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研究成果の概要（和文）：N2O放出能の高い熱帯泥炭開墾土壌，北海道黒ボク畑地土壌，ならびに亜北極湿地ミ
ズゴケから亜酸化窒素（N2O）生成細菌を探索･分離し，それらのN2O生成機構の共通性と違いを比較した。熱帯
泥炭地のN2O放出細菌Burkholderia属はnosZを欠く一方，黒ボク土壌のPseudomonas属細菌では機能低下nosZ保有
株が見出された。亜北極のパルサ泥炭崩壊地では， Rhizobium属細菌とSerratia属細菌の混合体にKNO2から効率
的にN2Oを発生する能力があった。
パラコートやアリルイソチオシアネートに強いN2O放出抑制活性を見出し，新たな活性物質候補として細菌分化
誘導因子を見出した。

研究成果の概要（英文）：  Active N2O emitting microorganisms were searched for, at the soils from 
reclaimed tropical peatland in Malaysia, Andisol corn farmland in Hokkaido, and palsa mire-degrading
 boreal peat in Finland Lapland, all of which are known  as active  N2O emission hotspots. Resulting
 active N2O emitting bacteria were compared their physiological and biological traits. Burkholderia 
spp. isolated as a hyper-active N2O emitter from tropical peat soils s were missing nosZ genes, 
while 4 strains out of 10  active N2O emitting Pseudomonas spp. rather harbored weakly functional 
nosZ gene.  In boreal peatland,  particularly degrading palsa bogs, Rhizobium sp. and Serratia sp. 
mixed colonies had abilities to release N2O from NO2-. 
  In investigation of N2O production-repressing chemicals, Paraquat and allylisothiocyanate showed 
relatively strong N2O-emission inhibitory effect. For further screening, several 
differentiation-inducing factors toward bacteria were isolated and identified. 

研究分野：微生物生態化学

キーワード： N2O放出ホットスポット　N2O放出細菌　不完全脱窒細菌　脱窒関連遺伝子　遺伝子水平伝播　N2O放出抑
制因子　微生物機能性分化因子　無機窒素代謝
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１．研究開始当初の背景 
植物の根圏で活動する微生物群集は，土
壌生態系においては本質的に植物生育に関
わる要因，つまり土壌への窒素供給，硝化･
脱窒，それらに伴う CN バランスの調整，
不溶性ミネラル分の可溶化，生体異物やポ
リフェノールなど難分解性化合物の分解除
去などに大きく寄与していることが明らか
になってきた。それらエコシステムを支え
る分解者である微生物と生産者である植物
は密接な関係性を有するが，より迅速に環
境応答を行い，遺伝子を改変できる微生物
は，そのようなエコシステム修復能力獲得
のために，ダイナミックな環境応答機構が
存在するのではないかと考えたのが，本研
究着想の背景にある。植物の根に含まれる
植物種属に特有の二次代謝産物は，これら
の根圏微生物の活動と代謝を制御し，健全
な根圏環境の維持と持続的物質循環を担保
する要因となっているとの仮説に立ち， 
N2O 生成ホットスポットにおいても N2O
放出細菌が同様の振る舞いをし，一部の化
学物質がその応答を仕切ることができるの
ではないかと仮定し，本研究を開始した。 
 
２．研究の目的 
亜酸化窒素（N2O）放出能の高い熱帯泥
炭開墾土壌，北海道黒ボク畑地土壌，なら
びに亜北極湿地ミズゴケから N2O 生成細
菌をそれぞれ探索･分離し，それらの N2O
生成機構の共通性と違いを比較することを
本研究の目的とし，その違いをそれぞれの
N2O 放出ホットスポット出現抑制に活か
せないかを検討しようとした。 
 
３．研究の方法 
 N2O 放出ホットスポットとして知られる，
上記３地点から N2O 放出真正細菌の分離を試
み，それらの脱窒関連遺伝子ドナーの再現性
をみるととも，その遺伝子水平伝播プロセス
を追跡する。パラコートやアリルイソチオシ
アネート等，適量処理すると N2O 放出が抑制
される化学物質の添加によって土壌菌相に
どのような変動が起こるかを調べる。化学物
質 の 面 で は ， Bacillus 属 細 菌 が
diacetonamine 誘導体による芽胞形成時にコ
ンピテント・セルへの分化を起こすこと，さ
らには AI-2 生成能を欠く５DHα（LuxS－）株
が Burkholderia 属細菌を受け入れ，完全な
混合バイオフィルムを形成することなど，興
味ある挙動を示すことが分かっているため，
この状況下で遺伝子水平伝播が起こり得る
か否かを検証する。 
一方，遺伝子水平伝播によって脱窒能を
獲得した細菌が植物とどのように関わりを
持つかについても調べ，特に特有の色素をも
つ陸生ミズゴケの赤色色素や茶色色素，さら
には中心子目植物のベタニン色素と N2O 放出
との関係を検証し，これらが膜機能の改変等
を介して無機窒素代謝の変動に関わるか否

かを精査する。 
 
４．研究成果 
熱帯泥炭地から得られる強力な N2O放
出 Burkholderia 属 細 菌 は
Gammaproteobacteria 亜門に由来する脱
窒関連遺伝子を持っていたが，narG 配列
が完全に一致する Xanthomonas 属近縁の
脱窒細菌は現地土壌から見いだせなかった。
一方，黒ボク土壌の主たる N2O生成細菌は
Pseudomonas属細菌であったが，narGは
自前の配列を有し，また，機能が低下して
はいるが nosZが残存した株が 10株中 4株
見いだされた。亜北極のパルサ泥炭崩壊地
では，突出して N2O 放出活性の高い
Rhizobium 属細菌と Serratia 属細菌の混
合体コローニーを見出した。再分離した細
菌株は，ともに高 N2O放出株であり，両者
とも (NH4)2SO4 には反応せず，NO3

−と同
程度に NO2

−を効率的に N2Oへ代謝する能
力があった。また，pH 7.5-8.5の塩基性側
で強い N2O 放出能を認めた。Serratia 属
は narG, nirKを有していたが、Rhizobium
属はこれら脱窒関連遺伝子を欠き，
Serratia 属と Rhizobium 属分離株それぞ
れの無機窒素代謝機能欠損の補完が強く示
唆された。これら緯度が異なる N2O放出ホ
ットスポットでは，その基質に加え，N2O
放出の至適 pH 領域も，さらには脱窒遺伝
子の保持パターンもそれぞれに特徴的であ
った。 

N2O放出抑制化学物質の探索では，土壌
に散布できる除草剤や作物根由来の二次代
謝産物中にこれらを探し求めた結果，パラ
コートに極微量（2 μM以下）で N2O生成
抑制効果を認めた。Pseudomonas 属脱窒細菌
を接種した滅菌黒ボク土壌塊でも，パラコー
トを終濃度 50 マイクロモル濃度で添加する
と N2O 放出がほぼ完全に停止した。天然物で
はアリルイソチオシアネートに比較的強い
N2O 放出抑制活性（30 μM）を見出した。
一方，不完全脱窒細菌の N2O放出に対する
影響を調べるため，多様な細菌に対する分
化誘導因子を検索し，Bacillus属細菌の芽
胞形成誘導物質として diacetonamine を，
Nostoc sp.のホルモゴニア誘導因子として
anacardic acid C15-Δ8 decyl ester，同じく
ソテツのホルモゴニア誘導因子として
(3"-8)-diapigenin，ならびに Burkholderia 
plantariiの tropolone産生亢進物質として
3'-hydroxyoctyl-N-acyl-L-homoserinelact
oneを同定した。これらが N2O放出抑制剤
として働くかを検討する必要がある。 
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