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1. はじめに.  

 コンポスト化過程では、温室効果の大きい (二酸化炭

素の310倍) 亜酸化窒素 (N2O) の発生がしばしば観察さ

れる 1)。農耕地土壌や廃水処理プロセスからの亜酸化窒

素の発生には、生物的な硝化反応 (特にヒドロキシルア

ミンから亜硝酸に酸化される過程) もしくは脱窒反応が

関係している事が知られている。しかしながら、コンポ

スト製造過程では、硝化反応や脱窒反応に関与する微生

物情報の整備が不足しており、亜酸化窒素の発生メカニ

ズムはほとんど解明されていない。畜産廃棄物、下水汚

泥や厨芥廃棄物などを利用した有機性固形廃棄物のコン

ポスト化技術は、持続的な農業生産活動やバイオエタノ

ール原料などのエネルギー資源の生産活動に資する環境

バイオテクノロジーとして、今後重要度が増すと考えら

れる。それと同時に、地球温暖化の防止に配慮する気運

が高まる昨今において、このようなコンポスト化技術の

活用のためには、亜酸化窒素のような温室効果ガスの発

生抑止能を付与した環境保全型コンポスト製造技術の開

発が必要になると考えられる。 

 そこで、本研究では、コンポスト化過程における亜酸

化窒素の発生に関与すると思われる微生物群の基礎的情

報を収集することを目的として、硝化反応および脱窒反

応に関わる微生物群のうち、硝化細菌群に着目して研究

を行った。本報告では、(1) はじめに、コンポスト化過

程における畜産廃棄物の物理化学的分析を行い、畜産廃

棄物のコンポスト化過程で硝化が起きているかを調査し

た。その後、アンモニア酸化細菌のアンモニア酸化酵素

をコードする遺伝子 amoAおよびß-proteobacteriaに属す

るアンモニア酸化細菌の16S rRNA遺伝子を分子マーカ

ーとする (2) 定量的リアルタイムPCR解析、および (3)

亜硝酸酸化細菌の16S rRNA遺伝子をターゲットとした

PCR による同細菌群の同定をおこない 、コンポスト製

造過程に出現する硝化細菌群の分子系統学的な同定を行

ったので報告する。 

 

2. 実験方法  

2.1 コンポスト化過程における畜産廃棄物の物理化学的

解析 

 本研究では、豚糞 (80 %) およびおがくず (20 %) を混

合した畜産廃棄物を用いて、単純野積み化法によりコン

ポスト化 (9 週間) を行った。コンポスト堆積山の深さ

20 cmよりコンポスト化過程のサンプルを週に一度の頻

度で経時的に採取し、温度、pH、含水率、C/N比、アン

モニア性窒素、硝酸性窒素、亜硝酸性窒素および腐植化

指標 (OMEI) を既報 2)
 に従って測定した。 

 

2.2 16S rRNA遺伝子およびamoA遺伝子を標的とした

コンポスト製造過程におけるアンモニア酸化細菌の定量

的リアルタイムPCR解析 

 定量的リアルタイム PCR 解析を行うために必要な標

準試料は、Nitrosomonas europaeaの16S rRNA遺伝子およ

び amoA 遺伝子を利用して作製した。その後、経時的に

採取したコンポストサンプルからDNAを抽出し、amoA

遺伝子および真正細菌、ß-proteobacteria に属するアンモ

ニア酸化細菌の16S rRNA遺伝子を標的としたプライマ

ーセットを用いて定量的リアルタイム PCR 解析を行っ

た。それぞれの遺伝子のコピー数は、乾燥コンポスト1g

あたりに換算し、コンポスト化過程の各微生物群の動態

解析を行った。  

 

2.3 亜硝酸酸化細菌の検出 

亜硝酸酸化細菌の検出のために、亜硝酸酸化酵素遺伝

子 nxrB、Nitrobacter 属および Nitrospira 属細菌の 16S 

rRNA 遺伝子を標的としたプライマーセットを用いた

PCRを行った。 

 

3. 実験結果と考察 

3.1 コンポスト化過程における畜産廃棄物の物理化学的

解析 

 本研究で作製したコンポスト堆積山では、pHは概ねpH 

9.0 付近を推移した。はじめ、原材料中には約 4500 

mg-N/kg-dry compostの高濃度アンモニア性窒素が含まれ

ていたが、コンポスト堆積山が高温および弱アルカリ条

件であるために、発酵開始より徐々にアンモニアの物理

化学的揮散が観察された (Fig. 1)。さらに、コンポスト化

開始4週目から硝酸性窒素および亜硝酸性窒素が徐々に

コンポスト堆積山に蓄積することも観察された (Fig. 1)。 
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Fig. 1 コンポスト製造過程におけるアンモニア性窒素、

亜硝酸性窒素および硝酸性窒素の変化  

 

 

Fig. 2 コンポスト製造過程における真正細菌 (16S 

rRNA 遺伝子) およびアンモニア酸化細菌 (amoA 遺伝

子および β-proteobacteria 16S rRNA 遺伝子) の定量的

リアルタイムPCR解析結果 

 

この観察結果は、本コンポストの製造過程において硝化

細菌によるアンモニア酸化(亜硝酸生成)および亜硝酸酸

化(硝酸生成)が起きていることを示していると考えられ

る。 

 

3.2 16S rRNA遺伝子およびamoA遺伝子を標的とした

コンポスト製造過程におけるアンモニア酸化細菌の定量

的リアルタイムPCR解析 

 上記で測定した全てのコンポストサンプルから DNA

を抽出し、16S rRNA遺伝子およびamoA遺伝子を標的と

したリアルタイムPCR解析を行った。その結果、硝酸性

窒素および亜硝酸性窒素の蓄積が観察されたコンポスト

化開始後 5 週目以降において、amoA 遺伝子および

ß-proteobacteria に属するアンモニア酸化細菌由来 16S 

rRNA遺伝子のPCR増幅産物が確認された。この間、真

正細菌由来の 16S rRNA 遺伝子のコピー数に対する

amoA 遺伝子のコピー数は 2.21×10
-5～1.38×10

-4
%を推

移しており、ß-proteobacteria に属するアンモニア酸化細

菌由来 16S rRNA 遺伝子の約 1/10 のコピー数であった 

(Fig. 2)。 

 

3.3 亜硝酸酸化細菌の同定 

上記のコンポストサンプルから抽出した DNA を用い

て亜硝酸酸化酵素遺伝子nxrBを標的としたPCRを行っ

た。しかし目的とする DNA 産物の増幅は確認されなか

った。そこで亜硝酸酸化細菌の16S rRNAを標的とした

PCRを行うことにした。亜硝酸酸化細菌として知られて

いるNitrobacter属およびNitrospira属の各16S rRNA遺伝

子を標的としたプライマーセットを用いて PCR を行っ

た。その結果、Nitrobacter 属を標的とした場合にのみ目

的のサイズのバンドが得られた。また、このバンドは硝

酸、亜硝酸が観察されたサンプルからのみ観察された。

このことから本コンポスト化過程において亜硝酸酸化反

応を担っているのは、Nitrobacter 属細菌であることが強

く示唆された。 

 

4. おわりに 

 本研究では、コンポスト化過程の高温発酵期 (4-6 週

目) においても、Nitrosomonas 属に属する新規のアンモ

ニア酸化細菌により、アンモニア酸化がなされている可

能性を示した。今後の予定として、コンポスト製造過程

において観察された亜酸化窒素の発生に本研究で同定さ

れたアンモニア酸化細菌群が関与しているかを調査する

ことにしたい。また、亜硝酸酸化細菌(Nitrobacter 属)

の動態をリアルタイムPCRを用いて解析するとともに、

クローン解析によって亜硝酸酸化細菌の同定を進めてい

く予定である。 
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