
 

 

 

 

 

土壌有殻アメーバと森林シリカサイクル 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

青木 義幸 

 



 

 

 

土壌有殻アメーバと森林シリカサイクル 
(Testate amoebae and silica cycle in the forest soil) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

青木 義幸 

（AOKI, Yoshiyuki） 

 

名古屋大学大学院環境学研究科 博士（環境学） 

 

2008年 



 

 

 

要旨 

 

 

有殻アメーバは広く世界中の土壌に分布し、その個体数も多い。そのため、

陸域シリカサイクルに何らかの影響を及ぼしていると考えられる。とくに、

Euglyphidaeは環境中からケイ酸を吸収して鱗片をつくり、それを並べて殻を構築

するため、土壌中のケイ酸量の増減に関わっていると予想される。しかしながら、

これまで、有殻アメーバのバイオシリカを定量的に評価した例はほとんどなく、

したがって、有殻アメーバがどの程度の規模を持ったシリカプールであるのか不

明であった。 

本研究の目的は、森林シリカサイクルにおいて、これまでほとんど評価され

てこなかった有殻アメーバの役割を、定量的なデータから評価することにある。 

そのために、有殻アメーバの殻、とくに Euglyphidaeの殻を EPMAで分析し、

化学組成を調べた。また、純粋な鱗片試料を EPMA分析することによって、有殻

アメーバのバイオシリカの化学組成を調べた。その結果、有殻アメーバの殻から

は Si，Al，Ca，Fe，K，P，S，Cl，Na，Mg，Mn，Ti が検出され、とくに、Euglyphidae

の殻からは Si，Al，Ca，K，P，S，Cl，Na，Mg が検出された。一方、鱗片には

Si しか含まれておらず、有殻アメーバのつくるバイオシリカが非常に純粋なシリ

カであることが分かった。また、その他に検出された元素は生息していた土壌環

境を反映している可能性があり、それらは殻の内側に付着した生物由来、もしく

は、土壌由来の物質、または、鱗片をつなぐ膠着物であったと考えられる。 

さらに、有殻アメーバのバイオシリカ量を正確に測定するため、高倍率での

観察が可能な SEM による個体密度測定法の吟味を行った。従来のメンブレンフ



 

ィルター法に分散剤を用いた suspend-settle-decant procedureを導入することによ

って、90％の有殻アメーバを土壌縣濁液から回収できるようになった。これによ

って、従来の量の 2.5-25倍の土壌サンプルから有殻アメーバを抽出し、SEM観察

することができるようになり、それによって、正確な個体密度測定が行えるよう

になった（RSD:5%）。 

有殻アメーバを含む土壌微生物が、土壌からのケイ酸溶出にどのような影響

を及ぼすのか、また、有殻アメーバがどれだけのケイ酸をバイオシリカとして固

定しているのか確かめるために、ケイ酸溶出実験を行った。その結果、有殻アメ

ーバを含む土壌微生物が、土壌から供給されるケイ酸を一時的に細胞質内に保持、

もしくは、バイオシリカとして固定することによって土壌溶液中のケイ酸濃度を

低下させていることが分かった。さらに、土壌微生物によって取り込まれたケイ

酸の 55％が有殻アメーバによるものだと推定されることから、有殻アメーバが土

壌におけるシリカ蓄積生物として重要な地位を占めていることが分かった。 

有殻アメーバによって保持されているシリカ量、並びに、年間バイオシリカ

生産量の推定を行った。アカマツ－アベマキ林土壌で有殻アメーバの殻として保

持されているバイオシリカは 0.45-1.57 kg SiO2 ha-1であり、一時的なシリカプール

として植物ケイ酸体の 100から 1000分の 1 と、高等植物に匹敵するような規模

ではなかった。しかし、有殻アメーバは短いライフタイム、活発な増殖によって、

年間に 10-227 kg SiO2 ha-1 yr-1ものシリカを固定しており、高等植物が落葉落枝と

して土壌に供給するバイオシリカの量に匹敵していることが分かった。 

有殻アメーバはシリカ消費者、供給者として高等植物に匹敵するほどの役割

を持っており、とくに、短いライフサイクルと活発な増殖によって、短期的なシ

リカサイクルに貢献していると考えられる。 
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第 1 章 序論 
 

 

1.1 有殻アメーバ 
有殻アメーバ（testate amoebae）は殻（shellまたは test）を持つアメーバの

総称で、幅の広い、葉状仮足を持つものと細長い、糸状仮足を持つものがいる

（図 1）。近年の分子系統解析の研究結果から前者が Amoebozoaに、後者が

Rhizaria-Cercozoaに分類されている（Cavalier-Smith，2003）。両者は異なった

亜界に位置づけられる程進化的にかけ離れており、有殻アメーバは非単系統群

として、系統学的に興味深い生物群のひとつとなっている。さらに、殻の形、

大きさ、仮足開口部の位置や数など、殻の形態的特徴によって細かく分類され、

これまでに 300種以上の有殻アメーバが報告されている。有殻アメーバの殻は

その材質によって大きく 3つのグループに分けることができる。それは、殻の

材料として自らシリカやカルサイトの小さなプレート、鱗片（scale）をつくる

グループ（ idiosomes，図 2a-c）、殻の材料を外界からまかなうグループ

（xenosomes，図 2d, f）、そして、それらを利用せずにキチン質で殻をつくるグ

ループである（図 2e）。 

有殻アメーバの生息域は川、池、湖、土壌、コケ、地衣類の表面など、主

に淡水環境である。有殻アメーバの分布域は非常に広く、赤道から極域まで汎

世界に分布しており、普遍種がいることも知られている（Ogden & Hedley，

1980；Wanner，1999）。その一方で、Apodera (Nebela) vas のように分布域が南

半球、かつてのゴンドワナ大陸に限られる種の存在も知られており、近年の原

生動物における生物地理学的仮説”everything is everywhere”の議論の中で、最も

注目されている有殻アメーバのひとつとなっている（Finlay et al.，2004；Mitchell 

& Meisterfeld，2005；Foissner，2006；Smith & Wilkinson，2007）。 

土壌に生息する有殻アメーバは、その分布域の広さ、個体数の多さ、（e.g. 
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図 1 有殻アメーバの仮足． 

（a）葉状仮足，（b）糸状仮足． 
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図 2 有殻アメーバ． 

(a) Euglypha rotunda，(b) Trinema enchelys，(c) Tracheleuglypha acolla， 

(d) Phryganella acropodia，(e) Hyalosphenia subflava，(f) Schoenbornia humicola． 
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 Foissner，1987，1999）、そして、形態的特徴から容易に同定が行えることか

ら、比較的良く研究されてきた。形態学的研究とともに生態学的研究も行われ

ており、生物指標としての研究も盛んである。これまでに、腐植のタイプと有

殻アメーバの生死率との間に（Schönborn, 1973；Foissner，1987）、また、サン

プルの水分含量、もしくは、地下水面までの深さと個体数、群集構造との間に

（Heal，1964a；Charman & Warner，1992；Warner et al.，2007；Mitchell et al.，

2008）関係があることが明らかにされている。 

しかしながら、有殻アメーバとシリカサイクルの関わりについて、定量的

に取り扱った研究はこれまで行われてこなかった。有殻アメーバの中でも

Euglyphidaeと Lesquereusiidaeがシリカの殻をつくることが知られており（図 3）、

とくに、Euglyphidaeの Euglypha や Trinema は土壌中での個体数も多いことか

ら、土壌シリカサイクルに何らかの影響を及ぼしていると考えられる。 

 

1.2 シリカサイクル 
シリカの循環は陸上での岩石風化から始まる。岩石は温度変化や風雨によ

る物理的風化作用によって粉々になり、細かい画分へと変化する。さらに、二

酸化炭素の溶け込んだ雨によって、化学的風化作用を受け、ケイ酸、Si(OH)4、

を液相に供給する。溶け出したケイ酸は表面流や地下水として河川に供給され、

海洋へと運ばれる。海洋に運ばれたケイ酸はケイ藻、ケイ質鞭毛藻、放散虫や

カイメンなど、シリカ蓄積生物によって吸収され、バイオシリカ（オパール）

として固定される。Tréguer（1995）によると、陸域から河川を通して外洋に供

給されるケイ酸は 5.6 T mol Si yr-1であるのに対し、ケイ藻によって生産される

バイオシリカの量は 200-280 T mol Si yr-1である。外洋での循環されているシリ

カの量に対し、陸域から供給されるケイ酸はわずか 40-50分の 1程でしかない。

しかしながら、近年の人間活動の影響によってこの供給量が減少し、ケイ藻に

代って渦鞭毛藻が卓越することによって引き起こされる、有毒赤潮が海洋資源

にダメージを与え、深刻な問題となっている（Egge & Aksnes，1992；Ittekkot et  
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図 3 バイオシリカをつくる有殻アメーバ． 
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al.，2000）。 

土壌もまたケイ酸の重要な供給源のひとつである。土壌の中ではシリカは

主に二酸化ケイ素、ケイ酸塩として存在しており、バルクとして 53-73 wt.%で

あると見積もられている（Bowen, 1966）。その中で、土壌溶液に含まれる可給

態シリカ、ケイ酸として存在しているのはわずか 6-36 ppm（Epstein，1994）で、

この少ないケイ酸を利用して土壌のシリカ蓄積生物は生活している。 

鉱物などから土壌溶液中に溶け出したケイ酸はシリカ蓄積性の微生物や

高等植物によって吸収される一方で、一部が再び粘土鉱物として、もしくは、

二次的に形成される石英として鉱物粒子表面に固定化される（Basile-Doelsch et 

al.，2005；Sommer et al.，2006）。 

近年、高等植物によって毎年蓄積されるバイオシリカが 60-200 T mol Si 

yr-1 で、海洋でケイ藻によって固定されるバイオシリカの量に匹敵しているこ

とが知られ、高等植物の役割に注目する研究が増えている（e.g. Conley，2002；

Farmer et al.，2005）。高等植物は根からケイ酸を吸収し、維管束や葉などで細

胞壁、細胞の内腔、細胞間隙や表皮組織で植物ケイ酸体（plant opal、もしくは、

opal phytolith）を形成する。イネの研究から、この植物ケイ酸体の形成が生育

と収量、酵素活性、表面構造、病害虫抵抗性、水分欠乏耐性、塩類過剰抵抗性、

冷害抵抗性などにプラスに働くことが知られている（藤井，2002）。また、ト

マトなどの非イネ科植物からもケイ酸による生長促進や病害抵抗性の向上な

どの効果があることが報告され、ケイ素が高等植物の有用元素であると認めら

れるようになっている（Liang et al.，2007；高橋，1987，2007；Takahashi et al.，

1990）。 

森林では高等植物の葉は落葉として土壌に返され、微生物や土壌動物の働

きによって粉々にされる。落葉の分解とともに植物ケイ酸体は土壌中に放出さ

れ、土壌溶液に溶け出し、ケイ酸をシリカ蓄積生物に供給する。とくに、植物

ケイ酸体は非晶質で、ケイ酸塩鉱物と比べ溶解し易く、重要なケイ酸供給源と

なっている。その一方で、高等植物は根から二酸化炭素を放出したり、有機酸
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を分泌することによって、岩石の風化を促進するという一面も持っている。そ

のため、高等植物は陸域シリカサイクルにおいて非常に重要な地位を占めてい

る（Derry et al.，2005；Blecker et al.，2006）。 

土壌には多くの微生物が生息しており、これまでの研究から、土壌微生物

がケイ酸塩鉱物の溶解、もしくは、風化作用の促進をしていることが知られて

いる（Rogers et al.，1998；Bennett et al.，2001；Santelli et al.，2001；Burford et al.，

2003）。その一方で、供給されたケイ酸を積極的に利用する土壌棲のシリカ蓄

積微生物は土壌有殻アメーバ以外、ほとんど知られていない。まして、土壌棲

のシリカ蓄積生物によって保持されているバイオシリカ量や、年間のバイオシ

リカ生産量など、定量的なデータは全くなかった（Clarke，2003；Sommer et al.，

2006）。しかしながら、土壌有殻アメーバは短いライフタイムと活発な増殖に

よって毎年大量のバイオシリカを生産していると期待される（図 4）。そのため、

土壌有殻アメーバのバイオシリカ量を推定することは、陸域シリカサイクルだ

けに留まらず、全球的なシリカサイクルの解明においても重要なことである。 

土壌有殻アメーバのバイオシリカ量を正確に推定するためには、有殻アメ

ーバがつくるバイオシリカの化学組成を調べ、その中に含まれるシリカの量を

調べる必要がある。これまで、X 線マイクロアナライザ（EPMA）によって、

有殻アメーバの殻から Si の他に Ca，Al，K，Fe，P，S，Cl，Cuなど、様々な

元素が検出されることが知られている（Stout & Walker，1976；Jeanson & 

Coûteaux，1977；Coûteaux & Jeanson，1977；Schönborn & Peschke，1988，1990；

Yang et al.，2004）。これらの元素が有殻アメーバのバイオシリカに含まれてい

るのか、殻をつなぎとめている膠着物質に含まれるのか、あるいは、コンタミ

ネーションに含まれているものなのか突き止め、その上で、有殻アメーバのバ

イオシリカに含まれるシリカ量を算出する必要がある。 

 

 

 



8 

 

 

 

図 4 陸域、海洋シリカサイクルのバイオシリカ循環量． 
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1.3 森林土壌の有殻アメーバ個体密度測定法 
バイオシリカ量を推定する上で、土壌有殻アメーバの正確な個体密度を測

定する必要がある。しかしながら、土壌は岩石が風化作用を受けて供給される

無機物と、生物によって供給される有機物とが混ざり合ってできた複雑な系で

あり、構成する物質の質、大きさは様々である。そのため、その中の特定の生

物を計数したり、抽出したりする際に、この土壌粒子の存在が大きな障害とな

る。 

これまでに多くの研究者によって土壌有殻アメーバの個体密度測定法が

考案されてきた。それは大きく分けると培養法（Heal，1964b）と直接計数法

（e.g. Coûteaux， 1967；Aescht & Foissner，1996）であった（図 5）。培養法は

夾雑する土壌粒子中の有殻アメーバを増殖させることによって計数を容易に

する方法である。今までのところ、全ての有殻アメーバ種を同様に増殖させる

ことのできる培地が開発されておらず、正しい個体密度を調べることができな

いと言う問題点を持っている。そのため、有殻アメーバ個体密度測定法として、

直接計数法が主に利用されてきた（Foissner，1987，1999；Coûteaux & Darbyshire，

1998；Wanner，1999）。 

直接計数法において、有殻アメーバの計数には光学顕微鏡が使用されてき

た。光学顕微鏡下では、夾雑する土壌粒子が目的とする有殻アメーバを遮って

しまうことが研究者たちを悩ませてきた。この問題に対し、一度に観察するサ

ンプル量を少なくすることによって対処してきた。これによって、一度に観察

できる有殻アメーバの数は減ってしまうが、土壌粒子による被覆を少なくする

ことができる。例えば、Coûteaux（1985）は最終的に約 1 mgの土壌サンプル

中の有殻アメーバを、メンブレンフィルター法によってフィルター上に集め、

計数を行った。しかしながら、サンプル量を少なくすると、元々生息密度の小

さい有殻アメーバの個体密度を、過小評価、もしくは、過大評価する危険性が

ある（Foissner，1987）。有殻アメーバの中でも殻長 10-30 µm の小さな種は、鉱

物や腐植など土壌粒子によって容易に覆われ、観察、計数が困難である。とく 
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図 5 培養法と直接計数法の模式図．
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に、光学顕微鏡では細部の観察が困難であり、観察者の熟練度によって誤同定

や数え落としが生じてしまう（Lousier & Parkinson，1981a）。 

このような問題の解決手段として、高倍率観察が可能な走査型電子顕微鏡

（SEM）の使用が挙げられる。SEM を利用することによって、有殻アメーバ

の殻の観察が容易になり、誤同定が少なくなり、正確な個体密度測定を行うこ

とができるようになると考えられる。 

 

1.4 本研究の目的 
この研究の目的は、これまでほとんど評価されてこなかった森林シリカサ

イクルにおける有殻アメーバの役割を定量的に評価することである（図 6）。 

そのためにまず、有殻アメーバ、とくに Euglyphidaeの殻、そして、純粋

な鱗片の殻の化学組成を EPMAで分析し、有殻アメーバのバイオシリカに含ま

れる元素を特定し、シリカ含量を算出した。 

さらに、土壌有殻アメーバの正確な個体密度データからバイオシリカ量を

推定するため、容易に高倍率、高分解能像での観察が可能な SEM を利用した

個体密度測定法の吟味を行った。Coûteaux（1967，1975）のメンブレン 

フィルター法に分散剤と suspend-settle-decant procedureを導入することによっ

て、より多くの有殻アメーバを 1度に観察することができ、高精度での測定が

行えるよう、被検サンプル調整、並びに、SEM下での測定法の吟味を行った。 

有殻アメーバを含む土壌微生物が、土壌からのケイ酸溶出にどのような影

響を及ぼすのか、また、そのうち有殻アメーバの寄与率はどれだけなのか確か

めるために、ケイ酸溶出実験を行った。さらに、森林土壌の有殻アメーバによ

って保持されているシリカ量、並びに、年間バイオシリカ生産量の推定を行っ

た。 

以上の実験結果に基づき、森林シリカサイクルにおける有殻アメーバの役

割について議論した。 
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図 6 本研究の実験の流れとその意義． 
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第 2 章 材料と方法 
 

 

2.1 土壌サンプル 

個体密度測定法の開発、ケイ酸溶出実験のためにアカマツ－アベマキ林土

壌を、また、有殻アメーバの殻の組成を調べるためにマツ林土壌、広葉樹林土

壌、ユリノキ腐植を採取した。アカマツ－アベマキ林土壌はわが国の林野土壌

の分類における褐色森林土で（Ohta & Kumada，1976）、名古屋大学キャンパス

内で採取した。植生としてはアカマツ、アベマキの他、コナラ、ソヨゴ、ヒサ

カキが見られた。母岩は第四紀の八事・唐山層(砂礫層)であった。マツ林土壌

は褐色森林土で、愛知県豊田市深見町向イ田で採取した。植生はマツの他、コ

ナラ、アラカシ、ネズ、ヒサカキが見られた。母岩は第三紀鮮新世の矢田川累

層(砂礫層)であった。広葉樹林土壌は褐色森林土で、長野県下伊那郡大鹿村大

字大河原、中央構造線安康露頭付近の広葉樹林で採取した。高木層をミズナラ、

トチノキが優占しており、その他、フサザクラ、アカシデが見られた。母岩は

三波川変成帯の緑色片岩であった。ユリノキ腐植サンプルは、名古屋大学情報

文化学部棟屋上に形成されたユリノキの腐植層から採取した。ユリノキ以外の

落葉は見られなかったが、腐植サンプルにはバーミキュライトの混入が見られ

た。 

各土壌は、リター層を取り除いた後、腐植、または、A 層より採取した。

少なくとも森林内の 6地点で採取し、ひとつのポリエチレン袋に入れて一様に

なるようかき混ぜ、以下の実験に供試した。 

 

2.2 バイオシリカの分析 

2.2.1 有殻アメーバ試料 

日本の有殻アメーバの殻の化学組成とその元素の分布を調べるため、名古
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屋大学博物館野外観察園内の池の水から Arcella sp.，Centropyxis sp.，Difflugia 

acuminata，D. minutissima，D. oviformis，Euglypha acanthophora を、名古屋大学

キャンパス内のアカマツ－アベマキ林から Assulina muscorum，Centropyxis 

aerophyla，Corythion dubium，E. compressa，E. rotunda，Nebela collaris，Trinema 

complanatum，T. lineare を採取した。 

シリカの殻をつくる有殻アメーバの中でも、Euglyphidaeの殻の化学組成

が土壌環境の影響を受けて変化するのか調べるため、マツ林土壌、広葉樹林土

壌、および、ユリノキ腐植から Euglyphidaeを採取した。各土壌サンプルから、

既に死んで細胞質を含まない Euglyphidaeの殻を光学顕微鏡下で選別し、採取

した。 

天然の Euglyphidaeの殻の組成と比較するため、E. rotunda と T. enchelys の

培養を行った。両種はアベマキの葉と褐色腐朽菌によって分解を受けた木片と

の混合物を培養したものから分離した。培地としてモミガラ抽出液の 3%寒天

培地の上に蒸留脱イオン水で水層を形成したものを用いた。モミガラ抽出液は

0.5gのモミガラ粉末（< 63 µm）を 100mlの蒸留脱イオン水で煮出したものを

メンブレンフィルタ（孔径 0.45 µm）でろ過し、使用した。培養は 25℃、暗所

で行い、１ヶ月後、死んで殻だけになったものを選別して EPMA分析に供試し

た。 

得られた有殻アメーバの殻は 1%ピロリン酸ナトリウムで洗浄後、蒸留脱

イオン水で 5回以上洗浄して EPMA分析に供試した。 

有殻アメーバの同定には Chardez（1969），Clarke（2003），Decloître（1962，

1976，1978，1979a，1979b，1981，1982），Deflandre（1929），Foissner（1987），

Hedley ＆ Ogden（1974），Meisterfeld（2002a, b），Ogden（1983），Ogden & Hedley

（1980），Rauenbusch（1987），Schönborn et al.（1987），Thomas（1958）を参考

にした。 
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2.2.2 鱗片試料 

鱗片に含まれる元素を調べるため、天然の有殻アメーバ、および、培養し

た E. rotunda と T. enchelys の殻を、90℃の湯浴中で 3-6時間 H2O2処理し、細胞

や膠着物などの有機物を分解した（図 7）。H2O2処理後、少なくとも 7 回蒸留

脱イオン水で洗浄し、純粋な鱗片試料を得た。得られた鱗片試料は EPMA分析

に供試した。また、E. rotunda の鱗片を X 線回折（XRD）分析した。モミガラ

培地による培養によって得られた、大量の E. rotunda の殻を H2O2処理すること

によって、分析に足る、十分な量の鱗片試料を手に入れることができた。 

 

2.2.3 分析 

有殻アメーバ試料、および、鱗片試料の化学組成の定性分析を、X 線マイ

クロアナライザ（HITACHI，X-560S）を使用して行った。また、有殻アメーバ

試料、鱗片試料をのせる試料台としてカーボンを使用した。XRD 分析は X 線

回折装置（JEOL，DX-GE-F）、Cu-Ka線で行った。 

 

2.3 SEM を利用した有殻アメーバ個体密度測定法 

2.3.1 被検サンプル処理 

測定に使用した土壌サンプルはアカマツ－アベマキ林より採取した。サン

プリングは 2000年 11月から 2001年 4月の間に 5回行った。 

被検サンプルの調整はメンブレンフィルター法（Coûteaux，1967，1975）

を基に、SEM観察用に改良を加えた（図 8）。100 mlビーカーに土壌サンプル

250 mg wet wt.（水分含量：約 20％）を 80 mlの分散剤に懸濁し、マグネティッ

クスターラで 90分間攪拌した（600 rpm）。分散剤は最終濃度 2 mMピロリン酸

ナトリウムを含むリン酸ナトリウム緩衝液（pH 6.5）を使用した。また、土壌

を分散剤に懸濁した際の最終 pHは 6.8であった。土壌懸濁液は 100 mlの遠沈

管に移し、粘土粒子や細菌細胞などの微粒子を取り除くため、遠心分離した

（175 ×g，20分間）。この遠心分離によって、微粒子による有殻アメーバの埋 
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図 7 鱗片の H2O2処理． 
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図 8 suspend-settle-decant procedure．
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没やメンブレンフィルターの目詰まりを大きく軽減することができた。そして、

残った沈殿を 10 ml試験管に移し、10 ml蒸留脱イオン水で再懸濁し、3分、も

しくは、5分静置した後にデカントして上清フラクション（sup fraction No.1）

と沈殿（ppt fraction）に分離した（図 8）。沈殿は再懸濁後、3分、もしくは、5

分静置し、再びデカントした（suspend-settle-decant procedure）。この操作を 2

度繰り返し sup fraction No.2、No.3、および、final ppt fractionを得た。sup fraction 

No.1の波長 660 nmでの吸光度（OD660） が 0.1-0.2になるように希釈率を決定

し、sup fractions No.1-3、および、final ppt fractionを同一の希釈率（Vfinal / Vsample）

でそれぞれ希釈し、そのうちの 10 ml を各々メンブレンフィルター

（ADVANTEC，φ25 mm，孔径：0.2 µm，有効面積：296 mm2）で濾過し、個

体密度測定に供試した。この希釈率で希釈した際、微粒子および粗大な粒子に

よって有殻アメーバが覆われてしまうことはなかった。 

 

2.3.2 個体密度測定 

有殻アメーバの観察、および、計数は走査型電子顕微鏡（HITACHI，S-2300）

で加速電圧 10 kVの条件下で行った。 

有殻アメーバの計数はそれぞれ 600 倍、800 倍で、ランダムに選んだ 10

区画（1区画：2 mm ×2 mm，合計走査領域：40 mm2）、20区画（1区画：1 mm 

× 1 mm，合計走査領域：20 mm2）の走査領域内に現れた有殻アメーバの個体

数を測定した。測定した個体数から有殻アメーバの個体密度 [g-1 dry soil]を以

下のように算出した。 

 

Ntotal × At × d 
（個体密度） = 

Wsoil × f × Afield 
（1）

Ntotal：有殻アメーバの総個体数 [ind.] 

At：メンブレンフィルターの有効面積 [mm2] 
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d：懸濁液の稀釈倍率 

Wsoil：土壌サンプルの乾燥重量 [g] 

f：走査領域の数 

Afield：1走査領域の面積 [mm2] 

 

そして、有殻アメーバの個体密度は 5フィルターの平均値として表した。 

また、各フラクション中に含まれる有殻アメーバの存在量を回収率として

以下のように定義した。 

 

Nx 
（回収率）  = 

Ntotal  
× 100 (%) （2）

Nx：sup fraction No.xに含まれる有殻アメーバの個体数 

 

先行研究の土壌有殻アメーバ密度データの測定精度は、標準偏差、標準誤

差、95％信頼区間など表示が統一されていない。そのため、比較のために相対

標準偏差（RSD）を計算しなおした。 

また、得られたアカマツ－アベマキ林土壌の有殻アメーバ個体密度データ

は後の有殻アメーバのバイオシリカ量推定にも使用した（3.5参照）。 

 

2.4 ケイ酸溶出実験 

土壌からのケイ酸溶出に対する微生物の影響を調べるために培養実験を

行った。土壌サンプルはアカマツ－アベマキ林土壌を使用した。土壌サンプル

は一度、開口径 2mm のふるいにかけ、一部を微生物非存在下でのシリカ溶出

量を調べるため、オートクレーブで滅菌処理して滅菌土壌とし、一部をそのま

ま何も処理もせず未滅菌土壌として実験に供試した。滅菌処理はオートクレー

ブで 1度、121℃、20分間の処理を行ってから 24時間後に再び同処理を行うこ
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とによって実施した。 

ケイ酸溶出実験の概要を図 9に示す。50 mlポリプロピレンボトルに未滅

菌土壌 6.3 g、または、滅菌土壌 6.1 g（未滅菌土壌、滅菌土壌ともに炉乾土 5g

に相当）を分取し、蒸留脱イオン水 30 mlを加え、懸濁し、10℃、20℃、30℃

で静置培養した。各温度条件で 18ボトルずつ、各土壌で計 57 ボトルずつ準備

した。培養後 0日目、1日目、3日目、7日目、14日目、21日目、28日目に各

3 ボトルのシリカ濃度を測定した。測定後、ボトルは破棄した。シリカ濃度測

定の前に 200 rpm、30分間、往復振盪した（Taitec, Recipro shaker SR-2s）。20

分間静置後、上清 1 mlを採取し、遠心分離し（12000 ×g、15分間）、粘土な

どの微細な粒子を取り除いた。こうして得られた上清をケイ酸分析に供試した。 

ケイ酸分析は、住田（1997）のモリブデンブルー法に従い、分光光度法で

行った（HITACHI, U-1100）。培養 0日目のケイ酸濃度は土壌の水分含量など

によって影響を受けるため、ケイ酸溶出量は培養 1日目の値をゼロとして表し

た。 

有殻アメーバの殻によって保持されているバイオシリカの量を測るため、

培養 0日目、14日目、28日目のボトル内の有殻アメーバ個体密度を SEMによ

って測定した。 

 

2.5 有殻アメーバが保持するシリカ量の推定 

有殻アメーバの森林シリカサイクルへの寄与を調べるため、有殻アメーバ

の殻のバイオシリカ量を算出した。有殻アメーバのバイオシリカ BSi [pg]は以

下のように表される。 

 

BSi  = Vtest × CSi （3）

Vtest：有殻アメーバの殻の体積 [µm3] 

CSi：有殻アメーバの殻の単位体積当たりのシリカ量 [pg SiO2 µm-3] 
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図 9 ケイ酸溶出実験とケイ酸分析のサンプル処理法． 
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有殻アメーバの殻の体積を算出するためには、殻の厚さ t [µm]を測る必要

がある。しかし、有殻アメーバの殻は非常に薄く、厚さの測定が困難であるた

め、以下のように表面積 Stest [µm2]を元にバイオシリカを算出した。 

 

BSi  = Stest × t × CSi  = Stest × α （4）

α：有殻アメーバの殻の単位表面積あたりのシリカ量 [pg SiO2 µm-2] 

 

α値の測定は図 10の方法に従い、任意の鱗片を含む鱗片溶液を 1N NaOHで処

理して得られた鱗片溶解液のケイ酸濃度を測定し、鱗片 1枚当たりのバイオシ

リカ量を算出した。α値の測定には大量の殻が必要であり、本研究では、大量

に培養することができた E. rotunda の α値を利用してバイオシリカ量を算出し

た。 

13種の有殻アメーバの殻の大きさを SEM下で測定し、表面積を求め、有

殻アメーバが保持しているバイオシリカ量を算出した。各有殻アメーバの殻の

表面積は 30個体の平均値として表した。 

土壌有殻アメーバによって保持されている総バイオシリカ量[pg SiO2 m-2]

は各有殻アメーバ種の個体密度から以下のように求めた。 

 

（総バイオシリカ）  = Σ BSij × Dj （5）

BSij：有殻アメーバ種 j の殻に含まれるバイオシリカ量 [pg SiO2] 

Dj：有殻アメーバ種 j の個体密度 [ind. m-2] 

 

アカマツ－アベマキ林土壌の有殻アメーバ個体密度データをもとに有殻

アメーバによって保持されているバイオシリカ量の推定を行った。 
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図 10 鱗片の溶解法． 
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第 3 章 結果と考察 
 

 

3.1 有殻アメーバの殻の組成 

3.1.1 様々な有殻アメーバの殻の元素分布 

EPMAによる面分析の結果を図 11に示す。Arcella sp.の殻はキチン質から

できており、Si の量が少なく、それに対し、Fe、Ca、K が比較的多く検出され

た。（図 11-1）。一方、その他の有殻アメーバの殻からは多量の Siが確認され、

その他には Ca，Al，Fe，K が比較的よく検出された。また、微量ながら P，S，

Cl，Na，Mg，Mn，Ti なども検出された。これらの結果は、先行研究とよく一

致している（Stout & Walker，1976；Jeanson & Coûteaux，1977；Coûteaux & Jeanson，

1977；Rauenbusch，1987；Schönborn & Peschke，1988，1990）。しかし、今回、

先行研究で検出されたCuやNi はどの有殻アメーバの殻からも検出されなかっ

た。そのため、これらの元素は生息環境を反映している可能性がある。 

外界の物質で殻をつくる有殻アメーバのうち、C. aerophyla，Centropyxis sp.，

D. acuminata の殻に含まれる各元素の分布は一様ではなく、殻の素材となった

鉱物やケイソウなどのパターンと元素分布が一致していた（図 11-3,-4, -6）。そ

れに対し、同じタイプの殻を持つ D. minutissima，D. oviformis，N. collaris の元

素分布は一様であった（図 11-7,-8,-12）。N. collaris は Euglyphidaeを捕食し、そ

の鱗片を殻の素材とするため、このような分布パターンを示したと考えられる。

自ら鱗片を分泌し、殻の素材として利用する Assulina muscorum，C. dubium，

E. acanthophora，E. compressa，E. rotunda，T. complanatum，T. lineare の元素分

布は一様であった（図 11-2,-5,-9,-10,-11,-13,-14）。 
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2次電子線像 Si Ca 

   

   

Fe K Na 

   

  

 

Cl Mn  

図 11-1 Arcella sp.の元素分布． 
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2次電子線像 Si Ca 

   

   

Al K Na 

   

 

  

P   

図 11-2 Assulina muscorum 元素分布． 
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2次電子線像 Si Ca 

   

   

Al Fe K 

   

  

 

Ti Mg  

図 11-3 Centropyxis aerophyla の元素分布． 
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2次電子線像 Si Ca 

   

   

Al Fe K 

   

 

  

Cl   

図 11-4 Centropyxis sp.の元素分布 
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2次電子線像 Si Ca 

   

   

Al K Na 

   

   

Cl P S 

図 11-5 Corythion dubium の元素分布． 
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2次電子線像 Si Ca 

   

   

Al Fe  K 

   

   

Na Mn Ti 

   

図 11-6a Difflugia acuminata の元素分布． 
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2次電子線像 Si Ca 

   

   

Al Fe K 

   

   

Na Mn Ti 

   

図 11-6b Difflugia acuminata の元素分布（7-6aの枠内の拡大表示）． 
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2次電子線像 Si Ca 

   

  

 

Fe Mn  

   

図 11-7 Difflugia minutissima の元素分布． 
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2次電子線像 Si Ca 

   

   

Fe K Na 

   

   

Cl Mn Mg 

図 11-8 Difflugia oviformis の元素分布． 
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2次電子線像 Si Ca 

   

   

Fe K Na 

   

 

  

Cl   

図 11-9 Euglypha acanthophora の元素分布． 
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2次電子線像 Si Ca 

   

  

 

Al Fe  

図 11-10 Euglypha compressa の元素分布． 
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2次電子線像 Si Ca 

   

   

Al Fe K 

   

 

  

Ti   

図 11-11 Euglypha rotunda の元素分布． 



37 

 

 

 

 

   

2次電子線像 Si Ca 

   

   

Al Fe K 

図 11-12 Nebela collaris の元素分布 
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2次電子線像 Si Ca 

   

  

 

Al Fe  

図 11-13 Trinema complanatum の元素分布． 
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2次電子線像 Si Ca 

   

  

 

Al Fe  

図 11-14 Trinema lineare の元素分布． 
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3.1.2 異なった土壌環境の Euglyphidae の殻の組成 

異なった土壌の Euglyphidaeの殻を EPMA分析することによって、環境の

違いが Euglyphidaeの殻の化学組成に変化を与えるか確かめた。 

3 種類の土壌サンプルから合計 8 種の Euglyphidaeが採取された（表 1）。

そのうち E. rotunda と T. lineare がすべての土壌サンプルから採取された。 

すべての土壌の Euglyphidaeの殻から共通して多量の Si と微量の Al、Ca

が検出された（表 2-4）。広葉樹林土壌ではその他に、微量ではあるが、K が常

に検出された（表 3）。また、ユリノキ腐植では Ti や Feが検出された（表 4）。

これらの結果は Euglyphidaeの殻の分析を行った先行研究とも一致する（Stout 

& Walker，1976；Jeanson & Coûteaux，1977；Coûteaux & Jeanson，1977；Rauenbusch，

1987；Schönborn & Peschke，1988，1990；Yang et al.，2004）。ユリノキ腐植に

はバーミキュライトの混入が見られ、E. rotunda，T. complanatum，T. lineare で

検出された Fe はこれが原因だと考えられる。バーミキュライトには一般的な

土壌よりも多くの Feが含まれており、この特殊な土壌環境が Euglyphidaeの殻

の化学組成に影響したものと考えられる。また、ユリノキ腐植の Euglyphidae

の殻では Na，Mg，P，S，Cl，K が検出されなかったが、これらの元素が他の

2つの土壌サンプルの Euglyphidaeでも、常に検出されるわけではないことと、

生物を構成する主要元素であることから、殻の内側に付着した生物由来元素が

検出された可能性が考えられる。EPMAは対象物の表面数 µm の化学組成を分

析することが可能であるが、有殻アメーバの殻はそれよりも薄いため、殻の内

部に付着した不純物の元素まで検出してしまう恐れがある。 

 

 



41 

 

 

表 1 各土壌に出現した Euglyphida． 

（a）マツ林土壌，（b）広葉樹林，（c）ユリノキ腐植． 
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3.1.3 Euglyphidae のバイオシリカ 

Si 以外に微量検出された元素が有殻アメーバのバイオシリカにもともと

含まれている元素なのか確かめるため、H2O2処理して得た鱗片の化学組成を調

べた。 

培養して得られた E. rotunda と T. enchelys の殻からは多量の Si と微量の

Al，Caが検出されたが、野生種で確認された Fe，K や Ti は検出されなかった

（表 5）。 

一方、野生種、培養株双方の殻を H2O2 処理し、膠着物などの有機物を分

解して得られた鱗片からは、Si 以外の元素は検出されなかった（表 5）。 

また、鱗片試料の粉末 X 線回折分析をした結果、回折パターンから有殻ア

メーバがつくるバイオシリカが、シリカゲル同様、非晶質なシリカであること

が分かった（図 12）。 

以上のことから、Euglyphidaeのつくるバイオシリカが非常に純粋なシリ

カであり、Si 以外の Na，Mg，Al，P，S，Cl，Ca，K などの元素は殻の内側に

付着した生物由来、もしくは、土壌由来の物質に含まれていたか、もしくは、

鱗片をつなぐ膠着物に含まれていたものと考えられる。そして、それらの元素

は生息していた土壌環境を反映していることが示唆された。 

 

3.2 SEM を利用した個体密度測定法の開発 

3.2.1 分散剤の効果 

土壌中から効率よく有殻アメーバを回収するために、粘土鉱物学で使用さ

れる分散剤、ピロリン酸ナトリウムを使用した。 

分散剤を利用しない場合、土壌懸濁液中の 40%の有殻アメーバが final ppt

に残ってしまったが、分散剤を使用することによって、それを 3分の 1以下に

抑えることができた（表 6）。Griffiths ＆ Ritz（1988）は 50 mMトリス緩衝液

（pH 7.5）を分散剤とし、鉱質土壌から原生動物を有効に分離しているが、有

殻アメーバはその他の原生動物とは異なり、殻を有しているため、遠心分離に 
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図 12 石英、シリカゲル、Euglypha rotunda の X 線回折パターン． 
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よる分離が難しかった。そのため、遠心分離を利用して、粘土鉱物、腐植片、

細菌、菌類胞子や小さな原生動物など、微細なフラクションを土壌懸濁液中か

ら取り除いた。この際、上清フラクションを顕鏡したが、有殻アメーバは含ま

れていなかった。再び、沈殿を懸濁したが、懸濁液にはまだ微粒子が多く存在

しているため OD660を 0.1-0.2になるように希釈し、そのうちの 10 mlをメンブ

レンフィルターでろ過するのが、SEM による有殻アメーバの計数には適して

いた。 

 

3.2.2 suspend-settle-decant procedure 

静置時間 3分、及び、5分で回収した sup fraction No.1の有殻アメーバの回

収率はそれぞれ 70%、57%となったが、sup fractions No.2, 3を合わせると 90％、

85％となり、suspend-settle-decant procedureを 3度繰り返せば土壌から有殻アメ

ーバを約 90％回収できることが分かった（表 6）。さらに、高い回収率と作業

時間の短縮ができることから、森林土壌においては suspend-settle-decant 

procedureの静置時間を 3分にするのが適していた。 

suspend-settle-decant procedure を行い、夾雑する土壌粒子を沈殿に分離す

ることによって、より多くの有殻アメーバを 1度に取り出し、個体密度測定を

行うことができるようになった。最終的に一度の測定に従来の 2.5-25倍に当た

る、約 25 mgの土壌サンプルを供試することができた。 

 

3.2.3 SEM による個体密度測定における適切な走査領域 

自ら殻の材料をつくる有殻アメーバ（idiosomes、および、キチン質の殻を

つくる有殻アメーバ）がほとんど sup fractions No.1-3に回収される一方で、外

界の物質で殻をつくる有殻アメーバ（xenosomes）の回収率は走査領域 20 mm2

で46％、走査領域40 mm2で58％であった（図13）。この低い回収率は sup fraction

だけでなく ppt fractionまで計数する必要があることを示している。これは、

xenosomesの殻が鉱物などでできているために重く、静置後、比較的早く沈ん 
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図 13 有殻アメーバの回収率． 

3 分の静置時間で suspend-stand-decant procedureを三度繰り返して得られた

supfractions No.1-3を走査領域 20 mm2（□）、および、走査領域 40 mm2（■）で計測

して得られた回収率（エラーバーは標準偏差）． 
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でしまい、sup fractionに回収できなかことが原因であると考えられる。

xenosomes以外の有殻アメーバの回収率のばらつきは小さいものの、xenosomes

の回収率の標準偏差の大きさから、計測する走査領域は合計で 20 mm2よりも

40 mm2の方が適していることが分かった。 

 

3.2.4 測定精度 

表7は本研究によって確立された方法と先行研究の測定精度を比較したも

のである。本方法の RSDは 5-14 ％で、Coûteaux（1985）を除く、すべての方

法の RSD よりも小さく、本方法の精度が優れていることを示している。

Coûteaux（1985）のリター、土壌サンプル中の有殻アメーバ個体密度測定の測

定誤差は非常に小さいが、1度の計数にかけるサンプル量が 1 mgと非常に少な

いものであった。一方、同様の手法で、Lousier ＆ Parkinson（1981a）は一度

に森林土壌サンプルを 5 mg、もしくは、10 mg使い、有殻アメーバ個体密度測

定を行ったが、その RSDは Coûteaux（1985）よりも大きなものであった。こ

の RSD の差は、土壌の不均一性と顕鏡時の見落としとが原因であったと考え

られる。Lousier ＆ Parkinson（1981a）はメンブレンフィルター法において、

光がフィルターを通ることによって起こる解像度の低下が、光学顕微鏡観察を

困難にしていることを指摘している。そのため、土壌粒子が多いサンプル中の

有殻アメーバを同定する際には、高い技術と高分解能の光学顕微鏡が必要であ

る。その一方で、SEM観察には特殊な技術は必要なく、容易に同定が行える。

仮足開口部の形状が同定のキーとなる種の場合、仮足開口部がメンブレンフィ

ルターに面していると同定が困難になる。しかし、そのような場合でも多くの

場合、属までの同定は可能であり、とくにシリカサイクルの研究においてはそ

れで十分である。また、Wilkinson ＆ Davis（2000）によって、素早く、微生

物多様性の評価を行うには属レベルの同定で十分であることが示されている。

したがって、本方法によって十分、微生物生態学的にも意味のある情報を得る

ことができる。SEM 観察では殻の中身を通して見ることができないため、そ
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表 7 有殻アメーバの個体密度測定法の違いによる精度比較． 

 

 



53 

の個体が生きていたのか、死んで殻だけになっていたのか判断が難しいという

問題点がある。しかし、SEM 観察には大きな、利点が幾つも存在する。それ

は、小型の有殻アメーバであっても、比較的同定が容易で、見落としが少ない

こと、観察に当たって固定や染色の操作が必要ないこと、金蒸着後の試料は特

別な処理を施さなくとも、長時間保管が可能であることである。 

 

3.3 有殻アメーバのバイオシリカ量 

本研究では有殻アメーバのバイオシリカ量を算出するために E. rotunda の

α値を利用した。E. rotunda は有殻アメーバの中でも中間的な大きさで、尚且つ、

世界中の土壌に分布し、その個体数も多い。そのため、E. rotunda は α値を代

表する種として適していると判断した。 

鱗片試料を溶解し、その溶解液に含まれるシリカ量を計測し、E. rotunda

の鱗片 1枚に含まれるシリカ量を計算した。その結果、鱗片 1枚に含まれるバ

イオシリカは約10 pg SiO2であった。 E. rotundaの鱗片1枚の面積は約16.6 µm2 

であり、そこから求められる α値は 0.6 pg SiO2 µm-2であった。 

E. rotunda の α値を利用して、13種の有殻アメーバの殻のシリカ量を決定

し（表 8）、有殻アメーバによって保持されているバイオシリカの量を推定し

た（3.4、および、3.5参照）。 

 

3.4 ケイ酸溶出実験 

土壌微生物の活動によって、土壌から溶出するケイ酸の量がどのように変

化するのか、また、そのうち有殻アメーバがどの程度の寄与を果たしているの

か確かめるために培養実験を行った。 

滅菌土壌から溶出したケイ酸の量は、どの温度条件においても、時間とと

もに増加し、温度が高いほど多かった（図 14）。微生物の生存する、未滅菌土

壌においても、時間とともにケイ酸溶出量の増加が見られたが、20℃だけは培

養 14 日目にプラトーに達した。これは、微生物によるケイ酸の利用量と溶出
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表 8 有殻アメーバの殻の表面積（St e s t）とバイオシリカ量（BSi）． 
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図 14 滅菌土壌、および、未滅菌土壌からのシリカ溶出量． 

エラーバーは標準偏差を示す（n=3）． 
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量が釣り合っていることを示している。未滅菌土壌のケイ酸溶出量はどの

温度条件においても滅菌土壌より低かった。とくに、20℃で培養した場合に著

しく低く、培養 28 日目における非滅菌土壌のケイ酸溶出量は滅菌土壌と比べ

て 10.3 µg SiO2 g
-1 soilも低かった。このケイ酸溶出量の差は、有殻アメーバを

含む、シリカ蓄積生物の活発な活動、もしくは、滅菌処理によるケイ酸溶出速

度の増大のいずれかの可能性がある。滅菌処理によって土壌からのケイ酸溶出

が促進されるのか確かめるため、滅菌土壌、未滅菌土壌を 25℃条件下で 100

時間まで反復振盪し、土壌懸濁液のケイ酸濃度の変化を調べた。その結果、各

時間における滅菌土壌、未滅菌土壌の懸濁液のケイ酸濃度には有意な差は見ら

れなかった。そのため、培養実験における滅菌土壌と未滅菌土壌のケイ酸溶出

量の差は、微生物によって一時的に細胞質内に保持、もしくは、バイオシリカ

として固定されていることが原因であると考えられる。 

10℃、30℃と比べ、20℃で培養したボトル中の有殻アメーバは著しい増殖

が確認された。そのため、有殻アメーバの至的温度と考えられる 20℃において、

ケイ酸の溶出量と有殻アメーバの保持するバイオシリカの量を調べた（図 15）。

滅菌土壌と未滅菌土壌のケイ酸溶出量の差は、培養 28 日目において 15.7µg 

SiO2 g
-1 soilであった。有殻アメーバによって保持されているバイオシリカの量

は、始め 13.6µg SiO2 g
-1 soilであったが、実験終了時では 22.3µg SiO2 g

-1 soilと

なった。これは 28日間のうちに、懸濁液中に溶出した 8.7 µg SiO2 g
-1 soilのケ

イ酸を有殻アメーバが吸収し、バイオシリカとして固定したことを示しており、

これは微生物によって一時的に細胞質内に保持、もしくは、バイオシリカとし

て固定されていると考えられるシリカの 55％を占めている。 

以上のことから、土壌微生物は細胞質内にケイ酸を保持、または、バイオ

シリカとして固定することによって、土壌中のケイ酸濃度を低下させており、

そのうちの約半分が有殻アメーバによるものだと推測される。そのため、有殻

アメーバが土壌におけるシリカ蓄積生物として重要な地位を占めていると考

えられる。その一方で、土壌微生物は呼吸によって CO2を放出したり、代謝物 
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図 15 20℃における滅菌土壌、および、未滅菌土壌からのシリカ溶出量と有殻ア

メーバのバイオシリカ量． 

エラーバーは標準偏差を示す（n=3）． 
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として無機や有機の酸を分泌することによってケイ酸塩鉱物の溶解を促進し

ている（Bennett et al.，2001；Burford et al.，2003）。さらに、細菌や菌類は、

Mg，Ca，Fe，Cuなど必須金属元素をケイ酸塩鉱物から獲得するためにキレー

ターを分泌する。その結果、ケイ酸塩鉱物の溶解はさらに促進されていると考

えられる（Rogers et al.，1998；Santelli et al.，2001）。 

 

3.5 アカマツ－アベマキ林土壌における有殻アメーバのバ

イオシリカ 

アカマツ－アベマキ林土壌の個体密度データ（表 7）から推測される、有

殻アメーバの殻として保持されているバイオシリカの量は 0.45-1.57 kg SiO2 

ha-1 であった（表 9）。有殻アメーバは増殖前、娘細胞のための鱗片を細胞質

内に蓄えている（図 16）。そのため、有殻アメーバの殻として確認されるより

も多くのシリカが有殻アメーバによって蓄えられていると考えられる。それで

も、シリカプールとしては高等植物の 100から 1000分の 1 の規模でしかない

（表 10）。 

2001年 4 月 11日、有殻アメーバの殻として保持されていたバイオシリカ

量は 1.06 kg SiO2 ha-1であったが、わずか 6日間で 50%増加し、1.57 kg SiO2 ha-1

となった（表 10）。これは有殻アメーバが季節変化に素早く応答し、その個体

数を変動させていることを示している。Euglyphidaeの世代時間は約 2-5日と非

常に短く（Schönborn，1975，1982；Ogden，1981；Lousier，1984；Lousier & Parkinson，

1984）、死んだ個体もすぐに分解を受けることからも裏付けられる（Lousier & 

Parkinson，1981b；Schönborn，1982；Meisterfeld & Heisterbaum，1986）。Lousier 

& Parkinson（1981b）の報告によれば、死んで空になった有殻アメーバの殻は 1

週間で 74-97%が、2 週間で 89-98%が分解を受け、ばらばらになるという。そ

のため、有殻アメーバの殻はそれほど長い時間、そのままの形で土壌中に存在

しているのではなく、すぐに分解され、風化作用にさらされると考えられる。

また、有殻アメーバの鱗片は植物ケイ酸体と比べて非常に小さく、薄く（図 17）、 
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図 16 Euglypha rotunda の増殖．
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図 17 バイオシリカの比較． 

（a）Euglypha rotunda の仮足開口部の鱗片，（b）アカマツの植物ケイ酸体． 
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非晶質であることから比較的に早く風化作用を受け、溶解すると考えられる。

溶解したケイ酸は再びシリカ蓄積生物によって利用可能となる。 

たとえ、有殻アメーバのライフサイクルが短く、シリカプールとしてマイ

ナーであったとしても、有殻アメーバのバイオシリカはすぐに再利用され、結

果として、土壌中のシリカ滞留時間を引き延ばし、土壌に生息する生物が利用

可能なシリカの量を増大させていると考えられる。 

 

3.6 年間シリカ生産量 

先行研究によって、世界各地の土壌で有殻アメーバの存在が確認されてお

り、その上、生息個体数も多いことが知られている。とくに、ヨーロッパやカ

ナダの森林においてその生態が良く調べられいる（Foissner & Adam，1981；

Lousier & Parkinson，1984；Meisterfeld，1986；Schönborn，1992）。Lousier & 

Parkinson（1984）、Schönborn（1975）、Schönborn（1982）の個体密度、バイ

オマス量、生産量のデータと本研究で得られた α値から、生きた土壌有殻アメ

ーバによって保持されているバイオシリカ量、および、年間に生産されるバイ

オシリカ量を算出し、土壌におけるシリカプールとしての有殻アメーバの評価

を行った。 

先行研究の生態学的データには各有殻アメーバの詳細な大きさの記載は

ないが、その代わり、バイオマス量が記されている。バイオマス量は、有殻ア

メーバの殻を回転楕円体と想定し、殻長、殻幅、殻高から算出される体積に、

細胞質の比重 1.0を掛けて求められる（Heal，1965）。そのため、本研究では

バイオマス量から有殻アメーバの殻の体積を算出した。1 個体当たりの平均体

積（Vmean [µm3]）は以下のように示される。 

 

Btotal Vtotal 
Vmean  = 

D 
= 

D 
（6）



64 

Btotal：有殻アメーバの総バイオマス量 [mg m-2] 

Vtotal：有殻アメーバの体積の総和 [µm3 m-2] 

D：有殻アメーバの個体密度 [ind. m-2] 

 

実際には有殻アメーバの殻は種によって殻長、殻幅、殻高の比率がそれぞ

れ異なっているが、本研究では単純化のため、球と仮定し、その球の半径 r [µm]

を求めて表面積を算出した。半径 r は以下のように示される。 

 

 

3 Vmean 1/3 
r  = 

 4π   
（7）

 

そして、球の半径 r から 1個体当たりの平均表面積 Smean [µm2]は以下のように

表される。 

 

6 Vmean 
Smean  = 4πr2  = 

 D 

2/3 
π1/3 （8）

 

得られた平均表面積と E. rotunda の α値、個体密度から土壌有殻アメーバ

によって保持されているバイオシリカ量、ならびに、年間バイオシリカ生産量

を推定した。 

生きている有殻アメーバの殻として保持されているバイオシリカの量を

Schönborn（1975）Schönborn（1982）、Lousier & Parkinson（1984）の年間平均

個体密度（annual mean population density）と平均バイオマス量（annual mean 

biomass）から推定した結果、0.16-0.97 kg SiO2 ha-1であった（表 11）。これは、

アカマツ－アベマキ林の個体密度から推定されたバイオシリカ量、0.45-1.57 kg  
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SiO2 ha-1 yr-1（表 9）ともよく一致している。土壌中には生きている有殻アメー

バの数倍から数十倍もの、死んで空になってしまった殻が存在している

（Foissner，1985，1987）。そのため、より多くのバイオシリカが有殻アメーバ

の殻として土壌中に存在しているものと考えられる。 

有殻アメーバによる年間バイオシリカ生産量をSchönborn（1975）Schönborn

（1982）、Lousier & Parkinson（1984）の年間生産量（個体密度とバイオマス量）

から試算した（表 12）。その結果、各森林土壌で年間に有殻アメーバによって

生産されるバイオシリカはブナ林で 59 kg SiO2 ha-1 yr-1、針葉樹林で 10 kg SiO2 

ha-1 yr-1、トネリコ－カエデ林で 10 kg SiO2 ha-1 yr-1、アスペン林で 227 kg SiO2 

ha-1 yr-1 であった。これに対して高等植物が年間で落葉落枝として土壌に供給

するバイオシリカ量は落葉樹林で 47 kg SiO2 ha-1 yr-1（Bartoli，1983）、針葉樹

林で 11 kg SiO2 ha-1 yr-1（Bartoli，1983）、アマゾンの熱帯雨林で 88 kg SiO2 ha-1 yr-1

（Lucas et al.，1993）、赤道付近の熱帯雨林で 124-163 kg SiO2 ha-1 yr-1（Alexandre 

et al.，1997）である。つまり、土壌有殻アメーバが年間につくり出す総バイオ

シリカ量は高等植物によって落葉落枝として土壌に供給されるバイオシリカ

量に匹敵しているのである。 

有殻アメーバは小さいながら、短いライフタイム、活発な増殖によって毎

年、大量のケイ酸をバイオシリカへと変換している。さらに、有殻アメーバの

バイオシリカは風化を受けやすいことを考慮すると、有殻アメーバは一時的な

ケイ素の保管庫として、短期的なシリカサイクルに重要な役割を果たしている

と考えられる。 
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3.7 森林シリカサイクル 

これまで述べてきたように、森林土壌において有殻アメーバや高等植物に

よって土壌中のケイ酸が吸収され、毎年大量のバイオシリカがつくられている。

生物体の一部として同化されたシリカは有殻アメーバではその死とともに、高

等植物においては落葉落枝として再び土壌に供給される（図 18）。そして、こ

れらのバイオシリカは土壌溶液に接し、溶解し、ケイ酸となって再び、ケイ酸

蓄積生物の利用可能な形となる。森林土壌ではこのようにシリカが循環してい

るが、とくに有殻アメーバは短期的なシリカサイクルを通して土壌中に一定量

のケイ酸を、常に、供給し続けており、ケイ酸供給源として非常に重要な役割

を果たしていると考えられる。また、有殻アメーバを含む土壌微生物、土壌動

物、高等植物の活発な活動に伴う様々な酸がケイ酸の溶出を促進する。生物活

動によって分泌される有機酸、呼吸に伴って排出される CO2が土壌水に溶け込

んでできる炭酸、そして、土壌微生物や土壌動物が落葉落枝を分解することに

よって形成される腐植酸もまた、ケイ酸の溶出を促進している。しかしながら、

陸域シリカサイクルに関する情報は未だ少なく、各コンポーネントがどの程度

の影響を及ぼしているのか不明な部分が多い。とくに、土壌微生物がシリカサ

イクルに及ぼす影響を定量的に明らかにした研究は非常に少なく、更なる研究

の必要がある。 
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図 18 森林土壌のシリカサイクル． 
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第 4 章 結論 
 

 

これまで土壌有殻アメーバは、その分布の広さ、個体数の多さにもかかわ

らず、シリカサイクルにおいてほとんど評価されてこなかった。有殻アメーバ

の中には、環境中からケイ酸を吸収して殻を構築するものがおり、土壌中のケ

イ酸量の増減に少なからず関与していると考えられる。そのため、土壌有殻ア

メーバのバイオシリカを定量的に評価し、森林シリカサイクルにおける役割を

議論した。 

そのために、有殻アメーバの殻、とくに Euglyphidaeの殻を EPMAで分析

し、化学組成を調べた。また、純粋な鱗片試料を EPMA分析することによって、

有殻アメーバのバイオシリカの化学組成を調べた。その結果、有殻アメーバの

殻からは Si，Al，Ca，Fe，K，P，S，Cl，Na，Mg，Mn，Ti が検出された。ま

た、バイオシリカをつくるグループである Euglyphidaeの殻からは Si，Al，Ca，

K，Cl，S，Na，P，Mg，Fe，Ti が検出された。一方、純粋な鱗片からは Si し

か検出されず、有殻アメーバのつくるバイオシリカが非常に純粋なシリカであ

ることが分かった。また、その他に検出された元素は生息していた土壌環境を

反映している可能性があり、それらは殻の内側に付着した生物由来、もしくは、

土壌由来の物質、または、鱗片をつなぐ膠着物であったと考えられる。 

さらに、土壌有殻アメーバのバイオシリカ量を正確に把握するため、高倍

率での観察が可能な SEM による個体密度測定法の吟味を行った。従来のメン

ブレンフィルター法に分散剤を用いた suspend-settle-decant procedureを導入す

ることによって、90％の有殻アメーバを土壌縣濁液から回収することができる

ようになった。それによって、従来の量の 2.5－25倍もの土壌サンプルから有

殻アメーバを抽出し、SEM観察することができるようになり、それによって、

正確な個体密度測定が行えるようになった（RSD:5%）。 
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有殻アメーバを含む土壌微生物が土壌からのケイ酸溶出にどのような影

響を及ぼすのか、また、有殻アメーバがどれだけのケイ酸をバイオシリカとし

て固定しているのか確かめるために、ケイ酸溶出実験を行った。その結果、土

壌微生物は土壌から供給されるケイ酸を一時的に細胞質内に保持、もしくは、

バイオシリカとして固定することによって、土壌溶液中のケイ酸濃度を低下さ

せていることが分かった。さらに、土壌微生物によって取り込まれたケイ酸の

55％が有殻アメーバによるものだと推定されることから、有殻アメーバが土壌

におけるシリカ蓄積生物として重要な地位を占めていと考えられる。 

有殻アメーバによって保持されているシリカ量、並びに、年間バイオシリ

カ生産量の推定を行った。アカマツ－アベマキ林土壌で有殻アメーバの殻とし

て保持されているバイオシリカが 0.45-1.57 kg SiO2 ha-1であり、一時的なシリ

カプールとしては植物ケイ酸体の 100から 1000分の 1 と、高等植物に匹敵す

るような規模ではないことが分かった。しかし、有殻アメーバは短いライフタ

イム、活発な増殖によって、10-227 kg SiO2 ha-1 yr-1ものシリカを固定しており、

高等植物が落葉落枝として土壌に毎年供給しているバイオシリカの量に匹敵

していることが分かった。 

有殻アメーバは小さいながら、短いライフタイム、活発な増殖によって、

毎年、大量のバイオシリカを生産している。その一方で、有殻アメーバのバイ

オシリカはすぐに溶け、再びシリカ蓄積生物によって利用される。この短いタ

ーンオーバーを通して有殻アメーバは土壌中のシリカの滞留時間を引き延ば

し、生物がすぐに利用できるシリカの量を増大させている。 

有殻アメーバはシリカ消費者、供給者として高等植物に匹敵するほどの役

割を持っており、とくに、短期的なシリカサイクルに重要な役割を果たしてい

ると考えられる。 

本研究では生きている有殻アメーバ、もしくは、殻の形を留めているもの

を対象としてバイオシリカ量の推定を行ったが、土壌中にはさらに鱗片の形で

有殻アメーバのバイオシリカは存在しており、有殻アメーバのバイオシリカを
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正しく評価する上で鱗片の存在量を把握することが必要であろう。さらに、土

壌中における鱗片の溶解速度を調べることによってケイ酸供給源としての重

要度を量ることも重要な課題である。 
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