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1. 緒論 

1-1. 温室効果ガスとしての亜酸化窒素  

現在，様々な要因で気候変動が生じている．この要因には，地球の軌道や火山の噴火，そ

して温室効果ガスの濃度の変化が挙げられている (Florides and Christodoulides, 2009)．地球

温暖化は科学の世界だけでなく，一般社会にも着目されている非常に重大な問題である．国

連気候変動に関する政府間パネル (the Intergovernmental Panel on Climate Change: IPCC)によ

ると，大気中の温室効果ガスの濃度が増加したために平均気温が上昇したとの報告がある 

(IPCC, 2007)．温室効果ガスは地球温暖化および気候変動に大きく寄与している．人間活動

によって増加した主な温室効果ガスには，二酸化炭素，メタンがある．二酸化炭素は地球温

暖化に大きく影響を及ぼす温室効果ガスである．石炭や石油の消費，セメントの生産などに

より大量の二酸化炭素が大気中に放出される (IPCC, 2007)．メタンは，湿地や池，水田で枯

れた植物を分解する際に発生する．さらに亜酸化窒素 (N2O)も温室効果ガスの一種であり，

等モルあたり二酸化炭素の約 300 倍もの強さを示す非常に強力な温室効果ガスである 

(Ussiri and Lal, 2013)．現在，大気中の 3.24×10-5%占めており (Ussiri and Lal, 2013)，さらに

21 世紀最大のオゾン層破壊原因物質ともされる物質である (Ravishankara et al., 2009)．海か

ら 25%，N2O の発生は化石燃料・バイオマスの使用および工業的過程により 13%であるが，

農地からの N2O 放出量は全体の 62%を占めている (Fowler et al., 2015)．人口増加とともに

食料の需要量も増加しているため，農地の開拓，大量の化成窒素肥料の投入が N2O 放出量

の増加の遠因となっている．以上のように様々な要因が N2O 放出に関連しているが，農地

で発生する N2O の 87% (18.8 Tg N yr-1)は微生物の硝化および脱窒作用により生じている 

(Syakila and Kroeze, 2011)．すなわち，N2O を放出する微生物の動向が N2O放出抑制の鍵に

なると考えられる． 

 

1-2. 土壌微生物による N2O生成 

土壌中の N2O 生成は主に微生物が原因とされており，一般的には細菌や真菌によるもの

と考えられている (Bollag and Tung, 1972; Bleakley and Tiedje,1982; Kurakov et al., 1997; Chen 

et al., 2014)．一方，古細菌の働きについてはよく知られていなかった (Baggs and Philippot, 

2010)．しかし，Stieglmeier et al. (2014)が土壌から単離したアンモニア酸化古細菌，

Nitrososphaera viennensis から N2O が放出されていることを観測した．アンモニア酸化古細

菌は，好気条件下でアンモニアと亜硝酸塩を N2O に変換していると考えられている．N2O

を生成する経路は複数存在している．土壌微生物による N2O 生成は硝化，脱窒 (Firestone 

and Davidson, 1989)する経路 (Fig. 1-1, Fig. 1-2)，硝化細菌による脱窒 (Hooper, 1968; Wrag et 

al., 2001; Kool et al., 2011)する経路 (Fig. 1-1, Fig. 1-3)，硝酸アンモニア化成または異化型硝

酸塩をアンモニアに還元  (Smith and Zimmerman, 1981; Stevens et al., 1998; Burgun and 

Hamilton, 2007)する経路を介し生じている (Fig. 1-1, Fig. 1-4)． 
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Fig. 1-1. 微生物が関与する N2O生成経路 

赤矢印は硝化反応による進行，青矢印は脱窒反応による進行，紫矢印は硝酸アンモニア化成

または異化型硝酸塩への還元: DNRA (Dissimilatory Nitrate Reduction to Ammonium)による進

行． 

amoA (amo: Ammonia Mono Oxygenase): NH4
+から NH2OHへと酸化させる酵素をコードする

遺伝子．haoA (hao: Hydroxyl Amine Oxygenase): NH2OH から NO2
-へと酸化させる酵素をコー

ドする遺伝子．nxrA (nxr: Nitrous Oxide Reductase): NO2
-から NO3

-へと酸化させるコードをす

る遺伝子．narG (nar: Nitrate Reductase): NO3
-から NO2

-へと還元させる酵素をコードする遺伝

子．nirK/S (nir: Nitrite Reductase): NO2
-から NO へと還元させる酵素をコードする遺伝子．

norB (nor: Nitric Oxide Reductase): NO から N2O へと還元させる酵素をコードする遺伝子．

nosZ (nos: Nitrous oxide Reductase): N2O を N2へと還元させる酵素をコードする遺伝子． 

遺伝子．haoA (hao: Hydroxyl Amine Oxygenase): NH2OH から NO2
-へと酸化させる酵素をコ

ードする遺伝子．nxrA (nxr: Nitrous Oxide Reductase): NO2
-から NO3

-へと酸化させるコード

をする遺伝子．nxrB (nxr: Nitrous Oxide Reductase)NO3
-から N2O へと変換させるコード 

 

 

1.2.1. 硝化 

好気的条件下の硝化の過程では，アンモニア酸化微生物 (Ammonia oxidizing bacteria: 

AOB)によりアンモニアから亜硝酸塩へと酸化し，最終的に N2O が生成される (Fig. 1-2)．

アンモニア酸化古細菌 (Ammonia oxidizing archaea: AOA)も亜硝酸塩へとアンモニアを酸化
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し，同様に亜硝酸塩から N2O を生成しており，さらに土壌中では AOB よりも優占してい

る．しかし，AOAの N2O生成機構はいまだに解明されていない． 

 

 

 

Fig. 1-2. 硝化経路 

Source: Adapted from Baggs and Philippot, 2010 

amoA (amo: Ammonia Mono Oxygenase): NH4
+から NH2OHへと酸化させる酵素をコードす

る 

1.2.2. 脱窒 

嫌気的条件下の脱窒過程は，好気的条件下の硝化過程と異なり，最終生成物，好気的条

件下の中間体で N2Oが生じているため，硝化の過程よりも注目されている経路である (Fig. 

1-3)．脱窒による N2O 生成は多くの研究者によってさまざまな条件が明らかにされている．

1) 嫌気条件で N2O は生成される (Zumft, 1997)．2) N2O 還元酵素遺伝子 (nosZ) (Wood et al., 

2001; Philippot et al., 2011)を欠いた脱窒菌もしくは低 pH 条件に nosZが機能していない脱窒

菌によって N2O放出が確認されている (Wood et al., 2001; Philippot et al., 2011)．脱窒は嫌気

条件で行われることはよく知られているが，好気条件でも脱窒する Alcaligens faecalis (Joo et 

al., 2005)や Acinetobacter sp. HA2 (Yao et al., 2013)，Pseudomans stutzeri (Ji et al.,2014)が確認さ

れている．これらの報告は従来の考え方を大きく変えたものである． 
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Fig. 1-3. 脱窒による N2O生成経路 

Source: Adapted from Baggs and Philippot, 2010 

narG (nar: Nitrate Reductase): NO3
-から NO2

-へと還元させる酵素をコードする遺伝子．nirK/S 

(nir: Nitrite Reductase): NO2
-から NOへと還元させる酵素をコードする遺伝子．norB (nor: 

Nitric Oxide Reductase): NO から N2O へと還元させる酵素をコードする遺伝子．nrfA (nrfA: 

nitrite reductase) 

 

1.2.3. 硝化細菌の脱窒 

硝化細菌による脱窒は AOB により NH3を NO2
-へと酸化し，NO2

-を N2O へと還元し，ま

た N2までに還元することもある (Fig. 1-4)．純粋培養したものからこの経路であると報告さ

れており(Hooper, 1968; Ritchie and Nicholas, 1972)，全般的にベータプロテオバクテリアの特

徴であると考えらており，それらは土壌中のアンモニア酸化細菌である．特に，脱窒に最適

な高湿度条件で N2Oが土壌中から放出されている (Kool et al., 2011)． 
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Fig. 1-4. 硝化細菌の脱窒が関与する N2O生成経路 

Source: Adapted from Baggs and Philippot, 2010 

amoA (amo: Ammonia Mono Oxygenase): NH4
+から NH2OHへと酸化させる酵素をコードする

遺伝子．haoA (hao: Hydroxyl Amine Oxygenase): NH2OH から NO2
-へと酸化させる酵素をコー

ドする遺伝子．nxrA (nxr: Nitrous Oxide Reductase): NO2
-から NO3

-へと酸化させるコードをす

る遺伝子．narG (nar: Nitrate Reductase): NO3
-から NO2

-へと還元させる酵素をコードする遺伝

子．nirK/S (nir: Nitrite Reductase): NO2
-から NO へと還元させる酵素をコードする遺伝子．

norB (nor: Nitric Oxide Reductase): NO から N2O へと還元させる酵素をコードする遺伝子．

nosZ (nos: Nitrous oxide Reductase): N2O を N2へと還元させる酵素をコードする遺伝子． 

 

1.2.4. 硝酸アンモニア化成または異化型硝酸塩還元 (DNRA) 

この過程では，NO3
-は NO2

-を介して，アンモニアへと還元される (Fig.1-5)．これらの変

換は，グラム陽性細菌，グラム陰性細菌の両方で行われており，アンモニアに還元すると同

時に N2O が生じている． 
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Fig. 1-5. 硝酸アンモニア化成または異化型硝酸塩への還元 (DNRA)による N2O

生成経路 

Source: Adapted from Baggs and Philippot, 2010 

narG (nar: Nitrate Reductase): NO3
-から NO2

-へと還元させる酵素をコードする遺伝子． 

nrfA (nrfA: nitrite reductase): NO2
-から N2O へと還元する酵素をコードする遺伝子． 

 

1-3. N2O生成に関わる酵素および機能性遺伝子 

NH3または NH4
+のヒドロキシルアミン（NH2OH）への酸化過程は、amoABC にコードさ

れている膜結合マルチサブユニット酵素，アンモニアモノオキシゲナーゼ (AMO)によって

触媒される (Hyman et al., 1988; Klots et al., 1997)．NH2OHは Hao遺伝子にコードされてい

るヒドロキシルアミン酸化還元酵素 (HAO)によってから NO へと酸化される (Hopper and 

Terry, 1979; Bergmann et al., 1994)．加えて，HAO により供給された電子はシトクロム P450 

(CYP)タンパク質，cycA 遺伝子にコードされているシトクロム C554 に取り込まれる 

(McTavish et al., 1993)． 

NO3
-から N2への脱窒過程は napA/narG，nirS/nirK，norB，nosZにそれぞれコードされる硝

酸還元酵素，亜硝酸還元酵素，亜酸化窒素還元酵素により行われる (Fig. 1-1, 青矢印)． 

NO3
-を NO2

-に還元する二つの異化型硝酸還元酵素がある．一つ目は、narGHJIにコードさ

れる膜結合型硝酸還元酵素 (NAR)で、脱窒過程における最初の段階における重要な酵素で

あり (Zumft, 1997)，NAR の α-サブユニットをコードする narG は環境中における脱窒細菌

の評価によく使用される (Henry et al., 2006; Palmer et al., 2009)．二つ目は，napEDABC，

napDAGHB によりコードされるぺリプラスミック硝酸還元酵素 (NAP)であり (Simpson et 

al., 2010)．その中で napA は巨大な NAP のサブユニットをコードしている (Siddiqui et al., 

1993)．NO2
-を NOに還元する過程は二種の亜硝酸還元酵素 (NIR)により行われる (Fig. 1-1)．

一つは nirK遺伝子によりコードされ，銅を含んでおり，もう一つは，nirSにシトクロム-cd1

がコードされている．これら二つの遺伝子は一つの菌株に対しどちらか一方しか存在しえ

ない (Zumft, 1997)．さらに，nirSを保持する脱窒細菌は nirKを保持する脱窒細菌より多く

存在している．しかし，nirK を保持する脱窒細菌は原核生物全体で多様なコミュニティを

作っている (Coyne et al., 1989)． 
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硝酸還元酵素 (NOR)は NO から N2O への還元を触媒する酵素で norBC にコードされる 

(Fig.1-1)．NOR の巨大なサブユニットをコードしている norB は，シトクロム bc-cnorBとキ

ノール酸化サブユニット qnorBの 2種に分類されている (Braker and Tiedje, 2003)． 

N2O から N2への反応は、亜酸化窒素還元酵素 (N2OR)に触媒され、N2ORの α-サブユニッ

トをコードする nosZにコードされている (Fig. 1-1)(Cuypers et al., 1992; Pauleta et al., 2013)．

nosZ の発現量が増加したとき，土壌中の N2O 放出を抑制する (Liu et al., 2014)．一方，

Agrobacterium tumefaciens C58 のような nosZ 遺伝子を欠いている不完全脱窒細菌は活発に

N2O を放出する (Wood et al., 2001; Philippot et al., 2011)．先行研究では，nosZを欠いたまた

は保持している脱窒細菌が分離されており，熱帯土壌からは数種の Burkholideria spp.が分離

されており (Hashidoko et al., 2010)，デントコーンの黒ボク圃場からは Pseudomonas が分離

されている (Li et al., 2014)．また，脱窒細菌ではない Anaeromyxobacter sp.から脱窒細菌が保

持する nosZ 遺伝子の DNA 配列と異なる非定型の nosZ (Atypical-nosZ)が発見されている 

(Sanford et al., 2012)が，この Atypical-nosZ にコードされる N2OR による N2O 還元の詳しい

メカニズムは明らかにされていない． 

 

1-4. 土壌微生物による N2O消去 

土壌中における N2O の消去は近年，再発見された事象であり，様々な生態系で報告され

ていることから，N2O の消去は nosZが関連していると考えられている (van Groenigen et al., 

2014)．よって，nosZ 遺伝子によってコードされている亜酸化窒素還元酵素 (N2OR)は脱窒

の最終段階に関連する酵素であり，N2Oを N2へと消去する唯一の経路とされている (Fig.1-

1)．通常 nosZ 遺伝子は脱窒に関連する遺伝子すべてをもつアルファ，ベータ，ガンマプロ

テオバクテリアに存在している (Zumft and Korneck, 2007; Sanford et al., 2012)．これらは完

全脱窒細菌としても知られている．Itakura et al. (2013)による nosZ 遺伝子に関する報告では，

N2OR の活性を高める Bradyrhizobium japanicum を大豆の生態系へと接種した場合，N2O の

放出が約 55%減少することが確認された． 

Sanford et al. (2012)と Jones et al. (2013)により，非脱窒菌由来の Atypical-nosZ 遺伝子の存

在が確認されており，土壌において，Atypical-nosZ 遺伝子を有する微生物は，定型 nosZ 

(Typical-nosZ)遺伝子を持つ微生物より多く存在していることが報告されている．すなわち，

Atypical-nosZがN2O放出抑制に大きく関与していることが推察される (Sanford et al., 2012)．

これらの研究は，N2O消去が脱窒菌だけに依存するのではなく，嫌気条件，微好気条件，好

気条件，好冷条件，高塩条件等の幅広い環境での多様な代謝をもつ非脱窒菌が N2O 消去に

寄与していることを示している (Sanford et al., 2012; Orellana et al., 2014)．N2O を還元する能

力は他の微生物から水平伝搬されたものか，もしくは DNRA を行う間に発現する (Conrad, 

1996; Mania et al., 2014)．DNRAを行う微生物の nosZは，Atypical-nosZ 遺伝子と考えられて

いる (Sanford et al., 2012)． 

nosZ遺伝子を介し N2O を消去する形式として，N2OR により N2に還元され，この還元さ
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れた N2をニトロゲナーゼにより窒素固定される．ニトロゲナーゼは高い還元力をもつ電子

を用いて窒素分子をアンモニアへと還元する酵素である．この消去形式は触媒とニトロゲ

ナーゼにより起こり，N2Oを NH4
+へと変換する (Fig. 1-6)．間接的にこの消去形式はニトロ

ゲナーゼと N2OR を必要としており，N2O も N2へと還元されていく (van Groenigen et al., 

2014)．この形式の N2O消去の例としては，Pseudomonas stutseriがあり，これはニトロゲナ

ーゼと N2OR の両方をもつ独特なものである (Pomowski et al., 2011)．P. stutseriは N2O を唯

一の窒素源，そして電子受容体とし，生育させることができる (Desloover et al., 2014)． 

 

 

Fig. 1-6. N2Oからアンモニア生成経路 

nosZ (nos: Nitrous oxide Reductase): N2O を N2へと還元させる酵素をコードする遺伝子．nifH 

(nifH: Nitrogenase): N2から NH4
+へと変換する酵素をコードする遺伝子 

 

1-5. 北方泥炭地における N2O放出 

泥炭地は全世界の土壌炭素の約 3 分の 1 を占めていることが知られている (Eurola and 

Hicks, 1984)．C/N が低いとき，N2Oを大量に放出し，逆に C/Nが高いと N2O が放出されな

いことが報告されており (Bortone et al., 1992; Baggs et al., 2000; Kishida et al., 2004)．実際，

C/N比が低い泥炭地では N2O が活発に放出されている (Regina et al., 1999; Repo et al., 2009)．

一方，北方の泥炭地は一般的に C/N 比が高く，N2O の放出レベルが低いことが知られてお

り，北方圏の泥炭地は N2O の放出地としては除外されていた (Pendea and Chmura, 2012)．し

かし，19世紀中盤から 21 世紀にかけて泥炭地の年間 N 堆積量が 15 Tg から 187 Tg に増加

し (Galloway et al., 2008)，北方圏における C 流出量が増加している (Bragazza et al., 2006; 

Kivimäki et al., 2013)．そのため，C/N 比が低くなり N2O の放出レベルが高くなってきてい

る可能性がある． 

フィンランドにおいても，約 3分の 1を泥炭地が占めており (Eurola and Hicks, 1984)，N2O

の放出はフィンランド南部の農地や凍結した泥炭土壌から放出されている (Regina et al., 

2004; Repo et al., 2009)．さらにフィンランド北部，ラップランドにおけるパルサ丘陵地から

も N2Oが放出されていることが報告されている (Palmer and Horn, 2012)． 

 

1-6. 黒ボク土壌の特徴 

日本最大の農業地帯の一つである北海道の東部は，黒ボク土壌と呼ばれる火山灰土壌に

覆われている (Tani et al., 2010)．黒ボク土壌は，主として火山灰を母材とし，良好な排水条
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件における母材の風化と平行して有機物が集積したことによる黒い表層をもつ土壌である．

黒ボク土壌は，保水性や透水性が良く，密度が低く，耕起が容易であることから他の土壌に

比べ，物理性は良い．低 pH のため有機物含量は高い (Miyazawa et al., 2013)．台地での黒ボ

ク土壌は時折，土壌 pH を向上させ，リンを吸収させやすいものに変換することができる．

それは土壌を耕すことで土壌中の炭素源が分解されることによって生じている (Takata et 

al., 2011)．したがって，黒ボク土壌の炭素源を保つために定期的に炭素源を入れる必要があ

る (Ohta, 2011)． 

黒ボク土壌は，畑として広く利用されており，日本の畑の約 40％は黒ボク土壌が分布して

いる．しかし，世界的には黒ボク土壌は稀少であり，その分布は全陸域の 1％未満にすぎな

い．日本の黒ボク土壌において，多量の N2O 放出が放出されており，黒ボク土壌での N2O

放出と微生物の活性について関係性について検証していく必要があると考えられている 

(Inubushi et al., 1996; Li et al., 2002)．農地では窒素肥料が多量に投入されており、N2Oの放

出が増加してきている傾向がある (Mosier, 1994; Bouwman, 1996)．北海道の黒ボク土壌でも

肥料が投入されており，N2O の放出が確認されている (Kitamura, et al., 2021)． 

 

 

1-7. パルサ丘陵地の特徴 

パルサは地下の氷核が発達することにより形成された丘陵地である．この氷核はピート

モスの湿潤な表層と厚い氷層により発達していく．その氷核がピートの氷層を持ち上げ，パ

ルサを丘陵地のサイズまでに成長させる (Seppälä, 1986)．その分布は，年平均気温が低く，

比較的薄い積雪，冬季が 0℃以下の気候などの気候要因に依存している．氷核を夏期の暖か

い空気の影響に対して断熱するのに十分な厚さの泥炭層もまた必要である (Seppälä,1986)．

パルサは，通常，永久凍土の外境界を画定しており (Seppälä, 1986; Sollid and Sørbel, 1998)，

気候変動の影響を受けやすい．多くの研究がパルサの変動を気候変動の指標としており，パ

ルサの中心領域，もしくは典型的なパルサ丘陵地に焦点を置いている (Laberge and Payette, 

1995; Sollid and Sørbel, 1998; Nihlen, 2000; Zuidhoff and Kolstrup, 2000)． 

 

1-8. N2O放出要因 

土壌由来の N2O 放出に大きく影響している物理的要因として pH，水分含量，温度，C/N

比のような要因があげられる (Regina et al., 1996; Pfenning and McMahon, 1997; Klemedtsson 

et al., 2005)．土壌 pH が 6.1 以上のとき N2OR が活性化し，N2O は N2へと脱窒される (Liu 

et al., 2014)．フィンランドの泥炭地で優占して生息している Sphagnumは土壌を酸性環境に

し，嫌気的条件で Sphagnum はゆっくりと分解される (Dorrepaal et al., 2005)．嫌気条件では，

脱窒が加速的に進行する．一方で低 pH は N2OR の活性を阻害し，N2 への還元が行われな

い．この 2つの要因は N2O 放出に大きく影響している (Liu et al., 2014)．化学的要因として，

農地に多量の N 含有肥料が散布されることで土壌中の微生物の脱窒作用を活発化させてい
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る (Charles et al., 2017)． 

生物学的要因として，脱窒は従属的過程であり，炭素基質の酸化中に NO3
-を最終電子受容

体として使用される (Groffman et al., 2006)． 

 

1-9. 本研究目的 

N2O は，等モルあたり二酸化炭素の約 300 倍もの強さを示す温室効果ガスであり，21 世

紀最大のオゾン層破壊原因物質ともされ，N2O の発生抑制は急務とされている．N2O 放出

量の約 7 割は農地であり，圃場への大量の化成窒素肥料の投入が N2O 放出の遠因となって

いる．多数の報告が，農地や酸性土壌からの N2O 放出においては，N2O 還元酵素遺伝子に

欠陥があるか，あるいはその遺伝子自体が欠落した (nosZ absence)脱窒細菌群がおこなう硝

酸塩呼吸 (不完全な脱窒反応)で，70~90%の N2Oが生成しているとしている．土壌に蓄積し

た過剰な NO3
-は，多くの場合，降雨後の一時的な嫌気的条件下で脱窒細菌による硝酸塩呼

吸に使用され，大量の N2O として大気中に放出されている．一部の完全脱窒細菌には，土

壌ガス中の N2Oを硝酸塩呼吸系における最終電子受容体として利用し，N2を最終産物とし

て大気中に放出するものも知られている． 

窒素をエネルギーとして資化する場合，窒素固定を行うよりも N2O を資化したときの方

がエネルギー効率がよい (Kryachko et al., 2001)．さらに，土壌中の窒素源は他の細菌や植物

との競合が激しいため，土壌中で利用できる窒素は限られている (Kaye and Hart, 1997)．す

なわち，これらの観点から，大量に N2O が放出されている地点では，N2O を取り込んで資

化した方が生存しやすいと考えられる．すなわち N2O を資化している細菌が存在している

のではないかと仮定をした．そのため，本研究のサンプリングサイトとして N2O が多量放

出されていることが確認されている北海道大学附属静内牧場内のデントコーン圃場黒ボク

土から，N2O 消去細菌を探索した． 

また，地球温暖化の影響で永久凍土が溶解している地点での N2O の放出も活発化してい

る (Palmer and Horn, 2012)．近年，地球温暖化の影響でパルサ丘陵地の内部の氷も溶け，パ

ルサ丘陵地が崩壊してきている．パルサ丘陵地の生態系は永久凍土と土壌環境の影響を受

けている．従って，永久凍土と土壌環境で菌叢が大きく異なると予想した．永久凍土が溶け

ることにより，酸性土壌 (3.4-4.6)であるパルサの土壌は永久凍土が溶解して生じる池の pH 

(4.8-6.28)に近づいていくと考えられる．pH が変動することで N2Oの放出量が変化すること

が予想される．すなわち，パルサの土壌培養物に対し，pHを変化させ N2O放出量の多い条

件と少ない条件における菌叢を比較し，pH 変化に伴う N2O 放出に関係する細菌群の役割を

推定した． 
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2. 実験材料および方法 

2-1. 北海道大学付属静内圃場の特徴 

北海道大学付属静内圃場 (N42°25’9” E142°29’1”)は，日高山脈の西側山麓，標高約 110~360 

m に位置する．地形は静内川河畔の河岸段丘上を流れるケバウ川を中心とする小扇状地で

あり，土質は火山性土壌である弱酸性黒ボク土壌である．年平均気温約 7℃，8月の平均気

温約 20℃，2 月の平均気温は約－5℃である．年間降雨量はおよそ 120 mmで夏季に多い．

積雪期間は約 100日程度である．本研究では 2016年に 4月にデントコーン畑から黒ボク土

を採取した. 

 

2-2. フィンランド，キルピスヤルビ近郊パルサ崩壊地の特徴 

フィンランドの北西に位置し (N69°2’ E20°48’)，標高 600 m付近に森林限界があり，それ

以上の標高域では樹木の生えない亜寒帯ツンドラ域になっている．年間平均気温は－2.7℃，

年間降水量は 422 mmである (Járvinen, 1987)． 

 

2-3. 土壌微生物培養基の設計と調製 

土壌微生物培養には，Winogradsky’s無機塩無窒素培地 (Tchan and New, 1984)を基本培地

として使用し，ゲランガムで固化あるいはソフトゲル化した培地，もしくは液体培地を用い

た．ゲル化剤の有無や濃度，ならびに添加した炭素源や窒素源の濃度等はその都度記載する．

Winogradsky’s無機塩無窒素培地は土壌中に生息する単生窒素固定細菌 Azotobacter分離のた

めに開発された完全合成培地である．この培地にはニトロゲナーゼの活性中心に必要なモ

リブデンおよび鉄が必要量含まれている．一般的に，Rennie 培地や NFb 培地が窒素固定細

菌用の培地として汎用されている．しかし，これらの培地には窒素源となり得る成分が含ま

れているため，窒素量や窒素源を変え，応答を観測することは難しい．従って，窒素源を含

まないWinogradsky’s無機塩無窒素培地を使用した方が異なる量あるいは分子種の窒素源の

影響をより直接的に観測することができる．Winogradsky’s無機塩無窒素培地の組成は Table. 

2-1に示す． 

Winogradsky’s無機塩無窒素培地の調製には，まず無機塩溶液 (stock solution)を調合する．

Milli Q 1 L に対し，Table. 2-1 に示した試薬を溶解し，オートクレーブで 121℃，20分の湿

熱滅菌にかけ，これを 20×stock solutionとした．Table. 2-2に示した組成である stock solution，

Milli Q，微粉性炭酸カルシウムを混合し，適宜，炭素源 (sucrose)，窒素源 (任意)を加え，

1~4 規定の H2SO4または KOH で pH を調整した．pH 値はその都度記載する．pH 調整後に

親水性 PTFE メンブレンフィルター (polytetrafluoroethylene membrane，0.45 µm，Millipore，

Massachusetts，USA)によってフィルター濾過を行い，培地作成時に生じる不溶物を除去し

た． 
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Table. 2-1. Winogradsky’s mineral solution (stock solution×20)の組成 

KH2PO4                                              5.0 (g/L) 

MgSO4・7H2O                                        2.5 (g/L) 

NaCl                                                2.5 (g/L) 

FeSO4・7H2O                                         0.1 (g/L) 

Na2MoO4・2H2O                                      0.1 (g/L) 

MnSO4・5H2O                                        0.1 (g/L) 

 

Table. 2-2. Winogradsky’s medium の組成 (1 L) 

Milli Q water                                           950 mL 

Stock solution                                           50 mL 

CaCO3 (fine powdery type)                                100 mg 

 

ゲルマトリックスとしてゲランガム (Wako)を用いた．ゲランガムソフトゲル培地の調製に

は 0.5%ゲランガムを用いた． 
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2-4. 土壌微生物群衆培養物中に生息する微生物由来の DNA抽出と 16S rRNA遺

伝子領域の PCR 条件 

1) 土壌培養物の DNA 抽出 

土壌培養物中の細菌の菌叢解析を目的として，土壌懸濁液 (100 µL)をWinogradsky’s

無機塩無窒素ゲランガムソフトゲル培地 (10 mL)に接種し，7~21 日培養した培養物か

ら菌体を回収した．ゲランガムソフトゲル培地全量を 50 mL ファルコンチューブに入

れ，TE bufferを等量加え，ソフトゲルを完全に液化するため 10秒間ボルテックスし，

遠心分離 (10,000×g，15 min)を行った．これにより得られた菌体ペレット全量を DNA

抽出に供した．これ以降の DNA抽出操作は ISOPLANT Ⅱのプロトコルに従った． 

 

2) 16S rRNA遺伝子領域の PCR 

16S rRNA 遺伝子領域を対象とした PCR には，AmpliTaq (AmpliTaq GOLD 360 Master 

Mix, Applied Biosystems, Foster City, CA, USA)を使用した．PCR 条件を Table. 2-3に示

す．16S rRNA 遺伝子領域の増幅には Table. 2-4に示したプライマーを用いた．また，

N2O を N2へ脱窒する N2OR をコードする nosZ 遺伝子の検出も PCRにより検出するこ

とができ，同様に PCR 条件，プライマーを Table. 2-5および 2-6に示す．なお，遠心分

離で得られるペレットに含有される少量のジェランガムは PCRを阻害しないことが報

告されている (Rath and Schmidt, 2001)． 
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Table. 2-3. PCR の反応条件 

Reaction mixture (20 µL) 

Solution Volume 

AmpliTaq GOLD 10 µL 

Primer (forward) 0.4 µL 

Primer (reverse) 0.4 µL 

Sterilized distilled water Up to 20 µL 

 

Thermal cycling program for eubacteria 16S rRNA universal primer 

Initial activation 95℃ 10 min 

Denaturation 95℃ 30 sec 

Annealing 55℃ 30 sec         30 cycles 

Extension 72℃ 1 min/ kb 

Final extension 72℃ 7 min 

 

Table. 2-4. 16S rRNA遺伝子用ユニバーサルプライマー 

Primer Sequence 

27F 5’-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3’ 

341R 5’-CCT ACG GGA GGC AGC A-3’ 

518R 5’-GTA TTA CCG CGG CTG CTGG-3’ 

907R 5’-CCG TCA ATT CMT TTR AGT TT-3’ 

1112F 5’-GTC CCG CAA CGA GCG CAA C-3’ 

1389R 5’-ACG GGC GGT GTG TGT ACA AG-3’ 

1525R 5’-AAA GGA GGT GAT CCA GCC-3’ 

 

Table. 2-5. narG および nosZ 検出時における PCR の反応条件 

Initial activation 95℃ 10 min 

Denaturation 95℃ 60 sec 

Annealing 50℃ 60 sec         35 cycles 

Extension 72℃ 1 min/ kb 

Final extension 72℃ 7 min 
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Table. 2-6. narGおよび nosZ の primer 

Primer Sequence 

NosZ-912F 5’-CGTCCCCGGCCTCGTG -3’ 

NosZ-1853R 5’-GAGCAGAAGTTCGTGCAGTAGTAGGG -3’ 

NarG-2168F 5’-TCGGGCAAGGGCCACGAATAC-3’ 

NarG-2411R 5’-TGDATRAANGGRTGCATRTC -3’ 

 

2-5. N2O測定法 

本研究では培養微生物の N2O 放出量および N2O消去量を評価した． 

以下に N2O測定法を示す． 

 

1) 培養容器 

N2O 測定では培養に密閉容器が求められるため，本研究では 30 mL のガスクロバイア

ル (SVG-30, Nichiden Rika Glass Co., Kobe, Japan)を用いた．このバイアルはブチルゴム

栓 (液状用)で蓋をし，その上から穴のあいたメラミン樹製のスクリューキャップで押し

付けて密閉する構造になっている．10 mL の培地を分注した容器内の気相容積は 22.57 

mL であった (Hara et al., 2010)． 

 

2) 培地の分注および培養 

ゲルマトリックスを十分に溶解させて 60℃程度まで冷却し，N2O 放出用または N2O

消去用培地を分注器 (SocorexSH, Socorec Isba S.A., Ecublens, Swizerland)で 10 mL づつガ

スクロバイアルに分注し，固まるまで冷却した．培地に菌懸濁液または土壌懸濁液を 100 

µL接種した後，ボルテックスでよく撹拌した． 

 

3) N2Oの封入 

N2O 消去微生物の場合，はじめに N2O 消去能を評価するためにはじめに N2O ガスを

封入する必要がある．注射用針 (1.2 mm×38 mm, NIPRO, Osaka, Japan)を装着した 100 mL

用シリンジ (ジェイ・エム・エス, Hiroshima, Japan)を使用し，高純度 N2O ガス (純度

99.5%，ジーエルサイエンス, Tokyo, Japan)を封入する．封入するとき，使用する注射針

は湿熱滅菌 (121℃, 15 min)しており，ガスクロバイアル内の余分な空気を排出するため，

ブチルゴム栓に注射針を刺した状態で N2O ガスを封入した．Fig. 2-1に N2O封入方法を

示す． 

 

4) N2O検出 

N2O 封入後，実際に N2Oがどの程度封入されているかを確認するために，封入直後，

ヘッドスペース内の N2O量を電子補足検出器 (ECD: Electron Capture Detector)-ガスクロ
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マトグラフィー (Shimadzu GC-14B) (SHIMADZU, Kyoto, Japan)により計測した．測定機

器条件を Table. 2-7に示す．ECD-ガスクロマトグラフィーは，コレクタに捕集されるイ

オン電流を一定にするための電圧値の変化を読み取り，検出する．検量線を作成する際

に標品として高純度 N2Oガスを使用した．また，N2O 放出微生物の場合，菌懸濁液を接

種後，1週間 25℃で培養後，ヘッドスペースに蓄積した N2Oを測定した． 

 

Table. 2-7. 測定機器条件 

 

 

 

Fig. 2-1. N2O封入方法 

シリンジから封入される N2O によりバイアル内の空気がブチルゴム栓に刺した注射針

を通して排出されることでガスクロバイアル内に N2O が気相と置換され封入される。 
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2-6. アセチレン抑制試験 

アセチレン抑制試験は土壌微生物の脱窒の評価に使用されている手法である (Balderston 

et al., 1976; Yoshinari and Knowles, 1976; Groffman et al., 2006; Hayakawa et al., 2012)．アセチ

レンは N2OR の酵素活性を阻害するため，本来 N2へ還元されるべき N2O 全量がヘッドスペ

ースへ放出される．アセチレン 10%存在下で促進された N2O 放出量から，微生物の完全脱

窒を定量することができ，N2OR 機能の存在を確認することができる．従って，アセチレン

抑制試験では，N2O消去が N2への還元によるものか，さらには N2O 消去細菌か完全脱窒菌

かを評価することができる．本研究において，この手法を用いて N2O 消去細菌の脱窒能を

評価する．2-6節と同様の手法でアセチレンガスをガスクロバイアルのヘッドスペースに注

入する (Fig. 2-2)． 

 

 

Fig. 2-2. アセチレン抑制 

アセチレンガスが N2ORの活性を阻害し，N2O から N2へと脱窒できなくなり，N2O が蓄積

される． 

 

2-8. シークエンンシング 

土壌微生物群集培養物中に生息する微生物の DNAにコードされる 16S rRNA 遺伝子の塩

基配列は BigDyeTM Terminator v3.1 キットを用いてシークエンス PCR を行い，ABI PRISM 

310 (Applied Biosystems)によって決定した．16S rRNA 遺伝子のシークエンス PCR に用いた

プライマーを Table. 2-8に，シークエンス PCR の反応条件を Table. 2-9，Table. 2-10に示す． 
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Table. 2-8. 16S rRNA遺伝子シークエンス PCR 用プライマー 

プライマー 塩基配列 (5’→3’) 

16S-rDNA 

27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 

341F CCTACGGGAGGCAGCAG 

518R GTATTACCGCGGCTGCTGG 

907R CCGTCAATTCCTTTYAGTTT 

1080MR ACGAGCTGACGACA 

1112F GTCCCGCAACGAGCGCAAC 

1389R ACGGGCGGTGTGTACAAG 

1525R AAAGGAGGTGATCCAGCC 

 

Table. 2-9. シークエンス PCR 反応液構成内容 

Solution Volume 

5×sequencing buffer 3.8 µL 

Primer (1 µM) 3.2 µL 

Pre-mix (×1/4) 2.0 µL 

Template PCR amplicon 1.0 µL 

Milli Q 10 µL 

Total 20 µL 

 

Table. 2-10. シークエンス PCR thermal cycling program 

Cycle Temperature (ºC) Time (sec) 

Initial activation step 96 300 

Denaturation 96 30 

Annealing       25 cycles 50 15 

Extension 60 240 

Storage 8 ∞ 

 

説明書に従ってシークエンス PCR 産物から不純物を取り除き，オートシーケンサー (ABI 

PRISM 310, Applied Biosystems)により遺伝子の解析を行った．解析した塩基配列は細菌株ご

とにアッセンブリーソフト (AutoAssembler ver. 2.0, Applied Biosystems)でアッセンブルし，

完成した塩基配列を DNA データバンク (DDBJ)にアクセスして BLAST 検索することによ

り，当該細菌の同定を行った． 
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2-9. PCR-DGGE法による菌叢解析 

従来の微生物研究は純粋分離・培養を基本としており，環境中などの複合系に存在する微

生物の種類や機能解析を行うには，同様に微生物の培養が必要とされてきた．しかし，環境

中の微生物の 90%以上は培養が困難であり，土壌から分離・培養可能な微生物はわずか 0.3%

と言われている．このような分離・培養を介さず，環境中の微生物の全てのゲノムを回収し，

網羅的な解析を行うメタゲノム解析技術の確立によって，環境中の微生物群集の系統的な

多様性や機能性遺伝子の解析が可能となった (Amann et al., 1995)． 

DGGE (Denaturing gradient gel electrophoresis，変性剤濃度勾配ゲル電気泳動)法は，濃度勾

配があるゲルを用いた電気泳動法である．二本鎖DNAの分子量と塩基配列の違いによって，

泳動距離が異なることを利用し，本来は二本鎖 DNA の塩基配列の点変異検出用に開発され

た技術であるが，分離能が高いことから Muyzer らによって微生物群集解析へ応用された 

(Muyzer et al., 1993)．培養過程を経ずに微生物叢を解析することが可能な方法として汎用さ

れてきた．これには 16S rRNA遺伝子を標的とした PCR 法と組み合わせた PCR-DGGE 法が

用いられ，微量な対象物から環境中の微生物由来標的遺伝子を増幅することによって，微生

物叢の変動をバンドとして可視化し，観察することができる． 

DGGE は，DNA 変性剤として用いる尿素とホルムアミドで濃度勾配をつけたポリアクリ

ルアミドゲルによって，1 塩基の違いを検出するための手法である．二本鎖 DNA を濃度勾

配の低い部分から高い部分に向かって泳動する．ゲル中二本鎖 DNA が特定の変性剤濃度の

領域に到達すると変性によって一本鎖に開裂した DNA は泳動が進行しにくくなる． 

分解能を高めるために，GC-clamp (GC に富んだ配列)と呼ばれる 40 塩基程度の G-C 豊富

な配列 5’側に付加されたプライマーを用いるのが一般的である (Sheffield et al., 1989)．この

GC-clamp付のプライマーを用いて増幅した PCR 産物を泳動すると，変性剤の濃度上昇と共

に二本鎖 DNA の開裂のしやすさ，つまり塩基配列の違いによって，移動度の異なる場所に

バンドを形成する．配列の異なる微生物種の 16S rRNA 遺伝子を標的とした DGGE では属

レベルでの同定は可能であるが，長過ぎる塩基配列では分離能が下がるため，相同性領域の

塩基配列からデザインした GC-clamp 付のプライマーを用いて増幅した．GC-clamp 付のプ

ライマーとして341F-gc (5’-(GC clump*)-CCTACGGGAGGCAGCA-3’，GC-clamp; 5’-CGC CCG 

CCG CGC CCC GCG CCC GTC CCG CCG CCC CCG CCC-3)を使用した．GC-clamp の配列は

500 bp以下の二本鎖 DNAを分析にかけるのが妥当である．DGGE のバンドパターンおよび

シークエンシングによる各バンドの同定によって，群集構造や菌叢遷移を評価することが

できる． 

本研究においては，培養物中の細菌をターゲットとし，N2O放出および N2O 消去が行われ

ている環境中での菌叢解析を PCR-DGGE 解析により行った． 
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1) テンプレート調製 

PCR-DGGE 法による菌叢解析に用いた DNA テンプレートは，土壌培養物から回収し

た菌体 DNAを用い，GC-clamp付のプライマーペアで目的の領域を増幅し，DGGE解析

用 DNA断片を得た． 

 

2) 変性剤濃度勾配ゲル調製・電気泳動 

DCode (Bio-Rad, USA)を用いて変性剤濃度勾配ゲル (16 cm×16 cm)を調製し，電気泳

動を行った．変性剤濃度勾配ゲルの調製，電気泳動はプロトコルに従った．よりシャー

プなバンドを得るために，本研究では，100 Vで 16時間の泳動を標準手法としたため，

泳動バッファーには 1×TAE バッファーを用いた．泳動後のゲルは 1×TAE バッファー中

で Syber Green I (Takara Bio Inc., Otsu, Japan)を用いて，30分振盪し染色した．染色後の

ゲルは Typhoon Trio (GE healthcare, Little Chalfont, UK)でスキャンした． 

 

3) バンドの切り出し・同定 

DNA 損傷を防ぐため，バンドの切出しには，青色 LED 照射装置 (NF-1050-B, Nihon 

Eido Co. Ltd, Tokyo, Japan)を用いた．切出すバンドをイエローチップで 2-3回突き刺し，

10 µl の滅菌Milli Q に懸濁した．このうち，1 µL をテンプレートとして PCRを行った．

この PCR 産物は BigDyeTM Terminator v3.1 kit (Applied Biosystems)を用いてシークエンス

PCR を行い，ABI Prism 310 (Applied Biosystems)によって配列を決定した．16S rRNA遺

伝子のシークエンス PCR に用いたプライマーは Table. 2-4 に，シークエンス PCR 条件

は Table. 2-9 と同様である．シークエンシングによって得た塩基配列は DNA データバ

ンク (NCBIまたは DDBJ)の BLAST 検索によって細菌の仮同定を試みた． 
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2-10. バクテリアのハイスループットシークエンシング 

北海道大学附属静内圃場黒ボク土壌およびパルサ崩壊地の真正細菌のメタゲノム解析は，

次世代シーケンサーの Ion Torrent Personal Genome Machine (Life Technologies, CA, USA)を

用いて行った．真正細菌 16S rRNA遺伝子領域は可変領域をカバーするため V2-4-8，V3-6，

7-9 領域を増幅するプライマーセット  (Life Technologies)を用いて増幅した．Thermal 

Cycling Program は，キットに付属するマニュアルに従った．得られたアンプリコンを

AMPure XP (Beckman Coulter, CA, USA)によりマニュアルに沿って精製した．DNA 量は

Qubit dsDNA HS assay kit (Life Technologies)を用いて定量した． 

バクテリアの 16S rRNAライブラリは Ion Plus Fragment Library Kit (Life Technologies)と Ion 

Xpress Barcode Adapter 1-16 Kit (Life Technologies)を用いてマニュアルに沿って作成した．ア

ダプターライゲーションと nick-repaired librariesはキットのマニュアルに沿った．また場合

によって真正細菌 16S rRNA 遺伝子領域の V4 可変領域をカバーできるプライマー (Table. 

2-11, Table. 2-12)を用いてライブラリ作成を行った (Fig. 2-3)．PCR 条件を Table. 2-13，Table. 

2-14に示す．ポリメラーゼはAmpliTaq Goldを用いた．First PCRはプライマー515F/806Rで，

アンプリコンを作成し，Second PCR のプライマーにバーコード付き 515F/PI を用いてライ

ブラリを作成した． 

増幅したライブラリは Agilent 2100 Bioanalyzer with High Sensitivity DNA Analysis Kits 

(Agilent Technology, CA, USA)を用いて目的配列の DNA 量を定量した．各ライブラリを 26 

pMに希釈し，Ion OneTouch 2 system (Life Technologies)を使用してイオン球形粒子 (ISPs)上

でシークエンシングテンプレートを増幅するためのエマルジョン PCRに供し，Ion PGM 21 

Template OT2 400 Kit (Life Technologies)を用いて Ion OneTouch ES (Life Technologies)によりテ

ンプレートを作成した (Fig. 2-4)．テンプレートは Ion PGM system (Life Technologies)，Ion 

PGM Sequencing 400 Kit (Life Technologies)および Ion 316 Chip v2 (Life Technologies)を用いて

850-flowsでシングルエンドシークエンシングを行った (Fig. 2-5)．真正細菌配列はMicroSEQ 

16S Reference Library v2013. 1 (Life Technologies)および Greengenes v13.5 (The Greengene 

Database Consortium, http://greengene.secondgenome.com/)のリファレンスに基づく Ion Torrent

プラットフォーム特有のパイプラインソフトウェア Ion Reporter 5.0 16S Metagenomics 

Workflow を使用して，解析を行った．Workflow のパラメーター条件は Table. 2-15 に示す．

基本的に 10コピー未満のコピー数の配列を除去したが，目的によってはすべての配列を解

析した． 
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Fig. 2-3. ライブラリの作成 

ターゲットの 16S rRNAを断片化し，PCR により増幅し，アダプターライゲーションを行

いライブラリを作成． 

 

 

Fig. 2-4. テンプレート調製 

固相ビーズが P1アダプターと結合しライブラリを固定させ，ポリメラーゼ，dNTP，プラ

イマーを混合し，エマルジョン PCRに供することでテンプレートを調製 
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Fig. 2-5. シークエンス反応 

テンプレートは Ion PGM system (Life Technologies)，Ion PGM Sequencing 400 Kit (Life 

Technologies)および Ion 316 Chip v2 (Life Technologies)を用いて 850-flowsでシングルエンド

シークエンシングをおこなった。 

 

Table. 2-11. ハイスループットシークエンス用プライマー 

プライマー 塩基配列 (5’→3’) 

16S-

rDNA 

515F GTGCCAGCMGCCGCGGTAA 

806F GGACTACVSGGGTATCTAAT 

Barcode 

added 515F 
GTGCCAGCMGCCGCGGTAA- Barcode 

PI CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATGGACTACVSGGGTATCTAAT 
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Table. 2-12. ハイスループットシークエンス用プライマーに用いたバーコード 

バーコード 塩基配列 (5’→3’) バーコード 塩基配列 (5’→3’)  

IonXpress_049 TCCTAACATAAC IonXpress_061 TCACTCGGATC 

IonXpress_050 CGGACAATGGC IonXpress_062 TTCCTGCTTCAC 

IonXpress_051 TTGAGCCTATTC IonXpress_063 CCTTAGAGTTC 

IonXpress_052 CCGCATGGAAC IonXpress_064 CTGAGTTCCGAC 

IonXpress_053 CTGGCAATCCTC IonXpress_065 TCCTGGCACATC 

IonXpress_054 CCGGAGAATCGC IonXpress_066 CCGCAATCATC 

IonXpress_055 TCCACCTCCTC IonXpress_067 TTCCTACCAGTC 

IonXpress_056 CAGCATTAATTC IonXpress_068 TCAAGAAGTTC 

IonXpress_057 TCTGGCAACGGC IonXpress_069 TTCAATTGGC 

IonXpress_058 TCCTAGAACAC IonXpress_070 CCTACTGGTC 

IonXpress_059 TCCTTGATGTTC IonXpress_071 TGAGGCTCCGAC 

IonXpress_060 TCTAGCTCTTC IonXpress_072 CGAAGGCCACAC 

 

Table. 2-13. AmpliTaq Gold thermal cycling program for NGS 

Cycle Temperature (ºC) Time (sec) 

Initial activation step 95 600 

Denaturation 95 30 

Annealing     *125 cycles *255 30 

Extension 72 20 

Final extension 72 420 

Storage 8 ∞ 

 

*1 電気泳動によるバンドの有無によってサイクル数を 20~30 cycles の間で調整するが，基

本的に 24 cyclesで行った． 

*2 電気泳動によるバンド有無により 50ºC~60ºC 間で調整するが，基本的に 55ºC で行った． 

 

Table. 2-14. Adaptor ligated and nick-repaired libraries 

Cycle Temperature (ºC) Time (sec) 

Initial activation step 95 300 

Denaturation 95 15 

Annealing     7 cycles 55 15 

Extension 70 60 
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Table 2-15. ハイスループットシークエンスに用いた Workfolwパラメーター 

Workflow parameters  

Primer Detected Single end 

Read Length Filter 150 reads 

Minimum Alignment Coverage 90% 

Read Abundance Filter 10 reads 

Genus Cutoff 97.0% 

Species Cutoff 99.0% 

Slash ID Reporting Percentage 0.2% 

 

  



26 

 

3. 静内圃場における N2O消去微生物の探索 

3-1. はじめに 

土壌の C/N が低いとき，N2O が大量に放出され，逆に C/Nが高いと N2Oが放出されない

ことが報告されている (Bortone et al., 1992; Baggs et al., 2000; Kishida et al., 2004)．つまり，

窒素量が多い場合に硝酸塩呼吸が活発になる． 

そのため，一部の完全脱窒細菌には，土壌ガス中の N2Oを硝酸塩呼吸系における最終電子

受容体として利用し，N2を最終産物として大気中に放出するものも知られている (Hutchins, 

1991; Wunsch and Zumft, 2005)．嫌気的条件においても，N2Oを利用することで細胞の生存

を助けているという報告もある (Park et al., 2017)．N2O の資化を考えた場合，N2Oが豊富に

存在した場合，N2を固定するよりも N2Oは亜硝酸に変換したほうがエネルギー的に効率が

良い (Kryachko et al., 2001)．土壌中の亜硝酸は植物，他の微生物が資化しており (Yang et al., 

2004; Breteler and Luczak, 1982)競争率が非常に高いため，大量に放出される N2O を資化した

方が生存戦略的に有利と考えられる．したがって，利用しやすい N2O を積極的に資化利用

する細菌が存在するのではないかと推測される．しかし，N2O を資化している細菌の存在は

明らかになっていない． 

本研究では，過剰な N 環境すなわち C/N が低い環境では不完全脱窒細菌により高濃度の

N2O が発生することから，豊富な N2O を積極的に取り込み資化利用する菌がいるのではな

いかとの仮説を立てた．この仮説は N2O の放出量が少量では，これらの細菌が長期的に生

育できないと考えられる．なぜなら，N2Oを栄養源としていた場合，N2O 量が少ないと十分

に生育できなくなるためと考えたからである．そのため，多量に N2O が放出されている黒

ボク土壌をターゲットとした．これを検証するために，以下の実験を進めた．使用する土壌

として北海道大学附属静内圃場の黒ボク土壌を使用した．静内圃場の黒ボク土壌は多量の

肥料が投入されており，N2O が多量に放出されている (Kitamura et al., 2021)．培地の pHを

強酸性 (pH 4.5)から強塩基性 (pH 9.0)で土壌を培養し，N2O放出挙動を経時的に計測した．

経時測定中に，N2Oの蓄積量が増加するのではなく減少していく培養物を見いだし，強力な

N2O 消去微生物を探索した． 

 

3-2. 実験材料 

2016 年 4 月に採取した北海道大学附属静内牧場のデントコーン圃場で採取した黒ボク土 

(MF: Manure and chemical fertilizer input soil，F: Chemical fertilizer input soil)を N2O 計測試験に

用いた (Fig. 3-1)． 
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Fig. 3-1. 静内研究牧場土壌サンプリング地点 

赤矢印はサンプリング地点，北海道大学付属静内圃場 (N42°25’9” E142°29’1”)を示す． 

 

3-3. 異なる pHの培地による N2O放出量の測定および N2O消去微生物の探索 

概要および実験方法 

北海道大学付属静内圃場における N2O放出量の測定 N2O消去微生物を探索するために pH

によるスクリーニングを行った． 

Winogradsky’s無機塩無窒素培地を基本培地とし，炭素源として(0.5% (w/v))sucrose，KNO3 

0.52 g/L，pHを 10区 (4.5，5.0，5.5，6.0，6.5，7.0，7.5，8.0，8.5，9.0)設定し，スクリーニ

ングを反復数 5 で行った．使用した土壌は，①静内付属牧場・圃場 (堆肥添加黒ボク土壌，

MF：SHD W1 MF 0-10 cm)，②静内付属牧場・圃場 (化学肥料添加黒ボク土壌，F，コード：

SZN W4 M-MF 0-10 cm)とした．それぞれの土壌の約 0.2 g を滅菌水 10 mLに懸濁し，その

うち 100 µL 培地に接種し 1 週間，2 週間，3 週間と経時的に N2O 放出量を検出した．本実

験では黒ボク土壌における N2O放出量を測定するために，N2O を封入せず培養を行った． 
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結果 

①静内付属牧場・圃場黒ボク土壌 (MF)では，pH 4.5–pH 7.0 では N2O 放出が確認され，pH 

7.0で N2O 放出量の最大値 (3859 ppmv )が計測され (Fig. 3-2a)，N2O放出微生物の最大活性

と考えられる，pH 7.5 以降で N2O が経時的に前週と比較し，減少していることが観察され

た (Fig. 3-2a)．②静内付属牧場・圃場黒ボク土壌 (F)では，pH 4.5–pH 7.5で N2O 放出が確認

され，pH 7.5で N2O放出量の最大値 (5779 ppmv)が計測され (Fig. 3-2b)，N2O 放出微生物の

最大活性と考えられる．pH 8.5では経時的に計測をするにつれ，N2O が減少していくことが

確認できた (Fig. 3-2b)．以上の結果を Tableに示した (Table. 3-1)． 
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Table. 3-1. pHの違いによる N2Oの最大放出活性および消去活性を示す培地 pH 
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Fig. 3-2. 静内圃場土壌培養物からの N2O消去微生物スクリーニング 

a) 静内付属牧場・圃場 (堆肥添加黒ボク土壌，MF：SHD W1 MF 0-10 cm)．b) 静内付属牧

場・圃場 (化学肥料添加黒ボク土壌，F，コード：SZN W4 M-MF 0-10 cm)．各 pH における

Winogradsky’s無機塩無窒素培地を基本培地での N2O 放出能を示す．pH を 4.5，5.0，5.5，

6.0，6.5，7.0，7.5，8.0，8.5，9.0に設定し，窒素源として KNO3 (0.52 g/L)，n=3，エラー

バーは平均±SE．縦軸は N2O 残存量，横軸は培地 pHを示す． 

 

3-4. N2O消去菌の分離 

概要および実験方法 

Winogradsky’s無機塩無窒素培地を基本培地とし，3-3.節で N2O蓄積量の減少が確認された

条件である pH 8.5 に調整し，窒素源として KNO3 (0.52 g/L)，炭素源として sucrose (0.5% 

(w/v))，ジェランガム (0.5% (w/v))を加えた平板培地を作成した．その後，3-3.節で N2O を消

去した土壌 (MF)由来の培養物 (pH 8.5)を 1000 倍希釈し，100 µL を平板培地に接種し，出
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現したコロニーを形態の異なっていた 15種を回収し，その菌株を A-Oと表記した． 

同様の培地組成をガスクロバイアルに 10 mL 分注し，その後，1 mL の滅菌水に回収した

コロニー (A-O)を懸濁し，同様の培地組成の培地に 100 µL接種し，N2O を約 2,000 ppmvを

ヘッドスペースに封入し，ガスクロマトグラフィーにより 1 日目，4 日目の N2O 残存量を

計測した． 

その後，N2O の消去が確認された培養物から菌体を回収し，菌体の 16S rRNAを 27F/1389R

のプライマーペアで増幅し，sequence PCRを行い，細菌の同定を試みた． 

 

結果 

顕著に N2O を消去していた分離株 A が確認された．この分離株 A は，培養 4 日目におい

て約 500 ppmv の消去した (Fig. 3-3)．分離株 H-O では消去ではなく，N2O の放出が確認さ

れた． 

この分離された細菌の 16S rRNA を PCR (27F/1389R)で増幅し得た配列は，Chitinophaga 

eiseniae と最も高い 96.35%の相同性を示した．MEGA X を使用した近隣結合法に基づいて

系統発生分析をおこない (Kumar et al., 2018) (Fig. 3-4)，本分離株を Chitinophaga sp. Sac-f1株

とした．また，現在明らかにされている Atypical-nosZ 遺伝子を持つ細菌の 16S rRNA と比較

することで本菌株が Atypical-nosZ遺伝子を持っている細菌であることを示した (Fig.3-5)． 
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Fig. 3-3. 分離株の N2O消去能評価 

各アルファベットは分離株を示し，培養条件は Fig. 3-1と同様．計測日数は 1日，4日．矢

印は N2O 残存量が減少していることを示している． 
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Fig. 3-4. Chitinophagaceae の 16S rRNAに基づく Neighbor-joining 法による系統樹 

系統樹は 1362 bpの 16S rRNA遺伝子フラグメントに基づき，Chitinophagaceae の 16S rRNA

をリファレンスに取り，Neighbor-joining法により作成した．bootstrapを 1000回試行し，Tree 

nodeに示してある数字は boots trap値を表している．スケールバーは各集団の進化距離を示

している．図内部のカッコ内は accession numberを表している．本分離株の遺伝子は赤字で

示した． 
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Fig. 3-5. Atypical-nosZ 遺伝子を持つ微生物の 16S rRNAに基づく Neighbor-

joining による系統樹 

この系統樹は Atypical-nosZ 遺伝子を持つ微生物の 16S rRNA 遺伝子フラグメントに基づ

き，Neighbor-joining法により作成した．作成方法は Fig. 3-3と同様である． 

  



35 

 

 

考察 

以上の実験より，静内付属牧場・圃場の黒ボク土壌では，堆肥肥料もしくは化学肥料を

添加した場合，pH が中性で放出量が最大になること，Chitinophaga sp. Sac-f1株を N2O消

去細菌として決定することができた． 

N2O 消去能をもつ微生物は pH 7.5–pH 9.0 で存在が示唆されているが (Fig. 3-2a)，N2O消

去量で有意な差を確認できず，至適 pH を特定することができない．②静内付属牧場・圃

場の黒ボク土壌では，pH 7.0，pH 7.5で N2O放出量が最大になっていることから，N2O放

出能をもつ微生物は至適 pHが中性付近であると考えられる (Fig. 3-2b)．pH 8.0–pH 9.0 で

は N2O消去能が確認されているが，最初の 1週目で N2Oの放出が確認され，その後，N2O

が消去されていることから，N2O 消去微生物は十分量の N2Oが気層中に存在しないと培養

できない可能が考えられる．すなわち，この培養物中に強力な N2O を資化している細菌の

可能性がある．しかし，この細菌属が硝酸から N2O を生成する経路を持たないが，N2O か

ら N2への脱窒経路を持ち，Non-denitrifier (Payne et al., 1982; Simon et al., 2004; Hallin et al., 

2018)と呼ばれる細菌である可能性がある．Non-denitrifierは Typical-nosZ 遺伝子ではなく

Atypical-nosZ遺伝子を保持している (Hallin et al., 2018)．Atypical-nosZ は多様性に富んだ遺

伝子であるそのため，すべての Atypical-nosZ遺伝子配列は明らかにされていない．そのた

め，まずは Chitinophaga sp. Sac-f1株が Typical-nosZ遺伝子を保持しているかを調べる必要

がある．加えて，アセチレン還元試験を行うことにより，脱窒により N2Oを消去している

ことを示す必要がある． 

Chitinophagaceae は分類定義としてキチン分解微生物となっている  (Sangkhobol and 

Skerman, 1981)．最も高い相同性を示した Chitinophaga eiseniaeは堆肥が散布された土壌から

分離されているグラム陰性細菌である (Yasir et al., 2011)．本菌株も黄色のコロニーを作成

しており，報告されている菌株も同様に黄色のコロニーを作成していることもあり (Yasir et 

al., 2011)，この細菌種である可能性が非常に高い．生育条件も pH 6.5-8.5である．このこと

から消去活性の適正 pHが塩基性条件であると考えられる． 

本実験圃場からは N2O消去細菌ではなく，N2O放出細菌の分離が報告されている (Takeda 

et al., 2012; Nie et al., 2016)．これらの細菌種は全て pH 4.5-6.5の間で強い放出活性があると

されているが，Chitinophaga sp. Sac-f1株は pH 8.5で活性を示しており，消去株の分離にお

いては pH に勾配をつけることが重要と考えられる．しかし，土壌が塩基性になることは多

くはなく，この分離株が N2O 農業資材として利用できるかを幅広い pH 区画での消去試験

を行う必要があると考えられる． 

nosZ遺伝子を持ち N2ORにより還元するもの (Wunsch and Zunft, 2005)が知られている．

nosZの酵素活性は pH 6.5のときに恒常的に発現しているが，pH 8.0 でも発現するものの時

間がたつにつれ発現しなくなることが報告されている (Liu et al., 2010)．しかし，pH 7.5-8.5

で nosZ の発現量が最大となる (Liu et al., 2010)．すなわち，現段階では，この分離株，
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Chitinophaga sp. Sac-f1 株が nosZ 遺伝子による N2OR により還元している可能性が高いと考

えられる．そのため，Typical-nosZ検出試験を行い，Chitinophaga sp. Sac-f1株がどのように

消去しているかを検証する必要がある． 

系統樹から Chitinophagaceae に属していることは間違いないが，この属において新しい脱

窒細菌である可能性が高いと考えられる (Fig. 3-4, 5)．Chitinophagaceaeは Fig. 3-5に示され

るように Atypical-nosZ 遺伝子を保持している微生物群の中に存在にしており，本菌株が

Atypical-nosZ 遺伝子によって発現した N2OR により消去している可能性がある．さらに，

Chitinophagaceae は Typical-nosZ を保持しているアルファ・ベータ・ガンマプロテオバクテ

リアではなく，バクテロイデス門に属している．そのため，脱窒により消去しているのであ

れば Atypical-nosZ 遺伝子により発現した N2OR により消去していると推察できる． 
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4. Chitinophaga sp. Sac-f1株の N2O消去機構の推定 

4-1. はじめに 

N2O 消去細菌スクリーニング試験で経時的に計測した結果，N2O の蓄積量が減少してい

る培養物から分離された Chitinophaga sp. Sac-f1株は，強力な N2O消去能力を示したものの

N2O を資化しているかもしくは N2 へと脱窒している可能性もある．そこで，Chitinophaga 

sp. Sac-f1 株がどのように N2O を消去しているかを推定するためにアセチレン阻害試験を供

し，脱窒によるものかそれとも別の経路によるものかを推定した．アセチレンを封入するこ

とにより N2O から N2への脱窒を行う N2OR を阻害する．N2O 量が減少しなくなることで，

N2OR をコードする Typical-nosZ 遺伝子を検出することができる．また，PCR を行い，

Chitinophaga sp. Sac-f1株の Typical-nosZ遺伝子の検出を試みることで Chitinophaga sp. Sac-

f1 株の N2O 消去経路を推定した． 

 

4-2. アセチレン阻害試験および Typical-nosZ 遺伝子の検出 

概要および実験方法 

今回，単離した N2O消去細菌 Chitinophaga sp. Sac-f1株は N2O消去経路として N2Oを N2

へと脱窒する経路が考えられる．N2O から N2 へと脱窒する遺伝子として nosZ 遺伝子が確

認されており，acetylene (10% (v/v))を封入することによって，Nitrous oxide reductase (N2OR)

を阻害することができる (Yoshinari and Knowles, 1976; Ryden et al., 1979)． 

本実験では，第 3 章と同様の培地組成で培養を行った．N2O を約 10,000 ppmv を封入し，

一部の培養物には acetylene (10% (v/v)) (2.25 mL)を封入した．25℃で培養を行い，2，3，6週

間後のガスクロバイアルのヘッドスペースのN2Oを計測した．amoAの系統解析は 16S rRNA

のシークエンスを基に行われている (Purkhold et al., 2003)．分離株における脱窒に関する nar，

nir，nor，および nos 遺伝子配列の系統を比較する研究では，機能遺伝子の系統が多かれ少

なかれ 16S rRNA 遺伝子の系統と一致しないことを示されている  (Delorme et al., 2003; 

Heylen et al., 2007)．しかし，Jones et al. (2008)は，nirSと 16S rRNA遺伝子配列の間の遺伝子

系統発生において，より高いレベルの類似性があるという報告をした．一方で，脱窒性の

Pseudomonas 属の間では，16S rRNA と nosZ の系統パターンに類似性は確認されなかった 

(Delorme et al., 2003)．本実験では，このことを踏まえ，アセチレン阻害があった場合のこと

を考慮し，事前に脱窒経路を保持しているかを調べるために PCR により nosZ 遺伝子および

narG 遺伝子の検出を試みた．ポジティブコントロールとして，Pseudomonas denitrificans 

NBRC 12442 を使用した．Pseudomonas denitrificansは Typical-nosZ遺伝子を保持している代

表的な脱窒細菌であるため (Scala and Kerkhof, 1998; Shapleigh, 2013)，ポジティブコントロ

ールとして適当である．PCR条件を Table. 2-5，Table. 2-6に示す. 

 

結果 

アセチレン封入区では，N2O の消去は確認されず，封入していない培養物では，N2O の消
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去が確認された (Fig. 4-1).よって，N2O の消去は脱窒であると決定した． 

また，nosZ および narG の検出結果では，Fig. 4-2 の電気泳動結果から，ポジティブコン

トロールである NRBC12694Nではバンドが確認され，Chitinophaga sp. Sac-f1株には，nosZ

遺伝子，narG 遺伝子は検出されず，ブランクでもバンドが確認されなかったことから，

Chitinophaga sp. Sac-f1 株には Typical-nosZ 遺伝子及び narG 遺伝子を持っていない (Fig. 4-

2)．すなわち，Typicalな脱窒遺伝子を保持していないことが明らかになった． 
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Fig. 4-1. Chitinophaga sp. Sacf-1株による N2O 消去のアセチレン阻害試験 

培養条件は Fig. 3-1と同様．Blank: Chitniophaga sp. Sac-f1株を接種せず，培地のみであ

り，N2O のみを封入した培養物．Control: 10% アセチレンを封入せず，Chitniophaga sp. 

Sac-f1 株を接種した培養物．+10% Acetylene: 10% アセチレンを封入し，Chitniophaga sp. 

Sac-f1 株を接種した培養物．n=3，エラーバーは平均±SE． 
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Fig. 4-2. 電気泳動による Typical-nosZ 遺伝子および narG遺伝子の検出結果 

A) nosZ 検出結果. B) narG検出結果. 

A) 1: 100-bp marker，2: NosZ-912F および NosZ-1853R により増幅した脱窒細菌として知られ

る Pseudomonas denitrificans NBRC 12442 の PCR 産物．3: NosZ-912F および NosZ-1853Rに

より増幅した Chitiniophaga sp. Sac-f1株の PCR産物．4: DNA テンプレートを加えず，NosZ-

912Fおよび NosZ-1853Rにより増幅を行った PCR産物． 

B) 1: 100-bp marker，2: NarG-2168F および NarG-2411R により増幅した脱窒細菌として知ら

れる Pseudomonas denitrificans NBRC 12442 の PCR産物．3: N NarG-2168Fおよび NarG-2411R

により増幅した Chitiniophaga sp. Sac-f1 株の PCR 産物．4: DNA テンプレートを加えず，

NarG-2168F および NarG-2411R により増幅を行った PCR 産物． 

 

考察 

以上の実験より，アセチレン阻害試験で N2O の消去が阻害されたことから，Chitinophaga 

sp. Sac-f1 株は脱窒により N2O を消去している可能性が高いと考えられた．しかし，

Chitinophaga sp. Sac-f1株は Typical-nosZ遺伝子を含む脱窒関連遺伝子を保持していなかった 

(Fig. 4-2)．Atypical-nosZ 遺伝子を持つ微生物種は完全脱窒菌と異なり，他の脱窒遺伝子を持
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たないとされており (Sanford et al., 2012)，Chitinophaga sp. Sac-f1株も Atypical-nosZ遺伝子

を保持することにより，N2OR が活発に N2O を N2 に還元している可能性がある．Non-

denitrifier も Typical-nosZ ではなく Atypical-nosZ 遺伝子を持っており，N2O の生成を抑制し

ていることが報告されている (Jones et al., 2013; Hallin et al., 2018)．加えて，N2O を電子受容

体として使用している可能性もあり，呼吸系の最終的な還元酵素として働いており，この

NosZ タンパク質の働きが Wolinella，Campylobacter および Geobacillus で確認されている 

(Payne et al., 1982; Simon et al., 2004; Kern and Simon, 2009; Liu et al., 2008)．このように N2O

を還元することでエネルギーに変換していることも明らかになっており，完全脱窒菌と比

較したとき，硝酸呼吸におけるエネルギー効率もよいという報告もある (Sanford et al., 2012)．

Typical-NosZ と Atypical-NosZ ではタンパク質を運搬する分泌経路が異なっている (Zumft 

and Kroneck, 2007)．すべての Typical-NosZが twin-arginine translocation (Tat)シグナルペプチ

ドを保持している一方で，Atypical-NosZ は Cloroflexi を除き，N-terminal Sec-type シグナル

ペプチドを保持している．加えて，これらのタンパク質が異なっている点として，7つの保

護された触媒銅の結合に関連するヒスチジン残基のうち，2 つから生じる  (Zumft and 

Kroneck, 2007; Zumft, 2005)．77の Typical-NosZ のうち，銅は 2つのヒスチジン，DxHHxH，

EPHD と結合する (Sanford et al., 2012)．Atypical-NosZ ではこれらのヒスチジンに銅の結合

は確認されていない (Sanford et al., 2012)．すなわち，タンパク質の構造やメカニズムが異

なっていることに加え，Typical-nosZ遺伝子と異なり，Atypical-nosZ遺伝子は多様性に富ん

でいることから (Hallin et al., 2018)，検出するのが困難である．そのため，Chitinophaga sp. 

Sac-f1 株の N2O 消去経路を同定するためには全ゲノム解析を行う必要があり，それにより

本菌株が Non-denitrifier として非常に有望であるものとして N2O 抑制資材として有効活用

できると考えられる．また，実際に N2O 抑制資材として活用できるかを N2O 放出細菌との

共培養試験や N2O が放出されている土壌での試験を行う必要があると考えられる． 
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5. Chitinophaga sp.Sac-f1株を用いた N2O放出抑制試験 

5-1. はじめに 

N2O を抑制するために様々な取り組みが行われている (Dalal et al., 2003; Smith et al., 2008)．

例えば，バイオチャーと呼ばれる N2O 抑制資材を土壌に散布することで pH の上昇をはか

り，土壌中の C/N比に影響を与えることにより N2O 放出を抑制する (Woolf et al., 2010; Obia 

et al., 2015)．窒素肥料の利用効率化上昇させることで，N2Oの放出を抑制するという手法も

取られている (Aulakh et al., 1991; Mosier et al., 1996)．これは土壌に還元されるよりも植物

体へと取り込まれる方が多いことを利用し，N2O 放出速度を低減かつ硝化を阻害すること

で N2O放出を抑制している (Freney, 1997)．また，農薬を添加することで N2O の放出が抑制

されていることも報告されている (Li et al., 2014)．しかし，農薬のような有機化合物を散布

することで，土壌微生物の多様性を喪失したり，有機化合物が土壌中に残留したりと様々な

問題が生じている (Stolte et al., 2016. Silva et al., 2018)．他の手法を使用することが求められ

ている．根粒菌を用いて N2O の放出を抑制するという手法が開発されているように 

(Akiyama et al., 2016)，N2O の放出を抑制する微生物はますます注目を集めている (Hallin et 

al., 2018)． 

したがって，Chitinophaga sp. Sac-f1 株が新たな N2O 抑制資材として利用できるかを検証

した． 

 

5-2. Chitionophaga sp. Sac-f1株の農薬に対する応答 

概要および実験方法 

農薬が添加された土地での影響を想定し，Chitinophaga sp.Sac-f1 株に対し，Bipyridine 系

農薬である Paraquat (Fig. 5-1A)，Diquat (Fig. 5-1B)，Tropolone (Fig. 5-1C)をそれぞれ終濃度 3

区間 (1.0 µM，10.0 µM，100.0 µM)設定したものをソフトゲル培地に添加し，N2O消去の応

答を調査した． 

農薬を上記 3区間の終濃度になるよう DMSOで調整した．Winogradsky’s無機塩無窒素培

地を基本培地とし，上記 3区間の農薬終濃度の異なる培地を使用した．ゲルマトリックスに

は，0.5% (w/v)ジェランガムを用いた．接種菌体 OD660を 0.6に統一し，25℃で 3日，6日と

経時的にヘッドスペースに注入した N2O (約 10,000 ppmv)の残量をガスクロマトグラフィー

により計測した． 

 

結果 

Paraquatを添加した培地での Chitinophaga sp. Sac-f1株の N2O 消去能は，コントロールと

変わらず大きな抑制は確認できなかったが，3 日目の N2O 残量をコントロールと比較する

と N2O 消去の促進が確認された (Fig. 5-2)．Diquat 処理区では，100 µM で 3 日目まで有意

に N2O 消去能が抑制されているのが確認できたが，6 日目では有意な差は確認されなかっ

た (Fig. 5-3)．Tropolone処理区では，0 µMまで大きな変化は確認できなかったが，100 µM
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の処理区では，3日目，6日目に大きな抑制効果が確認された (Fig. 5-3)． 

 

Fig. 5-1. 農薬試験における使用化合物の構造 

A) Paraquatの構造，B) Diquatの構造，C) Tropoloneの構造． 

 

 

Fig. 5-2. Paraquat 添加による N2O消去能の評価 

Winogradsky’s培地に 1.0, 10, 100 µMの Paraquatを添加した培地で Chitinophaga sp. Sac-f1株

を培養し，25℃暗所で培養を行った．Blank: Chitinophaga sp. Sac-f1株を接種せず，Paraquat

も添加していない培養物．control (DMSO): Chitinophaga sp. Sac-f1株を接種し，Paraquatの

溶媒である DMSO のみを添加した培養物．1.0 µM: Chitinophaga sp. Sac-f1株を接種し，

Paraquat 1.0 µMを添加した培養物．10 µM: Chitinophaga sp. Sac-f1株を接種し，Paraquat 10 

µMを添加した培養物．100 µM: Chitinophaga sp. Sac-f1 株を接種し，Paraquat 100 µMを添

加した培養物．n=3，エラーバーは平均±SE． 
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Fig. 5-3. Diquat添加による N2O消去能の評価 

Winogradsky’s培地に 1.0, 10, 100 µMの Diquatを添加した培地で Chitinophaga sp. Sac-f1株

を培養し，25℃暗所で培養を行った．Blank: Chitinophaga sp. Sac-f1株を接種せず，Diquat

も接種していない培養物．control (DMSO): Chitinophaga sp. Sac-f1株を接種し，Diquatの溶

媒である DMSOのみを添加した培養物．1.0 µM: Chitinophaga sp. Sac-f1株を接種し，

Diquat 1.0 µMを添加した培養物．10 µM: Chitinophaga sp. Sac-f1株を接種し，Diquat 10 µM

を添加した培養物．100 µM: Chitinophaga sp. Sac-f1株を接種し，Diquat 100 µM を添加した

培養物．n=3，エラーバーは平均±SE． 

 

Fig. 5-4. Tropolone添加による N2O消去能の評価 

Winogradsky’s培地に 1.0, 10, 100 µMの Tropolone を添加した培地で Chitinophaga sp. Sac-f1

株を培養し，25℃暗所で培養を行った．Blank: Chitinophaga sp. Sac-f1株を接種せず，
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Tropolone も接種していない培養物．control (DMSO): Chitinophaga sp. Sac-f1株を接種し，

Tropolone の溶媒である DMSOのみを添加した培養物．1.0 µM: Chitinophaga sp. Sac-f1株

を接種し，Diquat 1.0 µMを添加した培養物．10 µM: Chitinophaga sp. Sac-f1株を接種し，

Tropolone 10 µMを添加した培養物．100 µM: Chitinophaga sp. Sac-f1株を接種し，

Tropolone 100 µMを添加した培養物．n=3，エラーバーは平均±SE． 

 

5-3. N2O放出細菌 Psudomonas sp. 15-6d株と N2O消去細菌 Chitionophaga sp. Sac-

f1 株との共培養における N2O放出の抑制効果の検証 

概要および実験方法 

本実験では，N2O 消去細菌である Chitinophaga sp. Sac-f1株と N2O放出株 Pseudomonas sp. 

15-6d株との共培養試験を行い，Chitinophaga sp. Sac-f1株が N2O 放出抑制資材として有用で

きるかを検証した． 

窒素源として KNO3，5 mM となるように調整したもので試験を行った．本実験も

Winogradsky’s ジェランガムソフトゲル培地 (pH 8.5)を使用し，菌体 OD660 =0.3 で統一し，

ヘッドスペースを統一するため，菌体懸濁液の合計が 100 µLになるように調整した．共培

養においては，OD660 =0.6の菌体懸濁液を用い，それぞれ 50 µL ずつ接種した．25℃暗所静

置条件で 2週間培養し，ガスクロバイアル内の N2O 濃度を計測した． 

 

結果 

Chitinophaga sp. Sac-f1株は N2O放出が確認されず，Pseudomonas sp. 15-6d株からは約 2000 

ppmvの N2O が検出された．また，Chitinophaga sp. Sac-f1株と Pseudomonas sp. 15-6d株の共

培養ではわずかに抑制されたように計測されたが，有意な差が見られる抑制効果は確認さ

れなかった (Fig. 5-5)． 
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Fig. 5-5. N2O消去細菌 Chitinophaga sp. Sac-f1 と N2O放出細菌 Pseudomoans sp. 

15-6dの共培養による N2O放出量 

Winogradsky’s培地を基本培地とし，Chitinophaga sp. Sac-f1株もしくは N2O放出細菌

Pseudomoans sp. 15-6dまた両細菌種を接種量 100 µL になるように加え，25℃暗所で 2週間

培養を行い，N2O 放出量を計測した．Chitinophaga sp. Sac-f1: Chitinophaga sp. Sac-f1 をのみ

を接種した培養物．Pseudomoans sp. 15-6d: Pseudomoans sp. 15-6dをのみを接種した培養

物．Chitinophaga sp. Sac-f1+Pseudomoans sp. 15-6d: Chitinophaga sp. Sac-f1および

Pseudomoans sp. 15-6dを接種した培養物．n=3，エラーバーは平均±SE． 

 

5-4. N2O放出黒ボク土壌での抑制試験 

概要および実験方法 

Chitinophaga sp. Sac-f1 株が強力な N2O 消去能を有していることが第 4章までで確認する

ことができた．この試験においては，N2O 放出が確認されている北海道大学附属静内圃場黒

ボク土壌の懸濁液を用い，抑制することができるかどうかを検証した． 

本実験も同様の培地組成，培養条件を使用した．黒ボク土壌は 10 mL の滅菌水に約 5 mg

懸濁し，その上澄み液をこの試験で使用した．菌体と土壌懸濁液の添加量の合計が 100 µL

になるように調整し，ガスクロバイアル内のヘッドスペースの容量を統一し，25℃で 2 週

間，培養した．その後，N2O 消去後における培養物中で Chitinophaga sp. Sac-f1 が優占して

いるかを DGGEにより黒ボク土壌そのものとの菌叢を比較することで確認した． 

また，使用する黒ボク土壌の菌叢解析を行い，土壌中にはどれほどの Chitinophagacae が

どれほどいるかを検証した．黒ボク土壌に対して DNA Isolation Kit ISOIL Large for Beads ver.2 

(株式会社ニッポンジーン)を用い，DNA 抽出を行い，次世代シークエンサーにより，菌叢解
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析を行った． 

 

結果 

Chitinophaga sp. Sac-f1は N2O の放出が確認されず，土壌懸濁液を接種した培養物からは

約 1,000 ppmvの N2Oが放出された (Fig. 5-6)．Chitinophaga sp. Sac-f1と土壌懸濁液との共培

養試験では，N2O の放出が抑制されたかのように見えたが統計的には有意な差が確認する

ことができなかった． 

培養後における Chitinophaga sp. Sac-f1が共培養しているかを確認したところ，土壌懸濁

液との共培養においても，2週間の培養では，優占していた (Fig. 5-7)． 

次世代シークエンサーによる菌叢解析の結果，Chitinophagaceaeは存在が確認された (Fig. 

5-8)．しかし，Familyレベルでの優占率は 1%未満であった． 
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Fig. 5-6. N2O放出黒ボク土壌での抑制試験 

Winogradsky’s培地を基本培地とし，Chitinophaga sp. Sac-f1株もしくは黒ボク土壌懸濁液ま

た両方を接種量 100 µL になるように加え，25℃暗所で 2週間培養を行い，N2O 放出量を計

測した．Chitinophaga sp. Sac-f1: Chitinophaga sp. Sac-f1をのみを接種した培養物．Soil 

suspension: 黒ボク土壌懸濁液のみを接種した培養物．Chitinophaga sp. Sac-f1+Soil 

suspension: Chitinophaga sp. Sac-f1 および黒ボク土壌懸濁液を接種した培養物．n=3，エラー

バーは平均±SE． 
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Fig. 5-7. 北海道大学附属静内圃場黒ボク土壌懸濁液と Chitinophaga sp. Sac-f1株

共培養後の DGGE 

Fig. 5-6で確認した培養物を 341F-gc，806Rのプライマーで増幅し，アクリルアミド 6%，

30%-70%の変性剤濃度勾配ゲルで，100 V，16時間，60℃で泳動した．SYBR Green Ⅰで

30分間染色し，ゲル撮影装置で撮影した．C は Controlを表し，数字は培養条件を示す．

①Chitinophaga sp. Sac-f1株のみで培養，②黒ボク土壌懸濁液のみで培養，③Chitinophaga 

sp. Sac-f1株および黒ボク土壌懸濁液の共培養．枠線で囲まれたバンドは Chitinophaga sp. 

Sac-f1 株を示す． 
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Fig. 5-8. 次世代シークエンサーによる北海道大学附属静内圃場黒黒ボク土壌の

Family レベルでの菌叢解析 

黒ボク土壌，MF：SHD W1 MF 0-10 cmから DNA Isolation Kit ISOIL Large for Beads ver.2 を

用いた菌叢解析結果．(■) Chitinophagaceaeを示す．リード数は 16169 reads 
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5-6. Chitinophaga sp. Sac-f1株を黒ボク土壌へ接種時における抑制効果の検証 

概要および実験方法 

本実験では，N2O 放出が確認されている北海道大学附属静内圃場黒ボク土壌そのものに

N2O 消去細菌 Chitinophaga sp. Sac-f1株を添加し，ソフトゲル培地だけでなく，黒ボク土壌

でも抑制することができるかを検証した． 

まず，土壌中の菌体の影響を除き，土壌中の成分で N2Oを消去できるかを検証した．北海

道大学附属静内圃場黒黒ボク土壌を 121℃，20 min，オートクレーブにかけ，土壌中の菌体

を滅菌し，OD660 =0.3 の Chitinophag sp. Sac-f1株を 100 µLを滅菌土壌 10 g に添加した．一

度だけの高圧加湿滅菌だけでは土壌中の芽胞までを滅菌することができていないが，ほぼ

滅菌されている．また，Chitinophag sp. Sac-f1株が十分に生育できない可能性を踏まえ，培

養条件として，A: 窒素源および炭素源なし，B: 窒素源 (KNO3, 5 mM)，炭素源なし，C: 窒

素源なし，炭素源 (sucrose 0.5% (w/v))，D: 窒素源 (KNO3, 5 mM)，炭素源 (sucrose, 0.5% (w/v))

を設定した．その後，ガスクロバイアルのヘッドスペースに N2O ガスを約 10,000 ppmv を

注入した．1 週間後のヘッドスペースの N2O 濃度をガスクロマトグラフィーにより用いて

計測した． 

また，ほぼ滅菌された土壌での培養だけではなく，実際には多様な細菌が存在している中

で N2Oの放出を抑制しているかを検証する必要がある．ほぼ滅菌された土壌だけではなく，

非滅菌土壌で実験室レベルではあるが黒ボク土壌そのものに Chitinophaga sp. Sac-f1 株を

100 µL，200 µL，300 µL，400 µL，500 µL接種し，十分に抑制できる菌体量の確認を行った． 

その後，適正な菌体量を黒ボク土壌に接種し，ほぼ滅菌した黒ボク土壌と同様の培養条件

を設定し，ガスクロバイアルのヘッドスペースに N2O を約 10,000 ppmvを注入した．1週間

後のヘッドスペースの N2O 濃度をガスクロマトグラフィーにより用いて計測した．Control

の培養物として，Chitinophaga sp. Sac-f1を接種していない黒ボク土壌も同時に培養した． 

本実験では黒ボク土壌の密度を 1.0 g/L と仮定し，実験を進めた．Chitinophaga sp. Sac-f1

株を PD培地に添加し，バッフルで振盪 80 rpm，25℃で培養し，1週間後，50 mL のファル

コンチューブで菌体を回収し，滅菌水に溶かし OD660 =0.3に統一した． 
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結果 

ほぼ滅菌した土壌での培養は土壌成分でのみだけでも十分に N2O の消去を行うことが確

認でき，どの培養物においても N2Oの消去が N2O注入初日と比較し、有意に N2Oを消去し

ていることが確認された (p <0.01) (Fig. 5-9)． 

添加物なし場合において，黒ボク土壌で培養を供したとき，100および 200 µLの接種では

減少している培養物も存在していたが，安定的に抑制していなかったため，有意に抑制して

いるとは統計的に示すことができなかった (Fig. 5-10)．しかし，黒ボク土壌に対し，300 µL

以上の接種することで 0レベルまで抑制することができた．すなわち，非滅菌土壌に対して

は 300 µL の接種が適当であると考えられた． 

非滅菌土壌での最初から N2O を封入した場合においては，多量に N2O が存在しているた

めか Chitinophaga sp. Sac-f1を接種していない条件であっても N2Oの消去が活発的に行われ

ており，7 日目における N2O の消去はどの条件においても有意に消去していることが確認

された (p <0.01) (Fig. 5-11)． 

Chitinophaga sp. Sac-f1 を接種している場合においても，どの培養条件においても有意に

N2O の消去が行われていることが確認された (p <0.01) (Fig. 5-12)．しかしながら，どの培養

条件も Chitinophaga sp. Sac-f1 を接種していない場合と比較したとき，有意に抑制はしてい

なかった． 
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Fig. 5-9. ほぼ滅菌した黒ボク土壌中での Chitinophaga sp. Sac-f1 株の N2O消去 

ほぼ滅菌した黒ボク土壌に Chitinophaga sp. Sac-f1 株を接種し，N2O を約 10,000 ppmv を

封入し，1週間 25℃暗所で培養を行った．各アルファベットは培養条件を示す．A: 窒素源

および炭素源なし，B: 窒素源 (KNO3 5 mM)，炭素源なし，C: 窒素源なし，炭素源 (sucrose 

0.5% (w/v))，D: 窒素源 (KNO3 5 mM)，炭素源 (sucrose 0.5% (w/v))．n=3，エラーバーは平均

±SE．*T 検定による p-value <0.01 

  



54 

 

 

 

Fig. 5-10. 黒ボク土壌における Chitinophaga sp. Sac-f1 株を接種時における N2O

放出抑制効果 

黒ボク土壌に Chitinophaga sp. Sac-f1株を接種し，1 週間 25℃暗所で培養を行った．横軸は

Chitinophaga sp. Sac-f1 株の接種量を示す．n=3，エラーバーは平均±SE． 
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Fig. 5-11. 黒ボク土壌のみの培養による N2O消去 

黒ボク土壌に Chitinophaga sp. Sac-f1株を接種し，1週間 25℃暗所で培養を行った．各ア

ルファベットは培養条件を示す．A: 窒素源および炭素源なし，B: 窒素源 (KNO3 5 mM)，

炭素源なし，C: 窒素源なし，炭素源 (sucrose 0.5% (w/v))，D: 窒素源 (KNO3 5 mM)，炭素源 

(sucrose 0.5% (w/v))．n=3，エラーバーは平均±SE．*T検定による p-value <0.01 
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Fig. 5-12. 黒ボク土壌および Chitinophaga sp. Sac-f1 株培養による N2O消去 

黒ボク土壌に Chitinophaga sp. Sac-f1株を接種し，1週間 25℃暗所で培養を行った．各ア

ルファベットは培養条件を示す．A: 窒素源および炭素源なし，B: 窒素源 (KNO3 5 mM)，

炭素源なし，C: 窒素源なし，炭素源 (sucrose 0.5% (w/v))，D: 窒素源 (KNO3 5 mM)，炭素源 

(sucrose 0.5% (w/v))．n=3，エラーバーは平均±SE．*T検定による p-value <0.01 
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考察 

以上の実験より，農薬のような有機化合物が Chitinophaga sp. Sac-f1株の N2O 消去能を亢

進または阻害することおよび黒ボク土壌中でも N2O の放出を抑制できると決定することが

できた． 

本章の結果，Chitinophaga sp. Sac-f1 株は Paraquat 処理区で，N2O の消去が促進されたこ

とから培地中で電子が奪われることにより，消去能が活性化した可能性が推察される．また

は，電子奪った際に生じるラジカルからイオンに戻る際に生じる活性酸素により，消去能が

活性化された可能性がある．この仮説を立証するために，他の電子伝達阻害系の農薬で追試

を行うべきだと考える． 

Diquat処理区では，コントロールに比べ大きな変化が確認できず，100 µMにおいて 3日

目の N2O 消去量が少なかったが，6 日目には完全に消去していることが確認できたため，

Chitinophaga sp. Sacf-1 株の N2O 消去能に大きな影響がないものと考えられる (Fig. 5-2)．

Bipyridine 系の農薬が消去能に関与しない可能性が示唆されたため，同様の Bipyridine 系の

農薬を用いて追試験を行う必要があると考えられる． 

Tropoloneは農薬ではないが，Burkholideria plantariiが産生する物質であり，イネ苗立枯れ

病の原因物質であるが (Coenye and Vandamme, 2003; Azegami et al., 1985)，10 µM まではコ

ントロールと有意な差が確認できなかったが，100 µM では 3 日目，6 日目で有意な阻害効

果が確認された．このことから Tropolone がイネ苗立枯れ病を引き起こすだけでなく，N2O

消去阻害に関与することが示唆された． 

無機窒素代謝に関連する酸化還元酵素は，農薬に対する反応に特異的であることが多い．

鉄含有ヘム依存性シトクロム c を不活性化するトロポロンまたはオキシドレダクターゼを

含む鉄硫黄クラスターは，Chitinophaga sp. Sac-f1株による N2O 消去による比較的高い抑制

を示した． 

黒ボク土壌中では，わずかながら Chitinophagaceae の存在が確認でき  (Fig. 5-8)，

Chitinophagaceaeの N2O消去能が上昇し，強く抑制されたと考えられる． 

Chitinophaga sp. Sac-f1 株は，N2O の放出が確認されなかったことから，脱窒経路を保持し

ていないと考えられ，脱窒経路以外で N2O を消去している可能性が高いと考えられる．北

海道大学附属静内圃場黒ボク土壌の懸濁液では，N2O の放出が確認できず，黒ボク土壌の

N2O 放出要因は脱窒菌が主要だと考えられる．共培養時には，黒ボク土壌培養時に比べ有意

に消去していることが確認でき，Chitinophaga sp. Sac-f1株が黒ボク土壌に対して N2O放出

の抑制効果が十分に期待できると考えられる． 

また，DGGE法により，Chitinophaga sp. Sac-f1株のバンドを確認できたが，黒ボク土壌中

では主要な細菌ではないということが考えられる．黒ボク土壌との共培養では，バンドが薄

くなってはいるものの存在を確認することができたが，薄くなっているということを考慮

すると長期間の培養を視野に入れたとき，抑制効果が弱くなるということが予想される．そ

のため，長期間での抑制効果を検証する必要があると考えられる． 
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滅菌土壌での培養は，添加物の有無にかかわらず，有意に N2O を消去していることが確

認でき，各培養条件で有意な差が確認できなかった (Fig. 5-9)．このことは Chitinophaga sp. 

Sac-f1 株の N2O 消去能力を阻害する物質が存在している可能性が低いと考えられる．土壌

に Chitinophaga sp. Sac-f1 株 (OD660 =0.3)300 µl以上接種した場合に安定的に N2O を抑制し

たが (Fig. 5-10)，始めから高濃度の N2Oがヘッドスペースに存在しているとき，Chitinophaga 

sp. Sac-f1 株の接種の有無にかかわらず，減少していくことが確認できたが (Fig. 5-11, 12)，

この接種の違いによる有意差は確認できなかった．N2O は簡単に拡散していくということ

もあり，安定的にN2に還元することができないとの報告があり (Webster and Hopkins, 1996)，

さらにN2Oの放出量はN2への還元に影響を及ぼすことも報告されている (Elmi et al., 2003)．

すなわち，このことから N2O が高濃度に存在していたために，N2O を放出する脱窒細菌よ

りも N2O を還元していく作用が強く働いたと考えられる． 

しかし，Chitinophaga sp. Sac-f1 株は N2O放出を十分に抑制できることが N2O放出細菌と

の共培養試験，黒ボク土壌への接種試験により明らかになっていることもあり，実際に黒ボ

ク土壌に添加しても大きく生態系を崩さないと考えられる (Fig. 5-12)．北海道の黒ボク土壌

においては，N2O 放出抑制資材として有用と考えられるが，実際に圃場へ接種したときに

Fig. 5-12 のように抑制効果を示さない可能性もあるため，N2O 消去活性を高める手法も検

討する必要があると考えられる． 
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6. フィンランド・パルサ丘陵地における N2O放出 

6-1. はじめに 

永久凍土は気候変動の影響を受けやすく，どれくらい地球温暖化が進んでいるかを知る指

標となっている (Romanovsky et al., 2002)．実際にフィンランドにあるパルサ丘陵地の永久

凍土が溶けているという報告がある (Luoto and Seppälä, 2003; Fronzek et al., 2006)．パルサは，

泥炭と土壌コアが永久に凍結することで形成される地形である (Seppälä, 2006)．  

永久凍土地帯においても N2O の放出が報告されている (Marushchak et al., 2011; Elberling et 

al., 2010)．永久凍土の中にも，脱窒細菌の存在が確認されている (Hultman et al., 2015)．永

久凍土が溶けた地点では，溶けていない地点よりも脱窒細菌のバイオマスが多いことが報

告されている (Sharma et al., 2006)．永久凍土のツンドラ気候において，N2Oの放出量と脱窒

細菌群のバイオマス量には正の相関があることが報告されている (Palmer et al., 2012)．さら

に，脱窒細菌の中には N2O 還元酵素 (N2OR)をコードする遺伝子，nosZ が欠けているもの

がいるため，N2O が加速的に放出される (Zumft, 1997)．永久凍土においては，この遺伝子

の量が少ないことが報告されている (Palmer et al., 2012)．N2OR が欠いている細菌群のバイ

オマスが増えるにつれて，N2O 放出量が増えていることも報告されている (Philippot et al., 

2011)．N2O の放出量は，nosZを含む脱窒遺伝子とその細菌群が強く関わっており，これら

のメカニズムは将来的に N2O 放出抑制に役に立つと考えられている (Graf et al., 2014)． 

土壌 pHは土壌細菌叢を変化させる (Lauber et al., 2009)．加えて，農場での実験において，

土壌 pH は一部の脱窒細菌群のバイオマスに影響を与えていることが報告されている 

(Čuhel et al., 2010)．高 pH では，N2OR を持つ細菌群が増加することにより，N2Oの放出量

が減少することも報告されている (Philippot et al., 2009)．加えて，酸性条件よりも中性にし

た方がコミュニティに多様性があり，pH を変えることによりパルサでの新規脱窒細菌の検

出もしやすくなる (Palmer et al., 2012)．酸性，中性，アルカリ性に pH を変え，細菌叢を調

べることにより，パルサにおける N2O 抑制に関する脱窒細菌種を見出すことができる． 

低 pH 条件では N2Oの放出が活発になる (Stevens et al., 1998)．これは N2ORが低 pH条件

で活性が落ちるため，N2O は N2に還元されず，大気中に放出される (Stevens et al., 1998)．

溶けつつあるパルサも低 pH であることから(Pengerud et al., 2013)，N2O の放出の一因であ

ると考えられる．逆に高 pH 条件では，N2ORが十分に機能し，N2O の放出は抑制される (Zou 

et al., 2016)．このことを利用し，土壌を高 pHにすることによって，熱帯における酸性土壌

での N2O 放出を抑制している (Obia et al., 2015)． 

本研究では，溶解しつつあるパルサから放出される N2O は pH を変化させることにより

抑制できると予想した．N2O の放出が最も活発なサンプルで本研究を行うために，土地の高

さの勾配を取り，N2O の放出と微生物群集の調査を試みた．永久凍土の溶解はパルサ崩壊を

生じたとき，低 pH 土壌 (pH 3.4-4.6) (Marushchak et al., 2011; Pengerud et al., 2013; Palmer et 

al., 2012)が周りにある池の pH (pH 4.8, pH 5.58, 6.28 at Laasa, pH 5.63 at Peera, pH 5.25 at Iitto)

に近づき (Marushchak et al., 2011 ;Haraguchi, A., unpublished data, 2015)，pHが変化する．し
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たがって，土壌懸濁液を接種した培地 pH を変化させることによりその影響を推測した．

N2O の放出が多く認められた培養物と少量な培養物の微生物群集を解析することにより，

パルサにおける N2O放出に関わる微生物群集の役割の解明を目指した． 

 

6-2. パルサにおける N2O放出量測定 

概要および実験方法 

N2O の放出状況を知るために，サンプリングサイト，Peera-1 (N 68°53'03.98" E 021°03'15.50")，

Peera-2 (N 68°53'05.18" E 021°03'07.11")，Iitto (N 68°43'26.76" E 021°25'19.85")，Kiljusuo (N 

68°42'41.64" E 021°25'18.38")におけるパルサで土地の高さの勾配を取り，各プロットの土壌

を採取した (Fig. 6-1, 2, 3, 4, 5)．また，パルサにおける pHの影響を確かめるために酸性か

ら塩基性まで処理区を設定し，検証した． 

培地組成および培養条件は第 3章と同様である．pHを 9区 (4.5，5.0，5.5，6.0，6.5，7.0，

7.5，8.0，8.5)設定することでスクリーニングを反復数 3で行った．作成した培地 10 mlをガ

スクロバイアルに入れ，各サンプリング地点の土壌 5 mg を滅菌水 10 mL に懸濁し，土壌懸

濁液を作成し，100 µLを培地に接種し，2週間後，ガスクロマトグラフィーによりガスクロ

バイアルのヘッドスペースの N2O 濃度を測定した． 

 

Fig. 6-1. フィンランド，キルピスヤルビのパルサ崩壊地サンプリング地点 

赤矢印はサンプリングを行ったパルサ丘陵地 (N69°2’ E20°48’)を示す. 

 

結果 

パルサ土壌 Peera-1，Peera-2，Iitto，Kiljusuo を培養し N2O 放出量を測定したその結果，
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Peera-1では，Plot 1~Plot 3 (パルサの未崩壊地点)に，大量の N2O放出が確認されることはな

かったが，Plot 4 (半崩壊地)では他のプロット地点と比較し，N2Oの累積残留量が確認され

た (Fig. 6-6)．Plot 5 (完全崩壊地)では，Plot 4と同レベルの N2O の放出が確認された (Fig. 6-

6)．さらに強酸性，強塩基条件下で強い活性が示されたが，pH 8.0 では全く N2O の放出が

確認されなかった (Fig. 6-6)． 

Peera-2 では，Plot 1，Plot 2 で強い N2O 放出活性が確認されなかったが，Plot 3 (完全崩壊

地)では，他の地点に比べて強い活性を示した (Fig. 6-7)． 

Iitto では，未崩壊地点から完全崩壊地点にかけて，Peera に比べて強い N2O 放出活性が確

認されなかった (Fig. 6-8)． 

Kiljusuo では，Plot 3 (完全崩壊地点) よりも Plot 1 (未崩壊地点)で N2O 放出活性が強かっ

た (Fig. 6-9)．さらに，塩基性条件下で強い N2O放出活性が示されず，酸性条件下でのみ N2O

の放出活性が確認された． 

 

 

Fig. 6-2. フィンランド土壌サンプリングサイト 

Peera-1 (N 68°53'03.98" E 021°03'15.50") 

 



62 

 

 

Fig. 6-3. フィンランド土壌サンプリングサイト 

Peera-2 (N 68°53'05.18" E 021°03'07.11") 

 

Fig. 6-4. フィンランド土壌サンプリングサイト 

Iitto (N 68°43'26.76" E 021°25'19.85") 
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Fig. 6-5. フィンランド土壌サンプリングサイト 

Kiljusuo (N 68°42'41.64" E 021°25'18.38") 

 

 

Fig. 6-6. Peera-1における各プロット土壌培養物から N2O放出量 

Winogradsky’s培地を基本とし，pHを 4.5，5.0，5.5，6.0，6.5，7.0，7.5，8.0，8.5 に調整し，

Peera-1 の土壌懸濁液を 100 µL 接種し，25℃暗所で 1 週間培養した．培養開始時は N2O 濃

度は 0 ppmvである．n=3，エラーバーは平均±SE． 
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Fig. 6-7. Peera-2における各プロット土壌培養物からの N2O放出量 

土壌懸濁液は Peera-2の土壌から調整し，培養条件は Fig. 6-5と同様．n=3，エラーバーは平

均±SE． 
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Fig. 6-8. Iitto における各プロット土壌培養物からの N2O放出量 

土壌懸濁液は Iittoの土壌から調整し，培養条件は Fig. 6-5と同様．n=3，エラーバーは平均

±SE． 
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Fig. 6-9. Kiljusuo における各プロット土壌培養物からの N2O放出量 

土壌懸濁液は Kiljusuo の土壌から調整し，培養条件は Fig. 6-5 と同様．n=3，エラーバーは

平均±SE． 
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6-3. Peera-1，Peera-2，Iitto，Kiljusuo 土壌および Peera-1，plot 5 の培養物の菌叢

解析 

概要および実験方法 

各サンプリングサイトにおける菌叢が N2O の放出との因果関係がある可能性が考えられ

る．すなわち，菌叢解析を行うことによって，主要な N2O 放出細菌が明らかになるのでは

ないかと考えた． 

また，Peera-1における Plot 5 では，酸性条件 (pH 4.5)，中性条件 (pH 6.5)でも N2O放出が

確認されたが，塩基性条件下 (pH 8.5)で N2Oの放出が確認された (Fig. 6-6)．通常，N2O 放

出は弱酸条件下で行われるため (Zumft, 1997)，塩基性条件での N2O 放出がどのように行わ

れているかは解明されていない．すなわち，酸性条件下とどのように菌叢が異なっているか

を調べることにより，塩基性条件下における N2O放出の原因が明らかになる可能性がある．

加えて，pH 8.0 では全く N2O が放出されていなかったことから，菌叢が pH 8.5 と異なり，

N2O 消去細菌の存在を示唆できる可能性がある．実際に，脱窒細菌の至適培養および脱窒，

硝化が pH 7-8で行われる (Saggar et al., 2013)ということを裏付けることができると考える． 

これらの土壌および培養物に対し，次世代シークエンサーによる菌叢解析を行った． 

 

結果 

土壌の菌叢解析の結果，Peera-1 の Plot 4 および Plot 5 を除くサンプリング地点で

Chthoniobacteraceaeが全体のリード数に占めている割合が多かった．以下にそのリード数を

記載する．Peera-1において，Plot 1，2および 3では Chthoniobacteraceaeがそれぞれ 35%，

17%，13%で優占していたが，Plot 4 および 5 ではそれぞれ 2%，3%と優占していなかった 

(Fig. 6-9)．Peera-2では，Plot 1-3それぞれ，6.49%，15.65%，14.55%であった (Fig. 6-11)．

Iittoでは，Plot 1-4，それぞれ 10.38%，12.36%，8.15%，9.45%であった (Fig. 6-12)．Kiljusuo

では，9.67%，11.86%，8.82%であった (Fig. 6-13)． 

Peera-1，Plot 5の pH別の菌叢解析を行った結果，現地で考えられる pH (pH 4.5)と崩壊後

に考えられる pH (pH 5.0-6.0)を比較したとき，Pseudomonadaceaeが pH 4.5 では，全体のリー

ド数の 82%占めていたが，pH 5.0-6.0 では，39%，52%，58%であった  (Fig. 6-14)．

Burkholderiaceae は pH 4.5 で割合が大きく，約 8%であったにも関わらず，pH 5.0-6.0 では，

1.5%未満であった (Fig. 6-14)．pH 6.5-8.5でこれらの細菌は，Pseudomonadaceaeは 30-60%，

Burkholderiaceaeは 0-0.14%であった (Fig. 6-14, 15)．塩基性条件に着目したところ，全体の

リード数の 1%以上を占める脱窒細菌が確認できなかったため，1%未満の細菌に着目した．

Rhizobiaceaeのいくつかの属では，完全脱窒細菌として知られていることから (Wang et al., 

2012)，この細菌に着目した．pH 8.0 でのみ存在しており，0.01%を占めていた (Fig. 6-15)．

また，pH 8.5で N2Oの放出しており (Fig. 6-6)，同様に少数の細菌に着目したところ，脱窒

細菌として知られている Alcaligenaceae (Schalk-Otte et al., 2000) (0.01%)が pH 8.5 でのみ存在

しており，塩基性条件で培養できることが報告されている (Behera et al., 2017)． 
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Fig. 6-10. Peera-1の各 Plot における菌叢解析結果 

Peera-1 における各 Plotの土壌における菌叢解析結果．各 Plotのリード数は，それぞれ，

Plot 1 (29584)，Plot 2 (25052)，Plot 3(26374)，Plot 4 (21868)，Plot 5 (20492)であった． 

 

 

Fig. 6-11. Peera-2の各 Plot における菌叢解析結果 

Peera-2 における各 Plotの土壌における菌叢解析結果．各 Plotのリード数は，それぞれ，

Plot 1 (22176)，Plot 2 (25885)，Plot 3 (20805)であった． 
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Fig. 6-12. Iittoの各 Plotにおける菌叢解析結果 

Iittoにおける各 Plotの土壌における菌叢解析結果．各 Plotのリード数は，それぞれ，Plot 

1 (27080)，Plot 2 (31283)，Plot 3 (29761)，Plot 4 (28613)であった． 
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Fig. 6-13. Kiljusuo の各 Plot における菌叢解析結果 

Kiljusuoにおける各 Plotの土壌における菌叢解析結果．各 Plotのリード数は，それぞ

れ，Plot 1 (30435)，Plot 2 (30392)，Plot 3 (29986)であった． 

 

Fig. 6-14. Peera-1，各 pH条件における Plot 5土壌培養物の菌叢結果 

Peera-1，Plot 5における各 pH における菌叢解析結果．各 pHのリード数は，それぞれ，

pH 4.5 (77706)，5.0 (39564)，5.5 (20326)，6.0 (52036)，6.5 (233277)，7.0 (239224)，7.5 

(1861)，8.0 (164832)，8.5 (178584)であった． 
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Fig. 6-15. Peera-1，各 pH条件における Plot 5土壌培養物の総リード数の 1%未

満の細菌科 

考察 

以上の実験より，パルサ丘陵地において酸性条件だけでなく塩基性条件においても N2O

の放出が認められ pHの変化に伴い菌叢が大きく異なることが明らかになった． 

パルサ土壌培養物の N2O放出量は，各地点で違いが見られた．Peera-1，Peera-2で大きな

違いとしてサンプリングポイントの水質の差異がある．Peera-1 では，水の色が濁っており

富栄養と考えられ，Peera-2 では，水の透明度が非常に高く貧栄養と思われ，それが大きく

脱窒細菌の優占率に影響しているのではないかと考えられる．Peera-1 に比べ，N2O 放出量

が少なく (Fig. 6-7)，パルサ崩壊地によるものだと考えられる．今後調査を行う上で近辺の

水を採取し，成分分析を行う必要があると考える．他の地点、Iitto や Kiljusou でも多量の

N2O の放出が確認はできなかった．そのため，最も顕著に N2O の放出が確認できた Peera-1

について考察をしていく．  

顕著に N2O の放出が確認された Peera-1 では，酸性条件下での N2O 放出も確認できたが，

塩基性条件下でも多量の N2O 放出が確認された (Fig. 6-6)．一般的に，N2O の放出は弱酸性

条件下で起こりやすいとされており，多くの場合，塩基性条件下では N2O 放出が確認され

ることはない．実際に永久凍土における N2O 放出も酸性土壌から確認されている 

(Marushchak et al., 2011; Elberling et al., 2010)．しかし，Fig. 6-5では Plot 5，pH 8.5 において，

N2O の放出が確認されており，従来知られている条件とは異なっている．一般的に硝化およ

び脱窒の最適 pHは 7-8とされており (Saggar et al., 2013)，pH が低くなるにつれて，N2OR

が阻害され，脱窒は行われなくなってくる．塩基性条件で N2O の放出が行われているとい
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うことは，NO3
-が還元されている可能性が考えられる．N2に脱窒されるよりも N2O が生成

される速度の方が早かったため，塩基性条件下で N2O 放出が観察されたと考えられる． 

一方，Plot 5，pH 8.0では，塩基性条件下で N2Oの放出が確認されなかった (Fig. 6-6)．わ

ずかな pH の差で N2O の放出が行われなかったのは酵素活性が低くなったかもしくは，pH

の影響で微生物群衆が大きく変動したために N2Oの放出に影響があった可能性がある． 

次世代シークエンサーによる解析結果のリード数は，バイオマスとして見なすことがで

きる (Schenk et al., 2019)．そのため，このリード数をバイオマス量として考え，考察を行う．

土壌と懸濁液培養した細菌群集では培養により菌叢が変化したものと考えられる (Fig. 6-10, 

14)．Chthoniobacteraceae は，典型的な nosZ 遺伝子を持つ脱窒細菌群として報告されており

(Coyotzi et al., 2017)，Peera-1 の Plot 1および 2で N2O 放出を抑制している可能性がある．

さらに Iitto でも同様に優先しているため (Fig. 6-12)，Chthoniobacteraceaeがパルサにおいて

窒素循環 N2O 放出に関与している可能性が高いと考えられる．パルサの崩壊地点 (Plot 5)

は，低 pH 土壌 (pH 3.4-4.6) (Marushchak et al., 2011; Pengerud et al., 2013; Palmer et al., 2012)

と考えられる．土壌そのものの菌叢 (Fig. 6-10)と培養後の菌叢 (Fig. 6-14)では pH 4.0付近で

大きく異なっているが，土壌と培地では生育環境が大きく異なっており，そのために菌叢が

大きく異なったと考えられる． 

脱窒菌として報告されている Burkholderiaceae および Pseudomonasdaceae (Carlson et al., 

1983; Nie et al., 2015)は，N2O が放出されている培養物から検出された．酸性条件と塩基性

条件では菌叢が異なっており，pH が微生物群衆に影響を与え，主な N2O 放出細菌が変わっ

たものと考えられる．すなわち，酸性および塩基性における N2O 放出細菌を分離し，この

ことを確認する必要がある． 

重要なことに，pH 8.0の培養では N2O は放出されなかったが (Fig. 6-5)，pH 8.5 の培養で

は多量の N2O が放出された．pH 8.0 の菌叢と pH 8.5 の菌叢の間には，大きな違いはなく，

優占種に他に強力な脱窒細菌が確認できなかった (Fig. 6-14)．すなわち，1つの可能性とし

て，優占種ではなく，マイナーな細菌種による影響によるものと考えることができる．pH 

8.0でのみ確認された Rhizobiaceae (Fig. 6-15)のいくつかの属は，完全脱窒細菌として知られ

ている (Wang et al., 2012)．そのため，この培養物でこの細菌が脱窒している可能性が高い．

N2O の放出が確認されている pH 8.5 の培養物における少量のバイオマスに着目すると，硝

酸呼吸を行う Alcaligenaceae (0.01%)が存在しており (Fig. 6-15) (Schalk-Otte et al., 2000)，塩

基条件で培養できることも報告されている (Behera et al., 2017)．このことはこの培養物にお

ける N2O 放出細菌である可能性を示唆している．pH の値を上げていくことで N2O の放出

が行われるメカニズムは未だ明らかになっていない．NO3
-の還元は pH 3.5 であるにもかか

わらず，硝化および脱窒の適正 pHが 7-8という可能性も存在している (Saggar et al., 2013)．

本結果は，高 pH 条件においても NO3
-の還元が行われていると考えられ，パルサにおいて

は，高 pH になればなるほど，N2への還元よりも N2O の生成の速さが上回ったために N2O

の放出量が上昇したのではないかと考えられる (Fig.1-3)． 
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7. 総合考察 

7-1. N2O消去微生物 Chitinophaga sp. Sac-f1 株の N2O消去能評価 

本論文では，ガスクロバイアル中で培養した北海道大学附属静内牧場内のデントコーン

圃場黒ボク土壌懸濁液は，1 週目で N2O が生じたものの，2 週目で N2O 蓄積量が減少した 

(Fig. 3-2a)．このことから土壌中に N2O を消去する微生物群の存在が示唆された．  

北海道大学静内圃場デントコーン畑からは Chitinophaga sp. Sac-f1株が分離された．パル

サ丘陵地においても Chitnophagaceaeの存在が示唆されているが，分離に至らなかった． 

Chitinophaga sp. Sac-f1 株は塩基性条件下で分離されたが，塩基性条件だけではなく，酸性

条件でも十分に N2O を消去できることから (4-2.節)，尿素やバイオチャーを過剰に投入し

て，pHを調整しなくても十分に N2O抑制資材として利用できる可能性がある． 

Chitinophag sp. Sac-f1 株の Atypical-nosZ遺伝子の有無を明らかにすることが今後，重要と

なってくると考えられる．Typical-NosZ と Atypical-NosZ ではタンパク質を運搬する分泌経

路が異なっている  (Zumft and Kroneck, 2007)．すべての Typical-NosZ が twin-arginine 

translocation (Tat)シグナルペプチドを保持している一方で，Atypical-NosZ は Cloroflexi を除

き，N-terminal Sec-typeシグナルペプチドを保持している．77の Typical-NosZ のうち，銅は

2 つのヒスチジン，DxHHxH，EPHDと結合する (Sanford et al., 2012)．Atypical-NosZではこ

れらのヒスチジンに銅の結合は確認されていない (Sanford et al., 2012)．すなわち，タンパ

ク質の構造やメカニズムが異なっていることに加え，Typical-nosZ遺伝子と異なり，Atypical-

nosZ 遺伝子は多様性に富んでおり，至適 pH が塩基性条件で活性化することも考えられる．

そのため，Chitinophaga sp. Sac-f1 株が塩基性条件で N2Oの消去活性が強いと推測される．

尿素等の塩基性肥料を投入した場合においても，土壌からの N2O 放出を抑制できると推察

される．すなわち，肥料投入段階から N2O を抑制でき，自然環境を乱すことなく，長期的

な抑制効果が期待できる．そのためにもゲノム解析が急務と考えられる． 

農薬の散布は環境を乱すことが考えられており (Stole et al., 2016; Silva et al., 2018)，農薬

に加え，人工的な抑制資材の投入は大きく環境を変化させてしまう可能性がある．本研究で

Chitinophaga sp. Sac-f1 株が一部の農薬を添加した場合，N2O 消去活性が低下してしまうも

のの，抑制効果が期待できる (Fig. 5-2, 3, 4)．本実験は培地上での試験であったため，実際

の土壌では別の挙動を示す可能性がある．無添加土壌においても N2O 消去活性が低下する

ことなく，窒素源および炭素源の影響を受けることなく，抑制できることを示唆した (Fig. 

5-9, 11, 12)．本実験で使用した土壌は肥料がすでに添加されているものを使用したため，本

菌株は肥料が混入した土壌での N2O 放出を抑制できると考えられる．しかし，農薬のよう

な有機化合物が土壌に接種された場合，安定的な N2O 放出抑制効果を示せるかを検証する

必要があると考えられる．土壌でも十分な抑制効果を示すことができれば，Akiyama, et al. 

(2016)のように N2O 抑制に効果のある根粒菌を土壌中に散布することで大きく N2O 放出削

減に貢献できると考えられる．本菌株が環境に優しい N2O 抑制資材として活用できると考

えられる．さらに本分離株は Hallin et al. (2018)が提唱する Non-denitrifierである可能性が高
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く，地球温暖化抑制に対して大きく寄与する可能性があり，本分離株の N2O 消去経路を明

らかにすることにより，Non denitrifierの N2O消去機構を明らかにすることができ，効率的

な抑制手法が確立できると考えられる． 

 

7-2. パルサ崩壊に伴う pH変化に対する N2O放出および細菌叢 

Peera-1，Plot 5は沼の近くに存在しており，パルサが崩壊したポイントであり，他の地点

と比較し，N2O の放出が活発であった (Fig. 6-6)．永久凍土が溶けることにより，有機物の

分解・無機化が促進され，硝酸態 N が増加したことにより，N2O の放出が促進されること

が報告されている (Voigt et al., 2017; Sharma et al., 2006)．夏季において，永久凍土の標高の

高いところでは，植生が少なく吸収利用されないため硝酸態窒素が増加し，N2O放出量が増

大する (Palmer et al., 2012; Repo et al., 2009)．逆に，植生が活動的な場所では，窒素量が少

なく，N2Oの放出量が少ない (Repo et al., 2009; Marushchak et al., 2011)．本実験では，今回

のサンプリング時期が冬季に近かったことから，植物が活動しておらず，比較的植生が発達

している沼の近くでも硝酸態 Nが豊富に存在していた可能性があると考えられる． 

パルサの土壌 pHは，約 4.0であり (Pengerud et al., 2013)，本実験の pH 4.5 の培養物から

は多量の N2O が放出されていた．しかし，パルサ周辺に存在する池の pH 5.0-6.0 (Marushchak 

et al., 2011 ;Haraguchi, A., unpublished data, 2015)では，pH 4.5 に比べ，N2Oの放出量が少なか

った (Fig. 6-6)．この結果はパルサにおいても pH を上昇させることにより，N2O の放出を

抑制できることを示唆している．Burkholderia spp.は，pH 4.5で優占しており (リード数の約

8%)，Burkholderia spp.は不完全脱窒細菌として報告もある (Nie et al., 2015)．pH 4.5 では，

この細菌属が主要な N2O 放出細菌の可能性が高い．しかし，pH 5.0 - 6.0 にかけては

Burkholderia 属の割合は少なくなっていた (Fig. 6-14)．このことは pH の違いにより，菌叢

が変化し，N2Oの放出が抑制された可能性も示唆している。Pseudomonas spp.は，すべての

pH で優占 (リード数の約 30%以上)しており，Pseudomonas spp.は，不完全脱窒細菌として

の報告がある (Carlson et al., 1983)．pHによらず，これらの細菌が N2O 放出に関与している

可能性がある． 

また，N2O の放出が確認されなかった．pH 8.0の培養物でのみ，Kaistia sp. (0.01%)が確認

されており，この科に属する完全脱窒細菌としての報告がある (Wang et al., 2012)．この細

菌の存在のために N2O が N2へとすべて脱窒されているために pH 8.0 の培養物で N2O の放

出が確認できなかったと考えられる．近年，高 pH で N2O を抑制する細菌が畑土壌に存在

することが明らかにされている．したがって，パルサにおいても高 pHといった特殊な環境

で消去する細菌がいるのかもしれない．pH 8.5 で N2O の放出が増大したことから，pH 8.5

でのみ N2O を放出する細菌がいる可能性ある．pH 8.5 の培養物でのみ存在が確認された

Alcaligenaceae (0.1%)には N2O の放出能が確認されている Alcaligenes sp. (Schalk-Otte et al., 

2000)が属しており，かつ塩基性条件で培養可能なため (Behera et al., 2017)，主要な N2O 放

出細菌である可能性が非常に高い．これまでに知られる研究報告で,高 pH で N2O の放出が
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増加した報告はないため，高 pH における N2O 放出増加のメカニズムは明らかにされてい

ない．しかし，硝酸イオンの還元は pH 3.5 が至適ではあるけれども，脱窒および硝化は pH 

7-8で起こりうる (Verstraete and Focht, 1977; Saggar et al., 2013)．したがって，本実験におい

ても，高 pH でも硝酸イオンが還元されていた可能性がある．その結果，硝酸イオンから N2O

の生成速度が N2O から N2への脱窒速度よりも速かったために，高 pHでの N2O 放出増加が

生じたと考えられる． 

結論として，パルサにおいて，高 pH 条件で N2Oが抑制されることもあるが，N2Oが放出

されることもある可能性が示された．この変動要因の一つとして，pH の僅かな違いが微生

物群集を変化させてしまうことが考えられた．したがって，高 pHへ変化させることで N2O

の放出を抑制するためには，適切な微生物群集へ誘導する必要がある． 

 

7-4. 結論 

本研究において，北海道静内の黒ボク土壌から N2O 消去細菌 Chitinophaga sp. Sac-f1株を

分離した．Sac-f1 株は Typical-nosZ遺伝子を保持していないにも関わらず，N2O を消去した

ことから，Atypical-nosZ を有することが示唆される．本菌株の Atypical-nosZ 遺伝子の存在

を確認するために今後，全ゲノム解析によりその遺伝子の存在を確認することで，N2O の消

去経路を推定することができる． 

また，Chitinophaga sp. Sac-f1 株は塩基性条件 (pH. 8.5)で最大活性を示すが，黒ボク土壌に

おいても十分に N2O放出を抑制したことから (Fig. 5-9)，圃場においても，N2O の放出を抑

制でき，N2O 消去資材としての利用が期待できる． 

また，フィンランド、パルサ土壌を用いた N2O 放出実験より，パルサ崩壊後にパルサ泥炭

がミネラル豊富な地下水に混合された場合，pH の上昇によって N2O が抑制されることを示

唆した．しかし，最終的な崩壊の前に植生の変化と泥炭の露出のために，N2O 排出量が増加

したと考えられる．N2O排出量の変動を説明する要因の 1つは，微生物群集の変化である．

塩基性 pH 処理のいくつかの異常な結果は，パルサ泥炭の微生物群集が広範囲の溶融後の状

態に適応する可能性があり，窒素循環に予期しない変動を引き起こす可能性がある．これら

の結果は，N2OR 活性に加えて，細菌群集の変化が N2O 排出の制御に重要である可能性があ

ることを示した． 
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