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研究成果の概要（和文）：温室効果ガスである一酸化二窒素（N2O）は葉菜類の作物体やその残さからも発生するが、
詳細は不明である。そこで作物体に存在する脱窒菌群集からのN2O発生メカニズムを解明することを目的とした。まず
新たにガスサンプリング器具を考案し、それを用いてキャベツ畑で残さ（葉）から生じるN2Oを測定し、葉の表面では
スポット的にN2Oが発生していることを明らかにした。そこで葉表面のうちN2Oが盛んに発生している部位を特定し、そ
こから実際に脱窒菌を多数分離することに成功した。

研究成果の概要（英文）：Denitrification is a microbial respiratory process converting nitrate to dinitroge
n gas. This process contributes to the emission of N2O, an important greenhouse gas. Denitrifiers responsi
ble for production of N2O in crop residue are largely unknown. The objectives of this research were to fin
d a 'hot spot' of N2O emissions on crop (cabbage) residues and to isolate the active denitrifiers from the
 'hot spot'. A new apparatus was designed to sample the N2O gas from the surface of the cabbage residue at
 small scales without destruction of the residue. The N2O emission from the surface of cabbage residue in 
the field was evaluated using the sampling apparatus. As a result, large amounts of emissions were observe
d from rotten parts of the residue. Thereafter, denitrifires were recovered from the rotten parts of resid
ue where the highest N2O emission was observed. Sixty denitrifiers were isolated and assigned to five gene
ra.
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１．研究開始当初の背景 
 
食料の安定生産のため、農耕地には多量の

窒素肥料が投入されている。その結果、農耕
地の微生物群集による窒素代謝作用が影響
を受け、温室効果ガス一酸化二窒素（N2O）の
発生量が増加し続けている。一般的に土壌は
その発生源だといわれているが、それだけで
は農耕地からの総 N2O 発生量を十分に説明で
きない。しかし土壌以外の N2O 発生源に関す
る情報は乏しく、それらの場所での N2O の発
生メカニズムは全く不明である。 
 
N2O は施肥や降雨時だけでなく葉菜類の作

物体やその残さからも発生することもある
が、あまり知られていない。例えばキャベツ
畑では収穫前後に多量の N2O が発生するが、
我々はこの N2O がキャベツ自体から発生して
いることを突き止めた。しかし植物常在菌の
生態は不明で、残さからの N2O 発生がどのよ
うな窒素代謝に起因しているのか分かって
いない。 
 
N2O 発生に関わる窒素代謝の１つである脱

窒は一般的には嫌気～微好気環境で起こり、
N2O は主に微好気環境で発生するといわれて
いる。ただ一部の細菌で好気的に脱窒を行う
ものが見つかっている。キャベツには脱窒に
必要な電子受容体である硝酸が蓄積し、電子
供与体として必要なクエン酸やコハク酸も
含まれる。このことから、ここでの N2O 発生
には脱窒が強く関与していると思われた。従
って作物体という酸素に十分触れる場所で
の N2O 発生は、農作物の N2O 発生源としての
重要性に加え、これまで予期していなかった
好気環境での N2O 発生源であり、その仕組み
を解明する必要がある。 
 
 

２．研究の目的 
 

以上から、脱窒からの N2O 発生に必須であ
る有機酸と無機態窒素の供給量と、脱窒菌群
集を取り巻く酸素濃度、およびその時群集で
機能している脱窒代謝系を明らかにし、それ
らを対比させることで脱窒由来の N2O 発生メ
カニズムを明らかにできると考えた。以上の
ことから本研究では、作物体（キャベツ）に
存在する脱窒菌群集からの N2O 発生メカニズ
ムを解明することとした。そのために具体的
に以下 4つの目的を立てた。 
①作物体での N2O 発生スポットを特定する。 
②スポットで機能する脱窒菌を分離し、作物
体成分や酸素による菌株の代謝活性の違い
を示す。 
③スポットで機能する N2O 発生代謝系を、メ
タゲノム解析から提示する。 
④スポットでの脱窒菌群集を再現し、N2O が
発生するときの作物体成分と酸素濃度の条
件を明らかにする。 

 
研究期間内には、①と②を達成した。 

 
 
３．研究の方法 
 
（１）葉の部位別ガスサンプリング装置（ピ
ンポイントガス採取装置、図１）の考案 
１枚の葉表面で場所による発生量の違い

を調べるため、直径 5cm の葉表面から発生す
る N2O を採取する器具を考案した（図１）。こ
れを用いることで試料を非破壊的にその表
面からガスを採取することが可能となった。 

 
図１．ピンポイントガス採取装置 

 
 
（２）作物残さからの N2O 発生測定 
①モデル実験系の構築と N2O 発生のモニタリ
ング 
 実験室でキャベツの栽培条件を再現する
モデル実験系を構築した。プラスチック容器
に土壌を充填し、そこへキャベツの外葉を敷
き詰めて水分を一定に保ちながら一定温度
下で培養した。プラスチック容器中の N2O 発
生量と、葉表面から出る N2O を、（１）で作製
したピンポイントガス採取装置を用いて経
時的に測定した。 
②キャベツ栽培圃場（図 2）における作物残
さからの N2O 発生測定 
 収穫後に圃場に残されたキャベツ葉表面
での部位別 N2O 発生量を、ピンポイントガス
採取装置を用いて調べた。 

 
図 2キャベツ栽培圃場 

 
 

（３）植物体からの微生物の回収 
植物体から微生物画分を回収するために、

密度勾配遠心分離法が有効であることが報
告されている（Ikeda et al. 2009）。そこで



この方法を応用し、腐敗葉から微生物画分を
回収する方法を確立した。方法は、まずキャ
ベツをバッファー存在下で低温に保ったま
まミキサーで破砕した。次に得られた懸濁液
を低速で遠心分離した。上清を回収し、高速
で遠心分離を行った。沈殿を回収して希釈平
板法で微生物を分離した。 
 

（４）脱窒菌の分離 
（３）①のモデル系を再び構築し、N2O を

経時的に測定した。N2O 発生がピークに達し
たところで葉からの N2O 発生量を部位別に測
定した。N2O 発生量が最も高かった部位から、
（２）で確立した手法を用いて微生物画分を
回収した。微生物画分を順次希釈し、脱窒菌
の分離に頻繁に用いられる培地など複数の
培地に加えて液体培養した。2 日後に脱窒活
性を測定した。脱窒活性の測定にはアセチレ
ンブロック法を用いた。脱窒活性が認められ
た培養液を寒天培地に塗抹して培養し、生育
したコロニーの脱窒活性を測定した。これを
それぞれの培地で3度繰り返して脱窒菌を絞
り込み、最終的に約 60 株の脱窒菌を分離し
た。 
分離株を 16S rRNA 遺伝子に基づき分類し

た。 
 
（５）N2O 分析 
N2O の分析にはガスクロマトグラフを用い

た。分析条件は一般に用いられている条件と
した 
 
 
４．研究成果 
 
本研究期間内で、作物体での N2O 発生スポ

ットを特定し、そこで機能する脱窒菌を分離
することに成功した。具体的に以下に述べる。 
 
研究を開始するにあたり、キャベツ残さで

N2O が発生するホットスポットを特定するこ
とが最重要である。そこでまずモデル実験を
行った。その結果、培養 5日後に葉の一部が
腐敗し始め、同時に N2O が発生し始めた。そ
こでピンポイントガス採取装置を用いて葉
のどこから N2O が発生しているのか調べたと
ころ、同じ葉でも健全部分より腐敗部分で高
い N2O 発生が認められた。以上から、葉の腐
敗部分が N2O 発生スポットであることが示唆
された。 
 
上記の結果に基づき、圃場でキャベツを栽

培し収穫後の残さの N2O 発生部位を特定する
ことにした。残さ（腐敗葉）から N2O が発生
することを従来法で確かめ、ピンポイントガ
ス採取装置を使ってさらに詳しく調べた。そ
の結果、1 枚の葉の表面でも場所により N2O
の発生量は異なることが分かった。またその
量は葉の変色具合や部位（先端・根元など）
とは無関係であった。 

 
 次に腐敗葉から実際に脱窒菌を分離する
ことにした。モデル実験を行い、N2O 発生が
ピークを迎えた時点で葉の部位別に N2O を測
定し、最も盛んに発生している部位を突き止
めた。その部位から微生物画分を得た。この
画分を使って培養と脱窒活性の測定を繰り
返し、脱窒菌を分離した。分離株は全部で約
60 株得られ、それらは 5属に分かれた。また
脱窒活性は菌株によって異なった。 
  
これまでに蓄積された農耕地での N2O 発生

に関する知見は、施肥や降雨など土壌環境の
影響に焦点が絞られている。本研究で得られ
た成果はこれまで見過ごされてきた「作物体
における脱窒と N2O 発生」についての知見と
なる。また植物病原菌以外にはほとんど不明
である作物体の常在菌が N2O 発生に関与して
いることを強く示唆する結果を得た。 
 

 今後は分離した脱窒菌の代謝系を明らか
にする。また脱窒からの N2O 発生に重要な酸
素濃度の影響や電子供与体・電子受容体の種
類や量あるいは微生物同士の相互作用を明
らかにして、作物残さでの脱窒と N2O 発生が
起こる仕組みを明らかにする。 
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