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研究成果の概要（和文）：国内の湖沼において、微生物に分解されにくい難分解性有機物が増加しており、湖沼
の炭素循環や今後の有機物管理を考える上で、湖沼有機物の起源や特性、変動を理解することは重要である。本
研究は、湖沼の微生物群集が産出する難分解性有機物に着目し、その化学的描像と環境動態の解明を目指した。
本研究では、琵琶湖溶存有機物（DOM）および流入河川DOM、並びに様々な有機基質から微生物が産出したDOMを
調製し、精密質量分析を実施した。その結果、琵琶湖DOMの生成経路の一つとして微生物群集の機能と役割が重
要であることが示された。一方、河川経由で琵琶湖に流入する陸域由来DOMの寄与も決して少なくないことを明
らかにした。

研究成果の概要（英文）：The refractory (non-biodegradable) organic matter has been increasing in 
lakes, and it is of crucial importance to understand the origin, characteristics, and behavior of 
natural organic matter.  We focused on the refractory dissolved organic matter (R-DOM) produced by 
microbial communities, and the objective of this research is to demonstrate its chemical 
characteristics and behavior in the Lake Biwa watershed.  The Orbitrap mass spectrometry with 
electrospray ionization (ESI) was applied to DOM in Lake Biwa and inflowing rivers, and DOM produced
 by microorganisms and bacterial strains from several organic substrates, e.g., glucose, glutamate, 
Microcystis aeruginosa.  As a result, the role and function of microbial community in Lake Biwa are 
significant as production of Lake Biwa DOM.  And, it was suggested that the contribution of 
allochthonous DOM is not small.

研究分野：環境動態解析
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、微生物群集が介在する「微生物炭素ポンプ（microbial carbon pump）」が長期的な炭素貯留プロ
セスとして駆動していることに鑑みて、微生物食物網（microbial food web）の結節点として細菌が重要な鍵に
なると考え、微生物群集が産出する有機物に注目した。本研究で明らかとなった難分解性有機物の化学的描像や
環境動態に関する知見は、湖沼における物質循環や水質形成メカニズムに対する理解の深化のみならず、健全な
湖沼生態系の創出、持続可能な水利用、等々に資するものである。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
琵琶湖では流入負荷と湖内 BOD 濃度は低減傾向にあるが、一方で、湖内 COD 濃度は 1980
年代半ばを境に漸増傾向に転じた。このことは、微生物に分解されにくい難分解性溶存有機物
（R-DOM）の増加を示唆しており、生態系や水利用への悪影響が懸念されている。しかし、同
定できる成分（アミノ酸等）は有機物全体のごく一部とされ、湖沼有機物に関する基盤情報が
欠如している。有機物の物質循環過程は、有機物量だけでなく、化学組成や複合体の形成とい
った変質過程、また、生態系の多様な構成員（植・動プランクトン、細菌、原生生物、ウイル
ス等）の活性や構成員間の相互作用の影響を強く受ける。古典的な生食連鎖のほか、微生物ル
ープ（溶存有機物→細菌→原生生物）や、ウイルス感染による細菌の溶菌も物質循環の一部を
担っている。さらに、温度や光、DO、pH 等の環境要因も考慮すべき非常に複雑な系である。
湖沼の場合、陸域由来有機物の寄与が大きく無視できない。湖沼の R-DOM に関する様々な報
告があるものの、その化学像が充分に理解されたとは言えないのが現状である。本研究では、
微生物群集が介在する「微生物炭素ポンプ（microbial carbon pump）」が長期的な炭素貯留プロ
セスとして駆動していることに鑑みて、微生物食物網（microbial food web）の結節点として細
菌が重要な鍵になると考え、微生物群集が産出する有機物に注目した。本研究の目的は、琵琶
湖水および河川水に加えて、モデル基質（グルコース等）や藻類等に対して生分解性試験を実
施して、R-DOM（微生物代謝産物）を実験室内で調製し、その元素・化学組成を分子レベルで
詳細に明らかにすることである。最終的には、湖沼の R-DOM の化学的描像に新たな知見を加
えることにある。 
 
２．研究の目的 
国内の主要な湖沼において、微生物に分解されにくい難分解性有機物が増加・蓄積している
との報告があり、湖沼の炭素循環や今後の有機物管理を考える上で、湖沼有機物の起源や化学
的特性、時空間的変動を理解することは極めて重要である。本研究は、湖沼の微生物群集が産
出する難分解性有機物に着目してその化学的描像を究明すると共に、環境動態の解明を目指す
ものである。そこで本研究では、琵琶湖における難分解性溶存有機物（R-DOM）の化学組成と
環境動態を分子レベルで解明するため、湖水と河川水に加えて、モデル基質、藻類等に対して
生分解性試験を実験室内で実施して、有機物代謝の規定要因の把握と、Orbitrap 質量分析装置
（FT-MS）を用いた網羅的な有機構造解析を実施する。 
 
３．研究の方法 
(1) モデル基質を用いた実験系では、モデル基質は低分子化合物を基本として、化学構造や組
成（C/N）を勘案してグルコースおよびグルタミン酸ナトリウムを選定した。生分解性試験で
は、微生物株および琵琶湖微生物群集を植種することで、有機物の分解に与る微生物の種の違
いが微生物産出有機物の組成に与える影響を調べることにした。本研究で使用したモデル微生
物株の情報を表 1に示す。 
 

表 1 本研究で選定したモデル微生物株 
Class Species NBRC No. 
Alphaproteobacteria Novosphingobium lentum NBRC 107847 
Betaproteobacteria Polynucleobacter sp. NBRC 107834 
Gammaproteobacteria Pseudomonas fluorescens NBRC 14160 

 
(2) 起源の異なる有機物から生産される R-DOMの化学組成に違いがあるか、起源推定に利用で
きる分子マーカーがないか、等を検討するために、起源の異なる有機物を用いて生分解性試験
を実施した。本研究においては、琵琶湖北湖沖帯からプランクトンネットで採集した藻類（生
物粒子）や藻類株（Microcystis aeruginosa）等を生分解性試験に供した。 
 
(3) 季節や土地利用などを考慮して、琵琶湖北湖・今津沖中央（0.5 m、60 m）および流入河川
（安曇川、野洲川）から水試料を採取して生分解性試験に供試することで、実際の NOM から
生産される R-DOMを実験室内で調製した。 
 
(4) 本研究では、固相抽出法によりそれぞれの水試料から DOMを濃縮精製し、Orbitrap質量分
析に供した。分析は direct infusionで行い、negativeモードで検出した。 
 
４．研究成果 
(1) モデル基質として選定したグルコースおよびグルタミン酸ナトリウムを利用して、微生物
株および琵琶湖微生物群集が産出した有機物の精密質量分析の結果をアラインメントした後、
基質ごとに重ねて表示した van Krevelen diagramを図 1に示す。図 1より、窒素を含むグルタミ
ン酸ナトリウムの方が、量的に多くの有機物を産出しているが、有機物組成は基質間で大きな
違いは見られなかったことから、全体的に見れば、いずれの微生物も比較的よく似た化学組成
の有機物を産出していることが示唆された。 



図 1 微生物がグルコース(a)およびグルタミン酸ナトリウム(b)から産出した有機物の 
van Krevelen diagram 

 
(2) モデル藻類として選定したM. aeruginosa
株の生分解性試験で得られた R-DOM の精密
質量分析の結果を上記(1)と同様にその van 
Krevelen diagramを図 2に示す。次に、琵琶湖
流域から採取した水試料（琵琶湖水および流
入河川水）を生分解性試験に供して得られた
R-DOM の精密質量分析の結果を、上記(1)と
同様にvan Krevelen diagramとして図3に示す。
流入河川 DOM と琵琶湖 DOM は構成成分が
比較的似ていることから、流入河川 DOM は
河川を経由して琵琶湖に入った後も、その化
学構造を保持し続けている、すなわち微生物
に利用されずに滞留していることが示唆さ
れる。流入河川 DOMと比べて、琵琶湖 DOM
の方がより多様な成分で構成されているこ
とから、湖内生産有機物からの寄与や流入河
川 DOM が分解あるいは代謝される過程で生
成した有機物などの寄与も考えられる。 
 

図 3 琵琶湖 DOM(a)および流入河川 DOM(b)から調製した R-DOMの van Krevelen diagram 
 
(4) 上記データ以外のデータも用いて解析を行った結果、琵琶湖 DOMで検出された成分のうち、
琵琶湖 DOMのみで検出された成分は全体の 41%であった。微生物株および琵琶湖微生物群集
が産出した R-DOM成分は同 34%を占めていることが明らかとなり、湖沼有機物の生成経路と
して微生物群集の機能や役割が重要であることが示された。階層的クラスター分析結果より、
微生物株によって産出された DOMは、流入河川 DOMや下水二次処理水中の DOMと比べて、
琵琶湖北湖 DOMおよび琵琶湖フルボ酸の有機物組成に類似していた（図 4）。さらに、琵琶湖
南湖 DOMと流入河川 DOMは、都市下水二次処理水中 DOMの有機物組成に類似していた。琵
琶湖では R-DOM の起源は湖内生産説が有力とされるが、流入河川 DOM 成分は同 47%を占め
ていることから、河川経由で琵琶湖に流入する陸域由来（他生性）DOM の寄与も決して少な
くないことが明らかとなった。 
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図 2 微生物が M. aeruginosaから産出した 
有機物の van Krevelen diagram 



図 4 ヒートマップ解析の結果 
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