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序  論  
 

我が国の濃厚飼料の自給率は 12%と低く（農林水産省 2022），ほとんどの飼料を輸

入に依存している．近年，国際的な飼料作物の需要の増加や生産国の作況の悪化（農

林水産省 2023a），海上運賃の上昇（農林水産省 2023b），および円安傾向などによっ

て家畜飼料の価格が高騰し，畜産経営を維持していくうえで大きな負担となっている．

そのため，配合飼料の中で最も多い割合を占める飼料用トウモロコシを，我が国にお

いても生産できるようにすることが求められている．飼料用トウモロコシは単位面積

当たりの穀物収量が優れており，同じイネ科のコムギやオオムギと比較しても約 2 倍

高い収量が得られる（Diédhiou ら 2022）．さらに，飼料用トウモロコシは栄養価も非

常に高く，エネルギー源となる炭水化物を豊富に含んでいる（Saeed and Saeed 2020）．

このようなことから，国内では飼料用トウモロコシの生産拡大に対する社会的な期待

が高まっている．しかし，我が国における飼料用トウモロコシの作付面積はほとんど

拡大せず，ほぼ横ばい傾向にある．実際に，全国の飼料用トウモロコシの作付面積は

2017 年から 2021 年の 5 年間で 1,000 ヘクタールしか拡大していない（農林水産省 

2023c）．飼料用トウモロコシは一般的に養分要求量が大きく（Palai ら 2020），栽培に

多量の施肥が必要であることからコスト面で負担になりやすい．この一因として，リ

ン酸やカリ等の肥料価格が高騰（農林水産省 2023d）したことが考えられる．従って，

我が国の飼料用トウモロコシの栽培においては施用した肥料の吸収割合を高める作

付体系の確立が必要不可欠である．  

我が国の国土には黒ボク土が約 31%分布し（小原ら 2016），飼料用トウモロコシを

栽培している畑の土壌も黒ボク土の割合が最も高い．黒ボク土はリン酸吸収係数の高

い土壌であり，施用したリン酸が速やかに土壌に固定されるため，これまで黒ボク土

での作物栽培では多量のリン酸肥料が施肥されてきた．このリン酸肥料のほとんどは

リン鉱石から生産されているが，リン鉱石はほぼ 100%を国外からの輸入に頼ってい

る状況である（大竹 2019）．そしてリン鉱石は今後数百年以内に枯渇が懸念される有

限の資源であることから（大竹 2019），未利用なリン酸資源をリン酸肥料に活用する

ことは社会的にも重要な意義がある．実際，農林水産省の「みどりの食料システム戦
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略」では，輸入に依存せずに未利用資源を活用した肥料の製造を推進し，化学肥料の

使用量を 30%低減することを目標にしている（農林水産省 2021）．さらに，ロシアの

ウクライナ侵攻を契機とした化学肥料の価格高騰を考慮した上で，土壌に蓄積された

リン酸を効果的に活用することを掲げている点で非常に重要といえる．  

近年，飼料価格の高止まりを背景に省力的で低コストな不耕起栽培による作付け体

系が注目されている（Blanco and Ruis ら 2018）．不耕起栽培は土壌侵食防止や耕起作

業の省力化，化石エネルギー節滅などの面で優れた農法である（Cerdà ら  2020，

Calcante and Oberti 2019）．しかし，その収量性は耕起と比べ低下することも報告され

ている（Anjum ら 2019）．このように不耕起栽培には多くのメリットがあるものの収

量性がやや不安定であり，国内で本格的に導入するには難しいと考える．従来，作物

のリン酸吸収量を高めるために一般的に栽培技術のひとつとして行われてきたのが

土壌の耕起，耕耘である．耕起，耕耘の一般的なメリットとして，土壌の通気性の向

上，肥料の混合，雑草の防除（Gajda ら 2018）が挙げられる．さらに，過去の報告で

は耕起や耕耘を行うことで土壌の貫入抵抗値が減少することが示されている

（Mairghany ら 2019）．貫入抵抗値と根の総根長の間には負の相関関係がみられるこ

とも報告されており（Paul ら 2021），土壌の硬度が低下するほど，根の伸長は良くな

るといえる．施肥されたリン酸は土壌中のアルミニウムや鉄などの鉱物と吸着，固定

化，沈殿する特徴を持つため，土壌中で移動しにくい元素のひとつである

（Mardamootoo ら 2021）．その結果植物は根の表面から 2～3 ミリの範囲でしかリン

酸を吸収できず，土壌中に存在しても根の表面から離れたリン酸の多くは根で吸収す

ることができない（小八重 2020）．従って，耕起，耕耘による根の伸長を促進させる

ことや根量を増大させることがリン酸吸収を促進させるために重要といえる．実際，

植物のリン酸吸収量は根長と正の相関関係がみられることも明らかにされている

（Ning ら 2019）．一方で，リン酸吸収量と根長の関係は必ずしも一定ではなく品種間

差がみられることも明らかにされている（McLachlan ら 2021）．従って根長だけでは

説明できない可能性があるが，多くの場合，品種間差よりも根長の方がリン酸吸収に

対する影響が大きいと考えられる．  

さらに近年，耕起，耕耘は土壌中の微生物にも影響を与えることが多数報告されて
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いる（Mitchell ら 2017，Yin ら 2017）．例えば，耕起，耕耘によって細菌数が増加す

る報告や（Lu ら 2019），真菌数が減少するといった報告もある（Nyamwange ら 2021）．

さらに耕起，耕耘によって細菌および真菌の群集構造（Srour ら 2020）や多様性（Hong 

ら 2021）が変化することも明らかにされている．耕起，耕耘が土壌微生物に対してこ

のような変化を及ぼす要因として耕起，耕耘による土壌の酸素含有量の増加が挙げら

れる（Guan ら 2022）．つまり，耕起や耕耘は土壌の酸素含有量が増加して好気性細菌

が増殖しやすい環境を作り出し，反対に嫌気性細菌が増殖しにくい環境を作り出すた

め（Guan ら 2022），結果として細菌数や群集構造に違いが出ると考えられる．また，

真菌の減少は，耕起，耕耘によって引き起こされる菌糸ネットワークの物理的な撹乱

に起因すると考えられており（Stahl ら 1999），ネットワークの切断が真菌数や群集構

造に影響を及ぼすと考えられる．  

これまで述べてきたように耕耘，耕起によってさまざまな土壌微生物の生態が影響

されるのであれば，真菌に分類されるアーバスキュラー菌根菌（AM 菌）や細菌に分

類されるリン溶解菌などの微生物も耕起や耕耘によって何らかの影響が出る可能性

がある．AM 菌はリン酸などの土壌中の無機養分を宿主植物に供給する能力や（Smith 

and Read 2008），固定化されたリン酸を可溶化する酵素を放出する能力を持っている

（Selim ら 2021）．そのため，AM 菌が根に感染すると宿主植物の生育が促進すること

が報告されている（Zhan ら 2019，Juntahum ら 2022，Udo ら 2023）．一方，リン溶解

菌は土壌中の難溶性リン酸を可溶化する働きを持つ（Bouizgarne ら 2023）．従って，

土壌中のリン溶解菌密度が高まることで土壌中の可給態リン酸の増加（Peng ら 2022）

や，作物のリン酸含有量や収量が向上した報告がいくつも存在する（Hussain ら 2019，

Bilal ら 2021，Adnan ら 2022）．ただし，これまでに耕起，耕耘によって作物のリン酸

吸収や生育が改善された要因をこれらの土壌微生物の観点から明らかにした研究事

例はない．そこで本研究では黒ボク土条件下においてロータリー耕起をした時にトウ

モロコシの生育，収量，リン吸収が変化する要因を土壌中の AM 菌やリン溶解菌など

の微生物群の観点から明らかにすることを目的とした． 

まず，第 1 章ではロータリー耕起が飼料用トウモロコシの生育，収量に及

ぼす影響を調査した．さらに，第 2 章ではロータリー耕起が飼料用トウモロコ
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シ根の AM 菌の感染と群集構造に及ぼす影響を調査し，次に第 3 章においてロー

タリー耕起によって飼料用トウモロコシのリン酸吸収量が増大する要因を

根に感染する AM 菌の群集構造の観点から調査した．また，第 4 章ではロー

タリー耕起が土壌の理化学性に及ぼす影響を調査し，第 5 章ではロータリー

耕起によって土壌の可給態リン酸含有量が高まる要因をリン溶解菌の観点

から調査した．最後に，各章の成果を総合的に考察し，ロータリー耕起がト

ウモロコシの生育，収量を向上させる要因を AM 菌やリン溶解菌などの土壌微生物的

観点から論じた． 
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第 1 章 ロータリー耕起が飼料用トウモロコシの生育，収量に及ぼす影響  

 

1-1．緒言 

これまでの報告では耕起によってダイズ（Adamič and Leskovšek 2021），イネやコム

ギ（Zhang ら 2023）などの収量が向上した報告がある．一方で，耕起と不耕起の違い

ではイネやコムギの収量に影響を及ぼさない報告や（Guo ら 2021），反対に耕起によ

ってトウモロコシ（da Silva ら 2020，Li ら 2022a）やダイズ（da Silva ら 2020），コ

ムギ（Omara ら 2019，Li ら 2022b），ソルガム（da Silva ら 2020）などの作物の収量

が低下したことも明らかにされており，結果は様々である．  

このような結果が得られる原因として，耕起，耕耘による土壌や作物の根の変化が

考えられる．これは耕起，耕耘を行ったことによる土壌の物理性の変化が要因と考え

られる．例えば，嵩密度，土壌貫入抵抗性，浸透性，土壌水分含有量，空隙率などが

耕起，耕耘によって影響を受ける可能性が示唆されている（Mairghany ら 2019）．ま

た，Ren ら（2018）は土壌物理性の変化が根の成長や分布に影響を与える可能性があ

ることを指摘している．実際，過去の報告では，耕起，耕耘を行うことによって根長

密度が高まることが報告されており（Guan ら 2015），土壌貫入抵抗値と乾燥根重量，

総根長の間には負の相関がみられることも示されている（Paul ら 2021）．さらに，根

が広がることによって作物の養分吸収量が改善されることが示されている（Liu ら 

2020）．このような耕起，耕耘による土壌の貫入抵抗性や根張りの変化が作物の収量性

の向上に寄与している可能性がある．  

その一方で耕起，耕耘は土壌構造が破壊されるため，土壌中の水分が急速に減少す

る（Vizioli ら 2021）．植物の生育に適切な土壌水分は，種子の発芽や作物の健全性，

および高い収量を確保するために重要である（Li ら 2020）．このことから土壌の水分

含有量の減少は耕起，耕耘で収量が低下する原因のひとつといえる．さらに，耕起，

耕耘による収量の減少は，土壌侵食による土壌有機物および全窒素の損失にも起因し

ている（Chalise ら 2020）．侵食が発生すると，最初に流される土壌の層は表土である

が，表土は一般に深層に比べ肥沃とされている（Chalise ら 2020）．土壌有機物は土壌

中の栄養循環など生化学プロセスにも大きな影響を与えることが明らかにされてお
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り，全窒素は作物の光合成速度や物質生産量促進するはたらきがある（Lawlor ら 2001，

Zhao ら 2016）．このようなことから，耕起，耕耘は作物の生育や収量を低下させる可

能性もある． 

さらに耕起，耕耘による作物の根や収量への影響は，気候や（Pittelkow ら 2015），

土壌の特性（Steward ら 2018），作物種の違いや降雨（Liu ら 2012）などの条件に左

右される可能性がある．例えば，湿潤気候下では耕起，耕耘によって高い収量が得ら

れるのに対し，乾燥気候下では不耕起栽培によって高い収量が得られることが示され

ている（Pittelkow ら 2015）．また，粘土含有量が高い土壌では耕起，耕耘によって作

物の収量性が向上するのに対し，保水力の低い土壌（粘土含有量の低い砂質土壌）で

は不耕起によって作物の収量性が向上することが示されている（Steward ら 2018）．こ

のように，気候や土壌，作物種などの違いによって耕起，耕耘の作物に対する影響は

変わる可能性がある．  

そこで，本章では温帯条件下における黒ボク土でロータリー耕起を行ったときに，

土壌の硬度やそれにともなう根の伸育がどのように変化するか調査し，飼料用トウモ

ロコシの養分吸収量と生育収量がどのように変化するか評価することとした．  

 

1-2．材料及び方法  

1）試験耕種概要 

本試験は神奈川県藤沢市にある日本大学生物資源科学部付属農場（黒ボク土）にて

2019 年 4 月から 2020 年 9 月に行った（第 1-3 図）．試験区はロータリー耕起区および

不耕起区を設け，1 作目の試験のプロットと同じ場所で 2 作目の試験を実施した．各

試験区の 1 反復の大きさは 4.5 m×5.25 m とし，各区 3 反復とした．不耕起区は実験期

間中（2019 年 4 月~2020 年 9 月）ロータリー耕起を行わず，ロータリー耕起区は飼料

用トウモロコシの播種 1 か月前（2019 年 4 月 16 日，2020 年 4 月 11 日）と飼料用ト

ウモロコシの播種前日（2019 年 5 月 19 日，2020 年 5 月 13 日）に表層約 20 cm をロ

ータリー耕耘機（KRA850，株式会社クボタ，大阪府）でロータリー耕起した．飼料用

トウモロコシ（Zea mays L.，品種：P1690，パイオニアエコサイエンス株式会社，東京

都）は 2019 年 5 月 20 日，2020 年 5 月 14 日に，株間 20 cm となるよう表層 2 cm の位
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置に 1 か所に 3 粒播種をした．3 週間後に間引きを行い，1 株 1 本仕立てとし，1 m2

あたり 6.7 本とした．施肥は 2019 年，2020 年ともに基肥として窒素（硫酸アンモニ

ウム），カリウム（塩化加里）を成分量として 1 m2 当たり 10 g ずつとなるように播種

の前日に両試験区において表層 3 cm の位置に条施肥した．播種後は芽が出るまで毎

日スプリンクラーで散水し，防虫管理として発芽後 1 週間後にサンケイデナポン 5 %

ベイト（住友化学園芸株式会社，東京都）を散布した．雑草管理としてアルファード

液剤（日本曹達株式会社，東京都）を栄養成長期，絹糸抽出期，成熟期の 1 週間前に

散布した．2019 年 9 月から 2020 年 4 月までの間，各区の畑は休閑とし，全ての区に

おいて適宜手で雑草を抜いた．なお，この期間はロータリー耕起を全く行わなかった．

生育期間中および平年の気象データとする積算降水量，平均気温，積算日照時間は圃

場試験の実施場所から約 5 km 離れている気象庁のアメダス地点「辻堂」の気象デー

タを用いた． 

 

2）生育調査 

飼料用トウモロコシの栄養成長期（2019 年 7 月 1 日：播種後 42 日，2020 年 6 月 25

日：播種後 42 日）と絹糸抽出期（2019 年 7 月 25 日：播種後 66 日，2020 年 7 月 23

日：播種後 70 日）に 1 反復，大きさに関係なく連続した 15 個体の生育調査を行った

（第 1-1 図）．また，栄養成長期と絹糸抽出期に同一の個体を調査した．調査項目は草

丈，SPAD 値，茎径，葉面積指数（LAI）とした．SPAD 値は SPAD 計（SPAD-502，コ

ニカミノルタ，東京都）を用いて主茎の最上位展開葉を 3 回ずつ測定し，その平均値

を個体の代表値とした．茎径はデジタルノギス（700-112，Mitutoyo，神奈川県）を用

いて地際の長径と短径を測定し，その平均値を個体の代表値とした．また，LAI は各

反復から代表の 1 個体を選抜し，個体の葉面積を葉面積計（LI-3100C，LI-COR 社，ネ

ブラスカ州，USA）で測定し，残りの 9～7 個体の葉面積を算出した．各反復の葉面積

を算出したのち，LAI を求めた．  

 

3）飼料用トウモロコシのサンプリングと乾物重及び子実重の測定  

地上部と根は，栄養成長期（2019 年 7 月 1 日：播種後 42 日，2020 年 6 月 25 日:播
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種後 42 日）と絹糸抽出期（2019 年 7 月 25 日：播種後 66 日，2020 年 7 月 23 日:播種

後 70 日）に 1 反復，大きさに関係なく連続した 8～10 個体をサンプリングした（第

1-1 図）．地上部は地際で根と切断した後，乾燥機（DRL823WA，ADVANTEC，東京都）

に 80℃，48 時間入れて完全に乾燥させ，電子天秤（GX-3000R，株式会社エー・アン

ド・デイ，東京都）を用いて乾物重を測定した．測定後，粉砕機で茎葉のみ粉末状に

した． 

成熟期（2019 年 9 月 19 日：播種後 122 日，2020 年 9 月 9 日：播種後 118 日）に 1

反復，大きさに関係なく連続した 15 個体の地上部をサンプリングし（第 1-1 図），子

実と，穂軸，茎葉に分別した．子実重および百粒重は穀類水分計（PM-650，株式会社

ケツト科学研究所，東京都）を用いて子実の水分含有量を測定し，その値から水分含

有量を 15.5%に換算して算出した．全粒数は全粒重を百粒重で割って 100 を掛けた値

として算出した．なお，調査では未熟種子を含む全ての種子を測定した．その後，子

実と穂軸，茎葉は乾燥機で 80℃，48 時間完全に乾燥させ，それぞれの乾物重を測定し

た．地上部乾物重は子実と穂軸，茎葉の乾物重を合計し算出した．  

 

4）茎葉の全リン酸，全窒素，全炭素含有量の分析 

全リン酸測定のための酸分解は，両年ともに乾燥，粉砕した茎葉試料 1 g を，ケー

ルダール窒素分解装置（KL-2E，宮本理研工業社製，大阪府）を用い 3 時間，20 mL の

過塩素酸（60%）にて加熱分解した．酸分解後，メタバナジン酸比色法（関谷  1976）

を用い，マルチモードプレートリーダー（Synergy HTX，ワケンビーテック株式会社，

京都府）を使用して波長 410 nm で全リン酸の含有量を測定した．その後，茎葉乾物重

とリン酸濃度をかけあわせてリン酸吸収量を算出した．全炭素含量と全窒素含量は試

料約 80 mg 用い，CN コーダー（MT-700，ヤナコテクニカルサイエンス株式会社，東

京都）で測定した．その後，茎葉乾物重と全炭素濃度，全窒素濃度をかけあわせて炭

素吸収量，窒素吸収量を算出した．  

 

5）土壌貫入抵抗性 

 播種前日の 2019 年 5 月 19 日，2020 年 5 月 13 日に各反復ランダムに 6 箇所，深さ
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0-10 cm，10-20 cm，20-30 cm の深度毎で簡易型貫入式土壌硬度計（DIK-5590，大起理

化工業株式会社，埼玉県）を用い土壌貫入抵抗値を調査した．  

 

6）根の採取および根長密度，根重の測定 

根の採取は地上部のサンプリングと同日に行った．各反復，上述した 8～10 個体と

は別の 5 個体を選抜し，直径 4 cm の土壌コアサンプラー（DIK-102A，大起理化工業

株式会社，埼玉県）を，垂直に打ち抜いて根の採取を行った．各個体の株元からの距

離 0 cm，10 cm，20 cm，30 cm（第 1-2 図）で深さ 0-10，10-20，20-30 cm 別に根を採

取した．5 個体から採取した根は 1 つのビニール袋にまとめ，そこに熱湯を注ぎ良く

撹拌し，土壌の塊を崩した後，篩（篩目の大きさ：53 µm，篩の直径：22 cm）に注い

だ．また，細かい泥が洗い流せるまで水道水を何度も篩に通した．そのあと，篩上の

根および残渣をバットに移し，水でよく撹拌した．浮遊したすべての根を含む上澄み

を再び篩に注ぎ，篩上に残った根と残渣を，水を入れたボウルに移した．棒で水を回

転させ，水の回転が止まる寸前にボウルを静かに傾けゴミの混入を避けながら上層に

浮遊している根を，茶こしを使って回収した．採取したすべての太さの根をクリアフ

ァイル上に重ならないよう広げた．その後，スキャナ付きプリンター（PX-M5041F，

セイコーエプソン株式会社，長野県）を用い，TIFF 形式の解像度 400 dpi で画像を読

み込んだ．ImageJ（https://imagej.nih.gov/ij/download.html）で根のピクセル数を算出し

た後，ピクセル数から長さに変換し（https://www.size-info.com/pixe/），根長を求めた．

その後，コアの体積から根長密度を算出した．採取した根を各試験区の 1 反復ごとに

まとめて新鮮重を測定した．  

 

1-3．結果 

1）栽培期間中における月ごとの積算降水量および平均気温  

2019 年の積算降水量は平年と比較して 5 月下旬で 43 mm 多く，6 月上旬で 53 mm

多く，9 月上旬では 41 mm 多かった（第 1-1 表）．さらに，2020 年の積算降水量は平

年と比較して 6 月下旬で 67 mm 多く，7 月上旬で 87 mm 多く，7 月下旬では 84 mm 多

かった．2019 年の平均気温は平年と比較して 5 月下旬で 1.9℃高く，7 月上旬で 2.5℃
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低く，9 月上旬では 1.2℃高い結果となった．また，2020 年の平均気温は平年と比較し

て 6 月上旬で 2.3℃高く，8 月下旬で 2.5℃高く，9 月では 2.7℃高い結果となった．

2019 年の積算日照時間は平年と比較して 6 月下旬で 37 時間長く，7 月上旬で 62 時間

短く，8 月上旬では 41 時間長い結果となった．加えて 2020 年の積算日照時間は平年

と比較して 7 月下旬で 49 時間短く，8 月上旬で 47 時間長く，8 月下旬では 49 時間長

い結果となった． 

 

2）飼料用トウモロコシの生育  

2019 年，2020 年において栄養成長期および絹糸抽出期の草丈，SPAD 値，茎径，LAI

を調査した（第 1-2 表）．栄養成長期および絹糸抽出期の草丈，茎径に関して 2019 年

は不耕起よりもロータリー耕起で高い値を示し，2020 年も同様な結果を示した．さら

に，耕起管理間で有意差が認められた．栄養成長期および絹糸抽出期の SPAD 値に関

して 2019 年は不耕起よりもロータリー耕起で高い値を示し，2020 年も同様な結果を

示した．また，年次間および耕起管理間で有意差が認められた．栄養成長期の LAI に

関して 2019 年，2020 年は不耕起よりもロータリー耕起で高い値を示した．加えて，

耕起管理間で有意差が認められた．絹糸抽出期の LAI に関して 2019 年は不耕起より

もロータリー耕起で高い値を示し，2020 年も同様な結果を示したが，年次間および耕

起管理間で有意差が認められなかった．  

 

3）飼料用トウモロコシの茎葉乾物重  

2019 年，2020 年において栄養成長期および絹糸抽出期の茎葉乾物重を調査した（第

1-3 表）．栄養成長期および絹糸抽出期の茎葉乾物重に関して 2019 年は不耕起よりも

ロータリー耕起で高い値を示し，2020 年も同様な結果を示した．また，耕起管理間で

有意差が認められた．  

 

4）飼料用トウモロコシの茎葉養分吸収量 

 2019 年，2020 年において栄養成長期および絹糸抽出期の茎葉リン酸濃度，茎葉リ

ン酸吸収量，茎葉炭素濃度，茎葉炭素吸収量および茎葉窒素濃度，茎葉窒素吸収量を
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調査した（第 1-4 表）．栄養成長期の茎葉リン酸濃度に関して 2019 年，2020 年は不耕

起よりもロータリー耕起で高い値を示した．さらに，年次間で有意差が認められた．

絹糸抽出期の茎葉リン酸濃度に関して 2019 年，2020 年は不耕起よりもロータリー耕

起で高い値を示した．ただし，年次間および耕起管理間では有意差が認められなかっ

た．栄養成長期および絹糸抽出期の茎葉リン酸吸収量に関して 2019 年は不耕起より

もロータリー耕起で高い値を示し，2020 年も同様な結果を示した．また，耕起管理間

で有意差が認められた．栄養成長期および絹糸抽出期の茎葉炭素濃度に関して 2019 年

は不耕起よりもロータリー耕起で高い値を示し，2020 年も同様な結果を示した．栄養

成長期では年次間および耕起管理間で有意差が認められたのに対し，絹糸抽出期では

年次間および耕起管理間で有意差が認められなかった．栄養成長期および絹糸抽出期

の茎葉炭素吸収量に関して 2019 年，2020 年は不耕起よりもロータリー耕起で高い値

を示した．なお，栄養成長期では耕起管理間で有意差が認められたのに対し，絹糸抽

出期では年次間で有意差が認められた．栄養成長期の茎葉窒素濃度に関して 2019 年，

2020 年は不耕起よりもロータリー耕起で高い値を示した．また，年次間および耕起管

理間で有意差が認められた．絹糸抽出期の茎葉窒素濃度に関して 2019 年は不耕起と

ロータリー耕起で同じ値を示し，2020 年はロータリー耕起よりも不耕起で高い値を示

した．さらに，年次間および耕起管理間で有意差が認められなかった．栄養成長期お

よび絹糸抽出期の茎葉窒素吸収量に関して 2019 年は不耕起よりもロータリー耕起で

高い値を示し，2020 年も同様な結果を示した．栄養成長期では耕起管理間で有意差が

認められたのに対し，絹糸抽出期では年次間で有意差が認められた．  

 

5）飼料用トウモロコシ播種前土壌の貫入抵抗性 

 2019 年，2020 年はすべての土壌深度においてロータリー耕起よりも不耕起で高い

値を示した．また，年次，耕起管理間および深度間で有意差が認められた（第 1-4 図）． 

 

6）飼料用トウモロコシの根長密度および根重 

 2019 年，2020 年の栄養成長期に行った調査では，株からの距離 0 cm の根長密度は

年次間，耕起管理間および深度間で有意差が認められた（第 1-5 図）．また，ロータリ
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ー耕起および不耕起において 2020 年よりも 2019 年で高い値を示した．さらに，両年

において不耕起よりもロータリー耕起で高い値を示した．株からの距離 10 cm，20 cm

の根長密度は深度間でのみ有意差が認められた．株からの距離 30 cm の根長密度は耕

起管理間および深度間で有意差が認められた．加えて，両年において不耕起よりもロ

ータリー耕起で高い値を示した．2019 年，2020 年の絹糸抽出期に行った調査では，株

からの距離 0cm，10 cm，20 cm，30 cm の根長密度は年次間，耕起管理間および深度

間では有意差が認められなかった（第 1-6 図）． 

2019 年，2020 年の栄養成長期に行った調査では，株からの距離 0 cm の根重は年次

間および深度間で有意差が認められた（第 1-7 図）．さらに，ロータリー耕起および不

耕起において 2020 年よりも 2019 年で高い値を示した．株からの距離 10 cm の根重は

年次間および耕起管理間で有意差が認められた．また，ロータリー耕起および不耕起

において 2020 年よりも 2019 年で高い値を示した．さらに，両年において不耕起より

もロータリー耕起で高い値を示した．株からの距離 20 cm の根重は年次間で有意差が

認められた．加えて，ロータリー耕起および不耕起において 2020 年よりも 2019 年で

高い値を示した．株からの距離 30 cm の根重は年次間，耕起管理間および深度間で有

意差が認められなかった．2019 年，2020 年の絹糸抽出期に行った調査では，株からの

距離 0cm の根重は深度間でのみ有意差が認められた（第 1-8 図）．株からの距離 10 cm

の根重は年次間でのみ有意差が認められた．また，ロータリー耕起および不耕起にお

いて 2020 年よりも 2019 年で高い値を示した．株からの距離 20 cm，30 cm の根重は

年次間，耕起管理間および深度間で有意差は認められなかった．  

 

7）飼料用トウモロコシの収量  

 2019 年，2020 年において子実重，百粒重，全粒数，茎葉バイオマス，地上部バイオ

マス量を調査した（第 1-5 表）．子実重および地上部バイオマス量に関して 2019 年は

不耕起よりもロータリー耕起で高い値を示し，2020 年も同様な結果を示した．また，

耕起管理間で有意差が認められた．百粒重に関して 2019 年はロータリー耕起よりも

不耕起で高い値を示し，2020 年は不耕起よりもロータリー耕起で高い値を示した．さ

らに，年次間で有意差が認められた．全粒数に関して 2019 年は不耕起よりもロータ
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リー耕起で高い値を示し，2020 年はロータリー耕起よりも不耕起で高い値を示した．

さらに，年次間で有意差が認められた．茎葉バイオマスに関して 2019 年は不耕起よ

りもロータリー耕起で高い値を示し，2020 年も同様な結果を示した．加えて，年次間

および耕起管理間で有意差が認められた． 

 

1-4．考察 

 耕起管理の違いによる飼料用トウモロコシの生育に及ぼす影響を調査した結果，栄

養成長期，絹糸抽出期の草丈や茎葉乾物重，成熟期の子実収量や地上部バイオマス量

は耕起によって増加する傾向がみられた（第 1-2 表，第 1-3 表，第 1-5 表）．過去，耕

起，耕耘によってトウモロコシの生育，収量は増加する報告から低下する報告まで

様々な結果がある．このうち生育，収量が低下する要因は耕起，耕耘を行うと土壌栄

養素の損失，土壌構造の破壊，微生物の多様性の減少が考えられている（Xu ら 2021）．

一方，生育，収量が向上する要因としては Wang ら（2015）は土壌の圧縮が軽減され

ることで物理性が改善され，トウモロコシの根系の分布が改善し，栄養素や水の吸収

量が向上することをあげている．また，耕起と不耕起を比較した時，トウモロコシの

収量は大きな違いはなかった報告もある（Haddadi 2016）．このようにこれまでの研究

において耕起や耕耘のトウモロコシの生育，収量に対する影響は様々である．さらに

耕起，耕耘の作物の生育に対する効果は，土壌，作物の種類，農業システム，作物残

留物，気候など様々な要因にも影響されることが明らかにされている（Xu ら 2021）．

このようなことから耕起，耕耘によってトウモロコシの生育が変化した場合はその原

因を明らかにすることは大変有益と考える．本試験ではリン酸肥料を施用しておらず，

リン酸要求量の高いトウモロコシはリン酸欠乏状態にあると考えられ，耕起処理の有

無に関わらず体内のリン酸含量の状況が植物体の生育を左右しやすい状況であった

と推察される．実際に飼料用トウモロコシのリン酸吸収量を調査したところ，不耕起

よりもロータリー耕起で高い傾向を示したことからも（第 1-4 表），ロータリー耕起で

生育・収量が高まった要因としてリン酸吸収の促進が考えられる．また，ロータリー

耕起によってリン酸吸収が促進した要因として根の拡大が考えられる（Guan ら 2014）．

本研究においては土壌の貫入抵抗値はロータリー耕起と不耕起で有意差を示し，地表
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からの深さ 30 cm の土壌は不耕起で固かった（第 1-4 図）．つまり，不耕起よりもロー

タリー耕起を実施した方が土壌中に根が伸長しやすい状況にあり，実際栄養成長期の

根長密度や根重は不耕起に比べてロータリー耕起で高い傾向を示した（第 1-5 図，第

1-6 図，第 1-7 図，第 1-8 図）．これらのことから，ロータリー耕起によって飼料用ト

ウモロコシの生育，収量が向上した要因として耕起による土壌硬度の低下や，それに

伴う根の伸長拡大がリン吸収を促進したこと要因の一つであることが解明された． 

 年次間の違いにおいて，土壌貫入抵抗値は 2019 年よりも 2020 年で高い傾向を示し

た（第 1-4 図）．一方，栄養成長期における飼料用トウモロコシの根長密度や根重は

2019 年よりも 2020 年で低い傾向を示した（第 1-5 図，第 1-7 図）．これらの結果から

圃場の連用効果によって土壌が硬くなったため，栄養成長期における根の広がりは

2019 年よりも 2020 年で抑制されたと推察される．ただし，不耕起栽培の連用の効果

は作物にプラスの効果を及ぼす可能性がある．He ら（2011）は 11 年間に渡る不耕起

栽培によって土壌有機物や表層 10 cm の窒素およびリンを増加させ，コムギとトウモ

ロコシの収量を増加させたことを報告している．本研究は 4 年間と不耕起の期間が短

かったことから今後，継続していくことによって不耕起の生育，収量がロータリー耕

起と比較して増加する可能性がある．  

また，成熟期の飼料用トウモロコシの百粒重や茎葉バイオマス量は 2019 年よりも

2020 年で高い傾向を示した（第 1-5 表）．この要因として炭素吸収量の変化が関与し

ていると考える．過去，同化された炭素は茎葉や生殖器官などの地上部バイオマスに

割り当てられることが示されている（Rangel-castro ら 2005）．本研究においては 2019

年よりも 2020 年で炭素吸収量の増加が確認されており（第 1-4 表），これらが成熟期

の百粒重や茎葉バイオマス量を増加させた要因であると考える．さらに，2019 年より

も 2020 年で炭素吸収量が増加した要因として日照時間などの環境要因の違いが考え

られる．本試験地の日照時間は，2019 年 8 月下旬は平年よりも 25 時間短いのに対し，

2020 年 8 月下旬は平年よりも 49 時間長い結果となった（第 1-1 表）．このような日照

時間の違いが 2020 年で栽培した飼料用トウモロコシの光合成能力を高め，炭素吸収

を促し，百粒重や茎葉バイオマス量を増加させたと推察される．  

これまで耕起，耕耘が根の伸長を促し，それが作物のリン酸吸収を促進した可能性
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を述べてきたが，過去の研究では耕起，耕耘でアーバスキュラー菌根菌（以下，AM 菌）

やリン溶解菌など植物のリン酸吸収や土壌のリン酸の形態変化に関する微生物が影

響を受けることも報告されている（Thanni ら 2022）．AM 菌は植物の根に感染するこ

とで宿主のリン酸吸収を促進させる働きを持つことが示されている（Smith and Read 

2008）．さらに，AM 菌には宿主親和性があり（Bi ら 2020），種によってリン酸の吸収

量が異なることも報告されている（Juntahum ら 2022）．加えて AM 菌の群集構造の違

いも作物のリン酸吸収や生育に影響することが明らかとなっている（Van Der Heijden

ら 1998，Jansa ら 2008，Njeru ら 2014）．このようなことから耕起でリン酸吸収量が

促進された要因のひとつに AM 菌が関与している可能性も考えられる．そこで第 2 章

ではロータリー耕起によって AM 菌の根への感染と群集構造がどのように変化するか

調査した． 
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第 1-1 図 各生育期のサンプリング位置． 

〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇

〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇

〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇

〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇

〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇

〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇

〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇

〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇

〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇

〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇

〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇

〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇

〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇

〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇

〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇

〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇

〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇

〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇

〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇

〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇

栄養成長期サンプリング

絹糸抽出期サンプリング

 生育調査および成熟期サンプリング

5.25 m

75 cm（畝間）

4 m

20 cm
（株間）
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第1-1表　飼料用トウモロコシ生育期間中の積算降水量と平均気温，

　　　　 積算日照時間．

平年値

5 下 131 ( +43 )1) 49 (  -38 ) 87

上 134 ( +53 ) 66 (  -15 ) 81

下 86 (  -1 ) 154 ( +67 ) 87

上 100 ( +22 ) 166 ( +87 ) 78

下 35 (  -29 ) 147 ( +84 ) 63

上 44 (  -15 ) 4 (  -56 ) 59

下 64 (  -13 ) 10 (  -67 ) 77
9 上 146 ( +41 ) 63 (  -42 ) 104

平年値

5 下 21.4 ( +1.9 ) 19.6 ( +0.0 ) 19.6

上 20.5 (  -0.4 ) 23.2 ( +2.3 ) 20.9

下 23.0 ( +0.4 ) 23.1 ( +0.5 ) 22.6

上 22.2 (  -2.5 ) 24.0 (  -0.6 ) 24.6

下 26.1 ( +0.1 ) 24.3 (  -1.6 ) 25.9

上 28.4 ( +1.1 ) 28.6 ( +1.3 ) 27.3

下 27.6 ( +1.0 ) 29.1 ( +2.5 ) 26.6
9 上 26.6 ( +1.2 ) 28.0 ( +2.7 ) 25.3

平年値

5 下 97 ( +10 ) 100 ( +13 ) 87

上 71 ( +1 ) 86 ( +17 ) 70

下 88 ( +37 ) 61 ( +9 ) 51

上 12 (  -62 ) 30 (  -43 ) 74

下 91 ( +1 ) 41 (  -49 ) 90

上 142 ( +41 ) 149 ( +47 ) 102

下 70 (  -25 ) 145 ( +49 ) 95
9 上 94 ( +16 ) 61 (  -16 ) 77

1) 括弧内には平年値（1998年から2018年の20年間での平均値）

　に対する積算降水量，平均気温と積算日照時間の差を示した．

20202019
積算日照時間　(hr)

積算降水量　(mm)
2019 2020

旬

旬
平均気温　(℃)

2019 2020

8

月

6

旬

月

7

8

月

7

8

6

6

7
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第1-2表　耕起管理が飼料用トウモロコシの生育に及ぼす影響．

ロータリー耕起 96.4 ± 2.71) 247.8 ± 2.5 45.7 ± 1.4 51.8 ± 0.8

不耕起 70.0 ± 4.6 181.9 ± 13.3 36.3 ± 2.1 45.3 ± 1.2

ロータリー耕起 101.0 ± 0.9 226.2 ± 2.5 50.1 ± 0.9 39.3 ± 1.8

不耕起 76.7 ± 3.3 207.8 ± 1.9 46.5 ± 1.2 37.2 ± 1.5
2019 83.2 ± 6.4 214.8 ± 15.9 41.0 ± 2.4 48.5 ± 1.6
2020 88.8 ± 5.7 217.0 ± 4.3 48.3 ± 1.0 38.2 ± 1.2

ロータリー耕起 98.7 ± 1.6 237.0 ± 5.1 47.9 ± 1.2 45.5 ± 2.9

不耕起 73.3 ± 2.9 194.9 ± 8.3 41.4 ± 2.5 41.2 ± 2.0
年次(A)

耕起管理(B)
(A)×(B)

ロータリー耕起 19.8 ± 0.7 21.8 ± 0.5 0.40 ± 0.07 3.71 ± 0.34

不耕起 13.4 ± 1.1 17.2 ± 1.1 0.27 ± 0.03 2.87 ± 0.43

ロータリー耕起 19.8 ± 0.5 20.2 ± 0.1 0.44 ± 0.01 3.73 ± 0.29

不耕起 15.5 ± 0.5 19.8 ± 0.8 0.31 ± 0.01 3.20 ± 0.14
2019 16.6 ± 1.5 19.5 ± 1.2 0.33 ± 0.04 3.29 ± 0.31
2020 17.7 ± 1.0 20.0 ± 0.3 0.38 ± 0.03 3.47 ± 0.19

ロータリー耕起 19.8 ± 0.4 21.0 ± 0.4 0.42 ± 0.03 3.72 ± 0.20

不耕起 14.5 ± 0.7 18.5 ± 0.8 0.29 ± 0.02 3.03 ± 0.22
年次(A)

耕起管理(B)
(A)×(B)

1) 平均値 ± 標準誤差を示す．

2) 二元配置分散分析において*は5%，**は1%，***は0.1%水準で有意差があることを示し，n.s.は
    有意差がないことを示す．

***

 n.s.
分散分析

2019

2020

耕起管理

年次

 n.s.

*  n.s.  n.s.

**  n.s.  n.s.

** **  n.s.
 n.s.  n.s.  n.s.

栽培年次 耕起管理
茎径　(mm) LAI

栄養成長期 絹糸抽出期 栄養成長期 絹糸抽出期

*
 n.s.2)  n.s. *** ***
***分散分析

栽培年次 耕起管理
草丈　(cm) SPAD値

栄養成長期 絹糸抽出期 栄養成長期 絹糸抽出期

2019

2020

耕起管理

年次

 n.s.

*** **
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第1-3表　耕起管理が飼料用トウモロコシの茎葉乾物重に及ぼす影響．

ロータリー耕起 77.4 ± 1.71) 529.0 ± 31.3

不耕起 44.1 ± 2.9 400.5 ± 70.0

ロータリー耕起 83.3 ± 7.4 670.3 ± 35.7

不耕起 40.0 ± 2.5 450.8 ± 38.9
2019 60.8 ± 7.6 464.7 ± 44.7
2020 61.7 ± 10.3 560.5 ± 54.5

ロータリー耕起 80.4 ± 3.6 599.6 ± 38.1

不耕起 42.1 ± 1.9 425.7 ± 37.5
年次(A)

耕起管理(B)
(A)×(B)

1) 平均値 ± 標準誤差を示す．

2) 二元配置分散分析において**は1%，***は0.1%水準で有意差が

    あることを示し，n.s.は有意差がないことを示す．

*** **

栽培年次 耕起管理
乾物重　(g/m2)

栄養成長期 絹糸抽出期

2019

2020

耕起管理

年次

分散分析

 n.s.2)  n.s.

 n.s. n.s.
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第1-4表　耕起管理が飼料用トウモロコシの茎葉養分吸収量に及ぼす影響．

ロータリー耕起 3.0 ± 0.21) 1.9 ± 0.1 232.2 ± 19.6 1013.9 ± 50.8

不耕起 2.6 ± 0.2 1.7 ± 0.1 115.5 ± 14.1 709.4 ± 150.8

ロータリー耕起 3.3 ± 0.1 2.0 ± 0.1 277.1 ± 21.0 1326.3 ± 40.6

不耕起 3.1 ± 0.1 1.8 ± 0.2 123.5 ± 5.5 832.2 ± 150.3
2019 2.8 ± 0.2 1.8 ± 0.1 173.9 ± 28.2 861.7 ± 98.5
2020 3.2 ± 0.1 1.9 ± 0.1 200.3 ± 35.7 1079.3 ± 130.6

ロータリー耕起 3.2 ± 0.1 2.0 ± 0.1 254.7 ± 16.3 1170.1 ± 75.7

不耕起 2.8 ± 0.1 1.8 ± 0.1 119.5 ± 7.0 770.8 ± 99.1
年次(A)

耕起管理(B)
(A)×(B)

ロータリー耕起 41.0 ± 0.3 42.6 ± 0.1 31.7 ± 0.5 225.4 ± 14.0

不耕起 40.7 ± 0.3 42.4 ± 0.3 17.9 ± 1.1 170.2 ± 30.7

ロータリー耕起 40.6 ± 0.1 42.8 ± 0.1 33.8 ± 3.0 352.8 ± 19.4

不耕起 39.4 ± 0.2 42.5 ± 0.2 15.8 ± 0.9 326.7 ± 25.0
2019 40.8 ± 0.2 42.5 ± 0.2 24.8 ± 3.1 197.8 ± 19.5
2020 40.0 ± 0.3 42.7 ± 0.1 24.8 ± 4.3 339.7 ± 15.3

ロータリー耕起 40.8 ± 0.1 42.7 ± 0.1 32.7 ± 1.4 289.1 ± 30.4

不耕起 40.0 ± 0.3 42.5 ± 0.2 16.8 ± 0.8 248.4 ± 39.2
年次(A)

耕起管理(B)
(A)×(B)

ロータリー耕起 3.1 ± 0.3 1.2 ± 0.1 2.4 ± 0.3 6.7 ± 1.1

不耕起 3.1 ± 0.2 1.2 ± 0.0 1.4 ± 0.1 5.0 ± 0.9

ロータリー耕起 3.3 ± 0.0 1.2 ± 0.1 2.8 ± 0.2 10.1 ± 1.0

不耕起 1.6 ± 0.1 1.3 ± 0.1 0.7 ± 0.1 9.9 ± 1.2
2019 3.1 ± 0.2 1.2 ± 0.1 1.9 ± 0.3 5.8 ± 0.7
2020 2.5 ± 0.4 1.3 ± 0.0 1.7 ± 0.5 10.0 ± 0.7

ロータリー耕起 3.2 ± 0.1 1.2 ± 0.1 2.6 ± 0.2 8.4 ± 1.0

不耕起 2.4 ± 0.3 1.3 ± 0.0 1.0 ± 0.2 7.4 ± 1.3
年次(A)

耕起管理(B)
(A)×(B)

1) 平均値 ± 標準誤差を示す．

2) 全炭素，全窒素の統計処理は角変換後に行った．二元配置分散分析において*は5%，**は1%，***は
    0.1%水準で有意差があることを示し，n.s.は有意差がないことを示す．

 n.s.
**

 n.s.

 n.s.  n.s.  n.s. n.s.

 n.s. ***  n.s.
**  n.s.  n.s. ***
*

2019

2020

耕起管理

年次

分散分析

栽培年次 耕起管理
全炭素　(%) 炭素吸収量　(g/m2)

栄養成長期 絹糸抽出期 栄養成長期 絹糸抽出期

 n.s.  n.s.
*2)  n.s.

 n.s.  n.s.

栽培年次 耕起管理
全窒素　(%) 窒素吸収量　(g/m2)

栄養成長期 絹糸抽出期 栄養成長期 絹糸抽出期

2019

2020

耕起管理

年次

分散分析

***  n.s. *

**  n.s.  n.s.
***  n.s. ***

栽培年次 耕起管理
リン酸濃度　(mg/g) リン酸吸収量　(mg/m2)

栄養成長期 絹糸抽出期 栄養成長期 絹糸抽出期

2019

2020

耕起管理

年次

分散分析 *** **
 n.s.  n.s.

 n.s.  n.s.
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第1-5表　耕起管理が飼料用トウモロコシの収量に及ぼす影響．

ロータリー耕起 698.3 ± 46.21) 20.8 ± 0.6 3345.3 ± 161.8

不耕起 541.3 ± 36.7 21.2 ± 0.3 2568.7 ± 223.7

ロータリー耕起 592.6 ± 23.3 24.9 ± 0.8 2392.0 ± 160.5

不耕起 577.5 ± 23.5 23.3 ± 0.4 2442.4 ± 45.3
2019 619.8 ± 43.9 21.0 ± 0.3 2957.0 ± 213.1
2020 585.0 ± 15.2 24.1 ± 0.5 2417.2 ± 75.4

ロータリー耕起 645.5 ± 33.1 22.8 ± 1.0 2868.7 ± 236.3

不耕起 559.4 ± 21.1 22.2 ± 0.5 2505.5 ± 105.9
年次(A)

耕起管理(B)
(A)×(B)

ロータリー耕起 540.6 ± 25.3 1191.5 ± 106.7

不耕起 386.7 ± 44.4 942.1 ± 82.8

ロータリー耕起 685.4 ± 20.7 1291.6 ± 13.6

不耕起 524.1 ± 18.0 1104.4 ± 31.5
2019 463.6 ± 41.3 1066.8 ± 82.2
2020 604.8 ± 38.1 1198.0 ± 44.6

ロータリー耕起 613.0 ± 35.5 1241.5 ± 53.1

不耕起 455.4 ± 37.5 1023.2 ± 53.7
年次(A)

耕起管理(B)
(A)×(B)

1) 平均値 ± 標準誤差を示す．

2) 二元配置分散分析において*は5%，**は1%，***は0.1%水準で有意差があることを示し，

    n.s.は有意差がないことを示す．

3) 子実＋穂軸＋茎葉の乾物重

2019

2020

耕起管理

年次

分散分析 *
** n.s.

 n.s.  n.s.

***

n.s.
n.s.2) *** *

栽培年次 耕起管理
茎葉乾物重 地上部乾物重

3)

　(g/m2) 　(g/m2)

n.s. n.s. *

* n.s.

2019

2020

耕起管理

年次

分散分析

栽培年次 耕起管理
子実重 百粒重 全粒数

　(g/m2) 　(g) 　(粒/m2)
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第 2 章 ロータリー耕起が飼料用トウモロコシ根の AM 菌の感染と群集構造に及ぼす

影響 

 

2-1．緒言 

第 1 章ではロータリー耕起によって飼料用トウモロコシのリン酸吸収が促進された

ことが示された．その要因として，従来からいわれている土壌硬度の改善やそれに伴

う根の伸育促進だけではない可能性も示唆されている．過去の報告では AM 菌が属す

る糸状菌の群集構造が耕起，耕耘によって変化することが明らかとなっている（Jansa

ら 2003，Srour ら 2020）．AM 菌は様々な地上の植物種と共生関係をつくり，土壌リ

ン酸の吸収を助長することで植物の成長を改善する（Smith and Read 2008）．日本国内

においても作物の生育，収量に対する AM 菌の有用性は多く報告されている（Tawaraya

ら 2012，Isobe ら 2014，Karasawa and Takahashi 2015，Koyama ら 2019）．慣行農業に

おいて農地を耕起，耕耘することは一般的であるが，耕起，耕耘により土壌中の AM

菌の菌糸のネットワークが著しく崩壊し，AM 菌の作物根への定着が遅延したり減少

したりすることによってリン酸吸収量が低下し，作物の生育が抑制されることもある

（Kabir ら 1997，Borie ら 2006）．その一方で，不耕起や省耕起をした場合の AM 菌

感染率，胞子密度や菌糸の長さは耕起した場合に比べ高くなり，それに伴い AM 菌菌

糸からの土壌有機物の増加やそれに伴う団粒形成の促進，土壌構造の改善が示されて

いる（Kabir ら 1997，Borie ら 2006，Dai ら 2015）．以上のことから，土壌中の AM

菌ネットワークを維持し，作物への感染率を高めるためには耕起，耕耘をしない，も

しくは軽減することも作物栽培では選択肢の一つであると考えられる．  

これまでに，耕起管理の違いにより作物根内（Alguacil ら 2008，Mirás-Avalos ら 2011）

や土壌中（Säle ら 2015，De Pontes ら 2017，Lu and Liao 2018）の AM 菌群集構造が

変化することが報告されている．その要因として AM 菌種の攪乱耐性の違いが考えら

れる．基本的に，土壌の耕起，耕耘は AM 菌の共生に悪影響を与えることが報告され

ている（Thangavel ら 2022）．Oehl and Koch（2018）は，耕起，耕耘による土壌の機械

的撹乱が AM 菌の外生菌糸を破壊し，それによって AM 菌の胞子形成を低下させる可

能性を示唆している．ただし，土壌撹乱に対する感受性は，AM 菌種によって異なる
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傾向がある（Thangavel ら 2022）．例えば，Glomeraceae は，胞子ではなく主に菌糸に

よって作物根に感染するため，耕起，耕耘による菌糸の損傷を受けやすい（Hart and 

Reader 2004）．従って，Glomeraceae は Gigasporaceae よりも撹乱の影響を受けやすい

とされている（Hart and Reader 2004）．このような AM 菌種の攪乱に対する反応の違い

は AM 菌群集構造を変化させる要因の一つであると考えられる．また，AM 菌の群集

構造や多様性の変化は，作物のリン酸吸収や生育に影響を及ぼす可能性があることが

複数の研究により示されており（Van der Heijd en ら 1998，2015，Mäder ら 2002，

Gosling ら 2016，Crossay ら 2019），耕起管理の違いが，土壌中や作物根に感染する

AM 菌の群集に及ぼす影響を明らかにすることは重要である．  

さらに，臼木ら（2005）は温度変化によって AM 菌の発芽や菌糸の伸長性が変動し，

作物の生育促進効果に違いが出る可能性を示唆している．AM 菌の感染には適温域が

あることや（Raju ら  1990），作物のリン酸吸収は低温で阻害されることから（唐澤  

2004），様々な気候下において AM 菌と飼料用トウモロコシ生育との関係を調査する

ことは重要である．これまでの報告では，寒冷地で異なる耕起管理を行った時に AM

菌群集構造が変化したことが明らかにされている（Jansa ら 2003）．しかし，温暖地で

耕起管理を行った時に，AM 菌の種構成や挙動に対してどのように影響するかは依然

明らかになっていない．そこで本章ではまず，ロータリー耕起が飼料用トウモロコシ

根の AM 菌の感染と群集構造に及ぼす影響を調査することとした．  

 

2-2．材料及び方法  

1）試験耕種概要 

本試験は神奈川県藤沢市にある日本大学生物資源科学部付属農場（黒ボク土）にて

2016 年 11 月から 2018 年 6 月に行った（第 2-1 図）．本試験農場は 2016 年の冬作物管

理を行う前に夏作物として飼料用トウモロコシが栽培されており，飼料用トウモロコ

シの播種前と刈取後に計 2 回のロータリー耕起が行われている．また，土壌化学性は

2017 年に飼料用トウモロコシを播種する前にすべての区画から土壌を採取し，各項目

で平均値を算出した．土壌 pH（H2O）は 5.3±0.0，EC が 0.67±0.09 mS/cm，硝酸態窒

素含有量が 23.8±3.2 mg/kg，トルオーグリン酸含有量が 91.2±14.2 mg/kg，全リン酸
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含有量が 360.9±12.0 mg/kg であった．主処理として不耕起区と表層 20 cm を耕耘機

（KRA850，株式会社クボタ，大阪府）でロータリー耕起したロータリー耕起区を設け

た．また，副処理としてベッチ区，カラシナ区，何も栽培しなかった休閑区を設けた

冬作物管理区を組合わせた計 6 処理区を分割区法を用いて配置し，その跡地に飼料用

トウモロコシを栽培する輪作体系を設けた．各試験区の 1 反復の大きさは 4 m×5.25 m

とし，各 3 反復とした．2016 年 11 月 10 日，2017 年 11 月 20 日にヘアリーベッチ（Vicia 

villosa Roth., 品種：まめっこ，カネコ種苗株式会社，群馬県）とカラシナ（Brassica 

juncea (L.) Czern., 品種：辛神，雪印種苗株式会社，北海道）を条間 40 cm で播種した．

1 m2 当たりの播種量はヘアリーベッチ 26 g を，カラシナ 15.6 g でロータリー耕起区，

不耕起区ともに深さ 1 cm の溝を切り，手で播種した．2016 年は化成肥料（14-14-14）

を窒素，リン酸，カリウムが成分量として 1 m2 当たり 8 g になるよう全ての試験区に

おいて条施肥し，2017 年は窒素（硫酸アンモニウム），カリウム（塩化加里）を成分

量として 1 m2 当たり 4 g になるよう全ての試験区で表層施肥した．なお，両年ともに

施肥は播種の前日に行った．また，休閑区は施肥を行わなかった．11 月から 4 月は適

宜手で除草を行い，灌水，農薬散布は行わなかった．ロータリー耕起区ではヘアリー

ベッチおよびカラシナの地上部を 2017 年 4 月 24 日，2018 年 4 月 23 日に刈高 20 mm

に設定したハンマーナイフモア（HRC662B，株式会社 ISEKI アグリ，東京都）で細断

した後，地上部残渣を耕耘機で土壌へすき込み（深さ 20 cm 程度）を行った．また，

休閑区ではロータリー耕起のみ行った．一方，不耕起区では刈高 20 mm に設定したハ

ンマーナイフモアで細断した冬作物地上部残渣を土壌表面に放置した．その跡地に夏

作物として飼料用トウモロコシ（Zea mays L., 品種：P1690，パイオニアエコサイエン

ス株式会社，東京都）を栽培した．飼料用トウモロコシは 2017 年 5 月 18 日，2018 年

5 月 17 日に畝間 75 cm，株間 20 cm で播種をした．飼料用トウモロコシ種子は 1 箇所

に 3 粒播きし，播種後 3 週間後に間引きを行い，1 株 1 本仕立てとし，1 m2 あたり 6.7

本となるようにした．2017 年は基肥として窒素（硫酸アンモニウム），リン酸（リン

スター30：ジェイカムアグリ株式会社，東京都），カリウム（塩化加里）を成分量とし

て 1 m2 当たり 20 g，15 g，20 g となるように播種の前日に全ての試験区において条施

肥した．2018 年は基肥として窒素（硫酸アンモニウム），カリウム（塩化加里）を成
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分量として 1 m2 当たり 15 g を播種の前日に全ての試験区において表層施肥した．ま

た，2017 年における冬作物の栽培および 2018 年における飼料用トウモロコシの栽培

ではリン酸を施肥しなかった．  

 

2）飼料用トウモロコシ根の採取  

2017 年 7 月 2 日，2018 年 6 月 28 日に飼料用トウモロコシ根を 1 試験区あたり 9～

10 個体，スコップ（深さ 20 cm 程度）で採取した（両年ともにサンプリング時の生育

ステージは第 6 葉展開期）．その後 1 個体ずつあたり 10 mg 程度，2 次根または 3 次根

を 1cm 程度の長さに切り，採取した．  

 

3）飼料用トウモロコシ根への AM 菌感染率の計測 

採取した根を 10%水酸化カリウム溶液に浸した後，電子レンジ（500W で 1 分，そ

の後は様子を見て追加）で加熱し，細胞質や核などを可溶化して除去した．その後，

蒸留水で洗浄し，10%過酸化水素を入れて 15 分間放置した．蒸留水で洗浄し，2%塩

酸を入れ室温で 5 分間放置し蒸留水で洗浄後，27 mL のリン酸緩衝生理食塩水（PBS：

Phosphate-buffered saline），3 mL の 30%アルブミン溶液，0.4 µL の小麦胚芽凝集素

（WGA：Wheat germ agglutinin）の混合溶液を 2 mL 入れ，室温で 16 時間以上放置し

た．その後 PBS 溶液で洗浄し，2 mL の PBS，ペルオキシダーゼ染色 DAB キット（ナ

カライテスク，京都府）を添加し，室温で 24～48 時間放置した．染色した飼料用トウ

モロコシ根は染色液を捨て，蒸留水で洗浄した．AM 菌感染率の測定は 5 mm 方眼シ

ャーレを用い，ライン交差点法（Giovanetti and Mosse 1980）により反復毎に感染の有

無を 200 点以上調査し，感染率を%で示した．なお，根外に新しく形成された胞子も

しくは根内に形成された樹枝状体や嚢状体などが確認された場合は AM 菌感染とみな

した． 

 

4）PCR-DGGE 解析（2017） 

新鮮重 100 mg の根を，液体窒素凍結条件下においてビーズ式細胞破砕装置（MS-

100，株式会社トミー精工，東京都）で粉砕した後，DNA 抽出キット（DNA-suisui P，
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株 式 会 社 リ ー ゾ ） を 用 い ， 抽 出 キ ッ ト に 付 属 さ れ た プ ロ ト コ ー ル

（https://rizo.co.jp/image/90.pdf）に基づいて DNA を含むサンプル溶液を調製した． 

飼料用トウモロコシ根から抽出した DNA 溶液を鋳型として，Nested-PCR を行った．

1st-PCR プライマーとして 2017 年は，AM 菌の 18S rRNA 遺伝子領域の部分塩基配列

を増幅するプライマーAM1（5'-GTTTCCCGTAAGGCGCCGA-3'）（Helgason ら 1998）

と NS31（5'-TTGGAGGGCAGTCTGGTGCC-3'）（Simon ら 1992）を用いた．反応系は

10 µL の 2×Go Taq Green Master Mix（Promega，Madison，WI，USA），各 0.4 µL の AM1

と NS31 プライマー（最終濃度 0.4 µM），10 倍希釈したテンプレート DNA 溶液を 2 

µL，滅菌水 7.2 µL の計 20 µL とした．1st-PCR 反応は 94℃：2 分，［94℃：60 秒，66℃：

60 秒，72℃：90 秒］×30 サイクル，72℃：10 分を 1 サイクルの条件で行った．その

後，1st PCR 産物を鋳型として 2nd-PCR を行った．2nd-PCR のプライマーには Glo1（5'-

GCCTGCTTTAAACACTCTA-3' ）（ Cornejo ら  2004 ） と NS31-GC （ 5'-

CGCCCGGGGCGCGCCCCGGGCGGGGCGGGGGCACGGGGG-

TTGGAGGGCAAGTCTGGTGCC-3'）（Kowalchuk ら 2002）を用いた．反応系は 10 µL

の 2×Go Taq Green Master Mix，各 0.4 µL の Glo1 と NS31-GC プライマー（最終濃度 0.4 

µM），10 倍希釈した 1st-PCR 産物を 2 µL，滅菌水 7.2 µL の計 20 µL とした．2nd-PCR

反応は 95℃：5 分，［94℃：45 秒，52℃：45 秒，72℃：60 秒］×35 サイクル，72℃：

10 分を 1 サイクルの条件で行った．  

Nested PCR で得られた増幅産物を 35-55%の変性剤濃度勾配を有する 6.75%ポリア

クリルアミドゲル（アクリルアミド：ビスアクリルアミド＝37.5：1）を用いて，Higo

ら（2018a，2018b）と同様の PCR-DGGE 法に基づき，Dcode mutation detection system

（Bio-Rad，Hercules，CA，USA）を用いて，55℃ 50 V で 960 分間泳動を行った．泳

動後は SYBR GREEN（Sigma-Aldrich，St. Louis，MO，USA）染色し，UV トランスイ

ルミネーター（AE-6911，ATTO，東京都）を用いてゲル撮影を行った（第 2-1 表）．

CLIQS 1D Pro（http://www.totallab.com/cliqs/）を用い PCR-DGGE バンドパターンの画

像解析と数値化を行い，得られたバンドの有無を 0/1 データに変換した．その後，

R.3.6.1（http://www.r-project.org/）の gplots パッケージ version 3.0.1.1（Warnes ら 2019）

を用い，各処理間の特異的 AM 菌バンド数の違いを調査するためベン図を作成した．
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冗長性分析（RDA）（長谷川 2006）は Bray-Curtis 非類似度距離行列に基づき，R.3.6.1

の vegan パッケージ version 2.5-5（Oksanen ら 2019）を用い解析，作図した．AM 菌

群集構造の有意差検定には permutational multivariate ANOVA（PERMANOVA）を行い，

vegan パッケージの”adonis”ファンクションを用いた． 

 

5）AM 菌の 18S rRNA 遺伝子領域の部分塩基配列に基づくアンプリコンシーケンス解

析（2018） 

新鮮重 100 mg の根を，液体窒素凍結条件下においてビーズ式細胞破砕装置（MS-

100，株式会社トミー精工，東京都）で粉砕した後，DNA 抽出キット（NucleoSpin® Plant 

II，MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG，Düren，Germany）を用い，抽出キットに付

属されたプロトコール（https://catalog.takara-bio.co.jp/com/tech_info_detail.php?mode=2 

&masterid=M100005884&unitid=U100006680）に基づいて DNA を含むサンプル溶液を

調製した． 

DNA を用いて Nested PCR 法により得られた AM 菌 18S rRNA 遺伝子のアンプリコ

ンシーケンス解析を行った．まず，1st-PCR ではプライマーに，AM1 と NS31 を用い

て DNA を増幅した．反応系は 5 µL の 2×KOD One Master Blue Mix（TOYOBO，大阪

府），各 0.2 µL の AM1 と NS31 プライマー溶液（最終濃度 0.4 µM），10 倍希釈した

DNA 溶液を 1 µL，滅菌水 3.6 µL の計 10 µL とした．1st-PCR 反応は 94℃：2 分，［94℃：

10 秒，60℃：5 秒，68℃：15 秒］×35 サイクルの条件で行った．2nd-PCR はイルミナ

社 MiSeq を用いたアンプリコンシーケンス解析用にアダプター配列が付加された

AMV4.5NF （ 5'-AAGCTCGTAGTTGAATTTCG-3' ） と AMDGR （ 5'-

CCCAACTATCCCTATTAATCAT-3'）（Sato ら 2005）を用い DNA を増幅した．反応系は

10 µL の 2×KOD One Master Blue Mix，各 0.6 µL の AMV4.5NF と AMDGR プライマー

溶液（最終濃度 0.3 µM），10 倍希釈した 1st-PCR 産物を 2 µL，滅菌水 6.8 µL の計 20 

µL とした．2nd-PCR 反応は 94℃：2 分，［94℃：10 秒，60℃：5 秒，68℃：15 秒］×40

サイクルの条件で行った．PCR 産物はアガロースゲル電気泳動により増幅を確認した

後，イルミナ社 MiSeq 解析のプロトコールに従ってタグ付けを行った．  

その後，増幅した PCR 産物は，NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up により精製し，
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株式会社生物技研（神奈川県）にある次世代シーケンサー（イルミナ社，Miseq シス

テム）によって，2×300 bp の条件でアンプリコンシーケンス解析を行った．アンプリ

コンシーケンス後，QIIME 2.0（https://qiime2.org/）プラットフォームの DADA2 を用

いプライマーに相当する長さをトリムし，ノイズ除去された配列を取得した．取得し

た配列は SILVA データベースの分子的操作的分類群（OTU，97%）を用いクラスタリ

ングを行い（Callahan ら 2016），その後，MaarjAM（https://maarjam.botany.ut.ee/）と

NCBI Nucleotide BLAST search（https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi）のデータベース

から AM 菌の系統を推定した．  

アンプリコンシーケンス後の解析データは，R.3.6.1 の iNEXT パッケージ version 

2.0.19（Chao ら 2014，Hsieh ら 2019）を用いレアファクションカーブを作成し，各試

験区間のリード数を 2000 に統一した．その後，R.3.6.1（http://www.r-project.org/）の

gplots パッケージ version 3.0.1.1（Warnes ら 2019）を用い，各処理間の特異的 AM 菌

OTU 数の違いを調査するためベン図を作成した．AM 菌群集構造の比較には OTU 出

現の有無である 0/1 に変換したデータを用いた．冗長性分析（RDA）（長谷川 2006）

は Bray-Curtis 非類似度距離行列に基づき，R.3.6.1 の vegan パッケージ version 2.5-5

（Oksanen ら  2019）を用い解析，作図した．AM 菌群集構造の有意差検定には

permutational multivariate ANOVA（PERMANOVA）を行い，vegan パッケージの”adonis”

ファンクションを用いた．  

 

2-3．結果 

1）飼料用トウモロコシ根内における AM 菌感染率 

栄養成長期および絹糸抽出期における飼料用トウモロコシ根内の AM 菌感染率を調

査した（第 2-2 図）．栄養成長期の AM 菌感染率に関して 2017 年は不耕起よりもロー

タリー耕起で高い値を示し，2018 年はロータリー耕起よりも不耕起で高い値を示した．

絹糸抽出期は 2017 年，2018 年ともにロータリー耕起よりも不耕起で高い値を示した．

また，2017 年よりも 2018 年で高い値を示した．栄養成長期，絹糸抽出期ともに年次

間で有意差が認められた．  
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2）飼料用トウモロコシ根に感染した AM 菌のバンド数，OTU 数 

 DGGE バンドパターン（第 2-3 図）に基づく，ロータリー耕起，不耕起の違いがバ

ンド数に及ぼす影響を第 2-1 表に示した．バンド数は，不耕起よりもロータリー耕起

で高い値を示した．ただし，耕起管理間で有意差は認められなかった．また，アンプ

リコンシーケンス解析による OTU 数の影響を第 2-1 表に示した．796,858 リードのう

ち，625,508 リードが Glomeromycotina に属した合計 265 OTU の 18S rRNA 遺伝子配列

データが得られた．OTU 数は，不耕起よりもロータリー耕起で高い値を示した．しか

し，耕起管理間で有意差は認められなかった． 

 

3）特異的な飼料用トウモロコシ根に感染した AM 菌叢 

 DGGE バンドパターンに基づき，耕起管理間で特異的な AM 菌のバンド数に及ぼす

影響を第 2-4 図に示した．検出された 33 本のバンドのうち，27%（=9/33）がロータリ

ー耕起のみ，12%（=4/33）が不耕起のみにおける特異的バンドとして検出された． 次

に，アンプリコンシーケンス解析結果を用い，各管理に特異的な AM 菌の OTU 数に

及ぼす影響を第 2-4 図に示した．アンプリコンシーケンス解析において検出された 265 

OTU のうち，43%（=115/265）がロータリー耕起のみ，19%（=49/265）が不耕起のみ

における特異的 OTU として検出された． 

 

4）飼料用トウモロコシ根に感染した AM 菌の種構成の違い 

各管理区における AM 菌群集の違いを詳細に比較するため，2018 年のアンプリコン

シーケンス解析の結果をもとに飼料用トウモロコシ根内の AM 菌の科別相対出現頻度

を解析した結果を第 2-2 表に示した．Acaulosporaceae は不耕起よりもロータリー耕起

で高い出現頻度を示し，Glomeraceae はロータリー耕起よりも不耕起で高い出現頻度

を示した．また，Acaulosporaceae および Glomeraceae の出現頻度は耕起管理間で有意

差が認められた．一方，Diversisporaceae と Gigasporaceae の出現頻度は耕起管理間で

有意差が認められなかった．  

 

5）飼料用トウモロコシ根に感染した AM 菌の群集構造 
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PCR-DGGE 解析によって得られたバンドパターンを用い，冗長性分析（RDA）を行

った結果を第 2-5 図に示した．RDA の結果，飼料用トウモロコシ根内の AM 菌群集構

造はロータリー耕起と不耕起で大きく左右に分布が分かれた．PERMANOVA の結果，

AM 菌の群集構造は耕起管理間で有意差が認められた．さらに，アンプリコンシーケ

ンス解析によって得られたデータを用い，RDA を行った結果を第 2-6 図に示した．ア

ンプリコンシーケンス解析においても PCR-DGGE 解析と同様な傾向がみられ，飼料

用トウモロコシ根内の AM 菌群集構造はロータリー耕起と不耕起で大きく左右に分布

が別れていることが確認できた．また，PERMANOVA の結果，AM 菌の群集構造は耕

起管理間で有意差が認められた．  

 

2-4．考察 

過去の報告で，不耕起条件下で栽培したトウモロコシ根内や土壌中の AM 菌の

DGGE バンド数や OTU 数がプラウ耕，チゼル耕，ロータリー耕に比べ増加すること

が報告されている（Jansa ら 2003，Lu ら 2018，Oehl and Koch 2018）．しかし，本研究

において，飼料用トウモロコシ根内の AM 菌の DGGE バンド数や OTU 数は耕起管理

の違いによる差がみられなかった（第 2-1 表）．上記の報告では 4 年から 39 年間不耕

起管理を行っており本研究はそれらと比較して 15 か月間と短かった（第 2-1 図）．こ

れらのことを考慮すると，今後さらに試験を継続することで AM 菌の DGGE バンド数

や OTU 数の違いが耕起管理の違いで顕著になっていく可能性が考えられる．  

耕起管理が AM 菌種の構成に及ぼす影響を示した研究として，不耕起土壌において

少数の AM 菌種が優占するのに対し，耕起した土壌では多数の種が共存するようにな

ることが報告されている（Mirás-Avalos ら 2011）．本研究においてもロータリー耕起

にのみ検出される AM 菌の DGGE バンド数や OTU 数は不耕起のみに検出される AM

菌の DGGE バンド数や OTU 数より多くなる傾向を示した（第 2-4 図）．これより，異

なる耕起管理における特異的な AM 菌種の違いが，AM 菌の群集構造が異なった要因

の一つと考えられる．実際，過去において作物の根に感染する AM 菌の群集構造は耕

起管理により異なることを示した研究例がある（Jansa ら 2003，Alguacil ら 2008）．

本研究においても，PCR-DGGE 解析のバンドパターンに基づき，耕起管理の違いによ
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り AM 菌の群集構造が異なることが示され（第 2-5 図），過去の報告と同様な傾向を示

した（Alguacil ら 2008，Mirás-Avalos ら 2011）．しかし，Sarkodee-Addo ら（2020）は

PCR-DGGE 解析では，AM 菌の多様性や群集構造を必ずしも正確に捉えきれないこと

も指摘している．そこで，PCR-DGGE 解析で不明瞭であった菌叢の違いを明らかにす

るため，2 年目のサンプルについてアンプリコンシーケンス解析を行った．その結果，

PCR-DGGE 解析と同様に，耕起管理の違いにより，AM 菌の群集構造が有意に異なる

ことが示された（第 2-2 表，第 2-6 図）．Jansa ら（2003）も異なる耕起条件下で栽培

したトウモロコシ根内の AM 菌群集構造が異なったことを報告しており，その要因を

次のように考察している．すなわち耕起によって外生菌糸のネットワークが破壊され

た場合，撹乱ストレスに感受性の高い AM 菌は減少し，一方，耕起による機械的撹乱

に対して耐性がある AM 菌は減少しない可能性を示唆している（Jansa ら 2003）．ま

た，AM 菌は種間で感染速度や菌糸ネットワークの構築速度が異なることも報告され

ている（Giovannetti ら 1999，Oehl ら 2004，Avio ら 2006，Giovannetti 2008）．以上の

ことをふまえると，感染速度の速い菌種ほど今回の実験においてロータリー耕起をし

た時に根内に優占した可能性が考えられる．本研究も一般的に感染速度や菌糸ネット

ワークの構築が速いとされる Glomus 属，Rhizophagus 属や Funneliformis 属などが含ま

れる Glomeraceae の AM 菌の構成割合は不耕起で増加する傾向がみられている（第 2-

2 表）．一方，Acaulosporaceae の AM 菌がロータリー耕起で増加する傾向がみられた．

本研究では土壌中の AM 菌種構成は調査出来ていないが，Castillo ら（2006）は 2 年間

の耕起，不耕起を設けた試験から土壌中の Acaulospora 属の AM 菌が不耕起より耕起

で多く検出されたことを報告している．今後，本研究で検出された AM 菌分類群の感

染速度などといった生理機能の調査・検討と土壌中の AM 菌種構成の解析結果が，耕

起管理により AM 菌の群集構造が変化した要因の解明に重要である．また，Jansa ら  

（2002）は目視による AM 菌胞子の形態分類を行った結果，AM 菌多様度（シンプソ

ン多様性指数およびシャノン多様性指数）は耕起管理による影響を受けなかったのに

対し，AM 菌種の構成は耕起管理による影響を受けたことを示している．比較的少数

の種が優勢であるような群集では，耕起管理が多様性に有意な影響を与えないことが

指摘されており，本研究においても同様な現象が起こったと推察される．  
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寒冷地におけるこれまでの報告では，耕起管理の違いにより AM 菌群集構造が異な

ると示されており（Jansa ら 2003），温暖地における本研究においても同様な傾向を示

した（第 2-5 図，第 2-6 図）．Schenck and Smith（1982）は，24℃では AM 菌種ごとに

感染率が大きく異なるのに対し，30℃になると AM 菌種ごとの感染率に差異が無くな

ることを報告している．このことから温暖地では寒冷地と比べ種ごとの AM 菌感染の

差異が小さくなり，異なる耕起管理を行っても根内における AM 菌群集構造の差異は

少なくなるものと考えられる．しかし，温暖地にて行われた本研究においても耕起管

理の違いによる AM 菌群集構造の違いが飼料用トウモロコシ根で確認できたことから

（第 2-2 表，第 2-5 図，第 2-6 図），気温などの要因よりも耕起などの物理的な要因の

方が，より根に感染する AM 菌の群集構造に影響を及ぼす可能性が示唆された．  

また，AM 菌の菌種によってリン酸獲得機能（Van der Heijden and Scheublin 2007）

やリン酸吸収効率（Thonar ら 2011）は異なることが報告されていることから，異なる

リン酸獲得機能を持つ AM 菌種の優占程度によって飼料用トウモロコシのリン酸吸収

に差異が出るものと考えられる．従って，耕起管理の違いで根内に感染する AM 菌の

具体的な種の違いを明らかにすることや，AM 菌の攪乱耐性を解明することは今後の

農作物のリン酸吸収と生産性向上に重要である．本章において，ロータリー耕起によ

って飼料用トウモロコシの根に感染する AM 菌の群集構造に変化が生じることが明ら

かとなった．AM 菌群集構造と飼料用トウモロコシのリン酸吸収との関連性について

は第 3 章で解析する．  
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ベッチ 10.3 ± 1.71) a2） 73.0 ± 3.5 a

カラシナ 12.0 ± 1.0 a 80.3 ± 7.7 a

休閑 9.0 ± 0.6 a 65.3 ± 9.7 a

ベッチ 8.7 ± 0.3 a 71.3 ± 2.6 a

カラシナ 10.0 ± 1.7 a 72.0 ± 3.6 a

休閑 10.0 ± 0.6 a 70.7 ± 5.5 a

ロータリー耕起 10.4 ± 0.7 72.9 ± 4.3

不耕起 9.6 ± 0.6 71.3 ± 2.0

1) 平均値 ± 標準誤差を示す．

2) 同一アルファベット間は冬作物管理間においてTukey法5%水準で有意差がないことを

　示す．

3) t検定法においてn.s.は有意差がないことを示す．

OTU数

第2-1表　耕起管理が飼料用トウモロコシ根のバンド数（2017年）およびOTU数（2018年）に

                 及ぼす影響（2017年: PCR-DGGE，2018年: アンプリコンシークエンス解析）．

不耕起

耕起管理 n.s.3) n.s.

バンド数

ロータリー耕起

冬作物管理耕起管理
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第2-2表　耕起管理が飼料用トウモロコシ根から検出されたAM菌の相対出現頻度に

                 及ぼす影響（2018年: アンプリコンシークエンス解析）．

ベッチ 19.1 ± 0.41) a2) 7.8 ± 0.5 a

カラシナ 20.4 ± 0.6 a 8.0 ± 1.1 a

休閑 18.8 ± 1.5 a 7.8 ± 0.4 a

ベッチ 16.3 ± 1.5 a 7.0 ± 0.3 a

カラシナ 18.6 ± 0.7 a 6.5 ± 0.2 a

休閑 15.8 ± 1.3 a 7.5 ± 1.0 a

ロータリー耕起 19.4 ± 0.0 7.9 ± 0.0

不耕起 16.9 ± 0.5 7.0 ± 0.3

ベッチ 47.1 ± 1.5 a 26.0 ± 0.9 a

カラシナ 44.0 ± 2.1 a 27.6 ± 2.0 a

休閑 43.3 ± 2.3 a 30.2 ± 1.4 a

ベッチ 49.9 ± 2.0 a 26.8 ± 2.6 a

カラシナ 47.6 ± 2.2 a 27.4 ± 2.2 a

休閑 48.6 ± 1.5 a 28.1 ± 2.7 a

ロータリー耕起 44.8 ± 0.0 27.9 ± 0.0

不耕起 48.7 ± 1.4 27.4 ± 1.1

1) 平均値 ± 標準誤差を示す．

2) 統計処理は角変換後に行った．同一アルファベット間は冬作物管理間において

     Tukey法5%水準で有意差がないことを示す．

3) 統計処理は角変換後に行った．t検定法において*は5%水準で有意差があることを

    し，n.s.は有意差がないことを示す．

* n.s.

Gigasporaceae

(%) (%)

(%) (%)

Glomeraceae

不耕起

耕起管理

Acaulosporaceae Diversisporaceae

ロータリー耕起

*3) n.s.

耕起管理 冬作物管理

耕起管理 冬作物管理

ロータリー耕起

不耕起

耕起管理
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第 3 章 ロータリー耕起が飼料用トウモロコシ根に感染する AM 菌群集構造およびト

ウモロコシのリン吸収に及ぼす影響  

 

3-1．緒言 

第 2 章より，ロータリー耕起を行うことで飼料用トウモロコシ根に感染する AM 菌

の感染率には影響はないが群集構造が変化することが明らかとなった．ただしこの

AM 菌の群集構造の変化が飼料用トウモロコシのリン吸収と関連しているかまでは明

らかになっていない．土壌微生物の群集構造の違いが作物の収量に影響を及ぼすこと

が示唆されており（Ma ら 2020），本研究においても AM 菌の群集構造の変化がロー

タリー耕起による作物の生育や収量を向上させた要因の一つである可能性がある． 

これまでの研究から耕起，耕耘によって特定の AM 菌種の増減が確認されている．

例えば，Glomus 属は耕起，耕耘を行った土壌において最も優占する AM 菌種であるこ

とが報告されている（Sakariyaw ら 2019）．これは，Glomus 属が胞子形成や根への感

染が速い特徴を持つため，耕起，耕耘を行っても優占しやすいからである（Oehl ら 

2003）．反対に Gigaspora 属は耕起，耕耘を行うことで優占率が減少する AM 菌種であ

ることが報告されている（Pellegrino ら 2020）．Gigaspora 属を含む Gigasporaceae は，

一度外生菌糸を切断されると再接続できないことが知られており，物理的な土壌撹乱

に特に弱いとされている（De La Providencia ら 2005）．ただし，最近の報告では耕起，

耕耘によって Gigaspora 属の優占率が増加することも報告されている（Mhlanga ら 

2022）．このような耕起，耕耘による AM 菌種の異なる消長反応に関してはいまだ明

らかになっていない部分も多い．  

AM 菌が感染することで農作物の収量が向上する事例はいくつも報告されている

（Rozpądek ら 2016，Gao ら 2020，Watts-Williams ら 2022）．ただし，AM 菌染率の増

加がそのまま農作物の収量増加に繋がるとは限らない．AM 菌は現在約 300 種類確認

されているが（Yu ら 2022a），種の違いでリン獲得能力（Munkvold ら 2004，Thonar

ら  2011）は異なることが報告されている．低リン条件下において Rhizophagus 

irregularis を接種した植物のリン取り込みは，Glomus mosseae を接種した植物よりも

有意に高いことが報告されている（Zheng ら 2015）．さらに，ソルガムの地上部のリ
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ン含有量は Gigaspora gigantea 接種および非接種と比較して，Rhizophagus minimumis

を接種することによって最も高くなることが報告されている（Kaur ら 2022）．このよ

うな報告からリン獲得能力の高い AM 菌種が多く感染すれば作物の生育は向上し，リ

ン獲得能力の低い AM 菌種が多く感染すれば作物の生育が向上する割合は小さいと考

える． 

第 1 章ではロータリー耕起によって飼料用トウモロコシのリン酸吸収が促進するこ

とが明らかとなり，第 2 章ではロータリー耕起によって飼料用トウモロコシ根に感染

する AM 菌群集構造が変化することが明らかになった．そこで本章では，これら 2 つ

の事象の関連性，すなわちロータリー耕起が飼料用トウモロコシのリン吸収を促進し，

収量を向上させた要因を，感染する AM 菌種の観点から明らかにすることを目的とし

た． 

 

3-2．材料及び方法  

1］実験 1：圃場試験  

1）試験耕種概要 

栽培概要は第 1 章と同様であり，第 1 章で栽培した飼料用トウモロコシを第 3 章で

も用いた．根の採取は第 1 章と同日に第 2 章と同様の方法で行った．  

 

2）飼料用トウモロコシ根内における AM 菌感染率の評価 

飼料用トウモロコシ根内における AM 菌感染率の評価は第 2 章と同様である． 

 

3）土壌採取 

飼料用トウモロコシ播種の前日である 2019 年 5 月 19 日，2020 年 5 月 13 日に 1 反

復あたりランダムに 20 箇所，深さ 0-20 cm，直径 4 cm の範囲で土壌コアサンプラー

（DIK-102A，大起理化工業株式会社，埼玉県）を用い採取した．採取した 20 箇所の

土壌は 1 つにまとめ，生のまま 2 mm の篩にかけた．篩にかけた土壌の半分は土壌化

学性分析用に通風乾燥させ，半分は土壌ホスファターゼ活性，グロマリン様タンパク

質，DNA 抽出，胞子密度測定用に生土のまま－30℃で凍結保存した． 
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4）土壌における AM 菌胞子密度の測定 

 AM 菌の胞子抽出は斎藤（1992）のプロトコールを改変し行った．生土壌を 3 g 量

りとり，網目 500 µm の篩にかけ，水で土壌などを取り除き，53 µm の篩に残された土

壌を AM 菌胞子密度の測定に用いた．その土壌を 1,000 mL 容ビーカーに水で流し入

れ，超音波洗浄器（MUS-20 D，東京理化器械株式会社，東京都）に 25 秒間かけ AM

菌胞子の表面を洗浄した．その後，懸濁液を 53 µm の篩にかけて細かい粒子を流した

後，もう一度 1,000 mL 容ビーカーに水で流し入れた．再度，超音波洗浄器に 25 秒間

かけ，この操作をもう一度繰り返した．篩上の土壌を 50 mL 容の遠沈管に入れ，ホー

ルピペットを用い 60 %スクロース液を適量，遠沈管の底に静かに入れ，遠心機（H-

103N，国産遠心器株式会社，東京都）を用い 1,500 rpm で 7 分 30 秒遠心した．土壌懸

濁液とスクロース液の境界にある AM 菌胞子を駒込ピペットで採取後，AM 菌胞子を

実体顕微鏡（BX50，OLYMPUS，東京都）で観察し，胞子数を測定した．AM 菌胞子

であることの判定は，有柄針で AM 菌胞子を潰して行った．  

 

5）根からの DNA 抽出  

根組織の DNA を抽出するために NucleoSpin® Plant II（Takara Bio，滋賀県）を使用

した．各区の根を新鮮重で 100 mg 測り，－30℃で冷却しておいた 2 mL 容のビーズチ

ューブに入れ，液体窒素で凍結させながら 4,000 rpm で 60 秒間ビーズ式粉砕装置（MS-

100，TOMY，東京都）を用いて凍結粉砕した．その後，Buffer PL2 を 400 µL 加え，ビ

ーズ式粉砕装置で 60 秒間ボルテックス混合し，そこに RNaseA 溶液 10 µL 加えた．再

びビーズ式粉砕装置で 60 秒間ボルテックス混合し，65℃で 10 分間，恒温機（DTU-

1B，TAITEC，愛知県）にてインキュベートした．その後，Buffer PL3 を 100 µL 加え，

氷上で 5 分間静置した．それを微量高速冷却遠心機（Centrifuge 5415R，Eppendorf Japan，

東京都）を用いて 11,000×g で 5 分間遠心し上澄み液ができるまで何回か繰り返し行っ

た．NucleoSpin Filter（青紫色リング）をセットした 2 mL 容の Collection Tube にこの

上澄み液を移し，11,000×g で 2 分間遠心した．1.5 mL チューブにろ液を移し，これに

Buffer PC を 450 µL 加え，5 秒間ボルテックス（SI-0286，Scientific Industries, Inc.，

Bohemia，USA）で混合した．NucleoSpin Plant II Column（緑色リング）をセットした



51 

 

2 mL 容の Collection Tube にこの上澄み液 700 µL を移し，11,000×g で 1 分間遠心し，

ろ液を捨てた．上澄み液が多い場合は，この作業を繰り返した．Buffer PW1 を Column

に 400 µL 加え，微量高速冷却遠心機を用いて 11,000×g で 1 分間遠心した．ろ液を捨

てた後，同じ Collection Tube に Column をセットし Buffer PW2 を 400 µL，700 µL，200 

µL の順で加え，それぞれ微量高速冷却遠心機を用いて 11,000×g で 1 分間（最後の 200 

µL の時は 2 分間）遠心し，ろ液を捨てた．Column を新しい 1.5 mL チューブに移し，

フィルターの上に Buffer TE を 30 µL を加え，65℃で 10 分間恒温機を用いインキュベ

ートした．その後 11,000×g で 1 分間遠心を行い，カラムの下の沈殿物を DNA 溶液と

した． 

 

6）AM 菌群集のアンプリコンシークエンス解析 

作物根から抽出した DNA 溶液は AM 菌のリボソーマル DNA 小サブユニット（18S 

rDNA）領域を特異的に増幅するため，Nested PCR 法による増幅を行った．  

1st-PCR では，まず 18S rDNA の 5’末端の領域を菌類特異的なプライマーである

AM1（5'-GTTTCCCGTAAGGCGCCGA-3'）（Helgason ら 1998）と NS31（5'-

TTGGAGGGCAGTCTGGTGCC-3'）（Simon ら 1992）を用い増幅した．反応系はテン

プレート DNA 溶液 1 μL，KOD One Master Blue Mix 5.0 μL，プライマー溶液 2 種各

0.2 μL（それぞれ 20 μM）及び滅菌水 3.6 μL を含む 10 μL で行った．PCR 条件は

94℃：2 分，［94℃：10 秒，60℃：5 秒，68℃：15 秒］× 35 サイクルで行った．その

後，生成した PCR 産物を滅菌水で 10 倍希釈し，2nd-PCR のテンプレートとした． 

2nd-PCR ではプライマーとして AMV4.5NF（5'-AAGCTCGTAGTTGAATTTCG-3'）

と AMDGR（5'-CCCAACTATCCCTATTAATCAT-3'）（Sato ら 2005）を用い増幅した．

反応系はテンプレート DNA 溶液 2 μL，KOD One Master Blue Mix 10 μL，プライマー

溶液 2 種各 0.6 μL（それぞれ 10 μM）及び滅菌水 6.8 μL を含む 20 μL で行った．PCR

条件は 94℃：2 分，［94℃：10 秒，60℃：5 秒，68℃：15 秒］× 40 サイクルで行っ

た．その後，TAE Buffer（40 mM Tris-HCL pH8.0，20 mM acetic acid，2 mM EDTA）

100 mL に Agarose-Ⅱを 1.0 g 溶かし，Atlas ClearSight DNA Stain（フナコシ，東京都）

を 3.5 µL 添加した 1%アガロースゲルを用いて 125 V，40 分で電気泳動を行い，AM
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菌の DNA が 250 bp 付近に存在することをバンドで確認した．  

3rd-PCR で は プ ラ イ マ ー と し て ア ダ プ タ ー A （ 5’-

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACAC-Index2-ACACTCTTTCCCTACACGACGC-

3’ ） 及 び 8 bp の DNA タ グ を 結 合 さ せ た 3rd-F と ア ダ プ タ ー B （ 5’-

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGAT-Index1-GTGACTGGAGTTCAGACGTGTG-3’ ）を

結合させた 3rd-R を用いタグ付けを行った．反応系は KOD One Master Blue Mix 30 μL，

プライマー溶液 2 種各 3 μL（それぞれ 10 μM）及び滅菌水 18 μL を含む 54 μL のミク

スチャーを 22.5 μL ずつ分注し，テンプレート DNA 溶液 2.5 μL ずつ添加し，2 反復設

けて行った．PCR 条件は，94℃：2 分，［98℃：10 秒，60℃：30 秒，68℃：10 秒］× 16

サイクル行い，最後に 72℃：10 分の伸長反応の延長時間を設けた．増幅した各反復 2

つの PCR 産物をプールし，NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up（MACHEREY-NAGEL 

GmbH & Co. KG，Düren，Germany）により精製した．精製した PCR 産物は DS-11 Nano 

Pad（388-02611，FUJIFILM，東京都）で DNA 濃度を計測した．その後，精製された

PCR ライブラリーはイルミナ Miseq シークエンサー（株式会社生物技研，神奈川県）

でアンプリコンシークエンシングを行った． 

取 得 し た ア ン プ リ コ ン 配 列 デ ー タ は ， QIIME 2 v2022.8 

（http://benjjneb.github.io/dada2/tutorial.html）の DADA2 で解析し，ペアエンド配列の

ノイズ除去，重複除去，キメラフィルタリングを行った（Callahan ら 2016，Bolyen ら 

2019，Stefani ら 2020）．品質スコアが 20 未満の塩基およびフォワードとリバースの 5′

末端における最初の 21 塩基と 20 塩基をトリミングした．フォワードとリバースの 3′

末端は，それぞれ 230 塩基と 210 塩基で切り捨てた． 

各アンプリコン配列変異体（ASV）の分類学的同定は，Stefani ら（2020）の手順で

実施した．各 ASV は，NCBI BLAST を用いて GenBank（Sayers ら 2019）で見つかっ

た最も近い配列と同定された．BLAST 結果の最初のヒット（ペアワイズ類似度が最も

高く，クエリーカバレッジが 97%以上のヒット）のみが保存された．  

 

7）飼料用トウモロコシ根における AM 菌の群集構造解析 

各試験区のリード数を揃えるため，5）のデータを用いて，R 4.0.2 の vegan v2.5.6 パ



53 

 

ッケージ，arefy 関数を用いて，各区におけるサンプルあたりのリード数が最も少ない

場合（栄養成長期：27,284 リード；絹糸抽出期：33,793 リード）のレアファクション

解析を実施した．次に，AM 菌の群集構造解析は，R 4.0.2（https://www.R-project.org/）

の vegan v2.5.6 パッケージ（Oksanen ら 2019）を用い，ASV 数，シャノン多様度指数

（H’）とシンプソン指数（1/D）を算出した．その後，AM 菌群集構造の比較には冗長

性分析（RDA）（長谷川 2006）を R 4.0.2 の vegan v2.5.6 パッケージを用い作図した．

AM 菌群集構造の有意差検定には permutational multivariate ANOVA（PERMANOVA）

を R 4.0.2 の vegan v2.5.6 パッケージの adonis ファンクションを用いた（鈴木・竹中 

2009）． 

 

8）属レベルでの AM 菌の種構成解析 

各 ASV の分類学的同定を補完し，改良するために，よく識別された AM 菌培養物

の参照配列を使用して，系統樹を作成した．各参照配列の分類名は，NCBI GeneBank

で確認し，必要に応じて更新した．RAxML v8.2.10（https://github.com/stamatak/standard-

RAxML）（Stamatakis ら 2014）で最尤樹を計算した．ブートストラップ再サンプリン

グは 1,000 に設定し，GTRGAMMA 配列進化モデルが選択された．系統樹での位置に

基づく各 ASV の分類学的位置は，MaarjAM（Öpik ら 2010）および NCBI GenBank デ

ータベースを直接照会して取得した分類学的情報と比較した．相対出現頻度は，全

AMF に占める各 AM 菌属の割合として算出した．本解析結果の BioProject Accession 

Number は PRJDB14201l であり，日本 DNA データバンクに登録した．  

 

2］実験 2：ポット接種試験  

1）AM 菌の接種と飼料用トウモロコシの育成条件 

本試験は，昼温 25℃，夜間は 22℃，日長 14 時間に設定された人工気象室（FR-535A-

S2 型，小糸工業株式会社，静岡県）で行った．黒ボク土と珪砂を 121℃，60 分でオー

ト高圧滅菌機パーソナルクレーブ（HA300M Ⅱ，HIRAYAMA，埼玉県）で滅菌した後

1：1 の割合で混合し，1/10,000 a ワグネルポットに 1,000 g 充填した．AM 菌の接種源

として Acaulospora longula F-1（以下 Acaulospora 属 F-1 とする）を 1,000 胞子，
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Acaulospora morrowiae AP-5（以下 Acaulospora 属 AP-5 とする）を 100 胞子，Dentiscutata 

cerradensis TK-1（以下 Racocetra 属 TK-1 とする）を 500 胞子，Cetraspora Pellucida SZ-

3（以下 Racocetra 属 SZ-3 とする）を 1,000 胞子，飼料用トウモロコシの種子直下にな

るようあらかじめ充填しておいた土壌に穴を掘り，それぞれの種の胞子が含まれた培

養土を添加し，覆土した．接種源は農業生物資源ジーンバンク（NARO Genebank，

https://www.gene.affrc.go.jp/index_j.php）で入手した．なお，接種する菌株間で感染率が

ほぼ同じになるような接種胞子数を明らかにする予備実験を行い，接種する胞子数を

決めた．対照区として何も接種しないポットも用意した．飼料用トウモロコシの品種

は圃場試験と同じ P1690 を用い，種子はポットあたり 3 粒を 2021 年 6 月 24 日

（Acaulospora 属 F-1，Acaulospora 属 AP-5）と 2021 年 9 月 21 日（Racocetra 属 TK-1，

Racocetra 属 SZ-3）播種した．その後出芽 7 日後にあたる 2021 年 7 月 1 日（Acaulospora

属 F-1，Acaulospora 属 AP-5）と 2021 年 9 月 28 日（Racocetra 属 TK-1，Racocetra 属

SZ-3）に間引きをして 1 株にした．それぞれの区で 3 反復（3 pot）設けた．播種後 35

日目に茎葉と根のサンプリングを行った． 

 

2）飼料用トウモロコシ根内における AM 菌感染率の評価 

AM 菌感染率の調査は，実験 1 と同様の手法で染色・測定を行った．  

 

3）飼料用トウモロコシの茎葉乾物重，茎葉リン酸濃度 

茎葉乾物重，茎葉リン酸濃度は第 2 章と同様の方法で求めた．  

 

3-3．結果 

1］実験 1：圃場試験  

1）飼料用トウモロコシ根内における AM 菌感染率，播種前土壌における AM 菌胞子

密度 

栄養成長期および絹糸抽出期における飼料用トウモロコシ根内の AM 菌感染率を調

査した（第 3-1 図）．栄養成長期および絹糸抽出期の AM 菌感染率に関して 2019 年は

ロータリー耕起よりも不耕起で高い値を示し，2020 年も同様な結果を示した．また，
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栄養成長期では年次間で有意差が認められたのに対し，絹糸抽出期では年次間および

耕起管理間で有意差が認められなかった．次に，土壌中における AM 菌胞子密度を調

査した（第 3-2 図）．AM 菌胞子密度に関して 2019 年，2020 年ともにロータリー耕起

よりも不耕起で高い値を示した．さらに，年次間および耕起管理間で有意差が認めら

れた． 

 

3）飼料用トウモロコシ根内における AM 菌の多様度 

 Glomeromycota に属する合計 902,362 個のペアエンド配列が得られた．さらに，飼料

用トウモロコシ根内において，合計 104 の Glomeromycota に属するアンプリコン配列

変異体（ASV）が確認された（第 3-3 図）．飼料用トウモロコシ根の AMF ASV の相

対出現頻度は，栄養成長期，絹糸抽出期の違いに関わらず，耕起管理間によって異な

る傾向があり，特定の AMF ASV で増減がみられた（第 3-4 図）．栄養成長期および

絹糸抽出期における飼料用トウモロコシ根内の AM 菌 ASV 数，AM 菌シャノン多様

度指数，AM 菌シンプソン多様度指数を調査した（第 3-1 表）．栄養成長期の AM 菌

ASV 数およびシャノン多様度指数に関して，2019 年はロータリー耕起よりも不耕起

で高い値を示し，2020 年は不耕起よりもロータリー耕起で高い値を示した．さらに，

AM 菌 ASV 数，シャノン多様度指数において年次間で有意差が認められた．絹糸抽出

期の AM 菌 ASV 数および AM 菌シャノン多様度指数は 2019 年，2020 年ともにロー

タリー耕起よりも不耕起で高い値を示した．また，AM 菌 ASV 数では年次間および耕

起管理間で有意差は認められなかったのに対し，シャノン多様度指数では耕起管理間

で有意差が認められた．栄養成長期のシンプソン多様度指数に関して，2019 年はロー

タリー耕起よりも不耕起で高い値を示し，2020 年は不耕起よりもロータリー耕起で高

い値を示した．ただし，年次間および耕起管理間で有意差は認められなかった．絹糸

抽出期のシンプソン多様度指数に関して，2019 年，2020 年ともにロータリー耕起よ

りも不耕起で高い値を示し，耕起管理間で有意差が認められた．  

 

3）飼料用トウモロコシ根内における AM 菌の群集構造の違い 

 RDA を用いて飼料用トウモロコシ根の AM 菌群集構造の違いを明らかにした（第
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3-5 図）．RDA における PERMANOVA において栄養成長期の AM 菌群集構造は年次

間および耕起管理間で有意差が認められた．加えて，絹糸抽出期の AM 菌群集構造は

耕起管理間で有意差が認められた．  

次に，栄養成長期，絹糸抽出期における飼料用トウモロコシ根内の AM 菌相対出現

頻度に及ぼす影響を調査した（第 3-6 図）．栄養成長期の AM 菌相対出現頻度に関し

ては Racocetra 属，Gigaspora 属が不耕起よりもロータリー耕起で高い値を示し，

Rhizophagu 属，Glomus 属および Acaulospora 属がロータリー耕起よりも不耕起で高い

値を示した．また，Racocetra 属のみ耕起管理間で有意差が認められた．絹糸抽出期の

AM 菌相対出現頻度に関しては Racocetra 属，Gigaspora 属および Rhizophagu 属が不耕

起よりもロータリー耕起で高い値を示し，Glomus 属，Acaulospora 属がロータリー耕

起よりも不耕起で高い値を示した．それに加え，Racocetra 属，Gigaspora 属，Glomus

属および Acaulospora 属に関して耕起管理間で有意差が認められた．  

 

2］実験 2：ポット接種試験  

1）AM 菌接種株の違いにおける飼料用トウモロコシの茎葉乾物重，リン酸濃度  

ポット接種試験において異なる AM 菌接種株が飼料用トウモロコシの茎葉乾物重，

リン酸濃度に及ぼす影響を調査した（第 3-2 表）．まず，異なる AM 菌接種株の間で

感染率に有意差がないことを確認した．茎葉乾物重は Acaulospora 属 AP-5 で最も高い

傾向がみられ，Racocetra 属 TK-1 で最も低い傾向がみられた．ただし Dunnett 法によ

って，対照区と比較したところ Acaulospora 属 AP-5，Acaulospora 属 F-1，Racocetra 属

TK-1，Racocetra 属 SZ-3 のいずれも有意差は認められなかった．茎葉リン酸濃度は

Racocetra 属 TK-1 で最も高く，Acaulospora 属 F-1 で最も低かった．同様に，Dunnett

法によって，対照区との比較を行ったところ Acaulospora 属 AP-5，Acaulospora 属 F-1

では有意差が認められなかったものの，Racocetra 属 TK-1，Racocetra 属 SZ-3 では有

意差が認められた．  

 

3-4．考察 

 一般的に，耕起，耕耘は AM 菌の菌糸ネットワークを破壊し，AM 菌感染率を低下
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させるといわれている（Bowles ら 2017，Mariotte ら 2018，Sommermann ら 2018）．

これに対し，耕起，耕耘よってコムギの根に菌根が急速に形成された報告（Battie-

Laclau ら 2019）や耕起，耕耘が AM 菌感染率に影響しない報告（Patanita ら 2020，

Kurm ら 2023）もあり，AM 菌の感染に対する影響は様々である．本研究における AM

菌感染率はロータリー耕起の有無で差はみられなかった（第 3-1 図）．Holden（2019）

は耕起，耕耘しても AM 菌の感染が抑制されない要因として，根系の残存状態が影響

する可能性を示唆しており，土壌中に根が密に存在すると耕起，耕耘によって物理的

破壊を受けても迅速に菌根が形成されることを明らかにしている．本研究においては，

前年の飼料用トウモロコシ根がロータリー耕起後も残存し，翌年まで土壌中で根系が

密になっていた可能性があり，このことがロータリー耕起の有無で AM 菌感染率に影

響を及ぼさなかった一因と考えられる．  

 AM 菌は種によってリン酸吸収を促進するものもあれば，そうでないものもある

（Anusha ら 2022，Juntahum ら 2022）．前述したように，今回の試験では AM 菌感染

率にロータリー耕起の影響はみられなかったが，ロータリー耕起と不耕起で感染する

AM 菌群集構造に違いが認められた（第 3-4 図，第 3-5 図）．これまでの先行事例にお

いても，土壌や根内の AM 菌群集構造は耕起法の違いの影響を強く受けることが報告

されている（Lu ら 2018，Gu ら 2020，立脇ら 2021，Liu ら 2022）．Jansa ら（2003）

は，耕起や耕耘などの土壌撹乱によって，根内の Scutelospora 属の存在量が減少し，

Gigaspora 属の存在量は変化がなく，Glomus 属の存在量は増加したことを報告してい

る．土壌中に存在する AM 菌の種構成の変化に関しても報告があり，de Pontes ら（2017）

は不耕起では Acaulospora 属や Glomus 属，Palaglomus 属が最も優占し，耕起や耕耘で

は Gigaspora 属や Racocetra 属が最も優占したことを明らかにしている．今回の研究

ではロータリー耕起によって Racocetra 属を含む Gigasporaceae の優占率が高まり，不

耕起では Acaulospora 属を含む Acaulosporaceae の優占率が高まることが明らかとなっ

た（第 3-6 図）．過去，Gigasporaceae と Acaulosporaceae は pH の低い土壌に生息する

ことが報告されている（Stürmer ら 2018）．本研究における土壌も酸性条件であるこ

とから，Gigasporaceae と Acaulosporaceae はもとから土壌に多く生息していたと推察

される．また，通常 Gigasporaceae に属する AM 菌は根への感染を外生菌糸に依存せ
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ず，胞子のみから行う（Biermann and Lindermann 1983）．さらに，Gigaspora 属は耕起，

耕耘などの土壌撹乱にも耐えることが示唆されている（Hart and Reader 2004，Soteras

ら 2015）．この様な Gigasporaceae が持つ攪乱耐性は他の菌種よりも有利に働くため，

ロータリー耕起で Gigasporaceae の優占率が高まったと思われる．これに対し，Jasper

ら（1991）や Li ら（2007）は Acaulospora 属の AM 菌の菌糸は土壌が攪乱されると感

染能力を失うことを報告している．また，Acaulosporaceae の AM 菌は感染速度が遅い

ことも示されている（Brundrett ら 1999）．このような Acaulosporaceae の攪乱に対する

脆弱性や感染の遅さから，ロータリー耕起で優占することができず，不耕起で優占し

たものと思われる．ただし，本研究で明らかになったのはアンプリコンシーケンス解

析を用いた相対出現頻度であり，絶対量まで明らかにすることはできなかった．脂肪

酸（C16: 1cis11）は，土壌中の AM 菌バイオマスを測定するのによく用いられており

（Drijber and Jeske 2019），絶対量の比較に適した方法である．従って，今後は AM 菌

特異的脂肪酸を調査することで絶対量を評価する必要がある．  

また，実際にロータリー耕起の有無による AM 菌種構成の違いが飼料用トウモロコ

シのリン酸吸収や生育に変化をもたらしたのであれば，両科の AM 菌を単独で接種さ

せた場合，飼料用トウモロコシの生育やリン酸吸収量に差が出ると考えられる．そこ

で次に実験 2 では Acaulospora 属 F-1，Acaulospora 属 AP-5，Racocetra 属 TK-1，Racocetra

属 SZ-3 を接種したポット試験を行った．圃場試験において感染率に違いが無かった

ことから（第 2-2 図，第 3-1 図），ポット試験においても接種胞子数で統一せず，感染

率で統一を行った．感染率が同じ時の飼料用トウモロコシの生育やリン酸濃度を比較

した結果，リン酸濃度は Acaulospora 属 F-1，Acaulospora 属 AP-5 よりも Racocetra 属

TK-1，Racocetra 属 SZ-3 を接種すると高まった（第 3-2 表）．このことから飼料用トウ

モロコシに対しては Acaulospora 属よりも Racocetra 属のほうがリン酸吸収の促進効

果が高いと考えられる．Racocetra 属を含む Gigasporaceae の AM 菌は外生菌糸が広範

囲に広がるのに対し，Acaulospora 属を含む Acaulosporaceae の AM 菌は，外生菌糸が

あまり大きく広がらないことが報告されている（Hart and Reader 2002，Maherali and 

Klironomos 2012，Chagnon ら 2013）．このような菌糸拡大の違いが土壌からのリン酸

吸収量に影響したと思われる．ただし，本研究のポット試験での AM 菌感染率は圃場
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試験と比較して著しく低く，AM 菌感染が本当にリン吸収を促進させたかは定かでは

ない．今後は接種源する胞子量を増やし，圃場試験の感染率と同等にしたうえで再度

評価する必要がある．  

今回の実験結果により，ロータリー耕起によって根に感染する AM 菌の種構成が変

化し，飼料用トウモロコシのリン酸吸収や生育，収量に変化をもたらす一つの要因に

なることが示唆された．上述した内容は本研究の新規性で，収量向上要因の解明に繋

がった． 
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第3-1表　耕起管理が飼料用トウモロコシ根内のAM菌多様度に及ぼす影響．

ロータリー耕起 25.3 ± 2.41) 56.3 ± 3.3 2.39 ± 0.22 2.60 ± 0.11 0.84 ± 0.04 0.82 ± 0.03

不耕起 28.0 ± 4.7 58.0 ± 3.6 2.64 ± 0.18 3.19 ± 0.07 0.89 ± 0.02 0.94 ± 0.00

ロータリー耕起 53.0 ± 0.6 59.3 ± 2.7 2.99 ± 0.09 2.56 ± 0.06 0.92 ± 0.01 0.83 ± 0.02

不耕起 52.7 ± 3.8 60.7 ± 1.9 2.76 ± 0.08 3.15 ± 0.04 0.89 ± 0.01 0.93 ± 0.01

2019 26.7 ± 2.4 57.2 ± 2.2 2.52 ± 0.14 2.90 ± 0.14 0.87 ± 0.02 0.88 ± 0.03

2020 52.8 ± 1.7 60.0 ± 1.5 2.88 ± 0.07 2.86 ± 0.14 0.90 ± 0.01 0.88 ± 0.02

ロータリー耕起 39.2 ± 6.3 57.8 ± 2.0 2.69 ± 0.17 2.58 ± 0.05 0.88 ± 0.03 0.83 ± 0.02

不耕起 40.3 ± 6.1 59.3 ± 1.9 2.70 ± 0.09 3.17 ± 0.04 0.89 ± 0.01 0.93 ± 0.00

年次(A)

耕起管理(B)

(A)×(B)

1) 平均値 ± 標準誤差を示す．

2) 二元配置分散分析において*は5%，***は0.1%水準で有意差があることを示し，n.s.は有意差がないことを示す．

シャノン多様度指数　(H' )

n.s.

n.s.

n.s.

栄養成長期

シンプソン多様度指数　(D )
絹糸抽出期

***

n.s.

n.s.

栄養成長期 絹糸抽出期

***

n.s.

n.s.

耕起管理

年次

分散分析 n.s. n.s.
***2) *

n.s.

n.s.

n.s.

n.s. n.s.

2019

2020

栽培年次 耕起管理
栄養成長期

AM菌 ASV数

絹糸抽出期
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第3-2表　AM菌接種株の違いが飼料用トウモロコシの生育及び茎葉リン酸濃度に及ぼす影響．

対照区 － 0.75 ± 0.03 0.68 ± 0.00

Acaulospora属 AP-5 4.97 ± 3.271) a2) 0.99 ± 0.11 n.s.3) 1.23 ± 0.24 n.s.

Acaulospora属 F-1 0.15 ± 0.15 a 0.87 ± 0.04 n.s. 0.88 ± 0.13 n.s.

Racocetra属 TK-1 2.88 ± 1.57 a 0.75 ± 0.07 n.s. 1.54 ± 0.18 **

Racocetra属 SZ-3 5.52 ± 2.34 a 0.89 ± 0.07 n.s. 1.52 ± 0.05 **

1) 平均値 ± 標準誤差を示す．

2) AM菌感染率の統計処理は角変換後に行った．同一アルファベット間は各項目に

    おいてTukey法5%水準で有意差がないことを示す．

3) Dunnett法において対照区に対して**は1%水準で有意差があることを示し，n.s.は

    有意差がないことを示す．

処理区
AM菌感染率 茎葉乾物重 茎葉リン酸濃度

(%) (g/plant) (mg/g)
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第 4 章 ロータリー耕起が土壌の理化学性に及ぼす影響 

 

4-1．緒言 

第 1 章より，ロータリー耕起を行うことによって飼料用トウモロコシのリン酸吸収

が向上することが明らかとなった．これまでの報告で耕起，耕耘によって土壌の pH

（Montesdeoca ら 2020）や EC（Nwachukwu ら 2020，Maher ら 2020）が変化したこ

とが明らかにされている．さらに Li ら（2022b）は表層 0～20 cm での硝酸態窒素と可

給態リン酸の含有量は耕起，耕耘によって変化する一方，交換性カリウムや有機物の

含有量は耕起，耕耘による影響をあまり受けないことを報告している．また，Sweeney

（2017）は，表層 7.5～15 cm の土壌カリウムの含有量は耕起，耕耘によって高まる可

能性を示唆している．He ら（2021）はアルミニウム型リン酸などの特定の形態のリン

酸も耕起，耕耘によって増減することを報告している． 

このような耕起，耕耘が土壌の化学性に影響を及ぼす仕組みは様々である．例えば

Asenso ら（2019）は，耕起，耕耘による pH の変化は間隙の改善により浸透能力が向

上したことに起因すると考察している．また，McLauchlan（2006）は耕起，耕耘によ

る可給態リン酸含有量の変化が起こる要因として，リンは土壌粒子と結合しているこ

とが多く，耕起，耕耘に伴う土壌侵食によって失われやすいためであると説明してい

る．さらに，Chen ら（2023）はロータリー耕起によって硝酸態窒素の含有量が減った

要因として，攪乱により土壌構造が破壊され，通気性が増加したためであると考えて

いる．このようなことから，ロータリー耕起によって飼料用トウモロコシのリン酸吸

収量を変化させた要因は土壌物理性の変化に伴う根の伸育促進によるものだけでな

く土壌化学性の変化もあると考えられる． 

また，様々な土壌酵素が有機物の分解や土壌中の物質循環の触媒として重要な役割

を担っていることが明らかにされている（Jin ら 2009，Balota and Chaves 2010，Burns

ら 2013，Kotroczó ら 2014）．特にホスファターゼ活性は有機態リン酸の無機化に関す

る働きを持っており，リン酸の循環に関与しているとされている（Nannipieri ら 2011）．

さらに，過去の研究では耕起，耕耘によってホスファターゼ活性が向上することも報

告されている（Malobane ら 2020）．上述した現象が起きる要因として耕起，耕耘によ
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って土壌の透水性が高まることや，耕盤層を壊して作物の根や微生物の生息域が広が

ることがホスファターゼ活性の向上に関係しているといわれている（Huang ら 2020）．

このことからも，ロータリー耕起と難溶性リン酸の分解に関わる土壌ホスファターゼ

活性の関係を明らかにすることは極めて重要である． 

そこで，本章ではロータリー耕起によって飼料用トウモロコシ播種前土壌の化学性

や生物性に影響を及ぼすか明らかにすることを試みた． 

 

4-2．材料及び方法  

1）試験耕種概要 

栽培概要は第 1 章と同様であり，第 1 章で栽培した飼料用トウモロコシを第 4 章で

も用いた． 

 

2）土壌採取 

土壌採取は第 3 章と同様の方法であり，第 3 章で採取した土壌を第 4 章でも用いた． 

 

3）土壌化学性の測定  

土壌化学性として pH，電気伝導度（EC），トルオーグリン酸含有量，全リン酸含有

量，硝酸態窒素含有量，交換性カリ含有量，全炭素含有量，全窒素含有量を定量した．

pH は風乾細土 20 g に蒸留水 50 mL を加え，振とう器（YAMATO MK200D，YAMATO，

東京都）で 30 分間撹拌させた．その後，ガラス電極法（嶋田 1986）に基づきポータ

ブルメーター（HI-9811，HANNA，千葉県）を用い測定した．EC は風乾細土 10 g に

蒸留水 50 mL を加え，振とう器で 60 分撹拌した後，ポータブルメーターで測定した

（伊達 1994）．トルオーグリン酸は，風乾細土 0.5 g に抽出液（3.0 mL の硫酸を蒸留

水で 1.0 L に希釈したもの）を 100 mL 加え，振とう器で 30 分間撹拌し，土壌懸濁液

をろ紙（ADVANTEC：No.5B，直径 110 mm）でろ過したものを試料液とした．その後，

モリブデンブルー比色法（Murphy and Riley 1958）にて，マルチモードプレートリー

ダーを用いて波長 410 nm の吸光度を測定した．全リン酸は，風乾細土 0.5 g について

第 1 章と同様な方法で測定した．硝酸態窒素の抽出は風乾細土 20 g に 50 mL の抽出
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液（2.5 g の硫酸銅・5 水和物を溶かし 1 L にしたもの）を加え，10 分間振とうして行

った．抽出液に水酸化カルシウムと炭酸マグネシウムの混和物 0.35 g を加え，さらに

5 分間振とうし，ろ紙（ADVANTEC：No.2，直径 150 mm）でろ過したものを試料液と

した．その後，ろ液の硝酸態濃度を硝酸イオンメーター（B-34X，堀場製作所，京都

府）で測定した．交換性カリの抽出は風乾細土 5 g に 0.1 M 酢酸アンモニウム溶液を

10 mL 加え 10 分間振とう後，15 分静置して行った．抽出液はろ紙（ADVANTEC：No.2，

直径 150 mm）でろ過し，ろ液のカリウム濃度を小型カリウムイオンメーター（LAQUA 

twin B-731，堀場製作所，京都府）で測定した．全炭素含有量と全窒素含有量の測定に

は風乾細土約 400 mg 用い，第 1 章と同じ方法で測定した．  

 

4）土壌ホスファターゼ活性の測定  

生土 0.5 g を 15 mL 容のファルコン管にとり，トルエンを 0.1 mL 加えて 10 分間静

置した．そこに，0.9 mL の蒸留水を加え，さらに酸性ホスファターゼ活性（ACP 活性）

では pH 4.9 に調整したトリス-マレイン酸緩衝液，アルカリ性ホスファターゼ活性

（ALP 活性）では pH 8.3 に調整したトリス-マレイン酸緩衝液を 1.5 mL 加えた．これ

に基質として BPNP 溶液を 0.6 mL 加えてボルテックスした後に，恒温機（TM-1，ア

ズワン株式会社，大阪府）を用い 30℃で 1 時間保温した．その後，8 mL のエタノー

ルを加えて，ボルテックスした後にろ紙（ADVANTEC：No.131，直径 150 mm）でろ

過した．ろ液に 2 mL の 2M トリス溶液を加えて，波長 400 nm の吸光度を測定した

（Hayano 1973，石井・早野 1974）．  

 

5）グロマリン様タンパク質含有量（GRSP 含有量）の測定 

風乾細土 2 g を 50 mL 容のファルコン管に入れ，20 mM のクエン酸ナトリウム（pH 

7.0）を 8 mL 加え混ぜた後，オート高圧滅菌機パーソナルクレーブ（HA300M Ⅱ，

HIRAYAMA，埼玉県）を用い 121℃で 30 分間オートクレーブを行った．その後，遠心

分離機（EC-57C3，SAKUMA，東京都）を用い，3,500×g，5℃，10 分間遠心を行い，

7.5 mL 程の上澄み液を 15 mL 容のファルコン管に移した．これを易溶性グロマリン様

タンパク質（EE-GRSP）試料液とした．続いて，試料液を採取した後の土壌に 50 mM
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クエン酸ナトリウム（pH 8.0）を 8 mL 加え混ぜた後，オート高圧滅菌機パーソナルク

レーブを用い 121℃で 60 分間オートクレーブを行った．その後，遠心分離機を用い，

3,500×g，5℃，10 分間遠心を行い，7.5 mL 程の試料液を 15 mL 容のファルコン管に移

した．これを総グロマリン様タンパク質（T-GRSP）試料液とした．それぞれの試料液

をディスポーザルセルに 0.1 mL 入れ，ブラッドフォード溶液を 3 mL 加え，30 分静置

後，波長 595 nm の吸光度を測定した． 

 

6）形態別無機態リン酸割合の測定  

風乾細土 0.5 g を 50 mL 容ファルコン管に入れ，2.5%酢酸液 50 mL を加えて 2 時間

振とうした．その後，遠心分離機（Sorvall ST 8FR，サーモフィッシャーサイエンティ

フィック株式会社，東京都）を用いて 2,500×g，20 分間で遠心分離（以下条件同様）

を行い，上澄み液を 100 mL 容メスフラスコに移した．このファルコン管に 1 mol/ L

塩化アンモニウム液 25 mL を加え，5 分間振とう後，遠心分離を行い，上澄み液を上

記と同じ 100 mL 容メスフラスコに加えた．この操作を 2 回繰り返した後，蒸留水で

定容した．定容後，ろ紙（ADVANTEC：No.6，直径 110 mm）を用いてろ過を行い，カ

ルシウム型リン酸試料液を採取した．カルシウム型リン酸抽出後のファルコン管に残

った土壌に 1 mol/ L フッ化アンモニウム液 50 mL を加えて，1 時間振とうし，遠心分

離を行い，アルミニウム型リン酸試料液を採取した．アルミニウム型リン酸抽出後の

ファルコン管に残った土壌を飽和塩化ナトリウム液 25 mL で 2 回洗浄し，洗液を捨て

た．そこに 0.1 mol/ L 水酸化ナトリウム液 50 mL をファルコン管に加えて 17 時間振

とう後，遠心分離を行い，試料液を採取した．試料液が着色していた場合，抽出液 15 

mL に濃硫酸を加えて pH 2.0 に調整し，腐植酸を沈殿させた．一晩静置後，ろ紙

（ADVANTEC：No.6，直径 110 mm）を用いてろ過し，次に pH 2.0 の希硫酸で洗浄し

ながら 25 mL 容のメスフラスコへで定容し，鉄型リン酸試料液を採取した．抽出液の

リン酸濃度について，モリブデンブルー比色法を用いた比色法により分析し，カルシ

ウム型リン酸含有量，アルミニウム型リン酸含有量，鉄型リン酸含有量を求めた（関 

1970，谷ら 2010）．  
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4-3．結果 

1）土壌化学性 

2019 年，2020 年における土壌の pH，EC，トルオーグリン酸含有量，全リン酸含有

量，硝酸態窒素含有量，交換性カリウム含有量，全炭素含有量と全窒素含有量を調査

した（第 4-1 表）．pH に関して 2019 年は不耕起よりもロータリー耕起で高い値を示

し，2020 年はロータリー耕起と不耕起で同じ値を示した．また，年次間および耕起管

理間で有意差が認められなかった．EC に関して 2019 年は不耕起よりもロータリー耕

起で高い値を示し，2020 年も同様な結果を示した．さらに，年次間で有意差が認めら

れた．トルオーグリン酸含有量および全リン酸含有量に関しては，2019 年は不耕起よ

りもロータリー耕起で高い値を示し，2020 年も同様な結果を示した．加えて，年次間

および耕起管理間で有意差が認められた．硝酸態窒素含有量に関して 2019 年はロー

タリー耕起と不耕起で同じ値を示し，2020 年はロータリー耕起よりも不耕起で高い値

を示した．それに加え，年次間および耕起管理間で有意差が認められた．交換性カリ

ウム含有量に関して 2019 年はロータリー耕起よりも不耕起で高い値を示し，2020 年

は不耕起よりもロータリー耕起で高い値を示したが，年次間および耕起管理間で有意

差が認められなかった．全炭素含有量と全窒素含有量に関して 2019 年は不耕起より

もロータリー耕起で高い値を示し，2020 年も同様な結果を示し耕起管理間で有意差が

認められた． 

 

2）土壌ホスファターゼ活性  

2019 年，2020 年における土壌の ACP 活性，ALP 活性を調査した（第 4-2 表）．ACP

活性に関して 2019 年は不耕起よりもロータリー耕起で高い値を示し，2020 年はロー

タリー耕起と不耕起で同じ値を示した．また，年次間で有意差が認められた．ALP 活

性に関して 2019 年はロータリー耕起よりも不耕起で高い値を示し，2020 年も同様な

結果を示した．さらに，年次間で有意差が認められた．  

 

3）グロマリン様タンパク質含有量  

2019 年，2020 年における土壌の EE-GRSP 含有量，T-GRSP 含有量を調査した（第
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4-2 表）．EE-GRSP 含有量に関して 2019 年は不耕起よりもロータリー耕起で高い値を

示し，2020 年も同様な結果を示した．さらに，年次間および耕起管理間で有意差が認

められた．T-GRSP 含有量に関して 2019 年はロータリー耕起よりも不耕起で高い値を

示し，2020 年は不耕起よりもロータリー耕起で高い値を示した．また，年次間で有意

差が認められた．  

 

4）形態別無機態リン酸割合  

2019 年，2020 年における土壌のカルシウム型リン酸，アルミニウム型リン酸，鉄型

リン酸を調査した（第 4-3 表）．カルシウム型リン酸に関して 2019 年はロータリー耕

起よりも不耕起で高い値を示し，2020 年は不耕起よりもロータリー耕起で高い値を示

した．また，年次間および耕起管理間では有意差が認められなかった．アルミニウム

型リン酸に関して 2019 年は不耕起よりもロータリー耕起で高い値を示し，2020 年も

同様な結果を示した．それに加えて，年次間および耕起管理間で有意差が認められな

かった．鉄型リン酸に関して 2019 年は不耕起よりもロータリー耕起で高い値を示し，

2020 年はロータリー耕起よりも不耕起で高い値を示した．ただし，年次間および耕起

管理間で有意差が認められなかった．  

 

4-4．考察 

 本研究において土壌中の化学性を調査したところ，硝酸態窒素含有量は不耕起で高

く，交換性カリウム含有量は年次間および耕起管理間で有意差が認められなかった．

従ってロータリー耕起で飼料用トウモロコシの収量が増加した要因は硝酸態窒素や

交換性カリウムの影響ではない可能性が高い．また，土壌中の全炭素含有量は耕起管

理間で有意差が認められ，ロータリー耕起することにより値が高まった（第 4-1 表）．

一般的に耕起，耕耘を行うと土壌呼吸が促進し大気中に放出されるため，土壌中の全

炭素含有量は低下することが示されている（Neogi ら 2014，Aziz ら 2015）．このよう

な過去の報告とは異なる現象が起きた原因に関して本研究では明らかにすることが

できなかった．よって，今後は全炭素含有量がロータリー耕起によって増加した要因

を調査していく必要がある．  
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一方，トルオーグリン酸含有量は耕起管理間で有意差が認められ，ロータリー耕起

することにより値が高まった（第 4-1 表）．従って，飼料用トウモロコシのリン酸吸収

量が促進された要因として土壌中の可給態リン酸の増加が考えられる．Ismail ら（1994）

は耕起，耕耘を行うことで表層の可給態リン酸含有量が不耕起よりも高かったことを

報告しており，今回の結果は過去の研究と同様な結果となった．この要因として，耕

起したことによるホスファターゼ活性の上昇が考えられる．土壌ホスファターゼは有

機態リン酸を加水分解することで無機態リン酸に変化させる働きを持つ（Jindo ら 

2023）ことから，土壌中のホスファターゼ活性が高まればロータリー耕起において土

壌中の可給態リン酸含有量を増加させた要因の一つであると考えられる．しかし，ロ

ータリー耕起による土壌中のホスファターゼ活性に変化は見られなかった（第 4-2 表）．

これまでに，耕起，耕耘を行うことで ACP 活性が高まった事例が複数報告されている

が（Ji ら 2014，Ahmed ら 2020，Erdel 2022），これらの多くはカバークロップなどの

すきこみを行っている．本研究においては冬季の間は裸地であり，ロータリー耕起時

にカバークロップのすきこみを行っていない．このようなことから土壌中の有機物が

十分にはなく，結果としてホスファターゼ活性に差が出なかったと考えられる．  

次に耕起によってトルオーグリン酸含有量が高まった原因として考えられるのが

土壌微生物の関与である．土壌微生物は土壌中のミネラルの循環において重要な役割

を担っている（Fierer 2017）．その中でも，リン溶解菌は有機物を利用して難溶性リン

酸を溶解し，リン酸を可溶化する特徴を持つ（Bargaz ら 2018）．このようなことから

リン溶解菌が難溶性リン酸を可溶化し，ロータリー耕起で可給態リン酸を増加させた

要因の一つではないかと推察した．これに関しては，リン溶解菌を含むバイオ肥料を

散布することによって，不耕起よりも耕起で土壌中の可給態リンが増加した報告があ

る（Roy ら 2021）．ただし，リン溶解菌の中でもカルシウム型リン酸やアルミニウム

型リン酸，鉄型リン酸など，リン酸の形態によって溶解の可否や効率は変わってくる

（Damo ら 2022）．そこで次にリン酸がどのような形態で土壌中に存在しているのか

知るために形態別無機態リン酸の割合を調査した．その結果，年次間，耕起管理間に

関係なく供試圃場ではアルミニウム型リン酸および鉄型リン酸が優占していること

が明らかとなった（第 4-3 表）．アルミニウム型リン酸および鉄型リン酸が優占した要
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因として本試験地の黒ボク土が火山灰に由来していることが考えられる．火山灰土壌

はアロフェン質黒ボク土であり，アルミニウムや鉄に富み，リン酸保持容量が高い特

徴をもつ（高橋 2019）．このような性質から本研究で用いた圃場の土壌はアルミニウ

ム型リン酸や鉄型リン酸が優占していると考えられる．ただし，Islam ら（2019）の研

究によると可溶化率はアルミニウム型リン酸及び鉄型リン酸に比べてカルシウム型

リン酸で高いことが報告されている．  

これらのことからアルミニウム型リン酸や鉄型リン酸を溶解する菌がロータリー

耕起によって増加しているのではないかと考え，第 5 章ではリン酸の溶解に関する土

壌微生物の影響を調査することとした．  
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第4-1表　耕起管理が土壌の化学性に及ぼす影響．

ロータリー耕起 5.94 ± 0.011) 80.0 ± 1.9 7.8 ± 0.4 281.5 ± 5.6

不耕起 5.89 ± 0.01 64.4 ± 8.0 3.2 ± 0.4 206.3 ± 12.1

ロータリー耕起 5.90 ± 0.03 55.6 ± 5.3 2.7 ± 0.2 247.8 ± 3.5

不耕起 5.90 ± 0.05 55.0 ± 2.9 1.7 ± 0.1 176.2 ± 5.4

2019 5.91 ± 0.01 72.2 ± 5.1 5.5 ± 1.1 264.7 ± 8.1

2020 5.90 ± 0.02 55.3 ± 2.7 2.2 ± 0.2 191.3 ± 9.0

ロータリー耕起 5.92 ± 0.02 67.8 ± 6.0 5.2 ± 1.2 243.9 ± 17.8

不耕起 5.89 ± 0.02 59.7 ± 4.4 2.4 ± 0.4 212.0 ± 16.3

年次(A)

耕起管理(B)

(A)×(B)

ロータリー耕起 13.2 ± 0.2 52.9 ± 5.8 6.30 ± 0.05 0.407 ± 0.003

不耕起 13.2 ± 0.5 59.2 ± 4.5 5.47 ± 0.06 0.350 ± 0.006

ロータリー耕起 25.8 ± 1.0 53.6 ± 6.9 6.22 ± 0.07 0.407 ± 0.003

不耕起 31.4 ± 0.7 42.2 ± 2.5 5.39 ± 0.04 0.353 ± 0.004

2019 13.2 ± 0.2 56.1 ± 3.6 5.89 ± 0.19 0.407 ± 0.002

2020 28.6 ± 1.4 47.9 ± 4.2 5.80 ± 0.19 0.352 ± 0.003

ロータリー耕起 19.5 ± 2.8 53.2 ± 4.0 6.26 ± 0.04 0.378 ± 0.013

不耕起 22.3 ± 4.1 50.7 ± 4.5 5.43 ± 0.04 0.380 ± 0.012

年次(A)

耕起管理(B)

(A)×(B)

1) 平均値 ± 標準誤差を示す．

2) 全炭素，全窒素の統計処理は角変換後に行った．二元配置分散分析において*は5%，**は1%，***は

    0.1%水準で有意差があることを示し，n.s.は有意差がないことを示す．

全リン酸
含有量

(mg/100g)

***

**

 n.s.

栽培年次 耕起管理 pH EC
トルオーグリン酸

含有量

(H2O) (μS/cm) (mg/100g)

2019

2020

耕起管理

年次

分散分析  n.s. ***
 n.s.2) * ***

 n.s.

全窒素
含有量

(mg/100g)

 n.s.

(mg/100g) (%) (%)

 n.s. ***

栽培年次 耕起管理

硝酸態窒素
含有量

交換性カリウム
含有量

全炭素
含有量

2019

2020

**  n.s.  n.s.  n.s.

年次

分散分析 **  n.s. ***  n.s.

***  n.s.  n.s. ***

耕起管理
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第4-2表　耕起管理が土壌の酵素活性，グロマリン様タンパク質含有量に

         及ぼす影響．

ロータリー耕起 17.6 ± 0.51) 13.2 ± 0.5

不耕起 16.4 ± 0.6 13.6 ± 0.6

ロータリー耕起 7.8 ± 0.3 16.9 ± 0.3

不耕起 7.8 ± 0.3 17.3 ± 0.3

2019 17.0 ± 0.4 13.4 ± 0.4

2020 7.8 ± 0.2 17.1 ± 0.2

ロータリー耕起 12.7 ± 2.2 15.1 ± 2.3

不耕起 12.1 ± 2.0 15.4 ± 1.5

年次(A)

耕起管理(B)

(A)×(B)

ロータリー耕起 0.51 ± 0.01 1.46 ± 0.06

不耕起 0.39 ± 0.05 1.53 ± 0.02

ロータリー耕起 0.32 ± 0.02 1.17 ± 0.02

不耕起 0.22 ± 0.02 1.02 ± 0.03

2019 0.45 ± 0.04 1.50 ± 0.03

2020 0.27 ± 0.03 1.10 ± 0.04

ロータリー耕起 0.42 ± 0.04 1.32 ± 0.07

不耕起 0.30 ± 0.05 1.27 ± 0.12

年次(A)

耕起管理(B)

(A)×(B)

1) 平均値 ± 標準誤差を示す．

2) 二元配置分散分析において*は5%，**は1%，***は0.1%水準で有意差が

    あることを示し，n.s.は有意差がないことを示す．

栽培年次 耕起管理
ACP活性 ALP活性

(mU/g) (mU/g)

(mg/g)

2019

2020

耕起管理

年次

分散分析 n.s. n.s.
***2) ***

n.s. n.s.

n.s. *

(mg/g)

2019

2020

耕起管理

年次

分散分析 ** n.s.

*** ***

栽培年次 耕起管理
EE-GRSP含有量 T-GRSP含有量
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第 5 章 ロータリー耕起が土壌中のリン溶解菌に及ぼす影響  

 

5-1．緒言 

第 4 章より，ロータリー耕起を行うことによって土壌中の可給態リン酸が増加する

ことが明らかとなった．その要因に，リン溶解菌が関与している可能性がある．リン

溶解菌は，土壌中の難溶化しているリン酸を可溶化する働きを持ち（Aye ら  2021，

Song ら 2022），リン溶解細菌とリン溶解真菌に大別される．さらに，リン溶解細菌は

土壌に生息する細菌の 1～50%を，リン溶解真菌は土壌に生息する真菌の 0.1～0.5%を

占めるとされており（Sharma ら 2013），その種構成は土壌によって異なると考えられ

ている．また，in vitro 条件下において，リン溶解菌は土壌 pH の低下，有機態リン酸

の無機化，またはカルシウム，アルミニウムおよび鉄のキレート化により，無機態リ

ン酸を増加させるはたらきを持つことが明らかになっている（Browne ら 2009，Sharma

ら 2013，Etesami 2020）．このようなことから，リン溶解菌を土壌に接種すると可給態

リン酸含量が高まり（Mayadunna ら 2023），結果としてダイズやトウモロコシ（Lucero

ら 2021），イネ（Fitriatin ら 2021），コムギ（Dasila ら 2023）など様々な作物の生育

や収量が改善される報告されている．  

ただし，リン酸を溶解する能力は種や菌株によって異なり（El-Hamshary ら 2019，

Rezakhani ら 2022），さらに，それぞれのリン溶解菌の溶解能は土壌中のリン酸の形

態，すなわちカルシウム型リン酸やアルミニウム型リン酸，鉄型リン酸などの量と比

率によって変わることが明らかにされている（Damo ら  2022）．具体的に述べると

Spagnoletti ら（2017）は，カルシウム型リン酸が最も溶解しやすく，ついでアルミニ

ウム型リン酸，鉄型リン酸の順であることを報告している．加えて土壌条件がリン溶

解菌のリン酸可溶化量に影響を及ぼすことが示されている（Wakelin ら 2007）．例え

ば，リン溶解菌の機能は，土壌 pH や土壌の可給態リン酸含有量などの土壌特性によ

って大きく影響される．さらに，従来，耕起や耕耘を行うことによって土壌構造が変

化し，土壌微生物の活性が向上することが知られており（Nikitin ら 2020，Zhang ら 

2022），リン溶解菌の溶解能が向上するのも同様な理由が考えられる．  

しかしながら，リン溶解菌に関する多くの報告が in vitro 条件下やポットでの環境
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がコントロールされた条件であり，圃場条件下での報告は少ない．加えてロータリー

耕起の有無におけるリン溶解菌の存在量や溶解量の違いを明らかにした報告は無い．

そこで本章では，ロータリー耕起が土壌中の可給態リン酸含有量を増加させた要因

を，土壌内に存在するリン溶解菌の数や種の違い，それらの溶解能について in vitro

試験を行った． 

 

5-2．材料及び方法  

1）土壌採取 

土壌採取は第 3 章と同様の方法であり，第 3 章で採取した土壌を第 5 章でも用いた． 

 

2）土壌懸濁液の作成  

リン酸カルシウムを溶解する菌の評価を行うために生土 1 g に 9 mL の 0.85%滅菌塩

化ナトリウムを加え，リン酸アルミニウムを溶解する菌の評価を行うために生土 5 g 

に 5 mL の 0.85%滅菌塩化ナトリウムを加え，リン酸鉄を溶解する菌の評価を行うた

めに生土 2 g に 8 mL の 0.85%滅菌塩化ナトリウムを加え（第 5-1 表），10 分間振とう

した．次に土壌懸濁液を 104，104.5，105，105.5 倍に希釈した． 

 

3）PVK 培地の作成  

1 L 当たりの PVK 培地（Pikovskaya 1948）を作成するために蒸留水 1 L に，グルコ

ース 10 g，硫酸アンモニウム 0.5 g，塩化ナトリウム 0.2 g，硫酸マグネシウム 0.1 g，

塩化カリウム 0.2 g，酵母抽出液 0.5 g，硫酸マンガン 0.004 g，硫酸鉄 0.002 g および炭

酸カルシウム 2 g を溶解した．また，リン源としてそれぞれリン酸カルシウム 3 g，リ

ン酸アルミニウム 5 g あるいはリン酸鉄 1.5 g を添加した．その後，1 mol/ L 水酸化ナ

トリウムで pH 7.2 に調整し，蒸留水で 500 mL にメスアップした．また，別のフラス

コで寒天 15 g と 0.5%ブロモクレゾールグリーン 5 mL を蒸留水で 500 mL にメスアッ

プした．それらをオートクレーブで 121℃，20 分間減菌し，素早くクリーンベンチ内

（PAU-1300AG，株式会社ダルトン，東京都）で混合した後，大きさ 9 cm の滅菌シャ

ーレに 17 mL 程度流し込み PVK 固形培地とした． 
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4）リン溶解菌数の測定  

各反復 3 シャーレ用意し，104，104.5，105，105.5 倍に希釈した土壌懸濁液を PVK 固

形培地上に 200 µL 分注した．それらを 30℃の恒温機（FIN-600M，株式会社平山製作

所，埼玉県）内で 240 時間インキュベートした．240 時間後，プリントグラフ-FX（AE-

6911，アトー株式会社，東京都）にて写真を撮影した．画像を目視で確認し，ハロー

ゾーンができたコロニーのみ数えた．測定後，それぞれのデータの平均値を算出し，

希釈倍率と塗布した培養液量から元の土壌 1 g 中にいる生菌数を推定した．  

 

5）リン酸溶解量の測定  

リン源としてそれぞれリン酸カルシウム，リン酸アルミニウムあるいはリン酸鉄を

添加した PVK 液体培地を 50 mL 容ファルコン管に 15 mL 注入した．そこに 4）でハ

ローゾーンがみられたコロニーを滅菌爪楊枝でつかみ取り投入し，30℃で振とう培養

を行った．41 時間後ならびに 240 時間後に一度振盪をストップし，2,500×g，25℃で

10 分間遠心し，上澄み液 5 mL を採取した後，Gro Line pH テスター（HI 98115，HANNA，

千葉県）を用いて pH ならびに可給態リン酸含有量を測定した．また，インキュベー

ション開始時は pH が 7.0，リン酸溶解量が 0 であることを確認した．可給態リン酸含

有量の測定の方法は第 3 章と同様の方法で行った． 

 

6）土壌からの DNA 抽出  

生土から細菌や真菌の DNA を抽出するために NucleoSpin® Soil（Takara Bio，滋賀

県）を使用した．土壌 500 mg を，－30℃で冷却しておいたセラミックビーズ入りの 2 

mL 容のビーズチューブに入れた．その後，滅菌済みの 20%スキムミルクを 200 µL，

Buffer SL2 を 700 µL 加え，60 秒間ビーズ式粉砕装置（MS-100，TOMY，東京都）を

用いて粉砕した．その後，微量高速冷却遠心機（Centrifuge 5415R，Eppendorf Japan，

東京都）を用いて 20,000×g で 1 分間遠心した．遠心後，Enhancer SX を 250 µL 加え，

再び 60 秒間ビーズ式粉砕装置を用いて粉砕し，20,000×g で 4 分間遠心し，泡を取り

除いた．1.5 mL 容の Collection Tube に泡を取り除いた上澄み液を移した．再度，

20,000×g で 4 分間遠心し，1.5 mL 容の Collection Tube に上澄み液を移した．1.5 mL 容
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の Collection Tube に集めた上澄み液に Buffer SL3 を 250 µL 加え，5 秒間ボルテックス

で混合し，氷上で 5 分間静置し，20,000×g で 4 分間遠心した．NucleoSpin Inhibitor 

Removal Column（赤色リング）をセットした 2 mL 容の Collection Tube にこの上澄み

液を 700 µL 移し，20,000×g で 3 分間遠心し，新たな 1.5 mL 容の Collection Tube に移

した．上澄み液が多い場合は再度 NucleoSpin Inhibitor Removal Column（赤色リング）

をセットした 2 mL 容の Collection Tube に残りを移し，20,000×g で 3 分間遠心し，1.5 

mL 容の Collection Tube に移した．このろ液に Buffer SB を 350 µL 添加し，5 秒間ボル

テックスで混合した．混合したろ液は NucleoSpin Soil Column（緑色リング）をセット

した 2 mL 容の Collection Tube に 650 µL 移し，20,000×g で 3 分間遠心し，ろ液は捨て

た．混合液が多い場合は，同じ NucleoSpin Soil Column（緑色リング）をセットした 2 

mL 容の Collection Tube に残りを移し，20,000×g で 3 分間遠心した．同じ Collection 

Tube に Column をセットし Buffer SB を 500 µL 加え，20,000×g で 3 分間遠心し，ろ液

は捨てた後，同じ Collection Tube に Column をセットし，Buffer SW1 を Column に 550 

µL 加え，20,000×g で 3 分間遠心し，ろ液を捨てた．Buffer SW2 を 700 µL（1 回目），

700 µL（2 回目）加え，微量高速冷却遠心機を用いて 20,000×g で 3 分間（1 回目），3

分間（2 回目）遠心した．遠心後，同じ Collection Tube に Column をセットし，20,000×g

で 4 分間空遠心した．Column を新しい 1.5 mL チューブに移し，フィルターの上に

Buffer TE を 15 µL を加え，65℃で 1 分間恒温機を用いインキュベートした．20,000×g

で 2 分間遠心を行い，カラムの下の沈殿物を DNA 溶液とした．  

 

7）細菌および真菌群集のアンプリコンシークエンス解析 

細菌の DNA は Nested PCR 法による増幅を行った．なお，1st-PCR のプライマーに

は， 341F（ 5'-CCTACGGGNGGCWGCAG -3'）（Klindworth ら  2013）と 926R（ 5'-

CCGYCAATTYMTTTRAGTTT-3'）（Parada ら 2016）を用いた．また，反応系は 10 倍希

釈をしたテンプレート DNA 溶液 1 μL，KOD One Master Blue Mix 5 μL，プライマー溶

液 2 種各 0.2 μL（それぞれ 20 μM）及び滅菌水 3.6 μL を含む 10 μL で行った．PCR 条

件は 94℃：2 分，［94℃：45 秒，50℃：60 秒，72℃：90 秒］× 30 サイクルで行い，最

後に 72℃：10 分の伸長反応の延長時間を設けた．その後，生成した PCR 産物を滅菌
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水で 10 倍希釈し，これを 2nd-PCR のテンプレートとした．2nd-PCR のプライマーに

は， 515F （ 5'-GTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3' ）（ Parada ら  2016 ） と 806R （ 5'-

GGACTACNVGGGTWTCTAAT-3'）（Apprill ら 2015）を用いた．反応系はテンプレート

DNA 溶液 2 μL，KOD One Master Blue Mix 10 μL，プライマー溶液 2 種各 0.8 μL（それ

ぞれ 10 μM）及び滅菌水 6.4 μL を含む 20 μL で行った．PCR 条件は 1st-PCR と同様で

ある． 

真菌の DNA も Nested PCR 法による増幅を行った．なお，1st-PCR のプライマーに

は，5.8S-Fun（5'-AACTTTYRRCAAYGGATCWCT-3'）（Taylor ら 2016）と ITS4-B（5'-

CAGGAGACTTGTACACGGTCCAG-3'）（Gardes and Bruns 1993）を用いた．また，反応

系は 10 倍希釈をしたテンプレート DNA 溶液 1 μL，KOD One Master Blue Mix 5 μL，

プライマー溶液 2 種各 0.2 μL（それぞれ 20 μM）及び滅菌水 3.6 μL を含む 10 μL で行

った．PCR 条件は 94℃：2 分，［94℃：30 秒，55℃：45 秒，72℃：90 秒］× 35 サイク

ルで行い，最後に 72℃：10 分の伸長反応の延長時間を設けた．その後，生成した PCR

産物を滅菌水で 10 倍希釈し，これを 2nd-PCR のテンプレートとした．2nd-PCR のプ

ライマーは，fITS7（5'-GTGARTCATCGAATCTTTG-3'）と（Ihrmark ら 2012）ITS4（5'-

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'）（White ら 1990）を用いた．反応系はテンプレート DNA 

溶液 2μL，KOD One Master Blue Mix 10 μL，プライマー溶液 2 種各 0.8 μL（それぞれ

10 μM）及び滅菌水 6.4 μL を含む 20 μL で行った．PCR 条件は 1st-PCR と同様である．

その後，125 V，40 分で電気泳動を行い，細菌の DNA が 300 bp 付近，真菌の DNA が

340 bp 付近に存在することをバンドで確認した．増幅した各反復 3 つの PCR 産物を，

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up により精製した．精製した PCR 産物は DS-11 Nano 

Pad で DNA 濃度を計測した．その後，精製された PCR ライブラリーはイルミナ Miseq

シークエンサー（株式会社生物技研，神奈川県）でアンプリコンシークエンシングを

行った．細菌および真菌の群集構造解析は，各試験区のリード数を揃えるため，R 4.0.2

の vegan v2.5.6 パッケージ，rarefy 関数を用いて，サンプルあたりのリード数が最も少

ない場合（細菌：86,217 リード；真菌：34,839 リード）のレアファクション解析を実

施した． 

ASV の分類学的同定はイルミナ Miseq シークエンサー（株式会社生物技研，神奈川
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県）で得られたアンプリコン配列データに基づいて行った．相対出現頻度は，全細菌

に占める各細菌属の割合として算出し，真菌も同様な解析を行った．また，門，科，

属ごとにこれまでリン溶解菌として報告のある菌種だけを抽出し（Rodrı́guez and Fraga 

1999，Gupta ら 2012，Mander ら 2012，Tahir ら 2013，Ruangsanka 2014，Suleman ら 

2018，Zheng ら 2018，Zhang ら 2018，Chen and Liu 2019，Kalayu 2019，Li ら 2019，

Doilom ら 2020，Pande ら 2020，Wang ら 2020，Chen ら 2021，Divjot ら 2021，大園・

門 2021，Qarni ら 2021，Shen ら 2021），解析に用いた． 

 

5-3．結果 

1）土壌中のリン溶解菌数  

 カルシウム型リン酸，アルミニウム型リン酸を溶解する菌数に関して，2019 年，2020

ともに不耕起よりロータリー耕起で高い値を示した（第 5-1 図，第 5-2 図）．また，カ

ルシウム型リン酸を溶解する菌数は耕起管理間で有意差が認められたものの，アルミ

ニウム型リン酸を溶解する菌数は年次間および耕起管理間で有意差が認められなか

った．鉄型リン酸を溶解する菌数に関して，2019 年はロータリー耕起より不耕起で高

い値を示し，2020 年は不耕起よりロータリー耕起で高い値を示した（第 5-3 図）.しか

し，年次間および耕起管理間で有意差が認められなかった．  

 

2）土壌中のリン酸溶解量  

 PVK 液体培地における難溶解性リン酸の溶解についての in vitro 試験の結果を述べ

る．まず，カルシウム型リン酸の溶解量についての結果を第 5-2 表に示した．41 時間

後の pH に関して 2019 年はロータリー耕起と不耕起で同じ値を示し，2020 年はロー

タリー耕起より不耕起で高い値を示した．240 時間後の pH に関して 2019 年，2020 年

ともにロータリー耕起よりも不耕起で高い値を示した．また，41 時間，240 時間後の

pH は年次間および耕起管理間で有意差は認められなかった．41 時間，240 時間後のリ

ン酸溶解量，リン酸溶解速度に関して 2019 年，2020 年ともにロータリー耕起よりも

不耕起で高い値を示した．さらに，41 時間，240 時間後のリン酸溶解量，リン酸溶解

速度は年次間および耕起管理間で有意差は認められなかった．振盪開始から 41 時間
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と 240 時間の間におけるリン溶解量の推移は，ロータリー耕起で 57.7 mg/L，不耕起で

67.0 mg/L であり，不耕起の方が増加する結果となった．次に，アルミニウム型リン酸

の溶解量について調査した（第 5-3 表）．41 時間，240 時間後の pH に関して 2019 年，

2020 年ともにロータリー耕起よりも不耕起で高い値を示した．加えて，41 時間，240

時間後の pH は年次間および耕起管理間で有意差は認められなかった．41 時間後のリ

ン酸溶解量に関して 2019 年は不耕起よりロータリー耕起で高い値を示し，2020 年は

ロータリー耕起より不耕起で高い値を示した．240 時間後のリン酸溶解量に関して

2019 年は同じ値を示し，2020 年は不耕起よりロータリー耕起で高い値を示した．た

だし，41 時間，240 時間後のリン酸溶解量は年次間および耕起管理間で有意差は認め

られなかった．41 時間後のリン酸溶解速度に関して 2019 年はロータリー耕起と不耕

起で同じ値を示し，2020 年はロータリー耕起よりも不耕起で高い値を示した．240 時

間後のリン酸溶解速度に関して 2019 年は同じ値を示し，2020 年は不耕起よりロータ

リー耕起で高い値を示した．しかし，41 時間，240 時間後のリン酸溶解速度は年次間

および耕起管理間で有意差は認められなかった．振盪開始から 41 時間と 240 時間の

間におけるリン溶解量の推移は，ロータリー耕起で 7.4 mg/L，不耕起で 5.7 mg/L であ

り，ロータリー耕起の方が増加する結果となった．最後に鉄型リン酸の溶解量につい

て調査した（第 5-4 表）．41 時間後の pH に関して 2019 年，2020 年ともに不耕起より

もロータリー耕起で高い値を示した．240 時間後の pH に関して 2019 年ではロータリ

ー耕起よりも不耕起で高い値を示し，2020 年では不耕起よりもロータリー耕起で高い

値を示した．また，41 時間，240 時間後の pH は年次間および耕起管理間で有意差は

認められなかった．41 時間，240 時間後のリン酸溶解量，リン酸溶解速度に関して 2019

年は不耕起よりロータリー耕起で高い値を示し，2020 年はロータリー耕起より不耕起

で高い値を示した．さらに，41 時間，240 時間後のリン酸溶解量，リン酸溶解速度は

年次間および耕起管理間で有意差は認められなかった．振盪開始から 41 時間と 240

時間の間におけるリン溶解量の推移は，ロータリー耕起で 24.9 mg/L，不耕起で 29.8 

mg/L であり，不耕起の方が増加する結果となった． 

 

3）土壌中におけるリン溶解菌の種構成の違い 
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 細菌に属する合計 1,105,653 個のペアエンド配列と真菌に属する合計 493,818 個の

ペアエンド配列が得られた．さらに，合計 11,225 の細菌と合計 268 の真菌に属するア

ンプリコン配列変異体（ASV）が確認された（第 5-4 図）． 

 次に，耕起管理の違いが土壌中のリン溶解菌相対出現頻度に及ぼす影響を門レベル

で調査した（第 5-5 図）．細菌では Actinomycetota，Bacillota，Pseudomonadota が検出

され，真菌では Ascomycota，Basidiomycota が検出された．リン溶解細菌に関して，2019

年 2020 年ともに不耕起よりロータリー耕起で高い値を示した．さらに，年次間およ

び耕起管理間で有意差が認められた．リン溶解真菌に関して，2019 年はロータリー耕

起より不耕起で高い値を示したものの，2020 年は不耕起よりロータリー耕起で高い値

を示した．ただし，年次間および耕起管理間で有意差は認められなかった．次に，耕

起管理の違いが土壌中のリン溶解菌相対出現頻度に及ぼす影響を科レベルで調査し

た（第 5-6 図）．細菌では Bacillaceae，Burkholderiaceae，Caulobacteraceae，Comamonadaceae，

Enterobacteriaceae，Flavobacteriaceae，Microbacteriaceae，Micrococcaceae，Moraxellaceae，

Nocardiaceae，Nocardioidaceae，Oxalobacteraceae，Paenibacillaceae，Planococcaceae，

Pseudomonadaceae ， Rhizobiaceae ， Sphingobacteriaceae ， Sphingomonadaceae ，

Streptomycetaceae ， Xanthobacteraceae ， Xanthomonadaceae が検出され，真菌では

Hypocreaceae，Nectriaceae，Tremellaceae，Trichocomaceae が検出された．リン溶解細菌

に関して，2019 年 2020 年ともに不耕起よりロータリー耕起で高い値を示した．加え

て，年次間および耕起管理間で有意差が認められた．リン溶解真菌に関して，2019 年

2020 年ともに不耕起よりロータリー耕起で高い値を示した．しかし，年次間および耕

起管理間で有意差は認められなかった．また，耕起管理の違いが土壌中のリン溶解菌

相対出現頻度に及ぼす影響を属レベルで調査した（第 5-7 図）．細菌では Azospirillum，

Bacillus，Bradyrhizobium，Burkholderia，Massilia，Mesorhizobium，Novosphingobium，

Paenibacillus，Pantoea，Pseudomonas，Ralstonia，Rhizobium，Rhodanobacter，Rhodococcus，

Serratia，Sphingomonas，Staphylococcus，Streptomyces が検出され，真菌では Cryptococcus，

Fusarium，Talaromyces，Trichoderma が検出された．リン溶解細菌に関して，2019 年は

ロータリー耕起より不耕起で高い値を示し，2020 年は不耕起よりロータリー耕起で高

い値を示した．それに加え，年次間において有意差が認められた．リン溶解真菌に関
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して，2019 年 2020 年ともに不耕起よりロータリー耕起で高い値を示した．しかし，

年次間および耕起管理間で有意差は認められなかった． 

 

5-4．考察 

 本研究においてカルシウム型リン酸を溶解する菌数はロータリー耕起で高まった

（第 5-1 図）．その要因として土壌の気相率の変化が考えられる．ほとんどの土壌細菌

は酸素濃度の高い土壌を好む好気性細菌であり，酸素を利用することで炭素化合物を

分解する（Hoorman 2016）．本研究においても土壌中に好気性細菌が多く存在し，ロー

タリー耕起によって土壌に酸素が送り込まれることでリン溶解細菌が増殖したと推

察される．対して，アルミニウム型リン酸及び鉄型リン酸を溶解する菌数はロータリ

ー耕起の有無で差が無かった（第 5-2 図，第 5-3 図）．Islam ら（2019）の研究からカ

ルシウム型リン酸はアルミニウム型リン酸及び鉄型リン酸に比べて可溶化率が高い

ことが明らかになっている．これはカルシウムに比べてアルミニウムや鉄がリンと強

い結合を持つからであり（Islam ら 2019），この結合力が可溶化に大きな影響を与えて

いると考えられる．さらに，カルシウム型リン酸は土壌が酸性化するだけでも溶解可

能なのに対し，鉄型リン酸の溶解は酸性化に加え，金属のキレート化も必要になって

くる（Whitelaw 2000）．上記のことからカルシウム型リン酸を溶解する菌数はロータ

リー耕起で高まったのに対し，アルミニウム型リン酸及び鉄型リン酸を溶解する菌数

に差は出なかった要因であると考える．ただし，本研究における供試土壌ではカルシ

ウム型リン酸の優占は著しく低いため（第 4-1 図），カルシウム型リン酸を溶解する菌

数の影響は小さいものと思われる．また，本試験では培養したコロニーの種名まで明

らかにできていないことから，複数の形態のリン酸を溶解できる菌種がいるかは不明

なままである．過去の報告では Trinickia 属はカルシウム型リン酸と鉄型リン酸を溶解

し，Pseudomonas 属と Priestia 属はカルシウム型リン酸とアルミニウム型リン酸を溶

解することが示されている（Damo ら 2022）．さらに，Paraburkholderia 属はアルミニ

ウム型リン酸と鉄型リン酸を溶解し，Burkholderia 属はカルシウム型リン酸とアルミ

ニウム型リン酸，鉄型リン酸すべてのリン酸の形態を溶解することが明らかにされて

いる（Damo ら 2022）．よって今後はそれぞれの形態のリン酸を添加した培地からコ
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ロニーをピックした後，コロニーから DNA を抽出し，塩基配列を読むことで菌種ま

で明らかにしていく．そして，複数の形態のリン酸を溶解できる菌種がいるか調査す

る予定である． 

カルシウム型リン酸，アルミニウム型リン酸，鉄型リン酸の溶解量は耕起管理間，

年次間ともに有意差がみられなかった（第 5-2 表，第 5-3 表，第 5-4 表）．つまり，ロ

ータリー耕起の有無はそれぞれの型のリン酸を溶解するリン溶解菌の活性に影響を

及ぼさなかったことを示す．この様にロータリー耕起がカルシウム型リン酸，アルミ

ニウム型リン酸及び鉄型リン酸の溶解量に影響を及ぼさなかった要因としては，土壌

中の有機物が耕起をしても増加しなかったためであると考えられる．Scervino ら（2011）

および Jia ら（2022）はリン溶解菌の活性は低分子の炭素源を添加することによって

刺激され，有機酸の分泌を増加させ，リン酸可溶化能を高めることができることを明

らかにしている．本研究においてはロータリー耕起をしてもカバークロップなどの有

機物を外部から取り入れていないため，十分な栄養源を得ることができず，耕起管理

間でリン溶解菌の活性に差が出なかったと考えられる． 

 次にアンプリコンシーケンス解析を用いて土壌中のリン溶解菌の相対出現頻度を

調査したところ細菌の科レベルにおいてロータリー耕起でリン溶解菌の相対出現頻

度が高かった（第 5-6 図）．特に本研究ではロータリー耕起によって Bacillaceae，

Caulobacteraceae，Comamonadaceae，Flavobacteriaceae，Micrococcaceae，Moraxellaceae，

Nocardioidaceae，Oxalobacteraceae，Paenibacillaceae，Planococcaceae，Pseudomonadaceae，

Rhizobiaceae ， Sphingobacteriaceae ， Sphingomonadaceae ， Streptomycetaceae ，

Xanthomonadaceae が増加した．過去 Bacillaceae に分類される Bacillus 属は多くの論文

でリンを可溶化することが証明されている（Prakash and Arora 2019，Azaroual ら 2020，

Gomez-Ramirez and Uribe-Velez 2021）．さらに，深耕によって Bacillaceae などの好気性

細菌の活性が促進されることが観察されており（Chen ら 2022），本研究においても同

様な傾向が確認された．Nocardioidaceae は，植物の根長を延ばし，栄養分と水分の吸

収を改善するジベレリンやインドール-3-酢酸（IAA）などの植物ホルモンを分泌する

働きを持つ（Azaroual ら 2022）．Paenibacillaceae に分類される Paenibacillus 属はリン

酸の可溶化だけでなく，窒素固定や植物ホルモンなどの植物成長促進剤を生産するこ
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とができる（Liu ら 2019）．さらに，Paenibacillus 属は抗生物質特性を持つリポペプチ

ドを生成し，病原体から植物を守る働きを持つ（ Naing ら  2014）．従って，

Paenibacillaceae は，植物の抵抗性や土壌を改善するのに役立つ可能性が示唆されてい

る（Dobrzyński ら 2021）．Pseudomonadaceae に分類される Pseudomonas 属は Bacillus

属に並ぶ最もリンを可溶化する細菌として知られている（Satyaprakash ら  2017）．

Pseudomonadaceae は様々な有機酸を生成する働きを持ち，シュウ酸，リンゴ酸，乳酸，

クエン酸，コハク酸や（Adhikarira ら 2021），グルコン酸，酢酸，シュウ酸（Suleman

ら 2018），キナ酸（de Amaral Leite ら 2020）など多岐にわたる．上述した様々な有機

酸の生成は難溶性リン酸を可溶化するのに大きく貢献する可能性がある．

Sphingomonadaceae は環境適応性と耐性に優れており，どのような環境下においても

生存できる微生物の一種であることが知られている（Baboshin ら 2008，Liuら 2018）．

Xanthomonadaceae は過去，耕起や耕耘によって増加した報告がある（Tyler ら 2021）．

Xanthomonadaceae に関しても好気性細菌であることが報告されており（Xu ら 2023），

ロータリー耕起による土壌中の酸素量の増加が Xanthomonadaceae の活性を促し，増

殖させた要因である可能性が示唆された．また，本研究における供試土壌ではアルミ

ニウム型リン酸，鉄型リン酸で優占しているため（第 4-1 図），上述した細菌がアルミ

ニウム型リン酸や鉄型リン酸を溶解する可能性が示唆された．  

今回の研究結果により，ロータリー耕起によって土壌中のリン溶解細菌の出現頻度

が増加し，難溶性リン酸が可溶化されることで土壌の可給態リン酸含量が高まり，飼

料用トウモロコシのリン酸吸収や生育，収量を改善する要因であることが新しく解明

された． 
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第5-1表　土壌懸濁液の作成条件

リン酸カルシウム リン酸アルミニウム リン酸鉄

生土(g) 1 5 2

0.85%滅菌塩化ナトリウム(mL) 9 5 8
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第5-2表　耕起管理がカルシウム型リン酸溶解量に及ぼす影響．

ロータリー耕起 6.2 ± 0.11) 4.8 ± 0.2 8.5 ± 1.1 46.3 ± 15.4 0.21 ± 0.03 0.19 ± 0.06

不耕起 6.2 ± 0.1 5.0 ± 0.1 11.0 ± 0.9 59.8 ± 15.5 0.27 ± 0.02 0.25 ± 0.06

ロータリー耕起 6.1 ± 0.0 4.5 ± 0.2 11.4 ± 0.6 89.0 ± 29.1 0.28 ± 0.02 0.37 ± 0.12

不耕起 6.4 ± 0.2 4.8 ± 0.1 11.8 ± 2.6 97.0 ± 16.4 0.29 ± 0.06 0.40 ± 0.07

2019 6.2 ± 0.1 4.9 ± 0.1 9.7 ± 0.9 53.0 ± 10.2 0.24 ± 0.02 0.22 ± 0.04

2020 6.3 ± 0.1 4.6 ± 0.1 11.6 ± 1.2 93.0 ± 15.0 0.28 ± 0.03 0.39 ± 0.06

ロータリー耕起 6.2 ± 0.0 4.6 ± 0.2 10.0 ± 0.9 67.7 ± 17.6 0.24 ± 0.02 0.28 ± 0.07

不耕起 6.3 ± 0.1 4.9 ± 0.1 11.4 ± 1.2 78.4 ± 13.1 0.28 ± 0.03 0.33 ± 0.05

年次(A)

耕起管理(B)

(A)×(B)

1) 平均値 ± 標準誤差を示す．

2) 二元配置分散分析においてn.s.は有意差がないことを示す．

＊ インキュベーション開始時はpHが7.0，リン酸溶解量が0であることを確認した．

 n.s.

 n.s.  n.s.
 n.s.2)  n.s.  n.s.  n.s.  n.s.  n.s.

 n.s.  n.s.  n.s.  n.s.  n.s.

240時間後

2019

2020

耕起管理

年次

栽培年次 耕起管理
pH (H2O) リン酸溶解量 (mg/L) リン酸溶解速度 (mg/L/hr)

41時間後 240時間後 41時間後 240時間後 41時間後

分散分析  n.s.  n.s.  n.s.  n.s.
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第5-3表　耕起管理がアルミニウム型リン酸溶解量に及ぼす影響．

ロータリー耕起 6.4 ± 0.11) 4.8 ± 0.1 1.4 ± 0.3 7.6 ± 0.5 0.03 ± 0.01 0.19 ± 0.01

不耕起 6.5 ± 0.1 5.0 ± 0.2 1.2 ± 0.2 7.6 ± 1.0 0.03 ± 0.01 0.19 ± 0.02

ロータリー耕起 6.4 ± 0.1 4.5 ± 0.2 1.0 ± 0.2 9.5 ± 2.8 0.02 ± 0.00 0.23 ± 0.07

不耕起 6.5 ± 0.1 4.8 ± 0.1 1.1 ± 0.2 6.0 ± 0.7 0.03 ± 0.00 0.15 ± 0.02

2019 6.4 ± 0.1 4.9 ± 0.1 1.3 ± 0.2 7.6 ± 0.5 0.03 ± 0.00 0.19 ± 0.01

2020 6.5 ± 0.1 4.6 ± 0.1 1.0 ± 0.1 7.8 ± 1.5 0.02 ± 0.00 0.19 ± 0.04

ロータリー耕起 6.4 ± 0.1 4.6 ± 0.1 1.2 ± 0.2 8.6 ± 1.3 0.03 ± 0.00 0.21 ± 0.03

不耕起 6.5 ± 0.1 4.9 ± 0.1 1.1 ± 0.1 6.8 ± 0.7 0.03 ± 0.00 0.17 ± 0.02

年次(A)

耕起管理(B)

(A)×(B)

1) 平均値 ± 標準誤差を示す．

2) 二元配置分散分析においてn.s.は有意差がないことを示す.

＊ インキュベーション開始時はpHが7.0，リン酸溶解量が0であることを確認した．

 n.s.

 n.s.  n.s.
 n.s.2)  n.s.  n.s.  n.s.  n.s.  n.s.

 n.s.  n.s.  n.s.  n.s.  n.s.

240時間後

2019

2020

耕起管理

年次

栽培年次 耕起管理
pH (H2O) リン酸溶解量 (mg/L) リン酸溶解速度 (mg/L/hr)

　41時間後 240時間後 41時間後 240時間後 41時間後

分散分析  n.s.  n.s.  n.s.  n.s.
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第5-4表　耕起管理が鉄型リン酸溶解量に及ぼす影響．

ロータリー耕起 6.1 ± 0.11) 5.1 ± 0.2 3.6 ± 0.8 25.2 ± 4.9 0.09 ± 0.02 0.11 ± 0.02

不耕起 6.0 ± 0.1 5.2 ± 0.4 1.4 ± 0.5 20.9 ± 3.0 0.03 ± 0.01 0.09 ± 0.01

ロータリー耕起 6.1 ± 0.1 5.3 ± 0.3 2.3 ± 1.3 30.5 ± 1.0 0.06 ± 0.03 0.13 ± 0.00

不耕起 5.5 ± 0.1 4.7 ± 0.4 4.4 ± 0.5 44.6 ± 1.7 0.11 ± 0.01 0.19 ± 0.01

2019 6.0 ± 0.1 5.2 ± 0.2 2.5 ± 0.6 23.1 ± 2.6 0.06 ± 0.01 0.10 ± 0.01

2020 5.8 ± 0.1 5.0 ± 0.2 3.4 ± 0.6 37.6 ± 1.3 0.08 ± 0.02 0.16 ± 0.01

ロータリー耕起 6.1 ± 0.1 5.2 ± 0.2 3.0 ± 0.6 27.9 ± 2.8 0.07 ± 0.01 0.12 ± 0.01

不耕起 5.8 ± 0.1 5.0 ± 0.3 2.9 ± 0.8 32.7 ± 1.9 0.07 ± 0.02 0.14 ± 0.01

年次(A)

耕起管理(B)

(A)×(B)

1) 平均値 ± 標準誤差を示す．

2) 二元配置分散分析において**は1%水準で有意差があることを示し，n.s.は有意差がないことを示す．

＊ インキュベーション開始時はpHが7.0，リン酸溶解量が0であることを確認した．

 n.s.  n.s.

 n.s.  n.s.
 n.s.2)  n.s.  n.s.  n.s. n.s.  n.s.

 n.s.

**

年次

分散分析  n.s.  n.s.  n.s.

 n.s.  n.s.  n.s.

耕起管理

240時間後

2019

2020

栽培年次 耕起管理
pH (H2O) リン酸溶解量 (mg/L) リン酸溶解速度 (mg/L/hr)

41時間後 240時間後 41時間後 240時間後 41時間後
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総合考察  
 

過去，耕起や耕耘によってトウモロコシの生育・収量は向上する報告や（Anjum ら 

2019），変化なし（Haddadi 2016），或いは低下する報告（da Silva ら 2020，Li ら 2022a）

など様々である．本研究では温暖地，黒ボク土条件下でロータリー耕起を行うことに

よって不耕起よりも飼料用トウモロコシの生育，収量が促進されることが明らかとな

った（第 1-3 表，第 1-4 表，第 1-5 表）．序論でも述べた通り，不耕起栽培には多くの

メリットがある反面，収量性がやや不安定であることから国内で本格的に導入するの

はまだ難しいと考える．本研究の結果は，それを裏付ける結果となった． 

ロータリー耕起を行うことによって飼料用トウモロコシの生育，収量が促進された

要因の 1 つとして，飼料用トウモロコシの養分吸収の改善が考えられる．実際本研究

においてロータリー耕起を行うことによって飼料用トウモロコシのリン酸吸収が促

進されることが明らかとなった（第 1-4 表）．さらに，リン吸収が促進された要因とし

て従来では，耕起，耕耘を行うことで土壌硬度の低下（Mairghany ら 2019）や，それ

に伴う根の広がりによって作物の養分吸収量が改善されることが示されている（Liu

ら 2020）．本研究においてもロータリー耕起によって土壌硬度が低下し，根域が拡大

することで飼料用トウモロコシのリン酸吸収が促進されたと考えられる．また，根酸

化活性（ROA）や根の酸性ホスファターゼ（RAP）活性などの根の生理活性も土壌中

のリン可溶化や吸収量の増加に重要な役割を果たしていることが報告されている

（Raghothama ら 2005，Lynch ら 2008）．ただし，本研究において根そのもののリン酸

吸収活性については測定できていないので，今後明らかにしていく必要がある．  

さらに本研究において根以外に 2 つの要因がロータリー耕起によって飼料用トウモ

ロコシのリン酸吸収を促進させた要因であることが示唆された．1 つは根内で優占す

る AM 菌の変化である．AM 菌は種によってリン酸吸収が異なることも明らかにされ

ている（Anusha ら 2022，Juntahum ら 2022）．本試験においてはロータリー耕起によ

って Racocetra 属を含む Gigasporaceae の優占率が高まり，不耕起では Acaulospora 属

を含む Acaulosporaceae の優占率が高まった（第 3-6 図）．ポット試験では飼料用トウ

モロコシのリン酸濃度は Acaulospora 属 F-1，Acaulospora 属 AP-5 よりも Racocetra 属
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TK-1，Racocetra 属 SZ-3 を接種すると高まった（第 3-2 表）．これは本研究における新

規な部分であり，ロータリー耕起の収量向上要因の解明に繋がった．ただし，リン酸

吸収の変化が AM 菌によるものなのか，飼料用トウモロコシの根から直接吸収したも

のであるかは定かでない．その理由として AM 菌のライフサイクルに関する特性に由

来する．植物との共生関係を確立する AM 菌は，宿主植物なしではライフサイクルを

完了できない絶対共生菌である（Sugiura ら 2020）．従って陸上植物の 80%の根には

AM 菌が感染しており（Smith and Read 2008），多くの植物の根には AM 菌の菌糸が混

在しているものと考えられる．このことから AM 菌と植物のどちらが土壌中のリン酸

を吸収したのか判別が難しい．過去の報告ではリン酸の取り込み，移行の際にリン酸

トランスポーター遺伝子（ZmPht）が植物の葉，茎，根や感染した AM 菌の菌糸で発

現することが知られている（Hu ら 2020，Kumar ら 2022）．そのうち，ZmPht1; 3，

ZmPht1; 5，ZmPht1; 8 および ZmPht1; 13 の発現は植物の根におけるリン酸の直接取り

込み経路に関与しており，ZmPht1; 2，ZmPht1; 4，ZmPht1; 6，ZmPht1; 7，ZmPht1; 9 お

よび ZmPht1; 11 は AM 菌が定着した根（共生経路）を介した間接的なリン酸の取り込

みに関与している（Nagy ら 2006，Liu ら 2016，Sawers ら 2017，Kumar ら 2022）．

本試験ではそれぞれの菌種がどれだけリン酸を宿主に送り込んでいるか不明である

ことから，今後それぞれの AM 菌種がどれだけリン酸吸収に貢献したか明らかにする

ためにリン酸トランスポーター遺伝子の発現量も並行して調査していく必要がある． 

もう 1 つは土壌中のトルオーグリン酸含有量の増加である．本試験においてロータ

リー耕起することにより土壌中のトルオーグリン酸含有量が高まった（第 4-1 表）．た

だし，ロータリー耕起による土壌中の ACP 活性や ALP 活性に変化は見られなかった

ことから（第 4-2 表），土壌微生物の活性化が土壌中のトルオーグリン酸含有量を増加

させた要因の一つではないと考えられる．そこでアンプリコンシーケンス解析を用い

て土壌中のリン溶解菌相対出現頻度を調査したところ，細菌の科レベルにおいてロー

タリー耕起で高い出現頻度を示すことが明らかとなった（第 5-6 図）．過去の報告では

Bacillaceae，Paenibacillaceae，Pseudomonadaceae，Streptomycetaceae がアルミニウム型

リン酸および鉄型リン酸を溶解し，Sphingomonadaceae がアルミニウム型リン酸のみ

溶解することが明らかにされている（Damo ら 2022，Kyaw ら 2022，Martínez-Hidalgo
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ら 2022，Trung 2022）．よってこれらの菌が主にアルミニウム型リン酸および鉄型リ

ン酸を溶解し土壌中の可給態リン酸を向上させた要因であることが示唆された．ただ

し，本研究ではロータリー耕起によってリン溶解菌の菌株の構成が変化するかまでは

明らかにできていない．過去の報告では，同じ属でも接種するリン溶解菌の菌株の違

いによってリン酸の溶解量が異なることが示されている（De Abreu ら  2017，Yu ら 

2022b）．このことから最もリン酸を溶解する菌種と溶解しない菌を明らかにするため

には，今後種や菌株レベルまで調査していく必要がある． 

以上 2 つの土壌微生物の変化が耕起をした際に飼料用トウモロコシのリン酸吸収や

生育，収量に寄与していることが解明された．また，近年では AM 菌とリン溶解菌の

相互作用に関しても研究がなされている（Ain ら 2023）．Nacoon ら（2023）は AM 菌

とリン溶解菌の同時接種によって作物の生育が向上したことを明らかにしている．ま

た，Mahant ら（2018）は AM 菌とリン溶解菌の接種によってダイズ，コムギの根長密

度を増加させ，リン酸吸収を促進させたことを報告している．さらに，Ordoñez ら（2016）

は Pseudomona 属などのリン溶解菌が Rhizophagus irregularis などの AM 菌の外生菌糸

に沿って増殖したことを明らかにしている．一方で土壌微生物間では負の相互作用も

認められており，別の種に対して必要とする資源を搾取する間接的な競合と，別の種

に対して成長を阻害する直接的な競合の 2 つが確認されている（Hibbing ら 2010，

Foster and Bell 2012，García-Bayona and Comstock 2018）．さらに，土壌中の可給態リン

酸含量が高まると根内の AM 菌の感染率や土壌中の胞子密度が低下することが報告さ

れている（Ma ら 2023）．このことからリン溶解菌が土壌中の可給態リン酸濃度を高

めると AM 菌の感染率が低下するトレードオフが起こりうる．一方 Nacoon ら（2021）

は圃場条件において AM 菌とリン溶解菌を同時接種した試験を行ったところ，根圏土

壌中のリン溶解菌数は植物中のリン酸含有量，AM 菌胞子密度および AM 菌感染率と

正の相関があったことを報告している．このように，AM 菌とリン溶解菌の接種効果

を最大限にするためには，ロータリー耕起を行った際にどのようにしたら両微生物の

菌密度を高め，競合が起こらないようにすることができるか検討することが必要であ

る． 

本研究はロータリー耕起によって飼料用トウモロコシ根内の AM 菌の種構成が変化
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し，黒ボク土条件下においてリン酸を施肥しなくてもリン酸吸収を改善できる可能性

が示唆された（第 1-4 表，第 3-6 図，第 3-2 表）．従って，黒ボク土でロータリー耕起

を行い Racocetra 属の AM 菌を増殖させることができれば，我が国の飼料用トウモロ

コシ栽培においてリン酸肥料の使用削減に貢献できると考えられる．実際，大友ら

（2015）は北海道のダイズ栽培において，AM 菌が感染することによってリン酸施肥

量を標準値から 3 割減肥できることを示している．このように AM 菌を上手に利用す

ることでリン酸肥料を節約でき，経済的に有益である．加えて，農林水産省が掲げる

「みどりの食料システム戦略」の化学肥料の使用量を 30%低減する目標も達成するこ

とができる．さらに本研究はロータリー耕起によってリン溶解菌が増殖し，土壌中の

可給態リン含量を改善できる可能性が示唆された（第 4-1 表，第 4-3 表，第 5-5 図，

第 5-6 図）．リン酸肥料の原料であるリン鉱石はほぼ 100%を国外からの輸入に頼って

おり，今後数百年以内に枯渇が懸念される有限の資源である（大竹  2019）．このこと

から土壌中に未利用なまま埋没するリン資源をリン溶解菌によって利用できるよう

になることは社会的にも意義があると考える． 

本研究ではロータリー耕起によって飼料用トウモロコシが増収するメカニズムの

一端を明らかにすることができた．1 つはリン吸収を促進させる AM 菌種の発見と，

もう 1 つは土壌中の難溶性リンを可溶化するリン溶解菌の発見である．これらの菌

種を増殖させることができれば，リン酸の施肥量を削減しても安定した飼料用トウ

モロコシの収量が期待できる．さらに，本研究で得られた知見は AM 菌やリン溶解

菌を資材とした生物農薬などの開発の一助となり得る．ただし，AM 菌やリン溶解菌

などの資材を外部から投入しても効果が発現されない例も多く（Raymond ら 2019，

Rosa ら 2020），更なる知見の集積を要する．今後は明らかになった菌種を現場圃場

に直接接種し，効果が得られることを確認する必要がある．また，2015 年に開催さ

れた国連サミットで，持続可能な開発目標：SDGs（外務省 2023）における 17 のゴ

ールが掲げられた．そのうち目標 2 は飢餓を終わらせ，食料安全保障及び栄養の改

善を実現し，持続可能な農業を促進することをゴールに位置付けている．目標 15 は

陸域生態系の保護，回復，持続可能な利用の推進，持続可能な森林の経営，砂漠化

への対処ならびに土地の劣化の阻止・回復及び生物多様性の損失を阻止することを
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ゴールに位置付けている．本研究における知見は上述した SDGs で掲げられた 2 つ

の課題解決に向けて貢献できる．  
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摘  要  
 

飼料用トウモロコシは単位面積当たりの穀物収量が優れており，栄養価も非常に高

い．このようなことから，国内での生産拡大に対する期待が高まっている．しかし，

飼料用トウモロコシの栽培には多量の施肥が必要であることから，コスト面で負担に

なりやすい．一方，我が国で広く分布する黒ボク土は，施用したリン酸が土壌に固定

されやすい．従って，これまでの作物栽培では多量のリン酸肥料が施肥されてきた．

ただし，リン酸肥料の原料はほぼ 100%，輸入に頼っており国際情勢の影響や価格高

騰の影響を受けやすい．加えて今後数百年以内にリン鉱石の枯渇が懸念されている．

これらのことから，土壌中に埋没する未利用なリン資源を利用できるようにすること

は社会的にも重要な意義を持っている．従来作物のリン酸吸収量を高めるために一般

的に栽培技術のひとつとして行われてきたのが土壌の耕起，耕耘である．耕起や耕耘

によって根の伸長促進や根量を増大させることはリン酸吸収を促進させるために重

要といえる．さらに近年，耕起，耕耘は土壌微生物にも影響を与えることが多数報告

されている．しかし，これまでに耕起，耕耘によって作物のリン酸吸収や生育が改善

された要因を土壌微生物の観点から明らかにした研究事例は少ない．そこで本研究で

は黒ボク土条件下においてロータリー耕起をした時にトウモロコシの生育，収量，リ

ン吸収が変化する要因を土壌中の AM 菌やリン溶解菌などの土壌微生物群の観点から

明らかにすることを目的とした．  

 

1）ロータリー耕起の有無による飼料用トウモロコシの生育に及ぼす影響を調査した

結果，栄養成長期，絹糸抽出期の草丈や茎葉乾物重，成熟期の子実収量や地上部バイ

オマス量は不耕起区に比べロータリー耕起区でより高かった．さらに，飼料用トウモ

ロコシのリン酸吸収量もロータリー耕起区でより高かった．土壌の貫入抵抗値はロー

タリー耕起区で低くなり，栄養成長期の根長密度や根重はロータリー耕起区で高かっ

たが，絹糸抽出期ではロータリー耕起の有無で差がなかった．これらのことから，ロ

ータリー耕起によって飼料用トウモロコシの生育，収量やリン酸吸収量が向上したの

は根の伸長拡大が要因の一つであると考えられた． 
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2）根内に感染する AM 菌がリン酸吸収を促進させる働きを持つことから AM 菌の感

染率や群集構造に関して調査を行った．飼料用トウモロコシ根における AM 菌感染率

や DGGE バンド数，OTU 数を調査したところロータリー耕起の有無で差がなかった．

しかし，ロータリー耕起区のみに特異的に検出される AM 菌の DGGE バンド数や OTU

数は不耕起区のみに特異的に検出される AM 菌の DGGE バンド数や OTU 数より多く

なる傾向を示した．次に AM 菌種の構成の違いを調査したところ PCR-DGGE 解析，

アンプリコンシーケンス解析ともにロータリー耕起の有無で AM 菌の群集構造が異な

ることが示された．飼料用トウモロコシ根の AM 菌の相対出現頻度を調査したところ，

ロータリー耕起区では Acaulosporaceae の優占率が高くなり，不耕起区では

Glomeraceae の優占率が高かった．以上のことから，耕起の有無での飼料用トウモロコ

シのリン酸吸収量の違いには根に優占的に感染する AM 菌の科の違いが影響を及ぼし

た可能性が示唆された．  

 

3）ロータリー耕起の有無による根に感染する AM 菌種の構成の変化とそれに伴うト

ウモロコシのリン酸吸収量の関係を調べるために，AM 菌の ASV 相対出現頻度を属レ

ベルで調査したところ，いずれの生育ステージにおいてもロータリー耕起によって

Racocetra 属の優占率が高くなり，不耕起では絹糸抽出期で Acaulospora 属の優占率が

高かった．また，Racocetra 属と Acaulospora 属の各 2 株を接種したポット試験を行い，

飼料用トウモロコシの生育やリン酸濃度を比較した．茎葉のリン酸濃度は対照区に比

べ Racocetra 属の接種で高くなった．これらの結果から，ロータリー耕起によって根

に感染する AM 菌の種構成が変化し，Racocetra 属をはじめとするリン酸の吸収能の

高い AM 菌が感染するようになったことが，飼料用トウモロコシのリン酸吸収や生育，

収量を向上させた要因であることが示唆された． 

 

4）ロータリー耕起が土壌の理化学性に及ぼす影響を調査した．硝酸態窒素含有量は不

耕起区で高くなり，交換性カリウム含有量はロータリー耕起の有無で差がなかった．

一方，トルオーグリン酸含有量はロータリー耕起区で高くなった．このことから，AM

菌感染によるリン酸吸収促進以外に，ロータリー耕起によってトウモロコシのリン酸
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吸収量が高くなった原因のひとつに，トルオーグリン酸含有量の向上が考えられた．

土壌のトルオーグリン酸が高くなった要因としては土壌ホスファターゼの関与が考

えられたが，ロータリー耕起によって土壌のホスファターゼ活性に変化はなかった． 

さらに，試験を行った圃場の形態別無機態リン酸の割合を調査した結果，供試圃場

ではアルミニウム型リン酸および鉄型リン酸が優占していることが明らかとなった．

このことからアルミニウム型リン酸や鉄型リン酸を溶解する菌がロータリー耕起に

よって増加した可能性が示唆された．  

 

5）ロータリー耕起による難溶性リン酸溶解菌の消長について検討した．カルシウム型

リン酸を溶解する菌数はロータリー耕起によって高くなったが，アルミニウム型リン

酸及び鉄型リン酸を溶解する菌数はロータリー耕起の有無で差がなかった．さらに，

カルシウム型リン酸，アルミニウム型リン酸，鉄型リン酸の溶解量もロータリー耕起

の有無で差がなかった．アンプリコンシーケンス解析を用いて土壌中のリン溶解菌の

相対出現頻度を調査したところ，細菌の科レベルにおいてロータリー耕起でリン溶解

菌 の 相 対 出 現 頻 度 が 高 く な っ た ． そ の う ち ， Bacillaceae ， Paenibacillaceae ，

Pseudomonadaceae，Streptomycetaceae はアルミニウム型リン酸および鉄型リン酸を溶

解し，Sphingomonadaceae はアルミニウム型リン酸のみ溶解することが明らかにされ

ていることからロータリー耕起をした区では細菌の中でもアルミニウム型リン酸お

よび鉄型リン酸に対する溶解菌が増え土壌中の可給態リン酸を向上させた可能性が

示唆された． 

 

以上，ロータリー耕起をした際に飼料用トウモロコシのリン酸吸収量や生育，収量

が向上した要因として根の伸長促進以外に土壌中の微生物相の変化が寄与している

可能性が示唆された．一つはロータリー耕起によって根内に Racocetra 属の AM 菌が

優占し，飼料用トウモロコシのリン酸吸収を促進した可能性である．もう一つは，ロ

ータリー耕起によって土壌中のリン溶解菌出現頻度が高まり，土壌の可給態リン酸含

有量を増加させた可能性である．このように本研究は，土壌微生物相の変化がロータ

リー耕起による作物のリン酸吸収量を高める要因であることを明らかにした．  
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