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研究成果の概要（和文）： 

乾湿繰返し(AWD)節水灌漑管理が、水田土壌中のメタン生成古細菌群集に及ぼす影響を、分子生
態学的手法により調査した。メタン生成古細菌の群集構造および代謝活性の変化は、水管理の
違いによって異なる傾向を示し、異なる菌が水処理の違いを特徴付けていることが明らかにな
った。しかし菌数に違いは見られなかった。したがって、AWD 節水管理水田土壌中のメタン生
成に至る有機物分解過程は、慣行の水管理水田とは異なっていることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Effect of an alternate wetting and drying (AWD) water-saving practice on the methanogenic 
archaeal community in a paddy field soil was investigated by molecular ecological analyses. 
Dynamics of the community structure and metabolic activity of methanogenic archaea tended 
to be different depending on water management, and distinct members characterized the 
each treatment. However, population of methanogenic archaea was not different between 
the treatments. This study indicated that process of methane production via decomposition 
of organic materials in the AWD paddy field soil was different from the traditional paddy 
field soil. 
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１．研究開始当初の背景 
 近年の地球温暖化に伴う気候変動や急激
な人口増加により、世界の広い地域で深刻な
水不足が問題となっている。一方で、安定し
た食糧生産を確保するために持続可能な農
耕地管理技術の開発は急務である。これらの
問題に対応するため、国際稲研究所(フィリ
ピン )では AWD (Alternate Wetting and 
Drying)と呼ばれる一種の間断灌漑管理によ

る節水水稲栽培技術の開発が進められてき
た。AWD の基本管理は、土壌水分がある基準
まで低下したときにのみ灌水を行うことに
ある(図 1)。これまでの圃場試験の結果より、
慣行的な常時湛水管理から AWD節水管理に変
更することで(i)灌漑水使用量を 15〜30%削
減すること、(ii)メタン放出量を年間 35〜
44%削減可能なこと、(iii)水使用量当たりの
水稲生産性が維持されること、が報告されて
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いる。しかし、節水管理が土壌中のメタン生
成および微生物群集にどのような影響を及
ぼし、メタン放出が抑制されるのか、そのメ
カニズムはよくわかっていなかった。 
 

図 1. AWD節水水稲栽培の基本的な水管理 
 
２．研究の目的 
 メタン生成古細菌は、水田のような嫌気的
な環境中の有機物分解過程において、分解の
最終過程を担う。従って、メタン生成古細菌
群集の変化を明らかにすることは、節水管理
水田のメタン発生抑制機構の解明につなが
ると考えられた。 
 そこで本研究では、メタン生成古細菌群集
の分子生態学的解析を通じて、AWD 節水管理
がメタン生成古細菌群集に及ぼす影響を明
らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 試験圃場 
 国際稲研究所(フィリピン)で試験されて
いる圃場(北緯 14°16’N、東経 121°26’E)
を対象とした。AWD節水管理試験は 2005年よ
り開始されており、2006 年より乾期作(1月
または 2 月から 5月)および雨期作(7月から
10 月)の二期作で管理されている。土性は重
埴土(粘土 55%、シルト 34%、砂 11%)であり、
Vertic Tropaquept (USDA Soil taxonomy)に
分類される。土壌中の有機炭素および全窒素
含量は 1 kg 当たり 15.0 g、1.7 gであり、
土壌 pHは 7.0であった。 
(2) 土壌試料の採取 
 本研究では、深さ 15 cmの土壌水分張力が
-20 kPaまで低下した際にのみ灌水すること
を基本とする-20 kPa AWD区(以下 AWD区)と、
慣行の管理方法である常時湛水区をそれぞ
れ 3連で対象とした。2008年雨期作、2009
年乾期作、2009年雨期作（試験開始後 6、7、
8 作目）に、約 1ヶ月ごとに深さ 3〜13 cm の
土壌を採取し、各実験に供試した。 
(3) メタン生成古細菌群集の解析 
 採取した土壌試料より DNAおよび RNAを抽
出した後、メタン生成古細菌の 16S rDNA お
よび 16S rRNA を対象とした PCR-DGGE、
real-time PCR を行った。PCR には

1106F-GC/1378Rプライマーを用い、DGGEは、
Bio-Lad D-code Universal Mutation 
Detection System を用いて、変性剤濃度勾配
32-62%、1×TAEバッファー、100V、60℃の条
件で 14時間行った。PCR-DGGE により観察さ
れたバンドパターンは、クラスター分析およ
び主成分分析により解析し、試料を特徴付け
た。また、観察されたバンドの塩基配列を解
読し、BLAST 検索および系統解析により、土
壌中に存在するメタン生成古細菌の系統を
推定した。Real-time PCRは、TaKaRa Thermal 
Cycler Dice Real time system を用いてイン
ターカレーター(SYBR green I)法により行っ
た。 
 以上より AWD節水管理がメタン生成古細菌
の群集構造、菌数に及ぼす影響を明らかにし、
節水管理水田のメタン発生抑制機構を推定
した。 
 
４．研究成果 
(1) DGGE 法による群集構造解析 
 2008 年雨期の稲作期間中のメタン生成古
細菌群集の DGGE バンドパターンを図 1 に示
す。全部で 26 本のバンドが観察され、主要
なバンドの多くは処理区にかかわらず作付
け期間を通じて観察されたが、主成分分析の
結果、常時湛水と AWD区で試料が分かれる傾
向を示した(図 2)。 
 

 

 
図 2. 2008年雨期作のメタン生成古細菌群集
の DGGEパターン(aおよび b)および主成分分



析(cおよび d). (aおよび c) 16S rDNA.(b お
よび d) 16S rRNA. AWD; 節水管理区. CF; 常
時湛水区. 
 
 2009 年乾期作、2009 年雨期作の稲作期間
中の DGGE 解析の結果、2008 雨期作と類似し
た結果を示した。すなわち、主要なバンドの
多くは処理区にかかわらず作付け期間を通
じて観察されたが、クラスター分析の結果、
常時湛水と AWD区で試料が分かれる傾向を示
した。 
 2008 年雨期作から 2009 年雨期作までの三
作付け期間を同時に解析した結果、常時湛水
区と AWD区の群集構造は徐々に違いが大きく
なる様子が観察された。主成分分析の結果、
常時湛水区でははっきりと群集構造が変化
していったが、AWD 区では、処理区のバラツ
キが大きく、はっきりとした傾向は観察され
なかった(図 3)。 
 

 

 
図 3.三作付け期間(2008年雨期作〜2009年雨
期作)におけるメタン生成古細菌の群集構造
の変化. (a) DGGE パターン. (b) 常時湛水区
の主成分分析. (c) AWD 区の主成分分析. CF; 
常時湛水区. AWD; 節水管理区.  
 
 メタン生成古細菌 16S rRNA を対象とした
DGGE解析の結果、DNAでの解析と同様に、常
時湛水区と AWD区でパターンが異なる傾向が
示された(図 2)。また、2008 年雨期作に採取
した最初の土壌試料においても、処理区によ
り群集構造が異なる傾向を示したことから、
2006 年より始まった節水水稲栽培の影響が
すでに現れていたことが推察された。 
 
(2) メタン生成古細菌の系統解析 
 2008 年雨期の試料より観察された DGGE バ
ン ド の 塩 基 配 列 を 解 読 し た 結 果 、

Methanobacteriaceae、Methanomicrobiales、
Methanosarcinales、Methanocellales に近縁
な配列が得られた。 
 2008 年雨期作、2009 年乾期作、2009 年雨
期作より得られた DGGE バンドパターンを主
成分分析により比較した結果、それぞれ
Methanosarcinales、Methanocellales に近縁
なバンドが常時湛水区および AWD区を特徴付
けることが示された。 
 Methanosarcinales に属するメタン生成古
細菌は、酢酸、メタノールなどのメチル化合
物、水素/二酸化炭素をメタン生成の基質と
して利用する菌である。 
 一方で、Methanocellales に属する菌は、
水素/二酸化炭素をメタン生成の基質として
利用する菌である。 
 過去の研究により、水田土壌を一時的に好
気的、酸化的環境にすると、水素/二酸化炭
素に由来するメタン生成が優占することが
報告されている。また、同様に、稲わらなど
の有機物を施肥された土壌では、酢酸に由来
するメタン生成が優占することが知られて
いる。本研究で得られた結果は、これらの過
去の結果を支持すると考えられた。従って、
AWD による節水管理は水田土壌中のメタン生
成古細菌の群集構造に影響を及ぼしている
ことが明らかになり、土壌中の嫌気的な有機
物分解において炭素フローが変化している
ことが推察された。 
 
(3) メタン生成古細菌数の変動 
 Real-time PCR による菌数の定量の結果、
乾土 1g 当たりのメタン生成古細菌 16S rDNA
数は、2008年雨期作の常時湛水区で 4.7  107

〜4.0  108、AWD区で 2.3  107〜4.1  108、
2009乾期作の常時湛水区では 5.1  107〜2.2 
 108、AWD 区では 6.2  107〜4.1  108、2009
雨期作の常時湛水区では 1.1  108〜2.1  108、
AWD区では 6.0  107 to 2.1  108であった(図
4)。 
 

 
図 4. メタン生成古細菌 16S rDNA 数および
16S rRNA 数の変動. (a) 2008 年雨期作 16S 



rDNA (b) 2008 年雨期作 16S rRNA (c) 2009
年乾期作 16S rDNA (d) 2009年雨期作 16S rDNA. 
CF; 常時湛水区. AWD; 節水管理区. 
 
 乾土 1g当たりのメタン生成古細菌 mcrA遺
伝子数は 2008年雨期作の常時湛水区で 1.4  
107〜9.6  107、AWD区で 5.4  106〜1.1  108、
2009 年乾期作の常時湛水区では 2.7  107〜
1.3  108、AWD 区では 3.3  107〜1.7  108、
2009 年雨期作の常時湛水区では 2.8  107〜
1.0  108、AWD区では 2.3  107〜1.2  108

であった。 
 2008年雨期作では、どちらの処理区も作付
け期間中に増減したが、常時湛水と AWD区間
で有意な差が観察された(P < 0.05)。一方、
2009 年乾期作、2009 年雨期作では時期によ
る変動はあるものの、処理区間で違いはなか
った。 
 
(4) まとめ 
 本研究により、AWD 節水管理が水田土壌中
のメタン生成古細菌群集に及ぼす影響が明
らかになった。DGGE解析の結果より、メタン
生成古細菌の群集構造は、節水管理により群
集構造を変化させることが明らかになった。
Real-time PCR 解析の結果より、メタン生成
古細菌数は、処理区間に有意な違いは見られ
なかったが、メタン生成古細菌の代謝活性は、
節水管理により減少することが示唆された。
以上より、継続的な AWD節水管理は、土壌中
のメタン生成古細菌数の減少には繋がらな
いが、菌の構成には影響を及ぼし、徐々に AWD
節水管理下の土壌条件に適応した群集構造
に変化させることが推察された。すなわち、
AWD 節水管理水田土壌中のメタン生成に至る
有機物分解過程は、慣行の水管理水田とは異
なっていることが示唆された。 
 本研究は、土壌中の炭素の動態と微生物群
集の挙動との関係に関する知見を提供した。
また、実験室内での培養実験ではなく、国際
研究機関で管理されているフィリピンの試
験圃場を直接対象とした解析を行った。この
ような研究はこれまでに行われておらず、国
際的にインパクトのある成果を挙げた。今後、
メタンフラックス、土壌中の物質循環の変化
との関係を明らかにすることで、より詳細な
メタン放出抑制機構が明らかになり、節水水
稲栽培技術の基盤をより確固たるものにす
るための重要な知見として利用されること
が期待される。 
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