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分子生物学的手法をもちいた

微生物群集解析の適用事例
Applications of Molecular Biological Techniques
for the Analysis of Microbial Community
in Biological Wastewater Treatment Plants

�	�プロセスをはじめとする������
�は�ランニングコストが�����であるこ

と�また�その����が�����で��に��な}�をt+としないことからD�
�をはじ

めとして�く��されている�しかしながら��1�Kにpわる���に�するR�はほとんどな

かった�=�������の��により������
���の���8�を��することがgh

になった���では����8���の��に%�される=��������とくに PCR�の�

+とその%���についてV�する�

Biological wastewater treatment processes such as activated sludge process have been widely used. But
our understanding of those organisms was limited. Recent molecular biological techniques provided us
new approaches to understand the population dynamics of microbial communities in biological waste-
water treatment plants. In this report, we describe the overview of molecular biological techniques, and
the application to the Analysis of Microbial Community in Biological Wastewater Treatment Plants.

Key Words�

������
� Biological wastewater treatment
=������� Molecular biological tequniques
P C R
D N A
R N A
�  	 � Activated sludge

}�����
� 	�}����	�
�¡

¢ £ ¤
Akira Akashi

2¥�¦§3



�である�また���で��される�	
�は�
�に	�する�	
のわずか１�にすぎない１�とい
われており�りの99���の�	
は	きている
が��できないことになる�いわゆるVNC�Viable
but Non Culturable２���したがって����で��
��などに	�する�	
の���を��するには
 !があった�
"#��	
の$%&�DNA や RNA�を'(に

した)&	
*+,�の-.により�	
/!01
に	�する�	
の23や4を56かつ789く�
�することが:;になった�
<=は>?/!01の@ABCをオペレーターが
DE+にFGできるH!IJをKLするため�>?
/!01にMNする�	
の$%&OPをモニタリ
ングし�そのOPにQづいて	
/!をRSH!す
るシステムのKLをTJとしてUVを-めている�
)&	
*+,�のWなものとしては�T-RFLP�
�Terminal restriction fragment length polymorphism:
XYZの[23くらいの�	
がどのような\]で
	�するかを^_する`a��FISH��Fluorescent
in situ hybridization: �	
のMN�やbc)dを
ef+にgべるh��などがijされているが�k
lでは PCR��Polymerase chain reaction�により�
?mnoにpわるqr�	
のMN4�や��のr
�と/!�;を^_したstについてuvする�

����を��する���と�	��
�

������の��
�����を��する���

��のwにはx�yz�{|zやアンモニア}o
yzなどのいわゆるyz�も~yz�たとえば�メ
タンzなど�あるいはx�	
�たとえば����
ツリガネムシ�ミジンコなど�も	�し�その^_
'(はきわめてi��に�んでいる�x�yz�つ
を�ってみても�BOD��にpわるyz����
�にpわるyz�リン��にpわるyz�=i�に
�んでいる�また�����にpわるyzにもその
�;により�アンモニア}oyz���}}oyz�
�}��yz���}��yz��}o����y

zに)3され���;を�するyzは�に�4のy
z2から��されている��１��

)&	
*+,�のV�により�����を��
するx�yzの���を^_したり�x�yzのw
でもqrの�;を�するyz�たとえばアンモニア}
oyzのMN�をr�することが:;になってきた�
�����	と��	のどちらを��に��するか�

ウイルスを�く	
のy�のwには DNA と

RNA の�hがMNするが�^_'(が DNA か
RNA かでえられるデータの���いが�なってく
る��２��DNA�たとえば�16SrDNA�を'(に
して^_をおこなった���/!XYZにMNする
�	
のMN�やi���[23の�	
がMNす
るか�を ることができる��h�RNA を'(に
した^_では�¡=の�	
の����¢8�を 
ることができる�この２つを£み�わせれば�たと
えば�/!XYのwに[23くらいの�	
がMN
し�¤¥?mの�Bが¦oした§に¡=のyzの�
�にどのような¨©を�ぼすかを^_:;である�
��
���������������������������の��

PCR�は�	
がª�するqrの$%&�たと
えば�16SrDNA や16SrRNA�を«¬する`aであ
る��+には�����から DNA���をgべ
たい��は RNA�を®�¯7°±�qrの$%&
とだけ²��ハイブリダイズ�するプライマーと³
ばれる´い DNA�µQ�AGCT�が20¡¶±·ん
だもの�と¸�し����Taq DNA Polymerase�
¹ºをおこなうと�プライマーに»まれた¼)の
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�２ ^_の'(はDNAか RNAかÇ



DNAが��される��３��その���するプライ
マーのデザインを	
することにより�つまり�
AGCT の20��の�びが��の��の��の��
�とだけ��するように�び�えること�����
�の�の� �!な��の�から��の���たと
えば�"#$%に&わるアンモニア���だけを'
(することも)*である�また�+なる'(にとど
まらず�,-./あるいは��を�/することも)
*である��/ PCR0��ただし�PCR12には
さまざまな34�DNA5(が��の678に9る�
PCR12そのものの9り�が:まれるため�;<
を=する�

��� � � �
������	プロセスの
��への��

>プロセスに?@するABはCにアンモニアと"
Dが:まれる%E:FABであり�BOD はほとん
ど:まれていない�これらを78GH"#$%0に
よりIJをおこなっている�%E:FABはまず"
#Kへ?@し�アンモニアが"DLの%EにD#さ
れた��$%Kで%EガスにMNされIJされる�
"#Kと$%Kから�OHに����をPQし�
DNA をRS� c-PCR�T� PCR: competitive PCR�
0によりアンモニアD#���U"DMN���U
"DMN��の,-./をV�した�
ABWXYZの[\]Xは^_����あたりの
`aをbcとしてもちいることが�いが�ここでは
�dの��.のV��eをもちいて�それぞれの�
�.あたりの%E`aをf(した��４��５およ
び�６にアンモニアD#���U"DMN��およ
びUD#%EMN��1copyあたりのT-N`a�mg-
T-N/copies�g�とWXBの T-Nhiのjkをlす�
m��.あたりの T-N`aがnくなるにしたがい
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Bvのk&



���の T-N は��する��にあったが��５に
	すように
������あたりの T-N��と
���の T-N の���がもっとも�かった�つま
り�
��から�����への���が� ��
�!"において#$%&にあると'えられた�した
がって�!"では
�����の��あたりの�
�を()に*+することにより�,-した���.
がえられるものと'えられる�
/�の01から ���!"に23する4546
な789の:で����;を<=するキーとなる>
�?@��の23がAらかになった�この>�?@
��のBCをDEすることにより ���!"をF
Gに*+>�できる89HIシステムを/JにKL
する�89HIシステムの�MのNOフローを�７

に	しPQする�

� - R H I

 ���!"のSTをサンプリングして c-PCR
UVにより>�?@である
�����の���
をW-する�

� ��の>�

������のW-01とXY T-N��か
ら����あたりの��をZ[する�\に�６から
]3の�����でえられる���.を^Wする�
^W���.が_@�.より`くabがあればその
ままcdをefする�

� c d g h

�６より^Wされる���.が_@�.にiして
abがない�あるいはオーバーするjkは�
��

���をlmさせて����がnさくなるように
cdghをおこなう�ghoUは ���!"によ
りpなるが�� ���!"における>�?@の

�����はqrst��にrするためuvwと
なるメタノールのxyzをlyすることにより��
をlmさせることが{;である�
|}のcd~�などからたとえば１���や１カ
��のXY��が^W{;であれば��.^Wデー
タを�に()なcd>�も{;になる�
���メタン���の���の�	
�

メタン���の�ち�げ|�で�8した��kの
��PAに��89���Uを(�した��を/J
に��する�
8ゴミ����および�O�� �STを�けY
れメタンガスを8�しバイオガス��をおこなう 
!に¡Yされたメタン���において���がまだ
`い�ち�げ¢Rにuv�£¤に¥�¦が§¨し�
なかなか©ªしないという��kが8じた�メタン
��£«¬�プロセス¦におけるuv�§¨の¤な
��として��１に	すような��が'えられてい
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�１ メタン��におけるuv�§¨の¤な��
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る�３� ����の��	
��の��の���に
ついてはバイアル���により��したが	その�
��は��された�データ�����また	���
 	�!"の#$あるいは%&'(な)*+の�
��についても��をおこなったが��された�さ
らに,-またはリンの��も.�/0の�1��
された�そこで	23の456&7も8え��を9
ねたところ	メタン:;<に.�した=>?の@A
Bの�Cが/Dである���がEえられた�Fメタ
ン:;<の@Aは	メタン:;<Gの>?とA%を
C8Hすることによりおこなわれているが	Iち1
げJKBの=>?のLABM)Nのため80OのA
%で50Oまで@Aし	�@Aの>?と�Pしてい
たことがQRした�
50Oの@AがメタンSTUやVSTUにWぼす

XYをZべるため	50Oまで@Aした>?と@A
しない>?の RNA�を[\した��８に]すよう
に	メタン:;>?を�れたバイアル^を80Oの
A%_で50Oまで@A`メタン:;<の45ab
である35Oまでcdしたもの	80OのA%_で38
Oまで@Aしたもの	および80Oでの@Aはおこ
なわないものをefし	メタン:;<の45Agで
ある35Oで２BMhやかにiとうjkした�これ
らの>?から RNA をlm` cDNA をPTし	これ
をnoにして�� PCR をおこなった�VSTU	

pメタンSTU	およびメタンSTUの_でqVを
rs�qVをtuしてメタンガスをST�する
Methanosaeta と Methanosarcina の16SrRNA に
vw(なプライマーをもちいてVSTUとメタンS
TUの16SrRNA�を��し	CのそれぞれのxU
にWぼすXYをZべた�
�９に�� PCR yによる RNA �の��z{を
]す�80Oで38Oまで@Aした3P�|グラフの
}~のバー�と80Oで@Aしない3P�|グラフ
の�~のバー�のVSTU	メタンSTU	
Methanosaetaおよび Methanosarcinaのそれぞれ
のxUでPTされた RNA�に�はなく	80Oで38
Oまで@Aしても�xUの��には�らXYをWぼ
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�９ VSTU	メタンSTU	Metanosaeta および
Methanosarcinaの��にWぼすCのXY



さないことが�った����80�で50�まで��
した	
��グラフの�のバー������の
RNA�は���の�10�の１まで��した�メタ
ン����Methanosaeta および Methanosarcina

ではさらにダメージが��であり�RNA�は��
�の1 000�の１から10 000�の１まで��した�
��の��から� ち�げ!"に#られたメタン
$%&での'�()は���のメカニズムで*きた
ものと+,した�すなわち�-./012の34が
56で����とメタン���の78が��する�
しかし�����のダメージはメタン���にくら
べると9さいため�ある:;の���<は=>して
おり'�を��し?ける���メタン����とく
にMethanosaetaやMethanosarcinaなどの'�@
Aメタン��にBするダメージは��であるため�
����が��した'�をCDしきれずにEFに'
�が()されたのもと+Gした�

む す び
�H�IJKLMのNOによりPまでブラックボッ

クスであった�IJKQRSTUVWのX�IにY
ZのLが[ぶようになってきた�\FのようなQR
STに]わるものにとっての^�の_`aは�X�
IのbcとUVのST8<を_dづけ�それをef
gTやUVh$に�びつけることである�Pijk
したように�STUVの8<と�H�IJKLMで
えられた��を_dlけたmnoも#られるように
なってきており��H�IJKな�pLMが BOD
や COD などのRq�pとrsにtugTでもちい
られるようになるtもvいものと"wされる�Px
は�RqのyGやyG��をzにしたリアルタイム
なUV{|に�びつくようなh$を}めていきたい�

������
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