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,

a p pli c a ti o n o r a n n a m o x b a c t e ri a i n w a s t e w a t e r t r e a t m e n t
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t a x o n o m i c a l s t u d i e s o n a n n a m o x b a c t e ri a . I n a d d i ti o n
,

w e d e s c ri b e o u r r e s u l ts c o n c e r n l n g a n n a m O X

b a c t e ri a fわu n d i n A g o b a y : d e t e c ti o n a n d e n ri c h m e n t c u l t u r e o f a n n a m o x b a c t e ri a .

は じ め に

自然界に おける窒素循環に お い て
, 大気中 の 分

子状窒素は シ ア ノ バ ク テ リ ウ ム や根に共生する土壌

細菌などの 微生物に よ っ て ア ン モ ニ ア に 還元され ,

さら に有機憩室 素 ( ア ミ ノ酸) に変換される｡ 窒

素固定能 の な い 他 の 生 物は
,

こ れ ら の 微生 物に よ

り固定化された 窒 素を利用する｡ 生物体内 の 有機

態窒素は そ の 死後, 微生物に より分解され ア ン モ

ニ ア から亜硝酸, 硝酸を経て 脱室蘭に より窒素ガ

ス として大気中に放出されると考えられて きた｡ し

かし
,

近年に なり従 来 の 窒素循環 に加えて
, 嫌気

的に ア ン モ ニ ア と亜硝酸か ら脱窒す る経路が見 い だ

され た ｡ こ れが, い わゆる A n a m m o x ( 坐 a e r o b i c

年型!聖O n i u m 竺
id a ti o n) 反応 で ある ( 図 1) ｡

A n a m m o x 反応 の 存在が明 ら か に され て 以 来,

廃水処理 へ の A n a m m o x プ ロ セ ス の 導入と反応 メ

カ ニ ズ ム に関す る研究が様 々 な ア プ ロ
ー チに より活

発に行われ ,
そ の 研究 の 過程 で

,
A n a m m o x 反応

を行う微生物 ( A n a m m o x 細菌) の 存在が多数明
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図 1 . 自然環境 に お ける 窒素代謝経路
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らか に な っ て きた ｡ 1 6 S r R N A 遺伝子 ( r D N A )

の 解析に より A n a m m o x 細菌は Pl a n cl o m y c et e s に属

して おり , 系統学的解析に より既 知 の 細菌とは異

なる 分岐を示す 新規 の 細菌で ある こ とが示され

た
l~3)

｡ A n a m m o x 細菌 の 細胞に は特異な形態的特

徴があ る｡ すなわち
, 細胞壁 に は ペ プチドグリ カ ン

が存在せ ず , 特有 の ｢1 a d d e r a n e 脂質｣ と呼 ばれ

る膜脂質が存在する｡ こ の A n a m m o x 細菌特有 の

1 a d d e r a n e 脂質と 1 6 S r D N A の 特異的部位を バ イ

オ マ
ー カ ー として 用 い る こ と に より A n a m m o x 細

菌が自然界に広く存在して い る こ とがわか っ て き

た
4)

｡ 特に
, 海洋に お い て は A n a m m o x 反応に よる

脱窒が進行して い る こ とが確認 され,
A n a m m o x

細菌が海洋に おける窒素循環の 重要な役割を担 っ

て い る こ とが判明し
,

A n a m m o x 反応が地球上 の

窒 素循環に 重要な位置を占め て い る こ とが明瞭に

なり つ つ あ る
5)

｡ 本総説で は
, 近年急送 に進み つ つ

ある A n a m m o x 細菌 の 生態や 生理 の 研究に つ い て

まとめた ｡ さらに, 筆者らが, 英虞湾を対象に行 っ

た A n a m m o x 細菌の 調査 や集積培養 の 結果に つ い

て も紹介したい
｡

1 . 自然界に お ける窒素循環

我 々 を取り巻く大気 の 8 0 % を占め る主 成分 は

分子状窒素で あり,
窒素は生物体 の 核酸やタ ン パ

ク質を構成する元素 の
一 つ で ある ｡ しか し, ほ と

ん どの 生物は大気中 の 分子状窒素を直接利用する

こ と ば で きな い ｡ 自然界に お い て は, 図 1 に表し

たよう に シ ア ノ バ ク テ リ ア や根に共生する土壌細

菌な どの 少数 の 微生物 の みが大気中 の 窒素を ア ン

モ ニ ア に 固定し て利用する こ とが で きる ｡ 固定さ

れた ア ン モ ニ ア は有機態窒素に変換され
, 物質循

環の 後再び微生物に よ り無機化され て ア ン モ ニ ア

となり ,
N i t r o s o m o n a s 属や N it r o s o c o c c u s 属な ど ア ン

モ ニ ア酸化細菌に よる ア ン モ ニ ア か ら亜硝酸 へ の

酸化 ( 2 N H 4

+

+ 3 0 2
- 2 N O 2

㌔
+ 2 H 2 0 + 4 H

十

) と

N i t r ob a c le r 属な ど の 亜 硝酸酸化細菌に よ る 亜 硝酸

か ら硝酸 へ の 酸化 (2 N O 2
~+ 0 2

- 2 N O 3
~) の 2 段

階からなる硝化反応 に より硝酸 へ と酸化され る ｡

硝酸は嫌気条件下で 種 々 の 微生物に より還元さ れ

て 亜 硝 酸 や ア ン モ ニ ア に 戻 る か , ま た は

p 5 e u d o m o n a s 属や P a r a c o c c u s 属な どの 脱窒菌に よ る

脱窒反応 ( N O 3
~~+ H 2

- N O 2
~+ H 2 0 】

2 N O 2
~~~+ 3 H 2

- N 2 + 2 H 2 0 十 2 0 H ~) に よ り分子状窒素 の 形で

系外に放出され る｡
こ れが従来か ら知られ て い た ,

硝化と脱膿に よる窒素 の 循環で ある｡ しかし
,

近

年 こ の 窒素循環経路と は異なる
,

ア ン モ ニ ア と亜

硝酸か ら嫌気的に 窒素ガ ス を生成する A n a m m o x

反応が新た に発見さ れ た
6)

｡

2
.

A n a m m o x 細菌と A n a m m o x 反 応 の発見

1 96 5 年, 海洋生 態系に おける レ ッ ドフ ィ
ー ル ド

比を基に した計算に より嫌気性条件下で ア ン モ ニ ア

が酸化され て い る こ とが推測され た
7)

｡
1 9 7 7 年 に

B r o d a らは
, 脱窒 の 水素供与体として ア ン モ ニ ア を

用 い て エ ネル ギ ー

を獲得する独立栄養性徴生物が存

在する こ とを熱力学的な検討か ら予測した
6)

｡ そ の

後,
こ の 反応に関与する微生物を自然界から見 つ け

出す試みが多く の 研究者に よりなされたが
,

い ずれ

も失敗に終わ っ た ｡ しかし,
1 9 9 5 年 に オ ラ ン ダの デ

ル フ ト工科大学 の 研究グル ー プから脱窒流動床内部

の 窒素収支の 検討をもと に して ア ン モ ニ ア を水素供

与体とす る新しい 窒素 の 代謝経路 ｢嫌気性ア ン モ ニ

ア酸化 ( A n a m m o x ) ｣ が報告された
8)

｡ 研究 の 初期

の 段階で は
,

A n a m m o x の 反応基質は
,

N H 4

+

と

N O 3
一 で あると報告されたが

,
A n a m m o x 細菌 の 濃

度が約 8 0 % に ま で 達 した集積培養液を用 い た研究

に より, 真 の 基質は N H 4

十

と N O 2
~ で あると訂正さ

れ た ｡ ま た , 集 積 に 成 功 した こ と に より ,

A n a m m o x 細菌 の 倍加時間は 1 1 日で ある こ とがわ

か っ た が, 現 在に お い て もなお A n a m m o x 細菌 の 単

離に成功した と い う報告はな い ｡ こ の A n a m m o x 反

応は , 窒素固定 - 硝化 - 脱窒と い う従来窒素循環

系に加わる新たな窒素変換経路で あり,
H C O 3

~ を

炭素源として N H 4

+

が水素供与体,
N O 2

~が水素

受容体となる独 立栄養性 の 脱窒反応 で あ る｡ 発見

当初は複雑な A n a m m o x 反応 の 代謝式が提示され

た が
, 最近 は以下 の ような式で A n a m m o x 反応が

説明されるよう にな っ た
｡

2 N H 4

+

+ 1 .5 0 2 - - N H 4

+

+ N O 2
【+ H 2 0 + 2 H

+

( 部分硝化)

N H 4

十

+ N O 2
~- → N 2 + 2 H 2 0

( A n a m m o x 反応)

計 2 N H 4

十

+ 1 .5 0 2 - → N 2 + 3 H 2 0 + 2 H
十
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デ ル フ ト工 科大学 の S t r o u s の 研究グ ル ー プは
,

反応槽から取り出した バ イオ フ ィ ル ム を超音波処

理 し, 凝集した細菌を個 々 の 細胞に ま で ばらばら

に し
,

P e r c o ll 密度勾配遠心 法を行う こ と に よ り

約 9 9 . 5 % の 純化 に成功し た ｡
こ の 細胞 の 集団を

使 っ て 反応 を行 っ た結果 A n a m m o x 反応が進行

する こ と が確認 され た
9)

｡ こ の 細菌を同定する た

め, 細胞から抽出した D N A を使 っ て 1 6 S r D N A

を P C R で 増幅 し
, 塩基配 列を決定 した ｡ こ の

A n a m m o x 細菌 の 1 6 S r D N A は そ れ ま で 知られ

て い た 最 も近 い 細 菌で も 塩基配 列 の 相同性 が

8 0 . 2 % しかなく,
Pla n ct o m y c el e s に属する が, 系統

発生学的に根元 で分岐し て い る新規 の 細菌で ある

こ と がわ か っ た ｡ 後に
,

こ の A n a m m o x 細菌は

C a n di d a t u s

"

B r o c a di a A n a m m o x id a n s

' '

と 命名さ れ
,

こ れが最初 の A n a m m o x 細菌 と し て 認知さ れる

よう に な っ た
1 0)

｡

そ の 後 ,
C a n di d a i u s

"

K u e n e n i a st u tt g a rli e n si s

' '

を

用 い たゲ ノ ム プ ロ ジ ェ クトが行われ,
ゲ ノ ム の 全

長で あ る約 4 . 3 M b p の ほ ぼ す べ て の 解読に 成功

した こ とが N a t u r e 誌
1 1)

に報告され, 以前か ら論

議が あ っ た代謝経路が次第に 明らか に な っ た ｡

C a n di d a t u s

"

K u e n e n i a st u it
g

a rti e n si s
' '

の ゲ ノ ム 上 に

は, 異化と呼吸系に 関す る約 2 0 0 の 遺伝子が存在

し
,

そ の 中に 9 個の ヒ ドロ キ シル ア ミ ン オキ シ ダ ー

ゼ ( H A O ) の ようなタ ン パ ク質を コ ー ドし て い

る遺伝子と 2 つ の 脱窒 に関与する亜硝酸リ グクク ー

ゼ ( N i 一) と硝酸リ グク ク ー ゼ ( N a r) を コ ー ド

する遺伝子が存在し て い た ｡ A n a m m o x 細菌は
,

電子受容体とし て 亜硝酸を用 い て の 嫌気的ア ン モ

ニ ア酸化反応に より エ ネ ル ギ
ー

を獲得し て い る こ

と
,

二酸化炭素が生育 の た め の 主 の 炭素源 で ある

こ とが明らか に な っ た｡
二酸化炭素固定は ア セ チ

ル ー C o A 経路を経由 し
, 必 要な電子は 亜硝酸か ら

硝酸 へ の 嫌気的酸化 に より得て い る可能性が高 い

こ とが示された｡ 今後,
さら に詳細な代謝経路が

明 ら か に され て い くと考え ら れ る｡

3
.

A n a m m o x 細菌の 形態的お よび生理的特徴

A n a m m o x 細菌は
,

生 育温度 6
o

C - 4 2
o

C
, p

H

6 .7 - 8 .3 の 範囲で 生育可能で あり p
H 8 .0 が最適

p H で ある ｡ ま た
,

そ れ ぞ れ 1 0 0 m M の ア ン モ ニ

ア と硝酸が存在し て い る条件下で も A n a m m o x 反

C
2 0

1

[5]
-l a d d e r a n e

図 2
.

A n a m m o x 細菌 に 特徴的 な L a d d e r a n e

脂質の 構造の
一

例

応は阻害されな い ｡ しかし
,

メ タ ノ ー ル の 存在下

に お い て A n a m m o x 反応が阻害され, 亜硝酸が反

応基質で ある に も 関わらず 亜 硝酸濃度が 7 m M

以上 の 条件で は A n a m m o x 反応 は阻害される
1 2)

｡

A n a m m o x 細菌は,
1 〃 m 程度の 直径を持 つ 球菌

で ,
Pl a n ct o m y c e t e s に属す他 の 細菌と同様に発芽に

よ っ て増殖す る
9)

｡ また, 細胞内部は, 細胞質膜の

内側に in t r a c
y
t o

p
l a s m i c m e m b r a n e があり, そ れに

囲まれ た領域に D N A が収納されて n u cl e o i d とな っ

て おり
,

リボ ソ
ー ム を含む rib o p

l a s m
,

A n a m m o x

反応に関係する A n a m m o x o s o m e がそ れぞれ コ ン パ ー

トメ ン ト化されて い る
1)

｡ A n a m m o x o s o m e を仕切る

膜 の 脂質成分に は
,

A n a m m o x 細菌特有 の 特殊な

環状構造を有する1 a d d e r a n e 脂質 ( 図 2) が含まれ

て い る ｡ こ の 脂質は自然界に は ば と ん ど存在せ ず

A n a m m o x 細菌特有 の 脂質で ある ｡ A n a m m o x 反

応 は,
A n a m m o x o s o m e を仕切る膜 の 両側で 進行

する｡ 反応 の 進行が比較的遅 い た め そ の 反応中間

体で ある ヒ ドラ ジ ン と ヒ ドロ キ シ ル ア ミ ン な どが

容易に拡散する こ と
,

ま た
,

こ れ ら の 中間体に毒

性が ある こ とから 1 a d d e r a n e 脂質は密度 の 高 い 膜

を形成し中間体 の 拡散を 防ぎ A n a m m o x 反応 の

効率的な進行を助け て い ると考え られ て い る ｡

A n a m m o x 細菌生 体内に おける 1 a d d e r a n e 脂質 の

生 合成経路は明らか に な っ て い な い が
, ゲ ノ ム 解

析 に より こ の 脂質 の 合成に関与す ると予想される

遺伝子ク ラ ス タ
ー

が発見され て い る
13)

｡

4 .
A n a m m o x 細菌の廃水処 理 へ の 応用

閉鎖性水域に おける富栄養化 を抑止 する た め に

は
, 水域 へ 排出される廃水中 の 栄養塩 の 削減が重

要で あ る ｡ 栄養塩 の 中で も
, 富栄養化原因物質 の

一

つ で ある ア ン モ ニ ア を廃水中か ら除去する技術

として 多く の 下水処理 場を中心 とした施設で硝化

脱窒法が普及して い る ｡ 硝化 脱窒法は, 硝化細菌

群と脱窒細菌群 の 特性を活かし た 生物的処理 プ ロ
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セ ス で ある ｡ 流入する ア ン モ ニ ア を好気的に 亜硝

酸, 硝酸 へ と酸化する硝化反応 と そ れ ら を窒素ガ

ス へ と還元 する脱窒反応を組み合わせ た方法で あ

る｡ しかし
, 硝化に は極めて 高効率 の 酸素供給を

要し
, 脱窒 に は電子供与体とし て メ タ ノ

ー ル な ど

の エ ネル ギ
ー

源が必要とされるため コ ス トがかか る｡

一 方,
A n a m m o x 反応は

,
独立 栄養性 の 脱窒反応

で ある の で , 現在排水処理 で 広く使われ て い る従

属栄養性脱窒反応 の よう に脱窒反応 の 水素供与体

と して メ タ ノ
ー ル の ような有機炭素化 合物を外部

から補填する必要はな い ｡ しかし
,

A n a m m o x 反

応を産業に応用 して排水 の 窒素除去を行う に は,

A n a m m o x 反応に先立 っ て排水中 の N H .

'

を N O .

2
~~

に酸化する亜硝酸化処理が必要となる｡ しかし,

N H 4

十

の 全 量 を N O 2
~ に 酸化す る 必 要はなく排水

中に存在する N H 4

十

の 約半量を N O 2
~ に酸化すれ

ばよ い こ とか ら ,
こ れま で の 硝化 - 脱窒反応 を利用

する窒素除去法に 比 べ て 大幅に酸素供給量 を削減

で きる た め 7 - 8 割の コ ス トの 削減が可能で ある｡

こ の 亜 硝酸化処理 技術に つ い て は, す で に デ ル フ

ト工 科大学を中心 とした S H A R O N シ ス テ ム や熊

本大学を中心 とした S N A P な どの 方法が開発され

て い る ｡ ま た
,

ヨ ー

ロ ッ
パ で は, デ ル フ ト工 科大

学の 研究グル ー プを中心とし て実用化試験が行わ

れ て おり , 世界初 7 0 m
3

ス ケ
ー ル の A n a m m o x リ

ア クク
ー

は ロ ッ テ ル ダム に設けられ て い る｡ そ の リ

ア クク
ー

は , 研究室 ス ケ
ー ル で の 培養か ら 7 0 m

3

ス ケ
- ル へ 直接 ス ケ

ー ル ア ッ プされた｡ リ ア クク ー

の 立 ち上 げに は長期間必要で あ っ たが, 現在 7 5 0

k
g

- N /d の 処理 に成功し, リ アクク ー の ス タ ー トア ッ

プ に関する様 々 な知見が得られ て い る
14)

｡

5 . 自然界における A n a m m o x 細菌の 分布

最 初 に 発 見 さ れ た A n a m m o x 細 菌 で あ る

C a n did a t u s

"

B r o c a di a A n a m m o x id a n s

' '

の 1 6 S r D N A

の 塩基配列が報告された こ とから
,

こ の 塩基配列を

基 に して F IS H ( F l u o r e s c e n c e i n sit u H y b ri di z a ti o n)

法 で A n a m m o x 細菌 の 検出が可能とな っ た ｡ こ れ

に より ,
A n a m m o x 細菌 の 生育環境は

, 排水処理

シス テ ム に限定されて い る わけで は な い こ とがわか っ

て き た ｡ A n a m m o x 細菌 の 様 々 な研究に より, 世

界中で 河川 , 潤 , 海洋生 態系 の 3 0 箇所以上 か ら

A n a m m o x 細菌が存在して い る こ とが報告され て

い る
う)

｡ こ れら の 研究に おける A n a m m o x 細菌の 検

出と定量 は, 集積培養, 水質分析, 安定同位体解

析 ,
1 a d d e r a n e 脂質分析 ,

F I S H 法,
1 6 S r D N A

解析な どの 微生物学, 分子生態学,
化学分析など

の 手法に よりなされ て い る ｡

A n a m m o x 細菌 の 自然生態系から の 最初 の 発見

は
,

2 0 0 3 年 の マ ッ ク ス プ ラ ン ク研究所 の グル ー プ

に よる も の で あり, 彼 ら は世界最大 の 嫌気水域が

広がる黒海に お い て水深毎に A n a m m o x 細菌が特

異的に有する 1a d d e r a n e 脂質濃度を測定 し,
そ の

濃度 プ ロ フ ァ イ ル と A n a m m o x 活性 の プ ロ フ ァ イ

ル が 一 致する こ とを明らか に した
｡

こ の こ と ば
,

1 a d d e r a n e 脂質を マ
ー

カ
ー

と し て A n a m m o x 細菌

を検出で き る こ と を強く 示唆した
4)

｡ A n a m m o x

細菌は , 嫌気的水域 の 亜硝酸と硝酸 の 蓄積が認 め

られる水域に存在 して おり
, 深層域から上方に拡

散す る ア ン モ ニ ア を消費して い る｡ こ の 結果か ら
,

海洋 の 多く の 嫌気的な海域に A n a m m o x 細菌が生

存し脱窒 の かなり の 部分を担 っ て い る こ とが予測

さ れ た
1)

｡ ま た
,

デ ン マ
ー

ク 国立 環 境研 究所

D al s g a a r d ら の 研究グ ル ー プ は , 中米 コ ス タリ カ

G olfb D u l u c e の 深層域で A n a m m o x 反応 の 起 こ

る環境が整 っ て い る こ と に 注目し
,

窒素安定同位

体 を 含 む ア ン モ ニ ア あ る い は 硝 酸 を 用 い て

A n a m m o x 活性と脱窒活性測定した ｡ そ の 結果,

こ の 水域に お い て A n a m m o x 反応が起 こ っ て い る

こ とが確かめられ た ｡ さ らに
,

こ の 湾内に お い て ,

全く見過 ご され て きた A n a m m o x 反応に よる窒素

除去が調査海域で 窒素除去 の 実に 約 5 0 % を占め
,

A n a m m o x が窒 素に 汚染された海域に おける窒素

サイク ル の 中で 重 要な役割をはたして い る こ とが

見出され た
15)

｡ そ の 後も海洋に おける A n a m m o x

細菌 の 研究が, 様 々 な海域で 行われ, 嫌気的底質

や 嫌気的水域に お い て総 N 2 生産 の 2 0 % - 7 9 % を

担 っ て い る こ とが示唆され て い る
l

･
1 61 21)

｡

6
.

A n a m … o x 細菌の 系統学的分類

A n a m m o x 細菌 の 1 6 S r D N A の 塩 基配列 は , 全

長で ある約 1 . 5 k b p から部分塩基配 列ま で多く の 塩

基配列が核酸デ ー タベ ー

ス に 登録されて い る ｡ こ の

デ ー タ ベ ー

ス に は
, 高 濃 度 培 養 に 成 功 し た

A n a m m o x 細菌 の 1 6 S r D N A 塩基配 列か ら自然界

に存在する A n a m m o x 細菌 の ク ロ
ー

ン 解析 に よる



嫌気性 ア ン モ ニ ア 酸化 ( A n a m m o x) 細菌の 生態と 生理 31

図 3 . A n a m m o x 細菌 の 1 6 S r D N A 5 4 1- 1 2 6 0 領域の 系統樹

A n a m m o x 細菌 の 1 6 S r D N A 5 4 1 - 12 6 0 領域 の 塩基配列 を C L U S T A L W プ ロ ク ラ ム で 解析 し N J プ ロ ッ トを用 い

て 系統樹 を作成 した
｡

バ ー は シ - ク エ ン ス の 2 % の 違 い を 示す
｡

カ ツ コ 内に D N A デ
ー

タ ベ ー

ス の 登録番号 を示

し た
｡

塩基配列まで様 々 含まれて い る｡ 登録されて い る塩

基配列 の 系統学的解析に より, A n a m m o x 細菌は

C a n did a t u s
"

S c ali n d u a
"

,
C a n did a t u s

"

B r o c a di a

"

,

c a n d id a t u 5
"

K u e n e n i a
' '

の 3 つ の グル ー プに分類で き

る こ とが示されて い る ( 図3) ｡ 黒海から発見され た

c a n d id a t u s

"

S c ali n d u a s o r o kin i i
"

( A Y 2 5 7 1 8 1) や南

極 海 の 大 陸 棚か ら発 見さ れ た ク ロ
ー

ン で ある

U n c u l t u r e d p l a n c t o m y c e t e M E R T Z 2 C M 1 2 7

( A F 4 2 4 4 63) な どの 多く の 海洋性 A n a m m o x 細菌

が C a n did a l u s
"

S c ali n d u a
"

の グル ー プに近縁で ある こ

とが報告されて い る
2 2)

｡ ま た
,
C a n d i d a t u s

"

S c ali n d u a

' '

の グル ー

プに は, 浸出水 の 処理 プ ラ ン トから発見さ

れ た C a n di d a t u s

"

S c a lin d u a b r od a e
' '

( A Y 2 5 4 8 8 3) ,

c a n did a t u s

"

S c a li n d u a w a g n e ri
"

( A Y 2 5 4 8 8 2) i i

れ以外の 淡水性の ク ロ ー

ン も含まれる｡

しか し
, ボ ル チ モ ア 湾 の 底質か ら

, 現在ま で に

発見さ れ て い る A n a m m o x 細菌 と は異な る新規

の 分岐を示す可能性が あるク ロ
ー

ン が報告され て

い る こ とか ら
2 3)

,
A n a m m o x 細菌は複数 の 属か ら

構成されるかなり多様な
一

群 の 細菌で あり, 今後

新規 の A n a m m o x 細菌が ま だま だ発見さ れ る こ

とが予想される ｡

7
. 英虞湾に 生息する海洋性 A n a m m o x 細菌の

検出

世 界 で は
, 自 然 界 か ら 様 々 な 環 境 下 に

A n a m m o x 細菌が生 息す る こ とが報告されて い る ｡

しかし
,

日本に お い て は水処理場や地下水に おけ る

A n a m m o x 細菌 の 生育が確認されて い るもの の 海洋

に おける A n a m m o x 細菌の 存在に つ い て あまり報告

され て い な い
｡ そ こ で , 筆者らが英虞湾に おける

A n a m m o x 細菌の 存在を示す こ とに成功した研究に

つ い て紹介する
24)

｡ 英虞湾は, 真珠養殖や風光明

姫な地として有名で あるが
, 典型 的な閉鎖性海域で

あり, 近年水質悪化に悩まされて い る｡ 英虞湾 の 5

地 点 ( s t . 4
,

st . 6 , s t .1 0 , s t 1 2 , s t . 2 0; 図 4) を分析

の 対象として底質サ ン プル を採取し
,

D N A を抽出

した｡
1 6 S r D N A の 増幅に は, Pl a n c t o m y c e t a l e s

の 1 6 S r D N A に特異的な Pl a 4 6 f ( 5
'

- G G A T T A

G G C A T S C A A G T C 1 3
'

) i A m x 8 2 0 ( 5
'

- A A A A C

C C C T C T A C T T A G T G -3
'

) の プ ライ マ ー セ ッ ト,

p l a 4 6 ∫ ( 5
'

- G G A T T A G G C A T S C A A G T C- 3
'

) と

B S 8 2 0 ( 5
'

- T A A T T C C C T C T A C T T A G T G C C C 1

3
'

) の プライ マ
ー セ ッ トおよび B r o d 5 4 1 F ( 5

'
- G A G

C A C G T A G G T G G G T T T G T - 3
'

) と B r o d 1 2 6 0 良

( 5
'

- G G A T T C G C T T C A C C T C T C G G - 3
'

) の プ ラ

イ マ
ー セ ッ トを用 い た｡

Pl a 4 6 - A m x 8 2 0 プライ マ ー

セ ッ トを用 い た P C R の 結果,
す べ て の 地 点 の サ ン

プ ル か ら 増 幅が み られ ,
ク ロ

ー

ン 解 析 の 結 果

A n a m m o x 細 菌 と し て 報 告 さ れ た U n c u l t u r e d

p l a n c t o m y c e t e c l o n e A 6 ( A Y 2 6 6 4 4 9) i u n c u l t u r e d

p l a n c t o m y c e t e c l o n e A n a m
- 0 9 ( D q 6 6 4 5 1 6) と相

同性を示すク ロ
ー

ン が多く検出された｡ Pl a 4 6 - B S

8 2 0 プ ライ マ
ー セ ッ トを用 い た場合に は ,

S t .2 0 の み

で 増 幅 が 確 認 さ れ , A n a e r o b i c a m m o n i u m
-

o x i d i zi n g p l a n c t o m y c e t e J M K - 2 ( A B 2 8 1 4 8 9) i

U n c u l t u r e d pl a n c t o m y c e t e c l o n e A 6 ( A Y 2 6 6 4 4 9)

に相同性を示す ク ロ
ー

ン が得 られ,
そ の 塩 基配列を

用 い て系統学的解析を行 っ た ( 図 5) ｡ そ の 結果,
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図4
. 底質サ ン プリ ン グ地点の 地図 ( 三 重県英虞湾)

図5 .
Pl a 4 6 - A m x 8 2 0 と Pl a 4 6- B S 8 2 0 の プライ マ

ー

セ ッ トを用 いた16 S r D N A のクロ ー ニ ング解析による系統樹

S t ･ 6 お よ び S t . 2 0 の 底 質 サ ン プ ル よ り 抽出 し た D N A を鋳型 に
,

Pl a 4 6 - B S 8 2 0 の プ ラ イ マ
ー セ ッ ト を用 い て

1 6 S r D N A を増幅 し た｡ ク ロ
ー ニ ン グ解析 で 得た 塩基配列 に よ り C L U S T A L W プ ロ ク ラ

､

ム で 解析 を行 い N J プ

ロ ッ トを用い て 系統樹を 作成 し た
｡ 系統樹 中の ク ロ

ー ン は
,

P l a 4 61 A m x 8 2 0 プ ラ イ マ
ー セ ッ トを用 い て S t . 6 か

ら検 出さ れ た ク ロ
ー ンを C l o n e A m 6- の 様 に表 し た｡ ま た , N it r o s o m o n a s e u r o p a e a をア ウ ト グル ー プ と して 加

え た｡
バ ー

は シ
ー

ク エ ン ス の 2 % の 遠 い を示す
｡

カ ツ コ 内に D N A デ ー

タ ベ ー ス の 登録番号 を示 し た｡

得られた ク ロ
ー

ン の 塩基配列 は
,

既知 の A n a m m o x

細菌とは異なる新規 の 分岐で ある こ とがわか っ た｡

こ の こ と か ら 得 ら れ た ク ロ ー

ン は , 新 規 の

A n a m m o x 細菌で ある可能性が示唆され た｡ ま た
,

B r o d 5 4 1 F - 石r o d 1 2 6 0 R の プ ライ マ
ー セ ッ トを用 い

た P C R で は,
S t . 2 0 の サ ン プル の みから増幅が確認

された｡ そ の ク ロ
ー

ニ ン グ解析に より, u n c u l t u r e d

p l a n c t o m y c e t e c l o n e 6 4 ( D q 5 3 4 73 8) と 9 9 % の

相同性を示すク ロ
ー

ン が得られ た｡ こ れを系統学的

に 解 析 し た 結 果 , 海 洋 に お ける 報 告 が 多 い

"

C a n d i d a t u s S c a l i n d u a
' '

付近に 分岐して い る こ とが

わか っ た ( 図 3) ｡
T a l らに より

, 海洋底質また は自

然界に は, 既知の A n a m m o x 細菌の 16 S r D N A の

系統樹とは異なる新規 の 分岐を示す A n a m m o x 細

菌が存在す る こ とが報告されて い る が
,

そ れと同様

に英虞湾底質 の ク ロ
ー ニ ン グ解析に より

, 英虞湾か

らも新規の 分岐を示す A n a m m o x 細菌が得られた｡

英虞湾底質 の 調査 に より, 既 知 の A n a m m o x 細菌

以外に も様 々 な新規 の 分岐を示す A n a m m o x 細菌

が多く存在す る可能性が示された｡

また
,

A n a m m o x 反応を検出するため,
P C R 法

に より 1 6 S r D N A の 増幅がみられた S t . 6 と S t .2 0
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図6 . S し6 ( A) と S t .2 0 ( a
,

C ) の 底質の FIS H 解析

C y 3 で ラ ベ ル し た ^ m x 8 2 0 ( A
,

Ju . B S 8
L

2 0 7 ロ -

プ ( C ) 与J寸=
､ た

o
矢 印は A m x 8 2 0 .

B S f‡2 0
,

Pt a 4 6

宙 よ ぴ D ^ P[ の 全て で 染也 さ れ た細 胞 を 'j
'

( す
_

l サ イ

ズ バ ー は 1 0 Jl m を ホす
｡

の 底質を用 い て
, 安定同位体に よ る ト レーサ ー 実験

を行 っ たo

】㌃･

N H { と
ト1

N O : を用 い て 2 週間底質を

培遷した結果,
S t ,6 と S t .2 0 の 底質にお い て , 気相

に
ト1

N
l

r

,

N が検出され A n a m m o x 反応が起き て い る

こ とか明 らか に な っ た o さ ら に F I S H 法 に より S t . 6

と S t .2 0 の 底質サ ン プ ル 巾に おける A n a m 皿 O X 細菌

の 検出を試みた｡
F I S H 解析に は, A m x 8 2 0 と B S

8 2 0 の A n a m m o x 細菌に特異的なプロ
ー ブ を使用 し

たo そ の 結果, S t .6
,
S t . 2 0 両方の サ ン プ1) ン グ地点

の 底質から A n a m m o x 細菌が検出された ( 囲 6) o

以上 の 解析 に より , 英虞湾に は多く の 種 類 の

A n a m m o x 細菌か存在 し英虞湾 に おけ る 奄素循環

に貢献し て い る可能性が示唆さ れたo
こ れま で ,

日本近海に お い て A n a r n m o x 細菌が生 育し て い

ると い う報告は l 例 の み で あり
コ5 ■

,
そ こ で 検.V , さ

れ た A n a m m o x 細菌と は異なる 細菌が英虞湾か

ら検出され て い る こ とか ら
, 我 々 の 研究成果は

,

A n a 皿 m O X 細菌 の 普遍的な存在と同時に 多様性を

示すも の で ある｡

8 . 英虞讃引こ生息す る海洋性 A n a m m o x 細菌の

集積培養とそ の薗叢解析

英虞湾の ような閉鎖性海域で は , 外部か ら の 有

機物 の 流入 に よる水質 の 悪 化と そ れ に 伴 っ た貧酸

素が進み やす い ｡

一 方,
A n a m m o x 細菌ほ , 海洋

の 窒素除去に お い て 重要な役割を担 っ て い る こ と

図 7
.

S t .6 の 海底 に 沈め た 不織布 の 棲f
･

不織 布を 矢印で 示し た｡. 不純和 は
, 申 さ 0. 7 m m , ヰ x

3 4 c m の 短 m 8 枚 を 放射状 に あ わ せ た ｡

図 8 . 集積培養にIfJ い た 上 向流 カ ラ ム 型培養W .

J- の 模j( 囲

か明らか に な っ て い るo こ の こ とか ら, 英虞湾に

生息する A n a m m o x 細菌を 集積培養し
, 嫌気的

脱賓に よる過剰窒素分の 除去を試み る こ とを目的

と して 研究を行 っ た
■

lr '
.

｡

s t .6 ( 図 4) に 2 0 0 4 年 1 1 月 短冊状 ( 4 . 5 × 3 4

c m ) に カ ッ トした厚さ 7 m m の 不織布を海底に 沈

め ( 図 7) .
2 0 0 5 年 2 月 に 海底か ら 空気に触れな

い よ う に 円 筒状 カ ラ ム に 詰め て 引き 上 げ た o

A n a m m o x 細菌 の 集積 の た め
,

上向流カ ラ ム 型培

養槽 ( 直径 9 c m
, 高さ 4 3 c m

,
カ ラ ム 容横 2 .5 L :

図 8) とし て無機塩を添加した海水培地 ( 麦 1)

を上向流に て 2 . 5 L / d a y
の 流量 で 供給し

,
2 5

□

c で

連続的に培養を行 っ た o そ の 結架,
9 ヶ 月後 に は

亜硝酸懸窒素と ア ン モ ニ ア 態窒素 の 減少か見 ら れ
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るよう に な っ た ( 図 9) ｡
1 1 ヶ 月日に は培養液 の

亜硝酸憩室素濃度が約 1/4 に ア ン モ ニ ア 態窒素濃

度は約 1/5 に減少した｡ ま た
, 培養槽内で は,

l l

ケ 月日に は亜硝酸態窒素と ア ン モ ニ ア態窒素を モ

ル 比 で約 1 : 1 の 割合で 減少 し
,

A n a m m o x 反応

が進ん で い る可能性が示唆された｡ そ こ で
, 培養

槽から不織布 の
一 部をとり, そ の A n a m m o x 活性

に つ い て安定同位体
1 5

N で ラ ベ ル 化 した
1 5

N H 4 C l

と N a

1 4

N O 2 を培養液に添加す る こ と に より
, 発生

する分子状窒素に つ い て分析を行 っ た｡ そ の 結果,

生 じ た分子状窒素 の 50 % が A n a m m o x 反応に お

い て 発生する
1 4

N
1 5

N で あ っ た こ とから
, 培養槽で

A n a m m o x 細菌が集積され て い る こ とが明 ら か に

な っ た
｡

A n a m m o x リ ア クク ー 内で A n a m m o x 反応が進

行して い る こ とが示唆された こ とか ら,
プ ライ マ ー

と して Pl a n ct o m J C e t e S 属 に特異的な領域 の Pl a 4 6 F

表1 無機塩添加海水培地 の 組成

C o m p o n e n t C o n c e n t r a ti o n ( m g)

N H 4 C 1 5 0 - 1 5 2

N a N O 2 5 0 - 2 0 0

K H C O , 1 2 5

K H .

1 P O 4 5 4

M i c r o F e/ E D T A
*

1 .O m 1/ L

N a ョs / 9 H 20 1 2 5

D e e p s e a w a t e r
* *

1 L

p H 8 .0 ･ O R P 0 m V o r b el o w

*

F e S O 4
･ 7 H 2 0 - 9 g /L ･ E D T A ･ 2 N a

- 5 g/ L

"

D r a w n u p f r o m 4 0 0 m d e p t h

( 5
'

- G G A T T A G G C A T S C A A G T C - 3
'

)
2 7)

と 細 菌 に

共通 な領域 の 1 4 0 6 R ( 5
'

- A C G G G C G G T G T G T

R C - 3
'

) を用 い て 1 6 S r D N A に よる培養槽内 の 菌

叢解析 を試 み た ｡ そ の 結果 , リ ア ク ク ー 内 に

A n a m m o x 細菌と相同性 の 高 い A n a e r o b i c a m m o
_

n i u m
-

o x id i zi n g p l a n c t o m y c e t e J M K - 1 ( A B 2 8 1 4 8 8)

とJ M K - 2 ( A B 2 8 1 4 8 9) の 2 種類 の 細菌が生育し

て い る こ とが わか っ た ｡ J M K - 1 は, ア メ リ カ ,

ボル チ モ ア に あ る魚 の 養殖場 の 海水循環 シ ス テ ム

か ら発見され た cl o n e 3 - 8 b 6 ( A Y 7 6 9 9 8 8) と 9 9

% の 相同性を示 し
, J M K - 2 は淡水 の 廃水処理 場

か ら 発見 さ れ た C a n di d at u s
"

S c a li n d u a w a g n e ri
' '

( A Y 2 5 4 8 8 2) と 9 7 % の 相同性を示し た ｡ こ れ ら

の 系統学的解析 を行 っ た 結果 ( 図 1 0) , J M K - 2

芸

名 70

= 6 0
Z

& 5 0
≡

こ4 0
■ ■▲

巴 3 0
∈]

･芸2 0
L

ど l o
E:

宇 o

Z 0 8 1 0 1 2 1 4

T i m e ( m o n th )

1 (i l S

図9 . 連続培養 に よる 無機塩添加海水培地 か ら の

窒素除去

培養 槽か ら排 出さ れ た 無機塩添加海水培地に 残存す る

ア ン モ ニ ア と亜 硝酸の 量 か ら
,

1 リ ッ ト ル の 培養 液 1

日 あ た り に 除去 さ れ た 窒素量を 算出 した
｡

図1 0 . J M K 1 1 とJ M K - 2 と A n a m m o x 細菌 の 16 S r D N A 配 列の 系統樹

上 向流 カ ラ ム 型培 養槽 の 不 織布 か ら抽 出 した D N A を 鋳 型 に Pl a 4 6- 14 0 6 R プ ラ イ マ
ー セ ッ ト を 用 い て 1 6 S

r D N A を 増幅 し た｡ ク ロ
ー

ニ ン グ解析 で 得た 塩基配 列 に よ り C L U S T A L W プ ロ グ ラ ム で 解析を 行 い N J プ ロ ッ

トを 用 い て 系統樹を 作成 し た
｡

バ ー

は シ ー

ク エ ン ス の 2 % の 違 い を示す ｡ カ ツ コ 内 に D N A デ
ー

タ ベ ー

ス の 登 録

番号 を示 した
｡



嫌気性 ア ン モ ニ ア 酸化 ( A n a m m o x ) 細摘の
l
:t =

.態
と/t :

_
用 3 5

は新規 の 海洋性 A n a m m o x 細菌 で あ る可箆牲が

'Tt 唆され たo

さ ら に
.

A n a 皿 m O X 細菌に 特異 的な A m x 8 2 0

ブ ロ
ー プ を 用 い て F I S H 法 と D A P I 染 色に て

A n a m m o x 細菌 の 検出を行 っ た ｡ そ の 結果,
リ ア

ク ク
ー

に は A n a m m o x 細菌が 集積さ れ て い る こ

とが示され た ( 図 11) 0

現在ま で に発見され て い る A n a m m o x 細菌 の 多

く は, 数種 の 細菌と共J=

F_環境を作り バ イ オ フ ィ ル

ム を形成し て い る と報告さ れ て い る ｡ そ こ で
,

A n a m m o x 細菌が生育し て い る こ とが確認 で き た

リ ア ク ク ー から D N A を抽出し,
A n a m m o x 細菌

と共生環境を作 っ て い る微生 物をプ ライ マ
ー

と し

■ ■
J) A pt A JTu ･ B S 8 ヱB { ▼3

図1 1 . 集桁培養リ ア ク タ - 内歯叢 の L) A P I お よ ぴ

B S 8 2 0 ブ ロ ー プ をFIJ い た F I S H 解析

c y 3 で ラ ベ ル し た B S 8 2 0 ブ ロ ープ を 和 い た
=

サ イ ズ

パ - は 1 0 FL m を ']ミす ｡

M ) 2
【 ■

･
1

..
2 0 %

E :

a

】■

コ

く弓

<
Q }

'

E=
l● -

O

t ∃

選
句

L

u

l 曲JL t = 濫呈

串 鱒

6 0 %

図12 .
1 0 5 5 F- 1 3 9 2 R プラ イ マ ー セ ッ トよる 集砥

培養
1) ア クター内菌遜 の P C R- D G G E 解析

ポ リ ア ク リ ル ア ミ ド6- 1 2 % , 変惟 刑2 0- 6 0 % の 濃 度で

放 度 勾配 を か け た ゲ ル で . 6 】
r
J

C . 2 0 0 ･ヽ
｢

. 5 時岡 泳動

し た ,
, 泳動後 ゲ ル は S Y B R G o ld ( I n ∇i L r O g e n ) で 染色

し た
L,

L a n ° 1 . 染も
-

i 培 養の 蔚荘: 2
.

ク ロ - ンJ_
～1 K -I :

3
, ク ロ

ー ン J M K- 2 .

て 細菌 に 共通な領域 の 1 0 5 5 F ( 5
'

- T G G C T G T C G

T C A G C T - 3
'

) と G C ク ラ ン プを付けた 13 9 2 R - G C

( 5
'

- C G C C C G C C G C G C C C C G C G C C C G G C C C G

C C G C C C C C G C C C A C G G G C G G T G T G T A C - 3
'

)

を用 い て P C R - D G G E 法に より解析した｡ そ の 結

栄, 主要な D N A バ ン ドか 8 本得られ た こ とか ら

( 凶 1 2) [) ア ク タ - 内に は 複数種の 細菌か存在し
,

バ ン ドの 渡さか らJ M K - 1 が主 要な細菌で あ る こ

とがわか っ た
｡

こ の こ とか ら
,

リ ア クク ー 内に は

A n a m m o x 細菌 の 他に も細菌か生 育し て お り ,

A n a m m o x 細菌と共生環境を形成して い る こ とが

示唆され た｡

A n a m m o x 細菌 に つ い て は最 初 の 論文発表
H '

当

初から零素の 循環や窒素除去に関心 の 高 い 研究者

の 注 目を集め多く の 追試か行われたo デ ル フ ト工

科大芋 の グ ル
ー プ が廃水処理 場 の 汚泥を種汚泥と

し て 集積培養した結果, 培養に 成功 し A n a m m o x

細菌に関す る様 々 な知 見が得られるよう に な っ た o

そ の 後も淡水か ら の A n a m m o x 細菌 の 集積培養

に成功 した と の 報告がある もの の
,

リ ア ク ク
ー

を

用 い た海洋性 A n a m m o x 細菌 の 集横培養 に 成功

し た と い う報告は こ れま で に なく
, 我 々 の 研究が

初め て の 成功例で ある｡

お わ り に

現在,
A n a m 皿 O X 細菌の 研究れ ヨ

ー

ロ ッ
パ を

中心 に ま た 日本国内に お い て も急速に進め られ て

い る ｡
A n a m m o x 細菌を廃水処理 に 利用する 目的

で . 実証 プ ラ ン トが作られ実用化に向け て 運転試

験が行 わ れ て い る
9 ､

｡ 今後,
現 在 の 廃水処理法か

ら A n a m m o x 細菌を利用 し た 廃水処理 へ 移行す

る可能性もあ るc A n a m m o x 細菌 の 検I

[

i!, 法か確立

され つ つ あ る た め , A n a m m o x 細菌か淡水海水を

問わず, 自然界に広く生息する こ とが明らか に な っ

て き て い る ｡ こ れま で A n a m m o x 細菌が完全に

単離され た 例は な い が , 高濃度に濃縮す る こ と ば

可能 で あ り
, 今後 A n a m m o x 反 応 の 生 化学的な

手法 に よる解明 が期待され るD

本船説 で 述 べ た 英虞湾 の A n a 皿 m O X 細菌 に 関

す る 研究 は ｢ 三重 県地域結集塑 共同研究事業｣ の

一環と して 科学技術振興機構から補助金を得て 行 っ

た も の で ある ｡
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H . R .
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E .
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S .
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S .
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T .
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M . W .
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H .
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