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研究成果の概要（和文）：森林土壌において、5 年間の 5度の加温は、土壌の全炭素量や全窒素

量を若干減少させた。しかし、加温撹乱は土壌微生物の群集構造にほとんど影響を与えていな

いと考えられる。微生物群集の組成は変わらず、機能する細菌の活性が変化したのか、今後の

課題となった。これまで、解析が困難であった原生生物の分子手法を開発し、PCR-DGGE 法によ

る群集構造の変動解析を確立した。土壌微生物群集の構造解析だけではなく機能解析を可能に

する環境メタプロテオミクスの基盤を構築することができた。

研究成果の概要（英文）：In the forest soil, warming of 5 degrees for 5 years, the amount
of total soil carbon and total nitrogen slightly were decreased. However, the warming
disturbance was considered to be little effect on the structure of microbial community
in soils. We developed a molecular technique, and established PCR-DGGE analysis to
analyze a structure of protist community. For the function analysis of microbial
communities in soil, we were able to be established the platform of environmental
metaproteomics.
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１．研究開始当初の背景
森林は、陸上生態系の中で最も大きな生物

体量を擁し、その生物生産活動を通して地球
環境の恒常性に大きな役割を担っている。一
方で、人類活動によって進行する環境撹乱、
地球環境変動の影響を受けて、大量の生物種
が喪失し、森林生態系の機能が崩壊しかねな
い危機が迫っている。近年シミュレーション
予測により、地球温暖化の深刻さが叫ばれて

いる。このような危機的崩壊に対して予測し、
回避するためにも科学的基盤の確立が急務
と考えられた。
森林生態系の機構を理解するためには、地

上部で展開される植物の生産・繁殖過程、地
下部で展開される物質の分解・循環過程、お
よびその相互作用を明らかにすることが肝
要である。
北海道で見られる北方森林は、亜寒帯気候
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に適した固有の生態系を形成している。最暖
月と最寒月の気温の年較差は大きく、そのた
め地温の変化も大きい。また、冬季に土壌凍
結が起こる特徴もあり、この土壌凍結現象が
北方森林系を支えている一因であると考え
られる、土壌温暖化が土壌微生物生態系に及
ぼす影響を知ることにより、北方森林の土壌
生態系の理解に繋がる。

２．研究の目的
土壌の温暖化処理区と無処理区のフィー

ルドを対象に、微生物群集構造解析、原生生
物の群集構造解析を行ない、群集変化を観察
し、比較解析することを第１の目的とした。
第２の目的として、微生物や原生生物の群集
構造解析について新規解析法の基盤をつく
ることである。

３．研究の方法
北海道大学苫小牧研究林内に、地中に電熱

線を張り、年間を通じて周りより地温を 5 度
上昇させた処理区が設置されている。この温
暖化処理区と無処理区の土壌フィールドを
対象とした。

(1)微生物群集構造解析
2006 年 11 月から 2011 年 3 月の期間、両処

理区において、表層 5 ㎝の土壌を採取した。
土壌試料より DNA を抽出した。16S rDNA を標
準マーカー遺伝子として、PCR-DGGE 法による
パターン解析を行った。

ゲノム内 1コピーである rpoB 遺伝子(RNA
ポリメラーゼβサブユニット)をマーカーと
した解析法の開発を行った。

(2)原生生物群集構造解析
原生生物の分子手法による構造解析手法

の確立を行った。18S rDNA を標準マーカー遺
伝子として、繊毛虫特異的プライマー、
PCR-DGGE法、繊毛虫1細胞からのPCR法、PCR-
クローン解析について検討した。

(3)土壌分析
採取時の土壌温度、試料の pH、水分含量、

CN 比について測定した。

(4)環境メタプロテオミクスの基盤構築
芳香族炭化水素化合物を分解する土壌細

菌 Pseudomonas putida F1 株を供試菌株とし
て半定量的解析法を検討した。

F1 株を接種した土壌を使用して、タンパク
質の直接抽出法と間接抽出法を検討した。

また、F1 株を土壌に接種し、グルコース、
ベンゼン、トルエン、エチルベンゼンを添加
し、3 週間培養を行ない、培養中でのタンパ
ク質の発現変化を観察した。

タンパク質の可視化は SDS-PAGE および二

次元電気泳動法(2DE)を行った。
タンパク質の同定は、SDS-PAGE や 2DE によ

り観察されたタンパク質のバンドやスポッ
トから、ゲル内消化法を用いて試料を作製す
る。リニアイオントラップ型タンデム質量分
析計 LC/MS/MS により行った。

４．研究成果
(1)微生物群集構造解析

両処理区の採取土壌について、PCR-DGGE 解
析を行った。温暖化処理開始から現在まで 5
年の期間、DGGE プロファイルに変化は観察さ
れなかった。また、処理区と無処理区の比較
からも、顕著な相違は観察されなかった(図
1)。森林土壌において 5度の加温撹乱は土壌
微生物の群集構造にほとんど影響を与えて
いないと考えられる。今後温暖化の継続によ
り変化が見られるかも知れない。現在、次世
代シークエンサーを用いて環境 16S rDNA の
ディープシークエンスによる詳細な微生物
構造解析を準備中である。

図 1. 温暖処理区と未処理区の DGGE 像

rpoB 遺伝子をマーカーとした解析法の開
発を行った。全細菌種に適用できるプライマ
ーが設計できた。また、このプライマーを用
いた PCR-クローン解析により環境中の細菌
群集構造解析が可能となった。

(2)原生生物群集構造解析
18S rDNAを標準マーカー遺伝子となるよう、

繊毛虫特異的プライマーを設計した。このプ
ライマーを用いて、nested PCR-DGGE 法を構
築した(図 2)。

また、顕微鏡下で観察した繊毛虫 1細胞を
単離し、その細胞より PCR-シークエンス解析
を行う、同定法を開発した。



図 2.様々な土壌の繊毛虫 DGGE 像

(3)土壌分析
両処理区の土壌試料の分析を行った。試料

の pH は両区において約 5～5.5 とほとんど変
化しなかった。温暖区において全炭素量・全
窒素量とも無処理区より若干減少した。。

(4)環境メタプロテオミクスの基盤構築
土壌細菌 P. putida F1 株を用いて半定量

的解析法を検討した。SDS-PAGEと LC/MS/MS、
emPAI(exponentially modified Protein
Abundance Index)の組合わせより、細胞内タ
ンパク質のグローバルな発現変動解析が可
能となった。

土壌からのタンパク抽出法において、2つ
の方法を確立した。直接抽出法：土壌 2ｇか
ら SDS とフェノールにより抽出した。間接抽
出法：密度勾配遠心分離法より細菌細胞を分
画した後、タンパク質を抽出した。

芳香族化合物を添加し、F1 株が接種された
土壌培養より、経時的にタンパク質の発現解
析を行った。芳香族化合物分解関連タンパク
質の発現を網羅的に検出・確認することがで
きた(図 3)。これらの結果より、環境土壌中
の土壌微生物群集の機能解析の可能性を明
らかとした。

図 3.土壌培養中の F1 株のタンパク質発現。
芳香族化合物分解関連タンパク質群の検出。
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