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研究成果の概要（和文）：3種類の土壌に施用した重窒素標識堆肥の埋設過程における窒素の挙動および堆肥施
用土壌から逐次抽出した有機態窒素のアミノ酸組成の変化を観察した。土壌に施用された堆肥由来窒素は施用当
初は減少するが約1年後には各逐次抽出物の割合が一定となり、定常状態となる。分子量が数万Da以上の堆肥由
来の有機物は、水酸化アルミニウムや粘土鉱物との複合体として蓄積すると考えられる。蓄積した有機態窒素の
アミノ酸組成は、微生物遺体と類似しており、塩基性アミノ酸含量が多い。一方で、分子量が小さな易分解性の
有機物は塩基性アミノ酸含量が少ない。塩基性アミノ酸含量は、土壌有機物への微生物遺体の寄与率の指標にな
ると考えられる。

研究成果の概要（英文）：In this study, contribution ratios of a cattle manure compost application to
 soil organic nitrogen accumulation was quantified in three-year field experiment at different 3 
soils with 15N methodologies, and changes in amino acid composition and molecular weight 
distribution of sequential extracts of soils with compost were investigated to illuminate the role 
of basic amino acids in the soil organic matter accumulation process. Our results showed that 
nitrogen proportions among extracts of these soils became constant in a year. High-molecular weight 
organic matter of compost, which had high contents of basic amino acids similar to that of microbial
 remains, were deposited with Al-hydroxide or clay minerals at the first. On the other hand, 
low-molecular weight organic matter containing much acidic and neutral amino acids was labile. The 
proportion of basic amino acids of soil extracts is useful as a contribution index of microbial 
remains in soil organic matters.

研究分野： 土壌学
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１． 研究開始当初の背景 
 
土壌中には、多くの動物・植物遺体が存在

し、それらの一部が土壌有機物として蓄積し
ている。土壌有機物は、滞留期間が短いもの
から長いものまで多様性があり、土壌肥沃度
の向上や炭素の貯留槽としても重要な役割
を果たしている。 
 土壌有機物に含まれる窒素成分の大部分
は、固体 15N-NMR の測定結果からタンパク
質態であることが知られているが（①）、タ
ンパク質やアミノ酸は，土壌中の微生物によ
り数時間～数日のうちに分解されてしまう
ため、そのままの状態で長時間土壌中に留ま
ることは無い。近年、耕地土壌への緩効性窒
素の供給源として知られる牛ふん堆肥中の
タンパク質態窒素が腐植酸様物質と結合し
ていることが、NMR およびサイズ排除クロ
マ ト グラフ ィ ー・化 学 発光窒 素 検 出
（HPSEC/CLND）によって明らかにされた
（②）。しかしながら、堆肥中のタンパク質
様物質と腐植物質の複合体（腐植・タンパク
複合体）が土壌中でどのように蓄積し、「土
壌有機物」になってゆくのかは明らかになっ
ていない。 
 
２． 研究の目的 
 

本研究の目的は、土壌に施用された堆肥中
の有機態窒素の埋設過程における変化を観
察し、有機態窒素の土壌への蓄積機構を明ら
かにすることである。通常、土壌は負に帯電
しているため、正に帯電するタンパク質様物
質が複合体を形成しやすく、吸着力も高いた
め難分解性になることが予想される。正に帯
電するタンパク質は塩基性アミノ酸含率が
高い。そこで、本研究では、土壌中の腐植・
タンパク複合体の蓄積過程を明らかにする
ために、重窒素標識堆肥施用土壌の堆肥由来
窒素の残存率、有機態窒素の分子量分布と塩
基性アミノ酸の消長に注目したアミノ酸組
成の経時変化の解析から、堆肥由来の腐植・
タンパク複合体の土壌への蓄積過程を明ら
かにする。 

 
３． 研究の方法 

 
(1)堆肥添加土壌の埋設試験  
塩基性アミノ酸含率の高い重窒素標識牛

ふん堆肥（水溶性窒素の 15％が塩基性アミノ
酸）を施用した土壌の埋設試験を 3種類の土
壌（黒ボク土、灰色低地土、黄色土；中央農
研人工圃場・つくば市）で行った。埋設した
堆肥施用土壌を数ヶ月～1 年おきに最長 3 年
間サンプリングし、土壌の窒素同位体比を調
査した。さらに、埋設試験土壌について分解
特性を考慮した逐次抽出（10% KCl溶液→1/15 
mol リン酸緩衝液→0.1 mol NaOH 溶液；以下
各抽出物を KCl抽出物,P抽出物,NaOH 抽出物
と記載する)を行い、それぞれの抽出残さに

ついて窒素同位体比測定を行った。  
 
(2)土壌抽出物の分子量分布およびアミノ酸
組成の測定 
埋設土壌試料の P 抽出物・NaOH 抽出物の

15 種類の加水分解性アミノ酸含量を測定す
るとともに、同試料を HPSEC/CLND により
分析し、窒素含有有機物の分子量分布および
光学特性を明らかにした。さらに、土壌の
NaOH 抽出物の分子量毎のアミノ酸組成を測
定した。 
 
４． 研究成果 
 
(1)重窒素標識堆肥埋設試験 
 重窒素標識牛ふん堆肥を施用した土壌の
埋設試験の結果、堆肥由来重窒素は、3 年間
の埋設期間を経ても黒ボク土ではその約
60％が残存し（図１）、灰色低地土および黄
色土では約 40％が残存していた。逐次抽出の
最終残さの堆肥由来窒素は、黒ボク土、灰色
低地土、黄色土では、30％,20％,15％であっ
た。これは、それぞれの土壌で、有機態窒素
の土壌への吸着特性が異なることを示唆し
ている。KCl 抽出物,P 抽出物,NaCl 抽出物の
有機態窒素量は 1 年程度でほぼ一定になり、
その後、最終抽出残さだけが減少するように
なることから、吸着特性の異なる有機物の比
率は堆肥施用後1年でほぼ定常状態になると
考えられた。また、NaOH 抽出物では、黒ボク
土ではアルミニウムとケイ素の比（Al/Si）
が 8.8、灰色低地土・黄色土では Al/Si=1.4
であったことから、黒ぼく土では、活性アル
ミニウムが、灰色低地土・黄色土では粘土鉱
物が有機物吸着に関与していることが示唆
された。 
 

図１．重窒素標識牛ふん堆肥を施用した黒ぼ
く土の重窒素の残存状況 
 
(2)抽出物画分の分子量分布 
 土壌有機物の分子量分布は広く(③)、数百
～数十万 Da に及ぶため、数十万 Da 付近の分
子量の有機物を L 画分、数万 Da のものを M
画分、数千 Da 程度の有機物を S 画分、数百
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Da 程度以下の有機物を SS 画分とここでは表
記する。L 画分は腐植酸様可視吸収(420nm)、
M ・ S 画 分 は フ ル ボ 酸 様 蛍 光 吸 収
(Ex340nm,Em440nm)などの光学的特徴を持つ
有機物である（図 2）。KCl 抽出物は、M,SS 画
分からなり、埋設期間が長くなると両方の画
分が減少する。P 抽出物では全ての分子量の
有機物が存在し、L 画分は減少、M 画分は 1
年未満では増加し、1 年後から一定になり、
S,SS 画分は単調減少する。NaOH 抽出物は、
埋設期間 1～2 ヶ月の時に全画分が最大量と
なり、その後は減少する。 
 以上の結果から、投入された堆肥の L画分
は、2 ヶ月程度で NaOH 抽出量が最大となり、
その後抽出残さに固定されることから、鉱物
表面へ吸着した微生物遺体と考えられる。M
画分は約 1 年後まで減少し一定になること、
フルボ酸様蛍光が認められることから、水溶
性の鉱物表面への吸着性が低い有機物と考
えられる。S 画,SS 画分が減少し続けること
から、微生物などの分解を受け易い有機物だ
と考えられる。 

 
図 2 黄色土のリン酸緩衝液抽出物のクロマ
トグラフ(a)腐植酸様可視吸収（420 nm）, (b)
フ ル ボ 酸 様 蛍 光 強 度 （ Ex.340nm 
Ex.440nm）,(c)窒素量（強度） 最上部の記
号は分子量の大きさの区分（本文）を示す。 
 
(3)アミノ酸組成の変化 
 P 抽出物では、埋設期間が長くなるほど、
加水分解率（全窒素成分に対する加水分解後
に分析したアミノ酸の合計窒素量）が減少し、
塩基性アミノ酸含量も減少した。従って、P
抽出物に含まれる塩基性アミノ酸は徐々に
蓄積または分解しているものと推察される。
堆肥未施用土壌（特に灰色低地土と黄色土）

では塩基性アミノ酸の割合が大きいことか
ら、P 画分の堆肥由来塩基性アミノ酸は、難
分解性画分として蓄積された可能性が高い
と考えられた。一方、NaOH 抽出物は P抽出物
よりも酸性アミノ酸を多く含み、培養時間に
応じた組成変化および加水分解率の変化は
ほとんど認められなかった。 
 
(4)分子量毎のアミノ酸組成の変化 
 全ての分子量画分を含む NaOH 抽出物の代
表的な試料を分子量毎に分取し、それぞれの
アミノ酸量を測定した。各画分の加水分解率
は、L 画分；1～18％、M 画分；3～28％,S 画
分；12～79％、SS 画分；30～100％と分子量
が小さいほど分解率が高くなった。分子量が
大きい土壌有機物ほど加水分解率が低く、腐
植物質様可視吸収や蛍光が認められるため、
これらは腐植・タンパク複合体と考えられる。
また、L 画分のアミノ酸組成は微生物のそれ
に類似しており、分子量の大きな有機物は微
生物遺体などのタンパク様物質をそのまま
包接していると推察される。本研究で注目し
た塩基性アミノ酸の比率は L画分で高く、微
生物遺体に由来するものが多いと考えられ
た。S,SS 画分ではアミノ酸組成が微生物遺体
とは異なることから、それらの分解物が主に
含まれると推察される。これらの結果から、
塩基性アミノ酸含量は、土壌有機物への微生
物遺体の寄与率の指標になると考えられる。 
 
(5)メタンスルホン酸を用いた土壌の加水分
解・アミノ酸測定法の開発 
 研究開始当初、メタンスルホン酸加水分解
はほぼ 100％の土壌有機態窒素を分解する可
能性が指摘されていたことから(④)、土壌抽
出液を 4M メタンスルホン酸で加水分解し、
試料を OPA で誘導体化し、15 種類のアミノ酸
を定量する方法を開発した。従来法の 6M 塩
酸加水分解法と比較すると、土壌の P抽出物
では、黄色土抽出物の加水分解率が 5倍程度
上昇したが、黒ボク土・灰色低地土のリン酸
緩衝液抽出物および各土壌の NaOH 抽出物に
ついては、加水分解率は同じかまたは数％向
上しただけであった。そのため、土壌抽出液
のメタンスルホン酸加水分解は、鉱質土壌で
は加水分解率の向上に有効であるものの、黒
ボク土壌では有効性は乏しい事が分かった。
そのため、分析効率および従来のデータとの
比較などの観点から、本研究におけるアミノ
酸の組成変化に関する分析ではメタンスル
ホン酸加水分解は用いなかった。 
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