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バイオオーグメンテーション用
微生物製剤の開発

はじめに

Koch以後の近代微生物学は微生物の純粋培養をめ
ざしてきた。特異な機能をもつ微生物を単離する技
術の確立は、抗生物質などの医薬品やバイオコンバー
ジョンによる工業製品の生産の礎となり、20世紀の
人類の躍進に大いに貢献した。しかしながら、Koch
から100年を経た今に至っても、人類が培養に成功
した微生物は微生物界全体の0.1～数％に過ぎないと
いう1）。われわれは、自然界の微生物叢に犇めきあい
互いに影響を及ぼしあいながら生きている微生物の集
合体（コンソーシア）の営みをまだ殆んど垣間見てい
ないといっても過言ではない。
21世紀、人類は地球との共存を真剣に考えなけれ
ばいけないときを迎えた。ヒトが地球に与えた様々な
ストレスの解消係として、生物圏の最終分解者とし
ての微生物または微生物コンソーシアの機能を積極的
に活用することへの期待は大きい。もとより人類は、
無意識の下にこれらをうまく活用してきた歴史がある。

伝統的な発酵食品の製法などはその典型で、製造工
程の要所毎にコンソーシアの中から特徴的な微生物を
優占化させ、それらの機能を発現させては目的を達
成してきた。
前置きが長くなったが、本稿では、主として環境

利用を目的として、コンソーシアにおける特異微生
物を優占化する技術の開発とその利用について述べ
る。技術開発の端緒となった、排水の生物学的窒素
除去において重要な役割を果たしている硝化細菌を優
占化し、これを一種の微生物製剤として排水処理装
置に対するバイオオーグメンテーション（微生物添
加）を行う例を掲げて論を進める。

排水の生物学的窒素除去の重要性と技術的課題

飲料水源である湖沼等に発生した有毒アオコの毒素
が原因で飲み水が汚染され、地域住民や家畜の健康
が脅かされるという問題が発展途上国を中心にしばし
ば発生している。また、身近なところでは、赤潮の繁
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よりも、硝化細菌の働きのみに依存する硝化を安定
化することの方が生物学的窒素除去の重要課題といえ
る。なお、もう一つの栄養塩であるリンについては、
嫌気的条件下では菌体から放出され、好気的条件下
では逆に菌体に取り込まれるという性質を利用して、
生物学的処理プロセスを、嫌気－好気、またはそれ
らを複数段階組み合わせることによって菌体に十分取
り込ませた後、余剰汚泥として抜き出すという手法
が種々検討され、実現されている。生物学的に除去
しきれない過剰のリンは、化学反応によって凝集沈
殿させ、分離することも可能である。したがって、排
水の生物学的栄養塩類除去においては、窒素処理技
術の高度化が強く求められているのである。

微生物の凝集固定化技術の開発

生物学的窒素処理のボトルネックである硝化を安定
的に保つためには、何らかの理由で硝化細菌が死滅
または大きく減少してしまったり、処理すべき排水
（原水）のアンモニア態窒素負荷が急激に上昇して硝
化細菌の絶対数が不足したりする場面で、外部から
高濃度の硝化細菌または硝化細菌が優占化した微生物
コンソーシアの培養液を生物学的処理装置に添加し
て、硝化の賦活化を図るという戦略が考えられる。
この戦略を可能にするためには、硝化細菌の優占化
と大量調製をできるだけ簡便に行う技術の確立が必須
である。硝化細菌の優占化を目的とした微生物固定
化技術はすでに多数開発されている。それらはどれ
も、樹脂や活性炭などの表面に生物膜を形成させる
方法（結合担体法）と高分子ゲルに活性汚泥を包括
固定化する方法（包括固定化法）のどちらかに分類
されるものばかりである。ともに硝化細菌が増殖しや
すい生物膜形成のための媒質を提供することを技術の
原理としているが、ほとんどすべてが窒素除去を目的
とするいわゆる高度排水処理装置開発の構成要素とし
て実用化されたものである。いろいろな面から見て固
定化・優占化した硝化細菌をバイオオーグメンテーショ
ン向けに使用することは困難であるし、現実に微生
物製剤としての販売はなされていない。一方、正攻
法に硝化細菌を純粋培養しては集菌、濃縮を繰り返
して微生物製剤化した製品もいくつか存在する。し
かしながら、こういった製品は、増殖が遅く菌体収
率も低い硝化細菌を大量に調製するための費用が嵩む
ためか、概して高価である。実際の生物学的処理装
置に求められる硝化処理能力を賄おうとすると、あ
る程度大量にこれらを施用する必要があるため、使
用者側でコスト採算がとれなくなる。製剤を供給す
る側もそのことは認識しているから、微生物製剤の
施用量を実際に効果が現れる（と考えられる）量よ
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殖によって漁業資源に甚大な損害が及ぶという事態は
後を絶たない。このように水生プランクトン類が異常
増殖する原因は、下水や生活廃水、産業排水（これ
らをまとめて単に「排水」と呼ぶことにする）に含有
される有機物に加え窒素やリンといった栄養塩類がも
たらす水域の富栄養化にあり、富栄養化の抑制は水
環境保全の国際的最重要課題の一つとなっている。わ
が国においても、平成10年に一般排水中の窒素及び
リンの濃度基準が法に定められた。さらに、第5次水
質総量規制により、指定地域において窒素・リンの
総量規制が課せられるなど、栄養塩類の除去に対す
る社会的要求が高まっている。
排水の栄養塩類の処理は、処理濃度やコスト等の

面から主として生物学的処理（活性汚泥）法によっ
て行われる。栄養塩類のうち、しばしば処理の難し
さが問題となるのが窒素である。生物学的窒素除去
のメカニズムを第1図に示す。排水中のアンモニア、
及び有機物に含有されていた窒素が生分解したものに
由来するアンモニア態窒素は、まず好気的条件下で
亜硝酸菌（アンモニア酸化細菌）によって亜硝酸態
窒素に酸化される。生成した亜硝酸態窒素は、硝酸
菌（亜硝酸酸化細菌）によってさらに酸化されて硝
酸態窒素になる。亜硝酸態及び硝酸態窒素は、今度
は嫌気的条件下でいずれも脱窒機能を有する細菌コン
ソーシア（脱窒細菌）による還元を受け、最終的に
窒素ガスとして大気中に放散する。亜硝酸菌と硝酸
菌をまとめて硝化細菌と呼ぶ。硝化細菌は、それぞ
れアンモニアや亜硝酸を酸化する際に唯一エネルギー
を得ることができる化学的独立栄養細菌に分類され
る。有機物を分解して効率よくエネルギーを獲得で
きる多くの細菌（従属栄養細菌）に比較して、増殖
は非常に遅く、かつ様々な化学物質や重金属、外的
環境要因などの影響でしばしば増殖を抑制されてしま
う。ゆえに、複数種の従属栄養細菌が関与する脱窒
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りも低く設定し、時間を置いて繰り返し施用すると
いった、根拠に乏しい施用法を使用者に勧めること
になる。この結果、使用者側では期待した効果が得
られないということになってしまいがちである。ゆえ
に、生物学的処理装置に対するバイオオーグメンテー
ションのため実用に堪える硝化細菌製剤はない、と
いうのが実情である。
本当に使える微生物製剤の開発をめざして、著者

らは、硝化細菌を優占化、高密度化した微生物製剤
を比較的容易に大量調製しうる技術の開発に取り組ん
だ。そして、種々検討を経て、石炭焼却灰（フライア
ッシュ，以下CFAと略す）と活性汚泥微生物との凝
集体を形成し、これに経時的に負荷量を上げながら
アンモニアを連続的に与えて硝化細菌を優占化してい
くという手法を確立した2）。すなわち、産業廃棄物
として有効な再利用方法が希求されているCFAを使
用すれば、安価かつ迅速に硝化細菌を固定化し、凝
集体として培養槽内に流動床のようにして留めおくこ
とができ、これに時間の経過に伴いアンモニアの供給
量を対数的に増加しながら連続培養することで、短
期間に凝集体の形態で硝化細菌を優占化できることが
わかった。たとえば、約2週間の培養後、実測した硝
化細菌数は108 ～ 1011/ml に達し、単位時間、容積
あたりアンモニアを酸化する量で表した硝化活性は約
1000mg-N/l ・ hrに至った。これら一連の原理と硝
化細菌の培養結果を第2図に例示した。一般的な下
水処理場では、硝化活性に相当するアンモニア態窒
素の容積負荷は数mg-N/l ・ hrであるから、本手法
による硝化細菌の密度の高さが窺い知れよう。さら
に、後でデータを示すが、このようにして得た硝化細
菌を冷蔵しておけば、少なくとも1ヶ月間ほとんど生
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理活性を失うことなく保存可能であることも明らかと
なった3）。本手法で生産された硝化細菌製剤は、微
生物以外には石炭焼却灰が含まれることになるが、実
際にこれを生物学的処理装置に施用する場合はせいぜ
い装置容積の数100分の1量に過ぎず、かつ一般に余
剰汚泥は脱水濃縮後焼却処分されることを考慮すれ
ば、硝化細菌製剤の施用が生物学的処理装置に与え
る影響は無視できるとみなされる。

硝化細菌製剤の生態学的解析

CFAによる凝集体形成に基づく硝化細菌製剤の外
観及び光学顕微鏡写真を、それぞれ第3図（a），（b）
に示した。

次に、硝化細菌製剤における硝化細菌の生態を調
べるため、走査型電子顕微鏡（SEM）による形態観
察及び蛍光 in situ ハイブリダイゼーション（FISH）
法による硝化細菌の生態分析を行った。
FISH法は、標的微生物に固有の遺伝子プローブを

蛍光標識し、蛍光顕微鏡視野で標識試薬の発色を検
出する微生物の生態解析手法であり、近年広く普及
しつつある。使用した16SrRNAプローブと標識試薬
は次のとおりである。
1EUB338プローブ/Cy3標識：全細菌を標的とする
2NEU23a プローブ/FITC 標識：亜硝酸菌Nitro-
somonas europaea, N. eutrophaを標的とする
なお、亜硝酸菌Nitrosococcus mobilis を標的と

するNmvプローブも使用したが、予備検討の段階で
本凝集体の微生物はこれにほとんど反応しないことが
わかったため、以後適用を除外した。
硝化細菌製剤全景のSEM写真を第 4図（a）に、

表面のクローズアップ写真を第4図（b）に、それぞ
れ示した。硝化細菌製剤の粒子は不定形で、最大径
は0.5mm前後であった。代表的な亜硝酸菌である
Nitrosomonas属の形態に近い短桿菌のコロニーが顕
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活性汚泥の硝化機能の賦活化

窒素除去を目的とする生物学的処理装置の運転にお
いて問題となるのが、流入水の異常による硝化阻害
の発生とアンモニア負荷変動である。硝化細菌は、
多くの化学物質により阻害を受ける4）。しかも、硝
化細菌の増殖速度は一般の微生物に比較して非常に低
いため5）、いったん硝化細菌が死滅すると復旧に長期
間を要する。また、硝化細菌の増殖が遅いことで、
生物学的処理装置に対して急激にアンモニア負荷が増
大した場合、それに対する応答が鈍るおそれがある。
このような非常事態を想定事例として、硝化細菌製
剤のバイオオーグメンテーションによる活性汚泥の硝
化機能の賦活化を試みた6）。
硝化細菌製剤の調製方法は、次の通りである。連
続培養の硝化活性（R0とする）が300mg-N/l ・ hr
以上に到達したものを重力沈降して、上澄み液を取
り除いた濃縮スラリー（濃縮倍率をCとする）を硝
化細菌製剤と呼ぶことにした。なお、取り除いた上
澄み液の硝化活性は、R0に対して無視できるほど小
さいため、上澄み液を排除することとした。硝化細
菌製剤の硝化呼吸速度を文献 7）を参照して測定し、
この値（U0［mg-O2/l ・ hr］とする）を、硝化細菌
製剤の硝化活性の基準値として記録し、硝化細菌製
剤を5℃で保存した。使用時に取り出して測定した
硝化細菌製剤の硝化呼吸速度をU［mg-O2/l ・ hr］
とすると、その時点の製剤の硝化活性 R は、R ＝
R0・C・（U/U0）と定義できる。硝化細菌製剤を施
用しようとする生物学的処理装置の槽容量がV［l］、
それに求められる硝化活性がRe［mg-N/l ・ hr］な
らば、Reに匹敵する硝化活性を付与するために必要
な硝化細菌製剤の施用量De［l］は、De＝V・（Re/R）
と見積もることができる（第7図）。
一般に、実際の排水処理場におけるReの値は、前
述したように数mg-N/l ・ hr であることが多い。硝
化細菌製剤の濃縮倍率Cはおよそ2～4であるので、
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著に観察された。
第5図（a）は硝化細菌製剤全景のFISH画像であ

る。黄または黄緑色に見える、NEU23aプローブに反
応する亜硝酸菌のコロニーが、表層から約200μmの
深部まで、密に存在していた。第5図（b）は部分拡
大画像であるが、圧倒的多数の亜硝酸菌コロニーに
混じって硝酸菌乃至はその他の細菌の存在を示す、赤
色のEUB338プローブに結合する細胞も観察された。
このように、CFAによる凝集体にはNitrosomonas
属を主体とするアクティブな硝化細菌が高密度に固定
化されていることが確認された。

硝化細菌製剤のバイオオーグメンテーション試験例

つぎに、硝化細菌製剤を用いたバイオオーグメンテー
ション試験例を紹介する。硝化細菌製剤としては、
むろん新鮮な培養液（または培養液を自然沈降した
濃縮スラリー）を使用することが最も望ましいが、前
に少し触れたように培養液の形態のまま保存すること
もできる。硝化細菌製剤の残効性は、主として保存
温度に依存する。5℃で冷蔵保存すれば、硝化細菌
製剤は1ヶ月後も90％を上回る硝化活性を保持する
（第6図）。
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おいて、硝化細菌製剤はとくに冷蔵保存を経たもの
は使用していないが、同様の実験を30日間5℃で冷
蔵保存した硝化細菌製剤を用いて行い、良好な結果
を得ている8）。

賦活化実証試験例2

－急激なアンモニア負荷増大に対する機能維持－

硝化細菌製剤が、生物学的処理装置に対する急激
なアンモニア負荷増を想定した状況にも有効に作用す
ることを、同様の実験によって確認した。すなわち、
試験装置2基を同一条件で7日間連続運転し、硝化
が十分安定している状態で原水のアンモニア態窒素濃
度を約300mg/lから約900mg/lに増加した。このと
き、同時に一方の試験装置に対してのみ600mg/l の
アンモニア態窒素濃度増加に相応の硝化活性（Re≒
30mg-N/l・hr）に相当する硝化細菌製剤を施用し、
もう一方（ブランク）には施用しなかった。第9図に
示したように、硝化細菌製剤を施用しておくことに
より、急激なアンモニア負荷の増大に対してもアンモ
ニア態窒素除去率が直ちに低下することはなかった。

R0値は最大500～600mg-N/l・hrを確保できれば大
ていの場合十分である。

賦活化実証試験例1

－硝化阻害物質流入事故からの機能回復－

曝気部4.7l沈降部1.7lからなる傾斜型連続式生物学
的処理試験装置2基に化学工場の活性汚泥を6000mg-
MLSS/lずつ容れ、この活性汚泥が通常処理している
排水の性状に近い人工排水（硫酸アンモニウムなど
を主成分とする）を流量3.9ml/分で供給した（曝気
部の水理学的滞留時間20時間）。温度は室温（25℃
前後）に、曝気部内pHは7に、曝気部内溶存酸素濃
度は3mg/l 以上に、それぞれ調整した。毎日 1回、
沈降部出口より処理水を採取して、硝化処理の達成
度はイオンクロマトグラフィーによって測定した。
試験装置2基を同一条件で4日間連続運転し、硝
化が十分安定している状態で、両方の試験装置に硝
化阻害物質としてホルムアルデヒドを曝気部内濃度で
1500mg/lとなるようにパルス添加した。人工排水の
供給はそのまま継続し、3日後沈降部出口のホルムア
ルデヒド濃度が10mg/l以下であることを確認してか
ら、一方の試験装置にのみ曝気部のもとの硝化活性
（Re≒ 15mg-N/l ・ hr）に相当する硝化細菌製剤を
パルス添加した。もう一方は、そのまま運転を継続
した。
結果を第8図に示す。試験装置の活性汚泥はホル
ムアルデヒドによって直ちに硝化阻害を受け、アンモ
ニア除去率は急降下した。ホルムアルデヒドが系外
に流出した後、硝化細菌製剤を施用すると素早くア
ンモニア除去率を回復できた。一方、施用しないで
放置しておいた試験装置は機能回復が大きく遅れた。
なお、外部から添加した硝化細菌製剤は、活性汚泥
の有機物処理には影響を与えなかった。この実験に

第 7 図� バイオオーグメンテーション試験操作の
流れ�
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おわりに

これまで述べてきた事例においては硝化細菌を対象
としてきたが、本技術は硝化細菌以外の微生物にも適
用できると考えられる。すでに筆者らは硝化に続く脱
窒細菌群の優占化、高密度化にも成功している11）。
このように、本技術の面白さは、微生物コンソーシ
アをベースとし、培養条件の設定によって特異機能
を有する微生物群を優占化したり、或いはコンソー
シアのまま高密度化したりと、凝集体の柔軟な生態
コントロールが比較的簡単にできることにある。現
在、土壌や地下水汚染の浄化技術が注目されている
が、バイオオーグメンテーションによる汚染環境の修
復、いわゆるバイオレメディエーションにも本技術を
応用することが期待される。たとえば、CFAを使用
して微生物を凝集固定化し、環境汚染原因物質の分
解能を有する微生物を優占化、高密度化し、汚染サ
イトにバイオオーグメンテーションを行い、浄化を促
進するといった展開が考えられる。微生物の担体の
役割を果たすのがもともと土の中に存在していた石炭
に由来するものであるから、こういう使い方をしても
自然環境に及ぼされる影響は少ないものと思われる。
また、本技術は、微生物製剤といういわばソフト

ウェア的志向にとどまらず、高密度に固定化した微
生物による、効率の高い排水の生物学的処理装置の
開発というハードウェア的志向の発展も可能である。
実際に、現在ある機械メーカーと共同で、本技術を
採り入れることで硝化脱窒機能を高めた高度排水処理
装置の実用化に取り組んでいるところである。加え
て、そもそも本技術は単位体積あたりのアクティブな
微生物コンソーシア密度を高められるものであるから、
窒素処理に限らずあらゆる汚濁物質の分解を促進して
排水の生物学的処理機能全体を向上させることができ
ると考えられる。つまり、処理装置内の微生物濃度
を高めることで因襲的な生物学的処理法そのものを大
いに効率化できる可能性がある。今後、従来よりも
コンパクトなサイズかつ短い処理時間で、より多くの
汚濁物質を処理しうる生物学的処理技術の開発を手始
めに、CFAを用いた微生物の凝集体形成を基盤とす
る本技術を前述のようないろいろな方向へ広げていき
たいと考えている。
FISH法分析に際し多大なるご協力を賜りました、
早稲田大学理工学部常田聡先生及び同大学院理工学
研究科日本学術振興会特別研究員青井議輝氏に深く
お礼申し上げます。
本研究の一部は、経済産業省からの地球環境保全
関係産業技術開発促進費補助金を受け、（財）国際環
境技術移転研究センター（ICETT）との共同研究の
一環として実施したものです。
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硝化細菌製剤の特性

硝化細菌製剤の施用量については、施用した硝化
細菌製剤が施用地点に留まる、すなわち生物学的処
理装置から余剰汚泥の抜き出しを制限するような状況
を整えてやれば、施用した硝化細菌が増殖を始める
ことにより、必要な硝化処理機能を発現するまでに
許容される期間に応じて、初期施用量を削減できる
ことも明らかにした8）。
これまでに述べた一連の実験においては、硝化細

菌製剤の調製はある化学工場の活性汚泥と、ある火
力発電所のCFAとの組み合わせで行ったものだが、他
の産業排水処理場や下水処理場の活性汚泥と、原料
炭の起源や物理化学的性状が異なる各地の火力発電所
のCFAとのいずれの組み合わせでも実施できた9）。
植種活性汚泥が異なる場合にのみ硝化細菌の増殖に遅
速はあったものの、最終的にはいずれの試料のR0値
も500～ 600mg-N/l ・ hrに到達した。したがって、
硝化細菌製剤の調製は、必ずしも特殊な条件下での
み実現可能な技術というわけではなく、手近な活性
汚泥とCFAとを使ってどこででも実施できる。また、
データは割愛するが、本硝化細菌製剤を他の高濃度
のアンモニアを含有する産業排水及び公共下水処理に
施用して、十分な効果が得られることも確認してい
る。なお、本硝化細菌製剤からは、病原性大腸菌を
はじめ、衛生上有害とされる主な微生物、原虫等は
検出されなかった。
以上のように、まずは排水の生物学的処理向けの

硝化細菌製剤として、バイオオーグメンテーション用
微生物製剤に関する技術開発が完了し、当社愛媛工
場内に建設したパイロットプラント（第10図）での
培養試験も終えた10）。現在、エレクトロニクス関連
で高濃度のアンモニア含有排水の生物学的処理を行っ
ているある事業場から硝化細菌製剤の試用評価の依頼
を受け、実証テストを行っている。

バイオオーグメンテーション用微生物製剤の開発

第 10 図�微生物培養パイロットプラント�
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