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研究成果の概要（和文）：本研究では畜舎廃棄物を曝気した液肥を施肥した飼料イネ水田における脱窒性メタン酸化細
菌の定量・活性と利用可能性を評価した。脱窒性メタン酸化細菌の検出プライマーを開発し、その量と存在部位を明ら
かにした。次に、水・施肥管理を制御する新しい栽培方法を提案し、温室効果ガスであるメタンおよび亜酸化窒素の大
幅な削減を達成した。さらに、落水後に突発的に放出する亜酸化窒素の生成機構の解明を行った。

研究成果の概要（英文）：This study explored feasibility of harnessing denitrifying methane-oxidizing bacte
ria in a forage rice field as a site where aerated liquid livestock waste is supplied as a fertilizer. A P
CR primer to detect and quantify these bacteria was designed, elucidating their abundances and locations i
n various rice paddy soils. A new strategy based on water control and the degree of liquid livestock waste
 dose allowed noticeable reductions of greenhouse gases, i.e. methane and nitrous oxide, from a forage ric
e paddy field. Furthermore, a plausible mechanism of abrupt nitrous oxide production from a rice paddy fie
ld after water drainage was elucidated. 
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 平成 16 年に施行された「家畜排せつ物の
管理と適正化及び利用の促進に関する法律」
では、管理基準を満たすための家畜排せつ物
処理施設の設置と、その処理における家畜排
せつ物の適切な管理が義務付けられている。
しかしながら、家畜排せつ物を適切に処理す
る施設を保有しない畜産農家が全体の 4割と
なっているうえに、飼料の高騰などが相まっ
て排水処理費用に回す余力が無くなってき
ているのが現状である。したがって、畜産排
水が未処理のまま畑や牧草地へ施肥される
ことで、地下水の硝酸汚染や閉鎖性水域の富
栄養化などの問題を引き起こしてしまう。 
 そこでこのような畜舎廃棄物処理に対し、
水田と多収性の飼料イネに着目した。飼料イ
ネは家畜の飼料に利用されるイネであり、食
用のイネよりも高い窒素吸収性、バイオマス
生産力、耐倒伏性、耐病害虫を有する特徴が
ある。そこで、この飼料イネ水田を利用した
畜産排水処理システムの開発に取り組んで
きた。このシステムでは、畜産排せつ物を曝
気処理した液肥（Liquid cattle waste (LCW)）
を飼料イネとして植栽した水田に高負荷に
施肥することにより畜産排水の処理を行う。
収穫された飼料イネは家畜飼料として利用
することにより、循環的な畜産排水処理シス
テムの構築が可能になる。 
 しかしながら、このシステムの課題として、
高負荷施肥によるメタン（CH4）や亜酸化窒
素（N2O）といった温室効果の極めて高い 2
つのガスの放出量の増大が挙げられる。した
がって、飼料イネを用いた畜産排水処理シス
テムの構築のためには、飼料イネによる窒素
吸収除去のみならず、水田土壌中に棲息する
炭素・窒素循環を担う微生物群の生理生態の
理解を深めることに加え、微生物の反応を考
慮した温室効果ガス削減に向けた水田管理
手法の構築が必要である。 
 
２．研究の目的 
 そこで本研究では、CH4を酸化する微生物
群の中でも、近年新たに代謝経路が発見され
た脱窒とメタン酸化を同時に行える脱窒性
メタン酸化細菌の生理生態を明らかにする
ことを目指した。次に、CH4および N2Oの放
出削減を行うことが可能な水田管理手法の
提案と実証を行った。さらに、水田から突発
的に放出される N2O の放出メカニズムの解
明を目指した。 
 
３．研究の方法 
(1) 脱窒性メタン酸化細菌の検出 
 飼料イネを植栽した実験圃場（茨城県つく
ば市農業環境技術研究所）より抽出した DNA
を用い、NC10 門に属する脱窒性メタン酸化

細菌の 16S rRNA遺伝子に特異的なプライマ
ーセットである 8F-1043R を用いたクローン
ライブラリーを作成した。さらに、このクロ
ーンライブラリーから NC10門の脱窒性メタ
ン酸化細菌を定量可能な 16S rRNA遺伝子の
新規プライマーセットの設計を遺伝子解析
ソフトである Arbを用いて行った。新たに作
成したプライマーセット 193F-616Rの汎用性
評価のため、カンペンセイン（ナコーンパト
ム、タイ）およびつくば市の実験圃場の土壌
（表層 0~5 cm）を土壌サンプラーを用いて採
取した。土壌から抽出した DNA サンプルを
新規設計したプライマーセットを用いて
PCRによるNC10門のDNA遺伝子を増幅し、
サブクローニングにより 16S rRNA遺伝子解
析によるプライマーの選択性を評価した。 
 
(2) 脱窒性メタン酸化細菌の水田土壌におけ
る分布 
 土壌サンプルはカンペンセイン（ナコーン
パトム、タイ）、つくば（茨城県つくば市）、
谷津田（茨城県牛久市）、行方（茨城県行方
市）の水田土壌を用いた。それぞれ表層 0~5、
5~10、10~15 cmを土壌コアサンプラーにより
採取した。土壌から DNA を抽出し、
193F-616Rのプライマーセットを用いて Real 
time定量 PCR法によりNC10門の脱窒性メタ
ン酸化細菌、全細菌、好気性メタン酸化細菌
の定量を行った。 
 
(3) 脱窒性メタン反応の活性評価 
 100 mL ガスクロバイアルに飼料イネ水田
土壌（農業環境技術研究所）を乾燥重量にし
て 10 g-dw、滅菌水 20 gを分注した。また、
分注した土壌に対して 21 g/ml 塩化水銀 0.6 
ml を添加し滅菌処理を行った系を失活系と
した。バイアルを密封し、CH4ガスをヘッド
スペースに充填させ嫌気的雰囲気を創製し
た。その後、亜硝酸ナトリウムを終濃度 7 mM
になるように基質として添加し、培養を開始
した。ヘッドスペースを数日おきにサンプリ
ングし、GC/TCD で CH4と N2を分析し、脱
窒性メタン酸化活性を追跡した。 
 
(4) 新規水田管理法による温室効果ガス削減 
 これまでの検討により、飼料イネ栽培途中
に中干しを行うことにより、水田土壌が酸素
に接触してCH4の生成が抑制されることが明
らかになっている。そこで、新たに「施肥前
落水」という水管理方法と「後半低負荷施肥」
を提案した。施肥前落水とは LCW 追肥前に
落水を行う水管理であり、CH4排出抑制を目
指した。落水により水田土壌を好気的にして、
土壌中の酸化物を増加させた後に追肥を行
うことで、酸化物を利用する微生物とメタン
生成古細菌との間で畜産排水中の有機物を



巡り競合が起きる。この競合により CH4排出
の抑制が期待される。一方、後半低負荷施肥
とは、栽培の後半に LCW の施肥量を低下さ
せ、低い窒素負荷で管理を行う方法のことで、
N2O排出抑制を目指した。水管理方法では施
肥前落水と慣行系の 2系列、施肥方法では後
半低負荷施肥と前半低負荷施肥の 2系列をそ
れぞれ掛け合わせた 4系列の検討を実験圃場
（農業環境技術研究所、各 10  4 m）にて行
った。メタンガスサンプリングでは、クロー
ズドチャンバー法を用いて行い、直径 30 cm、
高さ 30 cmの円筒型アクリル製ベースを飼料
イネが 1 株入るように土壌深さ 5 cm程度差
し込んで設置し上部に蓋をかぶせることに
より密閉状態を保った。また、水田土壌中の
CH4をめぐる微生物の定量として、各深さに
ある土壌から DNAを抽出し、定量 PCRによ
る定量を行った。さらに、これらの DNA か
ら 16S rRNA遺伝子の V4 領域をターゲット
通したプライマーセットを用いて PCR を行
い、Pyrosequencerによる古細菌および細菌の
菌叢評価を行った。 
(5) N2Oの放出機構の解明 
 N2Oは好気状態で突発的に水田土壌から放
出されることが観察されてきたため、水を抜
く工程である落水の後の土壌表層における
N2O濃度と N2Oの生成・消費に関与する酵素
をコードした機能遺伝子（mRNA）の発現量
を評価した。水田土壌を充填したカラムを湛
水にし、模擬的な水田を調製した。NH4

+を 100 
kg-N/ha添加した後、落水 1日前（-1 day）、
落水直後（0 day）、6 h、12 h、1 day、2 day、
3 dayにおいて、N2Oおよび O2濃度鉛直分布
を微小電極により測定し、さらに、表層から
0~5 mm、5~10 mmの各層における mRNA（ア
ンモニア酸化(amoA)、亜硝酸還元(nirK)、N2O
還元(nosZ)）の発現量を測定した。 
 
４．研究成果 
(1) 脱窒性メタン酸化細菌の検出 
 NC10 門の脱窒性メタン酸化細菌をターゲ
ットとした既往のプライマー8F-1043R を用
いた際、Chloroflexi 門を主とする NC10 門以
外の細菌が 80%以上検出されることが明ら
かになった。したがって、既往のプライマー
8F-1043Rは水田土壌に棲息するNC10門細菌
の定量には適用できないことが示唆された。
設計した 193F-616Rのプライマーセットを用
い、クローンライブリーを作成した結果、図
1 に示すように全てのサンプルにおいて、
NC10 門に属する脱窒性メタン酸化細菌のみ
が検出され、偽陽性として Chloroflexi門は全
く検出されなかった（図 1）。このため、
193F-616R は水田土壌中の NC10 門細菌の定
量評価に利用できることが明らかになった。 
 

(2) 脱窒性メタン酸化細菌の水田土壌におけ
る分布 
 水田土壌の深さごとに、NC10 門の脱窒性
メタン酸化細菌、全細菌、好気性メタン酸化
細菌の定量を行った結果、水田深さの違いに
よるそれぞれの細菌の遺伝子コピー数に大
きな違いは見られなかった。また、カンペン
セイン（タイ）の水田土壌において、イネ根
圏土壌から採取したDNAサンプル中のNC10
門細菌および好気性メタン酸化細菌のコピ
ー数は、同水田での他の深さ土壌と比較して、
最大 0.03倍と少ない値となった。 
 全細菌数に対する NC10門細菌のコピー数
は 0.001~0.8%であることが示された。更に、
4つの水田土壌全てにおいて 0~2 cm及び 0~5 
cmの表層土壌よりも、2~10、5~10 cmの方が
全細菌に対する NC10門の脱窒性メタン酸化
細菌の存在割合が高くなった。イネ根圏土壌
での NC10門細菌のコピー数が少なくなった
理由として、根からの滲出液の影響が考えら
れる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 193F-616Rを用いた NC10門細菌の系統樹 
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図 2 新規プライマーセット 193F-616R を用
いた土壌深さにおける NC10門の定量結果 

KS: カンペンセイン（タイ） 
 
Tsukuba2012: 茨城県つくば
市（農業環境技術研究所の実
験圃場） 
 
カッコ内は全クローンに対
する検出された各 OTU のク
ローン数を示す。 
 
●Bootstrap value > 50% 
○Bootstrap value < 50% 



(3) 脱窒性メタン反応の活性の評価 
 脱窒性メタン酸化反応の化学量論比（3CH4 
+ 8 NO2

- + 8H+ → 3CO2 + 4N2 + 10 H2O）を鑑
みると、CH4消費量と窒素の比が 3：4であれ
ば、本反応の活性が検出されたと言える。し
かしながら、培養 30 日目においてもこの比
に達しておらず脱窒性メタン酸化活性の検
出には至らなかった。回分試験準備途中で酸
素に触れて活性を失った可能性と土壌中に
棲息するこれらの細菌の活性が低いのかは、
今後の調査を必要とする。 
 
(4) 新規水田管理法による温室効果ガス削減 
 栽培期間中の CH4排出量に関しては、施肥
前落水系は慣行系に比べ前半低負荷系では
15%、後半低負荷系では 77%の放出削減が確
認された。施肥前落水という水管理に加え、
後半に施肥量を少なくすることにより、大幅
に CH4を削減できることが示された。N2O排
出量は、前半低負荷を行った 2系の水田から
は N2Oの排出を検出できたが、後半低負荷を
行った 2系の水田からはN2Oの排出は検出さ
れなかった。CH4および N2Oの排出総量を二
酸化炭素等量で比較した場合、施肥前落水と
後半低負荷施肥を組み合わせた系は、慣行の
水管理と前半低負荷施肥を行った水田系と
比較して 84%の温室効果ガス削減率を達成
した。また、この水および施肥管理の組み合
わせて栽培したそれぞれの飼料イネの収量
は統計的な有意差が無く、温室効果ガスを削
減しつつ飼料イネの収量を維持できること
が示された。このような大幅な温室効果ガス
削減の理由を考察するために、土壌中のメタ
ン酸化細菌、脱窒性メタン酸化細菌およびメ
タン生成古細菌の存在量を定量 PCR により
評価したところ、メタン酸化を行う細菌群量
は水田圃場の間で差異は確認されなかった。
一方、メタン生成古細菌の量は慣行系では約
3 倍増加したのに対し、CH4が大幅に削減さ
れた施肥前落水と後半低負荷を組み合わせ
た系ではメタン生成古細菌量が実験期間中
に増加しないことが示され、CH4生成量とメ
タン生成古細菌の菌数に相関が見られた。 
 これらの水田においてメタン生成古細菌
の量が増減したことから、群集構造に変遷が
あったかを評価するため、16S rRNA 遺伝子
に基づく菌叢解析を行った。メタン生成古細
菌の群集構造解析より、どの水田土壌におい
てもMethanosarcinaが最も優占した属であり、
MethanothermobacterとMethanocellaが次に多
い属として検出された。細菌の群集構造も水
田間で大きな変化は見られなかった。以上よ
り、メタン生成古細菌や細菌の群集に大きな
変化は無く、むしろ水や施肥の管理による土
壌環境の変化によるCH4をめぐる微生物の量
や生理活性に影響を及ぼした可能性が示さ

れた。 
 
(5) N2Oの放出機構の解明 
 水田土壌の落水前後の N2O 濃度の鉛直分
布を図3に示す。土壌深さ5~10 mmにおいて、
落水から 12 h以降に N2O濃度が上昇した。
なお、O2 濃度を測定した結果、5~10 mm は
O2の存在しない還元層であった。そこで、還
元環境での N2O 生成に関与する脱窒の機能
遺伝子である nirKの mRNA発現量の測定を
実施したところ、落水から 6 h後にのみ高い
転写量の上昇が確認された。従って、mRNA
の合成と N2O濃度増加の関連が示唆された。 
 次に、酸化層および還元層における N挙動
と mRNA合成の関連を明らかにするために、
それぞれの状態を模擬した培養を実施した
ところ、酸化系では NO3

－の生成、還元系に
おいては N2O の生成がそれぞれ確認された。
還元系における N2O濃度の上昇は NO3

－添加
から 24 h後に観察された。一方、脱窒に関与
する各機能遺伝子の活発な転写は NO3

－添加
直後に確認された。したがって、脱窒に関与
する機能遺伝子の転写は、NO3

－の存在に応答
して行われることが示唆された。 
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