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１．はじめに 

 生物学的リン除去の不安定化因子の一つとして亜硝酸が注目されている。我々はこれまでに、酢酸を主基質

として嫌気好気法により集積培養したリン蓄積細菌（ＰＡＯs）に対し、亜硝酸阻害を詳細に検討し，ＰＡＯs

の有する脱窒能力の大きさが阻害応答と密接に関連していることを示した1)。酢酸を用いた理由は，これまで

ＰＡＯsに関する研究の多くが酢酸を用いて行われてきたためであるが，単独基質による培養は生物叢を単純

化してしまい，実下水処理場に存在しているＰＡＯsの一部を抽出しているに過ぎない可能性が指摘されてい

る。実際，分子生物学的手法（ＰＣＲやＦＩＳＨなど）を用いた研究により，下水処理場の汚泥には多様なＰ

ＡＯsが存在し，特に，Candidatus Accumulibacter Phosphatis（以下Accumulibacter）とActinobacteriaが

主要ＰＡＯsである2)ことが報告されているのに対し，酢酸を主基質として培養した場合にはAccumulibacter3)

が，またペプトンを主基質として培養した場合にはActinobacteria2)が優占化するとの報告がある。従って，

亜硝酸が生物学的リン除去に与える影響を解明するには，これまで行われきたAccumulibacterのみならず

Actinobacteriaなど他のＰＡＯsが示す亜硝酸阻害応答についても詳細に調べる必要がある。そこで本研究で

は，酢酸とペプトンの混合基質でＰＡＯsの集積培養を行い，得られた汚泥に対し亜硝酸阻害回分実験を行う

ことで，優占種による亜硝酸阻害応答の相違を調べた。また，同じ汚泥でも用いる有機物の種類によって亜硝

酸阻害応答が異なるから，集積培養汚泥中のＰＡＯsを亜硝酸阻害応答の大きさで分画する方法について検討

を行った。 

２．研究方法 

 (1) 汚泥培養方法 

 表 1に表記するように、炭素源として酢酸とペプトンの混合液を用い

てＰＡＯｓの集積培養を嫌気好気回分式反応槽(以下Ａ／Ｏ ＳＢＲ)内

で行った。定期的に嫌気工程開始時・終了時・好気工程終了時のリン酸

濃度の測定を行い、経日変化について調べた。 

表 1 培養条件 

条件 数値 単位
反応槽容積 4 Ｌ

サイクル時間 6 ｈ/cycle
ＳＲＴ 10 ｄ
ＨＲＴ 12 ｈ

嫌気工程(流入10min) 180 min
好気工程 130 min

沈殿排水時間 50 min
余剰汚泥引抜 0.1 Ｌ/cycle

pH制御 ６．９-７．１

酢酸 200 mgCOD/L
ペプトン 200 mgCOD/L
リン酸 30 mgP/L

運転条件

流入濃度

その他栄養素

 この実験の特徴は，集積培養に使用した有機物濃度は変えずに，酢酸

単独基質から酢酸とペプトンのＣＯＤ比１対１の混合基質に調整したこ

とである。 

(2) 亜硝酸阻害試験 

回分試験方法は連続運転中のＡ／Ｏ ＳＢＲから嫌気工程前の汚泥を

採取し，それに酢酸もしくはペプトンのどちらか一方を添加，嫌気工程

１８０分間に曝し，ＰＡＯs による有機物摂取とリン放出を観察した。

その後、好気工程下１３０分間に移った直後に亜硝酸を添加し，ＰＡＯsの好気的リン摂取に及ぼす亜硝酸阻

害を調べた。この試験の特徴は，回分試験時の投入有機物を，ペプトンもしくは酢酸のどちらか一方のみとす

ることで有機物によりＰＡＯs を分画し、利用可能な有機物で分画されたＰＡＯs 毎に亜硝酸阻害を見られる

よう工夫したことである。表２に回分試験の条件を示す。 
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表２ 亜硝酸阻害回分実験の条件 表３ 存在比の推定方法 

(共試汚泥,有機物,汚泥量，亜硝酸濃度) 

培養日数 汚泥量 亜硝酸添加濃度

(days) (gVSS/L) (mgN/L)
0
3
0
5
0
5
0
16
24
0
6

10

略称

40

26

Ac93

Pe61

Ac51

Pe40

Pe26

酢酸

ペプトン

酢酸93

61

51

有機物

ペプトン

ペプトン

1.90

2.48

1.90

2.04

2.18

 また，亜硝酸阻害試験は酢酸（平成 16･17

年度）およびペプトン(平成 19 年度)単独基質

で集積培養した汚泥に対しても行った。 

(3) 分画方法 

 混合基質により集積培養された汚泥中のＰＡＯs を，酢酸のみを利用可能なグループ（ＰＡＯ-Ａ）と酢酸

およびペプトンの両方を利用可能なグループ（ＰＡＯ-Ｂ）に分け，それらの存在比を表３に示すモデル式を

用いて推定した。左辺はいずれも実験より得られる値である。なお，生物学的定数は酢酸(平成 16,17 年度)，

ペプトン(平成19年度)および酢酸とペプトンの混合基質(平成18年度)により集積培養を行った３種の汚泥に

ついて別途行った回分試験の結果を用いた。 

３．結果と考察  

 (1) 共試汚泥のリン除去能 
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] 図１に反応槽のリン除去能の経日変化を示す。運転開始後す

ぐにリン除去挙動が確認され，嫌気終了時のリン濃度は最大

70mgP/L に達した。処理水濃度も 15mgP/L 程度まで低下し，

15mgP/L のリンが除去されたことになる。その後トラブルもあ

り，若干処理能力は低下したが，回分試験に使用した汚泥の多

くは，嫌気終了時に 60-70mgP/L のリン酸イオン濃度を維持し

た期間の結果である。 

嫌気終了時 

流入水 

処理水 

0

図１ 連続反応槽における PAOs の集積状況 

(2) 亜硝酸阻害試験結果  

 亜硝酸阻害回分試験におけるリン濃度の変化を図２に示す。図に示されるように，同じ汚泥（厳密には実験
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図２ 混合基質を用い培養された PAOs の亜硝酸阻害応答 (左:酢酸基質，右:ペプトン基質 ○：亜硝酸添加，△：無添加)

嫌気工程下 好気工程 嫌気工程下 好気工程 
(ペプトン) (酢酸) 
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日が異なる）を用いた場合に於いても，与える有機物が酢酸の場合（左）とペプトンの場合（右）では阻害の

大きさが異なり，酢酸を利用可能なＰＡＯsの方が阻害を受けやすい結果が得られた。 

 この結果を含め，全回分試験について活性比（亜硝酸無

添加系に対する亜硝酸添加系のリン摂取活性の割合）を算

出した結果をまとめて図３に示す。ここでＭｉｘ(Ｐｅ)

とＭＩＸ(Ａｃ)は，本研究で用いた混合基質で培養した汚

泥について，それぞれペプトンもしくは酢酸のどちらかを

使用した場合の結果であり，Ａｃ(Ａｃ)は平成 16,17 年度

に行った既存の知見1)である。また，Ｐｅ(Ｐｅ)とＰｅ(Ａ

ｃ)は，平成 19 年度に行った研究で得られたペプトン単独

基質で培養した汚泥について，それぞれペプトンもしくは

酢酸のどちらかを使用した結果である。この図は，ＰＡＯ

sの亜硝酸に対する感受性の大きさがＡｃ(Ａｃ)＞ＭＩＸ

(Ａｃ)＞ＭＩＸ(Ｐｅ)≒Ｐｅ(Ｐｅ)≒Ｐｅ(Ａｃ)の順，す

なわち酢酸で集積されたＰＡＯsの感受性が最も高く（阻

害を受けやすい），次いで混合基質で培養したＰＡＯsのう

ち酢酸を利用可能なグループ，最も阻害を受け難いのは，

混合基質で培養されたＰＡＯsのうちペプトンを利用可能

なグループとペプトンで集積されたＰＡＯsであることを

示している。吉田ら4)は，亜硝酸に対する感受性の相違を

脱窒能力で説明したが，本研究で用いた汚泥は，その培養

条件(定期的にＡＴＵ添加)から脱窒能力を有しているとは考えにくい。むしろ，ＰＡＯsの種類自体が異なっ

ているためであると考えられる。また，平成 19 年度の研究から得られたペプトン基質で集積したＰＡＯsはペ

プトンと酢酸ともに摂取可能である結果とＭＩＸ(Ｐｅ)≒Ｐｅ(Ｐｅ)≒Ｐｅ(Ａｃ)という同程度の感受性の

結果から，混合基質で集積したＰＡＯs中のペプトンを利用可能なＰＡＯsとペプトンで集積したＰＡＯsは同

一種であると考えられる。さらに，Ａｃ(Ａｃ)＞ＭＩＸ(Ａｃ)の感受性の結果から，共試汚泥には酢酸のみを

利用可能なグループ（ＰＡＯ-Ａ）と酢酸およびペプトンの両方を利用可能なグループ（ＰＡＯ-Ｂ）が存在し，

ＭＩＸ(Ａｃ)の結果は，両グループの性質を示していると予想される。 
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図３ 基質による亜硝酸阻害応答の相違 

(3) 分画結果  

 酢酸，ペプトンおよび酢酸ペプトンの混合基質を用いてそれぞれ嫌気好気法により集積培養したリン蓄積細

菌について，別途行った回分試験により得られた基本的なリン除去定数を表４に示す。回分試験により得られ

た各種速度は，理想的条件下に於いて得られる最大速度とした。 

  表４ 各種集積培養リン蓄積細菌について得られた生物学的定数 

酢酸ペプトン混合
培養時有機物  酢酸 ペプトン 

（Mix） 

回分時有機物  酢酸 酢酸 ペプトン 酢酸 ペプトン

有機物摂取速度（mgCOD/gVSS.h）注）
ｑ 140 67.3 90.2 90.4 39.9 PHA

注）リン放出速度（mgP/gVSS.h）  55 28.3 13.9 26.4 10.3 

P/C 比（gP/gCOD） Ｙ 0.39 0.48 0.17 0.28 0.22 PO4

注）リン摂取速度（mgP/gVSS.h） ｑ 35 32 25.5 26.5 22.2 PP

 
注）存在比を求める上で影響を及ぼさないので，COD ではなく VSS のまま表記 
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表４の生物学的定数と回分実験の結果を用い，混合基

質で培養した汚泥中のＰＡＯs を４つの方法(表３参照)

により分画した。結果を図４に示す。プロットが少ない

こと，回分試験に於いて酢酸添加系とペプトン添加系の

実施日が 10 日以上ずれていること，日数が経過している

ためポピュレーションが変化している可能性が高いこと

などのため解釈は難しいが，亜硝酸阻害応答を用いた分

画法(1)による推定値は，ＰＡＯ-Ｂの存在比をリン放出

やリン摂取を用いた方法に比べ小さい結果が得られた。 

酢酸を単独基質として嫌気好気法により集積培養した

汚泥中の Actinobacteria および Accumulibacter 量を，

リアルタイムＰＣＲを用いて測定したところ，既存の知

見と同様に Accumulibacter がほぼ 100％であったことから，本研究のＰＡＯ-Ａは Accumulibacter と考えて

よいと思われる。一方，ペプトンを単独基質として嫌気好気法により集積培養した場合には，Actinobacteria

が９割，混合基質で嫌気無酸素好気法の場合，Actinobacteria が８割を占めていたことから，既存の報告通

り，ペプトンを主に優先的に利用するのは Actinobacteria であると考えられる。しかし，ＰＡＯ-Ｂを

Actinobacteria であると考えると，亜硝酸に対する阻害応答の結果から得られたＰＡＯ-Ｂ存在比は低めに見

積もられていることになる。これは表４の混合基質で培養した汚泥におけるペプトンを回分基質として求めた

P/C の値が 0.22gP/gCOD であることと合わせて考えると，混合基質で培養した汚泥中にはペプトンを速やかに

分解し，Accumulibacter が利用できる有機物に転換することができる細菌が共存していたこと，すなわちＰ

ＡＯ-Ｂに分画されるＰＡＯs の亜硝酸阻害応答には，Accumulibacter による応答が含まれていた可能性を示

している。 
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図４ 活性試験を用いた分画結果 

４．まとめ  

 培養時の有機物として酢酸，ペプトンおよび酢酸とペプトンの混合基質を用いて集積培養を行ったリン蓄積

細菌の亜硝酸阻害応答を調べることで，有機基質毎に亜硝酸阻害に関する定量的応答関係を得た。これらを用

いて２種類のＰＡＯs の存在比を亜硝酸に対する阻害応答を用いて推定する方法を検証ところ，ＰＡＯs では

ない共存細菌によって影響を受ける可能性が示唆された。今後，亜硝酸に対するＰＡＯsの定量的阻害応答関

係について更に詳細な検討を加え，生物学的リン除去の安定化につなげていきたいと考えている。 
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