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研究成果の概要（和文）：本研究は、中空状ガス透過膜の内側より曝気槽の排気ガスを供給し、外側のバイオフ
ィルムに消費させることにより排気ガス中に含まれる温室効果ガスの亜酸化窒素（N2O）を削減する新しいバイ
オフィルムプロセスの開発に資するものである。研究成果として、ガス透過膜上に形成されるバイオフィルム
が、N2Oを消費する細菌の活性を活かし、N2Oの大幅な削減を達成できることを明らかにした。また、N2Oの排出
削減に寄与する有用な種類を選定した。さらに、N2O消費を高活性に行う細菌の温度や酸素に対する耐性評価を
行い、N2O削減が十分に行える条件を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：This study aimed at developing a novel biofilm process mitigating the 
emissions of highly potent greenhouse gas, nitrous oxide (N2O). The process is based on a biofilm on
 a gas-permeable membrane where the exhaust gas from an aeration tank, containing N2O, is supplied. 
The reactor operation demonstrated that the biofilm process substantially alleviates N2O emission by
 bacteria consuming N2O in the biofilm. The microbial community analysis successfully identified 
promising N2O-consuming bacteria. Furthermore, physiological experiments revealed favorable ranges 
of temperature and oxygen levels for the selected bacteria to maximize their N2O consumption 
potentials.

研究分野：環境バイオテクノロジー

キーワード： 亜酸化窒素　亜酸化窒素還元細菌　ガス透過膜　バイオフィルム　15Nトレーサー法　微生物叢解析　硝
化　脱窒

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
亜酸化窒素（N2O）は第三の温室効果ガスと言われ、排水の高度処理を行っている施設での排出削減が求められ
ている。N2Oは高度処理施設において、排水中に含まれる窒素化合物を窒素ガスに変換する際に副生成物として
排出される。本研究は、このN2Oを効率的に削減できる新しい技術を提案している。本研究で得られた成果は、
提案した技術の排水処理施設への導入によるN2O排出量削減につなげられる。また、N2Oを効率的に窒素ガスに分
解できる細菌群を同定したため、農地などへの適用により、N2O排出の削減が期待される。

※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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
排水中の窒素化合物は、前段の酸化反応である硝化と後段の還元反応である脱窒の二段階の反

応を経て窒素ガスに無害化される。硝化・脱窒を促進させるために循環式硝化脱窒法などの高度

処理が導入され、生物学的窒素除去プロセスの強化が行われている。一方、近年の大きな課題は、

温室効果ガスとして知られる亜酸化窒素（N2O）の排出量増大である。N2Oは CO2の 265倍の温
室効果を持つ強力な温室効果ガスである（ IPCC, 2014, the Fifth Assessment Report of the 
Intergovernmental Panel on Climate Change）とともに、オゾン層破壊物質としても知られている
（Ravishankara et al., 2009, Science 326: 123-125）。したがって、耕作地などの土壌環境に加えて排
水処理施設からの N2O 排出削減が強く求められている。さらに、排水中に存在する窒素化合物
除去の省エネルギー化を目指した運転を行うと、より多くの N2O が排出されるため、排水処理
の省エネルギー化と N2O 排出由来の温室効果ガス削減がトレードオフの関係になってしまう。
窒素除去の省エネルギー化と N2O排出削減を両立できる技術の確立が望ましい。  
 N2O は硝化反応の副生成物および脱窒反応の中間生成物として複数の生物学的な経路により
生成する。これに加え、非生物学的に発生する経路も存在する。その一方、N2Oのシンクは、脱
窒反応の最終段階である N2O 還元により窒素ガスに変換される経路のみに依存する。この N2O
還元反応は N2Oレダクターゼを保有する N2O還元細菌がその反応を主に担うとされている。し
かしながら、N2O還元細菌の生理生態に関する理解は不十分であり、この細菌群を利用して N2O
排出削減を目指す技術確立には更なる研究が必要である。 
 N2O 還元細菌を有効に利用する技術の大きな課題の 1 つに、N2O レダクターゼの温度や酸素
暴露に対する感受性が挙げられる。排水処理施設は、夏季・冬季において水温が大きく異なる排

水を受けるため、水温の変化により N2O 還元細菌の活性低下が懸念される。また、N2O レダク
ターゼは、酸素により容易に阻害されてしまう。したがって、温度や酸素暴露に対して耐性の高

い N2O還元細菌を選出し、動力学的特性に基づいた N2O還元細菌が活性を示す環境を創製する
必要がある。また、排水処理施設の生物反応槽内にてバイオフィルムを形成させて、空間的に嫌

気的条件を創出するバイオリアクターの設計も重要である。 
 そこで本研究では、排水の N2O生成・消費の機構解明や高効率に N2O消費を行える細菌群の
生理生態解明を行う。また、ガス透過膜を用いたバイオフィルムリアクターを設計し、N2O排出
削減という課題のボトルネックである、N2O 還元細菌の活性を常に高くするような環境創製を
目指す。これらの目的のため、中空状のガス透過膜を用い、膜の内孔より窒素・酸素・亜酸化窒

素を含む曝気槽の排気ガスを模倣したガスを供給し、中空状のガス透過膜外側にバイオフィル

ムを形成させる新規バイオプロセスを提案した。このバイオフィルムでは、外側からは排水中の

有機物や窒素化合物などの溶存成分が供給される一方、内側からは酸素などのガスが供給され

る。このような対向拡散型の基質供給方式は、有機物・窒素化合物などの溶存成分と酸素がバイ

オフィルムの外側から供給される、従来の並行拡散型の基質供給方式と大きく異なる。 
 
２．研究の目的 
本研究では、１．で記述した新規プロセスの提案に向け、以下の 5点について検討を行い、新規
バイオフィルムリアクターのコンセプトの実現可能性を評価した。 
（１）実排水処理施設における N2O生成機構の解明 
（２）対向拡散型・並行拡散型基質供給方式のバイオフィルムリアクターにおける N2O 生成量
と生成メカニズムの評価 
（３）対向拡散型・並行拡散型基質供給方式のバイオフィルムリアクターの微生物叢解析 
（４）高活性 N2O還元細菌の動力学解析と温度・酸素濃度が N2O消費速度に及ぼす影響評価 
（５）循環型硝化脱窒法の無酸素槽で発生する N2Oの生成量評価 
これらの知見を統合することにより、ガス透過膜に排気ガスを通気することをコアとする、新規

バイオフィルムプロセスの開発に向けた指針を得ることとした。 
 
３．研究の方法 
３．１ 実生活排水処理施設における N2O生成機構解明 
下水処理場を対象とした過去の調査では、初沈汚泥、余剰汚泥、および他処理場からの混合生汚



泥が流入する汚泥混合槽が、主要な N₂O 排出源であることが明らかになっている。しかし、下
水処理場の汚泥処理工程における N₂O 発生機構の検討事例は限られており、その機構解明は喫
緊の課題である。そこで、最終沈殿池から持ち込まれた NO3

--N が余剰汚泥に微量に残存し、こ
れが初沈汚泥を電子供与体として脱窒される際に、低 pH の混合生汚泥と混合されることで 
N₂O から N₂への還元が阻害されることが、N₂O の蓄積機構であるとの仮説を立て，ラボスケー
ルリアクターを用いた基礎実験により仮説の検証を試みた。 
上記の下水処理場で初沈汚泥（汚泥 A）と他の下水処理場からの混合汚泥（汚泥 B）を採取し
た。汚泥 Aおよび Bから成る混合汚泥（汚泥 A : 汚泥 B = 1 : 4）2 Lをリアクターに密閉し、嫌
気条件下で攪拌することで実験を行った。NO3

--N濃度の影響を調査するため、NO3
--N標準液を

添加しない系（Run 1, MLSS 17,200 mg/L）と、添加する系（Run 2, MLSS 17,600 mg/L, NO3
--N 1.5 

mg-N/L）の 2系列の実験を行った。処理場汚泥混合槽の観測値を考慮し pHは 5 ± 0.1に設定し
た。実験中は、液相中 N2O (D-N2O)濃度、溶存酸素（DO）濃度および pHを常時モニタリングし
た。所定時間経過後、ヘッドスペース中の N2O (G-N2O)を測定するとともに、リアクターから汚
泥を採取し、液相中 NO3

--Nおよび硫化水素（H2S）の濃度を測定した。実験中は，水温 20 ± 0.3°C
に調整した。 
 
３．２ 対向拡散型・並行拡散型基質供給方式のバイオフィルムリアクターにおける N2O 生成
量と生成メカニズムの評価 
対向拡散型と従来法の並行拡散型基質供給方式のバイオフィルムを模倣したフローセルリアク

ター（容積 200 mL）を作製し、流入する人工排水中の有機物・窒素化合物の濃度比を変化させ
て硝化・脱窒性能、N2Oの排出量を比較した。人工排水は有機物濃度 600 mg-C/L、窒素濃度 200 
mg-N/L（C/N比 3）と有機物濃度 200 mg-C/L、窒素濃度 200 mg-N/L（C/N比 1）の 2つを作製
し、滅菌後各リアクターに連続通水した。全溶存有機炭素濃度、全溶存窒素濃度、イオン態の窒

素化合物濃度を追跡することにより、対向拡散型・並行拡散型基質供給方式のバイオフィルムの

有機物・窒素除去性能を評価した。処理性能が安定した後、先端径が数十mの一酸化窒素（NO）、
D-N2O および DO の微小電極を形成されたバイオフィルムに適用し、バイオフィルム内の N2O
生成と消費のホットスポットの同定を行った。 
 
３．３ 対向拡散型・並行拡散型基質供給方式のバイオフィルムリアクターの微生物叢解析 
３．２で運転した対向拡散および並行拡散型基質供給方式のバイオフィルムリアクター内の微

生物叢を評価するため、16S rRNA遺伝子に基づくアンプリコンシーケンスを実施した。定点観
測では、両リアクターの有機物・窒素除去性能が定常状態に到達した際、バイオフィルムサンプ

ルの空間構造を保持して採取し、即時にポリマー包埋剤に浸漬させて凍結させ、クライオマイク

ロトームで氷切片を作製した。作製した氷切片バイオフィルムから DNA抽出を行い、16S rRNA
遺伝子に基づく微生物叢解析を行った。また、バイオフィルムの一部を時系列的に採取し、バイ

オフィルム全体の微生物叢を 16S rRNA遺伝子に基づくアンプリコンシーケンスに適用した。得
られたデータは 16S rRNA遺伝子のデータベースと照合し、各サンプルの微生物叢の組成を評価
した。さらに、予測メタゲノム法を適用して（Langille et al., 2013, Nature Biotechnol. 31: 814-821）、
N2O生成、N2O消費の機能を有する細菌群の絞り込みを行った。 
 
３．４ 高活性 N2O還元細菌の動力学解析と温度・酸素濃度が N2O消費速度に及ぼす影響評価 
N2O を効率的に消費可能な Azospira sp. I13 株のゲノムを構築し、窒素変換に関連する遺伝子群
の解析を行った。さらに、排水処理施設においてダイナミックに変動する水温と DO濃度を体系
的に変化させ、Azospira sp. I13株の N2O消費活性を動力学的観点から評価した。実験では、DO
および D-N2Oの微小電極を挿入可能な容積 10 mLから成るダブルポートチャンバーを用意し、
Azospira sp. I13株のほかに、Azospira sp. I09株、Paracoccus denitrificans、Pseudomonas stutzeriの
4種類の細胞懸濁液を異なる水温（15~35C）に適用した。各温度での DO濃度、D-N2O濃度を
追跡することにより、酸素と N2O の活性化エネルギーを算出した。また、それぞれの水温にお
いて、好気条件に各細菌を暴露させた後に、N2O消費の活性回復の時系列変遷を定量的に評価し
た。 



バイアルに 15N 安定同位体でラベルされた 15NO3
-と非ラベルの N2O を添加して、異なる分子

量の N2Oおよび N2を追跡することにより、真の N2O生成速度、真の N2O消費速度を算出する
手法を検討した。この手法を用い、Azospira sp. I13株と Pseudomonas stutzeriの N2O生成速度と
N2O消費速度の評価を行った。 
 
３．５ 循環型硝化脱窒法の無酸素槽で発生する N2Oの生成量評価 
循環型硝化脱窒法の無酸素槽にバイオフィルムが付着している中空状ガス透過膜を投入する際、

無酸素槽で発生する N2O が十分に消費され、窒素ガスに変換される必要がある。そこで、基礎
試験として無酸素槽の活性汚泥により発生する N2O 生成量を評価した。撹拌翼を設置した容積
3 Lの完全混合型脱窒リアクターを作製し、活性汚泥をMLSS 1,000 mg/Lとなるように投入した。
生活排水を模擬した人工排水（有機物 72 mg-C/L、NO3

- 20 mg-N/L）をリアクター内に供給し、
回分的にイオン態窒素化合物および D-N2O 濃度のモニタリングを実施した。活性汚泥の脱窒反
応における N2O生成速度、N2O消費速度を見積もった。この結果をもとに N2O排出削減に必要
となるガス透過膜の表面積を見積もり、ガス透過膜を導入することの実現可能性を評価した。 
 
４．研究成果 
４．１ 実生活排水処理施設における N2O生成機構解明 
Run 1では，D-N2Oはわずかに上昇し、汚泥 Aおよび Bを混合することにより、N2Oが生成さ
れることが示された。Run 2 では、NO3

--N 濃度の低下にともない、N2O の蓄積が確認された。
120分経過後の全 N2Oおよび NO3

--Nの合計量（2.6 mg-N）は、初期の合計量（3.0 mg-N）と同
等であったことから、投入した窒素は N2O として残存し、脱窒過程における N2O から N2への

反応経路が阻害されたことが示唆された。既往研究では、H2S濃度 2 mg-S/Lで N2Oレダクター
ゼの活性が 2%まで低下することが報告されている（Pan et al., 2013, Environ. Sci. Technol. 47: 8408-
8415）。本研究では、初期 H2S濃度は約 40 mg-S/Lと極めて高く、かつ本研究で検討した pH 領
域（pH5）では H2Sのみの形態となるため（pKa1 = 7.02、pKa2 = 13.9）、N2O還元阻害が容易に生
じたと考えられた。以上より、低 pH 条件の汚泥混合槽に微量の NO3

--N が混入することで高濃
度の N2Oが生成しうることが示された 
 
４．２ 対向拡散型・並行拡散型基質供給方式のバイオフィルムリアクターにおける N2O 生成
量と生成メカニズムの評価 
C/N 比 1 および 3 の人工排水において、有機物の除去性能はどちらのバイオフィルムリアクタ
ーにおいても統計的な優位な差は見られなかった。一方、窒素化合物の除去性能は提案する対向

拡散型基質供給方式のバイオフィルムの方が高くなった。排出される N2O の生成量は、適用し
た有機物・窒素化合物の濃度比において、対向拡散型基質供給方式が 1-2 桁小さい値となった。
対向拡散型基質流入方式のバイオフィルムが有機物と窒素を含んだ排水処理において、高い窒

素除去性能を達成しつつ、N2O排出抑制にも効果を示すことを実証した。処理性能が安定した際
のバイオフィルム内の D-N2O、脱窒反応における N2O の前駆体の溶存態 NO の濃度プロファイ
ルを微小電極により取得した。その結果、対向拡散型バイオフィルム内において、NOから N2O、
および N2Oから N2への還元反応が行われる部位は、酸素供給が行われる最深部に近く、隣接し

ていることが示された。さらに、対向拡散型基質供給方式のバイオフィルムで見られた N2O 消
費が起こる部位は、N2O還元細菌の存在量が高いことが分かった。対向拡散型基質供給方式のバ
イオフィルムで生成した N2Oは、N2O還元細菌により即座に N2に変換されることが示され、対

向拡散型基質供給方式のバイオフィルムが N2O削減に有利であるメカニズムを提示できた。 
 
４．３ 対向拡散型・並行拡散型基質供給方式のバイオフィルムリアクターの微生物叢解析 
提案した対向拡散型基質供給方式のバイオフィルム中に生息するアンモニア酸化細菌の空間

分布を顕微鏡検出したところ、ガス透過膜から酸素が供給されるバイオフィルム最深部で優占

的に存在していることを示した。16S rRNA遺伝子のアンプリコンシーケンスの結果、対向拡散
型基質供給方式および並行拡散型基質供給方式のバイオフィルムに拘わらず、従属栄養細菌の

Comamonadaceae 科、Rhodocyclaceae 科、Xanthomonodaceae 科、Saprospiraceae 科が優占種とし



て選出された。バイオフィルムの深さ方向に対するこれらの細菌群の存在比は予想に反して大

きな変遷が見られなかった。予測メタゲノム法により、Comamonadaceae科、Rhodocyclaceae科、
Xanthomonodaceae 科が N2O の生成に関与する可能性のある細菌群として検出された。一方、
Rhodocyclaceae科、Saprospiraceae科が N2Oの消費に関与する可能性のある細菌群として検出さ
れた。Rhodocyclaceae 科に属する Azospira 属の数種類の細菌の分離培養に成功したため、特に
Azospira sp. I13 株を有用な N2O 還元細菌として選出し、さらに生理生態に関する評価を進める
ことにした。 

 
４．４ 高活性 N2O還元細菌の動力学解析と温度・酸素濃度が N2O消費速度に及ぼす影響評価 
４．３で選出された Rhodocyclaceae科 Azospira 属の Azospira sp. I13株のゲノム解析の実施し
た結果、硝酸イオンから窒素ガスまでの一連の脱窒反応を担う酵素群を保有していること、N2O
レダクターゼをコードする nosZ遺伝子は Clade IIタイプであることが明らかになった。Azospira 
sp. I13株、I09株、Paracoccus denitrificans、Pseudomonas stutzeriの計 4種類の脱窒細菌に対し、
酸素および N2Oへの基質親和性と活性化エネルギーを評価した。その結果、Azospira sp. I13株、
I09株が N2Oに対して高い親和性を有することが明らかになり、Azospira sp. I13株、I09株が優
れた N2O 消費性能を有する可能性が示された。さらに、Azospira sp. I13株は酸素暴露後の N2O
消費の活性回復に優れていることを示した。一方、Azospira sp. I13 株の酸素および N2O の活性
化エネルギーが他の脱窒細菌に対して 2倍程度の高いことが明らかになり、Azospira sp. I13株は
30C以降において非常に優れた N2O消費を行えるが、低温環境ではこの利点を十分に活かせな
い可能性を示唆した。 

N2O は脱窒反応の中間反応物としても生成される。よって、実験系で検出される N2O 濃度は
N2O の消費と生成の正味のものになる。実際に微生物がポテンシャルとして保有する N2O 生成
速度、消費速度を正確に追跡するため、嫌気条件にて安定同位体 15Nでラベルされた硝酸イオン
（15NO3

-）を分子量 44 の N2O と同時に供給した。分子量の異なる N2および N2O を定量するこ
とで真の N2O 生成速度、消費速度を精査する手法を検討した。窒素収支の追跡により、この手
法の妥当性を評価できた。この手法を用い、Azospira sp. I13株、Pseudomonas stutzeriの 2種類の
脱窒細菌を評価したところ、Azospira sp. I13株は、真の N2O生成速度に対し、真の N2O消費速
度が相対的に高くなることが示唆された。Azospira sp. I13 株が優れた N2O 還元細菌であること
を定量的に示せた。 
 
４．５ 循環型硝化脱窒法の無酸素槽で発生する N2Oの生成量評価 
回分試験の結果、NO3

-の還元に伴い、NO2
-の蓄積が見られず、D-N2Oの上昇が見られた。還元さ

れた NO3
-の半量が D-N2Oとして検出された。NO3

-の枯渇後、D-N2Oおよび G-N2O濃度の急激な
減少が観察され、1時間以内に D-N2O濃度は検出下限値に到達した。これらの結果より、N2Oの
生成速度および N2Oの消費速度を見積もったところ、1~10 mg-N/L/hの範囲であった。これまで
評価してきた Azospira sp. I13株をはじめとする N2O還元細菌による N2O消費活性、ガス透過膜
に固定化可能な細菌量、ガス透過膜から供給される N2O 量を試算した結果、ガス透過膜を無酸
素槽への浸漬する量はわずかで済み、提案するバイオフィルムプロセスの実現性は高いことが

考えられた。今後、循環式硝化脱窒法の無酸素槽にガス透過膜を充填したシステムを運転し、コ

ンセプトの妥当性を検討する予定である。 
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