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研究成果の概要（和文）：堆肥施用が土壌細菌群集に与える影響について検討した結果、堆肥施用区は化学肥料
施用区よりも各種多様性指数が高い傾向が観察された。一方、系統的多様性については、土壌の栽培管理に関わ
らず、Proteobacteria、Acidobacteria、Chlorofexi、Actinobacteria等が主要な菌群として検出され、門レベ
ルにおいては大きな違いは認められなかった。有機質肥料の影響については化学肥料区は有機質肥料区よりも
ActinobacteriaやFirmicutes等のグラム陽性細菌群、Gemmatimonoadetes、Nitrospirae等のグラム陰性細菌群が
少ない傾向が観察された。

研究成果の概要（英文）：Impacts of long term animal manure application on soil bacterial diversity 
were analyzed. The results indicated that the manure application increased the values of diversity 
indexes, while phylogenetic composition at phylum level was not affected by animal manure 
application. Impacts of long term organic fertilizer application were also examined. the decrease of
 relative abundance for Actinobacteria, Firmicutes, Gemmatimonoadetes, and Nitrospirae in the field 
of long term chemical fertilizer application, suggesting the loss of geocheical function by chemical
 fertilizers.

研究分野： 微生物生態学
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１．研究開始当初の背景 
有機物施用は化学肥料などの無機物質の

施用では得られない効果、即ち、有機物の微
生物分解等を通して保水性・透水性・通気性
等の土壌の物理性の改善、地力窒素や土壌の
緩衝能の向上、リン酸固定の軽減等の化学性
の改善、さらにこれらの物理的・化学的要因
とも複雑に関係する土壌の生物性の改善へ
の効果が期待されている。以上のような有機
物の施用効果を評価するための長期連用圃
場は、過去に土壌保全関係事業の中で基準点
調査の試験として全国十数カ所に設置され、
長年にわたり土壌の物理性や化学性につい
て膨大な研究成果が蓄積されてきた。その結
果、有機物の物理的・化学的効果に関しては
多くの知見が当該研究分野のコンセンサス
として得られている。（①）。 
 有機物施用の物理・化学的効果の解明研究
とは対照的に、有機物施用の土壌生物性への
影響の詳細は現在もなお不明なままである。
これは、有機物の施用は微生物による分解を
通して土壌微生物相の多様性や機能性に非
常に大きな影響を及ぼすと予想されながら
も、土壌生物、特に土壌微生物の膨大な多様
性と土壌生物間の複雑な相互作用を解明す
るための技術的な問題の解決が必要であっ
たからである（②）。しかしながら、土壌か
らの DNA 抽出法（③）や植物共生微生物分析
法（④）などの培養に依存しない微生物遺伝
子解析技術や、低コスト・迅速な遺伝子分析
法が開発され、農耕地生態系の土壌や植物組
織に生息する微生物群集の多様性や機能性
を分子レベルで網羅的に解析することが比
較的容易となった（次世代シークエンス費用
が 1 サンプル約 1 万円）。また、従来研究で
は困難であった細菌類、糸状菌類、線虫類、
真核微生物の各分類単位で多層的な多様性
解析も比較的容易に行うことが可能となり、
現在は土壌微生物研究を加速するための一
連の基盤技術が整ったと言える状況にある
と考えた。 
 
２．研究の目的 
有機物の施用が土壌微生物の多様性や機

能性に及ぼす影響を評価するため、家畜ふん
堆肥の長期連用圃場（牛糞・豚糞・鶏糞）（鹿
児島県鹿屋市、鹿児島県農業開発総合研究セ
ンターの森清文氏（研究協力者）と連携）、
有機質肥料の長期連用圃場（なたね粕、魚粕、
蒸製骨粉）（茨城県土浦市、片倉こープアグ
リ株式会社筑波研究所の野口勝憲氏（研究協
力者）と連携）を使用して、堆肥や有機肥料
の施用後の非根圏土壌と根圏（根組織と土
壌）の微生物の多様性・機能性と土壌の代謝
成分の多様性の経時的変動を評価する。 
微生物多様性解析の対象微生物群は農業

生産上特に重要な細菌類、糸状菌類、線虫類
の 3 群とし、異なる生物群間の相互作用も視
野に入れた多様性解析を行う。代謝物の解析
結果を参考にしながら、それらに対応する形

でメタゲノム解析とプロテオーム解析も重
ねることにより有機物分解における土壌微
生物群集の機能性の動態変化の解明を目指
す。代謝物の解析については、土壌と根組織
を解析対象とし、土壌や根に含まれる代謝成
分（糖、アミノ酸、有機酸など）を NMR 等の
メタボロミクスで網羅的に分析する。 
上記の解析に従来研究の土壌の物理性や

化学性のデータを加え、各種有機物の施用に
よる土壌微生物の多様性や機能性の変動法
則を明らかにし、有機物施用の微生物的効果
（土壌微生物の制御効果）を減化学肥料、土
壌病害の軽減、農産物の品質向上等の持続的
栽培技術の一部として位置づけるための基
盤情報とする。 
 
３．研究の方法 
代表的な有機物として堆肥に注目し、主要

な家畜ふん堆肥の土壌微生物相への影響を
評価するため、研究協力者の森清文氏の管理
する鹿児島県農業総合開発センター・大隅支
場の家畜ふん堆肥の長期連用圃場において、
サツマイモ（コガネセンガン）を窒素・リン・
カリウムの３つの化学肥料を施用したNPK区、
リン・カリウムの化学肥料のみ施用した PK
区、3 種類の畜産糞尿を使った４つの堆肥連
用区（牛糞堆肥区、豚糞堆肥区、鶏糞堆肥区、
これら 3種類の堆肥の混合区）の各条件で栽
培し、一般的な圃場管理を行い、8 月下旬に
土壌微生物、共生微生物、植物代謝物当の分
析のためのサンプリングを行った。除草作業、
病虫害管理は慣行栽培と同様の管理を行っ
た。土壌のサンプリングは 1反復区あたり３
サンプル、３反復区から合計９サンプルにつ
いて株間の作土層（表面から 15cm 程度）を
コアとして抜き出した。土壌 DNA については
市販キット（FastDNA SPIN Kit for Soil）
を使用して調製した。共生細菌については細
菌細胞濃縮法を利用して共生細菌群集DNAを
調製した。得られた DNA を用いて 16S rRNA
遺伝子を標的としたパイロシークンシング
による多様性解析を実施した。 
 有機質肥料の長期連用の影響評価試験と
して、片倉コープアグリ株式会社が茨城県に
設置している有機質肥料の長期連用圃場（窒
素、リン、カリウムの各化学肥料を施用した
NPK 区、無肥料の NF 区、なたね粕区、魚粕区、
蒸製骨粉区）において、平成 27 年度の冬季
にサンプリングを行った土壌、及び平成 28
年度冬季にサンプリングを行ったハクサイ
組織について微生物多様性解析を実施した。
ハクサイ共生細菌については、外葉の緑色部
と白色部、中心部の未展開葉の３部位に分け
てサンプリングを行い、凍結保存後に細菌細
胞濃縮法により共生細菌群集 DNA を調製し、
共生細菌群集の多様性を解析した。 
 植物代謝物の分析については塊根を中心
に圃場でのサンプリングを行い、水洗により
土壌を除いた後に直ちに凍結保存した。それ
らの凍結試料を凍結乾燥処理後に粉砕し、



H-NMR による分析を行い、有機質の施用が植
物代謝物に及ぼす影響を評価した。 
 
４．研究成果 
 鹿児島県農業総合開発総合センターの堆
肥長期連用圃場の異なる肥培管理（NPK 区、
PK 区、各種堆肥施用区等）が土壌細菌群集に
与える影響について 16S rRNA 遺伝子を標的
としたパイロシークエンシングによる分析
を進めた結果、各種堆肥施用区（牛糞、豚糞、
鶏糞由来の堆肥）の長期連用施用を行った土

壌は化学肥料のみを長期施用したNPK区の土
壌と比べて種レベルでの OTU 数（97%の類似
度でクラスタリングを行った場合に観察さ
れた OTU 数）が高い傾向が観察され、PK 区（リ
ンとカリウムの化学肥料のみ施用した窒素
無施用区）は堆肥の長期連用区と NPK 区の中
間的な OTU 数となった（表１）。 
同様に、各種の多様性指数（Chao１、シャ

ノン等）についても NPK 区は低く、堆肥の長
期連用区は高く、PK 区は中間的な値となった。
以上の結果から、NPK 区との比較において、
有機物の施用が土壌細菌群集の多様性を増
加させることが示唆された。また、NPK 区の
多様性の低さは、主に窒素の化学肥料の施用
により引き起こされると考えられた。 
 上記の土壌細菌群集について主座標分析
を行った結果、各種堆肥の長期施用区は NPK
区とは明確に異なる群集構造を持つこと、PK
区は上述の各種の多様性指数と同様に、堆肥
施用区とNPK区の中間的な群集構造を持つこ
とが明らかとなった。しかしながら、系統情
報については、土壌の栽培管理に関わらず、
プロテオバクテリアとアシドバクテリアが
それぞれ約 30％と 20％、クロロフェキシと
放線菌類が約 10％前後を占め、細菌類の高次
分類単位においては栽培管理土壌間の大き
な違いは認められなかった（表２）。今後、
種レベルを含めた詳細な系統解析を進める
予定である。 

  
有機質肥料の長期連用の影響については、

上述の堆肥連用圃場の試験と同様に、土壌細
菌の群集構造についてはNPK区と有機質肥料
施用区の間に大きな群集構造の違いがある
こと、無肥料の NF 区は NPK 区と有機質肥料
区の中間的な群集構造を持つことが明らか
となった。系統解析の結果、NPK 区は他の試
験区よりも放線菌類や Firmicutes 等のグラ

ム 陽 性 細 菌 群 、 Gemmatimonoadetes 、
Nitrospirae 等のグラム陰性細菌群の割合が
少ない傾向が観察された。一方、有機質肥料
施用区に比べて、NPK 区で多い菌群として
Proteobacteria や Chloroflexi 、
Bcteroidetes 等が多い傾向が観察された。こ
れらの結果から、化学肥料の施用により、土
壌細菌群集が代謝が容易な化学物質に対し
て適応性の高い細菌群の割合の増加をもた
らし、難分解性の物質代謝や地球化学的な物
質循環に関与する細菌群の割合を低下させ
ている可能性が考えられた。 
ハクサイ共生細菌については、主座標分析

の結果から、今回の実験条件下においては、
共生細菌の群集構造に強い影響を与える要
因としては組織の部位が土壌の施肥条件よ
りも大きいことが示唆された。系統解析の結
果、サンプリングを行った反復個体間のバラ
ツキがあるものの、Proteobacteria がハクサ
イ共生細菌の主要な割合を占めること、
Alphaproteobacteriaは Betaproteobacteria 
や Gammaproteobacteriaと拮抗関係にあるこ
とが示唆された。 
今後、上述の堆肥と有機質肥料の長期連用

区のデータについて、より下位の分類単位に
おいて詳細な解析を進める。同時に、ハクサ
イ共生細菌群集については、H-NMR により明
らかにされた代謝物との相関関係の検討等
を通して有機物の長期連用施用が植物代謝
を通して共生細菌群集に及ぼす影響を評価
する予定である。 
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表１．堆肥長期連用施用の土壌細菌群集多様性に対する影響

統計値 NPK PK 牛糞 豚糞 鶏糞
OTU数 5684 6039 6575 6378 6586
Chao1 8282.8 8743.6 9720.3 9410.6 9618.9
Shannon 10.2 10.3 10.6 10.5 10.6
＊76869配列あたりの統計値を示す。

土壌管理条件

表２．堆肥長期連用施用が土壌細菌群集の系統的多様性に及ぼす影響

Taxon（％） NPK PK 牛糞 豚糞 鶏糞
Proteobacteria 27.8 27.4 30.2 29 30.5
Acidobacteria 24.2 22.7 21.8 21.5 19.7
Chlorofexi 10.6 10.5 9.1 9.6 8.9
Actinobacteria 7.6 7.6 8.3 9.1 9.9
Others 29.8 31.8 30.6 30.8 31

土壌管理条件
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