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研究成果の概要（和文）：本研究では、養豚場の廃水処理プロセスで発生する固形廃棄物の堆肥

化実験を行い、堆肥化プロセスにおける N2O 発生時期が硝酸や亜硝酸などの脱窒基質を生成す

るアンモニア酸化細菌の発生時期と連動することを明らかにした。また、堆積前の堆肥原料の

高温前処理が、N2O 発生を低下させ、これが脱窒細菌の N2O 還元能によるものである可能性

が示唆された。硝化、脱窒関連遺伝子の系統解析からは、アンモニア酸化細菌や脱窒細菌の群

集構造が、堆肥化の進行に従って大きく変化していることが知られた。また、本研究において

堆肥から単離された脱窒細菌株は、好気または微好気条件において脱窒を行う能力を有してい

た。これらの結果は、堆肥化プロセスにおける N2O 発生パターンに、堆肥中のアンモニア酸化

細菌と脱窒細菌の群集構造や機能が大きく関与しており、これらを制御することが堆肥化プロ

セスにおける N2O 発生の削減に重要であると考えられる。 

 
研究成果の概要（英文）：In this study we performed composting experiments using solid 

wastes from piggery wastewater treatment processes. Our results indicated that the timing 

of N2O emission follows emergence of ammonia-oxidizing bacteria, which produce 

denitrification substrates such as nitrate and nitrite. We also found that hyperthermophilic 

pre-treatment reduces N2O emission from composting, which is suggest to have been 

caused by denitrifying bacteria with N2O-reducing activities. Phylogenetic analyses showed 

that community structures of ammonia-oxidizing bacteria and denitrifying bacteria 

dynamically changed as composting proceeded. Denitrifying bacterial strains isolated from 

our compost samples were able to perform denitrification under oxic or microoxic conditions. 

These findings collectively suggest that N2O emission patterns during composting is 

strongly affected by community structures and functions of ammonia-oxidizing bacteria 

and denitrifying bacteria, which should be effectively controlled to reduce N2O emission 

from composting processes. 
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１．研究開始当初の背景 

 亜酸化窒素（N2O）は、温室効果ガスおよ
びオゾン層破壊物質として、その削減が求め
られている。N2O の主な発生源は、化学肥料
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を施用された土壌や家畜糞尿を主とする農
畜産業由来であり、多様な微生物が行う無機
窒素化合物の酸化還元反応である硝化およ
び脱窒プロセスを起源とする。特に、硝酸お
よび亜硝酸を還元する脱窒反応経路は、一般
的に酸素への感受性が高く、特に亜酸化窒素
を分子窒素へ還元する最終反応が最も影響
を受けやすいと考えられている。畜産廃棄物
の主な処理方法である堆肥化プロセスにお
いても、多量の N2O が発生することが知られ
ているが、その発生時期や発生に関与する微
生物の動態については未解明な点が多い。 

 

２．研究の目的 

 本研究の開始当初までの堆肥化実験にお
いて、研究代表者らは、堆肥化プロセスは比
較的好気的な条件であり、N2O は堆肥化初期
に発生する一方で、成熟した堆肥からは発生
しないことを見いだした。そこで、本研究で
は、成熟堆肥中に存在する亜酸化窒素還元能
を有する脱窒細菌の定量および多様性解析、
単離・培養を行うことにより、その未知の生
態、性質を明らかにし、新規の亜酸化窒素還
元除去技術への応用に結びつけることを目
的とした。具体的には、（１）当該堆肥の成
熟化に伴う微生物群集の変遷と脱窒活性の
変動の明確化、（２）当該活性を有する微生
物の単離・培養および亜酸化窒素抑制型脱窒
細菌としての提唱、（３）新規の亜酸化窒素
還元除去技術を確立するための基盤構築、の
３点を行うことを目的とし、研究を行った。 

 

３．研究の方法 

（１）堆肥化実験 

 本研究では、養豚場の廃水処理プロセスに
おいて生じる搾汁後の固体残渣および排水
処理からの余剰汚泥約 100 kg の原料と、水
分調節用のオガコを約 25 kg を混合したも
のを堆積することにより、堆肥化実験を行っ
た。合計５回、各回 9〜13 週間の独立した堆
肥化実験を行い、毎週の切り返し後の堆肥山
から試料をサンプリングした。温度および
N2O については、現地でモニタリング測定を
行ったが、N2O 測定を行う手法が確立したの
は、第３回目の堆肥化実験以降であった。ま
た、各回の実験において、100℃の高温前処
理（HTPRT）を行った場合と行わなかった
場合の２条件で平行して堆肥化を行い、各測
定データを比較した。 

（２）堆肥の物理化学的性状の解析 

 各実験、各集の堆肥試料について、含水率
（%）、全揮発性固形物（TVS, total volatile 

solid）（%）、pH、および無機窒素化合物を測
定した。含水率は 105℃で 24 時間水分蒸発
させた試料、TVS はこの試料をさらに 550℃
で有機物蒸発させた試料の重量から算出し
た。pH 測定は、MQ 水に懸濁した堆肥試料

を用いた。無機窒素化合物については、各堆
肥試料の 0.5M 硫酸カリウム溶液抽出液中の
アンモニウム態窒素（NH4-N）、硝酸態窒素
（NO3-N）、亜硝酸態窒素（NO2-N）の各濃
度を、Spectroquant® Tests（Merck 社）を 

用いて測定した。 

（３）硝化および脱窒関連遺伝子の定量およ
び系統学的解析 

 各実験、各週の試料から、FastDNA 

SPIN Kit for Soil（MP-Biomedicals 社製）
を用いて抽出した DNA20 ng を鋳型として
用い、真正細菌の 16S rRNA 遺伝子、アンモ
ニア酸化酵素遺伝子（amoA）、亜硝酸還元酵
素遺伝子（nirS、 nirK）、N2O 還元酵素遺伝
子（nosZ）の各遺伝子のリアルタイム PCR

による定量を SYBR® Premix Ex TaqTM（タ
カラバイオ社）を用いて行った。また、定量
的 リ ア ル タ イ ム PCR の 増 幅 産 物 を
DynaExpress TA PCR Cloning システム
（BioDynamics 研究所）を用いてクローン化
し、クローンライブラリーの構築およびラン
ダムに選択したクローンのシーケンス解析、
さらに ARB（http://www.arb-home.de/）に
よる系統解析を行った。 

（４）脱窒細菌の単離培養 

 堆肥試料を生理食塩水に懸濁後、段階希釈
したものをコハク酸およびクエン酸を炭素
源、硝酸ナトリウムおよび亜硝酸ナトリウム
を脱窒基質として加えたブロモチモールブ
ルー（BTB）培地プレートに塗布、培養し、
脱窒源の利用により緑（中性）から青（アル
カリ性）に変色したコロニーを選択し、脱窒
細菌株の候補とした。各単離菌株の脱窒能力
については、脱窒基質を添加した DM 培地
（Takaya et al., Appl. Environ. Microbiol., 
2003）を入れた密封試験管のヘッドスペース
をアルゴンガス置換したもので培養し、生育
曲線、培地中の硝酸のよび亜硝酸イオン濃度
の減少、および N2O の発生を調べることに
より評価した。 

 
４．研究成果 
（１）高熱前処理（HTPRT）が堆肥化プロ
セスにおける無機窒素化合物に与える影響
の解明 

 本研究では、従来の堆積法（A 法）と、ア
ンモニア臭気除去や高温発酵促進に有効と
される高温攪拌前処理法（HYPRT、B 法）
の２手法を用いて堆肥化実験を行った。B 法
で堆肥化を行った場合、A 法と比較して明ら
かに堆肥化初期の高温状態がより長く維持
され、有機物発酵が促進されていることが示
唆された。一方で、B 法では明らかに A 法よ
りも N2O 発生時期が３、４週間遅延し、N2O

発生量の低下が認められた（図１）。そこで、
堆肥中の無機窒素化合物量の変化を比較し
たところ、両手法において、N2O 発生の直前



 

 

にアンモニウム態窒素量の顕著な減少が見
られた。また、同時期に、硝酸態窒素および
亜硝酸態窒素が増加していることが明らか
となった。これらの結果から、畜産廃棄物の
堆肥化において、アンモニア酸化の進行とそ
れに伴う脱窒基質の増加が起こる時期が、
N2O 発生時期に連動していることが示唆さ
れた。 

図１．堆肥化プロセスにおける N2O 発生時期
と発生量（A 法：従来の堆積法；B 法：高温
前処理法） 

 

（２）堆肥化プロセスにおけるアンモニア酸
化細菌および脱窒細菌の群集構造変化 

 上述したように、堆肥化プロセスにおける
N2O 発生時期が、アンモニア酸化反応と連動
している証拠を得るために、堆肥試料中のア
ンモニア酸化細菌の数を、同細菌が共通に保
有するアンモニアモノオキシゲナーゼ遺伝
子（amoA）のリアルタイム PCR 解析により
推定した。その結果、A 法では amoA が堆肥
化初期から検出されたのに対し、B 法では堆
肥化開始後４週目以降の堆肥にのみ検出さ
れた（図２）。このことから、堆肥中のアン
モニア酸化細菌の出現時期が N2O 発生時期
に影響を与えることが強く示唆された。また、
脱窒関連遺伝子である亜硝酸還元酵素遺伝
子（nirK/nirS）および N2O 還元酵素遺伝子
（nosZ）の定量 PCR 解析をおこなったとこ
ろ、nirK と nirS のコピー数に対する nosZ
のコピー数の比は、N2O 発生量が少なかった
B 法の堆肥中において高くなっていた。この
ことから、脱窒細菌群集における N2O 還元ポ
テンシャルを有するnosZ保有細菌の割合が、
堆肥山からの N2O 発生量に影響しているこ
とが考えられた。さらに、これらの遺伝子の
系統解析を行ったところ、アンモニア酸化細
菌と脱窒細菌の群集構造は堆肥化の進行に
伴い大きく変化していることが知られた。ま
た、B 法の堆肥で優勢化していたアンモニア
酸化細菌は堆肥の材料となった汚泥等を由
来としていたのに対し、脱窒細菌は堆肥化を
行った現場由来の土着細菌である可能性が
示唆された。 

図２．amoA 遺伝子の定量的リアルタイム
PCR 解析による堆肥化プロセスにおけるア
ンモニア酸化細菌の定量（A 法：従来の堆積
法；B 法：高温前処理法） 

 

（３）堆肥試料から単離した脱窒細菌株の脱
窒特性の評価 

 段階希釈した堆肥懸濁液から、コハク酸お
よびクエン酸を炭素源として加えたブロモ
チモールブルー（BTB）培地プレート上に青
いコロニーを形成する脱窒細菌を 50 株単離
した。これらの脱窒細菌は、好気・微好気条
件においても、亜硝酸および硝酸を還元し、
生育することが可能であった。16S rRNA 遺
伝子の塩基配列決定により細菌種を同定し
たところ、各グループ間および堆肥化過程の
前半と後半において優勢種は大きく異なっ
ていた。例えば、堆肥化初期（高温期）では
アルファプロテオバクテリアおよびガンマ
プロテオバクテリアに属する生育の早い脱
窒細菌が優勢的であったのに対し、冷温条件
の堆肥化過程後期では、ベータプロテオバク
テリアに属する生育の遅い脱窒細菌が優勢
的であった。この結果は、16S rRNA 遺伝子
を用いた群集解析結果とも一致していた。 
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