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研究成果の概要（和文）：新しい DNA塩基配列解読技術を用いて、土壌生態系にどのような微

生物が存在してどのような役割を果たしているのかを明らかにすることを試みた。水田土壌の

解析では土壌の還元反応や窒素循環に関わる新たな微生物群が見出された。三宅島の 2000 年

噴火被災土壌の解析では、火山災害に対する土壌微生物生態系の「回復力」が明らかにされ、

液状きゅう肥連用畑地の解析では、家畜糞尿の農地還元が及ぼす土壌の窒素負荷に対する微生

物遺伝子の詳細な応答性が明らかにされた。 

 
研究成果の概要（英文）：We tried to uncover the structure and function of microbial 

communities in soil ecosystem through soil metagenomics using the new DNA-sequencing 

technology. Novel microbial communities responsible for reduction reaction and nitrogen 

transformation in rice paddy soil were revealed. The resilience of soil microbial community 

to the volcanic eruption impact was revealed and the detailed picture of soil microbial 

genetic response to the long-term application of livestock liquid manure was obtained. 
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１．研究開始当初の背景 

土壌生態系には多種多様な微生物が生息
し、物質変換機能の主要な担い手となってい
る。これまでの土壌微生物研究によって、そ
の遺伝子レベルでの多様性の把握や、土壌の
理化学性や植生・土壌動物相の変化と微生物
機能変動の関係について追求がなされてき
た。微生物の分離培養や特定遺伝子群に焦点
を当ててきた研究アプローチは、「メタゲノ
ミクス」（培養を要しないで環境微生物相の
ゲノム情報を丸ごと解析する手法）にシフト

する時期を迎えている。この新しいゲノム科
学の手法により、土壌微生物群集構造解析の
飛躍的な高度化や、機能遺伝子群の格段に詳
細な全体像把握が可能になり、さらに複数の
土壌について環境データと関連付けた比較
メタゲノミクスを行うことによって、農業生
産や地球環境保全における土壌生態系の役
割の理解と生態系機能向上につながる技術
開発が期待される。本申請研究は、応募者ら
がこれまでに研究対象としてきた特徴的な
土壌系、すなわち、日本が世界をリードして
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きた研究対象の土壌（水田）や日本に特徴的
な環境（火山噴火被災地）の土壌、地域・地
球環境に関わりの深い土壌（有機物連用畑
地）を選んでそれぞれについて比較メタゲノ
ミクスを適用し、さらなる研究分野の先導を
めざすものである。 

 

２．研究の目的 

生物ゲノム解析が一般化するなかで、土壌
微生物研究は、土壌生物相を総体として扱う
メタゲノミクスを展開する時期を迎えてい
る。土壌メタゲノミクスにより、農業生産性
や地球環境変動と土壌微生物相や機能情報
との関係の解明が期待される。本研究は、土
壌メタゲノミクス標準化のための基盤を構
築するものであり、次のプロセスで進める。
(1)特徴付けられた環境条件下にある土壌を
選んでメタゲノムデータを収集し、微生物群
集組成、遺伝子組成の全体像を詳細に解明す
る。(2)メタゲノムデータから特定遺伝子群に
着目し、土壌環境データと関連付けた基本デ
ータベースを作成する。(3)これをもとに、土
壌環境変動に対するメタゲノムの動態変化
を解析し、土壌の性質・機能と微生物群集・
機能情報との関係を明らかにする。(4)土壌の
比較メタゲノミクスの応用・展開とデータベ
ース拡充に向けての指針を提示する。 

 

３．研究の方法 

「還元の進行程度の異なる水田土壌」「三
宅島 2000年噴火の影響を受けた程度の異な
る土壌」「脱窒活性と N2O発生の異なる畑地
土壌」をそれぞれ比較メタゲノム解析の研究
対象とする。各対象の解析に供する土壌につ
いて PCR-DGGE 法、クローンライブラリー
法などにより微生物群集構造の違いの概要
を把握し、メタゲノム解析の補助情報とする。
各土壌試料から高純度 DNAを調製し、次世
代シーケンサーを用いてメタゲノムデータ
を取得する。SEED データベース等を利用し
てインフォマティクス解析を行い、各土壌試
料について構成微生物種と機能遺伝子構成
の詳細を明らかにする。系統分類と代謝機能
に関する遺伝子を中心に土壌環境データと
関連付けたデータベースを構築し、類似性・
相違性解析を実施して土壌を特徴付ける性
質や機能とメタゲノム情報との対応付けを
行う。 

 

４．研究成果 

Ⅰ．「水田土壌のメタゲノム解析」 

 (1)クローンライブラリー解析 

土壌 RNA に基づいたクローンライブラリ
ー解析によって湛水期および非湛水期に特
異的に活性が上昇するグループを明らかに
した。湛水期において一時的に水素利用型メ
タン生成アーキアと水素生成細菌の活性が

上昇したが、非湛水期において抑制された。
一方、非湛水期において硝化アーキアに近縁
であると判明した Rice cluster VI アーキアの
活性が上昇した。 

(2)メタゲノム解析 

湛水前ならびに還元状態が十分に進んだ
湛水 6週間後の 2つの土壌試料をメタゲノム
解析の対象とした。それぞれの土壌 DNA を
次世代シーケンサーに供して取得した大量
の塩基配列を相同性検索し、他環境由来のメ
タゲノムデータと比較した結果、本研究で供
試 し た 水 田 土 壌 に お い て は
Deltaproteobacteria 綱、特に Geobacter 属や
Anaeromyxobacter 属細菌が優占していること
が明らかとなった。次世代シーケンサーを用
いて水田土壌の細菌群集構造を属レベルで
明らかにしたのは本研究がはじめてである。 

また、水田土壌において進行する各還元反
応に関与する鍵酵素の遺伝子群の構造を明
らかにし、各機能微生物群集の構造を明らか
にした。硝酸還元を触媒する酵素の遺伝子
（narG, napA）、アンモニア生成型の亜硝酸還
元を触媒する酵素の遺伝子（nrfA）、脱窒反応
の一部の一酸化窒素（NO）還元を触媒する酵
素の遺伝子（norB）、および N2O 還元を触媒
す る 酵 素 の 遺 伝 子 （ nosZ ） は 、
Deltaproteobacteria 綱由来のものが多く検出
された。これまで Deltaproteobacteria 綱細菌
について鉄還元や硫酸還元を担うことが明
らかにされてきたが、本研究により水田土壌
において窒素循環にも深く関与している可
能性が示唆された。 

 これまで亜硝酸→NO→N2O→N2 といった
一連の脱窒反応に関与する鍵酵素の遺伝子
の塩基配列は、脱窒菌(亜硝酸を還元して NO

を生成する菌)由来のものが多く見出されて
きた。しかしながら、本研究のメタゲノム解
析から脱窒菌由来のものよりも、脱窒菌では
ない細菌(亜硝酸を還元してアンモニアを生
成する菌)に由来する NO 還元酵素遺伝子や
N2O 還元酵素遺伝子（nosZ）が多数検出され
た。特に Anaeromyxobacter属細菌由来の nosZ

は本研究の PCR を介さないメタゲノム解析
によりはじめて環境中から検出され、従来の
PCR に依存した方法では全く検出されてい
なかった。水田土壌の脱窒過程において、脱
窒菌ではない細菌が部分的(NO, N2O 還元)に
関与している可能性がはじめて示唆された。 

(3)メタトランスクリプト―ム解析 

 湛水前、湛水 6 週間後、湛水 7週間後、落
水後の計 4 つの土壌試料の RNA を対象とし
てメタトランスクリプトーム解析を行った。
得られた塩基配列から、rRNA とタンパク質
をコードしている mRNA 配列を抽出し湛水
期と非湛水期の微生物群集構造を推定し、変
動する微生物グループを明らかにした。rRNA、
mRNAどちらに基づく解析からも、湛水期に



 

 

おいて微生物群集全体における真核生物の
割合が増加することがわかった。細菌群集や
アーキア群集については、mRNAに基づく解
析から、湛水期と非湛水期を比較すると大き
く変動するグループ（Deltaproteobacteria、メ
タン菌、硝化アーキア）がわかった。 

 水田土壌の還元反応に関与する機能遺伝
子群については、湛水期にメタン生成に関与
する機能遺伝子の転写量が増大することが
示されたものの、メタゲノム解析で検出され
たような硝酸還元、亜硝酸還元（脱窒を含む）、
硫酸還元に関与する機能遺伝子はほとんど
検出されなかったため、詳細な情報が得られ
なかった。環境 RNA のほとんどは rRNA で
あり、タンパク質をコードしている mRNAは
わずかであるため、今回のシーケンス量では
カバーできなかった可能性が考えられた。今
後はあらかじめ土壌 RNAから mRNAを濃縮
する方法を検討し、機能遺伝子の情報がより
多く得られるよう改善したい。 

(4)Anaeromyxobacter属細菌の単離と農耕地土
壌における分布 

水田土壌そのものを培地として用いる集
積培養により、Anaeromyxobacter 属細菌の単
離に成功した。また、単離した株が N2O 還元
活性を有していることが分かった。さらに、
メタゲノム解析に供した新潟の水田圃場に
加え、日本各地の水田土壌においても、細菌
群集の中で Anaeromyxobacter属細菌が同程度
に優占していることが明らかとなった。一方、
畑土壌や他の環境では、水田土壌に比べて
Anaeromyxobacter 属細菌の全細菌に対する割
合が小さいことが分かった。 

(5)まとめ 

 メタゲノム解析およびメタトランスクリ
プトーム解析の結果から、水田土壌において
優占する微生物や機能遺伝子の群集構造が
詳細に明らかとなった。また、メタゲノム解
析から水田土壌の還元反応に関与する鍵酵
素の遺伝子の塩基配列を抽出し、各機能に関
わる微生物の群集構造を明らかにした。その
中で、水田土壌において Anaeromyxobacter 属
細菌が優占していることが明らかとなり、
Anaeromyxobacter属細菌由来の nosZが環境中
からはじめて見出された。さらに、水田土壌
から Anaeromyxobacter 属細菌を単離し、N2O

還元活性を有していること、畑土壌よりも細
菌群集における Anaeromyxobacter属細菌の割
合が高いことを明らかにした。これらのこと
から、優占する Anaeromyxobacter 属細菌が水
田土壌における N2O 還元反応に関与してい
る可能性がはじめて示唆された。 

 
Ⅱ．「三宅島 2000年噴火の影響を受けた程度
の異なる土壌」の解析 

噴火の影響を最も強く受けた雄山山頂地
点（OY 地点）の土壌微生物生態系の遺伝子

について,火山灰堆積後 3.5 年から 9.6 年まで
の動態変化を解析した。また,OY 地点に比べ
て火山ガスの影響が少ない地点（IG7 地点）
との比較も行った。火山灰堆積後 3.5 年の試
料は,鉄酸化細菌が主要となる微生物生態系
であり,鉄酸化細菌が大気中の炭酸ガスと窒
素ガスを固定して増殖し,無機的な火山灰堆
積物に有機物をもたらすパイオニア微生物
であることが明らかにされた。また,その炭酸
ガス固定代謝は,カルビン回路が主体で,還元
的 TCA 回路が副次的に働いていることが示
された。カルビン回路の代謝を担う主要な細
菌は,Acidithiobacillus ferrooxidans,還元的 TCA

回路では Leptospirillum ferrooxidans が同定さ
れた。火山灰堆積後 6.6 年と 9.5 年の試料で
は,これらの鉄酸化細菌の割合は漸次減少し
た。カルビン回路の主要な担い手は引き続き
A. ferrooxidansであったが,還元的TCA回路で
は別種の Leptospirillum 属細菌が主要となっ
た。一方,窒素固定遺伝子で見ると,鉄酸化細
菌の割合は,火山灰堆積後 6.6年の試料で大き
く減少し,従属栄養性の様々な窒素固定細菌
種の割合が増加した。OY 地点では,火山灰堆
積後 9.5 年立っても植生の回復は見られなか
ったが,本研究によって,土壌微生物生態系は,

鉄酸化細菌を主要とした無機独立栄養細菌
のグループから様々な従属栄養細菌のグル
ープに遷移していることが示された。ま
た,IG7 地点の試料では,鉄酸化細菌の割合の
減少が速く,従属栄養性細菌への遷移がより
速く起こったことが推察された。これらの結
果は,火山災害に対する土壌微生物生態系の
「回復力 resilience」を初めて示したものと言
える。なお,本研究の過程で,OY 地点のパイオ
ニア微生物であり,難培養性微生物として知
られる L. ferrooxidans の分離(C2-3 株)に成功
し ,世界で初めて ,そのゲノム構造を解明し
た：この細菌のゲノムは,2,559,538 bp から成
り,推定 ORF 数は 2,421 であった（図１）。 

 
図１．Leptospirillum ferrooxidans C2-3 株の環
状ゲノム模式図 



 

 

 図中に示した色分けは COG カテゴリーによ
る遺伝子分類を示す。色区分とカテゴリーの
関係は以下の通りである。 
 
 
 
 
 
 
Ⅲ．「脱窒活性と N2O発生の異なる畑地土壌」
の解析 
家畜糞尿処理・利用の体系の一つである液

状きゅう肥の農耕地還元が土壌生態系に及
ぼす影響を評価することを目的とした。試験
地は,九州沖縄農業研究センター・都城研究拠
点内の液状きゅう肥長期連用畑地を選んだ,

約 20 年間にわたって一定の施肥管理を行っ
ている 3 試験区（年間施用量,120, 300, 600 

t/ha）を対象にして,きゅう肥施用量が土壌中
の窒素循環（硝化,脱窒,窒素固定）遺伝子の
動態に及ぼす影響を解析した。土壌の N2O 生
成ポテンシャルは,抗生物質を用いた基質誘
導呼吸阻害法で,細菌と真菌の活性を分けて
連続測定する方法を開発した。この方法によ
り,きゅう肥施用量の増加に応じて,土壌細菌
の N2O 生成ポテンシャルは,61 から 227 ng 

N2O-N/g soil/h,土壌真菌では,57 から 195 ng 

N2O-N/g soil/hに増加することが示された。こ
の結果は,土壌真菌の N2O 生成ポテンシャル
は土壌細菌のポテンシャルに匹敵すること
を意味する。窒素循環遺伝子の解析は,無肥料
区の土壌も含めて行った。どの施用区土壌で
も硝化(amoA)と窒素固定(nifH)の遺伝子の検
出率が非常に低いのに対して ,脱窒遺伝子
(narG, nirK, norB, nosZ)の検出率の割合は高く,

きゅう肥施用量に応じて増加した。特に,きゅ
う肥施用量に対する norB 遺伝子の応答が高
いことが明らかになった。また,各脱窒遺伝子
の由来微生物についてみると,バーサタイル
(versatile) グ ル ー プ と ス ペ シ ャ リ ス ト
(specialist) グループに分けられ , 前者は
Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, 

Gammaproteobacteria が相当し,土壌中の硝酸
還元（narG）,亜硝酸還元（nirK）,NO 還元
（norB）遺伝子の構成主体であった（図２）。
スペシャリストとしては ,narG 遺伝子の
Nitrospirae門と Planctomycetes門, nirK遺伝子
の Verrucomicrobia 門 ,norB 遺 伝 子 の
Deltaproteobacteria と Acidobacteria 門,nosZ遺
伝子の Deltaproteobacteria と Bacteroidetes 門
が推察された。本研究により,脱窒の各反応を
担うスペシャリストの存在が示され,液状き
ゅう肥施用量に応じて,その遺伝子割合が変
化することが明らかにされた。 

 
 
 

図２．液状きゅう肥施用による畑地土壌中の
脱窒系遺伝子の存在割合の変化（模式図） 
 横軸のラベルは,土壌試料と各脱窒遺伝子
を 示 す ： fallow, 無 肥 料 区 土 壌 ；
S120,S300,S600,それぞれ年間きゅう肥施用
量が 120, 300, 600 t/ha の試験区土壌。縦
軸は菌種名を示す。 
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