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研究成果の概要（和文）：　本研究では、活性汚泥における微生物生態系を制御した実験を行うことで、微生物
の食物連鎖の変化に対して、窒素安定同位体比の変化を調べた。具体的には、捕食－被食作用の影響のみを把握
するため、活性汚泥を飢餓条件下（曝気のみの条件）において運転し、活性汚泥を連続的に採取して分析に供す
ることで、窒素安定同位体比等の変化を把握した。その結果、36日後には活性汚泥濃度が半減するとともに、窒
素安定同位体比が8.3‰から10.8‰に上昇する傾向が確認された。本研究により、窒素安定同位体の自然存在比
に着目することで、微生物食物連鎖の機能（捕食効果）を定量的に評価できる可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：Carbon and nitrogen stable isotope ratios (δ13C and δ15N) were determined 
in activated sludge, which was exposed to endogenous conditions for 36 days and contained a wide 
diversity of organisms across several trophic levels. The aim of this study was to elucidate the 
fluctuation of δ13C and δ15N through trophic transfer in the microbial consortia. The results show
 that the activated sludge became more enriched with 15N as degradation proceeded. Eventually, the 
sludge concentrations in the activated sludge decreased from 1610 to 710 mg/L and the δ15N of the 
sludge increased from 8.3‰ to 10.8‰. In contrast, the δ13C values of the sludge were stable. 
These findings provide new insights into understanding trophic transfer during microbial community 
succession and the effects of the feeding process on sludge degradation.

研究分野：環境工学
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１．研究開始当初の背景 
	 生物学的排水処理法は，微生物群集を活用
したプロセスであり，生活排水や工場廃水の
処理による汚濁負荷の低減によって水質汚
濁の防止を担っている。排水処理法における
処理性能の向上や安定化には，処理を担う微
生物群集の機能を理解して，その機能を最大
化することが重要である。 
代表的な生物処理法である活性汚泥法で

は，細菌，原生動物，後生動物などの栄養段
階の異なる多種多様な生物により食物網が
形成されている。この活性汚泥における食物
連鎖は，有機物分解のみならず，処理水の清
澄性向上や余剰汚泥削減に寄与する重要な
役割を担っている。同様に，散水ろ床型の生
物排水処理法では，活性汚泥法に比べてより
高次な生物が生息しており，生物生態系も複
雑であると認識されている。そのため，微生
物群集における摂餌関係（被食-捕食の関係）
を理解し，食物連鎖の機能を最大限に活かす
ことは，処理性能の安定化・向上に寄与する
重要な鍵であると考えられる。しかし，生物
学的排水処理法における微生物群集の食物
網に関しては，定量的な解析はほとんど行わ
れておらず，食物連鎖による余剰汚泥削減効
果なども未解明であった。これは，微生物の
食物連鎖が極めて複雑であることに加え，食
物連鎖を解析するツールも無いことが要因
として挙げられる。 
	 そこで本研究では，活性汚泥における食物
連鎖を把握するため，炭素・窒素安定同位体
比（δ13C・δ15N）に着目し，新たな解析方法
を提案した。δ13C・δ15N は生物生態系におけ
る摂餌関係（食物網）の解析ツールとして広
く利用されている 1)。δ13C は食物源の指標，
δ15Nは栄養段階の指標となり，捕食者の δ15N
は，被食者の δ15Nと比較して約 3.4‰上昇す
る 1)。しかし，活性汚泥に生息する微生物を
単独で分析することは現実困難なうえ，微生
物の種類や数も膨大であり，その関係性も極
めて複雑であることから，実際に δ13C・δ15N
を適用した例は極めて少ない 2)。また，多種
多様な微生物を扱う生物学的排水処理の技
術では，微生物群集（汚泥）での被食-捕食作
用を総合的に評価することが肝要であると
考えられる。 
 
２．研究の目的 
本研究では，窒素安定同位体の自然存在比

に着目し，捕食に伴う同位体分別効果を利用
して，微生物食物連鎖の機能（捕食効果）を
定量的に評価することを目的とする。具体的
には，活性汚泥法および散水ろ床法における
汚泥や微生物における δ13C・δ15N を把握し，
処理特性との影響を比較や，摂餌関係の把握
に向けた知見を得る。 
 
３．研究の方法 
活性汚泥における微生物生態系を制御し

た実験を行うことで，微生物の食物連鎖の変

化に対して，窒素安定同位体比がどのように
変化を調べた。具体的には，捕食−被食作用
の影響のみを把握するため，活性汚泥を飢餓
条件下において運転した。このとき，活性汚
泥を連続的に採取して分析に供することで，
窒素安定同位体比等の変化を把握した。同時
に，水質，汚泥量，微生物相，高次生物を把
握し，汚泥の食物連鎖における捕食作用を示
すデータを取得した。 
	 本実験では，容量 2L のリアクターを用い
て，活性汚泥を飢餓条件（基質供給なし，曝
気あり）で培養した。pHは約 7.0に調整した。
温度は 20℃とした。植種汚泥には下水処理場
の曝気槽から採取した活性汚泥を用いた。植
種汚泥は採取後，速やかに実験室に持ち帰り，
DOが残存していることを確認後（4 mg/L以
上），実験を開始した。実験は３連（A〜C）
で行った。なお，活性汚泥には pH 調整剤を
添加して，pH を中性付近となるように調整
した。 
	 連続モニタリングでは，リアクターから活
性汚泥を定量採取してサンプルに供した。汚
泥濃度として MLSS，MLVSS，COD を測定
した。また，顕微鏡観察により，微生物生態
系の上位である高次生物の種類と存在数を
把握した。同時に，遺伝子解析により，飢餓
条件下における菌相の変化を把握した。また，
温度，pH，DO に加えて，0.45 µm フィルタ
ーで濾過したサンプルの COD 及び無機態窒
素を測定した。無機態窒素は HPLCを用いて
分析した。活性汚泥の炭素・窒素安定同位体
比は，元素分析計質量分析計システム
（EA-300/-Delta XP system, Finnigan Mat）で測
定した。δ13Cおよび δ15Nは以下の式 (1)で算
出した． 
 
δ13C or δ15N (‰) = (R sample / R standard − 1) × 
1000   ・・・式(1) 
 
R = 13C/12C or 15N/14N ・・・式(2) 
 
	 ここで，R standard は，国際標準物質とし
て，炭素はベレムナイト化石（Pee Dee 
Belemnite），窒素は大気中の窒素とした。ワ
ーキングスタンダードとして，D-アラニンと
L-ヒスチジンを用いた。 
 
	 また，本手法の実下水処理場への適用を目
指して，実際の下水処理場における活性汚泥
に関する窒素安定同位体比を比較した。流入
下水と余剰汚泥の窒素安定同位体比の連続
的な比較を行なった。また，処理プロセスが
異なる条件において，窒素安定同位体比と活
性汚泥法の基礎的データの比較を行う。 
	
４．研究成果	
	 図-1 に活性汚泥における汚泥濃度の経日
変化を示す。活性汚泥は飢餓条件下で運転す
ることで食物連鎖による汚泥分解を促した。
実験スタート時，リアクター内の活性汚泥の



MLSS，MLVSS，CODは，それぞれ 2170 mg/L，
1610 mg/L，2340 mg/Lであり，運転継続とと
もに減少していく傾向が確認された。運転の
5 週間後における平均汚泥濃度は，それぞれ
1150 mg/L，730 mg/L，1160 mg/Lであり，初
期濃度と比較して，概ね半減していることが
確認された。このため，活性汚泥は飢餓条件
下において，内生呼吸や捕食などの作用によ
り，自己分解が進行していたといえる。 
 

 
図-1	 活性汚泥濃度の変化 

 
	 図-2に活性汚泥の δ13C・δ15Nの経時変化を
示す。実験開始時，汚泥の δ13Cは−25.0‰，δ15N
は 8.3‰であった。運転継続に伴い δ13C は概
ね−25.0‰となり，大きな変化は確認されなか
った。これは，炭素安定同位体比は捕食に伴

う変化はほとんどないためであると考えら
れる。一方で，汚泥濃度の低下とともに，活
性汚泥の δ15Nは増加する傾向があり，5週間
後には平均 10.8‰となった。このため，汚泥
の自己分解には，捕食作用の進行が寄与して
いると考えられた。 

 
図-2	 炭素・窒素安定同位体比の変化 

 
	 図-3に顕微鏡観察の結果を示す。本活性汚
泥では，運転期間を通じて，原生動物や後生
動物の存在が確認された。Difflugia sp.や
Arcella sp.は実験期間を通じて確認された。こ
れらは一次消費者の役割を果たしていると
示唆された。また，Rotifers（ワムシ）は二次
消費者であると考えられ，運転当初から 28
日目くらいまで優占して存在していた。また，
Trdigrada Macrobiotus ps.（クマムシ）は 14日
目〜28 日目において優占したいた。また，
Annelida Aelosoma sp.は 21日目〜28日目にお
いて優占していた。これらの高次生物による
捕食作用が汚泥の分解に寄与していたとい
える。興味深いことに，これらの生物は運転
経過とともに，存在数が経時的に変化してい
ることが確認された。一方で，高次生物も小
型の原生動物や細菌に捕食される様子が確
認されたことから，高次生物が捕食者だけで
なく被食者となることで，さらに汚泥分解が
進行していることが示唆された。	
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図-3	 高次生物叢の変化 

	
	 本研究では，飢餓条件下で活性汚泥を運転
したところ，汚泥濃度の減少とともに，汚泥
の δ15N が増加する傾向がみられた。これは，
食物連鎖を通じた 15Nの濃縮が関与している
と考えられた。よって，δ15Nは活性汚泥の食
物連鎖における捕食作用の進行度を示す指
標となる可能性が示唆された。 
 
	 本研究では，世界で初めて活性汚泥におけ
る食物連鎖の進行を窒素安定同位体比によ
って把握することに成功した。本結果は，生
物学的排水処理等の微生物群集を活用する
プロセスにおいて，微生物の食物連鎖やその
機能（捕食機能）の評価に向けて重要な知見
である。 
	 また，本研究課題では，散水ろ床法におけ
る微生物群集の解析や，実際の下水処理場に
おける炭素・窒素安定同位体比の変化の把握，
汚泥中に生息する原生動物の安定同位体比
の測定なども行っており（データ省略），現
在解析を進めている。今後，これらの知見も
含めて，総合的に解析を進めることで，生物
学的排水処理法の捕食機能の活用等による
処理機能の安定化や向上に向けて，知見を獲
得していく予定である。 
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