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研究成果の概要（和文）：水稲栽培土壌の窒素固定活性すなわちアンモニア生産能を高めることで，化学肥料の
アンモニアへの依存度低減に寄与することを目的とした．炭素源として竹粉，窒素源として牛糞堆肥を土壌に供
給した．土壌の窒素固定細菌数と窒素固定活性は，灌水前は低く，水稲栽培期に最も高くなり，イネ収穫後に再
び低下した．化学肥料と比較して牛糞堆肥を施用した土壌において高い活性が認められた．収穫後では牛糞堆肥
を施用した土壌で竹粉による活性の増加傾向が認められた．土壌からDNAを抽出し土壌細菌叢の変化を解析し
た．細菌叢への影響は，灌水前から水稲栽培期にかけての季節変動が最も大きく，化学肥料と牛糞堆肥の違い，
竹粉施用の有無と続いた．

研究成果の概要（英文）：This study has been performed to contribute to reducing the dependence of 
ammonia in chemical fertilizers by increasing the nitrogen-fixing activity in rice-paddy fields. 
Bamboo powder as a carbon source and cow dung compost as a nitrogen source were supplied to the 
soil. Soil nitrogen-fixing bacterial counts and activities were low before irrigation, highest 
during paddy cultivation, and decreased again after rice harvest. The higher activity was observed 
in soil fertilized with cattle manure compared to chemical fertilizer. After harvest, the activity 
increased in the soil fertilized with cow dung compost by adding bamboo powder. Changes in soil 
bacterial communities were also analyzed. The influence on the bacterial community was the largest 
in seasonal variation from pre-irrigation to the rice cultivation periods, followed by the 
difference between soils fertilized with chemical fertilizer and cow dung compost and the difference
 whether or not bamboo powder was applied.

研究分野： 応用微生物学

キーワード： 非共生型窒素固定　竹粉　牛糞堆肥　ニトロゲナーゼ　メタゲノム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
研究により水稲栽培において，7月のイネ栽培期に灌水前あるいは収穫後と比べ窒素固定細菌数が多く，かつ高
いニトロゲナーゼ活性となり，灌水前から栽培期にかけて細菌叢の変化も最も顕著であることが示された．潅
水，気温上昇，イネの栽培による環境条件の変化が土壌細菌の活性や菌叢に対する影響が非常に大きいことが明
らかとなった．また，施用する資材は細菌叢やニトロゲナーゼ活性に変化をもたらすが，化学肥料と牛糞堆肥の
違いが最も影響が大きく，竹粉施用の有無は牛糞堆肥との組み合わせで副次的な影響が認められることが明らか
となり，牛糞堆肥や竹粉の施用が水田のアンモニア生産能向上に寄与する可能性が示された．

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９，Ｆ－１９－１，Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
窒素と水素からアンモニアを合成する化学的窒素固定は高温・高圧下で行われ，生成物の大半

は肥料原料として利用される．したがって，農業生産において高い生産効率を達成するためには
化石燃料の大量消費に依存せざるを得ないのが現状である．一方，生物学的窒素固定は特定の細
菌が保有するニトロゲナーゼにより触媒され，常温・常圧の温和な条件下で空気中の窒素を基質
としたアンモニア生合成が進行する．したがって，生物学的窒素固定を介した植物への窒素供給
量を増やすことができれば，化学合成された窒素肥料の使用量削減，さらには農業生産における
化石燃料への依存度低下に結び付くと期待される．自然界では，化学的窒素固定で合成される量
とほぼ同量のアンモニアが生物学的窒素固定により生成すると推定される．しかしながら，自然
界で生成する量と比較した場合に生物学的窒素固定を農業生産に十分に活用しているとは言え
ないのが現状である． 
 
２．研究の目的 
農業生産に貢献する生物学的窒素固定の代表例として，マメ科植物根粒中の根粒細菌とその

宿主であるマメ科植物との共生関係の上で機能するものが挙げられる．マメ科植物から根粒細
菌へは光合成産物が代謝されて生成するリンゴ酸が炭素源として供給され，根粒細菌からマメ
科植物へは窒素固定により合成されたアンモニアが窒素源として供給される．このように，多く
の共生型窒素固定は宿主から窒素固定細菌への炭素源供給と，窒素固定細菌から宿主への窒素
源供給のバランスが取れた状態が保たれている．化学合成従属栄養細菌にとって炭素源は，同化
代謝における炭素の供給源となるのみならず，ATP 合成のためのエネルギー源や，酸化還元反
応に必須の電子，すなわち還元当量の供給源としても欠くことができない．一方，ニトロゲナー
ゼ酵素が触媒する窒素固定反応において，1 モルの窒素を還元し 2 モルのアンモニアを生成する
ために 16 モルの ATP と 8 モルの電子が消費される．このため化学合成従属栄養細菌が窒素固
定を行うためには，化学エネルギーと還元当量の源となる炭素源の細胞への持続的な供給が必
要不可欠となる．また，遊離のアンモニアやある種のアミノ酸合成系はニトロゲナーゼ活性に対
しては遺伝子の転写や mRNA の翻訳後の各段階において抑制的に働くことが知られている．し
たがって，炭素源供給が十分に確保され，かつ無機態・有機態窒素が欠乏した環境条件，すなわ
ち高 C/N 条件がニトロゲナーゼ活性を高く維持するために好ましいとされる． 
近年，材料としての需要の低下から竹林の荒廃が全国的に進んでいる．竹は地下茎の広がりが

早いため間伐されない場合には周縁部への侵食被害等も生じるため間伐材の新たな有効利用法
の開発が急務となっている．竹は C/N が米糠の約 16 倍と非常に高いため，これらの資材を土壌
に供給することで土着の非共生型窒素固定細菌が炭素源として利用して高いニトロゲナーゼ活
性を維持するかどうか検討することとした．供給形態としては，竹材をマイクロメーター径にな
るように粉砕した竹粉を用いることとした．また，化学肥料の減量を目的として窒素肥料として
牛糞堆肥を使用し竹粉と組み合わせて水稲栽培圃場に施用することで，化学肥料を施用した場
合と比較し土壌窒素固定活性に及ぼす効果を評価することを目的に研究を行った． 
 
３．研究の方法 
資材の施用と土壌採取は大学附属農場にて行った．耕作地面積 10 a あたり，竹粉は 50 kg，

牛糞堆肥は 1 t，化学肥料は 30 kg をそれぞれ施用した．実験区は，2018 年は牛糞堆肥と竹粉の
施用区，牛糞堆肥の施用区，化学肥料の施用区の 3 種類，2019 年は牛糞堆肥と竹粉の施用区，
牛糞堆肥の施用区，化学肥料と竹粉の施用区，化学肥料の施用区の 4種類を設定した．土壌の採
取は，2018 年は水田に水を入れる灌水の前の 4 月，灌水を行った後のイネ栽培中の 7 月，そし
てイネ収穫後の 11 月の 3回行い，2019 年は 4月と 7月ならびにイネ収穫後の 9月に，それぞれ
10 a 圃場当たり異なる 3点から 5点で採取を行った． 
窒素固定細菌の生菌数は，窒素源を含まない平板培地に形成されるコロニーを計数すること

で調べた．実験には炭素源としてグルコースあるいはリンゴ酸を含む培地を用いた．30℃で 7～
9日間培養を行い，形成されたコロニーを計数した． 
ニトロゲナーゼ活性測定はアセチレン還元法により行った．土壌 10 g と炭素源としてグルコ

ース，活性測定の基質としてアセチレンを封入した後，24 時間，30℃でインキュベートを行っ
た．エチレン生成量を GC-FID で測定し活性を評価した． 

土壌細菌叢について実験区間の比較と季節変動を調べた．土壌サンプルより DNA を抽出し
16SrRNA 遺伝子を標的とした PCR により，遺伝子の特定領域の増幅を行った．この PCR 産物を
次世代シーケンサーMiSeq によるアンプリコン解析に供し，得られた塩基配列情報をバイオイ
ンフォマティクスソフトウェア Mothur により操作上の分類単位 OTU へと振り分けた．OTU の計
数数から主座標分析による菌叢解析を行った． 

 
４．研究成果 
（１）窒素固定活性に及ぼす竹粉と牛糞堆肥の影響 
 窒素固定細菌生菌数の評価は 2018 年に採取した土壌を用いて行った．炭素源としてリンゴ
酸を用いた培地で形成されたコロニーから算出した生菌数を図 1Aに示す．実験区に関係なく，
窒素固定細菌生菌数は灌水前から栽培中にかけて増加し，栽培中から収穫後にかけて減少した．
灌水前と栽培中では実験区の違いで差が認められず，収穫後には牛糞堆肥と竹粉の施用区，牛



糞堆肥施用区，化学肥料施用区の順で生菌数が多い傾向となった．炭素源としてグルコースを
用いた培地で形成されたコロニーから算出した生菌数を図 1B に示す．リンゴ酸の培地の結果
と同様に灌水前から栽培中にかけて増加し，栽培中から収穫後にかけて減少した．牛糞堆肥と
竹粉の施用区では灌水前に生菌数が牛糞堆肥施用区より少なかったのに対し，収穫後には同等
の生菌数が認められた．いずれの培地においても，収穫後における生菌数は低下し、特に化学
肥料施用区でその傾向が顕著であった．また，栽培中には生菌数には差が認められなかった． 

一方，2018 年の採取土壌のニトロゲナーゼ活性は実験区に関係なく，灌水前から栽培中にか
けて増加し，栽培中から収穫後にかけて低下した（図 2A）．化学肥料施用区では収穫後の活性
低下が顕著であった．栽培中と収穫後には牛糞堆肥と竹粉の施用区で活性が高くなる傾向が見
られた．2019 年に採取した土壌でもニトロゲナーゼ活性は，いずれの区画でも灌水前は低く，
栽培中に最も高くなり，収穫後には再び低下した．栽培中と収穫後に採取した土壌では，化学
肥料と比較して牛糞堆肥を施用した土壌において高い活性が認められた．竹粉施用は栽培中で
は活性に促進的には働かなかった．一方，収穫後では化学肥料，牛糞堆肥を施用した土壌共に
竹粉による活性の増加傾向が認められた（図 2B）．収穫後土壌での竹粉によるニトロゲナーゼ
活性の促進は，2018 年度の試験と同様の傾向となった． 

 
（２）土壌細菌叢に及ぼす竹粉と牛糞堆肥の影響 
図 3に 2018 年採取土壌における細菌叢の主座標分析の結果を示す．灌水前の化学肥料施用区

の土壌の一つは菌叢が他の土壌と菌叢が大きく異なっており，これを除外して解析した．主座標
分析では，2点間の軸 1と軸 2の数値の違いが大きくなればなるほど，それら 2点に対応する菌
叢は細菌の種類や構成比が異なることを示している．軸 1 の数値の違いは軸 2 の数値の違いよ
りも菌叢に及ぼす影響が大きくなる．化学肥料と牛糞堆肥の両施肥区共に，灌水前から栽培中に
かけての軸 1 の数値の変動が大きいことから，この間の土壌環境の変化が最も大きく細菌叢に
影響を及ぼしたことが明らかとなった．一方，栽培中から収穫後の顕著な変化は認められなかっ
た．また，採取を行った全ての時期の土壌において，軸 2の数値に顕著な違いが認められること
から，化学肥料と牛糞堆肥の違いも菌叢の違いとして現れていることが分かる．牛糞堆肥の施用
区における竹粉施用の有無の違いでは，化学肥料と牛糞堆肥の違いほど顕著ではないが栽培中
と収穫後で菌叢の変化が認められた． 
図 4に 2019 年採取土壌における細菌叢の主座標分析の結果を示す．2018 年採取土壌の細菌叢

の解析結果では，灌水前から栽培中にかけての菌叢の変化が大きかったため，栽培中から収穫後
にかけての菌叢の変化が明瞭には示されていない．このため，2019 年採取土壌については栽培
中と収穫後の土壌試料に絞って解析を行うこととした．その結果，各点の軸 1に関する数値は化
学肥料と牛糞堆肥の違いにより負と正に分かれ，一方各点の軸 2 に関する数値は 1 点ずつを除
き栽培中か収穫後かの違いにより正と負に分かれることが示された．このことから，施用した化
学肥料と牛糞堆肥の違いが，栽培中か収穫後かの環境条件の違いよりも細菌叢に及ぼす影響が
大きいことが明らかとなった．また，化学肥料あるいは牛糞堆肥に竹粉を施与するか否かの違い

図 1 施用資材と採取時期の違いによる窒素固定細菌生菌数の変動. 
滅菌水で希釈した土壌試料（1, 化学肥料; 2, 牛糞堆肥; 3, 牛糞堆肥/竹粉）を，炭素源がリンゴ酸（A）

あるいはグルコース（B）の培地に移植し形成されたコロニー数を計数した. 

図 2 施用資材と採取時期の違いによるニトロゲナーゼ活性の変動. 
A は 2018 年採取土壌（1, 化学肥料; 2, 牛糞堆肥; 3, 牛糞堆肥/竹粉）を，B は 2019 年採取土壌（1, 化

学肥料; 2, 化学肥料/竹粉; 3,牛糞堆肥; 4, 牛糞堆肥/竹粉）をそれぞれ示す. 



がどのように菌叢に影響するか調べた．化学肥料施用の場合は栽培中と収穫後共に竹粉施用の
有無でプロットを結ぶ領域に重なりが見られたのに対し，牛糞堆肥施用の場合は栽培中と収穫
後共にそのような領域に重なりが見られなかった．このことから，化学肥料施用土壌よりも牛糞
堆肥施用土壌で竹粉施用が菌叢に及ぼす影響が大きいことが示された．また，採取土壌から窒素
固定によるジアゾ栄養増殖に優れた Microbacterium sp.を単離し，好気条件下において高いニ
トロゲナーゼ活性を有することを確認した．本菌はジアゾ栄養条件において細胞外に高分子を
分泌していることが示唆されたため，窒素固定と高分子分泌の関連性について解析していく予
定である． 

 
（３）まとめと今後の展望 
 実験区に関係なく，7月の栽培期に灌水前あるいは収穫後と比べ窒素固定細菌数が多く，かつ
高いニトロゲナーゼ活性となった．灌水前から栽培期にかけて細菌叢の変化も最も顕著であっ
たことから，潅水，気温上昇，イネの栽培による環境条件の変化は土壌細菌の活性や菌叢に対す
る影響が非常に大きいことが明らかとなった．また，施用する資材は細菌叢やニトロゲナーゼ活
性に変化をもたらすが，化学肥料と牛糞堆肥の違いが最も影響が大きく，竹粉施用の有無は牛糞
堆肥との組み合わせで副次的な影響が認められることが明らかとなった．今後は米の収量など
の農業生産における総合的な評価を含めて，これら資材投入の影響を評価する必要があると考
えられる． 

図 3 資材と採取時期の異なる 2018 年採取土壌における細菌叢の主座標分析. 

図 4 資材と採取時期の異なる 2019 年採取土壌における細菌叢の主座標分析. 
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