
 

様式Ｃ－１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成２５年 ５月３１日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：葉面積指数（LAI），土壌呼吸（Rs）速度，環境要因（光，地温等），

土壌微生物バイオマス（生菌数）・組成を調査した。LAIに基づき，成長開始期（5 月下旬），急

成長期（6月から 7 月），最大期（8月上〜中旬），衰退期（9 月以降）に分けられた。5 cm深地

温によるRsは 3.1〜3.8 kg CO2 m
-2 y-1，土壌従属栄養生物呼吸は 2〜2.5 kg CO2 m

-2 y-1と推定

された。土壌微生物の生菌数と組成は，両者ともに試料間差はあるが季節変化は小さかった。 

 
研究成果の概要（英文）：We investigated LAI, soil respiration rate (Rs), environmental 
factors, biomass and flora of soil microbes in the grassland.  The canopy growth was 
distinguished into four periods, i.e. beginning of growth (late May), exponential growth 
(from June to July), maximum LAI（early to mid August）, and senescence (September to 
October).  Annual rates were estimated as 3.1 - 3.8 kg CO2 m

-2 y-1 for Rs, and 2 - 2.5 
kg CO2 m

-2 y-1 for soil heterotrophic respiration.  Biomass and flora of soil microbes 
were heterogeneous spatially (among soil samples), but not seasonally (among sampling 
periods). 
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2009年度 1,900,000 570,000 2,470,000 

2010年度 600,000 180,000 780,000 

2011年度 600,000 180,000 780,000 

2012年度 600,000 180,000 780,000 

  年度    

総 計 3,700,000 1,110,000 4,810,000 
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１．研究開始当初の背景 
 生態系の炭素貯留は，炭素循環プロセス，
主に炭素（CO2）吸収と放出の動態（炭素動態）
によって，左右される。ポスト京都に鑑み，
非森林生態系の炭素貯留能の解明が重要な
研究課題となりつつある。草原生態系では，
森林と異なり，主要な炭素プールは土壌（植
物体地下部を含む）である。その炭素循環プ
ロセスとして，地上部の生産（光合成による

CO2吸収），土壌における炭素動態（植物のリ
ターなど有機物供給，主に土壌呼吸によるCO2

放出）が重要となる。しかし，草原における
炭素動態の研究は，日本では非常に少ない現
状にある。Yazakiら（2004）は，本研究と同
じ草原生態系を対象に炭素貯留機能を 2年間
にわたって調査し，年によって炭素貯留が変
動することを認めたが，その変動メカニズム
は未解明である。このような年々変動を理解
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するためには，草原生態系における長期モニ
タリングが欠かせない。 
 
２．研究の目的 
 本研究は，草原生態系を対象に，地上部の
生産（光合成によるCO2吸収），および，土壌
炭素動態（土壌生物の呼吸によるCO2放出）を
長期間モニタリングし，土壌炭素貯留に対す
る環境要因の作用メカニズムを明らかにす
ることである。本研究の重要な研究アプロー
チは，(1) 植物体地上部の成長を自動モニタ
リング（画像および光要因からの解析），(2) 
土壌呼吸の自動連続測定，(3) 土壌環境要因
（地温，土壌水分，土壌CO2）の連続測定，の
3 点である。これらを他の気象要因（降雨や
風など）とともに，相互比較・評価すること
を目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）研究対象：筑波大学菅平高原実験セン
ター（長野県上田市，標高約 1,300 m）の半
自然ススキ草原を対象に研究を行った。本草
原は毎年 1回（10 月中旬）の刈り取りによっ
て維持されてきた（地上部は持ち出され，農
業利用される）。優占種はススキ，ワラビ，
ヨモギ等である。 
（２）環境・気象要因：T熱電対（素線径 0.3mm）
を用いて地温，TDR土壌水分計を用いて土壌
水分，および光量子センサーを用いて光合成
有効光量子束密度（以下PAR）をそれぞれ測
定した。当初は土壌CO2濃度もモニタリングす
る予定であったが，以前から使用してきたCO2

濃度計が相次いで故障し，測定の継続を断念
した。また，菅平高原実験センターが観測し
ている気象データを利用させて頂いた。ここ
に記して感謝申し上げる。 
（３）葉群成長のモニタリング：5 月または
6 月から，草原地上部の刈り取り（10月中旬）
までの間，PEN による自動撮像型魚眼デジタ
ルカメラ(ADFC)※を用いて，草原の状態を撮
影記録した。この記録は 2005 年から継続し
ており，地表から上向きに葉群を撮影する全
天カメラ（レンズ高は地上 0.2ｍ），地上 3m
高から下向きに葉群を撮影する地表カメラ
と上向きに空を撮影する天空カメラの 3台を
使用している。カメラとレンズには NIKON 
COOLPIX4500 および全周魚眼レンズ FC-E8 を
用い，これらを防水ケース（電源ユニットと
PC インターフェース内蔵，早坂理工）に格納
し，ノート PC（WindowsXPのタスク機能）に
よって 1 日に 5 回撮影を行った。全天カメラ
での各撮影は，5 段階露出（適正露出，4 段
階のマイナス補正）とした（カメラのトラブ
ル時を除く）。全天カメラ設置位置（上記の
0.2m高）および天空カメラ設置位置（3m高）
に光量子センサー（PAR-01(L)，Prede）を設
置し，前者を葉群下の PAR，後者を葉群上の

PARとして，それぞれ記録した（30分積算値）。
さらに PAR/NIR 比法による LAI 推定のため，
全天カメラ設置位置と葉群上 2m 高にそれぞ
れ，PAR および近赤外光（NIR）測定用光量子
センサー（MIJ-13VIS および MIJ-13NIR，日
本環境計測）を設置した。得られた全天カメ
ラ画像から曇天時のものを選択し，モノクロ
2 値化した後，HemiView（Ver. 2.1，Delta-T 
Dvices）を用いて LAIを算出した。これらの
LAIを検証するため，月に 1回程度，プラント
キャノピーアナライザー（LAI-2000，Li-Cor）
により LAIの測定を行った。 
※Phenological Eyes Network， 
 http://pen.agbi.tsukuba.ac.jp 
（４）土壌呼吸（以下Rs）測定：土壌からの
CO2放出量を明らかにするため，無雪期間中，
自動開閉式チャンバー（センサ製 4 基，以下
AOCC）を用いた通気式赤外線分析法によって，
Rsを測定した。また，チャンバー内地温（5cm
深，以下Ts05）を同時に測定した。当初使用
を予定していたRs測定制御システムが故障
し復旧困難であったため，新たに制御システ
ムを自作し，CO2濃度の測定にLI-820（Li-Cor）
を用い，2011 年と 2012 年に測定を行った。
本測定では，4 基のチャンバーを順次，16.5
分間チャンバー蓋を閉じてチャンバー入口
にリファレンスガスを通気し，チャンバー出
口からのサンプルガスとリファレンスガス
の濃度差から，Rsを算出し，Ts05との回帰を
求め，年間Rsの推定を行った。 
（５）土壌微生物のバイオマス（生菌数）と
種組成：草原土壌からの放出されるCO2の発生
源として考えられる土壌微生物の季節変動
を，蛍光顕微鏡法および分子生物学的手法に
より調査した。草原の表面土壌（0～5 cm）
を，2010年 2月 7 日に 3 地点，2010年 5月 9
日に 3地点，2010年 8月 7日に 3地点採取し
た。2 月 7 日の 3 試料は，物置小屋付近の土
壌を，深さ 90 cmの積雪を除去して採取した。
5 月 9 日の 3 試料はモグラ塚付近の土壌を採
取し，8 月 7 日の 3 試料はそれぞれススキ近
く，ススキの株元，ワラビの株元の土壌を採
取した。 
①蛍光顕微鏡による菌数の計測：土壌 1 g中
の生菌数を計測するために，土壌微生物を以
下の方法により染色した。ホールスライドガ
ラスに解凍した土壌試料を載せ，リン酸緩衝
液（pH 7.0）に溶解した核酸染色蛍光色素
LIVE/DEAD Baclight Viability Kits 
(Invitrogen)を 10 µL滴下し染色した。10 分
後，蛍光顕微鏡（Axiovert 135M, Zeiss）を
用いて（対物レンズ 40 倍），1試料につき 10
視野の像をデジタルカメラ（EOS Kiss X3, 
Canon）で撮影した。緑色の蛍光を発する微
生物細胞（生菌）を PC上で計数し，Tsuji et 
al. (1995)の方法に従い土壌 1 mL 当たりの
生菌数を求めた。また，各土壌試料 1 mL を



105℃で 3 時間乾燥し，乾燥前後の重量変化
から土壌の含水率を求めた。得られた含水率
を用いて，上記の 1 mL 当たりの生菌数から
乾燥土壌 1 g当たりの生菌数を推定した。 
②微生物組成の解析：各土壌試料から，Fast 
DNA SPIN kit for Soil（MP Biomedicals）
を用いて DNAを抽出し，F984GC / R1378 プラ
イマー（表 1）を用いて PCR を行い 16S rDNA
を増幅した。増幅した DNAを，変性剤濃度勾
配ゲル電気泳動法(DGGE法, Muyzer et al. 
1993)によって，以下のように解析した。ア
クリルアミドゲル濃度 8%，変性剤濃度 20～
60%のゲルを作成し DCode System (Bio-Rad)
を用いて 200Vで 240分間電気泳動を行った。
泳動後のゲルは SYBR GOLD (Invitrogen)で染
色した後 Gel Doc XR (Bio-Rad)によりバンド
パターンの観察を行った。 
 
４．研究成果 
（１）環境・気象要因：地温の変化と地上カ
メラの画像から，冬期の積雪は年により，3
月下旬から 4月中旬にかけて消雪した。消雪
日と日平均地温（Ts05）が 5℃以上となった
日はそれぞれ，2009 年は 4 月 6 日（DOY96）
と同 9日（DOY99），2010年は 4月 2 日（DOY92）
と同 10 日（DOY 100），2011 年は 4 月 15 日
（DOY105）と同 18 日（DOY 108），2012 年は
4 月 19日（DOY110）と同 21 日（DOY 112）で
あり，消雪とその後の地温上昇は，2009年と
2010 年に比べ 2011 年と 2012 年は約 10 日ほ
ど遅かった。日平均地温が 5℃を越えた日を
起算日とした積算気象要因の季節変化を図 1
に示す（本研究期間以前の 2005 年からのデ
ータを併せて示す）。2011年と 2012年の低い
積算 Ts05 の推移は，積算日射が少なかった
ことに起因すると考えられる。一方，積算降
水量は，2011年は DOY150〜180 の間に 300mm
を越えて成育期間初期の降水量が多かった
のに対し，2012年はその半分程度と降水量が
少なく，2009年と 2010年は中間的であった。 
（２）葉群成長：全天写真法による LAIから
（図２），葉群は 5 月下旬から 6 月上旬に成
長開始し，6 月から 7 月にかけて盛んに成長
し，8 月上旬に最大に達し，9 月以降に衰退
した（葉の黄変・褐変，萎凋・脱落）。6月か
ら 7月にかけての LAI の著しい増加程度（葉
群の成長速度）は年によって異なり，図の傾
きから，低；2005年，中；2006，2007，2008，
高；2010，2011，2012の各年となり（欠測が
多い 2009年を除く），葉群の成長開始期から
急成長期が年々早まっているように見られ
る。この要因は具体的には不明であるが，全
天画像処理上の技術的問題，気候変化または
草原植物の生理的要因による変動等が考え
られる。さらに解析してその要因を明らかに
し，純一次生産と生態系純生産の推定を行う
予定である。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1．調査地の積算気象要因の季節変化． 
 （菅平高原実験センターのご好意による） 
 起算日は日平均地温が 5℃を越えた日 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．全天写真法による LAI の季節変化． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図３．葉群下の NIR/PARと LAIの関係． 
（３）土壌呼吸（Rs）および土壌従属栄養生



物呼吸（以下Rh）：新制御システムを用いた
Rsの連続測定結果として，季節変化を図４に，
5cm深の地温および土壌水分とRsの関係を図
5 および図６にそれぞれ示す。4 チャンバー
間のばらつきは多少異なり，測定期間を通じ
てCh2 は高く，Ch4は低く，Ch1は中間的であ
ったが著しく変動することがあり，Ch3 は測
定開始当初は高めであったが夏期ごろには
中間的であった。一般的に報告されているよ
うに，地温とRsには正の相関が，土壌水分と
Rsには負の相関が認められたが，土壌水分に
ついてはCh3 において他のチャンバーとは異
なる結果となった。これは土壌水分測定にト
ラブルがあり，欠測があったことによると考
えられる。このため，5 cm深地温のみを用い，
図５の指数回帰に基づいて年間呼吸速度を
推定したところ，年によって，年間Rsは 3.1
〜3.8 kg CO2 m

2 y-1，土壌従属栄養生物呼吸
（Rh）は 2.0〜2.5 kg CO2 m

2 y-1となった（表
1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４．自動開閉チャンバーと通気法により測
定された Rs の季節変化． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図５．5cm深地温と Rs（図４）の関係． 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図６．5cm 深土壌水分と Rs（図４）の関係． 
 
表 1．5cm深地温に基づく推定 Rs と推定 Rh． 

年  
5cm 地温 (˚C) * 

 

年間呼吸速度  
(g CO2 m-2 y-1) 

 平均 最高 最低 レンジ  Rs Rh ** 

2005  10.1 22.6 1.0 21.6  3249 2090 

2006  10.1 23.1 1.2 21.9  3236 2094 

2007  10.3 22.8 0.9 21.9  3369 2138 

2008  10.2 22.2 0.8 21.4  3316 2134 

2009  10.1 22.2 0.7 21.6  3140 2020 

2010  10.8 23.9 0.6 23.3  3796 2452 

2011  10.2 22.5 0.8 21.7  3290 2137 

2012  10.0 22.4 1.0 21.5  3274 2104 

平均  10.2 --- --- 21.9  3334 2146 

* 菅平高原実験センターによる     

** Rs : Rh = 1 : 0.643 を仮定      
 
（４）土壌微生物の生菌数と種組成：顕微鏡
観察の結果，蛍光染色された微生物は主とし
て細菌類であり（図７），乾燥土壌 1 g 当た
り 108～109細胞程度の生菌が観察された（表
２）。2月 7日の 3試料は，数 10 cm以内の近
接した場所であるが，約 5倍の差が見られる
など局所的な場所による菌数の差が大きく，
季節による明瞭な変化は見られなかった。ま
た，DGGE法による解析結果においても各試料
のバンドパターンは同様の傾向を示してい
たことから，細菌群集の組成に，大きな季節
変化は見られないことが確認された。本研究
の試料採取地では，秋期に草原地上部は刈り
取られ大部分が持ち出されるが，一部残され
た地上部リターおよび地下の枯死部によっ
て有機物が土壌に供給されると考えられる。
本研究の結果からは，微生物の分布は，有機
物量の影響を大きく受けており，気温の上昇
が必ずしも微生物数の増加に繋がっていな
いことが推測された。また，植物には多様な
種が見られるものの，主としてススキとワラ
ビが優占していることから，微生物相の均一
性はこれら植物種の優占度の高さによって
影響を受けている可能性がある。 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図７．蛍光染色された微生物の顕微鏡像．生
菌が緑色に蛍光染色されている． 

 
表２．蛍光染色された微生物生菌数． 
No. 試料名 採取日 生菌数±標準偏差 

  （×108 cells  
   g-1 dry soil） 

1 菅平 a 2010．2．7． 2.4 ± 1.2 
2 菅平 b 2010．2．7． 9.9 ± 3.1 
3 菅平 c 2010．2．7． 1.7 ± 0.5 
4 モグラ塚 GL1 2010．5．9． 2.3 ± 0.8 
5 モグラ塚 GL2 2010．5．9． 0.99 ± 0.63 
6 モグラ塚 GL3 2010．5．9． 4.1 ± 2.4 
7 ススキ近く 2010．8．7． 4.5 ± 1.2 
8 ススキ株元 2010．8．7． 3.9 ± 1.4 
9 ワラビ株元 2010．8．7． 6.7 ± 2.6 
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