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研究成果の概要（和文）：巨大な炭素貯留庫である森林土壌に窒素が流入した場合、その有機物

量が増加するのか減少するのかを、有機物分解酵素に着目して研究した。森林植生下の黒ぼく

土を対象に調査した結果、窒素流入により、土壌有機物分解に重要な働きをするフェノールオ

キシダーゼ活性は低下することが示唆された。この低下は、リン酸固定力の強い黒ぼく土への

窒素流入により、競合力の弱いフェノールオキシダーゼ生産菌のリン制限が顕在化したことに

よるものと推察された。 

 
 
研究成果の概要（英文）：The effects of nitrogen depositions on organic matter contents in 

forest soils, the large reservoir of carbon, was examined, focusing on enzymes involved in 

decomposition of soil organic matter.  It is suggested that the nitrogen input lowers the 

polyphenol oxidase activity, which facilitates the degradation of soil organic matter, in a 

forested Andisol.  This decline may be due to the increased phosphorus limitation for 

polyphenol oxidase-producing microorganisms with an inferior competitive ability in 

Andisols having high capacity for phosphorus sorption.   
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１．研究開始当初の背景 

陸域生態系には有機炭素が約2200 Pg存在
し、その貯留量は大気中炭素量の約３倍、海

洋表層水中炭素量の約２倍に相当する。その
ため、陸域生態系は、地球規模での炭素循環
において重要な貯留域となっている。その中
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でも森林生態系は、陸上の有機炭素の約 50%

を貯留し、大気中 CO2濃度に大きな影響を与
えうる。とくに森林生態系の炭素貯留量の約
70%は土壌に存在し、森林土壌中の炭素循環
を理解することは、今後の気候変動を予測す
る上でも重要である。 

土壌中の炭素循環は、窒素循環と密接な関
係を持っていることが知られており、化石燃
料の消費等に起因する、森林生態系への大気
降下物由来の窒素流入により、土壌中炭素循
環が大きく影響を受ける可能性がある。とく
に中国の NOX 等の大気汚染物質の放出量は
2030 年まで増加すると予測されており、今
後も日本に窒素酸化物が越境輸送され、森林
生態系へ多量の窒素が流入することが危惧
される。このように、窒素流入による森林生
態系の物質循環の撹乱が懸念されており、現
在、世界各地で研究が展開されている。しか
し、窒素流入が森林土壌中の炭素貯留量に与
える影響としては、正反対の二つの考え方が
ある。一つ目は、多くの陸域生態系では窒素
制限により有機物分解が抑制されているた
め、窒素流入により有機物分解が促進される
というものである。さらに、大気中 CO2濃度
が上昇することで植物の光合成が活発化し、
土壌中で微生物が利用できる炭素量は増加
するが、それに伴い相対的に窒素量が欠乏し、
有機物分解が進まなくなる可能性があり、こ
の点でも窒素流入は有機物分解の促進に重
要な働きを示す可能性がある。二つ目は、窒
素流入による土壌有機物構造の難分解化、微
生物のリグニン分解酵素生産の抑制、あるい
は他の必須元素とのバランスの撹乱により、
微生物による有機物分解の効率が低下する
というものである。 

このように森林生態系への窒素流入は、森
林生態系の炭素循環、ひいては地球規模での
炭素循環に影響を与える可能性があるにも
関わらず、その影響は未だ十分に理解されて
いない。これは各地域での土壌の特徴や植生
といった様々な条件により、その影響が異な
ることによると思われる。そこでさらに多く
の地域で研究を実施する必要があると同時
に、各地域に共通した一般法則を確立する必
要がある。 

 

 

２．研究の目的 

実際の森林生態系の現場では、多様な要因
により、窒素流入が有機物分解に与える影響
が不明瞭になる可能性がある。そこで本研究
では、様々な処理条件が調節可能な室内実験
により、どのような要因により、窒素流入に
よる有機物分解への影響が変化するのか調
査した。なお多様な成分を含む土壌有機物の
分解を評価するには、有機物分解に関わる土
壌酵素活性の測定が有用であることが報告

されているので、酵素活性を有機物分解の指
標として用いた。本研究ではとくに、 

・窒素流入が、植物リター分解に重要な役割
を果たすフェノールオキシダーゼ活性お
よびβ-グルコシダーゼ活性に与える影響 

・葉リターの分解性（難分解性と易分解性）
と、窒素添加に対する土壌微生物群集の応
答との関連 

・窒素添加により、他の必須元素（炭素、リ
ン）が微生物分解の制限要因になる可能性 

の点に着目して研究した。 

 

 

３．研究の方法 

本研究では、室内実験により、窒素流入が
植物リター分解に与える影響について調査
した。土壌や植生の影響を調べるために、カ
ラマツとササが優占している地点から、カラ
マツとササの葉リターと土壌（非アロフェン
黒ぼく土）、広葉樹植生の地点から、コナラ
とクリの葉リターと土壌（褐色森林土）を採
取し、実験に供した。 

多様な成分を含む植物リターの分解を評
価するには、その分解に関わる土壌酵素活性
の測定が有用であることが報告されている
ため、本研究でも酵素活性を植物リター分解
の指標として用いた。土壌の水分量を最大容
水量の 60%に調整し、その後、各種植物リタ
ーと数段階の濃度の窒素を添加後 22℃で培
養し、経時的に酵素活性を測定した。主な対
象酵素は、リグニン分解に関わるフェノール
オキシダーゼ活性と、セルロース分解に関わ
るβ-グルコシダーゼ活性である。 

 

(1) 窒素流入が、植物リター分解に重要な役
割を果たすフェノールオキシダーゼ活性お
よびβ-グルコシダーゼ活性に与える影響 

 

黒ぼく土にカラマツ落葉を添加・培養し、
窒素添加後のフェノールオキシダーゼ活性
およびβ-グルコシダーゼ活性の経時変化を
追跡した。窒素無添加区と窒素添加区の結果
の比較から、窒素添加がフェノールオキシダ
ーゼ活性およびβ-グルコシダーゼ活性に与
える影響を調べ、土壌有機物分解への窒素添
加の影響について考察した。 

また両酵素を生産している微生物群を抗
生物質を用いて推定した。生土を一部残し、
残りを乾熱処理により滅菌すると同時に、細
胞外酵素を失活させた。その後、菌類の生育
を阻害するためにシクロヘキシミドを添加
した処理区と、細菌の生育を阻害するために
クロラムフェニコールを添加した処理区の
２つを用意し、少量の生土を添加し培養した。
培養後、酵素活性を測定することで、フェノ
ールオキシダーゼとβ-グルコシダーゼを生
産していた微生物が菌類か細菌であったか



 

 

を推定した。 

フェノールオキシダーゼ活性の窒素添加
による低下は、他の必須元素（とくに炭素、
リン）が制限要因になった結果である可能性
も考えられた。そこで、窒素以外に炭素ある
いはリン源を添加後に培養し、活性の低下が
窒素の直接的な影響か、窒素添加により引き
起こされた炭素やリンの欠乏といった間接
的な影響かを考察した。 

 

(2) 葉リターの分解性（難分解性と易分解性）
と窒素・リン添加が土壌細菌群集の生理的プ
ロファイルに与える影響 

 

 ３種類の植物リター（易分解性のササ葉、
難分解性のカラマツ落葉、中程度の分解性の
広葉樹落葉）のいずれかを褐色森林土に混合
後に培養し、Biolog 社の EcoPlate を用いて
細菌群集の生理的プロファイルへの影響を
調査した。また窒素・リンを添加し、その影
響も調べた。EcoPlate の基質を、アミン、ア
ミノ酸、炭水化物、カルボン酸、ポリマー、
フェノール化合物の６グループに大別し、そ
れらへの影響も比較した。  

 

 
４．研究成果 
(1) 窒素流入が、植物リター分解に重要な役
割を果たすフェノールオキシダーゼ活性お
よびβ-グルコシダーゼ活性に与える影響 

 
 黒ぼく土にカラマツ落葉を混合した試料
において、窒素添加がフェノールオキシダー
ゼ活性およびβ-グルコシダーゼ活性に与え
る影響を図１に示した。β-グルコシダーゼ活
性は、窒素添加量に依存して増加し、培養７
日目で最大に達した。一方、フェノールオキ

シダーゼ活性はカラマツ落葉添加により低
下し、窒素添加によりさらに低値を示した。
この際、土壌 pH の顕著な変化は見られなか
ったため、窒素添加の影響は pH によらない
と判断した。 
 窒素添加により、β-グルコシダーゼ活性が

0

1

2

3

4

5

0 5 10 15 20 25 30

β –グルコシダーゼ 処理**

時間**

処理× 時間**

μ
m

o
l

p
-n

it
ro

p
h

e
n

o
l

h
r-1

g
-1

0

1

2

3

0 5 10 15 20 25 30

フェノールオキシダーゼ 処理**

時間**

処理× 時間**

μ
m

o
l
4

-(
N

-p
ro

li
n

e
)-

o
-

b
e
n

z
o

q
u

in
o

n
e

1
0
 m

in
-1

g
-1

時間 (日)

図１．植物リターと窒素添加が酵素活性に与える影響．●, 土壌; □, 

土壌+落葉; ▲, 土壌+落葉+低N; ○, 土壌+落葉+高N

0

1

2

3

4

5

0 5 10 15 20 25 30

β –グルコシダーゼ 処理**

時間**

処理× 時間**

μ
m

o
l

p
-n

it
ro

p
h

e
n

o
l

h
r-1

g
-1

0

1

2

3

4

5

0 5 10 15 20 25 30

β –グルコシダーゼ 処理**

時間**

処理× 時間**

μ
m

o
l

p
-n

it
ro

p
h

e
n

o
l

h
r-1

g
-1

0

1

2

3

0 5 10 15 20 25 30

フェノールオキシダーゼ 処理**

時間**

処理× 時間**

μ
m

o
l
4

-(
N

-p
ro

li
n

e
)-

o
-

b
e
n

z
o

q
u

in
o

n
e

1
0
 m

in
-1

g
-1

時間 (日)

図１．植物リターと窒素添加が酵素活性に与える影響．●, 土壌; □, 

土壌+落葉; ▲, 土壌+落葉+低N; ○, 土壌+落葉+高N

0

0.5

1

1.5

2

2.5

+ 
落
葉

+落
葉

+ 
N
 

+ 
落
葉

+ 
N
 +

 C
 

+ 
落
葉

+ 
N
 +

 P
+ 
落
葉

+ 
N
 +

 C
 +

 P

a a

b
bb

μ
m

o
l
4

-(
N

-p
ro

li
n

e
)-

o
-

b
e

n
z
o

q
u

in
o

n
e

1
0

 m
in

-1
g

-1

図２．窒素･リン･炭素添加が植物リター混合土壌の
フェノールオキシダーゼ活性に与える影響．同じ文
字がついていない値間には有意差がある(one-way 

ANOVA, Tukey’s HSD test, p < 0.001)．
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図３．菌類阻害剤シクロヘキシミド(Cy)と細菌
阻害剤クロラムフェニコール(Ch)が酵素活性
に与える影響．β -グルコシダーゼでは、同じ
文字がついていない値間には有意差がある
(one-way ANOVA, Tukey’s HSD test, p < 

0.001)．フェノールオキシダーゼでは処理間に

有意差なし．



 

 

増加し、フェノールオキシダーゼ活性が低下
した理由として、過剰な窒素存在下で炭素制
限になり、微生物群集がセルロースから炭素
を獲得するために、セルロース分解のために
β-グルコシダーゼ生産に資源を投入し、フェ
ノールオキシダーゼ生産が抑制された可能
性が考えられた。一方、窒素添加により微生
物群集構造が変化し、それに共役して酵素活
性が変動した可能性もある。リン酸固定力の
強い黒ぼく土では、リターと窒素添加により
リン制限が一層顕著となることが予想され
る。仮に、フェノールオキシダーゼ生産菌が
競合に弱いなら、その数は減少し、当酵素活
性も低下するであろう。これらの可能性を検
討するため、土壌に窒素以外に炭素あるいは
リンを添加し、フェノールオキシダーゼ活性
に与える影響を調査した（図２）。炭素添加
は活性に有意な影響を及ぼさなかったため、
フェノールオキシダーゼ活性の低下は、炭素
源を得るために、優先してβ-グルコシダーゼ
生産に資源を投入したのではないと推察さ
れた。他方、リン添加によりフェノールオキ
シダーゼ活性は有意に増加した。このことは、
フェノールオキシダーゼ生産菌が競合に弱
く、リン制限が顕在化したことを暗示してい
る。 
 フェノールオキシダーゼとβ-グルコシダ
ーゼを細菌、菌類のいずれが主に生産してい
るかを解明するため、抗生物質を用いた選択
的阻害法により調査した。β-グルコシダーゼ
は、菌類阻害剤であるシクロヘキシミド添加
で大幅に活性が低下したが、細菌阻害剤クロ
ラムフェニコールでは影響が認められなか
った（図３）ため、主に菌類が生産している
ことが判明した。一方フェノールオキシダー
ゼでは、両抗生物質とも顕著な阻害を示さず、
本酵素の生産微生物の特徴は不明であった。 
 本結果より、森林植生下の黒ぼく土では、
窒素流入によりリン制限が顕在化し、競合に
弱いフェノールオキシダーゼ生産菌がより
苛烈なリン制限にさらされることで、土壌有
機物分解の主たる酵素であるフェノールオ
キシダーゼ生産が低下し、土壌有機物量が増
加する可能性が示唆された。 

 
(2) 葉リターの分解性（難分解性と易分解性）
と窒素・リン添加が土壌細菌群集の生理的プ
ロファイルに与える影響 

 

植物リターおよび窒素・リンの添加により、
褐色森林土の細菌群集の基質利用性（AWCD）
は大幅に増加した。植物リターの中では、易
分解性のササ葉により AWCD は最も増加した
（図４）。 

窒素・リンを添加しない場合、植物リター
添加で最も AWCD が増加した基質グループは
炭水化物で、次いでアミンであった。また炭

水化物は植物リターの種類、ポリマーは植物
リターの種類と添加栄養分の種類の両者に
よって、その利用性が有意に変動した。 

炭水化物の利用性が最も増加したのは、本
基質グループが、リター分解の初期段階にお
いて重要な化合物であることを反映してい
るだろう。興味深いことに、窒素添加により
幾つかのアミンやアミノ酸の利用性が低下
した。 

生理的プロファイルの主成分分析の結果
を図５に示した。植物リターの種類が、生理
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的プロファイルに最も大きな影響を与えて
いることが分かる。リターを添加することで、
生理的プロファイルは主成分１の値が大き
くなり、また植物リターの種類によって、主
成分１の軸に沿って大別された。 
窒素添加によって主成分２の値は、いずれ

の植物リターでも増加した（図５）。また主
成分２は、アミノ酸と強い負の相関を示した。
カラマツと広葉樹の落葉は、その低い窒素含
量から、窒素添加により微生物が大きな影響
を受けたことが示唆された。またカラマツ落
葉はリン添加によっても大きく影響された。
カラマツ落葉の N/P 比 16（重量ベース）は、
落葉分解の際のリン制限の閾値である 9より
極めて高く、リン添加に微生物活性が高まり
分解も進行することが推察された。 
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