
は じ め に

生物体の成長・繁殖に不可欠なタンパク質は，主

に15～20種類ほどのアミノ酸から構成される（船山

2009）。そうした生物体中のタンパク質に含まれるア

ミノ酸（加水分解性アミノ酸）の組成は，総じて生

物や種に応じた違いが特徴的に観察されている（科

学技術・学術審議会2010）。

その一方で，これら生物体が分解を受けた後の有

機物（分解産物）については，加水分解性のアミノ

酸組成について，相違点よりもむしろ類似性が指摘

されてきている。山下・秋谷（1963）や Sowden et
 

al.（1977），さらに Friedel and Scheller（2002）は，

土壌の加水分解性アミノ酸について，土壌の種類に

よらずに非常に類似したアミノ酸組成がみとめられ

ることを報告している。さらに，荻内ら（2000）は，

複数の天然有機物の分解産物から抽出される有機物

について，加水分解性アミノ酸組成が土壌から抽出

される有機物に似てくることを指摘し，丸山ら

（1974）が示した，微生物体が寄与しているとされる

土壌有機物のアミノ酸組成とも似てくることから，

微生物体（特にバクテリア体）のアミノ酸組成への

収斂を示唆している。

このように，天然有機物はアミノ酸組成の点で異

なるにも関わらず，土壌の分解過程で非常に似た生

物学的，そして生化学的変化を受けている可能性が

みとめられる。しかしながら，こうした生化学的な

類似性や収斂性，生物体とその分解過程での分解産

物の変遷を解析した研究は，非常に少ない（Berg
 

and McClaugherty 2004）。

そこで，本研究では生物体およびその分解過程の

有機物を主な対象として加水分解性アミノ酸組成を

分析，比較し，生物体が分解してゆく過程でのアミ

ノ酸組成の変化，特に類似性や収斂性について検討

することを主な目的とした。

材料と方法

本研究で比較に用いたのは，自然生態系の主要な

天然有機物である植物の葉と，リター，土壌，生物

の糞，土壌といった天然有機物分解残渣含有物であ

る。これらのサンプルは，北海道洞爺湖西側の月浦

付近，洞爺湖中島，そして北海道江別市野幌森林公

園において採取した。これらサンプルの採取地は，

ともにミズナラやイタヤカエデを上層木とする落葉

樹林であった。

植物の葉は，まず月浦の森林において，ミズナラ，

イタヤカエデ，ハルニレ，ハリギリ，クマイザサの

５種の植物の生葉をそれぞれ３個体ずつ採取した。

クマイザサについては野幌森林公園でも３個体ずつ

採取した。

天然有機物分解残渣含有物サンプルについては，

月浦の森林において，リター（Ａ０層表層，Ａ０層
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下層），土壌（Ａ層），ミミズ糞を３繰り返しで採取

し，洞爺湖中島においてエゾシカ糞サンプルを４糞

塊分採取した。Ａ０層は，上記生葉を採取した樹木

直下に堆積しているリターから，表層と下層に分け

て採取した後，Ａ０層直下のＡ層を表層から深さ

0～5cmほど採取した。ミミズ糞は，月浦及び中島に

おいてミミズをハンドソーティング法にて採取し，

密閉容器内で糞を排出させて採取した。エゾシカ糞

は，中島のエゾシカの糞をなるべく見た目が新しい

ものについて採取した。

全てのサンプルは，冷蔵運搬して研究室に持ち

帰った。Ａ０層については礫及び枝などの粗大なも

のを取り除き，Ａ層については２mmメッシュの篩

にかけるという処置を行った。その後，全てのサン

プルは乾燥（45℃，１週間程度）させた後，粉砕し

て，アミノ酸分析に供した。

アミノ酸分析においては，各種粉砕したサンプル

を約30mg量りとり，下記要領にて加水分解性アミ

ノ酸濃度を測定した。まず，量り取ったサンプルを

Vacuum Reaction Tubeに移し，６M HClを３ml

と12mM アスコルビン酸溶液を30μl加えた後に

減圧窒素置換を行い，ヒーターブロックで110℃，20

時間の加水分解を行った。その後，超純水（Milli-Q，

Millipore社製）を加えて希釈し遠心分離機にて

3,000rpmで10分の処理後，上澄み液をエバポレー

ターにて乾固した。そして，0.1M HClを加えて，

超音波洗浄機にて溶解させ，HPLC前処理用ディス

クフィルター（0.45μm）にて濾過後，AccQ-Tag

（Waters社製）による誘導体化を行い，蛍光検出器

を取り付けたHPLC（ポンプ：Waters 1525，検出

器：Waters 2475）を用いて各種アミノ酸の濃度を

求めた。これにより求めた濃度値を重量で割った値

を加水分解性アミノ酸含量とし，これをもとにアミ

ノ酸組成比を計算した。加水分解性アミノ酸は，16

種類のアミノ酸（アラニン：Alaと表す（以下同様），

アルギニン：Arg，アスパラギン酸：Asp，グルタミ

ン：Glu，グリシン：Gly，ヒスチジン：His，イソロ

イシン：Ile，ロイシン：Leu，リジン：Lys，メチオ

ニン：Met，フェニルアラニン：Phe，プロリン：

Pro，セリン：Ser，スレオニン：Thr，チロシン：

Tyr，バリン：Val）について分析を行った。なお，

本報告の結果では，各サンプルにある3～4繰り返し

の平均値でアミノ酸含量，組成％を示すこととした。

加水分解性アミノ酸については，含量や組成を計

算したほか，組成の類似度を比較するため階層的ク

ラスター解析を行った。クラスター解析はWard法

を用い，樹形図はパソコンソフトウェア（JMP 8.0,

SAS Institute Japan）を用いた平方距離に基づいて

作成した。

結果と考察

植物葉中の加水分解性アミノ酸含量は，植物の種

類により大きなばらつきが見られた（表１）。全含量

（Total）はミズナラ及びクマイザサで特に高く，逆

に最も低いイタヤカエデでその2/3ほどであった。

その他，植物の種によってとくに含量の違いがあっ

たアミノ酸としては，Asp，Glu，Metなどがあげら

れる。このように，植物種によって含まれるアミノ

酸に大きな差が見られたが，これらの差はそれぞれ

のサンプルの有機物含量に影響を受けているものと

考えられる。

また，有機物残渣含有物の加水分解性アミノ酸含

量は，Ａ層で特に低く，Ａ０層の1/7～1/5，最も多

かったエゾシカ糞の1/10ほどであった。Ａ層は土壌

粒子を多く含み，有機物が他のものに比べて低いた

めと考えられる。また，ミミズの糞は，エゾシカの

糞の1/4ほどであった。ミミズはリターのみならず

土壌をも食するため，低かったと思われる。また，

これら有機物残渣含有物のアミノ酸含量も，サンプ

ルの有機物含量にも影響を受けて大きく異なってい
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表1 植物，土壌における加水分解性アミノ酸の各種含量

加水分解性アミノ酸含量（μM g )

Ala  Arg  Asp  Glu  Gly  His  Ile  Leu  Lys  Met  Phe  Pro  Ser  Thr  Tyr  Val  Total

ミズナラ 70.3 33.1 142.2 101.8 79.5 17.3 34.5 64.7 44.0 12.4 33.5 88.6 56.6 42.4 19.1 47.8 887.8

イタヤカエデ 51.5 24.5 75.0 73.0 56.0 10.5 25.3 46.8 28.2 8.3 25.1 45.0 40.7 31.6 13.6 33.3 588.2

ハルニレ 56.7 28.6 106.6 107.4 65.5 12.4 27.9 51.7 33.7 7.0 28.2 79.2 47.5 35.7 16.6 38.5 743.2

ハリギリ 65.5 32.3 122.9 19.9 86.2 76.5 14.0 29.1 59.0 38.8 11.8 30.3 69.9 52.5 38.6 18.3 765.5

クマイザサ（月浦） 87.1 38.3 82.1 87.3 94.9 15.6 34.1 70.9 50.4 15.2 36.7 92.5 51.7 47.3 21.2 48.3 873.6

クマイザサ（野幌） 87.0 36.0 96.7 79.0 82.1 17.3 28.3 61.3 45.6 13.5 35.9 81.0 62.1 41.4 20.2 46.4 833.8

Ａ０表層 51.2 24.4 59.3 59.0 61.2 8.0 23.6 44.7 21.2 6.3 22.6 35.1 46.5 33.4 11.7 30.6 539.0

Ａ０下層 41.0 15.7 44.7 41.7 50.8 6.3 16.6 29.8 13.5 3.4 15.0 29.5 38.3 24.2 7.5 22.6 400.4

Ａ層 7.6 2.8 8.8 7.4 23.4 1.0 2.4 4.6 1.6 0.2 2.2 5.2 7.0 4.2 0.6 3.6 82.5

エゾシカ糞 86.6 36.4 92.3 95.4 114.6 12.7 36.8 65.0 24.3 6.7 33.6 59.8 66.2 51.1 19.8 46.7 847.9

ミミズ糞 19.3 6.9 23.3 19.3 37.0 4.0 7.5 12.1 8.1 2.0 6.4 15.8 19.5 12.6 3.5 11.6 208.8



たものと考えられた。

含量ではサンプルによって，各種アミノ酸に大き

な違いが見られたが，アミノ酸組成（図１，２）は

含量が内包していた有機物含量による影響が小さい

ため，似ている点，および相違点が含量に比べ明瞭

であった。まず，植物葉中の加水分解性アミノ酸は，

Arg，Gly，His，Ile，Leu，Met，Phe，Ser，Thr，

Tyr，Valなど多くのアミノ酸において組成割合が

似ており，組成％が非常に近い値であった（図１）。

逆に，Ala，Asp，Glu，Proについては，種間差が

大きかった。特にAspと Gluはミズナラ，イタヤカ

エデ，ハルニレ，ハリギリといった木本に比べ，草

本のクマイザサで最も低い値となっていた。Sor-

imachi（1999）は，脊椎動物における加水分解性ア

ミノ酸組成比の類似性について述べているが，植物

でも同様の類似性が見られる可能性が示唆される。

有機物残渣含有物の加水分解性アミノ酸組成は，

Ala，Arg，Asp，His，Lys，Met，Pro，Ser，Thr，

Tyr，でやはり組成が似ており，組成％も近い値と

なっていた（図２）。また，特に Glyや Leuではサン

プルによる差が非常に大きくなっており，GlyはＡ

層で突出して大きい割合を示した。

さらに，植物葉と有機物残渣含有物とのアミノ酸

組成の違いから，次のような特徴がみとめられた。

それは，植物葉で組成割合が9－16％ほどと高かっ

たAsp，Gluが，有機物残渣含有物では8－12％ほど

に低下し，逆に植物葉で10％前後だった Glyは有機

物残渣含有物で12－33％ほどに増加していた。同様

に，Proは7－11％ほどだったのが８％以下に低下，

Serは6－7％だったのが8－10％に増加していた。

Gluは分解に従ってアミノ酸組成割合が減少し，逆

に Glyは分解に従って組成割合が増加する，という

傾向は，リターバックを用いた有機物分解実験でも

示されている（Tremblay and Benner 2006，保原

ら 未発表）。そのため，生物分解を含めた有機物の

続成作用の一つの象徴的な傾向であることが示唆さ

れる。

クラスター解析の結果は（図３），アミノ酸組成の

類似度が，植物葉とその分解物とで明瞭に分かれる

ことを示していた。すなわち，植物葉のアミノ酸組

成は，種による違いはあったが，類似度という点に

おいては有機物残渣含有物と一線を画していた。例

えば，植物葉の中では，樹木であるミズナラ，ハリ

ギリ，ハルニレ，イタヤカエデと，草本であるクマ

イザサとが明瞭な違いがあったものの，有機物残渣

含有物とは同じクラスターに入ることはなかった。

産地の異なるクマイザサは産地の違いによる僅かな

組成比の違いに影響されず，クラスターの距離的に

は非常に近い関係となった。残渣含有物に関しては，

Ａ０層とエゾシカ糞が同じクラスター，ミミズ糞が

その外のクラスター，さらにＡ層がその外のクラス

ターと，有機物の分解程度とほぼリンクする形で，

アミノ酸組成のクラスターが形成されていた。この

ことは，有機物の分解に従い，アミノ酸組成が一定

方向に収斂していることを示唆している。これは，

丸本ら（1974）や荻内ら（2000）が示した，分解産

物へのアミノ酸組成を通した微生物関与の傾向とも

植物葉とその分解産物における加水分解性アミノ酸構成の違い

図1 各種植物生葉における各種アミノ酸の割合（％）。

図2 Ａ０層，Ａ層，および生物糞の

各種アミノ酸の割合（％）。

図3 植物葉および有機物残渣含有物のアミノ酸組成に

基づいたデンドログラム。横軸の長さは各クラス

ターの距離を表す。
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酷似する。

Ａ０層は，ほぼその直上の植物の生産物および分

解物により構成されており，土壌粒子は極めて少な

い。にもかかわらず，植物葉との類似性よりも，む

しろ土壌との類似性がみとめられている。このこと

は，分解を経ていくと，各種多様な植物の葉の有機

物組成はその起源にかかわらず異なる有機物へと変

化し，一方で分解物同士は非常に似た性質を持つよ

うになるということを示唆している。

こうした，起源にかかわらず似た性質を分解産物

が持つということは，アミノ酸以外の分析例からも

示唆されつつある。例えば，有機物が分解とともに

最終的な分解を担うバクテリアなどの生物体の体物

質構造に近似してくることは，NMRなどを用いた，

様々な生化学的分析からも示唆されつつある（森泉，

松永2009）。また，異なる有機物を発端とした土壌中

の分解過程で，抽出可能な有機物の分子量サイズが

一山型に収斂するはたらきもみとめられてきている

（Matsumoto et al. 2000，岩城2011）。さらに，既

往の我々の研究では，生物体内の分解においても，

バクテリアをはじめとする微生物体の関与が示唆さ

れており（白鳥ら2011），様々な系の分解過程におい

て，こうした起源に関わらない分解産物の類似・収

斂性がはたらく可能性が考えられる。

また，本研究のクラスター解析の結果は，加水分

解性アミノ酸組成比を体系化して表せる事を示して

いる。すなわち，個々のアミノ酸組成比のみに着目

した場合，個々のサンプルのアミノ酸組成比の差は

僅か数％であるため，測定時の誤差の影響も加味す

ると総体として組成が類似しているのか，相い違

がっているかの判断が付きにくい。それに対し，ク

ラスター解析では，類似，相違が，明確に距離関係

として示され，判断が付きやすい。こうした明瞭な

点はクラスター解析の特性であり，これまではこう

した分解産物の生化学的変化には用いられてこな

かったが，今後こうしたアミノ酸のような多数の構

成要素を持つ有機物の変化を明らかにする上で非常

に有用であることが示された。

本研究では，様々な有機物のアミノ酸組成が分解

に従い一定の法則で変化することを，起源物質と分

解物との違いから示唆してきたが，このことはそれ

ぞれの葉についてのさらに詳細な時間的変化を検討

することでよりさらに明確に解析されると思われ

る。それゆえ，本研究で不十分な，多点でのサンプ

リング，各植物葉の異なる分解段階の有機物残渣，

などを用いて，本研究で有用と判断されたアミノ酸

分析・クラスター解析を適用することにより，有機

物分解に従ったアミノ酸の類似性，相違性に関する

更なる知見が見いだせるものと期待される。

結 論

本研究から得られる結論は，主に以下の３点にま

とめられる。

・加水分解性アミノ酸の，植物葉およびその分解残

渣含有物は，クラスター解析上，明瞭に異なって

おり，植物葉が裁断されただけではない，別の続

成作用が分解産物の構造決定に影響することが示

唆された。

・この結果は，有機物分解過程において，分解産物

のアミノ酸組成は徐々に似た構成となり，同一の

アミノ酸組成比へと収斂してゆく可能性が示唆さ

れ，それには微生物が関与することが示唆された。

・それらの結果からクラスター解析を用い，樹形図

を作成することは，物質の類似性及び分解物の由

来となる有機物を体系的に理解する上で重要な役

割を果たす可能性が示された。
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要 旨

分解に伴う，天然有機物のアミノ酸組成変化につ

いて明らかにするため，森林生態系において，生態

系で生産される主要な天然有機物である植物葉と，

土壌Ａ０層，Ａ層をはじめとする有機物分解残渣含

有物を採取し，その加水分解性アミノ酸組成比を分

析し，類似性・収斂性などについて解析を行った。

その結果，採取した５種の植物と，植物の分解残渣

含有物（リターＡ０層，土壌Ａ層，生物糞）とは異

なったアミノ酸組成を示していた。アミノ酸組成を

クラスター解析したところ，植物葉と分解残渣含有

物は明瞭に別のクラスターに分類され，これらが明

瞭に異なるアミノ酸組成を持つこと，分解産物は分

解段階に応じた類似性があることが示された。こう

した結果は，有機物の分解において，生化学的特性

が徐々に似たものとなり，収斂してゆくことを示唆

している。

Summary
 

In order to elucidate changes in amino acid composition of natural organic matters through decomposi-

tion,we sampled plant leaves, the major organic products in forest ecosystems, and detritus containing
 

decomposed organic matter,such as litter O layer,mineral soil A layer, and faces, analyzed amino acid
 

composition,and discussed about their similarities and convergences. Plant leaves showed clearly different
 

composition of amino acid from detritus. Cluster analysis indicated that plant leaves were categorized in
 

the different cluster from detritus,suggesting that detritus derived from various sources can have similar-

ities in biochemical characteristics,in spite of varieties in chemical composition. These results suggest that
 

decomposed organic matter comes to have similarities in chemical characteristics during decomposition
 

process,and that they also have convergence in chemical characteristics.
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