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1．はじめに 

現在、河川の糞便汚染の指標として大腸菌群が用いられているが、環境基準類型が AA や A の河川におい

ても大腸菌群が頻繁に検出されている。そのため、糞便汚染の指標を大腸菌に変更することが検討されている

が、明確な糞便汚染源が存在しないと河川源流域から大腸菌が検出されることがある。さらに、大腸菌群や大

腸菌を測定するのみでは、糞便汚染源の特定やその汚染源からの影響を評価することができない。ヒトをはじ

めとした動物の腸内にはビフィズス菌やバクテロイデスが多く存在している。糞便中の細菌組成は腸内細菌

と同様であるとされているため 1）2）、糞便中にもバクテロイデスは多く存在しており、糞便汚染源解析を行う

際の指標に適していると考えられている。また、バクテロイデスには宿主特異性があるとされているため、河

川などの環境水中における糞便汚染源を、ヒトやブタ、反芻動物、トリなどの宿主別に解析することが可能に

なる。本研究では、バクテロイデス遺伝子マーカーを用いた糞便汚染源解析を行った。しかし、バクテロイデ

ス遺伝子マーカーはヒトやブタ、反芻動物などの生物ごとに適するプライマー及びプローブが異なるとされ

ている。これは遺伝的要因や食習慣、地形的条件などの要因によるものであるとされる 3）4）5）。そのため、バ

クテロイデスの測定に用いられている複数の定量 PCR 系の中で、地域によって適切なものを選別することが

必要である。        

本研究では、糞便汚染源解析におけるバクテロイデス遺伝子マーカーの有効性を検討することを目的とし

て、甲府盆地におけるヒト、ウシ及びブタの糞便汚染源試料をもとに最適なマーカーの検討を行った。後に甲

府盆地の河川水試料を採取し、河川水への適用を試みた。 

 

2．研究方法 

1）試料の採取 

糞便汚染源試料として、下水流入水 9 試料、下水処理水（塩素消毒前の 2 次処理水）11 試料、合併浄化槽

排水 3 試料、ウシ糞便 17 試料、ブタ糞便 1 試料、豚舎排水 2 試料、ブタ飼育施設の近隣河川水 17 試料を採

取した。また、山梨県公共用水域水質測定地点から選抜した 20 地点において河川水を 2 回採取した（計 40

試料）。 
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2）水試料中におけるバクテロイデスの濃縮方法 

河川水 500mL、下水流入水 10mL、下水処理水及び合併浄化槽排水 100mL 各々混合セルロース膜（孔径

0.22μm、直径 47mm、Merck Millipore Ltd を用いてろ過した。その後、膜を回収し、フットボール型撹拌

子と PET 溶液（0.2g/L Na4P2O7・10H2O、0.3g/L C10H13N2O8Na3・3H2O、0.1mL/L Tween80、pH 7.4）

10mL を入れた 50mL 遠沈管に添加し、数 mm 四方以下になるまで破砕した。スポイトを用いて溶液の全量

を回収し、新しい遠沈管へ移した。元の遠沈管に PET 溶液 5mL を加え、同様の操作を繰り返し、全量

15mL を回収した。10 分間遠心（4℃、2000×g）した後、上清を除去し、遠心した遠沈管に PBS（－）200

μL を加え、同様の作業を繰り返して全量 1mL になるまで回収し、濃縮液とした。 

3）糞便試料におけるバクテロイデスの濃縮方法 

 糞便試料を十分に混和した後、新しい 50mL 遠沈管に約 0.3g 取り出した。その 50mL 遠沈管に PBS

（－）を糞便試料に対し 1%となるように加え、溶液が均一になるまで約 5 分間撹拌した。2mL チューブに

撹拌した溶液を 1mL 加え、4℃、2000×g の条件下で 10 分遠心し、細菌を沈渣に分離した。上清を除去し

た後、チューブに PBS（－）を全量 1mL となるように加えた。 

4）リアルタイム PCR によるバクテロイデスの検出方法 

 QIAamp DNA Mini Kit（QIAGEN）を用いて濃縮液 200μL から細菌 DNA を 200μL 抽出し、リアルタ

イム PCR を行った。リアルタイム PCR は Thermal Cycler Dice® Real Time System TP800 を用い

TaqMan(MGB) プローブまたは SYBR Green による蛍光強度の増加量を測定した。TaqMan（MGB）プロ

ーブについては gyrB（Lee et al 20106））と BacHum（Kildare et al 20074））、HF183（Haugland et al 

20103））、BacR（Reischer et al 20067））、BacCow（Kildare et al 20074））を使用した。SYBR Green につ

いては Pig2Bac（Dick et al 20058））を使用した。初めに糞便試料をリアルタイム PCR にかけ、適切なプラ

イマー及びプローブを決定した。プライマー及プローブの決定は感度（陽性考えられる試料を陽性であると

判断した割合）、特異度（陰性であると考えられる試料を検出しなかった割合）、正確度（感度において正確

に検出した試料数と、特異度において正確に検出しなかった試料数の合計を、全試料で割った数値）から最

適なものを選択した。その後、決定したプライマー及びプローブを用いて河川水試料のリアルタイム PCR

を行った。 

 

3．結果及び考察 

1）リアルタイム PCR の検出結果及び最適なバクテロイデス遺伝子マーカーの検討 

表 1 に各汚染源試料におけるバクテロイデス遺伝子マーカーの陽性率を示す。ヒト糞便汚染源試料である

下水流入水、下水処理水、及び合併浄化槽排水の平均陽性率を求めると、gyrB や BacHum、HF183 の全て

のマーカーが 96%以上であった。反芻動物糞便汚染源試料であるウシ糞便では、BacR、BacCow のいずれ

もが 90%以上を示した。ブタ糞便汚染源試料であるブタ飼育施設の河川水は上流を高橋、下流を万年橋で採

取したものを使用した。PF163-SYBR について、下流でブタによる汚染が大きいはずであるにもかかわらず

上流と大きな差は見られなかった。 

表 2 に示すように、ヒトを対象としたバクテロイデス遺伝子マーカーについては感度 100%、特異度 0%、

正確度 57%であった HF183 は不適であると判断した。BacHum は、感度 100%、正確度 89%であり gyrB

よりも高い値であったため BacHum が適切であると判断した。。反芻動物を対象としたバクテロイデス遺伝

子マーカーについては特異度 40%であった BacCow に対し、特異度 100%、であった BacR の方が適切であ

ると判断した。また、ブタについては感度 35%、特異度 54%および正確度 44%であった PF163-SYBR に対

し、感度 100%、特異度 66%、正確度 77%であった Pig2Bac の方が適切であると判断した。以上のことか

ら、本研究おいては、ヒトを対象とするバクテロイデス遺伝子マーカーとして BacHum、反芻動物を対象と
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したバクテロイデス遺伝子マーカーとして BacR、ブタを対象としたバクテロイデス遺伝子マーカーとして

Pig2Bac が有効であると判断し、今後これらのバクテロイデス遺伝子マーカーを用いて河川試料への適用を

行い、バクテロイデスの有効性について検討する。 

 

表 1 バクテロイデス遺伝子マーカーを用いた糞便汚染源試料ごとの陽性率（%） 

 

糞便汚染源試料 

陽性であった試料/全試料（%） 

ヒト 反芻動物 ブタ 

gyrB BacHum HF183-

TaqMan 

BacR BacCow Pig2Bac PF163-

SYBR 

下水流入水 9/9 

（100） 

9/9 

（100） 

9/9 

（100） 

3/9 

（33） 

9/9 

（100） 

0/9 

（0） 

9/9 

（100） 

下水処理水 8/9 

（89） 

9/9 

（100） 

9/9 

（100） 

0/9 

（0） 

1/9 

（11） 

1/9 

（11） 

6/9 

（67） 

合併浄化槽排水 2/2 

（100） 

2/2 

（100） 

2/2 

（100） 

0/2 

（0） 

2/2 

（100） 

0/2 

（0） 

2/2 

（100） 

ウシ糞便 4/15 

（27） 

4/15 

（27） 

15/15 

（100） 

14/15 

（93） 

15/15 

（100） 

12/15 

（80） 

15/15 

（100） 

河川水（ブタ飼

育施設上流） 

8/9 

（89） 

9/9 

（100） 

9/9 

（100） 

3/9 

（33） 

7/9 

（78） 

3/9 

（33） 

6/9 

（67） 

河川水（ブタ飼

育施設下流) 

17/17 

（100） 

17/17 

（100） 

17/17 

（100） 

11/17 

（65） 

17/17 

（100） 

17/17 

（100） 

14/17 

（82） 

 

 

表 2 各マーカーの感度、特異度及び正確度 

 正しく検出できた試料/全試料（%） 

ヒト 反芻動物 ブタ 

gyrB BacHum HF183-

TaqMan 

BacR BacCow Pig2Bac PF163-

SYBR 

感度 95 

（19/20） 

100 

（20/20） 

100 

（20/20） 

93 

（14/15） 

100 

（15/15） 

100 

（17/17） 

82 

（14/17） 

特異度 73 

（11/15） 

73 

（11/15） 

0 

（0/15） 

85 

（17/20） 

40 

（8/20） 

63 

（23/35） 

9 

（9/35） 

正確度 86 

（30/35） 

89 

（31/35） 

57 

（20/35） 

89 

（31/35） 

66 

（23/35） 

75 

（39/52） 

33 

（17/52） 

 

2）各流域とその合流地点における大腸菌濃度 

 表 3 に富士川と笛吹川、またその合流地点すぐ下流の富士橋における、大腸菌濃度の平均と最大・最小値

を示した。濃度は最確数表によって算出し、単位は MPN（Most probable number）/100mL とした。富士

川と笛吹川を比較すると、いずれも笛吹川の大腸菌濃度が高くなっていることが分かる。また、10-11 月は

12 月に比べ、大腸菌濃度が高くなっている。これは、台風による降雨の影響が大きいと考えられる。 
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表 3 各水域における大腸菌濃度の平均と最大・最小値 

 

流域・地点名 

 

地点数 

大腸菌濃度(MPN/100mL) 

2017 年 10-11 月 2017 年 12 月 

幾何学平均 最大・最小値 幾何学平均 最大・最小値 

富士川 7 118.6 3.0~1986.3 78.7 31.0~686.7 

笛吹川 12 256.4 35.9~2419.6 92.7 7.4~686.7 

富士橋 1 43.7 43.7 686.7 686.7 
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