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280 ppm → 400 ppm

750 ppb → 1800 ppb

270 ppb → 328 ppb

CO2の約25倍の温暖化係数

N2O

CH4

CO2 

CO2の約300倍の温暖化係
数

地球温暖化への
寄与度74%

18%

6%
IPCC 5次報告書

気温上昇を産業革命時から1.5℃以内に抑える（パ
リ協定、 COP26）ためにはCO2以外の温室効果ガ

ス削減も必須

大気中の温室効果ガス(GHG)濃度の上昇

一酸化二窒素

メタン

二酸化炭素

CH4N2O

農地土壌や
家畜排せつ
物の管理か

ら発生

水田土壌か
ら発生

世界のN2OおよびCH4の人為的発生源の内訳（IPCC-AR6 WG1, 2021)
2008-2017年推計 (total: 356 Tg CH4 yr-1)2007-2016年 (total: 7.3 Tg (N2O-N) yr-1)

実施期間/開発スケジュールと
最終目標(2029)

2029

2020 土壌微生物99%不明

打破すべき課題
・微生物生息環境の解明
・土壌全ゲノム解明
・有用菌の安定的機能発現

圃場実証：80％削減
開発技術の標準化

普及：80％削減
開発技術の商品化

2022

2050

土壌微生物完全制御により
・農地由来N2O：80%削減
・水田由来メタン：80%削減

ベンチスケール実証
2027

2024

2029年度の最終目標
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本プロジェクトの社会実装の全体イメージ
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種子コート
人工団粒

人工
団粒

接種菌
優占作物

接種菌
優占作物

輪作

輪作

気候変動リスクの
増大

人為的なGHG排出
による地球温暖化

甚大な災害
生活基盤
の破壊

平均気温1.09℃上昇
(IPCC６次報告書

2021)

いかにCO2, CH4, N2Oの人
為的な排出を削減するか？

南澤MSの大課題（実施体制）

土壌構造 N2O循環 資材設計 CH4循環 評価とモデル

マメ科根粒菌N2O削減の圃場実証
分子標的型制御剤のラボ実証
メタン酸化菌の活性化法開発

N2O削減微生物資材の圃場実証
分子標的型制御剤の圃場実証
低メタンイネ品種の圃場実証

N2O削減微生物資材のﾍﾞﾝﾁｽｹｰﾙ実証
分子標的型制御剤のﾍﾞﾝﾁｽｹｰﾙ実証
低メタンイネ品種のﾍﾞﾝﾁｽｹｰﾙ実証

天然の土壌団粒
の解析

人工土壌団粒
の作出

構成要素
（一次・二次鉱物）

接着物質
（有機物・金属等）

N2O除去能を持つ人工団粒のプロトタ
イプ作成に成功

N2O消去資材に必要な要素が明らかに

X線CT法

微小電極法

物理分画法

ラボ実証：80％削減
圃場実証：30％削減
開発技術の特許化

農業はN2OとCH4の主要な人為的発生源

課題Ⅰ土壌構造（土壌団粒）

課題III-3 資材設計（詳細：A-8-3）

薬剤結合ポケット

土壌メタゲノム解析 × 構造ベース創薬

培養困難な土壌菌にも効く分子標的型制御剤を開発

Ⅲ-3: 資材化技術開発：土壌微細構造を模倣した担体を作成して微生物定着性を評価することで、
N2O還元微生物が種子及び土壌中で安定的に生存し機能を発現する資材化技術を開発する

粘着性ポ
リマーの
スクリー
ニング

固体キャリアのスクリーニング

材料A 材料B

優れた微生物の接着・保護効果を示す
微生物安定化材料の候補取得に成功

微生物安定化材
料候補物質

N2O還元
菌

接種菌の着生に優れる
新規な種子コーティング法の開発に前進

材料C

種子コーティング資材

新たに見出した土壌・根圏の定着関与
遺伝子から定着指標株(欠損株)を取得

予定

36

genes

98

genes

171

genes土壌 ダイズ根圏

Tn-seqによる微生物定着の候補遺伝子

開発資材①

土壌に撒く資材

開発資材②

材料C
ファイバー

材料選抜

土壌構造を模倣した微細加
工

スクリーニング結果の一例

土壌模倣担体のデザインと
N2O吸収ポテンシャルの評価に着手

材料E担体
材料Fによる

孔隙率の調整

土壌団粒の物理特性を参考

材料D
微生物カプセル

目標 窒素循環の最適化によるN2O削減

研究の概要：農地由来N2O排出を80%削減可能
な資材(分子標的型制御剤と微生物資材)の開発

Ⅲ-1: 自然界のN2O無害化酵素NosZを上回る高活
性酵素をもつ微生物資材
Ⅲ-2:HAO標的硝化抑制剤とNirK標的脱窒制御剤
Ⅲ-3: 資材化技術開発

ロングリード
DNAシーケンス

バイオインフォ
マティクス

シングルセル
シーケンス

ネットワーク
解析

土壌中の微生物多様性を完全解明するための革新的技術開発を実施

種子コートな
どで、接種根
粒菌数が減ら
せる画期的な
技術に!N2O

N2

高N2O還元活性根粒菌
(nosZ++)の探索 (II-1-a)

Nos++菌

宿主作物の最適化による
nosZ++接種菌優占化(II-1-b)

N2O無害化
活性強化 土着菌

Nos++
接種菌

Nos++接種菌

5-20%程度

十勝農協連

課題III

一般的な接種資材(nosZ-株)

南米液体資材

優占化してN2O削減
強化？

課題II-1全体で目指すもの

新規 (nosZ++)株によるベ
ンチスケールN2O削減

ダイスコアコレクション

宿主作物の最適化によ
るnosZ++接種菌優占化

(II-1-b)

今まで根粒菌のゲノム編集でしかN2O還元活性を上
昇させることは不可能。 しかし N2O還元活性の高
い新規の根粒菌野生株を取得、N2O削減強化を確認

施肥 収穫

無接種
（nosZ-優占）

新菌株
(nosZ++)

課題II・Ⅴ N2O循環と評価（詳細：A-8-2, 4）

Ⅱ-2 作物の植物根圏微生物によるN2O無害化

Ⅱ-2, 3 畑地および水田由来のN2Oの無害化・資源化

ライムギ・カバークロップ

0

カバークロップ︓FA,  Fa llow ;  HV,  Hairy vetch;  RY,  Rye

⼤ ⾖栽培時期 ⼤ ⾖栽培時期ライ栽培時期

★ ★

メタゲノムデータ︓★,  刈倒前︔★,  刈倒後

2017年5⽉〜2018年12⽉のN2O Flux (Gong  et a l. ,  2021 ) Rhi DNB 
N3

Rhi DNB 
N4

a) カバークロップ・不耕起土壌における窒素駆動型微生物の解明と利用（茨城大）

好気条件

嫌気条件

b) N2O無害化能力の高い微生物の探索と利用（静岡大）

Ⅱ-3 N2O固定菌・N2O資源化微生物コンソーシアによるN2O資源化（東大・産総研）
畑作物へ応⽤

N2O資源化作物栽培系の確立

N2O資源化を高効率化した
栽培系の構築

N2O資源化微生物
コンソーシアムによる

N2O資源化

N2O
N2O固定菌による

N2O資源化

N2O

N養分
（アンモニア）

N2O N2O
N2O
N2Oシンク
機能の強化

N2 N2

Nos

NifNif

Nos

・N2Oを唯一の窒素源とした培地で
は増殖しなかった

・N2Oおよび少量のN2存在下では
増殖した

N2O
N2

NH3

N2O N2O
N2

NH3

どのく ら いのN 2O由来の窒素が固定さ れたのか︖

Fixed N
N2

N2O ⼟ 壌中の窒素量が

増えているはず

水田土壌におけるN2O固定量と
関与する細菌群

水田土壌由来の細菌の
N2O固定能および固定量

資材化

・レッドクローバー根粒菌(nosZ+)
・根粒菌以外の細菌(nosZ+)

分離に成功

高活性株の探索
安倍川河川敷
鳴瀬川河川敷
その他畑地等

特性解析
N2O還元活性
窒素固定活性
根粒形成競合能

温室効果ガスN2Oを窒素肥料に変換して有効利用する

細菌との相互作用に関わる
イネ遺伝子(６種)発現の可視化
（蛍光レポーター組換えイネ）

根粒菌などの微生物接種の環境影響評価
（遺伝子水平伝達）

イネ根とCH4酸化細菌との相互作用様式解明
with CH4グループ（未開拓のブルーオーシャン！！）

Ⅱ-4. 土壌環境の最適化によるN2O無害化・資源化評価栽培システムの構築（龍谷大・別役G/永野G）

pOsPAL1活性化細胞の可視化
（核局在型3xVenus）

1mM サリチル酸処理したイネ根

mTurquoise

mEGFP

mCitrine

mCherry

実体蛍光顕微鏡
+多検体並列観察装置 共焦点スペクトル顕微鏡

根圏観察用イネ
根箱
（別役G）

地上/根圏独立環境装置制御
（永野G）

実体 共焦点

土壌中イネ根圏での細菌との相互作用可視化（根箱で）

＋

多色蛍光発現細菌株の区別
（土壌中での遺伝子水平移行調査）

N2O削減根粒菌とCH4酸化細菌によるGHG
除去高効率化・資材化

遺伝子水平伝達検出系開発

イネ根圏におけるCH4酸化細菌の局在やイネ細胞との相互作用様式解明

*イネーCH4酸化細菌相互作用解明に注力

高N2O還元共生菌の分離
分子標的型制御剤の候補剤の選抜
低メタンイネ品種（育種素材）の選抜

Methanotrophic

N2 fixing 

bacteria

CH4酸化窒素固定菌

80%削減

イネ根圏土壌における
CH4酸化の促進

40%減

イネ共生CH4酸化窒素固

定菌の機能最大化40%
減

環境制御
水管理

有機物管理

40%減

IV-1
IV-2イネ低メタン化技術

（品種）

微生物資材

課題IV. CH4循環（詳細：A-8-3）

中干し（既存技術）

O2

O2

O2

O2

O2

O2

CH4

CH4

CH4

既存技術

課題IV: 水田CH4削減の戦略課題IV: 水田CH4削減の戦略

課題IV-2: CH4酸化窒素固定菌の機能最大化課題IV-2: CH4酸化窒素固定菌の機能最大化

12 株の分離・純化が完了
タイプ Ia-2株、タイプ II-10株
11 株でN固定活性を確認

タイプ
Ia

タイプ
II

デジタルPCR-CH4排出量と関係するCH4酸化菌グループの解明

y = -72.516x + 75.922
R² = 0.4613
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微生物資材化を見据えた高活性菌の単離

① 根圏土壌（根の表面）

log pmoA (stem, II) / log mcrA (root)

y = -90.093x + 92.321
R² = 0.475
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タイプ II 存在量の指標

②イネ体内部

農業のN2O・CH4削減のビジネスモデル案

資材 資材 資材

日本 世界 日本 アジア

N2O flux測定

CH4
センサー

資材等を提案
・低メタン化イネ
・メタン酸化菌
・日本の既存技術
（→アジア）

N2O
センサー

データオーダーメイド資材を提案
・微生物資材
・作物品種
・窒素制御剤
・人工土壌 評価

N2Oビジネス CH4ビジネス

GC
赤外

畑
水田

資材のN2O削減効果最適化

評価
Cool Earth

認証

Cool Earth
認証

低メタン米

背景

土壌団粒は土の微細粒子によって作られた凝集体

土壌団粒はN2O発生と消去
のホットスポット

土壌団粒は
土壌微生物のすみか 土壌構造と微生物生存の解明

物理構造

化学量

微生物量

シングルセルゲノミクスで土壌団粒内部のN2O消去微生物を特定

根粒崩壊期（10月）
のN2O発生量:
無接種(nosZ-優占)
＞新菌株(nosZ++)

新規 (nosZ++)株による圃場スケールのN2O削減(黒ボク土、NosZ-優占）

圃場実証

→ ポスター
A-8-2

→ ポスターA-8-4

N2O・CH4削減のためのイメージング技術開発

微生物制御＋環境制御（水田中干し等） → 水田メタン80%削減
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キャリア
＋新菌株１

キャリア無処理

施肥土壌（硫安）

N2O消去
新菌株１

帯広

鳴子

盛岡

つくば
(NARO)

滋賀

鹿児島
宮崎

群馬

福島

山口
香川

大阪
静岡京都

東京

ダイズ根粒菌nosZ++野生株の探索

島根

新潟

沖縄

株 nosZ表現型 エフェクタータ
イプ

USDA 110T nosZ+ None
新規株1 nosZ++ None
新規株2 nosZ++ None
新規株3 nosZ++ None
新規株4 nosZ++ None
新規株5 nosZ++ None
新規株6 nosZ++ None
新規株7 nosZ++ None
新規株8 nosZ++ None
新規株9 nosZ++ None
新規株10 nosZ++ None
新規株11 nosZ++ None
新規株12 nosZ++ None
新規株13 nosZ++ None
新規株14 nosZ++ None
新規株15 nosZ++ B
新規株16 nosZ++ B
新規株17 nosZ++ None
新規株18 nosZ++ None

N2O還元活性の高い新規18株を獲得
（2022年11月 78株）
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nosZ++株分離地域から
共⽣最適化の菌株を選抜

nosZ++株が分
離された地域

2021年度
日本各地の18都道府県53圃場
からnosZ++根粒菌を探索

2022年度
大阪、群馬の圃場から多
様なnosZ++株を探索
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老化根粒ではN2Oが発生するが、根粒菌によりN2Oは還元される

根粒根圏における窒素循環

nosZ++

Native (nosZ- dominat) Itakura et al. Mitigation of 
nitrous oxide emissions from 

soils by Bradyrhizobium
japonicum inoculation. 

Nature Climate Change,  
2013

根粒占有率30%

収穫

⼈為的に
育種した
nosZ++根
粒菌の圃
場接種に
よるN2O
排出削減

農業現場での普及のため野⽣型で
⾼N2O還元活性を⽰す根粒菌を探
索・分離し利⽤技術を確⽴する。

新規nosZ++根粒菌によるN2O削減効果

背景・⽬的
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ミカエリス・メンテン式に最
小二乗法でFitting

(Suenaga et al., 2018, Front. Microbiol.)

N2O電極によるダイズ根粒菌のN2O還元活性
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cell/ml=8.65E+08

溶存N2O濃度

N2O還元速度大

最大反応速度

25度の溶解度から気相濃度に換算

Strain n
Km Vmax

(ppm N2O) (nmol N2O /h/10(9)cell)
USDA110 8 117± 31.5 22± 10
新規株１ 5 103± 17.4 239± 110

新規株の細胞レベルのN2O還元活性はUSDA110の10倍（Km値は同レベル）

イネ科植物
根から分離

新規株のN2O還
元活性の高いメ
カニズム解明中 0
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*

N2O除去
N2O minus flux

* T検定によりp<0.05で有意差あり (n=4)

新規株1

新規株１

*

92%削減！

21⽇⽬~24⽇⽬に測定

nosZ-

nosZ+

nosZ++

*

*

ダイズ(マメ科作物)N2O還元活性の⾼い
根粒菌 (nosZ++)

N2O

作物残渣由来
N2O
224 

MtCO2eq/y
削減

種子コート
人工団粒

接種菌
優占作物

輪作

収穫期前後

Itakura et at. 2013, Akiyama et al. 2017

N2O

N2

高N2O還元活性株
(nosZ++)の探索

Nos++菌

ダイズの共生最適化による
nosZ++接種菌優占化

N2O無害化
活性強化 土着菌

Nos++
接種菌

Nos++
接種菌

5-20%程度

十勝農協連

一般的な接種資材(nosZ-株)

南米液体資材

優占化してN2O
削減強化？

根粒菌接種で目指すもの

感染
一番乗り！

達成目標
100% 接種菌優占

(nosZ++)

( ( (( ( (N2O非還元菌
（土着菌）

N2O還元
高活性菌
（接種菌）

N2O→
N2

宿主植物の自然の感染阻止システム(R遺伝子産
物等)の組合せによるGHG排出抑制の共生最適化

R1 R2 R3

土着根粒菌の排除し、NosZ++接種菌のみ着生

Effector 
A

Effector
B

Effector
C

感染時に根粒菌が宿主植物に
注入するタンパク質

E エフェクター

新規15 NosZ++株 対照株

宿主システムR2のみでも新規分離NosZ++株の優占化に成功！
（一対一で80%以上）

標準品種

根粒占有率

R2保有品種

R2保有品種

新規NosZ++株は根粒形成と
窒素固定の高い品種が多い！

品種ごとの根粒重と窒素固定
Blue新NosZ++株

感染阻止システムR2による新規NosZ++株の競合的根粒形成

占有率

⾼N2O還元活性根粒菌の共⽣最適化

探索

評価

新規nosZ++株の単⽣状態でのN2O還元活性

⾮破壊的根粒菌感染観察システム

根粒菌エフェクターによる共⽣最適化戦略

新規nosZ++株の競合能・窒素固定能評価

根粒菌接種による環境影響の評価

根粒菌による⼀酸化⼆窒素（N2O)
発⽣削減→ 50~80%削減

⼟壌マイクロコズム

108 (細胞/g)を
⿊ボク⼟に接種

薬剤耐性遺伝⼦ 蛍光遺伝⼦

N2O吸収活性の⾼いBradyrhizobium属根粒菌（Bd株 or Bw株）

ゲノム
マーカー遺伝⼦による標識

従来株および新規株1は接種直後に減少したが
106〜7レベルで少なくとも2ヶ⽉間は⽣残

接種⼟壌における⽣残性

従来株

新規株1

接種後⽇数
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メタゲノム的アプローチによる環境影響評価
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による⼤きな影響は検出されなかった
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市民科学 (国民との対話)

研究者 市民

多様な
試料・情報

専門的な
知識・技術

知識・問題意識 (ELSI) の共有

9.29 Thu 20:00‒21:00
生物多様性と土壌生態系

東樹 宏和 博士
京都大学生態学研究センター 准教授

8.11 Thu 20:00‒21:00
土壌団粒：土の微生物の住み家はどう作られるのか？

和穎 朗太 博士
農業・食品産業技術総合研究機構 上級研究員

6.30 Thu 20:00‒21:00
「おらが畑」の土で気候変動に立ち向かう

藤井 一至 博士
森林総合研究所 主任研究員

7.28 Thu 20:00‒21:00
土壌と気候変動 ―炭素と窒素を巡る話―

仁科 一哉 博士
国立環境研究所 主任研究員

＊ 各講演のあと、約30分間の質問タイムがあります。たくさんの質問お待ちしています。

Soil 
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⾝近にある⼟と空気を使って
地球温暖化ストップをめざす
市⺠参加型研究プロジェクト

「地球冷却微⽣物を探せ」

参加登録者だけを対象にした
特別限定セミナーを毎⽉開催

参加登録はこちらから (無料)
https://dsoil.jp/cool-earth/lab/sib/

p 本セミナーはオンライン (Zoom) で開催
します

p 終了したセミナーはYouTubeで動画を
限定配信します

「地球冷却微⽣物を探せ」参加者特別セミナー

Dig up!
2022

オンラインデータ説明会・ELSIワークショップ Dig up! セミナー（参加者限定特典）

N2O発生

微生物叢

N2O発生
×

微生物叢

市民科学プロジェクト
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(A) Rhizosphere frameダイズ栽培装置
(B) アクリル板越しの根粒着⽣ダイズ根
(C) ⾚⾊、緑⾊蛍光ラベル根粒菌の競合接種ダイズ

根のAxioZoom顕微鏡による⾮破壊的観察

N2O消去新菌株１は施肥後の⼟壌N2Oフラックスを削減
N2O消去新菌株１は根粒
根圏からのN2Oフラック
スを削減

ベンチスケールでの新規株(nosZ++) N2O削減能
根粒根圏 ⼟壌

市⺠科学「地球冷却微⽣物を探せ！」

ダイズ根粒菌nosZ++野⽣株の探索



番号： A-8-3 
PJ： 資源循環の最適化による農地由来の温室効果ガスの排出削減
テーマ名： 低メタンイネ品種によるCH4削減および分子標的型窒素制御剤によるN2O削減
担当機関名： 農研機構（NARO）
問合せ先： 秋山博子（ahiroko@affrc.go.jp）

低メタンイネ品種開発による水田由来メタン（CH4）の発生削減→既存技術と合わせ80%削減へ

世界の水田からのCH4発生量：人為
的CH4発生量の約１割

• CH4生成（図右）
• 嫌気的条件でメタン生成古細菌による稲

わらなどの有機物の分解によりCH4生成
• CH4酸化（図左）

• イネ根圏と土壌表層でメタン酸化菌によ
りCH4が酸化されCO2と水に分解

• 既存CH4削減技術
• 水田中干し延長によるCH4酸化促進、秋

耕（春すき込みから秋すき込みへの変更）に
よるCH4生成抑制（NARO成果：農水省環境
保全型農業直接支払交付金で普及中）

CH4

O2        H2O+CO2

メタン酸化菌
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メタン生成菌
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メタン酸化菌
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CH4排出量が3～4割低い育種素材（品種）を選抜
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CH4排出量が3-4 割低い育
種素材（品種）を選抜

育種素材
品種A

育種素材
品種B

育種素材
品種C

コシヒカリ →低メタンに関わる遺伝子をコシヒカリ
等に導入し、低メタンイネ品種を作出

世界の農業由来N2O発生量は人為的N2O発生量の約６割
微生物による硝化・脱窒過程よりN2Oが発生
硝化（標的１：HAO）、脱窒（標的２：NirK）をターゲッ

トとした分子標的型制御剤によりN2Oを削減

窒素循環の最適化
によるN2O削減

携帯型CH4計を使った迅速測定

迅速評価手法確立

Tokida 2021, Kajiura & Tokida, 2021, 2022

イネ品種の低CH4化技術
・イネの遺伝的改変による低
CH4化
・イネ根圏のCH4メタン酸化
促進

CH4酸化窒素固定菌の機
能最大化（東北大・名古屋大）

• 微生物資材による低CH4化
• イネ体内に生息する微生

物によるCH4酸化促進

現在の主力水稲品種を低CH4化
ハイスループット
CH4排出量評価法

農研機構が持つ多
様なイネ遺伝資源

現在の主力品種（例：コシヒカ
リ）へ導入、低CH4化

低メタンイネ品種・系統のスク
リーニング

有用イネ形質と遺伝子座の同定

土壌メタゲノム情報とin silico 薬剤スクリーニング
による分子標的型制御剤の開発

分子標的型制御剤による一酸化二窒素（N2O）の発生削減→微生物資材と合わせ80%削減へ

研究開発の概要背景

主な成果

背景 研究開発の概要

メタン排出量迅速評価手法を確立
・多系統のスクリーニング・評価に不可欠な技術
・スループット3倍（既存手法：45分、新手法：15分以内）
低メタンイネのスクリーニング
・コシヒカリと比べて3割メタン排出量が低い育種素材（品種）
を選抜
染色体断片置換系統（CSSL）を利用した低メタン系統を

スクリーニング中

主な成果

✔ 既知硝化抑制剤の生菌阻害活
性を評価し選抜基準をIC50
(50%阻害濃度) < 4μMに設定
（最強上市薬DMPP IC50 = 4.1 μM )。
✔ 選抜基準をクリアする硝化抑
制剤候補化合物108種類を取得

・市販剤の標的
酵素
・立体構造解析
不可

・MSの標的酵素
・立体構造解析可能
・ゲノム創薬可能
・高活性薬剤開発可能

生菌阻害活性：開発剤と既知剤との比較

硝化(HAO)抑制剤候補化合物108種類取得、脱窒(NirK)阻害剤候補化合物100種類取得

✔ ハイスループット(HT)化したNirK活
性測定法を用いた約1万化合物の薬剤ス
クリーニングによりNirK阻害剤候補化
合物(>50%阻害@10μM)を100種類取得

これまで脱窒制御剤が製品化された事例はない

標的１：HAO

標的2：NirK

1．HT薬剤スクリーニング
1次スクリーニング(酵素阻害活性)

2次スクリーニング(擬陽性ヒット排除)

3次スクリーニング(生菌阻害活性)

土壌評価と構造最適化

基本骨格化合物の創出

標的1：HAO標的型阻害剤の開発 標的2：NirK標的型阻害剤の開発
2．In silico薬剤スクリーニング
市販化合物カタログ (～800万)

薬剤として不適切なものを排除

In silico薬剤スクリーニング

類似化合物分類と目視による絞り込み

活性測定

標的１：HAO 標的2：NirK

生菌阻害活性を評価し硝化抑
制剤候補物質108種類を選抜

既知剤（DMPP,
Nirapyrin, 

DCD）と比較

薬剤分注ロボット

阻害活性ヒートマップ
(候補薬剤の選抜)

プレート
リーダー

ハイスループット（HT）
薬剤スクリーニング



Introduction

I. 水田土壌細菌のN2O固定能の解析と制御、
およびN2O資源化への応用

II. 水田土壌におけるN2O資源化コンソーシアの解明

② 窒素固定遺伝子（nif）を持つ脱窒菌

Bradyrhizobium sp.

・N2O還元活性が高い脱窒菌として単離
・nif（窒素固定遺伝子）も保有

・水田土壌に優占する鉄還元菌
・水田土壌メタトランスクリプトーム
解析でnosおよびnifの転写産物が多数
検出された

① N2O還元酵素遺伝子（nos）を持つ
鉄還元窒素固定菌

Anaeromyxobacter sp.

③ N2Oを単一窒素源として生育する
微生物コンソーシアの取得

培地①

培地②

好気
条件

微好気
or 嫌気
条件

集積培養を行い群集組成をアンプリコン解析

水田土壌

N2O固定ポテンシャルをもつ細菌

①Anaeromyxobacter属細菌のN2O固定能の検証

③N2Oを単一窒素源として生育する微生物コンソーシアの取得

今後の予定

②Bradyrhizobium属細菌のN2O固定能の検証

N2O
N2

NH3

・Anaeromyxobacter属細菌と同様、N2Oと少量のN2が存在する条件において増殖した
・Anaeromyxobacter属細菌と同様、 5日間の培養後に増殖確認を行ったところ、
16S rRNAコピー数の増加、nosZおよびnifDの転写が確認されたため、現在培養前後の
土壌をIRMSに供し、15N量を解析している

微量のN2存在下でAnaeromyxobacter属およびBradyrhizobium属細菌は
N2O固定を行う（固定量は解析中）

N2O
N2

・N2Oを唯一の窒素源および電子受容体
とした培地では、生存するが増殖しない

・N2Oと少量のN2が存在する条件におい
て増殖が安定し、N2Oの減少が見られた

・この時、nosZおよびnifDの転写も
確認された

・N2Oを唯一の窒素源として増殖する微生物コンソーシアを取得し、
N2Oが減少することを確認した

・現在、Bradyrhizobium属細菌と同様に15N固定量をIRMSで解析中

・N2O固定量の解析を続行
・細菌およびコンソーシアにおいてN2O固定活性を増強する要因の解析

N2O N2O
N2

NH3

・水田土壌ミクロコズム（滅菌土）に
Anaeromyxobacter属細菌を接種

・5日間培養後に増殖を確認（16S rRNA

コピー数の増加、nosZおよびnifDの転写を確認）

→土壌に定着し増殖していることを
確認中

◼︎ 窒素固定酵素の構成遺伝子

nifH = nifD, nifKのはず...

nifH/D/K

nifH > nifD, nifK !?

▶︎偽物のnifHが多数登録されている

◼︎ ゲノムデータベース上では

◼︎解析結果への影響

デタラメな結果になる

本物

偽物

判別不能

nifHを除いた精度の高い解析手法を考案した
Mise et al., mSphere, 2021

▶︎既存の解析方法の問題点と改良

温室効果ガス

脱窒
硝化

DNRA

N2O NH4
+

有機態窒素
(植物の窒素養分)

N2

Nos Nif

N2O還元微生物群 窒素固定微生物群

▶︎土壌メタゲノミクスの解析ストラテジーの構築
▶︎N2O還元する微生物集団と窒素固定する微生物集団を明らかにする

▶︎N2Oを単一窒素源として生育する微生物コンソーシア

今後の予定

N2O

N2O還元と窒素固定は

同じ微生物が行う？

N2O

NH4
+

Nos

Nif

別々の微生物が行う？
Nos

Nif

N2O

N2

NH4
+

・15N2Oを用いた土壌ミクロコズムによる解析
・各地の水田土壌を用いた解析による普遍性の検証

Nos

Nif

N2O

N2

NH4
+

Nos

Nif

N2O

N2

NH4
+

Betaprotebacteria

Deltaprotebacteria

N2O資源化は異なるグループの微生物が共存することで行われる？

水田土壌マイクロコズム
→10%N2Oが1週間で完全に消失
→1週間後の土壌をメタトランスクリプトーム解析

nos

転写産物

nos

転写産物

N2O資源化作物栽培系の確立

N2O資源化を高効率化した
栽培系の構築

コンソーシアムによる
N2O資源化

N2O
N2O固定菌による
N2O資源化

N2O

N養分
（アンモニア）

N2O N2O

目的：N2Oをアンモニアに変換して作物の窒素養分にする

N2生成の
比率が高い

N2O生成の
比率が高い

N2O
減少量

N2生成量N2O減少量＞

減少したN2Oの6割は
行方不明

N2

生成量

(Ishii et al., 2011)

水田土壌の脱窒細菌の
N2/N2O生成比は多様

(Tago et al., 2011)

窒素固定能を
有する脱窒細菌が存在

背景：水田では生成されたN2Oが細菌によって固定されているのではないか？

N2O

N2Oシンク
機能の強化

畑作物へ応用

N2N2

Nos

NifNif

Nos
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