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研究成果の概要（和文）：活性汚泥と処理水の固液分離において、慢性的な障害のある国内の下水処理施設を対
象に、活性汚泥に優占する微生物の解析を行った。その結果、既知のKouleothrix属の糸状性細菌のほか、
Bacteroidetes門のSaprospiraceae科、および同科に近縁な系統に属する新たな糸状性細菌を検出した。本研究
では新規糸状性細菌の一部についてその系統を特定することができた。

研究成果の概要（英文）：We analyzed microorganisms dominant in activated sludge in a municipal 
wastewater treatment plant with chronic problem in the solid-liquid phase separation of activated 
sludge and treated water. In addition to existing filamentous bacteria, Kouleothrix, we detected new
 filamentous bacteria belonging to the family Saprospiraceae of the phylum Bacteroidetes and to a 
lineage closely related to the same family. In this study, we were able to identify the phylogeny of
 some of the new filamentous bacteria.

研究分野：環境生物化学工学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
活性汚泥法は技術的に確立された廃水処理法として世界で広く普及している。しかし活性汚泥中の糸状性細菌の
過剰な増殖によって生じる活性汚泥の固液分離障害は、未だ解決されない最大の運転障害の一つである。本研究
では国内の施設における同障害の一因が、Bacteroidetes門の新たな糸状性細菌の優占にある可能性を示した。
また同糸状性細菌の増殖を抑制できるバクテリオファージの存在を示唆した。

※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 
 活性汚泥法は技術的に確立された廃水処理法として世界的に広く普及している。しかし活性
汚泥中の糸状性細菌の過剰な増殖によって生じる活性汚泥の固液分離障害（沈降・圧密不良）は、
未だ解決されない最大の運転障害の一つである。活性汚泥の固液分離障害は、放流水質の悪化、
腐敗臭の発生などの維持管理上の問題、また病原性微生物の飛散・蔓延等の公衆衛生上の問題を
もたらす。さらには反応槽内の活性汚泥濃度の低下とそれに伴う廃水処理性能の悪化、汚泥循環
量の増大を招き、廃水処理施設の電力使用量を増大させる要因となっている。 
 糸状性細菌の増殖を抑制するため、これまで活性汚泥反応槽をブラックボックスとして扱う
経験的な制御が行われてきた。しかし鍵となる糸状性細菌を把握せず、細菌群集全体を制御する
非特異的な方法では、得られる効果に限界があった。廃水処理施設の固液分離障害を解決するに
は、障害を誘引する細菌種の把握とその特異的な制御方法の確立が必要である。 
 
２．研究の目的 
糸状性細菌が活性汚泥フロック内部で増殖すると、フロックは隙間の多いゆるい構造となり、
その膨化が誘引される。また糸状性細菌が活性汚泥フロックから伸張して増殖することにより、
フロック間の凝集が妨げられる。活性汚泥に過度の膨化や凝集阻害が生じると、沈殿による固液
分離に支障をきたすことが知られている。そこで本研究では、下水処理施設において活性汚泥の
固液分離障害を誘引する糸状性細菌種について調査を進めるとともに、その増殖をファージや
生理活性物質を利用して特異的に制御することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1)  活性汚泥試料の採取と微生物群集の分析 
① 活性汚泥試料と DNA抽出 
 慢性的な固液分離障害が発生している都市下水処理施設（1施設 5系列）より、2~3週ごとに
活性汚泥試料を 1年間採取した。採取した活性汚泥試料は Tris-EDTA buffer (T10E1, pH 8.0)で洗浄
した後、DNA の抽出に供するまで−20℃で保存した。DNA の抽出は土壌等から DNA を抽出す
るためのキット（ISOIL for Beads Beating，ニッポンジーン，東京）を用いて行った。また分光光
度計（NanoVue Plus，GEヘルスケア・ジャパン，東京）により、抽出した DNAの濃度を測定し
た。 
② アンプリコンシークエンシング 
 固液分離障害が顕著であった 2つの系列の試料について、活性汚泥より抽出した DNA試料に
対し、16S rRNA遺伝子の V3-V4領域を標的としたアンプリコンシークエンシングを行った。ア
ンプリコンシークエンシングにより各試料の細菌群集を調べ、試料中で優占する細菌の系統に
ついて把握した。一連の操作と解析は既報（Nittami et al. 2020（雑誌論文２））に従って行った。 
  
(2) 糸状性細菌の分析 
① Fluorescence in situ hybridization (FISH) 
 (1)-①で採取した活性汚泥試料を 4%(w/v)パラホルムアルデヒド、または 96%(v/v)エタノール
により固定し、FISH分析に供するまで−20℃で保存した。各種 FISHプローブを用いて FISHを
行い、試料中に優占する細菌の形態と系統を把握した。FISH の操作は既報（Nittami et al. 2020
（雑誌論文２））に従って行った。 
② FISHプローブのデザイン 

(2)-①の FISH 分析で糸状性細菌が優占していることを確認した活性汚泥試料について、その
DNA試料より 16S rRNA 遺伝子 (約 1,500 bp)を PCRで増幅し、クローニングに供した。得られ
たクローンの塩基配列を解読し、ARB によりクローンの塩基配列を有する細菌を標的とした
FISHプローブをデザインした。 
 
(3) ファージの分離 

(1)-①で採取した活性汚泥試料を遠心分離、および膜ろ過に供して懸濁物質を取り除き、ファ
ージ混合液を調製した。調製したファージ混合液をカルチャーコレクションより購入した糸状
性細菌の分離培養株と共培養した。共培養は各糸状性細菌に適した条件で、液体培地または寒天
培地を使用して行った。 
 
４．研究成果 
(1)  都市下水処理施設の微生物群集 
 アンプリコンシークエンシングの結果、固液分離障害が顕著であった 2 つの系列の活性汚泥
の細菌叢を種レベルで解析した場合、いずれも Bacteroidetes 門 Saprospiraceae 科の細菌種と
Chloroflexi門 Kouleothrix属の細菌種が優占していることが分かった。 
 



(2)  固液分離障害を誘引する新たな糸状性細菌 
 固液分離障害が顕著であった 2 つの系列の活性汚泥試料について、Saprospiraceae 科などの細
菌群を染色する既存のプローブ CFB719を用いて FISH分析を行った。CFB719を使った FISH観
察の結果、Eikelboom type 1863、および Haliscomenobacter hydrossisに類似した形態の糸状性細菌
が、活性汚泥中に優占しているのを確認した（図 1）。type 1863はこれまで活性汚泥の固液分離
障害と関係のない糸状性細菌だと考えられてきた。そのため固液分離障害との関係が明らかに
なれば重要な知見となる。またバクテロイデス門の type 1863については報告例が少なく、特異
的な FISHプローブはデザインされていなかった。一方、H. hydrossisについては固液分離障害と
の関係が報告されており、特異的な FISH プローブ HHY-654 および HHY-T5 が既報においてデ
ザインされていた。しかしそれら既存のプローブでは、CFB719 で検出した H. hydrossis 形態の
細菌（図 1b）の多くは染色されなかった。そのため今回検出した同糸状性細菌の多くは、これ
までに報告されていない系統に属すものであると考えた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 CFB719プローブを用いた活性汚泥の FISH画像。a) type 1863形態の糸状性細菌（新田見
ら，2020（学会発表２の講演要旨）より転載）、b) H. hydrossis形態の糸状性細菌。図中の矢印は
各形態の糸状性細菌を指している。各スケールバーのサイズは 10 µm。 
 

FISH分析で type 1863形態、および H. hydrossis形態を示す糸状性細菌が優占していた活性汚
泥試料について、その 16S rRNA 遺伝子 (約 1,500 bp)のクローン解析を行った。得られたクロー
ンの塩基配列情報をもとに、それらに近縁な系統を標的とした FISHプローブをデザインし、同
プローブを使った FISH分析を行った。その結果、デザインした新たなプローブで各形態の糸状
性細菌を検出することができた（図 2）。しかしいずれの形態の細菌も、CFB719で検出されるも
のの一部のみが新たなプローブで検出されることが分かった。したがって両形態の糸状性細菌
は、今回デザインしたプローブの標的よりも広範な系統に属すことが予想された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2  新規プローブ（Fluos（緑））と CFB719（Cy3（赤））を使った FISH画像。黄色は緑と赤
の染色の重複を表す。a) type 1863形態の糸状性細菌（新田見ら，2020（学会発表２の講演要旨）
より転載）、b) H. hydrossis形態の糸状性細菌。各スケールバーのサイズは 10 µm。 
 
(3)  糸状性細菌を宿主とするファージ 
 分離培養された Kouleothrix 属の細菌 5株と H. hydrossis 1株をカルチャーコレクションより入
手し、下水処理施設の活性汚泥試料より調製したファージ混合液との共培養を行った。その結果
H. hydrossis については、寒天培地での培養において、プラークが形成された。これはファージ
を使って H. hydrossisを溶菌し、H. hydrossisの増殖を制御できる可能性を示唆するものであった。
しかし検出したプラークよりファージを分離することはできず、残念ながらファージの特定に
は至らなかった。 
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上記のとおり、本研究では当初の研究計画で想定していなかった Saprospiraceae科などに属す
る新たな糸状性細菌を多数検出した。活性汚泥中における同科とその近縁の系統に属す細菌群
の高い存在割合を考えると、本研究で検出した以外にも未知の糸状性細菌が多数存在する可能
性がある。そのためそれら新規の糸状性細菌を特定し、既知の糸状性細菌とともに制御しなけれ
ば、活性汚泥の固液分離障害を解決できないとの考えに至った。そこでまずはこの Saprospiraceae
科などに属す新規糸状性細菌の全容解明に優先して取り組むため、当初の研究計画を変更し、新
たな研究課題を開始することとした。本研究課題において目的としながら実施できなかった「生
理活性物質を利用した糸状性細菌の特異的制御」については、新たな研究課題において実施した
いと考えている。 
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