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研究成果の概要（和文）：大変複雑な一酸化二窒素の生成消費プロセスを解明するためには、15Nだけでなく
18O、そして17Oによる多重同位体標識窒素化合物（MILNC）による超高精度窒素循環解析法が必要である。本研
究では、これら3種の安定同位体でラベルしたN2Oを生成し、それらの濃度をGC/MSにて測定、さらにこのN2Oを使
って微生物がN2Oをどれだけ生成し同時にどれだけ消費するかを明らかにすることができる仕組み作りを実現し
た。さらにN2Oの挙動を詳細に解析するための窒素循環プロセスモデルを開発し、これを用いることで特に複雑
なN2O生成プロセスが定量的に議論できるようになると期待される。

研究成果の概要（英文）：We developed the analytical setting of multi-isotope labelling of nitrogen 
compounds (MILNC) for N2O to elucidate the complex features of N2O productions and consumptions. We 
proposed the platform to measure 15N, 17O and 18O-labelled N2O by GC/MS, which allowed us to measure
 the production and consumption of N2O simultaneously. In addition, the process model we develop can
 facilitate the interpretation of the MILNC data to discuss the relative strength of production and 
consumption processes.

研究分野： 生態系生態学

キーワード： 窒素循環　一酸化二窒素　安定同位体トレーサー　脱窒　硝化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
温室効果ガスの削減は喫緊の課題である。今回対象としているN2Oガスは温室効果が強いだけでなくオゾン層を
破壊するガスでもあるため、その削減が求められているが、その生成消費過程が大変複雑なため、未だにN2Oの
挙動については良くわかっていない。今回開発したMILNC測定法によりこのN2O挙動がより詳細に理解できるよう
になると期待される。たとえば今後、このMILCN測定法を様々な土壌や堆積物に利用することで、人間活動によ
り変化する窒素供給に対してN2Oがどのように反応して放出されてしまうかを明らかに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。
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１．研究開始当初の背景 
(1) 生態系における窒素循環は大変複雑で、特に土壌を含む陸上生態系では土壌の持つ物理化
学性と様々な生物との関係を明らかにしなければならず、このことが、たとえば温室効果ガスの
放出削減に大きな問題となっている。 
 
(2) 本研究では温室効果ガスの一つである一酸化二窒素ガス（N2O）の生成と消費について着目
するが、この N2O は様々な微生物が様々な基質を用いて、様々な環境要因に応じた生成と消費を
行うため、その発生・消費予測が大変困難なものとして知られている。 
 
２．研究の目的 
(1) そこで本研究では N2O の生成消費を定量的に追跡するために、通常の 15N トレーサー利用
をさらに展開し、18O、そして 17O という複数の安定同位体トレーサーを用いて、N2O の生成消
費速度を解析するためのツール開発を試みた。 
 
(2) 具体的にはまず①N2O を 15N だけでなく、18O さらに 17O でラベルする方法の確立、②そ
してその濃度測定法の確立、さらには、③ その解析に利用すべきプロセスモデルの開発である。 
 
３．研究の方法 
(1) まず①として、N2O を 15N と 18O でラベルする手法について検討した。いくつかの方法が考
えられ、発生反応の容易さ（時間、ハンドリング）、発生後の扱いやすさ（N2O ガスとして培養実
験などに利用しやすい状態で確保できるか）などについての検討を行った。特に 18O ラベル水が
高価であるため、水の量を最小限に保つ方法、水の 18O ラベルを希釈しない方法を探索した。ま
た、実際の測定においては、窒素ガス、二酸化炭素ガス、水蒸気などのガスが N2O と共存するた
め、それらを考慮した発生反応を模索した。 
 
(2) 次に②としてその生成された N2O の GC/MS(EI)による測定法の確立に取り組んだ。これま
で我々のグループでは GC/MS(EI)を用いた 15N2O の定量については実績があるものの、18O そし
て 17O がラベルされた際にどれだけ定量性が確保できるかについては未知の領域であった。ま
た、これまでも 14N-15N-16O 等については数例測定例があるものの、17O そして 18O が含まれ、
しかも、測定例で利用されている IRMS ではなく、より一般的かつ感度が低い GC/MS ではどのよ
うになるかは問題であった。測定すべき N2O は 14N-14N-16O、14N-14N-17O、14N-14N-18O、14N-
15N-16O、14N-15N-17O、14N-15N-18O、15N-15N-18O であり、これらを検出するために、m/z 14、
15、16、17、18、30、31、32、33、44、45、46、47、48 をスキャンすることとした。さらに容器
への大気混入などのチェックのために m/z 40 (Ar)もデータを取得した。 
 また実際にこれらの測定を用いた例として、脱窒菌による N2O 生成と消費のモニタリング実
験を実施するため、嫌気培養実験を実施した。 
 
(3) ③について、これまでも 15N トレーサーを用いた窒素循環解析用のモデルは存在している
が、非公開であったり、パラメーターが圧倒的に足りなかったりという問題があった。そこで本
研究では手軽に様々な研究者が利用でき
ることを目指して、Rでのプロセスモデル
の構築を試みた。R で MCMC でパラメータ
ー推定となると、計算速度の問題がある
が、今後拡張してゆくことも考え、Rでの
開発とした。 
 
４．研究成果 
(1) ①について、N2O を 15N、17O そして
18O でラベルするためにはいくつかの方
法が考えられたがもっとも容易かつ効果
的なものは亜硝酸イオンとアジ化水素を
用いながら水を 18O でラベルし、その 18O
を N2O に取り込ませる方法であった。た
だし、18O ラベル水は大変高価であるた
め、反応試薬の量を調整することで、水の
18O レベルを極力下げないようにするこ
と、また反応容器からの取り出しのため
に容器内圧を加圧に保つなどの工夫が必
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図1 各多重ラベルN2Oの理論
値（x軸）に対する測定値
（y軸）の関係。値は総N2O
検出値で規格している。
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要であった。さらに、18O だけでなく 17O の
ラベルも試みた。これは水の 18O と 17O ラベ
ルを同時に実現すれば良いものであるが、問
題は水の 18O と 17O ラベルの定量であった。
水の 18O と 17O のラベル強度を測定する方法
はいくつかあり、当初考えていた GC/MS によ
るイオンフラグメントからの測定が余り芳し
くなかった。そこで最終的には17Oおよび18O
濃度が報告されているラベル水を利用するこ
ととした。そのラベル水を用いて、18O ラベル
水で検討した N2O 生成方法を用いることで、
14N-15N-17O および 14N-15N-18O という N2O
の生成が可能となった。一方で、どうしても
水の 18O および 17O レベルを下げてしまう事
が避けられないこと、N2O 生成を停止しその
後の測定を行うために、溶液の pHを制御する
必要があるため、ラベル水を再利用することが単純には実現しないこと等の問題点も明らかと
なった。今後は微量水の 18O、17O、16O の測定技術の開発を進めることでこの問題は解決できる
と期待する。 
 
(2) ②について、図 1に示すように、 14N-14N-16O（m/z 44）、14N-14N-17O（m/z 45）、14N-
14N-18O（m/z 46）、14N-15N-16O（m/z 45）、14N-15N-17O（m/z 46）、14N-15N-18O（m/z 47）、15N-
15N-18O（m/z 48）、について検量線を得ることができた。IRMS を用いた先行研究（Laughlin et 
al. 1997, SSSAJ）と同様に、異なるラベル N2O 種は、小さいながらも異なる検出感度を示すこ
とがこれらの検量線の傾きの違いから明らかになった。この傾きの違いは IRMS を用いた別の先
行研究（Westley et al. 2007, RCM）でも問題になっていたとおり、最終的な N2O の 15N、17O
そして 18O の計算に影響を及ぼすため、測定時には毎回これらの傾きを出す必要があることが
示唆された。しかし、これらの傾きが求まることで、Laughlin et al. (1997)と同様に、N2O の
濃度測定が可能となることが明らかとなった。 
 これらの検量線情報を用いて、実際に N2O を生成消費する脱窒菌の活性を調べてみた。実験に
は異なる 2種の脱窒菌を用いたが、図にあるように、一方の脱窒菌は N2O 生成・消費を余り行わ
ず、もう一種は N2O 消費を活発に行うことが認められた。また、この N2O 生成と消費は共存する
他の窒素化合物（硝酸イオン、亜硝酸イオン）に影響を受けることも明らかとなった。この多重
ラベル N2O を用いた N2O 生成消費速度算出は、N2O 消費能の高い微生物や土壌をスクリーニング
する際、さらにその温度感受性や窒素レベル感受性を見る際に、有効な手法となり得ると期待さ
れる。 
 (3) ③については、すでに報告されて
いる 15N 添加実験データ（Rütting and 
Müller 2008 EJSS）を用いて、論文と同
様のパラメーター推定が我々のプロセ
スモデルでも実現できることを確認し
た後、実際の森林土壌を用いた 15N 添加
実験を実施し、そのデータ解析を実施し
た。とある森林土壌でのモデルフィッテ
ィングを図 2に示す。それなりの CPU パ
ワーとメモリーを積んだ PC を用いてい
るとはいえ、ごく普通に手に入るデスク
トップ PC による 1 日の計算で、このよ
うなモデルフィッティングが可能とな
った。この実験では森林土壌に硝酸イオ
ン、亜硝酸イオン、アンモニウムイオン
を添加するが、その際に 1つだけ 15N で
ラベルすることで、同じような窒素添加
状態でそれぞれの窒素化合物がどのよ
うに利用されてゆくかを調べることが
できる培養法を用いている。左図にある
ように濃度レベルではどの実験区でも
ほぼ均一な反応が見られているが、15N
レベルでみると、添加した化合物が異な
ると、硝酸イオン、亜硝酸イオン、アン
モニウムイオンの15Nレベルは大きく変
化していた（図 3）。また我々のプロセス
モデルは濃度および15Nレベルをよく再



現できており、これらから硝酸イオン、亜硝酸イオン、アンモニウムイオンの総生成・消費速度
を求めることができる。特にアンモニウムイオンから亜硝酸イオン、そして硝酸イオンと連続的
に反応が進む硝化反応において、この研究で前半と後半でどちらが硝化を律速しているか、また
これまでの研究でも余り求められていない亜硝酸イオンの滞留時間などを計算することができ
るようになった。またここでは示していないが同時に 15N2O と 14N2O の濃度変化も追跡できて
いるため、3つの基質のどれからより N2O が放出していたかを計算することも可能となった。 
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