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研究成果の概要（和文）：本研究では、高効率なN2O還元細菌が有する様々な生理学的特性の解明、および有価
物を産生可能なN2O還元細菌の探索を目的とした。安定同位体15Nトレーサー法と微小呼吸活性測定法を融合する
ことで、Clade II nosZタイプのN2O還元細菌がN2O削減に効果を示す環境条件を明らかにした。この細菌はN2Oに
高い親和性を有する一方、限られた有機炭素源の供給時にのみ高い活性を発揮することも明らかになった。さら
に省エネ型窒素除去バイオリアクター、埋立地浸出水、水田土壌中に生息する微生物の群集構造や活性評価を通
し、N2O削減と有価物産生に有用な細菌群の選出が行えた。

研究成果の概要（英文）：This study aimed at unraveling the physiological traits of efficient 
nitrous-oxide (N2O)-reducing bacteria and exploring the potential of bacteria able to synthesize 
value-added products by metagenomic analysis. Applying the 15N tracer approach and 
micro-respirometric assay allowed environmental conditions to fully harness clade II nosZ 
N2O-reducing bacteria for effective N2O mitigation. The bacteria showed high N2O affinity, whereas 
having a low availability of organic carbon species. Furthermore, microbial community and activity 
analyses of samples from an energy-saving nitrogen-removing reactor, a landfill treatment site, and 
rice paddies allowed the selection of efficient N2O-reducing bacteria potentially capable of 
synthesizing value-added production.

研究分野：環境化学工学

キーワード： 亜酸化窒素　亜酸化窒素還元細菌　資源回収　微小呼吸活性　メタゲノム解析　15Nトレーサー　脱窒細
菌　メタン酸化

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
排水処理施設の窒素除去の過程で排出される強力な温室効果ガスである亜酸化窒素（N2O）は、より一層の排出
削減が求められている。この課題に対する有力な手段として、N2OをN2に変換するN2O還元細菌の利用に期待が寄
せられている。一方、この細菌の生理生態への理解は不十分である。さらに、近年の排水処理利施設は資源回収
型への転換が求められている。本研究では、獲得したN2O還元細菌が優れたN2O消費活性を示す条件を明らかにし
た。さらに、有価物産生とN2O削減の双方を達成する微生物に迫る成果を得た。これらの成果は、排水処理施設
からのN2O排出削減の達成や、有価物産生プロセスの開発に繋げられる可能性を有する。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
亜酸化窒素（N2O）は二酸化炭素の 273 倍の温室効果を示すとともに、21世紀の最も深刻なオ
ゾン層破壊物質として知られている（Forster et al., 2021; Ravishankara et al., 2009）。
N2O は農地の微生物による窒素変換反応から様々な経路を介して生成しており、主要な N2O の排
出源になっている。また、生活排水処理施設からの N2O 排出や、畜産業や養殖業などの産業廃水
処理施設からの N2O 排出が増えることが予測されており（Tian et al., 2020）、その削減の抑制
が急務となっている。N2O 削減には N2O 還元酵素を保有する細菌（N2O 還元細菌）の代謝機能が非
常に重要になってくる。窒素過多の問題が顕在化している 21 世紀において、N2O 還元細菌の生
理生態を正しく理解し、その機能を最大限に発揮できる環境を創製する工学的プロセスの開発
が、排水処理プロセスで排出される N2O の削減にとって重要であるといえる。 
 窒素除去の強化および N2O 排出の削減といった課題に加え、排水中に含まれる栄養に富んだ成
分のバイオガスへの変換、有価物への変換、といった資源回収に向けたシステム開発の重要性が
喧伝されている（Guest et al., 2009）。排水中の窒素除去プロセス自体は、大量のエネルギー
を必要とし、エネルギー創出が見込めないことを鑑みると、N2O の排出抑制に新たな価値が創出
できることが望ましい。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究では、N2O の排出削減の鍵となる N2O 還元細菌の中で、高効率に N2O を N2に変換
可能な種類の生理学的特性評価を行うとともに、N2O の消費と有価物を産生可能な細菌の探索を
行うことを目的とした。これまでの研究で得られてきた Clade II nosZ のグループに属する N2O
還元細菌（Suenaga et al., 2019）の生理学的特性評価として、電子供与体・受容体の種類が N2O
消費活性に及ぼす影響を評価した。さらに、有価物を産生可能な N2O 還元細菌の探索に関しては、
生活排水処理施設、埋立地浸出水の処理施設や、水田土壌などから集積化を行い、有用種の獲得
を目指した。 
 
３．研究の方法 
（１）高活性 N2O 還元細菌の生理生態解析 
これまでの既往研究を通し、N2O を供給するガス透過膜デバイスによる N2O 還元細菌の集積化
を行い、Clade II nosZ の N2O 還元細菌の集積化、および分離培養に成功している（Suenaga et 
al., 2019）。分離培養が行えた Clade II nosZ である Azospira sp. strain I09, I13、および
Clade I nosZ である Alicycliphilus denitrificans strain I51 の N2O 還元細菌に対し、溶存
酸素および溶存 N2O 電極を挿入した微小呼吸活性装置による動力学的解析を実施した。装置の運
転条件および解析方法に関しては、既往の研究（Suenaga et al., 2018a）を参考にした。酸素
を含む培養液に飽和 N2O 水を適量チャンバーに注入することにより、溶存酸素および溶存 N2O 濃
度を時系列的に測定し、溶存 N2O 濃度の減少より細胞当たりの最大 N2O 消費速度と N2O の半飽和
定数を取得した。さらに、N2O と共存する電子受容体として亜硝酸イオン（NO2-）を供与した時の
N2O 消費速度を評価した。 
次に、電子供与体が N2O 消費速度に及ぼす影響を評価するため、Azospira sp. strain I09, 
I13 に加え、Clade I nosZ の完全脱窒型の N2O 還元細菌 Paracoccus denitrificans および
Pseudomonas stutzeri の 4 種を用いた動力学的解析を実施した。酢酸塩、コハク酸塩、メタノ
ール、エタノール、グリセロールを唯一の電子供与体として、N2O を主たる電子受容体として微
小呼吸活性装置のチャンバーに供給し、溶存 N2O 濃度の減少から N2O 消費活性を定量的に評価し
た。また、酸素存在時の N2O 消費に関する活性変動の動態を確認し、酸素暴露後の N2O 消費活性
の復元能力の違いについても評価した。 
 Azospira sp. strain I09, I13 および Al. denitrificans strain I51 の N2O 還元細菌のゲノ
ム解析より、脱窒酵素をコードする遺伝子を保有しており、硝酸イオン（NO3-）から N2まで変換
可能な代謝能力を保有していることが明らかになっている（strain I13 に関しては報告済み。
Suenaga et al., 2018b）。電子受容体として NO3-や NO2-をこれらの N2O 還元細菌に供給した場合、
検出される N2O 濃度は、N2O 生成速度と N2O 消費速度の正味の値となる。真の N2O 生成速度と N2O
消費速度を見積もるため、安定同位体である 15N トレーサー法を適用した。具体的には、安定同
位体 15N の NO3-や NO2-を N2O と同時に供給した培養を行い、分子量の異なる N2O および N2を追跡
することにより真の N2O 生成速度と N2O 消費速度を算出した。これに加え、Azospira sp. strain 
I13 と Al. denitrificans strain I51 は発現遺伝子の網羅的解析であるトランスクリプトーム
解析を実施し、それぞれの電子受容体の選好性を考察した。 
 
（２）省エネ型排水処理施設に潜む N2O 還元細菌のキャラクタリゼーション 
省エネ型窒素処理バイオリアクターとして、上向流型固定床の嫌気性アンモニア酸化（Anammox）
リアクターを対象とした N2O 還元細菌の探索と分離培養に向けた検討を実施した。Anammox リア
クターにアンモニアおよび NO2-を含む無機培地を連続供給し、バイオフィルムを形成させた。バ



イオマスを回収し、既往研究の方法（Suenaga et al., 2019）に準拠して 16S rRNA 遺伝子のア
ンプリコン解析を実施した。一方、16S rRNA 遺伝子に加え、Clade I nosZ および Clade II nosZ
遺伝子を対象とした DNA レベルと RNA レベルのサブクローニングを実施した。RNA レベルの解析
に関しては、RNA 抽出後に逆転写による相補的 DNA を合成して PCR に適用して評価を進めた。ま
た、抽出した DNA サンプルに関しては定量 PCR を行い、窒素変換を担う機能遺伝子の定量を実施
した。さらに、微小呼吸活性装置にバイオマスを適用し、集積されたバイオマスサンプルの N2O
消費活性を評価した。 
 
（３）埋立地浸出水処理施設の活性汚泥のメタゲノム解析 
有価物を産生可能な N2O 還元細菌のスクリーニングを行うため、埋立地浸出水の処理施設の活
性汚泥サンプルを採取し、メタゲノム解析を実施した。ショットガンメタゲノム解析を通し、高
品質なアセンブリ配列 Metagenome Assembled Genomes (MAGs)を回収した。得られた MAGs から
それぞれの代謝に関与する機能遺伝子の有無を確認し、N2O 還元細菌の有価物生産の潜在性につ
いて議論を行った。 
 
（４）メタノールを資化する N2O 還元細菌のキャラクタリゼーション 
埋立地浸出水や高窒素負荷の生活排水から窒素を除去する際、脱窒のための外部炭素源とし
てメタノールが供給されるケースがある。このケースを想定し、メタノールを供給するケモスタ
ット型バイオリアクターを 2系列用意し、流入させる電子受容体である NO3-および N2O 供給量を
変えて運転を継続し、バイオリアクター内で集積される N2O 還元細菌のキャラクタリゼーション
を行った。得られたバイオマスの群集構造の評価として、16S rRNA 遺伝子に関するアンプリコ
ン解析を実施した。さらに、バイオマス内で優占される N2O 還元細菌の Clade タイプを評価する
ために定量 PCR を実施し、遺伝子量の評価を実施した。 
 
（５）安定同位体プロービング（RNA-SIP）法を用いたメタン資化性細菌のキャラクタリゼーシ
ョン 
これまでの研究として、高濃度メタンが排出される水田の土壌からメタン酸化細菌の分離培
養を実施し、メタン酸化細菌 Methylosinus がポリヒドロキシアルカノエイトを合成する一連の
酵素をコードする遺伝子を保有することが分かっている（Yasuda et al., 2020）。そこで、脱窒
と嫌気的メタン酸化を行う細菌の探索とその有価物産生能評価を目的にした、RNA ベースの安定
同位体プロービング法（RNA-SIP 法）の適用を試みた。水田土壌をバイオマスとして植種したバ
イアルに 13C でラベルしたメタンおよび NO2-を封入し、嫌気状態での回分培養を実施した。NO2-

の濃度減少と 13CO2の濃度上昇が確認された時点でバイオマスのサンプリングを行い、土壌中バ
イオマスから DNA および RNA を抽出した。抽出 RNA に関しては逆転写反応により相補的 DNA を
獲得し、16S rRNA 遺伝子のアンプリコン解析を行い、脱窒とメタン酸化を同時に行う活性のあ
る細菌の同定を目指した。これらの方法は既往研究に準拠した（Aoyagi et al., 2015）。 
 
 
４．研究成果 
（１）高活性 N2O 還元細菌の生理生態解析 
微小呼吸活性装置を用いた動力学的解析により、Al. denitrificans strain I51 および
Azospira sp. strain I13 の NO2-に対する半飽和定数はともに低い値であり、どちらの細菌も
NO2-に対する基質親和性が高いことが示唆された。また、真の N2O 生成速度および N2O 消費速度
の比較を行った結果、pH中性付近においては Azospira sp. strain I13 の N2O 消費速度が N2O 生
成速度を上回った。strain I13 は最適な条件が担保された場合、N2O 消費に適した細菌であるこ
とが明らかになった。次に、pH を変動させて、NO2-と平衡状態の関係で生成する遊離亜硝酸（HNO2）
の影響を評価した。pH の低下に伴って HNO2濃度が上昇し、真の N2O 消費速度が減少することが
明らかになった。NO2-濃度が高く弱酸性～酸性の条件においては、N2O 還元細菌が N2O 生成に寄与
してしまう可能性が示唆された。 
次に、15N の NO3-と N2O の共存下での各 N2O 還元細菌の電子受容体の選好性について評価を行っ
た。Azospira sp. strain I09 と I13 は NO3-と N2O の共存下で優先的に N2O を利用することが明
らかになり、N2O選好性が強いことが明らかになった。一方で、Clade I nosZの Pa. denitrificans
と Ps. stutzeri では NO3-を優先的に使うことが示された。試験に供した N2O 還元細菌は、NO3-か
ら N2への脱窒反応を担う還元酵素をコードする遺伝子を保有しているにもかかわらず、脱窒の
生理学的特性は大きく異なることが明らかになった。この機構を解明するために、Azospira sp. 
strain I13 と Al. denitrificans strain I51 に対してトランスクリプトーム解析を実施した結
果、NO3-と N2O の電子受容体の選好性の違いを明瞭に示す遺伝子発現パターンは得られなかった。
したがって、電子受容体の選好性は電子供与体から電子受容体に配分される電子伝達機構の違
いが影響を及ぼしている可能性が示唆された。 
 電子供与体の種類が N2O 消費活性に及ぼす影響を評価した結果、Clade I nosZ の N2O 還元細菌
（Pa. denitrificans と Ps. stutzeri）および Clade II nosZ の N2O 還元細菌（Azospira sp. 
strain I09 と I13）では、電子供与体の種類の違いによって活性が大きく異なることが示され
た。Clade II nosZ の N2O 還元細菌では電子供与体による N2O 消費活性が大きく変動し、Azospira 



sp. strain I13 では、N2O 消費の最大活性が得られた酢酸塩に対し、グリセロールでの活性は約
1/10 に落ち込んだ。また、Azospira sp. strain I13 に酢酸塩を供給した際の N2O 消費速度は他
の N2O 還元細菌の速度と比較して、7～37 倍の大きいことが示された。さらに、高い N2O 消費速
度が得られる電子供与体の際、酸素暴露後の N2O 消費活性の回復は短い時間で達成された。これ
らの結果はゲノム解析によって得られた各有機物の分解に関連する機能遺伝子の有無により説
明できることが示された。例えば、Azospira sp. strain I13 は、メタノール、エタノール、お
よびグリセロールの一連の分解酵素をコードする一部の遺伝子が欠落しており、完全分解には
代謝経路をバイパスする必要があると推察される。これに伴う代謝効率の低下が N2O 消費活性に
影響をもたらしていることが示唆された。以上より、Clade II nosZ の完全脱窒型の N2O 還元細
菌である Azospira sp. strain I09 および I13 は、限られた有機炭素源で高い N2O 消費を行うス
ペシャリストであることが示唆された。 
 
（２）省エネ型排水処理施設に潜む N2O 還元細菌のキャラクタリゼーション 
16S rRNA 遺伝子のアンプリコンシーケンス解析の結果、Chloroflexi が Anammox に次ぐ細菌
群であることを示唆した。また、Clade I および Clade II nosZ に基づくサブクローニングの結
果、Chloroflexi が DNA および cDNA をベースとする Clade II nosZ で高い割合で検出され、N2O
還元細菌である可能性を示唆した。Chloroflexi は Anammox 細菌と共生関係を有しており、遺伝
子型から N2O 還元能を有していることが報告されているが（Hosokawa et al., 2022, Lawson et 
al., 2017）、本成果は、Chloroflexi が電子受容体として Anammox リアクターで生成する N2O を
用いて N2に変換している可能性を示唆するものである。 
 Anammox リアクターから採取したバイオマスを微小呼吸活性装置に適用し、動力学的解析を行
った結果、このバイオマスは N2O の半飽和定数が高い値となり、バイオマスの凝集状態によって
は、N2O の消費は限定的である可能性が示された。 
 
（３）埋立地浸出水処理施設の活性汚泥のメタゲノム解析 
埋立地浸出水処理施設の活性汚泥のメタゲノム解析を実施し、高品質の MAGs を獲得した。
Completeness が高く Contamination が低い 49の MAGs のうち、33の MAGs は N2O 還元酵素をコー
ドする nosZ を保有していることが明らかになった。さらに、この 33 の MAGs のうち、NO2-還元
酵素および一酸化窒素還元酵素を保有している MAGs は 2 つのみであり、ほとんどの N2O 還元細
菌は脱窒反応が完結しない非脱窒性の遺伝子型であることが示唆された。さらに、33の MAGs の
うち、3つの MAGs は 20 種類全てのアミノ酸の合成酵素をコードする遺伝子を保有しており、有
価物産生に長けた種類である可能性が示された。 
 
 
（４）メタノールを資化する N2O 還元細菌のキャラクタリゼーション 
 メタノールを唯一の炭素源として連続運転を行ったケモスタット型バイオリアクターにて集
積された微生物の群集構造解析として、16S rRNA遺伝子に基づくアンプリコン解析を実施した。
N2O や NO3-の供給負荷に関わらず、集積された N2O 還元細菌はほとんどが Clade I nosZ であり、
（１）で実施した電子供与体の種類が Clade I および Clade II の N2O 還元細菌の N2O 消費活性
に及ぼす影響評価の結果と一致する結果が得られた。N2O や NO3-の供給量の違いは
Proteobacteria の優占種に違いをもたらし、N2O 供給負荷が高い際には Burkholderiales、
Rhizobiales、Rhodobacterales が、負荷が低い際には Burkholderiales の相対存在率が高くな
った。また、それぞれのバイオリアクターで集積されたバイオマスは、高い酸素濃度によっても
N2O 消費活性が大きく阻害されることがなく、微好気条件においても N2O 排出の削減が見込める
可能性が示唆された。作用機序を明らかにするために、遺伝子転写やタンパク質発現解析を行う
ことが今後の課題となった。 
 
（５）RNA-SIP 法を用いたメタン資化性細菌のキャラクタリゼーション 
13C を高い割合で取り込んだ微生物は Gammaproteobacteria の Methylococcaceae 科の一種に
相同性が高い種であった。この種類の相対割合はバイオマス中の約 5%であり、バイオマスサン
プル中の優占種ではないものの、高いメタン酸化活性を有することが示唆された。相同性が高い
種が保有するゲノム情報をデータベースから調査した結果、ポリヒドロキシアルカノエイトを
合成する一連の酵素をコードした遺伝子、および NO2-還元酵素や N2O 還元酵素をコードする遺伝
子は保有していなかった。今回検出された高活性なメタン酸化細菌は、脱窒能やポリヒドロキシ
アルカノエイト産生能を保有していない可能性が高く、N2O 消費や有価物産生を可能にする細菌
の同定には至らなかった。N2O 還元を含めた脱窒反応を行いながら有価物を産生する細菌の同定
と獲得に向け、バイオマスの集積化方法や、13C でラベルされたメタンを用いた培養条件の再検
討が課題として残された。 
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