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第 1 章 序論 
 

 

1.1 はじめに 
 

 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

削減が重要と考えられる。現在，富栄養化原因物質の一つである窒素を廃水中から除去す

る技術として硝化脱窒法が実下水処理場を中心に広く普及している。硝化脱窒法は，自然

界での窒素循環にかかわる微生物，すなわち硝化細菌群と脱窒細菌群の特性を活かした生

物学的窒素除去法である。 

 硝化脱窒法では，廃水処理システムに流入する溶存態窒素の主成分であるアンモニア態

窒素（NH4
+-N）を硝化細菌群の働きで亜硝酸態窒素（NO2

--N）を経て硝酸態窒素（NO3
--N）

まで酸化（硝化）した後に，その硝酸態窒素（NO3
--N）を脱窒細菌群によって窒素ガス（N2）

まで還元（脱窒）することで廃水からの窒素除去を実現している。そのため，本法では硝

化の際に酸素が，脱窒の際に還元力（有機物）が要求され，1 molのアンモニア態窒素を除

去するのに 2 molの酸素（O2）と 5 molの還元力（〔H〕）が必要となる。 

 この硝化脱窒法を効率的化する微生物反応として「亜硝酸型」硝化反応が注目されてい

る。亜硝酸型硝化反応とは，前述の硝化反応を NO2
--Nまでの酸化で停止させた反応を指す。

この反応に続けて脱窒反応を行うことにより（亜硝酸型硝化脱窒），通常の硝化脱窒反応が

要求する酸素，還元力がそれぞれ 25％，40％削減できることになる（理論値）。また，亜硝

酸型硝化反応の安定的な制御は，1995 年にオランダ・デルフト工科大学の研究グループに

より報告された嫌気性アンモニア酸化（Anaerobic Ammonium Oxidization; anammox）（Mulder 

et al. 1995）とよばれる，アンモニア態窒素と亜硝酸態窒素を基質とした脱窒反応を利用し

た最も先進的な生物学的窒素除去法の実用化に不可欠な要素でもある。 

 ところで，硝化を担う硝化細菌群は大きく二つのグループに分けられる。すなわち NH4
+-N

を NO2
--Nまで酸化するアンモニア酸化細菌群（AOB）と，NO2

--Nを硝酸態窒素まで酸化す

る亜硝酸酸化細菌群（NOB）である。亜硝酸型硝化反応の実現ためには，AOBを存在させ

つつ NOBを排除すればいい。NOBの選択的な排除による亜硝酸型硝化反応の実現のために，

現在まで主に，遊離アンモニア（NH3）や亜硝酸（NO2
-）を高濃度に保つ方法（Anthonisen et 

al. 1976），水温を高温（30-40℃）に保つ方法（Hellinga et al. 1998），酸素濃度を低くする（曝

気量を小さくする）方法（Kuai & Verstraete 1998）などが検討されている。しかし，相対的

に AOBよりも NOBのほうがより少ない栄養で生育できる（Rittmann & McCarty 2001）こ

とが，安定的な亜硝酸型硝化反応の実現を困難にしている。 

 そのような中，新日本製鐵（株）において，製鐵過程で排出される高濃度のアンモニア

等の窒素成分やフェノール類，チオシアン，チオ硫酸，タール状油分などを含む「安水」



の硝化脱窒法による処理を試みたところ期せずして安定的な亜硝酸型硝化反応が観察され

た。この試験プラントにおける亜硝酸型硝化反応を詳細に解析することは，亜硝酸型硝化

反応の実用化に向けた新たな知見の獲得に繋がると期待され，本研究における根源的な動

機となった。 

 本研究では，新日本製鐵（株）安水処理試験プラントの運転条件を参考に実験室規模活

性汚泥リアクター（廃水処理マイクロコズム）を構築し，詳細な水質モニタリングを行う

とともに，硝化反応の主役である硝化細菌群（AOBおよび NOB）の挙動を解析することと

した。そして，本リアクターにおいて得られた亜硝酸型硝化反応と硝化細菌群集の挙動と

の関係性を示し，亜硝酸型硝化反応制御への提言を行うことを目指した。 

 

 

1.2 研究の目的 
 

本研究の目的は以下の 2点に集約される。 

 

1) 実験室規模活性汚泥リアクターにおいて亜硝酸型硝化反応を得る。 

2) 1)のリアクターにおける硝化細菌群集の挙動を解析し，亜硝酸型硝化反応と硝化細菌群

集の関係性を見出す。 

3) 1)，2)を踏まえ，亜硝酸型硝化反応の安定的な維持にかかわる要素を記述する。 

 

1.1で既述の通り，亜硝酸型硝化反応についての研究報告は少なくないが，その安定的な

制御方法は確立されていない。よって，本研究における最大の難所が目的 1)であった。リ

アクターの運転管理条件は，新日本製鐵（株）の試験プラントにおけるそれを参考にし，

目的の達成を目指した。また目的 2)への取り組みとして，分子生物学的手法を用いてリア

クター内硝化細菌群集の定量的・定性的な解析を行い，構築したリアクターにおける水質

モニタリング結果とあわせた考察を行った。また 3)では 1)・2)を踏まえ，安定的に亜硝酸

型硝化反応を維持するための条件を整理することで，亜硝酸型硝化反応の実用化へ向けた

提言を行うことを狙いとした。 



1.3 研究の流れと本論文の構成 
 

 本研究の流れを Fig. 1-1に示した。本研究における実験は「実験室規模亜硝酸蓄積型硝化

(脱窒)リアクターの構築・運転管理」，「処理水質の分析」，「活性汚泥中の硝化細菌群集挙動

解析」の 3つの部分から構成される。 

 「実験室規模亜硝酸型硝化リアクターの構築・運転管理」では，研究の土台となる亜硝

酸型硝化(脱窒)反応を行う廃水処理反応槽の構築・安定的な運転を目指した。 

 「処理水質の分析」では，構築されたリアクターの処理水質を定期的に測定し，運転条

件と処理水質の関係性を検討することとした。 

 「活性汚泥中の硝化細菌群集挙動解析」では，リアクターから定期的にサンプリングし

た活性汚泥（微生物群集）中の硝化細菌群を，定量的・定性的に解析し，硝化細菌群集の

挙動を捉えることを目的とした。 

 これら実験から得られた情報をもとに，「運転条件・処理成績と硝化細菌群集構造の関係

性および処理機構の微生物生態学的な考察」を行い，最終的には「亜硝酸型硝化反応制御

への提言」を目標とした。 

 

実験室規模亜硝酸蓄積型硝化リアクターの
構築・運転管理

処理水質分析 活性汚泥中の
硝化細菌群挙動解析

処理水質分析 活性汚泥中の
硝化細菌群挙動解析

運転条件・処理成績と硝化細菌群集構造の関係性
および処理機構の微生物生態学的な考察

亜硝酸型硝化反応制御への提言  
 

 

 

Fig. 1-1 研究の流れ 



 本論文は全６章から構成される。各章を概説する。 

 第１章 序論 

  本章。研究背景およびその目的等。 

 

 第２章 既往の知見 

  本研究に関わる既往の研究報告を簡潔にまとめた。 

 

 第３章 実験方法 

  本研究で用いた実験材料，実験方法について詳説した。 

 

 第４章 実験室規模亜硝酸型硝化リアクターの構築 

  第１章 1.2で述べた目的 1)に関する研究成果をまとめた。実験室規模のリアクターにお

いて亜硝酸型硝化反応を得るまでの水質モニタリング結果と運転管理条件から，本リア

クターで観察された亜硝酸型硝化反応について考察した。 

 

 第５章 硝化細菌群集解析 

  第１章 1.2目的 2)に関する研究成果をまとめた。第４章で構築されたリアクターにおけ

る硝化細菌（アンモニア酸化細菌および亜硝酸酸化細菌）の挙動解析結果を示し，リア

クター水質モニタリング結果と併せた考察から，本リアクターにおける亜硝酸型硝化反

応と硝化細菌群集の挙動との関係性について考察した。 

 

 第６章 総括 

  本研究全体の成果と，本研究が為しえなかった部分についてまとめた。 
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第 1 章 序論 
 

 

1.1 はじめに 
 

 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

削減が重要と考えられる。現在，富栄養化原因物質の一つである窒素を廃水中から除去す

る技術として硝化脱窒法が実下水処理場を中心に広く普及している。硝化脱窒法は，自然

界での窒素循環にかかわる微生物，すなわち硝化細菌群と脱窒細菌群の特性を活かした生

物学的窒素除去法である。 

 硝化脱窒法では，廃水処理システムに流入する溶存態窒素の主成分であるアンモニア態

窒素（NH4
+-N）を硝化細菌群の働きで亜硝酸態窒素（NO2

--N）を経て硝酸態窒素（NO3
--N）

まで酸化（硝化）した後に，その硝酸態窒素（NO3
--N）を脱窒細菌群によって窒素ガス（N2）

まで還元（脱窒）することで廃水からの窒素除去を実現している。そのため，本法では硝

化の際に酸素が，脱窒の際に還元力（有機物）が要求され，1 molのアンモニア態窒素を除

去するのに 2 molの酸素（O2）と 5 molの還元力（〔H〕）が必要となる。 

 この硝化脱窒法を効率的化する微生物反応として「亜硝酸型」硝化反応が注目されてい

る。亜硝酸型硝化反応とは，前述の硝化反応を NO2
--Nまでの酸化で停止させた反応を指す。

この反応に続けて脱窒反応を行うことにより（亜硝酸型硝化脱窒），通常の硝化脱窒反応が

要求する酸素，還元力がそれぞれ 25％，40％削減できることになる（理論値）。また，亜硝

酸型硝化反応の安定的な制御は，1995 年にオランダ・デルフト工科大学の研究グループに

より報告された嫌気性アンモニア酸化（Anaerobic Ammonium Oxidization; anammox）（Mulder 

et al. 1995）とよばれる，アンモニア態窒素と亜硝酸態窒素を基質とした脱窒反応を利用し

た最も先進的な生物学的窒素除去法の実用化に不可欠な要素でもある。 

 ところで，硝化を担う硝化細菌群は大きく二つのグループに分けられる。すなわち NH4
+-N

を NO2
--Nまで酸化するアンモニア酸化細菌群（AOB）と，NO2

--Nを硝酸態窒素まで酸化す

る亜硝酸酸化細菌群（NOB）である。亜硝酸型硝化反応の実現ためには，AOBを存在させ

つつ NOBを排除すればいい。NOBの選択的な排除による亜硝酸型硝化反応の実現のために，

現在まで主に，遊離アンモニア（NH3）や亜硝酸（NO2
-）を高濃度に保つ方法（Anthonisen et 

al. 1976），水温を高温（30-40℃）に保つ方法（Hellinga et al. 1998），酸素濃度を低くする（曝

気量を小さくする）方法（Kuai & Verstraete 1998）などが検討されている。しかし，相対的

に AOBよりも NOBのほうがより少ない栄養で生育できる（Rittmann & McCarty 2001）こ

とが，安定的な亜硝酸型硝化反応の実現を困難にしている。 

 そのような中，新日本製鐵（株）において，製鐵過程で排出される高濃度のアンモニア

等の窒素成分やフェノール類，チオシアン，チオ硫酸，タール状油分などを含む「安水」
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の硝化脱窒法による処理を試みたところ期せずして安定的な亜硝酸型硝化反応が観察され

た。この試験プラントにおける亜硝酸型硝化反応を詳細に解析することは，亜硝酸型硝化

反応の実用化に向けた新たな知見の獲得に繋がると期待され，本研究における根源的な動

機となった。 

 本研究では，新日本製鐵（株）安水処理試験プラントの運転条件を参考に実験室規模活

性汚泥リアクター（廃水処理マイクロコズム）を構築し，詳細な水質モニタリングを行う

とともに，硝化反応の主役である硝化細菌群（AOBおよび NOB）の挙動を解析することと

した。そして，本リアクターにおいて得られた亜硝酸型硝化反応と硝化細菌群集の挙動と

の関係性を示し，亜硝酸型硝化反応制御への提言を行うことを目指した。 

 

 

1.2 研究の目的 
 

本研究の目的は以下の 2点に集約される。 

 

1) 実験室規模活性汚泥リアクターにおいて亜硝酸型硝化反応を得る。 

2) 1)のリアクターにおける硝化細菌群集の挙動を解析し，亜硝酸型硝化反応と硝化細菌群

集の関係性を見出す。 

3) 1)，2)を踏まえ，亜硝酸型硝化反応の安定的な維持にかかわる要素を記述する。 

 

1.1で既述の通り，亜硝酸型硝化反応についての研究報告は少なくないが，その安定的な

制御方法は確立されていない。よって，本研究における最大の難所が目的 1)であった。リ

アクターの運転管理条件は，新日本製鐵（株）の試験プラントにおけるそれを参考にし，

目的の達成を目指した。また目的 2)への取り組みとして，分子生物学的手法を用いてリア

クター内硝化細菌群集の定量的・定性的な解析を行い，構築したリアクターにおける水質

モニタリング結果とあわせた考察を行った。また 3)では 1)・2)を踏まえ，安定的に亜硝酸

型硝化反応を維持するための条件を整理することで，亜硝酸型硝化反応の実用化へ向けた

提言を行うことを狙いとした。 
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1.3 研究の流れと本論文の構成 
 

 本研究の流れを Fig. 1-1に示した。本研究における実験は「実験室規模亜硝酸蓄積型硝化

(脱窒)リアクターの構築・運転管理」，「処理水質の分析」，「活性汚泥中の硝化細菌群集挙動

解析」の 3つの部分から構成される。 

 「実験室規模亜硝酸型硝化リアクターの構築・運転管理」では，研究の土台となる亜硝

酸型硝化(脱窒)反応を行う廃水処理反応槽の構築・安定的な運転を目指した。 

 「処理水質の分析」では，構築されたリアクターの処理水質を定期的に測定し，運転条

件と処理水質の関係性を検討することとした。 

 「活性汚泥中の硝化細菌群集挙動解析」では，リアクターから定期的にサンプリングし

た活性汚泥（微生物群集）中の硝化細菌群を，定量的・定性的に解析し，硝化細菌群集の

挙動を捉えることを目的とした。 

 これら実験から得られた情報をもとに，「運転条件・処理成績と硝化細菌群集構造の関係

性および処理機構の微生物生態学的な考察」を行い，最終的には「亜硝酸型硝化反応制御

への提言」を目標とした。 

 

実験室規模亜硝酸蓄積型硝化リアクターの
構築・運転管理

処理水質分析 活性汚泥中の
硝化細菌群挙動解析

処理水質分析 活性汚泥中の
硝化細菌群挙動解析

運転条件・処理成績と硝化細菌群集構造の関係性
および処理機構の微生物生態学的な考察

亜硝酸型硝化反応制御への提言  
 

 

 

Fig. 1-1 研究の流れ 
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 本論文は全６章から構成される。各章を概説する。 

 第１章 序論 

  本章。研究背景およびその目的等。 

 

 第２章 既往の知見 

  本研究に関わる既往の研究報告を簡潔にまとめた。 

 

 第３章 実験方法 

  本研究で用いた実験材料，実験方法について詳説した。 

 

 第４章 実験室規模亜硝酸型硝化リアクターの構築 

  第１章 1.2で述べた目的 1)に関する研究成果をまとめた。実験室規模のリアクターにお

いて亜硝酸型硝化反応を得るまでの水質モニタリング結果と運転管理条件から，本リア

クターで観察された亜硝酸型硝化反応について考察した。 

 

 第５章 硝化細菌群集解析 

  第１章 1.2目的 2)に関する研究成果をまとめた。第４章で構築されたリアクターにおけ

る硝化細菌（アンモニア酸化細菌および亜硝酸酸化細菌）の挙動解析結果を示し，リア

クター水質モニタリング結果と併せた考察から，本リアクターにおける亜硝酸型硝化反

応と硝化細菌群集の挙動との関係性について考察した。 

 

 第６章 総括 

  本研究全体の成果と，本研究が為しえなかった部分についてまとめた。 
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第２章 既往の知見 
 

 

本章では，本研究にかかわる既往の知見について整理した。 

 

2.1 自然界における窒素循環と微生物 
 

 自然界における窒素循環とそれに関わる微生物についての概念図を Fig. 2-1に示した。わ

れわれを取り巻く大気の主成分は窒素である。生物は，生体を構成する核酸，アミノ酸等

の合成に窒素を必要とするが，ほとんどの生物は大気中の窒素（N2）を直接利用すること

はできない。シアノバクテリアやある種の植物の根に共生する土壌細菌などの少数の生物

のみが大気中窒素をアンモニア（NH3, NH4
+）に変換（窒素固定）し，利用できる。ある微

生物はそのようにしてできたアンモニアを酸化し，亜硝酸（NO2
-）や硝酸（NO3

-）を生成

する（硝化）。また，ある微生物は硝酸を還元し，窒素を再び窒素分子（N2）として大気中

に放出する（脱窒）。より高次な生物，たとえば植物はこのような循環サイクルのなかで生

成されたアンモニアや硝酸を窒素源として根から吸収・利用（同化・有機化）し，脊椎動

物は植物が合成したアミノ酸などを摂取することで生体を維持する。生体が分解されると

有機化された窒素は再び無機態窒素として循環される。 

 

N2O
(亜酸化窒素)

NH2O
(ヒドロキシルアミン)

NO
(一酸化窒素)

NO3
-

(硝酸イオン)

NO2
-

(亜硝酸イオン)

NH4
+

(アンモニウムイオン)

N2
(分子状窒素)

Biomass
(生物体)

窒素固定

脱窒

硝化 同化
（有機化）

無機化

 

 Fig. 2-1 自然界における窒素循環（Ye & Thomas, 2001 を一部改変） 
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2.2 生物学的窒素除去 
 

 1.1で述べたように，微生物が自然界における窒素循環に寄与するところは大きい。この

ような微生物の働きを利用した窒素除去法が，実下水処理を中心に活用されている。以下

に生物学的手法を利用した排水処理システム，窒素除去システムについて概説する。 

 

2.2.1 生物学的排水処理 
 自然界における物質循環に寄与する生物を集中させた排水の浄化することを生物学的排

水処理という。代表的な生物学的排水処理法に，本研究でも用いた活性汚泥法がある。活

性汚泥法には様々な変法が存在するが，その基本形は，高濃度の微生物群集（=活性汚泥）

を維持した処理槽内に大量の酸素を供給し（曝気），排水中有機物の微生物による酸化分解

を促進するもの（標準活性汚泥法，Fig. 2-2）である。 

 

空気

汚泥の返送

排水

余剰汚泥

処理水

処理槽 汚泥沈殿槽

 
 

 

2.2.2 生物学的窒素除去 
 実排水処理場などに広く普及している生物学的窒素除去法の一つに活性汚泥を用いた硝

化脱窒法がある。本法は，標準活性汚泥法（Fig. 2-2）において自然界における窒素循環に

関わる微生物の働きを強調させる工夫を取り込んだものである。 

 Fig. 2-3に最も単純な硝化脱窒法を示した。標準活性汚泥法と異なり，硝化脱窒法では，

好気(硝化)槽と嫌気(脱窒)槽の二つの処理槽が必要となる。好気槽では，有機成分が酸化分

解されるとともに溶存態窒素の主成分であるアンモニア態窒素（NH4
+-N）が亜硝酸態窒素

（NO2
--N）を経て硝酸態窒素（NO3

--N）まで酸化（硝化）される。嫌気槽では，硝化槽で

生成された硝酸態窒素（NO3
--N）が分子状窒素（N2）まで還元（脱窒）される。 

 

 

Fig. 2-2 標準活性汚泥法 
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空気

汚泥の返送

排水

余剰汚泥

処理水

攪拌

好気(硝化)槽 嫌気(脱窒)槽

汚泥沈殿槽

有機成分→微生物体 + CO2 +H2O
NH4

+ → NO3
- + 2H+

NO3
- + 5 [H] → N2 + OH-

添加した還元力
（有機物）  

 

 

 硝化脱窒法に関わる微生物反応を次式 2.1から 2.4に示した。硝化反応が要求する酸素量

は大きく，1 molのアンモニアを完全に硝化するのには 3 molの分子状酸素が必要となり，

副産物として H+が生成されるので処理槽内の pHが低下する（式 2.1，2.2）。また，脱窒反

応には電子供与体（還元力）が必要であり，1 molの硝酸を分子状窒素まで完全に脱窒する

ためには 5 molの水素の還元力に相当する（式 2.3）。硝化反応とは反対に副産物として OH- 

を生成され，pHが上がる。 

NH4
+ + 1.5O2 → NO2

- + H2O + 2H+                （式 2.1） 

NO2
- + 0.5O2 → NO3                            （式 2 2） 

NO3
- + 5( H+ + e- ) → 0.5 N2 + 2H2O + OH-          （式 2.3） 

 脱窒の際に要求される電子供与体（還元力）には通常メタノールや酢酸などの安価な有

機物が利用される。しかし，排水中の有機成分を有効に活用することができれば，還元力

の添加に伴うコストや手間を削減できる。Fig. 2-4に示した，硝化脱窒法の変法である硝化

液循環式硝化脱窒法はこの考えに立った合理的な手法である。 

空気

汚泥の返送

排水

余剰汚泥

処理水

攪拌

好気(硝化)槽嫌気(脱窒)槽

汚泥沈殿槽

NH4
+ → NO3

- + 2H+
NO3

- + 5 [H] → N2 + OH-

流入排水中の還元力
（有機物）

硝化液（NO3
-, 2H+）

 
 

 

Fig. 2-3 硝化脱窒プロセス 

Fig. 2-4 硝化液循環式硝化脱窒プロセス 
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 硝化液循環式硝化脱窒法では，流入排水はまず嫌気条件の脱窒槽に導かれ，後段の硝化

槽から循環される硝酸を含んだ循環水と混合される。こうすることによって，排水中の有

機成分を利用した脱窒が実現でき，有機成分と脱窒による窒素除去を同時に行える。脱窒

工程を終えた汚泥混合液は後段の硝化槽に送られ，残存する有機成分の酸化分解とアンモ

ニア態窒素の硝化が起こる。また，硝化液を循環させることで硝化反応や脱窒反応で起こ

る pHの変動が低く抑えられる。本法は，処理プロセスの合理性と装置の構造のシンプルさ

から，実下水処理において普及している。 

 

2.2.3 亜硝酸型硝化反応（Partial nitrification）と新奇生物学的窒素除去法 
 2.2.2 で紹介した，微生物による硝化脱窒反応を利用した手法に対して，より洗練された

生物学的窒素除去法がいくつか提案されている。本研究が注目した亜硝酸型硝化反応

（Partial nitrification）は，提案されている新奇生物学的窒素除去法の肝になる反応である。 

 

（1）亜硝酸型硝化反応（Partial nitrification） 

亜硝酸型硝化反応とは，硝化反応の基質とアンモニア（NH4
+-N）を硝酸（NO3

--N）ま

で酸化せず，亜硝酸（NO2
--N）までの酸化で停止させた反応を指す。 

 

アンモニア酸化細菌 亜硝酸酸化細菌

NH4
+ NO2

- NO3
-

アンモニア酸化細菌 亜硝酸酸化細菌

NH4
+ NO2

- NO3
-NH4

+ NO2
- NO3

-
通常の硝化反応

アンモニア酸化細菌 亜硝酸酸化細菌

NH4
+ NO2

- NO3
-

アンモニア酸化細菌 亜硝酸酸化細菌

NH4
+ NO2

- NO3
-NH4

+ NO2
- NO3

-
亜硝酸型硝化反応（Partial nitrification）

 

 

 

Fig. 2-5 に示したように，通常の硝化反応はアンモニア酸化細菌によるアンモニア

（NH4
+）の亜硝酸（NO2

-）までの酸化と，亜硝酸酸化細菌による亜硝酸（NO2
-）の硝酸

（NO3
-）までの酸化という，連続した二段階の反応からなる。つまり，亜硝酸型硝化反

応の実現は，硝化反応の過程から亜硝酸酸化細菌による亜硝酸の酸化が選択的に排除さ

れたときになされる。しかし，安定した亜硝酸型硝化反応を得るための手法が現時点で

はほとんど確立されておらず（本章 2.4 参照），排水処理への実用には至っていない。以

降述べる新奇生物学的窒素除去法には，この亜硝酸型硝化反応を利用したものが多くあ

り，この反応の制御の確立がより洗練された手法の実現の大きな課題となっている。 

 

Fig. 2-5 亜硝酸型硝化反応の概念 
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 （2）新奇生物学的窒素除去法 

   現在研究が進められている生物学的窒素除去法は，Fig. 2-6で示した二つの概念を踏

襲したものである。 

亜硝酸型
硝化反応

亜硝酸からの
脱窒

NH4
+

(100)
NO2

-

(100)

N2

(100)
亜硝酸型
硝化反応

亜硝酸からの
脱窒

亜硝酸型
硝化反応

亜硝酸からの
脱窒

NH4
+

(100)
NO2

-

(100)

N2

(100)

亜硝酸型
硝化反応

Annamox
NH4

+

(100)

N2 / NO3
-

(90 / 10)

NH4
+ / NO2

-

(50 / 50)
亜硝酸型
硝化反応

Annamox亜硝酸型
硝化反応

Annamox
NH4

+

(100)

N2 / NO3
-

(90 / 10)

NH4
+ / NO2

-

(50 / 50)  

 

 

   Fig. 2-6a)は，亜硝酸型硝化反応を利用したもっとも基本的な生物学的窒素除去法であ

る。硝化反応を亜硝酸の生成までで止め，亜硝酸から脱窒反応を行うことで，理論的

に通常の硝化脱窒反応が要求する酸素，還元力がそれぞれ 25％，40％削減できる。 

   Fig. 2-6b) における anammoxとは anaerobic ammonium oxidation（嫌気性アンモニア酸

化細菌）の略称であり，現在もっとも注目を集めている微生物反応のひとつである。

anammox は，等モルのアンモニアと亜硝酸から窒素分子を生成するため，有機物など

の電子供与体を必要とする従来の脱窒反応とは一線を画する。しかし，anammox 反応

を行う微生物の増殖速度はきわめて小さく，いかに処理槽内に高濃度の菌体を集積す

るかが課題となっている。 

   以下に，Fig. 2-6の概念をもとに現在までに提案されている新奇生物学的窒素除去プ

ロセスの代表的なものを紹介する。 

 

SARON（Single reactor system for high rate ammonia removal over nitrite） 

亜硝酸型硝化反応を実現した数少ないプロセスの一つである。高濃度アンモニアの

存在下で，溶存酸素（DO）0.4mg/L 以下（Schmidt et al., 2003），温度 26℃以上，pH7-8 

に制御することで亜硝酸型硝化反応を実現した (Schmidt et al. 2003, Hellinga et al. 1998)。

本法は anammox と併用され，実下水処理に利用された実績がある（Mulder et al. 2001）。 

 

Canon（Completely autotrophic nitirogen removal over nitrite） 

亜硝酸型硝化反応と anammox反応を 1槽のリアクターで行うプロセス（Schmidt et al., 

2003）。好気下でアンモニア酸化反応が起こる際に酸素が消費されることにより嫌気環

境が作られることを利用している。 

 

OLAND（Oxygen-limited nitrification and denitirification） 

１槽のリアクターで亜硝酸型硝化脱窒反応（Fi. 2-6a））を行うというものである（Kuai 

Fig. 2-6 新奇生物学的窒素除去法の概念 

a） 

b） 
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and Verstraete 1998, Schmidtet al. 2003）。処理槽内の DOを低くコントロールすることの

みによっている。 

 

 

2.3 独立栄養硝化細菌 
 

 本研究では，排水処理系における亜硝酸型硝化反応（Partial nitrification）を研究の主題と

し，独立栄養硝化細菌に注目した解析を多く行った。独立栄養硝化細菌は，硝化反応の主

役であり，アンモニア（NH3, NH4
+）を亜硝酸（NO2

-）や硝酸（NO3
-）に酸化する過程で生

じるエネルギーを用いて炭酸ガスを同化する化学合成独立栄養細菌である。硝化細菌はア

ンモニアを亜硝酸まで酸化するアンモニア酸化細菌（Ammonia Oxidizing Bacteria; AOB）と，

亜硝酸を硝酸まで酸化する亜硝酸酸化細菌（Nitrite Oxidizing Bacteria; NOB）に大別される。

以下に，AOB，NOBについての知見を整理する。 

 

2.3.1 アンモニア酸化細菌（Ammonia Oxidizing Bacteria; AOB） 
（1）アンモニア酸化細菌の系統分類 

現在までに，アンモニア酸化細菌（Ammonia Oxidizing Bacteria; AOB）として 5つの属，

Nitrosomonas，Nitrosococcus，Nitrosospira，Nitrosolobus，Nitrosovibrioが知られている（Prosser 

1989, Koops et al. 2003）。これらの属名は当初，細胞の外形態と細胞内膜の特徴をもとに

決定された。 

分子生物学的手法の発展に伴い単離培養された AOBの 16S rRNA 塩基配列を用いた系

統解析が行われてきた（Head et al. 1993, Teskeet al. 1994; Pommerening-Röser et al. 1996)。

その結果，AOB は Betaproteobacteria（E-proteobacteria）あるいは Gammaproteobacteria

（J-proteobcteria）に分類されることが明らかとなった（Head et al., 1993; Teske, et al., 1994）。 

Fig. 2-7に 16S rRNAに基づく，AOBの系統樹を示した。 
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16S rRNA を用いた系統解析のほかに，AOB が共通して有するタンパク質である

ammonia monooxygenase subunit A（AmoA）をコードする遺伝子（amoA）に注目した系統

解析も積極的に行われており，16Sr RNA を用いた系統解析との比較から，amoAによる

系統解析は十分に意義のあるものであるとされている（Mc Tavish al. 1993; Klotz and 

Norton 1995; Suwa et al. 1997; Purkhold et al. 2000; Aakra et al. 2001, Purkhold et al. 2003）。 

 

（2）生理学的・生化学的性質 

アンモニア酸化細菌は独立栄養（化学無機独立）細菌であり，2つの酵素を用いた二段

階の化学反応によりアンモニアを亜硝酸へ酸化する際に生成されるエネルギーを利用し，

炭酸ガスを固定することで菌体を生成する（式 2.1, 2.2）。 

 

AMO（ammonia monooxygenase）によるアンモニア酸化 

NH3 + O2 + 2e- + 2H+ → NH2OH + H2O  ΔG=3.85 Kcal mol-1         （式 2.1） 

HMO（hydroxylamine oxidoreductase）によるヒドロキシルアミン酸化 

NH2OH + H2O + 0.5O2 → NO2
- + 2H2O +H+  ΔG=-68.89 2.2 Kcal mol-1 （式 2.2） 

 

また，アンモニアの亜硝酸への酸化反応で得られたエネルギーを用いて，式 2.3 のよ

うに炭酸ガスを固定し，菌体を合成する。 

 

55NH4+ + 76O2 + 109HCO3
-  C5H7O2N + 54NO2

- + 57H2O + 104H2CO3        （式 2.3） 

 

Fig. 2-7 16S rRNA 塩基配列に基づいた AOB の系統関係（Purkhold et al. 2000 を一部改変） 
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（3）アンモニア酸化細菌の分子生物学的研究 

  AOB の 16SrRNA 系統樹解析の研究がはじめられて以来，次々に PCR primer や，

dot-blod hibridization 及び FISH用の probeが開発されてきた（Koops et al., 2003）。 

AOBに限らず，これら primerや probeを用いて環境微生物の解析を行う際には，primer， 

probe の感受性（より多くの目的微生物を検出できること）と特異性（目的の微生物のみ

をより選択的に検出できること）が重要となってくる。特に，多様性の研究においては，

顕著なバイアスを避けるために高い感受性ほどよく低い特異性が推奨されている（Koops 

et al., 2003）。 

 Table 2-1に現在までに知られている AOBを標的とした primer，probeの代表的なもの

を一覧で示した。 
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Primer or Probe Target Spec if ic ity Re f .

NM-75 16S rRNA
Te rre strial N itro somonas  spp.

N itro sococcus mobilis
Hio rn s et al.1 995

NS-85 16S rRNA Nitrosospira  spp. Hio rn s et al.1 995
NmI I 1 6S rRNA Nitrosomonas commun is  line age Pommerenin g-Röse r e t al. 1 996
NSMR32 f 16S rRNA Nitrosospira te nu is - like AOB Burre ll e t al. 2001
NSMR71 f 16S rRNA Nitrosomonas marin a -like AOB Burre ll e t al. 2001
NSMR34 16S rRNA Nitrosospira te nu is - like AOB Burre ll e t al. 2001
NSMR76 16S rRNA Nitrosomonas marin a -like AOB Burre ll e t al. 2001
N itA 16S rRNA ßAOB Voyte k & Ward 1995
ßAMOf 16S rRNA ßAOB McCaig et al. 1994
NSPM 16S rRNA ßAOB Silyn-Roberts & Lewis 2 001
Nm0 16S rRNA Nitrosomonas  spp. Pommerenin g-Röse r e t al. 1 996

Nsm 156 16S rRNA
Nitrosomonas  spp.    Nitrosocossus

mobilis
Mobarry et al. 1996

NmV 16S rRNA Nitrosococcus mobilis Pommerenin g-Röse r e t al. 1 996
CTO189f A/B-GC 16S rRNA ßAOB Kowalchuk e t al. 1 997
CTO189f C-GC 16S rRNA ßAOB Kowalchuk e t al. 1 997
Nso 190 16S rRNA ßAOB Mobarry et al. 1996
Noli191 16S rRNA Nitrosomonas  c luste r 6 a Gieseke  et al. 2001
TAOfwd 16S rRNA Terrestrial AOB Chandle r e t al. 1997

NM198 16S rRNA
Nitrosomonas u re a    N itro somonas

sp. AL212
Suwa et al. 1997

NmoCL6a_ 205 16S rRNA Nitrosomonas  c luste r 6 a Stephen et al. 1998
NmI 16S rRNA Nitrosomonas europaea - lin eage Pommerenin g-Röse r e t al. 1 996
Nmo218 16S rRNA Nitrosomonas o ligo tropha - lin eage Gieseke  et al. 2001
TMP1 16S rRNA AOB He rmansson &  Lin dgren 2001
ß-AO233 16S rRNA ßAOB Stephen et al. 1998
NspCL1_249 16S rRNA Nitrosospira c lu ster 1 Stephen et al. 1998
Nmo254a 16S rRNA All N itro somonas Stephen et al. 1998
Nmo254 16S rRNA All N itro somonas Stephen et al. 1998
RT1 r 16S rRNA AOB He rmansson &  Lin dgren 2001
AAO258 16S rRNA Terrestr ial ßAOB Hio rn s et al.1 995
Primer 356f 16S rRNA Nested PCR in  N itAB amplic ons Ho llibaugh et al. 2002
NmoCL6b_376 16S rRNA Nitrosomonas  c luste r 6 b Stephen et al. 1998
Nsp436 16S rRNA All N itrosospira Stephen et al. 1998
NmoCL7 _439 16S rRNA Nitrosomonas  c luste r 7 Stephen et al. 1998

Nm439 16S rRNA
Nitrosomonas  ure ae  N itro somonas

sp. AL212
Suwa et al. 1997

N itD 16S rRNA Nitrosomonas eu ropaea Ward e t al. 1 997
NMOB1f 16S rRNA Nitrosococcus mobilis - like  AOB Burre ll e t al. 2001
NSMR52 f 16S rRNA Nitrosomonas eu ropaea -like AOB Burre ll e t al. 2001
Nsv 443 16S rRNA Nitrosospira  spp. Mobarry et al. 1996
NspCL4_446 16S rRNA Nitrosospira  c lu ster 4 Stephen et al. 1998
Nsp0 16S rRNA Nitrosospira  spp. Pommerenin g-Röse r e t al. 1 996
NspCL3_454 16S rRNA Nitrosospira  c lu ster 3 Stephen et al. 1998
NspCL2_458 16S rRNA Nitrosospira  c lu ster 2 Stephen et al. 1998

N lm 459r 16S rRNA
Nitrosospira mu lt iformis N itrosospira

sp. C-141
Hastin gs e t al. 1 997

NSM1B 16S rRNA
Nitrosomonas eu ropaea - line age

N itrosococcus mobilis
Hovanec  & DeLong 1996

Primer 517r 16S rRNA Nested PCR in  N itAB amplic ons Ho llibaugh et al. 2002
TAOrev 16S rRNA Te rre strial ammon ia ox idize rs Chandle r e t al. 1997
CTO654r 16S rRNA ßAOB Kowalchuk e t al. 1 997
NITROSO4E 16S rRNA ßAOB Hovanec  & DeLong 1996

NEU 16S rRNA
Most halophilic  and h alo tole rant

N itrosomonas
Wagner et al. 1995

Amß 16S rRNA ßAOB Utaake r & Nes 1998
N itF 16S rRNA ßAOB Ward e t al. 1 997
N itC 16S rRNA ßAOB Voyte k & Ward 1995
NmI I I 1 6S rRNA Nitrosomonas marin a -line age Pommerenin g-Röse r e t al. 1 996
NSMR53 r 16S rRNA Nitrosomonas eu ropaea -like AOB Burre ll e t al. 2001

NSMR74 r 16S rRNA Nitrosomonas marin a -like AOB Burre ll e t al. 2001

NMOB1r 16S rRNA Nitrosococcus mobilis - like  AOB Burre ll e t al. 2001

NSMR33 r 16S rRNA Nitrosospira te nu is - like AOB Burre ll e t al. 2001

RNM-1007 16S rRNA Terrestr ial Nitrosomonas  spp. Hio rn s et al.1 995

NS-1009 16S rRNA Nitrosospira  spp. Hio rn s et al.1 995

NmIV 16S rRNA Nitrosomonas cryo tole rans - line age Pommerenin g-Röse r e t al. 1 996

N itB 16S rRNA ßAOB Voyte k & Ward 1995

Nso 1225 16S rRNA ßAOB Mobarry et al. 1996

ßAMOr 16S rRNA ßAOB McCaig et al. 1994

Nse 1472 16S rRNA Nitrosomonas europaea - lin eage Juretschko et al. 1998

AMO- f amoA Nitrosomonas /  N itrosococcus Sin igallian o et al. 1 995
AMO-r amoA Nitrosomonas /  N itrosococcus Sin igallian o et al. 1 995
amoA -1F amoA ßAOB Rotthauwe  e t al. 1 997
amoA -2R amoA ßAOB Rotthauwe  e t al. 1 997

 

Table 2-1 AOB に特異的な既存の primer および probe（本表に記載

した文献の中には巻末の引用文献一覧に掲載していないものも含まれる） 
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2.3.2 亜硝酸酸化細菌（Nitrite Oxidizing Bacteria; NOB） 
（1）NOBの系統分類 

  既知の NOBは，Nitrobacter属，Nitrococcus属，Nitrospina属，Nitrospira属の 4つのグ

ループに分類される（Koops et al. 2001）。これらの属名は，AOBの場合と同様にその細胞

の外形態と構造の特徴によって付けられた（Prosser 1989）。 

NOB の中でももっとも多くの研究がなされている Nitrobacter 属は Alphaproteobacteria

（D-proteobacteria）に分類され，4つの種，Nitrobacter winogradskyi，Nitrobater hambrgensis，

Nitrobacter vulgaris，Nitrobacter alkalicusが記載されている。16S rRNA塩基配列をもちい

た解析から，これらの Nitrobacter 種は非常に近接したクラスターを形成することが知ら

れている。Orso et al.（1994）らによる Nitrobacter属の 16S rRNAの全塩基配列を用いた

系統解析によると，各 Nitrobacter種の平均的な相同性は 99.2%であった。また，亜硝酸酸

化能を持たない Rhodopseudomonas，Rhodobacterpalustris，Bradyrhizobium japonicum，

Blastobacter denitrificans，Afipia felis，Afipia clevelandenis，などとも近接していることが知

られている（Teske et al. 1994）。 

Nitrocossus 属 は Gammaproteobacteria （ J-proteobacteria ） に ， Nitrospina 属 は

Deltaproteobacteria（G-proteobacteria）にそれぞれ分類され，この 2 属の単離株である

Nitrococcus mobilisと Nitrospina grasilisは海洋にその存在が確認されている。Nitrospira属

は門レベルで他の NOB種と異なるとされており，二つの種，Nitrospira marinaと Nitrospira 

moscoviensisが知られている。 

 

 

 

 

 

Fig. 2-8 16S rRNA塩基配列に基づいたNOBの系統関（Koops & Pommerening-Röser 2001を一部改変） 
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（2）NOBの生理学的 

NOB は独立栄養（化学無機独立栄養）細菌であり，亜硝酸を電子供与体，酸素を電子

受容体として利用した亜硝酸酸化を行う。この反応には NOB が有する酵素 nitrite 

oxidoreductase（亜硝酸酸化還元酵素; NOR）に触媒される（式 2.4）。 

 

NOR（nitrite oxidoreductase）による亜硝酸酸化 

NO2
- + 0.5 O2 → NO3

-  △G = -17.5 Kcal mol-1                   （式 2.4） 

 

この反応で生成されるエネルギーを利用し，炭酸ガスを固定して増殖を行う（式 2.5）。 

400NO2
- + NH4

+ + 4H2CO3 + HCO3
- + 195O2  

→ C5H7O2N + 3H2O + 400NO3
-       （式 2.5） 

 

（3）NOBの分子生物学的研究 

  一般に自然環境では亜硝酸酸化反応の速度がアンモニア酸化反応の速度を上回り，ア

ンモニア酸化反応が硝化反応の律速因子となるため，NOBよりも AOBの研究が重視され

てきた。また，NOBは 4つもの属にまたがって存在しているため，その解析を効率よく行

うための分子生物学的ツール（PCR primer, FISH probe, etc.）の設計も容易ではない。よっ

て，AOBに比べ NOBの解析手法は充実とは程遠い状況にある。 

Table 2-2に NOBを標的とした既存の PCR primerと FISH probeをまとめた。 
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Prime r or Probe Target Spec if ic ity Ref .

FGPS872f 16S rRNA genus N itrobacter Degrange & Bardin  1995

FGPS1269r 16S rRNA genus N itrobacter Degrange & Bardin  1995

FGPI149-457 16S rRNA genus Nitrobacter  ITS Gradmann et al. 2000

FGPL420’-458 16S rRNA genus Nitrobacter  ITS Gradmann et al. 2000

NSR1113f 16S rRNA genus N itrospira Dion is i e t al. 2 002

NSR1264r 16S rRNA genus N itrospira Dion is i e t al. 2 002

norB269f norB N itrobac ter hambu rgensis 赤司 2004

norB443r norB N itrobac ter hambu rgensis 赤司 2004

NB1000 16S rRNA N itrobacter  spp. Mobarry et al. 1 996

N IT3 16S rRNA N itrobacter spp. Wagner et al. 1996

NSR1156 16S rRNA
N itrospira moscoviensis ,

freshwate r N itrospira spp.
Schramm et al. 19 98

NSR447 16S rRNA Nitrospira  spp. Schramm et al. 19 98

NSR826 16S rRNA
N itrospira moscoviensis ,

freshwate r N itrospira  spp.
Schramm et al. 19 98

Ntspa1026 16S rRNA
Nitrospira moscovien sis , activate d

sludge c lone s A4 an d A11
Juretschko et al. 199 8

Ntspa454 16S rRNA
Nitrospira moscoviensis  710-9

c lon e
Hovanec et al. 1998

Ntspa662 16S rRNA genus N itrospira Daims et al. 2001

Ntspa685 16S rRNA
N itrospira moscoviensis , N itrospira

marin a and 710-9 c lo ne
Hovanec et al. 1998

Ntspa712 16S rRNA
most members of  th e  phylum

Nitrospira
Daims et al. 2001

NTAPA714 16S rRNA
Phylum Nitrospira, no t

Thermodesu lfovibrio  islandicus
Loy et al. 2002

Ntspn693 16S rRNA Nitrospina grac ilis Juretschko 20 00

Ntspn994 16S rRNA Nitrospina grac ilis Juretschko 20 00

Ntcoc84 16S rRNA N itrococcus mobilis Juretschko 20 00

Ntcoc206 16S rRNA N itrococcus mobilis Juretschko 20 00

 

 

Table 2-2 NOB に特異的な既存の primer および probe（本表に記載した文献の中には巻末の

引用文献一覧に掲載していないものも含まれる） 
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2.4 亜硝酸型硝化反応（Partial nitrification） 
 

 本研究がその主題とした亜硝酸型硝化反応（Partial nitrification）は，端的にいえば，アン

モニア酸化細菌（AOB）の活性が維持された状態で亜硝酸酸化細菌（NOB）の活性が選択

的に抑制されたときに起こる。亜硝酸型硝化反応による環境中への亜硝酸の蓄積は，AOB

によるアンモニア酸化速度がNOBによる亜硝酸酸化速度を上回るわずかなギャップで起こ

る（Smith et al. 1997b）。このわずかなギャップをいかに作り出すかが，亜硝酸型硝化反応の

人為的な制御の要となる。 

亜硝酸型硝化反応制御に関する一般的な研究報告はおおよそ，pH，遊離アンモニア（NH3），

溶存酸素（DO），温度，塩濃度などの環境要因制御による NOBの選択的抑制に関するもの

がほとんどである。以下に，これらの環境要因と亜硝酸型硝化反応についての知見を整理

する。 

 

2.4.1 pH 
 代表的な AOBである Nitrosomonas の至適 pHは 8-9 の間であり，代表的な NOBである

Nitrobacterの至適 pHは７弱というのが一般的な見識である（北尾高嶺，2003）。Hutton et al., 

（1975）は 16－21℃，pH 7.8 – 8.4，SRT 30日，に制御された硝化槽で亜硝酸の蓄積観察を

観察し，Surmacz-Gorska et al.（1997）も排水の pHが NOBの阻害要因になることを述べた。

Glass & Silverstein（1998）は，連続回分式リアクター中の汚泥混合液の pHの上昇（7.5，8.5，

9.0）とともに亜硝酸態窒素が系内に蓄積（250，500，900 mg NO2
--N L-1）したことを報告

した。一方で Venterea & Rolston（2000b）はカリフォルニアの畑土壌において一定以下の pH

条件下で，一時的な亜硝酸蓄積を観察した。 

このように pH 制御による亜硝酸蓄積を観察した文献は複数あるが，pH 制御による亜硝

酸蓄積は長期間継続し得ないものであるという報告（Ruiz et al., 2003）もある。加えて，過

剰な pH制御を行うと AOB活性が阻害されてしまうことを報告した研究もある。Ruiz et al.

（2003）は pH 6.45-8.95でアンモニア態窒素の硝酸態窒素までの完全な硝化を観察し，その

範囲外の pHではアンモニアの酸化が起こらない，という結果を得た。 

 

2.4.2 遊離アンモニア（Free ammonia; FA; NH3） 
高い pHは環境中に高濃度の遊離アンモニア（Free ammonia; FA; NH3）が存在することを

示唆するものであり，FA濃度こそが亜硝酸型硝化反応を引き起こす要因になると記述した

報告も少なくない。FAは AOB・NOB両方の生育を阻害するが，NOBのほうがより FAに

対する感受性が高いことがいわれている。FAは NOBが有する亜硝酸酸化還元酵素（nitrite 

oxidoreductase）の活性を阻害する（Yang & Alleman 1992）。Anthonisen et al.（1976）は NOB

活性を阻害するような FA濃度は 1.0mg L-1以上であるとした。また，Mauret et al.（1996）

は混合培養系における実験からNOBを阻害する FA濃度の閾値は 6.6-8.9 mg NH3-N L-1であ
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ると報告した。Bae et al.（2001）は pH 8（30℃，DO=1.5mgL-1）で，Jianlong & Ning（2004）

は，pH 7.5（30℃，DO=1.5mgL-1）で効率的に亜硝酸蓄積を実現できる FA濃度が得られた

としている。 

FA濃度の NOBに対する影響は，バルク環境あたりの濃度ではなく，NOBバイオマスあ

たりの濃度によって決まるとを主張した報告があり（Suthersan & Ganczarczyk 1986, Rols et al. 

1994, Villaverde et al. 2000），Rols e al.（1994）は閾値を 0.5-0.3 mg NH3-N (mg viable NOB)-1

と結論した。 

 しかし，FA の NOB 阻害効果による亜硝酸型硝化反応は一時的なものであるとする報告

もある。Suthersan & Ganczarczyk（1986）や Turk & Mavinic（1989）は，AOBも NOBも FA

の阻害に徐々に耐性を持つようになるとした。Turk & Mavinic（1989）AOB・NOBともに，

40 mg NH3-N L-1もの FAに耐えられることを示唆した。 

 

2.4.3 溶存酸素 
硝化という，酸素を多量に消費する反応を考えるとき，環境中の酸素濃度がその重要な

因子になることは容易に想像できる。NOB は AOB に比べ低い酸素親和性を示すことが知

られている（Stenatrm & Poduska 1980, Jayamohan et al. 1988,Wiesmann 1994, Sanchez et al. 

2001）。Tonkovic（1998）は実験室規模リアクターを用いた実験から，亜硝酸型硝化反応は

pHには因らず，むしろ溶存酸素濃度に影響されるとした。実際に，溶存酸素濃度が減少す

ると硝化速度もそれに対応して遅くなる（Stenstrom & Poduska, 1980）ことや，亜硝酸酸化

活性のほうがアンモニア酸化活性よりも溶存酸素濃度の影響を強く受ける（Hanaki et al., 

1990ab，Dangcong et al., 2000）ことが知られている。 

また，NOBは間欠的な嫌気条件への順応性に乏しく，嫌気-好気サイクルの導入によりそ

の活性が阻害されることがいわれている（Van Loosdrecht & Jetten, 1998, Mota et al., 2005）。 

 

2.4.4 温度 
 Partial nitrification-anammox processの先駆けであるデルフト工科大学が提唱したSHARON 

Process（温度を 26℃以上に制御することで亜硝酸蓄積を実現）に関する報告を始めとして，

亜硝酸蓄積を実現するためにリアクター内の温度を高く維持することの有効性について触

れた文献は多数あり，亜硝酸蓄積に適した温度として 30℃を提唱する文献(Bae et al., 2002, 

Jianlong & Ning, 2004)もある。 

 

2.4.5 塩濃度 
塩濃度が亜硝酸型硝化反応に与える影響について指摘した報告がある。Sanchez et al.

（2004）は硝化リアクターにおいて，60 g NaCl L-1で亜硝酸の蓄積傾向を観察した。Chen et 

al.（2003, 2004）は硝化リアクターにおいて 10000 mg Cl-1 L-1以上の塩濃度で亜硝酸の蓄積

を観察している。 
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しかし一方で硝化反応（アンモニア酸化反応自体）へ影響する塩濃度の閾値を 20g Cl- L-1

以上とする報告もあり（Dahl et al. 1997, Dinçer & Kargi 1999），亜硝酸型硝化反応に最適な塩

濃度の統一見解は得られていないようである。 
 
 
 
2.5 新日本製鐵（株）安水処理硝化脱窒試験プラントにおける亜硝酸型硝化反応 
 

 第 1章 1.1でも述べたように，新日本製鐵（株）において過去に運転された，製鐵過程で

排出される高濃度のアンモニア等の窒素成分やフェノール類，チオシアン，チオ硫酸，タ

ール状油分などを含む「安水」の硝化脱窒処理試験プラントにおいて安定的な亜硝酸型硝

化反応が観察された。本研究の動機はこの試験プラントにおける亜硝酸型硝化反応にあっ

た。以下に新日本製鐵（株）試験プラントの概要と，その亜硝酸型硝化反応の特徴につい

て述べる。 

 

2.5.1 新日本製鐵（株）試験プラント（ミニプラント）の概要 
 2002 年 8 月，新日本製鐵（株）先端技術研究所（千葉県君津市）において製鉄所コーク

ス炉からの排水である安水を硝化脱窒法で処理する試験プラント（以降「ミニプラント」

とする）が立ち上げられ，2003年 9月まで運転された（新田見 2003, 高崎 2004）。安水は，

アンモニア，フェノール類，シアン，硫化水素，油分など含む排水である。安水処理の中

核となるプロセスは活性汚泥法であるが，その成分のために活性汚泥微生物群集の代謝機

能の阻害が起こりやすく，活性汚泥法による処理に先立つ前処理が必要となる。従来製鉄

所では，凝集沈殿による脱油工程とアンモニアストリッピング法による脱安工程により，

過剰な油分，シアン，硫化水素，アンモニアを除去していたが，アンモニアストリッピン

グ法によるアンモニア除去はコストがかかるという問題がある。そこで安水処理に硝化脱

窒法を適用し，生物学的にアンモニアを除去する研究が行われるようになった。新日本製

鐵（株）における試験プラントはその流れを汲んだ研究目的のために立ち上げられた。 

 Fig. 2-9にミニプラントのフロー図を示した。ミニプラントに流入させた排水は人工的に

合成した排水（人工安水，Table 2-3）であった。人工安水は希釈槽において海水により 2.5

倍に希釈され，標準的な硝化液循環式硝化脱窒プロセスにより処理された。水温は 25-30℃

に管理され，SRTは 50日程度（2003年 4月からは 30日程度）に管理され，プラント内の

MLSSは一定に保たれた。HRTは脱窒槽で 18時間，硝化槽で 54時間であった。 
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希釈槽
人工安水：海水

1 : 1.5

沈殿槽

人工安水 流入水 処理水

海水
硝化液循環（循環率 200%）

返送汚泥（返送率100％）

硝化槽
135 L

脱窒槽
45 L

余剰汚泥引き抜き
 

 
 
 

 

 

 
 
 
 Fig. 2-10に新日本製鐵（株）ミニプラントの処理成績を示した。ミニプラントでは運転
開始当初から安定的な亜硝酸型硝化反応が観察された。Run 5において，Table 2-3に示し
た人工安水からチオ硫酸（S2O32-）を除いたところ，硝化反応が完全に進行し，処理水中に

硝酸態窒素が蓄積を始めた。Run 6 おいて人工安水中にチオ硫酸を再び加えたところ，再
び亜硝酸型硝化反応が得られ，Run 7 におけるチオ硫酸抜きの条件で完全な硝化反応が観
察された。 
 

Fig. 2-9 新日本製鐵（株）試験プラント（ミニプラント）処理フロー
（新田見 2003, 高崎 2004 をもとに作成） 

Table 2-3 人工安水の基本的な組成（高崎, 2004） 
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 Fig. 2-10にあらわした結果は，人工安水中のチオ硫酸が亜硝酸型硝化反応に何らかのかた

ちで寄与していることを示唆するものであった。排水処理の分野において，チオ硫酸によ

る亜硝酸型硝化反応制御について検討したものは皆無に等しい状況の中，この結果は大変

興味深いものであった。 

 

2.5.3 チオ硫酸と亜硝酸型硝化反応 
チオ硫酸が硝化に及ぼす影響についての既存の研究は，排水処理の分野よりもむしろ農

業の分野において多い。農業では，窒素肥料（NH4
+-N）が施肥後に硝化・脱窒によって失

われることを防ぐために硝化抑制剤を用いることがあり，硝化抑制剤としてのチオ硫酸の

可能性について論じた報告が複数ある（Goos 1985，Janzen & Bettany 1986, Sallade & Sims 

1992,Saad et al. 1996）。これらの多くはアンモニア酸化抑制効果の是非に注目している場合

が多く，チオ硫酸の亜硝酸酸化に及ぼす影響について言及していないものもあるが，チオ

硫酸の添加による土壌中への亜硝酸態蓄積を観察した報告もある（Janzen & Bettany 1986, 

Saad et al. 1996）。排水処理分野における研究では，Schreiber & Pavlostathis（1998）が COD，

アンモニア，チオ硫酸が混在する模擬排水を活性汚泥を用いて好気処理した際に亜硝酸型

硝化反応が起こったことを示唆する実験結果を示している。 

チオ硫酸の生物学的酸化過程においてテトラチオネート（Tetrathionate; S4O6
2-）が生成さ

れるが（Suzuki 1999），Janzen & Bettany（1986）がテトラチオネートこそが硝化抑制に関わ

っていることを示唆した。 

Fig. 2-10 新日本製鐵（株）試験プラント（ミニプラント）処理水中における 
亜硝酸態窒素（NO2

--N）および硝酸態窒素（NO3
--N）濃度（高崎 2004） 
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2.6 分子生物学的手法を用いた環境微生物群集解析 
 

 古典的な微生物学による環境微生物群集の解析（検出・定量）は，基本的に培養法によ

って成り立っていた。培養法は，微生物の生理学・生化学的性質を議論するうえで欠かせ

ない手段となるため今日でも用いられる手法ではあるが，自然界には培養の困難な微生物

も多く存在すること，複合系微生物系にはおいてすべての微生物に適した培養条件を設定

することが不可能なことが指摘されているように，培養法による環境微生物の解析には限

界がある。 

 1980年代，分子生物学の発展とともに，環境中に存在する微生物由来の DNAや RNAに

注目した解析手法が提案されるようになり，それまでとらえることの難しかった培養困難

な微生物を検出・解析できるようになり，環境微生物学は飛躍的な発展を遂げてきた。 

 本節では，本研究で用いた手法を中心に，分子生物学的手法による環境微生物解析法に

ついて概説する。 

 

2.61 環境からの DNA の抽出 
 DNA抽出は，分子生物学的手法の中でも最も基本的な操作である。DNAの抽出方法には，

フェノールクロロホルム法，ベンジルクロライド法，各種 DNA抽出キットによる方法など

があるが，ここでは本研究で使用した FastDNA® SPIN Kit for Soil（Qbiogene，現 MP 

Biomedicals）による抽出原理を解説する。 

 FastDNA® SPIN Kit for Soilは 500mgまでの土壌や活性汚泥などの環境サンプルから短時

間で効率よく DNAを回収できるキットして広く用いられている。本法では，専用のホモジ

ナイズ装置が必要であるが，フェノールやクロロホルムなどの有機溶剤が不要であり，比

較的抽出が難しいとされているグラム陽性細菌の DNAの回収も可能である。 

 本法は大きく 2つの操作からなる。 

  ①細胞の破砕・DNAの可溶化・タンパク質の可溶化 

   サンプルをホモジナイズとタンパク質の可溶化が可能なバッファーに溶解させ，そ

れをセラミックとシリカからなるビーズと混合・高速振とうすることにより，細胞

を破砕し DNAを可溶化させる。 

  ②DNAの精製と濃縮 

   可溶化した DNAのみをシリカ製の Binding Matrixに吸着させ，不要なタンパク質な

どを除去し，精製 DNAを得る。 
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2.6.2 Polymerase Chain Reaction（PCR） 
 PCR（Polymerase Cain Reaction）は微量な DNAの特定領域を，各種解析手法による検出

可能な濃度にまで増幅する手法であり，今日の遺伝子工学の発展に大きく寄与した。PCR

の技術にはさまざまな変法が存在するが，ここでは最も基本的な PCRの原理を紹介する。 

 PCRは三段階の DNAの合成反応によって DNAを増幅する手法である。 

  ①増幅元となる DNA（鋳型, テンプレート）2本鎖を加熱し，変性（解離）させ，一本

鎖にする（denaturation）。 

  ②温度を下げ，増幅させたい特定部位の両端の DNA塩基配列に相補的なオリゴヌクレ

オチド短鎖（プライマー, primer）とテンプレートを結合させる（annealing）。 

  ③DNA合成酵素（DNA polymerase）と DNA合成基質（dNTP）により，②の状態プラ

イマー結合部位から不足分の DNAが合成され，標的にした DNAの完全な 2本鎖が

得られる（extention）。 

 ①-③の工程を 1サイクルとし，これを n回繰り返すことにより，1つのテンプレート DNA

鎖から 2nの DNA鎖を得ることができる。 

 

2.6.3 Cloning 
 複合微生物系から，単一の DNAを抽出する方法のひとつに Cloningがある。Cloningによ

って単離された DNAの塩基配列を読むことによって，複合微生物系から得られた DNAの

集合体が，どのような塩基配列種によって成り立っているのかを解析することができる。

本法は，環境微生物の DNA配列情報の獲得に大きな貢献を果たしている。 

 Fig. にクローニングの手順を示した。PCR産物などの DNA集合体（インサート群）を，

ベクターと呼ばれる環状 DNA 群と反応させ（ライゲーション），そのベクターを大腸菌な

どに感染（トランスフォーメーション）させることで，大腸菌の増殖とともにベクターお

よび組み込まれた DNAが増幅できる。原理的に，1 つのベクターには 1 つの DNA 鎖（イ

ンサート）が，1つの大腸菌には 1つのベクターが組み込まれるので，培養された大腸菌の

コロニー 一つひとつが別のインサートを持つことになる。 

 



 
24 

複合微生物系から得られた
DNAの集合体

ベクター
（プラスミドなどの環状DNA）

ライゲーション

大腸菌

トランスフォーメーション

培養

一つのコロニーが
一つのインサートを持つ

インサートされたDNA

 
 

 

2.6.4 Real-time PCR 
 Real-time PCRは，PCR増幅産物濃度は初期テンプレート濃度に依存するという原理を利

用して，増幅産物濃度から初期テンプレート濃度を求める定量的 PCRの一手法である。 

Real-time PCRによる DNA定量には，サーマルサイクラー（Thermocycler）と分光蛍光光

度計を一体化した機器を用い，PCR での増幅産物の精製の過程をリアルタイムで検出し，

解析する方法である。増幅産物の生成の過程を追跡することが出来るため，より正確な定

量が期待出来る。また，解離曲線分析を行う事により，目的産物のみが増幅されたことが

確認できる。以下に Real-time PCRの原理と，本研究で用いた Real-time PCRの一手法であ

る QPrimer-PCR法について解説する。 

 

（１）Real-time PCRの原理 

定量したい核酸について希釈系列（検量線作成用の標準サンプル）を作り，それぞれ

について PCR を行い，そのタイムコースをリアルタイムで取る。増幅が指数関数的に起

こる領域で一定の増幅産物量になるサイクル数（threshold cycle; Ct値）を縦軸，核酸量を

横軸にプロットし，検量線を作成する。目的の試料についても同じ条件で PCR を行い，

Ct 値を求める事により，検量線から試料中の目的産物の量を測定することができる。 

核酸の検出には様々な方法があるが，主流となっているのは蛍光を用いたものである。

蛍光は SYBER Greenや FRET(fluorescence resonance energy transfer)を用いたハイブリダイ

ゼーションプローブ等がある。現在のリアルタイムの主流となっているのは FRET を利

用した TaqMan プローブ（PE Biosystems 社）である。この TaqMan プローブ法は，目的

Fig. 2-11 Cloning の流れ 



 
25 

の増幅産物のみ測定できるため正確な定量が可能であるという利点がある。一方，目的

産物に応じたプローブをデザインし，合成する必要がある点や，増幅サイズが 80～150bp，

長くても 300bp のものしか利用できないという欠点がある。それに対して，Kurata らに

より開発された QPrimer-PCR法は増幅サイズの制限が低くなり（900bpぐらいまで可能），

また，新たにプローブを作成せずとも，既存のプライマーに蛍光色素をつけるだけで利

用できるというメリットがある。本研究では，この QPrimer-PCR 法を用いた。 

  以下に Real-time PCRの長所・短所についてまとめた。 

長所 ・微量遺伝子でも強力な検出力を持つ。 

・一度に大量のサンプルを処理できる 

・短時間（2～４時間）で反応が行える 

・準備が簡便であり，ルーチンなモニタリングには最適 

・測定後のアガロースゲルチェックが不要 

短所 ・非特異的産物の増幅 

最初はわずかなコンタミネーションであっても，PCR の過程で大量に増

幅されて致命的失敗を招いてしまう。 

・プライマーのデザイン，温度条件なの最適化に時間がかかる 

今までに PCR を行ったことのない領域の遺伝子を増幅しようとする場

合には，プライマーデザインからはじめる必要がある。非特異的産物の

生成およびプライマーダイマー（プライマー同士が結合すること。これ

ができると目的産物を上回って増幅されてしまう）のできない箇所を捜

し当てるのが非常に困難である。また，温度条件やプライマー濃度等を

最適化するのにも多くの時間が費やされる。また，普通の PCR法に比べ

て感度が高く，普通の PCR 法に用いる場合には問題なく増幅されるにも

関わらず，リアルタイム PCR ではダイマーが確認され適用できない場合

がある。 

・検出機器，ランニングコストが高い 
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（2）QPimer-PCR 

QPrimer-PCR（Quenching Primer-PCR）は蛍光消光プライマーを用いる。この手法は，DNA の

構成塩基である C（シトシン）にある蛍光色素を付加させておくと，C の相補的な塩基で

ある G（グアニン）が結合したときに G と蛍光色素の相互作用によりその蛍光が消光する

という現象を PCRでの定量に応用したものである（Kurata et al., 2001）。PCR を行う際に用

いるプライマーの末端に蛍光標識した C 塩基を付加しておき（これを Qprimer と呼ぶ），

PCR の伸長反応によってGがQprimer末端の C塩基に結合したときの蛍光消光率をサイク

ルごとにプロットすることで増幅をリアルタイムに観察することが出来る。 

 

 

 

 

Fig. 2-12 QPrimer-PCR による DNA 量の定量 
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2.6.5 Terminal Restriction Fragment Length（TRFLP） 
 蛍光標識された DNA断片の集合体（片方の primerの 5’末端に蛍光標識を付加した primer 

setを用いた PCR産物など）を，特定の塩基配列を認識して DNA鎖を切断する制限酵素で

処理し，蛍光色素が付加された側の断片長によって，異なる塩基配列をもつ DNA同士を分

離する手法である。Liu et al.（1997）により環境微生物の群集解析を目的として開発され，

AOB群集解析にも活用されている（Hortz et al. 2000, Sakano et al. 2002）。 

 
 
 
 
 
 

環境DNA 片側に蛍光標識を付加したprimer

PCR

制限酵素

制限酵素処理

キャピラリー電気泳動

bp長短

制限酵素で切断された長さにより分離

蛍
光

量

 
 
 

Fig. 2-13 PCR-TRFLP の流れ 
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2.6.6 Fluorescence in situ Hybridization（FISH） 
1980年代末より開発された手法であり、Amannらにより、この手法が環境微生物分野で

も十分適用可能であることが示され、その具体的な実験手法が紹介された（Amann, 1995）。

標的塩基配列に相補的な塩基配列（oligonucleotide probe）を蛍光物質で標識し、細菌内の標

的塩基配列と結合（Hybridize）させ、それを蛍光顕微鏡で観察することにより、目的の細

菌を検出、定量する。FISH 法を微生物の検出に用いる場合、rRNA（ribosormal RNA）を標

的とする。標的となる rRNA は１つの細胞に 103-105存在しており、結合した probe の蛍光

を顕微鏡下で観察することが可能である。 

 
 
 
 

リボソーム

rRNA

標的細菌 蛍光標識された
oligonucleotide probe

ハイブリダイゼーション

蛍光顕微鏡により観察

probeが結合した細胞が光る  
 

 

 

Fig. 2-14 FISH による標的細菌の検出 



 
29 

第３章 実験方法 

 

 

 本研究における実験手法の実際を詳説した。 

 

3.1 実験室規模亜硝酸型硝化リアクターの構築 
 

 排水を処理する水槽を反応槽，リアクターなどと呼ぶ。本研究を始めるにあたり運転条

件等の参考にした新日本製鐵（株）の試験プラント（ミニプラント）では，それぞれが一

つの処理工程を担う複数の槽を用いて，排水がそれらの槽を順々に流下することで処理さ

れる連続式リアクター（Continuous-Flow Reactor）が用いられたが，本研究で用いたリアク

ターは一槽式リアクターであり，時間によって処理工程（嫌気工程，好気工程，沈殿工程

など）を区切る連続回分式リアクター（Sequencing Batch Reactor; SBR）とよばれるものと

した。 

 連続回分式リアクターは，一定量の合成排水がリアクターに流入すると一つの反応槽の

中で各処理工程が行われるため，合成排水が流入してから処理が終わるまで（この一連の

過程を「サイクル」と呼ぶ）の物質収支を求めやすい。経時的にリアクター内の水質を分

析することで，各処理工程における処理速度も実験的に求めやすくなる。 

 

3.1.1 リアクターのセットアップ 
本リアクターセットは，有効容量 5 Lの「リアクター本体（一槽式，アクリル製）」と水

温制御用の「恒温槽」からなる。「リアクター本体」は，リアクター，各種ポンプ，基質タ

ンク，各種センサ・電極からなり，「恒温槽」は，恒温槽用コンテナ，投げ込みヒータ，水

循環ポンプで構成される。リアクターシステム全体の写真をFig.3-1に示し，模式図をFig. 3-2

に示した。また，本リアクターの種汚泥は新日本製鐵（株）先端技術研究所のミニプラン

トより分与いただいた。 

 
 
 
 
 
 
  
 
 



 
30 

 
 

 
 
 
 
 

基質

処理水

エアポンプ

余剰汚泥

pHコント
ローラ

水温
コントローラ

流入水

ヒ
ー
タ

水流循環
ポンプ

攪拌機

合成排水

恒温槽

基質

処理水

エアポンプエアポンプ

余剰汚泥

pHコント
ローラ

pHコント
ローラ

水温
コントローラ

水温
コントローラ

流入水

ヒ
ー
タ

ヒ
ー
タ

水流循環
ポンプ

攪拌機

合成排水

恒温槽

 

 Fig. 3-2 リアクターセット模式図 

Fig. 3-1 リアクターセット概観 
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3.1.2 リアクターの運転条件 
 リアクターの基本運転条件を Table 3-1に示した。また，リアクター制御に関わる項目に

ついて以下に解説する。 

 

① サイクル制御 

連続回分式リアクターにおいて，合成排水が流入し一連の処理工程を経て浄化された

処理水が得られるまでの一連の過程を「サイクル」と呼ぶ。サイクル制御には

Programmable Controller SYSMAC CPM1A-30CDR-A-V1(オムロン)を使用した。 

   本リアクターは 1 サイクル 8 時間とし，運転期間中に 2 度サイクルの内訳（各処理工

程の時間的配分）を変更した。詳細は第五章に譲るが，Table 3-2 に用いたサイクルを全

て示した。 

 

② 合成排水 

   合成排水とは，実排水を模倣した有機物や無機物からなる混合液のことを指す。本リ

アクターで使用した合成排水の組成は新日本製鐵（株）ミニプラントのものを参考にし

た。参考にしたミニプラントの水質を Table 3-3に，本研究で使用した合成排水の成分を

Table 3-2 に示した。ミニプラントではコークス炉排水の主成分の一つであるフェノール

は取り扱い上の困難さから使用せず，グルコースと酢酸で代用した。合成排水の組成は，

サイクルの変更に伴って運転期間中に一度変更した。 

 

 ③ 塩濃度 

  旧ミニプラントでは実際の海水を用いていたが，本リアクターでは，標準海水と規定

されているもの（淵，1970）を参考に，塩化ナトリウム溶液（14.0g NaCl L-1）をもって

模擬海水とし，合成排水に混入させた。 
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有効容量
系
HRT 16時間
SRT 20日
水温 30℃
pH 80g NaHCO3 L

-1
を用いて下限のみ制御

曝気量 3L min.
-1

5L
連続回分式

 
 
 

A. 運転開始－74日目 B．75－111日目 C．112－現在
有効容量 有効容量 有効容量
系 系 系
サイクル サイクル サイクル

HRT HRT HRT
SRT SRT SRT
℃ ℃ ℃

pH pH pH

ばっ気 ばっ気 ばっ気

基質 濃度 [mg L
-1

] 基質 濃度 [mg L
-1

] 基質 濃度 [mg L
-1

]
Glucose 143 G lucose 362 Glucose 362
CH3COONa 196 CH3COON a 565 CH3COONa 565
NaHCO3 400 NaHCO3 400 NaHCO3 400
NH4Cl 600 NH4Cl 600 NH4Cl 600
CaCl2 50 CaCl2 50 CaCl2 50
MgSO4 7H2O 30 MgSO4 7H2O 30 MgSO4 7H2O 30
KH2PO4 50 KH2PO4 50 KH2PO4 50
Na2S2O3 212 Na2S2O3 212 Na2S2O3 212
NaCl 14000 NaCl 14000 NaCl 14000

5L 5L 5L
連続回分式 連続回分式 連続回分式

16時間 16時間 16時間

3L min.
-1

＞8 .0 （80  g  N aHCO 3 L
-1

で下限のみ制御)

20日 20日 20日
30℃ 30℃ 30℃

合成廃水 合成廃水 合成廃水

＞7.2（80 g NaHCO3 L
-1

で下限のみ制御) ＞7.2（80 g NaHCO3 L
-1

で下限のみ制御

3L min.
-1

3L min.
-1

放流 流入 硝化 沈殿

150 30 450 480

放流

流入

445

基質

攪拌

ばっ気

汚泥
引き抜き

25min.

脱窒

150

放流 流入 硝化 沈殿

150 30 450 480

放流

流入

445

基質

攪拌

ばっ気

汚泥
引き抜き

25min.

放流 流入 硝化 沈殿

150 30 450 480

放流

流入

445

基質

攪拌

ばっ気

汚泥
引き抜き

25min.

脱窒

150

放流 流入 硝化 沈殿

150 30 450 480

放流

流入

445

基質

攪拌

ばっ気

汚泥
引き抜き

25min.

脱窒

150

放流 流入 硝化 沈殿

150 30 450 480

放流

流入

445

基質

攪拌

ばっ気

汚泥
引き抜き

25min.

放流 流入 硝化 沈殿

150 30 450 480

放流

流入

445

基質

攪拌

ばっ気

汚泥
引き抜き

25min.

脱窒

150

放流 流入 硝化 沈殿

150 30 390 480

放流

流入

385

基質

攪拌

ばっ気

汚泥
引き抜き

25min.

放流 流入 硝化 沈殿

150 30 390 480

放流

流入

385

基質

攪拌

ばっ気

汚泥
引き抜き

25min.

 
 

4月1日

ｐＨ 8.2 8.0 ＰＨ 8.1 7.9
ＯＲＰ -234 -167 ＳＳ 224 274
ＤＯ 0.2 0.3 Ｔ－Ｎ 522 508

水　温 29 28 Ｄ－Ｔ－Ｎ 505 503
ｐＨ 8.7 8.2 Ｄ－ＮＨ４－Ｎ 487 468

ＯＲＰ NA NA Ｄ－ＮＯ２－Ｎ 0.1 0.1
ＤＯ 2.7 2.1 Ｄ－ＮＯ３－Ｎ 0.4 0.2

水　温 30 30 ＣＯＤ 1206 978
ｐＨ 7.9 8.0 Ｄ－ＣＯＤ 1164 975

ＯＲＰ NA NA Ｄ－ＴＯＣ 445 460
ＤＯ 4.0 4.0 Ｄ－フェノール 624 582

水　温 30 27 Ｄ－ＳＣＮ - -

１通気量 10 10 Ｄ－Ｓ２Ｏ３ 236 -

ｐＨ 8.6 8.7 Ｄ－ＳＯ４ 1534 1401
ＯＲＰ 114 136 ＰＨ 8.2 8.0
ＤＯ 4.4 4.3 Ｄ－Ｔ－Ｎ 136 190

水　温 30 30 Ｄ－ＮＨ４－Ｎ 116 122
２通気量 10 10 Ｄ－ＮＯ２－Ｎ 7.1 0.7

Ｄ－ＮＯ３－Ｎ 1.5 57.0
Ｄ－ＣＯＤ 134 21
Ｄ－ＴＯＣ 115 50

Ｄ－フェノール 64.2 14.7
Ｄ－ＳＣＮ - -
Ｄ－Ｓ２Ｏ３ 47.0 -
Ｄ－ＳＯ４ 1960 1436
Ｍアルカリ 1285 1239

ＭＬＳＳ 2082 2281
ＭＬＶＳＳ 1227 1644

ＰＨ 8.1 8.2
Ｔ－Ｎ 150 192

Ｄ－Ｔ－Ｎ 135 181
Ｄ－ＮＨ４－Ｎ 12.0 0.2
Ｄ－ＮＯ２－Ｎ 94.8 2.2
Ｄ－ＮＯ３－Ｎ 18.6 163

ＣＯＤ 113 10.7
Ｄ－ＣＯＤ 113 9.6
Ｄ－ＴＯＣ 56.9 40.5

Ｄ－フェノール 0.6 0.1
Ｄ－ＳＣＮ - -
Ｄ－Ｓ２Ｏ３ 5.1 -
Ｄ－ＳＯ４ 2023 1452

完全硝化時
(8/7-9/26)の平均値

処理水

原水

脱窒槽出口

亜硝酸型硝化時(5/29-
7/25)の平均値

完全硝化時
(8/7-9/26)の平均値

亜硝酸型硝化時
(5/29-7/25)の平均値

脱窒槽－１

（脱窒槽－２）/硝化槽-0

硝化槽-1

硝化槽-2

 

Table 3-1 リアクター基本運転条件 

Table 3-2  リアクター運転条件履歴 

Table 3-3 新日本製鐵（株） 旧ミニプラントにおける水質モニタリング結果（NA: Not analyzed, -: Not detected） 
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④ HRTおよび SRTの制御 

HRT（Hydraulic Retention Time; 水理学的滞留時間）とはすなわち流入した合成排水が

リアクター内に滞留する時間であり，SRT（Solid Retention Time; 固形物滞留時間）はリ

アクター内の固形物=活性汚泥が更新される時間である。 

本リアクターでは 1サイクルを 8時間とし，サイクルごとにリアクターの有効容量（5L）

の半分に相当する 2.5 L（7.5 L day-1）の処理水を放流し，同量の合成排水を流入するよう

に制御した。よって，一度流入した合成排水が処理水として完全に放流される時間 HRT= 

5/ 7.5 = 2/3 day = 16 hrに制御された。 

SRTは良好な活性汚泥の維持に関わる重要な要因となる。最適な SRTよりも短い SRT

を設定すると，活性汚泥微生物群集の生育速度を汚泥の更新速度が凌駕してしまい，リ

アクターから活性汚泥が“ウォッシュアウト”されてリアクター内の適度な汚泥濃度が

維持できなくなる。本研究では，生育速度の遅い独立栄養の硝化細菌をターゲットにし

たため，SRT= 20日と比較的長めに設定した。SRTは，沈殿工程の直前五分間に 83mLの

汚泥混合液をリアクターから引き抜くことで制御した。 

 

⑤ 水温制御 

   本リアクターでは，水温コントローラ（FHP-301, 東京硝子器械）による水温の自動調

節を行った。リアクター内水温をセンサでモニタリングし，恒温槽の投げ込みヒータが

それに呼応する仕組みとし（Fig. 3-2），リアクター内水温を 30℃に保つようにした。 

 

⑥ pH制御 

pH の制御には pH コントローラ（PU-01, SHIBATA）とペリスタルティックポンプ

（PERISTA PUMP SJ-1211, ATTO），80g NaHCO3 L-1溶液を用いた，下限のみの制御を行

った。pHの制御値は，運転開始時は pH> 7.2，運転開始から 112日目以降は pH>8.0 と

した（詳細は第５章参照）。 

 

⑦ 曝気量制御 

酸素を多量に消費する硝化反応において，リアクターの曝気量は重要な意味を持つ。

本リアクターでは，エアポンプ（APN-085V-1, IWAKI）と流量計（ヒヨシ器械産業）によ

り曝気量の制御を行った。曝気量は 3 L min-1とした。 
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3.1.3 リアクターの水質モニタリング 
 水質モニタリングは，3日‐2週間に一度，任意のサイクルにおいて合成排水流入直後か

ら一連の処理工程が終わるまでの間に経時的に採取した汚泥混合液（Mixed liquor）中の溶

存態物質に対して行った。本研究におけるリアクター水質分析項目を Table 3-4に示した。 

また，リアクターの汚泥濃度を把握するために毎回の水質モニタリング時に MLSS，

MLVSSを測定した。 

 

アンモニウムイオン インドフェノール法
亜硝酸イオン ナフチルエチレンジアミン法
硝酸イオン イオンクロマトグラフィー
チオ硫酸イオン イオンクロマトグラフィー
硫酸イオン イオンクロマトグラフィー
溶存有機態炭素 全有機態炭素計

分析項目 分析法

 
 

以下に，各モニタリング項目の分析方法を紹介する。 

 

a) アンモニウムイオン 

 アンモニウムイオンはインドフェノール法により定量した。リアクターから採取した

汚泥混合液を遠心分離（3500rpm, 3-5min.）し，上澄み液を 0.45Pmのメンブレンフィルタ

ー(Cellulose acetate）でろ過したものを供試検体とした。以下に分析の詳細を示す。 

 
使用する器具・装置 
分光光度計 
２５ｍL比色管，etc. 
汲んだばかりの超純水 
  
試薬 
・フェノールアルコール溶液 
   プロピルアルコール（1‐プロパノール）５ｍLにエタノールを加えて全量を 100mLとした液に，

フェノール 10gを溶かす。 
・ニトロプルシッドナトリウム溶液 
   ニトロプルシドナトリウム（ペンタシアノニトリル鉄（Ⅲ）酸ナトリウム）1g を超純水 200mL

に溶かし，遮光保存。一ヶ月有効。 
・アルカリ性クエン酸三ナトリウム溶液 
水酸化ナトリウム 5gを超純水約 350mLに溶かし，クエン酸三ナトリウム 100g（間違いではない。
100g）を加えて溶かし，最後に超純水で 500ｍLにメスアップ。 

・次亜塩素酸ナトリウム溶液 
   次亜塩素酸ナトリウムなら 2-5倍程度希釈。測定当日に調整。 
・酸化剤溶液 
   アルカリ性クエン酸三ナトリウム溶液：次亜塩素酸ナトリウム溶液＝４:１で混合する。測定当日

に調整。 
・アンモニア性窒素標準原液（1000mgN L-1） 
   塩化アンモニウムを硫酸デシケータで 4時間以上乾燥させた後，3.82gを正確に量り取り，汲んだ

ばかりの超純水に溶かして１Lに定容。 

Table 3-4 水質分析項目 
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検量線の作成 
(1) アンモニア性窒素標準原液から 0－0.8mgN/Lの範囲で 5段階以上の標準液を，各 10mLずつ，25mL
比色管内に作成した。 

(2) 試料と同様に発色させ，アンモニア性窒素濃度と吸光度の関係から，検量線を作成する。 
 
測定 
 (1) 25mL比色管に，適当に希釈した試料を 10mLとる。 
 (2) フェノールアルコール溶液 0.4mL，ニトロプルシッドナトリウム溶液 0.4mL，酸化剤液１ｍL， 

を毎回よく混合しながら，この順に加える。 
 (3) 室温（暗所）で 1時間以上静置する。 
 (4) 分光光度計を用いて波長 640nmの吸光度を測定し，検量線から濃度を決める。 

 

b) 亜硝酸イオン 

  亜硝酸イオンの定量はナフチルエチレンジアミン法により行った。リアクターから

採取した汚泥混合液を遠心分離（3500rpm, 3-5min.）し，上澄み液を 0.45Pmのメンブレ

ンフィルター(Cellulose acetate）でろ過したものを供試検体とした。以下に分析の詳細

を示す。 

 
使用する器具・装置 
分光光度計 
25mL比色管，etc. 
汲んだばかりの超純水 

 
試薬 
・スルファニルアミド溶液 
塩酸 60mLと超純水約 80mLの混合液にスルファニルアミド（4‐アミノベンゼンスルホンアミ
ド）2gを加えて溶かす。さらに超純水を加えて，200mLに定容する。 

・N-(1-ナフチル)エチレンジアミン溶液 
     N-(1-ナフチル)エチレンジアミン二塩酸塩 0.2gを超純水に溶かして 200ｍLとする。遮光保存。 
・亜硝酸性窒素標準原液（250mgN L-1） 
亜硝酸ナトリウム 1.23gを正確に秤量し，超純水で１Lに定容する。これにクロロホルム 1mLを
加え，冷蔵保存する。 

 
検量線の作成 

(1) 亜硝酸性窒素標準原液（250mgN L-1）から 0－0.2mgN/Lの範囲で 5段階以上の標準液を，各
10mLずつ，25mL比色管内に作成する。 

(2) 試料と同様に発色させ，亜硝酸態窒素濃度と吸光度の関係から，検量線を作成する。 
 
測定 

(1) 25mL比色管に亜硝酸性窒素が 0.2mgN L-1になるように調整した試料を 10mLとる。 
(2) スルファニルアミド溶液 1mLを各試料に加えよく混合し，5分間静置する。 
(3) N-(1-ナフチル)エチレンジアミン溶液を１ｍL加え，よく混合し 20分間室温（暗所）で静置す
る。 

(4) 分光光度計を用いて波長 540nmの吸光度を測定し，検量線から濃度を求める。 
 

c) 硝酸イオン，硫酸イオン，チオ硫酸イオン 

  硝酸イオン，硫酸イオン，チオ硫酸イオンは水溶液中で陰イオンとして存在してい

る。本研究では陰イオン分離カラムを搭載したイオンクロマトグラフィー（Compact IC 
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761，メトローム）により，これらのイオンを定量した。 

  採取した汚泥混合液を遠心分離（3500rpm，3-5min.）し，その上澄みを 0.45Pmのメ

ンブレンフィルター（Cellulose acetate）でろ過したものを適当に希釈し，分析に供した。

また，同定・定量のための標準溶液を各成分につき調製し，そのピーク面積から検量

線を作成した。得られた供試検体のピーク面積値と検量線から，各イオン濃度を求め

た。 

 

d) 溶存有機態炭素 

  溶存有機態炭素（Dissolved Organic Carbon; DOC）は下水試験法（1997）に従い，上

澄み液中の全有機態炭素（Total Organic Carbon; TOC）と定義し，測定には TOC-V（島

津製作所）の NPOC（Non-Purgeable Organic Carbon; 不揮発性有機態炭素）測定モード

を用いた。この方法では，供試検体に酸を加えて pH<3にした後スパージガスを通気す

ることで検体中の無機態炭素を二酸化炭素（CO2）となり除去した後に測定した TOC

をもって，DOCを測定する方法である。 

  分析には，採取した汚泥混合液を遠心分離（3500rpm，3-5min.）し，その上澄みを

0.45Pmのメンブレンフィルター（Cellulose acetate）でろ過後，適当に希釈したものを

供した。また，定量のための標準液としてフタル酸水素カリウム溶液を用意した。NPOC

法による測定で得られたピーク面積値から，DOC濃度を求めた。 

 

e)  MLSS, MLVSS 

  MLSS（Mixed Liquor Suspended Solids; 汚泥混合液浮遊物質），MLVSS（Mixed Liquor 

Suspended Solids; 汚泥混合液揮発性浮遊物質）の定義および測定方法は下水試験法

（1997）に倣った。以下に測定手順の詳細を述べる。 

   
①  蒸発皿を 600℃で 30分乾燥させ，秤量する（A）。 
② リアクターから汚泥混合液 25mL×2を採取。遠沈管にいれ，3500rpm，5min. 
遠心。 

③ 上清を捨て，無機塩類を完全に取り除くため RO 水を入れて汚泥を懸濁させも
う一度遠心。 

④ Aの蒸発皿に汚泥をとり，湯浴上で水分を蒸発させる。 
⑤ 110℃オーブンで 2時間乾燥させ，デシケータ中で放冷。その後秤量（B）。 
⑥ 600℃オーブンで 30分乾燥，放冷(110℃オーブン，デシケータで)，秤量（C）。 

   ⑦ ①‐⑥の手順より得られた A，B，C を用いた以下の計算式により，MLSS，
MLVSSを算出する。 

MLSS＝（A－B）×40000 [mg L-1] 
         MLVSS = (B－C) × 40000  [mg L-1] 
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3.2 硝化細菌群集解析 
 
 3.1において構築された実験室規模活性汚泥リアクターにおいて，硝化反応の主役である

硝化細菌群集の挙動解析を行った。硝化反応を担う硝化細菌群は大きく二つのグループに

分けられる。すなわちアンモニア態窒素（NH4
+-N）を亜硝酸態窒素（NO2

--N）まで酸化す

るアンモニア酸化細菌（Ammonium Oxidizing Bacteria; AOB）と，亜硝酸態窒素（NO2
--N）

を硝酸態窒素（NO3
 --N）まで酸化する亜硝酸酸化細菌（Nitrite Oxidizing Bacteria; NOB）で

ある。亜硝酸型硝化反応は，AOBの活性が維持された状態で NOBの活性が抑制された場合

にのみ起こると考えられる。よって，本実験室規模活性汚泥リアクターの亜硝酸型硝化反

応を議論するうえで，AOBおよび NOBの動態を解析は必要不可欠であると考える。 

本研究では，リアクターの運転期間中における AOB，NOBの存在量，存在属あるいは存

在種の変動を把握するために，分子生物学的な手法による解析を行った。AOB，NOB存在

量の把握には定量的 PCRの一手法である QPrimer-PCR法（Kurata et al., 2001）を，存在属/

存在種の把握には FISH法（Amann et al, 1995-a），PCR-Cloning-Sequencing法（Giovannoni et 

al., 1990），PCR-TRFLP（Moeseneder et al., 1999）を用いた。以下にそれぞれの実験について

詳説する。 

 

3.2.1 活性汚泥サンプルの採取 
 硝化細菌群集解析用の活性汚泥サンプルは以下の要領で採取・保存した。サンプル採取

は毎回のリアクターの水質モニタリングのときに行った。 

 

 （1）FISH法による解析に用いるための活性汚泥サンプルの採取 

    1. 曝気（硝化）過程中のリアクターから汚泥混合液 1.0mL を凍結保存用の 1.8mL 容

クライオチューブ（Nalge Nunc International）に採取した。 

    2. すぐに-80℃に急冷し，分析に供するまでそのまま凍結保存した。 

 

 （2）DNA抽出に供するための活性汚泥サンプルの採取 

   1. 曝気（硝化）過程中のリアクターから汚泥混合液 1.0mL を凍結保存用の 1.8mL 容

クライオチューブ（Nalge Nunc International）に採取した。 

     2. 遠心分離（3500rpm, 10min.）を行い，上澄み液をデカンテーションにより除去した。 

   3. TE buffer を 1.0 mL加え，汚泥を手で軽く分散させ，再び遠心分離（3500rpm, 10min.）

を行った。 

   4. 上澄み液をデカンテーションにより除去し，DNA抽出に供するまで-80℃で凍結保

存した。 
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3.2.2 DNA の抽出 
 DNAの抽出は FastDNA® SPIN Kit for Soil（Qbiogene，現MP Biomedicals）により行った。

抽出はキットに付属のプロトコルに従って行った。以下に手順について記す。 

  

1. -80℃で凍結保存された活性汚泥サンプル（3.2.1 (2)）を解凍し，Lysing Matrix E Tubeに

移した。 

 2. 978 PLの Sodium Phosphate Bufferと 122 PLのMT bufferを加えた Lysing Matrix E Tube 

を FastPrep® Instrument（Qbiogene，現MP Biomedicals）にセットし，speed 5.5，30 sec. で

細胞破砕処理を行った。 

 3. 遠心分離（14000 g, 30 sec.）を行い，マイクロピペットで上澄み液を新しいチューブに

移し，250 PLの PPS regentを加え，10回転倒混和した。 

 4. 遠心分離（14000 g, 5 min.）し，マイクロピペットをもちいて上澄み液を 15 mLチュー

ブに移した。Binding Matrixを 1 mL加え 2分間転倒混和したのち，3分間静置した。 

 5. 上澄み液を 500 PL捨て，再び混和した。混和液を SPIN™ Filter に移し，14000 gで 1

分間遠心分離した。 

 6. Catch tubeに通過した液（flow-through）を捨てた。500 PLの SEWS-Mを Filter上に加

え，再び遠心分離（14000 g, 1 min.），flow-throughを捨てた。 

 7. Filter上の Binding Matrix-DNA結合体に 100 PLの DESを加えピペッティングし，DNA

を溶出した。Filterを新しいチューブに移し遠心分離（14000 g, 1 min.）することで DNA

を回収した。回収した DNAは解析に供するまで-20℃で凍結保存した。 

 

 上記手順により得られた DNA抽出産物中の DNA濃度を NanoDrop ND-1000（NanoDrop）

を用いて吸光度 260 nmの波長を測定することにより求めた。測定値は各種解析の際の濃度

調整の際に活用した。 

 

3.2.3 FISH（Fluorescence in situ Hybridization ） 
 第２章で述べたように，AOB 群を一度に広く捉えることのできる PCR primer や FISH 

probeが存在する一方で，NOB群に対してはそのようなツールは現時点で存在しない。した

がって，リアクター内 NOBの定量/定性を行う前に，NOBとして知られている Nitrobacter，

Nitrospira，Nitrococcus，Nitrospinaの 4属のうちリアクター内に優占している属を決定する

必要があった。 

 NOBを標的にした既存の FISH probeの一覧は第２章で紹介した通りであり，本研究では

Table 3-5に示した 4つのNOB-target probeを用いた。これらの probeはそれぞれ Nitrobacter，

Nitrospira，Nitrococcus，Nitrospina に特異的であるとされており，これらの probe による細

胞の検出の有無で，リアクター内における優占NOB属を決定することとした。またEUB-mix 

probe（EUB-Ⅰ，EUB-Ⅱ，EUB-Ⅲの混合 probe）を作成し，対比染色に用いた。供試検体は
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亜硝酸酸化活性が活発であったリアクター運転 8日目の汚泥を用いた。 

 

 
probe name sequence specificity Fc [%] reference

EUB338-Ⅰ 5'- GCTGCCTCCCGTAGGAGT -3' Eubacteria 20-35 Amann et al. (1990)
EUB338-Ⅱ 5'- GCAGCCACCCGTAGGTGT -3' Eubacteria 35 Amann et al. (1990)
EUB338-Ⅲ 5'- GCTGCCACCCGTAGGTGT -3' Eubacteria 35 Amann et al. (1990)
NIT3 5'- CCTGTGCTCCATGCTCCG -3' Nitrobacter spp. 40 Wagner et al. (1996)
Ntspa662 5'- GGAATTCCGCGCTCCTCT -3' genus Nitrospira 35 Daims et al. (2001)
Ntspn693 5'- TTCCCAATATCAACGCATTT -3' Nitrospina gracilis 20 Juretschko S. (2000)
Ntcoc84 5'- TCGCCAGCCACCTTTCCG -3' Nitrococcus mobilis 10 Juretschko S. (2000)
Fc: Formamideconcentration  
 

 

 FISH法の操作手順は基本的にAmann et al. (1995)に従った。以下にその詳細について記す。 

 （1）サンプルの固定とスライドガラスの作成 

1. -80℃で保存したリアクター運転 8日目の活性汚泥サンプル（3.2.1参照）を解凍し

た。サンプル 200PLに対し固定液（4% paraformaldehyde）600PLを加え，4℃で 1-3

時間固定した。 

2. 5000g で遠心分離し固定液を捨てた。固定液を完全に除去するために，1×PBS を

適当量加え懸濁し，再び遠心分離後，上澄み液を捨てた。 

3. 1×PBS，氷冷したエタノールをそれぞれ 200PL加え，氷冷しながら超音波分散を行

った（10W，4min.）。 

4. 予めゼラチンコート（0.1%ゼラチン溶液に 2分間浸し，風乾）を施したスライドガ

ラスのウェル一つに 2PL ずつ固定，超音波分散の済んだサンプルを分注，風乾し，

供試標本とした。 

 （2）プローブハイブリダイゼーション 

     1. 10 PM に濃度調製した oligonucleotide probe 1 容に対し hybridization buffer（x% 

formamide, 0.9M NaCl, 20mM Tris-HCl, 0.01%SDS, pH7.2）8容を加え，標本スライ

ドガラス上の各ウェルに 9PLずつ滴下した。 

     2. hybridization bufferを染み込ませたろ紙を入れ，ハイブリダイゼーション温度（46℃）

で気液平衡状態にしておいた 50 mLポリプロピレン遠沈管にスライドガラスを入

れ，ハイブリダイゼーションを行った（46℃，2時間）。 

     3. スライドグラスをポリプロピレン遠沈管から取り出し，ハイブリダイゼーション温

度に保っておいたWashing buffer（y M NaCl, 0.01%SDS, 20mM Tris-HCl）で未結合

probeを軽く洗い流した。 

     4. さらに washing bufferの入った 50 mLポリプロピレン遠沈管にスライドガラスを浸

し，ハイブリダイゼーション温度で 20分静置した。 

     5. スライドグラスを取り出し，MilliQ水で washing bufferを洗い流し，すぐにスライ

ドガラスを振って水を切り，暗所で空気乾燥した。 

Table 3-5 使用 probe 一覧 
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 （3）顕微鏡観察 

      顕微鏡観察には蛍光顕微鏡（DP70, Olympus）を用いた。明視野，緑色励起（FITC

標識した EUB mix probeの観察），赤色励起（Cy3標識した NOB標的 probeの観察）に

ついて画像を撮り，蛍光の確認を行った。 

  

3.2.4 PCR primer の選定と PCR 条件 
 硝化細菌を標的にした PCR（Polymerase Chain Reaction）用の primerが設計されている。

本研究では，実験室規模活性汚泥リアクター内における既知の AOBおよび NOBの定量/定

性を行うことを掲げているため，より幅広くかつ特異的に AOB・NOB を捉えられる PCR 

primerを用いた解析を行うことが肝要であった。 

 AOBを標的にした primerとしては，第２章で紹介したものが知られているが，本研究で

はRotthauwe et al. (1997) が設計した amoA-1F, amoA-2R primer setを用いることとした（Table 

3-6）。この primer setは，Betaproteobacteriaに属する AOB（betabacterial AOB；E-AOB）が

有するタンパク質 ammonia monooxygenase subunit A（AmoA）をコードする機能遺伝子 amoA

を標的としたものであり（Rotthauwe et al., 1997）使用実績も数多い（ref.）。amoAを標的に

することで，16S rDNAを標的にした PCRよりも特異的に AOBを捉えられることを期待し

た。また，数ある既知の細菌の機能遺伝子の中でも amoA塩基配列のデータベースは充実し

ており，得られた amoA 配列から近縁種を求めることは十分可能であると考えられている

（Purkhold et al., 2000, Aakra et al., 2001, Purkhold et al., 2003）。 

 本研究では，4.2.3 の FISH 法によりリアクター内の優占属と決定された（第 5 章参照）

Nitrobacter属の16S rDNAを標的とするFGPS872f-1269r primer setを用いることとした（Table 

3-6）。既知の NOBは 16S rRNA塩基配列に基づいた分類では 4つもの属に散在して存在し

ているため（第２章参照），それら全てを特異的に捉える primer の設計は困難であり，現時

点で開発についての報告はない。現在開発されている NOB 16S rDNAを標的にする primer 

setとしては，Nitrobacter属（D-proteobacteria）を特異的に増幅する FGPS872f-1269r（Degrange 

& Bardin, 1995）と Nitrospira属（Nitrospira）を特異的に増幅する NSR1113f-1264r（Doinishi 

et al., 2002）が知られている。16S rDNA を標的とする primer のほかにも，Nitrobacter 

hamburgensisの亜硝酸酸化還元酵素（NOR）をコードする機能遺伝子 norBの塩基配列から

設計された norB269f-443r primer setの開発が報告されている（赤司, 2004）が，このプライ

マーの実績は皆無に等しい。 

 

Target Reference

amoA -1F GGGGTTTCTACTGGTGGT
amoA -2R CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC
FGPS872f CTAAAACTCAAAGGAATTGA
FGPS1269r TTTTTTGAGATTTGCTAG

[K= G or T, S= G or C]

Primer Sequence (5'-3')

Degrange & Bardin, 1995

Rotthauwe et al., 1997E-AOB
amoA-1F-2R
primer set
FGPS872f-1269r
primer set

genus Nitrobacter

 

 

Table 3-6 PCR primer 



 
41 

 以下に本研究において一貫して用いた PCR条件と，アガロース電気泳動による PCR産物

の確認について述べる。 

 

（1）PCR条件 

  本研究における amoA-1F-2Rおよび FGPS872f-1269rを用いた PCRは，特に断りのない

限り Table 3-7の条件で行った。 

 

Primer Primer
amoA  -1F: 5'- ggg gtt tct act ggt ggt -3' FGPS872f: 5'- cta aaa ctc aaa gga att ga -3'
amoA  -2R: 5'- ccc ctc kgs aaa gcc ttc ttc- 3' FGPS1269r: 5'- ttt ttt gag att tgc tag -3'

PCR mixture PCR mixture

Final conc volume [PL] Final conc volume [PL]
ddH2O - 29.5 ddH2O - 29

10xAmpliTaq PCR buffer
(with 1.5mM MgCl2)

1x 5
10xAmpliTaq PCR buffer
(with 1.5mM MgCl2)

1x 5

2mM dNTP 0.2 mM 5 2mM dNTP 0.2 mM 5
100PM forward primer 0.25 PM 0.125 100PM forward primer 0.5 PM 0.25
100PM reverse primer 0.25 PM 0.125 100PM reverse primer 0.5 PM 0.25
5U/PL AmpliTaq Gold 1.25 unit 0.25 5U/PL AmpliTaq Gold 2.5 unit 0.5
template (5ng/ PL) 50ng 10 template (5ng/ PL) 50ng 10
total - 50 total - 50

Thermalcycler program 
step temprature [℃] incubation [sec] step temprature [℃] incubation [sec]
hot start 94 600 hot start 95 600
denature 94 15 denature 94 45
anneal 55 20 anneal 50 45
extention 72 120 extention 72 90
final extention 72 300 final extention 72 600

FGPS-PCR

35 cycles

amoA -PCR

Thermalcycler program 

35 cycles

 

 

（2）アガロース電気泳動による PCR産物の確認 

  PCR 産物が，目的とする標的配列が正しく増幅されたものであることを確認する手法

としてのアガロースゲル電気泳動を活用した。アガロースゲルにアプライされた DNA断

片は，その長さによって異なる電気泳動距離を示す。よって，既知の DNA断片長からな

る DNAマーカーとともに PCR産物を電気泳動することで，PCR産物が標的 DNA断片長

に等しい長さであるかが確認できる。以下にアガロース電気泳動の手順を示した。 

  1. Agarose S（日本ジーン）を 1×TAEに溶かし，1.0-1.5%（w/mL）アガロースゲルを

作成した。 

    2. i-Mupid-J（ADVANCE）にアガロースゲルをセットし，PCR産物 5 PLと 6×Loading 

Dye 1 PL を混合後，ゲルのウェルにローディングした。DNA マーカーには DNA 

Ladder Markers, 100bp DNA Ladder（TOYOBO）を用いた。 

  3. 100 V で 15-20 分電気泳動したのち，5 万倍希釈したエチジウムブロマイド溶液

（BIO-RAD）に 15-20分染色した。 

  4. 染色が済んだゲルを UV-Transilluminator（FAS-Ⅲシステム，TOYOBO）にセットし，

観察することで，目的の DNA断片長の増幅を確認した。 

Table 3-7 PCR 条件 
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3.2.5 QPrimer-PCR 
 QPrimer-PCR法は，5’末端を蛍光色素 BODIPY®で修飾した oligonucleotide primerを使用し

て PCR増幅をリアルタイムで検出する，定量的 PCR法の一手法である（Kurata et al., 2001）。

本研究では，amoA-1F-2R primer setと FGPS872f-1269r primer setを用いて，E-AOB由来 amoA

と Nitrobacter属由来 16S rDNAの QPrimer-PCR法による定量を行った。 

 （1）QPrimer-PCR用 primerの作成 

     QPrimer-PCR に用いる primer set は，forward 側か reverse 側のどちらの 5’末端が

BODIPY®修飾されている必要がある。また，グアニン（G）との相互作用によりその

蛍光が消える，というBODYPY®の性質を利用した蛍光消光反応を利用するためには，

BODIPY®修飾する末端はシトシン（C）である必要がある。本研究では，amoA をタ

ーゲットとしたQPrimer-PCR法には amoA-1F 5’末端にCを付加したものに（Table 3-8），

Nitrobacter 16S rDNAをターゲットとした QPrimer-PCR法には FGPS872f 5’末端（もと

もと C）に（Table 3-9），それぞれ BODIPY®修飾を施した。BODIPY®修飾 primer の

作成は環境エンジニアリング(株)に依頼した。 

 （2）外部標準サンプルの調製 

     定量のための外部標準サンプルを以下の要領で調製した。 

1. 本研究で用いたリアクターから採取した運転 11日目の活性汚泥から，4.2.2の要

領で抽出した DNA をテンプレートとした PCR を行った。PCR primer は,amoA

定量用の標準サンプルの作成には amoA-1F-2R primer set（Table 3-6）を，

Nitrobacter 属由来 16S rDNA の標準サンプルの作成には FGPS872f-1269r primer 

set（Table 3-6）を用いた。 PCR mixture の組成とサーマルサイクラー（T3 

Thermocycler, Biometra）プログラムは 4.2.4に準じた。 

2. 得られた PCR産物を QIAquick PCR Prification Kit（QIAGEN）で精製し，精製産

物中の DNA濃度を NanoDrop ND-1000（NanoDrop）を用いて吸光度 260 nmの波

長を測定することにより求めた。 

3. DNA濃度から，以下の式により PCR-精製産物中の amoA-1F-2R領域（491 bp）あ

るいは FGPS872f-1269r領域（397 bp）の DNA断片のコピー数を算出した。 

            

660]bp[
1002.610]L/ng[DNADNA

239

u
uuu

 
�

塩基長

　濃度
コピー数

P
 

 

4. 算出したコピー数を元に，PCR-精製産物を適宜希釈し，101, 102, 103, 104, 105, 106, 

copies PL-1の標準サンプルを作成した。 
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 （3）LightCycler®（Roche Diagnostics）による Real-time 定量 

    Real-time定量には LightCycler®（Roche Diagnostics）を用いた。Table 3-8，Table 3-9

に amoAおよびNitrobacter 16S rDNA定量のためのPCR mixtureの組成とLightCycler®

のプログラムを示した。検量線作成のために，LightCycler®専用キャピラリー内に 102, 

103, 104, 105, 106, 107コピーの標的 DNA断片がテンプレートとして存在する外部標準

サンプルを作成した。データの解析にはMacro for LightCycler ver.2.2 for win（環境エ

ンジニアリング）を用いた。定量は各サンプルについて 3 反復行い，平均値と標準

偏差を求めた。 

 

 
 
 

amoA  primer set for QPrimer-PCR
BODIPY-amoA -1F : 5'-(BODIPY)-C-GGGGTTTCTACTGGTGGT-3'

amoA -2F : 5'-CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC-3'

Qprimer-PCR mixture (for amoA )

cmponent Final conc. Vol. [PL] Temprature [℃] Incubation [sec]
Temprature

Transition Rate
(℃/sec)

Analysis
mode

Acquisition
mode

ddH2O  - 5.02 95 120 20 None NON
10xTITANIUM buffer 1x 2.00 (denaturation) 95 15 20 SINGLE
10mg/ml BSA 0.25mg/mL 0.50 PCR (annealing) 61 10 20 NONE
2.5 mM dNTP 0.2mM 1.60 (extention) 72 30 20 SINGLE
10PM forward primer 0.12PM 0.24 72 120 20 None NONE
10PM reverse primer 0.12PM 0.24 melting curve 95 30 20 NONE
50x TITANIUM Taq 1x 0.40 50 120 0.1 NONE
template DNA (5ng/PL) 2.5ng/PL 10.0 95 0 20 CONT
mixtuer total volume - 20.0 40 30 20 None NONE

Melting
Curve

50
cycles

final extention

cooling

LightCycler program (for amoA )

step

hot start

Quantifi-
cation

 

 
 
 

FGPS primer set for QP-PCR
BODIPY-FGPS872f : 5'-(BODIPY)-CTAAAACTCAAAGGAATTGA-3'

FGPS1269r : 5'-TTTTTTGAGATTTGCTAG-3'

Qprimer-PCR mixture (for FGPS) 

cmponent
Final conc. Vol. [PL]

Temprature
[℃]

Incubation [sec]
Temprature

Transition Rate
(℃/sec)

Analysis
mode

Acquisition
mode

ddH2O  - 3.9 95 300 20 None NON
10x KOD PCR buffer 1x 2.0 (denaturation) 94 30 20 SINGLE
25mM MgSO4 1.0 mM 0.8 PCR (annealing) 48 30 20 NONE
10mg/ml BSA 0.25mg/mL 0.5 (extention) 68 30 20 SINGLE
2mM dNTP 0.2mM 2.0 68 300 20 None NONE
10PM frward primer 0.1PM 0.2 melting curve 95 45 20 NONE
10PM reverse primer 0.1PM 0.2 50 120 0.2 NONE
1unit KOD-plus- 0.02unit 0.4 90 0 20 CONT
templateDNA (5ng/PL) 2.5ng/PL 10 40 30 20 None NONE
mixtuer total volume - 10

60-80
cycles

final extention

Melting
Curve

cooling

LightCycler program (for FGPS)

step
hot start

Quantifi-
cation

 
 

Table 3-8 amoA を標的とした QPrimer-PCR の条件 

Table 3-9 Nitrobacter 16S rDNA を標的とした QPrimer-PCR の条件 
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3.2.6 PCR-Cloning-Sequencing 
 amoA-1F-2R primer setおよび FGPS872f-1269r primer set を用いた PCR-Cloning-Sequencing

法により運転 92日目と運転 257日目のリアクター内に存在する AOB（E-AOB）由来 amoA，

運転 92日目のリアクター内に存在する NOB（Nitrobacter）由来 16S rDNAの塩基配列を求

めた。以下に手順の詳細を記す。 

 

 （1）PCR 

    amoA を標的にした PCR-Cloningには運転 92 日目と運転 257日目の活性汚泥から

得られた DNAを，Nitrobacter 16S rDNAを標的にした PCR-Cloningには運転 92日目

の活性汚泥から得られた DNAをテンプレートとして用いた。 

PCR primerは amoA-1F-2R primer setおよび FGPS872f-1269r primer set とし，PCR 

mixtureおよびサイクル数以外のサーマルサイクラープログラムは基本的に4.2.2に準

じた。増幅産物の組成がテンプレートのそれを反映するような PCRサイクル数の検

討を行った。アガロースゲル電気泳動で増幅産物が確認できる PCRサイクル数の最

小値を求めた結果，amoA-1F-2Rを用いた PCRは 30サイクル，FGPS872f-1269rを用

いた PCRは 25サイクルで行うこととした。 

 （2）Cloning 

    Cloningには QIAGEN PCR Cloning Kit（QIAGEN）を用い，実験手順は QUIAGEN

が配布している｢QUIAGEN® PCR Cloning Handbook（April 2001）｣に従った。（1）に

より得られた PCR 産物を QIAquick PCR Prification Kit（QIAGEN）で精製，

Microcon™-100（MILLIPORE）で濃縮し, 濃縮産物中の DNA濃度が amoA-1F-2R PCR

産物なら 16.3-32.5 ng DNA PL-1に，FGPS872f-1269r PCR産物なら 13-26 ng DNA PL-1

になるように調製（DNA濃度の測定には NanoDrop ND-1000を用いた）したものを

Ligationに供した（Table 3-10）。 

Transformationが済んだ大腸菌株は LB培地（Table 3-11）にスプレッドし，37℃で

15-18時間培養した。 

 （3）Sequencing 

    得られたクローンをコロニーPCR（Table 3-12）にかけたものを Sequencingに供し

た。コロニーＰＣＲ産物をMontage PCR P96（MILLIPORE）を用いて精製したのち

に，Sequencing mixture（Table 3-13）を作成し，T3 Thermocycler（Biometra）を使用し

て sequencing reaction を行った（Table 3-14）。primer は，amoA-clone の Sequencing 

reactionには amoA-1Fと amoA-2Rを，Nitrobacter 16S rDNA(FGPS)-cloneの Sequencing 

reactionには FGPS872f と FGPS1269r を用い，全てのクローンについて forward側と

reverse側の両側から Sequencingを行った。 

 

 



 
45 

 

Component volume

pDrive Clning Vector（50 ng PL
-1

） 1 PL
PCR product 1-2 PL
Distilled water 3-2 PL
2×Ligtion Master Mix 5 PL
Total volume 10 PL

 

 

LB Broth (DIFCO) Bact Agar（DIFCO） X-gal IPTG アンピシリン
4 g 3 g 20 mg 15 mL 200 mg

 
 

 

 

primer;
SP6: 5'- cat tta ggt gac act ata g -3'
T7: 5'- gta ata cga ctc act ata g -3'

PCR mixture PCR prcedure (SP6-T7)
step temprature [℃] incubation [sec]

Final conc volume [uL] hot start 95 600
ddH2O - 34.55 denature 94 30
10xAmpliTaq PCR buffer
(with 1.5mM MgCl2)

1x 5.0 anneal 52 30

2mM dNTP 0.2 mM 5.0 extention 72 120
100PM forward primer 0.2 PM 0.1 final extention 72 600

100PM reverse primer 0.2 PM 0.1

5U/PL AmpliTaq Gold 1.25 U 0.25

template (colony in 50mL ddH2O) - 5.0

total - 50

30 cycles

SP6-T7

 
 

 

 

primer:
amoA  -1F: 5'- ggg gtt tct act ggt ggt -3'
amoA  -2R: 5'- ccc ctc kgs aaa gcc ttc ttc- 3'
or
FGPS872f: 5'- cta aaa ctc aaa gga att ga -3'
FGPS1269r: 5'- ttt ttt gag att tgc tag -3'

Sequencing reaction mixture Sequencing reaction prcedure
Final conc. volume [PL] step temprature [℃] incubation [sec]

ddH2O - 4.68 hot start 96 30
1/8 BigDye ver.3.1 1/20 4.00 denature 96 10
10uM Primer 0.32PM 0.32 anneal 50 5
template (colony in 50mL ddH2O) - 1.00 extention 60 240

total - 10.0

25 cycles

 

Table 3-10 Ligation-reaction mixture 

Table 3-11 LB 培地（200 mL）の組成 

Table 3-12 コロニーPCR 

Table 3-13 Sequencing reaction 
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    Sequencing reaction 産物を Montage SEQ（MILLIPORE）で精製したもの 10PL に

Hi-Di formamideを 10 PL加え，ABI PRISM® 3100-Avant Genetic Analyzer（Applied 

Biosystems）によるキャピラリー電気泳動に供した。 

    得られた forward，reverseの塩基配列の波形データを assembleし，それをもって各

Cloneの塩基配列情報とした。Assembleには，ソフトウェア AutoAssembler™（Applied 

Biosystems）を用いた。 

 

3.2.7 PCR-TRFLP 
 リアクター内の amoA の構成変化を追跡するため，amoAを標的にした PCR-TRFLPを行

った。TRFLP（Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism）は，蛍光色素を付加した

primerを用いて得た PCR産物を制限酵素で切断し，その断片長からサンプル中の DNAの構

造を推定する方法である。以下に手順について記す。 

 （1）PCR 

    primer amoA-1Fの 5’末端に蛍光色素 6-Famを付加したものを作成し（Table 3-14），

本実験における PCRに用いた（Table 3-7）。PCRは 3.2.6（1）と同様の条件で行った。

供試検体は運転 57，92，133，145，159，166，174，181，194，257，299 日目の活

性汚泥から抽出した DNAとした。 

 

amoA -1F: 5'- (6-Fam) ggg gtt tct act ggt ggt -3'
amoA -2R: 5'- ccc ctc kgs aaa gcc ttc ttc- 3'

 
 

 （2）制限酵素処理 

    3.2.6 の結果より得られたリアクター内の amoA 塩基配列情報をもとに，使用する

制限酵素の選定を DNASIS Pro（日立ソフトウェア）を用いて行った。リアクター内

amoA の特徴的な塩基配列を示した A28-amoA，B32-amoA の 2 クローンの塩基配列

情報をDINASIS Proに入力した。「制限酵素サイト検索」機能を利用して，A28-amoA，

B32-amoAを異なる断片長で切断する制限酵素を検索した。 

    結果，A28-amoAを forward側 5’末端から 77 bp の位置で，B32-amoAを 192 bpの

位置で切断する制限酵素MobⅠを使用することとした（Table 3-15）。 

    MboⅠによる PCR産物の切断は Table 3-16の通り行った。 

 

Table 3-14 TRFLP 用 amoA 標的 pirmer 
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Restriction site

Source: Moraxella bovis
Concentration: 4-12 units/µl
Supplied buffer: K
Reaction temperature: 37°C
Substrate for unit definition N6-methyladenine free λDNA

Enzyme activity is affected by dam
methylase.
Enzyme activity is not affected CG
methylase. Therefore, generally available
DNAs from E. coli are not cleavable.

Effect of DNA methylation

G A T C
C T A G

 
 

Reaction mixture Restrection enzyme reaction
Component vol. [PL] temprature [℃] incubation [sec]

ddH2O 6 37 3 hr.
10x K buffer 1 70 15 min.

Mbo Ⅰ(10 U PL-1) 2

Substrate (PCR product) 1
Total volume 10

 
 

 

 （3）DNA断片長の解析 

    制限酵素処理によって得られた DNA 断片の長さの解析は，ABI PRISM® 310 

Genetic Analyzer（Applied Biosystems）の GeneScanモードにより行った。制限酵素処

理の済んだ PCR産物 5PL，Hi-Di frmamide 42 PL，DNAマーカー（GeneScan™-500 ROX

™ size standard，Applied Biosystems）0.5 PLの混合液を作成した。混合液を熱処理（95℃，

2min.）した後すぐに 5分間氷冷し，ABI PRISM® 310 Genetic Analyzerに供した。ABI 

PRISM® 310 Genetic Analyzerの操作は付属マニュアルに準じて行った。 

測定データの解析にはソフトウェア GeneMapper™（Applied Biosystems）を用いた。 

Table 3-15 制限酵素 MboⅠ 

Table 3-16 制限酵素処理条件 
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第４章 実験室規模亜硝酸型硝化リアクターの構築 
 

 

 本章では，第 3 章 3.1 の方法で行った実験室規模活性汚泥リアクターにおける亜硝酸型

硝化反応の獲得についての結果と考察について述べる。 

 第１章 1.2で述べたように，本章における実験の最大の目的は実験室規模において，亜硝

酸型硝化反応をおこなう活性汚泥リアクターの構築に必要な条件を探索することであった。 

 本実験において構築されたリアクターは 2004年 12月 8日から運転を開始し，現時点（2006

年 1月 31日）も稼動中である。本実験は運転開始から 2005年 10月 3日までの 299日に及

ぶ期間を対象に行われた。 

 
4.1 実験室規模活性汚泥リアクター実験結果 
 

 リアクターの種汚泥は，新日本製鐵（株）先端技術研究所において 2004年に立ち上げら

れたリアクターから採取したものを使用した。この種汚泥もとのプラントは 2002-2003年に

運転された，本研究におけるリアクター運転の参考にしたミニプラント（第２章参照）と

は異なるものであり，種汚泥を分与いただいた時点では亜硝酸型硝化反応を示していなか

った。本リアクター実験は 2004年 12 月 9 日より 299 日間の運転期間を対象に行った。以

降，本リアクターにおける水質モニタリングの結果についてまとめた。 

 

4.1.1 運転条件の変遷とリアクター水質モニタリング結果 
（1）MLSS, MLVSSの変化 

水質モニタリング結果の前に，本リアクターの活性汚泥の状況について簡単に触れる。

Fig. 4-1にMLSS，MLVSSの経日変化を示した。運転 64日目に SS=860 mg L-1まで減少

しているが，これは活性汚泥濃度の減少によるものではなく，汚泥のリアクター壁面へ

の著しい付着によるものであった。壁面に付着していた汚泥をはがすことで SSが一気に
回復した（71日目, SS=3300 mg L-1）。その後は高濃度の SSを維持した。フロックがよ
く発達した汚泥であり，運転期間を通じて沈降は極めて良好であった。 
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（2）運転期間中の運転条件変更履歴 

  本リアクターでは，亜硝酸型硝化反応が得られるまで運転条件の変更を 2 度行った

（Table 4-1）。運転開始当初は，1サイクル（8時間）の内訳が｛流入・放流 30分→好気(硝

化) 工程 360分→沈殿工程 90分｝という硝化反応に特化したサイクル設計であった。運

転 75日目に好気工程の前段に無酸素（脱窒）工程を導入し，1サイクルの内訳を｛流入・

放流 30分→無酸素工程 120分→好気工程 300 分→沈殿工程 30 分｝とした。また，運転

112日目に，それまでは pH>7.2であった pHの制御値を，pH>8.0に変更した。 

Fig. 4-1 運転期間中の MLSS, MLVSS の変動 
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（3）処理水中溶存態窒素濃度の経日変化 

  Fig. 4-2 に合成排水流入直後のリアクター内の溶存態窒素濃度を，Fig. 4-3に運転期間

中の処理水中溶存態窒素濃度経日変化を示した。75 日目前後で処理水中の硝酸態窒素濃

度が大きく異なっているが（Fig. 4-3），これは硝化工程前段に導入した脱窒工程で直前の

サイクルから持ち越された硝酸態窒素が除去されたことに因る。また，合成排水流入直

後の硝酸態窒素濃度も 75日目以降減少している（Fig. 4-3）。毎サイクル 15分かけて行っ

た合成排水流入の間にも脱窒が起こったことを示唆している。 

処理水中の溶存態窒素濃度の変化と（2）の運転条件の変更履歴と照らし合わせて考え

ると，pH制御値を変更後してから 1ヶ月程度たった後に処理水中へのアンモニア態窒素

の蓄積（つまり，硝化工程におけるアンモニア酸化活性が失活）が観察され始め，さら

に 1 ヶ月程度のちに処理水中への亜硝酸態窒素の蓄積（硝化工程における亜硝酸型硝化

反応）が観察された。この亜硝酸型硝化反応は，その後 120日間程度安定して起こった。 
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Fig. 4-2 合成排水流入直後のリアクター内溶存態窒素濃度の変化 

Fig. 4-3 処理水中溶存態窒素濃度の変化 
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4.1.2 硝化反応速度の変化 
 本研究におけるリアクター水質モニタリングは，3日‐2週間に一度の任意のサイクルに

おいて合成排水流入直後から一連の処理工程が終わるまでの間に経時的に採取した汚泥混

合液（Mixed liquor）中の溶存態物質に対して行った。4.1.1ではその水質モニタリングのう

ちでも合成排水流入直後の水質と処理水質の経日的な変化に注目した記述したが，ここで

は運転期間各時期におけるサイクル中の水質変化について述べたい。溶存態窒素成分のほ

かに，本研究が注目した溶存態硫黄化合物（チオ硫酸態硫黄，硫酸態硫黄）の動態につい

てもあわせて示す。 

 Fig. 4-4に運転 0-75日（硝化反応のみの運転期間）における典型的なモニタリング結果に

ついて示した。同様に，Fig. 4-5では 76-111日（脱窒工程導入後）における，Fig. 4-6では

112-299日（pH変更後）における結果を示した。 
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 Fig. 4-4 リアクター内溶存態窒素濃度の経時変化； 0 日目から 75 日目（硝化工程のみ，完全硝

化反応）における典型的なモニタリング結果を示した。 
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Fig. 4-5 リアクター内溶存態窒素濃度の経時変化； 76-111 日（脱窒工程導入後，完全硝化反

応）における典型的なモニタリング結果を示した。 
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Fig. 4-6a リアクター内溶存態窒素濃度の経時変化； 112-145 日（pH 変更後，完全硝化反応-ア

ンモニア酸化活性失活直前）における典型的なモニタリング結果を示した。 
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Fig. 4-6b リアクター内溶存態窒素濃度の経時変化； 152-174 日（pH 変更後，アンモニア酸化活

性失活-回復過程）における典型的なモニタリング結果を示した。 
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Fig. 4-6c リアクター内溶存態窒素濃度の経時変化； 181-299 日（pH 変更後，亜硝酸型硝化反

応）における典型的なモニタリング結果を示した。 
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4.2 考察 
 
4.2.1 運転条件の変更と処理成績の変化 
 本リアクターは，新日本製鐵（株）新日本製鉄（株）ミニプラントの運転条件を模倣す

ることで，実験室規模活性汚泥リアクターで亜硝酸型硝化反応を得ることを目的に設計さ

れた。しかし，4.1.1 で示したように，運転開始当初は期待していた亜硝酸型硝化反応では

なく，完全硝化反応が観察された（Fig. 4-3）。 

 運転開始当初の本リアクターと新日本製鉄（株）ミニプラントの運転条件の比較を Table 

4-2に示した。この中で，亜硝酸型硝化反応獲得の成否に関わると考えられる点について以

下のように考察した。 

① 処理工程 

新日本製鉄（株）ミニプラントは連続式の循環式硝化脱窒法で，本リアクターは

硝化工程のみの連続回分式であった。一般に，脱窒過程の導入が亜硝酸酸化細菌

（NOB）の生育を抑制する（van Loosdrecht & Jetten, 1998）といわれており，新日

本製鉄（株）ミニプラントで起こった亜硝酸型硝化反応には，脱窒工程の存在がひ

とつの要因となっていた可能性がある。 

② pH 

運転当初の本リアクターは pHの制御値を pH>7.2とした。これは，新日本製鉄（株）

ミニプラントが運転条件としていた pH=7.5を参考に設定したものであったが，実際

には，亜硝酸型硝化反応が観察された時期の新日本製鉄（株）ミニプラントの硝化

槽における pH は 7.9-8.6 程度であった。代表的な AOB である Nitrosomonas の至適

pH は 8-9 の間であり，代表的な NOB である Nitrobacter の至適 pH は７弱というの

が一般的な見識であり（北尾，2003），高 pH条件は NOBの選択的な排除に効果があ

るとされている。このことから，新日本製鉄（株）ミニプラントにおける亜硝酸型

硝化反応の一因になっていたと考えることもできる。 

pH制御による亜硝酸蓄積を観察した文献はいくつかあるが，一方でその亜硝酸蓄

積は長期間継続し得ないものであるという報告（Ruiz et al.,2003.）もある。Ruiz et al.

（2003）は pH 6.45-8.95でアンモニア態窒素の硝酸態窒素までの完全な硝化を観察し，

その範囲外の pH ではアンモニアの酸化自体が起こらない，という結果を得ている。

新日鐵新日本製鉄（株）ミニプラントでも亜硝酸蓄積と pHに特別な対応関係は見受

けられなかった。 

高い pHが，環境中への遊離アンモニア（free ammnia; NH3）の蓄積を引き起こし

硝化を阻害することに着目し，亜硝酸蓄積の実現を試みた報告もある。Bae et al.

（2001）は pH 8（30℃，DO=1.5mgL-1）で，Jianlong and Ning（2004）は，pH 7.5（30℃，

DO=1.5mgL-1）で効率的に亜硝酸蓄積を実現できる free ammonia 濃度が得られたとし

ている。 
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③ 炭素源 

新日本製鉄（株）ミニプラントの流入水は実安水の主成分であるフェノール（お

よびチオシアン）を COD 成分として含む人工安水であったのに対し，本リアクタ

ーでは実験室における取り扱いの困難さから，流入水である合成排水の COD 成分

をグルコースと酢酸で代用した。従属栄養微生物による COD の酸化反応と硝化反

応の間で起こる酸素の競合による亜硝酸型硝化反応を観察した報告（Hanaki et al., 

1990a）があるが，流入 COD成分の違いによる活性汚泥中従属栄養微生物の酸素要

求量の違いが，新日本製鉄（株）ミニプラントと本リアクターとの亜硝酸型硝化反

応の成否に関わった可能性もある。 

④ 塩濃度 

高塩濃度条件において亜硝酸型硝化反応を観察した報告はいくつかあり

（Catalan-Sakairi 1997, Campos et al 2002, Chen et al 2003,Sanchez et al 2004），新日本

製鉄（株）ミニプラント内も，流入する人工安水を 2.5倍に希釈する海水により高

塩濃度の環境に置かれていた。新日本製鉄（株）ミニプラントでは実際の海水を用

いていたが，本リアクターでは，標準海水と規定されているもの（淵，1970）を参

考に，塩化ナトリウム溶液（14.0g NaCl L-1）をもって模擬海水とし，合成排水に混

入させた。しかし，実際の海水は多くのミネラルを含んでいるため，NaCl 溶液で

の代用では不十分であった可能性がある。 

 

 以上の考察から，亜硝酸型硝化反応獲得のための最初の試みとして処理工程の変更を行

うこととした。運転 75日目に，硝化工程の前段に脱窒工程を導入した（Table 4-1）。およそ

1 ヶ月間リアクターの水質モニタリング結果に目立った変化が観察されなかったので

（Fig.4-5），運転 112日目に pHの制御値を pH>7.2から pH>8.0に変更した（Table 4-1）。 

 

硝化反応 処理工程 流入COD成分 HRT SRT pH DO temp. S2O3
2- consumption

新日本製鐵（株）

ミニプラント

亜硝酸型硝化

（NH4
+-N→NO2

--N）
循環式硝化脱窒

pheno l

(& Th iocyan )
72  h r 30 days  7 .9-8 .6 >  2ppm ≒30℃ 硝化槽において酸化

運転開始当初の

リアクター

完全硝化

（NH4
+-N→NO3

--N）
硝化工程のみの

SBR

g lucose

& acetate
16  h r 20 days >  7 .2 >  1 .7ppm ≒30℃

硝化工程において

急速に酸化

 

 

pH 制御値を変更してから 1 ヶ月程度たった後に処理水中へのアンモニア態窒素の蓄積

（硝化工程におけるアンモニア酸化活性の失活）が観察され始めた（Fig. 4-6b）。アンモニ

ア酸化活性の失活は運転 166日目でピークに達したが，その後回復傾向を示し，181日目に

はほぼ完全に回復した。アンモニア酸化活性の回復とともに処理水中への亜硝酸態窒素の

蓄積（硝化工程における亜硝酸型硝化反応）が観察されるようになった（Fig. 4-6c）。 

Table 4-2 新日本製鐵（株）ミニプラントと本リアクターの比
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本リアクターの SRT（= 20 日）から，運転条件の変更などによるリアクター内活性汚泥

群集構造の改変は少なくとも 20日程度の時間をかけて徐々に起こると推察される。今回水

質モニタリング結果にあらわれたアンモニア酸化活性のダイナミックな変動は 1 ヶ月かけ

て起こった。これはリアクターの SRT から考えて妥当なタイムスケールであり，アンモニ

ア酸化活性の失活は活性汚泥（硝化細菌）群集の変化により起きたことが示唆された。し

かし，アンモニア酸化活性の変動が始まったのは pH変更から 1ヶ月後のことであり，この

タイムラグについての明確な説明は難しい。よって，pH制御値の変更が亜硝酸型硝化反応

の獲得の決定要因であったのかどうかは断言できず，さらに言うならば，pH制御値変更に

先立って行った脱窒工程の導入が亜硝酸型硝化反応の獲得と無関係であったかどうかも明

言するのは難しいといえる。 

 

4.2.2 流入水中のチオ硫酸イオンの有無と亜硝酸型硝化反応 
 本リアクターを構築する際に着目したことの一つに，新日本製鐵（株）新日本製鉄（株）

ミニプラントにおいて流入水中にチオ硫酸イオンが存在するときに亜硝酸型硝化反応が観

察された，という現象があった（第２章）。チオ硫酸による硝化反応の抑制に関する報告は，

排水処理の分野よりもむしろ農業の分野において多い。農業では，窒素肥料（NH4
+-N）が

施肥後に硝化・脱窒によって失われることを防ぐために硝化抑制剤を用いることがあり，

硝化抑制剤としてのチオ硫酸の可能性について論じた報告が複数ある（Goos 1985，Janzen & 

Bettany 1986, Sallade & Sims 1992,Saad et al. 1996）。これらの多くはアンモニア酸化抑制効果

の是非に注目している場合が多く，チオ硫酸の亜硝酸酸化に及ぼす影響について言及して

いないものもあるが，チオ硫酸の添加による土壌中への亜硝酸態蓄積を観察した報告もあ

る（Janzen & Bettany 1986, Saad et al. 1996）。 

 Fig. 4-6, 4-7, 4-8に示した溶存態硫黄化合物であるチオ硫酸態硫黄（S2O3
2--S）とその酸化

物である硫酸態硫黄（SO4
2--S）のモニタリング結果から，硝化工程における急速なチオ硫

酸の酸化が見て取れる。この傾向は，完全硝化反応を示した時期（0-133日目）と亜硝酸型

硝化反応を示した時期（181-299日目）に関わらず，運転期間を通じた傾向だといえる。チ

オ硫酸態窒素の消費（酸化）速度と，チオ硫酸態硫黄の最終酸化物である硫酸態硫黄の生

成速度にギャップがあるが，これは「チオ硫酸→テトラチオネート→硫酸」の酸化過程に

おいて，「テトラチオネート→硫酸」の酸化反応が律速になったことを示唆していると考え

られる。 

溶存態硫黄化合物モニタリング結果における興味深い点は，アンモニア酸化の失活-回復

が観察された時期にあたる 166日目および 174日目の硝化(好気)工程におけるチオ硫酸の酸

化速度が通常より小さいことであった。しかし，この現象と完全硝化型から亜硝酸型への

硝化反応の変化との関係の有無を見出すまでには至らなかった。 
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4.3 まとめ 
 
 運転開始当初，意に反して完全硝化反応を示していた実験室規模活性汚泥リアクターに

おいて，2度の運転条件の変更の末に，亜硝酸型硝化反応を獲得することができた。亜硝酸

型硝化反応は，最初の運転条件変更（硝化工程前段への脱窒工程の導入）からおよそ 2 ヶ

月後，2度目の運転条件変更（pH 制御値の上方修正）からおよそ 1ヶ月後の運転 150日目

頃から観察されたアンモニア酸化活性のダイナミックな変動の後に，獲得された。だが，2

度の運転条件変更からアンモニア酸化活性の変動，あるいは亜硝酸型硝化反応の獲得まで

の数ヶ月もの時間差を説明することは困難であり，何がきっかけで一連の現象が起こった

のかは明確にはできなかった。また，研究開始当初注目していたチオ硫酸の亜硝酸型硝化

反応への寄与を評価するには至らなかった。 

 一つひとつの運転条件と亜硝酸型硝化反応との関連性を見出すことは困難であったが，

本章における一連の実験結果は，亜硝酸型硝化反応が単一ではない複数（pH，温度，嫌気

好気条件，etc.）の条件が揃ったときに安定して起こる現象であることを示唆しているとも

いえる。 
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第５章 硝化細菌群集解析 
  

第４章において構築された実験室規模活性汚泥リアクターにおける硝化細菌群集の解析

を行った。第４章ではリアクターの水質モニタリングによって，完全硝化反応（NH4
+-N→

NO3
--N）を示していた活性汚泥が亜硝酸型硝化反応（NH4

+-N→NO2
--N）を示すようになる

までの遷移過程を捉えることができた。本章では，この遷移過程における硝化細菌群集の

挙動を解析することで，亜硝酸型硝化反応制御に向けた微生物学的な知見を得ることを目

的とした。 

硝化細菌群集解析は，リアクター活性汚泥内の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）に対する存在量および存

在属・存在種の評価を分子生物学的手法により行った。具体的には，FISHによる存在 NOB

属の同定， QPrimer-PCR による AOB or NOB 由来 DNA コピー数の定量，

PCR-Cloning-Sequencingによる存在 AOB or NOB種の同定，PCR-TRFLPによる AOB種構成

変化の追跡を行った（Fig. 5-1）。 

 

 

AOB（アンモニア酸化細菌）群集解析

NOB（亜硝酸酸化細菌）群集解析

存在属・種の把握
（PCR-Cloning-Sequencing法）

リ
ア
ク
タ
ー
か
ら
定
期
的
（1
‐2
週
間
に
一
度
）に

活
性
汚
泥
（＝
微
生
物
群
集
）を
採
取

既知のNOB４属のうち，
存在している属を確認（FISH法）

存在属の存在量を定量
（QPrimer-PCR法）

存在属について存在種の把握
（PCR-Cloning- Sequencing法）

AOBのほぼ全体を一度に捉える手法で
定量（QPrimer-PCR法）

種構成変化の追跡
（PCR-TRFLP法）

 
 Fig. 5-1 硝化細菌群集解析のフロー 
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5.1 amoA を標的としたアンモニア酸化細菌（AOB）群集解析結果 
 

  第４章において，実験室規模活性汚泥リアクターで安定的な亜硝酸型硝化反応が観察

される直前に，アンモニア酸化活性の失活・回復というダイナミックな変動が認められた。

このアンモニア酸化活性の変動は，アンモニア酸化反応の主役である AOBの動態にも何ら

かの変化があったことを示唆している。 

本研究における AOB解析は，Betaproteobacteriaに属する AOB（betaproteobacterial AOB；

E-AOB）が有するタンパク質 ammonia monooxygenase subunit A（AmoA）をコードする機能

遺伝子 amoAを標的として設計された amoA-1F, amoA-2R primer set（Rotthauwe et al., 1997）

を用いて行った（第 3章）。amoAを標的にすることで，16S rDNAを標的にした場合よりも

特異的に AOBを捉えられることを期待した。また，数ある既知の細菌の機能遺伝子の中で

も amoA塩基配列のデータベースは充実しており，得られた amoA配列から近縁種を求める

ことは十分可能であると考えられている（Purkhold et al. 2000, Aakra et al. 2001, Purkhold et al. 

2003）。 

 

 以下に本研究における AOB解析結果を示した。各手法の詳細については第２章および第

３章を参照されたい。 

 

5.1.1 QPrimer-PCR によるE-AOB 由来 amoA の定量 
 標的とした DNA 配列のコピー数を求めることのできる定量的 PCR 法の一手法である，

QPrimer-PCRにより，リアクター運転期間中のE-AOB由来 amoAの増減を追った。各サンプ

ルにつき 3反復の測定を行い，その平均値（mean）と標準偏差（standard deviation; SD）を

求めた（Fig. 5-2）。 

 amoAコピー数は，リアクター運転開始から 30日目程度まで増加傾向を示したのち，107 

copies/1ml mixed liquor 程度に保たれた。pH制御値を pH>7.5 から pH> 8.0に変更したのち

の112日目以降増加傾向を示し133日目には運転期間中最も大きなコピー数107.46 copies/1ml 

mixed liquorを示したが，その後 223日目まで減少傾向を示した。223日目以降は一転して

増加傾向を示し，257-299日目には比較的高い 107.34-7.45 copies/1ml mixed liquorを維持した。 
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5.1.2 PCR-Cloning-Sequencing によるE-AOB 由来 amoA 系統樹の作成 
 実験室規模活性汚泥リアクター（第４章）において完全硝化反応を示した 92日目の活性

汚泥と，亜硝酸型硝化反応を示した 257 日目の活性汚泥に存在するE-AOB の種構成を把握

するために amoA-1F, amoA-2R primer setを用いた PCR-Cloning-Sequencingを行った。92日目

と 257日目の汚泥からそれぞれ 40個のクローンを得た。 

得られた計 80 のクローンが有する amoA 塩基配列をアミノ酸配列（AmoA）に翻訳した

ものを系統樹上に示した（Fig.5-3 ）。amoA から AmoA への翻訳および系統樹作成には

Molecular Evolutionary Genetics Analysis, ver. 3.1（MEGA 3.1）を用いた。系統樹は

Neighbor-Joining法で作成し，Bootstrapは 1000回行った。 

92日目（完全硝化型）の汚泥から得られた 40クローン全てが Nitrosococcus mobilisに近

縁であり（OUT 1），257日目（亜硝酸型）の汚泥から得られた 40クローン中 28クローン

が Nitrosococcus mobilisに（OUT 1），12クローンが Nitrsomonas eutrophaに近縁（OUT 2）

であった（Fig.5-3）。このことから，亜硝酸型（257日目）の活性汚泥では，完全硝化型（92

日目）の活性汚泥と汚泥からは検出されなかったE-AOB 種が高頻度で出現したことが示さ

れた。 

完全硝化反応が観察された時期にも亜硝酸型硝化反応を行っていた時期においても存在

が検出された AOB種（Fig. 5-3における OTU 1）は，Nitrosomonas eropaea/Nitorosoccocus 

mobilis Lineageと表現されるグループ（Purkhold et al. 2000, Koops et al 2003）における代表

的な株であり，塩耐性あるいは好塩性を示す。Nitrosococcus mobilis はその球状の形態から

“ Nitrosococcus”という属名がつけられているが，Gammaproteobacteria に属する

Fig. 5-2 E-AOB 由来 amoA コピー数の変動 （mean r SD, n=3） 
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Nitrosococcus oceani などとは異なり，系統学的には Betaproteobacteria に分類される

Nitrosomonas europaea と近縁であり，Nitrosomonas mobilis と表現される場合もある。N. 

mobilisは Koops et al.（1976）により北海から，Juretschko et al.（1998）によって工業排水処

理プラントから単離培養された。生育には高塩環境が必要であり，高栄養の水圏を好むと

考えられている（Koops et al 2003）。グリコーゲン顆粒，ルビスコ(RuBP carboxylase/oxydase)

の結晶化部位であるカルボキシソーム(carboxysome)は細胞内に観察されない。 

 亜硝酸型硝化反応が観察された時期において出現した OTU 2（Fig. 5-3）であらわされた

AOB 種は，Nitrosomonas eutropha に近縁であった。N. eutropha も，前述の N. mobilis や

Nitrosomonas sp. Nm104と同様に Nitrosomonas eropaea/Nitorosoccocus mobilis Lineageにグル

ープ分けされる（Purkhold et al. 2000,Koops et al 2003）。一つの細胞あるいは短い鎖状になっ

た細胞として表れ，桿状あるいは“洋ナシ”状（pear-shape）などの多形態を示し（Koops et 

al. 1991），N. mobilisと異なり，カルボキシソームが細胞内に観察される。高栄養環境にお

いて頻繁に観察され，生育には塩を必要とはしないが塩耐性をもち，400 mM NaClの環境

においても生育可能である。 
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 Fig. 5-3 AmoA 系統樹（Neighbor-Joining 法）；”TR92_amoA-#”は 92 日目の活性汚泥から得られたクロー

ン，”TR257_amoA-#” は 257 日目の活性汚泥から得られたクローン. OTU 1 には 92, 257 日目双方のクローンが

存在するが，OTU 2 は 257 日目のクローンのみからなる． 



 
66 

5.1.3 PCR-TRFLP によるE-AOB 種構成変化の追跡 
 PCR-Cloning-Sequencingにより，92日目の活性汚泥と 257日目の活性汚泥におけるE-AOB

種構成は異なることが示された（5.1.2）。E-AOB種構成の変化がリアクター運転期間中どの

タイミングで起こったのかを検証するため，57, 92, 133, 145, 159, 166, 174, 181, 194, 257, 299

日目の活性汚泥から抽出した DNA に対し，forward 側の 5’末端を 6-Fam で蛍光標識した

amoA-1F-2R primer setと制限酵素MboⅠを用いた PCR-TRFLPを行った。本実験条件では，

Fig. 5-3に示した OTU 1は 77 bp，OTU 2は 192 bpの塩基長として検出された。 

 TRFLPの結果を Fig. 5-4に示した。40 bp以下に検出されたピークは，非結合プライマー

やプライマーダイマーの残渣であると思われる。57日目から 174日目のサンプルからは 77 

bpに大きなピークが検出され 181日目以降から 192 bpのピークがはっきりと検出されはじ

めた。このことから，E-AOB の種構成変化が現れたのはアンモニア酸化活性が回復を始め

た 181日目ごろと推察された。 
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Fig. 5-4 amoA を標的とした PCR-TRFLP; Fig. 5-3 における OTU 1 は 77 bp のピークで，OTU 2 は 192 bp の

ピークであらわれる． 
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5.2 亜硝酸酸化細菌（Nitrite Oxidizing Bacteria; NOB）群集解析結果 
 

 亜硝酸型硝化反応は，アンモニア酸化細菌（AOB）の活性が維持された状態で亜硝酸酸

化細菌（NOB）の活性が抑制されたときに起こると考えられる。実験室規模活性汚泥リア

クターにおいて観察された，完全硝化反応を行っていた活性汚泥が亜硝酸型硝化反応を行

うまでの遷移過程（第４章）における NOBの挙動解析は，すなわち，本リアクターで観察

された亜硝酸型硝化反応が亜硝酸型硝化反応の鍵と考えられているNOBの存在量変化や構

造変化によって説明されうるものであるかどうかを検証することを意味する。 

現在までに知られている NOB は系統発生学的に多様であり，Proteobacteria の複数の

subdivision に現れる。既知の NOB4 属のうち Nitrobacter 属は Alpha-proteobacteria に，

Nitrococcusは Gamma-proteobacteriaに, Nitrospina属は Delta-proteobacteriaにそれぞれ分類さ

れる。Nitrospira 属は，系統発生学的に NOBでない Leptospirillum ferrooxidansのような細菌

と関係があり，Proteobacteriaとは異なるグループを形成する。このように NOBは系統学的

に散在しているために，NOB を広く一度に捉えられるような分子生物学的解析ツールの発

展は AOBを標的としたそれに比べて遅れをとっている。 

 第４章で構築したリアクターにおける NOBの挙動を追跡するためには，まずリアクター

内に優占する NOBを属レベル以下で把握する必要がある。優占 NOBを決定した上で，そ

の属に特異的な oligonucleotide primer あるいは probeを用いた解析を行うことが求められる。 

 本研究では，NOB各属に特異的な probeを用いた FISHを行い，優占 NOB属を把握した

上でその属に対して定量・定性解析を行った（Fig. 5-1）。 
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5.2.1 FISH による優占 NOB 属の同定 
 亜硝酸酸化活性が活発であった 8 日目の活性汚泥に対して，Nitrobacter，Nitrospira，

Nitrococcus，Nitrospina の 4 属それぞれに特異的なオリゴヌクレオチドプローブを用いた

FISH（Florescence in situ Hybridization）を行い，リアクター内に優占する NOBを同定した

ところ Nitrobacter属に特異的な NIT3のみにおいて蛍光が検出された（Table 5-1，Fig. 5-5）。 

 よって，本リアクターでは Nitrobacter属が優占 NOBであることが示唆された。 

 

 

Probe Specificity Signal

NIT3 Nitrobacter  spp. +

Ntspa662 genus Nitrospira -

Ntspn693 Nitrospina gracilis -

Ntcoc84 Nitrococcus mobilis -

（+: 蛍光検出，-: 蛍光検出できず）  
 

 

 

 
 
 

Fig. 5-5 FISHによるNitrobacterの検出； EUB-mix（FITC）による真正細菌の検出（左）と，同視野に
おける NIT3（Cy3）による Nitrobacter の検出（右）． 

Table 5-1 NOB を標的とした既存の probe による FISH； 
亜硝酸型硝化反応が活発であった 8 日目の活性汚泥に対して行った． 



 
70 

5.2.2 QPrimer-PCR による Nitrobacter 由来 16S rDNA コピー数の定量 
 5.2.1 で本リアクター内の優占 NOB であると決定された Nitrobacter 俗に由来する 16S 

rDNAコピー数の運転期間中における変動を求めた。DNAコピー数の定量には，定量的 PCR

法の一手法である QPrimer-PCR により行った。各サンプルにつき 3 反復の測定を行い，そ

の平均値（mean）と標準偏差（standard deviation; SD）を求めた（Fig. 5-6）。Navarro et al.（1992）

によると，Nitrobacterは 1細胞あたり 1つの 16S rRNAオペロンを持つ。よって，QPrimer-PCR

で求められた 16S rDNAコピー数がすなわち Nitrobacterの細胞数であると考えられる。 

 Nitrobacter俗に由来する 16S rDNAコピー数は，運転開始から 79日目まで増加傾向を示

し，その後 106 copies/1ml mixed liquorまで減少し 159日目までその状態を維持したのち，漸

減傾向を示した。201-208日目にコピー数の急減が観察され，208日目以降は 105 copies/1ml 

mixed liquor未満で安定した。 
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5.2.3 PCR-Cloning-Sequencing による Nitrobacter 存在種の同定 
  実験室規模活性汚泥リアクター（第４章）において完全硝化反応を示した 92日目の活

性汚泥に存在する12%の種構成を把握するために PCR-Cloning-Sequencing を行った。5.2.1

により，本リアクター内の優占 NOBは Nitrobaterであると決定されたことを踏まえ，に特

異的な primerである FGPS872f-1269r primer setを用いた。 

得られた 20のクローンが有する Nitrocater16S rDNA塩基配列（351 bp）を系統樹上に示

した（Fig.5-7 ）。系統樹作成にはMolecular Evolutionary Genetics Analysis, ver. 3.1（MEGA 3.1）

を用いた。系統樹は Neighbor-Joining法で作成し，Bootstrapは 1000回行った。 

92日目（完全硝化型）の汚泥から得られた 20クローン全てが Nitrobacter alkalicus AN1，

Nitrobacter alkalicus AN2，Nitrobacter alkalicus AN4，Nitrobacter wingradskyi Nb-255 と

99-100%（349-351/351 [bp]）相同であった。 

Fig. 5-6 Nitrobacter 由来 16S rDNA コピー数の変動 （mean r SD, n=3） 
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Nitrobacter種間の 16S rDNA塩基配列は非常に似通っており（Orso et al. 1994），351 bp

という短い配列を用いた解析によって最近縁種を断定することは難しい。しかし，本研究

で構築したリアクターの塩濃度が高いことと，N. alkalicusが高塩環境にある湖や土壌から

分離されたことを加味するならば，既知の Nitrobacter種のうち得られたクローンと最も近

縁な種は N. alkalicusである可能性が高いといえる。 

N. alkalicusの pHの適応範囲は pH 6.5-10.2と広く（Sorokin et al. 1998），細胞は Nitrobacter

属に特徴的な形態，すなわち pear-shapeを示す。一方，他の Nitrobacter種とは対照的に，

細胞内にカルボキシソームが確認できない（Sorokin et al. 1998）。また，Sorokin et al.（1998）

らによる培養実験では，倍加時間＝18時間が得られ，これは淡水性の Nitrobacter種よりも

生育速度が大きいと考えられるが，培地中に有機炭素基質を混合すると生育阻害が観察さ

れたと報告されている。 
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Fig. 5-7 Nitrobacter 16S rDNA 系統樹（Neighbor-Joining 法）；”TR92_FGPS-#”が 92 日目のリアクター

活性汚泥から得られたクローン． 
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5.3 考察 
 

5.3.1 リアクター処理水質の変動と硝化細菌由来 DNA コピー数の変動 
 5.1.1および 5.2.2によって得られたリアクター運転期間中の AOBおよび NOB由来 DNA

コピー数と，第４章 4.2.1で得られたリアクター処理水質の変動を Fig. 5-8にまとめた。 
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 Nitrobacter 16S rDNAコピー数は 159日目までは 106 copies/ 1mL mixed liquor程度を維持し

たが，リアクター処理水中にアンモニア態窒素が蓄積するのと時期を同じくして漸減傾向

を示し，処理水中の高濃度の亜硝酸態窒素蓄積に少し遅れるようにして 105 copies/ 1mL 

mixed liquor以下まで減少し，亜硝酸型硝化反応との関連性を示唆した。 

amoAコピー数は，5.1.1で述べたように細かな変動を示したが，Nitrobacter 16S rDNAコ

ピー数のような大きな変動はみられなかった。処理水中へアンモニア態窒素が蓄積しはじ

める直前から処理水中アンモニア態窒素が最大になるまで（133-166日目）において，amoA

コピー数が漸減しているが，その変動はアンモニア酸化活性が安定している時期と比べて

特に大きなものではないといえる。 

 

 

Fig. 5-7  リアクター処理水中アンモニア態窒素（NH4
+-N）および亜硝酸態窒素濃度（NO2

--N）と  

E-AOB 由来 amoA および Nitrobacter 由来 16S rDNA コピー数  (mean±SD, n=3) の変動 
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5.3.2 亜硝酸酸化速度と Nitrobacter 数の変動 
 リアクターの水質モニタリングから得られた亜硝酸酸化活性（第４章）と QPrimer-PCR

によって得られた Nitrobacter 16S rDNAコピー数（本章 5.2.2）から，本活性汚泥リアクター

で観察された亜硝酸型硝化反応がNitrobacter由来のDNAコピー数で説明することができる

か検証した。 

 Nitrobacter 16S rDNAコピー数の変動が著しい時期（増減が激しい時期）および，コピー

数が安定している時期（完全硝化型の安定期，亜硝酸型の安定期）における，実験値から

求められた単位 Nitrobacter あたりの亜硝酸酸化活性（硝酸生成速度）を算出し，得られた

それぞれの値を比較することをもって，検証とした。 

また，既往の研究から算出された Nitrobacter の亜硝酸酸化活性と，本研究が示した亜硝

酸酸化活性の比較も行った。 

 

（1）コピー数変動期およびコピー数安定期における単位 Nitrobacter あたり亜硝酸酸化活性 

リアクターにおける水質モニタリング結果および QPrimer-PCR結果（Fig. 5-8）を用い，

Fig. 5-8に示した各時期における単位Nitrobacterあたりの亜硝酸酸化活性を求めた。Fig. 5-8

に示した時期はすべて，Nitrobacter への亜硝酸態窒素供給が十分であると考えられる時期

である。また，示した硝酸生成速度のデータは巻末の付録に掲載したので参照されたい。 
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（i）計算に用いた前提 

   a. 亜硝酸酸化速度 

    硝酸生成速度をもって亜硝酸酸化活性とした。硝酸生成速度は，リアクター水質モ

ニタリングによる実験値（第 5章）を用いた。 

b. Nitrobacter 1細胞が有する 16S rDNAコピー数 

    1つの細胞が有する16S rRNAのオペロン数は種によって様々であるが（Klappenbach 

et al., 2001），Navarro et al.（1992）は，Nitrobacterは 1細胞あたり 1つの 16S rRNA

オペロンを持つとした。よって，QPrimer-PCRで実験的に求められた 16S rDNAコ

ピー数がすなわち Nitrobacterの細胞数とした。 

   c. Nitrobacterの細胞の大きさと乾重 

   本章 6.2.3において，本リアクターに存在する Nitrobacter種は一様であり，塩基配列

が決定された 351 bpにおいて Nitrobacter Alkalicus AN1と 100%相同であった。Sorokin 

et al.（1998）は Nitrobacter Alkalicus AN1の細胞の大きさを 0.6-0.9×1.2-1.8 Pmとして

Fig. 5-8  リアクター処理水中硝酸態窒素濃度（NO3
--N）と 

Nitrobacter 由来 16S rDNA コピー数 (mean±SD, n=3) の変動 
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いる。この数値から細胞の体積を概算すると， 

  

N. alkalicusの体積＝ (0.75 Pm/2 )2・S・��� Pm ＝ 6.62×10-13 cm3/ cell （式 6.1） 

 

となる。 

 また，細胞の湿重を体積 1cm3 あたり 1000 mg とすると，N. alkalicusの湿重は 

 

   N. alkalicusの湿重＝ 6.62×10-10 mg / cell             （式 6.2） 
 

である。細胞の含水率を，典型的な細胞の含水率である 70%（Neidhardt et al. 1990）

と仮定すると，N. alkalicusの乾重は 

 

   N. alkalicusの乾重＝ 1.99×10-10 mg / cell             （式 6.3） 

 

となる。 

 

    以上を用いて，以降の計算を行った。 

 

（ii）本研究における単位 Nitrobacter あたり亜硝酸酸化活性（硝酸生成速度）の算出法 

    Fig. 5-8に示した，19日目（変動期 A）における単位 Nitrobacterあたり亜硝酸酸化（硝

酸生成）速度の算出を例にして以下に示す。 

19 日目のリアクターにおける硝酸生成速度は 73.7 mg NO3
--N L-1 3hr-1 であり，

Nitrobacter細胞数（=16S rDNAコピー数）は，106.05 cell mL-1であった（Fig. 5-8）。よ

って，単位細胞数あたりの硝酸生成速度は， 

 

    Nitrobacter19日目硝酸生成速度＝(73.7・24/3)÷(106.05・103) 

＝5.25×10-7 mg NO3
--N / cell / day     （式 6.4） 

  

となる。 

    また，式 6.3より単位細胞乾重あたりの硝酸生成速度は， 

     

Nitrobacter104日目硝酸生成速度＝(5.25×10-7)÷ (1.99×10-10) 

＝2.64×103 mg NO3
--N /mg dry cell / day （式 6.5） 

    

    となる。 
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   同様の計算により，他の時期における単位 Nitrobacterあたり亜硝酸酸化（硝酸生成）

速度を算出した。 

 

（iii）コピー数変動期およびコピー数安定期における単位 Nitrobacter あたり亜硝酸酸化活性 

    前述（ii）の方法により，Fig. 5-8に示した各時期の単位 Nitrobacterあたり亜硝酸酸

化活性（硝酸生成速度）を算出した。結果を以下に示す。 

 

①コピー数変動期における単位 Nitrobacterあたり亜硝酸酸化活性 

 a）コピー数増大期（Fig 5-8 変動期 A） 

    Nitrobacter19日目硝酸生成速度＝2.64×103 mg NO3
--N /mg dry cell / day （式 6.6） 

 

 b）コピー数減少期（Fig. 5-8 変動期 B） 

    Nitrobacter201日目硝酸生成速度＝2.71×102 mg NO3
--N /mg dry cell / day（式 6.7） 

 

②コピー数安定期における単位 Nitrobacterあたり亜硝酸酸化活性 

 a）完全硝化型安定期（Fig 5-8 安定期 A） 

    Nitrobacter104日目硝酸生成速度＝1.68×103 mg NO3
--N /mg dry cell / day（式 6.8） 

 

 b）亜硝酸型安定期（Fig. 5-8 安定期 B） 

Nitrobacter271日目硝酸生成速度＝1.59×103 mg NO3
--N /dry weight / day （式 6.9） 

 

  式 6.8, 6.9より，Nitrobacter 16S rDNAコピー数が安定している時期では，硝化反応が完

全硝化型であれ亜硝酸型であれ，単位 Nitrobacter あたりの亜硝酸酸化活性に違いは見ら

れなかった。一方，コピー数が増大している時期には，安定期のおよそ 1.6倍の亜硝酸酸

化活性が示唆された（式 6.6）。また，コピー数が減少傾向にあるときは，増大期の 10分

の 1程度の亜硝酸酸化活性が算出された。 

 

（2）Nitrobacter alkalicus AN1 における亜硝酸酸化速度の文献値 
   Sorokin et al.（1998）は，Nitrobacter alkalicus AN1の純粋培養系（0.2M NaCl, pH 8）を

用いた回分実験により，500 nmol O2 / mg protein / min. 程度の酸素が亜硝酸酸化により消

費されるという結果を得た。1 molの O2消費により亜硝酸から 2 molの硝酸が生成され

ることから， 

 

Nitrobactersorokinの硝酸生成速度＝500×2 nmol NO3
- / mg protein / min 

                              ＝2.02×104 mg NO3
--N / mg protein / day    （式 6.10） 
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であった。 

タンパク質が細胞乾重に占める割合を 52.4% (w/w)とすると（Stouthamer, 1973），細胞乾

重あたりの硝酸生成速度は， 

 

Nitrobactersorokinの硝酸生成速度＝(2.02×104)×(0.524) 

               ＝ 1.05×104 mg NO3
--N /dry weight / day   （式 6.11） 

 

  以上，文献値から得られた単位 Nitrobacter alkalicusあたりの亜硝酸酸化活性は，本研究

で構築したリアクターにおけるNitrobacter 16S rDNAコピー数増大期の亜硝酸酸化活性の

4倍程度であった（式 6.6, 6.11）。 

 

（3）まとめ 
  （１），（２）で得られた結果についてまとめる。 

式 6.7, 6.8より，Nitrobacter 16S rDNAコピー数が安定している時期では，硝化反応が

完全硝化型であれ亜硝酸型であれ，算出された単位 Nitrobacterあたりの亜硝酸酸化活性

に違いは見られなかった。また，Nitrobacter 16S rDNAコピー数に変動が見られるような

時期では，コピー数の変動と算出された亜硝酸型硝化活性に整合性が見られた（式 6.6, 

6.7）。つまり，本リアクターにおいて観察された亜硝酸型硝化反応は，単位 Nitrobacter

あたりの活性低下（式 6.7）を発端に起き，その維持は Nitrobacterの細胞数（QPrimer-PCR

によって検出された 16S rDNAコピー数）の減少によるものであると説明できるもので

あった。また，コピー数安定期から算出された亜硝酸酸化活性（式 6.8, 6.9）は本リアク

ター内に存在する Nitrobacter種がそのバイオマスを一定量に維持する（増減しない）大

きさであるともいえる。しかし，亜硝酸型硝化反応が起きた時期は，リアクター内に亜

硝酸が高濃度に供給・蓄積された，基質が十分存在した時期と言い換えることもできる。

高濃度の亜硝酸はNOBの活性を阻害することがいわれているが（Anthonisen et al. 1976），

本リアクターでは細胞あたりの活性をある程度維持できており，それにもかかわらず細

胞数の増殖が起こらない点に多少の疑問が残る。このことは，あるいは NOB の生息域

となっているマイクロサイトでの酸素や亜硝酸の供給量とバルク中におけるそれらの

濃度の間の隔たりによって説明され得るかもしれない。 

   また，式 6.11で示した，本リアクターに存在する Nitrobacterと高い相同性（決定され

た 351 bpの塩基配列が 100%相同）を示した Nitrobacter alkalicus AN1の純菌株を用いた

実験値（Sorokin et al. 1998）から求められた活性は，本リアクターにおけるコピー数増

大期（式 6.6）よりも 4 倍程度大きかった。この差を大きいとみるか小さいとみるかは

判断の難しいところではある。Sorokin et al.（1998）は，N. alkalicusは有機基質が存在す

る混合培養系でその活性を著しく減少させると述べた。よって，純粋培養系で観察され

た式 6.11に対し，本研究（従属栄養微生物との混合系）から得られた値が小さかったこ
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とは妥当な結果であったといえる。 

 

5.3.3 リアクター処理水質の変動と AOB 種構成変化 
 リアクター運転 152-181日目において，リアクターのアンモニア酸化活性が失活し処理水

中に高濃度のアンモニア態窒素が観察されたが，それにもかかわらず，リアクター内に存

在するE-AOB amoA コピー数に目立った変動はみられなかった（5.3.1）。1 つの細胞が有す

る amo オペロン数は種によって様々であり，例えば Nitrosomonas europaea や Nitrosospira 

tenuisでは 2，Nitrosomonas cryotoleranceや Nitrosospira briensis，Nitrosospira multiformisでは

3，Nitrosococcus oceaniでは 1，とされている（Norton et al., 2002）。よって，amoAコピー数

の変動と AOB細胞数の変動は一致しない場合がある。見かけ上 amoAコピー数が変動して

いないように見えても，AOB 群集の種構成に変化が起こっていれば，アンモニア酸化活性

に影響を及ぼすことは十分ありうると考えられる。この考えに基づき，5.1.2, 5.1.3において

AOBの種構成変化を追った。 

 Fig. 5-3と Fig. 5-4から，本リアクターにおいて AOBの種構成に大きな変動があったこと

が示された。亜硝酸型硝化反応を示した活性汚泥では，完全硝化反応を示した活性汚泥か

らは検出できなかった OTU 2（Fig. 5-3）であらわされた amoA配列が 40クローン中 12ク

ローンという高頻度で検出された。また，PCR-TRPLPの結果（Fig. 5-4）から，リアクター

内に OTU 2であらわされる amoAが出現し始めたのは，リアクターのアンモニア酸化活性

が回復を始め，亜硝酸型硝化反応を示し始めた 174-181日目頃であったことが示された。こ

のことは，本リアクターにおける亜硝酸型硝化反応に AOBの種構成変化が何らかの形で関

わった可能性を強く支持する結果であると考える。 

BLAST による相同性検索から，OTU 1 は Nitrosococcus mobilis Nc2 や Nitrosomonas sp. 

Nm104などに近縁であり，OTU 2は Nitrosomonas eutrophaに近縁であった。これらの株は，

Nitrosomonas eropaea/Nitorosoccocus mobilis Lineageと表現されるグループ（Purkhold et al. 

2000, Koops et al 2003）における代表的な株であり，塩耐性あるいは好塩性を示すことで知

られているが，amo オペロン数に関して詳細に記述した報告はないため，これらの結果と

5.3.1の amoAコピー数変動の結果についての深い考察には至ることができなかった。 
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5.4 まとめ 
 

 本章では，第４章で構築したリアクターにおける硝化細菌群集解析を行った。 

 AOB，NOBに対して，その存在量の変動を追跡するために行った QPrimer-PCRの結果か

ら，完全硝化反応時と亜硝酸型硝化反応時において NOBの存在量が 102程度減少したこと

が示唆された。 

 AOB の存在量は運転期間を通じて大きな変動はなかったが，PCR-Cloning-Sequencing と

PCR-TRFLP によって AOB 種構成の変化を捉えることができた。完全硝化反応が観察され

た時期では N. mobilisに近縁な種の存在が示唆され，亜硝酸型硝化反応が観察され始めた運

転 181日目ごろから N.mobilis近縁種のほかに N. eutropha近縁種が出現したことが示唆され

た。 

 本章および第４章で得られた実験結果を元に，QPrimer-PCRによって得られた Nitrobacter 

16S rDNAコピー数の変動に注目した運転期間中各時期における単位Nitrobacterあたりの亜

硝酸酸化活性を算出した。その結果，本リアクターにおける亜硝酸型硝化反応は単位

Nitrobacterあたりの亜硝酸酸化活性が失活したことをきっかけに起こったこと，その後の亜

硝酸型硝化反応の安定的な維持は，単位 Nitrobacter あたりの亜硝酸酸化活性の低下による

ものではなく，Nitrobacterの細胞数（QPrimer-PCRによって検出された 16S rDNAコピー数）

の減少によって説明され得るものであった。 

PCR-Cloning-Sequencing により得られた AOB・NOB 由来 DNA の塩基配列情報から，本

リアクターに存在した AOB・NOBの種構成は極めて単純であったことが示された。本リア

クター内において存在が確認された硝化細菌は，AOB，NOBともに高塩環境に適応した種

であった。 

以上，第４章で構築されたリアクターにおける硝化細菌群集解析により，AOB，NOBと

もにその興味深い挙動が観察された。だが一方で，第４章におけるリアクター水質モニタ

リングでとらえた，亜硝酸型硝化反応実現直前のアンモニア酸化活性の失活を明確に説明

できるような実験データは得られなかった。 
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第６章 総括 
 

 

6.1 研究成果 
 

第 1 章において本研究が掲げた目的を顧みたい。本研究では，以下の 3 点を目的として

掲げた。 

1) 実験室規模活性汚泥リアクターにおいて亜硝酸型硝化反応を得る。 

2) 1)のリアクターにおける硝化細菌群集の挙動を解析し，亜硝酸型硝化反応と硝化細菌

群集の関係性を見出す。 

3) 1)，2)を踏まえ，亜硝酸型硝化反応の安定的な維持にかかわる要素を記述する。 

これを踏まえ，以降，本研究の成果についてまとめた。 

 

本研究では，亜硝酸型硝化反応（Partial nitrification）と呼ばれる，新奇生物学的窒素除去

法の確立への多大な貢献が期待される微生物反応を取り上げた。亜硝酸型硝化反応は，多

くの研究者による取り組みにも関わらず，未だその安定的制御法が確立されていない。こ

れは，亜硝酸型硝化反応がアンモニア酸化細菌（AOB）と亜硝酸酸化細菌（NOB）の間の

わずかな生育速度の差，至的環境要因の差を縫うようにして起こる現象であるとともに，

亜硝酸型硝化反応の鍵を握る亜硝酸酸化細菌の解析手法が発展途上であることにも一因が

あるだろう。 

 そのような状況の中，本研究では実験室規模で亜硝酸型硝化反応を行う活性汚泥リアク

ターの構築を目指し，詳細なリアクター内の水質モニタリング，硝化細菌群集解析を行う

ことによって，亜硝酸型硝化反応の発現に必要な因子の探索，亜硝酸型硝化反応を長期間

安定的に維持するための条件の解明を目標とした。 

 本研究における実験結果は論文中第４章と第５章にまとめた。第４章では，実験室規模

の亜硝酸型硝化リアクターの構築過程について記述した。リアクター運転開始当初，期待

していた亜硝酸型硝化反応が得られなかったが，2度の運転条件の変更の末に，亜硝酸型硝

化反応を獲得することができた。亜硝酸型硝化反応は，最初の運転条件変更（硝化工程前

段への脱窒工程の導入）からおよそ 2ヶ月後，2 度目の運転条件変更（pH 制御値の上方修

正）からおよそ 1 ヶ月後の運転 150 日目頃から観察されたアンモニア酸化活性のダイナミ

ックな変動の後に，獲得された。これによって，掲げた目的 1）が達成されたといえる。 

だが，2度の運転条件変更からアンモニア酸化活性の変動，あるいは亜硝酸型硝化反応の

獲得までの数ヶ月もの時間差を説明することは困難であり，何がきっかけで一連の現象が

起こったのかは明確にはできなかった。また，研究開始当初注目していたチオ硫酸の亜硝

酸型硝化反応への寄与を評価するには至らなかった。第４章における実験結果からは，一
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つひとつの運転条件と亜硝酸型硝化反応との関連性を見出すことは困難であったが，本章

における一連の実験結果は，亜硝酸型硝化反応が単一ではない複数（pH，温度，嫌気好気

条件，etc.）の条件が揃ったときに起こる現象であることを示唆した結果であったともいえ

る。 

 第５章では第４章において構築されたリアクターにおける硝化細菌の挙動解析実験結果

について述べた。硝化反応の主役である AOB，NOBの定量的・定性的解析を行い，リアク

ターで観察された各硝化反応パターン（完全硝化 or 亜硝酸型硝化）に対する硝化細菌群の

興味深い現象を記述できた。まず，AOB，NOBの存在量の変動を追跡した結果，完全硝化

反応時と亜硝酸型硝化反応時においてNOBの存在量が102程度減少したことが示唆された。

また，AOBの存在量は運転期間を通じて顕著な変動はなかったが，AOB種構成の変化を捉

えることができた。完全硝化反応が観察された時期では N. mobilisに近縁な種の存在が示唆

され，亜硝酸型硝化反応が観察され始めた運転 181日目ごろから N.mobilis近縁種のほかに

N. eutropha近縁種が出現したことが示唆された。 

 第５章および第４章で得られた実験結果を元に，運転期間中各時期における単位

Nitrobacterあたりの亜硝酸酸化活性を算出した結果，本リアクターにおける亜硝酸型硝化反

応は単位 Nitrobacter あたりの亜硝酸酸化活性が失活したことをきっかけに起こったこと，

その後の亜硝酸型硝化反応の安定的な維持は，単位 Nitrobacter あたりの亜硝酸酸化活性の

低下によるものではなく，Nitrobacterの細胞数の減少によるものであったことが示唆された。

これらの結果をもって，目的 2）がある程度達成された。 

 しかし，上述のように，本リアクターにおける亜硝酸型硝化反応には解明しきれない部

分も多く，最大の目的であった目的 3）の達成には，残念ながら至らなかった。 

 

 とはいえ，本研究における成果の特徴である，詳細な水質モニタリングと硝化細菌群集

解析による，リアクターのパフォーマンス（完全硝化反応 or 亜硝酸型硝化反応）と硝化細

菌の挙動の関係の丁寧な記述があたえた知見は大変意義深いものであったと自負する。特

に，定量的 PCR 法によって得られた NOB 存在量の情報と水質モニタリング結果から判断

された単位 Nitrobacter あたり亜硝酸酸化活性から，本リアクターにおける亜硝酸型硝化反

応の実態に迫ることができたのではないだろうか。また完全硝化型から亜硝酸型への硝化

反応の遷移過程において捉えた AOBの種構成変化は，AOBと NOBの相互関係を考える上

で大変興味深い現象であったといえるだろう。 
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6.2 課題と展望 
 

6.1で述べたように，本研究では実験室規模で亜硝酸型硝化リアクターを構築することが

できた。また，リアクターにおいて完全硝化型から亜硝酸型への硝化反応の遷移過程にお

ける硝化細菌群集の挙動を追跡することで，いくつかの興味深い示唆が得られた。 

しかし一方で，第４章，第５章において記述したように，本リアクターにおける亜硝酸

型硝化反応の直前に観察された，アンモニア酸化活性の失活が何によってもたらされたの

か，直後の亜硝酸型硝化反応へ寄与した現象であったのか，といった点に関して明確に論

じられるデータを得ることはできなかった。さらにいうならば，亜硝酸型硝化反応を得る

までにリアクターに対して行った操作，硝化工程の前段への脱窒工程の導入，pH制御値の

上方修正が，亜硝酸型硝化反応にどれほど寄与したのかも不明確なままである。また，本

研究におけるリアクターの運転・管理条件の参考とした新日本製鐵（株）ミニプラントで

示唆された，流入排水中のチオ硫酸による亜硝酸型硝化反応を本研究で再現するには至ら

なかった。しかしこれらの疑問や課題は，言い換えれば亜硝酸型硝化反応の達成には複数

のパラメータが関与していることを強く示唆するものであり，これらのパラメータをどう

紐解いていくかが亜硝酸型硝化反応の制御に向けた重要な課題である。 

硝化細菌群集解析に関していえば，本研究で行った解析では AOB，NOBの相互関係を見

出すことは困難である。硝化反応が完全硝化型（NH4
+-N→NO3

--N）になるか亜硝酸型（NH4
+-N

→NO2
--N）になるかは，AOB と NOB の単純な存在量だけでなく相互の関係性（空間的分

布，酸素の競合など）が影響する可能性がある。本研究で捉えた，AOB 種構成変化，完全

硝化反応時においても亜硝酸型硝化反応時においても変わらない亜硝酸酸化活性，を考え

るとき，AOBと NOBの相互関係の把握が求められるであろう。 

 

本研究で為しえなかったこれらの課題が克服されることを願うとともに，亜硝酸型硝化

反応の制御方法が確立し，実排水処理に広く普及する日が近い将来訪れることを期待する。 
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付録 
 

 論文中の考察で用いなかったものも含めて，第４章で構築したリアクターの水質モニタ

リングの数値データを掲載した。また，第５章で行ったE-AOB，Nitrobacter を対象とした

PCR-Cloning-Sequencingによって得られた，Cloneの塩基配列情報を記載した。 

 

付録 1：リアクター水質モニタリング全データ 
 

工程

基質流入

終了後
min temp. pH DO D-TOC D-TN NH4

+-N NO2
--N NO3

--N S2O3
2--S SO4

2--S

0 28 8.3 6 .9
15 7.4 54 .8 134 84 .5 10.5 62 .4 7 .38 49.9
30
45
60 29 7.2 4 .6 33 .3 132 27 .7 24.5 76 .8 - 54.2
75
90

105
120 29 7.3 5 .9 13 .4 136 4 .33 25.6 105 - 54.8
135
150
165
180 29 7.5 6 .6 10 .5 142 3 .76 6 .77 131 - 56.6
195
210
225
240
255
270 29 7.6 7 .1 3.55 138 5 .26 1 .47 136 - 56.3
285
300
315
330
345
360 29 7.4 7 .0 3.14 140 0 .00 1 .75 141 - 59.9

硝化

 

 

工程

基質流入
終了後

min temp. pH DO D-TOC D-TN NH 4
+-N NO2

--N NO3
--N S2O3

2--S SO4
2--S

0 30 8 .4 4 .8 69 126 64 4 .7 59 .7 18 .4 40 .2
15 7 .2
30 29 7 .2 3 .6 56 122 53 .1 17 .1 65 .7 - 52 .0
45
60 29 7 .3 4 .3 32 120 23 .6 26 .7 77 .1 - 52 .3
75
90

105
120 30 7 .3 6 .3 11 119 0 .89 23 .7 108 - 53 .3
135
150
165
180 29 7 .6 7 2 .1 121 2 .89 5 .79 131 - 54 .6
195
210
225
240
255
270
285
300
315
330
345
360 29 7 .5 5 .2 2 .4 126 10 .39 0 .39 132 - 55 .0

硝化

 

5 日目 

8 日目 
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工程

基質流入

終了後
min temo. pH DO D-TOC D-TN NH4

+
-N NO2

-
-N NO3

-
-N S2O3

2-
-S SO4

2-
-S

0 29 8 .4 3 .5 67 128 65 3 .2 53 .9 16 .6 42 .0
15 7 .2
30 28 7 .2 3 .6 48 125 48 .0 16 .0 59 .4 194 - 52 .0
45
60 29 7 .3 4 .2 25 120 22 .8 25 .6 7 0 .7 - 52 .9
75
90

105
120 29 7 .3 6 .1 11 126 2 .91 21 .9 101 - 55 .9
135
150
165
180 29 7 .7 6 .7 1 0 .0 1 20 3 .02 2 .43 120 - 55 .2
195
210
225
240
255
270
285
300
315
330
345
360 29 7 .7 6 .9 1 .7 1 23 - - 122 - 57 .1

硝化

 

 

 

 

 

工程

基質流入

終了後
min temp. pH DO D-TOC D-TN NH4

+-N NO2
--N NO3

--N S2O3
2--S SO4

2--S

0 28 7 .3 1 .7 63 152 94 3.0 71 .3 16 .1 37 .9
15 7 .4
30 28 7 .3 3 .1 31 150 65 .0 12 .5 80 .2 - 49 .3
45
60 29 7 .2 3 .2 29 144 60 .0 21 .8 97 .1 - 49 .6
75
90

105
120 29 7 .5 5 .9 - 143 26.00 19 .1 127 - 49 .3
135
150
165
180 29 8 .0 7 .3 - 141 9.30 2 .8 4 145 - 50 .4
195
210
225
240
255
270
285
300
315
330
345
360 29 8 .0 7 .3 - 145 25.00 2 .8 8 146 - 52 .1

硝化

 
 
 

11 日目 

19 日目 
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工程

基質流入

終了後
min temp. pH DO D-TOC D-TN NH4

+-N NO2
--N NO3

--N S2O3
2--S SO4

2--S

0 27 7 .3 1 .8 70 138 69 0.7 71 .0 32 .0 48 .7
15 7 .4
30 28 7 .2 2 .5 33 138 58 .3 8 .9 79 .7 - 68 .7
45
60 29 7 .3 39 140 25 .5 16 .1 98 .1 - 69 .9
75
90 6 .1

105
120 29 7 .7 6 .2 28 142 - 10 .4 132 - 69 .0
135
150
165
180 29 8 .1 6 .8 1 .3 142 8.29 - 147 - 72 .5
195
210
225
240
255
270
285
300
315
330
345
360 29 8 .1 6 .4 2 .6 139 - - 147 - 78 .1

硝化

 
 
 
 
 

工程

基質流入

終了後
min temp. pH DO D-TOC D-TN NH4

+
-N NO2

-
-N NO3

-
-N S2O3

2-
-S SO4

2-
-S

0 26 7 .3 2 .7 74 138 60 .8 3 .39 6 7 .3 20 .5 6 7 .4
15 25 7 .3 2 .3 43 140 56 .6 6 .18 6 8 .7 - 7 9 .3
30 26 7 .3 6 .0 39 141 52 .9 10 .6 6 9 .5 - 7 6 .8
45
60 28 7 .3 3 .8 41 134 36 .0 19 .0 8 2 .1 - 7 7 .9
75
90

105
120 29 7 .4 5 .9 2 .3 138 2 .68 5 20 .8 11 8 - 78 .7
1 35
150
165
180 29 8 .0 6 .7 1 .5 133 4 .93 0 2 .44 141 - 83 .3
1 95
210
225
240
255
270
285
300
315
330
345
360 29 8 .1 7 .1 1 .9 139 10 .4 2 .39 144 - 92 .5

硝化

 

 

 

 

26 日目 

29 日目 
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工程

基質流入

終了後
min temp. pH DO D-TOC D-TN NH4

+-N NO2
--N NO3

--N S2O3
2--S SO4

2--S

0 25 7 .4 1.8 78 130 111 2.15 55 .4 14 .7 63 .6
15 26 7 .5 2.0 36 131 104 6.73 56 .0 - 72 .5
30 27 7 .2 3.2 0 131 30 .6 12 .2 60 .6 - 74 .0
45 27 7 .2 4.5 0 .1 132 40 .6 67 .2 - 75 .1
60 28 7 .2 2.6 - 130 29 .1 21 .5 67 .6 - 72 .7
75 28 7 .2 4.3 - 128 - 26 .3 73 .1 - 73 .3
90 29 7 .2 3.2 0 .7 125 - 30 .9 77 .9 - 72 .9

105 29 7 .3 2.2 0 .5 126 6 .06 35 .5 85 .5 - 74 .0
120 29 7 .3 4.1 1 .9 125 - 31 .3 94 .3 - 73 .8
135
150 29 8 .0 5.9 - 130 0 .7 8 .3 120 - 76 .7
165
180 29 8 .1 6.8 0 .0 128 55 .57 3.51 123 - 78 .2
195
210
225
240
255
270
285
300
315
330
345
360 29 8 .1 7.3 0 .0 130 - 4.32 123 - 86 .7

硝化

 

 

 

 

 

工程

基質流入

終了後
min temp. pH DO D-TOC D-TN NH4

+
-N NO2

-
-N NO3

-
-N S2O3

2-
-S SO4

2-
-S

0 28 7 .4 2 .7 6 4 .9 12 8 86 1 .3 6 51 .2 14 .2 70 .5
15 28 7 .3 2 .6 3 9 .2 12 8 70 5 .6 8 54 .9 - 80 .2
30 28 7 .2 3 .7 4 6 .9 12 5 52 .3 12 .6 59 .5 - 80 .6
45 28 3 .7 2 .1 4 1 .5 12 4 34 .6 19 .6 62 .8 79 .6
60 28 7 .2 2 .0 4 0 .6 12 1 33 .5 28 .0 66 .7 - 78 .1
75 28 7 .2 2 .5 3 2 .0 12 3 36 .1 32 .2 72 .9 78 .1
90 28 7 .3 3 .4 - 12 0 - 34 .1 81 .2 78 .5

105 28 8 .0 5 .3 1 .81 12 0 2 .09 20 .4 97 .6 79 .4
120 28 8 .1 5 .3 0 .85 12 2 4 .29 10 .1 111 .3 - 80 .5
135
150 28 8 .1 6 .2 2 .36 12 3 34 .2 0 .2 1 21 83 .2
165
180 29 8 .1 6 .2 2 .32 12 4 - - 121 - 85 .1
195
210
225
240
255
270
285
300
315
330
345
360 29 8 .1 5 .3 2 .36 12 2 26 .6 0 .0 4 1 22 - 93 .4

硝化

 

 

 

 

36 日目 

44 日目 
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工程

基質流入

終了後
min temp. pH DO D-TOC D-TN NH4

+
-N NO2

-
-N NO3

-
-N S2O3

2-
-S SO4

2-
-S

0 28 7 .4 N .A. 7 1 .5 12 7 70 .7 1 .1 8 47 .6 21 .0 58 .7
15 28 7 .3 N .A. 3 8 .0 12 5 67 .9 6 .7 9 50 .3 - 70 .1
30 28 7 .2 N .A. 5 .4 12 2 50 .3 12 .4 55 .7 - 72 .2
45 29 7 .2 N .A. 0 .6 12 4 39 .8 19 .2 56 .6 68 .9
60 29 7 .3 N .A. 1 .3 11 9 38 .0 26 .3 62 .2 - 70 .0
75 29 7 .3 N .A. 0 .0 11 9 19 .3 31 .2 67 .4 69 .6
90 29 7 .3 N .A. 0 .33 11 5 7 .59 34 .7 72 .6 69 .3

105 29 7 .5 N .A. 0 .15 11 6 9 .57 31 .4 81 .7 69 .4
120 29 8 .0 N .A. 0 .99 11 9 7 .99 22 .1 91 .5 - 70 .2
135
150 29 8 .0 N .A. 1 .80 12 0 2 .45 5 .2 0 1 08 71 .6
165
180 29 8 .0 N .A. 0 .65 12 2 - 0 .8 5 1 14 - 74 .4
195
210
225
240
255
270
285
300
315
330
345
360 29 8 .0 N .A. 1 .66 12 3 3 .44 0 .9 9 1 13 - 81 .6

硝化

 

 

 

 

 

工程

基質流入

終了後
min temp. pH DO D-TOC D-TN NH4

+
-N NO2

-
-N NO3

-
-N S2O3

2-
-S SO4

2-
-S

0 27 7 .4 2 .7 74 .3 1 33 86 .7 2 .15 64 .7 61 .2
15 27 7 .5 2 .6 45 .2 1 25 84 .7 3 .60 64 .9 79 .7
30 28 7 .2 3 .7 42 .6 1 22 71 .0 1 0 .2 70 .3 81 .0
45 28 7 .2 2 .1 43 .1 1 24 57 .8 1 5 .8 76 .2 81 .7
60 29 7 .2 2 .0 10 .7 1 25 54 .4 1 9 .7 77 .0 79 .2
75 29 7 .3 2 .5 2 .9 1 21 33 .4 2 4 .3 83 .2 79 .7
90 29 7 .3 3 .4 6 .24 1 17 27 .9 2 9 .7 88 .7 80 .0

105 29 7 .2 5 .3 17 .79 1 17 15 .8 3 3 .4 96 .0 80 .5
120 29 7 .3 5 .3 18 .12 1 20 15 .0 3 5 .6 102 80 .5
135 29
150 29 7 .9 6 .2 10 .94 1 23 5 .27 2 2 .2 128 80 .3
165
180 29 8 .0 6 .2 10 .49 1 28 3 .67 4 .48 151 82 .5
195
210
225
240
255
270
285
300
315
330
345
360 29 8 .0 5 .3 11 .20 1 25 5 .83 0 .60 156 93 .3

硝化

 

 

 

50 日目 

57 日目 
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工程

基質流入

終了後
min temp. pH DO D-TOC D-TN NH4

+
-N NO2

-
-N NO3

-
-N S2O3

2-
-S SO4

2-
-S

0 28 7 .2 1 .3 8 0 .5 12 3 70 .7 6 .0 2 35 .0 39 .5 51 .6
15 27 7 .6 1 .2 4 9 .7 11 7 67 .9 8 .7 3 31 .4 21 .0 63 .8
30 27 7 .3 1 .5 4 0 .0 11 1 50 .3 11 .2 34 .8 - 77 .7
45 28 7 .3 1 .9 3 7 .2 10 9 39 .8 13 .7 40 .2 - 79 .0
60 28 7 .2 1 .9 3 .75 11 0 38 .0 15 .7 42 .8 - 77 .1
75 28 7 .3 1 .8 3 .12 11 4 19 .3 17 .1 47 .9 - 77 .2
90 29 7 .2 2 .2 2 .83 10 2 7 .59 18 .4 53 .1 - 77 .5

105 29 7 .3 2 .3 2 .27 10 5 9 .57 18 .9 59 .4 - 79 .3
120 29 7 .3 2 .5 2 .54 10 5 7 .99 64 .4 - 78 .9
135
150 29 7 .3 3 .0 2 .64 10 5 2 .45 17 .9 76 .1 - 79 .7
165
180 29 7 .3 3 .9 2 .93 11 2 - 14 .4 87 .3 - 79 .3
195
210
225
240
255
270
285
300
315
330
345
360 29 7 .5 6 .8 2 .19 11 0 3 .44 - 109 - 87 .4

硝化

 

 

 

 

 

工程

基質流入

終了後
min temp. pH DO D-TOC D-TN NH4

+
-N NO2

-
-N NO3

-
-N S2O3

2-
-S SO4

2-
-S

0 27 7 .5 6 1 .2 11 9 79 .7 3 .0 9 47 .2 27 .0 70 .9
15 27 7 .3 4 6 .8 11 1 77 .1 6 .5 5 45 .8 - 89 .0
30 28 7 .2 3 4 .3 10 9 62 .7 11 .5 50 .4 - 90 .0
45 28 7 .2 2 .8 10 3 48 .1 16 .1 53 .9 - 89 .6
60 29 7 .3 1 .4 1 .39 99 45 .7 22 .5 55 .3 - 86 .6
75 29 7 .2 1 .0 1 .81 10 2 31 .5 28 .0 58 .7 - 86 .8
90 29 7 .3 1 .2 0 .90 10 5 18 .61 32 .7 62 .3 - 87 .6

105 30 7 .2 1 .6 0 .81 10 8 16 .22 38 .3 66 .7 - 87 .6
120 30 7 .3 2 .0 1 .02 11 4 17 .11 37 .0 77 .2 - 88 .5
135
150 29 8 .1 6 .1 1 .57 11 8 - 2 .4 114 .0 - 89 .6
165
180 29 8 .1 1 .74 11 7 1 .41 - 117 .9 - 91 .6
195
210
225
240
255
270
285
300
315
330
345
360 29 8 .2 8 .6 1 .81 11 9 1 .43 - 118 - 99 .2

硝化

 

 

 

64 日目 

71 日目 
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工程

基質流入

終了後
min temp. pH DO D-TOC D-TN NH4

+
-N NO2

-
-N NO3

-
-N S2O3

2-
-S SO4

2-
-S

0 25 7 .2 0 .6 18 1 84 .6 76 .4 4 .3 1 10 .5 33 .4 59 .4
15 25 7 .6 0 .3 5 7 .3 5 4 .3 71 .4 - 1 .6 1 22 .3 67 .2
30 27 7 .5 0 .3 5 9 .6 4 7 .3 78 .7 - 1 .6 4 22 .4 67 .7
45 28 7 .5 0 .3 6 1 .0 4 3 .8 76 .6 - 1 .5 7 22 .5 67 .6
60 28 7 .4 0 .2 6 1 .6 4 1 .3 71 .0 - 1 .5 4 21 .8 67 .8
75
90 29 7 .4 0 .3 6 4 .9 4 7 .4 82 .02 0 .7 2 1 .7 0 22 .4 68 .4

105
120 29 7 .6 0 .9 6 2 .2 4 4 .9 63 .99 - 1 .5 6 21 .3 69 .2
135 29 7 .9 0 .5 2 7 .2 3 9 .7 67 .0 - 1 .5 3 3 .1 81 .5
150 29 8 .1 1 .0 0 .82 4 0 .5 71 .48 - 1 .5 9 - 84 .6
165 29 7 .6 1 .1 0 .71 4 1 .0 54 .7 6 .6 9 1 .7 1 - 86 .0
180 29 7 .4 1 .2 0 .65 4 2 .4 46 .14 12 .8 3 .2 0 - 87 .4
195 29 7 .4 1 .4 0 .99 4 3 .9 37 .0 17 .9 5 .5 6 - 85 .8
210 29 7 .3 1 .5 1 .33 4 5 .3 23 .7 23 .6 8 .1 2 - 87 .1
225 29 7 .3 1 .4 0 .78 4 5 .0 19 .1 29 .5 10 .1 - 87 .7
240 29 7 .2 1 .2 1 .77 4 9 .0 21 .5 34 .4 13 .5 - 87 .0
255
270 29 7 .8 5 .6 1 .55 5 3 .7 9 .6 17 .7 35 .0 - 88 .0
285
300 28 8 .0 7 .4 1 .45 5 6 .3 7 .1 - 53 .1 - 89 .8
315
330
345
360 28 8 .1 7 .8 1 .38 5 6 .2 - - 54 .0 - 93 .6

脱窒

硝化

 

 

 

 

 

工程

基質流入

終了後
min temp. pH DO D-TOC D-TN NH4

+-N NO 2
--N NO 3

--N S2O3
2--S SO4

2--S

0 27 7.3 0 .3 103 71 .6 72.6 3.78 6.91 34.5 62.0
15 27 7.5 0 .1 63 .6 49 .7 72.3 - 1.61 28.1 64.7
30 27 7.4 0 .1 65 .7 54 .8 68.7 - - 27.9 65.2
45 28 7.3 0 .1 67 .4 55 .8 69.0 - - 28.1 65.1
60 29 7.3 0 .1 66 .2 55 .9 68.3 - 1.64 27.8 64.8
75
90 29 7.3 0 .1 65 .8 51 .5 74.2 - 1.63 27.8 64.8

105
120 29 0 .1 67 .0 57 .397 68.8 - 1.63 27.9 65.9
135 29 8.0 0 .1 30 .0 50 .3 65.6 - 1.65 15.5 74.0
150 29 8.1 0 .8 2.04 46 .7 62.4 - 1.64 4 .2 83.0
165 29 7.6 1 .0 2.53 44 .9 58.8 4.07 1.66 - 87.1
180 29 7.5 1 .1 1.66 45 .4 54.8 8.74 2.23 - 89.3
195 28 7.4 0 .9 1.33 44 .2 44.2 13 .8 3.64 - 85.7
210 28 7.3 1 .5 1.13 47 .4 34.0 20 .0 5.38 - 87.7
225 28 7.3 1 .5 1.46 49 .1 26.9 25 .6 6.77 - 88.8
240 28 7.2 1 .3 2.20 50 .1 19.0 31 .4 9.13 - 88.7
255
270 28 7.3 1 .8 2.11 52 .8 3 .8 41 .5 12 .7 - 88.7
285
300 28 7.8 5 .7 2.40 56 .9 3 .1 21 .2 35 .2 - 90.0
315
330
345
360 28 8.0 7 .5 2.29 57 .9 - - 57 - 95.1

脱窒

硝化

 
 

 

 

76 日目 

79 日目 



 
100 

 

 

工程

基質流入

終了後
min temp. pH DO D-TOC D-TN NH4

+
-N NO2

-
-N NO3

-
-N S2O3

2 -
-S SO 4

2-
-S

0 27 7 .6 0.2 214 NA 70 .4 - - 38 .1 24 .0
15
30 27 7 .2 0.1 195 NA 71 .9 - - 37 .2 24 .2
45
60 29 7 .3 0.1 108 NA 66 .2 - - 37 .0 24 .4
75
90

105
120 29 7 .3 0 .4 106 NA 65 .5 - - 36 .7 24 .9
135
150 29 8 .2 1.3 35.8 NA 57 .4 - - 15 .6 37 .0
165 29 8 .3 1.2 8 .06 NA 57 .0 - - 6 .97 42 .9
180 29 8 .2 1.4 0 .77 NA 50 .7 2 .37 - - 48 .4
195 29 7 .8 1.7 0 .69 NA 48 .4 8 .57 3 .1 - 47 .6
210 29 7 .7 1.5 0 .49 NA 39 .4 13 .1 3 .3 - 48 .5
225 29 7 .7 1.4 - NA 31 .9 18 .5 4 .4 - 48 .5
240 29 7 .7 1.4 0 .77 NA 30 .6 23 .1 6 .4 - 49 .0
255
270 29 7 .6 1.7 0 .42 NA 13 .9 30 .9 11 .6 - 50 .4
285
300 29 7 .8 5.1 0 .14 NA 0.5 26 .3 23 .4 - 50 .7
315
330
345
360
375
390
405
420 28 8 .4 8.1 0 .72 NA - - 48 .8 - 53 .8

脱窒

硝化

 
 

 

 

工程

基質流入

終了後
min temp. pH DO D-TOC D-TN NH4

+-N NO2
--N NO3

--N S2O 3
2--S SO4

2 --S

0 24 7 .1 0 .2 71.5 NA 77 .7 10 .74 4 .1 35 .0 54 .9
15 25 7 .9 0 .1 45.7 NA 73 .0 - - 30 .4 57 .6
30
45 28 7 .7 0 .1 48.1 NA 75 .4 - - 29 .7 58 .2
60
75
90

105
120 29 7 .5 0 .2 52.6 NA 69 .2 - - 29 .9 58 .5
135 29 8 .1 - 10.6 NA 74 .5 - - 16 .2 68 .3
150 29 8 .1 1 .1 3 .18 NA 66 .2 - - - 80 .1
165 29 7 .6 1 .3 3 .42 NA 64 .8 4 .43 - - 83 .1
180 29 7 .5 0 .9 2 .61 NA 50 .0 9 .25 2 .5 - 77 .7
195
210 29 7 .3 1 .7 3 .60 NA 45 .3 23 .0 5 .8 - 79 .1
225
240 29 7 .3 1 .4 3 .60 NA 24 .5 35 .3 8 .4 - 78 .8
255
270 29 7 .3 2 .6 3 .69 NA 12 .0 41 .8 15 .3 - 79 .9
285
300 29 7 .6 6 .2 4 .90 NA 4 .55 22 .4 32 .8 - 80 .8
315
330 29 8 .0 7 .0 2 .51 NA 2 .3 4 .40 50 .2 - 81 .3
345
360
375
390
405
420 29 8 .0 7 .5 2 .74 NA 8 .45 - 55 .8 - 87 .3

脱窒

硝化

 

82 日目 

85 日目 



 
101 

 

 

工程

基質流入

終了後
min temp. pH DO D-TOC D-TN NH 4

+-N NO2
--N NO 3

--N S2O 3
2--S SO4

2--S

0 26 7 .3 0 .2 134 .4 102 76 .8 12 .70 12 .1 36 .2 56 .9
15 27 8 .4 0 .3 122 .3 96 .2 96 .2 - - 30 .4 60 .2
30
45
60
75
90

105
120 29 8 0 .1 134 .427 98 .0 98 .0 - - 30 .2 62 .3
135
150 29 7 .8 1 .2 113 .39 88 .6 86 .7 1 .92 - - 86 .9
165
180 29 7 .5 1 .1 86 .36 76 .4 61 .3 12 .5 2 .6 - 86 .0
195
210
225
240
255
270 29 7 .3 1 .4 2 .93 96 .0 41 .2 39 .3 15 .5 - 87 .8
285
300 29 7 .3 1 .5 1 .47 94 .5 27 .50 46 .5 20 .5 - 87 .8
315
330 29 7 .2 1 .5 1 .44 96 .4 14 .8 54 .1 27 .5 - 89 .5
345
360
375
390
405
420 29 7 .9 5 .8 2 .12 103 7 .76 6 .02 88 .8 - 91 .1

脱窒

硝化

 
 

 

 

工程

基質流入

終了後
min temp. pH DO D-TOC D-TN NH4

+
-N NO2

-
-N NO3

-
-N S2O3

2-
-S SO4

2-
-S

0 26 7 .6 129 131 118 12.9 - 36.1 56.7
15 27 8 .3 117 99 98.8 0 .04 - 33.2 58.8
30
45
60
75
90

105
120 29 7.9 128 106 106 0 .0 - 33.3 60.0
135
150 29 7 .7 110 108 106 1 .51 - - 87.7
165
180 29 7 .5 88.0 111 98.0 9 .51 3 .9 - 85.9
195
210
225
240
255
270 29 7 .3 45.0 106 59.9 15.9 29 .7 - 88.0
285
300 29 7 .2 43.6 93 37.1 14.2 42 .2 - 89.5
315
330 29 7 .2 2 .8 8 95 27.2 12.2 56 .0 - 90.4
345
360
375
390
405
420 29 7 .6 2 .7 6 106 11.90 - 93 .8 - 93.4

脱窒

硝化

 
 

92 日目 

104 日目 



 
102 

 

 

工程

基質流入

終了後
min temp. pH DO D-TOC D-TN NH 4

+-N NO 2
--N NO 3

--N S2O 3
2--S SO4

2 --S

0 24 8 .0 249 151 132 15 .8 4 .40 43.5 55 .1
15 25 8 .3 247 120 125 - - 40.9 56 .5
30
45
60
75
90

105
120 29 8 .1 268 117 123 - - 40.6 57 .3
135
150 29 8 .2 230 114 119 - - 15.4 77 .6
165
180 29 8 .1 222 111 107 5 .09 2 .65 - 94 .6
195
210
225
240
255
270 29 8 .2 220 111 64 .3 19 .6 18.0 - 90 .4
285
300 29 8 .1 178 111 52 .7 21 .6 26.0 - 91 .3
315
330 29 8 .1 2 .60 109 44 .6 22 .8 35.5 - 93 .1
345
360 29 8 .1 2 .88 105 36 .1 23 .1 46 - 94 .3
375
390
405
420 29 8 .1 2 .27 103 22 .4 19 .3 70.8 - 95 .9

脱窒

硝化

 
 

 

 

工程

基質流入

終了後
min temp. pH DO D-TOC D-TN NH4

+-N NO 2
--N NO 3

--N D-S(sum) S2O 3
2--S SO4

2--S

0 26 7 .9 220 122 107 7.91 7 .61 92.7 37 .1 55.6
15 27 8 .4 229 102 99.1 - - 92.9 35 .2 57.7
30
45
60
75
90

105
120 30 8.1 0.1 231 97 .8 93.2 0.09 - 93.1 34 .9 58.2
135
150 30 8 .1 7 .9 146 98 99.0 0.60 - 90.0 - 90.0
165
180 30 8 .0 3 .3 3.28 94 87.8 10 .78 2 .70 91.1 - 91.1
195
210
225
240
255
270 30 8 .0 2 .7 2.99 83 44.8 30 .6 19.0 86.1 - 86.1
285
300 30 8 .1 3 .3 2.96 81 28.2 32 .0 29.0 88.2 - 88.2
315
330 29 8 .1 2 .8 2.54 79 15.2 31 .0 42.1 91.7 - 91.7
345
360 29 8 .1 3 .4 3.55 86 19.3 25 .7 55.3 89.6 - 89.6
375
390
405
420 29 8 .3 6 .5 2.63 98 9 .80 7 .5 86.9 92.8 - 92.8

脱窒

硝化

 
 

 

114 日目 

121 日目 



 
103 

 

 

工程

基質流入

終了後
min temp. pH DO D-TOC D-TN NH 4

+-N NO 2
--N NO 3

--N S2O 3
2--S SO4

2 --S

0 25 7 .6 55 136 112 9 .6 13.5 37.5 54 .5
15 25 8 .4 17 109 103 -0 .70 - 34.9 56 .2
30
45
60
75
90

105
120 29 8 .1 25 .6 102 94 .1 -0 .9 - 34.1 57 .9
135
150 29 8 .0 3 102 99 .7 0 .61 - - 85 .7
165
180 29 8 .1 2 99 82 .6 9 .14 4 .16 - 85 .6
195
210
225
240
255
270 29 8 .1 4 85 47 .3 21 .6 22.4 - 87 .9
285
300 29 8 .1 4 83 34 .0 23 .4 31.4 - 88 .6
315
330 29 8 .1 3 .75 83 29 .7 22 .9 42.8 - 89 .5
345
360 29 8 .1 4 .78 86 13 .7 19 .8 55.5 - 90 .1
375
390
405
420 7 .97 100 3 .78 10 .3 80.2 - 91 .2

硝化

脱窒

 
 
 
 

工程

基質流入

終了後
min temp. pH DO D-TOC D-TN NH 4

+-N NO 2
--N NO 3

--N S2O 3
2--S SO4

2 --S

0
15
30
45
60
75
90

105
120 30 8 .1 100 107 0 - 29.0 54 .5
135 30 8 .2 - 75 .6
150 30 8 .1 102 116 .3 2 .25 - - 74 .6
165
180
195
210
225
240
255
270
285
300 30 8 .1 82 .8 51 .3 41 .2 24.0 - 81 .8
315
330
345
360
375
390
405
420 30 8 .2 104 4 .60 31 .5 68.2 - 85 .2

脱窒

硝化

 
 

133 日目 

145 日目 



 
104 

 

 

工程

基質流入

終了後
min temp. pH DO D-TOC D-TN NH4

+
-N NO2

-
-N NO 3

-
-N S2O3

2-
-S SO4

2-
-S

0 26 7 .9 149 125 16 .2 7.49 37.5 52.2
15 27 8 .6 131 129 2 .38 - 32.3 55.1
30
45
60
75
90

105
120 30 8.4 118 118 0.13702 - 27.5 58.5
135 30 8 .4 - - 77.9
150 30 8 .4 135 130 2 .69 2.10 - 76.5
165
180
195
210
225
240
255
270
285
300 30 8 .2 124 78 .4 15 .2 30 .1 - 83.8
315
330
345
360
375
390
405
420 30 8 .2 134 55 .5 12 .4 66 .2 - 89.5

脱窒

硝化

 
 

 

 

工程

基質流入

終了後
min temp. pH DO D-TOC D-TN NH 4

+-N NO 2
--N NO 3

--N S2O 3
2--S SO4

2 --S

0 26 8 .2 206 186 152 10 .7 - 38.7 61 .9
15 26 8 .2 223 168 224 1 .57 - 32.9 66 .0
30
45
60
75
90

105
120 29 8 .5 221 162 197 - - 27.2 70 .7
135 29 8 .4 - - 91 .4
150 29 8 .5 199 159 190 .7 1 .94 - - 88 .7
165
180
195
210
225
240
255
270
285
300 29 8 .4 140 154 123 .3 10 .2 20.4 - 96 .2
315
330
345
360
375
390
405
420 29 8 .3 56.20 154 84 .99 10 .9 43.2 - 101 .5

脱窒

硝化

 
 

152 日目 

159 日目 



 
105 

 

 

工程

基質流入

終了後
min temp. pH DO D-TOC D-TN NH4

+-N NO 2
--N NO3

--N S2O3
2--S SO 4

2--S

0 27 8 .2 71 .1 1 73 170 2 .9 - 38 .4 54 .2
15 28 8 .3 66 .3 1 72 172 - - 37 .8 55 .1
30
45
60
75
90

105
120 30 8 .3 67 .8 1 70 170 - - 33 .7 59 .2
135 30 8 .4 47 .4 - 20 .0 71 .1
150 30 8 .5 27 .2 1 62 162 - - 6 .0 9 81 .5
165
180
195
210
225
240
255
270
285
300 30 8 .5 1 .84 1 66 148 .4 1 1 .2 6 .6 3 - 89 .6
315
330
345
360
375
390
405
420 30 8 .5 2 .93 1 65 134 .0 1 7 .0 13 .6 - 90 .4

硝化

脱窒

 

 

 

 

工程

基質流入

終了後
min temp. pH DO D-TOC D-TN NH4

+
-N NO2

-
-N NO3

-
-N S2O3

2-
-S SO4

2-
-S

0 50 .7 158 151 7.2 - 41.3 50.8
15 36 .7 146 146 0.15 - 38.5 53.3
30
45
60
75
90

105
120 30 8.1 1 .2 36 .5 146 146 0.04 - 35.3 56.3
135 30 8 .3 0 .7 14 .1 - 28.4 63.0
150 30 8 .4 0 .8 0 .9 4 140 140 - - 15.9 74.4
165
180 3 .6
195
210 3 .9
225
240
255
270
285
300 30 8 .2 4 .3 0 .8 4 136 103 24 .1 9 .0 - 87.7
315
330
345
360
375
390
405
420 30 8 .1 4 .6 1 .8 144 83.90 39 .8 19 .9 - 88.2

脱窒

硝化

 
 

166 日目 

174 日目 



 
106 

 

 

工程

基質流入

終了後
min temp. pH DO D-TOC D-TN NH 4

+-N NO 2
--N NO 3

--N S2O 3
2--S SO4

2 --S

0 26 8 .1 159 132 113 26 .3 - 38.7 50 .3
15 27 8 .6 176 98 .9 95 - - 34.6 54 .0
30 28 8 .5 0 .1
45
60
75
90

105
120 30 8 .3 0 .2 191 96 .5 92 .4 - - 34.7 54 .7
135
150 30 8 .2 1 .2 164 92 .5 89 .3 1 .73 - - 85 .2
165
180 30 8 .0 1 .3 161 93 .6 - - 86 .2
195
210
225
240
255
270
285
300 30 8 .1 2 .6 150 91 .8 35 .9 59 .0 6 .2 - 86 .2
315
330
345
360
375
390
405
420 30 8 .4 5 .9 107 96 .0 9 .97 69 .6 23.5 - 86 .5

好気

無酸素

 
 

 

 

工程

基質流入

終了後
min temp. pH DO D-TOC D-TN NH 4

+-N NO2
--N NO3

--N S2O3
2--S SO4

2--S

0 28 8.1 164.0 116 100 15 .4 - 40 .0 55 .5
15 29 8.6 0.1 160.6 88 .3 88 - - 36 .5 58 .4
30
45
60
75
90

105
120 30 8 .5 0 .2 120 93 .7 93 .7 - - 36 .4 59 .0
135 30 8.4 0.5 - 27 .0 65 .4
150 30 8.3 1.2 3.46 84 .8 83 .4 1 .41 - - 86 .7
165
180 30 8.0 0.9 4.15 - - 85 .4
195
210
225
240
255
270
285
300 30 8.1 1.0 4.18 103 28 .1 72 .0 3 .1 - 87 .6
315
330
345
360
375
390
405
420 30 8.6 6.5 4 .2 101 4.10 78 .1 18.8 - 92 .5

好気

無酸素

 
 

181 日目 

187 日目 



 
107 

 

 

工程

基質流入

終了後
min temp. pH DO D-TOC D-TN NH4

+
-N NO2

-
-N NO3

-
-N S2O3

2-
-S SO4

2-
-S

0 27 8 .0 26 .6 106 97 9 .3 - 37.9 55.9
15 29 8 .4 0 .2 19 .0 98 98 - - 34.3 58.1
30
45
60
75
90

105
120 30 8.3 0 .1 16 .9 96.0 96.0 - - 34.8 59.2
135 30 8 .4 1 .0 1 .4 - 22.5 66.3
150 30 8 .3 1 .1 2 .7 0 90.0 89.6 0 .40 - - 82.7
165
180
195
210
225
240
255
270
285
300 30 8 .0 1 .3 2 .5 3 83.0 17.9 62.1 3 .0 - 86.2
315
330
345
360
375
390
405
420 30 8 .5 5 .9 3 .0 91.5 - 78.8 12 .7 - 86.5

硝化

脱窒

 
 

 

 

工程

基質流入

終了後
min temp. pH DO D-TOC D-TN NH4

+
-N NO2

-
-N NO3

-
-N S2O3

2-
-S SO4

2-
-S

0 30 7 .6 33 .1 132 125 6.9 - 43.5 50.2
15 30 8 .0 25 .1 124 124 - - 41.6 50.3
30
45
60
75
90

105
120 30 8.1 0 .9 14 .4 122 122 0.3 - 38.9 48.8
135 30 8 .4 0 .8 3 .4 - 25.3 57.3
150 30 8 .5 0 .8 0 .9 4 122 121 0.29 - - 72.9
165
180
195
210
225
240
255
270
285
300 30 8 .5 0 .9 1 .1 3 109 64 .8 44 .2 - - 87.8
315
330
345
360
375
390
405
420 30 8 .4 1 .2 1 .1 104 6.02 94 .7 3 .3 - 90.8

脱窒

硝化

 
 

194 日目 

201 日目 



 
108 

 

 

工程

基質流入

終了後
min temp. pH DO D-TOC D-TN NH 4

+-N NO2
--N NO3

--N S2O3
2--S SO4

2--S

0 26 8.2 0.1 240.6 128 114 13 .3 - 40 .5 55 .9
15 27 8.4 0.1 240.0 108 108 - - 36 .5 58 .8
30
45
60
75
90

105
120 30 8 .3 1 .6 208 112 112 - - 24 .6 67 .0
135 30 8.3 2.4 1.88 - - 82 .1
150 30 8.2 1.5 2.08 108 104 .9 2 .76 - - 84 .7
165
180
195
210
225
240
255
270
285
300 30 8.1 2.0 7.81 105 50 .9 53 .6 - - 89 .0
315
330
345
360
375
390
405
420 30 8.4 6.5 - 105 9.44 88 .9 6 .80 - 91 .9

脱窒

硝化

 
 

 

 

工程

基質流入

終了後
min temp. pH DO D-TOC D-TN NH 4

+-N NO 2
--N NO 3

--N S2O 3
2--S SO4

2 --S

0 27 8 .0 124 136 13 .6 - 44.1 50 .9
15 28 8 .4 0 .3 106 105 - - 41.8 52 .5
30
45
60
75
90

105
120 30 8 .3 0 .3 107 107 - - 40.9 53 .9
135 30 8 .3 1 .4 106 - 15.3 72 .0
150 30 8 .2 2 .6 105 105 .1 0 .49 - - 84 .7
165
180
195
210
225
240
255
270
285
300 30 8 .1 1 .8 99 47 .0 51 .8 2 .9 - 87 .2
315
330
345
360
375
390
405
420 30 8 .2 4 .6 108 - 95 .4 5 .5 - 91 .9

脱窒

硝化

 
 

208 日目 

215 日目 



 
109 

 

 

工程

基質流入

終了後
min temp. pH DO D-TOC D-TN NH 4

+-N NO 2
--N NO 3

--N S2O 3
2--S SO4

2 --S

0 28 8 .3 110 100 2 .76 - 38.9 55 .0
15 29 8 .4 104 107 - - 38.5 55 .9
30
45
60
75
90

105
120 30 8 .3 0 .3 103 95 - - 36.7 58 .3
135 30 8 .3 1 .0 104 - 19.0 71 .3
150 30 8 .2 1 .6 99 .4 93 .8 - - - 85 .7
165
180
195
210
225
240
255
270 30 8 .1 1 .7 93 .4 52 .6 39 .2 - - 89 .1
285
300
315
330
345
360
375
390
405
420 30 8 .4 5 .9 100 2 .97 90 .1 6 .4 - 90 .7

硝化

脱窒

 
 

 

 

工程

基質流入

終了後
min temp. pH DO D-TOC D-TN NH 4

+-N NO 2
--N NO 3

--N S2O 3
2--S SO4

2 --S

0 27 8 .1 130 120 13 .7 - 48.3 60 .2
15 28 8 .5 111 113 - - 45.5 61 .6
30
45
60
75
90

105
120 30 8 .3 0 .3 109 102 .0 - - 45.6 62 .7
135 30 8 .2 1 .7 109 - 23.8 80 .1
150 30 8 .1 1 .2 106 105 .2 - - - 99 .1
165
180
195
210
225
240
255
270
285
300 30 8 .1 95 37 .3 54 .4 - - 99 .1
315
330
345
360
375
390
405
420 30 8 .5 6 .8 98 - 90 .7 5 .3 - 101 .8

硝化

脱窒

 
 

223 日目 

229 日目 



 
110 

 

 

工程

基質流入
終了後

min temp. pH DO D-TOC D-TN NH4
+-N NO2

--N NO 3
--N S2O3

2--S SO 4
2--S

0 28 8 .1 0 .2 56 .5 142 134 7 .9 - 41.6 55 .0
15 28 8 .3 0 .3 32 .2 102 102 - - 39.6 56 .2
30
45
60
75
90

105
120 30 8 .3 0 .2 1 .30 102 102 - - 39.52 56 .71
135 30 8 .2 1 .0 4 .32 - 15.0 74 .8
150 30 8 .1 1 .0 1 .63 87 .3 84 .3 3 .05 - - 87 .2
165
180
195
210
225
240
255
270
285
300 30 8 .1 1 .5 2 .74 82 .5 19 .3 63 .3 - - 84 .3
315
330
345
360
375
390
405
420 30 8 .6 6 .4 1 .2 87 .4 - 83 .0 4 .5 - 89 .7

硝化

脱窒

 

 

 

 

工程

基質流入

終了後
min temp. pH DO D-TOC

D-TN

(sum) NH4
+
-N NO2

-
-N NO3

-
-N S2O3

2-
-S SO4

2-
-S

0 28 8 .0 0 .2 249 123 113 9 .04 - 44.7 59.4
15 28 8 .4 0 .2 234 100 100 - - 42.3 61.3
30
45
60
75
90

105
120 30 8.4 0 .2 53 .7 89.8 89.8 - - 42.8 61.7
135 30 8 .3 0 .8 5 .9 0 - 21.2 76.4
150 30 8 .2 1 .5 4 .6 0 93.1 91.0 2 .13 - - 92.9
165
180
195
210
225
240
255
270
285
300 30 8 .0 1 .0 5 .9 2 80.9 20.3 60.6 - - 93.8
315
330
345
360
375
390
405
420 30 8 .6 6 .4 3 .5 4 88 - 88.0 - - 96.3

硝化

脱窒

 
 

243 日目 

257 日目 



 
111 

 

 

工程

基質流入
終了後

min temp. pH DO D-TOC D-TN NH4
+-N NO2

--N NO 3
--N S2O3

2--S SO 4
2--S

0 27 8 .1 0 .8 73 .7 119 107 11 .5 - 42.7 64 .2
15 27 8 .4 0 .6 42 .6 101 101 - - 38.2 65 .7
30 28 8 .5 0 .3 29 .1 38.1 66 .3
45
60
75
90

105
120 29 8 .4 0 .1 3 .44 110 110 - - 37.1 67 .2
135 30 8 .3 1 .0 3 .73 - - 92 .2
150 29 8 .0 0 .7 2 .37 117 110 .4 6 .54 - - 93 .6
165
180
195
210
225
240
255
270
285
300 29 8 .1 0 .4 5 .08 101 20 .9 80 .3 - - 95 .8
315
330
345
360
375
390
405
420 29 8 .6 6 .4 4 .22 92 .3 - 88 .9 3 .35 - 100 .3

硝化

脱窒

 

 

 

 

工程

基質流入

終了後
min temp. pH DO D-TOC D-TN NH4

+-N NO 2
--N NO3

--N S2O3
2--S SO4

2--S

0 29 8.2 0.3 292 113 105 7 .4 - 29.4 57 .6
15 29 8.3 0.2 296 103 100 - - 22.2 61 .6
30 29 8.3 0.1 293 101 - 22.7 61 .1
45 30 8.3 0.1 287 100 - 22.9 62 .1
60 30 8.3 0.2 286 100 - 21.6 63 .1
75
90

105
120 30 8 .3 0 .2 269 97.2 88 .7 - - 18.1 64 .2
135 30 8.3 3.8 259 98.1 - - 76 .4
150 31 8.1 1.0 248 100 89 .1 7.43 - - 78 .2
165
180
195
210
225
240
255
270
285
300 31 8.1 1.5 300 89.6 8 .76 81 .2 - - 80 .7
315
330
345
360
375
390
405
420 31 8.6 6.0 6.93 94.7 - 90 .5 4 .27 - 85 .7

硝化

脱窒

 
 

271 日目 

285 日目 



 
112 

 

 

工程

基質流入

終了後
min temp. pH DO D-TOC D-TN NH 4

+-N NO2
--N NO3

--N S2O3
2--S SO4

2--S

0 27 8.2 0.3 85 .2 134 121 12 .8 - 29 .9 61 .5
15 27 8.5 0.2 55 .9 112 112 - - 19 .9 66 .6
30 28 8.4 0.1 52 .4 19 .5 66 .8
45 29 8.4 0.2 42 .1 19 .4 67 .5
60 20 .2
75
90

105
120 30 8 .4 0 .2 3.99 107 107 - - 18 .0 67 .8
135 30 8.4 2.0 2.11 - - 79 .4
150 30 8.2 1.2 3.74 103 94 .7 8 .58 - - 82 .1
165
180
195
210
225
240 30 8.1 1.9 34 .4 61 .5 - - 80 .8
255
270
285
300 29 8.2 4.1 2.35 96 .1 - 96 .1 - - 81 .1
315
330
345
360
375
390
405
420 29 8.7 7.1 4.69 110 8.58 97 .2 3 .7 - 88 .1

硝化

脱窒

 

299 日目 
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付録 2：塩基配列情報 
 

amoA-Clone塩基配列 
>TR92_amoA-2 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTKGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACSGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCSATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCACACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR92_amoA-3 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCACACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR92_amoA-4 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCACACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR92_amoA-5 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCATACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR92_amoA-6 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCATACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR92_amoA-7 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCATACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR92_amoA-8 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCACACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR92_amoA-9 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCATACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR92_amoA-10 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT
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TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCATACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR92_amoA-11 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCATACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR92_amoA-13 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCACACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR92_amoA-14 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCATACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR92_amoA-16 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCACACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCGCAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR92_amoA-17 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCATACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR92_amoA-19 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCATACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR92_amoA-20 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCACACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGNAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR92_amoA-21 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCATACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR92_amoA-22 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT
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TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCATACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR92_amoA-23 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCATACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR92_amoA-24 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCACACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATSTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR92_amoA-25 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCATACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATGTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR92_amoA-26 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCACACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR92_amoA-27 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCATACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR92_amoA-28 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCATACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR92_amoA-29 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCACACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR92_amoA-31 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCATACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR92_amoA-32 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT
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TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCACACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR92_amoA-33 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCACACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATANAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR92_amoA-35 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCATACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTNGGT 

>TR92_amoA-36 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCACACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR92_amoA-37 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCACACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR92_amoA-39 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCATACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR92_amoA-40 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCATACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR92_amoA-42 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCATACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR92_amoA-47 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCNGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCATACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR92_amoA-48 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT
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TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCATACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR92_amoA-50 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCANCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCATACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR92_amoA-51 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGG-CATTAC

GTACCTTTGGTGGTCACACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR92_amoA-52 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCATACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR92_amoA-53 

CGCATTATCCACTCAACTTGGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCMGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCATACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR257_amoA-1 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACSGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCACACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR257_amoA-2 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCSATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCACACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR257_amoA-4 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTNGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCSATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCACACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR257_amoA-5 

CACACTATCCAATCAACTTTGTAACACCGGGCATTATGCTTCCGGGTGCATTGATGCTGGATTTCACAATGTATCTGACACGTAACTGGCTGGT

AACTGCACTGGTTGGAGGCGGATTCTTTGGTCTGCTGTTCTACCCGGGTAACTGGGCGATTTTTGGTCCGACCCATCTGCCGATCGTCGTGGAA

GGAACACTGCTGTCGATGGCTGACTACATGGGGCATCTGTATGTTCGTACAGGTACACCGGAGTATGTTCGTCATATTGAGCAAGGTTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCACACCACAGTGATTGCAGCATTCTTTGCAGCGTTTGTATCCATGCTGATGTTCACAGTCTGGTGGTATCTTGGAAAAGT

TTTCTGCACAGCCTTCTTCTACGTTAAAGGTAAAAGAGGACGGATCGTACAACGCAATGATGTTACGGCATTTGGT 

>TR257_amoA-6 

CACACTATCCAATCAACTTTGTAACACCGGGCATTATGCTTCCGGGTGCATTGATGCTGGATTTCACAATGTATCTGACACGTAACTGGCTGGT



 
118 

AACTGCACTGGTTGGAGGCGGATTCTTTGGTCTGCTGTTCTACCCGGGTAACTGGGCGATTTTTGGTCCGACCCATCTGCCGATCGTCSTGGAA

GGAACACTGCTGTCSATGGCTGACTACATGGGGCATCTGTATGTTCGTACAGGTACACCGGAGTATGTTCGTCATATTGAGCAAGGTTCATTAC

GTACCTTTGGKGGTCACACCACAGTGATTGCAGCATTCTTTGCAGCGTTTGTATCCATGCTGATGTTCACAGTCTGGTGGTATCTTGGAAAAGT

TTTCTGCACAGCCTTCTTCTACGTTAAAGGTAAAAGAGGACGGATCGTACAACGCAATGATGTTACGGCATTTGGT 

>TR257_amoA-8 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCSATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCATACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGKCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR257_amoA-9 

CACACTATCCAATCAACTTTGTAACACCGGGCATTATGCTTCCGGGTGCATTGATGCTGGATTTCACAATGTATCTGACACGTAACTGGCTGGT

AACTGCACTGGTTGGAGGCGGATTCTTTGGTCTGCTGTTCTACCCGGGTAACTGGGCGATTTTTGGTCCGACCCATCTGCCGATCGTCGTGGAA

GGAACACTGCTGTCGATGGCTGACTACATGGGGCATCTGTATGTTCGTACAGGTACACCGGAGTATGTTCGTCATATTGAGCAAGGTTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCACACCACAGTGATTGCAGCATTCTTTGCAGCGTTTGTATCCATGCTGATGTTCACAGTCTGGTGGTATCTTGGAAAAGT

TTTCTGCACAGCCTTCTTCTACGTTAAAGGTAAAAGAGGACGGATCGTACAACGCAATGATGTTACGGCATTTGGT 

>TR257_amoA-10 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCSATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCATACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR257_amoA-11 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCACACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR257_amoA-12 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCSATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCATACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGTATTGTACMTAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR257_amoA-13 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACSGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCSATGGCTGATCATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCACACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR257_amoA-14 

CACACTATCCAATCAACTTTGTAACACCGGGCATTATGCTTCCGGGTGCATTGATGCTGGATTTCACAATGTATCTGACACGTAACTGGCTGGT

AACTGCACTGGTTGGAGGCGGATTCTTTGGTCTGCTGTTCTACCCGGGTAACTGGGCGATTTTTGGTCCGACCCATCTGCCGATCGTCGTGGAA

GGAACACTGCTGTCSATGGCTGACTACATGGGGCATCTGTATGTTCGTACAGGTACACCGGAGTATGTTCGTCATATTGAGCAAGGTTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCACACCACAGTGATTGCAGCATTCTTTGCAGCGTTTGTATCCATGCTGATGTTCACAGTCTGGTGGTATCTTGGAAAAGT

TTTCTGCACAGCCTTCTTCTACGTTAAAGGTAAAAGAGGACGGATCGTACAACGCAATGATGTTACGGCATTTGGT 

>TR257_amoA-15 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACSGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCATACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCCTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGTATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR257_amoA-16 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT
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TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCACACCACAGTAATTGCGGCATTTTTNGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR257_amoA-17 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCSATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCACACCACAGTAATTGCGGCATTTTTAGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR257_amoA-18 

CACACTATCCAATCAACTTTGTAACACCGGGCATTATGCTTCCGGGTGCATTGATGCTGGATTTCACAATGTATCTGACACGTAACTGGCTGGT

AACTGCACTGGTTGGAGGCGGATTCTTTGGTCTGCTGTTCTACCCGGGTAACTGGGCGATTTTTGGTCCGACCCATCTGCCGATCGTCSTGGAA

GGAACACTGCTGTCSATGGCTGACTACATGGGGCATCTGTATGTTCGTACAGGTACACCGGAGTATGTTCGTCATATTGAGCAAGGTTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCACACCACAGTGATTGCAGCATTCTTTGCAGCGTTTGTATCCATGCTGATGTTCACAGTCTGGTGGTATCTTGGAAAAGT

TTTCTGCACAGCCTTCTTCTACGTTAAAGGTAAAAGAGGACGGATCGTACAACGCAATGATGTTACGGCATTTGGT 

>TR257_amoA-19 

CACACTATCCAATCAACTTTGTAACACCGGGCATTATGCTTCCGGGTGCATTGATGCTGGATTTCACAATGTATCTGACACGTAACTGGCTGGT

AACTGCACTGGTTGGAGGCGGATTCTTTGGTCTGCTGTTCTACCCGGGTAACTGGGCGATTTTTGGTCCGACCCATCTGCCGATCGTCSTGGAA

GGAACACTGCTGTCGATGGCTGACTACATGGGGCATCTGTATGTTCGTACAGGTACACCGGAGTATGTTCGTCATATTGAGCAAGGTTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCACACCACAGTGATTGCAGCATTCTTTGCAGCGTTTGTATCCATGCTGATGTTCACAGTCTGGTGGTATCTTGGAAAAGT

TTTCTGCACAGCCTTCTTCTACGTTAAAGGTAAAAGAGGACGGATCGTACAACGCAATGATGTTACGGCATTTGGT 

>TR257_amoA-21 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GAGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCACACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR257_amoA-22 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACSGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCMATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCATACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR257_amoA-23 

CACACTATCCAATCAACTTTGTAACACCGGGCATTATGCTTCCGGGTGCATTGATGCTGGATTTCACAATGTATCTGACACGTAACTGGCTGGT

AACTGCACTGGTTGGAGGCGGATTCTTTGGTCTGCTGTTCTACCCGGGTAACTGGGCGATTTTTGGTCCGACCCATCTGCCGATCGTCSTGGAA

GGAACACTGCTGTCGATGGCTGACTACATGGGGCATCTGTATGTTCGTACAGGTACACCGGAGTATGTTCGTCATATTGAGCAAGGTTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCACACCACAGTGATTGCAGCATTCTTTGCAGCGTTTGTATCCATGCTGATGTTCACAGTCTGGTGGTATCTTGGAAAAGT

TTTCTGCACAGCCTTCTTCTACGTTAAAGGTAAAAGAGGACGGATCGTACAACGCAATGATGTTACGGCATTTGGT 

>TR257_amoA-24 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGKTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCSATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCATACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGTATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR257_amoA-25 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCATACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGTATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR257_amoA-26 

CACACTATCCAATCAACTTTGTAACACCGGGCATTATGCTTCCGGGTGCATTGATGCTGGATTTCACAATGTATCTGACACGTAACTGGCTGGT
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AACTGCACTGGTTGGAGGCGGATTCTTTGGTCTGCTGTTCTACCCGGGTAACTGGGCGATTTTTGGTCCGACCCATCTGCCGATCGTCSTGGAA

GGAACACTGCTGTCGATGGCTGACTACATGGGGCATCTGTATGTTCGTACAGGTACACCGGAGTATGTTCGTCATATTGAGCAAGGTTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCACACCACAGTGATTGCAGCATTCTTTGCAGCGTTTGTATCCATGCTGATGTTCACAGTCTGGTGGTATCTTGGAAAAGT

TTTCTGCACAGCCTTCTTCTACGTTAAAGGTAAAAGAGGACGGATCGTACAACGCAATGATGTTACGGCATTTGGT 

>TR257_amoA-27 

CACACTATCCAATCAACTTTGTAACACCGGGCATTATGCTTCCGGGTGCATTGATGCTGGATTTCACAATGTATCTGACACGTAACTGGCTGGT

AACTGCACTGGTTGGAGGCGGATTCTTTGGTCTGCTGTTCTACCCGGGTAACTGGGCGATTTTTGGTCCGACCCATCTGCCGATCGTCGTGGAA

GGAACACTGCTGTCGATGGCTGACTACATGGGGCATCTGTATGTTCGTACAGGTACACCGGAGTATGTTCGTCATATTGAGCAAGGTTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCACACCACAGTGATTGCAGCATTCTTTGCAGCGTTTGTATCCATGCTGATGTTCACAGTCTGGTGGTATCTTGGAAAAGT

TTTCTGCACAGCCTTCTTCTACGTTAAAGGTAAAAGAGGACGGATCGTACAACGCAATGATGTTACGGCATTTGGT 

>TR257_amoA-28 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCACACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR257_amoA-29 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCACACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR257_amoA-30 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCATACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGTATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR257_amoA-32 

CACACTATCCAATCAACTTTGTAACACCGGGCATTATGCTTCCGGGTGCATTGATGCTGGATTTCACAATGTATCTGACACGTAACTGGCTGGT

AACTGCACTGGTTGGAGGCGGATTCTTTGGTCTGCTGTTCTACCCGGGTAACTGGGCGATTTTTGGTCCGACCCATCTGCCGATCGTCGTGGAA

GGAACACTGCTGTCGATGGCTGACTACATGGGGCATCTGTATGTTCGTACAGGTACACCGGAGTATGTTCGTCATATTGAGCAAGGTTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCACACCACAGTGATTGCAGCATTCTTTGCAGCGTTTGTATCCATGCTGATGTTCACAGTCTGGTGGTATCTTGGAAAAGT

TTTCTGCACAGCCTTCTTCTACGTTAAAGGTAAAAGAGGACGGATCGTACAACGCAATGATGTTACGGCATTTGGT 

>TR257_amoA-33 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCACACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR257_amoA-34 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAGCGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCACACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR257_amoA-35 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCATACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR257_amoA-36 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT
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TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTACTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCATACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR257_amoA-37 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCACACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR257_amoA-38 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCACACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR257_amoA-39 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCACACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR257_amoA-40 

CACACTATCCAATCAACTTTGTAACACCGGGCATTATGCTTCCGGGTGCATTGATGCTGGATTTCACAATGTATCTGACACGTAACTGGCTGGT

AACTGCACTGGTTGGAGGCGGATTCTTTGGTCTGCTGTTCTACCCGGGTAACTGGGCGATTTTTGGTCCGACCCATCTGCCGATCGTCGTGGAA

GGAACACTGCTGTCGATGGCTGACTACATGGGGCATCTGTATGTTCGTACAGGTACACCGGAGTATGTTCGTCATATTGAGCAAGGTTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCACACCACAGTGATTGCAGCATTCTTTGCAGCGTTTGTATCCATGCTGATGTTCACAGTCTGGTGGTATCTTGGAAAAGT

TTTCTGCACAGCCTTCTTCTACGTTAAAGGTAAAAGAGGACGGATCGTACAACGCAATGATGTTACGGCATTTGGT 

>TR257_amoA-42 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCACACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR257_amoA-49 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCACACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR257_amoA-50 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT

TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCATACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGTATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

>TR257_amoA-51 

CACACTATCCAATCAACTTTGTAACACCGGGCATTATGCTTCCGGGTGCATTGATGCTGGATTTCACAATGTATCTGACACGTAACTGGCTGGT

AACTGCACTGGTTGGAGGCGGATTCTTTGGTCTGCTGTTCTACCCGGGTAACTGGGCGATTTTTGGTCCGACCCATCTGCCGATCGTCGTGGAA

GGAACACTGCTGTCGATGGCTGACTACATGGGGCATCTGTATGTTCGTACAGGTACACCGGAGTATGTTCGTCATATTGAGCAAGGTTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCACACCACAGTGATTGCAGCATTCTTTGCAGCGTTTGTATCCATGCTGATGTTCACAGTCTGGTGGTATCTTGGAAAAGT

TTTCTGCACAGCCTTCTTCTACGTTAAAGGTAAAAGAGGACGGATCGTACAACGCAATGATGTTACGGCATTTGGT 

>TR257_amoA-52 

CGCATTATCCACTCAACTTTGTAACGCCGGGCATCATGCTTCCAGGTGCGTTGATGTTGGATCTGACCTTGTATTTAACACGTAATTTTTTGAT
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TACGGCGCTACTTGGTGGTGCATTTTTTGGTTTATTGTTCTATCCGGGCAACTGGCCAATATTTGGACCTACACACTTGCCGATTGTAGTAGAA

GGGCACTTATTGTCGATGGCTGATTATATGGGTCACATGTACGTTCGTACAGGTACACCAGAATACACGCGCTTGATTGAGAAAGGGTCATTAC

GTACCTTTGGTGGTCATACCACAGTAATTGCGGCATTTTTTGCATCGTTTGTTTCTATGCTGGTATTTTTGGTGTGGTGGTATCTGGGTAAAGT

CTATTGCACAGCTTTCTTCTATGTCAAAGGTAAAAGAGGTCGGATTGTACATAGAGAAGACGTGACTGCATTTGGT 

 

 

Nitrobacter 16S rDNA(FGPS872f-1269r)-Clone塩基配列 
>TR92_FGPS-01 

CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGACGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATGTCCATGACCGGTCGCAGAG

ATGTGACCTTCTCTTCGGAGCATGGAGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC

AACCCCCGTCCTTAGTTGCTACCATTTAGTTGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTC

ATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAATGGGAAGCAAAGGGGTGACCC 

>TR92_FGPS-09 

CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGACGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATGTCCATGACCGGTCGCAGAG

ATGTGACCTTCTCTTCGGAGCATGGAGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC

AACCCCCGTCCTTAGTTGCTACCATTTAGTTGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTC

ATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAATGGGAAGCAAAGGGGTGACCC 

>TR92_FGPS-11 

CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGACGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATGTCCATGACYGGTCGCAGAG

ATGTGACCTTCTCTTCGGAGCATGGAGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC

AACCCCCGTCCTTAGTTGCTACCATTTAGTTGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTC

ATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAATGGGAAGCAAAGGGGTGACCC 

>TR92_FGPS-14 

CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGACGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATGTCCATGACCGGTCGCAGAG

ATGTGACCTTCTCTTCGGAGCATGGGGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC

AACCCCCGTCCTTAGTTGCTACCATTTAGTTGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTC

ATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAATGGGAAGCAAAGGGGTGACCC 

>TR92_FGPS-18 

CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGACGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATGTCCATGACCGGTCGCAGAG

ATGTGACCTTCTCTTCGGAGCATGGAGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC

AACCCCCGTCCTTAGTTGCTACCATTTAGTTGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTC

ATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAATGGGAAGCAAAGGGGTGACCC 

>TR92_FGPS-19 

CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGACGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATGTCCATGACCGGTCGCAGAG

ATGTGACCTTCTCTTCGGAGCATGGAGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC

AACCCCCGTCCTTAGTTGCTACCATTTAGTTGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTC

ATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAATGGGAAGCAAAGGGGTGACCC 

>TR92_FGPS-20 

CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGACGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATGTCCATGACCGGTCGCAGAG

ATGTGACCTTCTCTTCGGAGCATGGAGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC

AACCCCCGTCCTTAGTTGCTACCATTTAGTTGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTC

ATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACGCACGTGCTACAATGGCGGTGACAATGGGAAGCAAAGGGGTGACCC 

>TR92_FGPS-21 

CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGACGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATGTCCATGACCGGTCGCAGAG

ATGTGACCTTCTCTTCGGAGCATGGAGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC

AACCCCCGTCCTTAGTTGCTACCATTTAGTTGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTC

ATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAATGGGAAGCAAAGGGGTGACCC 

>TR92_FGPS-22 

CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGACGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATGTCCATGACCGGTCGCAGAG

ATGTGACCTTCTCTTCGGAGCATGGAGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC

AACCCCCGTCCTTAGTTGCTACCATTTAGTTGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTC

ATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAATGGGAAGCAAAGGGGTGACCC 

>TR92_FGPS-24 



 
123 

CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGACGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATGTCCATGACCGGTCGCAGAG

ATGTGACCTTCTCTTCGGAGCATGGAGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC

AACCCCCGTCCTTAGTTGCTACCATTTAGTTGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTC

ATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAATGGGAAGCAAAGGGGTGACCC 

>TR92_FGPS-25 

CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGACGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATGTCCATGACCGGTCGCAGAG

ATGTGACCTTCTCTTCGGAGCATGGAGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC

AACCCCCGTCCTTAGTTGCTACCATTTAGTTGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTC

ATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAATGGGAAGCAAAGGGGTGACCC 

>TR92_FGPS-27 

CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGACGCAA-GCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATGTCCATGACCGGTCGCAGAG

ATGTGACCTTCTCTTCGGAGCATGGAGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC

AACCCCCGTCCTTAGTTGCTACCATTTAGTTGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTC

ATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAATGGGAAGCAAAGGGGTGACCC 

>TR92_FGPS-28 

CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGACGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATGTCCATGACCGGTCGCAGAG

ATGTGACCTTCTCTTCGGAGCATGGAGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC

AACCCCCGTCCTTAGTTGCTACCATTTAGTTGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTC

ATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAATGGGAAGCAAAGGGGTGACCC 

>TR92_FGPS-31 

CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGACGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATGTCCATGACCGGTCGCAGAG

ATGTGACCTTCTCTTCGGAGCATGGAGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC

AACCCCCGTCCTTAGTTGCTACCATTTAGTTGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTC

ATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAATGGGAAGCAAAGGGGTGACCC 

>TR92_FGPS-33 

CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGACGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATGTCCATGACCGGTCGCAGAG

ATGTGACCTTCTCTTCGGAGCATGGAGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC

AACCCCCGTCCTTAGTTGCTACCATTTAGTTGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTC

ATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAATGGGAAGCAAAGGGGTGACCC 

>TR92_FGPS-34 

CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGACGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATGTCCATGACCGGTCGCAGAG

ATGTGACCTTCTCTTCGGAGCATGGAGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC

AACCCCCGTCCTTAGTTGCTACCATTTAGTTGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTC

ATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAATGGGAAGCAAAGGGGTGACCC 

>TR92_FGPS-35 

CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGACGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATGTCCATGACCGGTCGCAGAG

ATGTGACCTTCTCTTCGGAGCATGGAGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC

AACCCCCGTCCTTAGTTGCTACCATTTAGTTGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTC

ATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAATGGGAAGCAAAGGGGTGACCC 

>TR92_FGPS-40 

CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGACGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATGTCCATGACCGGTCGCAGAG

ATGTGACCTTCTCTTCGGAGCATGGAGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC

AACCCCCGTCCTTAGTTGCTACCACTTAGTTGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTC

ATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAATGGGAAGCAAAGGGGTGACCC 

>TR92_FGPS-42 

CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGACGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATGTCCATGACCGGTCGCAGAG

ATGTGACCTTCTCTTCGGAGCATGGAGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC

AACCCCCGTCCTTAGTTGCTACCATTTAGTTGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTC

ATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAATGGGAAGCAAAGGGGTGACCC 

>TR92_FGPS-43 

CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGACGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATGTCCATGACCGGTCGCAGAG

ATGTGACCTTCTCTTCGGAGCATGGAGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC

AACCCCCGTCCTTAGTTGCTACCATTTAGTTGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGCCCTC

ATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAATGGGAAGCAAAGGGGTGACCC 



 
124 

>TR92_FGPS-44 

CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGACGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATGTCCATGACCGGTCGCAGAG

ATGTGACCTTCTCTTCGGAGCATGGAGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGC

AACCCCCGTCCTTAGTTGCTACCATTTAGTTGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTC

ATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAATGGGAAGCAAAGGGGTGACCC 

>TR92_FGPS-45 

CGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGACGCAACGCGCAGAACCTTACCAGCCCTTGACATGTCCATGACCGGTCGCAGAG

ATGTGACCTTCTCTTCGGAGCATGGAGCACAGGTGCTGCATGGCTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCAC

AACCCCCGTCCTTGGTTGCTACCATTTAGTTGAGCACTCTAAGGAGACTGCCGGTGATAAGCCGCGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAGTCCTC

ATGGCCCTTACGGGCTGGGCTACACACGTGCTACAATGGCGGTGACAATGGGAAGCAAAGGGGTGACCC 

 

 


