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Abstract　Composting converts organic waste into compost and effectively restores soil fertil-
ity via the action of microorganisms. As the global population increases, the demand for rapid 
composting to manage substantial quantities of organic waste also increases. To achieve rapid 
composting, optimal conditions for moisture content, temperature, oxygen supply, pH, and the 
C/N ratio should be determined. In addition to controlling these conditions, methods have been 
developed to accelerate the process by inoculating compost, which is believed to contain high 
concentrations of effective microorganisms, or cultured microorganisms with high activity in 
decomposing organic materials. However, the efficacy of microbial inoculation in composting 
remains controversial. Therefore, this review analyzes and summarizes published studies on ap-
propriate composting systems to clarify the effects of microbial inoculation and the conditions 
for effective microbial inoculation to improve the composting process.

An appropriate composting system must meet the following conditions: reproducible compost-
ing process (differences with and without microbial inoculation are clearly attributable to inoc-
ulation), correct assessment of experimental errors, and evaluation based on scientific rationale. 
A small-scale composting apparatus, in which the composting conditions are strictly controlled, 
and the same raw material is used, is suitable for obtaining reproducible data. A quantitative 
method for monitoring the composting process, such as measuring the CO2 emissions resulting 
from microbial activity associated with organic matter decomposition, is advantageous for eval-
uating the effects of microbial inoculation. An example of false evaluation against scientific ra-
tionale is the conclusion that non-thermotolerant microorganisms survive the thermophilic phase 
and significantly contribute to the temperature decline phase when inoculated into compost raw 
material. Composting is operated with the intention of eliminating human and plant pathogens 
using thermophilic temperature; hence, inoculated non-thermotolerant microorganisms cannot 

総 説
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survive, rendering such inoculation ineffective.
Microbial inoculation has significant effects when raw compost materials contain inhibitory 

substances, such as organic acids or furan compounds, which only specific microorganisms can 
decompose. Organic acid degradation in the compost material and an increase in pH are crucial 
for accelerated composting. Inoculation of organic acid-decomposing microorganisms into raw 
materials rich in organic acids is effective for rapid organic acid decomposition and maintaining 
favorable pH conditions for co-existing composting microorganisms. Consequently, microbial 
inoculation enhances the succession of composting microorganisms, thereby promoting organic 
matter decomposition. Effective microbial inoculation in composting was observed when furan 
compounds were generated during the hydrothermal pretreatment of kitchen refuse to improve 
the hydrolysis of solid organic material. Inoculation with furan-degrading microorganisms effec-
tively facilitates rapid furan decomposition and accelerates the composting process. In addition, 
a significant inoculation effect occurs when composting tackles hardly degradable substances, 
such as polysaccharides and biodegradable plastics, which require microorganisms that are not 
typically present in high concentrations. The degradation of poly-ɛ-caprolactone, a biodegrad-
able plastic, is accelerated by microbial inoculation. Furthermore, effective inoculation was ob-
served under special composting conditions; only specific microorganisms were active, and the 
growth conditions of the inoculated microorganisms aligned with the composting conditions.

Under some composting conditions, if the growth conditions of the inoculated microorganisms 
differ from the composting operating conditions, actively controlling the composting conditions 
to favor inoculated microbial growth over native microorganisms enhances the microbial inocu-
lation effect. Using the example of producing value-added compost (functional compost) by in-
oculating suppressive microorganisms against plant pathogens, this review highlights the impor-
tance of combining temperature control and timing of microbial inoculation during composting. 
Overall, integrating microbial inoculation with composting process control is necessary for the 
stable growth and survival of inoculated microorganisms and the expected benefits during com-
posting.

Keywords: composting, microbial inoculation, organic matter degradation, process control

１. コンポスト化とは何か

コンポスト化は、家庭からの生ごみ、家畜ふんや農

作物の残渣、食品工場からの廃棄物、汚泥などの有

機質廃棄物を微生物の働きによって分解し、コンポスト

に変換する方法である。Golueke (1977) はコンポスト化

を「有機質廃棄物をコントロールされた条件下で、取り

扱い易く、貯蔵性良くそして環境に害を及ぼすことなく安

全に土壌還元可能な状態まで微生物分解すること」と

定義している。化学肥料が安価に入手できるようになる

と、取り扱いが不便なコンポストは、一時期使用されな

くなり、耕地への有機物投入量が減少することで土壌

中での有機物濃度が低下した。有機物濃度が低下す

ると土壌中の微生物数が減少し微生物の多様性も失わ

れるが、この現象は地力の低下として知られている。や

がて、地力の低下が顕在化するとコンポスト施用の重
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要性が再び認識されるようになった。コンポストは、土の

中に豊かで変化に富んだ土壌微生物群を養うことによっ

て、耕地での植物の生育を促すとともに、植物に対す

る病原菌の働きを抑制する重要な役割を果たしている。

コンポスト化は微生物による有機物分解プロセスであ

るため、そこで働いている微生物の環境条件をいかに

整えるかによってコンポスト化の速度は影響を受ける。コ

ンポスト化を担う微生物は、主として腐生性の化学合成

従属栄養微生物であり、動植物残渣などの有機物を分

解し、生物由来の高分子物質を最終的には二酸化炭

素、水、ミネラルなどにまで分解する。これらの微生物

は、高温に耐えて増殖するだけでなく、この高温を利用

して常温におけるよりもはるかに速い速度で有機物を酸

化分解する能力をもった好熱性微生物であり、この好

熱性微生物をいかに効率良く働かせるかでコンポスト化

の効率も影響を受ける。これらの微生物の働きを左右す

る因子としては、コンポスト堆積層の含水率、温度、酸

素供給、pH、コンポスト原料の炭素と窒素の比 (C/N 比 )

などがあり、以下に示すような高速コンポスト化のための

最適条件が知られている。

2. 最適条件としてどんなことが知られているか

コンポスト化プロセスでは、適切な水分と十分な酸素

の条件を同時に満たすことが必要であり、水分が少な

すぎると微生物の活性が低下し、水分が多すぎると微

生物に十分な量の酸素を供給できず、嫌気的になっ

て有機物分解速度が著しく低下する。また、嫌気的に

なると強い悪臭が発生することがある。コンポスト化の

最適水分は 40 ～ 65% 程度であることがわかっている

（Dougherty 1998）。

また、微生物分解を促進するためには適切な温度の

維持が必要である。異なる温度の条件では異なる微生

物が優勢になる。有機物の微生物分解は発熱反応で

あり、有機物が活発に分解されるとコンポスト堆積層の

温度は上昇する。コンポスト堆積層内に通気をおこなわ

ないか、 または通気量が少ない場合には、層内部の温

度は、しばしば 80℃近い高温に達する。微生物の中に

は温泉水のような有機物濃度が低い貧栄養条件におい

て 90℃以上でも生育できる高度好熱菌の存在も知られ

ているが、コンポスト化過程で見られる好熱菌は 70℃以

上になるとその活性を失ってしまい、70℃以上で活発に

有機物を分解する微生物は知られていない。このため、

コンポスト化の速度を高めるには堆積層を適正な温度の

範囲に維持することが必要である。コンポスト化の最適

温度は 60℃付近にあることが知られている（Bach et al. 

1984）。

高速コンポストにおいては堆積層内で有機物分解を

担っている微生物が活発に働くために、好気条件が維

持されていなければならず、投入原料の含水率の調整

と通気性改良材 （バルキング材） の使用、および通気、

コンポスト堆積層の混合撹拌（切り返し）が特に重要

である。なお、通気性改良材は、コンポスト化進行に

必要な酸素を供給するための空間を堆積層内につくる

目的で用いられる。木材チップなど吸水性のある資材

を用いた場合には、同時に原料の水分を調整すること

もできる。切り返し時に層内に取り込まれた空気中の酸

素はコンポスト中の微生物により直ちに消費される。より

多くの酸素を供給する目的で、切り返しを高頻度でおこ

なうと堆積層温度が低下してしまうので注意が必要であ

る。また、切り返し作業のコストの観点からも頻度をきり

もなく上げることはできないので、強制通気によって酸素

の要求を満たす方法がしばしば用いられる。原料の種

類や堆積層の大きさによっても最適な通気速度は異なる

が、実用規模の家畜ふんコンポスト化では活発な有機

物分解がおこっているコンポスト化初期の最適通気速度

は 50 ～ 300 L min-1 m-3 の範囲にあるとされている（宮

竹 2015）。この値は堆積層内での微生物の活動によっ

て消費される酸素を賄うのに必要な空気量の 10 倍以

上にも達することがわかっているが、過大な通気は堆積

層を高すぎる温度から冷却するとともに、堆積層を乾燥

させる目的のためにも用いられている。なお、切り返しは

均一なコンポストを得るためにも必須と考えられている。

コンポスト化における有機物分解は、中性から弱
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アルカリ性の範囲で活発におこることが知られている

（Nakasaki et al. 1933）が、コンポスト原料の中には、

しばしばその pH が中性から大幅に離れているものがあ

る。例えば、嫌気条件下で放置された生ごみは、酢酸

などの低級脂肪酸が蓄積し、pH が 4 ～ 5 付近まで低

下している。逆に脱水助剤として石灰と塩化第二鉄を

用いて脱水した下水汚泥では、pH は 12 付近の高い

値を示す。原料の pH が低い場合には、消石灰等を

混合する、また、pH が高い場合には酸を添加するなど

の方法がおこなわれることもある。そして、活発なコンポ

スト化がおこれば、コンポストの pH は 8よりやや高い値

に自然に調節される。このため、製品コンポストをコンポ

スト原料に混合することには、pH 調整の効果もあること

がわかっている。

また、微生物分解を促進するためにはコンポスト原

料の C/N 比を適正な値の範囲に維持することが重要と

されている。最適 C/N 比は約 25 ～ 30といわれている

（Choi 1999）。種々の廃棄物の C/N 比はそのままでは

この値からずれているものも多いので、一般には C/N 比

の高い原料と低い原料を組み合わせて C/N 比を調整す

る方法が用いられる。C/N 比の高いバーク（樹皮）の

コンポスト化を効率よく進めるために、鶏ふんなどを混合

するのはその例である。

ここでは高速コンポスト化のための操作条件について

まとめたが、これ以外の操作条件として、活性の高い

微生物を原料に添加することによって飛躍的な効率の向

上をはかろうとする試みが従来からおこなわれてきた。製

品の一部をコンポスト原料に混合し、微生物の接種源と

して用いる方法が一般的に行われているが、特別に培

養した微生物を含む接種剤も数多く市販されている。

3. 効果の有無が分かれる微生物接種の効果

微生物を接種することによるコンポスト化促進の効果を

データに基づいて定量的に評価したのは、Golueke et 

al. (1954) の研究が最初といってよい。Goluekeらは生

ごみとわら、また、これに紙を混合したモデル都市ごみ

のコンポスト化をおこなって微生物接種の効果を検討し

ている。この論文はコンポスト化に必要な微生物は原料

から供給されて自足することを主張した啓蒙的な論文で

もある。しかしながら、この研究では使用するコンポスト

原料が不均質な生ごみ（生ごみは、その性質上どうし

ても不均質にならざるを得ない）を含んでいるため、また、

サンプルも不均一であるため、サンプルを分析して有機

物の分解率を求める方法では定量性にも限界があった。

このため、微生物接種の効果の有無は、必ずしもはっ

きりしていないと考える研究者も多く、引き続いて微生物

接種の効果を検証する多くの研究がおこなわれた。現

在までに、効果がある、効果がないと２つの異なる結論

を導いた論文が発表されてきているが、その例を Table 

1 にまとめた。有機物分解、コンポスト化促進に効果の

見られないものと、効果が見られたものとが示されている。

また、コンポスト化促進効果は見られないものの、優勢

となる微生物の種類が異なり、微生物叢に影響が現れ

た（Loakasikarn et al. 2021）とした論文もある。なお、

微生物接種に効果があったとした報告の中には、窒素

の動態（Zhang et al. 2016）への影響に言及したものも

ある。

Table 1 Summary of the effects of microbial inoculation on composting as seen 

in previous literatures.

Raw material Composting scale Seed/Inoculum Composting stage 
for inoculation

Temperature 
profile

Effect of 
inoculation References

vegetable 
trimmings, 
chopped straw and 
paper

from laboratory to 
field scale: 19 L 
glass jars (3 kg)/ 
208 L steel drums 
(70 kg)/ 1 m 
square and 1.5 m 
high bin (450 kg)/ 
1.5 m high open 
pile (2700kg)

Garden soil, horse 
manure, partially 
decomposed 
organic material, 
and a commercial 
preparation of 
special bacterial 
cultures

initial

Laboratory 
studies: in a room 
maintained at 
50℃±5℃

Open pile: ambient 
temperature

No measurable 
effects resulted on 
the course of 
temperature, 
increase in per 
cent ash, or 
decrease in per 
cent carbon

Golueke 
et al. 1954

Sewage sludge
300 mmF ×
400mm depth
3kg

Compost product initial 60℃ constant and 
uniform

No significant 
effect on the rate 
and degree of 
organic matter 
degaradation

Nakasaki et al. 
1985

Grape pulps

70-1itre batch 
reactor (70×50×50 
cm) 
20 kg (wet 
weight).

mesophilic and 
thermophilic 
strains from a 
culture containing 
grape pulps and 
fresh sheep 
manure/
cellulolytic strains 
isolated from 
grape pulps and 
tree bark

initial
Maximal 
temperature >60℃

cellulolytic and 
ligninolytic 
bacteria had no 
effect on the 
degradation of 
organic matter

Faure & 
Deschamps 1991

Grass straw and 
leaf mix

51 cm height, 
47 cmF
8.2 kg

commercially 
available seeding 
material (Bacillus, 
Streptomyces, 
Pichia, 
Saccharomycopsis
, Aspergillus,  and 
Mucor ) 

initial N.A.

Positive effects in 
total organic 
carbon and organic 
matter contents, 
the effect was not 
obvious in 
microbial biomass 
and CO2 evolution 
rate

Rajbanshi et al. 
1998

Garbage from 
cafeteria

8.7 L 
19×27×17 cm 
(W×L×H)

mixing 
microorganisms 
having substantial 
activity on various 
organic substrates

initial

maximal >60℃ for 
inoculated, around 
40℃ for non-
inoculated

temperature, CO2 
and O2 
concentrations, 
pH, and dry matter 
decrease were 
improved

Shin et al. 1999

Wood chips
Sewage sludge

plastic bins 
(60×40×30 cm)

Commercial 
preparation of 
micro-organisms  
(Pseudomonas, 
Lactobacillus, 
Saccharomyces 
spp.)

initial
(20–25℃) 
for a period of 28 
days

a microbial 
inoculant did not 
have a significant 
effect on the 
decomposition 
process

Maboeta & 
van Rensburg 
2003

MSW 34 L

Bacillus 
azotofixams, 
Bacillus 
megaterium and 
Bacillus 
mucilaginosus /
Trichoderma 
koningii, 
Streptomyces 
cellulosae  and 
White-rot fungi

initial

peak temperature 
>60℃ (inoculated)
peak temperature 
=58℃ 
(uninoculated)

Oxygen uptake 
rate and total 
cumulative O2 
uptake were larger 
in the inoculated 
compostings than 
uninoculated 
control

Xi et al. 2005
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material (Bacillus, 
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Pichia, 
Saccharomycopsis
, Aspergillus,  and 
Mucor ) 

initial N.A.

Positive effects in 
total organic 
carbon and organic 
matter contents, 
the effect was not 
obvious in 
microbial biomass 
and CO2 evolution 
rate

Rajbanshi et al. 
1998

Garbage from 
cafeteria

8.7 L 
19×27×17 cm 
(W×L×H)

mixing 
microorganisms 
having substantial 
activity on various 
organic substrates

initial

maximal >60℃ for 
inoculated, around 
40℃ for non-
inoculated

temperature, CO2 
and O2 
concentrations, 
pH, and dry matter 
decrease were 
improved

Shin et al. 1999

Wood chips
Sewage sludge

plastic bins 
(60×40×30 cm)

Commercial 
preparation of 
micro-organisms  
(Pseudomonas, 
Lactobacillus, 
Saccharomyces 
spp.)

initial
(20–25℃) 
for a period of 28 
days

a microbial 
inoculant did not 
have a significant 
effect on the 
decomposition 
process

Maboeta & 
van Rensburg 
2003

MSW 34 L

Bacillus 
azotofixams, 
Bacillus 
megaterium and 
Bacillus 
mucilaginosus /
Trichoderma 
koningii, 
Streptomyces 
cellulosae  and 
White-rot fungi

initial

peak temperature 
>60℃ (inoculated)
peak temperature 
=58℃ 
(uninoculated)

Oxygen uptake 
rate and total 
cumulative O2 
uptake were larger 
in the inoculated 
compostings than 
uninoculated 
control

Xi et al. 2005

OFMSW 46 kg fresh refuse

a microbial 
inoculum 
originated from 
the MSW leachate

initial
temperature 
once increased 
near 70℃ 

 The positive 
effects were 
observed in terms 
of pH, oxygen 
uptake ratio and 
cellulase activity, 
though other 
parameters were 
not significantly 
different

Li et al. 2008

Straw and certain 
agro-industrial 
wastes

each pile at the 
beginning was 
about 1.5 m 
length×1.0 m 
width×0.80 m 
height

Cellulose 
degrading fungi: 
Trichoderma 
reesei  (NRRL 
11236), 
Phanerochaete 
chrysosporium 
(NRRL 6361) and 
Trichoderma 
viride  (EMCC 
107)

initial

temperature 
attained a 
maximum peak at 
the 16th day and 
surpassed 60℃ 

Inoculation of 
composting 
mixtures enhanced 
the biodegradation 
of recalcitrant 
substances

Rashad et al. 2010

Kitchen-waste 6 kg 
2 reactors

a microbial 
cocktail consisting 
seven types of 
bacteria and eight 
types of fungi 
isolated from soils

initial

the composters 
were placed in a 
laboratory at 
27 ± 5℃ and kept 
at 45℃ . Compost 
cycle was for 30-
days

use of a microbial 
cocktail did not 
show advantages 
in accelerating the 
composting 
process.

Abdullah 
et al. 2013

Household organic 
waste

dry leaves (1.6 kg 
total) were added 
to each bin once a 
day, for 60 days
Five-200 L bin

MC (mature 
compost) 
EM (lactic acid 
bacteria, 
photosynthetic 
bacteria and yeast)
LDD1 (fungi, 
actinomycetes and 
lipase-producing 
bacteria) 

MC was mixed at 
the initial/ EM and 
LDD1 were mixed 
with the organic 
waste daily

Highest peak 
ranged from 45 to 
50℃

not be necessary to 
add commercial 
inoculants to 
facilitate 
composting

Karnchanawong & 
Nissaikla 2014

Rice straw and 
chicken manure

lab-scale cylinder 
reactors, about 
10 kg raw 
materials

enriched ammonia-
oxidizing bacteria initial

temperature 
control
Heating phases
37.6-57℃, 
Thermophilic 
phases 50-57℃, 
Cooling phases
40.2-50℃, 
Mature phases
39.5-40.2℃

inoculation reduce 
ammonia emission 
and nitrogen loss 
by transforming 
ammonium into 
nitrite

Zhang et al. 2016

dairy manure 
and corn straw

8 kg fresh 
weight of mixture 
of material

The greatest 
cellulosic 
enzymatic strains 
with tolerance to 
high temperature/ 
Streptomyces  sp. 
H1, Streptomyces 
sp. G1, 
Streptomyces  sp. 
G2, 
Actinobacteria 
bacterium T9

different stages

temperature 
incresed once to 
57℃, then 
dropped linearly 

improved cellulase 
activities, 
accelerated the 
degradation of 
cellulose, 
increased the 
content of humic 
substances

Zhao et al. 2017
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EM (lactic acid 
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photosynthetic 
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LDD1 (fungi, 
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lipase-producing 
bacteria) 

MC was mixed at 
the initial/ EM and 
LDD1 were mixed 
with the organic 
waste daily

Highest peak 
ranged from 45 to 
50℃

not be necessary to 
add commercial 
inoculants to 
facilitate 
composting

Karnchanawong & 
Nissaikla 2014

Rice straw and 
chicken manure

lab-scale cylinder 
reactors, about 
10 kg raw 
materials

enriched ammonia-
oxidizing bacteria initial

temperature 
control
Heating phases
37.6-57℃, 
Thermophilic 
phases 50-57℃, 
Cooling phases
40.2-50℃, 
Mature phases
39.5-40.2℃

inoculation reduce 
ammonia emission 
and nitrogen loss 
by transforming 
ammonium into 
nitrite

Zhang et al. 2016

dairy manure 
and corn straw

8 kg fresh 
weight of mixture 
of material

The greatest 
cellulosic 
enzymatic strains 
with tolerance to 
high temperature/ 
Streptomyces  sp. 
H1, Streptomyces 
sp. G1, 
Streptomyces  sp. 
G2, 
Actinobacteria 
bacterium T9

different stages

temperature 
incresed once to 
57℃, then 
dropped linearly 

improved cellulase 
activities, 
accelerated the 
degradation of 
cellulose, 
increased the 
content of humic 
substances

Zhao et al. 2017

Sugarcane 
processing 
residues

3.2×1.6×25 m
 
(base×height×lengt
h)

phosphate-
solubilizing 
bacteria (PSB), 
Pseudomonas 
aeruginosa 
PSBR12 and 
Bacillus  sp. 
BACBR01

initial

temperature 
increased rapidly, 
and then remained 
above 60℃ until 
the end of 
composting

inoculation of PSB 
reduced the levels 
of Ca-bound P and 
increased the 
labile organic P 
fraction

Estrada-Bonilla 
et al. 2017

Sludge

Box with internal 
dimension 0.54 
m×0.49 m×0. 47 m 
(length×width×hei
ght)

A thermophilic 
bacterium 
(Geobacillus 
stearothermophilu
s  CHB1)

initial

maximum 
temperature: 
56.5℃ for 
inoculated, and  
51.9℃ for non-
inoculated

inoculation with 
CHB1 would 
enhance the 
quality and 
efficiency of 
composting

Fang et al. 2019

Sugarcane 
leaves and dairy 
manure

total weight of 
each pile was 
approximately 
25 kg in a cylinder 
compost reactor 
(60 L)

compost-born 
multifunctional 
thermophilic 
microbial 
consortium 
(CTMC) 

Two step:
first inoculation 
(day 0)
second inoculation 
(day 9)

thermophilic phase 
(>50℃) was two 
days longer in the 
inoculated 
composting than 
non-inoculated 
one

enhance the 
mineralization of 
organic carbon, 
accelerate the 
lignocellulose 
degradation and 
promote the 
humification 
process

Xu et al. 2019

Rice straw

small cylinder 
(18 cmF, 45 cm 
height)
12.5 L working 
volume 

The inoculum was 
the blend of five 
bacterial strains/
Aeromonas caviae 
sp. SD3, Shinella 
sp. XM2, 
Rhizobium  sp. S8, 
Corynebacterium 
pseudotuberculosi
s  sp. SD1, 
Streptomyces 
clavuligerus  sp. 
XM

at cooling phase 
(day 13)

temperature 
cooling phase is 
favorable for the 
inoculated 
microorganisms

Fenton 
pretreatment with 
bacteria 
inoculation 
provided a new 
method to promote 
the HS amount

Wu et al. 2020

Model food waste 
(Rabbit food)

laboratory-scale 
(100 mL) mini 
reactor

one commercial 
seeding material 
and 
two brands of 
compost products

initial 60℃ constant and 
uniform

the rates and 
degrees of organic 
matter degradation 
were similar 
though the 
microbial 
communities were 
different

Loakasikarn 
et al. 2021

Mushroom residue 
and wood chips

large pile
3.4 m×1.2 m×0.5 
m (in length, width 
and height)

Aspergillus, 
Penicillium 
Bacillus, 
Streptomyces

initial

Temperature rose
to near 60℃ and
kept high level
under the ambient
temperature of
3–11℃

beneficial for the
starting of the
aerobic 
composting at low
temperature and
the degradation of
cellulose

Jia et al. 2021

Cattle manure and 
rice straw

mixed materials 
(100 kg) in a cubic 
composting reactor 
(200 L)

Malbranchea 
cinnamomea 
Gloeophyllum 
trabeum

single-stage 
inoculation: SSI 
(both at the start)
two-stage 
inoculation: TSI 
(successively)

G. trabeum  was 
inoculated at the 
end of cooling 
stage (50-40℃) in 
TSI

TSI promoted the 
degradation degree 
of cellulose, 
hemicellulose and 
lignin, and 
increased the total 
nutrients and 
humus carbon

Zhu et al. 2021
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Streptomyces 
clavuligerus  sp. 
XM
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inoculated 
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Fenton 
pretreatment with 
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provided a new 
method to promote 
the HS amount
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Model food waste 
(Rabbit food)

laboratory-scale 
(100 mL) mini 
reactor

one commercial 
seeding material 
and 
two brands of 
compost products

initial 60℃ constant and 
uniform

the rates and 
degrees of organic 
matter degradation 
were similar 
though the 
microbial 
communities were 
different

Loakasikarn 
et al. 2021

Mushroom residue 
and wood chips

large pile
3.4 m×1.2 m×0.5 
m (in length, width 
and height)

Aspergillus, 
Penicillium 
Bacillus, 
Streptomyces

initial

Temperature rose
to near 60℃ and
kept high level
under the ambient
temperature of
3–11℃

beneficial for the
starting of the
aerobic 
composting at low
temperature and
the degradation of
cellulose

Jia et al. 2021

Cattle manure and 
rice straw

mixed materials 
(100 kg) in a cubic 
composting reactor 
(200 L)

Malbranchea 
cinnamomea 
Gloeophyllum 
trabeum

single-stage 
inoculation: SSI 
(both at the start)
two-stage 
inoculation: TSI 
(successively)

G. trabeum  was 
inoculated at the 
end of cooling 
stage (50-40℃) in 
TSI

TSI promoted the 
degradation degree 
of cellulose, 
hemicellulose and 
lignin, and 
increased the total 
nutrients and 
humus carbon
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N.A.

N.A., but must be 
large, since the 
term, " windrow- 
based compost 
piles" was used, 
and sample weight 
was large

Two PSB strains 
Pseudomonas 
aeruginosa 
CMG4 and AAC1

initial
Maximal 
temperature 
around 50℃

inoculation does 
not affect the 
temperature, MC, 
carbon to nitrogen 
ratio, organic 
matter and Mg 
content but 
increased the 
accessible Ca 
content

Ahmad et al. 2022

Food waste

1 m3 self-made 
pilot-scale 
intelligent aerobic 
composting 
equipment

mature compost initial
Maximal 
temperature 
reached near 70℃

increased the 
reduction rate of 
volatile solids by 
71.4% and 
shortened the 
composting period 
by 7 days

Wang et al. 2022

Spent mushroom 
substrate and 
chicken manure

length, width, 
height and 
thickness of 65.7 
cm, 61.1 cm, 60.5 
cm and 6.2 cm
about 26.9 kg

A mixture of 
Bacillus 
subtilis  SL-44, 
Enterobacter 
hormaechei  Rs-
189 and 
Trichoderma 
reesei /
Commercial 
Microbial agents

initial

Maximal 
temperature 
reached around 
70℃

Microbial 
inoculum elevated 
the temperature in 
the thermophilic 
phase, enhanced 
humification 
degree, and 
promoted 
composting 
maturity and 
quality

Li et al. 2024

微生物接種の効果があるか否かの判定においては、

研究方法が微生物接種の効果を評価するのに適したも

のになっているか、実験誤差を正しく評価しているか、

科学的根拠に基づく評価になっているかについて、注

意が必要である。研究方法が適正であるためには、再

現性のある実験結果が得られるシステムでなければなら

ないことはいうまでもないが、再現性に疑問がある研究

報告も多く見られている。例えば、生ごみを用いて大型

の積み山方式でコンポスト化するときには、生ごみ自身

の組成が不均質であることに加えて、通気性改良材や

微生物接種剤を均一に混合する操作すら容易ではな

い。また、積み山の形状、大きさによっても、微生物に

よる代謝で発生する熱の損失量が異なって、堆積層の

温度は異なってしまう。そのような場合、見かけ上同じ

操作をしても、真の意味で同じとは言えないので、再現

性のある結果を得ることは極めて難しい。そして、そのよ

うな条件下では、微生物接種の有無を変えたコンポスト

化で、たとえ差が見られたとしても、それは、微生物接

種の効果とは言い切れない。

実用規模のコンポスト化では、原料が不均質であった

り、温度、水分、通気性などが堆積層内で大きな分布

を生ずるために微生物接種の効果は明確になりにくい。

このため、少なくとも原理的に効果があるか否かを調べ

る段階では実験条件を詳細に制御できる実験室規模の

装置で確かめることが有利である。そして、原理的に

効果があるとしたら、それを実用規模のコンポスト化にど

のように応用するかについては、別途、そのための研究

が必要である。少なくとも原理的に効果がなければ、実

用規模コンポスト化で効果を期待できないことはいうまで

もない。なお、微生物接種の効果を検証するためには、
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有機物分解をできるだけ定量的に比較する必要がある

が、密閉通気型装置からの二酸化炭素発生量を測定

する方法をその一つとして用いることができる。この方法

では、固体サンプルの灰分率の変化をもとに有機物分

解率を計算するときなどに生じやすい、大きな誤差を避

けることができる。

微生物接種の効果を検証するには、測定誤差を正

しく評価することも重要である。これまでに報告されてい

る多くの論文の中には、微生物の接種の有無によって

有機物分解率にわずか数％の差が観察されたことをもっ

て、微生物接種の効果があると主張する論文も散見さ

れている。コンポスト化においては、全く同一の原料を

用いて、操作も同一にしても有機物分解率に数％の差

は生じることがある。このため、有機物分解率に数％の

差しかないときには、有意な差であることの主張は難しい。

また、きわめて精密なコンポスト化操作と有機物分解の

定量手法の導入によって、数％の差を有意な差であるこ

とを主張できたとしても、逆の見方をすれば、微生物接

種にともなう有機物分解促進効果はわずか数％に過ぎな

いということになる。なお、セルロース分解菌を接種した

コンポスト化でセルロースの分解促進効果が見られてい

るときに、セルロースを含む有機物全体の分解量には、

差が見られないという整合しない実験結果をもとに微生

物接種の効果を論じた研究報告もある。この結果は、

微生物接種の効果を検証するには、測定誤差について

慎重な検討が必要であることを示している。

微生物接種の効果に対する主張が科学的根拠に基

づいたものになっているかは、さらに重要である。高温

条件下で生き残ることができない微生物を原料に接種

し、コンポスト化の高温過程での効果を期待するものが

いくつか報告されているが、そのような微生物が高温過

程の有機物分解に貢献することは困難である。また、

高温条件では生残できない微生物を原料に接種し、コ

ンポスト化の後半で温度が低下したときの増殖と貢献を

期待していると思われる研究もあるが、コンポスト化の過

程で高温にさらされるとこれらの微生物は死滅する。コ

ンポストの積み山が大きい場合には、積み山の内部は

高温でも表面付近は温度が低く、高温条件では生き残

れない微生物も生き残るのではないかと考える向きもある

かもしれない。しかしながら、これらの微生物が生き残る

操作を認めることは、コンポスト化の高温過程で人や植

物に対する病原菌を殺菌できずに、病原菌が生き残る

ことも許容することであり、安全なコンポスト化に本来的

に求められている条件を満たすことができていないことに

なる。なお、実際のコンポスト化では適正に切り返しをお

こない、病原菌を堆積層の高温域に移動させることで

生き残ることがないように操作される。このため、高温条

件では生残できない微生物を原料に接種したときに、た

とえ効果があったとしても実際の操作においての有用性

は疑問である。

また、コンポスト原料にセルロース分解菌を接種して、

コンポスト化の初期段階でセルロースの分解を促進しよ

うとした研究も見られるが、その効果は限定的と考えて

よい。よく知られているように、セルロースは他に易分解

性の有機物が共存するときには、易分解性有機物の分

解が進まないと、その分解は開始しない。このため、接

種した微生物が直ちにセルロースを分解して大きな接種

の効果が見られる条件は限られている。なお、嫌気性

のセルロース分解菌として芽胞を形成し、耐熱性も高

い Clostridium 属細菌を用いれば、コンポスト化初期の

易分解性有機物が多く、高温となる期間を生き延びて、

温度が低下して条件が整ったときにセルロースの分解に

寄与するのではと期待することがあるかもしれない。しか

しながら、Clostridium 属細菌が好気コンポスト化の条

件で大きな効果を発揮することは困難と考えるべきであろ

う。

ここで述べたもの以外にも、微生物接種に効果があ

るかもしれないが、その効果の有用性が明確でない研

究の報告もある。重金属を含む原料のコンポスト化にお

いて外部から微生物を接種することで、コンポスト製品

中から重金属が溶出しにくくなるとした報告では、コンポ

スト中に生成された腐植がキレート物質として作用し重

金属が保持される、あるいは、いまだ解明されていない

メカニズムで重金属が不動化すると説明している。たと
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え微生物の接種にそのような効果があるとしても、製造

されたコンポストを長年にわたって土壌に施用し続けると

したら、土壌中での重金属溶出の問題は避けて通るこ

とはできないと思われるので、そこで見られた微生物接

種の効果はコンポスト製造という視点から、大きなメリット

にはなりえないものと考えられる。

4. 再現性の高いシステムを用いて得た微生物接種の
効果がない場合

先に述べた通り、微生物接種の効果を明確に示す

ためには、コンポスト化における有機物分解をできうる限

り定量化し、同一条件のコンポスト化では再現性のあ

る実験結果が得られるシステムを用いる必要がある。そ

のようなシステムの一例を Fig. 1 に示す。（Nakasaki et 

al.2011）このシステムでは、密閉通気型の小型装置を

用いており、有機物分解速度を定量するために、微生

物による有機物分解の結果として発生する二酸化炭素

の発生速度を測定し、有機物分解率は、原料中の炭

素重量に対して二酸化炭素として揮散した炭素重量の

比と定義した炭素変化率を計算している。また、微生

物接種以外のコンポスト条件、すなわち、原料も、温度、

水分、通気性などの操作条件も同一にして比較するこ

とで、微生物接種の効果のみを評価できる。Nakasaki 

et al. (1985) は、Fig.1と同一ではないが、同じ考え方

に基づいて設計されたコンポスト化システムを用いて微

生物接種の効果を検証している。なお、微生物接種剤

としてはコンポスト製品を用いて、コンポスト原料に乾燥

重量基準で 0、10、20％に変えて添加しているが、微

生物接種の有無で微生物濃度以外の物理化学的特

性、例えば通気性、pH、含水率などに影響がでること

を避けるために、コンポスト製品を添加しない、あるいは

減らしたコンポスト化では、ガンマ線照射で滅菌した滅

菌コンポスト製品を添加している（Fig. 2 参照）。なお、

従来からのコンポスト化における微生物接種の効果に関

する研究ではコンポスト化過程で微生物がどのような影

響を受けるかについて示されていなかったが、この論文

ではコンポスト化過程の微生物叢変化も測定している。

コンポストと滅菌コンポストの割合を変えて外部から接種

する微生物濃度を変化させても、コンポスト化における

有機物分解に顕著な差は見られないことから、実験に

用いた下水汚泥のコンポスト化においては、有機物分

解に寄与の大きい好熱性微生物は種菌を接種しなくても

原料中に含まれていたものが速やかに増殖し、微生物

接種はコンポスト化の有機物分解に顕著な効果はないと

結論付けている。

Fig. 1 Laboratory-scale composting system.

Fig. 2 Experimental design for confirming the 

effects of microbial inoculation using a mix-

ture of compost and sterilized compost.

同一のシステムは食品加工残渣を原料としたコンポス

ト化にも適用され、微生物の接種濃度が異なることに

よって有機物分解速度の変化パターンには差が見られ

るものの、コンポスト化の発酵終了時の有機物分解率

には差がみられないことを確かめている（Nakasaki et al. 

1992）。また、複数の市販微生物接種剤の効果につい

ても検討した結果、こちらも有機物分解速度の変化パ

ターンには差があるが、最終的な有機物分解率には顕

著な差がないことを明らかにしている（中崎ほか 1993）。

なお、この研究では、コンポスト過程で出現する微生物

の種類の違いについても検討しているが、分子生物学
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が適用される以前の研究であるため、寒天平板上のコ

ロニー観察のデータではあるものの、コンポスト化過程の

初期の微生物の種類が微生物接種剤によって異なって

いたことを報告している。

その後、異なる微生物接種剤を用いたコンポスト化に

おいて、分子生物学を適用し優勢となる微生物の種類

が異なることを明らかにした結果が、Loakasikarn et al. 

(2021) によって報告されている。この論文では、コンポ

スト中微生物叢を詳細に解析するとともに、酵素遺伝子

の存在度についても言及している。実験室規模のコンポ

スト化において、3 種類の接種材料（市販の微生物接

種剤 1 種類と市販のコンポスト製品 2 種類）を比較した

ところ、有機物の分解速度と分解率は、接種剤の種類

によらず同程度であったが、微生物叢は各実験で異なっ

ており、微生物の接種が微生物叢の遷移に大きく影響

することが示された。また、接種剤が異なると存在する

微生物の種類が異なるにも関わらず、多くの酵素遺伝

子の存在度はコンポスト化が進むにつれて同様となった。

コンポスト中の微生物は、たとえ種類は異なっていても、

同様の酵素を生成するポテンシャルを有していたと報告

している。

以上、種菌の効果がない、あるいは極めて小さいコ

ンポスト化についてまとめてきたが、効果が見られたコン

ポスト化について次に解説する。

5. 再現性の高いシステムを用いて得た微生物接種
の効果がある場合

微生物接種の効果が見られる例に、コンポスト原料

中の有機酸を分解し、pHを上昇させる微生物の働きが

ある。この効果は、実際のコンポスト化でも特に有用な

ものである。コンポスト化における最適 pH の項ですで

に述べた通り、嫌気条件下で放置された生ごみは、酢

酸などの低級脂肪酸が蓄積し、pH が 4 ～ 5 付近まで

低下して、酸性の状態を示しているが、低 pH の条件

では、コンポスト化微生物の活性は低く抑えられ、活発

な有機物分解が開始するまでに長い時間を要する。原

料中の有機酸を分解するためには、必ずしも有機酸を

分解する微生物を外部から接種しなくてもよい。それは、

時間が経過すれば、コンポスト原料中に含まれる有機

酸分解菌が緩やかにではあるが増殖を始め、増殖にと

もなって少量の酸が分解するとpH はわずかに上昇し、

pH が上昇すると有機酸分解菌の活性はもう少し高くな

り、さらに有機酸の分解が進むという循環がおこって、

やがて、有機酸は余すことなく分解され、pHも上昇す

るためである。しかしながら、コンポスト原料に有機酸分

解能力の高い微生物を高濃度に接種することはこの変

化を加速することができることも報告されてきている。有

機酸分解能力の高い微生物の例として、酵母 Pichia 

kudriavzevii RB1 がある（Nakasaki et al. 2013）。有機

酸を添加したモデル食品廃棄物に RB1 株を接種したと

ころ、RB1 株はコンポスト原料に含まれる有機酸を急速

に分解し、pH を中性以上に上昇させた。また、RB1

株を接種したコンポストでは、有機酸の分解が早まること

で、コンポスト中有機物の分解を担う中温性細菌と好熱

性細菌の両者（Bacillus thermoamylovorans、Bacillus 

foraminis、Bacillus coagulans）が、接種していない

コンポストよりも早く増殖を開始したことを報告している。

RB1 株には耐熱性がないのでコンポスト堆積層の温度

上昇とともに死滅したが、高温段階に入る前のコンポス

ト化の初期段階に影響を及ぼし、コンポスト化にかかわ

る微生物の増殖開始のための遅滞期を短くすることで、

コンポスト化プロセス全体を速くすることが可能になったと

説明している。

微生物接種の効果がみられるのは、有機酸分解に

よる、pH の改善に限らない。コンポスト過程における

生分解性プラスチックの分解に促進効果があるという結

果も報告されている（Ohtaki et al. 1998）。生分解性プ

ラスチックは例えば生ごみを収集するごみ袋として用い

て、生ごみを取り出すことなく、ごみ袋ごとコンポスト化

するなどの用途が考えられている。生分解性プラスチッ

クは本来、コンポスト中のみならず、土壌、河川、海洋

などの自然環境中で分解されるように設計されているの

で、様 な々環境中に分解微生物が存在することは前提
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となっているが、通常の環境中ではその濃度は高くない。

また、コンポスト原料中でも分解性の高い微生物は、そ

の濃度がきわめて低い、あるいは存在しないということも

おこりうる。生分解性プラスチックとしてポリ-ε-カプロラ

クトン（PCL）を用いて、50℃でコンポスト化した場合の

PCL の分解性に及ぼす接種菌の種類の影響を調べた

ところ、PCL の分解性は、使用した 2 種類の異なる微

生物接種剤で大きく異なり、一方の微生物接種剤を使

用した場合に観察された分解性は、他方の約 2 倍であっ

たと報告している。

他に接種効果が見られた例として、Tang et al. (2011)

は、海藻であるワカメのコンポスト化において微生物接

種の効果を確認している。ワカメに含まれるバイオポリ

マーであるアルギン酸の分解菌 Halomonas sp. AW4 お

よび Gracilibacillus sp. A7を接種したコンポスト化では、

これらの微生物を接種しない対象区に比べて、アルギ

ン酸の分解も、全乾燥重量の減少も大きくなったと報告

している。アルギン酸を分解する微生物は環境中に少な

くないが、コンポスト原料中での濃度が低く、そのため、

このコンポスト化で微生物接種の効果がみられたものと

考えられた。

また、微生物接種剤の効果は、コンポスト原料を高

温高圧（亜臨界）水で前処理したコンポスト化でも観察

されている（Nakasaki et al. 2015）。コンポスト化の初期

段階では、固体の有機物が微生物の分泌する菌体外

酵素で可溶化し、水溶性有機物に変化する。そして、

その可溶化の段階は、引き続く、水溶性有機物が微生

物に取り込まれて二酸化炭素と水、およびミネラルまで完

全分解される段階に比べて時間がかかることが知られて

いる。このために、固体の可溶化を促進する方法とし

て高温高圧水による前処理が用いられることがある。こ

の論文では、レストラン、コンビニエンスストア、食品加

工工場から回収した生ごみをおがくずと混合し、180℃、

30 分間の高温高圧水で処理して、コンポスト原料を調

製しているが、処理の過程で 5-HMF（5-ヒドロキシメ

チルフルフラール）およびフルフラールなどのフラン類が

生成する。フラン化合物は、コンポスト化微生物の活性

を著しく阻害し、コンポスト化における有機物分解の開

始を遅らせる結果となった。しかしながら、このコンポス

ト原料にフラン類分解能を有する真菌 Paecilomyces sp. 

FA13を接種することで、フラン化合物の分解が著しく促

進され、その結果として、コンポスト化に寄与する細菌

の活性も向上し、有機物の活発な分解の開始が早まる

ことが観察されている。フラン化合物のように、通常のコ

ンポスト微生物が高濃度に曝されることのない物質を含

む原料であれば、微生物接種には確かな効果が観察

されることも不思議ではない。

以上述べたように、微生物の活性を阻害する有機酸

やフラン化合物のような物質が原料中に含まれている場

合、また、多糖類や生分解性プラスチックのように、物

質そのものは微生物の活性を阻害しない（実際、生分

解性プラスチックそれ自体は固体であり、可溶化するま

では微生物の生育を抑制も促進もしない）が、分解性

が低く、その分解微生物が自然環境中に高濃度に存在

しない場合には、外部から微生物を接種することが有

効であることが示されている（Fig. 3 参照）。

Fig. 3 Positive effect of microbial inoculation 

on accelerating composting by rapidly de-

composing certain chemicals present in the 

raw compost material.

6. コンポスト化プロセスにおける制御の重要性

すでに上述した通り、中温性の微生物が高温条件

で働くことを期待することには無理があるが、高温条件



12中崎：コンポスト化における微生物接種の効果

でなければ、接種効果が期待できるかもしれない。この

ことは、微生物接種の効果が、コンポスト化の条件と切

り離すことはできないことを意味している。別のいいかた

をすれば、コンポスト化の条件を制御することで接種し

た微生物を有効に利用できる可能性がある。ここでは、

微生物の接種とコンポスト化プロセスの積極的な制御を

組み合わせた報告について紹介する。

Nakasaki et al. (1998) は、植物病原菌に対する抑制

菌をコンポスト原料に接種して、増殖、定着させること

で、病害を防除し、農薬の代わりとして使用できる高付

加価値コンポスト（Nakasakiらは、機能性コンポストと

呼んでいる）の製造を試みている。対象病害は、芝草

のリゾクトニア病害（ラージパッチ病）で、原因菌であ

るRhizoctonia solani AG2-2を抑制する有効菌として、
Bacillus subtilis N4を接種微生物として用いている。こ

の有効菌は芽胞を形成して高温期を生き延びることがで

きる中温性細菌であるが、高温期は増殖することができ

ない。また、増殖可能な温度であっても、共存する他

のコンポスト微生物に比べて増殖速度が遅いため、共

存微生物と競合して高濃度にまで増殖することができな

い。そのため、まず、コンポスト化初期の自己発熱によ

る80℃の高温を維持することで、増殖において競合す

る可能性のある原料中の中温性微生物を殺菌、低濃

度化する。その後、温度を室温まで低下させて有効菌

を接種し、引き続き有効菌の増殖に適した 40℃に維持

することで、コンポスト中にこの微生物を高濃度に増殖さ

せている。すなわち、微生物を原料に接種するのでは

なく、接種のタイミングをずらすことに特徴がある。また、

40℃を 3日間維持することで、有効菌が高濃度に増殖

し、芽胞が形成されたことを確かめて、その後、コンポ

スト化の温度を 60℃に上昇、維持する。この操作によっ

て、コンポスト中の有効菌の濃度を高く維持しながら、

衛生的で高速度のコンポスト化を可能にしている。また、

このようにして製造されたコンポストは、芝草病害の防除

に有効であることを確かめている。この結果は、微生物

の接種とコンポスト化プロセスの積極的な制御を組み合

わせることの重要性を裏付けている（Fig. 4 参照）。

Fig. 4 Combination of delayed inoculation of 

suppressive microorganisms and temperature 

control enabling the production of value-add-

ed (functional) compost.

さらに Bacillus subtilis N4よりも抗菌スペクトルが広

く、より多くの植物病原菌を抑制することができる真菌
Coprinellus curtus GM-21 をコンポスト化過程で接種

して、高濃度に増殖させることで、植物病害を防除

する機能性コンポストを製造する手段が報告されてい

る（Nakasaki & Suzuki, 2008）。コンポスト化初期の高

温期が終わって温度が低下するタイミングで GM-21 株

を接種した。この時点では、すでにコンポスト化物に残

存する有機物濃度のレベルが低くなっており、細菌に比

べて貧栄養条件下でも増殖できる真菌の増殖に有利と

なっている。さらに、pHを細菌の増殖は抑制するが、

真菌の増殖には適した 6 付近の値に維持することで真

菌の選択的増殖を可能にしている。単に、コンポスト原

料に微生物を接種するだけなく、接種する微生物の性

質に合わせて、コンポスト化プロセスを制御することの重

要性がここにも示されている。

微生物接種のタイミングを考慮したコンポスト化には

Zhouらの論文（Zhou et al. 2015）もある。牛ふん尿に

稲わらを混合したコンポスト原料に、コンポスト化進行に

合わせて 3 段階に分けて微生物を接種している。第 1
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段階はコンポスト原料に高温を達成、維持する目的で
Thermoactinomyces sp.を、高温期が終了した後、リグ

ニンの分解促進のために Coprinus cinereaとCoprinus 

comatusを、さらに時間が経過したときにセルロースの

分解を目的として Trichoderma harzianum と Rhizopus 

oryzaeを接種している。目的の異なる3 種類の微生物

を 3 段階に分けて接種することで、リグニンとセルロース

の分解が促進されたと報告している。

また、コンポスト化プロセスの制御の重要性を示したも

う一つの例に、先に示した酵母 RB1 株を接種し、その

活性が高い 40℃の温度を維持する時間を変えて、コン

ポスト化における有機物分解に及ぼす影響を明らかにし

た研究がある（Nakasaki & Hirai 2017）。有機酸が生

成されやすい炭水化物含有量の高いモデル生ごみを使

用すると、コンポスト化初期段階で新たに多量の有機酸

が生成されるが、コンポスト化の温度を 40℃に維持しな

ければ有機酸を分解し終わる前に、RB1 株は高温によ

り死滅してしまうので、pH 低下によってコンポスト化は中

断する。このため、コンポスト化が中断することなく進行

するには、40℃の温度を維持することが重要で、温度

制御の時間がコンポスト化の有機物分解速度に大きく影

響するという結果を得ている。

7. 微生物接種の効果についての考え方

微生物活性を阻害する物質、あるいは難分解性物

質が存在しても、それを分解する微生物が極めて特殊

な微生物でなければ、原料中に低濃度に存在するで

あろう分解微生物が、いずれは増殖して分解が可能と

考えられる。しかしながら、それらの微生物が自然に充

足されるとしても、増殖のために長時間を要するとすれ

ば、それらを高濃度に含む微生物接種剤を外部から添

加することは、分解開始までの遅滞時間を短くするため

に有効なはずである。しかしながら、接種する微生物

の増殖速度が大腸菌並みに速く、倍加時間が 20 min

としたときには、最初 1 cell が 106 cellまで 100 万倍に

増殖するのに必要な時間は、わずか７時間弱に過ぎな

い。また、倍加時間が 6 hと増殖速度の遅い微生物で

あれば、100 倍、１万倍、100 万倍の濃度に増えるた

めに、それぞれ、40h、80h、120h 程度が必要となる。

微生物を接種することによる、これらの時間の短縮が重

要か否かはコンポスト化全体にかかる時間に依存する。

一方で、期待する機能を持つ微生物が、もともとの

原料に含まれていない場合は、コンポスト化の時間を

いくら長時間にしてもその微生物は増えてくることがな

い。例えば、植物病原菌を抑制して病害を防除する

ことのできる微生物は、どんな原料中にも含まれてい

るわけではない。このような状況では有効菌を接種す

ることは有効な手段となるであろう。しかしながら、こ

こで注意を要するのは、原料に微生物を接種するだ

けでは、期待する効果は得られないということである。

活性の高い微生物を外部から接種することによって飛

躍的な効率の上昇をはかろうとする試みはコンポスト化

に限らない。化学物質で汚染された土壌や河川、海

洋を微生物の作用で浄化するバイオレメディエーション

の技術においても、コンポスト化と同様に、接種した微

生物が定着、増殖できず、汚染を浄化できない場合

のあることがしばしば観察されている（Harkness et al. 

1993）。土壌や河川、海洋に接種された微生物がそ

の環境に適応できない場合、例えば、温度、酸素濃

度などが生育範囲から外れている、あるいは、汚染物

質の濃度が接種微生物の処理可能な濃度よりも高す

ぎる場合などにも効果が見られないことは不思議ではな

い。さらに、環境中にすでに存在する微生物と接種微

生物の間の競合が、接種微生物の定着を妨げる場合

もある（Ghoul & Mitri 2016）。バイオレメディエーショ

ンにおいては、環境条件、例えば温度などを制御する

のは容易ではないが、コンポスト化では環境条件が制

御可能な場合もあり、その時には、積極的な制御をお

こなうことで微生物接種の効果が見込まれることもある。

また、生きて腸に届く乳酸菌を取り込んで、私たち

の体内で定着させるプロバイオティクスの考えが実用

されてきているが、腸内にはすでに多くの微生物が

生息しているために定着は容易ではない。プロバイオ
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ティクスに用いることができる微生物は慎重なスクリー

ニングを経たものであり、どんな微生物でも可能という

わけではない。一方で、外部から取り込まれた微生

物が新しい環境で容易に定着できないのは、困ったこ

とばかりではない。私たちは、病原菌に感染しても必

ずしも病気にはならない。そのことは、生体の持つ免

疫誘導のメカニズムに加えて、常在菌との競合で病

原菌が増殖できないためと説明されることがある。常

在菌とは、人間や動物の体表や体内に定着してい

る微生物のことで、これらの微生物が病原菌と競合

することによって病原菌の増殖を抑制する現象は直

接的な拮抗と呼ばれている（Buffie & Pamer 2013）。

以上の報告からもコンポスト化に限らず、外来の微生

物は、その増殖と定着に工夫が必要であることがわかる。

コンポスト化においては、どのような原料のどのような操

作条件のコンポスト化で、どのタイミングで接種するとどの

ような原理で効果があるということが明示されずに、ある

微生物を接種すると、漠然と高品質のコンポストが速く

製造できる、コンポスト化の過程で臭気を発生しないなど

とした研究成果は、説得力に乏しいと言わざるを得ない。

8. まとめ

コンポスト化において微生物接種の効果が期待できる

ためには、接種する微生物の性質を理解し、その微生

物が増殖、定着して、他の共存する微生物に対しても

優位になる環境を維持することが重要である。このため

に、コンポスト化条件の積極的な制御が必要になること

もある。近年、発展著しい分子生物学は、コンポスト

化の制御ためにも有効な手段になると考えられる。分子

生物学は接種した微生物の動態を把握することを可能

にするばかりでなく、共存する他の微生物に対する影響

についても知ることができるようになってきている。接種微

生物の動態とコンポスト化の操作条件を関係づけること

により、求めている効果が得られるコンポスト化条件を見

出すことができる可能性がある。接種した微生物を生か

して使うために、分子生物学を取り込んだ、新しい微

生物接種操作の進展が望まれる。
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Abstract　Five diatom strains were isolated from the coastal waters of Goto Islands and 
their fatty acid content and composition were evaluated. Fatty acid composition of the isolates 
showed a similar tendency, and fatty acids of 14:0, 16:0, and 16:1 (n-7) accounted for the major-
ity, comprising 7.4 to 27.2% of the total, 3.8 to 37.1% of the total, and 15.7 to 59.6% of the total, 
respectively. In addition, most isolates contained polyunsaturated fatty acid of 20:5 (n-3) (eicos-
apentaenoic acid, EPA) and docosahexaenoic acid (DHA), which are essential fatty acids in 
marine organisms. Among the isolates, a pennate diatom cf. Diploneis sp. contained the highest 
EPA. The potential of the pennate diatom for aquaculture feed, and the ecological significance of 
EPA and DHA content of diatoms in marine food webs in the vicinity of Goto Islands are briefly 
discussed.

Keywords: diatom, Goto Islands, isolation, PUFA

1. Introduction

Microalgae are notable for their rich lipid content, 

specifically polyunsaturated fatty acids (PUFAs) which 

regulate cell membrane fluidity and act as precursors to 

hormones, with n-3 PUFAs being particularly beneficial 

for human health, and thus utilized in nutraceutical 

applications (Li et al. 2014). PUFA is known as essential 

fatty acid, which is transported through food webs from 

microalgae to higher trophic organisms that cannot 

produce PUFA (Brett & Müller-Navarra 1997). Since 

among PUFAs, 20:5 (n-3) (eicosapentaenoic acid, EPA) 

and 22:6 (n-3) (docosahexaenoic acid, DHA) are known 

to be important for the growth of various marine larvae, 

microalgae rich in EPA and DHA are being explored as 

excellent feed for larvae in aquaculture (Koven et al. 

1989, Wacker et al. 2002, Patil et al. 2005, Waldock & 

Holland 1984). 
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Thus, EPA and DHA stand out as the most sought-

after n-3 PUFAs, traditionally and currently sourced 

from fish oil. However, this method encounters several 

issues, including variable fish oil quality, concerns over 

the sustainable supply of fish oil, and the undesirable 

odor associated with fish products (Dulvy et al. 2003, 

Gerber et al. 2012). Furthermore, the production of EPA 

and DHA from fish oil is plagued by fluctuations in fish 

catches and resultant variability of prices. Consequently, 

there is a pressing need for cost-effective, alternative 

sources of DHA and EPA, prompting a search for new 

PUFA sources (Lenihan-Geels et al. 2013).

Microalgae emerge as a viable and sustainable 

alternative for n-3 PUFA production, offering advantages 

such as a higher growth rate and greater biomass density 

compared to terrestrial crops. This has led to a growing 

interest in harnessing microalgae industrially for n-3 

PUFA production. In particular, diatoms are considered 

to be a suitable source of n-3 PUFA (Dunstan et al. 

1994). Yet, to date, only a limited number of diatom 

strains have been commercially exploited for producing 

high-value substances. Specifically, Phaeodactylum 

tricornutum, Nitzschia laevis, Chaetoceros gracilis, and 

some polar species are currently being explored on a 

laboratory scale (Hamilton et al. 2015, Katayama et al. 

2020, Mao et al. 2020, Steinrücken et al. 2018) 

Given the vast taxonomic diversity of diatoms, a broad 

variability in EPA and DHA production can be anticipated. 

This study aims to establish new strains with high EPA 

and DHA productivity from the coastal waters of the Goto 

Islands in west Japan, highlighting the potential of these 

organisms as sources of valuable PUFAs.

2. Materials and methods

2.1. Collection of water samples
Sampling was made in the coastal waters of the Goto 

Islands in Nagasaki prefecture, Japan in February and 

August 2017. The islands formed complex topography 

(Fig. 1) and were selected as an ecologically or 

biologically signif icant marine area (Ministry of 

the Environment,  2014). Seawater  samples were 

collected using a bucket and then introduced into 

500 mL bottles through a 180- μ m mesh to remove 

larger particles in Arikawa, Koteno-ura, Oso, Sangen-

ya, Shirauo, and Taino-ura (Fig. 1). Diatoms were 

condensed on 0.45-µm membrane filters, and then 

cultivated in 12-well plates as enrichment cultures. 

En r iched  f /2  med ium  wi t h  s i l ica t e  was  used 

throughout this study. To obtain various species, 

the serial dilution method was adopted (Throndsen 

1978). The plates were incubated at 20 ± 1°C under an 

irradiation of 200 µmol m-2 s-1 with a 12L:12D cycle.

Fig. 1. Sampling locations in the Goto Islands.

2.2. Isolation and culture conditions
Diatoms were isolated using a micropipette under an 

inverted microscope. Each isolated cell was transferred 

to a well in 96-well plates and irradiated at 200 µmol 

m-2 s-1 with a 12L:12D cycle. Diatoms grown in 96-

well plates were then transferred successively to a 12-

well plate, 100-mL Erlenmeyer flask, and 500-mL 

Erlenmeyer flask. Isolates were maintained at 25 ± 1°C 

because they showed higher specific growth rates at 25 

± 1°C than at 20°C. Isolated diatoms were identified to 
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species morphologically.

2.3. Fatty acid analysis
Cultures of each strain at the late logarithmic growth 

phase were harvested onto Whatman GF/F filters 

which were burned beforehand at 550°C for 2 hours. 

After drying in a dryer (Lab-ware drying oven, Yamato 

Scientific) for 24 hours, dry weight (DW) was measured 

using ultra-microbalance (UMX2, Mettler Toledo). Wet 

biomass of each strain collected on a Whatman GF/F 

filter in triplicate was freeze-dried and stored at -80°C 

(SANYO, MDF-C8V1) until extraction of fatty acids.

Fatty acids were extracted according to the protocol 

of Bligh & Dyer (1959) with some modifications. The 

stored GF/F filter was immersed in chloroform/methanol 

(1:2 v/v) mixture solution. Then, fatty acids were 

extracted by sonication, and the extract was dried using a 

dry thermo unit (DTU-1CN, TAITEC) in nitrogen gas as 

a blower. Then, 1 mL of acetyl chloride/methanol (5:100 

v/v) was added to the dry extract, and heated at 100°C for 

1 hour. The reaction product was extracted three times 

with hexane, and the extraction was dried with nitrogen. 

Then, the dry matter was dissolved in 300-µL hexane.

Fatty acids were analyzed by gas chromatography-

mass spectrometry (6890N GC/5973MS, Agilent 

Technologies) equipped with a DB-5 MS column (0.25 

mm inner diameter, 30 m length, 0.25 µm film thickness, 

J&W Agilent Technologies). Helium gas was carried at 

1.0 mL min-1. The injector temperature was set at 310°C. 

Individual fatty acids were identified by matching with 

the mass spectrum of the standard substance and the 

retention time. Fatty acids were quantified from the ratio 

of the area of the mass fragment peak of the sample to 

that of the standard substance.

2.4. Data analysis
Results of GC/MS were analyzed using the software 

of Agilent MSD Productivity ChemStation for GC and 

GC/MS Systems Date Analysis. Tukey test was applied 

to evaluate significant differences (p<0.01).

3. Results

Five diatom species were isolated: a pennate diatom 

cf. Diploneis sp. (referred to as Diploneis sp. hereafter), 

Cylindrotheca closterium, Bacterosira fragilis from 

Koteno-ura, Chaetoceros pseudocrinitus from Taino-ura, 

and Talassiosira subtilis from Shirauo.

Fatty acid composition was not variable among the 

isolates (Table 1). Fatty acids of 14:0, 16:0, and 16:1 (n-

7) accounted for the majority, comprising 7.4 to 27.2% of 

the total, 3.8 to 37.1% of the total, and 15.7 to 59.6% of 

the total, respectively. In addition, most isolates tended 

to contain PUFA of 20:5 (n-3) except C. pseudocrinitus, 

occupying 15.2 to 19.5% of the total. Biomass-specific 

cellular content of 16:1 (n-7) and 20:5 (n-3) in Diploneis 

sp. was 20.3 mg g-DW-1 and 6.7 mg g-DW-1, respectively, 

significantly higher than those of other isolates (p<0.01) 

(Fig. 2). This strain also contained 0.70 mg g-DW-1 of 

18:3 (n-6), 0.08 mg g-DW-1 of 22:0, 1.02 mg g-DW-1 of 

22:6 (n-3), and 0.92 mg g-DW-1 of 24:0 (Fig. 2).

Fig. 2. Fatty acid content and its standard 

deviation (n=3) of Bacterosira fragilis, Chaeto-

ceros pseudocrinitus, Cylindrotheca closteri-

um, Diploneis sp., and Thalassiosira subtilis.
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Fatty acid Bacterosira 

fragilis 

Chaetoceros 

pseudocrinitus 

Cylindrotheca 

closterium 

Doploneis sp. Thalassiosira 

subtilis 

14:0 7.9 27.2 10.9 7.4 7.7 

15:0 1.3 0.0 0.7 0.2 0.9 

16:0 37.1 33.1 35.2 3.8 35.1 

16:1 (n-7) 23.2 15.7 30.1 59.6 28.9 

18:0 7.1 9.5 0.4 0.9 5.1 

18:1 (n-9) 5.6 14.4 7.5 0.5 5.0 

18:3 (n-6) 0.0 0.0 0.0 2.1 0.0 

20:0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

20:5 (n-3) 17.8 0.0 15.2 19.5 17.4 

22:0 0.0 0.0 0.0 0.2 0.0 

22:6 (n-3) 0.0 0.0 0.0 3.0 0.0 

24:0 0.0 0.0 0.0 2.7 0.0 

24:1 (n-9) 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

4. Discussion

4.1. PUFA content in isolated diatoms
The isolates exhibited high ratio of 14:0, 16:0, 16:1 

(n-7) and 20:5 (n-3) to total fatty acids, supporting the 

previous studies that diatoms contain high amounts of 

14:0, 16:0, 16:1 (n-7) and 20:5 (n-3) (Servel et al. 1994, 

Viso & Marty 1993, Zhukova & Aizdaicher 1995). 

Among the isolates, Diploneis sp. contained a large 

amount of PUFA, and its biomass-specific EPA and 

DHA contents were 6.66 mg g-DW-1 and 1.02 mg 

g-DW-1, respectively (Fig. 2). DHA content of Diploneis 

sp. exceeded a reported high DHA content of 0.6 mg 

g-DW-1 in Nitzschia frustulum (Renaud et al. 1994). 

Thus, Diploneis sp. was the best producer of n-3 PUFAs 

among the isolates in this study. However, the highest 

EPA content in diatoms is reported to be 62.3 mg g-DW-1 

in Phaeodactylum tricornutum (Yongmanitchai & Ward 

1991), which is almost one order of magnitude higher 

than that of Diploneis sp. in this study. Furthermore, 

higher n-3 PUFA contents are known for other microal-

gae than diatoms (Ma et al., 2022). Therefore, the next 

step should be an examination of optimum culture con-

ditions for better productivity of n-3 PUFA, that is, both 

its content and algal growth rate of the isolates obtained 

in the present study (Ma et al., 2022).

Yongmanitchai and Ward (1991) investigated optimal 

culture conditions to maximize the EPA production of P. 

tricornutum and increase the EPA content by increasing 

salinity in the medium. A similar observation was made 

in Nitzchia laevis, which showed elevated EPA content 

presumably as a result of decreasing cell membrane 

fluidity to withstand high salinity (Chen et al. 2008). In 

addition, light, temperature, and growth stage are known 
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to be effective environmental factors that promote EPA 

accumulation (Li et al. 2014). In the present study, while 

an optimal culture condition for EPA accumulation of 

Diploneis sp. was not examined, it is expected to in-

crease EPA content of Diploneis sp. by suitable combi-

nation of the above factors.

4.2. Application of Diploneis sp. to aquaculture
Benthic diatoms are known to be fed by a variety of 

benthic marine organisms (Araújo-Castro & Souza-San-

tos 2005, Gerdol & Hughes 1994, Kanaya et al. 2005, 

Kawamura et al. 1998, Xing et al. 2007). In aquacul-

ture, benthic diatoms are used as feed for the larvae of 

abalone, sea urchin, and harpacticoid copepod Tisbe 

biminiensis, and EPA and DHA in diatoms promote their 

growth, survival, settlement, reproduction and develop-

ment ( Araújo-Castro & Souza-Santos 2005, Gordon et 

al. 2006, Liu et al. 2007, Pinto et al. 2001, Xing et al. 

2007, 2008). In addition, since T. biminiensis has a rel-

atively low DHA content compared with other harpacti-

coid copepods, it is necessary to increase its DHA con-

tent before feeding it to fish larvae (De Lima et al. 2013, 

Liu et al. 2007). For this purpose, Diploneis sp. isolated 

in the present study containing relatively high EPA and 

DHA content can be used as a food for T. biminiensis as 

well as other benthic organisms.

4.3. Ecological significance of diatoms near the 
Goto Islands

Diatom blooms are recurrent every spring in the wa-

ters around the Goto Islands, followed by the increase 

of copepod abundance from spring to summer (Enom-

oto 1957, Enomoto & Hamada 1962). The dominance 

of calanoid and oncaeidae copepods was reported from 

August to September in the vicinity of the Goto Islands 

(Tanaka et al. 2006). Copepods contain fatty acids in 

wax esters that are mainly derived from phytoplankton 

feeding (Sargent & Peterson 1988). Calanoid copepods 

contain a large amount of C16 and 20:5 fatty acids, 

which are known as characteristic fatty acids of diatoms 

(Katter 1989). According to the feeding experiment of 

Acartia, high levels of 16:1 (n-7) and EPA were found 

in their bodies after feeding diatoms (Dalsggard et al. 

2003). Moreover, when Calanus helgolandicus feeds 

diatoms, fatty acid composition is quite similar to that 

of the fed diatoms (Dalsgaard et al. 2003, Graeve et al. 

1994). These observations indicate that calanoid cope-

pods obtain 16:1 (n-7), EPA and other fatty acids direct-

ly by feeding diatoms. EPA is strongly correlated with 

the egg production rate of calanoid copepods (Brett & 

Muller-Navarra 1997). Egg production of Acartia tonsa 

fed by diatoms increases 10 times higher than that fed 

by ciliates, and the diatom-eating copepods and their 

eggs contain EPA predominantly (Brett & Muller-Na-

varra 1997). In general, marine animals uptake EPA 

directly by feeding, and convert it to prostaglandins for 

their growth and reproduction (Dunstan et al. 1994). The 

isolated diatoms in the present study contained EPA with 

variable contents ranging from 0.70 to 6.7 mg g-DW-1, 

indicating that these diatoms contribute to egg produc-

tion of calanoid copepods. In the waters around the Goto 

Islands, Thalassiosira subtilis was dominant from Jan-

uary to March, followed by copepods (Enomoto 1957), 

suggesting T. subtilis containing EPA supports the popu-

lation growth of copepods (Fig. 2).

5. Conclusion

In this study, five diatom strains were isolated from 

Goto Islands and their fatty acid composition was eval-

uated. Among the isolates, Diploneis sp. contained the 

highest EPA and DHA, suggesting its potential for food 

for larvae in aquaculture. In order to exploit this possi-

bility, an examination of optimum environmental factors 
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for higher EPA and DHA content as well as for growth 

rate is the next step. In addition, since it was indicated 

that diatoms contribute to the egg production of zoo-

plankton around the Goto Islands, the ecological im-

plication of PUFA contents in diatoms is an interesting 

subject to understand planktonic dynamics in this area.
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メカノケミカル法によるSr4Nb2O9-Nの調製と光触媒
能評価
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Synthesis of Sr4Nb2O9-N by mechanochemical method 
and evaluation of their photocatalytic activity
Kento Nishi 1, Kokoro Hirokawa 2, Tatsushi Matsuyama 1, Junichi Ida 1 , *

1） Faculty of Science and Engineering, Soka University, 1-236 Tangi-machi, Hachioji, Tokyo 192-8577, Japan
2） Graduate School of Science and Engineering, Soka University, 1-236 Tangi-machi, Hachioji, Tokyo 192-8577, 

Japan
　 * Corresponding author: ida@soka.ac.jp

2024 年 5 月6日受付、2024 年 5 月6日受理

Abstract　Perovskite-type oxynitrides often exhibit intense colors and have the potential for 
applications such as visible light responsive photocatalysts. Wu et al. (2016) reported that ni-
trogen-doped Sr4Nb2O9, which is one of the Perovskite-type oxynitride, demonstrated high 
oxygen generation efficiency for water splitting under visible light irradiation. However, these 
oxynitrides have been synthesized by the direct nitridation method which require very severe 
reaction conditions such as high temperature (900-1100 °C) under ammonia flow for long time 
(e.g., 10 h). Thus, a safer and more convenient synthesis method is required. As an alternative, 
the mechanochemical method has attracted attention recently. This method does not need to treat 
sample at high temperature under ammonia flow for a long time to dope nitrogen, and instead, 
solid materials such as CO(NH2)2 can be utilized as nitrogen sources. Therefore, in this study, we 
attempted to develop a more safer and simple synthesis method of nitrogen-doped Sr4Nb2O9 by 
using the mechanochemical method. The experimental results showed that Sr4Nb2O9-N prepared 
by the mechanochemical method at a rotation speed of 600 rpm for 1 h showed the highest hy-
drogen production rate among the various mechanochemical conditions with different rotation 
speeds and times. The result indicates that the mechanochemical methods is an effective method 
to synthesize visible light responsive photocatalyst for hydrogen production with much safer and 
simpler condition compared to the conventional methods.

Keywords: photocatalyst, visible light, mechanochemical method
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1. 緒言

水素は、エネルギー利用時に CO2 を排出しないこと

から新たな再生可能エネルギーとして注目されている。

2022 年現在、日本の一次エネルギー供給における化

石燃料の比率は 83.4% であり、再生可能エネルギーは

わずか 7.5% であることから（経済産業省資源エネル

ギー庁 2022）、持続可能な社会実現のためには、化

石燃料から水素をはじめとする再生可能エネルギーへ

の移行が必要である。現在、水素は天然ガスなどの水

蒸気改質（Dawood et al. 2020）による生産が一般的

であるが、改質によって水素と同時に二酸化炭素も生

成するため、大規模な生産には二酸化炭素の回収が

必要となる（ブルー水素）。そのため、化石燃料等を

使用せず、太陽光エネルギー等を使って水分解から水

素を作る方法（グリーン水素）が求められている。近年、

太陽光と光触媒を使用した水分解は、グリーン水素製

造の有望な方法として期待されている。

光触媒による水分解は、本多・藤嶋効果（Fujishima 

& Honda 1972）の発見以降、その開発と最適化に向

けて多くの研究が行われてきた。TiO2 は最も多く用いら

れている代表的な材料であるが、より高活性な光触媒

材料を求めて多くの研究者が新たな光触媒の開発に取

り組んでいる（Reddy et al. 2003, Sakata et al. 2014）。

Kudoらは、タンタル酸塩が水分解に対して高い活性を

示すことを報告した（Kudo & Kato 1997, Kudo et al. 

1999）。また、タンタルと同族のニオブ酸塩についても同

様に、水分解用の光触媒として報告されている。タン

タル酸塩とニオブ酸塩は各金属の原子半径がほぼ等し

いことから同形構造を持つことが多く、金属種の違いに

よる水分解性能の比較が評価されてきた（Kudo et al. 

2000, Kato et al. 2002, Tian et al. 2007）。

従来の高活性な光触媒は、広いバンドギャップにより

吸収できる光波長が紫外光までに限定されているものが

多い。しかし、紫外光は太陽光スペクトルに含まれるエ

ネルギーのうちの 5%しか存在しないため、太陽光の利

用を目的とした光触媒においては、光利用効率の観点

から可視光応答化が求められており、近年は可視光応

答型光触媒の研究が非常に活発になっている（Ohno 

et al. 1999, Yin et al. 2006）。先述したタンタル酸塩は、

可視光応答型光触媒として水分解に高い光触媒活性

を示すことが知られているが、これらに非金属元素の N

を添加し、その酸化還元電位（エネルギー準位）を使

用して価電子帯を負側にシフトさせる取り組みは、Ta の

高い還元力を維持したままさらにバンドギャップを狭窄可

能なため、より広範囲の可視光を吸収する手法として有

効である。これにより生成する酸窒化物 TaON のバンド

ギャップは、Ta の 5d 軌道からN の 2p 軌道までとなっ

ており、O の 2p 軌道よりバンドギャップは狭くなっている。

このように酸素原子を窒素原子に置換する窒素ドーピン

グの検討は、光触媒の可視光応答化の研究で注目さ

れている（Hitoki et al. 2002）。タンタル酸塩と同様に、

ニオブ酸塩にも窒素ドーピング可能なことが報告されて

おり（Li et al. 2017）、その中でもWuらは、二重ペロ

ブスカイト構造光触媒 Sr4Nb2O9-Nの合成に成功している

（Wu et al. 2016）。ペロブスカイトは、一般に ABX3 の

構造式を持ち、B カチオンとX アニオンが BX6 八面体

を形成し、A カチオンが八面体の隙間に充填された構

造を取っている。この結晶構造により、電荷の移動が

効率良く進行することが知られており、光触媒活性の向

上に寄与することが期待される。加えて、二重ペロブス

カイトはコーナーリンクされた BX6とBʼX6 の交互の八面

体がより補完的に作用することにより、単一ペロブスカイ

ト以上の効果が期待される（Xu et al. 2019）。Wuらは

このような光触媒に窒素ドーピングを行い、水の酸化半

反応における高効率の酸素発生特性を実証した。一方

で、水素製造実験においては少量の水素しか検出され

なかった。彼らはその原因を粒子表面の窒素欠乏によ

るものだと指摘していた。Ivanovaらは貴金属及び金属

酸化物を含む様 な々助触媒を Laドープ NaTaO3 に担持

させ、犠牲剤存在下での水素及び酸素の生成メカニズ

ムを詳細に調査した（Ivanova et al. 2018）。結果として、

メタノールが犠牲還元剤として用いられる場合、金属酸

化物 NiOを担持した時が最も高い水分解活性（水素、
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酸素の両方の生成）を示すことを明らかにした。したがっ

て、犠牲剤と助触媒を適切に選定することができれば、

Sr4Nb2O9-Nも水素製造に適した光触媒として機能する

可能性が残されている。

しかし、二重ペロブスカイト構造光触媒 Sr4Nb2O9-Nは、

直接窒化法によるアンモニア雰囲気下での高温（900-

1000 °C）かつ長時間（10 時間）の反応が必要となる

ため、より安全且つ簡便な合成法の開発が求められて

いる。一方、Yinらは、メカノケミカル法を用いた窒素ドー

プ型酸化チタン光触媒の合成法を報告している（Yin 

et al. 2006）。メカノケミカル法とは、固体の粉砕によって

起こる物質表面の結合状態変化を利用した合成法で、

従来法に比べて安全且つ簡便な合成法であると言え

る。

そこで本研究では、メカノケミカル法を用いて、従来

の直接窒化法よりも安全且つ簡便に窒素ドープ型光触

媒 Sr4Nb2O9-Nを調製し、その調製条件が光触媒能（水

素生成能）にどのような影響を与えるのか検討を行った。

ここではメカノケミカル法の調製条件であるボールミルの

回転速度と回転時間が、得られた光触媒の水素生成

活性に及ぼす影響を調査した。

2. 材料と方法

2.1. メカノケミカル法による Sr4Nb2O9-N の調製
前駆体 Sr4Nb2O9 は、固相合成法を用いて調製した。

固相合成法は、常温で反応しない物質や常温で反応

にくい物質を、1000 °C から1500 °C の高温条件下で

合成する手法である。出発物質には、SrCO3 （99.9%） 

および Nb2O5 （99.9%） を用いた。まず、これらを乳鉢中

でエタノールを加えながら90 分混合した。その後、アル

ミナ製容器に移し、マッフル炉（KDF S7, デンケン）を

用いて、1000 °C の空気雰囲気下で、9 時間焼成した。

合成した前駆体 Sr4Nb2O9 に全体の 15 wt%となる

量の尿素 CO (NH2)2 を混合し、得られた試料 2.0 gを

メカノケミカル合成におけるSr4Nb2O9-N の出発原料とし

た。ジルコニア製バイアル容器に出発原料とジルコニア

ボール7 個を投入した。容器内部は窒素雰囲気下にし、

遊星型ボールミル（フリッチュ , P7）を用いて任意の回

転速度および回転時間でメカノケミカル合成を行った。

容器内部の窒素によるパージ操作の時間は 5 分間とし

た。また、ここでの回転速度とはボールミル本体のプレー

トの公転速度を指し、本研究で使用した遊星型ボール

ミル P7 では、容器の自転速度が公転速度の 2 倍とな

るよう設計されている。メカノケミカル処理後、容器から

試料を取り出して、空気中 400°C で 1 時間加熱処理を

行った。本研究では、メカノケミカル法による回転速度お

よび回転時間の影響を評価するため、回転速度を 100

～ 700 rpm、回転時間を 0.5 ～ 3 時間の範囲で変更し、

実験を行った。

2.2. 特性評価
得られ た 試 料 は、X 線 回 折（XRD, Bruker, D8 

ADVANCE）を用いて構造解析を行った。粒子を試料

板の凹部に入れ、ガラス板で試料面が平らになるよう均

一に充填した。充填した試料板をX 線回析装置にセット

し、2θを 10°~ 90°の範囲で測定した。試料の結晶構

造解析には、COD （Crystallography Open Database）

のピークデータ（Card number:1525890）を用いた。

比表面積を評価するため、高機能比表面積測定装置

（ASAP2020, micromeritics, Adsorption Porosimeter, 

Shimadzu）を用いて BET 比表面積の測定を行った。

BET 比表面積は、式（1）の BET 式によって提案さ

れた多分子層吸着理論に基づいて算出される比表面

積のことである。

（1）

V は吸着量、x は相対圧（吸着気体の飽和蒸気圧 P0

に対する吸着平衡圧 P の比）、Vm は単分子吸着量、
C は吸着熱に関するパラメータである。

光吸収特性を評価するために、積分球を用いた紫外

可視近赤外分光光度計（V-650, JASCO）を用いて拡

散反射法によって吸収波長測定を行った。

 西ほか：メカノケミカル法によるSr4Nb2O9-N の調製と光触媒能評価
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2.3. 光触媒能評価
光触媒能評価は、可視光照射下でのアルコール -

水混合物の分解反応によって生成される水素を経時

的に測定し、その生成速度により評価した。実験前

に、含浸法により助触媒であるNiO を 0.5 wt%となるよ

うSr4Nb2O9-N に担持させた。0.03 M 硝酸ニッケル水

溶液に Sr4Nb2O9-Nを浸漬し、ホットプレート（Magnetic 

Stirrer with Heater RCH-3L, EYELA）上で乾燥する

まで加熱した。その後、マッフル炉で昇温速度 10 °C 

min-1 で 367°Cまで熱し、1 時間焼成した。

　光触媒能実験は、バッチ式反応器を用いて行った

（Fig. 1）。まず、120 mL のパイレックス瓶に、犠牲剤

として 40 vol%メタノール水溶液 100 mLとNiOを担持

した Sr4Nb2O9-N を 0.1 g 加え、超音波分散を 10 分間

行った。その後、暗所で撹拌することで吸着平衡とし

た。30 分間窒素パージを行い、密閉した後、実験を

開始した。キセノンランプ（USHIO, UXR-300DU）に

紫外カットフィルター（ASAHI SPECTRA, コールドフィル

ター 1200）と取り付けることで可視光（λ≧ 410 nm）を

照射した。サンプリングはガスタイトシリンジを用いて、20 

mL のガスヘッドスペースから経時的に行い、GC-TCD

（Shimadzu, GC-2014）で分析した。この時、反応器

内のガス体積を一定にするために、サンプリングした分と

同体積分の窒素ガスをパイレックス瓶に補充した。

Fig, 1. Reactor diagram for photocatalytic 

performance.

3. 結果および考察

3.1. Sr4Nb2O9-N の特性評価
Fig. 2 に固 相 合 成 法 で調 製した 前 駆 体 試 料

Sr4Nb2O9 および、メカノケミカル法で調製をした窒素

ドープ型光触媒試料 Sr4Nb2O9-N の XRD パターンを

示す。Sr4Nb2O9-N は、回転速度 600 rpm で 1 時間

処理した試料の結果を示した。結果より、メカノケミカ

ル処理前後のいずれの試料もSr4Nb2O9 特有のピーク

を示していることから、Sr4Nb2O9 の合成に成功したこ

とが分かった。また、窒素ドープ前後で結晶構造の

変化もほとんどなく、窒素ドープを行ってもSr4Nb2O9

の結晶構造が保持されることが分かった。しかし、

Sr4Nb2O9-N のピーク強度が Sr4Nb2O9 と比較して小さ

いことから、窒素ドープにより結晶化度が低下したこと

が確認された。

Fig, 2. XRD pattern of synthesized Sr4Nb2O9 

and Sr4Nb2O9-N.

Fig. 3 に前駆体試料 Sr4Nb2O9 および、窒素ドープ

型光触媒試料 Sr4Nb2O9-N の UV-vis 吸光スペクトル

を示した。メカノケミカル処理後の吸収スペクトルは前

駆体に比べ、吸収端波長が長波長側へシフトしてい

ることが観察された。この結果より、メカノケミカル処

理を用いた窒素ドープにより、試料の光吸収が可視

光応側へ大きくシフトしたことが確認された。

ここで、以降の光触媒性能の比較のため、２つの

値を定義した。一つは、XRD の最も高いピークの強
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度を最強線ピーク強度とし、「結晶化度（Intensity）」

の指標として用いた。もう一方は、UV-vis 吸光スペク

トルの結果から吸収端波長を決定し、Sr4Nb2O9-N の

光吸収スペクトルの吸収端波長までの積算の吸収量

と前駆体の光吸収スペクトルの同じく吸収端までの積

算の吸収量との差分を光吸収増加量とし、窒素ドー

プにより増加した「光吸収量（Abs. area）」の指標と

して用いた。

Fig. 3. UV-vis spectra of Sr4Nb2O9 and Sr4N-
b2O9-N.

3.2. 回転速度による影響
メカノケミカル法での処理において回転時間を１時間

に固定し、回転速度を 100~700 rpm で変化させた時の、

結晶化度および光吸収量の関係を Fig. 4（a）に示した。

結晶化度は、回転速度の増加に伴い、単調に減少し

た一方、光吸収量は増加した。したがって、結晶化度

と光吸収量の間にはトレードオフの関係があると考えられ

る。

次に、回転速度による BET 比表面積への影響を

Fig. 4 （b）に示した。回転速度の増加に伴い、比表

面積は 600 rpmまで増加したが、700 rpm では急激に

減少する傾向が観察された。このように、ある回転速

度以上で比表面積が増加から減少に転ずる要因の一

つとして、逆粉砕現象が考えられる。逆粉砕とは、メカ

ノケミカル法でしばしばみられる現象で、ボールミルで微

粉砕を過剰に行うと逆に粉砕した微粒子同士が再凝集

し、比表面積が小さくなる現象である。そこで、各回

転速度条件における粒子径を観察するために電子顕微

鏡 FE-SEMを用いて観察を行い、結果を Fig. 5 に示し

た。前駆体 Sr4Nb2O9 は、一次粒子径が 400 nm 程度

であったが、回転速度の増加に伴い一次粒子径は小さ

くなった。しかし、600 rpm で一次粒子径は最小となり、

700 rpm では、600 rpm に比べ比較的大きな粒子が散

見された。この結果は、比表面積が600 rpmまで増加し、

その後減少した結果と一致した。以上の結果を比較検

討したところ、メカノケミカル法の回転時間を１時間に固

定した場合、600 rpm の回転速度で調製した試料が結

晶化度、可視光吸収量、比表面積において最もバラン

ス良く高いことが明らかとなった。

Fig. 4. (a) Crystallinity and light absorption 
area of Sr4Nb2O9-N synthesized at each ro-
tation speed. The “ ■ ” symbol shows data 
for the intensity and the “ ◯ ” symbol shows 
data for absorbent area. (b) BET surface area 
of Sr4Nb2O9-N synthesized at each rotation 
speed.

 西ほか：メカノケミカル法によるSr4Nb2O9-N の調製と光触媒能評価



29 プランクトン工学研究 第 4 号（2024）

Fig. 5. SEM image of  precursor and Sr4Nb2O9-N 

synthesized at each rotation speed.

3.3. 回転時間による影響
メカノケミカル法の回転速度を 600 rpm で固定し、回

転時間を 0.5 ～ 3 時間で変化させた時の結晶化度およ

び光吸収量の変化を Fig. 6（a）に示した。回転時間

の増加とともに、結晶化度は減少し、光吸収量は増加

する傾向が確認された。特に結晶化度は、1 時間の粉

砕で急激な減少が見られたが、可視光吸収量は 2 時

間の粉砕でピークに達した。以上の結果より、結晶化度

と光吸収増加量はどちらも短時間で大きく変化し、その

後一定値に近づく傾向を示すことが明らかとなった。

また、試料の比表面積と回転時間の関係から（Fig. 6

（b））、1 時間までは比表面積は増加し、それ以上の

時間で粉砕を続けると逆粉砕現象により粒子の再凝集

による比表面積の低下が生じた。これらの試料を電子

顕微鏡で観察した結果を Fig. 7 に示した。比表面積の

結果と同様に、0.5 時間および 1 時間では、一次粒子

径が小さいものの、2 時間および 3 時間の試料では粒

子径の増大が観察された。

以上の結果より、回転速度および回転時間が増加するほ

ど、結晶化度は減少し、逆に可視光吸収量は大きくなる傾

向があり、回転速度 600 rpm で1 時間の粉砕条件を境に

それ以上の回転速度、または回転時間では逆粉砕現象

が起き、粒子が粉砕から再凝集に切り替わることがわかった。

Fig, 6. (a) Crystallinity and light absorption 
increase of  Sr4Nb2O9-N synthesized at each 
rotation time. The “ ■ ” symbol shows data 
for the intensity and the “ ◯ ” symbol shows 
data for absorbent area. (b) BET surface area 
of Sr4Nb2O9-N synthesized at each rotation 
time.

Fig. 7. SEM image of  precursor and Sr4Nb2O9-N 

synthesized at each rotation time.

3.4. 光触媒能評価
メカノケミカル法の回転時間を１時間に固定し、回

転速度を 100、300、600 rpm で変化させて得られた
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Sr4Nb2O9-N の水素生成速度をFig. 8（a）に示した。結

果より、回転速度 600 rpm で調製した試料が最も水素

生成速度が速く、3 条件の中で最も高い光触媒能を示し

た。この試料の特性結果に着目すると、光触媒に影響を

与える特性である、結晶化度、可視光吸収量、比表面

積がそれぞれ他の試料よりもバランス良く高い特性を示し

ていたため、光触媒能が大きくなったと考えられる。

続いて、メカノケミカル法の回転速度を 600 rpm で固

定し、回転時間を 0.5、1、2、3 時間で変化させた時

の、Sr4Nb2O9-N の水素生成速度を Fig. 8（b）に示した。

結果より、回転速度が 1 時間の試料までは水素生成速

度が向上するが、それ以上の回転時間で調製した試

料では、回転時間が増加するほど水素生成速度が低

下することが示された。これは、逆粉砕現象が起きた後

も粉砕を続けると、結晶化度と比表面積が徐々に減少

していくため、総合的に光触媒として適さない粒子特性

に変化するためと考えられる。

Fig, 8. (a) H2 production by light irradiation 
of Sr4Nb2O9-N synthesized at each rotation 
speed. (b) H2 production by light irradiation of 
Sr4Nb2O9-N synthesized at each rotation time.

4. 結論

本研究では、メカノケミカル法を用いて Sr4Nb2O9-Nを

調製し、その調製条件が得られた試料の水素生成能に

どのような影響を与えるかの検討を行った。メカノケミカ

ル処理における回転時間を 1 時間で固定し、回転速度

を 0 ～ 700 rpm で変化させ、得られる粒子の特性を評

価したところ、結晶化度は単調に減少する一方、光吸

収量は増加し、比表面積は 600 rpm 付近で最大となる

ことがわかった。また、回転速度を 600 rpm で固定し、

回転時間を 0.5 ～ 3 時間で変化させた結果、結晶化

度は短時間で急激に減少後、緩やかに減少した一方、

光吸収量は急激に増加後飽和し、比表面積は 1 時間

ほどで最大となった後、減少することがわかった。また、

水素生成能評価においては、メカノケミカル処理条件が

回転速度 600 rpm、回転時間 1 時間の窒素ドープ試

料が最も高い水素生成速度を示すことがわかった。こ

の試料は、結晶化度が低いものの、可視光吸収量は

中程度で、比表面積は最も高い特性を示していた。本

研究の結果は、従来法と比較してより安全且つ簡便なメ

カノケミカル法を用いて可視光応答型の水素生成光触

媒の調製が可能であり、その調製条件が高活性に大き

な影響を与えることを示している。今後は、メカノケミカ

ル法の他の調製条件である、窒素源の投入量および種

類の検討や、粉砕時の試料投入量を変えることで、こ

れらのパラメーターが水素生成速度に与える影響を明ら

かにする必要がある。これらを通して、水素生成のため

の Sr4Nb2O9-N 調製におけるメカノケミカル法の最適な調

製条件の探索を行っていく。
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Abstract　Biological nitrification-denitrification processes are widely used to remove ammo-
nium (NH4

+) from wastewater. The nitrification process requires mechanical aeration using a 
diffuser, which consumes an enormous amount of electricity, making it hardly a sustainable 
treatment method, and there is a need to develop a more energy-efficient treatment technology. 
Recently, a consortium of microalgae and nitrifying bacteria in a single reactor has attracted 
attention as an energy-saving treatment method for NH4

+-containing wastewater. In this consor-
tium, nitrifying bacteria can proceed with nitrification reaction using oxygen (O2) produced by 
photosynthesis of microalgae instead of mechanical aeration, and power consumption can be 
significantly reduced compared to the conventional nitrification process. Previous studies on the 
treatment of NH4

+-containing wastewater by the consortium have mainly involved experiments 
using synthetic wastewaters, and there are few reports on anaerobic digestate from methane 
fermentation, which are generally known to have high NH4

+ concentrations, especially those 
conducted without dilution. In this study, batch treatments of anaerobic digestate at different 
dilution ratios of 1-fold (without dilution), 2.5-fold, and 5-fold were conducted to evaluate the 
usefulness of a consortium of microalgae and nitrifying bacteria for nitrogen removal from the 
digestate. Under all dilution conditions, dissolved oxygen concentrations suitable for nitrification 
reactions (>2.0 mg L-1) were maintained throughout the experimental period due to O2 supply 
by microalgae photosynthesis, except for a part of the dark period (i.e., from 10 pm to 2 am). On 
the other hand, the increase in pH due to photosynthesis resulted in a high pH environment (10.2 
± 0.3) unsuitable for nitrification, especially under the 5-fold dilution condition, and less NO3

- 
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was produced. In the 1-fold and 2.5-fold dilution conditions, nitrification proceeded from day 20 
of the experiment, with NH4

+ to NO3
- conversion efficiencies of 70.4% and 56%, respectively. 

The NH4
+ removal efficiencies under 1-fold, 2.5-fold, and 5-fold dilution conditions were 65.9%, 

71.9%, and 52.4%, respectively. The results of reported studies on anaerobic digestate treatment 
using a consortium of microalgae and nitrifying bacteria, including this study, were summarized, 
and the relationship between the ratio of NH4

+ concentration to inoculum SS concentration (Food/
microorganism ratio: F/M ratio) and NH4

+ removal efficiency was investigated. The summarized 
result from different studies indicated that treatment performance can be reduced not only at 
high F/M ratios (0.5 to 1.0 mg-N mg-SS-1 or higher) but also at low F/M ratios (0.07 mg-N mg-
SS-1, the 5-fold dilution condition in this study). The inhibition of the consortium at high and low 
F/M ratios could both be improved by controlling pH to near neutral. pH control can be done 
without the addition of chemicals by adjusting light intensity or the addition ratio of inoculums 
to mitigate the action of microalgae. However, excessive suppression leads to a decrease in O2 
supply, so it is essential to set appropriate conditions. There are few examples of studies that aim 
to stabilize and improve the performance of treatment by intentionally controlling the functions 
of microalgae and nitrifying bacteria by adjusting light intensity and the addition ratio of inocu-
lums. These studies are the subject of future work.

Keywords: Chlorella; F/M ratio; high-strength ammonia wastewater; nitrification; photo-oxy-
genation

1. 序論

嫌気性細菌及び古細菌の働きを利用し、人間活動

由来の有機性廃棄物・廃水をバイオガスへと変換す

るメタン発酵技術は、持続可能な社会の形成に不可

欠な要素として広く普及が望まれる。2000 年代以降

は、特に東南アジアや中南米等の開発途上国地域を

中心に急速にメタン発酵施設の導入が進み、世界の

年間バイオガス生成量は 2012 年から2022 年にかけ

て約 2 倍の 33 Mtoe（toe：石油換算トン）に増加した

（Koonaphapdeelert et al. 2020）。メタン発酵では、原

料中の有機性炭素分は加水分解菌、酸生成菌、メ

タン生成菌の連続的な代謝により分解・ガス化される。

一方で、発酵槽内には、無機態窒素を代謝する独

立栄養微生物が十分に存在しないため、窒素化合物

は除去されず主にアンモニウム（NH4
+）として残存する

（Uludag-Demirer et al. 2008）。そのため、メタン発酵

槽からの排液（消化液）をそのまま水環境中に放流す

ることはできず、適切な後段処理が求められる。

廃水中の NH4
+ 成分除去には、生物学的硝化－脱窒

素プロセスが広く利用されている（Wiesmann 1994）。硝

化プロセスでは、硝化細菌の働きで NH4
+を硝酸（NO3

-）

まで酸化し、続く脱窒素プロセスにおいて脱窒素細菌

の働きで NO3
- を窒素ガスまで還元し除去する。硝化細

菌が NH4
+ からNO3

-までの完全硝化を行うためには、1 

mg-N あたり約 4.6 mg の多量の酸素（O2）を必要とし

（Sharma & Ahlert 1997）、通常、散気装置を用いた機

械的曝気が不可欠である（Gu et al. 2017）。この曝気シ

ステムは、廃水処理施設内で消費される総電力の 50%

～ 90%もの割合を占める（Drewnowski et al. 2019）。そ

のため、硝化プロセスに依存する従来の NH4
+ 含有廃水

処理法は、インフラ整備とその維持管理に財源を配分可
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能な先進国では普及できる一方で、経済的基盤の脆弱

な地域での普及は難しい。実際に、開発途上地域では、

メタン発酵施設の導入は進む一方で、消化液の適正処

理が十分行われず、水環境汚染が深刻化する例が多

い（Foresti 2001）。そのため、消化液をより省エネルギー

で処理可能な手法の開発が求められている。

2010 年代以降、NH4
+ 含有廃水の省エネルギー型

処理法として、微細藻類と硝化細菌を単一槽内で協働

させる微細藻類－硝化細菌共存系に注目が集まってい

る（Karya et al. 2013, Vargas et al. 2016）。この共存系

では、硝化細菌は機械的曝気の代わりに微細藻類の

光合成により生成した O2 を利用して硝化プロセスを進め

ることができ、従来の硝化プロセスよりも消費電力を大

幅に抑えることができる。例えば、微細藻類 - 硝化細

菌共存系による豚舎排泄物のメタン発酵消化液処理を

行った Wang et al.（2015）の研究では、微細藻類の

光合成により、硝化に必要な O2 量の 74%を供給できた

と報告している。更に、Chlorella 属を始めとする多くの

微細藻類は、廃水中に含まれるNH4
+ や NO3

- 等の窒

素源を取り込み、窒素除去に寄与することも知られている

（Taziki et al. 2015, Wang et al. 2009）。

既存の微細藻類－硝化細菌共存系によるNH4
+ 含有

廃水処理に関する研究は、人工培地を用いた実験が

主であり（Karya et al. 2013, Kwon et al. 2019, Sepehri 

et al. 2020, Vargas et al. 2016, Vergara et al. 2016）、実

廃水を用いた場合でも、希釈によりNH4
+ 濃度を調整し

た実験が多い（Akizuki et al. 2019, Casagli et al. 2021, 

Wang et al. 2015）。特に、一般的に高 NH4
+ 濃度と知

られる消化液に関しては、無希釈で処理を実施した研

究例は限られている（Akizuki et al. 2021, Wang et al. 

2020）。これは、基質中の NH4
+ 濃度が高い場合、微

細藻類の光合成に伴う槽内 pH の上昇により遊離アン

モニア（NH3）濃度が増加し易く、微細藻類と硝化

細菌の両微生物の活性を阻害するためである。しか

し、Akizuki et al.（2021）の研究では、比較的高い

NH4
+ 濃度（520 mg-N L-1）の希釈消化液の回分処理

において、硝化の進行に伴い最終的な NH4
+ 除去率は

61.7% に達し、共存系による高 NH4
+ 含有廃水処理の

可能性が示されている。本研究では、微細藻類―硝

化細菌共存系による消化液処理への有用性を検証する

ために、異なる倍率（1 倍、2.5 倍、5 倍）で希釈した

消化液中の NH4
+ 処理性能を回分実験により評価した。

2. 材料と方法

2.1. 基質と播種試料
メタン発酵消化液は、グアナファト州レオン市内にある

屠畜場施設の畜場廃水を原料としたメタン発酵処理槽

から採取した。採取した消化液は直ちにグアナファト大

学工学部内の実験室に運搬し、保持粒子径 0.5 µm の

ガラス繊維濾紙（GC-50、Advantec）を用いてろ過し、

使用まで 4℃の冷蔵庫で保管した。ろ液の pH、溶存

有 機 炭 素（Dissolved organic carbon：DOC） 濃 度、

NH4
+ 濃度、NO3

- 濃度、および PO4
3- 濃度は、それぞ

れ 8.19、406 mg-C L-1、436 mg-N L-1、1.11 mg-N L-1、

および 19.9 mg-P L-1 であった。

微細藻類には、同州ペンハモ市の屠畜場施設の畜

場廃水を原料としたメタン発酵処理槽から排出された消

化液から集積培養した藻類群集（優占種：Chlorella 

sp.）を用いた。硝化細菌源には、同州グアナファト市

の下水処理場（オキシデーションディッチ法）から採取

した好気性汚泥を用いた。微細藻類は、遠心分離機

（Centrificient, CRM Globe）を用いて 3000 rpm で 5

分間遠心し、汚泥は数時間静置して上澄みを除去した。

濃縮された微細藻類と汚泥を播種試料として用いた。

2.2. 回分実験条件
反応槽として有効容積 500 mL のガラス製三角フラス

コを用い、微細藻類試料と汚泥試料をそれぞれ 0.5 g-

懸濁態固形物質（Suspended solid: SS） L-1となるように

添加した。希釈倍率が処理性能に与える影響を評価す

るために、ろ液を無希釈（1 倍希釈）で用いた条件に

加え、蒸留水を用いて 2.5 倍と5 倍に希釈した計 3 条

件の実験をそれぞれ 2 連で実施した。実験は、温度
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25 ± 2℃、光照射強度 10000 lux の条件で 34日間実

施した。光照射は市販の白色 LEDを用いて行い、午

前 7 時～午後 19 時を明期、午後 19 時～午前 7 時を

暗期とし、明暗周期は 12 時間毎とした。反応槽は振と

う機（AGO60-90, Prendo）上で約 130 rpm の速度で

連続的に攪拌し、いずれの条件においても、機械的曝

気による槽内への O2 供給は行わなかった。

実験試料の採取は午後 12 時～ 15 時の間に実施した。

槽内の pHと溶存酸素（Dissolved oxygen: DO）濃度の

日周変動を調べるために、実験 4日目の午後 14 時～ 5日目

の午後14時にかけて3～5時間間隔の試料採取を行った。

2.3. 分析項目
基 質の pH、DOC 濃 度、NH4

+ 濃 度、NO3
- 濃 度、

および PO4
3- 濃度を測定し、播種試料の SS 濃度を測

定した。反応槽内の懸濁態試料に関しては、pH、DO

濃度、クロロフィル a（Chl. a）濃度を測定し、懸濁態

試料をガラス繊維濾紙（GC-50、Advantec）によりろ過

したろ液に関しては、NH4
+ 濃度とNO3

- 濃度を測定した。

pHとDO濃度は、それぞれpHメーター（Multiparameter 

Orion 4-star plus, Thermo Scientific）と DO メーター

（SensION 5, Hach）を用いて測 定した。DOC 濃 度

は、全有機炭素計（TOC-L、島津製作所）を用いて

測定し、NH4
+ 濃度、NO3

- 濃度、および PO4
3- 濃度は、

Hach 水質検査キット（比色法）と吸光光度計（DR2800、

Hach）を用いて測定した。SS 濃度は、常法（American 

Public Health Association 1998）に準拠して測定した。

Chl. a は N, N-ジメチルホルムアミドにより抽出し、吸光光

度計（DR2800、Hach）を用いて定量した（Wellburn 

1994）。

NH4
+ 除去率とNH4

+ の NO3
- 転換率は、以下の式（1、

2）により算出した。

（式 1）

（式 2）

ここで、NH4
+-Nday 0 は実験開始時の初期 NH4

+ 濃度を

示し、NH4
+-Nday xとNO3

--Nday x は、それぞれ任意の実

験日数経過後の NH4
+ 濃度および NO3

- 濃度を表してい

る。

NH3 濃度は、以下の式（3）により算出した（Anthonisen 

et al. 1976）。

（式 3）

ここで、NH4
+-N、pH、T は、それぞれ反応槽内の

NH4
+-N 濃度、pH 値、温度を表している。

3. 結果と考察
3.1. pH、DO 濃度および Chl. a 濃度の経時変化

微細藻類－硝化細菌共存系内の pH は、微細藻

類の光合成に伴うpH 上昇と硝化細菌による NH4
+ 酸

化に伴うpH 低下のバランスにより変動する。基質の

希釈条件によらず、pH は実験開始直後から 6 日目に

かけて増加する傾向を示し、光合成の進行が示唆さ

れた（Fig. 1a）。その後、pH は 20 日目まで一定の値

を維持し、6 日目から 20 日目までの pH の平均値は、

1 倍、2.5 倍、5 倍希釈条件でそれぞれ 8.9 ± 0.1、

9.3 ± 0.1、10.2 ± 0.3 を示した。硝化プロセスに適し

た pH 範囲は 7.0 ～ 9.0 であるため（Antoniou et al. 

1990, Park et al. 2007, Wu et al. 2006）、特に 5 倍

希釈条件では、実験期間を通して硝化に不適な pH

環境であった。1 倍と2.5 倍希釈条件では、実験 20

日目～ 26 日目にかけて pH の低下が見られ、硝化の

進行が示唆された。

pH と同様に、微細藻類－硝化細菌共存系内の

DO 濃度は、光合成による O2 生成とNH4
+ 酸化によ

る O2 消費のバランスで変動する。希釈条件に関わ

らず、DO 濃度は実験開始直後から 2 日目にかけて

増加し、4 日目以降は実験終了時まで一定の値を維

持した（Fig. 1b）。無希釈条件の 1 日目を除き、い

ずれの条件でも実験期間を通して 2.7 mg L-1 以上の

DO 値を示し、硝化細菌が NH4
+ を NO3

- まで完全酸

化するために必要な DO 濃度（1.0 ～ 2.0 mg L-1）
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（Hwang et al. 2006, Ruiz et al. 2006）が維持されて

いた。実験期間を通して、試料採取は光照射が行

われている明期中に行っていたため、特に暗期にお

ける pHとDO 濃度の変動を調査するために、実験 4

日目～ 5 日目にかけて 3 ～ 5 時間間隔で試料採取を

行った（Fig. 2）。24 時間周期の中で pH には大きな

変動は見られなかった一方で、DO 濃度は暗期の午後

22 時～午前 2 時にかけて 2.0 mg L-1 以下まで低下し、

硝化細菌への O2 供給が一時的に制限されていた可

能性が示された。

Chl. a 濃度は、基質の希釈条件に関わらず実験

開始直後から 4 日目にかけて増加し、その後 20 日目

までに減少した（Fig. 3）。特に 2.5 倍と5 倍希釈条

件で高い Chl. a 濃度を示し、両条件で示された比較

的高い pH 環境は、微細藻類の光合成によるもので

あると考えられる。20 日目以降は全条件で再度 Chl. 

a 濃度の増加が見られ、一度減少した微細藻類が再

生産することで、槽内の DO 濃度が維持されていた。

これらの結果から、本実験では、実験開始直後か

ら微細藻類による光合成が活発に生じ、実験期間を

通して夜間の一部を除き硝化細菌への O2 供給は十

分行われていたと推察された。

Figure 1. Variations of pH (a) and DO concentration (b) for all conditions. 

Figure 2. Variations of pH (a) and DO concentration (b) from day 4 to day 5 for 

all conditions. 
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Figure 3. Variations of Chl. a concentration for 

all conditions.

3.2. NH4
+ 処理性能評価

窒素化合物（NH4
+とNO3

-）濃度の経時変化は、基

質の希釈条件により差が見られた（Figs. 4a, b）。1 倍と

2.5 倍希釈条件では、実験開始からそれぞれ 20日目、

16日目以降に NH4
+ 濃度が大きく減少し、20日目以降に

NO3
- 濃度の増加が確認された。5 倍希釈条件では実

験開始直後に NH4
+ 濃度の減少が見られたが、その後

実験期間を通して大きな減少は見られず、顕著な NO3
-

生成は確認されなかった。実験終了時の投入 NH4
+ の

NO3
- 転換率は、1 倍、2.5 倍、5 倍希釈条件でそれぞ

れ 70.4%、56.2%、3.3%を示した（Fig. 5a）。実験終了

時の NH4
+ 除去率は、1 倍、2.5 倍、5 倍希釈条件で

それぞれ 65.9%、71.9%、52.4%となり、1 倍と2.5 倍希

釈条件では硝化の進行により比較的高い除去率に達した

（Fig. 5b）。

1 倍と2.5 倍希釈条件でのみ硝化が進行した理由の

一つとして、5 倍希釈条件では、実験期間を通して 10

を越える比較的高い pHを示したため（Fig. 1a）、他条

件よりもNH3 濃度が高くなり、硝化細菌に阻害を与えた

可能性がある。しかし、NH3 濃度の経時変化を見ると、

硝化の進行が開始するまで、むしろ基質 NH4
+ 濃度

が高い 1 倍と2.5 倍条件で高い NH3 濃度を示していた

（Fig. 6）。従って、5 倍希釈条件では、NH3 阻害より

も、高い pH 自体により硝化の進行が阻害されていた可

能性がある。Park et al.（2007）が実験データに基づ

き提示した硝化細菌の基質利用速度とpH の関係性に

ついてのモデルでは、9 ～ 10 の pH 値を境に活性が急

激に低下し、本研究でも同様の傾向を示したと考えられ

る。5 倍希釈条件で高いpH 値が維持された理由として、

NH3 濃度が比較的低いことで微細藻類が増殖し易い環

境であったことに加え、消化液が持つ緩衝効果が希釈

により低下していたことが影響してことも考えられる。消

化液にはバイオガス中の CO2 由来の炭酸イオンと重炭

酸イオンが平衡して存在し、中性付近で緩衝効果を持

つが、希釈によりそれが損なわれ、結果として微細藻類

の光合成に伴うpH 上昇が顕著に生じた可能性がある。

Figure 4. Variations of NH4
+ concentration (a) 

and NO3
- concentration (b) for all conditions.
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Figure 5. NH4
+ to NO3

- conversion efficiency (a) 

and NH4
+ removal efficiency (b) at the end of 

the experiment for all conditions.

Figure 6. Variations of NH3 concentration for all 

conditions.

3.3. 消化液中窒素処理への微細藻類－硝化細菌共存
系の利用可能性

本研究を含めた、微細藻類－硝化細菌共存系を用

いた消化液中の窒素処理に関する研究成果を Table 1

にまとめた。基質を処理開始時に単発的に投入し一定

期間後の処理性能を評価する回分実験と、基質供給と

処理水の引き抜きを連続的に行う連続実験の性能を単

純に比較することは難しいため、回分実験の研究のみ

を示している。Wang et al.（2020）は、Desmodesmus 

sp. CHX1と市販の硝化細菌剤を播種試料とし、養豚

場廃水を原料としたメタン発酵消化液（初期 NH4
+ 濃度：

374 mg-N L-1）処理を行い、NH4
+ 除去率 41.8%を示

した。Akizuki et al.（2019, 2021）は、主な微細藻類

源としてChlorella sp.またはNannochloropsis sp.を用い、

細菌源として下水処理場の好気性汚泥を用い、いず

れも屠殺場廃水を原料としたメタン発酵消化液（初期

NH4
+ 濃度：102 ～ 950 mg-N L-1）処理を行った。その

結果、基質の希釈倍率によりNH4
+ 除去率は -2.9% ～

80.4%と大きく変動することを示した。

Food/microorganism 比（F/M 比）は、生物学的廃

水・廃棄物処理における処理性能に影響を与える重要

な指標であり、窒素含有廃水処理においても適切な F/M

比で処理を行う必要性が報告されている（He et al. 2009, 

Wu et al. 2013）。微細藻類－硝化細菌共存系による消

化液処理におけるF/M 比とNH4
+ 除去率の関係性を見

たところ、いずれの実験でもF/M 比 0.07 ～ 0.52 mg-N 

mg-SS-1 の範囲で 50% 以上の除去率を示し、0.95 mg-N 

mg-SS-1 では高 NH4
+ 濃度に起因するNH3 阻害が生じ

（Akizuki et al. 2021）、15% 以下の低い除去率を示した

（Fig. 7）。従って、F/M 比 0.5 ～ 1.0 mg-N mg-SS-1 の

範囲で NH4
+ 除去率が急激に低下する閾値が存在する

可能性があり、安定的な NH4
+ 除去には 0.5 mg-N mg-

SS-1 以下に抑える必要があると考えられる。一方で、単

一のデータではあるものの、本研究の F/M 比 0.07 mg-N 

mg-SS-1 の条件（5 倍希釈条件）で、他の低 F/M 比の

結果と比較して NH4
+ 除去率が低い値となった。これは、

前述した光合成に伴うpH 上昇により硝化プロセスの進行
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Table 1. Studies on the NH4
+ treatment in anaerobic digestate using a consortium of microalgae and nitri-

fying bacteria. 
Table 1. Studies on the NH4+ treatment in anaerobic digestate using a consortium of microalgae and nitrifying bacteria. 

Substrate 
for 

anaerobic 
digester 

Inoculum Initial 
NH4+ 

(mg-N 
L−1) 

Initial 
biomass 
(mg-SS 

L−1) 

F/M ratio 
(mg-N 
mg-

SS−1) 

Light intensity Light/dark 
cycle 
(h/h) 

Temp. 
(oC) 

NH4+ 
removal 

(%) 
References 

Microalgae Nitrifying 
bacteria 

(µmol 
photons 
m−2 s−1) 

(lux) 

Piggery 
wastewater 

Desmodesmus sp. 
CHX1 

Commercial 
bacterial 
reagents 

374 n.d. n.d. - 8000 24/0 25 41.8 Wang et al. 
(2020) 

Slaughter-
house 

wastewater 

Chlorella sp., 
Scenedesmus sp., 

diatoms 

Aerobic sludge 
from a full-

scale sewage 
treatment plant 

102 1000 0.102 140 - 12/12 25 80.4 Akizuki et al. 
(2019) 

102 1000 0.102 140 - 24/0 25 73.3 

Slaughter-
house 

wastewater 
Chlorella vulgaris 

Aerobic sludge 
from a full-

scale sewage 
treatment plant 

950 1000 0.95 - 3500 12/12 25 −2.9 

Akizuki et al. 
(2021)* 

520 1000 0.52 - 3500 12/12 25 65.4 

270 1000 0.27 - 3500 12/12 25 61.7 

Slaughter-
house 

wastewater 

Nannochloropsis 
sp., Scenedesmus 
sp., Chlorella sp. 

Aerobic sludge 
from a full-

scale sewage 
treatment plant 

950 1000 0.95 - 3500 12/12 25 12.8 

520 1000 0.52 - 3500 12/12 25 66.4 

270 1000 0.27 - 3500 12/12 25 70.9 

Slaughter-
house 

wastewater 
Chlorella sp. 

Aerobic sludge 
from a full-

scale sewage 
treatment plant 

405 1000 0.41 - 10000 12/12 25 65.9 
This study 187 1000 0.19 - 10000 12/12 25 71.9 

74.8 1000 0.07 - 10000 12/12 25 52.4 

*: Total ammonia nitrogen concentration instead of NH4+ concentration; n.d.: not described. 

が抑制されたためと考えられ、低過ぎるF/M 比条件では、

NH4
+ 除去率が低下する懸念がある。

高 F/M 比と低 F/M 比における共存系の阻害は、い

ずれもpHを中性付近に制御することで改善できると考え

られる。つまり、pH 制御により、高 F/M 比では NH3 に

よる阻害の軽減が、低 F/M 比では高 pH 環境による阻

害の軽減が期待できる。pH 制御には HCl 等の pH 調

整剤の添加が有効であるが、薬剤添加コストがかかるこ

とが欠点である。本研究の DO 濃度の結果（Fig. 1b）

から、いずれの希釈条件においても、実験期間を通し

て微細藻類によるO2 供給が十分行われていたと考えら

れたため、例えば光強度を調整する（屋外光を利用す

る場合、遮光ネット等を使用する）ことで、微細藻類の

光合成を抑制し pH 上昇を制御する手法が提案できる。

他にも、微細藻類と硝化細菌の播種比率により、共存

系内の pH が変化した報告（Sepehri et al. 2020）があり、

播種比率の調整によって pH 上昇を抑制できる可能性も

ある。一方で、微細藻類の働きを過度に抑制することは、

共存系の利点である光合成由来の O2 供給量の低下に

繋がるため、適切な条件設定が不可欠である。光強

度や播種試料の添加割合を調整し、微細藻類と硝化

細菌の各々の機能を意図的に制御することで処理の安

定化・性能向上を狙う研究例は少なく、今後取り組むべ

き研究課題と考えられる。

Figure 7. Effect of F/M ratio on NH4
+ removal 

efficiency in a consortium of microalgae and 

nitrifying bacteria. 
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4. 結論

本研究では、従来の機械的曝気を行わず、光合成

由来の O2 供給により窒素除去を行う微細藻類－硝化

細菌共存系を用いたメタン発酵消化液処理への有用性

を評価するために、異なる倍率（1 倍、2.5 倍、5 倍）

で希釈した消化液の回分処理を実施した。いずれの希

釈条件においても、微細藻類の光合成に伴うO2 供給

により、夜間の一部（午後 22 時～午前 2 時）を除き

実験期間を通して硝化プロセスに適した DO 濃度（2.0 

mg L-1 以上）を維持した。一方で、光合成に伴うpH

上昇により、特に 5 倍希釈条件において硝化に不適な

高 pH 環境（10.2 ± 0.3）となり、NO3
- の生成が見られ

なかった。1 倍と2.5 倍希釈条件では、実験 20日目か

ら硝化プロセスが進み、NH4
+ の NO3

- 転換率はそれぞ

れ 70.4%、56.2% に達した。1 倍、2.5 倍、5 倍希釈

条件における NH4
+ 除去率は 65.9%、71.9%、52.4%

を示した。本研究を含めた既存の微細藻類－硝化細菌

共存系を用いた消化液処理の成果を整理し、NH4
+ 濃

度と播種試料 SS 濃度の比率（F/M 比）とNH4
+ 除去

率の関係性を見た結果、高 F/M 比（0.5 ～ 1.0 mg-N 

mg-SS-1 以上）だけではなく、低 F/M 比（0.07 mg-N 

mg-SS-1、本研究の 5 倍希釈条件）でも処理性能が低

下する可能性が示された。
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Abstract　In aquaculture and ornamental industries, copepods are recognized as preferred live 
feeds for marine fish larvae over commonly used organisms. Marine fish larvae fed with cope-
pods show better survival and growth. Despite obvious advantages of copepods as the live feed, 
their use is still limited owing to low productivity and cost-efficiency when mass cultivated. Diet 
affects copepod egg production, survival and growth rates, hatching success, and population 
growth. One difficulty with the mass cultivation of copepods is, however, the varied dietary re-
quirements of individual species. Species of the genus Pseudodiaptomus, egg-carrying copepods 
that occur widely, can dominate marine coastal waters, and are preyed upon by commercially 
significant marine fish. Consequently, some Pseudodiaptomus species are used as experimental 
live feed in marine aquaculture. Pseudodiaptomus nihonkaiensis Hirakawa is a dominant spe-
cies during warm water seasons in Sagami Bay, Japan. Because of the potential suitability of P. 
nihonkaiensis as a prey source for larval fishes, the nauplii individuals were fed with three mo-
no-microalgal diets and one mixed-microalgal diet as the control condition to determine which 
of them was the most favorable for the survival and reproduction of this copepod in culture.

The nauplii were incubated in 500 mL glass bottles under four diet conditions (mono-diet of 
Chaetoceros gracilis, Rhodomonas salina, and Isochrysis galbana, and a mixed diet of C. grac-
ilis + R. salina + I. galbana at 1:1:1 carbon ratio) for 15 days. Survival rate and development 
stages of the copepods were measured during the incubation duration. At day 12 and 15, oviger-
ous rate and sac size were also measured.
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There was no significant difference in ovigerous rate and egg sac size among four diet condi-
tions. Survival rate from nauplii to adult stage was 10.0 ± 11.1%, 35.3 ± 20.4%, 46.7 ± 6.1%, 
29.3 ± 4.2% when fed with C. gracilis, R. salina, I. galbana and mixed diet, respectively. The 
malformation was observed in the copepodid individuals fed with R. salina and the mixed diet. 

These results might suggest that R. salina has a nutritional problem for the growth in P. ni-
honkaiensis. The ratio of individuals developed until the adult stages was maximized under the 
mono-diet of I. galbana, so this mono-diet can be considered a favorable diet for P. nihonkaien-
sis cultivation in the present study.

Keywords: aquaculture; calanoid copepod; malformation; ovigerous rate; survival rate

1. はじめに

カイアシ類は多くの海産仔稚魚の主要な餌資源であ

り、その消化管内容物の 80%を占めることが知られて

いる（Tanaka et al. 1987, Mauchline 1998）。カイアシ

類は多価不飽和脂肪酸を多く含有し、仔稚魚の餌料と

して適した体サイズを示すことから、水産養殖分野にお

ける仔稚魚の理想的な餌料と考えられている（Støttrup 

2003）。そのためカイアシ類を仔稚魚の餌料として用い

る実験が行われ、カイアシ類を給餌した仔稚魚はワムシ

やアルテミア等を給餌した仔稚魚と比べ、生存率や成

長速度、体色や市場価値が向上することが知られている

（Shields et al. 1999, Barroso et al. 2013）。このような背

景から天然域から採集されたカイアシ類が仔稚魚の餌料

に使用されるが、採集する季節や海況によって収量や

種組成が変動し、寄生生物や病原菌が魚類種苗生産

へ混入するといった課題がある（荻原 2014）。そのため、

培養環境を制御した屋内での集約的なカイアシ類の大

量生産が求められているが、ワムシ等の既存生物餌料

の培養と比較した際にはその生産性は低く（Molejón 

& Alvarez-Lajonchère 2003）、未だ困難な技術とされて

いる。カイアシ類の培養において、給餌する餌料はカイ

アシ類の卵生産速度、孵化率、生存率や成長速度に

影響し、個体群の増加を決定づける（Camus & Zeng 

2008, Pan et al. 2014）。対象とするカイアシ類種ごと、ま

た発達段階毎に好適な餌料種が異なる例が示されており

（髙山ら 2022, Takayama et al. 2023a, Takayama et al. 

2023b）、生産性を最大化するため、対象とするカイアシ

類種ごとに好適な餌料を検討する必要がある。
Pseudodiaptomus 属カイアシ類は沿岸域において見出

される普通種であり、幼生及び幼体初期は浮遊性、以

降成体までは半底生性と生活様式が発達に伴い変化し

（Walter 1989）、半底生性である生活史後期では、日

中は底上に生息し、夜間に浮上する日周鉛直移動を行

うことが知られている（Hirakawa 1997）。自然環境では

高個体密度のスウォームを形成することが報告されており

（Blanda et al. 2015）、P. nihonkaiensis では九州北部の

平戸島志々伎湾において、アマモ場の周囲に最大 86.1 

inds. L-1 のスウォームが観察されている（Kimoto et al. 

1988）。また、本属の P. annandaleiは低酸素環境（Blanda 

et al. 2015）、高温環境（Doan et al. 2019）などの環境

負荷への耐性を示し、Tetraselmis chui などの高度多価

不飽和脂肪酸（HUFA）に乏しい餌料藻類を給餌した

場合でも、体内に HUFAを蓄積することが報告されてい

る（Rayner et al. 2017）。Pseudodiaptomus 属 は 水 産

養殖における優れた生物餌料候補として、チャイロマル

ハタEpinephelus coioides（Lee et al. 2010）、クロウミウ

マ Hippocampus kuda（Thuong & Hoang 2015） 等を

対象に初期生物餌料として試験的に使用されている。P. 

nihonkaiensis は朝鮮半島南部、日本列島では新潟以

南から琉球列島に分布し（Fig. 1）、本研究の実験で使

用した個体を単離した相模湾真鶴港では高水温期に優
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占する（Natori 2018）。本研究では、P. nihonkaiensis

の培養における好適な餌料藻類を検討するため、異なる

微細藻類種を給餌した際のノープリウス幼生の成体期ま

での生存率とメス成体による卵生産を明らかにした。

Figure 1. Reported localities for Pseudodiapto-
mus nihonkaiensis. (1) Hirakawa 1983, (2) Hira-
hara 2018, (3) Natori 2018, (4) Soh et al. 2001, 
(5) Kimoto et al. 1988, (6) Shimode & Shiraya-
ma 2004, (7) Omori et al. 2015

2. 材料および方法

2.1. 微細藻類餌料
本 研 究では、 水 産 養 殖 分 野で一 般 的な餌 料

藻 類として、クリプト藻 Rhodomonas salina、 珪 藻
Chaetoceros gracilis、ハプト藻 Isochrysis galbana の 3

種を用いた（Table 1）。全ての微細藻類は 50 mL の

三角フラスコを用い回分培養した。培養に用いた器具

はあらかじめオートクレーブ（121°C、20 分間）を使用

し滅菌した。培養には相模湾真鶴半島沖 3 km に設け

た定点 M（35° 09′ 45″ N, 139° 10′ 00″ E）にて採水し

た表層海水を数か月間保管後、塩分を 35 に調整し、

孔径 0.22 µm のメンブレンフィルター（Merck Millipore）

で濾過したものを基本海水とし、f/2 培地を作成し餌料

藻類の培養に用いた。培養は水温 25℃、光強度 120 

μmol m-2 s-1、明暗周期各 12 時間条件に設定したイン

キュベーター（FLI-301N, EYELA）内で実施した。培

地中の餌料藻類の細胞濃度は血球計算版を用い、生

物顕微鏡下（OPTIPHOT-2, Nikon）で計数した。

Table 1. Cell size of microalgae used in the 
present study. Cell size was referred from 
Takayama et al. (2022).

2.2. 動物プランクトン試料と培養海水の採集
動物プランクトン試料は相模湾の北西域に位置する

真鶴港（35°09'49"N, 139°10'33"E; 水深 6 m）で採

集した。動物プランクトン試料は 2021 年 8 月の日没直

後に、目合い 180 µm の動物プランクトンネット（口径 30 

cm、長さ100 cm）を海底付近から海面まで複数回傾

斜曳きすることで得た。実験に使用した培養海水は、

定点 M において表層海水をバケツで採水し、現場にお

いて目合い 180 µm のナイロンメッシュで大型の動植物プ

ランクトンを取り除き、目合い 0.22 µm のメンブレンフィル

ターで濾過滅菌（FSW < 0.22 µm）したものを用いた。

採集された動物プランクトン試料を直ちに実験室へ移送

し、実体顕微鏡（WILD M10, Leica Co., Ltd.）で P. 

nihonkaiensis のメス成体のみを、Hirakawa（1983）が

報告した形態学的特徴を基に選別した。選別された

個体は濾過滅菌海水で満たした容量 3 L のプラスチッ

ク容器内に移し、 現場水温である水温 25°C、明暗周

期 12 時間：12 時間の条件に設定したインキュベーター

（Biotron, NK system）で馴致培養を 1 週間行った。

馴致中は R. salina、I. galbana、C. gracilis を炭素比

1:1:1 で混合した餌料を 2.0 µg-C mL-1（Kiørboe et al. 

1985）で給餌した。給餌の際には培地の混入による水

質悪化を防ぐため、3000 rpm で 5 分間の遠心分離を

行い、上澄みを取り除いた。馴致培養期間中に生産さ

れたノープリウス幼生を実態顕微鏡下で選別し、以下

に示した培養実験に供した。

2.3. Pseudodiaptomus nihonkaiensis の好適餌料の検討
選別された P. nihonkaiensis のノープリウス幼生 50 個

髙山ほか：カイアシ類 Pseusodiaptomus nihonkaiensis の餌料
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体を塩分 36 の濾過滅菌海水（< 0.22 µm）で満たした

容量 500 mL のマヨネーズ瓶内に気泡が入らないように

収容し、水温 25°C、明暗周期 12 時間に設定したインキュ

ベーター (Biotron, NK system) 内で 15日間培養した。

培養期間中は餌料藻類の沈降を防ぐため、5 rpm に設

定した回転式シェーカー（IKA Roller 10 digital）上で

攪拌した。餌料条件は実験区として R . salina 単一餌

料区、I. galbana 単一餌料区、C. gracilis 単一餌料区

の 3 条件、対象区として上述 3 種の微細藻類を炭素比

1:1:1 で混合した混合餌料区の合計 4 条件とした。培

養実験は各条件 3 連で行い、各餌料を2.0 µg-C mL-1

の濃度で毎日給餌した。また、培養海水の水質悪化を

防ぐため、2日おきに培養海水の 50%を新たな濾過海

水に交換した。3日に 1 回の頻度で各容器内の個体を

シャーレに集め、実体顕微鏡下でノープリウス幼生、コ

ペポダイト幼体、オス成体、メス成体に分けて計数するこ

とで、カイアシ類の個体数と発達段階を求めた。 

ノープリウス期における生存率（%）は以下の（1）

式で算出した。

（1）

N ind は実験に使用したノープリウス幼生の初期個体

数（ind.）を、C ind はコペポダイト１期まで発達した個体数

（ind.）を示す。コペポダイト期における生存率（%）は

以下の（2）式で算出した。

（2）

A ind は成体（コペポダイト6 期）まで発達した個体数

（ind.）を示す。ノープリウスから成体までの生存率（%）

は以下の（3）式で算出した。

（3）

容器内にメス成体が出現した培養 12日目、15日目には

卵嚢を有するメスの個体数を計数することで、メス成体に

占める携卵メスの割合である携卵率（%）を求めた。また、

ひとつの卵嚢内の卵数を計数することで卵嚢サイズ（eggs 

sac-1）を求めた。

3. 結果

3.1. 生存率
培養 3 日目にすべての給餌区においてコペポダイト

幼体が出現し、成体の出現は培養 6 日目に混合餌

料区において、9 日目にすべての給餌区において確

認された（Fig. 2）。Chaetcerous gracilis 給餌区で

は培養開始から培養 6 日目にかけて生残率が 82.0 ± 

20.1% 減少したのに対し、Rhodomonas salina 給餌

区では 45.3 ± 16.8%、Isochrysis galbana 給餌区で

は 27.3 ± 5.2%、混合餌料区では 42.0 ± 23.7% 減

少した。

Figure 2. Temporal variations in the ratio of developmental stage of Pseudodiaptomus 
nihonkaiensis fed with (a) Chaetoceros gracilis, (b) Rhodomonas salina, (c) Isocrysis gal-
bana, and (d) mixed diet (C. gracilis + R. salina + I. galbana). Colors of bar graphs show 
development stage of the copepods. Error bars show the standard deviations (n=3).
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ノープリウス幼生期の生残率は C. gracilis 餌料区

で 26.6 ± 19.0%、R. salina 餌料区で 50.0 ± 15.6%、I. 

galbana 餌料区で 58.0 ± 7.2%、混合餌料区で 56.0 

± 27.4%を示したが（Fig. 3a）、餌料区間で統計的な

有意差は認められなかった。コペポダイト期の生残率は
C. gracilis 餌料区で 26.1 ± 24.2%、R. salina 餌料区

で 43.4 ± 40.1%、I. galbana 餌料区で 81.6 ± 7.6%、混

合餌料区で 58.9 ± 21.0%を示したが（Fig. 3b）、餌料

区間で統計的な有意差は認められなかった（One-way 

ANOVA, p > 0.05）。ノープリウス幼生から成体までの生

残率は C. gracilis 餌料区で 10.0 ± 11.1%、R. salina 餌

料区で 35.3 ± 20.4%、I. galbana 餌料区で 46.7 ± 6.1%、

混合餌料区で 29.3 ± 4.2% であり（Fig. 3c）、I. galbana

餌料区は C. gracilis 餌料区に比べ、有意に高い生残率

を示した（One-way ANOVA, Tukey-Kramer, p < 0.05）。
R. salina 給餌区と混合餌料区において、尾肢部の欠

損（Fig. 4b）、第一触覚の歪曲や折れ（Fig. 4c）、脱皮

殻の癒着といった形態異常が観察された（Fig. 4d）。

Figure 3. The comparison of survival rate until nauplius to copepodite, copepodite to 
adult and nauplius to adult of Pseudodiaptomus nihonkaiensis reared different condi-
tions of algal diets. Error bars indicate standard deviations (n = 3). An asterisk on the 
top of bars indicates significantly difference (One-way ANOVA, Tukey-Kramer, p < 0.05).

Figure 4. Images of observed malformation in 
Pseudodiaptomus nihonkaiensis  fed by mo-
no-diet condition of Rhodomonas salina  and 
Mixed diet. (a) adult male without deformity, (b) 
adult without caudal ramus, (c) copepodite with 
shrunken first antennas, and (d) copepodite 
with shells attached due to failure to molt.

3.2. 卵生産

異なる餌料藻類を用いたノープリウス幼生の培養実験

を 15日間実施したところ、培養 12日目に携卵メス成体

の出現がすべての給餌区で確認され、携卵率は培養 

12 日目の C. gracilis 給餌区で 10.7 ± 18.6%、R. salina

給餌区で 8.3 ± 14.4%、I. galbana 給餌区で 18.9 ± 

19.8%、混合餌料区で 25.0 ± 43.3% であり（Fig. 5a）、

培養 15 日目では C. gracilis 給餌区で 29.2 ± 29.8%、
R. salina 給餌区で 22.5 ± 27.2%、I. galbana 給餌区

で 43.3 ± 32.2%、混合餌料区で 50.3 ± 45.0% であった

（Fig. 5b）。両日ともに給餌区間で統計的な有意差は

認められなかった（One-way ANOVA, p > 0.05）。

髙山ほか：カイアシ類 Pseusodiaptomus nihonkaiensis の餌料
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Figure 5. The comparison of ovigerous rate of Pseudodiaptomus nihonkaiensis 

adult female reared under different conditions of algal diets (a) on day 12 and (b) 

day 15. Error bars indicate standard deviations (n = 3). A significantly difference 

was not detected among diet conditions (One-way ANOVA, p > 0.05).

卵嚢サイズは C. gracilis 給餌区で 13.0 ± 3.8 eggs 

sac-1、R. salina 給 餌 区 で 10.3 ± 6.3 eggs sac-1、I. 

galbana 給餌区で 11.0 ± 3.3 eggs sac-1、混合餌料区

では 15.9 ± 3.9 eggs sac-1 であったが、給餌区間で統

計的な有意差は認められなかった（Fig 6）（One-way 

ANOVA, p > 0.05）。

Figure 6. The comparison of average of the 
sac size of Pseudodiaptomus nihonkaiensis 
reared under different conditions of algal diets. 
Error bars indicate standard deviations. Hori-
zontal lines and cross marks in the box plots 
show average value and median, respectively. 
A significantly difference was not detected 
among diet conditions (One-way ANOVA, p > 
0.05).

4. 考察

幼生・幼体期の生存率の改善はカイアシ類の大量培

養におけるボトルネックのひとつである。本研究と同様の

餌料藻類種を用い、Acartia steueriを対象とした先行

研究におけるノープリウス幼生から成体までの生存率は、

単一餌料区で最大 10.5%、混合餌料区で 20.4%と報

告されている（髙山ら2022）。本研究では、異なる4

つの餌料条件で P. nihonkaiensis のノープリウス幼生の

培養を行った好適餌料の検討を行った結果、ノープリウ

ス幼生から成体までの生存率は Isochrysis galbana 餌

料区において 46.7%と最も高い値を示した。I. galbana

はドコサヘキサエン酸（DHA）を豊富に含有することが

知 られ、A. tonsa、A. sinjiensis、Gladioferens impar-

ipes、Parvocalanus crassirostris のノープリウス幼生期

から成体までの発達、生存を促す好適餌料とされている

（Drillet et al. 2011）。これらのカイアシ類種と同様に、P. 

nihonkaiensis のノープリウス幼生から成体までの発達に

おける好適餌料は I. galbanaと示唆された。
Rhodomonas salina は多くのカイアシ類種の好適餌

料藻類として用いられているが（髙山 2023）、本研究

の P. nihonkaiensis では、R. salina を単一で給餌した

条件、他 2 種の藻類と混合した条件でのみ奇形個体
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が出現した。Acartia sinjiensis、A. steueri では必須脂

肪酸含量の低い緑藻 Tetraselmis suecicaを単一で給餌

した際に遊泳脚や第一触覚の捻れ、眼の欠如といった

奇形が発生するが、他の微細藻類を混合することで奇

形が改善されることから必須脂肪酸といった特定の栄養

素の不足から形態異常が引き起こされると推測されてい

る（Knuckey et al. 2005, 髙山ら2022）。本研究では、
R. salina に他の微細藻類 2 種を混合した条件において

も奇形個体が出現したことから、特定の栄養素の不足

ではなく、R. salina が奇形を引き起こす何らかの物質を

有するのかもしれない。この仮説の検証のためには、再

現性の確認や、摂餌速度の測定、化学組成を調査す

る必要がある。

本研究におけるP. nihonkaiensis の携卵率と卵嚢サイ

ズは、いずれの餌料区においても同程度の値が示された

ことから、本種は幅広い種類の餌料を利用し卵生産を

行えると考えられた。今後は本研究で検証できなかった、

各餌料が孵化率に与える影響を検証する必要がある。
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