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研究要旨 
 ピコプランクトンとは大きさが 0.2～2μmのプランクトンであり、水源において細胞数が高ま
ると、浄水場においてろ過池の出口の濁度を 0.1 度以下に維持することが困難になる。これま
で分子生物学的手法（クローニング）により浄水場におけるろ過漏出障害原因生物の調査を行
い複数の系統に位置づけられるピコシアノバクテリアのクローンおよび緑藻綱 Mychonastes 
homosphaera に近縁なクローンが検出され、これらの微生物がろ過漏出障害の原因となる可能
性が示唆された。しかしながらクローニングにより生物相を完全に評価できていない可能性が
示唆された。そこで本年度ではさらに知見を集積するとともに次世代シークエンスによる詳細
な生物相評価手法の確立を行った。長沢浄水場ろ過水から 2013年 6月から 9月にかけてオース
トリアのモンド湖からの分離株であるSynechococcus sp. MH305に近縁なクローンが高い割合で
検出され、主要なろ過漏出障害の原因生物である可能性が示唆された。原水では Synechococcus 
sp. 0BB26S03に近縁なクローンの割合が大きく、ろ過水では Synechococcus sp. MH305に近縁な
クローンの割合が大きくなる傾向があり、Synechococcus 属の種類によって処理工程における除
去特性が異なる可能性が示唆された。ろ過水から真核藻類の葉緑体に含まれる遺伝子が高い割
合で検出されることがあり、真核藻類をターゲットとした解析も必要と考えられた。沈澱水か
ら PE-typeの Synechococcus属の分離に成功し、16S rRNA遺伝子を解析したところ、未培養の
系統に位置づけられることが明らかとなった。次世代シークエンサーを用いた 16S rRNA 遺伝
子アンプリコン解析により水道水源の微生物群集構造を門レベルから属レベルまで定量的に評
価することが可能であった。 

 
 
A. 研究目的 
 近年、湖沼・貯水池を水源とする浄水場におい
てピコプランクトンによるろ過漏出障害が発生
し問題となっている。平成 19 年に厚生労働省が
水道事業に対して義務付けた「水道におけるクリ
プトスポリジウム等対策指針」において、クリプ
トスポリジウム等による汚染の対応措置として、
リスク判断がレベル 4(クリプトスポリジウム等
による汚染のおそれが高い)またはレベル 3(クリ
プトスポリジウム等による汚染のおそれがある)
の場合、ろ過池またはろ過膜の出口の濁度を 0.1
度以下に維持することが可能なろ過設備(急速ろ
過、緩速ろ過、膜ろ過等)を整備することが義務付
けられている。しかしながらピコプランクトンに
よるろ過漏出障害が発生すると、この対策指針に
従って濁度 0.1 度以下に維持することが困難にな
り、浄水場では対応に苦慮している。この問題と
なるピコプランクトンとは 0.2～2μm の大きさの
プランクトンを指し Synechococcus 属等の藍藻類
と真核生物に属するものが含まれる。ピコプラン
クトンはこれまで落射蛍光顕微鏡による観察に
おける蛍光の色調により 3グループに分けて検討
されているが、ろ過池から漏出する種に関する知
見が不足しているのが現状である。これまで、分

子生物学的手法により浄水場工程水を調査し、複
数の系統に位置づけられるピコシアノバクテリ
ア の ク ロ ー ン お よ び 緑 藻 綱 Mychonastes 
homosphaera に近縁なクローンが検出され、これ
らの微生物がろ過漏出障害の原因となる可能性
が示唆された。しかしながらろ過水の生物相が多
様であり、クローニングにより生物相を完全に評
価できていない可能性が示唆された。そこで本年
度はピコプランクトン対策に関する基礎的知見
を得ることを目的として、相模湖を水源とする川
崎市上下水道局長沢浄水場の各工程水を対象と
し、継続して分子生物学的手法を用いてピコプラ
ンクトンの生物相について解析した。また、次世
代シークエンスによる詳細な群集構造解析法を
確立するため、水源の真正細菌の 16S rRNA遺伝
子アンプリコン解析を行った。 
  
B. 研究方法 
B-1 供試試料 
 2013年 1月 23日、2月 20日、3月 19日、4月
17日、5月 22日、6月 21日、7月 17日、8月 21
日、9月 18日、10月 16日、11月 20日、12月 18
日に川崎市上下水道局長沢浄水場着水井、凝集沈
殿池、急速砂ろ過池より採水した試料を用いた。 



 次世代シークエンサーによる解析には以下の
試料を用いた。群馬県草木ダム堰堤直上流の表層
より、2012年 7月 2日、8月 21日、10月 23日に
採水した試料、宮ヶ瀬湖ダム中央の表層より 2012
年、8月 1日、9月 5日、2013年 4月 17日、5月
8 日、6 月 5 日に採水した試料、江戸川矢切取水
場より、2012年 8月 7日、2013年 5月 29日に採
水した試料、茨城県鰐川より 2012 年 6 月 13 日、
2013年 4月 23日、5月 29日に採水した試料を用
いた。鰐川は霞ヶ浦(北浦)から流れる河川である。
これらのダム湖、河川は水道水源として利用され
ている。 
B-2 細胞数測定方法 
 長沢浄水場原水は 50ml、沈殿水は 200ml、ろ過
水は 300ml、孔径 0.2μmメンブレンフィルターを
用いて吸引ろ過を行った。ろ過したフィルターに
ついて落射蛍光顕微鏡の B 励起、G 励起で 20 視
野それぞれ写真を撮影し、PE-type、PC-type、
CH-typeの細胞数を計測した。 
B-3 クローニングによる生物相の解析 
 ピコシアノバクテリアのクローニングは
Ivanikovaら 1)に従って行った。ナノプランクトン
の除去を目的として試料を孔径 3μm もしくは
5μmのメンブレンフィルターを用いて吸引ろ過を
行い、前処理を行った後、そのろ液を 0.2μmのポ
リカーボネート製メンブレンフィルターを用い
て吸引ろ過し集菌を行った。集菌したフィルター
を裁断して 50ml 容ファルコンチューブに回収し
た。CTAB（Cetyltrimethyl ammonium bromide）法
により遺伝子の抽出を行った。アガロースゲル電
気泳動によりゲノム DNAの確認を行った後 PCR
に供した。16S rRNA遺伝子の PCRには 106Fおよ
び 789R のプライマーペアを用いて行った。PCR
終了後、アガロースゲル電気泳動により PCR産物
の確認を行い、切り出したゲルを QIAquick Gel 
Extraction Kit（QIAGEN社）を用いてゲル精製を
行った。精製した PCR 産物を用いて TOPO TA 
Cloning Kitによりクローニングを行った。コロニ
ーPCR により挿入部分の遺伝子を増幅し、RFLP
法により、グルーピングを行った。これに基づい
て目視でグループ分けを行い、各グループについ
て塩基配列の解析を行った。クローンの塩基配列
約 600塩基の前半 100塩基、後半 100塩基につい
て FASTA サーチを行い、近縁種が一致するか確
認を行った。一致しないものはキメラとした。そ
の後、アライメントを行い決定した塩基配列を基
に相同性検索を行った。 
B-4 ピコシアノバクテリアの分離 
分離・培養にはシクロヘキシミドを添加した

CB 培地を用いた。CB 培地 10ml を試験管に分注
しオートクレーブ滅菌した。孔径 5μm メンブレ
ンフィルターを用いて試料をろ過した。そのろ過
液のピコシアノバクテリア細胞数を 10cells/ml に

なるまで希釈し、各試験管に 0.1ml、0.2ml、0.3ml
添加した。培養は 1,500 lx、20℃の恒温器で行っ
た。 
B-5 次世代シークエンサーによる群集構造解析 
真正細菌の 16S rRNA 遺伝子を特異的に増幅
させるプライマー515F、806Rを用いて Tailed PCR
を行った。増幅を確認した後、精製、濃度調整を
行い、Illumina社の MiSeqによりアンプリコンシ
ークエンシングを行った。得られた塩基配列は
QIIMEを利用して解析を行った。 
 
C. 研究結果および D. 考察 
C-1 長沢浄水場工程水の生物相評価 
長沢浄水場の原水において PE-type および

PC-type のピコシアノバクテリアが観察された。
細胞数は最大で 103cells/mlであった。沈澱水の細
胞数は最大で 7.0×102cells/mlであった。定量はし
ていないが、2、3、5、9月の原水、沈澱水におい
て 1μm 以下の自家蛍光を有する粒子が多く観察
された。ろ過水において自家蛍光が弱まっている
もののピコシアノバクテリアと考えられる細胞
が観察された。この期間におけるろ過水の濁度は
0.01～0.03の間で推移した。2013年 3月の沈澱水、
2013年 4、5月のろ過水において PCRによる増幅
が見られなかった。1～3月の原水において真核藻
類の葉緑体に含まれる遺伝子が検出され、ピコシ
アノバクテリアは検出されなかった。4 月～9 月
の原水において本研究のターゲットではない
Verrucomicrobia 門の細菌が多く検出され、
Synechococcus 属系統の生物相を正確に評価でき
な か っ た 。 原 水 に 比 べ て ろ 過 水 で は
Verrucomicrobia 門が検出される割合が低く、
Synechococcus 属が検出される割合が高まる傾向
が見られた。 
本年度工程水において Synechococcus属は 58塩
基配列が検出され、99%以上を同一の OTUとした
ところ 8 OTUsに分けられた(表 1)。全工程水を解
析できた月の Synechococcus 属の組成を比べたと
ころ、原水では Synechococcus sp. 0BB26S03に近
縁なクローンの割合が多いことが明らかとなっ
た(図 1～5)。ろ過水では 7 月、10 月を除いて
Synechococcus sp. MH305に近縁なクローンの割合
が大きく、Synechococcus 属の種類によって処理
工程における除去特性が異なる可能性が示唆さ
れた。3、7、9、10、12 月はろ過水において真核
藻類の葉緑体に含まれる遺伝子のクローンが多
く検出された。 
 8月の原水より一株（N-1）、10月の原水より一
株（N-2）、9 月の沈殿水より一株（N-3）の計 3
株のピコシアノバクテリアの分離に成功した(写
真 1～3)。N-1株、N-2株は PC-typeの桿菌であっ
た。N-3株は PE-typeの桿菌であった。 
 分離株の遺伝子解析の結果、 N-1 株は



Synechococcus sp. 0BB26S03 、 N-2 株 は
Synechococcus sp. PS721、N-3 株は Uncultured 
Synechococcus sp. clone LS51に近縁なピコシアノ
バクテリアであることが明らかとなった(図 6)。
N-3 株は未培養の系統である PDⅡに位置する
Synechococcus属であることが明らかとなった。 
C-2 次世代シークエンサーによる水源における 
真正細菌群集構造の評価 

1) 草木湖 
1 試料あたりのリード数は 16 万リードから 20
万リードであった。各門のリード数の割合を評価
したところ Proteobacteria 門のリード数は各月に
おいて 43～60%であり主要な微生物群であるこ
とが明らかとなった(図 7)。Cyanobacteria門のリー
ド数は細胞数が 105～2×105cells/ml と高い 7、8
月は 20%を占めたが、4×104cells/ml と低下した
10 月は 1%となった。Cyanobacteria 門に占める
Synechococcus属の割合は 70%以上であり、細胞数
の高い 7、8 月は約 90%となった。Synechococcus
属について種レベルで評価すると、細胞数が高い
7、8月は Synechococcus sp. MH305の割合が高く
90%以上を占めた(図 8)。細胞数が低下した 10 月
は Synechococcus sp. PS721が約 60%を占め、季節
によって Synechococcus の種組成が変化すること
が示唆された。 
2)宮ヶ瀬湖 
 2012年 8,9月、2013年 4～6月の 1試料あたり
のリード数は 13万リードから 22万リードであっ
た。各門のリード数の割合を評価したところ、
Actinobacteria門、Proteobacteria門のリード数が多
く合計で 65～86%を占め、主要な微生物群である
ことが明らかとなった(図 9)。Cyanobacteria 門は
2%～11%の間で推移した。Synechococcus属系統の
リード数は 700～1 万 8 千リードであった。細胞
数が 105cells/ml 程度であった 8 月、9 月は、
Synechococcus属の割合が高く 75%以上を占めた。
細胞数が 104cells/ml 前半であった 4～6 月におい
て、Synechococcus属の割合は低く 20%～30%であ
った。このとき、珪藻綱等の葉緑体に含まれる遺
伝子のリード数の割合が高かった。次世代シーク
エンサーで検出された Synechococcus属は 8 OTUs
に分けられ、各試料に共通して Synechococcus sp. 
MW6B4 に近縁な OTU のリード数の割合が高く
29～80%を占めた(図 10)。また、Synechococcus sp. 
LBB3, Synechococcus sp. MH301, Synechococcus sp. 
PS680 等クローニングでは検出できなかった存在
割合の低い種も各試料で検出できた。 
3)江戸川 
 1試料あたりのリード数は 2012年 8月は 13万
4 千リード、2013 年 5 月は 23 万 3 千リードであ
った。Proteobacteria門の占める割合が大きくそれ
ぞれ 44%、91%を占めた(図 11)。ピコシアノバク
テリアの細胞数が 105cells/ml を超えていた 2012

年 8 月においても Cyanobacteria 門のリード数は
1%程度と低かった。これは下水処理場の放流水が
流入し、従属栄養の細菌数が多いことが原因とし
て考えられた。シアノバクテリア門のうち、真核
藻類の葉緑体に含まれる遺伝子のリード数が 3割
程度を占めており、Synechococcus属の系統が 6～
7割を占めていた。Synechococcus属の種組成とし
て 2012年 8月は Synechococcus sp. PS721が 71%、
2013年 5月は Synechococcus sp. 0BB26S03が 67%
占めていた(図 12)。Synechococcus sp. PS721は琵
琶湖からの分離株、Synechococcus sp. 0BB26S03
はイタリア Bubano Basin からの分離株である。 
4)鰐川 
 1試料あたりのリード数は 16万 9千リードから
18 万 7 千リードであった。Actinobacteria 門、
Bacteroidetes 門、Cyanobacteria 門、Proteobacteria
門のリード数は各月において 10%以上であり、主
要な微生物群であることが明らかとなった(図 13)。
Cyanobacteria門は 2013年 4月、5月において 30%
以上と高く推移した。 
 Cyanobacteria門の総リード数に占める、真核藻
類の葉緑体に含まれる遺伝子のリード数の割合
は 2012 年 6 月、2013 年 4 月、5 月においてそれ
ぞれ、33%、61%、42%であり、2013 年 4 月に高
かった。このとき、珪藻綱 Nitzschia 属、Synedra
属、Aulacoseira 属、Skeletonema 属、クリプト藻綱
Cryptomonas 属、渦鞭毛藻綱 Dinophysis 属の葉緑
体に含まれる遺伝子に近縁な塩基配列のリード
数が多かった。Cyanobacteria門について目レベル
で評価すると、2012 年 6 月、2013 年 5 月は
Synechococcales 目のリード数が多く、それぞれ、
89%、68%であった(図 14)。富栄養貯水池におい
てピコ植物プランクトンが植物プランクトン総
量に占める割合は 10%以下と小さいと報告され
ているが 2)、本水域では、シアノバクテリアに限
ってみると、割合が高い時期もあることが明らか
となった。2013 年 4 月は Nostocales 目が 53.6%、
Pseudanabaenales 目が 24.9%を占めた。Nostocales
目として Aphanizomenon flos-aquae NIES81、
Pseudanabaenales 目として、 Pseudanabaena sp. 
PCC7402 に近縁な塩基配列のリード数がほとん
どを占めた。2013年 4月は 2-MIB濃度が 240ng/l
と他の月よりも高く、Pseudanabaena sp. PCC7402
に近縁な藻類が 2-MIB の原因となっていると推
察された。 

Synechococcus 属としては、Synechococcus sp. 
PCC7009および Synechococcus sp. PS680が主要で
あった(図 15)。Synechococcales目のリード数が多
い 2012年 6月、2013年 5月は Synechococcus sp. 
PCC7009 に近縁な塩基配列のリード数がそれぞ
れ 42%、60%を占めた。Synechococcus sp. PCC7009
はピコシアノバクテリアの PC(Phycocyanin 
rich)typeである 3)。 



E. 結論 
 長沢浄水場の工程水についてクローニングを
行った結果、原水では Synechococcus sp. 0BB26S03
に近縁なクローンの割合が大きく、ろ過水では
Synechococcus sp. MH305に近縁なクローンの割合
が大きくなる傾向があり、Synechococcus 属の種
類によって処理工程における除去特性が異なる
可能性が示唆された。月によっては真核藻類の葉
緑体に含まれる遺伝子のクローンが多く検出さ
れ、真核藻類をターゲットとした解析の必要性が
示唆された。工程水から 3株のピコシアノバクテ
リアを分離し、そのうちの一株は未培養の系統に
位置する Synechococcus 属であることが明らかと
なった。 
次世代シークエンサーにより水道水源の微生
物群集構造を門レベルから属レベルまで定量的
に評価することが可能であった。 
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表 1 クローニングにより検出された OTUの近縁種とその推移  
（●は原水、△は沈澱水、◇はろ過水で検出されたことを示す） 

OTU名 近縁種 相同性(%) 1月 2月 3月 4月 5月 6月 7月 8月 9月 10月 11月 12月

OTU_1 Synechococcus rubesence  SAG3.81 99.8-100 △ ◇ △ ●△

OTU_2 Synechococcus  sp.0BB26S03 98.8-99.7 ●△ ● ●△ ●◇ ●△◇ ●◇

OTU_3 Uncultured Synechococcus  sp. clone LS51 99.5-100 △ △ ◇ ◇ ●△ ●△◇ ◇ △ ●△

OTU_4 Synechococcus  sp. MH305 99.3-100 △ △ △◇ ◇ ◇ ◇

OTU_5 Synechococcus  sp. MW6B4 99.2-100 △ ◇ ●△ ●△ ●△ ◇ △ ◇ ●

OTU_6 Synechococcus  sp. MA0607K 98.6

OTU_7 Synechococcus  sp. MA0607K 99.5-99.7 △◇ ●△ △

OTU_8 Synechococcus  sp. LBB3 99.7 △ △

OTU_9 Synechococcus  sp. PS721 99.8

OTU_10 Synechococcus  sp. MA0607A 99.5-100 ●△ ●◇

OTU_6、OTU_9は2012年に検出されたOTU
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0BB26S03 MH305 MA0607K

94%

4% 2%

MH305 MA0607K clone LS51

図 1 長沢浄水場工程水から検出された Synechococcus属の組成(2013年 6月) 
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図 2 長沢浄水場工程水から検出された Synechococcus属の組成(2013年 7月) 
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図 3 長沢浄水場工程水から検出された Synechococcus属の組成(2013年 8月) 
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図 6 長沢浄水場工程水から検出された
基づく系統樹、約

80%

MA0607A

長沢浄水場工程水から検出された

原水 

100%

0BB26S03

長沢浄水場工程水から検出された

原水 

長沢浄水場工程水から検出された
基づく系統樹、約 580塩基に基づいて作成

23%

clone LS51

長沢浄水場工程水から検出された

長沢浄水場工程水から検出された

長沢浄水場工程水から検出された
塩基に基づいて作成

6% 3%

clone LS51 MW6B4 SAG 3.81

長沢浄水場工程水から検出された Synechococcus

沈澱水

100%

0BB26S03

長沢浄水場工程水から検出された Synechococcus

沈澱水

長沢浄水場工程水から検出されたOTUおよび分離株の
塩基に基づいて作成 

68%

SAG 3.81 LBB3

Synechococcus属の組成

沈澱水 

0BB26S03

Synechococcus属の組成

沈澱水 

および分離株の

17%

11%

MH305

属の組成(2013

属の組成(2013

および分離株の 16S rRNA

72%

11%

0BB26S03

(2013年 9月) 

ろ過水 

100%

0BB26S03

(2013年 10月) 

ろ過水 

16S rRNA遺伝子に

72%

MA0607A

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

写真

写真

写真

写真 1 長沢浄水場原水から分離した
(左:B

写真 2 長沢浄水場原水から分離した
(左:B

写真 3 長沢浄水場沈澱水から分離した
(左:B

長沢浄水場原水から分離した
:B励起、右 G

長沢浄水場原水から分離した
:B励起、右 G

長沢浄水場沈澱水から分離した
:B励起、右 G

長沢浄水場原水から分離した
G励起、バーは

長沢浄水場原水から分離した
G励起、バーは

長沢浄水場沈澱水から分離した
G励起、バーは

長沢浄水場原水から分離した N-1株の落射蛍光顕微鏡写真
励起、バーは 10µm) 

長沢浄水場原水から分離した N-2株の落射蛍光顕微鏡写真
励起、バーは 10µm) 

長沢浄水場沈澱水から分離した N-3株の落射蛍光顕微鏡写真
励起、バーは 10µm) 

株の落射蛍光顕微鏡写真
 

株の落射蛍光顕微鏡写真
 

株の落射蛍光顕微鏡写真
 

株の落射蛍光顕微鏡写真 

株の落射蛍光顕微鏡写真 

株の落射蛍光顕微鏡写真  
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図 7 草木湖の真正細菌の門レベルの組成 
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図 8 草木湖の Synechococcus属の組成 
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図 9 宮ヶ瀬湖の真正細菌の門レベルの組成 
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図 10 宮ヶ瀬湖の Synechococcus属の組成 
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図 11 江戸川の真正細菌の門レベルの組成 
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図 12 江戸川の Synechococcus属の組成 
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図 13 鰐川の真正細菌の門レベルの組成 
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図 14 鰐川の Cyanobacteria門の組成 

42%

11%
10%

13%

9%

7%
5%

2% 1% 15%

32%

5%4%2%
2%

20%

4%

10%
6%

60%

23%

2%
4%

4%
2% 4% 1% Synechococcus sp. PCC7009

Synechococcus sp. PS680
Synechococcus sp. MA0607A
Synechococcus sp. MH305
Merismopedia tenuissima 0BB46S01
Synechococcus sp. BS5
Cyanobium sp. JJ9-A3
Synechococcus sp. EW8
Synechococcus sp. TAGS
Synechococcus sp. MW6B4
Synechococcus rubescens SAG3.81
Synechococcus sp. PS721

2012年 6月 2013年 4月 

2013年 5月 

図 15 鰐川の Synechococcus属の組成 


