
 
早稲田大学大学院理工学研究科 

 
 
 
 

博 士 論 文 概 要 
 
 
 
 
 
 
 
 

論  文  題  目  
Development of nitrogen removal process using nitrifying 
granules and in situ detection of bacterial functional gene 

 
硝化グラニュールを用いた窒素除去プロセスおよび細菌機

能遺伝子の in situ 検出手法の開発 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

申  請  者 

Tatsuhiko Hoshino 
 

 
専攻・研
(課程内

 
 
 
 
 
 

氏  名
星野 辰彦 

応用化学専攻 化学工学研究 究指導 
のみ) 

２００４年１１月  
 



 

 
 
1

 近年，湖沼や内 湾等の閉鎖性水域 の富栄養化が進行 し赤潮やアオコ等 の発生に

より，漁業への被 害，景観の悪化， 悪臭の発生等を引 き起こし深刻な問 題となっ

ている。これらの 問題を解決するた めには，排水から の窒素除去が必要 である。

窒素除去には一般 的に微生物による 方法が用いられ， その反応は硝化反 応と脱窒

反応の二つの反応 から構成される。 この内，硝化反応 は増殖速度の遅い 硝化細菌

が担っており窒素 除去反応の律速段 階となっている。 したがって，生物 学的窒素

除去システムの高 度効率化を図る上 では，硝化細菌を 反応槽内に高密度 に保持す

ることが必要不可 欠である。細菌を 反応槽内に高密度 に保持する手段と しては，

細菌の自己凝集作 用を利用してバイ オフィルムを作ら せる方法が有用で あるため ，

バイオフィルム内 部の細菌群集構造 が生物学的窒素除 去プロセス等の環 境浄化プ

ロセスにおいて非 常に重要な位置づ けになっている。 一方，近年，培養 を伴わな

い分子生物学的な 微生物生体解析手 法が発展し，バイ オフィルム内部の 細菌群集

構造解析を行なうことが可能になりつつある。  

 本論文では，硝 化細菌を高密度に 反応槽内に保持す ることにより窒素 除去プロ

セスの高度効率化 を行うと同時に反 応槽内の硝化細菌 の解析を行った。 硝化細菌

の高密度保持に関 しては，微生物の 持つ自己造粒作用 に着目し，アンモ ニアを高

濃度に含む無機性 廃水中で硝化細菌 が高密度に凝集し た硝化グラニュー ルを作製

した。さらに，こ のグラニュールを 通常の活性汚泥法 では不可能な高塩 濃度産業

廃水中の窒素除去 に適用し，処理効 率や安定性を検討 した。また，この グラニュ

ールを構成する微 生物種およびグラ ニュール内部硝化 細菌の空間的分布 を把握す

るために，硝化 を担 う遺伝子をターゲ ットとした i n  s i t u  PCR 法での検出系 を 確立

した。  

 

 本論文は６章より構成されている。以下に各章の概要を述べる．  

 

 第１章では，バ イオフィルムを用 いた窒素除去プロ セスの効率化およ び分子生

物学的手法による 微生物生態解析の 現状について，過 去の研究動向を整 理して本

研究の研究背景をまとめ，意義および目的を述べた。  

 第２章では，硝 化細菌が高密度に 凝集したグラニュ ールを作成し，そ の特性に

ついて評価した。上 向流好気性流動床（ AUFB）により 500  g / m 3 の N H 4
+ -N を含 む

無機性廃水を処理 することにより硝 化グラニュールの 作製を試みた。そ の結果，

運転開始後約 100 日目にはグラニュ ールが形成され始 め，徐々にその大 きさを増

し，300 日目には直 径 350  µm 程 度のグ ラニュールが得ら れた。また ，電子顕 微鏡

でその表面を観察 したところ，嫌気 性のグラニュール 表面によく観察さ れること

が報告されている 糸状性細菌は観察 されず，生成した 好気性硝化グラニ ュールが

非常にユニークな 構造をしているこ とがわかった。さらに，Dena tu r ing  grad ien t  ge l  
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e l ec t rophores i s  (DGGE)法による解 析の 結果， Ni t rosomonas 属のアンモニア酸 化細

菌が処理に大きく 寄与していること がわかった。また ，沈降性に関して も通常の

バルク汚泥と比較 すると非常に良い ことがわかり，完 全混合型反応槽を 用いても

流出することなく 反応槽内に維持さ れることが示唆さ れた。処理能に関 しては，

水理学的滞留時間（ H RT）を徐々に短 縮することにより 向上し，  350 日目 には活

性汚泥法のおよそ ３倍にあたる 1 .5  kg-N/ m 3 /day の窒素除 去速度を達成した。運転

期間 400 日間全体を通しても，常に 9 8%以上のアンモニ ア除去率を維持し ，グラ

ニュールを適用す ることによりアン モニア酸化細菌を 高密度に反応槽内 に保持す

ることが可能となり高効率硝化が達成できることがわかった。  

 第３章では，硝 化グラニュールを 貴金属回収プロセ スより実際に排出 される高

塩濃度産業廃水の 窒素除去に適用し ，硝化グラニュール の耐塩性を評価し ，好気・

嫌気連続処理シス テムを開発した。 耐塩性の評価では 好気槽による連続 硝化実験

を行った。グラニ ュールを段階的に 高塩濃度条件にさ らしていくことで ，耐塩性

のある硝化細菌が グラニュール内部 に優占化し，塩濃 度 5  %程度までは完全にア

ンモニアを除去で きることがわかっ た。さらに，好気 ・嫌気連続処理実 験に硝化

グラニュールを適 用した。150 日の実 験期間中，常に MLSS は 10 ,000  g / m3 付近に

保たれておりグラ ニュールの反応槽 内への保持能力の 高さが証明された 。また，

入り口の全窒素濃 度 1000～ 1500  g / m 3  に対し出口濃度は 常に 30  g / m 3 以下を示し

たことから，硝化 グラニュールを用 いた処理システム が高塩濃度産業実 廃水中か

らの窒素除去に適していることが明らかとなった。  

 第４章では，硝 化グラニュール内 部の微生物生態解 析，特に硝化反応 の鍵を握

るアンモニア酸化 細菌の空間的分布 を明らかにするべ く，機能遺伝子を ターゲッ

トとした細菌の i n  s i t u 検出手法の開発を行った。機能遺 伝 子は細胞内に数コ ピー

のみしか存在しな いため感度増幅が 必要であるが ，本研 究では細胞内で PC R を行

うことにより標的 遺伝子を増幅する i n  s i t u  PCR の適用を 試みた。標的遺 伝子 とし

てアンモニアをヒ ドロキシルアミン に酸化する酵素で あるアンモニアモ ノオキシ

ゲ ナ ー ゼ の ア ク デ ィ ブ サ イ ト を コ ー ド す る a mo A を 用 い た 。 検 出 系 と し て は

semi -nes t ed  PCR で 遺伝子の増幅を行 い，２回目の PC R に用いたプライマ ーをジ

ゴキシゲニン （ D IG） で 標 識 す る こと により増幅産物を 標識した。細胞内 に生じ

た D IG 標識増 幅産 物は HNPP -Fas t  Red  T R の検出系により 検出した。まず， 代表

的なアンモニア酸 化細菌である Ni t rosomonas  europaea の 純粋株について検 討を行

ったところ，  a mo A 遺伝子の i n  s i t u 検出に成功した 。し かしながら，この検 出系

をグラニュール内 のアンモニア酸化 細菌に適用したと ころ，粒子状の非 特異的な

シグナルが多数発 生し画像が非常に 不鮮明になるとい った問題が生じた 。粒子状

のシグナルの原因 は，蛍光物質で あ る HNP -T R  が細胞 外に漏れ出したこ とである

と思われたので， Alexa488 標識抗 D IG 抗体により D IG 標 識された増幅産物 の検
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出を試みた。その 結果，非特異的シ グナルが劇的に減 少し，非常にクリ アにグラ

ニュール内部のア ンモニア酸化細菌 を検出することに 成功した。この手 法の確立

により，これまで 不可能であったバ イオフィルム内部 細菌の機能遺伝子 に基づい

た検出が可能となった。  

 第５章では，硝 化グラニュールを アンモニア飢餓状 態におき， i n  s i t u  PCR 法に

よ り ア ン モ ニ ア 酸 化 細 菌 の 検 出 を 試 み ， そ の 感 度 を 一 般 的 に 用 い ら れ て い る

Fluorescence  in  s i t u  hybr id i za t ion  (F IS H)法で検出した場合 と比較した。上向流好気

性流動床からサン プリングした硝化 グラニュールを蒸 留水中に懸濁し， アンモニ

ア飢餓状態で振盪 培養を行った。培 養開始直後と２週 間後のサンプルに ついて両

手法でのアンモニ ア酸化細菌の検出 を試みた。培養開 始直後のサンプル において

は，F ISH 法，i n  s i t u  PCR 法ともにア ン モニア酸化細菌が 硝化グラニュール 表層部

分に優占化してい る様子を検出する ことができた。一 方，２週間後のサ ンプルに

おいては i n  s i t u  PC R 法では実 験開始 直後と同様なシグ ナルが検出された のに対

し，F ISH 法ではシ グナルを確認する ことができなかっ た。これは２週 間ア ンモニ

ア飢餓状態におい たことにより，ア ンモニア酸化細菌 の活性が低下し， 細胞内の

16S  rRNA 含量 が低 下したことに起因 すると思われた。す なわち，F ISH 法で は 16S  

RNA を標的 として いるため２週間後 のサンプルでは，シ グナルが弱まり検 出下限

値以下になったと 考えられた。一方， i n  s i t u  PCR では常 に細胞内に数コピ ー存在

する機能遺伝子を 高感度に検出して いるために，２週 間後も変わらぬシ グナルが

得ることができた 。これらの結果は， i n  s i t u  PCR 法によ りバイオフィルム 内部の

細菌をその活性に よらず検出するこ とができることを 示しており，バイ オフィル

ム内部の細菌の機 能や役割について 解析する際にこの 手法が非常に有用 であるこ

とを示している。  

 第６章では，本論文の統括および展望を記述した。  

  

 以上，本論文で は生物学的窒素除 去プロセスの律速 段階となっている 硝化反応

に焦点を絞りその 高度効率化に関し て検討を行った。 特に，硝化細菌の 集合体で

ある硝化グラニュ ールの形成および 高塩濃度産業廃水 への適用を行い， 高効率な

システムの開発に 成功した。また， 未知な部分が多い バイオフィルム内 部の微生

物群集構造，空間 的分布，あるいは 機能について解析 することを可能と する新規

手法の開発を行っ た。これらの研究 成果は窒素除去プ ロセスの高度効率 化のみな

らず環境浄化技術 および微生物生態 学，および環境微 生物学の発展に多 いに寄与

することが期待される。  

 

 



 

研 究 業 績              
種 類 別   題名、  発表・発行掲載誌名、  発表・発行年月、  連名者（申請者含む）

論文 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

(1)（報文）星 野 辰 彦， 広 沢 英 信 ， 松 川忠 史 ， 小 川 知 幸 ，江 尻 慶 央 ， 常 田

聡，平田彰  
硝化グラニュールを利用した高塩濃度産業廃水処理  
日本水処理生物学会誌，（印刷中）  
 
( 2 )（報文） Sa tosh i  Tsuneda ,  Ta t suo  Nagano ,  Ta t suh iko  Hosh ino ,  Yosh ih i ro  
E j i r i ,  Naoh i ro  Noda ,  Aki ra  H i ra t a  
Cha rac t e r i za t i on  o f  n i t r i fy ing  granu le s  p roduced  in  an  ae rob ic  up f low 
f lu id i zed  bed  r eac to r  
Water  Research， 37(20) ,  4965-4973(2003)  
 
(3 )（報文） Ta t suh iko  Hosh ino ,  Sa tosh i  Tsuneda ,  Aki ra  H i ra ta ,  and  Yuhe i  
Inamor i  
In  s i t u  PCR fo r  v i su a l i z ing  d i s t r i bu t ion  o f  a  func t iona l  gene  "a moA"  in  a  
b io f i lm r ega rd l e s s  o f   ac t i v i t y  
Journa l  o f  b io t echno logy ,  105 (1 -2 ) ,  33 -40(2003)  
 
(4 ) （ 報 文 ） Ta t suh iko  Hosh ino ,  Naoh i ro  Noda ,  Sa tosh i  Tsuneda ,  A ki ra  
H i ra t a ,  and  Yuhe i  Inamor i  
Di r ec t  de t ec t ion  by  in  s i t u  PCR o f  t he  amoA gene  in  b io f i l m r e su l t i ng  f rom 
a n i t rogen  r emova l  p roces s  
Appl i ed  and  Env i ronmen ta l  Microb io logy ,  67 (11) ,  5261-5266(2001)  
 
(5 )（報文）星野辰彦，寺原猛，常田聡，平田彰  
T-RFLP 法による排水処理細菌叢の迅速モニタリング  
用水と廃水， 46(5 ) ,  408-412(2004)  
 
(6 )（報文） Takesh i  Te rahara ,  Ta t suh iko  Hosh ino ,  Sa tosh i  Tsuneda ,  A ki r a  
H i ra t a ,  and  Yuhe i  Inamor i  
Mon i to r ing  the  mic rob ia l  popu la t ion  dyna mics  a t  a  s t a r t -up  s t age  o f  
was t ewa te r  t r ea tmen t  r eac to r  by  t e rmi na l  r e s t r i c t i on  f r agmen t  l ength  
po lymorph i sm ana lys i s  based  on  16S  rDNA and  rRNA gene  sequences  
Journa l  o f  b iosc i ence  and  b ioeng ineer ing ( i n  p re s s )  
 

 
 
5



 

 
 
6

研 究 業 績        

種 類 別   題名、  発表・発行掲載誌名、  発表・発行年月、  連名者（申請者含む）

講演 
(国際会議) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

講演 

(国内) 

(1 )（ 国 際 会 議 ） Ta tsuh iko  Hosh ino ,  Takesh i  Te raha ra ,  Sa tosh i  Tsuneda ,  
Aki r a  H i ra t a  and  Yuhe i  Inamor i  
Mon i to r ing  co mplex  bac t e r i a l  communi t i e s  u s ing  t e rmina l  r e s t r i c t i on  
l ength  po lymorph i sm:  app l i ca t ion  to  was t ewa te r  t r ea tmen t  r eac to r  
10 t h  In t e rna t ina l  Sympos ium on  Microb ia l  Eco logy,  Cancun ,  22 -27 ,  Au gus t ,  
2004  
 
(2 )（ 国 際 会 議 ） Ta tsuh iko  Hosh ino ,  Sa t osh i  Tsuneda ,  Aki ra  H i ra t a ,  and  
Yuhe i  Inamor i  
In  s i t u  de t ec t ion  o f  ammonia  monoox ygenase  gene  in  a  s t a rved  b io f i lm 
103 R D  ASM Genera l  Mee t ing ,  Wash ington ,  D .  C . ,  18 -22 ,  May,  2003  
 
(3 )（ 国 際 会 議 ） Ta tsuh iko  Hosh ino ,  Sa t osh i  Tsuneda ,  Aki ra  H i ra t a ,  and  
Yuhe i  Inamor i  
In  s i t u  PCR fo r  de t ec t ion  o f  ammonia  monooxygenase  gene  in  a  b io f i lm 
7 t h  s ympos ium on  B ac te r ia l  Gene t i c s  and  Eco logy,  Be rgen ,  15 -19 ,  J une ,  
2002  
 
(4 )（ 国 際 会 議 ） Ta tsuh iko  Hosh ino ,  Sa t osh i  Tsuneda ,  Aki ra  H i ra t a ,  and  
Yuhe i  Inamor i  
In  s i t u  PC R fo r  v i su a l i z ing  o f  d i s t r i bu t ion  o f  a  func t iona l  gen e  "a moA"  in  
b io f i lm r ega rd l e s s  o f  i t s  a c t i v i t y  
In t ena t iona l  Con fe rence  on  B io f i lm  Mon i to r ing ,  Po r to ,  18 -20 ,  March ,  2002  
 
(5 )（国際会議） Ta t suh iko  Hosh ino ,  Naoh i ro  Noda ,  Sa tosh i  Tsuneda ,  A ki ra  
H i ra ra ,  and  Yuhe i  Inamor i  
D i r ec t  de t ec t ion  o f  a mmonia  mon oox yge nase  gene  in  a  b io f i lm b y  in  s i t u  
PCR 
9 t h  In t e rna t iona l  Sympos ium on  Microbia l  Eco logy ,  Ams te r da m,  26 -31 ,  
Augus t ,  2001  
 
 
(1) 星野辰彦，寺原猛，常田聡，平田彰，稲森悠平 
T-RFLP 法による生物学的排水処理反応槽内のバイオコミュニティー変遷モニタリング  
日本水環境学会年会第３８回大会 札幌 2004 年 3 月 
 
(2) 星野辰彦，寺原猛，常田聡，平田彰，稲森悠平 
T-RFLP 法による排水処理細菌叢の迅速モニタリング 
日本水処理生物学会年会第４０回大会 熊本 2003 年 11 月 
 
(3) 稲森悠平，寺原猛，星野辰彦，平田彰 
T-RFLP 法による排水処理微生物叢の簡易・迅速モニタリング技術の開発 
日本水環境学会年会第３７回大会 熊本 2003 年 3 月 
 
(4) 星野辰彦，常田聡，平田彰，稲森悠平 
細胞内遺伝子増幅技術による機能遺伝子の高感度 in situ 検出 
化学工学会年会第６８回大会 東京 2003 年 3 月 
 

 



 

 
 
7

研 究 業 績        

種 類 別   題名、  発表・発行掲載誌名、  発表・発行年月、  連名者（申請者含む）

 (5) 星野辰彦，寺原猛，常田聡，平田彰，稲森悠平 
T-RFLP 法を用いた機能遺伝子発現プロファイルの解析 
日本水環境学会年会第３７回大会 熊本 2003 年 3 月 
 
(6) 星野辰彦，常田聡，平田彰，稲森悠平 
機能遺伝子をターゲットとしたバイオフィルム内細菌の in situ 検出法の開発とその問題点 
学際シンポジウム「微生物生態解析と環境バイオテクノロジー」 東京 2003 年 1 月 
 
(7) 星野辰彦，常田聡，平田彰，稲森悠平 
機能に基づいた排水処理微生物検出手法の開発 
日本水処理生物学会年会第３９回大会 大宮 2002 年 11 月  
  
(8) 星野辰彦，常田聡，平田彰，稲森悠平 
in situ PCR 法による生物膜内アンモニア酸化細菌の機能遺伝子の検出 
日本水環境学会年会第３６回大会 岡山 2002 年 3 月 
 
(9) 星野辰彦，永野達生，野田尚宏，常田聡，平田彰，稲森悠平 
硝化グラニュール形成微生物の分子生物学的手法による解析 
第３８回日本水処理生物学会 神戸 2001 年 11 月  
 
(10) 星野辰彦，永野達生，野田尚宏，常田聡，平田彰，稲森悠平 
バイオフィルム内における機能遺伝子(amoA)の in situ 検出 
日本微生物生態学会年会第１７回大会 静岡 2001 年 11 月 
 
(11) 星野辰彦，永野達生，野田尚宏，常田聡，平田彰，稲森悠平 
窒素除去の生物膜管理技術の高度化のための分子生物学的手法による硝化細菌群の認識技

術 
第４回日本水環境学会シンポジウム，北九州，2001 年 9 月 
 
(12) 星野辰彦，野田尚宏，常田聡，平田彰，稲森悠平 
無機性アンモニア含有排水処理プロセスにおけるアンモニア酸化細菌群の分子生物学的解析

第 35 回日本水環境学会，岐阜，2001 年 3 月 
 
(13) 星野辰彦，野田尚宏，常田聡，平田彰，稲森悠平 
分子生物学的手法による無機性排水処理プロセスにおけるアンモニア酸化細菌の評価・解析 
第 37 回日本水処理生物学会，神奈川，2000 年 11 月 

 




