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研究成果の概要（和文）：好気性アンモニア酸化細菌が温室効果ガス亜酸化窒素（N2O）を生成する２つの経路（アン
モニア酸化過程および硝化菌脱窒過程）を、15Nおよび18O安定同位体トレーサーを用いて分別定量するために、(1) 調
製した各種標識N2Oガスを用いて、ガスクロマトグラフィー質量分析計（GC/MS）におけるN2Oのフラグメント効率やス
クランブル比を求めた。(2) Nitrosomonas属細菌の純粋培養株の細胞懸濁液を用いてN2O生成速度を定量したところ、N
2O生成の第３の経路（ハイブリッドN2Oの生成）が新たに示された。N2O生成に対する３つの経路のそれぞれの寄与率は
菌株によって異なることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Ammonia-oxidizing bacteria (AOB) have been shown to produce nitrous oxide (N2O) 
from hydroxylamine (NH2OH) during ammonia oxidization and/or from nitrite (NO2-) during nitrifier 
denitrification under aerobic condition. The aim of this study is to determine which mechanisms are 
responsible for producing N2O by AOB species using a 15N and 18O tracer technique. (1) The fragmentation 
and the scrambling ratio of N2O were determined by GC/MS. (2) Cell suspension of Nitrosomonas strains 
formed hybrid N2O from NH2OH and NO2-. The dominant pathway in N2O production differed among Nitrosomonas 
strains under a condition, where they were allowed to grow optimally.

研究分野： 微生物生態学

キーワード： 安定同位体トレーサー　アンモニア酸化細菌　亜酸化窒素　硝化　脱窒　窒素循環　温室効果ガス　ガ
スクロマトグラフィー質量分析計
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１．研究開始当初の背景 
 好 気 性 ア ン モ ニ ア 酸 化 細 菌
（ammonia-oxidizing bacteria, AOB）は温室効
果ガスおよびオゾン層破壊の原因となる亜
酸化窒素（N2O）を生成し、性格の異なる２
つの生成経路を持つ；アンモニア酸化過程に
おけるヒドロキシルアミン（NH2OH）由来（図
１①）および硝化菌脱窒過程における亜硝酸
塩（NO2

−）由来（図１③）。しかし、これら
の経路を明確に分別して定量できる方法が
なく、それぞれの寄与は不明であり、N2O 発
生を抑制するための操作因子を割り出すこ
とは難しい。例えば、大量の窒素成分が集約
されるシステム廃水処理系から発生するN2O
は量的にも多く、また技術的な対応も可能な
ことから、その低減技術の開発が課題となっ
ているが、ここでの N2O 発生において、どち
らの経路が優占するのかは明らかになって
いない。N2O 低減に向けた廃水処理システム
の制御には、N2O 発生における両者の寄与率
を特定する必要がある。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、申請者らが改良したガスクロ
マトグラフィー質量分析計（GC/MS）と２種
類の安定同位体 15N, 18O を用いて、アンモニ
ア酸化からの N2O と硝化菌脱窒からの N2O
を精確に分別定量する簡便な新しい方法（二
重標識トレーサー法）を確立し、純粋培養ア
ンモニア酸化細菌を用いて２つの経路の寄
与を明らかにすることを目的とした。具体的
には、Nitrosomonas 属細菌においてそれぞれ
の N2O 生成経路の寄与を分別し、優占する
N2O生成経路が菌株により異なるのかどうか
比較することを目的とした。 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１ Nitrosomonas europaea による既知の

N2O 生成経路（実線）と未知の N2O 生成
経路（破線）  

  
 
３．研究の方法 
(1) N2O のフラグメント解析 
 本研究では、申請者らが改良した GC/MS
システムを使用することで、高感度、短時間
で微生物の代謝ガスを測定することが可能
である（Isobe et al., JBB 2011, 84: 46-51）。こ
のシステムですでに確立した 15N トレーサー
測定法（Isobe et al., M&E 2011, 26: 46-53）を
基に、N2O の発生源特定に必須な N 標識位置
の分析技術（N2O のフラグメント解析）を確
立した。化学的に亜硝酸イオン（NO2

−）から
N2O に変換するアザイド法（McIlvin & Altabet, 

Anal. Chem. 2005, 77: 5589-5595）や脱窒菌に
より各種標識 N2O を調製した。Garber & 
Hollocher (JBC 1982, 257: 4705-4708) に倣い、
調製した N2O ガスを用いて当研究室の
GC/MS における N2O のフラグメント効率や
標識位置のスクランブリング比を求めた。 
 
(2) AOB の N2O 生成経路の分別定量 
 中央大学理工学部諏訪教授（当研究室）が
純粋分離、保持し、国際共同研究により全ゲ
ノム配列が明らかになっている貧栄養性の
Nitrosomonas sp. AL212 株（Suwa et al., J. 
Bacteriol. 2011, 193: 5047-5048）および JL21
株、type strain である富栄養性の N. europaea 
ATCC 25978 株および全ゲノム解析済みでも
っともよく研究されてきた N. europaea ATCC 
19718 株を用いた。細胞懸濁液に NH4

+, 
NH2OH, NO2

−, H2O の 15N,18O 標識試薬を組み
合わせて加え、好気的に 27℃で培養した。生
成される N2O の 15N,18O 標識率と標識位置を
GC/MS により分析した。N2O の組成から、
N2O生成へのアンモニア酸化と硝化菌脱窒の
寄与率を算出した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２ GC/MS イオン源で生じる N2O フラグ

メントイオン 
 
 
４．研究成果 
(1) N2O のフラグメント解析 
 まず、GC/MS イオン源で生じる各種 N2O
フラグメントイオンを検出した（図２）。化
学的に亜硝酸塩（NO2

−）から N2O に変換する
アザイド法により片側 15N標識ガス 14N-15N-O
の再現性の良い調製条件を設定した。調製し
た N2O ガスを用いて、15N 標識位置の計算に
必要な N2O のフラグメント効率やスクラン
ブル比を求めた。 
 
(2) AOB の N2O 生成経路の分別定量 
 すべての菌株について、N2O 発生量は電子
供与体として NH4

+を入れたときよりも
NH2OH を入れた時の方が高かった。NH2OH
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と 15NO2
−を添加したときに、NH2OH 由来の

N2O（14N2O, m/z 44）、15NO2
−由来の N2O（15N2O, 

m/z 45）に加え、NH2OH と 15NO2
−から一原子

ずつ N を由来とする N2O（14,15N2O, m/z 46）
が生成された（図３）。全 N2O 生成速度に対
する 14,15N2O の生成速度は、AL212 株で約８−
９割、JL21 株で約７割、ATCC 25978 株で約
３割、というように Nitrosomonas 属細菌の菌
株によって N2O 生成の優占メカニズムが異
なることが示された。また、N2O 生成と同時
に培養液中の NO2

−濃度および NO2
−の 15N 標

識率を同時モニタリングした（図４）。ヒド
ロキシルアミン酸化による NO2

−生成に伴う
NO2

−プール内の 15N 標識率の減少（図４B）
を加味しても、この 14,15N2O 生成はヒドロキ
シルアミン酸化と硝化菌脱窒の２つの経路
のみでは説明できない割合の比率で生成さ
れ、またオートクレーブ滅菌した細胞懸濁液
よりも有意に多く生成されたことが示され
た。このことから、AOB による N2O 生成の
第３の経路（ハイブリッド N2O の生成）が示
唆された（図１②）。ハイブリッド N2O の生
成は脱窒菌では報告されているが、AOB では
報告がなく、新規な経路と考えられる。N2O
のフラグメント解析から、このハイブリッド
N2O では、N-N-O の中央と端の N に NH2OH
と 15NO2

−から一原子ずつ均等にNが入ってい
ることがわかった。NH2OH と 15NO2

−を添加
したときに ATCC 19718 株の細胞懸濁液から
生成される N2O に対する各経路の寄与率を、
N2OよびNO2

−の 15N標識率から試算したとこ
ろ、ハイブリッド N2O が 80%を占めることが
示された。18Oを用いた培養実験では、15N18O2

−

からの N2O 生成経路において 18O をトレース
できることが示された。15N18O2

−からの N2O
生成過程では、O 原子が水もしくは分子状酸
素から入り込むことが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３ 1 mM NH2OH および 1 mM 15NO2

−を添
加して培養した時の AL212 株による
N2O 生成 

 
 
 以上より、AOB による新規な N2O 生成経
路としてハイブリッド N2O の生成が示唆さ
れた。想定した２つの経路だけでなく第３の
経路の存在が示され、生成経路の分別は当初
予定より複雑であることがわかった。そのた
め、18O トレーサーを用いて３つの N2O 生成

経路を精確に分別定量するためには、第３の
経路のメカニズム解明が必須である。現在、
ハイブリッド N2O 生成メカニズムの解明に
着手している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４ AL212 株細胞懸濁液における (A) N2O 

および (B) NO2
−の同時モニタリング 
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