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研究成果の概要（和文）：ピルビン酸オキシム酸素添加酵素（POD）は従属栄養性微生物による硝化作用の中核
を担う酵素である。設計したPOD遺伝子特異的プライマーを用い、様々な地点から採取した土壌DNAを鋳型として
PCR増幅を行った結果、得られた産物はすべて子嚢菌門の真核微生物であるBeauveria bassiana由来のPOD遺伝子
であった。さらに組み換え体の作成や単離株を用いた培養実験を行うことにより、特に森林等の酸性土壌で活性
が高いとされている従属栄養性硝化に、子嚢菌、特にB. bassianaが大きく関与している可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Pyruvic oxime dioxygenase (POD) is a key enzyme participating in a 
heterotrophic nitrification. Using designed specific primers, we attempted PCR amplification of the 
POD gene using environmental DNA collected from various kinds of soil. All the products obtained 
were POD genes from Beauveria bassiana, a eukaryotic microorganism of the phylum Ascomycota. Further
 we conducted biochemical analysis of the recombinant of B. bassiana POD, and the cultivation 
experiments using the isolate of B. bassiana. Those results indicate that B. bassiana may be 
significantly involved in heterotrophic nitrification which is highly active especially in the 
acidic forest soils.

研究分野：環境動態解析

キーワード： 硝化　窒素サイクル　土壌　微生物
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研究成果の学術的意義や社会的意義
降水量が多く森林に富む日本は、酸性土壌に広く覆われている。酸性土壌における硝化作用は従属栄養性の微生
物の寄与が大きいことが知られている。ところが独立栄養性硝化の分子機構や微生物生態がよく理解されている
のに対して、従属栄養性硝化に関してはほとんど不明なまま残されている。本研究によって、従属栄養性硝化微
生物に関する生態学的な評価や生化学的分析が可能となった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。
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１．研究開始当初の背景 

硝化は、アンモニアを亜硝酸や硝酸へ異化的に変換する微生物作用であり、窒素サイクルにおける必須

の生物学的過程である。独立栄養性の硝化菌については、生態学的、生化学的な研究が活発に行われてき

た。一方、従属栄養的な硝化については、土壌環境中での窒素サイクルや、好気的脱窒との共役による環

境浄化への応用などの観点から重要であるにもかかわらず、その生化学的なメカニズムでさえ未だ統一的

な理解に至っていないのが現状である。 

従属栄養性の硝化菌においては、ピルビン酸オキシムを中間代謝産物とする反応経路が提唱されている

（1, 2）。この反応において中心的な役割を果たすのが、ピルビン酸オキシム酸素添加酵素（pyruvic oxime 

dioxygenase；POD）である（図１）。POD

は、酸素を用いてピルビン酸オキシムをピ

ルビン酸と亜硝酸塩に分解するという、他

に類を見ない反応を触媒する。Onoら（3）

によって土壌性の従属栄養硝化細菌

Alcaligenes faecalisの PODが精製され、二

価鉄（FeII）を含む酵素であることが示され

た。しかしその後研究は行われず、PODの

分子的性質は不明のまま残されていた。 

研究代表者は、従属栄養性硝化に対する興味から PODに関する研究を開始し、A. faecalis酵素の構造と

機能に関する再検討を行った。その結果、驚くべきことに、PODは既知のジオキシゲナーゼのいずれのグ

ループにも属さず、クラスⅡアルドラーゼと相同であることが、遺伝子クローニングの結果明らかとなっ

た。クラスⅡアルドラーゼは、炭素－炭素結合の切断、あるいは付加反応を触媒するリアーゼであり、微生

物における解糖や発酵、糖新生などに関与する亜鉛（ZnII）酵素である。PODは、ZnIIの替わりに FeIIを用

いることでリアーゼとは全く異なる酸素添加酵素として機能している事が明らかとなった（4）。 

 

２．研究の目的 

以上の背景を踏まえ、POD遺伝子をマーカーとして用いる従属栄養硝化菌の検出法の開発、これを利用

した従属栄養硝化菌の環境動態を解析することを目的とする本研究を立案した。PODの配列相同性検索の

結果、プロテオバクテリア門（α, β, γ, δ綱）、放線菌を含むアクチノバクテリア門、および真核微生物であ

る子嚢菌門の菌類を含む幅広い種に推定

POD遺伝子が存在していた（図２）（4）。こ

れらの推定 POD遺伝子は互いに高いアミノ

酸配列相同性を示した。さらにこれらの推

定 POD遺伝子のうちのいくつかを大腸菌で

発現させた組み換え体はすべて POD活性を

示した（東ら 2017 学会発表）。これらの結

果は、POD遺伝子をマーカーとすること

で、環境試料中の従属栄養硝化細菌の検出

が可能であることを示している。 

本研究では、『環境 DNA中の POD遺伝子を検出する手法の確立』、およびそれを用いた『従属栄養硝化

細菌の環境動態解析』を試みた。さらに、『PODのＸ線結晶構造解析とそれに基づいた構造・機能相関の解



明』についても並行して進めた。 

 

３．研究の方法 

『環境 DNA中の POD遺伝子を検出する手法の確立』および『様々な環境における従属栄養硝化細菌の動

態の分析』：図２に示すようにプロテオバクテリア門、アクチノバクテリア門、および子嚢菌門の菌類に

POD遺伝子が見出されるが、POD遺伝子の塩基配列には各門間でかなり大きな相違が存在するため、すべ

ての POD遺伝子を特異的に増幅し得る PCRプライマーの配列設計は困難であった。そこで、子嚢菌門の真

核微生物が持つ POD遺伝子にターゲットを絞り、プライマーの設計を試みた。様々な土壌サンプルから環

境 DNAを抽出し、設計した子嚢菌 POD遺伝子特異的プライマーを用いて遺伝子を増幅した。 

『PODのＸ線結晶構造解析とそれに基づいた構造・機能相関の解明』：PODが触媒する反応機構を分子レ

ベルで解明することを目的として、創薬等先端技術支援基盤プラットフォーム（BINDS）の支援を受け、

PODの結晶化と構造解析を進めた。 

 

４．研究成果 

『環境DNA中のPOD遺伝子を検出する手法の確立』および『様々な環境における従属栄養硝化細菌の動態

の分析』：様々な土壌サンプルから環境DNAを抽出し、設計した子嚢菌POD遺伝子特異的プライマーを用い

て遺伝子を増幅した。得られた多くのクローンの塩基配列を分析した結果、そのすべてが冬虫夏草の一種で

あるBeauveria bassiana由来のPOD遺伝子であった。B. bassianaは土壌中の存在量が非常に多い子嚢菌として

知られている。さらにB. bassiana POD組み換え体の作成や単離株を用いた培養実験を行うことにより、森林

等の酸性土壌で活性が高いとされている従属栄養性硝化に、B. bassianaをはじめとする子嚢菌門の真核微生

物が大きく関与している可能性が示唆された（5）（金田ら2019 学会発表）。 

研究代表者は従属栄養性硝化微生物の環境動態を分析する手法の開発に成功した。また子嚢菌門の真核微

生物が土壌環境中における窒素サイクルに関与していることを明らかにした。降水量が多く森林に富む日本

は酸性土壌に広く覆われている。本研究によって、特に酸性土壌での硝化作用に対する寄与が大きいと考え

られている従属栄養性硝化微生物に関する生態学的な評価や生化学的分析が可能となった。 

『PODのＸ線結晶構造解析とそれに基づいた構造・機能相関の解明』：  

A. faecalisと Bradyehizobium sp. WSM3983由来の PODの結晶構造がそれぞれ

2.6 Å分解能で得られている（図３）。活性中心の構造に基づいて変異酵素の

作成と機能解析を行い、酵素反応に必須のアミノ酸残基の同定に成功してい

る（東ら 2017、金田ら 2019 学会発表）。 
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