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研究成果の概要（和文）：本研究では，1菌体で硝化を行う完全アンモニア酸化（comammox）細菌の培養と性状
解析を目指した。酸性土壌の細菌集団で相対量1%を占めるNitrospiraを長期培養し，最大92%まで集積した。集
積したNitrospiraはpH 4以下の酸性で生存可能な酸耐性菌であり，硝化に必要な全遺伝子を備えるcomammox 
Nitrospiraであった。さらに既往研究で報告されている4種と別種相当の新規性をもち，生理学・ゲノム科学の
両面で新規な細菌であることが判明した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to cultivate complete ammonia oxidation (comammox) 
Nitrospira, which oxidize ammonia to nitrate in a single cell and characterize their physiological 
and genomic features. The genus Nitrospira, which occupied 1% in an acidic soil, was enriched up to 
92% during incubation. The enriched Nitrospira was able to survive an acidic condition of pH 4 and 
its genome encoded all the genes for comammox. Furthermore, the genome content was distinct from the
 previously reported four comammox species. Thus, we successfully cultivated a novel comammox 
Nitrospira in a viewpoint of physiology and genomics.

研究分野：微生物生態学，環境微生物学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
培養の播種源に用いた茶園土壌は，多量の窒素肥料が投入され，活発に硝化が起こる酸性土壌である。硝化を人
為的に制御することは，窒素負荷を低減し，温室効果ガスである亜酸化窒素の削減にも貢献する。しかしなが
ら，こうした環境への負荷を及ぼす要因となる，微生物の学術的知見は乏しい。本研究で得られた comammox細
菌の知見は，窒素循環に関連する環境負荷を削減するための方策や人為的に硝化を制御するための技術開発の一
助となる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
硝化菌は環境中の硝化反応を担っており，アンモニア酸化菌（細菌・古細菌），亜硝酸酸化細

菌で構成されている。無機炭素（CO2）を炭素源とし，酸化反応によりエネルギーを獲得する化
学合成独立栄養菌である。1892 年に Sergei Winogradsky によって硝化菌が発見されて以来，120
年以上の間アンモニア酸化と亜硝酸酸化はそれぞれ独立した微生物が担っていると考えられて
きた。しかし，近年亜硝酸酸化細菌として知られていた Nitrospira 属の一部の細菌が，アンモ
ニアから亜硝酸，硝酸へと変換する完全アンモニア酸化（complete ammonia oxidation: 
comammox）を担っているという報告がなされた（文献 1，2）。さらに，環境サンプルを対象とす
るメタゲノム解析から comammox 細菌特有の amo遺伝子（アンモニア酸化能を有する遺伝子）が
地球規模で幅広く検出された。comammox 細菌が発見される以前は，微生物生態・環境微生物学
における硝化研究はアンモニア酸化菌と亜硝酸酸化細菌を対象にしてきた。培養に基づいた研
究によって個々の純粋培養株が特徴づけられ，遺伝子解析よって環境中の存在量，分布などが明
らかにされてきた。しかし，完全アンモニア酸化能を保持する comammox 細菌の発見は，既存の
プレイヤーだけで硝化を論じてきた，これまでの研究者に対して新たな課題を叩きつけた。 
 
２．研究の目的 
「問い 1」 
comammox 細菌と既存の硝化菌では，どのような生理学的な性質の違いがあるのか？その違いが
硝化菌の生態学的なニッチ（競合・共存する硝化菌間の棲み分け）にどのような影響を及ぼして
いるのか？ 
「問い 2」 
comammox 細菌のゲノム情報には生化学・進化学的にどのような意味が込められているのか？ 
amo 遺伝子と nxr 遺伝子を両方持つ微生物と片方のみを持つ微生物の進化系統はどのように異
なるのか？ 
 
これらの「問い」を解明するためには，環境サンプルから comammox 細菌の純粋培養株を得るこ
と，もしくは高度に集積することが必要である。そこで本研究では，comammox 細菌を培養し，
生理学・ゲノム科学的な特徴づけを行い，環境への適応機構と進化系譜を考察する。 
 
３．研究の方法 
１）comammox 細菌の集積 
１−１）アンモニア含有無機培地を連続供給させたバイオリアクターの運転 
サンプルソースとして多量の窒素肥料が投入され、活発に硝化が起こる茶園の酸性土壌を選

択した。多量のアンモニアが存在する酸性土壌の環境を再現した。常に高濃度のアンモニアを含
む新鮮な培地を供給しつつ，微生物の流出を防ぐためにバイオマスを担体に固定した。さらに pH
コントローラを用いた自動制御により，酸性環境を維持した。培養 0〜206日目までは，流入ア
ンモニア濃度を 0〜50 mMの範囲で上昇させ，培養 206 日目以降は 50 mMに維持した。pHについ
ては，培養 0〜373日目までは 6.0で制御し，培養 374 日目以降は 5.5に制御した。培養期間中
のアンモニア態窒素，および亜硝酸・硝酸態窒素は，それぞれインドフェノール法，イオンクロ
マトグラフィで測定した。 
 
１−２）蛍光 in situ ハイブリダイゼーション（FISH）法による観察 
バイオリアクターで培養された硝化菌の増殖過程を観測するために，蛍光 in situ ハイブリ

ダイゼーション（FISH）法を行った。Nitrospira lineage I，Nitrospira lineage II（文献 3），
Betaproteobacteria 綱のアンモニア酸化細菌，Nitrobacter を検出するプローブを用いた。ま
た，全菌数の測定用として核酸染色剤である SYTOX Green を併用した。 
 
１−３）16S rRNA遺伝子，および comammox amoA遺伝子に基づいた群集構造解析 
バイオリアクター内の微生物群集構造を明らかにするために，16S rRNA 遺伝子の V7-V8領域

を対象にしたアンプリコン解析を行った。初期サンプル，および培養 1，16，38，51，84，99，
122，136，150，164，206，220，309，406，526，701，749，795日目のサンプルから抽出した DNA
を PCRで増幅した。アンプリコンは Ion Torrent シークエンサーで解析し，シークエンスデータ
は CLC Genomics Workbench に取り込んだ。バーコードシークエンス，クオリティの低いシーク
エンスを取り除いた後，QIIME で解析した。98%以上の相同性を持つシークエンスを Operational 
Taxonomic Unit (OTU)とし，データベース上で微生物種を同定した。comammox amoA 遺伝子を標
的とするプライマー（文献 4）を用いて，同様の手順で amoA遺伝子の配列を取得し，97%以上の
相同性を持つシークエンスを OTUとした。 
 



 

 

２）メタゲノム解析 
バイオリアクターで集積されたcomammox細菌を含む培養サンプルからゲノムDNAを抽出した。

DNA の全塩基配列を，ショートリードシーケンサーIllumina Hiseq とロングリードシーケンサ
ーNanopore MinIONを用いて取得した。両者のリードデータを OPERA-MSによってアセンブルし，
MetaBAT2 を用いてビンニングした。取得された metagenomic bin の completeness と
contamination を checkMで評価し，completeness ≧90%，contamination ≦10%の Nitrospira
ゲノムを選出した。選出された高品質な metagenomic bin の塩基配列から，DFAST によって機能
遺伝子を推定した。既存のゲノムとの相同性を評価するため，pyani を用いて average 
nucleotide identity（ANI）を算出した。 
 
４．研究成果 
１）comammox 細菌の集積 
培養期間中，流入アンモニア濃度の上昇に伴い流出する硝酸濃度は上昇し，亜硝酸の蓄積は見

られなかった。pH を 6.0 から 5.5 へ下げたことによって硝化が停止することもなかった。した
がって，培養期間全体を通じて良好な硝化が起こっていると判断した。培養 84日目で FISH観察
を行ったところ，Nitrospira lineage II，Nitrospira lineage I，および AOB が検出された。
しかし，全微生物数に占める，各硝化菌の割合は小さかった。
また，Nitrobacter は観察されなかった。培養 228，319，791
日目では，Nitrospira lineage II と AOB が豊富に検出され
た。特に Nitrospira lineage II が優占する様子が観察され
た（図 1）。Nitrobacter もわずかに検出され，Nitrospira 
lineage I は検出されなかった。16S rRNA 遺伝子に基づいた
群集構造解析では，培養 150 日目以降，Nitrospiraceae 科の
占める割合が急激に上昇し，培養 526 日目で最大 92%まで
Nitrospira が集積された。したがって，pH 5.5〜6.0 の範囲
で Nitrospira を培養する条件は適切であると判断した。ま
た，この集積サンプルを対象に行なった生理学的試験では，
pH 4以下の酸性条件においても，わずかに硝化活性が確認さ
れた。すなわち，本研究で集積された comammox 細菌が酸性環
境に適応している可能性が示唆された。 
 
２）メタゲノム解析 
バイオリアクターで集積された Nitrospira 属細菌を対象にメタゲノム解析を実施した。その

結果，アンモニア酸化および亜硝酸酸化の酵素遺伝子を併せ持つ comammox 細菌 Nitrospira sp. 
AFB01の全ゲノムが構築された。既往研究で報告されている4種のcomammox細菌（N. inopinata，
Ca. N. nitrosa，Ca. N. nitrificans，Ca. N. kreftii）との ANI は種の基準である 95%未満で

あり，AFB01はこれらと別種相当の新規性をもつことが明らかになった（文献 1，2，5）。さらに

AFB01 は，上記 4 種が持たないシアン酸分解酵素や尿素輸送体を保有した。これまで comammox

細菌の培養例は少なく，純粋培養株や集積を介して構築されたハイクオリティなゲノムは未だ 2

種に限られている。正確かつ詳細な comammox 細菌のゲノム情報を取得し，生理学的な現象と結

びつけることが本研究の目的の一つであった。その観点から，本研究で得られた成果は当該分野

において重要かつインパクトの高いものであると言える。 
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