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研究成果の概要（和文）：本研究では，富栄養化水域谷津干潟における硝化過程を時空間的に把握するために，
硝化によって生成されるヒドロキシルアミンのモニタリングを行った．2021年から2022年における海水と堆積物
間隙水のモニタリングの結果，ヒドロキシルアミン濃度は間隙水の方が海水よりも高かったことから，硝化が活
発に起こるサイトは堆積物表層であると考えられた．また統計解析により，堆積物表層における硝化は，温度と
海水および間隙水のNH4+基質の供給に依存しており，還元環境の形成によって阻害されることが示された．谷津
干潟内の水の滞留による嫌気環境の形成が硝化を阻害し、その後の窒素除去過程である脱窒も抑制する可能性が
示唆された．

研究成果の概要（英文）：In this study, to explore the site of active nitrification and elucidate the
 factors controlling nitrification, hydroxylamine concentrations in the seawater and porewater of 
the hypereutrophic Yatsu tidal flat, eastern Japan, were measured. The concentrations from 2021 to 
2022 indicated that nitrification was more active in the surface sediment than in seawater. In 
addition, multiple linear regression analysis indicated that nitrification in the surface sediment 
increases with higher temperature and NH4+ supply from seawater and porewater, as well as under oxic
 conditions. Sediment denitrification by which N is removed is controlled by the occurrence of 
nitrification. Therefore, nitrification in the sub-aerobic surface sediment is crucial for N 
removal. Especially in the hypereutrophic tidal flat, the sub-aerobic surface sediment needs to be 
protected so as not to inhibit nitrification when seawater is stagnant.

研究分野：生物地球化学

キーワード： 硝化　ヒドロキシルアミン　富栄養化　干潟
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の当初の目的は，15Nトレーサー法を用いて微生物的窒素除去過程(硝化-脱窒，硝化-アナモックス)と貯
留過程(硝化-DNRA)を追跡する予定であったが，コロナ感染対策により同位体測定装置を使用する予定であった
研究機関への出入りが禁止され，計画通りに研究を遂行することができなかった．しかしながら，本研究で用い
たヒドロキシルアミンの測定によって，硝化過程の進行を十分に明らかにすることができることがわかった．ヒ
ドロキシルアミン測定法は，15Nトレーサー法よりも短時間かつ低コストで行うことができる．またこの方法は
測定操作も簡便であるため，今後様々な環境下で硝化を評価する際に応用できると考えられた．

※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 
 千葉県習志野市に位置する谷津干潟では，2012 年から 2017 年にかけて富栄養化の影響によ
って大型海藻アオサの異常増殖（グリーンタイド）が観測されてきた．しかしながら，2018 年
ごろから干潟内に出現するアオサのバイオマスは減少し，突然ラン藻の異常増殖が発生した．こ
のような一次生産者の突発的な入れ替わりは世界中の富栄養化した干潟で観測されている．こ
のレジームシフトが起こる要因として，海水温の上昇や淡水の流入などが推測されているが詳
細は不明瞭なままである．研究代表者は，谷津干潟における窒素量は僅かではあるが増加傾向に
あることから，窒素栄養塩の微生物的除去過程である脱窒と貯留過程である DNRA の変化が干
潟のレジームシフトを引き起こす要因の 1 つではないかと予測した．さらに，谷津干潟の高い
NH4+濃度（平均約 300μgN/L）から，窒素栄養塩の除去・貯留過程を正確に把握するにはこれ
らの過程に繋がる硝化を含めて再評価する必要があると考え，本課題「富栄養化に起因する干潟
のレジームシフトにともなう微生物的窒素除去・貯留過程の解明」の着想に至った． 
 
 
２．研究の目的 
 本研究では，15N トレーサー法を用いて微生物的窒素除去過程(硝化-脱窒，硝化-アナモックス)
と貯留過程(硝化-DNRA)を追跡する予定であったが，コロナ感染対策により同位体測定装置を
使用する予定であった研究機関への出入りが禁止され，計画通りに研究を遂行することができ
なかった．そのため代替策として，谷津干潟の海水および堆積物間隙水中のヒドロキシルアミン
（NH2OH）濃度を東邦大学で測定し，硝化の進行を評価することとした．ヒドロキシルアミン
は，微生物的窒素過程の中でも硝化においてのみ中間体として生成され，消費されるといわれて
いる．また，ヒドロキシルアミンは，環境中で不安定な物質であり，他の環境に輸送されること
はほとんどないため，その濃度は現場の硝化の進行の程度を反映すると考えられている．本研究
では，まず谷津干潟において硝化によってヒドロキシルアミンが生成されるか確認した．つぎに，
谷津干潟における微生物的窒素除去過程と貯留過程を支配する硝化が時空間的にどのように変
動するか理解するために，海水および堆積物間隙水中のヒドロキシルアミン濃度を追跡し，環境
因子と重回帰分析を行った．さらに，本研究の研究成果により，富栄養化した干潟における硝化
−脱窒による窒素除去の進行をモデル化した． 
 
 
３．研究の方法 
（１）研究地点とサンプリング 
谷津干潟は，千葉県習志野市に位置する約 40 ha の干潟である．谷津干潟の周辺のほとんど

はコンクリートで囲まれ，都市化が進んでいる．谷津干潟は，ラムサール条約登録湿地に認定さ
れ，国指定鳥獣保護区にも指定されているが，海水の栄養塩レベルは非常に高い状態を維持して
おり，過栄養水域に区分されている（千賀と山内，2015, Senga et al. 2019, 2021, 2022）．本研
究では，谷津干潟の中央部である St. SC（N 35o40’35”, E 140o00’20”）と潮が引いた時に形成さ
れる海水の水路であるタイダルリークの St. T（N 35o40’33”, E 140o00’26”）において，ヒドロ
キシルアミン濃度と環境因子の測定を 2021年 1月から 2022年 12月にかけて月に 1回行った． 
ヒドロキシルアミン濃度を測定するための海水は，ゴム手袋をした手で直接海水を 30-mL バ

イアル瓶に採水し，ゴム栓で密栓した．ヒドロキシルアミンの酸化を防ぐために，採水後直ちに
3.5 M氷酢酸を 0.5 mL 加えた．また，間隙水のヒドロキシルアミンを測定するために，採土管
を用いて堆積物表層（5 cm）を採取し，チャック付きビニール袋に入れて空気が入らないように
密閉した．海水および堆積物とも，冷却しながら実験室に持ち帰った． 
 
 
（２）硝化によるヒドロキシルアミン生成 

200-mL三角フラスコに，ろ過した海水 150 mL，堆積物 30 g を加えスラリーを調製後，NH4+

濃度が 7 mgN/L となるように NH4Cl を添加し，シリコセンを用いて蓋をした．スラリーをス
ターラーで撹拌しながら 20℃，暗条件，好気条件下で 26日間培養を行った．0（1時間撹拌後）, 
7, 12, 17, 22, 26日目のスラリーを回収し，ヒドロキシルアミン濃度およびアンモニア（NH4+），
亜硝酸（NO2-），硝酸（NO3-）濃度の測定を行った． 
 
 
（３）ヒドロキシルアミンの測定 
海水のヒドロキシルアミン濃度を測定するために，バイアル瓶に保存して持ち帰った海水を

25 mLはかりとり，ヒドロキシルアミンが酸化されないように静かに共栓付き試験管に加えた．
また，間隙水のヒドロキシルアミン濃度を測定するために，ポーラスカップ（多孔質チューブ）
を用いて堆積物から間隙水を回収した．間隙水の回収は，4℃下で一晩静置して行った．なお，



間隙水を採取した 50-mLプラスチックシリンジには，あらかじめ 3.5 M氷酢酸を 1.2 mL 加え
た．採取した間隙水は，25 mL はかりとり静かに共栓付き試験管に加えた． 
ヒドロキシルアミンの測定は，固相抽出法（福森ら，2003）を改変して行った．試料水 25 mL

に対して，0.3 mL スルファニル酸溶液（スルファニル酸 1.05 g，酢酸ナトリウム 0.68 g を氷酢
酸 30 mL及び純水 70 mL に加熱溶解），0.6 mL氷酢酸，0.6 mL ナフチルエチレンジアミン溶
液（N-1 ナフチルエチレンジアミン二塩酸塩 0.2 g を純水 200 mL に溶解）を順に加え，試料水
中の NO2-をアゾカップリングさせ，生成するアゾ色素を Sep-pak C18カートリッジ（Waters）
で吸着除去した．その後，ヒドロキシルアミンを NO2-に酸化するために，0.3 mL スルファニル
酸溶液，0.5 mLヨウ素溶液（ヨウ素 0.0181 g を氷酢酸 25 mL に溶解）を添加し，35℃で 30分
間反応させた．反応後，余剰のヨウ素を除去するために，試料水を Sep-pak C18を用いて通水し
た．この溶液に 0.5 mL ナフチルエチレンジアミン溶液を加え，分光光度計（V-730, JASCO）
を用いて 545 nm の吸光度を測定した． 
検量線は，500 mgN/L ヒドロキシルアミン標準溶液を用いて数段階に希釈した溶液を，上述

した同様の方法で発色させ，545 nm の吸光度を測定した．標準溶液は，NH2OH・HCl をアル
ゴン置換した約 11 psu人工海水を用いて溶解した．人工海水は Lyman and Fleming（1940）
の方法に準じて 34.5 psu に調製し，これを純水で 3倍に希釈し用いた．本研究で用いた方法の
検出限界は 1 µgN/L であった． 
 
 
４．研究成果 
（１）硝化によるヒドロキシルアミン生成 

NH4+濃度は時間とともに減少し，17 日目には検出できなかった．NH4+の減少にともなって
NO2-が増加し，NO2-濃度は 12 日目に最も濃度が高かった．NO2-は 17 日目以降減少し，22 日
目には検出できなかった．17 日目までは硝化のアンモニア酸化過程が進行したと考えられた．
17日目以降は，NO3-濃度が増加し，硝化の亜硝酸酸化過程が開始したことが示された．ヒドロ
キシルアミンは，7 日目と 12 日目に検出され，NO2-濃度が最も高かった 12 日目の方が濃度が
高かった（2.0 µgN/L）．したがって，ヒドロキシルアミンは，硝化のアンモニア酸化過程で生成
され，その過程の進行にともなって消費されることがわかった．また 17日目以降は，ヒドロキ
シルアミンは検出されなかったことから，亜硝酸酸化過程の進行時には，生成されないことが示
された． 
さらに，NH4+，NH2OH，NO2-，NO3-の合計濃度は，時間を追って減少傾向にあった．この結
果は，実験期間中にフラスコから窒素が消失したことを示している．好気条件下で培養を行った
ものの，堆積物に形成されるミクロな嫌気環境下で脱窒が進行したと推察された． 
 
 
（２）海水と堆積物におけるヒドロキシルアミンの動態 
 海水におけるヒドロキシルアミン濃度は低く，ほとんどの月で検出できなかった．一方，間隙

水におけるヒドロキシルアミン濃度は，海水よりも高かった（平均 1.5 µgN/L）．したがって，

ヒドロキシルアミンは主に堆積物表層で生成され，海水に拡散すると考えられた．すなわち，谷

津干潟において硝化が活発に進行するサイトは堆積物表層であり，窒素除去過程である脱窒を

促進していると推察された．谷津干潟の堆積物表層における速い脱窒速度が報告されている

（Senga et al. 2019）． 
 
 
（３）ヒドロキシルアミン動態による谷津干潟における硝化特性 
 谷津干潟の堆積物表層における硝化がどのような環境因子に支配されているか明らかにする

ために，間隙水のヒドロキシルアミン濃度と海水および堆積物の環境因子のそれぞれと重回帰

分析を行なった．ヒドロキシルアミン濃度は，海水の NO3-と NH4+濃度および水温と正の相関

を示した．また，ヒドロキシルアミン濃度は，間隙水の NH4+濃度と正の相関，PO43-濃度と負の

相関を示した．これらの結果は，堆積物表層における硝化は，間隙水だけでなく海水の NH4+基

質にも依存し，温度の上昇とともに活発化し，脱窒の基質となる NO3-を生成することを示して

いる．さらに，間隙水における PO43-の蓄積は，堆積物の還元環境の形成を示している（McManus 
et al., 1997)）．ヒドロキシルアミン濃度と PO43-濃度との負の相関は，堆積物表層における硝化

が還元環境の発達で阻害されることを示している．また，重回帰分析ではヒドロキシルアミン濃

度と水位の相関はみられなかったが，検出限界以下のヒドロキシルアミン濃度を除いて単回帰

分析を行ったところ，両者は負の相関を示した．この結果もまた嫌気環境下における硝化の進行

の阻害を示していると考えられる． 
 図 1 にヒドロキシルアミン動態から明らかとなった谷津干潟における硝化–脱窒による窒素除

去の進行過程を記載したモデル図を示した．谷津干潟における硝化の活発なサイトは堆積物表

層であり，温度と NH4+基質の供給に依存性を示した．また，硝化にとって，潮汐による水位の

低下（引き潮）にともなう大気からの酸素の供給は重要であると考えられた．谷津干潟は，周辺



がコンクリートで囲まれた半閉鎖

的な干潟であり，潮汐によって水位

は定期的に低下するものの，特に干

潟東部において海水が滞留しやす

い．海水の滞留時による嫌気環境の

発達により硝化が阻害されること

で脱窒が進行せず，窒素が干潟内に

貯留される可能性が示された． 
谷津干潟の堆積物表層における

脱窒は，その他の微生物的硝酸還元

過程であるアナモックスや DNRA
速度と比較すると圧倒的に高いこ

とから，主に脱窒が窒素除去を駆動

していると考えられる（Senga et al. 2018, 2022）．また，谷津干潟における脱窒は NO3-基質の

供給に依存し，温度依存性がないことも示されている（Senga et al. 2018）．したがって，脱窒

は，硝化の進行に強く支配されていると考えられる．このことは，硝化の進行が谷津干潟の窒素

レベルを決定していることを示唆する．谷津干潟の窒素除去を進行させるには，干潟内の海水の

滞留を改善する必要があると考えられた． 
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図1.ヒドロキシルアミン動態から明らかとなった富栄養化した干潟に
おける硝化–脱窒による窒素除去の進行過程
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