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研究成果の概要（和文）：湖沼水中の硝酸の三酸素同位体組成が、大気からの硝酸沈着速度と、湖沼内の硝化速度の相
対比を反映する性質を利用して、溶存硝酸の総同化速度や、湖沼内の総硝化速度を、簡便かつ高確度に定量化する新手
法の開発に挑戦した。また従来からの培養法に基づく硝酸同化速度も観測して比較することで、従来法との整合性や、
従来法の問題点を評価した。各湖沼で初夏と晩夏の二回ずつの観測を行い、硝酸濃度と三酸素同位体組成の鉛直分布か
ら、各湖沼における年平均の硝酸同化速度や、夏季の硝酸同化速度を算出した。また河川経由の硝酸の流入や流出が無
視出来ないと考えられる湖沼では、その効果を実測値から補正した。

研究成果の概要（英文）：The stable isotopic compositions of nitrate, including the triple oxygen isotopes,
 were determined twice in 1 year in several oligotrophic and mesotrophic lakes in Japan. These data were t
hen used to quantify the geochemical dynamics of nitrate in each lake, by using the deposition rate of the
 atmospheric nitrate onto each lake. The new method using the triple oxygen isotopes of nitrate has overco
me the problems inherent in the conventional incubation methods to quantify the geochemical dynamics of ni
trate in lake water columns, such as gross nitrate uptake rates and gross nitrification rates in lakes.
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１．研究開始当初の背景 
 硝酸（NO3

–）はアンモニアとともに水環境中
の固定態無機窒素の主要な存在形態であり、一
次生産（光合成）の制限元素となっていることが
多い。自然環境に対する人為的な NO3

–負荷量
は日々増大しており、これが一次生産量の無用
な増大や、生態系の変質を引き起こす可能性が
懸念されている。このため多様な環境水試料に
対して NO3

–濃度の連続観測が広く行われてい
るが、もし NO3

–負荷量の増大が一次生産の増
大を引き起こしていれば、NO3

–同化速度（Fig.1
中の Fup）も同時に増大していることになるので、
必ずしも環境水中に含まれる NO3

–濃度が増大
するわけではない。むしろ、NO3

–の同化速度や
その滞留時間（寿命）の変化の方が、より重要な
環境パラメーターと考えられる。しかしながら、従
来法に基づく NO3

–同化速度の測定はきわめて
煩雑な上に確度も低く、報告例も限られている。
これを解決するには、より簡便で、より確度の高
い NO3

–同化速度定量法の確立が必要である。 
 そこで本研究では、天然指標である NO3

–

の三酸素同位体組成（Δ17O 値）に着目した。
「δ17O–0.52×δ18O」で定義される Δ17O 値は、大
気中で NOX の酸化によって生成され、地表に沈
着する NO3

–
atm だけが自然界で唯一 0‰以外の

値（平均+26.2‰）を示す上に、同化反応や脱窒
反応では変化しないため、全 NO3

–（NO3
–

total）の
Δ17O 値（Δ17Ototal）は、その中に占める NO3

–
re と

NO3
–

atm の混合比のみを反映する（Fig.2 参照）。
し か も 酸 性 雨 等 の 環 境 問 題 を 契 機 と し て 、
EANET（東アジア酸性雨モニタリングネットワー
ク）に代表されるような観測点網が整備され、大
気から地上への NO3

–
atm 沈着量の連続観測が行

われている。またこのような観測を元に、沈着モ
デルも開発・整備されている。東アジア域であれ
ば、任意の湖沼に対して、高確度で NO3

–
atm 沈

着速度（Fig.1 の Fatm）を推定することが出来る。
一方、NO3

–の Δ17O 値を定量することで求められ
る NO3

–
atm と NO3

–
re の混合比は、Fatm に対する

NO3
–

re 供給速度（Fnit）の相対比を反映する。従
って、ある湖沼に溶存する NO3

–全体の平均
Δ17O 値を求めることが出来れば、その湖沼に沈
着した NO3

–の Fatm から、その湖沼の Fnit が求まり、
さらにこれを元に NO3

–の総同化速度（Fup）を求

めることが出来る可能性がある。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、半閉鎖的な陸水環境である
湖 沼 の い く つ か を 例 に 、 湖 水 中 の NO3

– の
Δ17Ototal 値を利用して、各湖沼の NO3

–の総同化
速度（Fup）を簡便・高確度に定量化することに挑
戦する。また従来法（培養法）に基づく NO3

–同
化速度も同時に観測して比較することで、従来
法との整合性や、従来法の問題点を評価する。 
 具体的には、北海道内の支笏（しこつ）湖と
倶多楽（くったら）湖で観測を行う。いずれも閉鎖
的な貧栄養湖で NO3

–濃度も一般に低く、比較
的大きな Δ17O 値が予想される。各年度とも同一
湖沼について、初夏と晩夏の二回ずつの観測を
行い、NO3

–濃度とΔ17O 値の分布から、各湖沼に
おける年平均の NO3

–同化速度や、夏季の NO3
–

同化速度を算出する。また河川経由の硝酸の流
入や流出が無視出来ないと考えられる湖沼では、
その効果を実測値から補正する方法を開発する。
得られた結果について、同時に観測した培養法
（15N トレーサー法）との比較検証を行う。 
 
３．研究の方法 
（１）試料採取 
 試料採取は 1 年間に 2 回（初夏と晩夏）行
った。支笏湖では 6 月 28 日と 8 月 22 日、倶多
楽湖では 6 月 29 日と 8 月 23 日に、それぞれ湖
心定点で採水を行った（Fig. 2-6）。採水と同時
に、CTD（SBE 社製 SBE19）を用いて水温と濁
度を、溶存酸素計（ALEC 社製 RINKO-Ⅰ）を
用いて溶存酸素濃度を、クロロフィル計（ALEC
社製 COMPACT-CLW）を用いてクロロフィル濃
度の現場測定を行った。また支笏湖では、湖水
の採取と同時に、流入河川であるオコタンペ川
と美笛川、流出河川である千歳川において、河
川水試料の採取を行った。 
 同位体組成分析用の湖水試料は、支笏湖
では 0、5、10、25、50、100、150、200、250、
300m、倶多楽湖では 0、5、10、25、50、100、
120（8 月のみ）、130m の各深度において採取し
た。採取には 2.5L のニスキン採水器を使用した。

Fig. 1 湖沼における NO3
–を中心とした窒素循環

系の模式図（河川による流出入は無視）。 

Fig. 2  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。両者の混合で
生成する NO3

–
total の Δ17O 値（=δ17O–0.52×δ18O）

は、両者の混合比のみを反映する。 



試料は 1L のデュラン瓶に 3 回共洗いした上で
移し替えた。さらに、採取後数時間以内に焼き
出し処理済み（450°C で 12 時間）の Whatman 
GF/F 濾紙（粒径約 0.7 µm）で濾過し、250 ml
のポリエチレン製容器に入れて分析まで冷蔵保
存した。また、フィルター試料は粒子状有機態
窒素（PON）の分析のために、シャーレに入れて
–20℃で冷凍保存した。 
 河川水試料は、バケツまたはニスキン採水
器を用いて採水した上で、ポリエチレン製容器
に入れて持ち帰り、採取後数時間以内に湖水と
同様に濾過し、濾液を 250 ml のポリエチレン製
容器に入れて分析まで冷蔵保存した。 
 
（２）培養実験 
 従来の窒素循環速度定量法である 15N 培
養法との整合性を検証するため、8 月の観測時
に 0、5、25m、50m の各深度において採取した
湖水試料に対して、15N トレーサーを用いた培養
実験を同時に行った。採取した湖水試料は複数
の酸洗浄済みのポリカーボネートボトルにゆっく
り注ぎ、テフロンコートセプタム栓で気相が出来
ないように配慮しながら密封した上で、半数のボ
トルに 15NO3

-トレーサー水溶液（濃度 100 µM）
を 200 µl 添加し、無添加ボトル（Control）と一緒
に光量調節用のネットに入れて湖岸で 24 時間
培養した。培養終了後は直ちに焼き出し処理済
みの Whatman GF/F 濾紙を使用して濾過して有
機態窒素化した 15N をフィルター上に捕集し、シ
ャーレに入れて分析まで–20°C で冷凍保存し
た。 
 
（２）分析 
 各湖水試料中の NO3

–濃度は EANET の標
準手法に則って、イオンクロマトグラフを用いて
定量した。NO3

–の安定同位体組成は、海水と淡
水中の NO3

–の 15N/14N 比および 18O/16O 比定量
用 に 開 発 さ れ た Chemical Conversion 法
（McIlvin and Altabet, 2005）を改良した手法
（Tsunogai et al., 2008）を用いて、それぞれの濾
液サンプル（15 ml から 45 ml）中の NO3

–を化学
的 に N2O へ 変 換 し 、 Δ17O 値 を 分 析 し た
（Komatsu et al., 2008; Tsunogai et al., 2010; 
Tsunogai et al., 2011）。 
	
 
４．研究成果	
 
	
 
（１）湖水中の大気 NO3

–総量の定量	
 
 支笏湖および倶多楽湖における NO3

–濃度
と Δ17O 値の鉛直分布を Fig. 3 および Fig. 4 に
示す。Δ17O 値は、対象とする NO3

–中に占める大
気沈着由来の NO3

–（NO3
–

atm）の混合比を反映
するため、NO3

–
atm の平均 Δ17O 値を Δ17Oatm とす

ると、湖水中の溶存 NO3
–の平均 Δ17O 値から、

湖全体の NO3
–に占める NO3

–
atmの混合比を以下

の式を用いて見積もることが出来る。 

€ 

NO3
–
atm[ ]

NO3
–
lake[ ]

=
Δ17Olake

Δ17Oatm
,  (4-1) 

湖内の NO3
–の平均Δ17O 値（Δ17Olake）を見積もる

と、支笏湖では 6 月が+3.2 ‰、8 月が+3.0 ‰で
あり、一方倶多楽湖では 6 月が+5.5 ‰、8 月が
+5.4 ‰であった。両湖とも摩周湖における Δ17O
値（+2.5 ‰）に比べて有意に高い Δ17O 値を示し
た。また、両湖とも観測インターバル間に大きな
Δ17Olake 値の変動は見られ無かったことから、湖
内の Δ17Olake 値は季節によらずほぼ一定である
と思われる。そこで利尻島で見積もられた年平
均の Δ17Oatm 値（+26.2 ‰; Tsunogai et al., 2010）
を、各湖沼に沈着する NO3

–の Δ17Oatm とすること
で、NO3

–
atm の混合比は、支笏湖で 12.2±0.8 %

（6 月）および 11.3±1.0%（8 月）であり、倶多楽湖
で 21.0±1.2 %（6 月）および 20.7±1.6%（8 月）で
あると見積もられた。各湖における NO3

–
atm の混

合比を比較すると、倶多楽湖、支笏湖、摩周湖
（9.7±0.8 %）の順であった。支笏湖や倶多楽湖
が摩周湖よりも NO3

–
atm の混合比が高いことから、

これらは相対的に NO3
–

atm の沈着速度が大きい
か、もしくは湖内の NO3

–同化速度が小さいことを
示している。 
 式 4-1 より、6 月と 8 月の観測時における湖
内の NO3

–
atm 量について、次式が成立する。 

€ 

Natm( )Jun
Ntotal( )Jun

=
Δ17Olake( )Jun
Δ17Oatm

,  (4-2) 

Fig. 3 支笏湖における NO3
–濃度および NO3

–の
Δ17O 値の鉛直分布（青字 6 月、赤字 8 月）。 

Fig. 4 倶多楽湖における NO3
–濃度および NO3

–

の Δ17O 値の鉛直分布（青字 6 月、赤字 8 月）。 



€ 

Natm( )Jun
Ntotal( )Jun

=
Δ17Olake( )Jun
Δ17Oatm

,  (4-3) 

ここで Natm は各観測時における湖内の NO3
–

atm
量を、また Ntotal は各観測時における湖内の全
NO3

–量を表し、Δ17Olake は各観測時における湖
水中の NO3

–の平均 Δ17O 値を表す。この式を用
いることで、湖内の総 NO3

–
atm 量をそれぞれ見積

もることができる。その結果、支笏湖の総 NO3
–

atm
量は、6 月が 14.4 Mmol、8 月が 12.9 Mmol とな
り、倶多楽湖では 6 月が 0.9 Mmol、8 月が 0.8 
Mmol となった。一方、摩周湖では 6 月の
NO3

–
atm 量が 0.4 Mmol、8 月が 0.2 Mmol と、観

測インターバル間（夏季）で半減することが明ら
かになっていることから（Tsunogai et al., 2011）、
摩周湖と比べると、支笏湖や倶多楽湖は、観測
インターバル間（夏季）における NO3

–
atm の減少

率が少ない湖沼といえる。支笏湖や倶多楽湖に
おける高い NO3

–
atm 混合比は、定常状態下にお

けるこの小さい NO3
–

atm 減少率を反映したものと
考えられる。 
 
（２）観測インターバル間の硝化量・同化量	
 
 各湖沼の 6 月と 8 月の Δ17O 値に大きな変
化がなかった。このことから、観測期間中におけ
る湖水の NO3

–
atm の混合比はほぼ一定であった

といえる。これらは摩周湖でも観測された事実で
あり、湖内において表層での大気沈着と釣り合
いが取れる速度で再生硝酸（NO3

–
re）が生産され

たことを示している。しかし、湖の表層では Δ17O
値の変化が見られ、湖の表層における大気硝酸
の蓄積がみられる。一方湖底へ向かうにつれて
2‰程度の Δ17O 値の減少がみられることから、
深層では有機態窒素から NO3

–
re の再生が行わ

れ、期間中に NO3
–

re が蓄積されていたと考えら
れる。摩周湖では、これを元に NO3

–
atm の沈着速

度から観測期間中における NO3
–

re の供給速度
（硝化量）、さらに NO3

–の総同化量を定量した。
以下、支笏湖と倶多楽湖においても、同様の方
法で観測期間中の硝化量・同化量を見積もるこ
とにする。 
 まず、摩周湖と同様に流出入河川がない
倶多楽湖における、観測インターバル間の硝化
量・同化量を定量したところ、約 2 ヶ月間で湖内
の硝化によって NO3

–
reが 0.2±0.4 Mmol が供給さ

れ、同化によって 0.3±0.4 Mmol が除去されたと
見積もられた（Table 1）。一方、流出入河川があ
り、河川からの NO3

–の出入りも考えなければなら
ない支笏湖における観測インターバル間の硝化
量・同化量を定量したところ、支笏湖では約 2 カ
月（55 日）の間に、13.2±13.5 Mmol の NO3

–
re が

硝化によって湖内に供給され、17.9±13.5 Mmol
が同化によって除去された（Table 1）。 
 今回求めた夏季の観測インターバル間（55
日間）における各湖沼の硝化量と同化量から、
支笏湖では夏季の同化量が硝化量の 1.4 倍、倶
多楽湖では 1.3 倍と見積もられた。一方摩周湖
では、定量された観測インターバル間（60 日）に
おける硝化量（0.5±0.3 Mmol）と同化量（2.6±0.4 
Mmol）を比較すると、硝化量のおよそ 5 倍の

NO3
–が同化されており、摩周湖と比べると、支笏

湖や倶多楽湖は、硝化速度に対する夏季の同
化速度の相対比がかなり小さい湖沼と言える。 
 もし摩周湖のように湖沼系全体の硝化速度
が年間を通じてあまり大きく変化しない場合、支
笏湖や倶多楽湖では NO3

–の同化が観測期間
（夏期）以外にも進行していることを示しているこ
とになるが、それ以外に硝化速度も季節変化し
ている可能性も考えられる。そこで次に年間の
平均硝化速度を求めてみる。 
 
（３）年間の総硝化・同化量の見積もり	
 
 定常状態を仮定し、また河川による流入や
流出を無視出来るとすると、湖内への年間の
NO3

–の供給量、すなわち NO3
–の大気沈着と硝

化による供給の合算値と、湖内の同化による
NO3

–の除去量は一致するので、倶多楽湖にお
ける年間総硝化量は 0.8±0.03 Mmol、年間総同
化量は 1.1±0.04 Mmol と見積もられた。一方、河
川による NO3

–の出入りが無視出来ない可能性
がある支笏湖については、年間総硝化量は
25.7±0.4 Mmol 、 年 間 総 同 化 量 は 29.4±0.6 
Mmol と見積もられた。 
 それぞれの湖沼で見積もられた年間総硝
化量から、支笏湖と倶多楽湖の平均硝化速度
は 、 そ れ ぞ れ 2.1±0.04 Mmol month–1 、
0.07±0.002 Mmol month–1 となる。一方、（２）で
求めた、観測インターバル間（=夏季）の平均硝
化 速 度 は 、 支 笏 湖 と 倶 多 楽 湖 で そ れ ぞ れ
7.2±1.4 Mmol month–1、0.13±0.2 Mmol month–1

であることから、夏季の方が、年平均より有意に
大きくなることが明らかになった。特に支笏湖で
は年間の硝化の 5 割が夏期に行われていること
になる。年間を通じて硝化速度にほとんど変化

Fig. 5	
 支笏湖における NO3
–を中心とした窒素

循環（単位は Mmolおよび Mmol/year）。 

Fig. 6	
 倶多楽湖における NO3
–を中心とした窒

素循環（単位は Mmolおよび Mmol/year）。 



が見られなかった摩周湖は大きく異なる特徴で
ある。 
 また観測インターバル間の同化量（支笏湖: 
17.9±13.5 Mmol、倶多楽湖: 0.3±0.4 Mmol）が
年間の同化量に占める割合は、支笏湖で約
60%、倶多楽湖で約 30%となり、摩周湖（70%）よ
りも有意に小さく、両湖での同化反応は夏期以
外の季節でも活発に行われていることが明らか
になった。さらに、求められた年間総同化量を各
湖面積で割ると、支笏湖が 374 mmol m-2、倶多
楽湖が 225 mmol m-2、摩周湖が 184 mmol m-2

となり、単位面積あたりの年間総同化量は、大き
い方から、支笏湖、倶多楽湖、摩周湖の順にな
った。同じ貧栄養に分類される湖沼であっても、
それぞれの湖に違った特徴があることがわかる。
支笏湖は、NO3

–をはじめとした栄養塩が豊富で
あり、一次生産（NO3

–の同化）が活発で相対的
に同化速度も大きかった。倶多楽湖は、NO3

–濃
度は高いにもかかわらず、同化速度が支笏湖よ
りも小さい。これは、NO3

–以外の栄養塩が制限
元素となり、一次生産を抑えているためであると
考えられる。最も同化速度が小さい摩周湖では、
NO3

–が制限元素である可能性が高い。そのた
め供給された NO3

–をほとんどすべて消費した夏
以降の同化が極めて小さくなり、単位面積あたり
の年間総同化量が小さくなっているものと思わ
れる。 
 また、6 月の湖内の全 NO3

–量を年間総同
化量で割ると、湖内の NO3

–の平均滞留時間（年）
を求めることができる。求められた滞留時間は、
支笏湖で 4.0 年、倶多楽湖で 3.9 年であった。
摩周湖では 1.2 年であることから、摩周湖におい
てはおよそ 1 年という短い期間で NO3

–が循環し
ており、湖内の NO3

–が制限元素であることを示
している。一方支笏湖と倶多楽湖では湖内に供
給された NO3

–が消費されるまで 1 年以上の期間
があり、湖内において NO3

–は 1 年間では同化し
きれずに余っていることを示唆している。 
 
Table 1 Δ17O 法および 15N 培養法の各手法によ
って見積られた観測インターバル間の NO3

–同
化量の比較（単位: Mmol） 

  支笏湖 倶多楽湖 

Δ17O 法  17.9±13.5 0.3±0.4 
15N 培養法 7.6±1.0 0.5±0.1 
 
（４）15N 培養法の結果と Δ17O 法との比較	
 
 15N 培養法で求めた支笏湖の 5、25、50m
の各深度における NO3

–の同化速度は 0.9–1.2 
nmol/L/h 程度で、深度による違いはほとんど見
られなかった。NO3

–濃度も深度によらず 4.5 mM
程度でほぼ一定であり、整合的である。一方倶
多楽湖の 5、25、50m の各深度における NO3

–同
化速度は 0.9–2.1 nmol/L/h で、表層（5m 付近）
が他の深度に比べて活発であった。 
 15N 培養法から求めた各深度の NO3

–同化
速度から、各湖沼に対して以下の条件を仮定す
ることで、観測インターバル間（55 日間）におけ

る湖内全体の NO3
–同化量を見積もることが出来

る。①8 月の 24 時間培養から求めた NO3
–同化

速度が、観測インターバル間の平均的な NO3
–

同化速度である、②クロロフィルの分布から 75m
以深では一次生産が行われていない、③5、25、
50m の各深度で求めた NO3

–同化速度が、それ
ぞれ、0–12.5m、12.5–37.5m、37.5–75m におけ
る平均 NO3

–同化速度である。 
 求めた観測インターバル間の NO3

–同化量
を、（２）で Δ17O 法を用いて求めた結果と比較す
ると、両者は誤差内で一致していることが解る
（Table 1）。15N 培養法は、本研究で開発した
Δ17O 法で十分代替可能であることが明らかにな
った。 
 15N 培養法は、従来海洋や湖沼の NO3

–同
化速度を求める際に広く使われてきた物質循環
定量手法ではあるが、これを用いて水柱積算し
た NO3

–同化速度を求める場合には、以下に列
挙するような一連の問題点があった。①培養に
依拠する物質循環速度定量法であるため、現場
と培養容器内との間の環境の微小な差異が、速
度定量値を大きく変える危険性があり、異なる研
究者間で出した数値を直接比較するのが難しい、
②湖沼水に対して 15N 培養法を適応する場合、
湖沼底の付着藻類による同化が含まれていない
ため、特に水深の浅い湖沼では、大きな誤差要
因になる、③15NO3

–の粒子態有機窒素（PON）
化速度から NO3

–同化速度を求める場合、溶存
態有機窒素（DON）化するものは算入されない、
④NO3

–同化速度は深度によって大きく変化する
ため、それに合わせて複数層における採水と、
各層に条件を合わせた環境条件下で培養操作
を行う必要があり、非常に煩雑な作業が必要で
ある、⑤培養法で実測可能な同化速度は観測
時の瞬間値であり、非観測時の同化速度変化を
定量することはできない。このため、同化速度の
季節変化や経年変化を求めるには、高頻度で
繰り返し観測を行う必要がある。 
 一方、Δ17O 法を利用すれば、15N 培養法が
内包していた上記の問題をすべて克服すること
ができる。①Δ17O 法は、（人工的な培養環境下
ではなく）自然環境下における NO3

–同化速度を
定量するため、数値の確度や信頼度が飛躍的
に向上する、②湖水中の NO3

–を同化源として利
用する一次生産は、湖沼底の付着藻類によるも
のを含めてすべて同化速度に算入される、③
NO3

–の循環速度を直接定量化する本手法は、
溶存態有機窒素（DON）化するものも同化速度
に算入される、④各深度の湖水を採取して定量
するだけでよいため現場作業は勘弁である、⑤
ある系内に存在する NO3

–の Δ17O 値と濃度は、
その NO3

–対して過去に進行した、NO3
–

atm の混
入や、同化による分解、さらに硝化による生成の
履歴を積算で反映していることになる。従って、
NO3

–が数ヶ月程度以上の寿命を持つ湖沼であ
れば、一回の観測で湖内全体の NO3

–同化速度
の年平均値が求まり、さらに同一年に 2-3 回時
期を変えて観測することで、湖内の同化速度の
年平均値や観測インターバル間中の平均 NO3

–

同化速度、さらにその季節変化などを見積もるこ



とができる。 
 
（５）結論と将来展望	
 
 Δ17O 法は、湖沼の包括的な窒素循環速度
定量法として、15N 培養法よりも有効な手法であ
ると言える。Δ17O 法を用いることで、NO3

–を中心
とした窒素循環定量は極めて簡便になるため、
観測を広く一般化・普遍化し、データの蓄積速
度を飛躍的に向上させることが出来るだろう。ま
た、ある年に観測された平均 Δ17O 値と、別の年
に観測された平均 Δ17O 値の経年的な変化等か
ら、NO3

–同化速度の時間変化も求められるため、
人為的な NO3

–負荷量の増大が引き起こす自然
環境の擾乱が、より明確に評価出来るようになる。
生物地球化学はもちろん、海洋学・湖沼学・陸
水学・農学・林学・水産学など、環境科学系の幅
広い分野に大きな発展をもたらすことが期待さ
れる。生態系内の窒素循環や一次生産の制限
元素に関する学術的な理解が大きく進展するこ
とが期待される。 
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