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1. はじめに. 窒素は、植物の生育にとって最も重要な元素の 

一つであり、最近では、微生物工学的に製造されたコンポス

トなどを肥料として農地へ使用する例が増加してきている。

良好なコンポストを製造する主たる目標は、作物にとって利

用可能な窒素成分を成熟したコンポスト内に多く保持させる

事にある。通常、家畜糞尿、生ゴミや下水汚泥などの廃棄物

を原材料としてコンポスト化を行う場合、尿素の加水分解や

ペプチドからの脱アミノ化に伴ってアンモニアが生成される

ことが知られている 1) 。近年の報告では、アンモニア酸化酵

素遺伝子 (amoA) や既存のアンモニア酸化細菌の 16S rRNA

遺伝子を標的とした分子生物学的手法により、アンモニア酸

化細菌がコンポスト製造過程に存在し、アンモニアの酸化に

寄与している事が明らかとなっている2)。アンモニア酸化細菌

によって行われるアンモニアの酸化反応と脱窒細菌による脱

窒反応がコンポスト製造過程において生じてしまうと、窒素

もしくは亜酸化窒素が大気中に放出されてしまうことになる。    

 良好なコンポストを製造するためには、コンポスト製造過

程においてこのような窒素循環を極力抑えたコンポスト製造

法の確立が必須になると思われる。現在、我々は、家畜糞尿

などを原材料とした際に問題となる病原性微生物の駆除とコ

ンポスト製造過程における悪臭を抑える事などを目的として、

超高温堆肥化法 (超高温攪拌反応槽による一次発酵と野積み

による二次発酵を組み合わせた手法) の開発を行っている。こ

の試みでは、上記の目的を達成しつつ製品化されたコンポス

トと同程度のコンポストを短期間で製造することが可能であ

ったが 3)、コンポスト製造過程における窒素成分の挙動を把握

するには至っていない。そこで本研究では、さらなる良好な

コンポスト製造を可能にする超高温堆肥化法を構築するため

に、コンポスト製造過程における各窒素化合物の挙動と分子

生物学的手法を用いた窒素循環に関わる微生物群の動態を解

析する事を目的とした。 

 本報では、牛糞を主原料とした同一材料を用いて超高温堆

肥化技術と単純野積み法を適用し、(1) 各コンポスト製造過程

におけるそれぞれの窒素化合物の挙動を比較した。さらに本

報では、(2) それらのコンポスト製造過程に存在するアンモニ 

ア酸化細菌および脱窒細菌の動態を窒素循環に関わる遺伝子

を標的としたリアルタイムPCR法により把握する事を試みた。  

(3) 最後に、コンポスト製造過程におけるアンモニア酸化古細

菌の存在を確かめるため、本細菌群のアンモニア酸化酵素遺 

伝子を標的としたPCR法を行ったので報告する。 

 

2. 実験方法 牛糞 (80 %) とおかご (20 %) を混ぜた同一材料 

を超高温堆肥化法 (一次発酵: 超高温撹拌反応器, 二次発酵: 

野積み) および単純野積み法のみでコンポスト化したサンプ

ルを1週間毎に1.5ヶ月間採取した。超高温反応槽内で生成さ

れたコンポストサンプルは、温度25, 50, 75, 85及び100 °Cに

達した際のサンプルを採取し、後の実験に使用した。採取し

たサンプルの含水率および乾燥重量は、以前に報告された方

法に基づき測定した4)。各コンポスト生成過程に生じたNH4
+-N

及びNO2
--Nを測定は、以前に報告された方法に従って 5)各コ

ンポストサンプルから抽出産物を取得後、Ammonium-Test キ

ット (NH4
+-Nの測定)、Nitrite-Test キット (NO2

--Nの測定) 及

び各キット専用の測定器を用いて行った。各コンポスト製造

過程に生じたNO3
--Nの測定は、以前に報告された方法に従っ

て行った 6)。  

 採取した各コンポストサンプルからのDNA抽出は、土壌サ

ンプル用DNA抽出キットを用いて行った。その後、抽出した

DNAから、DNA精製キットを用いて不純物質を取り除いた。

真正細菌および古細菌由来の 16S rRNA 遺伝子のコピー数を

リアルタイムPCR法で測定するために、Escherichia coli (真正

細菌) および Methanothermobacter thermautotrophicus (古細菌) 

の全16S rRNA遺伝子をPCR増幅した産物を標準試料として

使用した。コンポストサンプル内の全真正細菌の乾燥コンポ

スト1gあたりのコピー数の算出は、表1に示す真正細菌およ

び古細菌を特異的に検出するプライマーセットと抽出した

DNA (1 ngもしくは10 ng/反応液) を用いたリアルタイムPCR

法を適用することで行った。 

 各コンポスト製造過程に存在する窒素循環に関わる各微生

物群を評価するために、アンモニア酸化酵素遺伝子 (amoA)、 

亜硝酸還元酵素遺伝子 (nirSおよびnirK) および亜酸化窒素還

元酵素遺伝子 (nos Z) などの機能遺伝子を標的とした定量的

リアルタイムPCR法を行った。表1に示すそれぞれの機能遺

伝子を持つ微生物と標的としたプライマーセットを用いてリ

アルタイムPCR法の標準試料を作成した。コンポストサンプ

ル内の窒素循環に関わる微生物群の乾燥コンポスト重量1gあ

たりのコピー数の算出は、各機能遺伝子を増幅可能なプライ

マーセット(表 1) と各遺伝子を有する微生物から抽出した

DNA (10 ng/反応液) を用いたリアルタイムPCR法を適用する

ことで行った。各コンポストサンプル内のアンモニア酸化古

細菌の存在は、本細菌群に特異的なプライマーセット (表 1) 

と抽出したDNA (10 ng/反応液) を用いたPCR法で評価した。 



表1 本研究で使用した16S rRNA遺伝子および各機能遺伝子を標的としたプライマーセット 

 

3. 実験結果と考察 超高温堆肥化技術および単純野積み法を

適用し製造過程のコンポストサンプルからNH4-N、NO3
--Nお

よびNO2-Nを抽出した後、それぞれのコンポスト製造過程に

おける各項目の変動を調査した。その結果、同一原材料を用

いてコンポストを製造したにも関わらず、超高温堆肥化技術

および単純野積み法ではコンポスト製造過程における窒素の

形態において顕著な相違が確認された (図1)。超高温攪拌反応

槽内におけるNH4
+-N、NO3

--NおよびNO2
--Nは、大きな変化

は示しておらず、ほぼ一定の割合で推移する事が判明した。

しかしながら、超高温堆肥化技術を適用した際の二次発酵過

程では、NH4
+-N、NO3

--N および NO2
--N は概ね低濃度で推移

したが、単純野積み法を適用すると、5, 6週目にかけてNO3
--N

およびNO2
--Nの割合が非常に高くなる傾向を示した (図1)。 

 窒素循環に関与する微生物群の機能遺伝子を標的としたリ

アルタイムPCR法を適用したところ、超高温堆肥化技術を適

用したコンポスト製造過程では、ほぼ一定の割合で amoA お

よび nirSと思われる遺伝子の増幅が確認された。測定した窒

素化合物の挙動とこれらの機能遺伝子の動態を考慮すると、

超高温堆肥化技術を適用したコンポスト製造過程では、硝化

脱窒反応が引き起こされている可能性が示唆された。一方、 

図 1 超高温堆肥化法 (i) および単純野積み法 (ii) によるコン

ポスト製造過程におけるNH4
+-N、NO3

--NおよびNO2
--Nの挙

動。A: 超高温攪拌反応槽、B: 各野積み過程 

単純野積み法を適用したコンポスト製造過程では、5-6週目に

はじめてamoAと思われる遺伝子の増幅が確認されてお 

り、コンポスト化過程後期において亜硝酸が非常に蓄積する

が、硝化反応と脱窒反応が起こりにくい環境を比較的保持し

つつコンポスト化が進行しされていることが判明した。また、

本解析を通じてアンモニア酸化古細菌由来の amoA 遺伝子の

PCR 産物を得られることはなかった。今後、このような遺伝

子レベルの動態解析と各窒素化合物の挙動を把握しつつ、超 

高温堆肥化技術による最適なコンポスト化方法を模索してい

く予定である。 
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