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研究成果の概要（和文）：微生物生態系のメタゲノム情報から農耕地・森林土壌の物質循環能を可視化するた
め、熊本、東京、山形の各都県6箇所で3回ずつ採取された18農耕地サンプル及び北海道から沖縄に至る人工林
20、天然林20の土壌サンプル(計40)のメタゲノム解析をMAPLEシステムを用いて行った。約730種類のKEGGモジュ
ールに対する充足率、アバンダンスに基づく代謝機能、リボソームタンパク質に基づく菌叢組成を用いて非計量
多次元尺度構成法(NMDS)を用いて解析した結果、菌叢、機能アバンダンスとも水田と畑地が有意な検定結果をも
って差別化され、人工林と天然林の代謝機能、菌叢組成は土壌pHと相関することがわかった。

研究成果の概要（英文）：To visualize nitrogen and carbon cycling potential in the soils of farmland 
and forest, we used 18 farmland samples collected at Yamagata, Tokyo, and Kumamoto and also 40 
planted and natural forest soil samples collected at various locations from Hokkaido to Okinawa in 
this study. By analyzing the metagenomic sequences generated from each soil sample using MAPLE 
system, we calculated completion ratio of the 766 functional modules registered in the KEGG 
database, and the abundance of each module and composition of taxonomical composition of the 
microbial community based on the ribosomal proteins. In addition, we performed the statistical 
analyses with non-metric multidimensional scaling method based on the functional module abundance 
and taxonomical composition. As a result, paddy and field soils were clearly separated with a 
significant p-value and the patterns of functional abundance and taxonomic composition of planted 
and natural forest were found to correlate to the soil pH value.

研究分野： ゲノミクス、環境微生物学

キーワード： メタゲノム解析　MAPLEシステム　生理代謝機能　農耕地土壌　森林土壌　微生物物質循環
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

1．研究開始当初の背景 
陸域、特に水田、畑地、森林、河川などにおけ

る物質循環は、食料生産を支える生態系の成
長・維持の根幹をなし、そのメカニズムの解明は、
食料生産、森林、水産資源を安定的に維持し、
さらに向上させていく上で急務である。しかし、
複合的プロセスからなる物質循環メカニズムの
把握は未だ困難で、限られたプロセスを抽出し
た解析に留まっている。そのため、土質や肥料
の種類など自然環境や人為的要因の異なる農
耕地や植生の異なる森林が持つ物質循環ポテ
ンシャルを網羅的に把握できず、その違いを単
純に比較することができていない。 
環境中の網羅的ゲノム DNA 情報を利用したメ

タゲノム解析は、物質循環の全体像の把握に有
効な数少ないアプロ−チである。しかし、先と同
様に一部の代謝機能に着目し、それに関与する
少数の鍵遺伝子の探索と多様性解析に留まっ
ているのが現状である。研究代表者らはこの問
題解決のため、メタゲノム解析並びに生物情報
学的解析手法の開発を進めてきた。メタゲノム
配列情報に基づく網羅的生理・代謝機能の可
視化法を考案し、平成 25 年 12 月には、本法に
よる解析を自動化した MAPLE (http://www. 
genome.jp/tools/maple/)システムを公開するなど
して、陸域の物質循環像の解明に向けた準備を
進めてきた。MAPLE は、生態系に備わる物質
循環ポテンシャルをメタゲノムに含まれる全ての
遺伝情報を用い、網羅的に可視化できる唯一無
二のシステムである。 
 一方、米国研究者が中心となり、世界中から集
めた様々な環境サンプルの大規模メタゲノム解
析プロジェクト、Earth microbiome が進行中であ
るが、この大規模プロジェクトにおいても生態系
が持つ網羅的代謝機能解析まではなされてい
ない。したがって、研究代表者らが独自に開発
した MAPLE システムを用い、世界に先駆けて
各陸域生態系の代謝マップを描くことで、物質
循環プロセス全体の把握が可能となる。さらに、
異なる生態系間を比較しこれまでの知見と合わ
せることで、物質循環の諸現象を制御する要因
の推定が可能になると考えた。また、研究分担
者の竹本博士と共に提案し、採択された挑戦的
萌芽研究「メタゲノミクスと数理統計学の融合に
よる新規な環境影響評価法の開発」の中の 1 課
題である「代謝ポテンシャルの定量化法の開発」
で得られた成果を取り込むことで、本研究がさら
に推進されると考え本課題の着想に至った。 
 
2．研究の目的 
本研究は、物質循環プロセスが微生物の多彩

な代謝系によって駆動されていることに着目し、
微生物群集のメタゲノム配列情報から見える生
態系の物質循環ポテンシャルを、独自に開発し
た MAPLE を用いて網羅的に可視化(生態系代
謝マップを作成)することを目的とした。そして、
各物質循環に関与する代謝ポテンシャルをネッ
トワ−ク化することで、これまで個別に行われてき
た①分離菌株による分子生物学的解析、②環
境中の物質濃度測定、③同位体解析、などだけ

では解釈できなかった物質代謝反応間のつな
がり解明を目指す。また、これらの情報を陸域生
態系の環境情報と統合することで、生態系(水田、
畑地、森林)間における各環境条件、人為的要
因と物質循環ポテンシャルの関係性を明らかに
する。これにより、陸域における新たな物質循環
プロセスの発見と物質循環の諸現象を制御する
メカニズムの理解に必要な論理的枠組み構築
へと迫る。 
 
3．研究の方法 
本研究では、国内の代表的な陸域環境（水田

土壌、畑地土壌、森林土壌）から微生物群集の
DNA を取得し、そのメタゲノム配列を MAPLE で
解析することにより、生態系の物質循環に関与
する生理・代謝ポテンシャルを網羅的に明らか
にする。また、各物質循環に関与する代謝モジ
ュールの構成に必要な遺伝子数(abundance)や
それを担う微生物組成と環境要因との関係性の
解明を目的とし、以下の 4 課題を設定し進めた。 
 
課題 1 土壌試料からのメタゲノム DNA の抽出
と配列決定：まず、これまで採取され、凍結保存
されている国内の水田(灰色低地土)、畑(灰色
低地土[有機肥料、尿素]、火山灰土)、天然林
(針葉樹林土壌、広葉樹土壌)、人工林(スギ林
土壌)から採取された土壌サンプルから、環境メ
タゲノム抽出用キットを用いて DNA を抽出し、
Illumina MiSeq DNA シ−ケンサ−で各サンプル
から 250 塩基長を持つ配列をペアエンドでそれ
ぞれ 300 万配列産出した。 
 
課題 2 微生物群集構造解析：課題 1 により、各
サンプルから得られたペアエンドの 300 万配列
をアセンブルし、400-450 塩基長のメタゲノム配
列を約 300 万配取得した。次に、遺伝子予測プ
ログラム MetageneAnnotator を用いて遺伝子予
測を行った。予測された遺伝子をアミノ酸配列に
変換後、MAPLE システムに投入し、ゲノムが解
読された生物種のアミノ酸配列デ−タベ−スに対
して検索を行い、有意にヒットした遺伝子の ID
番号(KO)をアサインした。代謝反応単位、複合
装置として KEGG に登録された機能モジュ−ル
は、この KO が付与された遺伝子によって構成さ
れているので、メタゲノム配列中の遺伝子に付
与された KOを各モジュ−ルにマッピングすること
で、代謝や複合体モジュ−ルの充足率(MCR)を
計算した。 
複合体モジュ−ルの中に原核生物(バクテリアと

ア−キア)と真核生物のリボソ−ムモジュ−ルがあ
る。リボソ−ムを構成するリボソ−ムタンパク質遺
伝子は種によらず同数で、一部の例外を除きゲ
ノム中にそれぞれ 1 コピ−しかない。そこで、この
モジュ−ルにマップされた遺伝子数と由来生物
種を調べることで、メタゲノム中のバクテリアとア
−キアの割合、バクテリアとア−キアの門(分類群)
レベルでの組成を算出した。 
 
課題 3 網羅的生理・代謝機能ポテンシャルの
可視化：課題 2 で各土壌生態系のメタゲノムか



ら予測された遺伝子配列を MAPLE システムに
投入することで、現在 KEGG に登録されている
279 の代謝モジュ−ル、292 の複合体モジュ−ル、
環境応答などに関係する 155 の機能セットモジ
ュ−ルなどに対する MCR と各機能モジュ−ルを
構 成 す る KO に 割 り 振 ら れ た 遺 伝 子 の
abundance を算出し、本課題において開発した
MAPLE Graph Maker を用いて可視化した。また、
MCR が 100%に満たない場合については、各モ
ジュ−ル機能の存在確率を評価する Q 値を算出
し、その値に基づいてモジュール機能の有無を
評価した(Q 値の算出方法は、挑戦的萌芽研究
によって開発されたものを用いた)。MAPLE シス
テムで KOがアサインされた配列には、その由来
生物種情報が付随するので、各遺伝子を由来
生物種ごとに分けることができる。そこで、本課
題の主題である物質循環に直接的に関与する
と思われる炭素固定、光合成、メタン生成やメタ
ン酸化、硝化、脱窒、窒素固定や難分解性物質
分解などの 2 次代謝、ポリマ−合成や硝酸、亜硝
酸、重炭酸、糖やアミノ酸などのトランスポ−タ−
などの機能モジュ−ルを担う生物種組成を解析
した。 
 
課題 4 比較代謝ネットワ−ク解析：課題 3 で得ら
れた各機能モジュ−ルの充足率や abundance の
結果を本課題中に開発した MAPLE Metabolic 
Map Viewer を用いて粗視化マップ上に描画し、
機能の有無や機能アバンダンスの違いをハイラ
イトした。 
 
4．研究成果 
(1) 農耕地土壌の機能的菌叢組成的特徴 

図 1 に示した 3 都府県の 2 地点の水田及び畑
地土壌を 3 サンプルずつ採取し、課題 1 で述べ
た 方法に よって算 出さ れ た 300 万配 列を
MAPLE に供試した。 

KEGG に登録された 766 種の機能モジュール
のうち、9 種全ての土壌サンプルでモジュールの
充足率(MCR)が 100%となったモジュールのア
バンダンス値のパターンに基づき Bray-Curtis に
より多次元尺度法(NMDS)を用いた統計解析を
行った。その結果、図 2 に示したように各サンプ
ルのモジュールアバンダンスのパターンは、地

域性ではなく、土地利用性の違いと相関し、畑
地と水田土壌が持つ微生物機能が有意に差別
化されることがわかった。また、水田はアンモニ
アの濃度と、畑地は硝酸の濃度と相関している
こともわかった。 

これに加え、各土壌サンプルの菌叢組成によ
る各サンプル間の違いを同様に NMDSによる統
計解析によりハイライトした。16S rDNA を用いた
方法では PCR バイアスやコピー数の問題などに
より正確さに乏しいため、菌叢組成は、ゲノム中
に同数存在するリボソームタンパク質遺伝子の
生物種組成に基づいた解析を行った。その結
果、モジュールアバンダンスのパターンと同様に、
地域性ではなく、土地利用性の違いと相関し、
畑地と水田土壌の微生物生態系を構成する菌
叢組成により有意に差別化された(図 3)。 

次に、各モジュールのアバンダンスを水田と畑
地間で比較し、水田より畑地が優位(畑地>水
田)なもの、畑地より水田が優位(水田>畑地)なも
のをピックアップした(図 4)。 
その結果、畑地土壌では同化的な、水田土壌

では異化的な窒素・硫黄代謝モジュールが高く、
Pathway モジュール以外では、水田で金属イオ
ン輸送系や嫌気代謝遺伝子モジュールが、畑
地で多糖の取り込み、薬剤耐性遺伝子、酸素に
対する窒素固定遺伝子発現の制御系がそれぞ
れ相対的に高いことがわかった。 
 さらに、図 4 でハイライトした窒素と硫黄代謝

に関与するモジュール機能を担う生物種組成を
調べたところ、図 5に示したように、機能モジュー
ルを担う Phylum/Classレベルでの微生物組成は
水田・畑地土壌間で大差なかったが、同化的な
代謝モジュールではα-proteobacteria の割合が



高 く 、 異 化 的 な 代 謝 モ ジ ュ ー ル で は b- 
proteobacteria の割合が高いことがわかった。こ
のように、機能モジュールに基づく土壌微生物

代謝機能ポテンシャルの解析では、畑地では酸
化的な、水田では還元的な代謝系が高い、とい
う従来の知見を支持する結果とともに、同化的
窒素・硫黄代謝系は畑地で、逆に異化的代謝
系は水田で高いという新たな知見も得られた。 

 
(2) 森林土壌の機能的及び菌叢組成的特徴 

 北海道から沖縄まで全国 22 ヶ所から天然林
20、人工林 20 の計 40 土壌サンプル(図 6)を採
取した。メタゲノム DNA を抽出し、農耕地土壌
の 場 合 と 同 様 に 加 工 さ れ た 配 列 デ ー タ を
MAPLE に供試した。MAPLE の結果から各サン
プルのリボソームタンパク質に基づく菌叢組成を
調べたところ、全ての土壌サンプルにおいて微
生物叢全体の 95%以上がバクテリアからなって
おり、一部のサンプルでアーキアが 3~4%占めて
いたが、アーキアの割合は全体的に低いことが
わかった。また、真核生物が占める割合は全て
のサンプルで 1%以下であった(図 7)。 

バクテリアの菌叢は主にα-, δ-proteobacteria、



Acidobacteria、Actinobacteria、Firmicutes 門の
菌種によって構成されていた。一方、天然林は
低 pH、人工林土壌は高 pH の傾向があり、各サ
ンプルの菌叢組成も土壌 pH と相関し、NMDS
による統計解析の結果からも支持された。 
各機能モジュールのアバンダンスによる NMDS
解析でも菌叢組成の場合と同様に、各モジュー
ルアバンダンスのパターンは、土壌 pH との相関
を支持し、低 pHは天然林土壌、高 pHは人工林
土壌という傾向を示した(図 8)。 
個別機能の一例としては、窒素循環を担う主な
機能である硝化、脱窒、異化的硝酸還元などが
pH と正の相関を示し(図 9)、ストレス耐性・環境
応答に関わる二成分制御系の機能モジュール
は、pH と有意な負の相関が見られることがわか
った。また、脱窒を担う生物種組成には差が見ら
れ、高 pH 土壌ではa-proteobacteria の割合が
低 pH 土壌と比べ 35%と高く、低 pH 土壌では見
られないg-proteobacteria が約 7%を占めてい

た。 
 
(3) まとめ 
 微生物生態系のメタゲノム情報から農耕地・

森林土壌の物質循環能の可視化を本研究課題
の主目的として、熊本、東京、山形の各都県2ヶ
所で3回ずつ採取された18サンプルの農耕地土
壌、北海道から沖縄に至る人工林及び天然林の
土壌サンプル各20、計40サンプルを研究代表者
等が独自に開発した生理・代謝機能評価システ
ムMAPLEを用いてメタゲノム解析を行った。 
各サンプルからメタゲノム解析用DNAを抽出し

生データの処理を行った後、得られた300万配列
をMAPLEに供試した。これにより得られた766種

類のKEGGモジュールに対する充足率、アバン
ダンス、リボソームタンパク質に基づく菌叢組成
等をもとにNMDSを用いて解析した。その結果、
菌叢組成、アバンダンスとも水田と畑地が有意な
検定値によって差別化された。また、水田はアン
モニアと畑地は硝酸濃度と強い相関を示し、東
京と熊本は水田、畑地を問わず菌叢、アバンス
のパターンが極めて類似していることがわかっ
た。 
 北海道から沖縄に至る人工林、天然林土壌

の 微 生 物 生 態 系 は 、 主 に Proteobacteria 、
Acidobacteria 、 Actinobacteria 、 Firmicutes 門に
属するバクテリアによって構成され、菌叢組成は
土壌のpHと相関を示した。天然林は低pH、人工
林土壌は高pHの傾向があり、NMDSによる統計
解析の結果からも支持された。また、MAPLEで
得られた各モジュールアバンダンスに基づく
NMDS解析でも菌叢組成と同様に土壌pHとの相
関が示され、低pHは天然林、高pHは人工林とい
う傾向が支持された。個別機能の一例としては、
窒素循環を担う主な機能の硝化、脱窒、異化的
硝酸還元などがpHと正の相関を示し、ストレス耐
性・環境応答に関わる二成分制御系の機能モジ
ュールは、pHと有意な負の相関が見られることも
わかった。これらの結果を踏まえ今後は、土地利
用性と微生物生態系が有する機能的特徴との関
係性を更に詳細に解析し、農耕地、森林土壌に
おける物質循環能とその担い手について明らか
にする予定である。 
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