
霞ケ浦底質における生物的窒素固定と脱窒作用について
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　　　　　　　　浅見輝男榊

　　　　　　　　榎　島直樹榊

　自然界における窒素の生物的循環作用は大別して，有機化一無機化，駿化‘還元，そして固定’

脱窒の3つに分けるこ一とができよう。生物的窒素固定は，人工的要因にする窒素富化をのぞいては、

湖の窒素に関する富栄養化の主要因の一つとして考えられる。一方，流入窒素の自然生態系での除

去については，湖沼からの流出水のほかに生物的脱窒作用が重要な役割を果していることが推定さ

れる。

　霞ケ浦の富栄養化現象は近年，増々進んでおり，霞ケ浦の水資源開発に支障をもたらすことが危

倶されている現状である。霞ケ浦への窒素流入負荷量にっいては，一般に雨水や流入河川からの流

入負荷量から推定されている場合が多く，生物的窒素代謝を考慮して，湖の生態系における窒素収

　　　　　　　　　　　　　　1）
支を検討している報告は少ない。霞ケ浦生態系における窒素収支を考える場合には，生物的窒索固

定と脱窒がとくに重要となる。自然生態系における空中窒索固定菌や脱窒菌の分布は極めて広く，

自然生態系での窒素成分の富化や浄化に役立っていることはよく知られている。

　以上の観点から，霞ケ浦底質における生物的窒素圏定と脱窒の活性を測定し，霞ケ浦生態系にお

いて，底質が湖の富栄養化や浄化にどの程度寄与しているものか検討を加えた。

　　　　　　　　　　　　　　　　　実　　験　　方　　法

　試料の採取

　試料の採取は，1977年4月ユ4日，7月28日，8月25日，12月9日に霞ケ浦西浦の高浜入よりボ

ートにて，第1図に示した各採取地点において行った。底質の採取は，底質表層を自然に近い状態

のま＼採取するための特殊な押込型コアーサンプラーを考案して，離合社に依頼作製したものを用

いて行なった。

　この採泥器装置は，先端にキャッチャー，基都に水抜きパルブをつけた，内経4．16㎝，長さ30

㎝のステンレス製採泥管が主体となっており，それに長さ1肌のアルミ合金製の継管数本を接続し

て採泥を行なった。水の深い箇処では，アルミ製継管の代りに重さ約5kgの羽根状鉛を接続し，投

‘込型採泥装置として使用した。採泥管の中にはポリアクリル管を押入しておき，底質の入ったこの
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ポリアクリル管をそのまま実験室へ持ち帰った。底質試料は各地点から2箇所づつ採り，アイスボ

ックスに入れて持ち帰り，直ちに窒素分析，窒素固定能，脱窒能を2連制で測定した。
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無機態窒素量およぴ細菌数の測定
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　3）
　無機態窒素の定量は，原則的にはBremnerの方法によって行なった。底質約152を300㏄容B　O

D瓶にとり，2N－KCL100肌4で1時間，往復式振とう機で振とう濾過したのち，それぞれ，アン

モニア態窒素，亜硝酸態窒素，硝酸態窒素の定量を行なった。なお、7月28日と8月25日の底質試

料については，表層約20㎝までをよく混合し，その一部を，12月9日の試料については表層5㎝を

ガラス管で抜きとったものについて無機態窒素の分析を行なった。

　脱窒菌の測定は硝酸肉エキス培地（㎜fco）を用い，菌数算出は最確値法（MPN法）で行なった。
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試験管培地中に押入したダラム管（倒立管）内にガスがたまった場合を，脱窒菌が存在するものと

した。また，この培地に生育し得る細菌数を同様に，最確法によって計測して全細菌数を算出した。

　窒素固定能の測定

　生物的窒素固定能を測定する方法のうち，自然条件下での活性を迅速に測定しうるものはない。

現時点では，窒素固定酵素がアセチレンをエチレンに還元することを応用して用いられている，ア

セチレン還元法蝕もっともi、、iじuに近い条件で窒素固定能が測定できる方法である。底質を乾物

当りで約工5多をすみやかに300㏄容BOD瓶にとり，注射針用二重ゴム栓をし，ゴム栓には25ゲー

ジの注射針を押入しておいて真空用デシヶ一タ内に入れた。デシケーターはガス交換装置に接続し，

B　O　D瓶内の気相をヘリウムガスと置換した。この操作を3回繰り返したのち，デシケーターの蓋

をとり去ると同時に，ゴム栓に押入した注射針を直ちに抜きとった。容器内の気相はさらに，注射

筒を用いてユ0％容のアセチレンガスと置換した。気相調整後，BOD瓶は30℃に24及至48時間保存

したのち，気相1肌4をガスタイトシリンジでとり，エチレンガス濃度をガスクロマトグラフ法によ

って行なった。

脱窒能の測定

　脱窒能の測定は従来，同位元素N－15を用いるほかは，大気中に多量に分布する窒素ガスのため，

きわめて困難であった。最近，脱窒反応による最終生成物質に少量含まれている亜駿化窒素ガス

（N20）が，アセチレンガスの存在下では，硝酸（N03　）から脱窒作用によって定量時に生成さ
　　　　　　　　　6）
れることが報告された。この原理を用いて，亜酸化窒素ガスの測定によって脱窒能を測定した。

　底質59を100㏄容B　O　D瓶にとり，1μ2の硝酸態窒素を含んだ硝酸加里溶液10泌を加えたのち，

直ちに注射針用二重ゴム栓をし，前述の方法で容器内の気相をヘリウムと置換した。容器内の気相

はさらに，注射筒を用いて1％をアセチレンガスと置換し，30℃に保った。この条件では，硝酸か

ら亜酸化窒素ガスが経時的に生成され，17時間で定量的に回収されるこ、とが予備実験で確められた。

B　OD瓶内の気相は，3及至5時間後にガスクロマトグラフ法によって亜酸化窒素ガスについて定

量された。

　　　　　　　　　　　　　　　　　実　　験　　結　　果

　底質中の無機態窒素は殆んどがアンモニア態で，7月28閏の底質中のアンモニア濃度は乾物当り

143及至208PP珊の範囲に分布し（第1表），8’月25日には無機態窒素濃度は減少を示し，とくにS〔．

1およびSユ．2のアンモニア態窒素濃度は，著しく低下した（第2表）。しかし，St．1および趾2で

の硝酸および亜硝駿態窒素濃度はかなり増加した。12月9日には，著しく無機態窒素濃度は減少し

た（第3表）。
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Table l. Concentrations of inorganic nitrogenin 
and denitrification activities in La~ce 

the sediments 
Kasumigaura ( 

and the 
Sanlples 

biological N -fixation 
of July 28,1~77) . 

Concentration of nitro en N2-f ixing Denitrifying 
Sampling sites NH4-N ( ppm ) N03-N + N02 N activity activity 

( ppm ) ( ~gN/g/day) ( FgN/g/d*y) 

St l
 

204 . 4 2.3 5.9 2.8 

St 2
 

208 . 2 2.2 26 . 3 l.7 

St 3
 

143 . 8 0.l 23.5 s.9 

st 4
 

204 . l 0.l 37 . o 3.4 

st 5
 

159 . 2 3.2 19 . O 5.6 

st 8
 

208 . o 0.l 15 . 7 4.s 

St 9
 

19S . S l.O 28 . 6 5.9 

st lO 178 . 2 0.2 21 . 3 5.0 

St l l 183 . l l.l 27 . 4 4.5 

St 12 176 . 7 2.3 8.3 l.7 

Mean value 186 . 8 l.3 21 . 3 4.l 

Table 2. Concentrations of inorganic nitrogen in 
and denitrification activities in Lake 

the sediments 
Kasumigaura ( 

and the biological N2-fixation 
Samples of August 25,1977 ) . 

Concent1＝ation of inOrg且niC ni仁rogen N2－fixi㎎ Deni仁rif｝1ing

S柵p1ing呂ites ㎜均一N N03－N1トN02－N
aC亡iViヒy aC仁iVi亡y

（PPm） （PPm）
（㎎N／9／day） （戸gN！9／鋤）

qt． ユ 96，4 3．3 ユ29．4 5．8

St． 2 83．8 5．2 213．1 3，4

S仁． 3 115I3 012 29．1 11．5

St． 4 1フ9．6 O．7 96． 9 ユO．4

S亡． 5 123．5 1．4 93，2 ］一2．3

焔ean va1ue ！19．7 2． 2 112．3 8．フ

Table 3. Concentrations of inorganic nitrogen in 
and denitrification activities in Lake 

the sedrnents 
Kasumigaura ( 

and the biological 
Samples of Decernber 

N 2 - f ixa tiorl 

9 ). 

Concentration of inorganic nitrgen )1 2- I Ixlng Den i t ri f v ~.IfT ~'.~, 

S amp I in g sites 
ac t~_vi t~;.1 ac ~~ iv i tv 

N_TH4-N NO 3- N + ~'a2-)' 
)
 

r¥prTu ¥
 

( I~g ,7~,'/~/d.n.y )
 

r ' /J~ ~¥*i/g/d(lv )
 (

 
pp~~ 

st l
 

37 .o < 0.1 69 . 7
 

81 . 7 

st 2
 

59 . 2
 < 0,l 161. 7 lOS . O 

st 3
 

98. s
 < 0,l ~_54 . 2

 

st 4
 

74. 4
 

< o. l
 

l 81 . ~
 

st 5
 

79 . 2
 <0. 1 

~iean value 60J ' /
 

4
 

0.1 -1),~ . e
 93.4 
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Figuじe　2．　Time　cou1＝se　of　aceセylene－reducing　ac七ivity　of

　　　　　　S副㎞㎝亡SOf戚e胞Su血ga肚a。

　4月14日採取した底質試料についてアセチレン還元能測定の予備実験を行なった。その結果，底

質の窒素固定能は2日間の測定期間，活性はほゾ直線的に上昇した（第2図）。また，その活性はS二．

1，Sζ．2，Sじ、3の順に湖岸に近い程高い値を示した。7月28臼の底質試料にっいて測定した結果

では、湖岸に近いSじ．1およびS巳一12に鳴いて低い値を示したが，それ以外の箇所では15及至37㎎N

g－1daゾ1の活性を示した（第1表）。底質中の無機態窒素濃度が低下した8月25日には，窒素

固定能は著しく増加して，とくに無機態窒素濃度の低かったS匡．1およびS巳．2において著しく高い

活性を示した（第2表）。ユ2月9日にはさらに底質中の無機態窒素濃度は低下したが，S巳．1およびSこ．

2での活性はむしろ減少した。しかしそれ以外の地点では窒素固定能もさらに増加した（第3表）。

　底質試料の脱窒能測定について，予備実験として，硝駿から亜酸化窒素ガスの回収率を測定した。

その結果，第4表に示したように，測定容器当り1μgの硝酸態窒素を添加した場合には，30℃で

17時間後にはそのほゾ100％の窒素が亜酸化窒素として回収された。測定容器当り5μgの硝酸態

窒素を添加した場合には，47時間後に92．3％の窒素が亜駿化窒素として回収された。
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　底質の脱窒能も，7月28臼の試料については，湖岸に近いSこ．1，2およびSこ．12で低い値を示し，

それ以外の地点ではかなり高い値を示した（第2表）。8月25日にはその脱窒活性は倍加し（第3表）。

さらに12月9日にはSこ．1とSt，2の試料についてしか測定しなかったが，いずれも極めて高い活性

を示した（第4表）。

　次に底質表層について，表面から5㎝毎の深さに採り，各部位の無機態窒素現存量，窒素固定能

ならびに脱窒能の測定を行なった。その結果は第5表に示したように，底質表層の採取部位によっ

てかなりの相違があることがわかった。アンモニア態窒素濃度は，表層5㎝の深さには低く，下方

に行くに従ってその濃度は増加する。その反面，硝酸態窒素濃度は表層5㎝のところで最も高く，

10及至15㎝の都位には検出されなかった。

Tab王∈14．　Ni七rogen　reoovery　o量　nitrate　and　ni七rous　oxide　during　denitrifica七ion　in　七he

　　　　presenceofacetylene・

Nitrate nitrogen added Nltrous oxlde evolutlon after Incubatlon ( I N20/bottle ) 
( Fg N/batLle ) 

2-hour 17-hour 47-hour 
l
 0,10 ( Il.6,'=) 0.89 ( 103.7 ) 0.45 ( S2.') ) 

5
 

0.47 ( Il.O ) 3.96 ( 92,3 ) 3,lS ( 73.4 ) 

＾でにn㎜㎏・・inp・工en曲髄sindicate・ecove町脾・cen臼ge．

T・b1・5．Bi・109i・・1N2－fi粕tio・㎜dd・ni泣ifi・・ti㎝・・七iviti・・of曲・・銚爬n七・・t・砒iou・d・沖・★

Sediment　dep亡h富
Concen亡ra亡ion　of　inorganic　niヒrogen　（　PPm　固　） N2－fixi・g・・亡ivi仁y D帥i亡rifying

柵4－N　　　洲3－N＋N02－N （ng　N／9／day）
aC亡iV圭亡y

（Cm） （9V9／d昌y）

○　仁o　5 9，52　　　　　　　　　　6．16 87．8 工04．3

5　亡o1O 48．72　　　　　　　　　　ユ．68 ユ33．1 14．8

10　仁o15 フ8，40　　　　　　　　　　0．00 66．3 4．3

☆　Samp1直s　of　D僅c直mber　9，　197フ　a亡　S亡．　1
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丁己ble6． Counts　of　t〇七a！bac七eria　and　deni七rififying　bacte］＝ia　in　the　sedi皿ents　of　Lake

Kasumigaura　｛Samples　of　I）ecelτber　9。］一977　〕．

Sampling　si亡e工 Sedi爬n亡d厘pth To亡al　bac亡eria Deni仁rifying　bac亡9ria

（C皿〕

1og　nu珊ber／　g　／dry　sediment

S仁．　1 O　to2 7．580 6，785（2．8ユ3）

S亡．　2 ○亡o2 6，623 5，748（1，5ム4）

S亡、　3 O　to2 6．823 5，944（4．Oム1）

S亡．　4 ○亡o2 フ．230 5，079（4．7ムO）
，1　　　　，1

2＝o4 5．フ08 5．516

S亡．　5 ○亡o2 5．982 3，833（！．929）
1，　　　　11

2亡o4 6．176 3．OOO
1■　　　　11 4t06 5．556 3．590
1I　　　　11 6to8 5．4ム7 3，748

Tbe　nu晒ber畠　were　cou11亡ed　by　亡he　me亡hod　of　柵N　且fter　］一6d且ys　incuba仁ion　at　20C．The　medium　used

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　しw畠亡h・肚・・亡・Bm亡い｛・di㎜（Dif・。）・Th…　㎜b・・畠i・p・…仁h舳畠i・di・・亡・申亡“fJ・1y28・

　底質の窒素固定能は，最上層部よりもむしろ，5ないし10㎝のところで最も高く，10ないし15㎝

の部位での活性は半減している。底質の脱窒能は最上層部で最も高く，その下方5㎝以下の活性は

極端に低くなっていた。

　底質の極く表面に近い2㎝部位の全細菌数および脱窒菌数の測定結果は，第6表に示したように

いずれの場合も湖岸に近い地点程菌数が多い傾向を示した。この傾向は脱窒菌数でとくに強くみら

れ，高浜入湖岸から最も離れたS㌦5では脱窒菌数はかなり低い値を示した。

Table7． Chanqes　of　inorganic　ni七rog建n　concen七ration　in　the　sedimsnts｛Site　1．〕a七various
depdユs　after　aerol⊃ic　or　anaerbbic　incuba七ion　for　2　weさks　a七　30oC．

Concen亡ra亡ion of inOrganiC　ni亡r09en （PPm　N）

Sedimen亡dep亡h τ伯亡e1＝ eX亡raC亡 Po亡as　s　i　u皿　ex仁rac亡　a　f亡芭1＝　wa仁er　僅x仁rac仁

（Cm）
洲4－N N03－NヰN02一理 ㎜4－N N03－N斗N02－N

At 呂仁ar亡

O 亡o 5 15．9 10．8 O．O O．2

5 to　lO 19．6 3．6 71．6 O．ユ

10 亡o 15 1兵．O O．2 1！617 0．O

15 亡O 20 25．2 O．3 ！ユ2．2 O．O

After 2－w舵k aerobic incuba亡ion

O 亡o 5 4．6 63．8 2．8 フ．4

5 to　lO 15．8 2．3 均1．フ O．O

10 亡o15 27．3 5．5 60．2 5．6

15 仁o 20 2フ、7 9．フ 64．9 O．O

Af亡er 2－w2ek anaerobic incuba亡ion

0 亡o 5 16．2 1．ξ 73．1 0．O

5 仁o ］一〇

25．4 3．フ 68．6 4．6

10 to 15 4．6 9．3 71．3 0．O

15 to 20 6．5 6．0 88．O 3．7

　底質において脱窒作用がおこる必須要因の一つとして，底質環境における硝酸態窒素の供給があ

る。硝駿態窒素は湖水に常時低濃度含まれているが，底質表面での硝駿化成作用による硝駿の供給

が考えられる。また，硝酸化成作用の基質としてのアンモニア態窒素の供給についても同様，湖水
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のほかに底質の有機物分解によるアンモニア化成作用がアンモニアの供給となる。これらの点につ

いて検討を加えた結果，第7表に示した結果のように，底質表層5㎝の硝酸化成は極めて著しく，

2週間の好気培養で約60PP孤の硝駿態窒素が生成された。それ以下の部位においては，それ程顕著な

硝駿生成はみられなかった。

T∂b1．8．W。七。・蛸・肚…ddi…1棚・棚・・・…e・触ぱ・・
　　　　in　hyp⊃1iInion　water　a七　each　samp夏ing　si七es・

　　　　　　　28．JulSa工npling
εitミ∫　　　　　　　Temp．　　　　DO

St．！

S亡．2

St．3
S1二．4

St．5

St．8

St．9
St．10

St．ユユ

St．12

　　牝　　　　PPm27．4　　　　1，3

27．8　　　　0，8

27．7　　　　0，8

27．4　　　　1，1

27．8　　　　0，8

25．7　　　　2，1

26．6　　　　5，2

25．8　　　　2，2

21．4　　　　4，7

26．2　　　　4．4

25’Aug　　　　　　　　　　　　　9’Dec

Temp・　　　　DO　　　　　　　　Temp．　　　DO

　　oC20，9

21，5

22，1

22，2

22．3

PP㎜　　　　　　oC　　　　　　PPm
　　　9．0　　　　8．0

　　　9・．5　　　　8．O

　　　ユ0．0　　　　9，2

　　　10．4　　　　7．0

　　　〕一0．5　　　　6．3

　塩化加里浸出による置換性アンモニア量の減少が，この好気培養試料においては，5㎝以下の部

位でみられた。しかし対照として行なった，嫌気的培養試料においては，表層5㎝部位で当初存在

していた硝駿態窒索の脱窒によるものと考えられる減少があったが，置換性アンモニアの量は増加

した。10及至20㎝の部位では無機態窒素量の著しい減少がみられたが，これは恐らく無機態窒素の

有機化現象によるものと思われる。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　考　　察

　霞ケ浦底質の無機態窒素現存量は，試料の採取時期や採取箇所によって著しい相異がある。しか

し，一般的に底質中のアンモニア態窒素濃度は極めて高い値を示した。普通陸地土壌の置換性アン

モニア態窒素は10数PP皿以下で，底質では粘土含量が高いことや微生物遺体の湖底堆積などが原因し

ていよう。また、7月，8月，12月と採取時期につれて底質中の無機態窒素濃度は減少した。8月

2舶の試料でとくにSt．1とSt．2で無機態窒素濃度が減少し，同時に硝駿態および亜硝駿態窒素が

3．5PP剛，5．2PP皿とこれらの箇所に多く，この時期に底質表面でかなりの硝駿化成作用があったこと

が推定される。

　アセチレン還元法による窒索固定能の測定は，間接的測定法なので，必らずしも真の固定活性を
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示しているとはいえないにしても，霞ケ浦底質の窒索固定能は明らかに7月，8月，！2月の測定時

の順に高まっている。これらの活性から，霞ケ浦底質表層20㎝で，平均底質水分50％として計算し

て，7月，8月，12月の各々の全採取地点の平均窒素固定量は1ヘクタール当り年間約8，4王，50
　　　　　　　　　　　　　　　　5）
k茅Nに相当する。Torrey　and　Leeは，アセチレン還元法を用いて，アメリカ、ウイスコンシン州

Mendo晦湖の底質による窒素固定能は最高2nMC2H49－1day■亘であったが，湖全体の窒素固定量

の4％しか底質において窒索固定がみられなかった。

　本研究の結果では，霞ケ浦底質5ないし10㎝の部位で最大の活性がみられ，7月28臼の表層20㎝

の底質試料の平均活性はZ28nMC2H4g－1daジ1となり。その後漸次活性は増加した。

　一方，底質の脱窒活性は窒素固定能に比べて高く，7月，8月，！2月の表層20㎝の底質試料の脱

窒能はヘクタール当り，1．4，2．9，34．ヱニの窒素量に相当する。しかし，実際，底質の脱窒能は

底質のごく表面に近い薄い層にとくに高いので，この値はもっと低く見積られるべきである。その

上，脱窒作用には基質としての硝酸塩の存在が必須条件であり，実際，霞ケ浦底質間隙水中の硝駿

態窒素含量は5㎝以下では極めて少ない。この点からもさらに脱窒能からの脱窒推定量は低く見積

られるべきである。正確な脱窒量の測定には，霞ケ浦でのin　Sim条件下での脱窒能の測定が可能

にならなければならない。

　　　　　2）
　Kaplaηらは沼沢地底質の脱窒能は，7．2～36．0μg　Ng■三daブ1と報告しており，本研究で得ら

れた霞ケ浦底質の7月，8月，12月の脱窒能の平均値に近い値を示している点は興味深い。また、

Kap1anらの結果は，本研究の結果と同様，底質の脱窒活性が窒素固定の活性の2ないし3桁のオ

ーダーで高かった点でも一致している。

　底質表面での，アンモニア化成能や硝酸化成能が極めて高かったこと，脱窒菌数が高かったこと

などの結果から，とくに高浜入りの湖岸に近いS己．1およびStI2地点での底質における窒素浄化能

は極めて高いことが推定される。今後はさらに，霞ケ浦底質における，in　Siω条件下での窒素浄化

量，あるいはアンモニア化作用や硝化作用などの霞ケ浦生態系における意義について検討を加える

必要があろう。
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