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1. はじめに 

 

有機汚泥は植物の生育に重要な肥効成分を豊富に含むため、資源循環の観点から堆肥化によ

る農地還元利用が推進されている。一方で、堆肥化過程ではアンモニアが大量に発生して大気

中に揮発するが、ほとんどの堆肥化施設では回収・利活用していない。アンモニアガスは悪臭

源であり、現場や周辺の生活・労働環境を悪化させるため、回収して窒素資源として利用する

方法の確立が求められている。  

近年、著者らは堆肥化システムを改変し、汚泥中の有機態窒素をアンモニアガスに高効率変

換して、付加価値の高い微細藻類生産の窒素源に用いる新規プロセスを確立した 1 )–3)。藻類が

生産するアスタキサンチンなどのカロテノイド色素は健康食品や化粧品の原料として 10-50

万円 /kg で販売される高付加価値物質であり、アンモニアガスは汚泥から分離されたクリーン

な窒素源として高付加価値藻類の培養に利用可能である。しかし、多くの微細藻類種はアンモ

ニア耐性が低いために適用可能な種が限られる。そこで、アンモニア態窒素を毒性の低い硝酸

態窒素に変換することで、より多くの高付加価値藻類の効率的な高密度培養を実現し、臭気抑

制ならびに利益創出が期待できる、と着想した。  

硝化法は好気性の化学合成独立栄養細菌である硝化細菌（アンモニア酸化細菌（ ammonia 

oxidizing bacteria: AOB）と亜硝酸酸化細菌（nitrite oxidizing bacteria: NOB））の協働で、常温常

圧でアンモニウムイオン（NH4
+）を亜硝酸イオン（NO2

-）経由で硝酸イオン（NO3
-）に逐次酸

化するプロセスである。硝化法は、オストワルト法や電解法といった物理化学プロセスと比較

してエネルギー消費が少なく、設備のコストや安全性に優れているため、小規模施設への導入

に適していると考えられる。  

アンモニアガス発生源の施設から硝酸溶液をコストとエネルギーをかけずに輸送し貯留す

るには、できる限り高濃度の硝酸溶液を生産する必要がある。しかし従来の硝化技術は 10〜

100 mg-N/L 程度の低濃度の硝酸を蓄積させることしかできない  4),5)。これは、硝化技術はアン

モニウム含有排水からの窒素除去プロセスの初期段階に位置付けられており、アンモニウムイ

オンを硝酸イオンに変換した後、嫌気性脱窒細菌によって硝酸イオンを窒素ガスに還元して除

去するためである。従って、従来の硝化技術は、硝酸イオンが蓄積しない事を前提として、反

応の高速化や菌体の保持が主に研究されてきた。  

そこで申請者は、高濃度アンモニアならびに高濃度硝酸を槽内に保持して中和させる新規硝

化システムを考案した（特願 2024-137849）。このプロセスの基本原理は、 (I) 高濃度の硝酸塩

が蓄積する高浸透圧環境に耐性を持つ硝化菌群を定着させて高活性を維持すること、(II) アン

モニアと硝酸を槽内で中和させて共蓄積させて硝化菌の至適 pH を維持すること、 (III) pH 制

御装置と電気透析法を用いて無機アルカリ剤を循環させることで、薬剤コストを抑えつつアン

モニア濃度の変動に自動対応して pH調整すること、である。生産された高濃度の硝酸溶液は、



可搬性が高くかつ長期保存可能な藻類培養の窒素源であり、藻類培養施設に輸送後、希釈して

藻類培地として利用する。これにより、多くの藻類の生産に利用可能な硝酸アンモニウム溶液

の濃縮培地を作ることができると考えられる。そこで本研究は、アンモニアと硝酸を高濃度に

蓄積させる新規硝化システムの構築を目的として、運転条件の基礎検討を行った。なお、本研

究では電気透析法によるアルカリ剤の循環はシステムの単純化のために行わなかった。  

 

2. 実験方法  

 

実験 1. 高濃度の硝酸とアンモニアが共蓄積する環境における未馴養の硝化菌群の動態評価  

 

はじめに、未馴養の硝化菌群を用いて高濃度硝化環境に対する応答を評価する実験を行っ

た。種菌には、下水処理場の好気槽から採取した汚泥を用いた。0.5-1.0 mol/L に希釈したアン

モニア水の供給量を pH コントローラーで制御するラボスケール硝化システムを構築した。硝

化リアクターの有効容積は 500 mL、pH の設定下限値は 7.0、温度 25℃とした。硝化リアクタ

ーに硝酸アンモニウムを添加し、実験開始時の硝酸態窒素濃度とアンモニア態窒素濃度をそれ

ぞれ 7,000 mg-N/L、1,400 mg-N/L に調整した。硝化の進行による pH の低下に伴ってアンモニ

ア水を自動供給して pH7 を維持する運転を実施した。亜硝酸イオンの蓄積が見られた 13 日目

にはアンモニア水の供給を停止し、代わりに水酸化ナトリウム溶液を用いて pH を制御した。 

 

実験 2. 高濃度硝酸・低濃度アンモニア環境における硝酸蓄積能と硝化菌群の適応過程の評価  

 

硝化菌群を高濃度硝化環境に適応させるため、2 台の硝化リアクターを用いて実験を行った。

それぞれのリアクターに異なる種菌を接種し、アンモニアを半連続的に供給することで、徐々

に高濃度の硝酸が蓄積する環境を構築した。リアクター#1 には、下水処理場の好気槽から採

取した汚泥を種菌として用いた。リアクター#2 には、亜硝酸イオン濃度 5,023 mg-N/L および

硝酸イオン濃度 3,111 mg-N/L を蓄積して亜硝酸酸化が阻害された高濃度硝化リアクターの汚

泥上澄み液を希釈し、亜硝酸イオン濃度を 300 mg-N/L に調整したものを種菌として使用した。 

リアクター内の pH は pH コントローラーを用いて 7.0～7.5 に維持し、アンモニア水を基質

兼 pH 調整剤として供給した。亜硝酸イオン濃度が上昇した場合は、アンモニア水の供給を停

止し、水酸化ナトリウム溶液を用いて pH を制御し、亜硝酸イオン濃度が再び低下した際にア

ンモニア水の供給を再開した。両リアクターは運転中、温度 25℃に維持した。  

 

分析方法  

 

アンモニウムイオンと亜硝酸イオン濃度の分析には、パックテスト（Kyoritsu Chemical-Check 

Lab., Crop., Japan）による比色法を用いた。硝酸イオン濃度の分析には、硝酸イオンメーター

（LAQUAtwin, Horiba, Japan）を使用した。非解離アンモニア態窒素（ free ammonium nitrogen：

FAN）濃度ならびに非解離亜硝酸態窒素（ free nitrite nitrogen: FNN）濃度は、総アンモニア態

窒素（ total ammonium nitrogen: TAN）濃度、総亜硝酸態窒素（ total nitrite nitrogen: TNN）濃度、

リアクター内の pH および温度を基に算出した。これらの計算には、pH と温度条件に依存す

る解離平衡定数（pKa）を使用し、総濃度から非解離型（非イオン型）の濃度を求めた。  



経時的に採取した汚泥試料から DNA を抽出して 16S rRNA 遺伝子を解析し細菌叢の種組成

を調べた。 ISOIL for Beads Beating Kit（ニッポンジーン）を用いて、サンプル中に存在する細

菌叢の DNA を抽出した。実験 1 においては、多サンプル中の細菌叢の遷移を低コストで網羅

的に解析することを目的として、16 S rRNA 遺伝子の V3 および V4 領域を、Illumina 社の 16 S 

メタゲノム配列決定ライブラリープロトコールに従い増幅し、シーケンシングは外注した。実

験 2 においては、硝化細菌の種レベルまで同定することを目的として、16S rRNA 遺伝子の全

長を解析した。PacBio社の 16 S メタゲノム配列決定ライブラリープロトコールに従い増幅し、

シーケンシングする一連の工程を外注した。16S rRNA 配列データは QIIME2 ver.2024.10 を用

いて解析した。  SILVA データベース（ver.138 99% OTUs 全長配列）で学習させたナイーブベ

イズ分類器を用いて、ノイズ除去されたリードを OTU に分類した。実験 2 の細菌叢の相対存

在度データについては、Krona Tools を用いて可視化を行った。  

 

3. 結果と考察  

 

実験 1. 高濃度の硝酸とアンモニアが共蓄積する環境における未馴養の硝化菌群の動態評価  

 

実験開始時の硝酸態窒素濃度とアンモニア態窒素濃度がそれぞれ 7,111 mg-N/L、1,356 mg-

N/L の条件下で、pH の低下に伴いアンモニア水を自動供給して pH7 を維持する運転を開始し

たところ、実験 13 日目から亜硝酸イオン濃度の急激な上昇が確認され、硝化反応が完全に進

行しないことが観察された（図 1A）。図には示さないが、非解離アンモニア態窒素は実験開

始直後の時点で 7.6 mg-N/L であった。細菌は、アンモニアがイオン態であれば細胞膜上のイ

オンチャンネルでイオンの取り込み量を調節できるが、非解離アンモニアは細胞膜を自由に

通過して細胞内 pH バランスを崩すことで細菌の活性を阻害する。低濃度硝化の先行研究で

は、文献により大きな差異が見られるが、非解離アンモニアの阻害濃度が 1–36 mg-N/L であ

ることが報告されている 6)。細菌叢を解析したところ、硝化の一段階目を担う AOB である

Nitrosomonas の相対存在度が顕著に増加した一方で、二段階目の反応を担う NOB の

Nitrospira は殆ど確認されなくなった（図 1B）。これらの結果より、高濃度の硝酸アンモニウ

ムによる高浸透圧環境、および /または、高い非解離アンモニア濃度に対して、Nitrosomonas

は適応できるが Nitrospira は適応することができず、硝化反応の二段階目が律速段階になる

ことが明らかとなった。そこで、高濃度硝化の環境に適応可能な NOB を馴養させることが必

要であると考えられた。  

図 1. 未馴養の硝化菌群を用いた高濃度硝化における、（A）アンモニウムと亜硝酸濃度なら

びに（B）細菌叢の経時変化 .  

  



実験 2. 高濃度硝酸・低濃度アンモニア環境における硝化菌群の適応過程と硝酸蓄積能の評価  

 

図 2 に硝化リアクターの pH ならびに窒素動態の経時変化を示した。アンモニア供給期間

における硝化反応の進行に伴って硝酸態窒素濃度は両リアクターともに約 60-90 日目にかけ

て上昇し、リアクター#1 では約 6,000-7,000 mg-N/L、リアクター#2 では約 7,000-8,000 mg-

N/L の高濃度に到達した。近年の研究では、硝化細菌を用いてヒトの尿を高濃度の硝酸イオ

ン溶液に変換して窒素肥料として利用する試みが進められており、多量の pH 調整剤を連続

供給することで 2,000~3,000 mg-N/L の硝酸イオン濃度が達成されている 7)。この硝酸イオン

濃度は尿中の窒素濃度に依存しており、これを超える高濃度での硝化菌の動態に関する知見

はこれまでなかった。本研究の結果は、世界で類を見ないほど高濃度の硝酸を蓄積させて

も、硝化微生物が適応すれば硝化できるようになることを明らかにした。  

好塩菌に関する先行研究では、一部の硝化菌が塩分 60〜80 g/L（溶質濃度 50〜67 atm に相

当）という高浸透圧環境に適応できることが報告されている  8)。本研究における溶質濃度は

0.5-0.6 mol/L に相当し、高濃度の硝酸イオンと中和剤のナトリウムイオンまたはアンモニウ

ムイオンが存在する高浸透圧環境下でも硝化反応を進行させることができる硝化微生物が約

60-90 日目をかけて適応したことが示唆された。硝酸態窒素濃度はリアクター#2 の方が約

1,000 mg-N/L 高い値であり、高浸透圧環境により耐性が高い硝化微生物が優占化した可能性

が示唆された。  

図 2. 硝化リアクターにおける pH、硝酸態窒素（NO3
--N）、亜硝酸態窒素（NO2

--N）、アンモニ

ウム態窒素（NH4
+-N）、非解離アンモニア窒素（FAN）、および非解離亜硝酸窒素（FNN）の濃

度の経時変化。(A)リアクター#1、(B)リアクター#2。灰色の背景は、アンモニア供給を停止し

て代わりに水酸化ナトリウム水溶液を自動添加して pH 調整した期間を示す。  

      



アンモニア供給期間中の硝酸生成速度を計算した（図 3）。両リアクターとも亜硝酸が蓄積

しない期間の硝酸生成速度は概ね 100～400 mg-N/L/d の範囲を推移しており、この値が本シ

ステムの平均的な硝化能力であると考えられた。なお、突発的なピークであるが、リアクタ

ー#1 では 97 日目に最大硝酸生成速度 1,000 mg-N/L/d、リアクター#2 では 86 日目に最大

1,778 mg-N/L/d を記録した。従来の硝化プロセスでは、脱窒プロセスとの併用が一般的であ

るため、硝酸生成速度に関する具体的な報告は限られている。一方で、比較可能な代替指標

としてアンモニア除去速度が挙げられる。高塩分・高アンモニア濃度条件下におけるアンモ

ニア除去速度は 160 mg-N/L/d と報告されており 9 )、低濃度の硝酸イオンが蓄積する通常の硝

化プロセスでは、44-2,500 mg-N/L/d の範囲とされている。これらと比較すると、本研究の硝

酸生成速度は、通常の硝化プロセスの一部と同程度の能力を有しているが、さらなる性能向

上の可能性も示唆される。本研究では、基質および pH 調整剤としての役割を兼ねているた

め、供給速度が大きく変動したが、今後は水酸化ナトリウムなどの無機アルカリ剤を用いた

pH 制御を併用し、アンモニアを定速で供給する方式を採用することで、硝化菌への負荷を軽

減できると考えられる。これにより、より高いアンモニア負荷速度条件での運転が可能とな

り、硝酸生成能力のさらなる向上が期待される。    

図 3. 硝化リアクターにおける硝化速度の経時変化。  

 

 

より高濃度の硝酸態窒素が蓄積したリアクター#2 の運転 84 日目における細菌叢の相対存

在度を図 4（次ページ）に示した。独立栄養硝化細菌に注目すると、AOB の Nitrosomonas 

eutropha と NOB の Nitrobacter hamburgensis がそれぞれ優占しており、他の硝化細菌は検出さ

れなかった。Nitrosomonas eutropha は塩分 30 g/L（溶質濃度 0.5 mol/L）において硝化リアク

ターに優占することが知られており 10)、Nitrobacter hamburgensis は NaCl 濃度 0.4 mol/L の条

件においても亜硝酸酸化能力を有することが報告されている 11)。したがって、高浸透圧環境

に耐性を有する上記の硝化細菌が増殖したことにより、高硝酸濃度条件においても硝化が可

能になったことが明らかとなった。  

 

 

4. まとめ 

 

高濃度アンモニアならびに高濃度硝酸を槽内に保持して中和させる新規硝化システムを考

案し、運転条件の基礎検討ならびに硝化に貢献する主要微生物の動態を解析した。実験開始時

の硝酸態窒素濃度とアンモニア態窒素濃度が高い条件では、硝化の二段階目の反応を担う

NOB の Nitrospira が適応できず、硝化が破綻することが分かった。一方で、高濃度硝酸・低濃

度アンモニア環境に徐々に硝化菌群を馴養することにより、高浸透圧環境に適応できる AOB

 

   

   

   

   

    

    

                     

 
 

 
 
 
  
 
 
 
   
 
  
 
  
  
 
 
  
  
  
 

          

 

   

   

   

   

    

    

    

    

    

    

                        

 
 

 
 
 
  
 
 
 
   
 
  
 
  
  
 
 
  
  
  
 

          

                    



の Nitrosomonas eutropha と NOB の Nitrobacter hamburgensis がそれぞれ優占した。硝酸態窒素

濃度が約 7,000-8,000 mg-N/L の高濃度の硝酸を蓄積させても、硝化微生物が適応すれば硝化で

きるようになることが初めて明らかとなった。  

図 4. リアクター#2 の運転 84 日目における細菌叢の相対存在度。  
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