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研究成果の概要（和文）：広島湾底泥を植種源としたカラムリアクターにより海洋性アナモック

ス細菌を集積培養し、高い窒素除去速度を達成した。リアクター内の微生物相を解析した結果、

二種類の”Candidatus Scalindua”に属する海洋性アナモックス細菌が存在した。さらに、そ

れぞれを対象とした FISH プローブを設計し、可視化することができた。このうち一方の種に

対して、回分試験により最適培養温度、塩分濃度、pH を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：A higher nitrogen removal rate was attained by using column reactor enriched 
marine anammox bacteria inoculated with coastal sediment in Hiroshima bay. Microbial community 
structure revealed that at least two anammox species belonging to “Candidatus Scalindua” was present 
in the column reactor. The newly designed two probes could be used We also designed two 
oligonucleotide probes specific to each dominant “Candidatus Scalindua” species were designed and 
could visualize two species. The optimal temperature, salinity, and pH ranges for the one species were 
determined by batch experiments. 
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１．研究開始当初の背景 
 アナモックス（嫌気性アンモニア酸化）反
応は嫌気性条件下でアンモニアを電子供与
体、亜硝酸を電子受容体として直接窒素ガス
へ変換する微生物反応であり、省エネルギー
かつ高効率の窒素除去技術として注目され
ている。アナモックスプロセスは従来の硝
化・脱窒プロセスと比べて、酸素曝気コス

ト・エネルギーが最大 62％削減、外部炭素源
は 100％削減、余剰汚泥の発生量も最大 70％
までに削減が可能であることから、富栄養化
および地下水の硝酸塩汚染を解決しうる技
術として期待されている。 
 アナモックス反応を担う細菌は海洋、湖沼、
下水処理場など様々な環境中に広く存在し
ており、これまでに 5 属 9 種が提案されてい
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るが、その培養の困難さから純粋培養株は得
られていない。特に海洋性アナモックス細菌
は 2003 年に黒海で発見され 1)、海洋におけ
る窒素循環のおよそ 50％を担っているとも
言われているが 2)、その生理生態は依然とし
て不明な部分が多いのが現状である。これま
でに集積培養に成功した事例は国内外で 3件
のみであり、集積のための最適温度、pH、基
質濃度といった詳細な培養条件、共存する細
菌の有無等についてはほとんど明らかにな
っていない。これまでに試行錯誤的に行われ
ている海洋性アナモックス細菌の集積技術
を確立し、高濃度保持リアクターが構築でき
れば、河川感潮域や汽水湖での直接窒素除去
や高塩分含有産業排水の窒素処理も可能と
なり、アナモックス細菌を用いた窒素除去プ
ロセスの導入拡大に発展すると考えられる。 
閉鎖性海域である広島湾では赤潮が毎年発
生しており、図-1 に示すように河川が多く存
在する北部で溶存酸素が低い傾向がある。こ
のように溶存酸素濃度が低く、かつ、赤潮が
発生する海域は海洋性アナモックス細菌の
生息に適していると考えられる。予備的検討
の結果、既に実験室内で海洋試料からアナモ
ックス活性を確認できている。 
 申請者はこれまでに活性汚泥からアナモ
ックス細菌の集積培養に成功し、これまでの
5 年間の研究期間中に得た集積培養ストラテ
ジーやリアクター運転ノウハウ、アナモック
ス細菌群集の構造に関する知見は海洋性ア
ナモックス細菌を集積培養する場合にもそ
のまま適用できると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究では広島湾の溶存酸素濃度、窒素濃
度、炭素濃度、水温、pH などの測定結果と
PCR 法によるアナモックス細菌由来の DNA
の存在から植種源にふさわしい底泥を決定
し、海洋性アナモックス細菌の集積培養を行
うことを目的とする。集積培養が達成された
後は、海洋性アナモックス細菌を利用したリ
アクターを構築する上で必要となる設計パ
ラメータや最適運転条件(温度、pH、流入濃
度等)の決定を行う。 
 
３．研究の方法 
 本研究では海洋性アナモックス細菌の高
濃度集積培養系の確立およびリアクター化
に必要な設計パラメータの決定を目的とし、
三年計画で実施し、以下の 4項目に分けられ
える。 
 （１）植種源の選定 
最初に海洋性アナモックス細菌が多く存在
する植種源を選定するために河川感潮域や
汽水湖の底泥、内湾の底泥などを採取し、ア
ナモックス細菌に特異的なプライマーセッ
トを用いて PCR法によりアナモックス細菌由

来の DNA バ
ンドの確認
をするとと
もに、サン
プル採取地
点の各態窒
素濃度、水
温、C/N 等を
参考に総合
的に植種源
を選定する。 
（２）集積
培養装置と
培養方法 
本研究では
集積培養は
フラスコな
どの回分培
養は採用せ
ず、図-5 に示すように初めから連続式で培養
を行う。これは申請者の過去の経験から、低
濃度の基質を供給するには回分培養は不適
切であることと、アナモックス細菌の倍加時
間を考慮して HRT を数日に設定すると、他に
共存する細菌がリアクター系外へ排出され
にくくなり、結果としてアナモックス細菌の
増殖が困難となるという経験があるからで
ある。海洋性アナモックス細菌の集積培養の
場合、他に共存している海洋細菌もまた、貧
栄養細菌であり増殖速度がそれほど速くな
いことが予想されるため、この HRT の設定が
成功のカギを握ると考えられる。 
（３）集積された優占種の特定 
数ヶ月間カラムリアクターを運転し、十分な
アナモックス反応（窒素除去速度 0.5 kgN m-3 
day-1以上）が確認できた場合、バイオマスか
ら DNA を抽出し、アナモックス細菌が属する
Planctomycetales 目に特異的なプライマー
セット（Pla46f & Univ1390r）を用いて PCR
増幅、クローニングを行い、アナモックス細
菌の系統樹を作成し、優占種の系統学的位置
関係を把握する。この時、集積された海洋性
アナモックス細菌を特異的に検出する FISH
プローブを ARB プラグラムにより設計し、可
視化を行う。 
（４）リアクター化に必要な設計パラメータ
の決定および運転の最適化 
培養条件を最適化するためにリアクター内
のバイオマスを取り出し、温度（10-40℃）、
pH（4.0-9.0）、アンモニア性窒素および亜硝
酸性窒素濃度（5-100 mg-N/L）等の条件に設
定した回分培養系を用いてアナモックス活
性が最大となるような条件を探索する。 
 
４．研究成果 
 22 年度は海洋性アナモックス細菌の集積
培養系の確立を目的として、広島湾から採取



した底泥を植種源とした上向流カラムリア
クターを運転した。底泥は各態窒素濃度や水
温、溶存酸素濃度などの測定結果から判断し
て、湾奥部と湾中央部から採取し、それぞれ
別のリアクターに植種した。リアクターには
不織布を担体として用い、人工海水に窒素成
分を加えた人工排水を通水し 20℃で運転し
た。その結果、湾奥部から採取した底泥を用
いたリアクターでアナモックス反応を確認
できた。リアクター内のバイオマスも徐々に
茶色から赤色に変化した。リアクター運転開
始から 114 日目に亜硝酸性窒素除去率が 97%
に達し，流出水の亜硝酸性窒素が枯渇し始め
た。そのため，流出水の亜硝酸性窒素濃度が
1.0 mgN L-1以下となるのを目安に，流入アン
モニア性窒素・亜硝酸性窒素濃度を上げるこ
とで流入窒素負荷を上昇させた。さらに HRT
を短縮させた結果，最大窒素除去速度 2.06 
kgTN m-3 day-1を達成した。アナモックス細菌
を対象とした系統解析の結果、海洋性アナモ
ックス細菌である Candidatus Scalindua 属
に近縁なクローンが多く検出された。得られ
た塩基配列に基づき、ARB プログラムにより
FISH プローブを設計し、可視化を試みた。そ
の結果、系統学的に異なる細菌グループを検
出できる二種類の FISH プローブを設計する
ことができた。本集積培養系には少なくとも
系統学的に異なる二種類の海洋性アナモッ
クス細菌が存在していることが明らかとな
った。 
 23 年度は前年に設計した本集積培養系に
存在する二種類の”Candidatus Scalindua”
に属する海洋性アナモックス細菌を検出す
る FISH プローブ（Sca1129a, Sca1129b）の
使用条件の最適化後、二種類の海洋性アナモ
ックス細菌を個別に検出することができた。
これらのプローブを用いて、二種類のアナモ
ックス細菌の変遷を蛍光面積比に基づいて
調べたところ、それぞれのアナモックス細菌
の構成比は変化するものの、長期間に渡って
二種類が共存していることが明らかになっ
た。そこで塩分濃度、温度条件などを変化さ
せて種ごとの変遷を調査したところ、温度に
よる優占種の変化が観察された。また、本集
積培養系に共存する細菌および古細菌の特
定を試みた。全細菌を対象とした系統解析で
は、 アナモックス細菌が 17 クローン，
Gammaproteobacteria が 32 ク ロ ー ン ，
Bacteroidetes が 25 クローン、その他の細菌
が 15 クローンに分類された。また、古細菌
を対象とした系統解析では、10 グループに分
けることができた。このうち 9 グループが、
機能が未知の Euryarchaeota 門、1 つが
Crenarchaeota 門 に 分 類 さ れ た 。
Crenarchaeota に分類されたものは、アンモ
ニア酸化古細菌に近縁な種であった。リアク
ターからバイオマスを採取し、古細菌に特異

的なプローブを用いて FISH 法を試みたが、
蛍光シグナルを得ることができなかったの
で、細胞壁処理を行った後でハイブリダイゼ
ーションを試みたが、同様に蛍光シグナルは
得られなかった。そこで CARD-FISH 法を試み
たところ、古細菌と考えられる蛍光シグナル
は得られたが、優占化しているアナモックス
細菌の内在性ペルオキシダーゼ活性が強く、
古細菌の蛍光シグナルと区別することは困
難であった。 
 24 年度は海洋環境中から集積された “Ca. 
Scalindua sp.”に対し、浮遊状のバイオマ
ス（シングルセル）を得るためにメンブレン
バイオリアクターを運転した。シングルセル
化が確認されたあと、生理学的特性の把握を
行った。メンブレンバイオリアクターの運転
開始から 330日程度で“Ca. Scalindua sp.”
属の細菌がシングルセル化した。このバイオ
マスを用いて増殖温度、塩分、pH 範囲の測定
を行ったところ、10-30°C、pH6.0-8.5、塩
分濃度 0.8-4.0%で活性が確認された。温度に
関して 20-30°C で比較的高い活性が確認さ
れた。塩分濃度が 0.8-2.0%の範囲で増加する
に連れて活性が高くなり、好塩性微生物であ
ることが明らかとなった。亜硝酸及びアンモ
ニウムによる高濃度阻害試験の結果、亜硝酸
濃度が 7.5 mM において 50%の活性減少が確認
されたが、アンモニウムにおいては試験濃度
範囲 7-16 mM において阻害影響は確認されな
かった。亜硝酸に対する Ks 値は 0.45 μM、
アンモニウムに対する Ks 値は 3.0 μM であ
った。菌体収率は 0.030 [mol C (mol N)−1]
であり、淡水のアナモックス細菌の半分程度
であった。連続リアクター試験によって得ら
れた最大アンモニア酸化速度と菌体収率か
ら最大増殖速度を算出したところ、0.0020 h−1

であり、これは倍加時間 14.4 day に相当し
た。他のアナモックス細菌と比較しても非常
に倍加速度が小さく、これは菌体収率の小さ
さが要因であることが明らかとなった。一方
で、最大アンモニア酸化速度は他のアナモッ
クス細菌と大差が無いことから、実際の処理
にも適用できる可能性が示唆された。 
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〔その他〕 
ホームページ等 
 http://www.civil-hu.jp/sanitary/ 
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