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研究成果の概要（和文）：多くの森林生態系において窒素の供給は植物の成長・生産の制限因子として機能して
いる。本研究では、窒素循環のプロセスの多くが微生物の窒素代謝反応であることに着目し、『環境条件 － 微
生物群集の動態 － 窒素循環速度』の関係性を明らかにすることを目的とした。その結果、植物が吸収・利用す
るアンモニウムと硝酸の生成速度は基質の供給とともにそれを生成する微生物の存在量によって規定され、微生
物の存在量は土壌の理化学性によって規定されるという階層的構造を見いだすことができた。本研究の成果は森
林の窒素循環のメカニズム理解を進めるとともに、その環境応答を予測するための基盤的知見となる。

研究成果の概要（英文）：The nitrogen supply is one of the largest factors for the plant growth and 
production in many forests. In this project, we attempted to understand the relationship between 
environmental properties, microbial community dynamics, and nitrogen cycling rate, with the focus on
 the fact that nitrogen cycling is largely mediated by soil microbes. Then, we found the 
hierarchical structure between them in which the production rate of ammonium and nitrate, available 
nitrogen species to plants, are largely regulated by the ammonium and nitrate producing microbial 
abundances as well as the substrate supply, and the abundances were largely affected by the 
environmental properties. The findings here can not only enhance our understanding of nitrogen 
cycling in forests but provide the scientific basis to predict the response of the nitrogen cycling 
to the environmental change.
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１．研究開始当初の背景 
 多くの森林生態系において窒素の供給が
植物の成長を制限している。そのため、どの
ように窒素が循環しているのか、またどのよ
うに窒素循環が制御されているのかを明ら
かにすることは生態学・森林科学の主要なテ
ーマであり続けている。また近年の大気から
の窒素流入量の増大は、窒素循環のプロセス
や速度を大きく変え、渓流水の酸性化や下流
域の富栄養化を引き起こしうるため、窒素循
環のメカニズム理解は喫緊の課題である。 
 日本は森林が国土の約70%（天然林が30%、
人工林が 40%）を占め、気候に応じて北から
南まで植生は大きく異なる。森林の窒素循環
は一般に植生や林齢、更新履歴、また土壌の
物理化学性などに左右されて大きく異なる。
このような差異を理解するために、多くの研
究において、植生や気象、土壌の物理化学性
といった環境条件を用いた窒素循環の理解
が試みられてきた。しかし、これらのパラメ
ーターだけでは森林間の窒素循環のプロセ
スや速度の差異を十分に説明できないケー
スが多く見られている。そこで、窒素循環の
プロセスの多くは微生物の窒素代謝反応で
あることから、窒素循環のメカニズム理解に
向けた『環境条件 − 微生物群集の動態 − 窒
素循環速度』の統一的理解の必要性が指摘さ
れている。窒素循環に関わる環境微生物を対
象とした分子生態的手法はまだ新しく、森林
では研究が限られているのが現状であるが、
近年の農耕地や草地を対象とした研究にお
いても、窒素循環のプロセスの速度とそれを
担う微生物群集の存在量との間に正の強い
相関が見出されている。このように、微生物
群集を考慮することなく窒素循環のメカニ
ズム理解は困難であり、また微生物群集をパ
ラメーターとして取り入れることで、窒素循
環のメカニズム理解は飛躍的に進むと期待
される。 
 
２．研究の目的 
 日本の森林における窒素循環のメカニズ
ム理解に向けて、『環境条件−微生物群集の動
態−窒素循環速度』の関係を明らかにする事
を目的とする。土壌の物理化学性がほぼ連続
的に変化するブナ天然林（京都）およびスギ
人工林（千葉）と、天然林と人工林を含む多
様な環境条件（植生、気象、土壌の物理化学
性）からなる日本各地（北海道〜九州、沖縄）
の森林を対象として、以下の(1)〜(4)に示す、
環境条件・微生物群集構造・窒素循環速度に
関する解析を行う。ここでは対象とする窒素
循環プロセスとして、植物が吸収・利用する
アンモニウムと硝酸に着目し、硝化とアンモ
ニウム生成を対象とする。 
(1) 森林土壌における窒素循環のプロセス
速度（総硝化、脱窒、アンモニウム生成速度）
を明らかにする。 
(2) それぞれの森林における硝化、アンモニ
ウム生成を担う微生物群集の組成と存在量

を明らかにする。 
(3) 上記の微生物群集の組成と存在量を大
きく決めている環境条件を特定する。続いて、
微生物群集の組成・存在量と窒素循環のプロ
セス速度の関係を明らかにする。 
(4) 以上を統合し、各プロセスを制御するメ
カニズムに対する理論的な枠組みを提唱す
る 
 
３．研究の方法 
 一つの森林内の斜面という狭いスケール
（森林斜面スケール）と日本全国という広い
スケール（広域スケール）での窒素循環速度
と微生物群集の空間変動を解析する。まず京
都大学芦生研究林内のブナ天然林および東
京大学千葉演習林内のスギ人工林にある斜
面において上部から下部にかけて段階的に
土壌を採取した。北海道から鹿児島、沖縄ま
での全国 40 サイトの森林（天然林と人工林
を含む）から採取済みの土壌と合わせて、以
下の解析に用いた。 
(1) 土壌の主な物理化学性のほか、硝化およ
びアンモニウム生成（無機化）の総速度を窒
素安定同位体希釈法によって定量した。 
(2) 全ての土壌から DNA を抽出し、全バクテ
リアの 16S rRNA 遺伝子量、アンモニア酸化
バクテリアおよびアンモニア酸化アーキア
のアンモニア酸化酵素遺伝子(amoA)量を測
定した。広域スケールにおいては菌類の 16S 
rRNA 遺伝子量や脱窒に関与する亜硝酸還元
酵素遺伝子（nirK、nirS）もまた測定した。
それらの測定値を各微生物群の存在量とし
た。ここで、ほぼ全てのバクテリアがアンモ
ニア生成（低分子有機物を取り込むアンモニ
アを排出する）に関与しうることから全バク
テリアをアンモニア生成微生物とした。また
アンモニア酸化は硝化の律速段階であると
考えられるので、アンモニア酸化バクテリア
およびアンモニア酸化アーキアを硝化微生
物とした。続いて、16S rRNA 遺伝子の塩基配
列解読を行い、バクテリア群集組成を解析し
た。広域スケールにおいては菌類の ITS 領域
遺伝子の塩基配列解読を行い、菌類群集組成
を解析した。 
(3) 得られた環境条件、アンモニア生成・硝
化微生物群集の組成・存在量、アンモニア生
成・硝化速度の関係を、各種多変量統計解析
を行って解析した。 
 
４．研究成果 
(1) 森林斜面スケールにおいて、京都大学芦
生研究林内のブナ天然林および東京大学千
葉演習林内のスギ人工林にある斜面ともに、
上部から下部にかけて窒素動態が異なった。
上部ではアンモニウムが、下部では硝酸が蓄
積する傾向が見られ、特に下部では生成した
アンモニウムが硝酸にまで酸化されること
が確認された。アンモニウムを硝酸に酸化す
る硝化微生物群集の存在量も下部に行くに
つれて大きくなることが確認された。またア



ンモニア生成速度とアンモニア生成微生物
とした全バクテリアの存在量との間に、硝酸
生成速度と硝化微生物、特にアンモニア酸化
アーキアの存在量との間に正の相関が見ら
れた。またアンモニア酸化アーキアの存在量
は土壌の含水量または酸性度との間に正の
相関が見られた。スギ人工林の斜面から採取
した土壌を用いて、含水率を変化させて培養
すると含水率の上昇に応じてアンモニア酸
化アーキアの存在量と硝酸濃度が上昇した
ことから、特に土壌の含水量の影響を強く受
けると考えられた。これらのデータを用いて、
共分散構造解析を行った結果、図 1に示すよ
うに、土壌の窒素循環速度は基質の供給とそ
れを担う微生物の存在量によって制限され
ており、土壌の微生物の存在量は土壌の理化
学的条件によって制限される、その結果とし
て斜面上部ではアンモニウムが、下部では硝
酸が蓄積するというように、『環境条件−微生
物群集の動態−窒素循環速度』の階層的構造
を可視的に表現することができた（図１）。
同時に、微生物の動態を把握することが窒素
循環速度の環境応答を予測するために必要
であることを示すことができた。 
 (2) 森林斜面スケールにおいて認められた
階層的構造が広域スケールにおいても認め
られるかを検証した。広域スケールにおいて
も微生物群集と窒素循環速度の関連が認め
られた。一方で、窒素循環速度と微生物群集
ともに基質の供給がより強い律速条件にな
っていると考えられた。 
(3) 広域スケールにおいて微生物の群集組
成を解析した結果、各サイトによって微生物
の群集組成は異なり、バクテリアの群集組成
は土壌の酸性度の影響を強く受けているこ
とが認められた。菌類の群集組成は土壌の酸
性度の影響は比較的小さく、森林の優占樹種
の影響をより強く受けていることが認めら
れた。特に、マツ林、ブナ林、ミズナラ林で
は外生菌根菌が多く検出された一方で、スギ
林やヒノキ林では存在量は小さいがアーバ
スキュラー菌根菌が他の樹種が優占する森
林に比べて多く検出された。マツ、ブナ、ミ
ズナラは外生菌根菌を、スギ、ヒノキはアー
バスキュラー菌根菌を保有するため、それが
土壌の菌類構成に反映されていると考えら
れる。(2)で述べたように、微生物の存在量
は基質の供給の影響を強く受けるため、微生
物の存在量と組成は異なる要因によって規
定され、またバクテリアと菌類の組成もまた
異なる要因によって規定されていることが
示された。現在までに微生物の組成の動態ま
でを組み込んだ窒素循環モデルは構築され
ていないが、組成と存在量がどのように規定
されているのかまで明らかにすることがで
きたため、(2)で述べた微生物存在量を組み
込んだ定性的なモデルに組成の情報を組み
込むことで、微生物群集の量的、組成的な変
動とその表現型としての窒素循環速度の環
境応答を予測するためのモデルを構築でき

る可能性があり、そのための基盤が整ったと
いえる。 
(4) 技術的な進展として、脱窒についても将
来的にモデルに組み込むことを考え、土壌中
の脱窒関連遺伝子（亜硝酸還元酵素遺伝子
nirK、nirS）を広く検出するための PCR プラ
イマーの開発ならびに分析条件の最適化を
行った。その結果、これらの遺伝子は従来の
手法で示されていたよりはるかに多様であ
り、豊富に存在していることを示した。また
他の生態系の土壌も含めて、森林土壌中のこ
れらの遺伝子組成を解析した結果、森林土壌
においては脱窒をするバクテリア群集の中
で、その生態がほとんど研究されていないバ
クテリアが優占していることが示され、さら
なる研究の必要性があると考えられた。 
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