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要 約

潜在的な土壌の生産力を簡易に把握するため，レーザー励起蛍光（Laser Induced Fluorescence：LIF）を

解析する装置を開発した。励起波長は紫領域（405nm）で475～900nmの分光を行って非接触で分析して推定

した。サンプルは長野県東信地域の高冷地～準高冷地にある黒ボク土壌の30点で，いずれも畑作である。風

乾した後に土壌可給態窒素，全窒素，全炭素，C/N，可給態リン酸や陽イオン置換容量（CEC）を推定した。

一次微分値をPLS回帰分析した結果，風乾土壌の粉砕サンプルから直接，可給態窒素，全窒素，全炭素，可

給態リン酸，CECなどの地力にかかわる化学形質が推定できた。これらは土壌有機化合物からの蛍光に由来

し，クロボク土壌の畑作における地力の実態を迅速に把握するのに有効で，実用的と考えられた。
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は じ め に

高冷地の作物収量を高めるための「地力」の維持

と環境負荷の低減や省資源との両立が求められてい

る。それには施肥設計が重要であり，その基礎とな

るのは土壌の無機態窒素の供給力をモニターするこ

とで（赤塚・坂柳，1964），特に計測する意義が大

きいのは可給態窒素である（久馬編，1997；Mat-

sumoto and Ae，2004）。この評価は風乾土を30℃

で４週間保温静地培養し，微生物の働きによって無

機化してくる窒素量をデバルタ合金還元・水蒸気蒸

留法などを用いて測定するといった，生物・化学的

手法が適している（久馬編，1997）。培養法によっ

て評価した可給態窒素の量と植物の利用する窒素量

との間には強い相関がみられることから，栽培環境

情報として利用されている。しかし，培養に４週間

もかかるという難点があったので，簡易抽出法が開

発され（樋口，1983；松本ら，2000），さらには滴

定に代わる方法として可視吸光分光法（小川ら，

1989）や，紫外吸光分光法（斉藤，1988；佐藤ら，

1997）も試みられてきた。

潜在的な土壌の生産力を把握するには，可給態窒

素以外の地力関連化学形質も同時に測定する必要が

ある。ところが，それらの測定にもかなりの化学薬

品と時間と労力がかかるため，こうした総合的な情

報が十分に活用されているとは言い難いのが現状で

ある。この問題を解消するため，ppbレベルの微量

な化学物質も非破壊で検出できる可能性があるレー

ザー励起蛍光（Laser Induced Fluorescence：

LIF）を解析する装置を開発した。一方これを用い

て，風乾土を蒸留水によって分散した後にSDS

-PAGEのタンパク染色試薬である「Oriole」を用

いた蛍光取得や液相沈降分析など試みたが，良好な

推定結果は得られなかった（未発表）。

そこで本研究では，水や試薬による前処理自体が

蛍光計測の障害になっていると考え，風乾土壌をそ

のまま用いて同時・非接触計測が可能かどうか検討

した。また，励起光源としては，低コストで，光

ファイバーに誘導が可能で，励起力も比 的強い紫

の波長を用いた。こうした理由から，紫レーザー励

起蛍光（V-LIF）の分光分析を行い，ブロードなス

ペクトルの分析に適したケモメトリクス（尾崎ら，

2002）を適用して土壌可給態窒素などの主な地力関

連化学形質を推定した。

なお，この研究成果は信 州 大 学 の「特 願

2012-154235」であり，2013年の北陸作物学会講演
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会と，2013年度 JST新技術説明会（東京・市ヶ谷，

2013年８月２日）でその一部を報告した。

材料および方法

サンプルは長野県東信地域の高冷地～純高冷地に

ある黒ボク土壌（上田市菅平，軽井沢町発地，川上

村居倉）の30点で，いずれも畑作である。これらは，

県が土壌の定点観測をしている場所で，土壌は風乾

した後に乳鉢で微細化したものである。土壌可給態

窒素は４週間培養法（土壌標準分析・測定法委員会

編，1986），窒素肥沃度と関係深い全窒素，腐植の

進行や窒素の有機化に関与する全炭素やC/N比は

燃焼法，可給態リン酸はトルオーグ法，CECは全

農の簡便法で求めた。

風乾した土壌サンプルに，紫色（405nm）を中心

波長とする28mW のCW 半導体レーザーを照射し

た。分光器で計測したところ，レーザーの実際の中

心波長は405nm，半値幅５nmであった。ロング・

パス・フィルターをかけ，470から900nmのV-LIF

を分光して取得するシステムを試作した（図１）。

励 起 光 源 は レーザーユ ニット S U-61C

-405-40（オーディオテクニカ），レーザーユニット

駆動用電源SUP-60M（オーディオテクニカ）を用

いた。レーザー電源はDC＋9Vの設定で用いた。

レーザーは材料に対して45度の角度で照射し，レー

ザーユニット先端から材料のレーザー照射部までの

距離は1.5㎝とした。材料からの蛍光は暗箱中に取

り込んだファイバーの先端で受光した。受光部には

励起光を遮蔽するため470nm以下の光を遮断する

短波長カットフィルターVIS470nmφ25（朝日分

光）を組み込んだ。受光部は材料の上部45度の角度

に設置し，その距離は4.5㎝とした。レーザーの出

力は，光パワーメーター（日置電気）を用いて測定

したところ，土壌表面において28mW/㎠だった。

スペクトル解析にはマルチチャンネル検出器

PMA-11（C7473-36，浜松ホトニクス）を用いた。

分析対象は470-900nmの可視～近赤外領域の蛍光

スペクトルである。PMA-11の検出データは２nm

間隔に変換した。２nm間隔のスペクトルの隣り合

う５波長の移動平均をとり，これを１サンプルから

得られる蛍光スペクトルとして解析に用いた。

一次微分値を用いたPLS回帰分析（Partial
 

Least Squares Regressions）によるスペクトル解

析を行った。蛍光の微分値（100ポイント）を説明

変数とするPLS回帰分析をした。PLS回帰分析は，

Wold（1975）により開発されたケモメトリクス手

法で，説明変数間の相関が高い場合でも，それらを

潜在変数と呼ばれる中間変数に集約した上で分析を

進める。そのために多重共線性があるデータでも安

定したパラメータの推定ができ，有効な回帰モデル

が得られる特徴を持った分析法である。また，分光

データのように独立変数が目的変数（化学分析デー

タ数）に比べて多い場合に有効な手法である。ここ

で用いた統計分析ソフトウエアはExcel多変量解

析ver.6（㈱エスミ）である。最適な潜在変数と回

帰係数はクロスバリデーション法（推定と 正を同

時に実施する方法）を用いて決定した。

PLS回帰による推定は，蛍光微分値の偏差に回

帰係数を乗じた数値の和に全サンプルの平均値を加

えることで算出される。その式は以下の通りである。

Ŷ ＝b x －x ＋b x －x ＋...b x －x ＋y

・ Ŷ ＝推定値（従属変数，サンプル番号１～n）

・ x ＝説明変数（蛍光の微分値，１～m）

・b ＝PLS回帰係数（１～m）

・y：平均値（サンプル番号１～nの平均値）

結果および考察

V-LIFで取得した蛍光スペクトルと微分スペク

トルの例を図２に示した。２nm間隔の値をもとに

スペクトルをとると，470nmから800nm後半にか

けての範囲に蛍光が見られた。また，520nmと570

nm付近に特にピークが検出された。この蛍光は多

くの有機化合物が発する領域であり，土壌中の有機

物によるものと考えられる。可給態窒素や可給態リ

ン酸などに関係が深い土壌中の腐植の量を反映した

ものと推察されるので，スペクトル解析を進めるこ

とにした。

Milori et al.（2006）は，LIFスペクトルの積分
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図１ 紫レーザー励起蛍光スペクトル計測システム
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図２ 風乾土壌から得られた紫レーザー励起蛍光スペクトル

図３ 可給態窒素の推定

潜在変数：５，y＝x－（9E－14），Ｒ ＝0.828

図４ 全窒素の推定

潜在変数：４，y＝x－（3E－14），Ｒ ＝0.861

図５ 全炭素の推定

潜在変数：４，y＝x＋（E－13），Ｒ ＝0.889

図６ C/N比の推定

潜在変数：４，y＝x－（3E－12），Ｒ ＝0.699
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値を用いて土壌有機物や腐食化程度の推定をしてい

る。その報告を参考にして蛍光の積分値を用いて推

定すると，決定係数は，全炭素，全窒素，可給態リ

ン酸では0.4，C/N比では0.3，可給態窒素では0.2

程度と実用性は極めて低いことがわかった。また，

比 的強い蛍光が検出される500nm以上の蛍光を

50nmずつ分割して積分値を用いても推定力は向上

しなかった。

他方，微分値を用いてPLS回帰をすると，可給

態窒素（図３），全窒素（図４），全炭素（図５）に

おいて高い推定精度が得られ，またそれらよりも推

定精度は低いものの，可給態リン酸（図７），C/N

比（図６），CEC（図８）の推定も可能なことが示

唆された。

決定係数は全炭素（0.889），全窒素（0.861），可

給態窒素（0.828），C/N比（0.699），陽イオン交

換容量（0.651），可給態リン酸（0.611）の順で高

い数値を示した。可給態窒素，全炭素，全窒素を従

属変数としたとき，決定係数は0.82以上と高い数値

を示した。井上ら（1991）は風乾土壌を粉砕しただ

けのサンプルを用いて，近赤外反射分光分析法によ

る土壌中の全窒素，全炭素及び抽出有機態窒素の測

定を試みたが，抽出有機体窒素だけは推定できな

かった。それに対して，本報告のV-LIFのスペク

トルをもとにしたPLS回帰の結果は，いずれも極

めて良好だった。PLS回帰分析はケモメトリクス

（尾崎ら，2002）の手法の一つであり，植生などの

生態系の評価に用いられている（井上ら，2008）。

このV-LIFスペクトル分析の結果は，風乾土壌の

粉砕サンプルから可給態窒素，全窒素，全炭素，可

給態リン酸，CECなどの地力にかかわる化学形質

がおおまかではあるが推定できることが示され，低

環境負荷型化学分析法（green chemistry）として

も発展性があると考えられた。

可給態リン酸を従属変数としたときの決定係数は

0.611であった。可給態リン酸の簡易推定法の試み

として，高感度反射式光度計を用いた簡易推定法

（茨城県農業総合センター，2002）があり，可給態

リン酸の定量値と推定値の相関における決定係数は

0.82と本実験よりも高い数値を示している。本実験

におけるLIFの手法はサンプルの土壌が異なるの

で直接比 はできないが，これと比べ精度は落ちる

ものの抽出等の前処理の必要が無く，多項目を同時

に推定できるという利点があるため，今後は精度を

向上させることが課題である。

可給態リン酸とCECは有機物の量と粘土鉱物の

質と関係が深いので，これらの推定結果は有機物由

来の蛍光がV-LIFに反映していると考えられる。

土壌表面は粉砕しても粗であるため，この推定精度

を向上するためには工学的な改善も必要と考えられ

る。レーザー照射面積の拡大ができる簡単なサンプ

ル回転台を設置したところ，計測できる土壌表面の

領域を大幅に拡大でき，測定値が安定したので，さ

らに検討する必要がある。また，多重波長励起法

（杉山ら，2010）による蛍光指紋も有望な手法と考

えられ，今後検討の余地がある。

C/N比を従属変数とした時，決定係数は0.699と

比 的高い値を示した。C/N比はそれぞれの定量

図７ 可給態リン酸の推定

潜在変数：３，y＝x＋（2E－13），Ｒ ＝0.611
図８ 陽イオン交換容量の推定

潜在変数：３，y＝1.028x－0.899，Ｒ ＝0.651
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値の比から算出するのが一般的であり，その数値自

体を直接推定するという試みはほとんどない。本実

験の結果から，V-LIFを用いたC/N比の直接推定

の可能性が示された。これは，堆肥等の有機質肥料

の堆肥化の指標としても重要であり（久馬編，

1997），水耕栽培の安定性を左右する溶液中のC/N

比の推定・制御にも応用できると考えられた。また

紫の波長だとファイバーで伝送して計測器に導入で

きるので，計測装置の低コスト化と情報集中処理に

有望と考えられるので，継続して調査中である。

この試験結果から，黒ボク土壌では乾土100ℊあ

たり数㎎しか含まれない可給態窒素量～数％の炭素

までの広い範囲の化学的形質が迅速かつ簡便に多項

目計測するための基礎的知見を得られたと考える。

次のステップとして，土壌微生物集団の資源利用に

関する表現型やメタゲノム解析による遺伝子型の多

様性の解析の結果を，土壌可給態窒素量などの化学

形質と照らし合わせることが課題の一つである。つ

まり，土壌の化学性と生物性の評価を同時に行うこ

とによって低環境負荷型の作物生産の追及ができる

と考えられる。
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Summary
 

A new system of violet laser induced fluorescence(V-LIF)was developed for monitoring the potential
 

soil productivity.The excitation wavelength was 405nm by CW laser and fluorescence data from 470 to
 

900nm were detected by compact multichannel spectrophotometer. The dried samples of Andosol soil
 

were prepared from 30 points at the cool upland fields in the eastern part of Nagano prefecture. The
 

contents of available nitrogen, total nitrogen (N), total carbon(C), C/N ratio, available phosphate and
 

cation exchange capacity(CEC)were estimated by spectrum analysis.From the results of partial least
 

squares regression, the first derivative values of fluorescence spectrum were useful to estimate the
 

available nitrogen,N,C,C/N ratio,available phosphate and CEC in the soil.The V-LIF suggested to be
 

affected by the organic carbon compounds in the soil and to have the information for upland soil
 

productivity of Andosol.
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