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ー・ 背
景

2008年，中国がリン鉱石の輸出に高い関税をかけたこと

から中国のリン鉱石輸出が実質的に停止し，世界でのリン鉱

石の価格が約 8倍に高騰した 18）。これを契機にリン資源枯

渇の懸念が高まり 23,35,137)， リン資源が 50年から 100年で枯

渇するという予測も報告された 19)。現在まで， リン鉱石の

埋蔵量と質が不明なため，その可採年数には一致した見解は

得られていない 18)0

年々，不純物の少ない高品質のリン鉱石の採掘比率は低減

しておりまた世界最大の埋蔵量をもつモロッコのリン鉱石

は，カドミウムや放射性物質を多く含んでいる 98）。このよ

うな低品質のリン鉱石の精製と不純物の処理にはコストがか

かるうえ 120)，新たなリン鉱山の開発にも莫大な投資が必要

なため，今後リンの価格は上昇していくと予想される 98)。

また，リン酸肥料の価格上昇に加え，農地へのリン酸の過剰
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施用による湖沼や沿岸域の富栄養化112)や作物の病害発生の

助長38) といった問題も生じている。

このような背景から， リン酸の減肥とともに，「legacyP」ISO)

と呼ばれる農地に蓄積したリン酸の有効化に関する研究が盛

んに行われている 76,150)。特に日本では， リン酸施用量から

作物吸収量を差し引いたリン酸肥料の過剰量が，世界的に見

ても極めて高く，農地に大量のリン酸が蓄積している 79,113)。

西ヨーロッパでは，リン酸施用量は 1970年代後半をピーク

に減少しているにもかかわらず，作物のリン酸吸収量はそ

の後も増加・安定化しているため，それまでに農地に蓄積

したリン酸が有効化したと考えられている 117）。このような

legacy Pの有効化に関する研究はこれまで， 日本の畑地144)

や水田57)でもなされてきたが， 2008年のリン鉱石価格の高

騰以降世界的に再燃したというのが実状であろう。ただし

現在の研究の特徴として，既往の研究ではあまり対象とされ

てこなかった有機態リンが注目されていることが挙げられ

る34,123)。例えば， 日本の黒ボク土畑土壌において化学肥料

のみを施用した場合でも，有機態リンの蓄積は，無機態リン

酸に比べれば少ないものの，無視できない量である（図 l)。

水田ではリンの利用効率は高いため90), ここではリン利用
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図 1 長野県野菜花き試験場の三要素連用圃場（黒ボク土）において，70年間の化学肥料
施用がもたらしたリン蓄積。右図では，有機態リンの結果だけを拡大して表示した。なお
この連用圃場では，生育した作物体は全て除去している。Moroetal.83)のデータを基に作図。

効率が低い黒ボク土の畑地に蓄積したリン酸の可給化に焦点

を当てる。

Zhu et al.159)は農地に蓄積したリン酸を可給化する微生

物や資材などを「phosphorusactivators」と呼んでいる。これ

らには，アーバスキュラー菌根菌， リン溶解菌，ホスファター

ゼ，微生物バイオマスリン，有機酸等の有機物施用，土壌の

還元化，ポリマルチによる加温などが含まれる 89,113,159)。アー

バスキュラ ー菌根菌は， リン肥沃度の高い土壌では効果を発

現しにくいものの，土壌中のリン酸の可給化には有望であ

り叫多くの研究が行われている。ここでは研究例の乏しい，

あるいはその有用性が明瞭ではない， リン溶解菌，ホスファ

ターゼ，微生物バイオマス リン，土壌の還元化について，関

連する基礎的情報を紹介する。

2. リン溶解菌

リン溶解菌は，アルミニウムや鉄，カルシウムと結合した

難溶性リン酸塩を溶解したり，粘土鉱物や，鉄とアルミニ ウ

ムの酸化物・水酸化物・オキシ水酸化物（これ以降は単に酸

化物と呼ぶ）に吸着した リン酸を脱着させたりする 43）。 なお，

通常の酸性土壌中ではリン酸鉄やリン酸アルミニウム より

も，鉄酸化物やアルミニウム酸化物に吸着したリン酸の方が

多い47)。 リン溶解菌によるリン酸放出は，主に酸性化 と有

機酸の生産 ・分泌によ る148)。有機酸による リン酸放出は，

酸化物に吸着していたリン酸の配位子交換による脱着と，金

属とのキレート化によ る，カルシウムや鉄，アルミニウムの

リン酸塩の溶解に由来する 107)。リン溶解菌は， リン酸鉄や

リン酸アルミニウムよりも， リン酸カルシウムをよく溶解す

ることが知られている 40,96）。 これは，リン酸カルシウムは酸

性化のみでも溶解可能だが， リン酸鉄や リン酸アルミニウム

の溶解には，酸性化に加え，金属のキレー ト化も必要である

ことによる 148)0 

多様な細菌がリン溶解能を持つことが知 られてお り，分泌

される有機酸と してはグルコン酸や 2ーケトグルコン酸の報

告例が多い47)。他方， リン溶解真菌としては Aspergillus属，

Penicillium属， Mucor属がよく 分離さ れ47)，分泌する有機酸

としてはクエン酸，シュウ酸， グルコン酸がよく知られてい

る47)。概して，土壊中ではリン溶解細菌の方がリン溶解真

菌よりも数が多いものの，溶解能は真菌の方が嵩い40,47,148)0 

そのため， リン溶解真菌には， 比較的容易に溶解できるリ ン

酸カルシウムだけでなく，難溶性の リン酸アルミニウムや リ

ン酸鉄も溶解できるものが多いが，細菌ではリン酸アルミ ニ

ウムやリン酸鉄を溶解できるものは少ない96)。

有機酸のリン溶解能には，そのカ ルボキシ基の数が重要で

ある 148）。 またカルボキシ基が同数である場合には，カルボ

キシ基が結合している炭素にヒドロキシ基が結合した aーヒ

ドロキシ酸構造をもつ有機酸の方がリン溶解能は高いとされ

ている 148）。 多くのリン溶解真菌が生産するクエン酸はカル

ボキシ基を 3つ持つ aーヒドロキシ酸であり，またシュウ酸

はカルボキシ基を 2つ持つ。他方，多くの リン溶解細菌が生

産するグルコン酸はカルボキシ基を 1つしか持たない aーヒ

ドロキ シ酸で， 2-ケトグルコン酸もカルボキシ基を 1つしか

持たない。このような化学的特性から，クエン酸とシュウ酸

はリン溶解能が高く，グルコン酸はそれよりは低い47,148)0 

グルコン酸は Al3+とキレート化する能力は高いものの， Ca2+

や Fざと のキレート化能は低いこと 149)，また 2ーケトグルコ

ン酸に よるリン溶解は主に酸性化によ るが，クエン酸やシュ

ウ酸の場合は主にキレー ト化によることが報告されている 28)0

これま でリン溶解菌は，土壌中の無機態 リン酸の放出に関

して主に研究されてきた。しかし，有機酸を分泌するリン

溶解菌は，有機態リンの分解にも重要な役割を果たしてい

る107)。有機酸により，酸化物等に吸着 していた有機態リン

が脱着することで，酵素による有機態リンの分解が促進され

る47,109）。 またアルミニウムや鉄，カルシウムが架橋して低

分子の有機物が集合した土壌有機物は，有機酸がこれら金属

を除去することで分散し，酵素による有機態リンの分解が促

進される 16)。

土壌中でのリン溶解菌の重要性を評価することは難しい。

しかし， リン欠乏土壌では リン溶解細菌の割合が高く，また

その多様性は低いことが報告されており 71)，特に一部のリ

ン溶解菌がリン欠乏土壊で リン溶解に重要な役割を果たして

いることが示唆されている。近年，いくつかのグラム陰性細



國頭·諸•藤田・美世 • 長岡・大塚 43 

菌で，グルコ ースをグルコン酸に変換するグルコ ースデヒド

ロゲナーゼをコードする遺伝子gcdと，グルコースデヒドロ

ゲナーゼの補酵素ピロ ロキ ノリンキノン (PQQ)の生合成

遺伝子が， リン溶解に関わる遺伝子として同定された 110)0 

Pseudomonas属のリン溶解能はグルコン酸と 2ーケトグルコン

酸の生産によるが， グルコン酸を 2ーケトグルコン酸へ変換

するグルコン酸デヒドロゲナーゼの遺伝子gadを欠損した株

や， PQQの生合成に関わる pqqAやpqqBを2コピー持つ株が

あり，そのような特徴に即して株間でリン溶解能が異なる可

能性が示されている 77）。 またオオムギ根圏のメタゲノムよ

り調製したフォスミドライプラリ ーを大腸菌で発現させ， リ

ン溶解能を指標としてスクリーニングしたところ，得られた

6クローンはいずれも グルコン酸を生産した15)。Pseudomonas

putidaでは培地中のリン酸濃度が低い場合， gcdとpqqオペ

ロンの発現が増加し，グルコースデヒドロゲナーゼ活性と

PQQ生産が増す2）。 このような知見にもとづき，グルコン

酸合成に関わる遺伝子は，土壌中での リン溶解菌の役割の評

価に利用されるようになった5,9)。例えば，無機態リン酸濃

度の高い土壌のメタゲノムでは， gcdの相対的存在量が多い

ことや6),PQQの生合成遺伝子pqqCのコピー数は土壌 pH

と正の相関を示すこと 158)，土壌にリン酸を多量に施用する

とpqqCのコピー数が低下することが報告されている 68)。現

在，これらの研究において対象とされているリン溶解に関わ

る遺伝子は一部の リン溶解細菌のみが保有するため，土壌中

でのリン溶解菌の働きを包括的に評価するには， 他のリン溶

解細菌や真菌が持つ リン溶解に関わる遺伝子についての情報

も必要である。

3. ホスファターゼ

微生物は高分子の有機態リンを直接細胞内に取り込むこと

が困難なため，細胞外に多様なホスファターゼを分泌し，生

成した無機態リン酸を取り込んでいる 42)。植物や微生物遺

体に含まれる，核酸やリン脂質といったリン酸ジェステルは

ホスホジェステラーゼによってリン酸モノエステルに変換さ

れ，これがさらにホスホモノエステラーゼによ って加水分解

され，無機態リン酸が生成し87)，再び植物や微生物に取り

込まれる。リン酸ジエステルは分解しやすく 121,132)，ホスホ

モノエステラーゼによるリン酸モノエステルの分解が律速段

階となるため，有機態リンの総無機化速度は，ホスホモノエ

ステラーゼ活性と正の相関を示す場合がある 10）。 このホス

ホモノエステラーゼの代表格が酸性ホスファターゼとアルカ

リホスファターゼである 87）。 また，植物種子中のリン化合

物の主体であるフィチン酸 (myoーイノシトールヘキサキスリ

ン酸， IP6)118)およびその代謝物は士壌中の主要な有機態リ

ンであるため叫ホスホモノエステラ ーゼの一種である，

フィチン酸分解酵素フィターゼも ，土壌中の有機態リン分解

に重要な役割を果たしている。

3.1 アルカリホスファターゼ

アルカリホスファターゼはアルカリ性土壌で，酸性ホス

ファターゼは酸性土壌で優占している 87）。 またイギリスの

土壌のメタゲノムでは， pHが約 8の土壌では， pHが約 4の

土壌と比較し，アルカリホスファターゼ遺伝子のコピー数と

多様性が高いことが報告されている 66)。一方， 日本の畑土

壌は酸性であるため，アルカリホスファターゼについてはあ

まり評価がなされていなかった。そこで，わが国の代表的な

畑土壌である黒ボク土についてアルカリホスファターゼの重

要性を評価するため，土壌を pHごとに グループ分けし，ア

ルカリホスファターゼ活性と酸性ホスファターゼ活性との比

を算出した（図 2)。なお土壌酵素活性の測定値は，酵素量

を反映したものである 141)。予想通り，森林士壌ではアルカ
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ゼ活性と酸性ホスファターゼ活性との比。アルカリホスファターゼは pH11の緩衝
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とを意味する。エラーバーは標準偏差を示す。Fujitaet al.29), Mise et al.78)および未
発表データを基に作図。
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リホスファターゼ活性と酸性ホスファターゼ活性との比は低

値を示したが， pH7以上の畑土壌ではアルカリホスファタ ー

ゼの方が多く， またそれ以下の pHの畑土壌でもアルカリホ

スファターゼは比較的多く存在していた。さらに炭素と窒素

を黒ボク土畑土壌に添加しリン欠乏の状態にしたところ，酸

性ホスファタ ーゼよ りもアルカ リホスファターゼの生産がよ

＜誘導された（図 3）。これらの結果より， 黒ボク土畑土壊

では，アルカリホスファタ ーゼ も重要な働きを持つことが示

唆される。酸性であるにもかかわらずアルカ リホスファタ ー

ゼが比較的多く存在するのは，石灰施用により，アルカリ性

の微小部位が存在するためかもしれない。また pHが 4以下

の森林土壌のメタゲノムにおいても，酸性ホスファタ ーゼ遺

伝子よりもアルカリホスファタ ーゼ遺伝子の方が多いといっ

た報告例がある 6)。以上のことから，酸性土壌であっても ，

アルカ リホスファターゼがリン循環に役割を果たしている可

能性もある。

土壌中のアルカ リホスファタ ーゼは，主に細菌が生産・分

泌している 87)。細菌のアルカリホスファターゼには PhoA,

PhoD, PhoXの3タイ プがある。これらアルカ リホスフ ァタ ー

ゼをコードしている遺伝子（それぞれphoA,phoD, phoX)は，

多くの細菌において， リンが枯渇し たとき に発現する Pho

レギュロ ン遺伝子群に含まれており，その生産は無機態リン

酸濃度によって調節されている 82,138,155)。3タイプのアルカ

リホスファタ ーゼ遺伝子の中では，メタゲノム解析により，

土壌ではphoDが最も多く ，約半分の細菌が持っており， phoA

が最少であることが報告されている 94)。同様にイギリスの

pHが約 8の土壌で，phoDを持つ細菌は 56%,phoXは47%,

phoAは20%であると推定されている 66）。 また phoDは，アー
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図3 長野県野菜花き試験場より採取した黒ボク土への炭素・
窒素添加が，微生物バイオマス リン，ホスファタ ーゼ活性，可
給態リン（トルオーグ法およびクエン酸抽出法）濃度に与える
影響。炭素源としてセルロース，窒素源として硝酸アンモニウ
ムを添加し，140日間培養した。エラーバーは標準偏差を示す。
*, t検定でp< 0.05 ; **, p < 0.01。齋藤ら （未発表データ）を基
に作図。

キアと真菌にも見つかっている l03)。真菌では系統的に離れ

たいくつかの種がphoDを保有しているため，進化の早い段

階に獲得したと考えられている 36)0 

細菌の中にはまれに phoDとphoX,phoAの 3タイプとも

持つものもいるが多くは 1タイプのみか 2タイプ持ち， 2

タイプ持つ場合は，phoDとphoAの組み合わせか， phoDと

phoXの組み合わせである 65,157)。phoXとphoAを両方持つ細

茜はほとんどいないため，PhoXとPhoAは機能的に同等であ

ると予想されている 157)。海洋細菌では，PhoA,PhoD, PhoX 

のいずれにおいても，細胞内で働くものと細胞外で働くもの

とがあり，特に PhoXでは細胞外で働くものが多いが，PhoA

とPhoDは細胞内で働くものも多い69）。 グリセロリ ン酸やア

デノシンーリン酸など一部の有機態リ ンを直接細胞内に取 り

込める細菌が知られているため，海洋では細胞内でこれら有

機態 リンを分解している細菌が多い可能性がある 69,147)。他

方，土壌メタゲノム解析で得ら れた phoDの大部分は，細胞

外酵素遺伝子であることが示唆さ れている 94)。

アルカリホスファターゼの中で最もよく研究され，かつ土

壌中での存在量が最も多いのが PhoDである。これまでに解

読された細菌ゲノムの中では， phoD遺伝子を持つ細菌の多

くは 1コピーのみ持つが， 9コピー持つものもある l03）。ま

たPhoDはホスホジェステラーゼ活性も持つことが知られて

いる 51,152)。なお PhoAもホスホジェステラーゼ活性を持つが，

その活性は極めて低い IOI)。土壌中のphoDに関する研究は，

特に Sakuraiet al.115)がphoDを増幅するプライマー ALPS

を設計して以降急速に進展した。このプライマーでは，

Alphaproteobacteriaの配列が多く増幅される特徴がある 103）。 こ

の他にも phoD用のプライマーが， Ragotet al. 105)とBergkemper

et al.5)によって設計されている。なお，他の遺伝子のプライ

マーにも共通して言えることであるが，得られた結果を解釈

する際は，プライマーバイアスに留意する必要がある。

日本の黒ボク土畑土壌の phoD保有細菌群集の組成は，

pHと可給態 リン 酸濃度の影響 を受け， 他の 土壌 より も

Alphaproteobacteria由来の phoDが多いことが報告されてい

る78)。phoD保有細茜群集の組成に対する リン酸濃度と pHの

影響は，他の多く の研究でも見いだされている 13,l03-105,126,l45)0 

土壌中のアルカリホスファターゼ活性と， phoD遺伝子の

コピー数やメタゲノムデータに基づく相対的存在量との関係

を調べた研究では，正の相関が見られる場合1,13,25,70)と見

られない場合105,145)とがある。また畑土壌で， phoD遺伝子

のコピー数はアルカ リホスファタ ーゼ活性と正の相関を示し

たものの， phoD転写量は，ア ルカリホスファタ ーゼ活性や

phoD遺伝子のコピー数とは有意な相関を示さなかったとの

報告もある 25）。 このように研究間で一致した結果が得られ

ない一因として，アルカリホスファターゼが生産 ・分泌され

てから，細胞外で長期間残存し，活性を維持していることが

考えられる ll)0

長野県野菜花き試験場の有機物・三要素連用圃場において，

アルカ リホスファタ ーゼ活性と phoDの多様性との間に有

意な負の相関が見られた（固 4)。同様の関係は，他の畑土

壌13,14,26,70)や草地土壌130)でも報告されている。これらの研
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究ではphoDの転写については調べられていないものの，ア

ルカリホスファターゼ活性が高いときは特定の細菌が大量

に生産している可能性を示唆している。Tanet al.130)は リ

ン酸無施用土壌では特定の phoD遺伝子型が選抜され，多量

のアルカリホスファタ ーゼを生産したと推察している。また

Morrison et al. 84)は，土壊中のリン濃度が低いとそもそも微

生物全体の種数が減るため， リン関連遺伝子の多様性も低下

する可能性を指摘している。他方水田土壌においては，リ

ン酸無施用により phoDの多様性が増加したという報告も

ある 145)0 

様々な土地利用形態の土壌を用いた研究において， phoD

保有菌の組成はどの土壌でも似通っているが， phoXの場合

は採取地点によって大きく変動すること， また， phoDの組

成は可給態リン酸濃度により影響されるのに対し phoXの組

成は有機態炭素含量に影響される こと が報告されている 105)0 

phoXについても ，上述した phoDと同様に，相対的存在量や

コピー数がアルカリホスファターゼ活性と正の相関を示す

場合！）と示さない場合 105) とがあることが報告されている。

3.2 酸性ホスファターゼ

士壌中の酸性ホスファタ ーゼは，真菌，細菌，植物由来で

ある 87)。細菌の酸性ホスファターゼは，多様な基質を分解で

きるため， non-specificacid phosphatase (NSAP)と呼ばれ"1),

主にグラム陰性細菌が生産している 95)。アルカ リホスファ

ターゼとは異なり，細茜の酸性ホスファタ ーゼ生産は， リン

酸濃度で調節されないものが多い Ill)。酸性ホスファターゼ

は酸性土壌で多いが87)，細菌の酸性ホスファタ ーゼ遺伝子

のコピー数は，酸性とアルカリ性の土壌間で大きく変わらな

ぃ66）。 これは，酸性土壌では，細菌よりも真菌の酸性ホスファ

ターゼ生産の寄与が大きいためかもしれない。

細菌の酸性ホスファターゼはクラス A, B, Cに大別され，

クラス BとCは植物の酸性ホスファターゼと似通った構造

をしているが，クラス Aは全く異なる構造を持つ32,33,111)。

なおアーキアは，これらとは異なった酸性ホスファターゼを

有する 33)。細菌によっては，クラス AとB,あるいはクラ

スBとCの 2つの酸性ホスファターゼ遺伝子を持つものも

いるため，同じ酸性ホスファターゼでもクラスごとに役割が

異なる可能性が指摘されている Ill)。環境中ではクラス A と

Cが多く存在し，特に酸性土壌ではクラス Aが多い 95)。ク

ラス AはpH8とpH4の土壌のいずれにおいても多く存在し，

20-50％程度の細菌が保有しているが，クラス BとCは 10%

以下の細菌しか保有していないことが報告されている 66)0 

Bergkemper et alり とFraseret al. 27)は酸性ホスファターゼ

のクラス Aのプライマーを設計し， Gaieroet al.32)はクラス B

とCのプライマーを設計した。 しかしこのクラス Cのプラ

イマーでは，一部の細菌の配列しか増幅できない32)。Fraser

et al. 27)によると，ダイズ畑の非根圏土壌では， クラス Aの

酸性ホスファターゼ遺伝子 (phoC) のコピー数は酸性ホス

ファターゼ活性と正の相関を示し，両者とも可給態リン酸濃

度の増加に伴い低下したが，根圏土壌ではそのような関係は

見られなかった。

真菌も酸性ホスファターゼを生産・分泌するが，その多く

はフィターゼのグループに属する。例えばAspergillusoryzae 

が保有する，細胞外へ分泌する酸性ホスファターゼの遺伝子

数は 13であるが，その大半は，後述するヒスチジン酸性ホ

スファタ ーゼである 73)0

3.3 フィターゼ

イノシトールヘキサキス リン酸の立体異性体の中で，植物

が生産するのは myoーイノシト ールヘキサキスリン酸（フィ

チン酸）だけである 134）。 このフィチン酸 (IP6) からリン酸

を1つ以上遊離させる酵素をフィターゼという 。フィタ ーゼ

のグループ分けには 3つのやり方がある 48）。一つ目は国際

生化学分子生物学連合の命名委員会 (NomenclatureCommittee 

of the International Union of Biochemistry and Molecular Biology) 

が定めた名称で，I恥 から最初に リン酸基を切 り離す位置を

ID-ナンバリングで示した数字で表し， 3-フィターゼ， 5-フィ

ターゼ， 6-フィタ ーゼ (lLナンバリングを用いたかつての

名称は 4フィターゼ）と呼ぶ。なお，これら以外の位置で

初めにリン酸基を切り離すフィターゼも存在する 58)。二つ

且は，至適 pHにより酸性フィターゼとアルカリフィターゼ

に区別するやり方である。アルカリフィターゼの大部分は，

後述する Pープロペラフィターゼである。三つ目は酵素の構

造や触媒機構で分けるやり方で， ヒスチジン酸性ホスファ

ターゼ， P-プロペラフィターゼ，パープ）レ酸性ホスファタ ー

ゼ，システインホスファターゼ（あるいはプロテインチロシ

ンホスファタ ーゼとも呼ばれる）の 4つに大別される。なお，

ヒスチジン酸性ホスファターゼ，パープル酸性ホスファター

ゼ，システイ ンホスファターゼには，活性部位は保存されて

いるにもかかわらずフィターゼ活性を持つものと持たない

ものの両方が含まれるため， フィターゼ活性を持つものの

み，例えばヒスチジン酸性フィターゼとして区別する場合も

ある 86)。

上述した 3種類のフィターゼのグループ分けの間では，完

全な対応はとれていない。例えば同じヒスチ ジン酸性ホス

ファターゼでも， 3- フィターゼと 6— フィターゼが含まれる 37) 。
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またアルカリフィターゼの多くは Pープロペラフィターゼで

あるが153)，植物由来のアルカリフィターゼはヒスチジン酸

性ホスファターゼである 74)。

ヒスチジン酸性ホスファターゼとパープル酸性ホスファ

ターゼは真菌・細菌・植物・動物で， P-プロペラフィターゼ

とシステインホスファターゼは細菌で見つかっている 86)0 

細菌のフィターゼは Phoレギュロンに属していないものが

多く， リン獲得だけでなく，ストレス応答や植物病原性と関

連しているのもある 39)。他方，真菌では Phoレギュロンに

属し， リン酸濃度に応じて生産が調節されているものが多

ぃ39,44)0 

フィターゼには，多様なリン酸モノエステルを分解できる

ものと，フィチン酸分解に特化したものとがあり 85)，前者

は概ねフィチン酸を myo—イノシトールモノリン酸 (IP1) ま

で分解できるが，後者は最大でも myo—イノシトールトリス

リン酸 (I恥）や myoーイノシトールビスリン酸 (IP2) までし

か分解できない58)。大まかな傾向としては， ヒスチジン酸

性ホスファターゼとシステインホスファターゼはフィチン酸

をIP1まで分解し， P-プロペラフィターゼは IP3まで，パー

プル酸性ホスファターゼは IP4 (myoーイノシトールテトラキ

スリン酸）まで分解する 37,39,75)。いずれのフィターゼも IP1は

分解できないため，酸性ホスファターゼやアルカリホスファ

ターゼが IP1をイノシトールとリン酸に加水分解する 134)。

なお酸性ホスファターゼとアルカリホスファターゼはフィチ

ン酸を分解できないものの，それ以外の myoーイノシトール

リン酸は， IP1に限らず分解できる 87)。多くのフィターゼで

は，活性部位に結合した myo—イノシトールリン酸からリン

酸基を 1つ切り離すたびに基質がフィターゼから外れ，複

数のリン酸基を同時に加水分解するフィターゼはまれであ

る58）。またリン酸基の数が減るほどフィターゼによる分解

は遅くなるため，フィターゼによる分解だけでは，低次にリ

ン酸化した IP3や IP2が多く残存する 58）。しかし， リン酸基

の多い myoーイノシトールリン酸ほど土壌粒子に強く結合し

てフィターゼや酸性・アルカリホスファターゼによる分解を

受けにくいこと 134)，またもともと土壌に流入するのは植物

由来の IP6であるため，土壌中では IP6が最も多く存在し，

リン酸基数が少ないイノシトールリン酸ほど存在量が少なく

なる 134)。

3.3.1 13—プロペラフィターゼ

フィターゼの中で，環境中で最も多く存在するのが P—プ

ロペラフィターゼである。 Pープロペラフィターゼは多様な細

菌で見つかっており，土壌と水系の両方において， P-プロペ

ラフィターゼがフィチン酸分解において主要な役割を果たし

ていると考えられている 48,67)。土壌細菌のうちフィターゼ遺

伝子を持つものは 10％以下という報告がある一方66)．海洋

細菌の約 40%はP-プロペラフィターゼ遺伝子を持つという

報告もある 67)。なお Pseudomonas属や Xanthomonas属細菌の

中には， P-プロペラフィターゼ， ヒスチジン酸性ホスファ

ターゼ，システインホスファターゼの 3つの遺伝子を持つも

のや， P-プロペラフィターゼとヒスチジン酸性ホスファター

ゼの 2つの遺伝子を持つものがいる 48,67)。

Pプロペラフィターゼの基質はフリーのフィチン酸ではな

く，フィチン酸とカルシウムの複合体である 97）゚ P-プロペラ

フィターゼの活性部位は負に帯電しており，同じ負に帯電し

た，フリーのフィチン酸ば活性部位に結合できず分解されな

いが，フィチン酸とカルシウムの複合体は正に帯電している

ため，活性部位と結合でき分解可能となる 97）。アルカリフィ

ターゼである P—プロペラフィターゼのこのような基質特異

性は，フィチン酸カルシウムが多いアルカリ性の環境におけ

るフィチン酸分解に適していると考えられる。また植物体中

のフィチン酸をリン源として利用できることから，ある種の

細菌では， P-プロペラフィターゼは植物病原性に関与してい

る86)0 

3.3.2 ヒスチジン酸性ホスファターゼ

ヒスチジン酸性ホスファターゼは幅広い生物種で生産され

ているが，真核生物と原核生物では，活性部位のモチーフ以

外のアミノ酸配列は似ていない86）。フィターゼ活性を有す

るヒスチジン酸性ホスファターゼの中でも，フィチン酸分解

を主とするものと，フィチン酸以外にも多様な基質を分解で

きるものとがある。この相違は，前者は活性部位が正に帯電

しており，負に帯電したフィチン酸が結合するのに適してい

るが，後者ば活性部位の荷電が中性で，多様な基質と結合で

きることによる 86)。ヒスチジン酸性ホスファターゼには，

ホスホジェステラーゼ活性も持つものがある 97)0

3.3.3 パープル酸性ホスファターゼとシステインホスファ

ターゼ

P—プロペラフィターゼやヒスチジン酸性ホスファターゼと

比較すると，パープル酸性ホスファターゼとシステインホス

ファターゼに関する情報は少ない。パープル酸性ホスファ

ターゼは主に植物で見つかっているが，真菌や細菌でも見ら

れる 86)。概して，パープル酸性ホスファターゼのフィター

ゼ活性は低く，フィチン酸を徐々に分解し安定的にリン酸を

供給できるため，種子の発芽に適していると考えられる 86)。

システインホスファターゼが初めて見つかったのはルーメン

中の嫌気性細菌であったが86)，その後，好気性細苗からも

見つかっている 48)。

3.3.4 土壌中のフィターゼ

メタゲノム解析より推定された，フィターゼ遺伝子を持つ

細菌の割合は， pHが約 4の土壌と pHが約 8の土壌で大差

なく，両者とも 10%以下である 66)。Yaoet a/.154> によると，

リン酸を施用した熱帯林土壌としていない土壌のメタゲノム

を比較したところ，フィターゼ生産菌の組成は同等であった

が， リン酸施用により，フィターゼ遺伝子の相対的存在量が

低下した。このため， リン欠乏土壌では，フイターゼ分解能

を持つ細菌の方が有利に存在できると推察されている 154)0 

また環境中のフィターゼ遺伝子の組成やコピー数を調べるた

め，各種プライマーが設計されている。ただし， ヒスチジン

酸性フィターゼのみ，様々な細菌が持つ配列を増幅できるプ

ライマーが設計できたが見 P—プロペラフィターゼとパープ
ル酸性ホスファターゼ用に設計されたプライマーでは，限定

された配列しか増幅することができない5,116)0 

日本の土壌での研究では，黒ボク土畑土壌で， P-プロペラフィ
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ターゼ遺伝子をもつフィチン酸分解箇として Sphingomonas属

とCaulobacter属細菌が多く分離でき 41)，また褐色低地土畑土

壌で分離されたフィチン酸分解菌のほとんどがBurkholderia

属細菌であることが報告されている 136)。チリの黒ボク土草

地土壌では， P-プロペラフィターゼ遺伝子を持つ Bacillus属

とPaenibacillus属細菌が分離され49)，またフィチン酸を添加

すると，ライグラスの根圏では Bacillus 属の P—プロペラフィ

ターゼ遺伝子のコピー数は減少したものの，発現量は増大し

た50)。Stoutet al. 122) は，河川底質では，農地からリンが多

く流入する地点で， P-プロペラフィターゼ遺伝子のコピー数

が多いことを見いだした。興味深いことに，森林土壌から作

製したメタゲノムライブラリーから，現在知られている 4つ

のグループ（ヒスチジン酸性ホスファターゼ， P-プロペラ

フィターゼ，パープル酸性ホスファターゼ，システインホス

ファターゼ）とは全く異なる，細菌由来のいくつもの新規な

フィターゼ遺伝子が得られている 139）。これらの研究が進展

することで，土壌中の微生物によるフィチン酸分解の全体像

について，理解が深化することが期待される。

現在まで，土壊中のフィターゼ活性を測定する方法は確立

されていない88)。Berryet al. 7·8) は， myo—イノシトールペン

タキスリン酸 (IPs) に発色団をつけた基質の利用を提案し

ているが，分解産物の標品がないため，自身でこの基質をフィ

ターゼで分解し調製する必要がある。また，アリルアミダー

ゼによって，基質のイノシトールリン酸部分とは別の部位が

加水分解されるおそれがあり，予備実験で事前に確認する必

要があること，基質の安定性から pHが4.2から 6.0の範囲

でしか測定できない等の問題がある見

4.微生物バイオマスリン

微生物遺体が他の微生物に利用される際，微生物遺体の炭

素は，新たな菌体炭素に変換されるだけでなくエネルギー獲

得のためにも利用されるため，微生物バイオマス中の炭素に

対してリンが過剰となり土壌中に放出される 60）。このため，

微生物バイオマスの代謝回転に伴い，植物にリンを徐々に供

給することになる 129）。このような理由から，微生物は短期

的にはリン酸をめぐって植物と競合するものの，長期的には

微生物バイオマスリンは植物に利用可能であるとされてい

る108)。また微生物は，必要とする以上に有機態リンを無機

化する場合が多いため，微生物バイオマスリンが大きいほど

リンの供給量は大きくなる 146)。実際，特にリン酸濃度の低

い土壌において，微生物バイオマスリンと可給態リン酸濃度

との間に有意な正の相関があることや 17)，微生物バイオマ

スリンが，可給態リン酸濃度よりも，作物のリン酸取り込み

量と強い相関を示すことが報告されている 3）。また Sugitoet 

al.125）と杉戸124) は， リン酸濃度の低い土壊に加え，黒ボク

土のようにリン酸固定能の高い土壌でも，微生物バイオマス

リンが，可給態リン酸濃度よりも，作物のリン酸取り込み量

をよく反映することを見いだした。

微生物バイオマスはリン酸を取り込むことで，土壌にリン

酸が固定化されるのを防ぐ働きも持つ46,108,119,124)。さらには

リン溶解菌のように難利用性リン酸を可給化したり，有機態

リンを無機化したりすることで!08,119,128)，作物が多くのリン

酸を利用できるようにし，土壌にリン酸が蓄積するのを抑制

することができる 46,109)。特に微生物のリン要求性が高いと

きには， リン酸固定能の高い土壌でも微生物はリン酸を取り

込み99,100)，また難利用性リンも利用できる 46)。そこで， リ

ン酸固定能の高い黒ボク土畑土壌に炭素と窒素を添加し，相

対的にリン欠乏の状態（微生物のリン要求性の高い状態）に

することで，土壌中のリンを微生物に取り込ませることがで

きるか，検討した（図 3)。その結果，微生物バイオマスリ

ンは大幅に増加したが，可給態リン酸の指標であるトルオー

グリンは有意に低下した。なお植物に利用されやすいクエン

酸抽出リンには変化は見られなかった。このように，炭素・

窒素添加により黒ボク土畑土壌中の微生物バイオマスリンを

高めることは可能であったが，この増加した微生物バイオマ

スリンを可給態リンのプールとして作物生産に活かすには，

リン欠乏の時期を作物生育期とずらす必要がある。また，炭

素・窒素添加によって微生物バイオマスリンは高くなったも

のの，可給態リン酸濃度は低下しており，果たしてこのよう

な状態での微生物バイオマスリンがリン酸肥沃度の指標とな

るのか否かについてはさらに検討する必要がある。この実験

と同様に，土壌に易分解性炭素や窒素等を加えることで微生

物バイオマスリンが増加し，また可給態リン酸濃度は低下す

るものの，難利用性リン酸濃度も低下したことが報告されて

いる 21,126,143,151)。微生物バイオマスリンを増加させ作物生産

に活かそうとする場合増加させた微生物バイオマスからリ

ン酸を放出させる時期と，作物がリン酸を必要とする時期と

を一致させる必要がある 119)。添加した炭素が消耗されると

微生物バイオマスは低下してリン酸が放出され，植物に利用

可能になると考えられるものの 20,119)，微生物バイオマスか

ら放出されたリンは難利用性へと変化していく 62)。特に黒

ボク土ではこの速度が極めて速いため60)，微生物バイオマ

スからのリン放出時期を作物のリン要求時期と一致させるこ

とが不可欠である。

5.土壌の還元化

水田の湛水期に可給態リン酸濃度が増加することはよく知

られた現象であり 63,64), それは主に，鉄酸化物が還元溶解す

ることで吸着していたリン酸が放出されることによる 91)0 

また無機態リン酸に加え，有機態リンも土壌の還元化によっ

て放出され，分解されやすくなる可能性がある。海洋底質を

用いた実験で，フィチン酸を加えて嫌気的に培養すると，好

気的に培養した場合と比較し，添加したフィチン酸は速やか

にかつ多く分解した 127)。土壌中でフィチン酸が安定に存

在するのは，フィチン酸自体が難分解性なのではなく，鉱物

に強く結合しているためであると考えられている 10,72,93)。酸

性土壌では，無機態リン酸の場合と同様146)，多くのフィチ

ン酸は，鉄やアルミニウムの塩として沈殿するよりも，主に

鉄やアルミニウムの酸化物に吸着して存在している 12）。こ

の際フィチン酸の 6つのリン酸基のうち 4つが酸化物への
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吸着に関わっている場合が多く，同時に 4つの結合を切るこ

とは難しいため安定に吸着・存在している 12）。しかし土壌

を湛水すると鉄酸化物は還元溶解するため，吸着していた

フィチン酸が放出され，ホスファターゼによって分解されや

すくなる。他方，かなり酸性の土壌では，フィチン酸は鉄や

アルミニウムの塩として沈殿している 12）。フィターゼはフィ

チン酸の鉄塩を直接分解することはできないが75,131)，上述

した鉄酸化物に吸着したフィチン酸と同様，湛水すると，お

そらく鉄が還元されてフィチン酸と解離することで，フィチ

ン酸は分解されるようになる 31,140）。しかし，一度溶出した

フィチン酸が Fe2十と結合して再沈殿する可能性もある 134)。

還元的な環境においてもフィチン酸が多く蓄積している事

例もあるため，特に酸性土壌では，還元化自体よりも，還元

化に伴う pHの上昇が，フィチン酸分解促進の主因であると

の指摘もある 106)。鉄やアルミニウム酸化物に吸着したフィ

チン酸は， pHが上昇すると，脱着しやすくなる 72,93)。また，

アルカリ性の土壌では，フィチン酸の分解性は高いことが報

告されている 22)。土壊中では腐植物質に結合した状態で存

在するフィチン酸も多くあり 12,45,134)，これらは pHの上昇に

より，腐植物質に結合した状態で溶出し，分解性が増す可能

性も示唆されている 106)。湛水に伴うフィチン酸分解の促進

には，土壌の還元化と pH上昇のいずれか一方が効くという

よりは，両者が共に影響していると考えられ，その寄与が土

壌によって異なる可能性がある。

黒ボク土畑土壊において，湛水還元化が可給態リン酸濃度

に及ぽす影響を，培養実験により評価したところ， トルオー

グ法では有意差は見られなかったものの，ブレイ第二法では

有意に増加した（未発表データ）。可給態リン酸の両評価法

による差異は，鉄酸化物の還元溶解により溶出した後にアル

ミニウム酸化物に再吸着したリン酸を，抽出できるか否かに

よると考えられる。ブレイ法の抽出液に含まれるフッ化物イ

オンは，アルミニウムと複合体を形成しやすく，アルミニウ

ムに結合したリン酸を抽出しやすいという特徴を持つ24,52)。

そのため， トルオーグ法では評価できなかった，放出後にア

ルミニウムと結合したリン酸がブレイ第二法では評価できた

ものと推察される。しかしブレイ第二法で評価した場合でも，

期待に反し，湛水還元化による可給態リン酸の増加量はあま

り大きくなかった（未発表データ）。これは，黒ボク土では

もともとアロフェンやアルミニウム腐植複合体のアルミニウ

ムに結合したリン酸が多いため，還元してもリン酸の溶出量

は少ないことによる 59,89,114) と推察される。

また予想に反し，湛水培養により鉄溶出の増加が観察さ

れない黒ボク土も存在した（未発表データ）。これは，鉄酸

化物が還元溶解した後に，放出された鉄が再沈殿したこと

によると考えられる。還元状態で鉄酸化物が溶解すると吸

着していたリン酸が放出されるが，溶出した鉄が再び沈殿

してリン酸を吸着する場合がある 28）。土壊が還元化しても

鉄とリン酸の両方の溶出が低い場合には， ビビアナイト

底(PO山•8凡0 が生成している可能性がある 142) 。 Zachara et 

az.1s6) とTrolardand Bourrie133) によると，鉄酸化物が鉄還元

菌によって還元されるとき，液相のリン酸濃度が低い場合は

Fe(II)-Fe(III)水酸化物であるグリーンラストが， リン酸濃度

が高い場合はビビアナイトが多く生成する。水田土壌では，

湛水中にビビアナイトが生成することが確認されているが92),

生成したビビアナイトは，落水以降 Fe2＋ィオンの活量が低

減するため，徐々に溶解する 92)。湛水土壌における鉄還元

菌のリン動態への影響は大きく，その意味では鉄還元菌もリ

ン可給化に関わる微生物と言えよう。

黒ボク土畑土壊において，還元化が有機態リンの動態に与

える影響は，無機態リン酸の場合よりも顕著であり，鉄やア

ルミニウム酸化物に吸着した有機態リンは大幅に低下した

（未発表データ）。上述したように，鉄やアルミニウム酸化物

に吸着した状態の有機態リンはホスファターゼによる分解に

耐性を示すため，この結果は還元化による有機態リン分解性

の上昇を示唆している。また改変した Hedleyの逐次抽出法61)

の濃塩酸で抽出できる画分の有機態リンは，還元化により大

幅に増加した（未発表データ）。この画分に含まれる粒子状

有機態リンは易分解性とされており 83)，土壌の還元化によ

り有機態リンの生物利用性が増大した可能性がある。ここで

示唆された，土壌還元化による有機態リン分解性の増大は，

古川・川口 31)の結果と類似している。古川・川口 31)の研究

では，湛水した水田土壌において，ブレイ第二法による可給

態リン酸濃度の増加の 20-70％が有機態リンの分解によると

推定されている。

畑土壊の還元化によるリン可給性の向上は，通常の畑で実

施するのは困難であり，畑の水田化や土壊還元消毒81)以外

の状況では起こりそうにないと思われる。しかし畑地におい

ても嫌気的な微小部位は存在し， Ehがかなり低い状態での

み進行する鉄の還元も起こりうる 55,56)。実際， Keiluweitet al.56) 

は，好気的な畑土壌において，嫌気的部位が全体の 2~9%

を占め，鉄やマンガンの還元溶解が起こっていることを観察

している。この研究ではリンの測定は行われていないが，微

視的には，鉄の還元溶解によりリンが溶出している可能性も

ある。畑土壌において，土壌還元化によりリン可給化を図る

には，土壌全体を還元化するのではなく，一定期間，還元化

した微小部位を増加させるアプローチを探ることが現実的で

あるのかもしれない。

6. おわりに

土壌のリン可給化の観点から， リン溶解菌，ホスファター

ゼ，微生物バイオマスリン，土壌の還元化についての基礎的

情報を概観した。上述したように，いずれにおいてもいまだ

に基礎的な知見が不足しているのが現状である。現時点で

は，畑地に蓄積したリン酸の可給化に，これらを実用的に利

用することは極めて難しい。しかし，いずれも実際に土壌中

で重要な役割を果たしており，その理解の深化は，農地に蓄

積したリンの可給化を進めるうえで必須である。またそれぞ

れの項目が密接に関連しているため，複数の項目にまたがっ

た研究が望まれる。例えば土壌中のフィチン酸の分解性を高

めるには，フィターゼだけではなく，フィチン酸を土壌粒子

から放出させ分解性を高める要因（有機酸， pH, Ehなど）



國頭・諸•藤田・美世・長岡・大塚 49 

についての研究も必要である。実際， リン酸濃度の低い畑土

壌にフィチン酸を添加すると，根圏の土壌メタゲノム解析で

は，アルカリホスファターゼに加え，クエン酸・リンゴ酸合

成に関わる遺伝子の相対的存在量も増加することが報告され

ている 135)。また同じフィターゼでも，土壌中のフィチン酸

分解に関わるものもあれば，植物病原性に関わるものもある

ため，注意が必要である。現在，窒素循環に関わる微生物や

遺伝子組成についての研究が大きく進展しているのに対し，

土壌中におけるリン関連遺伝子の種類や存在量が， リン循環

や可給性に与える影響については十分には理解されていな

い。この理由として， リン循環では，同じプロセスでも様々

な遺伝子が関与するという複雑さが挙げられる。また，無機

態リン酸を含め，土壌中に存在する多くのリン化合物が土壌

に強く吸着するため抽出率が低く，かつリンの化学種や存在

形態自体の分析も難しいことから， リンの形態変化やその速

度を評価することが困難であることも挙げられる。今後， リ

ン循環の微生物学的側面と化学的側面の両方向からの研究の

展開が望まれる。

畑地にリン酸が過剰に蓄積している場合，最初に採用する

アプローチとしては，上述した手法よりも， リン減肥が最も

現実的である 90）。この際問題となるのが，可給態リン酸の

評価法である。日本の水田で 5年間リン酸を施用しなかった

場合ブレイ第二法により推定した可給態リン酸濃度と水稲

のリン酸取り込み量との関係は変化しなかった 57）。しかし

海外の畑地では，可給態リン酸濃度が同じでも，収量が異な

ることが報告されている 112）。またリン減肥の際は，可給態

リン酸濃度を，より一層精確に評価することが必要になる。

日本では可給態リン酸の評価には， トルオーグ法やブレイ第

二法がよく使われるが，いずれの方法が適しているのかにつ

いては意見が一致していない。例えば，黒ボク土ではトルオー

グ法はリン酸肥沃度の指標としては適していないという報

告124)がある一方，黒ボク土を含め酸性土壌では卜）レオーグ

法が適している 53)，あるいは， リン酸を施用していない，

もしくは減肥した黒ボク土畑土壌では， トルオーグ法が適し

ているといった報告もある 54）。またアルカリ性土壌に適し

ているとされ，日本ではあまり使われていないオルセン法も，

酸性土壌でも利用可能であるという報告や4,24,52)，アルミニ

ウム腐植複合体と結合したリン酸を抽出するため，黒ボク土

では過大評価となるため適していない 80) との報告もある。

さらに重要な点として， リン減肥の際には， リン可給性に有

機態リンが無視しえない役割を果たす可能性があるにもかか

わらず， トルオーグ法やブレイ第二法を用いた評価では，有

機態リンは考慮されないことが挙げられる。黒ボク土畑土壌

を対象とした研究において，抽出法により，有機態リンのホ

スファターゼによる分解性は大きく異なることが報告されて

いる 102）。このため， リン減肥の際に，有機態リンを評価す

る必要があるのか， もしあるならどのように評価すべきか，

といった点も検討する必要があろう。武田 128) は， リン酸肥

沃度の評価に， トルオーグ法やブレイ法といった化学的方法

以外に，生物指標である微生物バイオマスリンを含めること

を提案している。また同じく生物指標として，酵素の資源配

分モデルもリン酸肥沃度の指標として利用できる可能性があ

る30)。リン酸肥沃度評価におけるこれら生物指標の有用性

も，今後さらに検証する必要がある。

要 旨

2008年のリン価格の高騰以降農地に蓄積した「legacyP」
の有効化を試みる研究が多くされている。この legacyPの有

効化は， リン資源枯渇の問題だけでなく，湖沼の富栄養化や

植物病害を抑制する上でも重要である。土壌のリンの可給化

に寄与する因子としては，アーバスキュラー菌根菌が最もよ

く研究されているが， ここでは効果が明瞭でない，あるいは

あまり研究されていない， リン溶解菌，ホスファターゼ，微

生物バイオマスリン，土壌の還元化に関する基礎的情報を提

供した。いずれも，いまだ基礎的な知見すら不足しており，

すぐに実用的に利用することは困難である。しかし，実際に

土壌中で重要な役割を果たしており，農地に蓄積したリンの

可給性を規定する仕組みを理解するうえでも，これらに関す

る理解の深化は不可欠である。また legacyPを有効利用する

ためにリン減肥をする際は，これまでよりもさらに精確なリ

ン可給性の評価が必要となる。その場合，化学的評価法だけ

ではなく，微生物バイオマスリンや土壌酵素の資源配分モデ

ルといった生物指標の利用も有用である可能性があり，今後

検証する必要がある。
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