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研究成果の概要（和文）：微生物は干潟土壌において酵素分泌を行い，物質浄化や一次生産者へ

の栄養塩提供などの役割を担っている。分泌酵素の中でもとりわけプロテアーゼは，干潟生態

に系における窒素循環サイクルの形成に重要な機能を果たしていることが知られている。本研

究において賀茂川河口干潟 22 箇所の地点でプロテアーゼ活性の測定がなされた。コンターマ

ップ表示により，活性の高い領域はハクセンシオマネキ棲息及びホンダワラの繁茂領域と一致

していることが明らかになった。さらに統計的な解析により干潟内のプロテアーゼ活性は底質

の有機炭素及び窒素量と相関があることが示された。実際にタンパク質気質として血清アルブ

ミンを土壌に負荷した結果，ATP バイオマス増加なしにプロテアーゼ活性の著しい誘導が生じ

た。電気泳動的解析の結果，タンパク質負荷により明確なプロテアーゼバンドが生じることが

明らかになった。以上の結果タンパク質負荷により，特定の微生物によるプロテアーゼ分泌が

干潟土壌系内に引き起こされる事実が示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：In tideland sediments, microorganisms secrete extracellular 

enzymes, which support waste purification and nutrient supplementation to plants and 

phytoplankton. Among the secreted enzymes, proteases are known to play essential roles in 

nitrogen cycling in coastal ecosystems. In this study, the protease activities of sediments 

were assayed at 22 sites in the Kamo River Estuary Tideland. The contour map of the 

activities showed spots of high activity located in two habitat areas for Uca lactea and 
Sargassum fulvellum. Moreover，statistical analysis indicated that the protease activity 

was correlated with the concentrations of organic carbon and nitrogen in the tideland 

sediments. Actually, loading of sediments with serum albumin as a protein substrate 

induced marked enhancement of protease activities without increasing of ATP biomass. 

Electrophoretic analysis clearly revealed the presence of protease bands induced by protein 

loading. These results suggest that protein loading stimulates the secretion of proteases by 

certain microorganisms. 
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研究分野：環境動態解析 

科研費の分科・細目：環境学・2001 
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（５）干潟生態系（６）電気泳動法 

 
１．研究開始当初の背景 

Mayer の報告にもあるように、生態系を保
持する上でプロテアーゼは，系内に生じた生
物の死骸及び排出物中のタンパク質を，ペプ
チドやアミノ酸に加水分解活性を有し，生態
系窒素循環の初期過程を担う上で最も重要
な酵素の一つである。一方干潟は、稚魚の養
育のみならず、豊かな海洋水産資源を育むべ
く栄養塩の産生が、海洋生態系内で最も活発
な領域である。こうした栄養塩の産生は、細
菌、菌類、原生生物底質微生物が分泌するプ
ロテアーゼ等の酵素による代謝活性によっ
て担われている。 

干潟生態系の基盤形成を担う底質微生物に
よる代謝活性分布調査等の基本的な研究は，
国内外においてほとんどなされていない状
況にある。この理由としては、土壌プロテア
ーゼの簡易測定法や電気泳動法によるプロ
テアーゼ分析法が確立されていないことが
挙げられる。一方我々は，既に先行研究にお
いて底質土壌のプロテアーゼ活性分析法や
電気泳動法によるプロテアーゼ分離分析法
を既に確立している。 

本研究課題は、我々のプロテアーゼ活性測定
に拘わる技術を積極的に導入し 3年間に亘る
精力的な研究によって遂行された。 

 

２．研究の目的 

豊かな干潟の保全・構築を行うためには生
態系の基盤となる物質代謝・循環機能の視点
から把握し、現地における代謝活性の動態と
特性に関する情報を得ることが重要である。
本研究は、干潟内での有機物質生産に重要な
一次生産者の必須窒素栄養塩の産生の初期
課程において最も重要なタンパク質の分解
活性に注目し、底質プロテアーゼが干潟内に
どのように分布しているかを明らかにする
ことを第一の目的として設定した。さらに、
干潟底質プロテアーゼの特性や活性変動を
引き起こす環境要因を十分に検討すること
も干潟の窒素循環機能を知る上で重要な情
報提供になると考えた。以上の問題意識を踏
まえ、具体的な研究内容を以下のように設定
した。 

(1)豊栄養海域に望む干潟内のプロテアーゼ
活性分布測定 

(2)生物棲息及び有機物質分布とプロテアー
ゼとの相関性の検討 

(3)相関性から把握される事項に関する室内

実験による検証。 

(4)微生物より分泌されるプロテアーゼの電
気泳動的分離分析 

 

３．研究の方法 

(1) 対象地と採土：対象となる干潟は、竹原
市賀茂川河口干潟に設定した。ハクセンシオ
マネキ、ナメクジウオ、カブトガニ等の希少
種が棲息する豊かな生物相に恵まれ、瀬戸内
海の安芸灘に臨んでいる。成層期に表層 22
箇所の底質土壌を採取して試料とした。 
(2) プロテアーゼ活性測定：プロテアーゼ総
活性の測定は底質土壌に対し 50mMTｒis-HCl 
(pH  8.0), 0.1%TritonX-100を含む可溶化溶
液で抽出した後、10分間 35kHZ下で超音波処
理を行い、遠心分離操作を用いて上澄み液を
試料とした Levyらの方法 (アゾカゼイン法) 
に従い 25℃、24hrの反応を行って測定した。 
 得られた活性値は MicroAVSを用いてコン
ターマップを作成した。 
(3) 電気泳動によるプロテアーゼ分析：底質
土壌に対し、Laemmli 法によるタンパク質可
溶化溶液で処理を行った後 Heussen and 
Dowdle法を用いて分析を行った。 
(4) 底質土壌の有機炭素・有機窒素量の定
量：測定対象とする試料は、あらかじめ 105℃
で 4時間加熱し、水分を取り除いた後
JM1000CN CNコーダーを用いて測定した。 
(5) 干潟内動植物分布測定：干潟外形、干潟
内の動植物棲息領域は GPSを用いて歩行経路
をログにて記録し、ソニー社の NavinYouソ
フト地図の上に展開した。 
 
４．研究成果 
(1) 多種の生物種がそれぞれの棲息領域を
確保し，また塩濃度や干潟土壌を形成する粒
径など多様な環境条件を示す干潟内におい
て，プロテアーゼ活性分布状況を知ることは
プロテアーゼの生態的意義を知る上で重要
な知見が得られることが期待される。そこで
本課題は，干潟内でのプロテアーゼ活性分布
を明らかにすることから開始した。特にこの
研究には，土壌より効率的にプロテアーゼを
回収することが技術的に必要となる。この問
題については，TritonX-100 を含む溶液中で
超音波処理するプロテアーゼ抽出法を開発
することで対処することができた。この抽出
法とアゾカゼイン法を用い，成層期である夏
季（7月）の賀茂川河口干潟（東部）内 22採



土地点の土壌プロテアーゼ総活性を測定し
た。さらに干潟内のプロテアーゼ総活性分布
を視覚的に把握するために，得られた全地点
のプロテアーゼ活性値を基に，AVS 可視化ソ
フト（Micro AVS Ver.11，㈱KGT）を用いて
プロテアーゼ総活性分布のコンターマップ
を作製した。 

Fig.1 賀茂川河口干潟のプロテアーゼ活性 
 
 Fig.1 は，以上の過程を経て得られた賀茂
川河口干潟（東部）における土壌プロテアー
ゼ総活性の干潟内分布である。干潟内におい
ても活性値は約 4倍の違いがあることが示さ
れた。さらに同一干潟内の生物棲息分布の調
査結果と対応させることにより，ハクセンシ
オマネキが棲息する河口付近及びホンダワ
ラが繁茂する低潮海岸線付近は総活性値が
最も高い領域であることが示された。また， 

Fig.2 賀茂川河口干潟の有機窒素分布 
 
コアマモが繁茂する干潟先端部付近及び干
潟内陸部の一部にも総活性値の比較的に高
い領域が存在した。一方，生物相が希薄な干
潟内陸部，アマモが繁茂する低潮海岸線付近
及びアオサが繁茂する河川岸領域は，総活性 
値が低い領域であることが示された。こうし
た分布パターンは，既に中村が報告したフォ 
スファターゼ活性分布パターンとは著しく
異なることが明らかになった。 
 
(2) プロテアーゼ活性が干潟基盤形成にど
のような役割を果たしているかを知るため

には，同一干潟内における活性の差異がどの
ような要因によって引き起こされるかにつ
いて明らかにすることが重要な問題となる。
そこで，干潟土壌に堆積している有機窒素量
の干潟内分布及びプロテアーゼ総活性との
関連性について検討した。すなわち，各採土
地点の土壌の有機窒素量を CN コーダーで測
定し，得られた測定値について AVS可視化ソ
フトを用いてプロテアーゼ活性と同様に有
機有機窒素量のコンターマップを作製した。 
 Fig.2 の結果から明らかなように，有機窒
素量分布パターンとプロテアーゼ活性分布
パターンには一定の類似性が認められた。さ
らに測定地点 22 箇所におけるプロテアーゼ
総活性と有機窒素量の間には 0.4887 の相関
性が認められた。一方有機炭素との間には
0.5065となった。これらの値は統計検定によ
り，いずれも＜0.05の危険率で有意な相関が
得られることが示された。 
 
(3) 前項の結果，干潟内のプロテアーゼ総活
性は土壌に堆積している有機物量の影響を
受けている可能性が示された。プロテアーゼ
活性と有機物の関連性を明らかにするため
には，干潟土壌に有機物が負荷された場合の
プロテアーゼ活性変動を検討することが重
要となる。そこで次に，採土地点 15 の土壌
を対象にタンパク質（牛血清アルブミン），
糖質（可溶性デンプン），脂質（オレイン酸）
をそれぞれ 0.2%(w/v)含む基質溶液を添加し，
好気及び嫌気的環境下（アルゴンを含む密閉
溶液中）で 24 時間振謄した後，プロテアー
ゼの分析を行った。その結果，好気及び嫌気
的環境下ともにタンパク質（牛血清アルブミ
ン）を土壌に負荷した場合において，プロテ
アーゼ総活性は増加することが明らかにな
った（Fig.3）。特に，好気的環境下でのタン 

Fig.3 各有機物負荷による土壌プロテアー
ゼの変化 
 
C：Control，B：タンパク質，S：糖質，O：
脂質 n=3。白：好気環境，灰：嫌気環境 
 
パク質負荷は，プロテアーゼ総活性を約 3.2
倍に増加させることが明らかになった。一方，
糖質及び脂質の負荷の場合，有意なプロテア



ーゼ総活性の増加は認められなかった。 
 

 
Fig.4 上記負荷試料中のプロテアーゼ電気泳
動パターン解析 
 
(4) 次に，タンパク質負荷によるプロテアー
ゼ総活性の増加と連動したプロテアーゼ種
を特定するために，負荷後の土壌からプロテ
アーゼを可溶化し電気泳動的手法で分析し
た。その結果，好気的環境下でタンパク質を
負荷した場合において，Fig.4 中の矢印で示
したように，新たに分泌されたプロテアーゼ
及び活性化が著しく誘導されるプロテアー
ゼ種の存在が示された。さらに，タンパク質
負荷によるプロテアーゼ活性の増加と土壌
微生物総量の関連性を調べるために，各処理
条件下における土壌中の ATPバイオマスの測
定を行った。その結果，有機物負荷による ATP
バイオマスの著しい変化は示されなかった。
すなわち，好気的環境下でのタンパク質負荷
は，プロテアーゼ活性を約 3.2倍に増加させ
たが，同条件下での ATP バイオマスは約 1.1
倍の増加であった。この結果は，タンパク質
負荷によるプロテアーゼ活性増加は，特定の
微生物個体当りのプロテアーゼ分泌量増加
に伴う可能性を示唆している。  

2004年中村らは，好気的環境下でのタンパ
ク質負荷により，ATP バイオマスはほとんど
増加しないものの，土壌フォスファターゼ活
性が著しく誘導されることを報告した。以上
のことを踏まえると，干潟内の活性分布が大
きく異なるフォスファターゼの活性誘導効
果と同様に，干潟内のプロテアーゼ活性は土
壌に堆積しているタンパク質に支配されて
いることが明らかになった。さらに効果的な
活性増加は好気的条件において発揮される
ことが明らかになった。 

 
(5) 賀茂川河口干潟において明らかにした
「有機物負荷によりプロテアーゼ活性が誘
導される」という実験結果を受け，さらに極

度に汚染された環境下にある広島市内を貫
流する猿侯川の河岸底質を対象に，土壌の特
性とプロテアーゼ活性の関連，及び電気泳動
法を用いたプロテアーゼの分離・分析を行っ
た。その結果溶存態リン酸，アンモニア値及
び硫化水素値から総合的に判断し最も汚染
度の高いと判断された 2地点において，プロ
テアーゼ活性は必ずしも有機物含有量とは
比例しない事実を明らかにすることができ
た。すなわち，強熱減量の結果から汚染の進
んでいる当該 2地点では，土壌中の有機物含
有量は他地点に比較し，有意に高いもののプ
ロテアーゼ活性は他地点と同程度の値を示
した。 
この結果は，プロテアーゼ活性は土壌の嫌

気的環境，あるいは共存物質の存在によって
プロテアーゼ活性が阻害されている可能性
を示している。したがって干潟生態系の環境
保全において窒素循環機能活性を高めるた
めには好気的環境を保障すると同時に重金
属等の阻害物質の除去が必須であることが
示された。  
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