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研究成果の概要（和文）：都市下水処理UASB内に生息する嫌気性原生動物種ごとの季節変動を把

握するため，顕微鏡観察による原生動物の計測と18S	 rRNA遺伝子を標的としたクローニング解

析及びダイレクトシーケンス解析による同定を行った．原生動物は水温の変化によって増減し，

最大11×103cells/mL（秋期），最低で0cells/mL（春期）となった．	 UASB内にはMetopus	 contortus

が優占していた．Metopus	 spの一細胞をマイクロマニピュレーターを用いて捕獲し，古細菌の

16S	 rRNA遺伝子クローニングやFISH解析を行ったところ，酢酸資化性メタン生成古細菌が

104cellsレベルで共生していた．原生動物の有無による連続実験の結果Metopus	 spはUASB内の

バクテリア細胞を含む浮遊性成分を捕食していた．	 

 
研究成果の概要（英文）：Identification of anaerobic protozoa in an UASB pilot plant treating domestic 
municipal sewage was carried out by 18S rRNA gene cloning to clear how many species existed in.    
Abundances according to each species were measured by microscopic direct counts throughout three 
years. Metopus contortus, Metopus palaeformis, Trimyema compressum were predominance as a 
protozoan in the UASB when present in large numbers.   Total cell number of the protozoa shifted 
with changes in temperature of the sewage, and up to 11x103 cells/mL (fall) and became 0 cells/mL 
(spring).  FISH analysis to Metopus contortus revealed that hydrogen utilizing methanogen present at a 
level of 104 cells in one protozoan cell as their symbiotic bacteria.   Metopus sp played a important role 
to reduce MLSS in the UASB by their predation. 
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１．研究開始当初の背景 
	 都市下水の処理は，標準活性汚泥法に代表

される好気性処理法と，Upflow	 Anaerobic	 
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Sludge	 Blanket	 (UASB)法に代表される嫌気

性処理法に大別される．活性汚泥法は処理水

質が良好であるが，曝気と汚泥処理のために

エネルギー消費が膨大であるといった問題

を有する．UASB 法は，エアレーション不要で

省エネルギーであるばかりでなく，余剰汚泥

の発生量が少ない，メタン回収が可能などの

利点を有している．これにより，産業廃水処

理の分野ではすでに国内外で広く普及して

いる．さらに，発展途上国では運転コストが

安価であり，不安定な電力供給であっても比

較的プロセスの処理性能の維持が可能であ

ることから，都市下水処理への適用が進めら

れている．また，日本国内においても次世代

の低炭素技術となりうる UASB 法の下水処理

への適用実験が行われている． 
	 都市下水の初沈越流水を連続処理する

UASB パイロットプラントの保持汚泥を顕微

鏡により観察したところ，嫌気性原生動物は

保持汚泥 1mL中に約 103~104cells と自然環境

中に比べ高密度に存在していることが判明

した．	 

	 これまでに，産業廃水を処理する UASB の

保持汚泥を用いて連続攪拌槽とバイアル瓶

での培養実験を行い，嫌気性原生動物は有機

物除去，特に非溶解性有機物除去に直接的に

関与し，系内の汚泥量を低下させ，メタン生

成量が増加するとしている．さらに，嫌気性

原生動物の活動がメタン生成古細菌の活性

を向上させ，メタン生成率の上昇に貢献する

と報告されている．このことから嫌気性原生

動物は UASB の処理能力の向上に寄与してい

ると考えられる．しかし，都市下水を処理す

る UASB 内に嫌気性原生動物に関する報告は

これまでに数件に留まり，そのプロセスへの

影響は全く判明していないのが実態である．	 
 
２．研究の目的 
	 処理槽内に生息する嫌気性原生動物の基

礎的知見を集めることを目的とし，都市下水

の初沈越流下水を連続処理する UASB パイロ

ットプラント内に生息する嫌気性原生動物

の種の同定をするとともに，優占種と細胞数

の年間を通じての変化を追跡し，UASB 内に生

息する嫌気性原生動物の挙動を把握した．	 

	 また，ラボスケールのリアクターを使用し

て原生動物の共生する系,	 共生しない系を

作製して培養を行い,	 それぞれの系での処

理性能の違いや,	 リアクター内の原生動物

の優占種,	 細胞数を比較することで原生動

物の共存がプロセスに与える影響を明らか

にした．さらに，分子生物学的手法を適用し

て原生動物内に共生している細菌叢の解析

を行い，その食物環を明らかにした．	 

 
３．研究の方法 
(1)	 パイロットスケール実験	 

	 UASBパイロットプラントの全容積は1148L，

高さは5.1m	 であり，長岡中央浄化センター

に設置し，HRTを8時間に設定して初沈越流水

を連続通水した．装置は無加温であり，年間

を通して流入水温下で運転した．実験期間中

はCOD除去率，メタン回収率，流出SS濃度，

槽内MLSSを定期的に測定した．	 

	 

(2)	 ラボスケールUASB実験	 

	 ラボスケールリアクターは500mL容積であ

り，基質としてはグルコース，酢酸，実都市

下 水 を 用 い て 有 機 物 容 積 負 荷 1 〜

4g-COD/L/dayで連続運転した．この実験では

COD除去率といった処理性能や槽内のMLSSを

定期的に測定した．また，実験は25℃で実施

した．また,	 原生動物の共生しない系の作製

においては,	 真核生物の抗生物質であるシ

クロヘキシミド(1000mg/L)を添加後,	 4℃下

で12時間放置し,	 さらに5℃の低温条件で12

時間放置することによって原生動物のみを

死滅させた.	 

	 

(2)	 原生動物の計測と18S	 rRNA遺伝子クロー

ニング解析	 

	 パイロットおよびラボスケールUASB内に

生息する原生動物の計測は顕微鏡観察下で

実施した．スライドガラスに汚泥サンプル

10μLを滴下し，蛍光顕微鏡下でカバーガラ

ス全視野を観察し，原生動物の個体数をカウ

ントした．	 

	 原生動物の種を特定するために，18S	 rRNA

遺伝子を標的としたクローニング解析を実



施した．パイロットプラント，ラボスケール

リアクターで採取した汚泥，またはマイクロ

マニピュレーターで採取した一細胞につい

てDNAを回収し，真核生物の18S	 rRNA遺伝子

をPCR増幅した．プライマーペアはEukAと

MedlinB，PSSU-342fとMedlinBの2種のプライ

マーセットを使用した．得られた増幅産物は

TOPO	 Cloning	 Kitによってクローン化し、シ

ーケンス解析を行った．	 

	 原生動物内に生息しているメタン生成古

細菌のFISH解析を行った．使用したプローブ

は，古細菌の16SrRNAに特異的なARCH915,	 

Metanosaeta 属 に 特 異 的 な MX825,	 

Microbiales目に特異的なMG1200bとした.	 

	 
４．研究成果	 

(1)	 パイロットスケールUASB	 

	 パイロットスケールUASB内の水温は，最高

で28.0℃（375日目），最低で9.6℃（1624日

目）となった．全COD除去率は58±16％，SS

除去率は64±23％，メタン転換率は35±14％

であった．実験期間を通じて安定した処理水

質を維持していた．	 

	 全原生動物細胞数は，水温の変化に対応し

て増減し，最高で(1.1±0.6)×104cells/mL

（2010年11月），最低で0.0±0.0cells/mL

（2012年1･3月）となった．いずれの年も7月

頃に細胞数が増加し始め，11月にその年の最

大値を取り，その後は細胞数が減少した．嫌

気性原生動物であるMetopus	 spは30-35℃が

至適温度との報告があり，UASB内の原生動物

にも同様に至適温度があると考えられる．	 

	 また，季節ごとの水温が同じであっても，

全原生動物細胞数とその出現種の多様性に

著しい違いが見られた．2010年は全原生動物

細胞数は2.0×103cells/mLレベルに達し，顕

微鏡観察で細胞を形態的に判断すると13種

が確認できた．2011年は1.1×104cells/mLと

細胞数が増大し，形態的には7種が確認でき

た．一方，2012年は，5.6×102cells/mLレベ

ルまでしか細胞数は増大せず，出現した種も

4種のみであった．その原因として2010年3月

から約1ヶ月間のUASB停止が考えられる．原

生動物は，溶解性基質と不溶性基質のどちら

も利用できると報告されている．本UASB内の

原生動物が何を基質として利用していたか

は不明であるが，下水の流入停止によって原

生動物の基質となりうるバクテリアの増殖

が抑制されたことや溶解性基質の供給が途

絶えたことが原生動物細胞数の減少を招い

たと考えられる．しかし，嫌気性原生動物の

増減条件に関してはまだ未解明な部分が多

く，UASB停止以降，約１年に渡って嫌気性原

生動物が増加しなかった理由は不明である．	 

	 流入下水中の原生動物細胞数も同様の計

測方法で定量したが，下水中からは極めて低

量の細胞数しか確認できなかった．つまり，

UASB 内の原生動物は流入下水から混入する

のではなく UASB 内で増殖していると判断で

きる．	 

	 

	 リアクターの高さ方向における原生動物

の分布を明らかにするため，UASBの高さ0.5m，

1.75m，3.75ｍより保持汚泥を採取し，全原

生動物細胞数を測定した．リアクター底部

（0.5m），中部（1.75m）では全原生動物細胞

数に大きな変化は見られないが，リアクター

上部（3.75m）ではどの時期においても全原

生動物細胞数が低下した．また，MLSSも同様

にいずれの時期においてもリアクター底部，

中部は上部より高い値となった．原生動物は

顕微鏡で観察すると汚泥フロックを縫うよ

うに遊泳する様子が常に観察された．リアク

ター底部に多くの原生動物が出現するのは，

基質が豊富であることが原因であると考え



られる．	 

	 

(2)	 出現原生動物のシーケンス解析	 

	 UASB内の原生動物種を明らかにするため

に，UASBの保持汚泥から抽出したDNAに対し

て18S	 rRNA遺伝子を標的としてクローニング

解析を行った．EukAとMedlinBのプライマー

ペアを用いて得られたクローンの内，原生動

物のクローンは全体の40%であった．残りの

60%のクローンは真菌や藻類が占めていた．

また，Metopus	 palaeformisと相同性が100%

のクローンと93%のクローンが多く得られた．	 

	 一方，PSSU-324FとMedlinBのプライマーセ

ットを用いて得られた全クローンにおいて，

原生動物の占める割合は全体の98%であり，5

種の原生動物を同定した．その内，もっとも

多 く 得 ら れ た ク ロ ー ン は Metopus	 

palaeformisの73％であった．またMetopus	 

contortusのクローンは全体の19%を占めた．

しかし，2種のプライマーペアで得られた原

生動物のクローンにMetopus	 palaeformisの

他に共通するものがない．原因として，種に

よってゲノム中の18S	 rRNA遺伝子の数に違い

があり，また，PCRによる遺伝子増幅の際に

プライマーと生物種ごとに増幅効率の違い

が生じたためと考えられる．	 

	 同じ下水を処理するUASBとエアレーショ

ンタンクからEukAとMedlinBのプライマーペ

アを用いて得られたクローンの解析を行っ

た．どちらからもAlveolate門，Ciliophora

亜門のクローンが多く得られたがRhizaria

門はエアレーションタンク汚泥からしか得

られなかった．さらに，同一のCiliophora亜

門であってもUASBとエアレーションタンク

の違いにより得られたクローンの相同性に

10％程度の違いが見られた．	 

	 嫌気性廃水処理装置内の原生動物に関す

る知見は乏しく，既往の知見を用いて嫌気性

原生動物の形態や行動様式から種を同定す

ることは困難であった．そこで顕微鏡下で確

認できる原生動物の一細胞をマイクロマニ

ュピレーターで捕獲し，DNAを回収して18S	 

rRNA遺伝子のシーケンス解析を行い，UASB内

に確認できる原生動物の形態と18S	 rRNA遺伝

子情報を統合した．その結果，	 Metopus	 

contortus，Metopus	 palaeformisは顕微鏡観

察とクローニング解析のどちらからも得ら

れたが，Trimyema	 compressumはクローニン

グ解析の結果からは得られなかった．	 

	 

(3)	 ラボスケール UASB 実験	 

ラボスケール UASB を 2 つ用意し，原生動物

を死滅された系とバクテリアと共生させた

系を構築し，グルコースを基質とし，有機物

負荷 1g-COD/L/day から 4g-COD/L/day まで段

階的に上昇させて連続運転を行った．有機物

負荷が低いときは共生しない系の COD 除去率

が高くなっているが,	 有機物負荷を上げて

いく毎に共生する系の COD 除去率が高くなり,	 

最終的に有機物負荷 4g-COD/L/day 時点で共

生する系が 73％,	 共生しない系が 66%となり,	 

共生する系の COD 除去率が高くなった.	 

	 原生動物を死滅させた系では培養 5日目よ

りパイロット UASB で優占している Metopus	 

spとは明らかに形態の異なる原生動物が出

現し,その形態と一細胞からのクローニング

解析結果から	 Trimyema	 spであると判断した.	 

Trimyema	 spは,	 シクロヘキシミド添加でも

死滅せず,	 有機物負荷が上がる毎に増殖し,	 

有機物負荷 4g-COD/L/day で 4.0×104cells	 

/mL 程度に達した.	 原生動物が共生する系で

は,	 Metopus	 spは有機物負荷 1g-COD/L/day

時点で最大 5.0×103cells/mL まで増殖した

が,	 有機物負荷が上がる毎に少しずつ減少

し,	 4g-COD/L/day で平均 3.6×102cells/mL

まで減少した.	 共生する系においても

Trimyema	 spが出現したが,	 最大 4.0×103	 

cells/mL 程度までしか増殖せず,	 有機物負

荷 4g-COD/L/day 時点で平均 2.0×103cells	 

/mL だった.	 	 

	 この両系の基質をグルコースから酢酸に

変化させて連続実験を継続した．嫌気性原生

動物は基質を発酵的にしか利用できないた

め酢酸は資化できないとされている．

Trimyema	 sp系が優占した系では基質を酢酸

に変化させた後，急激に個体数を減少させた．

一方，Metopus	 spと Trimyema	 spの両方が出

現した共存系では Metopus	 spの数はほとん

ど変化しなかった．これは，Trimyema	 spが

グルコースを直接資化して増殖しているの

に対し，Metopus	 spはバクテリアや固形性有

機物を捕食していることを示唆している．	 

	 基質として都市下水を用いて同様の実験

を行った．原生動物を死滅させた無共生系で

は有機物負荷 2g-COD/L/day でもいかなる原

生動物も出現しなかった．一方，共生系では



Metopus	 spが103cells/mLレベルで出現した．

都市下水を基質とした場合，処理性能や系内

に構築される微生物叢には大きな変化は生

じさせないが，共生させた系では MLSS 濃度

が 8 割ほど小さな値であった．やはりこれも

Metopus	 sp が系内の MLSS（浮遊成分）を捕

食していることを示している．	 
	 

(4)	 原生動物細胞内の共生古細菌の解析	 

	 Metopus	 contortusはミトコンドリアの

代わりにヒドロゲノソームと呼ばれる酸素

を最終電子受容体としないエネルギー獲得

器官を所持している．ヒドロゲノソームは

水素イオンを電子受容体とし，最終的に酢

酸，水素，二酸化炭素を生産する細胞小器

官であることが知られている．そこで，都

市 下 水 処 理 す る 本 UASB 内 の Metopus	 

contortusも同様にメタン生成古細菌を共

生させているか確認するため，Metopus	 

contortus	 一細胞から回収したDNAをテン

プレートにし，16S	 rRNA遺伝子を標的とし

たクローニング解析を行った．	 その結果，

Metopus	 contortusの細胞内には水素資化

性メタン生成古細菌であるMethanoregula

属（51%）が優占しており，酢酸資化性メタ

ン生成古細菌であるMethanosaeta属（40%）

も多く検出された．	 

	 一方，Metopus	 contortus の細胞内に共

生しているメタン生成古細菌を標的に

FISH 解析を行ったところ，酢酸資化性メタ

ン菌は全く検出されず，水素資化性メタン

菌が Metopus一細胞あたり104cellsレベル

で生息していることが判明した．これは，

原生動物が系内の水素分圧を下げるための

役割を担っていると判断できる．	 
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