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Abstract 

Anaerobic ammonium removal was observed in batch tests using a denitrif シing sludge from an industrial wastewater 

treatment plant and an intennittent nitri  f    ing-denitri   f ying sludge fi'om a mixed piggery domestic wastewater treatment 

plant after 92 and 84 days ， respectiv 巴ly. The simultaneous removals of ammonium and nitrite with nitrate production at 

ratios corresponding to that reported for the Anammox process were observed. Their specific ammonium conversion rates 

following one year of incubation after the first detection were 0.260 and 0.281 g N. g protein-d. l， respectively. Using 16S 

rDNA sequence analysis ， one of the sludges was confinned to have an organism with a 99.2% similarity to the 五rst

reported Anammox bacterium ， a deeply branching planctomycete ， Candkl ，ョtus Brocadia anammoxidans. In addition ， the 

other sludge contained an organism with a 98.9% similarity to the Anammox planctomycete ， Candidatus Kuenenia 

S旬仕garti ensis. 

Key words : ANAMMOX ， anaerobic ammoniu 口1oxidation ， ammonium ， nitrite ， denitrification 

1. はじめに

一般に生物学的窒素除去法と言えば，アンモニア酸化

細菌および亜硝酸酸化細菌を用いて好気条件でNH 4-N を

酸化する硝化工程と，脱窒細菌を用いて嫌気条件で

N0 2-N . N0 3司N を窒素ガスに還元する脱窒工程とを組み

合わせた硝化/脱窒法が最もよく知られている。しかし，

硝化工程においては排水中のNH 4-N を完全に硝化するた

めの爆気動力とアノレカリ添加のための運転コストが高

いこと，また脱窒工程においては脱窒反応の電子供与体

となる有機物としてメタノーノレを添加するコストが高

いことが指摘されている。これまでに，これらの硝化/

脱窒法の欠点を補うために，微生物の保持方法，好気槽

・嫌気槽の配列方式，流動形式等に検討が加えられ，磁

化液循環法，ステップ脱窒法，担体添加法といった様々

な変法が開発されてきた。しかし，いずれも硝化王程と

脱窒工程の組み合わせであり，利用される生物種はほぼ

同じであるため，運転コストの大幅な削減には至ってい

ない。ここ数年，従来の硝化/脱窒とは異なる微生物種，

あるいは代謝経路による窒素除去反応が注目されてお

り，関連する発表が数多く出されているい 5)。その中

でANAMMOX (嫌気的アンモニア酸化 ANaerobic

AMMonium OXidation) は，オランダ・デルフト工科大

学の研究グ、ループにより発見された新規な生物学的窒

素除去プロセスであるト 8)この反応を司る微生物は

1999 年にPlanctomycete の一種であると同定された判。

ANAMMOX 反応は無酸素条件下でN0 2-N を電子受容体

としてNH 4圃N を酸化し，ヒドラジンを中間生成物として

窒素ガスへ変換する，微生物による酸化還元反応であり，

代謝経路および菌体の増殖を加味した反応式(実験式)
は以下のように表されている 1 O. 1 1) 。

1NH/ + 1.32N0 2-+ O.066HCO}' + O.13W 

→1.02N 2+O.26NO}- + O.066CHzOO.5No.15 + 2.03H 20 (1) 

⁷
↓ J 2-

N2H4 一一一一一一....，.L..酔 N2

Fig. 1 The metabolic pathway of ANA1 ⑪ 10X process 
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すなわちモルのN H 4-N を除去するために1.32モノレの

N0 2-N を必要とし，結果として1.02 モルの窒素ガスと 0.26

モルのN 0 3-N を生成する。この反応は無酸素条件下で起

こること，また有機物を必要としない独立栄養性生物に

よる反応であることから，従来の硝化/脱窒法とは全く

異なった反応である。脱主主工程lこANAMMOX を利用する

場合には，前段の硝化工程では流入NH 4-N の約半量を

N0 2-N へ酸化する(部分亜硝酸化)だけの酸素が供給さ

れればよく，理論必要酸素量は約6苦手l低減できる。
ANAMMOX 反応で生成する硝酸を除去するための有機

物添加量は，従来の脱窒の約l害IJ である。また硝化反応，

ANAMMOX 反応ともに独立栄養性微生物による反応で

あるため，発生汚泥量にも約8割の低減が見込める。し

たがって，部分亜硝酸化-ANAMMOX プロセスは、運転

コストの大幅な低下が期待できる，従来の硝化/脱窒法

に代わる有望な窒素除去法である。

1995 年のデノレフト工科大からの発表以来ANAMMOX

反応に対する注目は非常に大きく，他の研究グループか

らもこの反応に関する発表が数報出されている 1 2~ 17) 。

その結果，数種類のANAMMOX 微生物が存在すること，

またこの微生物が環境中に広く存在し，窒素代謝に大き

く貢献している可能性が示唆されつつある。しかし，主

に生物膜中に存在していたANAMMOX 微生物を穏汚泥
とした報告 7.8.11-13.15.18.19) が多く，活性汚泥から

の回分培養による ANAMMOX 微生物の集積培養はこれ

までに報告例がない。

ANAMMOX 微生物はNH 4-N とN0 2-N を基質とするとい

う性質の他に，倍加時間が約 11 日と増殖速度が非常に遅

い，酸素への暴露により阻害を受けるといった性質を有

する 20) 。これらの性質を考慮すると， ANAMMOX 微生

物が増殖するのに適した環境は，長し、SRT が確保できる，

基質となる窒素化合物が存在する，無酸素条件が存在す

る場所であると考えられる。これまで報告されている水

処理系でのANAMMOX 微生物の存在は，回転円盤や流動

床等の生物膜システム中が主であり，これらの条件を満

たしていると言える。我々は，長いSRT ，アンモニアと

亜硝酸の共存，無酸素という条件を満たしていれば，活

性汚泥中にも ANAMMOX 微生物が存在すると考え，活性

汚泥からの本微生物の集積培養を試みた。本論J主の目的

は，活性汚泥からのANAMMOX 微生物の集積培養方法を

示すとともに， 16S rDNA 解析による系統解析結果から，

活性汚泥中の複数のANAMMOX 微生物の存在と，その系

統的な位置付けを示すことである。

2. 実験方法

2.1 種汚泥

ANAMMOX 微生物のNH 4-N とN0 2-N を基質とする性質

から，硝化/脱蜜プロセスを有する排水処理プラン卜に

着目した。また，その成育速度の遅さを考慮、し， SRT の

長い運転が行われ，酸素が無く，アンモニアと亜硝散が

共存するという

ANAMMOXI こ適した環境を有していると予想される4つ

の排水処理プラントの活性汚泥を種汚泥に用いた。各処

理プラントの運転条件をTable 11 こ示す。汚泥A は硝酸廃
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液をメタノール添加により処理する脱蜜プラントから，

汚泥Bはアンモニアど硝酸を主要な処理対象とする工業

廃水の処理プラントから，汚泥Cは養豚排水と家庭排水

の混合液を処理する，間欠i爆気により械化を行う硝化脱

窒プラントから，汚泥D! まし尿処理プラントから採取し

た。

2.2 培養方法

微生物の流出を防ぐため，四分式培養を行った。採取

した汚泥は， Working Vo1um 巴 11で気相部0.131には窒素ガ

スを充填した密閉フラスコ中で， NH 4・N とN 0 2-N を含む

無機合成培地を用いて培養した。 t在地の組成をTable 2に，

培養装置図を Fig.2 に示す。 N H 4-N ，N0 2駒N が消費された

場合には，(N 同)2 S0 4溶液， NaN0 2溶液を添加した。また，

部分的に新しい培地に交換する操作も行った。フラスコ

は発生ガスを収集するシリンジを有しており，このシリ

ンジに充填した窒素ガスと置換してサンプルを採取し，

分析に供した。 温度条件はANAMMOX 活性が高いとされ

る範囲内の30 "Cとしたは)。また， ANAMMOX 微生物は

細胞濃度が I0 1O~ 1 O"cell' ml ・l以上の場合のみ活性を示し

たという既報の知見から，激しい撹持を避け，基質を拡

散する目的で一日に1~2四手動で撹持した 9)。また lN

H 2S0 4， lN NaOmこより pHを7.0~8.5に調整した。

Table 1 The characteristics ofthe wastewater treatment plants fo 1' 

source oftest sludges 

S!ud~e Type of wastewater treatment plant SRT 

A Denitrification sludge 合om Approximately 
industrial wastewater treatment plant 1 month 

β Nitrification + Denitrification sludge Longer than 1 
from industrial wastewater treatment month 
plant 

C Tntermittent Nitrification + Approximately 
Denitrification sludge from piggery 2 months 
wastewater and domestic wastewater 
treatment plant 

D Sludge from night so i1 treatment Longer than 1 
plant month 

Table 2 Composition of medium for cultivation 

(NH 4hSO ， 118 - 566mg 
NaN0 2 123 - 591mg 
NaN0 3 121-182mg 
KHC0 3 500mg 

~H2P_Q 27.2mg 

CaCI 2 ' 2H 20 180mg 

MgS0 4 • 7H 20 120mg 

Trace element 1 1m! 
Trace element Il 1m! 
、'Iater 11 

Trace element 1 (g ・l・')

|EDTA 15 
1FeSO ， I 5 

Trace element II (g ・t1)
I EDTA 

空包じ 7H zU
CoCIι 旦zu
H壬iゴH20
日笠ι2旦旦

NaMo0 4・2H2 0

N iC1 2 ' 6H 20 

NaSe0 4 • JOH zU 
H3B04 
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Sampling syringe 

N 2 gas 

sludge 

Fig.2 Experimental device for cultivation 

2.3 168 rDNA 解析

汚泥Aについては，同じ汚泥を培養した別のリアクタ

}から DNA を抽出して 16S rDNA の解析を行い，その結果

を採用した 20 ロ

汚泥C については，フラスコ中の汚泥のDNA を抽出し，

PCR{ こより全長 16S rDNA を増幅，増幅された 16S rDNA 

をプラスミドベクターへクローニングしてクローンを

取得し 3 遺伝子シーケンシングにより塩基配列を決定し

た。

DNA 抽出にはISOPLANT Kit (ニッポンジーン)を使用

した。全長 16S rDNA の増幅には，プライマーに 16S-5' 1I

(5'- TGGCGGCGTGGTTT AGGC-3') と 16S-3' (5 に

GGTTACCTTGTTACGACT-3') を用いた。プライマーは

P1anctomycet 巴に属する菌の， AB015552 ， AF202655 ， 

AF202659 ， AJl31819 ， AJ250882 (全てAccession Number) 

のデータベースを比較し，保存されている部分を選んだ。

16S-5'IIプライマーはAB015552の30bp~47bpの部分とし

た。 16S-3'プライマーはAJ250882の 1534bp~ 1551 bp の部

分の相補的なものとして設計した。 PCR 条件は， pre 同

heating;94 0 C，2分に続き，第 l段階 ;94 0 C，15 秒，第2段階

;55 0 C，2秒，第3段階;68 0C，1分を 40 サイクル繰り返した。

PCR 産物はpBluescript KS (+) (Toyobo) の印nc II サイトに

挿入し，構築されたプラスミドは E. co /i XLI-Blu 巴

(Stratagene) competent ce l1sを形質転換してクローンを取

得した。得られたクローンから DNA を抽出し，遺伝子シ

ーケンシングによる解析を行った。

得られたそれぞれの塩基配列を，インターネット上で

遺伝子データベース (DDBJIEMB LlGenBank) に登録さ

れた塩基配列と比較し， Clustal W 2 2) により系統解析を

行い， Treeview 23 )により系統樹を作成した。

2.4分析方法
アンモニアは比色法制亜硝自主と硝酸はイオンクロマトグ、ラ

フ(ICS-A23 ，Yokogawa) により測定した。汚泥のタンパク濃度

はFolin-Ciocalteu's 試薬を用いたLowry i':去により測定したO

3 実験結果と考察

3.1 培養結果

汚泥A と汚泥C の倍養液中のアンモニアと E 硝般の濃
度変化をFig.3{こ示す。培養後約80 日聞は，汚泥A~Dの

全ての汚泥培養液中のアンモニア濃度は増加し，亜硝酸

濃度は減少した。アンモニアは供試汚泥中の微生物の自

己消化により生成され，亜硝酸は自己消化によって生じ

た有機物を用いた通常の脱窒反応により除去されたと

推察される。アンモニア濃度の増加速度，亜硝酸濃度の

Vo 1.27 No.6(2004) 

減少速度は経時的に小さくなる傾向がみられた。これは

自己消化が進むことにより自己消化する微生物の存在

量が徐々に減少したためと推察される。その後アンモニ

ア濃度はほぼ横這いとなり，培養開始後92 日後に汚泥A ，

84 日後に汚泥C において，初めて培養液中のアンモニア

濃度の減少が観察された。しかし，汚泥Bおよび汚泥D

の培養液中アンモニア濃度は 100 日以上経っても増加し

続けた。そこで汚泥Aと汚泥Cに着目し，これらの汚泥を

新しい倍地に入れ替えて培養を継続したところ，両汚泥

ともにアンモニアと麗硝酸を同時に除去し，硝酸を生成

した。この後アンモニアおよび亜硝酸の除去速度，硝酸

の生成速度は経時的に上昇した。

汚泥Aと汚泥Cのアンモニアと亜硝酸の除去速度およ

び硝酸の生成速度の経時変化グラフをFig.4{ こ示す。横軸

の0日はANAMMOX 反応開始日 3 すなわちアンモニアの

低下が初めて確認された日を示す。アンモニアと亜硝酸

の除去速度および硝酸の生成速度は経時的に上昇し，

ANAMMOX 活性を有する微生物の増殖が示唆された o

Fig.4 に示した除去速度から算出したモルのアンモニ

ア除去に対する亜硝酸除去量と硝酸生成量の割合は，汚

泥A ，汚泥C 各々 1.14: 0.19 ， 1.20: 0.19 であった。報告さ

れている ANAMMOX 反応式の値である 1.32 : 0.26 よりわ

ずかに低い値となったのは，残存する微生物の自己消化

による内生脱窒のためにNOx が消費されたことが原因で

あると推察される。

培養初期においては， ANAMMOX 微生物以外の生物体

の自己消化がリアクター内の主要な反応になると考え

られる。供試汚泥中にわずかなANAMMOX 微生物が存在

しでも，そのわずかな微生物が起こすアンモニアと亜硝

酸の除去は，自己消化によるアンモニア生成と，亜硝酸

の無酸素還元に完全にマスクされてしまう。したがって，

ANAMMOX 微生物によるアンモニアと亜硝酸の同時除

去を確認するためには，自己消化によるアンモニアの生

成が無視できるようになるまで矯養を継続する必要が

あると言える。しかし，アンモニアの生成が少なくなっ

ても汚泥B，Dのように低下に転じない場合には，元の汚

泥にANAMMOX 微生物が存在していなかったと考える

のが妥当と思われる。

また，汚泥A を採取した同じプラントで， SRT を約 10

日に変更した後の汚泥を採取し，同様の回分培養を 100

日以上にわたり行ったが，アンモニアの除去は観察され

なかった。このことから，供試汚泥の選択に際しては長

いSRT を有することが必要条件であると言える。

集積の度合いを比較するために， ANAMMOX 反応確認

後約i年間の培養後に，汚泥タンパクあたりのアンモニ

アの除去速度を，報告された値と比較した 10) 両方の

汚泥に対する{[査をTable 3{ こ示す。汚泥A と汚泥Cの値は

近いものであったが，既報の{直の約3.2~3.5分の l でーあっ

た。したがって年の培養後であっても，培養汚泥中

のANAMMOX 微生物の存在割合は低いことが示唆され

た。 ANAMMOX 微生物の増殖速度が遅いことに加え，回

分培養であるために，細胞代謝物の有機成分が系外へ排

出されず従属栄養性微生物の増殖が継続し，相対的に

ANAMMOX 微生物の割合が低くなるのではなし、かと考

えられる。
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Candidatus Kuenenia stu 抗gartiensis(AF375995 他9クローン)2

6) である。これら2種類はANAMMOX 微生物の中で異なっ

た系統のグループを形成している。集積された汚泥A由来

の16SrDNA 塩基配列は.Candidatus Brocadia anammoxidans 

に99.2% の塩基の一致が確認され，汚泥C 由来の 16S rDNA 

喧基配ヂIJ はCandidatus Kuenenia stuttgartiensis に98.9% の相

向性が確認された。したがって，汚泥A. 汚泥C由来の
ANAMMOX 微生物は，系統学的に異なっており，国内の

排水処理プラント汚泥から2種類の異なったANAMMOX

微生物が集積されたことが明らかとなった。また，日本国

内では，熊本県で採取され熊本の地下水を用いて培養され

た汚泥中に ANAMMOX 微生物 (Accession ，Number: 

AB057453) が発見されており，同定された2種類の微生物

とはまた別の系統に属することが確認された 27)ロこれら

の結果より，日本国内に多数種のANAMMOX 微生物が存

在することが示された。また，その存在場所は生物j撲に限

らず，活性汚泥中にも存在することが明らかとなった。

The change ofammonium and nitrite removal ra(e and nitrate production rate afterthe detection ofammonium removal 

Table 3 Specific ammonium conversion rate for two acclimated sIudges 

Specific amm 白川ium conversion rate 

(g NH 4-N' g Protein ・I・day.')

0.260 

0.281 

0 ，907 

Fig .4 

3.2 集積培養した微生物の位置付け

ANAMMOX 微生物はPlanctomycete に属しており，デー

タベースには25 種類以上の微生物の塩基配列が登録され

ている。 Fig. 5は一部の塩基配ヂIJ のみの登録も含め，

ANAMMOX 反応を司る微生物として，あるいは近縁の

P1anctomycete として登録されている 26 種の微生物の関係

を示す系統樹である。図中の番号はデータベースの

Accession Number を表す。この中で，これまでに同定・命

名されたのは2種類であり，それぞれCandidatus Brocadia 

anammoxidans (Accession Number: AF375994) 2 5) • 
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Anaerobic arrmonium -oxidizing planctomycete 

白川凶tus 民間四泊 stuttga 吋恰ns 恰(9 clo 問 s) Uncultured planctomy ，田te clone (3 clone) 

(AF202 悶-AF20 舗 3) 与一一一Jι (AY167 鰯州問問)

S!I..瓦静 C

E冶は'lid苦tus 胤賂隅同ast 凶tga 託ie 陪 is
(AF375 鉛 5)

Uncultured p回 ct 口町lycete clone 
(AY226283) 

(AF42 斜 68)

UnωItu 陪d planctomy' 目 te (AF42 制63)

Ar 官閉めic arrmonium -oxid 註甘19pk ョnctomycete KOL L2a 
(AJ250882) 

ar 四 robic arrmonium-oxid ほing pJanctomycete 
(AJ131819) 

E立ぱ静A (AB脳附)

E治F掛 datus e寝耳語cfiaa問問加，xida描
(AF375ω4) 

UnωItu 陪d planctomyc 泡te ，KSU ・1
(AB057 必3)

♀1 

Fig.5 Phylogenetic tree re f1ecting the relationships of microorganisms having ANAMMOX activity 

4‘ まとめ

活性汚泥から，約3ヶ月間の回分培養により ANAMMOX

活性を検出し，その後の回分培養により ANAMMOX 微生

物を集積培養することができた。4種類の汚泥のうち2種類

から ANAMMOX 活性が確認できたことから，長いSRT で

運転されている硝化/脱窒プラントの汚泥に着目するこ

とがANAMMOX 微生物を探索するのに有効であること，

またANAMMOX 反応によるアンモニアの減少を検出する

ためには，自己消化によるアンモヱア生成を終了させるた

めに長い時間を要することが示唆された。活性観察後1年

間の培養後にも汚泥あたりアンモニア除去速度は報告さ

れている値よりも低く，汚泥中の ANAMMOX 微生物の割

合が低いととが示された。四分培養であるため，生物代謝

物が系外へ排出されないためと考えられる。

培養された汚泥の 16S rDNA 解析により，それぞれの汚

泥には Candidat u.¥' Brocadia anammoxidans ， Candidatus 

Kuenenia stuttgartiensis に近縁の，日IJ の系統に属する

ANAMMOX 微生物が存在することが確認された。

本研究により，活性汚泥からのANAMMOX 微生物の集

積培養が可能であり，国内に複数種のANAMMOX 微生物

が存在していることが示された。今後は，本微生物を実際

の排水処理に適用するため，培養条件の検討を行うととも

に，装置形状の検討を行っていく予定である。

V 01.27 N 0.6(2004) 
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