
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、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）

１３６０１

基盤研究(C)

2014～2012

森林土壌微生物群集におけるリン制限の包括的理解

Studies on phosphorus limitation in microbial communities of forest soils

９０３０４６５９研究者番号：

國頭　恭（Kunito, Takashi）

信州大学・学術研究院理学系・准教授

研究期間：

２４５１００１２

平成 年 月 日現在２７   ５ ２８

円     4,200,000

研究成果の概要（和文）：リン利用性が低い土壌では、土壌微生物は多くのリンを獲得するために、炭素獲得酵素より
もリン獲得酵素に相対的に多くの資源を配分していることが判明した。供試土壌では、土壌中リン利用性が低い場合に
は、ホスファターゼ生産能を有する一部の微生物種が優占し、それらが盛んにホスファターゼを生産している可能性が
示された。また本研究により、炭素獲得酵素としてβ-D-グルコシダーゼ、リン獲得酵素として酸性あるいはアルカリ
ホスファターゼを代表させ、その比を算出することで、土壌中リンの生物利用性を化学的抽出法に依らず推定できるこ
とが示された。

研究成果の概要（英文）：It was found that microorganisms preferentially expended resources in the form of 
phosphatase production rather than β-D-glucosidase production to acquire phosphorus in soils with low 
phosphorus availability. Specific microbial species might predominate for production of phosphatase in 
low phosphorus available soils. The ratio of acid or alkaline phosphatase to β-D-glucosidase activities 
would be useful for evaluating phosphorus availability in soils.

研究分野：生物地球化学

キーワード： リン　ホスファターゼ　資源配分モデル　土壌
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１．研究開始当初の背景 
 土壌微生物は概してエネルギー制限（炭素
制限）の状態にあるが、エネルギー以外に温
帯の陸域では窒素、熱帯の陸域ではリンが共
制限因子となっている場合がある。申請者は、
平成 22-23年度の科研費：若手(B)「森林土壌
中の有機物分解がリン制限を受けている可
能性の検討」において、日本の一部の森林土
壌では微生物がリン制限であることを見出
した(Kunito et al., 2012)。しかしながら、可給
態リン濃度は極めて低いにも拘らず、微生物
がリン制限になっていない土壌も存在した。
その原因を究明するために実施した予備的
研究において、ホスファターゼ活性とグルコ
シダーゼ活性の比を求めたところ、リン制限
になっていない土壌でも、可給態リン濃度が
低い場合にはこの比が上昇していた。つまり
土壌微生物は未だリン制限の状態には陥っ
ていないが、欠乏しがちなリンを獲得するた
め、炭素獲得系酵素よりもリン獲得系酵素の
生産に資源を多く配分したものと推察され
る。このように、土壌微生物のリン制限の有
無の調査では限られた情報しか得られない
が、より鋭敏に可給態リン濃度に応答するホ
スファターゼ活性を対象とした資源配分モ
デルによって、土壌微生物のリン要求性に関
して詳細な情報が得られる可能性がある。し
かし本仮説は、予備的研究で対象とした少数
の試料の結果に基づいており、その妥当性は
不明である。また可給態リン濃度へのホスフ
ァターゼ活性の応答が、土壌微生物の生理状
態の変化によるのか、微生物群集構造の差異
によるのか、あるいは両者によるとすればい
ずれの寄与が大きいのか、といった情報は皆
無である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、可給態リン濃度の低い森林土
壌を主な対象とするが、森林土壌ではリン濃
度以外の特性も大きく変動するため、実験結
果の解釈が極めて複雑である。そこで、長期
にわたってリンを施肥していない畑地と施
肥している畑地から土壌試料を採取し、可給
態リンの多寡によるホスファターゼ活性や
微生物群集構造の差異を調査するモデル系
として使用する。これら畑土壌を実験に供し、
可給態リン濃度が、リン獲得系酵素と炭素獲
得系酵素生産への資源配分や土壌微生物群
集のリン制限の有無に対して与える影響を
調査する。また、可給態リン濃度に応じたホ
スファターゼ活性の変化が、微生物の生理状
態の違いによるのか、ホスファターゼを生産
する微生物相の差異によるのかを、ホスファ
ターゼ遺伝子の多様性に着目して検討する。
微生物のリン要求性は、可給態リン濃度だけ
でなく、炭素、窒素といった他の栄養素との
相対的関係にも依拠している。そこで、土壌
中の炭素、窒素濃度も測定し、リン制限や酵
素生産への資源配分の結果の解釈に用いる。
同様の実験を森林土壌でも実施し、得られた

結果を、畑地土壌の結果を基に解析する。こ
れらの結果を総合し、今後、窒素沈着により
「人為的リン制限」が生じる可能性がある森
林土壌の特徴を精査する。 
 
３．研究の方法 
 森林土壌ではリン濃度以外の特性も大き
く変動し、可給態リンに対する微生物群集の
応答の評価が難しいため、リンを施肥した畑
地と施肥していない畑地から採取した土壌
をモデル系として実験に供する。 
 
（１）リン濃度と存在形態 
 土壌中に含まれるリン濃度を測定すると
同時に、Hedleyの逐次抽出法を使用し、水溶
性リンや Fe・Al結合態リンなどに分画する。
この分析法により、土壌中リンの存在形態と
生物利用性を評価する。 
 また Hedleyの逐次抽出法は、土壌中のリン
全体の形態を評価するのには適しているが、
リンの生物利用性の評価は化学的にされた
ものであり、実際の生物利用性を反映してい
ない可能性がある。そこで実際に生物が生産
する各種ホスファターゼを利用し、これら酵
素を土壌抽出液に添加・培養し、放出される
リン酸を定量することで、リンの生物利用性
を調査する。各種ホスファターゼの基質特異
性を利用し、易分解性リン酸モノエステル、
フィチン酸様リン、DNA様リンの３タイプの
生物利用性リン濃度を測定する。 
 
（２)ホスファターゼ遺伝子の多様性評価 
 土壌微生物群集のホスファターゼ遺伝子
の多様性評価は、土壌から抽出した DNA を
鋳型としたホスファターゼ遺伝子部位の
PCR増幅と、その後の DGGE解析により実施
する。 
 
４．研究成果 
 
（１）畑土壌のリン濃度と形態 
 リンを施肥していない処理を含め、様々な
施肥管理をしている長期連用圃場 14区から、
畑土壌（黒ボク土）を計 42 点採取した。可
給態リン酸量は Truog法、Bray第二法（準法）、
Hedley法により測定した。リンを施用してい
ない区では、可給態リン酸量は極めて低い 
値を示した。抽出されたリン酸量は Bray第二
法（準法）＞Truog 法＞Hedley 法の H2O-Pi
＋NaHCO3-Piの順であった。Truog-P、Bray 2-P、
H2O-Pi＋NaHCO3-Piは互いに有意な正の相関
を示し、またリン施肥量とも強い正の相関を
示した。Hedley法によりリン形態を分析を 
したところ、いずれの区でも NaOH-Pi＋Po
が卓越していた。またこの画分のリン含量は、
リン施肥量と有意な正の相関を示した。この
ため今回用いた黒ボク土では、施肥リンの多
くが活性 Al・Fe に吸着していることが示唆
され、既存の知見と一致した。また NaHCO3

抽出液に各種ホスファターゼを添加しリン



の利用性を調査したところ、ほぼ全てが分解
され、生物利用性が高いことが判明した。 
 微生物群集におけるリン要求性を評価す
るため、β-D-グルコシダーゼ活性に対するホ
スファターゼ活性の比を測定した。この比は
リンを施用していない区で高く、Truog-P、
Bray 2-P、H2O-Pi＋NaHCO3-Pi のいずれとも
有意な負の相関を示した。とくに β-D-グルコ
シダーゼ活性に対する酸性ホスファターゼ
活性の比は、H2O-Pi濃度と強い負の相関を示
した（図）。このため、リンが少ない土壌で
は、微生物がリンを獲得するため、ホスファ
ターゼの合成に優先的に資源を配分してい
る可能性が示された。しかしながら、リン添
加により微生物活性が有意に増加した区は
１つのみであり、それ以外の区では微生物群
集はリン制限の状態ではなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）畑土壌のホスファターゼ遺伝子 
 アルカリホスファターゼ産生細菌(PhoD 生
産菌)では、リン施肥を行っていないまたは非
常に少ない区において、他の区と異なる群集
構造を示した。またこれらの区では、β-D-グ
ルコシダーゼ活性に対するアルカリホスフ
ァターゼ活性の比が高く、微生物はアルカリ
ホスファターゼ生産に優占的に資源を配分
している可能性が示唆された。PhoD 生産菌
の多様性は、堆肥由来のリン施与量およびア
ルカリホスファターゼ活性と有意な負の相
関を示した。このため、栄養素利用性により、
それを獲得するための酵素を有している微
生物群集の組成や多様性が変化するととも
に、微生物群集の酵素生産への資源配分や酵
素活性といった生理的側面も変化すること
が示された。 
 
（３）森林土壌中のリン利用性評価 
 用いた森林土壌の水溶性リンを測定した
ところ、その濃度は概ね低く、また有機態が
優占し約半分から 75%を占めた。酸性ホスフ
ァターゼ活性は土壌 pH と有意な負の相関を
示した。また酸性ホスファターゼ活性と β-D-
グルコシダーゼ活性の比も土壌 pH と有意な

負の相関を示した。酸性ホスファターゼ活性
と β-D-グルコシダーゼ活性の比は、水溶性無
機態リンとも有意な負の相関を示した。前年
度までに畑土壌で行なった研究から得られ
た結果より、この関係は、pH の低い森林土
壌ではリン利用性が低く、微生物が炭素獲得
のための β-D-グルコシダーゼ生産よりも、リ
ン獲得のための酸性ホスファターゼ生産に、
相対的により多くの資源を配分したことに
よると推察された。 
 以上の研究結果を総合すると、リン利用性
が低い土壌では、土壌微生物は多くのリンを
獲得するために、炭素獲得酵素よりもリン獲
得酵素に相対的に多くの資源を配分してい
ることが判明した。また土壌中のリン利用性
により、ホスファターゼ生産菌の組成も変化
することが示唆された。とくに本研究で用い
た土壌では、土壌中リン利用性が低い場合に
は、ホスファターゼ生産能を有する一部の微
生物種が優占し、それらが盛んにホスファタ
ーゼを生産している可能性が示された。この
結果の一般性については、今後の研究が待た
れる。また本研究により、炭素獲得酵素とし
て β-D-グルコシダーゼ、リン獲得酵素として
酸性あるいはアルカリホスファターゼを代
表させ、その比を算出することで、土壌中リ
ンの生物利用性を化学的抽出法に依らず推
定できることが示された。本推定法は、土壌
特性の変動が激しい森林土壌において、微生
物群集のリン制限・リン要求性を理解する上
で有用であろう。 
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スファターゼ活性の比は、H2O-Pi濃度
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