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要   旨 

 河岸に発達する植生帯は，陸域から水域への移行帯であり，独自の多様な生態系を構成する重要な地域である。本研究

では有機物の無機化や窒素形態変換等を駆動する土壌細菌に着目し，酸性河川の氾濫原におけるヨシの分解に関わる細菌

群集構造を周辺土壌と比較解析し，特徴づけを行った。その結果，特徴的な酸性河川の細菌叢，さらにヨシの分解に関与

する細菌叢が周辺土壌とは異なることを明らかとすることができた。両者の細菌群集構造の違いは新鮮な有機物の分解に

主に関与する細菌が土壌環境とは異なっており，それは酸性環境の影響を受けることを示唆するものと考えられた。 

 

 

 

1．はじめに 

日本の河岸や湖岸にはヨシが至る所に群生している。

この河岸に発達する植生帯は，陸域から水域への移行帯

であり，独自の多様な生態系を構成する重要な地域であ

る。これらのヨシ原は水質浄化性能を有していることが

期待される1)。水生植物を利用した水質浄化システムは流

入河川の水質を改善するのに最も役に立つ方法であるか

もしれない。例えば，ヨシを利用した水質浄化システム

が秋田県に位置する八郎湖の流入負荷削減のために利用

されている2)。また，この植生帯は高い生産性を有するこ

とや，周期的に起きる河川の増水によって冠水し河川流

路とつながることなどから，重要な有機物源となってい

る可能性が指摘されている3）。 

本研究では猪苗代湖の主要な流入河川である長瀬川と

合流する酸川を対象とした。猪苗代湖は磐梯山の麓に位

置し，日本で4番目の広さを有する。猪苗代湖は安達太良

山に起源を持つ酸性の温泉水や鉱山廃水の流入を原因と

する酸性湖沼である。そのために湖心の表層におけるpH

は1995年まで約5を示していたが，その後徐々に上昇し，

2009年には6.8に達した4，5)。このpHの上昇は主に硫酸イ

オン濃度の減少に起因すると考えられている6)。pHの上昇

と共に，COD等の猪苗代湖の水質は悪化した7)。猪苗代湖

の主要な流入河川は長瀬川である8)。猪苗代湖の効果的な

水環境保全を構築するためには，長瀬川の河川環境を十

分に理解することが重要である。 

猪苗代湖最大の流入河川である長瀬川は強酸性である

酸川と合流した後，pHが大きく低下する（2019年の酸川

のpHの年平均は3.19，10）。火山性無機酸性河川は，火山起

源の硫酸や塩酸を豊富に含んでいる。このように火山性

無機酸性河川は，自然災害の原因や観光資源となる火山

に関連しているため，陸水学上の重要な研究対象である。

酸性河川では中性河川とは異なる生物種が卓越するとさ

れている。例えば，長瀬川の酸性水域では中性水域では

出現しなかった34種の水生無脊椎動物が報告されてい 

る11）。しかしながら，長瀬川あるいは酸川の生態系につ

いての知見は乏しく，構成する生物相の成立過程や生活

の研究が不足している。枯死したヨシの分解は根圏土壌

における土壌生物の生物間相互作用を通して発現される

と考えられているが12），長瀬川及び酸川の河川環境にお

いて土壌生物を調査した研究は知られていない。 

そこで，本研究では有機物の無機化や窒素形態変換等

を駆動する土壌細菌に着目し，酸性河川の氾濫原に設置

したリターバック内のヨシの群集構造を周辺土壌と比較

解析し，特徴づけを行った。 

 

2．材料及び方法 

2.1 調査地 

最大の流量を持つ猪苗代湖の流入河川は長瀬川であ 

る8）。長瀬川は桧原湖に端を発し，猪苗代町の広大な水

田地帯を通って流れるが，途中で酸川が合流する。長瀬
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川の支流の一つである酸川は極めて酸性な水質を有する

ために，酸川と合流した長瀬川のpHは酸性を呈する。本

研究の調査は2か所のヨシ原で実施した。酸川のヨシ原と

対照として酸川と合流する前の長瀬川のヨシ原である。

図1に調査地の位置を示す。 

調査地が位置する猪苗代町の2020年の気候は月平均気

温0.5～24.4℃，年降水量1193.5mmであった。また，2019

年12月～2020年2月の冬期間は平年よりも極めて降雪量

の少ない年であった。 

 

図1 調査地の位置 

：A，調査地（酸川）；B，調査地（長瀬川） 

 

 

図2 調査地の様子 

：A，調査地（酸川）；B，調査地（長瀬川） 

 

2.2 ヨシ分解試験 

2019年の11月に各調査地から枯死したヨシを採取し，

実験室内で十分に風乾させた。葉を取り除き，約10cmに

切断したヨシの茎を作成した縦20cm×横20cm，2000μmの

目の大きさのナイロンメッシュの袋（以下，リターバッ

グ）に同量（20本）入れた。2019年12月にヨシ採取地の

表面にリターバッグを等間隔で並べ，PP製の杭で固定し

た。設置したリターバッグを2020年9月に回収し，リター

バッグの表面に付着した落葉や土をそっと取り除いた後

にリターバッグ内容物を分析に供した。 

リターバッグの回収と同時にリターバッグの周囲に

100mLのステンレス試料円筒（直径0.05m，高さ0.051m）

を置き，土壌試料を採取した。 

 

2.3 細菌群集構造解析 

リターバッグ内のヨシと比較対象として周辺土壌を実

験に供した（3反復）。なお，供試試料は採取後すみやか

に冷蔵し，その後DNA抽出まで凍結保存した。DNA抽出キ

ットISOIL Large for Beads ver.2（株式会社ニッポンジ

ーン）を用いてリターバッグ内のヨシと土壌試料から全

DNAの抽出を行った。土壌試料はオプションプロトコル②

に従い，10gの土壌からDNAを抽出した。抽出したDNAは，

300μL TEにて溶出した。植物体試料は凍結した状態で袋

の上から揉みこみ断片化させた後，混合し，均一化させ

た。試料は，破砕ビーズと試料の容積比が1:1～2程度と

なるようにチューブに分取した。抽出は標準プロトコル

に準じて行い，300μL TEにて溶出した。 

抽出したDNA試料を鋳型として，1回目のPCRを16S rRNA

遺伝子領域を対象に実施した。増幅に用いたプライマー

は，植物由来のDNAの増幅が生じにくい799F/1193R13）を

用いた。PCR酵素は，植物由来のPCR阻害物質（ポリフェ

ノール類や多糖類など）に耐性を有するKAPA3G Plant

（Kapa Biosystems，Inc.）を用いた。PCR産物の精製に

はMonoFaS DNA精製キット（ジーエルサイエンス株式会社）

を用いた。 

精製した1回目のPCR産物を鋳型として，次世代シーク

エンシングに必要なアダプター配列，および試料判別の

ためのバーコード配列を含む Index kitプライマー

（Nextera XT Index Kit，イルミナ株式会社）を使用し，

２回目のPCRを行った。酵素はKAPA HiFi HS ReadyMix 

（Kapa Biosystems，Inc.）を用いた。PCR反応条件はイ

ルミナ社の公式プロトコルに準じた。インデックス配列

を付与させたPCR産物は，NucleoMag NGS Clean-up size 

select（MACHEREY-NAGEL GmbH & CO．KG）により精製し

た。本精製キットは，サイズ分画が可能であるため，増

幅長である500bp付近の回収量が最大となるようにPCR産

物溶液量に対し0.9倍量の精製試薬を混合させた。精製後

にAgilent 4200TapeStation（アジレント・テクノロジー

株式会社）を用いて対象遺伝子の増幅（鎖長，非特異的

な増幅の有無）を確認した結果，全試料において非特異

的な増幅は見られなかった。調整後のライブラリで，次

世代シークエンス解析装置MiSeq（イルミナ株式会社）に

てMiSeq Reagent Kit v3（600cycle）を用いたペアエン

BA

磐梯山

安達太良山

猪苗代湖

5 km

N

B ■
■ A

長瀬川

酸川
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ドシークエンス（300bp×2）を行った。 

次世代シークエンシングにより取得された遺伝子配列

データはQIIME2（Version2020.6）を用いて次のとおりに

解析した：解読配列からプライマー配列を除去，Quality 

Scoreが低下する後半解読配列の除去，QIIME2のプラグイ

ンソフトDADA2によりエラー配列と判断された配列の除

去，フォワード配列およびリバース配列のマージ，キメ

ラ配列の除去，既存データベースとの比較による検出配

列の分類群の決定，不適切配列の除去，レアファクショ

ンカーブの作成，Unifrac距離（unweighted，weighted 

Unifrac）によりβ多様性解析の実施及び主座標分析

（PCoA）による図示，そして相同性検索プログラムNCBI 

blast+（2.10.0+）を用いて各OTU配列の最近縁種の特定

を行った。 

 

3．結果及び考察 

リターバック内のヨシは，時間が経過するとともに断

片化し，Ono et al.14)の報告と同様に全炭素の減少が起

こり，分解が進んだことが確認された。 

次世代シークエンス解析により1検体あたり平均20万

リードの解読データを得ることができた。レアファクシ

ョンカーブの結果から，試料内に存在し得る細菌種を網

羅的に解読できていることが示された。植物由来のDNA

が増幅しにくいプライマーセット799F/1193Rの使用で

植物由来のDNAはほぼ検出されなかった（最大で0.07%）。

Pavlovska et al.によると上位の分類群レベルは試料の

保存条件（冷蔵条件を含む）に大きく影響を受けないと

報告されている15)。従って，以下の議論では主要な分類

群と菌叢全体のみを対象とした。 

細菌綱レベルでの菌叢結果を図3に示す。検出割合1%

以上の細菌綱に着目してグラフ化し，それ以外の細菌綱

についてはOthersとして一つにまとめた。リターバック

内のヨシと土壌試料ともに非常に多様な細菌が検出さ

れたが，各河川で特徴的な細菌種が検出された。γ

-Proteobacteriaとα-Proteobacteriaはいずれの試料

でも共通して優占する細菌群であった。 

図3 細菌綱レベルでの菌叢結果 
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Acidobacteriaは酸川と長瀬川のどちらの土壌でも優

占する細菌群であり，リターバッグ内のヨシでは構成割

合が小さくなった。酸川の土壌は，長瀬川の土壌と比べ

てAcidimicrobiaの構成割合が高まり，その内

Aquihabitans daechungensisに最も近縁の細菌の存在

割合が高かった。最近縁のA. daechungensisは貯水池か

ら分離された至適pH7.0の細菌であるが，検出された遺

伝子配列との相同性は低かった16）。従って，本研究で

検出された遺伝子配列は新規の細菌の存在を示唆する

ものであり，他のAcidimicrobialesと同様な酸性環境下

に適応した細菌の可能性が示唆される。 

一方で，長瀬川の土壌ではδ-Proteobacteriaと

Bacteroidiaの存在比が高く，これはリターバッグ内の

ヨシでも同様であった。リターバッグ内のヨシでは

Acidobacteriaの存在比が減少する一方で，

Actionobacteriaの存在比が高い傾向であった。特に酸

川のリターバックで顕著であった。 

これらの構成割合を反映して，細菌叢は酸川と長瀬川，

或いはリターバッグ内のヨシと周辺土壌で異なる様相

を持つことが明らかとなった（図4）。リターバックの

目の大きさは2000μmであり，リターバック内と周辺土

壌の環境に影響を与える土壌動物の行動制限は類似し

たものと考えられる。従って，両者の細菌群集構造の違

いは新鮮な有機物の分解に主に関与する細菌が土壌環

境とは異なっており，それは酸性環境の影響を受けるこ

とを示唆するものと考えられた。 

本研究から河川環境によりリターの分解に関与する

細菌叢が異なることが示された。しかし，Hietz17)が報

告しているように本研究はヨシの分解初期の結果と考

えられる。河岸に発達する植生帯は，陸域から水域への

移行帯であり，独自の多様な生態系を構成する重要な地

域である。また，この植生帯は高い生産性を有し，周期

的に起きる河川の増水によって河川流路とつながるこ

となどから，河川や湖沼の重要な有機物源となっている

可能性が指摘されている18)。そのために，より長期的な

視点での研究を行うことがリターの分解の仕組みを明

らかにするためには必要である。 
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