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重 窒 素標識窒素ガ ス 簡易作成 装置 の 試作 ＊

大山卓爾
＊＊ ・熊沢喜久雄

＊＊

　 生物的窒素固定の 研究 に 際 して は ，重 窒 素標識窒 素 ガ

ス （
15N2

）を 用 い る こ とが し ば しば重要に な る こ とがあ

る。窒 素 固定 量 の 測定 は も と よ り，窒 素固 定に お げ る 窒

素代謝の 特殊性の 研究，固定され た窒素 の 移動，集積な

どの 研究は
15N2

の 使 用 を不 可欠 とする もの で あ る 。 近

年，生体内に 取 り込 まれ た
15N

濃度の 測定に つ い て は ，

発光分光分析法に よる 簡易測定技術が開発 され て 来て い

る
s）

。 しか し ，

15N2
を用 い た 窒 素固定 の 研究 に 必須な

1」N2 の 発生，精製，貯蔵に 関す る 実験室 レ ベ ル で の 簡 便

な方法は 必 ず し も確立 して い な い 。そ の た め ，筆者 ら は

容易 に ，か つ 低廉 な価格 で 必要量 の
15N2

を発生，精製 ，

貯蔵す る装置を作製した 。

　 1．　 概　要

　従来，15N2
は ガ ラ ス 密封容器； もしくは 金属 ボ ン ベ に

充嗔 して 市販 され て い るが，ガ ス 状で ある こ と，空気中

に 多量 に 含 ま れ る 窒素 ガ ス に よ る汚 染 と それ に 伴 う
エSN

濃度 の 低 下 が 起 りや す い こ と，比較的高価格で あ る こ と

な どの 理 由 に よ り，少量の ガ ス が 随時必要と され る よ う

な実験に は使用 しに くい もの で あ っ た。また，市販 の ガ

ス で あ っ て も微量 に 混入 し て い る窒 素酸化物が 生物的窒

素固定を阻害する た め ，普通は精製す る 必要性 が あ る 。

そ の た め こ こ で は ， も っ とも
一

般的で取 り扱 い や すい

1咽 標識硫酸 ア ン モ ＝ ウ ム よ り，第1 図 に 示す よ うな装

置 を用 い て
15N2

を発生 させ る方法を 工 夫 した 。 発生 さ

せ た ガ ス は 水置換法に よ り移動 させ ，二 つ の トラ ッ プ 中

を 通過 させ る こ とに よ リガ ス 中の 窒素酸化物，ア ン モ ＝

ア な どを 除去 した 後，貯蔵 ビ ン に 貯えられ る。なお，第

1 図に お い て ，15Nt
発 生部分 （X ），お よ び トラ ッ プ （Y ，

Z） の 体積 は ， 発生 させ る ガ ス 量 に 応 じて 異 なる 体積 の

ナ ス 型 フ ラス コ を用 い る こ とに よ り調節 で きる p

　2．　反 応 試薬 の調 製 お よ び ガ ス 中の 不 純 物の 除去

　ア ン モ ニ ア か ら窒素 ガ ス を発生 さ せ る 際に 使用 した 試

薬 は 以下 の よ うに し て調製した。

　NaOBr 　M 「）：水酸化 ナ ト リウ ム 200　g を再蒸留水 300
ml に 溶か し氷冷する 。 そ の うち約半分を 500mJ エ

ー

　
s1977

年 4 月 日本土壌肥料学会で発表 した。
　

＊＊
東京大学農学 部 （東京都文京区弥生 1−1−1）

　 　 昭 和53年 3 月 2 日受理

　　　日 本土壌肥料 学雑誌 第 49 巻 第 5 号 p ；424〜425（1978）

レ ン マ イ ヤーフ ラ ス コ に 移 し，氷 冷下 で 60ml の 臭素を

30分以 上 か け て 滴 下 す る 。こ の 間，激 し く攪拌 し，溶液

の 温度 を 5℃ 以 下 に 保つ よ うに 滴下速度 を調節す る 。 滴

下終了後，残 りの 水酸化ナ ト リ ウ ム 水溶液を加 え，混 合

液を さ ら に 数分間攪拌す る。調製直後 の 試薬 は 酸素を発

生 させ や す い た め，密閉 し て 冷蔵庫 に 4 〜 6 日間保存す

る。そ の 間 に 生成する 臭化 ナ ト リ ウ ム の 沈澱を グ ラ ス フ

ァ イ バ ー
フ ィ ル タ

ー
で 吸引炉過 して 除 去 す る 。 炉液を等

容量 の 0．2％ ヨ ウ化カ リウム 水溶液 と混 合 し，低 温 で 保

存す る 。 本試薬 は 1ml に っ ぎN と し て 約 4mg の ア ン

モ ニ ア を 窒素ガ ス に 変換し，6 ヵ 月程度は 活性を保つ こ

とがで きる 。

　KMnO4 ・KOH 液
2） ：2．5％ 水酸化 カ リ ウ ム 十 5％過 マ

ン ガ ン 酸カ リウ ム 水溶液

Na ・SO4 ・H ・
SO

・ 液 ：20％硫酸 ナ ト リ ウム ＋ 5 ％硫酸

　 3・　 15N2
調 製方法

　第 1 図 に 示 す装置の 接続部分は すべ て ガ ラス の す り合

わ せ を用 い て お り，真空 グ リース を用 い て密着させ る。

X は
ユ5N2

発生部位 で，分液 ロ
ー

トと ナ ス 型 フ ラ ス コ を

組み 合わ せ て あ る。X の 全容積は
， 発生させ る ガ ス の 容

積とそれ に 必 要 な反応試薬の 容積 を加 え た もの よ り若干

大ぎめ に なる よ うに 適当な 大きさの ナ ス 型 フ ラ ス コ を 用

い ，内部が過圧 に なる の を 防 ぐ。ガ ス 発生は 以下の ご と

く行 う。まず は じめ に ， 必 要 とす るガ ス 量 に 相応 す る
15N

標識硫酸ア ン モ ニウ ム を フ ラ ス コ 部分に 入 れ て お き，

分液 ロ ー
ト中 に NaOBr 液を い れ て お く。 真空 ポ ン プ を

用い て α よ り吸引す る こ とに よ りX 内を 10
−2〜10−3torr

程度の 真空 に した 後 に コ
ッ ク a を閉 じる 。 分液ロ

ー
ト

の コ ッ ク を開き試薬を 滴下 し，15N2
を発 生 させ る。ガ ス

発 生 が終 了 し た な らば，分液 ロ ート上部 よ り再蒸留 水 を

入 れ ， さらに 滴下す る 。 内部圧 が大気圧 と等 し くな る と

液は滴下 しな くな るの で，分液 ロ ート の コ
ッ ク を 閉 じる。

コ ッ ク b，c，　 d，　 e，　 f を 開 き， β よ り Y ，　 Z 内の 空気

を 十 分 に 除去する 。 こ の 後， c を閉 じ， 分液 ロ
ー

トの コ

ッ ク お よび a を開け ， b を調節 し X 内の ガ ス をす べ て Y

に導入す る 。 導入 され た ガ ス の 体積だ け 水 が分液 ロ
ー

ト

か ら X に 滴下す る 。X 内が すべ て 水 で 満 た され ，液 が b

ま で 来た な ら ぽ ＝ ッ ク b を 閉 じ る。同 様 に して ， Y 内に

水を淳入 し なが らガ ス を Z 内に 移 し，さ ら に は e，f
，
　 g ，

h の コ
ッ クを操作 し て 水 を 満た した貯蔵 ビ ン W 内に 移

し貯蔵す る 。
W 内の 水は V に 導 か れ，水 を排 除す る 際

に W 内 へ h 部 分 か ら空 気が 逆流 す る の を 防 ぐ。ガ ス の

使用 に 際して は，9，f 問をとりは ず した 後， コ
ッ ク h

を 通 し て 再蒸 留水 を V か ら W 内 に 導入 し 9 よ リ ガ ス を

取 り出せ る 。 それぞれの ガ ス 置換 には 再留水を用 い ，各
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1　 aOBr 液

α

† ヲ

15N
標 識硫酸 ア ン モ ニ ウ ム

　　　　　　　　　　 第 1 図　重窒素標識窒素 ガ ス 簡易作成装置
V ：大気逆流防 ］F一ビソ ，W ： ガ ス 貯蔵 ビソ ，　 X ：

15Nz
ガ ス 発生部分，

太 い 実 線は 耐圧 ゴ ム 管に よる 接続を表わし て い る。

丶

Y ，Z ：
15N2

精製部分。

試薬は 互 い に 混 合 しな い よ うに す る。

　 4．　結果 およ び 考察

　
15N2

の
15N

濃度 は
t［N 発光分光分析用 放電管作製用

真空装置 に ガ ス の
一

部 を導入 し，放電管を 作製す る こ と

に よ り容易に 測定 し うる
3）

。 本装置 に ょ り，30．Oatom ％

の
15N

標識硫酸 ア ン モ ニ ウ ム か ら 29，6atom ％ の
婚 N2

を 得た 。水溶液中 に 溶存 し て い た 窒 素 ガ ス や 大気 中 か ら

混入 し た 窒素 ガ ス に よ り，わ ずか に
15N

濃度が 低下す る

が，
15N2

調製後貯蔵中お よ び 15N2 供与実験後 に お い て

lSN
濃度 の 低 下 は 起 こ ら なか っ た の で ，実際上 は こ の 程

度の濃度低下は問題 に な らな い と考えられ る 。 また ガ ス

貯蔵 ビ ン を い くつ か 用 意 し，酸素 ガ ス ，ヘリ ウ ム ガ ス な

どを ボ ン ベ よ りこ れ らに 導入 し た 後 に，iSN2 と混 合 す る

こ とに よ り，自由な 組成 の 混台 ガ ス を調製す る こ とが で

きる。

文 献

1）　BREコ，［．NER ，」、M ．：Isotope−ratio 　AnaLysis　 of 　 Nitrogen −

　 　15Tracer　Investigation．　 Method 　 of 　 Soil　 Analysis．
　 　Part　 II，　 p，1256〜1286 ，　 American　 Society　of　 Agro・

　 　nomy ，　 Wisc 。 nsin ，　 U ．　S．　A ．
2）　BuRRIs，　 R ，H ．：Nltrogen　Fixation −Assay　Methods

　　and 　Techniques ，　 MetJtods　Enz ｝
・nlot ．，　 XXIV ，415〜

　 　431　（1972）

3）　狩野 広美 ・米 山忠克 ・熊沢喜久 雄 ； 発光分 光 分 析法 に よ

　　る重窒 素の 定量 につ い て，土 肥誌，45，549〜559（1974）

N 工工
一Eleotronio 　Library 　


