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研究成果の概要（和文）：高い温室効果とオゾン層破壊能を有する亜酸化窒素（N2O）の削減が強く求められて
いる．本研究では，排水の窒素除去を省エネで行える部分硝化プロセスによって排出されるN2Oの生成経路解明
に取り組んだ．複雑な生成経路の解明に向け，15Nトレーサー法を用いて，異なる分子量を有するN2Oの解析を行
ったところ，部分硝化バイオリアクターからのN2O生成経路は複数あり，ヒドロキシルアミンと亜硝酸が反応す
るハイブリッド反応が起こることを明らかにした．また，この反応が非生物学的にも起こりうることを示し，モ
デルを構築した．さらに，溶存酸素濃度により複数のN2O生成経路の分配は大きく異なることを明らかにした．

研究成果の概要（英文）：Mitigation of nitrous oxide (N2O), known as a highly-potent greenhouse gas 
and ozone-depleting substance, is demanded. This study elucidated production pathways of N2O emitted
 during partial nitrification (PN) as a promising technology to removal nitrogen from wastewater in 
a cost-effective way. To unveil intricate N2O production pathways during PN, mainly mediated by 
ammonia-oxidizing bacteria, a 15N tracer method was employed, capable of measuring N2O 
isotopologues. The application of the method to batch tests for PN demonstrated that N-nitrosation 
hybrid reaction, coupling hydroxylamine with nitrite, mainly occurred in a PN bioreactor. This 
hybrid reaction was likely to occur also via an abiotic reaction, which has been incorporated into a
 new N2O production model. Furthermore, the experiment on dissolved oxygen (DO) effect on N2O 
production and pathways underpinned that proportions of N2O production pathways vary depending on DO
 concentrations. 

研究分野： 環境バイオテクノロジー

キーワード： 亜酸化窒素　アンモニア酸化細菌　部分硝化　15Nトレーサー　省エネ型排水処理　窒素除去　ハイブリ
ッド反応　ヒドロキシルアミン

  ３版
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１．研究開始当初の背景 
亜酸化窒素（N2O）は二酸化炭素の約 300

倍の温室効果を有する温室効果ガスである．

また，オゾン層破壊物質としても知られてい

ることから，排出量の削減が強く求められて

いる．1990 年代では排水処理施設における生

物処理からの N2O 排出量は産業界全体の 5%
以下であり，排水処理施設からの N2O 削減の

必要性に関しては大きな注目を集めてこな

かった．その一方で，近年はこのような考え

方の見直しが行われている．この見直しは嫌

気性アンモニア酸化細菌（アナモックス細

菌）を用いた新規窒素除去経路の発見と，そ

れを用いたプロセス開発に代表される排水

中の窒素除去の省エネ化・低コスト化の進展

に大きく関与している．このアナモックス細

菌を用いた窒素除去プロセスは，第一段階と

してアンモニアを部分的に亜硝酸に変換す

る部分硝化プロセスが必要である．この部分

硝化プロセスは，多量の N2O を排出すること

が確認されており，健全な窒素除去と温室効

果ガス排出量削減に向け，窒素除去プロセス

の省エネ化と N2O 排出量の削減を同時に達

成することが求められている． 
 N2O 排出量削減に向け，複雑な N2O 生成経

路を明らかにし，体系的な評価を行うことが

まずは必要となる．部分硝化プロセスはアン

モニアを亜硝酸に酸化可能な独立栄養性の

アンモニア酸化細菌（AOB）が N2O 生成に大

きく関っている．しかしながら，この AOB
による N2O 生成の詳細なメカニズムについ

てはまだ完全に明らかにされていない．また，

AOB などの微生物による生化学的な N2O の

生成に加え，金属と窒素化合物との相互作用

による非生物学的な N2O 生成も否定できな

い．このような複雑な生成経路を紐解くこと

が，N2O 削減技術の第一歩として重要になっ

てきている．これらの課題を解決するために

自然同位体比を用いた N2O 生成経路の解明

が精力的に展開されているものの，上述した

複数経路の解明には新たなアプローチが必

要となっている． 
 
２．研究の目的 
 以上の観点を鑑み，本研究では安定同位体

である 15N トレーサーを用いることにより，

N2O の生成経路解明に取り組んだ．特に，

AOB による N2O 排出量が非常に大きな寄与

を占める部分硝化リアクターからの N2O 生

成経路の解明を目指した．具体的には，以下

の 5 つの項目に取り組んだ． 
(1) N2O 生成経路解明のためのシステマティ

ックス構築 
(2) 部分硝化リアクターからの N2O 生成機構

の解明 
(3) 非生物学的な N2O 生成の関与の検討 
(4) N2O 生成機構のモデル構築とシミュレー

ション 
(5) 部分硝化リアクターの溶存酸素（DO）濃

度が N2O 生成経路に及ぼす影響評価 
 
３．研究の方法 
（１）N2O 生成経路解明のシステマティック

スの解明 
15N トレーサー法を用いた N2O 生成経路解

明に向け，測定系の確立を行った．部分硝化

リアクターで生成する N2O の同位体比をオ

ンラインで測定可能な連続観測システムを

構築した．溶存態 N2O と一酸化窒素（NO）

のマイクロセンサー，pH，DO，温度センサ

ーを投入した．さらに，分子量 44，45 の N2O
や同位体比情報を追跡可能な N2O 同位体比

アナライザーを接続して，排気ガスの N2O の

起源に関する情報を追跡可能なシステムを

新たに構築した．  
 

（２）部分硝化リアクターからの N2O 生成機

構の解明 
8.4 L の回分式部分硝化リアクターで集積

したバイオマスを用いて N2O 生成機構の解

明を行った．このバイオマス中には常に約 8
割の AOB が集積されている．これまでの知

見から，部分硝化法において生成する N2O は

3 つの経路に集約することができる（図 1）． 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 AOB が関与する 3 つの N2O 生成経路 
 
これらの経路は，アンモニア酸化の反応中間体

であるヒドロキシルアミン（NH2OH）の化学反応も
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しくは生化学的反応によって N2O が生成するヒ

ドロキシルアミン酸化，部分硝化の生成物である

NO2
- 2 分子が AOB により N2O に変換される脱

窒経路（硝化菌脱窒），および NO2
-と NH2OH の

反 応 に よ っ て N2O が 生 成 す る 経 路

（N-nitrosation ハイブリッド反応），の 3 つである． 
N2O 生成経路同定に向けた検討は，リアク

ターの回分操作により行った．半回分式部分

硝化リアクターを想定し NO2
-および 15NH4

+

の初濃度がそれぞれ 400 mg-N/L, 200 mg-N/L
になるように調整し，15 分間攪拌を行った．

その後，空気量一定で曝気を開始した．アン

モニア酸化反応により pH が 7.5 より低くな

った際は炭酸水素ナトリウムを添加するこ

とにより pH を調整し，pH が 7.5 付近になる

ように制御した．得られた水質（NH4
+, NO2

-, 
NO3

-）に関してはイオンクロマトグラフィー

を用いた．また，溶存態 N2O, NO 濃度に関

しては，マイクロセンサーを，ガス態 N2O に

関しては分子量 44, 45, 46（44N2O, 45N2O, 
46N2O）を四重極型 GC-MS を用いて評価を行

った． 
 
（３）非生物学的な N2O 生成の関与の検討 
 （２）の検討により N-nitrosation ハイブリ

ッド反応の重要性が確認されたため，この反

応が生物反応によるものかの検討を行った．

まず，NO2
-400 mg-N/L を含む三角フラスコに

AOB で集積されたバイオマスを投入する系

と投入しない系を準備した．次に，15NH2OH
を初濃度 10 mg-N/L になるように添加し，バ

イオマスの有無により N2O の生成量がどの

ように異なるかを四重極型 GC-MS および

N2O 同位体比アナライザーにより測定した． 
次に，非生物学的な N-nitrosation ハイブリ

ッド反応について評価した．各三角フラスコ

に NO2
-が 400 mg-N/L になるように溶液を調

整した．さらに，鉄，マグネシウム，銅，亜

鉛などを含んだ微量元素を加えた．そこに
15NH2OH が初濃度で 10 mg-N/L になるように

添加し，溶存態およびガス態 N2O 濃度のダイ

ナミクスを四重極型 GC-MS および N2O 同位

体比アナライザーにて追跡した．また，用意

した金属イオンやミネラルを 1 つずつ除いて

同様に試験を行い，N-nitrosataion ハイブリッ

ド反応を含めた複数の生成経路による N2O
生成反応を促進・抑制させる金属やミネラル

の同定を行った． 

 
（４）N2O 生成機構のモデル構築とシミュレ

ーション 
活性汚泥モデルをベースとした既往のN2O

モデルにおける課題を抽出するため，パラメ

ータの不確実性が N2O 生成予測にどのよう

な影響を及ぼすか評価した．モンテカルロシ

ミュレーションを行い，特に N2O 生成予測に

影響を及ぼすパラメータを抽出した． 
非生物的な N-nitrosataion ハイブリッド反

応を組み込んだ新しい N2O 生成モデルの構

築を行った．N-nitrosataion ハイブリッド反応

および生物反応を考慮した N2O 生成速度を

表す式を以下 に示す． 
 
 

（式 1） 
Cn2oは溶存態の N2O 濃度 [mg-N/L]，Cnh2ohは

NH2OH 濃度 [mg-N/L] ， Cno2 は NO2
- 濃度

[mg-N/L]，Cno は一酸化窒素（NO）濃度

[mg-N/L]，Cn2oは N2O 濃度[mg-N/L]である．

また，k1 は二次反応速度定数[L/mg-N/day]，
kLa は N2O の総括移動容量係数[1/day]，k2 は

AOB に よ る 最 大 N2O 生 成 速 度

[mg-N/mg-biomass/day] ， X は AOB 濃 度

[mg-biomass/L]，Kno は NO の半飽和定数

[mg-N/L]，Knh2oh は NH2OH の半飽和定数

[mg-N/L]をそれぞれ示す．（３）で得る N2O
プロファイルより k1を算出し式 1に適用した．

また，（２）で得る回分試験における溶存態・

ガス態 N2O 濃度とシミュレーション結果を

比較することにより，提案するモデルの妥当

性を評価した． 
  
（５）部分硝化リアクターの溶存酸素（DO）

濃度が N2O 生成経路に及ぼす影響評価 
（１）および（２）で構築した N2O 生成経路

解明のシステマティックスを用い，部分硝化

リアクター内のDO濃度の違いがN2O生成量

および生成経路に及ぼす影響の評価を行っ

た．測定項目は，（２）で示した項目に加え，

比色法による NH2OH 濃度を，同位体比アナ

ライザーを用いてガス態 N2O 濃度および N
の同位体比の評価を行った． 
 
４．研究成果 
（１）N2O 生成経路解明のシステマティック

スの解明 
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 部分硝化リアクターおよびオンライセン

サーの設置により，N2O 濃度の追跡が可能に

なった．また，分子量 44,45,46 の N2O が生成

される際の N2O 生成パターンを以下に示す

化学式でまとめ，各生成経路からの N2O 生成

経路の割合を算出するための式を提案した． 
44N2O:(i) 14NO2

- + 14NO2
-→ 44N2O (硝化菌脱窒)

 14NH2OH + 14NO2
- → 44N2O 

 (N-nitrosation ハイブリッド反応) 
(ii) 14NH2OH + 14NH2OH→ 44N2O

 (ヒドロキシルアミン酸化) 
45N2O:(i) 14NO2

- + 15NO2
-→ 45N2O (硝化菌脱窒) 

(ii) 15NH2OH + 14NO2
- → 45N2O 

 (N-nitrosation ハイブリッド反応) 
(iii) 14NH2OH + 15NO2

- → 45N2O 
 (N-nitrosation ハイブリッド反応) 

(iv) 14NH2OH + 15NH2OH→ 45N2O 
 (ヒドロキシルアミン酸化) 

46N2O:(i)15NO2
- + 15NO2

-→46N2O (硝化菌脱窒) 
(ii) 15NH2OH + 15NO2

- → 46N2O 
 (N-nitrosation ハイブリッド反応) 
(iii)15NH2OH + 15NH2OH→46N2O   

(ヒドロキシルアミン酸化) 

 また，同位体アナライザーで測定できない
46N2O を溶存態 N2O 濃度から予測するモデル

を開発し，適用可能な条件の範囲を明らかに

した． 
 
（２）部分硝化リアクターからの N2O 生成機

構の解明 
 回分試験において N2O の各分子量

（44,45,46）の積算の生成量を解析したとこ

ろ，45N2O の生成量が最も高くなった．（１）

で構築した N2O 生成経路の解明手法を用い

て評価を行った結果，生成した N2O の約 5 割

が NH2OH と NO2
-の反応により N2O が生成す

る N-nitrosation ハイブリッド反応によるもの

であることを示した．部分硝化リアクターか

らの N2O 生成は，AOB による硝化菌脱窒お

よびヒドロキシルアミン酸化が主要な N2O
生成経路であることが従来の知見であった．

今回の成果により，N-nitrosation ハイブリッ

ド反応が，条件によっては部分硝化リアクタ

ーにおける N2O の主要な経路になることを

示した． 
 
（３）非生物学的な N2O 生成の関与の検討 
 N-nitrosation ハイブリッド反応が生物的に

もしくは非生物的に生成するかを確認した

結果，この反応は非生物的に起こりうること

を示した．バイオマスが存在している場合は，

N-nitrosation ハイブリッド反応はより迅速に

起こり，生化学的な反応の N2O 生成への関与

も示唆された． 
 実験で用いた培養液から金属イオンおよ

びミネラルを全て除いた場合，N-nitrosation
ハイブリッド反応による非生物学的な N2O
生成は見られなかった．したがってこの反応

は，培養液に含まれる金属やミネラルを触媒

として作用することで化学的に起こりうる

ことが示唆された．N-nitrosation ハイブリッ

ド反応を化学的に引き起こす金属イオンの

同定を行った結果，Cu2+を除いた場合 N2O の

生成が抑制されたため，Cu2+が非生物的な

N-nitrosation ハイブリッド反応の引き金にな

ることを明らかにした．さらに PO4
2-を除いた

培養液で，N2O 生成量が大幅に増大する現象

も観察され，PO4
2-が N2O 生成の抑制因子にな

っている可能性も示唆された． 
 
（４）N2O 生成機構のモデル構築とシミュレ

ーション 
モンテカルロシミュレーションを行った

結果，総括酸素移動容量係数のパラメータ値

の不確実性が N2O 排出量予測に多大な影響

を及ぼすことを明らかにした．さらに，従来

の N2O 生成モデルに非生物学的な N2O 生成

機構を組み込むなどの改訂が必要であるこ

とを示した． 
（ ３ ） で 観 察 さ れ た 非 生 物 学 的 な

N-nitrosation ハイブリッド反応を組み込んだ

モデルを用い，シミュレーションを行った結

果，この反応を組み込んでいない従来のモデ

ルの場合，アンモニア酸化に伴う亜硝酸イオ

ンの生成および N2O 排出を忠実に再現でき

ないことが示された．一方で，N-nitrosation
ハイブリッド反応を組み込んだ新規モデル

の場合，N2O 排出のダイナミクスを追跡可能

であることが示され，モデルの妥当性が示唆

された． 
 
（５）部分硝化リアクターの DO 濃度が N2O
生成経路に及ぼす影響評価 
 DO 濃度 0.5 mg/L に制御して（２）と同様

の回分試験を行った結果，N2O 転換率が最も

高くなり，10%を超えた．一方で，設定した



最も高い DO 濃度 2.0 mg/L で制御した場合，

転換率は 2 %であった．44N2O は DO 濃度が低

い系ほど生成しており，DO 濃度が 0.5 mg/L
では全体の 6 割近くを占めた．一方，DO 濃

度を 1.0，1.5，2.0 mg/L に制御した際の 45N2O
は，どの濃度でも主要な N2O であった．（１）

で記載したN2O生成機構の解析を用いてN2O
生成経路の評価を行ったところ，0.5-2.0 mg/L
の DO 濃度範囲において，N-nitrosation ハイ

ブリッド反応による N2O 生成が起こること

を確認した．また、DO 濃度が高くなると，

N2O 転換率は低下する一方，これまで部分硝

化リアクターではほとんど注目されていな

かった N-nitrosation ハイブリッド反応による

N2O 生成の割合が高くなった．DO 濃度 0.5 
mg/L に制御した系では，硝化菌脱窒による

N2O 生成経路が主要なものであったものの， 
N-nitrosation ハイブリッド反応による N2O 生

成は無視できない経路であることが示され

た． 
 次に，同位体比アナライザーによる 45N2O
濃度の時系列的な評価を行ったところ，回分

試験開始後 5 分間で急激な 45N2O 生成が起こ

った．本実験の開始においては NO2
-の存在下

において 15NH4
+の添加が行われているため，

実験開始直後の 45N2O 生成は N-nitrosation ハ

イブリッド反応による N2O 生成と同義と考

えることができる．よって，N-nitrosation ハ

イブリッド反応はアンモニア酸化が起こる

初期の段階の主要な N2O 生成経路であるこ

とが示唆された．この急激な N2O 生成が窒素

除去バイオリアクターの処理性能の変調を

示唆するかどうか，診断技術として用いられ

るかを今後検討していく必要がある． 
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