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研究成果の概要（和文）：N2Oは強力な温室効果ガスであるとともにオゾン層破壊物質でもある。農業はN2Oの最
大の人為的排出源であり、その主要な発生源である農耕地におけるN2Oの発生メカニズムの解明および発生削減
技術の開発は急務である。
　N2Oの発生経路は主に微生物による硝化および脱窒と考えられている。本課題は、応募者らがこれまでに開発
した手法を発展させ、圃場でのN2Oフラックス連続測定、レーザー分光N2O同位体計によるN2O安定同位体自然存
在比の連続測定および土壌微生物解析を組み合わせたN2O発生メカニズムの全体像の解明を行うことにより、将
来的な発生抑制技術の開発につなげることを目的として実験を行った。

研究成果の概要（英文）：N2O is a powerful greenhouse gas and an ozone depleting substance. 
Agriculture is the largest source of N2O anthropogenic emission. It is important to elucidate the 
N2O production processes in agricultural soil, and to develop mitigation options.
N2O is thought to be mainly produced via microbial nitrification and denitrification, although the 
actual production process is not clear in site fields. The aim of study is to investigate N2O 
production processes in situ field. We developed continuous N2O flux monitoring system, continuous 
measurement technique of N2O isotopomer ratio by laser spectroscopy, and soil microbial analysis 
method to investigate N2O production processes.

研究分野：環境農学
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１．研究開始当初の背景 
一酸化二窒素（N2O）は強力な温室効果ガ
スであるとともにオゾン層破壊物質でもあ
る。農業は N2O の最大の人為的排出源であ
り、その主要な発生源である農耕地における
N2O の発生メカニズムの解明および発生削
減技術の開発は急務である。 

N2O の発生経路は主に微生物による硝化
および脱窒と考えられているが、実際の圃場
における発生経路の割合は不明である。この
ことは新たな発生削減技術の開発を阻む大
きな要因である。 
我々は、温室効果ガス自動採取装置を開発
し（Akiyama et al., 2000, 2009）、農耕地におけ
る N2O フラックスのモニタリングを行った
結果、実際の農耕地土壌の N2O の発生は施
肥や降雨に伴う時間的変化が大きく、肥料や
土壌の種類、気象条件等により異なることを
明らかにした（Akiyama and Tsuruta, 2002, 
2003a, 2003b,  Akiyama et al., 2000, 2013; 
Hayakawa et al., 2009）。これらの結果から複数
の微生物の発生経路の関与が示唆され、モニ
タリングと同時に発生経路の解析が必要で
あると考えた。発生経路は N2O の安定同位
体自然存在比（15N bulk, 18O, Site Preference
（SP））の質量分析計を用いた測定により推
定できる（Toyoda et al., 2011）。しかし本方法
は分析に時間を要するため、連続測定はでき
ない。 
そこで我々はこれまでに、レーザー分光

N2O 同位体計を用いた N2O 安定同位体自然
存在比の連続測定技術を開発した（Yamamoto 
et al. 2016）。さらに微生物解析も組み合わせ、
N2O 生成微生物の DNA・RNA 存在量測定手
法およびメタゲノム解析手法を検討した
（Uchida et al., 2013; Shimomura et al., 2012; 
Hoshino et al. 2011, Morimoto et al., 2011）。こ
れらの研究により、施肥後の N2O発生経路を
明らかにする（Akiyama et al., 2013, Uchida et 
al., 2012）等の成果を挙げてきたが、発生メ
カニズムの全体像の解明には至っていなか
った。 

 
２．研究の目的 
本課題では、我々がこれまでに開発した手
法を発展させ、異分野の研究を融合し、圃場
での N2O フラックス連続測定、レーザー分
光N2O 同位体計によるN2O 安定同位体自然
存在比の連続測定および土壌微生物解析を
組み合わせた N2O 発生メカニズムの全体像
の解明を行うことにより、将来的な発生抑制
技術の開発につなげることを目的として研

究を行った。 
 
３．研究の方法 
（1）レーザー分光N2O同位体計を用いたN2O
安定同位体比の連続測定システムの開発 
レーザー分光 N2O 同位体計を用いた N2O
安定同位体比の連続測定システムを開発し
た。 

 
（2）異なる土壌における有機肥料と化学肥
料からの N2O発生量の比較 
日本の代表的な農耕地土壌である黒ボク
土と灰色低地土のライシメーター圃場にお
いてニンジンを栽培し、N2Oフラックスの自
動連続モニタリングを行った。また N2O安定
同位体比および土壌中無機態窒素の測定を
行った。 
処理区（各区 3連）は下記の通りである。 
 
2014年度： 
化学肥料（尿素）区 
有機肥料（鶏糞ペレット）区 
 
2015年度： 
化学肥料（尿素）区 
有機肥料（豚糞ペレット）区 
 
2016年度： 
化学肥料（尿素）区 
有機肥料（豚糞ペレット）区 
 
2017年度 
化学肥料（尿素）区 
混合堆肥複合肥料（エコレット）区 
 
（3）N2O発生に関与する糸状菌の解析 
上記圃場において、施肥前、施肥後および
残渣後の土壌および残渣より糸状菌を分離
した。これまでに圃場から分離した糸状菌の
うち、非常に高い N2O発生ポテンシャル示す
約 3割の菌について培養実験を行い、糸状菌
脱窒の安定同位体比の測定を行った。 

 
（4）N2O安定同位体比の解析 
（1）で開発したシステムを利用して N2O 安
定同位体比の解析を行った。 
 
４．研究成果 
（1）N2O 安定同位体比の連続測定システム
の開発 
レーザー分光 N2O 同位体計を用いた N2O
安定同位体比の連続測定システムを開発し



た。本システムの概要は下記の通りである。 
①レーザー分光計1台にチャンバー12台を接
続し、各チャンバーラインを電磁弁により切
り替える。 
②チャンバーの大きさは 45cm×45cm×高さ
45cmの自動開閉式である。 
③チャンバー閉鎖時間は 1時間である。これ
は、N2Oガスフラックス測定時にはチャンバ
ー閉鎖は短時間が望ましいためフラックス
連続測定システムでは閉鎖時間 30 分として
いるが、同位体比測定のためにはチャンバー
内濃度をより高濃度とする必要があるため
である。 
④レーザー分光同位体計の測定時間はチャ
ンバー閉鎖 1 時間後より約 30 分であり、チ
ャンバー蓋を開く直前 1分間のデータの平均
値を同位体比の解析に用いる。1サイクル（チ
ャンバー12 台）に 12 時間であり、一日各チ
ャンバー2回の測定である。 
 
（2）異なる土壌における有機肥料と化学肥
料からの N2O発生量の比較 
①黒ぼく土および灰色低地土ともに、鶏糞ペ
レット区からの N2O 発生量は化学肥料区よ
りも多かった。また N2Oの発生量は基肥後が
最も多かったが、収穫後の残渣からも N2Oの
発生がみられた（図 1）。 
②黒ぼく土において豚糞ペレット区からの
N2O発生量は尿素区よりも多かった。しかし、
灰色低地土においては有機肥料区と尿素区
の N2O発生量に差は見られなかった（図 2）。 
③黒ボク土において、混合堆肥複合肥料区か
らの N2O発生量は尿素区と同程度であった。 
上記の結果より、堆肥ペレットからの N2O
発生量は一般に化学肥料よりも多いことが
明らかになった。一方、混合堆肥複合肥料か
らの N2O発生は化学肥料と同程度であり、堆
肥単独でペレット肥料化するよりも N2O 発
生量を削減できる可能性が示された。 

 
（3）N2O発生に関与する糸状菌の解析 
収穫後の残渣から N2O 発生に関与する脱
窒カビを分離し N2O 発生ポテンシャルを測
定した結果、脱窒カビが収穫後の N2Oの発生
に関与していると考えられた。また土壌およ
び作物残渣より糸状菌を分離し、N2O発生ポ
テンシャルを測定した結果、分離した糸状菌
のうち約 3割の菌が、非常に高い N2O発生ポ
テンシャルを示した。 

 
（4）N2O安定同位体比の解析 

N2O安定同位体比解析により、すべての年

において、黒ぼく土、灰色低地土ともに、い
ずれの処理区においても施肥後の N2O 発生
は細菌脱窒が重要な発生経路と考えられた。 

 
(5) まとめ 
有機肥料は重要な N2O 発生源であること
が明らかになった。微生物解析および同位体
解析の結果から、本試験圃場においては、施
肥後は細菌脱窒が、また収穫後の残渣におい

図 1 黒ぼく土（上）および灰色低地土
（下）における、尿素（Urea）区および
鶏糞堆肥ペレット（PM）区からの N2O フ
ラックスの変化 
F：施肥、H：収穫、I：収穫残渣のすきこみ 

図 2 黒ぼく土（上）および灰色低地土
（下）における、尿素（Urea）区および
豚糞堆肥ペレット（PM）区からの N2O フ
ラックスの変化 
F：施肥、H：収穫 



ては細菌脱窒および糸状菌脱窒が重要なN2O
発生経路であったと考えられた。 
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