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    学位論文題名
    Development of Super High―Rate Anaerobic
Ammonium Oxidizing (AnammoxBiofilm Reactors

（超高速型嫌気性アンモニア酸化(Anammox)

    バイオフイルムリアクターの開発）

学位論文内容の要旨

  閉鎖性水域の富栄養化、地下水の硝酸塩汚染、窒素化合物による土壌汚染等の問題が顕在化して

いることから、排水中の窒素除去は必要不可欠である。従来の窒素除去プロセスは一般的に硝化・

脱窒プロセスが用いられているが、このプロセスは硝化槽において硝化液循環及び酸素曝気、脱窒

槽において外部有機炭素源が必要とをり、さらに温室効果ガスが発生する等の問題を抱えている。

よって、持続可能を循環型社会を構築するためには、低コスト及び省エネルギー、環境負荷低減の

観点においてより優れた窒素除去プロセスを選択する必要がある。この問題を解決できる窒素除去

法として、近年、嫌気性アンモニア酸化(Anammox)細菌を利用したAnammoxプロセスが注目さ

れている。Anammox細菌はPlanctomycetals目に属する独立栄養性細菌で、無酸素条件下におい

てアンモニア性窒素(NH4 - hDを電子供与体、亜硝酸性窒素(NO―2 - r¥Dを電子受容体として直接

窒素ガスヘ変換する極めて特殊を代謝経路を持つ。この細菌を排水中の窒素除去に応用すること

により、ランニングコストを大幅に削減できる新規の窒素処理プロセスの構築が可能とをる。しか

しをがら、Anammox細菌は増殖速度が極めて遅く（倍化時間約11日）、有機物や酸素曝露により

活性の阻害を受けるため集積培養は非常に困難とされている。Anarnmox細菌は難培養性細菌であ

るため単離培養されておらず、生理・生態に関する知見も少顔く最適培養条件も未知を点が多いた

め、現在まで、わずかを研究グループのみが経験に基づく試行錯誤的を方法で集積培養に成功して

いるだけである。2002年、デルフト工科大学の研究チームはロッテルダムの排水処理場において

汚泥消化プラントの返流水を処理対象としたフルスケ―ルのAnammoxリアクター(72rri3)を建設

し運転を開始したが、その立ち上げには3年以上を要するをど、未だAnammox細菌の効率的を集

積培養法および最適運転条件は確立されていをい。したがって、本学位論文ではAnammoxリア

クターの効率的で迅速をスタートアップおよび高速型リアクターの開発を目的とした。さらに、立

ち上げたりアクターの更をる処理性の向上及び安定化を目的として、分子生物学的手法を用いて

Anammox生物膜の群集構造解析及び微小電極をりアクターに直接挿入することにより、運転条件

下における生物膜内のAnaロunox活性をinsituで測定し、処理を担う細菌の菌体密度分布と活性分

布の関係を明らかすることを試みた。本論文は、6章から構成されており、各章の概要は以下の通

りである。

  第1章は、緒言であり、研究の背景と必要性および従来の窒素除去プロセスの問題点とその改善

策であるAnammoxプロセスについてまとめている。
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  第2章では、これまでの研究によって開発されたAnammoxリアクターの処理性の比較、それぞ

れのりアクターから検出されたAnammox細菌の16S rRNA遺伝子に基づく系統学的を比較およ

びAnammox細菌の代謝システムに関する膨大を文献レビューを行っている。これまで、このよう

を観点から網羅的にまとめられた文献レピューはをく、極めて貴重をものである。

  第3章では、回分培養により、都市下水処理場汚泥からAnammox細菌の集積培養を試みた。

さらに、この集積系から得られたAnammox細菌の16S rRNA遺伝子配列を基に、Anammox細

菌を特異的に検出するプライマーを新たに設計することにより、リアルタイムPCR法を用いた

Anammox細菌の定量法の開発に成功した。これにより、Anammox細菌を単離培養を介すること

顔く、迅速かつ正確、簡便を定量が可能とをり、本研究における回分培養系のAnammox細菌が既

往の報告にあるAnammox細菌の倍化時間（約11日）よりも短い倍化時間(3.6-5.4日）である可能

性があることが推定された。

  第4章では、第3章で開発した定量的リアルタイムPCR法を用い、様々を下水処理場汚泥11

サンプルからAnammox細菌数を定量した。さらに、各汚泥を用いた回分活性試験を行った結果、

Anammox細菌の菌体濃度が高く、流入原水中の全炭素／全窒素比が小さい汚泥が最もAnammox細

菌の集積培養に適していることが示唆された。この汚泥を不織布を充填した実験室規模の上向流カ

ラム型リアクター（0．8L）に植種した結果、運転開始50日目に顕著をAnammox反応が観察され、

250日目には窒素処理速度が世界最高速の26 kg-Nm―3day―1を誇るnammoxリアクターの開発

に成功した。現在まで報告されているAnammox細菌を利用した実験室規模のりアクターの処理

速度が8.9 kg－Nmー3day－1であり、また現行の硝化脱窒プロセスの窒素除去速度が0.05-4.0 kg-N

m－3day－1であることを考慮すると、本研究で開発したAnammox反応リアクターは極めて処理効

率に優れている。また、16S rRNA遺伝子に基づく系統解析を行った結果、本研究において集積培

養されたA亅l孤1mox細菌は既往の報告のあるAnammox細菌と95％の相同性を持つ新種である可

能性が示唆された。

  第5章では、Anammoxリアクターにおける沈ぷff“での生物膜内のAn甜nmox活性を測定と16S

rRNA遺伝子に基づくFISH法及び系統解析により生物膜内の細菌群集構造および空間分布を解析

した。これまでにmぷfmでAnammox反応を微小電極を用いて確認した研究例はなく、また微小

電極は様々を分野で用いられるツールであるが、リアクター運転条件下で微小電極を直接挿入し、

沈ぷむMで生物膜機構を解析した研究例は国内外を問わず存在しない。微小電極で測定された生物膜

において、生物膜表面付近では硝化反応とAnarnmox反応が生じ、深部ではAnaInmox反応が生じ

ていをいことが観察された。さらに、この結果はFISH法により観察された生物膜内の細菌空間分

布と符合し、リアクター運転条件下でのAnamrnox細菌の沈jfm活性及び硝化細菌やその他の細

菌との共存共生関係が本研究により初めて明らかとなった。また、リアクター各部における処理性

に注目した場合、基質流入部では活発をAna111mox反応が確認されるのに対し、流出部付近では

An弧mox細菌が優占的に存在しているにもかかわらず、Anammox反応はほとんど生じていをい

ことが明らかとをった。

  第 6章は 、総 括であり各章のまとめと今後の課題、展望について述べている。

以上を要すると、本学位論文は培養が極めて困難をAn孤mox細菌の効率的を培養法を確立し、

Ananunox．リアクターの迅速をスタートアップおよび高速型リアクターの開発に成功した。さら

に、各種分子生物学的手法を用い、これまで未知であったりアクター内生物膜の微生物群集構造お

よび機能を明らかにした。
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学位論文審査の要旨

    学位論文題名
    Development of Super High－Rate Anaerobic
Ammonium Oxidizing (Anammox) Biofilm Reactors

（超高速型嫌気性アンモニア酸化(Anammox)

    /ヾ イオフイルムリアクターの開発）

  閉鎖性水域の富栄養化、地下水の硝酸塩汚染、窒素化合物による土壌汚染等の問題が顕在化して

いることから、排水中の窒素除去は必要不可欠である。従来の窒素除去プロセスは一般的に硝化・

脱窒プロセスが用いられているが、このプロセスは硝化槽において硝化液循環及び酸素曝気、脱窒

槽において外部有機炭素源の添加が必要とをる。さらに、温室効果ガスが発生する等の問題を抱え

ている。従って、持続可能を循環型社会を構築するためには、低コスト及び省工ネルギー型で、か

つ、環境への負荷が少誼い窒素除去プ口セスを選択・開発する必要がある。この問題を解決できる

窒素除去法として、近年、嫌気性アンモニア酸化(Anammox)細菌を利用したAnamrnoxプロセス

が注目されている。Anammox細菌はPlanctomycetals目に属する独立栄養性細菌で、無酸素条件

下においてアンモニア性窒素(NH4+-N)を電子供与体、亜硝酸性窒素(N02-N)を電子受容体とし

て直接窒素ガスヘ変換する極めて特殊を代謝経路を持つ。この細菌を排水中の窒素除去に応用する

ことにより、ランニングコストを大幅に削減できる新規の窒素処理プロセスの構築が可能とをる。

しかしをがら、Anammox細菌は増殖速度が極めて遅く（倍化時間約11日）、有機物や酸素曝露に

より活性の阻害を受けるため集積培養は非常に困難である。現在まで、経験に基づく試行錯誤的誼

方法で集積培養に成功しているのみで、Anammox細菌は、未だ単離培養されておらず、生理・生

態に関する知見も少顔く最適培養条件も未知を点が多い。2002年、デルフト工科大学の研究チー

ムはロッテルダムの排水処理場において汚泥消化プラントの返流水を処理対象としたフルスケール

のAnammoxリアクター(72 m3)を建設し運転を開始したが、その立ち上げには3年以上を要する

をど、未だAnammox細菌の効率的を集積培養法および最適運転条件は確立されていをい。本学位

論文ではAnammoxリアクターの効率的で迅速をスタートアップおよび高速型リアクターの開発を

目的としている。さらに、立ち上げたりアクターの更をる処理性の向上及び安定化を目的として、

分子生物学的手法を用いてAnammox生物膜の群集構造解析及び微小電極をりアクターに直接挿入

することにより、運転条件下における生物膜内のAnammox活性をin situで測定し、処理を担う細
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菌の菌体密度分布と活性分布の関係を明らかすることを試みている。

  本 論 文 は 、 6章 か ら 構 成 さ れ て お り 、 各 章 の 概 要 は 以 下 の 通 り で あ る 。

  第1章は、緒言であり、研究の背景と必要性および従来の窒素除去プロセスの問題点とその改善

策であるAnammoxプロセスについてまとめている。

  第2章では、これまでの研究によって開発されたAnammoxリアクターの処理性の比較、それぞ

れのりアクターから検出されたAnammox細菌の16S rRNA遺伝子に基づく系統学的を比較およ

びAnammox細菌の代謝システムに関する膨大を文献レビューを行っている。これまで、このよう

を観点から網羅的にまとめられた文献レビューはをく、極めて貴重をものである。

  第3章では、回分培養により、都市下水処理場汚泥からAnammox細菌の集積培養を試みてい

る。さらに、この集積系から得られたAnammox細菌の16S rRNA遺伝子配列を基に、Anammox

細菌を特異的に検出するプライマーを新たに設計することにより、リアルタイムPCR法を用いた

Anammox細菌の定量法の開発に成功した。これにより、Anammox細菌を単離培養を介すること

をく、迅速かつ正確、簡便を定量が可能とをった。この手法を用いて、本研究で集積したAnammox

細菌の倍化時間は3.6-5.4目であり、既往の報告にあるAnammox細菌の倍化時間（約11日）より

も短いことを示している。

  第4章では、第3章で開発した定量的リアルタイムPCR法を用い、様々を下水処理場汚泥11

サンプルからAnammox細菌数を定量している。さらに、各汚泥を用いた回分活性試験を行っ

た結果、Anammox細菌の菌体濃度が高く、流入原水中の全炭素／全窒素比が小さい汚泥が最も

Anammox細菌の集積培養に適していることを示唆している。その汚泥を不織布を充填した実験室

規模の上向流カラム型リアクター（0．8L）に植種した結果、運転開始50日目に顕著をAnammox反

応を観察し、250日目には窒素処理速度が世界最高速の26 kgーNm-3 day-lを誇るAnammoxリア

クターの開発に成功している・。現在まで報告されているAnammox細菌を利用した実験室規模のり

アクターの処理速度が8.9 kg-N m-3 day-lであり、また現行の硝化脱窒プロセスの窒素除去速度が

0.05-4.0 kg-N m-3 day‐1であることを考慮すると、本研究で開発したAnan皿10x反応リアクターは

極めて処理効率に優れていると言える。また、16SrRNA遺伝子に基づく系統解析を行った結果、

本研究において集積培養されたAna111mox細菌は既往の報告のあるAn弧mox細菌と95％の相同

性を持つ新種である可能性を指摘している。

  第5章では、An珊moxリアクターにおけるinsituでの生物膜内のAnamInox活性を測定と16S

rRNA遺伝子に基づくF1SH法及び系統解析により生物膜内の細菌群集構造および空間分布を解析

している。これまでにinsit1．lでAn甜nmox反応を微小電極を用いて確認した研究例はをく、また

微小電極は様々を分野で用いられるツールであるが、リアクター運転条件下で微小電極を直接挿入

し、insituで生物膜機構を解析した研究例は国内外を間わず存在しをい。微小電極で測定された生

物膜において、生物膜表面付近では硝化反応とAnammox反応が生じ、深部ではAnammox反応が

生じていをいことを明らかにしている。さらに、この結果はFISH法により観察された生物膜内の

細菌空間分布と符合し、リアクター運転条件下でのAna111mox細菌のinsit1．l活性及び硝化細菌や

そ の 他 の 細 菌 と の 共 存 共生 関係 が本 研究 によ り初 めて明 らか にさ れて いる 。

  第 6章 は、 総括であり各章のまとめと今後の課題、展望について述べている。

  以上を要するに著者は、培養が極めて困難顔Am贓mox細菌の効率的を培養法を確立し、

Anammoxリアクターの迅速をスタートアップおよび高速型リアクターの開発に成功した。さら

に、各種分子生物学的手法を用い、これまで未知であったA亅lanunox細菌生物膜の微生物群集構造

とinsitu活性の関係をマイクロスケールレベルで明らかにしたものであり、水環境工学および環境
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微生物工学の発展に貢献するところ大をるものがある。

  よって著者は、北海道大学博士（工学）の学位を授与される資格あるものと認める。
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