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研究成果の概要（和文）：本研究では、硝酸の天然同位体トレーサーを用いて森林生態系の窒素循環像を解明すること
を試みた。自然環境下の植物の個体内に含まれる硝酸の窒素・三酸素同位体組成の定量法を開発し、植物に同化される
硝酸の供給源同定を試みた。植物試料は、マツ、ナラ、セコイア、スギといった木本類、ササといった草本類、コケ・
地衣類など様々な植物種について分析を行ったところ、ササやコケ類中の硝酸は高い三酸素同位体組成を持ち、半分近
くが大気由来の硝酸であることが分かった。木本類についても、大気由来の硝酸が含まれていることが確認された。ま
た、同じトレーサーを使って、森林生態系全体の大気硝酸利用効率の評価にも応用した。

研究成果の概要（英文）：In this study, stable nitrogen and triple oxygen isotopic compositions of nitrate 
(NO3-) in plant, soil, rainwater and stream water samples were measured to gain more insight into 
nitrogen cycle in natural forest ecosystems. We have developed a new method to measure stable nitrogen 
and triple oxygen isotopic compositions of NO3- in plant materials. Plant species, which were used in our 
experiment, are arboreous plants (pine, oak, sequoia and Japanese cedar), herbaceous plants (e.g. sasa), 
mosses and lichens. Large triple oxygen anomalies are found in NO3- in sasa species and mosses indicating 
that almost half of the NO3- in leaves originate from atmospheric NO3-. Triple oxygen anomalies are also 
found in leaves of arboreous plants leading to our conclusion that leaves contains atmospheric NO3- to 
some extent. We also extend application of the NO3- isotopes as tracers to quantify the fate of 
atmospheric NO3- in the entire forest ecosystems.

研究分野：環境化学
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１．研究開始当初の背景	
 
	
 
窒素（N）はタンパク質を作っているアミ

ノ酸の構成元素であり、森林生態系を構成す
る植物にとっては一次生産（光合成）を行う
ために必要不可欠な元素である。植物が利用
する窒素の主要な形態は、微生物による有機
物質の無機化反応によって生成されたアン
モニウム態窒素（NH4+）や硝酸態窒素（NO3-）
である。現在の酸化的な地球表層環境では、
NO3-を一次生産に利用するケースは多く、森
林生態系における窒素循環像を把握する上
で、森林生態系内の硝酸の起源や挙動を解析
することは重要である。 
森林生態系の窒素循環解析には、森林生
態系内に存在する NO3-、NO2-、NH4+、有機
態 N といった様々な形態の N を定量したり、
15N濃縮トレーサーを用いた培養法などによっ
て植物の同化過程や微生物による化学反応
などを定量したりすることで解析されてきた。し
かし、前者の現存量の定量だけでは、N の起
源や循環速度を見積もることは難しく、また、
それらを見積もる一般的な手法である後者の
培養法は、培養に時間と手間がかかり、また
培養操作が、植物の周辺環境を天然系と異
なるものに変えてしまうという欠陥があった。 

 
２．研究の目的	
 
	
 
硝酸（NO3-）には２つの窒素同位体（14N, 

15N）と３つの酸素同位体（16O, 17O, 18O）が
存在し、その相対組成は硝酸の起源を反映し
て特徴的に変動することが明らかになりつ
つある。特に、大気由来の NO3-は 3 種の酸
素同位体の相対組成（Δ17O値 = δ17O – 0.52 × 
δ18O）が +26 ‰程度と他の NO3-（Δ17O = 0 ‰）
とは大きく異なる特徴的な値を持っており、
これが森林生態系内に入ることによって、非
常に良い天然トレーサーと成り得る（図１）。 
 

 
 
本申請研究では、申請者らが開発した「硝

酸（NO3-）の高感度窒素・三酸素同位体定量
法」を使って、森林生態系における NO3-を中
心とした窒素循環解析を行った。また、森林
植物中から NO3-を抽出して、その同位体組成
を定量する方法を確立し、植物に同化される
NO3-の起源推定を行った。 

 
３．研究の方法	
 
 
（１）森林生態系における窒素循環解析 
	
 NO3-の天然同位体トレーサーを用いた森
林生態系全体の窒素循環を評価するための
対象フィールドとして、森林伐採による渓流
水中の NO3-濃度の増大が確認された北海道
天塩研究林ヤツメ沢を選択した。ヤツメ沢の
渓流水、土壌水、地下水などの試料を２週間
おきに採取し、NO3-濃度およびその窒素・三
酸素同位体組成の定量を行った。また、陸上
生態系における平均的な大気 NO3-の利用効
率を調べるために、広域的な地下水試料の代
用として世界各国のミネラルウォーター中
に含まれる NO3-濃度およびその窒素・三酸素
同位体組成の定量を行った。 
 
（２）森林植物の窒素同化過程の解析 
	
 森林植物試料中の個体内における NO3

-の
同化過程を明らかにするため、本研究では、
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図２	
 植物試料中の NO3
-の窒素・三酸素	
 

	
 	
 	
 	
 	
 同位体組成定量方法	
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図１	
 NO3
-の三酸素同位体トレーサー	
 



植物体内から NO3-の抽出を行い、N2Oに化
学的に変換した上で、同位体組成を定量し、
変換前の NO3-の同位体組成を算出する方法
を利用する。そこで、まずは樹木から NO3-

を水溶液として抽出する方法とそれを N2O
化する方法を確立するための基礎実験を行
った。前者は Husted et al. (2000)	
 等で推奨さ
れている濃度測定用の方法を用い、後者は環
境水試料用に確立した手法を用いた。	
 
	
 採取した植物試料は、純水を用いて外表面	
 
部を洗浄後、凍結乾燥・粉砕した上で、純水
で植物中の NO3-の抽出を行った。抽出時間は
２時間とし、抽出後 0.2 µmのメンブレンフィ
ルターで濾過した。抽出試料毎に同位体組成
既知の試薬を内標準として添加した（図２）。 
	
 	
 森林植物試料は、大気窒素沈着量の異なる
２地点（北海道と愛知県）で採取した。	
 
樹木の葉・根試料および周辺の土壌試料を採
取し、直ちに NO3-を抽出した。また、土壌環
境に関する各種パラメータ（pH,	
 水分量等）
も現地で定量した。	
 
	
 
（３）	
 分析	
 
	
 各水試料および植物試料抽出液中の NO3-

濃度はイオンクロマトグラフを使って定量
した。NO3-および NO2-の N2O化と、各同位
体組成（δ15N、δ18O、Δ17O）の定量には、申
請者らが開発した手法（Komatsu et al, 2008; 
Tsunogai et al. 2008）を利用した。	
 
	
 
４．研究成果	
 
	
 
（１）森林生態系における窒素循環解析１ 
	
 	
 樹木の間伐や下草である笹の伐採が森林
生態系の窒素循環に与える影響を評価スル
ために、実際に森林伐採が行われた北海道天
塩研究林ヤツメ沢において、渓流水中の NO3-

濃度およびその窒素・三酸素同位体組成の時
間変動を調べた。調査期間は、森林や笹の伐
採１年前から伐採３年後までの４年間に渡
って行った。 
渓流水中の NO3-濃度は、笹伐採前は平均

0.8 µmol L-1、最大 3.1 µmol L-1と降水中の硝酸
濃度 （およそ 10 µmol L-1）に比べて低いこ
とから、森林生態系が大気から沈着してきた
NO3-を効率的に利用していることが分かっ
た。この傾向は森林伐採後も続いたが、下草
である笹を伐採した後は、渓流水中の NO3-

濃度が増大し、最大 15 µmol L-1の NO3-濃度
が観測された。このことから、森林伐採後も
笹が大気沈着窒素を効率的に利用している
ことが考えられた（図３）。 
そこで、大気沈着窒素が本当に笹伐採後の

森林生態系で利用されずに系外に出ていっ
ているのか、それとも森林生態系で利用され
た後で渓流水に入ってきた窒素なのかを確
認するために、渓流水中の NO3-の三酸素同位

体組成を定量した。その結果、春先の雪解け
の季節では、渓流水中の NO3-の三酸素同位体
組成は 14‰程度であり、渓流水中の硝酸の
50%以上が大気由来の NO3-であることが分
かった。これに対し、それ以外の季節では、
渓流水中のNO3-の三酸素同位体組成は 1.5‰
程度と低い値を示し、渓流水中に流れ込んだ
大部分の NO3-は有機物が分解してできた再
生 NO3-であることが分かった。笹伐採後の大
気 NO3-と再生 NO3-の渓流水への流出量は、
それぞれ笹伐採前の 16 倍程度と 5 倍程度で
あることが分かった（図４）。ことのことか
ら笹は大気 NO3-を吸収する能力が高いこと
が示唆された。 
	
 
（２）森林生態系における窒素循環解析２ 
	
 森林などの陸上生態系は、大気から沈着す
る大気 NO3

-の除去源として機能しているこ
とが、多様な先行研究からも明らかになって
いる（Grennfelt and Hultberg, 1986; Williams et 
al., 1996; Tietema et al., 1998）。しかし、陸上
生態系は不均質性が大きく、その除去量を定
量化したり、地域毎の除去量や除去過程の特
徴を評価したりすることは難しい。そこで本
研究では、陸上生態系を経由して溶出した地
下水中に含まれるNO3-の Δ17O組成を定量化
することで、大気 NO3-の利用効率の定量化を
行った。	
 
	
 この研究を実現するためには、複数の陸上
生態系にわたって、集水域をそれぞれ別とす
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図３	
 渓流水の流速および NO3
-濃度の時間変化	
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図４	
 渓流中に溶存している NO3
-の三酸素同位	
 

	
 	
 	
 	
 	
 体組成の時間変化（上）・大気 NO3
-および	
 

	
 	
 	
 	
 	
 再生 NO3
-の渓流水への流出ﾌﾗｯｸｽ（下）	
 



る地下水試料が必要となる。しかしながら、
広域的な試料採取はコスト的にも時間的に
も困難である。そこで本研究では、市販のミ
ネラルウォーターを地下水試料の代用とし
て、国内外の各地域でボトリングされたミネ
ラルウォーターに含まれる NO3

-のΔ17O 組成
を定量化することで、各ミネラルウォーター
涵養域における大気 NO3

-の浄化効率を広域
的に定量化した。	
 
その結果、地下水中の全溶存 NO3

-に占める、
大気から沈着したNO3

-は平均で3パーセント
程度しか無く、残りの 97 パーセントは有機	
 
態窒素から再生した NO3

-に置換されている
ことが明らかになった（図５）。また大気沈
着由来の NO3

-濃度は、森林域で涵養される地
下水中では低く、乾燥域や高山域のような森
林が乏しい場所で涵養される地下水中では
高くなることも明らかにした（図６）。	
 
	
 

	
 

	
 

（３）森林植物の窒素同化過程の解析 
	
 大気由来の窒素負荷量が異なる２つの森
林（窒素負荷の小さい北海道の森林と窒素負
荷の大きい愛知県の森林）を対象に植物試料
の採取および NO3

-の窒素・三酸素同位体分析
を行い、植物の窒素同化過程の解析や同化さ
れる NO3

-の供給源同定を試みた。植物試料は、
マツ、ナラ、セコイア、スギといった木本類、
ササといった草本類、コケ・地衣類など様々
な植物種の葉、枝、幹、根、といった部位に
分けて分析を行った。また、植物中の NO3

-

の起源と考えられる大気沈着由来の NO3
-や

土壌中の NO3
-の窒素・三酸素同位体組成を調

べるために、降水（林外雨と林内雨）および
土壌試料の採取も行った。	
 
	
 降水試料中の NO3

-の三酸素同位体組成は、
林外雨、林内雨共に、大きな同位体異常
（+26‰程度）を持つことが確認された。ま
た、土壌試料中の NO3

-の三酸素同位体組成に
ついては、0‰では無かったことから、根か
ら吸収する NO3

-に大気由来の NO3
-が最大

数％入っている可能性があることが考えら
れた。降水由来の NO3

-と土壌由来の NO3
-の

三酸素同位体組成は大きく異なることが確
認でき、NO3

-の三酸素同位体組成は、植物中
の NO3

-の起源を推定するのに有効な指標で
あることが分かった。	
 
	
 植物中の NO3

-の三酸素同位体組成は、最大
+12‰もの大きな三酸素同位体異常が観測さ
れた。このことから、植物中には葉から直接
NO3

-を体内に取り込むプロセスが存在する
可能性が示唆された。植物体内の NO3

-の三酸
素同位体組成は、植物の種類によって大きく
異なることが分かった。ササやコケ類中の
NO3

-は高い三酸素同位体組成を持ち、半分近
くが大気由来の NO3

-であることが分かった。
木本類についてもササ等に比べると少ない
が、大気由来の NO3

-が含まれていることが確
認された（図７）。	
 

	
 

図７	
 大気 NO3
-が各固体中の全 NO3

-に	
 
	
 	
 	
 占める混合比	
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図６	
 森林生態系における植生の違いに	
 
	
 	
 	
 	
 	
 よる大気 NO3

-の利用効率の違いを	
 
	
 	
 	
 	
 	
 示した模式図	
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図５	
 ミネラルウォーターに含まれる NO3
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