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Abstract
 This study explores the use of microbial community analysis to evaluate the processes involved 
in nitrate attenuation in groundwater. Polymerase chain reaction (PCR)-denaturing gradient gel 
electrophoresis (DGGE) is used to identify denitrifiers based only on their 16SrRNA gene sequences, 
and Real-Time PCR analysis is used to quantify nitrite reducing genes (nirK and nirS).  The latter 
suggest a new method to be used for detecting denitrification activity by comparing the gene dosage 
that has been detected by Real-Time PCR and the value of the nitrate (NO3

－) δ15N and δ18O.  This study 
focuses on a zone of significant NO 3

 － attenuation occurring at underground dam catchment area in the 
karstic Ryukyu limestone aquifer, which is located in the southern part of Okinawa, Japan.
 As a result of microbial analysis, the bacteria were detected at all observation points which have 
been reported to have denitrification ability. And it has been confirmed that the bacteria has a gene nirS 
which is related to denitrification. In addition, the correlation was high between nirK /nirS gene dosage 
that has been detected by Real-Time PCR and the value of the nitrate δ 15N and δ 18O; therefore, this 
study demonstrates the effectiveness of using Real-Time PCR analysis for providing insights into the 
processes affecting nitrate attenuation in groundwater.
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要　　旨
　本研究では，沖縄本島南部地域の琉球石灰岩帯水層において，地下水水質データと硝酸中の窒素及
び酸素同位体比（δ 15N NO3，δ

 18O NO3）を測定することで脱窒ポイントを推定し，PCR法を組み合わせ
た変性剤濃度勾配ゲル電気泳動法（以下，PCR-DGGE法）及びリアルタイム PCR等を用いた微生物
相解析等を実施して，帯水層中の優占種および分離菌株の分子系統解析と脱窒関連遺伝子の検出と
定量を試みると共に，その結果とδ 15N NO3，δ

 18O NO3の結果を比較し，地下水中の脱窒の有無やその程度
の推定に対する微生物相解析の有効性について検討した。
　その結果，細菌種は異なるものの，脱窒ポイント，その他のポイントに係わらず，全観測地点で脱
窒能を持つと報告されている属と同じ属の細菌が検出された。リアルタイム PCRを用いて脱窒関連
遺伝子（nirS/nirK）の定量を行ったところ，nirK遺伝子に比べ nirS遺伝子の方が多く検出され，本
地域の脱窒には nirS遺伝子をもつ微生物が優先的にかかわっていることが明らかとなった。さらに，
nirS及び nirK遺伝子の DNAコピー数とδ 15N NO3，δ

 18O NO3の値との間には比較的高い相関がみられ，
δ 15N NO3，δ

 18O NO3を用いた同位体的手法とリアルタイム PCRを用いた脱窒関連遺伝子の定量手法を併
用することが，地下水中における脱窒環境やその程度を推定する有効な手法となる可能性が示唆さ
れた。

1 ．はじめに

　帯水層における脱窒は，硝酸イオン（NO 3
 －）

を含む好気的環境と酸素を含まない嫌気的環境
の境界付近で，独立栄養または従属栄養の脱窒
菌が存在し，電子供与体（易分解性の有機炭素
（OC）やパイライト（FeS 2））が存在するときに
局所的に進行することが知られている（江口，
2012）。現場の地下水中で脱窒を定性的・定量的
に評価する場合，脱窒の有無を検証するための
複数の直接的・間接的証拠を積み上げられるこ
とが多い（江口，2008）。例えば，NO 3

 －や溶存酸
素（DO）や酸化還元電位（ORP），重炭酸イオン
（HCO 3

  －）等の脱窒の状況証拠となる地下水水質
データにくわえ，脱窒の副産物として生成する各
種ガス（N 2O，N 2）と地下水中で安定な溶存ガス
（Ar）の濃度比，溶質トレーサー（Cl  －，Br  －）や
数値モデルを用いて，脱窒の有無やその程度が
推定される（江口，2008）。くわえて，NO 3

 －中の
窒素の安定同位体比δ 15N は，脱窒に伴う同位体
分別による濃縮が生じることから，脱窒の有効
な指標として古くから利用されてきた（Mariotti, 
1986; Mariotti et al., 1988; Böhlke and Denver, 
1995; Widory et al., 2005）。近年では，NO 3

 －中の
δ 15Nにくわえ，NO 3

 －中の酸素の安定同位体比
δ 18Oを測定することで，二成分の解析から，よ
り詳細に窒素の起源や脱窒の有無やその程度を
検討することが可能となっている（Kendall et al., 
2007）。さらに，最近では，硝酸中のδ 15Nやδ 18O

以外にも，各種安定同位体比（δ 13C，δ 15N，δ 34S 
and δ 18O）を同時に測定し，脱窒にくわえ硫酸
還元の有無や，従属型脱窒あるいは独立栄養型
脱窒を識別する試みもみられるようになってい
る（Torrentó et al., 2011; Heffernan et al., 2012; 
Hosono et al., 2014）。
　一方，近年，分子生物学的手法を用いた遺伝子
解析技術が，環境中に存在する微生物相解析に
応用され，地下水などの水環境中における微生
物相が徐々に明らかにされつつある。脱窒に関
しても研究が進んできており，これまで脱窒菌
とひとくくりにされていた脱窒能をもつ微生物
が，細菌，古細菌および糸状菌を含む広範囲の
微生物により行われていることや（Tiedje, 1994; 
Philippot et al., 2007; Hayatsu et al., 2008），系統分
類上多岐にわたっていることが明らかになってい
る（Katsuyama et al., 2008; Jones  et al., 2012）。そ
のため，脱窒に関わる細菌の検出のために，亜硝
酸還元酵素（nirK, nirS）や N 2O還元酵素（nosZ）
の遺伝子をマーカーにした遺伝子解析等も実施
されている（Braker et al., 1998; Rich et al., 2003; 
Throbäck et al., 2004）。つまり，上述した各種安
定同位体比に加え，遺伝子解析等によりその場の
微生物相と単離・培養された細菌の脱窒に関わる
遺伝子の有無を直接確かめることが，帯水層にお
ける脱窒による窒素除去量を推定するための有益
な情報となりえる。しかし，地下水中における脱
窒に関して，上述したような分子生物学的手法
と，従来の，地下水水質や各種安定同位体比との
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関係性について検証された例はほとんどみられな
い。
　本研究の調査対象地域である沖縄本島南部地域
では，農業用水の確保を図るため，糸満市及び八
重瀬町の1352haの畑地を対象に国営沖縄本島南
部水利事業が1992年～2005年にかけて実施されて
いる。それにより，米須と慶座の 2ヵ所に築造さ
れた地下ダムによって琉球石灰岩帯水層に貯留さ
れている地下水が新たな水資源として開発され，
2006年から農業用水に地下水が利用されている。
これまで，琉球石灰岩帯水層において地下水中の
脱窒に係る微生物相について遺伝子解析された例
はないが，今後，本地域の地下水の持続的な利用
や周辺の海域環境保全に資する観点からも，琉球
石灰岩帯水層中における脱窒量を正確に見積もる
必要があり，微生物相解析から得られる情報は非
常に有益となる。
　そこで本研究では，沖縄本島南部地域の琉球石
灰岩帯水層において，地下水水質データと硝酸中
の窒素及び酸素同位体比（δ 15N NO3，δ

 18O  NO3）を
測定することで脱窒ポイントを推定し，PCR-
DGGE及びリアルタイム PCR等を用いた微生物
相解析等を実施して，帯水層中の優占種および分
離菌株の分子系統解析と脱窒関連遺伝子の検出と
定量を試みると共に，その結果とδ 15N NO3，
δ 18O  NO3の結果を比較し，地下水中の脱窒の有無
やその程度の推定に対する微生物相解析の有効性
について検討した。

2 ．調査研究概要

2 ．1 　地形・地質および土地利用状況
　地形地質に関する詳細は，安元ほか（2013）を
ご参照頂きたいが，以下に要約して記述する。
　沖縄本島南部地域の地形は，琉球層群を表層地
質とする段丘地形によって特徴づけられる。河川
の発達は見られず，地域内には断層が縦横に発達
し断層崖に沿って長く続くリッジ状の丘が多く点
在している。
　地質は，新第三紀鮮新世の島尻層群を基盤とし
て，第四紀更新世の琉球層群が不整合に覆ってい
る。琉球層群は隆起サンゴ礁や有孔虫を由来とす
る堆積岩で空隙に富み極めて高い透水性を有して

おり，琉球石灰岩と呼ばれている。地下水は難透
水性地盤の島尻層群を受け皿として，多孔質の琉
球石灰岩中に賦存され，地下水盆を形成している
（木崎，1985）。
　土地利用に関しては，沖縄本島南部地域は，那
覇市に近接する糸満市，八重瀬町，南城市の畑地
農業地域であり，調査地域一面にはサトウキビ畑
が広がっている。近年，地下ダムによる灌漑用水
の利便性の増加から，電照菊等の花卉類の栽培も
増えている。糸満市の汚水処理は，主に，公共下
水道（単独）であり，汚水処理施設の普及率は，
平成23年末で70～90％とされているため，地下水
への窒素の負荷源として生活排水の流入も予想さ
れる。また，一部に畜産施設もみられる。

2 ．2 　調査・分析方法
　図 1に本研究で行う帯水層の脱窒の有無および
微生物相解析に関するフローチャートを示した。
まず，本調査地域において，以下 2．2．1に示す
地下水水質データとδ 15N NO3，δ

 18O  NO3から脱窒の
有無を推定し，観測地点（No.1～ No.7）を脱窒
ポイントとその他のポイントに分類した。微生物
相解析では，採取した地下水試料を上清（地下水）
と沈殿物（懸濁物質）に分離し，それぞれ DNA
抽出及び細菌の単離・培養を実施した。抽出した
DNAを用いて PCR-DGGEにより地下水試料の上
清及び沈殿物に存在している細菌相のバンドパ
ターンによる可視化を行った。くわえて，地下水
試料の上清中から検出された単一バンド（単一優
占株）の DNAを抽出し，シーケンス解析を行い
細菌の系統解析を行った。一方，地下水が最も還
元的で，δ 15NNO3，δ

 18O  NO3からも脱窒が確認され
た脱窒ポイントの地下水試料の上清及び沈殿物か
ら細菌を単離・培養した。単離・培養した細菌は，
MALDI-Biotyperを用いて系統解析を行うと共に
DNAを抽出し，脱窒関連の遺伝子（nirS/nirK）
を有しているか確認した。さらに，リアルタイム
PCRを用いた脱窒関連の遺伝子（nirS/nirK）の
定量を，各地点の地下水試料の上清と沈殿物につ
いて行った。
2 ．2 ．1 　 地 下 水 水 質 デ ー タ 及 び δ 15N NO3，

δ 18O NO3の分析
　本研究では，調査対象地域に分布する湧水及
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び，沖縄総合事務局が地下ダムを築造する際に設
置した観測井（基盤岩に到達するまで全面的にス
トレーナーを配置）を利用し，図 2に示す25地
点（湧水：5ヵ所，観測井：20ヵ所）で地下水の
採水を実施した。その内，図中に示した No.1～
No.7の地点（湧水：1ヵ所，観測井：6ヵ所）に
おいて微生物相解析のための採水を実施した。地
下水調査は2012年12月25日～27日に実施した。
　観測井における地下水位の確認にはミリオン水
位計を用い，確認された地下水面から－5m付近
の地下水をベーラーを用いて採水した。
　現地測定項目は，水温，pH，電気伝導度
（EC），酸化還元電位（ORP），溶存酸素（DO）
とし，採水した地下水及び湧水を地表にて大気雰
囲気下で測定した。室内水質測定項目は，陽イオ
ン（Na ＋，K ＋，Mg 2＋，Ca 2＋），陰イオン（Cl  －，
NO 3

 －，SO 4
 2－），重炭酸イオン（HCO 3

  －）とした。
溶存有機炭素（DOC）に関しては，2012年 9 月
23日～24日に採水した試料について測定した。

　各種測定に使用した機器は，pH，EC，ORP及
び DOの測定には，pHメータ D-54及び D-55（堀
場製作所社製）を用いた。主要な陽・陰イオンに
関しては，イオンクロマトグラフ（DIONEX ICS-
1600），HCO 3

  －に関しては，現地で，HACH社製
のデジタルタイトレータを用いアルカリ度滴定法
にて行った。DOCに関しては TOC-L（㈱島津製
作所社製）を用いた。
　δ 15N NO3 ，δ

 18O  NO3
 の測定は脱窒菌法（Sigman et 

al., 2001）を用いて行った。本手法は，硝酸イオ
ンを亜硝酸ガスまで還元する能力を持つ脱窒菌
（Pseudomonas aureofaciens）による生物的還元作
用を用いてサンプル中の硝酸イオンから亜硝酸ガ
スを生成し，質量分析計を用いて行うものである
（Kendall et al., 2007）。分析には熊本大学の安定
同位体比測定用質量分析計 Delta V（Thermo 
Electron社製）を用いた。
2 ．2 ．2 　地下水の DNA 抽出前処理
　微生物相解析のための地下水調査は，2012年

図 1  帯水層中の脱窒に係わる微生物相解析に関するフローチャート
Fig. 1  Flowchart of microbial analysis related to denitrification in Ryukyu limestone aquifer
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12月25日～27日に実施した。滅菌処理済み2Lポ
リ容器に採水した試料は実験室に戻り，すみや
かにフィルターろ過器 CNメンブレンフィルター 
ユニット（孔径0.2μm，Membrane Filter Units，
Cellulose Nitrate Membrane，NALGENE® 社製）
を使って処理した。サンプルボトルを30分程度
静置したのち，試料の上清2.29L（地下水2.29L中
の懸濁物質の体積は，その体積が多い箇所でも
1.5mL程度）をろ過後に，フィルターろ過器の
フィルターをスパーテルで切り取り，滅菌した
5mLの TE緩衝液（TE Buffer Solution, pH8.0，滅
菌，バイオテクノロジグレード，nacalai tesque 
社製）が入った15mLチューブに浸漬し，撹拌・
懸濁した。懸濁液を DNA抽出用試料とした。懸
濁体の沈殿部分（以後，懸濁物質：P）は，滅菌
した50mLのチューブに取り，3000rpmで15分間
遠心し，沈殿物を滅菌した1.5mLのチューブに移
し替え，3600×gで 2分間遠心した後，上清部分
を取り除き，懸濁物質試料とした。DNA抽出条
件の検討は試料を－80℃で数日間保存した後に

行った。
2 ．2 ．3 　DNA 抽出
　DNA抽出条件の検討は，標準 eDNA解析マ
ニュアル（農業環境技術研究所，2010）に従い，
FastDNA SPIN Kit for Soil （Q-BioGene社製）を
用いた。破砕装置にチューブをセットして，
1500rpmで60秒間破砕処理を行い DNAを抽出し
た。抽出した DNAは，アガロースゲル電気泳動
で確認し，細菌16S rRNA遺伝子の PCRを行い
DGGEによって菌相解析を行った。直ちに使用
しない場合は，DNA溶液は－30℃で凍結保存し
た。
2 ．2 ．4 　PCR（遺伝子増幅）
　PCR は，Takara 社 製 の PCR Thermal Cycler 
SP および ASTEC 社製 Program Temp. Control 
System PC818を用い，条件の検討はこれまで
の報告を基に行った（農業環境技術研究所，
2010；Muyzer et al., 1993；Yasumoto-Hirose et 
al., 2006）。一般細菌相用の解析用プライマーと
して，真正細菌16S rRNA遺伝子の V3可変領域

図 2  地下水採水地点図
Fig. 2  Sampling points of groundwater
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を標的とする以下のプライマーセットを使用し
た。地下水試料の上清および沈殿物それぞれ
で，341FGC， 5＇-cgc ccg ccg cgc gcg gcg ggc ggg 
gcg ggg gca cgg ggg gcc tac ggg agg cag cag-3＇ 
（下線部は GC clamp）， 534R， 5＇- att acc gcg gct 
gct gg-3＇，を用いて PCR 増幅した遺伝子断片を
DGGE 解析した。PCRの各条件は以下に示す。
1stPCR-KOD-Plus-Neo:反応液組成（50 μL反応
系） 滅菌蒸留水 33μL，10xKOD Plus-Neo Buffer 
5  μL，dNTPs （2mM） 5 μL，MgSO  4（25mM） 
2  μ L，341FGC （10μM） 1μL，534R （10μM） 
1μ L，BSA （20 mg/mL） 1μL，KOD-Plus-Neo 
1μL，Template DNA 1μL。1stPCR 反応サイク
ルは，95℃－3分→［94℃－15秒，57℃－30秒，
68℃－15秒］を33サイクル。2ndPCR-KOD-Plus-
Neo：反応液組成（上記記載）。反応サイクルは，
95℃－3分→［94℃－15秒，55℃－30秒，68℃－
15秒］を30または33サイクル。鋳型 DNAを加え
ないネガティブコントロールを必ず設けた。
2 ．2 ．5 　 変 性 剤 濃 度 勾 配 ゲ ル 電 気 泳 動 

（DGGE） 解析
　DGGEは，BioRad社製 D-code systemを用い，
変性剤高濃度（70％）及び変性剤低濃度（50％）
のゲルストック溶液を調整し，DCodeのマニュ
アルに従い行った。泳動槽温度58℃，電圧50V，
泳動時間18時間の条件で泳動した。また，パター
ンの比較を容易にするために，マーカー（DGGE 
Marker III，ニッポンジーン）レーンを設けた。
SYBR Green で染色し，ルミノ・イメージアナラ
イザー LAS-3000（FUJIFILM社製）装置を用い
て染色したゲルを撮影した。ゲルからメスでバン
ドを切り出し，100μLの TE緩衝液が入った滅菌
チューブに入れて，一晩振とう後，DNAを抽出
した。抽出した DNAは PCRにより遺伝子を増
幅させた。PCR産物3μLをアガロースゲルで電
気泳動して期待サイズ（約193bp）の産物が得ら
れていることを確認した。抽出した DNAが単一
のバンドになるまで，DGGEを繰り返した。す
ぐに DGGEを行わない場合，抽出産物は－30℃
以下で保存した。
2 ．2 ．6 　シークエンス解析
　DGGEによって分離された DNA断片の塩基配
列 を BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing 

Kit （Applied Biosystems）を用い，DNAシーク
エンサー（ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer，
Applied Biosystems）を用いて決定した。得られ
た配列を DNAデータベースと照合して相同性検
索（BLAST検索） （Altschul et al., 1997）を行い，
地下水中の微生物に近縁な細菌を予測した。地下
水 7試料の上清（S1～ S7）から20バンドの塩基
配列情報を得ることができた。

2 ．2 ．7 　 MALDI-TOF MS（地下水からの菌の
単離）

　地下水上清および懸濁物質から細菌を単離し
た。細菌の単離は，各試料50μLを 3種の培地に
滅菌コンラージ棒（日水製薬株式会社製）で塗
抹することにより行った。培地の組成は以下に
示した。（ 1）NB: Nutrient Broth（Difco 社製）
8g，蒸留水1L，寒天濃度は1.5％に調整した。
（ 2）MB：Marine Broth（Difco 社 製 ）37.4g，
蒸留水1L，寒天濃度は1.5％に調整した。（ 3）
1/10MB: Marine Broth（Difco社製）3.74g，人工
海水750mL，蒸留水250mL，寒天濃度は1.5％に
調整した。生えてきたコロニーは新たな培地に植
菌し，単菌化ができた細菌についてマトリックス
支援レーザー脱離イオン化飛行時間型質量分析計
（以下，MALDI-TOF MS）による解析を行った。
培地から培養 4日目のプレートコロニーを滅菌し
た楊枝で少量かきとり，ターゲットプレートに薄
く均一になるように塗布した。HACCマトリック
ス（Bruker社製）溶液を1μL添加し乾燥させた。
キャリブレーションスタンダードは，Bruker Bac- 
terial Test Standard（Bruker社製）を使用した。 
MALDI-Biotyperは ultrafleXtreme（Bruker Daltonics 
社製）の MALDI-TOF-MS（Matrix-assisted laser 
desorption/ionisation-time of flight mass spectro- 
metry）を使用した。
　MALDI-Biotyperは，すべての微生物に存在す
る含有量の多いタンパク質を測定し，タンパク質
の固有のパターンを多数の菌種が登録されている
データベースとマッチングさせることで，信頼性
が高くかつ正確に微生物を同定し，種レベルで菌
名を決定する手法である。分析速度が他の手法に
比べて早く簡便であり，シークエンス解析に比べ
て安価である。スコア値が2.0以上であれば菌種
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レベルで信頼性が高く，1.7以上2.0未満では属レ
ベルと一致するとされている（大楠，2012）。

2 ．2 ．8 　nirS・nirK 遺伝子の増幅
　リアルタイム PCR法を用いて，地下水から抽
出した DNAに含まれる，脱窒反応に係わる遺
伝子 nirS，nirKの定量を行った。PCR反応での
プライマーは，nirS遺伝子に m-Cd3aF/m-R3Cd
（Kandeler et al., 2006），nirK遺伝子に nirK876F/

nirK1040R（Henry et al., 2004） を 使 用 し た。
PCR反応溶液（20μL）の組成は，2x FastStart 
Essential DNA Green Master （Roche Diagnostics
社製）10μL，プライマー F，Rそれぞれ0.2mM，
BSA 400ng/μL  となるよう調整し，DNA 溶液 
1 μL を加えた。PCR 反応条件は Henry et al. 
（2004）の報告に従い，LightCycler 480Ⅱ（Roche 

Diagnostics社製）を用いて SYBR-Green法によっ
て測定した。測定は各サンプル 3連ずつ行った。
検量線の作成は，地下水上清および懸濁物質よ
り抽出した DNAをそれぞれのプライマーで PCR
反応を行い，増幅した産物を NucleoSpin Gel and 
PCR Clean-up（MACHEREY-NAGEL社製）で精 
製した。ND-1000（NanoDrop 1000, Thermo Fisher 
Scientific社製）で濃度を測定し，10倍ずつ 5段
階希釈し，検量線を作成した。

3 ．結果と考察

3 ．1 地 下 水 水 質 デ ー タ お よ び δ 15N NO3，
δ  18O  NO3を用いた帯水層における脱窒地
点の推定

　表 1に2012年12月25日～27日における各観測地
点の地下水水質データを示す。本地域の地下水の
水温は，23℃前後と比較的高いのが特徴であり，
12月の冬季の調査時期においても微生物活動に適
した環境といえる。NO 3-Nをみると， 7地点にお
ける平均値は8.51 mg/Lであるが，平均値を比較
的大きく下回ったのは，No.5の6.33 mg/L  ，No.6
の LOQ（検出限界0.033 mg/L以下），No.7の7.97 
mg/Lの 3地点であった。次に，DOに着目する
と， 7地点の平均値が3.2 mg/Lであるのに対し
て，No.5～ No.7の 3 地点の DOの平均値は1.69 
mg/L と比較的低い値を示していた。地下水中の

DOが 1～ 4 mg/L以下ならば，帯水層中の嫌気
的な微小部位で脱窒が生じていることが報告され
ている（江口，2008）．しかし，この 3地点のう
ち従属栄養型脱窒の副産物である HCO 3

  －が比較
的高いのは，No.5及び No.6の 2 地点であった。
観測日は異なるが，DOCの値をみても，この 2
地点は2.3～2.4 mg/Lと，全 7地点の平均値（1.3 
mg/L  ）を大きく上回っている。ことから，これ
ら 2地点では，有機物を電子供与体とする従属栄
養型の脱窒が優先化している可能性が示唆され
た。
　脱窒の有無を確認するため，表 1及び図 3に示
すδ 15N NO3，δ

 18O  NO3の値に着目する。脱窒反応が
進むにつれ，脱窒菌は選択的に質量数の軽い窒素
並びに酸素から切り離すため，地下水溶液中には
質量数の重い硝酸性窒素ならびに酸素が濃縮し，
結果，同位体比も重い（高い）値へと移行する
（Kendall et al., 2007）。またその際，窒素同位体
比 の上昇に対する酸素同位体比の上昇割合は一
般に 1：1から 2：1の範囲であると考えられてい
る（Kendall et al., 2007）。図 3をみると，No.5及
び No.6で は，δ 15N NO3は11.5～17.5‰，δ

 18O NO3は
6.6～9.4‰と他の地点と比較しても高く，図中に
示した 1：1及び 2：1の脱窒ライン範囲内に位置
していることから，これら 2地点では脱窒が起
こっているものと推測できる。No.7に関して
は，脱窒が起こっている可能性もあるが，
δ 15N  NO3，δ

 18O  NO3の値からは十分な確証が得られ
ない結果となった。
　以上まとめると，地下水水質データや
δ 15N  NO 3，δ

 18O  NO3分析の結果，明確に脱窒が起
こっていると推定されたポイントは，No.5と
No.6の 2 地点で，No.1，No.2，No.3及び No.4に
おいては，脱窒が起こっている可能性は低いと考
えられる。No.7においては，脱窒が起こってい
る可能性はあるが，明確には確認できなかった。
　脱窒は比較的還元的雰囲気において起こるこ
とから地下水の流速と係わりが深いとされてい
る（Appelo and Postoma, 2005）。そこで，図 4に
調査時（2012年12月25日～27日）における地下水
位の等水位線及び地下水流動ベクトル図を示す。
図をみるとわかるように，地下ダムの堤体の天端
の標高（T.P.＋4m）に漸近するように，地下ダム
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後背地の地下水位が平準化されている。また，
No.5のある真壁地区の地下水は，断層によって
地下水流動が一時遮断され，断層の低い部分から
流下する形で下流の米須地区に流れている。脱
窒が起こっている No.6がある山城地区に関して
は，地形的に窪んでおり，地下水も海側とは逆向
きに流れていることがわかる。脱窒の起こってい
る可能性のある No.7に関しても，地下ダムによ
り地下水が滞留しやすい状況となっている。この
ように，脱窒の起こっている地点は，地下水の滞
留時間が他の地点と比べ長くなっていると考えら
れ，地下水が還元的雰囲気になっていることが推

測できる。今後，地下水流動解析を実施し，滞留
時間と脱窒の関係性をより詳細に検討していく予
定である。

3 ．2 地下水中の微生物相解析による脱窒に係
わる優占菌種の推察

　ここでは，各地点の地下水試料を上清と沈殿物
に分けて DNAを抽出し，PCR-DGGEによる菌相
解析を実施し，本地域の地下水中の優先種を同定
すると共に，脱窒を行う微生物として報告されて
いる細菌類が検出されるか検証した。
　図 5に示すように，PCR-DGGE解析により，

図 3  硝酸（NO 3
 －）中の酸素・窒素安定同位体比（δ 15N NO3

・δ 18O NO3
）の関係（a）および硝酸態窒素（NO 3

  -N）
と窒素安定同位体比（δ 15N NO3

）の関係（b）
Fig. 3  Comparison between δ 15N NO3

 and δ 18O NO3
 (a) and comparison between nitrate-nitrogen (NO 3

 
 -N) 

and δ 15N NO3
 (b)

表 1  観測地点における地下水水質データ
Table 1 Groundwater quality data of sampling points
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観測地点（No.1～ No.7）の地下水 7試料の上清
（S1～ S7）から20バンドの塩基配列情報を得るこ
とができ，シークエンス解析の結果から，地下水
試料中の細菌群集について検討をおこなった。同
じ地点の地下水試料の上清および沈殿物ともにバ
ンドの数も非常に多く検出された。特に沈殿物
は、バンドをゲルから切り出し・精製を行う過程
で，単一バンドを得ることが難しく多種多様な細
菌群集の存在が示唆されたが，今回は上清につい
てのみバンドの解析を進めた。 
　表 2に PCR-DGGE解析及びシークエンス解析
から同定された地下水試料上清中の優占微生物種
を示す。 3．1で示した地下水水質データや
δ 15N  NO3，δ

 18O  NO3から脱窒ポイントであると推定
された 2地点（No.5，No.6）における地下水試
料の上清（S5，S6）からは，Epsilonproteobacte-
ria 綱，Dehalococcoidetes 綱，Dehalococcoidia
綱と Candidate division TM6の細菌が検出され
た。明確な脱窒が確認されなかった 5地点
（No.1～ No.4，No.7）における地下水試料の上清
（S1～ S4，S7）からは，Betaproteobacteria綱，

Epsilonproteobacteria 綱，Actinobacteria 綱，Fla-
vobacteria綱，Acidobacteriales綱と未分類の細
菌が検出された。未分類に分類した細菌は，
Flavobacteria綱に属する細菌と相同性94％であっ
た。 
　微生物相と各地点の DO値を見てみると，好
気性微生物が活発に活動するためには，2 mg/L   

以上の DOが必要であり，一般に魚介類が生存
するためには，3 mg/L必要とされている（EIC
ネット，2009）。この点から見ると，No.5，No.6
と No.7の 3 地点は2 mg/L  以下になっており，好
気性微生物が活動しにくい環境になっていると推
測される。逆に，No.1～ No.4の 4 地点は好気性
微生物が生息しやすい環境と推測される。各地点
の菌相を見ていくと，Actinobacteria綱は No.1，
No.3，No.4の DOの高い地点で，検出されてい
るが，Actinobacteria門（放線菌門）に属する
細菌は，好気性の細菌が多く，Micrococcus属や
Arthrobacter属は好気性として知られており（駒
形，1985），Tetrasphaera属も好気性として報告
されている（Maszenan et al., 2000）。No.1と No.2

図 4  地下水流動状況（2012 年 12 月 25 日～ 27 日）
Fig. 4  Groundwater flow in the study site
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で検出された Ralstonia属も好気性として報告さ
れている（Champoiseau et al., 2009）。
　No.5，No.6で優占化している，Sulfurimonas 
autotrophica は，酸素濃度が通常より低い濃度
で生育すると報告されている（Inagaki et al., 
2003）。No.5で優占化している，Dehalogenimonas 
lykanthroporepellensは偏性嫌気性細菌として報告
されており（Moe et al., 2009），また，TM6は嫌
気性細菌であると報告されている（McLean et al., 
2013）。No.7で優占化している，Denitratisoma属
は嫌気性であると報告されており，（Fahrbach et 
al., 2006），Arcobacter属は微好気から嫌気性細
菌との報告があり（Vandamme et al., 1992），ま

た，Terriglobus roseusは，好気的および嫌気的
の両方の条件で増殖することができる（Eichorst 
et al., 2007）。No.7で優占化している Fluviicola 
taffensisは偏性好気性細菌である（O＇  Sullivan 
et al., 2005）。No.5および No.6で優占化してい
る Bacteriovorax stolpiiは偏性好気性菌であるが 
（Baer et al., 2000） ，今回得られたバンドとの塩
基配列の相同性は低い。これらの菌相解析の結
果から，DOの値の高い環境下では，放線菌等の
好気性の細菌が優占化している傾向が見られ，
DOの値の低いところでは，嫌気性および微好
気性の細菌を中心に好気性細菌も検出され，周
辺の環境条件によって優占種の遷移がおこって

図 5  地下水試料からの細菌の 16S rDNA 配列の PCR-DGGE による解析
  M：マーカー，S：地下水上清，P：地下水沈殿物，数字：サンプリング地点 No.
Fig. 5  PCR-DGGE analysis of bacterial 16S rDNA fragments from the groundwater samples.
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いる可能性が示唆された。今回，PCR-DGGE解
析により検出された細菌の中で，脱窒能を持つ
と報告されているのは，地下水上清から分離さ
れたバンドである S1-1及び S2-1の Ralstonia属 
Stamper et al., 2002; Takaki et al., 2008），S1-2の
Micrococcus 属（Baumann et al., 1996），S7-3の
Denitratisoma 属（Fahrbach et al., 2006），S7-4
の Arcobacter属（Zemft, 1997），S3-4及び S4-2の
Arthrobacter 属（Lee et al., 2005），S3-3，S5-1及
び S6-1の Sulfurimonas属（Jones et al., 2008）で
あった。つまり，細菌種は異なるものの，脱窒ポ
イント，その他のポイントに係わらず，全観測地
点で脱窒能を持つと報告されている属と同じ属の
細菌が検出される結果となった。
　各バンドを詳細にみていくと，No.7から検
出されたバンド S7-3は（図 5参照），脱窒菌
として報告のある Denitratisoma oestradiolicum 
（AY879297） （Fahrbach et al., 2006）および BLAST
検索で 2番目に相同性の高い（表 2中には 1番の
み記載）Sulfuritalea hydrogenivorans （AB552842） 
（Kojima and Fukui, 2011）と相同性が94％であっ
た。No.3から検出されたバンド S3-3と，脱窒ポ
イントである，No.5と No.6から検出されたバン
ド S5-1及 び S6-1は，Sulfurimonas autotrophica  

（CP002205） （Inagaki et al., 2003）と相同性がそ
れぞれ95，99，98％であった。この Sulfurimonas 

autotrophicaは，中部沖縄トラフ鳩間海丘のピス
トンコア堆積物表層から分離されており，常温性
硫黄酸化細菌であると報告されている。元素状硫
黄およびチオ硫酸を唯一のエネルギー源として利
用し，10％以下の酸素を電子受容体として生育す
る絶対好気性独立栄養細菌である。沖縄トラフ熱
水活動域において最も存在量の多い一次生産者で
あると報告されている（Inagaki et al., 2003）。硫
黄酸化細菌は，嫌気的条件下では，パイライト
（FeS 2）などを電子供与体として脱窒（硫黄脱窒）
を行うことが知られている（Appelo and Postma, 
2005）。しかし，本調査地域の琉球石灰岩帯水層
中で FeS 2などは見つかっていないため，硫黄酸
化細菌による脱窒性の有無に関しては，今の段階
では判断できない。今後の課題とした。
　その他，他の有機物の分解や蓄積に関与して
いると思われる微生物をあげると，バンド S7-1
は，gliding freshwater から単離された，Fluviicola 
taffensis （CP002542） （O＇Sullivan et al., 2005） と
相同性が95％であった。バンド S5-4は，還元
された塩素化溶媒汚染の地下水から単離した
Dehalogenimonas lykanthroporepellens （CP002084） 
（Moe et al., 2009）と相同性が94％であった。バ
ンド S3-5，S4-1は，活性汚泥プロセスにおける
活性汚泥の増量と形成を引き起こすと報告のあ
る，Tetrasphaera jenkinsii （Y14597） （McKenzie et 

表 2  PCR-DGGE 解析及びシーケンス解析から同定された地下水上清中の優占微生物種
Table 2 Identified bacteria on the primary bands in the aquifer by PCR-DGGE and sequence analysis
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al., 2006）との相同性が98％である。Tetrasphaera
属に属する細菌には，ポリリン酸を蓄積する
ことが確認されている種も報告されている
（Maszenan et al., 2000）。バンド S3-4，S4-2は，
炭化水素分解菌との報告のある，Arthrobacter sp. 
（JF339999） とそれぞれ，95％と90％である。バ
ンド S5-3，S6-2，S6-3，S5-5，S7-2は，近縁種
との塩基配列の相同性が低く，それぞれ，85％，
86％，85％，89％，83％であり，新規性の高い細
菌群の存在が示唆され，それらの菌群の脱窒能の
有無についても今後検討していきたい。

3 ．3 単離株の簡易同定と地下水および単離株
からの脱窒関連遺伝子の検出

　 3．1で示したように，観測地点 No.6における
地下水は，DOや ORPからも最も還元的な環境
であり，δ 18O NO3，δ

 15N  NO3分析の結果，脱窒が確
認され，PCR-DGGE解析からも脱窒菌の存在が
確認された。そこで，本地点で採取した地下水試
料（上清および沈殿物）から細菌を単離・培養し，
分離菌の中から63株についてMALDI-Biotyperに
よる細菌の簡易同定を行った。そのうち36株につ
いては良好なマススペクトルが得られ， 6株につ
いては，ライブラリーの株とマッチした。今回，
地下水試料（上清および沈殿物）から単離した 6
株は，表 3に示すような細菌とマッチした。
Pseudomonas 属（Zemft, 1997），Bacillus 属 
（Zemft, 1997），Acidovorax 属（Zemft, 1997），
Acinetobacter属（Cao et al., 2012）は，脱窒能を
有すると報告がある。Pseudomonas属等は，水中
の硝酸性窒素の微生物を利用した脱窒法に用いら
れている。MALDI-Biotyperによる細菌の簡易同
定は，環境中の微生物に関しては，データベース
数が少ないという欠点もあり，今回の実験の結果
からもマッチする株数は十数％であった。分離株
について独自のライブラリーを構築していけれ
ば，環境分析においても有力なツールとなり得
る。
　次に，単離した Pseudomonas属の株 1株（表
3の B4）および全地点の地下水試料（上清およ
び沈殿物）から抽出したコンソーシア DNAにつ
いて，脱窒関連遺伝子と報告のある亜硝酸関連
酵素 nirSおよび nirK遺伝子（Braker et al., 1998）

の有無について PCR分析を行った。
　単離株 Pseudomonas aeruginosa（表 3の B4）に
ついては，nirS遺伝子の PCR分析により，nirS
遺伝子を保有していることが示唆された。

3 ．4 リアルタイム PCR を用いた脱窒関連遺
伝子の定量

　地下水中で脱窒が活発になると，亜硝酸還元酵
素遺伝子（nirS, nirK）を持つ微生物が増殖する
ことがしられている（Throbäck, et al., 2004）。こ
こでは，各地点の地下水試料を上清と懸濁物質に
分けて DNAを抽出し，リアルタイム PCR法に
より nirS，nirK遺伝子を定量し， 3．1で示した
地下水水質データや，脱窒の指標に用いられる
δ 15N  NO3，δ

 18O  NO3と比較し，両者の相関関係につ
いて検証した。nirS，nirK遺伝子を定量する評価
方法としては，地下水中の上清については，地下
水上清1mL中の nirS，nirK遺伝子コピー数で評
価した。一方，地下水中の懸濁物質については，
懸濁物質から抽出した DNA 1μL中の nirS，nirK
遺伝子コピー数として比較した。結果を図 6に示
す。なお，図 6は縦軸を対数表示としている。
　地下水上清中の nirS遺伝子のコピー数が最大
を示した地点は，No.6で，29904 copies/mLと
なった。次いで，多い地点は No.7で3409 copies/
mLとなり，δ 15N NO3，δ

 18O NO3から脱窒が確認され
た No.5の461 copies/mLよりも大きな値を示し
た。一方，nirK遺伝子が最大を示した地点は
No.7で3246 copies/mLとなった。次いで，No.6
の739 copies/mL，No.5の93 copies/mL の 順 で

表 3  観測地点 No.6（山城流 1）から単離した細
菌の MALDI-Biotyper を用いた簡易同定結果

Table 3 Identified bacteria by MALDI-Biotyper at 
No.6 (Yamashiro-ryu1)
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あった。
　nirS, nirK遺伝子が検出限界以下だった地点
は，nirS遺伝子については，No.1，No.2の地下
水の上清および懸濁物質であり，nirK遺伝子に
ついては，No.2，No.4の地下水の上清であった。
　nirS遺伝子と nirK遺伝子とを比較すると，地
下水の上清中では最大約40倍，懸濁物質中では最
大約 7倍の値を示し，nirS遺伝子の方が全体的に
大きな値を示した。
　次に，nirS及び nirK遺伝子の DNAコピー数
と，上述した，脱窒菌法を用いて定量した
δ 15N  NO 3，δ

 18O  NO3の値との相関関係に関して検証
した。リアルタイム PCRにより定量された nirS
及び nirK遺伝子の DNAコピー数と脱窒菌法を
用いて定量したδ 15N NO 3，δ

 18O  NO 3の値との間の相
関関係に関する報告はこれまでなされていない。
　表 4に示すように，nirS遺伝子に関しては，地

下水上清及び懸濁物質ともにδ 15N NO 3，δ
 18O  NO 3そ

れぞれに対して高い相関がみられた。一方，nirK
遺伝子に関しては，地下水の懸濁物質中の nirS
遺伝子と同様に，δ 15N NO 3，δ

 18O  NO 3それぞれに対
して高い相関がみられたものの，地下水上清中に
おいては相関がみられなかった。Rinaldo and 
Cutruzzola（2007）によると nirSと nirKの両方
の酵素を同時に持つ微生物は存在しないと報告さ
れている。上述の 3．1で行った菌相解析におい
てはnirS，nirK遺伝子を標的としていないため，
シーケンス解析の結果との比較は難しいが，本調
査地域における脱窒に関連する微生物は，nirS遺
伝子を有する微生物によるものが卓越していると
推測できる。このように，リアルタイム PCRを
用いた脱窒関連遺伝子の定量と，δ 15N NO 3，
δ 18O  NO 3分析とを併用することで，地下水中の脱
窒により係わっている遺伝子を識別すると同時に

図 6  リアルタイム PCR による地下水（上清および沈殿物）中の nirS および nirK 遺伝子のコピー数
  図の横軸：サンプリング地点 No.，S：地下水上清，P：地下水沈殿物 
Fig. 6  The copy number of nirS or nirK genes of the microbial consortia in the groundwater (supernatant solution and 

precipitation), which was determined by real-time PCR.
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遺伝子量を定量することが可能となる。
　また，地下水水質データやδ 15N NO 3，δ

 18O  NO 3か
らは脱窒が起こっていると明確に確認できなかっ
た No. 7においては，地下水上清中の nirK遺伝子
は全地点の中で一番高い値を示している。No.7
は，月 1回の定期観測の結果得られた地下水水質
データを用いた多変量解析の結果からも，脱窒が
起こっている可能性が高い地点となっており（安
元ほか，2013），本手法により，潜在的な脱窒地
点の推定が可能となりえる可能性がある。今後
は，赤木ほか（2005）が報告しているような，地
下水流動及び微生物が行う酸化還元反応を考慮し
た多成分化学反応モデル等のパラメータとして活
用し，地下水流域における脱窒量の推定が可能な
モデルの開発等に繋げていきたいと考えている。

4 ．まとめ

　本研究では，沖縄本島南部地域の琉球石灰岩帯
水層において，地下水水質データと硝酸中の窒素
及び酸素同位体比（δ 15N NO 3，δ

 18O  NO 3）を測定す
ることで脱窒・非脱窒ポイントを推定すると共
に，PCR-DGGE解析や PCR等の微生物相解析を
通じて，帯水層中の脱窒に係わる優占種の同定
と，優先種の脱窒関連遺伝子の検出を試みた。
　地下水水質データ及びδ 15N NO 3，δ

 18O  NO 3の分析
の結果から， 7地点の観測地点のうち 2地点
（No.5，No.6）で脱窒が確認された。
　今回調査を実施した観測井戸において，微生物
相解析を実施した結果，これまでに脱窒能を持つ

との報告がある Ralstonia属，Denitratisoma属，
Micrococcus属，Arcobacter属，Arthrobacter属等
の従属栄養型の脱窒を行う細菌が検出された。さ
らに，嫌気的環境下で独立栄養型の脱窒を行うこ
と が 知 ら れ て い る 常 温 性 硫 黄 酸 化 細 菌 
Sulfurimonas autotrophicaと相同性の高い細菌が
検出された。リアルタイム PCRを用いて脱窒関
連遺伝子（nirS/nirK）の定量を行ったところ，
nirK遺伝子に比べ nirS遺伝子の方が多く検出さ
れ，本地域の脱窒には nirS遺伝子をもつ微生物
が優先的にかかわっていることが明らかとなっ
た。また，nirS及び nirK遺伝子の DNAコピー
数とδ 15N NO 3，δ

 18O  NO 3の値との間には比較的高い
相関がみられ，δ 15N NO 3，δ

 18O  NO 3を用いた同位体
的手法とリアルタイム PCRを用いた脱窒関連遺
伝子の定量手法を併用することが，地下水中にお
ける脱窒環境の把握や脱窒の程度を推定する有効
な手法となる可能性が示唆された。
　今後は，地下水水質データや各種安定同位体比
と微生物学的解析値を微生物が行う酸化還元反応
を考慮した多成分化学反応モデル等のパラメータ
として活用し，地下水流域における脱窒量の推定
が可能なモデルの開発等に繋げていきたいと考え
ている。
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表 4  地下水中の上清および沈殿物中の亜硝酸還
元 酵 素 遺 伝 子（nirS, nirK） と δ 15N NO3

，
δ 18O NO3

の相関係数
Table 4 The correlation between nirK/nirS gene 

dosage that has been detected by RT-PCR 
and the value of the δ 15N NO3

 and δ 18O NO3
 

in supernatant solution and precipitation
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