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研究成果の概要（和文）：土壌微生物の多くは，多糖を細胞外で二糖にまで分解し，生じた二糖は多糖分解酵素の生産
を誘導する。しかしながら，二糖を多糖分解の鍵物質とすることの生態的意義は不明である。本研究は，土壌での多糖
分解における二糖生成・消失の意義を解明し，利用することを目的として行った。具体的には，キチンをモデル多糖と
し，キチンやその分解物である単糖や二糖を土壌に添加し，物質動態と微生物群集構造や土壌酵素活性の変化を調べた
。その結果、添加する糖質の鎖長（単糖、二糖、多糖）によって、土壌中のアンモニア窒素濃度、微生物数、および土
壌酵素活性の増減パターンが異なることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Many of soil bacteria assimilating polysaccharides hydrolyzes the polysacchrides 
into corresponding disaccharides as major products by extracellular enzymes. To clarify the importance of 
the disaccharides in soil ecosystems, we investigated the effects of mono- and di-saccharides on the 
number of soil microorganisms, the activities of polysaccharide degrading enzymes, the amounts of 
inorganic nitrogens, and the structures of soil microbiome. The results clearly demonstrated that the 
alteration patterns of ammonium contents, the bacterial and fungal counts, and the soil enzymatic 
activities differs according to the chain length of the saccharides (i.e. monosaccharide, disaccharide, 
and polysaccharides).

研究分野： 土壌微生物学
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１．研究開始当初の背景 
土壌環境の維持において，生物遺骸に含ま

れる生体高分子の分解は欠かせない。生体高
分子の分解過程を解明することで土壌管理
の技術向上や環境負荷低減が期待される。し
かしながら，土壌での生体高分子分解メカニ
ズムは未だ不明な点が多い。近年の DGGE
法や DNA-SIP 法などの DNA 情報に基づく
微生物群集解析により，放線菌や糸状菌の他，
多くの微生物が土壌での生体高分子分解に
関わることが示されてきた。一方，未利用バ
イオマスの有効利用の観点から，個々の土壌
微生物での生体高分子分解機構が分子レベ
ルで研究されてきた。セルラーゼなどの多糖
分解酵素については，立体構造に基づく詳細
な反応触媒機構や，それらの遺伝子の構造や
発現制御機構の他，酵素生産の誘導物質が解
明されてきた。本研究は，これらの多糖分解
に関する「土壌生態系研究」と「純粋培養研
究」をつなぐ研究として位置づけられる。同
様の位置にある研究として，多糖分解酵素遺
伝子の塩基配列情報を分子生態学的手法に
適用した報告が複数ある。しかしながら，多
糖分解酵素遺伝子の塩基配列情報は多様で
あるため，PCR を介した従来の分子生態学的
手法では一定範囲のターゲット遺伝子しか
解析できない。次世代型の大規模塩配列解析
も含め，DNA 情報に基づく解析では，個々
の微生物の機能や，物質を介した微生物間の
相互作用を詳細に観察・解明することは難し
い。本研究では，微生物分離と物質動態解析
を起点とした多面的研究を展開し，DNA 情
報の解析だけでは得難い，生物・化学情報に
基づいて総合的に土壌での多糖分解過程を
観察・解明し，その利用を図る。 

 
２．研究の目的 
 自然環境で生じる生態遺骸の成分の一つ
にキチンがある。キチンはセルロースに次い
で自然界で大量に生成する生体高分子であ
り，放線菌は土壌での主要なキチン分解微生
物でとされている。放線菌はキチンを細胞壁
に含む植物病原性糸状菌の生物制御への利
用も検討されている。研究代表者らは，早く
から放線菌のキチナーゼに着目し，放線菌が
基質特異性の異なる構造的にも多様性に富
んだ多数のキチナーゼ遺伝子を有すること
を明らかにした。また，キチナーゼがキチン
を分解することによって生じる N,N’-ジアセ
チルキトビオース（以下，キチン２糖）が，
その膜輸送系タンパク質遺伝子群とキチナ
ーゼ遺伝子群の発現を誘導することなどの
発現制御機構を明らかにした。他のグループ
による研究成果も合わせると，放線菌は，キ
チンだけでなく多糖全般について細胞外で
二糖にまで分解してから，細胞内に取り込ん
で代謝することが推定される。また，グラム
陰性の土壌細菌セラチア菌も，細胞外で生じ
るキチン２糖がキチナーゼ生産を誘導する
ことが知られている。土壌微生物がなぜ，多

糖類を細胞外で単糖まで分解せず，二糖にま
でしか分解しないのか？その生態的意義は
不明である。 
 
３．研究の方法 
風乾して篩いにかけた畑土壌にキチン粉末,

キトサン粉末，キチン単糖，あるいはキチン
２糖を添加し，25℃で保温して継時的に土壌
を採取し，細菌および糸状菌数，細菌および
糸状菌の群集構造，キチン分解関連酵素の活
性，全窒素・全炭素量，および無機態（アン
モニウム，亜硝酸，硝酸）態窒素濃度を調べ
た。キチンおよびキトサン量の変化も調べた。 

 
４．研究成果 
（１）キチンおよびキトサン添加後 11 日後
までの解析 
畑土壌にキチン粉末あるいはキトサン粉末

を添加して培養したところ，細菌数と糸状菌
数は，キチン・キトサン粉末を添加して11日
後に10倍以上に増加した。PCR-DGGE法によ
って細菌群集構造を継時的に調べた結果，キ
チンあるいはキトサン粉末を添加した場合に
は，細菌群集構造が大きく変化した。また，
キチンやキトサンの添加によって大きく増加
する細菌属を知ることができた。キチン分解
関連酵素であるキチナーゼ活性とN-アセチル
グルコサミニダーゼ活性は，予想通り，キチ
ン粉末の添加によって上昇した。キチナーゼ
活性とN-アセチルグルコサミニダーゼ活性の
消長が異なることも示すことができた。また，
土壌中のアンモニア態窒素濃度もキチン添加
によって大きく増加した。一方，全炭素量と
全窒素量は，キチン添加11日後まで大きく変
化しなかった。 
（２）キチン添加後 90 日後までの解析 
畑土壌にキチン粉末を加えて保温し，0～90

日間の土壌を採取して各種解析を行った結果，
0日目に添加したキチンは，90日目まで指数関
数的に減少し，90日目にはほとんど検出され
なかった。キチン添加土壌では，全炭素量も
減少したが，著しい減少は20日目までであり，
その後は緩やかに減少していった。全窒素量
（無機態窒素と有機態窒素量の合計）は，0
～90日間でほぼ一定であった。土壌中のアン
モニア態窒素量は，15日後程度までの間に増
加し，その後ほぼ一定であった。亜硝酸態窒
素と硝酸態窒素は数μg N/g soilで微量であっ
た。酢酸は検出されなかった。キチナーゼ活
性とN-アセチルグルコサミニダーゼ活性（以
下，GlcNAcase活性とする）を測定したとこ
ろ，キチナーゼ活性がキチン添加後5～10日後
に最大となって急激に減少したのに対し，
GlcNAcase活性は20日後まで増加し，その後
緩やかに減少した。 
（３）キチン単糖あるいはキチン２糖を畑土
壌に添加した場合の解析 
 畑土壌にキチン単糖，キチン２糖，あるい
はキチン粉末を加えて培養し，継時的に採取
した土壌について，微生物数，無機態窒素濃



度，キチン分解酵素活性,および，細菌と糸状
菌の群集構造を調べた。 
土壌中のキチナーゼ活性は，キチン単糖添

加で変化しなかったが，キチン２糖あるいは
キチンの存在下で上昇した。キチン２糖を添
加した場合の方がキチンを添加した場合より
も，キチナーゼ活性の上昇時期が早かった。
一方，N-アセチルグルコサミニダーゼ活性は
キチン単糖，キチン２糖，キチンのいずれの
添加によっても上昇した。キチン単糖や２糖
を添加した場合の方が，キチンを添加した場
合よりも早い時期に活性の上昇が認められた。
これらの結果から，キチン２糖は，キチンと
同様に土壌中のキチナーゼとN-アセチルグル
コサミニダーゼの活性を高める効果があるこ
とがわかった。また，その効果はキチン添加
時よりも短時間で現れることが明らかとなっ
た。一方，キチン単糖は試験土壌中のN-アセ
チルグルコサミニダーゼ活性は高めるが，キ
チナーゼ活性は高めないことがわかった。細
菌数は，キチン単糖やキチン２糖を添加した
場合，キチン添加時よりも早い時期に増加し
た。キチン単糖や２糖は，キチンよりも速や
かに微生物分解を受けたと考えられる。糸状
菌数はいずれの糖質を添加しても大きく変化
しなかった。キチン単糖や２糖は，キチン同
様，糸状菌増殖低減効果をもつことが期待さ
れる。 
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