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1. 	
 はじめに	
 
	
 下水処理で発生する余剰汚泥量の抑制は，汚泥処分地の確

保が困難となっている現在，重要な課題であると言える．本

研究室で開発している，Down-flow Hanging Sponge（DHS）

リアクターは，曝気を必要としない低コスト型処理システム

であるが，汚泥発生量が少ないという特徴もある．DHS リ

アクターはスポンジ担体を用いた散水ろ床型の処理技術で

ある．特徴として，汚泥を高濃度に保持できることから，F/M

比を低く維持し，余剰汚泥発生量を抑えることが可能である
1）．この DHSリアクターにおける汚泥減容化メカニズムは，

正確には解明されておらず，原生動物や後生動物による捕食

作用が重要な要因であると推定されている．そのため，DHS	
 

リアクターにおける原生動物や後生動物などの真核生物の

優占種や生物叢の情報を把握することは，汚泥減容化メカニ

ズム解明に向けて重要な知見と成り得ると考えられる． 

	
 そこで本研究では，DHS リアクターにおける水質と真核

生物叢の流下長や運転期間における変化を把握した．また， 

DHS リアクター内に優占して出現する真核生物種の遺伝子

情報を把握するために，18S rRNA遺伝子を対象としたシー

クエンス解析を行った． 

 

2. 実験方法	
 
2.1. 	
 水質プロファイルと保持汚泥の真核生物叢解析	
 
	
 実験に用いた DHSリアクターの概要を図 1に示す．DHS

リアクターの流入水には嫌気性処理後の下水を用いた．DHS

の流入水はリアクター上部より散水され，流入水が重力によ

って下降する間に，スポンジ担体に保持された汚泥により処

理された後，リアクター下部より処理水として排出される． 

	
 流入水温が 15℃（春），22℃（夏）の時期に，リアクター

の各流下長での水質測定および汚泥の顕微鏡観察による真

核生物叢解析を行った．水質測定に供したサンプルは，各

BOXへと供給される流下水とした．また，汚泥サンプルは，

各 BOXのスポンジ担体を圧搾した汚泥とした．真核生物種

の存在割合は，スライドガラス上に汚泥サンプルを 20μL滴

下した後，光学顕微鏡（倍率 200〜400 倍）を用いて真核生

物種の同定および数の計測を行うことで算出した． 

 

2.2. 18S rRNA遺伝子を対象としたシークエンス解析 
	
 スポンジ担体圧搾汚泥からマニュピュレーターを用いて，

真核生物を 1個体ずつ単離した．DNA抽出は，真核生物を

単離した後，凍結融解（−80℃×10分，60℃×1分）を 3回

以上繰り返すことで行った．その後，真核生物に特異的な

Euk A /Medlin Bのプライマー対2)を用いてPCR反応（約1,800 

bp 増幅）を行った後，シークエンス解析に供した（シーク

エンスプライマーはEuk Aを使用し，約 150〜500 bpを解析）． 

 

3. 実験結果および考察	
 
3.1. 水質プロファイル	
 
	
 図 2に DHSリアクターの各流下長における水質分析結果

を示す．DHS リアクターの流下長における水質は流入水温

（季節）によって大きく異なった．水温 15℃の時期では，

CODCr濃度は流入から流出まで 100 mg･L-1以上で高濃度で

あった．NH4
+濃度は流入から流出まで 15 mgN･L-1程度であ

り，硝化がほとんど生じていなかった．一方，水温 22℃の

時期では，CODCr濃度は上段付近で 100 mg･L-1以下まで減少

し，処理水で 13 mg･L-1であった．NH4
+濃度は処理水ではほ

ぼ検出されず，硝化が進行しており，処理水の NO3
-濃度は

26 mgN･L-1であった． 
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 以上のように DHSリアクターは，運転期間と流下長にお

いて，極めて異なる水質環境を示していた． 

 

3.2. 顕微鏡観察による保持汚泥の真核生物叢解析	
 
	
 表 1に顕微鏡観察による真核生物叢解析結果を示す．担体

保持汚泥の真核生物叢も流入水温によって異なっていた．水

温 15℃の時期における原生動物は繊毛虫が 60%以上と最も

優占していた．この繊毛虫には，酸素濃度の低い環境に生息

する Paramecium 属や有機物負荷の高い環境に生息する

Colpidium属が分類される．一方，水温 22℃の時期は，DHS

リアクター上部の汚泥で繊毛虫が 80%程度と優占している

が，流下するに従って，肉質虫の Arcella属やCentropyxis属

といった高い NO3
-濃度を好む真核生物が出現するようにな

った（20%程度）．これらの結果より，酸素濃度の低い環境

には Paramecium 属，有機物負荷が高い環境には Colpidium

属，NO3
-濃度が高い環境には Arcella属やCentropyxis属が優

占するなど，担体汚泥の原生動物の分布傾向は，既往の原生

動物の生息環境の情報と相違がなかった（下水を処理する活

性汚泥中に出現する原生動物種と水質環境との関係に類似）
3）．鞭毛虫は運転期間や流下長によって有意な差がなかった． 

	
 一般に後生動物のほうが原生動物よりも体長が大きく，汚

泥減容効果が高いため，生体数が少なくても重要に成り得る．

水温 15℃の時期の後生動物は，酸素濃度の低い環境を好む

線虫Nematoda門が 10〜15%と流下長に関係なく優占してい

た．その他の種類（ワムシ Rotifer門，貧毛類 Aelosoma属，

Dero 属，ケンミジンコ Nauplius 目）は下段で存在割合が増

加する傾向にあった．これは DHSリアクターの担体におけ

る汚泥令が長いことから，増殖速度の遅い後生動物でもリア

クター下段付近で生息可能となるためだと考えられる．DHS

リアクターの担体内では，このような高次な生態系が構築さ

れているため，汚泥減容化が進行していると考えられた． 

 

3.3.  18S rRNA遺伝子を対象としたシークエンス解析 
	
 原生動物や後生動物は各個体が持つ細胞数が異なるため，

汚泥全体を対象としたクローニング等の解析手法では，細胞

数が少ない種を正確に解析することができない 4)．また生物

処理汚泥に生息する真核生物を単離し，シークエンス解析を

行った報告は現在のところない．そのため，顕微鏡観察結果

から，担体保持汚泥に優占する種をマニュピュレーターで 1

細胞ずつ単離した後，PCRおよびシークエンス解析を行った． 

	
 表 2 に解析対象とした真核生物種とシークエンス結果を

示す．シークエンス解析の結果，今回の真核生物の形態によ

る同定結果と遺伝子情報による同定結果には，あまり相違が

無いことが判明した．また，優占種は既知の真核生物と 95%

以上の遺伝子の相同性を有しており，一般的な種の存在が確

認された．また，形態観察による同定結果よりも種レベルで

の同定が可能であり，より詳細に生物叢を把握することがで

きることが示唆された．しかしながら，一部の種に関しては，

形態観察と遺伝子解析による同定結果が異なっており，18S 

rRNA遺伝子による解析を適用させるために，さらに真核生

物の形態と遺伝子情報をリンクさせていく必要性が伺えた． 

 

4. まとめと今後の予定	
 
	
 DHS リアクターの担体保持汚泥では，運転期間によって

異なる水質環境や真核生物叢が観察された．また，流下方向

で異なる真核生物叢を形成していた．さらに，優占していた

一部の真核生物種は，既知のNCBIのデータバンクに登録さ

れている真核生物種と高い相同性を有していた． 

	
 ただし今回，真核生物のシークエンス解析が成功した種は

優占種の一部であるため，今後は，シークエンス解析を行え

ていない種の解析を行っていく予定である．また，真核生物

叢をより客観的かつ網羅的に解析することが可能な手法を

検討していき，担体における汚泥減容化メカニズム解明のた

めの知見収集を行っていく予定である． 
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