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研究成果の概要（和文）：　ベトナム中部沿岸農業地帯の地下水汚染は高濃度のアンモニアあるいは硝酸態窒素
によって汚染されていた．形態別窒素安定同位体比分析によってその原因を調べたところ，生活排水もしくは家
畜ふん尿の混入が主因だとわかった．土壌中の窒素循環に関わる機能遺伝子の種類は農地や時季で大きく異なっ
たが，地下水汚染との関係は判然とせず，窒素循環機能遺伝子の構成が地下水汚染に直接的に重大な影響を及ぼ
している訳ではないと示唆された．また，上流域からの流出，河道流，地下水流動を一体的に再現できる水・物
質循環モデルを構築し，対象流域の地下水窒素動態を解析できる可能性を示した．

研究成果の概要（英文）：In the downstream agricultural areas of Central Vietnam, high concentrations
 of NH4-N and NO3-N were found in groundwater. Results of 15N natural abundance of different 
nitrogen forms indicated that the groundwater contamination was attributed to unintended inflow of 
livestock wastes and/or domestic wastewater. Soil functional genes related to the nitrogen cycle 
were largely different between farms and dry/rainy seasons and were not clearly linked to the 
groundwater contamination, suggesting that the composition of nitrogen-cycling genes does not 
directly have a significant influence on the groundwater contamination. Moreover, we developed an 
integrated water and material circulation model composed of rainfall-runoff, unsteady river flow and
 groundwater models for analyzing the nitrogen dynamics in groundwater of the study areas.

研究分野： 地域環境工学，土壌肥料学

キーワード： 窒素　地下水汚染　安定同位体比　国際情報交換　微生物機能

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 ベトナムフエ省Huong川下流左岸に位置す
る Quang Thanh 社には，農薬や化学肥料の使
用量を減ずる「安全野菜」栽培圃場（QA地区）
と慣行野菜栽培圃場（QB 地区）がある．また，
同川下流右岸に位置する Phu Mau 社では冬季
に花栽培，それ以外は野菜栽培を行っている
（P地区）．前田ら（2014）は Quang Thanh 社
の浅層地下水で硝酸態窒素（NO3-N）あるいは
アンモニア態窒素（NH4-N）濃度が高いことを
報告した．しかしその原因はいまだ特定され
ていない． 
 一般に，農地周辺の地下水汚染は NO3-N に
よる場合が大半である．NH4-N は土壌に吸着
されやすいため，本事例のように地下水中で
高濃度になることは稀である．高濃度 NH4-N
汚染の理由として，同地域が砂質土壌，高降
水量，低地下水位であるため，①畑地に過剰
施用された肥料，有機質資材が溶脱した，②
処理が不十分なヒト・家畜し尿が混入した，
③地域に特有な窒素循環などによって NH4-N
が生成されたなどの可能性が考えられ，地下
水汚染機構の解明が急務である． 
 
２．研究の目的 
 本研究では，ベトナム中部沿岸ラグーン周
辺の農業地帯を対象に，(1)DNA マイクロアレ
イ法などを用いて窒素循環に関わる微生物
の活性や機能を網羅的に調べるとともに，
(2)化学形態別窒素安定同位体比分析によっ
て，ベトナム中部沿岸地域における地下水の
高濃度 NH4-N 汚染機構を解明した．次いで，
(3)同地域を含むフォーン川下流域の低平地
流域における水および物質の循環を推定・予
測するための数値計算モデルの開発を行っ
た． 
 
３．研究の方法 
(1)各種活性試験および分子生物学的手法を
用いた窒素循環機能の網羅的解析 

①土壌中の硝化活性および関連微生物群の
解析 

 調査は，QA，QB，P地区において，2015 年
および 2016 年の乾季と雨季に実施した．現
地で採取した表層土（0-10cm）を氷冷下で持
ち帰り，硝化活性試験と硝化微生物群の解析
に供した．硝化活性試験では，20 mg N L-1

のNH4-Nを含む培地を入れた300 mL容三角フ
ラスコに土壌 10 g-wet を加え，28℃，120 rpm
で回転振とう培養を行い，無機態窒素濃度の
経時変化を調査した．硝化微生物群の解析で
は，土壌より抽出した微生物 DNA に対し，ア
ンモニア酸化古細菌（AOA）およびアンモニ
ア酸化細菌（AOB）の amoA遺伝子，Nitrobacter
及び Nitrospiraの 16S rRNA 遺伝子を標的と
する定量 PCR 法，AOB の amoA遺伝子を標的と
した PCR-DGGE 法，窒素代謝遺伝子を網羅的
に検出するDNAマイクロアレイ法による解析
を行った． 
②土壌中の微生物叢の鉛直分布の解析 

 2016 年の乾季と雨季に，QA，QB，P地区の
複数の農地から深さ 0-10 cm，100-120 cm，
140-160 cm，180-200 cm の土壌試料を採取し，
16S rRNA の V4 領域を標的としたアンプリコ
ンシーケンス解析を行い，真正細菌と古細菌
を含む微生物群集の構成を調査した．得られ
た塩基配列は相同性 97%を閾値として
Operational taxonomic Unit（OTU）に分類
し，微生物構成を解析した．また，試料間に
お け る 微 生 物 群 集 構 成 の 比 較 は ，
Bray-Curtis 指数を用いたクラスター解析及
び主座標分析によって行った． 
(2)化学形態別窒素安定同位体測定に基づく
農地・地下水系における窒素動態および地
下水 NH4-N の由来解析 

①形態別δ15N 分析法の開発 
 PTFE トラップ（NH4-N 拡散法）とデバルタ
合金（NO3-N 還元）を用いた前処理手法の適
用条件を検討した．全窒素（TN）については
ペルオキソ二硫酸カリウム分解後に NO3-N と
同様の前処理を行った． 
 安定同位体質量分析計（FLASH2000–DELTA V 
ADVANTAGE, Thermo Scientific）で窒素安定
同位体を測定するには，試料が50～200 μg N
を含む必要がある．NH4-Nを回収するために，
2 M H2SO4 20 mL を含むガラスろ紙を PTFE テ
ープで包んだ NH4-N トラップを作成した．0
～40 mg L-1の NH4-N および同濃度の NO3-N を
含む溶液をバイアルびんに分取し，NaCl，
PTFE トラップ，MgO を添加後，40℃，90 rpm
で 24 時間振とうした．ただし，従来法では
72 時間振とうを推奨している．その後，PTFE
トラップを新しいものに取り替え，デバルタ
合金を添加後，さらに 24 時間振とうした．
回収した PTFE トラップはデシケータで 3 日
間乾燥した．PTFE トラップの NH4-N 回収量を
調べるため，酸性ろ紙に超純水を添加し 120 
rpmで1時間振とう後，NH4-N溶出量を調べた．
有機態 N回収率を検討するため，0～4 mg N L-1

のグリシンあるいはアラニン溶液をアルカ
リ性ペルオキソ二硫酸カリウム分解した後，
PTFE トラップ，デバルダ合金を添加し，24
時間振とうした．なお本試験では，ペルオキ
ソ二硫酸カリウムの添加で十分に塩類濃度
は高くなっていると考え，NaCl は添加しなか
った．また，前処理過程における同位体分別
を調べる目的で，NH4-N，NO3-N，アラニン溶
液について前処理前のδ15N 値を比較した． 
②安定同位体を用いた地下水窒素汚染機構
の解明 

 化学形態別 N回収法を用いて，ベトナム中
部沿岸農業地域 QA，QB，P地区における地下
水 N汚染源の解明を試みた．2016 年 6月（乾
季），11 月（雨季）に，QA地区 4地点（Di 氏
1，Di 氏 2，N 氏，H 氏），QB 地区 3 地点（S
氏，M氏，T氏），P地区 3地点（Du 氏，A氏，
Q 氏）の井戸から地下水を採取した．酸化還
元電位（Eh），大腸菌（群）は現地，化学形
態別 N，SO4-S 濃度および形態別δ15N，SO4-S
のδ34S 値は日本国内で分析した． 



(3)沿岸農業地域における地下水流動モデル
の開発 
フエ市街地内を流下するHuong川下流域の

低平地域における水および物質循環を再現
することを目的として，上流の山地域から下
流部への流出を表現する降雨－流出モデル，
主に下流平野部の河道流の挙動を表す不定
流モデル，市街地・農地を含む下流域におけ
る地下水流動モデルと物質移動モデルとを
組み合わせることにより，対象流域の水・物
質循環モデルを構築した． 
各モデルの概要は以下のとおりである． 

①上流域からの流出 
上流側の山地流域からの流出は，貯留型流

出モデルの一つである長短期流出両用モデ
ルを用いた．このモデルは，構造は菅原によ
って開発された４段タンクモデルと類似し
ているが，最上段の第１段タンクが上層と下
層との２層に分かれていること，地表面から
地下への浸入を表す第１段タンク上層から
下層への水の移動が，下層の水面上部の空き
容量に比例する点が従来のタンクモデルと
異なっている． 
②河道流 
次式で表される１次元不定流式に基づく

差分モデルで計算を行う． 

 
ここに，H：水位，Q：河道流量，B：水面幅，
A：流水断面積，R：径深，q：単位流路長あ
たりの横流入量，n：Manning の粗度係数，
x：距離，t：時間． 
③地下水流 
２次元不圧地下水流れの運動方程式を有

限要素法による数値解法により計算を行う．
基礎式は次式の通りである．  

 
 
 

 

図 フォーン川下流域の有限要素網 

 
ここに，S：貯留係数，rq：降雨・蒸発など上
からの補給強度（涵養強度），h：地下水位，
hr：河川水位，Txおよび Ty：それぞれ x およ
び y 方向の透水量係数． 
地下水流動モデルの構築には，Shuttle 
Radar Topography Mission（SRTM）による
数値標高データと Google Map による地形図
を基に地理情報システム（GIS）によって構
築した有限要素網を用い，また，河道流モデ
ルの構築にも，GIS によって整理した地理情
報を用いた． 
 
４．研究成果 
(1)各種活性試験および分子生物学的手法を
用いた窒素循環機能の網羅的解析 

①土壌中の硝化活性および関連微生物群 
 硝化活性試験の結果，土壌試料ごとにアン
モニア態窒素の減少速度は異なったが，いず
れの試料においても亜硝酸態窒素が蓄積す
ることはなく，亜硝酸酸化は速やかに進行し，
アンモニア酸化が硝化の律速反応であるこ
とが確認された．実験結果からアンモニア酸
化速度を算出したところ，0.20～11.0 mg N L-1 
d-1であり，季節（乾季／雨季）や農業形態に
よる明確な傾向はみられなかった． 
 2015 年に採取した試料に対して，硝化に関
与する微生物群の定量解析を実施した結果，
AOA の amoA 遺伝子は 1 試料を除き検出され，
定量値は 8.3×105～8.7×107 copies g-1であ
った．AOB の amoA遺伝子はすべての試料で検
出され，定量値は 4.5×103～2.2×106 copies 
g-1 で あ っ た ． Nitrobacter 属 お よ び
Nitrospira 属の 16S rRNA 遺伝子は，それぞ
れ全試料および1試料を除く全試料で検出さ
れ，それらの定量値は 7.0×103～1.5×106 
copies g-1および 4.3×104～4.1×106 copies 
g-1であった． 
 これらの結果および土壌性状の測定結果
を基にして硝化活性に影響を及ぼす因子に
ついて調査を行った結果，硝化活性は土壌 pH
および AOB の amoA 遺伝子数と有意な正の相
関を有することが確認された．また，pH と
amoA 遺伝子数との間にも有意な正の相関が
見られた．これらの結果から，調査地の土壌
における硝化活性は，pH に影響される AOB 数
に依存しており，酸性 pH では活性が低くな
ることが示唆された． 
 また，土壌の硝化活性に対する AOB の重要
性が明らかにされたため，PCR-DGGE 法により
種構成を調査したところ，調査地の土壌では
Nitrosospira が普遍的に優占しており，
Nitrosomonas の存在は一部の土壌や時季に
限られることが明らかとなった． 
 また，DNA マイクロアレイを用いて，窒素
循環の全体に関わる機能遺伝子を調査した
結果，土壌中に存在する機能遺伝子の種類は



農地や時季で大きく異なることが明らかと
なった． 
②土壌中の微生物叢の鉛直分布 
 調査地域の複数の農地での異なる深度よ
り採取した 31 試料を対象として 16S rRNA ア
ンプリコンシーケンスを実施した結果，各試
料において 36,705～56,218 リードの塩基配
列が得られ，それらは 61,276 の OTU に分類
された． 
 得られた OTUs を門レベルで分類し，各試
料中において優占する微生物について調べ
た結果，多くの試料において Proteobacteria
門が最も優占したが（19.5～57.5%），表層土
壌では Bacteroidetes 門（3.5～16.0%）や
Firmicutes門（2.1～35.8%）も高い優占度を
示した．また，Acidobacteria 門も比較的優
占度が高く（2.8～31.4%），100-120 cm の深
さより採取した一部の試料で最も優占した．
また，100-120 および 140-160 cm の深さでは，
Chloroflexi門（2.4～14.8%）や Nitrospirae
門（3.5～11.3%）の優占度も比較的高くなっ
た．さらに，深度が高くなるにつれて古細菌
の優占度も上昇し，一部の農地では 140-160 
cmにおいてCrenarchaeota門が最優占となっ
た．すなわち，深度によって優占する微生物
門が異なることが示唆された． 
 また，微生物叢全体の構成を試料間で比較
した結果，門レベルの解析では，表層土壌
（0-10 cm）では農地および時季によらず類
似の微生物群集構成を有しており，また，一
部の農地の 140 cm 以深でも類似の構成であ
ることが確認された．同様の傾向は OTU レベ
ルでの比較においても確認された．以上の結
果から，調査地の土壌中においては，優占す
る門だけでなく，微生物叢全体の構成も深度
によって大きく影響を受けていることが明
らかとなった． 
(2)化学形態別窒素安定同位体測定に基づく
農地・地下水系における窒素動態および地
下水 NH4-N の由来解析 

①形態別δ15N 分析法の開発 
 PTFEトラップを用いて水試料中NH4-Nおよ
び NO3-N 回収を試みたところ，0.25～20 mg L-1

で回収率はほぼ 100％であった．このことか
ら，回収時間を従来法の 72 時間から 24 時間
に短縮可能であることがわかった．一方，無
機態窒素無添加の場合でも残液中に 0.02 mg 
L-1程度の NH4-N が検出され，低 N濃度で溶液
量が多い場合は周辺大気からの混入が無視
できない． 
 TN については，0.25～3 mg L-1で回収率が
ほぼ 100％であり，NaCl の添加は不要と判断
した．しかし，2 mg L-1 試料については，溶
液量によって回収率にバラツキが生じた．こ
れはPTFEトラップの最大N回収量を90 μg N
以下にすれば回避できた． 
試薬および PTFE トラップ回収試料の N 安定
同位体比の測定結果を比較したところ，その
差は最大でも 0.2‰であり，本法における同
位体分別はないといえる． 

②安定同位体を用いた地下水窒素汚染機構
の解明 

 Quang Thanh 社の地下水 TN 濃度は QB 地区
で QA 地区より高い傾向にあった．また，形
態別にみると，QA 地区では乾季，雨季ともに
NH4-N が主体であった．QB 地区の M 氏，S 氏
圃場では乾季は NH4-N が高く，雨季は NO3-N
が高かった．ただし，QB 地区の T氏圃場は季
節によらず NO3-N が高かった．P 地区の地下
水は季節によらず NO3-N が高かった． 
 QA 地区で施用されている肥料の割合から，
地下水に移行する N のδ15N 値を計算すると，
+4.1～+8.3‰であった．これは同地区地下水
のδ15N 値に近く，施用 Nを反映していた．同
地区では，地下水の Eh が低く，還元的であ
ったため NH4-N が残存していたと考えられる．
また，SO4-S 濃度が低く，SO4-S のδ34S 値が高
いことから，硫酸還元により H2S が発生した
ことが示唆された．QB 地区では，地下水 NH4-N
のδ15N 値は QA 地区に比べて有意に高く，大
腸菌が検出された．このことから，生活排水
か畜産排せつ物による N 汚染が推測される．
QB地区では雨季にNO3-N濃度の上昇にともな
って NH4-N 濃度が減少し，NH4-N のδ15N 値が
上昇した．このことからは，地下水または土
壌中での硝化が示唆される．P 地区ではδ15N
値，δ34S 値ともに季節変動はなく，汚染源の
値を反映していると考えられる．また，大腸
菌が検出されたことから，地下水に堆肥もし
くは生活排水が流入したと示唆された． 
(3)沿岸農業地域における地下水流動モデル
の開発 

 本研究で構築したモデルを用いた数値実
験により，上流域からの流出，河川水，地下
水の挙動を一体的に再現できることを確認
した． 
また，この水循環モデルを，現地で収集し

た水文データに適用して地下水観測点にお
ける地下水変動パターンの再現を試みた．現
地での収集データに制約があったが，対象地
域における地下水流動と，窒素などの物質の
挙動を再現するための基礎的知見を得た． 
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