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研究成果の概要（和文）：本研究ではDO濃度が好気性脱窒細菌に与える影響について調査した. 既報の振盪培養
法ではDO濃度を制御できないことから, 本研究で溶存酸素濃度を一定に保持する装置を構築し, 異なるDO濃度条
件下で好気性脱窒試験を行った. いずれの好気条件下でも硝化反応と同時に好気性脱窒反応が進行した. また
rRNA遺伝子に基づく細菌叢解析の結果から，DO濃度の上昇に伴いParacoccus属, Pseudomonas属細菌の優占が確
認され，複合微生物系における競合関係を明らかにした．また，この汚泥に対し安定同位体15N標識の硝酸を用
いたトレーサー試験を行ったところ，N2の生成を確認でき好気性脱窒反応を確認した．

研究成果の概要（英文）：In this study, the effect of DO concentration on aerobic denitrification 
bacteria was investigated. Since the DO concentration cannot be controlled by the shaking culture 
method reported previously, an apparatus to maintain a constant dissolved oxygen concentration was 
constructed in this study and aerobic denitrification tests were conducted under different DO 
concentration conditions. Aerobic denitrification proceeded simultaneously with nitrification under 
all aerobic conditions. The results of the bacterial flora analysis based on rRNA genes showed that 
bacteria of the genera Paracoccus and Pseudomonas predominated as the DO concentration increased, 
revealing a competitive relationship in a complex microbial system. A tracer test using stable 
isotope 15N-labelled nitric acid on the sludge confirmed the formation of N2, confirming an aerobic 
denitrification reaction.

研究分野： 排水処理工学

キーワード： 好気性脱窒細菌　従属栄養硝化脱窒反応　都市下水処理

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで報告されていた好気性脱窒反応の多くは振盪培養法によってDOを制御しており、細菌群が対数増殖期に
入ると十分なDOを確保できず、嫌気的な脱窒反応も混在していたことが予想され、多くの研究者の疑念を払拭で
きずにいた。本研究では、DOを維持する装置を作成し、5mg/Lといった高いDO条件下でも好気性脱窒反応を確認
した。またDO濃度の違いにより優占する細菌群が異なることも示した。このことは実現場で起きている好気性脱
窒のメカニズム解明を後押しする重要な知見であり、今後好気性脱窒反応を卓越させた脱窒処理技術の開発に大
きく寄与するものと思われる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
１．研究開始当初の背景 
従来，富栄養化や地下水硝酸性窒素汚染などの窒素化合物の蓄積に伴う環境汚染が問題視さ

れている．これらを背景に，都市下水処理施設では，好気タンクにおけるアンモニア酸化細菌と
亜硝酸酸化細菌による硝化反応（NH4

＋→NO2
－→NO3

－），および嫌気タンク内における脱窒素細
菌による脱窒反応（NO3

－→N2）の経路により窒素除去が行われていると考えられてきた．一方
で, 好気条件下で脱窒反応が進行する「好気性脱窒反応」と呼ばれる現象が 1980 年代 1-3)より相
次いで報告されており，特に 2010 年代より，好気条件下において硝化と脱窒反応の双方を担う
好気性脱窒細菌の新たな分離株が相次いで発見され 4)，それらの窒素除去理能力を活用した単一
好気タンク内での窒素除去技術の開発が検討されている． 
 好気性脱窒反応の進行に重要な因子は C/N 比，温度，炭素源等が挙げられるが，特に溶存酸
素 (Dissolved Oxygen：DO) の影響を理解することは極めて重要である 5)．これまでに純菌株を
対象とした好気性脱窒細菌の最適 DO 濃度を調査する研究が報告されているが，フラスコの回
転数によって DO 濃度を制御する振盪培養法を用いた実験が採用されているものがほとんどで
ある。しかし，これら実験方法では細菌群が対数増殖期にはいると DO 供給が不十分になること
指摘されていた 6)．後述するが、我々の研究でも振盪培養により DO 供給を行ったが、OD の上
昇とともに DO の減少が見られ、十分な好気条件を維持できなかった。 
 
２．研究の目的 
本研究では，既存の振盪培養による実験系における DO 供給の不安定さを排除する為に曝気

装置にて DO 濃度を制御する実験系を構築し，従属栄養的硝化反応及び好気性脱窒反応の進行
を水質分析より調査した．また，この曝気制御に関する実験では開放系である為，N2 の生成の
確認が困難であった事から，密閉環境下にて安定同位体 15N標識の硝酸を用いたトレーサー試験
を行い，曝気制御で用いた汚泥が好気性脱窒能を有しているかを生成された窒素化合物を調査
することで明らかにした． 
 
３．研究の方法 
(1) 曝気制御装置を用いた好気性脱窒試験 
 培養に用いた汚泥は，都市下水を処理する
農業集落排水施設から採取した. 採取した活
性汚泥 100 mL は遠心分離 (5 min , 10,000 x g) 
後にその上澄み液を除去し, 約 10 mL の濃縮
汚泥として回収した. この濃縮汚泥をリン酸
緩衝バッファー (PBS: 137 mmol/L NaCl, 8.1 
mmol/L Na2HPO4, 2.68 mmol/lL, KCl, 1.47 
mmol/L, KH2PO4, pH 7.4) で 2 回洗浄し, 再度
遠心分離 (5 min, 10,000 x g) を行った. 最終的
に上澄み液を除去した後に汚泥重量を計測し, 
汚泥の Mixed Liquor Suspended Solids (MLSS) 
が約 4,000 mg/L になるように, 濃縮汚泥 4 g を DM 培地 1 L に混合させた. DO は低 DO (1-3 
mg/L), 中 DO (3-5 mg/L), 高 DO (5-7 mg/L) の 3 条件となるように設定し, それぞれの DO 条件
で 24 時間の予備培養を行った. 全ての実験系において, 培養温度は 30 ℃に設定した. DO は 3 
秒毎に DO計 (TOA DKK, MM-42DP, Japan) から送信された情報を元に, マイコン (Arduino) に
よって曝気量を調整することで制御し, これらの情報を PC に保存するシステムを構築した (以
下, この方法で DO を制御した条件を曝気制御と呼ぶ). 予備培養終了後, 5 分間静置させ, 上澄
み液 800 mL を除去し, DM 培地を 800 mL 混合させ, 12 時間の好気性脱窒試験を開始した. ま
た, バイオフィルムの付着を防止する為, 実験中は壁面, 曝気チューブ, DOセンサーを適宜洗浄
した. また, 実験中に汚泥が沈降・凝集せず, かつ嫌気・無酸素領域が形成されないようにする
為に, 160 rpm の速さでマグネティックスターラーにて撹拌した (図１). 
 
(2) 振盪培養による好気性脱窒試験 

(1) と同様の手順で基質洗浄を行った汚泥を培地 250 mL に混合させた. 高さ 18 cm , 最大半径 
10 cm の 500 mL コニカルフラスコを用意して, 回転数 160 rpm にて, 24時間の予備培養を行っ
た. 培養後, 上澄み液 200 mL を除去し, DM 培地を 200 mL 混合させ, 回転数 160 rpm, 30 ℃に
て, 12 時間の好気性脱窒試験を行った.  
 
(3) 水質分析 
好気性脱窒試験で経時的に 2 mL の採水を行い, 0.45 μm シリンジフィルターにより濾過をし

て, 冷凍保存をした後, CODCr, NH4+, NO3-, NO2-濃度を測定した. NH4
＋, NO3-, NO2-測定は, いずれ

も下水試験法 8)に準拠し, それぞれインドフェノール法, ブルシン法, ナフチルエチレンジアミ

図 1 曝気制御による DO 制御装置と培養実験の概要 
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ン法による吸光光度法で定量した. 各測
定 に お け る 吸 光 度 の 測 定 は , 
SunriseTMRainbow (和光純薬工業, Japan) 
を用いた. CODCr は多項目迅速水質分析
計 (HACH DR3900, Hach Company, USA) 
を用いて二クロム酸カリウム法により
測定した.また CODCr, NH4+, NO3-の除去
率は, 培養開始時の測定値と十分に硝
化・脱窒反応を終えた 8-10 時間後の測
定値から算出した.  
 
(4) 細菌相解析 
種汚泥と好気性脱窒試験後に得られ

た培養物に対し, 既報 11)に準拠して細菌
相解析を行った. DNA 抽出には Power 
Soil Pro Kit (QIAGEN,Germany) を用い, 
その後 , プライマーペア UNIV515f-
UNIV806r を用いて細菌と古細菌の 16S 
rRNA遺伝子 V4領域 を標的とした PCR
増幅を行った. 得られた PCR 産物については, 電気泳動により目的のバンド長を確認した後, 
MinElute PCR Purification Kit (QIAGEN,Germany) を用いて精製し, iSeq 100システムおよび iSeq 
100 i1 Reagent v2 Kit (Illumina, Inc., USA) を用いて 16S rRNA遺伝子産物の配列を決定した. 取得
した配列データからの 97%配列相同性
で定義した operational taxonomic unit 
(OTU) の構築, 菌種の帰属決定など一
連の解析は, QIIME 2 (version 2022.2) 解 
析 パ イ プ ラ イ ン を 用 い, 16S 
rRNA 遺伝子の  データベースには 
SILVA 138 (silva-138-99-515-806-nb-
classiffier.qza, version:2022.8) を用いた.  
 
(5) 安定同位体を用いた脱窒試験 
 汚泥を 15N標識のDM培地 8) 20 mLを，
120mL の密閉バイアルに加え，Ar ガス
パージ及び He ガス置換を行い，バイア
ル内の酸素濃度が 20%になるように
100% O2ガスを 20 mL添加した．DO 制
御は回転数 110 rpm にて行い，液相部，
気相部からの 500 mL のサンプル採取，
及び DO 濃度測定はいずれも数時間毎に
(0,1,2,3,4,5,6,9時間時点)行った．DO 濃度
は Oxygen Systems(Ocean Insight, NeoFox, 
USA)，コハク酸濃度，NO3−濃度はイオン
クロマトグラフィー（Shimadzu, CDD-
6A,Japan）にて計測した． 
 
４．研究成果 
(1)各培養条件における DO 濃度の挙動 
 各培養条件における DO 濃度の経時変
化を図 2 に示す. 振盪培養では培養期間
中に DO 濃度が大きく変動 (3〜8 mg/L) 
しており, 好気性脱窒反応におよぼす
DO 濃度の影響を評価することが困難で
あった. 一方, 本研究で構築した曝気制
御により DO 濃度を制御した系では, 実
験開始直後から DO 濃度を目的の範囲で
制御することができた. 以上の結果から
DO 濃度の違いによる好気性脱窒反応へ
の影響を見るには, 本研究で実施した
曝気制御による DO 制御方法の方法が
適していると考えられた． 

図 2 各 DO 条件における DO 濃度の経時変化 
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表 1各培養条件における NH4+-N, NO3--N および CODCr

の除去率. 

測定項目 培養条件
培養前

 (mg/L)
培養後

 (mg/L)
除去率

(%)

低DO条件 61 4 93.4

中DO条件 42 2 95.2
高DO条件 87 5 94.3
振盪培養 145 5 96.6
低DO条件 31 5 83.9
中DO条件 22 7 68.2
高DO条件 45 15 66.7
振盪培養 40 38 5.0
低DO条件 1644 126 92.3
中DO条件 1342 110 91.8
高DO条件 1810 110 93.9
振盪培養 1440 182 87.4

NH4
+-N

NO3
--N

CODcr



 
(2)CODcr濃度及び窒素化合物濃度の経時変化 
 各実験における CODCr , NH4+-N, NO3--N の除去率を表１に示す. NH4+-N, CODCr は全ての系で
良好な硝化が確認されたが, NO3--N に関しては低 DO 条件で除去率 83.9 %と良好であったのに
対し, 中 DO 条件と高 DO 条件ではそれぞれ 68.2 %と 66.7 %であり, DO が高くなる程 NO3-除去
率の低下が見られた. 既報の単離菌の多くがフラスコ振盪時の回転数が 160 rpm (DO≒5.2mg/L)
程度で最も高い NO3-除去率を示すが 12)，振盪培養系では DO 制御が困難であること，更には複
合微生物系においては微生物間の共生関係により純菌培養系とは異なる条件下にあること 11)も
最適 DO 濃度条件に考慮する必要がある. これらの点から, 好気性脱窒細菌の最適 DO 濃度は，
複合微生物系において，既報の純粋菌株を用いた好気性脱窒細菌の最適 DO 条件とは異なる可
能性がある事が示唆された． 
 
(3)細菌相解析 
種汚泥と各培養実験後の汚泥を用いて 16S rRNA遺伝子に基づく細菌解析を行なった. 細菌の

属レベルで示した解析結果を図 3 に示す．曝気制御による培養系および振盪培養系では, 
Pseudomonas 属, Paracoccus 属の優占が見られ, これらの細菌属は共に好気性脱窒細菌としての
報告があり, 単一菌株においてアンモニアから窒素ガスまでの硝化・脱窒反応を担う事例が数多
く報告されている 13-14). その他には Comamonadaceae科 15)属など, 好気性脱窒細菌として幾つか
の分離株が報告されている細菌系統も高頻度で検出された事から，複数種の好気性脱窒細菌の
協働により, 脱窒反応が進行していた可能性が示唆された. DO 制御系においては, DO 濃度を高
めることで Pseudomonas 属の割合が減少し Paracoccus 属の割合が増加した (図 3). 既報から両
属で単離された代表的な好気性脱窒細菌における振盪培養条件下での最適な DO 条件を調べた
ところ, それぞれ Pseudomonas 属で 3-6 mg/L程度 16, 17), Paracoccus 属で 4-6 mg/L程度 18, 19)であ
り, 株レベルでも最適 DO は異なることが知られている. 対照的に，複合微生物環境下である本
実験においては，Paracoccus 属の方が Pseudomonas 属よりも高 DO 条件下でも好気性脱窒を担
える可能性が示された.  

 
(4) 窒素ガスの生成について 
 15NO3−を用いたトレーサー試験から, 本研究で用いた活性汚泥から好気性脱窒反応のポテン
シャルの有無を確認した. DO 濃度，有機物 (Succinate) 濃度の経時変化及び 15NO3−の窒素態への
転換率の経時変化を図 4 に示す．好気条件下において，DO 濃度，有機物濃度の減少に伴い，窒
素ガスが生成されていることから，好気性脱窒反応が進行したと考えられる．しかしながら，消
費された 15NO3−の約 42%が菌体を含むいずれの窒素化合物として回収されず，反応生成物の正
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図 4 15NO3−の窒素態への転換率の経時変化(上図)  

DO 濃度及び有機物濃度の経時変化(下図) 

図 3 16S rRNA 遺伝子に基づく異なる DO 条件におけ

る細菌属の変化． 
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体は不明であった．この点については, 今後の検討によりこれらの窒素生成物の行方を探索して
いくことを予定している． 
 
(5) まとめ 
本研究では回分式活性汚泥法の活性汚泥を用いてDO濃度を制御する培養系を構築し, 好気性

脱窒反応に関わる以下の結果を得た． 
1) 振盪培養法では培地中の DO 濃度を一定に保つことはできず, 好気性脱窒細菌への DO 濃度

の影響を確認するには本研究で構築した曝気制御で DO 濃度を制御する方法が適していた. 
2) DO 濃度を一定値に制御することで従属栄養性化および好気性脱窒反応が進行する好気的な

環境を構築し, アンモニア, 硝酸，有機物の除去を確認した. 
3) DO 濃度の上昇に伴い，好気性脱窒細菌の優占種では Pseudomonas 属の割合が減少し

Paracoccus 属の割合が増加した. 
4) 回分式活性汚泥法を採用している処理場の活性汚泥は，好気性脱窒能を有している事が安定
同位体 15N標識の硝酸を用いたトレーサー試験の結果より明らかになった． 
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