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研究成果の概要（和文）：亜酸化窒素ガスは、温暖化ガスであると同時にオゾン層破壊物質であり、生物窒素固
定反応がその除去に有効であることが見いだされていた。本研究代表者らは、嫌気性脱塩素微生物群の脱塩素活
性を電気化学的に高めることに成功するとともに、同微生物群には窒素固定微生物群が存在することを見いだし
ていたことから、電気化学的な生物窒素固定の促進の有無を明らかにすることを目的として、本研究を行った。
その結果、窒素固定は生物電気化学的に促進できることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Nitrous oxide is known as global warming gas as well as the ozone-degrading 
substance. The recent study suggested the biological nitrogen fixation can also incorporate nitrous 
oxide into ammonia by the biological reduction. Based on our previous findings showing the 
bioelectrochemical enhancement of dechlorination of pentachlorophenol and anaerobic nitrogen-fixing 
microorganisms in the dechlorination consortium, we have conducted this project to find whether 
biological nitrogen fixation can be accelerated electrochemically for removal of nitrous oxide. The 
results suggested the successful enhancement of nitrogen fixation bio-electrochemically. 

研究分野：微生物生態工学
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１．研究開始当初の背景 
亜酸化窒素ガス(N2O)は、温暖化ガスである
と同時にオゾン層破壊物質であり、人間活動
の増大に伴って、その大気中濃度は増加し続
けている。そのため、N2Oの除去・発生低減
化は地球環境保全上の緊急課題となってい
る。N2Oは、窒素肥料が、農耕地で硝化また
は脱窒される過程の中間代謝産物として発
生する（ZumuftとKroneck, Adv Microb Physiol 
52, 107, 2007）。硝酸イオンを還元する脱窒細
菌に、N2O の還元能力の無い (一部の
Pseudomonas, Corynebacterium, Azoarcus等)も
のが存在し、N2Oの発生源となっている。ま
た、硝化反応を担うアンモニア酸化細菌
（Nitrosomonas 等）は、同時に硝酸還元能力
も有しているが、N2O還元能力が欠落してい
るため、硝化過程でも N2Oが発生する。N2O
除去には、N2O還元酵素を持つ微生物を用い
たバイオテクノロジーを利用することが、最
も安価で省エネルギーな処理ができるとし
て、その開発が待望されている。近年、N2O
が共生系窒素固定細菌 Bradyrhyzobium 
japonicum の有する N2O 還元酵素(nosZ)によ
って窒素まで還元されることを利用した、農
耕地の N2O 発生低減化技術が提案されてい
る(Itakura ら Nature Climate Change 3, 208, 
2013)。一方、生物電気化学培養系を用いた細
胞外電子の供与による N2O 除去能を持つ脱
窒微生物群の集積が報告され、N2O除去バイ
オリアクターとして期待されている
(Deslooverら ES&T、45，10557，2011)。しか
し、これらは、全世界エネルギー消費の 1%
に達する空中窒素固定で得た窒素肥料（Boys, 
もったいない学会WEB学会誌, 3, 26, 2010）
を、単に窒素ガスとして大気中に戻すだけに
なってしまっている。 
 
２．研究の目的 
本研究代表者らの研究グループは、複数の
脱ハロゲン嫌気微生物群の集積を行ってお
り、一部は生物電気化学的な脱塩素活性化に
成功している（Zhangら、Biores Technol 164, 
232,2014）。一方、脱ハロゲン化微生物群には、
N2O 還元酵素(Sanford ら, PNAS, 109, 10709, 
2012)や窒素固定能(Lee ら, AEM，75, 7551, 
2009)が分布することが知られている(ただし、
単離菌がまだ少ないので十分わかっている
わけではない)。これらの結果は、脱ハロゲン
化微生物群には、N2O を窒素ガス N2に還元
し、更にアンモニア(NH3)固定できる能力があ
る可能性を示している。しかし、これまで脱
ハロゲン化微生物における nosZ と窒素固定
能の共存を調べた研究例は無い。そこで、こ
れまでに本研究代表者らが集積・単離した脱
ハロゲン嫌気微生物(群)等を用いて、N2O を 
NH3として固定する能力の有無を解明し、そ

の反応の制御方法を開発する研究を計画し
た。 
 
３．研究の方法 
本研究では、固体腐植物質ヒューミンを電子

伝達物質として利用した生物電気化学培養

系の中で、嫌気脱ハロゲン化微生物群におけ

る N2O 還元能および N2固定能の有無、およ

びその電気化学的制御条件を明らかにする。

本研究は 2年間の研究計画からなっている。 

(1) 生物窒素固定反応の高活性条件の生理学
的解析 
固体腐植ヒューミン依存性のペンタクロロ
フェノール脱塩素活性を持つ鎌島水田土壌
にマンニトールを添加して培養し、その後
Ashby培地に対して 10%の割合で植継ぎをお
こなって、嫌気性生物窒素固定微生物の集積
培養物を得た。これに、固体腐植ヒューミン
を加え、アセチレン還元活性による窒素固定
能力の評価を行った。また、ケルダール分解
（セレン酸ナトリウム、濃硫酸、濃リン酸、
過酸化水素水で 380℃30 分）を行って有機態
窒素をアンモニア態窒素に変換してネスラ
ー法で比色定量した。アセチレン還元活性は、
培養物をヘリウム置換した 20ml 嫌気バイア
ルに入れて、そこにアセチレンを 100μL加え
て 30℃1週間培養し、生成したエチレンを FID
ガスクロマトグラフで定量することによっ
て評価した。 
(2) 固体腐植ヒューミン依存性の窒素固定微
生物の解析 
固体腐植ヒューミン添加によってアセチ
レン還元活性が高まった培養物または元の
水田土壌を 10-7まで希釈して、その 100μLを
Ashby寒天培地に広げて、嫌気チャンバー（窒
素ガス 95%、水素ガス 5%）内で室温培養し
てコロニーを形成させ、それをストリークで
純化した。純化後に、固体腐植ヒューミンに
より窒素固定能力の高まる分離菌を調べる
（アセチレン還元活性およびケルダール分
解による全窒素測定）とともに、16SrRNA遺
伝子を解析して分類学的位置を決定した。窒
素固定能試験の際には、固体腐植ヒューミン
に加えて、アルドリッチ腐植酸、アントラキ
ノン-1,6-ジスルホン酸(AQDS)を添加した条
件でも試験した。16SrRNA遺伝子は、シーク
エンスプライマーとして 27f と 1492r を用い
て常法により配列を決定し、分類学的位置を
決定した。 
(3) 窒素固定活性の速度論的解析 
アセチレン還元活性試験における経時的
なエチレン増加の評価によって、窒素固定の
速度論的評価を行った。 

 



４． 研究成果 

(1) 生物窒素固定反応の高活性条件の生理学

的解析 

鎌島水田土壌にマンニトールを加えて培

養したものを、一部抜きとってアセチレン還

元活性を測定したところ、固体腐植ヒューミ

ンを含む培養物の方が、窒素固定能力が高か

った。Ashby 培地に植え継ぐことによって、

オリジナル培養物に土壌 1：水 1 の割合で j

含まれていた土壌の割合が減少することに

伴って、固体腐植ヒューミンを添加する系と

添加しない系をそれぞれ 2系統作成した。固

体腐植ヒューミンを添加・無添加の両方の培

養物を一部抜き取って、20mL バイアルで窒

素固定活性を固体腐植ヒューミン共存下お

よび非共存下で調べたところ、固体腐植ヒュ

ーミン存在下で高い窒素固定活性を示した。

この活性化には、細胞外電子伝達と単に培養

条件をより低い酸化還元電位として窒素固

定反応に好適条件となっているという二つ

のメカニズムが考えられた。そこで、システ

イン塩酸塩、硫化ナトリウム、塩化チタンの

3 種の還元剤を加えてみたところ、促進効果

が無かったことから、固体腐植ヒューミンの

促進効果は、細胞外電子伝達による物である

ことが示唆された。 

(2) ヒューミン依存性の窒素固定微生物の
解析 

炭素源としてギ酸、乳酸、マンニトールな

どを用いて、嫌気プレート上に形成したコロ

ニーの純度をストリークにより高め、その窒

素固定能試験、固体腐植ヒューミンによる活

性化試験、および 16SｒRNA遺伝子配列に基

づく分類学的位置の推定を行った。 

全部で 8 つの培養物が得られた。その

16SrRNA遺伝子配列から、4株は Clostridium

属菌であること、残りの 4 株は Paenibacillus

属菌であることがわかった。アセチレン還元

活性を調べたところ、アルドリッチ腐植酸で

は活性化されなかったが、AQDSおよび固体

腐植ヒューミンで活性化される菌株があり、

それは Clostridium属菌であった。これをさら

にケルダール分解窒素の増加でも確認し、窒

素固定活性が固体腐植ヒューミンで高まる

Clostridium属細菌の存在を明らかにした。 

(3) 窒素固定活性の速度論的解析 

 アセチレン還元活性は、炭素源を添加しな

いでヘリウム中窒素ガスを唯一の窒素源と

して添加して培養し評価している。懸濁培養

物中のマンニトールを測定したところ、1 ヶ

月培養後も当初添加量の 9割以上残っていた

ことから、アセチレン還元活性は、培養物中

に残っているマンニトールのために炭素源

律速にはなっておらず、大気中にスパイクす

る窒素固定反応律速になっていると考えら

れる。窒素固定反応は、2 日後から 7 日後ま

で、ほぼ直線的にエチレン濃度が高まった。

これより、アセチレン還元活性試験では、微

生物の増殖が殆ど無いゼロ次反応として取

り扱うことができることを示唆している。 

 以上より、亜酸化窒素および窒素ガスを還

元固定する Clostridium 属細菌の反応を固体

腐植ヒューミンによって活性化できること

を明らかにした。今後、土壌環境中および単

離菌中で亜酸化窒素固定化遺伝子の分布と

発現を調べることが重要である。 
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