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概 要

生物反応槽から排出される亜酸化窒素 (N2O) を削減するため，これまで DOや亜硝酸など環境

条件を指標とする制御手法の開発が行われてきた。しかしながらN2O 生成に及ぼす環境条件の影響

の大きさは細菌の種類によって異なることから，細菌叢に着目した制御手法の開発が求められてい

る。そこで本稿では，FISH 法を用いて活性汚泥中のアンモニア酸化細菌を 2 種類に大別し，加成

性が成立するとしてN2O 生成能に及ぼす亜硝酸濃度の影響を分画することを試みた。更に，その知

見に基づき，N2O生成を抑制しうる曝気方式について検討した結果を報告する。
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1．は じ め に

FISH 法は，これまでブラックボックスとして取り

扱われてきた生物反応槽の中身，すなわち細菌叢を定

量的に把握できる革新的なツールである。その存在を

初めて知った時筆者は，細菌叢制御により生物学的排

水処理の効率が飛躍的に改善されると予感した。しか

し，自ら FISH 法を扱ってみると想定外に不確実性が

大きく，実処理の現場において個々の細菌種の寄与を

定量的に評価するには未だ発展途上な技術であるとの

認識に至った。とはいえ，FISH 法は対象とする特定

の細菌種を選択的に蛍光染色でき，顕微鏡で直接観察

することにより細胞一つ一つを計測できるため，生物

処理反応槽における個々の細菌種の能力を定量的に評

価したいという誘惑は極めて強く，またそれが FISH

法に期待される役割であるとも考えている。本稿は，

FISH 法の更なる応用展開を願い，不確実性が故に積

極的に試みられて来なかった能力評価を敢えて試みた

結果を報告するものである。

2．水処理 N2O制御のための研究の方向性

2012年度我が国の下水道事業から排出された約 627

万トンの CO2のうち約 11%は水処理プロセスからの

N2O 排出1)である。N2O は今世紀最大のオゾン層破壊

物質であるとの報告2)もあり，その排出削減は喫緊の

課題とされている。Fig. 1 は，水処理反応槽からの

N2O 排出を抑制するためのこれまでの取り組みと期

待される細菌叢制御についての概念を示したものであ

る。これまでは，細菌叢をブラックボックスとして入

力と出力の関係を経験的に積み重ねることにより制御

手法の開発が試みられて来た。具体的には，曝気風量

や SRTなどを入力値として変化させ，結果として得

られる出力情報としての N2O 生成との関係を調べる

という手法である。このとき運転条件を変化させると

水質も変化するため，運転条件と水質の関係及び水質

と N2O 生成の関係については詳細に研究がなされ，

それらについては概ね知見が蓄積されてきたと言える。

しかしながら，80年代あたりからの長年にわたる取

り組みにも拘らず決定的な手法の確立には至っていな

い。ブラックボックス的アプローチの限界と思われる。

すなわち細菌種によって環境条件の影響3)や N2O の

生成速度4)が異なることから，運転方法の変更により
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Fig. 1 Conceptual diagram of research strategy for N2O reduction



水質が変化すれば，それに伴い細菌叢が変化し N2O

の生成も変化するのは自明である。また，逆に細菌叢

が変化すれば得られる水質も変化することから，細菌

叢をブラックボックスにしたままでは N2O の生成挙

動を理解することは困難である。すなわち，適切な

N2O 生成抑制のためには，運転条件と細菌叢の関係

及び細菌叢と N2O 生成の関係を明らかにすることは

必須と考えられる。

3．アンモニア酸化細菌への FISH法の適用

N2O は生物学的窒素処理における硝化と脱窒の両

プロセスから生成されることが知られており，両細菌

の N2O 生成特性について数多くの研究がなされてき

た。硝化細菌及び脱窒細菌以外にも，ポリリン酸蓄積

細菌やグリコーゲン蓄積細菌など有機物蓄積性の細菌

も N2O を生成することが知られており，特にポリリ

ン酸蓄積細菌については，亜硝酸を好気条件下におい

て脱窒し，N2O を生成すること5)を筆者らが報告して

いる。なお，多様な N2O 生成細菌のなかでも好気槽

に於ける主たる N2O 生産者はアンモニア酸化細菌

(以下，AOB) であるとされていることから，本稿の

対象として AOBを選定した。

AOB には Nitrosospira 属，Nitrosomonas 属及び

Nitrosococcus属が知られているが，Nitrosococcus属

は海洋性であるとされ，下水処理においては Nitro-

sospira属及び Nitrosomonas属が寄与するとされてい

る。特に硝化が良好に行われている状況では，基質親

和性に優れた Nitrosospira属6)が優占していることが

知られている。FISH 用プローブとしては，Nitro-

sospira については Nsv443，Nitrosomonas 属につい

ては Nsm156 や NEU7)が用いられている。しかしな

がら，これらのプローブが両属のみを完全に選択的に

染色し，かつ両属の全てを必要かつ十分に染色できて

いるわけではないため，AOB 全体を染色可能なプ

ローブである Nso190 または Nso1225 7)と組み合わせ

て用いられることが多い。

厳密さを求めて多様なプローブを用い細菌叢を明ら

かにしていくことは学術的には魅力的であり，かつ将

来的にはそれを用いた制御が主要となる時代が来ると

思われるが，現状においてはより簡便な方法で大きな

分類を行い，それに基づいた制御法を提案する方が有

益と考えている。そこで，AOBに対して最も良く使

用されているプローブとして Nso190 及び NEUを選

択した。mismatch一つまでは検出されてしまうこと

を想定して，その包含範囲を系統樹に示した結果を

Fig. 2に示す。両プローブ共に異なる属の AOBを含

んでいるが，NEU が主に Nitrosomonas 属，NEU が

含む範囲を除いた Nso190 の範囲には主に Nitro-

sospira 属が含まれていることから，前者を Nitro-

somonas属系，後者を Nitrosospira属系として解析し

た。『属系』という表現を用いたのは，完全に属分離

できているわけではないが，その性質を代表しうるも

のを概ね含んでいると考えたためである。

具体的には，蛍光物質 (Cy3 あるいは FITC) で標

識した上記 DNAプローブ (シグマアルドリッチ) と

活性汚泥を 50 mL 遠沈管内で 2 時間ハイブリダイ

ゼーションさせた後，20 分間洗浄を行なった 7)。観察

には蛍光顕微鏡 (Nikon Eclipse 80i) を用い，高感度

冷却 CCDカメラ (Nikon DS-Qi1MC) により撮影を

行なった。1 試料に対してランダムに 10枚撮影を行

い，その平均値を細胞数とした。

4．FISH法を用いた N2O生成能分画の試み

4. 1 アンモニア酸化細菌の N2O生成能の分画

(1) 評価方法

評価指標として，アンモニア酸化量当たりの N2O

生成量を表す N2O転換率を用いた。好気条件下にお

ける AOBによる N2O 生成の多くは亜硝酸を電子受

容体とする脱窒である8)とされている。脱窒による

N2O 生成は一般に逐次反応として記述される 9)が，

AOBの場合はアンモニア酸化に伴って生成される電

子が脱窒に利用されることから共役した反応であると

捉え，Fig. 3に示すようにアンモニア酸化速度に転換

率を乗じて N2O 生成速度を表現する転換率モデル10)

により表現した。転換率モデルでは，この転換率が環
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Fig. 2 Phylogenetic tree of ammonia oxidizing bacteria and coverage
of each FISH probes

(r1：アンモニア酸化速度，ηN2O：N2O転換率)

Fig. 3 Conceptual diagram of the Conversion Model10)



境条件によって異なると考えるものであり，本研究で

は，細菌種によっても異なるとして以下の方法により

定量的に表現することを試みた。

(2) 実験方法

実験方法は極めてシンプルであり，通常のアンモニ

ア酸化活性試験に排ガス中の N2O測定を加えた点の

みが異なる。具体的には，実下水を処理するベンチス

ケール反応槽から汚泥を採取し，アンモニアを含まな

い無機栄養塩培地を用いて洗浄後，4 Lの回分式反応

槽に投入し，20 mgN/Lになるようにアンモニア水溶

液を添加して曝気を行った。概ね 5〜20 分間隔で試料

を採取し，アンモニア酸化の進行と亜硝酸の蓄積，亜

酸化窒素の生成及び細菌叢を調べた。

(3) アンモニア酸化速度の分画結果

実測された単位汚泥量当たりのアンモニア酸化速度

は 2種のプローブを用いて分画した AOBのそれぞれ

によるアンモニア酸化の合計である。DOやアンモニ

アは十分に与えたため濃度依存性は無視できるとし，

それぞれの活性は独立して加成性が成立するとして

Eq. 1 を用い，それぞれの速度を振り分けた。

robs=RSPR･XSPR+RMNS･XMNS (Eq. 1)

robs：観察されたアンモニア酸化速度 (mgN gVSS
−1 h−1)

R：アンモニア酸化速度 (mgN cell−1 h−1)

XSPR：Nitrosospira属系AOB細胞数 (cell gVSS−1)

XMNS：Nitrosomonas属系AOB細胞数 (cell gVSS−1)

Table 1にアンモニア酸化速度の分画結果を表す。

曝気の制御方法を様々に変えて 2年ほど運転した結果

であるが，いずれの時期及び条件においても

Nitrosomonas 属系の方が Nitrosospira 属系よりも大

きな速度を有し，時期により Nitrosospira属系は 3.5

倍，Nitrosomonas 属系は 2.5 倍の範囲でその大きさ

が変動していた。表中の文献値11)は Nitrosomonas

europaea及び Nitrosospira sp. AVを土壌に分散させ

て測定して得られた結果であり，環境条件が異なるも

のの，Nitrosomonas属系のアンモニア酸化速度の方

が大きいこと並びにオーダーについては概ね一致して

いる結果が得られた。

(4) N2O転換率及び N2O生成速度の分画結果

同様に，実測された単位汚泥量当たりの N2O 生成

速度に加成性が成り立つとして，Eq. 2 から最小二乗

法によりそれぞれの転換率を求めることができる。

ηobs･robs=ηSPR･RSPR･XSPR+ηMNS･XMNS (Eq. 2)

η：転換率 (−)，ηobs：観察された転換率 (−)

前述の通り DO やアンモニア濃度の影響は無視で

きるため，亜硝酸濃度で整理してその影響を整理した。

Fig. 4に示される通り，ばらつきがあるものの，概ね

亜硝酸濃度が高くなるにつれて N2O転換率が大きく

なっている傾向が得られ，更にその傾向の大きさに両

属系間で差異があり，亜硝酸の濃度域によって N2O

転換率が逆転している結果が得られた。すなわち亜硝

酸濃度概ね 0.3 mgN/L より低い条件では Nitro-

somonas属系が Nitrosospira属系より 2倍程度高い転

換率を示し，0.4 mgN/L より高い条件下では逆に

Nitrosospira属系の方が高い転換率を示した。この結

果から判断されることからは，N2O 生成に及ぼす亜

硝酸濃度の影響が AOBの細菌叢によって異なること

であり，Nitrosospira属系が多い場は特に亜硝酸の蓄

積を可能な限り避けることが望ましいと判断される。

以上により得られた N2O転換率とアンモニア酸化

速度を乗じることで，N2O 生成速度を算出した結果

を Table 2 に示す。Shaw3)らと亜硝酸濃度レベルが

異なるが 1 細胞当りの N2O 生成速度は概ね同程度で

あり，また Nitrosomonas 属系の方が Nitrosospira 属

系よりも大きい結果が示された。

Terada ら12)は高濃度アンモニア処理を目的とした

研究において NEUで検出した Nitrosomonas属優占

汚泥の方が Nsv443 で検出した Nitrosospira属優占汚
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Fig. 4 Dependency of estimated N2O conversion ratio of eachAOB
groups on nitrite concentration

Table 1 Estimated ammonia oxidation rates

AOBの種類 測定値 文献値11)

Nitrosospira属系 2.3〜8.0×10−11 2.8×10−11

Nitrosomonas属系 1.4〜3.6×10−10 8.4×10−11

単位：mgN cell−1 h−1

Table 2 Estimated N2O production rate

AOBの種類 測定値 文献値3)

Nitrosospira属系 0.17〜0.42×10−12 0.11〜1.6×10−13注1)

Nitrosomonas属系 1.3〜1.4×10−12 0.43〜1.6×10−12注2)

単位：mgN cell−1 h−1

注 1) Nitrosospira sp. strain 40 kl，Nitrosospira sp. strain En13 及び Nitrosospira

sp. strain NpAVの最大値と最小値
注 2) Nitromonas europaea ATCC19718，Nitromonas europaea ATCC25978

の最大値と最小値



泥より低い N2O 生成を得たと報告している。一見，

対立する結果に思われるが，Terada らは亜硝酸濃度

が 50 mgN/L を超える領域でのデータである。亜硝

酸濃度が高いほど Nitrosospira属系の N2O転換率が

大きくなることから，高濃度領域では Nitrosospira属

系の N2O 生成速度が大きくなる可能性を示唆してお

り，矛盾しないと考えている。

4. 2 曝気方式と AOB細菌叢

次に，N2O の生成抑制を可能にする細菌叢を形成

するための運転方法の検討を行なった。最も影響が大

きくかつ制御が比較的容易な曝気方式に注目して

AOB細菌叢との関係を調べた結果を Fig. 5に，また

N2O転換率の結果を Table 3に示す。実験の詳細は

文献10)を参照されたい。後段とあるものは流入側 3 槽

の曝気風量を抑え，出口側 3 槽の曝気風量を大きくす

る曝気方式であり，曝気風量の差を特に大きくした系

を (強) としている。図から，後段 (強) 方式において

Nitrosospira属系が優占しN2O転換率が低い傾向が得

られたこと，前段の曝気風量を増やす方向に変えてい

くと Nitrosomonas属系が増えてN2O転換率が高くな

る傾向が示された。前段の曝気を抑えた系では 3段目

まで溶存酸素濃度平均値が 0.1 mg/L程度の低い DO

条件下にあり，そのような環境条件下においては親和

性戦略を有する Nitrosospira属系6)を優占化できると

考えられる。また，亜硝酸濃度は最大 0.3 mgN/L 以

下に抑えられており，結果として後段 (強) において

N2O 生成を抑制することができたと考えている。

5．ま と め

Nso190 および NEUを用いてアンモニア酸化細菌

を大きく Nitrosospira属系及び Nitrosomonas属系に

分けて N2O 生成能を評価することを試み，以下の結

果を得た。

1) N2O転換率は亜硝酸濃度によって大小関係が逆

転し，およそ 0.3 mgN/L 以下の低濃度では Nitro-

sospira属系の方が小さく有利である。

2) 調査した亜硝酸濃度範囲では N2O 生成速度は，

いずれも Nitrosomonas属系の方が大きい。

3) 標準活性汚泥反応槽における曝気方式を検討し

た結果，前段の曝気を抑え目とし，後段に強くす

る方式により，亜硝酸蓄積を抑制した上で Nitro-

sospira属系を優占化し，N2O 生成を抑えること

が可能であった10)。

上述の結果は，N2O 生成抑制に適した細菌叢を明

らかにし，またその細菌叢を形成するための運転方法

の確立に，FISH 法が寄与することを示したと言える。

今後，加成性が成立するか否かの検証を含め，使用す

るプローブの妥当性，更には亜硝酸蓄積を生じにくい

細菌叢などの検討が必要と考えているが，将来的な細

菌叢による制御の道が見えてきたと考えている。
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Fig. 5 Abundance ratio of AOB groups acquired from different
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