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研究成果の概要（和文）：NH4-N 40mg/L 含有の下水（BOD除去済み、循環変法を想定) を低温耐性硝化担体で処
理した結果、10℃で処理水NH4-N 1.5 mg/L以下を得た。硝化速度0.25～0.30 kg-N/m3/dayを得、実下水で低温硝
化が可能であることを確認できた。担体の菌叢を次世代アンプリコンシーケンス解析した結果，全リード数23,
848のうち2%がNitrosomonadaceae科と少なく、低温硝化に関する特異的な菌叢は見出されなかった。さらに、実
用化に向けて安価で軽量化可能な新規材料で活性汚泥を包括固定した。この担体を用い4～5℃での安定した処理
が可能であることを検証した。

研究成果の概要（英文）：Continuous treatment of nitrification was operated using psychrotrophic 
nitrifiers accumulated from activated sludge.  Influent NH4-N of 40 mg/L of domestic wastewater was 
removed to below 1.5mg/L by a loading of 0.25-0.30 kg-N/m3/day at 10C.   Molecular analysis of 
bacterial community structure was applied to the carrier using a next-generation sequencer.  Two 
percent of 23,848 reads was Nitrosomonadaceae.  To apply for commercial plant, new immobilized 
pellet using low cost and low specific gravity was developed. A high nitrification rate of 0.16-0.20
 kg-N/m3/day was obtained using new immobilized pellet at 4-5C.

研究分野： 環境技術・環境材料

キーワード： 硝化　窒素処理　硝化細菌　下水処理　アンモニア　低温　固定化微生物　産業廃水処理
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
廃水中に含まれる窒素成分である有機態

窒素，アンモニア態窒素（NH4-N），亜硝酸態
窒素（NO2-N）および硝酸態窒素（NO3-N）は
水圏における富栄養化の原因となるため，環
境保全の観点からその除去が課題となって
いる。下水中に含まれる窒素成分の大半は
NH4-N として存在しており，その除去は硝化
菌および脱窒菌による生物学的硝化脱窒法
が主流である。特に，生物学的硝化脱窒法の
律速は硝化であり，15℃以下の低温では処理
が困難である。硝化を安定して行わせ運転し
なければ脱窒が期待できないことから，低温
での安定した硝化技術開発が必要となって
いる。 
 
２．研究の目的 
これまで研究代表者らは低温で硝化処理

が可能な担体をデザイン化している（2011～
2013 年度、科研費 23510106）。高濃度アンモ
ニア含有合成廃水（NH4-N 700 mg/L）で包括
固定化活性汚泥担体を馴養することにより
AH 菌群（低温耐性の硝化菌）を馴養でき，水
温が及ぼす硝化速度への影響を評価してい
る。この担体を用いて下水処理向け低温硝化
を想定した低濃度アンモニア含有合成廃水
（NH4-N 40 mg/L）における 10 ℃での限界負
荷 0.36kg-N/m3/d を得ている。そこで本研究
ではさらに実用化する為に実下水での処理
を検証し、最適システムの構築を図るために
必要な安価な担体を提案すること目的とし
た。特に実用化が可能な安価な固定化材料、
安価な材料を用いての低温硝化細菌の馴養
と低温硝化の検証、現場で製造できる包括固
定化担体の球形造粒方法、低温硝化技術の活
用出口としての養殖場向け処理の検証を検
討した。 
 
３．研究の方法 
(1)微生物の包括固定化方法 
群馬県板倉町水質浄化センターの返送汚

泥を包括固定用の種汚泥として供試した。実
廃水の処理に供試した担体はエチレングリ
コール系プレポリマー（14EG）を使用した。
研究代表者らの手法に準じ，活性汚泥をプレ
ポリマーで包括固定し，3 mm 角形の担体を
供試した。新規な担体開発には固定化材料の
母材としてヒドロキシルアクリレート（HOA）
を，架橋材としてジエチレングリコールジメ
タクリレートを使用した。HOA は機能性化学
品として大量に生産されている材料である。
HOA とジエチレングリコールジメタクリレー
トともに共栄化学株式会社製を用いた。母材
と架橋材の混合液に種汚泥を懸濁させ研究
代表者らの手法 2）に準じて重合させた。重合
したものを3mm角型に成形し以下の廃水処理
試験に供試した。これとは別途，同様な組成
で球形造粒した球形担体も作製し供試した。
作成した担体は含水ゲル状でゲルの内部に
活性汚泥が封じ込められた担体である。 

(2)実験装置と低温耐性菌集積培養方法 
供試廃水の組成を表１に示す。硝化細菌の馴
養及び処理運転に用いた装置を図１に示す。
実容積 1.15 L の角型リアクターである。リ
アクターの上部に原水が流入し, 側面の担
体分離部（1.5 mm メッシュのナイロン網）か
ら処理水が流出する構造である。空気量 3 
L/min で曝気した。pH は 5 % (w/v) NaHCO3

溶液を用いて常時 7.5 に制御（下限値設定）
した。NH4-N 濃度 400 mg/L の無機合成廃水を
流入させ，常温（23～25℃）において連続運
転を行った。水理学的滞留時間（HRT）は運
転開始時の 24 hから高負荷運転時の３hで原
水流量を調節し運転した。原水および処理水
の NH4-N, NO2-N および NO3-N を分析し硝化性
能を評価した。原水および処理水は 0.45 µm
メンブレンフィルターでろ過し,ろ過液につ
いて NH4-N はインドフェノール青吸光光度法
（JIS-K0102）に準じ, NO2-N および NO3-N は
イオンクロマトアナライザー（日本ダイオネ
クス(株)製, ICS-1600）で分析した。 

 
表１ 無機合成廃水（NH4-N 400mg/L） 

薬品名 含有量（g/L） 
NH4Cl 1.528 
NaHCO3 3.515 
Na2HPO4・12H2O 0.231 
 

P

ヒーター

原水

処理水220

110

110×60×220

担体

 

図１ 連続処理実験装置 
 
(3) リアルタイム PCR 解析方法 
アンモニア酸化細菌が有するアンモニア

酸化酵素遺伝子 amoA, 亜硝酸酸化細菌
Nitrobacter 属の有する亜硝酸酸化還元酵素
遺伝子 norB を標的として, 担体 1 g あたり
のコピー数を調べた。前処理として PVA 担体
からの生物膜の剥離と分散にはホモジナイ
ザーと超音波処理を用い, 研究代表者らの
条 件 に 準 じ て 行 っ た 。 DNA 抽 出 は , 
MORA-EXTRACT kit (Kyokuto Pharmaceutical, 
Tokyo)を用いて行った。PCR では, プライマ
ーをそれぞれアンモニア酸化酵素遺伝子
（amoA 遺伝子：amoA- F1–amoA-2R），亜硝酸
酸化還元酵素遺伝子（norB 遺伝子：NxrB 
F1–NxrB 1R）とし, スタンダート DNA を
Nitrosomonas europium NBRC14298(amoA遺伝



子 コ ピ ー 数 測 定 用 ), Nitrobacter 
winogradskyi NBRC14297(norB 遺伝子コピー
数測定用)とした。スタンダード試薬は
SYBR®Premix Ex TaqTM Ⅱ（Tli RNaseH Plus）
（ Takara, Shiga ） , MightyAmp®for Real 
Time(SYBR®Plus)(Takara, Shiga)を用い, リ
アルタイムPCR装置はRotor-GeneTM Q（QIAGEN, 
Germany）を用いた。 
16S rDNA を標的として得られた DNA増幅産

物（アンプリコン）をシーケンスすることで
DNA 塩基配列を決定し, 細菌の帰属分類群の
推定を行った。リアルタイム PCR 解析で用い
た抽出DNAを鋳型として, プライマーセット
341F/R806 を用いて, 細菌 16S rDNA V3-V4 領
域を対象としたPCR増幅を行うとともに, 各
試料を判別するためのバーコード配列を付
加した。各試料について, 得られたアンプリ
コ ン を 次 世 代 シ ー ケ ン ス 装 置 MiSeq 
(Illumina, USA)に供して, (2 x 250bp)ペア
エンドによるシーケンス解析を行った。得ら
れたリードは, fastq-join program によっ
て連結し, 連結できないリードは排除した。
それぞれのフィルタリングで残ったリード
（fasta 配列）のみを以降の解析に使用した。
各リードは, Ribosomal Database Project 
(RDP) Multiclassifier V1.1（80% confidence 
threshold）によって, 細菌の帰属分類群の
推定を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 下水処理での低温硝化の検証 
活性汚泥循環変法での硝化槽における低

温硝化を想定し，最終沈澱池処理水に NH4-N 
40 mg/L を添加した排水を原水として低温で
の硝化処理実験を行った。原水は本来ならば，
BOD 成分が少なく，残留 NH4-N が多い脱窒槽
流出水を用いての実験が理想であるが，実験
に安定供給できる最終沈澱池処理水にアン
モニアを添加して検討した。 
前報（2011～2013 年度、科研費 23510106）

で報告した AH 菌馴養時の水温変動試験に使
用した担体を用い実下水（最終沈澱池処理水
に NH4-N 40 mg/L 添加）を水温 10℃，HRT 4.0 
h で連続硝化処理運転を行った結果を図 2 に
示す。連続運転開始 3日目で NH4-N 34.5 mg/L
が処理されずに残った。実下水は最終沈澱池
流出水であり，アルカリ度（無機炭素）およ
びリンが不足していると考えられた。原水に
アルカリ度として NaHCO3 を，リンとして
Na2HPO4・12H2O を加えたところ， 2 日後には
処理水 NH4-N＜2.0 mg/L 減少し，1 週間後に
は処理水 NH4-N＜0.3 mg/L まで減少した。実
際の循環変法においては無機塩類のバラン
スが十分であり，今回は NH4-N 40 mg/L 添加
したことによる栄養塩類不足と考える。合成
廃水処理時の水温変動試験では亜硝酸型で
あったが本実験では硝酸型で安定した。これ
は低水温において担体内の菌叢が安定し硝
酸型へと遷移したものと考えられる。実際の
処理場において亜硝酸型硝化では亜酸化窒

素（N2O）が生成されやすいため硝酸型硝化が
望まれている。本法では安定した硝酸型硝化
を行う担体を提供でき，低温硝化に用いても
硝酸型硝化として処理できる。担体内の硝化
菌の生菌数計測結果は運転 40 日目で
AOB4.4×109，NOB1.6×108コピー数/g-担体に
達した。その後，処理水 NH4-N 1.5 mg/L 以下
で安定した。硝酸型反応で推移し，10℃で硝
化速度 0.25～0.30 kg-N/m3/day を得た。この
値は常温での処理施設の一般的な設計値と
同等であり，下水処理における低温耐性包括
固定化担体の実用性が示唆された。また。次
世代アンプリコンシーケンス解析による菌
叢解析結果として、門に着目すると，
Bacteroidetes 門 ， Proteobacteria 門 ，
Acidobacteria 門に特徴が見られる。この
Proteobacteria門にNitrosomonadaceaeいわ
ゆる硝化菌が属している。しかし今回，低温
硝 化 を 確 認 で き た 担 体 で は
Nitrosomonadaceae が全菌に対し，2%と相対
的に少ない値となった。低温硝化細菌に関す
る特異的な菌叢は見出されなかった。 

図 2 実下水での低温硝化連続処理 

運転結果（10℃） 
 
 (2) 新規担体を用いた低温耐性菌集積培養 
実用化に向け、安価な HOA 担体を用い低温

耐性硝化細菌を集積培養した結果を図３に
示す。反応は亜硝酸型で進行し，処理水 NH4-N
は 58mg/L 以下で推移した。期間中の溶存酸
素濃度は 4 mg/L 以上を維持した。運転 800
日間での担体の物性と活性は安定しており，
十分に実用化が可能な担体と判断できる。容
積負荷と硝化速度の関係を図４に示す。負荷
を変更したときに除去率が一時的に悪化し
たが，容積負荷 0.5～3.2 kg-N/m3/day でアン
モニアの除去率80 %以上での安定処理ができ
高速処理運転が可能であることが示唆され
た。従来法の硝化速度と比較すると，本実験
で 馴 養 し た 担 体 の 硝 化 速 度 は 最 大 で
2.8kg-N/m3/dayを得たのに対し, 硝化菌グラ
ニュールではそれぞれ 1.1 kg-N/m3/day, 1.2 
kg-N/m3/day が報告されている。この値と比
較して, 高い硝化速度を得た。アンモニア酸
化酵素遺伝子 amoA, Nitrobacter属の有する
亜硝酸酸化還元酵素遺伝子 norB を標的とし
たリアルタイム PCR 解析した。その結果，硝
化速度 1.63 kg-N/m3/day での担体では, amoA
が 1.19×1011 コ ピー /g- 担体 , norB が
2.85×1010コピー/g-担体を得た。 



 NH4-N400mg/L の処理運転を 800 日間行い，
その後，低濃度（下水処理を対象）での高速
処理の可能性を検討するために NH4-N40mg/L
の合成廃水を滞留時間 20～40 分で処理運転
した。処理運転で得られた水質から換算した
硝化速度を NH4-N400mg/L の処理での硝化速
度と比較した。結果を図４に先の結果と合わ
せて示す。硝化速度 0.9～2.3 kg-N/m3/day を
得た。下水での硝化は 0.3 kg-N/m3/day 前後
が一般的な設計であり，極めて高い速度が得
られた。 
 運転期間中，担体は膨潤しそれに伴い充填
率が増大した。運転 203 日目と 384 日目に担
体を引き抜き，別の処理実験に供試した。384
日目に引き抜いた担体は3.2項での養殖場向
け低濃度 NH4-N 含有排水の処理に供試した。
担体は 203 日で 3.2 倍に膨潤し，384 日目に
引き抜き後の 1.3 倍，さらに 531 目に引き抜
き後の 1.3 倍に膨潤した。積算すると運転開
始日から 531日目までに 5.4倍膨潤したこと
になる。このことは担体の容積あたりの単価
を膨潤により 1/5.4 に低減できる。531 日目
の担体の比重は 1.01 に達した。充填率 30～
40%で流動可能な軽量化担体である。このよ
うに膨潤しながら物性を保てるのは，担体製
造時の重合度と架橋密度の増大によると考
えられる。 
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図３ 連続処理実験結果（NH4-N400mg/L処理） 
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図４ 容積負荷と硝化速度の関係 
（NH4-N400，40mg/L 処理） 

 
(3) 低温での処理特性 
①下水処理向け NH4-N40mg/L 含有無機合成廃

水の低温処理 
前項で培養した硝化担体（運転 384 日目の

担体を引き抜き使用）を用いて低水温での硝
化特性を検討した。研究代表者らはすでに中
高濃度 NH4-N で培養した硝化担体は低水温で
活性がある事を見出し，長期間に渡り処理安
定性のある事を報告している。前項で培養し
た担体は中濃度の NH4-N400mg/L で培養した
担体で，低温耐性があると判断でき処理実験
を行った。 NH4-N40mg/L の無機合成廃水（表
１の無機合成廃水を NH4-N40mg/L に水道水で
希釈し使用）を用い，硝化槽の水温を 15℃か
ら 5℃に順次設定し，滞留時間 5～6h で処理
運転を行った。実験は処理装置や原水タンク
を 5℃恒温室に設置し，ヒータで加温し水温
を設定した。結果を図５に示す。運転開始し
てしばらくは処理水NH4-Nが 7～18 mg/Lと不
安定な処理であったが，その後安定し，10～
15℃で処理水 1mg/L 以下を得た。5℃では若
干亜硝酸の生成が見られたが，ほぼ安定した
硝酸型の硝化が得られた。 
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図５ 低水温での連続処理運転結果 

（５℃，NH4-N40mg/L 処理） 
 
②養殖場向け低濃度 NH4-N の低温処理 
水産養殖業や水族館での水質管理におい

ては，アンモニア性窒素（NH4-N）が魚類の成
長を阻害するため，硝化細菌を用いた NH4-N
除去（硝化）が行われている。しかし低水温
で且つ低濃度の硝化反応は難しく知見が少
ない。前項で用いた低温耐性のある担体を用
いて低水温下での低濃度硝化が可能である
かを検討した。目標値は原水 NH4-N 1mg/L に
対し，処理水 NH4-N 0.1 mg/L 以下とした。
硝化槽として３槽直列でつなげた3段処理装
置を用いた。原水 0.8～1.6 mg/L が 1槽目に
流入し，1 槽目の担体に接触し硝化処理され
２槽目に流入する。2 槽目の担体と接触し硝
化処理され３槽目に流入し，同様に 3槽目で
処理され処理水が流出する。3 槽の合計の滞
留時間 4～6h で運転を行った。装置は 5℃の
恒温槽に設置し運転した。処理水 NH4-N の分
析はナフトール法を用いた。結果を図６に示
す。処理水 NH4-N 0.1 mg/L 以下，除去率 90％
以上を得，硝酸型で進行した。低水温で低濃



度の処理が可能であることを見出した。アン
モニア酸化酵素遺伝子 amoA を標的としたリ
アルタイム PCR 解析を行った。その結果，運
転終了時の１槽目,２槽目,３槽目のそれぞ
れの担体の amoAが4.27×106コピー/g-担体, 
7.57×107 コピー/g-担体, 2.00×106 コピー
/g-担体のコピー数を得た。 

0.0 

0.2 

0.4 

0.6 

0.8 

1.0 

1.2 

1.4 

1.6 

1.8 

340 360 380 400 420

N
H4

-N
濃
度
（m

g/
L）

経過日数（d）

原水NH₄-N(mg/L)

3段目処理水 NH₄-N(mg/L)

図６ 3 段処理運転結果（５℃処理運転） 

 
(4)球形担体での処理 
インドや中東諸国では産業の急速な発展

により水圏の汚染が進み，飲料水の確保が課
題となっている。汚染河川水を対象として
BOD と窒素を処理し，飲適水質に近づけるま
で浄化することを目的とした浄化技術の開
発が急務である。安価な装置を提供するため，
担体の簡易な製造設備を研究代表者らは検
討している。下水処理場のサイトで 3mm 球形
の包括固定化担体を製造し，硝化槽に担体を
投入できる設備である。ここでは球形担体の
硝化処理性能を紹介する。HOA 材料と活性汚
泥を混合した懸濁液を重合させながら球形
造粒した。製造した 3mm 球形担体を図１の装
置に 20%充填した。この装置で NH4-N20～
70mg/Lの無機合成廃水を用い滞留時間3～6h
で処理運転を行った。結果を図７に示す。運
転開始後の 10 日前後で処理は安定し，硝化
速度 0.12～0.32 kg-N/m3/day を得た。物性と
活性ともに安定しており，今後，現場サイト
での造粒設備の試作と排水処理運転の検証
を行う予定である。 
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図７ 球形担体での連続処理運転結果 
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