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研究成果の概要（和文）：　アナモックス反応（新たな窒素浄化プロセス）の中間体である①ヒドラジンと②ヒ
ドロキシルアミンの環境水に適用可能な定量法を新規に開発した。①：固相抽出による濃縮定量法で，ヒドラジ
ンとパラ-ジメチルベンズアルデヒドを反応させて生成するアルダジンを定量する方法（定量下限0.2μgN/L）を
確立した。②：次亜塩素酸塩と反応させて生成する亜酸化窒素をECD-GCで測定する方法で，海水に含まれる集化
物イオンがその定量を妨害したが，フェノール溶液の添加により妨害を排除できることを見出し確立に成功し
た。いずれの定量法も定量下限は0.2μgN/Lであり，淡水から海水まで広い塩分範囲で適用可能であった。

研究成果の概要（英文）：  We newly developed a simple in situ method for the determination of trace 
hydrazine and hydroxylamine, intermediate products in the ANAMMOX reaction, applicable to 
environmental water. The determination of the trace hydrazine is based on the concentration of 
aldazine compound fomed by the reaction of hydrazine with p-dimethylaminobenzaldehyde.  We next 
developed a method for quantifying trace hydroxylamine in brackish-and sea-water samples. We used a 
method of ECD-GC measurement of the nitrous oxide produced by the reaction with sodium hypochlorite.
 Those new methods can quantify for natural water samples with a wide range of salinity, and then 
were applied successfully to the samples from Lake Nakaumi, a brackish lake located in the eastern 
part of Shimane Prefecture, Japan. The lower limit of detection for those new methods were 0.2μ
gN/L. 

研究分野：環境化学，環境分析化学，生物地球化学
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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 
近年、新たな窒素除去プロセスであるアナ
モックス（嫌気的アンモニア酸化）反応が発
見された。その反応プロセスはヒドロキシル
アミン（NH2OH）と NH4

+が反応し中間体と
してヒドラジン（N2H4）を形成後、最終的に
分子状窒素（N2）となり系外に放出される
（Astrid A. van de Graaf et al. 1997）というも
のである。 
報告者は、これまで科研費による研究助成
を受け（課題番号：09878100，14380243 & 
19201016）、硝化の副産物や脱窒の中間体と
して生成される N2O（温暖化ガス）に着目し
検討してきたが、それらの研究を進めるなか
で NH2OH の新規な定量法を開発した。さら
に、微量の N2H4 の定量法の開発にも成功し
た。 
これにより、定性的にではあるが、現場の

NH2OH と N2H4 を測定することでアナモッ
クス反応が起こっているか否かの判別（定性
分析）が可能となった。さらに、間接的な定
量法ではあるが、アセチレン阻害法を組み合
わせることにより、蓄積した N2O 量から一
般的な脱窒量を求め、全窒素の減少量からア
ナモックスによる窒素除去量（脱窒量）を見
積もること（定量分析）を可能にした。本研
究はアナモックスによる脱窒量を見積もる
ための簡便な手法を提案するものである。 
 
２．研究の目的 
窒素はリンとともに環境水の富栄養化の
原因元素であり、自然の有する窒素除去機能
に関する研究は重要である。これまで一般的
な硝化・脱窒に関しては、国内外で盛んに研
究され、有用な情報・知見も多い。しかしな
がら、アナモックス反応に関する研究は、世
界的にも案外少ない。それは、アナモックス
反応が起こっているかどうかを簡単に判別
する方法（定性分析法）がなかったことも要
因と考えられる。 
報告者らは、アナモックス反応の基質であ
る NH2OH とその反応の中間体である N2H4 
の新規な定量法を開発した。本研究では、そ
れら新規な定量法を完成・論文化するととも
に、それらを活用し、自然界の新たな窒素除
去プロセスであるアナモックス反応の有無
の判別法[(A)定性分析法]、およびアナモック
ス細菌による脱窒量の簡便な測定法[(B)定量
分析法]を提案する。本研究は、現場調査およ
び室内実験を通じて本手法の有効性を検証
し、今後の研究の発展に資することを目的と
した。また、将来、現地の酸化還元状態を知
る上での新たな指標として、鉄の存在状態
「Fe(II), Fe(III)」を利用できる可能性がある。
そこで、（C）Fe(III)の直接定量法の開発につ
いても検討した。 
 
３．研究の方法 
報告者らの提案する手法にしたがって、
（A）アナモックス反応が起こっているかど

うかの判別（定性分析）および（B）一般的
な脱窒細菌による脱窒量（従来型）とアナモ
ックス細菌による脱窒量の見積もり（定量分
析）について現場観測および室内実験により
検討した。 
 
４．研究成果 
(A) アナモックス反応が起こっているかどう
かの判別法（定性分析法）の開発 
 
(a) 環境水中微量ヒドロキシルアミンの次亜
塩素酸塩による酸化-高感度 ECD-GC 定
量法（学術誌に掲載済）⇒詳細は掲載論
文（Kato et al. 2017a）をご覧ください。 
 
(1) 汽水・海水中の定量妨害物質 
 本法の基本原理は、次反応(1)式に基づく
（Seike et al. 2004）。 
2NH2OH + 2NaClO → N2O + 2NaCl + H2O ･･･(1) 
 我々は、NH2OHが次亜塩素酸塩（NaClO）
との反応により亜酸化窒素（N2O）を生成す
ることを発見したが（Seike et al. 2004）、こ
の反応は、淡水試料には定量的に進行するも
のの、汽水・海水試料に対しては、塩分のみ
ならず NH4

+の妨害も受けた。そこで本研究に
より、海水成分の何が原因なのかを検討した
ところ、臭化物イオン（Br-）であることが分
かり、その Br-と NaClOが反応し生成する Br2

が NH2OHや NH3と反応するため、その妨害
が複雑化することを突き止めた。そこで、次
式(2)の反応を利用することで、臭素（Br2）
の妨害を排除できるのではないかと考え検
討したところ、功を奏し問題を解決できた。 
 
 
                 ･･･(2) 
 
 
(2) ヒドロキシルアミンの標準定量操作 
 前述の検討により、本法の定量操作を以下
のように確立するに至った（Fig.1）。試料水
を70 mLのガラス瓶に気泡が入らないように
入れ、ブチルゴム栓とアルミシールで密封し
た。次に Br2の妨害をなくすために 63.6 mM
フェノール溶液 1.0 mLを、さらに NH2OHを
N2O に酸化するために 3.5 mM次亜塩素酸ナ
トリウム溶液 1.5 mLを添加した。ここまでの
操作を現地で行う。次にサンプルを実験室に
持ち帰り、ヘッドスペース（気相）をつくる
ためにマグナムシリンジを用いて窒素ガス
（純度 99.9%）を 40 mL注入した。数分間撹
拌し気液平衡とした後、気相 0.2 µLをガスク
ロ（ECD-GC）に注入し気相の N2O濃度を測
定した。 
液相の N2O 濃度は、Weiss と Price の式
（Weiss and Price 1980）から算出した。本法
の定量下限は 0.2 µgN/Lであり高感度定量が
可能である。元々試料水中に溶存している
N2Oの定量用サンプルには、現地でホルマリ



ン（最終濃度 1％）を添加し実験室に持ち帰
り測定した。NH2OH 濃度はその N2O 濃度を
差し引くことによって求められる。 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.1 Standard quantitative procedure of 

hydroxylamine 
 
(3) 本法の回収率と再現性および環境水へ
の適用 
 本法の回収率と再現性を確認するために、
塩分の異なる汽水試料（2.2，11.5 及び 26.0 
psu）に NH2OH（20及び 50 µgN/L）をそれぞ
れ添加し、その回収率と相対標準偏差（RSD）
を調べたところ、バラツキが小さく（RSD: 1.6
～3.8％）、高い回収率を示す結果が得られ、
本法が汽水試料に適用可能であることが示
された。 
本法を汽水湖中海に適用し NH2OH 及び

N2Oの鉛直分布を観測した。NH2OHは深度
5m から増加しはじめ、深度 6m で最大
（1.6µgN/L）となり、N2Oは深度 4ｍから増
加しはじめ、深度 6.5ｍで最大（1.6µgN/L）
を示した。これより本法の有用性が確認され
た。 
 
 
(b) 環境水中微量ヒドラジンの固相抽出によ
る定量（学術誌に掲載済）⇒ 詳細は掲
載論文（Kato et al. 2017b）をご覧くださ
い。 
本研究では、固相抽出による濃縮定量法に
ついて検討した。本法の基本原理は、N2H4

とパラ-ジメチルアミノベンズアルデヒド
（p-DMAB）の反応（次式）によって生成す
るアルダジンを Sep-Pak C18カートリッジに
吸着・溶離した後、溶離液のアルダジン濃度
を吸光光度定量するものである。 
 
 
 
 
 
 
 
(1) 定量条件の検討 
 SeP-Pak C18はN2H4から生成するアルダジ
ンを定量的に吸着し、その吸着容量は少なく
とも N2H4の 2.0 µgN に相当することが分か
った。SeP-Pak C18 に吸着された状態で少な
くとも 12 時間は安定であった。そのアルダ
ジンは、溶離剤としてエタノールと 12M HCl

の比を 10：1（v/v）にしたとき完全に溶離さ
れた。 
妨害物質として知られる尿素及び硫化水
素については，幸いなことに、固相抽出法を
用いる本法では、問題にならなかった。また，
海水成分による影響も観られなかった。その
他、浄化槽のような有機物を多量に含むサン
プルについては、予め SeP-Pak C18カートリ
ッジに通水することで有機物を吸着・除去で
きることが分かった。 
 
(2) ヒドラジンの標準定量操作 
 前述の定量条件の検討を踏まえ、本法の定
量操作を以下のように確立するに至った
（Fig.2）。SeP-Pak C18 カートリッジは、使
用前に、50%エタノール 10 mL を流速 10 
mL/min で通水し洗浄した。有機物除去のた
め、試料水がフィルターホルダーと SeP-Pak 
C18カートリッジを経由して可変式のプラス
チックシリンジ（50 mL）の中に入れられた。
そのシリンジの中に p-DMAB溶液 6 mLを注
入して N2H4 と反応させアルダジンを形成し
た。10分後、新しい SeP-Pak C18カートリッ
ジに通水しアルダジンを吸着した。ここまで
の操作を現地で行い、その後、実験室に持ち
帰り 12時間以内に溶離剤（エタノール：12M 
HCl = 10:1）8 mLを通水してアルダジンを溶
離し、457 nmで吸光度を測定した。 

Fig.2 Standard quantitative procedure of hydrazine 
 
(3) 本法の回収率と再現性および環境水への
適用 
 淡水、汽水、及び浄化槽のサンプルを用い
検討した。ヒドラジンの回収率は 92～98%の
範囲にあり、バラツキも小さく（RSD: 2.0～
3.0%）、良好な結果を示した。本法を汽水湖
中海に適用しヒドラジン N2H4の鉛直分布を
観測した。N2H4濃度は 5 m以深で高く、特
に NO2

－濃度の蓄積が観られる層で高くなる
傾向を示した。これより本法の有用性が確認
された。 
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(B) 一般的な脱窒細菌による脱窒量とアナモ
ックス細菌による脱窒量の見積もり法
（定量分析法）の開発（投稿準備中） 

 
地球全体の窒素循環を考える上で、アナモ
ックス反応は硝化・脱窒と並んで重要な反応
であり、アナモックス反応を加えた窒素循環
モデルに再構築する必要がある。しかしなが
ら、水圏におけるアナモックス反応の研究は
案外少ない。その理由として、環境水中のア
ナモックス活性の測定に用いられる 15N窒素
同位体の測定には高価で煩雑な機器を必要
とし、かつ洗練された実験環境と技術を要す
ることが挙げられる。 
我々は、前述したように、アナモックス反
応の中間体である N2H4（Kato et al., 2017a）
と NH2OHの定量法（Kato et al., 2017b）の
開発に成功した。そこで本研究では、これら
の定量法とアセチレン阻害法（Yoshinari et 
al. 1977）を併用した培養を行うことで、15N
トレーサー法に代わる新しいアナモックス
活性の測定法を開発した。アセチレン阻害法
では、生成した N2Oを測定することで従来型
の脱窒反応による窒素除去量を求めること
ができる。一方、アナモックス反応による窒
素除去量は N2Oを含めた DINの減少量から
推算できる。本報は、15N を用いない、新規
なアナモックス活性の測定法を提唱するも
のである。 
 
(1) 中海湖心の無機態窒素の鉛直分布 
 Fig.3 に中海湖心における無機態窒素の鉛
直分布を示す。NO2

－ は深度 4 mから蓄積し、
5 m以深で 200 µgN L-1 程度蓄積していた。
NH2OHとN2H4 もNO2

－ と同様に 4 m以深
で増加していたことから、本水域では塩分躍
層以深でアナモックス反応が生じているも
のと考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3 Vertical distribution of dissolved inorganic 

nitrogen in Lake Nakaumi.   , N2H4;   , NH2OH; 

   , N2O;   , NH4
+;   , NO2

－;   , NO3
－. 

中海湖心への海水による酸素供給は5 m以
深で観られることから、海水の流入と流出に
よる好気的環境と嫌気的環境の繰り返しが、
中海湖心における NO2

－の蓄積やアナモック
ス反応に深く関わっていることが示唆され
た。 
 
(2) 培養実験 
中海湖心の底層水を用い、アセチレン阻害
法を併用した培養実験を行い検討した。培養
開始 3日目にアナモックス反応の中間体であ
る NH2OHと N2H4が増加したことから、ア
ナモックス反応の活性化を確認した。また、
3日目には N2Oも増加した。この N2Oの増
加量が従来型の脱窒による窒素除去量に該
当する。また、N2O を含めた DIN の減少量
からアナモックス反応による窒素除去量を
見積もると、今回の培養実験では、約 6割が
アナモックス反応によって除去されたもの
と推察された。  
 
結論 
本研究では、汽水湖中海を対象にアナモッ
クス反応について検討した。 中海湖心の底層
において、NO2

－蓄積時にアナモックス反応
の中間体である NH2OH及び N2H4が増加す
ることを見出し、アナモックス反応が生じて
いることを明らかにした。無機態窒素の鉛直
分布では、NO2

－は深度 4 mから蓄積し、5 m
以深で 200 µgN L-1程度蓄積していた。アナ
モックス反応の中間体である NH2OH と
N2H4も NO2

－と同様に、4 m以深で増加して
いたことから、中海湖心の塩分躍層以深で活
発なアナモックス反応が生じているものと
考えられる。 
また、アナモックス反応の中間体である

NH2OH と N2H4の定量とアセチレン阻害法
を併用した湖水の培養実験により、アナモッ
クス反応と従来型の脱窒による窒素除去率
を求めたところ、その比率は、6：4であった。 
中海湖心の底層は、潮汐により新鮮な日本
海海水が流入することで好気的環境と嫌気
的環境を繰り返しており、NO2

－が蓄積する
世界的にも珍しい環境だといえる。中海にお
いて、境水道付近から湖心にかけての広い範
囲で NO2

－が蓄積することから、アナモック
ス反応は中海の窒素浄化において大きな役
割を果たしているものと推察された。 
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