
Ⅰ　はじめに

　虎塚古墳は、茨城県ひたちなか市に所在する₇世紀前葉に築造された前方後円墳で、後

円部にある横穴式石室内に彩色壁画を有した装飾古墳である。壁画は石室の石材と類似性

の高い白土による下地層の上から赤色顔料であるベンガラで三角連続文・円文・渦文など

の幾何学文様と大刀・槍・靱・楯などの武器、武具といった文様が描かれている₁,₂。

　壁画は毎年春と秋に一般公開がされており、それに伴い公開の前後に石室内の定期点検

と科学的な調査が実施されている。虎塚古墳壁画では、目視で確認できるような顕著な微

生物被害は現在のところ発生していない。目視で確認できるような微生物劣化が起きてい

ないという事実には、そこに何らかの微生物制御に関する理由があると推測される。一方

で、長い期間を経て顕在化するような潜在的な微生物劣化については虎塚古墳壁画におい

ても存在する可能性がある。近年では虎塚古墳壁画の赤色顔料が薄くなっているように見

られるということが報告されており₂、目視では分からない微生物劣化が関与している可

能性も否定できないことから、これらについても検討していく必要がある。

　これまで多くの場合において、壁画上で顕著な微生物劣化が認められた際にその原因を

調査する目的で微生物劣化についての研究が行われてきた。文化財は非破壊・非接触が原

則であるため、明確な被害が起きていない状態の壁画を調査対象にすることは保存上望ま

しくないということが理由だと考えられる。そのため、虎塚古墳壁画における微生物生態

系については未だ十分な学術的知見が得られていない状況にある。古墳壁画の現地保存を

考える上で、石室内や壁画上の微生物叢がどのようなものが望ましいのかという知見は非

常に重要だと考えられる。また、虎塚古墳壁画の微生物叢を解析することは、代謝様式か

ら推定される劣化リスクを評価するという予防的な視点においても先駆的であり、重要な

ことだと考えられる。そこで本研究では、石室内にて自然落下した壁画の微小剥落片を用

いて細菌と真菌を対象とした微生物叢解析を行うことにより、そこに形成されている微生

物叢の様態を明らかにすることを目的とした。
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Ⅱ　供試試料

　虎塚古墳石室内の床面には約21㎝×30㎝のポリカーボネート製の平板が16枚設置されて

おり、定期点検の際に平板上に落下した微小剥落片を回収し、落下物の重量、種類、落下

図₂　ポリカーボネート板上の微小剥落片

図₁　石室内に置かれたポリカーボネート板の配置図

0 1ｍ

奥壁

東壁西壁 床

箇所の分布などの調査を実

施している₂。本研究で用い

た試料は、2019年11月18日

に行われた定期点検の際に

採取したものである。平板

上にある落下物から壁画の

剥落片と思われる白色下地

や赤色顔料を目視によって

選抜し、滅菌済みの綿棒を

用いて滅菌チューブ（₂mL, 

Watson,Japan）に回収し

た。回収後は、保冷剤を入

れた断熱バッグで10℃以下

に保ったまま東京文化財研

究所に運び、分析に供する

まで₄℃で冷蔵保存した。
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Ⅲ　方　　法

　試料からのDNA抽出および精製はExtrap Soil DNA Kit Plus Ver.₂（日鉄環境エンジニ

アリング、日本）を用いて行った。抽出したDNAを用いて、蛍光消光プライマーを用いた

リアルタイムPCR（Polymerase Chain Reaction）法₃による細菌16S rRNA遺伝子のコピー

数と真菌18S rRNA遺伝子のコピー数を確認した。次に、細菌16S rRNA遺伝子の超可変

領域（V4領域、約254塩基配列）と真菌ITS（Internal transcribed spacer）領域を対象とした

PCR増幅を行った。得られたPCR増幅産物は精製後、PicoGreen dsDNA Assay Kit 

（Invitrogen、USA）で濃度を測定した。測定結果を元に濃度を調製し、MiSeq（Illumina，

USA）にてシーケンス解析を行った。PCR増幅とシーケンス解析に用いたプライマーは、

細菌16S rRNA遺伝子V4領域がU515Fおよび926R、真菌ITS領域がITS1FおよびITS2であ

る（表₁）。PCR増幅産物の両側から約250塩基ずつ解析（ペアエンド解析）を行い、₂つ

の配列解析データの末端をオーバーラップさせて、16S rRNA遺伝子については約410塩

基の塩基配列情報を得た。なお、真菌ITS領域の塩基配列長は種によって異なるため、得

られる塩基配列長は不定である。得られた配列データのクオリティとキメラをチェックし、

基準を満たした配列データのみをフィルタリングした。フィルタリング後の配列データに

ついて、相同性97%以上の類似性の高い配列データを₁つのグループのクラスタとしてま

と め た。 各 ク ラ ス タ 配 列 の 中 で 最 も 出 現 頻 度 の 高 い 配 列 を 代 表OTU（Operation 

Taxonomic Unit;操作的分類単位）配列とし、その代表配列を用いて以降の解析を実施した。

　各代表のOTU配列について、Silva Living Tree（https://www.arb-silva.de/projects/

living-tree/）の16S rRNA遺伝子データベースおよびUNITE（https://unite.ut.ee/）の真

菌ITS領域遺伝子データベースに対する相同性検索を行い、系統分類を推定した。また、

補完的にアメリカ国立衛生研究所医学図書館の国立生物工学情報センター（NCBI）が提

供するBLASTプログラム（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/）も用いて相同性検索

を行うことで近縁種を推定した。

表₁　PCR増幅および次世代シーケンス解析に用いたプライマー

Primer name Sequenc（5'→3'） Base Reference（s）

細菌
U515F GTG（C/T）CAGC（A/C）GCCGCGGTA 18 4,5

926R CCG（C/T）CAATTC（A/C）TTT（A/G）AGTT 19 6

真菌
ITS1F CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 22 7

ITS2 GCTGCGTTCTTCATCGATGC 20 8
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Ⅳ　結果と考察

　DNA抽出には、13.5㎎の試料を用いて行った。これは先行研究において次世代シーケ

ンス解析が可能であった試料量₉を参考にした。抽出したDNA原液に含まれる細菌の16S 

rRNA遺伝子のコピー数と真菌の18S rRNA遺伝子のコピー数の結果を表₂に示す。抽出

DNA原液中に含まれる細菌と真菌の対象遺伝子のコピー数はそれぞれ2.9×105、2.2×

104copies/μL-DNA原液であった。

　佐藤ら（2020）の先行研究では、抽出DNA原液中に含まれる細菌と真菌の対象遺伝子

のコピー数を比較すると、供試した₅つの試料で共通して細菌のコピー数が真菌のコピー

数に対して103から104倍多いという結果10を報告していたが、今回の試料では10倍であり、

先行研究と比較してその差は小さかった。対象とした各遺伝子のコピー数は種によって異

なるため、単純にコピー数だけで存在比を比較することはできないが、こうした調査結果

を蓄積していくことで壁画面における微生物量の傾向が見えてくると考えられる。壁画表

面での細菌と真菌のバイオマスの違いは壁画上での目視での真菌の有無と大きく関わる可

能性があるため、今後両者を定量的に評価することが課題である。

　細菌16S rRNA遺伝子V4領域を標的とした次世代シーケンス解析を行った結果、41,777

配列を取得した。これらの配列データのうち相同性97%以上のものを₁つのOTUにまとめ、

その代表配列を用いてBLAST相同性検索を行い、近縁種を推定した。解析結果を表₃に

示す。

　代表配列は₉つの門に分布しており、特にProteobacteria門（37.8%）が優占した。次い

で Acidobacteria 門（15.0%）、Planctomycete 門（14.3%）、Firmicutes 門（12.6%）、

Actinobacteria門（11.9%）が多く検出された。他にもChloroflexi門（2.8%）、Bacteroidetes

門（2.7%）、Candidatus Melaidabacteria門（1.0%）、Gemmatimonadetes門（0.1%）が検出

された。

　洞窟における細菌叢に関して、Zhou et al.（2007）が非培養法による菌叢解析を行った

複数の研究を比較している11。それによると、多くの洞窟壁面においてProteobacteria門が

最も優占し、続いてAcidobacteria門とActinobacteria門、Firmicutes門が多く検出されて

表₂　rRNA遺伝子のコピー数

試料名
DNA 原液中の対象遺伝子＊

コピー数（copies/μL-DNA 原液）

細菌 真菌

TR25 2.9×10⁵ 2.2×10⁴

＊細菌は16S rRNA遺伝子、真菌は18S rRNA遺伝子を対象とした
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いることが明らかになっている11。これは今回得られた解析結果と類似しており、虎塚古

墳壁画の細菌叢と洞窟壁面の細菌叢が近いということが伺える。

　種レベルで見ると、Proteobacteria門のAlphaproteobacteria綱に属する配列が最も優占

し、その中でも特にNordella oligomobilis（12.4%）に近縁な配列の出現頻度が高かった。

本種はフランスのマルセイユ病院にある貯水槽の水からアメーバ共培養法を用いて分離さ

れたグラム陰性菌であり、自由生活型アメーバに捕食された後、アメーバ細胞内で増殖す

ることが知られている12。佐藤ら（2020）の先行研究10でも、本種と同様なアメーバ共培養

法から分離されたReyranella massiliensisが多く検出されており、その共通点が生態学的

に非常に興味深い。R.massiliensisは、N.oligomobilisと同様に、自由生活型アメーバに

捕食された後、アメーバ細胞内で増殖することが報告されており、生態学的な特徴が類似

する菌群が壁画面での優占種として存在していたのではないかと考えられる。自由生活型

アメーバを利用して増殖できる能力を持ったものが優占するという事は逆に言うと、その

他の微生物はアメーバの捕食によって生体量を減少させていたのではないかと類推するこ

とができる。つまり、壁画面においてアメーバの捕食による選択圧が大きいためこのよう

な性質を持つ菌種が多く存在しているのではないかと考察した。虎塚古墳の石室内は相対

湿度がほぼ100%の環境であり、羨道部や石室床面には土壌も存在するため、自由生活型

のアメーバにとっても生存しやすい環境ではないかと考えられる。

　本研究では壁画面に形成される微生物叢のみに焦点をあてたが、土壌動物を含めた石室

全体の生物群集に視点を広げなければ、良好な壁画の状態を正確に捉えることができない

のではないかと考えられた。今後は微生物叢解析に加えて、石室内の土壌動物の生体量の

調査なども必要である。

　また、真菌ITS領域を標的とした次世代シーケンス解析を行った結果、134,576配列を

取得した。これらの配列データのうち相同性97%以上のものは₁つのOTUにまとめ、そ

の代表配列を用いたBLAST相同性検索を行い、近縁種を推定した。解析結果を表₄に示す。

　代表配列は₄つの門に分布しており、特にAscomycota門が優占していた（76.7%）。そ

の ほ かZygomycota門（20.9%）、Basidiomycota門（0.2%）、Mucoromycota門（0.2%） が

検出された。

　Ascomycota門で最も出現頻度が高かったのは、Sordariomycetes綱に属するLeptobacillium 

leptobactrumに近縁な配列だった（52.9%）。L.leptobactrumはポーランドの朽木から分離

された菌種であり、土壌、昆虫、他の菌類からの分離報告例が知られている13。本種の最

適増殖温度は18-21℃で、30℃では生育しない13。また、本種は西アルプスの蛇紋岩表面

からも分離されており、石材表面で石材の風化作用を促進することが報告されている14。

　次に出現頻度が高かったのは、Eurotiomycetes綱に属するExophiala angulosporaに近
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縁な配列だった（16.9％）。Exophiala属は日和見病原体として知られており、海産魚また

は淡水魚からの分離報告例が多く存在する15,16,17。また、少数ではあるものの高松塚古墳

やキトラ古墳の石室からも分離されている18,19。本種は高松塚古墳の北壁の黒色部分から

検出されたExophiala angulospora JCM 28745と高い相同性（100％）を示しているため、

同種が存在している可能性が高いと考えられる。高松塚古墳、キトラ古墳、虎塚古墳は地

理的隔離もあるが、同属の種が見つかったことから土壌中にある石室内のような環境を好

む真菌類ではないかと考えられた。先述の通りE.angulosporaは土壌環境からの分離報告

例が少なく石材表面への影響は不明であることから、本種の生理学的な諸性質について調

査を行う必要がある。

　また、Exophiala属についてはもう一つの興味深い知見がある。虎塚古墳の保存公開施

設内に石室の扉石（南壁、閉塞石）が石室手前の観察室に置かれ保存・公開されている。

この扉石には、石室内壁画の保存管理と大きく異なり、2011年まで春と秋の年₂回の一般

公開後に微生物抑制のための処置として防黴剤が散布されてきた20。しかし、2011年11月

の点検時に扉石の下部を中心に粘性のある黒色のバイオフィルムが確認され、目視で明確

に分かる顕著な微生物劣化を受けていた20。クローンライブラリ解析によって、この黒色

のバイオフィルムを構成する微生物がExophiala sp.LX M8-6株に近縁の真菌の大発生に

よるものではないかと報告されている20。

　さらに、このExophiala sp.LX M8-6株はもともとフランスのラスコー洞窟にて確認さ

れた黒色コロニーから分離された菌株である21。ラスコー洞窟壁画では、1960年頃に「緑

の病気」として知られる藻類の大発生が壁画上で起こった21。これは鑑賞のための人工光

が洞窟内に供給されたことで、未発見のままであれば暗い洞窟内では本来存在し得なかっ

た藻類の大発生が引き起こったことに起因する。そして、緑の病気によってラスコー洞窟

は1963年に閉鎖されることになった。その後、専門家による窟内環境や微生物のモニタリ

ング調査が行われてきたが、1999年に設備の老朽化に伴って空調機器が新調された翌年に

真菌Fusarium solaniの大規模な発生が起こった21。その後₃年間の防黴剤の散布が行われ

ていたが、防黴剤の処理から₄か月後から真菌のコロニーである黒変部が出現し始めて、

2007年になると黒変部が拡大し、それが最も顕著な微生物劣化となった21。この黒変部か

ら分離されたのが先述のExophiala sp.LX M8-6株である。

　薬剤散布が行われてきた虎塚古墳の扉石とラスコー洞窟での薬剤処理後に顕在化した黒

色コロニーで共通して、顕著な微生物劣化を引き起こしていた原因がExophiala sp.LX 

M8-6株であったことは、古墳環境で常在菌として存在するExophiala属が何らかの理由で

増加すると、目視で顕著な微生物劣化として認識できるような状態へと繋がるのかもしれ

ない。それが薬剤散布によって引き起こされている可能性があるため、Exophiala属の壁
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画表面における常在菌としての生態学的な役割と薬剤耐性について今後の検討していく必

要がある。

Ⅴ　ま と め

　本研究では、虎塚古墳壁画から自然落下した微小剥落片に形成されている微生物叢の様

態を明らかにすることを目的とし、細菌と真菌を対象とした次世代シーケンス解析を実施

した。また、大量の遺伝子情報を得て微小剥落片に存在する微生物群を網羅的に把握する

ことを試みた。その結果、細菌叢ではProteopcteria門のAlphaproteobacteria綱に属する配

列が最も多く存在し、その中でも特にNordella oligomobilisに近縁な配列の出現頻度が高

いという結果を得た。本種はアメーバ細胞内で増殖することが報告されており、生態学的

な特徴が類似する菌群が壁画面での優占種として存在していたのではないかと考えられる。

自由生活型アメーバを利用して増殖できる能力を持ったものが優占するという事は逆に言

うと、その他の微生物はアメーバの捕食によって生体量を減少させていたのではないかと

類推される。

　また、真菌叢ではAscomycota門Sordariomycetes綱に属するLeptobacillium leptobactrum

に近縁な配列が最も多く存在した。L.leptobactrumは西アルプスの蛇紋岩表面から分離さ

れており、石材の風化作用を促進することが報告されていることから、潜在的な微生物劣

化のリスクが高い微生物ではないかと考えられる。

　次に出現頻度が高かったのは、Exophiala angulosporaに近縁な配列だった。E.angulospora

は高松塚古墳、キトラ古墳から検出されているが、土壌環境からの分離報告例が少なく石

材表面への影響は不明であることから、本種の生理学的な諸性質について調査を行う必要

があると考えられる。

表₄　次世代シーケンス解析による微小剥落片の真菌叢
分　　類　　階　　級 出現頻度*（％）

門 綱 目 科 属 種

Mucoromycota Mortierellomycetes Mortierellales Mortierellaceae Linnemannia Linnemannia amoeboidea 0.2

Basidiomycota Agaricomycetes Thelephorales Thelephoraceae Tomentella Tomentella longisterigmata 0.2

Zygomycota Incertae sedis Mortierellales Mortierellaceae Mortierella Mortierella fatshederae 20.9

Ascomycota

Eurotiomycetes Chaetothyriales Herpotrichiellaceae

Minimelanolocus Minimelanolocus curvatus 5.0

Exophiala
Exophiala angulospora 16.9

Exophiala equina 1.0

Sordariomycetes
Hypocreales

Cordycipitaceae
Lecanicillium Lecanicillium coprophilum 0.2

Leptobacillium Leptobacillium leptobactrum 52.9

Bionectriaceae Lasionectriopsis Acremonium pteridii 0.5

Xylariales Beltraniaceae Beltrania Beltrania pseudorhombica 0.1

Pezizomycetes Pezizales Pyronemataceae Tarzetta Tarzetta melitensis 0.1
*出現頻度0.1%以上のOTUを選抜し、出現頻度の高低を色の濃淡で示した
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　虎塚古墳の石室内では、様々な生物が限られたエネルギー源を巡り複雑に競合している

結果として、特定の生物種が卓越しない状態で現地保存されているのではないかと考えて

いる。つまり、見かけ上真菌等が発生していない状態の壁画というのは微生物が全く存在

していない状態を指すのではなく、存在はするが微生物が目視で確認できない状態であり、

かつ微生物に起因する物理・化学的な劣化が認識できない程度の量と構成種であるのでは

ないかと考えている。この状態は、人為的攪乱の少ない安定的な環境において長い年月を

かけて形成され、微生物叢が極相のような状態に到達し、微生物のバイオマスや群集構造

の変化が極めて少ない平衡状態になっているのではないかと推察している。また、微生物

叢だけでなく、土壌動物も含めた食物連鎖によって動的な平衡が保たれているものででは

ないかと考えられる。薬剤が及ぼす負の影響には、微生物叢の大きな変化のみならず、よ

り影響を受けやすいと考えられる土壌動物の死滅も関わっているのかもしれない。このよ

うな推察を裏付けていくためにも、本研究で得られた微生物叢の情報を用いて、それぞれ

の生理生化学的特性を推定し、あるいは実験的に確認して石室内の複雑な生物間相互作用

を明らかにしていく研究が必要である。また、石室内での細菌や真菌の存在量の調査、さ

らには石室内に存在する土壌動物も含めた生物群集との相互作用を明らかにしていく基礎

的研究を継続する必要がある。今後、石室内の生物群集と物質循環の機序解明に向けた研

究が展開され、古墳壁画の現地保存を考えるうえで基礎的な情報が蓄積されていくことに

期待する。
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