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研究成果の概要（和文）：高度浄水処理として、オゾン-生物活性炭処理が各地の浄水場に導入
されているが、生物活性炭における硝化をはじめとした生物学的浄化機構には不明な点が多い。
そこで本研究では、アンモニア酸化を担うアンモニア酸化細菌とアンモニア酸化古細菌の存在
量や多様性を調査することで、生物活性炭の硝化機構の解明を目指した。その結果、生物活性
炭で優占しているのはアンモニア酸化古細菌であること、また、前塩素処理を行うと、アンモ
ニア酸化古細菌の定着が著しく阻害を受けることなどが明らかになった。 
 
研究成果の概要（英文）：Ozonation-biological activated carbon (BAC) has been widely used 
as an advanced drinking water treatment. However, mechanism of biological treatment such 
as nitrification in biological activated carbon remains unknown. In this study, we 
investigated abundance and diversity of ammonia-oxidizing bacteria (AOB) and archaea 
(AOA) associated with BAC. The results indicated that dominant ammonia-oxidizers are AOA, 
not AOB. In addition, pre-chlorination severely inhibit the settlement of AOA on BAC. 
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１．研究開始当初の背景 

現在、各地の浄水場において、オゾン酸
化 と 生 物 活 性 炭 （ Biological Activated 

Carbon）とを組み合わせた高度浄水処理プ

ロセスの導入が進められている。生物活性
炭では、活性炭が有機物を物理的に吸着す
ると共に、活性炭に定着した微生物により、
生物学的な浄水処理が行われている。生物
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活性炭の生物学的作用として、特に注目さ
れているのがアンモニア性窒素の酸化（硝
化）である。アンモニア性窒素は、塩素注
入量の増加、クロラミン生成によるカルキ
臭の発生などにつながるため、適切に処理
することが求められている。しかし、生物
活性炭の運用は経験的に確立されてきた
経緯があり、どのような微生物が硝化を担
っているのかという微生物学的な知見が
ないままに運転されているのが現状であ
る。 
従来、アンモニア性窒素の酸化を行う微

生物としては、真正細菌に属する「アンモ
ニ ア 酸 化 細 菌 （ Ammonia-Oxidizing 
Bacteria：AOB）」と称される微生物群のみ
が知られてきた。しかし、近年、環境メタ
ゲノム解析の結果から、真正細菌とは系統
的に全く異なる古細菌の中に、アンモニウ
ム性窒素の酸化能を有する微生物「アンモ
ニ ア 酸 化 古 細 菌 （ Ammonia-Oxidizing 
Archaea：AOA）」が存在することが明らかに
なり、従来の硝化微生物の知見を大きく修
正することが求められている。AOAは土壌、
海洋、活性汚泥など様々な場所から検出さ
れており、土壌中の AOA のアンモニア酸化
酵素（amoA）遺伝子の存在量は、AOB の amoA
遺伝子量の 3000 倍にも上るという報告も
ある。しかし、AOA の単離株は現在 1 株し
か得られておらず、その生理特性、AOB と
の競合等については不明な点が多い。 
以上のような背景を踏まえ、本研究では、

AOB だけではなく、AOA も加味した最新の微
生物学的知見に基づき、生物活性炭の硝化
機構の全容を解明するという着想を得るに
至った。 
 
 
２．研究の目的 
生物活性炭の導入を進める浄水場では、

確実な硝化を期待しているものの、硝化機
構の詳細が不明であるために、経験的な運
用に頼らざるを得ない状況にある。そこで、
本研究では、次のような観点から、生物活
性炭の硝化機構を明らかにすることを目
的とした。 
１） 生物活性炭に定着する硝化微生物群集

の特性評価 
現状では、生物活性炭において硝化を担

っている微生物の情報が欠如していること
から、国内の複数の浄水場に設置された生
物活性炭を対象として、生物活性炭に定着
している AOA/AOB の群集構造・存在量を分
子生物学的手法によって明らかにする。 
２）生物活性炭の硝化微生物の単離 
これまで、生物活性炭に定着する硝化微

生物を単離して、個々の生理特性を評価し
た研究はない。本研究では、アンモニウア

性窒素濃度を段階的に変えた無機培地を用
いて、生物活性炭に定着した硝化微生物の
単離を試みる。 
３） 生物活性炭への硝化微生物の定着過程

の評価 
生物活性炭が硝化機能を示すまでには、

経験的に数週間から数ヶ月要するとされて
きたが、この間の定着過程に関する知見は
皆無である。生物活性炭に定着する硝化微
生物の起源、その定着過程を解明すること
は重要である。 
４） 生物活性炭の硝化活性に与える影響因

子の特定と運転条件の最適化 
1)から 3)の結果を踏まえ、生物活性炭の

硝化活性を迅速に立ち上げ、維持するため
の運転条件の最適化を検討する。 
 
 
３．研究の方法 
 生物活性炭を導入している国内の複数の
浄水場を選定し、生物活性炭試料の硝化能を
評価すると共に、生物活性炭に定着する AOB、
AOA の amoA 遺伝子の定量・多様性評価を分子
生物学的手法によって行った。特に 2008 年
度には、新規に生物活性炭を導入した生物活
性炭施設を対象におよそ一ヶ月間隔で、原水
および逆洗直後の生物活性炭を採取し、生物
活性炭への硝化微生物の定着と硝化能との
関係について評価した。 
 室内実験としては、生物活性炭試料を異な
るアンモニア性窒素濃度（0.01, 0.1, 1, 
10mM）で連続培養し、アンモニア酸化古細菌
の集積を試みた。 
 
 
４．研究成果 
１）生物活性炭に定着する硝化微生物群集の

特性評価 
生物活性炭処理に関するパイロットプラ

ントを運転している浄水場対象として、AOB, 
AOA の存在状況を調査した。本プラントでは、
砂ろ過処理をオゾン－生物活性炭の前段あ
るいは後段においた 2系列で運転を行ってい
る。2 つの系の生物活性炭のアンモニア酸化
能を評価したところ、系列ごとの明確な違い
は見られなかった。リアルタイム PCR によっ
て、AOB-amoA 遺伝子、AOA-amoA 遺伝子のコ
ピー数を定量した。その結果、AOB-amoA 遺伝
子は 104（gene copies/g-dry）程度であった
のに対して、AOA-amoA 遺伝子は 106（gene 
copies/g-dry）程度と、AOB よりも AOA の方
が優占していることが推測された。T-RFLP に
よる AOA-amoA 遺伝子の多様性の評価を行っ
たところ、全ての試料において 170 bp と 223 
bp にピークが検出され、系列ごとのプロファ
イルに差異は見られなかった。また、生物活
性炭の深さ方向における AOB、AOA の分布状



 

 

況を調査したところ、深さ方向に特徴的な分
布は見られず、一様に分布していることが示
唆された。更に、逆洗前後の生物活性炭試料
について、アンモニア酸化能と AOB、AOA の
付着量を比較した。その結果、逆洗前後にお
けるアンモニア酸化能、AOB-amoA 遺伝子及び
AOA-amoA 遺伝子のコピー数に変化は見られ
なかった、これらの結果から、通常の逆洗条
件では、硝化微生物の顕著な剥離やそれに伴
う硝化能の低下は起こりにくいことが示さ
れた。 

 
２） 生物活性炭の硝化微生物の単離 
 硝化能を発現している生物活性炭を採取
し、室内で異なるアンモニア性窒素濃度
（0.01, 0.1, 1, 10 mM）を含む無機培地を
連続的に供給し、AOA, AOB の馴致を試みた。
培養を 2 ヶ月ほど継続した。それぞれの系に
おいて、硝化活性は認められたが、AOA ある
いは AOBの存在量が有意に増加する傾向は認
められなかった。 
 
３） 生物活性炭への硝化微生物の定着過程

の評価 
2007 年 10 月より新規に生物活性炭の運転

を開始した浄水場を対象として、定期的なモ
ニタリングを 1 年間にわたって行った。 
 図 1 に、2007 年 10 月から 2008 年 11 月に
かけてのアンモニア性窒素濃度（原水、凝集
沈澱処理水、生物活性炭処理水）と着水井に
おける前塩素注入率の推移を示す。原水中の
アンモニア性窒素は、0.10mgN/L 以下である
ことが多かったが、特に 2008 年 1 月から 2
月にかけて 0.10mgN/L を超え、最大で約
0.30mgN/L にまで達した。前塩素処理を行っ
ている間は、凝集沈澱処理水の段階でアンモ
ニア性窒素が除去されていることが確認さ
れた。しかし、生物活性炭処理水については、
原因は明らかではないが、定量下限付近の低
濃度のアンモニア性窒素が検出されるとい
う現象が 2008 年 6 月あたりまで見られた。
2008 年 7 月 23 日より前塩素処理を停止した
ところ、凝集沈澱処理水からアンモニア性窒
素が検出されるようになったが、生物活性炭
処理水からはアンモニア性窒素は検出され
ず、硝化反応が十分に進行していることが明
らかにされた。 
 図 2に、原水及び生物活性炭を対象とした
16S rDNA（全細菌、全古細菌）、amoA 遺伝子
（AOA、AOB）の定量結果を示す。原水におけ
る 16S rDNA のコピー数は、全細菌で約 109 
gene copies/100mL、全古細菌で約 108 gene 
copies/100mL のオーダーで推移し、季節的な
変動は見られなかった。AOA-、AOB-amoA 遺伝
子のコピー数については、通年で AOA-amoA
遺伝子の方が AOB-amoA 遺伝子よりも多く存
在していた。 

 一方、生物活性炭については、全細菌の 16S 
rDNA が 、 運 転 開 始 直 後 か ら 106 gene 
copies/g-dry オーダーで検出された後、2008
年 11 月には 1010 gene copies/g-dry オーダ
ーまで増加した。全古細菌の 16S rDNA につ
いては、2008 年 2 月までは定量下限以下にな
ることがあるなど不安定であったが、それ以
降は漸増し、2008 年 11 月には 109 gene 
copies/g-dry オーダーに達した。全細菌、全
古細菌ともに前塩素処理の停止の前後でコ
ピー数が大きく変動するということはなく、
前塩素処理による定着阻害は見られなかっ
た。ただし、今回の検出対象は DNA であり、
微生物の活性の議論とは直接関連しないこ
とにも注意する必要がある。一方、硝化微生

図 1 アンモニア性窒素濃度と前塩素注入率の

推移 
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a) 原水 

b) 生物活性炭 

図 2 原水（a）、生物活性炭（b）における 16S rDNA

（全細菌、全古細菌）、amoA 遺伝子（AOB、AOA）コ

ピー数の変化 



 

 

物については、従来、生物活性炭における硝
化を担っていると考えられてきたAOBのamoA
遺伝子は通年で検出されなかった。AOA の
amoA 遺伝子についても、前塩素処理を行って
いる期間は検出されなかったが、前塩素処理
を 停 止 す る と そ の 直 後 か ら 105 gene 
copies/g-dry オーダーで検出され、2008 年 9
月以降は 106 gene copies/g-dry オーダーに
まで達して安定した。前塩素処理を停止して
も生物活性炭でアンモニア性窒素が除去さ
れていたことから、生物活性炭における硝化
能の発現と AOAの動態は関連していることが
推察される。また、硝化活性のある生物活性
炭において、AOB よりも AOA が優占するとい
う結果は、他の生物活性炭試料の結果とも一
致した。今回の結果より、前塩素処理によっ
て、生物活性炭で優占する硝化微生物である
AOA の定着は阻害されていたが、前塩素処理
を停止すると速やかにその定着が促進され
たことが明らかになった。 
 
４） 生物活性炭の硝化活性に与える影響因

子の特定と運転条件の最適化 
 本研究の成果として、処理プロセスにおけ
る砂ろ過処理の位置は、オゾン－生物活性炭
処理の前段であろうと後段であろうと、硝化
微生物の存在量や多様性には大きな影響を
与えないことが示されたが、前塩素処理を行
うと特に生物活性炭の立ち上げ時には AOAの
定着に悪影響を及ぼすことが明らかになっ
た。 
生物活性炭は各地で導入が積極的に進め

られているにもかかわらず、実際には硝化
をはじめとする機能がブラックボックスと
して扱われているプロセスである。本研究
の成果は、硝化機能の発現を迅速に達成す
るための要件を微生物学的視点から明示し
たものであり、生物活性炭を経験的に運用
してきた現場に対し、有用なフィードバッ
クとなることが期待される。 
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