
片山浩之
稲葉愛美
Waitou Ng
古米弘明

20130527 CREST・荒川WS(さいたま新都心)

⽔質1

水質グループ
（新規ウイルス指標を用いた

水質評価法の開発）

各動物種由来ウイルスによる評価
宿主

糞便

汚染
河川水
海水
地下水

宿主特異性が
高いウイルス

水中から各動物種に特異的なウイルスの検出

概念図：ウイルス指標による糞便汚染起源追跡

検出された動物由来
糞便汚染を正確に評価

病原微生物の感染リスク
ヒト由来ウイルス 腸管系ウイルス

ウシ由来ウイルス クリプトスポリジウム

ウイルス指標の候補１： コブウイルス属

(Yamashita et al. 2003)

50 nm

アイチウイルス 分類; ピコルナウイルス科

形状; 正二十面体

遺伝子; 一本鎖RNA

直径; 22-30 nm

代表的な腸管系ウイルスの
特徴と類似（ノロウイルスなど）

22-30 nm

ssRNA 

種; アイチウイルス （AiV,ヒト）
ブタコブウイルス （PkoV,ブタ）
ウシコブウイルス （BkoV,ウシ）

コブウイルス属のウイルス指標としての利点

環境中に大量に
存在する可能性

検出が容易である

宿主特異性が
非常に高い可能性

糞便汚染の起源を区別
することが可能

コブウイスル属は糞便汚染起源を推定する指標
として有効である可能性が高い



ウイルス指標の候補２：
PMMoV (Pepper Mild Mottle Virus)

100 nm

PMMoV 分類; トバモウイルス属

形状：らせん管状

遺伝子; 一本鎖RNA

直径; 約18 nm
長径; 約300 nm

植物ウイルス
ヒト糞便、下水流入水、
環境水中に最も豊富に存在

約300 nm

18 nm

核酸
カプソマー

カプシド

PMMoVのウイルス指標としての可能性

PMMoVはヒト糞便汚染の有無を推定する指標
として有効である可能性が高い

ヒト糞便および水環境中に
最も大量に存在する

検出が容易である

糞便中のPMMoVは食物
に由来すると考えられる

ヒト糞便汚染の有無を
評価することが可能

但し、水環境に存在するPMMoVの由来が明らかでない

目的

コブウイルス属およびPMMoVによる糞便汚染源の推定

コブウイルス属およびPMMoVのウイルス指標としての有効
性を評価することを目的とした、荒川流域におけるコブウイ
ルス属およびPMMoVの定量・検出

コブウイルス属

PMMoV

荒川流域におけるPMMoVの定量
水環境中のPMMoVの起源を推定

荒川流域におけるAiVの定量、およびPKoV, BKoVの検出

二次ウイルス濃縮液 (650µL)

水試料 (10-50 mL)

一次ウイルス濃縮液 (5mL)

Centriprep YM-50(twice)

RNA (60µL)

cDNA (120µL)

DNA (200µL)

AdV

RNA抽出
140µL

DNA抽出
200µL

TaqMan PCR
2.5µL×2

逆転写反応

NV EV

AiV

TaqMan PCR
5.0 or 2.5 µL×2

陰電荷膜吸着法
(Katayama et al. 2002)

BkoV

PkoV

RT- PCR
5.0 µL

PMMoV

ウイルスの定量・検出手順



コブウイルス属: 試料採取

5
Ｖ Ｖ

荒川

採取試料： 河川水

採取試料数: 合計21試料

調査回数: 2回

調査期間: 2010年12月28日
2011年1月19日

玉淀ダムを境に区分
上流地点

（St.1‐8, 15, 16) 下流地点
（St.9‐14, 17)

St.1

ND

UDL

105

108

102

上流採取地点におけるウイルスゲノムの定量結果

AiVを含めたヒト腸管系ウイルスは上流採取地点からは検出されな
かった (St.4、およびSt.6を除く)

ND: Not detected
UDL: Under Detection      

Limit

St.6

St.4

St.5
UDL

105

108

102

St.16
UDL

105

108

102

ND

St.8

ND

UDL

105

108

102

St.15

ND

UDL

105

108

102

St.3

UDL

105

108

102

St.2

ND

UDL

105

108

102

St.7

ND

UDL

105

108

102

UDL

105

108

102

AiV
EV
NV GI
NV GII
AdV

FRNA
SMP
EC
TC

UDL

105

108

102

下流採取地点におけるウイルスゲノムの定量結果

下流採取地点においてAiVは全ての地点から安定した量で検出された
他の腸管系ウイルスは地点で変動していった

ND: Not detected
UDL: Under Detection   

Limit

AiV
EV
NV GI
NV GII
AdV

FRNA
SMP
EC
TC

St.9
ND

St.17

St.10

St.10
St.11

St.11

ND

UDL

105

108

102

UDL

105

108

102

UDL

105

108

102

UDL

105

108

102

St.12
UDL

105

108

102

St.13
UDL

105

108

102

St.14 UDL

105

108

102

UDL

105

108

102

UDL

105

108

102

ND

まとめ

AiVは他の腸管系ウイルスと同様に、下流地点から検出された
AiVの濃度は、他の腸管系ウイルスに比べ低かったが、安定した量で
検出された

環境水中に幅広く安定した量で存在していることが示唆された

PKoVおよびBKoVがいくつかの河川水試料から検出された
養豚場廃水関連河川水からは、2010年12月の試料でのみPKoV
が検出された
BKoVは検出されなかった

環境水中に検出可能な量で存在し、ブタ、ウシ糞便汚染起源
を評価できる可能性

コブウイルス属は糞便汚染起源追跡のためのウイルス指標として有効である
可能性が示唆された



荒川流域におけるPMMoVの定量

PMMoV
調査回数: 4回

調査期間: 2011年1月19日
2012年10月23日
2012年11月14日
2012年12月17日

採取試料： 河川水

採取試料数: 合計35試料
試料採取地点

5 km

5 km

荒川流域におけるPMMoVの定量結果

PMMoVを含め不検出

PMMoVはヒト腸管系ウイルスに
比べ、高濃度で存在していた
また、人口の少ない上流域地点
において、PMMoVは検出されな
かった

上流域地点

PMMoV
AdV
NV GI
NV GII

荒川流域におけるPMMoVの定量結果

上流域地点
腸管系ウイルス

＝不検出

腸管系ウイルス
＝検出

水環境中のPMMoVが
ヒト由来である可能性が
高い

5 km

検出限界
以下

P
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V

濃
度
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o
g

(
c
o
p
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s 
/
L
))

ヒト腸管系ウイルス濃度中の最大値
(Log (copies /L))

荒川におけるPMMoVとヒト腸管系ウイルスの関係
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水環境におけるPMMoVの起源推定

水環境中のPMMoVがヒト由来である
可能性が高いことが示唆された

単独浄化槽および汲み取り式
便所を使用する住宅における
生活雑排水中のPMMoVの定量

100 nm

PMMoV PMMoV = 植物ウイルス

水環境中におけるPMMoV
の存在がヒト糞便以外から
由来する可能性が疑われるヒト糞便1,3)

自然環境？

ほとんど
検出されない3,4)

生活雑排水？

下水3,4)

水環境3,4) 1) Zhang et al. 2006; 2) Colson et al. 2010
3) Hamza et al., 2011; 4) Rosario et al., 2009

食品から検出1,2)



水環境におけるPMMoVの起源推定
＝ 生活雑排水におけるPMMoVの定量

調査回数: 2回

調査期間： 2012年11月14日

2012年12月17日

対象地域：埼玉県小鹿野町

(下水道普及率が低い)

200m

①

③
④

②

⑤～⑩

採取試料:

・戸建住宅(単独浄化槽または汲み取り式便所)

の生活排水（①～④）

・集合住宅(単独浄化槽)の混合生活排水

（⑤～⑩）

採水方法：2－3時間おきに1回採取

採取試料数：合計85試料

5 km

PMMoV推定濃度の算出

1) Hamza et al., 2011; 2) 下水道普及率（日本下水道協会） 3)浄化槽利用率（埼玉県）；4)国土交通省水文水質データベース

ヒト糞便由来推定
濃度【copies/L】

生活雑排水由来
推定濃度【copies/L】

人口【人】

糞便量【g/人・日】

糞便中の濃度【copies/g】1)

× ×
人口【人】

排水量【L/人・日】

排水中の濃度【copies/L】
× ×

PMMoV負荷量 【copies/ 日】

未処理率2,3)＋処理率2,3)×除去係数1)

÷

河川流量4)【L/日】

×

＝ ＝

排出源

処理施設

処理

未処理

河川水

実測濃度
【copies/L】

比較

＝

1) Hamza et al., 2011; 2) Rosario et al., 2009

生活雑排水におけるPMMoVの定量結果

陽性サンプル数: 13/ 85 (15.3%) 

平均検出濃度: 3.3 × 103 copies /L

(最大検出濃度: 5.1×105 copies/L)

サ
ン

プ
ル

数

80

60

40

20

0
検出限界

以下
3－4 4－5 5以上

検出限界値
(<1114 copies/L)

PMMoV濃度 (Copies /L)

生活雑排水中から検出された
PMMoVの濃度分布

生活雑排水中のPMMoVの濃度は
下水流入水(1.50×109～
2.16×1010copies/L）1,2) に比べ
低いことが確認された

生活雑排水中のPMMoVは
下水流入水中の主な起源
ではないことが示唆された

ヒト糞便および生活雑排水推定濃度と河川実測濃度との
比較によるPMMoVの起源推定

P
M

M
o
V

濃
度
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L
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番戸橋 皆野橋 寄居橋 二瀬橋 石今橋

ヒト糞便、生活雑排水、水環境中のPMMoVの比較

採取地点

ヒト糞便由来推定濃度

生活雑排水由来推定濃度

河川実測濃度平均
(Bar＝S.D)

ヒト糞便由来推定濃度は河川実測濃度
よりも高かった(1サンプルを除く)

生活雑排水由来推定濃度は河川実測
濃度より1-2 log (copies/L)低かった

河川水における生活雑排水由来
PMMoVは、最大で約10％程度
の存在量と考えられる

水環境中のPMMoVは主に
ヒト糞便に由来し、PMMoVが
ヒト糞便汚染指標として有効
なウイルス指標であることが
示唆された



研究成果の活用の方向性

水利用・処理において、

・動物ごとに糞便汚染を分けて表す指標があったら、役に立つか？？

・大腸菌以外に、水中の病原微生物の感染リスクの評価のツールが必要？？

（クリプトスポリジウム等）



水質グループ
（水質変容ポテンシャル班）

栗栖太、春日郁朗

東京大学

2013年5月27日 CREST古米チーム荒川ワークショップ
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荒川流域の各種水資源の有機物評価

表流水

下水処理水

水道水源

地下水

荒川流域の各種水資源

再生水

雨水

浄水

各種水資源に含まれる有機物の組成を、化合物レベルで評価

 溶存有機物の由来は？
 各水資源の特徴は？

 水質事故への対応
 水質特徴に応じた水利用

①全溶存有機物

②生分解性有機物
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→
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水

橋
→
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~8
朝

霞
浄

水
場

M
1~

8
三

園
浄

水
場

荒川水循環センター
W-1 初沈越流水

W-2 放流水→

A-
11

笹
目

橋
→

A-5 三枚橋→

石井水処理センター
A-7 初沈越流水

A-8 放流水→

A-
9

出
丸

橋
↓

武
蔵

水
路

玉
淀

ダ
ム

入
間

川

越辺川

秋
ヶ

瀬
取

水
堰

中
津

川

採 水 地 点

GR-1 さいたま市東部配水場
GR-2 さいたま市東浦和浄水場

O邸雨水貯留施設
（横浜市青葉区）
RW-1 降雨直後
RW-2 貯留1週間後

①全溶存有機物

RW-1 さいたま
新都心再生水
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分 析 手 法

ろ過 固相抽出 FT-MS

ネガティブイオンモード
イオン化法：エレクトロスプレー(ESI)法
分解能：50,000
m/z範囲：100-1,000孔径0.45μmのガラス繊維ろ紙

（GF45, Whatman）

ジビニルベンゼンポリマー系
(Bond Elut PPL, Agilent)
疎水性有機物+親水性有機物

100倍濃縮
＋脱塩

フーリエ変換質量分析
(orbitrap型質量分析）

低分子有機物のノンターゲット分析

 固相抽出可
 分子量100-1000
 ESI法でイオン化

分析対象

①全溶存有機物
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荒川表流水のマススペクトル(MS)：上流部

W ×3

A1

A2

A3
A1-3_121106173203 #37 RT: 0.85 AV: 1 SB: 36 2.94-4.64 NL: 6.60E3
T: FTMS {1,1}  - p ESI Full lock ms [100.00-1000.00]
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409.1143367.1037

339.1087

439.1249

309.0982 455.1200

126.9043

281.1032 481.1355

235.0246

497.1306

191.0345

521.1303

561.0887

609.0744
673.0682

839.1146 937.1736

A2-3_121106174919 #27 RT: 0.61 AV: 1 SB: 33 2.99-4.52 NL: 1.08E4
T: FTMS {1,1}  - p ESI Full lock ms [100.00-1000.00]
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339.1087
283.0825

409.1143

126.9044

255.0874

225.0767 439.1250

455.1200

183.0658

493.1355
509.1305

541.1565
577.1560

623.1978
759.2125 885.1549 968.2400

A3-3_121106180632 #47 RT: 1.08 AV: 1 SB: 33 3.04-4.57 NL: 5.23E3
T: FTMS {1,1}  - p ESI Full lock ms [100.00-1000.00]
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395.0987
353.1246

257.0490

126.9043

437.1093

199.0431

467.1197

483.1148

507.1513

551.1048

571.1306
635.1632

709.1266
855.0867 911.1755

: 硫黄元素含有分子

*
**
*

*

流量

4 m3/sec

2 m3/sec

直鎖アルキルベンゼンスルホン酸
(LAS) 類縁物質

Formula
C9 H12 O3 S
C11 H14 O5 S
C12 H16 O5 S
C13 H18 O5 S SHO O

O

n m

中津川合流点前

浦山ダム

正喜橋
下水処理場W

①全溶存有機物
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荒川表流水のMS：武蔵水路の影響

W ×7

A4

A5

A6
A4-3_121106182345 #47 RT: 1.08 AV: 1 SB: 28 3.11-4.38 NL: 5.64E3
T: FTMS {1,1}  - p ESI Full lock ms [100.00-1000.00]
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455.1199

483.1149

509.1668

181.9913

535.1461

567.1361

593.1888
669.0735 959.1633839.1496

A5-3_121106184059 #53 RT: 1.22 AV: 1 SB: 37 2.87-4.59 NL: 1.02E4
T: FTMS {1,1}  - p ESI Full lock ms [100.00-1000.00]
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126.9043

257.0489

199.0429
313.1116

381.1192
397.1141

439.1246
455.1198

483.1144

553.1199
573.0890 653.1359 866.9135 943.0564752.1306

A6-3_121106185811 #47 RT: 1.08 AV: 1 SB: 28 3.03-4.33 NL: 1.40E4
T: FTMS {1,1}  - p ESI Full lock ms [100.00-1000.00]
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126.9043

257.0489

199.0430

311.1688

397.1141
351.1087

413.1092

467.1194

499.1101
539.1411

595.2031 703.1162 987.5988845.2489

利根川

20 m3/sec

7 m3/sec

武蔵水路のパターンへと変化：利根川DOM分子組成への変化

武蔵水路

久下橋 原馬室冠水橋

①全溶存有機物
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荒川表流水MSパターンの主成分分析

A1: 中津川

A2: 浦山ダム

A8: 石井放流水

W2: 荒川水循環セ
放流水

A11: 笹目橋

A6: 冠水橋
A10: 治水橋

A3: 正喜橋A4: 久下橋

A5: 武蔵水路

75.9％

13.1％

A9: 出丸橋（入間川）

下水処理水

荒川表流水

• 下水（処理水）の影響をほとんど受けていないA1中津川合流点
• A3正喜橋～A10治水橋
• A11笹目橋

①全溶存有機物
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R2-3 #8-14 RT: 0.19-0.26 AV: 3 NL: 4.80E5
T: FTMS {1,1}  - p ESI Full ms [100.00-1000.00]
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GR1-1-3 #31-40 RT: 0.78-0.83 AV: 2 NL: 2.35E4
T: FTMS {1,1}  - p ESI Full lock ms [100.00-1000.00]
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RW1-3_120919192930 #71 RT: 1.52 AV: 1 NL: 5.95E3
T: FTMS {1,1}  - p ESI Full lock ms [100.00-1000.00]
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GR1-1：地下水（深井戸）

RW-1: 貯留雨水 R-2: 下水再生水

様々な都市水資源のMS

良好な水質のもの同
士でも、
地圏に由来するものと

天水由来のものでは
組成が大きく異なる

再生水では特定の成
分のピークが目立つ

①全溶存有機物
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再生水処理と生分解性有機物（BOM）

生分解性有機物BOMの除去／生成過程の把握

塩素消毒

再生水

再生水における微生物再増殖の抑制

• 消毒による微生物制御（残留塩素）
• 生分解性有機物(Biodegradable 

Organic Matter, BOM)の制御

2次処理水など

 再増殖のポテンシャルの把握
 再増殖低減のための方策

BOM

溶存有機物

②生分解性有機物

10

再生水処理工程におけるBOM変化
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同化性有機炭素(Assimilable Organic Carbon, AOC)法

オゾン処理により、生分解性有機物が増加

⇒微生物株を試料に植種し、増殖量からBOMを評価する方法

②生分解性有機物

さいたま新都心再生水施設

11

水質の「安定性」

②生分解性有機物

微生物再増殖が起こる水 水質的に「不安定」な水

生分解性有機物(BOM)大
残留塩素小

BOM量に応じた塩素注入量の設定

BOMを低減する処理法はないか？

生物ろ過 オゾン 生物ろ過オゾン

12

まとめ

• 荒川の溶存有機物を化合物レベルで調べた

– 中流域で生活排水由来の物質が確認された

– 武蔵水路および荒川水循環センター処理水の流
入の影響を大きく受けていた

• 下水再生水処理において、

– 特にオゾン処理により生分解性有機物が増加する

– 水質の安定性を考慮した考え方の提案
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荒川表流水のMS：下流部

A8 A9
A10-3_121106193235 #53 RT: 1.22 AV: 1 SB: 36 3.22-4.89 NL: 1.07E4
T: FTMS {1,1}  - p ESI Full lock ms [100.00-1000.00]
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A11-3_121106194945 #67 RT: 1.36 AV: 1 SB: 24 3.71-4.79 NL: 5.57E4
T: FTMS {1,1}  - p ESI Full lock ms [100.00-1000.00]
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10 m3/sec

37 m3/sec

W2-3_121106205823 #57 RT: 1.20 AV: 1 SB: 20 3.76-4.71 NL: 3.45E4
T: FTMS {1,1}  - p ESI Full lock ms [100.00-1000.00]
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荒川水循環センター
再生水

治水橋

A10 A11
笹目橋

W2

15

再生水処理プロセス前後のAOC

15

• オゾン処理のある
再生水のAOCが高
い
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AOC-2nd effluent
AOC-Reclaimed water

Process A B C D1 D2 E1 F1 F2
凝集沈殿    

砂ろ過    
生物ろ過    
オゾン処理     
精密膜ろ過  
逆浸透膜ろ過 

活性炭処理  
紫外線処理  
塩素消毒       

• UV 処理のあるF処
理場も再生水のほ
うがAOCが若干高
い

• RO 処理のあるEで
は再生水の AOC 
は低い

16

高度浄水処理工程のAOC変化
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AOC-NOX
AOC-P17

原水 凝集
沈殿

オゾン 塩素
処理水

生物
活性炭

微生物再増殖
リスクの低減

 オゾンで、高分子有機物が分解し、AOCが生成

 生物活性炭で、AOC濃度は元のレベルに低減

生物活性炭
の重要な役割
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再増殖とAOC,残留塩素（貯留による影響）
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ＡＯＣ濃度

再増殖は、残留塩素が低下した時、ＡＯＣの消費を伴って起こっている

ＡＯＣ濃度

18

BGFによる再生水BOMの評価
1：水質変容P

殺菌処理した試料に全11株を
初期濃度が1,000cells/mL
となるように個別に添加

Iso-1
Step1 植菌

Iso-2 NOX

Step2 培養・菌数測定 Step3 最大増殖量

20℃で10日間静置培養し、継時的に菌数を測定

SYBR® Green I により染色後、
BD Accuri™ C6 フローサイトメー
ターを用いて菌数測定

Iso-1

Time

菌
数 Iso-2

Is
o-

1

Is
o-

2

N
O

X

最
大

増
殖

量

試料間で増殖応答を比較

フローサイトメトリー

略称 試験菌株

Iso-1 Sphingomonas yabuuchiae strain W211
Iso-2 Acidovorax sp. CNE29
Iso-3 Herminiimonas saxobsidens strain AA
Iso-4 Pseudomonas sp. lyh1B
Iso-5 Nevskia ramose
Iso-6 Mycobacterium sp. 18GUW
Iso-7 Microbacterium sp. 5BCO-S1.1
Iso-8 Pedobacter sp. BR-9
Iso-9 Riemerella sp. IPDH98/90
P17 Pseudomonas fluorescens P17
NOX Aquaspirillum sp. NOX

再生水等から
単離した9株

AOC測定
用の2株


