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研究成果の概要：環境中で重要な機能を担うにも関わらず、その詳細が不明な土壌細菌群集に

関して、実験的・理論的な解析を行った。実験的には、DNA を高い分離能の検出できる二次

元電気泳動法と、異なる DNA の集合を全体的に見るための総観的分子分類学に基づいて、新

しい評価法を開発した。二次元電気泳動では、それぞれの細菌種を、1 つ 1 つのスポットとし

て得ることができるため、全体の見通しが良い。理論的には、多様性が出現する機構を、「食う・

食われる」の関係を表す食物網から検討すると共に、生態系中の非線形な相互作用による動態

の解析を行い、典型的な湖汚染であるアオコ(シアノバクテリアの集団)の季節変動や日内変動

などの挙動を明らかにした。 
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研究分野：複合新領域 
科研費の分科・細目：環境学・環境動態解析 
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１．研究開始当初の背景 
(1)土壌細菌システム-最後のフロンティア 
土壌細菌システムは土壌中で極めて重要
な機能を担う。そのキャラクタリゼーショ
ンは、環境汚染や環境回復に関わる動態解
析のため、また基礎的な生態系解析として
必要性が高い。しかし土壌細菌システムに
は未知の部分が多く、「宇宙の探究にも似
た最後のフロンティア」とも称される
(Curtis & Sloan, Science, 2005 年)。 

(2)分子分類学に基づく手法の展開 近年
発達した16SリボソームRNA (16S rRNA)
の分子分類学は、細菌集団の解析に新しい
地平を開いた。特に、土壌細菌からの DNA
採取法の改良 (例えば Zhou ら , Appl. 
Environ. Microbiol., 1996 年)により、ポリ
メラーゼ連鎖反応(PCR)が効果的に適用で
きるようになり、T-RFLP(制限酵素断片鎖
長多形法)などの手法が開発されている(例
えば Clement ら, J. Microbiol. Methods, 
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1998 年)。しかし、土壌細菌システムの膨
大な全容に迫るには不足である。 
(3)生態系の多様性解析 申請者らは、持続
可能な生態系の性質を調べる目的で、食物
網の形成(Rossberg, Itoh ら、2005)や生態
系のレジリエンス ( 弾力性、回復幅 ) 
(Amemiya, Itoh ら、2005)についての理論
的検討を行った。これらの検討においては、
特に複雑系の観点に立ち、環境ストレスに
対する系のヒステリシス的な挙動を生ず
る原因等を探っている。このような生態系
の一般的特性は土壌細菌についても成り
立つだろう。従って、土壌細菌の全貌を伺
う手法の開発と共に、複雑系の観点から土
壌細菌生態系を扱うというアプローチが
必要であると考えられた。 
 
２．研究の目的 
(1)総観的分子分類解析 このような状況
に鑑み、本研究の大目的は、土壌細菌シス
テムに対して有効となる総観的な半定
量・半定性手法を開発・確立し、土壌環境
評価に資することである。特に、種の多様
性を問題にすることから、種レベルまで同
定できる16S rRNAの遺伝学的特性に注目
した。 
(2)生態系解析 生態系の解析自身が不十
分であることに鑑み、食物網の理論的検討
も進めるとともに、非線形相互作用が生態
系の動態に及ぼす影響を評価した。 
 
３．研究の方法 
(1)総観的分子分類解析 細菌進化の過程
において、まず塩基の置換が起こるので、
近い種では 16S rRNA の鎖長は等しく、成
分が異なる(GC 含量変化)。属同士では鎖長
も異なる。例えば 16S rRNA の多形を調べ
ると、変化幅は十分に大きい。従って、16S 
rRNA の鎖長と GC 含量のマッピングを行
うことにより、一つのスポットが一つの細
菌種に相当するような、細菌集団の分子分
類学的なパターンが得られる。実際、適当
な変異領域と PCR プライマーを仮定した
シミュレーションによれば、進化的に類縁
の細菌は、鎖長-GC 含量マップにおいて近
くに位置する。実験的には、鎖長解析と成
分解析の組み合わせによる二次元電気泳
動が適当と思われた。 
 
(2)高分離能二次元電気泳動法 PCR により、
16S rDNA 適当な変化領域を増幅し、鎖長多
形と成分多形を組み合わせ二次元電気泳動
によって分離能の高い測定手法を開発した。
一次元目の16S rRNAの鎖長解析および二次
元目のゲルとのマッチングが技術的なネッ
クであるので、高分離能ゲルの調査とゲルの
組み合わせの最適化を図った。 

 
(3)生態系動態の理論的解析 食物網の解析
のため、種々の生態系モデルを提案し、食物
網中の相互作用の結果生ずる定常状態にお
ける群集解析を行った。また、生態系中の非
線形相互作用の例として、湖の細菌群集を取
り上げ、挙動の数理的解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1)高分離能二次元電気泳動法の開発 
 従来の電気泳動法では、16S rRNA の変化
領域 I(鎖長 150 程度)を 1 塩基対で分離する
ことはできなかった。そこで、様々なゲルを
比較検討した。分離能の点では高架橋度のア
ガロースゲル(商品名スプレデックス)が適し
ていたが、二次元目の DGGE(成分多形解析)
に用いるポリアクリルアミドゲルとのマッ
チングが不適当で、DNA の移行が困難であ
った。検討の結果、特殊なゲル化剤を添加し
た高分離能ゲルが最適であることを見出し
た。その結果得られた二次元電気泳動図の例
を示す。横軸は一次元目の鎖長解析、縦軸は
二次元目の成分解析(DGGE)である。鎖長は、
ほぼ 1 塩基対の分離能を実現している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 各スポットから DNA を抽出し、シークエン
シングを行うことができた。その結果、基本
的には、各スポットが一種類ずつの細菌の
DNA 断片であり、通常の DGGE では得られない
分離能が得られていることが分かった。 
 異なる環境からサンプリングした細菌群
集試料について、二次元電気泳動による評価
を行った。例えば、河川底泥を上流・中流・
下流からサンプリングし、DNA二次元マップ
を作成した。その結果、上流の試料が示す DNA
マップよりも、下流の二次元マップが単純で
あることが判明し、DNA 二次元マップ法が環
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図 1.DNA 二次元電気泳動の例
(GC クランプ付き DNA 断片) 



 

 

境中の細菌多様性評価を用い得ることが分
かった。 
 
(2)ランクアバンダンスプロットによる多様
性解析 図 1のような二次元電気泳動による
DNA 二次元マップの結果から多様性等の評価
をすることができる。例えば、各スポットの
強度を測定し、ランクアバンダンスプロット
を作成することができる。その例を以下に示
す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 各曲線は、異なる環境から得た細菌 DNA の
PCR 断片に対するランクアバンダンスプロッ
トである。中間の水平部分が長いほど、多様
性が高いと判断できる。 
 
(3)生態系動態の理論的解析 図 2のような
ランクアバンダンスプロットの形が、何によ
って決まるのか、ということを探るために、
生態系における食物網の理論的検討を行っ
た。その結果、被食者と捕食者でランクアバ
ンダンスプロットの形が異なること、土壌細
菌のランクアバンダンスプロットは被食者
が示す形と一致することが分かった。 
 ランクアバンダンスプロットの情報は、累
積頻度に基づいた Gini 係数の算出に使うこ
とができ、土壌細菌や活性汚泥細菌の多様性
に定量的指標を与えることが可能である。 
 湖の細菌集団の挙動を調べるために、シア
ノバクテリアを被食者、動物プランクトンを
捕食者とする生態系モデルを組み、その数値
的解析を行った。その結果、自然界で観測さ
れる空間分布や時間変動が再現できること
が分かった。 
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