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   The habitat distribution of nitrifier in a riverhead area was kinetically examined by nitrification activity batch test 
using sampled soil. The kinetic estimation showed that the soil with higher carbon content had lower nitrifier content. 
On the other hand, the soil with higher carbon content possessed higher content of ubiquinone which was an indicator 
of aerobes. Nitrate was not detected in the soil with higher carbon content, while it existed in hillslope whose soil had 
lower carbon content. Therefore, it was inferred that the competition of oxygen between heterotrophs and nitrifier 
occurred. Since nitrifier had lower growth rate than heterotrophs, nitrifier was presumably difficult to survive in the 
soil with higher carbon content. 
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１． はじめに 

 
多くの開発途上国では，生活廃水等を未処理のまま河

川に放流している現状にある．人口増加が進むなかで，

今後，ますます河川の水質浄化機能に依存することにな

るのは，容易に予想される． 
河川の自浄作用1)ということばが使われるようになっ

て久しいが，人間活動の影響を受けたことにより，後天

的に発現した水質浄化機能も自浄作用として解釈してい

る場合がある．言い換えると，本来河川が有している水

質浄化機能を過大評価している可能性がある．その意味

では，河川の水質浄化機能を正しく見積もる必要がある．

つまり，河川が先天的に有している機能と後天的に形成

された機能とを分けて評価することが必要になると考え

られる． 
河川の先天的な水質浄化機能を見積もるためには，自

然河川の水質浄化機能の形成過程を調べることが有効で

あるが，そのためには，水質浄化を担う細菌群の河川源

流域での生息分布，河川への流出機構，そして河川内で

の水質浄化機能の発現過程などについて明らかにする必

要がある． 
過去に斜面流出水に含まれる細菌群集を調べたところ，

地下水位や流出水量に応じて，細菌群集の量や組成は多

様に変化することが明らかとなった2),3)．言い換えると，

さまざまな水文条件により，斜面土壌から多様な細菌群

集が河川に供給され得ることを示している．ただし，細

菌群の河川への流出という観点では，斜面だけでなく，

河川に至るまでの河畔域にも着目する必要がある． 
本研究では，上述した一連の研究の手始めとして，水

質浄化機能のなかでも硝化に着目し，河川源流域におけ

る斜面とそこから主流路に至るまでの河畔域において，

土壌中の硝化細菌群の生息分布を動力学的に調べた．ま

た，その生息に及ぼす環境要因についても検討した． 
 
 



 

 

２． 調査地 

 
調査は，山梨県北杜市に位置する山梨県森林総合研究

所の瑞牆山試験流域4)で行った（図-1）．主流路沿いに

は，河畔湿地が散在している．河畔湿地には，その背後

にある斜面からの湧水が，河畔湿地の表面を通って主流

路へと至る流れがある．本研究では，図中に示したよう

に，斜面とそこから主流路に至る河畔域の3地点（L1，
L2，L3），合計4地点を調査対象とした．L1，L2，L3で
は，表層の含水比が200%程度であったのに対し，斜面

では50%程度であった．また，表層の透水係数は，L3で
は1.96×10-3 cm/secであったのに対し，斜面では1.73×
10-2 cm/secであった． 
 
３． 方法 

 
(1) 採土 

各地点ともに，有効容積100mLのコアサンプラーを用

いて，A0層を取り除いたところから深さ60cmまで，

10cm間隔で採土した．そして，後述する土壌CN含有率

や土壌キノン含有率の測定や硝化活性試験に供した． 
 
(2) 土壌中の炭素・窒素含有率 

各地点の土壌中（0-10cm，30-40cm）の炭素や窒素の

含有率を調べるために，乾燥試料0.4gと酸化コバルト4g
を混ぜて，CNコーダー（Yanako社，MT500）により分

析した． 
 
(3) 土壌キノン含有率 

a) 呼吸鎖キノン 

呼吸鎖キノン（以下，キノン）とは，細菌の電子伝達

鎖において水素キャリアーとして機能する補酵素である．

好気呼吸を行う細菌が持つユビキノン（Q-n），嫌気呼

吸を行う細菌が持つメナキノン（MK-n (HX)）に大別さ

れる．ここで，n，HXは，それぞれイソプレノイド側鎖

数およびその水素飽和度xを表す5)．一般的に，一細菌種

は一種類の優占キノン種を持つ．優占キノン種は，環境

条件に応じて変化することがなく，遺伝的にも安定して

いることが知られている5)．また，キノン濃度は細菌群

量と対応していることが報告されている5)．キノンは，

微生物学的な専門知識を必要とせずに化学分析だけで分

析が可能であることや定量性に優れていることから，活

性汚泥6)，農地土壌7)，干潟の底質8)などの複合微生物系

や斜面流出過程2),3)の解析のためのバイオマーカーとして

利用されてきている． 
b) 分析方法 

各地点の土壌（0-10cm，30-40cm）を凍結乾燥処理し

た後，重量を測定した．前処理後のそれぞれの土壌から

キノンを含む脂溶性成分を抽出するために，クロロホル

ム・メタノール溶液（2:1, v/v）とヘキサンを順次用いた．

得られた溶媒抽出物を固相抽出カートリッジ（Waters社，

Sep-Pak Plus Silica）に吸着させ，2% (v/v)のジエチル

エーテル・ヘキサン溶液を用いてMKを，10% (v/v)の同

溶液を用いてQを，それぞれ分離・精製した．アセトン

に溶媒置換した後，フォトダイオードアレイ検出器

（SHIMAZU社，SPD-M10A VP）付きの高速液体クロマ

トグラフィー（SHIMAZU社，SCL-10A VP）により，各

キノン分子種を分離・定量した．各キノン種の同定には，

吸光スペクトルやENIU値5)を参考にした．土壌キノン含

有率は，凍結乾燥後の乾燥重量に対するものとした． 
 
(4) 土壌中の硝化細菌群存在量の推定 

a) 硝化活性試験 

φ2mmのふるいを通過した土壌試料にBOD希釈液を

加え，遠心分離した後，上澄み液を取り除く洗浄作業を

2回繰り返した．そして，洗浄済みの土壌試料約40g（湿

潤）を三角フラスコに入れた．BOD希釈液に塩化アンモ

ニウム，重曹をそれぞれ20mg-N/L，160mg/Lとなるよう
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図-1 調査地 



 

 

に添加した後，pHを7.0に調整した試験液300mLをこの

三角フラスコに入れ，静置条件下で曝気した．すなわち，

硝化に必要となるアンモニア性窒素，溶存酸素，アルカ

リ度を十分に与えた．水温を20℃に設定した恒温水槽に

水浴させ，24時間ごとに上澄み液を採取し，硝酸性窒素

を硫酸ヒドラジニウム還元ナフチルエチレンジアミン法

にて分析した． 
b) 硝化細菌群量の動力学的推定 

硝化は，アンモニア性窒素から亜硝酸性窒素，そして

亜硝酸性窒素から硝酸性窒素へと至る逐次反応であるが，

前者はアンモニア酸化細菌群が，後者は亜硝酸酸化細菌

群が関与することが知られている．それぞれについて，

さまざまな反応速度式が提案されているが9),10)，ここで

は簡略化するために，硝化をアンモニア性窒素から硝酸

性窒素に至る一段階の反応と見なし，硝化細菌群の増殖

速度と硝酸性窒素の生成速度をそれぞれ式(1)，(2)のよ

うに表現した．アンモニア酸化反応と亜硝酸酸化反応で

は前者が律速となることが知られていることから，この

ような一段階の反応速度を想定した場合，アンモニア酸

化細菌群のパラメータが用いられている10)． 
 

(1) 

 

(2) 

 
ここで，μmax：硝化細菌群の最大比増殖速度（d-1），

KNH4：アンモニア性窒素（NH4-N）の飽和定数（mg-
N/L），KDO：溶存酸素（DO）の飽和定数（mg/L），

KALK：アルカリ度（ALK）の飽和定数（mg/L），b：自

己分解係数（d-1），Y：硝化細菌群の増殖収率（mg-
VSS/mg-N），XN：硝化細菌群濃度（mg-VSS/L）である．

本試験では，前述したように，アンモニア性窒素，溶存

酸素，アルカリ度を十分に与えていることから，これら

のMonod項は1と見なすことができる．したがって，そ

れぞれ式(3)，(4)と表現できる． 
 

(3) 

 
(4) 

 
ここで，XN (t=0)，NO3 (t=0)：試験開始時の硝化細菌群濃度

（mg-VSS/L），硝酸性窒素濃度（mg-N/L），t：経過時

間（d）である．μmax，b，Yに文献値9)を与え，図-2に示

したように，硝化活性試験におけるサンプリング時の硝

酸性窒素濃度NO3 (t)の増加過程を再現できる試験開始時

の硝化細菌群濃度XN (t=0)を試行錯誤的に求めた． 
硝化細菌群は，培養法あるいは分子生物学的な手法に

より定量することも可能であるが，ここでは簡単な回分

試験と水質分析により定量可能な方法を用いた． 
 
４． 結果および考察 

 
(1) 各地点の炭素・窒素含有率 

各地点における0-10cm，30-40cmの土壌中の炭素・窒

素含有率を図-3に示した．0-10cmの表層土壌の炭素含有

率は，主流路に近いL2，L3の方が，斜面，L1よりも高

かった．30-40cmでは，L1，L2，斜面では相対的に高く，

L3は最も低かった．L3では，20-60cmにかけて土壌粒径

が明らかに大きかった．したがって，細菌群が生息でき

る表面積が相対的に小さかったことが，このような結果

になった理由のひとつとして考えられる．一方，窒素含

有率は，各地点，深度ごとにも大きな違いは認められな

かった．すなわち，硝化細菌群の基質となるアンモニア

性窒素やその前駆物質である有機態窒素の存在量には，

それほど違いはなかったものと解釈できる． 
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 (2) 土壌キノン含有率 

各地点における0-10cm，30-40cmの土壌キノン含有率

を図-4に示した．前述したように，キノン量は細菌群量

に対応することから，土壌キノン含有率が高いほど，土

壌中の細菌群の存在量が多いことを意味する．表層土壌

では，L2，L3の方が，斜面，L1よりも高かった．30-
40cmでは，L1では表層土壌とそれほど違いは認められ

なかったが，斜面，L2では相対的に低く，L3では極端

に低かった．このように，土壌キノン含有率は，土壌炭

素含有率と対応していた．すなわち，炭素源が豊富なほ

ど細菌群も多く存在していた．  
 
(3) 硝化細菌群の生息分布 

動力学的に推定した硝化細菌群の存在量を図-5に示し

た．4地点の表層土壌を比較すると，L1が最も高く，斜

面，L3，L2の順で小さくなるように推定された．鉛直

方向に見てみると，斜面，L1，L3では，表層で最も高

く，深くなるにつれて減少するように見積もられていた．

硝化細菌群は，偏性好気性細菌であることから，このよ

うな推定結果になったのは妥当であると考えられる．し

かしながら，L2では，表層が最も低く見積もられていた．

このように，地点，深度によって，硝化細菌群の存在量

には違いが見られた． 
 
(4) 硝化細菌群と従属栄養細菌群との酸素競合 

硝化細菌群の生息に影響を及ぼす環境要因を探るため

に，まず，好気性細菌群に占める硝化細菌群の存在比を

調べた．図-6に推定した硝化細菌群量（XN）と好気性

細菌群が有するユビキノン（Q）の存在量との比（XN/Q
比）を示した．表層土壌では，L1が最も高く，斜面がそ

れに次いだが，土壌炭素含有率が高かったL3やL2では，

低い値となった．30-40cmでは，ほぼ同じ土壌炭素含有

率であった斜面やL2では，ほぼ同じ値となり，それらよ

りも土壌炭素含有率が低かったL1は，やや下回った．一

方，明らかに土壌粒径が大きかったL3では，XN/Q比は

極端に低かった．この比が低いということは，好気性の

細菌群全体に対して，同じ好気性の細菌群である硝化細

菌群の存在割合が低いことを意味することから，好気条

件下であっても硝化細菌群は生息しにくかったものと解

釈される． 
図-7にL3と斜面の深さ10cmで採取した土壌水のアン

モニア性窒素および硝酸性窒素濃度を示した．斜面では

硝酸性窒素が検出されたが，L3ではほとんど検出されな

かった．土壌に含まれる窒素は，有機態窒素やアンモニ

ア性窒素が大部分を占めることが知られているが，土壌
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水から硝酸性窒素が検出されたということは，硝化が起

こっていた可能性が考えられる．一方，硝酸性窒素が検

出されなかったL3では，硝化が起こらなかったか，ある

いは起こったとしても，それよりも反応速度の大きい脱

窒が卓越したことにより，硝酸性窒素が消失した可能性

が考えられる．この場合，いずれにしても，溶存酸素が

制限されていた可能性が十分に考えられる． 
これを踏まえると，表層の土壌炭素含有率の高かった

L2やL3において，XN/Q比が相対的に小さかったのは，

次のように解釈することができる．これらの地点では炭

素源が豊富に存在していたことから，従属栄養細菌群の

増殖により溶存酸素が顕著に消費されたものと予想され

る．硝化細菌群の増殖速度は，従属栄養細菌群よりも小

さいことから，硝化細菌群と従属栄養細菌群との間に，

溶存酸素の競合が起こったため，硝化細菌群は存続しに

くかったものと考えられる． 
以上の結果から，硝化細菌群の生息が制限された理由

として，従属栄養細菌群との間の溶存酸素の競合が関係

することが考えられたが，そのような状況を生じた潜在

的な要因のひとつに，土壌炭素含有率が挙げられよう．

今回対象とした4地点におけるデータが限られているこ

とから，なぜ同じ河畔域でもL2，L3とL1とでは，土壌

炭素含有率が異なったかについては明らかではないが，

地形・地質的な要因が密接に関係しているものと予想さ

れる．今後，これらのパラメータを同時に解析すること

で，河川源流域における水質浄化細菌群の生息分布を紐

解くことができるものと考える． 
 

５． まとめ 

 
河川源流域の斜面1地点と河川に至るまでの河畔土壌3

地点（L1，L2，L3），合計4地点を調査対象とした．表

層土壌の炭素含有率が高かったL2，L3では，斜面，L1
に比べてキノン含有率が高く，細菌群がより多く生息し

ていたことが明らかとなった．一方，硝化細菌群の存在

量を動力学的に推定したところ，土壌炭素含有率が高

かったL2，L3では低く，逆に土壌炭素含有率が低かっ

た斜面，L1では高く見積もられた． 
そこで，斜面とL3における土壌水の窒素濃度を調べた

ところ，斜面では硝酸性窒素が検出されたのに対し，L3
では検出されなかった．前者では，硝化が進んでいたも

のと解釈される．後者では，硝化が起こらなかったのか，

あるいは硝化が起こっていたとしても脱窒により硝酸性

窒素が消費された可能性が考えられる．いずれにしても，

ここでは溶存酸素が制限されていたものと考えられる．

一方，推定した硝化細菌群と好気性細菌群が有するユビ

キノンの存在量の比を調べたところ，土壌含有率が高

かったL3では低く，逆にL1では高かった．したがって，

炭素源が豊富に存在するほど，従属栄養細菌群の酸素消

費量が多くなることから，従属栄養細菌群と硝化細菌群

との間に酸素の競合が起こり，その結果，増殖速度の小

さい硝化細菌群は，生息しにくかったものと考えられた． 
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