
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

平成２３年 ４月１５日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：海洋性 Anammox 細菌の集積培養系を構築し，温度や塩分濃度などの環

境条件の変動にも柔軟に対応する高速・省エネ型の窒素除去法の確立を目指した。その結果，

海面埋立型の廃棄物処分場底泥を植種源とする連続培養にて海洋性 Anammox 細菌培養系の構築

に成功した。本培養系は，約 5%の塩分濃度，温度 25℃未満の環境下でも安定した窒素除去能を

示した。細菌叢解析の結果，Scalindua 属に近縁な海洋性 Anammox 細菌の存在とイオウ酸化細

菌等との共存が確認された。 

 

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is construction of enrichment culture of 
marine anammox bacteria for the development of novel nitrogen removal technology which 
is robust to fluctuation of environmental condition such as temperature or salinity. We 
succeeded the enrichment cultivation of marine anammox bacteria by using the sediment 
of a sea-based municipal waste disposal site as the inoculum. The enrichment culture 
performed stable nitrogen removal ability even under the condition of 5% salinity and 
less than 25 oC temperature. From bacterial community analysis, marine anammox bacteria 
closely related to Canidatus Scalindua and other bacteria such as sulfar-oxidizers were 
detected in the culture.    
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１．研究開始当初の背景 
赤潮被害などの閉鎖性水域での富栄養化

問題や，地下水中の硝酸性窒素濃度の上昇に
よる飲料水源への影響が懸念されるなど，窒
素対策は，健全で豊かな水環境を保全する上

で今なお重要な課題である。 
水環境への窒素負荷の低減には窒素の排

出削減が有効であり，排水からの窒素処理に
は，生物学的窒素除去技術が広く用いられて
いる。図 1に，硝化-脱窒法と，Anammox 反応
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を利用する部分亜硝酸化—Anammox 法を示す。 
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図 1 硝化—脱窒法と部分亜硝酸化—Anammox 法 

従来の生物学的窒素除去技術は，アンモニ
アを亜硝酸や硝酸に酸化する硝化反応と亜
硝酸を窒素ガスに還元する脱窒反応からな
る硝化-脱窒法を基本としてきた。硝化—脱窒
法では，硝化に必要な曝気動力コストと脱窒
に要する有機炭素源のコスト，さらに残存有
機炭素による二次汚染が課題となる。これに
対し，1995 年に新たに発見された Anammox 反
応では，嫌気条件下でアンモニアが亜硝酸で
酸化され，ともに窒素ガスに変換されるため，
有機炭素源を必要とせず，処理に要する曝気
量（酸素量）も約半分に抑えられる窒素処理
法の開発が可能となる。そこで現在，Anammox
細菌に関する基礎研究と集積培養法の確立
が急がれ，Anammox を利用した省コストで二
次汚染の少ない窒素除去技術の実用化研究
が進んでいる。しかしながら，Anammox 細菌
は，増殖速度が極めて遅く（倍加時間：11 日），
いまだ単一菌での培養成功例が無い難培養
細菌でもあることから，Anammox 研究の第一
歩は，いかに速やかに安定した集積培養系を
確立するかにある。 
他方，海洋性の Anammox 細菌に関しては，

海洋環境中での存在が遺伝子解析手法注 に
よって間接的に確認されているに過ぎない。
しかし Anammox 反応は，海洋環境での窒素循
環にも大きく寄与すると推定されておりそ
の知見は海域を含む自然界の窒素循環を解
明する上で重要である。さらに，海洋性
Anammox 細菌を活用することで，塩分その他
無機・有機成分を高濃度を含む排水等に適用
可能な，新規な窒素除去技術の開発が期待で
きる。 
 
２．研究の目的 
 窒素を高濃度に含む排水には，鉱業排水や
廃棄物処分場浸出水，食品排水等の様に塩分
濃度が高い場合があり，生物学的処理が困難
となることが想定される。そこで本研究では，
海洋環境に生息する Anammox 細菌を活用し，
この様な排水にも対応可能な窒素除去技術
の開発を最終目的とした。また，学術的には，
いまだ世界的にも集積培養の成功例が無い
海洋性 Anammox 細菌の生物学的特性に関す
る知見の集積を目指した。 
具体的には，1) 海洋性 Anammox 細菌を探

索し，その集積・高濃度化培養系を確立する，
2) 海洋性 Anammox 細菌の生物学的諸特性，
および集積細菌群の細菌叢を明らかにし，

Anammox 反応に係わる微生物共生系を解明
する，3) 集積された海洋性 Anammox 細菌を
利用することによる，無機・有機成分を高濃
度に含む水からの高速窒素除去法の基礎技
術の確立，を目的とした。 
 
３．研究の方法 

本研究は，図 2 に沿って遂行した。 

 (1) 海洋性Anammox細菌の探索と 

集積培養方法の確立 

(3) 高濃度塩成分含有水における高速窒素除去への海洋性Anammox 細菌活用基礎技術の確立 

(2) 海洋性Anammox細菌の微生物学的諸性 

および共生細菌群等の微生物叢の解明 

遺伝子解析による 

海洋性Anammox 細菌の探索 

 
海洋性Anammox細菌の培養と 

高濃度集積化に向けた培養条件の確立 

図 2 研究方法とスケジュール 

課題(1)の「海洋性 Anammox 細菌の探索と
集積培養方法の確立」では，Anammox 細菌の
生育に好適な，anoxic な環境で数十ミリグラ
ム濃度レベルのアンモニア性窒素を含み，か
つ硫化水素等の発生がみられない環境試料
に種菌を求めた。具体的には 1) 海面埋立廃
棄物処分場の底泥・海水，2) 海水系廃水の
嫌気性処理汚泥，3) 干潟や海産養殖場の底
泥・海水，等を検討した。これら種菌となる
環境試料は，あらかじめ Anammox 細菌を検出
可能なDNA プライマー用いたPCR法などの遺
伝子解析手法によってその存在を確認し，以
降の検討に供する種菌の優先順位を決め，研
究の効率化を図ることとした。次に，集積培
養系の確立にあたっては，増殖速度の遅い
Anammox 細菌の流出を避けるため，培養は微
生物付着担体を備えたリアクタで行うこと
とし。担体には，淡水性 Anammox 細菌の集積
に実績のあるアクリル製不織布を用いた。液
体培地には，実海水をろ過滅菌したものを用
いた。 
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図 3 連続培養装置概要 

図 3 に示した培養装置にて連続培養を行い，
窒素負荷を段階的に増加させて Anammox 細
菌の集積を図った。Anammox 反応は，アンモ
ニアと亜硝酸の減少量，および硝酸の生成量
との量比（窒素量として約 1.0: 1.2: 0.3）
によって判断し，適宜，遺伝子解析によって
Anammox 細菌を確認した。Anammox 反応は，
アンモニアと亜硝酸の減少量，および硝酸の



生成量との量比（窒素量として約 1.0: 1.2: 
0.3）によって判断し，適宜，遺伝子解析に
よって Anammox 細菌を確認した。 
課題(2)「海洋性 Anammox 細菌の微生物学

的諸性質および共生細菌群等の微生物叢解
明」では，集積された海洋性 Anammox 細菌を
用いて窒素代謝能等の諸特性や生育条件を
明らかにするとともに微生物叢とその変化
を遺伝子解析等で明らかにした。 
課題(3)「海洋性 Anammox 細菌を活用する

高濃度塩成分含有水からの高速窒素除去基
礎技術の確立」では，高濃度塩成分，および
その他溶存成分存在下における安定で高速
な窒素除去を達成するための条件の最適化
を行いながら，高濃度多種成分存在下での高
負荷・高速窒素除去の可能性を検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 海洋性 Anammox 細菌の探索と集積培養

方法の確立 
入手可能な試料として，最終的に 1)海面埋

立型廃棄物処分場の底泥，2)有明干潟域の底
泥，3)海水を希釈水に用いている廃水処理施
設の脱窒処理汚泥の 3 種類を海洋性 Anammox
細菌培養用の植種源候補とした。各試料につ
いて，既知の Anammox 細菌検出用プライマー
および一般細菌検出用プライマー，さらには，
海洋性 Anammox細菌検出用として本研究で新
たにデザインしたプライマーを用いた PCRを
行い，Anammox 細菌を探索したが，明確な結
果は得られなかった。 
次に，上記 3 種類の植種源を用い，海洋性

Anammox 細菌の集積培養を図ることにした。
スタートアップのための回分培養では，NH4-N，
NO2-N を含む人工海水培地をリアクタ内に循
環供給し,馴養を図った。回分培養を繰り返
すにつれ，全てのリアクタにおいて，NO2-N
の減少が認められた。また，海面埋立型処分
場底泥および干潟底泥を植種源としたリア
クタにて NH4-N と NO2-N の同時減少が確認さ
れたが，廃水処理汚泥については NO2-N の減
少のみが観察されるに留まった。図 4に，処
分場底泥を植種源としたリアクタでの結果
を示す。 

0

20

40

60

80

100

120

140

0 10 20 30 40 50

N
itr

og
en

 c
on

c.
(m

g-
N

/l)

Time (day)

● NO2   ▲  NH4

 

図 4 回分実験結果（海面埋立処分場底泥） 

これら窒素の減少への Anammox反応の寄与
は否定できないが，内生脱窒など複数の要素
が組み合わさって起こっている可能性が高
いものと推定された。結局，計 5回の回分培
養を経た後，全てのリアクタを連続式に切り
替え，約 1年間に亘る連続培養を実施し，海
洋性 Anammox 細菌の集積培養を図った。その
結果，干潟底泥および廃水処理汚泥を植種源
としたリアクタでは Anammox 反応の特徴であ
るNO2-Nと NH4-Nの同時消費とNO3-Nの生成は
認められず，海洋性 Anammox 細菌の培養は困
難と判断した。一方，海面埋立型処分場底泥
を植種源としたリアクタでは，Anammox 反応
と考えられる窒素濃度の変化が確認された。 
図 5に，海面埋立型処分場底泥を稙種源と

した連続培養実験における各態窒素濃度（下
段），窒素除去率（中段），窒素負荷速度と窒
素除去速度（上段）の経時変化を示す。本連
続培養実験では水理学的滞留時間を 12h とし
た。連続培養実験開始当初から NH4-N と NO2-N
の同時除去が確認された。そこで窒素濃度を
段階的に増やし窒素負荷を上げていった。こ
の間，流出水中に若干の NH4-N，NO2-N の残存
が見られたが，概ね良好に消費された。連続
培養開始後 112 日目に流入窒素濃度を
60mgN/L に増やしたところ，残存窒素が増加
し窒素除去率も 40%に低下したため，一旦窒
素濃度を下げ，窒素除去率の回復を確認した
後，再度窒素濃度を段階的に増加させた。ま
たこれ以降，流出水中の pH が 8.0 を超えな
いように pH を制御した。これらにより，順
調に負荷を上げていくことができた。時折，
窒素負荷の増加で流出水中の NO2-N 濃度が増
加する場合があったが，比較的速やかに窒素
は消費され NO2-N が蓄積することはなかった。
結局，窒素負荷 0.8g/L/day にて窒素除去（転
換）速度 0.6g/L/day が得られた。 
図 6に連続実験期間中の窒素反応比を示す。

NH4-N 消費速度：NO2-N 消費速度：NO3-N 生成
速度は，1：1.19：0.13 となり，既知の Anammox
反応比（1：1.32：0.26）に近い値が得られ
た。 
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図 6 連続培養時における窒素反応比 

 



図 7 に連続培養開始時と窒素負荷 0.8g 
/L/day 時のリアクタの様子を示す。担体への
Anammox 細菌の付着が認められ，リアクタ内
部には赤色をしたグラニュールの形成も見
られた。 

             

図７連続培養におけるリアクタ内の変化 

 
(2) 海洋性Anammox細菌の微生物学的諸性質

および共生細菌群等の微生物叢解明 
海洋性 Anammox細菌培養系の構築に成功し

たため，次に海洋性細菌の特徴と考えられる
耐塩能，および温度特性を調べた。耐塩能に
ついては，培地中の NaCl 濃度を 3.0～5.0%
の間で変化させ，窒素除去能に与える影響を
調べ，温度については 23～37℃の範囲につい
て調べた。 
その結果，海洋性 Anammox リアクタでは

4.7%の塩分濃度環境下においても窒素除去

能の低下は認められず，3.5%以上の塩分濃度
で顕著な活性低下が見られるとされる淡水
性 Anammox細菌よりも高い耐塩能を有するこ
とが分かった。また，温度に関しては，23～
30℃の範囲では安定した窒素除去能が見ら
れたが，32℃を超えると不安定となり，さら
に 36℃では著しい窒素除去能の低下が認め
られた。ただし，これらの結果については現
在，再現性の確認も含めて詳細検討を継続し
ているところである。 
担体に付着しているバイオマスについて，

PCR-DGGE 法による細菌群集構造解析を実施
した。プライマーには，一般細菌用のユニバ
ーサルプライマー（GM5f-DS907r）と本研究
でデザインした海洋性 Anammox検出用プライ
マー（UKf1-UKr1）を用い，いずれについて
もフォワード側に GC クランプ配列を結合し
た。図 8 に PCR-DGGE 法により得られた DGGE
泳動像を，表 1 に相同性検索の結果を示す。
これらの DNA 配列を調べた結果，Anammox 細
菌検出用プライマーにて PCR 増幅産物が得ら
れた。その中でも最も濃い DNA バンド（図 8
中のバンド 1）の DNA 配列を調べた結果，
Anammox 細菌である可能性が高いことが分か
っ た 。 本 DNA バ ン ドの 塩 基 配 列 は ，
Candidatus ”Scalindua wagneri”，および
英虞湾の海底からの馴養バイオマス中での
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図 5 連続培養における各態窒素および窒素負荷・窒素除去率の経時変化 



検 出 が 報 告 さ れ て い る Anaerobic 
ammonium-oxidizing planctomycete JMK-2 と
高い相同性を示した。 
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図 8 担体付着バイオマスの PCR-DGGE 結果 

 
表 1 DNA バンドの塩基配列相同性検索結果 

Primer Band no. Closest candidate by homology search %  similarity 

UKf1 & UKr1 1 Candidatus "Scalindua wagneri" 98 

  Anammox planctomycete JMK-2 98 

 2 planctomycete GMD15D02 78 

GM5f & DS907r 3 Flavobacteriaceae bacterium 'BSD RB 42' 94 

 4 Lachnospira pectinoschiza 80 

 5 Nitrosomonas europaea ATCC 19718 97 

 6 Maricaulis maris MCS10 82 

 7 Roseobacter denitrificans OCh 114 96 

 8 Mesorhizobium sp. BNC1 99 

 9 mixed culture isolate koll13 91 

 10 Azoarcus sp. EbN1 97 

  
また，他の DNA バンド（バンド 2）につい

ては，Anammox 細菌ではない Planctomycete
属細菌と推定された。一般細菌用ユニバーサ
ルプライマーで増幅された DNA バンド（図 8
中のバンド 3〜9）の配列については，
Nitrosomonas，Roseobacter，Mesorhizobium，
Azoarcus，Flavobacteriaceae，および嫌気
性糸状細菌などと相同性が高いものが得ら
れ，これらの細菌との共生が推定された。 
図 9に，海洋性 Anammox 細菌と判断された

バンド1の塩基配列をもとに，既知のAnammox
細菌との関係について作成した系統樹を示
す。 

 Blastopirellula marina DSM 3645 (X62912)  [as outgroup]

Candidatus “Jettenia asiatica” (DQ301513)

Planctomycete KSU-1 (AB057453)
Candidatus “Anammoxoglobus propionicus” (DQ317601)

Planctomycete KU-1 (AB054006)
Candidatus “Brocadia anammoxidans” (AF375994)

Candidatus “Brocadia fulgida” (DQ459989)
Candidatus “Kuenenia stuttgartiensis” (AF375995)
anoxic biofilm clone Pla2-48 (AF202663)

Planctomycete KU-2 (AB054007)
anaerobic ammonium-oxidizing planctomycete KOLL2a (AJ250882)

anaerobic ammonium-oxidizing planctomycete JMK1 (AB281488)
uncultured planctomycete (AJ871734)
uncultured planctomycete clone 3-8b6 (AY769988)

uncultured ammonia-oxidizing bacterium (AY999682)
Candidatus Scalindua sorokinii (AY257181)
Candidatus Scalindua brodae (AY254883)
anaerobic ammonium-oxidizing planctomycete JMK-2 (AB281489)

Candidatus Scalindua wagneri (AY254882)
UKU-1 (AB433172)57
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図 9 DNA バンド 1の塩基配列にもとづく系
統樹 

 
系統樹は、neighbor-joining metohd（NJ

法）を用いて作成し、bootstrap value に関
しては、70%以上を表記した。これまでの海

洋性 Anammox に関する研究では，そのほとん
どが海水や海底泥を試料とする遺伝子解析
や Anammox 活性測定であり，培養に関する研
究事例は本報告書作成時点でもいまだ 3例し
かない。しかし，Anammox 細菌の種類につい
ては知見の充実が図られてきており，現在の
ところ，海洋性 Anammox 細菌や高い耐塩能を
有 す る Anammox 細 菌 は Candidatus 
Scalindua solokinii や Candidatus 
Scalindua wagneri のような Scalindua 属に
属している。本研究で培養に成功した海洋性
Anammox 細 菌 に つ い て も ，
Candidatus ”Scalindua wagneri”の近縁種
である可能性が高く，本属に属する海洋性
Anammox 細菌は世界的に広く海洋環境中に生
息するものと推定される。以上から本研究で
培養に成功した海洋性 Anammox 細菌として
DNA バンド 1を有する細菌を，marine anammox 
planctomycete UKU-1 (accession number: 
AB433172)と命名した。 
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