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研究成果の概要（和文）：一酸化二窒素(N2O)、メタン(CH4)、および硫化水素（H2S）は温室効
果やエアロゾル形成を介して地球の気候変動と密接に関わっている。これら N2O、CH4、H2S
のアイソトポマー比を用いた循環解析を発展させるために、微生物ガス代謝過程に着目し、(1)
単一微生物種の純粋培養実験、(2)複数種（共存・競合）培養実験、および(3)環境試料の室内培
養実験および観測を利用して、種々の微生物ガス代謝とアイソトポマー比の関係を定量化した。 
 
研究成果の概要（英文）：Changes in atmospheric concentrations of greenhouse gases (GHGs) and 
aerosols are drivers of climate change. N2O and CH4 are important GHGs and H2S is related to aerosol 
formation. To develop the source-sink analyses of these gases using their isotopomer signals, we 
quantified relationships between some microbial processes and their isotopomer signals in pure culture 
and co-culture conditions. 
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 直接経費 間接経費 合 計 
2007 年度 20,300,000 6,090,000 26,390,000 
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2009 年度 6,100,000 1,830,000 7,930,000 
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  年度  

総 計 37,900,000 11,370,000 49,270,000 

 
 
研究分野：複合新領域 
科研費の分科・細目：環境学・環境動態解析 
キーワード：物質循環、安定同位体、微生物、ガス代謝 
 
１．研究開始当初の背景 

微生物代謝により放出される一酸化二窒
素(N2O)、メタン(CH4)、および硫化水素（H2S）
は温室効果やエアロゾル形成を介して地球
の気候変動と密接に関わっている。これらガ
スの安定同位体比（N2O の 15N/14N 比、CH4
の 13C/12C 比、H2S の 34S/32S 比）はその発生
源の特定や全球収支の見積もりに重要な役

割を果たしている。代表者らはさらに「同位
体比」を「アイソトポマー比」（ここでは、
分子内の異なる元素・同位体およびその分子
内分布の組み合わせを総称し、従来の同位体
比も含めた概念）に拡張し、環境中の N2O、
CH4、H2S の循環解析のためのアイソトポマ
ー計測を実現してきた。その結果、「アイソ
トポマー比」が種々の発生源、生成・消滅過
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程に対して特徴的な値を示し、従来の「同位
体比」と全く異なる観点から発生源情報や収
支モデルに対する制約条件を付与できるこ
とを明らかにしてきた。 

これまでの研究で、微生物が関与する環境
中 N2O、CH4、H2S のアイソトポマー比の観
測値は時空間的に大きな幅をもつことが明
らかになってきた。しかし、微生物代謝過程
で生成する N2O、CH4、H2S のアイソトポマ
ー比を実験的に計測した例は非常に限られ
ており、また、数少ない微生物の純粋培養実
験で報告されているアイソトポマー比を用
いても、この観測値のもつ大きな幅を十分に
は説明できないことが浮き彫りにされてき
た。 
２．研究の目的 
本研究では、アイソトポマー比を用いた環

境中 N2O、CH4、H2S の循環解析を発展させ
るために、 (1)単一微生物種の純粋培養実験、
(2)複数種（共存・競合）培養実験、および(3)
環境試料の室内培養実験および観測を行い、
微生物ガス代謝とアイソトポマー比の関係
を定量化することを目指した研究を目的と
した。 
 
３．研究の方法 
(1)単一微生物種の純粋培養実験 
①硝化菌・脱窒菌 

微生物による主要な N2O 生成過程には硝
化と脱窒がある。前者ではアンモニア(NH3)
酸化菌によって NH3 が亜硝酸塩(NO2

-)に酸化
される過程で N2O が副生成物として発生し、
後者は硝酸塩が脱窒菌によって窒素（N2）へ
還元される過程で N2O が中間生成物として
発生する。本研究では、海洋に広く分布する
アンモニア酸化菌 Nitosococcus oceani および
土壌・水生堆積物などで一般的な脱窒菌に属
し N2O 還元酵素をもたない Pseudomonas 
aureofaciens を選び、それぞれ種々の条件下で
純粋培養を行って生成する N2O のアイソト
ポマー比を調べた。 
②元素硫黄還元菌 

元素硫黄還元菌については、これまで同位
体分別係数の報告がなされていない。そこで
元素硫黄還元菌の培養実験を行い、硫黄同位
体分別係数を決定した。 

 
(2)複数種（共存・競合）培養実験 
①下水処理過程・家畜排泄物堆肥化過程 

人間や家畜の排泄物には多量の有機態・無
機態炭素・窒素が含まれるため、富栄養化な
どの環境影響を低減する目的で微生物を利
用した処理が行われる。これは種々の微生物
が共存した系に豊富な栄養を与えた培養系
とみなすことができる。本研究では、下水処
理場の各処理工程における水試料の採取、お
よび牛糞堆肥化過程で発生する気体試料の

経時的採取を行い、N2O および CH4のアイソ
トポマー比を調べた。 
②水素発生型発酵細菌と水素利用型 CH4生
成菌の共培養 
 微生物は嫌気的環境下で水素利用型（CO2
還元型）CH4生成と酢酸発酵型 CH4生成を行
う。これら 2 つの CH4生成に伴う炭素同位体
分別係数が、モデル構築上最も重要な要素で
ある。これまで、主として純粋培養実験によ
って菌種、成長段階、生育温度等に依存した
分別係数が求められてきた。培養実験によっ
て見積もられた CO2還元型 CH4生成に伴う
炭素同位体分別は、広範囲にわたる数値が得
られており、その理由の一つとして、それら
同位体分別が基質である H2の濃度に依存し
ていることが推測されている。本研究では、
地下帯水層中から採取した CO2還元型 CH4
生成菌を非共生培養および共生培養を利用
して異なる水素濃度で培養し、H2濃度の高い
場合と低い場合における炭素同位体分別の
違いを調べた。さらに、ほとんど研究例のな
い CH4の水素同位体分別の水素濃度依存性
を検証した。 
 
 (3)環境試料の室内培養実験および観測 
①河川水試料 
都市河川（多摩川）の複数地点で採取した

水試料と堆積物を室温で培養し、N2O の濃
度・アイソトポマー比とその時間変化を調べ
た。 
②降水および渓流水 
和歌山県の急峻なスギ人工林において、森

林がどれだけ有効に降水硝酸を浄化してい
るか（利用しているか）について、降水と渓
流水の硝酸窒素酸素安定同位体比の比較か
ら検討を行った。 
③地下水試料 
森林源頭部の地下水中に含まれる N2O に

ついて硝酸の窒素酸素安定同位体比並びに
N2O の窒素酸素安定同位体比、そしてアイソ
トポマー比を用いた解析を行った。 
④湖水試料 
 共生系での硫黄代謝による硫黄同位体分
別を決定するため、2007－2009 年に長野県深
見池の観測と湖水試料の培養および遺伝子
解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)単一微生物種の純粋培養実験 
①硝化菌・脱窒菌 
アンモニア酸化菌(N. oceani)が生成する

N2O の（平均）窒素同位体比(δ15Nbulk)と分子
内 15N 分布（SP）は、酸素濃度に依存するこ
とが明らかになった。酸素が低濃度の条件で
は、NH3から生成した NO2

-から N2O が生成し、
高濃度の条件では NO2

-の前駆物質であるヒ
ドロキシルアミン(NH2OH)から生成したもの



と考えられ、それぞれの過程の寄与率推定に
おいて SP 値が有効な指標となることがわか
った。 
脱窒菌(P. aureofaciens)が生成する N2O の

SP 値はこれまでに報告されている他の菌と
くらべて約５‰低い値を示し、脱窒過程の寄
与率の推定においては菌種による SP 値の変
動幅を考慮する必要があることが明らかに
なった。さらに、基質（NO3-）の窒素同位体
比が高いほど SP 値が低くなる傾向がみられ、
基質への依存性についての詳細な研究の必
要性が示された。 
②元素硫黄還元菌 
これまで同位体分別係数の報告がなされ

ていない元素硫黄還元菌の培養実験を行い、
硫黄同位体分別係数を初めて求める事に成
功した。４属４種の異なる硫黄還元菌はいず
れも±2‰以内の小さな同位体効果を示す事
が明らかになった。これは硫酸還元による同
位体効果よりも有意に小さいため、硫化水素
の生成過程を区別する事に利用可能である。
分別が小さい原因として基質硫黄と生成し
た硫化水素の間に同位体交換が起きている
と考えられた。この無機過程を差し引いて代
謝そのものによる分別を見積もるため、鉄に
富む培地を用いて生成した硫化水素を系か
ら隔離する実験を行ったところ、予想通り同
位体効果は-4‰まで大きくなったがなお硫
酸還元との区別はつく事が分かった。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図１．硫黄還元菌の培養実験により実測され
た同位体効果。基質硫黄で標準化した生成す
る硫化水素の同位体組成。 
 
(2)複数種（共存・競合）培養実験 
①下水処理過程・堆肥化 

下水処理場の活性汚泥を用いた処理工程
においては、生成する N2O アイソトポマー比
が溶存酸素濃度や基質（無機態窒素）濃度に
依存して大きく変動すること、嫌気的条件で
は N2O の消費も起きていることが明らかに
なった。酸素、基質などの濃度情報を総合し
て推定される反応過程との比較から、純粋培

養系で得られる微生物過程のアイソトポマ
ー比の特徴が、複数種培養系においても同様
に発現されることが示唆された。CH4につい
ては、好気的条件で消費（酸化）されること、
その際の同位体分別の大きさは純粋培養系
で得られた値の範囲内にあることが明らか
になった。また嫌気的条件では生成も起きて
いることがわかった。 
牛糞堆肥化試験では、円錐状に積み上げた堆
肥を攪拌・混合（切返し）した直後に顕著な
N2O 放出が認められ、SP 値は純粋培養系で
NO2

-から N2O が生成するときの値に近い値
を示した。このことは、遺伝子解析により堆
肥 の 表 層 付 近 に は 硝 化 菌 Nitrosomonas 
europaeaと類似のNH3酸化菌の存在が認めら
れたことおよび NO2

-の蓄積も見られたこと
と整合的であり、この複雑系においても純粋
培養系の SP の特徴が発現されることを示唆
した。 
 
②水素発生型発酵細菌と CO2還元型 CH4生
成菌の共培養 
 地下帯水層から得た試料を用いて、CO2還
元型 CH4生成菌の非共生培養系および水素
発生型発酵細菌との共生培養系を構築する
ことが出来た。その結果、系内の水素濃度を
高い場合（非共生培養系）と低い場合（共生
培養系）、に制御し、それぞれについて炭素・
水素同位体分別を決定することが出来た。 
共生培養下では、H2は発酵細菌によって生

成されるとすぐに CH4生成菌によって消費
され、共生培養系内の H2濃度は検出下限値
以下に保たれた。この共生培養下での炭素同
位体分別係数は高くなり、一方非共生培養系
では低くなった。この結果は、従来から推測
されている炭素同位体分別の水素濃度依存
性と傾向が一致し、炭素同位体分別に H2濃
度が影響していることが確かめられた。さら
にこのことから、地下深部環境中で観測され
る CO2還元 CH4生成時の大きい炭素同位体
分別は、微生物共生関係による低 H2濃度下
のメタン生成が起因していることが明らか
になった。 
一方、水素同位体分別は共生培養系では小

さく、非共生培養系では大きくなった。前述
したように、共生培養系では、H2は発酵細菌
によって生成されるとすぐに CH4生成菌に
よって消費される。この結果は、Burke(1993)
によって提唱された「実験室と実環境中の
CH4の水素同位体分別係数の相違は、H2濃度
の違いによるものである」という仮説を支持
し、本研究ではこの仮説を共生培養実験によ
って世界で初めて実証した。 
 
(3)環境試料の室内培養実験 
①河川水試料 
河川水のみの場合と比べて、水と堆積物を



培養した場合、N2O の生成速度は最大 100 万
倍に増大した。河口に近づくほど溶存 N2O 濃
度および N2O 生成速度が高い傾向が見られ、
下水処理場などから供給される無機態窒素
が堆積物中の微生物により N2O に変換され
ていると考えられた。生成する N2O の SP 値
は、培養実験で得られた硝化（NH2OH 酸化）
と脱窒（NO2

-還元）の値の間に概ね分布した
が、河口付近では非常に高い SP値が得られ、
N2O の消費（還元）も同時に起きていること
が示唆された、 
 
②降水および渓流水 

和歌山県の急峻なスギ人工林において、森
林がどれだけ有効に降水硝酸を浄化してい
るか（利用しているか）について、降水と渓
流水の硝酸窒素酸素安定同位体比の比較か
ら検討を行った。林齢が上がるに従って硝酸
の酸素同位体比は上昇し（図２）、これは高
い酸素同位体比を持つ降水硝酸が高い割合
で含まれていることを示している。 

図２．林齢と渓流水中硝酸の酸素同位体比の
関係。黒丸は採取 3日前に降雨のあった場合、
□は無かった場合。 
 
この発見は意外ではあったが、林齢の高い森
林から流出する硝酸濃度が極端に低いこと
から、急峻な日本の森林では物理的に降水硝
酸が利用されずに渓流水へと入り込む割合
が高いことを考慮すれば理解可能である。こ
の結果は、これまで北米の比較的傾斜の緩や
かなところで行われてきた渓流水硝酸ダイ
ナミクスの解析に、物理的な流出を積極的に
加味する必要性を示したものである。 
 
③地下水試料 
森林源頭部の地下水中に含まれる N2O に

ついて硝酸の窒素酸素安定同位体比並びに
N2O の窒素酸素安定同位体比、そしてアイソ
トポマー比を用いた解析を行った。これまで

行われてきた測定（N2O の窒素酸素安定同位
体比測定）では、硝化、脱窒、還元のバラン
スを議論することはできなかったが、本研究
では、アイソトポマーそして、硝酸と N2O
の窒素同位体比の変動幅をあわせて解析す
ることによって、半定量的ではあるが初めて
野外での N2O について硝化、脱窒、還元の
バランスを明らかにすることができた（図
３）。本地下水では N2O の多くが脱窒によっ
て生成されているが、硝化の寄与も無視でき
ず、さらに生成された N2O の 90%以上が N2
まで還元されていることが示された。 

 
図３．森林地下水中の N2O について、(a)硝
酸と N2O の同位体比・アイソトポマー比を
用いた解析手順、(b)実データを用いた解析。 
 
④湖水試料 
共生系での硫黄代謝による硫黄同位体分

別を存在度の低い 33S、36S を含めた 4種同位
体に拡張して決定するため、2007〜2009 年の
８シーズンに渡って長野県深見池の観測と
湖水試料の培養および遺伝子解析を行った。
その結果、夏の成層期には無酸素の深層に嫌
気的な光合成硫黄酸化と硫酸還元が共生し
硫黄の酸化および還元の循環がある事が分
かった（図４）。さらにこの共生系が単独の
硫酸還元と異なる特徴的な 33S、36S 組成を示



す場合があることを突き止めた。今後これを
堆積物に適用することで、過去の嫌気的光合
成活動を検知できる可能性がある。 
 

 
図４．湖水硫酸・硫化水素の同位体組成と硫
酸の消費率との関係。天然の硫酸還元・光合
成硫黄酸化共生系による同位体分別が直線
の傾きから求まる。 
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