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研究分野：農学 
科研費の分科・細目：農芸化学・植物栄養学・土壌学 
キーワード：糸状菌、脱窒、亜酸化窒素、茶園土壌、群集構造解析 
 
１．研究計画の概要 

本研究課題は糸状菌の土壌における生態

と窒素循環への関与を分子生態的に解析す

る手法を確立すること、また確立した手法

を用いて硝化能や脱窒能を有する糸状菌を

分離し、その多様性･分布・機能の特徴を明

らかにすることを目的とする。これらを総

合し新たな窒素循環系を提案する。 
 
２．研究の進捗状況 

平成 18 年度は農地土壌から分離した

脱窒性糸状菌の同定を行ない、分離され

た脱窒糸状菌は一般的な土壌菌とされる

ものであることがわかった。次に、チャ

園土壌分離株の PDA-O-7 株（Aspergillus）

とダイズ根粒根圏土壌分離株の Root-5 株

（Fusarium）について、脱窒が起こる酸

素条件を調査した。さらに、Root-5 株の

ゲノムからは PCR 増幅によって糸状菌の

脱窒遺伝子である CYP55 遺伝子配列を検

出することが可能となった。そこで、土

壌系における糸状菌脱窒活性と CYP55 遺

伝子発現の関係を PCR 増幅でモニタリン

グするため、平成 19 年度はまずは培養系

でのモニタリングを試みた。Root-5 株の

培養菌体から total RNA を抽出し、逆転

写-PCR により CYP55 の転写を確認した。

その結果、脱窒活性が増加しても CYP55

発現量は一定であり、CYP55 発現量は N2O

生成量とは相関関係が無いことが示唆さ

れた。しかし、PDA-O-7 株では CYP55 の

PCR 増幅が成功していないため、多様な系

統の糸状菌が存在する土壌系には現時点

での応用は難しいと判断した。 

また、平成 19，20 年度には窒素を年 40kg/10a

施肥した対照区と、その 3 倍の窒素肥料(年

120kg/10a)を施肥した 3N 区の茶園土壌（野

菜茶業研究所金谷茶業研究拠点）から計 80

株の糸状菌を単離し N2O 発生能を調査した。

3N区の嫌気培養単離株はすべてN2O発生能を

示さなかったが、好気培養分離株は半分以上

の株が高い N2O 発生能を示した。また供試菌

株 は Penicillium 属 、 Hypocrea 属 、

Trichoderma 属、Ophiostoma 属、Sporothrix

属に近縁であることがわかった。しかし、供

試菌株の脱窒能と糸状菌の系統の間に規則
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性がみられなかった。また、群集構造解析を

従来の 18SrRNA 遺伝子だけでなく 28SrRNA 遺

伝子までの領域(IGS 領域)を標的とした

Ribosomal intergenic spacer analysis 

(RISA)を用いて解析し、3N区では脱窒糸状菌

として報告のある Fusarium 属や Hypocrea 属

の糸状菌が存在することが分かった。分離菌

株が土壌中でどのような生態的位置を占め

るかは今のところ照合できていない。 
 
３．現在までの達成度 

②おおむね順調に進展している 

糸状菌の脱窒に関しては、いくつかの土壌

を用いて脱窒能をもつ糸状菌の分離、ＲＩＳ

Ａ解析による糸状菌の分子生態的解析、脱窒

遺伝子の検出及び発現解析を行っているが、

各土壌についてすべての解析が終わってい

るわけではなく、雑誌への投稿が遅れている。 

 
４．今後の研究の推進方策 

 現在、脱窒遺伝子の検出が特定の株でしか

できていないため、ＰＣＲプライマーの再検

討などが必要である。脱窒遺伝子の検出が可

能となれば、土壌系での脱窒遺伝子のモニタ

リングを行う。また、群集構造解析の結果と

単離菌株の照合を行い、単離菌株の生態的位

置づけを行う予定である。 

 

５. 代表的な研究成果 

（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に

は下線） 
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