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研究成果の概要（和文）：堆肥および堆肥施用土壌の 80℃16 時間水抽出物の分子量毎の特徴を

明らかにするために、サイズ排除カラムによって分離した試料の紫外可視吸収、示差屈折率、

蛍光強度、窒素量を測定した。その結果、有機物は、(1)分子量の大きな生体物質（分子量＞100
ｋDa）、(2)腐植酸様物質（分子量 100-20kDa）、(3)フルボ酸様物質（分子量 20kDa 以下）か

ら成ることが分かった。 
 
研究成果の概要（英文）：Hot water extractable organic nitrogen from cattle manure compost 
and from soil applied with the compost were separated by size-exclusion HPLC and 
detected by chemiluminescent nitrogen detection (CLND) and spectroscopic approaches. It 
is revealed that the organic nitrogen is composed of three different categories; (1) 
biomolecule (>100kDa), (2) humic acid like material (100-20kDa), and fulvic acid like 
material (<20kDa). 
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１． 研究開始当初の背景 
わが国では、毎年約 9000 万トンの家畜排

泄物が排出される。家畜排泄物は窒素など植
物の養分を多量に含むので、家畜排泄物を堆
肥化して肥料とし、農地に還元することは、
畜産環境問題の解決策であるとともに循環
型農業の基本である。しかし、化学肥料に含
まれる窒素成分が無機態で速効性であるの
に対して、家畜ふん堆肥に含まれる窒素成分

は有機態で緩効性部分を含んでいる。そのた
め、農地に施用された家畜ふん堆肥中の有機
態窒素成分のうち、その年に分解して作物に
吸収利用される窒素は一部でしかなく、しか
も窒素成分の分解割合は環境条件により変
動する。また、残された多くの窒素成分は次
の年以降に徐々に分解し、地力の維持に役立
つと考えられている。このように家畜ふん堆
肥の窒素肥効の定量的把握は難しく、そのた

機関番号：８２１１１ 
研究種目：基盤研究（C） 
研究期間：2010～2012 
課題番号：２２５８００７３ 
研究課題名（和文） 分子量分布からみた家畜ふん堆肥中の有機態窒素の実体解明 

  
研究課題名（英文） Characterization of organic nitrogen from cattle manure compost

based on the molecular weight distribution  
研究代表者 
森泉 美穂子（MORIIZUMI MIHOKO） 
独立行政法人農業・食品産業技術総合研究機構・中央農業総合研究センター土壌肥料研究 
領域・主任研究員 

 研究者番号：10220039 



 

 

めに家畜ふん堆肥の適正施用量の策定や有
機農業における施肥設計も容易ではない。家
畜ふん堆肥に含まれる窒素成分の大部分は、
有機態窒素であることが知られているが、そ
の実体については良く分かっていない。家畜
ふん堆肥中の有機態窒素は土壌微生物によ
り分解され無機態窒素となり作物に利用さ
れると考えられているが、この分解反応の基
質の化学構造やその変化が未解明である。 
 
２．研究の目的 

本研究は、家畜ふん堆肥の有機態窒素が
様々な分解特性を持つ有機物群から構成さ
れていることに注目し、分子量分布からみた
有機態窒素の①窒素濃度分布、分光学的特徴
②有機物成分組成（アミノ酸・アミノ糖）な
どに基づき、堆肥中の有機態窒素の化学構造
の特徴を明らかにする．また，家畜ふん堆肥
の施肥設計を行うためには、土壌中での家畜
ふん堆肥の有機態窒素分解の定量的把握が
不可欠であることから，家畜ふん堆肥添加土
壌の 80度 16時間抽出物の分子量分布および
アミノ酸組成の 6ヶ月間の経時変化を明らか
にする． 
 
３．研究の方法 

堆肥から抽出される有機態窒素の特徴付
けを行うために、①サイズ排除クロマトグラ
フィー/化学発光窒素検出法（HPSEC / 
CLND）による分子量別窒素含有量の測定お
よびその分光学的特徴（示差屈折率・可視光
420nm 吸光度・蛍光強度 Ex340nm/Em440 
nm）の測定 ②アミノ酸（17 種）・アミノ糖
（3 種）の OPA 誘導体化高速液体クロマトグ
ラフィーによる定量を行う。 

また，堆肥添加土壌において，①，②がど
のように変化しているかを明らかにする． 

 
４．研究成果 
（１）土壌抽出液を対象としたサイズ排除ク

ロマトグラフィー/化学発光窒素検出
法の開発 

 サイズ排除クロマトグラフィー/化学発光
窒素検出法装置は，高速液体クロマトグラフ
ィーで分離された試料の一部を，1000℃の反
応炉に導入し，化学発光分析によって窒素を
定量する装置である．この装置を用いて土壌
抽出液の分析を行うためにカラム，溶離液，
分配流量などの分析条件を検討した．その結
果，溶離液として 50mM 酢酸緩衝液（ｐH 7）
を用い，標準タンパク質 4種類（0.2～100kDa）
およびアンモニアを分離できる条件を見い
だした． 
 
（２） HPSEC/CLND による堆肥および肥施用

土壌有機物の分子量分布 
 堆肥および堆肥施用土壌の 80℃16 時間水

抽出物の分子量毎の特徴を明らかにするた
めに、サイズ排除カラムによって分離した試
料の紫外可視吸収、示差屈折率、蛍光強度、
窒素量を測定した。その結果、有機物は、①
分子量の大きな生体物質（分子量＞100ｋDa）、
②腐植酸様物質（分子量 100-20kDa）、③フル
ボ酸様物質（分子量 20kDa 以下）から成るこ
とが分かった（図 1）。 
 
（３） 堆肥および土壌有機物のアミノ酸・

アミノ糖組成 
抽出された含窒素土壌有機物を加水分解

し、そのアミノ酸（17 種）およびアミノ糖（グ
ルコサミン、ガラクトサミン、ムラミン酸）
濃度を測定した。その結果、有機態窒素の 
30％程度がアミノ酸およびアミノ糖として
回収できた．回収された有機態窒素の 90％が
アミノ酸，10％がアミノ糖であった．アミノ
酸組成は，酸性・中性アミノ酸の割合が高く，
アミノ糖組成は、グルコサミン、ガラクトサ
ミンが主成分であり、ムラミン酸はそれらの
10％以下しか存在していないことが分かっ
た。分子量分画後の試料では、アミノ糖は分
子量の大きな生体物質（分子量＞100ｋDa）
に多く含まれており、この画分は、新鮮有機
物に富むと考えられる。 

図1堆肥添加土壌の80度 16時間水抽出物の

サイズ排除クロマトグラフ（上から示差屈折

率，窒素量，可視光吸光度，蛍光強度） 

抽出物は分子量の大きい順に①生体物質，

②腐植酸様物質，③フルボ酸様物質の 3画分

から成る 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
（４） 埋設試験における堆肥抽出物の分子

量分布およびアミノ酸組成の変化 
 埋設試験における堆肥添加土壌の 80 度 16
時間水抽出有機態窒素は、分子量の大きな生
体物質（分子量＞100ｋDa）および腐植酸様
物質（分子量 100-20kDa）は 6 ヶ月以内に開
始時の 5～20％程度まで減少するのに対し、
フルボ酸様物質（分子量 20kDa 以下）は，開
始時の 40％程度までしか減少していないこ
とが分かった（図２）。したがって，土壌有
機態窒素の挙動は分子量ごとに異なってい
ると考えられる． 
一方，アミノ酸組成は全てのアミノ酸濃度

が埋設時間と共に減少するものの，組成比で
は，アルギニンやリジンなどの塩基性アミノ
酸が減少し，アラニン, フェニルアラニン, 
イソロイシン, ロイシンなどが増加してい
ることが明らかになった．アミノ酸組成比の
時間変化は，アミノ酸種によって分解速度や
土壌への吸着速度が異なることによるもの
と考えられる． 
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