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１．はじめに 

アナモックス細菌は近年発見された新しい窒素代

謝経路を持つ細菌であり、この細菌を利用した生物

学的窒素除去プロセスは排水からの効率的な窒素除

去法として注目されている。アナモックス細菌は海

洋でも発見され、アラビア海、黒海、ナミビア沿岸、

ペルー沿岸など世界各地で発見されている。また、

日本国内でも、英虞湾や大阪湾で採取された試料か

らもその存在が確認されている。これらの海洋性ア

ナモックス細菌はScalindua属として提案されている

が、系統学的には淡水性のアナモックス細菌よりも

多様であり、現在では二種類のグループに分類され

ることが報告されている 1)。これらの海洋性アナモ

ックス細菌の特性を解明することによって、高塩濃

度排水の窒素除去や閉鎖性水域での窒素除去への適

用または海洋における窒素循環システムの解明につ

ながると考えられる。 

本研究では閉鎖性海域である広島湾から採取した

底泥を植種源とし、難培養微生物を高濃度に保持で

きる連続式のアナモックスリアクターを構築するこ

とで海洋性アナモックス細菌の集積培養を行うこと

を目的とした。さらにリアクターの窒素除去性能を

把握するとともに、反応に関与する海洋性アナモッ

クス細菌群集の構造解析を行った。 

 

２．実験方法 

(1) 海洋性アナモックスリアクター 

生物膜リアクターとして不織布を微生物担体とし

た上向流のカラムリアクターを用いた。リアクター

容積は 56 mL（内径 26 mm、長さ 105 mm）、生物膜

表面積は 52.5 cm2 である。リアクターは 20℃に設定

した恒温器の中に設置した。海洋性アナモックス細

菌の集積培養に用いた培地は人工海水（シーライフ、

マリンテック社製）に van de Graaf2)らのアナモック

ス細菌用の培地を加え、1 時間程度窒素ガスでパージ

することで DO を 0.5 mg/L 以下に保ちながらリアク

ターへ連続通水した。培地中のアンモニア性窒素、

亜硝酸性窒素濃度を増加させるか、HRT を短くする

ことで窒素流入負荷を段階的に増加させた。初期

HRT は 0.9 時間とした。植種源は広島湾奥部の海田

湾の底泥を不織布に付着させ、カラムリアクター内

に設置した。窒素濃度はイオンクロマトグラフィー

を用いて亜硝酸性窒素、硝酸性窒素の濃度を測定し、

アンモニア性窒素濃度は HACH により測定した。得

られた濃度とHRTから窒素流入負荷と窒素除去速度

を計算した。 

(2) 微生物群集構造解析 

運転開始から 222 日目にリアクター内のバイオマ

スを採取し、DNA 抽出を行った。16S rRNA 遺伝子

に基づく系統解析に用いたプライマーセットはアナ

モックス細菌が属する Planctomycetales 目を対象と

した Pla46f-1390r を用い、得られたクローンの塩基配

列をもとに ARB プログラムにより系統樹を作成し

た。FISH 法で用いたプローブは淡水性のアナモック

ス細菌を対象とするプローブ Amx820、海洋性のアナ

モックス細菌を対象とする Scalindua 属のプローブ

Sca1309 を用いた。 

 

３．結果と考察 

(1) 集積培養結果とリアクターの窒素除去性能 

運転開始から 40 日目でアンモニア性窒素、亜硝酸

性窒素の同時除去が見られ、114 日目には亜硝酸性窒

素の除去率が 97％に達した（図 1）。流出の亜硝酸性

窒素濃度が枯渇し始めた 119 日目にアンモニア性窒
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素、亜硝酸性窒素の濃度をそれまでの 1.5 倍にした。

さらに同様の理由から 126 日目、158 日目にもアンモ

ニア性窒素、亜硝酸性窒素の濃度を 1.5 倍にした。ま

た、166 日目から 172 日目では流入ポンプのトラブル

により極端に流入窒素負荷が上がってしまったが

172 日目に最大窒素除去速度 1.15 kgTN m-3 day-1を達

成した。また、90 日目以降アンモニア性窒素の除去

量と亜硝酸性窒素の除去量の比はアナモックス反応

の化学量論式 3)の比（NH4
＋： NO2

－＝1：1.32）に近

い値を示したことや、バイオマスの一部が赤褐色に

変化したことから、リアクター内では海水通水条件

においてもアナモックス反応が起こっており、アナ

モックス細菌が集積されたと考えられる。 

（２） 微生物群集構造解析 

図 2 にリアクター内のアナモックス細菌の系統樹

を示す。解析できた 93 クローンのうち全てが

Scalindua 属に分類することができた。Clone husu-a2

やb3はペルーやナミビア沿岸から得られたクローン

に近縁であった（98％の相同性）。また、それ以外の

クローンは日本やデンマークの海洋底泥から得られ

たクローンに近縁であった（97％の相同性）。これら

の結果から本リアクター内には少なくとも二種類の

海洋性アナモックス細菌が存在しており、うまく集

積培養ができたと考えられる。 

リアクター内に存在する海洋性アナモックス細菌

を可視化するために FISH 法を行った。淡水性のアナ

モックス細菌を標的とするプローブ Amx820 および

海洋性のアナモックス細菌を標的とするプローブ

Sca1309 ともに蛍光シグナルが得られなかった。今後

は他の海洋性アナモックス細菌を標的とするプロー

ブが報告されているので、それを利用するか、新規

に設計を行って本リアクター内に存在する海洋性ア

ナモックス細菌を可視化する予定である。 

 

４．まとめ 

本研究では広島湾から採取した底泥を植種源とし

てアナモックスリアクターを構築し、海洋性アナモ

ックス細菌の集積培養に成功した。海洋性アナモッ

クス細菌は系統学的に多岐にわたり、本リアクター

内にも少なくとも二種類のアナモックス細菌が存在

していることから、今後はこれらの海洋性アナモッ

クス細菌の機能について検討を行い、塩分含有排水

の窒素除去プロセス開発に繋げていく予定である。 
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図 1 リアクターの除去性能 

 

 

図 2 リアクター内のアナモックス細菌の系統樹 
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