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研究成果の概要（和文）：堆肥化では、強力な温室効果ガスであるN2Oが発生する。本研究ではそのN2O排出のメカニズ
ム解明と排出量を予測することを目的とした。その結果、堆肥化過程におけるN2O排出量は、堆肥原料中の亜硝酸態窒
素または硝酸態窒素の量と高い相関性があることが示され、N2O予測の可能性が示唆された。また高温度（60℃）の堆
肥化で生成されるN2Oは、クローンライブラリ法により脱窒菌が関与していることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In the composting process, powerful greenhouse gas, N2O, is produced. In order to 
clarify the N2O emission mechanism and to estimation of N2O discharge, N2O emission and nitrifying-denitri
fying gene abundance were investigated during composting process. N2O discharge was depended on the nitrat
e nitrogen and nitrite nitrogen in composting material, showing a high correlation between nitrate nitroge
n or nitrite and N2O discharge during composting process. Clone library analysis showed that denitrifiers 
were responsible for N2O emission during high temperature (about 60&#730;C) stage of composting.

研究分野：
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

 「堆肥化」は家畜排せつ物や生ゴミ等の生
物系廃棄物を好気性微生物の活動により生
分解させ、有機肥料を製造する伝統的なリサ
イクル技術である。しかし、その堆肥の製造
過程では強力な温室効果ガスである一酸化
二窒素（N2O：CO2と比較して 296 倍の温室
効果も持つ）が排出される。しかも国内の家
畜排せつ物処理過程から排出される N2O は
年間約 486 万トン CO2eq に上り、国内総排
出量の約 20％にも相当する。加えて N2O は
オゾン層を破壊する最も強力な物質と指摘
されており（Wuebbles, D.J., Science, 2009）、
堆肥製造時における N2O 排出の削減は地球
環境問題解決のための喫緊課題である。 

 堆肥化過程からの N2O 排出に関しては、未
知で不確実な点が極めて多い。これは、堆肥
という雑多で不均一な原料でかつ多種多様
な微生物群集を保有しており、しかも堆肥の
発酵条件によりその N2O の挙動が異なると
考えられるためである。このため、堆肥化過
程からの N2O 排出の基本的な原理や堆肥化
発酵条件による N2O 排出との関連性も不明
な点が多い。このような状況であり、堆肥化
からの N2O 排出量を概算するためのインベ
ントリデータも不明瞭かつ不確実性が極め
て高いのが現状である。 

 

２．研究の目的 

 堆肥化過程から発生する一酸化二窒素
（N2O）は強力な温室効果ガスであり、その
排出量は看過できない量である。加えて、堆
肥化は雑多で不均一な原料でかつ多種多様
の微生物群集が活動している複雑系であり、
その N2O 排出機構は不明瞭な点が極めて多
い。とくに堆肥化の初期過程では、極めて特
異的な高い温度（約 60℃）で多量の N2O を
排出する新たな微生物群集が存在し、それら
は堆肥化条件と N2O 排出量に強い相関性を
持つことが、本研究代表者らのこれまでの研
究成果から示唆されていたが、その詳細につ
いてはほとんど分かっていないのが現状で
あった。そこで本研究では、以下 3 点につい
て重点的に研究を行った。 

 

(1) 異なる堆肥化条件による N2O 排出量を
調査し、N2O 排出量の増加を促す主要因
子を明らかにすること。 

(2) 堆肥化において観測される特異的な高温
度（約 60℃）で観測される微生物群集を
調査すること。 

(3) N2O排出に関与する堆肥化の主要因子か
ら N2O 排出量の予測式を立てること。 

 

 以上、これらの研究を実施することで、堆
肥化過程からの N2O 排出メカニズムの解明
ならびに N2O 排出量の予測を試みることを
目的とした。 

 

３．研究の方法 

研究の方法は、研究目的の 3 点に応じて計画
し、具体的には以下の通り実施した。 

 

(1) 異なる堆肥化発酵条件が N2O排出量に及
ぼす影響 

 精密小型堆肥化試験装置（図１）を用いて、
各種の堆肥発酵条件（含水率条件、通気量条
件、堆肥原料中の窒素成分量や炭素/窒素（C/N）
比の条件、戻し堆肥混合などの材料条件）を
変えて堆肥化を行った。発酵槽に堆肥材料を
充填し、精密小型堆肥化試験装置に設置した
後、自己発熱による堆肥化試験を行った。堆
肥化過程では、発酵槽から排出される N2O 濃
度と堆肥温度を連続的に測定した。測定され
た N2O 濃度から堆肥化過程における N2O 排
出速度および積算 N2O 排出量が計算された。 

なお、N2O 濃度の測定には光音響マルチガス
モニタ（INNOVA 1412-5, INNOVA）で、堆肥
温度はプログラマブルコントローラ（21X, 

Campbell Scientific）を用いて、10 分毎に自動
測定された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2) 特異的な高温度で N2O生成に関与する微
生物の解析 

 精密小型堆肥化試験装置（図 1）で堆肥化
試験を行い、自己発熱によって堆肥の材料温
度が 30, 40, 50, 60, 70℃に到達した時点で堆
肥のサンプルを採取した。この採取した堆肥
サンプルを用いて微生物叢解析（PCR-DGGE

法）や硝化・脱窒遺伝子を用いたクローンラ
イブラリ法といった分子生物学的手法によ
る微生物分析を行い、堆肥化の N2O 生成に関
与している微生物系統樹を作成した。同時に
アンモニア態窒素や硝酸態窒素といった無
機態窒素の変遷やN2OやCO2排出速度の変化
を調査し、微生物分析との関連性を調査した。
なお、本研究課題(2)は研究分担者である（独）
農研機構 北海道農業研究センター  前田高
輝 研究員によって実施された。 

 

(3) 主要な堆肥化発酵条件によるN2O排出予
測式の導出 

 研究方法(1)では、堆肥化過程で発生する
N2O の排出量を支配する主要因子（堆肥材料
中の硝酸態窒素および亜硝酸態窒素の量）が

図１ 精密小型堆肥化試験装置 



明らかにされたことを受けて、堆肥化過程か
ら発生する N2O 排出の見積もりを試みた。本
研究課題(3)では、精密小型堆肥化試験装置
（図１）を用いて、異なる主要因子の量（硝
酸態窒素および亜硝酸態窒素の量）が堆肥化
過程における N2O 排出量に及ぼす影響を検
討した。それらの結果から、堆肥化過程で発
生する N2O 排出の予測式を導出した。 

 
４．研究成果 
(1) 異なる堆肥化発酵条件が N2O排出量に及

ぼす影響-堆肥化過程からの N2O 排出量
を支配する決定的堆肥化要因の検討- 

 本研究では、①含水率条件、②温度条件、
③通気量条件、④堆肥原料中窒素量や C/N（窒
素/炭素）比の条件、および⑤戻し堆肥の混合
などによる材料条件といった堆肥発酵条件
が、堆肥化過程で発生する N2O 排出量との間
に関連性を見いだせるか検討した。その結果、
発酵条件と N2O は排出量の関係は、以下の通
りである。 

 

① 堆肥材料の含水率が 55〜74％w.b.程度
の範囲であれば、堆肥化過程で発生す
るN2O排出は比較的抑制させることが
可能であった。また、含水率が低下す
るほどN2O排出量は増加する傾向が観
測された。この堆肥材料の含水率の範
囲は堆肥化発酵の最適条件ともほぼ一
致した。これは、適切な水分条件下で
堆肥化を行うことで N2O排出量は比較
的減少することが明らかとなった。 

 

② 堆肥の温度に関しては、堆肥化初期過
程における温度上昇時の 43〜50℃（中
温域）および 56〜68℃（高温域）で
N2O 排出速度は明らかに上昇し、しか
も高温域の 56-68℃間でよりピーク値
が上昇し、これまでの研究成果を裏付
ける結果となった。 

 

③ 堆肥化の通気量に関しては、一般的な
最適通気量（0.72 L/min/kg-dm）の場合
と、その最適通気量よりも抑えた（少
ない）条件（0.30 L/min/kg-dm）で 4 週
間の堆肥化試験を実施した。その結果、
通気量の少ない 0.30 L/min/kg-dm に抑
えることでN2O排出量は約30％減少し
た（図 2）。通気量に関しては、現在、
研究者によって主張が異なっている。
通気量の増加がN2O排出量を抑制させ
るという報告がある一方で、通気量の
増加はN2O排出量を増加させる報告も
なされている。本研究の結果において
は、上記 2 種類の通気量による堆肥化
試験の他にも幾通りかの再現実験を行
っており、その結果は全て、通気量を
抑制させることでN2O排出量を低減さ
せるというものであった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

④ 堆肥原料中に含まれる全窒素量に関し
ては、その量が増加するほど N2O 排出
量も増加する傾向（ y=0.099-0.828, 

R=0.905）が観測された。しかしながら、
その窒素成分の１つであるアンモニア
態窒素とN2O排出量には相関性は全く
認められず、堆肥窒素中の亜硝酸態窒
素や硝酸態窒素の量がN2O排出量と関
係していると考えられた。また、C/N

比に関しては明確な相関性は認められ
なかったものの、C/N 比が 22 以下で
N2O 排出量が増加する傾向が観測され
た。 

 

⑤ 堆肥材料がN2O排出量に及ぼす影響と
して、様々な原料で堆肥化試験を行っ
た結果、戻し堆肥を混合して堆肥化を
行うことで、N2O 排出量は極めて著し
く増加することが明らかとなった。戻
し堆肥とは、堆肥化終了時の製品堆肥
（完熟堆肥）を水分調整材として水分
の高い堆肥原料に混ぜて使用するもの
である。堆肥の製造現場では、副資材
としての戻し堆肥の利用が多く、堆肥
を生産する一般的な方法の一つでもあ
る。この戻し堆肥を混合した原料を堆
肥化することで、N2O 排出量は増大し
た。これは、これまで検討してきた含
水率条件や通気量条件といった物理的
な堆肥化発酵条件が誤差範囲と思える
ほどの N2O 排出量の増加であった。こ
の原因は、戻し堆肥は完熟堆肥であり
硝化が進んでいる堆肥である。そのた
め無機態窒素（亜硝酸態窒素および硝

図 2 堆肥化過程における N2O 排出速度

（上図）と積算 N2O 排出量（下図）の変化 



酸態窒素）が多く含まれており、これ
が堆肥原料中に混合されることで、堆
肥化過程においてN2O排出量を著しく
増加させたと考えられる。よって、堆
肥化発酵においてN2Oの排出量を支配
する決定的な主要因子は堆肥原料中の
亜硝酸態窒素または硝酸態窒素の量で
あると考えられた。 

 そこで、堆肥原料にそれぞれ亜硝酸
ナトリウム、硝酸ナトリウム、硫酸ア
ンモニウムといった純粋試薬を混合し、
人為的に通常の 10 倍程度の亜硝酸態
窒素、硝酸態窒素およびアンモニア態
窒素濃度を高めて、堆肥化試験を行っ
た結果、硝酸態窒素を高めた試験区で、
N2O 排出量は著しく上昇した（図 3）。   

 また、堆肥の温度上昇ごとにサンプ
リングを行い、その中の硝化菌および
脱窒菌を MPN 法でその遷移を調査し
た結果、堆肥化過程では脱窒過程にお
いてN2Oが生成される可能性が示され
た。また、高温域（55〜70℃）で N2O

は増加したが、一般的な脱窒菌の至適
温度（30℃）を超えており、このよう
な高温において高いN2O生成能力を有
する微生物叢の存在の可能性が示され
た。 

 

 以上、これらの結果から、堆肥化過程から
の N2O 排出量を決定づける主要因は無機態
窒素である硝酸態窒素の量であり、堆肥化過
程で発生する N2O 排出を支配するものと考
えられた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2) 特異的な高温度でN2O生成に関与する微
生物の解析 

 堆肥化過程では、約 43〜50℃の中温域と約
56〜68℃の高温域において N2O 排出速度が
上昇し、N2O 排出量も増加することが本研究
成果(1)等から明らかとなっている。しかしな
がら、一般的に土壌や水処理における N2O 生
成は、約 28〜30℃程度の常温で活動する硝化
菌や脱窒菌が関与していると考えられてお
り、堆肥化の様な高温での N2O 生成微生物は
良く分かっていない。そこで、堆肥化過程で

温度が変化するにつれサンプリングを行い
（30, 40, 50, 60, 70℃）、その温度における硝
酸態窒素量や微生物叢を解析した。その結果、
バクテリアコミュニティの有意な変化は観
測されなかった。しかしながら、堆肥温度の
上昇に伴い硝酸態窒素の量が減少し、且つ 2

つの脱窒遺伝子（nirS と nosZ）は有意に上昇
する結果を示した（図 4。）これらの結果は、
高温、とくに 40, 50, 60, 70℃で硝酸態窒素を
資化する脱窒菌の存在を明らかにするもの
である。また、これらの遺伝子をクローンラ
イブラリ法で解析した結果、2 つの遺伝子
（nirS と nosZ）の多くは、Pseudomonas-like

で構成されるクラスターで増加することが
明らかとなった（図 5）。 

 以上の結果から、堆肥化過程における N2O

排出のメカニズムは、これらの脱窒菌の活動
が極めて深く関与しており、従来の土壌や水
処理で見受けられる N2O 生成メカニズムと
は異なるものであることを示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 各試験区の N2O 排出速度の温度依存性 
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図 4 堆肥温度の上昇に伴う硝酸態窒素量
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(3) 主要な堆肥化条件による N2O排出予測式
の導出 

 本研究成果(1)において、堆肥化過程での
N2O排出を支配する主要因子が無機態窒素で
ある硝酸態窒素であると示唆された。そこで、
この窒素量と N2O 排出量との関連性を調査
し、より詳細な N2O 生成メカニズムとその堆
肥原料中に含まれる窒素量から堆肥化過程
で排出される N2O 排出予測式を導出するこ
とを試みた。なお、本研究成果(1)において亜
硝酸態窒素の添加による試験では、N2O 排出
量の増加は観測されなかったが、その添加量
を増やして実験を行った。この理由は、堆肥
化過程での N2O 生成が脱窒過程に由来して
いると考えられることから、硝酸態窒素と同
様に亜硝酸態窒素も N2O 排出の要因である
と推測されたことによる（本研究成果(1)では
亜硝酸態窒素の添加量が少なすぎた可能性
があるため）。 

 その結果、堆肥材料中の亜硝酸態窒素およ
び硝酸態窒素濃度が増加するほど N2O 排出
量も著しく増加した（図 5）。N2O 排出量は
35〜45℃の中温域と 55〜60℃の高温域で排
出のピーク値が観測されたが、濃度の上昇に
つれて、高温域でのみ、N2O 排出量が増加し
た。高温域の N2O 上昇は、堆肥化初期の N2O

生成が中温域よりも高温域が主体であるこ
とを意味する。これは、高温域で活性化する
微生物叢が亜硝酸態窒素と硝酸態窒素を高
温で硝化脱窒させ、多量の N2O を生成させる
メカニズムが存在することを明確に示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 また、亜硝酸態窒素および硝酸態窒素濃度
と N2O 排出量の関係を調査した結果、双方の
無機態窒素ともに積算 N2O 排出量と極めて
高 い 正 の 相 関 性 （ 硝 酸 態 窒 素
y=667.04x-38.929, r2=0.9284：亜硝酸態窒素
y=5369x-163.97, r2=0.9479）が観測された（図
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亜硝酸態窒素　試験区 	


Run	A	 Run	B	 Run	C	

Run	D	 Run	E	 Run	F	

Run	G	 Run	H	 Run	I	

 Pseudomonas stutzeri AB764137

 Pseudomonas stutzeri DSM10701 CP003725

 nosZ T9

 nosZ T58 3 

 nosZ S28

 nosZ T52

 nosZ S8

 nosZ S13 10 

 nosZ T39

 nosZ S25

 nosZ T46

 Pseudomonas mendocina NK-01

 Pseudomonas stutzeri ATCC17588 CP002881 T40

 nosZ S3

 nosZ S23

 nosZ S37

 nosZ T11

 Pseudomonas sp.Gr57 HE814035 S69

 Pseudomonas stutzeri HE814032 S61

 Pseudomonas sp. MT-1

 Pseudomonas fluorescens

 Pseudomonas fluorescens 2 

 Pseudomonas brassicacearum subsp. brassicacearum NFM421

 Pseudomonas aeruginosa M8A.2

 Pseudomonas aeruginosa PAO1 AE004760 8

 Pseudomonas denitrificans ATCC 13867

 nosZ T5

 nosZ T72 5 

 nosZ T71 2 

 AB441840

 nosZ T1 5 

 nosZ T36
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 nosZ S22
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 nosZ T19 46 

 nosZ T68
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 nosZ S66 6 

 nosZ S21

 Alkalilimnicola ehrlichii MLHE-1 ABI56426

 AB441843

 AB441847

 nosZ S51 11 

 Marinobacter manganoxydans MnI7-9

 Marinobacter sp. BSs20148

 Marinobacter hydrocarbonoclasticus strain617 DQ504302 S51

 Marinobacter hydrocarbonoclasticus ATCC 49840

 Reinekea blandensis MED297 EAR08081

 Shewanella loihica PV-4 ABO25266

 Moritella sp.PE36 EDM68746
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 Polymorphum gilvum SL003B-26A1 S50
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 Oligotropha carboxidovorans OM5 NC 015684 S71

 Rhodopseudomonas palustris BisA53 ABJ07032
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 Mesorhizobium sp.FN600636 S31

 nosZ S31

 Brucella suis 1330 AEM19754

 nosZ S67

 nosZ S29

 nosZ T42

 nosZ T12

 nosZ S33 2 

 nosZ S17
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 nirS1  12 

 nirS 27  10 

 Ralstonia sp. UNPF19a

 nirS 26

 nirS4  2 

 nirS 21  4 

 nirS 13  3 

 Pseudomonas sp. AR52 

 nirS10

 Achromobacter sp. DBTN3

 Pseudomonas aeruginosa

 Pseudomonas sp. I-Bh25-14

 Pseudomonas fluorescens

 Pseudomonas brassicacearum subsp. brassicacearum NFM421 

 Pseudomonas grimontii

 Pseudomonas migulae

 Pseudomonas lini

 Halomonas alimentaria

 Azoarcus sp. UNPF34

 Ideonella sp. UNPF83

 Rhodocyclales bacterium UNPF16

 Rubrivivax gelatinosus IL144

 Dechloromonas aromatica RCB 2 

 Curvibacter sp. UNPF65

 Thiobacillus denitrificans ATCC 25259

 Pseudogulbenkiania sp. NH8B

 Alicycliphilus sp. R-24611

 Brachymonas denitrificans

 Hydrogenivirga sp. 128-5-R1-1

 Hydrogenobacter thermophilus TK-6

 Bradyrhizobium sp. TSA27b

 Roseobacter denitrificans OCh 114

 Paracoccus denitrificans

 Polymorphum gilvum SL003B-26A1

 Anaerolinea thermophila UNI-1

 Azospirillum brasilense

 Dechlorospirillum sp. I-Bh37-22

 Dechloromonas aromatica RCB

 Comamonadaceae bacterium I-Bh25-7
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 nirS 15  8 
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 Thauera chlorobenzoica

 Pseudomonas stutzeri ATCC 14405   CCUG 16156
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 Alcaligenes faecalis

 Pseudomonas stutzeri A1501

 Pseudomonas sp. AR43 

 Colwellia psychrerythraea 34H

 Oleispira antarctica RB-8

 Sulfurovum sp. NBC37-1
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図 4 nosZ（前図：）および nirS（後図）

における系統樹（Ⅰ〜Ⅸが堆肥から分離さ

れたもの；nosZ に関してはⅡ、Ⅲが有意

に増加、nirS はⅠ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳが有意に

増加） 

図 5 積算 N2O 排出量の変化（Run の数字

およびアルファベットが進むほど、硝酸

態窒素および亜硝酸態窒素の量は増加） 

時間, week 



6）。堆肥材料中の亜硝酸態窒素量と硝酸態窒
素量の増加が、堆肥化過程で生成される N2O

量の増加を誘発することを明確に示した。し
かしながら、亜硝酸態窒素量は現実的には堆
肥に含まれる量とは考え難い量である。学術
的には亜硝酸態窒素量の増加は N2O 排出を
誘発するが、実際の生産現場では、そこまで
の亜硝酸態窒素は含まれていない。そのため、
現実的には硝酸態窒素の量が重要な要因で
あり、その量が N2O 排出量を決定づけると推
測される。しかしながら、本研究で得られた
予測式を実証の堆肥化試験による N2O 排出
量と比較したところ、適用はされなかった。
予測式の確立には、よりデータの蓄積が必要
かも知れない。 

 以上の結果から、堆肥中の硝酸態窒素およ
び亜硝酸態窒素量と N2O 排出量には高い相
関性があり、これらから予測式に導出が可能
であると考えられるが、その精度を向上させ
るためには、よりデータの蓄積が必要である
と思われる。 
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