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北海道において，バレイショは麦類，テンサイ，豆類
と並んで輪作体系の根幹を担う重要な基幹作物のひとつ
である．平成 22 年度の北海道におけるバレイショ生産
量は 175.3 万 t で，このうち斜里町・網走市を中心とす
る地域を中心に 74.5 万ｔの澱粉原料用バレイショが生
産され，17.9 万ｔのバレイショ澱粉へと加工されてい
る．バレイショ澱粉の製造工程は磨砕，脱汁，篩別，精
製，脱水等の過程から成り（第 1 図），その過程で多量
の工場廃液が発生する．このうちデカンタ廃液は，原料
バレイショを磨砕後，脱汁機（デカンタ）によって，固
形分（澱粉と澱粉粕）から分離される液体で，年間 70
万ｔ程度（工場あたり年間 1 万～10 万トン程度）発生
する．デカンタ廃液にはタンパク質やリンが多量に含ま
れ，生物的酸素要求量（BOD）が 20,000～50,000ppm と
極めて高く，処理までの貯留期間中に腐敗して強烈な臭
気を発生し，工場近辺の生活環境に悪影響を及ぼすほ

か，廃液中にはバレイショの重要病原菌であるジャガイ
モそうか病菌（以下本文中で「そうか病菌」とは「ジャ
ガイモそうか病菌」を指す）が混入していることが知ら
れている（4）．現在，澱粉工場廃液は，活性汚泥法等，
種々の方法により浄化処理が行われているが，処理に要
する大量のエネルギーが澱粉製造コストを押し上げる要
因のひとつとなっていることから，低コストで効率的な
廃液処理技術が求められている．

生活排水等の低濃度有機性排水の低コスト処理法とし
て人工湿地が知られ，ヨーロッパ等を中心に普及が広が
りつつある（2, 5, 10）．人工湿地とは砂利などの資材を
敷き詰めた濾床で汚水をろ過して浄化するもので，これ
には表面流式と伏流式があり，後者には濾過する方向に
よって，好気的な垂直流方式（縦型濾床）と，水平方向
に濾過する嫌気的な水平流方式（横型濾床）がある．両
者を組み合わせて浄化効率を高めたものがハイブリッド
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伏流式人工湿地であり，濾床の表面に目詰まり軽減や水
質浄化を促す微生物や小動物の生息場の提供を目的にヨ
シが植栽されたものはヨシ濾床人工湿地と呼ばれる

（5）．加藤らは伏流式ヨシ濾床人工湿地の澱粉工場廃液
の浄化処理への適用の可能性を明らかにするため，澱粉
工場敷地内に築造した人工湿地（第 2 図）で，2009 年
から 4 年間にわたって工場廃液の処理を継続して行い，
水質浄化効率のデータを収集してきた．その結果，超高
濃度有機性廃液である澱粉工場廃液であっても，面積や
濾床段数を適切に設定した伏流式ヨシ濾床人工湿地を用
いた浄化処理によって，河川放流が可能なレベルまで低
コストに浄化できることを明らかにしている（6）．

本研究では伏流式ヨシ濾床人工湿地を用いた一連の澱
粉工場廃液浄化試験過程で採取された処理水中のジャガ
イモそうか病菌 Streptomyces. turgidiscabies（以下本文
中では特に断らない限り，ジャガイモそうか病菌は S.
turgidiscabies を指すものとする）の菌密度変化を調査
し，人工湿地処理による廃液中のそうか病菌密度の低減
効果について考察した．本研究は平成 21 年度 新たな農
林水産政策を推進する実用技術開発事業「伏流式ヨシ濾
床人工湿地 による超高濃度排水の再生循環技術の開発

（21040）」の一環として実施したものである．

材料および方法
１．澱粉工場廃液ならびに人工湿地処理水

澱粉工場廃液は JA 清里町でん粉工場（北海道斜里郡
清里町字神威）で工場操業期間中（通常 9～11 月）に排
出されるデカンタ廃液あるいは貯留液を供試した．同工
場敷地内に，（株）中山組によって 2008 年に築造された
伏流式ヨシ濾床人工湿地（ハイブリッド式，濾床 5 段：
縦型循環あり（Vr）-Vr-Vr-横型濾床（H）-Vr，述べ濾
床面積 2,151㎡；第 2 図）に，デカンタ廃液あるいは貯
留液を 1 日あたり 7ｔまたは 21ｔ間欠散布した．2009
年 9 月から 2012 年 11 月にかけて，13 回に渡って廃液
原液（P1）ならびに各濾床出口より処理液（P2～P6）
500mL を採取し，調査時まで 4℃で保管した．
２．デカンタ廃液および人工湿地処理水中のジャガイモ
そうか病菌の定量
１）デカンタ廃液および人工湿地処理水からDNAの
抽出

ガラスビーズ（直径 0.5mm）0.2g を入れたサンプリ
ングチューブ（2mL 容，ザルスタット）に，廃液また
は処理水を 2mL 採取し，遠心分離（13,000rpm，5min）
によりペレットを得た．これに抽出バッファー（SPCB）

（3）700µL を加え，細胞破砕装置（Micro Smash MS-100，
トミー精工）を用いて激しく振とう（5,000rpm，60sec）
後，クロロホルム-イソアミルアルコール（24 : 1）700µL
を加えて乳濁し，遠心分離（13,000rpm，5min）した．
水層 600µL を新しい 1.5mL マイクロチューブに移した
後，イソプロパノール600µL，3M酢酸ナトリウム（pH5.2）
60µL を加えて転倒混和し，室温で 10min 放置した．遠
心分離（13,000rpm，10min，4℃）により得られたペレ
ットを 70%エタノールで洗浄後，減圧乾燥し，TE バッ
ファー 100µL に溶解して分析試料（DNA テンプレート）
とした．
２）ジャガイモそうか病菌の定量PCR
ジャガイモそうか病菌の定量 PCR は蛍光プローブ

（TaqMan）法で行った．プライマーならびに TaqMan
プローブは，そうか病菌の病原性遺伝子である nec1 遺
伝子（1）の塩基配列（DDBJ/EMBL-Bank/GenBank ア
クセッション番号：AF031232）から，プライマー設計
支援ソフトウェア（Primer ExpressⓇ Software v3.0, Life
Technologies Corp., Carlsbad, CA, USA）を用いて設計
した．定量 PCR は 50µL 反応系で行い，プレミックスは
TaqManⓇ Universal Master Mix Ⅱ（Life Technologies
Corp.）25µL，超純水 8.5µL，フォワードプライマー

（nectq487F, 5′-CGCATTCTCGGGAGTGTGAT-3′; 10µM）
4.5µL，リバースプライマー（nectq551R, 5′-TGCT-
GATGAATCGTGACTGTTTC-3′; 10µM）4.5µL，TaqMan
プローブ（nectq509T, 5′-FAM-CGCGCGCCAATCAC-
CCG－TAMRA-3′；5µM）2.5µL，を混合して調製した．
前項で調製した DNA テンプレート 5µL を予め 96 ウェ
ル PCR プレート（MicroAmpⓇ Optical 96-Well Reaction
Plate, Life Technologies Corp.）に注入した後，プレミッ

第 1図 バレイショ澱粉製造工程の概略（引用文献11をもとに
作成）
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クス 45µL を注加し，自然に混合させた．PCR 反応は
Applied Biosystems 7500 リアルタイム PCR システム

（Life Technologies Corp.）を用いて，変成反応 95℃,
10min の後，変成反応 95℃, 15sec，アニーリング・伸長
反応 60℃, 60sec を 40 サイクル行った．定量はそうか病
菌胞子（2×102cfu～2×106cfu）から調製した DNA テ

ンプレートを同時に反応させて作製した検量線によって
行った．
３）濾床資材によるジャガイモそうか病菌密度低減効果
（1）積層カラム試験
濾床資材（軽石，粒径 > 7mm）をブレンダー（7012S,

Waring Commercial, Torrington, CT, USA）を用い，8,400rpm

第２図 JA清里町澱粉工場敷地内に築造された伏流式ヨシ濾床人工湿地（ハイブリッド型）の外観（a）とシステム
の流れ図（b）

Vr: 垂直流型（循環あり）, H: 水平流型, P1～6: デカンタ廃液ならびに人工湿地処理水採取位置

ａ）

ｂ）
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で 10 秒間粉砕したのち，目開き 7mm，5mm，2mm，
1mm の篩で順次篩い分け，粒径 > 7mm，5－7mm，
2－5mm，1－2mm，< 1mm に分画した．各粒径の画分
を直径 20cm 高さ 5cm の塩化ビニル管カラムに充填し，
下層から上層に向かって粒径が細かくなるように 2 段ず
つ，計 10 段積層したカラムを作製した（第３図中の模
式図）．ジャガイモそうか病菌（S. turgidiscabies 94-3
株）を酵母エキス－麦芽エキス液体培地（ISP Medium
No.2）で 7 日間，25℃で振とう培養した培養菌液
300mL をこのカラム最上層表面に注加し，全量がカラ
ム内に浸透してから再度同量の菌液を注加することを繰
り返し，合計 3L を通液した．その後カラムに水道水
1.5L を 10 回通液して洗浄し，流出液を回収した．流出
液ならびに各層の濾床資材から DNA を抽出し，前項で
述べた定量 PCR によりそうか病菌密度を定量した．流
出液中のそうか病菌密度は人工湿地処理水と同様の方法
で調製した DNA テンプレートを供試した．各層の濾床
資材中の菌密度は以下の通り調製した DNA テンプレー
トを供試した．各層の濾床資材をカラムから取り出し風
乾後，ブレンダー（7012S, Waring Commercial）を用い
て 8,400rpm で 30 秒間粉砕した粉砕物 10g を，直径
1cm のジルコニアビーズ 1 個ならびに直径 1mm のガラ
スビーズ 1g が入ったコニカルチューブ（50mL 容，ザ
ルスタット）に入れ，SPCB 20mL を加えて 280rpm で 20
分間振とうした．ボルテックスミキサー（Vortex Ge-

nius3, IKAⓇ-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, Germany）
で 30 秒間撹拌し，静置 1 分後の上清 1mL をガラスビー
ズ（直径 0.5mm）0.2g を入れたサンプリングチューブ

（2mL 容 ，ザ ル ス タ ッ ト ）に 採 取 し ，遠 心 分 離
（13,000rpm，5min）によりペレットを得た．以下人工湿
地処理水と同様にして DNA テンプレートを調製した．
（2）粒径別カラム試験
（1）項で調製した粒径別濾床資材（粒径 > 7mm，

5－7mm，2－5mm，1－2mm，< 1mm）各 20mL をガ
ラスカラム（内径 24mm×長さ 130mm）に充填した．
そこに（1）項と同様にして調製したそうか病菌菌液を
20mL 通液した．カラムを蒸留水 20mL で 3 回洗浄し，
回収した流出液中ならびに濾床資材中のそうか病菌菌密
度を（1）項と同様にして測定した．

結　　果
１．デカンタ廃液および人工湿地処理水中のジャガイモ
そうか病菌の定量
2010 年から 2012 年にかけて 13 回に渡って採取した

デカンタ廃液ならびに人工湿地処理水中のそうか病菌密
度の測定結果を第 1 表に示す．濾床の処理段階が進むに
つれて，各濾床処理水中のそうか病菌密度が低下した．
デカンタ廃液（P1）中のそうか病菌密度は採取時期に
よって異なり，0.01～15.5 cfu/mL（平均 2.5cfu/mL）で
あった．一方，最終処理水（5 段目濾床出口；P6）中の

第 1表 バレイショ澱粉工場デカンタ廃液中ならびに伏流式ヨシ濾床人工湿地処理水中のジャガイモそうか病菌a）密度

サンプル
番号

採取日
菌密度（cfu/ml）

b）

d）

e）

c）

P1
（廃液原液）
01.1±0.1
00.1±0.1
00.0±0.0
00.4±0.2
02.2±0.4
02.6±0.3
00.1±0.1
03.1±0.3
04.1
03.4±0.9
02.0±0.6
00.5±0.4
15.5±9.6

0.1±0.1
0.1±0.1
0.0±0.0
0.1±0.0
1.1±0.1
1.6±0.3
0.0±0.0
0.1±0.0
1.2±0.0
0.9±0.3
0.3±0.1
0.8±0.2
4.3±0.1

ND
ND
0.0±0.0
0.0±0.0
0.1±0.1
1.2±0.1
ND
0.1±0.1
1.1±0.4
0.1±0.1
0.1±0.1
0.5±0.1
1.4±0.3

ND
ND
0.0±0.0
ND
0.1±0.1
0.7±0.2
ND
0.1±0.1
0.5±0.2
0.0±0.1
0.1±0.1
0.2±0.1
0.8±0.2

ND
ND
ND
ND
0.0±0.0
0.5±0.2
ND
0.1±0.1
0.3±0.1
0.1±0.0
ND
0.0±0.0
0.3±0.2

ND
ND
ND
ND
0.0±0.0
0.3±0.2
0.0±0.0
ND
0.2±0.1
ND
ND
0.0±0.1
0.1±0.1

100
100
100
100
98.7
88.7
91.7
100
93.9
100
100
93.6
99.6

P2
（1段目出口）

P3
（2段目出口）

P4
（3段目出口）

P5
（4段目出口）

P6
（最終処理水）

№01
№02
№03
№04
№05
№06
№07
№08
№09
№10
№11
№12
№13

2009. 9. 4
2009. 9.17
2010. 6.29
2010. 9.15
2010.10.20
2011. 5.27
2011. 9. 5
2012. 5.25
2012. 7.12
2012. 8. 6
2012. 9. 6
2012.10.18
2012.11. 8

菌密度
低減率
（％）f）

a）
b）
c）　
d）
e）
f）

廃液中からは Streptomyces turgidiscabies のみが検出され，S. scabies は検出されなかった .
3 回の測定値平均±標準偏差 .
検出されず .
痕跡量（<0.1cfu/ml 以下）の検出 .
1 回の測定値のみ .
廃液原液と比較した最終処理液中のそうか病菌密度の低減率（（1－P6/P1）×100）.

Streptomyces turgidiscabies S. scabies
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そうか病菌密度は非検出～0.3 cfu/mL（平均 0.1cfu/mL）
となり，そうか病菌密度の低減率は 88.7～100%（平均
97.4%）となった．
２．濾床資材によるジャガイモそうか病菌密度低減効果
１）積層カラム試験
濾床資材を粉砕し，篩別した各粒径画分を充填した積

層カラムの最上層からそうか病菌の培養菌液を通液する
と，最上層のカラム中の資材から，5.8×102cfu/g 資材
のそうか病菌が検出されたが，それ以下の層の資材なら
びに流出液からは，全く検出されないか，ごく微量が検
出されたのみであった（第 3 図）．
２）粒径別カラム試験
濾床資材を粉砕し，篩別した資材を各粒径画分別に充

填したカラムにそうか病菌の培養菌液を通液すると，充

填された資材の粒径が細かいほど，流出液から検出され
るそうか病菌量が少ない傾向が認められた．各粒径別処
理区のそうか病菌密度低減率はそれぞれ <0.5mm 区は>
99.9%，0.5-1mm 区は 99.7%，1－2mm 区は 97.4%，2－
5mm 区は 99.0%であった（第 4 図）．各粒径別資材の 1g
当たりから検出されたそうか病菌密度に大きな差は認め
られず，10cfu/g 資材程度であった（データ省略）．

考　　察
ハイブリッド伏流式ヨシ濾床人工湿地は酪農パーラー

排水の低コストで効率的な浄化処理方法として開発され
た（7）．加藤らはさらに有機物濃度の高いバレイショ澱
粉工場廃液の浄化処理への適用を検討し，必要な浄化レ
ベルを達成するために，単位面積当たりの負荷量や濾床
面積を適切に設定することで，低コストに水質浄化処理
が可能であることを示したが（6），デカンタ廃液中に含
まれるジャガイモそうか病菌の人工湿地処理水中の挙動
はこれまで明らかではなかった．そこで本研究では，長
期に渡り経時的に採取した人工湿地処理水中のそうか病
菌密度変化を調査し，処理水中のそうか病菌の挙動の解
明を試みた．その結果，人工湿地に投入された廃液中の
そうか病菌密度は採取時期により異なったが，いずれの
場合でも濾床の処理段階が進むにつれて，各濾床処理水
中のそうか病菌密度が低下することを確認した．最終処
理水全 13 試料のうち，6 試料でそうか病菌は非検出，2
試料では原液の 1%程度，残りの 5 試料でも原液の 10%
程度まで減少した．このように，常に廃液中のそうか病
菌を検出限界以下に低下させることはできなかったが，
人工湿地処理によるデカンタ廃液中のそうか病菌密度の
低減効果は明らかであった．菌密度低減効果の変動要因
については明確ではないが，投入される排水の水質（そ
うか病菌汚染程度），投入時の気候条件（気温や降雨）
やこれに起因する濾床の状態の差異などの要因の影響を
受けたのではないかと考えられる．

人工湿地による水質浄化効果は物理的（ろ過），化学
的（吸着），生物的な作用（分解）の組合せによって発
揮され，物理化学的なろ過や吸着は冬季に安定的に発揮
され，生物活性が高まる夏季に蓄積した有機物の分解が
進行すると考えられる（5）．人工湿地処理水中のそうか
病菌密度低減のメカニズムを探るため，本研究における
排水処理試験を実施した JA 清里町澱粉工場の人工湿地
において主な濾床資材として使用されている軽石に着目
し，これを粒径別に分画した資材ごとのそうか病菌密度
低減効果を調査した．その結果，積層カラム試験では最
細粒画分（粒径 < 1mm）を充填した最上層カラム

（0－5cm）から資材 1g あたり 5.8×102cfu（注入菌量の
約 0.04%）のそうか病菌が検出されのみで，直下の同粒
径の資材を詰めたカラムを含め，それ以下のカラムなら
びに流出液からはほとんど検出されなかった（第 3 図）．

第 3図 ジャガイモそうか病菌（Streptomyces turgidiscabies）
菌液を通過させた粒径別濾床資材充填カラムの各層位
の資材および流出液中のそうか病菌密度（積層カラム
試験）
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第 4図 ジャガイモそうか病菌（Streptomyces turgidiscabies）
菌液を通過させた粒径別濾床資材充填カラムより回収
した流出液中のそうか病菌密度（粒径別カラム試験）
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さらに粒径別カラム試験で，より細かい粒径 < 0.5mm
画分の充填カラムでは流出液中のそうか病菌密度は原液
の 1 万分の 1 にまで低下していたこと（第 4 図），また
いずれの粒径の資材でも 1g あたりのそうか病菌の検出
量にほぼ差がなかったことを考え合わせると，そうか病
菌は多孔質の軽石層を通過する際に非常に効率よく除去
され，除去効率には単位体積当たりの細孔量が重要であ
ろうと考えられた．積層カラム試験や粒径別カラム試験
で供試した軽石資材からの DNA の抽出時に，界面活性
剤（臭化ヘキサデシルトリメチルアンモニウム）を加えた
抽出バッファー中で激しく振とうしても，カラムに添加
した菌量と比較してごく僅かな菌量に相当する DNA 量
しか抽出されないことから，除去の様式としては軽石の
細孔への強固な吸着が主要因ではないかと推測された．

人工湿地による澱粉工場廃液処理法は従来の活性汚泥
法と比較して，設備投資の初期費用は３分の２以下，電
気使用料は 10 分の１以下と試算され（8），バレイショ澱
粉製造過程における廃液処理コストの削減に大きく貢献
するものと期待されるが，処理水の循環利用や中途処理
水の液肥利用には，混入しているバレイショ病原菌の除
去率を高めることにより，さらに安全性を高める必要が
ある．本研究で検討したそうか病菌（S. turgidiscabies）
に関しては濾床に用いた軽石資材の同菌に対する菌密度
低減効果が高いことが判明したので，例えば細粒の軽石
を利用したそうか病菌除去槽を人工湿地システムに組み
込むことにより，同菌を検出限界以下まで除くことが可
能と思われる. 一方，北海道内の道央，道南および上川
地方に分布するもう一方のそうか病菌である S. scabies

（9）や，他のバレイショの重要病原菌であるジャガイモ
粉状そうか病菌については，これらの菌が人工湿地に投
入された場合の処理水中の挙動が未解明であり，人工湿
地処理による同菌除去の可能性も含め，今後明らかにし
ていく必要がある．
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