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研究成果の概要（和文）：1 つの森林に共存する、異なる生葉ポリフェノール濃度を持つ針葉樹

2 種、広葉樹 3 種それぞれ 5 反復の樹冠下から土壌を採集し、生化学的・生態学的な解析を行

った。その結果、固有の土壌微生物群集や窒素無機化特性の空間様式が樹冠に対応する形で樹

種特異的に形成されていた。土壌水の溶存態ポリフェノールの分布様式との比較、及び樹木か

ら抽出した縮合タンニンの土壌接種試験の結果から、以上の空間様式は生葉のポリフェノール

によって形成されていることが示唆された。 

 

研究成果の概要（英文）：I conducted biochemical and ecological analyses on the topsoils 

collected underneath 5 replicates of each of 2 coniferous and 3 broad-leaved tree species. 

These species co-exist in a single forest and have different concentrations of foliar 

polyphenol. Soil microbial communities and the pattern of soil nitrogen mineralization 

differed among tree species. These spatial patterns corresponded with the patterns of 

dissolved polyphenols in soil water.  I concluded that the foliar polyphenol was a 

proximate factor to form species-specific soil microbial communities and nitrogen 

mineralization rate.  
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１．研究開始当初の背景 

樹木の葉には二次代謝産物である種々の

ポリフェノール化合物が含まれており、１つ

の森林にあってもそれらの濃度には大きな
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種間差が知られている。代表的なポリフェノ

ール化合物としては、液胞に存在する可溶性

のタンニンと、主に細胞壁に存在する不溶性

のリグニンがある。これらのどちらも、葉が

脱落する際に生分解されず、リターとして土

壌に還元される。この際に、ポリフェノール

に多く含まれる官能基が葉のタンパク質と

水素結合し、難分解性のタンパク質－ポリフ

ェノール複合体が土壌中で形成される

（Kuiters 1990）。このため、タンパク質分

解が遅くなり、窒素循環が滞ってしまう。私

は、この考えをさらに発展させ、生葉中のポ

リフェノールは食植者に対して防衛機能が

あるので、植物が有機物を防衛に投資すると

難分解性のリターが形成されて土壌に加入

し、分解系に負荷がかかると考えた。さらに、

タンパク質分解が滞り、その結果として土壌

中の無機態窒素濃度が低下すると、この資源

低下（土壌窒素濃度低下）を補償するように

防衛への投資が増加するので、正のフィード

バックにより窒素無機化はさらに低下する

と考えた。私の独創的なこれらの仮説は、植

物の被食防衛と腐食連鎖を結ぶポリフェノ

ール化合物の生態系生態学的研究によって

検証されつつある（Majuakim & Kitayama 投

稿中）。 

これまでの研究から、相対的に土壌栄養状

態が悪く生産性の低い森林では、土壌水の溶

存有機態窒素と溶存フェノール物質の濃度

がより高いことが検証された。さらに、土壌

窒素可給性の低い森林から採水した土壌水

の溶存有機態窒素のうち、10%程度が難分解

性のタンパク質として存在していることが

わかった。難分解性のタンパク質濃度と溶存

フェノール物質の濃度には高い正の相関関

係が認められた。これらの結果は、土壌にお

けるタンパク質－ポリフェノール複合体の

存在を示唆するもので、土壌窒素可給性の低

い森林ほどこの複合体が形成されやすいこ

とを示唆した。また、実験室で作り出した人

工的なタンパク質－ポリフェノール複合体

に土壌微生物を接種、培養した結果、この複

合体は著しく分解性の低い物質であること

が確認された。 

私は、これまでの成果に基づき以下のよう

に考えを発展させた。すなわち、樹木の場合

は水域生態系のように生産した有機物が拡

散していくことがなく、リターは自らの足元

に落ち堆積するので、このフィードバックの

過程は森林全域に拡散的に生じるのではな

い。むしろ、樹木生葉のポリフェノール濃度

には種間差が存在するので、生葉の濃度に依

存した濃度のタンパク質－ポリフェノール

複合体が土壌にモザイク状に形成される。異

なる濃度のタンパク質－ポリフェノール複

合体は、土壌微生物に対して異なる選択圧と

して働く。異なる樹種直下から採集した土壌

微生物の基質利用様式を生化学的に調べた

結果、樹種特異的な土壌微生物群集の存在と

酵素活性の種間差が示され、これは上の考え

に反しない結果であった。 

 

２．研究の目的 

以上の経緯から、この研究では以下の３つ

の仮説を検証した：１）１つの森林生態系に

おいて、ポリフェノール物質化学種や濃度の

異なる腐植モザイクが樹種依存的に土壌表

層に形成され、これがタンパク質－ポリフェ

ノール複合体の局在化につながる。２）さら

に、タンパク質－ポリフェノール複合体は難

分解性物質として土壌微生物への選択圧と

なるので、樹種特異的な組成を持つ土壌微生

物群集が局在的に土壌表層に形成され、分解

にかかわる土壌微生物の分解酵素活性にも

局在化が生じる。３）以上の２つの作用によ

り、可給性土壌栄養塩の濃度は森林内で空間

的に局在化する。化学分析方法の開発を進め



ながら、以上の３つの仮説を検証することを

目的とした。ここで、土壌微生物群集とは、

グラム陽性・陰性細菌、放線菌、真菌など、

上位の分類群（機能群）の組成を指す。 

 

３．研究の方法 

(1)研究サイトと対象樹種の選定 

 人為影響の低い常緑広葉樹林に 1haの調査

区を設定した。林冠に到達している樹木種の

うち優占度の高い１０種について、各種５個

体から生葉を採集し、タンニン濃度を定法に

よって決定した。この中から、タンニン濃度

の最も高い樹種、最も低い樹種、及び中間的

樹種を５つ選び、各種から最も幹直径の大き

な５個体を反復対象木として選定した。 

 

(2)土壌水溶存フェノール物質の樹種依存的

な分布 

選定した 5 種、5 本の反復個体のそれぞれ

の幹を交点とし、4 方向に長さ５ｍのトラン

セクトを設定し、トランセクトに沿って、一

定距離毎に深度別の土壌サンプルを採集し

た。サンプルは冷蔵して実験室に持ち帰り、

純水を加えて振とうし、遠心分離後に 0.2μm

のメンブレン・フィルターで濾過し土壌水を

採集した。これを検体として、比色法で溶存

総フェノール物質の濃度及び縮合タンニン

濃度を測定した。土壌サンプルについては、

pH、含水率、全窒素濃度、無機態窒素濃度、

有機態炭素濃度を決定した。さらに、新鮮な

リターと土壌表層から分解途上のリターを

採集し、同様に可溶性フェノール濃度、縮合

タンニン、窒素濃度、炭素濃度を決定した。 

 

(3)土壌微生物群集と酵素活性の解析 

 リン脂質脂肪酸は細胞膜の構成要素で、そ

の化学組成は微生物の上位の分類群（機能

群）に特異性を示す。リン脂質脂肪酸を生化

学マーカーとして用いることにより、土壌微

生物群集を上位分類群レベルで直接的に特

徴付けることが可能となる。採集した土壌は

直ぐに実験室に持ち帰り、それぞれの試料の

一部を凍結乾燥した。有機態炭素の濃度に応

じて、１サンプル当たり 0.3～0.4g の乾燥土

壌を測り採り、10:5:4 のメタノール、クロ

ロフォルム、0.1M リン酸緩衝液(pH7.0)に入

れ、振とう後に抽出した。精製後にリン脂質

脂肪酸をケイ酸カラムを用いて分離し、ガス

クロマトグラフを用いてリン脂質脂肪酸化

学種の同定と定量を行った。リン脂質脂肪酸

の組成と濃度に基づき多変量解析を行うこ

とによって、土壌微生物群集の特徴付けを行

った。また、環境要因との相関関係から、微

生物群集分布の樹種依存性と樹幹からの距

離依存性を解析した。 

 残りの土壌については、冷蔵保存し、土壌

有機物分解に関わる土壌酵素活性の分析に

供試した。それぞれの土壌について、酸性リ

ン酸分解酵素、β-D-Glucosidase、 Phenol 

Oxidase、 Peroxidase の活性を調べた。異な

る反応基質に一定量の土壌を反応させ、分解

生成物の生成速度を比色法で定量すること

によって、それぞれの酵素の活性を測定した。 

 

(4)土壌栄養の局在性 

 土壌中の栄養塩濃度を測定しても、植物に

よる吸収と無機化による供給のバランスを

みていることになり、供給速度自体の定量は

難しい。そこで、土壌中に陽イオン・陰イオ

ン交換樹脂を微細メッシュに詰め込み、土壌

中に一定時間埋設して加入してくる陽イオ

ン・陰イオンをトラップする方法を用い、栄

養塩供給速度を測定した。円形のメッシュバ

ックを用意し、これに充分に洗浄した陽イオ

ン・陰イオン交換樹脂の混合物を一定量測り

とった。これまでに定義された土壌微生物群

集の広がりに応じて、高密度にイオン交換ト



ラップを埋設した。２週間後に全てのトラッ

プを回収し、超純水で洗浄後に室温で１週間

乾燥させた。乾燥後にイオン交換樹脂を抽出

液（0.1N HCl に 2M KCl を溶解した溶液）に

加え、振とうしてトラップされた土壌栄養塩

（陽イオンおよび陰イオン）を遊離させた。

抽出液に遊離した各種栄養塩を、無機態窒素

とリン酸については比色法により、それ以外

のイオンについては多元素測定装置 ICPによ

り定量した。 

 

(5)精製ポリフェノールの接種実験 

土壌微生物群集の組成、活性に対する針葉

樹由来のポリフェノールの効果を接種実験

によって検証した。まず、調査区の森林で優

占している針葉樹１種の生葉から、有機溶媒

とカラムを用いて縮合タンニン（ポリフェノ

ールの 1 群）を抽出、粗精製し、接種用の縮

合タンニンを得た。その後、調査区内で優占

する針葉樹 1 種と広葉樹１種について、それ

ぞれ 5 反復の個体を選定した。選定した樹木

個体の樹冠下の土壌において、縮合タンニン

接種区には蒸留水に溶かした縮合タンニン

を接種し、隣接した対照区には蒸留水のみを

接種した。これと同時に、それぞれの反復個

体から採取した土壌を実験室に持ち帰り、同

様に接種実験を行った。土壌への縮合タンニ

ン接種から 1週間、経時的に土壌呼吸量を測

定した。 

 

４．研究成果 

(1)土壌水溶存フェノール物質の樹種依存的

な分布 

リターとして地表に加わる縮合タンニン

量の平均値は、針葉樹下で広葉樹下より高か

った。土壌中の総フェノール濃度の深度変化

を検討したところ、濃度自体は深度の増加と

ともに減少した。しかし、有機態炭素に対す

る総フェノール濃度の相対値は、深度の増加

とともに増加し、このパターンはフェノール

性物質の難分解性を示唆した。酵素活性に対

する樹種と距離の効果を検証したところ、β

-D-Glucosidase と Phenol Oxidase において

有意な樹種と距離の効果が認められた。また、

Peroxidase 活性は土壌有機態炭素当たりの

総フェノール量と正の相関があった。以上か

ら、ポリフェノール含有量の異なるリターを

生産する樹種の周りに、親木特異的なリター

が落下し、樹種依存的なポリフェノール含有

量の土壌が形成され、これが酵素活性に影響

を及ぼしていることが示唆された。 

 

(2)土壌微生物群集と酵素活性の解析 

８つの微生物グループ（グラム陽性細菌、

グラム陰性細菌、菌類、放線菌、原生動物、

内生菌根菌、外生菌根菌）のそれぞれに特徴

的なリン脂質脂肪酸を指標種として選び、樹

木個体毎のリン脂質脂肪酸の相対モル比を

もとに主成分分析を行い、樹木 25 個体を展

開した。その結果、展開した樹木個体は樹種

毎にクラスターを形成し、このことから土壌

微生物群集の組成は樹種特異的であること

が示唆された。特に、針葉樹 2 種と広葉樹 3

種の間で、土壌微生物群集の組成は大きく異

なることが示され、これは生葉から抽出され

る総フェノール濃度の差を反映しているも

のと解釈できた。しかし、それぞれの微生物

グループを指標するリン脂質脂肪酸のモル

比と土壌から水によって抽出される総フェ

ノール濃度の間には、全ての微生物群におい

て有意な相関関係がみられなかった。このこ

とから、生葉のポリフェノールは土壌表層の

微生物群に影響を与え、樹種特異的な土壌微

生物群集が形成されるが、土壌腐植自体は分

解産物であるからその中の溶存総フェノー

ル濃度の微生物相への影響は低下するもの

と解釈された。 



 

(3)土壌栄養の局在性 

高濃度の土壌ポリフェノールが存在する

針葉樹下土壌では広葉樹下よりも、土壌窒素

の純無機化速度が有意に低く、リン酸フラッ

クスが高い傾向にあった。高いリン酸フラッ

クスは、高濃度の土壌ポリフェノールで優占

する真菌類とその分解機能に関係している、

と解釈された。 

 

(4)精製ポリフェノールの接種実験 

縮合タンニン接種区で土壌呼吸速度が低

下した。また、縮合タンニン接種前後で窒素、

リン、ポリフェノールの無機化に関わる土壌

酵素活性を調べたところ、縮合タンニン接種

区でほとんどの酵素活性が低下した。一方で、

縮合タンニン接種の効果は針葉樹樹冠下で

も広葉樹樹冠下でも同様であった。土壌微生

物群集の組成変化をリン脂質脂肪酸をマー

カーとして調べたところ、縮合タンニン接種

区では真菌類由来の脂質濃度が上昇してい

た。実験室内での土壌培養実験では、縮合タ

ンニン接種区での土壌微生物の無機化活性

の低下、真菌類由来の脂質濃度の上昇は、野

外接種実験に比べていっそう顕著であった。 
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