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研究成果の概要（和文）：微生物が窒素ガスを生成する新たな経路としてhydroxylamine disproportionation
(HD)反応に注目した。嫌気性アンモニウム酸化細菌を用いてHD反応が起こりえる条件を調査したところ、pH、温
度、基質濃度が影響し、特に基質濃度の影響が強いことを明らかにした。触媒酵素が非常に不安定であることが
明らかになったため、HD反応をin-vivoで観察すべく、ヒドロキシルアミンに特異的に結合しうる蛍光プローブ
を合成し、蛍光顕微鏡を用いた観察を行った。

研究成果の概要（英文）：Hydroxylamine disproportionation (HD) is a novel microbial reaction, in 
which microorganisms produce nitrogen gas using hydroxylamine. We found that pH, temperature, and 
especially hydroxylamine concentration affects activities of HD. An enzyme responsible for HD 
reaction was very labile to cell disruption, and thus in-vivo studies need to be carried out. 

研究分野： 環境微生物学、水環境工学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
窒素ガスを生成する微生物代謝経路としてこれまで脱窒および嫌気性アンモニウム酸化反応のみが知られてきた
が、第三の経路としてHD反応を同定することは、地球圏での窒素代謝を理解するために必要不可欠である。本研
究ではHD反応について基礎的な知見を得た。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
地球上の窒素循環では、年間 100〜2,000 メガトンもの窒素が様々な形態に形を変えながら循環
している。この内、窒素ガス生成は窒素化合物を大気中に N2 の形で放出し、N2 は地球上を広
く拡散することから、窒素循環において極めて重要なプロセスとなる。この N2生成反応は主に
微生物が担っており、これまでに 1) 脱窒反応(NOx

-→N2)および 2) 嫌気性アンモニウム酸化反
応(NH4

+ + NO2
- →N2)が窒素ガス生成経路として報告されている。一方、著者は第三の窒素ガス

生成経路になりえる hydroxylamine disproportionation(HD)反応を 2016 年に見いだしており 
(Environ. Microbiol. 18, 3133-3143.)、この HD 反応が第三の窒素ガス生成経路として窒素循環に
寄与しているのではないかという着想を得た。 
 
２．研究の目的 
本研究では、窒素循環における HD 反応の寄与を解明することを目指し、基礎的知見として以
下を得ることを目指した。 
・HD 反応の至適条件のスクリーニング 
・HD 反応触媒酵素の同定 
・HD 反応の in-vivo 観察 
以上の実験を行うため、本研究では嫌気性アンモニウム酸化細菌(Candidatus “Brocadia sinica”)
を HD 反応のモデル微生物として用いた。 
 
３．研究の方法 
3-1) HD 反応至適条件のスクリーニング 
B. sinica にヒドロキシルアミンを添加し、嫌気培養を行った。この際、培養条件を以下のよう
に変化させることで、HD 活性への影響を調査した: pH 6.0 – 10.5、4 – 65ºC、ヒドロキシルアミ
ン濃度 1 – 100 mM。なお、HD 反応では N2ガスの他にヒドラジンが生成することを我々は明ら
かにしていたため、HD 活性をヒドラジン合成活性として評価した。 
3-2) HD 反応触媒酵素の同定 
B. sinica の菌体をフレンチプレス/ビーズビーディングで破砕し、細胞破砕液を超遠心分離へ供
し、可溶性画分と膜画分を得た。粗抽出液、可溶性画分、膜画分へヒドロキシルアミンを添加
し、培養を行い、HD 活性を測定した。 
3-3) HD 反応の in-vivo 観察 
ヒドロキシルアミン /ヒドラジンに特異的に結合し、蛍光を呈する蛍光プローブ(Rhodol 
levulinate プローブ)を合成し、合成品についてヒドロキシルアミン/ヒドラジンとの反応性を調
査した。 
 
４．研究成果 
4-1) HD 反応至適条件のスクリーニング 
pH、培養温度、基質(ヒドロキシルアミン)濃度が B. sinica の HD 活性に及ぼす影響を調査した
ところ、pH は pH9、温度は 37ºC で最も反応が進行することを明らかにした。特に基質濃度が
本反応に及ぼす影響は大きく、基質濃度 1 mM 以上では反応活性が著しく低下することを明ら
かにした(図 1a–c)。基質濃度が活性に大きく影響することが明らかとなったため、培養液中の
ヒドロキシルアミン濃度を低濃度で維持しながら培養することを可能にする連続培養装置を新
たに構築した。上述の条件に基づき至適条件で B. sinica を培養したところ、培養液中のヒドラ
ジン濃度が上昇し、最大で 0.6 mM 以上を達成した(図 1a–d)。これはこれまでに報告されてい
るヒドラジン濃度を上回る、世界最高値(表 1)であり、本研究において、B. sinica にヒドラジン
を合成させ、続けて窒素ガスを生成させる反応の至適培養条件を明らかにすることができた。 
 
4-2 HD 反応触媒酵素の同定および in-vivo 観察 
B. sinica の菌体を破砕し、粗抽出、可溶性画分、膜画分を調整し、HD 活性の有無を調査した。
いずれの画分からも HD 活性を検出することができず、触媒酵素が酸素感受性を持つ酵素であ
るか、酵素活性に必要な複合体形成が細胞破砕の過程で破壊されてしまったことが原因と考え
られた。酸素感受性については還元剤を添加した後に菌体を破砕し、追試を実施したが活性を
確認することができず、おそらく後者の複合体の破壊が原因であると推察された。 

HD 反応を in-vitro で観察することが困難であることが明らかとなったため、ヒドロキ
シルアミンの代謝を in-vivo でイメージングすることを試みた。文献調査の結果、ヒドラジンと
特異的に結合する蛍光プローブ(rhodol levulinate プローブ)が近年開発されており(Spetrochim. 
Acta A 195, 136-141.)、この蛍光プローブがヒドロキシルアミンとも反応しうることを見いだし
た。そこで、ナノテクノロジープラットフォーム事業(受け入れ:千歳科学技術大学)に依頼し、
蛍光プローブを合成し、反応性を検証した。予測通り、本蛍光プローブがヒドロキシルアミン
とも反応することを見いだした。現在、B. sinica 細胞内でのヒドロキシルアミン代謝を蛍光顕
微鏡観で in-vivo 観察することを試みている。 
 
 
 



図 1. 培養条件が HD 活性へ及ぼす影響; a) pH、b)温度、c)基質(ヒドロキシルアミン)濃度の影響。
d) 連続培養試験における HD 活性。 
 
表 1 異なる培養条件下における嫌気性アンモニウム酸化細菌によるヒドラジン合成 
 

pH 
Temp. 

(°C) 

NH2OH  

(mM) 

N2H4 

(mM) 
Yield (%) 

N2H4 production 

rate (µM h-1) 
Reference 

9 38 <0.6 0.62 n.a 83 This study 

9 38 <0.3 0.56 n.a 74 This study 

7.5 – 8.0 37 6.6 0.15 2.3% 68 van der Star et al., 2008 

7.6 37 1.5 0.26 18% 88 Oshiki et al., 2016 

7.0 –7.3 33 4 0.19 4.8% 54 Kartal et al., 2008 

7.8 37 3 0.12 4.0% 40 Ali et al., 2015 

7.0 – 7.3 33 5 0.3 6.0% 600 Kartal et al., 2007 

7.5 30 3 0.5 16.7% 42 van de Graaf et al., 1997 
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