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　総　　説（特集）

1.　は じ め に

亜酸化窒素（N2O）は二酸化炭素（CO2），メタン
（CH4）と共に地球温暖化の要因となる主要な温室効果
ガス（greenhouse gas, GHG）である。最近 10年の大気
中 N2O 濃度は，0.80 ppb/年のペースで増加しており，
現在の濃度は産業革命前の約 121％に達する 1)。N2O の
排出量は GHG 全体の約 6.2％ 2) と比較的少ないが，
CO2の約 310倍の温室効果ポテンシャルや成層圏におい
てオゾン層破壊を誘発する性質から，各国において削減
が求められている。我が国では，アジピン酸製造プロセ
スにおける N2O 分解装置の稼働率の増加や燃焼触媒の
改善が普及したことにより，工業分野における N2O 発
生量が大きく減少した一方で，農業畜産分野および廃水
処理分野における N2O 発生量は減少していない 3)。特
に，家畜排せつ物の管理プロセス（IPCC排出区分 3.B.）
における N2O 発生量は，1990年度の排出量から 6.9％
増加しており，当該分野における効果的な N2O 低減方
法の開発が遅れている現状を反映している。我々は，家
畜排せつ物の処理・管理プロセスにおける N2O 発生量

の低減化を目指し，養豚場由来廃水処理および固形廃棄
物の堆肥化処理における N2O 発生の要因の解明および
N2O 抑制方法の開発を行ってきた。本稿では，我々が
これまで研究してきた畜産廃水処理で生じる搾汁残渣や
脱水汚泥を含む固形廃棄物の堆肥化について，N2O 発
生や堆肥の物理化学的性質の変化などの特徴を紹介し，
それらの知見を利用した N2O低減化手法の提案を行う。

2.　家畜排せつ物の堆肥化における問題点と 
高温前処理の効果

堆肥化（composting）は，生ゴミや家畜糞尿等に含ま
れる有機性廃棄物を分解発酵することにより有機肥料を
製造するプロセスであり，自治体・企業から家庭まで，
様々な規模で行われている。堆肥化プロセスでは，有機
物が土着の微生物により活発に分解されることにより発
酵熱が生じ（高温発酵期，thermophilic phase），その温
度は約 70°C にも達する。気候条件や不十分な切り返し
（酸素の供給）により分解発酵の停滞や阻害が起こると，
堆肥の低質化につながるため，初期の温度上昇と高温発
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酵期の持続は堆肥化プロセスにおける重要なファクター
となっている。日本国内では，年間発生する家畜排せつ
物約 70万窒素トンのうち，80％以上（約 58万窒素トン）
が堆肥化または液肥化されている（農林水産省平成 16
年度データ）。窒素含量が多く C/N 比が低い家畜排せ
つ物の堆肥化では，有機物の不足により初期の温度上昇
が抑制され，余剰の無機窒素化合物の揮発・溶出が起こ
りやすいため 4)，病原菌や植物生育阻害物質の残存や環
境中への窒素負荷量の増大が懸念される。
これらの問題点の解決法の一つとして，我々の研究グ
ループにおいて以前開発した超高温前処理無臭堆肥化技
術 5) がある。本技術では，原材料（pHおよび水分量を調
整したもの）を発酵槽（日本ライフセンター，うえだ式
発酵処理システム「りぼんちゃん」）に投入し，モーター
による機械攪拌を行うことにより，摩擦熱を発生させ
100°C程度まで加温する。この超高温前処理（hyperther-
mophilic pre-treatment, HTPRT）の効果として，家畜排
せつ物由来の病原菌の不活化や悪臭の軽減が期待される
他，腐植質の形成が促進されることも確認されている 6)。
また，HTPRT を実施後の堆肥化プロセスでは，初期の
温度上昇と高温発酵期の持続が促進されるため，従来の
野積み法（windrow）よりも効率的に堆肥を製造するこ
とが可能である 7)（日本ライフセンターデータ）。

3.　養豚場廃水処理実証試験プラント 
（piggery wastewater treatment plant, PWTP） 

由来の固形廃棄物を利用した堆肥化

廃水処理において生じる余剰汚泥は，国内で発生する
産業廃棄物の最大の割合（約 43.4％）を占めているが 8)，
多くの場合焼却処分されているのが現状である。家畜排
せつ物の処理プロセスにおいて，実地式の廃水処理プラ
ントから生じた余剰汚泥を固形残渣と同時に堆肥化する
ことは廃棄物減容化に貢献することが期待されるが，廃
水処理汚泥由来の微生物の「持ち込み」が堆肥化にどの
ような影響を与えるのかを調べた例はほとんどない。特
に，硝化脱窒処理槽に由来する微生物は，堆肥化におけ
る無機窒素化合物の変化，さらには N2O 発生にも影響

を与えることが考えられ，適正な評価が必要となる。そ
こで本研究では，荏原製作所（現水 ing 株式会社）が設
計・構築した養豚場のバイオマス再生型排水処理の実証
試験プラント（PWTP，図 1）から発生した搾汁残渣
（固液分離用スクリュープレスの残渣）および脱水汚泥
を合わせた固形廃棄物を原料とし，堆肥化実験を行っ
た 7)。PWTP 由来固形廃棄物を原料とした堆肥の C/N
比は 27～ 28％と豚糞を原料とした堆肥とほぼ同様に低
く 9)，高温発酵期の温度上昇が抑制される懸念があった
ことから（前項参照），本研究では，従来の単純野積み
法（A 法）に加えて，前述した高温前処理（HTPRT）
を 2時間，60 回転 / 分間実施した後に野積みを行う方
法（B法）により堆肥化を行った。切り返しは 1週間に
1度行い，切り返し直後の堆肥のサンプリングを継続し
て行った。図 2に示したように，A法の堆肥では明確な
高温発酵期が観察されず，全行程を通して低い温度に維
持されていた。一方，B法の堆肥ではコンポスト化開始
直後から 3週目にかけて 60～ 70°C の高温発酵期が継
続しており，HTPRT による効果的な高温化が起こって
いたと考えられる。一方，堆肥山からの N2O 発生量を
比較すると，A法の堆肥では堆肥化開始後 2週間目にお
いて N2O 発生が始まったのに対し，B 法の堆肥では 5
週目以降から N2O が発生しており，N2O 発生時期に 3
週間の差が見られた（図 3）。また，B 法の堆肥からの
N2O 発生量は A 法と比較して少なかった。また，各堆
肥中に含まれる無機窒素化合物の濃度を測定したところ，
A法では 1～2週目，B法では 4～5週目に急激なアンモ
ニア態窒素（NH4-N）の減少と硝酸態窒素（NO3-N）の
蓄積が起こっており（図 4），N2O 発生時期の直前に硝
化反応が起こっていたことが示唆された。硝化と脱窒が
同時に起こる条件において N2O 発生が観察された例の
報告は多く 10)，硝化反応が起こる好気的・微好気的条件
における不完全な脱窒，すなわち脱窒の中間還元産物
である N2Oが N2に還元されずに放出されることが一因
となっていることが考えられる。本研究の結果から，
HTPRT は有機物の分解発酵だけではなく，堆肥中の無
機窒素化合物の組成や N2O 発生パターンに大きな影響
を与えることが知られた。

図 2．PWTP 由来の固形廃棄物の堆肥化プロセスにおける温度
変化（A 法：単純野積み法，B 法：HTPRT を実施した単
純野積み法）

図 1．本研究における堆肥化実験に使用した固形廃棄物が発生す
る養豚場のバイオマス再生型排水処理の実証試験プラント
（PWTP）の模式図
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4.　PWTP 由来固形廃棄物の堆肥化プロセスにおける

硝化細菌の影響

堆肥化プロセスでは，有機物の活発な分解発酵が起こ
る高温発酵期（60～70°C）において高温耐性のある好
熱性細菌が優勢化する 11)。これに対し，硝化・脱窒細菌
は，温度が下がり始める中温期（<50°C）以降に堆肥中
に含まれる無機窒素化合物の変換，すなわち硝化・脱窒
反応を開始する 9)。本研究において，アンモニア酸化細
菌のマーカーであるアンモニアモノオキシゲナーゼ遺伝
子（amoA）の定量的リアルタイム PCR 解析を行った
ところ，HTPRT を行った B 法では中温期以降までアン
モニア酸化細菌が検出されなかったのに対し，従来型の
A 法では堆肥化開始直後の堆肥からもアンモニア酸化
細菌が検出された（図 5）。さらに我々は，定量 PCR 解
析により得られた遺伝子断片のクローン解析を行い，A
法および B 法それぞれの堆肥化直後（0週目），堆肥化
中期（4，5週目），成熟堆肥（9週目）に含まれていた
アンモニア酸化細菌の系統学的プロファイルを，amoA
の解析により調べた。図 6が示す通り，A 法の堆肥山
（compost pile A）由来の amoA クローンの多くが，

Nitrosomonas属に分類されるクラスター（37％，Cluster 
amoA1）と，Nitrosospira 属に分類される 3つのクラス
ター（30％，Cluster amoA2，amoA3，amoA4）に含ま
れていたが，A法の残りの amoA のクローン（32％）は
系統樹全体に散らばっており，B 法よりも多様性が高
いことが知られた。一方，B 法の堆肥山（compost pile 
B）由来の amoA クローンは，その大部分（93％）が
Nitrosomonas属に分類される 2つのクラスター（Cluster 
amoB1, amoB2）に局所化していた。A 法の堆肥におい
て堆肥化直後から amoA が検出され，その多様性が明
らかに B 法よりも高かった，という本研究の結果は，
原料として用いた PWTP 由来の固形廃棄物中に既に存
在していた活性汚泥由来の「持ち込み」のアンモニア酸
化細菌が，温度上昇が抑制されていた A 法の堆肥にお
いて生残，増殖していた可能性を示唆している。一方，
B 法において堆肥化中期以降に増殖したアンモニア酸化

細菌は，おそらく土着の菌叢から獲得されたものだと
考えられ，本稿では紹介していない別時期に行った同
サイトにおける堆肥化実験においても，Cluster amoB1，
amoB2と同じ系統型の amoAが検出されている（Ikeda-

図 4．PWTP 由来の固形廃棄物の堆肥化プロセスにおける無機
窒素化合物量の変化（A：A 法，単純野積み法；B：B 法，
HTPRTを実施した単純野積み法）

図 5．PWTP 由来の固形廃棄物の堆肥化プロセスに存在してい
たアンモニア酸化細菌が保有する amoA 遺伝子のコピー
数の変化

図 3．PWTP 由来の固形廃棄物の堆肥化プロセスにおける N2O
発生量の変化（A 法：単純野積み法，B 法：HTPRT を実
施した単純野積み法）
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Ohtsubo et al., submitted）。
これらの結果は，PWTP由来の固形廃棄物の堆肥化に
おいては，堆肥化初期における活性汚泥由来の硝化細菌
の増殖が，早期の脱窒基質の生成や N2O 発生量増加の
一因となっている可能性を示唆しており，HTPRT によ
る硝化細菌の熱による死滅化は，それらの抑制に効果的
であると考えられる。

5.　PWTP 由来固形廃棄物の堆肥化プロセスにおける

脱窒細菌群集の変遷

N2O を N2に還元する N2O 還元酵素をもたない脱窒
微生物は N2O を脱窒の最終産物として放出するため，
N2O 発生の直接的な要因となっている。また，N2O 還
元酵素やその遺伝子 nosZ の発現機構は，酸素に対する
耐性が弱いことが知られており，N2O 還元酵素の存在
や活性が，脱窒反応プロセス全体からの N2O 発生に大
きく影響すると考えられる。我々は，PWTP 由来の固
形廃棄物の堆肥化における脱窒細菌群集の存在量や変遷
を明らかにするため，脱窒の鍵酵素である硝酸還元酵素
をコードする遺伝子 nirS および nirK，N2O 還元酵素遺
伝子 nosZ の定量的リアルタイム PCR 解析を行った。
図 7に示す通り，nirS と nirK のコピー数の和から推測
される脱窒細菌の存在量（数値は細菌全体に対する存在
比）は，A 法が B 法に比べて圧倒的に多く，硝化細菌
の場合と同様に，活性汚泥由来の「持ち込み」の脱窒細
菌が生残していたことが知られた。興味深いことに，
nosZ の存在量は A 法と B 法に大きな差はなかったが，
これに関しては（i）A 法の堆肥中に存在する脱窒細菌
の nosZ の保有率が低い，（ii）A 法の堆肥中に存在する

図 6．PWTP由来の固形廃棄物の堆肥化プロセスに存在していたアンモニア酸化細菌が保有する amoA 遺伝子の分子系統型を示した
amoAの系統樹

図 7．PWTP 由来の固形廃棄物の堆肥化プロセスに存在してい
た脱窒細菌が保有する脱窒関連遺伝子（nirS, nirK, nosZ）
のコピー数（16S rRNA 遺伝子のコピー数に対する割合％
で表示）の変化
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脱窒細菌の多くが，nosZ のユニバーサルプライマーに
よって増幅されない nosZ を保有する，という 2つの解
釈が可能である。いずれの解釈においても，A法の堆肥
中に存在する脱窒細菌は「従来型」の nosZ の保有率が
低く，これらが N2O 発生パターンに影響を与えている
可能性もある。また，A 法の堆肥山では，nirS に対す
る nirK の割合が堆肥化開始後 0～ 9週目で増加してお
り，明らかに脱窒細菌の菌叢が大きく変化していること
が推測される。異種間における水平伝搬が起こりやすい
と言われる nirS と nirK については系統学的な解釈が困
難であるため 12)，本研究では，前述した amoA と同様
に，nosZ のクローン解析により，A 法と B 法の堆肥山
に含まれていた脱窒細菌群集の系統学的プロファイルを
調べた。その結果，A 法の堆肥山（compost pile A）と
B 法の堆肥山（compost pile B）由来の nosZはどちらも
高い多様性を示し，また両方の堆肥山由来のクローンを
共通に含むクラスターが 6つ（Cluster nosM1–6）存在
していた（図 8）。Pseudomonas 属をはじめとした γプ
ロテオバクテリア綱に含まれるクラスター（Cluster 
nosM1）や，Sinorhizobium 属をはじめとした αプロテ
オバクテリア綱に含まれるクラスター（Cluster nosM4）
は，A と B 両手法の堆肥化直後から存在していたこと
から，活性汚泥に由来し，HTPRT の熱処理に耐えて生
残していた可能性もある。一方，Achromobacter 属をは
じめとした βプロテオバクテリア綱に含まれるクラス
ター（Cluster nosM5, nosM6）は，Aと B両手法におい
て堆肥化開始後 3週目以降から堆肥山中に出現してい
たころから，土着の脱窒細菌であることが考えられる。
Achromobacter 属や Bordetella 属などの βプロテオバク
テリア綱に分類される脱窒細菌は，同サイトにおける堆
肥化実験において堆肥化中期以降に優勢化する傾向にあ
ることが nosZ の系統解析で明らかになっており，また

本研究室において堆肥化中期以降の堆肥から単離された
脱窒細菌のほとんどが β プロテオバクテリア綱に分類
された（未発表データ）。これらの脱窒細菌が堆肥山か
らの N2O 発生にどのような影響を与えるかどうかは未
だ明らかではないが，本研究室で成熟堆肥から単離され
た Bordetella petrii T-3株や Pusillimonas sp. S-14株は酸
素存在下においても，脱窒による生育を行うことが可能
であったことから（Ikeda-Ohtsubo et al., submitted），含
水率が低く酸素供給量が多い成熟堆肥のような条件にお
いて脱窒を行う能力を有する可能性は高い。
本研究において対象としたグラム陰性脱窒細菌の他に
も，PWTP 由来固形廃棄物の堆肥化プロセスではカビ
等の菌類や脱窒能を有するグラム陽性細菌が存在してい
ることを確認しており（未発表データ），これらの脱窒
反応が堆肥山からの N2O 発生パターンに大きな影響を
与えている可能性もある。カビやグラム陽性脱窒細菌の
保有する脱窒関連遺伝子はデータベースが乏しく多様性
が高いため共通プライマーの構築や特異的検出が困難で
あると考えられてきたが，最近ではカビの nirK 遺伝子
が N2O 発生ポテンシャルおよび分子系統と関連性があ
ることを明らかにした研究もあり 13)，このような新規の
検出方法を用いた今後の発展が期待される。

6.　お わ り に

本稿では，PWTP 由来固形廃棄物を堆肥化する際に
は，反応槽の活性汚泥由来の硝化・脱窒細菌が堆肥化開
始後も生残し，堆肥山からの N2O 発生パターンに大き
な影響を与える可能性を考慮する必要がある，というこ
とを示した。HTPRT による堆肥試料および堆肥山の高
温化が硝化細菌を死滅させ，脱窒の基質となる硝酸や亜
硝酸の生成・蓄積とそれに伴う N2O発生が抑制された，

図 8．PWTP由来の固形廃棄物の堆肥化プロセスに存在していた脱窒細菌が保有する nosZ遺伝子の分子系統型を示した nosZの系統樹
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という本研究の成果は，ケーススタディであり，今後
N2O 発生削減技術として応用化するためには，今後
HTPRT が堆肥の pH，含水率，酸素透過率，カビ等菌
類の群集構造，原料に含まれる有機物組成など様々な要
素に与える影響を適切に評価し，堆肥中の無機窒素化合
物を N2Oではなく無害な N2して排出させる最適条件を
追求する必要があるであろう。また，本研究では，堆肥
化実験（3回）を沖縄県（日本ライフセンター），堆肥
の物理化学的性質や遺伝子解析を宮城県（東北学院大
学）で行ったが，気候（台風など），サンプリング条件
や輸送・保管条件が試料の均質性や性質に与えた影響に
よるデータのばらつきが大きく，3回の実験に共通する
エビデンスを見つけることが大変困難であった。また，
現場の堆肥山に亜硝酸検出用の試験紙を差し込んだとこ
ろ，堆肥山の表面および内部の両方で 100 mg/kg の亜
硝酸濃度が検出されたにも関わらず，それをサンプリン
グして研究室に持ち帰った堆肥にほとんど亜硝酸が検出
されなかったこともあり，研究室のデータから現場の
データを解釈することが非常に困難であることを実感し
た。このため，堆肥プロセスの N2O 発生削減技術の開
発には堆肥の物理化学的性状や無機窒素化合物量の測定
を現地でモニタリングできることが重要であり，それを
踏まえたパイロット試験のデザインや現場と研究室の協
力体制が必要になると考えられる。

HTPRT は，N2O 発生量を抑制するだけではなく，事
業所ごとの低コスト低エネルギー廃棄物処理の実現化，
密閉化アンモニアストリッピングによる窒素化合物の回
収など，多方面の環境負荷低減化に利用可能な技術であ
る 6)。前項でも触れたが，国内で発生する産業廃棄物は
廃水処理における余剰汚泥が約 43.4％（1億 6,464万ト
ン）を占め，それに続くのは動物のふん尿（約 8,543万
トン，22.5％）である 8)。これらの処理を効率化，減容
化するためには，HTPRT をはじめとした新しい発想の
堆肥化技術の開発と発展が必須であり，この度の日本農
芸化学会 2015年度岡山大会における環境バイオテクノ
ロジー学会共催シンポジウムのような研究分野を超えた
活動が，情報交換や新しい発想の生まれる場として今後
も継続していくことを願っている。
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