌群集構造を PMA 未処理の微生物群集構造と比較すると、バクテロイデス門の細菌の割
合が減少しており、相対的にプロテオバクテリア門の細菌の割合が増加しており、浄化槽中の
細菌の生死の割合は種などによって異なることが明らかになった。 
 

図 3 各浄化槽の処理工程における生細菌および死細菌の変化 

    ■：生細菌、□：死細菌 
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