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研究成果の概要（和文）：同一の流入下水を3 種類の処理方式で処理する実下水処理施設を対象として、亜酸化窒素（
N2O）の生成機構・排出動態の解明を目的とした調査を行った。3段ステップ嫌気好気活性汚泥法では溶存(D-)N2O濃度
が低かったのに対して、嫌気好気活性汚泥法の好気槽3において高濃度が観察され、溶存酸素（DO）濃度の急激な低下
がN2Oの生成を引き起こすことが明らかになった。N2O生成・分解に関連する機能遺伝子を評価した結果、好気槽では還
元反応によるN2Oの除去はほとんど見られず、N2O生成反応とそれを行う細菌群の追跡が重要であることが示された。以
上より、N2Oの排出対策手法としては曝気量の制御が重要と考えられた。

研究成果の概要（英文）：Nitrous oxide (N2O) emission at a full scale wastewater treatment plant (WWTP) 
was investigated, in which the same influent sewage was treated by three different activated sludge 
systems in parallel, to clarify dynamics, mechanisms and countermeasures of the emission. Lower dissolved 
(D-) N2O concentrations were observed in an anoxic/oxic process with three-step feeding, while higher 
concentrations were detected at third oxic tank in an anoxic/oxic process. It was also found that sudden 
decrease of dissolved oxygen concentration induced N2O production in the tank. Evaluation of functional 
genes associated with N2O production and decomposition indicated that almost no N2O reduction occurred in 
the oxic tank and dynamics of N2O producing bacteria should be studied more in detail. In conclusion, 
aeration management is important to mitigate N2O emission from a full scale WWTP.

研究分野：用排水システム
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 我が国における下水道施設からの温室効
果ガス（GHG）排出量は、日本の総排出量の
約 0.5％ を占めており、下水道施設からの 
GHG の排出削減が喫緊の課題となっている。
その内訳としてエネルギー起源 CO2 が約 
52％、下水汚泥の焼却にともなう N2O が約 
19％、水処理過程での N2O が約 9％を占め
ることが報告されており、省エネルギーによ
る CO2 排出削減および汚泥高温焼却による 
N2O 排出抑制等の対策が進められている。一
方で、水処理過程での N2O排出に関しては、
処理方式や時刻、季節等による変動が大きく、
その発生メカニズムが複数あることから、 
排出抑制対策が未確立な現状にある。水処理
過程での N2O 排出の影響因子として、溶存
酸素（DO）、亜硝酸、pH、COD/N 比などが 
主にラボスケール実験に基づき指摘されて
いる。しかしながら、ラボスケール実験では、
回分・ 逐次回分処理方式での検討が大半で
あり、かつ流入負荷の日間・年間変動、微好
気・微嫌気等の環境条件を十分に模擬できて
いないことから、実際の下水処理施設におけ
る排出抑制対策の確立には至っていない。ま
た、ラボスケール実験では実施設の調査と比
較して N2O 排出係数が高い傾向を示し、過
大評価の恐れがあることも報告されている。
一方、実下水処理施設における N2O 排出特
性に関する調査事例は限られており、各々の
影響因子の分離が困難かつ流入負荷変動が
大きいため、実施設の調査に基づく N2O 発
生メカニズムの解明は困難な現状にある。ま
た処理方式により N2O 排出係数は大きく異
なることから、すべての実下水処理施設に対
して単一の N2O 排出係数を適用することは
不適当であり、複数の処理方式の実下水処理
施設における N2O 排出係数の比較評価は極
めて重要である。実際の下水処理施設におけ
る排出抑制対策の確立を行なうには、N2Oの
生成・消失速度の評価に加えて、そのメカニ
ズムを実施設のデータに基づき解明すると
いう課題が残されている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、標準活性汚泥法をベースとし
た 3 種類の処理方式で同一の流入下水を処
理する実下水処理施設を対象とし、N2O 排出
調査、水質・負荷量調査、ならびに分子生物
学的調査を同時に実施することにより、 実
施設における N2O の生成・分解メカニズム
を考察するとともに、処理方式による N2O 
排出量の比較を行うことを目的とする。また、
N2O 排出抑制のための対策手法を提示する
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)硝化にともなう亜酸化窒素生成反応のモ
デル化を目的としたラボスケール実験 

(2) 3 種類の処理方式を対象としたN2O排出
特性調査 

(3)N2O 排出量の多い嫌気好気活性汚泥法を
対象とした N2O変動特性調査 

 
４．研究成果 
(1)硝化にともなう亜酸化窒素生成反応のモ
デル化を目的としたラボスケール実験 
硝化反応時の亜酸化窒素生成特性を把握
し、現象を数理モデル化することを目的とし
て、4 槽連結型リアクターを用いてラボスケ
ール実験を行った。硝化リアクターからの
N2Oの発生は、槽内の亜硝酸性窒素の蓄積と
の関連は低く、槽内でのアンモニア性窒素の
消費と連動して生起することが示された。反
応初期には N2Oの発生速度が大きく、リアク
ターの継続運転で N2O の発生割合は低下す
ることが示された（図 1）。また、急なアンモ
ニア性窒素の負荷の上昇に対しては、N2Oの
発生速度はアンモニア性窒素の消費速度と
正の相関があり、総括として、アンモニア消
費量の約 1.8%が N2Oに変換された（図 2）。
アンモニア酸化細菌によるヒドロキシルア
ミン生成を経る代謝反応による生成が、硝化
菌脱窒よりも、卓越していたものと考えられ
た。また第 1槽におけるアンモニア性窒素濃
度と N2O 発生速度の関係は、緩やかに
Monod式で表現でき、その際の半飽和定数は
1.66mg/L であった。アンモニア性窒素の濃
度を安定化させることが、生物学的硝化反応
において亜酸化窒素を抑制させる一つの手
段になると考えられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 連続式硝化リアクター第 1槽における 
アンモニア性窒素の消費速度および
N2Oの発生速度 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 濃度を変えた期間のアンモニア性窒素
消費速度と N2O発生速度の相関 
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(2) 3 種類の処理方式を対象としたN2O排出
特性調査 
同一の流入下水を 3種類の処理方式（2ス
テップ嫌気好気活性汚泥法、嫌気好気活性汚
泥法、凝集剤添加型 3ステップ嫌気好気活性
汚泥法）で並列処理している実下水処理施設
を対象として、処理方式による N2Oの生成機
構・排出動態の比較・評価を行うことを目的
とした定期調査を平成 26 年 1 月から月に 1
回の頻度で行った。各処理方式の流入水、最
初沈殿池流出水、好気・嫌気反応槽、最終沈
殿池流出水、返送汚泥を対象として有機物、
窒素濃度を調査するとともに、各槽上部のガ
ス態 (G-)N2O 濃度および各槽の溶存態
(D-)N2O濃度を調査することにより、水質お
よび N2Oの時間・空間分布を評価した。有機
物および窒素の処理性能はいずれの処理方
式でも良好であったのに対して、D-N2Oおよ
び G-N2O 濃度は処理方式により異なった。
凝集剤添加型 3段ステップ嫌気好気活性汚泥
法では D-N2O 濃度が比較的低かったのに対
して、嫌気好気活性汚泥法の好気槽 3におい
て高いG-N2OおよびD-N2O濃度が観察され、
当該処理場における N2O の生成に対して嫌
気好気活性汚泥法の寄与が大きいことが示
唆された。一方、いずれの調査日、調査時間
においても、最終沈殿池越流水中の D-N2O
濃度は安定して低く、この傾向は凝集剤添加
型 3ステップ嫌気好気活性汚泥法で顕著であ
り、その値は流入水より低いことが示された。 

 
(3)N2O 排出量の多い嫌気好気活性汚泥法を
対象とした N2O変動特性調査 
嫌気好気活性汚泥法の好気槽 3 における

D-N2O 濃度の変動特性を明らかにする目的
で、N2Oセンサーを用いた連続モニタリング
を行った。その結果、D-N2O濃度は午後にピ
ークが観察されたのに対して、深夜および早
朝の濃度は非常に低く、大きな日間変動を有
することが示された。同様の現象は繰り返し
観察された。そこで、平成 27年 11月 25日
11 時から 26 日 11 時にかけて、嫌気好気活
性汚泥法を対象とした通日調査を行い、水質
および亜酸化窒素濃度の日間変動を明らか
にするとともに、亜酸化窒素濃度変動に対す
る影響因子を検討した。流入水および流出水
の流量加重平均濃度は、BODが 191mg/Lお
よび 2.5mg/L、全窒素が 34mg/L および
9.8mg/L であり、BOD 除去率が 98.7%、全
窒素除去率が 71.1％と良好な処理が行われ
ていた。また、処理水中の NH4-N は常に検
出限界以下であり、完全硝化が生じていた。
生物反応槽溶存 N2O濃度に関しては、無酸素
槽、好気槽 1槽、好気槽 2槽では常に検出限
界以下であったのに対して、好気槽 3では図
3に示す変動が観察された。溶存酸素（DO）
濃度低下直後の 25 日 12 時頃から溶存 N2O
濃度が上昇し、 15 時 13 分にピーク
32.4µgN/Lを観測した。オフガスによる好気
槽 3からの G-N2O排出量の時間変動を図 4 
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図 3 D-N2Oおよび DO濃度の時間変動 
（好気槽 3） 
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図 4 好気槽 3からの G-N2O排出量（▲）
と流入全窒素負荷量（ ）の時間変動  

 
に▲印で示す。図 3 に示す D-N2O 濃度の時
間変動と対応した変動が見られ、DO 濃度低
下後の午後に排出量が急増し、14時にピーク
排出量 18.3gN/h を観測した後に低下し、夜
間は概ね 5gN/h以下で推移した。流入全窒素
負荷量の時間変動を図 4に△印で併示したが、
流入全窒素負荷量と D-N2O 濃度および
G-N2O排出量の関係は見られなかった。一方、
DO 濃度に関しては、D-N2O 濃度および
G-N2O 排出量との直線的な相関関係は見ら
れなかったものの、図 3および図 4より DO
濃度の急激な低下が D-N2O の生成を引き起
こすことが明らかになった。DO 濃度低下後
の午後に D-N2O 濃度が急激に増加する現象
は繰り返し観察された。 
各活性汚泥槽から生成する N2Oの生成・分
解経路を考察するため、上記の通日調査の際
に、N2O生成・分解に関連する酵素反応をコ
ードする機能遺伝子の転写活性を評価した。
高須浄化センターの活性汚泥システムの各
槽（嫌気槽・好気槽 1・好気槽 2上流部・好
気槽 2下流部）から活性汚泥を採取し、DNA
およびRNA抽出を行った。DNAはFastDNA 
Spin Kit (MP Biomedicals 社)を用いて、
RNAに関しては、RNA抽出前のサンプル保
存に RNA Later (Thermo Fisher社)を用い
て RNA 分解の遅延を行い、 FastRNA Pro 
Soil Direct Kit (MP Biomedicals)にて抽出
を行った。その後、QuantiTect Reverse 
Transcription Kit (Qiagen社)を用いて逆転
写反応を行った。この相補的 DNA を用いて
転写量を定量 PCR (CFX96 Touch, Bio-Rad
社)にて測定した。特に、アンモニア酸化細菌



や脱窒細菌の代謝反応による N2O 生成の可
能性に着目し、アンモニア酸化酵素、ヒドロ
キシルアミン酸化還元酵素、亜硝酸還元酵素、
一酸化窒素還元酵素、N2O還元酵素をそれぞ
れコードする機能遺伝子（amoA, haoA, nirK, 
norB, nosZ clade I, nosZ clade II）の日変動
を定量 PCR法により評価した。 
機能遺伝子の DNA レベルでの定量の結果、
各活性汚泥槽における機能遺伝子のコピー
数は統計的に優位な差は無いことが分かっ
た（図 5）。つまり、各活性汚泥槽における活
性汚泥中の機能遺伝子の量はほぼ同じであ
り、各活性汚泥槽の環境がもたらす細菌群の
活性により N2O の生成経路や生成量が決定
されることが示された。 
好気槽 2 の下流部の各機能遺伝子の DNA
量に対する mRNA の転写量の比を、相対転
写量として図 6に示す。窒素負荷の増大によ
り溶存酸素濃度が低下し、その結果として溶
存 N2O 濃度の急激な上昇が見られた時間帯
では、amoA および haoA の DNA に対する
mRNAの相対転写量が高い傾向を示した。し
たがって、窒素負荷増大により、アンモニア
酸化をコードする遺伝子（amoA）やヒドロ
キシルアミン酸化をコードする遺伝子
（haoA）の転写量が増大し、その結果 N2O
の生成が促進された可能性が示された。一方、
溶存酸素濃度の低下によっても nirK mRNA、
norB mRNAの DNAに対する相対転写量に
大きな変化は見られなかった。また、溶存
N2O が高濃度に検出された時間帯において
は、従属栄養細菌の N2O還元酵素をコードす
る nosZ clade I、nosZ clade II mRNA の
DNA に対する相対転写量は大きな変化が無
かった。好気槽において還元反応による N2O
の除去はほとんど見られず、酸素を供給して 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 各機能遺伝子の定量 PCRによる定量結
果 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 6 各機能遺伝子の相対mRNA転写量 

いる活性汚泥槽においては、N2O生成反応と
それを行う細菌群の追跡が重要であること
が示された。 
以上を踏まえて、N2Oの排出対策手法とし
ては、曝気量の制御が重要と考えられた。 
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〔産業財産権〕 
○出願状況（計０件） 
 
○取得状況（計０件） 
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