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研究要旨 
 近年、浄水場においてピコ植物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。
原因となる生物種は明らかとなっていないことから、浄水場の各処理工程水について、次世代
シーケンサーを用いて微生物相の調査を行った。その結果、川崎市上下水道局長沢浄水場のろ
過水において Alphaproteobacteria 綱、Betaproteobacteria 綱、Gammaproteobacteria 綱が主に検出さ
れ、主要な綱は時期によって異なった。また沈澱処理水とろ過水の微生物相を比較したところ、
多くの月で主要となる綱は大きく異なった。リード数が多く検出頻度の高い微生物は、5 門 17
属に分類された。これらの中には原水、沈澱処理水におけるリード数は少なく、ろ過水におい
て 5%以上に高まるものもあった。さらに相同性が低く未培養の系統と考えられる微生物も検出
され、次世代シーケンサーによる評価の有用性が示された。千葉県水道局栗山浄水場のろ過水
においても長沢浄水場と同様に Proteobacteria 門の割合が大きく、Proteobacteria 門に占める
Alphaproteobacteria 綱、Gammaproteobacteria 綱の割合はそれぞれ、60%、34%であった。従属栄
養細菌による濁度への影響が大きいことが示唆されたため、水道水源である草木湖において次
世代シーケンサーによる真正細菌の群集構造解析を行った。その結果、表層、中層、底層とも
に Proteobacteria 門、Actinobacteria 門、Bacteroidetes 門で微生物群集が構成され、その構造は水
深、時期により異なることが明らかとなった。草木湖を水源とする浄水場においてろ過漏出障
害を引き起こす真核ピコ植物プランクトンの生物相を明らかにすることを目的として緑藻綱の
18S rRNA 遺伝子を増幅するプライマーを用いて草木湖の生物相を解析した。これまで用いてき
たプライマーでは、従属栄養性の真核生物も検出され、緑藻綱が検出できないこともあったが、
年間を通して緑藻綱 Mychonastes 属を検出することができ、緑藻綱の生物相を評価する上で有
用な手法であることが明らかとなった。 

 
 
A. 研究目的 
 近年、湖沼・貯水池を水源とする浄水場におい
てピコ植物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 1)。これまでクローニン
グ法により浄水場処理工程水の生物相を解析し、
ろ過水中から緑藻綱の Mychonastes 属や藍藻綱の
Synechococcus 属が検出され 2),3)、ろ過水の濁度上
昇に関与すると考えられた。さらに次世代シーケ
ンサーによる真正細菌をターゲットとした 16S 
rRNA 遺伝子アンプリコン解析において、
Cyanobacteria 門のリード数は最大 2 割程度であり、
従属栄養細菌も濁度への影響が大きいことが示
唆された 3)。しかしこれらの知見は 6 ヶ月程度の
結果であり、更なるデータの集積が必要である。
そこで本研究では、16S rRNA 遺伝子アンプリコ
ンシーケンシングにより各工程における細菌相
とその変化、ろ過水に含まれる主要な細菌を属レ
ベルで評価した。また、従属栄養細菌のろ過漏出
障害への関与が示唆されたため、水道水源におけ
る化学合成生物の群集構造解析を行った。さらに
従来真核ピコ植物プランクトンの生物相解析に

用いられてきたプライマーは原生動物といった
従属栄養生物の 18S rRNA 遺伝子も増幅し 4)、真
核ピコ植物プランクトンの生物相を正確に評価
することが困難であることから緑藻綱の 18S 
rRNA 遺伝子を増幅させるプライマー5)を用いて
生物相解析を行った。 
  
B. 研究方法 
B-1 浄水場処理工程水の生物相評価 
1) 川崎市上下水道局長沢浄水場 
 2013 年、2014 年において、月 1 回の頻度で着
水井、沈澱池の出口、ろ過池の出口よりそれぞれ
採水した原水、沈澱処理水、ろ過水を用いた。沈
澱処理水、ろ過水は流達時間を考慮して採水した。
この期間におけるろ過水の濁度は 0.00～0.03 度で
推移し、浄水の水質に問題はなかった。 
 ナノプランクトンを除去するために孔径 3μm
もしくは 5μm のメンブレンフィルターにより吸
引ろ過を行い、そのろ液を孔径 0.2μm のポリカ
ーボネート製メンブレンフィルターによりろ過
し集菌を行った。次に CTAB 法によりゲノム DNA
の抽出を行い、真正細菌の 16S rRNA 遺伝子を増



幅させるプライマー515F, 806R を用いて Tailed 
PCR を行った。増幅産物を精製後、Illumina 社の
MiSeq によりアンプリコンシーケンシングを行い、
QIIME を利用して解析を行った。 
2) 千葉県水道局栗山浄水場 
 2014年 8月 7日に採水した濁度上昇の起きた試
料について、次世代シーケンサーによる解析を行
った。試料は矢切取水場より採水した原水、栗山
浄水場より採水した沈澱水、ろ過水を用いた。こ
の時のろ過水の濁度は 0.05 度であった。長沢浄水
場の試料と同様に次世代シーケンサーによる解
析を行った。 
B-2 草木湖の微生物群集構造解析 
 2015 年 4 月～9 月の各月において群馬県草木ダ
ム堰堤 200m 沖で採水した表層水(水深 0.5m)、中
層水(水深 40m)、底層水(水深 60～80m)を用いた。 
試料約 2L を孔径 0.2μm のポリカーボネート製メ
ンブレンフィルターにより吸引濾過し集菌した。
集菌したフィルターを回収し、PowerSoil DNA 
Isolation Kit (MO BIO Laboratories, Inc.)を用いてゲ
ノム DNA の抽出を行った。真正細菌の 16S rRNA
遺伝子を増幅させるプライマー(515F, 806R)を使
用し、PCR を行った。増幅産物を確認後、AMpure 
XP kit (Beckman Coulter, Inc.)により精製した。そ
の後、NEBNext® UltraTM DNA Library Prep Kit for 
Illumina® (New England BioLabs Inc.)を用いてライ
ブラリーを作成し、Illumina 社の MiSeq によりア
ンプリコンシーケンシングを行った。各試料につ
いて、得られた 10 万リードについて QIIME を利
用して解析を行った。 
B-3 真核ピコ植物プランクトンの生物相解析 
 群馬県草木湖から 2015 年 1 月～12 月に採水し
た表層水を用いた。試料 1Ⅼを孔径 3µmのメンブ
レンフィルターで吸引ろ過し、そのろ液を孔径
0.2µm のポリカーボネート製メンブレンフィルタ
ーを用いてろ過し集菌した。その後 CTAB 法によ
りゲノム DNA を抽出し、緑藻綱の 18S rRNA 遺伝
子を特異的に増幅させるプライマー chloroF, 
chloroR5)を用いて PCR に供した。この PCR 産物
を精製した後、TOPO TA クローニングキットによ
りクローニングを行った。得られた約 50 クロー
ンについて制限酵素を用いて RFLP 法によるグル
ーピングを行った。各グループから選別したクロ
－ンについて塩基配列の解析を行った。1 年間得
られた塩基配列について塩基配列間の相同性が
97% 以 上 の 場 合 同 一 の OTU （ Operational 
Taxonomic Unit）とした。 
 
C. 研究結果および D. 考察 
C-1 浄水場処理工程水の生物相評価 
1)川崎市上下水道局長沢浄水場 
 1 試料あたりの総リード数は 15 万～42 万リー
ドであった。原水において Actinobacteria 綱、

Betaproteobacteria 綱が多く検出された（図 1）。沈
澱処理水においては Betaproteobacteria 綱が主要と
なることが多かったが、Gammaproteobacteria 綱が
多く検出される月もあった。ろ過水においては
Alphaproteobacteria 綱、 Betaproteobacteria 綱、
Gammaproteobacteria 綱が主に検出され、主要な綱
は時期によって異なった。また沈澱処理水とろ過
水の微生物相を比較したところ、2013 年 9 月、11
月、2014 年 1 月、5 月、7 月、8 月、10 月、11 月
において主要となる綱は大きく異なった。とくに
沈澱処理水より検出される割合の低かった
Alphaproteobacteria 綱が、ろ過水において主要とな
ることがあった。 
 総リード数の 5%以上を占めたOTU（Operational 
Taxonomic Unit）を主要な微生物としたところ、5
門 17 属に分類された（表 1）。これらのうち
Pseudarcicella 属、Sphingomonas 属、Moraxella 属
は、検出された回数が 6～8 回と多かった。
Synechococcus 属、Methylobacterium 属、Rhizobium
属 、 Azorhizobium 属 、 Janthinobacterium 属 、
Undibacterium 属、Ralstonia 属、Acinetobacter 属、
Moraxella 属、Deinococcus 属等 10 属の原水、沈澱
処理水におけるリード数は少なく、ろ過水におい
て 5% 以 上 に 高 ま っ た 。 ま た Candidatus 
Planktophila limnetica, Pseudarcicella 属および
Rhizobium 属等については、既知種との相同性が
低く未培養の系統と考えられ、次世代シーケンサ
ーによる評価の有用性が示された。 
2)千葉県水道局栗山浄水場 
 2014年 8月 7日の試料採取時における濁度は原
水 17 度、沈澱水 0.86 度、ろ過水 0.05 度であっ
た。ピコシアノバクテリアとしては PC-type が主
要であり、細胞数は原水 93000 cells/ml 沈澱水 
13000 cells/ml であった。ろ過水は自家蛍光の退色
により定量出来なかった。次世代シーケンサーに
より解析した結果、各工程水より得られた総リー
ド数は 16 万～22 万リードであった。原水、沈澱
処理水、ろ過水において Proteobacteria 門の割合が
最も大きく、特にろ過水では 70%以上を占めた(図
2)。このことから Proteobacteria 門に着目し、綱レ
ベルでの評価を行った。原水においては
Betaproteobacteria 綱が Proteobacteria 門に対し 80%
を占め、沈澱水においては Alphaproteobacteria 綱
が 37%、Betaproteobacteria 綱が 43%を占めた(図
3)。ろ過水においては Alphaproteobacteria 綱が 60%
を占めた。ろ過水において 5000 リード以上が検
出された OTU について属レベルで評価したとこ
ろ、Proteobacteria 門より 3 OTUs、Planctomycetes
門より 1 OTU 得られた。Proteobacteria 門のうち 2 
OTUs は Sphingomonas 属 に 、 1 OTU は
Enhydrobacter 属に近縁であった。Sphingomonas
属と Enhydrobacter 属はろ過水において 11～22%
を占め、主要な微生物であることが明らかとなっ



た。各処理工程水から検出された Synechococcus
属は11OTUsに分けられた(表2)。原水ではPC-type
である Synechococcus sp. PCC9005に近縁なリード
数が Synechococcus 属の全リード数に対して 90%
を占めた。落射蛍光顕微鏡観察において PC-type
の細胞が多く観察されたため、整合性が得られた。
沈澱処理水、ろ過水からは原水ではほとんど検出
さ れ な か っ た Synechococcus sp. MH305 や
Synechococcus sp. MW6B4 が検出され、ろ過漏出障
害の原因の一つである可能性が示唆された。また
ろ過水に占める Synechococcus 属のリード数は総
リード数の 1%程度であり、栗山浄水場における
ろ過漏出障害の原因生物として、従来ピコシアノ
バクテリアが考えられてきたが、従属栄養細菌に
よる影響も大きいことが示唆された。 
C-2 草木湖の微生物群集構造解析 
 4 月の表層、5 月の底層は PCR の増幅がみられ
ず、解析することが出来なかった。7 月、8 月、9
月の表層において Cyanobacteria 門が多く検出さ
れた(図 4)。この時顕微鏡観察において、ピコシア
ノバクテリアの PE-type(7 月)、Pseudanabaena 属(8
月)、ピコシアノバクテリアの PE-type および
Pseudanabaena 属(9 月)が優占していた。化学合成
生物では Proteobacteira 門および Actinobacteria 門
が多く検出された。綱レベルで見ると、
Proteobacteria 門 で は Betaproteobacteria 綱 、
Actinobacteria 門では Actinobacteria 綱が主要であ
った。中層、底層では Cyanobacteria 門の割合が低
下し、化学合成生物で微生物群集が構成されてい
た。中層は全ての層の中で最も多様性に富んでお
り(rarefaction curve による評価)、Proteobacteria 門
と Actinobacteria 門で総リード数の 55～68%を占
めた。綱レベルでは、 Proteobacteria 門では
Betaproteobacteria 綱が、 Actinobacteria 門では
Actinobacteria 綱が主要であった。底層は、4～8
月 は 中 層 と 同 様 に Proteobacteria 門 と
Actinobacteria 門の割合が大きかったが、9 月にお
いて Bacteroidetes 門の割合が高まった。綱レベル
においては、中層と同様に Proteobacteria 門では
Betaproteobacteria 綱が、 Actinobacteria 門では
Actinobacteria 綱 が 主 要 で あ っ た 。 9 月 の
Bacteroidetes 門の中では Flavobacteriia 綱が主要で
あった。 
 UniFrac により化学合成生物の群集構造の評価
を行ったところ、表層は月ごとに異なる位置にプ
ロットされ、季節による群集構造の変化が大きい
ことが示唆された。中層は全ての月において近い
位置にプロットされ、群集構造の変化が小さいこ
とが明らかとなった。4～7 月は中層と底層が近い
位置にプロットされ、8、9 月は中層と底層のプロ
ットが離れていた。8 月以降躍層が水深 50m 付近
に形成され、中層と底層が混合していないことが
群集構造の違いの一つの要因として示唆された。

草木湖の微生物群集構造が水深、時期によって異
なることが明らかとなった。 
C-3 真核ピコ植物プランクトンの検出技術 
 真核ピコ植物プランクトン(CH-type)の細胞数
は春季と 7 月に 104cells/ml 程度に高まった(図 5)。
1～12 月の試料から得られたクローンについて、
塩基配列間の相同性が 97%以上を同一の OTU と
したところ 5 OTUs に分かれた。相同性検索を行
ったところ Mychonastes 属および Chlamydomonas
属に近縁であった(表 3)。過去 2 年間に検出された
緑 藻 綱 は 、 Mychonastes homosphaera 、
Chlamydomonas noctigama のみであったが、今年度
はこれまで検出されなかった種も検出された。以
上より緑藻綱の生物相を評価する上で、本年度用
いたプライマーの有用性が明らかになった。また、
Mychonastes 属に近縁な OTU の検出頻度、検出割
合が高く、今回検出された緑藻綱の中で 2µm 程度
の細胞サイズのものは Mychonastes 属のみであっ
た。以上の結果から草木湖における主要な緑藻綱
の真核ピコ植物プランクトンは Mychonastes 属で
あることが明らかになった。 
 
E. 結論 
次世代シーケンサーにより、浄水場処理工程水

の微生物相および主要な細菌を評価した。工程水
間、とくに沈澱処理水とろ過水間で微生物相が異
なることが明らかとなった。微生物相の異なる要
因、ろ過水において主要な微生物の濁度への影響
および検出されるメカニズムについて今後検討
する必要がある。 
次世代シーケンサーを用いて草木湖の微生物

群集構造の解析を行い、水深、時期によって異な
ることが明らかとなった。 
緑藻綱の 18S rRNA 遺伝子を特異的に増幅させ

るプライマーにより緑藻綱の生物相を評価する
ことができた。緑藻綱 Mychonastes homosphaera
に近縁なクローンの検出頻度が高く、草木湖にお
ける 0.2～3µm のサイズの主要な真核生物である
と考えられた。 
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図 1 長沢浄水場処理工程水の綱レベルにおけるリード数の割合 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

表 1 ろ過水より検出された主要な微生物 

近縁種(属) 相同性（%）

Cyanobacteria Synechococcophycideae Synechococcus 98~100
Actinobacteria Actinobacteria Ca. Planktophila limnetica 92.9~97.6

Cytophagia Pseudarcicella 93
Flavobacteriia Flavobacterium 97.2~100

Sphingomonas 100
Methylobacterium 100
Rhizobium 93
Azorhizobium 94
Limnohabitans 100
Janthinobacterium 96.0~100
Undibacterium 100
Ralstonia 100
Methylobacter 100
Pseudomonas 100
Acinetobacter 100
Moraxella 100

Deinococcus-
Thermus Deinococci Deinococcus 100

分類（門/綱）

Bacteroidetes

Proteobacteria

Alphaproteobacteria

Betaproteobacteria

Gammaproteobacteria
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図 2 栗山浄水場処理工程水の門レベルにおけるリード数の割合 
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図 3 栗山浄水場処理工程水の Proteobacteria 門における綱レベルのリード数の割合 

原水 沈澱処理水 ろ過水 

OTU 近縁種 相同性(%) 原水 沈澱処理水 ろ過水

OTU1 Synechococcus  sp. PCC9005 100.0 2388 3114 23

OTU2 Synechococcus  sp. MH305 100.0 0 671 1296

OTU3 Synechococcus  sp. MW6B4 100.0 4 706 303

OTU4 Synechococcus  sp. LBB3 100.0 94 1472 28

OTU5 UnculturedSynechococcus  sp. clone LS51 100.0 3 367 0

OTU6 Synechococcus  sp. PCC7009 100.0 99 0 0

OTU7 Synechococcus rubescens  SAG 3.81 100.0 0 59 87

OTU8 Synechococcus  sp. MA0607A 100.0 36 46 0

OTU9 Synechococcus  sp. MA0607K 99.2 0 0 36

OTU10 Synechococcus  sp. MA0607A 98.0 0 10 0

OTU11 Synechococcus  sp. UBR 98.4 41 678 26

Synechococcus 属の合計リード数 2665 7123 1799

表 2 栗山浄水場処理工程水から検出された Synechococcus属に近縁な OTU の近縁種と 
   各工程水におけるリード数 
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図 4 草木湖の各水深における門レベルにおけるリード数の割合 
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図 5 草木湖の真核ピコ植物プランクトン細胞数の推移(2015 年) 

1月 2月 3月 5月 6月 7月 8月 9月 10月 11月 12月

1 Mychonastes homosphaera 100 36 36 48 45 3 42 40 21 12 34 28

2 Chlamydomonas noctigama 99.3 4 3 45 6 2 27 8 7 8

3 Chlamydomonas baca 98.8 4 4 4 26 7 8

4 Chlamydomonas fasciata 99.8 2 4

5 Chlamydomonas sp.　 NIES-2315 100 4 2

OTU 近縁種 相同性（%）
クローン数

表 3 草木湖の緑藻綱をターゲットとした生物相解析結果(2015 年) 


