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第 1章 はじめに 
 
 
1.1  研究の背景 
 
湖沼、内湾、内海等の閉鎖性水域における富栄養化を抑制するために栄養塩を排水から

除去することは重要な課題である。富栄養(湖)化という言葉は、環境白書の前身である昭和
44年版公害白書の時代から平成 17年度版環境白書まで欠かさず使われてきており、30年
以上もの長い間、問題視されている。水域の富栄養化はアオコ、赤潮等を大量発生させ、

水道水の異臭、漁業への影響、透明度の低下などの大きな被害をもたらし続けている。 
本研究の対象であるリンはこの閉鎖性水域の富栄養化の原因物質であるため、公共水域

に放流される前に排水から取り除く必要がある。現在、微生物を利用した排水からのリン

除去プロセスが多くの処理場で採用されている。例えば、閉鎖性水域の東京湾を抱える東

京都では 21 箇所ある水再生センターのうち、標準活性汚泥法との併用も含めて 17 箇所で
生物学的リン除去プロセスが既に導入されている。今後、このプロセスの更なる普及が予

想される。しかし、生物学的リン除去プロセスはこのように実用段階に入った技術ではあ

るが、流入水の負荷変動などによるリン除去の不安定性が指摘されている。また、処理場

ごとに嫌気・好気の時間がそれぞれ異なるなど処理法の最適化が行われていないのが実情

である。さらに、将来的には生物学的リン除去プロセスはリン回収という新たな役割を担

う可能性がある。生物学的リン除去プロセスによって汚泥中に高濃度に蓄積されたリンの

回収技術が開発されてリンが再利用されれば、リン鉱石の枯渇を心配する必要がなくなる。

リンの回収技術は様々な方面で研究されているが、下水処理場におけるリン回収が実現す

るためには、リン回収技術の革新とともに、汚泥のリン蓄積の安定性・効率性が求められ

る。そのためにも安定で効率的な生物学的リン除去プロセスの構築が必要である。 
生物学的リン除去プロセスの安定性を確保するためには、生物学的リン除去プロセスの

メカニズムを解明する必要がある。そのためには活性汚泥プロセス全体の代謝を形成して

いる個々の微生物を種レベルで同定して、どのような代謝を行っているのかを把握する必

要がある。さらに、個々の微生物間の相互関係がどのようになっているのかを解析するこ

とにより、生物学的リン除去プロセスの完全な理解と不安定性のメカニズムの解明に寄与

することができる。これらの研究によって、安定的で効率的な生物学的リン除去プロセス

の構築が望まれている。 
 
 
 
 



1.2 本研究の目的 
  
生物学的リン除去プロセスのメカニズムを解明するためには、リン除去を担う微生物が

誰で、どのような代謝をしているのかを解明する必要がある。分子生物学的手法を用いた

群集解析が盛んに行われてきており、Candidatus  ‘Accumulibacter’ phosphatis や
Actinobacteria に属するポリリン酸蓄積細菌などいくつかのリン除去を担う細菌は同定さ
れてきた。しかし、ポリリン酸蓄積細菌は系統学的に多様であるため、その全体像が明ら

かになったとは言い難い。その上、実処理場を対象とした研究例が実験室リアクターを対

象とした研究に比べて少なく、実下水を処理している微生物群集について明らかとなって

いない部分が多い。 
そこで、本研究では FISH 法を中心とする分子生物学的手法を用いて実処理場に存在す
るポリリン酸蓄積細菌の群集解析及び定量評価を行った。本研究は以下の 3 つに大きく分
けられる。 
まず 1つ目はポリリン酸を染色する高濃度 DAPIと FISH の二重染色法によってポリリ
ン酸蓄積細菌だけを標的とした群集解析を行い、グループレベルでの種構成の解明及び定

量を行った。個々のポリリン酸蓄積細菌を同定することはできないが、ポリリン酸蓄積細

菌の全体像をおおまかに把握することができる。また、現在までに同定されている

Accumulibacterや Actinobacteriaに属するポリリン酸蓄積細菌と、まだ同定されていない
ポリリン酸蓄積細菌の定量を行い、それぞれの細菌が実処理場でどの程度の寄与を持って

いるのかを解析する。また、この研究により、現在まで同定されていないポリリン酸蓄積

細菌のグループ、形態などの情報を得ることができる。新規のポリリン酸蓄積細菌の存在

が明らかになれば、2 つ目として、PCR-クローニング法を用いてその細菌の系統学的な同
定を目指した。ポリリン酸蓄積細菌を系統学的に同定することによって、その後の代謝を

解明する研究につなげることができる。3つ目は現在までに明らかにされたポリリン酸蓄積
細菌の存在量と活性汚泥のリン除去活性の関連性を導くことを目的としている。すなわち、

個々の既知のポリリン酸蓄積細菌の好気でのリン蓄積という代謝が実際に活性汚泥全体の

代謝として機能しているのかを解析した。 
これらの 3 つの研究で、実処理場に存在するポリリン酸蓄積細菌の群集構造の解析を行
い、そのポリリン酸蓄積細菌のリン蓄積という代謝が活性汚泥全体のリン除去能力の指標

であるリン含有率に寄与していることを示す。このような研究を行うことによって、実処

理場に存在するポリリン酸蓄積細菌の群集像に関する知見を得ることが目的である。 
 

 
 
 
 



1.3 論文の構成 
 
 本論文の各章の概略を以下に示す。第 1章で背景と目的、第 2章で既存の研究、第 3章
で実験手法を述べ、第 4章から第 6章に実験結果及び考察を述べた。そして、第 7章に本
研究で得られた成果及び今後の展望を述べた。また、第 8 章に補章として本論とはあまり
関係ないが、実処理場の生物学的リン除去プロセスの興味深い対象であったので研究を進

めた結果を示した。 
 
第 1章 はじめに 
本研究の背景と目的及び論文の構成を述べた。 

 
第 2章 既存の研究 
 本研究に関わる現在までに行われてきた研究について知見の整理をした。 
 
第 3章 実験方法 
 本研究で行った実験方法についてまとめた。 
 
第 4章 実処理場に存在するポリリン酸蓄積細菌の FISH法による群集解析 
 実処理場に存在するポリリン酸蓄積細菌をグループレベルで解析した。 
 
第 5章 クローニング法及び FISH法による新規のポリリン酸蓄積細菌の同定 
 Proteobacteriaγと Actinobacteriaに属する新規のポリリン酸蓄積細菌の同定を行った。 
 
第 6章 実処理場活性汚泥のリン組成の解析及びポリリン酸蓄積細菌の定量評価 
 実処理場汚泥を対象として、Accumulibacter及び Actino1011陽性細菌の汚泥のリン蓄
積への寄与について定量評価を行った。 
 
第 7章 総括 
 本研究の成果についてまとめ、今後の研究の展望を示した。 
 
第 8章（補章） 実処理場活性汚泥中に存在する Bacillus属細菌の同定 
 本研究の補章として、活性汚泥プロセスの安定化に貢献している可能性のある Bacillus
属細菌の同定を目指した。 
 
 
 



第 2章 既存の研究 
 
 
2.1 生物学的リン除去プロセス 
 
2.1.1 生物学的リン除去プロセスの原理 
 
生物学的リン除去プロセスは曝気槽の前段に嫌気槽を設けることで、嫌気状態と好気状

態を交互に繰り返し、汚泥中の微生物にリンを高濃度に蓄積させて上澄みからリンを取り

除く技術である。1970年代、曝気槽の前段に嫌気槽を設けることで高リン含有汚泥を得ら
れることが分かり、生物学的にリンと有機物を同時に除去できるプロセスが提案された 
(Barnard(1975))。嫌気状態と好気状態が繰り返される環境は、ポリリン酸蓄積細菌(PAOs；
Polyphosphate Accumulating Organisms)と呼ばれる細菌にとって有利な環境で、この細
菌が増殖してその機能を発揮することにより生物学的にリンが除去される。嫌気槽でポリ

リン酸蓄積細菌は体内のポリリン酸を加水分解してエネルギーを生産し、そのエネルギー

を使って有機物を摂取する。摂取された有機物は PHAなどの細胞内蓄積物質に変換され菌
体内に蓄積される。そのため、嫌気槽では上澄み中のリン酸濃度は上昇し、有機物量は減

少する。続く好気槽において、ポリリン酸蓄積細菌は蓄積した有機物を酸化分解すること

によって ATPを生産し、そのエネルギーでポリリン酸の再合成と菌体の増殖を行う。嫌気
で放出した以上の量のリン酸を好気で取り込むため、上澄みからリン酸が除去される。そ

して、リンを高濃度に蓄積した状態でポリリン酸蓄積細菌を系外へ取り除くことで、上澄

みからのリン除去が達成される。 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 2.1 嫌気好気法(AO法)のフロー 
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2.1.2 生物学的リン除去の不安定性 
 
 生物学的リン除去プロセスは実処理場でも採用され、実用段階に入っているもののまだ

様々な問題点が指摘されている。その問題点の 1 つとして、リン除去プロセスの不安定性
が指摘されており、リン除去活性の低下、消失が突如として起こってしまうことが挙げら

れる。実処理場においてリン除去活性が悪化した場合、嫌気槽でのリンの放出量が少なく

なり、それとともにリンの過剰摂取も見られなくなる。そして、それに伴って処理水のリ

ン濃度が上昇する。 
この現象は、リンの放出や摂取は行わずに嫌気条件下で有機物を摂取する細菌が、ポリ

リン酸蓄積細菌と競合することによって起こる。この細菌は、嫌気条件下ででポリリン酸

蓄積細菌がポリリン酸をエネルギー源として代謝を行うのに対して、内部に蓄積したグリ

コーゲンをエネルギー源として利用するという点で異なっており、リン除去の役割を果た

さない。嫌気条件下でグリコーゲンを加水分解して得られたエネルギーを利用して有機物

を PHAの形で体内に蓄積し、次の好気槽でその PHAを利用して増殖するという代謝を行
う。そのためポリリン酸蓄積細菌と競合する。このグリコーゲン蓄積能を有し、ポリリン

酸蓄積細菌と競合する細菌をMino et al.(1995)はポリリン酸蓄積細菌(PAOs)と対比をさせ
てグリコーゲン蓄積細菌(GAOs；glycogen accumulating organisms)と名づけている。図
2.3はポリリン酸蓄積細菌とグリコーゲン蓄積細菌の代謝の比較である。ポリリン酸蓄積細
菌とグリコーゲン蓄積細菌の唯一の明らかな違いは嫌気での基質を摂取するためのエネル

ギー源である(Mino et al.(1998))。良好な生物学的リン除去プロセスを得るためには、ポリ
リン酸蓄積細菌がグリコーゲン蓄積細菌との競合に勝つ必要があるが、pHや温度の変化な
ど何らかの理由で、ポリリン酸蓄積の代謝が非効率になったときグリコーゲン蓄積細菌に

よる代謝が見られるようになる。 

PHA 

有機物 

エネルギー 加水分解 
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CO2 PO4-P 

エネルギー 酸化分解 

図 2.2 典型的なポリリン酸蓄積細菌の代謝(簡略図) 
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2.1.3 生物学的リン除去プロセスに存在する微生物 
 
 生物学的リン除去プロセスに存在する微生物は上記のような厳密の意味での PAOs や
GAOsのほかに、それらの定義とは少し異なる代謝をする微生物も存在する。また、PAOs
や GAOsとは全く異なる代謝をする微生物も存在しているはずである。 
 ポリリン酸蓄積細菌は「嫌気条件下でポリリン酸を加水分解して得たエネルギーで短鎖

脂肪酸を摂取して PHAを蓄積し、好気条件下で PHAを酸化分解して増殖、ポリリン酸合
成を行う微生物」と考えられている(小貫ら(2005))。これらを小貫らは狭義の PAO と呼ん
でいる。広義の PAOとしては、リンの放出・再吸収を示すものの、酢酸の利用特性がない
ものや有機物摂取量がモデル値とかけはなれているもの、嫌気で PHA以外の別の蓄積物質
を作るもの、リンの吐き出し、取り込みが見られないが、ポリリン酸の含有率が高いもの

などが考えられ、このような代謝をする細菌の存在が明らかになっている。 
 グリコーゲン蓄積細菌とは「嫌気条件下でグリコーゲンを分解して酢酸(短鎖脂肪酸)を摂
取し、好気条件下で蓄積した有機物(PHA)を好気呼吸により分解して増殖してグリコーゲン
の再蓄積を行う微生物」で、小貫らはこれを狭義のGAOと呼んでいる。広義には嫌気条件
下で有機物を摂取し PHA(または細胞内蓄積物）を蓄積する能力があるものを GAOと呼ん
でいる。 
 PAO や GAO 以外では、生物学的リン除去プロセスに存在する細菌に関する研究はあま
り行われていない。Jeon et al.(2000)はグルコースを基質とした生物学的リン除去プロセス
における乳酸生成細菌（LPO；Lactic acid Producing organisms）の存在を提唱している。
LPO は通性の細菌で、嫌気槽においてグリコーゲンを蓄積するためのエネルギーを得るた
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図 2.3 ポリリン酸蓄積細菌とグリコーゲン蓄積細菌の代謝パターンの比較 
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めに乳酸を生成し、基質のグルコースをグリコーゲンとして蓄積している。そして PAOs
が嫌気槽において、その乳酸を PHAへ変換するという PAOsと共生する微生物が想定され
ている。このような PAOや GAOと共生するような細菌が存在することが考えられるが、
この分野の研究はあまり進んでいないのが実態である。他にも、バルキングの要因となる

糸状性細菌なども存在していることが分かっている(Erhart et al.(1997)、Blackall et 
al.(2000)、Kong et al.(2005))。 
 
2.1.4 生物学的リン除去を用いた処理方式 
 
 生物学的リン除去を行うための必要条件は嫌気状態の反応槽と好気状態の反応槽をこの

順序で持っていることである。近年、無酸素槽と組み合わせて、窒素・リンの同時除去を

可能にした処理方式も提案されている。ここでは、生物学的リン除去法の主な処理法式に

ついて記述する。 
 
a)嫌気好気法 (AO法) 
 生物学的リン除去プロセスの最も基本的な形で、曝気槽の前段に嫌気槽を設けたプロセ

スで、通常、嫌気槽は機械攪拌が行われている。最終沈殿池から汚泥は嫌気槽に返送され、

嫌気・好気のサイクルが厳密に繰り返されるため生物学的リン除去が効率的に行われる。 
 
b)擬似嫌気好気法（Pseudo-AO法） 
 擬似嫌気好気法は、多くの処理場で採用されている標準活性汚泥法の前段の曝気量を制

限することによって溶存酸素濃度を極めて 0 に近づけて運転し、嫌気好気の状態を作り出
す方式である。制限曝気とは攪拌を行うための曝気で、これによって、機械攪拌装置を必

要とする嫌気槽の設置工事を行うことなしに従来の標準活性汚泥法の装置のままで嫌気好

気法を運転することができる。また、制限曝気を行っていない標準活性汚泥法の処理場で

も、流入 BOD負荷が非常に高いと、前段の溶存酸素が消費され、意図せず擬似嫌気好気状
態となっていることもある。一方、制限曝気はリン除去を意図せずに、バルキングの原因

となる一部の糸状性細菌の抑制や返送汚泥に含まれる硝酸性窒素の制限曝気槽での脱窒を

目的として採用される場合もある。 
 
c)嫌気無酸素好気法（A2O法） 
 嫌気無酸素好気法は、嫌気槽・無酸素槽・好気槽の順に反応槽を並べて、嫌気好気法と

循環式硝化脱窒法を組み合わせたものである。流入下水は嫌気槽においてポリリン酸蓄積

細菌が一部の有機物を PHAの形で取り込む。次の無酸素槽には硝化液が循環され、有機物
除去と脱窒が行われる。最後の好気槽で、リンのポリリン酸蓄積細菌による摂取、アンモ

ニア性窒素の硝化、残った有機物の除去が行われる。これにより、有機物、リン、窒素の



同時除去を可能となる。 
 
d)ケープタウン大学法（UCT法） 
 ケープタウン大学法とは A2O法とほとんど同じ構成を持っているが、汚泥の返送方法の
みが異なっている。返送汚泥には硝酸性窒素が含まれるため、嫌気状態を保つのを阻害す

る可能性がある。そこで、UCT法では、最終沈殿池からの返送は無酸素槽に戻し、無酸素
槽の末端で脱窒を終えた汚泥を嫌気槽へ循環させた。これにより、A2O 法より嫌気状態が
保たれてリン除去能力が高まる一方で、内部循環量が増加するため、より費用のかかるシ

ステムとなっている。そのため、海外では盛んに研究が行われているものの、日本の処理

場での採用例はまだない。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

c) 嫌気無酸素好気法(A2O法)のフロー 
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d) ケープタウン大学法(UCT法)のフロー 
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b) 擬似嫌気好気法(PAO法)のフロー 
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図 2.4 様々な生物学的リン除去プロセス 
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2.2 微生物群集解析手法 
 
2.2.1 微生物群集解析手法について 
 
 従来、活性汚泥の微生物群集解析には顕微鏡観察による方法と単離培養法の 2 つの方法
が用いられてきた。顕微鏡観察によってフロックの形成や糸状性細菌の存在などを明らか

にすることが可能で、特にバルキングの原因となる糸状性細菌の同定は非常に重要であっ

た。また、微生物の核酸を染色する技術であるアクリルオレンジや DAPI 染色、その他の
グラム染色剤や Neisser 染色などの蛍光標識によって観察することができた。しかし、顕
微鏡観察による方法では種の同定までには至れない。また、培養法では、個々の細菌を検

出できるかどうかはそれぞれ培地に依存しているため、環境中の群集構造を反映すること

ができないという欠点がある。これらの欠点を解消できる方法が近年利用されている分子

生物学的手法である。 
 分子生物学的手法とは、微生物の持つ遺伝情報をもとに、微生物の検出、定量、群集解

析などに用いられる方法である。遺伝学的情報の中で、リボソームを構成する rRNA をコ
ードする rDNA の塩基配列は全ての生物が持っており、かつ系統分類上近い種ほど似た塩
基配列を持っていることが知られている。その中でも、16SrRNA は全長が役 1500bp で、
最も扱いやすかったため、16SrRNAが微生物分類に用いられるようになった。この rRNA
を利用した微生物群集解析手法のうち、本研究で用いたものを次節に記述する。 
 
2.2.2 本研究に用いた分子生物学的手法 

 
本研究で用いた PCR法、DGGE法、クローニング法、RFLP法、FISH法について原理
や特徴を以下に記述する。これらの関係は以下の図 2.5の通りである。 
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図 2.5 本研究で用いた分子生物学的手法の関連図 



（１）PCR(Polymerase Chain Reaction)法 
 
 PCR法は 2本鎖の DNAを鋳型として特定領域を挟む 2種類のオリゴヌクレオチドプラ
イマーによって、プライマー間の DNAを選択的に増幅する技術である。①鋳型 DNAの変
性、②アニーリング、③DNAポリメラーゼによる伸張の 3つのステップからなる一連のサ
イクルを繰り返すことによって、極少量の DNAを指数関数的に増幅することができる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）DGGE(Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)法 
 

DGGE 法は 2本鎖の DNA 断片を変性させる濃度が配列に依存することを利用した技術
である。GCクランプ付きのプライマーを用いた PCRによって増幅された 2本鎖DNAを、
変性剤濃度勾配をつけたゲル上に電気泳動を行う。それぞれの 2本鎖 DNA断片は塩基配列
に応じて変性する変性剤濃度が異なるため、電気泳動の方向に従って 2本鎖 DNA断片が変
性する場所が決まる。ゲルの中で、2本鎖 DNAが変性すると、GCクランプ部位は結合力
が強いため 2 本鎖を維持するので、図 2.7 のように 3 方向に広がり泳動速度が急激に遅く
なって、DNA 断片を泳動方向に分離することができる。2 本鎖 DNA が変性する変性剤濃
度は A-T、G-C間の水素結合及び配列の違いによって決まる。DGGE 法は様々な形で利用
されている。温度による微生物群集構造の違いの比較やリン含有率の高い汚泥と低い汚泥

の群集構造の比較など、複数の系を微生物群集の多様性を評価すること(Ferris et al.(1996)、
Liu et al.(2000))や、同一系内の微生物群集構造の経時変化を追うこと(小貫(2001)、福島
(2002)、岡本(2003))の 2 つを目的として主に用いられている。他にも、クローニングの後
のスクリーニング手法として Liu et al.(2002)に提案され、RFLPよりも多くのクローンを
扱いやすく、感度の良いスクリーニング手法として紹介された。しかし、DGGE 法にもい

図 2.6 PCR法の原理 
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くつか問題点がある。まず 1つ目は、他の遺伝子を用いた方法にも同様のことが言えるが、
DNA 抽出や PCR 効率に左右されるという点である。すなわちバンドが濃くても、それが
優占種であると決め付けることはできない。DGGE 自体の問題点としては、異種複合体
（hetero duplex）が生じて実際よりも多くのバンドが検出されることや異なる遺伝子配列
でも同じ高さのバンドを形成することなどがあげられる。DGGE 法と他の分子生物学的手
法を組み合わせて用いられることが多く(大江(2004))、組み合わせることによりバイアスや
問題点を減らして実際の微生物群集構造の把握が可能となる(Muyzer(1999))。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）クローニング法 
 
混合微生物系からの DNA抽出物を鋳型として PCRを行った場合、その PCR産物は様々
な微生物から由来する DNA断片の混合物である。この混合された DNA断片を直接、一本
一本に分離する方法がクローニング法である。基本的な操作は、増幅した DNA断片を一本
ずつ一つの大腸菌の細胞に組み込み、その大腸菌を増殖させることによって、DNA断片の
混合物の中の一本から由来した DNA断片を大量に得るという流れである。この方法により
混合微生物系の PCR産物を一本ずつ解析することが可能となる。 
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図 2.7 DGGE法の原理 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（４）RFLP法(Restricted Fragment Length Polymorphism) 
 
 PCR で増幅した DNA を特定の制限酵素で切断し、切断された断片を電気泳動によって
分離し、切断長の泳動パターンから微生物種を同定する技術である。複合系の解析には向

かず、微生物種の差異を簡単に識別する方法として用いられる。培養法から得られた単離

株やクローニング法を用いて得られたクローンには同一の塩基配列が得られることが多い

ため、それを判別するためのスクリーニング法として用いられることが多い。RFLP法はど
の制限酵素を選ぶかが非常に重要で、Moyer et al.(1996)はシミュレーションによって様々
な制限酵素を試し、標的によって有効な制限酵素の種類を分類している。 
 
（５）FISH法(Fluorescence in situ Hybridization) 
 

FISH 法とは蛍光ヌクレオチドを利用した特定微生物又は特定微生物群の検出法のこと

である。特定の微生物の持っている rRNA 塩基配列と特異的に結合するオリゴヌクレオチ
ドプローブを設計して完全に相補的な rRNAには結合するが、１塩基でも異なる rRNAに
は結合しない。励起波長によって、プローブが結合した細菌だけが蛍光を発するため蛍光

顕微鏡で確認することができる。rDNAではなく、rRNAがターゲットとなっている理由と
して、rRNAは rDNA と相補的な配列を持っていること、rDNA は 1セルあたりの１つ又
は数個程度しか存在しないが、rRNA 数千個～10 万個程度と非常に多く、それだけ強い蛍
光を観察できるということの 2点に基づいている。 

FISH法は、rDNAの塩基配列の分かっている細菌に対してしか適用することができない
のが欠点であるが、単離・培養することなく顕微鏡下で混合微生物系において高い精度で

標的とする細菌を同定できる。FISH 法によって真正細菌に対する標的細菌の割合の定量、

複合系のPCR産物

ライゲーション

プラスミド

形質転換
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大腸菌

図 2.8 クローニング法の原理 



高濃度 DAPI 染色によって染色されるポリリン酸蓄積細菌に対する割合の定量、系統学的
に特定できた細菌の検出、などが可能である。 

 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（６）ポリリン酸染色法 
 
 細菌が蓄積したリンを染色する方法がいくつか提案されているのでそれらを紹介する。 
 
Neisser法 
 Neisser法は下水試験法(1997)にも載っている方法で、ポリリン酸グラニュールは位相差
観察で黒い顆粒として観察される。 
 
高濃度 DAPI染色法 
 DAPIは本来、全菌を染色する方法として DNA染色剤で、紫外光励起で核酸が青白い蛍
光を発するとされる。しかし、DAPIを本来よりも高濃度で用いるとポリリン酸顆粒を染色
することができる(Tijissen et al.(1982)、Streichen et al.(1990))。DNAは青白く蛍光を発
し、ポリリン酸は黄色く蛍光を発する。脂質も弱く黄色く染色されるが、2、3 秒で消える
と報告されている。そのため、高濃度 DAPI 染色によって、ポリリン酸を蓄積した細菌を
簡単に色と蛍光強度から区別することができる。また、Liu et al.(2001)は、高濃度 DAPI
が細菌に蓄積されたポリリン酸を染色していることを示すために、透過型電子顕微鏡を用

いて、黄色い蛍光を発する細菌が P、Ca、Naの元素が含有されていたことを、直接示した。
FISH法と組み合わせて、標的とする細菌がポリリン酸を蓄積しているのかを高濃度 DAPI
染色によって確認する研究は数多くなされている（Kawaharazaki et al.(1999)、Liu et 

図 2.9 FISH法の原理 
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al.(2001)、Wong et al.(2005)、Liu et al.(2005)、小貫(2001)、福島(2002)、岡本(2003)）。 
 
MAR法 
 MARは放射性同位元素を用いる方法で、FISH法と組み合わせることで誰がどの基質を
摂取したのかを判別することが可能である(Lee et al.(1999))。 

Lee et al.(2003)はリンの放射性同位元素 33Piを用いてMAR-FISHを行い、ポリリン酸
蓄積細菌の群集解析を行っている。Kong et al.(2005)は 33Piを用いたMAR-FISH法により
嫌気で実下水により馴致した汚泥では Accumulibacter の他に多くの HGC69a 又は
Actino1011に陽性な細菌がリンを蓄積していたことを明らかにして研究を行っている。 

 
高濃度 DAPI染色と 33Ｐi標識したMARの比較について記述する。Lee et al.(2003)は高
濃度 DAPI 染色と MAR を同時に用いて、高濃度 DAPI によって黄色く染色される細菌と
33Pi を摂取した細菌が必ずしも一致していなかったと報告している。その理由として、
ⅰ)33Piによるインキュベーションを行う前からリンを蓄積していた、ⅱ)高濃度 DAPIがポ
リリン酸とは異なるものを捉えていた、ⅲ)細菌の活性がなくなっていた、の 3種類の理由
を挙げている。また、考察の中で、MAR と高濃度 DAPI のどちらの方法にも欠点があり、
高濃度 DAPIは脂質などの異なるものを捉える可能性があり、MARでは厳密に嫌気好気を
行わなければ、ポリリン酸蓄積細菌によるリン摂取以外の通常のリン摂取も含む可能性も

ある。 
MARは嫌気好気のインキュベーションが必要なため、リアクターなどの嫌気で利用する
有機物の種類が明らかになっていて、厳密に行う場合には非常に利点が大きいと考えられ

る。高濃度 DAPIは他のものも捉える可能性はあるが、狭義の PAO、広義の PAを含めて、
網羅的に解析をしたい場合などには扱いやすく安価な方法として利点がある。 
 
 
2.3 ポリリン酸蓄積細菌の系統分類 
 
生物学的リン除去プロセスでリン除去を担うポリリン酸蓄積細菌を同定する研究は培養

法あるいは分子生物学的手法を用いて盛んに行われている。ポリリン酸蓄積細菌は単一の

種ではなく、複数の主要な種で構成されていると考えられている(Mino et al.(1998))。 
 

2.3.1  Candidatus ‘Accumulibacter phosphatis’ 
 
 単離はされていないものの、分子生物学的手法を用いた同定法によって、主要なポリリ

ン酸蓄積細菌として認められているのが Candidatus ‘Accumulibacter phosphatis’である
(Seviour et al.(2003)。Candidatus ‘Accumulibacter phosphatis’は Proteobacteriaβの



Rhodocyclus属に近縁なグループで、Hesselmann et al.(1999)が新属新種のポリリン酸蓄
積細菌として名付けた。Bond et al.(1995)はリン除去能の高い汚泥と低い汚泥をクローニン
グを行った結果、リン除去の高い汚泥から Rhodocyclus 属を多く検出した。その後、
Hesselmann et al.(1999)やCrocetti et al.(2000)も同様に酢酸を主要な炭素源とするリアク
ターから Rhodocyclus 属に近縁なグループを検出し、特異的なプローブを設計して、リン
染色法と同時染色ではないが、リンを蓄積していることを FISH 法で確認した。また、

Crocetti et al.はその存在割合が酢酸で馴致した汚泥のリン含有率と非常に相関が高いこと
を示した。さらに小貫(2001)、Liu et al.(2001)は高濃度 DAPI染色と FISHによる二重染
色法を開発し、同一視野によって Accumulibacterがリンを蓄積していることを顕微鏡下で
直接確認した。また、嫌気条件下では、Liu et al.(2001)は Accumulibacter が PHAを蓄積
していることも確認し、Kong et al.(2004)はMAR-FISH法により Accumulibacterの短鎖
脂肪酸の利用特性を明らかにしている。Accumulibacterは嫌気条件下で短鎖脂肪酸を摂取
して PHAを蓄積し、好気条件下でポリリン酸を蓄積するというポリリン酸蓄積細菌の定義
と合致している。 
 
2.3.2 Actino1011/Actino658/Actino221陽性細菌 
 
 Actinobacteriaに属する細菌もAccumulibacterと同様にポリリン酸蓄積細菌として提案
されている。Wagner et al.(1994)や Bond et al.(1999)によると、生物学的リン除去を行っ
ている汚泥に Actinobacteriaが多く存在していた。さらに、Kawaharazaki et al.(1999)は
高濃度DAPI染色で染まる細菌の中にActinobacteriaが存在したと報告している。そして、
Liu et al.(2001)は Tetrasphaeraに近縁な細長い形をした細菌と Candidatus Nostocoidia 
limicolaを特異的に捉える Actino1011プローブを設計し、これらの細菌がポリリン酸を蓄
積していたことを確認した。しかし、この細菌群は PHA の蓄積はなかった。その後、
Actino1011 プローブは形態的に様々な種を捉えるプローブであることが明らかになったた
め、Kong et al.(2005)は、short-rodな細菌を捉える Actino658プローブと tetradを形成す
る球菌を捉える Actino221 プローブを設計した。これらのプローブを用いて、基質特性を
調べたところ、酢酸などの短鎖脂肪酸やグルコースは摂取せず、カザミノ酸などのアミノ

酸を摂取したと報告している。すなわち、Liu et al.(2001)によって同定された種は、アミ
ノ酸などを摂取して PHA以外の蓄積産物を蓄積し、好気条件下でポリリン酸を蓄積すると
いう Accumulibacterとは異なる代謝を行っている。また、Kong et al.は実下水処理場にお
けるこれらの微生物群の定量を行っており、Acrino221、Actino658の両方を合わせて、3％
～35％存在し、Accumulibacterよりも多く存在した処理場もあったと報告している。 
 
 
 



2.3.3 その他のポリリン酸蓄積細菌 
  

Microlunatus Phosphovorusは Nakamura et al.(1995)によって単離され、嫌気でポリリ
ン酸を放出し、好気でポリリン酸を蓄積することが確認された。しかし、嫌気条件下で、

酢酸の利用性はなくグルコースを摂取する。PHAも合成せず、ポリグルコースの形で蓄積
する。また、Kawaharasaki et al.(1998)はMicrolunatus Phosphovorusに特異的なプロー
ブを設計し、FISH法で確認したところ真生細菌全体の約 3％であった。 
単離株としては、酪農排水を処理する生物学的リン除去プロセスから単離された

Lampropedia に属する細菌(Stante et al.(1997))やグラム陽性で球菌の Tetrasphaera 
japonicaや Tetrasphaera australiensis(Maszenan et al.(2000))、グラム陽性の long-rod
の形態の Tetrasphaera elongata(Hanada et al.(2002))などはポリリン酸を蓄積することが
確認されている。また、Spring et al.(2005)は Proteobacteriaβの Comamonas属に属する
Malikia spinosaを都市下水処理場から単離し、PHA、ポリリン酸の蓄積能力を持っている
ことを確認した。 
また、バルキングの原因となる糸状性細菌についてもいくつかの種はポリリン酸の蓄積

能力を持つものが存在している。生物学的リン除去プロセスによく見られる Microthrix 
parvicellaや Nostcoida limicolaⅡのような糸状性細菌はポリリン酸を蓄積することが確認
されている(Erhart et al.(1997)、Blackall et al.(2000))。 
さらに、Liu et al.(2001)は Nielsen et al.(1999)がリン除去悪化時に検出した Gバクテリ
アであるGAM1019プローブで捉えられる細菌のポリリン酸蓄積及びPHB蓄積を確認した。
また、Kawaharazaki et al.(1999)は Proteobacteriaαに属する細菌がポリリン酸を蓄積し
ていたことを高濃度 DAPIと FISHの二重染色法により示している。 
 
 
2.4 実処理場の生物学的リン除去プロセスを対象とした研究例 
 
実処理場の生物学的リン除去プロセスを対象とした研究は実験室汚泥を対象としたもの

に比べて少ない。実下水を対象として研究が行われた例として、Zilles et al.(2002)は FISH
法によって、実処理場汚泥中の Accumulibacter(Rhodocyclus 近縁種)に対する解析を行っ
ている。実処理場の生物学的リン除去プロセスにおいて Accumulibacter13～18％存在し、
し、重要な役割を果たしていた。UCT法では高濃度 DAPIで染色される細菌の 73％、全菌
の 26％が Accumulibacterであったのに対して、A2O法では、高濃度 DAPIで染色される
細菌のうちわずか 26％、全菌に対する割合では 6％しか占めていなかった。また、約 50％
の Accumulibacter はリンを蓄積していなかった。この理由として、A2O 法は嫌気状態が
厳密にできていないことを挙げ、ポリリン酸蓄積細菌のコミュニティは処理方式に依存し

ていたと報告している。 



また、Wong et al.(2005)は、日本の実下水処理場を対象として、これまでに生物学的リ
ン除去プロセスから同定された種から設計されたプローブを用いて、実下水処理場におけ

る分布を調査し、真正細菌のうち Accumulibacterが 4～18％、GAOs候補である GBプロ
ーブ陽性細菌が 10～31％存在していたと報告している。 

Kong et al.(2005)は実処理場に存在する Accumulibacter及び Actino-PAOの定量を行っ
ている。10の実処理場において、Accumulibacterは 0～19％程度、Actino-PAOは 3～35％
程度存在していた。定量値の合計は最大で 38％に達し、実処理場での有機物、窒素、リン
の除去及びフロックの形成など実処理場プロセスの運転に対してこれらの細菌が非常に重

要な役割を果たしていると考察している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



第 3章 実験方法 
 
 
3.1 概要 
 
 本研究では、FISH法を中心とする分子生物学的手法による微生物群集解析を行った。さ
らに、汚泥の持つリン除去能力を測定するための化学分析も行うことによって、微生物学

的側面と化学的側面の両面からの解析も目的としている。化学分析としては汚泥のリン含

有率の測定とバッチ試験によるリン摂取実験を行った。汚泥中のリンは化学的凝集に由来

するものと微生物よる蓄積に由来するものを低温の酸による抽出法によって分画した。微

生物群集解析では、DNA抽出を必要とする方法とそれらを必要としない FISHを中心とす
る顕微鏡を用いる方法の 2つのアプローチから行った。 
 
 
3.2 化学分析 
 
3.2.1  MLSS・MLVSS 
 
 MLSＳ(活性汚泥浮遊物質)は遠心分離法、MLVSS(活性汚泥有機性浮遊物質)は強熱減量
法により測定した。試験操作は基本的に下水試験方法(1997)に従った。採取した活性汚泥試
料を遠心分離し、上澄みを捨て、純水で再び懸濁させる。再び上澄みを除き、残った汚泥

ペレットをあらかじめ秤量した蒸発皿に移してウォーターバスにより水分を十分にとばし

た後、110℃で 2時間以上置いて水分を完全に飛ばす。デシケータ中で 20分以上置き、室
温に戻して秤量する。その値と空皿との差がMLSS(mg/L)となる。そして、600℃で強熱減
量をして 110℃オーブン、デシケータと順に移して室温に戻して再度秤量する。MLSSと強
熱減量の残留物の差がMLVSS(mg/L)となる。 
 
3.2.2 汚泥中の全リン・オルトリン酸の測定 
 
 方法は下水試験方法(1997)に従った。オルトリン酸の測定はモリブデン青－アスコルビン
酸法によって濃度の測定を行った。また、全リンの測定はペルオキソ二硫酸カリウム分解

法により試料中の全てのリンをオルトリン酸に分解して、モリブデン青－アスコルビン酸

法によりオルトリン酸を測定した。測定はまとめて行ったため、活性汚泥 5ml を硫酸酸性
にして超純水で 100mlに希釈し冷蔵保存したものを用いた。 
 



3.2.3 低温の酸による低分子リン化合物(金属性リン/低分子ポリリン酸)の抽出方法  
 
この抽出方法は STS 法（Schmidt-Thannhauser-Schneider 法）と呼ばれる分画法の一
部である。STS 法とは生体内リンを分離抽出するリン化合物の分画定量法である。生体内
のリン化合物組成を分析する方法であった STS 法を味埜(1982)が活性汚泥に適用し、汚泥
内リン組成を分析する方法として確立した。味埜が確立した活性汚泥に対する STS法では
以下の表 3.1のように分画される。 

 
 
 
抽出順 画分名 抽出溶媒 抽出される主な化合物 定量物質 備考

PO4-P 金属性リンを含む

non PO4-P
(T-P)-(PO4-P)

低分子ポリリン酸を含む

2 エタノール画分 エタノール
アルコール可溶性の
低分子化合物

T-P ―

3 脂質画分 エタノール；エーテル 脂質 T-P リン脂質

DNA-P
ジフェニルアミン法によるDNA値に、
DNA中のリン含有率9％をかけて求めた。

TNA-P
UV吸収測定法によるTNA(全核酸)値に、
核酸中のリン含有率9％をかけて求めた。

高分子ポリリン酸
活性炭処理後 １N１ H2SO4 100℃

7分分解法による

5 タンパク画分 熱NAOH タンパク質 T-P
リンタンパクの他に4までに抽出されなかった
アルカリ可溶リンを含む

6 残留画分 ― ― T-P すべての抽出後の残留リン

4 核酸画分 PCA

核酸(DNA,RNA)

高分子ポリリン酸

多糖類

1 C-PCA画分 Cold PCA(低温)
金属性塩

生体内低分子ポリリン酸

 
 
本研究で用いた分画法は STS 法のうち、C-PCA 画分のみである。C-PCA とは

Cold-Perchloric acid(低温の過塩素酸)をさし、今回用いた手法は低温の酸による抽出法とも
呼ぶことができる。C-PCA 画分により抽出されるのは、金属性リンと生体内低分子ポリリ
ン酸である。まず、金属性リンは PO4-P の測定で分析される。多くの金属リン酸塩はオル
トリン酸塩の形と考えられ、これらは酸に可溶であるから STS法では C-PCA画分の PO4-P
として定量されるのが常識的である。Fe、Caのリン酸塩については、その大部分が C-PCA
画分に抽出され、PO4-Pとして定量される(Mino et al.(1984))。また、C-PCA画分では抽
出される画分に低分子ポリリン酸があるが、ここでいう低分子という表現は曖昧で、その

縮合度の違いに基づく細胞内たんぱく質との結合性の強弱に由来するとされている。ポリ

リン酸が高分子であればたんぱく質と結合しているが、たんぱく質と結合していないため

低分子のポリリン酸が C-PCA 画分に抽出されると考えられている(味埜(1982))。生物学的
リン除去プロセスにおける高リン蓄積は低分子ポリリン酸及び高分子ポリリン酸によって

行われる。低分子ポリリン酸は嫌気条件下でのエネルギー源として用いられ、高分子ポリ

リン酸は増殖反応のリン源として用いられている(Mino et al.(1984))。さらに Mino et 
al.(1985)はそのリン代謝に関するモデルの構築している。 

 
 

表 3.1 STS法による汚泥内リンの分画(味埜ら(1983-b)より引用) 



C-PCA画分(低温の酸による抽出法)の手法の流れは、以下のとおりである。 
・サンプリングおよび集菌 
活性汚泥混合液の 25ml を 50mlテフロン遠沈管にとり、3500rpm で 5 分遠心分離を行
う。上澄みは回収し、溶存物質の分析用サンプルとし、残渣を超純水に再溶解し、同条件

で遠心分離して、残渣を用いて、以下の抽出に回す。 
・冷酸可溶画分の抽出(Cold-PCA画分) 
残渣の入った遠沈管を冷凍庫(－20℃)にて急冷し、2～3 分で遠沈管が冷えたら、冷却し
た汚泥に 5℃ 0.5N PCA(過塩素酸)1ml を加え、均一になるようにガラス棒で攪拌する。
ついで、約 1mlの同 PCA を用い、2‐3回に分けてガラス棒に付着した汚泥を管内に流し
落とす。さらに約 2mlの PCAで遠沈管壁面の汚泥も底に流し落とす。終了後、汚泥を 4℃
で、20 分放置する。次に、冷却遠心機にて、0~5℃8000rpm で 10 分間遠心分離を行う。
分離後、上澄み部分をピペットで静かに集め、50ml比色管にとる。この操作を 3回繰り返
し、集めた上澄み及びその残渣を超純水で、もとのサンプル量(25ml)にメスアップする。 
 
・リン分析 
 C-PCA画分による抽出物は PO4-P（モリブデン青－アスコルビン酸法）及び T-P（ペル
オキソ二硫酸カリウム分解法）の測定を行い、残渣は T-Pの測定を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

PO4-P・・・金属性リン
Non- PO4-P・・・生体内低分子ポリリン酸
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残渣

残渣
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による抽出
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--P
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上澄み
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図 3.1 低温の酸による抽出法の手順 



3.2.4 バッチ試験によるリンの摂取実験 
 
本実験は、ポリリン酸蓄積細菌にリンを充分に摂取させるために行った。実処理場の嫌

気槽又は無酸素槽の末端より活性汚泥を採取し、リン酸を含む基質を加え、嫌気 2 時間・
好気 8時間のバッチ試験を行った。実験装置は、1Lの広口共栓ガラス瓶を容器として用い
た。嫌気条件は、採取した活性汚泥を容器に移した後、10 分程度窒素ガスによる曝気を行
い、酸素を追い出し、その後はスターラーにより攪拌して嫌気状態を作った。好気条件は

酸素供給にはエアポンプを用いた。 
 
3.2.5 溶存性 PO4-Pの測定 
 
 モリブデン青－アスコルビン酸法又はイオンクロマトグラフ法によって測定した。イオ

ンクロマトグラフ法は 0、30、50、100mgPO4-P/L の標準液によって検量線を作成して測
定値を算出した。 
 
 
3.3 核酸抽出を伴う微生物群集解析 
 
3.3.1 核酸抽出 
 
 核酸抽出は FastDNA SPIN Kit for Soil(Q-BIOgene)を用い、付属のマニュアルに従って
実験を行った。Lysing Matrix E Tubeに活性汚泥のペレットを入れ、Sodium Phosphate 
buffer978μlとMT buffer122μlを添加し、Fast Prep(Q-BIOgene)を用いてホモジナイズ
処理を行って細胞を破砕した。遠心分離（15000rpm、10 分間）を行った後、上澄みを新
しいチューブに移し、PPS250μl を加えて振り、遠心分離をかけ、上澄みを 15ml チュー
ブに移して Binding Matrix1mlと混和させた。2分間反転振とうした後、3 分間静置して
Binding Matrixを沈降させ、沈降した Binding Matrixを Spin Filterに移し、遠心分離に
よってフィルタ上に捉え、SEWS-Mを 500μlを加えて再度、遠心分離にかけて SEWS-M
を取り除いた。Spin Filterを新しい Catch Tubeに移し、5分間乾燥させた。その後、DES
（Dnase/Pyrogen Free Water）50μlを加えて攪拌し、3分静置後、遠心分離によって核酸
抽出液を得た。抽出した核酸は分光光度計によって濃度と純度を評価して、抽出した核酸

は－20℃で保存した。 
 
 
 
 



3.3.2 PCR法 
 
 DNAポリメラーゼには AmpliTaq Gold(Applied Biosystems)を用い、PCR buffer、dNTP
は付属のものを用いた。PCR混合液 100μl中で、2.5U/reaction Taq polymerase、1×buffer、
0.2mMdNTP、0.2mM のフォワード/リバースのプライマー、50ng のテンプレートとなる
ように調整し、温度制御を行うサーマルサイクラー(Biometra 社 T3/T-gradient))によって
プライマーごとに最適なサイクルを行って DNA の増幅を行った。PCR 産物はアガロース
ゲルの電気泳動で目的の長さの産物が得られていることを確認した。本研究で用いた全て

のプライマー(シーケンシング用のプライマーも含む)を表 3．2に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
3.3.3 DGGE法 
 
 基本的にはMuyzer et al.(1993)に従った。GCクランプつきのプライマーを用いて PCR
法を行い、GC クランプ付きの増幅産物を得て、それらを DGGE 法に供した。DGGE は
Dcode システム(Bio-Rad)を使用し、プロトコルに準拠して濃度勾配を持つゲルの作成及び
電気泳動を行った。8%ポリアクリルアミドゲル中で変性剤の濃度勾配を 30～60％とし、
TEMED 10μlと 10％APS 80μlを 14mlの Gel solutionに添加して一晩かけて固めた。
プロトコルでは 10％APS は 100μl であるが、ゲルを固める際にはゆっくり固めた方が勾
配がきれいにかかるため 10％APSの量を少し減らした(福島(2002))。 
 泳動条件は、357fGC－518rのプライマーを用いた場合は 60℃、130V、5時間(福島 2002)

表 3.2 本研究で用いたプライマーとその配列 

Name Target site Sequence(5'-3') Reference
27f 8‐27 AGAGTTTGATCMTGGCTCAG Lane et al .(1991)
357f 341-357 CCTACGGGAGGCAGCAG Muyzer et al .(1993)
517f 517-533 GCCAGCAGCCGCCGTAA Lane et al .(1991)
1099f 1099-1114 GYAACGAGCGCAACCC Lane et al .(1991)
518r(=534r) 518-534 ATTACCGCGGCTGCTGG Muyzer et al .(1993)
907r 907-926 CCGTCAATTCMTTTRAGTTT Lane et al .(1991)
1114r 1099-1114 GGGTTGCGCTCGTTRC Lane et al .(1991)
1392r 1392-1406 ACGGGCGGTGTGTRC Lane et al .(1991)
1492r 1492-1510 TACGGYTACCTTGTTACGACTT Lane et al .(1991)
Hgc-1 420-440 TTCGGGTTGTAAACCTCTTTC Oyaizu et al .(2000)
SP6 SP6領域 CATTTAGGTGACACTATAG
T7 T7領域 GTAATACGACTCACTATAG
357fGC 341-357 gc-CCTACGGGAGGCAGCAG Muyzer et al .(1993)
968fGC 968-984 gc-AACGCGAAGAACCTTAC Nubel et al .(1996)
gc- GCクランプ CGCCCGCCGCGCGCGGCGGG

CGGGGCGGGGGCACGGGGGG
Muyzer et al .(1993)



という条件で、968fGC－1392rプライマーを用いた場合は 60℃、180V、6時間(Schuler et 
al.)という条件で、それぞれ泳動を行った。プライマーの選定は目的に応じて決める必要が
あるが、Yu et al.(2004)によると、バンドプロファイルが最も良いのがV3でその次が V3-V5
と V6-V8であると報告している。泳動終了後、1万倍希釈した VistraGreen(アマシャム社)
を用いてゲルを 15分間染色し、FluorImager595(アマシャム社)によって画像を取り込んだ。 
 
3.3.4 クローニング法 
 
 PCR産物のクローニングは QIAGEN PCR Cloningplus Kit(QIAGEN)を用い、基本的に
は付属のマニュアルに従って行った。PCR 産物のプラスミド DNA へのライゲーション及
びコンピテントセルへの形質転換、プラスミドを組み込んだ大腸菌の単離・培養というス

テップからなる。 

 PCR産物を精製、濃縮後、pdrive Cloning Vector、Ligation Master Mixをマニュアル
に従って混合し、10℃で 2 時間～24 時間ライゲーション反応を行った。その後、付属の
competent cellを用いて形質転換を行い、LB培地（アンピシリン 100mg/L、X-gal80mg/L、
IPTG50mMを含む）に塗布して 37℃で 15～18時間培養した。白色のコロニーのみを滅菌
した楊枝で採取し、新しい LB培地に植えかえて再度 15～18時間培養した。その後、SP6
－T7 プライマーを用いて、コロニーダイレクト PCR 法により増幅させた。アガロース電
気泳動により目的産物が正しくインサートされているか産物の長さにより確認した。 
 
3.3.5 RFLP法 
 
基本的には Promega社の付属のプロトコルに従って、制限酵素処理を行った。最適温度
で 2時間のインキュベーション後、アガロースゲル電気泳動を行った。本研究ではクロー
ニング後の PCR産物のスクリーニング手法として用いた。制限酵素による泳動パターンが
同じであれば、そのクローンは同一種であると判断することが可能であるが、異なる種で

も、同じ位置に同じ配列を持っていれば同一種と判断されてしまうため、いくつかの制限

酵素を試す必要がある。 
 
3.3.6 塩基配列の解読 
 
 塩基配列の解読はマクロジェン社に外注した。 
 
 
 
 



3.4 顕微鏡を用いた in situでの微生物群集解析 
 
3.4.1 FISH法 
 
基本的には Amann (1995-b)(2)に従った。本研究で用いたプローブを表 3.3に示す。 
蛍光プローブの合成 

蛍光プローブの合成はプロリゴジャパンに外注した。蛍光ラベルは Amannに従い、5‘末
端に標識した。プローブは滅菌水で 10pmol/μlに調整して 10μlずつ分注し、－20℃で保
存しておいたものを使用した。 
 
スライドグラスの前処理 

スライドグラスは温かい石鹸液に１時間漬けた後、超純水で洗浄し 0.1％ゼラチン溶液に
浸してコートして空気乾燥したものを用いた。なお、Amannはゼラチン溶液の中に 0.01%
クロムミョウバンを加えているが、これを除いても問題ないことが分かったため、物質の

環境影響を考え、本研究では用いていない。 
 
試料の固定及び定着 

試料の固定は Amannが推奨していて、数多くの研究で実際に用いられている４％パラホ
ルムアルデヒドを用いた。しかし、この 4％ホルムアルデヒド固定はグラム陰性細菌の検出
のために最適化された方法で、Acitinomycetesや Steptococciなどのある種のグラム陽性細
菌には効果がないことがある。そのため、グラム陽性細菌の固定にはエタノール固定が有

効であるとされている(Roller et al.(1994))。また、それでもプローブが浸透しない場合の細
胞壁処理の方法として、リゾチウムなどを用いた酵素処理も有効である(Beimhohr et 
al.(1993))。本研究ではそれぞれのプローブを設計した論文のプロトコルに従って 4％パラ
ホルムアルデヒド又はエタノールによる固定を行った。 
パラホルムアルデヒド溶液は、以下の手順で作成した。加熱した超純水 6.5mlにパラホ
ルムアルデヒド 0.4g、2M水酸化ナトリウム一滴加えて溶解させ、3×PBS(phosphate 
buffered saline)を 3.3ml加えた。薄い塩酸を用いて pH7.2に調整して 0.2μmフィルタに
通して、4％ホルムアルデヒド溶液 10ml(pH7.2 )とした。 
パラホルムアルデヒド固定の場合は、活性汚泥試料 1容に対して 4%パラホルムアルデヒ
ド溶液を 3容、エタノール固定の場合は試料 1容に対して 98％エタノールを 1容加え、４℃
で 1～3時間放置して固定した。その後、遠心分離で固定液を除いて 1×PBSで懸濁し、再
び遠心分離にかけて上澄みを捨てて固定液を洗浄した。1×PBSとエタノールを等量ずつ加
えて再懸濁させ、固定したサンプルを氷水などで冷やしながら 10W程度で 4分程度超音波
分散をかけた。スライドグラスのウェルに滴下し、空気乾燥させた後、このスライドグラ

スを 50％、80％、100％のエタノールに順次３分ずつ漬けて脱水した。 



ハイブリダイゼーション、ウォッシング 

使用するプローブに応じたホルムアミド濃度をもった hybridization buffer(0.9M NaCl、
20mM Tris/HCl(pH7.2)、0.01%SDS、x% ホルムアミド)を調整した。10pmol/μlプローブ
を 1:8の割合で hybridization buffer と混合し、試料を定着させたスライドグラスにプロ
ーブを滴下した。このスライドグラスを hybridization bufferによって気液平衡を保ったチ
ャンバー内に 46℃で 2時間放置し、プローブとサンプルのハイブルダイゼーションを行っ
た。実際の操作は 1枚のスライドグラスをハイブリダイゼーションに供するにあたって、
hybridization bufferを 0.6ml作成し、プローブの混合に用いた残りをチャンバー内での気
液平衡のために用いた。 
その後、Washing bufferを hybridization bufferと同じ strigencyを持つように調整し、

48℃で 20分間浸すことで結合しなかったプロ－ブを洗い流した。最後に、washing buffer
を超純水で洗い流し、すばやく乾燥させ、後処理として退色防止剤 Slow Fade-Light 
Antifade Kit又は Slow Fade-Light Antifade Gold Kit(Molecular Probes社)をたらし、空
気が入らないようにカバーグラスをかぶせて標本が完成させた。 
 
顕微鏡観察 

標本の完成したスライドグラスを蛍光顕微鏡(Olympus社，DP70)によって観察し、画像
を取得した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



3.4.2 高濃度 DAPI染色 
 
 DNA染色剤としての DAPIは 2μg/mlで用いているのに対して、ポリリン酸染色剤とし
ては 50～100μg/ml の濃度で用いる。方法は、Stereichen et al.(1990)に従い、DAPI を
0.025MTris/HCl(pH7.0)に溶かして作成した。 
 
3.4.3 FISH法と高濃度 DAPI染色の二重染色法 
 
高濃度 DAPI 染色と FISH 法と組み合わせることが可能である。しかし、小貫(2001)に
より、ハイブリダイゼーションによってポリリン酸が溶出してしまうということと、固定

の際やエタノール脱水などの FISH 法の各工程においてもポリリン酸顆粒の縮小が見られ
るという結果が報告されている。高濃度 DAPI 染色を行った後で FISH 法を行う方法を小
貫(2001)が開発しているため、これに従って行った。サンプルの固定及び定着までの操作は、
固定時間を 30分、スライドグラスへの定着後のエタノール脱水を数秒で行うなど、素早く
行った。定着したスライドグラスに高濃度 DAPIをスポットし、5分経過後、超純水でよく
洗い流してすばやく乾燥させた。退色防止剤を添加してカバーグラスをかぶせて標本を完

成させた。顕微鏡でポリリン酸を蓄積して黄色い蛍光を発する細菌を含む画像を 20～40視
野程度取得し、その際に視野の位置を記録しておく。観察後、カバーグラスをはずして超

純水で洗浄し、空気乾燥させる。そして、ハイブリダイゼーション・ウォッシングと FISH
法と同様の操作を行い、スライドグラスを完成させた。そして顕微鏡観察の際に、記録し

た位置をもとに同一の視野を探してプローブの蛍光の画像を取り込んだ。高濃度 DAPI 染
色による画像と FISH 法による画像を比較することでプローブの標的細菌がポリリン酸を
蓄積しているかを確認できる。記録した位置をもとに同一の視野を探すのは労力のかかる

場合が多いが、本研究では、発見が容易な視野（活性汚泥が固まって存在するなど特異的

な視野）の位置をまず記録した上で、それをもとに上下又は左右のみの位置移動のみで他

の視野を探した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
3.4.4 FISH法を用いた定量の方法 
 
顕微鏡を利用した細菌種の定量方法には①直接計数法、②面積定量法の 2 通りの方法が
ある。まず、①直接計数法とは、蛍光写真からセルの個数を計数する方法で、微生物の「数」

を議論しているため理解が得やすい。しかし、計数は実際に目で見て数えるため、大量の

視野を扱うのは労力がかかる。②面積定量とは、Leica社の Qwinというアプリケーション
ソフトを用いて定量する方法で、蛍光を発している面積、言い換えると rRNA に結合した
プローブの蛍光量を議論していることになる。面積定量の長所は１枚の写真に対してかか

る時間が短くてすむため、大量分析が可能である点である。計数法では視野数が少なくな

らざるを得ず、視野ごとのばらつきの大きい試料を扱うときには注意が必要である。 
本研究では真正細菌のうちの標的細菌の割合を求める場合など、比較する対象がともに

FISHによる蛍光の場合には面積定量で行った。逆に、高濃度 DAPI染色と FISHの蛍光の
ように染色しているものが違う場合は直接計数法で行った。直接計数法は分母が 1000にな
るように数えた。面積定量は１サンプルに付き 20視野ずつ行った。 

高濃度 DAPI染色 

固定・スライドグラスへの定着 

観察・画像取得（位置を記録） 

プローブのハイブリダイゼーション 

同位置でプローブの蛍光を観察 

カバーグラスをはずして洗い流し 

図 3.2 高濃度 DAPI染色と FISHの二重染色法 



LeicaQwinによる面積定量法について 

面積定量にも欠点があり、まず先ほど述べたように rRNA 量を議論しているため微生物
学的に一般的でないことが挙げられる。また、閾値の決め方が観察者に任されており、恣

意性が入ってしまうということがある。これは、LeicaQwin によって、赤・緑・青の各色
調につき 256 段階で定量することができるのであるが、画像ごとに画像の色調に微妙に違
いがあるので、マニュアルで閾値を決める必要があるという点に起因している。閾値を決

めるとき、蛍光部分を全て網羅しようとすると、ノイズが入りすぎてしまう。すなわち、

クラスターを形成して蛍光を放つとそれによるノイズの方が、細菌が単体で蛍光を放つ場

合よりも蛍光が強くなってしまいノイズを蛍光面積に多く含んでしまう。その解決策とし

て、超音波分散をかけることである程度は防ぐことができる。 
また、自家蛍光による影響も問題である。自家蛍光というのは自然界に存在する構成物

そのものから発する光で、プローブの蛍光と同じくらいかそれ以上の強さで蛍光を発する。

自家蛍光は位相差で確認しながら取捨選択して画像を取りこめば影響を減らすことが可能

である。 
 
3.4.5 FISHプローブの設計 
 
 プローブの設計は塩基配列データベースツールの ARB によって行った。ARB にシーケ
ンシングによって得られた塩基配列のアライメントをかけ、系統樹上に入力した。得られ

た配列にいくつかの既知の種を含めて、特異的に捉えるプローブの設計を行った。このと

き、プローブの長さは 18として検索した。ここで得られたプローブの配列でミスマッチの
弱いもの、1塩基違いがプローブの両端にあるものなどは除いた。プローブに存在する 1塩
基違いを、プローブの長さを変えるなどしてミスマッチの位置をずらした。得られたプロ

ーブ配列を RDP の Check_probe にかけ配列に問題ないかを確認し、最適なプローブを決
定した。プローブ設計の方法はHugenholtz et al.(2001)、栗栖(1997)に従った。 
 
3.4.6 グラム染色法（Huckerの変法） 
 
 グラム染色とは、染色液に対する細菌の染色性の違いを利用してグラム陽性細菌とグラ

ム陰性細菌に分類する方法である。クリスタルバイオレットにより染色すると、グラム陰

性細菌は細胞壁が薄いため、エタノール処理のよってクリスタルバイオレットが脱色され

るが、グラム陽性細菌はエタノール処理をしても脱色されないことを利用している。 
 方法は下水道試験法(1997)に従った。スライドグラス上に試料を塗布し乾燥させ、Hucker
の液（クリスタルバイオレット溶液及びシュウ酸アンモニウム溶液の混合液）をスライド

グラス上に滴下し、1分間染色した後、流水で染色面を水洗する。その後、ルゴール溶液を
1分間作用させ、水で洗い、エタノールによって約 30秒間脱色させる。そしてサフラニン



溶液を滴下して 1 分間染色し、水洗、乾燥させる。このスライドグラスを顕微鏡で観察す
ると、グラム陽性細菌は青紫色、グラム陰性細菌は淡紅色に染色される。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



第 4章 実処理場に存在するポリリン酸蓄積細菌の 

FISH法による群集解析 
 
4.1 第 4章の概要 
 
生物学的リン除去プロセスを対象とする分子生物学的手法を用いた群集解析から、

Candidatus ‘Accumulibacter phosphates’（ Crosetti et al.(2000) 、Hesseleman et 
al.(1999)）や Actinobacteriaに属する細菌(Liu et al.(2001)、Kong et al.(2005))などが主要
なポリリン酸蓄積細菌として同定されている。 

Accumulibacterは Proteobacteriaβに属する Rhodocyclus属に近縁な細菌で、実験室リ
アクターにおいて人工下水によって馴致した活性汚泥（Crosetti et al.(2000)、Hesseleman 
et al.(1999)）や実下水処理場活性汚泥に関する研究(Zilles et al.(2002))によって重要な役割
を果たしていることが分かっている。一方、グラム陽性の Actinobacteria に属するいくつ
かの細菌もポリリン酸蓄積細菌として同定されている。Liu et al. (2001) 、Kong et 
al.(2005)は Tetrarasphaeraに近縁な種がポリリン酸を蓄積して、活性汚泥中に多く存在し
ていたと報告している。Nakamura et al.(1995)はポリリン酸を蓄積する Microlunatus 
phosphovorusを単離している。また、Proteobacreriaγ(Liu et al.(2001))や Proteobacteria
α(Kawaharsaki et al..(1999))に属する細菌もポリリン酸蓄積細菌として報告があり、ポリ
リン蓄積細菌は系統学的に非常に多様であることが知られている(Seviour et al.(2003))。こ
のように、現在までポリリン酸蓄積細菌の系統学的同定に関する研究が行われてきたが、

ポリリン酸蓄積細菌の全体像が十分に明らかになったとは言い難い。 
本章では、どのグループにポリリン酸蓄積細菌が存在しているのかを大まかに全体像を

捉えることを目的として、ポリリン酸を染色する高濃度 DAPI とグループレベルプローブ
を用いた FISH の二重染色法を用いてポリリン酸蓄積細菌の群集解析を行った。高濃度

DAPI染色法は、リンを放射性同位元素で標識するMAR法に比べて安価であるため、多く
のサンプルを扱うのに適しており、また細菌そのものを蛍光することができるので定量に

も適している。 
本研究では、各処理場におけるポリリン酸蓄積細菌の種構成やグループレベルでの定量

を行った。また、実処理場で既知のポリリン酸蓄積細菌である Accumulibacter と
Actino1011 陽性細菌の寄与についても解析した。新規のポリリン酸蓄積細菌に関しては、
塩基配列を得ることはできないが、どこのグループにいるどのような形態の細菌であるの

か、またはどの程度存在しているのかという情報を得ることができる。Accumulibacterと
Actino1011 陽性細菌など既知のポリリン酸蓄積細菌を含めたポリリン酸蓄積細菌の群集構
造の大まかな把握を目的とする。 



4.2 実験方法の検討 
 
本章の研究を行うにあたって、2つの検討を行った。汚泥に充分にリンを蓄積させる方法
と高濃度 DAPI染色と FISHの二重染色法を検討した。以下にそれを記述する。 
 
4.2.1 充分にリンを蓄積させる方法の検討 
 
 高濃度 DAPI 染色法により細胞内に蓄積されたポリリン酸を染色させるためにはリンを
高濃度に蓄積させる必要がある。実処理場試料の採取では好気槽の最終回路で行ったとし

ても持ち帰る際のリンの溶出が考えられる。また、試料採取時に流入水のリン濃度が低く、

ポリリン酸蓄積細菌が存在するにもかかわらずリンを蓄積できないということも考えられ

る。そのため、本研究では嫌気槽の最終回路より試料採取を行い、実験室内でバッチによ

りリンを過剰に与えることにした。用いたリン基質の組成は福島(2002)がリアクターの運転
の際に与えていたリン基質と同様にした。表 4.1 のとおりである。バッチの時間は嫌気 2
時間好気 8時間で行った。 
バッチでリンを過剰に加えてポリリン酸を充分に蓄積させる方法として、以下の 2 つの
方法が考えられた。 
（ⅰ）リンを含む基質を加える方法 
 バッチを始める前にリン基質を加えてから運転を始める。 
（ⅱ）上澄みを人工のリン基質に入れ替える方法 
 上澄み中に残る有機物を充分に取り込ませるために嫌気工程はそのまま行い、好気工程

に入る直前に遠心分離を行って上澄みを取り除き、希釈したリン基質に入れ替えて、好気

工程を開始する。 
この 2つの方法について、K処理場 AOの汚泥を用いて検討を行った(図 4.1)。その結果、
表 4.2の通り、取り込み速度、取り込み量などは(ⅰ)のリン基質投入型の方が少し良い結果
が得られたが、顕著な差は見られなかった。上澄みを取り除いて人工リン酸に入れ替える

方法は１L 程度の汚泥を遠心分離にかけて上澄みを取り除く作業を要するため糸状性細菌
などの沈降性の悪い細菌を流出させてしまう恐れがある。実際、作業上の問題もあったた

めか、汚泥があまり沈降せず流出させてしまっていた。上澄みを人工的に作られた基質に

交換することがリン蓄積にそれほど寄与しないことが分かったので上澄みの交換という煩

雑な方法は行わず、バッチ試験開始前に、リン基質を過剰に加えてバッチ実験を行ってリ

ンを蓄積させるという方法を採用した。 
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基質 （／1L）
K2HPO4 1.8g 
KH2PO4 1.4g 
ATU 0.4g 

基質 （／1L） 
CaCl2(2H2O) 0.88g 
MgCl2(6H2O) 9.07g 
KCl 4.2g 
NH4Cl 1.76g 
(NH4)2SO4 2.16g 

濃縮人工リン基質追加 
上澄みを取り除いて人

工リン基質に入れ替え 

リン酸基質投入 リン酸基質入れ替え
MLSS 1102mg/L 893mg/L
MLVSS 862mg/L 694mg/L
リンの摂取速度 9.8mgP/gVSS/h 7.4mgP/gVSS/h
リンの摂取量 15.6mgP/gVSS 14.8mgP/gVSS
リン含有率(SSベース） 3.3% 3.4%

表 4.1 リン基質の組成 
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表 4.2 バッチ試験の検討結果の比較 

図 4.1 バッチ試験の結果比較 



4.2.2 高濃度 DAPIと FISHの二重染色法の検討 
 
 FISH＆DAPI法では、3.4.3で述べたように FISH法の工程中によるリンを溶出してしま
う。小貫(2001)の検討によって、固定は高濃度 DAPI染色の前に行い、ハイブリダイゼーシ
ョンは高濃度 DAPI 染色の後に行う方法が開発された。本研究でも、同様にハイブリダイ
ゼーションによる影響と固定による影響の検討を行った。 
酢酸で馴致された汚泥を用いて、主要なポリリン酸蓄積細菌である Accumulibacterのう
ち、どの程度がリンを溶出してしまうのかを観察した。 

 
固定時間の検討 
固定時間を 30分、1時間、3時間、8時間、24時間で行って、高濃度 DAPI染色の観察
をしたところ、8時間や 24時間の固定を行っても高濃度 DAPI染色の黄色い蛍光は観察さ
れた。しかし、固定によるポリリン酸の溶出と思われる黄色い蛍光の縮小又は消失が見ら

れる視野もあった。従って、固定の時間はできるだけ短い方が望ましい。また、固定時間

を 30分としてもハイブリダイゼーションに問題はなかったので、固定時間は 30分とした。 
ハイブリダイゼーションの影響 
 ハイブリダイゼーションによるポリリン酸の溶出の影響を観察したところ、小貫(2001)
の報告の通り、ポリリン酸顆粒を示す黄色い蛍光が著しく減少した。PAOmix プローブで
捉えられる細菌のほとんどはリンを溶出し、高濃度 DAPI で黄色い蛍光を示さなかった。
なかには高濃度 DAPI で黄色い蛍光を示すものも見られたが、固定の影響に比べると著し
い黄色い蛍光の縮小が観察された。本研究のように高濃度 DAPI によって捉えられるポリ
リン酸蓄積細菌を網羅的に探索することを目的としている研究にはハイブリダイゼーショ

ン後の高濃度DAPI染色の方法は向かない。そのため、高濃度DAPI染色はLiu et al.(2001)、
小貫(2001)、Wong et al.(2005)が行っているように、高濃度 DAPI染色を先に染色して観
察後、カバーグラスを外してハイブリダイゼーションを行う方法を採用した。 

 
 
4.3 実験方法 
  
 活性汚泥試料は実処理場の好気工程に入る直前の汚泥、すなわち AO 法では嫌気槽の最
終回路から、A2O 法の無酸素槽の最終回路から採取した。それらを冷却して実験室に持ち
帰り、人工リン基質を加えて容量１Lのバッチ装置で嫌気を 2時間 MK処理場 O、K処理
場 AOのみ 2.5時間)、好気を 8時間のバッチ試験を行って、充分にリンを蓄積させた。嫌
気は最初の 10～20分間を窒素に曝し、その後はスターラーによって撹拌した。それらの上
澄みを嫌気 0、60、120(分)で、好気 0、15、30、45、60、90、120、150、180、240、300、
360、480(分)でそれぞれ採取し、上澄み中のリン濃度を測定することで汚泥がリンを蓄積



しているか確認した。 
好気 360分又は 480分の充分にリンを蓄積させた汚泥に対して、高濃度 DAPIと FISH
の二重染色法を用いてポリリン酸蓄積細菌に対する各グループレベルプローブで捉えられ

る細菌の割合を直接計数法で定量した。また、主要なポリリン酸蓄積細菌として PAOmix、
Actino1011プローブも用いた。用いたプローブは表 4.3の通りである。 
実処理場活性汚泥試料として用いたのは、MK処理場 AO、K処理場 AO、SU処理場 AO、

HG処理場 AO、NG処理場 A2O、T処理場 PAOの 6試料である。また、人工基質によっ
て馴致されたリアクターの汚泥も 3 種類行った。実験室汚泥については充分にポリリン酸
を蓄積していると考えられるのでバッチによる摂取実験は行わず、高濃度 DAPI と FISH
の二重染色法の試料として供した。人工基質によって馴致された汚泥の詳細は表 4.4に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

表 4.3 本章の研究に用いたプローブ 

表 4.4 人工下水によって馴致された汚泥について 

(LGCmix；LGC354A、LGC354B、LGC354Cを混合 
PAOmix；PAO462、PAO651、PAO846を混合） 

（配列などの情報は本論文第 3章） 

試料名 　炭素源（炭素換算(%)) 馴致期間
Run14 　酢酸(90％)・ペプトン(5％)・酵母エキス(5％) 　32日

Run5 　ペプトン(50%)・酵母エキス(50%) 　61日

Run13 　グルタミン酸(45%)・アスパラギン酸(45%)・グルコース(10%) 　not data

Probe Specifity
Group specific  ALF1b Proteobacteriaα
probe  BET42a Proteobacteriaβ

 GAM42a Proteobacteriaγ
 HGC69a Actinobacteria
 CF319a Cytophaga-Flavobacteria-bacteroides
 GNSB_941 Green-non-sulfur-Bacteria
 LGC354mix Firmucutes
 TM7905 TM7

PAO probe  PAOmix Accumulibacter
 Actino1011 Actino-PAO



4.4 リン摂取実験の結果 
 
 汚泥のリンの摂取実験の結果を以下の図 4.2に示す。なお、MK処理場 AOについてはリ
ンを加えていない。また、バッチに供した活性汚泥１Lに対して、K処理場 AOは表 4.1の
濃縮リン基質を 10ml、それ以外の試料には１Lに対して 5mlずつ加えている。 
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図 4.2 実処理場試料のバッチ試験の結果 



 リンの取り込みは全てのサンプルについて良好であった。バッチ試験のデータをまとめ

たものが表 4.5である。嫌気の終わりから好気の終わりまでのリンの摂取量は最大で SU処
理場 AOの 19.0mgP/gVSSで、最小は T処理場 PAOの 4.8mgP/gVSSであった。また、そ
の他のサンプルは 9mgP/gVSS～15mgP/gVSS 程度であった。リンの取り込み速度も
9mgP/gVSS/h～17mgP/gVSS/hと良好であった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4.5 高濃度 DAPIと FISHの二重染色法による結果 
 
 実処理場汚泥 6 試料と実験室汚泥 3 試料に存在するポリリン酸蓄積細菌のうち各グルー
プレベルプローブで蛍光を発する細菌を定量したところ、表 4.6のようになった。基本的に
は高濃度 DAPI染色で蛍光を発する細菌を 1000個数えて、そのうちで各プローブによって
蛍光を発する細菌の数を数えて、それぞれの割合を求めた。各視野のばらつきを 95%値変
動係数として示した。また、図 4.3にそれらを積み上げ型の棒グラフによって試料ごとの定
量値の比較を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

表 4.5 実処理場試料のバッチ試験の結果 

MLSS MLVSS 取り込み速度 取り込み量
(mg/L) (mg/L) (mgP/gVSS/h) (mgP/gVSS)

MK/AO 1214 986 14.4 15.5
K/AO 1102 862 9.8 15.6
SU/AO 1730 1422 17.2 19.0
NG/AO 1160 938 8.9 10.0
NG/A2O 940 782 9.5 9.4
T/PAO 2437 1757 9.6 4.8

試料名



 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

表 4.6 ポリリン酸蓄積細菌のうち各プローブに陽性な細菌の割合 

図 4.3 ポリリン酸蓄積細菌の定量値の比較 

※Run13はActino1011の定量
していないためHGC69aのみ 

※many：糸状性細菌のため定量はしていない 

ALF1b BET42a GAM42a HGC69a CF319a
MK/AO 0 21.5±8.8 <0.1 65.1±7.7 0
K/AO 0 47.7±12.6 0 31.5±7.4 0
SU/AO 0 57.7±7.2 <0.1 25.5±4.9 not data
NG/AO 0 33.0±6.3 0 40.6±4.8 0
NG/A2O 0 29.6±7.1 2.7±0.5 39.2±9.1 0
T/PAO 0 39.6±7.9 9.8±2.3 28.0±6.6 0
Run14 0 84.2±6.0 <0.1 10.1±2.9 0
Run5 0 <0.1 0 84.4±6.0 0
Run13 0 2.3±0.8 0 6.9±2.1 0

試料名
グループレベルプローブ

GNSB_941 LGC354 TM7905 PAOmix Actino1011
MK/AO 0 0 0 21.4±8.8 56.8±8.5
K/AO 0 0 0 47.7±13.7 20.0±5.0
SU/AO not data not data not data 56.7±7.3 15.8±3.3
NG/AO 0 0 0 27.6±6.8 27.9±4.7
NG/A2O 0 0 0 21.6±4.8 23.7±3.5
T/PAO 0 0 0 32.6±9.3 18.7±5.6
Run14 0 0 0 80.4±4.6 3.0±1.2
Run5 many 0 0 <0.1 82.1±5.4
Run13 0 0 0 2.2±0.7 not data

試料名
グループレベルプローブ PAOプローブ



実処理場汚泥 

実処理場汚泥 6試料に存在するポリリン酸を蓄積している細菌のうち各グループレベル
のプローブで蛍光を発した細菌は、Proteobacteriaβ(Bet42a)、Actinobacteria(HGC69a)、
Proteobacteriaγ(GAM42a)に属する細菌のみであった。一方、Proteobacteriaα(ALF1b)、
Cytophaga-flavobacterium- bacteroides(CF319a)、Green non-sulfur bacteria 
(GNSB_941)、Firmucutes(LGC354)、TM7(TM7905)に属する細菌のポリリン酸蓄積は確
認することができなかった。そのため、実処理場でポリリン酸を蓄積する種構成はグルー

プレベルで見ると似通っていた。 

ポリリン酸を蓄積する細菌のうちで、Proteobacteriaβに属する細菌は 22％～58％で、
そのうちの 7割以上は Accumulibacterであった。Actinobacteriaは、MK処理場 AOのみ
65%と高かったが、それ以外の試料では全体の 26％～41％程度であった。Actino1011陽性
細菌は 16％～57％存在し、それ以外の Actinobacteriaも全ての試料で同じような形態の種
が観察され、8％～15％存在していた。また、Proteobacteriaγに属する球菌では Gバクテ
リアに類似した形状を持つポリリン酸蓄積細菌が存在していた。この 3グループによって
実処理場に存在するポリリン酸蓄積細菌の 71％～88％を捉えることができた。 
処理場ごとの比較では、K処理場 AO、SU処理場 AOでは Proteobacteriaβに属するポ
リリン酸蓄積細菌が 5割程度を占めているのに対して、MK処理場 AOでは Actinobacteria
が 5割程度を占めた。また、Proteobacteriaγはいくつかの試料で見られたが、定量可能な
レベルで存在したのは NG処理場 A2Oと T処理場 PAOのみであった。特に T処理場 PAO
では 10％近くを占めていた。実処理場に存在するポリリン酸蓄積細菌は、グループレベル
で見たとき、Proteobacteriaβ、Proteobacteriaγ、Actinobacteriaに属する細菌のみで、
グループレベルでのその種構成は似通っていたが、その存在割合は処理場ごとにばらつき

があることが分かった。 

 
実験室汚泥 
 実験室汚泥として用いたのは 3 種類で、主な炭素源はそれぞれ酢酸(Run14)、ペプトン/
酵母エキス(Run5) 、グルタミン酸/アスパラギン酸(Run13)である。図 4.3に示したように
それぞれが非常に特徴的な群集構造していた。酢酸で馴致した Run14では Accumulibacter
が優占化しており、ペプトン/酵母エキスで馴致した Run5では Actino1011陽性細菌が優占
していた。また、グルタミン酸/アスパラギン酸で馴致した Run13では捕捉できたのはわず
か 9.2％で、通常の細胞壁処理では蛍光を発しない球菌が優占化していた。それぞれの系で、
それぞれの細菌の基質利用特性によって優占化したと考えられる。数多くの研究が行われ

ている酢酸を主要な炭素源として馴致した汚泥にも、Accumulibacter や Actino1011 陽性
細菌ではない新規と思われる種が観察された。また、Run5では他の汚泥では見られなかっ
た Green-non-sulfur bacteriaに属する糸状性細菌のポリリン酸蓄積が多く存在していた。 
 



4.6 各グループについての考察  
 
4.6.1 ポリリン酸蓄積細菌が存在したグループ 
 
 ポリリン酸蓄積細菌が存在したグループは Proteobacteriaβ、Actinobacteria、
Proteobacteriaγ、Green-non-sulfur-bacteria のみであった。以下にそれぞれの考察を行
う。 
 
Proteobacteriaβ 
実処理場試料において、Proteobacteriaβに属するポリリン酸蓄積細菌は 22％～58％を
占め、主要なポリリン酸蓄積細菌を含有するグループであった。その中でも Accumulibacter
の寄与は大きく、SU処理場 AOでポリリン酸蓄積細菌のうち 57％、K処理場 AOでは 48％
を占めていた(図 4.4)。Proteobacteriaβの中で、Accumulibacter以外でもポリリン酸を蓄
積する球菌や long-rod な形態を持つ細菌の存在も確認されている(図 4.5、図 4.6)。また、
Accumulibacterによって説明がつくと考えられている酢酸を主要な炭素源として馴致した
試料中にも Accumulibacter以外のポリリン酸を蓄積する小さい球菌が存在した(図 4.7)。 
 
Actinobacteria 
実処理場試料において、Actinobacteriaは 26％～65％存在しており、主要なポリリン酸
蓄積細菌のグループの 1つであった。Actino1011陽性細菌は、MK処理場 AOはポリリン
酸蓄積細菌のうち、57％と非常に高い寄与であったが、これを除けば 16％～28％程度存在
していた。Actino1011陽性細菌は様々な形態の種で構成されており、球菌や long-rodな形
態を持つ細菌、糸状性細菌が捉えられていた(図 4.8)。また、Actino1011 陽性細菌以外の
Actinobacteria も全ての試料に 10％程度存在していた。特に図 4.9 に示すような
Actiono1011 陽性細菌と同様の long-rod 又は糸状性細菌の切れ端のような形態をした細菌
が非常に多かった。その他にも、Actino1011 陽性細菌と形態の類似したポリリン酸を蓄積
する球菌や桿菌の存在が確認された(図 4.10)。 
 
Proteobacteriaγ 
 ほとんどの実処理場試料中で確認はされたものの、定量できる程度に存在したのは NG
処理場 A2Oと T処理場 PAOのみであった。Liu et al.(2001)は GAM1278/GAM1019プロ
ーブに陽性な細菌がポリリン酸を蓄積していたと報告している。GAM1019は GAM42aで
は捉えられないグループを含むため、GAM1278によって GAM42aで捉えられたポリリン
酸蓄積の探索を行ったが、ポリリン酸蓄積を確認することはできなかった。同一の細菌で

あっても、異なる環境下では異なる代謝を行っている可能性がある(Liu et al.(2000)、Liu et 
al. (2001))。また、GBプローブについては、SU処理場 AO試料に適用したところ、ポリ



リン酸蓄積を確認できたものも存在した(図 4.11)。しかし、捉えた GB プローブ陽性細菌
76セルのうち、ポリリン酸を蓄積していたのは 1セルのみと、GBのうちの 2％に満たなか
った。しかし、ポリリン酸蓄積機能を持った細菌が GB プローブに含まれることは確認さ
れた。また、T 処理場 PAO にはポリリン酸蓄積細菌のうちの 10％近くを占めていたが、
GBプローブとは関係のない Gバクテリアに形態の似た細菌が特に存在していた(図 4.12)。 
 
Green-non-sulfur-bacteria 

Green-non-sulfur-bacteria は実処理場にも多く存在する糸状性細菌であるが、実処理場
に存在する Green-non-sulfur-bacteria はポリリン酸を蓄積していなかった。しかし、
Run5(ペプトン・酵母エキス系)ではポリリン酸を蓄積していることが確認された(図 4.13)。
糸状性細菌であるため、カウント法では定量は行っていないが、占める面積としては大き

く、寄与は大きいことが考えられた。Run5に生息していた Green-non-sulfur-bacteriaと
実処理場に存在するものが異なる種であるのか、又は同じ種だが Run5 という人工下水と
いう特別な環境下に置かれたためにリンを蓄積することになったのか、は系統学的に解析

する必要があり、本研究では明らかにできていない。福島(2002)の研究である Run5 の
DGGE の結果から見るかぎり、このポリリン酸を蓄積している糸状性細菌は Eikelboom 
Type 1851 Ben52の可能性が高い。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

位相差図 高濃度DAPI 

PAOmix(cy3) BET42a(FITC) 

位相差図 高濃度DAPI  

PAOmix(cy3) BET42a(FITC) 

図4.4 Accumulibacterのポリリン酸蓄積（K処理場AO） 

図 4.5 Accumulibacter以外の Proteobacteraiaβに属する球菌（NG処理場 AO） 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

位相差図 高濃度DAPI  

PAOmix(cy3) BET42a(FITC) 

図 4.6 Accumulibacter以外の Proteobacteraiaβに属する long-rodな細菌（NG処理場 AO） 

位相差図 高濃度DAPI  

PAOmix(cy3) BET42a(FITC) 

図 4.7 Accumulibacter以外の Proteobacteraiaβに属する球菌（Run14） 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

位相差図 高濃度DAPI  

Actino1011(cy3) HGC69a(FITC) 

図 4.8 Actino1011陽性細菌のポリリン酸蓄積（SU処理場 AO） 

位相差図 高濃度DAPI  

Actino1011(cy3) HGC69a(FITC) 

図 4.9  Actino1011以外のActinobacteriaに属する long-rodな細菌（SU処理場AO） 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

位相差図 高濃度DAPI  

Actino1011(cy3) HGC69a(FITC) 

図4.10 Actinobacteriaに属するポリリン酸蓄積細菌（NG処理場AO） 

位相差図 高濃度DAPI  

GB(cy3) GAM42a(FITC) 

図4.11 GBプローブ陽性細菌のポリリン酸蓄積（SU処理場AO） 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

位相差図 高濃度DAPI  

GAM42a(cy3) EUBmix(FITC) 

図 4.12 Proteobacteriaγに属するポリリン酸蓄積細菌（T処理場 PAO） 

位相差図 高濃度DAPI  

GNSB_941(cy3) EUBmix(FITC) 

図 4.13 Green-non-sulfur-bacteriaに属する細菌のポリリン酸蓄積（Run5） 



4.6.2 ポリリン酸蓄積細菌が存在しなかったグループ 
 

Proteobacteriaα、Cytophaga-flavobacteria-bacteroides、Firmucutes、TM7 に属する
細菌のポリリン酸蓄積は確認することができなかった。 
実処理場 6試料を解析した結果、Proteobacteriaαはいずれの処理場にも多く存在してい
たが、 Proteobacteriaαに属する細菌群はポリリン酸を蓄積していなかった。
Kawaharazaki et al.(1998)では、酢酸及びペプトンを主要な炭素源として馴致した嫌気好
気汚泥で、Proteobacteriaα(ALF1b)と Actinobacteria（HGC69a）に属する細菌がポリリ
ン酸を蓄積していたと報告している。しかし、本研究で同時に行った酢酸又はペプトンを

主要な炭素源とする 2 試料からも Proteobacteriaαに属するポリリン酸蓄積細菌の存在は
確認されていない。 

CFB に属する細菌も活性汚泥中にある程度存在していたが、確認することはできなかっ
た。CFBを捉えるプローブとしてMantz et al.(1996)が設計した CF319aプローブを用い
たがこれは CFB グループ全体を包括できるプローブではないためとも考えられる(Weller 
et al.(2000))。CFB グループはクローニングを用いた群集解析ではよく検出されている
(Dabert et al.(2001)。 

Firmucutes、TM7については、このグループに属する細菌は今回解析した活性汚泥中に
あまり存在していなかった。 

 
 
4.7 第 4章のまとめ 
 
実処理場汚泥 6 試料に存在するポリリン酸蓄積細菌のうち各グループレベルのプローブ
で蛍光を発した細菌は、グループレベルで見たとき、Proteobacteriaβ、Proteobacteriaγ、
Actinobacteriaに属する細菌のみで、その種構成はグループレベルで見ると似通っていた。
この 3グループによって実処理場に存在するポリリン酸蓄積細菌の 71％～88％を捉えるこ
とができた。しかし、グループレベルで見ても、ポリリン酸を蓄積する細菌の種の存在割

合は処理場ごとにばらつきがあることが分かった。 

ポリリン酸蓄積細菌のうち、Accumulibacterは 21％～57％、Actino1011陽性細菌は 16％
～57％を占めており、これら 2 種ともに実処理場において主要なポリリン酸蓄積細菌であ
った。Accumulibacter と Actino1011 陽性細菌の合計値はポリリン酸蓄積細菌のうちの
45％～78％を占めていた。Proteobacteriaβ及び Actinobacteriaに属する細菌では、この 2
種以外にも球菌、long-rodな形態を持つ細菌などが捉えられた。また、Proteobacteriaγに
属する球菌では G バクテリアに類似した形状を持つポリリン酸蓄積細菌が存在していた。
また、グリコーゲン蓄積細菌候補と考えられている GB プローブ陽性細菌の一部がポリリ
ン酸を蓄積していることも確認できた。ただ、Proteobacteriaγの中では、この種以外の寄



与が大きいことが観察から分かった。 

酢酸で馴致した汚泥では Accumulibacter が優占化しており、ペプトン/酵母エキスで馴
致した汚泥では Actino1011陽性細菌が優占していた。また、グルタミン酸/アスパラギン酸
で馴致した汚泥では通常の細胞壁処理では蛍光を発しない球菌が非常に優占していた。そ

れぞれ基質ごとに異なる群集構造が作られていた。また、Run5では他の汚泥では見られな
かった Green-non-sulfur bacteriaに属する糸状性細菌のポリリン酸蓄積が存在していた。 
 また、ポリリン酸蓄積細菌は図 4.4～図 4.13 に示したように実処理場に存在するポリリ
ン酸蓄積細菌はグループレベルで見ても多様性があり、また形態的にも非常に多様である。

これらの中にはまだ系統学的に同定されていないポリリン酸蓄積細菌もあり、新規のポリ

リン酸蓄積細菌がまだ実処理場には存在しているということが証明された。ポリリン酸蓄

積細菌の系統学的な大まかな位置と形態、どの程度存在するのかという知見を得られたの

は非常に大きい成果であった。これらはポリリン酸蓄積細菌の系統学的な同定を行うため

の手がかりとなりうる情報でもある。Accumulibacter と Actino1011 陽性細菌などの既知
のポリリン酸蓄積細菌と新規のポリリン酸蓄積細菌を合わせて、それらがどのような働き

をして実処理場に存在しているのかを解明することによって、実処理場で起こっている生

物学的リン除去のメカニズムの解明に貢献できると考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



第 5章 クローニング法及び FISH法による 

新規のポリリン酸蓄積細菌の同定 
 
 
5.1 第 5章の概要 
  
第 2 章に記述した通り、ポリリン酸蓄積細菌の同定を目的とした研究は、培養法や分子
生物学的手法を用いて盛んに行われている。本研究第 4 章より、Proteobacteriaβと
Proteobacteriaγ、Actinobacteria、Green-non-sulfur bacteriaに属する細菌及び通常の細
胞壁処理では蛍光を発しない細菌がポリリン酸を蓄積していることが分かった。このうち、

本章では Proteobacteriaγと通常の細胞壁処理では蛍光を発しない細菌の系統学的な同定
を試みた。生物学的リン除去プロセスの中で、Proteobacteriaγに属する細菌は非常に興味
深い対象であると考えられる。G バクテリアとして GB プローブによって同定されている
種は GAOであるという報告(Kong et al.(2002)、Crocetti et al.(2002)、Nielsen et al.(1999))
がある一方で、Liu et al.(2001)は Proteobacteriaγに属する球菌(GAM1019プローブ)が嫌
気で PHAを蓄積し、好気でポリリン酸を蓄積していたことを報告している。また、GBプ
ローブが捉える細菌群は実処理場で 10～31％存在しており、非常に多く存在している
(Wong et al.(2005))。そのため、これらの細菌がどういう働きをしているのかを明らかにす
ることは非常に意義が大きい。第 4章から津田沼 PAO試料にはポリリン酸を蓄積する細菌
のうち約 10％程度を Proteobacteriaγに属する細菌が占めていたので、解析には津田沼
PAO試料を用いた。 
次に、パラホルムアルデヒド固定やエタノール固定では FISH によって蛍光を得られな
かった細菌についても系統学的な同定を試みた。第 4 章でポリリン酸蓄積細菌に対するグ
ループレベルプローブで蛍光を発する細菌を同定している際に、真正細菌全体を捉えるプ

ローブ(EUBmix)でも蛍光を発しない細菌がRun13(グルタミン酸/アスパラギン酸を主要な
炭素源とした人工下水で馴致した汚泥)で見られた。主要なポリリン酸蓄積細菌と認められ
ている Accumulibacterも Actino1011陽性細菌も人工下水リアクターから同定された種で
ある(Hesselmann et al.(1999)、Liu et al.(2001)) 。そのため、この細菌も主要なポリリン
酸蓄積細菌の 1 種である可能性がある。また、実処理場においてグループレベルプローブ
で捉えられなかった細菌の中に含まれる可能性もある。Run13 ではこの細菌が優占化して
おり、各グループレベルプローブで捉えられたポリリン酸蓄積細菌の合計は約 9％と非常に
少なかった。Run13 と同じようなプローブの蛍光を発しにくい細菌群がポリリン酸を蓄積
している例を福島(2002)が Run6(グルタミン酸系)で報告しており、この Run6 についても
同時に解析を行った。 



5.2 実験方法 
 
 実験は以下の図 5.1の手順で行った。ポリリン酸蓄積細菌のグループが特定できれば、そ
のグループに特異的なプライマーを用いて群集解析を行うことができる。そのため、FISH
法により蛍光を得られていない細菌はまずは FISH 法でグループレベルを特定することを
目指した。その後、グループ特異的なプライマーによって PCRを行い、その増幅産物を用
いてクローニングを行った。グループ特異的に行っているため、系の中に種類が少なく同

じ種が検出される可能性があるので、まずは DGGE又は RFLPによってクローンのスクリ
ーニングをかけた。DGGE のスクリーニングはクローンに 357fGC-518r(V3)又は
968fGC-1392r(V6-V8)で PCRを行い、増幅産物を泳動してバンドの高さから種数を決定す
る。そして、異なる種のみを選び出して塩基配列を解読し、系統解析ソフト ARBを用いて
プローブの作成を行った。設計したプローブを活性汚泥試料に適用して、最初にグループ

レベルプローブで行った際に捉えられたポリリン酸蓄積細菌と同じ細菌が捉えられている

かを FISH 法によって確かめた。そして高濃度 DAPI染色と FISH の二重染色法のよって
プローブで捉えられたポリリン酸蓄積細菌がポリリン酸を蓄積しているかを確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

グループ特異的なプライマーにより PCR-クローニング 

DGGE又は RFLPによるスクリーニング 

シーケンシング 

プローブ設計及び FISH法による観察 

図 5.1 実験の手順 

ポリリン酸蓄積細菌のグループの同定(第 4章) 



5.3 Proteobacteriaγに属するポリリン酸蓄積細菌 
 
5.3.1 プライマーの選定 
 

Proteobacteriaγに属する細菌がポリリン酸を蓄積していることは第 4 章の研究で明ら
かになった。第 4 章で用いた GAM42a プローブの配列をリバースプライマーとして用い、
フォワードプライマーとして 27fを用いて PCRを行い、Proteobacteriaγに特異的な配列
を得ることを目的とした。このプローブ配列をプライマーとして用いる方法は、Beer et 
al.(2004)が ALF1b プローブをフォワードプライマーとして、Kong et al.(2005)が
Actino1011 プローブをリバースプライマーとして用いるなど一般的によく行われている。
しかし、図 5.2のように GAM42aは 23srRNAを標的としているため、ITS領域を超えた
PCRで約 3000bpという長い産物を増幅する必要がある。そこでまずは PCR条件の検討を
行った。検討事項は以下の2つである。①約3000bpの増幅産物が得られるのかということ、
と②Proteobacteriaγに特異的なプライマーとなっているかということである。特に②につ
いては、Proteobacteriaβに特異的な配列である Bet42aは GAM42aとは 1塩基のみの違
いしかないため Proteobacteriaβを捉えてしまうのは容認せざるを得ないと考えられる。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
検討① 約 3000bpの増幅産物を得られるのか 

GAM42aに陽性な純菌である E. coliに対して、27f-GAM42aプライマーを用いて PCR
増幅後、アガロースゲル電気泳動を行った(図 5.3)。左端のレーンは DNAラダーでλHind
Ⅲである。アガロースゲル電気泳動の結果、約 3000bpの増幅産物が得られていることを確
認できた。また、レーンの 1～7は PCRを行う際のアニーリング温度を 1;52.4℃、2;55.3℃、
3;56.7℃、4;58.1℃、5;59.1℃、6;60.9℃、7;62℃としてサーマルサイクラーT-Gradient を
用いて PCRを行った結果である。結果として、59.1℃で増幅産物を示すバンドが薄くなり、
60.9℃以上では増幅が確認できない程度になっていた。これによりアニーリング温度は

27f 1492r 

16s 23s ITS領域 
GAM42a probe 

約 3000bp 

約 1000bp 約数百 bp 約 1500bp 

図 5.2 27f-GAM42aプライマーによる PCR（概念図） 



60℃以下が望ましいことが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
検討② Proteobacteriaγに特異的なプライマーとなっているか 

Proteobacteriaγに属する純菌 3種と 1塩基違いのProteobacteriaβに属する純菌 3種を
用いて検討を行った。用いた純菌は表 5.1 の通りである。それぞれ純菌を別々に
27f-GAM42a プライマーを用いてアニーリング温度を振って PCR を行ったところ、
Proteobacteriaγに属する細菌と Proteobacteriaβに属する細菌で違いは見られなかった。
これは、Proteobacteriaβの塩基配列を増幅させるとき、プライマーと完全に一致する細菌
が存在しない条件では、1塩基違いの塩基配列でもアニーリングが起こりやすかったと考え
られる。 
そこで、6 種を混合した状態で PCR を行い、Proteobacteriaγが特異的に増幅されるか
を以下の手順で検討した。表 5.1 の純菌 6 種を混合して DNA 抽出を行い、27f-GAM42a
プライマーを用いて GAM42aに特異的になるように PCRを行った。その PCR 産物を 50
倍希釈したものを鋳型として、357fGC-518rプライマーでアニーリング温度 56℃・58℃・
60℃の 3 条件で PCR をかけ、DGGE 法を行いバンドパターンから Proteobacteriaγが特
異的に増幅されているかを確認した。マーカーは 6 種を混合したものを 357fGC-518r で
PCRを行ったものである。電気泳動の結果、図 5.4のようになった。 
全てのアニーリング温度で、Proteobacteriaγに属する E.coli 、Pseudomona aeruginosa 
のバンドが濃く現れ、Proteobacteriaβの Comamonas testosteroni 及び Rhodocyclus 
tenuis はバンドが見えなくなっていたので、27f-GAM42aが Proteobacteriaγを特異的に
増幅していることが確認できた。Sphaerotilus natans は DNA抽出されずマーカーに現れ
なかった。糸状性細菌のため塊となってしまいピペットで集菌できなかったと考えられる。

Stenotrophomonas multophilaはProteobacteriaγであるがGAM42aには陽性でない可能

１ 2 3 4 5 6 7 

図 5.3 27f-GAM42aプライマーで PCRを行った結果 

λHindⅢ 



性がある。この結果から、27f-GAM42aプライマーのアニーリング温度は 58℃とし、PCR
条件を表 5.2のようにした。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

表 5.1 PCR条件の検討に用いた純菌 

表 5.2 27f-GAM42aプライマーの PCR条件 

Denaturation-Extensionを 30サイクル行う 

図 5.4  27f –GAM42aプライマーの PCR条件

アニーリング温度 

Step
Heat　Shock 94℃ 10分
Denaturation 94℃ 30秒
Annealing 58℃ 30秒
Extention 72℃ 3分30秒
Final extention 72℃ 10分

Proteobacteriaγ
Escherichia coli (IAM12119)
Pseudomona aeruginosa (IAM1514)
Stenotrophomonas multophila (IAM12423)

Proteobacteriaβ
Comamonas testosteroni  (IAM12419)
Sphaerotilus natans  (ATCC13338)
Rhodocyclus tenuis  (DSM109)



5.3.2 クローニングの結果 
 

27f-GAM42aプライマーによって増幅した PCR産物を用いてクローニング法を行い、48
クローンをピックアップし、ダイレクトコロニーPCRを行った。シーケンスを読む前に、
357fGC-518rプライマーを用いた DGGEによってスクリーニングを行った(Liu et al. 
(2002))(図 5.5)。DGGEの 1つのレーンには 1～3クローン泳動した。コロニーダイレクト
PCRのためコンピテントセルの大腸菌も V3の PCRで増幅されているので、1クローン泳
動すればバンドは 2本のはずであるが、多くのバンドが見られている。ただ、最も濃く現
れたバンドは判断することができたので、そこからクローンのスクリーニングを行うこと

は可能であった。 
 DGGEによるスクリーニングの結果、13クローンに絞りこまれた。この 13クローン
について 27fプライマーによって 500bp程度の片側のみの塩基配列を読んだ。しかし、13
クローンのうち解読できなかったものや Proteobacteriaβを捉えてしまったものが含まれ
ていたので結果として、8種の Proteobacteriaγに属するクローンの配列が得られた(表 5.3)。
GAM3と GAM4は Thiotrichaceaeに属する細菌で、GAM5、GAM7、GAM8は
Xanthomonadaceaeに属する細菌GAM1とGAM13は Thioalkalivibrioに属する細菌であ
った。GAM3の近縁種である Achromatium sp.HK15には Grey et al.(1999)により特異的
なプローブが設計されており Gバクテリアの形状をしていたので、第 4章で捉えられた球
菌の可能性が高い。しかし、相同性は 92％と低く、Grey et al.の設計したプローブは GAM3
に特異的でないため、新しくプローブを設計する必要があった。そこで、GAM3の 16s全
長配列を読み、特異的なプローブを設計した。GAM3と同じ属の Thiotichaceaeである
GAM4と、補章(第 8章)のクローニング結果からも検出された XanthomonadalesのGAM5
についても全長配列を読み、プローブを設計した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Clone Closest sequence Affiliation Similarity

GAM1 Thioalkalivibrio thiocyanodenitrificans
Gammaproteobacteria;hromatiales;Ec
tothiorhodospiraceae;Thioalkalivibrio.

93%

GAM3 Achromatium sp. HK15
Gammaproteobacteria;
Thiotrichales;Thiotrichaceae;

92%

GAM4 Beggiatoa sp. 402
Gammaproteobacteria;
Thiotrichales;Thiotrichaceae;

92%

GAM5 Aquimonas voraii
Gammaproteobacteria;
Xanthomonadales;

93%

GAM7 Dokdonella koreensis
Gammaproteobacteria;Xanthomonad
ales;Xanthomonadaceae; Dokdonella.

89%

GAM8 Pseudoxanthomonas taiwanensis
Gammaproteobacteria;Xanthomonad
ales;Xanthomonadaceae;

89%

GAM12 Lysobacter brunescens
Gammaproteobacteria;Xanthomonad
ales;Xanthomonadaceae; Lysobacter.

91%

GAM13 Thioalkalivibrio thiocyanodenitrificans
Gammaproteobacteria;hromatiales;Ec
tothiorhodospiraceae;

92%

表 5.3 クローニングから得られた塩基配列の近縁種 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5.5 DGGEによるクローンのスクリーニング 

1クローンずつ泳動 

2クローンずつ泳動 



5.3.3 オリゴヌクレオチドプローブの設計 
 

GAM3、GAM4、GAM5の 27f-1492rの 16srRNAの全長約 1500bpの両側の解読を行っ
た。この塩基配列を ARBに入れて系統樹を作成し、それぞれのクローンに特異的なプロー
ブを設計をした(図 5.6)。設計したプローブの配列は表 5.4の通りである。クローン GAM3
には Gam209プローブ、GAM4には Ach.845プローブ、GAM5には Gam663プローブを
それぞれ特異的になるように設計した。全長を解読後ARBの系統樹を書いたところ、GAM3、
GAM4 はともに Achromatium から同じくらいの距離にあった。結果として、クローン

GAM4と Achromatium sp.を捉えられるプローブを設計することができた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

図 5.6 得られたクローンの系統樹 

表 5.4 設計したプローブ 

Rhodocyclus属 

Comamonas属 

Ach.845 

Gam209 

Gam663 

GAM3=T/PAO-clone3 

GAM4=T/PAO-clone4 

GAM5=T/PAO-clone5 

Probe Target site Sequence(5'-3')
Gam209 209-226 CTGTTAGCGCGAGGCCTT
Ach.845 845-862 AGCTGCGCCACCAAGCCC
Gam663 663-684 CACCGGGAATTCCACCACCCTC



設計したプローブについてホルムアミド濃度の条件決定を行った。ホルムアミド濃度の

検討にはポジティブコントロールとネガティブコントロールとなる純菌を用いて行うのが

理想である。しかし、本研究では、実際の試料を用いてホルムアミド濃度条件の決定を行

った。条件検討はホルムアミド濃度を 10％、20％、30％、40％と変えて FISHを行うこと
でホルムアミド濃度の最適化を行った。濃度が低いと非特異的に結合され、高すぎると特

異的な結合も行われなくなるので、特異的な結合のみが行われていると思われる濃度を観

察によって決定した。それぞれのプローブについて検討を行ったところ、Ach.845について
は非特異的結合があまり起こらず、10％～30％のいずれでも細菌を特異的に捉えていた。
その中で最も条件の厳しいホルムアミド濃度 30％を採用した。Ach.845 以外のプローブに
ついては、Gam209 は細菌を捉えられておらず、逆に Gam663 は GAM42s よりも広く捉
えてしまっていたので、非特異的結合をしてしまっていると考えられた。そのため、Gam209
及び Gam663プローブは解析には用いることができなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.3.4 活性汚泥への適用 
 

Ach.845 プローブを表 5.6 に整理する。T 処理場 PAO 活性汚泥中に存在した

Proteobacteriaγに属するポリリン酸蓄積細菌が、このプローブを用いて捉えることができ
るのかを確認するため、高濃度 DAPIと Ach.845プローブによる FISHの二重染色を行っ
た。Ach.845 プローブに陽性な球菌はポリリン酸を蓄積していた(図 5.7)。また、T 処理場
PAO 試料には多く存在しているので、T 処理場活性汚泥中では主要なポリリン酸蓄積細菌
の 1つであると考えられた。 

 
 
 

 
 
 
 
 

表 5.5 ホルムアミド濃度の検討 

+；特異的に細菌を捉えている 
++；非特異的結合が見られる 
+-；特異的だが、蛍光が弱い 
‐；蛍光が得られていない 

表 5.6 Ach.845プローブ 

Probe 10% 20% 30% 40%
Gam209 - - - -
Ach.845 + + + +-
Gam663 ++ ++ ++ ++

Probe Target site Sequence(5'-3') FA(%)
Ach.845 845-862 AGCTGCGCCACCAAGCCC 30%



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5.7 高濃度DAPIとAch.845プローブを用いたFISHの二重染色 

位相差図 高濃度 DAPI染色 

Ach.845(cy3) GAM42a(FITC) 



5.4 Run13(グルタミン酸/アスパラギン酸系)及び Run6(グルタミン酸系)に出
現した球菌の同定 
 
5.4.1 顕微鏡観察によるグループレベルの同定 
 
 Run13(グルタミン酸/アスパラギン酸系)Run6(グルタミン酸系)で出現した球菌は DAPI
で染色はされるものの、真正細菌全体を捉える EUBmixプローブを用いた FISHで蛍光を
発しなかった。この場合、考えられるのは①EUBmixプローブが捕捉できる細菌ではない、
②細胞壁処理が充分でない、の 2通りである。①としては EUBmixプローブは真正細菌全
体を捉えることを目的として設計されているが、捉えられない細菌も存在することが悪鬼

らかとなっている(Daims et al.(1999))。②としてはパラホルムアルデヒド固定やエタノー
ル固定のみでは蛍光を発しない細菌は数多く報告されている(Beimhohr et al.(1993)、
Erhart et al.(1997))。 
プローブが浸透しづらい細菌はグラム陽性細菌であるので、まずはグラム染色を行って

プローブの蛍光を発しない原因を探った。グラム染色を行った結果、図 5.8にあるように青
紫色に染色されたので、この細菌はグラム陽性細菌であることが分かった。そのため、FISH
で蛍光を発しない原因は細胞壁処理が弱いためであることが分かった。そこで、グラム陽

性細菌に有効な細胞壁処理であるエタノール固定とリゾチウム処理を行って FISH を行っ
た。リゾチウム溶液の濃度は 25mg/ml(in 100mM Tris,50mMEDTA,pH8.0)とし、処理の方
法は Kawaharazaki et al.(1998)に従った。エタノール固定・リゾチウム処理後、HGC69a
プローブ及び EUBmixプローブを用いて FISH法を行ったところ、両プローブで蛍光が得
られた(図 5.9)。この細菌は HGC69a に陽性な細菌、すなわち Actinobacteriaであること
が分かった。既存の知見として、Actinobacteriaに属して、通常の細胞壁処理では蛍光を発
しない細菌として、Nakamura et al.(1995)によって、Microlunatus Phosphovorus が単離
されている。そこで、Run13、Run6に対して FISHでMicrolunatus Phosphovorus に特
異的な MP2 プローブ(Kawaharasaki et al.(1998))を適用したところ、Run13 では、
Microlunatus Phosphovorus とそれ以外の球菌が存在し、Run6 では Microlunatus 
Phosphovorus はほとんど存在していなかった。そのため、本節で対象としている
Actinobacteria に属する細菌は新規のポリリン酸蓄積細菌である可能性が高い。Run13 に
比べ、Run6は群集構造が単純化されていたため、Run6を中心に新規のポリリン酸蓄積細
菌の探索を行った。 
なお、本論文では、高濃度 DAPIと FISH の二重染色を行う場合は高濃度 DAPIを先に
観察する方法で行っているが、Run6、Run13の球菌は FISHを行ってもリンを溶出しない
ことが分かったので、本節に限り、高濃度 DAPI染色は FISHの後に行っている。 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5.8 グラム染色の結果(Run13) 

図 5.9 HGC69aプローブによる蛍光の観察 

位相差図 高濃度 DAPI染色 

HGC69a(cy3) EUBmix(FITC) 



5.4.2 プライマーの選定 
 
 5.3.1 で GAM42a プローブの配列をリバースプライマーとして用いたのと同様に、
HGC69aプローブをリバースプライマーとして用い、フォワードプライマーを 27fで PCR
を行った。しかし、アニーリング温度を振って PCRを行ったところ、どの条件でもスメア
が見られ、標的とする PCR 産物を増幅できていなかったので、HGC69a の配列を用いる
ことは断念した。そこで、Actinobacteriaに特異的なプライマーとして、Oyaizu et al.(2000)
が設計したHgc-1プライマーを用いて PCRを行った。Oyaizu et al.は、より特異的にする
ために、Hgc-1 と Hgc-2 をそれぞれフォワードプライマー・リバースプライマーとして用
いていたが、本研究ではActinobacteriaに属する細菌を網羅的に捉える必要があったので、
フォワードプライマーをHgc-1、リバースプライマーとして 1492rを用いて PCRを行った。
Hgc-1の標的部位は 420－440なので約 1100bpの増幅産物が得られる。PCR条件はいくつ
かアニーリング温度を振って最適と思われた 56℃で行った。PCR条件は表 5.7である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5.4.3 クローニングの結果 
 
 Run6及び Run13について、Hgc-1－1492rプライマーによって増幅した PCR産物から
クローニングを行った。Run6から 55クローンを、Run13から 40クローンをそれぞれピ
ックアップして SP6-T7 プライマーを用いてダイレクトコロニーPCR を行った。シーケン
スを読むにあたって、Run6 についてはクローンを DGGE によってスクリーニングを行っ
た(図 5.10)。Hgc-1-1492rは標的部位が 420-1510でV3領域を含まないため、968fGC-1392r
プライマーを用いた。また、Run13は簡易的に RFLPによってスクリーニングをかけた。 
 これらのスクリーニングを行ったところ、Run6では 8クローン、Run13では 11クロー
ンに絞られた。特に Run6 ではバンドが同じ高さに来る配列を持つクローンを多く含んで
いた(図 5.10)。それらについて、Hgc-1 プライマーを用いて 500bp 程度の片側の塩基配列
を読んだ。しかし、いくつかの種は Actinobacteria でなかった場合や同じ配列を読んでし
まった場合があったのでそれらは除いた。得られた塩基配列の近縁種を表 5.8に載せた。 
 

表 5.7 Hgc-1-1492rプライマーの PCR条件 

Denaturation-Extensionを 30サイクル行う 

Step
Heat　Shock 94℃ 10分
Denaturation 94℃ 30秒
Annealing 56℃ 30秒
Extention 72℃ 1分30秒
Final extention 72℃ 10分



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5.10 DGGEによるRun6のクローンのスクリーニング 

1クローンずつ泳動 2クローン泳動 

2クローンずつ泳動 3クローン泳動 

（    と同じ高さにくるバンドが多い。） 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Run6の図 5.10のDGGEによるスクリーニングの際に同じ高さのバンドが多かったクロ
ーンが R6-59 で Nocardiodes に近縁な種であった。さらに、Run13 でも共通して R13-9
に Nocardiodes に近縁な種が検出された。また、Run13 では R13-2 に Microlunatus 
Phosphovorusが検出されているが、Run6からは検出されなかった。 これは、FISHによ
る顕微鏡観察の結果で、Run13にはMicrolunatus Phosphovorusが観察されたが、Run6
では観察されなかったという結果とも一致した。以上の結果から、Nocardiodesに近縁な種
が新規のポリリン酸蓄積候補として可能性が高いと考えられた。 
 
 
5.4.4 オリゴヌクレオチドプローブの設計 
 
 Nocardiodesに近縁な種であった R6-34及び R13-9の Hgc-1－1492rの全長、すなわ
ち約 1100bp の両側の解読を行った。この塩基配列から、ARB を用いてプローブ設計を行
った。これらのクローンを包括するプローブ、NOC.767及び NOC.1032の設計を行った。
NOC.767は NOC.1032に比べて広く捉えるプローブである。系統学的な位置関係は図 5.11
に示した。 

 
 
 
 
 
 
 
 

Probe Target site Sequence(5'-3')
NOC.1032 1032-1049 CCACCTGTACACCCCCAA
NOC.767 767-784 CTGTTCGCTCCCCACACT

表 5.8 クローニングから得られた塩基配列の近縁種 

表 5.9 設計したプローブ 

Clone Name 相同性

R6-59 Nocardioides aquiterrae
Actinobacteria;Actinobacteridae;Actinomycetales;Propi
onibacterineae;Nocardioidaceae;Nocardioides.

97%

R6-2 Mycobacterium sp. WF2
Actinobacteria;Actinobacteridae;Actinomycetales;Cory
nebacterineae; Mycobacteriaceae; Mycobacterium.

99%

R6-36 Propionivibrio dicarboxylicus
Bacteria; Proteobacteria; Betaproteobacteria;
Rhodocyclales;Rhodocyclaceae; Propionivibrio.

97%

R6-62
bacterium Ellin5133
（≒Nocardioides aquiterrae）

Actinobacteria; Actinobacteridae; Actinomycetales
Propionibacterineae;Nocardioidaceae.

95%

R13-2 Microlunatus phosphovorus
Actinobacteria;Actinobacteridae;Actinomycetales;Propi
onibacterineae;Propionibacteriaceae;Microlunatus

99%

R13-5 Rhodococcus sp. TM14_1
Actinobacteria;Actinobacteridae;Actinomycetales;Cory
nebacterineae; Nocardiaceae; Rhodococcus.

99%

R13-9 Nocardioides aquiterrae
Actinobacteria;Actinobacteridae;Actinomycetales;Propi
onibacterineae;Nocardioidaceae;Nocardioides.

98%



 

 
 
  
 
 
 
 
設計したプローブについてホルムアミド濃度の条件検討を行った。条件検討は 5.3節で行
ったのと同様に実際の試料を用いて行った。検討の結果、表 5.10のようになり、NOC.1032
プローブは 20％、NOC.767は 30％を最適ホルムアミド濃度とした。 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Probe 10% 20% 30% 40%
NOC.1032 + + +- +-
NOC.767 ++ ++ + +-

表 5.10 ホルムアミド濃度の検討 

+；特異的に細菌を捉えている 
++；非特異的結合が見られる 
+-；特異的だが、蛍光が弱い 
‐；蛍光が得られていない 

図 5.11 得られたクローンの系統樹 

Actino1011 

NOC.767 

NOC.1032 

MP2 

R6-59=Run6-clone59 

R13-9=Run13-clone9 

MNP1 

Actino1011(Liu et al.(2001) 

MNP1(Schuppler et al.(1998) 

MP2(Kawaharasaki et al.(1998) 

NOC.767/NOC.1032(this study) 



5.4.5 活性汚泥への適用 
 

NOC.1032及びNOC.767プローブについて表5.11に整理する。NOC.1032及びNOC.767
プローブをそれぞれのホルムアミド濃度で適用したところ、Run6 で存在していた球菌は
NOC.1032と NOC.767の両方のプローブによって捉えられた。すなわち、Run6に存在し
たポリリン酸蓄積球菌は Nocardiodesに近縁な種であることが分かった(図 5.12)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Probe Target site Sequence(5'-3') FA(%)
NOC.1032 1032-1049 CCACCTGTACACCCCCAA 20%
NOC.767 767-784 CTGTTCGCTCCCCACACT 30%

表 5.11  NOC.1032及び NOC.767プローブ 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 図 5.12 NOC.1032/NOC.767プローブ 

位相差図 高濃度 DAPI染色 

NOC.1032(cy3) HGC69a(FITC) 

位相差図 高濃度 DAPI染色 

NOC.767(cy3) HGC69a (FITC) 



5.4.6 同定された細菌に関する考察 
 
 Run6は福島(2002)で運転されたもので、福島が行った研究結果から本研究で同定された
種の解釈を行う。本研究で対象としたのはグルタミン酸を唯一の炭素源で馴致して 122 日
目の試料である。リアクターの運転状況と DGGE及び FISHによる結果から考察する。 
 
DGGE及び FISH 
 
まず、福島が行った V3領域を対象として行った DGGEの結果を図 5.13に示す。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 福島(2002)はバンド 1～9の V3領域の塩基配列の解読を行っている。本研究で得られた
Nocardiodesに近縁な種はバンド 7と一致している可能性が高い。塩基配列の解読を行った
位置がずれているため確実ではないが、バンド 7 の相同性検索の結果は Nocaridiodes 
plantarumに最も近縁で、相同性が 93％であった。バンド 7は 109日目から 162日目あた
りに見られるバンドである。また、バンド 6はAccumulibacterとして報告のある種と 100％
相同性が一致したバンドである。バンド 6は 81日目あたりまでは徐々に濃くなってきてい
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図 5.13 Run6の DGGEの結果(福島(2002)) 



るが、その後は徐々に弱まってきている。すなわち、81 日目あたりで、何らかの原因で、
増殖してきた Accumulibacterが減少し始め、それに代わって Nocardiodesに近縁な種が現
れ始めている。 
また、福島は 1、67、123、162日目のサンプルを用いて、真正細菌に対する Accumulibacter
の割合(PAO比)と全菌に対するポリリン酸を蓄積している菌の割合(DAPI比)の比較を行っ
ている(図 5.14)。1 日目から 67 日目にかけて Accumulibacter の割合とポリリン酸蓄積細
菌の割合が類似した変動をしているため、Accumulibacterがリン除去を担っている可能性
が高い。しかし、67 日目以降ではその割合は乖離し、ポリリン酸蓄積細菌の割合は増加し
ているにもかかわらず、Accumulibacterの割合は減少又は横ばいとなっている。そのため、
67日目以降のDAPI比の増加にはNocardiodesに近縁なポリリン酸蓄積細菌の寄与があっ
たと考えられる。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
DGGE 及び顕微鏡観察の結果から、馴致 90～100 日目あたりで、何らかの原因により、

Accumulibacterに代わって、Nocardiodesに近縁な種がリン除去を担い始めたと考えられ
る。 
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図 5.13 PAO比及び DAPI比(福島(2002)) 



リアクターの運転状況 
 同定された Nocardiodes に近縁なポリリン酸蓄積細菌は Run6-122 日目の試料の中では
優占種であるため、このときのリアクターの運転状況からこの細菌の生理学的特徴につい

て推測することができる。122日目は、嫌気でのリンの放出は少ないが、好気の終わりでは
リンを取りきっていた。また、溶存有機物は嫌気で取り込まれていた。嫌気でのリンの放

出をあまり行わないため、小貫ら(2005)の言う狭義の PAOsの定義からは外れるポリリン酸
蓄積細菌である可能性が高い。しかし、好気の終わりではポリリン酸を蓄積してリンを上

澄み中から取り除いているのでリン除去を担う細菌であることに間違いはない。今後、こ

の細菌の生理学的特徴を確かめていく必要がある。 
 
 
5.5 第 5章のまとめ 
 
 本章で最も大きい成果は、第 4 章で FISH 法によって観察されたポリリン酸蓄積細菌 2
種について系統学的な同定することができたことである。また、本章の研究により、ポリ

リン酸蓄積細菌の種の系統学的な同定手法を提案できたと考えている。この方法はまず、

既存の捉える範囲の大きいプローブを用いた FISH によって大まかな系統学的な位置を探
す。それが確認できれば、そのプローブの配列又は確認できた系統学的なグループを特異

的に捉えるプライマーによって PCR-クローニング法を行うため、スクリーニングがかかっ
た状態で探索を行える。この方法はスクリーニング手法として有効であるのに加えて、遺

伝子解析を行う前に FISH によって固定法や形態、どの程度の割合を占めているかなどの
情報を知った上で実験を進めることでその後の操作が行いやすい。この手法はポリリン酸

蓄積細菌以外の、他の群集解析にも応用が可能であると考えられる。さらにこの手法が有

効であるということが分かったので、第 4 章の研究を新規のポリリン酸蓄積細菌探索の手
がかりとして使うことが可能であることも同時に証明することができた。 
 本章の最も大きい成果である同定できたポリリン酸蓄積細菌についてまとめる。 
まず１種目は Proteobacteriaγに属する G バクテリアに似た形態を持つ細菌で、T 処理
場活性汚泥中には多く存在しているポリリン酸蓄積細菌であった。この種は今まで知られ

ていた種とは系統学的に離れた位置にある種であるため、今まで考えられていたポリリン

酸蓄積細菌の群集像に新しい知見を加えることができた。生物学的リン除去プロセスに存

在する細菌で Proteobacteriaγに属するものは、GBプローブに捉えられる種又はその近縁
な種が注目されていたが、本研究で捉えられた種はそれらとは全く異なる種であった。こ

れにより、実処理場に存在するポリリン酸蓄積細菌の多様性がよりいっそう広がった。ま

た、実処理場から同定できた種であるため、他の処理場においても存在している可能性が

高い。 
2 種目は、グルタミン酸で馴致した汚泥において優占化していた Actinobacteria に属す



る Nocardiodes に近縁な球菌である。この細菌はグラム陽性でリゾチウム処理を必要とす
るため、通常の固定を行った FISH では検出されない種である。ポリリン酸蓄積細菌を同
定するためには、単離をしない限り、リン染色と同時に染色する FISH によって確認せざ
るを得ないため、今まで見落とされてきた種である可能性がある。グルタミン酸による馴

致によって、途中から Accumulibacterに代わって優占化していたので、何らかの特異的な
代謝をする種であることも考えられる。ある運転状況におけば、優占化することができる

種であるため、実処理場などでも寄与している可能性は高い。また、リアクターの運転状

況から、嫌気条件下でポリリン酸を吐き出して PHAを蓄積し、好気条件下でポリリン酸合
成を行う狭義の PAOには属さないポリリン酸蓄積細菌である可能性が高い。 
今後はこれらのポリリン酸蓄積細菌が何を基質として取り込み、どのような代謝をして

いるのかを明らかにしていく必要がある。そして、これらの種がどの程度実処理場に存在

しているのか、その分布についても調査していく必要がある。本研究で同定できた種はポ

リリン酸蓄積細菌の全体像を把握し、そのメカニズムを解明するための重要な知見になる

と考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



第 6章 実処理場活性汚泥のリン組成の解析 

及びポリリン酸蓄積細菌の定量評価 
 
 
6.1 概要 
  
下水処理場におけるリン除去プロセスは汚泥中にリンを蓄積することによって下水中か

らリンを取り除いている。汚泥にリンを蓄積させる方法としては、化学的にリンを凝集さ

せるか、生物によってリンを蓄積させるかのいずれかの方法がある。東京都の水再生セン

ターでは化学的凝集によってリン除去プロセスを運転している処理場はなく、リン除去が

行われている処理場は全て生物学的リン除去プロセスを採用している。しかし、味埜(1982)
によると、実処理場汚泥については、金属性リンを多く蓄積し、汚泥によっては汚泥内リ

ンの 4 割を超える。これらの金属性リンの由来は流入水中に存在する金属や緊急時に用い
られた PAC(ポリ塩化アルミニウム)などの影響が考えられ、実処理場活性汚泥が含有するリ
ンについて化学的凝集による影響は無視することはできない。そこで、本研究では東京都

水再生センターを対象として、汚泥が含有するリンの金属による化学的凝集の寄与及び微

生物によるリン蓄積の寄与について、定量的に評価した。 
活性汚泥中のリンを金属よるものと微生物によるものに分画することによって、汚泥中

の微生物によるリン蓄積の正確な評価が可能となった。ここで求められたリン含有率と活

性汚泥中に存在するポリリン酸蓄積細菌の存在割合にはなんらかの相関関係があることが

予想される。酢酸を主要な炭素源にして馴致した汚泥の解析では、Crocetti et al.(2000)は
リン含有率と PAOmix/EUB338の相関で、Kong el al.(2002)はリン含有率及び嫌気下にお
けるリンの放出とPAOmix/EUBmixの相関でR2=0.90を超える高い相関があったことを報
告している。Lee et al.(2003)は、都市下水を流入水とする AO法及び UCT法によるパイロ
ットプラントの汚泥を解析している。リン含有率と PAO651/EUBmixの相関を取ったとこ
ろ、AO法では R2=0.03、UCT法では R2=0.41と Crocetti et al.(2000)に比べると低く、そ
の原因を他の細菌によってもリン除去がなされていたと考察している。特に、相関の低か

った AO 法では Actinobacteria の存在割合(HGC69a/EUBmix)とリン含有率の相関が
R2=0.53と高く、かつ FISH-MAR によって Actinobacteriaが 33Piを摂取していたと報告
している。また、様々な処理場の試料の解析はWang et al.(2005)又は宇田ら(2005)によっ
て行われている。Wong et al.はリン含有率と高濃度 DAPI/DAPIでは R2=0.73の相関があ
ったが、PAOmix/EUBmix ではほとんど相関は見られなかったと報告している。宇田ら
(2005)もリン含有率と PAOmix/EUBmixで相関を取っており、R2=0.24と弱い相関はあっ
たものの相関係数は低かった。 



既存の研究のほとんどはリン含有率とAccumulibacterの存在割合の相関を取ることを目
指している。しかし、この解析には①リン含有率は生物によるものだけではない、②生物

学的リン除去は Accumulibacter以外の細菌によっても行われている、という 2つの問題点
がある。①は味埜(1982)が報告しているとおり、化学的凝集を行っていない活性汚泥プロセ
スにおいても金属性リンは存在していることが分かっており、これを取り除いて生物によ

るリン含有率を評価する必要がある。また、②については、Liu et al.(2001)が Actinobacteria
に属するポリリン酸蓄積細菌である Actino1011 陽性細菌を同定しており、Kong et 
al.(2005)はAcitno1011陽性細菌をさらに細かく分けたプローブActino658及びActino221
を設計し、それらが Accumulibacter よりも多く存在した処理場もあったと報告している。
また、その他にもポリリン酸蓄積細菌が存在することが本研究第 4 章から明らかとなって
いる。 
本研究では微生物によるリン含有率を測定し、そのリン含有率によって、

Accumulibacter(PAOmix)と Actino1011プローブ陽性細菌の割合とリン含有率の相関関係
を示すことによって、細菌群集により活性汚泥のリン除去活性を説明することを目指した。 
 
 
6.2 実験方法 
 
6.2.1 実験方法の概要 
 
 東京都の水再生センターの処理方式、処理系、日時の異なる 27試料の採取を行った。（日
時が異なる試料は K処理場西系 CAS のみで、この試料は雨水の影響がある試料である。）
試料採取時に試料の一部を自然沈降及び 0.45μm フィルタによる固液分離を行い、上澄み
は分離して持ち帰った。試料は MLSS、MLVSS、T-P、上澄み中のリン酸濃度の測定、及
び低温の弱酸によるリンの分画実験を行った。群集解析は FISH 法により行い、

Accumulibacter及び Actino1011陽性細菌の真正細菌に対する割合の定量を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

試料採取 

化学的及び生物学的リン含有率の測定 FISH 法による Accumulibacter
及び Actino1011陽性細菌の定量 ・MLSS/MLVSS、 

・汚泥の T-P、上澄み中の PO43- 
・低温の弱酸によるリンの分画 

図 6.1 実験方法のフロー 



6.2.2 試料採取時のリンの溶出の影響の検討 
 
 活性汚泥試料を実処理場から採取する際、採取してから実験室に持ち帰るために要する

時間差は生物によるリン蓄積を測定する際に問題となる可能性がある。本研究で対象とし

た東京都内の水再生センターで試料採取してから実験室のある東京大学本郷キャンパス工

学部 14 号館まで持ち帰るため、試料採取から測定に至るまでに、1 時間～2 時間の時間差
が生じる。この 1 時間から 2 時間の間、サンプリングボックスの中で汚泥試料は嫌気下に
置かれてしまうためリンの吐き出しが考えられ、もしその値が大きい場合は汚泥のリン含

有率を考える際、影響を無視することができない。そのため、汚泥のリン蓄積能力を正確

に評価するためには上澄み中のリン濃度を正確に測定する必要がある。そこで、K 処理場
CAS(雨)及び A処理場 A2Oの試料用いて検討を行った。試料採取後、サンプリングボック
スを冷却しながら持ち帰った後(1.5時間後)、さらに冷蔵庫にて放置して試料採取から 5時
間経過後にそれぞれ固液分離を行った上澄みのリン酸濃度を測定した(図 6.2)。5 時間経過
後でも、A処理場A2Oでは吐き出しはなかった。また、K処理場西系CAS（雨）でも0.3mgP/L 
程度の吐き出ししかなく、汚泥の T-P(25mgP/L)に比べれば１％程度と非常に小さい値であ
った。本研究で分析した全ての試料で試料採取時と持ち帰り後の上澄みのリン酸濃度の測

定を行って吐き出したリン酸の量を毎回計算したが、最大でも 0.3mgP/Lとほとんど問題は
なかった。その理由としては、試料採取後、冷却して持ち帰っていること、好気の末端か

ら取っているため有機物がほとんど存在しないこと、という 2つの理由が考えられる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6.2.3 汚泥中のリンの分画法の検討 
 
（１）再現性と回収率 
 味埜ら(1983)によると、同一の汚泥に対して複数回 STS 法の分析を行って各画分の変動
係数はほぼ 0.1以下で再現性は良好であった。画分の中で再現性が悪かったのは脂質画分と

図 6.2 試料採取後のリン酸の吐き出しの影響 



タンパク画分で本研究では分画していない項目で、本研究で行った C-PCA画分 PO43--P(金
属性リン)及び T-P（金属性リン＋低分子ポリリン酸）については再現性の問題はなかった。
味埜らは 3 試料以上分析し、特異的な値を除いて解析を行っていたので、本研究でも同一
試料に対して 3度同じ分析を行ったところ 95％値変動係数はすべての項目で 1割以下と再
現性に問題はなかった(表 6.1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
次に STS法におけるリン回収率は以下の式で計算される。 

 
 
 味埜ら(1983)の実験では、回収率の平均は実処理場汚泥で 90%、室内培養汚泥で 93%で
あった。回収率が著しく低い場合には、解析の対象から除いていた。本研究では、画分は

C-PCA 画分及び残渣のみであったが、画分の回収率は毎回測定した。本研究で行った画分
27試料の回収率は以下のようになった。平均 93.4%、95％値変動係数 10.3で、最小と最大
で 20％程度の誤差はあったものの概ね回収率は良かったと言える。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
本研究では、再現性及び回収率について問題がなかったので、同一試料については 1 回
の分析で行い、回収率の確認は毎回行った。 

 

回収率(%)＝ 各画分T-Pの合計値
汚泥内T-P ×100回収率(%)＝ 各画分T-Pの合計値
汚泥内T-P ×100

画分
平均値
(mg/gVSS)

変動係数
平均値に対する
変動の割合(%)

C-PCA PO4-P 10.3 0.5 4.5%

C-PCA T-P 16.3 1.1 6.6%
残渣 T-P 19.6 1.5 7.6%

上澄み PO4-P 1.8 0.1 3.8%

画分
平均値
(mg/gVSS)

変動係数
平均値に対する
変動の割合(%)

C-PCA PO4-P 5.2 0.2 3.7%

C-PCA T-P 20.8 0.8 3.7%
残渣 T-P 18.7 0.6 3.1%

上澄み PO4-P 0.0 - -

K処理場 CAS(雨) 
表 6.1 分画法の再現性 

図 6.3 リンの分画の回収率の頻度分布 
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（２）嫌気好気汚泥及び人工汚泥への適用 
 活性汚泥中のリン組成の変化を嫌気好気過程における変化を実験室汚泥（酢酸による馴

致）及び実処理場汚泥（SU 処理場 AO 試料）を対象として解析した(図 6.4)。実験室汚泥
及び SU処理場 AO汚泥ともに嫌気工程で上澄み中にリンを放出し、好気工程においてほぼ
その全量を低分子ポリリン酸として汚泥中に蓄積していた。すなわち、低分子ポリリン酸

が主にリンの放出、取り込みに機能している画分であることが確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
酢酸で馴致した嫌気好気汚泥と、生物学的リン除去を行っていない標準活性汚泥法で馴

致した汚泥及び亜硝酸酸化型無酸素好気汚泥という人工汚泥の3種の分画を行った(図6.5)。
嫌気好気汚泥とそれ以外の汚泥で最も大きな違いは低分子ポリリン酸の量であった。すな

わち、生物学的リン除去に大きく貢献しているのは低分子ポリリン酸であった。また、金

属性リンの量の違いは馴致期間にあると考えられる。嫌気好気汚泥は馴致 4 週間のもので
あったが、他の 2 試料は 1 年近く運転されたものであった。馴致によって金属性リンが引
き抜き汚泥とともに流出したと考えられる。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 6.5 処理方式による汚泥内リン組成の違い 

図 6.4 嫌気好気条件での汚泥内リン組成の変化 



6.3 活性汚泥試料について 
 
 活性汚泥試料は東京都 23区に存在する処理場の処理系、処理方式、処理日時の異なる 27
試料の採取を行った。同じ処理場内でも、処理系によって流入水が異なる場合又は処理方

式が異なる場合があるのでそれぞれ採取を行った。また、試料採取は 2005年 10月～12月
にかけて行った。 
 試料採取を行った活性汚泥のMLSS、MLVSS、処理水中のリン濃度（試料採取時の上澄
みのリン濃度）、リン含有率を表 6.2にまとめた。リン含有率は全リンからサンプリング時
のリン濃度を引いたものをMLSS又はMLVSSで叙して百分率換算して求めた。 

MLSS 及び MLVSS は、流入負荷量、処理方式の違いや要請されている放流基準の違い
によって処理場ごとに大きく異なっている。また、生物学的リン除去が行われている処理

場ではリン含有率が高く、上澄み中のリン濃度は低い。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

表 6.2 活性汚泥試料のリンに関する基本的な測定値 

MLSS MLVSS 上澄み
(mgP/L) (mgP/L) (mgP/L) (%)(SSベース） (%)(VSSベース）

SU/AO 1968 1540 0.00 2.6 3.4
SU/CAS 2392 1788 0.01 2.8 3.7
MK/AO 877 695 0.00 2.7 3.4
MK/A2O 1242 995 0.00 2.7 3.4
MK/CAS 1175 975 0.01 2.8 3.3
S3/CAS 1000 810 1.07 2.7 3.3
S6/CAS 1288 1012 0.53 3.4 4.4
MS/東系AO 982 768 0.01 4.0 5.1
MS/東系CAS 886 708 2.70 3.5 4.3
MS/西系CAS 834 694 1.37 1.5 1.7
NG/AO 1536 1232 0.00 2.4 3.0
NG/A2O 1462 1172 0.00 2.4 3.0
NG/CAS 1766 1428 0.00 2.0 2.5
MY/AO 1056 892 1.28 1.9 2.3
MY/CAS 862 736 1.50 1.7 2.0
A/A2O 1562 1192 0.01 2.8 3.7
K/東系AO 1497 1129 0.00 4.0 5.3
K/西系AO 1346 1010 0.00 3.4 4.5
K/西系CAS 1304 1004 0.00 3.4 4.4
K/西系CAS(雨) 900 650 0.97 2.6 3.7
KS/AO 1140 898 7.54 3.2 4.0
KS/CAS 1416 1096 1.62 3.6 4.7
O/CAS 1238 1040 1.48 1.5 1.8
N/AO 1081 882 0.06 2.2 2.7
SG/北系CAS 1281 1034 0.12 2.7 3.3
SG/南系CAS 1010 843 1.31 1.8 2.2
U/A2O 1366 1078 0.00 2.8 3.5

処理場名
リン含有率



処理方式ごとにリン含有率の大きさの順に並べなした。AO 法又は A2O 法による処理を
行っている試料と標準活性汚泥法による処理を行っているものをそれぞれ図 6.6に示した。 

AO法又は A2O法を行っている試料では KS/AOとMY/AOの試料を除いて、上澄み中の
リンはほぼ取り除かれている。KS/AOでは上澄みのリン濃度が 7.54mgP/Lと、試料採取当
日に何らかのトラブルが生じていたことが考えられ、MY/AOでは常時処理がうまくいって
いないということであった。一方、標準活性汚泥法では汚泥のリン含有率の低い SG処理場
南系 CAS、MY処理場 CAS、O処理場 CAS、MS処理場西系では生物学的リン除去を行っ
ておらず、処理水のリン濃度は 1.3～1.5mgP/L であった。標準活性汚泥法を導入している
処理場では好気槽の前段の曝気量を絞って擬似嫌気好気法で運転されている処理場が多い。

また、流入負荷が大きいため好気槽の前段の DO の消費が早く前段に酸素のない状況が生
まれ、意図せず擬似嫌気好気の形で運転されている処理場もある。標準活性汚泥法でリン

含有率が高くなっている試料でも、リンを完全に除去できている試料であるが、リン含有

率が高くても処理水中のリンを完全に取りきれていない試料も多かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 6.6 リン含有率と処理水のリン濃度 

AO/A2O法の試料 

CAS法の試料 



6.4 実処理場活性汚泥のリン組成 
 
 活性汚泥試料中のリンを金属性リン、生体内低分子ポリリン酸、その他の画分に分画し

た(図 6.7)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 6.7 実処理場活性汚泥のリン組成 
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①金属性リンについて 
金属性リンは 2.2mgP/gVSS～14.4mgP/gVSS、汚泥全体のリンの 6～38％を占めていた。
試料ごとに大きなばらつきがあった。SG処理場、K処理場、NG処理場など処理場が同一
で、処理方式のみが異なる試料では金属性リンの濃度がほぼ近い値をとった。一方、同一

処理場でも MS 処理場や S 処理場のように、処理系の異なる試料では大きく異なる値を取
っていた。MS処理場では東系で、S処理場では 6号で汚泥処理工場からの返流水を受け入
れており、それぞれ MS 処理場西系、S 処理場 3 号の金属性リンの濃度に比べて大きい値
をとっていた。そのため、金属性リンの量はそれぞれの処理場の流入水に依存すると考え

られた。 
金属性リンの量はリン酸が結合する Caや Fe、Alなどの無機物の量に依存している。流
入水中のこれらの量が増加すると金属性リンも増加するはずである。そこで、無機物の量

を推定する代表値として、MLVSS/MLSS（以下 VSS 値とする）を用いた。MLSS は浮遊
物質量を、MLVSSは有機性の浮遊物質量を表す指標であるため、VSS値は無機物の量が増
加すると小さい値を取る。金属性リンと VSS値の相関を取ったところ、図 6.5のようにな
った。VSS値の増加とともに金属性リンの減少があるという傾向があった。 
近似曲線は(金属性リン)＝(VSS値)×-0.49+44.13、決定係数 0.31となった。同様の研究
を行っている味埜(1982)の推定値（Y=88.63-1.06x(x≦80) y=4.21(x≧80)）を同じ図上で
比べると、近い値を得られていた。ただ、本研究では VSS値にかかわらず、全体で近似曲
線を引いた方が相関は良かった。金属性リンは特異的な値を取る試料もあるため、完全に

推定が可能ではないが、常時がモニタリング行われているMLSS及びMLVSSによって汚
泥のリンの中の金属性リンをある程度は推定できることが分かった。 
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図 6.8 金属性リンの VSS値による推定 



②生体内リン 
 生体内低分子ポリリン酸は 3.0mgP/gVSS から 29.8mgP/gVSS、汚泥全体のリンの 13～
58％を占めていた。他の画分と比べると最も大きなバラツキがあった。低分子ポリリン酸
は生物学的リン除去に最も寄与している画分であるので、このばらつきは生物学的リン除

去の効率性に依存している。処理のうまくいっていない KS処理場 AO・MY処理場 AOを
除く AO・A2O法の 11試料で比較しても、7.4mgP/gVSS～29.8mgP/gVSSと非常に大きく
ばらついていた。すなわち、生物学的リン除去を担うポリリン酸蓄積細菌は処理場ごとの

特徴に相当した量で存在していることが示唆される。 
 また、低分子ポリリン酸を生体内リン（低分子ポリリン酸と残渣画分の和）と比較して

みると、図 6.6のようになった。味埜によると生体内リンが 20mgP/gVSS以下の領域では
低分子ポリリン酸量はほとんど変化しないとしている。また、生体内リンが 20mgP/gVSS
～30mgP/gVSS は高分子ポリリン酸を含めたポリリン酸の増加によるものとしており、
30mgP/gVSS を超える領域では低分子ポリリン酸の増加のみであるとしている。本研究に
おいても同様の結果が得られている。生体内リンが 20mgP/gVSS以上の領域では、20～30
でばらつきがあるものの、決定係数 0.81と相関が高かった。すなわち、生体内リン量の増
加分はそのほとんどが低分子ポリリン酸によるものであった。 
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図 6.9 生体内リンと低分子ポリリン酸の関係 



6.5  Candidatus ‘Accumulibacter phosphates’及び Actino1011陽性細菌の処
理場ごとの分布 
 
6.5.1  Candidatus ‘Accumulibacter phosphates’及び Actino1011陽性細菌の定量結果 
 
 FISH 法により Candidatus ‘Accumulibacter phosphates’（PAOmix 陽性細菌）と
Actino1011陽性細菌の真正細菌（EUB mix陽性細菌）に対する割合を面積定量によって求
めた。図 6.7に示す。実処理場において、Accumulibacter は 0.5%～11.6%、平均 5.3％存
在した。MY処理場 CAS、MS処理場西系 CAS、SG処理場南系 CAS、O処理場 CASとい
った汚泥のリン含有率や処理水のリン濃度から見て生物学的リン除去を行っていないと考

えられる試料においても 0.5～1.6％と小さい割合ではあるが、Accumulibacterは存在して
いた。また、K処理場東系 AOや K処理場西系 CAS、SU処理場 AOでは 10％を超えてい
た。Actino1011陽性細菌は 0.2～8.2%、平均 2.7％存在していた。Accumulibacterと同様、
Actino1011陽性細菌はみやぎ CASで 2.6%、落合 CASで 2.9%存在するなど生物学的リン
除去が行われていないと考えられる試料においても存在していた。また、MK処理場 CAS・
A2O、MS処理場東系 AO・CAS、SU処理場 AOで 5％を超えていた。 
試料採取時の上澄みのリン濃度が 0.1mgP/L の生物学的リン除去がうまくいっている 15
試料に限ると、Accumulibacterは 3.1～11.6％、平均 6.8％存在しており、生物学的リン除
去がうまくいっている試料では全ての平均値 5.3％よりも多く存在していた。一方、同様に
生物学的リン除去がうまくいっている 15 試料に限っても、Actino1011 陽性細菌は 0.5～
8.2％、平均 3.1％と試料全体での平均 2.7%とそれほど変わらなかった。すなわち、
Actino1011 陽性細菌は生物学的リン除去を行っていない標準活性汚泥法においても多く存
在していることが分かった。 
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6.5.2  Candidatus ‘Accumulibacter phosphates’と Actino1011陽性細菌の競合関係 
 
 横軸に Accumulibacterの割合、縦軸に Actino1011陽性細菌の割合をとったところ競合
関係や共生関係は見出されなかった。競合が発生するとすれば、リン摂取の段階での競合

であるが、Accumulibacter、Actino1011陽性細菌には競合関係は見られず、それぞれの存
在にほとんど関係していないと考えられる。Kong et al.(2005)も提案している通り、これら
の微生物群の存在量は基質の利用特性が重要な要素となっている可能性が高い。

Accumulibacterは短鎖脂肪酸(Kong et al.(2004))を、Actino1011陽性細菌はアミノ酸など
(Kong et al.(2005))を有機物源とすることが知られている。例えば、次のようなケースが考
えられる。流入下水が、家庭下水が主な場合は Accumulibacterに有利に働き、工場排水を
多く含む下水は高い濃度のたんぱく質を含んでいることがあるのでその場合は Actino1011
陽性細菌に有利に働くという可能性がある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
6.5.3  クラスター分析 
 

Accumulibacter と Actino1011 陽性細菌の分布が処理場ごとにどのようになっているか
を階層クラスター解析によって示した(図 6.12)。クラスター分析とは特定の計算手順によっ
て、多くのサンプルについて“似ているもの”を集めて分類する手法のことである。分析

には SPSS Base 13.0Jというソフトを用いて、クラスター間の距離は平方ユークリッド距
離、クラスターの凝集法にはウォード法により階層クラスター分析を行った。 
距離を 2で切ったところクラスターは 7つに分かれた。その 7つのクラスターについて
記述する。クラスター1 は Accumulibacter も Actino1011 陽性細菌も全細菌に対して 1％
以下と、ほとんど存在していないクラスターでリン除去もほとんど行われていない。クラ

スター2 もクラスター1 と同様にリン除去が行われていない試料であるが、Actino1011 陽
性細菌が 2～3％と Accumulibacterに比べて多く存在していた。クラスター1とクラスター
2はAO法だが生物学的リン除去がうまくいっていないMY処理場AOと生物学的リン除去
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図 6.11 Accumulibacter・Actino1011陽性細菌の関係 



を意図していない標準活性汚泥法の試料のクラスターとなった。クラスター3 は
Accumulibacterが 3～6％程度で、Actino1011陽性細菌が 2％以下という Accumulibacter
によってリン除去が達成されている試料であった。しかし、クラスター3に属する試料の生
物学的リン含有率はクラスター4～7 に比べると低い値であった。クラスター4 は
Accumulibacterが多く存在し、Actio1011陽性細菌が少ない K処理場の 3つの試料と SU
処理場AOであった。K処理場の3つの試料ではAccumulibacterは9％～11％存在するが、
Actino1011陽性細菌は 1％程度しか存在しないという試料であった。また、SU処理場 AO
では Accumulibacter は 10％、Actino1011 陽性細菌は 3％程度であった。クラスター5 で
は、Accumulibacter及び Actino1011陽性細菌がともに 5％以上存在している試料である。
クラスター6はNG処理場AO及びA2OのみのクラスターでAccumulibacterが 6％程度、
Actino1011陽性細菌が 3％程度存在していた。クラスター7はMK処理場の 3試料 S処理
場 6号 CASの試料で、Actino1011陽性細菌が Accumulibacterと同じかそれ以上存在して
いる試料であった。 
標準活性汚泥法と擬似嫌気好気法、AO 法、A2O 法の間では生物学的リン除去が行われ
ているかどうかで存在量に違いはあったものの、生物学的リン除去が行われている汚泥間

では処理方式の違いはほとんどなかった。クラスター間の違いで最も大きい要素は流入水

による群集構造の違いが考えられた。クラスター3～7 に属した生物学的リン除去を行って
いる試料で、同一の処理場で処理方式の異なる試料は MK・K・NG・S・KS・MS の 7処
理場の試料があるが、処理場が同じにもかかわらずクラスターが異なったのは NG 処理場
と S 処理場と SU 処理場のみで、それ以外の 4 処理場の試料では同じクラスターに存在し
ていた。NG処理場は AOと A2Oは同じクラスターに属し、NG処理場 CASが異なるクラ
スターに属していた。NG処理場 CAS では擬似嫌気好気法を行っていないが、NG 処理場
AOの返送汚泥を数％送り込むということを行っている。すなわち、この群集構造の違いは
生物学的リン除去を行っているかの違いであった。S 処理場、SU処理場では、2試料ずつ
測定した結果が、異なるクラスターに属していたが、両処理場試料ともに試料間で、流入

水が異なっていた。砂町では 3号には家庭下水のみであるが、6号の試料では家庭下水に加
えて汚泥処理工場からの返流水を受け入れているため流入水の負荷が高い。また SU処理場
においては、採取したときの試料は SU処理場 CASでは他の処理場の工事に伴って、流入
水を受け入れていたため、負荷が非常に高い汚泥となっていた。そのため、生物学的リン

除去を行っている汚泥において、Accumulibacter と Actino1011 陽性細菌の存在は流入水
による影響が大きいと考えられる。また、クラスター4 とクラスター5･6･7 の違いは、
Actino1011陽性細菌の存在量である。クラスター4はほとんどが Accumulibacterのみの汚
泥であるのに対して、クラスター5･6･7は Accumulibacterと Actino1011陽性細菌がとも
にある程度存在していた。 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

クラスター1 

クラスター2 

クラスター3 

クラスター4 

クラスター5 

クラスター6 

クラスター7 

図 6.12 クラスター解析の結果 



6.6 ポリリン酸蓄積細菌の存在とリン含有率の相関関係 
 
 下水中のリンを取り除くためには汚泥中にリンを蓄積する必要がある。一般的な微生物

は乾燥菌体重量あたり 2％であるが、それに比べて高濃度にリンを蓄積することのできるポ
リリン酸蓄積細菌が多く存在していれば、リン含有率は高くなるはずで、そこには相関関

係があることが予想される。そこで、本研究で行った様々なリン含有率の指標と

Accumulibacter及び Actino1011陽性細菌の割合の比較を行った。 
 リン含有率の指標には、T-P/MLVSS、生体内低分子ポリリン酸、及び生物学的リン含有
率（＝T-P－金属性リン－上澄みのリン酸）の 3つの指標を用いた。 
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図 6.13 リン含有率とポリリン酸蓄積細菌の相関 



T-P/MLVSSとPAOmix/EUBmixの相関はR2=0.49と、宇田ら(2005)やWong et al.(2005)
に比べると良い相関が得られた。また、PAOmix/EUBmix と低分子ポリリン酸及び生物学
的リン含有率でも相関を取ったところ、低分子ポリリン酸では R2=0.52 とあまり変化は無
かったが、生物学的リン含有率では R2=0.62と T-P/MLVSSに比べて決定係数が 0.1以上も
上昇した。リン含有率は低分子ポリリン酸のみではなく、残渣に含まれる高分子ポリリン

酸の影響もあるため、両方を指標に入れた生物学的リン含有率の方が相関は良くなったと

考えられる。Actino1011陽性細菌は生物学的リン含有率との相関は R2=0.11と非常に相関
は低かった。 

Accumulibacter と Actino1011 陽性細菌の真正細菌の割合を単純に足し合わせて生物学
的リン含有率との相関を取り直したところ、図 6.14 のようになった。2 種の存在割合によ
る相関関係は PAOmixの割合との相関と変わらず R2＝0.62であったので、2種の存在によ
っても相関は高かった。しかし、汚泥が含有するリンの量をポリリン酸蓄積細菌の存在量

によって説明するということはこの 2種のみでは完全にはできなかった。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 6.14 リン含有率とポリリン酸蓄積細菌の相関 



6.7 第 6章のまとめ 
  
解析を行った 27試料中の汚泥のリン含有率は VSSベースで、1.7％～5.1％で、生物学的
リン除去がうまくいっている汚泥では上澄み中のリン酸濃度は 0.1mgP/L 以下となってい
た。金属性リンは 2.2mgP/gVSS～14.4mgPgVSS、汚泥全体のリンの 6～38％を占めてい
た。また、生体内低分子ポリリン酸は 3.0mgP/gVSSから 29.8mgP/gVSS、汚泥全体のリン
の 13～58％を占めていた。 

Candidatus ‘Accumulibacter phosphates’（PAOmix陽性細菌）と Actino1011陽性細菌
の真正細菌（EUB mix陽性細菌）に対する割合をそれぞれ定量したところ、Accumulibacter
は 0.5%～11.6%、平均 5.3％存在し、Actino1011陽性細菌は 0.15～8.2%、平均 2.7％存在
していた。Accumulibacter と Actino1011 陽性細菌の存在量には、生物学的リン除去を行
っている汚泥に限れば処理方式による違いは見られず、処理場や処理系の違いによるもの

が大きかった。また、2種の微生物間で競合関係や共生関係は見られなかった。この微生物
群の存在量は流入水中に存在する基質の利用性が重要な要素となっている可能性が高い。 
 Accumulibacter の存在量と生物学的リン含有率の相関を取ったところ、R2=0.62と汚泥
全体のリン含有率と相関をとった場合に比べ 0.1以上決定係数が上昇した。汚泥全体のリン
含有率から金属性リンを除いて求める生物学的リン含有率という微生物による汚泥のリン

含有能力を示す指標を提案できた。Accumulibacter と Actino1011 陽性細菌の真正細菌の
割合を単純に足し合わせて生物学的リン含有率との相関を取ったところ、Accumulibacter
の存在割合との相関と変わらず R2＝0.62であったが、2種の存在によっても相関は高かっ
た。しかし、汚泥のリン含有率はこの 2 種のみでは説明がつかず、その他のポリリン酸蓄
積細菌の寄与が考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



第 7章 総括 
 
 
7.1 まとめ 
 
本研究では、実処理場に存在するポリリン酸蓄積細菌の群集構造を明らかにするために、

FISH法を中心とする分子生物学的手法を用いて微生物解析を行った。ポリリン酸蓄積細菌
のリン蓄積という代謝が活性汚泥全体のリン除去能力の指標であるリン含有率に寄与して

いることを示すことを目的とした。 
第 4章では、高濃度 DAPIと FISHの二重染色法によって、実処理場試料のポリリン酸
蓄積細菌の群集解析を行った。実処理場試料 6 試料を解析したところ、Proteobacteriaβ、
Proteobacteriaγ、Actinobacteriaに属する細菌のみがリンを蓄積していたので、種構成は
グループレベルで見ると似通っていた。しかし、その存在割合は処理場ごとにばらつきが

あることが分かった。また、ポリリン酸蓄積細菌のうち、Accumulibacterは 21％～57％、
Actino1011陽性細菌は 16％～56％を占め、2種の合計は 45％～78％に達した。そのため、
実処理場において非常に重要な役割を果たしているポリリン酸蓄積細菌であった。しかし、

この 2 種以外にもポリリン酸蓄積細菌が存在することは明らかとなった。Proteobacteria
β及び Actinobacteriaに属する細菌では、Accumulibacterと Actino1011陽性細菌以外で
球菌、long-rodな形態を持つ細菌などが捉えられた。また、Proteobacteriaγに属する球菌
では G バクテリアに類似した形状を持つポリリン酸蓄積細菌が存在していた。このように
ポリリン酸蓄積細菌は多様であり、まだ系統学的に同定されていないポリリン酸蓄積細菌

も存在していることが分かった。新規のポリリン酸蓄積細菌を含めて高濃度 DAPI によっ
て染色されるポリリン酸蓄積細菌の群集構造の全体像を大まかに捉えることができた。 

次に、第 4 章でグループレベルの FISH 法によって観察されたポリリン酸蓄積細菌のう
ち、第 5 章では、2 種について系統学的な同定することができた。まず１種目は
Proteobacteriaγに属する G バクテリアに類似した形態を持つ細菌で、今まで知られてい
た種とは系統学的に離れた位置にある種であった。ポリリン酸蓄積細菌の群集像に新しい

知見を加えることができた。2種目は、Actinobacteriaに属する Nocardiodesに近縁な球菌
である。この細菌はグラム陽性でリゾチウム処理を必要とするため、通常の固定を行った

FISHでは検出されない種である。グルタミン酸による馴致によって、優占化していた種で
あるため、実処理場などでも寄与が大きい可能性は高い。また、リアクターの運転状況か

ら、嫌気条件下でポリリン酸を吐き出して PHAを蓄積し、好気条件下でポリリン酸合成を
行う狭義の PAOには属さないポリリン酸蓄積細菌である可能性が高い。 
また、これらの研究を通じて、新しいポリリン酸蓄積細菌の系統学的な同定手法を提案

できた。まず、既存の捉える範囲の大きいプローブによって大まかに FISH によって系統



学的な位置を探し、そのプローブの配列又は確認できた系統学的なグループを特異的に捉

えるプライマーによる PCR-クローニングによりグループ特異的な配列のみを得る方法で
ある。この方法はスクリーニング手法として有効であるのに加えて、遺伝子解析を行う前

に FISH によって固定法や形態、どの程度の割合を占めているかなどの情報を知った上で
実験を進めることでその後の操作が行いやすい。この手法は他の群集解析にも応用が可能

であると考えられる。 
微生物群集が明らかとなっても、実処理場でそれらが実際にリン除去を担っているのか

ということが重要である。第 6 章では実処理場 27 試料を用いて、Accumulibacter、
Actino1011 陽性細菌の存在が実際に汚泥のリン除去能の指標となるリン含有率の解析を行
った。真正細菌のうちで、Accumulibacterは 0.5%～11.6%、平均 5.3％存在し、Actino1011
陽性細菌は 0.15～8.2%、平均 2.7％存在していた。また、汚泥のリン除去活性を示す指標
として、生物学的リン含有率という指標を提案した。汚泥中に含まれるリンには、金属性

リンの影響の大きい試料も含まれるため、この金属性リンの影響を取り除いた生物が行っ

ているリン含有率のみを正確に測定する新しい指標である。Accumulibacterの存在量と生
物学的リン含有率の相関を取ったところ、R2=0.62と汚泥全体のリン含有率と相関をとった
場合に比べ 0.1 以上決定係数が上昇した。Accumulibacter と Actino1011 陽性細菌の真正
細菌の割合を単純に足し合わせて生物学的リン含有率との相関を取ったところ、R2＝0.62
であり相関が高かった。そのため、Accumulibacter や Actino1011 陽性細菌の存在が、実
際に汚泥のリン含有率の増加に寄与しているということを証明できたしかし、汚泥の生物

学的リン含有率はこの 2種のみでは説明がつかないということも同時に明らかとなった。 
本研究の成果によって、実処理場に存在するポリリン酸蓄積細菌の微生物群集像に近づ

くことができたと考えている。 
 

 
7.2 今後の展望 
 
 本研究により実処理場に存在するポリリン酸蓄積細菌の全体像が大まかに明らかになっ

た。実処理場において、Accumulibacter や Actino1011 陽性細菌が主要なポリリン酸蓄積
細菌であることは分かった。しかし、まだ同定ができていないポリリン酸蓄積細菌の寄与

も大きいことも明らかになった。本研究によって 2種系統学的に同定することができたが、
それらは顕微鏡に観察されたポリリン酸蓄積細菌の一部に過ぎない。今後、これらの実処

理場に存在するポリリン酸蓄積細菌が全て明らかとなって、処理場ごとにどのような微生

物群集を構築しているのかを解析する必要である。これらをふまえて、実処理場の生物学

的リン除去プロセスの微生物群集像の解明、さらにメカニズムの完全な理解のための今後

の展望を以下に述べる。 
 生物学的リン除去プロセスのメカニズムの解明のためには、誰がどのような代謝を行っ



てそこに生存しているのか、微生物同士の共生・競合などの相互関係はどのようになって

いるのかを明らかにする必要がある。本研究は「誰がリン除去を行っているか」というと

ころに焦点をあてて研究を行ってきたが、まだ実処理場でリン除去を担っている微生物の

全てが明らかとなった訳ではない。この「誰が」という部分を明らかにする研究は今後も

重要な課題の 1 つとなる。次に、この「誰が」ということが明らかになれば、この微生物
がどのような代謝を行っているのかということを明らかにする必要がある。近年、

MAR-FISHによって、Accumulibacterや Actino1011陽性細菌の基質特性などは明らかと
された(Kong et al.(2004)、(Kong et al.(2005))。しかし、どのような生理学的特徴や機能を
持っていて、どのような環境に強いのかということを本当に明らかとするためには、主要

なポリリン酸蓄積細菌であるAccumulibacterの単離が重要な課題であることは間違いない。 
本研究で用いた FISH 法が改良され、高感度 FISH と呼ばれる方法が開発されている。
通常の FISH は蛍光を得るためには細胞の中に多く存在する rRNA を標的として行う必要
があったが、高感度 FISHはプラスミド、tmRNA、mRNAの検出などにも用いられている
(Zwirglmaier et al.(2005)。Pernthaler et al.(2004)は rRNAとmRNAの同時染色に成功し
ている。この方法により単離されていない Accumulibacterなどのポリリン酸蓄積細菌がど
のような機能遺伝子を持っていてどのような代謝を行っているのかを明らかにすることが

可能かもしれない。また、個々の種と代謝を結びつけるという点では、SIP(Stable Isotope 
Probing)法も有効である。SIP法ではでは基質を摂取した細菌の系統額的位置も同定するこ
とが可能であるので誰が基質を食べたのかを明らかにすることができる(Radajewski et 
al.(2000) Manefield et al.(2002))。このような分子生物学的手法のさらなる技術革新が生物
学的リン除去プロセスのメカニズムの解明に役立つはずである。 
 また、本研究ではポリリン酸蓄積細菌のみを対象としてきたが、これらの群集構造・代

謝を明らかにするのと同時に、競合細菌であるグリコーゲン蓄積細菌などその他の細菌の

群集構造を把握することにより、生物学的リン除去プロセスの微生物群集像の全体像が明

らかとなる。 
これらの知見を集約して、包括的な微生物群集構造の理解が進むことによって、生物学

的リン除去プロセスのメカニズムの解明、さらには安定的・効率的な生物学的リン除去プ

ロセスの構築を可能とする。 
 
 
 
 
 
 
 
 



第 8章（補章） 実処理場活性汚泥中に存在する 

Bacillus属細菌の同定 
 
 
8.1 概要 
 
 活性汚泥処理プロセスの安定化は最も重要な課題の 1 つである。Bacillus 属細菌は多く
の酵素活性を有しているため、活性汚泥法に適用した場合、より多くの分解及び臭気の抑

制効果が期待される。青木は活性汚泥処理プロセスの安定化や臭気対策に Bacillus 属細菌
を利用した処理プロセスを提案している。また、村上ら(1995)はシリカを主成分とし、マグ
ネシウムなどのミネラル溶液を添加することで、Bacillus属細菌を人為的に増殖、優占化さ
せる活性汚泥プロセスを開発した。そして Choi et al.(2002)は実際に家畜廃水処理に
Bacillus属細菌を利用して、有機物除去に加えて窒素・リン除去といった高度処理も行われ
たと報告している。 
本研究で対象とした千葉県の津田沼処理場では、実規模プラント、実下水を用いて

Bacillus属細菌を利用した廃水処理の試みを行っている。津田沼処理場によると活性汚泥中
に活性剤として黒曜石及びマグネシウムを添加したところ活性汚泥中のバチルスが増殖し、

実際にリン除去・窒素除去の安定化及び臭気の抑制化がなされている。 
そこで、津田沼処理場活性汚泥の微生物叢に着目し、培養法及び分子生物学的手法によ

って Bacillus属細菌を含めた微生物群集解析を行った。 
 
 

8.2 実験方法 
 
8.2.1 培養法による Bacillus属細菌の同定 
 

1％でんぷん入りの標準寒天培地によって、一般細菌の培養及び Bacillus属細菌の培養を
行った。Bacillus属細菌は培地中のでんぷんを分解するため、コロニーの周りが白く溶解さ
れる(実験農芸化学)。この方法はバチルスの存在を示す最も簡易的な手法で、津田沼処理場
におけるバチルスの存在の根拠ともなっている方法である。単離は活性を高めた状態で行

う必要があるため、第 4章でバッチ試験を行った試料を用いた。1％のでんぷんを入れた標
準寒天培地をオートクレーブにかけて滅菌後、希釈倍率をふって混しゃく法で培地にまい

て、37℃で 18時間培養後、一般細菌及び Bacillus属細菌の計数を行った。 
 



8.2.2 分子生物学的手法を用いた Bacillus属細菌の同定 
 
系１(活性剤あり)と系２（活性剤なし）の返送汚泥をそれぞれ採取し、活性剤の有無によ
る群集構造を比較の及び Bacillus属細菌の同定を行うため、DGGE法及びクローニング法
を用いて比較を行った。また、単離された Bacillus 属細菌の活性汚泥中における同定及び
定量を行うために特異的なプローブによって FISH法を行った。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
8.3 実験結果 
 
8.3.1 単離の結果 
 

1％でんぷん入りの標準寒天培地を用いて培養を行ったところ、澱粉培地に出現したコロ
ニー数は 6.3×105cfu／ml あり、内 Bacillus 属細菌数（澱粉分解能を示した菌数）は 2.5
×104 cfu／mlであった(図 8.2)。培養法に基づくと、一般細菌のうちBacillus属細菌は 4.0％
であった。単離された Bacillus属細菌を倍率 1000倍で顕微鏡観察を行ったところ、図 8.3
のような桿菌が単離されていた。 

 
8.3.2 DGGE法による群集解析結果 
 
 DGGE法によって、系 1（活性剤あり）と系 2（活性剤なし）の群集構造の全体像を比較
したところ、図 8.4のように微生物群集構造にはほとんど違いがなかった。活性剤は全体の

津田沼処理場活性汚泥 

培養法による Bacillus属細菌の同定 

単離株の塩基配列決定 

分子生物学的手法による群集解析 

DGGE法 クローニング法 

FISH法による単離株されたバチルスの定量評価 

図 8.1 津田沼処理場汚泥の群集解析の流れ 



群集構造自体に影響を与えているというよりは、特定の菌種、すなわち Bacillus 属細菌の
増殖にのみ影響を与えている可能性が示唆された。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
8.3.3 クローニング法による結果 
 
 系 1（活性剤あり）と系 2（活性剤なし）についてクローニングを行い、48クローンずつ
拾い、T7－SP6 プライマーによって PCR 増幅し、357f プライマーを用いて片側のみ塩基
配列を読んだ。クローンライブラリーを作成したところ図 8.5のようになった。他のグルー
プに比べて CFBグループが多く出た。これは Crocetti et al.(2000)や Liu et al.(2001)でも
同様のことが報告されており、クローニング法で CFBに近縁なクローンが高い頻度で起こ
るのは DNA 抽出と PCR のバイアスのためであると推測されている(Wintzingerode et 
al.(1997)。 

図 8.3 単離されたBacillus属細菌 

図 8.2 単離の結果 
（   ：Bacillus属細菌） 

図 8.4  系 1と系 2のDGGEバンドの比較 

系 1 系 2 系 1 系 2 

25サイクル 35サイクル 



クローニングの結果、Bacillus属細菌は検出されなかった。Bacillus属細菌はグラム陽性
細菌であるため、細胞壁が固く核酸が抽出されなかったという可能性はあるが、48 クロー
ンの中では検出されなかった。48 クローンでは全体のコミュニティを反映できていないと
考えられるが、少なくとも 48クローンで出なかったので、Bacillus属細菌はクローニング
法で見る限り、全体の 2％にも満たないということが分かった。 
 
系１ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
系 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 8.5 系 1と系 2のクローンライブラリー 
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8.3.4 単離株の塩基配列の解読 
 
 8.3.1で寒天培地上に現れた白いコロニーを 22株採取した。2回画線を行って、コロニー
が 1 つになったのを確認した。同じ種類の株が分離されている可能性があるので、DGGE
法によりスクリーニングを行った。DGGE法は 357ｆGC －518rプライマーを用いて PCR
を行った増幅産物を用いて行った。 
泳動の結果、図 8.6のように 22株ともバンドが 1本にはならなかったが、同じバンドパ
ターンとなった。そのため、分離された 22株は同じ種である可能性が高い。 
 
 
 
    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
そこで、単離株 3と単離株 13の塩基配列を 534rプライマーによって片側の解読を試み
たところ、Bacillus subtilis  complete genome(Z99104 AL009126)に 99％又は 100％一致
していた。そのため、培地上に生えた Bacillus属細菌は Bacillus subtilisであることが分
かった。 
 
8.3.5 FISH法による検出 
 
 クローニング法から Bacillus 属細菌は検出されなかったが、培養法により Bacillus 
subtilis が検出された。そこで、FISH 法により活性汚泥中での同定を試みた。Bacillus 
subtilisを標的とするプローブはマイクロアレイによるものが Liu et al.(2005)によってい
くつか設計されている。そのうち、本研究で読んだ 500bp 程度の配列にも相補的な関係を
持つプローブを 1つ選んだ(表 1)。このプローブを活性汚泥に FISHプローブとして用いる

図 8.6 単離株の DGGE法によるスクリーニング 

系 1 系 2 
単離株 

1    2    3    4   5/6   7/8  9/10 11/12 13/14 15/16 17/18 19/20 21/22  



際の、固定の条件、ハイブリダイゼーション条件を検討した。Bacillus subtilisはグラム陽
性細菌であるため、固定はエタノール固定を行ったところ EUBmixプローブによって蛍光
を得られたのでプローブの浸透には問題はなく、リゾチウム処理などの必要はなかった。

ハイブリダイゼーション条件の検討にはポジティブコントロールとして単離した Bacillus 
subtilis、ネガティブコントロールとして一塩基違いの Bacillus valtimortilisを用いた。ホ
ルムアルデヒド濃度を 5％、10％、20％、30％、40％で行ったところ、表 2のように 5％、
10％のみでしか蛍光を得られなかった(図 8.7)。ただ、ホルムアルデヒド濃度を 5％として
も、蛍光は弱かった。しかし、ネガティブコントロールは 5％でも蛍光を発しなかったため、
検出は可能であると判断して、活性汚泥に適用した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 B.subtislis175プローブをホルムアミド濃度 5％で、習志野処理場活性汚泥系１に適用し
た(図 8.8)。Bacullus subtilis の存在は確認することができたが、FISH 法によって定量で
きるほどは存在していなかった。 

Probe sequence(5'-3') position reference
B.subtilis175 GGTTCAAACAACCATCCG 175 Liu et al.(2005)

表 1  Bacillus subtilisを標的とするプローブの塩基配列 

5% 10% 20% 30% 40%
positive control (B.subtilis) ＋ + － － －
negative control (B.valtimortilis) － － － － －

表 2  B.subtilis175プローブの条件検討 

ホルムアミド濃度 

図 8.7 B.subtilis174プローブの純菌への適用 

B.subtilis（位相差図） Cy3（ホルムアミド濃度 5％） 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
8.4 第 8章のまとめ 
 
 培養法及びクローニング法により、津田沼処理場の Bacillus 属細菌を利用した活性汚泥
プロセスにおける Bacillus属細菌の同定及び群集解析を行った。クローニング法で 48クロ
ーン中には Bacillus属細菌は含まれなかったが、培養法により Bacillus subtilisが同定さ
れた。同定された Bacillus subtilisに特異的な FISHプローブを設計したところ、FISH法
によってその存在は確認された。しかし、その存在割合はそれほど高くなく、FISH法では
困難であった。Bacillus属細菌は存在量が少なくても、その酵素活性で非常に有用な細菌の
可能性はある。今後、定量 PCRなどのより感度の高い定量法によって評価していく必要が
ある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

位相差図 B.subtilis174(cy3) 

図 8.8 B.subtilis174プローブの汚泥への適用 
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