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第 1 章 緒論

1.1 肥料コスト削減にむけた土壌診断の重要性

1.1.1 肥料価格の高騰

 日本で使用される化学肥料の原料は，ほとんどを海外からの供給に依存して

いるため，国際的な動向に大きく影響される．2008 年の肥料原料価格急騰は記

憶に新しく，特に，全量を輸入に依存しているりん鉱石および塩化加里は，ピ

ーク時にはりん鉱石が高騰前の 10 倍，塩化加里は 4.5 倍まで上昇し，リン酸

質および加里質肥料の価格を押し上げた．

一方，窒素の肥料供給形態はアンモニア，尿素および硫安（硫酸アンモニウ

ム）である．アンモニアは大気中の窒素を利用して工業的に生産されるが，窒

素の固定にはエネルギーを必要とし，輸入される天然ガスや原油由来のナフサ

が使用されている．尿素，硫安ともアンモニアから製造されるため原油価格に

左右される．2008 年の肥料原料価格高騰の際は，リン酸，加里に注目が集まっ

たが，尿素もピーク時には高騰前の 3.5 倍まで上昇した（農林統計協会 ,2017）．

農家の肥料購入価格についても，輸入価格を反映した動きになっており，肥

料コストの増加が農家経営に大きな影響を及ぼし，将来的な食料の安定供給に

支障をきたす要因になりかねない．その後，肥料原料価格は低下したものの，

再び 2008 年と同様な事態が起こる危険性があり，今後も継続して農家の肥料

コスト節減対策に取組む必要がある（図 1-1）．
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図1-１ 肥料小売価格の推移 （ポケット肥料要覧等より）

※ 2008年に肥料原料価格が急騰し，その後も高止まり傾向が続いている

オイルショック 2008年に急騰
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1.1.2 土壌診断による肥料コスト削減対策

 日本の畑土壌では，これまでの化学肥料や堆肥の多用によって，硝酸性窒素

による地下水汚染やリン酸の過剰蓄積による土壌養分バランスの悪化が顕在化

してきている（小川，2000）．このような状況を改善するためには，土壌診断

の実施による蓄積養分の把握とその利活用による効率的な施肥管理の推進が必

要不可欠である．

2008 年の肥料原料価格急騰の時には，特に価格上昇が著しいリン酸やカリに

ついて，土壌診断結果に基づく適正施肥に関する研究が行われた（新良・伊藤，

2016；和田・棚橋 2017；長友ら 2017）．これらの成果は，施肥基準あるいは

減肥基準として各都道府県でまとめられ公表されている（農林水産省，2016）．

しかし，土壌診断結果に基づく適正施肥基準はリン酸，カリを対象としたも

のばかりで，窒素に関する適正施肥基準や指針はほとんどない．リン酸はトル

オーグリン酸，カリは交換性カリの土壌分析結果を診断基準値に照らし合わせ

て，過剰域であれば減肥するという共通的な考え方に加え，土壌養分の蓄積実

態を踏まえて，土壌から持ち出された肥料成分を施肥で補給する「補給型施肥

基準」という考え方も提案された（岩手県，2009；新良・伊藤，2016）．

一方，窒素の土壌診断項目としては無機態窒素と可給態窒素がある．なかで

も窒素肥沃度の指標である可給態窒素は，土壌の作物生産力を左右する重要な

診断項目の一つである．堆肥等の有機質資材を施用して窒素肥沃度を維持・向

上させることは大切であるが，窒素肥沃度が必要以上に高まると，作物への窒

素供給の調節が難しくなり，栽培面では過繁茂・倒伏など，環境面では硝酸イ

オンによる地下水汚染の問題など，水，大気および土壌環境に大きな影響を及

ぼす（上薗ら，2003；上薗ら，2004；Uezono，2005；上薗ら，2005a，2005b；

上薗，2006；上薗・餅田，2007；上薗ら，2013）．このため，窒素肥沃度の多

少に応じた窒素施肥や有機物施用が望まれ，特に，畑作における可給態窒素は

欠かせない土壌診断項目といえる．
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1.2 可給態窒素の簡易・迅速評価法開発の必要性

1.2.1 培養法による可給態窒素の分析

 作物生産と密接な関係にある土壌の可給態窒素は，栽培された作物の窒素吸

収量から判断するのが最も正確であるが，それには多くの労力，時間そして費

用が必要である．そこで，実験室内で判定可能な分析法として，生物的方法で

ある培養法のほかに，化学的抽出法が提案されてきた．

 日本では，可給態窒素分析法として「30℃4 週間保温静置培養法」が標準的

分析法となっている（井ノ子，1979）．水田土壌は湛水培養，畑土壌は湿潤土

培養で行い，30℃4 週間という培養条件は共通であるが，培養条件が定まった

経緯は明らかでない（土壌環境分析法編集委員会編，1997；松永・森泉，2012）．

畑土壌の「30℃4 週間保温静置培養法」による可給態窒素分析は，1979 年の

土壌環境基礎調査から実施されている．この調査は各都道府県が事業実施主体

となり，土壌の時間的経過に伴う変化を総合的に把握し，適切な土壌管理対策，

土地利用方式等を明らかにする目的で実施された（農林水産省生産局，2008）．

このうち，定点調査は全国で 2 万地点の農地を対象として行われ，2003 年まで

実施された．このような大規模かつ長期間実施された調査は他になく，日本の

農耕地土壌の特性について，実態と変化を知ることのできる貴重な調査結果と

いえよう（図 1-2）．
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図1-2 各地目の可給態窒素

※測定は30℃4週間培養法による． ただし，水田は湛水，畑は湿潤土培養である．
第１巡目(1979～1983) 第２巡目(1984～1988) 第３巡目(1989～1993) 第４巡目(1994～1999)
土壌保全調査事業成績書（平成20年8月，農林水産省生産局）より引用
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1.2.2 化学的抽出法による可給態窒素分析法の必要性

30℃4 週間保温静置培養法で求められる可給態窒素は，土壌保全調査事業だ

けでなく，現在でも試験研究機関で実施される多くの試験土壌で測定されてお

り，地力増進基本方針において，乾土 100 g 当たり 5 mg 以上という普通畑の

目標値に基づいて，窒素肥沃度が判定されている．

しかし，試験研究機関を除く生産現場に近い土壌分析機関では，可給態窒素

が測定項目に含まれていることはほとんどない．これは，測定が煩雑で長時間

を要するため，ルーチンの業務には使用しにくいためと考えられるが，土壌の

窒素肥沃度に応じた窒素施肥を妨げる一因になっている．

そこで，これを改善するために培養法に代わる，迅速，簡便な化学的抽出に

よる簡易測定法が多く提案されてきた．ただし，これらの簡易測定法は土壌の

種類によっては使用できないことや，高価な分析機器や排気装置等の設備が必

要であることなど，汎用性，利便性に問題があり，窒素肥沃度を把握したいと

いう生産者のニーズに応えることができなかった．

今後，農産物の低コスト，高品質安定生産を達成するためには，農家自らが

土壌の養分状態を簡易に把握し，その結果を迅速に土づくりや施肥設計に反映

できることが大切である．そのためには，土壌の作物生産力を左右する可給態

窒素の簡易，迅速な診断法を開発することが必要不可欠である．

 求められる可給態窒素の簡易，迅速評価法に対する開発の着眼点としては，

これまでの研究実績やデータ蓄積が多い「30℃4 週間保温静置培養法」で求め

られる可給態窒素を推定する抽出法であること，高価な分析機器や有毒な薬品

等を使わず，生産者自らが簡便，迅速に診断できる方法であること，新たな窒

素肥沃度の尺度ではなく，土壌の違いによる影響が小さく，日本の代表的な畑

土壌である黒ボク土にも対応でき，堆肥等の有機物連用土壌にも適用可能なこ

と，が挙げられよう．
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1.2.3 代表的な可給態窒素の化学的抽出法における問題点

 北海道では「熱水抽出性窒素」が畑土壌の可給態窒素評価法として普及定着

している（北海道農政部，2002；中辻ら，2008）．さらに，表 1-1 のように熱

水抽出性窒素レベルに応じて，窒素肥沃度の水準を設定している．

 現在でも，多くの畑作物で窒素肥沃度に基づく栽培試験が精力的に実施され，

熱水抽出性窒素診断に基づいた窒素施肥技術が提案されている（大塚ら，

2015；櫻井ら，2016；富沢ら，2017）．

 しかし，熱水抽出性窒素の測定は北海道地域以外では実施されていない．こ

れは，都府県においては研究実績がなく，培養法による可給態窒素に読み替え

られないためである．さらに，分析操作に熟練を要すこと（北海道立中央農業

試験場・北海道農政部農業改良課，1992），黒ボク土では，同程度の培養窒素

量を示す非黒ボク土に比べて抽出窒素量が多く，可給態窒素を過大評価する可

能性があるなどの問題点も指摘されている（独立行政法人 農業・生物系特定

産業技術研究機構，2007；斎藤，1988）．

一方，熱水抽出性窒素法と並んで，全国的に利用された方法として，中性リ

ン酸緩衝液抽出法（小川ら，1989；土壌環境分析法編集委員会，1997）があげ

られる．中性リン酸緩衝液抽出法についても，施用有機物や腐植含量の違い，

土壌の種類，さらには抽出条件によって測定値が変動することが報告されてい

る（柳井ら，1998；安田・岡田，1998；日本土壌協会，2000）．

このように，これらの代表的な化学的抽出法は，わが国の普通畑の約 50%を

占める黒ボク土や有機物施用土壌への対応性に難点があるため，今なお新たな

化学的抽出法の探索が進められている（平舘ら，2011）．

窒素肥沃度の水準
熱水抽出性窒素 生土培養窒素 過去２カ年の有機物
(mg N/100 g) (mg N/100 g) 施用量 (t/10 a)

Ⅰ
Ⅱ(標準対応)

Ⅲ

～ 3.0
3.0 ～ 5.0
5.0 ～

～ 1.5
1.5 ～ 2.5
2.5 ～

～ 4  
4 ～ 8
8 ～

分析値がある場合 分析値がない場合の目安

表1-1 露地野菜畑における窒素施肥対応のための肥沃度区分

※ 北海道施肥ガイド2010 （北海道農政部，2010） より引用



- 6 - 

1.3 可給態窒素測定値を活用した施肥診断システムの構築

1.3.1 可給態窒素レベルに応じた窒素施肥診断の事例

土壌窒素の形態変化は複雑で速く，溶脱や脱窒などの損失量も多いため，無

機態窒素測定による土壌の窒素診断で施肥量を調節するのは困難である．しか

し，土壌からの窒素発現量を的確に推測することができれば，適正な窒素施肥

量の決定，合理的な地力維持管理を行うことが可能になる．

1.2.1 で示したように，畑土壌の可給態窒素は，風乾細土に加水して湿潤土

とし，土壌微生物の活動に適した環境条件と考えられる 30℃で 4 週間培養した

ときの窒素無機化量で求められる．つまり，可給態窒素はあくまでも潜在的な

窒素供給量の尺度であり，直接的な作物栽培期間中の窒素供給量を意味するも

のではない．

では，可給態窒素は土壌窒素肥沃度の指標にしか利用できないのだろうか．

都道府県の研究成果を検索すると，可給態窒素を窒素施肥量の加減に活用して

いる研究成果がみられ，代表的なものとしては 1.2.3 で示した「北海道施肥ガ

イド 2010」がある．表 1-2 は露地キャベツでの活用例であるが，熱水抽出性窒

素による地力窒素肥沃度レベルに応じて，基準収量を得るための施肥窒素量を

設定している．他の品目についても，道内各地で実施された精密な圃場試験結

果を基にして，土壌窒素肥沃度レベルに応じた窒素施肥量が設定されている．

他にも，可給態窒素を窒素施肥量の加減に活用した成果が公表されているが，

いずれも，精密な圃場試験や長期にわたる現地調査から導かれた結果である．

しかし，これらの成果を，他の地域で活用する場合，地温等の栽培環境条件

が異なるため，そのまま当てはめることはできず，その地域での圃場試験等で

再試験しなければならない．

表1-2 露地キャベツ栽培に対する地力窒素水準に対応した窒素施肥量 (kg N/10 a)

早春まきトンネル (基準収量5 t)

春まき (基準収量6 t)

晩夏・初夏まき (基準収量6.5 t)

地力窒素の水準 Ⅰ Ⅱ(標準) Ⅲ
熱水抽出性窒素 (mg/100 g)

２２（基） ２０（基） １６（基）

１６(基)＋６(追) １４(基)＋６(追) １２(基)＋４(追)

１８(基)＋６(追) １６(基)＋６(追) １２(基)＋４(追)

※ 「北海道施肥ガイド2010 p.112」を一部改変

～3.0 3.0～5.0 5.0～



- 7 - 

1.3.2 反応速度論的手法を活用した窒素発現予測と今後の展開

土壌の可給態窒素レベルに応じて，適正な窒素施肥量を決定するためには，

作物栽培期間中における土壌からの窒素無機化量を把握することが必要である．

土壌の窒素無機化量は，地温，土壌水分，土壌の種類，土壌有機物の特性等に

影響されるが，最も影響が大きいのは地温であろう．これまで，反応速度論的

手法を活用した土壌窒素無機化モデルの研究が進められてきた（杉原ら，1986）．

この方法は，土壌の窒素無機化過程を可分解性有機態窒素量（N0），無機化速

度定数（k）および活性化エネルギー（Ea）の３つのパラメータで表し，地温

との関係から窒素無機化量を推定するものである．このパラメータは，過去，

国公立の試験研究機関で計測されており，データが整理されている（古江・上

沢，2001）．

一方，土壌の窒素は微生物活動による形態変化が起きるため，その挙動を正

確に把握することは難しい．加えて畑では，根群域の発達程度や降雨等の影響

で，土壌からの窒素無機化と作物の土壌由来窒素の吸収パターンが合致しない

ことが多い．将来的には，硝酸イオン移動モデル等を組合せながらより高精度

な予測システムの検討も必要である．

まずは，これら既往の研究成果を活用し，土壌の可給態窒素レベルに応じた

適正施肥診断システムを構築していくことが急務である．

土壌の可給態窒素の簡易診断から，窒素の適正施肥量を決定するための一連

のシステム開発は，農家経営，農産物の安定生産につながるのはもちろんのこ

と，環境面においても硝酸イオンによる地下水汚染の問題など，水，大気およ

び土壌環境の健全化に大きな役割を果たすと考える．
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1.4 研究の目的と論文構成

 今後，農産物の低コスト，高品質安定生産を達成するためには，農家自らが

土壌の養分状態を簡易に把握し，その結果を迅速に土づくりや施肥設計に反映

できることが大切である．そのためのツールとして，土壌の作物生産力を左右

する可給態窒素の簡易，迅速な診断法を開発することを目的として研究した．

 本論文は，畑土壌の可給態窒素測定法開発に関する研究成果（上薗ら，

2010a；上薗ら，2010b；上薗ら，2012，森泉ら，2015）をとりまとめたもの

である．

第 1 章では，農家の肥料コスト削減のための土壌診断の必要性，特に作物生

産に大きく関わる土壌の可給態窒素診断の重要性について示した．また，多く

の研究蓄積があるものの，測定に長期間を要し，操作が煩雑なため現場で活用

されていない「30℃4 週間保温静置培養法」にかわる可給態窒素の迅速な化学

的抽出法の開発の必要性について論じ，求められる化学的抽出法の要件を整理

した．

第 2 章では，日本の代表的な畑土壌である黒ボク土を含めた多くの種類の畑

土壌に対して適用性が広く，堆肥の連用によって高まった可給態窒素を適切に

評価できる，迅速な化学的抽出法の選定を目的として，既報の各種可給態窒素

簡易測定法によって抽出される有機物について，同一土壌を用いて比較した．

第 3 章では，第 2 章の結果を受けて，全国の試験研究期間で多くのデータ蓄

積がある 30℃4 週間保温静置培養法との適合性に優れた化学的抽出法について，

最適な抽出条件を詳細に検討した結果，可給態窒素の簡易・迅速な「 80℃ 16

時間水抽出法｣の開発に至った経過を示した．

第 4 章では，80℃16 時間水抽出法によって抽出される有機物の簡易測定法を

開発することによって，生産者自らが実施可能な畑土壌の可給態窒素簡易測定

法として提案するための研究過程について示した．

第 5 章では，提案する可給態窒素簡易評価法で抽出される窒素の形態等につ

いて詳細に検討した．

第 6 章では，開発した可給態窒素の簡易，迅速判定法を生産現場で活かして

いくために作成した施肥診断システムの概要と今後の展望について述べた．

第 7 章では第 2～6 章について総合的に考察し，第 8 章で摘要にまとめた．
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第 2 章 露地畑土壌における可給態窒素の各種簡易測定法の推定精度と抽出有

機物の特性比較

2.1 緒言

畑土壌の可給態窒素は，30℃4 週間の湿潤培養期間中に生成する無機態窒素

量で表される（土壌環境分析法編集委員会，1997）．この 30℃4 週間保温静置

培養法は，実際の畑土壌中における微生物の作用を想定し，土壌を好適な条件

下で培養することによって，その間の微生物の消長，無機態窒素の発生量を測

定するもので，作物生産性との相関が高いとされており，全国の試験研究期間

で多くのデータが蓄積されている（農林水産省生産局，2008；西ら，2013）．

しかし，培養に時間がかかること，培養温度や水分など環境条件を厳密に管理

する必要があるなど，簡易，迅速性に欠ける分析法である．このため，土壌診

断機関や生産現場からは，簡便で迅速な化学的抽出法が切望されてきた．

可給態窒素を迅速に測定するための化学的抽出法は，これまでに多く提案さ

れている．その代表的な方法として，熱水抽出法（斎藤，1988；北海道立中央

農業試験場・北海道農政部農業改良課，1992）と中性リン酸緩衝液抽出法（小

川ら，1989；土壌環境分析法編集委員会，1997）があげられる．熱水抽出法は

北海道地域において，窒素肥沃度の評価および畑作物に対する施肥窒素量の加

減の目安として広く活用されている（北海道農政部，2002；北海道農政部，

2010；中辻ら，2008）．しかし，黒ボク土では，同程度の培養窒素量を示す非

黒ボク土に比べて抽出窒素量が多く，可給態窒素を過大評価する可能性がある

（独立行政法人 農業・生物系特定産業技術研究機構，2007；斎藤，1988）．

一方，中性リン酸緩衝液抽出法についても，施用有機物や腐植含量の違い，土

壌の種類，さらには抽出条件によって測定値が変動することが報告されている

（柳井ら，1998；安田ら，1998；日本土壌協会，2000）．このように，これら

の代表的な化学的抽出法は，わが国の普通畑の約 50%を占める黒ボク土や有機

物施用土壌への対応性に難点があるため，近年，各地域の土壌条件に適用する

ための改良抽出法（阿部，2008；坂口ら，2008）や新しい化学的抽出法（Curtin

ら，2006；原・土屋，2007；岩手県農業研究センター，2002；岩手県農業研

究センター，2006；八槇，2009；安田ら，1998）が，次々に提案されている．

ただし，これら新しい化学的抽出法は，必ずしも様々な種類の土壌や堆肥連用
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土壌で検討されているとは限らず，地域や対象土壌を限定して提案されている

方法もある．しかしながら，今まで，これら 10 種類以上の化学的抽出法につ

いて，黒ボク土を含む共通の土壌試料を用いて，可給態窒素の推定精度や抽出

物の化学性を比較した例は見当たらず，最も汎用性の高い化学的抽出法を選定

することが困難となっている．

そこで，様々な種類の土壌や堆肥連用土壌を含んだ共通の畑土壌を供試して，

単位重量当たりの風乾土から，様々な化学的方法によって抽出される有機物量

や C/N 比，抽出アンモニウム態窒素量等を比較するために，抽出操作条件の一

部を揃えて検討した．

2.2 材料および方法

2.2.1 供試土壌

供試土壌は岩手県，新潟県，香川県，鹿児島県，近畿中国四国農業研究セン

ターおよび中央農業総合研究センターで継続中の有機物連用畑試験圃場から収

集した 48 点の風乾細土とした（表 2-1）．土壌の種類はアロフェン質黒ボク土

24 点（うち多腐植質黒ボク土 22 点，淡色黒ボク土 2 点），非アロフェン質黒ボ

ク土 6 点，褐色低地土 6 点，砂丘未熟土 5 点，褐色森林土 3 点，灰色低地土 2

点および黄色土 2 点であった．連用に供試された有機物の種類は，牛ふん堆肥

13 点，豚ぷん堆肥 10 点，鶏ふん堆肥 6 点，その他植物残さ堆肥等 5 点，有機

物無施用 14 点であった．
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表2-1 供試土壌一覧

試料 試験区名 可給態窒素 全窒素

番号 (施用有機物) (mg kg -1)      (g kg -1)

岩手県 非アロフェン質黒ボク土

新潟県 砂丘未熟土

香川県 褐色森林土

鹿児島県 多腐植質黒ボク土

近畿中国 褐色低地土
四国農研

中央農研 多腐植質黒ボク土

化学肥料
牛ふん堆肥2t
牛ふん堆肥4ｔ
牛ふん堆肥8t
豚ぷん堆肥
鶏ふん堆肥

牛ふん堆肥
豚ぷん堆肥
鶏ふん堆肥
化学肥料
無肥料

化学肥料
牛ふん堆肥1t
牛ふん堆肥3ｔ

化学肥料
牛ふん堆肥
豚ぷん堆肥
鶏ふん堆肥
牛ふん堆肥
豚ぷん堆肥
無窒素
化学肥料
鶏ふん堆肥
牛＋鶏ふん堆肥
化学肥料
牛ふん堆肥
豚ぷん堆肥
鶏ふん堆肥
無窒素
化学肥料
鶏ふん堆肥
豚ぷん堆肥＋化肥
豚ぷん堆肥
牛ふん堆肥

牛ふん堆肥3倍量
牛ふん堆肥標準量
牛ふん堆肥半量
豚ぷん堆肥3倍量
豚ぷん堆肥標準量
豚ぷん堆肥半量

作物残渣堆肥
化学肥料
作物残渣堆肥
化学肥料
作物残渣堆肥
化学肥料
作物残渣堆肥
化学肥料

1
2
3
4
5
6

7
8
9
10
11

12
13
14

15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34

35
36
37
38
39
40

41
42
43
44
45
46
47
48

灰色低地土

黄色土

淡色黒ボク土

40.9
50.5
48.4
80.7
69.8
50.8

20.7
27.0
28.5
18.0
18.1

24.5
31.4
43.5

24.2
51.5
37.7
31.0
45.5
30.8
11.4
11.4
13.3
22.8
15.9
46.0
44.2
37.1
20.6
26.3
42.2
38.2
45.1
51.7

121.6
64.2
47.1
110.5
56.2
44.7

45.4
19.0
61.2
35.8
51.4
30.5
43.3
16.5

3.63
4.30
4.47
5.37
4.84
4.37

0.96
1.06
0.98
0.66
0.66

0.58
0.84
1.31

4.26
5.18
5.63
5.63
4.55
4.65
3.75
3.62
4.03
3.90
4.20
5.20
5.31
4.75
3.59
4.10
4.72
4.98
5.46
5.60

3.32
1.67
1.26
3.77
1.60
1.36

6.22
4.79
3.15
1.10
1.96
0.67
5.27
3.77

場所 土壌の種類 C/N比

注1)

注1) 30℃４週間・湿潤条件における保温静置培養法による．

16.1
15.8
15.6
15.3
13.6
14.4

10.9
9.7
10.2
11.2
11.6

9.4
10.7
12.4

20.5
18.7
18.4
19.2
18.4
18.1
21.8
21.4
19.4
19.7
20.5
17.2
16.6
18.2
19.8
19.2
18.0
18.0
17.4
18.1

10.5
10.2
9.8
9.5
9.0
8.9

14.0
16.5
9.4
11.2
9.6
10.9
10.7
12.4
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2.2.2 分析方法

2.2.2.1 培養法

可給態窒素は，風乾細土に最大容水量の 60％になるように蒸留水を加え，

30℃で 4 週間培養後の無機態窒素量から培養前の無機態窒素量を減じて算出し

た（土壌環境分析法編集委員会，1997）．

2.2.2.2 化学的抽出法

化学的抽出法は，表 2-2 に示した 11 種類の方法についてそれぞれ 2 反復で

実施した（以下，方法は表 2-2 の略称で表記する）．提案されている化学的抽出

法は土壌試料の前処理，試料や抽出液の量などそれぞれ抽出操作条件が異なる

が，本試験では，化学的抽出による影響をより明確にするため，原法間の比較

とはせず操作条件の一部を揃えて抽出した．すなわち，抽出固液比を風乾細土

5.0 g に対して抽出液 50 mL 添加の 1:10 に統一し，振とう条件は室温を 25℃

として 1 時間の水平往復振とうとした．ろ過は東洋濾紙社製ろ紙 No.5C による

常圧ろ過とした．また，加熱処理を伴わない 10％塩化カリウム（以下 ,KCl）浸

出，中性リン酸緩衝液（以下 ,PB）抽出，0.1 mol L-1 塩酸および 0.4 mol L-1 硫

酸抽出では蓋付きのポリプロピレン製 100 mL 容器を用い，その他の加熱処理

を伴う抽出法ではガラス製 100 mL 容三角フラスコを用い，アルミ箔で覆って

蓋をした．
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方法

保温静置培養
法

10％塩化カリウ
ム溶液浸出法

中性リン酸緩衝
液抽出法

0.1 mol L-1 塩酸
抽出法

0.4 mol L-1 硫酸
抽出法

熱水抽出性窒
素法

熱水抽出無機
態窒素法

煮沸浸出法

乾熱処理法

1.0％SDS抽出法

0.5％SDS抽出法

マイクロ波処理
法

略称

培養法

KCl浸出

PB抽出

0.1 mol L-1

塩酸抽出

0.4 mol L-1

硫酸抽出

AC法

AC変法

煮沸法

乾熱法

1.0％SDS法

0.5％SDS法

レンジ法

測定方法の概要

最大容水量の60％湿潤条
件で30℃４週間培養

10％塩化カリウム溶液で振
とう浸出

pH７.0 ･ 1/15 mol L-1 リン
酸緩衝液で振とう抽出

0.1 mol L-1 塩酸溶液で振と
う抽出

0.4 mol L-1 硫酸溶液で振と
う抽出

105℃で１時間オートクレー
ブ処理し，冷却後にろ過

121℃で１時間オートクレー
ブ処理後，飽和塩化カリウ
ム溶液を添加し，ろ過

100℃で6時間，乾燥機内
で湿式加熱した後，ろ過

風乾土を105℃で24時間乾
燥した後，10％塩化カリウ
ム溶液で抽出

1.0％または0.5％ラウリル
硫酸ナトリウムで105℃２時
間，静置加熱抽出 注３）

電子レンジ500Wで3分間
加熱処理し，1.0％塩化カ
ルシウム溶液で抽出

可給態窒素の推定

無機態窒素
生成量

なし注２）

有機態窒素または
420 nm吸光度

アンモニウム態窒
素増加量

有機態窒素

有機態窒素または
280 nm吸光度

アンモニウム態窒
素増加量

有機態窒素

アンモニウム態窒
素増加量

280 nm吸光度

280 nm吸光度

○

①

②

③

④

⑤

⑥

⑦

⑧

⑨

⑩

⑪

表2-2 可給態窒素の培養法と各種簡易測定法の概要

注1) 文献： ②（小川ら，1989 ； 日本土壌協会,2000） ③（ Cornforth and Walmsley，1971） ④ （松本ら，2000）
⑤（斎藤，1988） ⑥（北海道立中央農業試験場・北海道農政部農業改良課，1992）
⑦（八槇，2009） ⑧（原・土屋，2007） ⑨・⑩（岩手県農業研究センタ－，2002 ； 安田ら，1998）
⑪（岩手県農業研究センター，2006）

2) ①KCｌ浸出は，可給態窒素の推定法としての提案はない．
3） ⑩0.5％SDS法は複数の抽出時間および温度が提案されているが，105℃2時間で実施した．

原法の試料量
抽出固液比

風乾土10 g培養
培養後抽出 1:8

生土・風乾土10 g
1:10

風乾土10 g
1:8

風乾土5 g
1:10

風乾土5 g
1:10

風乾土10 g
1:10

風乾土8 g
1:10

風乾土1 g
1:50

乾熱処理土15 g
1:8.7

風乾土10 g  1:5

生土20 g   1:2.5

レンジ処理土5 g
1:10
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2.2.2.3 測定法

培養法における培養前後の 10％塩化カリウム浸出液，および各種化学的抽

出法における抽出液中のアンモニウム態窒素はインドフェノール法（土壌環境

分析法編集委員会編， 1997），硝酸態窒素は銅・カドミウム還元－ナフチルエ

チレンジアミン法（土壌環境分析法編集委員会編，1997）によって，オートア

ナライザ（TRACCS800，ブラン・ルーベ）で測定した．抽出液中の有機態炭

素および全窒素は，適宜希釈後，TOC/TN 分析装置（TOC-VCPH・TN ユニッ

ト付属，島津製作所）を用いて測定した．また，有機態窒素は全窒素から硝酸

態窒素とアンモニウム態窒素を減じて算出した．吸光度は適宜希釈後，分光光

度計（UV－1600，島津製作所）で測定した．

2.3 結果および考察

2.3.1 供試土壌の化学性

表 2-3 に供試土壌の化学性を示す．培養法による可給態窒素の平均値は 40.6 

mg kg-1 で，全窒素の平均値 3.48 g kg-1 の 1.2％であった．土壌の全炭素，全

窒素および C/N 比について，黒ボク土と非黒ボク土（以下，土壌の種類別と略

記する）間で比較すると，黒ボク土の全炭素，全窒素は非黒ボク土に比べて明

らかに多く，C/N 比が高かった．一方，堆肥連用土壌と堆肥無施用土壌間（以

下，堆肥施用別と略記する）で比較した場合，本供試土壌においては両者に統

計的な有意差が認められなかった．また，培養法で求めた可給態窒素は，最高

122 mg kg-1，最低 11.4 mg kg-1，平均 40.6 mg kg-1 で，土壌の種類別では有意

差が認められなかったが，堆肥施用別では堆肥連用土壌が堆肥無施用土壌に比

べて多かった．このことから，本供試土壌を用いて可給態窒素の培養法と化学

的抽出法による測定値との適合性を評価するに当たって，土壌試料全体として

の相関係数が高いことは勿論，土壌の種類別では抽出有機物量の差が小さく，

堆肥施用別では堆肥連用土壌の抽出有機物量が多いという傾向が類似している

ことも，手法の正確さの判断材料になると考えた．

さらに，培養窒素の無機化に関与する微生物体の C/N 比は細菌で 6～13，糸

状菌で 3～6 であり，土壌の C/N 比に比べて低い（米林，1993）．このため，

化学的抽出法で抽出された有機物の C/N 比も低い方が望ましいと考えた．
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2.3.2 各種化学的抽出定法による測定値と培養法による可給態窒素との

関係

図 2-1 に各種化学的抽出法による測定値と培養法による可給態窒素との関係

を示す．培養法による可給態窒素とは，KCl 浸出，0.1 mol L-1 塩酸抽出，AC

法，煮沸法，1.0％および 0.5％SDS 法，レンジ法は 1％水準で，PB 抽出は 5％

水準で有意な正の相関を示した．

KCl 浸出，PB 抽出および 0.4 mol L-1 硫酸抽出等の常温溶液による抽出法で

は，黒ボク土の測定値が，同程度の可給態窒素量を示す非黒ボク土に比べて高

くなる傾向にあり，培養法による可給態窒素との関係が土壌の種類別で異なる

ため，相関係数が低かった．また，アンモニウム態窒素増加量で可給態窒素を

評価する AC 変法と乾熱法でも，黒ボク土での測定値が非黒ボク土に比べて明

らかに多いことから，試料全体の相関が劣った．

表2-3 供試土壌の化学性

硝酸態 アンモニウム態 可給態

窒素注１） 窒素注１） 窒素注２）

(g kg-1)   (g kg-1)                 (mg kg-1)        (mg kg-1)          (mg kg-1)

平均値
標準偏差
変動係数 (％)

非黒ボク土(n=18)
黒ボク土 (n=30)
有意差 注3）

堆肥連用 (n=34)
堆肥無施用(n=14)
有意差 注3）

56.2 3.48    14.7 7.3    6.9         40.6
34.5  1.8     4.1     8.8     6.2         23.9
61 50  28    120      72           57

15.0    1.49  10.3     5.4   4.9         46.4
80.8  4.67 17.4 8.5 8.2         37.1
**      ** ** n.s. n.s.        n.s. 

58.5    3.76    14.3     8.4 6.9         48.0
50.5    2.81    15.9  4.7 7.0         22.4
n.s. n.s. n.s. n.s.    n.s.         **

注1） 硝酸態窒素およびアンモニウム態窒素は,風乾細土を10％塩化カリウム溶液（固液比1:10）による
30分間振とう浸出法で測定した値．

2） 可給態窒素は30℃４週間の湿潤条件による培養期間中の無機態窒素生成量．
3） 土壌の種類別および堆肥施用別で区分した有意差，**１％水準で有意，n.s.は5％で有意差なし.

全 体 (n=48)

土壌の種類別

堆肥施用別

全炭素 全窒素 C/N比
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図2-1 各種化学的抽出法による測定値と培養法による可給態窒素の関係

注1） 回帰式は，全て原点を通る直線とした．なお，回帰式に5％水準で有意性がない場合は式を記していない．
2） 相関係数に付した n.s.；有意でない，*；5％水準で有意，**；1％水準で有意.

非黒ボク土(堆肥連用) (堆肥無施用) 黒ボク土(堆肥連用)   (堆肥無施用)
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2.3.3 各種化学的抽出法による抽出物の特性比較

表 2-4 に各種化学的抽出法による抽出有機態窒素，有機態炭素，アンモニウ

ム態窒素増加量およびこれらの測定値と培養法による可給態窒素との相関係数

を示す．表中のアンモニウム態窒素増加量は，各種化学的抽出法によって抽出

されたアンモニウム態窒素量から 10%KCl 溶液浸出法で求めた原土のアンモニ

ウム態窒素量を減じた値で，抽出有機態窒素の一部が加水分解されて生成され

たものと考えられる（Curtin et al．，2006；上薗ら，2010a）．このことを考慮

し，抽出液の C/N 比は，抽出有機態炭素量 /（抽出有機態窒素量＋アンモニウ

ム態窒素増加量）で算出した．ただし，AC 法および煮沸法は，抽出液が水で

あるため，生成したアンモニウム態窒素の一部は土壌に吸着され，抽出量が不

十分であることが考えられる．

なお，抽出硝酸態窒素量は，いずれの化学的抽出法によっても，10%KCl 溶

液浸 出 法 によ る 測定 値 と 差 異 が 認 め られな か っ た ．ま た ， 1.0%ある いは

0.5%SDS 法の抽出に用いる陰イオン性界面活性剤のラウリル硫酸ナトリウム

（NaC12H25SO4）は炭素を含むため，抽出有機態炭素量は測定しなかった．
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表2-4 各種化学的抽出法による抽出有機態窒素，有機態炭素，アンモニウム態窒素増加量，
抽出液のC/N比，および培養法による可給態窒素との相関係数

注1） アンモニウム態窒素増加量は，それぞれの抽出アンモニウム態窒素量から10％KCl浸出法で測定した原土のアンモニウム態
窒素量を減じた値である．

2） C/N比は有機態炭素／（有機態窒素＋アンモニウム態窒素増加量）で算出した．ただし，①KCl浸出のC/N比は有機態炭素／
有機態窒素で算出した．

3） 有意差は堆肥施用別および土壌の種類別の平均値の差を検定した結果で，**は１％水準，*は5％水準で有意，n.s.は5％で
有意差なし.

4） 相関係数は，30℃4週間の湿潤培養法による可給態窒素との相関で，**は１％水準，*は5％水準で有意.
5） 1.0％SDS法および0.5％SDS法では，抽出溶液に炭素が含まれているため有機態炭素の測定は行わなかった．

①KCl浸出 ②ＰＢ抽出
有機態 有機態 有機態 有機態 ｱﾝﾓﾆｳﾑ態

窒素 炭素 窒素 炭素 窒素増加量

(mg kg-1)      (mg kg-1) 

全体 (n=48) 平均値

非黒ボク土 (n=18)
黒ボク土 (n=30)
有意差

堆肥連用 (n=34)
堆肥無施用 (n=14)
有意差

可給態窒素との相関係数

63.7    842    0.66  12.9 

30.0    296    3.65   9.4
83.9  1,169   -1.13 14.9
**     **     n.s.  **

69.0    848    0.87  11.9
50.9    826    0.15  15.1
n.s.   n.s.    n.s.  **

0.21   0.04    0.18 －

19.2   144    8.0

13.6   111    8.5
22.5   164    7.8
**    **     n.s.

20.4   149    7.7
16.2   133    8.9
n.s.   n.s.   n.s.

0.48** 0.41**  －

③0.1 mol L-1塩酸抽出 ④0.4 mol L-1硫酸抽出 ⑤ＡＣ法
有機態 有機態 ｱﾝﾓﾆｳﾑ態 有機態 有機態 ｱﾝﾓﾆｳﾑ態 有機態 有機態 ｱﾝﾓﾆｳﾑ態

窒素 炭素 窒素増加量 窒素 炭素 窒素増加量 窒素 炭素 窒素増加量

(mg kg-1)               (mg kg-1)                                             (mg kg-1)

全体平均値

非黒ボク土
黒ボク土
有意差

堆肥連用
堆肥無施用
有意差

相関係数

32.7   592    10.0    13.9 

16.6   362    14.1    12.4
42.4   730     7.5    14.8
**    **     n.s.    n.s.

35.5   618    10.4    13.4
26.1   528     8.9    15.1
n.s.   n.s.   n.s.     **

0.21  0.23    0.30* －

72.4    847    5.32    12.7 

64.1    648    4.33    11.8
77.3    967    5.91    13.2
**    *     n.s.    n.s.

89.3    993    5.84    11.5
31.2    493    4.06    15.6
**     **      * **

0.65** 0.50**  -0.14 －

442    7,150   27.4   14.2 

51.2    935   30.8   11.6
677   10,879   25.4   15.8
**      **    n.s.    **

433    6,969   28.0   14.0
466    7,589   26.0   14.7
n.s.    n.s.   n.s.   n.s.

-0.27  -0.26   0.13 －

⑥ＡＣ変法 ⑦煮沸法 ⑧乾熱法
有機態 有機態 ｱﾝﾓﾆｳﾑ態 有機態 有機態 ｱﾝﾓﾆｳﾑ態 有機態 有機態 ｱﾝﾓﾆｳﾑ態

窒素 炭素 窒素増加量 窒素 炭素 窒素増加量 窒素 炭素 窒素増加量

(mg kg-1)      (mg kg-1)       (mg kg-1)

全体平均値

非黒ボク土
黒ボク土
有意差

堆肥連用
堆肥無施用
有意差

相関係数

117    1,611   65.8    9.1 

90.3  1,058   39.8    8.4
134    2,022   81.3    9.5
**      **     **      ** 

135    1,839   72.8    8.8
74.5  1,227   48.7    9.8
**      **     **      **

0.63** 0.41**  0.26 －

63.7   771    33.0     7.8 

30.0   509    20.1     8.1
83.9   928    40.8     7.6
**     **     **      n.s.

69.0   800    34.6     7.6
50.9   700    29.2     8.4
n.s.    *     n.s.      **

0.21  0.31*   0.04 －

⑨１.0％SDS法 ⑩0.5％SDS法 ⑪レンジ法
有機態 ｱﾝﾓﾆｳﾑ態 有機態 ｱﾝﾓﾆｳﾑ態 有機態 有機態 ｱﾝﾓﾆｳﾑ態

窒素 窒素増加量 窒素 窒素増加量 窒素 炭素 窒素増加量

(mg kg-1)       (mg kg-1)                           (mg kg-1)

全体平均値

非黒ボク土
黒ボク土
有意差

堆肥連用
堆肥無施用
有意差

相関係数

128   9.1

181   11.8
96.3     7.5
**       **

161      10.0
47.1     7.1
**      *

0.85**   0.36*

8.8   143    3.23    12.4

11.8   137    4.29    10.9
6.9   147    2.59    13.6
n.s. n.s.   n.s.      *

10.5   157    3.92    11.1
4.6   111    1.54    15.9
**    **       *      **

0.50** 0.81** 0.11 －

60.9   823    21.1    10.6

64.2   747    20.9     9.1
59.0   868    21.1    11.5
n.s.  n.s.    n.s.     **

74.9   952    22.7    10.1
27.1   509    17.0    11.8
**     **     **     n.s.

0.84** 0.76** 0.27 －

84.1      3.9

118   4.2
63.9      3.7
**        **

106        4.8
30.5      1.7
**        * 

0.80**    0.29*

C/N比 C/N比

C/N比 C/N比 C/N比

C/N比 C/N比 C/N比

C/N比

注1)
注2)

注4)

注3)

注3)

注5) 注5)
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2.3.3.1 各種化学的抽出法による抽出有機物の比較

抽出有機態窒素と培養法による可給態窒素とは，図 2-1 でも 1％水準で高い

正相関を示した煮沸法，1.0%および 0.5%SDS 法で 0.7 以上の高い相関係数を

示した（p<0.01）．また，抽出有機態炭素と培養法による可給態窒素とは，煮

沸法およびレンジ法で 0.7 以上の高い相関係数を示した（p<0.01）．これらの

方法では，抽出有機態窒素と有機態炭素のいずれも土壌の種類別で有意差がな

く，堆肥施用別で有意差が認められた．一方，煮沸法に比べて抽出温度が高い

AC 法および AC 変法の抽出有機態窒素および有機態炭素は，土壌の種類別，

堆肥施用別の両者とも有意差が認められた．また，1.0%および 0.5%SDS 法の

抽出有機態窒素も土壌の種類別で有意差が認められたが，非黒ボク土の抽出有

機態窒素が黒ボク土に比べて多く，他の化学的抽出法とは逆の傾向を示した．

KCl 浸出，PB 抽出，0.1 mol L-1 塩酸および 0.4 mol L-1 硫酸抽出等の常温抽出

では，土壌の種類別で抽出有機態窒素および有機態炭素に差が認められたが，

堆肥施用別では差が認められなかった．この傾向は乾熱法でも同様で，図 2-1

で示したように，これらの化学的抽出法による測定値と培養法による可給態窒

素の相関を低下させる原因となっている．また，PB 法，0.1 mol L-1 塩酸およ

び 0.4 mol L-1 硫酸抽出では，抽出液の C/N 比が他の化学的抽出法に比べて高

く，土壌の C/N 比が高いほど抽出液の C/N 比も高まる傾向が認められること

から，培養無機化窒素への寄与が小さい難分解性の有機物が，抽出有機態窒素

のなかで比較的高い割合を占めていると推察され，これも推定精度の低下につ

ながったと考えられた．これら化学的抽出法によって抽出液の C/N 比が異なる

ことは，土地利用・土壌型別に，数種の化学的抽出法で比較した Sano et al．，

（2006）の結果と同様であった．
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2.3.3.2  各種化学的抽出法による抽出アンモニウム態窒素増加量の 

比較

抽出に伴うアンモニウム態窒素増加量は AC 変法，乾熱法，0.4 mol L-1 硫酸

抽出，煮沸法の順に多かった．このなかで，土壌の種類別で差がなく，堆肥施

用別で差が認められた化学的抽出法は煮沸法であった．Curtin et al．，（2006）

は加熱時間の増加に伴って抽出全窒素量に占めるアンモニウム態窒素の比率が

上昇したと報告しており，増加したアンモニウム態窒素は有機態窒素化合物が

加熱によって加水分解されて生成したものであると推察している．一方，常温

抽出の PB 法における抽出アンモニウム態窒素量は，原土の 10％塩化カリウム

溶液浸出法によるアンモニウム態窒素とほぼ同量であったが，0.1 mol L-1 塩酸

および 0.4 mol L-1 硫酸抽出では増加したため，これらの希酸溶液による抽出法

では，抽出された有機態窒素の一部が酸加水分解されたものと考えられる．ま

た，これら希酸溶液による抽出アンモニウム態窒素は堆肥施用別では差が認め

られず，AC 法や煮沸法などの加熱処理によって増加したアンモニウム態窒素

とは傾向が異なった．

2.3.3.3 可給態窒素簡易評価法として活用されている中性リン酸緩衝

液抽出法および熱水抽出性窒素法の推定精度

2.3.3.3.1 中性リン酸緩衝液抽出法（PB 法）

PB 法の抽出有機態窒素量と培養法による可給態窒素との相関係数は 0.21 で，

危険率５％で有意な相関関係は認められなかった（表 2-4）．これを，土壌の種

類別で比較すると，黒ボク土の抽出有機態窒素量および有機態炭素量が非黒ボ

ク土に比べて多かった．また，抽出有機物の C/N 比は非黒ボク土が 9.4，黒ボ

ク土が 14.9 で，黒ボク土の C/N 比が非黒ボク土に比べて明らかに高く，この

値は供試土壌の C/N 比の傾向に類似していた．したがって，PB 法では，培養

無機化窒素への寄与が小さい腐植由来の有機物が，抽出された全有機物のなか

で比較的高い割合を占めていると推察される．このため，培養法による可給態

窒素を推定するためには，土壌の種類によって異なる推定式を示す必要がある

と考えられる．
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2.3.3.3.2 熱水抽出性窒素法（AC 法），熱水抽出無機態窒素法（AC

変法）および煮沸浸出法（煮沸法 ) 

AC 法，AC 変法および煮沸法の抽出有機態窒素と，培養法で求めた可給態窒

素の相関係数は，それぞれ 0.65，0.63 および 0.84 で，いずれも 1％水準で有

意な相関関係が認められた（表 2-4）．また，3 方法のいずれも，堆肥連用土壌

の抽出有機態窒素および有機態炭素が堆肥無施用土壌に比べて有意に多く，堆

肥施用によって高まった可給態窒素が適切に評価されていると考えられた．一

方，土壌の種類別に比較すると，AC 法および AC 変法では黒ボク土の抽出有

機態窒素および有機態炭素が非黒ボク土に比べて有意に多かったが，煮沸法で

は土壌の種類別で有意差が認められなかった．抽出温度は AC 変法が 121℃，

AC 法が 105℃，煮沸法が 100℃である．抽出温度が高いほど，培養無機化窒素

に寄与しない腐植由来の有機物の抽出量が増加すると推察され，抽出温度は低

い方が望ましいと考えた．

以上，煮沸法では，可給態窒素の平均値が同程度の黒ボク土試料群と非黒ボ

ク土試料群から抽出される有機態窒素量，有機態炭素量に有意な差が認められ

ず，また堆肥施用に伴う可給態窒素の増加に対応してこれらの抽出量が増加す

ることが確認された．また，AC 法，AC 変法および煮沸法の湿式加熱抽出では，

加熱温度が低いほど抽出有機物の C/N 比が低く，土壌の種類の違いによる影響

が小さくなる傾向が認められた．
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2.3.4 要 約

土壌の種類や堆肥施用条件の異なる畑土壌を供試して，培養法による可給態

窒素と既報の化学的抽出法による測定値との適合性，および抽出有機物の特性

について抽出操作条件の一部を揃えて比較した．

緩衝液や希酸による非加熱抽出法では，黒ボク土と黒ボク土以外の土壌の違

いによって，抽出有機物量が大きく異なるため，堆肥施用によって高まった可

給態窒素を適切に評価できなかった．一方，加熱を伴う抽出法では非加熱抽出

法に比べて，培養法による可給態窒素と高い正相関を示す方法が多かった．そ

の中で，加熱温度の高い AC 変法では，堆肥施用によって高まった可給態窒素

を評価できたが，土壌の種類の違いによる影響も大きかった．また，105℃加

熱の AC 法や SDS 法においても，AC 変法に比べるとその影響は小さいものの，

土壌の種類の違いによって抽出有機物量に差が認められた．これらに対して，

加熱温度が低い 100℃加熱の煮沸法の静置加熱抽出法では，土壌の種類の違い

による影響が小さく，堆肥施用によって高まった可給態窒素を適切に評価でき

た．これらの結果から，培養法による可給態窒素を推定する化学的抽出法とし

ては，湿式加熱抽出法を基本に，抽出温度や時間等を検討することによって，

抽出される有機物の C/N 比がより低く，かつ，抽出される有機物のうち窒素無

機化への寄与が低い有機物の割合を低下できる加熱条件を探索する必要がある．
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第 3 章 畑土壌に対する 80℃16 時間水抽出法による可給態窒素簡易評価法の

適用性

3.1 緒言

第 2 章では，様々な種類の堆肥連用畑土壌を供試して，可給態窒素の保温静

置培養法と各種簡易評価法の適合性について検討した．その結果，加熱処理を

伴う湿式抽出法で良好な結果を認めた．湿式加熱抽出法として代表的な熱水抽

出法（斉藤，1988）は，北海道地域で畑作物に対する窒素施肥の加減の目安と

して活用されているが（北海道農政部，2002；中辻ら，2008），黒ボク土では

培養窒素量が同等の非黒ボク土に比べて，抽出される窒素量が多くなるため，

適用土壌が限定されるという問題が残されている．わが国では普通畑の 50％以

上が黒ボク土であるため（土壌保全調査事業全国協議会編，1991），黒ボク土

にも適した可給態窒素簡易評価法の開発が望まれる．一方，八槇（2009）は土

壌の種類による影響が小さく，有機物連用土壌にも適する 100℃6 時間湿式加

熱抽出の煮沸浸出法を開発した．そのなかでは，加熱抽出時間について検討さ

れているが，適切な抽出温度や加熱に伴って増加するアンモニウム態窒素につ

いては未検討である．また，Curtin et al．，（2006）はニュージーランドの土

壌について 80℃16 時間水抽出法により，抽出窒素量と微生物バイオマス量お

よび作物窒素吸収量との間に良好な相関を得ているが，日本で広く用いられて

いる 30℃4 週間湿潤培養法による可給態窒素との適合性については未検討であ

る．

そこで，黒ボク土を含めた日本の畑土壌への適用性が広く，堆肥連用土壌の

可給態窒素についても適切に評価できる加熱抽出条件について検討した．

また，これまでに提案された可給態窒素簡易評価法の多くは風乾細土での測

定である．土壌の可給態窒素を推定して窒素施肥量を決定する場合，生産現場

で求められるのは正確性とともに迅速性である．そこで，風乾処理を省略した

生土試料での適用性についても検討した．さらに，未知試料を供試して簡易評

価法の精度について検証した．
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3.2 材料および方法

3.2.1 湿式加熱抽出法における抽出温度および抽出時間の検討

供試土壌は岩手県，新潟県，香川県，鹿児島県，近畿中国四国農業研究セン

ターおよび中央農業総合研究センターで継続している有機物連用畑試験圃場か

ら収集した 60 点の風乾細土とした．土壌の種類はアロフェン質黒ボク土 24 点

（うち多腐植質黒ボク土 20 点，淡色黒ボク土 4 点），非アロフェン質黒ボク土

6 点，砂丘未熟土 5 点，褐色低地土 14 点，灰色低地土 4 点，黄色土 7 点であ

った．施用有機物の種類は牛ふん堆肥 15 点，豚ぷん堆肥 10 点，鶏ふん堆肥 5

点，その他植物残さ堆肥等 11 点，有機物無施用 19 点であった．30℃4 週間保

温静置培養法で求めた可給態窒素は最高 122 mg kg -1 ，最低 11.4 mg kg -1，平

均 37.4 mg kg -1 であった．なお，黒ボク土群 30 点における可給態窒素の平均

値は 37.1 mg kg -1，非黒ボク土群は 37.8 mg kg -1 で両者に有意差は認められ

なかった（表 3-1）．

抽出温度は，高圧蒸気滅菌器を使用した 121℃と 105℃，送風定温乾燥機を

使用した 100℃，80℃，60℃および非加熱 25℃抽出を加えた 6 段階として，全

て 1 時間の静置条件下で検討した．抽出時間の検討では 80℃設定の送風定温乾

燥機に 1 時間～36 時間の静置加熱抽出とした．ガラス製 100 mL 容三角フラス

コに，土壌 3.0 g を秤取し，高圧蒸気滅菌器を使用する場合は 50 mL の蒸留水，

送風定温乾燥機を使用する場合はあらかじめ設定温度に加熱した蒸留水（以後，

湯と略記）50 mL 程度を加え，アルミホイルで覆った後，軽く攪拌して静置加

熱処理した．ここで，湯を用いたのは，水を注水して加熱を開始した場合，送

風定温乾燥機内に静置する試料数によって液温が 80℃に達するまでの時間が

異なり，窒素抽出量に変動が認められたためである．処理後は室温まで放冷し

た後に，アンモニウム態窒素の抽出およびろ液からの懸濁粘土粒子の除去を目

的として 10％硫酸カリウム溶液を 5 mL 添加し，軽く振とうした後，直ちに東

洋濾紙社製濾紙 No.5C でろ過した．抽出水量は放冷後の重量から加水前の重量

を減じて求めた．これは，湯の計量が困難であることと，処理中の蒸発を考慮

するためであり，本試験における注湯量は 42～59 mL であった．なお，予備試

験により±10 mL 程度の範囲では，抽出窒素量に差がないことを確認した．さ

らに，供試土壌に含まれる水分も考慮し，結果は乾土当たりで計算した．
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注)1 全炭素および全窒素は，SUMIGRAPH NC-95A(住化分析センター社製)で測定した．
2 アンモニウム態窒素は,風乾細土を10％塩化カリウム溶液（1:10）による30分間振とう抽出法で測定

した値である．
3 可給態窒素は30℃４週間の湿潤条件によって培養期間中に増加した無機態窒素量である．
4 土壌別有意性は非黒ボク土30点と黒ボク土30点，堆肥施用別有意性は堆肥無施用19点と堆肥連用41点

の平均値の差の検定結果で，*は5％水準で有意差あり，n.s.は有意差なし．
5 相関係数は，可給態窒素と各項目値間における試料全体の相関係数であり,*は危険率5％以下で有意

な相関があり，無印は危険率5％で相関が有意でないことを意味する．
なお，抽出硝酸態窒素は，いずれの抽出条件においてもほぼ同量であったため表記を省略した．

表3-1 湿式加熱抽出温度の違いが抽出アンモニウム態窒素増加量，抽出有機態窒素
および抽出有機態炭素に及ぼす影響

抽出条件 供試土壌 121℃１時間

ｱﾝﾓﾆｳﾑ 可給態 ｱﾝﾓﾆｳﾑ
全炭素 全窒素 C/N比 態窒素 窒素 態窒素

増加量
(g kg-1)          (mg kg-1) (mg kg-1)

全体 (n=60) 48.1    3.03    14.1    7.8     37.4    58.6    105     1,507

非黒ボク土 (n=30) 12.9    1.27    10.4    5.8     37.8        37.6     74.9     955
黒ボク土 (n=30)  80.8    4.67    17.4    9.6     37.1        78.1    133     2,022
土壌別有意性 *       *       *      *      n.s.          *       *       *

堆肥無施用 (n=19)  40.9    2.33    14.9    4.4     21.6        44.8     64.6   1,086
堆肥連用 (n=41)  51.3    3.34    13.7    9.3     44.6        64.8    123     1,696
堆肥施用別有意性 n.s.      *     n.s.     *        *           *       *       *

相関係数 0.11    0.31*    － 0.58*     1         0.38*   0.68*    0.50*

※3

※4

※5

※4

※1 ※1
※2

抽出条件 105℃1時間 100℃１時間 80℃1時間

ｱﾝﾓﾆｳﾑ ｱﾝﾓﾆｳﾑ ｱﾝﾓﾆｳﾑ
態窒素 態窒素 態窒素
増加量 増加量 増加量

(mg kg-1)                 (mg kg-1) (mg kg-1)

全体 7.4    63.6     789        6.4    51.5     630        5.5    44.9     485

非黒ボク土 5.0    52.7     598        5.5    48.7     551        4.7    41.9     434 
黒ボク土 9.7    73.1     967        7.3    54.1     705        6.2    47.6     532

有意性 *      *        *          *     n.s.     n.s.       n.s.   n.s.    n.s.

堆肥無施用 6.3    29.0     475        5.0    22.2     348        4.8    28.8     317
堆肥連用 7.5    78.7     926        6.6    64.7     757        5.8    52.1     560

有意性 n.s.     *       *         n.s.     *       *         n.s.     *       *

相関係数 0.19   0.71*    0.55*      0.02   0.71*    0.74*  0.17   0.77*   0.83*  

抽出条件 60℃1時間 25℃ (室温)

ｱﾝﾓﾆｳﾑ
態窒素
増加量

(mg kg-1)               (mg kg-1)

全体 3.1    35.0     350       17.5     134

非黒ボク土 2.8    31.4     322       12.2     102 
黒ボク土 3.3    38.4     376       22.5     164

有意性 n.s.   n.s.    n.s.       *       *

堆肥無施用 3.8    23.2     242       14.1     119
堆肥連用 2.1    40.3     349       19.1     141

有意性 *       *       *        *       n.s.

相関係数 0.35*  0.66*   0.85*   0.55*    0.50*  

有機態 有機態
窒素 炭素

有機態 有機態
窒素 炭素

有機態 有機態
窒素 炭素

有機態 有機態
窒素 炭素

有機態 有機態
窒素 炭素

有機態 有機態
窒素 炭素
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3.2.2 80℃16 時間水抽出法における土壌風乾処理の有無による影響

供試土壌は新潟県，岐阜県，三重県および中央農業総合研究センターから収

集した露地畑圃場の土壌 55 点，うち黒ボク土が 43 点，有機物施用土壌が 27

点で，それぞれ生土（平均含水比 0.286 kg kg-1），あるいは風乾後に 2 mm で

篩別後（平均含水比 0.068 kg kg-1），供試試料とした．供試量は生土の場合 5.0 

g，風乾細土の場合 3.0 g とし，家庭用の保温注湯機能付き電気ポットを用い，

80℃の湯 50 mL 程度を注湯した後，80℃設定の送風定温乾燥器に 16 時間静置

した．その他の操作は 3.2.1 と同様である．また，3.2.1 および 3.2.2 の試験は

2 反復で行った．

3.2.3 80℃16 時間水抽出法による多点土壌での検証

供試土壌は普通畑，野菜畑および飼料畑の作土層 330 点の風乾細土とした．

土壌の種類は黒ボク土 243 点，非黒ボク土 87 点で，うち，可給態窒素が 100 mg 

kg-1 を超える試料が 60 点，硝酸態窒素が 100 mg kg-1 を超える試料が 40 点含

まれていた．また，土壌の C/N 比の平均値は黒ボク土で 15.7，非黒ボク土で

15.2 であり，供試土壌の 8 割以上が堆肥施用圃場から採取したものであった．

これらの土壌について，80℃16 時間水抽出法による抽出窒素量と，培養法によ

る可給態窒素との関係を調査した．

3.2.4 分析方法

可給態窒素は，風乾細土に最大容水量の約 60％になるように加水して湿潤

土とし，30℃4 週間培養後の無機態窒素から培養前の無機態窒素を減じて算出

した（土壌環境分析法編集委員会編，1997）．培養前後の抽出液および前述の

加 熱 処 理 抽 出 液 の 硝 酸 態 窒素 と ア ン モ ニ ウ ム 態 窒 素 は オ ー ト ア ナ ラ イ ザ

（TRACCS800，ブラン・ルーベ）で測定した．なお，加熱処理によって抽出

されたアンモニウム態窒素から 10％塩化カリウム溶液で風乾細土から抽出さ

れるアンモニウム態窒素を差引いた値を抽出アンモニウム態窒素増加量とした．

抽 出 液 中 の 有 機 態 炭 素 お よび 全 窒 素 は ， 適 宜 希 釈 後 ， TOC/TN 分 析 装 置

（TOC-VCPH・TN ユニット付属，島津製作所）を用いて測定した．また，有

機態窒素は全窒素から硝酸態窒素とアンモニウム態窒素を減じて算出した．
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3.3 結果および考察

3.3.1 湿式加熱抽出法における抽出温度の検討

表 3-1 に抽出温度条件ごとの抽出アンモニウム態窒素増加量，有機態窒素お

よび有機態炭素を示した．アンモニウム態窒素増加量，有機態窒素および有機

態炭素は抽出温度が高いほど多くなった．非黒ボク土試料と黒ボク土試料とで

比較した場合，高圧蒸気滅菌器を使用した 121℃と 105℃および室温の 25℃抽

出では，黒ボク土の抽出有機態窒素および有機態炭素が非黒ボク土に比べて有

意に多かった．これに対して，送風定温乾燥機を使用した 100℃，80℃および

60℃では有機態窒素および有機態炭素の抽出量に非黒ボク土と黒ボク土間で

差異が認められず，培養法による可給態窒素の傾向と一致した．熱水抽出によ

る抽出窒素量と培養無機化窒素量の関係については，土壌の種類によって回帰

係数が異なるという報告があり（Stanford and Smith．，1976），本調査でも

121℃および 105℃ではこの傾向が明らかであった．しかし，抽出温度を低く

設定することで土壌の種類の違いによる影響が次第に小さくなるため，同一回

帰式で表すことが可能と考えられた．また，  25℃の非加熱抽出では微生物由

来の有機物の抽出量が少なく，腐植含量の差が抽出量に大きな影響を及ぼした

と考えられる（Sano et al．，2006）．

供試土壌全体における抽出有機態窒素と可給態窒素との相関係数は 80℃が

最も優れ，抽出有機態炭素との相関係数も高かったため，抽出温度は 80℃が適

当であると考えられた．

一方，堆肥無施用試料と堆肥連用試料を比較すると，抽出有機態窒素および

有機態炭素は，25℃を除くいずれの抽出温度においても堆肥連用試料で多く，

可給態窒素の傾向と一致した．

3.3.2 80℃湿式加熱抽出法における抽出時間の検討

3.3.1 で抽出温度は 80℃が適当であると判断したため，次に抽出時間の比較

を行った．有機態窒素および有機態炭素の抽出量は，加熱処理 6 時間までは急

激に増加したが，16 時間以降ではあまり増加しなかった．（図 3-1Ａ，Ｂ）．抽

出有機物の C/N 比は 6 時間までは土壌試料ごとの変動が大きく，8 時間以降は

10～14 に安定した（図 3-1Ｃ）．これは，加熱直後の短時間には様々な形態の
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有機物が加水分解されているためと考えられる．抽出硝酸態窒素は加熱時間に

関係なくほぼ一定であった（図 3-1Ｄ）．

一方，抽出アンモニウム態窒素増加量は抽出時間の経過に伴って直線的に増

加し（図 3-1Ｅ），有機態窒素＋アンモニウム態窒素増加量に占めるアンモニウ

ム態窒素増加量の比率も上昇した．Curtin et al．，（2006）の報告でも，抽出

時間が長いほど抽出全窒素に占めるアンモニウム態窒素の比率が上昇しており，

増加したアンモニウム態窒素は抽出された有機態窒素化合物の一部が加熱によ

って加水分解されて生成したものであると推察している．

以上，加熱静置時間が 16 時間以上では有機態窒素の抽出量増加が少なく，

処理時間が長いほうが抽出窒素の試料間差が明瞭になりやすいこと，処理後，

室温まで放冷するために 2 時間程度を要することなどの分析操作上の利便性を

考慮し，夜間の加熱処理を想定した 16 時間が抽出条件として適当と考えた．

105℃1 時間の熱水抽出法では，アンモニウム態窒素増加量が少ないため抽

出有機態窒素での評価となっているが，121℃1 時間抽出の熱水抽出無機態窒素

法では，アンモニウム態窒素増加量が多く，放冷後に塩化カリウム溶液を添加

して抽出することによってアンモニウム態窒素増加量のみで評価している．一

方，80℃16 時間水抽出法では，抽出窒素のうち，有機態窒素から加水分解によ

って生じたアンモニウム態窒素の比率は平均で 25％となる．3.3.4 に詳述する

が，有機態窒素あるいはアンモニウム態窒素増加量の片方のみに比べ，両者の

和で可給態窒素との相関が高くなるため，両者とも培養法で無機化する窒素と

の関連性が高いと推察される．

 そこで，図 3-2 に 3.3.1 の加熱温度の試験における，培養法の可給態窒素と

抽出有機態窒素＋アンモニウム態窒素増加量の関係を示す．それぞれ加熱時間

1 時間で比較したが，加熱温度が高いほど抽出有機態窒素＋アンモニウム態窒

素増加量が多く，両者の関係は 80℃が最も良好であることが確認できた．
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図3-1 加熱処理時間と抽出有機態窒素（Ａ），有機態炭素（Ｂ），抽出有機物のＣ/Ｎ比（Ｃ），
硝酸態窒素（Ｄ）およびアンモニウム態窒素増加量（Ｅ）の関係

注）供試土壌６０点を黒ボク土群と非黒ボク土群，堆肥連用土壌と無施用土壌の4群に区分し,その平均値
をプロットした. エラーバーは標準誤差である.
また，図Ｃの抽出有機物のＣ/Ｎ比は，抽出有機態炭素を抽出有機態窒素で除して算出した.
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図3-2 抽出温度の違いによる抽出有機態窒素＋アンモニウム態窒素増加量
と可給態窒素の関係

注) 加熱抽出時間はそれぞれ１時間である．
いずれの抽出温度の回帰式も，危険率5％以下で有意な相関が認められる．
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3.3.3 80℃16 時間水抽出法における土壌風乾処理の有無による影響

Keeney and Bremner（1966）は熱水抽出において風乾土，未風乾土（生土）

での窒素抽出量に違いがないことを報告している．そこで，80℃16 時間水抽出

法においても，同一試料において風乾処理の有無によって窒素抽出量に違いが

ないか検討した．その結果，両者の抽出全窒素，有機態炭素量には差が認めら

れず（図 3-3），有機態窒素，無機態窒素にも差異はなかった．したがって，本

抽出法は生土でも適用可能であると判断できた．これは，本法における生土か

らの抽出物中に，土壌の風乾処理に伴って易分解性に変化する有機物が含まれ

ていることを意味する．また，10％塩化カリウム溶液抽出と 80℃16 時間熱水

抽出における硝酸態窒素抽出量にも差異が認められないことから，八槇（2007）

の開発した煮沸浸出法と同様に，本法においても可給態窒素の推定と硝酸態窒

素の測定が同一抽出液の分析で可能と考えられる．
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図3-3 80℃16時間水抽出法による生土試料と風乾試料の抽出全窒素（左）および
抽出有機態炭素（右）

y = 0.97x

R  = 0.94

0

100

200

300

400

500

0 100 200 300 400 500
生土試料 抽出全窒素 (mg kg-1乾土)

風
乾
試
料
抽
出
全
窒
素

(m
g 
kg
-1
乾
土
)



- 32 - 

3.3.4 80℃16 時間水抽出法による多点土壌での検証

前述の試験によって確定した 80℃16 時間水抽出法の妥当性を他の土壌試料

で検証した．その結果，80℃16 時間水抽出法による抽出有機態窒素＋アンモニ

ウム態窒素増加量と可給態窒素には，相関係数 0.87**，推定標準誤差 29 mg kg-1

の良好な正相関が認められ，黒ボク土群，非黒ボク土群のそれぞれで作成した

検量線の回帰係数にも有意差が認められなかった（図 3-4Ａ）．

一方，可給態窒素含量との関係は，抽出アンモニウム態窒素のみでは相関係

数 0.62，推定誤差 45 mg kg-1（図 3-4Ｂ），抽出有機態窒素のみでは相関係数

0.73，推定誤差 38 mg kg-1（図 3-4Ｃ）で，両者の和による推定に比べて精度

が劣り，特に，可給態窒素が 100 mg kg-1を超える試料が推定精度を低めた．

これは，抽出有機態窒素＋アンモニウム態窒素増加量に占めるアンモニウム態

窒素増加量の比率が試料によって大きく変動するためである（図 3-4Ｄ）．以上

により，本抽出法において，可給態窒素は抽出有機態窒素＋アンモニウム態窒

素増加量で評価するのが妥当である．

抽出された有機物の C/N 比は 12.3（平均値）±3.3（標準偏差）で土壌ごと

に変動したが，有機態炭素が加水分解反応によって二酸化炭素に変換される量

を無視できると仮定して，抽出有機物の C/N 比を抽出有機態炭素／（抽出有機

態窒素＋抽出アンモニウム態窒素増加量）で求めると 8.5±1.6 となり，土壌の

C/N 比 15.6±5.4 に比べて明らかに低い傾向が認められる（図 3-5）．このこと

から，本法で抽出される有機物の主体は無機態窒素を放出しやすい易分解性有

機物であると推察されるが，抽出有機物の化学的特性については第 5 章で検討

する．
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図3-4 ８０℃16時間水抽出法による抽出有機態窒素＋アンモニウム態窒素増加量（Ａ），
抽出アンモ ニウム態窒素増加量（Ｂ） ，抽出有機態窒素（Ｃ），および抽出アンモ
ニウム態窒素増加量 ／（抽出有機態窒素＋アンモニウム態窒素増加量）（Ｄ）と
可給態窒素の関係

○黒ボク土 □非黒ボク土

注） **：1％水準で有意であることを示す.
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3.3.5 培養期間の違いと 80℃16 時間水抽出法による抽出窒素量の関係

80℃16 時間水抽出法による抽出有機態窒素＋アンモニウム態窒素増加量と

可給態窒素の関係式（図 3-4Ａ）から，抽出有機態窒素＋アンモニウム態窒素

増加量の約 40％が可給態窒素に相当することがわかる．それでは，残りの 60％

は培養無機化に関係しない窒素なのであろうかという疑問が残る．ここで，可

給態窒素は 30℃4 週間の培養条件で無機化する窒素であり，培養期間が長期化

すると窒素無機化量も増加する．そこで，培養期間を 12 週間に延長し，その

関係性を調査した．まず，30℃4 週間培養による可給態窒素（y1）と 12 週間培

養無機化窒素（x）の関係は y1＝0.46x，r=0.87**で，両者は高い正相関を示し

た（図 3-6）．次に，80℃16 時間水抽出法による抽出有機態窒素＋アンモニウ

ム態窒素増加量（y2）と 30℃12 週間培養による窒素無機化量（x）の関係は y2

＝1.05x， r=0.85**で，同じく高い正相関であった．すなわち，80℃16 時間水

抽出法による抽出有機態窒素＋アンモニウム態窒素増加量はおよそ 30℃12 週

間培養無機化窒素量に等しかったが，その詳細については，第 5 章で検討する．
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3.4 要約

露地畑土壌の可給態窒素を迅速に推定するため，湿式加熱法の抽出条件につ

いて検討した．抽出温度 121℃，105℃，100℃，80℃，60℃および常温の 25℃

を比較した結果，培養法による可給態窒素と各抽出有機態窒素の相関係数は

80℃が最も優れ，抽出有機態炭素との相関係数も高かったため，抽出温度は

80℃が適当と考えられた．また，加熱抽出時間は長いほど抽出窒素の試料間差

が明瞭かつ誤差が小さくなることや，分析操作上の利便性を考慮し，夜間の加

熱処理を想定した 16 時間が抽出条件として適当と考えられた．

80℃16 時間水抽出法は，土壌の違いによる抽出窒素量への影響が小さく黒

ボク土にも適用可能であり，堆肥連用土壌の評価にも利用できると考えられた．

また，生土を用いた測定も可能であるため，圃場の採土から抽出まで２日間で

操作が可能であり，生産現場で求められる測定の迅速性に十分応えられる抽出

法といえる．
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第 4 章 80℃16 時間水抽出液の COD 簡易測定による畑土壌可給態窒素の迅速

評価

4.1 緒言

第 3 章で，畑土壌の可給態窒素の化学的抽出法として 80℃16 時間水抽出法

の適用性が高いことを明らかにした．この抽出法は生土にも適用可能であるこ

とから，可給態窒素のより迅速な評価が可能となった．この方法では，抽出さ

れた有機態窒素とアンモニウム態窒素増加量の和から，30℃４週間保温静置培

養法で求める可給態窒素を推定する．しかし，抽出有機態窒素を測定するため

には，抽出液の酸分解等による窒素無機化が必要であり，操作が煩雑で分析機

器が整備された機関でなければ実施できない．近年では生産者自身が測定可能

な土壌診断簡易キットの開発が進み，生産現場で簡易な土壌診断が実施できる

ようになってきた（後藤，2006）．そこで，可給態窒素についても生産現場で

迅速に実施可能な簡易評価法を開発しなければ普及性がない．抽出液を分解せ

ずに窒素量を推定する方法として従来から吸光光度法が利用されてきたが，土

壌の種類によって吸光度が異なる等の問題が指摘されている（斉藤，1988）．

可給態窒素は 80℃16 時間水抽出法による抽出有機態炭素とも高い正相関が

認められる．これは，抽出有機物の C/N 比が土壌によらず，ほぼ一定であるこ

とによる．このことは，ニュージーランドの土壌を用いて 80℃16 時間水抽出

法を検討した Curtin et al．，（2006）も報告している．さらに，Sano ら（2006）

も種々の可給態窒素の簡易抽出法を検討し，抽出炭素量が抽出窒素量と同等以

上に可給態窒素と高い相関を示すものがあり，抽出された有機物中の炭素の評

価も，窒素無機化量を予測する上で有効であると報告している．

一方，化学的酸素消費量（COD）は排水基準（日本規格協会，1981）や海

域と湖沼の環境基準に用いられ，同一水源では全有機態炭素（TOC）と高い正

相関を示すことが知られている（厚生労働省，2003）．また，笠井ら（1999）

は COD測定の公定法である過マンガン酸カリウム滴定による分析値と COD簡

易測定キットを用いた測定値との間に高い正相関を認めたと報告している．

そこで，80℃16 時間水抽出法において COD 簡易測定キットを用いた可給態

窒素の推定を試みた．さらに，露地畑土壌だけでなく施設土壌での適用性につ

いても検討した．
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4.2 材料および方法

4.2.1 COD 簡易測定キットを用いた可給態窒素簡易評価法の検討

供試土壌は岩手県，茨城県，新潟県，岐阜県，三重県，京都府，香川県，福

岡県，大分県，鹿児島県から収集した畑土壌 99 点の風乾細土とした．土壌の

種類は黒ボク土 55 点，非黒ボク土 44 点で，有機物施用土壌が 55 点，無施用

土壌が 44 点であった．定法の 30℃4 週間保温静置培養法で求めた可給態窒素

含量（土壌環境分析法編集委員会編，1997）は最高 170 mg kg -1 ，最低 9.7 mg 

kg-1，平均 43.1 mg kg-1であった．

80℃16 時間水抽出法は，第 3 章にしたがって操作した．すなわち，ガラス

製三角フラスコに秤取した風乾細土 3.0 g に，80℃の湯 50 Ml 程度を家庭用の

保温注湯機能付き電気ポットを用いて注湯した後，予め 80℃設定した送風定温

乾燥機内に 16 時間静置した．処理後は室温まで放冷した後に，10％硫酸カリ

ウム溶液を 5 mL 添加し，軽く振とうした後，直ちに東洋濾紙社製濾紙 No.5C

でろ過し，抽出液を得た．

培養前後の抽出液および 80℃16 時間水抽出液の硝酸態窒素とアンモニウム

態窒素はオートアナライザ（TRACCS800，ブラン・ルーベ）で測定した．な

お，加熱処理によって抽出されたアンモニウム態窒素から 10％塩化カリウム溶

液で風乾土から抽出されるアンモニウム態窒素を差引いた値を抽出アンモニウ

ム態窒素増加量とした．抽出液中の有機態炭素および全窒素は，適宜希釈後，

TOC/TN 分析装置（TOC-VCPH・TN ユニット付属，島津製作所）を用いて測

定した．また，有機態窒素は全窒素から硝酸態窒素とアンモニウム態窒素を減

じて算出した．一方，簡易測定キットによる COD の測定には，測定範囲 0～

100 mg O L-1の市販製品（COD パックテスト，株式会社 共立理化学研究所

製）を使用した．抽出液を蒸留水で 5 倍に希釈して検水（液温 25℃）とし，取

扱説明書にしたがってチューブ内に検水を半量（1.5 mL 程度）吸入し，軽く攪

拌して 4 分 30 秒後に標準色版に照合して数値を判読した．また，数値が 13 mg 

O L-1 を超える場合は，色の判定が困難になるため，検水をさらに希釈して測

定した．なお，COD 測定値は，図 4-10 に示す計算方法により，乾土 1 kg 当た

りの酸素消費量に換算した．
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4.2.2 生産者が測定可能な可給態窒素簡易評価法の開発

生産者自らが操作できる可給態窒素簡易評価法を開発するため，第 3 章の抽

出操作に改変を加え，その測定精度について検討した．抽出には送風定温乾燥

機の代わりに，煎茶 80℃保温設定機能付き家庭用電気ポットを利用した．これ

に伴って，抽出器具をガラス製三角フラスコから 50 mL 容ポリプロピレン製遠

沈管に変更した．また，蒸留水の代わりとして，予め COD 簡易測定キットで

COD 値が 0 であることを確認した市販のミネラルウォーターを抽出と希釈の

操作に使用した．さらに，冷却後に添加する 10％硫酸カリウム溶液 5 mL は塩

化カリウム試薬 0.3 g に変更した．なお，塩化物イオンは COD 測定の際，妨害

イオンになることが知られているが，COD 簡易キットに用いられている測定法

は塩化物イオンの影響を受けにくいアルカリ性過マンガン酸カリウム酸化法で

あり，測定時に抽出液を 5 倍以上希釈することから，硫酸カリウム溶液を塩化

カリウム試薬あるいは食塩に変更しても色の判定に影響は認められなかった．

すなわち，遠沈管に風乾土 3.0 g と電気ポットで 80℃にしたミネラルウォー

ター50 mL を加えて蓋をし，よく撹拌した後，液漏れ防止のためのチャック付

きポリエチレン袋に封入し，保温温度 80℃に設定した電気ポットの中に 16 時

間浸漬した．本試験では，容量 4 L の電気ポットを使用し，遠沈管 13 本を同

時に浸漬した．放冷後、塩化カリウム 0.3 g を加え、軽く振とう後，ろ過し，

抽出液を得た．その後の COD 簡易測定手順は前述の通りである．

供試土壌は，前述の試料 99 点の中から無作為に抽出した 25 点とした．試験

は 3 反復で行い，4.2.1 の方法で測定した値と比較した．

4.2.3 施設土壌に対する適用性の検討

供試土壌は 2010 年に鹿児島県内の施設畑から収集した 120 点の風乾細土

とした．施設果樹が 32 点，施設花きが 69 点，施設野菜が 19 点であった．土

壌タイプ別では褐色低地土 25 点，黄色土 16 点，灰色低地土 18 点，黒ボク土

61 点であった．これらの土壌を供試して，30℃4 週間保温静置培養法による可

給態窒素と 80℃16 時間水抽出－COD 簡易測定法で求めた判定値と比較した．
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4.3 結果および考察

4.3.1 COD 簡易測定キットを用いた可給態窒素簡易評価法の検討

30℃４週間保温静置培養法による可給態窒素（y）と 80℃16 時間水抽出法に

よる抽出有機態窒素＋アンモニウム態窒素増加量（x1）との関係は，y=0.41 x1

で有意な正相関（ r=0.86，p<0.001）を認め，土壌の種類別（図 4-1A），堆肥

施用の有無別（図 4-1B）別にプロットしても，同一回帰式で推定することが可

能であった。また，80℃16 時間水抽出法による抽出有機物の C/N 比は，土壌

の種類や有機物施用履歴に関係なく，概ね 8.9 の一定値を示した（図 4-2）。こ

のことから，可給態窒素（y）と 80℃16 時間水抽出法による抽出有機態炭素

（x2）との関係は y=0.046 x2で，x1と同様に有意な正相関（ r=0.91，p<0.001）

を認め，80℃16 時間水抽出法では抽出有機態炭素も可給態窒素を推定するのに

有効であることが示された（図 4-3）。

一方，図 4-4 に示したとおり，80℃16 時間水抽出法による抽出有機態炭素

（x2）と COD 簡易測定キットで測定した COD 値（x3）との関係は x2＝0.68 x3

で極めて高い正相関（ r=0.94，p<0.001）を示した。そこで，最終的に可給態

窒素（y）と COD 簡易測定キットによる COD 値（x3）との関係を求めたとこ

ろ，y=0.034 x3で相関係数は x1および x2と同程度に良好で（ r=0.89，p<0.001），

推定標準誤差は 12.0 mg kg-1であった（図 4-5）。

簡易水質測定キットは，チューブに吸引した反応液を標準色版（赤→紫→緑

→黄）に照合して数値を判定する方法であり，13 mg O L-1を超える高濃度（標

準色：緑～黄）では，色の判定が困難である．そこで，測定の際は，まず抽出

液を 5 倍希釈して付属の標準色版で読み取り，検水が 13 mg O L-1を超えた場

合は，さらに 2 倍希釈を繰り返すと判定が容易であった．本試験では，試料 99

点のうち，5 倍希釈で判定できた試料が 66 点，10 倍希釈が 26 点，20 倍希釈

が 7 点であり，それぞれ可給態窒素に換算して 50 mg N kg-1以下，50～100 mg 

N kg-1，100 mg N kg-1以上に相当した．
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図4-1 80℃16時間水抽出法による抽出有機態窒素＋
アンモニウム態窒素増加量と可給態窒素との関係

注）同一試料について，Aは土壌の種類別，Bは堆肥施用の有無別にプロットした
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図4-2 供試土壌のC/N比と80℃16時間水抽出
液のC/N比
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注1)抽出液のC/N比は，抽出有機態炭素／(抽出有機態窒素＋
アンモニウム態窒素増加量)

図4-3 80℃16時間水抽出法による抽出有機態
炭素と可給態窒素との関係
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図4-4 80℃16時間水抽出液の化学的酸素消費量
(COD)と抽出有機態炭素(TOC)の関係
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図4-5 80℃16時間水抽出法による化学的酸素消費量と
可給態窒素との関係
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4.3.2 生産者が測定可能な可給態窒素簡易評価法の開発

80℃保温設定機能付き家庭用電気ポットの保温機能は極めて安定しており，

16 時間内での温度変化は認められず，通風恒温乾燥機の代替として十分利用可

能であった（図 4-6）．

表 4-1 に抽出操作方法の違いが抽出有機態炭素および簡易 COD 測定値に及

ぼす影響を示す．それぞれの方法で分析した有機態炭素および COD測定値は，

抽出操作法の違いによる有意な差が認められず，3 反復の変動係数も同程度で

あった．
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0 2 4 6 8 10 12 14 16

通風恒温乾燥機利用

0

20

40
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電気ポット利用

液
温

(℃
)

液
温

(℃
)

経過時間 (h) 経過時間 (h)

図4-6 80℃に設定した通風恒温乾燥機および電気ポットにおける
抽出液温の時間経過

※温度は超小型温度記録計スーパーサーモクロン(KNラボラトリーズ)で計測した

表4-1 抽出操作方法の違いが抽出有機態炭素および簡易COD測定値に及ぼす影響

1) 土壌25点を供試し，それぞれ３反復で調査した分析値と変動係数の平均値を表記した．
2） 乾土当たり．mg kg-1

3） COD簡易測定キットによる測定値．乾土当たり．mg O kg-1

4） 抽出有機態炭素と簡易COD測定値のそれぞれについて，抽出操作方法の違いに
よって，対応のあるｔ検定を行った結果，いずれも有意差は認められなかった．

抽出操作方法

通風恒温 電気ポット
乾燥機抽出 抽出

平均値 905 888
変動係数(％) 5.1 4.5

平均値 1,275 1,257
変動係数(％)               7.4 9.6

抽出有機態炭素

簡易COD測定値

2)

3)

4) 4)

4) 4)
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 また，前述したとおり，80℃16 時間水抽出法において，抽出窒素量から可

給態窒素を推定する場合の指標は「抽出有機態窒素＋アンモニウム態窒素増加

量」になる．このため，加塩によって土壌に吸着しているアンモニア態窒素を

抽出する必要がある．加塩しない場合，十分なアンモニウム態窒素の抽出がで

きず，過小評価になる恐れがある．一方，加塩の有無は抽出有機態炭素には影

響しなかった（図 4-7）．このことは，80℃16 時間水抽出法において，抽出有

機態炭素あるいは簡易 COD で評価する場合は，必ずしも加塩の必要はないこ

とを意味する．ただし，加塩することによって，土壌粒子の分散が抑えられる

ため，ろ液の濁りが軽減できる．

また，硫酸カリウム，塩化カリウムの他に，ナトリウム塩やカルシウム塩で

も代替が可能であった（データ略）．

図4-7 80℃16時間水抽出法における抽出－冷却後の加塩（塩化カリウム）の有無が抽出
アンモニウム態窒素および有機態炭素抽出量に及ぼす影響

0 20             40            60                   0          500        1000       1500      2000
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０
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4.3.3 施設土壌に対する適用性の検討

供試土壌の可給態窒素（30℃4 週間保温静置培養）の平均値は 96.2 mg kg-1

乾土で，鹿児島県の土壌診断基準値（鹿児島県農政部，2014）および地力増進

基本方針の目標値である 50 mg kg-1を大きく上回った．また，硝酸態窒素の平

均値は 200 mg kg-1乾土で，露地畑（表 2-1 の供試土壌の平均は 23.1 mg kg-1

乾土）に比べて多かった．図 4-8 に土壌の pH 矯正の有無が可給態窒素におよ

ぼす影響を示す．土壌が著しく酸性である場合，培養中に硝酸化成が抑制され，

可給態窒素を過小評価する恐れがあるが，供試した土壌ではそのような傾向は

認められなかった．図 4-9 に COD 簡易測定値を，回帰式ｙ=0.034x3に当ては

めて求めた可給態窒素の推定値と，培養法による実測値の関係を示す．実測値

と推定値の関係はほぼｙ=ｘ，推定標準誤差は 26 mg kg -1であり，施設土壌で

も 80℃16時間水抽出液の COD簡易測定値から可給態窒素が同一推定式で適用

可能であった．

pH矯正施設土壌の可給態窒素 (mg kg-1)

p
H
未
矯
正
施
設
土
壌
の
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態
窒
素
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g
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)

図4-8 施設土壌試料においてpH矯正の有無が30℃4週
間培養法による可給態窒素に及ぼす影響

y = 1.09x + 0.78

R2 = 0.95

(n=48)
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注) pH6.0以下の施設土壌48点を供試し，pH6.5を目標として炭酸カル
シウムを添加して矯正した.
添加した炭酸カルシウム量は，土壌10gに対して平均20.9mgで，
pH矯正前土壌における平均ｐHは5.5(4.0～6.0)，矯正後には平均
6.4(6.2～6.8)となった．
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以上の結果から，畑土壌の可給態窒素は 80℃16 時間水抽出法と COD 簡易

測定キットにより，迅速な推定が可能である．また，第 3 章で示したとおり，

生土を使用した分析でも同じ数値が得られるため，生産現場で速やかに活用で

きると考えられる．さらに，家庭で調達可能な物品でも測定可能である．その

簡易操作手順を図 4-10 に示す．

COD簡易測定による推定値 (mg kg-1)
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図4-9 施設土壌試料における抽出液の簡易COD測定
による推定値と培養法による実測値との関係
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R2 = 0.72
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4.4 要約

80℃16 時間水抽出法と COD 簡易測定キットを用いた，畑土壌の可給態窒

素簡易評価法を開発した．本法は簡易，迅速で高価な分析機器を必要としない

ため，生産現場での活用が期待できる．

図4-10 80℃16時間簡易水抽出法の操作手順

事前に電気ポットの水を80℃保温状態にしておく・・・1)

測定する畑土壌を準備する・・・2）

50 ｍＬ容 遠沈管に風乾土3.0 ｇ (生土の場合は4.0 ｇ）を秤取する
試料込み遠沈管の重量を測定する （Ａ ｇ）
80℃の湯を約50 mL注湯する
しっかり蓋をして，よく振り混ぜる
チャック付きポリプロピレン袋に封入する・・・3）

80℃設定の電気ポットに浸漬する
16時間加温する（夕方5時～翌朝9時を想定）
電気ポットから取り出し，よく振り混ぜる
室温になるまで，約2時間放冷する
蓋を外し，計量する （Ｂ ｇ）
塩化カリウム0.3 ｇを入れ，再び蓋をしてよく振り混ぜる
静置後，上澄み液をろ別する

抽出液

注1） 市販のミネラルウォーターを使用する場合は，予めCOD値が 0 であることを確認する.
2） 別途,土壌の含水率を測定しておく.
3） 土壌懸濁液の漏れ防止のため.
4） COD簡易測定キットの取扱説明にしたがう.検水温によって反応時間が異なる．
5） 土壌を1 kg当たりに換算（生土の場合は，1000/4）．
6） 抽出液を1 L当たりに換算．
7） 簡易COD測定値を可給態窒素に換算する係数．

抽出液を，水で5倍希釈する・・・1)

COD簡易測定キットで測定する・・・4）

測定値が13を超えた場合，さらに2倍希釈して再測定

計算方法（乾土当たり mg kg -1）

測定値×希釈倍率×（1000/3）×（（B-A）/1000）×（100/(100-含水率））×0.034
・・・5） ・・・7）・・・6） ・・・2）
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第 5 章 80℃16 時間水抽出物の化学的性質

5.1 畑土壌の 80℃16 時間水抽出有機態窒素の分解特性

5.1.1 緒言

第 3 章で示したように，可給態窒素簡易評価法として提案する 80℃16 時間

水抽出法は，抽出液中の有機態炭素または有機態窒素と加熱によるアンモニウ

ム態窒素増加量との合計窒素量が，30℃4 週間培養法による窒素無機化量と比

例関係にあることを利用して，可給態窒素を推定するものである．この 80℃16

時間水抽出液中の有機態炭素および有機態窒素＋アンモニウム態窒素増加量は，

畑土壌や草地土壌の土壌肥沃度と良い相関があることが知られており（Ghani 

et al．，2003；  Curtin et al．，2006； 上薗ら，2010a，b），本法は従来のリ

ン酸緩衝液抽出法（小川ら，1989）などの可給態窒素簡易測定法に比較して，

黒ボク土や堆肥等の有機物施用土壌についても適用できるという特徴がある

（上薗ら 2010a）．また，この 80℃16 時間水抽出性有機物の化学形態は，主に

炭 水 化 物 と タ ン パ ク 質 様 物 質 か ら 構 成 さ れ て い る と い う 報 告 が あ る

（Leinweber et al．，1995；  Ghani et al．，2003）．そのため，抽出物に含ま

れる窒素の主成分であるアミノ糖やタンパク質様物質が比較的短時間に分解さ

れ可給態窒素の給源となると考えられる．しかしながら，抽出物には腐植物質

などの難分解性の成分も含まれている（青山ら，2013）．

可給態窒素を推定するための抽出法においては，培養中に微生物活動によっ

て無機化されるであろう有機態窒素だけを抽出することが理想的であるが，現

在，化学的抽出法によって可給態窒素だけを抽出する方法は確立されていない

（松永・森泉，2012）．そこで，可給態窒素の供給源となる有機物の実体を明

らかにするために， 30℃4 週間培養窒素無機化量と相関の良い 80℃16 時間水

抽出性有機物の分子化学的特徴を明らかにし，培養によってそれらがどのよう

に変化しているかを検討する．すなわち，80℃16 時間水抽出される有機態窒素

の約 40％が 30℃4 週間培養窒素無機化量に相当すること（図 3-4）から，抽出

有機態窒素は無機化可能窒素とそれ以外の無機化に関与しない有機態窒素を含

むものと予想され，無機化可能有機態窒素は土壌培養によって減少すると考え

られる．そこで，培養過程において減少した抽出有機態窒素の特徴を分解有機

物の炭素量と窒素量の比率（C/N 比），抽出有機態窒素の分子サイズ分布，ア
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ミノ酸含量などから検討した．さらに，抽出有機態窒素の減少速度と窒素無機

化速度を比較した．

5.1.2 材料および方法

5.1.2.1 供試土壌および培養条件

培養試験には，2 mm の篩を通過した多腐植質黒ボク土，淡色黒ボク土，灰

色低地土，黄色土の 4 種類の土壌（中央農研人工畑圃場：茨城県つくば市）を

供試した．4 種類の土壌とも有機物連用区（植物残渣堆肥 2 kg m-2 year-1 を 25

年間連用；以下有機物区）と有機物を施用していない化学肥料区（以下無施用

区）の 2 つの施用区の土壌を用い，合計 8 種類の土壌について湿潤土培養を行

った．土壌の全炭素，全窒素，および 30℃4 週間培養窒素無機化量を表 5-1 に

示す．培養は直径 3.5 cm のガラス瓶に風乾土 10 g を入れ，最大容水量の 60％

になるように超純水を加え 30℃で 14，28，56，85，112，145 日間行った．培

養中の土壌水分量を一定に保つために，1 週間毎に重量を測定し，減少した重

量の水分を添加した．培養は 2 反復で行った．培養を終了した土壌は，30℃の

通風乾燥機で約 2～3 日間風乾させ，分析に供した．

表5-1 土壌の全炭素量および全窒素量と30℃4週間培養窒素無機化量

有機物 全炭素 全窒素 30℃4週間培養
試料 土壌の種類 施用 窒素無機化量
番号 (g kg-1) (mg kg-1)

41  ＋ 87.2        6.2   109
42 － 78.9        4.8           45
43  ＋ 29.7        3.1           72
44  － 12.2        1.1           42
45  ＋ 18.8        2.0           69
46  － 7.3        0.7            7
47  ＋ 56.7        5.3           88
48  － 46.7        3.8           42

注)

注) 試料番号は，第2章の表2-1に準ずる．

多腐植質黒ボク土

灰色低地土

黄色土

淡色黒ボク土
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5.1.2.2 抽出方法

培養前後の風乾土 1.5 g に 25 mL の水および 2.5 mL の 10％硫酸カリウム溶

液を加え 1 時間振とうし，抽出液中の無機態窒素の差し引きから土壌窒素の無

機化を算出した．また，培養後の風乾土 1.5 g に 80℃水 25 mL を加え，通風乾

燥機で 80℃16 時間加熱した．加熱後，試料を 1 時間ほど空冷し，2.5 mL の 10％

硫酸カリウム溶液を加え，軽く振って再び 1 時間ほど定置後，濾過（濾紙：

ADVANTEC No.5C）した抽出液を有機態炭素測定および溶存態窒素の形態別

分析に供した．なお，超純水を用いてブランク試験を行ったところ，濾紙から

4 mg L-1 の有機態炭素が溶出したため ,これを測定値から差し引いた．抽出法の

詳細については図 4-10 に従った．さらに，同様の抽出方法ではあるが分析上

の理由（後述）から 10％硫酸カリウム溶液を添加しない試料をアミノ酸濃度分

析および分子サイズ分布分析に供した．10％硫酸カリウム溶液の添加は，カリ

ウム（K+）とアンモニウム（NH4+）イオンの交換によって増加したアンモニ

ウムイオンを正確に測定するために行われる．硫酸カリウム溶液は中性であり，

抽出液中の有機物への影響は少ないと考えられるが，電解質であるため一部の

土壌有機物が凝析する可能性がある．そのため，10％硫酸カリウム溶液を添加

しない試料で実施したアミノ酸濃度分析および分子量分布分析に関しては図

4-10 の手順による 80℃16 時間抽出物とは完全には一致しない．しかし，両分

析は有機態窒素の実体を明らかにする手段として必要と考えた．また，両分析

結果については，アミノ酸濃度や分子サイズの絶対値ではなく ,経時変化に注目

した考察を行った．

5.1.2.3 抽出物の形態別窒素および溶存有機態炭素の測定

抽出液 の全炭素および全窒素は TOC/TN 分析装置（島津製作所  TOC- 

VCPH・付属 TN ユニット）を用いて発光分析法により測定し，硝酸態窒素，ア

ンモニウム態窒素はオートアナライザ（TRACCS800, ブランルーベ）で比色法

により測定した．また，それぞれの抽出液の有機態窒素は，全窒素から硝酸態

窒素およびアンモニウム態窒素を合算した無機態窒素を差し引いて求めた．ま

た，加熱によって抽出液中のアンモニウム態窒素が増加するため，加熱前後の

アンモニウム態窒素の差から増加したアンモニウム態窒素を求めた．
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5.1.2.4 加水分解性アミノ酸含量の測定

アミノ酸量は，硫酸カリウム溶液を添加していない抽出液 20 μL を 40℃設

定の遠心エバポレーターで乾固後，定沸点塩酸（フェノールおよびメルカプト

エタノール添加）で気相加水分解（110℃19 時間）した試料を脱塩，乾固後，

o-フタルアルデヒド（OPA）試薬を含む pH9.4 のホウ酸緩衝液に溶解させ， 高

速液体クロマトグラフ（HPLC）により分離・測定した．測定したアミノ酸は，

アスパラギン酸（Asp），グルタミン酸（Glu），ヒスジチン（His）,セリン（Ser），

アルギニン（Arg），グリシン（Gly）, スレオニン（Thr），アラニン（Ala）,

チロシン（Tyr），メチオニン（Met），バリン（Val），フェニルアラニン（Phe），

イソロイシン（Ile），ロイシン（Leu），リジン（Lys）の 15 種類である．アミ

ノ酸分析には ODS カラム（Crest pack 18； 日本分光）を用い，溶離液 A（0.5 

mM 酢酸緩衝液,pH 6.0）と溶離液 B（メタノールとテトラヒドロフランの 90：

10 混合液）のグラディエント法により分析を行い，蛍光検出器（検出波長 Ex340 

nm，Em455 nm）で測定した（日本分光 2011 を一部改変）．また,一部のアミノ酸

は加水分解によって減収するため，加水分解毎に標準試料アミノ酸をサンプル

と同条件で加水分解し各アミノ酸の減収分を補正した．本測定では，硫酸カリ

ウムを添加した試料を用いると，乾固時に塩が析出し，加水分解を阻害するた

めアミノ酸回収率が低下する．そのため，本測定では，硫酸カリウムを添加し

ない試料を用いた．

5.1.2.5 分子量分布の測定

硫酸カリウム溶液を添加していない抽出液 50μL をサイズ排除 HPLC（カラ

ム YMC-Pack Diol-120 ；溶離液 pH7 酢酸緩衝液）で分離し，分子量分布を発

光分析装置（ ANTEK8060）により測定した．測定方法は， Moriizumi and 

Matsunaga （ 2011）に従った．標準物質として， ovalbumin （ 42 kDa） , 

myoglobin （ 17 kDa） , vitamin B-12 （ 1.35 kDa ） を 用 い た . ま た ，

thyroglobumin（670kDa）の溶出時間を排除限界（Vo）とし , 示差屈折率計の

溶媒（水）ピークを全浸透限界（Vt）とした．本測定では，硫酸カリウム添加

溶液試料を連続測定すると発光分析装置のネブライザーが詰まり，測定精度に

著しく影響を与えるため，硫酸カリウム無添加抽出溶液を試料として用いた．
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ただし，2 サンプルについて硫酸カリウム溶液を添加した試料と無添加の試料

について測定を行ったところ，アンモニウムイオンの量は異なるが有機態窒素

の分子量分布は一致していた．硫酸カリウム溶液を添加した試料では，土壌に

吸着したイオン交換性のアンモニウムイオンはカリウムイオンと交換するため

増加する．

5.1.2.6 窒素無機化モデルと抽出有機物の炭素および窒素の分解モデル

窒素無機化速度および抽出有機物の分解速度を計算するためには分解モデル

を想定する必要がある．窒素の無機化モデルには O 次反応または単数または複

数の給源を仮定した一次反応モデルが用いられている（Benbi and Richter，

2002）．本報では，窒素無機化モデルとしては，下記のような一次反応式を用

いた．

MN＝MN0 (1-e-kt) （1）

ここで，無機化窒素は MN であり，MN0 は反応前の可給態窒素量である．また，

無機化速度をｋとする．

土壌有機物の分解に関しては，一般に土壌有機物の異なる分解特性を持つ複

数の成分を仮定した並列型一次反応分解モデルが提案されている（Paul et al．，

2011； 白戸，2006）．また，土壌の溶存有機態窒素には，遊離アミノ酸に代表

されるような分解時間が数時間と短い低分子の有機態窒素，より分子量の大き

な数日～数ヶ月で無機化する高分子の有機態窒素，および難分解性の有機態窒

素が含まれると考えられており（Jones et al．，2004），分解モデルにはこれら

複数の給源を仮定した一次反応モデルが用いられる（Gregorich et al．，2003）．

本報では，抽出液中の遊離アミノ酸は有機態窒素＋アンモニウム態窒素増加量

の 8％以下と少量であること，土壌の培養期間が最大 142 日であることから，

分解モデルとして数ヶ月で分解する易分解性有機物と培養期間内には分解しな

い難分解性有機物の 2 種類の給源を仮定した．分解速度式は以下のとおりであ

る．

C＝C0＋C1e-at   （2）

N＝N0＋N1e-bt （3）

ここで，抽出液の有機態炭素および有機態窒素＋アンモニウム態窒素増加量
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は C および N である．また，C1 は易分解性有機態炭素，C0 は難分解性有機態

炭素，N1 は易分解性有機態窒素＋アンモニウム態窒素増加量，N0 は難分解性

有機態窒素＋アンモニウム態窒素増加量であり，それぞれの分解速度を a,b と

する．

本論では，上記モデル式で，MN，C および N の分解速度を見積もった．実

測値とモデルの決定係数（R2）は許容誤差 0.1％で，それぞれ 0.94～0.99，0.76

～0.99，0.77～0.99 であり，良い適合性を示した．なお，回帰曲線および統計

計算にはカレイダグラフ 4.1（HULINKS）を用いた．

5.1.3 結果

5.1.3.1 培養期間中の無機化窒素量および抽出物の有機態炭素，有機態

窒素＋アンモニウム態窒素増加量の変化

培養期間全体（142 日間）の無機化窒素量は，培養期間が長いほど増加した

（図 5-1）．抽出される有機態炭素および有機態窒素＋アンモニウム態窒素増加

量は，培養期間が長いほど減少した（図 5-2）．有機態炭素は，培養期間に有機

物区では 300～500 mg kg-1，無施用区では，200～300 mg kg-1 が減少したが，

いずれの土壌においても，培養期間を通して相当量の有機態炭素が抽出された．

一方，有機態窒素＋アンモニウム態窒素増加量は，培養期間に有機物区では 60

～100 mg kg-1，無施用区では 30～40 mg kg-1 が減少し，有機態炭素と同様に

有機物区の減少程度が無施用区に比べて大きかった．抽出された全窒素中の有

機態窒素の割合は培養期間が長くなるほど低下し，有機物区では有機態窒素が

培養前には 65～70％であったのに対し，142 日後には多腐植質黒ボク土，黄色

土，灰色低地土では約 30％に，淡色黒ボク土では 10％に低下した（図 5-3）．

また，無施用区土壌の抽出性有機態窒素の割合は，培養前に多腐植質黒ボク土

は 60％，淡色黒ボク土および黄色土では 55％，灰色低地土では 70％であった

ものが，培養後には 10～20％に低下した（図 5-3）．これは，有機態窒素が無

機化し，無機態窒素の割合が高くなったためと考えられる．無機態窒素のうち，

硝酸態窒素は有機物施用の有無に関わらず，いずれの土壌においても培養期間

が長くなるほど増加した。一方，アンモニウム態窒素は，有機態窒素の無機化

による増加と並行して，硝化によって硝酸態窒素に変化して減少するものがあ
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る．多腐植質黒ボク土では培養 14～28 日後に，そのほかの土壌では培養 0～

14 日後に減少し，その後の変化量は小さかった（図 5-3）．すなわち，有機態

窒素＋アンモニウム態窒素増加量の変化は主として有機態窒素量の減少による

ものであると判断した．有機態窒素＋アンモニウム態窒素増加量の減少量は，

50～70 日以降ではわずかであるが（図 5-2），土壌中有機態窒素の無機化は 70

日以降も続いていることから（図 5-1），無機化する有機態窒素が抽出物以外の

画分にも含まれていると考えられる．
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図5-3 培養期間における窒素の化学形態の変化
(a)多腐植質黒ボク土（有機物区） (b)多腐植質黒ボク土（無施用区）
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5.1.3.2 アミノ酸量と組成

図 5-4 に多腐植質黒ボク土の抽出物の加水分解性アミノ酸量の培養期間内の

変化を示した．加水分解性アミノ酸の量は，全ての処理区で培養期間が長くな

るに従って減少した．アミノ酸の組成は，有機物区の方が無施用区よりも若干

Asp や Glu の割合が高かった．しかしながら，各土壌抽出物の培養期間中のア

ミノ酸組成はほぼ一定であり，中性アミノ酸 Gly，Ala が最も多く，次に酸性

アミノ酸 Asp，Glu,さらに中性アミノ酸 Ser, Thr, Val, Leu などが主成分であ

った．したがって，抽出液は培養期間によらず類似したアミノ酸組成の有機物

を含んでいたと考えられる．本測定では，試料として硫酸カリウム無添加の抽

出液を用いたため，土壌の荷電表面に保持されている交換性の遊離アミノ酸は

定量的に測定されなかった可能性がある．しかしながら，硫酸カリウム添加前

後の有機態窒素量にはほとんど変化がなかったため，そのような交換性アミノ

酸は存在していたとしても少量と考えられる．
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- 59 - 

5.1.3.3 分子サイズ分布

図 5-5 に培養前と培養 85 日目の土壌抽出液の有機態窒素の分子サイズ分布

を示す．抽出液の有機態窒素の分子サイズは標準タンパク質の分子量が数十万

Da から数千 Da までの広範囲に相当する．85 日目以外の分子サイズ分布につ

いては，図が煩雑になるため省略するが，培養期間が長くなるほど抽出液の有

機態窒素は減少し，溶出時間が 10 分よりも早い数十万～数万 Da の有機態窒素

は顕著に減少していた．一方，溶出時間 12 分程度の数千 Da の分子サイズの有

機態窒素はほとんど減少していなかった．ただし，無施用区の淡色黒ボク土で

は，全ての分子サイズにおいて，有機態窒素が減少していた．
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5.1.4 考察

5.1.4.1 無機化窒素量と抽出有機態窒素減少量の関係

図 5-6 に各培養期間における無機化窒素量と抽出有機態窒素＋アンモニウム

態窒素増加量の減少量の関係を示した．培養期間が長くなると無機化窒素量は

増加する．一方，培養後の 80℃16 時間水抽出の有機態窒素＋アンモニウム態

窒素増加量は培養前に比べて減少し，無機化窒素量が多いほど減少する量も多

くなる．80℃16 時間水抽出物には，培養中に新たに他の画分から供給された有

機物も含まれると考えられるため，真の有機態窒素＋アンモニウム態窒素増加

量の減少量は不明であるが，有機態窒素＋アンモニウム態窒素増加量が培養期

間内にほぼ消失する土壌もあることから，水溶性画分への供給量よりも硝酸態

窒素への変換量が多いと考えられる．図 5-6 に示した回帰式の回帰係数から，

多腐植質黒ボク土は 62％，淡色黒ボク土は 47％，灰色低地土は 59％，黄色土

では 64％が培養期間内に無機化された窒素量に対する有機態窒素＋アンモニ

ウム態窒素増加量の寄与率といえる．すなわち，淡色黒ボク土以外の土壌では

土壌全体から無機化する窒素の約 60％が 80℃16 時間水抽出性有機態窒素によ

るものと考えられる．一方，淡色黒ボク土は，有機態窒素＋アンモニウム態窒

素増加量の寄与率が 47％で他に比べて低い．淡色黒ボク土の有機態窒素＋アン

モニウム態窒素増加量は培養期間 50 日以降でほぼ一定になるが（図 5-2）無機

化窒素量は 50 日以降も増加する傾向が顕著である（図 5-1）．そのため，80℃

16 時間水抽出画分以外の有機態窒素も無機化していると考えられる．

窒素の無機化速度（表 5-2）と有機態窒素＋アンモニウム態窒素増加量の減

少速度（表 5-3）を比較したとき，両者が一致していれば窒素の無機化速度は

80℃16 時間水抽出窒素の分解で説明できるが，多腐植質黒ボク土，淡色黒ボク

土，黄色土では無機化速度のほうが遅く，灰色低地土では無機化速度のほうが

速かった．今後，より多くの種類の土壌について調査し，窒素の無機化速度を

決定づける土壌有機物と 80℃16 時間水抽出法で抽出される有機物の関係性に

ついて解明する必要がある．
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表5-2 窒素無機化速度の解析結果

土壌タイプ

多腐植質黒ボク土

淡色黒ボク土

灰色低地土

黄色土

平均値

有機物
施用
+
-
+
-
+
-
+
-
+
-

無機化速度
k
0.04
0.02
0.02
0.02
0.03
0.02
0.05
0.01
0.03
0.02

MN0
(mgkg-1)

151
92
214
104
116
79
103
58
146
83

半減期
(日)

20
32
40
28
25
29
14
77
25
41
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5.1.4.2 抽出有機物の分解速度

表 5-3 に抽出有機態炭素と抽出有機態窒素＋アンモニウム態窒素増加量の

減少速度の解析結果を示す．C1 /（C1+C0）および N1 /（N1+N0）を分解率とす

ると，有機態炭素の分解率は 17～37％ある．一方，有機態窒素＋アンモニウム

態窒素増加量の減少率は 43～90％であり，有機態炭素の分解率よりも高い．し

たがって，培養期間内に有機態窒素＋アンモニウム態窒素増加量の大部分が分

解しているのに対し，有機態炭素はその一部が分解しているに過ぎないと考え

られる．有機物区土壌抽出物の有機態炭素および有機態窒素＋アンモニウム態

窒素増加量の減少速度は，有機態炭素が半減期平均 21 日，有機態窒素＋アン

モニウム態窒素増加量が平均 18 日でほぼ同じであるが，そのなかで，多腐植

質黒ボク土および黄色土の有機態窒素＋アンモニウム態窒素増加量は減少速度

が速く，半減期はそれぞれ 8 日と 9 日であった（表 5-3）．一方，無施用区土壌

の抽出物の有機態炭素と有機態窒素＋アンモニウム態窒素増加量の半減期は淡

色黒ボク土（15 日および 16 日）と黄色土（24 日および 26 日）ではほぼ等し

く，多腐植質黒ボク土と灰色低地土では，炭素に比べて窒素の方の減少速度が

遅かった（多腐植質黒ボク土は C1 が 6 日で N1 が 25 日，灰色低地土は C1 が

18 日で N1が 38 日）．以上の結果から，抽出物の有機態炭素および有機態窒素

＋アンモニウム態窒素増加量の減少速度は，半減期数十日程度でほぼ同等であ

るが，一部の土壌において分解速度が半減期 10 日以内の速い場合があること

が分かる．多腐植質黒ボク土は有機態炭素と有機態窒素＋アンモニウム態窒素

増加量の半減期が他の土壌よりも短く，C1/N1 が大きい．これは，アミノ糖や

糖などの C/N 比が高く分解時間が数時間と非常に速い成分（Roberts ら，2007；

Hayakawa ら，2011）の影響を受けるためと考えられる．以上，抽出有機物の

分解速度は土壌の種類や有機物施用履歴などに影響されるため，より精密な分

解モデル構築には，さらに多くのデータ解析やアミノ糖含量等の計測が必要で

あり，今後の課題である．
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5.1.4.3 分解される有機物の特徴

分解に関与する有機物の C1/N1は 3.4～6.0 であり，タンパク質の C/N 比に

近く（文部科学省科学技術学術審議会資源調査分科会，2010），抽出液中の加

水分解性アミノ酸量も減少すること（図 5-4）から，分解する有機物は主にタ

ンパク様物質だと考えられる．なお，アミノ酸組成は培養期間にほとんど変化

していないため，土壌に供給された窒素は細菌などに変換され，それらの遺体

の腐植化の過程で一定の組成を持つようになるためと考えられる（Stevenson，

1982）．また，主として比較的分子サイズが大きな数万 Da～数十万 Da に相当

する有機態窒素が培養期間内に減少している（図 5-5）．減少する有機物は，可

視光 420nm の吸収を持っており，同様の特徴を持つ堆肥中の有機態窒素は腐

植酸と結合していると考えられていることから（Matsunaga et al．，2013） ,

本研究における有機態窒素も腐植酸と結合あるいは混在していると考えられる．

そのため，分子サイズの大きな腐植に結合した有機態窒素が優先的に無機化さ

れ，分子サイズの大きな有機物が分解することで，分子サイズの小さな有機物

に変化していると考えられる．分解に関与しない有機物の C0/N0は 9.5 以上で

あり，窒素の分解率｛N1/（N0＋N1）｝が高いほど大きい値を示す（R2=0.85）．

これは，分解率が高い土壌は培養期間内にタンパク質様物質等の窒素を含む成

分が減少し，より難分解性の炭素に富む成分の比率が高まるためと考えられる．

以上の結果から，80℃16 時間水抽出物に含まれ無機化に寄与する画分は数

万 Da～数十万 Da の分子サイズの大きな有機態窒素であり，易分解性成分の

C1/N1比はタンパク質に近く，タンパク質様物質が分解し，無機化窒素を供給

表5-3 抽出液の有機態炭素および有機態窒素＋アンモニウム態窒素増加量の減少速度解析結果

土壌タイプ

多腐植質黒ボク土

淡色黒ボク土

灰色低地土

黄色土

平均値

有機物
施用

+
-
+
-
+
-
+
-

+
-

減少速度
ａ b

0.08 0.09
0.11 0.03
0.02 0.03
0.05 0.04
0.03 0.02
0.04 0.02
0.03 0.07
0.03 0.03

0.04 0.05
0.06 0.03

C0
(mgkg-1)

1280
734
1086
526
907
439
700
271

993
493

C1
(mgkg-1)

545
226
438
108
414
156
219
158

404
162

N0
(mgkg-1)

121
39
70
25
88
16
74
4

88
21

N1
(mgkg-1)

91
42
98
26
67
46
59
36

79
38

C1/N1

6.0
5.4
4.5
4.2
6.2
3.4
3.7
4.4

5.1
4.3

C0/N0

10.6
18.8
15.5
21.0
10.3
27.4
9.5
67.8

11.5
33.8

分解率
C1/(C0+C1) N1/(N0+N1)

30％ 43％
24％ 52％
29％ 58％
17％ 51％
31％ 43％
26％ 74％
24％ 44％
37％ 90％

28％ 47％
26％ 67％

半減期 (日)
C1 N1

９ 8
6 25
30 24
15 16
23 31
18 38
23 9
24 26

21 18
16 26
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していると推察される．タンパク質様物質の存在状態は未解明であるが，土壌

炭素有機物の炭素骨格に結合したタンパク質様物質が脱離することにより無機

化窒素が供給される可能性もある．今後は土壌有機物とタンパク質様物質の分

子結合状態を明らかにすることが重要であろう．

5.1.4.4 可給態窒素推定法としての 80℃16 時間水抽出法の適用範囲

培養後の土壌の 80℃16 時間水抽出物は無機化窒素量に対する有機態窒素＋

アンモニウム態窒素増加量の減少量の割合が 47 ～64％であること（図 5-6）

から，抽出物は無機化する有機態窒素の給源の主成分である．さらに ,80℃16

時間水抽出物の有機態炭素と有機態窒素＋アンモニウム態窒素増加量の減少の

半減期が 20 日程度であること（表 5-3）から，80℃16 時間抽出有機態炭素と

有機態窒素＋アンモニウム態窒素増加量が可給態窒素量（4 週間培養窒素量）

と比較的良い相関関係を持つと考えられる．しかしながら ,80℃16 時間水抽出

物の有機態炭素は分解に関係しない画分（C0）が 70～80％を占めている（表

5-3）．そのため有機態炭素 /（有機態窒素＋アンモニウム態窒素増加量）の高い

抽出液が得られる土壌では，水溶性の易分解性有機物が含まれないために無機

化窒素は抽出画分以外から供給される割合が相対的に高くなり，抽出液の有機

態炭素で可給態窒素を推定すると過大評価になる可能性がある．

可給態窒素を推定するための 80℃16 時間水抽法は有機態窒素＋アンモニウ

ム態窒素増加量と有機態炭素に相関があり ,抽出された有機物の C/N がほぼ一

定であることが前提である．

本章で用いた 8 試料の土壌は有機態炭素（C0+C1）と有機態窒素＋アンモニ

ウム態窒素増加量（N0+N1）を一次回帰式で表すことができ ,その決定係数は

0.93 である．そこで，有機態炭素と有機態窒素＋アンモニウム態窒素増加量の

回帰直線の信頼区間（95％信頼度）と予測区間（有意水準 5％）を求め，この

図に第 4 章で用いた畑地土壌試料（全国の合計 99 点）の 80℃16 時間抽出有機

態炭素および有機態窒素＋アンモニウム態窒素増加量をプロットすると，有意

水準 5％の区間予測の範囲内にほぼ全てのデータが入った（図 5-7）．したがっ

て，80℃16 時間水抽出法は日本の大部分の畑土壌に適用可能だと考えられるが，

有機態炭素が 1,500mg kg-1以上の試料では予測値の誤差が大きい試料がある．
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これは，例えば，堆肥など有機物投入直後の土壌試料等が想定され，堆肥散布

後１ヶ月以内の土壌は適用外として注意を促すこととした．

5.1.5 要約

（1）みかけ上，数ヶ月間の土壌培養における無機化窒素量の 47～65％が水

溶性画分（80℃16 時間水抽出性有機物）から供給されている．

（2）水溶性画分のうち有機態窒素＋アンモニウム態窒素増加量の 43～90％，

有機態炭素の 17～37％が数ヶ月以内に分解する易分解性画分と推定され

る．

（3）培養期間中に分解する有機物は，C/N 比 3.4～6 程度であり，抽出物中

の加水分解性アミノ酸も減少していることから，タンパク質様物質が主体

の有機物と考えられる．

（4）培養期間中に抽出有機態窒素のなかで，分子サイズ数万～数十万 Da 程

度の画分が減少する．

図5-7 抽出物の溶存有機態炭素量と全有機態窒素量の関係
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5.2 土壌の加熱抽出による抽出液の三次元蛍光スペクトルの特性

5.2.1 目的

第 2 章で比較した種々の化学的抽出法の中で，培養法による可給態窒素と

の適合性が高かった煮沸浸出法（八槇，2009）や 80℃16 時間水抽出法等の静

置加熱抽出法について，加熱抽出過程に分解する有機態窒素の分光学的特徴を

明らかにするために，三次元蛍光分光分析を行った．

5.2.2 三次元蛍光分光分析

三次元蛍光スペクトルは三次元蛍光光度計（FP－6600，日本分光）で測定

し，励起波長が 200～500 nm，蛍光波長が 250～550 nm で，励起，蛍光とも

に 2 nm 毎に測定した．供試試料は施用有機物の種類が異なる 6 種類の土壌 23

点とした（表 5-4）．100 mL 容ガラス製三角フラスコに風乾細土 5.0 g を秤取

し，100℃に加熱した蒸留水 50 mL を注湯した後，予め 100℃に設定した通風

恒温乾燥機内で 2，4，6，8，24 時間静置加熱した．加熱時間経過後は室温ま

で冷却した後，東洋濾紙社製ろ紙 No.5C で常圧ろ過し，さらに 0.45 μm メン

ブレンフィルターで清浄処理したものを検水とした．また，家畜ふん堆肥と化

学肥料を併用した試料番号 32 については，加熱温度 80℃でも検討した．
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5.2.3 結果および考察

5.2.3.1  土壌の加熱抽出による抽出液の三次元蛍光スペクトルの 

特性

煮沸浸出法や 80℃16 時間水抽出法のような静置加熱による抽出では，抽出

有機態窒素の一部が加熱によってアンモニウム態窒素に変化していることが推

察されたことから，経時的に加熱抽出物の三次元蛍光スペクトルを測定するこ

とによって，加熱抽出の過程で分解される有機物の特徴把握を試みた．図 5-8

に，豚ぷん堆肥および化学肥料を連用した多腐植質黒ボク土畑の土壌試料（表

5-2 の試料 No.32）における 100℃加熱抽出液の三次元蛍光スペクトルを示す．

加熱時間の経過とともに励起波長 340 nm，蛍光波長 440 nm のピークが顕著

表5-4 供試土壌一覧

試料 土壌の 試験区名 可給態窒素 全窒素含有率

番号 種類 (施用有機物) (mg kg -1)      (g kg -1)

岩手県 非アロフェン
質黒ボク土

新潟県 砂丘未熟土

鹿児島県 多腐植質
黒ボク土

中央 多腐植質
農研 黒ボク土

化学肥料
牛ふん堆肥8t
豚ぷん堆肥
鶏ふん堆肥

牛ふん堆肥
豚ぷん堆肥
鶏ふん堆肥
化学肥料
無肥料

無窒素
化学肥料
鶏ふん堆肥
豚ぷん堆肥＋化肥
豚ぷん堆肥
牛ふん堆肥

作物残渣堆肥
化学肥料
作物残渣堆肥
化学肥料
作物残渣堆肥
化学肥料
作物残渣堆肥
化学肥料

1
4
5
6

7
8
9
10
11

29
30
31
32
33
34

41
42
43
44
45
46
47
48

灰色低地土

黄色土

淡色黒ボク土

40.9
80.7
69.8
50.8

20.7
27.0
28.5
18.0
18.1

20.6
26.3
42.2
38.2
45.1
51.7

45.4
19.0
61.2
35.8
51.4
30.5
43.3
16.5

3.63
5.37
4.84
4.37

0.96
1.06
0.98
0.66
0.66

3.59
4.10
4.72
4.98
5.46
5.60

6.22
4.79
3.15
1.10
1.96
0.67
5.27
3.77

場所 C/N比

注2)

注1) 供試試料は第2章の表2-1から抜粋した．試料番号は表2-1に準ずる．
2) 30℃４週間・湿潤条件における保温静置培養法による．

16.1
15.3
13.6
14.4

10.9
9.7
10.2
11.2
11.6

19.8
19.2
18.0
18.0
17.4
18.1

14.0
16.5
9.4
11.2
9.6
10.9
10.7
12.4
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に増加した．これは主としてフルボ酸のピークであり（Moriizumi and 

Matsunaga，2011），加熱時間が増加するとフルボ酸様物質が，より多く抽出

されるものと考えられる．また，励起波長 270 nm，蛍光波長 300 nm のピー

クは加熱時間が長くなるほど減少した．これは，タンパク質の構成成分である

チロシンやトリプトファン等の蛍光をもつアミノ酸に帰属するとされ（眞家，

2009），タンパク質様物質起源の蛍光と考えられる．なお，調査した 23 点の土

壌は，三次元蛍光スペクトルのピーク強度に違いはあるものの，ピーク位置や

ピーク強度の経時変化は同様な傾向を示した．

図 5-9 は，加熱時間によって変化する抽出アンモニウム態窒素増加量と励

起波長 270 nm，蛍光波長 300 nm のピーク強度の関係について，供試土壌 23

点の平均値でプロットしたものである．このピークは，加熱時間が長くなりア

ンモニウム態窒素が増加すると小さくなることから，加熱抽出中に，抽出タン

パク質様物質が少しずつ分解しているものと考えられ，これらが加熱時間の経

過に伴って増加するアンモニウム態窒素の起源になっているものと推察される．

図 5-10 に，図 5-8 と同一の試料 No.32 について，80℃抽出条件における 2

時間，8 時間および 24 時間後の三次元蛍光スペクトルを示す．ピーク位置は

100℃加熱抽出の結果と同じであった．フルボ酸様物質起源とされる励起波長

340 nm，蛍光波長 440 nm のピークは，100℃加熱抽出と同様に加熱時間の経

過とともに増加したが，80℃抽出では，100℃抽出に比べて抽出有機物量が減

少するためピーク強度は小さかった．一方，タンパク質様物質起源とされる励

起波長 270 nm，蛍光波長 300 nm のピークは，時間の経過とともに減少する

傾向が認められたが， 100℃抽出ほど明瞭でなかった．これは，加熱抽出によ

るピークの増量分と加水分解によるピークの減量分に大きな差がないためと推

察されるが，第 2 章で示したとおり，抽出温度が低温であるほどアンモニウム

態窒素増加量が減少することとは矛盾しなかった．以上の結果は，80℃16 時間

水抽出において，抽出有機態窒素にアンモニウム態窒素増加量を合計した値を

可給態窒素の評価指標に用いたことの妥当性を示しているものと考えられる．
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5.2.4 要約

静置加熱抽出法について，抽出液の三次元蛍光分光分析を行った結果，加熱

時間の経過とともにフルボ酸様物質の抽出量が増加した．また，抽出されたタ

ンパク様物質は加熱時間の経過とともに減少し，これが，加熱時間の経過に伴

って増加するアンモニウム態窒素の起源になっているものと推察された．

図5-9 土壌の100℃加熱抽出による抽出アンモニウム態
窒素増加量と三次元蛍光分析による励起波長
270 nm/蛍光波長300 nmのピーク強度との関係

湿式加熱抽出によるアンモニウム態窒素増加量 (mg kg-1)

E
x2
7
0
 n
m
/
E
m
3
0
0
 n
m
の
ピ
ー
ク
強
度

2時間

４時間 6時間

8時間
24時間

0

20

40

60

0 20 40 60

注）各プロットは供試土壌23点の平均値で，エラーバーは標準誤差である．
プロットに付した時間は加熱処理時間を示す．
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第 6 章 可給態窒素簡易評価法を活用した窒素施肥の適正化に向けて

6.1 緒言

30℃４週間の培養中に無機化する窒素量で表される土壌の可給態窒素は，窒

素肥沃度の指標値であり，地力増進基本方針において，乾土 100 g 当たり 5 mg

以上という普通畑の目標値に基づいて，窒素肥沃度が判定されている．土壌診

断において目標値に満たない圃場では，堆肥の施用や緑肥栽培によって可給態

窒素を高めることが推奨される．

この窒素肥沃度の指標値である可給態窒素を窒素施肥の加減に活用するた

めには，作物の栽培期間中に発現する窒素無機化量に換算する必要がある．土

壌中の有機態窒素がいつ頃，どのくらいの量，無機化して作物が利用可能かを

的確に把握することは，合理的施肥を進めるために重要である．土壌窒素の無

機化量および速度は，土壌の種類，地温，水分などによって影響を受けるが，

このうちの地温の影響に焦点を絞って無機化量を推定することが適当であると

考え，可給態窒素の簡易診断を活用した窒素の適正施肥量診断シートを作成す

ることとした．

なお，本章では農家指導の際に一般的に用いられる単位「kg/10 a」あるい

は「mg/100 g」を用いている．

6.2 可給態窒素を施肥窒素量の加減に活用している事例

都道府県の研究成果のなかから，可給態窒素を窒素施肥量の加減に活用して

いる事例を検索した．

6.2.1 北海道の例

可給態窒素（北海道では熱水抽出性窒素）を窒素施肥の加減に活用している

代表的なものが「北海道施肥ガイド 2010」である．表 6-1 は露地にんじん栽培

での活用例であるが，熱水抽出性窒素で測定した地力窒素肥沃度レベルに応じ

て，基準収量を得るための施肥窒素量が設定されている．また，表 1-2 で露地

キャベツについて作型別に示したように，他の品目についても，道内各地で実

施された精密な圃場試験結果を基にして，土壌窒素肥沃度レベル（露地野菜畑

では熱水抽出性窒素によって 3 段階，施設土壌では硝酸態窒素によって 5 段階

に区分）に応じた窒素施肥基準が策定されている（北海道農政部，2010）．
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6.2.2 茨城県の例

茨城県普及成果情報（2012）では秋冬レタス栽培において，商品価値の高い

等階級Ｌの割合向上のために，窒素肥沃度の異なる圃場試験や現地調査の結果

から，硝酸態窒素と可給態窒素の土壌診断値を活用した土壌診断施肥式を作成

し，生産現場で活用されている（表 6-2）．

表6-1 地力窒素水準に対応した露地にんじんの窒素施肥量 (単位：kg/10 a)

基肥量

(基準収量2.5～3.0 t)

地力窒素の水準 Ⅰ Ⅱ(標準) Ⅲ

熱水抽出性窒素
(mg/100 g)

１５ １２ ９

※ 「北海道施肥ガイド2010 p.133」を一部改変
※全層施肥を原則として，条施の場合は窒素施肥量を20％減肥する
※熱水抽出性窒素のかわりに生土培養窒素や過去２カ年の有機物施用実績から
も読み替えが可能である

～3.0 3.0～5.0 5.0～

表6-2 秋冬レタスの施肥窒素量を決定する土壌診断施肥式

（10月収穫）

施肥窒素量＝供給窒素－（作付前の硝酸態窒素＋可給態窒素）
(kg/10 a) (kg/10 a) (mg/100 g を kg/10 aに読み替える)

※ 茨城県農業総合センター園芸研究所 平成24年度「普及情報」を一部改変

施肥窒素量＝ 10 －（作付前の硝酸態窒素＋可給態窒素）

（11月収穫）

施肥窒素量＝ 15 －（作付前の硝酸態窒素＋可給態窒素）
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6.2.3 栃木県の例

栃木県農業試験場（2005）では施設土壌において，可給態窒素の簡易測定法

を提案して県内の土壌タイプごと検証するとともに，有効積算温度による窒素

無機化の推定法を活用して窒素施肥量に反映させる考え方を整理している（図

6-1）．

6.2.3 熊本県の例

熊本県農林水産部（2008）ではアールスメロン栽培において，堆肥利用や無

機態窒素，可給態窒素等の土壌診断結果を活用した，総合的な施肥量決定のた

めの考え方をフローチャートで示している（図 6-2）．

※成果情報を一部改変

手順１
作付前の土壌や
堆肥の養分量を

調べる

手順２
加里の過不足を
基準に堆肥施用
量を決める

手順３
土壌と堆肥の窒素
供給量を評価して
施肥量を決定する

窒素施肥量＝
施肥基準
－堆肥由来窒素
－土壌由来窒素

＝

施用する堆肥

全窒素

全リン酸

全加里

診断基準値以下

＜ 90 mg
診断基準値以上

＞ 90 mg

施肥窒素量
堆肥由来 土壌由来 土壌残存
窒素 可給態窒素 無機態窒素

メロンの施肥基準 12～15 kg/10 a

堆肥窒素肥効率

＝ 20％
可給態窒素肥効率

＝ 50％

牛ふん堆肥
2 ｔ/10 a

<90 mgとなる
堆肥量を施用

栽培前の土壌

無機態窒素

可給態窒素

交換性加里

図6-2 圃場カルテによる診断と施肥法の手順



- 74 - 

以上，可給態窒素を窒素施肥量の加減に活用した 4 事例を示した．それぞれ，

精密な圃場試験や長期にわたる現地調査から導かれた結果である．

しかし，これらの成果を，他の地域で活用する場合，地温等の栽培環境条件

が異なるため，そのまま当てはめることができないと予想され，改めて栽培検

証が必要になる．したがって，より汎用的で地域，栽培品目を問わず活用でき

るような窒素適正施肥診断シートを作成するためには，その地域における栽培

期間の窒素無機化量をより正確に推定しなければならない．

6.3 反応速度論的手法の利用

可給態窒素は 30℃4 週間培養条件における窒素無機化量であるが，これを作

物の栽培環境条件に適合させることによって窒素無機化量を算出し，その量を

施肥窒素基準量から加減することにした．なお，土壌窒素の無機化量および速

度は土壌の種類，地温，水分等，多くの環境条件の影響を受けるが，このうち

地温の影響に絞って無機化量を推定することとし，反応速度論的手法を用いた

窒素無機化量の推定プログラム（古江ら，2001）を用いて作物栽培期間の無機

化窒素量を算出した．

6.4 可給態窒素レベルに応じた適正窒素施肥指針の構築

6.4.1 可給態窒素簡易評価法に基づく窒素適正施肥シート作成の試み

図 6-3 は 2017 年時点で作成中の窒素適正施肥シートである（上薗ら，2012）．

必要なデータセットは，栽培する作物の栽培期間（移植期～収穫期），窒素施肥

基準および地温である．まず，プルダウンメニューから土壌の種類，栽培する

作物名および作型を選択すると，栽培期間の 30℃変換日数（栽培期間の地温が

30℃で何日分に相当するか）が自動的に抽出される．次に，COD 簡易測定キ

ットによる標準色版の判定色を選択すると可給態窒素の推定値が自動表示され

ると同時に，期間中の地温データを抽出し，推定プログラムを使って栽培期間

中の窒素無機化量が算出される．そして，可給態窒素（mg/100 g）を施肥窒素

（kg/10 a）相当量に換算し，施肥窒素基準量から加減する仕組みとした．なお，

施肥基準が平均的な可給態窒素の（約 3 mg/100 g 乾土）で設定されているこ

とを考慮し，可給態窒素がそれより低い場合は増肥，高い場合は減肥とした．
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6.4.2 栽培期間における地温の違いと窒素無機化量の推定

 図 6-4 は，作成中の可給態窒素簡易評価法に基づく窒素適正施肥シート（図

6-3）を使って，鹿児島県のハクサイ栽培での窒素無機化をシミュレートした結

果である．栽培期間中の地温が高い早まき栽培（9 月定植－11 月収穫）では，

栽培期間の地温は 30℃に温度変換すると 5.1 週間となり，地温が低い普通まき

栽培（10 月定植－翌年 1 月収穫）では，2.8 週間に相当する。つまり，同一圃

場でも栽培する時期によって窒素無機化量が異なる．
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6.4.3 施肥基準の設定と可給態窒素の分布

可給態窒素簡易評価法に基づく窒素適正施肥シートでは，可給態窒素から栽

培期間の窒素無機化量を予測し，これを施肥基準量から加減することとしてい

る．一般に施肥基準は，目標収量を確保するために必要な施肥量であり，地域

の中庸な肥沃度水準の土壌を想定して作成されている．図 6-5 は鹿児島県の畑

の可給態窒素の分布であるが，露地畑の平均は約 3 mg/100 g である．したが

って，可給態窒素がそれより高い場合に窒素減肥が可能とし，反対に可給態窒

素が低い場合，目標収量を確保するためには，窒素施肥基準量に対して増肥が

必要である．

平均地温

作型

早まき

普通まき

８月 ９月 10月 11月 12月 １月

28.2  25.8     20.8     15.6 10.4      8.3 栽培期間
の地温

９月25.8℃ →
10月20.8℃ →
11月15.6℃ →

10月20.8℃ →
11月15.6℃ →
12月10.4℃ →

→ 栽培期間
合計(週)

30℃で

5.1週間

30℃で

2.8週間

※ 可給態窒素 5.0 mg/100 gが，早まきでは5.9 mg，普通まきでは3.3 mgに相当する。
凡例 ：は種 ：移植(基肥) ：追肥 ：収穫

30℃への
換算日数

19日
11日
6日

11日
6日
3日

図６-4 鹿児島のハクサイを例にした栽培時期別の窒素無機化量
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6.4.4 可給態窒素を考慮した窒素施肥指針

窒素無機化に影響する地温には年次変動があり，地温以外にも土壌水分等の

予測しにくい環境要因があること，また畑作の場合は硝酸イオンの溶脱等を考

慮しなければならない場合があること等を考慮すると，可給態窒素を考慮した

窒素施肥量は，厳密な推定は困難で，「北海道施肥ガイド 2010」に準じて３～

４段階（可給態窒素レベル＝低，中，やや高，高）程度の指針を提示すること

が適当と考える（藤原ら，1996）．

なお，この考え方が適用できない作物もあると考える．例えば，肥料，土壌

以外に窒素の給源がある作物や，永年作物等である．そして，特に梅雨期には

連続する降雨による硝酸態窒素溶脱の影響によって，施肥および土壌由来窒素

の利用率は大きく変動する．これらを総合的に考えると，当面は，秋冬野菜を

対象とした利用に限定し，栽培検証を進めていくこととした．

6.5 可給態窒素レベルに応じた適正窒素施肥法の栽培検証

6.5.1 目的

現在公表されている可給態窒素レベルに応じた窒素施肥法は，6.2 で紹介し

たように地域，作型に限定した成果がほとんどで，他の地域でそのまま活用す

ることは難しい．この問題を解決するために，6.4 で示した可給態窒素簡易評

価法に基づく窒素適正施肥シートを作成した．このシートでは，栽培期間の平

年地温データと土壌の種類ごとに収集した窒素無機化特性値を用いて窒素無機

化量を推定するため，全国での利用が可能となる．

そこで，栽培期間の地温が異なる秋冬露地野菜を対象として，可給態窒素レ

ベルに応じた適正窒素施肥法の栽培検証を行った．

6.5.2 材料および方法

試験は 2016 年に鹿児島県農業開発総合センター（南さつま市金峰町）内の

35 m×20 m 区画畑で実施した．供試土壌は腐植質普通黒ボク土造成相の米神

統（全炭素 5.0％，全窒素 0.3%，陽イオン交換容量 24.1cmol c kg-1）である．

供試野菜はキャベツ（Brassica oleracea var. capitata）で，栽培型は「晩夏ま

き」および「晩秋まき」とした．畝間は 0.65 m，株間は 0.4 m の m2 当たり 3.85
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株で，試験規模は１区 20 m2（4 m×5 m）の２反復で設置した．試験区の構成

は表 6-1 の通りである．晩夏まきの可給態窒素レベルは 6.8 mg/100 g と 2.5 

mg/100 g で，露地畑における可給態窒素の平均値が 3 mg/100 g 程度なので，

それぞれ高レベル，低レベルに分類でき，晩秋まきにおいても高（5.1 mg/100 

g），低（1.8 mg/100 g）に設定した．

6.5.2.1 栽培方法

晩夏まきは，  2016 年 8 月 4 日に 128 穴のセルトレイに市販の育苗培養土

（与作 N150）を充填した後，キャベツ（品種‘金系 201EX’）のコーティング

種子を播種し，ガラスハウス内で 21 日間育苗した．施肥は 8 月 25 日に行い，

耕耘，作畝して移植した．収穫は 11 月 7 日（在圃期間 74 日）に一斉に行った．

晩秋まきも，晩夏まきと同一品種を用い，同様の育苗方法で，播種は 2016

年 10 月 25 日（育苗期間 20 日）で，11 月 16 日に施肥，耕耘，作畝，移植を

行い，2017 年 3 月 27 日（在圃期間 131 日）に一斉収穫した．

試験区は，各栽培型とも無窒素（以下無Ｎ）区，標準窒素施肥（15 g Ｎ m-2，

以下標準Ｎ）区および診断施肥（以下診断Ｎ）区とした．診断Ｎ区の窒素施肥

量は，可給態窒素簡易評価法に基づく窒素適正施肥シートで求めて決定した

（表 6-1）．

試験区名 栽培型

1 夏･高･無 Ｎ
2 夏･高･標準Ｎ
3 夏･高･診断Ｎ

4 夏･低･無 Ｎ
5 夏･低･標準Ｎ
6 夏･低･診断Ｎ

7 秋･高･無 Ｎ
8 秋･高･標準Ｎ
9 秋･高･診断Ｎ

10 秋･低･無 Ｎ
11 秋･低･標準Ｎ
12 秋･低･診断Ｎ

晩
夏
ま
き

晩
秋
ま
き

可給態窒素
(レベル，数値)

高

(6.8 mg/100 g)

低

(2.5 mg/100 g)

高

(5.1 mg/100 g)

低

(1.8 mg/100 g)

窒素施肥量
(kg/10 a，標準比％)

0
15.0 (100)
7.6 ( 50)

0
15.0 (100)
16.0 (107)

0
15.0 (100)
12.3 ( 82)

0
15.0 (100)
16.5 (110)

表6-1 試験区の構成

注1)施肥は，窒素－リン酸－加里＝15-20-20を標準として，リン酸および加里は
全区標準施用とした．なお，窒素質肥料は硫酸アンモニウム，リン酸は過リ
ン酸石灰，加里は塩化カリで施肥した．
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6.5.2.2 調査方法

キャベツの収穫は各区 10 株とし，外葉，結球に分別し，重量，窒素吸収量

等を測定した．収穫調査後の植物体は 20 mm 大に粗砕して 60℃の通風乾燥機

で乾燥した後に高速振動試料粉砕機（TI-100 シーエムティ科学）で微粉砕し

た．全窒素含有率は微粉砕試料を硫酸－過酸化水素水で分解し（水野・南，1980），

水蒸気蒸留法で測定した．水分含有率は 105℃乾燥法により求めた．

6.5.3 結果および考察

6.5.3.1 生育概要

 図 6-6 および 6-7 に栽培期間中の気温，地温および降水量の経過を示す．晩

夏まき栽培期間中の気温は高めに経過し，特に生育期間後半の 9 月中旬～11 月

中旬は高かった．地温も気温の経過と同様であった．栽培期間中の平均地温は

24.9℃であった．一方，晩秋まき栽培期間の気温は変動が大きかった．栽培期

間の平均地温は 10.5℃であった．

 晩夏まき栽培は栽培期間が 74 日で積算気温は 1,790℃，晩秋まき栽培は 131

日間で 1,410℃（晩夏まきの 79％）であった（図 6-8）．積算地温はそれぞれ

1,840℃，1890℃であった．一方，シミュレーションによる窒素発現量は，晩

夏まきで 1.80 g m-2，晩秋まきで 0.64 g m-2 と（晩夏まきの 36％）推定され，

晩夏まきが晩秋まきを大きく上回った（図 6-8）．

図6-6 栽培期間中の気温，平年気温および日降水量の経過
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6.5.3.2 収穫調査結果

 表 6-2 に収穫物調査結果を示した．晩夏まきキャベツ外葉の葉長，葉巾は晩

秋まきに比べて長く，気温の高い晩夏まきで初期生育が旺盛であることが窺え

た．一方，結球重は可給態窒素低レベルの無窒素区を除いて，栽培期間の長い

晩秋まきで重く，同一品種でも栽培時期によって生育相が異なった．

図 6-9 に示した結球収量および出荷規格の結果から，栽培期間の地温が高い

晩夏まきにおいて，可給態窒素高レベルでは，無Ｎ区でも標準Ｎ区や診断Ｎ区

と同程度の結球が得られた．一方，栽培期間の地温が低い晩秋まきでは，無Ｎ

区の結球は標準区に比べて小さく，栽培期間の地温経過によって無機化窒素量

の影響が異なった．また，可給態窒素レベルに応じて施肥窒素量を加減した診

断Ｎ区では，晩夏まき，晩秋まきのそれぞれにおいて同程度の収量が得られた．

図6-7 栽培期間中の気温および地温の経過

0

5

10

15

20

25

30

35

本年気温 本年地温

本
年
気
温
，
本
年
地
温
（
℃
）

9月 10月 11月 12月 1月 2月 3月

（晩夏まき） 移植 収穫
（晩秋まき） 移植 収穫

図6-8 栽培期間中の積算気温と窒素発現推定量の比較

注１）窒素発現量は実測地温からのシミュレーションによって，可給態窒素1 mg/100 gからの発現量で表した．
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試験区名

1 夏･高･無 Ｎ
2 夏･高･標準Ｎ
3 夏･高･診断Ｎ

4 夏･低･無 Ｎ
5 夏･低･標準Ｎ
6 夏･低･診断Ｎ

7 秋･高･無 Ｎ
8 秋･高･標準Ｎ
9 秋･高･診断Ｎ

10 秋･低･無 Ｎ
11 秋･低･標準Ｎ
12 秋･低･診断Ｎ

外葉
葉長 葉巾

(m)

0.356 0.406
0.352  0.408
0.339  0.407 

0.335  0.336
0.339  0.404
0.340  0.402

0.253  0.350
0.286  0.404
0.271  0.374

0.213  0.304
0.255  0.370
0.264  0.381

表6-2 収穫物調査結果

注1)英小文字は晩夏まき(試験区1～6)間の比較，英大文字は晩秋まき(試験区7～12)間の比較
で，異なる英文字は5％の危険率で有意差があること示す．

a a

a a

a a

a a

a a

a a

AB AB

A A

A A

B B

A A

A A

結球
縦径 横径 調整重

(m) (g)

0.119 0.177 1,115
0.117  0.180 1,226
0.120 0.177 1,112

0.113  0.168 780
0.117 0.181 1,106
0.119  0.177 1,143

0.156  0.171 1,411
0.170  0.181 2,201
0.166  0.176 1,769

0.140  0.142 546
0.163  0.173 1,543
0.163  0.176 1,783

a a              a

ab a              a

b a              a

b b   b

b a  ab

b a   a

B B              A

A A A

AB AB             A

C C              B

AB AB             A

AB AB             A

0.0

2.0

4.0

6.0

8.0

3L
2L
Ｌ
M
Ｓ
規格外

キ
ャ
ベ
ツ
結
球
収
量
(k
g 
m
-2
)

晩夏まき 晩秋まき

無N 標準N 診断N 無N 標準N 診断N 無N 標準N 診断N 無N 標準N 診断N

高 低 高 低可給態窒素
レベル

図6-9 キャベツ収量と出荷規格割合

注1)出荷規格は，規格外＜700 g≦Ｓ＜1,100 g≦Ｍ＜1,300 g≦Ｌ＜1,500 g≦２Ｌ＜1,900 g≦３Ｌとした．(n=20)
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表 6-3 は乾物重および窒素吸収量の比較である．土壌の可給態窒素レベルが

異なっても，可給態窒素簡易評価法に基づく窒素適正施肥シートで求めた窒素

施肥量で栽培することによって，同程度の窒素吸収量が得られ，シミュレーシ

ョンの妥当性が評価できた．

6.5.4 要約

 栽培期間中の地温データと土壌タイプごとの平均的な窒素無機化特性値から

窒素発現量を予測して，可給態窒素レベルに応じた適正窒素施肥算出シートを

作成した．この妥当性について，地温が異なる 2 栽培型でキャベツを栽培し，

生育，収量，窒素吸収量等を比較検討した結果，作成した適正窒素施肥算出シ

ートの妥当性を実証することができた．今後，現地実証や他の作物への適用性

についても確認し，実用化に向けて取り組みを加速させたい．

試験区名

1 夏･高･無 Ｎ
2 夏･高･標準Ｎ
3 夏･高･診断Ｎ

4 夏･低･無 Ｎ
5 夏･低･標準Ｎ
6 夏･低･診断Ｎ

7 秋･高･無 Ｎ
8 秋･高･標準Ｎ
9 秋･高･診断Ｎ

10 秋･低･無 Ｎ
11 秋･低･標準Ｎ
12 秋･低･診断Ｎ

乾物重
外葉 結球 合計

(g)

71.1   61.6   133
80.0   71.9   152
68.4   60.6   129

62.0   51.6   114
62.3   58.4   121
61.9   55.0   117

68.6   89.7   158
78.8  126     204
77.4  105     182

47.2   38.2    85.4
75.8   78.4   154
73.2   97.4   171

表6-3 収量物の乾物重および窒素吸収量

窒素吸収量
外葉 結球 合計

(g m-2)

7.79   5.55   13.3
8.83   6.79   15.6
8.52   6.11   14.6

4.89   4.47    9.36
7.01   5.95   13.0   
55.0   7.09   13.8

7.08   8.58   15.7
9.67  14.1    23.8 
9.47  12.3    21.8

4.38   3.99    8.37
8.76   9.26   18.0
8.59  12.3    20.9 

a       ab ab

a         a a

a         ab        ab

b         b b

a         ab      ab

a         ab      ab

A         AB          A

A         A A

A         A A

B         B B

A A A

A A A

a       a ab

a         a a

a         a a

a         a b

a         a ab

a         a ab

AB        AB AB

A         A A

A A A

B         B B

A   AB A

A         A A

注1)英小文字は晩夏まき(試験区1～6)間の比較，英大文字は晩秋まき(試験区7～12)間の比較
で，異なる英文字は5％の危険率で有意差があること示す．
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6.6 今後の展開

土壌診断測定項目のなかで可給態窒素は，土壌の窒素肥沃度を表す重要な項

目であるにもかかわらず，測定法が煩雑で長時間を要するため，これまで，ほ

とんどの土壌分析機関では可給態窒素を測定実施項目としておらず，地力窒素

を知りたいという生産者のニーズに応えることができていなかった．開発した

簡易評価法は非常に簡便で，農業技術指導機関だけでなく生産者自らが実施で

きるため，自分の畑の窒素肥沃度がどの程度であるかを実感できるとともに，

窒素肥沃度を考慮した適正施肥に活用できる．対象としては大規模畑作農家，

農業関連企業，地域の生産者部会等が想定される．

また，この方法を組み込んだ分析機器（富士平工業：SFP-4i，通称 SPAD4）

が 2012 年 8 月に発売された．さらに，JA 全農（広域土壌分析センター）では

土壌診断項目に本法が追加された．このように，地域の普及指導機関等で可給

態窒素が簡単に測定できるようになったため，可給態窒素と作物の収量，品質

との関連性をより明確に示すことができると考える．

今後は，可給態窒素レベルに応じた適正窒素施肥指針の策定が必要であり，

現時点（2017 年）ではまだ試験研究段階であるが，今後，全国各地域で現地実

証等を行ってマニュアル化を進めることにしている．

これらの実証結果を踏まえ，可給態窒素レベルに応じた窒素施肥法を個別農

家指導に役立てることが可能になれば，適正施肥指導に大きく貢献でき，農家

の肥料コスト削減，安定生産が可能になるとともに，環境面においても硝酸イ

オンによる地下水汚染の問題など，水，大気および土壌環境の健全化に大きな

役割を果たすことができる．
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第７章 総合考察

7.1 緒言

近年の肥料原料価格の高騰や，有機性資源の利用促進を背景として，土壌蓄

積養分の適正な評価に基づく施肥管理の重要性が高まっている．なかでも，窒

素は作物の生育，収量，品質だけでなく，水，大気，土壌環境にも大きな影響

を及ぼす成分であるため，農作物の高品質安定生産，施肥コストの低減ならび

に環境保全を実現するには，土壌分析を行って，土壌から供給される窒素量，

すなわち土壌の可給態窒素を考慮した施肥を行う必要がある（上薗ら，2003；

上薗ら，2004；上薗ら，2005a，2005b；上薗，2006；上薗・餅田，2007；上

薗ら，2013）．

可給態窒素は土壌の窒素肥沃度（地力窒素）を表す重要な土壌診断項目であ

り，「30℃4 週間保温静置培養法」を標準的分析法として，全国の試験研究機関

等で多くの調査データが蓄積されている．しかし，その測定には少なくとも 4

週間を要するため，可給態窒素をルーチン業務として測定している土壌分析機

関はほとんどない．このため，これまでに可給態窒素を迅速に評価するための

化学的抽出法が数多く提案されてきたが，高価な分析機器が必要であったり，

わが国の普通畑の約 50％を占める黒ボク土や有機物施用土壌への適用性が悪

いことなどにより，広範な地域で活用されている方法はなかった．一方，生産

現場では，土壌診断結果を直ちに施肥設計に反映させるために，分析手法のさ

らなる迅速・簡便化が急務となっていた．

そこで，広範な土壌に適用可能で，生産現場で迅速に実施できる畑土壌可給

態窒素の簡易評価法の開発に取り組んだ．開発に当たって，まず全国各地の試

験研究機関で実施されている有機物連用試験圃場から，土壌の種類や有機物施

用履歴が異なる畑土壌を収集し，これらを共通試料として十数種類の既報の化

学的抽出法を詳細に比較検討し，再評価した．次に，その中から培養法との適

合性に優れた化学的抽出法を選定し，より最適な抽出条件を再検討した．最後

に，抽出有機物の簡易測定法を開発することによって，生産現場で実施可能な

畑土壌の可給態窒素簡易評価法として提案した（第 1 章）．
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7.2 可給態窒素推定のための簡易抽出法

土壌の種類や堆肥施用条件が異なる畑土壌を用いて，培養法による可給態窒

素と既報の化学的抽出法による測定値との適合性，および抽出有機物の C/N 比

などの化学的特性について比較検討した．その結果，中性リン酸緩衝液抽出法，

0.1 mol L-1 塩酸抽出法および 0.4 mol L-1 硫酸抽出法等による非加熱抽出法で

は，黒ボク土と黒ボク土以外の土壌の違いによって抽出有機物量が大きく異な

るため，堆肥施用によって高まった可給態窒素を適切に評価できなかった．一

方，加熱を伴う抽出法では非加熱抽出法に比べて，培養法で求めた可給態窒素

と高い正相関を示す方法が多かった．その中で，加熱温度が 121℃の熱水抽出

無機態窒素法では，堆肥施用によって高まった可給態窒素を評価できたが，土

壌の種類の違いによる影響も大きかった．また，105℃で加熱する熱水抽出性

窒素法，1.0％SDS 抽出法，あるいは 0.5％SDS 抽出法についても，熱水抽出無

機態窒素法に比べるとその影響は小さいものの，土壌の種類の違いによって抽

出有機物量に差が認められた．これらに対して，加熱温度が 100℃の煮沸浸出

法は土壌の種類の違いによる影響が小さく，堆肥施用によって高まった可給態

窒素を適切に評価できた（第 2 章）．

そこで，100℃6 時間条件である煮沸浸出法を基に，加熱抽出温度と時間に

ついて再検討した．抽出温度を 25℃～121℃の 6 段階で比較した結果，抽出有

機態窒素，有機態炭素ともに抽出温度が高いほど多かった．非黒ボク土試料と

黒ボク土試料とで比較した場合，高圧蒸気滅菌器を使用した 121℃と 105℃お

よび室温の 25℃抽出では，黒ボク土の抽出有機態窒素および有機態炭素が非黒

ボク土に比べて有意に多く，温度が高いほど抽出有機物の C/N 比も高かった．

これに対して，送風定温乾燥機を使用した 100℃，80℃および 60℃では有機態

窒素および有機態炭素の抽出量に非黒ボク土と黒ボク土間で差異が認められず，

培養法による可給態窒素の傾向とよく一致した．なかでも，80℃が培養法によ

る可給態窒素との相関が最も高かった．

次に，抽出温度を 80℃として抽出時間について検討した．有機態窒素およ

び有機態炭素の抽出量は，加熱処理直後に多く，6 時間後までは増加したが，

16 時間以降は時間当たりの抽出量が減少するため抽出誤差が小さくなった．ま

た，処理時間が長いほうが抽出窒素量の試料間差が明瞭になりやすいことや，
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処理後，室温まで放冷するために 2 時間程度を要することなどの分析操作上の

利便性を考慮し，夜間の処理を想定した 16 時間を抽出時間に決定した．また，

通風乾燥機などの性能の違いや，分析点数等の違いによる温度上昇の誤差を極

力小さくし，測定の再現性を高めるために，水でなく 80℃の湯を注いで抽出を

開始することとした（第 3 章）．

7.3 抽出過程における窒素動態と抽出有機物の特性

80℃の加熱処理によって，土壌から抽出されるアンモニウム態窒素は経時的

に増加すること，またその増加量は土壌試料によって大きく異なることを明ら

かにした．また，抽出液を三次元蛍光分光分析で解析し，抽出されるタンパク

様物質が加熱処理に伴い減少することを明らかにした．これらの結果から，増

加するアンモニウム態窒素の起源は，加熱処理によって分解されるタンパク様

物質であると推察した．そこで，アンモニウム態窒素増加量と抽出有機態窒素

の和を評価指標とすることにより，既報よりも推定精度の高い可給態窒素評価

法とした（第 5 章）．

可給態窒素（y）と 80℃16 時間水抽出法による抽出有機態窒素＋アンモニウ

ム態窒素増加量（x）との関係は，y=0.41 x，すなわち 80℃16 時間水抽出され

る窒素の 41％が 30℃４週間湿潤土培養による窒素無機化量に相当する．培養

期間を長期化すると窒素無機化量も増加し，3.3.5 のように培養期間が 12 週間

程度に長期化すると両者の関係性は y=x に近づく．ただし，80℃16 時間水抽

出法によって抽出された窒素には，腐植物質のような難分解性有機物も含まれ

ていることが確認された．培養無機化窒素の本質は不明な部分が多いが，80℃

16 時間水抽出物に含まれ無機化に寄与する画分は数十万 Da～数万 Da の分子

サイズの大きな有機態窒素であり，易分解性成分の C/N 比はタンパク質に近く，

タンパク質様物質が分解し，無機化窒素を供給していると推察された（第 5 章）．

中性リン酸緩衝液や希酸による抽出法では，土壌の C/N 比が高いほど抽出さ

れる有機物の C/N 比も高くなるが，80℃16 時間水抽出法では，抽出有機物の

C/N 比は既報の抽出法に比べて低く，また土壌の種類の違いや有機物施用履歴

にかかわらず，約 9 の一定値になるという特徴があることを示した．このこと

から，80℃16 時間水抽出法は，抽出有機物に占める窒素無機化への寄与が低い
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有機物の割合が比較的少ない抽出法であると推察された．さらに，80℃16 時間

水抽出法の適用性について，普通畑，野菜畑，飼料畑の作土 330 点を用いて検

証した結果，これら畑作物に対する減肥基準の策定に活用可能な推定精度であ

ることを確認した．

また，これまでに提案された可給態窒素簡易抽出法の多くは風乾細土での測

定である．土壌の可給態窒素を考慮して窒素施肥量を決定する場合，生産現場

で求められるのは正確性とともに迅速性である．そこで，風乾処理を省略した

生土試料での適用性について検討した結果，風乾と生土試料の抽出全窒素量に

は差が認められず，有機態炭素，有機態窒素，無機態窒素にも風乾，生土試料

で差異はなかった．したがって，80℃16 時間水抽出法は生土試料でも適用可能

である．これは，生土からの抽出物中に土壌の風乾処理に伴って易分解性に変

化する有機物が含まれていることを意味する．また，10％塩化カリウム浸出液

と 80℃16時間水抽出液の硝酸態窒素抽出量にも差異が認められないことから，

同一抽出液で可給態窒素の推定と硝酸態窒素量の測定が可能である（第 3 章）．

7.4  80℃16 時間水抽出液の簡易分析法

抽出される有機態窒素や有機態炭素の分析には，酸分解等の前処理，あるい

は高額な分析機器が必要となる．また，抽出液を分解せずに抽出窒素を推定す

る方法として従来から吸光光度法が利用されてきたが，土壌の種類によって吸

光度が異なる等の問題があった．

80℃16 時間水抽出法では，抽出有機物の C/N 比が土壌の種類によらず，約

9 の一定値を示すため，抽出有機態炭素と可給態窒素にも高い相関関係がある．

一方，河川等の水質分析では全有機態炭素量（TOC）と化学的酸素消費量（COD）

は正相関を示すことが知られている．そこで，分析の簡便化のために，80℃16

時間水抽出法において抽出液の COD から可給態窒素を推定することを試み，

COD 簡易測定キットの適用を検討した．

可給態窒素（y）と 80℃16 時間水抽出法による抽出有機態窒素＋アンモニウ

ム態窒素増加量（x1）との関係は，y=0.41 x1で有意な正相関（ r=0.86，p<0.001）

を示した．また，可給態窒素（y）と 80℃16 時間水抽出法による抽出有機態炭

素（x2）との関係は y=0.046 x2で，x1と同様に有意な正相関（ r=0.91，p<0.001）
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を認め，80℃16 時間水抽出法では抽出有機態炭素も可給態窒素を推定するのに

有効であることが示された．一方，80℃16 時間水抽出法による抽出有機態炭素

（x2）と COD 簡易測定キットで測定した COD 値（x3）との関係は x2＝0.68 x3

で極めて高い正相関（ r=0.94，p<0.001）を示した．そこで，可給態窒素（ｙ）

と COD 簡易測定キットによる COD 値（x3）との関係を求めたところ，y=0.034 

x3で相関係数は x1および x2と同程度に良好（ r=0.89，p<0.001）であった．

以上の結果から，抽出液の COD 値を市販の簡易測定キットで測定しても推

定精度を低下させることなく可給態窒素の推定が可能であることを確認した．

さらに，土壌診断分析機関でなくても，家庭で調達可能な物品で測定ができる

ように改良した．また，露地畑に比べて有機物投入量が多く，土壌養分の蓄積

が多い施設畑においても適用可能であることを示した（第 4 章）．

7.5 開発した畑土壌可給態窒素簡易評価法の特徴

上記の研究により，80℃16 時間水抽出と COD 簡易測定による畑土壌可給態

窒素の簡易評価法を開発した．

本評価法には，①難しい化学分析操作が不要，②家庭で調達可能な物品のみ

で実施可能，③毒・劇物薬品を使用せず廃液処理が不要，④生土試料でも風乾

土試料と同等の可給態窒素乾土換算値が得られるので，採土した翌日には判定

可能，⑤黒ボク土を含む多様な畑土壌や堆肥連用土にも適用可能，⑥本法の抽

出液を使用して土壌の硝酸態窒素量も測定可能など，多くの利点があり，迅速

性，汎用性に優れている．

7.6 開発した技術の普及と今後の展望

本評価法の普及推進を図るため，操作手順のマニュアルを作成した（上薗・

加藤，2010）．また，本分析法は平成 28 年からＪＡ全農の土壌分析項目に採用

され，神奈川県の全国土壌分析センターで測定されることとなり，普及が加速

化されることになった．

さらに，可給態窒素を窒素肥沃度，土づくりの指標として活用するだけでな

く，窒素肥料の適正化に活用する取組みをはじめた．畑作物は種類・作型が多

様であるため，本技術による評価結果に反応速度論を組み合わせて平均地温か
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ら土壌の窒素無機化量を時期別に推定し，施肥基準から適正な窒素施肥量を自

動算定する表計算システムを作成した．

2016 年度にこの適正窒素施肥システムを利用して，可給態窒素レベルの異

なる圃場で栽培試験を実施した結果，精度よく実証でき，可給態窒素レベルが

高い場合は窒素減肥を，低い場合は有機物施用等による土づくりの励行と並行

して，目標とする可給態窒素レベルに到達するまでの期間は窒素を増肥して，

目標収量を得るための指導指針として活用できる目処がついた．今後，多品目

での栽培試験や現地実証を経て実用化に取組むこととしている（第 6 章）．

7.7 おわりに

土壌診断測定項目のなかで可給態窒素は，土壌の窒素肥沃度を表す重要な項

目であるにもかかわらず，測定法が煩雑で長時間を要するため，これまで，ほ

とんどの土壌分析機関では可給態窒素を測定実施項目としておらず，地力窒素

を知りたいという生産者のニーズに応えることができていなかった．開発した

簡易評価法は非常に簡便で，農業技術指導機関だけでなく生産者自らが実施で

きるため，自分の畑の窒素肥沃度がどの程度であるかを実感できるとともに，

窒素肥沃度を考慮した適正施肥に活用できる．

本簡易評価法を活用することによって，農家の肥料コスト削減，作物の高品

質安定生産はもちろん，環境保全にも貢献できると考える．
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第８章 摘要

作物生産を維持・増進しつつ，環境保全と施肥コストの低減を進めるために

は，農業生産現場において，土壌診断に基づく施肥の適正化を推進する必要が

ある．しかし，土壌診断のなかで可給態窒素は，作物の生育に大きな影響を及

ぼす重要な項目であるにもかかわらず，その測定には少なくとも 4 週間の土壌

培養が必要であるため，可給態窒素を分析している土壌分析機関は稀である．

こうした背景のもとで，これまでに可給態窒素を簡易に評価するための化学的

抽出法が数多く提案されてきたが，黒ボク土や有機物施用土壌への適用性が悪

いことなどにより，広範な地域で活用されているものはない．一方，生産現場

では，土壌診断結果を施肥設計に反映させるために，分析手法のさらなる迅速・

簡便化が求められている．そこで，広範な土壌に適用可能で，生産現場で迅速

に実施できる畑土壌可給態窒素の簡易評価法を開発した．

8.1 可給態窒素推定のための簡易抽出法

全国各地の有機物連用試験圃場から収集した土壌を用いて，十数種類の既報

の化学的抽出法を詳細に検討し，再評価した．その結果，培養法による可給態

窒素測定値との相関や有機物施用土壌への適用性などの観点から，土壌に加水

して加熱する手法（熱水抽出，煮沸法等）の推定精度が良いことを明らかにし，

さらに抽出温度や時間等の最適化や測定値の再現性を検討して，80℃・16 時間

水抽出法を確立した．

8.2 抽出過程における窒素動態と抽出有機物の特性

80℃の加熱処理によって，土壌から抽出されるアンモニウム態窒素は経時的

に増加すること，またその増加量は，土壌試料によって大きく異なることを明

らかにした．また，抽出液を三次元蛍光分光分析で解析し，抽出されるタンパ

ク様物質が加熱処理に伴い減少することを明らかにした．これらの結果から，

増加するアンモニウム態窒素の起源は，加熱処理によって分解されるタンパク

様物質であると推察された．そこで，アンモニウム態窒素増加量と抽出有機態

窒素量の和を評価指標とすることにより，既報よりも推定精度の高い可給態窒

素評価法とした．

中性リン酸緩衝液抽出法や希酸による抽出法では，土壌の C/N 比が高いほど

抽出される有機物の C/N 比も高くなるが，80℃・16 時間水抽出法では，抽出
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有機物の C/N 比は既報の抽出法に比べて低く，また土壌の種類の違いや有機物

施用履歴にかかわらず，約９の一定値になるという特徴があることを示した．

このことから，80℃16 時間水抽出法は，抽出有機物に占める窒素無機化への寄

与が低い有機物の割合が比較的少ない抽出法であると推察された．

また，80℃16 時間水抽出法で抽出される有機態炭素量は，培養法による可

給態窒素測定値と高い正相関があり，評価指標として利用可能であることを見

いだした．

本評価法の適用性を普通畑，野菜畑，飼料畑の作土 330 点を用いて検証し，

これら畑作物に対する減肥基準の策定に活用可能な推定精度であった．

8.3 80℃16 時間水抽出液の簡易分析法

抽出される有機態窒素や有機態炭素の分析には，酸分解等の前処理，あるい

は高額分析機器が必要となる．そこで，分析の簡便化を検討し，抽出液の化学

的酸素消費量（COD）は有機態炭素量と極めて高い正相関があることを明らか

にした．また，COD を市販の簡易測定キットで測定しても推定精度を低下させ

ることなく可給態窒素の推定が可能であることを確認した．

8.4 開発した畑土壌可給態窒素簡易評価法の特徴

上記の研究により，80℃16 時間水抽出と COD 簡易測定による畑土壌可給態

窒素の簡易評価法を開発した．本評価法には，①難しい化学分析操作が不要，

②家庭で調達可能な物品のみで実施可能，③毒・劇物薬品を使用せず廃液処理

が不要，④生土試料でも風乾土試料と同等の可給態窒素乾土換算値が得られる

ので，採土した翌日には判定可能，⑤黒ボク土を含む多様な畑土壌や堆肥連用

土にも適用可能，⑥本法の抽出液を使用して土壌の硝酸態窒素含量も測定可能

など，多くの利点があり，迅速性，汎用性に優れている．

8.5 開発した技術の普及と今後の展開

本評価法の普及推進を図るため，操作手順のマニュアルを作成した．また，

県や土壌診断機関に配備される土壌分析機器の測定項目として組み込まれると

ともに，ＪＡ土壌分析センターにおいてルーチン分析項目に採用された．

今後，可給態窒素を窒素肥沃度，土づくりの指標として活用するだけでなく，

窒素施肥の加減に活用する取組みを加速することで，農家の肥料コスト削減，

作物の高品質，安定生産はもちろん，環境保全にも貢献できると考える．
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Development of a Simplified Method for Measuring Available 

Nitrogen in Upland Soil and the Diagnostic System for Appropriate 

Application of Nitrogen Fertilizer 

Ichiro Uezono 

Summary 
Fertilizer application is desirable to apply timely an appropriate 

amount of nutrients to the soil. Therefore, the first step of proper 

application of fertilizer is to check the nutrient status of targeted soil using 

the soil diagnosis. Available nitrogen that is supplied slowly from soil to 

crops is an important soil diagnostic parameter influencing the potential 

crop production. Although increasing the available nitrogen level by 

applying organic matter such as compost is important, an excessive increase 

makes it difficult to adjust the nitrogen supply to crops. And also, it causes 

cultivation-related concerns such as over luxuriant growth or lodging and 

furthermore groundwater contamination with nitric acid that causes 

environmental pollution. For these reasons, nitrogen fertilizer and organic 

matter application must be adjusted based on available nitrogen level in 

soils. 

However, the measurement of available nitrogen in upland soil has 

required four weeks of soil incubation under aerobic condition at 30°C, 

taking a lot of time and effort. For these reasons, many simple extraction 

methods for measurement of available nitrogen have been proposed, 

although these methods pose concerns related to their diversity and 

convenience. For example, some methods cannot be applied to some soil 

types or need toxic chemicals or require expensive analytical equipment. As 

a result, there are few institutions providing a soil diagnosis service 

including the routine analysis of available nitrogen, making it difficult for 

farmers to response rapidly the available nitrogen level. 
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To solve these problems, we researched on the development of a 

simple method for measuring available nitrogen that not only institutions 

provide a soil analysis service but also the individual farmer can operate 

easily. 

Firstly, it was compared about previously reported chemical extraction 

methods for estimating the available nitrogen of soils collected from 

experimental field with long-term organic matter application at agricultural 

experiment station in Japan. It was found that hot water extraction methods 

has superior estimation accuracy by providing a high correlation with the 

available nitrogen by incubation method and with good applicability to soils 

with long-term application of organic matter. In addition, the extraction 

temperature, time, reproducibility of measurement values are compared and 

examined, leading to the conclusion that the hot water extraction method at 

80°C-16 hour is the best. 

As the soil continues to be heated with hot water at 80°C, the extracted 

ammonium nitrogen increases with the passage of time. Therefore the 

source of ammonium nitrogen will be originated from protein-like nitrogen 

compounds that are decomposed by heat treatment. In order to accurately 

estimate the available nitrogen, it is necessary to calculate the total amount 

of nitrogen in both of the organic nitrogen or increased ammonium nitrogen 

by heating with hot water extraction at 80°C -16 hour. 

In the case of chemical extraction using phosphate-buffered solution 

or some acid, the C/N ratio of the organic matter extracted by these extracts 

varies depending on the soil's C/N ratio. In contrast, 80°C -16 hour hot 

water extraction method provides a constant value of C/N ratio (roughly 9) 

regardless of the soil types and organic matter application. The value of C/N 

ratio 9 of this extracted organic matter is obviously lower than the C/N ratio 

by previously reported extraction methods. From these results, the 80°C -16 

hour hot water extraction is likely the method that extracts easily 

decomposable organic matter that especially undergo nitrogen 
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mineralization. 

Furthermore, the organic carbon extracted by the 80°C -16 hour hot 

water extraction can be used as an assessment index because it has a strong 

positive correlation with available nitrogen measured by the incubation 

method. In order to confirm the applicability of this method, it  was verified 

using soil samples collected from 330 sites plow layers of upland soils. As a 

result, this method has an estimation accuracy that can be used to evaluate a 

standard for reducing fertilizer for upland crops. 

Although the extraction method was established for the analysis of 

extracted organic nitrogen and organic carbon, pretreatment such as acid 

decomposition or expensive analytical equipment is necessary. So, it was 

examined the ways to simplify the current analytical methods and found that 

chemical oxygen demand (COD) of an extract solution has a very strong 

positive correlation with the level of organic carbon. And it was also 

confirmed that the available nitrogen can be estimated without 

compromising estimation accuracy even if COD is measured using a simple 

and commercially available measurement kit. In conclusion, we developed a 

simplified measurement method for estimating available nitrogen by 

combination between the 80°C -16 hour hot water extraction and a simple 

COD measurement method. 

This method has numerous advantages, indicating quick measurement 

and diversity: (1) it is not necessary for difficult chemical analysis, (2) it 

does not require expensive chemical analyzers and measurement can be 

undertaken using easily obtainable instruments, (3) it does not use  

poisonous substances, (4) soil diagnosis is usually measured with air-dried 

soil, but this method is available to the same result in fresh soil, so the 

results can be obtained as early as the next day of soil sampling at upland 

fields, (5) it can be applied to various types of soil including soil which has 

received compost, and (6) the usage of extract solution makes it possible to 

measure soil nitrate nitrogen. 
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It was created a user manual for the purpose of promoting the wider 

use of this simple assessment method for measuring available nitrogen. This 

method of measurement has been adopted for use with soil analytical 

equipment deployed to institutions providing soil diagnosis services and is 

being adopted as an item for routine soil analysis. 

In the future, it will be not only used for measuring available nitrogen 

as a parameter of soil fertility but also be further advanced to determine the 

proper level of nitrogen fertilizer application. Our research findings suggest 

that an 80°C -16 hour hot water extraction method can contribute not only 

to reducing the fertilizer costs for farms, improving crop quality, and 

stabilizing production but also to conserving the environment. 


