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１．はじめに 
省資源・高効率型の脱窒プロセスである嫌気性ア

ンモニア酸化プロセス（Anammox）を適用する際に

は，その前段処理として，アンモニア塩の酸化を亜

硝酸塩で留める，亜硝酸化プロセスが不可欠である． 
我々の既往の研究 1)では，安水を模したフェノー

ルおよびアンモニア性窒素（TAN：Total Ammonia 

Nitrogen）を主とし，高塩分を含む人工排水を処理

したところ，最終処理水において亜硝酸性窒素

（NO2
--N）が優先する現象を確認した．塩分制御に

よる亜硝酸生成プロセスを構築できれば，塩分含有

廃水への適用は容易であり，その他の廃水に対して

も塩分調節には安価である NaClを用いればよい．
そこで，本研究では，無曝気の好気処理が可能であ

る下降流懸垂型スポンジ（DHS：Down-flow Hanging 
Sponge）リアクタを用いた亜硝酸生成プロセスを目

的とし，塩分制御による亜硝酸生成の誘導効果の検

証を行った． 
２．実験装置および方法 

DHSリアクタは，三角柱スポンジを高さ 2 mのア

クリル板に 5 mm間隔で 60個（スポンジ容量：240 

cm3）貼り付けたものとし，HRT＝2時間， NH4Cl：

100 mg-N/L を単一基質とした無機性人工廃水の処

理を行った．塩分の亜硝酸生成の誘導効果を検証す

るため，基質中の塩分に NaClを用いて Phase1から

Phase7まで段階的に増加させ，アンモニア酸化性状

の観察を行った．水質測定項目は，TAN，NO2
--N，

硝酸性窒素（NO3
--N）とした．また，塩分変化に伴

う硝化細菌叢を調査するため，Phase1，4，7のリア

クタ上部と下部から採取したスポンジ汚泥（計 6サ

ンプル）を対象に，Bacteriaの 16SrRNA遺伝子に基

づいたクローン解析を行った（プライマーセットは

EUB338f-mix- Univ1500R）．各サンプル共に 96クロ 

－ンずつ塩基配列を決定し，BLASTを用いて相同性

検索を行った．さらに亜硝酸生成に対する HRT の
影響を検討するために， 1～4時間の間で HRTを制

御し，安定した亜硝酸の生成が維持されるかどうか

の検証を行った．  
３．実験結果および考察 
３．１ 塩分の増加による検証 
リアクタの処理水の窒素の経日変化を図 1に示す．

なお，Phase1にした日を 0 dayとした．Phase3後半

以降，塩分の増加とともに，徐々に処理水中の NO2-N

の蓄積が進行する一方で，NO3-Nは減少する傾向が

見られた．特に，Phase7（25g-Cl-/L）において，NO3-N

の生成はほぼ完全に阻害され，全無機性窒素濃度に

対する NO2-N 濃度の割合が 87.6±2.4％と最も高く

なった（図 2）．その際，流入負荷 1.2±0.1kg 

NH4-N/m3/dに対して，亜硝酸生成速度は，0.9±0.1 kg 

NO2-N/m3/dを記録した．クローン解析で検出された，

アンモニア酸化細菌（AOB）および亜硝酸酸化細菌

（NOB）に属するクローンの近縁種と相同性および

検出頻度を表 1に示す．AOBおよび NOBの塩耐性

に起因した菌叢遷移が観察された．AOBに関しては，

Nitrosomonas europaea系統群に近縁なクローンであ

る NSOM-1 が各塩分において高頻度に検出された．

また 15，25 g-Cl/Lにおいて，0-Cl/Lには検出されな

かった Nitrosococcus mobilis 系統群に近縁である

NSOM-3 が検出された．両系統群ともに塩耐性の高

い AOB として知られているため，高塩分条件下に

おいてもTAN酸化を担っていたと考えられる．NOB
に関しては，0 g-Cl/L において Nitrospira に属する

NSPI-1が高頻度に検出されたが，塩分増加後では検

出頻度が著しく低下した．一方で，塩分増加後にお

いては Nitrobacterに属するNBAC-2の検出頻度が高

くなる傾向が見られ，塩分によって NOB の優占種
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が遷移したことが示唆された．最も亜硝酸生成が進

んだ 25 g-Cl/Lに着目してみると，処理水中の NO3-N

濃度が低いにもかかわらず，リアクタの上部および

下部から NBAC-2のクローンが検出されている．こ

のことから，本研究で高塩分条件下において亜硝酸

生成が観察された原因として， Nitrobacterに近縁な

NOBは，リアクタ内に存在はしていたものの，高塩

分によって阻害を受け，亜硝酸酸化活性が低下した

ことで亜硝酸化生成が進行されたものと考えられる．

さらに NO3-N を NO2-N へ還元することで知られて

いる Nitratireductor の近縁種が塩分の増加に伴い検

出されたことから，Nitratireductorは亜硝酸生成に何

らかの影響を及ぼしている可能性が示唆された． 
３．２ HRTの変動による検証  

Phase8 において，  HRT=1 時間（ 2.4± 0.1kg 

NH4-N/m3/d）に設定したところ，残存 TANの割合が

増加したものの，Phase7と比べて，亜硝酸生成速度

は 1.3 kg-NO2-N/m3/dとおよそ 40％向上した．また，

HRT=4時間（Phase9）では，時間経過に伴い完全硝

化に移行し，処理水中の NO2-N および NO3-N は，

それぞれ 4.2±1.1％，94.6±1.0％となった．これは，

リアクタ内における処理水の滞留時間が長くなった 

 

ことで，塩分阻害を受けながらも NOB の増殖が促

進されたもの考えられる．従って，塩分 25 g-Cl-/L

という高塩分環境においても，HRTを長くとること

により NOBによる NO2-Nの酸化は進行することが

確認された．さらに，再び HRT＝2時間（Phase10）

に戻して運転を行ったところ，亜硝酸生成能は回復

せず，処理水中の NO2-N および NO3-N の割合はそ

れぞれ，57.9±3.7%，30.7±3.0%となった．亜硝酸
生成速度も 0.7±0.0 kg-NO2-N/m3/day にまで低下し

た．図 2 より，Phase10 と比較して，Phase7 と比べ

て TANの残存量は変わらず， NO3-Nの割合が増加

していることがわかる．亜硝酸生成能が回復しなか

った原因として， Phase9（HRT=4 時間）で増殖し

た NOB が，HRT を再度短くした期間においても，
なお，スポンジ内部に保持されたからと考えられる． 
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Upper Lower Upper Lower Upper Lower

NSOM-1 Nitrosomonas  sp. ENI-11 (AB079053) 99 34 8 13 10 15 31
NSOM-2 Nitrosomonas  sp. R5c47 (AF386749) 99 2 - 1 - - -

NSOM-3 Nitrosomonas  sp. BF16c52 (AF386747) 99 - - 4 8 8 2

NSOM-4 Nitrosomonas sp. R7c140 (AF386753) 99 1 4 - 1 - -

NSPI-1 Nitrospira  sp. strain RC25 (Y14639) 99 - 27 1 - - -
Nitrospira  Sublineage IV

NSPI-2 Nitrospira marina  Nb-295  (X82559) 99 - - - - - 1
Nitrobacter

NBAC-1 Nitrobacter  sp. AB3 (AM292291) 99 - 2 - - - -
NBAC-2 Nitrobacter winogradskyi  R1.30 (AM286389) 99 - - 2 5 3 7

NRDC-1 Nitratireductor aquibiodomus  NL21 (AF534573) 99 - - 3 - 5 4
NRDC-2 Nitratireductor sp. CL-SC22 (HQ176466) 100 - - - 1 2 -

25 g-Cl/L0 g-Cl/L 15 g-Cl/L

Nitrospira  Sublineage I

Nitratireductor

Nitorosomonas europaea -lineage

Nitrosococcus mobilis -lineage

Nitorosomonas marina -lineage

Percentage of total clones (%)
Clone Closest related species (Accession No.) Identi ty

(%)

図 2 窒素形態の成分比率 
 

表 1 クローン解析結果 
図 1 連続実験結果 
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