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研究成果の概要：アナモックスリアクターの長期安定化をはかるために、実排水を想定した低
分子有機酸存在下でのアナモックス活性の評価を行った。その結果、酢酸およびプロピオン酸
はアナモックス活性に影響を与えないことが明らかとなった。本リアクター内には二種類のア
ナモックス細菌が存在し、その一方は有機酸に耐性のある種に近縁であった。リアクター内に
共存する他栄養細菌は放射性同位元素を用いて有機物の追跡を行ったところ、アナモックス細
菌由来の有機物質を分解しており、系内に有機物の蓄積を防ぐ役割をもつことが示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
閉鎖性水域の富栄養化防止、地下水の硝酸

塩汚染への対策の観点から効率的な窒素除
去技術の確立が求められている。従来、硝化
反応と脱窒反応を組み合わせた生物学的窒
素除去プロセスが多く採用されてきたが、こ
のプロセスでは、硝化反応においては十分な
曝気を必要とし、脱窒反応においてはメタノ
ールなどの外部炭素源の添加、もしくは、大
量の硝化液循環を必要とするため、このプロ
セスの達成には多くのエネルギー資源が必
要となっている。一方、近年アナモックス（嫌

気性アンモニア酸化）反応を用いた窒素除去
プロセスが注目されている。アナモックス反
応は嫌気性条件下でアンモニアを電子供与
体、亜硝酸を電子受容体として窒素ガスへ変
換する反応であり、省エネルギーかつ副産物
の生成がない理想的な独立栄養性の微生物
反応である。 

アナモックス反応を担う細菌が発見され
たのは最近のことであり、1995 年にデルフト
工科大学のグループにより発表されている。
国内では大学や企業などいくつかの研究グ
ループがアナモックス細菌の集積培養に成
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功している。また、現在ではアナモックス細
菌は環境中に広く存在することがわかって
いるが、適切な培養条件が十分に明らかにさ
れていないことや、比増殖速度が極めて小さ
く培養が非常に困難であることから、これま
でに環境中から分離した事例はなく、海外も
含めて実規模のアナモックス処理プロセス
はほんの 2, 3 件しかないのが現状である。 

現在、我々の研究室では小規模の生物膜リ
アクターを用いてアナモックス細菌の集積
培養に成功しており、連続的なアナモックス
反応を確認している。250 日間の運転で窒素
除去率は 80％以上を維持しながら、最大窒素
除去速度 26 kg-N m-3 day-1 という極めて高い
処理性能を示した。この窒素除去速度は従来
の硝化脱窒による速度と比べると数十倍の
能力があるものの、突発的にアナモックス活
性が低下することがある。また、この高窒素
除去能力を持つアナモックス細菌群集の構
造、分布および活性についての知見はほとん
ど得られていないのが現状である。 
 

２．研究の目的 
アナモックスリアクターを安定的に運転

させるためにはリアクター内にアナモック
ス細菌をいかに高活性のまま大量に保持す
るかがキーポイントとなる。しかしながら、
現在稼働中の理想的な条件かつ人工排水を
用いたリアクターの場合においてもアナモ
ックス活性が突然低下することがある。本研
究では、アナモックス細菌の活性に影響を及
ぼす阻害物質濃度を探るとともに、リアクタ
ー最適運転条件の検討を目的とする。また、
この実験と並行して、高窒素除去を担うリア
クター内のアナモックス細菌の存在量およ
び空間的分布などの生物膜群集構造の解析
を行い、生物膜内に共存共生するアナモック
ス細菌以外の細菌の機能を推定することを
研究の目的とする。このように、なぜその微
生物生態系が構築されているかを微生物群
集レベルで明らかし、運転条件に反映させる
というリアクターレベル（マクロスケール）
と微生物群集レベル（ミクロスケール）から
得られる知見の相互フィードバックによっ
て、安定的な微生物生態系が構築でき、微生
物機能強化型のリアクターの設計手法の確
立という最終目標が達成できると考えられ
る。 
 

３．研究の方法 
 図 1に研究方法の概略を示す。実験は大き
く二つに分かれ、以下に詳細を示す。 
（1）リアクターの運転条件の最適化と活性
に影響を与える因子の検討 

アナモックス細菌の集積培養が困難な理
由のひとつに、自身の代謝産物によって活性
が阻害されることがある。このため連続式リ

アクターによる培養の方が代謝産物も排出
でき、集積培養に有利であると考えられるが、
アナモックス細菌の活性に影響を及ぼす阻
害物質・代謝産物の特性に関する検討は十分
に行われていない。溶存有機物や溶存酸素を
含む実排水をアナモックスリアクターに通
水させた場合、アナモックス細菌の活性が低
下すると考えられる。そこでまず、人工排水
に溶存有機物（酢酸などの低分子有機酸）を
加えた排水を用いてアナモックス活性の回
分試験を行う。また、硝酸性窒素の添加の有
無によりバイオマス中に存在する脱窒活性
にも同時に評価を行う。このときのアナモッ
クス活性の評価にはアンモニア性窒素の減
少速度から求める異化代謝能と 14C 炭酸の取
り込み速度から求められる同化代謝能の両
方の観点から活性を評価する。さらにアナモ
ックスリアクターの実用化のために不可欠
な実排水を用いた窒素除去性能および溶存
有機物濃度の影響について検討を行う。実排
水として下水処理場の二次処理水を対象と
する。予備的検討の結果、県内の都市下水浄
化センターの二次処理水は有機物、懸濁物質
および溶存酸素がほとんどなく、窒素成分の
みを含む処理水であるために、独立栄養細菌
であるアナモックス細菌を用いた窒素除去
に適していると考えられる。実験は実排水と
して用いる二次処理水中に含まれる有機物
量（DOC）や栄養塩類、溶存酸素のモニタリ
ングを行うとともに、高窒素除去能力を有す
るアナモックスリアクターに実排水を通水
させたときの窒素除去能力をモニタリング
する。 

図 1 研究方法の概略 
 
（2）高速処理を担う細菌種の同定と生物膜
群集構造の解析 

リアクターの流出水中に含まれる微生物
細胞から DNA を抽出し予備的な系統解析を
行ったところ、本リアクター内のアナモック
ス細菌は既報のアナモックス細菌と系統学
的に異なる可能性がある。そこで、この高速
アナモックス反応に関与する細菌を種レベ
ルで特定するために 16S rRNA 遺伝子系統解
析を用いて群集構造の把握を行う。まず、高
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窒素除去速度を維持しているリアクターの
生物膜から DNA を抽出し、全細菌を対象と
したプライマーセットを用いて PCR 増幅後、
クローニングを行い、全塩基配列を解読する。
その後系統樹を作成し、報告のあるアナモッ
クス細菌との系統学的距離を解析し、新種の
アナモックス細菌の可能性を探る。 

実験で用いる上向流生物膜リアクターに
おける流れ方向のアナモックス細菌の分布
を FISH 法により検討する。もし均一に分布
していれば、その滞留時間が適切であり、も
しカラム上部において存在量が少なければ
滞留時間を短くし、生物膜全体に分布するよ
うに運転する。このように本実験は（1）の
実験と連動して行うことで微生物群集レベ
ルの知見を最適運転条件に反映させること
ができる。さらに、（1）の実験においてはリ
アクター内の微生物群集構造は変化しない
と考えられるが、リアクター内の微生物群集
構造が変化した場合は FISH 法および 16S 
rRNA 遺伝子系統解析を用いて群集構造の把
握を行う。リアクター内の微生物群集構造は
FISH 法などを用いて随時モニタリングする。 

アナモックス細菌は細胞外に代謝産物と
して有機物を排出し、この代謝産物が生態系
内に高濃度に蓄積すると、アナモックス細菌
自身の活性を阻害すると考えられているが、
安定した微生物生態系では細胞外代謝産物
は効率的に従属栄養細菌により利用され無
機化されているとも考えられる。また、その
細胞外代謝産物を分解する従属栄養細菌は
一種類ではなく、様々な系統分類にわたる複
数種の微生物の分業により段階的に低分子
化されていると考えられる。アナモックス細
菌にとって従属栄養細菌は自らの老廃物と
しての代謝産物を分解除去してくれる存在
であり、従属栄養細菌にとってアナモックス
細菌は有機物の提供者であることから、この
両者の関係を共生関係の一つと考えること
ができる。つまり、この共存共生微生物はリ
アクターが目的とする処理反応は行わない
ものの、安定した微生物生態系の維持のため
に必要不可欠な存在といえる。したがって、
この共存共生微生物の群集構造および機能
（基質資化特性）を明らかにすることが重要
となる。実験は放射性同位体元素で標識され
た重炭酸（H14CO3

-）を炭素源、NH4
+を電子供

与体、NO2
-を電子受容体として小型バイアル

瓶により短時間培養を行う。この段階ではア
ナモックス細菌の菌体のみが 14C で標識され、
この菌体由来の 14C 有機物を代謝産物として
用い、再びアナモックスバイオマスとともに
培養することで、共存共生微生物がアナモッ
クス細菌由来の有機物を利用すれば、14C で
標識されることになる。この 14C を利用した
共存共生微生物を MAR-FISH 法により可視
化し、各微生物種の基質資化特性を調査する。 

４．研究成果 
（1）アナモックス活性に影響を与える因子
の検討 

人工基質を用いた運転では、200 日以上に
わたって除去率 70％以上を維持しながら安
定した運転が達成でき、その平均窒素除去性
能は 10 kgN m-3 day-1 以上（最大 24 kgN m-3 
day-1）を達成できた。 

次に実排水を想定した低分子有機酸存在
下でのアナモックス活性の評価を検討した。
運転中のリアクターから採取したアナモッ
クスバイオマスに有機酸（ギ酸、酢酸、プロ
ピオン酸）を添加し、回分のアナモックス活
性試験を行ったところ、酢酸、プロピオン酸
においては異化代謝によるアナモックス活
性に影響を与えず、むしろ増加する傾向が得
られた。一方で、14Ｃ炭酸取り込みから求め
られる同化代謝によるアナモックス活性は
ギ酸による減少が最も大きく、酢酸やプロピ
オン酸ではわずかに活性が低下するという
傾向が得られた。 

有機物を含む排水として都市下水処理場
の処理水（放流水）をアナモックスリアクタ
ーに通水した場合、放流水中に含まれる有機
物濃度や浮遊物質濃度はわずかであり、アナ
モックス細菌の活性には影響を及ぼさない
ことが確認できた。 

 
（2）高速処理を担う細菌種の同定と生物膜
群集構造の解析 

まず、本リアクター内に存在するアナモッ
クス細菌を系統解析や FISH 法により細菌種
の同定を行った。その結果、リアクター内に
は二種類のアナモックス細菌が存在し（図 2）、
優占的なアナモックス細菌は系統学的に近
年報告のあった酢酸に対して耐性があるア
ナモックス細菌（Candidatus Brocadia flugida）
と近縁であることが明らかとなった。また、
このアナモックス細菌以外にも別の種（初期
の植種源に存在していたもの）も検出された。
このように数種のアナモックス細菌をリア
クター内に保持する技術が確立できれば、負
荷変動のあるような排水、特に、有機物を含
む排水に対してアナモックスプロセスを適
用する上で、有利であると考えられる。 

図 2 アナモックス細菌の系統樹 
 

アナモックスリアクター内の微生物群集
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ナモックス細菌が優占種（90％）ではあるも
のの、それ以外の細菌（10％）も存在してお
り、これらの共存細菌は系統学的に非常に多
様であった。アナモックスリアクター内に共
存する細菌として Chloroflexi 門（34%）、
Betaproteobacteria 綱（29%）、Chlorobi 門（22%）
に属する細菌が存在することが明らかとな
った。これらの細菌グループの基質利用特性
を MAR-FISH 法により解析した結果、糸状性
の Chloroflexi 門が細胞壁の構成成分と考えら
れるＮアセチルグルコサミンやスクロース、
グルコースを同化できることが明らかとな
った。次に cross-feeding を利用する 2 段階に
分けた培養法によって MAR-FISH 法を行っ
た結果、糸状性の Chloroflexi 門の細菌がアナ
モックス細菌由来の有機物質を利用してい
ることが明らかとなった。これらの結果によ
りリアクター内の共存する Chloroflexi 門の細
菌はリアクター内に有機物質が蓄積するの
を防ぐ働きをもつことが示唆され、必ずしも
アナモックス細菌が 100%である群集構造は
必要がないことが示唆された。 
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