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第 1 章 序論  

1.1 研究の背景  

 水系感染症を引き起こす腸管系ウイルスはヒト腸管内で増殖し、感染者糞便から高濃度

で排出され、下水処理場に流入する。下水処理によって除去·不活化されるものの、水中

の腸管系ウイルスの除去·不活化には限界があり（da Silva et al., 2007; Flannery et al., 

2012）、腸管系ウイルスについて、下水処理や下水再生処理における制御が重要となって

いる。  

 紫外線（UV）消毒は水中のウイルス消毒方法の１つで、近年下水への導入事例が増加

してきている (Tanaka, 2018)。UV 照射装置は装置の設計や処理水質によってウイルス不活

化性能が複雑に変化する (Otaki, 2018)ため、個々の UV 照射装置で性能試験を行うことが

望ましい。UV 照射装置の性能試験には大腸菌ファージ MS2 の原水への添加による不活

化試験が広く用いられているが、MS2 を処理原水に高濃度で添加する必要があるため、

装置規模が大きくなると実施コストが跳ね上がり、現実的ではない。  

 大規模の UV 照射装置における UV 照射量測定の供試微生物候補としては、F 特異大

腸菌 RNA ファージ（FRNA ファージ）の利用可能性が示唆されている（Lee et al., 2018.）。

FRNA ファージは下水中に高濃度で存在することが知られており、UV 消毒に対して一定

の耐性があることが報告されている Maite Muniesa et al., 2009）。一方で、生物線量計に利

用するためには紫外線感受性を把握する必要があるが、変動性の問題などがあり、研究が

進んでおらず知見は少ない。  

 また、本研究で利用した沖縄県 I 処理場の下水再生処理施設をでは、下水 2 次処理水を

UF 膜ろ過後、UV 消毒する処理方式を採用している。この施設には、UV 照射装置の滞留

時間が十数秒程度の小規模なパイロットプラントと、UV 照射装置の滞留時間が 5~10 分

程度の実証プラントが設置されている。パイロットプラントは MS2 の不活化試験により

装置性能が十分に検証されているが、実証プラントでは UV 照射性能の実測ができておら

ず、検討が不十分な状態である。  
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1.2 研究の目的  

 以上の背景から、装置性能測定の供試微生物として FRNA ファージを利用するために

は FRNA ファージの UV 感受性をこれまでより詳細に把握する必要があり、FRNA ファー

ジの UV 感受性の変動を踏まえた利用方法を検討する必要がある。さらに、実規模の UV

照射装置において装置性能を実測する手法の検討が必要とされている。そこで、本研究で

は以下の 2 点の目標を設定した。  

 

①下水中 FRNA ファージを用いた UV 照射量測定手法の検討  

 微生物を用いた UV 照射量測定を行うためには、使用する微生物の被 UV 照射量と不活

化率の間に用量―反応曲線を作る必要がある。下水中に自然に存在する FRNA ファージに

関して、UV 感受性の決定方法は知見が少ない。  

 そこで本研究では、以下の 4 つの点を目的として調査を実施した。  

 

1.GI, GII, GIII の遺伝子群別に下水中 FRNAPH の UV 感受性を把握する。  

2.FRNAPH の UV 感受性の地点差について把握する。  

3.FRNAPH の UV 感受性の変動について把握する。  

4.換算 UV 照射量（Reduction Equivalent UV Dose, RED）推定の供試微生物として、FRNAPH

の運用方法を検討する。  

 

②FRNA ファージを用いた、実規模の下水再生処理施設における  

UV 照射量測定の妥当性検討  

沖縄県 I 処理場の下水再生処理施設を利用し、以下の 2 つの点を目的として調査を実施

した。  

 

1.パイロットプラントにおける UV 照射量測定に関して、供試微生物に FRNA ファージを

用いた場合と従来の MS2 を用いた場合で比較検討を行い、実際の UV 照射装置の性能試験

に FRNA ファージを適用することの妥当性を検討した。  

2.実証プラントにおいて、FRNA ファージを供試微生物とし、実際の UV 照射装置におけ

る紫外線照射量測定を試みた。  
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第 2 章 先行研究についての文献考察  

2.1 下水中の病原性ウイルスに関する知見  

ウイルスとは、宿主の細胞内のみで増殖できる偏性細胞内寄生性であり、宿主特異性を

有する極微小な感染性の構造体で、タンパク質の殻とその内部に入っている核酸からなる。

サイズは 10~300 nm であり、様々な形をとる。遺伝子として DNA あるいは RNA のいずれ

か一方の核酸を持ち、その周囲をカプシド（Capsid）と呼ばれるタンパク質の殻で覆われ

た構造を持っている。このような簡単な構造により、環境中で長く生存する（Gerba, 2007）。  

単細胞生物や植物からヒトを含む高等生物までのすべての生物に対して、感染性を有す

るウイルスが存在すると考えられている。  

水系感染に関するヒトのウイルスは、感染者から糞便とともに排出され、糞便もしくは

糞便に汚染された水との接触によって感染および発症する恐れがある。現在では水環境中

に 140 種以上のウイルスが存在すると考えられており、これらのほとんどが水系感染を引

き起こす腸管系ウイルスであると考えられている（Ye et al., 2012）。また、一般的に腸管系

ウイルスは他の水系感染に関する細菌に比べて環境中の生残性、塩素消毒耐性が高く、最

小感染用量が少ないと言われている（WHO, 2011）。腸管系ウイルスの多くは胃腸炎等の症

状を引き起こすが、加えていくつかのウイルスは、脳炎、新生児疾患、心筋炎、ウイルス

性髄膜炎などを引き起こす（Gerba et al., 1985, 1996. Frankel et al., 1988.）が、症状が軽微

もしくは無症状であるような不顕性感染も多い（Gentsch et al., 1992; Menon et al., 2010; 

Kimura et al., 2011）。  

腸管系ウイルスはヒト腸管内で増殖し、感染者糞便から高濃度で排出され、下水処理場

に流入する。下水処理によって除去·不活化されるものの、水中の腸管系ウイルスを完全に

除去·不活化することは困難であり（da Silva et al., 2007; Flannery et al., 2012）、活性汚泥処

理で 1–4 log 程度除去されると報告されている（Katayama et al., 2008. Kitajima et al., 2014）。

また、合流式下水道雨天時越流水（Combined Sewer Overflow: CSO）などを介して腸管系ウ

イルスが未処理のまま環境中へ排出されることも報告されている（Fong et al., 2010; Hata et 

al., 2014）。このことから、下水処理や下水再生処理における制御が重要なリスク因子とな

っている。  

 

2.2 水中のウイルス消毒処理方法に関する知見  

 下水処理や下水再生処理において、消毒プロセスは病原微生物の破壊あるいは不活化の

ために用いられるプロセスである。消毒作用の重要な機構は①細胞壁の損傷、②細胞壁の

透過性の変性、③原形質のコロイドとしての変質、④微生物の DNA あるいは RNA の変性、

⑤酸素作用の阻害の５つである。紫外線（UV）、塩素、オゾンを用いた消毒機構の比較を

表 2.1 に示す。細菌は原虫とウイルスに比べ塩素や UV による消毒効果が高くなっている

が、オゾンを用いた場合では他の病原微生物より高い CT 値や It 値が必要である。原虫は

塩素消毒に対して高い耐性を有しており、細菌と比べ約 100 倍、ウイルスより約 2 倍のク

ロラミン CT 値が必要となっている（Montgomery, 1985; USEPA, 1999）。しかし、UV 消毒

は原虫に対して有効であるあることが報告されていることから（Clancy et al., 2000; Craik 
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et al., 2000, 2001; Linden et al., 2002）、他の細菌やウイルスより  IT 値（照射量）が低くな

っている。ウイルスは他の病原微生物とくらべオゾンの  CT 値が低くなっており、オゾン

消毒が有効であることが分かる。  

  

表 2.1 各消毒方法の機構 (Tchobanoglous et al., 2003) 

 
 

2.2.1 紫外線消毒  

 紫外線（UV）によるウイルス消毒は、厚生労働省が「水道におけるクリプトスポリジウ

ム等対策指針」を制定して以降浄水処理への導入が大きく進んだ(Tanaka, 2018)。2009 年に

は下水道施設計画・設計指針と解説後編 2009 年度版（社団法人日本下水道協会 , 2009）に、

UV 消毒施設に関するガイドラインが制定された。そこでは、UV 透過率は、70％以上を標

準とすること、UV の照射量は、大腸菌群数が 1cm3 中 3,000 個以下になるよう定めなけれ

ばならない等が制定された。現状、下水に対する UV 消毒処理は、必要十分な UV 照射量

に設計する方法や、第三者的にそれを検証する方法、さらに 70%を標準とした UV 透過率

を下回る原水に対応する方法等については整備が進んでいない（Kamiko, 2011）が、近年

では低透過率の下水への UV 消毒の適用可能性が報告されている（Oguma et al. 2013）。  

UV 消毒では、微生物が UV の照射を受けることで、微生物の DNA に 2 重結合が生じた

り、DNA 鎖が断裂したりする。UV が細菌や原虫の DNA やウイルスの DNA や RNA に吸

収され、隣接する DNA のチミンや RNA のウラシルが二量体を形成することが特に致命的

に働き (R. Beukers et al.,1961. R. B. Setlow et al., 1962. R. B. Setlow ., 1963.  D. Pettijohn et 

al.,1964. Miller et al., 1974.) 、逆転写過程を阻害することで微生物は増殖できなくなり、不

活化される。  

UV 消毒において透過率や濁度などの水質条件は重要な要素であり、UV 処理の前に行わ

れる処理が、後段の UV 処理における病原微生物の不活化率に対する影響が大きいことが

報告されている（Qualls et al., 1983; Christensen and Linden, 2003; Batch et al., 2004; Hijnen 

消毒手法 消毒機構

1.微生物細胞内のRNAとDNAへの光化学的損傷（二重結合の形成）

2.微生物内の核酸による240~280 nmの電磁波エネルギーの吸収

3.RNAとDNAの増幅遺伝情報の不活化による細胞の増幅防止

1.酸化

2.残留塩素との反応

3.タンパク質の沈殿

4.細胞壁の透過性の変質

5.加水分解と機械的破壊

1.接触酸化・細胞壁の破壊で細胞内物質の細胞外への漏洩

2.オゾンの分解によるラジカル複製との反応

3.核酸成分への損傷

4.炭素窒素結合の切断

紫外線

塩素

オゾン
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et al., 2006; USEPA, 2006）。UV 処理の前段で処理されず残留した粒子により、UV が吸収、

散乱、ブロックされることから病原微生物の不活化率が低下することが報告されている

（Qualls et al., 1983）。また、下水由来の 7~10 μm 以上の粒子は、粒子に吸着した病原微

生物への UV 照射をブロックすると報告している（Jolis et al., 2001）。  

UV 消毒のメリットとして、照射装置が比較的小規模であり、滞留時間も短いため導入

がしやすいことが挙げられる。また、下水や再生水に見られる重要な消毒副生成物の一つ

として、N－ニトロソジメチルアミン（N－nitrosodimethylamine; NDMA）があり、発がん性

を有する物質である。これらの消毒副生成物は水系感染を引き起こす病原微生物とともに

再生水を特に飲用利用する際の人への健康リスクを高める（USEPA, 2002）。しかし、UV 消

毒は消毒に用いられる程度の  UV 線量では消毒副生成物はあまり生成されないことから、

UV 消毒については消毒副生成物による汚染リスクは低いと考えられる。  

 

2.2.2 塩素及びオゾン消毒  

 塩素やオゾンのような酸化剤による細胞壁の損傷、破壊、変性により、細胞は死に至る。

塩素やオゾンなどの化学的酸化プロセスは消毒副生成物（Disinfection By-Products; DBPs）

を生成する。多くの消毒副生成物は、水中有機物の酸化によって生成した溶解性有機塩素

化合物であることが報告されている（Cooper et al., 1983; Bauman and Stenstrom, 1990; Rebhun 

et al., 1997）。  

 

2.3 紫外線照射量の測定方法に関する知見  

UV 照射量の計測方法には、物理的方法、化学的方法、そして生物的方法がある。これら

の計測手法は、系に到達する量を計るもの (物理的方法 )と系に吸収される量をはかるもの

(化学的方法と生物的方法 )に分類される (Ono, 1996. Sasaki, 1995)。  

 

2.3.1 化学線量計  

 化学線量計は吸収された光エネルギーを吸収係数 (物質固有の波長ごとの吸収率 )と，量

子収率 (濃度によって反応率が異なる )を基に、算定することによって UV 照射量を求める

ものである (Hiroto, 2009)。化学線量計の測定手法としては、ヨウ化カリウムヨウ素酸線量

計やシュウ酸鉄線量計など存在し、その線量測定のプロトコルが Bolton ら (2011)などによ

って示されている。  

 

2.3.2 生物線量計  

 生物線量計は、UV に暴露された時の生物の反応を指標に用いるものである。生物指標  

としては DNA の損傷、皮膚の紅斑、さらには様々な指標生物の致死量、と多様である (Ono, 

1996)。水処理装置の生物線量測定には通常 UV による微生物の不活化モデルを用いる。微

生物の不活化モデルは標的論によって説明される（Kondo, 1984）。標的論では微生物に UV

を照射したとき、微生物内の標的（主に DNA または RNA）にヒットする確率と生残率を

対応させる。標的に n 回ヒットした場合にある特定の微生物が不活化するとした場合、生

残率とヒット数の関係は式 2.1 で表される (Otaki, 2000)。ウイルスは n=1 である場合がほと
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んどであり、その場合の関係式は式 2.2-1 または式 2.2-2 のように表され、生物線量測定に

用いられる。  

 

 

N

No
= 1 − (1 − eିୈ・ୈ୭ୱୣ)୬ 

N

No
= eିୈ・ୈ୭ୱୣ  

logୣ

N

No
= −

Dose

D
 

N:照射後の濃度 , No:照射前の濃度 , n:致死ヒット数  

Dose:UV 照射量 , D:不活化速度定数  

 

ウイルスの対数生残率と UV 照射量が直線関係になることを利用し、不活化速度定数が既

知のウイルスの生残率を測定することで装置の UV 照射量を計算し、換算 UV 照射量

（Reduction Equivalent UV Dose, RED）として用いる。  

 生物線量計を用いるメリットとしては、複雑な装置の UV 照射量を物理線量計と比較し

て簡単に測れることである。一方で測定の限界として、生物線量計で測定できる照射量の

範囲は微生物の初期濃度に依存し、照射量が大きく微生物濃度が検出下限を下回る場合に

は測定できない。  

 

2.3.3 物理線量計  

 物理線量計とは、ある一定の波長域に分光特性をもつセンサーで受光した UV 量を物理

量として測定するものである。受光部には例えば光ダイオードが使用され、一定の UV 吸

収スペクトルを持つ物質をフィルターとして用いることにより分光特性を決定する。物理

線量計を利用するメリットは、UV 量をリアルタイムで測定できることである (Ono, 1996)。

これまで数多くの測定機器が開発されているが、機器の分光光度測定や校正光源、斜入射

特性は測定機器ごとに異なり、測定値は絶対値ではなく同一実験内での相対値として扱う

ことが望ましいとの報告もされている (Tozawa, 1993)。  

 

2.3.4 物理シミュレーションによる推定  

 物理シミュレーションによる推定は、数値流体力学（computational fluid dynamics, CFD）

モデルを利用して UV 照射量を解析する手法である。現在、CFD モデル解析は化学・生物・

物理線量計による実測法の補助的な位置づけでの利用が主であり、CFD モデル解析の妥当

性は個々の照射装置ごとに実測値による検証が必要である (Deguchi, 2018)。  

物理シミュレーションによる推定では、CFD モデルによって照射槽内のウイルス粒子の

流れを解析し、さらにランプの UV 強度、UV 透過率、水温などの因子により決定される槽

内の UV 強度分布と合わせて計算することによりウイルス粒子が受ける UV 照射量を推定

する。CFD モデルによる UV 照射量の推定の際には、装置の壁面を流れる短絡流の予測が

・・・式 2.1 

・・・式 2.2-1 

・・・式 2.2-2 
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非常に重要である。短絡流に乗って流出する微生物は UV の被照射量が極端に低くなるた

め、微生物の全体的な不活化率を大きく減少させる（D. A. Lyn et al. 2005）。従って、UV 照

射装置流水部のモデル化の精度がきわめて重要だが、モデル作成の手法については統一さ

れた方法が定まっておらず、個々の技術者によるところが大きいのが現状である。  

 

2.4 生物線量計に利用する微生物の知見  

2.4.1 大腸菌  

大腸菌は、グラム陰性の桿菌で、乳糖 (ラクトース )を分解して酸とガスを産生する好気

性または通性嫌気性の細菌で、腸内細菌であることから糞便汚染の指標として用いられる。

大腸菌は、上水 (飲料水 )や下水などの水質基準の分析項目として挙げられているため、UV

殺菌装置の性能を見る指標菌として使用されるケースがある。  

USEPA(2006)の調査によると、大腸菌の UV 不活化速度定数は 0.79 mJ/cm2 であり、ウイ

ルスと比較して不活化曲線に若干の肩を持つことが知られている(図 2.1 Otaki, 1999.)。  

 

図 2.1 大腸菌と大腸菌ファージ Qβの不活化曲線 (Otaki, 1999.より抜粋 ) 

 

2.4.2 F 特異 RNA 大腸菌ファージ（FRNA ファージ）  

 大腸菌ファージは、細菌に感染するウイルスであり、細菌の持つ F 繊毛に感染するレビ

ウイルス科のウイルスを F 特異大腸菌ファージ（F ファージ）と呼ぶ。F ファージは保有

する核酸の種類に応じて FRNA ファージと FDNA ファージに分類される。FRNA ファージ

は一本鎖（+）RNA をもち、ノロウイルスやアイチウイルスなどの腸管系ウイルスとその

大きさ（直径約  20~30 nm 程度）や構造（正二十面体）が類似している。さらに人への危

険性がなく、培養や検出が容易である。FRNA ファージは血清学的方法で GI–GIV の 4 種

類の遺伝子群に分類され、GI は MS2、GII は GA、GIII は Qβ、GIV は SP がそれぞれ代表

株である。ヒト糞便性（GII および GIII）または動物糞便性（GI および GIV）が報告され

ており、（Havelaar et al., 1990. Hsu et al., 1995）下水中に高濃度で存在する。  

UV 感受性は GI<GII<GII（<GIV）となる傾向が報告されており（Maite Muniesa et al., 2009）、

下水 2 次処理水を対象とした UV 消毒実験により UV 照射装置の性能試験に利用できる可

能性が示唆されている（Lee et al., 2018.）が、実際の処理装置を用いた研究は少なく、知見

が不足している。  
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2.4.3 大腸菌ファージ MS2(MS2) 

 MS2 は GI タイプの FRNA ファージを代表するファージであり、単離された MS2 はウイ

ルス処理実験のモデルウイルスとして特に頻繁に用いられている（Matsui et al., 2003. 

Matsushita et al., 2005, 2006, 2011. Zhu et al., 2005. Fiksdal and Leiknes, 2006. Mayer et al., 

2008. Shirasaki et al., 2010.）。  

MS2 の不活化速度定数は 7.96mJ/cm2 程度 (USEPA, 2006)であり、UV 消毒に対して非常に

高い耐性を持つことが知られている。そのため、UV 消毒試験において、MS2 は Qβ (不活

化速度定数 :約 5.90 mJ/cm2, USEPA, 2006)と並んでよく用いられている (Lee, 2015)。一方で、

MS2 は処理原水に高濃度での添加が必要なため、実規模装置では利用できないなどの問題

もある。  

 

2.5 水試料中のファージ定量法に関する知見  

2.5.1 培養法による定量  

培養によるプラック法（Plaque assay）は、水中からのウイルス検出に広く用いられる手

法である。適当に希釈したウイルスを含む試料を単層培養細胞上に接種し、寒天培地中で

培養すると、最初にウイルスの感染を受けた細胞の周囲の細胞がウイルスの増殖に伴い順

次感染し死滅する。数日間培養後、細胞層をニュートラルレッド等で染色すると、生細胞

のみ染色されるため、死滅した細胞の周辺部が白抜きで見える。これをプラックと呼び、

プラック数を計数することで、試料中のウイルス濃度を算出する。この手法は、ノロウイ

ルスをはじめ、細胞への感受性が発見されていないウイルスが存在するため、培養法によ

ってすべてのウイルスを検出することはできないという問題点を有している。プラック法

は、安価であり実際に水中において感染力のあるウイルスを直接測定することができる利

点がある。しかし、培養が必要となるため、濃度測定までに時間が長くかかることや、効

果的に増殖ができる細胞が確立されていないノロウイルスなどは濃度を測定することがで

きない。  

 

2.5.2 PCR 法による定量  

PCR 法（Polymerase Chain Reaction, PCR）は分子生物学的手法を用いた測定法であり、

ウイルスの濃度測定に多く用いられている。PCR 法では、ターゲットとしたウイルスの遺

伝子を特異的に増幅させて濃度を測定する。RNA しか有さないようなウイルスの場合には、

PCR の前に逆転写酵素を用いて RNA から cDNA を合成させて PCR を行う。この方法は、

RT（Reversetranscription）-PCR と呼ばれる。PCR 法によるウイルス濃度測定手法は、培養

法と比べて迅速性や特異性、検出感度において優れている。しかし、感染力を保持してい

ないウイルス由来の遺伝子も検出されてしまう欠点があり、感染力の有無を評価すること

ができないため、特に消毒プロセスにおけるウイルスの不活化の評価に用いることができ

ない。  

そこで、近年では感染力のあるウイルスを測定するため、感染力の無いウイルスと有る

ウイルスを分けて測定する手法（Nuanualsuwan et al., 2002. Baert et al., 2008）や PCR 法に

用いる増幅領域を比較的長くする手法（Shin et al., 2008）などが考案されている。  
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PCR 法によって感染力のあるウイルスを測定する手法の中で、本研究で用いた IC-RT-

PCR 法 (Hata et al., 2016)は PCR 法と培養法と組み合わせることにより感染力のある FRNA

ファージを測定する手法である。 IC-RT-PCR 法では FRNA ファージを含む試料で MPN 法

の希釈列を作成・培養し、陽性率を PCR 法によって測定する。IC-RT-PCR 法は従来の培養

法と PCR 法の組み合わせで測定する手法のため、他の感染力のあるウイルスの測定法と比

較して実験操作が簡単であるという利点がある。一方で、定量には MPN 法を用いるため、

測定の精度には限界がある点に注意が必要である。  

 

2.6 本章のまとめ  

本章では水中のウイルスの UV 消毒に関する知見を中心として水中ウイルスに関する知

見、他のウイルス消毒方法に関する知見などの周辺情報を含めて文献調査を行った。以下

に、得られた知見をまとめた。  

下水中には様々な病原性ウイルスが存在し、中でも腸管系ウイルスはヒト腸管内で増殖

し、感染者糞便から高濃度で排出され、下水処理場に流入する。これらのウイルスの制御

が下水処理や下水再生処理において重要である (2.1)。ウイルスの主要な消毒方法として、

UV 消毒、塩素消毒、オゾン消毒がある。UV 消毒は、設置場所を取らない、下水や再生水

に見られる NDMA などの消毒副生成物を生成せず、処理水の汚染リスクが少ないなどの

理由から近年下水処理に利用が広がってきている (2.2)。  

UV 処理装置の性能試験には生物線量計や物理モデルシミュレーションが良く用いられ

る (2.3)。生物線量計による照射性能評価には MS2 が良く用いられるが、MS2 は処理原水

に高濃度での添加が必要なため、実規模装置では利用できない。下水中に高濃度で検出さ

れる FRNA ファージが指標微生物として期待されるが、FRNA ファージを生物線量計で利

用することに関する研究は少なく、知見が不足している(2.4)。  

以上のことから、本研究では下水中 FRNA ファージを用いた生物線量計測定の方法を検

討し、実施設に適用することを試みた。  

UV 照射前後の各微生物の濃度測定には (2.5)の方法を用いた。  
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第 3 章  実験方法  

3.1 概説  

 本章では，本研究で用いた基本的な実験方法について説明する。  

 

3.2 大腸菌ファージ MS2 の培養及び定量方法  

大腸菌ファージ MS2 の培養･分析は、大腸菌ファージ測定法（Otaki, 東大都市工版）、

Ueshino(2004)の方法を参考に行った。大腸菌ファージ MS2 は F 特異 RNA ファージの１単

離株であり、F 繊毛を持つ大腸菌（F+の大腸菌）を宿主として増殖する。本研究では、F+

の大腸菌の１つである E.coli K12F+(A/λ )によって MS2 の培養及び定量を行った。  

 

3.2.1 大腸菌･MS2 の培養方法  

1.培養液の作成  

超純水（以下 Milli-Q）に表 3.1 の組成で LB broth base(Wako)および CaCl2・2H2O を溶解

させ、培養液を用意した。121℃で 15 分間高圧蒸気滅菌した後空気放冷した。  

2.宿主菌 (大腸菌)の培養  

復元した E.coli K12 を上記の培養液 9mL あたり 0.2~1.0mL 程度添加し、対数増殖期に達

するまで 30~37℃で 3~4 時間恒温振とう器にて培養した。  

3.MS2 の培養  

E.coli K12 を１ .で示した培養液 100mL あたり 2.5~5.0mL 加え、対数増殖期に達するま

で、37℃で 3~4 時間振とう培養を行い、復元した MS2 を 2.5~5.0mL 添加し、再び 37℃で

18～24 時間振とう培養した。  

その後、ガラス繊維ろ紙（GF/C、孔径 0.7μm、Whatman 社製）、滅菌済みのメンブレンフ

ィルター（口径 47mm、孔径 0.45μm、セルロース混合エステル、Advantec 社製）の順に全

量をろ過し、高濃度の MS2 原液を得た。MS2 濃度はおよそ 109~1010PFU(Plaque Forming 

Unit)/mL 程度になった。  

 

MS2 原液は実験に使用するまで遮光して 4℃で保存した。長期間保存する場合は、グリ

セロールまたはジメチルスルホキシド (DMSO)を用いて -80℃で凍結保存した。グリセロー

ルと DMSO はそれぞれ最終濃度が 20%、7%になるように調整した。  

 

3.2.2 大腸菌ファージ MS2 濃度の測定方法  

重層寒天培地法を用いて MS2 濃度を測定した。宿主菌を添加した寒天平板上で試料を重

層し培養することにより、生育増殖した宿主菌がファージにより溶菌し、透明な円形状の

溶菌斑 (プラーク )が形成される。1 個のプラークは 1 個のファージに由来するため、遺伝的

には純粋とされている。  

試料 1mL を重層させて培養する｢1mL 法｣を主に用いたが、UF 膜ろ過水など MS2 濃度が

極めて低いと思われる試料に関しては、Grabow ら (1986)の方法を参考に試料 10mL ずつ 5

枚のシャーレで培養する｢50mL 法｣を用いた。検出下限値は、｢1mL 法｣では 1(PFU/mL)、
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｢50mL 法｣では 0.02(PFU/mL)である。  

この方法で使用する寒天培地の組成を表 3.1 に示した。寒天培地は 121℃で 15 分間高圧

蒸気滅菌を行い、実験に使用した。｢50mL 法｣では、下層培地を用いず、2 倍濃度の上層培

地を試料と同量使用した。  

 

表 3.1 培養液および重層寒天培地の組成  

 

 

重層寒天培地法の基本的な手順は以下の通りである。  

 

1. 実験開始前に下層寒天培地 10mL を滅菌済みのシャーレに流し込み、室温で固化させた。 

2. 1mL 法では、シャーレにプラーク数が 30～300 の範囲になるように適当に希釈した試料

1mL を滅菌済みプラスチックピペットで添加した。各希釈倍率につき 2 枚ずつシャーレを

準備した。また 50mL 法では、5 枚のシャーレにそれぞれ試料 10mL に流し込み、2 倍濃度

の上層寒天培地 10mL を流し込んで攪拌した。  

3. E.coli K12 を混ぜ、攪拌した上層培地 10mL で試料を重層し、試料が均一になるように

素早く攪拌して固化させた。  

4. 37℃で 18~24 時間培養した。  

5. 1mL 法では、同じ希釈倍率の 2 枚のプラーク数の平均を取り、その中で 30~300 の範囲

にあるものを採用し、PFU(Plaque Forming Unit)/mL として求めた。また 50mL 法では、5 枚

のシャーレの合計から PFU/50mL を求め、PFU/mL に換算した。  

  

培養液 上層培地 下層培地

LB Broth Base 20 20 20

Bacto Agar ー 8 11

CaCl2･2H2O 1 1 1

50mL法用の上層培地は2倍濃度とした

g/1000mL-Milli‐Q
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3.3 IC-RT-PCR 法による微生物定量法  

 FRNAPH の定量は、Hata(2015), Hata ら (2016) 

 

3.3.1 必要試薬など  

 シャーレ  

47 mm のフィルターが収まるサイズのものを使用する。  

 WG49 

 液体培地  , 2×液体培地  

 表  3.2 の組成に従い作成した。トリプトン、グルコース、塩化ナトリウム、塩化カル

シウム、硫酸マグネシウムを加えたのち 121℃ , 15 分間加熱滅菌処理する。培地が冷えた

後にカナマイシン、ナリジキシン酸を加えた。  

 寒天培地  

液体培養後の結果のスクリーニングに使用。表 3.2 の組成に従い作成した。  

 HV 膜  (Millipore、親水性  PVDF、孔径  0.45 µm、口径  47 mm、HVLP04700) 

孔径  0.2 µm、PTFE 製の  JG 膜でも同様のファージ回収が期待できるが、ろ過流㏿の

点で HV 膜を使用した。  

 250 mM AlCl3 溶液  

試料の濃縮操作に用いる塩化アルミニウム  6 水和物  6.025 g を  Milli-Q 水  50 mL 程

度に溶解したのち、100 mL にメスアップして作成した。  

 硫酸  

pH 調整に用いた。  

 水酸化ナトリウム水溶液  

pH 調整に用いた。  

 

表  3.2 培地の組成  

 

Nalidixic acid, Kanamycin, WG49 は滅菌後に混合した。  

※シャーレに撒く直前に混合した。  
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3.3.2 操作フロー  

濃縮手法は検査水量が  1000 mL を越えるような場合に使用した。検査水量が少ない場

合には次項に示す手法を用いた。例えば、対象試料が  1-0.1 PFU/L 程度と想定される場合

には、図 3.1 のようなフローで定量した。検水量  1000 mL, 100 mL, 10 mL, 1 mL の  4 段階

でそれぞれ  3 連でのファージ検出を試みた。ここで、1000 mL 試料は濃縮後に、10 mL 以

下の試料は直接液体培地と混合し、ファージを培養した。培養後、簡易検査につき各検体

中でのファージ増殖の有無を確認し、増殖が見られた試料を対象にタイピング  RT-PCR を

実施した。ここで得られた陽性率を  MPN 表と照合することで、各  FRNA ファージ遺伝子

型について感染力を有した粒子濃度を推定した。  

 

 

図 3.1 操作フローと定量のイメージ  

 

3.3.3 ファージ濃縮操作  

本濃縮手法は検査水量が 1000 mL を越えるような場合に使用した。検査水量が少ない場

合には次項 3.3.4 に示す手法を用いた。試料に凝集剤  (塩化アルミニウム ) と宿主 (WG49) 

を添加し、ろ過、ろ過後の膜を培養操作に供した。WG49 を凝集剤と共に添加し、予め  

WG49 とファージを接触させておくことで、1) 低濁質試料におけるファージの捕捉効率の

向上、2) ファージの感染効率の向上、が期待できると考えられる。操作手順を以下に示す。  
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3.3.3.1 事前準備  

液体培地適量に  WG49 を添加し、6 時間程度振盪培養した。濃縮操作開始直前に試料  

pH を  5.0 ± 0.3 程度に調整した。シャーレに液体培地  10 mL 程度を加えた。  

3.3.3.2 手順  

1.目的とする容量の試料に対し、250 mM 塩化アルミニウム水溶液及び  WG49 培養液を

100mL あたり 200µL ずつの割合で加え、数秒撹拌した。  

2. 試料を  HV 膜に通水した。  

3. 通水後の膜をシャーレ内の液体培地に浸漬した。この際、膜の両面が液体培地にしっか

りと浸かるように注意した。  

4. シャーレを  37°C で一晩の培養に供した。  

5. 培養後の試料は  20 µL 程度を 96 well プレートに分取した。  

 

3.3.3.3 濃縮を要さない検体中の FRNA ファージ培養  

本手法は  20 mL 以下程度の小容量検体に用いた。検体を直接液体培地と混合し、FRNA 

ファージの培養を行った。手順を以下に示す。  

 

1. 必要数、必要量の液体培地を適切な滅菌済み容器に移し、WG49 培養液を検体 100mL あ

たり 200µL ずつの割合で混合した。  

2. WG49 培養液添加後の液体培地に必要量の試料を添加し、よく混合したのち  37°C で

一晩の培養に供した。  

 

3.3.3.4 簡易検査によるスクリーニング  

Kott (1966) の手法を用いることで培養操作終了後に，F ファージ増殖の有無を判定可能

である。本手法においては  FRNA ファージに加え  FDNA ファージも陽性判定されるため， 

簡易検査で陽性であっても  RT-PCR で陰性となる場合もある。手順を以下に示す。  

 

1. カナマイシン，ナリジキシン酸，WG49 を加えた寒天培地をシャーレに撒き，固化させ

た。  

2. 各検体を  2 µL ずつ寒天培地に滴下した。  

3. シャーレを  37°C で一晩の培養操作に供した。  

4. 培養後、F ファージ陽性検体はプラックを形成した。  
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3.3.4 RT-PCR によるタイピング  

RT-qPCR によるタイピングに供した。各検体につき、陽性 /陰性が判別できれば良く、陽

性の場合にはファージ濃度は充分高いため、RNA 抽出や  RT-ｑPCR の効率についてはさ

ほど重要ではない。そこで、特に  RNA 抽出についてはキット等を用いず、熱処理により

カプシドを変性させるのみでおこなった。実験手順を以下に示す。  

 

3.3.4.1 事前準備  

 プライマー , TaqMan プローブ  

Wolf ら  (2008) の系  (表  3.3) を用いた。TaqMan プローブを用い、Multiplex PCR で測

定した。  

 逆転写キット , マスターミックス  

iTaq™ Universal Probes One-Step Kit（Bio-Rad 製）を用いた。  

 

 

 

表 3.3 FRNA ファージ検出用のプライマー , TaqMan プローブ  

 
Thermal cycling: 95℃  10 m →  50 cycles of 95℃  15 s and 58℃  for 60 s 

Reference: Wolf et al. 2008. 

 

3.3.4.2 手順  

1. iTaq™ Universal Probes One-Step Kit の手順に従い、表 3.4 の組成で反応液を作成した。 

2. 96 well プレートに検体を  2 µL 加えた。  

3. 96 well プレートを  95°C、5 分間の熱処理に供し、RNA 抽出を行った。  

4. 96 well プレート中の検体に、RT-qPCR 反応液を  18 µL ずつ加えた。  

5. リアルタイム PCR 機器（7500 Real Time PCR System, Applied Biosystems 製）を用い、

50 ℃30 分→95 ℃15 分のアニーリングの後、94 ℃15 秒→58 ℃60 秒 (40 サイクル ) の

反応に供した。  

6. 結果を確認し、陽性率から MPN 法で検体中の濃度を計算した。  
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表 3.4 RT-qPCR 反応液の組成  

 

 

  

component Volume(µL)

Forward primer(10µM) 0.8

Rveerse primer(10µM) 0.8

TaqMan Probe(5µM) 0.4

iTaq universal probes reaction Mix(2X) 10

iScript reverse transcriptase 0.5

Pure water 5.5

Total 18



- 17 - 
 

3.4 紫外線照射量測定試験  

 紫外線照射装置 JWRC 技術審査基準 (2012)の方法を参考に、紫外線照射量測定試験を行

った。試験は以下の流れで実施した。  

 

1. 指標微生物の紫外線感受性試験に用いる装置の実紫外線照射強度を測定するため、化

学線量計を用いた紫外線照射照射量試験を実施した。  

2. 1.の装置を用いて、指標微生物の紫外線感受性測定試験を実施した。この結果から、指

標微生物の紫外線に対する不活化速度定数を求めた。  

3. 紫外線照射装置において、指標微生物の不活化性能試験を実施し、その結果と 2.で求め

た不活化速度定数を用いて、紫外線照射装置の換算紫外線照射量（Reduction Equivalent 

UV Dose, RED）を求めた。  

 

1.および 2.で用いた装置の概要を図 3.2 および表 3.5 に示す。  

 

図 3.2 紫外線感受性試験装置  

 

表 3.5 紫外線感受性試験装置仕様  

 

  

項目 内容

使用ランプ 8W低圧水銀ランプ(岩崎電気製, GL-8-2)

ランプ灯数 2灯

シャーレ
上部；Φ60 mm、液面；Φ55 mm、下部；Φ

56 mm, KORD-Valmark製

シャッター 1-999sでタイマーにより開閉
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3.4.1 指標微生物の紫外線感受性試験装置の照射強度試験  

 ヨウ化カリウム混合物を用いた化学線量計で紫外線感受性試験装置の波長 254nm にお

ける照射強度を測定した。岩崎電気 (2012)の方法を参考に、以下の方法で実施した。  

 

3.4.1.1 必要試薬など  

 

 0.6M ヨウ化カリウム  

 0.1M ヨウ素酸カリウム  

 0.01M 四ホウ酸ナトリウム十水和物  

 Milli-Q 水  

 シャーレ  

 撹拌子  

 

3.4.1.2 手順  

1. Milli-Q 水 100mL を適当な滅菌容器に測りとり、ヨウ素酸カリウム , 四ホウ酸ナトリウ

ム十水和物をそれぞれ 0.1M, 0.01M となるように加え、よく攪拌し溶解させた。  

2. ヨウ化カリウムを 0.6M となるように加え、手早く攪拌して溶解させたあと、直ちにシ

ャーレに 10 mL ずつ分注し、アルミ箔で遮光した。  

3. シャーレに撹拌子を入れて紫外線感受性試験装置のスターラー台にセットし、0, 5, 10, 

15s ずつ紫外線を照射した。各照射時間条件ごとに 2 回ずつ行い、照射後は直ちにアル

ミ箔で遮光した。  

4. 紫外線照射後の試料の波長 352nm における吸光度を測定し、結果から液表面の紫外線

照射強度を得た。吸光度の測定には蛍光測定装置（Aqualog, HORIBA 製）を用いた。  

 

液表面の紫外線照射量の計算は次式 3.1(岩崎電気 , 2012)により行った。  
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ch

AreaDose
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E

M






 


Abs 0.11

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Area

chNAV
AbsDose  

Abs
Area

V
 4.23   

Abs
21.2

10
4.23  

 

 

 

 

 

さらに、式 3.2(Bolton et al., 2003)に従い、試料内の平均紫外線照射量を算出した。  

  

Doseୟ୴୥＝WF × RF × PF × Doseୱ୳୰୤ୟୡୣ 

         ＝
1 − 10ୟ୪

alLN(10)
 × 0.975 × 0.985 × Doseୱ୳୰୤ୟୡୣ  

WF:試料の吸光による原水  

RF:試料水面での反射  

PF:シャーレ表面での線量率のばらつき  

 

3.4.2 指標微生物の紫外線感受性測定試験  

 微生物の紫外線感受性は、同じ微生物株であっても培養条件や保存条件、継代培養によ

って変化する場合があるため、紫外線照射装置の照射量試験を実施する際には前もって使

用する指標微生物の紫外線感受性の測定が、紫外線照射装置 JWRC 技術審査基準 (2012)に

よって定められている(JWRC, 2012)。本研究では同基準の方法に従い指標微生物の紫外線

感受性測定試験を実施した。  

 

手順  

1. 指標微生物を含む試料を適量用意し、10mL ずつシャーレに分注した。  

2. 試料を分注したシャーレに撹拌子を入れ、スターラーで攪拌しながら紫外線を照射し

た。照射時間は 0s(Blank)を含めて 4 条件以上で対象微生物に合わせて適切な時間を設

・・・式 3.1 

係数 単位

量子収率  0.73 －

変化した物質
数

M － －

吸収された光
子数

E － －

吸光度352nm Abs － cm-1

線量溶液量 V 10 cm3

アボガドロ数 NA 6.02×1023 mol-1

モル吸収係数  2.76×107
cm3･mol-1･

cm-1

紫外線照射量 Dose － mJ･cm-2

液表面積 Area 21.1 cm2

波長  2.54×10-5 cm

プランク定数 h 6.63×10-31 mJ･s

光速 c 3.00×1010 cm･s-1

・・・式 3.2 
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定した。  

3. 紫外線照射後の対象微生物の濃度を適切な方法で測定し、紫外線照射量に対する log 不

活化率として微生物の不活化曲線を得た。なお、紫外線照射量は照射時間に比例するこ

とを利用し、3.4.1 の結果から推定した。  

4. 式 3.3(参考 :Otaki, 2018)を用いて、得られた不活化曲線から指標微生物の不活化速度定

数を決定した。  

 

2.3 × logଵ଴

N

No
= −

Dose

D
 

N:照射後の濃度 , No:照射前の濃度  

Dose:紫外線照射量 , D:不活化速度定数  

 

3.4.3 紫外線照射装置の換算紫外線照射量（RED）測定試験  

 3.4.2 で不活化速度定数を決定した指標微生物を用いて、紫外線照射装置の RED を測定

した。実験方法は紫外線照射装置 JWRC 技術審査基準 (2012)を参考にして、以下の方法で

行った。  

 

手順  

1. 紫外線照射装置の通水前後で適量の試料を採水した。  

2. 試料中の指標微生物濃度を 3.4.2 と同様の方法で測定した。  

3. 2 の結果から紫外線照射による指標微生物の不活化率を計算した。  

4. 式 3.3 を用いて、紫外線照射量 (Dose)を計算し、これを使用した指標微生物による紫外

線照射装置の RED 測定値とした。  

  

・・・式 3.3 
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第 4 章 下水中 F-RNA Phage の紫外線感受性実態の把握  
4.1 調査概要  

 下水中に存在する F-RNA Phage(FRNA ファージ )について、紫外線（UV）に対する感

受性を把握するため、回分式の UV 照射試験を実施した。下水サンプルは大津市内 3 処

理場（A 処理場 , B 処理場 , C 処理場）及び沖縄県糸満市内処理場（ I 処理場）の計 4 処

理場を対象として採取した。 I 処理場では下水処理の後段に UV を利用した下水再生処

理設備が設置されており、流水式装置における FRNA ファージの不活化試験を実施でき

る（5 章で実施）。2 章でも述べた通り、FRNA ファージを生物線量計に利用するために

は UV 感受性を把握する必要があるが、変動性の問題などがあり、研究が進んでおらず

知見は少ない。  

 そこで、本章では以下の点を目的として調査を実施した。  

 

 GI, GII, GIII の遺伝子群別に下水中 FRNA ファージの UV 感受性を把握する。  

 FRNA ファージの UV 感受性の地点差について把握する。  

 FRNA ファージの UV 感受性の変動について把握する。  

 換算 UV 照射量（Reduction Equivalent UV Dose, RED）推定の供試微生物として、

FRNA ファージの運用方法を検討する。  

 

4.2 MS2 の生物検量線の決定  

4.2.1 概要  

FRNA ファージの UV 感受性試験において、FRNA ファージへの実 UV 照射量を測定す

るため、本研究では MS2 を用いた生物線量計を用いた。MS2 を用いた生物線量計では

FRNA ファージを含む試料に MS2 を高濃度で添加して UV 照射量を高照射量まで測定

できる。一方で、MS2 の UV 感受性について、培養時のホスト菌や培地等の実験条件の

差異を含む理由からばらつきが生じる場合があることが報告されている（ Gabriel 

Chevrefils et al., 2006, USEPA. 2006.）。  

したがって、4.2 では、本研究の実験条件における MS2 の UV 感受性を、ヨウ化カリ

ウムを用いた化学線量計によって決定した。実験方法は岩崎電気 (2012)の方法に従った。 

 使用した宿主菌および MS2 は、E.coli K12F+(A/λ ) (NBRC13965)と Bacteriophage MS2 

(NBRC102619)を用いた。Ueshino（2004）の方法に従い E.coli K12F++(A/λ )をホスト菌

として LB 培地・10mL 遠沈管で MS2 を培養し、109~1010PFU/mL 程度の MS2 培養液を

得た。培地成分を限外ろ過膜を用いてリン酸緩衝液で置換し、さらにリン酸緩衝液で

MS2 濃度が 107~108PFU/mL 程度になるように希釈し、実験に供した。MS2 の測定には

E. coli K12 F+をホストとして用いた重層寒天培地法を用いた。  

 実験装置の写真を図 4.1 に、詳細な実験条件を表 4.1 に示す。  
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図 4.1 実験装置写真  

 

表 4.1 MS2 の UV 感受性推定試験条件

 

 

4.2.2 結果  

 MS2 の UV 感受性試験結果を、化学線量計による UV 照射量 (UV fluence)推定値に対

する MS2 の対数不活化率（LRV-UV）として図 4.2 に示した。MS2 の不活化速度定数は

D=8.48 mJ/cm2 となり、ホスト菌として本研究と同様に E.coli K12 を用いた場合とほぼ

同等の値となった (Gabriel Chevrefils et al., 2006. Sommer R. et al., 1998, 2001)。  

 結果より、MS2 は UV 照射量 80mJ/ cm2 程度以下では直線的にほぼ一定の速度で不活

化されることが確認できた。  

項目 内容 備考

紫外線ランプ 岩崎電気製（GL-8-2） 波長  …254 nm

ホスト菌； E.coli

(NBRC番号：102619)

試験水 MilliQ水

波長  …254 nm，

セル長…10 mm，

測定器…蛍光測定装置(Aqualog)

(HORIBA)

照射時間 0, 30，60，90，120 s シャッターにて制御

試験水の水量 10 ml ペトリ皿内の水層厚；0.50 cm

試料分光透過率 98.30%

指標微生物 大腸菌ファージMS2
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白抜き丸・四角・三角プロット：N=1~3 の各 MS2 対数不活化率  

黒実線：全プロットの線形回帰  

図 4.2 MS2 の対数不活化率と UV 照射量  

 

4.3 下水中 F-RNA Phage の UV 感受性試験  

4.3.1 概要  

2017 年 11 月から 2018 年 12 月にかけて、対象とした 4 処理場(A 処理場 , B 処理場 , C 処

理場 , I 処理場)の流入下水を採水し、UV 感受性試験に供した。実施日を表 4.2 に示す。

実験方法は UV 照射装置 JWRC 技術審査基準 (2012)に準拠し、岩崎電気 (2012)の方法を

参考に実施した。  

 流入水試料は 360 mL を滅菌済み容器（マイティ―パック , 360 mL, マルエム）へ採水

した。採水した試料は 0.45μm フィルターでろ過し、懸濁粒子を取り除いた後、ただち

に試験に供した。また、 I 処理場試料については採水後遮光を施し、保冷したまま輸送

し、48 時間以内に実験に供した。  

 UV 照射時間は 30 s, 60 s, 90 s とし、照射前の濃度と比較して GI-FRNA ファージ , GII-

FRNA ファージ , GIII-FRNA ファージそれぞれについて対数除去率を算出した。  

FRNA ファージ (GI, GII, GIII)の測定には IC-PCR 法により WG49 をホストとして実施し

た。  
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4.3.2 UV 照射量推定試験  

 4.3.1 の試験において、試料への実 UV 照射量を測定するため、MS2 を用いた生物線

量計による UV 照射量推定試験を実施した。  

4.3.1 において 0.45μm でろ過した試料を 100 mL 取り分け、高濃度の MS2 を添加し

たものを 4.3.1 と同様の照射条件で UV 感受性試験に供した。結果より、それぞれの試

料において、UV 照射時間 30 s, 60 s, 90 s でのシャーレ内の平均照射量を得た。  

MS2 の測定には E. coli K12 F+をホストとして用いた重層寒天培地法を用いた。  

MS2 の不活化率から UV 照射量への換算は次式 4.１により行った(Otaki, 2018)。MS2

の不活化速度定数は 4.2 の結果（D＝8.48mJ/cm2）を用いた。  

 

UV fluence (mJ/𝑐𝑚ଶ) =  −𝐷ெௌଶ (mJ/𝑐𝑚ଶ) × 2.3𝑙𝑜𝑔ଵ଴

照射後の MS2 濃度(PFU/L)

照射前の MS2 濃度(PFU/L)
 

(式 4.1) 

表 4.2 感受性試験実施日  

 
〇：実施 , ※ :別日に 2 回実施  

 

 

4.3.3 結果及び考察  

 対象とした 4 下水処理場について、それぞれ UV 照射量に対する GI, GII, GIII-FRNA

ファージの対数除去率を図 4.3～図 4.6 に示した。それぞれの UV 不活化速度定数 Dmean

を表 4.3 にまとめた。また、0.45μm 膜ろ過処理後の試料の UV 透過率を表 4.4 に示し

た。Dmean は試験ごとの不活化速度定数の平均値を表す。なお、GIII-FPH は UV 照射後

に検出下限を下回る場合があったため、検出された UV 照射条件のみプロットし、ま

た解析に用いた。  

UV 感受性は GI タイプがもっとも低く(Dmean=8.15~8.66 mJ/cm2)、次いで GII タイプ

(Dmean=7.05~7.55 mJ/cm2)、感受性が最も高いのは GIII タイプ(Dmean=4.97~5.59 mJ/cm2)と

なった。  

下水中の FRNA ファージにおいて、UV 感受性は GI<GII<GIII となる可能性が報告さ

れており（Suntae Lee et al., 2018, Maite Muniesa et al., 2009）、本調査においても同様の

結果を得た。  

11 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A処理場 〇 - 〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇 - - -

B処理場 〇 - 〇 〇 〇 - - - 〇 - - - - -

C処理場 〇 - 〇 〇 〇 - - - 〇 - - - - -

I処理場 - 2※ - - - - - - - - - 〇 - 〇

2017 2018
調査月
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RNA ファージの UV 感受性については、RNA 鎖のウラシルの含有率が原因となって

いる可能性が指摘されている。UV による RNA ウイルスの不活化は UV 照射によるウラ

シル 2 量体の形成によって感染力を失うことで起こる(Miller RL et al., 1974)。さらに、

GI, GII, GIII-FRNA ファージのそれぞれ最も主要なファージである MS2(GI), GA(GII), Q

β (GIII)のウラシルのモル含有率は Qβ (30%)>GA(28%)>MS2(24%) であり、これらの単

離株の感受性は純水系において Qβ>GA>MS2 (Kohsuke FURUSE et al., 1967)であり、ウ

ラシル含有率と一致する。したがって、下水中に存在する GI, GII, GIII-FRNA ファージ

において、それぞれ主要なファージの影響が大きく現れ、UV 感受性が GI<GII<GIII と

なったのではないかと考えられる。  

また、UV 感受性の地点差に関して、大津市内 3 処理場(A, B, C 処理場)と沖縄県 I 処

理場では大きな違いは見られなかった。  

UV 消毒を下水再生処理に適用する場合、70mJ/cm2 を超えるような高照射量の装置が

利用される場合がある (B-dash 評価書 , 2018,「下水処理の高度再生造水システムに関す

る実証事業」) 。このような高照射量の装置に対し、GI, GII, GIII の遺伝子群のうち、生

物検量線の指標微生物としてより適切なのは GI-FRNA ファージと考えられる。  

 

 

 

表 4.3 各処理場における GI, GII, GIII-FRNA ファージの不活化速度定数

Dmean(mJ/cm2) 

 
 

表 4.4 各実験日程の UV 透過率（%）  

 

GI GII GIII

A処理場 8.58 7.55 5.59

B処理場 8.15 7.51 5.17

C処理場 8.66 7.05 4.97

I処理場 8.59 7.66 5.09

11 12 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A処理場 55 - 55.8 58.2 59.5 57.6 65 64.5 60.8 65.4 72.2 - - -

B処理場 57 - 54.8 61.7 64.3 - - - 49.8 - - - - -

C処理場 61.6 - 62.1 58.4 66.8 - - - 66.1 - - - - -

I処理場 - 50.9, 50.1 - - - - - - - - - 63.0 - 62.1

調査月
2017 2018
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※GIII-FPH は UV 照射後に検出下限を下回る場合があったため、検出された条件のみ

用いた  

Dmean は試験ごとの不活化速度定数の平均値を表す  

図 4.3 A 処理場における下水中 FRNA ファージの UV 感受性試験結果  
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※GIII-FPH は UV 照射後に検出下限を下回る場合があったため、検出された条件のみ

用いた  

Dmean は試験ごとの不活化速度定数の平均値を表す  

図 4.4 B 処理場における下水中 FRNA ファージの UV 感受性試験結果  
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※GIII-FPH は UV 照射後に検出下限を下回る場合があったため、検出された条件のみ

用いた  

Dmean は試験ごとの不活化速度定数の平均値を表す  

図 4.5 C 処理場における下水中 FRNA ファージの UV 感受性試験結果  
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※GIII-FPH は UV 照射後に検出下限を下回る場合があったため、検出された条件のみ

用いた  

Dmean は試験ごとの不活化速度定数の平均値を表す  

図 4.6 I 処理場における下水中 FRNA ファージの UV 感受性試験結果  
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4.4 生物線量計として利用する場合の F-RNA Phage の変動に関する考察  

4.3 の結果より下水中の FRNA ファージの UV 照射量に対する不活化率は MS2 単離株

と比較してばらつきが大きいことが確認できた。したがって、FRNA ファージを生物線

量計の供試微生物として UV 照射量を推定する際にはこのばらつきの取り扱いが重要で

ある。  

ここでは FRNA ファージを MS2 の代替微生物として生物線量計の供試微生物に利用

する際の方法について考察する。  

 本実験で対象とした４処理場(A, B, C, I 処理場)において、GI, GII, GIII の遺伝子群別

にそれぞれの不活化速度定数 D の信頼度 95%の信頼区間として図 4.7 に示した。GI-

FRNA ファージは平均からの信頼区間が一定して小さかった。一方で GII-FRNA ファー

ジ , GIII-FRNA ファージは平均からの信頼区間が大きくなる場合があった。このことか

ら、GI, GII, GIII の遺伝子群では GI タイプが最も UV 感受性の変動が小さい可能性が示

唆された。生物検量線の供試微生物は再現性の高さが重要なため（JWRC, 2012）、再現

性の観点から GI タイプが GI, GII, GIII の遺伝子群の中で生物検量線の供試微生物とし

て適切だと考えられる。  

 また、不活化速度定数 D が高く推定されるほど実際の装置性能を評価する際に利用す

る換算 UV 照射量(Reduction Equivalent UV Dose, RED)測定値は大きく推定される。RED

が本来よりも大きく推定された場合、実際には設計 RED を満たしていない装置におい

て目標 RED を達成したとみなされてしまうリスクがある。したがって、不活化速度定

数がばらつく可能性がある以上、生物検量線の供試微生物として利用する際には信頼区

間の下限値での利用が、より安全側での利用方法だと考えられる。  

 

図 4.7 FRNA ファージの不活化速度定数変動  
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4.5 2 次処理水中 F-RNA Phage の UV 感受性調査  

4.5.1 概要  

 2 次処理水中の FRNA ファージについて 2018 年 10 月~12 月に各 2 回ずつ UV 感受性

試験を実施した。A, I 処理場を対象とし、2 次処理水試料は 360 mL を滅菌済み容器（マ

イティ―パック , 360 mL, マルエム）へ採水した。採水した試料は 0.45μm フィルター

でろ過し、懸濁粒子を取り除いた後、ただちに試験に供した。また、 I 処理場試料につ

いては採水後遮光を施し、保冷したまま輸送し、48 時間以内に実験に供した。  

 UV 照射時間は 10 s, 20 s, 30 s とし、照射前の濃度と比較して GI-FRNA ファージ , GII-

FRNA ファージ , GIII-FRNA ファージそれぞれについて対数除去率を算出した。  

FRNA ファージ (GI, GII, GIII)の測定には IC-PCR 法により WG49 をホストとして実施し

た。なお、検出下限を下回ったデータは精度向上のため解析に用いず、除外した。  

 

4.5.2 結果および考察  

 対象とした A, I 両処理場について、GI, GII-FRNA ファージの UV 照射量に対する対

数除去率として図 4.8 に示した。なお、GIII-FNRA ファージについては UV 照射時間 10s

の時点で濃度が検出下限を下回ったため、除去率が得られなかった。また、各実験日程

での UV 透過率を表 4.5 に示した。  

 GI, GII-FRNA ファージの不活化速度定数 D は両処理場ともに下水中の FRNA ファー

ジの不活化速度定数と近い値となった。これは第 4 章 4.4 の図 4.7 で 1 度示した下水中

の FRNA ファージの不活化速度定 D の 95％信頼区間内であり、GI, GII-FRNA ファージ

の UV 感受性は下水処理の前後でほとんど変化しない可能性が示唆された。  

 

表 4.5 各実験日程の UV 透過率（%）  

 

10 11 12

A処理場 - 74.2 71.2

I処理場 75.4 - 78.9

調査月
2018
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図 4.8 2 次処理水中 FRNA ファージの UV 感受性結果  

 

4.6 FRNA ファージの生物線量計としての利用方法に関する考察  

 本章の結果より、FRNA ファージの生物線量計としての特徴に以下のことが考えられ

る。  

 

 GI, GII, GIII の遺伝子群の内、GI-FRNA ファージが最も UV 感受性が低く、高照射

量の装置への利用に適している。  

 GI, GII, GIII の遺伝子群の内、GI-FRNA ファージが最も UV 感受性の変動が低い可

能性があり、生物検量線の指標微生物としてより適している。また、安全側での運

用という観点から、UV 照射装置への適用の際には、不活化速度定数 D は 95%信頼

区間の下限値を利用するのが望ましいと考えられる。  

 20mJ/cm2 程度までの UV 照射量では、GI, GII-FRNA ファージの UV 感受性は下水処

理の前後でほとんど変化しない可能性が示唆された。  

 

これらのことから、FRNA ファージを生物検量線として利用する場合には、GI-FRNA フ

ァージを利用し、不活化速度定数 D は 95%信頼区間の下限値で UV 照射量を計算するこ

とがより適切と考えられる。  
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4.7 本章のまとめ  

 本章では下水中に存在する FRNA ファージについて、UV に対する感受性を把握する

ため、大津市内 3 処理場（A 処理場 , B 処理場 , C 処理場）及び沖縄県糸満市内処理場（ I

処理場）の計 4 処理場を対象として調査を行った。その結果から、GI, GII, GIII の遺伝

子群別に下水中 FRNA ファージの UV 感受性を得た。さらに、FRNA ファージの FRNA

ファージ UV 感受性の変動について考察した。また、換算 UV 照射量（Reduction Equivalent 

UV Dose, RED）を推定する生物検量線の供試微生物として、FRNA ファージの運用方法

を検討した。本章で得られた知見を以下にまとめた。  

 

1. 下水試料中の FRNA ファージに対する UV 感受性試験より、GI, GII, GIII の遺伝子群

のうち、UV 感受性は GI<GII<GIII となることが示された。それぞれ主要なファージ

の UV 感受性(MS2(GI< GA(GII)< Qβ(GIII))と一致することから、UV 感受性は主要な

ファージの影響を大きく受けているものと考えられた。  

2. UV 消毒を下水再生処理に適用する場合には 70mJ/cm2 を超えるような高照射量の装

置が利用される場合がある。このような高照射量の装置に対して、UV 感受性が

GI<GII<GIII となったことから、GI, GII, GIII の遺伝子群のうち、生物検量線の指標

微生物としてより適切なのは GI-FRNA ファージと考えられた。  

3. 下水試料中の FRNA ファージに対する UV 感受性試験の結果より、対象とした 4 処

理場 (A 処理場 , B 処理場 , C 処理場 , I 処理場)において、GI, GII, GIII の遺伝子群全て

で UV 感受性に大きな差は見られなかった。  

4. 下水試料中の FRNA ファージに対する UV 感受性試験の結果より、下水試料中 FRNA

ファージの UV 感受性は、実験ごとにある程度ばらつくことが確認された。ばらつ

きを信頼度 95%の区間として表すと、GI, GII, GIII の遺伝子群では GI タイプが安定

して区間が狭くなる傾向があった。そのため、GI-FRNA ファージが生物検量線の供

試微生物としてより利用しやすいと考えられた。  

5. 2 次処理水中の FRNA ファージに対する UV 感受性試験の結果から、20mJ/cm2 程度

までの UV 照射量では GI, GII-FRNA ファージの UV 感受性は下水処理の前後でほと

んど変化しない可能性が示唆された。  

6. 以上のことから、FRNA ファージを生物検量線として利用する場合には、GI-FRNA

ファージを利用し、不活化速度定数 D は 95%信頼区間の下限値で UV 照射量を計算

することがより適切と考えられた。  
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第 5 章  紫外線処理施設における F-RNA Phage を利用した UV 照射量評価  

5.1 概要  

 第 4 章では下水中 FRNA ファージの紫外線感受性試験を行い、GI, GII, GIII の遺伝子群

別に FRNA ファージの不活化速度定数を把握した。さらに、紫外線（UV）照射装置の RED

測定に用いるための利用方法について検討し、GI-FRNA ファージの利用可能性が示唆され

た。  

 本章では、沖縄県 I 処理場にある限外ろ過（UF）膜と紫外線消毒を適用した下水再生水

処理実験施設を利用し、実験施設での GI-FRNA ファージによる RED 測定方法について検

討した。I 処理場の装置概要を図 5.1 および表 5.1 に示す。I 処理場では処理流量 10 m3/day

のパイロットプラントと 1000 m3/day の実証プラントが設置されている。これらの施設で

は下水再生利用基準の「 title22」 (State of California. 2014.)および WHO(2006)をもとに UV

照射装置の紫外線照射量が RED=85mJ/cm2 となるように運転することが規定されている

(B-dash 評価書 , 2018.)。  

パイロットプラントは I 処理場の下水 2 次処理水を原水とし、前段に UF ろ過処理、後

段に UV 消毒処理のシステム構成である。パイロットプラントの UV 照射装置は滞留時間

が十数秒程度の小規模な閉鎖管路内照型を採用しており、MS2 を用いた RED 測定試験が

実施可能である。したがって、４章のラボ実験で UV 照射量測定の供試微生物として有効

性が示唆された GI-FRNA ファージについて、パイロットプラントでも従来の指標微生物

である MS2 との比較試験が可能であり、ラボ実験から流水式の UV 照射装置に拡張して

GI-FRNA ファージの有効性を検討できる。  

実証プラントはパイロットプラント同様、下水 2 次処理水を原水とした UF ろ過処理・

UV 消毒処理の 2 段階処理システムである。実証プラントは滞留時間 5~10 分程度の開水路

浸漬型の UV 照射装置が設置されており、実際の下水処理施設に近い規模で試験が可能で

ある。実証プラントでは MS2 の添加実験が実施困難なため、現在までに装置性能が実測に

よって検討できていないという問題がある。  

  

 以上より、以下の目的を設定した。  

 

 パイロットプラントを用い、従来法である MS2 の添加試験と比較することで、流水式

装置における下水中 GI-FRNA ファージを用いた UV 照射量測定の妥当性について検討

する。 (5.2.1- 5.2.3) 

 パイロットプラントを用い、CFD モデル解析との比較により下水中 GI-FRNA ファー

ジを用いた UV 照射量測定の妥当性を検討する。 (5.2.3- 5.2.4) 

 GI-FRNA ファージを実証プラントの UV 照射量測定に適用し、装置性能の評価を試み

る。 (5.4) 
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上：パイロットプラント , 下：実証プラント  

図 5.1 I 処理場下水再生施設の処理フロー  
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表 5.1 UV 処理装置の概要  

上：パイロットプラント , 下：実証プラント  

 

 

 
  

形式 密閉管路内照式

システム構成 直列４連

UVランプ

低圧水銀ランプ, 岩崎電気製

（QGL-8W-22）, 2.0W

Trojan UV3000plus(Trojan製)

UVランプ 低圧水銀ランプ, 250W

システム構成 直列３連（平常時は２列点灯）

保護管 石英ガラス

調光制御 出力を60-100%の範囲で調節可能
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5.2 パイロット施設における F-RNA Phage を利用した  

UV 照射量評価の検討  

 I 処理場のパイロットプラントを用いて、流水式装置における下水中 GI-FRNA ファージ

を用いた UV 照射量測定の妥当性について検討した。実験・考察のフローを図 5.2 に示す。  

 

 

図 5.2 実験・考察のフロー  

 

5.2.1 指標微生物 MS2 によるパイロット施設の RED 測定  

5.2.1.1 概要  

 パイロットプラントの紫外線照射装置について、指標微生物である MS2 を用いて RED

を測定した。この指標微生物は、USEPA（2006）,カリフォルニア州（2014）、水道技術セン

ターなどの UV 消毒マニュアルでは、UV 照射装置の RED を求める方法として標準的に使

われている。実施日程を表 5.2 に示す。実験方法は Lee（2015）を参考にし、以下の手順で

実施した。また、詳細な実験条件を表 5.3 に示す。  

 

1.  E.coli K12F+(A/λ )をホスト菌として LB 培地で MS2 を培養し、109~1010PFU/mL の培

養液を得た。この培養液をパイロットプラントの原水タンクに UV 照射直前の MS2 濃

度が 104~105PFU/mL 程度となるように添加した。  

2. パイロットプラントを流量 2, 4, 6(L/min)となるように運転し、4 連の UV 照射装置（UV1, 

UV2, UV3, UV4）のそれぞれの処理後に 360 mL を滅菌済み容器（マイティ―パック , 
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360 mL, マルエム）で採水した。試料は採水後速やかに遮光し、保冷したまま輸送した。  

3. 採水から 48 時間以内に E.coli K12F+(A/λ )をホスト菌として LB 培地を用いたプラック

法で測定し、4 連の UV 照射装置通過後の試料からの不活化率を算出した。さらに、4

章で決定した MS2 の不活化速度定数 (D=8.48mJ/cm2)を用いて RED を推定した。  

 

表 5.2 MS2 による RED 測定試験実施日程  

 

 

 

表 5.3 MS2 による RED 測定試験条件  

 
 

  

6 4 2

2017/12/18 75.5 〇 ー ー

2018/9/4 81.5 〇 〇 〇

2018/10/30 82.0 〇 〇 〇

2018/12/12 78.6 〇 〇 〇

流量条件(L/min)
試験実施日 紫外線透過率(%)

項目 内容 備考

紫外線ランプ 岩崎電気製（QGL-8W-22） 波長  …254 nm

波長  …254 nm，

セル長…10 mm，

測定器…蛍光測定装置(Aqualog)

(HORIBA)

流量 2, 4, 6 L/min 装置容量約680mL

試料分光透過率 74-82%
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5.2.1.2 結果と考察  

 各装置通過後・各流量における MS2 の濃度測定結果を図 5.3 に示す。  

各装置通過後・各流量における RED 値として結果を図 5.4 に示す。なお、図 5.4 は濃度測

定時に検出された試料のみをプロットした。  

 図 5.4 より、流量 6L/min では、RED は UV１本目後で平均 18.7 mJ/cm2 であり、UV2 本

目 (35.3 mJ/cm2), 3 本目 (50.5 mJ/cm2),4 本目 (68.2 mJ/cm2)と通水した UV ランプモジュール

の本数にほぼ比例して増加した。流量 4L/min も RED は同様に比例して増加した。  

 また、6L/min, 4L/min, 2L/min の UV1 本目後の RED を比較すると、それぞれ 18.7 mJ/cm2, 

24.1 mJ/cm2, 48.2 mJ/cm2 となっており、流量にほぼ逆比例して増加した。  

本試験では、MS2 の添加試験により最大で 74mJ/cm2 まで装置の RED 値を推定できた。 

 

 

6 L/min: n=4, 2, 4 L/min: n=3 

UV1-4 後：UV モジュール 1 本目から 4 本目それぞれを  

       処理水が通過した直後に採水したサンプルを表す  

図 5.3 MS2 の濃度測定結果  
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6 L/min: n=4, 2, 4 L/min: n=3 

UV1-4 後：UV モジュール 1 本目から 4 本目それぞれを  

       処理水が通過した直後に採水したサンプルを表す  

図 5.4 MS2 による RED 測定試験結果  
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5.2.2 GI-F-RNA Phage を利用したパイロット施設の RED 測定  

5.2.2.1 概要  

パイロットプラントの UV 照射装置について、第 4 章で UV 照射量試験の供試微生物とし

て有効な可能性が示唆された下水にもともと含まれる GI-FRNA ファージを用いて RED を

推定した。実施は 5.2.1 と同じ日程で実施した。なお、GI-FRNA ファージに MS2 も含ま

れるので、MS2 添加による GI-FRNA ファージの測定値への影響を避けるため、念のた

め、5.2.1 の実験前に試験を実施した。パイロットプラントを 5.2.1 と同様に流量 2, 4, 

6(L/min)となるように運転し、4 連の UV 照射装置の 1-3 本目までをそれぞれの処理後に

4L を滅菌済み容器（マイティ―パック , 1.8 L, マルエム）で採水した。UV4 本目について

は、事前の調査により検出されないことが確認されていたため除外した。試料は採水後速

やかに遮光し、保冷したまま輸送した。試料は採水から 48 時間以内に WG49 をホスト菌

とした IC-RT-PCR 法 (Hata et al., 2016)で測定した。検水量は 1L, 100mL, 10mL, 1mL で実施

した。  

 

5.2.2.2 結果と考察  

 実験原水と 4 連の UV 照射装置をそれぞれ通過後の GI-FRNA ファージ濃度測定結果を

図 5.5 に示す。原水中の GI-FRNA ファージ濃度は高い場合で 2.4-2.8 log(PFU/L)程度、低

い場合で 1.3 log(PFU/L)前後だった。6L/min, 2L/min の条件で、濃度 1 log(PFU/L)を下回っ

たあたりからテーリングが生じるサンプルが発生し始め、4L/min においても検出下限値

に近づくとテーリングする傾向がみられた。GI-FRNA ファージを UV 照射量測定に利用

する際には、低濃度におけるテーリングの影響に注意する必要があると考えられる。  
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青点・線：6L/min, 赤点・線：4L/min, 黄点・線：2L/min 

6 L/min: n=4, 2, 4 L/min: n=3 

UV1-4 後：UV モジュール 1 本目から 4 本目それぞれを  

       処理水が通過した直後に採水したサンプルを表す  

図 5.5 各採水地点における GI-FRNA ファージの濃度  

 

各装置通過後・各流量における GI-FRNA ファージを用いた RED 値計算結果を図 5.6 に

示す。GI-FRNA ファージの不活化速度定数 D は、第４章で妥当性を確認した I 処理場にお

ける平均値  (D=8.59 mJ/cm2)を用いた。検出下限を下回った採水地点については、測定値を

測定法の下限値(-0.52 log(PFU/L))で代用して暫定的に RED を算出した。  

 UV１本目において、RED が流量にほぼ逆比例し(6L/min:15.5 mJ/cm2, 4L/min:23.1 mJ/cm2, 

2L/min:40.1 mJ/cm2)、MS2 と同様の傾向を示した。  

 GI-FRNA ファージが検出されたサンプルからは、RED は最大で 49.6 mJ/cm2(4L, UV2 後 )

までを実測により確認できた。本施設の処理フローにおいて、B-dash 評価書 (2018)では、I

浄化センターに設置した実証規模の UF+UV 再生水処理施設での UV 処理における必要 UV

照射量は 85 mJ/cm2 と定められており、GI-FRNA ファージを用いた RED 測定では、およそ

その半分の RED までは測定できることが確認できた。  
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白抜き：検出下限までの除去率で暫定的に RED を算出  

6 L/min: n=4, 2, 4 L/min: n=3 

UV1-4 後：UV モジュール 1 本目から 4 本目それぞれを  

       処理水が通過した直後に採水したサンプルを表す  

図 5.6 GI-FRNA ファージによる RED 測定結果  
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5.2.3 GIF-RNA Phage を利用した RED 推定の検討  

流水式装置における GI-FRNA ファージを利用した RED 推定の妥当性を検証するため、

MS2 と GI-FRNA ファージにそれぞれによる RED 測定結果を比較した。パイロットプラン

トの UV 照射装置の「MS2 を用いた RED 測定結果（RED-MS2, 5.2.1）」に対する、「GI-FRNA

ファージを用いた RED 測定結果 (RED-GI, 5.2.2)」として図 5.7 に示す。パイロット施設の

紫外線照射装置において、RED-GI は全体的に RED-MS2 よりも低くなる傾向が見られた。

線形回帰線の傾きから RED が大きくなるほどこの傾向がより顕著になることが分かった。

高 UV 照射量では GI-FRNA ファージの中で特に UV 耐性の高い種が生残し、GI-FRNA フ

ァージの除去率が低下することで RED も減少している可能性が考えられる。  

また、RED-GI と RED-MS2 の間に高い相関が確認された。この結果より、流水式の UV

照射装置において、下水中の GI-FRNA ファージを従来の指標微生物 MS2 の代替として

RED 測定試験に利用できる可能性が示唆された。  

 

黒実線：y=x, 赤実線 :線形回帰線  

図 5.7 GI-FRNA ファージと MS2 の RED 試験結果の比較  

  



- 45 - 
 

5.2.4 流体モデル解析による RED 推定との比較  

5.2.4.1 概要  

I 処理場のパイロットプラントでは、物理流体モデル (CFD モデル )による RED 解析が行

われている。パイロットプラントの UV 照射装置は、現在までに CFD モデル解析による

RED 推定の妥当性が報告されている(Deguchi et al., 2018)。GI-FRNA ファージによる RED

測定の妥当性について検討するため、GI-FRNA ファージを用いた RED の実測値とモデル

推定値を比較した。  

 CFD モデル解析は出口ら（2018）によって実施された。モデル解析の条件を表 5.4 に示

す。  

 

表 5.4 CFD モデル解析条件  

 

 

5.2.4.2 結果と考察  

 GI-FRNA ファージを用いて算出した RED 値について、実測値（RED-GI）に対するモデ

ル推定値（RED-CFD）として図 5.8 に示す。5.2.3 の MS2 との比較と同様に、モデル推定

値に対して実測値が低くなる傾向が確認された。線形回帰線の傾きより 5.2.3 と同様に RED

が大きくなるほどこの傾向がより顕著になっており、高 UV 照射量では GI-FRNA ファージ

の中で特に UV 耐性の高い種が生残し、GI-FRNA ファージの除去率が低下することで RED

も減少している可能性が考えられた。また、実測値とモデル推定値が強く相関することが

確認され、下水中の GI-FRNA ファージを RED 測定に利用できる可能性が示唆された。  

項目 解析条件

CFD解析モデル 標準k-ε

要素数 1,391.14

粒子数 3,158

P-CFD解析手順 JWRC審査基準に準拠

照射槽内反射率 0%

供試微生物 GI-FRNAPH

供試微生物の D0=8.13 , Ds=0

不活化速度定数 (実測値）

各実験条件にて

2,4,6L/min

各実験条件にて

(75～82%)

流量

254nmUV透過率
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黒実線：y=x, 赤実線 :線形回帰線  

図 5.8 GI-FRNA ファージによる RED 実測値と CFD モデル解析 RED 値の比較  
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5.3 濁度増加が処理性能に与える影響の検討  

5.3.1 概要  

 I 処理場の紫外線処理装置では処理原水に UF 膜ろ過した 2 次処理水を用いている。一方

で、近年は下水の簡易処理放流に対して UV 処理を活用するための研究も進んでいる

(Kamiko, 2011)。UV 照射量に影響を与える因子としては、UV 透過率が大きな要因である

と分かっているが、濁度が UV 照射量に与える影響は知見が少ない。  

 ここでは、 I 処理場パイロットプラントの UV 照射装置に対し、濁度の増加が RED に与

える影響について検討した。実験手順を以下に示す。  

 

1. E.coli K12F+(A/λ )をホスト菌として LB 培地で MS2 を培養し、109~1010PFU/mL の培養

液を得た。この培養液をパイロットプラントの処理原水に 1L あたり約 1mL を添加し

た。MS2 濃度は 106~107PFU/mL 程度となった。  

2. パイロットプラントの UV 照射装置の処理原水に I 処理場の初沈越流水を添加し、濁度

が 0NTU(Blank), 10NTU, 30NTU, 60NTU となるように調整した。吸光度は表 5.5 の通り

になった。  

3. パイロットプラントの UV 照射装置に流量 4 L/min で通水し、4 連の UV 照射装置それ

ぞれの処理後に 360 mL を滅菌済み容器（マイティ―パック , 360 mL, マルエム）で採

水した。試料は採水後速やかに遮光し、保冷したまま輸送した。  

4. 採水から 48 時間以内に E.coli K12F+(A/λ )をホスト菌として LB 培地を用いたプラック

法で測定し、4 連の UV 照射装置通過後の試料からの不活化率を算出した。さらに、4

章で決定した MS2 の不活化速度定数 (D=8.48mJ/cm2)を用いて RED を推定した。  

 

また、それぞれの実験条件について出口ら（千代田工販 , 2018）が CFD モデル解析を用

いて RED のモデル推定値を解析した。  

解析は表 5.6 の条件で実施された。なお、水中の懸濁粒子が RED 推定値に与える影響

は紫外線強度分布の時間変化予測が技術的に困難なため、無視して計算された。  

 

表 5.5 各濁度における  実測 RED/モデル推定 RED 

 

 

  

濁度 0NTU 10NTU 30NTU 60NTU

比 0.81 0.78 0.70 0.70
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表 5.6 CFD モデル解析条件  

 

 

5.3.2 結果と考察  

 原水および１～４本目の紫外線照射装置通過後における MS2 の濃度測定結果を図 5.9 に

示す。１～４本目の紫外線照射装置通過後における RED を、実測値とモデル推定値それぞ

れについて図 5.10 に示す。全ての採水地点において、RED に関して CFD 推定値が実測値

を上回る傾向が確認された。  

また、CFD モデル解析では主な紫外線阻害因子として UV 透過率を解析条件に用いるが、

濁度条件は無視して解析を行う。そこで、濁度条件が実測の RED に与える影響を検討する

ため、モデル解析による RED 推定値と比較することで吸光度が実測 RED に与えた影響を

排除することを試みた。  

各濁度条件ごとに「モデル解析による RED に対する実測による RED の比」をとり、表

5.7 に示した。RED の比は、濁度の増加とともに小さくなる傾向が確認され、流水式装置

において下水に含まれる懸濁粒子が RED に影響を与える可能性が示唆された。水中の懸

濁物質の UV 阻害効果はバッチ式のコリメートビーム試験によって確認されており、

（Christensen et al., 2003, Örmeci et al.,2002, Walters et al., 2014）流水式装置でも同様の傾向

となる可能性が示唆された。  

  

項目 解析条件

CFD解析モデル 標準k-ε

要素数 1,391.14

粒子数 3,158

P-CFD解析手順 JWRC審査基準に準拠

照射槽内反射率 0%

供試微生物 MS2

供試微生物の D0=8.48 , Ds=0

不活化速度定数 (実測値）

各実験条件にて

4L/min

0NTU 10NTU 30NTU 60NTU

73.6%  69.5%  62.8%  53.5%

流量

254nmUV透過率
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図 5.9 MS2 の濃度測定結果  

 

 

黒線：線形回帰線  

図 5.10 各濁度における RED（CFD 推定値）及び RED（実測値）  
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表 5.7 各濁度における  実測 RED/モデル推定 RED 

 

  

濁度 0NTU 10NTU 30NTU 60NTU

比 0.81 0.78 0.70 0.70
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5.4 実証施設における GI-F-RNA Phage を利用した UV 照射量評価の検討  

5.4.1 概要  

 実証施設の紫外線照射装置に対して、GI-FRNA ファージを供試微生物とした RED 測定

試験を実施した。 I 処理場の 2 次処理水およびその UF ろ過処理水を原水として、流量を

1000m3/day, 800m3/day, 600m3/day に調整して UV 照射装置に通水し、4L を滅菌済み容器

（マイティ―パック , 1.8 L, マルエム）に採水した。試料は採水後速やかに遮光し、保冷し

たまま輸送した。試料は採水から 48 時間以内に WG49 をホスト菌とした IC-RT-PCR 法

(Hata et al., 2016)で測定した。検水量は 1L, 100mL, 10mL, 1mL で実施した。得られた GI-

FRNA ファージの不活化率から、第 4 章で求めた I 処理場における不活化速度定数の平均

値 (D=8.59 mJ/cm2) を用いて RED を計算した。詳細な実験条件を表 5.8 に示す。  

 

 

図 5.11 実験装置概要  

 

表 5.8 実験条件  

 

1000m3/day 800m3/day 600m3/day

UV1列目 ○ ○ ○

UV2列目 ○ ー ー

出力

採水地点

２次処理水: 75.5%

UFろ過処後の２次処理水: 78.3%

最大出力の60%

原水および透過率
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5.4.2 結果と考察  

 各採水点における GI-FRNA ファージの濃度を図 5.12 に、RED 測定値を図 5.13 に示す。

装置通水後に ND となった条件の RED 測定値は ND＝ -0.52 log(PFU/L)(定量法の下限値)と

して計算した。UF ろ過水では流量 1000m3/day-UV 照射ラック 1 列目後に GI-FRNA ファー

ジが検出され、RED=52.8 mJ/cm2 の出力を確認できた。UF 膜を通していない 2 次処理水に

ついては各流量の UV ラック 1 列目通水後に GI-FRNA ファージが検出され、1000, 800, 600 

m3/day で、それぞれ RED=50.4, 67.7, 82.0 mJ/cm2 の出力を確認できた。本施設の処理フロ

ーにおいて、B-dash 評価書(2018)では 1000m3/日の流量で、UV ラック 2 列で、紫外線処理

における必要照射量は 85 mJ/cm2 と定められている。今回の結果からは最大（出力 60%, 

UV1 列の点灯 , 流量 600 m3/day の運転条件）で必要照射量の約 96%までを実測により確認

できた。さらに高照射量までを測定するためには、試料の濃縮法を工夫するなどして検出

下限を下げる又は 2 次処理水よりも GI-FRNA ファージが高濃度で存在する原水を利用す

る必要があると考えられる。  

 

 
1000(１列目 ), 800, 600 m3/day：UV モジュール 1 つ目まで通水 , 

1000 m3/day (2 列目 ):UV モジュール 2 つ目まで通水  

図 5.12 各採水地点における GI-FRNA ファージの検出濃度  
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1000(１列目 ), 800, 600 m3/day：UV モジュール 1 つ目まで通水 , 

1000 m3/day (2 列目 ):UV モジュール 2 つ目まで通水  

白抜き：検出下限地までの除去率で暫定的に RED を算出  

図 5.13 各採水地点における RED 測定値   
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5.5 本章のまとめ  

 

本章では、GI-FRNA ファージを供試微生物とした RED 測定の妥当性を検討するため、

下水再生実証施設の紫外線照射装置を利用して実験を行った。さらに、従来の MS2 添加に

よる RED 測定ができない大規模の施設において GI-FRNA ファージを用いた RED 測定を

試みた。本章で得られた知見は以下のとおりである。  

 

1. パイロットプラントの流水式の UV 照射装置において、GI-FRNA ファージによる RED

測定値と MS2 による RED 測定値が相関することが確認された。この結果より、流水

式装置の RED 測定において、GI-FRNA ファージが MS2 の代替微生物として利用で

きる可能性が示唆された。  

2. パイロットプラントの流水式の UV 照射装置において、GI-FRNA ファージによる RED

実測値と CFD モデルシミュレーションによる RED 推定値が相関することが確認さ

れた。この結果より、GI-FRNA ファージを流水式装置の RED 測定に利用できる可能

性が示唆された。  

3. パイロットプラントの流水式の UV 照射装置において、濁度 60 NTU 以下では CFD

モデルシミュレーションによる RED 推定値に対する MS2 による RED 実測値の比は

濁度の増加によって減少する傾向が確認された。CFD モデルシミュレーションでは

濁度影響を無視するため、この比の減少は水中の懸濁粒子が RED に実測値に影響を

与えたことが原因だった可能性がある。  

4. 実証プラントの UV 照射装置において、GI-FRNA ファージによる RED 測定を実施し

た結果、下水 2 次処理水を原水として、最大で RED=82.0mJ/cm2 の照射量を実測でき

た。さらに高照射量までを測定するためには、試料の濃縮法を工夫するなどして検出

下限を下げる又は 2 次処理水よりも GI-FRNA ファージが高濃度で存在する原水を利

用する必要があると考えられる。  

  



- 55 - 
 

第 6 章  結論  

6.1 本研究で得られた成果  

本研究では、UV 照射量測定の供試微生物として「下水中に自然に存在する FRNA ファ

ージ」の利用方法を検討するため、下水処理水および下水 2 次処理水を試料として FRNA

ファージの UV 感受性試験をラボで実施した。さらに、UV 照射量測定に利用する場合に

妥当と考えられる FRNA ファージの不活化速度を検討した。  

また、流水式の紫外線照射装置に対して FRNA ファージを用いた UV 照射量測定試験を

実施し、FRNA ファージを用いた UV 照射量測定の妥当性を検証した。さらに、実規模の

UV 処理装置において、FRNA ファージを用いて UV 照射量測定を実施し、装置の性能を評

価した。以下に得られた成果をまとめた。  

 

 第 4 章  

 

7. 下水試料中の FRNA ファージに対する UV 感受性試験より、GI, GII, GIII の遺伝子群の

うち、UV 感受性は GI<GII<GIII となることが示された。それぞれ主要なファージの UV

感受性 (MS2(GI< GA(GII)< Qβ(GIII))と一致することから、UV 感受性は主要なファージ

の影響を大きく受けているものと考えられた。  

8. UV 消毒を下水再生処理に適用する場合には 70mJ/cm2 を超えるような高照射量の装置

が利用される場合がある。このような高照射量の装置に対して、 UV 感受性が

GI<GII<GIII となったことから、GI, GII, GIII の遺伝子群のうち、生物検量線の指標微

生物としてより適切なのは GI-FRNA ファージと考えられた。  

9. 下水試料中の FRNA ファージに対する UV 感受性試験の結果より、対象とした 4 処理

場 (A 処理場 , B 処理場 , C 処理場 , I 処理場)において、GI, GII, GIII の遺伝子群全てで UV

感受性に大きな差は見られなかった。  

10. 下水試料中の FRNA ファージに対する UV 感受性試験の結果より、下水試料中 FRNA

ファージの UV 感受性は、実験ごとにある程度ばらつくことが確認された。ばらつきを

信頼度 95%の区間として表すと、GI, GII, GIII の遺伝子群では GI タイプが安定して区

間が狭くなる傾向があった。そのため、GI-FRNA ファージが生物検量線の供試微生物

としてより利用しやすいと考えられた。  

11. 2 次処理水中の FRNA ファージに対する UV 感受性試験の結果から、20mJ/cm2 程度ま

での UV 照射量では GI, GII-FRNA ファージの UV 感受性は下水処理の前後でほとんど

変化しない可能性が示唆された。  

12. 以上のことから、FRNA ファージを生物検量線として利用する場合には、GI-FRNA フ

ァージを利用し、不活化速度定数 D は 95%信頼区間の下限値で UV 照射量を計算する

ことがより適切と考えられた。  

 

 

 



- 56 - 
 

 

 第 5 章  

※ここでは、GI-FRNA ファージを用いた RED 実測値を「GI-RED」と表記する。  

MS2 を用いた RED 実測値を「MS2-RED」と表記する。  

GI-FRNA ファージを用いた CFD モデル解析による RED のシミュレーション推定値を

「C-GI-RED」と表記する。  

MS2 を用いた CFD モデル解析による RED のシミュレーション推定値を「C-MS2-RED」

と表記する。  

 

5. 密閉型流水式の紫外線照射装置において、GI-RED と MS2 による RED 測定値が高い

相関を示すことが確認された。この結果より、流水式装置の RED 測定において、GI-

FRNA ファージが MS2 の代替微生物として利用できる可能性が示唆された。  

6. 密閉型流水式の紫外線照射装置において、GI-RED と C-GI-RED が相関することが確

認された。この結果より、GI-FRNA ファージを流水式装置の RED 測定に利用できる

ことが示唆された。  

7. 密閉型流水式の紫外線照射装置において、濁度 60 NTU 以下では MS2-RED と C-MS2-

RED の差は濁度の影響を受けないことが確認された。CFD モデル解析では濁度影響

を無視するため、今回の実験条件において水中の懸濁粒子は RED 実測値に影響を与

えないことが確認された。  

8. 大規模の開水路型紫外線照射装置において GI-RED を測定した結果、下水 2 次処理水

を原水として、最大で RED=78.0mJ/cm2 の照射量を実測できた。さらに高照射量まで

を測定するためには、試料の濃縮法を工夫するなどして検出下限を下げる又は 2 次

処理水よりも GI-FRNA ファージが高濃度で存在する原水を利用する必要があると考

えられる。  

  



- 57 - 
 

6.2 今後の課題  

本研究で得られた成果を踏まえ、下水中に自然に存在する GI-FRNA ファージを用いた

UV 照射量測定方法の構築に向けて、今後の課題を以下に示した。  

 

 FRNA ファージの UV 感受性試験において、本調査では結果のばらつきを全て FRNA

ファージの UV 感受性変動と仮定して解析したが、FRNA ファージの定量に MPN 法を

用いているため、測定法の誤差が変動に大きく寄与している可能性がある。今後、よ

り精度の高い測定手法を検討し、FRNA ファージの UV 感受性変動を精査する必要が

ある。  

 FRNAPH の UV 感受性試験において、本調査では GI, GII, GIII の 3 つの遺伝子群に分

けて試験を実施し、GI, GII, GIII の UV 感受性に差があることを確認した。UV 感受性

について更に詳細な検討をするため、今後 GI, GII, GIII に遺伝子型解析を行い、それ

ぞれの遺伝子群にどのようなファージが含まれているのかを検討する必要がある。  

 FRNAPH の UV 感受性試験において、流入下水中試料と 2 次処理水試料を比較したが、

2 次処理水試料では初期濃度が低かったため、テーリングしている可能性がある。今

後、試料の濃縮法を検討するなどして濃縮した 2 次処理水試料でも同様の傾向を示す

か確認する必要がある。  

 I 処理場の実証プラントにおいて、GI-FRNA ファージを用いて紫外線照射量を測定し

たが、最大でも施設の目標照射量の 92%までしか測定できなかった。今後、さらに高

照射量までを測定するために、試料の濃縮法を検討するなどして検出下限を下げる等

の工夫が必要である。  

 I 処理場の実証プラントにおいて、CFD モデル解析が行われておらず、実測値との比較

ができなかった。今後、CFD モデル解析を実施し、実測値との比較検討を行う必要が

ある。  
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