
1 

湖沼における細菌由来溶存有機物の寄与： 

鏡像異性体バイオマーカーを用いた定量法の確立

滋賀県琵琶湖環境科学研究センター・研究員 山口保彦 

1. はじめに

琵琶湖など水圏の有機物動態・収支には、湖沼細菌によるDOMの生産・放出が、

有機物動態・収支の鍵となるプロセスである可能性がある。例えば、細菌が活発に

DOMを放出している状況では、細菌によるDOMの再利用が進むことで有機物の無機化

が促進されたり、有機物の難分解化が進行されたりすることが考えられる。こうし

た状況は、生態系にとっては「利用できる有機物が減少する」ことを意味し、特に

魚など高次の捕食者には悪影響を与える可能性がある。また、琵琶湖では近年のBOD

とCODの乖離から（図1）、難分解性DOMの濃度が増加している可能性が指摘されて

いるが、難分解性DOMの生成源として細菌が重要である可能性がある。 

海洋では、DOMの生産生物として細菌が量的に特に重要であることが近年分かっ

てきて、「微生物炭素ポンプ」という概念が提唱されるに至った（Jiao et al., 2010

など）。しかし湖沼環境では、手法の制約から、細菌由来DOMに関する知見は非常

に限られている。これまで湖沼環境で細菌由来DOMの研究が進んでいない理由の一

つに、海洋で用いられてきた研究手法をそのまま応用することが難しいことが挙げ

られる。 

海洋では様々な海域で、D-アミノ酸（通常の生物が持つL-アミノ酸の鏡像異性体）

など細菌特有の有機分子をバイオマーカーとして、DOMの生成源への細菌寄与度が

調べられてきた（例えばMcCarthy et al., 1998; Kaiser & Benner, 2008など）。

図1：琵琶湖におけるCOD、BODの年平均濃度の変化（北湖、南湖）。（琵琶湖

環境科学研究センター報告書を改変） 
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この定量法では、海洋遠洋域の微生物由来のDOMが、ある一定濃度の有機分子バイ

オマーカーを含むことを利用し、その値を100%の端成分として定量計算に用いてい

る。淡水湖沼では、Kawasaki et al. (2013) が霞ヶ浦でD-アミノ酸を用いて細菌

由来DOMの寄与定量を行っているのが唯一の報告となる。しかし、Kawasaki et al. 

(2013) の研究では、細菌寄与度の定量法や、D-アミノ酸の分析法など手法に課題

が残っていた。湖沼などの陸水環境では、グラム陽性細菌が多いなど細菌群集組成

が海洋と大きく異なるため、海洋と同じ定量計算法を用いられない可能性がある。

また、湖沼中の有機物は、陸域由来の腐植物質を多く含むため、D-アミノ酸などの

分析に際して、夾雑物を除いて正確に有機分子を同定する必要がある。 

 

2. 本研究の目的 

本項目の研究では、「D-アミノ酸を有機分子バイオマーカーとした、水圏DOM中

の細菌成分の寄与度定量」を、湖沼でも適用可能な手法として、世界で初めて開発・

確立することを目的とした。まず、D-アミノ酸の化学分析技術を、ガスクロマトグ

ラフ質量分析計（GC-MS）を用いて、湖沼のDOMにも適用できるように確立する。次

に、琵琶湖の天然細菌を用いた培養実験により、湖沼の微生物由来DOMに含まれる

有機分子バイオマーカーの濃度を制約し、定量のための端成分を確立する。さらに

琵琶湖の湖水DOM中D-アミノ酸濃度の深度分布、季節変動を明らかにして、琵琶湖

の難分解性DOM（系外に流出する有機物）と準易分解性DOM（湖内で再利用される有

機物）それぞれについて細菌の寄与度を定量する。難分解性と準易分解の成分に分

けて定量することで、有機物動態・収支の中での細菌の詳細な役割解明につなげる。 

 

3. 試料と手法 

3-1. DOM試料の採取 

 琵琶湖湖水は、琵琶湖北湖17Bサイト（今津沖中央）の表層（水深5 m）および深

層（水深60 m）において、琵琶湖環境科学研究センターの調査船「びわかぜ」の多

筒型ニスキン採水器またはバンドーン採水器を用いて、2018年8月27日、9月27日、

図2：本研究の構成 
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10月25日に採水した。採取した湖水は、ナイロン製プランクトンネット（150 μm

メッシュ、超純水で洗浄済）、Whatmann GF/Fフィルター（孔径0.7 μm、450℃で5

時間加熱済）、ポリカーボネート製Nucleporeフィルター（孔径0.2 μm、酸洗浄済）

を用いて、三段階の濾過で粒子状有機物と細菌細胞を除去し、湖水DOM試料を採取

した。アミノ酸分析用の試料は、ポリプロピレン製容器（アルカリ・酸洗浄済）に

入れて、-30℃で冷凍して保存した。 

 

3-2. 琵琶湖細菌を用いた培養実験 

 2018年9月27日に17Bサイト水深5 mから採取した湖水について、プランクトンネ

ット（同上）とGF/Fフィルター（同上）の2段階濾過を行い、生物として湖水表層

細菌細胞のみを含む濾液を得た。地下水中細菌を用いた培養実験を行ったShen et 

al. (2015) の手法に基づき、グルコース、硝酸ナトリウム、リン酸二水素カリウ

ムをそれぞれ単一の炭素源、窒素源、リン源とした人工培地を作製した。湖水濾液

を培地で50倍希釈し、ポリカーボネート製容器（酸洗浄済）に移して密栓した後、

暗所20℃で振盪（60 rpm）し、培養実験を行った。培養実験開始後、27日目に試料

を分取し、Nucleporeフィルター（同上）を用いて濾過を行い、培養実験DOM試料を

採取した。アミノ酸分析用の試料は、濾過後、ポリプロピレン製容器（アルカリ・

酸洗浄済）に入れて、-30℃で冷凍して保存した。 

 

3-3. DOM試料の分析 

 湖水DOM試料および培養実験DOM試料のDOC濃度は、TOC計（島津製作所TOC-L）を

用いて、濾過した当日に測定した。 

 アミノ酸分析用の試料はまず、内標準物質（L-ノルロイシン：L-Nle）を添加し

た後、凍結乾燥でDOM成分を濃縮した。濃縮試料をリアクティバイアルに移してア

スコルビン酸を添加した後、ヘッドスペースを窒素ガスで置換した状態で、6N塩酸

で液相加水分解（110℃、20時間）を行った。加水分解で遊離体として放出された

アミノ酸について、イオン交換樹脂による精製と、TFA-iPr誘導体化、液々抽出に

よる精製を行った（Takano et al., 2010; McCarthy et al., 2013; Yamaguchi & 

McCarthy, 2018; Veuger et al., 2005）。 

誘導体化したアミノ酸について、キラルカラム（Agilent CP-Chirasil-L-Val：

カラム長25 m、内径0.25 mm、膜厚 0.12 μm）を装着したGC-MS（Agilent 7890A GC 

- 5975C MSD）を用いて、D-アミノ酸、L-アミノ酸それぞれについて、選択イオン

モニタリングモードで、各アミノ酸の特徴的なフラグメントイオンを用いて定量し

た（Yamaguchi & McCarthy, 2018の手法を改変）。酸加水分解と誘導体化における

ラセミ化ブランクは、Kaiser et al. (2005)とYamaguchi & McCarthy (2018) の手

法に基づいて補正した。 

 

3-4. D-アミノ酸濃度を用いた細菌由来DOMの寄与定量 

 D-アミノ酸濃度は、Kaiser and Benner (2008) に基づき、同試料のDOC濃度で

規格化し、有機炭素量あたりの値とした。細菌由来DOMの寄与定量は、Kaiser and 

Benner (2008) に基づき、培養実験DOM試料の規格化D-アラニン（D-Ala）濃度を100%

として、湖水DOM試料の規格化D-Ala濃度から定量した。湖水の難分解性DOMと準易

分解性DOMの値は、二成分モデルを用いたMaki et al. (2010) の手法を用いて計算
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した。10月水深60 m試料の値を難分解性DOMの代表値として、8～10月水深5 mの試

料の値を難分解性DOMと各時期の準易分解性DOMの和として仮定した。 

 

4. 結果および考察 

4-1. GC-MSを用いたD-アミノ酸の分析法開発 

 まずアミノ酸標準試料を用いて、GC-MSによるD/L-アミノ酸分析法を最適化した。

本研究の手法では、アラニン（Ala）、バリン（Val）、スレオニン（Thr）、イソ

ロイシン（Ile）、ロイシン（Leu）、セリン（Ser）、アスパラギン酸（Asx）、グ

ルタミン酸（Glx）、フェニルアラニン（Phe）、チロシン（Tyr）の10種類のアミ

ノ酸について、D-アミノ酸をL-アミノ酸から分離して、高感度に定量ができた。選

択イオンモードを用いることで、他のアミノ酸や化合物のピークと分離して、各D-

アミノ酸を定量できた。これにより、HPLC蛍光法で値が報告されてきた主要4種類

のD-アミノ酸（Ala、Glx、Asx、Ser）に加えて、新たに6種類のD-アミノ酸（Val、

Thr、Ile、Leu、Phe、Tyr）についても、DOM中の定量が可能になった。 

検出限界は、GC-MSへの注入量で10 fmol程度で、HPLC蛍光法で報告されている値

（3-20 fmol：Kaiser et al., 2005）と同程度の値となり、湖水DOM試料の分析に

十分な感度となった。 

図4にアミノ酸標準試料の、図5に湖水DOM試料の分析例（GC-MSクロマトグラム）

を示す。  

図3：湖水DOM中のD-アミノ酸の分析法の流れ 
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図5：琵琶湖の天然DOM試料（2018年10月水深60m）の、GC-MSによるD-アミノ酸

分析のクロマトグラムの例。各アミノ酸に対応するイオンフラグメントを分け

て示した。 

図4：GC-MSによるDLアミノ酸標準試料（～1.8 pmol注入）の分析における、各

アミノ酸に対応する選択イオンのクロマトグラムの一部。各アミノ酸に対応す

るイオンフラグメントを、色で変えて重ね合わせて示した。 
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4-2. 湖水DOM中のD-アミノ酸 

図6に、琵琶湖（本研究）および他環境（北太平洋、霞ヶ浦：文献値）における、

天然DOM中のアミノ酸のD/L比を示した。海洋と霞ヶ浦のDOMについては、HPLC蛍光

法を用いてD-アミノ酸が分析されているため、主要4種アミノ酸（Ala、Glx、Asx、

Ser）の値のみを示した。 

 琵琶湖DOM中のAla、Glx、Asx、Serは、霞ヶ浦DOMよりも全体的に高いアミノ酸D/L

比を示して、北太平洋（海洋遠洋）のDOMと近い値となった。琵琶湖DOMの成分とし

て、細菌由来DOMが重要であることがこの結果からも示唆された。 

また、琵琶湖DOMでは、GC-MS法を用いたことで、新たにVal、Phe、TyrでD-アミ

ノ酸が有意な濃度で検出された。これらのD-アミノ酸は、湖水DOMの起源（内部生

産由来か外部流入由来か）を詳細に推定できる新たな指標として有用である可能性

がある。今後、様々な試料について、同様にGC-MS分析でこれらのD-アミノ酸を定

量していくことが重要となる。 

 

4-3. D-アミノ酸規格化濃度を用いた細菌寄与度推定 

図7に、琵琶湖（本研究）および他環境（海洋、霞ヶ浦、地下水：文献値）にお

ける、天然DOMおよび培養実験DOMのDOC規格化D-Ala濃度を示した。琵琶湖の湖水天

然DOMの値は、10～18 nmol mg C-1の範囲を示し、北太平洋および霞ヶ浦の値（それ

ぞれKaiser and Benner, 2008; Kawasaki et al., 2013）と同程度となった。琵琶

湖の湖水中細菌を用いた培養実験DOMの値は48 nmol mg C-1となり、同様の培養実験

が行われた海洋と地下水の値（それぞれ35 nmol mg C-1：Kaiser and Benner, 2008；

24 nmol mg C-1：Shen et al., 2015）よりも高い値を示した。 

 

図6：琵琶湖および他環境での天然DOMのアミノ酸D/L比。D/L比は、%D（= 

[D-AA]/([D-AA]+[L-AA])×100）として示した。琵琶湖DOM（2018年8～9月：水

深5m・60m）が本研究による値（色付）。霞ヶ浦DOMの値（白、灰色）はKawasaki 

et al. (2013) より、北太平洋DOMの値（黒）はKaiser et al. (2005) より、

それぞれ引用した。アミノ酸の略称は、本文4.1に示した。 
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図7：琵琶湖および他環境での、天然DOMと培養実験DOM中のD-AlaのDOC規格化

濃度。琵琶湖DOM（2018年8～9月：水深5m・60m）と培養実験DOM（琵琶湖）が

本研究による値（それぞれ、丸印とオレンジ菱形印）。培養実験DOM（海洋）

と北太平洋DOMの値（それぞれ、黒菱形印と白四角印）はKaiser and Benner 

(2008) より、霞ヶ浦DOMの値（三角印）はKawasaki et al. (2013) より、培

養実験DOM（地下水）の値（灰菱形印）はShen et al. (2015) より、それぞれ

引用した。 

図8：DOCで規格化したD-Ala濃度を用いて計算した、琵琶湖および他環境の天

然DOMにおける、DOC中の細菌由来成分の寄与。琵琶湖DOM（2018年8～9月：水

深5m・60m）が本研究による値。丸印がDOM全体の値で、星印は二成分モデルを

用いて計算した各月表層の準易分解性DOMの値。北太平洋DOMの値（四角印）は

Kaiser and Benner (2008) より引用し、霞ヶ浦DOMの値（三角印）はKawasaki 

et al. (2013) の値を基に再計算した。 
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図8には、DOC規格化D-Ala濃度を用いて計算した、琵琶湖および他環境の天然DOM

における、DOC中の細菌由来成分の寄与度を示した。琵琶湖の難分解性DOMを代表す

ると考えられる10月水深60 mの値は、35%となった。つまり、琵琶湖の難分解性DOM

には、細菌由来DOMとそれ以外（植物プランクトン由来など）、少なくとも二種類

の生成源が重要と言える。この琵琶湖の難分解性DOM （10月水深60 m）の値は、北

太平洋DOMの値（Kaiser and Benner, 2008）と、霞ヶ浦DOMのうち2010年4月の値

（Kawasaki et al., 2013の天然DOMの値を基に、琵琶湖の培養実験DOMの値を端成

分として再計算した）と、同程度となった。それぞれ、各環境における難分解性DOM

を代表すると考えられる値であり、琵琶湖のような貧～中栄養湖と、霞ヶ浦のよう

な富栄養湖の両方で、海洋遠洋域と同様に「微生物炭素ポンプ」が重要であること

を示唆する。さらに、同程度の値になったことは、共通のメカニズムが背景に存在

する可能性を示唆するが、詳細の解明にはさらなる研究が必要となる。 

8～9月の琵琶湖表層の準易分解性DOMの値は、それぞれ0±12%、4±15%と計算さ

れ、測定・計算に伴う誤差を考慮しても、最大でも20%以下となった。細菌由来成

分の寄与度が低かったことは、夏季の表層で生産され蓄積する準易分解性DOMは、

主に真核植物プランクトン由来であることを示唆する。 

一方で、10月（秋季）の琵琶湖表層の準易分解性DOMにおいて、細菌由来成分の

寄与度はは47%±20%となり、8～9月の値よりも有意に大きかった。真核植物プラン

クトン由来の準易分解性DOMを表層湖水中の細菌が取り込み、細胞内の代謝で作り

変えた後、細菌由来DOMが放出されたことが示唆される。2018年8月から10月にかけ

てのD-Ala濃度の変化から、細菌由来の準易分解性DOMの放出フラックスを計算する

と、表層（0-20 m）の積算値で、約0.04 gC m-2 d-1と推定された。これは、夏季表

層の細菌生産フラックスの5%程度の値となる。細菌生産の残り（95%）が、原生生

物による捕食とウイルス感染による易分解性DOMの放出・再利用で、生態系に有機

炭素を供給していると考えられる。 

 

5. 研究のまとめと意義 

 湖沼の細菌由来DOMの動態や物質循環における役割については、海洋での研究の

進展に比べて、知見が極めて限られていた。本研究では、孔径0.2 μm のフィルタ

ーによる濾過、GC-MSを用いた正確なD/L-アミノ酸の分析、天然湖水中細菌を用い

た培養実験を、それぞれ湖沼DOMのD-アミノ酸分析について初めて適用したことで、

D-アミノ酸バイオマーカーを用いた細菌由来DOMの寄与度定量を、湖沼環境でも適

用可能なアプローチとして世界で初めて確立した。本研究で開発した手法は、他の

湖沼にも応用可能であり、今後様々な環境の湖沼で細菌由来DOMの動態解明が進む

ことが期待される。 

 本研究で得られた、琵琶湖の2018年8～10月のD-アミノ酸データからはまず、琵

琶湖のような貧～中栄養湖と、霞ヶ浦のような富栄養湖の両方で、海洋遠洋域と同

様に「微生物炭素ポンプ」（細菌による難分解性DOMの生産）が重要であることが

示唆された。難分解性DOMの生成源としては、細菌による生産と、真核植物プラン

クトンなどによる生産の、少なくとも二種類の異なる経路が量的に重要であること

が示された。今後、湖水外部から流入するDOM（河川や堆積物間隙水）についても

D-アミノ酸分析を行い、内部生産と外部流入の寄与をそれぞれ推定することが重要

となる。 
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また、夏季の琵琶湖表層湖水に蓄積する準易分解性DOMは、安定炭素同位体比の

解析から、内部生産由来であることは判明していたが（Maki et al., 2010）、本

研究によって大部分は細菌由来ではなく真核植物プランクトン由来であることが

初めて示された。また、細菌による準易分解性～難分解性DOMの放出フラックスを、

細菌生産フラックスと比較することで、細菌生産の大部分は、捕食や易分解性DOM

放出などにより、短い時間スケールで利用可能な有機炭素として生態系に供給され

ていることが示唆された。 
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