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研究成果の概要（和文）：本研究では、白川郷合掌造り家屋の床下で営まれていた「焔硝生産」の土壌遺構に生息する
未知硝化微生物を分子生態解析による解明を目指した。16S rRNA及びアンモニア酸化酵素遺伝子を標的とし、最新の高
速シークエンサーを利用した分子生態解析を実施した結果、Nitrosospira属やNitrososphaera属に近縁のアンモニア酸
化微生物が検出された。得られた群集構造データと、土壌試料の物理化学的パラメータとの関連性を調べた結果、土壌
のpHや有機炭素濃度がアンモニア酸化微生物の多様性に影響を及すことが示された。これらの結果から、床下土壌遺構
に生息する硝化微生物の多様性を解明することができた。

研究成果の概要（英文）：The saltpeter had been produced by using niter-bed process formed under the floor 
of gassho-style house in a Historic Village of Shirakawa-go and Gokayama. The diversity of the nitrifying 
microbes in such relict niter-bed soil remains unclear. Here, the microbial assemblages of relict niter-be
d soils were performed by pyrosequencing analysis targeting 16S rRNA gene and ammonia monooxygenase gene (
amoA). The 16S rRNA gene analyses revealed that members of the phyla Proteobacteria, Actinobacteria, and B
acteroidetes were major microbial constituents, and principal coordinate analysis showed that soil ion con
tents were critical factors for the communities. The amoA pyrotag analysis revealed that Nitrosospira and 
"Ca. Nitrososphaera" predominated, and soil pH and organic carbon content were important factors for the e
cological niche of nitrifying microbes. These results suggest that these organisms may play roles in ammon
ia-oxidation in relict niter-bed soil ecosystems.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 白川郷・五箇山の合掌造り集落は、その景
観的な美しさに加え、そこに居住する人々が
独特な生活様式を築いていたことから、ユネ
スコ世界遺産に登録されている。合掌造り家
屋を中心とした伝統的な生活様式は、平野部
が極端に少ないこと、冬期に豪雪地帯となる
ことといった、この地域特有の地理・気象条
件により培われてきた。これまでに実施され
た考古学的・民俗学的研究から、合掌造り集
落に居住していた人々は、わずかな平野部を
利用してヒエなどの穀類を生産していたこ
とが判明しているが、それだけでは日常生活
における食料の確保が困難であった。このよ
うな中、人間生活に不利な条件を克服し収入
を得るために、合掌造り家屋の天井裏で養蚕
を営み、得られた絹を貨幣や食料と交換して
いたことが記録されている。養蚕による絹の
生産は、全国各地の山岳集落で貴重な収入源
となっていたが、白川郷・五箇山の合掌造り
集落は、他にも驚くべき収入源を確保してい
た。それが「焔硝生産」である。この地域に
遺る歴史的文書や伝承を調査した研究によ
ると、中世から近世にかけて、合掌造り家屋
の床下土壌において、養蚕により排出される
蚕糞、ヒエや山草などの非食用部分、そして
人尿を混合し、生物学的酸化反応によりアン
モニアから硝酸を生成し、抽出・精製過程を
経て軍事用途の黒色火焔の原料となる「焔硝
（硝石、KNO3）」を生産していたことが明ら
かとなった（Maji, 2007）。アンモニアから
硝酸を生成する反応系は、硝化微生物と呼ば
れる原核生物の一群が担うことが知られて
いるが、床下土壌遺構に生息する微生物群
（硝化微生物含む）の多様性や生態は未解明
のままであった。 
 
２．研究の目的 
 本提案課題では、床下土壌遺構に生息する
微生物群集全体、および硝化反応を担うと考
えられる硝化微生物群の多様性を、高速シー
クエンサーを用いた最新の分子生態学的解
析技術を利用して解き明かすことを最終目
標とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 土壌試料：硝石生産床下遺構の土壌試料
は、白川村教育委員会および馬路泰藏教授
（修文大学）の協力のもと提供された。土壌
資料は岐阜県大野郡白川村に現存する3種類
の合掌造り家屋(OVA, OVB, OVC)の床下から
採取した合計9種類の土壌試料（OVA1〜OVA5, 
OVB2〜OVB3, OVC1〜OVC2）を解析に使用した。 
 
(2) DNA 抽出：土壌試料からの DNA 抽出は、
FastDNA SPIN Kit for Soil（MP Biomedicals）
を用い、添付の説明書の手順に従い行った。 
 
(3) PCR および高速シークエンシング：調製
したゲノム DNA を鋳型として、表 1に示すプ

ライマーを用いた PCR 法により 16S rRNA 遺
伝子およびアンモニア酸化酵素サブユニッ
ト A遺伝子（amoA）を増幅した。amoA 遺伝子
は、異なるドメインに分布するアンモニア酸
化微生物を標的とするため、バクテリア、ア
ーキアで異なるプライマーセットを用いた
（Table 1）。 
 PCR には、PrimeSTAR HS DNA Polymerase 
(TaKaRa Bio)を用い、98℃（10 秒）、55℃（15
秒）、72℃（60 秒）のサイクルを、16S rRNA
遺伝子では25サイクル、バクテリア由来amoA
遺伝子では 40 サイクル、アーキア由来 amoA
遺伝子では 35 サイクル実施した。得られた
PCR 増幅試料を Wizard SV Gel and PCR 
Clean-Up System (Promega)を用いて精製し、
高速シークエンサー  GS-FLX Titanium 
platform (Roche/454 Life Sciences)により
シークエンシングを実施した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) データ処理：得られた塩基配列の生リー
ドをDDBJ/EMBL/GenBank遺伝子データベース
に登録し（accession no. DRA001202）、QIIME
ソフトウェアを用いてノイズ除去およびト
リミング処理して基準データセットを作成
した。97%以上の 16S rRNA 遺伝子塩基配列相
同性を有するリードをひとつのグループと
してまとめ、各グループを operational 
taxonomic unit (OTU)として定義した。バク
テリアおよびアーキアの amoA 遺伝子リード
では、85%以上の相同性を有するグループを
ひとつの OTU として定義した。各 OTU の存在
比や塩基配列情報に基づき、多様性指数
（Chao1）、カバレージ（Good’s coverage）、
主座標分析（Principle coordinate analysis, 
PCoA）などの統計学的解析を実施した。塩基
配列の相同性は、BLAST+プログラムを用いて
実施した。amoA 遺伝子の進化系統樹は、MEGA
ソフトウェアを用いて作成した。 
 
４．研究成果 
(1) 16S rRNA 遺伝子を標的とした分子生態解
析：9 種類の遺構土壌試料を対象とした高速
シークエンサー解析の生リードを処理した
結果、合計 173,016 個の 16S rRNA 遺伝子リ
ード、3,146個の OTUが得られた（Table 2-1）。
各試料のカバレージは 96.7%-98.6%となり、
得られた 16S rRNA 遺伝子リードが土壌全体
の微生物群集の多様性をほぼカバーしてい
ることが示された。Chao1 値に基づく推定で
は、各土壌試料には、1.38-1.63 倍の OTU が
存在することが示唆された。 
  



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.1. 16S rRNA 遺伝子リードの相同性分布 
 
BLAST+により各OTUの塩基配列と既知の微生
物 の 塩 基 配 列 を 比 較 し た と こ ろ 、
Proteobacteria, Actinobacteria, 
Bacteroidetes, Chloroflexi, Firmicutes, 
Gemmatimonadetes および Planctomycetes の
各門に属する微生物が優占していることが
明らかとなった。また、これらの OTU の約 20%
は、既知の微生物に対する相同性が 88%以下
であることから、系統学的に新規な微生物が
多数存在していることが示唆された(Fig.1)。 

 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.2. 16S rRNA 遺伝子に基づく主座標分析 
 
16S rRNA遺伝子データセットに基づく主座標
分析の結果、遺構土壌の微生物群集は 3つの
グループに(S1, S2, S3)分かれることが示さ
れ、そのグルーピングには土壌に含まれる硝
酸濃度が影響していることが示唆された
（Fig.2）。硝石を抽出する前後で土壌に含ま
れる硝酸濃度が変化することが知られてお
り（Maji, 2007）、硝石生産プロセスの名残
が現在の微生物群集の違いに残されている
ことが示唆された。 
 硝石生産において重要な役割を果たす硝
化微生物の存在量に着目してみると、微生物
群集全体の 1.5%以下と非常に少ないことが
明らかとなった。このことから、16S rRNA 遺
伝子を標的とする分子生態解析では土壌遺
構に生息する硝化微生物の多様性のすべて
を解明することができないことが示唆され
た。そこで、硝化微生物の多様性をより詳細
に解明するため、amoA 遺伝子を標的とした分
子生態解析を実施することにした。 
 
(2) バクテリア由来 amoA 遺伝子を標的とし
た分子生態解析：高速シークエンサーを利用
したバクテリア由来amoA遺伝子解析の結果、 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.3. バクテリア由来amoA遺伝子に基づく
進化系統樹 



合計 59,494 個のリードから 13個の OTUが得
られた（Table 2-2）。各試料のカバレージは
約 100%となり、アンモニア酸化バクテリアの
多様性をほぼカバーしていることが示され
た。各 OTU の塩基配列と既知の硝化微生物由
来のamoA遺伝子塩基配列を比較したところ、
Nitrosospira 属や Nitrosomonas 属に近縁の
アンモニア酸化バクテリアの割合が高いこ
とが示された(Fig. 3)。また, バクテリア由
来遺伝子データセットに基づく主座標分析
の結果、遺構土壌のアンモニア酸化バクテリ
アの群集構造は土壌 pH に影響されることが
示唆された。 
 
(3) アーキア由来 amoA 遺伝子を標的とした
分子生態解析：高速シークエンサーを利用し
たバクテリア由来 amoA 遺伝子解析の結果、
合計 33,087 個のリードから 16個の OTUが得
られた（Table 2-3）。各試料のカバレージは
アンモニア酸化バクテリア同様、約 100%とな
り、アンモニア酸化アーキアの多様性をほぼ
カバーしていることが示された。各 OTU の塩
基配列と既知の硝化微生物由来の amoA 遺伝
子塩基配列を比較したところ、‘Ca. 
Nitrosophaera’ 属 と ‘Ca. Nitroso- 
pumilus’属に近縁のアンモニア酸化アーキ
アの割合が高いことが示された(Fig. 4)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.4. アーキア由来amoA遺伝子に基づく進
化系統樹 
 
また, アーキア由来遺伝子データセットに
基づく主座標分析の結果、遺構土壌のアンモ
ニア酸化アーキアの群集構造は、2 つのグル
ープに(A1, A2)に分かれ、そのグルーピング
には遺構土壌に含まれる各種イオン濃度（硝
酸、塩素、カリウム、ナトリウム）に影響さ
れることが示唆された(Fig.5)。また、16S 
rRNA 遺伝子データセットに基づく微生物群 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.5. アーキア由来amoA遺伝子に基づく主
座標分析 
 
集全体の主座標分析と比較すると、S1 にグル
ーピングされた試料が A1、S2 および S3 にグ
ルーピングされた試料が A2 に相当すること
がわかった。また、硝酸濃度の高い土壌では
‘Ca. Nitrosophaera’属のサブグループ4.1
に近縁のアンモニア酸化アーキアが優占し
ていたのに対し、硝酸濃度の高い土壌では
‘Ca. Nitrosophaera gargensis’が属する
サブグループ 1.1 が優占していた。このこと
は、同じ‘Ca. Nitrosophaera’属であって
も、種レベルでアンモニアに対する親和性が
異なることを示唆している。これらの未培養
アンモニア酸化アーキアの生態学的機能を
明らかにするためには、今後、メタゲノムや
メタトランスクリプトーム等を利用した研
究が必要となる。 
 また、これまでに本研究で適用した方法と
同様のアプローチで解析され、公共の遺伝子
データベースで公開されている、ナミビア、
オーストリア、コスタリカ、グリーンランド
で採取された土壌試料のアーキア由来 amoA
遺伝子データセット(Pester et al, 2012)を、
本研究で構築した遺構土壌のデータセット
とマージして PCoA 解析を実施した。その結
果、土壌環境に生息するアンモニア酸化アー
キアの群集構造は、土壌 pH および土壌有機
炭素濃度に影響されていることが示唆され
た(Fig.6)。つまり、硝石生産遺構土壌試料
はオーストリアで採取された土壌のうち1サ
ンプルとクラスタリングし、土壌 pH は
7.1-8.4 の弱アルカリ性、有機炭素濃度は
3.7-23.3%と比較的高かった。また、ナミビ
アで採取された土壌は、オーストリアで採取
された土壌のうち1サンプルとクラスタリン
グし、土壌 pH は弱酸性(5.7-6.8)、有機炭素
濃度は 0.3-1.6%と低かった。また、pH が酸
性の土壌はこれらのどちらにもクラスタリ
ングせず、中でも有機炭素濃度の濃淡でさら
にクラスタリングされていた。この結果から、
アンモニア酸化アーキアの生息環境は、土壌
pH と有機炭素濃度が重要な環境因子となっ
ていることが示された。 
 以上の結果から、合掌造り家屋床下土壌遺
構に生息する微生物群集、特にアンモニア酸
化微生物の多様性と、それらの生息に影響を
及ぼす環境因子を解明することができた。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.6.既存のアーキア由来 amoA 遺伝子デー
タセットに基づく主座標分析 
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