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1．はじめ に

　現在、大気中の炭素（C）濃度の 増大が地球温暖化 の原因の
一

つ と して 大きな問題とな っ て い るが 、

土壌有機物は大気 CO2 の シ ン クおよび ソ
ー

ス として 大きなポテ ン シ ャ ル を持 っ て い る （Kimble ＆

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

よ り分解され 、大部分が CO ， と して 大気 に戻る が 、
一

部は過酸化酵素等の菌体外酵素や 無機成分を

触媒 と した化学反応 を受けて 分解速度 の 小 さい 土壌有 機物 （腐植物質 ）とな り、土 壌中に残存 ・集

積する 。陸域にお ける C の 動的な濃縮形態 と い える腐植物質は、地球上 にお ける C 循環に お い て

重要な役割を担 っ て いる と とも に 、 土壌の 肥沃性と も深く関わ っ て お り、腐植 C の 動態 を明 らか に

する こ とは 、土壌 へ の C 集積 による地球温暖化 の 緩和、生物 生産性の 維持・向上 の 両観点に お い て 、

きわめて重要で ある 。

　混合物 で ある腐植物質は無機溶媒に対す る溶解性 の 違 い に基づ い て 区分され て お り、 アル カ リ可

溶 ・酸 不溶画分で ある 腐植酸 は、全腐植の 数 〜40％を占め （Watanabe　and 　Kuwatsuka，1991）、相対的

に精製が容 易で ある こ とか ら、腐植画 分 の 中で 最 も多 くの 研究が 行 われ て き た （Rice ，1999 ）。植物

遺体等か らの腐植の生成を 「腐植化」 と呼ぶ が、腐植酸の 研究で は、生成後 にそ の 黒色度が 増大す

る過程（続成過程）を含めて 腐植化 と し 、 色の 違い を表す 2 つ の 指標 ；A60afC （O．1　 M ・NaOH に溶解 さ

せ た 腐植酸の 単位 C 濃度 あた りの 600nm の 吸光度）と log〔A 、oa／A60。）（同 じ溶液の 400　nm と 600　nm

の 吸光度の 比の 対数値、UV ・Vis ス ペ ク トル の 傾きを示す）をも っ て 腐植化 の 程度 （腐植化度）が評

価されて きた （熊田，1981； 渡辺，2002）。腐植化度の増大 は、環境 中におけ る安定性 の 増大 を意 味す

る も の と考え られ て お り、  相対 的に分解速度の大きい脂肪族 成分 （炭水化物や タンパ ク質 の 断片

等）の消失によ る芳香族成分濃度の 増大 とそ れ に伴 う分子 量の 低下 、  酸化に よる カルボキ シル基

濃度の 増大、お よび  芳香族成分 中の 縮合環の 割合の 増大に集約され る と考 え られ る 。ただ し、 

に つ い て は今の ところ十分な証明は されて い な い。

　腐植化度の増大に どれ くらい の 年数が必 要な のか は、各種土壌中の 腐植 酸の 安定性 を評価す る上

で 不可 欠な 知見 で ある が 、1914 年 に降灰 した 火 山灰よ り生成した±壌か ら 1962 年に抽出 した腐植

酸 の 腐植化 度が、各種土壌の 中央値よ りも低か っ た （熊 田 1981） こ とか ら 、 50 年 程度の 培養を行

っ て も腐植化の 全過程を把握で きな い と考 え られる 。そ こ で 、本研 究で は、埋 没土壌層を用 い 、 そ

の 中に混在す る ，t壌生成初期 に腐植酸か ら埋 没直前 に 生成 した植 物遺 体 に近 い 構 造 をもつ 腐 植酸
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まで を 、腐植化度の違い を目安として分画 し、各画分の
1
℃ 年代の 測定を行 っ て 、 腐植化 の 進 行に

か か る年数を明 らか に し よ う と した e

2．試料お よび方法

2−1．供試土壌

　2002 年 10 月 に採取した新潟県 中頚城郡 妙高村燕森林土壌 （Haplic　Andosol）第 8 層 （以下 Ts−8

とする ；Fig．1A ）お よび 2003 年 8 月に採取 した静 岡県御殿場市湯船原土壌 （Umbric 　A 皿dosol） IIA

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

に堆積 したもの と推定され た （早津 1992；Watanabe　et　a1．，1996 ；Yoshida　and 　Kumda ，1978 ）。

　土壌は採取後速や かに風乾 し、2mm の ふ る い に通 した。次 い で 、10倍量（v ／w ）の ZnC1 溶液 （比

重 1．6、pH 　5）を加 えて 15 分間超音波処理 し、遠心分離 （1700×g、20 分）後に上 澄みを 除去する操

作を 3 回繰 り返 して植物遺体 を取 り除い た （本間 ・進藤 1gg6 ）。 土壌 は蒸留水で 洗浄後、弱酸性 と

して 凍結乾燥し、粉砕混合 して 、
一

部を
1
℃ 年代測定 に 供 した。
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Fig．1．　Locations　and 　soil　profiles　of （A ）Tsubame 　and （B）Yubunebara　soils ．

2−2，腐植酸 の 調製

　腐植酸 は NAGOYA 法 （渡辺
，
1994 ，2002 ）を用い て調 製した 。た だ し、ろ紙の 使用 を避け、代わ

りに加 熱処理 を行 っ た石 英ウー
ル を用 い た 。概略は以下 の 通 り で あ る ；抽出は、土 壌炭素重量の 300

倍容の 0，1MNaOH によ り、　 N2雰 囲気下 、25℃ で 24 連続 時間振 とうす るこ とで 行 っ た。残渣は、

Na2SO430 　g　L　
l
を含む O．1　M ・NaOH 溶液 で 2 回洗浄 し、洗浄液を合 わせ た抽 出液の pH を 1．0 とする

こ とで 、腐植酸を沈殿分離した。腐植酸に混入 した不溶物は 、30g ガ Na2SO4 を含む 0．1　M 　NaOH

に再溶解した後、遠心分離（10，000× g、20 分）する こ と で 除去 した 。さ らに 、酸性 と して 再沈 殿させ

た後、10倍容の O．1　M 　HC1 　．　O．3　M 　HF （1：1）溶液 を加えて 、室温 で 24 時 間振 とうす る 処理 を 3 回繰 り

返 して 、吸着 して い る無機成分 を除去 した。そ の後、超純水で沈殿 を洗浄 し、凍結乾燥 して 腐植酸

粉末試料を得 た。

2−3，アセ トン分別沈殿 に よ る腐植酸 の 分画
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　腐植酸を腐植化度の異な る画分へ と細分画す るの に最も適 した分画 法 と して 0．01MNaOH 一アセ

トン 溶液 を用い た沈殿法 を選択 した。オ リ ジナル の 方法 （Kumada 　and 　Kawamura
，
1968）で は工 タ ノ

ールが 用 い られ て い るが 、
1
℃ 濃度 へ の 影響を考 えて 、極性の 類似 したア セ トン を用 い る こ ととし、

予 備実験 によ り、エ タ ノ
ー

ル と類似の 効果が ある こ とを確認 した。まず、腐植酸粉末試料に 10　g　L
’i

NaCl を含む O．Ol　M 　NaOH を 、 濃度が 4gL
’i

にな るよ うに加 え、完全 に溶解した。次いで 、腐植酸

溶液 を攪拌 しなが らアセ トン を濃度が 200mgL
−1
にな る よ う徐 々 に加 え、1 晩 4℃で 静置 した。生

成 した 沈殿 を 、 遠心分離によ っ て 回収 し、同 じ濃度 の 0．01MNaOH 一アセ トン溶液を用い て洗浄し

た 。 洗液は上清部 に加え、濃度が 300、400、500、600、700、800mLI ∫
1
にな るよ うにアセ トンを

順次加え、同様の 操作に よ り 7 っ の沈殿（20p〜80p とす る）と 800　mL 　L
’1
ア セ トン に可溶 な画 分 （80S）

を得た。腐植酸濃度は 2 〜 4gL1 を維持 し、必要が あれ ば粉末 と して い っ た ん 回収 し、分画を 継続

した。各画分 中の アセ トンは中性で 繰 り返 し減圧乾固す る こ とで 除去 した。次い で 、各画分 を O．1M

NaOH に溶解 し、400 お よび 600　nm の 吸光度 （UV −2200、　 Shimadzu ） と有機炭素濃度 （TOC −VcpH、

Shimadzu） を測定 して 、収量 と 、腐植化度 の 指標で ある A60。！C お よび log（A 、。a！Aooo）を求 めた （lkeya

and 　Watanabe，2003）。 そ の 後 、 酸性 と して 腐植酸を再沈殿 させ 、凍結乾燥して
14C

年代測定に 供試

した 。

3．結果 お よび考察

　Ts−8 お よび Yu−2　±壌有機物 の 平均
14C

年代 は 1645±29　yBP 、701±34　yBP で あ っ た （Table　1）。 ま

た、Ts−8 腐植酸の 平均
14c

年代は 1662±28　yBP 、　Yu−2 腐植酸の 平均
14c

年代 は 768 ± 44　yBP で あ り、

全土壌有機物 との 間 に有意差 はなか っ た （Table　1）。 表層土壌で は、腐植 酸 の
1
℃ 年代は しば しば全

土壌有機物 よ りも古 い値 を示 すが （Agnelli　et　al．
，
2002；Wang 　et　al．，2001）、埋没土壌で は新鮮有 機物

の 供給が長時 間絶たれて い る た め 、各腐植画 分 間の 平均
14C

年代 の 差 が小 さか っ た と推察 した。

　Fig．2 に Ts−8 お よび Yu−2 の o．01　M 　NaoH 一アセ トン を用 い た分別沈 殿におけ る各画分 へ の 炭 素分

配割合お よび腐植化度の 指標で ある A60。／C お よび 正og （A4。調 6。。）を示 した 。未分画腐植酸の A6。げC は

Ts−8　7．3、YU−29 。0、log（A400／Aooo）は Ts−80 ．39、Yu．2・O．54 で あ っ た 。 また 、分画 にお ける 回収率は、91−95％

で あ っ た。腐植酸 の腐植化度 は A6001Cが高 い ほ ど、また log（A4 。調 600）が低 い ほ ど高い。した が っ て 、

両腐植酸 と も、アセ トン濃度の 上 昇 に伴い 、腐植化度の 高い 画分 か ら低 い 画分 へ と順次沈殿 した こ

とがわか る 。Ts−8か らは 20p は得 られず、　 Ts−8 の 70p、　 Yu −2 の 80P は全体 の 1％未満で あ っ た 。

　Figure　3 に Ts−8腐植酸細画分の
14C

年代 と腐植化度 との 関係を示 した。　Ts−880S は未分画腐植酸

お よ び他の 画分 とか け離れ た数値 （2651± 29yBP ）を示 したた め 、今回の解析か らは 除外 した。そ

Table　1　i4C 　age 　of　bu正k　soil　organic 　matter （SOM ）and 　humic　acids

Soil　
i4C

　age 　of　bulk　SOM （yBP）　
14C

　age 　of　humic　acids （yBP ）

Ts−8Yu

−2

1645± 29

701 士 34

1662±28

768 ± 44
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Fig．2．　Distribution　of　organic　C （bars）and 　two 　variables 　showing 　degree　of　humification　of　subfractions

　　　　　　obtained 　from （a）Ts−8　and （b）YU−2　hum 隻c　acids 　by　fractional　precipitation

　　　　　　　　　　　　 using 　O．01　M 　NaOH −
acetone 　solutions ，

の他の収量 1％以上 の画分に つ いて は、低 アセ トン濃度で沈殿する 画分 ほど
14C

年代が古 く、A60a1C

と の 問に 高い 正 の 相関 （r ＝ O．g60
＊ ”

）、　 log（A4001A6。o）と の 間 に高い 負の 相関 （r ＝ O．g47
”’
）をそ れぞれ示

した。同様の 傾向は Yu−2 腐植酸にお い て も認め られ 、
14C

年代 と A60afC の 問に有意な正 の 相関

（r ＝ O．865
”’

）、
14C

年代 と log（A4。DfA6 。。）と の 問に有意な 負の相関） （r ＝ 0．903
“
つ が存在 した。 これ ら

の 結果 は、こ れ まで仮説 として 扱われて きた、各土壌 中 における腐植化度の 経時的な増大をよ り直

接 的に 示 す も の で ある。また、Ts．8 の A6。。1C （23．3） は 、これ ま で 報 告 され て きた 値 の 中で 最 も高

い もの のひ と つ で あるた め 、腐植化度は 400 年以内に最高値 に達す る と推定 され た。

　Figure　4 で は 、さ らに、生成年代 の 異な る 2 土壌問 にお いて 、腐植化度の 進行速度に差があ るか

ど うか を明 らか にす るために 、それぞれの 腐植酸 で最 も
14C

年代が 古 く、腐植化度が 高い画分 （Ts −8

で は 30P、　 Yu−2 で は 20P）と、他 の 細画 分 との
14C

年代 、オ 60♂C お よ び log（A40 （｝fA60D）の 差（A を つ け

て 表記す る）との 関係を示 した （n ＝ 9）。そ の結果、以 下 の 式に よ っ て 、土壌の 違 い 関わ らず、腐植

14C
　age （yBP）

　 2000
　　　　

1750

1500

1250

1000

14C
　age （yBP）
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1750

1500

　
125°

　　　　 　 　 1000

0　　　　　5　　　　　10　　　　15　　　　20　　　　　0．0　　　0．2　　　0．4　　　0．6　　　0．8　　　1．O

　　　　　　A600！C 　　　　　　　　　　　　　　　　　　　lO9（A40aXA600）

　Fig．3．　Relationships　between　
i4C

　age 　and 　A6eo1C（a）and 　log（44  二4600）（b）
　 　 　 　 　 　 　 　 for　subfractions 　of 　Ts−8　humic 　acids ．
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．0

14

Fig．4．　Relationship　among 　relative 　values 　of ∠
エ
℃ age ，∠（4600！（），

　and ∠］10g（A400fL4600）

　 　　 　 　 　 for　humic　acid 　subfractions 　both　from　Ts−8　and 　YU −2　soils．

化度 の 変化 にかかる年数 を推定で き る こ とが示 された ：

　　　　　∠
14C

年代 ＝21．0× 446。01C）
− 316 × ∠1109（A400fA600）　 （「 ＝ O・　936

“＊
）　　 （1）

　湯船原表層土壌の 腐植酸は A600fC　＝　4．3、　 lo9（A40。fA6ee）＝ 0，62 で あるた め・式（1）を用い る と・Yu−2

と同程度 の腐植化度 をもっ 腐植酸 にな る まで に 124年 と算出 され る 。 しか しなが ら、表層は新鮮有

機物の 供給を受ける ため、表層土壌に式（1）を適用す るため に は補正 が必要で ある 。例え ば、Watanabe

et　al．（2002）が分析 したイ ン ドネ シ アの コ
ー

ヒ
ー

園表層土で は、二 次林下にあ っ た ときの 腐植酸は

A6。。／C ＝ 3．g8、　 log（A 、ea／A6。。）＝ 0．678、コ
ー

ヒ
ー

栽培 4 年後 の腐植酸 は除草区で A6。。1C ＝ 4．12、

logω40 調 60。）＝ 0．611、雑草被覆区で A6 。。1C ＝ 3．25、　log（A4。。IA600）＝ O．744で あ っ た （い ずれ も平均値）。

4 年間に腐植酸は除草区で 22．2kgCm
−2
減少 し、雑草被 覆区で 11．9kgCm

−2
増加 して い た．これ ら

を単純 に分解 と新し い腐植酸 の 生成 に よ る もの と仮定す る と、失われ た 腐植酸 A の 平均腐植化度は

A6。♂C ＝3．73、　 log（A 、。。fA6。。）＝0．752、生成 した腐植酸 B の 平均腐植化度 は A6。。！C　＝　O．64、 10g（A40afA60。）

＝0．974 と算出 され た。 したが っ て 、式（1）を用 いる こ とによ り、完全 除草下で の コ
ー

ヒ
ー

栽培 4 年

によ り、平均生成後年数 135 年の 腐植酸が失わ れ た と見積 も られ る 。こ の 値 も、見か けの 増加量 と

腐植酸生成量は 同 じで は な い た め （Watanabe　et　al．
，
2002）誤差 を含むが 、 自然条件下で 長期間か け

て 集積 された有機物が、人為的な影響 によ っ て 容易に 失われた こ とは変わ らな い で あろう 。 以上 の

ように、本研究 で は、2 種の 埋 没土壌 にお い て 、腐植酸の 生成後年数の増大 に伴 っ て 腐植 化度が増

大 して い る こ と、およ びそ れ に かかる年数が明 らか にな っ た。今後、腐植酸の 細分画を進 め、具体

的な組成 ・構造変化 と時間 との 関係を明 らか に して い くとともに、研究結果 の表層土壌へ の適用 を

確認 して い く こ とが 重要で あ る と考え る。
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                               ABSTRACT

Soil organic  matter  is one  of  major  C  pools in biosphere, which  play a key role  not  only  in

geochemical C cycle  related  directly to global warming,  but also  in soil fertiiity essential  for

sustainable  food production. [fo understand  the dynamics of  soil organic  matter,  the evaluation

of  its stability associated  with  composition  and  chemical  structure  is important. The stability of

humic acids,  a  major  fraction of  soil organic  matter,  has been considered  to increase with

increasing the degree of  humification, which  is expressed  by two  variables  ef  AooofC

(absorbance at 60e nm  per rng  C of  humic  acids  in O.1 M  NaOH)  and  logQI4onLt16oo) (logarithmic
value  of  the ratio of  absorbances  at 400 and  600 nm).  However, whether  the increase in the

degree of  humification occurs  in a soil as  time elapses  and  how  many  years it requires,  if occurs,

have never  been clarified. In the present study,  humic acids  obtained  from two  buried soil layers,

1lsubame 8th layer (Ts-8, Myoko,  Niigata Prefecture) and  YUbunebara IIA horizon (YU-2,
Gotenba, Shizuoka Prefecture), were  fractionated into eight  subfractions  with  different degrees

of  humification, respectively,  and  then their 
i4C

 age  were  determined. For this purpose,

precipitation method  using  O.Ol M-acetone  solutions  was  applied,  in the fractional precipitation,

humic acid  molecules  with  higher degrees of  humification precipitated at lower concentrations

of  acetone.  The  
i4C

 age  was  also  older  for the subfractions  precipitated at lower concentrations

of  acetone  in both the soils  with  an  exception.  Consequently, significant  correlations  between

the 
i4C

 age  and  A6oa/C or log(AopeL46oo) were  observed  in each  soil,  indicating that the degree of

humification of  humic acids  had increased over  the  passage of  tirne. The 
i4C

 age  of  the Ts-8

humic acids  ranged  between 1321-1745 yBP  excluding  an  abnormally  old  fraction. Since the

degree of  humification of  a Ts-8 subfraction  was  highest level among  the reported  values  for

soil humic acids,  it is considered  that iess than 500 years are  enough  to reach  the final stage  of

humification. The  
i4C

 ages  of  the YiJ-2 samples,  524 to 914 yBg  differed largely from those of

the [fs-8 samples.  However, regardless  of  absolute  
i4C

 age,  the length of  years required  for the

increase in the degree of  humification was  similar  between them  and  could  be estimated  using

an  equatlon,
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