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研究成果の概要（和文）： 
本研究では窒素の安定同位体である 15N を用いたトレーサー法により、水田土壌や河川底質

における Anammox 及び脱窒反応活性を実測し調査を行った。さらに、水田や河川において

Anammox 菌の定量及び窒素除去における Anammox 反応と脱窒反応の関係を明らかにした。 
その結果、湛水および落水を繰り返す畜産廃水処理水田において Anammox 反応活性が検出

されず、通年湛水している谷津田水田にて Anammox 反応活性が検出された。また、恋瀬川の

河川底質にて Anammox 反応活性が検出された。窒素除去への寄与は谷津田水田では 8%未満、

恋瀬川では 3%未満であり、淡水環境の窒素除去における Anammoxの役割はわずかであることが

示唆された。また、阻害試験から Anammox反応は脱窒反応に依存していることが初めて実験デ

ータで直接証明した。 
 
研究成果の概要（英文）： 

The anaerobic ammonium oxidation (anammox) process in paddy field and river sediment 
was measured using 15N stable isotope nitrogen. Furthermore, the quantification of Anammox 
bacterial and the relationship between anammox activity and denitrification activity were 
evaluated. 

The anammox activities were not detected in paddy field that applied high livestock 
wastewater with flooding water and alternative flooding and drainage. Conversely, anammox 
activity was detected in Yasuda paddy field that flooded through the year with drained 
water from an upland vegetable field. On the other hand, the anammox activity measured 
in the sediment samples from Koisegawa River was detected. However, the nitrogen removal 
by anammox process only accounted for less than 8% in Yasuda paddy field and less than 
3% of the total amount of removed nitrogen, which suggested that anammox process has 
limited contribution to nitrogen removal in fresh water environment. However, it is the 
first time that the phenomena of anammox process depended on denitrification was proved 
by experimental data in this study.    
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１．研究開始当初の背景 

水田はモンスーン地域において最も重

要な農地で、世界の食料生産上きわめて重要

であり、全収穫面積は 1.5億 haに達する。

水田にはその他に洪水防止、水涵養、水質浄

化など多面的な機能が知られている。しかし、

年間投入肥料を窒素換算で 2千万トンを超え

るにかかわらず、水田における窒素循環、特

に硝化・脱窒についていまだに不明な点が多

い。水田を含む水環境における窒素の自然浄

化はアンモニア(NH4
+)の硝化により生じる亜

硝酸(NO2
-)あるいは硝酸(NO3

−)の，窒素ガス

(N2)への脱窒が主と考えられてきた。一方、

1995年に発見された新規微生物反応である

Anammox反応は、嫌気環境において、NH4
+と部

分的に硝化された NO2
-を直接 N2まで変換する

反応であり、硝化脱窒反応に比べ酸素を必要

としない。既往の研究では、海域の NH4
+、NO2

-

及び NO3
−が共存する酸化層と還元層の界面付

近における Anammox菌の棲息が明らかにされ

ている。また、海域における窒素除去の 20

～70%は Anammox反応が担っていることが報

告されており(Thamdrup and Dalsgaad, 

2002 )、水環境の窒素除去における Anammox

反応の寄与は重要と考えられる。しかしなが

ら、水田を含む淡水域における Anammox活性

の実測例は極めて少なく、淡水域の窒素循環

において Anammox反応が果たす役割は不明で

ある。本研究では、NH4
+、NO2

-及び NO3
−が共存

し、かつ酸化層及び還元層が存在する淡水環

境として、水田および河川の水-土壌界面に

着目し、研究を実施した。 

２．研究の目的 

本研究の目的は、水田を含む異なる淡水

環境における Anammox菌の定量及び活性を評

価することである。水田および河川の水-土

壌界面にて Anammox活性および脱窒活性を調

査し、淡水環境の窒素除去における Anammox

反応の役割を明らかとした。また、Anammox

と脱窒反応は同じ基質(NO2
-)を利用するにも

関わらず、両者の関係はまだ明らかにされて

いない。本研究ではそれらの関係も明らかに

し、Anammox 反応のメカニズムの解析も行っ

た。 

３．研究の方法 

室内実験として、室内実験において採取し

た水田土壌を実験ポットに入れ、高浸透系及

び低浸透系を作成し、飼料イネを植栽した。

窒素負荷 100、450、900 kg-N/haで畜産排水

を処理しながら、それぞれの脱窒速度及び硝

化活性・Anammox 活性 15Ｎを用いて測定し、

Anammox細菌の検出を試みた。 

水田の評価対象として、高窒素負荷で畜産

排水を施肥し、間断灌漑により水管理がなさ

れている畜産排水処理水田と通年湛水条件

が維持されている谷津田水田である。河川に

おいての調査は茨城県霞ケ浦の流入河川で

ある恋瀬川を評価対象とした。各調査地点に

おいて、表面水，河川底質あるいは水田土壌

を採取した。採取した底質および土壌はそれ

ぞれ深さ毎 (0-2, 2-4, 4-6, 6-8および 8-10 

cm)に切り分け、サンプルとした。採取した

底質および土壌の Anammoxおよび脱窒反応活

性は窒素の安定同位体である 15N を用いたト

レーサ法により測定した。サンプルおよび純

水からなる懸濁液に 15NH4
+および 14NO3

−溶液あ

るいは 14NH4
+および 15NO3

−溶液を添加して嫌気

培養した。培養中、一定時間毎にヘッドスペ

ースガスの 29N2および 30N2濃度を GC-MS によ

り測定し、Anammox や脱窒反応による N2生成

速度を計算し、それぞれの活性を評価した。

水試料および底質間隙水中の NH4
+、NO3

−および



溶存有機炭素（DOC）濃度はイオンクロマト

グラフィーおよび全有機炭素計 ( TOC 計)よ

りそれぞれ分析した。Anammox および脱窒の

関係を明らかにするため、脱窒における NO3
−

還元の阻害剤である塩素酸ナトリウム

（NaClO3）を用いた阻害試験を実施した。ま

た、Anammox 細菌の定量について、 リアル

タイム PCRを用いて、細菌の定量を行う。リ

アルタイム PCR法はサーマルサイクラーと分

光蛍光光度計を組み合わせた装置で、PCR の

増幅産物をリアルタイムにモニターし定量

解析を行う方法である。 

４．研究成果 

(1) 室内実験 

高浸透系は深さ 1 cm、5cmともにほぼ酸化

的であったことに対して、低浸透系では深さ

1 cm、5cm とも還元的であった。アンモニア

酸化細菌数は、高浸透系、低浸透系共に追肥

後に増加し、硝化活性も追肥後に高くなるこ

とが確認できた。アンモニア酸化細菌数が高

浸透系と低浸透系で同程度であっても、硝化

活性は高浸透系の方が高く、高浸透系では低

浸透系よりアンモニア酸化菌数当たりの活

性が高いことが示唆された。これは高浸透系

では落水時に十分な酸素供給がされるため

と考えられる。また、最大脱窒速度が高浸透

系で 1.0 g-N m-2 d-1 低浸透系で 0.3 g-N m-2 d-1

と、高浸透系で低浸透系より高い脱窒速度が

得られた。これは、高浸透系では硝化反応が

促進され、脱窒反応の基質である硝酸態窒素

がより多く生成されたと考えられる。一方、

Anammox細菌が属しているPlanctomycetes門

の細菌群集構造は、窒素負荷量よりも浸透速

度に影響を受けることが明らかになった。ま

た、PCR 結果より、Anammox 細菌のポジティ

ブコントロールと同じ位置にバンドを確認

できたため、Anammox 菌が存在している可能

性はあると考えられる。さらに、Nested PCR

を改良することにより、Anammox 細菌に比較

的近縁な未知の Planctomycetesを検出した。

しかし、ポット実験の表層土壌を用いて

Anammox 活性は確認できなかった。水田土壌

における Anammox細菌の存在場所について更

なる検討が必要となる。 

(2) 水田の Anammox反応活性の評価 

① 畜産排水処理水田の Anammox反応活性 

飼料イネを栽培している実際の水田にお

いて Anammox活性を測定した。実験系として

異なる畜産排水負荷（100 および 600 kg-N 

ha-1）および異なる水管理（常時湛水及び低

水位管理）を設定した。Anammox 活性測定用

の水田土壌は異なる窒素負荷の畜産排水を

施用した水田（常時湛水）から 20 ㎝の土壌

コアを採取した。採取した土壌コアを 0～5

㎝、5～10 ㎝、10～15 ㎝と 15～20 ㎝に 4 層

に分けて、バイアルビンに入れて嫌気的に保

ち、15N標識した NH4または NO2/NO3を添加し、

ヘッドスペースガス中に生成する 29N2、
30N2

を測定してそれぞれ Anammox活性、脱窒活性

を測定した。その結果、いずれの水田系より

Anammox 反応活性が検出されなかったが、脱

窒 反 応 活 性 が 600 kg-N/ha の 系 が

523umol-N2/vial/h、 100 kg-N/ha の系は

366umol-N2/vial/h であり、追肥量の高い方

の脱窒反応活性が高いことが分かった。また、

脱窒活性は土壌表層から 20cm の深さまで下

がる傾向が見られた。これは施用した畜産排

水に含まれるアンモニア態窒素が酸素のあ

る土壌上層部における硝化細菌に硝化され

硝酸塩まで変換され脱窒反応を促進された

と考えられる。Anammox 反応活性が検出され

なかった原因として、畜産排水処理水田では

湛水落水の条件を繰り返し、水位の変動によ

り土壌の酸化還元条件も変わったと考えら

れる。以上の結果より、水田の状況によって

Anammox 活性が大きく異なることがわかった。

Anammox 細菌の増殖が遅く、棲息している環

境に影響されやすい。畜産排水を施用した飼

料イネ水田において、Anammox 細菌に比較的

近縁な未知の Planctomycetesを検出したが、

Anammox活性がなかったことがわかった。 



② 谷津田水田の Anammox反応活性 

一方、畑の浸透水より常時湛水した谷津田

水田から 10㎝の土壌コアを採取して、2㎝ご

とに 5 つの層を分けて、Anammox 活性及び脱

窒活性を測定した。その結果、谷津田水田よ

り Anammox 反応活性を検出し、活性は 0.15

～2.15 nmol‐N2/g-slurry/hであり、窒素除

去におけるAnammox反応の寄与は8%ぐらいで

あることが分かった。図 1に谷津田水田土壌

における Anammoxおよび脱窒活性を示す。一

方、水田土壌の脱窒反応活性は土壌の上層か

ら下へ下がる傾向があり、Anammox 反応活性

もそれに伴う傾向が観察された。また、その

地点の水質を解析したが、Anammox 反応に使

われる亜硝酸が全く存在せず、硝酸が僅かに

検出された環境で Anammox活性が検出された。

畜産排水処理水田との比較から、Anammox 菌

が存在する条件として、NH4
+および NO2

-および

嫌気環境の存在に加えてその環境の永続的

な安定性が必要と考えられた。また、Anammox

及び脱窒反応活性は深い位置程低くなる傾

向にあり、NO2-が検出されなかった。従って、

谷津田水田土壌においても Anammoxは脱窒反

応より生じた亜硝酸を利用していると考え

られた。 

③ 谷津田水田における Anammoxと脱窒反応

の関係 

我々は水田土壌における Anammox反応は硝

酸の脱窒で生じた亜硝酸を利用していると

考え、脱窒反応の硝酸塩から亜硝酸塩までの

還元経路を阻害させ、水田土壌に阻害剤の添

加有無の Anammox及び脱窒反応活性を評価し

た。谷津田水田土壌においても NaClO3−の添

加により、脱窒活性の阻害が確認された(図

2a)。また、Anammox 活性は、NO2
−を基質とし

た場合 NaClO3
−の影響を受けないが( 図 2b )、

NO3
−を基質とした場合は NaClO3

−の影響を受け、

低下した( 図 2 c )。以上の結果より、谷津

田水田土壌において、Anammox 反応は脱窒反

応の硝酸の脱窒で生じた亜硝酸塩を利用し

ていることを初めて実験データで直接証明

した。 

（３） 河川の Anammox反応活性の評価 

① 河川底質の Anammox反応活性 

恋瀬川底質において Anammox反応活性が検

出された。また、脱窒反応活性も測定した結

果、河川底質における Anammox反応の窒素除

去への寄与は 3%未満だった。また、Anammox

及び脱窒反応活性は、深い位置程低くなる傾

向にあった。また、河川水や底質の水質と活

性を比較したところ、いずれの深さの底質に

おいても Anammox 反応の基質である NO2
-が検

出されなかった。 一方、NO3
−がごく僅かに検

出されており、Anammox 菌は NO3
−の脱窒の結

果生じた NO2
-を利用している、すなわち、

Anammox菌の脱窒菌への依存が示唆された。 

② 河川底質における Anammoxと脱窒反応の

関係 

 河川底質における Anammoxと脱窒反応の関

係を明らかにするため、河川底質を異なる濃

度の硝酸塩基質において培養し、Anammox 及

び脱窒反応活性を評価した。その結果を図 3

及び図 4に示した。図より、異なる濃度の硝

酸 塩 に お い て 脱 窒 反 応 活 性 が

Michaelis-Menten式に従うと伴にAnammox反

応活性も Michaelis-Menten に従った。それ

は Anammox反応は脱窒反応に依存しているこ

とを示唆された。 

  また、Anammoxおよび脱窒の関係のメカニ

ズムを明らかにするため、脱窒における NO3
−

還元の阻害剤である NaClO3 を用いた阻害試

験を実施した。結果は谷津田水田と同様であ

る。脱窒反応の阻害剤である NaClO3の添加に

より、脱窒活性の阻害が確認された。一方、

Anammox活性は NO2
−を基質とした場合 NaClO3

−

の影響を受けないが、NO3−を基質とした場合

は低下した。以上の結果は、Anammox 反応は

NO3
−の脱窒より生じる NO2

−を利用しているこ

とを示唆しており、Anammox 反応の脱窒反応

への依存が実験的に明らかとされた。 



(4) 総括 

 畜産排水を施用した水田において Anammox

反応活性が検出されなかった原因として、畜

産排水処理水田では湛水落水の条件を繰り

返し、水位の変動により土壌の酸化還元条件

も変わったと考えられる。一方、谷津田水田

及び恋瀬川の底質において Anammox反応活性

が検出された。窒素除去への寄与は谷津田水

田では 8%未満、恋瀬川では 3%未満であり、

淡水環境の窒素除去における Anammoxの役割

はわずかであることが示唆された。また、阻

害試験から Anammox反応は脱窒反応に依存し

ていることが初めて実験データで直接証明

した。 

【附図】 
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