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研究成果の概要（和文）：真菌（カビ）と細菌（放線菌と脱窒細菌）の新規な窒素代謝系の研究

を行った。カビ脱窒系では亜硝酸還元酵素 NirK の遺伝子取得に成功し、その研究を通じてミ

トコンドリアの起源と進化に関して新たな視点をもたらした。さらに、カビの共脱窒、S. 

coelicolor の新規窒素代謝、N2O 発生抑止型脱窒菌である P. stutzeri TR2株の脱窒特性および

生残性に関して、詳細な解析を行った。 

 
研究成果の概要（英文）：We studied novel nitrogen metabolisms of Eukaryotic microbes 

(fungi) and Bacteria (Actinomycetes and denitrifier). For the fungal denitrification system, 

we succeeded in obtaining the gene for nitrite reductase (nirk), providing a novel point of 

view about the origin and evolution of mitochondria. In addition, we studied fungal 

codenitrification, a novel nitrogen metabolism of S. coelicolor, and the characteristics and 

survival of P. stutzeri TR2. 
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１．研究開始当初の背景 

 生命による無機窒素循環系である窒素サ
イクルは地上における主要な物質循環系の
一つとして、また生命への窒素供給源として、
生物圏において重要な役割を果たしている。
研究代表者らは真菌 Fusarium oxysporum
の脱窒の発見を皮切りに、近年、カビの普遍
的な脱窒、カビのアンモニア発酵、放線菌の
脱窒など、窒素サイクルに関わる新規代謝あ
るいは新規メンバーを多数見出し、微生物に

よる窒素サイクルが従来知られていたもの
より遥かに多彩であることを明らかにして
きた。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、上記の発見をさらに発展させ、
微生物窒素代謝の総合的理解のための基盤
を創成することを目的とし、それらの分子機
構を明らかにする 
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(1) カビ脱窒系 

 脱窒系は硝酸イオンを二原子窒素にまで
還元する４段階より構成される（NO3- → 

NO2- → NO → N2O → N2）。これまで研究
代表者らは３番目の一酸化窒素(NO)還元が
P450nor により行われることを明らかにし
てきた。本研究では２番目の亜硝酸(NO2-)還
元酵素(NirK)の遺伝子を取得し、その性質を
調べる。 

 

(2) フラボヘモグロビン(FHb)の生理機能 

 FHb は真核および原核微生物に普遍的に
分布し、酵素活性として NO ジオキシゲナー
ゼ（NOD）活性（NO + O2 + e- → NO3-）を
示すことが知られている。麹菌 Aspergillus 
oryzae ゲノムに存在する２種類の Fhb 遺伝
子の生理機能を解明する。 

 

(3) 共脱窒 

 共脱窒現象はカビ脱窒に付随する興味深
い反応で、亜硝酸と他の窒素化合物（アミノ
酸などの窒素ドナー）からハイブリッドの
N2を生成する。しかし、類似の反応が非生物
的にも起こる。カビ共脱窒反応が生理反応で
あるかどうかを検討し、その反応の詳細を明
らかにする。 

 

(4) 放線菌の新規窒素代謝 

 放線菌は多くの人類の役に立つ抗生物質
や抗寄生虫薬、抗がん剤、免疫抑制剤などを
生産するため、人類にとって非常に有用であ
り、世界中で多くの研究者の研究対象とされ
ている。これまで絶対好気性細菌とされてき
た土壌細菌である Streptomyces 属放線菌か
ら、嫌気的に生育可能な S. antibioticus を
見出した。興味深いことに本菌は、通性嫌気
性放線菌という特徴のみならず、これまでに
報告例の無い実にユニークな新規代謝系を
有していた。この代謝系は生体内で有機体窒
素から無機窒素酸化物を生成する代謝系で
あり、NOD 活性を持つ Fhb と膜結合型硝酸還
元酵素(dNar)の 2つの酵素が関与していると
考えられる。Fhb 及び dNar はこれまで様々な
細菌で研究されているが、本菌のこの 2つの
酵素はいずれも、発現条件が既知のあらゆる
知見と全く異なっており、本新規代謝系との
関わりのある結果が得られたことは非常に
興味深い。全塩基配列の解析が終了している
S. coelicolor について検証したところ S. 
antibioticus と同様の現象を確認したため、
S. coelicolor について分子生物学的手法を
用い本新規代謝の意義を検証することとし
た。本研究は、放線菌の新規な窒素代謝系を
分子レベルで明らかにして、地球上の窒素サ
イクルの新たな学術的知見を得ることを目
的とする。また、各種発酵生産における放線
菌の通気などによる生育制御や、本代謝系を

利用した排水処理技術の開発などの応用が
期待できる。 
 

(5) N2O 発生抑止型脱窒菌 

 廃水処理の過程で強力な温室効果ガスで
ある N2O が発生することはよく知られてい
る。その主要因がどのような微生物によるも
のなのかを明らかにする。さらに、好気条件
において N2Oの放出が少ない微生物（脱窒エ
キスパート）について、既に取得している
Pseudomonas stutzeri TR2株の特性を排水
処理条件において詳細に検討しつつ、より強
力な新規微生物の探索を行う。 

 

３．研究の方法 

 
(1) カビ脱窒系 
 強力な脱窒真菌 F. oxysporum、
Cylindrocapon tonkinense と麹菌 A. oryzae
から、特定の誘導条件で特異的に発現する遺
伝子を取得する suppression subtractive 
hybridization(SSH)法により nirK 遺伝子を
取得した。これらの遺伝子の異種宿主での発
現と蛋白質の精製、各種脱窒条件での発現解
析、他の生物由来の nirK 遺伝子との分子系
統樹解析を行った。 
 
(2) FHb の生理機能 
 A.oryzae ゲノムより２種類の FHb 遺伝子
(fhb1, fhb2)をクローニングし、異種宿主で
の発現と蛋白質の精製、酵素活性の確認と性
質解明を行った。さらに両遺伝子の発現条件
の検索や、遺伝子破壊および過剰発現の影響
などを検討し、これら２種の Fhb の細胞内局
在、酸化ストレスや NO ストレスに関する生
理機能などを調べた。 
 
(3) 共脱窒 
 ３種類のカビ(F. oxysporum, C. 
tonkinense, F. solani)の共脱窒を測定し、
最も活性の強かった F. solani を用いて実験
を行った。亜硝酸または窒素ドナーを安定同
位体 15N でラベルして生成するハイブリッド
N2(

29N2)を測定した。菌体と破砕液を用いて動
力学的解析を行った。 
 
(4) 放線菌の新規窒素代謝 
 本代謝系に関与することが示唆されてい
る各遺伝子破壊株を作成し、親株との表現型
の比較、窒素酸化物の生産量などを比較した。
また、窒素酸化物の受容タンパク質の候補を
推定し、遺伝子破壊、プロテオーム解析を行
った。 

 
(5) N2O 発生抑止型脱窒菌 
 間歇曝気式廃水処理の硝化過程から N2O が
発生する主要因を探るために、豚糞排水処理



 

 

由来の活性汚泥を用いたモデルシステムを
構築して、NirK の阻害剤の添加、nirK 遺伝
子の発現の解析などを行った。P. stutzeri 
TR2 株は、好気脱窒特性および脱窒条件での
活性汚泥中での生残性を検討した。N2O 還元
能力の高い新規な菌の単離には、上記廃水処
理システムの活性汚泥を単離源に用いた。硝
化脱窒槽の環境に似た培地を用いて、気相を
N2O で置換した条件で５回の液体集積培養と
プレート培養を行い、２次にわたるスクリー
ニングをかけた。 
 
４．研究成果 
 
(1) カビ脱窒系 
 F. oxysporum より nirK 遺伝子の取得に成
功した。大腸菌で発現して精製した NirK の
性質解明を行い、それが十分高い亜硝酸還元
活性を持つこと、EPR などの分光学的測定か
らタイプ 1とタイプ 2の銅を両方持つことを
明らかにした。その後、麹菌 A. oryzae から
も、nirK 遺伝子の単離に成功した。A. oryzae
の nirK 遺伝子は脱窒条件に応答して転写量
が増加すること、その遺伝子産物がミトコン
ドリアに局在することを明らかにした。さら
に、カビ C. tonkinense の解析を行い、NirK
と FHb が脱窒に関与することを示した。本研
究により、カビの nirK が細菌脱窒系の nirK
のオルソログであることを明らかにした。真
核生物からの nirK 遺伝子の単離は初めての
例である。一方近年のゲノム解析により多く
のカビのゲノムが読まれているが、それらに
nirK ホモログが数多く見いだされる。細菌、
古細菌と真核生物を合わせた nirK およびそ
のホモログの系統樹では、真核生物のものは
全て同じクラスターに分離された（図１）。 
 

 
図１ 

 
このことは真核生物 nirK が同一起源（おそ
らくプロトミトコンドリア）であることを意
味し、ミトコンドリアの起源と進化に関して
新たな視点を投じた。 
 
(2) FHb の生理機能 
 まず、A. oryzae の２種類の FHb の生化学
的性質を明らかにした。FHb1 と FHb2 は溶液

中でそれぞれ単量体と二量体で存在し、どち
らも高い NOD 活性を示した。FHb1 は NADH と
NADHP の両方を電子供与体として利用できる
のに対し、FHb2 は NADH しか利用できなかっ
た。FHb2 には N末端にミトコンドリアへの局
在シグナルがあることから、FHb1 と FHb2 は
それぞれ細胞質とミトコンドリアで NO 解毒
に関わることが予想された。 
 次に、酸化ストレス耐性に関して研究を行
った。fhb1 および fhb2 遺伝子破壊株は、過
酸化水素に対して野生型より高い耐性を示
した。Fhb2 遺伝子を過剰発現させた株は過酸
化水素耐性が低下したことから、カビの Fhb
は酸化ストレス耐性に悪影響があることが
分かった。 
 さらに、NO ストレス耐性と両 FHb の細胞内
局在に関する研究を行った。細胞外の NO ス
トレスに対して fhb1 は転写レベルで応答し
たのに対し、fhb2 は変化がなかった。GFP と
の融合タンパク質を用いて、FHb1 と FHb2 が
それぞれ細胞質とミトコンドリアに局在す
ることを明らかにした（図２）。 
 

 

図２ 
 
fhb2 遺伝子は野生株では転写量が低すぎて
検出できなかったが、nirK の過剰発現株では
検出された。以上の結果より、FHb1 は細胞外
の NO ストレスに、FHb2 は細胞内のミトコン
ドリアでの脱窒に由来する NO ストレスに対
して、それぞれ防御機構として機能している
ことが示された。 
 
(3) 共脱窒 
 F. solani を用いて、窒素ドナーとしてア
ニリンを利用した共脱窒の解析を行った。動
力学的解析から、それが化学反応ではなく、
生物反応によるものであることが示された。
亜硝酸、アニリンのいずれをラベルした場合
にも大量のハイブリッド N2が生成し、窒素原
子の回収率は 50%以上と非常に高かった（図
３）。 



 

 

 

 

図３ 
 
 NirK の阻害剤は共脱窒を強く阻害したこ
とから、亜硝酸還元酵素の関与が示唆された。
亜硝酸の代わりに NO を用いてもハイブリッ
ド N2が生成したことから、共脱窒の直接の反
応物質は亜硝酸ではなく NO であることが示
唆された。近年、他のグループにより草地土
壌においてカビの脱窒と共脱窒が優勢であ
ることが報告されており、カビの共脱窒も脱
窒と同様に環境中で普遍的に起こっている
ことが明らかになりつつある。 
 
(4) 放線菌の新規窒素代謝 
 dnarの破壊株、fhb破壊株、相補株を作成し
解析した結果、本菌のdNar、Fhbが確かに本代
謝系に必須であることを明らかにし、新規窒
素代謝系の作業仮説についてそのほとんどを
明らかとした。dnar破壊株（亜硝酸非生産株）
及びfhb破壊株（内在性NO蓄積株）の形態観
察を行ったところ、dnar破壊株では、赤色抗
生物質生産が全く確認されず、かつ気菌糸形
成に異常が見られた。この表現型は培地に亜
硝酸を添加することによって回復した。一方、
fhb破壊株では、逆に赤色抗生物質生産量が顕
著に増加した。これらの結果は、明らかに、
菌自らが生産する窒素酸化物が二次代謝制御
に関与していることを示していた。その後、
赤色抗生物質生産に関与する遺伝子の転写解
析を行ったところ、NOに速やかに反応し転写
レベルが顕著に増加した。以上の結果より、
本菌の生産している窒素酸化物が二次代謝を
制御するホルモンとして作用していることを
明らかとした。 

 本代謝系により生産される窒素酸化物の
受容体候補を推定し検証した結果、２つのタ
ンパク質について、受容していることを明ら
かとした。遺伝子破壊の結果、一方は本代謝
系の酵素 dNar の発現を制御し、その他いく
つかの遺伝子の転写因子でもあった。その制
御下の遺伝子を破壊した結果、抗生物質生産、
形態分化に顕著に影響が見られた。また、も
う一方の遺伝子は一酸化窒素を受容し、形態
形成を制御していることが示唆された。 

 
(5) N2O 発生抑止型脱窒菌 
 豚糞廃水処理槽由来の活性汚泥を用いた

モデルシステムを構築し、アンモニアおよび
ヒドロキシルアミンを用いて好気条件で運
転した結果、大量の N2O が発生し、これらの
脱窒基質が枯渇した時点で N2O の発生は停止
した。アンモニアを硝酸および亜硝酸に置換
した場合には N2O は発生しなかったことから、
硝化条件における N2O の発生は、亜硝酸酸化
細菌(NOB)による亜硝酸の酸化によるもので
も、従属栄養脱窒細菌によるものでもなく、
アンモニア酸化細菌（AOB）によるアンモニ
アの酸化に由来することが示唆された。AOB
の硝化反応の産物である亜硝酸を加えたと
ころ、N2O が大量に発生したことから、これ
が脱窒により生成したと考えられた。NirK の
阻害剤を加えたところ、ヒドロキシルアミン
からの N2O 発生がブロックされた。さらに、
硝化条件下の活性汚泥からは、AOB の nirK 遺
伝子の発現が確認された。以上の結果から、
硝化プロセスにおける N2O 発生は活性汚泥中
の AOB による脱窒が原因であることが示され
た。 
 P. stutzeri TR2 株の脱窒活性を様々な脱
窒菌(P. aeruginosa, P. denitrificans, R. 
pikettii K50, P. stutzeri ZoBell)と比較
した結果、TR2 株は強い脱窒活性を示し、調
べた全ての条件でほとんど N2O を生成しなか
った。他の脱窒菌は脱窒条件では生育速度が
遅くなるのに対し、TR2 株の生育速度は脱窒
条件においても好気条件と同程度であった。
また、TR2 株は高濃度の亜硝酸の毒性に対し
て耐性を持ち、良好な脱窒基質とした（図４）。 
 

 
図４ 

 
亜硝酸と N2O が同時に存在する条件では、TR2
株は N2O を優先的に脱窒した。脱窒遺伝子の
解析を行ったところ、シトクロム cd1 タイプ
の亜硝酸還元酵素遺伝子(nirS)と N2O 還元酵
素(nosZ)が高発現していた。特に、nosZ 遺伝
子は、好気的な非脱窒条件においても恒常的
に発現していることが分かった。 
 また、TR2 株を活性汚泥と共培養し、高濃
度のアンモニアを含む豚糞処理水由来の培
地を用いて５回の継代培養を行い、その生残
性を調べた。その結果、TR2 株はこのような



 

 

条件でも増殖できること、亜硝酸が硝酸より
も TR2 株の生残性に適していること、TR2 株
は好気条件においても強い生残性を示すこ
とが分かった。以上の性質から、TR2 株は好
気脱窒条件に適した、脱窒のエキスパートと
しての性質を示すことが分かった。 
 N2O 発生抑止効果をもたらす新規有用脱窒
菌の単離を行った結果、５種類の微生物
（M-01, M-07, M-08, M-11, M-13 株）の単離
に成功した。M-01 株と M-11 株が Pseudomonas
属、M-13 株が Paracoccus 属に属していた。
M-07株はAdvenella属の新種として認められ、
Advenella faeciporci と 命 名 し た 。 A. 
faeciporci を含む Advenella 属の 16S rRNA
遺伝子による系統樹を示す（図５）。 
 

 

図５ 
 
また、M-08 株は Pseudomonadaceae 科の新属
である可能性が示唆された。これらの株の脱
窒特性を調べた結果、M-07 株以外は全て強い
N2O 還元能を有することが判明した。M-11 株
は全く N2O を放出しないことが分かり、M-01
株は N2O 還元能が強いものの、硝酸および亜
硝酸からの脱窒能が非常に弱いという変わ
った特徴を有していた。活性汚泥への添加実
験を行った結果、どちらも高い N2O 発生抑止
能を示すことが分かった。ただし、M-01 株の
方が生残性が高く、廃水処理での利用に適し
ていることが分かった。続いて、M-01 株と
M-11 株の脱窒遺伝子をクローニングしたと
ころ、どちらも nirS, norCB, nosZ 遺伝子を
１つづつ有していることが分かった。さらに、
M-08 株の脱窒遺伝子構造の解析を行ったと
ころ、nirS と nosZ を２種類づつ持つことが
判明した。複数の nosZ が機能的に働くとい
う報告はこれまでなく、興味深い発見である。 
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