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研究成果の概要（和文）：　土壌における硝酸からアンモニウムへの異化的還元（DNRA）反応を担う微生物群の特定と
DNRA反応の重要性について検証した。水田土壌および転換畑土壌から分離された100株前後の硝酸還元菌を用いてDNRA
活性の有無を検証した。その結果、優占種であるBacillus属、Paenibacillus属、Enterobavter属、Ralstonia属細菌に
おいてDNRA活性を有することが明らかになった。さらに糖やアルコールを電子供与体とした場合にその活性が高くなる
ことが明らかとなった。しかし、採取した水田土壌にグルコースを添加した場合においても硝酸からのアンモニウム生
成はわずかであった。

研究成果の概要（英文）：We studied about (1) which microorganisms have the ability to dissimilatorily redu
ce nitrate to ammonium (DNRA) in soil and (2) how important the reaction is in soils. Firstly, we investig
ated the DNRA activity of about 100 bacterial strains which have been isolated from the paddy and cropland
 soils. We found that bacteria belonging to the genus, Bacillus, Paenibacillus, Enterobavter, Ralstonia ha
ve the ability. We also found that glucose or alcohol as the electron donor increase the activity. However
, significant DNRA was not observed in the paddy soil after the addition of glucose as the electron donor
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１．研究開始当初の背景 

 陸上生態系において、NH4
+や NO3

-などの無

機態窒素の供給が植物の一次生産を制限し

ている。特に、多くの植物は窒素源として

NH4
+を好んで吸収すること、NO3

-は陰イオン

であるため土壌から溶脱しやすいことから、

土壌中での NH4
+の生成を把握することは生

態系の窒素代謝を把握する上で極めて重要

である。従来の窒素循環図では無機化、硝化、

脱窒、同化（吸収）、NO3
-溶脱を中心に描か

れてきた。その一方で、古くから一部の硝酸

還元菌は最終生成物として NH4
+を生成（NO3

- 

 NO2
-  NH4

+）する、すなわち NO3
-から

NH4
+への異化的還元（dissimilatory nitrate 

reduction to ammonium; DNRA）活性を有する

ことが知られている。しかし実際の環境中で

このような反応が起こり得るのは、主に極め

て嫌気的かつ養分供給の多い畜産廃水のよ

うなところであると考えられ、土壌中での

DNRA 反応についてはほとんど着目されて

こなかった。しかし近年、嫌気的部位を含有

しながらも好気的であり、かつ貧栄養と考え

られる土壌においても DNRA 反応が起きて

いるという報告がされ始めている。土壌の

DNRA 反応の実態とその重要性、すなわち

DNRA 反応がどのような微生物群によって

担われ、どの程度起きていて、それが窒素循

環の中でどれだけの重要性を持っているの

かを明らかにすることは、土壌の窒素保持機

構や土壌から植物への養分供給の仕組みを

明らかにする上で極めて重要である。 

 

２．研究の目的 

(1) 水田や畑土壌から分離された硝酸還元活

性を有する細菌群について DNRA 活性を有

する細菌群を特定する。 

(2) 上記で得られた DNRA 活性を有する細

菌群に対して、どのような条件において活性

が向上するのか、電子供与体の種類に着目し

て明らかにする。 

(3) 水田土壌中での DNRA 反応の速度論的

解析を行う。 

 

３．研究の方法 

(1) 水田土壌および畑地土壌から得られた硝

酸還元細菌からゲノムDNAを抽出した。16S 

rRNA 遺伝子のほぼ全長を PCR で増幅し、

前半 500bp の塩基配列を解読し、同定した。 

(2) それらの菌株に対して DNRA 活性の有

無を測定した。分離時に利用した培地

（1/100NB 培地＋3.3mM コハク酸）に重窒

素（15N）でラベルした硝酸（3mM）を加え、

嫌気条件で培養し、添加した硝酸に由来する

NH4+、NO2-、N2、N2O を測定した。 

(3) 培地・電子供与体の種類を変え、DNRA

活性が向上する条件を特定した。培地として

1/100NB 培地、リン酸無機培地、1/10R2A

培地、1/100TSB 培地を検討した。また電子

供与体としてコハク酸の他にグルコース、グ

リセロール、アミノ酸、有機酸を検討した。

DNRA 活性の測定方法は(2)と同様である。 

(4) 水田土壌中の DNRA 活性を測定した。ま

ずバイアル瓶に水田土壌を充填した。嫌気条

件で 2 日間培養し、硝酸を消費させた。続い

て 15N でラベルした硝酸（1mM-N）と電子

供与体 (7mM-C)を加え、嫌気条件で 6 時間

培養し、添加した硝酸に由来する NH4+、NO2-、

N2、N2O を測定した。 

 

４．研究成果 

(1) 水田土壌および畑地土壌から分離された

硝酸還元細菌は Bacillus 属、

Pseudogulbenkiania 属、Bradyrhizobium 属、

Ralstonia 属、Meshorhizobium 属、

Burkholderia 属、Psudomonas 属、

Paenibacillus 属、Sinorhyzobium/Ensifier

属、Cupriavidus 属の細菌であることがわか

った。 

(2) 硝酸還元の最終産物は細菌の属レベルの

系統分類で異なる傾向が見られた。特に優占



的に分離された Bucillus 属、Pseudobacillus

属細菌は NH4+を、Pseudogulbenkiania 属細

菌は N2を、Ralstonia 属細菌は N2O を主な

最終産物とした。Bucillus 属、Pseudobacillus

属細菌の他には Enterobacter 属、Ralstonia

属細菌の NH4+の生成が確認された。特に

Bucillus 属細菌は脱窒をすることなく NH4+

を生成したこと、また土壌中にも優占して存

在していることから、土壌中で優占的に

NH4+生成を担っている可能性が考えられた。 

(3) 硝酸還元細菌の培養条件について、

1/100TSB 培地を用いた場合（電子供与体は

コハク酸またはグルコース）に、NH4+生成活

性を有する細菌群の NH4+生成活性が高く維

持されることが分かった。一方で、1/100NB

培地およびリン酸無機培地を用いた場合に

は多くの菌株において亜硝酸の蓄積が見ら

れた。それにより増殖が阻害され、同時に

NH4+生成が阻害されている可能性が高いこ

とが考えられた。また電子供与体の C 量と硝

酸の N 量の比も亜硝酸の蓄積に影響を与え、

C/N（モル比）が 50 以下の場合に亜硝酸が顕

著に蓄積した。続いて、NH4+生成活性と電子

供与体の関係について検討した。その結果グ

ルコースとグリセロールを電子供与体とし

て用いた時に NH4+生成活性を有する細菌群

の NH4+生成活性が高く維持された。一方で、

アミノ酸や有機酸を用いた場合には脱窒活

性を有する細菌群の脱窒活性の上昇は見ら

れたが、NH4+生成活性を有する細菌群の

NH4+生成活性は低下した。 

(4)  水田土壌において電子供与体としてグ

ルコースを添加し DNRA 活性（15NO3–から

の 15NH4+の生成）を測定した結果、15NO3–

は主に 15N2または 15N2Oに還元され、15NH4+

の生成はほとんど確認できなかった（添加し

た 15NO3–のうち1%程度が 15NH4+として検出

された）。また電子供与体をしてコハク酸、

グリセロールやアミノ酸、有機酸を添加した

場合にも同様であった。 以上から供試した

水田土壌中には DNRA 活性を有する細菌群

が多く存在してはいるが、その活性は高くな

いことが示唆された。しかしその一方で電子

供与体として土壌中のアンモニウム濃度は

常に低かったことから 15NH4+が生成しても

同化されてしまい 15NH4+が検出できていな

い可能性も考えられた。今後は培養の条件と

時間をさらに検討する必要があると考えら

れた。 
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