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研究成果の概要（和文）：本課題では、硝化菌細胞凝集体は生育に不利な環境で生存能力が優れていることを示
すことを目的とし、次の結果を得た。安定的に増殖するNitrosoglobus属のアンモニア酸化細菌凝集体には10％
程度の従属栄養細菌が共存していた。Nitrosoglobus属新種の存在を明らかにし、それらが亜硝酸酸化菌・従属
栄養細菌と細胞凝集体を形成し共存することを示した。酸性環境に適応したCOMAMMOX菌の存在を明らかにし、こ
の菌は複数種の従属栄養菌と凝集体を形成していることを示した。これらの結果から硝化菌とある種の従属栄養
菌は凝集体中で共存し劣悪な環境に適応していると考えられた。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to shed light on the advantage of microbial 
cell aggregates for survival in an unfavorable soil environment such as low substrate concentration 
and acidic condition. Enrichment culture of acid-tolerant nitrifying bacteria isolated from tea 
soils was used to achieve this objective, and the following results were obtained: 1) Stable culture
 of acid-tolerant Nitrosoglobus cell aggregates contained 10% heterotrophic bacteria 2) Isolation of
 stable acid-tolerant nitrifying microbial aggregates revealed a new species of Nitrosoglobus, which
 was found to coexist with nitrite-oxidizer and several heterotrophic bacteria 3) Comammox, which 
has adapted to acidic environment, was found to be present. This bacterium coexisted with 
heterotrophic bacteria. These results suggested that nitrifying bacteria and certain heterotrophic 
bacteria coexist in aggregates and are adapted to an unfavorable soil environment such as low 
substrate concentration and acidic condition. 

研究分野：微生物生態学
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１．研究開始当初の背景 
 
培養微生物の活性に比べ土壌中の微生物
活性のエネルギー源や炭素源に対する基質
親和性が高く、生存能力が優れていることは
古くから知られている。しかしこのギャップ
の原因は未だに不明である。特に硝化反応で
は、硝化菌に比べて土壌の硝化活性のアンモ
ニアに対する親和性は高く、より低濃度のア
ンモニアを酸化する。硝化は硝酸性窒素汚染
や温室効果ガス N2O の発生に関与することか
ら、硝化菌（アンモニア酸化細菌＝AOB）は
アンモニアを酸化してエネルギーを得る。ア
ンモニアを酸化するアンモニアモノオキシ
ゲナーゼ（AMO）の基質は NH3であるため、培
養液が酸性化すると NH3⇔NH4

+の平衡から NH3
の濃度が低下しアンモニアの酸化速度は低
下する。このため酸性土壌では AOB は活動し
ないとされてきた。しかし AOB は細胞凝集体
を形成し、培地が酸性化してもアンモニアを
酸化し続けることが知られている。細胞凝集
体は微生物の土壌における低濃度基質に適
応した存在形態で、独自の基質取り込み機構
を持つと推定された。 
 
２．研究の目的 
 
これまで多くの硝化菌（アンモニア酸化菌、
亜硝酸酸化菌）の分離過程で、培養中に細胞
が塊となるフロックやアグリゲートと呼ば
れる細胞凝集体を形成することが経験され
てきた。しかし一部の硝化菌でアグリゲート
が pH 耐性に寄与するという報告があるだけ
である。そこで硝化菌の細胞凝集体の形成機
構と機能を解析することにより、新たな硝化
能の特性を明らかにする。また硝化は硝酸性
窒素の水系汚染や窒素肥料の損失の原因と
なるので、古くから硝化抑制剤が開発されて
きた。しかし硝化抑制効果のバラツキが大き
くまた効果が低いことが多かった。細胞凝集
体は環境耐性を有することから、単細胞遊離
状態に比べて硝化抑制剤への耐性が大きい
と推察される。本課題では、純粋培養硝化菌
に比べ細胞凝集体は、不利な環境条件でもエ
ネルギー源や炭素源に対する基質親和性が
高く、生存能力が優れていることを示す。 
 
３．研究の方法 
 
（１）耐酸性アンモニア酸化細菌の分離 
アンモニウムイオン濃度が高まりアンモ
ニア（NH3）が低下する条件下で AOB の生育と
細胞凝集体の関係を調べるために、耐酸性ア
ンモニア酸化細菌を分離し、その性質を検討
した。このため我々がこれまでに静岡県の茶
園から分離した新属AOBを他の地域から分離
し細胞凝集体の形成を調べた。具体的には、
滋賀県、京都府、鹿児島県の茶園土壌から集
積培養法に耐酸性 AOB を分離し、これらの性
質を検討した。 

（２）細胞凝集体のメタゲノム解析 
細胞凝集体を構成する微生物群集を明ら
かにするために、16SrDNA を原核生物用プラ
イマーで増幅し、PCR 産物を次世代シーケン
サー（Miseq）で解析した。系統解析は Quime
および Mega を用いた。 
（３）細胞凝集体のゲノム解析 
 細胞凝集体を構成する微生物のゲノムを
解析した。凝集体から Beads Beating 法によ
りゲノムを調製し、Miseq により分析後、ア
センブルしてアノテーションを行った。これ
らのゲノムの情報からメタゲノム代謝系解
析アプリケーション Maple を用いて、細胞凝
集体内の微生物集団の代謝系を調べた。 
（４）各種測定法 
 硝酸、アンモニア、亜硝酸は、カタルド法、
インドフェノール法、グリース法でそれぞれ
測定した。 
 
４．研究成果 
 
（１）細胞凝集体の取得 
静岡県の茶園土壌から分離した耐酸性ア
ンモニア酸化細菌 TAO100 は、これまで海洋
や塩湖からしか分離されていないγ―プロ
テオバクテリアに属していた。海洋や塩湖か
ら分離された Nitrosococcus 属の AOB はすべ
てが好塩性の中性型の AOB だが、TAO100 は耐
塩性は示さず耐酸性型であった。またゲノム
サイズや GC 含量も Nitrosococcus 属の AOB
とは大きく異なることから新属新種のAOBと
判断し Nitrosoglobus terrae と命名した。 
TAO100は単細胞遊離状態ではpH4以下で生
育は著しく低下する。しかし細胞凝集体を形
成するとpH1.9程度まで活発にアンモニアを
酸化した。このことは細胞凝集体が耐酸性と
酸性下でのアンモニア利用性の向上に寄与
していると考えられた。そこで同一サイズの
細胞凝集体をセルソーターで分取し、それら
を培養して均質な細胞凝集体培養を行おう
と試みた。TAO 株をアンモニア濃度と培地 pH
を変えて培養して、様々な大きさの細胞凝集
体を調製する方法について検討した。その結
果、培養時間を長期するほど凝集体が成長し
大きくなった。しかし培養のタイミングによ
っては凝集体を形成しないなど不安定な場
合もあった。 

 
図１TAO100 の巨大細胞凝集体 

 



これらのことから、TAO 株の情報だけでは、
土壌からの硝化菌凝集体の分離に必要な情
報が限定されると考え、TAO 株と類似の酸性
耐性型のアンモニア酸化細菌をTAO株を分離
した地域（静岡県）とは地理的に異なる地域
からの分離を試みた。 
強酸性土壌でかつ施肥窒素量が多く硝化
活性の高い茶園土壌（滋賀県、京都府、鹿児
島県）を採取し、高濃度のアンモニア（硫安
として添加）と低 pH（MES 緩衝液、pH5.5－
6.0）の AOB 用培養液に土壌を接種して、旋
回培養を行った。経時的にアンモニア濃度や
硝酸濃度、ｐＨを測定した。AOB の存在が確
実に認められた培養液は、少量を希釈頻度法
の要領で継代培養した。 
その結果、安定的に細胞凝集体を形成する
培養菌体を京都と滋賀の茶園土壌から得た。
この培養液から調製した DNAに 16SrDNA を増
幅するプライマー（515f-806r）使用して PCR
増幅し、Miseq でアンプリコン解析を行った。
キメラ除去した後に、各サンプル 3 万～4 万
リード断片の塩基配列情報を得た。また TA
クローニングにより16SrDNA全長を含むクロ
ーンを得て、その配列を決定した。その結果
図２青色の主要な細菌は静岡の茶園土壌か
ら分離した Nitorosogobus terrae と同種で
あった。これらの培養液は 90％前後が
Nitrosoglobus terrae であった。また共存菌
は Mycobacterium、Geobacillus、Thermus 属
の細菌であった。これらの菌集団は安定的に
凝集体を形成することから、細胞凝集体の形
成と安定化には、AOB 以外の菌種が必要と推
察された。 
 

図２ アンプリコンシーケンス 
青：Nitrosogolobus の AOB 
 
（２）完全硝化凝集体の特徴 
鹿児島の茶園土壌からは、2 つの硝化菌を
中心とした微生物集団を分離することがで
きた。これらはいずれも細胞凝集体を形成し
安定的に増殖した。２つの微生物集団の構成
メンバーを培養液から調製した DNA に
16SrDNA を増幅するプライマー（515f-806r）
を使用して PCR 増幅し、Miseq でアンプリコ
ン解析を行った。その結果は京都、滋賀から
得られた微生物集団とは大きく異なってい
た。一つには AOB と亜硝酸酸化細菌(NOB)が
共存しアンモニアを亜硝酸を経て硝酸に酸
化した（AOB—NOB）。もう一方は完全硝化菌が
存在していた（COMAMMOX）。 

 AOB-NOB 集団のアンプリコン解析の結果を
図３に示した。この集団は pH3－6 の範囲で
継代培養において安定的に維持された。光学
顕微鏡観察では複数の形態の細菌が確認さ
れた。アンプリコン解析によりγ‐プロテオ
バクテリアに属するアンモニア酸化細菌（γ
—AOB）と推察された。また亜硝酸酸化細菌も
主要な構成メンバーと推察された。そこでこ
の微生物集団から DNAを調製し Miseq による
ゲノム配列を解析した。その結果、16SrDNA
と amoA 配列からγ—AOB は Nitrosoglobus 
terrae に 近 縁 だ か 別 種 で あ り 、
Nitrosococcus 属と Nitrosoglobus 属の中間
的な存在であることがわかった。一方、
Burkholderia属およびRhodanobacter属の細
菌も主要なメンバーであった。使用している
培地には有機物は添加していないことから、
γ—AOB がアンモニアを酸化してエネルギー
を得て炭酸固定し増殖する。ここで生成した
亜硝酸をNOBが硝酸に酸化してエネルギーを
得て炭酸固定により増殖する。この２つのプ
ロセスで培養液中に供給された有機物を
Burkholderia属およびRhodanobacter属が利
用していると考えられられた。細胞凝集体は
このようなメカニズムで形成され安定的に
維持されているのであろう。 
 

 
図３ AOB-NOB 集団 

 
 一方、完全硝化菌集団においては（図４）、
アンモニアを硝酸にまで酸化する能力を持
つ完全硝化菌 Nitrospira の存在がアンプリ
コン解析から示唆された。そこで、この微生
物集団から DNAを調製し Miseq によるゲノム
配列を解析した。その結果、16SrDNA と amoA
配列、Nxr（亜硝酸酸化酵素）配列から完全
硝化菌 Nitrospira の存在が証明された。こ
のことから完全硝化菌 Nitrospira がアンモ
ニアを酸化しエネルギーを得て炭酸固定し
増殖する過程で生産される有機物を従属栄
養細菌が利用して細胞凝集体を構成すると
考えられた。この微生物集団は極めて安定で、
同一の三角フラスコ内で培養し、適宜アンモ
ニアを加え pH を調整するたけで 1 年以上も
培養可能であった。 
 
 



 

図４ 完全硝化菌集団  
 
 
 当初、AOB が単独で細胞凝集体を形成し、
低 pH 下で低濃度のアンモニアを利用すると
いう仮説に基づき実験を進めた。しかし安定
な細胞凝集体は硝化菌（AOB、NOB あるいは
COMAMMOX）という化学合成独立栄養細菌を中
心とした従属栄養菌からなり、それらが何ら
かの相互作用のもとに共存しているという
結論を得た。今後、この集団の基本メンバー
を絞り込み、これらの微生物間の相互作用を
明らかにする必要がある。これにより土壌中
で硝化菌が安定的に維持・増殖するメカニズ
ムが明らかになると考えられる。 
 
（５）まとめ 
 本研究課題では以下の成果を得た。 
① 細胞凝集体は条件によって不安定であり、
その調製に工夫を必要とする。 
② 安定的に維持・増殖する Nitrosoglobus
属 AOBには 10％程度の従属栄養菌と推定
される細菌が存在している。 
③ Nitrosoglobus 属新種の存在を明らかに
し、それらが NOB と共存することを示し
た。この硝化菌集団には複数種の従属栄
養菌が共存していた。 
④ 酸性環境に適応した COMAMMOX 菌の存在
を明らかにした。また本菌は複数種の従
属栄養菌と強固な微生物集団を形成し、
一年以上も培養できることを示した。 
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