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研究成果の概要（和文）：亜酸化窒素（N2O）を窒素ガスに変換可能な高効率N2O還元細菌の獲得を目指し、ガス透過膜
を用いた集積培養デバイスを開発した。このデバイスを用いた長期培養により、近年新たに報告されたnosZ clade II
型のN2O還元細菌の優占を確認した。特に、Rhodocyclaceae科に属するDechloromonas属が優占種であることを明らかに
した。集積したバイオマスからこの優占種と相同性の高い細菌種Dechloromonas sp.の単離に成功した。この細菌種は
従来のnosZ clade I型のN2O還元細菌よりN2Oを効率的に窒素ガスに変換可能であることを示した。

研究成果の概要（英文）：A novel enrichment device by a gas-permeable membrane was developed to acquire 
highly-effective nitrous oxide (N2O)-reducing bacteria able to reduce N2O, highly-potent greenhouse gas, 
into nitrogen gas. Long-term operation of the enrichment device revealed that selective enrichment of 
nosZ clade II type N2O-reducing bacteria, newly discovered N2O reducers, is feasible by the device. 
Especially, species in the genus Dechloromonas of the family Rhodocyclaceae was found predominant in the 
device. Furthermore, the enriched species in the device was successfully and effectively isolated. The 
isolated species is phylogenetically analogous to the predominant species enriched in the device. 
Biokinetic analysis illuminated that the isolated Dechloromonas species, belonging to nosZ clade II type, 
has higher affinity for N2O than the previously found N2O reducing bacteria harboring nosZ clade I.

研究分野：環境バイオテクノロジー

キーワード： N2O還元細菌　亜酸化窒素（N2O）　ガス透過膜　細菌　単離　動力学的解析　集積化　nosZ

  ２版



様 式

１．研究開始当初の背景

亜酸化窒素

倍の高い温室効果を示し、

ンに替わるオゾン層破壊物質として知られ

ている

物反応によるもので、畑地などの土壌環境の
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２．研究の目的

 そこで本研究では、高効率な

を有する細菌群の分離・培養を目的とした。
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的な変遷を追跡し、優占種を特定した。16S  

rRNA 遺伝子の V4 領域を標的としたプライ

マーを用いてシーケンシングを行い、約

40,000 reads/sample の配列情報を得た。得ら

れた配列から信頼度の低い配列とキメラ配

列を取り除き、解析ソフト QIIMEを用いて系

統学的分類と多様性解析を行った。 

 

(3) 集積化された細菌の分離培養 

 集積された細菌のより詳しい生理生態の

解明を目指し、細菌の単離を試みた。単離操

作は集積培養 1ヶ月後と運転終了時に実施し

た。寒天培地上にバイオマスを塗布し、

5 %-N2O雰囲気の嫌気条件下で 1-2週間培養

し、コロニーの形成を行った。寒天培地上に

形成したコロニーをピックアップし、液体培

地にて再培養し単離菌株を獲得した。得られ

た単離菌株は 16S rRNAの遺伝子解析により、

系統学的分類を決定し、また PCR法により脱

窒機能遺伝子の有無を確認した。 

 

(4) 分離された N2O還元細菌の動力学的解析 

 得られた単離菌株の N2O 還元活性の定量

的な比較を行うため、マイクロレスピレーシ

ョンシステム（Unisense 社）を用いて、N2O

還元活性試験を行った。このシステムを用い

ることにより高感度、高精度に溶存態 N2Oと

O2 の消費をモニタリングすることが可能で

ある。前培養した単離菌株を希釈し、測定用

チャンバーに封入、酢酸塩を炭素源として添

加した。そこに N2Oと O2電極を挿入し、30°C

環境下でO2とN2Oの消費をモニタリングし、

2 つの濃度の減衰を追跡した。得られたデー

タ か ら N2O 消 費 速 度 を 算 出 し 、

Michaelis-Menten 式にフィッティングするこ

とで、細菌種ごとの最大 N2O 消費速度 Vmと

N2Oに対する半飽和定数 Kmを算出した。 
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還元細菌の生育に十分な電子供与体の供給

量を設定し、連続運転を開始した。 

 培養開始 10 日前後から有機物の消費が確

認され、流入する溶存態有機炭素のうち、76%

が従属栄養的な N2O 還元反応とともに消費

していることが示唆された。 

 培養期間中の N2O 還元細菌の存在を nosZ

機能遺伝子の定量により評価した。表 1に示

す N2O供給系 1, 2においては、nosZ clade II

の割合が種汚泥と比較して約 22倍増加した。

一方で、NO3
-供給系では nosZ clade Iの優占化

が確認された。この結果より、培養に用いる

電子受容体によって異なるグループの N2O

還元細菌が培養されることが明らかになっ

た。特に、これまで nosZ clade Iの機能遺伝子

を有する種が N2O 還元反応を担っていると

考えられてきたが、nosZ clade IIと呼ばれる

新しい分類の N2O 還元細菌が報告され[3][4]、

環境中で N2O 還元反応を担っている可能性

が示唆されている[5]。nosZ clade II を有する

N2O還元細菌の詳しい生理生態の全貌は明ら

かになっていないものの、開発した新規デバ

イスを用いることで、nosZ clade IIの N2O還

元細菌を選択的に集積培養できることを示

した。 

 

(2) 細菌群集構造解析 

 各集積培養デバイス内で培養されたバイ

オマス中でどのような細菌種が優占化した

のか、次世代シークエンシング技術により明

らかにした。細菌群集の多様性は、どの集積

培養系でも大きく減少したことが分かり、連

続培養によって集積化が達成されたことを

示した。表 1に示すN2O供給系 1, 2において、

共通して β-proteobacteria綱の Rhodocyclaceae

科が優占した一方、 NO3
-供給系では

γ-proteobacteria 綱が優占しており、大きく異

なる細菌群集構造が形成された。種レベルの

解 析 に よ り 、 N2O 供 給 系 に お い て

Rhodocyclaceae科Dechloromonas属のOTUが、

デバイス中のバイオマスに棲息する最大の

優占種となった。この OTU は、種汚泥中の

存在率が 0.34%であったが、培養期間中に最

大 52%まで存在率が上昇した。 



 

 

(3) 集積化された細菌の分離培養 

 デバイス中で集積培養されたバイオマス

から優占種の単離を試みた。単離サンプルと

して種汚泥、N2O 供給系 1、N2O 供給系 2、

NO3
-供給系のバイオマスをそれぞれ使用し、

合計で 219株の細菌を単離した。N2O供給系

か ら Rhodocyclaceae 科 に 属 す る

Dechloromonas sp.と Azospira sp.が特異的、か

つ優占的に単離され、他のバイオマスからは

単離できなかった。また、これらの単離菌株

は N2O還元能力を示した。 

 これらの単離菌株の系統解析を行ったと

ころ、(2)の解析で優占種と判定した OTU と

系統学的類似性が 98%以上であり、デバイス

内で優占化した細菌種を単離できているこ

とが示唆された。また、これらの単離菌株が

脱窒に関する機能遺伝子を有しているかを

PCR法により確認したところ、nirS型の亜硝

酸還元酵素と nosZ clade II型の N2O還元酵素

をコードする機能遺伝子を有していること

が明らかとなった。つまり、ガス透過膜を用

いた新規デバイスを用いた集積培養により、

nosZ clade II型の N2O還元能を有する種の単

離効率が向上し、効率的な分離培養が可能に

なった。 

 

(4) 分離された N2O還元細菌の動力学的解析 

 N2O供給系から単離された細菌種がどのよ

うな N2O 還元ポテンシャルを有しているの

か、特に、nosZ clade IIに属する 3菌株に対

してマイクロレスピレーションシステムを

用いて動力学的パラメータを求めた。N2O還

元活性のパラメータは代表的な nosZ clade I

型の脱窒細菌である、Pseudomonas stutzeriや

Paracoccus denitrificans で報告されている[6]。

N2O への親和性を評価する Km値に注目する

と、これら clade Iの種が 35.5 - 60 µMである

のに対し[6]、本研究で単離した clade II型の単

離菌株は 1桁低い 1.5-2 µMであることが分か

った。この結果は、実環境で観測される数 µM

程度の低濃度の N2Oに対しても、単離菌株は

高い還元ポテンシャルを有することを示唆

しており、N2Oを巡る競合に nosZ clade II型

が有利であることを示した。 

 本研究の総括として、ガス透過膜を用いた

集積培養デバイスにより N2O 還元細菌の集

積に成功した。本研究で提案した N2Oを電子

受容体として効率的に供給する新しい集積

方法は、近年になって注目を集めている nosZ 

clade II型の N2O還元細菌を優占化できるこ

とを実証した。さらに、デバイス内で優占・

獲得された clade II型のN2O還元細菌は、N2O

に対して高い親和性を有していることが明

らかとなり、実環境中で N2O還元反応のキー

プレイヤーとなっている可能性を示した。 
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