
Journal of Environmental Biotechnology
（環境バイオテクノロジー学会誌）
Vol. 14, No. 1, 21–29, 2014

　総　　説（特集）

1.　は じ め に

好気性アンモニア酸化反応が古くから見いだされてい
たのに対して，嫌気性アンモニア酸化反応（anammox）
は比較的最近に見いだされた生物反応であり，発見に到
るまでの歴史はなかなか興味深い。亜硝酸（NO2

–）を
電子受容体とし，アンモニウム（NH4

+）を嫌気的に酸
化する反応を触媒する微生物が存在しえることを科学誌
上で初めて提唱した人物は理論物理学者の E. Broda 博
士であり，論文の公表は 1977年 3) のことである（余談
であるが，Broda博士は KGBの諜報スパイだった）。し
ばしば見過ごされる事実であるが，Broda博士の仮説を
支持する観測データは 1960年代に報告されている。海
洋学者である F.A. Richards 博士はフィヨルド海底にお
ける溶存酸素，各態窒素濃度の分布を調査し，無酸素領
域で NH4

+ と硝酸・亜硝酸（NOx
–）が同時に消費される

現象を見いだしている 58,59)。結局，Broda 博士の仮説が
実証されるまでには 1990年代を待たねばならなかった
が，当時，デルフト工科大学の H. Kuenen 博士のもと
へ市内の廃水処理場から興味深い報告がもたらされた。
報告は，「無酸素条件の反応槽内で NH4

+ が消失してお
り，このときに硝酸も同時に消費されている」というも
のであった。Kuenen 博士は，この反応がある種の微生
物によって行われているに違いないと考え，M.S.M. 
Jetten 博士（現 Radboud 大学）とチームを組んで，本
現象の解明に取り組んだ。NH4

+ がある種の嫌気性微生
物によって消費されることを実証した成果は 1995年に
FEMS Microbiology Ecology 46) および Applied and Envi-
ronmental Microbiology誌上 80) で報告され，これが微生
物学者による嫌気性アンモニウム酸化（anaerobic am-

monium oxidation, anammox）の研究の幕開けとなった。
論文掲載直後は微生物学者の間ですら anammox の存在
にコンセンサスが得られず，論文査読に非常に苦労した
ようであるが，1999年に Nature 誌に掲載されて以
降 71)，一流紙に anammox に関連した研究成果が度々紹
介されており，注目を集める研究分野となっている。本
原稿では，anammox 細菌についてこれまでに明らかと
なった知見を整理し，著者の研究グループがこれまで取
り組んだ成果を紹介する。

2.　系統学的分類

Anammox 細菌は Bacteria 界 Planctomycetes 門 Bro-
cadiales 目に帰属される細菌である 71)。Anammox 細菌
は未だ純粋培養がなされておらず，系統分類には全て
“Candidatus” が付随しており，これまでに “Ca. Broca-
dia”，“Ca. Kuenenia”，“Ca. Jettenia”，“Ca. Anammoxo-
globus”，“Ca. Scalindua”，“Ca. Anammoximicrobium”の
6属が提案されている 25,37)。海洋で発見される anammox
細菌の 16S rRNA 遺伝子配列の大半が “Ca. Scalindua”
へ分類されることから，“Ca. Scalindua” に帰属される
anammox 細菌は海洋性 anammox 細菌としばしば見な
される 65,88)。なお，環境由来の 16S rRNA 遺伝子配列の
みが帰属する系統群も報告されており，上述の 6属には
帰属されない anammox細菌も存在する。

3.　Anammox 反応の生理学

Anammox 反応は以下の化学量論式で表され，大別し
て①亜硝酸還元，②ヒドラジン合成，③ヒドラジン酸化
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の 3ステップから構成される 35)。

1NH4
++1.32NO2

–+0.066HCO3
–+0.13H+ → 

1.02N2+0.26NO3
–+2.03H2O+0.066CH2O0.5N0.15 （1）式

亜硝酸還元は初発反応であり，過去に多くの議論がな
された。2006年以前の報告では，亜硝酸還元反応の産物
はヒドロキシルアミン（NH2OH）であると考えられて
いた 24,81)。しかし，2006年に “Ca. Kuenenia stuttgartien-
sis” のゲノムが解読され，ゲノム上に一酸化窒素（NO）
を生成するシトクロム cd1 含有型亜硝酸還元酵素（NirS）
が見いだされたことを契機に 72)，亜硝酸還元反応の産物
を一酸化窒素（NO）とみなす仮説が提案された。最近
になって，NO の生成を特異的に阻害すると anammox
活性が低下したことを受け 34)，この仮説が最も妥当と考
えられている。NirS ではなく，銅含有型亜硝酸還元酵
素（NirK）を用いる anammox 細菌も存在する 14)。NO2

–

の NO への還元には電子を 1個供給する必要があり，
電子キャリアとして呼吸鎖複合体の bc1 complexが関与
すると考えられている 35)。
ヒドラジン合成では，NO と NH4

+ が基質となりヒド
ラジンが合成される。この反応で強調すべき点は窒素二
重結合を持つ化合物が合成される点であり，同様の反応
は NO 還元酵素でしか報告がない。ヒドラジン合成酵
素はヘムタンパク質であり，3ないしは 2個のサブユニッ
トから構成されると考えられているものの，立体構造は
明らかになっていない 35,86)。ヒドラジン合成には 3個の
電子が必要であるが，電子キャリアは同定されていな
い。なお，ヒドラジン合成酵素をコードする遺伝子の
オーソログは現在までのところ anammox 細菌からしか
見つかっておらず，anammox 細菌を環境中から検出す
るための遺伝子マーカーとして汎用されている 10)。

Anammox 反応の最終ステップはヒドラジン酸化であ
り，ヒドラジンを N2ガスへ酸化する過程で 4個の電子
を得る。ヒドラジン酸化はヒドラジン脱水酵素（hydra-
zine dehydrogenase, Hdh）によって触媒され，本酵素は
ヒドロキシルアミン酸化還元酵素（hydroxylamine dehy-
drogenase, Hao）と高い配列相同性を示す 34,64,67)。Hdh，
Hao はいずれもオクタヘムタンパクであり，ペンタヘ
ムタンパクである cytochrome c nitrite reductase（NrfA）
から進化したと考えられている 38,66)。Hdh と Hao を比
較すると，両者にはヘム結合モチーフに違いがあり，こ
の違いがヒドラジンとヒドロキシルアミンに対する基質
特異性につながると考えられている 35)。興味深いこと
に，anammox 細菌はゲノム上に複数の hao/hdh 遺伝子
をコードしており，“Ca. Kuenenia stuttgartiensis” では
11コピーがゲノム上から見いだされている 72)。
Anammox 細菌の細胞内では Hdh のみならず，Hao も
高発現しており，Hao が NH2OH を酸化して NO を生
ずることが実証されている 45,68)。Anammox 細菌による
NH2OH の生成は実証されていないが，細胞内で生じる
NH2OH を NO へ変換し，anammox 反応で利用してい
ると考えられている 35)。

3.　環境分布および窒素代謝への寄与

Anamamox 細菌は無酸素条件が成立しうる自然界，
人工環境に幅広く存在することが既に明らかとなってい
る 16)。先に述べたように anammox 細菌は廃水処理プラ
ントから初めて見いだされたが，16S rRNA 遺伝子 9,21)，
hzs遺伝子 10)，hdh/hao遺伝子 66) を標的とした PCR法，
fluorescence in-situ hybridization 法 54) や脂肪酸分析 6,15) 
によって，様々な環境から anammox 細菌が検出されて
いる。自然環境で言えば，海洋，汽水域，河川，湖沼，
土壌から検出されているのみならず 16)，海底熱水噴出
孔 4,48)，海氷 63)，永久凍土層 20,55)，油田土壌 41) といった
環境からも anammox 細菌は検出されている。なお，
anammox 細菌の 16S rRNA 遺伝子は真性細菌，古細菌
を標的としたユニバーサルプライマーに対してミスマッ
チがあるため，anammox 細菌の環境分布を 16S rRNA
遺伝子にもとづいて調査する場合には適切なプライ
マー 9,21) を選定する必要がある。

Anammox 細菌は幅広い環境に生育し，窒素循環に大
きく寄与している。Anammox 反応の窒素循環への寄与
は 15N トレーサー法によって調査されてきた 22,73,76)。15N
トレーサー法ではバイオマスへ 15NH4

+ および 14NO2
– ま

たは 14NH4
+ および 15NO2

– を投与し，嫌気条件下で生成
する N2ガスを分析する。Anammox 反応からは 29N2が
生成するのに対し，脱窒反応では 30N2を生ずるため，
N2ガス生成への anammoxおよび脱窒反応の寄与を特異
的に評価することができる。15N トレーサー法はこれま
でに幅広い環境サンプルへ適用され，anammox 反応の
寄与を明らかにしてきた。例えば，海洋から大気へ放出
される N2ガスのおよそ半分は酸素極小層（oxygen mini-
mum zone, OMZ）で生ずるが，ナミビア海の OMZ で
生成する N2ガスのほぼ 100％が anammox 反応に由来
することが判明している 39,65)。海洋のみならず，淡水，
土壌圏でも高い寄与率が明らかとなっている。例えば，
中国の淡水湖沼を対象とした調査では，湖岸で生成する
N2ガスの最大 94％が anammox 反応を経由したことが
明らかとなっている 89)。ただし，これまで実施された調
査全てが高い寄与率を報告しているわけではなく，脱窒
反応が卓越するケースも多く報告されている。溶存酸素
濃度 30) や硝酸・亜硝酸の利用性 47,60)，硫化物濃度 27,28,87) 
などの環境パラメータが anammox 活性の分布に影響す
ることが明らかとなっている。

4.　生理学的特性

Anammox 細菌は独立栄養性の嫌気性細菌であり，酸
素によって生育が不可逆的に阻害される 70)。これまでに
複数の anammox 細菌が集積培養され，生理学的特性が
調査されてきた。Anammox 細菌の生理学的特性を表 1
に示す。Anammox 細菌の増殖速度は一般的に遅く，倍
加速度は通常 1週間以上とされている。しかし，最近に
なって倍加速度 3日を達成した例も報告されている 42)。
これは膜分離型リアクターを用いて培養した anammox
細菌で測定された倍加速度であり，至適培養条件が整
えられれば，この程度まで増殖速度を改善することが
できる可能性を示している。Anammox細菌は中性 pH，
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30～37°C の温度域を好むが，海洋性の anammox 細菌
である “Ca. Scalindua” はより低温域を好む傾向があ
る 2,85)。例えば，“Ca. Scalindua” の生息する海底沈積物
からは 12～15°C で最も高い anammox 活性が検出され
ている 5,62)。Anammox細菌の増殖を阻害する物質として
は，溶存酸素の他に，塩濃度，硫化物，メタノール 8,26) 
が報告されている。硫化物については，硫化物が存在す
る環境では概して anammox 活性が低いことがフィール
ド調査 27,28,87) から見いだされており，H2Sの 50％阻害濃
度が 10±4 mM 61) と報告されている。一方，硫黄酸化細
菌は H2S を酸化，除去するため，anammox 細菌が硫黄
酸化細菌近傍に共生する生存戦略を取っている事が明ら
かとなっている 56,61)。Anammox 細菌は細胞膜構造がグ

ラム陽性，陰性細菌と異なるため 83)，抗生物質に対する
耐性が概して高い 23,74)。この特性を活かして，ペニシリ
ン G やクロラムフェニコールを培地に添加して培養す
ることで anammox 細菌特異的な活性を調査することが
できる。
また，anammox 細菌は anammox 反応以外に様々な
代謝能を有することが知られている。例えば，anammox
細菌による鉄酸化，鉄・マンガン還元 52,72,85)，異化的硝酸
還元（dissimilatory nitrate reduction to ammonium, DNRA）
反応 8,29,31,40) が報告されている。鉄・マンガン還元，
DNRA は有機物酸化を伴い，ギ酸，酢酸，プロピオン
酸の酸化が確認されている 32)。硝酸還元反応における生
成物は NO2

– および NH4
+ であり，いずれも anammox

反応の基質である。従って，硝酸還元反応は貧栄養環境
下で生存性を高めるための戦略と考えられている。

Anammox 細菌の構造学的特徴として細胞内小器官
anammoxosome を有することが挙げられる（図 1） 83)。
Anammox 反応は anammoxosome 内で進行し，anam-
moxosomeを隔ててプロトン濃度勾配が形成され，ATP
が合成されると考えられており，きわめて重要な役割を
持つ 35,84)。Anammoxosomeにはラダラン脂質と呼ばれる
シクロブタン環が付随した階段状の構造を持つ脂質が含
まれており 6,57)，ラダラン脂質の生合成は anammox 細
菌でしか確認されていない。

5.　Anammox の廃水処理への応用

Anammox は次世代水浄化技術として，現在世界中で
普及が進んでいる。廃水からの窒素除去は水圏の富栄養
化現象防止のために重要であり，従来は硝化・脱窒法が
用いられてきた。Anammox が次世代水浄化技術として
注目される背景には，1）エネルギー消費量の削減（従
来技術と比較して曝気動力 62％削減），2）余剰汚泥発
生量の削減（<70％削減），3）脱窒反応に必要な有機物
の投与が不要（100％削減），4）強力な温室効果ガスで
ある N2O ガスを放出しないといった利点がある 33,69)。

表 1．Anammox細菌の生理学的特性一覧：n.d.未測定

“Ca. Brocadia 
sinica”

“Ca. Brocadia 
anammoxidans”

“Ca. Kuenenia 
stuttgartiensis”

“Ca. Scalindua 
sp.”

“Ca. Scalindua 
profunda”

増殖可能温度（°C） 25～45 20～43 10～30 25～37 15～45
増殖可能 pH 7.0～8.8 6.7～8.3 6.0～8.5 6.5～9.0 7～8
塩耐性（％） <3％ n.d. 1.5～4％ <4％ 3.3％
増殖収率（mmol C [mmol N]–1） 0.063 0.07 0.03 n.d. n.d
Ks for NH4

+（mM） 28±4 <5 3 n.d. n.d
Ks for NO2

–（mM） 34±21 <5 0.45 0.2～3 n.d
タンパク含有率（g protein [g VSS]–1） 0.61 0.6 0.64 n.d n.d

最大比増殖速度 mmax（h–1） 0.0041 0.0027 0.002 0.0026～0.0035 0.002

阻害耐性
NO2

–（mM） <16 7 13, 25 7.5 n.d
NH4

+（mM） n.d. n.d. n.d >16 n.d
硫化物（mM） n.d. n.d. 0.01 n.d n.d
溶存酸素（mM） <63 <1 0～200 n.d n.d
リン酸（mM） <20 n.d. 20, 21 n.d n.d
メタノール（mM） 1 n.d. 0.5 n.d n.d

図 1．透過型電子顕微鏡による “Candidatus Brocadia sinica”細
胞断面の観察 51)：“Ca. Brocadia sinica” の細胞を樹脂包埋
し，ウルトラミクロトームで切片を切り出し，透過型電子
顕微鏡による観察を行った。Anammox 細菌の細胞は三層
から構成され，それぞれ P：paryphoplasm，R：riboplasm，
A：anammoxosome と呼ばれる。Anammoxosome 内に存
在する黒点は細胞内に貯蔵された鉄粒子である。



押木　他24

実廃水への anammox プロセスの適用は 2008年から加
速度的に増加しており 19)，ロッテルダムに設置されてい
る世界最古の実規模 anammox プロセス（反応槽容積
70 m3）は 2002年から稼動している 82)。こうした大規模
な処理槽の稼働によって，植種バイオマスの確保がます
ます容易になりつつあり，anammox プロセスの普及を
後押しするものと考えられる。Anammox プロセスの適
用はこれまで高濃度アンモニア含有廃水（汚泥消化液や
半導体工場排水など）に集中してきたが，都市下水のよ
うな有機物を含む低濃度アンモニア含有廃水にも anam-
mox プロセスが適用可能であることが最新の研究で明
らかにされつつある 11,12,43,44,50)。
著者の研究グループでは次世代水浄化技術として

anammox プロセスに注目し，処理性能の高効率化に取
り組んできた。研究を開始した 2000年前半は集積バイ
オマスを保有している研究室が限られており，培養のノ

ウハウが蓄積されていない状態から手探りで集積培養に
取り組んだ。集積培養を成功させるためには，anammox
細菌が多く含まれるバイオマスから培養を開始すること
が有効であると予想されたため，我々は anammox 細菌
の特異的検出・定量法を開発し，バイオマスの選別を
行った 77)。下水処理場活性汚泥について定量を行ったと
ころ，関西で稼働する下水処理場活性汚泥に anammox
細菌が多く存在することが確認されたため，この活性汚
泥を植種源として培養を開始した。当初は密閉バイアル
による回分培養を行い，NH4

+ および NO2
– が枯渇する

たびに基質を再添加する方式で培養を行ったが，バイア
ル内での anammox 細菌の増殖は非常に遅かった 77)。
我々は anammox 細菌の生成する代謝物によって増殖が
阻害されているのではないかと考え，培養方法を連続式
へ変更した 78)。連続式培養では，ガラスカラムリアク
ターの下部から基質を連続供給することによって，新鮮
な培地が常に供給され，代謝物は速やかに上部から排出
される（図 2a）。さらに，バイオマスを不織布担体へ付
着させ，リアクターからの菌体流出を防止した。このよ
うな連続培養法へ変更した結果，リアクター内部におけ
る anammox 活性が飛躍的に増加した（図 2b）。さらに
基質供給速度を高め，最大窒素除去速度を測定した結
果，窒素除去速度は 26 kg-N m–3 day–1まで増加した 79)。
これは従来技術である硝化・脱窒法の窒素除去速度と比
較して 1オーダー以上高い速度であり，きわめて優れた
窒素除去能を有することがわかる。最近では不織布充填
型カラムリアクターとは異なる培養法として，膜分離法
を用いた培養法も開発している。これは，anammox 細
菌の細胞よりも小さい径をもつ膜を用いて，物理的に細
胞と培地を分離しながら連続培養する方法であり，本培
養法を用いることで anammox 細菌をシングルセル状で
培養することに成功している 53)。
続いて，培養に成功した anammox 細菌の同定を行っ
た。まず，anammox 細菌特異的な蛍光遺伝子プローブ
を用いた fluorescence in-situ hybridization 法によって
anammox 細菌の存在量を定量した結果，バイオマスの
9割以上が anammox 細菌によって占められていること
が明らかとなった。本 anammox 細菌を同定するため，
バイオマスからゲノム DNA を抽出し，16S-23S rRNA
遺伝子を対象とした PCR およびシーケンス解析を行っ
た結果，本細菌は “Ca. Brocadia”属に帰属される anam-
mox細菌であり，より詳細には “Ca. Brocadia sinica”へ
帰属される細菌であることが判明した 51)。余談である
が，我々の論文査読中に “Ca. Brocadia sinica”の分類が
提唱されてしまい 16)，我々が投稿論文中で提案していた
分類名はタッチの差でお蔵入りとなってしまった。“Ca. 
Brocadia sinica” はこれまでに日本，中国，ヨーロッパ
で検出されており，いずれも窒素負荷の比較的高い廃水
処理リアクターから検出されている。

“Ca. Brocadia sinica” を廃水処理へ応用する上で，本
細菌の至適培養条件および阻害物質への耐性を事前に把
握しておくことは肝要である。そこで，我々は “Ca. 
Brocadia sinica”の生理学的特性を調査した（表 1）。“Ca. 
Brocadia sinica”と他の anammox細菌を比較すると，“Ca. 
Brocadia sinica” は高い増殖速度を持つ反面，基質親和
性が低い特徴を有している。従って，“Ca. Brocadia sini-

図 2．“Candidatus Brocadia sinica” の培養に用いた連続培養装
置と培養過程における窒素除去性能：a）不織布（灰色）
をカラムリアクター内へ充填し，リアクター下部より培地
をペリスタポンプによって連続供給した。b）リアクター
における窒素負荷（塗りつぶし）と窒素除去速度（中抜
き）の挙動。培養 100日経過後から窒素除去速度の増加が
認められ，“Ca. Brocadia sinica” の増殖が確認された。
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ca” を用いる場合には，基質濃度の高い廃水への適用が
特に好ましいと考えられる。一方，基質親和性から考え
ると，“Ca. Brocadia sinica” は自然環境のような貧栄養
環境では競合に不利である。これは，“Ca. Brocadia sini-
ca” が窒素負荷の比較的高い廃水処理リアクターから検
出されているという既往の検出報告と一致する。“Ca. 
Brocadia sinica” による処理過程では N2O はごくわずか
にしか生成せず，これは温室効果ガス排出量削減という
観点から好ましい特長であった 49)。“Ca. Brocadia sinica”
は溶存酸素に対して比較的高い耐性をもち，植種などの
作業で一時的に酸素に曝されても失活する恐れが低い。
従って，“Ca. Brocadia sinica” は他の酸素感受性の高い
anammox 細菌よりも容易に取り扱うことができる利点
がある。

“Ca. Brocadia sinica” の生理学的特性を調査する過程
で，anammox 細菌が鉄酸化硝酸還元能を有することが
判明した 52)。Anammox 細菌のバイオマスへ硝酸と第一
鉄を与えて培養を行った際，鉄酸化に伴って硝酸が還元
され，N2ガスが生成した。鉄酸化硝酸還元能が anam-
mox 細菌によって触媒されたことを検証する目的で抗
生物質（ペニシリン G およびクロラムフェニコール）
を添加しながら培養を行ったが，この場合にも同様の鉄
酸化硝酸還元反応が生じた。従って，鉄酸化硝酸還元反
応は anammox 細菌によって担われていたと言える。鉄
酸化硝酸還元反応で興味深い点は，“Ca. Brocadia sinica”
のゲノム（未公開）には N2ガスの生成に関与する亜酸
化窒素還元酵素（NosZ）がコードされていないにも関
わらず N2ガスが生成した点である。鉄酸化硝酸還元反
応における N2ガスの生成経路を調査するため，15NO3

–

を用いたトレーサー試験を実施した。その結果，DNRA
によって 15NO3

– は，15NO2
– を経て，15NH4

+ まで還元さ
れており，15NO2

– と 15NH4
+ から anammox 反応によっ

て N2ガスを生じたことが明らかとなった。このような
鉄酸化硝酸還元反応を利用することによって，anammox
プロセスを高機能化することが可能である。なぜなら，
鉄酸化硝酸還元を anammox 細菌に行わせることによっ
て処理水中の NO3

– 濃度を低減することができ，かつ，
anammox 反応に必要な NO2

– を硝酸還元から供給する
ことができるためである。Anammox 反応では最終生成
物としてN2ガスに加えてNO3

–を生成し（（1）式参照），
NO3

– が高濃度になる場合にはポスト処理が必要であっ
た。また，廃水中の窒素化合物はアンモニア態窒素であ
り，anammox 反応の基質である NO2

– を供給するため
に部分硝化反応が必要となり，曝気動力を消費してき
た。鉄酸化硝酸還元反応はこれら二つの問題を同時に解
決する一石二鳥の効果を持つ反応である。事実，“Ca. 
Brocadia sinica” に NH4

+，NO2
– および Fe2+ を与えて培

養した際，Fe2+ を添加しなかった場合に比べて，硝酸
の生成量が少なく，NO2

– の要求量は低くなり 52)，連続
プロセスへの応用が期待される。
著者らは最近ではゲノミクス解析に基づく生理学的特
性の解明にも取り組んでいる。これは anammox 細菌の
ような増殖速度の遅い細菌の生理学的特性を網羅的に明
らかにするには培養依存的な方法では難しいためであ
る。これまでに，“Ca. Brocadia sinica” の集積バイオマ
スを用いて，全ゲノム解読を行っており，454パイロ

シーケンサーを用いたショットガンシーケンスによっ
て，ゲノム配列の再構築に成功している。再構築された
ゲノム配列は 3個のコンティグによって構成され，全長
は 4.07 Mb であった。ゲノム上には 3,912個の遺伝子が
コードされており，それらの遺伝子によって anammox
反応や炭酸固定などの主要な代謝経路を再構築すること
ができた。他の anammox細菌では，“Ca. Kuenenia” 72)，
“Ca. Jettenia” 14,18) もゲノム配列が解読されており，それ
らのゲノム配列と blastP による相同性解析を行ったと
ころ，約 3割の遺伝子が “Ca. Brocadia sinica”のゲノム
にしか存在しないことが判明した。Anammox 細菌のゲ
ノムには遺伝的多様性が存在し，anammox 細菌の生理
学的特性の違いに反映されていると考えられる。
ゲノム解析から見いだされた興味深い発見は，“Ca. 

Brocadia sinica” のゲノム上に NO 生成型亜硝酸還元酵
素（NirSおよび NirK）がコードされていない点である。
nirS および nirK の不在は，“Ca. Brocadia” 属に帰属さ
れる “Ca. Brocadia flugida” でも報告がある 7)。“Ca. 
Brocadia sinica” の細胞破砕物に 15NO2

– と電子供与体
（還元型 5-methylphenazinium methyl sulfate, N,N,N’,N’-

tetramethyl-p-phenylenediamine あるいは cytochrome c）
を加えて培養すると 15NO を生ずることから，NO2

– は
NO へ還元されていると考えられるが，触媒酵素はいま
だ不明である。NirSおよび NirKとは異なる新規な亜硝
酸還元酵素が anammox 反応に関与している可能性が高
く，現在 “Ca. Brocadia sinica”の細胞破砕物から亜硝酸
還元酵素を精製することを試みている。

6.　今後の展望

Anammox 細菌のゲノミクス解析を通じて，anammox
細菌の新たな生理学的特性の一面が明らかにされようと
している。しかしながら，anammox 細菌は純粋培養さ
れておらず，遺伝子破壊や組み換えといった機能同定に
従来用いられてきた強力なツールを用いて機能を解析す
ることが困難である。こうした理由により，天然タンパ
ク質の精製および結晶構造解析という古典的手法のニー
ズが高まっている。例えば，anammox 細菌のヒドラジ
ン合成酵素は細胞内での発現量が極めて高く，集積バイ
オマスを用いれば本酵素を精製することはさほど難しく
ない．本酵素は，繰り返しになるが，窒素二重結合を形
成する反応を触媒する極めて興味深い酵素であり，その
反応メカニズム，結晶構造は大変に興味深い。
廃水処理分野での anammox の普及は今後も加速度的
に進むと考えられる。2008年まで普及が進まなかった
理由は新しいプロセスを立ち上げるための種汚泥を確保
することが困難だったためであるが，近年では稼働プラ
ント数が増えたため，バイオマスの確保は容易になりつ
つある。また，anammox バイオマスの保存方法も調査
が進み，冷蔵・冷凍条件下で比較的長期間活性を維持で
きることが明らかとなっている 1,13,36)。こうしたバイオ
マスの確保が容易になったことや生理学的な知見の集積
により anammox プロセスの普及はさらに加速するはず
である。
また，anammox 反応の中間代謝物であるヒドラジン

はロケット燃料の原料になり得る物質であり，燃料の原
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料として回収しようとする計画が過去に報告されている
（http://news.nationalgeographic.com/news/2005/11/ 
1109_051109_rocketfuel.html）。最近になって，anammox
細菌からヒドラジン合成酵素が精製され，試験管内では
あるが，ヒドラジンの合成が実証されている 34)。今のと
ころ，酵素活性がきわめて低いが，これはヒドラジン合
成酵素がタンパク質複合体であり，タンパク質精製過程
において変性したためではないかと考えられている。ヒ
ドラジン合成酵素によるヒドラジンの生合成およびエネ
ルギー源としての回収はバイオテクノロジーの観点から
きわめて興味深い。そのためには，ヒドラジン合成酵素
によるヒドラジン合成の様式を理解することがまず必要
であり，そのためにもヒドラジン合成酵素の結晶構造解
析が待たれる。ヒドラジン合成酵素の異種発現も過去に
実施されており 75)，バイオテクノロジーによるヒドラジ
ンの人工合成が達成される日はそう遠くないかもしれな
い。
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