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1.はじめに

現在､大気中の炭素(C)濃度の増大が地球温暖化の原因の一つとして大きな問題となっているが､

土壌有機物は大気 C02のシンクおよびソースとして大きなポテンシャルを持っている (Kimble&

Stewart,1995;鶴田1994)｡植物遺体等の形態で土壌に供給されたCは､土壌中の小動物､微生物に

より分解され､大部分がC02として大気に戻るが､一部は過酸化酵素等の菌体外酵素や無機成分を

触媒とした化学反応を受けて分解速度の小さい土壌有機物 (腐植物質)となり､土壌中に残存 ･集

積する｡陸域における Cの動的な濃縮形態といえる腐植物質は､地球上における C循環において

重要な役割を担っているとともに､土壌の肥沃性とも深く関わっており､腐植 Cの動態を明らかに

することは､土壌へのC集積による地球温暖化の緩和､生物生産性の維持･向上の両観点において､

きわめて重要である｡

混合物である腐植物質は無機溶媒に対する溶解性の違いに基づいて区分されており､アルカリ可

溶 ･酸不溶画分である腐植酸は､全腐植の数～40%を占め (watanabeandKuwatsuka,1991)､相対的

に精製が容易であることから､腐植画分の中で最も多くの研究が行われてきた (Rice,1999)｡植物

遺体等からの腐植の生成を ｢腐植化｣と呼ぶが､腐植酸の研究では､生成後にその黒色度が増大す

る過程(続成過程)を含めて腐植化とし､色の違いを表す 2つの指標 ;A6.0/C (0.1M NaOHに溶解さ

せた腐植酸の単位 C濃度あたりの600nmの吸光度)とlog(A4../A6｡｡) (同じ溶液の400nmと600nm

の吸光度の比の対数値､uv-ⅥSスペクトルの傾きを示す)をもって腐植化の程度 (腐植化度)が評

価されてきた (熊田,1981;渡辺,2002)｡腐植化度の増大は､環境中における安定性の増大を意味す

るものと考えられており､①相対的に分解速度の大きい脂肪族成分 (炭水化物やタンパク質の断片

等)の消失による芳香族成分濃度の増大とそれに伴う分子量の低下､(診酸化によるカルボキシル基

濃度の増大､および③芳香族成分中の縮合環の割合の増大に集約されると考えられる｡ただし､③

については今のところ十分な証明はされていない｡

腐植化度の増大にどれくらいの年数が必要なのかは､各種土壌中の腐植酸の安定性を評価する上

で不可欠な知見であるが､1914年に降灰した火山灰より生成した土壌から1962年に抽出した腐植

酸の腐植化度が､各種土壌の中央値よりも低かった (熊田 1981)ことから､50年程度の培養を行

っても腐植化の全過程を把握できないと考えられる｡そこで､本研究では､埋没土壌層を用い､そ

の中に混在する土壌生成初期に腐植酸から埋没直前に生成した植物遺体に近い構造をもつ腐植酸
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までを､腐植化度の違いを目安として分画し､各画分の 14C 年代の測定を行って､腐植化の進行に

かかる年数を明らかにしようとした｡

2.試料および方法

2-1.供試土壌

2002年 10月に採取した新潟県中頚城郡妙高村燕森林土壌 (HaplicAn dosol)第 8層 (以下 Ts-8

とする;Fig.lA)および2003年 8月に採取した静岡県御殿場市湯船原土壌 (UmbricAn dosol)IIA

層 (以下 Ⅶ-2とする;Fig.1B)を用いた｡これらの土壌層は､過去の研究結果より1000-2500年前

に堆積したものと推定された (早津 1992;Watanabeeta1.,1996;YoshidaandKumda,1978)｡

土壌は採取後速やかに風乾し､2mmのふるいに通した｡次いで､10倍量(Ⅴ/W)のZnCl溶液 (比

重 1.6､pH5)を加えて 15分間超音波処理し､遠心分離 (1700×g､20分)後に上澄みを除去する操

作を3回繰り返して植物遺体を取り除いた (本間 ･進藤,1996)｡土壌は蒸留水で洗浄後､弱酸性と

して凍結乾燥し､粉砕混合して､一部を 14C年代測定に供した｡
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Fig･1･Lecationsandsoilprofilesof(A)Tsubameand(B)Yubunebarasoils.

2-2.腐植酸の調製

腐植酸はNAGOYA法 (渡辺,1994,2002)を用いて調製した｡ただし､ろ紙の使用を避け､代わ

りに加熱処理を行った石英ウールを用いた｡概略は以下の通 りである:抽出は､土壌炭素重量の300

倍容の0.1M NaOHにより､N2雰囲気下､25℃で24連続時間振とうすることで行った｡残液は､

Na2SO430gL~1を含む0.1MNaOH溶液で 2回洗浄し､洗浄液を合わせた抽出液のpHを 1.0とする

ことで､腐植酸を沈殿分離した｡腐植酸に混入した不溶物は､30gLlNa2SO｡を含む0.1M NaOH

に再溶解した後､遠心分離(10,000×g､20分)することで除去した｡さらに､酸性として再沈殿させ

た後､10倍容の0.1MHC1-0.3MHF(1:1)溶液を加えて､室温で 24時間振とうする処理を3回繰り

返して､吸着している無機成分を除去した｡その後､超純水で沈殿を洗浄し､凍結乾燥して腐植酸

粉末試料を得た｡

2-3.アセ トン分別沈殿による腐植酸の分画
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腐植酸を腐植化度の異なる画分へと細分画するのに最も適した分画法として0.01M NaOH-アセ

トン溶液を用いた沈殿法を選択した｡オリジナルの方法 (KumadaandKawamura,1968)ではエタノ

ールが用いられているが､14C濃度への影響を考えて､極性の類似したアセ トンを用いることとし､

予備実験により､エタノールと類似の効果があることを確認した｡まず､腐植酸粉末試料に10gL-1

NaClを含むO.olMNaOHを､濃度が4gL~1になるように加え､完全に溶解した｡次いで､腐植酸

溶液を撹拝しながらアセトンを濃度が200mgL~1になるよう徐々に加え､1晩4℃で静置した｡生

成した沈殿を､遠心分離によって回収し､同じ濃度の0.01M NaOH-アセ トン溶液を用いて洗浄し

た｡洗液は上清部に加え､濃度が300､400､500､600､700､800mLLlになるようにアセ トンを

順次加え､同様の操作により7つの沈殿(ユop-80Pとする)と800mLL~1アセ トンに可溶な画分(SOS)

を得た｡腐植酸濃度は2-4gLlを維持し､必要があれば粉末としていったん回収し､分画を継続

した｡各画分中のアセ トンは中性で繰り返し減圧乾固することで除去した｡次いで､各画分を0.1M

NaOHに溶解し､400および600nmの吸光度 (uv2200､Shimadzu)と有機炭素濃度 (TOC-V｡pm

Shimadzu)を測定して､収量と､腐植化度の指標であるA6.0/Cおよびlog(A40./A6.0)を求めた (Ikeya

andWatanabe,2003)｡その後､酸性として腐植酸を再沈殿させ､凍結乾燥して14C年代測定に供試

した｡

3.結果および考察

Ts-8およびYu-2土壌有機物の平均 14C年代は1645±29yBP､701±34yBPであった (Table1)Oま

た､Ts-8腐植酸の平均 14C年代は1662±28yBP､Yu-2腐植酸の平均 14C年代は768±44yBPであり､

全土壌有機物との間に有意差はなかった (Tablel)O表層土壌では､腐植酸の14C年代はしばしば全

土壌有機物よりも古い値を示すが (Agnellieta1.,2002;Wangeta1.,2001)､埋没土壌では新鮮有機物

の供給が長時間絶たれているため､各腐植画分間の平均 14C年代の差が小さかったと推察した｡

Fig.2にTs-8およびYu-2の0.01M NaOH-アセトンを用いた分別沈殿における各画分への炭素分

配割合および腐植化度の指標であるA6｡｡/Cおよびlog(A.00/A60.)を示した.末分画腐植酸のA6｡｡/Cは

Ts-87･3､Yu-29.0､log(A4../A6.0)はTs-8039､Yu-20.54であったOまた､分画における回収率は､91195%

であった｡腐植酸の腐植化度はA6｡｡/Cが高いほど､またlog(A.00/A6｡｡)が低いほど高い｡したがって､

両腐植酸とも､アセ トン濃度の上昇に伴い､腐植化度の高い画分から低い画分へと順次沈殿したこ

とがわかる｡Ts-8からは20Pは得られず､Ts-8の70P､Yu-2の80Pは全体の1%未満であった｡

Figure3にTs18腐植酸細画分の 14C年代と腐植化度との関係を示したoTs-880Sは未分画腐植酸

および他の画分とかけ離れた数値 (2651±29yBP)を示したため､今回の解析からは除外した｡そ

Table114cageofbulksoilorganicmatter(SOM)andhumicacids

soil 14cageofbulkSOM(yBP) 14cageofhumicacids(yBP)

Tも-8 1645±29 1662±28

Yu-2 701±34 768±44

-176-



%C A600/C
60

50

40

30

20

10

0

18

16

14

12

10

8

6

4

2

0

log(A..o/A60.) %CA600/C

芝OPヨop40P50PGOP70P80P80S

1.2 60

1.0 50

0.8 40

0.6 30

0.4 20

0.2 10

0.0 0

14

12

10

8

6

4

2

0

log(A400/A60.)

20P30P40P50P60P70P80P80S

1.2

1.0

0.8

0.6

0.4

0.2

0.0

Fig･2･DistributionoforganicC(bars)andtwovariablesshowingdegreeofhumificationofsubfractions

obtainedfrom(a)Ts-8and(b)Yu-2humicacidsbyfractionalprecipitation

uslng0.01M NaOHIacetonesolutions.

の他の収量 1%以上の画分については､低アセ トン濃度で沈殿する画分ほど14C年代が古く､A6｡JC

との間に高い正の相関 (r-0.960***)､log(A.00/A6..)との間に高い負の相関 (r-0.947'+～)をそれぞれ示

した｡同様の傾向は Yu-2腐植酸においても認められ､14C 年代と A6../C の間に有意な正の相関

(r-0.865***)､14C 年代とlog(A4../A60｡)との間に有意な負の相関)(r=0.903+*')が存在した｡これら

の結果は､これまで仮説として扱われてきた､各土壌中における腐植化度の経時的な増大をより直

接的に示すものである｡また､Ts-8のA6｡｡/C (23.3)は､これまで報告されてきた値の中で最も高

いもののひとつであるため､腐植化度は400年以内に最高値に達すると推定された｡

Figure4では､さらに､生成年代の異なる2土壌間において､腐植化度の進行速度に差があるか

どうかを明らかにするために､それぞれの腐植酸で最も14C 年代が古く､腐植化度が高い画分 (Ts_8

では30P､Yu12では 20P)と､他の細画分との 14C 年代､A6｡｡/Cおよび log(A400/A60｡)の差(Aをつけ

て表記する)との関係を示した (〃=9)｡その結果､以下の式によって､土壌の違い関わらず､腐植
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1 4

Fig･4･RelationshipamongrelativevaluesofA 14cage,A(A6.0/C),andAlog(A.../A60.)

forhumicacidsubfractionsbothfromTs-8andYu-2soils.

化度の変化にかかる年数を推定できることが示された :

A 14C年代 -21.0×A(A6.0/C)-316×Alog(A｡00/A6.0) (r-0.936***) (1)

湯船原表層土壌の腐植酸はA6｡｡/C-4.3､log(A.00/A6｡｡)-0.62であるため､式(1)を用いると､Yu12

と同程度の腐植化度をもつ腐植酸になるまでに 124年と算出される｡しかしながら､表層は新鮮有

機物の供給を受けるため､表層土壌に式(1)を適用するためには補正が必要である｡例えば､watanabe

etal.(2002)が分析したインドネシアのコーヒー園表層土では､二次林下にあったときの腐植酸は

A6｡JC =3.98､log(A｡m/A6..)=0.678､コーヒー栽培 4年後の腐植酸は除草区で A6｡｡/C =4.12､

log(A4｡./A6.0)=0.611､雑草被覆区でA6../C=3.25､log(A4｡｡/A60.)≡0.744であった (いずれも平均値).

4年間に腐植酸は除草区で 22.2kgcmー2減少し､雑草被覆区で 11.9kgcm~2増加していた｡これら

を単純に分解と新しい腐植酸の生成によるものと仮定すると､失われた腐植酸 Aの平均腐植化度は

A6.0/C=3.73､log(A4｡｡/A600)=0.752､生成した腐植酸 Bの平均腐植化度はA6.0/C=0.64､log(A4../A6..)

=0.974と算出された.したがって､式(1)を用いることにより､完全除草下でのコーヒー栽培 4年

により､平均生成後年数 135年の腐植酸が失われたと見積もられる｡この値も､見かけの増加量と

腐植酸生成量は同じではないため (watanabeeta1.,2002)誤差を含むが､自然条件下で長期間かけ

て集積された有機物が､人為的な影響によって容易に失われたことは変わらないであろう｡以上の

ように､本研究では､2種の埋没土壌において､腐植酸の生成後年数の増大に伴って腐植化度が増

大していること､およびそれにかかる年数が明らかになった｡今後､腐植酸の細分画を進め､具体

的な組成 ･構造変化と時間との関係を明らかにしていくとともに､研究結果の表層土壌への適用を

確認していくことが重要であると考える｡
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ABSTRACT

SoilorganicmatterisoneofmajorCpoolsinbiosphere,whichplayakeyrolenotonlyin

geochemicalCcyclerelateddirectlytoglobalwarmlng,butalsoinsoilfertilityessentialfor

sustainablefoodproduction･Tounderstandthedynamicsofsoilorganicmatter,theevaluation

ofitsstabilityassociatedwithcompositionandchemicalstructureisimportant･Thestabilityof

humicacids,amajorfractionofsoilorganicmatter,hasbeenconsideredtoincreasewith

increasingthedegreeofhumification,whichisexpressedbytwovariablesofA600/C

(absorbanceat600nmpermgCofhumicacidsin0.1MNaOH)andlog(A400/A600)(logarithmic

valueoftheratioofabsorbancesat400and600mm).However,whethertheincreaseinthe

degreeofhumificationoccursinasoilastimeelapsesandhowmanyyearsitrequlreS,ifoccurs,

haveneverbeenclarified･Inthepresentstudy,humicacidsobtainedfromtwoburiedsoillayers,

Tsubame8thlayer(Ts-8,Myoko,NiigataPrefecture)andYubunebaraIIAhorizon(Yu-2,

Gotenba,ShizuokaPrefecture),werefractionatedintoeightsubfractionswithdifferentdegrees

ofhumification,respectively,andthentheir14c ageweredetermined･Forthispurpose,

preclpltationmethoduslng0.01M-acetonesolutionswasapplied.Inthe丘actionalprecipitation,

humicacidmoleculeswithhigherdegreesofhumificationprecipitatedatlowerconcentrations

ofacetone･The14cagewasalsoolderforthesub血actionspreclpltatedatlowerconcentrations

ofacetoneinboththesoilswithanexception.Consequently,slgnificantcorrelationsbetween

the14cageandA6｡JCorlog(A.00/A6｡0)wereobservedineachsoil,indicatingthatthedegreeof

humificationofhumicacidshadincreasedoverthepassageoftime･The14cageoftheTs-8

humicacidsrangedbetween1321-1745yBPexcludinganabnormallyoldfraction.Sincethe

degreeofhumificationofaTs-8subfractionwashighestlevelamongthereportedvaluesfor

soilhumicacids,itisconsideredthatlessthan500yearsareenoughtoreachthefinalstageof

humification･The14cagesoftheYu-2samples,524to914yBP,differedlargelyfromthoseof

theTも-8samples･However,regardlessofabsolute14cage,thelengthofyearsrequiredforthe

increaseinthedegreeofhumificationwassimilarbetweenthemandcouldbeestimateduslng

anequation.
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