
国立研究開発法人産業技術総合研究所・エネルギー・環境領域・総括研究主幹

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

８２６２６

基盤研究(B)（一般）

2020～2018

大気化学と先進的遺伝子解析の融合による森林生態系の温室効果気体動態評価の高精化

Studies for better understandings of dynamics of greenhouse gases in forest 
ecosystems through the fusion of atmospheric chemistry and advanced genetic 
analysis

３０２２２４３３研究者番号：

村山　昌平（Murayama, Shohei）

研究期間：

１８Ｈ０３３６５

年 月 日現在  ３   ６ １３

円    13,400,000

研究成果の概要（和文）：岐阜県高山市冷温帯落葉広葉樹林において、大気および土壌空気中温室効果気体およ
び酸素濃度、土壌中無機態窒素濃度等の季節変動や空間変動の観測を行った。当森林土壌は、CH4の吸収源であ
り夏季の乾燥時に尾根部で強まること、土壌呼吸に伴うO2とCO2の交換比は平均で1.14±0.01の値を示し夏季に
高くなること、谷部では土壌pHや硝酸態窒素濃度が高いこと等が明らかになった。これらの変動に対する土壌微
生物代謝の寄与を調べるために、土壌試料を採取して遺伝子解析を行った結果、尾根部の土壌浅層においてメタ
ン酸化菌の活性が高く、谷部で硝化菌の活性が高いこと等が明らかになり、上記濃度変動と整合的な結果が得ら
れた。

研究成果の概要（英文）：Measurements of concentrations of greenhouse gases and oxygen in atmosphere 
and soil air and inorganic nitrogen in soil were made in a cool-temperate deciduous forest in 
Takayama, Japan to examine their seasonal and spatial variations. The results showed that (1) the 
soil at the site was a sink for atmospheric methane and it was enhanced at the ridge during dry 
periods in summer, (2) The -O2:CO2 exchange ratio for soil respiration was 1.14±0.01 and its 
maximum occurred in summer, and (3) the valley was characterized by high pH, nitrate nitrogen 
concentration, and nitrification rate. To investigate the contribution of soil microbial activities 
to these changes, we performed high-throughput sequencing of 16S rRNA derived from the soil samples.
 As a result, the metabolic activations of aerobic methane oxidizers and nitrifiers were found at 
the upper layers of the ridge and valley soils, respectively, which is consistent with the 
aforementioned results of geochemical parameter changes. 

研究分野：大気科学、炭素循環

キーワード： 温室効果気体動態評価　森林生態系　土壌微生物代謝　先進的遺伝子解析　異分野融合

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、森林生態系における温室効果気体(GHG)の時空間変動の要因を明らかにするために、気象や土壌環
境要素等との相関解析だけでなく、先進的遺伝子解析を導入することにより、対象とする生態系におけるGHG生
成・吸収に寄与する土壌微生物種を特定することができた。今後、これらの微生物種の代謝の環境依存性を明ら
かにすることにより、従来ブラックボックスとして扱われていた土壌圏におけるGHG生成・吸収機構についての
定量的な理解が深まり、気候変動に伴う陸域生態系におけるGHG収支予測の高精度化や効果的な気候変動対策の
策定への貢献が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

IPCC 報告書①では、気候変動と大気中二酸化炭素(CO2)濃度の増加に伴う将来の陸域生態系に
よる全球炭素固定量予測が示されているが、今世紀末にかけて炭素固定量が増大するものから、
固定量が減少し放出に転じるものまであり不確かさが非常に大きい。大気中温室効果気体(GHG)
の増加に伴う気候変動予測の高精度化や気候変動に対する効果的な緩和策・適応策の策定は、喫
緊の課題であり、これらの課題解決に向けて陸域生態系における CO2を初めとする GHGの収支
の将来予測の高精度化が不可欠である。陸域生態系のうち、森林は全陸域植物バイオマスの 45％
を占めるため、森林生態系における収支変動メカニズムを理解することは重要である。そのため
には各 GHGの生成・吸収等の森林生態系における各プロセスに分離し、それぞれについて変動
要因を明らかにする必要がある。 
 従来、得られた観測データを基に、気象要素や土壌環境要素、葉面積指数等の生物変数等との
関係を経験式で近似し、森林生態系の各プロセスのモデル化が行われている。このように経験式
を用いて、森林生態系の複雑な系を単純化しモデル化する手法は、観測された現象のシミュレー
ションや変動要因の解析のために有効である。しかし、経験式により GHGの生成・吸収プロセ
スをブラックボックス化して捉えることになる。気候変動等に対する応答予測の高精度化のた
めには、従来のパラメータだけでは不十分である可能性があり、生成・吸収プロセスの理解の深
化が必要である。特に森林生態系における GHGの生成・吸収への土壌微生物代謝の寄与につい
ての理解は不十分な部分が多い。どのような微生物が、どのようなプロセスにより GHGを生成・
吸収しているのか、またどのような環境因子により生成・吸収強度が制御されているのかについ
て、理解の深化が必要とされている。 
 
２．研究の目的 
森林生態系における土壌微生物による GHGの生成・吸収機構を解明し、大気化学的観測デー
タとの比較より、当生態系における GHG収支に対する微生物代謝の寄与を明らかにする。本研
究では、大気化学的アプローチと、近年、進展が著しい遺伝子解析技術の融合により、森林生態
系における GHGの動態評価の高精度化を図ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（1）研究対象の岐阜県高山市の観測サイト(TKY: 36o08’N, 137o25’E, 1420 m)は、樹高 15~20 mの
ダケカンバやシラカンバ、ミズナラ等から成る樹齢 60年以上の冷温帯落葉広葉樹林であり、例
年 5 月に展葉、10月に落葉し、12月後半～4月初めまで積雪が見られる。当観測サイトにおい
て、大気－森林生態系間の CO2フラックスおよび林内外の大気中 CO2濃度、気象要素、土壌環
境要素等の連続観測を継続して行った。2020 年 7 月からはレーザー分光分析計により林内外の
大気中メタン(CH4)濃度の連続観測を行った。また、研究期間中の年 3～4 回異なる季節に尾根
部、斜面部、谷部において異なる深度の土壌空気試料を採取して GHG濃度の時空間変動観測を
行うとともに、地表面にクローズドチャンバーを設置して、チャンバーの蓋を閉じたあと、複数
回チャンバー内空気を採取して、各 GHG 濃度の時間変動より、各 GHGの土壌フラックスを求
めた。採取した試料の濃度分析は、研究室において CO2濃度については凝縮気化法、CH4・亜酸
化窒素(N2O)濃度についてはガスクロマトグラフィーにより行われた。  
（2）土壌呼吸に伴う O2:CO2交換比(Oxidative Ratio：OR = –ΔO2/ΔCO2 (mol/mol))を高精度で観測
するため、尾根部において、成分分別を抑えた土壌チャンバー空気採取装置を用いて空気採取を
行った。具体的には、土壌チャンバーの空気出入口と試料採取容器の入出口を、外部リークの無
いダイアフラムポンプ、過塩素酸マグネシウムを封入した除湿管、および背圧弁を介して分岐な
く接続し、採取容器内に一定圧力でチャンバー内空気を循環通気させることで、試料を採取容器
内に加圧・除湿採取した。本装置を用いた試料採取は、2019年 2月、4月、7月および 11月と、
2020年 7月および 11月、2021年 2月の計 7回行い、各回の採取は、チャンバーを閉じた直後か
ら 7分間隔で 5本行った。得られた試料の O2濃度と CO2濃度を質量分析計により分析し、両濃
度の変動比から ORを決定した。 
（3）尾根部および谷部の表層土壌(0-5 cm)に対して、現地培養法の１つであるレジンコア法を用
いて窒素変換速度（純無機化速度、純硝化速度）の測定を行った。本法は、埋設したコア中の無
機態窒素(アンモニア態および硝酸態窒素)の増減から窒素変換速度を算出するものである。2018
年 6月から 2019年 6月までの 1年間、2～3か月ごとにレジンコアの作成・埋設と回収を繰り返
し、窒素変換速度の季節変化を調べた。また、１～2か月ごとに表層土壌(0-5cm)を採取し、含水
比や土壌 pHとともに無機態窒素濃度を測定した。さらに、土壌深度による違いを明らかにする
ため、2018年の 6月と 10月、2019年の 2月と 4月において尾根部の 2深度(0-5、30-35 cm)およ
び谷部の 3深度(0-5、30-35、75-80 cm)から土壌を採取し、同様に無機態窒素濃度等を測定した。
また、2019 年 4月を除く 3 回については、採取した土壌を用いて、赤外線ガス分析計を用いた
通気法による微生物呼吸速度(CO2放出速度)の測定と、ATP法による微生物バイオマス量の推定
を行った。 



（4）土壌における微生物群集構造の推移を解明するため、2018年 5月と 10月、2019年 2月と
4月、7月に上述の通り深度ごとに採取した尾根部と谷部の土壌試料を対象として、次世代シー
ケンサー解析を行った。採取した土壌より微生物核酸(DNAと RNA)をビーズ細胞破砕法および
溶菌法の併用により抽出・精製した。得られた核酸試料を鋳型に用い、16S rRNA(細菌・古細菌)
と 18S rRNA(真核生物)の V4領域を標的として、PCRまたは RT-PCRによる増幅反応を行った。
増幅産物を磁気ビーズ法およびゲル抽出法により精製し、蛍光による核酸定量を行なった後、次
世代シーケンサーMiSeqによる大規模塩基配列解読に供した。各試料から増幅断片を数万リード
解読し、遺伝子配列解析パイプライン(ソフトウエア mothurによる非特異的配列除去やソフトウ
エア QIIMEによる微生物系統解析等)によって、微生物多様性の解析(α多様性指数決定、主座標
分析)および微生物種(Operational taxonomic unit [OTU])の同定を行った。 
 
４．研究成果 
（1）図 1 に尾根部・斜
面部および谷部におけ
る深度別土壌空気中
CO2、CH4、N2O濃度の変
動を示す。CO2濃度につ
いては、大気中濃度(約
410 ppm)と比べて著し
く高濃度になっており、
土壌は CO2 の強い放出
源になっていると考え
られた。地温が高い夏季
に根呼吸および有機物
分解が活発になり、高濃
度になる明瞭な季節変
動を示しており、チャン
バーを用いて観測され
た CO2 土壌フラックス
も夏季に極大を示した。
尾根部・斜面部では、概
ね深層ほど高濃度にな
る傾向を示したが、谷部
では 20 cm、35 cmで最
高濃度を示した。以下に
示すように尾根部と谷
部では土壌の鉛構造が
異なるため、拡散強度や
CO2 生成強度の鉛直分
布が異なり、このことが CO2濃度の鉛直
分布の違いの原因になっていることが
推察された。 

CH4 濃度については、大気中濃度(約
1900 ppb)と比べて著しく低濃度になっ
ており、土壌は CH4の強い吸収源になっ
ていると考えられた。谷部を除き、深層
ほど低濃度になる傾向が見られ、同じ深
度で比較すると、尾根部が斜面部、谷部
より濃度が低かった。明瞭な季節変動は
見られなかったが、谷部においては 70 
cm において秋～冬に高濃度が見られ
CH4 生成が起こっていることが示唆さ
れた。一方、チャンバーを用いて観測さ
れた CH4土壌フラックスは、夏季に吸収
が強まる季節変動を示し、斜面部や谷部
と比較して尾根部での吸収強度が強か
った。また、大気中 CH4濃度の連続観測
からは、図 2に示すように上層と比べて
地表付近で低濃度になる濃度差が見ら
れ、地温が高いほど濃度差が増大する相
関関係が見られ、夏季に吸収強度が強まる現象と整合的であった。これらの結果は、CH4の吸収
強度は土壌の表層付近で顕著であり、その季節変動を土壌フラックスの季節変動は反映してい
ると推察された。また、上層と比べて地表付近の濃度差は、5 cmの土壌水分と負の相関を示し、

図 1. (左図)尾根部(Ridge)・斜面部(Slope)および(右図)谷部

(Valley)の各深度における土壌空気中(上)CO2、(中)CH4、

(下)N2O濃度の変動。 

図 2. (左図)2020年 7月～11月、(右図)2020

年 12 月～2021 年 4 月の各月の地上 27m

を基準とした各高度の平均的な CH4濃度

差。横線は平均値に対する±1σを表す。 



乾燥時に増大する傾向を示したが、尾根部と比べて斜面
部、谷部の土壌水分は高いため、尾根部で CH4吸収強度
が強いことと整合的であった。 
土壌中の N2O濃度は大気中濃度(約 330 ppb)よりやや
高く、土壌は弱い放出源となっていると考えられた。浅
層と比べて深層で高濃度の傾向が見られた。夏季にやや
高濃度になる傾向が見られたが、季節変動は不明瞭であ
った。斜面部では冬季に著しい高濃度が見られ、N2Oの
生成が顕著であったことが示唆された。 
（2）土壌チャンバーを閉じた後のチャンバー内空気の
O2濃度および CO2濃度は、時間の経過とともにそれぞ
れ減少および増加し、濃度の変動量は土壌呼吸が活発に
なる夏季に大きかった。7 回の観測で得られた O2およ
び CO2 濃度の全データに対する回帰直線の傾きとして
得られた観測期間平均の ORは 1.14±0.01であり、2004-
2005 年の期間に同観測サイトで行った土壌チャンバー
実験②で得られた 1.11±0.01 の値よりもやや高い値を示
した (図 3)。また同時に分析したアルゴン(Ar)濃度には
対流圏大気中で生じ得る範囲を超えた大きな変動が見
られ、本装置では成分分別を完全には抑制できなかった
ことが明らかになった。この分別は Ar濃度を用いるこ
とで評価・補正することが可能であり、同補正を適用し
た場合の観測期間平均 OR は 1.15±0.01 とな
る。また、本研究で得られた OR、および上
述の過去の観測による ORを月別に見ると、
夏季に ORがやや高い値を示す傾向が見られ
た(図 4)。このことから、夏季には冬季に比し
て土壌微生物活動が活発になることで、O2を
より多く消費する難分解性の有機物の分解
が促進されている可能性が考えられるが、メ
カニズム解明のためには今後の更なる検証
が必要である。 
（3）尾根部や谷部の表層土壌(0-5 cm層)は黒
ボク土特有の黒い土壌であったが、尾根部の
30-35 cm 層および谷部の 75-80 cm 層は明る
い茶褐色を呈していた。谷部の 30-35 cm層は
表層と同様の黒色土壌であったことから、同
じ深度であっても地形の違いによって火山
灰や表層物質の移動・蓄積に違いがあること
が考えられた。表層土壌について見ると、尾
根部は谷部に比べて土壌 pH が低く、硝酸態

図 5. 尾根部(Ridge)および谷部(Valley)の表
層土壌における a)純窒素無機化速度、b)純
硝化速度の季節変化。 
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図 6. 尾根部(Ridge)および谷部(Valley)の表
層土壌における a)年間純窒素無機化量、b) 
年間純硝化量。 

図 3. 土壌チャンバー観測から得ら
れた O2濃度と CO2濃度の関係。チ
ャンバーを閉じた後に最初に採取
した試料の O2および CO2濃度値か
らの偏差について、全 7回の観測結
果を重ねて示す。黒丸は分析結果、
青丸は成分分別を補正した後の結
果である(本文参照)。 

図 4. 本研究および過去の観測で得られたOR

の季節変動。 



窒素濃度も低かった。深さによる違いについては、尾根部 30-35 cmおよび谷部 75-80 cmの茶褐
色土壌層には表層の黒色土壌と比べて硝酸態窒素がほとんど含まれていなかったが、アンモニ
ア態窒素は表層の 30-40%に相当する濃度が見られた。 
土壌微生物呼吸速度および微生物バイオマスは地形による差は無かったが、土壌深度に伴っ
て減少する傾向が見られた。レジンコア法の結果、微生物群集による純窒素無機化速度は尾根部
で高く、谷部で低いことが示された。一方で純硝化速度は逆に谷部で高かったことから、谷部で
は有機物の分解によって生じたアンモニア態窒素が速やかに硝酸態へと変換される(硝化率が高
い)ことが確認できた(図 5、6)。無機化及び硝化速度はいずれも 6－9月や 9-11月期に大きく、積
雪に覆われる期間では小さくなっていた(図 6)。谷部では特に 6-9 月期が占める割合が大きく、
夏季に多くの窒素が無機化・硝化されることが示された。 
（4）１年間を通して深度ごとに抽出した森林土壌の DNAおよび RNAを用いて、次世代シーケ
ンサーによる細菌・古細菌(16S rRNA)と真核生物(18S rRNA)の大規模解析を行なった。16S rRNA
の主座標分析の結果、上部 2 深度(0-5、30-35 cm)では、尾根部と谷部での違いはほぼ見られず、
深度ごとで類似の群集構造を示した。また DNAと RNAの解析結果を比較したところ、RNA解
析結果では α多様性指数のひとつである 1/Simpsonが低く、主座標分析でも RNAと DNAのプ
ロットが離れていたことから、特定の微生物種が代謝活性を有していることが示された。一方で、
下部 1深度(75-80 cm)では、DNAと RNAの解析でともに季節により群集構造が大きく変動する
ことが示された。OTU解析の結果、好気的メタン酸化細菌の RNA発現量が上部 1深度(0-5 cm)、
特に尾根部において高く、尾根部のメタン消費活性が高いと推定した大気メタン濃度追跡結果
を支持した。さらに、硝化菌（アンモニア酸化古細菌、亜硝酸酸化細菌）は谷部で RNA発現が
上昇しており、これは谷部において検出された高い硝酸態窒素濃度と高い硝化活性の結果と一
致していた。既知のメタン生成菌はほぼ検出されなかったが、未培養アーキアの系統群が下部 1
深度(75-80 cm)で代謝活性化しており、メタン生成に関与していることが示唆され、図 1に見ら
れた谷部 70cmの CH4の高濃度の原因であると推察された。加えて、18S rRNA解析により、上
部 1深度(0-5 cm)は多様な真核生物が劇的に季節変動し代謝活性種と存在種が異なること、下部
2 深度(0-35、75-80 cm)での真核生物群集は季節変動をほぼ示さず比較的安定であることが見出
された。 
＜引用文献＞ 
①IPCC, Climate Change 2013: The Physical Science Basis. Contribution of Working Group I to the Fifth 
Assessment Report of the Intergovernmental Panel on Climate Change [Stocker, T.F., D. Qin, G.-K. Plattner, 
M. Tignor, S.K. Allen, J. Boschung, A. Nauels, Y. Xia, V. Bex and P.M. Midgley (eds.)]. Cambridge 
University Press, Cambridge, United Kingdom and New York, NY, USA, 2013, 1535 pp. 
②Ishidoya, S., Murayama, S., Takamura, C., Kondo, H., Saigusa, N., Goto, D., Morimoto, S., Aoki, N., 
Aoki, S., and Nakazawa, T., O2:CO2 exchange ratios observed in a cool temperate deciduous forest 
ecosystem of central Japan, Tellus B, 65, 2013, 21120, http://dx.doi.org/10.3402/tellusb.v65i0.21120.   
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