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研究成果の概要（和文）：琵琶湖湖水中の硝酸の三酸素同位体異常を利用して湖内の硝化速度や同化速度を求
め、従来法である培養法で得られる各深度の同化速度と比較した。その結果、三酸素同位体異常から求める同化
速度は、培養法の同化速度と比べて夏季に過大、冬季に過小評価となることが明らかになった。また、年平均で
20パーセント程度小さく見積もられることも明らかになった。培養法は観測時の瞬間的な速度を反映するもので
あり、観測が主に夏季や静穏時に行われることを反映したものと考えられる。つまり、硝酸の三酸素同位体異常
を利用した方が、より簡便で、それでいてより信頼度の高い湖内の平均的な硝化速度や同化速度が求められる。

研究成果の概要（英文）：Vertical distributions of both concentrations and the O-17-excesses of 
nitrate were determined four times during one year within the mesotrophic water column of Lake Biwa.
 By using both the deposition rate of atmospheric nitrate onto the entire surface of the lake and 
the influx/efflux of 　nitrate via streams, we quantified the annual dynamics of nitrate (gross 
production rate of nitrate through nitrification and gross metabolic rate of nitrate through 
assimilation)　based on the O-17-excess method. The results revealed that 642 Mmol of the 
remineralized nitrate was supplied into the water column through nitrification in the lake on an 
annual basis, while 810 Mmol of nitrate was metabolized in the lake through assimilation. In 
addition, the total metabolic rates of nitrate varied seasonally, with the highest rates in summer 
and the lowest in winter. We concluded that the O-17-excess method reliably estimates the dynamics 
of nitrate in mesotrophic lakes.

研究分野： 同位体地球化学

キーワード： 硝酸　三酸素同位体　硝化速度　同化速度　窒素循環　湖沼　海洋　環境
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研究成果の学術的意義や社会的意義
硝酸は、植物プランクトンが行う光合成に必須の栄養塩として代表的なもので、各湖沼に対する硝酸の供給速度
は、水質や基礎生産量、生態系構造などを大きく左右する。一般の湖沼水中の硝酸の大部分は、湖内に生息する
微生物から、硝化と呼ばれる反応を通じて供給される。硝化は季節や深度に応じて大きく変化するため、実測は
きわめて難しかったが、研究はこれを容易にした。今後は、琵琶湖をはじめとした多くの湖沼や海域で、総硝化
速度を定期的に観測し、その長期変化をモニタリングすることが可能になるため、世界各地の湖沼や沿岸海域で
進行しつつある富栄養化や、生態系構造変化の原因究明に貢献することが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

１．研究開始当初の背景 
 
(1) 湖沼の窒素循環とその重要性について 
硝酸 (NO3–) は代表的な窒素栄養塩であり、多くの湖
沼で一次生産 (光合成) を制限する。このため、多くの
湖沼やその流入河川で、NO3–濃度の観測が高頻度で
行われている。しかし、湖沼水中の NO3–には多様な供
給・除去過程が混在しており (Fig. 1)、NO3–濃度の観測
結果は幾通りにも解釈出来てしまう。各湖沼の一次生
産量や生態系構造の制御因子を正しく把握し、富栄養
化や無酸素水塊形成、水質劣化等の諸問題を解決に
導くには、各湖沼水に対する各 NO3–供給速度の把握、
特にその時空間変化の把握が必要不可欠である。 
一般の湖沼では、湖内の有機体窒素 (Org-N) を起源
として、微生物が担う硝化反応を通じて湖水中に供給さ
れる NO3– (以下これを NO3–reとする) が多くを占めてお
り、 これに河川や大気沈着を通じて湖外から供給される NO3–が加わる (Fig. 1)。このうち、河川経由の
NO3–供給速度と、大気沈着経由の NO3–供給速度は比較的簡単に実測できる。しかし、硝化経由の
NO3–供給速度 (＝硝化速度) は実測が難しく、以下に示すような煩雑な観測が必要になる。 
まず各水深から採取した水試料に 15Nで標識したアンモニア (15NH4+) を添加し、採取場所と同環境下
で数時間から数日培養した上でNO3–の 15N/14N比を測定し、この培養期間中の 15NO3–増加量から各水
深の硝化速度を算出し、これを水柱積分することで、ようやく湖沼全体の硝化速度が求められる 1)。ただ
し、こうして求められた硝化速度は、観測時の「瞬間値」に過ぎない。硝化速度は時間変動している可能
性があり、その年間平均値が必要となる場合には、上記の観測作業を時刻や季節を変えて繰り返し、求
められた速度を平均化する必要がある。その一方で、培養は容器等へ隔離して行う必要があり、その結
果容器内の物理・化学・生物環境は必然的に現場とは異なるものになるので、得られた硝化速度は不
正確である。このため、硝化速度が年間を通じて実測されることは稀であり、多くのモデル計算では、何
らかの仮定に基づく推定値や、全く別の環境下で測定された硝化速度を転用することが多かった。 
これに対して我々は、大気沈着を通じて湖沼に供給される NO3– (NO3–atm) の中の酸素 (O) の自然同
位体比 (16O、 17O、 18O の相対存在比) が特徴的な値を示す 2)、3) ことに着目し、これを湖沼の硝化速
度定量化に活用出来るのでは無いかと考えた。 
 
(2) NO3– の自然同位体比について 
自然同位体比の大小は、基準物質の自然同位体比との間の相対値である「δ 値」で表記され、18O/16O
比を例にとると、その δ値 (δ18O値) は、以下の式で定義される 4)。 

δ18O = RX/RSTD – 1  [1] 

ここで、RXは対象となっている物質の 18O/16O比、また
RSTD は基準物質  (VSMOW と呼ばれる海水 ) の
18O/16O 比を表す。17O/16O 比を表す δ17O 値も同様に
定義される。δ値はそのままでは、きわめて小さい数値
となるので、1000倍に拡大した上で、これに「‰ (パー
ミル、=10–3) 」を付記することが多い。自然界に存在
するいろいろな含酸素分子の δ18O 値や δ17O 値を‰
レベルで測定すると、有意な変動が見られる (Fig. 
2)。これは、自然界で進行する化学反応や相変化の
反応速度定数が、同位体分子 (例えば 14N16O3–、 
14N16O217O–、 14N16O218O–など) 毎に微小に異なるか
らであり、同位体分別 (isotope fractionation) と呼ば
れる。 
地球上の大部分の含酸素分子は、この Fig. 2 上で原
点を通る直線上に分布していることが確認されてお
り、この直線は MDFL (Mass-Dependent Fractionation 
Line) と呼ばれている。これは一般の化学反応や相変化に伴う同位体分別が、MDF (Mass-Dependent 
Fractionation) と呼ばれる種類の同位体分別によって引き起こされているからであり、MDF が発生する
際の δ17O値の変化に対する δ18O値の相対的な変化は、以下の式 [2] で表すことが出来る 5)。 

ln(1 + δ O17 ) = β × ln(1 + δ O18 )             [2] 

ここで β は比例定数を表す。この式 [2] に対して近似式を適用して簡略化すると、以下の式 [3] とな
る。 

Fig. 1 湖沼における NO3–を中心とした窒素循環系の模
式図。 

Fig. 2 大気から沈着する HNO3 (NO3–atm) およびその
他の地球上の含酸素化合物の酸素同位体比分布。 



 

 

δ O17 = β × δ O18                  [3] 

β として、式 [2] の場合は 0.52796) を、また式 [3] の場合は 0.527) を使用する。 
ところが、大気中で酸素 (O2) からオゾン (O3) が生成
する反応は例外で、O3 の酸素同位体比はMDFLから
が大きく逸脱する 7)。このため、大気中の一酸化窒素 
(NO) が O3と反応することで生成する HNO3 (NO3–atm) 
も、この MDFL から大きく逸脱する (Fig. 2)。この逸脱
の大きさを、以下に示す式 [4]で定義される Δ17O 値を
用いて定量化すると、日本を中心とした中緯度帯にお
ける NO3–atmの平均 Δ17O値は、+26 ‰となることが知ら
れている 3)、8)。 

∆ O =
1 + δ O17

(1 + δ O18 )
β

− 1、             17 [4] 

一方、硝化により生成する NO3-re中のOは、MDFL上
に位置する O2もしくは H2O に由来し、さらにそれが生
成する反応過程で起きる同位体分別は MDFなので、NO3-reは必ずMDFL上に位置する (Fig. 2)。つ
まり、NO3-reの Δ17O値は 0 ‰である。従って、NO3-atmが地表に沈着し、そこで NO3-reと混合すると、その
混合比に応じて Δ17O 値は減少する (Fig. 3)。一方 NO3–が、地表環境中で同化や脱窒と言ったような
同位体分別を受けるとその δ17O 値や δ18O 値は変化するが、地表環境中の同位体分別は MDF なの
で、Δ17O 値は変化しない (Fig. 3)。つまり、同化や脱窒などの同位体分別過程の有無に依らず、NO3–

の Δ17O 値から、その中に含まれる NO3-atm と NO3-re の混合比を算出することが出来るし、NO3-濃度と
Δ17O値から、NO3-atm濃度を算出することも出来る。 
 
２．研究の目的 
本研究では、湖水中の溶存するNO3–についてこの三酸素同位体異常 (Δ17O値) を測定し、ここから湖
内の NO3–の総硝化速度 (ΔNnit) や総同化速度 (ΔNassim) 算出に挑戦する。流入・流出河川による物
質収支が無視出来る閉鎖的な湖沼中に溶存する NO3–

の平均Δ17O値 (Δ17Olake) は、その湖沼に対して大気沈
着を経て供給される NO3– (NO3–atm) と、湖沼内部の硝
化反応を経て供給される NO3– (NO3–re) の供給速度比
を反映するので、NO3–atm の沈着速度 (ΔNatm) が既知
量なら、Δ17Olakeから湖内の ΔNnitを定量化出来る 9) (Fig. 
4)。さらに、ΔNnitと ΔNatmが求まれば、湖水中の全 NO3–

量とのバランスから、湖水から除去された NO3–量 
(ΔNmetab) も求めることが出来る 9) (Fig. 4)。ここで ΔNmetab

とは、一次生産に伴う NO3–除去量である NO3–同化量 
(ΔNassim) と、硝酸呼吸 (異化的硝酸還元反応) に伴う
NO3–除去速度である脱窒量 (ΔNdenit) の和であるが、
一般の湖沼であれば ΔNassimは ΔNdenitより遥かに大きい
ので、求めた ΔNmetabは ΔNassimに近似出来る。また、流
入・流出河川による NO3–流出入が無視出来ない開放的
な湖沼の場合は、流入・流出河川による NO3–流出入量
と平均 Δ17O 値を実測して補正することで、同様に ΔNnit

やΔNassimを定量化出来るはずである。そこで、日本を代
表する湖沼である琵琶湖をフィールドに湖水と河川水中
の NO3–濃度と Δ17O 値を実測し、これに観測や大気化
学輸送モデルから求めた ΔNatmを適応することで、ΔNnit

や ΔNassimを定量化する 9)。また、同時に従来法 (15N ト
レーサー法) を用いてΔNassimを見積もり、結果を比較す
ることで、新手法の信頼性 (確度) や従来法の問題点
を評価する。さらに海洋環境への応用も試行する。 
 
３．研究の方法 
琵琶湖の主要流入・流出河川と、湖内二箇所の定点
で、同一年に計 4回 (3月、6月、8月、10月) に渡って
水試料を採取し、NO3–の濃度と Δ17O 値を測定した 8)、

10)、11)。湖内の定点では、各層で水試料を採取し、NO3–

の濃度と Δ17O 値の鉛直分布を求めた。なお、便宜上、

Fig. 3 NO3–atm と NO3–re (各々太線で領域を示した) の
δ17O 値と δ18O 値の関係。 

Fig. 4 流出・流入河川の影響が無視出来る湖沼における
NO3

–を中心とした窒素循環模式図と、観測インターバル 
(t=0 より t=t) 間に硝化により湖水中に加わった NO3–量 
(ΔNnit) や同化や脱窒により湖水中から除去された NO3–

量 (ΔNmetab) と湖沼内の NO3–の総量 (N0 および Nt) お
よびその Δ17O 値 (Δ17Ototal) との関係。 

–––––––––––––––– = –––––––– [5]
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Fig. 5 正味河川流入 (ΔNin-ΔNout および ΔAin-ΔAout)、大
気沈着 (ΔNatm) 、硝化 (ΔNnit)、同化および脱窒による
除去 (ΔNmetab = ΔNassim +ΔNdenit) の各プロセス別に分け
て示した、観測インターバル中の湖内の全 NO3–量 (N0 から
Nt) と、湖内の全 NO3–atm 量 (A0 から At) の時間変化。 



 

 

各観測の間のインターバル (3–6月間・6–8月間・8–10月間・10–3月間) を、それぞれ春期間・夏期間・
秋期間・冬期間と呼ぶことにする。 
まず、求めた湖水中の NO3–濃度と Δ17O 値の鉛直分布と、湖底地形を元に、各観測時の湖水中の全
NO3–量 (N) と全 NO3–atm量 (A) を求めた。次に、各河川の NO3–濃度と Δ17O値を元に、各インターバ
ルについて、流入流出河川経由で琵琶湖に正味供給される NO3–の総量 (ΔNin–ΔNout) と、流入流出
河川経由で琵琶湖に正味供給される NO3–atm の総量 (ΔAin–ΔAout) を求めた 8)。さらに、各インターバ
ルに湖面に沈着した NO3–atm量 (ΔNatm) も、湖畔の大気観測点でモニタリングされていた実測データと
モデルを元に推定した 10)。そして、各観測インターバルの開始時を Initial (t=0)、終了時を Final (t=t) と
して、この間の全 NO3–量の時間変化 (N0から Ntへ) と、全 NO3–atm量の時間変化 (A0から Atへ) が
説明出来るように、各インターバルの ΔNnitと ΔNmetabを算出した 10) (Fig. 5)。さらに、こうして求めた各イ
ンターバルの ΔNnitと ΔNmetabを積算することで、年間の ΔNnitと ΔNmetabを求めた 10)。また、同時に表面
水および水深 10 m水にそれぞれ 15NO3-トレーサー添加し、疑似現場環境下に置いた密閉透明容器中
で 24時間培養し、その間に粒子状有機物化する 15Nの速度 12)から ΔNassimを見積もった 10)。 
 
４．研究成果 
 
① 琵琶湖の硝化速度および NO3–除去速度 
求めた琵琶湖における年間の総硝化量  (ΔNnit) は
641±113 Mmol yr–1 (Mmol = 106 mol) となり、河川経由
の NO3–流入量 (ΔNin) の 3倍を超えていた (Fig. 6)。そ
の一方で、年間の総 NO3–除去量 (ΔNmetab) は 809±120 
Mmol yr–1 となり、ΔNnitと同程度であった (Fig. 6)。また
求められた、各インターバルの ΔNnit や ΔNmetab を、各イ
ンターバルの長さで割ることで、各インターバルの平均
硝化速度 (Fnit) や平均 NO3–除去速度 (Fmetab = Fassim+ 
Fdenit) を求めると、Fmetab は冬期間に一番遅く、夏期間に
一番速くなることが明らかになった (Fig. 7)。これは同化
速度 (Fassim) の季節変化、すなわち一次生産の季節変
化を反映している可能性が高い。また、各観測インター
バルの Fnit/ (Fassim+ Fdenit) 比 (つまり Fig. 7中で、各デー
タと原点を結んだ直線の傾き) に着目すると、春期間が
最小、秋期間が最大である。これは、Fassim の増減に対し
て 1-2 ヶ月遅れで Fnitが増減したことを反映したものと思
われ、湖内の一次生産で生成する有機体窒素の寿命
は、平均 1-2 ヶ月程度であることを示唆している。 
 
② Δ17O法と従来法の比較 
従来法を用いて見積もった、各水試料の Fassimは 90から
709 mmol N L–1 d–1となり、これを深さ方向に積分すると
4.0から 5.2 mmol N d–1 m–2となった (Fig. 8)。各インター
バル間はこの Fassim で一定であると仮定して年間総同化
量 ΔNassimを求めると 978 Mmol yr–1 (= 4.6 mmolNO3– m–

2 d–1) となり、Δ17O法で見積もった年間総同化量 ΔNassim 
(=ΔNmetab) である 809±120 Mmol (= 3.3 ± 0.5 mmolNO3– 
m–2 d–1) とおよそ一致した。ΔNassim (Fassim) は ΔNmetab 
(Fmetab) で近似しても問題無いこと、および Δ17O 法で求
める ΔNassim は十分信頼出来る見積値であることが証明
された。ただし季節変化の傾向は必ずしも一致せず、
Δ17O 法から求める同化速度は、培養法の同化速度と比
べて夏季に過大、冬季に過小評価となることが明らかに
なった。Δ17O 法が観測インターバルの平均的な同化速
度を反映するのに対して、培養法は観測時の瞬間的な
同化速度を反映するものであり、静穏時の湖沼が速度
見積もりの主要対象となることを反映したものと結論し
た。つまり、培養法で求める同化速度は代表値としては
不十分であり、Δ17O 法で求める方が真値として望まし
い。 
③ まとめと今後の課題 
我々が観測したのは NO3–濃度とその自然同位体組成
という現存量だけで、回数も年 4 回に過ぎないが、それ
でも年平均の硝化速度とその季節変化を定量化することに成功した。観測が行われていない、観測の
インターバルに進行する硝化や同化が定量化出来るのが、この新手法の利点である。今後は、水環境

Fig. 6 琵琶湖における窒素循環図と各 Δ17O 値、一年間
に硝化により湖水中に加わった NO3–量 (ΔNnit) や同化や
脱窒により湖水中から除去された NO3–量 (ΔNmetab) 等の
各定量値 (単位 Mmol) 8)、10)。［］内の数字は観測開始
時点 (3 月) の湖内の全 NO3–量 (単位 Mmol)。 

Fig. 7 琵琶湖における各観測インターバルの平均 NO3–除
去速度 (Fassim + Fdenit) と平均硝化速度 (Fnit) の関係
10)。 

Fig. 8 Δ17O 法で見積もった琵琶湖における各観測インタ
ーバルの平均 NO3–除去速度 (Fassim + Fdenit) と 15N トレ
ーサー法 (培養法) で見積もった各観測時の NO3–同化
速度 (Fassim) の関係 10)。各速度と y=0 の囲む領域の面
積が年間の総除去量 (もしくは総同化量) に相当する。 



 

 

中の硝化速度やその他の窒素循環速度が実測を通じて把握されるようになること、そしてこの実測に基
づく窒素循環速度が、水環境を巡る諸問題を解決へ導くことが期待出来る。 
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