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研究成果の概要（和文）：水田土壌の窒素肥沃度維持の微生物メカニズムを解析した。土壌の解析から、鉄還元
菌による窒素固定反応ならびにDNRA（硝酸のアンモニアへの異化的還元）反応が窒素肥沃度維持に重要であるこ
とを示した。土壌から鉄還元菌を分離し、窒素固定能を確認した。さらに、土壌に鉄を施用することにより、土
壌の窒素固定活性を増強できることを見出した。一方、土壌で脱窒反応により生成するN2O（一酸化二窒素）を
固定して窒素肥沃度維持に貢献している可能性があるBradyrhizobium属細菌を見出した。

研究成果の概要（英文）：We examined microbial mechanisms for sustainable nitrogen fertility in rice 
paddy soil. Soil analyses indicated that nitrogen fixation and DNRA (dissimilatory nitrate reduction
 to ammonia) driven by iron-reducing bacteria are important for the sustainable soil nitrogen 
fertility. Indeed, we verified nitrogen-fixing ability of iron-reducing bacteria isolated from paddy
 soils. In addition, application of iron to paddy soil could enhance nitrogen fixing activity of the
 soils. On the other hand, we found a Bradyrhizobium strain that might contribute to sustainable 
nitrogen fertility by fixing N2O, one of the end products of denitrification in paddy soil.

研究分野：土壌学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
「稲は地力でとる」と言われる、水田土壌が本来有する窒素肥沃度維持につながる微生物メカニズムとして、鉄
還元菌が行う窒素固定ならびにアンモニア生成反応が重要であることを世界で初めて明らかにした。窒素肥沃度
維持の微生物基盤を刷新するものであり、水田土壌微生物学の大きな前進である。鉄の施用による土壌窒素固定
活性増強の発見は、窒素肥料を低減した水稲生産技術につながり、地球・地域環境を保全した農業に大きく貢献
する。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
古くから「麦は肥料で、稲は地力でとる」と言われてきた。すなわち、施肥に大きく依存して
いる畑作とは対照的に、水田においては土壌が本来有する窒素肥沃度(地力窒素)が水稲の生育を
大きく支えており、窒素肥料無施用区でも通常施用区の 6－7割の収量が得られる。これは、水
田土壌には自律的に窒素肥沃度を維持する窒素変換が存在することを意味している。窒素変換
は土壌微生物によって駆動されるが、肥沃度維持につながるメカニズムは不明であった。これま
でに我々は、この微生物メカニズム解明の糸口となる次の複数の新規知見を見出した。  
 
I. 鉄還元菌による窒素固定ならびに硝酸のアンモニアへの異化的還元  
新潟県農業総合研究所内の水田土壌を対象
としたメタトランスクリプトーム解析から、窒
素固定並びに硝酸のアンモニアへの異化的還
元反応 (dissimilatory nitrate reduction to 
ammonia, DNRA)の機能遺伝子転写産物が検
出され、その大部分が Deltaproteobacteria綱
の鉄還元菌由来であった（図 1）。これにより、
水田土壌では鉄還元菌がこれらの反応のキー
プレーヤーであり、以下２つの事象が起きてい
るという可能性が初めて示された（Masuda et 
al., 2017）。 
（1）鉄還元菌による窒素固定 
水田土壌微生物の優占種である鉄還元菌
が、湛水期に加え水稲収穫後にも土壌の嫌
気部位で窒素固定を活発に行い、土壌の窒
素固定の基幹を担っている。 
  （2）鉄還元菌による DNRA反応 
脱窒による窒素の放出を防ぎアンモニア
を生成する重要な反応でありながら水田で
の活性が未知であった DNRA反応は、主に
鉄還元菌が駆動しており、湛水期の嫌気部
位で特に活発に起きている。 

 
II. 脱窒反応により生成した N2Oの固定 
硝酸が窒素ガスに還元される脱窒反応は、土壌窒素の大気への損失経路であると長年みなさ
れてきた。我々は、水田脱窒菌群集は脱窒反応の中間産物であるN2Oガスを N2ガスと同等量
生成することを示した（Tago et al., 2011）。N2Oガスは窒素ガスに比べて土壌水への溶解度が
著しく高いことから、我々は、溶解した N2Oを固定して回収する以下２つの新たな窒素変換経
路を提唱する。 
（1）窒素固定菌による N2固定 
これまでに窒素固定遺伝子 nitrogenase が N2O を直接アンモニアへ固定する可能性が示
されており（Yamazaki et al., 1987）、鉄還元菌を中心とする水田土壌の多様な窒素固定菌
がこれを行っている。 
（2）N2Oの N2への還元（脱窒）と窒素固定 
水田土壌で優占する Bradyrhizobium属細菌等の窒素固定能と脱窒能を併せ持つ細菌やメ
タトランスクリプトーム解析で高頻度に窒素変換関連遺伝子の転写産物が検出された鉄還
元菌のように N2O還元能と窒素固定能を併せ持つ細菌が、土壌水に溶解した N2Oを N2に
還元し、さらにアンモニアを生成することにより N2O固定を行う。 

 
２．研究の目的 
本研究は上記 Iと IIの可能性を検証し、鉄還元菌による窒素固定および DNRA反応の肥沃度
維持における重要性、脱窒反応に続く N2Oの固定反応の進行、それらの制御要因を明らかにす
ることを目的とし、以下のサブ課題を実施することとした。 
 
（1）窒素無施用水田における窒素動態と窒素固定・DNRA微生物、その制御要因の解析 
窒素無施用区、化学肥料連用区の両区土壌の窒素動態を調べ、窒素無施用区土壌の特徴を明   
らかにする。両区土壌の窒素固定および DNRA関連遺伝子の発現、窒素無施用区土壌の特徴、
特に鉄還元菌が窒素固定、DNRA 反応を活発に駆動していることを明らかにする。さらに、
鉄還元菌を土壌から分離して窒素固定・DNRA能力を実験室内で確認する。  
以上から、窒素無施用水田における窒素動態と窒素変換微生物の全貌を解明し、窒素肥沃度



維持の微生物メカニズム、特に鉄還元菌の重要性を明らかにする。一方、鉄還元菌による窒素
固定や DNRA反応は、電子供与体である水溶性炭素(稲わら分解で生成する糖・アミノ酸・有
機酸など)の組成・量と、電子受容体である酸化鉄・硝酸の量によって制御されていると予想
される。このことを室内系土壌ミクロコズムで解析し、土壌における窒素固定と DNRA反応
を増強する方法の基礎情報とする。  
 
（2）脱窒反応により生成したN2Oの固定反応の検証  
水田土壌から分離した窒素固定菌、脱窒－窒素固定菌、および分離予定の窒素固定鉄還元菌  
を用いて、窒素肥沃度維持に大きく寄与していると考えられる (i)窒素固定菌による N2O固
定、 (ii)N2Oの N2への還元(脱窒)と窒素固定、を検証する。さらに、土壌ミクロコズムで N2O
固定反応の進行と制御要因を明らかにし、土壌における N2O 固定を増強する方法の基礎情
報とする。  
 
上記(1)と(2)の解析結果から、水田土壌における窒素肥沃度維持の微生物メカニズムを明らかに
するとともに、それを制御・活用して「低窒素施肥・高肥沃度維持・高収量」を実現する土壌管
理技術を開発するための科学的基盤を得る。  
 
３．研究の方法 
（1）窒素無施用水田における窒素動態と窒素固定・DNRA 細菌、その制御要因の解析 
 （1−1）窒素動態解析 
新潟県農業総合研究所内で 37 年間維持管理されている長期窒素肥料無施用区および通
常施用区の水田土壌を解析することとし、両区土壌の窒素量の経時的変化（栽培開始前、
湛水期、中干し期、間断灌漑期、収穫後）を明らかにした。窒素量の指標として、全窒素、
無機態窒素（アンモニア・硝酸・亜硝酸）を分析した。 
 

(1-2)窒素固定・DNRA 細菌の解析 
   (1-2-1)土壌中の窒素固定・DNRA 機能遺伝子解析 

両区土壌の窒素固定および DNRA 機能遺伝子量と由来微生物群の部位別・時期的変化
を明らかにした。手法として、土壌から抽出した RNA に含まれる窒素固定遺伝子 nif お
よび DNRA 遺伝子 nrf をターゲットとした定量 PCR を用いた。 
 
(1-2-2)鉄還元菌の分離と生理性状解析 
予備的メタトランスクリプトーム解析で窒素固定と DNRA への大きな寄与が示唆され
た Deltaproteobacteria 綱の鉄還元菌を、我々が開発した集積培養法を用いて水田土
壌から分離した。単離株は生理性状試験および窒素固定能の検証を行った。 
 

（2）脱窒反応で生成した N2O の固定反応の検証 
これまでに水田土壌から脱窒菌･N2O 還元脱窒菌として分離し、窒素固定遺伝子の保有と窒
素固定活性を確認した菌株を材料とし、N2O を N2に還元し、さらに窒素固定を行って菌体に
取り込むかどうかを 15N トレーサー法によって明らかにした。 
 

（3）「低窒素施肥・高肥沃度維持・高収量」を実現する土壌管理技術の開発 
（1-2-2）により明らかとなった鉄還元菌の窒素固定活性を高める制御要因を、室内系の水
田土壌ミクロコズムおよび実際の圃場に適用し、実際に鉄還元菌の窒素固定活性が高まる
かどうかを検証した。検証には、窒素固定活性および鉄還元菌由来の nif をターゲットとし
た定量 PCR を用いた。 
 
４．研究成果 
(1)窒素無施用水田における窒素動態と窒素固定・DNRA 細菌、その制御要因の解析  
(1-1)窒素動態解析 
新潟県農業総合研究所内の肥料長期連用試験水田の窒素無施用区（No Nitrogen: NN 区）と
化学肥料施用区（Chemical Fertilizer: CF 区）土壌の酸化還元電位(Eh)、アンモニア濃度、
Fe2+濃度、硝酸濃度、全窒素・炭素量を経時的に測定した。その結果、NN区と CF 区において
土壌理化学性は同様に変動していること、両区土壌において収穫後に少なくなっていたアン
モニアが冬季から春季にかけての還元条件下で回復していることが明らかとなった。また、
NN 区と CF区において土壌理化学性の全ての項目で有意差はなかった。 
新潟県農業総合研究所内の肥料長期連用試験水田の窒素無施用区（NN 区）と化学肥料施用
区（CF 区）土壌を用いて有機物(稲わら)添加の有無や温度、水管理を変化させた様々な条件
のマイクロコズムを構築し、それらの窒素固定活性への影響とその変動をアセチレン還元活
性法によって調べた。その結果、有機物を添加して土壌 Eh が下降し還元された鉄の量が増加
している際に活性が最大となった。また、冬季の積雪下においても窒素固定活性が行われて
いると考えられた。これらのことから、本章において検出された窒素固定活性は鉄還元菌に
由来する可能性が高く、冬季期間にも鉄還元菌による窒素固定が行われていると考えられた。 



 
(1-2)窒素固定・DNRA 細菌の解析 
(1-2-1)土壌中の窒素固定・DNRA 機能遺伝子解析 
上記の圃場の土壌 RNA を用いて鉄還元菌由来の窒素固定遺伝子 nifD と DNRA 遺伝子 nrfA そ
れぞれの転写産物を対象とした定量 PCR 解析を行い、それらの季節変動を調査した。両区の水
田土壌において年間を通して Anaeromyxobacter 属、Geobacter 属の鉄還元細菌による窒素固
定が行われており、主に水稲栽培期に DNRA 反応が起きていると考えられた。一方、これまで
に主に窒素固定を行っていると考えられてきた細菌群を対象とした universal primer 
(Stoltzfus et al., 1997)を用いた定量 PCR では、nif 転写産物が全く検出されなかった。 
このように、窒素無施用区（NN区）と化学肥料施用区（CF区）土壌の理化学性や土壌由来の
RNA に含まれる nifD および nrfA 量に区画間の有意差がなかった。このことから、窒素無施用
区（NN 区）においても化学肥料施用区（CF 区）においても水稲の生育は基本的にこの鉄還元
菌窒素固定に支えられており、CF 区では施肥された窒素を水稲が利用することでさらに収量
が増加すると考えられた。 
 
(1-2-2)鉄還元菌の分離と生理性状解析 
さらに我々は、我々が開発した滅菌水田土壌を培地とした集積培養法を用いて、
Anaeromyxobacter 属細菌を 10 株以上、および Geobacter 属細菌を 100 株以上単離すること
に成功した（Xu et al., 2019,Front Microbiol; Xu et al., 2020, Microorganisms; Itoh 
et al., 2021, Int J Syst Evol Microbiol）。これらの株について 16S rRNA 遺伝子配列を解
読し、系統関係を調べたところ、単離したほとんどの Anaeromyxobacter 属細菌および
Geobacter 属細菌が新規株であることがわかった（図 2 A, C）。また、Geobacter 属細菌の新
規株について窒素固定活性を測定したところ、全ての株で高い活性が確認された。これら細菌
はこれまで水田土壌から単離されておらず、本研究は極めて重要な新規株の取得に成功した。
前年度に取得した窒素固定遺伝子を保有している Anaeromyxobacter sp.の窒素固定活性を、
培地条件下および水田土壌マイクロコズム条件下において調査した(図 2B,表 1)。その結果、
どちらの条件においてもこれらは窒素固
定活性を示し、土壌中においても窒素固
定を行っていることが示唆された
(Masuda et al., 2020,Appl Environ 
Microbiol)。さらに、これら鉄還元菌は
炭素源が十分に存在する培地に電子受容
体である鉄酸化物を高濃度添加し培養を
行うと、窒素固定活性が増強されること
が示された。 
 
 

No. of 16S rRNA 
(copies/g-soil)

C2H4 (nmol/g-
soil/h)

before incubation nd nd
Control (water added) nd nd
Anaeromyxobacter sp.

PSR-1
(2.38 ± 2.14) ×

105 0.24±0.33

Anaeromyxobacter sp. 
Red267

(1.39 ± 0.56) ×
105 0.58±0.38

表1.Anaeromyxobacter属細菌を接種した水田土壌
ミクロコズムにおける窒素固定活性



（2）脱窒反応で生成した N2O の固定反応の検証 
水田土壌から脱窒菌として分離し、窒素固定能を有することも確認した Bradyrhizobium 属
細菌数株を、気相に N2O を添加した無窒素培地で培養し、菌体の増殖と N2O の減少を調べた。
これにより、最も高い N2O 減少率を示す Bradyrhizobium 菌株を選抜した。この N2O 還元能が
高いと考えられた Bradyrhizobium 菌株を用いて 15N2O を添加・培養し、気相部の 15N2O 濃度、
15N2濃度、菌体の 15N 同位体比を経時的に測定した。培養時間と共に 15N2O は減少し、15N2が増
加した。気相部において、15N2O 減少量と 15N2生成量の差分と、菌体に同化された 15N 量につい
て比較してみると、どの培養時間においても、還元された 15N2O の量と生成された 15N2の量の
差分の方が菌体に同化された 15N の量よりも多いことが確認された。これらは N2O が nif 遺伝
子を有する脱窒菌株によって同化的に還元されていることを強く支持する結果である。 
 
（3）「低窒素施肥・高肥沃度維持・高収量」を実現する土壌管理技術の開発 
本研究の当初の目的は、水田土壌微生物による窒素肥沃度
維持のメカニズムを解明することであった。本研究では（1）
において、鉄還元細菌による窒素固定が窒素肥沃度維持に
重要な役割を果たしていることを示した。さらに、鉄還元菌
の培養実験から、炭素源が十分な条件では、培地中の鉄の濃
度を高くすると鉄還元菌の窒素固定活性が高まることが観
察された。これらのことから、水田土壌への鉄の添加により
鉄還元細菌に由来する土壌の窒素固定活性を高めることが
できると期待された。このことを室内土壌ミクロコズム試
験ならびに圃場試験で確かめた。  
室内実験系において、水田土壌に鉄の酸化物のフェリハイ
ドライトやFe2O3を添加して湛水状態にして保温静置したと
ころ、無添加土壌と比較して土壌の窒素固定活性が有意に
高まり（図 3）、鉄還元細菌の窒素固定遺伝子の転写量が上
昇した(表 2) (Masuda et al., 2021, 
Soil Sci Plant Nutr)。このとき、従来
よく知られてきた窒素固定微生物の窒素
固定遺伝子の転写産物は検出されなかっ
た。このことから、鉄酸化物を土壌に供
給することが、土壌の鉄還元細菌による
窒素固定を特異的に活性化させ、土壌の
窒素肥沃度の向上につながる可能性を見
出した。 
さらに、水田圃場において、
土壌に純鉄粉を施用する区画
を設け、純鉄粉が酸化した後
に水を入れて水稲を栽培し
た。鉄施用区の土壌の方が無
施用区の土壌よりも有意に高
い窒素固定活性を示した（図
4）(Masuda et al., 2021, 
Soil Sci Plant Nutr)。また、
鉄施用区において玄米収量が
多くなる傾向が見られた。こ
れらの結果は、鉄の施用によ
り水田土壌の窒素肥沃度を高
め、水稲の収量を高める新しい農業技術につながる可能性を示している。 
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