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研究成果の概要（和文）：作物栽培の培地に腐植物質が含まれると、腐植物質のカルボキシル基

に 2 価陽イオン(Ca, Mg)が濃縮し、植物根による Mg, Ca 吸収が促進される。しかし、微量必

須元素の鉄にカルボキシル基が 3 配位して安定なキレートを形成するため、鉄は根から吸収さ

れず、植物が鉄欠乏を引き起こすことを見いだした。また、鉄が腐植酸とキレート生成するカ

ルボキシル基は、2 価陽イオンが濃縮できるカルボキシル基と異なることを確認した。 

 

研究成果の概要（英文）：When humic substances are included in nutrient medium of the crops 

cultivation, divalent cation (Ca, Mg) concentrates it to the carboxyl group of the humic 

substances, and Ca (Mg) absorption by the plant root is promoted. Essential element of 

iron and carboxyl groups formed 3 coordination stable chelate, and the iron was not 

absorbed by plant root and the plant caused iron deficiency. Carboxyl group of humic acid 

which form iron chelate was different from the carboxyl group which could concentrate 

the divalent cations. 
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１．研究開始当初の背景 

多量の腐植物質が集積した黒ぼく土壌で

銅欠乏が発生し、熱帯泥炭では鉄欠乏、銅欠

乏が発生することはよく知られている。 

近年、堆肥の過剰連用が作物の収量を低下

させることや、微量元素欠乏を誘発すること
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が指摘されている。特に、野菜のマンガンや

鉄の含有率が低下することは日本人の健康

問題と直接関わると指摘されているが、あま

り、多くの関心を惹いていない。それは堆肥

中の腐植物質の機能として、植物の生育を促

進することは栽培してみるとよく分かるが、

作物の微量元素の吸収が悪くなっているこ

とは分析しないと分からないためであろう。 

 「腐植物質」は、堆肥中の難分解性有機物

で、土壌中や、河川水、海水、地質堆積物に

も少量存在しており、腐植物質の機能として、

植物の生育を促進することが古くから知ら

れている。土壌や堆肥の腐植物質を、植物の

栽培時に微量添加すると植物生育が促進さ

れるが、高濃度の添加では生育阻害が起こる。

この生育阻害は、単に濃度障害として扱われ

てきたが、極めて曖昧な説明であり未解決の

課題であった。 

研究代表者らは、①イネ幼植物の水耕栽培

を行い、腐植物質を低濃度で添加すると植物

生育が促進することを認めた。また、腐植物

質表面のカルボキシル基に２価陽イオン（Ca,

 Mg）が濃縮して、根の養分吸収が促進され

ることを、最小養分栽培試験法を用いて実証

した。これは、腐植物質表面にドンナン平衡

を想定することで説明できた。 

一方、②腐植物質の高濃度添加で植物生育

の阻害が起こり、鉄欠乏の症状を呈した。微

量要素の鉄が腐植物質とキレートを形成し、

鉄が吸収されなくなり植物が鉄欠乏になる

ことを植物体の吸収量から証明した。 

また、③腐植物質が高濃度でも鉄を多量に

添加すると生育促進が回復することを実証

した。 

以上の知見はすべて日本土壌肥料学会で

報告してきた。 

しかし、腐植物質の鉄キレート生成部位と

２価陽イオンの濃縮部位は、同じカルボキシ

ル基であると考えられており、従来のモデル

では、鉄キレート生成能は陽イオン吸着能よ

りはるかに強いため、鉄共存下で２価陽イオ

ンが濃縮するとは考えにくい。 

そこで、鉄とキレート生成する部位が腐植

物質の表面全体ではなく偏在しているため、

鉄共存下ででも２価陽イオンの濃縮する部

位が十分に残されているとする、新しいモデ

ルを提案する。このモデルでは、鉄イオンが

一定の場合、腐植酸が高濃度になると鉄欠乏

が起こることを説明でき、植物の養分吸収に

対する腐植物質の効果をすべて解明できる

ことになる。 

 

２．研究の目的 

本研究の第１の目的は、腐植酸の表面にド

ンナン平衡が成立し、１価陽イオンより２価

陽イオンが濃縮することを、クロスフロー膜

ろ過法を適用して実証し、さらに鉄錯体の生

成と２価陽イオンの濃縮吸着が共存するこ

とを実証することである。 

本研究の第２の目的は、腐植酸が鉄錯体を

形成すると同様にアルミニウム錯体を形成

することを実証することである。土壌中の腐

植物質は鉄錯体やアルミニウム錯体を形成

して安定化しているとされているが、直接的

証明はないので、アルミニウムが腐植酸とキ

レートを形成していることを、Al 腐植酸錯体

が不溶性であることを利用して実証する。 

本研究の第３の目的は、有機農産物の微量

元素含量の測定を網羅的に行い、微量元素欠

乏の実態を把握することである。 

そのため、市販の有機農産物、主に野菜類

について、窒素安定同位体比（δ15N）を測定

し、有機農産物であることを確認した野菜の

微量元素(Fe, Mn, Cu, Zn)含量を ICP発光分

析で測定する。窒素安定同位体比（δ15N）を

測定して化学肥料農産物と判断される野菜



 

 

類の微量元素含量と比較する。 

 

３．研究の方法 

(1) 腐植物質は石川県立大学附属実験農場

の水田土壌から抽出・精製した腐植酸(IPU- 

HA)を用いた。試料溶液は、Fe(Ⅲ) 5mg L-1

に、キレート剤としてヒドロキシエチルイ

ミノ二酢酸 (HIDA)を Fe(Ⅲ)のモル濃度の 3

倍量加え、Ca, Mg, Na, K が 10mg L-1、腐植

酸が 5～12mg mL-1となるように作製し、pH を

NaOHと HClを用いて 5.50±0.05に調整した。

この溶液は、Fe 以外はイネの水耕培養液

(Yoshida et al 1969)と同様の組成である。

腐植酸に吸着しているイオンと、遊離してい

るイオンを分離する方法としてクロスフロ

ーろ過装置(Vivaflow50, Sartorius)を用い、

メンブレンは MWCO5000 を用いた。遊離して

いるイオンはメンブレンを通過できるが、腐

植酸に吸着しているイオンは腐植酸の分子

量が大きいためメンブレンを通過すること

ができない。鉄-HIDA 錯体はメンブレンを通

過できる。ろ液が排出されることにより腐植

酸濃度が変化しないようにするために、リザ

ーバーを密閉し排出されるろ過量に等しい

量のイオン交換水がリザーバーに流入する

方式を採用した。調整した試料をリザーバー

に入れ、直ちにリザーバー内の空気を窒素ガ

スに置換し密閉した。試料溶液は送液ポンプ

により毎分 250mL でろ過装置に送り、ろ液は

10mlずつ 6回採取した。初めの 10mLはろ過

装置内に残存するイオン交換水の影響を除

くため廃棄した。ろ液中の Fe(Ⅲ)、Ca、Mg、

Na、K の濃度は、ICP-AES(ICPE-9000, SHIMA 

DZU)を用いて測定した。連続溶出ろ液中のイ

オン濃度変化から原液中の濃度を外挿法で

求め（この方法は新しく開発した）、腐植酸

表面に濃縮しているイオン量を計算した。 

 

(2) 黒ボク土(HZ, SO, BIPU, SA)、灰色低地

土(IPU, KPU)、褐色森林土(KT)から腐植物質

を抽出し、腐植酸を分離精製して H+腐植酸試

料を得た。Al(0.1mM)と腐植酸溶液(0～20mg 

L-1)を混合し、pH4.0 に調整して撹拌後 24時

間静置して Al-腐植酸錯体を沈殿させた。遠

心分離し 0.45mメンブレンフィルターでろ

過した後、ろ液中の Al濃度を ICP-AESを用

いて測定し、腐植酸と錯形成している Al濃

度を求めた。競合リガンドとして HIDA を Al

のモル濃度の 2 倍量加え、Al 腐植酸錯体の安

定度を評価した。 

 

(3) 市販の野菜（有機栽培と表示のあるものを

含む）を無作為に選び試料とした。キャベツ

33 個、タマネギ 34 個、ジャガイモ 35 個を、

80℃で 4～5 日間乾燥させ、粉砕器を使用して

微粉末試料とした。窒素安定同位体比質量分析

装置(IsoPrimeTM, GV Instruments)を用いて

δ15N を測定し、有機野菜、無機野菜の区別を

試みた。安定同位体比の標準は大気中の窒素ガ

スとし、標準試料に USGS40(δ15N 値 -4.5‰)

を使用した。 

各野菜の微粉末試料を 550℃で灰化し 6MHCl

を加えて溶解した後、ICP-AES を用いて K, P, 

Ca, Mg, Fe, Mn, Cu, Zn 含量を測定した。分

析はすべて 3反復で行った。 

 

４．研究成果 

(1) IPU 腐植酸の元素組成は、H/C 比 1.20、

O/C比 0.54で、官能基組成(mmol g-1)は、COOH 

3.55、C=O 1.34、phe-OH 0.98 で、1%吸光係

数(600nm)は 21.1であった。 

 腐植酸表面に濃縮される Ca, Mg, K, Na, Fe

の量をクロスフローろ過法によって測定し

た結果、1 価陽イオンより 2 価陽イオンのほ

うが腐植酸表面に濃縮する量は約 2倍多くな

った。このことは、Fe(Ⅲ)が存在しない条件



 

 

でも同様の現象がみられた。 

腐植酸の COOH 基濃度に対して腐植酸と錯

形成した各陽イオン濃度の関係を調べると、

Fe（Ⅲ）濃度 y は y = 0.25x (R2=0.906＊＊)

に回帰した。回帰式の傾きが 0.25であるこ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ COOH基と錯形成した Ca2+、Mg2+、Fe3+ 

 

とから、平均的に 1mol の Fe(Ⅲ)に対して、

腐植酸中の COOHが 4mol関与していることに

なる。一方、Caは y = 0.582x（R2 = 0.901**）、 

Mgは y = 0.45x（R2 = 0.928**）に回帰した。

Ca および Mg は傾きが約 0.5 であることから

平均的に 1mol の Ca および Mg に対して腐植

酸中の COOHが 2mol関与していることとなる

（図１）。 

pH5.5における COOHの解離度αは 0.7程度

であり、実際に錯形成に関与可能な COOH は

全 COOH のうちの約 7 割程度である。従って

錯形成時に存在する 4mol の COOH のうち

1.2mol は非解離であり、残りの 2.8mol が解

離状態で Fe（Ⅲ）に配位して錯体を形成して

いることとなる。Fe(Ⅲ)は配位数６の錯体を

形成するので、図２のような模式図が考えら

れる。 

また、Fe(Ⅲ)-HIDA 錯体と腐植酸を共存さ

せると配位子交換反応が起こり Fe(Ⅲ)腐植

酸錯体が生成し、３元錯体を作らないことを

確かめ、Fe(Ⅲ)腐植酸錯体の安定度定数は

Fe(Ⅲ)-HIDA 錯体より大きく 6.8 以上である

ことが明らかとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２ Fe(Ⅲ)腐植酸錯体の模式図 

 

Ca や Mg の錯形成に関与している 2mol の

COOH のうち 0.7mol は非解離の状態で、残り

の 1.4mol が解離状態で Ca や Mg に配位して

錯体を形成していることとなり、単座配位と

二座配位が混在していることがわかる。 

また、腐植酸と結合した Fe（Ⅲ）の 80％

は Ca, Mg, K, Na などの陽イオンと競合せず、

腐植酸と強く結合していることが明らかと

なった。従って、植物は腐植酸錯体から Fe

を直接取り込むことが不可能となる。一方、

Ca や Mg はその結合形態は約半分が単座配位

であり結合力が弱く、腐植酸と結合した Ca, 

Mg を植物は効率よく直接利用することが可

能となる。 

 

(2) 腐植酸と結合した Al 量は、腐植酸の

1%吸光係数(600nm)と正の、元素組成 H/C 原

子数比と負の高い相関関係が見られ、腐植酸

の腐植化度が高まると結合 Al 量は増加し

た。腐植酸の COOH 基は腐植化の進行に

伴い増加し、錯形成の配位子として働く。



 

 

COOH 基濃度と錯形成した Al 濃度の関係

は 、 す べ て の 腐 植 酸 で y=0.25x (R2= 

0.95**)に回帰した。すなわち， 1 mol

の Al に COOH 基 4 mol が関与していること

になる。また、そのうち 1mol は pKa 3.2

以下の強酸性 COOH 基であることが明ら

かとなった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３ COOH 基と錯形成した Al3+ 

 

pH4.0における COOHの解離度αは 0.5程度

であり、実際に錯形成に関与可能な COOH は

全 COOH のうちの約 5 割程度である。従って

錯形成時に存在する 4molの COOHのうち 2mol

は非解離で、残りの 2mol が解離状態で Al3+

に配位して錯体を形成していることとなる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図４ Al腐植酸錯体の模式図 

１molの Alは２molの HIDA と錯形成し、Al3+

は配位数４の錯体を形成すると考えられる

ので、図 4のような模式図を推定した。 

また、Al-HIDA 錯体と腐植酸を共存させる

と配位子交換反応が起こり Al 腐植酸錯体が

生成し、３元錯体を作らないことを確かめ、

Al腐植酸錯体の安定度定数は Al-HIDA錯体よ

り大きいことが明らかとなった。 

 

(3) 市販の野菜を対象とし、キャベツ 33個、

タマネギ 34 個、ジャガイモ 35 個について窒

素安定同位体比（δ15N）を分析し、必須元素、

微量必須元素分析を行った。 

 有機栽培野菜として市販されている野菜

のδ15N 値は慣行栽培野菜に比べ高い値を示

し、堆肥等の有機窒素肥料を与えていること

が認められたが、キャベツで 1点、ジャガイ

モで 3点のδ15N値がマイナス値を示した。タ

マネギの 1点はピロール農法作物であり、有

機肥料として使われる藍藻の窒素固定を反

映して 1.8‰であった。 

 一方、慣行栽培として市販されているもの

の中に、δ15N 値が 5‰以上の試料が、キャベ

ツで 2 点、タマネギで 6 点、ジャガイモで 5

点存在した。おそらく有機栽培転換期間にあ

り、有機表示ができないものであろう。 

 

表 1 市販野菜の窒素安定同位体比（δ15N） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 有機栽培野菜と慣行栽培野菜の区別を市

販の表示から判断するのは困難であるため、

両者のδ15N 値のヒストグラムの重なりから

判断して、δ15N 値 2‰以上であれば化学肥料

の影響がない有機野菜とし、2‰未満を慣行

野菜として元素組成の比較を行った。 

 キャベツ、タマネギ、ジャガイモに共通し

て、有機野菜は慣行野菜に比べ、K、P、Mgの

含有量が高い傾向があり、Ca、Mnの含有量が

低い傾向が認められた。Fe、Zn の含量につい

ては一定の傾向は見られなかった。 

 

表 2 有機野菜（2‰以上）と慣行野菜（2‰未満）

の必須元素含量：黄色は 5%有意差あり 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 有機野菜について鉄の含量に一定の傾向

がなかったのは、土壌中の鉄含有量が十分に

高く、腐植物質がキレートするよりも多い鉄

が存在して作物栽培に影響しないレベルに

あったためと推定される。 
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