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１．固形廃棄�物の処理や排水の処理  における亜酸化窒素（NN22OO）の発生と環境保全上の問題  

	
 亜酸化窒素(N2O)は、等量の二酸化炭素の約310倍の温室効果を有しており、温室効果ガスとしての地球温暖化へ

の寄与度は2007 年度で全ガスの約8%を占めています。また、その比率は現在も徐々に増加している。これに加え

て、N2O はオゾン分解反応サイクルを促進することが知られるようになり、成層圏オゾン層破壊物質としても放出

量の抑制が重要な世界的環境課題になってきています。N2O の発生は湿地、草地、森林などの自然起源のものもあ

りますが、主な発生源として過剰に施肥がなされた農地土壌や、有機性廃棄物および廃水の処理・処分プロセスな

ど、人為由来のものが大きな割合を占めています。N2Oは窒素化合物の生物による代謝過程において発生しますが、

特に有機窒素化合物が分解してできるアンモニアの硝化過程や硝酸・亜硝酸からの脱窒過程において、中間代謝産

物として生成され大気中に放出されます。自然起源の N2O とは異なり、上記の人為由来の N2O の発生は人間による

制御が可能なものも多いと考えられるのです。	
 

	
 当研究室では、窒素化合物を高濃度に含有する畜産廃棄物の堆肥化プロセスと、同じく窒素化合物を高濃度に含

有する廃水の硝化脱窒素プロセスにおける N2O の発生メカニズムの解明と、発生抑制のための技術の開発を行って

きています。それらの研究結果から、有機性廃棄物および廃水の処理・処分プロセスから発生する N2O は、ある一

定の操作条件下で増加すること、およびそのような操作条件の回避や特殊な能力を持つ微生物の利用によって技術

的に削減可能であることを知ることができました。	
 

	
 

	
 

２．畜産廃棄�物の堆肥化プロセスにおけるNN22OO発生抑制に関する研究  

	
 畜産廃棄物の堆肥化プロセスについて調べたところ、図-1 に示したように堆肥化過程の特定の時期に N2O

が多く発生することが分かりました。	
 

	
 

	
 

	
 

図--11  堆肥発酵方法の違いによる堆肥化過程におけるNN22OOの発生の事件的経過  
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 また、コンポスト発酵細菌群が持つ脱窒遺伝子であるnirSおよびnosZの多様性は非常に高く、かつ堆肥化初期

から後期にかけて優勢となる遺伝子タイプが大きく変化することが知られました。本研究では、まず豚糞尿処理プ

ロセス由来の廃棄物（主に搾汁残渣および脱水汚泥）の堆肥化プロセスにおける無機窒素化合物量の形態変化とそ

れに関与する微生物群集の解析を行いました。また、無機窒素化合物量の形態変化に関与する微生物遺伝子である

amoA,	
 nirSおよびnosZの存在状況を調べました。得られた結果を図-2に示します。一旦高温条件となる堆肥化初

期においては、アンモニア酸化酵素遺伝子である amoAのコピー数が一旦消失しますが、約 4 週後に回復してきま

した。一方、N20 還元酵素の遺伝子である nosZ は１週間ほどで回復しその後はほぼ安定して推移しました。また、

コンポスト原料の前処理方法によってもこれらの脱窒遺伝子の存在状態は大きく異なることが知られました。これ

らの結果から、コンポスト製造方法の工夫や特定の遺伝子を持つ種菌の導入等によって、コンポスト製造プロセス

におけるN2O発生抑制は可能であると考えられました。	
 

	
 

	
 

	
 

図--22  堆肥製造過程におけるアンモニア酸化酵素遺伝子とNN2200還元酵素遺伝子の存在数の時間的推移  

	
 

	
 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発生を

促進すると考えられます。また、N2O還元酵素やその遺伝子である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

れます。したがって、堆肥化プロセスにおける N2O の発生を抑制するためには、複雑な脱窒反応系の酵素とその遺

伝子の発現システムをコントロールできるようになることが必要であるという結論に達しました。	
 

	
 

	
 

３．排水処理の硝化脱窒プロセスにおけるNN22OO発生抑制に関する研究  

	
 排水の硝化脱窒プロセスにおける N2O の発生については、微好気性条件下でも脱窒素機能を失わず、かつ N2O を

N2に変換できる特殊な細菌を探索して、Ochrobactrum	
 sp.	
 TS-6 株という細菌と Pusillimonas	
 sp.	
 S-14 株という

細菌を発見しました。これらの細菌は、酸素分圧が 1/20 程度存在している条件下でも酸素によって脱窒の最終段

階の N2O 還元反応が阻害されることなく、硝酸や亜硝酸を窒素ガスにまで変換できることが知られました。私たち

はこのような特別な能力を持つ細菌を微好気性完全脱窒細菌と名付けました。これらの細菌は分子状酸素が存在し

ても活性を失なわない耐酸素性のN2O還元酵素を保有していると考えています。	
 

	
 このような細菌を硝化脱窒プロセスに導入して（バイオオーグメンテーション）N2O 発生を抑制することが可能
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だと考えられるため、実際にフラスコレベルでの研究とパイロットレベルの実験装置を用いてこれらの細菌（筑波

大学の高谷直樹教授らによって単離され、従来から耐酸素性脱窒細菌として知られていた Pseudomonas	
 stutzeri	
 

TR2 株もご了解を得て使わさてもらいました）のバイオオーグメンテーション実験を行いました。その結果、これ

らの特殊能力をもつ細菌はN2O の発生を抑制するだけではなく、他の細菌によって発生したN2O を取り込んでN2に

変換できることも分かりました。	
 

	
 

	
 

	
 

図--33  高濃度窒素含有排水の硝化脱窒パイロットプラントにおける PP..ssttuuttzzeerrii  TTRR22 株のバイオオーグメン

テーション実験の結果  

実線�グラフ；温度  ((℃)),,  ●；ガス中のNN22OO濃度  ((ppppmm))、  △；脱窒槽混合液のNNOO22--NN  濃度  ((mmgg//LL))、  ⬜︎；硝化槽

のNNOO22--NN  濃度  ((mmgg//LL))、  ×；脱窒槽混合液のNNOO33--NN濃度  ((mmgg//LL))aa..    ⇨；脱窒槽に導入�した  PP..  ssttuuttzzeerrii  ssttrraaiinn  

TTRR22  iiの存在が確認された期間  

	
 

	
 しかし、このような特殊細菌をバイオオーグメンテーション微生物として導入した初期には、十分な効果を発揮

できますが、いずれ硝化脱窒プロセス活性汚泥の中に存在している細菌捕食性原生生物によって捕食され消滅して

しまうこともわかりました。そこで、培養した特殊細菌を導入後のプロセスにおける特殊脱窒細菌の挙動解析方法

と、細菌捕食性原生生物によるこのバイオオーグメンテーションの失敗を回避するために、硝化槽と脱窒槽の硝化

液循環経路の途中に 42	
 ℃まで微生物混合液を加温するための加温槽を設け、それによって細菌捕食性の原生生物

を駆除する方法を考案しました。	
 

	
 この硝化液循環系の中間で加温を行う方式を採用した結果、パイロットプラント実験のオーグメンテーションに

用いた P.stutzeri	
 TR2 株は、図-4(B)に示したように長期間硝化脱窒プロセスの中に留まることができ、N2O 発生

を抑制する能力を発揮できるようになりました。	
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図--44  消化液循環経路に中間加熱槽((4422℃加熱))を設ける前  ((AA))  と設けた後  ((BB))  におけるPP..  SSttuuttzzeerrii  TTRR22の生残

性  
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 この時の、脱窒槽活性汚泥中の原生生物の濃度を18S	
 rRNA遺伝子のコピー数で追跡した結果は、図-5	
 のように

なり硝化液循環系の中間で加温を行う方式を採用した場合には、活性汚泥中の原生生物は安定して低濃度のレベル

を維持し、中間加温槽を設けなかった場合に見られた導入した特殊能力細菌を捕食して増殖する様子は見られませ

んでした。	
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図--55消化液循環経路に中間加熱槽((4422℃加熱))を設ける前  ((AA))  と設けた後  ((BB))  におけるPP..  ssttuuttzzeerrii  TTRR22株を導

入�後の活性汚泥中の原生生物存在量の推移 
 
	
 以上の結果から、適切な方法によって細菌捕食性の原生生物の増殖を抑制しながら、微好気性条件下でも脱窒素

機能を失わずかつN2OをN2に変換できる特殊な細菌を培養して脱窒バイオリアクターに導入するか、あるいは脱窒

バイオリアクターの中で優先的に増殖できるような条件を与えることによって、高濃度な窒素化合物を含む排水の

窒素除去プロセスから発生するN2Oの量を減少することは可能であるとの結論が得られました。 
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