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研究成果の概要（和文）：地球温暖化によりツンドラが広く分布する連続永久凍土帯の一部が融解し埋蔵メタン
の放出が懸念されるがその動態は未だ不十分である。本研究ではアラスカ内陸部のクロトウヒ林で採取した凍結
土壌コアを３層に分け、各層土壌を0 から10 ℃ まで1 週間毎に変化させメタン放出速度を測定し、0 ℃ で培
養した下層土壌で最大、表層および中間層でもメタン放出が観察された。5 および10 ℃ では下層のメタン放出
が減少し、表層および中間層はメタン吸収を示した。嫌気的メタン生成酸化阻害剤を添加すると吸収と放出が減
少した。細菌および古細菌群集のゲノム情報は土壌の深さとともに変化したが、融解に対しては変化しなかっ
た。

研究成果の概要（英文）：Methane (CH4) dynamic during the thawing of frozen soils is an important 
process in northern ecosystems. In this study, frozen soil cores were collected in a black spruce 
forest of Interior Alaska, vertically grouped into three layers and incubated for 3 weeks, with the 
measurement of methane fluxes. During the incubation, temperature was weekly changed from 0 to 5 
then 10 °C. Net CH4 release was the greatest in bottom layer soils incubated at 0 °C, while net 
CH4 release was concurrently observed with net CH4 absorption at soils of upper two layers. At 5 and
 10 °C, net CH4 release was reduced, then net CH4 uptake was observed in top and middle layer 
soils. Both net uptake and release of CH4 were reduced by the addition of a chemical inhibitor for 
anaerobic methanotrophic and methanogenic activity. The genomic information of bacterial and 
archaeal community gradually changed along the depth, while the overall microbial community less 
responded to the temperature rising. 

研究分野： 土壌微生物学
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１．研究開始当初の背景 
現在 95%のツンドラは連続永久凍土帯に分

布しているが，当地域の大部分では，2100 年
までに気温が 3-6℃上昇し，連続永久凍土帯
の多くが不連続永久凍土帯になると予測さ
れている（Callaghan et al., 2011）。近年，
連続永久凍土帯では二酸化炭素の 25 倍強力
な温室効果ガスであるメタンの放出が凍土
の融解により増大していることが分かって
きた（Hayes et al., 2014）。また、土壌の
再凍結と再融解（凍結-融解サイクル）も CH4

放出量に大きく影響すると懸念されている
（Desyatkin, 2009; Shadel et al., 2014）。
さらには、凍土のメタンの生成・酸化プロセ
スには融解状態が影響を与える可能性も指
摘されている（Shadel et al., 2014）。しか
しながら，凍結-融解サイクルが不連続永久
凍土帯の CH4 生成・酸化プロセスに及ぼす影
響は殆ど解明されておらず，拡大する不連続
永久凍土帯におけるメタン動態の解明が急
がれていた。特に、①初期融解時のメタン大
量放出，②凍結-融解サイクル中のメタン生
成量と酸化量，および③メタン生成菌・酸
化菌の種構成，を解明することが重要であ
ると考えられた。 
本研究では、アラスカの不連続永久凍土帯
（図 1）に分布するツンドラ生態系や北方
林生態系から採取した土壌について，メタ
ン生成と酸化の両方に注目しながら、「永久
凍土融解および凍結-融解サイクルが不連続
永久凍土帯のメタン生成・酸化プロセスに及
ぼす影響」を解明することを目指し、研究代
表者（犬伏 和之）および連携研究者（八島 
未和）が、海外協力研究者（Yongwon Kim，
アラスカ大）や国内研究協力者（永野 博彦、
千葉大）とともに研究に着手した。 

 
図 1．アラスカにおける連続永久凍土帯（図
中の Continuous）と不連続永久凍土帯（図中
の Discontinuous）の分布 
 

２．研究の目的 
永久凍土および季節的に凍結した活動層

の上に成立している高緯度北方生態系では，
春季の始め（i.e. 凍結土壌の融解期）にメ
タンの一時的な放出が発生することが，多く
の研究者（e.g. Friborg et al., 1997; Kim 
et al., 2007; Kim et al., 2012; Tokida et 
al., 2007）によって観測されている。この
メタンの一時的な放出は，高緯度北方生態系
の年間メタン収支に大きく寄与する可能性
が指摘されている（Friborg et al., 1997）。
この一時的なメタン放出の原因として，凍結
した活性層の土壌と永久凍土に閉じ込めら
れ た メ タ ン の 放 出が 考 え ら れ て い る
（Friborg et al., 1997; Kim et al., 2007）。 

また、凍結土壌の融解は，メタンだけでな
く二酸化炭素も含めた温室効果ガスの生産
と消費に関わる土壌微生物プロセスにも影
響を与える（Kim et al., 2012）。凍結土壌
が融解することで，基質の利用可能性や温度，
水分，通気性などの様々な土壌環境条件が向
上し（Kim et al., 2012），微生物活性が直
接的に影響される（Chen et al., 2003; Kim 
et al., 2012）。一般的には，融解が進むに
つれ、好気的な表層では土壌有機物の分解
（二酸化炭素生成）とメタンの酸化が活発に
なり，より深い嫌気的な層ではメタンの生成
が活発になる，と予想される。その結果，高
緯度北方生態系の土壌が温室効果ガスの吸
収源になるか放出源になるかは，土壌プロフ
ァイルに沿った微生物活性に依存する。 

以上の背景を踏まえ，本研究では，内陸ア
ラスカの不連続永久凍土帯に生育する高緯
度北方生態系から採取された凍結土壌コア
について，融解に対する温室効果ガスフラ
ックスや微生物群集構造の反応を明らかに
することを目的とした。研究を行うにあた
り，地表から約 90 ㎝までの凍結土壌コアを
融解する培養実験を行い，土壌深度（上層、
中層および下層）や融解の進行度合い（0,5
および 10℃）の違いに伴う土壌二酸化炭素お
よびメタンフラックスの変化を比較した。さ
らに，PCR-DGGE 法（Arai et al., 2014）や
16S rRNAアンプリコンの次世代シークエンシ
ング（NGS）技術（Caporaso et al., 2012; 
Klindworth et al., 2013）を用いて，土壌
細菌および古細菌の群集構造を分析し，凍結
土壌融解の土壌微生物群集構造への影響を
検証した。 
 
３．研究の方法 
(0)予備試験：予備試験として，アラスカ内
陸部の北方成熟林と火災跡地のそれぞれで
採取された各土壌コアから、深さ約 20cm，
50cm，および 70cm から厚さ約 3 cm 程度
のディスクを切り出し，1 週間ずつ温度を
変えながら培養した。切り出し時に，0℃
未満に保つことが難しいことから，当初予
定した-5℃での培養は諦め，代わりに，温



度を 0 から 10℃まで 5℃ずつ変えながら，
計 3 週間培養することが適当と考えた。培
養中，定期的にメタン濃度を測定し，その
経時的変化を追跡した。その際，融解時の
永久凍土表層からのメタン大量放出を当初
計画通りに検出できた。また各試料より
DNA を抽出し，PCR-DGGE 法による遺伝
子解析を試みた。バンドパターンから微生
物群集構造がサイトや層ごとに異なるだけ
でなく，培養前後でも変化する可能性が推
察された。また，次年度以降用いるメタン
生成阻害剤である BES（2 ブロモエタンス
ルフォン酸）の添加量は文献調査から終濃
度で 20mM 程度とした。 
 
(1)試料および培養試験：アラスカ内陸部の
フェアバンクス市近くに立地するクロトウ
ヒ林（図 2）で採取された凍結土壌コア（地
表から永久凍土のある深さ 90cm まで）（図 3）
の培養実験を行った（図 4）。当初，プロジェ
クトの最終目標としていた不連続凍土帯の
ツンドラ土壌の培養は，最終年度の研究体制
や試料状態から成果の獲得が困難であると
判断し，実施を見送った。北方林の凍結土壌
コアを，表層，中間層，下層に分け，各層か
ら分取した 12 土壌を 3 週間培養した。1 週
間毎に培養温度を，融解開始（0℃），融解状
態（+5℃，10℃）の順に変化させた。この際，
定期的に培養器内のメタンおよび二酸化炭
素濃度を測定し，嫌気的メタン酸化および生
成の阻害剤（BES: 2 ブロモエタンスルフォン
酸）を添加し，凍結-融解サイクルにおける
メタン生成・酸化プロセスの変化を捉えた。 

図 2．土壌コアを採取したクロトウヒ林 

図 3．培養実験に使用した土壌 

図 4．培養実験の基本的スキーム 
 
(2)遺伝子解析：阻害剤である BES を添加せ
ずに培養した土壌試料から DNA を FastDNA 
SPIN Kit for Soil (MP Biomedicals, CA, USA)
で抽出し， PowerClean DNA Clean-Up Kit (Mo 
Bio Laboratories, CA, USA)で精製した。精
製した DNAサンプルを TaKaRa Bio 社(Shiga, 
Japan)に送付し，16S (V3-V4) Metagenomic 
Library Construction Kit for NGS (TaKaRa 
Bio)によって増幅・構築された 16S rRNA ア
ンプリコンを Illumina MiSeq によって解析
した。MiSeq 解析データを CD-HIT-OUT (Li et 
al., 2012)に照合し，最終的に 1325 の OTU
（operational taxonomic unit）を得た。得
られた各OTUの相対頻度を土壌深度や融解進
行度合いの違いで比較した。 
 
４．研究成果 
(1)培養実験における温室効果ガスフラック
ス(図 5)：コア表層および中間層の 8 土壌の
うち6 土壌では，二酸化炭素放出速度が0 ℃ 
よりも 5 ℃ で 1.5-19.2 倍大きかったが，
これら 6 土壌のうち 3 土壌の放出速度は，
10 ℃での培養で減少した。メタン放出速度
は，0 ℃ で培養した下層土壌で最大であっ
た。また，0 ℃ で培養した表層および中間
層の土壌でも，メタン放出が観察された。5 
および 10 ℃ では，下層土壌のメタン放出が
減少し，表層および中間層の土壌はメタン吸
収を示した。嫌気的メタン酸化および生成の
阻害剤を添加すると，メタン吸収と放出の両
方が減少した。 
 

図 5．培養中の温室効果ガス濃度変化。左の
パネルが二酸化炭素（CO2），右のパネルがメ
タン（CH4）の濃度変化を表す。 
 
 



(2)細菌および古細菌群集の遺伝子解析（図
6）：土壌の深さによって細菌および古細菌群
集構造は変化したが，融解に対しては変化が
見られなかった。群集の主要な構成グループ
は，当該地域で行われた先行研究（Tas et al., 
2014; Tripathi et al., 2018）とよく似通
っていた。 
 

図 6．16S rRNA アンプリコンの NGS 解析に基
づく培養土壌の微生物群集構造 
 
(3)まとめ 
本研究により、不連続永久凍土帯の土壌に

おいて、温室効果ガスフラックスは融解に対
して敏感かつ多様に反応する一方、細菌およ
び古細菌の全体的な群集構造は融解に対し
て安定的である可能性が示唆された。 
今後、さらに多くの高緯度北方生態系土壌

について検討することで、本研究で得られた
成果の高緯度北方生態系における一般性を
評価できる。なお、本研究で得られた成果を
含む論文原稿を、Soil Science and Plant 
Nutrition 誌に投稿した（2018 年 4 月現在、
査読審査中）。 
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