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論文題目      メタゲノム・メタトランスクリプトーム解析法を用いた 

 水田土壌微生物群集の構造と機能の網羅的解明 

 

 

 

 

 

１．背景と目的  

 土壌微生物の大部分は未だ単離・培養されていないと考えられている。土壌微生物の群

集構造を明らかにするために、これまでに培養を経ずに土壌核酸を解析する方法が導入さ

れ、培養に依存する従来の方法よりも幅広い解析が実現してきた。しかし、多様で複雑な

土壌微生物群集構造を解明するためには、得られる情報は必ずしも十分ではなかった。近

年、塩基配列のシーケンシング技術が飛躍的に進歩している。パイロシーケンシング法な

どの新たなシーケンシング技術が環境 DNA や RNA を包括的にシーケンスするメタゲノム

解析やメタトランスクリプトーム解析の分野にも応用されるようになり、従来よりも迅速

に、土壌微生物群集と機能の全体像の網羅的な解析が可能になってきた。 

 水田土壌は湛水により嫌気的環境が発達し、土壌微生物の嫌気呼吸により脱窒、マンガ

ン還元、鉄還元、硫酸還元、メタン生成といった還元反応が進行することが知られている。

水田は畑土壌に比べて硝酸の溶脱や温室効果ガスの一酸化二窒素（N2O）の発生が極めて少

ないことが知られているが、これには還元の進行の初期におこる脱窒が深く関わっている。



 

 

一方、還元の進行の最終段階ではもう一つの温室効果ガスであるメタンが発生し、その削

減が求められている。このような特徴を有する水田土壌の微生物群集、特にそれぞれの還

元反応を担う微生物群集について全体像を網羅する詳細な情報を得ることは、学術的のみ

ならず、硝酸溶脱や温室効果ガス発生低減化などの環境保全型の農業を継続するために重

要である。 

そこで本研究では、パイロシーケンシング法によるメタゲノム解析により、水田土壌に

存在する微生物や機能遺伝子の群集構造、および水田土壌において優占する微生物群や水

田土壌の還元反応に関与する微生物群を明らかにすることを試みた。さらに、メタトラン

スクリプトーム解析を行い、水田土壌の微生物群集構造や機能遺伝子群の組成が湛水や落

水によって、どのように応答し変動するのか明らかにすることも試みた。 

 

２．土壌環境データの取得と 16S rRNA 遺伝子の配列に基づく微生物群集構造の解析 

新潟県農業総合研究所内の連作水田において、2009 年の湛水前から収穫後にかけて、

1～2 週間ごとに経時的に土壌を採取した。採取の際に、圃場からのメタンおよび N2O

ガスのフラックス、土壌の酸化還元電位（Eh）を測定した。さらに採取サンプリング

した土壌の硝酸態窒素、亜硝酸態窒素、アンモニア態窒素、二価マンガン、二価鉄、

および硫酸の含量、また、脱窒活性、硝化活性を測定した。これらにより、本研究で

解析対象とした水田土壌の酸化還元状態の経時的な変化の様子が明らかとなった。す

なわち、湛水期においては Eh の降下に伴い脱窒、マンガン還元、鉄還元、硫酸還元、

メタン生成が進行し、非湛水期においては Eh の上昇に伴い各還元反応が抑制された。 

経時的に採取した全ての土壌から DNA と RNA を抽出し、真正細菌（以後、細菌と

呼ぶ）およびアーキアの 16S rRNA 遺伝子および 16S rRNA の部分塩基配列をそれぞれ

PCR および逆転写 PCR で増幅し、DGGE を行ってバンドパターンを比較した。その結

果、DNA に基づく PCR-DGGE バンドパターンには、細菌群集およびアーキア群集のど

ちらの群集構造も耕作期間を通して大きな変化が認められなかった。一方、RNA に基

づく逆転写 PCR-DGGE 解析から得られたバンドパターンには、耕作期間に応じた変化

が認められた。これらのことから、水田土壌の細菌およびアーキアの DNA ベースの群集

構造は水管理の影響を受けずに安定しているが、RNA ベースの、すなわち活性が上昇して

いる細菌およびアーキアの群集構造は水管理の影響を受け耕作期間において変動している

こと示された。さらに、細菌およびアーキアの 16S rRNA に基づく cDNA クローンライブラ

リー解析（細菌：5277 クローン、アーキア：5436 クローン）から、非湛水期と湛水期に

おいて活性が上昇している分類群や系統群を特定したところ、湛水期には水素利用型のメ

タン生成菌の、落水期には硝化アーキアに近縁な Rice cluter VI アーキアの活性が上昇して

いることが示された。 



 

 

 

３．メタゲノム解析 

湛水前ならびに還元状態が十分に進んだ湛水 6 週間後の 2 つの土壌試料をメタゲノ

ム解析の対象とした。それぞれの土壌から調製した DNA を、PCR を介さず直接、パイ

ロシーケンサー（GS-FLX titanium (Roche)）に供したところ、平均解読長が約 440bp の

塩基配列がそれぞれ 786,517 リードおよび 938,731 リード得られた。得られた塩基配列

の相同性検索を GenBank データベースに対して行い、他環境由来のメタゲノムデータ

と比較した結果、本研究で供試した水田土壌においては Deltaproteobacteria 綱、特に

Geobacter 属や Anaeromyxobacter 属細菌が優占していることが明らかとなった。パイロシー

ケンシング法を用いたメタゲノム・メタトランスクリプトーム解析によって水田土壌の細

菌群集構造を属レベルで明らかにしたのは本研究がはじめてである。 

また、水田土壌において進行する各還元反応に関与する鍵酵素の遺伝子群の構造を

明らかにし、各機能微生物群集の構造を明らかにした。硝酸還元を触媒する酵素の遺

伝子（narG, napA）、アンモニア生成型の亜硝酸還元を触媒する酵素の遺伝子（nrfA）、

脱窒反応の一部の一酸化窒素（NO）還元を触媒する酵素の遺伝子（norB）、および

N2O 還元を触媒する酵素の遺伝子（nosZ）は、Deltaproteobacteria 綱由来のものが多く

検出された。これまで Deltaproteobacteria 綱細菌について鉄還元や硫酸還元を担うこと

が明らかにされてきたが、本研究により水田土壌において窒素循環にも深く関与して

いる可能性が示唆された。  

これまで亜硝酸→NO→N2O→N 2 といった一連の脱窒反応に関与する鍵酵素の遺伝子

の塩基配列は、脱窒菌由来のものが多く見出されてきた。しかしながら、本研究のメ

タゲノム解析から脱窒菌由来のものよりも、脱窒菌ではない細菌 (亜硝酸を還元してア

ンモニアを生成する菌 )に由来する NO 還元酵素遺伝子や N2O 還元酵素遺伝子（nosZ）

が多数検出された。特に Anaeromyxobacter 属細菌由来の nosZ は本研究の PCR を介さ

ないメタゲノム解析によりはじめて環境中から検出され、従来の PCR に依存した方法

では全く検出されていなかった。水田土壌の脱窒過程において、脱窒菌ではない細菌

が部分的 (NO, N2O 還元 )に関与している可能性が示唆された。  

 

４．メタトランスクリプトーム解析 

土壌 DNA に基づいたメタゲノム解析から、水田土壌に存在する微生物や機能遺伝子のユ

ニークな群集構造が明らかになった。環境変化に応答してこれらの微生物や機能遺伝子群

のうちどのグループが活性化するのか、またメタゲノム解析から明らかになった各還元反

応に関与する機能遺伝子が実際に転写されているのか、興味が持たれた。そこで、湛水前、

湛水 6 週間後、湛水 7 週間後、落水後の計 4 つの土壌試料を対象としてメタトランスクリ



 

 

プトーム解析を行った。それぞれの土壌から調製した cDNA を、PCR を介さず直接パイロ

シーケンサーに供したところ、それぞれの試料から 40 万~46 万塩基配列を取得した。得ら

れた塩基配列から rRNA データベースに対して相同性検索したところ、どの試料においても

Geobacter 属や Anaeromyxobacter 属細菌の優占率が高く、これらの細菌が耕作期間を通して

活動していることが分かった。一方、水田土壌の還元反応に関与する機能遺伝子群につい

ては、湛水期にメタン生成に関与する機能遺伝子の転写量が増大することが示されたもの

の、硝酸還元、亜硝酸還元（脱窒を含む）、硫酸還元に関与する機能遺伝子はほとんど検

出されなかった。 

 

５．Anaeromyxobacter 属細菌の単離と農耕地土壌における分布 

水田土壌そのものを培地として用いる集積培養により、Anearomyxobacter 属細菌の単離に

成功した。また、単離した株が N2O 還元活性を有していることが分かった。さらに、メタ

ゲノム解析に供した新潟の水田圃場に加え、日本各地の水田土壌においても、細菌群集の

中で Anaeromyxobacter 属細菌が同程度に優占していることが明らかとなった。一方、畑土

壌や他の環境では、水田土壌に比べて Anaeromyxobacter 属細菌の全細菌に対する割合が小

さいことが分かった。 

 

６．まとめ 

 メタゲノム解析およびメタトランスクリプトーム解析の結果から、水田土壌において優

占する微生物や機能遺伝子の群集構造が詳細に明らかとなった。また、メタゲノム解析か

ら水田土壌の還元反応に関与する鍵酵素の遺伝子の塩基配列を抽出し、各機能に関わる微

生物の群集構造を明らかにした。その中で、水田土壌において Anaeromyxobacter 属細菌

が優占していることが明らかとなり、Anaeromyxobacter 属細菌由来の nosZ が環境中からは

じめて見出された。さらに、水田土壌から Anaeromyxobacter 属細菌を単離し、N2O 還元活

性を有していること、畑土壌よりも細菌群集における Anaeromyxobacter 属細菌の割合が高

いことを明らかにした。これらのことから、優占する Anaeromyxobacter 属細菌が水田土壌

における N2O 還元反応に関与している可能性が示唆された。 

 


