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研究成果の概要（和文）： 

畑土壌中の脱窒糸状菌の多様性や分布・機能の特徴を明らかにするために、糸状菌群集構造、

および分離した脱窒糸状菌の系統と機能の関係を調査した。また、特異的阻害剤を用いて糸状

菌と細菌の土壌の脱窒活性への寄与率を比較した。また、畑土壌から分離された糸状菌の生理

的特徴と脱窒遺伝子発現について調査した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
 The community structure and the relationship between the phylogeny and the denitrifying 

ability of the isolated fungi were investigated to clarify the feature of diversity, 

distribution and the function of the denitrifying fungi in the field soil. Moreover, the 

contribution rate of fungus denitrification to the denitrifying activity of the soil was 

compared to bacterial denitrification by using the selected inhibitor. Moreover, the 

physiological traits and the denitrification gene expression of the fungi isolated from 

the field soil were investigated. 
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 長年にわたり窒素循環における硝化と脱

窒は細菌により担われているとされてきた。

一方、糸状菌に硝化能や脱窒能があることは

古くから知られており、最近、糸状菌の脱窒

機構が生化学的に明らかにされた。しかし、

窒素循環における糸状菌の役割や硝酸（NO3
-)、

亜酸化窒素(N2O)などの窒素汚染とのかかわ

りは不明である。この原因として糸状菌生態

学の遅れがあげられる。 

 
２．研究の目的 

本研究課題は糸状菌の土壌における生態

と窒素循環への関与を分子生態的に解析す

る手法を確立すること、また確立した手法

を用いて硝化能や脱窒能を有する糸状菌を

分離し、その多様性･分布・機能の特徴を明

らかにすることを目的とする。これらを総

合し新たな窒素循環系を提案する。 

 
３．研究の方法 

（１）農耕地から分離した脱窒糸状菌の生理

的特徴 

 土壌中の糸状菌の酸素要求性と脱窒の関

係は多様と考えられるが、実態は不明である。 

これまでに、①糸状菌による N2O 発生が確認

されているチャ園土壌、および、②N2O の発

生と Fusarium 属糸状菌の存在がダイズ根粒

着生系統に特異的なダイズ根粒根圏土壌の、

2 種類の農地土壌から脱窒糸状菌が分離され

ていた。そこで、これらの脱窒糸状菌を供試

菌株とし、以下の実験を行った。 

 まず、18SrDNA 部分塩基配列解析による同

定を行なった。次に、チャ園土壌分離株の

PDA-O-7 株とダイズ根粒根圏土壌分離株の

Root-5 株について、密閉培養系(初期好気条

件、初期 O2濃度約 21%)での N2O 発生量と O2

濃度を測定した。また、PDA-O-7 株について

は初期 O2濃度約 12%、約 5%、約 0%の培養系に

おいても、測定した。 

 

（２）農耕地から分離した脱窒糸状菌の

CYP55 遺伝子発現モニタリング法の確立 

 土壌における糸状菌脱窒活性と CYP55遺伝

子発現をモニタリングする方法を確立する

ため、まずは土壌から分離した脱窒糸状菌を

用いて、培養系での脱窒活性と CYP55 遺伝子

発現のモニタリングをおこなうことを目的

とした。まず、PDA-O-7 株と Root-5 株が糸状

菌に特有な NO 還元酵素遺伝子（P450nor の遺

伝子 CYP55）を保持しているかどうか調査す

るため、ゲノム DNA からの CYP55 の PCR 増幅

を試みた。次に脱窒活性が高発現となる培地

を用いて ECD-GC で脱窒活性を経時的に測定

し、それに伴う CYP55 発現の real-time PCR

を用いた定量解析を試みた。 

 

（３）農耕地土壌における糸状菌群集構造解

析と脱窒糸状菌の分離 

土壌中での糸状菌の動態解析および、脱

窒糸状菌の生態的な位置づけを行うことを

目的とし、糸状菌の群集構造解析を、18Sr

RNA遺伝子と28SrRNA遺伝子までの領域(IGS

領域)を標的としたRibosomal intergenic 

spacer analysis (RISA)を用いて解析した。

また、群集構造を行った圃場の脱窒糸状菌

を多様な分離条件で分離し、脱窒糸状菌の

コレクションを作成した。 

 供試土壌には窒素を年 40kg/10a 施肥した

対照区と、その3倍の窒素肥料(年120kg/10a)

を施肥した 3N 区の茶園土壌（野菜茶業研究

所金谷茶業研究拠点）を用いた。まず圃場に

おける N2O 発生を測定した。また、微生物の

脱窒に影響を及ぼす土壌環境要因を調査す

るために土壌の理化学性試験を行い、次に希

釈平板法により各土壌の糸状菌を計数した。

培地にはクロラムフェニコールと 5ｍM の

NaNO3 を添加したローズベンガル培地の



 

 

pH4.5 と pH6.8 の 2 種類を用い、好気培養と

アネロパック・ケンキ(三菱ガス化学)を用い

て嫌気培養を行った。計数を行った平板より

各分離方法につき 10 株、計 80 株の糸状菌を

単離した。 

 

（４）脱窒糸状菌の系統と脱窒能の解析 

（３）で分離した計 80 株の糸状菌の N2O 発

生能を調査した。また、好気培養単離株のう

ち２８菌株についてはの ITS領域を標的とし

た PCR を行い、その DNA 塩基配列を決定した。

その後 DDBJ の BLAST プログラムを用いて決

定した塩基配列の相同性検索を行った。 

 

（５）基質誘導呼吸阻害法（ＳＩＲＩＮ法）

による茶園土壌における糸状菌脱窒の寄与

の推定 

 茶園土壌からの亜酸化窒素発生が細菌と

真菌のどちらの代謝に由来するのかを基質

誘導呼吸阻害法を用いて調査した。調査に先

立ち、使用する抗生物質に対する耐性菌の計

数・分離・同定・脱窒活性調査をおこない、

また硝酸濃度・炭素源濃度・抗生物質の溶媒

の種類・測定時間などの最適条件を検討した。 

 
４．研究成果 

（１）農耕地から分離した脱窒糸状菌の生理

的特徴 

 18SrDNA 部分塩基配列解析による分離菌株

の同定を行なった結果、チャ園土壌からは

Aspergillus 属 、 Cladosporium 属 、

Penicillium 属の脱窒性糸状菌が、ダイズ根

粒根圏土壌からは Fusarium 属の脱窒性糸状

菌が同定された。これらの属の糸状菌は一般

的な土壌菌とされる。 

 次に、チャ園土壌分離株の PDA-O-7 株

（Aspergillus）とダイズ根粒根圏土壌分離

株の Root-5 株（Fusarium）について、密閉

培養系(初期好気条件、初期 O2濃度約 21%)で

の N2O 発生量と O2 濃度を測定した。また、

PDA-O-7 株については初期 O2濃度約 12%、約

5%、約 0%の培養系においても、測定した。そ

の結果、PDA-O-7 株は、初期 O2濃度約 0%の培

養系以外の培養系において、O2濃度の減少に

伴い N2O が検出され、嫌気になった後も N2O

を発生し続けた。Root-5 株では嫌気での N2O

発生が検出された。 

 

（２）農耕地から分離した脱窒糸状菌の

CYP55 遺伝子発現モニタリング法の確立 

 PDA-O-7 株と Root-5 株が、糸状菌に特有な

NO 還元酵素遺伝子（P450nor の遺伝子 CYP55）

を保持しているかどうか調査するため、ゲノ

ム DNA からの CYP55 の PCR 増幅を試みた。そ

の結果、PDA-O-7 株のゲノムからは CYP55 遺

伝子配列は検出されなかった。一方、Root-5

株のゲノムには CYP55遺伝子配列が検出され

た。ダイズ根粒根圏土壌では、Root-5 株が

N2O を発生しており、NO から N2O への還元反

応は CYP55 遺伝子が生産する P450nor が担っ

ていることが示唆された。そこで、Root-5 株

の脱窒活性が高発現となる培地を検討した

ところ、炭素源としてグリセロール、窒素源

として硝酸を用い、さらに NH4Cl を添加した

培地で最も N2O 生成量が増大した。そこで、

脱窒活性が高発現となる培地を用いて

ECD-GC で脱窒活性を経時的に測定し、それに

伴う CYP55 発現の real-time PCR を用いた定

量解析を試みたところ、脱窒活性が増加して

も CYP55 発現量は一定であり、CYP55 発現量

は N2O 生成量と相関関係が無いことが示唆さ

れた。 

 

（３）農耕地土壌における糸状菌群集構造解

析と脱窒糸状菌の分離 

 まず圃場における N2O 発生を測定したとこ

ろ、対照区では 0.04ｍｇN/m2/h 、3N 区では



 

 

8.27ｍｇN/m2/h 発生していた。次に希釈平板

法により各土壌の糸状菌を計数した。好気培

養・嫌気培養いずれにおいても対照区のほう

が 3N 区よりも 3.4～23 倍高い糸状菌数を示

した。培地 pH は 6.8 よりも 4.5 で計数値が

下がる傾向にあった。また、嫌気培養より好

気培養の計数値が 4.8～168 倍高い値を示し

た。 

 また、糸状菌の群集構造解析を、18SrRNA

遺伝子と 28SrRNA 遺伝子までの領域(IGS 領

域 )を標的とした Ribosomal intergenic 

spacer analysis (RISA)を用いて解析したと

ころ、標準区と比較して３N 区では存在する

RISA の断片パターンが全く異なっており、ま

た多様性も低くなっていた。また３N 区土壌

には脱窒糸状菌として報告のある Fusarium

属や Hypocrea 属の糸状菌が存在することが

分かった。  

 

（４）系統と脱窒能の解析 

 （３）で計数を行った平板より各分離方法

につき 10 株、計 80 株の糸状菌を単離し N2O

発生能を調査したところ、3N 区の嫌気培養単

離株はすべて N2O 発生能を示さなかったが、

好気培養分離株は半分以上の株が高い N2O 発

生能を示した。 

3N 区から分離された 20 菌株中 8 株が

Penicillium 属に近縁で、いずれも硝酸から

N2O を発生していた。また対照区から分離さ

れた 8菌株中 5株が Penicillium 属に近縁で

あったが、これらの株は硝酸および亜硝酸か

らの N2O 発生を示さなかった。このことより、

供試した茶園土壌では Penicillium属の糸状

菌が優占しており、3N 区では脱窒活性を有す

る系統が集積している可能性が示された。 

また3N区から分離された20菌株中7株が、

Hypocrea 属に近縁の株で、H. rufa に近縁な

1株は硝酸からN2Oを発生したが、H. koningii

に近縁な 6 株では硝酸から N2O を発生した株

と硝酸・亜硝酸いずれからも N2O を発生しな

かった株があった。このことから、Hypocrea

属は系統の近い菌株間で脱窒能や脱窒様式

に多様性があることが示された。 

対照区から分離され、硝酸からの脱窒能を

示した菌株は 1株のみだったが、3N 区から分

離された糸状菌の脱窒活性と比較すると著

しく低かった。また硝酸からの脱窒を示さな

い株は亜硝酸からの N2O 発生も示さなかった。 

今後、糸状菌脱窒能の多様性を生む遺伝的

背景の解明が望まれる。 

 

（５）基質誘導呼吸阻害法（ＳＩＲＩＮ法）

による茶園土壌における糸状菌脱窒の寄与

の推定 

 まず、使用する抗生物質に対する耐性菌の

計数・分離・同定・脱窒活性調査をおこない、

基質誘導呼吸阻害法に影響する耐性菌が存

在しないことを確認した。また硝酸濃度・炭

素源濃度・抗生物質の溶媒の種類・測定時間

などの最適条件を検討した。 

 本調査の結果、供試した茶園土壌において

亜酸化窒素の発生は土壌の炭素源の種類に

よって細菌と脱窒の寄与率が変化すること

が判明した。供試土壌の全炭素含有率は高い

が、易分解性の有機物炭素が低いため、炭素

源無添加の場合、亜酸化窒素の発生そのもの

は低いものの真菌による発生が全体の約

66％を占めた。一方、易分解性の炭素源であ

るグルコースを添加し微生物を活性化した

場合、亜酸化窒素の発生も高まり、細菌によ

る脱窒が約 60％を占めた。また、アセチレン

阻害の有無で亜酸化窒素発生を比較したと

ころ、細菌による亜酸化窒素還元活性（Nos

活性）は非常に低く、本茶園土壌の脱窒細菌

は窒素までの完全脱窒をほとんど行ってい

ないことが示唆された。一方、糸状菌脱窒に



 

 

おいてはアセチレン阻害により有意な亜酸

化窒素発生の増加がみられたことから、糸状

菌が Nos活性を持っている可能性が考えられ

た。これまで、糸状菌の脱窒は P450nor によ

る亜酸化窒素の発生までであり、アセチレン

により活性阻害を受ける細菌型の Nosは持た

ないとされてきた。もし、糸状菌が細菌型の

Nos 活性を持っているとすれば、これまでに

報告のない新しい知見となる。 
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