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研究成果の概要（和文）：研究成果1:鉄還元菌窒素固定は地球規模で普遍的かつ重要な事象であることの提唱。
国内および海外127地点の土壌メタゲノム解析を行ったところ、うち79地点で鉄還元菌の窒素固定遺伝子が検出
された。検出頻度は水田土壌だけでなく森林土壌、砂漠、極地土壌においても高かった。このことから、鉄還元
菌による窒素固定は土壌環境において普遍的な事象である可能性が示された。
研究成果2:鉄還元菌が窒素固定活性を発揮することの証明。水田土壌から単離したAnaeromyxobacter属細菌が実
際の土壌においても窒素固定活性を示すことを初めて実証した。また、その他新属の鉄還元菌も多数分離に成功
し窒素固定活性を実証した。

研究成果の概要（英文）：In our metagenomic analysis of the terrestrial soils around the world,  nif 
genes derived from iron-reducing bacteria were detected in 79 among 127 sites. The nif genes derived
 from iron-reducing bacteria was frequently detected not only in paddy soils but also in the forest,
 desert, and polar soils. These results suggested that nitrogen fixation by iron-reducing bacteria 
is a universal phenomenon in the soil environment. 
We verified, for the first time, the nitrogen-fixing activity of Anaeromyxobacter isolated from 
paddy soil, both in culture medium and soil microcosm. In addition, we successfully isolated several
 strains of iron-reducing belonging to new genera, Geomonas and Oryzomonas, and confirmed their 
nitrogen-fixing activity.

研究分野： 土壌微生物学

キーワード： 鉄還元菌　窒素固定　水田土壌　メタゲノム　Geomonas　Oryzomonas　Anaeromyxobacter

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
窒素固定は大気中の窒素ガスを生物が利用できる形態の窒素に変換して土壌に供給する重要な反応である。19世
紀末にはじめて窒素固定が発見されて以降、「土壌の窒素固定は植物共生細菌や光合成細菌が担う」というのが
一般常識であった。しかし本研究により、窒素固定できる鉄還元菌が地球規模で普遍的に分布していること、そ
して既知の窒素固定細菌群よりも存在量が多い傾向も見出された。このことは窒素固定に関する定説を刷新して
自然生態系の支持基盤の本質に迫るものであり、土壌学分野だけでなく、微生物学、地球科学、生態学といった
自然科学分野全般において意義を持つ。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
微生物による窒素固定は「不活性な窒素ガス」
を「生物が利用できる形態（アンモニア）」へ変
換する唯一の生物反応であり、窒素源の供給と
いう自然生態系を根底から支える重役を担っ
ている【図 1A】。窒素固定微生物に関する幾多
の研究が行われ、窒素固定は Cyanobacteria 門
の 光 合 成 細 菌 や Alpha-, Beta-, 
Gammaproteobacteria綱, Actinobacteria門細菌に
代表される根圏・根粒菌によって駆動されるこ
とが、ここ 100年間不変の公知である。 
しかしながら近年申請者らは、この窒素固定
微生物の固定概念を覆す発見に至った。申請者
らは、従来法である PCR法や分離培養法と比べ
解析バイアスが極めて少ない、環境中の DNA
や RNA を網羅的に塩基配列解読するメタゲノ
ム・メタトランスクリプトーム解析によって、
水田土壌中の窒素変換を担う微生物群集を解
析 し た 【 Masuda et al., 2017,doi: 
10.1264/jsme2.ME16179】。その結果、光合成細菌
や植物共生細菌の窒素固定遺伝子（nif）よりも、
従来法ではほとんど検出されてこなかった
Deltaproteobacteria 綱の Anaeromyxobacter ・
Geobacter属細菌由来の nifやその転写産物がは
るかに高頻度に検出された【図 1B】。これらの
細菌は、水田土壌に優占することが知られてい
たが、その機能は鉄などをはじめとする金属還
元であると考えられてきた。申請者らの発見か
ら、従来注目されてきた光合成細菌や植物共生
細菌ではなく、鉄還元菌こそが窒素固定のキー
プレーヤーである可能性が初めて示唆されたの
である。さらに驚くべきことに、これら鉄還元
菌は水田土壌だけでなく河川の底泥にも優占す
る他、畑・森林・雑草地の土壌にも分布してお
り、「鉄還元菌による窒素固定」が陸域生態系、
特に還元的な環境において普遍性を持った事実
である可能性も強く示唆された【図 2】。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、この窒素固定の新たな微生物
基盤に関する仮説を検証することである。日本
及び世界各地の陸域メタゲノムデータの包括的
解析、分離培養、菌株ゲノム解析、安定同位体
測定法を用いて、特に還元環境における「鉄還
元菌による窒素固定」を生態レベルから活性レ
ベルまで多角的に実証した。 
 
３．研究の方法 
(1) 陸域生態系における窒素固定遺伝子のグローバル調査 
 水田や河川の底泥と同様に嫌気的な環境下にあると考えられる湿地や湿潤性森林土壌など多
地点の土壌試料についてメタゲノム解析を行った。また、公共データベース MG -RAST に登録
されている世界各地の陸域土壌（極地、砂漠、熱帯雨林、農耕地等）のメタゲノムデータの収集
を行い、これらについて、上記と同様にメタゲノムデータに含まれる nifの微生物由来を調査し、
光合成細菌や根圏・根粒菌などの既存の窒素固定細菌由来の nif と鉄還元菌由来の nif の分布と
優占度を比較解析した。 
 
(2)鉄還元菌の窒素固定能の検証 
(2-1)鉄還元菌の単離培養、窒素固定活性の測定、窒素固定遺伝子の同定 
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 これまで水田土壌からほとんど単離され
たことのなかった鉄還元菌を集積培養法に
よりスクリーニングし、コレクションした。
単離株は生理性状試験および 16S rRNA遺伝
子配列解析により分類同定した。また、定法
のアセチレン還元活性測定法により単離し
た鉄還元菌の窒素固定活性とそれに伴う菌
の成育を調べた。窒素固定活性が確認された
菌株について、ドラフトゲノム解読を行なっ
て nif の配列とそのクラスタ構造を明らかに
した。 
 
(2-2)土壌中における鉄還元菌の窒素固定能
の解析 
 2-1 で窒素固定能が確かめられた鉄還元菌
について、滅菌した土壌に接種して土壌の窒
素固定活性を経時的に測定した。同時に、そ
の土壌から RNAを抽出し、定量 PCR法によ
り接種した菌株の nif 転写量が上昇している
か確認した。 
 
(2-3)鉄還元菌の窒素固定能の直接検証 
 安定同位体でラベルした 15N2 を封入して
土壌を培養し、培養後土壌 DNAを抽出して
超遠心に供した。分取した 15N-DNA 画分に
含まれる鉄還元菌の窒素固定遺伝子の割合
の変化を追い、鉄還元窒素固定菌の窒素固定
への寄与を検証した。 
 
４．研究成果 
(1) 陸域生態系における窒素固定遺伝子の
グローバル調査 
国内 29 地点の土壌環境の DNA データを解
析 し た と こ ろ 、 う ち 28 地 点 で
Anaeromyxobacter, Geobacter 属細菌の窒素固
定遺伝子が検出された。また、水田土壌や河
川の底泥では森林や畑土壌より高頻度に窒
素固定遺伝子が検出された（図 3）。また、海
外 98 地点の土壌環境の DNA データを解析
したところ、うち 51 地点で Geobacter と
Anaeromyxobacter の窒素固定遺伝子が検出
された。また、これらの検出頻度は水田土壌
だけでなく熱帯雨林等の森林土壌、砂漠、極
地土壌においても高かった（図 4）。これらの
ことから、鉄還元菌による窒素固定は水田土壌だけでなく他の環境においても活発に行われて
いる可能性が示された。以上のことから、鉄還元細菌による窒素固定は土壌環境において普遍的
な事象であり、鉄還元細菌が土壌環境における窒素固定のキープレイヤーである可能性が示唆
された 
 
(2)鉄還元菌の窒素固定能の検証 
(2-1)鉄還元菌の単離培養、窒素固定活性の測定、窒素固定遺伝子の同定 
 スクリーニングの結果、Anaeromyxobacter属細菌 7 株と Geobacter属細菌 700 株以上の単離培
養に成功した（図 5A, B）。これらは既知記載種との DNAの相同性が一様に低く、全ての株が新
規な系統群であることが示唆された。さらに、ゲノム解読や生理性状試験の結果、従来の
Geobacter属細菌とは異なることが判明し、2 つの新属 Geomonasおよび Oryzomonasを提案した
（図 5B）（Xu et al., 2019, 2020;Itoh et al., 2021）。また、Anaeromyxobacter, Geomonas, Oryzomonas
属細菌の窒素固定能を実証した（図 5C）（Masuda et al., 2020; 一部 Data not shown）。 
 
(2-2)土壌中における鉄還元菌の窒素固定能の解析 
滅菌した土壌にこの Anaeromyxobacter属細菌を接種したところ、土壌の窒素固定活性が上昇す
るとともに、土壌中での Anaeromyxobacter属細菌の増殖も確認された（Masuda et al., 2020）。こ
れらのことから、Anaeromyxobacter属細菌は窒素固定活性を有すること、そして土壌中で窒素固
定能を発揮できることが明らかとなった。Anaeromyxobacter属細菌の窒素固定能を活性レベルで
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further predicted that soil pH—previously identified as an im-
portant driver of soil composition (25, 26)—would also influence
compositional variation within microorganisms encoding N-cycling
traits.

Results
Metagenomic data from surface soil samples were retrieved from
the metagenomics analysis server (MG-RAST) (27). After cu-
rating the samples for sequence and metadata quality, the final
365 samples represented 118 unique locations from 10 distinct
habitat types covering natural and human-dominated systems
(Fig. 1 and Dataset S1). Sequencing depth varied greatly among
the samples but was not overtly biased toward any particular
habitat type (Fig. S1). To standardize for sequencing depth, we
report the abundance of each N pathway as its frequency in a
sample. The trends observed were similar whether pathway fre-
quency was normalized as the number detected per annotated
sequence or per marker gene (based on 30 conserved, single-
copy genes) (Fig. S1).
Bacteria dominated the metagenomic libraries, comprising 95%

of all sequences, followed by 3% for Fungi and only 2% for Ar-
chaea. The fraction of fungal sequences in metagenomic libraries
is known to be lower than their contribution to soil microbial
biomass (10). We therefore concentrate our analyses on Bacteria
and Archaea and report only general trends for Fungi. For in-
stance, the proportion of total sequences of Bacteria, Archaea,
and Fungi varied across habitat type (G-test of independence;
P << 0.001) (Fig. S2). Archaea ranged from 0.9 to 11% of all
sequences by habitat, with the highest percentage detected in
deserts. The ratio of fungal to bacterial sequences was particularly
high in temperate forest soil, as previously observed (28).

Frequency of Soil N Pathways. On average, 0.5% of all annotated
sequences in a soil sample were associated with one of the eight
N pathways (Fig. 2A), or an average of 3.3 and 4.7 N pathways
per marker gene for Bacteria and Archaea, respectively. The
frequency of the individual pathways varied by several orders of
magnitude (one-way ANOVA P < 0.001; F = 74.21, df = 7) (Fig.
2B). Bacteria and Archaea displayed similar trends in their rel-
ative frequency of N pathways except for the absence of the
dissimilatory nitrite reduction to ammonium pathway in Ar-
chaea. Fungal sequences were only associated with assimilatory
pathways, including ammonia assimilation, assimilatory nitrate to
nitrite, and assimilatory nitrite to ammonium.
Across all domains, the most common pathway was ammonia

assimilation (Fig. 2B). For instance, among the Bacteria, an av-
erage of 280 ammonia assimilation pathways were detected for
every million annotated bacterial sequences. In comparison, ni-
trification and N fixation were the least common pathways and
detected only 6.1 and 4.6 times per million sequences, respectively.
Notably, the relatively unstudied dissimilatory nitrite reduction to

ammonium pathway was slightly more common that these two
pathways, detected on average 9.3 times per million sequences.
Across all soil samples, N pathway frequencies were over-

whelmingly positively correlated for both the Bacteria and Ar-
chaea (Fig. 3 A and B). To examine differences in pathways

Habitat
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Desert

Grassland

Lawn

Pasture

Temperate Forest

Tropical Forest

Tundra

Wetland

Fig. 1. The locations (n = 118) sampled to create the soil metagenomic li-
braries (n = 365) used in this analysis. The samples represent 10 distinct
habitats including agriculture (n = 19), cold desert (n = 6), desert (n = 15),
grassland (n = 14), lawn (n = 4), pasture (n = 2), temperate forest (n = 12),
tropical forest (n = 34), tundra (n = 7), and wetland (n = 5).
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Fig. 2. N pathways and their frequencies. (A) N pathways considered in this
study. The numbers in parentheses are the number of genes targeted for
each pathway. Assimilatory pathways are in orange and dissimilatory
pathways in blue. (B) Box plot of the frequency of each N pathway in a
metagenomic library for Bacteria, Archaea, and Fungi. To compare across
domains, frequencies are calculated as per annotated sequence in each
domain. The upper and lower bounds of boxes correspond to the 25th and
75th percentiles, with a median line shown. Whiskers represent 1.5*IQR
(interquartile range). Dots represent outliers.
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図4.世界各地の⼟壌における鉄還元菌由来の
窒素固定遺伝⼦の検出頻度



証明した例は世界ではじめてで
ある。 
 

(2-3)鉄還元菌の窒素固定能の直
接検証 
 安定同位体でラベルした 15N2を
封入して培養した水田土壌ミク
ロコズムから抽出した土壌 DNA
を用いて 15N2を取り込んだ細菌
群の 15N–SIP 法による特定を行
った。その結果、15N を取り込ん
だ画分に置いて鉄還元菌由来の
16S rRNA 塩基配列が他の窒素
固定菌と比較して極めて高頻度
に検出された（Data not shown）。
このことから、鉄還元菌が実際
の土壌において窒素固定を行っ
ているキープレーヤーであるこ
とが示唆された。 
 
 このように、本研究によって窒

素固定鉄還元菌は世界各地の陸

域土壌に置いて普遍的に分布お

よび優占していること、実際に窒

素固定能を保有しており、土壌に

おいて窒素固定を行えることが

明らかとなった。さらに、水田土

壌における窒素固定のキープレ

ーヤーは鉄還元菌であるという

ことが、15N–SIP 法により裏付け

られた。 
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