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研究成果の概要（和文）：本研究では、従来からの培養実験では求められなかった森林土壌における実際の総硝化速度
を、硝酸（NO3-）の酸素安定同位体比（δ18O）の変化を把握することと、15Nトレーサーを用いる同位体希釈法を併用
することで明らかにすることを目的とした。東京大学田無演習林において、土壌中のN動態に関する定期的な調査を行
った。この結果NO3-のδ18Oはリター層とその直下で急激に低下し、降水で供給されたNO3-が速やかに不動化され、硝
化菌によって生成されたNO3-に置き換わる状況が明らかになった。また同位体希釈法による総硝化速度、総不動化速度
の測定値は、上記のNO3-の置換現象を詳細に裏付けるものであった。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to elucidate the actual gross nitrification rate of 
forest soils using isotope tracer techniques, which could not be measured by conventional incubation 
approach. We proposed combined usage of the d18O of NO3- measurements of field water samples and the pool 
dilution method using 15N tracers. Experimental results at the University of Tokyo, Tanashi Forest showed 
that the d18O of NO3- decreased drastically at the organic litter layer and the surface part of mineral 
soil horizon. This indicated that the NO3- supplied by atmospheric deposition was rapidly immobilized and 
replaced by the NO3- produced by nitrifying microbes. The gross nitrification and immobilization rates 
measured using the pool dilution method evidenced the NO3- replacement processes consistently.

研究分野：森林生態学、水文学、生物地球化学
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１．研究開始当初の背景 
  森林生態系における窒素循環はその系内
に生息する全ての生物の活動を維持する最
も基礎的な物質循環の一つである。同時に、
森林生態系を構成する複数の機能群に属す
る生物群集によって駆動されている極めて
複雑な循環構造を持っている。そのシステム
を維持する主要なメンバーは植物、微生物、
動物であるが、中でも水溶性の窒素を利用す
る植物と微生物は、しばしば可給性窒素であ
る無機態窒素（NH4

+、NO3
-）、低分子の有機態

窒素について競争関係にある。このように窒
素が生態系内で循環したり、利用可能な窒素
を巡って植物と微生物との間に競争が生じ
たりするのは、生態系内の可給性の窒素量が
生態系の構成員である多くの生物、特に一次
生産者とって成長の制限要因になっている
ことに起因する。 
  しかしながら，産業革命以降，化石燃料の
燃焼や化学肥料の製造、農地での使用が増加
し、生物にとっての利用可能性が高い窒素の
大気への放出が劇的に増大した。その結果、
降下物として地表の生態系にもたらされる
窒素量も増大した。 
  1980 年代以降、先進国の温帯森林を中心に
「窒素飽和現象」が報告され始めた。これは、
大気沈着による生物にとっての可吸性の高
い無機態の窒素のインプットが多い地域の
森林で、土壌中の NO3

-の現存量が増大してい
たり、水系に高濃度で NO3

-が流出したりする
ことで現象が認知されてきた（例えば
Stoddard 1994）。窒素飽和現象のメカニズム
に関する議論は今日まで続いているが、窒素
沈着量が多い森林における土壌中での窒素
動態についての詳細なプロセス研究は未だ
限られている。 
 
２．研究の目的 
  以上のようなこれまでの研究の展開のな
かで、今日的には、土壌中での微生物が関与
する窒素の形態変化速度を、安定同位体トレ
ーサーを用いた添加培養によって定量する
方法や NO3

-の酸素と窒素の安定同位体比を同
時に測定する新たな手法を、より詳細なプロ
セス研究を進めるために適用していくこと
が可能な状況になってきている。本研究では、
森林土壌中の総硝化量とそれに関連する窒
素の形態変化速度を、原位置の条件に近い状
態では測定するプロトコルを確立すること
を目的とし、対象として窒素沈着量の多い都
市近郊林において適用することを試みた。 
 
３．研究の方法 
  野外観測と土壌試料、水試料などのサンプ
リングは、東京都西東京市に位置する東京大
学農学生命科学研究科附属田無演習林内
（35°44’N, 139°32’ E）で実施した。調
査地の標高は約 60 m、年平均気温は 14.6 oC
（2009-2012）、平均年降水量は 1718 mm
（2009-2012）であった。対象林分としてこ

の地域として典型的なスギ（Cryptomeria 
japonica ） 人 工 林 と ク ヌ ギ （ Quercus 
acutissima）が優占する落葉広葉樹二次林を
選定した。 
  対象とする二つの林分において、2012〜
2013 年の 3年間、大気降下物量の観測と、降
水、樹幹流、土壌水等、森林へのインプット
から土壌中の雨水浸透過程における無機態
窒素濃度と、NO3

-の窒素、酸素安定同位体比
（15N、18O）の測定を行った。加えて、2012
〜2013 年に、主として植生の成長期において、
土壌の理化学性、窒素の無機化、硝化特性の
測定を４回実施した。 
  降水（林外雨、林内雨）、樹幹流、土壌水
中の NO3

-の安定同位体比は、微生物脱窒菌法
（Sigman et al. 2001; Casciotti et al. 
2002）を用いて15N、18O の同時測定を行った。
この方法は 2001 年に開発された水試料の前
処理方法で、測定したい試料水中の NO3

-を培
養された脱窒菌を用いて N2O ガスに変換する。
N2O はガスクロマトグラフィー・インターフ
ェイスを介して質量分析計に導入され、15N
と18O の測定が行われる。NO3-の15N と18O の
値は、NO3

-が生成される前の起源物質の安定
同位体比の情報を保存していたり、NO3

-が形
態変化を起こす時に変化したりする（同位体
分別など）する。例えば、NH4

+の酸化によっ
てNO3

-が生じる場合、前駆物質であるNH4
+が、

化学合成によって生成された肥料由来の場
合、15N は低く、-10〜5 ‰であるのに対し、
屎尿由来の場合、0〜25 ‰と高くなる。他方、
18O は、大気中で生成された NO3-の場合、60
〜95 ‰であるのに対し、土壌中で微生物に
よって NH4

+から生成される場合、-15〜15 ‰
と顕著な差がある。この差異は、NO3

-を構成
する酸素が生成される場の酸素ガスと水の
酸素に由来することから、ある程度普遍的に
生じることであり、ある試料水中の NO3

-の含
まれる大気由来の NO3

-と土壌微生物生成由来
の NO3

-の存在比率を推定するために有力な情
報となる（図-1）。 

 
図-1 種々の起源N化合物から生じるNO3

-の典型的
な15N、18O 値。2つの矢印は NO3-が脱窒を受ける
場合、残存する NO3

-の15N、18O 値に想定される傾
きを示している（Kendall et al. 2007 から一部
改変）。 
 



  土壌中の有機態窒素の無機化と硝化は、微
生物の活動によって進行し、植物や微生物自
身の生存のために必要な養分としての溶存
窒素（無機態窒素、低分子の有機態窒素）を
生成する。また、微生物はこの溶存窒素を吸
収することで再度の有機化を進め（不動化）、
結果、窒素は土壌中で循環する。この一連の
窒素の形態変化は、これまで土壌試料を一定
環境条件下で培養し、培養前後の NH4

+、NO3
-

の存在量の増減から、無機化速度、硝化速度
を評価する手法によって記述されてきた。こ
れらの速度は、それぞれ純無機化速度、純硝
化速度と呼ばれる。実際には、例えば、NH4

+

の現存量は有機物の無機化による NH4
+の生成

と、微生物による硝化と不動化による消費の
差引で決まるものなので、それぞれ機能がこ
となる微生物の実際の活動量（速度）が評価
できない。実際の形態変化速度（総無機化速
度、総硝化速度）を測定する手法として、15N
トレーサーを利用した同位体希釈法が 1990
年代に提案され（Davidson et al. 1992）、
これまでに多くの森林土壌で適用されてき
ている。 
  この２つの安定同位体比技術を用いた窒
素動態の把握のための手法は、これまでに同
じサイトの調査において適用された例はほ
とんどなく、本研究の方法論的な新規性は極
めて高い。本研究の場合、前者の安定同位体
比技術は、大気沈着由来の窒素流入の実態把
握に有用で、後者の 15N トレーサーを用いた
技術は、その流入窒素の土壌中の窒素循環の
中にどのように取り込まれるかを記述する
ために極めて有用である。 
 
４．研究成果 
(1) NO3

-の18O からわかる硝化活性 
  NO3
-濃度は、スギ林のプロットでは、A層表

層部で最も高く、下層でも明らかな減少が見
られないのに対して、クヌギ林のプロットで
はA層以下の鉱質土層で徐々に減少すること
がわかった。溶存 NO3

-の18O は、スギ林とク
ヌギ林の両方のプロットで、林内雨、樹幹流
では中央値が 60〜70‰であるのに対し、A層
の表層部で 2〜7‰と急激に低下しているこ
とが明らかになった。このことは、大気沈着
として流入した NO3

-が、リター層、A 層表層
部で微生物によって生成された NO3

-と混合し、
質量比としては大半が微生物生成由来の NO3

-

となっていることを意味している。スギ林プ
ロットでは、この変化はリター層よりも A層
表層部で顕著に生じているのに対し、クヌギ
林プロットでは季節的な変化があり、成長期
（着葉期）ではリター層において明らかな
18O の低下が見られ、リター層中における微
生物による NO3

-供給が顕著であることが示唆
された（図-2）。 
  加えて、クヌギ林プロットでは、特に成長
期（着葉期）において樹幹流中の NO3

-の18O
が林外雨や林内雨に比べて明らかに低い場
合がしばしばみられた。このことは、樹体表

面において微生物が NO3
-を生成し、その NO3

-

が大気沈着由来の NO3
-と混合、流下している

こと示唆していた。樹体や葉表面における微
生物による NO3

-生成については、これまでに
微生物学的な研究事例はわずかにあるが、
NO3
-の同位体比変化から検証が行われたのは
本研究が最初である。 
 
(2) 同位体希釈法による総硝化速度の把握 
  以上のような大気沈着としての NO3

-の流入
過程の実態を踏まえて、土壌中での微生物活
動による窒素の形態変化を明らかにし、両者
から現状の土壌中での NO3

-濃度の鉛直分布や
変化に関する考察を行った。 
  スギ林、クヌギ林、両林分のリター層、A
層表層部では、大気降沈着で供給される NO3

-

が微生物によって生成される NO3
-と混合して

いるが、大部分が微生物由来の NO3
-によって

占められていることは、NO3
-の18O の変化を見

ることで明らかになったが、15N トレーサーを
用いた同位体希釈法によって測定された総 

 
図 -2 ス ギ 林 （ C.japonica ） と ク ヌ ギ 林
（Q.acutissima）における降水（rain）、林内雨（TF）、
樹幹流（SF）、有機物層通過水（OH）、土壌水（SW）
の NO3

-の18O 値。ボックスプロットのボックス内
の線は中央値、上下の辺は、それぞれ 75、25 パー
センタイル、ボックス外の細線は、90、10 パーセ
ンタイルを示している。付与されている異なるア
ルファベットはサンプルタイプ間に有意な差があ
ることを示している。 



硝化能の高さはこれを裏付けるものであっ
た（図-3）。また、クヌギ林のプロットでは、
A 層表層より深い部位において NO3

-濃度の急
激な減少が見られた。このことは、この部位
において成長期を通じて総不動化速度が総
硝化速度を上回っていることと対応してお
り、微生物活動による窒素の保持機構が機能
していることが明らかになった。一方、スギ
林のプロットでは、常に総硝化速度が総不動
化速度を上回っていた。この結果は、クヌギ
林分の場合とことなりA層以下の鉱質土層中
でも NO3

-濃度が減少しないことと対応してい
た。 
  以上のように、同位体希釈法による総硝化
速度の直接測定と、原位置土壌溶液中の NO3

-

の18O 測定の適用を通して、大気沈着として
もたらされる窒素が森林に流入する過程、土
壌中で窒素の内部循環に取り込まれる過程
の実態が明らかになった。 

 
図-3 スギ林（Plot A）とクヌギ林（Plot B）の有
機物層（O層）と A層における窒素総無機化速度、
総硝化速度、総消費速度。バーに付与されている
異なるアルファベットは、有意な差があることを
示している。 
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