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第 1章 諸 論

わが国は環太平洋山地帯に属する世界有数の火山国である.そのため，火山灰などの火

山噴出物を主な母材として生成した火山灰土壌が北海道から九州にかけて広く分布してお

り，その面積は国土の 16%に当たるおよそ 600万haに及ぶ(安西 2001).この火山灰土壌

は，わが国の農耕地土壌分類委員会(1995)では黒ボク土，世界土壌照合基準の WRB(1998) 

ではAndosol，アメリカ農務省の SoilSurvey Sta百(1999)ではAndisolに分類されている.

典型的な黒ボク土は，厚い黒色の A層によって特徴づけられ，多量の腐植物質を含有し，

特に腐植酸は他の土壌に比べ特異的な性質をもつことが多くの研究により明らかにされて

きた.腐植物質とは土壌有機物の大部分を占める暗褐色の複雑な高分子混合物の総称であ

り (Schnitzerand阻lan.1972: Kononova. 1976・熊田 1981;Stevenson. 1982)，土壌有機物の本

質とも言える(筒木， 2001).また，腐植物質はその水溶液に対する溶解性の違し、から腐植

酸(アルカリ可溶酸不溶画分)，フルボ酸(アルカリ可溶酸可溶画分)，ヒユーミン(アル

カリ不溶酸不溶画分)に便宜上分けて研究されているが，特に腐植酸は土壌有機物として

の性質を最もよく反映する主要画分であると考えられている (Kumada，1987; Stevensonヲ

1994). 

Kumada (1987) は様々な土壌由来の腐植酸を腐植化度(暗色化度)の違い，すなわち，

単位炭素濃度当たりの可視部吸収の強さを示すRF左，可視・紫外吸収スベクトルの傾きを

示すL110gKの2つの指標を用いて評価し，各腐植酸を A，B， p， Rp型の 4つのグ、ループに

分類した.そして，黒ボク土由来の腐植酸はRFが高くL110gK がより低い A型によって特

徴づけられることを明らかにした.後に筒木・鍬塚の一連の研究 (Kuwatsukaet al.， 1978; 

Tsutsuki and Kuwatsuka 1978a， b)や米林ら (Yonebayashiand Hattori 1988) によって，この A

型腐植酸が他の型の腐植酸に比べ，炭素，酸素，カルボキシル基の含量および OIH比が高
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く，一方，水素，窒素，フェノーノレ性水酸基，メトキシル基，アミノ酸，アルコール性水

酸基の含量およびH/C比が低いことが統計的に示された.また，液体 lH，13CNMRスベク

トル分析や個体 13CCPMAS NMRスペクトル分析からは，他の型の土壌腐植酸に比べ脂肪

族鎖がより短いこと (Yonebayashiand Hattori 1988)，芳香族炭素含有率が高いこと (Tateet al.， 

1990;渡辺， 2002; Watanabe and Fujitake 2008) が示され， ESRスベクトルからはフリーラジ

カル含量もより多いことが示されている(渡辺 2002).同様に縮合環に富むこともルテニ

ウム四酸化物酸化分解分析やX線回折プロファイノレ解析からも推察されている(Ikeyaet al.， 

2007;池谷， 2009).さらに Yanagiet al. (2002ヲ 2003) は黒ボク土由来の腐植酸がほかの土壌

タイプ由来の腐植酸に比べ，微生物分解抵抗性が高いことを報告し，これは高い芳香族性

に起因することを示唆している.このように典型的な黒ボク土腐植酸は極めて安定性が高

く，縮合芳香環に富む，いわゆる“ブラックカーボン円のような特異的な性質を持つ黒色腐植

酸と言えるが (Shindoet al.， 2004)，それらの生成機構に関してはいくつか仮説があるもの

の未だ統一的見解は得られていない(大羽， 1992; Hiradate et a1.， 2004) . 

黒ボク土における多量の黒色腐植酸の集積の原因として活性Alの存在が強調されている

(Wada and Higashi， 1976; Inoue， 1990).黒ボク土には母材である火山灰が風化され生成され

るアロフェンやイモゴライトといった非品質粘土鉱物が多い.これらは層状粘土鉱物より・

も単位重量当たりの表面積が高く，有機物を強く吸着する活性のアルミニウムが多い特徴

をもつことから，その吸着量は層状粘土鉱物の 5-----10倍であるともいわれる(和頴ラ 2008). 

したがってより多量の有機物が長期間吸着保持されることで，徐々に腐植化が進行し黒色

腐植酸が生成されると推察されている.一方で，起源物質としての植生の問題も昔から議

論されてきた.特にススキなどのイネ科草本植生は黒ボク土生成における重要性が指摘さ

れている.林業試験場(1952) は林野土壌調査の際，火山山麓に見られる黒ボク土と褐色

森林土の成因について主に過去の植被の差異によるものであろうとする見解を示した.そ

2 



の論拠左して，黒ボク土は草原に分布することが多く，長年森林に覆われていたと考えら

れる天然林にはみられないこと，また原野造林の二代目，三代自と森林の影響が続くと，

黒色土層の祖色がみられることなど，広域にわたる林野土壌調査結果から得られた黒ボク

土の分布および性状などの特徴をあげた.山根(1973) も同様に黒ポク土生成にはススキ

などの草本植生が大きな意義をもっていると推論している.その根拠として次の点を強調

している.すなわち，1)ススキは硫気孔植物であり，火山灰そのもののような悪い条件下

でも生育することができること， 2) ススキの種は伝播力が強く，火山物質の降下によって

できた大きな荒原などどこにでも生えることが可能であること， 3) ススキは多年生のイネ

科革本植生であるため，毎年多くの有機物(1m2あたり乾物重で年間約 3kg) を土壌に還元

すること， 4)かつての日本では屋根材や生活雑貨品，家畜の餌などにススキをよく利用し

ており，集落の近くには茅場としてススキ草原が火入れにより維持されていたことを挙げ

ている.また佐瀬・加藤(1976) は，わが国の火山灰士腐植層中の植物ケイ酸体および花

粉分析結果からその腐植の給源植物はイネ科植物であるとした.河室ら(1986) は，現植

生が互いに落葉広葉樹林や人工林(ヒノキ)であり，且つ，火山灰を母材としながらも一

方は黒ボク土，もう一方は褐色森林土である 2つの火山灰土壌について，植物ケイ酸体分

析および花粉分析を行い，黒ボク土ではススキなどのイネ科草本植生が過去に繁茂してい

たこと，褐色森林土のほうはブナ林およびササ群落であったことを推察し，過去の植被の

差異が黒ボク土生成に深く関与するという林業試験場(1952)の見解を支持した.ただし，

これらすべての研究はあくまで黒ボク土断面における形態的手法による解釈であり，黒色

腐植酸を直接解析したものではないことを記す必要はある.また，近年は草本植生に関連

して植物炭化物の寄与も注目されている (Shindoet al.， 2001， 2004).湿潤気候を有するわが

国においては，その自然植生は森林であるため，草原維持のためには刈り入れや火入れな

ど，何らかの人為的維持が必要である.山根(1973) にもあったように，かつての日本で
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はススキ草原が火入れにより維持されていた.各地の黒ボク士 A層には炭化物粒子が存在

し(山野井， 1996;本間， 1997;Shindo et al.， 2003)，多い時には全土壌炭素の 30%以上を占め

ること (Shindoet al.， 2003)が明らかにされている.Shindo et al. (1990)および進藤(1992)

は，過去のススキ草原が火入れによって維持管理されていたことに着目し，ススキなどの

草原植物の炭化物から得られた腐植酸の吸光曲線や元素組成， X線回折などを解析した.そ

の結果，これらが黒色腐植酸 (A型腐植酸)に類似していることを報告している.このよう

な背景から，黒味が強く，縮合芳香環に富む黒色腐植酸の生成に炭化物は大きく関与する

一因であると考えられている (Shindoand Honma 2001). 

以上のように黒色腐植酸の生成にススキなどのイネ科草本植生もしくはそれらの炭化物

が深く関与していることは強く示唆されるが，実際のフィールド、で、はたとえ母材が同じで

あり，現在の植生が草原や森林で、あったとしても，一方の地形や気候といった土壌生成環

境が異なっている場合や，過去の土地利用履歴や植生履歴が異なっている場合が圧倒的に

多い.この場合，現植生以外の要因が腐植酸特性に大きく影響を及ぼしている可能性があ

るため，単純に植生の影響として比較することは通常困難である (Pregitzerand Euskirchenラ

2004) .しかし，土壌の生成環境もしくは土地利用履歴などが互いにほぼ同じであり，且つ，

現植生環境が異なるのであれば，植生環境が腐植酸特性に及ぼす影響をより正確に観測す

ることが可能となる.このようなフィールドを利用し，植生が腐植酸特性に及ぼす影響を

黒ボク土で観測した例は極めて少ない.田村ら(1993) は、数百年間ススキ草地として維

持管理されてきた同一環境下における黒ボク土で，ススキ草地からアカマツ林，さらに混

交林へと二次遷移が進行すると、規則的に黒色腐植酸の腐植化度(黒味)が低下すること

を明らかにした.また岩崎ら (2001)は東北から九州|にかけて，ススキ等の草本植生下で

生成された履歴を持つ黒ボク土 4地点を対象として，土地利用形態の相違が腐植酸の腐植

化度に及ぼす影響を調べた結果， 1地点(他地点に比べ粘土鉱物が豊富)では同程度の腐植
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化度となったが，それ以外のすべての地点では，森林下での腐植化度の低下，すなわち黒

味の低下を報告した.これらは黒色腐植酸の黒味の程度が森林植生下では低下することを

示しており，これまでの知見をさらに裏付けた結果といえる.また， Golchin et a1. (1997a) 

は田村ら(1993) と同じ土壌試料から抽出した腐植酸の固体 13CNMRスベクトノレ分析を

CPMAS法でおこない，森林化に伴う芳香族炭素割合の減少と脂肪族炭素割合の増加を明ら

かにしている.この結果は，黒ボク土における植生と腐植酸特性との関係に関する研究の

中で，唯一森林化による影響を化学構造特性の面から裏付けており，極めて重要な知見で

ある.

これまで土色やプラントオパールの有無，また近年は炭化物の有無など形態的な観測が

中心であった中で，より信頼性の高いフィールドにおける田村ら(1993)や岩崎ら (2001)

による分光学的手法による結果や Golchinet a1. (1997a)による化学構造特性解析の結果は，

黒ボク土における植生と腐植酸特性との関係に関する研究を大きく発展させたと言える.

しかし，不明な点や問題点はまだいくつか残されている.一つ目は量の問題である.Golchin 

et a1. (1997a) は森林化に伴う腐植酸の化学構造特性の変化を示したが，実際にどのぐらい

の芳香族炭素や脂肪族炭素が変化したのかについては明らかではない.これらが明らかに

なることで，植生間での腐植酸の化学構造特'性の差異について量的な側面から言及するこ

とが可能となってくる.例えば，ススキ草原に比べ，森林環境の腐植酸は芳香族炭素含量

は同程度だが，脂肪族炭素がより多いというような情報が提供できる.また，植生変化に

よって腐植酸の化学構造特性が変化したのならば，それらの変化機構についてもより理解

しやすくなる.二つ目の問題は，腐植酸の重要な物理化学的特性値の一つである分子量や

動態解析において重要な指標となる安定性といった質的データの欠落である.化学構造特

性に加え，これらのデータが加味されることで，腐植酸の性質がより鮮明になる.三つ自

の問題は，腐植酸の複雑性である.腐植酸は極めて幅の広い分子量分布を示し，多くの官
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能基を持つ複雑多様な高分子混合物である(米林， 2002). そのため，あらゆる分析値が非

常に拡散したものとなり，それらの平均値でしか我々は解釈ができない.よって腐植酸が

もっ複雑性を分画・精製によりできるだけ減少させた上で，黒ボク土腐植酸の物理化学構

造特性や C3植物と C4植物の起源推定手法として近年汎用されている炭素安定同位体比

(Hiradate et al.， 2004; Shindo et al.， 2005; Marin叩 iottaet al.， 2009)を解析すれば，植生と腐植

酸特性の関係がより鮮明になると考えられる.実際，腐植酸の化学構造特性解析研究では

溶媒分別沈殿法 (Kawasakiet al.， 2008)や吸着クロマトグラフィー法 (Yonebayashiand ha抗on，

1990) など様々な分画法の適用が試みられている.しかし，このような分画手法を用いて

黒ボク土における植生と腐植酸特性との関係を探究した例は皆無である.

以上述べてきたように，黒ボク土における植生と腐植酸特性の関係に関しては未だ不明

な点が多く，さらに研究を発展させることが必要である.このような見地から，本研究で

は，土壌の生成環境もしくは土地利用履歴が互いにほぼ同じである黒ボク土を用い，且つ，

草原や森林といった植生の影響をより正確に評価するために極めて有効な“植生遷移"に

着目することで，植生の違いが黒ボク土腐植酸の諸特性に及ぼす影響を明らかにすること

を目的とした.すなわち，田村ら (1993)や Golchinet a1. (1997a，b) らで利用された調査地

でもあるススキ草原から段階的に二次遷移が進行し，現在はそれぞれススキ草地，アカマ

ツ林地，落葉広葉樹林地となっている同一環境下で生成した黒ボク土を用いて，腐植酸の

量および質的特性を詳細に解析した.なお，アカマツ林地はススキ草地から二次遷移が進

行し， 30年程度経過したことが明確であり，落葉広葉樹林地も少なくとも 100年以上経過

したと考えられているため，ここでの腐植酸の量および、質的変化は時間軸に沿った黒ボク

土における森林化の影響評価も可能である.

第 2章では，これまで明らかにされていなかった黒ボク土における腐植酸の化学構造特

性と植生の関係についての定量的な解析を行った.まず，腐植酸やフルボ酸組成を定量分
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析し，液体 13CNMRスベクトル分析により腐植酸の宮能基炭素組成を明らかにした.その

後，各種官能基炭素の含量を腐植酸量と官能基炭素組成の結果から概算した.同時に高速

サイズ排除クロマトグラフィー (HPSEC)分析および元素分析をおこない，より多角的に

物理化学構造特性を評価した.また，過酸化水素水を用い，各植生区の腐植酸の酸化分解

槌色率から安定性の評価もおこなった.なお，より可動性の高いフルボ酸の物理化学構造

特性や安定性も同様に分析した.

第 3章では，各植生区の腐植酸を分子サイズ別に細分画することで，物理化学構造特性

や安定性をより詳細に解析することを試みた.すなわち，各腐植酸を分取HPSEC法を用い

て分子サイズ別に細分画し，各分子サイズ別画分の物理化学構造特性を HPSEC分析ならび

に元素分析，液体 13CNMRスベクトル分析で解析した.同時に，過酸化水素水による酸化

分解槌色率から安定性評価もおこなった.

第 4章では，各腐植酸ならびに分取HPSEC法を用いて細分画した分子サイズ別画分の炭

素および窒素安定同位体比 (O
13C，O

15N)，放射性炭素濃度 (O
14C)を測定し，給源植生の推

定や現代炭素濃度ならびに平均炭素年代を明らかにした.また，各試料の化学構造特性や

安定性の結果も含めて，草原一森林植生遷移に伴う腐植酸の生成メカニズムについても考

察した.
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第 2章 草原-森林植生遷移が黒ボク土の腐植酸量や物理化学構造特性に及ぼ

す影響

黒ボク土が縮合芳香環に富むいわゆる“ブラックカーボン"のような黒色腐植酸を多量に

有する一要因として，ススキなどのイネ科草本植生もしくはそれらの炭化物が給源植生と

して重要であることが推察されている (Kumada，1987; Shindo and Honma 2001; Shindo et al.， 

2004) .しかしながら，実際のフィールドではたとえ母材が同じであり，現在の植生が草原

や森林であったとしても，一方の地形や気候といった土壌生成環境が異なっている場合や，

過去の土地利用履歴や植生履歴が異なっている場合が圧倒的に多い.また，植生環境と黒

色腐植酸の関係に関する研究の大部分は形態的手法に終始しており，化学的根拠に基づい

た腐植酸特性の解析が絶対的に不足している.このように，質的特性をも考慮、した黒色腐

植酸の生成と植生環境との関係ついては，未だ十分には理解されていない (Hiradateet al.， 

2004) .本研究の調査地である筑波大学菅平高原実験センターには，同じ火山から同時期に

降灰した火山噴出物を母材とした黒ボク土が広く分布しており，且つ，これらは気候や地

形といった土壌生成環境がほぼ同条件のもとで発達してきた土壌である(田村， 1993; 

Go1chine et al.， 1997a b) .また現在で、は，ススキ草原から落葉広葉樹林まで異なる遷移段階

の植生が同じ平地上に同時に存在している(贋田 2007).このように同一条件下で生成し

た黒ボク土における草原から森林への植生遷移は，草原や森林植生が黒ボク土腐植酸の諸

特性に及ぼす影響を観測するのに絶好の条件であると言える.そこで本章では，はじめに

各植生区の腐植組成を定量分析し，植生遷移に伴う黒ボク土腐植酸量の相違を定量的に明

らかにした.次に各植生区腐植酸の物理化学構造特性を解析するため，高速サイズ排除ク

ロマトグラフィー (HighPerformance Size Exclusion Chromatography; HPSEC)分析，元素分

析ならびに液体 13CNMRスベクトル分析をおこなった.化学構造特性に関しては定量的評
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価を行うため，腐植組成の定量分析値と液体 13CNMRスベクトル分析値を用いて，各種官

能基炭素量を概算した.また，各腐植酸の安定性評価のため，過酸化水素水を用いた酸化

分解による槌色化実験を合わせておこなった.なお，より可動性の高いフルボ、酸の物理化

学構造特性や安定性も同様に分析した.

第 1節試料および方法

1・1 調査地の概要

本研究の調査地点および調査地の概略図を図 2-1.2-2に示した.菅平高原は本州のほぼ中

央部に位置している.菅平の地形は根子岳 (2，207m)，四阿山 (2，354m)の南西向き斜面に

広がる高原状の地域と西側の大松山北東斜面，その聞に広がる盆地状の湿原の地域からな

っている(図 2・1).菅平高原誌(真田町教育委員会 1990)によれば，これらの地形は約 200

万年前に第 3紀の岩層を破って噴火した四阿火山によってつくられたものであり、緩傾斜

地域には火山灰が火山岩の上に厚く堆積している.昔，菅平に人が住みつく以前は，この

地は夏緑広葉樹であるブナの深い森に覆われていたと考えられている.その後，ブナの原

生林は伐採や山火事などで失われ，現在はアカマツ，シラカンパ，ダケカンパの林となっ

ている場所が多い.また，これらの林を伐採したところにはススキの草原が広がっている.

調査地である筑波大学菅平高原実験センター (SugadairaMontane Research Center of 

Tsukuba University; SMRC)は北緯 36030'，東経 128020'の長野県上田市菅平高原に位置して

いる. SMRCの記録によると，調査地の標高は約 1320m，年平均気温 6.50C，年平均降水量

は 1190mmでケッペンの気候区分では冷温帯気候に属す.わが国の冷温帯域の極相植物群

落は落葉広葉樹林の一つで、あるブナ林である(吉岡， 1973)。林(1967，1984) によれば，

菅平の植生遷移も同様にススキ草原などの草原はアカマツ林またはアカマツ，シラカンパ

混交林に，そしてさらにミズナラ林へと進み，最終的にはブナ林になるといわれる.SMRC 
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はもともと東京分理科大学菅平高原生物研究所として 1934年に開設された.当初は大明神

沢の渓谷急斜面を除き大草原であった(田村ら 1993).実験センター内の植生の変遷を空

中写真によって比較すると， 1950年の写真(図 2-2b)では現在の樹木園に相当するところ

が食糧増産のための開墾地になっており，その他の区は沢沿い以外草原であったことがわ

かる. 1965年の写真 (2-2c) では開墾地が樹木園となり，現在の混交林区に樹木が侵入し

てきている. 1984年には樹木の侵入がアカマツ林区にまで及んでおり，草原区以外は森林

となっている(図 2-2e). つまり，落葉広葉樹林区の沢沿いはもともと渓谷林で平坦部は

40"'"'50年前に人為的作用を取り除いて二次遷移を進ませたところであり，アカマツ林区は

約 30年前に人為的作用を取り除いて二次遷移を進ませたところ，草原区は現在においても

なお人為的に草原を維持しているところである.現在の実験センターは 35haの敷地面積が

あり，施設区 (2ha)，樹木圏区 (4.5ha)，草原区 (6ha)，アカマツ林区 (8.5ha)，混交林区

および落葉広葉樹林区(I4ha) となっている(図 2-2a). 

1・2 土壌試料

土壌採取地点を図 2・2(a) に，各土壌断面写真を図 2・3に示した.土壌試料は SMRC内

のススキ草地黒ボク土 (Siぉ1)，アカマツ林地黒ボク土 (Si民 2)および落葉広葉樹林地黒

ボク土 (Site3) の各表層 (0・20cm)から採取した. Site 1は現在も刈り取りによってスス

キ草地が維持されており， Site 2は約 30年前にススキ草地が放棄され現在はアカマツ林が

繁茂している区域， Site 3はSMRC開設時にはすでにシラカンバやミズナラといった落葉広

葉樹林が繁茂していた地点で，遷移が進行してから少なくとも 100年以上ほ経過している

と考えられている.土壌試料は Site1および Site3については 1998年 10月に， Site 2につ

いては 1999年 6月に採取した.各土壌試料の簡単な理化学性を表2・1に示した.
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1・3 腐植酸およびフルボ酸の抽出・精製

各土壌の腐植酸およびフルボ酸は国際腐植物質学会(InternationalHumic Substances 

Society; IHSS)法に準じて抽出・精製した.すなわち，各土壌試料の風乾細士 (<2.0mm)

に 10倍量の O.lMNaOHを加え、一晩振とう抽出し、遠心分離 (4，00伽pm、20min) によっ

て漏液(抽出腐植酸)と残濯に分けた.得られた抽出腐植液に 6MHClを加えて pHl以下

に調整した.一晩静置した後、遠心分離 (4，000中m、20min) によって上清部(フルボ酸画

分)を分別し、沈殿物である腐植酸画分を得た.次に粘土除去作業を行うために、腐植酸

画分に脱塩水を加え、振とう機で激しく 1時間程度振とうした.固形物が分散し、充分懸

濁状態となったところに、 0.2MKOHを加えてゆるやかに撹枠し、 pH12以上になったこと

を確認した.溶解した液に KCl粉末を溶液の最終濃度が O.3M になるように添加し、 N2置

換後に振とう器で 1時間振とうした.振とう後、遠心分離 (9，00伽pm、30min) して上清液

を得た(沈殿は廃棄).上清液は冷暗所にて一晩静置し、その後再び遠心分離 (9，000中m、

30min)して、上清液を得た(沈殿は廃棄).この操作を 2回繰り返した後、上清液に 6MHCl

を加えて一晩静置し、遠心分離 (4000叩m、20min) によって沈殿部を得た.続いて灰分処

理のために、得られた沈殿部(腐植酸)に、 O.lMHCI-0.3M HF等量混液を約 2倍量 (v/v)

加えて、室温で一晩振とうし、遠心分離 (4，000中m、20min) によって得た上清液を除去し

た.この操作を 3回繰り返した後、沈殿部を少量の脱イオン水で回収し、脱イオン水中で

十分に透析 (MWCO3，500Da ; CE Membrane， SPECTRUM Medical Indus甘IeS社製)を行った

後、凍結乾燥して腐植酸粉末試料を得た.フルボ酸画分はDAX・8樹脂を乾土Igあたり1.15ml

充填したカラム(エコノカラム， BioRad社製)に供した.流速は 15樹脂容量/時間とした.

試料溶液を供し終えたカラムに蒸留水を樹脂容量の 0.65倍通じ，通過液は廃棄した。次に

O.lM のNaOHを 1-----2樹脂容量通じて吸着画分を溶出し，その後蒸留水を 3-----5樹脂容量通

じて溶出液を回収した.ここに 6MのHClを携枠しながら加え， pHが l以下であることを
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確認した後，最終濃度が O.3Mになるように HF(46.5%)を加え，室温で一晩静置した.溶

液量の 115容量の DAX・8樹脂を充填したポリ製カラム(ルアーロック型の注射器を用いて

自作)に溶液を供した.この時の流速は 15樹脂容量/時間とした.試料溶液を供し終えた

カラムに蒸留水を樹脂容量の 0.65倍通じ，通過液は廃棄した.次に O.IMの NaOHを l樹

脂容量通じて吸着画分を溶出し，その後蒸留水を 3'"'-'5樹脂容量通じて溶出被を回収した.

このアルカリ溶液はただちに陽イオン交換樹脂 (AGMP・50，BioRad社製)に通じ，通過液

はポリ容器に回収し，凍結乾燥後，フルボ、酸粉末試料を得た.

1-4 分析方法

1)腐植組成の定量分析

腐植の形態分析法(大羽， 1964) に準じ各土壌中の腐植酸，フルボ酸および、ヒユーミンの

定量をおこなった。すなわち，炭素含量が 200mgとなるように精秤した土壌微細土(<

O.5mm) と60mLの 0.5%NaOH水溶液を 200mL容三角フラスコに加え，沸騰水浴中で 30

分間腐植の抽出をおこなった.抽出後，遠心分離 (20，000xgラ20min)によって得られた上清

液(腐植抽出液)20mLに対して， 0.2mLのconc.H2S04を加えて 1時間静置した.ついで，

沈殿した腐植酸を訂正ろ紙 (No.2，Advantec Co.， Ltd.， Tokyo， Jap組)を用いたろ過で回収し，

ろ液をフルボ、酸画分として回収した.ろ紙上の腐植酸を蒸留水で 5回洗浄後， 0.1% NaOH 

水溶液で、腐植酸を溶解させた.なお，この洗浄液もフルボ酸画分として回収し，前のもの

と合わせてフルボ酸試料溶液とした.得られた腐植酸溶液を 0.1%NaOH水溶液で定容後，

これを腐植酸試料溶液とした.フルボ、酸溶液はそのまま，また，腐植酸についてはIkeyaand 

Watanabe (2003) に準じて炭素量を測定した.すなわち，腐植酸試料溶液は一定量をとり，

1I15KH2P04溶液で、 6倍に希釈し中性程度に調整後，全有機態炭素計 (TOC-V CPH， Shimadzu 

Co.， Ltd.) に供し，炭素量を測定した.なお，ヒユーミン含量は土壌の全炭素量から腐植酸
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およびフルポ、酸量を差し引し、た値として概算した.炭素量はすべて乾土当たりで算出した.

2)高速サイズ排除クロマトグラフィー (HPSEC)分析

各腐植酸および、フルボ酸の HPSEC分析は Asakawaet a1. (2008)に準じておこなった.すな

わち，各腐植酸 lmgおよびフルボ、酸 2mgの粉末試料に超純水 (mil1i-QJr， Mil1ipore) 2mLを

加え，超純水で調整した O.lMNaOHを少量加えて pH8""'9に調整した後，一晩室温で、ゆっ

くり振とうして溶解させた.この腐植酸およひ、フルボ酸溶液の 20J.L1をマイクロプレートに

取り，移動相 980μLを加えて希釈して試料溶液とした移動相には pH7.0に調整した 10mM

リン酸緩衝液 (NaH2P04-Na2HP04混液)に 25%相当のアセトニトリル (HPLC用，ナカラ

イテスク)を加えて孔径 0.2問メンプランフィルター(親水性 PTFE，Mi1lipore)でろ過した

溶液を用いた.試料溶液をデ、イスポーザ、フ、ノレフィルター(0.2J.1Dl，親水性 PTFE，ADVNTEC) 

でろ過してキャップ付き lmLクリアーガラスパイアル (waters) に注入して測定に供試し

た.

デガッサー

ポンプ

オートサンプラー

検出器

出波長

ガードカラム

カラム

流速

: ERC-3415α 

: Waters 600E型 (Waters)

: Waters 717 plus Autosampler (Waters) 

: UV-Vis分光検出器

(Waters 2487 DualyAbsorbance Detector， Waters) 

: 260nm 

: Shodex Ohpak SB-G (φ6.0x50mm，昭和電工)

: Shodex Ohpak SB-805 HQ 

(排除限界分子量1.0xl06プルラン換算)

: 0.8 mL min-1 
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注入量 : 30!U-

解析ソフト : Waters Millenium 32 Chromatography Manager Verson 3.06 

また，相対分子量を算出するために，標準物質試料として分子量既知のポリスチレンス

ルホン酸ナトリウム (PSSNa，Po1ysciences)およびp-スチレンスルホン酸ナトリウム(分子

量 184，和光純薬工業)を用いた.分子量 188k，15.8k， 184のPSSNaを2mgずつ(184の

み 0.5mg) 1つの NO.Olマイティーパイアルに量りとり，これをスタンダード Sとした.ま

た，分子量356k，35.7k， l.37kの PSSNaおよび680k，86.5k， 4.92kのPSSNaをそれぞれ同

様に 2mgずつパイアル lつに量りとり，前者をスタンダード M，後者をスタンダード Lと

した.各スタンダード‘は超純水 2.0mLを加えて一晩振とうして十分に膨潤・溶解させた.

これらの溶液20μLをそれぞれマイクロプレートにとり，各試料溶液と同様に希釈・調整し，

HPSEC分析に供試した.また，有効カラム容量 (Vo+Vj) と排除容量(に)はそれぞれ，ア

セトンとBlueDextran (2，OOOk) を使用して測定した.

3)元素分析

各腐植酸および、フルボ酸の粉末試料約 15mgをNO.lマイティーパイアル(マルエム)に

取り， NaOHとP20Sを入れた真空乾燥機を用いて 2日間 450Cで真空乾燥させて水分を除去

した.この試料のうち各 2mgを精秤し，炭素，水素，窒素含量を乾弐燃焼法で測定した.

測定装置には CHNS/Oアナライザー (2400II型，パーキンエルマージャパン)，標準試料に

はアセトアニリド(和光純薬工業)を用いた.測定条件は年商温度;980oC，還元温度;6800C 

とした.酸素含量は試料の全体重量から炭素，水素，窒素および灰分含量を差し引し 1て求

め，各元素組成は無水無配分換算で示した.ただい灰分含量は試料約 lOmgをセラミック

ボード上で 550oC，6時間灼熱し，有機物が残っていないことを確認して燃焼前後のセラミ
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ックボード重量の差から算出した.

4)液体lJCNMRスベクトル分析

各腐植酸および、フルボ酸の粉末試料約 50mgをNo.4マイティーパイアルにとり，重水素

率 99.9%の重水 (A地ich)300JJLと10%NaOD(重水素化率 99.9%，CEAフランス原子力庁)

20μLを加えて溶解させた.この試料溶液に内部標準としてトリメチルシリルプロピオン酸

ナトリウム (TMSP;重水素化率 98%ラ Euriso-top) 1%溶液を 20JJL加え，全量が約 O.4mLに

なるように重水を用いながら径 5mmのNMR試料管 (PS・001.SHIGEMI)へ移した.この試

料溶液を逆ゲート付きデカップリング法で 13CNMRスベクトルを測定した.測定パラメー

タは以下に示した.

観測周波数 : 125.757 MHz 

データ取得時間 : 0.839 s 

遅延時間 : 2.5 s 

パルス幅 : 6.82凶 (450パルス)

積算回数 : 10000""""20000 

5)過酸化水素水による酸化分解および槌色率測定

各腐植酸および、フルボ、酸の乾燥粉末試料に0.5mg CmL-1の濃度になるよう 0.1MNaOHを

加え，窒素を充填した後，完全に溶解させ，これを試料溶液とした.試料溶液 2mLをマイ

ティーパイアルNo.4にとり， 30%過酸化水素水(ナカライテスク) 1mLを加え軽く蓋をお

き暗所 200Cで一晩静置した.対照区として過酸化水素水の代わりに蒸留水を加えたものも

同様に調整した.これらはすべて 3連で行った.反応後，各試料を 0.1MNaOHで定容し，

UV-Vis分光光度計 (V・530 日本分光(株))で各試料溶液の 400nmにおける吸光度 (K400)
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を測定した.各試料の槌色率を yanagiet al. (2002，2003)に従って次式で算出した.

槌色率(%)対照区 K400一試料溶液K400)/対照区 K400xlOO
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第2節結果

2・1 腐植組成

各土壌の乾土あたりの腐植酸，フルボ酸およびヒユーミン含量を炭素ベースで算出し図

2・4に示した.各土壌間で最も大きな差が見られたのは腐植酸含量でありススキ草地黒ボク

土 (Site1)で最も多く (60.4C g乾土勺，一方，落葉広葉樹林地黒ボク土 (Site3)では最

も少なく， Site 1の約半分量で、あった (30.2C g乾土ー1).また，アカマツ林地黒ボク土 (Site

2) の腐植酸は両者の丁度中間程度の値で、あった (47.4C g乾土つ.フルボ、酸やヒユーミン

は土壌問での差異が腐植酸に比べると小さく，特にフルボ酸含量は 5Cg乾土ーl程度以内の

差異であった.また，各土壌別に見てみると， Site 1ではフルボ酸 (21.5)→ヒユーミン (52.2)

→腐植酸 (60.4)の順に多く，現在の植生が森林である S臼itおe2や Site3で、はフルボ酸(包20.3

16.2幻)→腐植酸(件47.4， 3却0.2幻)→ヒユ一ミン(臼54.5， 42.0)の順に量は多かった.各腐植組成

を算出してみると，腐植酸は Site1， Site 2， Site 3でそれぞれ 45，39， 34%，フルボ、酸がそ

れぞれ 16，17， 18%，ヒユーミンがそれぞれ 39，45， 48%であり，森林植生環境がより長

期間継続している Site3ほど腐植酸割合が低くなることが認められた.また，フルボ酸やヒ

ユーミン割合は腐植酸と比べると植生問でそれほど大きな差異は認められなかった.

2・2 HPSEC分析

高速サイズ排除クロマトグラフィー (HPSEC)分析は少量の試料で迅速に分子量分布の

測定が可能であるため，腐植物質の研究にも汎用されている.しかし，腐植物質のような

構造未知の高分子天然物に応用するには多くの問題点も抱えており，未だ決め手となるよ

うな標準的な分析条件は確立されていない.HPSECで腐植物質を分析する場合，特にゲ、ル

材との相互作用は移動相の種類 (pH値，塩組成と濃度)とゲ、ル材との組み合わせ，供試試

料濃度や試料量に大きく依存する(藤撮，2007).また，平均分子量を HPSECで求めるには
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分子量分布が分析可能な範囲にあり，排除ピークがない条件で分析しなければならない(米

林ラ 2009).Asakawa et al. (2008)はこのような問題点を再確認し，現在最良と考えられる腐

植酸の HPSEC分析法を提案した.本研究ではこの方法に準じて各植生区の腐植酸およびフ

ルボ酸の HPSEC分析をおこなった.

図2・5に各腐植酸およびフルボ、酸の HPSECクロマトグラムを図示した.いずれの腐植酸

のクロマトグラムでも 13分付近，フルボ、酸のほうは 9分付近にブロードな単一ピークが有

効カラム容量(凡+v)と排除容量(に)の範囲内に見られた.各腐植酸およびフルボ、酸と

も若干ピークトップの位置やピーク幅には差異が認められる.各試料の数平均分子量(Mn)，

ピーク平均分子量 (Mp)，重量平均分子量 (Mw)，分散度 (MwlMn)を算出した結果 (PSSNa

換算)を表2・2示した.腐植酸では互いに明確な差異が認められ， Site 1が Site2や Site3 

に比べ Mpや Mwがより小さく，また分散度も低かった.また， Site 3のMpや Mwは最も

大きな値を示し，MwにおいてはSit怠 lの倍以上の値である 12.9kDaを示した.Site 2はMw，

Mpとも Site1よりも大きく Site3よりも小さな値を示したが，分散度は最も高かった.

各フルボ、酸では Mw，Mp，分散度とも腐植酸に比べ互いの差異は極めて小さかった(表

2・2).ただし， Mw， Mpともに Site3→Site 2→Site 1の順に値は高くなる傾向を示した(表

2-2) . 

2・3 元素分析

各腐植酸およびフルボ酸の元素組成と原子数比を表2・3に示した.各植生区の腐植酸の炭

素，水素，窒素，酸素含量はそれぞれ， 55.9'"'-'59.4， 3.99'"'-'4.59， 3.40'"'-'4.15， 33.0'"'-'36.0%の

範囲の値を示した.一方，各フルボ酸の炭素，水素，窒素，酸素含量はそれぞれ， 49.0'"'-'49.7， 

3.60'"'-'4.07， 0.92'"'-'1.41， 45.1'"'-'46.3%の範囲で、あった.各試料の原子数割合から各種原子数

比を算出した結果，腐植酸では HlC比は 0.84'"'-'0.97の範囲の値を示し， Site 3でより高い値
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を示した.また Site2もSite1より若干高い値を示した.一方，フルボ、酸では， H/C比は 0.89

"-'0.98の範囲の値を示し， Site 1に比べ Site2や Site3で高し、傾向を示した.

2-4 液体 13CNMRスベクトル分析

各腐植酸およひ、フルボ、酸の 13CNMRスベクトルを図 2・6に示した.各試料のスベクトル

はシグ、ナル領域の面積を基準に相対的に示した.全てのスベクトルに共通して 30，55， 75， 

130， 175を中心とするブロードなピークが認められたが，それぞれの強度は互いに異なっ

ていた.また， 30から 80ppmの間には鋭いシグナルピークもいくつか観察できた.腐植酸

では特に森林植生である Site2や Sit怠 3で脂質などの長鎖脂肪族炭素に帰属される 32ppm付

近 (Kogel-Knabner，1997)に鋭いシグナルピークが認められ，リグニン由来のメトキシル基

炭素に帰属される 56ppm付近 (Guggenbergeret al.， 1995)にも鋭いシグナルピークが若干小

さく出ていた.草原植生である Site1にはほとんどこれらの領域にはピークが認められなか

った.一方，いずれのフルボ、酸にも 32ppm付近と 56ppm付近には鋭いシグ〉ナルピークが認

められるが， Site 1に比べ Siぉ2や Site3では特に 32ppm付近のシグナルピーク強度が高い

ことが認められた.

次に，各スベクトルの特徴を官能基炭素割合として表わすために各スベクトルを 6つの

領域に分け，それぞれの領域をこれまでの報文(Thornet al.， 1989;米林， 1989ヲ Fuiitakeand 

Kawahigashi， 1999) に準じて以下のように帰属した.すなわち， 5"-'45ppmは飽和の脂肪族

炭素 (alkylC)， 45"-' 11 Oppmはメトキシル基，アルコール，糖などの酸素に結合した炭素

(0・alkylC)， 1l0"-'145ppmは脂肪族鎖の結合した芳香族炭素や縮合環の芳香族炭素 (arylC)， 

145"-' 165ppmはフェノーノレ性水酸基に直結した芳香族炭素 (0・arylC)， 165"-'190ppmはエ

ステル炭素とアミド結合した芳香環を構成する炭素およびカルボキシル基炭素 (carbo片1C)， 

190"-'220ppmはカルボニル炭素 (carbonylC) に，それぞれ帰属した.表2・4に，各領域の
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面積比から算出した各種官能基炭素割合と芳香族度 {(aryl+ 0・aryl)/ (al防1+ O-al防1+町 l

+0・aryl)}(Hatcher et a1.， 1981)を示した.腐植酸では Site1の arylCが49.6%と際立つて高

い値を示し， O-alkylや alkylCはそれぞれ 13.0，6.0%とSite2や Site3より低い値を示した

芳香族度も Site1では 0.75であり， Site 2 (0.46)や Site3 (0.53) に比べ非常に高い値であ

った Site2とSite3を比べると， Sit怠 2のほうが若干 arylC割合が低く， O-al防lC割合が

高い値を示した.一方，フルボ酸は腐植酸に比べどの植生区のフルボ酸も各種官能基炭素

割合には大きな差異が認められなかったが， Site 1は Sit怠2や Site3に比べ O-alkylC割合が

高い傾向を示し，逆に Site2や Site3は alkylC割合がより高し、傾向を示した.Site 2とSite3 

は互いに類似性が高い値を示した.

腐植組成分析から求めた乾土 lkg当たりの腐植酸量 (Cgkg-1
) と13CNMRスベクトルか

ら求めた各種官能基炭素割合から各種官能基炭素量を概算した(表 2-5). Site 1はcarbonyl，

carboxyl， 0・aryl，aηlC量が Site2や Site3に比べ多く，特に arylC量は約 15""""'20C g kg-1 

も多かった.一方 alkylC量は Site1で3.6C g kg，lであったが， Site 2や Site3ではそれぞれ

8.2，5.9 C g kg'lとより多い値を示した.また， Site 2での O-alkylC量は 12.5C g kg-1であり，

Site 1 (7.9)や Site3 (5.4)に比べより多い値を示した.フノレボ酸の各種官能基炭素量は腐

植酸に比べ植生環境問での差異は極めて小さかったが， Site 1は Site2や Site3に比べより

arylC量が高い傾向を示した(表 2-5). 

2-5 過酸化水素水による槌色化

過酸化水素酸化分解による各腐植酸および、フルボ酸の槌色率を図 2・7に示した.腐植酸で

はSite1が 55.3%と Site2や Site3に比べ 10%程度低い値を示した.Site 2とSite3ではほと

んど差異は認められなかった(それぞれ 65.8，66.4%).一方，フノレボ酸は同じ土壌の腐植

酸に比べどの植生区でもより高い値を示したが， Site 1で、はその差が極めて小さかった.ま
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た， Site 2および Site3では Siぉlに比べ 20%程度も高い値を示した.
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第3節考察

3・1 草原一森林植生遷移が黒ボク士における炭素量や腐植組成に及ぼす影響

草地と森林地を比較した場合，一般的には森林地のほうが地上バイオマスや土壌有機物

量を増大させると考えられてきた Oacksonet al.， 2002; Berg and McClaugherty. 2004).しかし，

土地利用や管理方法に伴う土壌有機物動態に関する研究が 1990年以降，特に生態系生態学

の分野で加速度的に増加し，実測データが蓄積してくるにつれて，森林地は草地に比べ地

上バイオマス量は多いものの，必ずしも土壌有機物の集積が多いとは限らないことが明ら

かにされつつある.Guo and Gifford (2002) は世界中の様々な地域における土地利用変化

に伴う土壌炭素量の変化を調べた論文 74報を統計的にまとめ，草地から植林で森林地化し

た場合 (n=83) と二次遷移で森林地化した場合 (n=6)は土壌炭素量が平均で約 10%低下す

る結果を報告している.Jackson et al. (2002)や Billingset al. (2006)も同一環境下において，

森林地は草地に比べ表層の土壌炭素量が逆に少ないことがしばしばあると指摘している.

本研究でも，各植生区の全炭素(土壌有機物)量はススキ草地 (Site1)で乾士 lkg当たり

134.2 C g kg-1 ，アカマツ林地 (Site2)で 122.2'Cg kg-1，落葉広葉樹林地 (Site3)で 88.3C g 

kg-1であり，草地のほうが針葉樹林地や落葉広葉樹林地と比べ，より多くの炭素を蓄積して

いることがわかる(図 2-4).同様の実験結果が Huygenset al. (2005)やDubeet al. (2009) 

によって同じ火山灰を母材としたチリに分布する黒色土(Andisol)でも報告されている.

彼らの報告では，草原から二次遷移が進行し針葉樹林 (Pinusradiatae)へと植生が変化し

16年経過した場合，表層 (0-30cm)の土壌有機物量は 42%減少し，逆に広葉樹林 (Nothゆ'gus

obliquα)から草原へ植生が変化し 50""100年経過した場合， 31%増加した.したがって， 100 

年スケールで考えた場合，黒ボク土における草原植生は森林植生よりも，土壌有機物の蓄

積量を促進もしくは維持する機能が高い可能性が示された.ススキなどのイネ科草本植生

のほうが針葉樹林や落葉広葉樹林に比べより多くの炭素を土壌中に蓄積させているー要因
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として，ススキの特に地下部でのバイオマス生産量の多さが考えられる.本研究の調査地

では，ススキの有機物生産量は約 900g m-2
戸

lあるのに対し，アカマツ林では 15年目でよ

うやく 600gIII-2yr-lを超えるにすぎない (Hayashiet al.， 1981).また，ススキなどのイネ科

草本植生では地上部バイオマスに比べ根のバイオマス量は 80%，もしくは上回ることもし

ばしば報告されているが，多くの森林植生では土壌中に存在する根のバイオマス量は地上

部の 20"-'30%といわれる(百lOmas，2001). さらに，森林植生の根に比べ草本植生の根は代

謝回転速度が速く(Jobbagyand Jackson， 2000)，初生腐植物質の生成速度や腐植化の進行速

度もより速いと考えられる.したがって， Site 1では Siぉ 2や Site3に比べより多くの有機

物が特に地下部から土壌へ還元され，より早い速度で腐植物質として蓄積しているものと

推測される. Site 2は約 30年前にススキ草地から二次遷移が進行しアカマツ林になったこ

とから，現在の全バイオマス生産量はススキを上回っているかもしれないが，これまでの

バイオマス生産量の合計は，ススキが上回っていると思われ，特に根からの有機物還元量

は極端に少なくなっていると考えられる.腐植物質は一般的に難分解性と思われているが，

生物遺体から生成した初生腐植物質から極めて難分解性である腐植物質まで，その分解速

度は多様である(渡辺 2005).したがって，有機物の供給量が減少すれば，既存の腐植物

質，特に初生腐植物質の分解が生じ，見かけの腐植物質量が減少することは容易に考えら

れる.これが両者の腐植物質量に差が生じた原因のーっかもしれない.

各植生区の腐植組成をより詳細に見てみると， Site 1では腐植酸量が最も多く， Site 2や

Site 3ではヒユーミン量が最も多かった(図 2・4).また，各腐植組成は，腐植酸は Site1， 

Site 2， Site 3でそれぞれの， 39， 34%，フルボ、酸がそれぞれ 16，17， 18%，ヒユーミンが

それぞれ 39，45， 48%であり，森林植生環境がより長期間継続している落葉広葉樹林地ほ

ど腐植酸割合が低く，ヒユーミン割合が高くなる傾向が認められた.一般的にフルボ、酸は

潜在的に水溶性であるため可動性が高く，カルボ、キシル基に富む化学構造特性を有する
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(Stevenson， 1994) .ヒユーミンは腐植酸やフルボ酸に比べ研究例が圧倒的に少ないが(Rice

et al.， 2001) .腐植酸が粘土粒子などの無機成分と強固に結合しているものや，腐植酸よりも

長鎖脂肪族炭素に富み，極性の低い特性を有しているものから構成されると考えられてい

る (Stevenson，1994). 各植生区間でのフルボ、酸量の差異が非常に小さい (5C g ki1程度)

ことを考慮すれば.Site 1よりも Siぉ2や Site3で，より高分子で脂肪族性の高い腐植物質

が多く存在していることが示唆される.この要因の一つに各植生のリターや根の化学組成

の違いが挙げられる.特にアカマツなどの針葉はススキなどのイネ科草本植生に比べ，樹

脂やワックスといった脂溶性成分が多い特徴を有する(大羽ら 1988). したがって. Site 1 

に比べ Site2では，特に O層に供給される有機物がより脂肪族性の高い特徴を持つように

なり，それらが土壌中に選択的に残存していくことで (Kogel-knabneret al.， 1992aラb;Zechet 

al.， 1992). ヒユーミンがより多い腐植物質の特性を持つ可能性が考えられる.ただし. Site 

3の主な林冠木はミズナラとシラカンパであるが(贋田 2007).一般的に広葉樹林のリター

や根の化学組成はイネ科草本植生に比べ，特に脂溶性成分が高いといった特徴はない(大

羽ら， 1988; Berg and McClaugherty. 2004). よって. Site 3でのヒユーミンの多さは植物リタ

ーや根が有する化学組成の直接的な影響ではない何か他の要因が大きく関与している可能

性が高い.土壌を比重別に分画すると，より軽い画分には植物残濯やそれらの変性物がよ

り多く残存する (Golchinet al.， 1997 b; Wagai et al.， 2008). Golchin et al. (1997 b) は本研究

調査地のススキ草地や混交林地および他の調査地点に分布する落葉広葉樹林地の火山灰土

壌で比重別分画をおこない，固体 13CNMRスベクトル分析を CPMAS法でおこなったとこ

ろ，ススキ草地や混交林地の軽比重画分に比べ落葉広葉樹林ではより脂肪族性が高い化学

構造特性を有していることを示している.よって Site3は. Site 1とは異なる主要な腐植の

生成経路が存在し，落葉広葉樹林のリターや根が適度な微生物による分解・変性を伴うこ

とでより脂肪族性の高い成分となり (Baldocket al.ラ 1997;Kolbl and K句el・knabner，2004)そ
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れらが土壌に選択的に残存し，ヒユーミン含量が高くなった可能性が考えられる.

Site 2は二次遷移に伴いススキからアカマツ林へと植生が変化してから 30年程度経過し

た地点である.アカマツなどの針葉は上記したように脂溶性の成分が他の植物に比べ多い

特徴を持つが，同時に灰分や窒素に乏しい傾向がある (Bergand McClaugherty. 2004). その

ため，針葉樹の落葉落枝からは Oi層や Oe/Oa層が明確なモル型土壌が形成されやすく，土

壌もより酸性化しやすい (Bergand McClaugherty. 2004).本調査地の土壌断面を観察しても

(図 2・3)，Site 2では Site1に比べ明らかに Oi層や Oe/Oa層が発達しており， pH (H20) 

もSite1が6.0に対し， Site 2では 5.2で、あった(表 2・1).土壌の酸性化は土壌有機物の損失

を促すとの報告が数多くなされている (Davisand Langラ 1991;Parfitt et al.， 1997; Al企edsonet 

al.， 1998; Chen et al.， 2000) .その要因のーっとして，酸性化に伴う土壌中でのフルボ酸割合

の増大が示唆されている (Cerliet aL 2008). フルボ酸はリターの溶出物や根の惨出物を含

む潜在的な溶存有機物であり，その分子サイズも腐植酸と比べ相対的に低分子であること

が明らかにされている(米林， 2008). したがって，腐植物質中のフノレボ酸相対量の高まり

は，微生物分解作用 (Satoand Seto， 1999)や有機態炭素の溶脱 (Cerliet al.， 2008)がより進

行しやすい環境であるとも考えられる.本研究の結果でも Site2はSite1に比べフルボ酸の

相対量は若干増加し，特に腐植酸に対するフルボ酸量(腐植酸:フノレボ、酸)は 2.81から 2.34

と大きく低下した.ススキ草原から二次遷移の進行に伴いアカマツ林が侵入して 30年程度

経過した Site2の腐植含量，特に腐植酸量は Site1に比べより低いが，これはこの 30年間

で Site2の腐植酸量が低下した可能性が高い.同様に土壌炭素量が低く，腐植酸よりもヒユ

ーミン量が多く，土壌 pH(H20) も5.3で、あった Site3も含めて考慮すると，黒ボク土にお

ける森林植生はその期聞が長いほどススキ草原植生に比べ，腐植物質，特に腐植酸の集積

を抑制する可能性が見出された.
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3-2 草原一森林植生遷移が黒ボク士腐植酸の物理化学構造特性や安定性に及ぼす影響

各植生区における腐植酸の HPSEC分析の結果はアカマツ林地 (Site2)や落葉広葉樹林地

(Site 3)がススキ草地 (Site1)に比べ，より高分子サイズ特性であることを示している(図

2-5) .一方，フルボ酸の結果を見ると，いずれのフルボ酸も腐植酸と比べ分散度は低く，よ

り低分子サイズの性質を示し，植生間での分子サイズの違いはほとんど認められなかった

(図 2・5). 同一土壌中のフルボ酸が腐植酸に比べより低分子成分の集合体であることはこ

れまでも明らかにされており，フルボ酸を特徴付ける性質の一つであると言える (Stevenson，

1994;藤巌ラ2007).腐植酸の平均分子量は植生問で異なっているが，森林植生の期間が長い

ほど，より高分子サイズの腐植酸が生成もしくは残存していることが示された(図 2-5). 

こqような腐植酸やフルボ酸の植生聞による物理的特徴の違いは元素分析や 13CNMRスベ

クトル分析による化学構造特性の結果とも深く関係していた.すなわち，腐植酸では分子

サイズが大きいほど WC比が高く， alkyl C割合が高い値を示し，一方，フルボ酸の 13CNMR

スペクトルや各種官能基炭素劃合は腐植酸のそれに比べると，極めて類似性が高かった(図

2・6，表 2-4).原子数比である H/C比の増大は腐植化度(暗色化度)の低下や化学構造特性

における脂肪族性の増大に関係が深いと言われている (Steelink，1985; Kumada， 1987; 

Stevenson， 1994) .また，本研究での 13CNMRスベクトルを見ると，より高分子サイズの特

性を有する腐植酸ほど 32ppm付近の長鎖脂肪族炭素に帰属される鋭いシグナルピークを有

していることがわかる(図 2-6(a)). このような 13CNMRスベクトル分析における長鎖脂

肪族炭素の増大は，腐植酸の分子サイズの増大と深く関係していることが強く示唆されて

いる (F可itakeand Kawahigashi， 1999; Piccolo et a1.， 2002) .ただし，腐植酸とフルボ酸を比較

した場合，各フルボ、酸の H/C比やA1kylC割合は腐植酸よりも高い値を示しているが，より

低分子である特徴を有しているため，両者の物理的特性の比較には H/C比や alkylC割合の

大小は何ら意味を持たないと言える(表2・4).
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各植生区における腐植酸の 13CNMRスベクトルから算出した各種官能基炭素割合を見る

と， Site 1はSite2や Site3に比べてより芳香族炭素 (aryI)割合が高く，炭水化物 (O-alkyI)

や脂肪族炭素 (alkyI)が低い特性を有していることが明らかである(表 2・4). 特に注目し

たいのは，脂肪族鎖の結合した芳香族炭素や縮合した芳香族炭素を示す arylCとフェノール

性水酸基に直結した芳香族炭素を示す O-arylCである. Site 1の腐植酸は Site2や Site3に

比べal)'lC割合が 15'"'-'20%程度高いが，O-arylC割合はそれほど大きく変わらなし¥(表2-4). 

Site 1での alkylC割合が極めて低いことを考慮すると，この腐植酸を構成する芳香族炭素の

部分骨格の多くは縮合芳香環の形態であることが強く示唆される.一方， Site 2や Site3の

腐植酸は， alkyl C割合も Site1の3倍程度高く， arylC割合もより低いことから，これらに

は縮合芳香環の存在割合が Site1に比べかなり低いことが推察される.本調査地において

Golchin et a1. (1999 a) も同様な結果を固体 13CCPMAS NMRスペクトル分析で報告し，豊

富な縮合芳香環の存在を示唆している.その要因を彼はススキ草原をこれまで火入れによ

って維持・管理してきたためだと報告している (Golchinet aL 1999 a) .しかし， SMRCで

は 1934年開設以来，火入れによる管理はおこなわれていないことは確かであり，また，開

設以前もこの地のススキ草原をこれまで火入れによって維持・管理していた証拠はどこに

もない.したがって，本調査地での火入れによる人為的なインパクトについては明らかで

はないが，かつての日本ではススキ草原の維持を殺菌の意味も込めて火入れによっておこ

なうことが一般的だったことを考えると (Hiradateet a1.， 2004) ，多かれ少なかれ，火入れに

よる植物や土壌有機物の炭化物の寄与が Site1における腐植酸の化学構造特性に影響を及

ぼしているのかもしれない.ただし， SMRC開設以前，火入れによるススキ草地の維持管

理が行われており，これらの影響により生成した炭化物由来の腐植酸が黒色腐植酸の主起

源だと仮定しでも，同一環境下にあった Site2や Site3でも同様に火入れの影響を受けてい

る可能性は高いため，そのような炭化物由来の黒色腐植酸が Site2や Site3にも存在してい
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たはずである.特に約 30年前まではススキ草地が維持されていたすぐ隣地の Site2ではな

おさらである.しかし， Site 2を含め，森林植生環境での腐植酸の物理化学構造特性は Site2 

のそれとは大きく異なると結論づけられる.したがって，炭化物由来の腐植酸の影響があ

ったとしても，これらの物理化学構造特性は森桝直生下では変質もしくは消失してしまう

可能性が示された.

Site 2とSite3の腐植酸の 13CNMRスベクトルは Site1に比べ極めて類似性が高いが(図

2-6)， Site 2は Site3に比べ特に O-al防lCで示される炭水化物炭素割合が 10%程度高い特徴

を示している(表 2・4). 上記のように，ススキ草地では特に地下部における腐植物質の生

成速度は針葉樹林や広葉樹林に比べ速いと考えられる.ススキ草原からアカマツ林に植生

が変化してから 30年程度である Site2では，これまでのように比較的迅速な腐植物質生成

が進行していないと考えられる.また一般的に針葉は広葉に比べより分解されにくし、 (Berg

and McClaugherty. 2004). 実際，本調査地でもアカマツリターとミズナラリターの分解実験

が行われ， 3年目の残存率は乾燥重換算でアカマツが 33%，ミズナラが 10%であった(大圏ヲ

2007) .したがって， Site 2では Site3に比べより多くの炭水化物もしくはそれらの変性物を

主とする O-alkylCが土壌中に供給され，分解作用をそれほど受けずに土壌腐植酸中に少し

ずつ選択的に残存していった可能性が考えられる.

各腐植酸および、フルボ酸の 13CNMRスベクトノレから算出した各種官能基炭素割合L 腐

植組成の定量分析から得られた腐植酸およびフノレボ酸含量とから各種官能基炭素量を概算

した(表 2δ).Site 1はSite2や Site3に比べ，非常に多くの Carboxyl，Carbonyl， Aryl Cを

含有していることが明らかである.特に， AryIC量は 2"-'3倍量を有しており，上記したよ

うにこれらの多くは縮合芳香環である可能性が高いため，極めて安定性の高い腐植酸が多

量に存在していることが考えられる. Site 2ではこの 30年程度で腐植酸量が減少した可能

性が高いことを上記したが， Site 1と比較した場合，中でもArylC量が約 15Cgkg-1低し、(表
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2・5).一方， O-alkyl C量が 4.5Cg kg"l程度， alkyl C量が 5Cgkg-1程度高い値を示している.

これは，芳香族炭素でも特に縮合芳香環を構成している炭素量がより低いことが強く示唆

され，森林化の進行に伴って，かなりの縮合芳香環が消失した可能性も考えられる.Site 3 

では Site1や Site2に比べ，全体的に炭素量が少ないが，特に Site1と比べると， ArylC量

が20Cgkg-1程度低い値を示しており，大きな差異が認められる.以上の結果を総合すると，

森林植生環境下ではススキ草地と比べ，特に芳香族炭素に富む腐植酸の生成もしくは維持

が抑制される可能性が示された.

各植生問での腐植酸および、フルボ酸の安定'性に関しても化学構造特性に深く関係する結

果が過酸化水素水による酸化分解祖色実験から得られた(図 2-7).すなわち， Site 1に比べ

Sit怠 2や Site3での腐植酸やフルボ酸の槌色率はより高い値を示した.Almendros and Dorado 

(1999)やYnagiet a1. (2002ラ 2003)は腐植酸の微生物分解作用に伴う槌色率はそれらの化

学構造特性に依存することを強く示唆している.例えば，同じ腐植酸でも縮合した芳香環

割合が高ければ，槌色率は低下するだろうし， O-alkyl C特性に富むものであれば，槌色率

は増大するとしている.本研究でも腐植酸ではこれらの考えを支持する結果が得られ， Site 

lでは豊富な縮合芳香環および低い O-alkylC割合により比較的祖色率は低い値を示したと

考えられ，一方， Sit怠 2や Site3はSite1に比べ縮合芳香環割合に乏しく，逆に O-a1kylC割

合に富む特性ゆえにより高い槌色率を示したと考えられる.ただし， Site 2はSite3に比べ

若干 arylC割合が低く， O-alkyl C割合はより高いが，両者の槌色率はほとんど変わらない

と言える(図 2・7).これは， 0・alkylC割合の違いよりも芳香族炭素形態の違い，すなわち

縮合芳香環割合が Site2でより高いために生じた結果であるとも解釈できるが，両者の違い

についてはさらなる解析が必要であろう.フルボ酸の槌色率の結果も腐植酸と同様の結果

が得られてはいるが，元素分析値や液体 13CNMRスベクトル分析から得られた結果よりも

植生聞の差異が大きく，特に Site1のフルボ、酸の槌色率は低かった. Site 1のフルボ酸に関
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しては今回行った分析だけでは捉えきれない分解抵抗性の根源があると考えられるため，

今後より詳細な分析が必要である.

本章では，同一環境下で生成した黒ボク土でも，草地から森林へと植生が変化した場合，

表層 (O-20cm)の炭素量や腐植組成，特に腐植酸の量や物理化学構造特性および安定性が

規則的に異なることを定量的に明らかにした.ススキ草地では，より多くの炭素を主に腐

植酸として蓄積しているが，アカマツ林地や落葉広葉樹林地では森林環境の継続期間が長

いほど蓄積している炭素量や腐植酸割合は低く，逆にヒユーミン割合が高くなる傾向を示

した.アカマツ林地や落葉広葉樹林地では腐植酸に対する可動性の高いフルボ、酸の相対量

がより高く，土壌もより酸性であった.よって，無機物と結合し安定していた腐植酸やヒ

ユーミンの一部が溶解し，微生物分解作用もしくは溶脱等を受ける可能性が高まることが，

土壌有機物，特に腐植酸量が低くなる原因の一つであろうと考察した.また，針葉の化学

組成がより脂肪族成分に富むことや，ススキに比べミズナラやシラカンパなどの落葉広葉

樹林リターの分解残濯がより脂肪族性に富むことから，これらは腐植組成の違いに関係し

ていると考察した.ススキ草地の腐植酸の物理化学構造特性や安定性は，より低分子サイ

ズであり，縮合芳香環に富み，安定性は高いことが明確で、あった.一方，アカマツ林地や

落葉広葉樹林地の腐植酸の物理化学構造特性は互いに類似性が高く，ススキ草地の腐植酸

に比べより高分子サイズであり，炭水化物炭素や脂肪族炭素含量が高く，安定性はより低

い特性を有することが明らかとなった.また，森林植生環境の継続期間がより長い落葉広

葉樹林地ほど，より高分子サイズで，脂肪族炭素割合が高い傾向を示した.さらに，スス

キ草地下黒ボク土における森林地化は，縮合芳香環の消失および脂肪族炭素の付加を促進

する可能性が見出された.
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Fig.2・1.Location of the study site， Sugadaira Montane Research 
Center of Tsukuba University (SMRC)， Nagano Prefecture， Japan. 
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Fig. 2-2. Aerial photos of study site from 1950 up to now. These 
photos indicate that pasture land have changed to red-pine forest， and 
red-pine forest have been changed to mixed forest， as shown here. 

32 



Ta
bl
e 
2-
1 

S
o
m
e
 c
ha
ra
ct
er
is
ti
cs
 o
f 
so
il
s 
us
ed
 i
n 
th
is
 s
tu
dy
 

sa
mp
le
 
D
e
p
t
h
 
Mo
is
t 
co
lo
r 

p
H
 

p
H
 

T
-
C
 

T
-
N
 

C
I
N
 

C
E
C
 

A1
d 

Fe
d 

A
l。

F
e。

(c
m)
 

(H
2
0
)
 (
N
aF
) 

(g
 k
g-
l 
so
il
) 

(g
kg
-l
 s
oi
l)
 

(c
mo
l 
kg
-l
) 

(g
 k
g-
l 
so
il
) 

Si
te
 1

 
0-
20
 

7.
5
Y
R
12
/1
 

6.
0 

10
.7
 

13
4.
2 

12
.1
 

1
1.
1

 
44
.6
 

43
.0
 
33
.0
 
5
8
.4
 

27
.5
 

Si
te
 2

 
0-
20
 

7
.
5
Y
R
2
/
2
 

5.
2 

10
.8
 

12
2.
2 

7.
2 

17
.0
 

35
.9
 

49
.1
 

3
2
.4
 

5
6
.4 

27
.3
 

。♀
Si
te
 3

 
0-
20
 

1
0
Y
R
2
/
3
 

5.
3 

1
1.
3
 

88
.3
 

4.
6 

19
.2
 

30
.8
 

46
.1
 

34
.8
 

60
.7
 

30
.1
 

。3

F
e
d
，

 Al
d
，
 di
th
io
ni
te
 c
it
ra
te
 b
ic
ar
bo
na
te
 e
xt
ra
ct
ab
le
 F
e
 a
n
d
 A
I;
 
F
e
o
，

 Al
o
，

 ox
al
at
e 
ex
tr
ac
ta
bl
e 
F
e
 a
n
d
 A
I 



(a) ¥
E
，
ノ

'HU 

/
a

‘、
、

(c) 

Fig. 2-3 Photos of each soil profile. a) Japanese pampas grass: Site 1， b) Red 
pine forest: Site 2， c) Deciduous broad-Ieaved forest: Site 3. 
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Fig.2-4. The concentration of each humus fractions of 
study sites. Regression equation of humic acids: y=-15.1x + 
76.2， R2=O.993; fulvic acids: y=-2.68x + 24.7， R2=O.910; humin: 
y=・5.13x+ 59.8， R2=O.590， respectively. 
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Fig.2・5.HPSEC chromatograms of each (a) humic and (b) fulvic 
acids. 
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Table 2・2

Relative molecular weight of each humic and fulvic acids 

Rerative molecular weight (Da) Porydispersity 

Mn λ1w ル1p 。1wlルm)

Humic acids 

site 1 2784 5345 2786 l.9 

site 2 838 7996 3315 9.5 

site 3 2333 12944 3606 5.5 

CR -0.25 3.80 0.40 1.86 

(-0.050) (-0.973) (圃0.980) ←0.210) 

Fulvic acids 

site 1 1090 1560 1184 l.4 

site 2 888 1370 1106 1.5 

site 3 880 1160 1094 l.3 

CR -0.10 開 0.20 幽 0.05 -(}.06 

(-0.750) (l.000) (-0.750) (-0.297) 

CR means coefficient of regression 

Data in parenthesis are correlation coefficient (r2) 
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Table 2・3

Elemental composition and atomic ratios of each humic and Fulvic acids 

E1ementa1 content (weight %) Atomic ratio 

Cweight %) HlC O/H O/C N/C 

Hurnic acids 

Site 1 59.4 4.14 3.40 33.0 0.84 0.50 0.42 0.05 

Site 2 55.9 3.99 4.15 36.0 0.86 0.56 0.48 0.06 

Site 3 56.8 4.59 3.55 35.1 0.97 0.48 0.46 0.05 

Fu1vic acids 

Site 1 49.0 3.60 1.10 46.3 0.89 0.69 0.77 0.02 

Site 2 49.4 4.07 l.41 45.1 0.98 0.67 0.69 0.02 

Site 3 49.7 3.83 0.92 45.6 0.96 0.64 0.67 0.02 
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Fig目 2-6.13C NM R spectra of humic and fulvic acids from each site. 
Arrows region showed more drastic changes with ecological succession. 
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Table 2-4 
Distribution of carbon species in all humic and fulvic acids determined using liquid-

state 13C nuclear magnetic resonance spectroscopy 

Carbonyl Carbo珂rl O-Aryl Aryl 0・Alkyl Alkyl aromatIclty 

(220・190) (190・165)(165・145)(145・110)(110・45) (45・~

HA 

site 1 5.30 19.2 6.90 49.6 13.0 6.00 0.75 

site 2 1.36 17.3 6.46 31.4 26.3 17.2 0.46 

site 3 2.90 17.9 6.80 35.0 17.9 19.5 0.53 

FA 

site 1 5.15 18.8 5.54 23.8 29.3 17.4 0.39 

site 2 5.62 19.1 6.72 21.1 25.5 21.9 0.37 

site 3 5.37 23.3 6.74 21.6 20.5 22.5 0.40 
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Table 2-5 

Content of carbon species in all humic and fulvic acids determined using 
liquid-state 13C nuclear magnetic resonance spectroscopy 

Carbonyl Carboxyl 0・A巧rl Aryl O-Alkyl Al防l

(220-190) (190-165) (165-145X145・11OX110-45)(45・22
Humuc acids 

sIte 1 3.2 11.6 4.2 30.0 7.9 3.6 

site 2 0.6 8.2 3.1 14.9 12.5 8.2 

site 3 0.9 5.4 2.1 10.6 5.4 5.9 

Fulvic acids 

site 1 1.1 4.0 1.2 5.1 6.3 3.8 

slte 2 1.1 3.9 1.4 4.3 52 4.4 

sIte 3 0.9 3.8 1.1 3.5 33 3.6 
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Fig. 2-7. Resistance to hydrogen peroxide oxidation (percent 
decolorization) of each humic and fulvic acids. Bars indicate 
standard deviation (n = 3). 
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第 3章 草原-森林植生遷移が黒ボク土腐植酸の分子サイズ別画分の化学構造

特性や安定性に及ぼす影響

第 2章では異なる遷移段階におけるススキ草原やアカマツ林，落葉広葉樹林で，黒ボク

土の腐植組成や腐植酸の物理化学構造特性，安定性が規則的に異なることを明らかにした.

特に腐植酸の量や質は最も大きな差異が認められ，ススキ草地ではいわゆる“ブラックカー

ボン"のような黒色腐植酸が多量に存在していても，森林環境ではその植生環境期間が長い

ほど，すなわち，植生遷移が進行するほどこのような腐植酸の生成もしくは維持を抑制す

る可能性が示された.しかしながら，腐植酸は極めて幅の広い分子量分布を示し，多くの

官能基を持つ複雑多様な高分子混合物的特性を示す(米林 2002).そのため，あらゆる分

析値が非常に拡散したものとなり，それらの平均値でしか我々は解釈ができない. したが

って，より詳細な腐植酸の物理化学構造特性や安定性を明らかにするためには，できるだ

け多分散性を減少させ，分子量などの物理化学的特性と官能基および元素組成などの化学

構造情報を明らかにし，これらの構造特性値を相補的に解釈する研究を行うことが重要で

ある (Fujitakeand Kawahigashi 1999; Piccolo et al.， 2002; Conte et al.， 2006) .そこで本章では，

各植生区の腐植酸を細分画することで，各腐植酸の物理化学構造特性や安定性をより詳細

に解析することを試みた.腐植酸の分画には迅速かっ簡便に混合物の分子ふるいが可能で

ある高速サイズ排除クロマトグラフィー (HPSEC) を分取レベルにスケールアップし適用

した.その後，各腐植酸の分子サイズ別画分を HPSEC分析ならびに元素分析，液体 13CNMR

スベクトル分析で、解析した.また同時に過酸化水素水による酸化分解槌色率から安定性評

価も合わせておこなうことで，各腐植酸の質的特性の詳細を明らかにした.

第 1節試料および方法
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1・1 土壌試料

土壌試料には，第 2章で詳細を示した筑波大学菅平高原実験センター (SMRC)内のスス

キ草地黒ボク土 (Site1)，アカマツ林地黒ボク土 (Site2)および落葉広葉樹林地黒ボク土

(Site 3) の各表層 (0・20cm) を用いた.採取した土壌は風乾し，磯や植物根をできるだけ

除去して 2mmの備に通し，風乾細土とした.

1・2 土壌腐植酸の調整

各土壌の腐植酸は第 2章第 l節目と同様に，国際腐植物質学会 (lnternationalHumic 

Substances Society; IHSS)法に準じて抽出・精製した.

1-3 分子サイズ別画分試料

各腐植酸の分子サイズ別試料は Asakawaet al. (2008)による HPSEC分析法をもとに分取

レベルにスケールアップさせた分取 HPSEC法を用いて調整した.すなわち，各腐植酸40mg

の粉末試料に超純水 (milli-QJrヲ Millipore)2mLを加え，超純水で調整した 1MNaOHを少

量加えて pH7"-'8に調整し N2充填した後，一晩室温でゆっくり振とうして溶解させた.こ

の腐植酸溶液にpH7.0に調整した 10mMリン酸緩衝液(NaH2P04・Na2HP04混液)を0.75mL，

アセトニトリル (HPLC用，ナカライテスク)を1.0mL，超純水を 2.25mL加え，最終濃度

を10mgmL-
1とし，孔径 0.2凹nメンプランフィルター(親水性 PTFE，Millipore)でろ過した

溶液を用いた.11震被は 4.0mlずつ 4mlガラスパイアル(キャップおよびPTFEセプタム付き

上部ねじ付き (3.5milセルフシール形セフ。タム使用); Waters社製)に分注して測定に供試

した.

ポンプ : Waters 600E型 (Waters)

オートサンプラー : Waters 717 plus Autosampler (Waters) 
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検出器

出波長

ガードカラム

カラム

流速

注入量

解析ソフト

: UV-Vis分光検出器

(Waters 2487 DualγAbsorbance Detector， Waters) 

: 650nm 

: Shodex Ohpak SB四 LG(φ8.0x50mm，昭和電工)

: Shodex Ohpak SB・2004(φ20.0x300mm，昭和電工)

(排除限界分子量4.0x106ブロルラン換算)

: 3.0 mL min-1 

: 2000件

: Waters Mi1lenium 32 Chromatography Manager Verson 3.06 

有効カラム容量(九+v)と排除容量(九)はそれぞれ，アセトンと BlueDex仕組 (2，000k)

を使用して測定した.なお，各腐植酸試料では UV-Vis分光検出器では最長波長の 700nmを

使用してもクロマトグラムのピークトップ検出ができなかったため，示唆屈折検出器

(Waters 2410 re企activeindex detector， Waters) を用し 1て，流速1.5mLmin-1 (メーカー推奨限

界値)で再度おこなった.得られたクロマトグラムを図 3・1(a) に示したように，積分面

積比が等しくなるよう 10分画し，UV-Vis分光検出器で得られたクロマトグラムに適用し(図

3・1(b))，フラクションコレクターADV，必HECSF-2120 (ADVANTEC社)で分取した.分取

した各フラクションはエパポレーターでアセトニトリルを除去し，脱イオン水中で十分に

透析 (MWCO500Da ; Spectra/por CE Membrane， Spectrum， Houston， TEX， USA)を行った後、

凍結乾燥して腐植酸粉末試料を得た.

1-4 分析方法

1) HPSEC分析
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第 2章第 l節 2・4(2) と同様に腐植酸の各サイズ別画分の HPSEC分析をおこなった.

2)元素分析

第2章第 l節 2・4(3)と同様に腐植酸の各サイズ別画分の元素分析をおこなった.

3)液体 13CNMRスペクトル分析

第2章第 1節 2-4(4) と同様に腐植酸の各サイズ別画分の液体 13CNMRスペクトノレ分析

をおこなった.

4)過酸化水素水による槌色率測定

第 2章第 l節 2・4(5) と同様に腐植酸の各サイズ別(低，中，大サイズ)画分の過酸化

水素水による槌色率測定をおこなった.
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第2節結果

2・1 HPSEC分析

図 3・2にススキ草地黒ボク土 (Site1)腐植酸の分画前試料と分子サイズ別試料のクロマ

トグラムを示した.いずれのクロマトグラムもブロードな単一ピークが有効カラム容量

(に+vJと排除容量(に)の範囲内に見られ， Fr.l ""'-' Fr.lOにかけてピークトップの位置が

徐々に遅れていることがわかる.アカマツ林地 (Site2)や落葉広葉樹林地 (Site3)腐植酸

でも同様の傾向が認められた.各試料の数平均分子量(Mn)，ピーク平均分子量 (Mp)，重

量平均分子量 (Mw)，分散度 (Mwふ1n)を算出した結果 (PSSNa換算)を表 3・1示した.

各腐植酸とも高分子サイズ画分 (Fr.l""'-'3)を除き，分画前試料に比べ分散度が減少してお

り，混合物としての複雑性がより減少していると考えられる. したがって，今回用いた分

取 HPSEC法は適切なサイズ別分画がなされたと判断できる.高分子混合物の分子量を最も

よく反映する Mwに注目すると， Site 1に比べ， Site 2や Site3ではより高分子サイズの腐

植酸が構成成分として存在していることが明らかであった.ただし，低分子サイズ領域で

は，植生問での分子サイズの差異はより小さくなっていることが認められ，最も低分子サ

イズである Fr.lOでは Site2が若干大きい値を示しているものの，植生問の差異はほとんど

ないと言える.

2・2 元素分析

各腐植酸の分子サイズ別画分の元素組成と原子数比を表 3-2に示した.各植生区の分子サ

イズ別画分の炭素，水素，窒素，酸素含量は Site1で 44.5""'-'59.0，2.92""'-'4.59， 2.08""'-'2.93， 

35.6""'-'48.2%， Site 2で50.6""'-'55.9，3.63""'-'5.39，3.30""'-'6.32，35.0""'-'41.7%，Site 3で49.5""'-'52.0，

4.38""'-'6.49， 2.89""'-'4.33， 37.6""'-'43.2%の範囲の値を示し，各腐植酸とも炭素および水素は分

子サイズの増大に伴い増大する傾向を示し，酸素は逆に低下する傾向を示した.窒素はい
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ずれの腐植酸も明確な傾向は認められなかった.各試料の原子数割合から各種原子数比を

算出した結果， H/C比は Site1で 0.61'"'-'1.24，Site2で 0.81'"'-'1.17，Site3で1.02'"'-'1.50の範

囲の値を示し，OIH比は Site1で 0.59'"'-'0.98，Site 2で0.41'"'-'0.73， Site 3で0.36'"'-'0.61の範

囲の値を示し， O/C比は Site1で0.45'"'-'0.81，Site 2で0.47'"'-'0.62，Site 3で 0.54'"'-'0.66の範

囲の値を示し， N/C比は Site1で0.03'"'-'0.05，Site 2で 0.06'"'-'0.10，Site 3で 0.05'"'-'0.07の範

囲の値を示した.各腐植酸とも H/C比は分子サイズの増大とともに増加する傾向が認めら

れ，OIH比および O/C比は逆に低下する傾向が認められた.O/C比では植生聞の大きな差

異は認められなかったが， H/C比は全体的に Site1→Site 2→Site 3の順に高い値を示した.

OIH比は Site1が全体的に高く， Site 2および Site3は互いに類似していた. H/C・OIHダイ

アグラムに各腐植酸の分子サイズ別画分をプロットすると，各腐植酸の関係性が明確にな

った.すなわち， Site 1は大部分がより右下の領域に分布し，逆に Site3は左上の領域に分

布している(図 3-3).また， Site 2は低分子サイズ領域 (Fr.7'"'-'10) はSite1側に分布し，

中~大分子サイズ画分 (Fr.1 '"'-'6)はSite3側に分布した.

2-3 液体 13CNMRスベクトル分析

各腐植酸の分子サイズ別画分の 13CNMRスベクトルを図 3・4に示した.各試料のスベク

トルはシグナル領域の面積を基準に相対的に示した.分画前の各腐植酸試料と同様に，全

てのスベクトルに共通して 30，55， 75， 130， 175を中心とするブロードなピークが認めら

れたが，それぞれの強度は互いに異なっていた.また， 30から 80ppmの聞にも鋭いシグナ

ルピークが特に Site1の高分子サイズ画分 (Fr.1， 3)や Site2， Site 3の各サイズ別画分に

認められた.これらは主に脂質などの長鎖脂肪族炭素に帰属される 32ppm付近

(Kogel-Knabner， 1997) やリグニン由来のメトキシル基炭素に帰属される 56ppm付近

(Guggenberger et al.， 1995)，糖の CHOHに帰属される 75ppm付近 (F可itake佃 dKawahigashi 
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1999) に認められ，分子サイズが大きいほどより顕著である傾向が認められた. Site 1のス

ペクトルは高分子サイズ画分 (Fr.1)を除き，縮合した芳香族炭素や脂肪族鎖が結合した芳

香族炭素に帰属される 130ppm付近を中心としたブロードなピークが Site2や Site3の各サ

イズ別画分に比べ非常に大きいことが認められた.

各スベクトルを第2章第 1説 2・4と同様に 6つの領域に分け，各種官能基炭素割合および

芳香族度を算出し表 3-3に示した.また， HPSEC分析から得られた重量平均分子量 (Mw)

を用いて，各腐植酸の分子サイズと各種官能基炭素割合の関係，特に全体の大部分を占め

ている紅yl， 0・alkyl，alkyl C割合との関係を図 3・5に示した.いずれの腐植酸でも分子サイ

ズの増大に伴い arylC割合は減少し，逆に O-alkylや alkylC割合は増大する傾向を示した.

同程度の分子サイズ画分を互いに比較してみると， aryl C割合は Fr.1を除けば Site1が Site

2や Site3よりも 5""'1 0%程度高く，低分子サイズほど互いの差異は大きかった. しかし，

Site 2とSite3は互いに類似'性が高かった.逆に， O-al防1~ alkyl C割合は Site1が Site2や

Site 3よりも全体的に 5%程度低く，中~高分子サイズ領域ほど互いの差異は大きかったが

Site 2とSite3の全体的な傾向は類似性が非常に高かった.これらは各種官能基炭素割合か

ら算出した芳香族度でも同様の傾向が示された(図 3・6). 

2-4 過酸化水素水による槌色化

各腐植酸における高，中，低分子サイズ画分の槌色率を図 3ヴに示した.いずれの腐植酸

も低分子サイズ画分ほど槌色率が低し、傾向を示したが，各分子サイズ問の差異はSite3→Site 

2→Site 1の順に大きかった.大サイズ画分の槌色率はどの植生区でも大きな違いはなく，

5%程度の差異であった.しかし，低分子や中分子サイズ画分では植生問の差異がより大き

くなっており，特に低分子サイズ画分では 30.4""'76.3%の範囲を示し， Site 3→Site 2→Site 1 

の順に槌色率が低かった.中分子サイズ画分も低分子サイズ画分と同様の傾向を示したが，
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植生聞の差異はより小さかった.
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第3節考察

3-1 草原一森林植生遷移が黒ボク土腐植酸の分子サイズ別画分の物理化学構造特性や安定

性に及ぼす影響

腐植酸の化学構造特性に関する研究は古くから取り組まれてきた腐植研究の中心課題の

一つで、あるが，あらゆる機器分析をおこなっても，得られる分析値は非常に拡散したもの

となり，腐植酸像をあいまいにしている (Stevenson，1994). それは，腐植酸が極めて幅の

広い分子量分布を示し，多くの官能基を持つ複雑多様な高分子混合物様物質であるからに

他ならない(米林ラ 2002).このように多分散性で複雑な構造をもっ高分子化合物群に対し

ては，できるだけ多分散性を減少させ，分子量などの物理化学的特性と官能基および元素

組成などの化学構造情報を明らかにし，これらの構造特性値を相補的に解釈する研究を行

うことが重要である (F可itakeand Kawahigashi 1999; Piccolo et al.， 2002; Conte et al.， 2006) . 

高速サイズ排除クロマトグラフィー (HighPerformance Size Exclusion Chromatography; 

HPSEC)法は迅速かっ簡便に混合物の分子ふるいを行うことが可能なため，腐植物質の研

究にも汎用されている.しかし，第 2章でも述べたように，腐植物質のような構造未知の

高分子天然物に応用するには多くの問題点も抱えており，未だ決め手となるような標準的

な分析条件は確立されていない.Asakawa et al. (2008)はこのような問題点を再確認し，現

在最良と考えられる腐植酸の HPSEC分析法を提案した.本研究ではこの方法をもとに

HPSEC法を分取レベルにスケールアップし，植生環境が異なる黒ボク士腐植酸に適用した.

得られた各腐植酸の分子サイズ別画分の HPSEC分析結果を見ると，いずれの腐植酸も分子

サイズ別画分のクロマトグラムはブ、ロードな単一ピークが有効カラム容量(九+v;) と排除

容量(凡)の範囲内に見られ， Fr.l "-' Fr.1 0にかけてピークトップの位置が徐々に遅れていた

(図 3・2). また，高分子サイズ画分 (Fr.l，2) を除き，どの分子サイズ別画分も分画前腐

植酸に比べ分散度が低下していた(表 3・1).したがって，高分子サイズ画分を除くすべて
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の分子サイズ別画分は，分画前の腐植酸よりも多分散性は減少し，よりピュアな物質へ精

製されたと考えられる.各腐植酸から得られた分子サイズ別画分の平均分子量を見ると，

アカマツ林地 (Site2)や落葉広葉樹林地 (Site3)の腐植酸はススキ草地 (Si総1)の腐植酸

に比べ，より高分子で多分散性の高い画分が混合していることが明らかである(表 3・1).

これらは第 2章で明らかにした各腐植酸の物理化学特性と一致している.一方，低分子サ

イズ側を見ると，各腐植酸とも大きな差はなく，いずれも 2000'"""3000Da程度 (PSSNa換算)

であった(表 3・1).

元素分析の結果から算出した原子数比は，各腐植酸や分子サイズ別画分の問で規則的な

変化を示した(表 3・2).特に H/C・O/Hダイアグラムに各腐植酸の分子サイズ別画分の値を

プロットすると，各腐植酸の特性が明確に示された(図 3・3).すなわち， Site 1はより H/C

比が低く， O/Hが高い成分で構成されており，一方， Site 3は比較的 H/C比が高く， 0瓜比

が低い成分で構成されていると言える.また，アカマツ林地である Site2は低分子サイズ領

域 (Fr.7'"""10)は Site1側に分布し，中~大分子サイズ画分 (Fr.1 '"""6)は Site3側に分布し

た.Kumada (1987) は各原子数比を指標として腐植酸の腐植化度(暗色化度)に応じた特

徴づけを試み， H/C比と O/H比が腐植化度を明瞭に特徴づけるのに有効であることを提唱

している.この中で，HlC比は不飽和度を表わす指標であると考えられ，この値が高いほど

飽和の炭化水素割合の高いことが予想されている.また， Kumada (1987) は多数 (n=69)

の腐植酸を H/C・O/Hダイアグラムにプロットし，黒ボク土に特徴的な A型腐植酸は， H/C 

比が約 0.4'"""0.9，O/H比が約 0.5'""" l.2の範囲に分布することを明らかにしている.本研究に

おいて各腐植酸を比較すると， Site 3はH/C比がl.02'"""l.50，OIHが 0.36'"""0.61の範囲であ

り， Site 1はH/Cが0.61'"""l.24， O/Hが 0.59'"""0.98の範囲であった(表 3・2).Kumada (1987) 

の結果に基づいて考えると， Site 1の各サイズ別画分は l画分を除いて A型腐植酸の範囲に

分布しており，一方 Site3はいずれのサイズ画分も A型以外の範囲に分布していた.した
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がって， Site 1腐植酸を構成する画分の大部分は典型的な黒ボク土腐植酸の特性，すなわち

飽和の炭化水素含量がより低く脂肪族性に乏しい性質を有すると推定され，一方， Site 3腐

植酸ではそれらを構成する画分は黒ボク土タイプではない飽和炭化水素含量がより高く脂

肪族性に富む性質を有していることが推定される.また，ススキ草地から二次遷移が進行

しアカマツ林が侵入して 30年程度が経過した Site2では低分子サイズ領域 (Fr.7'""'-' 10) の

すべてが A型腐植酸の範囲に分布しており，より Site1側に近い特性を有していると推定

される(図 3・3).逆に中~大分子サイズ画分 (Fr.1 '""'-'6)はA型腐植酸の範囲外に分布して

おり，より Site3側に近い特性，すなわち，飽和炭化水素含量がより高い腐植酸成分である

と考えられる(図 3-3).以上の結果は草原植生と森林植生における黒ボク土腐植酸の質的

特性が本質的に異なっており，ススキ草地から遷移に伴い森林地化が進行すると，森林植

生地下特有の質的特性を有した腐植酸が，特に高分子サイズ領域に分布してくることを強

く示唆する結果といえる.

分子サイズ別画分の 13CNMRスベクトルから算出した各種官能基炭素割合を見ると，い

ずれの腐植酸も明らかに分子サイズの増大に伴うArylC割合，芳香族度の減少， O-alkylお

よび alkylC割合の増大が認められた(表3・3，図 3・5).これまでも多くの研究者 (Ladd，1969; 

Tsutsuki and Kuwatsuka， 1984; Tomikawa and Oba， 1992)がIR，UV-VISスベクトルなどの定性

的な情報に基づいて，腐植酸の分子サイズの増大に伴う脂肪族炭化水素や炭水化物炭素の

増大を提唱してきたが，本研究のように 13CNMRスベクトル分析をおこなって定量的に裏

付けた例は少ない. Swift et al. (1992)や Fujitakeand Kawahigashi (1999) は腐植酸を分子

サイズ別に分画し，液体 13CNMRスペクトル分析をおこなった.いずれも本研究と同様の

結果，すなわち，腐植酸の分子サイズの増大に伴う脂肪族炭化水素や炭水化物炭素の増大

および芳香族炭素の減少を報告している.したがって，腐植酸の分子サイズの増大に伴う

脂肪族性の増大という関係は一般的な腐植酸の物理化学構造特性であると考えられる.
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図3・6で示した各腐植酸のサイズ別画分の芳香族度を見ると， Site 1では高分子サイズ画

分を除き，同じ程度の分子サイズを比較しでも芳香族度が非常に高いことが明らかである.

また，図 3・4で示したスベクトル形状を見ると， Site 1のFr.3""'9はカルボキシル基と芳香環

の炭素シグナルが卓越し，それ以外の炭素シグナルは明瞭でないか，非常に弱いシグナル

であった.これはいわゆる A型腐植酸 (Tateet al.， 1990;渡辺， 2002; Watanabe and Fujitake 

2008)や植物炭化物を希硝酸処理して得られた腐植酸 (Haumaierand Zech 1995; Shindo and 

Honma 2001)の 13CNMRスペクトルとも極めて類似しており， Site 1腐植酸を構成するほ

とんどの画分が明らかに A型腐植酸やブラックカーボン様の化学構造特性を有しているこ

と，また， Sit怠 2や Site3の腐植酸と比較して本質的に異なる特性であることが強く示唆さ

れた.

Site 2とSite3における分子サイズ別画分のi3CNMRスベクトルデータを比較すると，ス

ペクトル形状も各種官能基炭素割合も極めて類似性が高いことが示された(表 3-3，図 3・4，

3・5). Site 2はSite1の隣地であり，約 30年前まではススキ草地であったことから，比較的

近年まで Site1と類似した腐植酸であった可能性が高い.しかしながら，植生がアカマツ林

に変化してからたった 30年で腐植酸の芳香族性がこれだけ低下し，森林植生が 100年以上

は継続されている Site3とほとんど変わらない特性を有しているのだとすれば，これは非常

に驚くべき結果である.元素分析の結果では Site2腐植酸の分子サイズ別画分，特に小サイ

ズ領域の画分は Site1により近い特性を有すると推察された.これらを合わせて考えると，

Site 2の腐植酸特性は植生がアカマツ林に変化したことによって，ススキ草地とは全く異な

る，すなわち Site3で見られるようなより高分子で OIH比が低く， H/Cおよび脂肪族性が高

い腐植酸が生成されており，徐々に混合してきている可能性が極めて高いと結論づけられ

る.渡辺 (2005)によると 14C年代測定を利用し黒ボク土に特徴的な A型腐植酸の生成期

間を推定すると約 220年かかると述べている.この考えに基づき，もし森林植生下でも A
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型腐植酸が容易に生成されると仮定すれば，ミズナラやシラカンバといった落葉広葉樹林

が少なくとも 100年以上，更新を含めて継続的に生育しているとされる Site3には A型腐

植酸に類似した画分が認められでも不思議ではない.しかし，本研究の結果では， Site 3の

どのサイズ別画分にも Site1に類似した画分は元素分析や 13CNMRスベクトル分析の結果

からは認められなかったばかりか，全体的に大きく異なるかけ離れた特性を有していると

結論づけざるを得ない.したがって，物理化学構造特性の面から見ると，ススキ草地下と

針葉樹林や落葉広葉樹林といった森林植生下とでは，生成される腐植酸の特性が根本的に

異なる，すなわちススキ草地下では典型的な黒ボク土タイプの腐植酸が，一方，森林植生

下ではより高分子で多分散性の高い， HlCが高く ，OIH比が低く，そして脂肪族性の高い腐

植酸がクライマックスの状態として存在していることが強く示唆された.

各腐植酸の主要な分子サイズ別画分(低，中，高分子サイズ画分)の過酸化水素酸化分

解抵抗性は，いずれの腐植酸も分子サイズが大きいほど低い傾向を示したが，分子サイズ

聞の差異の幅は各腐植酸によって大きく異なっていた(図 3・7). 第 2章でも述べたが，腐

植酸の化学構造特性は微生物による分解抵抗性と深く関係していることが強く示唆されて

いる.すなわち，縮合した芳香環割合が高ければ，槌色率は低下し，炭水化物炭素に代表

される O-al防lCに富むものであれば，槌色率は増大すると考えられている (Almendrosand 

Dorado 1999; Ynagi et al.， 2002ラ 2003).第2章でも分画前の各腐植酸を同様に分析したが，や

はり化学構造特性に深く関係した結果が得られた(第 2章第 2節 2・5参照).各腐植酸の分

子サイズ別画分でも同様な傾向が認められた.大サイズ画分は各腐植酸とも 13CNMRスペ

クトルの形状や各種官能基炭素割合は極めて類似性が高いが(図 3・4，3-5，3・6)，過酸化水素

水での酸化分解による槌色率もほとんど同じ程度であった(図 3・7). また，中分子サイズ

や低分子サイズ画分ではより芳香族性が高い化学構造特性を有するようになり，特に Site1 

はSite2や Site3に比べ異なる構造特性を有しているため，分解による槌色率もより大きな
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差異が生じたと考えられる.ただし，互いに化学構造特性が類似している Site2とSite3と

の問でも中分子サイズや低分子サイズ画分での槌色率の差異が認められた(図 3・7). この

結果は，原子数比から算出した H/C-OIHダイアグラム(図 3・3)の結果と一致している O 第

2章では Site2とSite3の腐植酸の化学構造特性や安定性は極めて類似性が高いと結論づけ

ていたが，細分画することで Site3のほうがより安定性の低い腐植酸画分で構成されている

と言える結果が得られた.すなわち，黒ボク士では森林植生下で生成される，もしくは維

持される腐植酸が，ススキ草地と比べ本質的に異なり，より分解されやすい特性を有して

可能性が極めて高いといえる.

本章では黒ボク土腐植酸の化学構造特性や安定性に草原から森林への植生遷移がどのよ

うな影響を及ぼすのかをより詳細に解析することを目的として，第 2章で用いた各腐植酸

を分子サイズ別に細分画し，分子サイズ別画分の物理化学構造特性や安定性をHPSEC分析，

元素分析， 13CNMRスベクトル分析および、過酸化水素水による酸化分解槌色実験をおこな

った.腐植酸の細分画には分取HPSEC法を適用した.数種の異なる腐植酸を対象とした汎

用性のある分取 HPSEC法は未だ確立されていないが，本研究で用いた方法は得られたサイ

ズ別画分の HPSEC分析結果を見る限り，腐植酸の多分散性がより減少された腐植酸画分が

迅速・簡便に得ることができたと言える.各腐植酸のサイズ別画分の HPSEC分析結果から

は，ススキ草地に比べ，アカマツ林地や落葉広葉樹林地といった森林植生下の腐植酸は分

散度がより高い高分子サイズの腐植酸画分をより多く含むこと，また，いずれの腐植酸も

低分子画分の分子サイズはそれほど大きな差異はなく 2000"-'3000Da程度 (PSSNa換算)で

あることが示された.元素分析では特に H/C-OIHダイアグラムで各腐植酸の分子サイズ別

画分の明確な特徴づけが可能であり，森林植生が長期間継続するほど H/C比がより高く，

OIH比が低い，飽和の炭化水素割合が比較的高い腐植酸画分が卓越してくることが強く示唆
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された.またススキ草地腐植酸の大部分は典型的な黒ボク土タイプの領域に分布し，逆に

落葉広葉樹林地腐植酸はそれ以外のタイプ領域に分布した.アカマツ林地腐植酸の低分子

サイズ領域はススキ草地により近い領域に，中~高分子サイズ商分は落葉広葉樹林地によ

り近い領域に分布したことから，両者に特有の腐植酸が混在していることが強く示唆され

た. 液体 13CNMRスベクトル分析からは，ススキ草地腐植酸が高分子サイズ画分を除き極

めて芳香族性が高い，いわゆるブラックカーボンに類似した化学構造特性を有することが

示唆され，低分子サイズ画分ほどこのような傾向が強かった.また，これらは過酸化水素

水による酸化分解実験からもより安定性が高いことも示された.しかし，落葉広葉樹林腐

植酸のサイズ別画分は大サイズ画分を除きいずれの画分もススキ草地に比べ芳香族性は低

く，炭水化物炭素や脂肪族炭素に富む化学構造特性を有すること，また，安定性もより低

いことが示された.アカマツ林地腐植酸も全体的に落葉広葉樹林腐植酸の化学構造特性や

安定性に類似した結果が得られたが，低分子サイズ画分ほどよりススキ草地に類似した性

質を示すことも明らかとなった.元素分析や分解抵抗性の結果も合わせて考察すると，第2

章で示唆されたように，黒ボク土において，ススキ草地下と針葉樹林や落葉広葉樹林など

の森林地下で生成される腐植酸は根本的にその特性は異なっており，森林植生環境下では

H/C比が低く， O/H比が高く，かっ芳香族性に富む典型的な黒ボク土タイプに類似した腐植

酸は生成されていない可能性が高いことがより強く裏付けられた.また，アカマツ林や落

葉広葉樹林は植生遷移に伴い森林地化が進行したことを考慮すると，森林地下で新たに生

成あるいは変質した腐植酸は草地下で生成あるいは維持されている腐植酸とは特徴が大き

く異なり，森林環境がより長く続くほど，比較的高分子で O瓜比が低く， H/C比が高く，

脂肪族性が高く，安定性が低い腐植酸がより多く混合してくることが強く示唆された.
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Fig. 3-1. Prep HPSEC chromatograms of humic acids from a) 
refractive index detector (RI) and b) UV-visible detector (UV) at 
650 nm. 
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Table 3-1 
The peak maximum molecular weight (Mp)， number average 

molecular weight (Mn)， weight-average molecular weight (Mw)， 

and polydispersity (Mw/Mn) of original and size-separated 

humic acids estimated from calibration curve of sodium 

polystyrene sulfonate (PSSNa) 

Humic acids Relative molecular weight (kDa) Dispersity 

Mn Mw Mp (Mw/Mn) 

Site 1 1.72 5.35 2.79 3.10 

Fr.l 1.88 28.9 20.4 15.3 
Fr.2 3.86 14.3 13.1 3.70 
Fr.3 6.17 12.4 11.0 2.00 

Fr.4 3.82 9.11 8.41 2.38 
Fr.5 3.84 7.74 7.18 2.01 
Fr.6 3.65 6.35 5.80 1.74 
Fr.7 3.30 5.49 4.87 1.66 
Fr.8 2.90 4.61 3.85 1.59 
Fr.9 2.39 3.73 3.09 1.56 
Fr.l0 1.49 2.39 2.03 1.61 

Site 2 0.84 8.00 3.32 9.54 

Fr.l 3.92 88.4 58.1 22.5 
Fr.2 2.24 36.8 26.7 16.4 
Fr.3 5.47 22.1 17.5 4.04 
Fr.4 5.41 18.0 14.4 3.33 
Fr.5 6.52 14.8 11.9 2.27 
Fr.6 4.43 11.7 9.66 2.64 
Fr.7 4.02 9.76 8.03 2.43 
Fr.8 3.77 8.46 6.82 2.24 

Fr.9 2.56 6.23 5.07 2.43 
Fr.10 1.41 3.42 2.66 2.42 

Site 3 2.33 12.94 3.61 5.55 

Fr.1 12.1 58.8 34.6 4.88 
Fr.2 10.4 20.4 17.3 1.96 
Fr.3 4.94 13.2 11.8 2.68 
Fr.4 3.10 9.72 8.85 3.14 
Fr.5 2.90 7.99 7.15 2.75 
Fr.6 2.79 6.74 6.00 2.42 
Fr.7 2.57 5.70 4.91 2.22 
Fr.8 2.27 4.65 4.02 2.05 
Fr.9 2.01 3.76 3.09 1.87 
Fr.l0 1.26 2.38 1.98 1.89 
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Table 3-
Elemental composition and atomic ratios of size-separated humic acids 

Humic Elemental content (wei皇ht%) Atomic ratio 
acids C H N O H1C O居1 O/C N/C 
Site 1 59.4 4.14 3.40 33.0 0.84 0.50 0.42 0.05 

Fr.l 53.5 4.22 2.39 39.9 0.95 0.59 0.56 0.04 
Fr.2 55.3 3.41 2.93 38.3 0.74 0.70 0.52 0.05 
Fr.3 52.9 3.05 2.18 41.9 0.69 0.86 0.59 0.04 
Fr.4 59.0 3.02 2.34 35.6 0.61 0.74 0.45 0.03 
Fr.5 47.2 3.59 2.08 47.1 0.91 0.82 0.75 0.04 
Fr.6 54.5 3.23 2.42 39.8 0.71 0.77 0.55 0.04 
Fr.7 49.0 2.92 2.35 45.7 0.71 0.98 0.70 0.04 
Fr.8 50.5 3.03 2.65 43.8 0.72 0.90 0.65 0.05 
Fr.9 51.7 3.00 2.17 43.1 0.69 0.90 0.62 0.04 
Fr.lO 44.5 4.59 2.70 48.2 1.24 0.66 0.81 0.05 

Site 2 55.9 3.99 4.15 36.0 0.86 0.56 0.48 0.06 

Fr目1 55.2 5.39 3.94 35.5 1.17 0.41 0.48 0.06 
Fr.2 55.5 4.93 4.63 35.0 1.07 0.44 0.47 0.07 
Fr.3 55.9 4.34 4.39 35.4 0.93 0.51 0.47 0.07 
Fr.4 55.5 4.26 4.31 36.0 0.92 0.53 。目49 0.07 
Fr.5 50.8 4.57 4.02 40.6 1.08 0.56 0.60 0.07 
Fr.6 53.7 4.38 6.32 35.6 0.98 0.51 0.50 0.10 
Fr.7 50.6 3.85 3.86 41.7 0.91 0.68 0.62 0.07 
Fr.8 52.9 3.83 3.93 39.4 0.87 0.64 0.56 0.06 
Fr.9 54.0 3.63 4.07 38.3 0.81 0.66 0.53 0.06 
Fr.l0 51.4 3.58 3.30 41.7 0.84 0.73 0.61 0.06 

Site 3 53.6 4.70 3.70 38.0 0.97 0.48 0.46 0.05 

Fr.l 52.0 6.49 3.92 37.6 1.50 0.36 0.54 0.06 
Fr.2 51.9 5.56 4.16 38.4 1.29 0.43 0.56 0.07 
Fr.3 51.3 4.95 4.10 39.7 1.16 0.50 0.58 0.07 
Fr.4 50.9 5.12 3.98 40.0 1.21 0.49 0.59 0.07 
Fr.5 50.1 4.75 4.26 40.9 1.14 0.54 0.61 0.07 
Fr.6 49.6 4.95 4.33 41.1 1.20 0.52 0.62 0.07 
Fr.7 50.6 4.67 3.60 41.1 1.11 0.55 0.61 0.06 
Fr.8 51.4 4.38 3.60 40.6 1.02 0.58 0.59 0.06 
Fr.9 49.6 4.41 3.11 42.8 1.07 0.61 0.65 0.05 
Fr.l0 49.5 4.44 2.89 43.2 1.08 0.61 0.66 0.05 
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Fig. 3-3. The H/C-O/H diagram of size-separated humic acids at all 
sites. Size of circle shows a relative molecular size of each fraction 
based on weight-average molecular weights (Mw). 
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Table 3-3 

Distribution of carbon species of size-separated humic acids 

% of carbon species 
Humic acids carbonyl carboxyl 0・a'Y1 釘yl 0・al1:yl alh:yl aromat1clty 

(220・190)(190田 165)(165司 145)(145・110)(110・112s2・22

Site 1 5.30 19.2 6.90 49.6 13.0 6.00 0.75 

Fr.l 1.76 18.4 3.05 23.6 34.6 18.5 0.33 

Fr.2 

Fr.3 2.03 16.6 8.96 37.8 22.8 1l.8 0.57 

Fr.4 3.05 19.9 7.72 43.3 15.8 10.3 0.66 

Fr.5 3.36 18.5 10.0 38.5 19.6 9.91 0.62 

Fr.6 1.22 17.8 8.44 33.5 25.2 13.8 0.52 

Fr.7 3.78 17.0 10.4 39.6 18.3 10.9 0.63 

Fr.8 2.54 15.9 6.81 44.9 17.9 11.9 0.63 

Fr 9 3.57 17.9 7.47 47.7 14.0 9.36 0.70 

Fr.lO 0.93 15.5 7.38 45.8 18.5 12.0 0.64 

Site 2 1.36 17.3 6.46 31.4 26.3 17目2 0.46 

Fr.l 5.06 13.8 4.36 11.5 41.3 24.0 0.20 

Fr.2 4.44 12.9 6.87 18.2 34.7 22.8 0.30 

Fr.3 5.27 17.3 8.77 21.8 28.8 18.0 0.40 

Fr.4 7.09 ] 7.2 7.56 18.3 29.9 19.9 0.34 

Fr.5 4.05 17.0 8.42 21.3 29.3 20.0 0.38 

Fr.6 6.06 16.6 7.84 23.6 27.7 18.3 0.41 

Fr.7 5.07 15.3 6.22 24.5 29.6 19.3 0.39 

Fr.8 5.80 15.0 7.26 20.0 29.9 22.1 0.34 

Fr.9 4.14 17.9 6.84 29.9 23.8 17.4 0.47 
Fr.lO 5.45 17.2 7.21 33.0 21.2 15.9 0.52 

Site 3 2.90 17.9 6.80 35.0 17.9 19.5 0.53 

Fr.l 6.05 19.3 7.02 22.8 25.4 19.4 0.40 

Fr.2 4.23 18.1 4.83 20.6 31.2 21.1 0.33 

Fr.3 3.05 17.7 6.22 26.3 27.1 19.6 0.41 
Fr.4 3.72 19.8 7.95 29.9 22.4 16.2 0.50 

Fr.5 2.12 18.2 5.97 25.8 26.4 21.5 0.40 
Fr.6 3.04 18.9 6.66 31.3 23.0 17.1 0.49 

Fr.7 4.02 19.1 6.72 34.0 20.6 15.6 0.53 
Fr.8 2.81 19.3 5.76 32目9 23.0 16.2 0.50 
Fr.9 2.85 18.6 7.88 34.2 22.4 14.1 0.54 
Fr.lO 3.51 20.7 7.57 35.8 18.9 13.6 0.57 

64 



a 

60 

50 • •• +Site 1 
a • 40 Site 2 

ah .4' 
血~ ‘ Site 3 

30 
" A 

•• 20 

10 

O 

3.0 3.5 4.0 4.5 • 5.0 5.5 

b 
60 

50 

40 

30 

20 
‘司 • 10 

O 

3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 

C 

60 

50 

40 

'ef( 30 

20 

10 

O 

3.0 3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 

log Mw (Da) 
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第 4章 O
13C， O15Nおよび O

14Cを用いた草原一森林植生遷移に伴う黒ボク土腐

植酸の生成メカニズムの推定

黒ボク土においてススキ草地から植生遷移が進行しアカマツ林，さらには落葉広葉樹林

へと植生が変化すると，土壌有機物の中でも特に腐植酸の量や質が多大な影響を受けるこ

と，また，これは特に草原植生と森林植生で生成あるいは維持される腐植酸の質が互いに

大きく具なることに依存することが第 2章および第 3章の結果から強く示唆された.しか

しながら，これらはあくまで現存している腐植酸の量や質の側面から見た結果であり，こ

のような各植生下での差具がどのようなメカニズムで生じているのかについては不明であ

る.複雑多様な性質を示す腐植酸の量や質は土壌中の様々な要因が絡み合って生じている

結果であり，それらの要因を解明することは極めて困難であるが，炭素や窒素の安定同位

体比 (oJ3
C，O

15N) の変動パターンや放射性炭素濃度 (O
14
C) の差異から推定することは可

能である(米林， 2008).陸上植物の大部分を占める C3植物の O
J3
C値は平均一27%0，ススキ

などのじ植物は平均一14%。とされ (Yoneyamaet al.， 2001)， O
15N値はいずれも -2"-'2%。程度

とされている(米林， 2008). 植物遺体の微生物分解では，炭素の同位体分別はほとんど起

こらないので， oJ3
Cはあまり変化しない(米林 2008). しかし，窒素では同位体分別が認

められ，残存基質の O15Nは高くなることが知られている (Conninet al.， 2001) .また， 1950 

年以降の核実験の増加に伴い，それまでほぼ一定であった大気中の O
14
Cは 1960年代半ばを

ピークに増大した.生物の O
14
C は生きている限り，当時の大気中の O

14
C にほぼ等しいが，

死ぬと大気中由来の 14Cの取り込みが停止するため，時間とともに規則的に O
14
C は減少す

る.したがって，各腐植酸やサイズ別画分の O
13
C や O

15N，および O
14
C 測定を行えば，それ

らの給源植生や現代炭素濃度あるいは平均炭素年代から各腐植酸の生成メカニズムを推定

することが可能となる(米林， 2007). そこで本章では，各植生区から得た腐植酸とそれら
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の分子サイズ別画分の o13C，Öl~ および Ö14C を測定し，草原一森林植生遷移に伴う腐植酸

の生成メカニズムについて考察する.

第 1節試料および方法

1-1 土壌試料

土壌試料には，第 2章および第 3章で詳細を示した筑波大学菅平高原実験センター

(SMRC)内のススキ草地黒ボク土 (Site1)，アカマツ林地黒ボク土 (Siぬ 2)および落葉広

葉樹林地黒ボク土 (Site3)の各表層 (0・20cm) を用いた.採取した土壌は風乾し，磯や植

物根をできるだけ除去して 2mmの舗に通し，風乾細士とした.

1・2 土壌腐植酸の調整

各土壌の腐植酸は第 2章第 I節 1・3 と同様に，国際腐植物質学会 (InternationalHumic 

Substances Society; IHSS)法に準じて抽出・精製した.また，各腐植酸のサイズ別分画試料

は第 3章第 l節 1-3で調整したものを用いた.

1・3 分析方法

1)炭素および窒素安定同位体比 (O
13
C，O

15
N) 

各植生区の腐植酸ならびにサイズ別画分の炭素および窒素安定同位体比は安定同位体比

質量分析装置 (IsoPrimeEA) と元素分析装置 (Euroelemental Analyzer 3000) を接続した自

動分析システムにより測定した.乾燥させた各腐植酸粉末試料を炭素および窒素がそれぞ

れ 0.25mg， 0.05 mgとなるようにスズカプセルに包み，これを元素分析装置に供試し，発

生した Co2およびN2ガスを直接安定同位体比質量分析装置へ送り込み分析した.結果は標

準試料との相対値を以下の式のように千分率 (O値)で表した.
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O 13 C = [Rsamp1JRstandard一l]x1000， 

OI5N=[Rラsamp1JRヲstandard一1]x1000

RおよびR'はそれぞれ 13C/12C，15N/1~ を表わす.標準物質には Ô13C と Ô15N がそれぞれ-

26.2%0， -4.5%。で、ある USGS40 (L-glutamic acid)を使用した.標準物質は O13Cを国際標準

物質である PDB(アメリカ南カロライナ州ピーディーピ一層産ベレムナイトの化石:CaC03)， 

O
15Nは大気を精製して得たN2ガスから求めた二次標準の化合物である.測定は 3連でおこ

なった.もし標準偏差が 0.2%。よりも高いときはそれ以下となるように繰り返し分析した.

また， C4植物の寄与率 (CRc4) をHiradateet al. (2004) に準じて次式を用いて算出した.

O13C (%0) =oC4xCRc4+OC3x (I -CRc4) 

oC4とoC3はそれぞれC4植物および C3植物の o13Cの平均値を示し，本研究ではそれぞれ-

13%0， -27%。をイ吏用した (Yoneyamaet al.， 2001) . 

2)放射性炭素濃度 (O14C)測定

各腐植酸ならびに分子サイズ別画分から選抜した 5画分の O
14C測定は加速器質量分析

(AMS)法を用いて Uchidaら (2004)に準じておこなった.乾燥させた各腐植酸粉末試料

を約 O.lmg(約 0.05C mg) グラファイト化し，加速器質量分析装置へ供試した.結果は標

準試料との相対値を以下の式のように千分率 (o値)で表した.

O 14C = [RsamplJRst副 副 一l]x1000 
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Rは 14C/
12
Cを表わす.標準試料にはシュウ酸II(HOxII)を，パックグランド用には IAEACl

を使用した。平均炭素年代 (yrBP) は次式より算出した.

o14C=(pMC/I00-l]xl000 

pMC=O
14
C/l 0+ 100 

yrBP=-8033 x ln(pMC/l 00) 

pMCはPercentModem Carbonを表し， 1950年時のバイオマス中の 14CPCを 100と定義し

ている.
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第2節結果

2・1 腐植酸およびサイズ別画分の炭素・窒素安定同位体比

表4・1に各腐植酸およびサイズ別画分の炭素と窒素の安定同位体比 (O
13
C，O

I5
N) を示し

た.各腐植酸を比べると， OI3Cは Site1とSite2でともに-19.6%。であり， Site 3はー22.6%。

であった.OI5Nでも Site1とSite2は同じ値ともに 4.4%。で、あり， Site 3は5.2%。であった.

サイズ別画分の O13Cを見ると， Site 1は-19.1"-'20.9%0， Site 2は-19.1"-'-20.2%0，Site 3 

は-22.2"-'-23.2%。であり，いずれの腐植酸も分子サイズの増大に伴い高い値を示す傾向が

認められた.一方， ÕI~ は Site 1が3.8"-'5.2%0，Site 2が4.1"-'4.9%0， Site 3が 4.1"-'5.7%。で、

あり，分子サイズの増大に伴う値の増加傾向が認められたが，小~中分子サイズ領域での

増加傾向と，中~高分子サイズ領域での増加傾向はその傾きが大きく異なることがいずれ

の腐植酸でも認められた.

各腐植酸およびサイズ別画分における C4植物の寄与率 (CRc4)を算出した(表4・1).各

腐植酸では Site1が最も高く 53.0%，Site 2も52.6%でほぼ同程度の値を示した.また， Site 

3は31.5%と比較的低い値を示した.分子サイズ別画分での CRc4は， Site 1で43.7"-'56.8%，

Site 2で48.8"-'56.7%，Site 3で 27.0"-'34.5%であり， Site 1および Site2では C4植物の寄与

が比較的高く，全体的にほぼ同程度の値を示した.一方 Site3は全体的に C4植物の寄与は

低い値を示した.

2・2 腐植酸およびサイズ別画分の放射性炭素濃度および平均炭素年代

各腐植酸およびサイズ別画分における放射性炭素濃度 (OI4C)および平均炭素年代

(I4C-age)を表 4・1に示した各腐植酸の OI4CはSit怠 2で最も高く 24%。で、あり，一方 Site1 

は最も低く・212%。であった. Site 3は-16%。で、あり，比較的 Site2に近い値であった.各サイ

ズ別画分の OI4Cはいずれの腐植酸も中サイズ程度で最も高い値を示す傾向が認められ， Site 
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l は・156----228%。と全体的に低く， Site 2は5---27%。で最も高い範囲を示したSite3は・80---

10%。で Site2よりも全体的には低い値を示したが，重なる範囲も認められた.各腐植酸およ

びサイズ別画分の 14C_ageはSite2で 1950年以降の現代炭素年代 (modem)を示す画分が多

く，一方 Site1では 1839---2135年と非常に古い炭素年代を示した.Site 3は大サイズ画分が

modemを示したが，それ以外の画分は 114---726年を示した.
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第 3節 考 察

3・1 草原一森林植生遷移に伴う黒ボク士腐植酸の生成メカニズム

1950'"'-'1960年代に自然に存在する物質の同位体自然存在比 (o値)が違っていることが確

認され，また反応の基質と生産物の 8値の違いから同位体分別の存在が報告された(米山ヲ

1987) .現在では多数の試料の報告がなされ， o値の変動の幅や変動の規則性が評価される

ようになり， o値を「自然を測定J，r自然の物質を追跡」するためのインデックスとして利

用するまでに至っている(日高ら 2002).植物遺体の微生物分解では，炭素の問位体分別

はほとんど起こらないので o13c値はあまり変化しないことが知られている (Yoneyamaet al.， 

2002;米林， 2008).また，陸上植物はその光合成タイプの違いによって炭素の同位体分別の

幅が異なり， C3植物の o!3C値は平均一27%0，ススキなどの C4植物は平均一14%。で、あること

が知られている (Yoneyamaet alヲ2001).したがって，炭素安定同位体比を用いた研究は土

壌有機物研究においても o13Cを用いた炭素動態の追跡 (Billingset al.， 2006; Marin-spiotta et 

al.ラ 2009)やじ植物およびC4植物の給源植生としての推定 (Yoneyamaet al.， 2001; Hiradate et 

alラ2004;Shindo et al.， 2005)など数多くの研究に応用されている.本研究の調査地は同一環

境中に発達した黒ボク土でありながら現植生のみが異なっている.Site 1は現在も C4植物で

あるススキが人為的に刈り取りによって維持されており，過去数百年にわたって，ススキ

草地が維持されていると考えられている (Golchinet al.， 1997 a). また Site2は Site1同様，

ススキ草地として維持されてきたが，約 30年前に放棄され，現在はじ植物のアカマツ林が

繁茂しており，林床はじ植物のササ群落となっている.Site 3は Site2の隣接地であり，現

在はじ植物のミズナラやシラカンパといった落葉広葉樹林が繁茂し，林床はじ植物のササ

群落となっている.この落葉広葉樹林は少なくとも 100年以上は継続している.よって，

Site 1や Site2， Site 3では黒ボク土における腐植酸特性と C3およびC4植物，すなわちスス

キおよびその他の植生との直接的な関係を o13C値でより正確に推定することが可能である.
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表 4・lを見ると，ススキ草地である Site1腐植酸の C4植物の寄与率は約 53%であり，これ

らの分子サイズ別画分も約 44'""-'57%であった.一方，落葉広葉樹林である Site3腐植酸での

C4植物の寄与率は約 32%であり，また，これらの分子サイズ別画分は約 27'""-'35%だ、った.

この C4植物の寄与率 (Hiradateet al.， 2004)は平均値から算出した値であるので，数値自体

はあくまで概算値であるが， C4植物の寄与の大小を比較することは可能である.腐植酸に

対する給源植生としてのススキの寄与は Site1のほうがより長期間森林が継続している Site

3に比べ明らかに高く，腐植酸の高い芳香族性や安定性にススキが給源植生として果たす役

割は大きいと考えられる.

約 30年前に二次遷移に伴いススキからアカマツ林に植生が変化した Site2腐植酸での C4

植物の寄与率は分子サイズ別商分も含めて Site1と極めて類似していた. (表 4・1).この結

果は Site2では植生遷移の進行に伴って C4植物のススキから C3植物のアカマツやササに主

な植生が変化し 30年程度経過したにも関わらず，これらを起源とした炭素が腐植酸にほと

んど含まれていない可能性を示す.しかし， Site 1とSite2とでは腐植酸の質がサイズ別画

分も含めて大きく異なることが明らかである.熊田(1981)はその成書の中でわが国のよ

うな冷温帯気候の腐植化と土壌条件について記述しており，黒ボク土や中性褐色森林土で

は生物遺体の分解と腐植化が速やかに進むため，土壌断面における腐植型はムル型で、あり，

地上部には Oi層のみ見られ， Oe/Oa層は形成されず， A層に入った有機物が腐植化の進行

を経て安定化していくとしている.一方，酸性褐色森林土では有機物の分解と腐植化はと

もに進行速度が遅く，モル型腐植が形成され， A層での腐植化の進行は進みにくいとしてい

る.本研究の調査地でもススキ草地である Site1ではアカマツ林地の Site2や落葉広葉樹林

地の Site3より pHは高く，また，田村ら(1993a)の報告によれば， Site 2や Site3は Site1 

に比べ孔隙率や透水係数は高くなりより乾性土壌であるとしている.Site 1のO層は典型的

なムル型腐植層であり pHは比較的高く，一方， Site 2や Site3はモル型土壌であり pHはよ
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り低かった(表 2・1，図 2-3).したがって，各植生下に存在する腐植酸の特性の違いは給源

植生の直接的な影響だけではなく，草原や森林など植生環境が異なることで，土壌の物理

性などの微環境の変化が起こり，その結果，生成もしくは残存する腐植酸の特性に大きな

違いが生じてくることも一要因として考えられる.すなわち，ススキ草地では豊富な活性

Alや Feの下，腐植酸の生成がよりスムーズに進行し，一方，アカマツ林や落葉広葉樹林下

では豊富な吸着材があるにも関わらず(田村ら 1993a)，腐植化の進行速度が遅く難分解性

が付加されにくいと考えられる.そのため，森林が進入してからの時間経過が比較的短い

Site 2では腐植酸の生成が見かけ上ストップし，既存の腐植酸の質的変化が微生物分解作用

等に伴い生じた可能性がある.植物遺体の微生物分解では，炭素の同位体分別はほとんど

起こらないので， U
13C値はあまり変化しないが，窒素では同位体分別が認められ，残存基

質の U
15N値は高くなることが知られている (ConnInet al.， 2001)よって，ススキ草地下に

もともと残存していた腐植酸が分解・消失したのであれば， U
15N は高くなり，同時に古い

炭素が消失するため 14C も高くなることが予測される.このような仮説を支持する結果が

U
15Nおよび U

14
Cから得られた(表4・1，図 4・1).特に Site1の腐植酸は平均炭素年代に換算

すると約 2000年前であるが，森林が進入して 30年程度の Site2ではモダン化している.こ

れまで黒ボク土腐植酸は極めて安定性が高いと考えられていたが，森林植生が進入するこ

とで比較的短期間に古い腐植酸の分解・消失が起こり，加速度的に更新される可能性があ

ることが本研究で示された.また，このような森林化に伴う黒色腐植酸の加速度的な微生

物分解は植物による窒素吸収利用に深く関係している可能性が示された.贋田ら (2009，未

発表データ)によると，本研究サイトにおける各植生の 1ヘクタールあたりの窒素吸収量

はススキからアカマツ，落葉広葉樹林へと植生遷移が進行するに伴い増加し，特にススキ

からアカマツでの増加量が大きいことが明らかであった。本研究結果もこの窒素吸収量の

変化とほぼ一致するように土壌の C別比は高くなり，かっ炭素量も腐植酸の変質とともに
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減少している(表 2-1，図 2-4).したがって，草原および森林植生の違いが黒ボク土腐植酸

の量や質に及ぼす影響は各植生による窒素吸収メカニズムに大きく依存する可能性が考え

られる。すなわち，草原植生に比べ，森林植生のほうが土壌中に存在する窒素をより多く，

且つ，すばやく吸収利用するため，土壌中の微生物は残存している難分解性の黒色腐植酸

を利用せざるを得ない状況が生じているのかもしれない.これについては窒素動態を含め

た更なる解析が必要である.一方， Site 3では腐植酸に対する C3植物の寄与率が Site2に比

べ明らかに高く， O
15N も全体的に高くなる傾向を示した(表 4・1，図 4・1).また， O

14
C も

Sit怠 2に比べ若干低くなっていることから， Site 2で推察された腐植酸の変化メカニズムに

加え，新たにじ植物を起源とした腐植酸の生成・混合が推察される.これらは Site2から

Si匂3における腐植酸の低下率の減少からも支持される(図 2・4).

最後に黒色腐植酸生成における炭化物の脊与について考察したい.本研究結果では各腐

植酸のサイズ別画分の O!3C値は規則的に変化しており，いずれの腐植酸も分子サイズの増

大に伴い O!3C値が増大する傾向を示している(表4-1).Watanabe and Takada (2006)は土

壌年代がわかっている火山灰土壌の埋没腐植層を用いて土壌有機物(バルク土壌;SOM)や

腐植酸の安定性と化学構造特性および O!3C値の関係について調べた.その結果，古い層に

存在する腐植酸ほど芳香族性が高く， SOMに比べてより低い O!3C値を示すことを明らかに

し，これは腐植化したリグニンやタンニン構造が選択的に残存し主要な腐植酸の芳香族構

造を形成している結果であろうと推察している.一般的に植物の葉や根の O!3C値を細かく

分析すると，植物細胞そのものやへミセルロース，セルロース，アミノ酸はより高い値を

示し，逆にリグニンは低い値を示す (Benneret aL 1987; Gleixner et aL 1993). したがって，

本研究における分子サイズ別画分間の化学構造特性とがで値の関係はじおよび C4植物の

寄与による違いよりも腐植化したリグニンやタンニンの選択的残存や炭水化物様炭素の影

響による結果であると解釈するのが妥当であろう.黒ボク士における芳香族炭素構造の生
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成プロセスとして，炭化物の寄与も重要視されているが，もし，植物中の炭水化物やタン

パク質由来の炭化物によって生成した構造が腐植酸の主な芳香族炭素骨格を構成している

のであれば，芳香族性の増大に伴い o!3c値は変化しないかむしろ増大すると考えられる.

しかし，本研究においてはいずれの腐植酸のサイズ別画分でもそのような傾向は認められ

なかった.したがって，黒ボク土における腐植酸の化学構造特性，特に芳香族炭素骨格に

及ぼす炭化物の寄与は重要な生成経路の一つであると思われるが，主要なプロセスではな

いと考えられる.

本章では，各腐植酸およびサイズ別画分の炭素・窒素安定同位体比 (o
13C，O

15N) ，放射

性炭素濃度 (O14C)を測定することで，草原一森林植生変化に伴う黒ボク土腐植酸の生成メ

カニズムについて言及した.ススキ草地である Site1では腐植酸および分子サイズ別画分と

もに給源植生としての C4植物の寄与率はより高く，芳香族性や安定性の高さにススキが給

源植生として果たす役割は重要であると考えられた.一方，草原から遷移に伴い森林が進

入すると腐植酸はより分解されやすい脂肪族性に富む特性へと変化する可能性が前章まで

に示されたが，これらの生成メカニズ、ムは大きく二つの経路が推察された.一つ目は既存

の腐植酸が微生物分解作用に伴い分解・消失する経路であり，これらは森林(針葉樹)が

進入してから比較的初期段階 (30年程度)で主に生じる可能性が高いことが示された.一

つ目は森林植生を起源とした腐植化の経路であり，主に森林が侵入してから少なくとも 30

年以上経過した段階で生じる可能性が高い経路である.また，一つ自の経路は植生の窒素

利用に深く関係する可能性が見出された.さらに，二つ目の経路で生成される腐植酸はそ

れらの性質がクライマックスの状態でもススキ起源の腐植酸と比較すると，明らかに高分

子で脂肪族性が高く，分解されやすい特性を有することが推察された.
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Table 4-1 

δ13C，δ15N， CRC4'δ14C and 14C-age of each HA and size-separated fractions. 

Sample O
13C (%心 O

15N(%心 CRC4 O14C似心 14C.age(yrBP) 

Site 1 whole .19.6 4.41 53.0 .212.0 1974 
Fr.l -19.1 5.19 56.8 .156.0 1424 
Fr.2 -19.1 4.50 56.3 
Fr.3 -19.4 3.89 54.4 .228.0 2135 
Fr.4 -19.4 3.75 54.0 
Fr.5 -19.6 4.72 52.7 .222.0 2076 
Fr.6 -19.6 4.50 52.5 
Fr.7 -19.7 4.39 52.2 -225.0 2107 
Fr.8 ー19.9 4.38 50.5 
Fr.9 -20.2 4.01 48.3 -199.0 1839 
Fr.l0 .20.9 4.00 43.7 

Site 2 whole .19.6 4.45 53.0 24.0 modern 
Fr.l -19.1 4.83 56.7 22.0 modern 
Fr.2 -19.2 4.95 55.7 
Fr.3 -19.3 4.66 54.9 19.0 modern 
Fr.4 .19.5 4.39 53.9 
Fr.5 ー19.4 4.39 54.0 5.0 18 
Fr.6 -19.5 4.56 53.6 
Fr.7 .19.6 4.64 53.0 
Fr.8 ー19.6 4.57 52.5 
Fr.9 .19.7 4.53 52.1 27.0 modern 
Fr.lO -20.2 4.13 48.8 

Si胞 3 whole -22.6 5.18 32.0 .16.0 184 
Fr.l .22.2 5.72 34.5 10.0 modern 
Fr.2 -22.5 5.40 32.1 
Fr.3 -22.5 4.95 31.9 .15.0 178 
Fr.4 .22.5 4.84 31.9 
Fr.5 -22.6 4.52 31.6 .80.0 726 
Fr.6 .22.7 4.12 30.9 
Fr.7 .22.9 4.63 29.3 -35.0 342 
Fr.8 -23.0 4.07 28.8 
Fr.9 .23.1 4.49 27.6 -7.0 114 
Fr.l0 -23.2 4.40 27.0 
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第5章 要 約

第 l章の諸論では植生と黒ボク土の関係に関する研究の歴史的背景，黒ボク土における

腐植酸の質的特性の重要性ならびに研究意義，特に化学構造特性や安定性など多角的な質

的特性と植生との関係について把握することの重要性について論述している.

典型的な黒ボク土は，厚い黒色の A層によって特徴づけられ，多量の黒色腐植酸 (A型

腐植酸)を含有しているが，その生成機構については現在も十分には理解されていない.

古くからススキなどのイネ科草本植生が給源植生として重要であることが強く示唆されて

おり，数多くの研究がなされてきた.しかしながら，それらの大部分は土壌断面の形態的

特性や腐植量のみから解釈したものであり，質的特性，特に化学構造特性や安定性による

解釈は絶対的に不足している.また，実際のフィールドでは，たとえ母材が同じであり，

現在の植生が草原や森林であったとしても，一方の地形や気候といった土壌生成環境が異

なっている場合や，過去の土地利用履歴や植生履歴が異なっている場合が圧倒的に多く，

単純に現植生の影響として比較することは通常困難である.

本論文では，土壌の生成環境もしくは土地利用履歴が互いにほぼ同じである黒ボク土を

用い，且つ，草原や森林といった植生の影響をより正確に評価するために極めて有効な“植

生遷移"に着目することで，植生の違いが黒ボク土腐植酸の諸特性に及ぼす影響を明らか

にしている。すなわち，ススキ草原として維持管理されてきた黒ボク土の一部を段階的に

放棄し，現在は草原一森林の異なる遷移段階が同時に存在する黒ボク士を用いて，遷移の

進行に伴う黒ボク士腐植酸の量および質的特性を詳細に解析し比較している。なお，腐植

物質の中でも，炭素動態により密接に関係すると考えられる，可動性の高いフルボ酸の量

や物理化学構造特性に対し，植生遷移が及ぼす影響については，ほとんど知見がないため，

同様に分析をし，明らかにしている.また，腐植酸は多分散'1生で
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物的特性を有しているため，その物理化学構造特性をより詳細に分析するには，できるだ

け多分散性を減少させ，分子量などの物理化学的特性と官能基および元素組成などの化学

構造情報を明らかにし，これらの構造特性値を相補的に解釈する研究を行うことが重要で

ある.そこで，各腐植酸を分子サイズに基づき細分画し，得られた分子サイズ別画分の化

学構造特性や安定性についてその詳細を明らかにしている.さらに草原および森林植生下

での黒ボク土腐植酸の生成メカニズムを言及した研究は皆無に等しいため，腐植酸ならび

にそれらの分子サイズ別画分の炭素・窒素安定同位体比および放射性炭素濃度を測定し，

草原からの林地化に伴う腐植酸の生成メカニズ、ムについても言及している.

第 2章では，同一環境下で生成した黒ボク土でも，草地から森林へと植生が変化した場

合，表層 (O-20cm)の炭素量や腐植組成，特に腐植酸の量や物理化学構造特性および安定

性が規則的に異なることを定量的に明らかにした.ススキ草地では，より多くの炭素を主

に腐植酸として蓄積しているが，アカマツ林地や落葉広葉樹林地では森林環境の継続期間

が長いほど蓄積している炭素量や腐植酸割合は低く，逆にヒユーミン割合が高くなる傾向

を示した.アカマツ林地や落葉広葉樹林地では腐植酸に対する可動性の高いフルボ酸の相

対量がより高く，土壌もより酸性であった.よって，無機物と結合し安定していた腐植酸

やヒユーミンの一部が溶解し，微生物分解作用もしくは溶脱等を受ける可能性が高まるこ

とが，土壌有機物，特に腐植酸量が低くなる原因の一つであろうと考察した.また，針葉

の化学組成がより脂肪族成分に富むことや，ススキに比べミズナラやシラカンパなどの落

葉広葉樹林リターの分解残濯がより脂肪族性に富むことから，これらは腐植組成の違いに

関係していると考察した.ススキ草地の腐植酸の物理化学構造特性や安定性は，より低分

子サイズであり，縮合芳香環に富み，安定性は高いことが明確であった.一方，アカマツ

林地や落葉広葉樹林地の腐植酸の物理化学構造特性は互いに類似性が高く，ススキ草地の
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に比べより高分子サイズであり，炭水化物炭素や脂肪族炭素含量が高く，安定性はより低

い特性を有することが明らかとなった.また，森林植生環境の継続期聞がより長い落葉広

葉樹林地ほど，より高分子サイズで，脂肪族炭素割合が高い傾向を示した.さらに，スス

キ草地下黒ボク土における森林地化は，縮合芳香環の消失および脂肪族炭素の付加を促進

する可能性が定量的解析から見出された.

第 3章では，黒ボク土腐植酸の化学構造特性や安定性に草原から森林への植生遷移がど

のような影響を及ぼすのかをより詳細に解析することを目的として，第 2章で用いた各腐

植酸を分子サイズ別に細分画し，分子サイズ別画分の物理化学構造特性や安定性を HPSEC

分析，元素分析， 13C NMRスベクトル分析および過酸化水素水による酸化分解槌色実験を

おこなった.腐植酸の細分画には分取 HPSEC法を適用した.数種の異なる腐植酸を対象と

した汎用性のある分取 HPSEC法は未だ確立されていないが，本研究で用いた方法は得られ

たサイズ別画分の HPSEC分析結果を見る限り，腐植酸の多分散性がより減少された腐植酸

画分が迅速・簡便に得ることができたと言える.各腐植酸のサイズ別画分の HPSEC分析結

果からは，ススキ草地に比べ，アカマツ林地や落葉広葉樹林地といった森林植生下の腐植

酸は分散度がより高い高分子サイズの腐植酸画分をより多く含むこと，また，いずれの腐

植酸も低分子画分の分子サイズはそれほど大きな差異はなく 2000-----3000Da程度 (PSSNa換

算)であることが示された.元素分析では特にH/C・OIHダイアグラムで各腐植酸の分子サ

イズ別画分の明確な特徴づけが可能であり，森林植生が長期間継続するほどH/C比がより

高く ，OIH比が低い，飽和の炭化水素割合が比較的高い腐植酸画分が卓越してくることが強

く示唆された.またススキ草地腐植酸の大部分は典型的な黒ボク土タイプの領域に分布し，

逆に落葉広葉樹林地腐植酸はそれ以外のタイプ領域に分布した.アカマツ林地腐植酸の低

分子サイズ領域はススキ草地により近い領域に，中~高分子サイズ画分は落葉広葉樹林地
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により近い領域に分布したことから，両者に特有の腐植酸が混在していることが強く示唆

された. 液体 13CNMRスベクトル分析からは，ススキ草地腐植酸が高分子サイズ画分を除

き極めて芳香族性が高い，いわゆるブラックカーボンに類似した化学構造特性を有するこ

とが示唆され，低分子サイズ画分ほどこのような傾向が強かった.また，これらは過酸化

水素水による酸化分解実験からもより安定性が高いことも示された. しかし，落葉広葉樹

林腐植酸のサイズ別画分は大サイズ画分を除きいずれの画分もススキ草地に比べ芳香族性

は低く，炭水化物炭素や脂肪族炭素に富む化学構造特性を有すること，また，安定性もよ

り低いことが示された.アカマツ林地腐植酸も全体的に落葉広葉樹林腐植酸の化学構造特

性や安定性に類似した結果が得られたが，低分子サイズ画分ほどよりススキ草地に類似し

た性質を示すことも明らかとなった.元素分析や分解抵抗性の結果も合わせて考察すると，

第 2章で示唆されたように，黒ボク土において，ススキ草地下と針葉樹林や落葉広葉樹林

などの森林地下で生成される腐植酸は根本的にその特4性は異なっており，森林植生環境下

では HlC比が低く， OIH比が高く，かっ芳香族性に富む典型的な黒ボク土タイプに類似し

た腐植酸は生成されていない可能性が高いことがより強く裏付けられた.また，アカマツ

林や落葉広葉樹林は植生遷移に伴い森林地化が進行したことを考慮すると，森林地下で新

たに生成した腐植酸は草地下で生成している腐植酸とは特徴が大きく異なり，森林環境が

より長く続くほど，比較的高分子で OIH比が低く， H/C比が高く，脂肪族性が高く，安定

性が低い腐植酸がより多く混合してくることが強く示唆された.

第 4章では，各腐植酸およびサイズ別画分の炭素・窒素安定同位体比 (O
13C，O

15N) ，放

射性炭素濃度 (O14
C)を測定することで，草原一森林植生変化に伴う黒ボク土腐植酸の生成

メカニズムについて言及した.ススキ草地では腐植酸および分子サイズ別画分ともに給源

植生としての C4植物の寄与率はより高く，芳香族性や安定性の高さにススキが給源植生と
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して果たす役割は重要であると考えられた.一方，草原から遷移に伴い森林が進入すると

腐植酸はより分解されやすい脂肪族性に富む特性へと変化する可能性が前章までに示され

たが，これらの生成メカニズムは大きく二つの経路が推察された.一つ目は既存の腐植酸

が微生物分解作用に伴い分解・消失する経路であり，これらは森林(針葉樹)が進入して

から比較的初期段階 (30年程度)で主に生じる可能性が高いことが示された.二つ目は森

林植生を起源とした腐植化の経路であり，主に森林が侵入してから少なくとも 30年以上経

過した段階で生じる可能性が高い経路である.また，一つ目の経路は植生の窒素利用に深

く関係する可能性が見出された.さらに，二つ目の経路で生成される腐植酸はそれらの性

質がクライマックスの状態でもススキ起源の腐植酸と比較すると，明らかに高分子で脂肪

族性が高く，分解されやすい特性を有することが推察された.

以上の研究結果から，黒ボク士における黒色腐植酸の生成にはススキ草原植生がより効

果的に影響を及ぼすと結論づけられる.すなわち，針葉樹林や落葉広葉樹林に比べ，スス

キ草地は給源植生として直接的に関与するだけでなく，初生腐植物質からより安定性の高

い黒色腐植酸の合成を効果的に促す土壌環境を形成しやすいと言える.一方，森林植生環

境は，黒色腐植酸の合成を抑制する土壌環境を形成しやすく，クライマックスの状態でも

比較的分解されやすい，脂肪族性の高い腐植酸の合成に留まっているものと推察される.

さらに森林地化に伴う腐植酸の特性変化は主に既存の腐植酸が微生物分解作用に伴い分

解・消失する経路と，森林植生を起源とした腐植化の経路の二つが推定され，森林が長期

間継続するほど後者の経路が卓越してくることが推察された.
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