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研究成果の概要（和文）：DHS技術の更なる展開のために（1）DHS 技術の適用性拡大と（2）DHS技術の浄化機構の解明
のふたつに大別され、主に埋立地浸出水処理、フェノールを含む排水の硝化、硝化と塩濃度の関係、酸素移動特性、微
生物群集構造解析と微生物利用について研究を行った。その結果、DHSリアクターの様々な廃水種およびプロセスへの
適用可能性が示唆された。また物理化学的、微生物学的なアプローチによりその一部の機構解明することができた。

研究成果の概要（英文）：To expand the applicability of DHS bioprocess, various wastewaters were tested by 
using DHS bioreactor in combination with other pre-treatment technologies. Mainly, the applicability of 
landfill leachate and nitrification of phenol-containing wastewater was investigated. The effects of salt 
concentration on nitrification were quantitatively evaluated. Physico-chemical and microbial approaches 
were used clarify DHS treatment mechanisms.

研究分野： 環境工学

キーワード： DHS　適用性拡大
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１．研究開始当初の背景 
申請代表研究者（原田）らの研究グループは、
1995 年より開発途上国に適用可能な下水処
理システムとして、UASB 法と後段処理とし
て懸垂型スポンジ（ Down-flow Hanging 
Sponge:DHS）を組み合わせた下水処理システ
ムを提案してきた。DHS は、開発途上国に
おいても容易に入手可能なポリウレタンス
ポンジを微生物の増殖担体として用い、反応
器内に連結または充填し、空気と接触させる
非常にシンプルな構造である。UASB 処理水
を自走式散水装置によりスポンジ上部から
滴下して、重力で流下する間に、スポンジの
表面あるいは内部に高濃度で捕捉されてい
る汚泥に接触して有機物が分解される。微生
物付着担体としてスポンジを用いることに
より、スポンジの外部表面および内部の網目
構造に高密度の微生物が保持され、高い処理
性能を発揮するものである。スポンジ内の保
持汚泥量は活性汚泥法と比べると、ワン・オ
ーダー以上高濃度の汚泥保持が可能である。
捕捉された汚泥は高濃度で長い SRT（汚泥滞
留時間）が維持され、その結果として内生呼
吸による自己分解されるため、保持汚泥の逆
洗浄を必要とせず余剰汚泥量も極端に低減
される。また、DHS は無曝気型好気性処理
法として酸素を流下水中に自然供給するた
め、人為的なエアレーションを一切必要とし
ない経済的なプロセスでもある。DHS へ流
入直後の UASB 処理水は 0 mgDO/L である
が、HRT 1.5 時間程度で処理水中の DO は 5-7 
mgDO/L 程度にまで上昇し、高効率な有機物
除去が行われる。 
DHS は、今日まで実規模リアクターへ向け
開発と改善が繰り返し行われて、第１世代型
（G1）から第６世代型（G6）まで進化してき
ている。第１世代型として提案された懸垂ス
ポンジキューブ型（DHS-G1:1995~1997）は優
れた酸素移動特性と汚泥保持能を示し、その
結果スケールアップ容易な第２世代型とし
て 懸 垂 ス ポ ン ジ カ ー テ ン 型
（DHS-G2:1997~2001）が提案された。このＧ
２型は、インド政府環境森林省国家河川保全
局によって、処理人口 3500 人規模の実証プ
ラントが建造され、原田らの研究グループと
の国際共同研究が 2002 年 10 月よりスター
トした。この実証プラントでは、５年間のノ
ンストップ連続試験が実施された。その結果、
UASB-DHS システムは、活性汚泥法と同程
度の処理時間で、活性汚泥法と同程度の処理
水 BOD 10 mg/L 以下の卓越した処理性能を
発揮して、インド政府の環境白書にも大きく
取り上げられ高い評価を得るに至った。より
施工性を向上したランダム・パッキング方式
の G3 と G6 型（エポキシ樹脂を一部含浸させ
てスポンジを固くして、G3 の外枠のネット
リングを不要にした）が提案され、科学技術
振興調整費（2008-2010 年度）によって現地
で G3vsG6 の性能比較実証試験が実施され
た。 

インドでの８年間に及ぶ実証プラントでの
卓越した処理性能の結果を受けて、インド政
府環境森林省から UASB-DHS 技術の実機
化・普及の ODA 要請が日本政府に出され、
2010 年度の JST-JICA の地球規模課題対応
国際科学技術協力事業（SATREPS）に採択さ
れた。SATREPS 事業では、処理人口 35,000 人
規模の実機が建造されインド側と共同で実
証試験しながら、普及のための設計指針と維
持管理マニュアルを作成していくことが合
意された。 
 
２．研究の目的 
本研究課題の目的は、DHS 技術の更なる展開
のために、（1）DHS 技術の適用性拡大と（2）
DHS 技術の浄化機構の解明のふたつに大別
され、主に以下の研究を行った。 
（1）① 埋立地浸出水処理 
（1）② フェノールを含む排水の硝化 
（1）③ 硝化と塩濃度の関係 
（2）① 酸素移動特性 
（2）② 微生物群集構造解析と微生物利用 
 
３．研究の方法 
（1）① 埋立地浸出水処理 
 供給水には焼却残渣主体の埋立処分場か
ら出る実浸出水を、場内の浸出水処理施設で
アルカリ凝集沈殿処理後に採水し用いた。実
験装置の概要を図-1 に示す．4 枚のスポンジ
シートから構成される DHS のスポンジ容積
は 7.3 L、USB の容積は 2.0 L であり、クロマ
トチャンバー内に設置することで温度を
30˚C に制御した。植種には、DHS は浸出水
処理施設の接触酸化槽から採取した汚泥を、
USB は A2O 法における返送汚泥をそれぞれ
用いた。実験は大きく 3 段階に分けて負荷を
増加させながら行った。運転期間途中より、
硝化のためのアルカリ度として炭酸水素ナ
トリウム、脱窒のための炭素源としてメタノ
ールを添加した。 

 

図-1 実験装置概要 
 
（1）② フェノールを含む排水の硝化 
 下向流スポンジ懸垂（Down-flow Hanging 
Sponge：DHS）リアクターリアクターを用い
て、高塩分、高濃度フェノール・アンモニア
性窒素含有廃水の処理を行い、処理水循環に
よる脱窒の促進を試みた。本廃水は鉄鋼製造



業におけるコークス炉ガス洗浄廃水（安水）
を模したものである。3 台の同形のユニット
からなる DHS リアクターに人工廃水を供給
し、基質の塩分を人工海水により 10.9 g-Cl/L
に制御した。全 HRT を 12 時間に設定し、循
環比を 0～2.0 の間で制御した。実験室の温度
は 25 ˚C に制御した。 
 
（1）③ 硝化と塩濃度の関係 
 DHS リアクターによる高塩分・アンモニア
性窒素含有廃水の処理における、亜硝酸の生
成におよぼす塩分の影響を、1400 日にわたる
連続実験によって評価した。これはアンモニ
ア酸化細菌と亜硝酸酸化細菌の塩分に対す
る耐性の差を利用した試みである。DHS の
HRT を 2 時間，実験室内温度を 20～25˚C の
範囲内で制御した。 
 
（2）① 酸素移動特性 
実験に用いたスポンジの材質は，積水化成

製ポリエーテル系ウレタンスポンジ（セルサ
イズ≒500 µm，空隙率=98%）である。担体 A
は外径 32 mm，高さ 32 mm の円筒形のプラス
チックフレームに，32 mm 角のスポンジを装
填した．担体 B は，心に予めφ12 mm の孔を
開けて担体をリング状とした。フレームの太
さは約 2 mm，格子画は 20 mm×16 mmとし，
外径 40 mm，高さ 44 mm，格子画 40 mm のス
ポンジを装填した。担体 C は，ポリエチレン
製スポンジにエポキシ樹脂で硬質化を施し
た硬質スポンジ担体（空隙率 70%）である。
形状は，高さ 32 mm，幅 42 mm の円柱に直径
18 mm の孔を設けたリング状とした。 

DHS スポンジ担体の酸素供給速度を評価
するうえで，総括酸素移動容量係数（KLa）
を用いた。40 連の DHS スポンジ担体に水を
流下させ、担体間の水の DO を測定し，測定
点での流下時間 t はトレーサー試験により求
めた。 
 
（2）② 微生物群集構造解析と微生物利用 
 浸出水を処理している接触酸化槽および
反応槽壁面に付着した汚泥を採取した。採取
してきたサンプルから DNA を抽出し、
Bacteria の 16S rRNA 遺伝子のほぼ全長を増
幅して、クローニングをおこなった。シング
ルコロニーを 100 クローンほどピックアップ
し、ベクタースペシフィックなプライマーを
用いて、インサートチェックを行った後、V3
領域を含む約 500 塩基についてシーケンスし
た。 
 埋立処分場の浸出水処理プロセスにおけ
る生物処理過程の接触酸化槽内の水と槽の
内壁の付着固形物を採取し、主要微生物の 1
つである TM7 の分離・培養を試みた。固形
物サンプルを培養の植種源とし，滅菌した水
サンプルのろ過液を寒天で固化した培地上
で培養した。また，同サンプルを NaCl 濃度
や抗生物質の添加などの条件を変えた
Marine Broth 液体培地で培養した。TM7 を標

的としたプローブを用いた FISH 法によって
蛍光シグナルが見られる細胞を観察しなが
らそれらの集積を試み，培地成分や継代培養
の周期などの培養条件を調整した。培地には，
Marine Broth 培地の基本の組成のものに加え，
NaCl 濃度を減少させたものと，カナマイシン
またはストレプトマイシンを添加したもの
を用い，25˚C のインキュベーター内で 180 
rpm で震とう培養した。 
 浸出水からの資源回収のための微生物利
用については、集積培養の基質に浸出水を処
理する廃水処理施設からカルシウム除去後
の浸出水を採取し、Yeast Extract と Peptone を
加えた。植種汚泥には浸出水処理硝化槽汚泥
を用いた。Ni2+を基質に添加し、リアクター
容積 800 cm3，温度 25˚C で培養を行った。連
続的に曝気を行い、好気的な環境を維持した。
金属濃度は大腸菌の最小生育阻害濃度 
(MIC) を基に決定した。低濃度から高濃度へ
徐々にリアクター内の金属濃度を上げた。金
属濃度、HRT はリアクター内の有機物濃度と
濁度を指標とし変動させた。微生物群集構造
解析は、各金属濃度でリアクター内の有機物
が安定して分解されていることを確認した
後にリアクター内汚泥を採取し、パイロシー
クエンサーを用いて 16S rRNA 遺伝子のアン
プリコンシークエンシングを行った。 
 
４．研究成果 
（1）① 埋立地浸出水処理 
 運転開始時は浸出水中のアルカリ度を消
費し硝化が進行すると考えたが、硝化率は低
かった。そこで浸出水中のアルカリ度のみで
は不足であると考え、アルカリ度の添加を開
始したところ、NH4

+-N の硝化が進行するよう
になり、硝化率 91%、アンモニア除去速度 0.27 
kg N/m3/d を示した。 
 DHS で安定した硝化が確認できたので、 
USB 供給水へのメタノールの添加を開始し
た。しかし平均脱窒率は 45%しか示さなかっ
た。そこでより多くの脱窒細菌が存在すると
思われる A2O 法の返送汚泥を用い、USB の
再植種を行ったところ、安定して脱窒が進行
し、処理水の平均全窒素濃度が 16 (標準偏差
±23) mg/l と本システムにより平均して浸出
水中の窒素の 90%を除去することができた。 
 その後、さらに負荷速度を上げるため浸出
水に塩化アンモニウムを添加し、平均 NH4

+-N
を 330 (±42) mg N/L、アンモニア負荷速度を
0.66 kg N/m3/d で運転したところ、DHS の硝
化率が平均 58%に低下した。この原因として、
供給水のアンモニア性窒素濃度を増加させ
たことにより遊離アンモニアによる硝化阻
害を受けた可能性が考えられた。また、トレ
ーサー試験の結果、DHS では理論 HRT と実
HRT に平均で 69%もの差があり、供給水がス
ポンジ全体に行き渡っておらず、スポンジ容
積を有効に利用できていないことがわかっ
た。 
 運転 374 日目に、各スポンジシートの縦半



分を切って取り出し、浸水させながら強く圧
搾することで汚泥を採取し、汚泥濃度を測定
し た 。 保 持 汚 泥 濃 度 は 平 均 で 1.00 
g-VSS/L-Sponge であった。これは高アンモニ
ア濃度の人工排水を処理対象とした DHS の
保持汚泥濃度が 5.54 g-VSS/L-Sponge であっ
たという報告と比較しても小さい値である。
VSS/SS 比も 0.072 と小さかった。この原因と
して、本研究においてはシート 1 においてス
ポンジ表面に浸出水中のカルシウムイオン
から生じるカルシウムスケールの生成が見
られたが、他のシートにおいてもこのような
スケールが内部には捕捉されていた可能性
が考えられる。この保持汚泥濃度から計算す
ると、DHS の VSS 当たりのアンモニア除去
速度は 0.27 kg N/kg VSS/d となった。 
 
（1）② フェノールを含む排水の硝化 
 流入水のアンモニア性窒素に対する流出
水の硝酸性窒素、亜硝酸性窒素、アンモニア
性窒素の回収率を求め、未回収分を脱窒率と
定義して評価した。循環比 0 での脱窒率は
20％程度であったが、循環比を上昇させるに
伴い脱窒率も向上し、循環比 1.5 で約 58%と
なった。その後、循環比を 2.0 まで上昇させ
たところ、脱窒率 51%と減少したことから、
最適な循環比は 1.5 付近であると推測された。
また硝化および脱窒の活性試験とクローニ
ング解析により、 DHS リアクターの上流部
において脱窒が卓越し、下流に向かうにつれ
て硝化が向上することが示された。さらにフ
ェノールを電子供与体に利用するAzoarcus属
による脱窒の寄与が示唆された。 
 
（1）③ 硝化と塩濃度の関係 
塩分を塩化ナトリウム（NaCl）により 0~25 

g-Cl/L の間で制御したアンモニア性窒素（100 
mg-N/L）含有廃水を処理したところ、塩分の
増加に伴う亜硝酸型硝化の進行が確認され
た。すなわち、塩分 25 g-Cl/L 時では、流出水
全窒素濃度の 87 %以上が亜硝酸性窒素まで
変換されることを確認した。この時、流出水
全窒素濃度の硝酸性窒素の割合はわずかに
1.6 %であった。これに伴い、例えば亜硝酸酸
化細菌では、塩分無添加時には Nitrospira 
sublineage I が優占していたが、塩分増加後に
は、かわりにNitrobacter 属が優占化するなど、
DHS 内の硝化細菌群の菌叢に劇的な変化が
みられた。以上のことから、DHS を用いて流
入廃水の塩分をコントロールすることで、完
全無ばっ気で超省エネ・低コスト型の亜硝酸
型硝化プロセスの実現性が示唆された。 
 
（2）① 酸素移動特性 
 KLa の値は，水がスポンジに浸透し難い方
が大きく，スポンジに水が浸透しやすいほど
低下する傾向を示した（担体 C：1.68‐4.88 
(1/min)，担体 B：0.78‐2.02 (1/min)，担体 A：
0.56‐1.67 (1/min)）。これは，酸素の移動がス
ポンジ担体の表面を流れる水に対して行わ

れ，スポンジに浸透した水に酸素が速やかに
移動しないためであると考えられた。担体の
性能としては，水が十分にスポンジ内部に浸
透することが大事であるが，水に酸素を供給
するにあたっては，むしろ表面をそのまま流
れる方が有利であるという，相反する結果が
示された。 
 
（2）② 微生物群集構造と微生物利用 
 接触酸化槽では、Gammaproteobacteria や
Alphaproteobacteria、Planctomycetes に属する
ク ロ ー ン が 多 数 得 ら れ た 。 そ の 他 、
Deltaproteobacteria、Chlorobi、TM7 などのク
ローンが得られた。このことは浸出水を処理
する微生物群は、未だ未知なグループによっ
てなされている可能性が極めて高いことを
意味しており、今後このような微生物群集の
解析を通して、どのような微生物がどのよう
な反応に寄与しているのかを詳細に調べて
いく必要があることを意味している。 
 現在までの知見において、接触酸化槽の役
目の 1 つであるアンモニア酸化に貢献してい
る微生物群として、Gammaproteobacteria の
Nitrosococcus oceani に近縁なクローンが 1 つ
得られており、接触酸化槽におけるアンモニ
ア酸化においてこのグループが重要な役割
を果たしている可能性を示唆している。また、
浸出水の特性として塩化物イオンを多く含
むことから、海洋性のアンモニア酸化に近縁
なクローンが得られたことも、この接触酸化
槽の特徴であるといえる。全体の 75%が
Gammmaproteobacteria、Alphaproteobacteria、
TM7 で構成されていた。同じ反応槽内にいる
微生物群でも微生物コミュニティが異なる
と言うことは、そこにおける物質フローが異
なっていることを示唆している。浮遊汚泥と
バイオフィルムのいずれにおいてより効果
的な浸出水処理が可能なのか、調査していく
ことが、処理効率の高いリアクターシステム
の開発に必要であることをこの結果は示唆
している。 
 この系内で重要な機能を発揮していると
推定された TM7 の分離・培養においては、
同環境サンプル内において TM7 に特異的な
プライマーを用いた PCR 解析と TM7 に特異
的なプローブを用いた FISH 法でそれぞれ検
出された異なる菌株があった。これより TM7
に特異的とされているヌクレオチド配列や
FISH 法の考え方に疑義が生じた。現在までに
TM7に特異的な PCRプライマーや FISHプロ
ーブにより様々な環境中の TM7 の検出や定
量が行われてきたが、これらのプライマーや
プローブを用いた PCR や FISH によって他の
菌の非特異的検出が起こり、TM7 の存在を過
大評価していた可能性も考えられる。そこで，
現在まで行われてきた TM7 の解析方法とし
ての PCR や FISH 法をより信頼性のあるもの
にする必要がある。今後は埋立地浸出水中の
TM7 について、様々な培養条件と存在率の関
係などを調べることによる生理生態機能の



解析が求められる。 
 なお一連の研究において TM7 に属する菌
株は分離できなかったものの、既知の微生物
に 16S rRNA 遺伝子配列相同性が 90%未満の
属レベルで新規と思われる微生物を分離・培
養することが出来た。今後、これら分離・培
養できた微生物の生理学的特性を明らかに
していくことで、処理メカニズムの解明に貢
献できると考えられる。 
 DHS リアクターを用いた浸出水からの資
源回収のための微生物情報蓄積のため、集積
培養実験を行った。まずリアクター内のバイ
オマスが増加するまで金属イオンを添加せ
ずに運転を行った。HRT を 0.75 日から 1.5
日に変動させ運転を行ったところ、HRT 1 日
で有機物が安定して分解されバイオマスが
増加したため、金属イオンの投入を開始し、
180 日間の連続培養を行った。pH は，8.1 か
ら 8.8 の間で安定していたが、4 mM に金属濃
度を上昇させたところ、有機物が分解されな
くなり、リアクター内で沈殿物の形成が見ら
れたため、リアクター内の pH を 7.0 に下げ
た。その結果、リアクター内の沈殿物が消え
たためリアクターの運転を続行し、以降のリ
アクター内の pH を 7.0 に調整した。金属濃
度が 0.1 mM 時に有機物は分解されるが、バ
イオマスが減少するという現象が生じた。パ
イロシークエンサーを利用した 16S rRNA 遺
伝子のアンプリコンシークエンシングを行
った。0.1 mM 時では，Pseudoalteromonas 属
に近縁な菌が優占して存在していたが、1 mM
の時は，Nitratireductor 属に近縁な菌が優占し
ていた．Nitratireductor 属に近縁な菌は、0.1 
mM の時はリアクター内で数%しか存在して
おらず、金属濃度が上がったことでリアクタ
ー内で優占した考えられる。一方で、0.1 mM
の時に最も優占していた Pseudoalteromonas
属に近縁な菌は、1 mM の時は検出されず、
金属毒性により淘汰されたと考えられる。金
属濃度を変動させることで群集構造は金属
に耐性のある微生物を主とする構造に変遷
していることが明らかになった。集積サンプ
ルを金属耐性細菌の分離培養源やメタゲノ
ムによる金属耐性遺伝子取得のソースと用
いることで、今後、金属回収・除去技術の開
発に展開できる可能性があると考えられる。 
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