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研究成果の概要（和文）：寒冷地の凍結融解時の一酸化二窒素の畑圃場からの生成に着目をし、生成過程での土壌微生
物多様性をDNAレベルとmRNA発現レベルから解析を行うためにメタゲノム手法とメタトランスクリプトーム手法を土壌
試料に応用し、その結果に基づき種数の多様性の変化ではなく、均等度の変化（一部の種の個体数の顕著な増加）がバ
イオジェオケミカルプロセスの主導的な役割を担っていることを明らかにした。さらにFunctional Single Cell分離法
を用いて低温環境下で優勢的に機能を担っていると想定される種に属する微生物株の取得に成功し、実際に低温下での
一酸化二窒素発生能を確認した。

研究成果の概要（英文）：We focus on nitrous oxide emission during freeze and thaw process in the field, an
d to investigate the diversity and evenness of the soil microorganism, metagenomic and metatranscriptomic 
approaches were applied on DNA and mRNA levels. The results indicate that during the bio-geochemical proce
ss, it is rather evenness play an important role than diversity of species number, indicating that few num
ber of species seems to be increased with the process. We have applied the Functional Single Cell separati
on technique and obtain several isolates which seem to grow and lead the process dominantly under the cold
 condition.
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１．研究開始当初の背景 
農業において有機物資源は過去においてはほ

ぼ全てが耕地に還元されていたが、化学肥料

の開発以降、圃場管理の容易さも相まって土

壌への還元量は減少している。その結果とし

て耕地土壌中の炭素量は化学肥料に依存する

ことによって次第に減少することが観測され

ている。そのため、有機物資源の土壌への積

極投入が推奨されているもののこれらの有機

物資源の投入が土壌の微生物機能に対してど

のような影響を及ぼしているのかについての

有効な知見は無い。特に温暖化ガスであるメ

タンや一酸化二窒素の発生、環境汚染源とな

る硝酸、リンなどの動態に対する影響を正確

に評価することが求められている。土壌微生

物のこのようなバイオジェオケミカルプロセ

ス（生物地球化学的過程）における役割はか

ねてより極めて大きいと考えられている。し

かしながら、土壌微生物の９９％は培養が出

来ずに存在していることが知られており、そ

の機能の全体像の解析手法はいまだに開発途

上である。たとえば難培養性の微生物を研究

対象とするためにPCR-DGGE	
 法などの多様性

解析手法の導入が進められているが、PCR	
 に

用いるユニバーサルプライマーが既知の微生

物の配列に依存しているため、また一定のプ

ライマーを鋳型として増幅するため配列によ

って増幅効率の違いが生じてしまう。これに

対してサブクローニングによって多数の解析

を行うことによって多様性を評価しようとす

る手法も取られているが、特定の微生物種を

ターゲットとするなど限定的な解析に現実的

にはとどまっている。これに対して、近年急

速に技術開発が進んでいる次世代型の超並列

型シーケンサーを活用すれば、一度の解析で

数千から数万のオーダーの配列解析が可能と

なり、予備実験からも根圏土壌細菌であれば

約１万配列の解析で種の多様性が頭打ちにな

ってくることが明らかであり、均等度の評価

が可能となった。本研究ではこのような手法

を積極的に導入し、土壌微生物の機能性を明

らかにする技術と、それを利用した土壌微生

物機能の制御技術の方向性についての研究を

目的とする。	
 

	
 

２．研究の目的	
 

土壌微生物の機能を評価する手法の開発を進

めるために、微生物遺伝子の中でも機能性に

関わる遺伝子を中心にその量的変動から明ら

かにすることを目指す。これまでに開発した

根圏土壌微生物のメタゲノム解析からは、実

際の土壌の物質動態と土壌微生物の持つ機能

性遺伝子の間に対応関係が認められることが

明らかにされている。そこで、本手法をさら

に拡張して施肥方法、投入資材の種類、植物

種の違いによる根圏環境が土壌微生物機能に

どのような影響を与えるのかを解析する。特

にバイオジェオケミカルプロセスで重要とな

る窒素、リン、炭素に関連した物質動態に関

連した機能性遺伝子構造の全体的な変動パタ

ーンと耕種的手法との関連性を明らかにする。

多様性指標を用いて土壌微生物の役割を評価

しようとの研究が多くなされてきたが、残念

ながら系の複雑さを示すのみであり、十分な

成果が出ていない。その理由としてとくに考

えければいけないのは、これまで土壌微生物

の多様性解析に取り入れられてきたPCR-DGGE	
 

法やサブクローニング法では土壌微生物の種

数に十分対応した解析が不可能であった事が

あげられる。一方、近年急速に技術開発が進

んでいる次世代型シーケンサーを用いた超並

列型シーケンシング技術は短時間にきわめて

大量のリードを解読することを可能とする技

術であり、これを活用する事によって土壌微

生物のより深度の深い多様性解析が可能であ

り、全体像を明らかにする事も視野に入って

きた。この手法を活用し、均等度を新たな評

価軸として土壌微生物の種の多様性、機能の

多様性を明らかにすることをめざす。なお均

等度とはある群集内に存在しているそれぞれ



の種や系統などの数のバラツキを評価する手

法であり、多様性評価手法の一つであるが、

これまでの土壌微生物の多様性研究では種の

豊富さであるSpecies	
 richness	
 での評価が

ほとんどである。	
 

	
 

３．研究の方法	
 

（１）凍結融解時に一酸化二窒素を放出する

現象が報告されている、農研機構北海道農業

研究センター芽室拠点内圃場および北海道

大学静内牧場内トウモロコシ圃場を対象と

した。本研究を遂行するためには土壌から精

製度の高い微生物 DNA と mRNA を取得する必

要があったが、芽室拠点内圃場からは mRNA

を十分量取得できなかったため、凍結融解時

の現地圃場での DNA に基づく解析にとどめた。

一方静内圃場からは十分な mRNA を取得する

ことに成功したため、凍結融解のモデル試験、

微生物取得の対象土壌とした。	
 

（２）圃場管理：芽室拠点内圃場は作付けを

行わず、一酸化二窒素の測定は連続的に土壌

空気を採取してガスクロマトグラフィーに

て定量をした。気象データは同じ場所で測定

されている数値を用いた。静内圃場では飼料

用トウモロコシが栽培された。施肥、管理は

当該圃場の慣行法に準じた。一酸化二窒素の

測定、気象データの取得は圃場を管理する北

海道大学土壌学研究室に依頼した。モデル試

験では静内圃場の土壌を利用した。ウォータ

ーバスを用いて人工的に凍結融解を行い（図

１）、一酸化二窒素の発生の現象を再現させ

た。	
 

（３）土壌微生物 DNA および RNA 取得：現地

試験では低温下での変動が予想されるため、

現地で土壌サンプルを取得後、直ちに液体窒

素で凍結をし、実験室に運んで抽出を行った。

なお、芽室試験区の土壌からは RNA の抽出が

困難であったので DNA の抽出のみ行った。DNA

の抽出は iSoil	
 for	
 DNA で行い、CB-L4 カラ

ムを用いて精製をした。RNA の抽出は iSoil	
 

for	
 RNA を利用し、RNeasy	
 Plus	
 kit を用い

て精製をした。それらの純度の確認は

Bioanalyzer を用いた。シーケンシング：パ

イロシーケンシングは GS	
 Junior/FLX を用い

て行った。精製した DNA,	
 RNA の一部を利用

して、16S の V4/V6 領域を用いたアンプリコ

ンを作成してその配列を解析した。また RNA

サンプルからは rRNA を Ribo-zero 試薬によ

って除去した後に mRNA を対照としたメタト

ランスクリプトーム解析を行った。得られた

配列データはアンプリコンに対しては SILVA	
 

rRNA データベースを中心に行い、mRNA の解

析には SEED データベースを利用した。試験

は８連で行い、アンプリコンの解析では全て

のデータをまとめる事によりカバレージを

高めた。	
 

（４）Functional	
 Single	
 Cell 分離：凍結融

解時に中心的な役割を担っている微生物を

単離するために導入した。選択培地（一酸化

二窒素生成の基質となる硝酸カリウムとコ

ハク酸２ナトリウム）を用いて凍結融解条件

において増殖する微生物を、蛍光色素で染色

してマイクロマニピュレーターで顕微鏡下

で直接採取する。この際、増殖活性の高い細

胞のみを選択するために細胞分裂阻害剤を

添加することにより伸張細胞のみを取得す

る。	
 

	
 

４．研究成果	
 

（１）凍結融解時の一酸化二窒素生成	
 

	
 

図１ 	
 凍結融

解モデル試験	
 



芽室圃場において同一地点を対象とした大

気と地中１０cm の一酸化二窒素濃度は夏期

にはそれぞれ 0.31,	
 0.33ppm であったのに対

して	
 8cm においては 0.33,	
 6.8ppm となり、

当該ほ場では凍結融雪期に著しく一酸化二

窒素濃度が土壌中で高まることが観測され

た。②静内圃場土壌を用いたモデル試験では

採取土壌を予め−２０度で凍結し、その後-2,	
 

-0.4,	
 8 度で培養し、土壌中の一酸化二窒素

濃度の変遷を解析した結果、図２のようにな

り、凍結融解に伴い著しい一酸化二窒素の発

生が認められた。試験では＋８度において培

養開始後７日目の土壌を利用してその後の

解析を行ったが、凍結状態が持続している-2

度、-0.4 度でのゆっくりとした一酸化二窒素

発生をはじめて見いだした。	
 

	
 

（２）DNA レベルの群集構造解析と単離	
 

芽室圃場の土壌サンプルを用いて表土１０

cm の土壌中の微生物群集構造をメタゲノム

解析を行った結果を図３に示した。種数の分

布という観点においては融雪期と夏期での

大きな違いは無いものの、Proteobacteria 属

を構成する微生物数が融雪期で多くなって

いる傾向が認められた。このことは特定のバ

イオジェオケミカルプロセスにおいて土壌

中の微生物群集構造に一定の方向性を持っ

たシフトが発生していることを示唆してい

る。そこで、凍結融解時の一酸化二窒素生成

により直接的に関与している微生物を実際

に取得するために、採取土壌を用いたミクロ

コズム試験を行い、その土壌を供試して微生

物単離を試みた（図４）。その結果４株を単

離した（表１）。	
 

	
 

	
 この中でも B−２と４株は低温（８度）にお

いても高い一酸化二窒素性性能を示してお

り、実際の土壌中での貢献が想定された。な

お、単離された４株はいずれも Pseudomonas

属であり、図２で得られたメタゲノム解析の

結果を支持する内容であった。	
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図２	
 北大静内研究牧場の土壌を利用して

行った、凍結融解を再現したミクロコズム

試験。土壌は予め−２０度で凍結し、その後

各温度に移した。この際の一酸化二窒素の

放出パターンを示している。０度付近の低

温下において＋８度のパターンとは異なる

放出が認められる。	
 

図３	
 芽室圃場の融雪期と夏期の土壌微

生物のメタゲノム解析結果	
 

 

図４	
 Functional	
 

Single	
 Cell 法に

より細胞伸張が見

られた細菌（下の

矢印）	
 

 

 



（３）mRNA レベルの変動解析	
 

芽室圃場から土壌 RNA の取得には成功しなか

ったため，静内圃場の土壌を用いた。図２で

示したように凍結融解後に一時的に高い放

出能が認められた事からこのタイミング（７

日目）を対象として土壌微生物 RNA を取得し

た。得られた RNA の 16S	
 rRNA 配列のアンプ

リコンを解析した結果が図５であり、凍結融

解前後を通して細菌が主体を占めているこ

とが示された。そこで、さらに属レベルで解

析 を し た と こ ろ 、 凍 結 融 解 に 伴 い

Bacteroidetes や Firmicutes 属が増加し、

Proteobacteria 属が減少する傾向が認めら

れた（図６）。芽室圃場の試験とは土壌が異

なるのみならず、実験系やサンプリング比較

時期も異なるため単純な比較は出来ないが、

例えば Firmicutes は芽室ではわずかな割合

であったのに対して、静内では比較的大きな

グループである。このことはそれぞれの土壌

において母材となる微生物群集が異なって

いる状況で、一定のバイオジェオケミカルプ

ロセスを担う微生物（群）が優先してくるこ

とを示唆している。単離までには至らなかっ

たが、さらに科レベルで比較すると凍結融解

時 に 大 き く 割 合 が 増 え る 科 と し て

Listeriaceae,	
 Peptococcaceae,	
 

Aeromonadaceae,	
 Cytophagaceae が見いださ

れ、このうち後者３科は過去の知見から一酸

化二窒素性性能を有する種が属しているこ

とが明らかである。さらに mRNA を対象とし

て解析を行った。試料中に含まれる mRNA の

制限があり、融解時の試料でのみ解析を行っ

たが、中心となっているのは RNA 合成や炭水

化物代謝であり、この時期の急速な増殖に対

応していることが見いだされた（図７）。窒

素代謝関連のいくつかの重要な遺伝子の変

動が確認され、それらをターゲットとした発

表１	
 Functional	
 Single	
 Cell 法で取得

した細菌株の特性	
 

0

25

50

75

100

凍結１ 凍結２ 凍結３ 融解１ 融解２ 融解３
古細菌 細菌 真核生物
ウイルス 不明 データ無し

割
合
(%
)

図５	
 静内圃場由来の土壌から抽出した

RNA を用いたミクロコスモ試験での凍結

融解に伴う土壌微生物構造変化	
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図６	
 凍結融解時の tRNA レベルでの細菌

の構造変化	
 

図７	
 凍結融解後の土壌微生物 mRNA の機能

に基づく解析結果	
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現解析も可能であることが明らかにされた。	
 

	
 以上の知見から、土壌微生物の構造変化を

伴う凍結融解という特徴的なバイオジェオ

ケミカル現象においてそれぞれの土壌に対

応した特徴的な微生物（群）の変動が優先的

に起こっており、この状態は均等度の変化と

してより適切に表現されることが示された。	
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