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第１章  緒   言 

 

１ 岩手県のホウレンソウ 

 岩手県は夏季冷涼な気象条件や有機物の豊富な条件

を最大限に活用して，ハウスで 1 年に 4～5 作連続栽培す

るホウレンソウ（Spinacia oleracea L. 以下，雨よけホウレン

ソウ）の生産を拡大している．また，土壌診断による施肥・

土壌管理によって土壌消毒を行わない，かん水を極力抑

える栽培が中心であり，他産地には見られない特徴ともな

っている 35）．こうした栽培から高品質のホウレンソウが作ら

れ，夏場においては他産地より常に高値で取引されている．

1993 年には 34 億円の販売実績を記録し，岩手県の野菜

の主力品目として位置づけられている 36）．一方，ホウレンソ

ウの安定出荷および産地ブランドの育成のためには品質

を向上させることが必要であり，糖，ビタミン C などの栄養

素を増加させ，硝酸およびシュウ酸などを減少させることが

求められている 96）．ホウレンソウの安定生産，産地ブランド

の維持および農業者所得向上のためにも，立地条件を活

かした栽培技術の確立が求められている． 

 

2 ホウレンソウの特徴 

ホウレンソウ（Spinacia oleracea L.）はコーカサス地方の

原産でヨーロッパ，アメリカに伝播した西洋系と中国，日本

に伝播した東洋系に分かれる．西洋系は丸葉品種が多く，

多収であるが土臭い特徴がある．一方，東洋系は剣葉品

種が多く，抽だいしやすい，高温に弱いなどの特徴があっ
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た．現在では，東洋と西洋の良さを取り入れた F1 品種が

多く開発されている． 

ホウレンソウをはじめとするアカザ科は根の内部に共生

する VA（Vesicle Arbuscule）菌根菌をもたない．VA 菌根

菌が植物の根につくと，土壌中に菌糸を伸ばし，リン酸，マ

グネシウム，鉄などのミネラルや水分を効率よく吸収して植

物に与え，植物からの光合成で生産した糖分を与えられる．

ホウレンソウは，その VA 菌根菌がないため，土壌中の養

分は植物自身の吸収能とその他の根圏内微生物により産

生された有機酸によってホウレンソウ体内に取り込まれる．

また，アカザ科作物の根圏から単離された細菌が極めて

高い有機酸生成能を示した 45)．土壌有用微生物の 1 つで

ある Pseudomonas fluorescens（シュードモナス・フルオレッ

センス）は，ホウレンソウの根面に共生し，フザリウムやバー

テシリウムなどの菌を抑制するとともにシデロフォアを産生

する．シデロフォアは鉄キレーターの一種で鉄を効率よく

取り込む機能を持っている．また，シデロフォアは,鉄量の

低い環境でよく産生される．岩手県のホウレンソウ産地は,

火山灰土壌が多いが，ホウレンソウの生育条件を整えるた

めに pH を 6.5～7.0 に矯正するところが多い．したがって，

水に溶け難い水酸化第二鉄の形態となっているため遊離

鉄および遊離アルミニウムが少ない状態となり，シデロフォ

アが生産されていると考えられる．このようにホウレンソウは，

他作物と異なる性質をもつ作物であり，その養分吸収特性

についても他作物と異なる可能性がある． 

 ホウレンソウの体内硝酸濃度については，窒素施肥法の

改善によって減少が期待できるとされ，そのためにも，施肥

法の確立が重要である．栄養生長の途中で収穫されるホ

ウレンソウでは，土壌中の硝酸態窒素を硝酸還元酵素の

能力以上に過剰に吸収した場合，余剰の硝酸を液胞に蓄

積し，蓄積された硝酸は再利用されにくい 98)．そのため，

土壌からの窒素供給量の違いによって，生長量は同じでも

体内硝酸濃度に違いがあるとも考えられる．すなわち，土

壌からの窒素供給量を過小評価し，過剰な施肥が行われ

れば，品質の低下も懸念される． 

 

3 有機物利用による課題 

 近年，化学肥料や化石エネルギーの投入量を減らし，そ

れに代わる養分供給手段として緑肥，畜産廃棄物，集落

排水汚泥等の各種有機物の多面的，効率的な利用を促

進し，耕地をめぐる肥料成分の循環を高めていくことが求

められている．農業生産現場では土壌の理化学性の向上

を目的に「土づくり」として，農業改良普及センター，JA な

どの指導のもとに堆肥などの有機物施用が奨励されている．

岩手県でも特産野菜を中心に堆肥の施用が指導されてお

り，耕畜連携の観点から主に家畜ふん堆肥が施用されて

いる．オガクズ，イナワラ，バーク（樹皮）などの副資材を混

入した牛ふん堆肥は C/N 比が 20 前後であり，土壌に施用

された場合，含有窒素の多くが土壌微生物に取り込まれ

て，無機化が抑制される「窒素取り込み型」として分類され，

肥料としての効果よりも土壌物理性の改善効果が高いとさ

れている．しかし，このような窒素取り込み型の堆肥におい

ても，長期連年施用していく間に，蓄積した有機物から無

機態窒素が放出されることが認められた 4)，6)，9)，22）．すなわ

ち，C/N 比の高い有機物資材を施用した場合でも，連用

による無機態窒素の放出量を想定した肥培管理がなされ

なければ無機態窒素が放出され，硝酸態窒素による地下

水汚染が危惧される. 茶園では肥培管理の特性上，圃場

面積の 1/6 に当るうね間に多量の肥料や有機物が投入さ

れている．このため茶園のうね間土壌では，過剰な有機物

施用の影響が顕著に認められた．有機物が多施用される

鹿児島県の茶園では，表層土壌で水抽出される有機態窒

素が多いほど，暗渠排水中の硝酸態窒素濃度が高かっ 

た 62)．また，適正な施用量を考慮せずに有機物を長期に

わたり連年施用していくと，蓄積した有機物から無機態窒

素が過剰に放出されることで野菜における高濃度の硝酸

の蓄積を引き起こすことが危惧される．硝酸の蓄積は，土

壌からの硝酸態窒素の植物への吸収量と植物体内に吸

収された硝酸の同化量との関係によって決定されるが，植

物への硝酸吸収量は，窒素施肥量によって制御が可能で

ある． 

 

4 有機物利用による作物の窒素吸収特性 

近年，有機物を施用した作物栽培において，作物は単

に有機物から無機化される無機態窒素だけではなく，土

壌中に増加する有機物由来の易分解性有機態窒素も利

用しているとの指摘がなされた．ツンドラに生育するスゲの

アミノ酸吸収能力が高いが，実際に土壌中に存在する遊

離アミノ酸量は極めて少なかった 11)．針葉樹林や寒帯の

農作物がアミノ酸を吸収した 67)．ローザムステッドにおける

長期連用試験の結果では，バレイショ，ビート栽培時の収

量ならびに窒素利用率が，化成肥料区より有機物施用区

において高くなった 58)．トウモロコシの収量は有機物施用

区よりも化成肥料区でより高いが，リクトウでは有機物施用

区の方が高い 95)などの報告があった．また，バレイショ，ビ

ート，ニンジンに有機物を施用して栽培したところ，植物に

よる窒素吸収量が土壌中の無機窒素量より多くなるなどの

現象も観察された 69)．Matsumoto ら 48)は，ニンジンとチンゲ
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ンサイにおいて， Okamoto ら 72)は，イネ，ソルガムにおい

て C/N 比=10 の菜種油かすを用いて試験を行い，化学肥

料区と比べ土壌中の無機態窒素が少ない状態であっても

生育および窒素吸収量が上回ったと報告した．三浦・ 

阿江 62)は，土壌中無機態窒素だけでは茶の収量品質は

説明がつかない場合があることを報告した．即ち，栽培試

験結果を個々の作物ごとに考察すると，無機栄養説に該

当しない事例がいくつか報告された．また，VA 菌根菌と共

生 す る ヘ ラ オ オ バ コ (Ribwort  Plantain ， Plantago 

lanceolata)は土壌中の有機態窒素から放出した低分子量

の窒素を菌糸から取り込むことが報告された 30)．さらに，土

壌中の有機態窒素は自然存在比で 15N よりδ15N を多く持

っており 31)，85)，いくつかの植物の葉はδ15N 同位体を多く

含んでいた 61)ことから VA 菌根菌を持つ植物は土壌中の

有機態窒素を間接的に利用できることが報告された．土壌

中の窒素の約 90％が有機態窒素であるが，植物が利用

する窒素の形態が無機態窒素のみという説は効率よく養

分を吸収するシステムとは言いがたい． 

上記の事例から推察すると，無機態窒素以外の窒素を

利用する可能性のある植物が存在する可能性が示唆され

た．したがって，作物の窒素施肥に関しては有機態窒素の

動態も留意する必要がある．  

 

5 研究の目的 

有機物施用を前提とした栽培を続けるために，有機物

施用を考慮した土壌管理法を提案する必要がある．そこで

本研究では，(1)有機物施用条件下で土壌中の有機・無

機態窒素の動態がホウレンソウの生育，窒素吸収反応お

よび品質に及ぼす影響について調査する．(2)無機態窒素

以外の窒素としてリン酸緩衝液で抽出される有機態窒素

（以下，PEON）に注目し，植物の導管液中および土壌中

での検出と ELISA 法を用いて導管液中の PEON 定量，土

壌中の PEON 定量を行う．(3)無機態窒素以外に，作物が

利用できる土壌中の有機態窒素の存在形態について把

握するため逐次抽出法を開発する．(4)ホウレンソウが吸収

できる可給態窒素を評価する．(5)現場で実施できるホウレ

ンソウ栽培に適した土壌窒素の簡易評価法の開発を行い，

ホウレンソウの窒素吸収特性を利用した施肥法を提案する.

これをもって有機物施用を前提とした土壌管理法を提案

することを目的とした. 

 

第２章 有機物施用条件下における 

雨よけホウレンソウ栽培の実態 

 

岩手県の主要品目であるホウレンソウを対象に，県内で

多量に生産されるオガクズ牛ふん堆肥を用いて数年間の

連用試験を行い，土壌中の有機・無機態窒素の動態がホ

ウレンソウの生育，窒素吸収反応および品質に及ぼす影

響について調査した． 

 

1 材料および方法 

(1) 試験圃場・土壌条件 

本試験は，所内の表土を，縦 3m，横 4m，深さ 1m の有

底コンクリート枠に充填した精密圃場（ライシメーター）で実

施した．充填土壌は，非アロフェン質黒ボク土に属し，

pH=5.6，土性 LiC，全炭素 3.2％，全窒素 0.2％および可

給態窒素は 0.57 mg/kg であった．試験区枠内の表層から

0～40 cm までの透水係数は 2.9～4.0×10-3 m/sec（20℃），

浸透率は 54～65％であった．ライシメーターの上にビニル

ハウスを設置し，栽培期間である 4 月から 11 月までビニル

を被覆した．11 月から翌年の 3 月まではビニルを除去した. 

(2) 試験区の構成 

1998 年から 2001 年の 4 年間行い，ホウレンソウを年間 2

～4 回作付けした．化学肥料区には，窒素を硝安で，リン

酸を重過石，カリを塩加カリで施用し，播種前日に施肥し

た．化学肥料の施用量は岩手県の栽培指針 35)に従い，1

作目は，N を 9g/m2，P2O5 を 13g/m2，K2O を 9g/m2 で施

肥した．2 作目は，N を 7g/m2，P2O5 を 7g/m2，K2O を 

7g/m2 で施肥した．3 作目は，N を 4g/m2，P2O5 を 4g/m2，

K2O を 4g/m2 で施肥した．4 作目は無施用とした．  

堆肥区では，1 作目播種の 2 週間前にオガクズ牛ふん堆

肥を生重で 8 ｋg/m2 施用し，2 作目以降は，無施用とした．

岩手県で定めている土作りとして施用する牛ふん主体の

堆肥施用量は 4 ｋg/m2 であるが，肥料としても活用できる

かの検討を行うため，肥効率 50％の施肥量を設定した．

堆肥の成分は，4 年間の平均で生重あたり水分 66.7％，

pH（H2O）=8.6，C/N 比 23.7，窒素 0.6％，リン酸 0.5％，カ

リ 0.9％，石灰 0.7％，苦土 0.2％であった．4 年間の作付け

および施肥量を表１に示す． 

(3) 供試品種 

4 月～8 月播種時にはアクティブ，9 月以降播種時には

アトランタを用いた． 

(4) 栽植様式 

栽植密度は 100 株/m2（株間 8cm×条間 12.5cm）とし，

シーダーテープ 1 粒播種により栽培を行った.かん水量は

播種前には 50mm/m2 を，播種後には 15 mm/m2 をスミサン

スイチューブを用いて均一に行った.気温が高い場合は，

適宜かん水を均一に行った. 
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(5) 試料の採取法 

地上部試料は，収穫時に 1m2 枠内のホウレンソウを収穫し,

各試験区で中庸な 20 株を選択して試料とした.生育調査後,

作物体窒素分析用と体内硝酸態窒素分析用に等分した.土

壌試料は，試験区内 4 端付近と中央付近の 5 ヵ所からルート

オーガーを用いて 0～20 cm の土壌を採取した.表層から 2cm

までの土壌は除いた. 

(6) 試料の分析法 

ホウレンソウ地上部の窒素吸収量は，全窒素含有率は，風

乾した作物体を粉砕した後，ガンニング変法 81)により湿式分

解してアンモニア態窒素とし，オートアナライザー（ブランルー

ベ社 AAⅡ型，以下，同機使用）を用いて分析した．同機種

によるアンモニア態窒素の定量はインドフェノール法による比

色定量であった．ホウレンソウの硝酸態窒素は，収穫後速や

かに細断し，サンプル管（アズワン製，ガラスサンプル管瓶）に

5g 秤量した．この試料に，15mL の蒸留水を加え，ポリトロンで

磨砕し，水を加えて洗いながら 50ｍL に定容した．これを No.2

のろ紙でろ過し，10mL のろ液を遠沈管に取り，10,000rpm で 1

分間遠心分離して，上清を得た．上清中の硝酸イオンを

HPLC で定量した．無機態窒素は，風乾土 10g に 10％塩化カ

リウム 100mL を加えて室温で 1 時間振とうした後，No.5B のろ

紙でろ過し，ろ液を分析試料とした．オートアナライザーを用

いて分析し，アンモニア態窒素はインドフェノール法，硝酸態

窒素は銅・カドミウム還元ーナフチルエチレンジアミン法により

それぞれ比色定量した 14)． 

地下への窒素溶脱量は，ライシメーター地下へ溶脱した無

機態窒素量，全窒素量を浸透水中の濃度と浸透水量から算

出した．無機態窒素は，ろ過後オートアナライザーを用いて分

析し，アンモニア態窒素はインドフェノール法，硝酸態窒素は

銅・カドミウム還元ーナフチルエチレンジアミン法によりそれぞ

れ比色定量した．全窒素は，総和法 12)により蒸留・分解を行い，

100ml に定量した試料をインドフェノール法で定量した． 

 

2 結果および考察 

(1) ホウレンソウ収穫時の外観形質，収量および窒素吸収量 

表２に収穫時の外観形質を示す．4 年間の栽培試験を通じ

て，葉数，草丈および葉幅ともに，年次や作期により若干の変

動はあるものの，堆肥区で化学肥料区よりも上回る傾向が認

められ，収穫時の生育は堆肥区で進んでいた． 

表３にホウレンソウの収量，収穫時の窒素含有率および窒

素吸収量を示す. 作期ごとの変動はあるものの全重，調整重

および乾物収量の年次別合計は，いずれの年次も堆肥区が

化学肥料区を上回る傾向が認められた．両処理間の差は試

験開始当初よりも堆肥の連用年数が進んだ 2000 年，2001 年

にかけて明瞭となった．窒素含有率は,2000 年を除いたその

他の 3 年間は化学肥料区で高い傾向があった．窒素吸収量

は乾物収量と同様に，例外的な作期はあるものの堆肥区の方

が化学肥料区よりも高く，4 年 12 作の合計では約 1.5 倍となっ

た．この結果は菜種油かすを施用した条件で，ホウレンソウは

窒素吸収量および乾物重が増加し，有機物の施用効果が高

いとするこれまでの報告 46)とも一致した． 

一般に堆肥施用により土壌物理性が変化し，生育や収量

に影響が生じることが知られている 92)．しかし，本試験におい

ては処理の違いによる透水係数，土壌硬度の顕著な差は認

められず（データ省略），堆肥施用による土壌物理性の変化が

ホウレンソウの生育，収量に及ぼす影響は大きなものではな

かったと推察された． 

表１ ホウレンソウ栽培試験の概要と供試品種および施肥量 

年度 作期 播種日 収穫日 品種
窒素 リン酸 カリ 石灰 苦土 窒素 リン酸 カリ 石灰 苦土

1998 第1作 7月7日 8月20日 9 13 9 7 0.4 52 40 66 63 26 アクティブ

第2作 10月6日 11月24日 7 7 7 4 0.2 0 0 0 0 0 アトランタ
1999 第1作 5月16日 6月21日 9 13 9 7 0.4 45 40 71 61 21 アクティブ

第2作 7月19日 9月2日 7 7 7 4 0.2 0 0 0 0 0 アクティブ

第3作 9月11日 11月1日 4 4 4 2 0.1 0 0 0 0 0 アトランタ
2000 第1作 6月12日 7月19日 9 13 9 7 0.4 39 34 55 32 11 アクティブ

第2作 8月24日 9月28日 7 7 7 4 0.2 0 0 0 0 0 アクティブ
第3作 10月6日 11月28日 4 4 4 2 0.1 0 0 0 0 0 アトランタ

2001 第1作 4月27日 6月28日 9 13 9 7 0.4 46 43 85 63 20 アクティブ
第2作 6月29日 8月1日 7 7 7 4 0.2 0 0 0 0 0 アクティブ
第3作 8月8日 9月19日 4 4 4 2 0.1 0 0 0 0 0 アクティブ

第4作 9月27日 11月14日 0 0 0 0 0.0 0 0 0 0 0 アトランタ

施肥量(g/m
2
)

化学肥料区 たい肥区
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表２ たい肥の連用がホウレンソウの草丈，葉数，葉幅に及ぼす影響 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

z 平均±標準誤差（n=20） 
y 同項目，同行で異なる文字は，分散分析により 5％水準で有意差あり 

 

表３ たい肥の連用がホウレンソウの収量および窒素吸収に及ぼす影響 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

z 平均±標準誤差（n=20） 
y 同項目，同行で異なる文字は，分散分析により 5％水準で有意差あり 

1 15.4 ± 0.5 16.2 ± 0.4 13.6 ± 1.0 a 20.4 ± 1.1 b 5.7 ± 0.1 a 6.2 ± 0.2 b

2 16.5 ± 0.4 aｙ 21.3 ± 0.6 b 11.1 ± 0 11.9 ± 0 4.9 ± 0.2 a 6.1 ± 0.2 b
1998年の平均 16.0 18.8 12.4 16.2 5.3 6.2

1 18.4 ± 0.5 a 21.4 ± 0.5 b 12.8 ± 0.3 a 14.1 ± 0.4 b 6.1 ± 0.2 6.2 ± 0.4
2 20.7 ± 0.7 a 17.9 ± 0.9 b 23.9 ± 0.3 a 14.3 ± 0.3 b 4.8 ± 0.3 4.5 ± 0.2
3 15.7 ± 0.5 a 24.4 ± 0.5 b 10.0 ± 1.0 9.6 ± 1.3 4.0 ± 0.2 a 5.5 ± 0.1 b

1999年の平均 18.3 21.2 15.6 12.7 5.0 5.4
1 8.7 ± 0.3 a 18.9 ± 0.5 b 10.4 ± 0.5 a 23.5 ± 1.0 b 2.5 ± 0.2 a 6.7 ± 0.9 b
2 10.5 ± 0.3 a 19.6 ± 0.5 b 12.0 ± 0.4 a 22.3 ± 1.9 b 2.6 ± 0.1 a 6.1 ± 0.3 b
3 15.3 ± 0.2 a 21.2 ± 0.3 b 17.1 ± 0.4 a 11.6 ± 0.2 b 3.3 ± 0.1 a 4.0 ± 0.1 b

2000年の平均 11.5 19.9 13.2 19.1 2.8 5.6
1 24.1 ± 0.7 a 33.4 ± 1.2 b 17.5 ± 1.1 14.7 ± 2.7 4.6 ± 0.2 4.9 ± 0.3
2 11.9 ± 0.2 a 12.9 ± 0.2 b 11.2 ± 0.4 10.4 ± 0.3 4.0 ± 0.3 4.3 ± 0.1
3 12.4 ± 0.3 a 18.1 ± 0.5 b 16.6 ± 0.9 17.6 ± 1.0 3.8 ± 0.1 a 5.3 ± 0.2 b
4 13.3 ± 0.2 a 22.7 ± 0.6 b 13.3 ± 0.3 12.7 ± 0.5 3.4 ± 0.1 a 6.4 ± 0.2 b

2001年の平均 15.4 21.8 14.7 13.9 4.0 5.2

4.1 5.515.2 20.7 14.1 15.2

1999

2000

2001

1998～2001の
平均

葉幅z

(㎝)(㎝)
葉数z

(枚)

1998

作期年次
草丈z

化学肥料 たい肥 化学肥料 たい肥 化学肥料 たい肥

1 124 ± 6.2 a
ｙ

157 ± 7.2 b 6.0 ± 0.3 a 6.9 ± 0.3 b
2 102 ± 8.1 a 147 ± 8.9 b 4.8 ± 0.4 a 6.0 ± 0.4 b

1998年合計 226 304 10.9 12.9
1 119 ± 4.9 a 191 ± 7.1 b 4.9 ± 0.2 a 5.7 ± 0.2 b
2 123 ± 4.6 a 81 ± 5.2 b 5.5 ± 0.2 a 3.5 ± 0.2 b
3 50 ± 7.4 57 ± 8.2 2.5 ± 0.4 2.4 ± 0.4

1999年合計 293 329 12.9 11.6
1 35 ± 1.8 a 189 ± 8.6 b 1.3 ± 0.1 a 8.0 ± 0.4 b
2 56 ± 2.2 a 273 ± 23 b 2.4 ± 0.1 a 11.4 ± 1.0 b
3 122 ± 0.6 121 ± 3.9 5.6 ± 0.0 6.2 ± 0.2

2000年合計 213 584 9.3 25.5
1 161 ± 7.5 a 213 ± 27 b 6.3 ± 0.3 7.0 ± 0.9
2 48 ± 2.6 53 ± 2.1 1.9 ± 0.1 1.6 ± 0.1
3 95 ± 3.1 a 177 ± 9.0 b 4.3 ± 0.1 a 6.8 ± 0.4 b
4 94 ± 3.2 a 318 ± 17 b 4.0 ± 0.1 a 11.4 ± 0.6 b

2001年合計 399 761 16.5 26.8

49.6 76.9

43.4
42.8

-
42.1

50.9
-

32.9

43.8
41.0

-
29.7

1998年

1999

2000

2001

1998～2001
の合計 1131 1978 -

年次 作期
乾物収量

z
窒素吸収量

z

(g/m
2
)

化学肥料 たい肥

44.4

47.5
-

41.4

(g/m
2
)

49.6

化学肥料 たい肥 化学肥料 たい肥

48.7

-
36.2
41.9
46.1

-
39.1
38.7
44.9
43.0

-

-

窒素含有率
z

（g/kg DW）

30.0
38.5
35.9

-

41.6

1 1226 ± 67 a 1504 ± 69 b 1082 ± 59 a 1338 ± 66 b
2 888 ± 98 a 1268 ± 119 b 799 ± 92 a 1170 ± 103 b

1998年合計 2114 2772 1881 2508
1 1267 ± 78 a 1843 ± 96 b 1104 ± 66 a 1546 ± 84 b
2 2016 ± 82 a 1440 ± 91 b 1908 ± 77 a 1267 ± 89 b
3 672 ± 131 a 1133 ± 219 b 576 ± 122 a 989 ± 206 b

1999年合計 3955 4416 3588 3802
1 324 ± 26 a 1698 ± 105 b 283 ± 20 a 1522 ± 100 b
2 371 ± 15 a 2231 ± 204 b 341 ± 14 a 2079 ± 192 b
3 835 ± 5 a 1035 ± 46 b 720 ± 5 a 831 ± 38 b

2000年合計 1531 4965 1344 4432
1 1871 ± 126 a 2461 ± 398 b 1769 ± 119 2045 ± 374
2 651 ± 38 a 812 ± 34 b 577 ± 35 697 ± 30
3 766 ± 37 a 1548 ± 116 b 694 ± 33 a 1403 ± 104 b
4 645 ± 33 a 2184 ± 166 b 560 ± 28 a 1896 ± 146 b

2001年合計 3933 7006 3600 6040

2000

2001

1998～2001
の合計

年次 作期

1998年

1999

調整重
z

(g/m
2
)

たい肥

全重
z

(g/m
2
)

11533 19158 10412 16782

化学肥料 たい肥 化学肥料
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堆肥区の窒素施用量は表１に示すとおり，全量堆肥由来窒

素として 1 年当たり 45g/m2 であり，化学肥料の施用量である

16～20g/m2 よりも大幅に多い．一般に作物は有機物に含まれ

る窒素を直接吸収・利用するのではなく，微生物により無機化

された窒素がその吸収源と考えられている．そのため，本研究

においては，堆肥から無機化された窒素量が化学肥料のそ

れを上回ったことにより，堆肥区のホウレンソウの生育および

窒素吸収量が化学肥料区よりも大きかったのではないかと考

えられた．しかしながら，無機化窒素推定パラメータに基づい

た計算 88)によると，堆肥から無機化されると想定される窒素量

は，連用 1 年目の 1998 年において 4.8g/m2 であり，その後，

若干増加する傾向にあるものの連用 4 年目の 2001 年におい

ても 8.3g/m2 であった．これらは，化学肥料により施用される無

機態窒素量 20g/ m2 より極めて低い値であった（表４）． 

また，実際に試験期間の全作期において作付終了後の無

機態窒素量を測定した場合，堆肥区の硝酸態窒素は化学肥

料区に比べて極めて低い値で推移し（図１ A），アンモニア態

窒素は両処理区間に明瞭な差が認められなかった（図１ B）．

アンモニア態窒素は硝酸態窒素に比べれば極めて低い値で

あることから，結果的に土壌中の無機態窒素量は常に堆肥区

が化学肥料区よりも低い値で推移した．したがって，堆肥区に

おいて乾物収量，窒素吸収量が化学肥料区に比べ増加した

のは，堆肥からの窒素の無機化量が化学肥料の施用量を上

回ったことによるものではないと推察された． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１ 跡地土壌の無機態窒素含量の推移（Ａ:硝酸態窒素，Ｂ:アンモニア態窒素） 

表４ 1 年間で牛ふんたい肥から無機化される 

窒素推定 

 年度
化学

肥料区
無機化窒素

推定量
z

(g/ m
2
) (g/m

2
)

1998 16.0 4.8

1999 20.0 6.6
2000 20.0 7.6
2001 20.0 8.3  

z 1999 年以降は，前年と当年に施用したたい肥の積

算無機化推定量から前年に無機化したと推定される

窒素量を差し引いた値
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(2) ホウレンソウの体内硝酸態窒素 

ホウレンソウ中の硝酸態窒素含量は，一部の作期を除いて，

堆肥区が化学肥料区より極めて低い値を示した（表５）．さらに，

ホウレンソウ中の全窒素に占める硝酸態窒素の比率も化学肥

料区に比べて堆肥区では極めて低くなった．建部ら 91)は被覆

肥料を条施用することにより，慣行栽培よりもホウレンソウ中の

硝酸含量が低下することを報告し，その原因について被覆肥

料の条施用により土壌中での硝化が抑制され，ホウレンソウ根

域土壌ではアンモニアが主要な窒素形態として存在した結果，

アンモニア態窒素が相対的に多く吸収されるためとした．本試

験では前述の通り，4 年間の栽培期間を通して，堆肥区の土

壌中の硝酸態窒素含量は化学肥料区よりも極めて低い値で

推移しており， このためホウレンソウ中に蓄積される硝酸態窒

素含量が化学肥料区よりも低くなったものと推察された．一方

で土壌中のアンモニア態窒素含量は両処理間に大きな差は

認められなかった（図１）ことから，化学肥料区に比べて堆肥

区では，土壌中の無機態窒素に占めるアンモニア態窒素の

比率が相対的に高くなったことも原因の一つかもしれない．し

かし，水耕栽培において，培地の硝酸態窒素とアンモニア態

窒素の比率が 2：8 でもホウレンソウの両形態窒素吸収量は等

量であることが示されていた 90)ことから，アンモニア態窒素の

比率が高い場合であってもホウレンソウが優先的にアンモニア

態窒素を吸収したとは考えにくい．そのため本試験において，

堆肥区の窒素吸収量が化学肥料区を上回る値を示したことに

ついて，土壌中の無機態窒素量および硝酸態窒素とアンモニ

ア態窒素の比率から推定することには疑問があると言わざるを

得ない． 

  

 

 

 

(3) 地下水へ溶脱した窒素量 

図２および図３に地下水へ溶脱した無機態窒素量および全

窒素量を示す．無機態窒素の溶脱量は，堆肥区が化学肥料

区より少なかった．全窒素の溶脱量も，堆肥区が化学肥料区

より少なかった．以上のことから，毎年無機化されると推定され

る堆肥区の無機態窒素は，化学肥料区より少なく，かつ，利

用率が高いことが示唆された． 

ライシメーターは，コンクリート枠の下に貯蔵タンクを設けて

おり，このタンクから採水した．平成 9 年（1997 年）は，土壌を

充填した年で，無作付の状態で年間 9～14kg/10a 溶脱した．

この結果から，仮に溶脱していたとしても，化学肥料区に比べ，

有機物の多い堆肥区で，溶脱した無機態窒素量が化学肥料

区より少ないことから，無機態窒素が溶脱したということは，考

えにくい． 

 

表５ 収穫時のホウレンソウ中の硝酸態窒素及び全窒素含量 

 
作期

化学肥料 たい肥 化学肥料 たい肥

第1作 15.9 ± 0.2 a
y

2.4 ± 0.0 b 48.7 43.8 32.7 5.4
第2作 5.4 ± 0.1 a 7.2 ± 0.0 b 47.5 41.0 11.5 17.6

1998年平均 10.7 4.8 48.1 42.4 22.1 11.5
1999 第1作 15.0 ± 0.0 a 0.8 ± 0.0 b 41.4 29.7 36.2 2.6

第2作 17.8 ± 0.1 a 1.0 ± 0.0 b 44.4 43.4 40.0 2.3
第3作 10.2 ± 0.0 a 12.6 ± 0.1 b 49.6 42.8 20.5 29.5

1999年平均 14.3 4.8 45.1 38.6 32.3 11.4
2000 第1作 12.0 ± 0.2 a 3.1 ± 0.0 b 36.2 42.1 33.1 7.3

第2作 8.2 ± 0.1 a 5.8 ± 0.1 b 41.9 41.6 19.5 14.0
第3作 - 7.2 0.0 46.1 50.9 14.1

2000年平均 10.1 5.4 41.4 44.9 26.3 11.8
2001 第1作 8.4 ± 0.1 a 1.7 ± 0.0 b 39.1 32.9 21.5 5.1

第2作 16.0 ± 0.0 a 1.8 ± 0.1 b 38.7 30.0 41.3 6.0
第3作 5.7 ± 0.1 a 0.7 ± 0.0 b 44.9 38.5 12.7 1.9
第4作 8.8 ± 0.1 a 0.2 ± 0.0 b 43.0 35.9 20.5 0.7

2001年平均 10.2 0.9 42.2 34.8 24.8 2.9

全窒素
(g/kg DW)

硝酸態窒素
z

(g/kg DW)

26.3 8.9

硝酸態窒素/全窒素
(%)

化学肥料 たい肥

43.5 39.4

1998年

1998～2001
の平均

11.2 3.7
 

z 平均±標準誤差（n=3） 

y 同項目，同行で異なる文字は，分散分析により 5％水準で有意差あり 
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3 まとめ 

本試験から，ホウレンソウは，土壌中に無機態窒素が少な

い状態でも窒素を吸収し，生育を確保できる能力があることが

確認された． 

近年，土壌中の無機化窒素量推定のために，培養法に代

わる抽出法の検討が行われる一方，抽出される有機態窒素の

理化学性についても検討が加えられ，可給態窒素の実態を

明らかにする研究が進められていた 54)．欧米では 0.1M CaCl2，

0.5M K2SO4 などの塩溶液による抽出法 8)，日本では樋口 25)に

よって提案された 1/15M 中性リン酸緩衝液抽出法が普及して

いる．Matsumoto ･ Ae54)は，これらの溶液によって抽出される

有機態窒素の C/N 比，アミノ酸組成は極めて類似しており，

本質的には同様の有機態窒素が抽出されているのではない

かと推察した．また，Matsumoto ら 49)は，中性リン酸緩衝液に

よって抽出される易分解性の有機態窒素が，土壌の種類およ

び肥培管理の違いにかかわらず，分子量 8,000～9,000 の比

較的均一な物質群として存在し，いずれの有機物においても

一定期間を経てこの物質群に収斂され，可給態窒素の給源と

なることを報告した．近年，植物がこれら土壌中の無機化前の

可給態窒素を吸収・利用している可能性を示す報告が行われ

11)，65)，67)，72)，96)，土壌中における植物の吸収窒素源は単に土

壌や施用有機物から無機化された無機態窒素のみに限定さ

れないのではないかと指摘されるようになった．それらの試験

の多くはポット栽培や水耕栽培条件下によるものであるが，ほ

場条件下で行われた本試験においても，4年間の栽培試験期

間を通じて土壌中の無機態窒素量は堆肥区が化学肥料区に

比べて低く推移していたにもかかわらず，堆肥区の窒素吸収

量が化学肥料区を上回ることが認められた．高分子有機態窒

素である腐植物質の吸収も報告された 66)が，4 年間の圃場試

験で考えられる窒素形態として，腐植物質に結びつけるのは

考えにくい．なぜなら，供試した土壌は非アロフェン質黒ボク

土で比較的腐植の多い土壌である．腐植物質の吸収であれ

ば，化学肥料区でも窒素吸収量が増加するはずである．また，

土壌中の窒素は 90％が有機態窒素で占められているが，そ

の窒素は主にタンパク質態であり，窒素複素環態はそれほど

多くないということを示した 86)．近年の報告では，ホウレンソウ

が吸収可能な窒素形態について，PEON（Phosphate- buffer 

Extractable Oraganic Nitrogen, p30 参照）と考えられた 46)ので，

これについて，詳しく調査をする必要がある． 

 

 

第３章 PEON 定量法を用いた土壌中および

導管液中の PEON の検出 

 

第 2 章でホウレンソウが吸収可能な窒素形態は PEON であ

る可能性について言及した．そこで，土壌中抽出液および植

物導管液中の PEON を検出するためにウエスタンブロッティン

グ法と ELISA 法に基づいた PEON 定量法を用いた 56)．この方

法の概要は次の通りである（図４）．火山灰土壌から精製され

た PEON を使ってウサギから抗 PEON 抗体を作成した．精製

PEON を SDS-PAGE した後にセミドライウエスタンブロッティン

グ法に供試し，PEON 成分をメンブレンに転写した．一次抗体

は，PEON に反応性を有する抗 PEON Ig 抗体を用い，メンブ

レン上の PEON 成分に一次抗体を結合させた．次いで，一次

抗体に抗原性を持つ HRP 標識二次抗体を反応させた．そし

て，二次抗体に標識された西洋ワサビペルオキシダーゼ

（Horse radish perosidase, HRP）の酵素活性に基づく発色反

応を利用して，メンブレン上の PEON 成分を検出した．次に抗

PEON 抗体を用いて，ELISA（Enzyme Linked Immuno Sorbent 

Assay）法 33)に基づき，定量を行った． ELISA プレートに精製

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２ 精密圃場による無機態窒素溶脱量（kg/10a/年） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図３ 精密圃場による全窒素溶脱量（kg/10a/年） 
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PEON の 1mg/mL PBS 溶液（pH7.4）をコーティングバッファー

（pH9.7）で 10, 20, 40, 80, 160, 320, 640, 1280, 2560 倍希釈

した精製 PEON 溶液を，それぞれ 0.1mL/ウェルずつ，96 ウェ

ル ELISA プレートに分注し，室温で一晩おいて吸着させた．

次いで，ウェル内の溶液を捨て，ブロッキング試薬を 0.1mL/ウ

ェルずつ分注し，室温で１時間静置した．さらに，ウェル内の

溶液を捨て，希釈した抗 PEON 一次抗体または陰性対照の

抗体を 0.1mL/ウェルずつ分注し，室温で 1.5 時間静置し，反

応させた．反応後，TBS-T を用いて，ウェルを 3 回洗浄した後，

HRP 標識した抗ウサギ IgG 抗体（2,000 倍希釈）を，0.1mL/ウ

ェルずつ分注し，室温で１時間静置し，反応させた．なお，そ

れぞれの抗体の希釈には TBS-T を用いた．その後，TBS-T

でウェルを 3 回洗浄し，反応の強さは TMB 試薬を 0.1mL/ウェ

ルずつ分注して発色させ，さらに等量の 1N 塩酸にて反応を

停止させ，マイクロプレートリーダー（日本バイオ・ラッド ラボラ

トリーズ㈱）で 450nm の吸光度を測定すると，PEON 量に応じ

て吸光度の値が高くなることが示された（図５）．この方法を用

いて，有機態窒素を吸収する能力があると考えられるホウレン

ソウを使用し，植物導管液中の PEON の定量および土壌中の

PEON 量の測定を行った． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1 ホウレンソウ導管液中の PEON 様抗原の検出 

(1) 材料および方法 

 ホウレンソウの導管液は以下のようにして採取した．各栽培

条件のホウレンソウ茎部分を露出させ，蒸留水で洗浄した．水

耕栽培の場合は茎の下端で，また土壌栽培の場合は茎の生

え際（地面から 0cm の部分）で茎を鋭利に切断し，80％エタノ

ールで切り口を清浄にした．エッペンドルフチューブに，1N 塩

酸およびエタノールで洗浄し乾燥させた脱脂綿を詰め，これ

を茎の切り口にかぶせた．また周囲の土壌には，キムワイプな

どの清浄な紙あるいはアルミホイルを敷き，土壌からのサンプ

ルの混入を防いだ．16～20 時間後に脱脂綿に含まれた導管

液を採取し，φ0.45μm のフィルターで濾過しサンプルとし

た． 

導管液 1.5mL を凍結乾燥で濃縮し，これを図４の方法に従

ってウエスタンブロットを行った．導管液 1.5mL 凍結乾燥品は，

PBS 0.15mL に溶解させて使用した．ウエスタンブロットを行っ

たホウレンソウは，①水耕栽培，②堆肥施用，③化学肥料・堆

肥混合施用，④化学肥料施用，の栽培条件のものを用いた．

なお，対照抗体として非免疫ウサギの血清から精製した IgG を

用いてウエスタンブロットを行った． 

(2) 結果および考察 

結果を図６に示す．”M”は分子量マーカーであり，”P”は精

製 PEON である（陽性対照）．レーン 1 は水耕栽培により，レー

ン 2，3，4 は土壌栽培により，それぞれ育成したホウレンソウか

ら採取した導管液であった．非免疫ウサギ IgG 抗体では，い

ずれのサンプルでも反応が見られなかった（レーン 2 および 4

の低分子領域に見られる強い陽性バンドは，土壌に由来する

非特異的なバンドである）．これに対して抗 PEON 抗体

は，”P”レーンの精製 PEON と反応すると同時に，土壌で栽培

したホウレンソウの導管液とも反応し，複数の PEON または

PEON 様抗原が検出された．しかし水耕栽培されたホウレンソ

ウの導管液とは反応しなかった． 

以上の結果から，水耕栽培では PEON または PEON 様抗

原が植物導管液には存在せず，有機物施用・化学肥料施用

に関わらず土耕栽培では PEON または PEON 様抗原が植物

導管液に存在することが明らかになった．即ち，植物導管液

中の抗PEON抗体が反応するPEONまたはPEON様抗原は，

土壌由来のものであることが示唆された．よって，土耕栽培条

件の違いが植物導管液中の PEON または PEON 様抗原に与

える影響について検討するには，ウエスタンブロッティング法

では十分でなく，ELISA による PEON または PEON 様抗原量

の比較が必要であることが明らかになった． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図４ ウエスタンブロッティング法による PEON 検出の概要

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図５ ELISA 法を用いた PEON の検出 

一次抗体

酵素標識二次抗体

③[検出 ]

①[SDS-PAGE]
タンパク質の分離

② [Western-blot]
メンブレンへの転写

・ 一次抗体： 
a) 抗PEONウサギIg抗体（ポリクローナル抗体） 
b) 未免疫ウサギIgG抗体（陰性抗体） 

・二次抗体：HRP-抗ウサギIgG抗体（市販品） 
・検出試薬：ECL 

土壌5g + 1/15Mリン酸緩衝液(ph7)

1hr　振とう

濾過

ゲル濾過クロマトグラフィー
(Sephadex G-50)

透析，凍結乾燥

MWMW　　3,0003,000～～8,000Da8,000Da

精製精製PEONPEON

PEON希釈濃度（mg/ml） 
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2 ホウレンソウ導管液中の PEON 様抗原の定量 

(1) 材料および方法 

実験に用いたホウレンソウは，①水耕栽培，②化学肥料・堆

肥2t混合施用，③化学肥料・堆肥4t混合施用，④化学肥料・

堆肥 8t 混合施用，⑤化学肥料施用，のものを用いた．ホウレ

ンソウ導管液調製法は 1，(1)に準じた．得られたホウレンソウ

導管液 1.5mL 凍結乾燥品を PBS 1.5mL で溶解させ，さらにコ

ーティングバッファーで 5 倍希釈し，PEON 定量 ELISA に基づ

いて 55)，PEON または PEON 様抗原の定量を行った．なお，

精製 PEON を標準品として検量線を作成した． 

(2)  結果および考察 

結果は図７に示す．5 倍希釈した各栽培条件のホウレンソウ

導管液の吸光度を，精製PEONの検量線(図８)に代入し，ホウ

レンソウ導管液に含まれる PEON 様抗原量を算出した．数式

は以下に，結果は図９に示す． 

x=(y+0.022)/0.0691×5 

x：ホウレンソウ導管液中の PEON 様抗原量（ug/mL） 

y：5 倍希釈ホウレンソウ導管液の ELISA における吸光度 

 

ホウレンソウ導管液中の PEON 様抗原量は，水耕栽培＜化

学肥料＜化学肥料+堆肥 2t＜化学肥料+堆肥 4t＜化学肥料+

堆肥 8t，の順となった．水耕栽培において，栽培過程で

PEON が生成することはない．一方で，水耕栽培したホウレン 

体が非特異的に反応したもの（PEON 様抗原以外のエピトー

プに反応したもの）と考えられた．土耕栽培については，化学

肥料のみの施用区より，堆肥を併用した区の方が，ホウレンソ

ウ導管液中の PEON 様抗原は増加した．さらに，堆肥施用量

が増加するほど，ホウレンソウ導管液中の PEON 用抗原量は

多かった．土壌中には有機物施肥の有無にかかわらず，普遍

的に PEON が存在しているが，有機物として堆肥を施用する

ことで，土壌中の PEON 様抗原が増加し，ホウレンソウによっ

て吸収された可能性が示唆された．これを検証するには，堆

肥施用区土壌の PEON 様抗原量を測定する必要がある． 

 

 

 

 

 

 

ソウ導管液の ELISA において 0.1 程度の吸光度が見られ

るが，非免疫ウサギ抗体による PEON 検出 ELISA において

も，ABS0.1 程度の吸光度があったことから，抗 PEON Ig 抗 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図７ 各種栽培条件のホウレンソウ導管液の ELISA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図６ 各種栽培条件のホウレンソウ導管液の 

ウエスタンブロット 

 

M：分子量マーカー ;  1：水耕栽培 ;  

2：土耕栽培（化学肥料） ;  

3：土耕栽培（化学肥料＋堆肥） ;   

4：土耕栽培（堆肥8t） ;  

P：精製PEON 

 

 

 

 

 

 

 

 

図８ 精製 PEON の ELISA 検量線 

 M 1 2  3  4  P  

非免疫ウサギIgG抗体 抗PEON Ig抗体 
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図９ 各種栽培条件のホウレンソウ導管液の 

PEON 様抗原の定量 
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3 ホウレンソウ栽培跡地土壌中の PEON 量 

(1) 材料および方法 

実験に用いた土壌は，①化学肥料施用，②堆肥 8t 施

用を用いた．土壌中の PEON 量は，風乾土 300 mg に 1/15 

M リン酸緩衝液を 3 ml 加えて，室温で 1 時間振とうした後，

シリンジフィルター(ADVANTEC 製，0.45 μm)でろ過した

ろ液を分析試料とし 25),全窒素量を乾式燃焼法 14)で測定し

た． 

(2) 結果および考察 

土壌中の無機態窒素に代わる窒素供給源として中性リ

ン酸緩衝液抽出窒素に注目すると，実験開始年である

1998 年の作付前土壌では堆肥区と化学肥料区でほぼ同

程度であったが，堆肥を 4 年間連用した跡地の土壌では，

化学肥料区で実験開始前よりも減少し，堆肥区では 1998

年比の 130％増加した（表６）．堆肥を連用することで土壌

中の PEON 態窒素量は増加した．平田 28)は，淡色黒ボク

土 を用 いてリン酸 緩 衝 液 で抽 出 した有 機 態 窒 素 量 と

ELISA 法による PEON 量との間に高い正の関係があること

を報告した．すなわち，堆肥 8t 施用区のPEON量は，化学

肥料施用区の PEON 量よりも多いことを示した．有機物多

施用で，PEON が大量に生成されれば，浸透水とともに

PEON が地下水へ溶脱した 62)が，第 2 章において溶脱し

た全窒素量が少ない結果から(第 2 章，表３)，PEON は溶

脱したとは考えにくい．しかし，堆肥区で増加した可給態

窒素が直接的にホウレンソウの窒素吸収量に及ぼす影響

については，本試験の結果からは不明であった．無機態

窒素量が低い堆肥区の窒素吸収量が増加する原因につ

いて考察するには，本試験の結果は示唆に富んだデータ

であり，ホウレンソウが吸収可能な窒素形態については土

壌中の無機態窒素だけではなく，有機物施用によって増

加する易分解性有機態窒素の動態も含めてさらに詳しく

調査をする必要がある． 

 

4 まとめ 

導管液中で PEON に反応する抗 PEON 抗体を用いたと

ころ PEON は検出された．土壌中でも火山灰土壌，赤土，

灰色低地土のタイプにかかわらず，土壌中の PEON は

ELISA 法による PEON 定量の可能性が示された（図 10）．

すなわち，同法により，導管液中の PEON と土壌中の

PEON が検出された．以上より，ホウレンソウは PEON を直

接吸収利用する可能性が高いことが示された．しかし，施

肥管理の評価として有機態窒素を考慮する場合，PEON

以外にも熱水抽出法 5)，酸加水分解法 75)，アルカリ酸化分

解法 20) ，希硫酸法 17)，53)が報告された．無機態窒素含量

の高い土壌では，洗滌法 80)など有機態窒素を評価する方

法がある．また，PEON が鉄やアルミニウムと結合している

有機態窒素であれば，難溶解性の有機態窒素を吸収する

可能性もある．これらの有機態窒素が PEON と異なる形態

であるかどうか確認し，ホウレンソウが利用吸収できる窒素

の形態を整理する必要がある． 

 

 

 

 

 

 

 

 

第４章 土壌中に蓄積している窒素の 

形態分別法の検討 

第 3 章でホウレンソウは PEON を直接吸収利用する可能

性が高いことが示された．しかし，施肥管理の評価として有

機態窒素を考慮する場合，PEON 以外にも報告されている

窒素肥沃度の評価方法について検討をする必要がある．

現在広く用いられている窒素肥沃度の評価方法は，微生

物的方法と化学的方法がある．前者は，培養静置法 14)と

呼ばれている．これは，温度 30℃で 4 週間培養し，生成し

た無機態窒素を測定するが，これには培養に時間がかか

り，現場に対応した測定方法とはいいがたい．後者は，

Keeney and Bremner39)をはじめ，種々の溶液による抽出

法が提案された 15)，24)，37)，50)． 

これら化学的方法のうち，樋口 24)が開発したリン酸緩衝

液抽出法で抽出される有機態窒素化合物は，タンパク様

性質を示す物質であった 70)．さらに松本ら 51)は，希硫酸に

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    

図１０ ３種の土壌タイプを用いた ELISA 法による 

未精製 PEON の検出 

表６ 化学肥料区及び堆肥区の PEON 態窒素量 

(mg/kg) 

 1998 作付前 2001 作付後

化学肥料区 97.8  90.9 

堆肥区 98.0 127.8 

 

 

リン酸緩衝液で抽出された土壌希釈液

灰色低地土　１

灰色低地土　３

赤土　　　　　１

火山灰土　　１

灰色低地土　２

灰色低地土　４

赤土　　　　　２

火山灰土　　２

リン酸緩衝液で抽出された土壌希釈液

灰色低地土　１

灰色低地土　３

赤土　　　　　１

火山灰土　　１

灰色低地土　２

灰色低地土　４

赤土　　　　　２

火山灰土　　２

 

リン酸緩衝液で抽出された土壌希釈液（mg/ml） 
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よる可給態窒素の抽出を検討した結果，希硫酸の濃度が

0.4M 以下ではその濃度に応じて抽出される有機態窒素が

増加することを確認した．また，0.4M 硫酸とリン酸緩衝液

で抽出される有機態窒素の推定分子量が 8,000～9,000

程度であることを確認した 51)．さらに，1/15M リン酸緩衝液

によって抽出される有機態窒素量と，0.2M 硫酸溶液によ

って抽出される有機態窒素量はほぼ同じであり，0.4M 硫

酸溶液は，それより多い有機態窒素量を抽出することが明

らかにされた 33)．一方，有機物が大量に施用された畑土壌

では，0.2M 以上の硫酸濃度で抽出される有機態窒素が

頭打ちとなり，その量はリン酸緩衝液抽出法と同程度にな

った 33)．このことから，0.2M 以上の硫酸とリン酸緩衝液で

抽出される窒素の土壌中での存在形態を把握する必要が

ある．また，種々の希硫酸で抽出される土壌中の窒素は，

タンパク様物質とそれに結合している金属イオンが結合の

強弱に応じて抽出されると考えられているが，土壌中の窒

素形態の分別については，さらに詳しく検討がされていな

い． 

そこで本章では，有機態窒素が窒素肥沃度を考慮した

施肥管理の評価として利用されるため，逐次抽出を用いて

窒素形態の分別定量を行った．このとき，タンパク様物質

を土壌中で保持している可能性が高い金属は鉄，アルミニ

ウムであるが 33)，54)，土壌中での存在形態を探るために金

属イオンの結合状態について検討した．さらに，リン酸緩

衝液抽出法では，金属イオンが一部沈殿するため，硫酸

の濃度を変えた逐次抽出も行った． 

 

1 逐次抽出 A 

(1) 材料および方法  

① 供試土壌 

供試土壌は，岩手県北上市と岩手県遠野市のホウレン

ソウハウス土壌（非アロフェン質黒ボク土 78）），岩手県西根

町のホウレンソウハウス土壌（アロフェン質黒ボク土 78）），茨

城県つくば市の大豆畑土壌（アロフェン質黒ボク土 57）），

および埼玉県大里の未耕地土壌（沖積土）の 5 土壌を用

いた（表７）．非アロフェン質黒ボク土，およびアロフェン質

黒ボク土それぞれ２種類については，トルオーグ法による

可給態リン酸含量の異なる土壌を選択，供試した． 

ホウレンソウハウス土壌は，2003 年 9 月 10～13 日，ホウ

レンソウ跡地土壌，作土層から採取した．大豆畑土壌は，

2003 年 9 月 12 日，大豆の収穫跡地土壌，作土層から採

取した．沖積土は，2003 年 9 月 12 日，独立行政法人農業

技術研究機構中央農業総合研究センター内で保管され

ていた土壌を供試した．いずれの土壌も風乾して 2mm の

篩で篩別した． 

② 抽出方法 

図 11 および下記に示した．本法では，定本らの土壌中

の重金属の形態分別法 59) ，76)に従った．各土壌４反復で

実験を行った． 

土壌中の窒素の形態分別を以下の方法で行った． 

ａ 水溶態窒素 

3g の風乾細土試料に 30ml の水を加えて 1 時間振とうし，

遠心分離（10,000rpm，5 分）した．この上清液を水溶態抽

出液とした． 

ｂ 無機態窒素 14) 

 水溶態抽出残渣に 30ml の 10％塩化カリウム溶液を加

えて 1 時間振とうしたのち，遠心分離（10,000rpm，5 分）し

た．この上清液を無機態抽出液とした． 

ｃ 無機結合態窒素（酢酸抽出）34) 

 無機態抽出残渣に 30ml の 1M（5.7％）酢酸を加えて 1

時間振とうしたのち，遠心分離（7,000rpm，5 分）した．抽出

残渣に 10ml の水を加え，手で試験管を振り，遠心分離し

た．上清液は，酢酸抽出液に混ぜ，ここまでを酢酸抽出溶

液とした． 

ｄ 易分解性有機態窒素１（リン酸緩衝液抽出）24) 

無機結合態抽出残渣に 30ml の 1/15M リン酸緩衝液を

加えて 1 時間振とうしたのち，遠心分離（7,000rpm，5 分）

した．抽出残渣に 10ml の水を加え，洗浄した．この上清液

を，リン酸緩衝液抽出液に加え，ここまでをリン酸緩衝液抽

出溶液とした．

表７ 供試土壌の一般的性質 

 採取場所 土壌タイプ pH 全炭素 全窒素 C/N 可給態リン酸
（H2O) (%) (%) (mg/kg)

北上土壌 岩手県北上市 非アロフェン質黒ボク土 6.3 4.09 0.28 14.6 200

遠野土壌 岩手県遠野市 非アロフェン質黒ボク土 6.0 6.76 0.50 13.5 2000

つくば土壌 茨城県つくば市 アロフェン質黒ボク土 7.1 4.67 0.41 11.4 76

西根土壌 岩手県西根町 アロフェン質黒ボク土 6.5 4.53 0.43 10.5 2000

大里土壌 埼玉県大里 灰色低地土 6.9 0.92 0.07 13.1 156  
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ｅ 易 分 解 性 有 機 態 窒 素 2（硫 酸 抽 出 ）49)  ，51 ) 

易 分 解 性 有 機 態 1 の残 渣 に 30ml の 0.4M 硫 酸

を加 え，1 時 間 振 とうしたのち，遠 心 分 離 （7,000rpm，

5 分 ）した．抽 出 残 渣 に 10ml の水 を加 え，洗 浄 した．

この上 清 液 を，0.4M 硫 酸 抽 出 液 に加 えた．この洗

浄 操 作 を 2 回 繰 り返 し，ここまでを 0.4M 硫 酸 抽 出 溶

液 とした． 

 

ｆ 難分解性有機態窒素(水酸化ナトリウム抽出) 13) 

易 分 解 性 有 機 態 窒 素 ２残 渣 に 30ml の 1N 水 酸 化

ナトリウム溶 液 を加 え，一 晩 静 置 し，1 時 間 振 とう，遠

心 分 離 した．抽 出 残 渣 に 10ml の水 を加 え，一 晩 静

置 し，1 時 間 振 とう，遠 心 分 離 した．上 清 液 は，1N 水

酸 化 ナトリウム抽 出 液 に混 ぜた．抽 出 残 渣 に 10ml の

水 を加 え，1 時 間 振 とう，遠 心 分 離 した．この上 清 液

を，1N 水 酸 化 ナトリウム抽 出 液 に加 え，ここまでを 1N

水 酸 化 ナトリウム抽 出 溶 液 とした． 

③ 分 析 方 法  

それぞれの抽 出 液 を0.45μmのメンブランフィルター

（アドバンテック製 ）に通 した．その濾 液 をインドール法

でアンモニア態 窒 素 ，銅 ・カドミウム還 元 －ナフチルエ

チレンジアミン比 色 法 で硝 酸 態 窒 素 と亜 硝 酸 態 窒 素

分 析 をし，乾 式 燃 焼 法 で全 窒 素 を分 析 した．全 窒 素 か

ら無 機 態 窒 素 を差 し引 いて有 機 態 窒 素 を算 出 した．ま

た，抽 出 液 中 の分 子 量 を検 討 するため，分 子 篩 HPLC

による分 析 を行 った．その際 ，タンパク質 が紫 外 部 に吸

光 を示 す性 質 79)を利 用 し，280nmにおける吸 光 度 を測

定 した．それぞれのHPLCの条 件 は，Matsumotoらの方

法 49)，51 )を用 いた． 

逐 次 抽 出 後 の残 渣 は，風 乾 させたのち，微 粉 砕 して

乾 式 燃 焼 法 14)で全 窒 素 を測 定 した． 

 

 

 

 

  

  土壌 3g

蒸留水 30ml

抽出 液 残渣

10% KCl　30ml

抽出液 残渣

抽 出液 残 渣

抽出 液 残渣

抽出液 残 渣

抽出液 残 渣

1M( 5.7%)酢酸　 30ml

　　　　+水　10m l（洗）

pH7.0  リン酸 緩衝液 30ml
　　　　＋　水 　10m l

0.4M　硫酸 30m l
　　　　＋水　10ml

1N　N aOH 　30m l×1回
　　＋ 　水　10ml  ＋　水　10ml

 土壌 3g

蒸留水 30ml

抽出液 残渣

10%KCl 30ml

抽出液 残 渣

抽出 液 残渣

抽出液 残渣

抽出液 残渣 

抽出液 残渣 

0 .01M 硫酸 30ml 

0.1M 硫酸 30ml  

0.2M 硫酸  30m l 

0.4M 硫酸 30ml

［抽出方法 A］           ［抽出方法 B］ 

 

 

図１１ 本実験で開発した逐次抽出法（ＡおよびＢ法） 
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(2) 結 果 および考 察  

水 抽 出 で，抽 出 された全 窒 素 の 90％～100％が

硝 酸 態 窒 素 であった．10％塩 化 カリウム溶 液 による

抽 出 では，抽 出 された全 窒 素 の 16％～55％が硝 酸

態 窒 素 ，25％～53％がアンモニア態 窒 素 ，合 計 で

41％～94％が無 機 態 窒 素 であった．酢 酸 で抽 出 さ

れ た 全 窒 素 の 10 ％ ～ 48 ％ が ア ン モ ニ ア 態 窒 素 ，

52％～90％が有 機 態 窒 素 であった．易 分 解 性 有 機

態 1 で抽 出 された全 窒 素 の 98～100％が有 機 態 窒

素 であった．易 分 解 性 有 機 態 ２で抽 出 された全 窒 素

の 99～100％が有 機 態 窒 素 であった．1N 水 酸 化 ナ

トリウム溶 液 で抽 出 された全 窒 素 の 13～66％がアン

モニア態 窒 素 ，37～87％が有 機 態 窒 素 であった（表

８）． 

 

図 12 に各 抽 出 液 中 の分 子 量 の分 布 を分 子 篩

HPLC で分析した結果を示す．分子量の推定は，標

準物質（Gel filtration standard,Bio-rad Co.,Ltd.）

で得られる保持時間の異なった 5 つのピークと分子量

から検量線を作成し，各ピークの分子量を推定した 51)．

北上土壌では，酢酸で抽出した有機態窒素は，2 つ

のピークに分かれた．図 13 に各抽出液中の全窒素量

とピーク面積との関係を示す．波長 280nm で検出され

る物 質 と土 壌 から抽 出 される各 画 分 の全 窒 素 量 との

間に高い相 関 が認 められれば，土壌 の種 類に関わら

ず共通して存在する有機態窒素であると認識できる．

従って，酢酸によって検出された 2 のピークのうち，8

分台のピークはそれに相当し，推定分子量は 4,000～

5,000 であった(図 13A)．易分解有機態窒素 1，2 は，

ほぼ均一なピークが 1 本認められ，推定分子量 8,000

であった．この 2 つの抽出液は，いずれも抽出液中の

全 窒 素量 とピーク面積 の間に高 い相関 が認 められた．

リン酸 緩 衝 液 の r2=0.91，0.4M 硫 酸 の r2=0.73 で，

表 ８ 抽 出 方 法 Ａによる窒 素 の存 在 形 態  

北上土壌 遠野土壌 西根土壌 つくば土壌 大里土壌
全窒素 (mg/kg) 2830 4980 4250 4120 650
抽出窒素総量 (mg/kg) 1073 1661 1387 1346 175

抽出割合 (%) 37.9 33.4 32.6 32.7 27.0
抽出総量 (mg/kg) 2413 3101 3297 3336 525
回収率 85% 62% 78% 81% 81%

水溶態窒素 無機態窒素 硝酸態窒素 60.3 58.7 76.1 27.2 27.5

アンモニア態窒素 1.0 1.1 0.8 0.8 1.0
有機態窒素 -0.2 0.6 1.3 3.9 0.4
全窒素 61.1 60.4 78.2 32.0 28.9

無機態/全窒素 100% 99% 98% 88% 99%
無機態窒素 無機態窒素 硝酸態窒素 8.0 7.0 8.0 3.5 2.0

アンモニア態窒素 9.0 4.3 5.7 5.4 2.7
有機態窒素 1.1 1.3 2.5 12.9 0.4

全窒素 18.1 12.7 16.3 21.8 5.1
無機態/全窒素 94% 90% 85% 41% 92%

酢酸抽出 無機態窒素 硝酸態窒素 - - - - -

アンモニア態窒素 3.1 2.3 3.1 2.3 1.4
有機態窒素 10.2 21.2 20.8 12.6 1.5
全窒素 13.3 23.5 23.9 14.9 2.9
無機態/全窒素 23% 10% 13% 15% 48%

リン酸 無機態窒素 硝酸態窒素 - - - - -
緩衝液 アンモニア態窒素 1.9 1.0 1.0 0.1 0.0
抽出 有機態窒素 80.4 71.1 88.1 71.0 29.1

全窒素 82.3 72.1 89.1 71.1 29.1
無機態/全窒素 2% 1% 1% 0% 0%

硫酸抽出 無機態窒素 硝酸態窒素 - - - - -
アンモニア態窒素 0.3 0.6 0.7 0.8 0.0

有機態窒素 134.1 139.9 96.4 205.8 35.4
全窒素 134.4 140.5 97.1 206.7 35.4
無機態/全窒素 0% 0% 1% 0% 0%

水酸化 無機態窒素 硝酸態窒素 - - - - -
ナトリウム アンモニア態窒素 137.3 227.5 179.0 134.1 48.6
抽出 有機態窒素 627.0 1124.5 903.8 865.1 25.4

全窒素 764.3 1352.0 1082.8 999.2 74.0

無機態/全窒素 18% 17% 17% 13% 66%
残渣 全窒素 1340 1440 1910 1990 350  
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いずれも１％水 準 で有 意 であった（図 13 B，C）．以

上 の 結 果 ， 抽 出 さ れ た 有 機 態 窒 素 の 分 子 量 は

4,000～5,000，あるいは，8,000 であると考 えられる．

1N 水 酸 化 ナトリウム抽 出 液 中 には，分 子 篩 HPLC の

排 除 限 界 に ある 高 分 子 量 と推 定 分 子 量 8,000 ～

9,000 および推 定 分 子 量 200 の 3 ヵ所 のピークが認

められた．このうち，最 も広 いピーク面 積 を占 めた物

質 の分 子 量 は 8,000～9,000 と推 定 した．この結 果

は，他 の土 壌 についても同 様 の傾 向 であった． 

 

 

水と 10％KCl 溶液により水溶態窒素と無機態窒素であ

る無機態窒素画分を抽出した．その際，降雨やかん水に

より流亡しうる無機態窒素の量を把握するため，硝酸態窒

素とアンモニア態窒素を区別した． 

続いて，温度の上昇によって無機化が起こる場合，細菌

が容易に切り離せる有機態窒素を抽出するために，1M 酢

C  0.4M硫酸抽出
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R2 = 0.73※※
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図 １２ 各 抽 出 液 の分 子 篩 HPLC によるクロマトグラム（北 上 土 壌 ） 

 A：水 溶 態 ～酢 酸 抽 出 までの抽 出 液  

 B：リン酸 緩 衝 液 抽 出 ～1N水 酸 化 ナトリウム抽 出 までの抽 出 液  
z NO3は，100mg/L硝 酸 カリウム溶 液 のピーク 
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酸を用いた．現在，交換性塩基を測定するために 1M 酢酸

アンモニウムが用いられているが，本研究では水溶性や交

換態の画分を把握する際，抽出過程で窒素の混入を防止

したため，1M 酢酸を用いた．この抽出液では，傾向が二

つ認められた．第一に大里土壌は，他の黒ボク土に比べ，

全窒素量に対しアンモニア態窒素の割合が 48％と多かっ

た ． 第 二 に ト ル オー グ法 に よ る 可 給 態 リ ン酸 （ 以 下 ，

Truog-P）が多い土壌（表８）では，抽出される全窒素量が

多かった．沖積土は，黒ボク土に比べ，有機物が少なく，

有機物と粘土鉱物の複合体が少ないことから，pH4.0 の

1M 酢酸で容易に分解されたことから，アンモニア態窒素

が多く抽出されたと考えられる．2.5％ (0.42M) 酢酸でカ

ルシウム型リン酸を抽出する方法がある 76)．この 1M 酢酸で

抽出した窒素形態は，カルシウムと結合している部分から

抽出された可能性が高い．そのため，窒素とアルミニウム

の結合割合が少なく，リン酸とアルミニウムの結合割合が

多いと考えられる Truog-P が高い土壌で全窒素が多く抽

出される可能性が示唆された． 

リン酸緩衝液，および 0.4M 硫酸液で抽出された有機態

窒素量は，今回供試した土壌では逐次抽出の各過程が

進むほど増加した．したがって，リン酸緩衝液と 0.4M 硫酸

溶液では，0.4M 硫酸溶液の方が有機態窒素を多く抽出

できるものと考えた．また，易分解性有機態窒素を画分し

たリン酸緩衝液を用いた場合，4 つの黒ボク土ではほぼ同

量の窒素が抽出された．大里土壌では，黒ボク土の約 1/3

の窒素量が抽出された．一方，0.4M 硫酸を用いた場合，

非アロフェン質黒ボク土は，北上土壌と遠野土壌でほぼ同

量の窒素量が抽出された．アロフェン質黒ボク土では，つ

くば土壌の窒素量が西根土壌の窒素量の 2 倍多く抽出さ

れた．大里土壌では，黒ボク土の 1/4 量の窒素が抽出され

た．  

分子篩 HPLC で検出されたピーク面積と抽出液中の全

窒素量の関係は，酢酸抽出液では 8.6 分台のピークで

（r2=0.77※※），リン酸緩衝液（r2=0.91※※），0.4M 硫酸緩衝

液（r2=0.73※※）で，それぞれ 1％水準で有意に相関が認め

られた（図 13）． 

ただし，リン酸緩衝液で抽出されるアロフェン質黒ボク土

壌の全窒素量は，ばらつきが大きく，窒素肥沃度を評価す

る場合に信頼性が低くなる可能性がある．アロフェン質黒

ボク土の全窒素量のばらつきが大きい理由について，活

性アルミニウムの強弱が関係していると思われるが，今後

の検討が必要である． 

 土壌腐植が解膠を起こせる程度の中性塩類を添加し，

たん水静置すると無機化する現象を利用して，腐植を

分解する方法 23)を逐次抽出法に用いた．その結果，1N

水酸化ナトリウムで抽出された窒素の約半分がアンモ

ニア態窒素，残りが有機態窒素であった．このアンモ

ニア態窒素は，抽出中に加水分解によって腐植の一部

が無機化したものと考えられる．また，この抽出液を

分子篩 HPLC による分析の結果，大部分はリン酸緩衝液

や希硫酸液と同じ 8 分台にピークが認められたことか

ら，この分子量が安定した形態として土壌中に存在し

ている可能性が示唆された． 

 

２ 逐次抽出 B 

(1) 材料および方法 

① 供試土壌 

第 4 章，1，(1)，①と同様の土壌を供試した． 

② 抽出方法 

有機態窒素は鉄やアルミニウムと結合しており，土壌の

腐植がカルシウム，鉄，アルミニウムと結合して複合体や不

活性化していると報告された 33) ，54)．カルシウムとマグネシ

ウムが 0.01M 硫酸で抽出した溶液に含まれていること 33)，

また 0.01M 硫酸を用いた方法と，0.1M 硫酸から段階的に

硫酸濃度を上昇させるに応じて有機態窒素量が増加した

51)．これを参考にして本法を開発し（図 11），土壌窒素の抽

出に伴う金属イオンの動態について検証した． 

ａ 水溶態窒素の抽出は，抽出実験 A，ａに準じた． 

ｂ 無機態窒素の抽出は，抽出実験 A，ｂに準じた． 

ｃ 易分解性有機態窒素１（0.01M 硫酸） 

無機態抽出残渣に 30ml の 0.01M 硫酸を加えて 1 時間振

とうしたのち，遠心分離（7,000rpm，5 分）した．この上清液

を 0.01M 硫酸抽出液とした． 

ｄ 易分解性有機態窒素２（0.1M 硫酸） 

 易分解性有機態窒素１抽出残渣に 30ml の 0.1M 硫酸を

加えて 1 時間振とうしたのち，遠心分離（7,000rpm，5 分）

した．この上清液を 0.1M 硫酸抽出液とした． 

ｅ 易分解性有機態窒素 3（0.2M 硫酸） 

 易分解性有機態窒素 2 残渣に 30ml の 0.2M 硫酸加えて

1 時間振とうしたのち，遠心分離（7,000rpm，5 分）した．こ

の上清液を 0.2M 硫酸抽出液とした． 

ｆ 易分解性有機態窒素 4（0.4M 硫酸） 

易分解性有機態窒素 3 残渣に 30ml の 0.4M 硫酸を加

えて 1 時間振とうしたのち，遠心分離（7,000rpm，5 分）した．

この上清液を 0.４M 硫酸抽出液とした． 

ｇ 易分解性有機態窒素 5（0.5M 硫酸） 

易分解性有機態窒素 4 残渣に 30ml の 0.5M 硫酸を加

えて 1 時間振とうしたのち，遠心分離（7,000rpm，5 分）した．
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この上清液を 0.5M 硫酸抽出液とした． 

③ 分析方法 

それぞれの抽出液の無機態窒素，全窒素，分子量は第

4 章，1，(1)，③に準じた．抽出液中の金属イオンの濃度は，

腐植と結合していると言われているアルミニウム，鉄は ICP

発光分光法 14)で定量した． 

(2) 結果および考察 

水抽出，10％塩化カリウム溶液で抽出された全窒素の

内訳は，抽出実験 A と同様であった．0.01M 硫酸および

0.5M 硫酸による抽出では，全窒素の 100％が有機態窒素

であった．0.1M～0.2M 硫酸による抽出では，抽出された

全窒素量のうち，黒ボク土壌で 1％未満，沖積土壌で 5.3

～8％がアンモニア態窒素であり，90～99％が有機態窒素

であった．0.4M 硫酸による抽出では，抽出された全窒素

量のうち，黒ボク土壌で 1％，沖積土壌で 2％がアンモニア

態窒素，98～99％が有機態窒素であった（表９）． 

大里土壌以外の土壌で 1/15M リン酸緩衝液で抽出さ

れた窒素より 0.2M 硫酸で抽出された窒素の方が多かった．

これは，逐次抽出 B で抽出していくごとに酸性の強い抽出

液を用いたため，土壌からの窒素が多く抽出されたと考え

られる．一般に黒ボク土はアルミニウムが多く含まれる土壌

であるが，非アロフェン黒ボク土は pH が 5 以下で，腐植と

アルミニウムが安定な複合体を形成している．一方，アロフ

ェン質黒ボク土は pH5 以上であり，遊離で活性の高いアル

ミニウムは非アロフェン質黒ボク土より少ない 77)．すなわち，

アルミニウム活性がアロフェン質黒ボク土より低い非アロフ

ェン質黒ボク土では，腐植あるいは有機態窒素と結合して

いるアルミニウムとの結合は，アロフェン質黒ボク土の有機

物との結合よりも強いと想定される．したがって，同一抽出

の条件下で遊離する窒素量は非アロフェン質黒ボク土より，

アロフェン質黒ボク土で多くなると予想される． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表９ 抽出法Ｂによる窒素の存在形態 

 北上土 壌 遠野 土壌 西根 土壌 つ くば 土 壌 大里土 壌

全 窒素 (mg /kg) 2830 4980 4250 4120 650

抽 出窒 素総 量 (mg /kg) 896 863 937 2066 180

抽 出割 合 (%) 31. 7 17 .3 22 .1 50.1 27.7

抽 出総 量 (mg /kg) 2831 4912 4456 4190 567

回 収率 100% 99% 105% 102% 87%

水 溶態窒 素 無 機態 窒素 硝 酸 態窒 素 60.3 58 .7 76 .1 27.2 27.5

ア ンモニ ア態窒 素 1.0 1 .1 0 .8 0.8 1.0

有 機態 窒素 -0.2 0 .6 1 .3 3.9 0.4

全 窒素 61. 1 60 .4 78 .2 32.0 28.9

無 機態 /全 窒素 100% 99% 98% 88% 99%

無 機態窒 素 無 機態 窒素 硝 酸 態窒 素 8.0 7 .0 8 .0 3.5 2.0

ア ンモニ ア態窒 素 9.0 4 .3 5 .7 5.4 2.7
有 機態 窒素 1.1 1 .3 2 .5 12.9 0.4

全 窒素 18. 1 12 .7 16 .3 21.8 5.1

無 機態 /全 窒素 94% 90% 85% 41% 92%

0.01M 無 機態 窒素 硝 酸 態窒 素 - - - - -

硫 酸 ア ンモニ ア態窒 素 - - - - -

有 機態 窒素 21.9 24 .9 24 .8 13.5 11.6

全 窒素 21. 9 24 .9 24 .8 13.5 11.6

無 機態 /全 窒素 0.0% 0. 0% 0. 0% 0 .0% 0.0%

0.1M 無 機態 窒素 硝 酸 態窒 素 - - - - -

硫 酸 ア ンモニ ア態窒 素 1.6 4 .3 4 .3 2.1 1.6

有 機態 窒素 111. 0 156 .9 122 .6 107.2 28.4

全 窒素 112. 6 161 .2 126 .8 109.3 30.0

無 機態 /全 窒素 1.4% 2. 6% 3. 4% 1 .9% 5.3%

0.2M 無 機態 窒素 硝 酸 態窒 素 - - - - -

硫 酸 ア ンモニ ア態窒 素 2.1 3 .2 4 .3 4.3 2.1

有 機態 窒素 269. 1 306 .8 307 .8 499.5 24.5

全 窒素 271. 2 310 .0 312 .0 503.8 26.7

無 機態 /全 窒素 0.8% 1. 0% 1. 4% 0 .8% 8.0%

0.4M 無 機態 窒素 硝 酸 態窒 素 - - - - -

硫 酸 ア ンモニ ア態窒 素 2.1 2 .7 4 .8 5.9 1.6

有 機態 窒素 408. 8 291 .0 374 .2 1379.4 76.1

全 窒素 411. 0 293 .7 379 .0 1385.2 77.7

無 機態 /全 窒素 0.5% 0. 9% 1. 3% 0 .4% 2.1%

0.5M 無 機態 窒素 硝 酸 態窒 素 - - - - -

硫 酸 ア ンモニ ア態窒 素 - - - - -

有 機態 窒素 47.5 28 .6 91 .0 82.8 66.2

全 窒素 47. 5 28 .6 91 .0 82.8 66.2

無 機態 /全 窒素 0.0% 0. 0% 0. 0% 0 .0% 0.0%

残 渣 1935. 4 4049 .3 3518 .9 2124.3 386.9
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図 14 に逐次抽出法 B で抽出された有機態窒素と鉄

およびアルミニウム量を示す．カルシウムとマグネシウム

は，有機態窒素の抽出量と関係が見られなかったことか

ら，データを省略した．すべての土壌で 0.1M 硫酸から

0.2M 硫酸にかけて有機態窒素量の増加とともにアルミ

ニウム量が増加した．一方鉄量は，0.1M 硫酸と 0.4M 硫

酸で抽出量が増加し，0.2M 硫酸と 0.5M 硫酸では抽出

量が減少した．つくば土壌（アロフェン質黒ボク土，可給

態リン酸含量 76mg/kg）は，他の土壌に比べ，アルミニウ

ム量が鉄量と同じく 0.2M 硫酸で抽出量が一度減少した

が，抽出量は他土壌より多かった．鉄量は，0.4M 硫酸か

ら 0.5M 硫酸で多量に抽出された．北上，西根，遠野土

壌に比べ可給態リン酸が少ないつくば土壌では，アロフ

ェン質の性質が顕著に現れた．すなわち，アロフェンは，
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非晶質鉱物であり，アロフェンからアルミニウムが遊離し

やすい構造を有している．したがって，濃度の薄い硫酸

によっても多くのアルミニウムが抽出されると考えられる．

リン酸の施用量が多く，可給態リン酸量が多いアロフェン

質黒ボク土の西根土壌では，遊離しやすいアルミニウム

はすでにリン酸と結合しており，リン酸と結合していない

遊離しやすいアルミニウムは少ない．したがって，リン酸

施用の少ないアロフェン質黒ボク土より，高い濃度の硫

酸によって，アルミニウムが抽出されると考えられる．一

方，リン酸施用量の少ない，つくばのアロフェン質黒ボク

土では，リン酸施用量の多い西根土壌と比較して，より

薄い濃度の硫酸で多くのアルミニウムが溶出される．他

の 3 土壌は，2：1 型鉱物であり，アロフェンに比べて安定

しており，0.2M 硫酸でアルミニウムと有機態窒素の結合

部 位 が容 易 に切 断 できると考 えられる．一 方 ，鉄 は，

0.1M 硫酸と 0.4M 硫酸で多く抽出された．しかし，0.1M

硫酸では，アルミニウム含量から比べると少なかった．

0.4M 硫酸では，アルミニウムに比べ，鉄の抽出量が多か

った．そこで，0.1M 硫酸と 0.4M 硫酸により抽出された画

分中の窒素 1 分子当りのアルミニウム，鉄の存在比を調

べたところ， 0.1M 硫酸では圧倒的に，アルミニウムの存

在比が高く，0.4M 硫酸では鉄の存在比が高かった（表

10）．このことは，薄い濃度でもアルミニウムは容易に遊

離され，鉄は 0.4M の濃度で遊離される強い結合を持つ

ことを示している．これは，腐植の成分であるフルボ酸と

の錯体の安定度が，鉄＞アルミニウム＞カルシウムの順

であること 29)と同じ結果となった．この有機態窒素とフル

ボ酸との関係については興味があり，これも今後の検討

課題としたい．今回の結果から，遊離された鉄，アルミニ

ウムを考慮しないで考えられる土壌中構造モデルを図

15 に示した． 

 

3 まとめ 

逐次抽出法 A では，水，10％KCl による抽出以降の

操作では，ほぼ PEON および PEON 様の有機態窒素が

抽出された．PEON は，土壌コロイド中の鉄やアルミニウ

ムと結合して比較的難分解性となり，無機化窒素の給源

として存在していると考えられている 33)．腐植を分解して

有機態窒素を抽出する 1N 水酸化ナトリウム溶液で得ら

れた有機態窒素の分子量も 8,000～9,000 のピークで得

 

 

表１０ 抽出された窒素１分子当たりと結合していると考えられるアルミニウムおよび鉄の存在比 

  抽出方法 北上土壌 遠野土壌 西根土壌 つくば土壌 大里土壌
　　アルミニウム/窒素水 0.0 0.0 0.1 0.0 0.0

10%塩化カリ 2.6 3.9 2.8 2.2 40.0
0.01M硫酸 14.6 1.8 0.4 0.9 38.8

0.1M硫酸 53.0 25.0 35.9 208.0 46.3
0.2M硫酸 29.2 25.5 24.4 21.6 90.1
0.4M硫酸 11.7 5.8 8.5 12.4 15.5

鉄/窒素 水 0.0 0.0 0.1 0.0 0.0

10%塩化カリ 0.0 0.0 0.0 0.0 0.1
0.01M硫酸 0.1 0.0 0.0 0.0 0.6
0.1M硫酸 31.2 14.1 29.0 25.3 56.4
0.2M硫酸 3.5 2.0 1.9 0.4 52.9
0.4M硫酸 13.6 7.4 15.0 6.8 23.1
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図１５ 抽出法Ａ，B から考えられる PEON の存在形態 
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られた部分が大部分であった．土壌の有機態窒素は主

にタンパク質態であり 86)，土壌タンパク質は，腐植物質の

包接により難分解性化する 100)，腐植物質と複合体を形

成することにより分解抵抗性を持つことを示す証拠が得

られている 41)，89)．また，海洋中では，1-10kDa の比較的

低分子の有機物が安定で，有機物の貯蔵庫の役割を

果たしている可能性が指摘されている 21)ことから土壌中

の有機態窒素の 1 単位が PEON および PEON 様の有機

態窒素であると推察される．  

逐次抽出を行うと，0.4M 以上の硫酸で抽出した場合，

酸によって有機態窒素も一部結合が切り離され，低分

子の有機態窒素が抽出されるものと考えられる．つまり，

アルミニウムと結合したタンパク様物質は，比較的易分

解性の画分として存在し，鉄と結合したタンパク様物質

は，難分解性の画分として存在していることが推察され

る． 

逐次抽出法 B では，（PEON および PEON 様）有機態

窒素と結合している主たる金属は，鉄とアルミニウムであ

ることが示された．アルミニウムは PEON 様物質と結合し，

比較的溶解されやすい形態として，土壌粒子表面に存

在し，鉄は難溶解性の画分に存在し，アルミニウムと同

様に PEON と結合し，土壌粒子の内部に存在することが

示された．ニンジンやホウレンソウのように，いくつかの作

物で土壌中の有機態窒素を吸収する可能性が示されて

いる 53)．そこで，ホウレンソウが栽培期間中に利用できる

形態の有機態窒素を開発した逐次抽出法によって検討

し，窒素肥沃度を考慮した施肥管理につなげることが期

待できる． 

 

 

第５章 ホウレンソウの窒素吸収能特性と

その栽培跡地土壌の窒素の形態 

 

リン酸緩衝液で抽出されるタンパク様物質は，可給態

窒素の推定法にも用いられている 24)が，0.4M 硫酸で抽

出される有機態窒素も本質的に同一物質であると推察

された 33) ，51)．したがって，リン酸緩衝液で抽出される窒

素だけが可給態窒素，あるいは，作物が利用可能な有

機態窒素とはいいがたい． 第 4 章において，土壌中の

窒素を逐次抽出する方法を開発し，土壌中に蓄積する

有機態窒素の形態を分別し，各抽出液で抽出される有

機態窒素は同一物質であることを確認した． 

ホウレンソウが有機態窒素を利用する可能性があるこ

とは第 2 章，第 3 章において述べたが，どのような形態の

有機態窒素をホウレンソウが吸収できるのかは不明であ

る．そこで，本章では，ホウレンソウとトウモロコシを用いて

ポット条件で栽培し，この栽培跡地土壌について上記の

逐次抽出方法を適用し，ホウレンソウが利用している可

能性のある窒素の形態を推察することを目的とした． 

 

1 ホウレンソウの有機態窒素吸収能の検討 

(1) 材料および方法 

① 供試土壌 

第 4 章に準じた 5 土壌を供試土壌とした（表 7）．  

② 試験区の構成 

土耕栽培では，ホウレンソウ，トウモロコシ（Zea mays 

L.），無作付の試験区を設け，5 反復で栽培を行った．

水耕栽培では，ホウレンソウ，トウモロコシの試験区を設

け，5 反復で栽培を行った．ホウレンソウの品種はアトラン

タ，トウモロコシの品種はスノーデント 123 を供試した． 

トウモロコシは，有機物に対して反応がないこと 95)，す

なわち，トウモロコシの根圏土壌では，タンパク様窒素の

濃度が減少しないこと 3)から，トウモロコシを，対照作物と

した． 

③ 栽培方法 

 土耕栽培（ポット栽培）では，窒素が溶脱しないよう，有

底のポット（高さ 13cm×内径 9cm，容積 532ml）に土壌を

400ml 充填した．水は，最大容水量の 60％を維持するよ

うに 1 日置きに重さを量って補給した．水耕栽培のホウレ

ンソウとトウモロコシについては，あらかじめ，バーミキュラ

イト上で 14 日間発芽させた後，水耕栽培用のベットに移

植 し た ． 水 耕 栽 培 用 の 溶 液 は ， 硫 酸 ア ン モ ニ ウ ム

142.9g/L ， 硝 酸 カ リ ウ ム 36.1g/L ， 硝 酸 カ ル シ ウ ム

29.3g/L，硫酸 マグネシウム 111.98g/L，硫 酸カリウム

31.3g/L ， リ ン 酸 カ リ ウ ム 191.5g/L ， 塩 化 カ ル シ ウ ム

253.9g/L，硫酸マンガン 1g/L，ホウ酸 3g/L，硫酸銅

0.1g/L，硫酸亜鉛 0.2g/L，エチレンジアミン四酢酸鉄

7.69g/L を 1,000 倍に薄めて潅水した．水耕栽培の期間

中は，2 日置きに水耕溶液の pH を測定し，pH の調節を

した．水温は，20℃前後であった．2003 年 9 月 18 日から

2003 年 11 月 3 日の 46 日間栽培した． 

④ 試料の分析方法 

地 上 部 は ， 株 元 か ら 切 り 取 り ， 速 や か に 風 乾 し た

（50℃，48 時間）． 

導管液の採取 48)は，水耕栽培と遠野土壌，西根土壌

で栽培したホウレンソウ，トウモロコシの根元を各試験区

5 個体，収穫時に切り取り，切り口を 80％エタノールで消

毒したあと，消毒した脱脂綿を切り口にあて，6 時間，導
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管液を採取した．採取後，試験区ごとに脱脂綿を一つに

まとめ，この脱脂綿を 0.5ml の 1/15M リン酸緩衝液で溶

かし，分子篩 HPLC にて導管液に含まれる物質の分子

量分布を 280nm における吸光度で調べた． 

地上部の窒素吸収量，土壌の無機態窒素は第 2 章，

1，(6)に準じた． 

0.4M 硫酸で抽出した土壌中の有機態窒素は，栽培

前の土壌 5g に 0.4M 硫酸 50ml を加えて 1 時間振とうし

たのち，ろ紙 （No.5B）でろ過 し，メンブランフィルター

(0.45μm)に通したものを分析試料とした．この分析試料

を分子篩 HPLC にて物質の分子量分布を 280nm におけ

る吸光度で調べた．本試験の分子篩 HPLC は，カラム： 

Shimpack dioｌ 150（排除限界分子量 105，溶出限界分

子量 5×103）(Shimadzu.co.ltd)，移動相：50mM リン酸緩

衝液(pH7.0 に調整した 0.3M 塩化ナトリウム溶液を含む)，

検出器は紫外分光光度計を用い，280nm の吸光度で測

定した． 

土壌中の全窒素は乾式燃焼法 14)で定量した． 

(2) 結果および考察 

 ① 生育および窒素吸収量 

表 11 にホウレンソウ，トウモロコシの乾物重，窒素濃度，

窒素吸収量を示す．トウモロコシの窒素吸収量は，大里

土壌＜つくば土壌＜遠野土壌＜北上土壌＜西根土壌

の順に増加した．一方ホウレンソウの窒素吸収量は，大

里土壌＜つくば土壌＜西根土壌＜北上土壌＜遠野土

壌の順に増加した． 

図 16 に播種前の土壌中の無機態窒素含量と乾土

1kg 当りの作物体窒素吸収量との関係を示す．これは，

ポット当りの窒素吸収量とポット当りの乾土重から算出し

たものである．播種前の無機態窒素含量の順に表記す

ると，大里土壌＜つくば土壌＜遠野土壌＜北上土壌＜

西根土壌の順に多くなり，トウモロコシではこの順に窒素

吸収量が増加した．また，この時の無機態窒素含量とト

ウモロコシの窒素吸収量との間に高い相関が認められた

（r2＝0.99）．一方，ホウレンソウについては，大里土壌＜

つくば土壌＜西根土壌＜北上土壌＜遠野土壌の順に

窒素吸収量が増加し，播種前の土壌中の無機態窒素

含量とホウレンソウの窒素吸収量との間に高い相関は認

められず（r2＝0.47），ホウレンソウの窒素吸収量は，土

壌中の無機態窒素量に対応していなかった． 

 

 

表１１ 試料採取時の地上部窒素濃度，乾物重，窒素吸収量 

 　　ホウレンソウ 　　トウモロコシ
   窒素濃度※1      乾物重      吸収量    窒素濃度      乾物重      吸収量

(%) (g)      (mg/株） (%) (g)      (mg/株）
北上 2.5 ± 0.17 0.8 ± 0.05 20.1 ± 0.5 1.7 ± 0.19 1.4 ± 0.16 23.1 ± 0.8
遠野 4.2 ± 0.10 0.6 ± 0.03 25.7 ± 0.9 1.1 ± 0.04 2.1 ± 0.06 22.5 ± 1.1
西根 4.9 ± 0.12 0.3 ± 0.03 16.3 ± 1.0 1.8 ± 0.14 1.7 ± 0.16 29.4 ± 2.4
つくば 1.8 ± 0.07 0.6 ± 0.06 10.3 ± 0.6 1.3 ± 0.24 0.9 ± 0.07 12.3 ± 1.6
大里 2.1 ± 0.12 0.4 ± 0.01 7.8 ± 0.6 0.8 ± 0.02 0.9 ± 0.07 6.6 ± 0.4  

※1 平均±標準誤差（n=5） 
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図１６ 作物体窒素吸収量と作付前土壌中無機態窒素量との関係 

※1 エラーバーは標準誤差（n=5） 

※2 窒素吸収量(mg/kg 乾土)は，窒素吸収量(mg/株)から算出した 
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② 導管液に含まれる物質分子量 

遠野土壌（図 17 A）と西根土壌（図 17 B）で栽培し

たホウレンソウとトウモロコシの導管液，水耕で栽培した

ホウレンソウの導管液，及び，土壌の 0.4M 硫酸抽出液

の結果を図 17 に示す．この 2 土壌は，土壌中の無機態

窒素量に対してトウモロコシの窒素吸収量以上にホウレ

ンソウの窒素吸収量が多かった遠野土壌と土壌中の無

機態窒素に対してトウモロコシの窒素吸収量よりホウレン

ソウの窒素吸収量が低い西根土壌であり，作物の吸収

能について顕著な違いを検証するため選定した．ホウレ

ンソウの導管液には，保持時間 8.7 分，すなわち， 0.4M

硫酸抽出液中に検出された推定分子量 8,000～9,000

の窒素（以下，0.4M 硫酸抽出窒素）と重なる同じ位置に

ピークが検出された．一方，トウモロコシの導管液には，

0.4M 硫酸抽出窒素と一致するピークは確認できなかっ

た．また，無機養分のみを含む水耕で生育したホウレン

ソウの導管液(図 17)には，0.4M 硫酸抽出窒素と一致す

るピークは確認できなかった． 

両作物の導管液を分子篩 HPLC 分析し，分子量分布

を検討した．もし，有機態窒素が直接吸収されるとすると，

導管液中の吸収した有機態窒素の一部あるいは分解・

修飾された有機態窒素の痕跡が導管液中に存在すると

考えられる．このことは，有機態窒素の吸収が跡地土壌

の分析結果と併せて，ホウレンソウが有機態窒素を吸収

できる可能性を示すものと考えられた． 

トウモロコシの窒素吸収量と播種前の土壌に存在する

無機態窒素含量との間には高い正の相関が認められた

が，ホウレンソウの窒素吸収量と無機態窒素含量との間

には高い正の相関が認められなかった．栽培期間中に

無機化する窒素量については，播種前の土壌でも逐次

抽出を行い，可給態窒素量の推定法として用いられて

いるリン酸緩衝液で抽出した窒素量を調べたが，ホウレ

ンソウの窒素吸収量と正の相関が認められなかった（デ

ータ省略）． 

 

導管液は，根から葉への一方向を基本とし，循環し

ない 84)と考えられ，導管液は作物の吸収したものの一

部 を反 映 している．そこで，地 際 の茎 を切 断 し，導 管

液を採取し，それを分析することによって根から吸収さ

れた物質を間接的，あるいは，直接的に知ることができ

る ． そ の 結 果 ， ホ ウ レ ン ソ ウ の 導 管 液 に は ， 土 壌 の

0.4M 硫酸抽出窒素と重なる同じ位置にピークが検出

されたが，トウモロコシの導管液には，0.4M 硫酸抽出

窒素と一致するピークは確認できなかった．また，無機

養分のみを含む水耕で栽培されたホウレンソウの導管

液に 0.4M 硫酸抽出窒素と一致するピークが検出され

なかった．遠野土壌，西根土壌ともにピークの大きさに

違いはあるものの，土壌の 0.4M 硫酸抽出窒素と重な

る同じ保持時間にピークが検出されたことは，この物質
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ホウレンソウの導管液（水耕） 

0 4M 硫酸抽出液

分子篩 HPLC による保持時

間 8.7 分のピーク

 
 

図１７ 無肥料で栽培したホウレンソウとトウモロコシの導管液，水耕で栽培したホウレンソウの導管液， 

及び土壌を 0.4M 硫酸で抽出した抽出液の分子篩 HPLC カラムクロマトグラム（検出波長 280nm） 

        A：遠野土壌  B：西根土壌 



              小田島 ： 堆肥施用条件下におけるホウレンソウの窒素吸収特性と可給態窒素の評価法              23  

 
がホウレンソウの体内で代謝生成される物質ではない

ことを示し，土 壌 中のタンパク様 窒 素をホウレンソウが

吸収し，その一部が導管液中に漏出したものと考える

のが妥当である 48)．ペプチドやタンパク質等の高分子

物質が導管液により根から地上部へ移動することに関

しては，Satoh, et al. 82)，83)によってすでに報告されて

いる．したがって，ホウレンソウの導管液中で抽出され

たタンパク様物質が根から地上部へ移動していたと考

えられた．このことから，ホウレンソウは，土壌中の有機

態窒素を吸収できる能力があることを強く示唆した．ま

た，トウモロコシは，この有機態窒素を吸収できる能力

が低いことを示した． 

なお，有 機 態 窒 素 量 は土 壌 中 で同 じであっても結

合されている土壌粘土鉱物の違いによって抽出される

有機態窒素量が異なる 73)．したがって，この 2 土壌の

ピーク強度が異なるのは，非アロフェン質土壌（2:1 型

鉱 物 ）とアロフェン質 土 壌 （非 結 晶 体 ）の違 いにより，

0.4M 硫酸抽出液で抽出される有機態窒素量が異な

ることによると考えられた． 

 

2 逐次抽出による栽培跡地土壌の窒素形態  

(1) 材料および方法 

第 5 章，1，(1)，②の栽培試験でホウレンソウとトウモ

ロコシの窒素吸収量の違いが現れた遠野土壌と西根

土壌の 2 点について検討した． 

① 土壌採取方法 

ポット調製から栽培までの 46 日間無作付で通した

土壌，およびホウレンソウ，トウモロコシを栽培した後の

土壌を用いた．土壌は根がまわりきったポットから取り

出し，根をほぐしながら土壌を採取し，よく攪拌した後，

風乾・粉砕した． 

 

 

② 土壌窒素の逐次抽出 

 栽培跡地土壌の窒素の形態については，抽出液の 

全 窒 素 を微 量 全 窒 素 分 析 装 置 （TN-100，三 菱 化 学

（株））で測定した．逐次抽出方法は第 4 章，1，(1)，②

の抽出実験 A を用いた． 

(2) 結果および考察 

 表 12 に逐次抽出による跡地土壌の窒素形態と作物

体窒 素吸 収 量を示した．遠野 土壌 では，ホウレンソウ

の窒素吸収量 71±2.5mg/kg に対してトウモロコシの

窒素吸収量が 62±3.1mg/kg であった．また，水抽出，

10％塩化カリウム溶液抽出の無機態窒素画分でホウ

レンソウを作付した土壌（以下，ホウレンソウ土壌），トウ

モロコシを作付けした土壌（以下，トウモロコシ土壌）で

は有 意 な差 が認 められなかった．しかし，ホウレンソウ

土壌の 0.4M 硫酸で抽出された窒素に関しては，無作

付，トウモロコシ土壌のそれよりも有意に減少していた．

一方，西根土壌では，ホウレンソウの窒素吸収量 45±

2.7mg/kg に対してトウモロコシの窒素吸収量が 80±

6.5mg/kg であった．トウモロコシ土壌の窒素の形態に

関しては，ホウレンソウ土壌より，水抽出の無機態窒素

画分が有意に少なかった．その他の画分ではトウモロ

コシ土壌，ホウレンソウ土壌との間に有意な差が認めら

れなかった．しかし，リン酸緩衝液で抽出された窒素は，

無作付土壌に比べてトウモロコシ土壌，ホウレンソウ土

壌ともに増加した． 

可給態窒素の給源となるタンパク様物質は，その全

てが有機・無機膠質物と結合しているわけではなく，あ

る画 分 は遊 離 した状 態 ，あるいは非 常 に結 合 の弱 い

状態で存在していることが考えられている 33)．従って，

栽培期間中に，有機化，無機化が行われるとしても，

同じ条件で栽培した場合，利用される窒素が作物によ

って異なると思われた． 

 

表１２ 各抽出液で抽出された全窒素量(mg/kg)及び作物体窒素吸収量(mg/kg) 

  
水 129 ± 9.8 a※4 48 ± 5.8 b 50 ± 4.4 b 148 ± 15.0 a 96 ± 1.5 c 56 ± 0.2 b

抽 10%塩化カリウム 217 ± 14.2 a 29 ± 0.6 b 29 ± 0.4 b 31 ± 7.1 b 32 ± 1.5 b 26 ± 0.9 b

出 1M酢酸 43 ± 16.9 a 90 ± 8.1 b 42 ± 0.2 a 17 ± 0.9 c 53 ± 2.9 a 48 ± 2.4 a

方 リン酸緩衝液 54 ± 11.2 a 70 ± 3.8 a 64 ± 0.5 a 26 ± 13.9 a 76 ± 6.3 b 77 ± 0.6 b
法 0.4M硫酸 302 ± 18.3 a 212 ± 14.5 b 269 ± 15.7 a 282 ± 22.5 a 267 ± 15.2 a 229 ± 12.5 a

1N水酸化ナトリウム 4330 ± 61.5 a 5081 ± 22.3 b 4415 ± 102 a 4112 ± 39.2 a 4478 ± 84.3 a 4279 ± 78.9 a

窒素吸収量 71 ± 2.5 62 ± 3.1 45 ± 2.7 80 ± 6.5

遠野土壌
※1

西根土壌
※2

無作付
※ 3 ホウレンソウ トウモロコシ 無作付 ホウレンソウ トウモロコシ

 

※1 遠野土壌：ホウレンソウの窒素吸収量(71±2.5mg/kg)がトウモロコシの窒素吸収量(62±3.1mg/kg)より多い土壌 

※2 西根土壌：ホウレンソウの窒素吸収量(45±2.7mg/kg)がトウモロコシの窒素吸収量(80±6.5mg/kg)より少ない土壌 

※3 平均値±標準誤差（n=5） 

※4 同行で異なる文字は，Tukey 法による多重分析，1％有意差あり 
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遠野土壌のホウレンソウ土壌では，0.4M 硫酸で抽

出された窒素が無作付土壌，トウモロコシ土壌に比べ

有意に減少していた．一方，リン酸緩衝液で抽出され

る窒素は，無作付土壌に比べてトウモロコシ土壌，ホウ

レンソウ土壌ともに増加していた．この増加は，脱落し

た根などの有 機物によるとも考えられる．しかし，分析

試料は，風乾し，2mm の篩にかけた後，攪拌して試料

を採取しているので根が混入したとは考えにくい．よっ

て，有機態窒素は，随時，結合の強いところから弱いと

ころへと形 態 を変 化するので，リン酸 緩 衝 液 で抽 出 さ

れた形態の窒素は，土壌中で最も安定した形で存在

すると考えられた．なぜなら，リン酸緩衝液により抽出さ

れる有 機 態 窒 素 は，土 壌 微 生 物 によって無 機 化 ・有

機化が繰り返される中で有機物資材施用の有無によ

らず，単一なものとなることが明らかにされているからで

ある 71) ．リン酸緩衝液や酢酸などの 0.4M 硫酸に比べ

て比較的無機物との結合の弱い形態の窒素が抽出さ

れ る 部 分 に 窒 素 形 態 が 移 行 し た 可 能 性 も あ る が ，

0.4M 硫酸で抽出された窒素を利用してホウレンソウは

生育している可能性も示唆された． 

また，ホウレンソウの吸 収量 が少 なかった西 根土 壌

の 0.4M 硫酸で抽出された窒素画分も，無作付土壌に

比べ，ホウレンソウ土壌，トウモロコシ土壌の窒素量が

少ない傾向があった（表 12）．これは，栽培期間中に

0.4M 硫酸で抽出された窒素をホウレンソウとトウモロコ

シが利用していると考えられた．ただし，トウモロコシの

導管液では 0.4M 硫酸抽出窒素と同じ保持時間にピ

ークが認められなかったので，直接吸収利用されてい

るとは考 えにくい．一 方 ，ホウレンソウの導 管 液 では，

遠野土壌と同様に 0.4M 硫酸抽出窒素と同じ保持時

間にピークが認められていたので，0.4M 硫酸で抽出さ

れた窒素の一部が直接的に吸収利用されている可能

性が高い．この実験では量的な把握を行っていないが，

ホウレンソウの生育を無機態窒素量だけで説明できな

い理由として，0.4M 硫酸で抽出された窒素がホウレン

ソウの生育に影響を及ぼす可能性が考えられた． 

根から分泌する有機酸は，植物の生育や環境ストレ

スに関与しており，鉄やアルミニウムと結合した有機態

窒素を溶解する 1)， 2)，18)，19)．また，タンパク様物質を

土 壌 中 で保 持 している可 能 性 の高 い金 属 は，鉄 とア

ルミニウムであるが，畑土壌 では，アルミニウムの寄 与

が非常に大きく，鉄はより難溶解性のタンパク様物質と

の結合が示唆されている 33)．小田島ら 42)は，タンパク

様物 質と有 機 ・無機 膠 質物 との結 合 度合 いは，0.4M

硫酸が強く，次いでリン酸緩衝液，1M 酢酸の順で比

較 的 均 質 な物 質 を遊 離 させていることを示 唆 した．こ

れらの報告と本試験で得られた結果から以下のことが

推察された．すなわち，ホウレンソウでは根から分泌さ

れる有機酸によって，鉄やアルミニウムと結合していた

有機態窒 素を溶解し，有機 態窒素をそのまま吸収す

る可能性があった．さらに，畑土壌中の窒 素形態は，

易 分 解 性 の有 機 態 窒 素 は大 部 分 がアルミニウムと結

合しており，また，さらに，難溶解性の有機態窒素は大

部分が鉄と結合しており 33) ，ホウレンソウは，この難溶

解性の有機態窒素も吸収していると考えられる．すな

わち，ホウレンソウは，無機態窒素のみならず，有機態

窒素まで様々な形態の窒素を吸収していると考えられ

る．一方，トウモロコシにおいても根有機酸を分泌する

と思われるが，そのキレート性能力が少ないだけでなく，

溶解した有機態窒素を吸収できる能力も少ないとも考

えられる．なぜなら，ホウレンソウよりトウモロコシの窒素

吸収量が多かった西根土壌では，トウモロコシを栽培

した跡地土壌の逐次抽出の結果，水で抽出された窒

素を多く吸収利用していたことを示しているからである

(表 12)． 

 

3 まとめ 

ホウレンソウが 0.4M 硫酸で抽出された窒素を溶解・

吸収できるという直接的な証拠については現在まだ提

示できていないが，ホウレンソウ，トウモロコシの 2 つの

作物間で吸収能力が異なると思われた．また，本試験

では，有機態窒素の吸収量について量的把握が検討

できなかった．なぜなら，①導管液が定量的に漏出す

る保証がない，②導管液の漏出量は，作物の生育状

況によって異なるだけでなく，漏出量の予測が不可能

である，③吸収したタンパク様窒素が定量的に分解，

あるいは再合 成される保証 がないからである．直接的

な証拠を示す無菌条件下での内容の実験なども含め

て，今後の検討課題としたい． 

 

第６章  “雨よけホウレンソウ”に適した 

土壌窒素供給量の評価法の提案 

 

第 5 章においてホウレンソウの吸収窒素源は，中性

リン酸緩衝液抽出画分よりも難溶性の 0.4 M 硫酸抽

出 画 分 にまで及 ぶことを確 認 したことから，可 給 態 窒

素の評価法においても，0.4 M 硫酸抽出法の適用を

考慮する必要があった．一方で，普及センターでの分
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析を考慮すれば，より簡易な評価法が求められており，

リン酸 緩 衝 液 抽 出 法 においても，抽 出 液 の全 窒 素 を

測定するのではなく，比較的簡易に取り扱うことのでき

る抽出液の吸光度の測定が採用されている．そこで，

本研究では簡易な可給態窒素量の推定を行う目的で，

岩手県内の主要なホウレンソウ産地から採取した土壌

を用いて，リン酸緩衝液抽出法との比較をもとに 0.4 M

硫酸抽出 溶 液の紫外部 吸 光度法の妥 当 性を検証し

た．また，現 地 栽 培農 家 の圃 場で窒 素施 用 を行わず

にホウレンソウを栽培し，作付け前に行った 0.4 M 硫酸

抽出法による窒素供給量の推定とホウレンソウの窒素

吸収量との関係を検討した．更に，0.4 M 硫酸抽出法

による肥沃度の異なる圃場において慣行栽培を行い，

ホウレンソウの生育と品質に及ぼす影響を検討し，“雨

よけホウレンソウ”の施肥管理基準を策定するための土

壌肥沃度の評価法を検証した． 

 

1 0.4 M 硫酸で抽出した溶液の吸光度法(UV)に

よる土壌の窒素肥沃度の簡易推定 

(1) 材料および方法 

① 供試土壌 

岩手県の 32 地点からハウスでホウレンソウ栽培した

跡地土壌（深さ 2～20 cm）を採取し供試土壌とした．

その内訳は，黒ボク土 25 点，グライ台地土 1 点，黄色

土 1 点，褐色低地土 1 点，灰色低地土 4 点であった．

それぞれの採取地点では，岩手県の施肥基準に基づ

いた慣行栽培が行われており，“雨よけホウレンソウ”栽

培を行った．その耕種概要は，3 月から 11 月まで 4～5

作のホウレンソウを栽培し，1 年に 1 回土づくり資材とし

て，牛 ふん堆 肥 の場 合 4t/10a,鶏 ふん堆 肥 の場 合

1.2t/10a 施用する．施肥は化学肥料で行い，1 作目

に ， 窒 素 を 9kg/10a ， リ ン 酸 を 13kg/10a ， カ リ を

9kg/10a 施用した．2 作目には，窒素，リン酸，カリをそ

れぞれ 7kg/10a，3 作目に窒素，リン酸 ，カリをそれぞ

れ 4kg/10a 施用し，4 作目以降は無施用とした． 

② 抽出溶液の吸光度による窒素含量の推定 

リン酸緩衝液による抽出法 14)は，上記 32 地点の風

乾細土（2 mm 篩）5 g に 1/15 M リン酸緩衝液 50 ml

加えて 1 時間振とうした後，ろ過し，ろ液を 20 倍に希

釈し，その希釈液を波長 280nm の吸光度で測定した．

一方，このろ液をフィルター（0.45 μm，Advantec 製）

に通 したものの全 窒 素 量 を全 窒 素 分 析 計 （TN-100 

三菱化学(株)）で測定した． 

0.4 M 硫酸による窒素の抽出 51)は，風乾細土（2 mm

篩）5 g に 0.4 M 硫酸溶液 50 ml を加えて 1 時間振と

うした後ろ過し，ろ液を 100 倍に希釈した．その希釈液

を波長 280 nm の吸光度で測定した．一方，このろ液を

フィルター（0.45 μm，Advantec 製）に通したものの全

窒 素 量 を全 窒 素 分 析 計 （TN-100 三 菱 化 学(株 )）で

測定した． 

(2) 結果および考察 

図 18 にリン酸緩衝液および 0.4 M 硫酸溶液で抽出

した溶液中の全窒素量と 280 nm の吸光度で示す値と

の関 係 を示 す．リン酸 緩 衝 液 で抽 出 される有 機 態 窒

素は，無機化窒素の給源と考えられており，土壌型や

土地利用形態の違いによらず，アミノ酸組成，C/N 比

および分 子 量 分 布 が類 似しており，比 較 的 均 質 な窒

素化合物であった 54)．また，0.4M 硫酸で抽出される有

機態窒素もリン酸緩衝液抽出有機態窒素と同様な特

性を示すことが報告された 51)．したがって，0.4 M 硫酸

による抽出法もリン酸抽出と同様に 280 nm による吸収

で検出が可能と思われた．図 18 に示すように 0.4 M 硫

酸による抽出液の全窒素量と 280nm の吸光度との間

に は ， 0.1 ％ 水 準 で 有 意 な 正 の 関 係 が 認 め ら れ た

（r2=0.84）．この 0.4 M 硫酸で抽出された有機態窒素

量は，1/15 M リン酸緩衝液で抽出される有機態窒素

の 2～6 倍の値を示した．また，リン酸緩衝液抽出法よ

りも回 帰 直 線 は高 い値 を示 し，広 範 な肥 沃 度 の土 壌

に対応できることがうかがわれた． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図１８ 0.4 M硫酸およびリン酸緩衝液で抽出した

溶液の全窒素量とその吸光度（280 nm） 
Z**は，1％水準で有意を表す 
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一方，リン酸緩衝液抽出法では，抽出液中の全窒素

量と 280 nm の吸光度との間に相関が認められたが，

0.4 M 硫酸のそれよりも弱く，抽出される有機態窒素量

の範囲も 0.4 M 硫酸抽出法より限定的であった．日置

ら 27)は淡色黒ボク土，厚層多腐植質黒ボク土，灰色

低地土，黄色土で同様の検討を行い，厚層多腐植質

黒 ボク土 では広 い範 囲 の有 機 態 窒 素 量 が同 一 の吸

光度になることを明らかにした．松本ら 51)は供試したす

べての土壌とリン酸緩衝液との間に 0.1％水準で有意

な相関関係を認めたが，リン酸緩衝液よりも 0.4 M 硫

酸の方が高い相関が認められたと報告した．藤井ら 17)

はグライ土 で同 様 の検 討 を行 い，肥 沃 度 の高 い土 壌

では 0.5 M 硫酸抽出法が適していることを認めた．これ

らの知見と本研究の結果を考慮すれば，黒ボク土を主

体とする岩手県のホウレンソウ栽培においては，0.4 M

硫酸抽出法による窒素肥沃度の推定は，窒素肥沃度

がより広範囲の土壌にも，適応できることが明らかにな

った．岩手県では耕作地の 8 割が黒ボク土であること

から，黒ボク土で適合性が高く，簡易で，しかも迅速な

土壌の窒素供給量の評価法が求められている．第 5

章において，ホウレンソウへ可給化される窒素が中性リ

ン酸緩衝液抽出画分よりも更に難溶性の 0.4 M 硫酸

抽出画分にも及ぶことを認めたことから，本試験では，

ホウレンソウ栽培土壌における可給態窒素の推定法と

して 0.4 M 硫酸抽出法を採用した．このことから，0.4M

硫酸で抽出された土壌溶液の 100 倍希釈液の吸光度

を，0.4M 硫酸で抽出された土壌溶液の全窒素量の回

帰式（図 18）に代入し，土壌有機態窒素推定量を算

出した．数式は以下に示す． 

Y=117.1x+5.38 

x：0.4M 硫酸で抽出された土壌溶液の 100 倍希釈液

の吸光度(280nm) 

y：0.4M 硫酸で抽出された土壌溶液の全窒素推定量 

 

2 ホウレンソウの窒素吸収量と 0.4M 硫酸による

抽出窒素量との関係 

ホウレンソウを年間 3 作栽培している現地農家でそ

の栽 培 経 過 を観 察 した．また，同 様 の栽 培 を所 内 圃

場でも実施した．無肥料栽培区を設け，ホウレンソウに

よる年間窒素吸収量と 0.4M 硫酸で抽出した栽培前の

土壌中有機態窒素量を測定した.  

(1) 材料および方法 

2003～2004 年まで，ホウレンソウを年間 3 作栽培し

ている現地農家で栽培経過を観察した．また，同様の

栽培を所内でも行った．各圃場の作付前の土壌条件

を表 13 に示す．この一連の圃場試験では，無肥料栽

培 を行い，ホウレンソウによる年 間 窒 素 吸 収 量 と栽 培

前の土壌中の有機態窒素量を上述の吸光度法(UV)

によって測定した（リン酸緩衝液抽出法および 0.4 M

硫酸抽出法）．8 ヵ所の栽培前土壌養分は,無機態窒

素 11～147mg/kg，可給態リン酸 198～3014mg/kg,交

換性カリ 356～1416mg/kg であった．一般的なホウレン

ソウの年間吸収量は窒素 160g/m2，リン酸 80g/m2，カ

リ 600g/m2 であり，2 年目の 1 部圃場（B 圃場）のカリ

以外はホウレンソウが生育するためのリン酸，カリが十

分あったと考えられる．

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表１３ 栽培試験を行った圃場の来歴と栽培前の土壌の化学性 

 
圃場

z 場所
ホウ レ ンソ ウ

作 付 年数 土壌型
0.4  M硫 酸抽

出 有機 態窒 素
推定 量

無機 態

窒素 量

作付 前可 給態

リ ン酸

作 付前 交換 性

カ リ

(mg/kg) (mg/kg) ( P2O5 mg/kg) (K2O  mg/kg )

A 遠野市 6 非アロフェン質黒ボク土 370 35 2,157 646

遠野市 7 非アロフェン質黒ボク土 380 22 2,656 717

B
八幡平市
西根平笠

11 アロフェン質黒ボク土 430 11 389 356

C
八幡平市
西根平笠

10 アロフェン質黒ボク土 440 20 414 790

北上市 7 非アロフェン質黒ボク土 520 63 222 928

D 北上市 6 非アロフェン質黒ボク土 540 65 198 1,175

E
八幡平市
西根帷子

8 アロフェン質黒ボク土 570 104 3,014 1,416

F
八幡平市
西根帷子

7 アロフェン質黒ボク土 620 147 2,924 1,175
 

Z アルファベットがついた圃場は，実験 3 を実施した圃場 
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① 試験圃場 

試験圃場は以下の 4 ヵ所，すなわち遠野市（農家圃

場，非アロフェン質黒ボク土），北上市（所内，非アロフ

ェン質黒ボク土），八幡平市西根平笠（農家圃場，ア

ロフェン質黒ボク土），八幡平市西根帷子（農家圃場，

アロフェン質黒ボク土）のハウス栽培土壌で行った（表

13）．  

② 供試品種 

 ホウレンソウ品種は，各産地の推奨品種を用いた．そ 

の詳細を表 14 に示す．すなわち，3～5 月期には抽だ 

 

いの遅い‘アクティブ’および‘イーハトーブ’，6～8 月 

期にかけては，栽培期間が短くても収量性の高い‘プ

リウス’および‘サンライズ’である．  

③ 試料の採取および分析 

第 2 章，1，(5)および(6)に準じた． 

④ 土壌中の有機態窒素量 

第 6 章，1，(1)，②に準じ吸光度法(UV)によって測

定した吸光度の値を第 6 章，1 で得られた回帰式に代

入して算出した． 

 

 

(2) 結果および考察 

図 19 に現地農家圃場 6 ヵ所および所内圃場 2 ヵ所，合

わせて 8 ヵ所の圃場で行われたホウレンソウ栽培の窒素吸

収量（年間 3 作の合計量）と，栽培前に採取した土壌の

0.4 M 硫酸溶液による抽出液の吸光度(280nm)による推定

有機態窒素量との関係を示す．調査圃場全体では両者に

有意な相関は認められなかったものの，0.4M 硫酸抽出有

機態窒素推定量の増加により，ホウレンソウの窒素吸収量

も増加する傾向が認められた．一方，最も高い有機態窒

素量（620mg/kg）であった F 圃場において，ホウレンソウの

窒素吸収量は減少する傾向が認められたことから，ホウレ

ンソウの窒素吸収における 0.4 M 硫酸抽出有機態窒素推

定量の有効な範囲を確認するために，窒素吸収効率を検

討した結果を図 19B に示した．ホウレンソウの窒素吸収量

（gN/㎡）を栽培前の 0.4M 硫酸抽出有機態窒素推定量 

（ｇN/kg 単位に換算）で除した値を窒素吸収効率係数とし

た場合，0.4M 硫酸抽出有機態窒素推定量の増加に伴っ

て，窒素吸収効率係数は増加するものの，0.4M 硫酸抽出

有機態窒素推定量が 500mg/kg 以上になると頭打ちとなり，

さらに減少する傾向が認められた．すなわち，これらの結

果は，土壌の 0.4M 硫酸抽出有機態窒素推定量が一定範

囲を超えた場合には，必ずしもホウレンソウの窒素吸収量

を増加させるものではないことを示唆していると考えられ

る． 

一般に，土壌肥沃度の向上を目的として堆肥などの有

機物が施用されるが，その基準は明確ではない．堆肥の

連年施用によって，可給態リン酸，交換性カリなどの養分

が集積される 36)．本研究においても，供試した圃場では，

0.4M 硫酸抽出有機態窒素推定量が高い圃場ほど交換性

カリ含量も高い値を示していた（表 13 より， Y=3.64X+831，

r2=0.68*，Y:交換性カリ含量，X:0.4M 硫酸抽出有機態窒

素推定量）．さらに，供試土壌の中でも抽出された有機態

窒素量が最も高い F およびそれに続く E 圃場では，極めて

多量の可給態リン酸と交換性カリが集積されていた．すな

わち，F 圃場においてホウレンソウの窒素吸収量なら

びに窒素吸収効率係数が減少した要因の一つとして，

表１４ 栽培試験に用いたホウレンソウ品種と栽培経過 

圃場
z 場所 実施年度 第1作 第2作 第3作

播種日 収穫日 品種 播種日 収穫日 品種 播種日 収穫日 品種

A 遠野市 2004 3月30日 5月7日 イーハトーブ 5月24日 6月28日 サンライズ 7月5日 8月11日 アクティブ

遠野市 2003 4月6日 5月14日 イーハトーブ 5月24日 6月18日 サンライズ 7月1日 7月30日 アクティブ

B
八幡平市
西根平笠

2004 3月20日 5月13日 アクティブ 6月5日 7月6日 プリウス 7月18日 8月31日 サンライズ

C
八幡平市
西根平笠 2003 5月7日 6月12日 アクティブ 7月16日 8月19日 サンライズ 8月22日 9月18日 サンライズ

北上市 2003 4月26日 5月24日 アクティブ 6月2日 7月7日 アクティブ 7月25日 8月20日 アクティブ

D 北上市 2004 4月24日 5月27日 アクティブ 6月5日 7月8日 アクティブ 8月1日 9月6日 アクティブ

E 八幡平市
西根帷子

2004 3月30日 5月6日 サンライズ 6月25日 7月27日 サンライズ 9月10日 10月13日 サンライズ

F
八幡平市
西根帷子

2003 4月20日 5月22日 アクティブ 6月20日 7月22日 サンライズ 8月17日 9月16日 サンライズ

Z アルファベットがついた圃場は，実験 3 を実施した圃場 
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堆肥の連用による塩類集積により，ホウレンソウの生

育が抑制された可能性も考えられる．一方，これまで

に小田島ら 43)は，ホウレンソウの生育には無機態窒素

の存在量だけではなく，易分解性有機態窒素を考慮す

る必要があることを示し，0.4M 硫酸で抽出される窒素

もホウレンソウに利用されることを示してきた．以上

のことから，土壌の 0.4M 硫酸抽出液の紫外部吸光度を

測定する方法は，ホウレンソウ栽培における土壌窒素

供給量およびホウレンソウの吸収窒素量を推定する方

法の 1 つとして有効であると考えられる．ただし，堆

肥の連用に伴って生じる塩類集積による生育抑制も考

慮に入れてその施用を検討する必要があることが示唆

された． 

 

 

 

 

 

3 0.4M 硫酸による抽出法による窒素供給量に基づ

いたホウレンソウの適正施肥の提案 

第 6 章，1 および 2 で 0.4M 硫酸抽出溶液によりホウレン

ソウ栽培前の土壌を抽出し，その溶液を波長 280 nm での

吸光度を測定することで，ホウレンソウの窒素吸収量を予

測できる可能性のあることを示した．一方，ホウレンソウ土

壌では窒素が過剰に施用されているためホウレンソウ体内

の硝酸濃度が増加しやすい．そこで，この方法を用いて土

壌窒素供給量に応じて施肥量を調整し，体内硝酸濃度を

低減できないか試みた．そのために，0.4M 硫酸法で予測

した土壌中の有機態窒素量が異なる圃場を対象に，化学

肥料施用区，化学肥料＋堆肥の施用区および堆肥区の 3

処理区を設けて，栽培試験を行った． 

 (1) 材料および方法 

第 6 章，2 に用いた 8 ヵ所の圃場のうち，5 ヵ所の現地農

家および所内（北上市），合わせて 6 ヵ所の圃場（A，B，C，

D，E，F）で年間 3 作のホウレンソウを栽培した．試験区は，

堆肥施用の有無や化学肥料の有無を評価するために化

学肥料区，化学肥料＋堆肥区，堆肥区の 3 処理を行った．

化学肥料区は，化学肥料で施肥を行い，1 作目に，窒素

を 9kg/10a，リン酸を 13kg/10a，カリを 9/kg/10a 施用した．

2 作目には，窒素，リン酸，カリをそれぞれ 7kg/10a，3 作目

に窒素，リン酸，カリをそれぞれ 4kg/10a 施用した．化学肥

料＋堆肥区は，1 作目作付前に堆肥 4t/10a（現物）を施用

し，化学肥料区と同等量の施肥を化学肥料で行った．堆

肥区は，1 作目作付前に堆肥 4t/10a（現物）を施用した．

その後の 2 作目，3 作目では，無施用とした．堆肥の成分

は，現物あたり水分 66.7％，pH（H2O）8.6，C/N 23.7，窒

素 1.1％，リン酸 1.0％，カリ 1.7％，石灰 1.3％，苦土 0.5％

であった． 

試料の採取及び分析は，第 2 章，1，(5)および(6)に準じ

た． 

(2) 結果および考察 

表 15 に表 13 で示した A～F 圃場でホウレンソウを年間

3 作栽培し，その 1 作あたりの平均収量と体内硝酸濃度に

及ぼす土壌の 0.4M 硫酸抽出有機態窒素推定量および化

学肥料と堆肥施用の影響を示す． 

各圃場土壌の0.4M 硫酸抽出有機態窒素推定量と収量

の関係には一定の傾向がみられず，有意差は認められな

かった．しかし，施肥の違いと収量には有意差が認められ

た．化学肥料＋堆肥区では他の 2 処理区に比べて高い収

量となった．堆肥区と化学肥料区では有意差は認められ

なかったものの堆肥区で高い傾向を示した．これらの結果 

から，堆肥の施用はホウレンソウの収量向上に効果的であ
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図１９ 無肥料で栽培したホウレンソウの年間窒素吸

収量（3 作合計）と土壌の 0.4 M 硫酸抽出有機

態窒素推定量の関係(A)およびホウレンソウ

の窒素吸収効率係数と 0.4M 硫酸抽出有機態

窒素推定量との関係(B) 
Z ホウレンソウの窒素吸収量(gN/m2)÷0.4 M 硫酸

抽出有機態窒素推定量(gN/kg) 
y *は，5％水準で有意を表す 
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ると考えられた．ホウレンソウの収量が堆肥の施用により化

学肥料と同等以上であったことは，小田島ら 44)と一致し，ホ

ウレンソウ栽培における有機態窒素の重要性が示唆され

た． 

ホウレンソウ中の硝酸濃度は 0.4M 硫酸抽出有機態窒

素推定量の増加とともに上昇した．E 圃場および F 圃場で

は，他の区に比べてホウレンソウ中の硝酸濃度が高い値を

示した．これらの結果は，0.4M 硫酸で抽出される有機態窒

素量が高いほど無機化窒素量が多くなり，ホウレンソウの

体内に蓄積する硝酸が増えたためと考えられる． 

一方，堆肥区の硝酸含量は化学肥料区に比べて低い

値を示した．また，化学肥料＋堆肥区でも堆肥区よりもや

や高くなるものの，化学肥料区よりも低下する傾向が認め

られた．これらの結果は，堆肥の施用により，土壌中の無

機態窒素が有機化され，ホウレンソウに吸収される硝酸が

化学肥料区に比べて減少したためと考えられる． 

 

図 20 に土壌の 0.4 M 硫酸抽出有機態窒素推定量とホ

ウレンソウ中の硝酸濃度との関係を示す．土壌の 0.4M 硫

酸抽出有機態窒素推定量の増加に伴っていずれの施肥

処理においてもホウレンソウ中の硝酸濃度は増加する傾

向が認められた． 

化学肥料区のホウレンソウの硝酸濃度は，0.4M 硫酸抽

出有機態窒素推定量が 540mg/kg の D 圃場で 3,000mg/kg

以上となり，570，620mg/kg の E および F 圃場ではそれぞ

れ 4,000mg/kg 以上の高い値を示した．一般に，ホウレンソ

ウの体内硝酸濃度として 3,000mg/kg が一つの目安として

出荷されており，これを数値目標にしている産地の事例も

ある 60) ，99)．これらの圃場においても，0.4M 硫酸抽出有機

態窒素推定量が 500mg/kg 以下であった A，B および C 圃

場と同様に，化学肥料＋堆肥区および堆肥区では化学肥

料区よりもホウレンソウの体内硝酸濃度は低下する傾向を

示したが，3,000mg/kg を超える硝酸濃度となった．すなわ

ち，0.4M 硫酸抽出有機態窒素推定量が 540mg/kg 以上

であった圃場では，堆肥施用による無機態窒素の有機化

の効果よりも，肥沃度の向上による土壌からの窒素無機化

量が大幅に増加したためではないかと推察された．そのた

め，堆肥区のホウレンソウの硝酸濃度が 3,000mg/kg を超

えるのが D 圃場(0.4 M 硫酸抽出有機態窒素推定量が

540mg/kg)であることから推察すると， 0.4M 硫酸抽出窒

素量が 500～550mg/kg 以上の圃場では，成分品質を考

慮すれば，化学肥料の施肥量および堆肥の施用量を再

検討する必要があると考えられる．以上のことから，単に窒

素量だけではなく，塩類などの他養分の集積程度も反映

していることも考えられるが，土壌の 0.4M 硫酸抽出液の紫

外部吸光度を測定する方法は，雨よけホウレンソウ栽培に

おける化学肥料と堆肥の施用を検討する際の簡易な方法

として有効であると考えられる．これらの知見は，1 年間の

多収を目指すために多肥傾向にある雨よけホウレンソウ土

壌を見直す端緒となり，長期安定生産を行なうための土作

りとして有効な技術になると考えられる．また，今後，雨よけ

ホウレンソウ以外のハウス栽培作物にも適応できるような検

討も必要である． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表１５ ホウレンソウの収量と体内硝酸濃度（年間 3 作の

平均）に及ぼす土壌の 0.4 M 硫酸抽出有機態窒素

推定量および化学肥料と堆肥施用の影響 

　A圃場（370
z
） 1.33 a

x
1,858 a

　B圃場（430） 1.90 a 2,259 a
　C圃場（440） 1.76 a 1,270 a
　D圃場（540） 1.78 a 3,317 a
　E圃場（570） 1.40 a 3,720 b
　F圃場（620） 1.67 a 3,985 b
　化学肥料 1.37 a 3,280 a
　化学肥料＋堆肥 1.84 b 2,659 b
　堆肥 1.71 a 2,266 b

　圃場 ns **
　施肥 * **
　圃場×施肥 ns ns

収量 　硝酸濃度
（kg/m

2
/作） 　（mg/kg）

二元配置の分散分析
y

処理区

 
z 作付前土壌の 0.4 M 硫酸抽出窒素量(mg N/ kg)を示す 
y 圃場と施肥の 2 要因で二元配置の分散分析を行い，5％水準で

有意差があった場合に Tukey 法による多重検定を行った 

*，** はそれぞれ 5％，1％水準で有意差があることを示し，ｎｓは

有意差がないことを示す 
x 異なるアルファベット間に Tukey 法による 5％水準の有意 

差があることを示す 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図２０ 化学肥料および堆肥を施用したホウレンソウ

栽培における土壌の0.4 M硫酸抽出有機態窒

素推定量とホウレンソウ中の硝酸濃度（年間3

作平均）の関係  
Z **は，1％水準で有意を表す． 

Y = 10.3X ‐ 2384
r² = 0.67**
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第 7 章  総合考察 

 

ホウレンソウを対象に 4 年間，オガクズ牛ふん堆肥の連

用試験を行い，年間 2～4 作のホウレンソウを作付けして，

生育，窒素吸収反応に及ぼす影響について調査した． 

その結果，堆肥区の草丈，葉幅，葉数は化学肥料区の

それを上回った．また,乾物収量，窒素吸収量も堆肥区が

化学肥料区より多かった．各作付後の跡地土壌の無機態

窒素含量は堆肥区が化学肥料区より低かった．さらに， 

ホウレンソウ中の全窒素に占める硝酸態窒素の比率は，

化学肥料区に比べて堆肥区は極めて低い値を示した．溶

脱した無機態窒素量および全窒素量は，化学肥料区より

少ない．これらの結果は，堆肥を施用した場合，ホウレンソ

ウの生育および窒素吸収量が栽培期間中の土壌中の無

機態窒素量に対応していないことを示唆するものであっ

た． 

この結果は，これまでに報告された栽培試験結果を

個々の作物ごとに考察すると，無機栄養説に該当しない

事例 48)，47)，58)，62)，63)，69)，72)，94)，95)と一致した.上記の事例か

ら推察すると，無機態窒素以外の窒素を利用する可能性

のある植物が存在する可能性が示唆される．以上から，有

機態窒素の動態に関しても留意する必要があることが示

唆された． 

土壌中有機態窒素の測定法の一つに 1/15M 中性リン

酸緩衝液で抽出する方法があり，我が国の土壌中可給態

窒素の診断法として用いられている 24)，25)．Matsumoto and 

Ae54)は，この測定法で得られる抽出物を PEON (Phosphate-buffer 

Extractable Oraganic Nitrogen)と定義した．PEON は，280nm

に吸収をもち 79)，タンパク質特有の呈色反応を示すなど，

タンパク質としての性質を示す 10). また，HP-SEC および

HPLC に供試したところ，土壌の種類に関わらず常に単一

のピークを示し，そのピーク面積と PEON 量の間には極め

て高い相関が認められた．このことから，PEON はイオン的

にも分子量的にも均一な物質であると考えられた 48)，50)．ま

た，加水分解によるアミノ酸組成分析から，PEON の 20～

30％がアミノ酸由来の成分であり，その組成は微生物細胞

壁の組成に類似しており，PEON は微生物由来の「タンパ

ク様態窒素」であると考えられた 26)． 

本試験の土壌中 PEON 量は，化学肥料区で実験開始

前よりも減少し，堆肥区では増加した． 

土壌中 PEON 量がホウレンソウの生育および窒素吸収

量に影響を及ぼしている可能性が示されたので，土壌中

およびホウレンソウの導管液中の PEON 定量を行った． 

PEON 定量は，ウエスタンブロッティング法と ELISA 法に

基づいた PEON 定量法を用いた 56)．PEON は，抗 PEONIg

抗体を使ったウエスタンブロッティング法により 14kDa 以下

の 1 本のバンドと高分子領域ではしご状の染色パターンが

検出された．  

Watanabe and Yoshikawa93) は，PEON は限外ろ過とサ

イズ排除クロマトグラフィー(SEC)によって，少なくとも分子

量の異なる 3 つの画分からなることを報告した．Miyazawa 

and Murayama64)は，PEON を分取サイズ排除クロマトグラフ

ィーによって 11 画分に分け，各画分を SEC と疎水的相互

作用クロマトグラフィー(HIC)によって分析し，画分ごとで疎

水性が異なっており，PEON は均一な物質ではないと示唆

した．このように PEON は，異種の構成成分からなる物質

群であることが報告されているが，土壌有機物中の加水分

解されたアミノ酸構造と土壌微生物由来のアミノ酸構造は

関係があり，土壌中の有機態窒素やアミノ酸は，微生物由

来で作られると示唆された 16)．また，土壌種類や分子量に

関わらず中性リン酸緩衝液による抽出物のアミノ酸構造は

ほぼ均一であり，土壌微生物や腐植物質のアミノ酸構造と

類似した 93)ことから， PEON を構成する最小の成分は各

画分を通じて共通であり，分子量の違いはその成分の重

合度に依存すると予想される．以上から，均一な物質であ

ると考えられている PEON が 1 本のバンドで検出されなかっ

た現象は，ウエスタンブロッティング法の工程でPEON の結

合・分解が行われたものと考えられる． 

よって，抗 PEONIg 抗体を用いることにより PEON を検出

し，ELISA 法に基づき，抗 PEON ウサギ Ig 抗体を用いた精

製 PEON 定量法を開発することができた．さらに，TN アナ

ライザーで測定された土壌中の有機態窒素量と，ELISA

法により検出された PEON 様抗原量の間に相関関係が認

められた．すなわち，抗 PEON 抗体の PEON 様抗原に対

する有用性が確認され，土壌中の可給態窒素のひとつで

あると考えられる PEON の検出・定量が，本法によって簡

便かつ迅速に行えることが示された． 

肥料管理が異なる条件下で栽培したホウレンソウ導管

液中の PEON 様抗原の検出・定量を行った．その結果，水

耕栽培したホウレンソウ導管液に PEON 様抗原は認められ

ず，土耕栽培したホウレンソウには PEON 様抗原が認めら

れた．ホウレンソウ導管液中の PEON 様抗原量は，化学肥

料施用（土耕）＜化学肥料および堆肥 2t 混合施用（土耕）

＜化学肥料および堆肥 4t 混合施用（土耕）＜化学肥料お

よび堆肥 8t 混合施用（土耕），の順に多く検出された．以

上の結果から，土壌中に普遍的に PEON が存在することを

確認した．土耕栽培でも，無機物施用したホウレンソウ導

管液より，有機物施用した導管液で PEON 様抗原が多く
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存在し，有機物施用量の増加に従って，導管液中の

PEON 様抗原が増加した．すなわち，有機物施用によって

土壌中で PEON が生成，増加し，ホウレンソウが PEON を

窒素源として吸収する可能性が示された．ホウレンソウは，

有機態窒素を利用できる植物であると報告された 3)が，栽

培条件がホウレンソウに与える影響は，その収量および窒

素吸収量によって推察されてきた． 

本研究の結果から，PEON 検出ウエスタンブロッティング

法および ELISA 法によって，ホウレンソウが土壌中の有機

態窒素を積極的に利用する可能性がより直接的に示唆さ

れ，施肥条件がホウレンソウに与える影響を，導管液中の

PEON 量の差として表現できた．また，ホウレンソウ導管液

では，精製 PEON と比較してアミノ酸および糖類の含有量

は少なかったが，アミノ酸組成については，ホウレンソウ導

管液と精製 PEONで大きな差は見られなかった 28)報告から，

ホウレンソウが PEON を直接吸収利用している可能性が強

くなった． 

一方，土壌中の有機態窒素を評価する方法は多数報

告されており，PEON 以外の有機態窒素が PEON と異なる

形態であるかどうか確認し，ホウレンソウが利用できる窒素

形態を把握するために逐次抽出を用いて窒素形態の分別

を試みた． 

本報告では，下記２つの逐次抽出（A，B）で検討し，窒素

形態について検討した． 

（A）水，塩化カリウム溶液，酢酸，リン酸緩衝液，硫酸，水

酸化ナトリウム溶液の順で逐次抽出を行った． 

（B）水，塩化カリウム溶液，0.01M 硫酸，0.1M 硫酸，0.2M

硫酸，0.4M 硫酸の順で逐次抽出を行った． 

水抽出で硝酸態窒素，塩化カリウム溶液でアンモニア

態窒素が抽出された．逐次抽出 A 法の酢酸，リン酸緩衝

液，硫酸は有機態窒素を抽出した．また，これらの有機態

窒素は，比較的均質な分子量である可能性が高いことが

示された．水酸化ナトリウム溶液ではアンモニア態窒素と

有機態窒素が抽出された．分子量は多様であったが，大

部分は，逐次抽出 A に用いられた溶液と同様の分子量で

あった．強アルカリによって分解されたタンパク質がアンモ

ニア態窒素となって抽出されたと考えられた． 

逐次抽出 B法の各抽出液で抽出した有機態窒素は，比

較的均質な分子量である可能性が高いことが示された．そ

こで，これらが抽出される際に同時に抽出される元素を調

べることにより，土壌中の可給態窒素の結合形態を推定す

る試みが行われた．伊藤・阿江 33)は，0.4M 硫酸によって抽

出される有機態窒素量は培養法による無機化窒素量と相

関が高いことを示し，さらに有機態窒素の抽出量とアルミニ

ウムおよび鉄の抽出量に高い相関が認められることから，

可給態窒素の給源となる有機態窒素は土壌中の鉄および

アルミニウムと結合して安定して存在していると指摘した． 

また，有機態窒素が鉄やアルミニウムと結合している報

告から，各抽出液中の鉄，アルミニウム量を測定した．その

結果，アルミニウムと結合した有機態窒素は，比較的易分

解性の画分として存在し，鉄と結合した有機態窒素は，難

分解性の画分として存在していることが推察された． 

逐次抽出法によって抽出される有機態窒素は PEON お

よび PEON 様物質であったことから，本法を用いて，栽培

跡地土壌の有機態窒素を評価した．ハウス土壌を用いて

無肥料でホウレンソウとトウモロコシを栽培した．トウモロコ

シの窒素吸収量は，播種前の土壌中無機態窒素量に応

じて増加したが，ホウレンソウの窒素吸収量は，それに対

応していないことを示すものであった．ホウレンソウとトウモ

ロコシの２つの作物間で吸収能は異なることが示された． 

そこで，各作物の導管液を採取し，分子篩 HPLC で分

子量分布を調べた．土耕栽培のホウレンソウの導管液中

には，0.4M 硫酸で抽出される土壌中の有機態窒素と同じ

保持時間のピークが検出された．この保持時間のピークは

無機養分で栽培した水耕のホウレンソウでは検出されなか

った．さらに，逐次抽出法を用いてトウモロコシとホウレンソ

ウが利用している有機態窒素の形態を調査した．その結

果，ホウレンソウの窒素吸収量がトウモロコシの窒素吸収

量よりも多かった遠野土壌で無作付，トウモロコシ土壌に

比べ，0.4M 硫酸の画分で抽出された窒素がホウレンソウ

土壌で減少した．ホウレンソウの窒素吸収量がトウモロコシ

の窒素吸収量より少なかった西根土壌では，無作付，ホウ

レンソウ土壌，トウモロコシ土壌で 0.4M 硫酸の画分で抽出

された窒素に有意な差が認められなかった．このことから，

土壌の違いはあるが，ホウレンソウは土壌中の有機態窒素

を吸収する可能性が示唆された．  

作物の鉄型・アルミ型リン酸溶解機構には根分泌中の

有機酸が多大な役割を担っていることが知られている．可

給態窒素が土壌中のアルミニウムおよび鉄と結合している

と考えれば，根分泌中の有機酸は可給態窒素の溶解にも

関与しているのではないかと推察される． 

Matsumoto ら 55)は，数種類の有機酸による土壌中の有

機態窒素の溶解能力を検討した．コハク酸，およびグルタ

ミン酸では溶液濃度にかかわらず，有機態窒素はほとんど

抽出されなかったのに対し，シュウ酸，マロン酸，酒石酸，

クエン酸およびリンゴ酸は溶液濃度の上昇とともに抽出さ

れる有機態窒素量が増加した．さらに，供試した有機酸の

中で最も多くの有機態窒素を抽出したクエン酸による有機
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態窒素の抽出量とリン酸緩衝液抽出窒素量および培養法

による無機化窒素量の間にはそれぞれきわめて高い相関

が認められた．すなわち，有機酸によって抽出される有機

態窒素は土壌の可給態窒素の重要な構成成分であり，根

分泌中の有機酸が根圏における有機態窒素の無機化に

重要な役割を果たしていることを示唆した． 

ホウレンソウなどの根面に共生する細菌の中にシュード

モナス・フローレッセンスがあり，シュデロフォア，フェナジン，

ダイ・アセチル・フェロログルシノールなどの抗生物質を産

生し，土壌病原菌を抑える．シデロフォアは鉄キレーター

の一種で鉄を効率良く取り込む働きを持つ．連作を重ねる

ことで抗生物質が増加するため，この物質が鉄を取り込む

際に有機態窒素が遊離され，ホウレンソウに吸収利用され

る可能性も考えられる． 

ホウレンソウ栽培土壌における可給態窒素量の推定法

として 0.4M 硫酸抽出法を採用し，抽出液の 280nm におけ

る吸光度と抽出窒素量との関係を検証したところ，両者に

は極めて高い正の相関が認められた． 

この結果に基づき，土壌の 0.4M 硫酸抽出液における吸

光度（280nm）から求めた有機態窒素推定量を算出し，無

肥料で栽培したホウレンソウ（年 3 作）の窒素吸収量との関

係を検討した．その結果，土壌の有機態窒素推定量の増

加に伴ってホウレンソウの窒素吸収量も増加する傾向が認

められたが，土壌の有機態窒素推定量が 540 mg/kg 以上

の圃場では，ホウレンソウの窒素吸収効率は低下する傾向

が認められた．0.4M 硫酸抽出有機態窒素推定量が異なる

圃場で化学肥料および堆肥を施用してホウレンソウを年間

3 作した場合，堆肥の施用により増収となり，硝酸濃度を低

減する効果も認められた．一方，堆肥の施用によりホウレ

ンソウ中の硝酸濃度は化学肥料区よりも低くはなるものの，

0.4M 硫酸抽出有機態窒素推定量が 540mg/kg 以上の圃

場では 3,000mg/kg を超える値となった．化学肥料および

堆肥の施用量を判断する簡易な方法として 0.4M 硫酸によ

って抽出される土壌有機態窒素量を 280nm の吸光度によ

って測定する方法が有効であると考えられた． 

以上のことから，ホウレンソウの生育，窒素吸収量は，土

壌中の無機態窒素の存在量だけでなく，土壌中の 0.4M

硫酸によって抽出される有機態窒素についても考慮する

必要があることを示した． 

ホウレンソウが利用吸収している可能性がある PEON と

土壌中の PEON 評価法について検討してきたが，課題も

残されている．１つは，PEON の構造や由来に関する情報

が限られていることである． 

甲斐ら 38)は，D 体アミノ酸含量から，土壌中の有機態窒

素の 20％～60％がペプチドグリカンなど細胞壁成分由来

だと推定した．平田 28)は，精製 PEON と植物導管液のアミ

ノ酸組成が微生物細胞壁のアミノ酸組成とのクラスター分

析により類似していることから，PEON が微生物細胞壁由

来の成分を含むことを明らかにした．さらに，動物遺体由

来の成分は検出されなかったことから，精製 PEON の約

30％は微生物由来の易分解性成分と思われた微生物細

胞壁由来の易分解性分と，難分解性腐植様コロイドからな

る構造単位が，重合して PEON を形成していることを予測

した．Knicker and Hatcher40)は，土壌や底質中などでタ

ンパク質が難分解性化する構造として腐植物質によるタン

パク質の encapsulation（包接）を提案し，Zang et aｌ100)は，

腐植物質の包接によるタンパク質の難分解性化を支持し

た．PEON は多分散性であり，UV 領域から可視光領域に

かけて減少する吸光スペクトルをもつこと 7)， 64)，負電荷を

帯びており，分子量の大きい画分ほどC/N 比が小さく窒素

組成に占めるアミノ酸の割合が高いこと 93)など，腐食物質

がもつ性質と共通点が多いことから，PEON の構造に関す

る予測を指示した．しかし，酸加水分解されなかった精製

PEON の約 70％の組成が不明であるなど，PEON の構造

や由来に関する情報は限られており，この仮説を立証する

には至っていない．PEON の構造や由来を明らかにするこ

とで，植物による PEON の吸収利用機構や土壌中での生

成過程について新しい知見が得られる． 

もう１つは，植物による PEON の吸収利用機構の解明が必

須である．ホウレンソウが PEON および PEON 様物質を吸

収利用できる機構については推察の域を超えない．イネに

おいて溶解したタンパク様窒素を細胞膜にある「エンドサイ

トシス（「飲作用」であり，巨大分子を取り込む作用であり，

巨大分子を取り込む機能）」あるいは「トランスポーター（細

胞膜にあり,特定の物質を透過させる機能）」によって直接

取り込む 68)ことや VA 菌根菌植物である Hakea actites と

菌根のない植物である Arabidopsis thaliana の 2 種も他組

織からの補助なく窒素源としてタンパク質を供給できること

も示された 74)が，今後の課題として残されている．解決す

べき課題は多いが，「植物が有機態窒素を利用する」とい

う仮説の立証は，作物栽培において化学肥料だけではな

く，有機態窒素も考慮した土壌管理法を提案するきっかけ

となる． 

 

摘   要 

 

 岩手県では,過剰に排出される有機物の有効利用を前

提とした適切な土壌管理法を提案する必要があった．本
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研究では，①有機物施用条件下におけるホウレンソウの生

育・収量反応および土壌から溶脱する硝酸態窒素のモニ

タリング，②ホウレンソウが吸収利用できる可給態窒素の実

態把握，③ホウレンソウ栽培に適した土壌窒素の簡易評

価法の開発，④有機物施用条件下における適切な窒素

施用量の提案を行った． 

岩手県で行われている「雨よけホウレンソウ」栽培を対象

に，有機物としてオガクズ牛ふん堆肥の連用試験を 4 年間

行った．ホウレンソウを年間 2～4 作栽培し，生育および窒

素吸収反応を調査した．化学肥料区には，年間で窒素を

硝安で 16～20g/m2，リン酸を重過石で 20～24g/m2，カリを

塩加カリで 16～20g/㎡，施肥した．堆肥区では，1 作目播

種の 2 週間前にオガクズ牛ふん堆肥を 45gN/m2 施用し，2

作目以降は無施用とした．その結果，堆肥区の草丈，葉

幅，葉数は化学肥料区のそれを上回った．また,堆肥区の

乾物収量，窒素吸収量は化学肥料区より倍以上多かった．

作付跡地土壌の無機態窒素含量は堆肥区が化学肥料区

より低かった．この傾向は 4 年間同じであり，堆肥区におけ

る土壌の無機態窒素濃度は，化学肥料区よりも少なく推

移していた．さらに， ホウレンソウの体内における硝酸態

窒素濃度は化学肥料区よりも堆肥区で極めて少なかった．

すなわち，化学肥料区の土壌中の硝酸態窒素濃度は高く

推移し，ホウレンソウ体内の硝酸態窒素濃度もそれに比例

して高かった．地下へ溶脱した無機態窒素量および全窒

素量は，堆肥区では化学肥料区より少なかった．これらの

結果は，堆肥を施用した場合，栽培期間中の堆肥区の土

壌の無機態窒素量が化学肥料区よりも少なく経過している

にもかかわらず，ホウレンソウの生育が旺盛となり，窒素吸

収量も多いことを示している．すなわち，ホウレンソウの生

育は土壌中の無機態窒素に対応していないことを示して

いる． 

土壌に施用された有機物にホウレンソウが反応すること

が明らかになったが，ホウレンソウが吸収できる有機態窒

素として，最も有力な存在は PEON であると考えられた

（PEON とは土壌をリン酸緩衝液で抽出したものであり，分

子量が 8,000 で UV 吸収能を持ち，タンパク質と同様な反

応をする(Bradford 法で陽性の反応)）．PEON を土壌から

抽出し，これをウサギに注射し，PEON 抗体を作成し，土壌

中の PEON の定量が可能であることを確かめた．また，ホウ

レンソウの導管液を採取し，この抗 PEON 抗体を用いて

ELISA 法による PEON の定量を試みた．堆肥栽培の導管

液では抗 PEON 抗体とは高い反応が認められ，化学肥料

区から採取した導管液では抗 PEON 抗体との反応は低か

った．この結果は，ホウレンソウが PEON を直接吸収利用

する可能性が高いことを示している．さらに有機物施用土

壌においては，無機態窒素だけでなく，PEON 形態の 窒

素の動態を把握することによって，ホウレンソウの生育およ

び窒素吸収量を説明できることを示唆している． 

PEON がホウレンソウの生育に重要な役割を果たしてい

るが，PEON 以外の有機態窒素についても検討する必要

がある．ホウレンソウが利用できる土壌窒素の形態を把握

するために，逐次抽出法(A，B)を開発した． 

①逐次抽出 A 法 水，10％塩化カリウム溶液，1M 酢酸，

1/15M リン酸緩衝液，0.4M 硫酸，1M 水酸化ナトリウム溶

液の順とした． 

②逐次抽出 B 法 水，10％塩化カリウム溶液，0.01M 硫

酸，0.1M 硫酸，0.2M 硫酸，0.4M 硫酸,0.5M 硫酸の順とし

た． 

水抽出では，硝酸態窒素が，塩化カリウム溶液でアンモ

ニア態窒素が検出された．次いで，逐次抽出 A法の酢酸，

リン酸緩衝液，硫酸では有機態窒素が抽出されたが，

HP-SEC によるとこれらの有機態窒素は PEON と同じ保持

時間にピークが検出された．  

逐次抽出 B 法における様々な硫酸濃度で抽出された有

機態窒素は，どの抽出溶液においても比較的均質な分子

量を持ち，それは PEON と同様な MW=8,000 であった．ま

た，この有機態窒素は鉄やアルミニウムと結合していること

が明らかになった．すなわち，土壌有機物の窒素は PEON

を 1 つの単位として，これが鉄やアルミニウムを介して，重

層的な構造をつくりあげていると想像された．植物の根か

ら分泌するクエン酸やホウレンソウからのシュウ酸などの有

機酸によってこの PEON が溶解し，これをホウレンソウは直

接吸収していると推察した． 

逐次抽出法によって抽出される土壌有機態窒素は

PEON あるいは PEON 様物質であったことから，逐次抽出

A 法を用いて，栽培跡地土壌の有機態窒素を評価した．

ハウス土壌を用いて無肥料でホウレンソウとトウモロコシを

栽培した．各作物の導管液を採取し，HP-SEC で分子量

分布を調べた．土耕栽培のホウレンソウの導管液中には，

0.4M 硫酸で抽出される土壌中の有機態窒素と同じ保持

時間のピークが検出された．無機養分で栽培した水耕の

ホウレンソウでは，この保持時間のピークは検出されなかっ

た．さらに，逐次抽出法を用いてホウレンソウが利用してい

る有機態窒素の形態を調査した．トウモロコシを栽培した

土壌を対照にホウレンソウを栽培した土壌の逐次抽出を試

みた結果，ホウレンソウ栽培土壌の 0.4M 硫酸で抽出され

た画分の窒素が減少していた．すなわち，ホウレンソウは

土壌中の有機態窒素に関しては 0.4M 硫酸で抽出される
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画分の窒素までも利用できることが示唆された． 

ホウレンソウ栽培土壌における可給態窒素量の推定法

として 0.4M 硫酸抽出法を採用し，抽出液の 280nm におけ

る吸光度と抽出窒素量との関係を検証したところ，両者に

は極めて高い正の相関が認められた．この結果に基づき，

土壌の 0.4M 硫酸抽出液における吸光度（280nm）から求

めた有機態窒素推定量を算出し，無肥料で栽培したホウ

レンソウ（年 3 作）の窒素吸収量との関係を検討した．その

結果，土壌の有機態窒素推定量の増加に伴ってホウレン

ソウの窒素吸収量も増加する傾向が認められたが，土壌

の有機態窒素推定量が 540mg/kg 以上の圃場では，ホウ

レンソウの窒素吸収効率は低下する傾向が認められた．

0.4M 硫酸抽出有機態窒素推定量が異なる圃場で化学肥

料および堆肥を施用してホウレンソウを年間 3 作した場合，

堆肥の施用により増収となり，硝酸濃度を低減する効果も

認められた．一方，堆肥の施用によりホウレンソウ中の硝酸

濃度は化学肥料区よりも低くはなるものの，0.4M 硫酸抽出

有機態窒素推定量が 540 mg/kg 以上の圃場では 3,000mg/kg

を超える値となった．化学肥料および堆肥の施用量を判断

する簡易な方法として 0.4M 硫酸によって抽出される土壌

有機態窒素量を 280nm の吸光度によって測定する方法が

有効であると考えられた． 
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Effect of Nitrogen Uptake by Spinach (Spinacia oleracea L.) under Application of

Manure Compost and Evaluation Method of Available Nitrogen for this crop in the Soils

Rumiko KODASHIMA*1

*1 Agricultural Reform，Promotion and Technology Division

Summary

In Iwate Prefecture, there is an urgent need for proper soil management that effectively util izes the

large amount of organic waste produced from livestock. On the other hand, spinach is cultivated throughout

Iwate Prefecture. I applied compost made from livestock waste into spinach production fields. The research

consisted of the following four objectives:

i) To observe the growth and nitrogen (N) absorption by spinach grown in fields applied with this compost

and as well as to monitor any NO3 leaching from the surface soil to ground water in these fields.

ii) To understand the mechanism in which spinach absorbs and uses available N in soil.

i i i) To propose a simple evaluation method of available N in soil that is suitable to the cultivation of spinach.

ⅳ） To propose a suggestion of an appropriate nitrogen level for soil treated with compost

In a 4-year continuous experiment, the ef fects of a sawdust-like compost made from cattle feces on spinach

growth were evaluated in a field covered by a plastic top to prevent rainfall. Spinach was harvested 2-4 times

per year to analyze its growth and nitrogen absorption. The chemical fertil izer zone was ferti l ized annually

with 16-20g/m2 of ammonium nitrate, 20-24g/m2 of monocalcium phosphate, and 16-20 g/m2 of potassium

chloride. The compost zone was ferti l ized annually with 45gN/m2 of compost made of cattle feces 2 weeks

before the f irst sowing of seeds, and was not ferti l ized after the 2nd sowing.

The results are as follows:

1) Plant length, leaf width, and number of leaves of spinach grown in the compost fertil izer zone were greater

than those of spinach grown in the chemical fertil izer zone.

2) Dry matter yield and nitrogen absorption was twice as high in the compost ferti l izer zone when compared

to the chemical ferti l izer zone.

3) Inorganic nitrogen content in soil that had spinach planted in it was lower in the compost zone than the

chemical fertil izer zone. This tendency was the same through the entire 4-year experiment, and the

density of inorganic nitrogen content in compost-added soil shifted to a level lower than the chemical

ferti l izer-added soil.

4) Moreover, the content of NO3 within the spinach was found to be much lower in the compost zone than the

chemical fertil izer zone. In other words, the content of NO3 increased greatly in soil treated with chemical

ferti l izer, so the content of NO3 within the spinach was also found to be high.

5) Less inorganic nitrogen and all other nitrogen content leached below ground in the compost zone than the

chemical ferti l izer zone.

These results show that spinach growth and nitrogen absorption are greater when compost is used as

ferti l izer, even though less inorganic nitrogen is found in the soil when compared to chemical ferti l izer. In

other words, the spinach growth is not responding to inorganic nitrogen in the soi l.

It is clear that spinach responds to soil fertil ized with organic compost, but is thought that the most

influential organic nitrogen absorbed by spinach is PEON, a protein-like organic nitrogen that is extracted

from soil with a 1/15M phosphate buffer (pH 7.0). PEON has a molecular weight of 8000, can absorb UV, and

acts similarly to protein (by the Bradford method of protein assay). We extracted PEON from the soil and
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injected it into rabbits, made PEON antibodies, and confirmed that it was possible to quantify PEON in soil.

We took xylem sap from the spinach and used anti-PEON antibodies to quanti fy PEON content using the

enzyme-linked immune sorbent assay (ELISA) method. The xylem sap of spinach fertil ized with compost showed

a high response to the anti-PEON antibodies, while the xylem sap of spinach fertil ized with chemical fertil izer

did not show much of a response at all. This result shows that spinach has a great ability to directly absorb

PEON. Moreover, this explains the growth and nitrogen absorption in spinach grown in soil ferti l ized with

compost, as we understand that this is through not just inorganic nitrogen but PEON as well.

PEON has been shown to play a big part in the growth of spinach, but other organic nitrogen must be

considered. We developed a sequential extraction method (A, B) to understand the form of nitrogen in soil that

can be used by spinach.

1) Sequential Extraction Method A: Water, 10% potassium chloride solution, 1M acetic acid, 1/15M

phosphate buffer solution, 0.4M sulfuric acid, and 1M sodium hydroxide solution in sequence

2) Sequential Extraction Method B: Water, 10% potassium chloride solution, 0.01M acetic acid, 0.1M

sulfuric acid, 0.2M sulfuric acid, 0.4M sulfuric acid, and 0.5M sulfuric acid in sequence

NO3 was found during the water extraction, and ammonia nitrate in the potassium chloride solution. Next,

organic nitrogen was found in sequential extraction method A with acetic acid, phosphate buffer solution, and

sulfuric acid, but according to HP-SEC, the holding time levels of this organic nitrogen peaked just l ike PEON.

The organic nitrogen extracted through the various amounts of sulfuric acid content in method B all had a

comparatively average molecular weight, which was the same as PEON at MW=8,000. Also, it was clear that

this organic nitrogen was bonded to iron and aluminum. In other words, it was shown that nitrogen from

compost-treated soil is a multilayered construction aided by iron and aluminum as PEON. Citric acid secreted

from the roots of plants and oxalic acid secreted from the spinach are organic acids that dissolve PEON, which

the spinach directly absorb.

Because the organic nitrogen extracted from the soil through the sequential extraction methods is PEON or

PEON-like material, we used sequential extraction method A to evaluate the organic nitrogen level in soil used

to grow plants. We cultivated spinach and corn in greenhouse soil without ferti l izer. We took xylem sap from

each plant harvest, and analyzed the molecular weight allocation using HP-SEC. A peak in retention time in

the xylem sap of spinach cultivated in soil was found that was similar to the organic nitrogen extracted with the

0.4M sulfuric acid. Hydroponically-grown spinach fed with inorganic nutrients did not have this peak.

Moreover, we analyzed the formulation of organic nitrogen used by spinach using sequential extraction

methods. We used the same sequential extraction method on soil that had been used to grow corn. The results

showed that the fraction of nitrogen that had been extracted with 0.4M sulfuric acid from spinach soil had

decreased. In other words, the spinach was shown to have used the nitrogen even in the fraction extracted from

0.4M sulfuric acid.

As an estimation method of possible nitrogen content in soil used for the cultivation of spinach, we used the

0.4M sulfuric acid extraction method to verify the relationship between light absorption and extracted nitrogen

content in 280nm of extracted liquid. There we found an extremely high level of correlation between the two.

Following these results, we calculated the estimated organic nitrogen content from the light absorption level

(280nm) within the 0.4M sulfuric acid extraction solution, and deliberated the relationship to the nitrogen

absorption content in spinach that had been grown without fertil izer (3 harvests a year). As a result, it was

shown that there is a tendency for the nitrogen absorption content in spinach to increase when the estimated

organic nitrogen content in soil increases, but it was also found that nitrogen absorption efficiency in spinach

decreases when estimated organic nitrogen content in the farm field is over 540mg/kg. We used chemical

ferti l izers or compost to cultivate spinach annually in fields with different estimated nitrogen contents, and the
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compost zone yielded more spinach and reduced the amount of nitrate. On the other hand, even though the

amount of nitrate within the compost spinach decreased when compared to spinach grown with chemical

ferti l izer, nitrate levels rose above 3,000mg/kg when fields had more than 540mg/kg of estimated organic

nitrogen content. We propose that a simple method to determine the amount of chemical fertil izer or compost

to be used can be efficiently determined measuring sul fate-extractable organic nitrogen content in soil with

280nm of light absorption.

Keywords: Nitrogen absorption response, fraction of nitrogen in soil, phosphate-buffer extracted organic

nitrogen (PEON), soil ferti l ity of nitrogen, appropriate ferti l ization methods


