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研究成果の概要（和文）：酸性土壌における硝化のメカニズムを明らかにするため、耐酸性硝化微生物コミュニ
ティーの窒素代謝系の特徴と主要な硝化菌の分離を検討した。その結果、新規な耐酸性型アンモニア酸化細菌の
分離に成功した。また耐酸性硝化コミュニティーにおいて機能する中性型の亜硝酸酸化菌を純粋分離して、中性
菌でも酸性環境で機能することを示した。さらに分離した硝化コミュニティーのメタゲノム解析から主要な菌株
のゲノム情報を推定した。以上から硝化の過程で菌体外に生産した多量の多糖など起点とした硝化微生物コミュ
ニティーによる窒素代謝系が形成され、硝化と脱窒が同時に進行し酸性条件下でも硝化が安定的に進行するとい
う結論を得た。

研究成果の概要（英文）：To elucidate the mechanism of nitrification in acidic soils, we investigated
 characteristics of nitrogen metabolism of acid-tolerant nitrifying microbial community and key 
nitrifying bacteria. Isolation of a novel acid-tolerant ammonia-oxidizing bacteria was successfully 
achieved. Neutral-type nitrite-oxidizing bacteria that functions in the acid-tolerant nitrifying 
community was cultured in pure, and it was shown that even neutral nitrite-oxidizing bacteria can 
function in an acidic environment. Genetic information involved in nitrogen metabolism such as 
denitrification of heterotrophic bacteria was examined by metagenomic analysis. It is assumed that a
 heterotrophic bacterial community is formed by utilizing polysaccharides produced by the nitrifying
 bacteria, and that a complex nitrogen metabolic pathway is formed in the community. Based on these 
results, it was deduced that nitrification and denitrification proceed simultaneously and stably 
even under acidic conditions.

研究分野：土壌微生物

キーワード： 窒素循環　硝化菌　アンモニア酸化菌　亜硝酸酸化菌

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
これまで知られている酸性土壌環境に適応したアンモニア酸化細菌は1種のみであったが、本研究において新属
と推定される新規なアンモニア酸化細菌の分離と特徴づけに成功した。さらに酸性環境でも中性型の亜硝酸酸化
細菌が微生物コミュニティー中で機能することを明らかにした。これらの知見は酸性土壌における窒素循環や一
酸化二窒素の生成機構の理解に貢献する。さらに酸性土壌の硝化制御技術（例えば硝化抑制剤の設計や窒素肥料
施用法の改善技術）の開発に役立てることができる。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
陸域に占める酸性土壌（pH5.5以下）の割合は 30％にも及び世界中に広範囲に分布しており、
このうち 50％が農地に利用されているか農地への利用が可能とされ、人口増加への食糧供給の
場として期待されている。また化学肥料の投入によって酸性化した土壌も広く分布する。これら
の酸性土壌でも硝化活性は中性土壌と同等以上であり、さらに温室効果ガスN2Oの発生比率が
高いことから、酸性土壌の硝化の解明は重要な課題とされている。しかし酸性土壌には窒素サイ
クルのミッシングリンクが存在している。その最大の謎は、酸性環境に適応した硝化菌‐アンモ
ニア酸化菌と亜硝酸酸化菌‐が不明なことであった。ところが 2011年に好酸性型のアンモニア
酸化古細菌が欧州の研究グループにより分離された。そして 2017年には申請者らが独自の分離
方法を確立し、酸性環境に適応した新規な耐酸性アンモニア酸化細菌の分離に成功した。比較ゲ
ノム解析からこの耐酸性アンモニア酸化細菌は、海洋・塩湖固有種とされている好塩性アンモニ
ア酸化細菌が陸域生態系に進出し酸性土壌に適応したことを示した。さらに調査対象の土壌の
メタトランスクリプトーム解析（アンモニア酸化酵素のmRNA発現量）とメタゲノム解析によ
り、この分離株が実際に強酸性土壌で硝化を担う主要な微生物であることを証明した。しかしこ
れらの知見だけでは、依然として酸性環境の硝化を説明することはできず、このため酸性条件で
起こる硝化と亜硝酸などの無機窒素の化学反応あるいは脱窒がどのような関係にあるのか、そ
して酸性土壌の高い硝化活性やN2O生成機構も謎のままであった。 
 
２．研究の目的 
本研究では、酸性土壌から分離した硝化菌を含む複数種の微生物からなる耐酸性硝化微生物
コミュニティーの窒素代謝系の特徴および硝化菌とその生育を支える複数種の細菌とが共生し
てコミュニティーを形成し酸性環境で安定的に機能するメカニズムを解析するとともに、土壌
模擬実験系を用いて硝化微生物コミュニティーが酸性条件下で高い硝化能を維持し、これらの
コミュニティーから排出される中間代謝物亜硝酸の化学反応や脱窒菌によるN2Oの生成と消費
を、ゲノム情報など多角的に解析し、硝化や他の微生物の代謝系や化学反応が関与する窒素動態
を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）鍵となる硝化菌を分離あるいは集積する方法を確立し、その特徴を明らかにするために生
理試験、ゲノム解析を実施した。 
（２）複数種の細菌により安定的に維持されている凝集体から全ゲノムを抽出し、コミュニティ
ーとしてゲノム解析を行い、個別の細菌のゲノムを再構築する。この結果に基づきコミュニティ
ー全体の代謝ネット―ワークマップを解析した。 
（３）土壌における硝化微生物コミュニティーの硝化活性や共生状態を明らかにするために、疑
似土壌モデル実験系として球状の多孔質ポリビニルアルコール樹脂（PVA 多孔質体）に凝集体を
形成させ、安定的に生存・増殖させる方法を検討した。 
 
４．研究成果 
（１）新規に分離した 20 種以上の細菌からなる耐酸性硝化コミュニティーの中心となっている
アンモニア酸化細菌を特定した。この菌株は gamma-Proteobacteria に属すアンモニア酸化細菌
（GAO100）であった。GAO100 は、系統マーカー遺伝子と比較ゲノム解析から、我々がこれまで
分離した耐酸性アンモニア酸化細菌 Nitrosoglobus terrae TAO100 とは、分類的には離れてお
り新規な種あるいは属であることを示した。また TAO100 の生育の pH の低限が 1.9 であるのに
対し、GAO100 では pH3.4 であった。ゲノムサイズは海洋・塩湖由来の Nitrosococcus 属と TAO100
の中間的なサイズあった。GAO100 は単独では安定的に増殖できず耐酸性硝化コミュニティーが
形成する細胞凝集体中で安定的に増殖した。このため GAO100 の細胞を遠心分別法で回収する手
法を確立し実験に用いた。一方、この耐酸性硝化コミュニティーには亜硝酸酸化菌（GNO100）が
存在することがコミュニティーのアンプリコン解析により示された（以下（3）で詳述）。この耐
酸性硝化コミュ ニティー中では、硝化は GAO100 と GNO100 が共生的にアンモニア→亜硝酸→硝
酸という完全硝化反応を進めていることが示された。 
（２）GAO100 のゲノム配列を決定しコードされる遺伝情報を解析した。TAO100 および既知の塩
湖や海洋に生息する好塩性アンモニア酸化細菌 （Nitrosococcus 属）と GAO100 の比較ゲノム解
析を行い、機能の推定や進化的な類縁性を解析した。その結果、GAO100 は Nitrosococcus が保
持している浸透圧耐性関係の遺伝子を維持していた。しかし TAO100 はこれらの遺伝子を失って
いることから、GAO100 は Nitrosococcus が陸域に進出して TAO100 が分岐する前の種であると推
察された。また GAO100 は TAO100 が失っている脱窒系の遺伝子を一部保持していた。さらに系統
遺伝子やゲノム情報の比較から GAO100 は、Nitrosoglobus terrae と好塩性アンモニア酸化細
菌（Nitrosococcus）の中間に位置付けられた（図１）。 



 
（３）耐酸性硝化コミュニティーにおいて亜硝酸酸化を担う GNO100 の純粋分離に成功した。こ
の分離株のゲノム配列を決定して遺伝情報を詳細に解析した。16SrDNA 配列の比較から GNO100
は Nitrobacter hamburgensis と同種と考えられた。しかしゲノムタイピング「ANI（Average 
Nucleotide Identity）」の結果からは別種あるいは別属と推定された。また N. hamburgensis の
ゲノムサイズは 4.4Mb であり、GNO100 は 3.4Mb とかなり小さく、CDS 数も少なかった。 本菌株
は硝酸還元酵素から一酸化窒素還元酵素までの脱窒系遺伝子を保有していたが、一酸化二窒素
還元酵素は有していなかった。また耐酸性に必要な遺伝子も確認されなかった。そこで培養実験
で調べたところ、pH6 以下では生育しなかった。しかし硝化微生物コミュニティーは pH3.5 程度
まで亜硝酸酸化能を示すことから、このコミュニティーは GNO100 を酸性から保護する機能を有
するかあるいは GNO100 が酸性環境に耐える未知の機能を有していると推定された。   

 
（４）完全長 16SrDNA のアンプリコン解析の結果から、コミュニティーを構成する細菌は約 20
種類程度で、このうち GNO100 の割合は約 30％、GAO100 は約 15％であった。また細胞凝集体を
構成する多くの細菌種は未培養菌で新種、新属と推定された。ショットガンメタゲノム解析から
は既知の一酸化窒素還元酵素遺伝子と相同性の高い３つの遺伝子を含む各種 脱窒系遺伝子群が
確認された。以上から本コミュニティーは硝化・脱窒サイクルを駆動する細菌群から構成されて
いることが示された。 
（５）GAO100 と GNO100 を含む 20 種以上の微生物コミュニティーのロングリードおよびショー
トリードメタゲノム解析を行い、構成する個々の微生物のゲノムをアセンブルした。その結果、
11 種の細菌について Finished Level MAG（完全性の高いゲノム）が、11 種の細菌については
High-quality draft MAG（前記に次ぐ完全性）を構築することができた。Finished Level MAG が
得られた細菌のうち、11 種が脱窒遺伝子 NirK を有しているが、このうち Nor を有するものは 4
種、NosZ を有するものは 1種のみであった。このほかの代謝遺伝情報、さらには GAO100 と GNO100
のゲノム情報から微生物コミュニティー中の微生物間の代謝系の関係性を示す代謝ネット―ワ
ークマップの作製が可能となった。一方、これらの菌株は培養液中で強固な凝集体を形成し、凝
集体を成長させながら分散しさらに凝集体として増殖した。GAO100 と GNO100 を除く構成種はメ
タゲノム解析から従属栄養細菌と考えられ、脱窒代謝系を有する種も多数確認された。このこと
からこれらの従属栄養細菌は、硝化反応を担う GAO100 がアンモニアを GNO100 が亜硝酸をエネ
ルギー源として炭酸固定し増殖して、この過程で菌体外に生産した多量の多糖や GAO100・GNO100
の死菌体を栄養源として利用し増殖していると推定された。このように硝化菌による炭酸固定
を起点とした微生物コミュニティーによる窒素代謝系が形成され、凝集体中の酸素濃度や pH の
不均一性などの環境要因の影響下で硝化と脱窒が同時に進行し酸性条件下でも硝化が安定的に
進行すると推定された。 
（６）当初計画で予定した PVA（ポリビニルアルコール polyvinyl alcohol）多孔質体を用いた
微生物コ ミュニティーの形成を検討したが、GAO100 は GNO100 を含む複数種の細菌と安定的な
凝集体を形成しており、PVA 多孔質体に微生物コミュニティーを形成させることは困難であった。
GAO100 が生産する細胞外多糖と推定される物質がコミュニティーの安定化と凝集体の形成に寄
与しているためと推定された。 

 図１16SrDNA配列に基づく GAO100株の系統的位置づけ 
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 図２  16SrDNA配列に基づく GNO100株の系統的位置づけ

   アウトメンバー：Nitrosomonas_europaea ATCC19718 
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