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研究成果の概要（和文）：海洋生態系では、バクテリアが分解しにくい難分解性有機物を生産することにより、
炭素を長期隔離することが知られている。この「微生物炭素ポンプ」が陸上の土壌生態系においても働いている
か否かについて、土壌バクテリアを対象とした実験的解析を実施した。バクテリアを含む土壌試料を用いた培養
実験では、添加した分解しやすい有機物（グルコース）の利用が認められたが、その速度は海洋生態系に比較し
て、非常にゆっくりとした進行であった。このため、本研究期間中では、難分解性有機物の生成を確定すること
は困難であった。また、研究の基幹となる土壌バクテリア細胞数の計測法について検討を実施し、従来より簡便
な手法を開発した。

研究成果の概要（英文）：It has been recoginized that marine bacteria play a rule of long-term carbon
 fixation by producing refractory organic matter. In the present study, the bacterial culture 
experiments was carried out to elucidate the possibility whether the microbial carbon pump is 
working in the land soil ecosystem. Firstly, the protocol of bacletrial counting was examined and 
the method using a fluororescence microscopy was established.Culture experiment of soil microbial 
population showed the utilization of labile organic material (glucose), but the decompositional rate
 was much lowere compared with the marine microbial environment. This caused the difficulty of the 
confirmation of the bacterial production of refractory organic matter. The longer experiment will 
provide the sinnificant information on microbial pump in soil ecosystem.

研究分野： 生物地球化学

キーワード： 土壌バクテリア　難分解性有機物　微生物炭素ポンプ

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
土壌は、地球表層で最大の有機炭素リザーバーであり、その生成・分解は地球環境変動と大きく関わっている。
そのため、土壌有機物の蓄積過程は社会的にも重要な研究課題である。本研究では、土壌バクテリアが難分解性
の代謝産物を生成することにより、土壌有機物の蓄積に寄与している可能性を検討した。本研究期間内では、難
分解性有機物の生成に関して、十分な証拠を得ることはできなかったが、本研究課題に適したバクテリアの培養
実験系、および土壌バクテリア細胞数の簡便な測定法を確立することができた。今後、長期培養を実施すること
により、バクテリアによる有機物の蓄積過程がより明確になるものと思われる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
 土壌に含まれる有機物は地球全体で 1500－2400 PgC と推定されており、大気、陸上、海洋
からなる地球表層において、最大の有機炭素リザーバーである。このため、地球環境変動との
関係について、大きな関心が寄せられている。この土壌有機物は、陸上植物体の主成分である
セルロースやリグニンなどが、安定な物質に変質したものと考えられてきている。一方、海洋
においても、700 PgC もの有機物が海水に溶存している。この有機物は分解されにくい難分解
性有機物で占められているが、その成因について、バクテリアの代謝産物が分解されずに残存
する可能性が指摘された。その後の研究で、この「微生物炭素ポンプ」は広く認められるよう
になった。しかしながら、土壌生態系において「微生物炭素ポンプ」が機能しているか否かに
ついては、これまでほとんど研究は行われてきていない。 
 
２．研究の目的 
 本件研究では、土壌生態系において「微生物炭素ポンプ」が駆動しているか否かを確認する
ため、土壌バクテリアを対象とした培養実験を実施する。これにより、バクテリアが分解しや
すい有機物を利用して、分解しにくい難分解性有機物を生成する可能性について検討する。ま
た、本研究の基幹となるバクテリアの細胞数の測定法に関して、従来行われてきた平板希釈法
に代わる、より簡便な落射型蛍光顕微鏡法の確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
 
（1）土壌中における 13C 標識有機物の動態 
 実験に使用する土壌試料は筑波大学構内のススキ草原から採取した。土壌試料を 1.35 L の円
形プラスチック容器に入れた後、安定同位体 13C で標識されたグルコース水溶液を土壌に噴霧
した。13C－グルコースの添加量は、土壌中の全有機炭素量の 10%を目安とした。土壌とグルコ
ースを均一化するために容器を振動し、26℃の培養器中で 30日間の培養を実施した。培養開始
時（0 日）、開始後 1、2、4、8、10、20 および 30 日後に、培養器内の 3 ヶ所から 500 mg ずつ
の土壌試料を採取した。採取した試料の一部を乾燥し秤量した後、土壌に含まれる有機炭素濃
度および 13C atom%を、元素分析計-質量分析計により測定した。 
（2）土壌バクテリアの計測法の検討 
 土壌中のバクテリア細胞数を簡便に計測するため、落射型蛍光顕微鏡法の検討を行った。筑
波大学山岳科学センターおよび筑波大学アイソトープ環境動態研究センター圃場から採取した
土壌試料を、超純水に懸濁した後、ボルテックスで 3分間、あるいは超音波処理（100kHz）で
1 分間処理することにより、土壌粒子からバクテリアを遊離させた。得られた懸濁液は、有効
保持粒子径 0.7 µmのガラス繊維濾紙（ワットマン社、GF/F）を用いて濾過し、バクテリアを濾
液中に集めた。濾液を孔径 0.2 µmのメンブレンフィルター（ワットマン社、サイクロポアメン
ブ レ ン ） に よ り 濾 過 し 、 濾 紙 上 の バ ク テ リ ア 細 胞 に つ い て 、 DAPI
（4’,6-diamidino-2-phenylindole）を用いて染色した後、落射型蛍光顕微鏡により細胞数を
計測した。これを全細胞数とした。また、バクテリア細胞が有する有機炭素および 13C atom%
を測定するためには、バクテリアを捕集するフィルターとして、ガラス繊維濾紙を用いる必要
がある。このため、市販されているガラス繊維濾紙として最小の孔径（0.3 µm）を有する濾紙
（アドバンテック社、GF-75）を、サイクロポアメンブレンの代わりに使用して、バクテリアを
含む濾液を濾過した。この濾液を、再度サイクロポアメンブレンにより濾過してバクテリア数
を計数することにより、GF-75 によるバクテリア回収率を求めた。 
 
４．研究成果 
 
（1）培養実験における 13C 標識有機
物の動態 
 土壌に 13C 標識グルコースを添加
して培養した実験中の、有機炭素濃
度の変化を図 1に示す。実験開始当
時、有機炭素濃度は 60 mgC/g-DW（土
壌の乾重量 1 g あたりの炭素重量と
して示す）であったが、培養開始後
10 日目以降、やや低下する傾向が認
められた。しかしながら、1日目お
よび4日目に低めの値が得られてい
るため、培養実験の 30 日間で、土
壌中の有機炭素が有意に減少した
とは結論できない。この結果は、土
壌中に含まれる有機物の多くが、微
生物の分解作用に対して安定な性
質を有することを示している。 

図 1 培養期間中の土壌有機炭素濃度 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

0 5 10 15 20 25 30

有
機
炭
素
濃
度
（

m
g/

g-
DW

)

培養日数（日）



 有機物の 13C atom%は、培養開始
時において 11－12 atom%であった
が、2日目以降に減少が認められ、
10 日目には 6.7 atom%まで低下した
（図 2）。この結果は、13C で標識さ
れたグルコースが、他の土壌有機物
に比較して、速い速度で分解されて
いることを示している。一方、10
日目以降は、顕著な減少は認められ
ず、30 日目で 5.7％であった。13C 
atom%がこの期間で大きい変化を示
さない原因としては、13C 標識有機
物と他の土壌有機物の分解速度に
大きな差が無かったことを示唆す
る。 
同一日における試料間の差は、1

日目でやや大きかったものの、他の
培養日数における試料においては、
試料間の差はほとんど認められな
かった。このことから、添加した 13C
グルコースは、土壌中に均一に混合
していたものと判断できる。 
 得られた土壌有機炭素濃度と 13C 
atom%を用いて、土壌中に含まれる
13C 標識有機炭素の濃度を算出した
（図 3）。開始時に 7 mg13C/g DW で
あった 13C 有機炭素濃度は、10日目
において 4.2 mg13C/g DW と、開始時
の 60%に低下した。10日以降も低下
は継続したが、低下速度は 10 日以
前よりも低かった。30日目において
認められた 2.9 mg13C/g DW は、開始時の 41％に相当しており、添加した 13C-グルコースの約 60%
が 30 日間で分解されたものと推定される。 
 海水試料を用いて実施した同様の実験では、添加したグルコースは数日中に分解されること
が確認されている（Shimotori ら、2009、Arai ら、2018）。これに比較すると、今回の結果は、
土壌中では、グルコースのような易分解性有機物の分解が急速に進行しないことを示している。
この原因としては、①有機物を利用する微生物量の急速な増加が生じないこと、②グルコース
と土壌粒子等の相互関係により分解性が低下すること、あるいは③13C-グルコースが他の安定
な有機物に変換されたこと、などが予想される。③が生じた場合は、微生物炭素ポンプが効率
よく駆動している可能性がある。しかし、バクテリアによる安定な有機物への変換が、添加し
た基質の数%程度である（Shimotori ら、2009、Arai ら、2018）ことを考慮すると、30 日目に
残存する 13C 有機物の多くが、バクテリアにより変換された有機物である可能性は低いものと
考えられる。このため、本培養実験においては、①あるいは②が生じた可能性が考えられる。 
この培養実験で得られた結果を考慮して、バクテリア現存量の正確な把握に加えて、土壌粒

子を含まない実験系を用いることが、今後の研究に有効と考えられる。 
 
（2）土壌バクテリアの計測法の検討 
 土壌懸濁液をボルテックス処理（3分間）、
あるいは超音波処理（1 分間）を実施した
後に、GF/F フィルターで大型粒子を除き、
濾液に含まれるバクテリア数を測定した
(図 4)。試料の濾液に含まれるバクテリア
細胞数は、超音波処理試料で高く、ボルテ
ックス処理試料では、超音波処理試料の
66%に相当するのみであった。このことか
ら、土壌試料中のバクテリア数計測に際し
ては、超音波処理を用いることとした。 
有機炭素濃度および 13C atom%の計測が

可能なガラス繊維濾紙である GF-75（保持
粒子径 0.3 µm）を用いてバクテリアの回収
率を検討した。濾過の際に吸引濾過して得
られた濾液中には、原液に含まれるバクテ
リアの約 50%が含まれていた（図 5）。これ
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図 2 培養期間中の土壌有機炭素の 13C atom% 
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図 3 培養期間中の土壌に含まれる 13C 有機炭素濃度 
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図４ バクテリア細胞分画時における超音波

およびボルテックス処理による違い 



は、GF-75 を用いた吸引濾過操作におい
ては、半数近くのバクテリアが濾紙を通
過してしまうことを示唆している。 
 低いバクテリア回収率を向上するた
め、吸引濾過ではなく自然濾過を用いる
方法を検討した。その結果、濾液中に含
まれる細胞数は、バクテリア懸濁液中の
細胞数の 16%に低下した。自然濾過を用
いた際の回収率（84%）は、本研究の実
施において十分な高さを有していると
考えられる。 
 これらの検討の結果、土壌中のバクテ
リアの計測には、土壌試料を超純水で懸
濁した後、超音波処理を実施すること、
およびバクテリアの回収にはGF-75フィ
ルター上に自然濾過法を用いること、が
最適であることを確認した。 
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図 5 吸引濾過および自然濾過を用いた際の

GF-75 濾液に含まれる細胞数 
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