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研究課題名

氏名

1．研究実施期間

2．収支の状況
（単位：円）

交付決定額
交付を受け

た額
利息等収入

額
収入額合計 執行額 未執行額 既返還額

110,000,000 110,000,000 0 110,000,000 109,879,134 120,866 0
33,000,000 33,000,000 0 33,000,000 32,963,740 36,260 0

143,000,000 143,000,000 0 143,000,000 142,842,874 157,126 0

3．執行額内訳
（単位：円）

平成22年度 平成23年度 平成24年度 平成25年度 合計

物品費 556,500 22,955,909 21,249,587 19,986,598 64,748,594
旅費 0 0 912,470 905,500 1,817,970
謝金・人件費等 0 1,483,118 15,903,509 19,247,308 36,633,935
その他 0 1,241,735 4,192,499 1,244,401 6,678,635

556,500 25,680,762 42,258,065 41,383,807 109,879,134
166,950 7,704,229 12,677,419 12,415,142 32,963,740
723,450 33,384,991 54,935,484 53,798,949 142,842,874

4．主な購入物品（１品又は１組若しくは１式の価格が５０万円以上のもの）

仕様・型・性
能等

数量
単価

（単位：円）
金額

（単位：円）
納入

年月日
NFｴﾝｼﾞﾆｱﾘﾝ
ｸﾞ NF-1001 1
式

1 9,392,250 9,392,250 2014/2/14

Bio-rad 170-
9078J1

1 992,250 992,250 2013/1/24

Gel Doc XR
Plus Labｼｽﾃ
ﾑ

1 1,691,550 1,691,550 2013/1/24

ｸﾘﾒﾝｺ小型冷
凍器

1 1,890,000 1,890,000 2013/2/26

Veriti 96well 1 956,970 956,970 2013/2/26
EYELA
249000　型
式:M-1000A

1 508,725 508,725 2013/2/26

CW-QC-
TILDAS-SC-

1 20,475,000 20,475,000 2012/3/27

直接経費計
間接経費計
合計

物品名

微生物用ファーメンタ

農業環境技術研究所Ｎ２Ｏ同位体比モニタリングシステム

亜酸化窒素同位体分光計

農業環境技術研究所

間接経費

農業環境技術研究所

設置研究機関名

平成２３年２月１０日～平成２６年３月３１日

費目

合計

ゲル撮影装置

小型冷凍器

核酸電気泳動装置

直接経費

秋山博子

本様式の内容は一般に公表されます

PCR用サーマルサイクラー

農業環境技術研究所

農業環境技術研究所

農業環境技術研究所

農業環境技術研究所

先端研究助成基金助成金（最先端・次世代研究開発支援プログラム）
実績報告書

温室効果ガスの高精度モニタリングと環境メタゲノミクスの融合によるＮ２Ｏ削減

研究機関・
部局・職名

独立行政法人農業環境技術研究所・物質循環研究領域・主任研究員
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5．研究成果の概要

本課題では実験室規模からフィールド規模においてN2Oフラックス、安定同位体自然存在比解析、微生物遺伝子解析を組み合わせ
たN2O発生メカニズムの解明を行った。国内で初めてレーザー分光N2O同位体計を導入し、N2O同位体自然存在比の連続測定手
法を開発した。またN2O発生ホットスポットからのDNA・RNAを抽出し、次世代シーケンサーを用いてN2O発生微生物についての解析
を行った。

その結果：
・土壌の種類によりN2Oの発生経路が異なることにより、被覆肥料のN2O削減効果が異なることを明らかにした。
・大雨後のN2Oのバーストピークは脱窒が主なN2O生成経路であることを明らかにした。
・強酸性土壌の茶園には新規なアンモニア酸化細菌（AOB）が存在することを示した。
・作物残渣から発生するN2Oにおいて、糸状菌脱窒が重要であることを明らかにした。
・硝化抑制剤のターゲットとなるAOBとアンモニア酸化古細菌（AOA)において、施肥の種類により多様性や肥料への反応が異なるこ
とを明らかにした。

上記のように、モニタリング、同位体分析、メタゲノミクスという異分野の研究を融合させ、N2O生成現象の全体像を明らかにする研
究手法は、他の温室効果ガスやその他の物質循環研究にも応用が可能であることから、地球環境研究全般に波及効果が期待され
る。
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先端研究助成基金助成金（最先端・次世代研究開発支援プログラム） 

研究成果報告書 
本様式の内容は一般に公表されます 

 

 

研究成果の概要 

（和文）： 

本課題では実験室規模からフィールド規模において N2O フラックス、安定同位体自然存

在比解析、微生物遺伝子解析を組み合わせた N2O 発生メカニズムの解明を行った。国内で

初めてレーザー分光 N2O 同位体計を導入し、N2O 同位体自然存在比の連続測定手法を開発

した。また N2O 発生ホットスポットからの DNA・RNA を抽出し、次世代シーケンサーを

用いて N2O 発生微生物についての解析を行った。このようにモニタリング、同位体分析、メタ

ゲノミクスという異分野の研究を融合させ、N2O 生成現象の全体像を明らかにする研究手法は、他

の温室効果ガスやその他の物質循環研究にも応用が可能であることから、地球環境研究全般に

波及効果が期待される。 

 

（英文）： 

We investigated N2O production pathways in soil from N2O flux measurement, isotopomer analysis 

and DNA and RNA analysis of microbes. We developed continuous N2O isotopomer monitoring 

method using by Quantum Cascade Laser Analyzer. We also extracted and analyzed DNA and RNA 

from soil. Our approach to combine different discipline to investigate N2O production pathways can 

be used for other greenhouse gases and environmental research.  

課題番号 ＧＳ０２７ 

研究課題名 

（下段英語表記） 

温室効果ガスの高精度モニタリングと環境メタゲノミクスの融合によるＮ２Ｏ

削減 

Mitigation of N2O Emissions by Linking Flux Monitoring and Metagenomics 

研究機関・部局・

職名 

（下段英語表記） 

独立行政法人農業環境技術研究所・物質循環研究領域・主任研究員 

Senior Researcher,Carbon and Nitrogen Cycles Division, 

National Institute for Agro-Environmental Sciences 

氏名 

（下段英語表記） 

秋山 博子 

Hiroko Akiyama 
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1． 執行金額       １４２，８４２，８７４円 

    （うち、直接経費  １０９，８７９，１３４円、 間接経費  ３２，９６３，７４０円） 

 

2． 研究実施期間   平成２３年２月１０日～平成２６年３月３１日 

 

3． 研究目的 

一酸化二窒素（亜酸化窒素；N2O）は二酸化炭素の約 300 倍の温室効果があり、オゾン層

破壊物質でもある。N2O の最大の人為的発生源は農業活動であり、その主要な発生要因は

農耕地への窒素肥料の施用である。今後も急激な人口増加による農業生産の増大に伴い、

N2O 発生量は増加し続けると推定されている。しかし農耕地からの N2O 発生は微生物によ

る複数の窒素代謝経路の副産物として生成され、正確な発生量の測定と予測、ならびに効

果的な低減技術の開発は十分でない。このため、発生メカニズムの解明とそれに基づく効

果的な排出低減技術の開発は急務である。 

N2O は土壌中の微生物による脱窒および硝化の過程から主に発生する。純粋分離された

微生物の N2O 発生メカニズムが酵素・遺伝子のレベルまで明らかにされているにも関わら

ず、多くの微生物は培養不可能であるため環境中で実際に機能する N2O 生成微生物とその

具体的な代謝経路、代謝系の環境応答機構等は不明である。一方最近、環境中の DNA を丸

ごと解析するメタゲノム解析が次世代シーケンサーの登場で可能になり、世界的に注目さ

れているが、N2O 生成微生物を対象とした研究は行われていない。このため、本研究では

様々な農耕地において N2O 発生量のモニタリングと同時に土壌微生物等の解析を行う。 

本研究においては、いままでは別々に行われてきた温室効果ガスフラックス測定とメタ

ゲノミクスという異なる専

門分野の研究を融合し、現

象とメカニズムの総合的な

理解を目指す（図１）。本研

究は発生メカニズムの解明

に基づくN2O発生削減技術

の開発のための基礎的知見

を得るものであり、農耕地

で実際にどのような土壌微

生物がN2O発生に関与して

いるかを明らかにし、N2O

発生削減技術の開発につな

げる。 

 
図１ 異分野融合による N2O 発生メカニズムの解明 



様式２１ 

 3

4． 研究計画・方法 

(1)レーザー分光計を用いた N2O 自然安定同位体比の連続測定技術を開発する。 

(2)モニタリングデータに基づき N2O ホットスポットから高品質な DNA および RNA を抽

出・精製して、メタゲノム解析およびメタトランスクリプトーム解析を行い機能している

遺伝子群を定性・定量する一連の手法を開発する。 

(3) N2O 発生の多い農耕地において(1)と(2)で確立した N2O フラックスと安定同位体比のモ

ニタリングと土壌メタゲノム解析を実施し、N2O 発生経路と微生物を特定しその特徴を明

らかにする。 

(4) (3)で明らかにした遺伝情報に基づき mRNA 解析条件を設定し、N2O モニタリングと同

時に mRNA 解析により N2O 発生に関与する微生物と生成経路を短時間に特定する手法を開

発する。 

(5) N2O 発生経路や微生物の特徴に基づき、有機肥料や硝化抑制剤などの N2O 削減における

有効性をモニタリングとｍRNA 解析で評価する。 

 

5． 研究成果・波及効果 

(1)N2O 安定同位体自然存在比の連続測定法の開発 

日本で初めて導入した亜酸化窒素同位体計（レーザー分光 N2O 同位体計）を用いた N2O

連続測定を実施し、大気濃度における測定手法を開発した。 
 
(2)N2O ホットスポットからの DNA・RNA 抽出・生成方法ならびにメタゲノム解析お

よびメタトランスクリプトーム解析手法の開発 
N2O モニタリングデータに基づき N2O 発生のホットスポットを特定し、DNA および

mRNA、rRNA を抽出した。高純度土壌 RNA 調製法を最適化し、解析に必要な純度と

量の RNA を調製する方法を確立し、次世代シークエンサーを用いたメタゲノム解析お

よびメタトランスクリプトーム解析を行い機能している遺伝子群を定性・定量する一連

の手法を確立した。 

 
(3)N2O フラックス、N2O 安定同位体比のモニタリングと土壌メタゲノム解析手法を用

いた N2O 発生経路と微生物の解析 

①15N トレーサー法を用いた土壌インキュベーション実験 
被覆肥料の N2O の削減効果が土壌により大きく異なる(Akiyama et al. 2011)理由を明

らかにすることを目的として実験を行った。黒ボク土および灰色低地土（WFPS55%）に

尿素または被覆尿素を添加し、N2O 発生量、土壌中無機態窒素濃度、安定同位体比の測

定を行った結果、灰色低地土では、硝化および脱窒からの N2O 発生量は同程度であり、

被覆尿素を添加した場合に硝化の寄与が増加した。一方、黒ボク土ではいずれの肥料に

おいても硝化が主な N2O 発生経路であった。これらの結果より、土壌により N2O の発生

経路が異なることが、被覆肥料の削減効果が異なる理由であると考えられた。 
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②大雨後の N2O バーストピークとその

メカニズムの解明（土壌インキュベーシ

ョン実験） 
  灰色低地土転換畑圃場において、大

雨後に非常に大きな N2O の発生（バー

ストピーク）を観測した。この発生メ

カニズムの解明のため、土壌インキュ

ベーション実験を行った結果、大雨前

に土壌が乾燥している場合にのみバー

ストピークが見られることが明らかに

なった（図 2）。自然安定同位体比の解

析の結果、脱窒が主な発生源であるこ

とが明らかになった。 
さらに、脱窒に関連する N2O 発生関

連遺伝子についてDNAレベルで（nirK、
nirS、nosZ）の存在量を調べた。その結

果、灰色低地土では、nirS が主要な亜

硝酸酸化酵素遺伝子であることを明

らかにした。さらにこれらのデータに

基づき、各遺伝子の mRNA を調べ nirK
に比べて nirS の発現量が多いことを

示した。また湛水と同時に脱窒関連遺

伝子の DNA および mRNA が増加して

いる（図 3）のに対し、N2O 発生は湛

水後に見られること（図 2）から、遺伝

子の発現と N2O 発生にはタイムラグが

あることが明らかになった。この原因は

N2O 還元酵素（NosZ）の合成の遅れ、酸

素による失活および湛水によるガス拡

散速度の低下によるものと考えられた。 
 

(4) N2O 発生に関与する微生物と生成経路

を短時間に特定する解析法の開発 
 最近の次世代シーケンス技術の著し

い進歩により、マイクロアレイに代えて

次世代シーケンサーによるメタトラン

スクリプトーム解析とRT-定量 PCRを用

いた定性的・定量的な解析が有効と考え

られた。そこで（2）で確立した手法と

RT-定量 PCR 法を用いて、N2O 生成に重

要な mRNA-amoA を解析し、施肥により

アンモニア酸化古細菌（AOA）と細菌（AOB）の反応性の違いを明らかにした。さら

 

Hrs after the start of waterlogging
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図 2 土壌湛水前後の N2O 発生（バーストピ

ーク） 

湛水前の土壌が乾燥している場合のみN2Oバー

ストピーク現象が起こることを解明 
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図 3 土壌湛水前後の mRNA 量の変化 

土壌湛水と同時に脱窒関連 mRNA の増加 

→mRNA の増加と N2O 発生にはタイムラグ：原因

は N2O 還元酵素合成の遅れ、湛水によるガス拡

散低下 
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に強酸性茶園土壌には新規なアンモニア酸化細菌が存在することを示した。このように

土壌からの DNA、mRNA の抽出技術、次世代シーケンス技術（メタゲノミクス、トラ

ンスクリプトミクス）を組み合わせることにより、効率的に N2O 発生微生物の生態を

評価できた。 
 
(5) N2O フラックス連続モニタリング、安定同位体自然存在比、土壌微生物解析を組み合

わせた N2O 発生メカニズムの解明および削減技術の評価 

①脱窒カビ培養実験および不耕起圃場における糸状菌脱窒の寄与の推定 
近年、脱窒細菌だけでなく糸状菌も脱窒を行うことが明らかになった。しかし、環境

中における糸状菌脱窒の重要性については不明であるため、この寄与を明らかにするこ

とを目的として実験を行った。各種の糸状菌を培養した結果、糸状菌の種類により N2O
発生量は大きく異なった。糸状菌脱窒経路からの N2O 安定同位体比および SP の報告例

はこれまでに 1 報のみであるが、圃場から分離した糸状菌を用いた本実験においても同

程度の値が得られた。さらに、茨城大学不耕起圃場において採取した N2O サンプルお

よび同圃場から分離した脱窒カビの培養実験によるN2Oの安定同位体自然存在比の比

較を行った結果、圃場における N2O の主な発生源は細菌脱窒であるが、カビ脱窒および

硝化の寄与も一部あると推定された。 
 

②作物残さから発生する N2O 発生量および発生メカニズムの解明 
作物残さは N2O 発生源である可能性が指摘されているが、研究例は非常に少なく、

その N2O 発生メカニズムについては研究例がない。このため、野菜栽培圃場におい

て、N2O フラックスの連続モニタリングおよび安定同位体自然存在比測定を行った。

その結果、キャベツやジャガイモ等の収穫残さが重要な N2O 発生源であることを明

らかにした。また、N2O 安定同位体比の解析結果より、細菌脱窒およびカビ脱窒が

N2O の主な発生経路と推定された。ジャガイモ残渣からの糸状菌の分離を行い、残渣か

らの N2O 発生において糸状菌脱窒が重要であることを明らかにした。 

 

③硝化抑制剤のターゲットとなるアンモニア酸化菌の生態解明 

圃場実験により、硝化抑制剤により AOB および AOA 菌数の増加が抑制され N2O
発生が削減されることを示した。さらに硝化抑制剤の評価のターゲットとなる AOA
および AOB について，施肥条件の異なる野菜畑土壌および茶園土壌を用い検討した。

野菜畑のアンモニア酸化酵素遺伝子（amoA）のメタゲノム解析から，AOB と AOA
は化学肥料と有機肥料（牛糞堆肥）の施用で増加したが，それらの多様性は肥料の種

類により異なり、肥料への反応も堆肥連用土壌と化学肥料連用土壌で異なることを明

らかにした。また茶園土壌では pH によって存在する AOA と AOB の多様性、菌数が

異なり、AOA と AOB の mRNA-amoA の発現量も異なること示した。さらに pH3 程

度の強酸性土壌に酸性環境に適応した AOB が存在することを見出した。これの結果

は硝化抑制剤を評価するための指標として利用できると考えられる。 

 

以上、圃場実験と圃場の現象を再現するためのインキュベーション実験を組み合わせ、同

位体解析と微生物遺伝子解析を統合的に展開し、N2O 発生削減のための発生メカニズム解

明を行った。 
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