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研究成果の概要（和文）：畑土壌への窒素肥料の施用に由来して、温室効果ガスの一つである一酸化二窒素
（N2O）ガスが発生している。N2O発生を削減するためには、N2O生成と消去のそれぞれを駆動している微生物群
とその性質を明らかにすることが必要である。本研究ではN2Oが発生している畑土壌のDNA/RNA解析情報と、分離
菌株情報の両面から、土壌のN2O生成・消去微生物を特定した。また、銅の添加により幅広い種類の微生物のN2O
消去能力を強化できることを見出した。さらに、N2O消去・植物生育促進微生物のゲノム解読から植物生育促進
のメカニズムを推定し、微生物資材としての応用利用の基礎情報を提供した。

研究成果の概要（英文）：Large emission of nitrous oxide (N2O) gas is observed in upland field soil 
due to application of nitrogen fertilizer. To mitigate the N2O emission, identification and 
characterization of the microbial drivers of N2O generation and elimination in soils are essential. 
In this study, we successfully identify N2O generating/eliminating microorganisms in soil based on 
the analysis of soil DNA/RNA and bacterial isolates. N2O eliminating activity of large variety of 
bacterial isolates was enhanced by addition of Cu to culture medium. Based on the genome 
information, mechanism of plant growth promoting activity of two strains of N2O eliminating bacteria
 was clarified. These results will be useful to develop novel bio-fertilizer with both N2O 
mitigation and plant growth promoting ability.
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１．研究開始当初の背景 
畑土壌への窒素施肥に由来して温室効果
ガス N2O（一酸化二窒素）が発生する。N2O
発生は土壌中で N2O を生成あるいは消去す
る各脱窒微生物群の活動の総和として観測
される。このため、N2O発生プロセスを解明
し、N2O 発生を削減するためには、N2O 生
成・消去のそれぞれを駆動している微生物群
とその活性を解析し、環境条件による変動を
明らかにすることがまず必要である。これま
でに畑土壌からの N2O 発生量やそれに関わ
る環境要因について多くの環境科学研究が
なされ知見が蓄積されてきたが、土壌におけ
る N2O生成・消去微生物群に関する土壌微生
物学的な知見は極めて乏しく、いわば「ブラ
ックボックス」のままとなっていた。 
これまでの我々の土壌メタゲノム解析か
ら、典型的脱窒細菌だけでなく、定義上の非
脱窒細菌も含む多様な微生物が N2O生成・消
去に関わっている可能性を導いた。また、こ
れらをもれなく検出するための PCR プライ
マーを整え、土壌から効率的に分離するシン
グルセル分離法も開発した。水田土壌分離株
のゲノム解析から、脱窒細菌は脱窒以外の多
彩な土壌生態系機能を有することも見出し
てきた。 
 
２．研究の目的 
上記の背景を踏まえ、本研究はこれまでの
研究成果をさらに発展させ、日本各地の農耕
地土壌の N2O生成・消去微生物を詳細に描き
出し、土壌環境条件による N2O発生・非発生
の変化のメカニズムを明らかにする。さらに、
N2O生成・消去微生物の生態や機能を明らか
にして N2O 発生削減につながる土壌管理技
術を提案する。具体的には次の事柄を明らか
にする。 
(1) N2O発生量測定データが得られている各
地の地域試験研究機関の畑圃場土壌につい
て、メタゲノム解析により脱窒機能遺伝子群
の多様性と、推定される持ち主微生物群を明
らかにする。 
(2) 各土壌について、異なる土壌環境条件（肥
料、土壌水分、土壌温度）における N2O発生
量を室内系土壌試験により調査する。 
(3) 各土壌環境条件において存在し、機能し
ている N2O 生成ならびに消去微生物群を土
壌 DNA・RNA解析から明らかにする。 
(4) 各土壌環境条件で中心的に機能する N2O
生成ならびに消去微生物群を土壌から分離
して性質を調べ、土壌 DNA・RNA情報から
明らかにした微生物群を確定する。 
(5) 土壌環境条件の変化－N2O生成・消去微
生物群の変動－N2O 発生量の変化の関係性
を明らかにし、それぞれの土壌において N2O
生成・消去に大きく寄与している鍵微生物を
特定する。 
(6) N2O生成・消去鍵微生物のゲノム解析か
ら土壌での生態や機能を明らかにし、それら
を制御して N2O 発生削減につながる土壌管

理技術を提案して各地域試験研究機関にフ
ィードバックする。 
 
３．研究の方法 
(1) N2O発生量測定データが得られている各
地の地域試験研究機関の圃場の土壌を採取
し、メタゲノム解析により脱窒機能遺伝子群
の多様性と、推定される持ち主微生物群を明
らかにする。 
(2) 各土壌を用い、異なる土壌環境条件（添
加する肥料、土壌水分、土壌温度）における
N2O 発生量を室内系土壌ミクロコズム試験
により調べる。化学肥料添加の場合は 15Nラ
ベル肥料を添加し、GC-MSにより 15N2Oと
15N2の発生量と割合を明らかにする。 
(3) N2Oの生成・消去が起こっている各条件
の土壌に存在し、機能している N2O生成なら
びに消去微生物群を土壌 DNA, RNA解析か
ら明らかにする。土壌から DNA, RNAを抽
出し、新規 PCR プライマーを用いて各脱窒
機能遺伝子をターゲットとしたPCRを行う。
増幅産物をシーケンスし、データベース情報
から各脱窒機能遺伝子配列の持ち主微生物
の分類群を推定する。 
(4) シングルセル分離法により土壌から分離
した脱窒菌株の機能遺伝子配列情報と(3)で
得られた情報とを照らし合わせて、各土壌環
境条件で中心的に機能する N2O 生成ならび
に消去微生物群を確定する。 
(5) N2O生成・消去鍵微生物のゲノム解析か
ら土壌での生態や機能を明らかにし、それら
の制御により N2O 発生を削減できる土壌管
理技術を提案して各地域試験研究機関にフ
ィードバックする。 
 
４．研究成果 
(1) 土壌中のN2O生成・消去微生物の特定 
 新潟県農業総合研究所内の灰色低地土畑
圃場において、尿素肥料または粒状有機質肥
料を施用してその後の N2O フラックスを測
定する圃場試験をこれまでに行ってきた。
N2Oは脱窒反応の中間産物として生成し、一
方、脱窒反応の最終ステップ（N2O→N2）で
消去される。継時的に採取して保存していた
圃場の土壌から土壌 DNA・RNA を抽出し、
N2O 生成に関わる脱窒反応の nirK, nirS 遺
伝子ならびに N2O 消去に関わる脱窒反応の
nosZ遺伝子を対象としてPCR-クローンライ
ブラリ解析を行った。 
 一方、同圃場の土壌からこれまでに多様な
分類群に属する多数の脱窒細菌株をシング
ルセル分離法等により分離してきた。これら
について、16S rRNA遺伝子 nirK, nirS, nosZ
遺伝子を解析して系統分類ならびに脱窒遺
伝子の系統関係を明らかにした。 
 圃場において N2O 発生がピークを示して
いる時期の土壌 RNA に含まれる脱窒機能遺
伝子の配列と、分離脱窒菌株の系統分類なら
びに脱窒機能遺伝子の配列を照らし合わせ
ることにより、N2Oの生成ならびに消去に寄



与している脱窒細菌を特定した。圃場での
N2O発生のピーク時に nosZを発現している
と考えられる脱窒細菌の分類群が複数見出
され、これらの脱窒細菌が N2O還元に関与し
ている可能性が示された。 
(2) 銅による脱窒細菌の N2O還元能の強化 
 脱窒細菌の N2O 還元酵素活性（Nos）が培
地への銅（Cu2+）添加により高まるとの報告
に基づき、有機質肥料に銅を添加することで
脱窒細菌由来の N2O 発生を削減できる可能
性を考えた。この可否を培養菌株実験ならび
に土壌ミクロコズム実験で調べた。 
 我々がすでに各地の農耕地土壌からシン
グルセル分離法等により分離して保有して
いる多様な分類群に属する脱窒細菌を、15N-
硝酸とコハク酸を含む培地で嫌気的に培養
した。培地への銅（13 μM の硫酸銅）の添
加・無添加条件において、それぞれ脱窒反応
の最終産物として生成したN2とN2Oガスに
含まれる N2ガスの割合を算出した。その結
果、ほぼ全ての菌株について N2ガスの割合
が増加、すなわち、N2Oガス発生割合が減少
した。幅広い脱窒細菌について、銅添加によ
り N2O還元酵素活性が高められ、脱窒に由来
する N2O 発生が低減できることが示唆され
た。 
 次に、これを利用して、土壌に施用した有
機質肥料から脱窒反応に由来して発生する
N2Oガスを低減化できるかどうか、室内系土
壌ミクロコズム実験により調べた。成型有機
質肥料に13 μMから130 mMの各段階の濃
度の銅（硫酸銅溶液）を添加し、土壌に混合
した。土壌水分を最大容水量の 80%に調整し
て保温静置し、N2O フラックスを測定した。
その結果、130 mM の銅添加によって N2O
発生がほぼ完全に抑制された。しか 13 mM
以下の濃度では N2O 発生は銅無添加コント
ロールと同等であった。有機質肥料や土壌へ
の銅の吸着のため、純粋培養系よりもはるか
に高濃度の銅添加が N2O 発生低減に必要で
あったと考えられた。 
(3) N2O除去・植物生育促進脱窒細菌のゲノ
ム解析 
 これまでに水田土壌から多数の脱窒細菌
を分離し、N2O還元能力の高い菌株を選抜し
てきた。さらに、植物生育促進能を示す菌株
を選抜した（N2O除去・植物生育促進脱窒菌）。
選抜した菌株について、有機質肥料に添加す
ることにより、土壌に施用した際の N2O発生
を削減できることを圃場試験で確認し、また、
牧草（チモシー、赤クローバー）の生育と土
壌からの N2O 発生を削減できることをポッ
ト試験で確認した。 
 N2O除去・植物生育促進脱窒菌のうちの 2
菌株（ Azospirillum sp. TSA2S および
Azospirillum sp. TSH100）についてゲノム
解読を行い、植物生育促進に関連する機能の
遺伝的基盤を明らかにした。両菌株ともに硝
酸のアンモニアへの異化的還元（DNRA）、
窒素固定、ならびにリン溶解に関わる機能遺

伝子群を保有していた。両菌株ともに、
Phosphonate cluster（ phn）遺伝子、 2, 
4-Dacetylphloroglucinol synthesis, 
Hydrogen cyanide synthesis, Acetoin/2, 
3-butanediol synthesisに関わる機能遺伝子
群は保有していなかった。また、TSA2S 株
は Auxin synthesis な ら び に ACC 
diamination に関わる機能遺伝子を保有して
いたが、TSH100株はそれらを保有していな
かった。 
 これらのことから、TSA2S株は窒素固定、
リン溶解、植物ホルモン生成、ACC消去など
の総合的な作用により、TSH100株は窒素固
定、リン溶解などの総合的な作用により植物
生育促進効果を示すものと考えられた。 
 一方、これらの菌株を用いて N2O削減・植
物生育促進効果を有する微生物資材を開発
することを念頭に、土壌中における両菌株の
菌数を定量するためのプライマーを、ゲノム
情報を利用して設計した。 
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