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研究成果の概要（和文）：筑波山の森林域および筑波山を水源とする水田を主とする農耕地を対象とし，林内
雨，土壌水，渓流水，農業用水，農業排水，河川水を採取し，硝酸イオンの濃度および窒素･酸素安定同位体自
然存在比を測定することにより，対象地域に流入・流出する硝酸態窒素の起源を明らかにした．
硝酸イオンの安定同位体比プロファイルから，硝酸態窒素の起源を霞ヶ浦用水に代表される中δ15N･中δ18O･低
Δ17O，林内雨に代表される低δ15N･高δ18O･高Δ17O，森林域の土壌水に代表される低δ15N･低δ18O･低Δ17O
のプロファイルを持つ硝酸態窒素の三種類に分類することができた．

研究成果の概要（英文）：We identified the nitrate-nitrogen sources in forest area and rice paddy 
watershed in Mt Tsukuba. Water samples were collected from rainfall, soil water, hillside stream, 
drainage and river water. The stable isotopic compositions of nitrate, including the δ15N, δ18O 
and Δ17O, were analyzed.
The source of nitrate-nitrogen can be classified to three classes according to stable isotope 
profiles. First, the irrigation water showed middleδ15N, middle δ18O and low Δ17Ovalues. Second, 
the rainfall showed low δ15N, high δ18O, high Δ17O. Third, the soil water in forest area showed 
low δ15N, low δ18O, low Δ17O.

研究分野：環境農学
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１．研究開始当初の背景 
森林や水田･畑地等で構成される陸域生態
系では反応性窒素の増大により富栄養化，地
下水の硝酸態窒素汚染，亜酸化窒素発生によ
る温暖化など様々な地域および地球規模の
環境負荷をもたらしている．これらの原因物
質としては化石燃料の燃焼等による大気由
来の降下物，化学肥料，有機質肥料，家畜ふ
ん尿等が挙げられるが，これらがそれぞれど
の程度影響を及ぼしているのかを推定する
のは容易ではない．これらの問題を解決する
ため，それぞれの窒素源や形態変化プロセス
によって安定同位体自然存在比が異なるこ
とを利用した安定同位体的手法が近年めざ
ましい発展を遂げている．その一つに，硝酸
イオンの酸素安定同位体(18O)解析技術があ
る．硝酸イオンの酸素安定同位体(18O)は，起
源とする物質の同位体比と動的同位体効果
によって固有の値をとることが知られてい
る[1]．たとえば，大気由来のδ18O-NO3 は同
位体比の高い大気中 O3等を起源とするため，
70-90‰程度の高い値をとる一方，硝化によ
って生成されるδ18O-NO3 は水と大気中の酸
素を起源とするため，それらの同位体比を反
映し，0‰に近い値をとる．また，硝酸イオ
ンは環境中で脱窒を受けると，δ15N-NO3とδ
18O-NO3が一定の比率で上昇する．これらの性
質により，これまで窒素安定同位体のみで評
価していた負荷源解析が，窒素と酸素(18O)
の安定同位体を用いた二次元的解析が可能
となった． 
しかしながら，この手法には限界もある．
森林の表層土壌，化成肥料や家畜ふん堆肥を
施用した農耕地土壌，水田や湿地で脱窒が起
こったあとの硝酸イオンなど，それぞれの窒
素源の特徴を強く反映するような地点･地域
ではδ18O-NO3 でも明確な差異が認められる
一方，各窒素源がよく混じり合った複雑な地
形や河川水等では各窒素源の寄与を定量的
に把握するのは困難な点も多かった．特に，
δ18O-NO3 の変動は高いδ

18O-NO3 を持つ大気
由来の硝酸イオンの流入と脱窒によるδ
18O-NO3の上昇の2つの要因が考えられるため，
両者を区別することは難しかった． 
 
２．研究の目的 
それらの問題点を克服するため，これまで
注目されてこなかった第三の酸素安定同位
体 17O を指標とした新たな解析手法が注目さ
れつつある．これまでδ17O は陸域生態系に
おける酸素循環においては常にδ18O と一定
の比率を保つため，δ18O を測定するだけで

十分であると考えられてきた．ところが，
Thiemens ら[2]によって，大気中のオゾン生
成反応によってδ18O と一定の比率をとらな
いδ17O が存在することが明らかになった．
このδ17O の基準値からのずれはΔ17O と定義
され，大気中で生成される硝酸イオンの酸素
安定同位体でも同様の現象が見られる．この
現象を利用することにより，大気中で生成さ
れる硝酸イオンとそれ以外の硝酸イオンを
区別することが可能となる．また，Δ17O は
脱窒等による硝酸イオンの消費過程では変
化しないため，δ15N, Δ17O, δ18O の 3 つの
パラメータを三次元的にプロットすること
により，窒素源に関する情報と消費プロセス
に関する情報を別個に評価することが可能
となる． 
そこで本課題では，多様な窒素源と消費プ
ロセスが存在する森林－水田を中心とする
農耕地集水域を対象とし，窒素の集水域内へ
の流入および集水域外への流出に関して，窒
素源ごとの寄与率と生成･消費プロセスの評
価を行った． 
 Δ17O は大気中で生成される硝酸イオンに
のみ特異的に正の値をとるため，大気降下物
の硝酸イオンの Δ17O 値を定期的に測定し，
それを大気由来の硝酸イオンの代表値とす
ることで，採取した試料のうち大気降下物由
来の硝酸イオンが占める割合が算出できる．
さらにδ15Nとδ18Oを二次元的にプロットし，
窒素源のδ値と試料のδ値の差を求めるこ
とにより，硝酸イオンの消費割合が推測でき
る． 
 
３．研究の方法 
 
(1)調査地域 
森林域での試料採取は森林総研筑波試験
地(茨城県石岡市)で行った．採取地域はスギ，
ヒノキが混在している流域面積が約 0.038  
km2，標高 290～390 m，25°の平均傾斜を持
つ集水域である．2014 年 9 月から 2016 年 7
月にかけて林外雨，林内雨，A0 層通過水，10
～90 cm までの土壌水，渓流水を計 6回採取
した． 
農耕地集水域での試料採取は茨城県つく
ば市の筑波山南麓に広がる水田を主体とす
る集水域で行った．採取地域は約 9.9km2，標
高 20～360 m の集水域である．2012 年 6月か
ら 2014 年 6 月にかけて流域内の渓流水（10
地点程度），農業用水（15地点程度），農業排
水（15 地点程度），河川水（5地点程度）等，
数十カ所および農業用水の水源となるため



池，生活排水，家畜の畜舎付近の排水等，窒
素の供給源となる地点について灌漑期・非灌
漑期を含めた渓流水，河川水，灌漑水，農業
排水を計 13 回採取した． 
 
(2)採水 
 試料水は採取後孔径 0.2 µm のメンブレン
フィルタでろ過し，濃度分析および安定同位
体分析まで冷凍保存した． 
 
(3)硝酸イオンの窒素(δ15N)･酸素(δ18O,Δ
17O)安定同位体自然存在比 
 硝酸イオンの窒素(δ15N)･酸素(δ18O,Δ
17O)安定同位体自然存在比は，脱窒菌法[3]
により NO3

-を N2O に転換( 24 h )後，
ThermoFisher Scientific 社製 Delta V およ
び前処理装置として同社製Precon－GCCを用
いて安定同位体質量分析を実施した． 
 
４．研究成果 
 
(1)Δ17O の分析手法の確立 
硝酸イオンのΔ17O の分析は，Δ18O の分析
と同様，N2O 還元酵素を持たない脱窒菌によ
って N2O まで変換した．その後液体窒素トラ
ップで濃縮した N2O をスプリッタを用いて分
離した後，一方は Carbon plot カラムを用い
て N2O と CO2に分離し，m/z が 44,45,46 のシ
グナルを得ることによってδ15Nとδ18Oを求
めた(図 1)．もう一方は同様に N2O と CO2に分
離後，GC ライン上で，N2および O2に再変換
した後，Mol Sieve 5A カラムを用いて N2と
O2に分離し，m/z が 32,33,34 のシグナルを得
ることによってδ15N とΔ18O を求めた．この
過程のうち，N2O を N2および O2に再変換する
方法としては，780℃で金触媒存在下で加熱
処理する熱分解法[4]と超音波分解法[5]が
考えられるため，両者を比較し，簡便な熱分
解法を採用することとした．ただし分解用触

媒は従来法では装置への接続が困難なため，
簡便に導入可能な触媒を選定した．  
 
(2)森林域での調査 
 2015 年 7 月に採取した林外雨および林内
雨の硝酸イオン濃度は 0.24～0.70 mg L-1の
範囲であった．δ15N,δ18O,Δ17O 値はそれぞ
れ-0.05～ 1.64, 70.18～ 72.64, 17.29～
19.46‰の範囲であった．これらの値は降下
物由来硝酸イオンに特徴的な高いδ18O およ
びΔ17O 値の特徴を有している． 
 A0 層通過水の硝酸イオン濃度は 1.43 mg 
L-1であった．δ15N,δ18O,Δ17O 値はそれぞれ
-1.33, 1.83, 2.63‰であった．既往の報告
から，降下物由来の硝酸イオンが A0 層を通
過する際に一旦微生物や植物等に吸収され
ることによって酸素原子が外れ，硝化によっ
て再度酸素原子が付加されることが知られ
ており，ここでも同様の現象が起きているこ
とが推察される． 
 10～90 cm までの土壌水の硝酸イオン濃度
は 0.16～10.42 mg L-1の範囲であった．δ15N,
δ18O,Δ17O 値はそれぞれ-5.89～1.09, -2.30
～12.57, 3.10～5.67‰の範囲であった．硝
酸イオン濃度は下層ほど高くなる傾向にあ
った．δ15N,δ18O,Δ17O 値は A0 層通過水より
もやや高い傾向にあった． 
 渓流水の硝酸イオン濃度は 1.99 mg L-1で
あった．δ15N,δ18O,Δ17O 値はそれぞれ 3.53, 
5.88, 7.57‰であった．δ15N 値は集水域内
で最も高かった．δ18O,Δ17O 値は土壌水と雨
水の中間の値を示した． 
 
(3)農耕地での調査 
 2014 年 4 月に採取した渓流水の硝酸イオ
ン濃度は0.15～0.63 mg L-1の範囲であった．
δ15N,δ18O,Δ17O 値はそれぞれ 1.58～5.53, 
2.11～4.01, -13.04～8.51‰の範囲であった．
これらの値は森林域の渓流水とよく似てい
た． 
 農業用水の硝酸イオン濃度は 0.11～0.24 
mg L-1の範囲であった．δ15N,δ18O,Δ17O 値は
それぞれ 3.37～8.51, 4.99～8.33, -2.12～
8.37‰の範囲であった．農業用水は霞ヶ浦の
湖水を水源としており，生活排水，畜産廃棄
物等様々な窒素源が流入している上，脱窒等
様々なプロセスの関与も考えられ，さらに排
水と混合されるなどしてそれらの影響が反
映された値を取ると思われるが，概ねδ15N,
δ18O 値に関してはやや高めの値を取る傾向
がある．Δ17O値は特定の傾向はみられない． 
 農業排水の硝酸イオン濃度は 0.12～0.46 

図 1.  N2O のδ
15N・δ18O・Δ17O の分析

用 GC ライン概要図 



mg L-1の範囲であった．δ15N,δ18O,Δ17O 値は
それぞれ-8.03～6.82, 2.67～5.87, -4.85～
11.98‰の範囲であった．農業排水は農業用
水および渓流水を主な水源とし，窒素源とし
てはさらに土壌中の窒素および施肥窒素が
加わる．また水田地帯なので脱窒の影響も考
えられる．そのため，農業用水の影響が大き
い地点では農業用水に類似した傾向があり，
また渓流水の影響が大きい地点では渓流水
に類似した傾向があった． 
 河川水の硝酸イオン濃度は 0.19～0.29 mg 
L-1の範囲であった．δ15N,δ18O,Δ17O 値はそ
れぞれ 4.00～5.13, 4.68～6.87, -1.86～
9.63‰の範囲であった．河川水は上流側では
渓流水の影響を大きく受け，下流側では排水
の影響がみられた． 
 
(4)窒素源の分類 
硝酸イオンの安定同位体比プロファイル
から，硝酸態窒素の起源を概ね三種類に分類
することができた(図 2)． 

一つは霞ヶ浦用水に代表される，中δ15N･
中 δ18O･低 Δ17O のプロファイルを持つ硝酸
態窒素である．これらは畜産あるいは脱窒等
の影響からδ15Nおよびδ18Oがやや高めであ
るものの，Δ17O 異常は見られず，一般的な
閉鎖系水域に典型的な値を示した． 
もう一つは雨水に代表される，低δ15N 
･高δ18O･高Δ17Oのプロファイルを持つ硝酸
態窒素である．これらはδ15N は低いが，δ18O
およびΔ17O が高く，降下物の影響を強く 
反映した値を示した． 
最後は森林域の土壌水に代表される，低δ
15N･低δ18O･低Δ17Oのプロファイルを持つ硝
酸態窒素である．これらは霞ヶ浦用水とよく
似た特徴を持つが，δ15N がやや低く降下物
由来の硝酸イオンとほぼ同等の値を示す． 

また渓流水は降下物と土壌水の混合物，農
業用水は渓流水と霞ヶ浦用水の混合物，農業
排水は農業用水と渓流水の混合物，河川水は
全ての混合物としての特徴を有していた．特
に農業排水においてはいくつかの地点でΔ
17O 異常を持つプロファイルを有しており，
従来のδ15Nおよびδ18Oの解析のみでは不明
であった窒素源の情報についてより詳細に
推測することが可能となった． 
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