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摘 要 

 

アンモニア酸化細菌を家畜ふん堆肥から分離した。この細菌は，アンモニア酸化遺伝子（amoA）を有し，高温環境

下で増殖可能な Bacillus subtilis であった。アンモニア酸化菌を 10
9
cfu/g 以上添加した乳牛ふん尿を堆肥化した場合，

堆肥化初期に発生するアンモニアの総量が約 20％減尐した。 
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緒 言 

 

畜産環境問題の中で最も発生件数が多いのは悪臭関連

問題である。悪臭自身が直接の原因となる，不快感，吐

き気などの健康被害，目の前に畜舎があることで生じる

心理的被害，嫌悪感，さらに病害虫の発生など，畜産に

由来する悪臭は様々な問題の原因となりうる。さらに，

家畜の生産性低下や飼育管理者の健康被害の原因となる

物質や，地球温暖化に関与する物質もあり，畜産由来の

悪臭による環境汚染は，広範囲に影響を及ぼす可能性を

もつ。 

畜産経営に由来する悪臭は，アンモニア，硫化水素，

低級脂肪酸など悪臭防止法で規制される成分が主体とす

る約100種類以上の物質からなる高濃度複合臭気である。

加えて，畜種や飼養環境によって発生する成分が大きく

異なること，発生場所が，畜舎，堆肥舎，汚水浄化処理

施設，還元農地，畜体自体など広範囲である特徴があり，

低減対策を困難にしている。 

一方，悪臭を処理するための様々な技術は実用化され

ているが，現状では一般の畜産農家が導入できる安価か

つ効果的な技術はなく，新しい技術の開発が望まれる。 

特に家畜ふん尿の堆肥化過程で発生するアンモニアは濃

度が極めて高く，発生量も最大であり，畜産農家が最も

適切な対応策を望んでいる問題である。 

本研究では，新たに分離したアンモニア酸化細菌を用

いることにより，家畜ふん尿堆肥化過程で発生するアン

モニアの低減効果を検証した。 

 

材料および方法 

 

1. アンモニア酸化細菌(AOB:Ammonia Oxidizing Bacteri

um)の分離 

細菌の分離源は，堆肥（家畜ふん尿由来堆肥18種）お

よび土壌（腐葉土および畑由来土壌10種）を用いた。材

料を10倍量の滅菌生理食塩水に懸濁し，高アンモニウム

塩培地（yeast extract 5g,Na2HPO4 1g,CH3COONa 1g NH4

Cl 53.5g,ager 40g, D.W. 1000ml,pH7.5）に塗抹した。50℃・

48時間培養後，出現したコロニーを釣菌し，ハートイン

ヒュージョンブイヨン(HIB)で，30℃・48時間振盪培養

した。増菌を確認できた培養液からゲノムDNAをCTAB

法により抽出した。抽出DNAを精製 ( Takara SUPPEC

-02)後，濃度調整したDNA溶液を鋳型とし，アンモニ 
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ア酸化遺伝子（amoA）のプライマーセット（f:5’-GGGG

TTTCTACTGGTGGT-3’ r:5’-CCCCTCKGSAAAGAATTC-

3’）を用い，PCR増幅（94.5℃ 6min-(94.5℃ 30sec-55℃ 3

0sec-72.5℃ 45sec)35cycles-72.5℃ 2min）を行った。PCR

産物をアガロースゲル電気泳動（1×TAE,1%アガロース

ゲル,100V20min）後，特定サイズ(491bp)の増幅断片の確

認を行った。 

 

2. AOBの同定 

分離したAOBの形態性状および生化学性状を調べた。

さらに，培養菌液からCTAB法によりゲノムDNAを抽出，

プライマー(f:5’-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ r:5’-G

GCTACCTTGTTGTTACGACTT-3’)を用いて，16S rRNA

遺伝子 の特定領域を増幅（94℃ 1min-(94℃ 1min-63℃ 

1min-72℃ 1.5min)30cycles-72℃ 2min）した。さらに，増

幅産物を精製・濃縮(Takara SUPPEC-02)した後のDNAを

鋳型として，FITC蛍光標識を付したプライマー(f:5’-AG

AGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ r:5’-GGCTACCTTGTTGT

TACGACTT-3’)を用いてPCR増幅（98℃ 5min-(99℃ 1mi

n-60℃ 45sec-72℃ 1.5min)25cycles-72℃ 1min）した。PC

R産物をシーケンサー（島津DSQ2000L）で解析した。 

解析した遺伝子配列の相同性をFASTAによって検索

し，菌種を推定した。  

 

3. 特異プライマーの設計 

解読した16S rRNA遺伝子塩基配列から，プライマー

作成ソフト（Primer3）を用いて本菌の特異プライマーを

設計した。設計したプライマーセットを用いて，AOB培

養菌液からCTAB法によって抽出したDNAを鋳型として

PCR増幅（95℃ 1min-(95℃ 1min-59℃ 1min-72℃ 1.5mi

n)35cycles-72℃ 15min）し，特定サイズの増幅産物の確

認を行った。 

 

4. 家畜ふん尿との混合によるアンモニア発生低減試験 

(1)アンモニア発生低減試験 

乳牛および採卵鶏由来の新鮮ふん尿をおが屑と混合し,

水分を約65％に調整した。AOBを，HIBで30℃・48時間・

振盪培養後，滅菌生理食塩水で洗浄・再浮遊し，10
13

cfu/

mlに菌数を調整した。AOB浮遊液を家畜ふん尿おがくず

混合物に混入（10
7
cfu/g（10

7区），10
9
cfu/g（10

9区），10
11

cfu/g（10
11区））し,各4kgを小型堆肥化装置に充填した（図

１）。一定量通気(500ml/min)し，発生したアンモニア濃

度を北川式ガス検知管で定時的に測定した。１週間に一

度の切り返しを行い，切り返し毎に菌量測定用の材料を

採取した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(2)AOBの動態 

菌数の測定はMPN-PCR法を用いた。すなわち，材料か

ら全DNAをビーズビート法(ニッポンジーンISOFECAL 

for Beads Beating)により採取し，TE溶液で段階希釈した。

各希釈段階のDNA溶液を鋳型として，菌特異プライマー

(f:5’-AGCGTTGTCCGGAATTATTG-3’ r:5’ -TAAGGTTC

TTCGCGTTGCTT-3’ )を用いPCR増幅（95℃ 1min-(95℃ 

1min-55℃ 1min-72℃ 1.5min)35cycles-72℃ 15min）した。

PCR産物をアガロースゲル電気泳動し，蛍光バンドの検

出が可能な希釈濃度を求めることで目的DNA量を算出

し，菌量を推定した。 

 

結果および考察 

 

1. AOBの分離 

高アンモニウム塩培地には，堆肥由来材料からは27個,

土壌由来材料から14個，のコロニーが出現した。コロニ

ーの肉眼所見から，ほとんどがBacillus属であった。こ

の結果から，高温で増殖可能なアンモニア耐性細菌は環

境中に比較的多数存在し，特殊な細菌ではないことがわ

かった。また，分離した41株は全てHIBで増殖可能であ

り，栄養要求生性は厳しくないと考えられた。その中で，

牛ふん尿堆肥由来の1株は，amoA特異プライマーによるP

CR産物の増幅を確認し，amoAを持つことが判明した。 

 以上より本菌は，①アンモニアを酸化することができ

る（amoAを持つことはアンモニアを無臭化（酸化）でき

る遺伝的な裏付けがあることを意味する），②高温でも増

殖可能である（良好な堆肥化過程では微生物活動による

温度上昇が起こるため，50℃以上で増殖できることが必

要である）ことから，被検菌としてアンモニア発生抑制

試験に供することとした。 

 

 

 

排気口 

送気 
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冷却用容器 

ふん尿 

図１ 堆肥化試験の概略図 

小型堆肥化装置 
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図５ 乳牛ふん尿堆肥化過程で発生した 

アンモニア濃度の推移 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. AOBの同定 

分離したAOBは，グラム陽性・芽胞形成細菌であり，

50℃で増殖可能な高温細菌であった（図２）。形態学的お

よび生化学的な性状を示す（図３）。 

16S rRNA遺伝子塩基配列を読解し，FASTAによる検

索の結果，最も相同性が高いものは，Bacillus subtilis (N

ITE-P529)であり，99.54%の相同性があった（図４）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. 菌特異プライマーの設計 

特異プライマーの塩基配列は，f:5’-AGCGTTGTCCGG

AATTATTG-3’ r:5’ -TAAGGTTCTTCGCGTTGCTT-3’ ，

とした。PCRにより目的断片の増幅が認められ，使用し

たプライマーセットとPCR条件とが有用であることを確

認した（図４）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4. 家畜ふん尿との混合によるアンモニア発生低減試験 

(1)アンモニア発生低減試験 

乳牛ふん尿を用いた試験では，アンモニア濃度は試験

開始１日後に最大となり急速に減尐した。その後，アン

モニアは１回目の切り返し時には一時的に上昇したが，

２回目の切り返し以降ほとんど発生しなかった（図５）。

鶏糞を用いた試験の場合，乳牛ふん尿と比較するとアン

モニアの濃度レベルが高いが，発生パターンは類似して

いた。 

堆肥化過程で発生したアンモニア濃度は，いずれの条

件でも試験開始1～2日後に最大となった。乳牛ふん尿の

場合，10
9区は340ppm，10

11区は360ppmであり，対照区

の580ppmと比べ38～42％低く，AOB添加による低減効果

が認められた。しかし，10
7区は550ppmであり，アンモ

ニア濃度の低下は認められなかった。鶏糞の場合，菌添

加によるアンモニア濃度の低下は認められなかった（図

６）。 
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図２ アンモニア酸化細菌の光学顕微鏡像 

5μm 

 

M  検体   C 

増殖断片 

M:marker C :control 

分離源 堆肥

形態 桿菌
グラム染色 ＋
抗酸性 －
芽胞 ＋
鞭毛 －
運動性 －

カタラーゼ ＋
オキシダーゼ ＋
amoA ＋

ゼラチン分解性 ＋
硫化水素生成 －
インドール生成 －
硝酸塩還元 ＋
窒素ガス生成 －
クエン酸利用性 ＋
エスクリン分解性 ＋
VP反応 －

図３ アンモニア酸化細菌(AOB)の特徴 

 

図４ アンモニア酸化細菌16SrRNA塩基配列と 

菌特異プライマーの位置 
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試験期間中に発生したアンモニア総量は，乳牛ふん尿

の場合，10
9区および10

11区は，対照区と比較すると約20％

尐なく，アンモニア発生の低減化効果が認められた。10
7

区は対照区とほぼ同量であり，アンモニア発生総量の低

減効果は認められなかった（図７）。 

以上から，新規に分離したAOBを添加することにより，

牛ふん尿の堆肥化初期におけるアンモニアの発生濃度の

低下と発生総量の低減化が可能であることが判明した。

また，効果の発現には10
9
cfu/g以上の菌を添加する必要が

あるが，10
9
cfu/g以上添加した場合でも，より高い効果が

認められることはなかった。しかし，効果の発現には10
9
cfu/g以上の菌を添加する必要があり，10

9
cfu/g以上添加

した場合でも，高い効果は得られないことがわかった。

また，鶏糞を対象とした試験では，アンモニア発生の抑

制効果は認められなかった。これは、鶏糞の場合、堆肥

化過程で発生したアンモニアの発生総量は牛ふん尿の約

３倍あり、添加したAOBによるアンモニア酸化能力を超

えていた可能性や、使用したAOBは牛ふん尿堆肥由来で

あり、牛ふん尿と異なる環境下の鶏糞中では機能を十分

発現できなかった可能性が考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 (2)堆肥化過程におけるAOBの動態 

畜産から発生する臭気は，大部分が家畜ふんに由来す

る微生物活動に伴う栄養物の分解によって生じる。例え

ばアンモニアは，ふん中に存在する腸内細菌が生産する

ウレアーゼと尿中に含まれる尿素が反応することによっ

て発生する。臭気は微生物活動の産物であり，微生物の

種類，栄養条件，温度，pH，酸素条件などによって発生

する臭気の成分や量が大きく異なる。従って，微生物活

動を制御できるならば，臭気の発生量や組成を制御する

ことが可能である。しかし，家畜ふん1g中には100種100

億の細菌が存在し，堆肥化に関与しているすべての細菌

の働きや，細菌同士の相互関係の全貌を解析することは

難しく，課題が多い。 

家畜ふん中に添加したAOBの量は，ふん尿の種類およ

び菌の添加濃度に関わらず，試験期間中変動しなかった。

この結果から，添加したAOBは家畜ふん中に存在し続け

ていたことが推測できる。AOB添加によるアンモニアの

発生抑制の原理は，発生したアンモニアを亜硝酸に変換

（無臭化）し，アンモニアの発生量を低減化するのであ

り，アンモニア低減効果を確認するにはAOB（amoA）の

活性状態を知ることが重要となる。しかし，MPN-PCR

法による菌量の測定では，生菌と死菌との区別，菌の活

動状態と静止状態との区別ができず，添加したAOBの活

性状態を把握することはできなかった。家畜ふん中にお

けるAOBの活性状態とアンモニア発生抑制効果との関

係を検証するには，AOB由来amoAの発現状況を明らかに

していく必要がある。 
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図６ 家畜ふん尿堆肥化過程で発生した 

アンモニア濃度の最大値 

図７ 家畜ふん尿堆肥化過程で発生した 

アンモニアの総排出量 

（対照区を100として表記） 
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Effect of adding ammonia-oxidizing bacteria to ammonia emission 

during the composting process of animal wastes. 
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Abstract 

 

Ammonia-oxidizing bacteria was isolated from compost made of animal wastes. The strain (Bacillus subtilis) 

had ammonia-monooxygenase gene (amoA). To evaluate the effect of adding the strain to ammonia emission 

during the composting process of animal wastes was done. Ammonia emission tended to be lower about 20% in 

the strain-added material than in the control material to which the strain was not added. 
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