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第 1章 緒論  
 
水系腐植物質の定義  
地球上の有機炭素の分布を右図に示す

（米国立航空宇宙局; http://www.nasa.gov/）。
それによると、生物体の有機物の存在量に比

べて生物体以外の有機物の存在量が圧倒的

に大きいことがわかる。土壌や堆積物中の有機

物は、生物体の場合とは大きく異なり、タンパク

質・炭水化物・脂質（完全には同定されていな

いものも含む）の占める割合は有機物全体の

10~15%にすぎず、それ以外の有機物が 85~
90%を占めている（Kononova et al., 1966）。河
川の溶存有機物（Dissolved organic matter; DOM）の場合にも、分子構造既知の有機物は
全量の高々20%にすぎない（Thurman, 1985）。自然界に存在する有機物の多くは「化学構
造が特定されない有機物質」なのである。 
腐植物質とは、「生物の死後、生物体有機物が微生物学的・化学的作用を受けて崩壊

して生じた、化学構造が特定されない有機物（非生体有機物）の総称である」と一般的に捉

えられている（石渡, 2008）。しかし、この定義はあくまで概念的な定義であって、分析操作に
よって得られる「腐植物質画分」は、上記で定義される「腐植物質」とは完全には一致しない。

その理由は、分離操作の性質上、多かれ少なかれ腐植物質画分には「非腐植物質」の混入

が避けられないからである。 
ここで、本研究の対象となる、DOM の構成成分として存在する腐植物質、水系腐植物

質（Aquatic Humic Substances; AHS）の定義について述べる。土壌や堆積物からの腐植物
質は、一般にはアルカリおよび酸に対する溶解性に基づいて、腐植酸（フミン酸：アルカリ可

溶酸不溶画分）・フルボ酸（アルカリ可溶酸可溶画分）・ヒューミン（アルカリ不溶酸不溶画

分）と定義されて研究がおこなわれている。仮にこの定義を水系に延長すると、AHS はすべ
のpH範囲において溶存状態にあるので「フルボ酸」と定義される筈である。しかし、Malcolm 
(1985) や Thurman (1985) らは、AHSについては分離法による定義、つまり pH 2において
非イオン性 XAD-8樹脂（現在ではDAX-8樹脂）に吸着し、回収後 pH 1で沈殿した有機物
を「フミン酸」、沈殿しない有機物を「フルボ酸」とする定義を採用した。上記の樹脂を用いず、

PVP樹脂（Chen et al., 2002）やイオン性 DEAEセルロース樹脂（Miles et al., 1983）を用いて
分離した有機物、あるいは逆浸透膜（Serkiz and Perdue, 1990; Sun et al., 1995）を用いて濃
縮した有機物をAHS（あるいはDOMの主要構成成分）として捉えている研究者もいる。この
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ように、AHS に関しては分離法に基づいた定義が使われている場合が多く、研究成果を比
較する際は、「どのような分離法によって得られた成分を対象にしているのか」ということに十

分注意する必要がある。本研究では、Malcolmや Thurmanらの定義を採用し、XAD-8分画
法によって得られる画分を AHS とした。 
 
水系腐植物質の機能  

AHS は DOM の主要構成成分であり、その濃度や化学構造特性は流域環境や水環境
に密接に関係して規定されることが指摘されている。また、AHSは、土壌や堆積物の腐植物
質と同様に難分解性の性質を示し（Stevenson, 1982）、多価の原子価を持つ微量金属イオ
ンとの錯形成能が高く（Moulin and Moulin, 1995; Stevenson and Fitch, 1986）、多環芳香族
炭化水素類との親和性に富む（Chlou et al., 1986; Herbert et al., 1993）といった機能性を有
している。そのため、AHS は地球表層での生物・地球化学的な反応に関与し、上記の物質
の移行挙動を支配する要因の一つと考えられている（McCarthy and Zachara, 1989）。また、
AHSは地球温暖化に関連する炭素の地球表層上での循環における輸送媒体、貯蔵媒体と
して重要な役割を果たしている。 
これらの機能の中には、分子構造既知の有機物には無いものも含まれている。さらに、

AHS の場合、低濃度でも機能を発揮し得る点が環境に与える影響を考えるうえでポイントと
なってくる。その一方で、このような機能性を支配する AHS の量（濃度）や質（化学構造特
性）は材料や生成環境によって異なるため（Malcolm, 1990）、対象とする場ごとに AHSの量
や質を解明し、その場において発揮される機能性として慎重に評価する必要がある。 
 
水系腐植物質の存在量  
これまでの研究で、土壌中の腐植物質の量に関しては多くの知見が蓄積されているが、

AHS濃度に関してはいまだに不明な点が多い。有色水系のDOM濃度は約2 - 50 mgC l-1、

湿原水では約 5 - 60 mgC l-1、非有色水系では約 1 - 15 mgC l-1であると言われているが（長

尾, 2008）、その DOMに占める AHSの割合は“20~80%”と曖昧なことしかわかっておらず
（Thurman, 1985）、公表されている数値には信憑性に欠けるものも多い。これは、AHS を定
量する適切な分析法が確立されていないことに起因する。 
これまで、AHSの定量には様々な方法が試みられてきた。現在、“腐植物質定量法”とし

て紹介されている手法には、スペクトル手法（紫外-可視, 蛍光）（Tambo and Kamei, 1989; 
Mostofa et al., 2005）、樹脂吸着-炭素量測定法（Ertel et al., 1986; Aiken and Leenheer, 
1993）、近年では電気化学的測定法（Chanudet et al., 2006）などがある。スペクトル手法は試
料水を処理なしで直接測定することが可能であるため簡便である。しかしながら、この方法

は AHS の部分構造で量を判断しているにすぎず、存在している環境の異なる、すなわち化
学構造特性が異なる試料間では比較することができない。また、濃度基準となる標準物質が
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必要であり、腐植物質が多種の分子の混合物であることを考慮すると、定量性に疑問が残る

（Weishaar et al., 2003）。電気化学的手法は、迅速かつ高感度であるが（Quentel and Filella, 
2008）、やはり標準物質が必要であり、また、特殊な装置を必要とするといった欠点がある。
一方、樹脂吸着–炭素量測定法は、炭素含量という「量」を直接観測するという特徴があり、
存在する環境の異なる試料間でも AHS 濃度の比較が可能である。しかしながら、通常この
方法では、AHS を分離、場合によっては濃縮しなければならないことから、操作に時間がか
かり感度もあまり良くない。このように、現存する定量法には、それぞれ一長一短があり、目

的に応じて使い分け、改良を加える必要がある。 
 
水系腐植物質の構造特性  
前にも触れたように、AHS の化学構造特性は材料や生成環境によって異なることが知ら

れている。そこで、AHS 研究では少なくとも研究目的に添った AHS 試料を用意して実験計
画を組み立てる必要がある（藤嶽, 2006）。実験を計画する際には元になる試料が潤沢に用
意できることが必須であるが、だからとはいえ安価な市販品を使用するには問題がある。市

販品の多くはピート（泥炭土）か石炭（亜炭・褐炭・草炭）起源の試料であると予想されており、

Malcolm and MacCarthy (1986) の報告によれば、土壌や河川のものとは大きく特性が異な
る。したがって、予備検討レベルで使用するのならまだしも、本実験で利用するのは基本的

には奨励されない。一方、国際腐植物質学会（International Humic Substances Society; 
IHSS）や日本腐植物質学会が頒布する標準試料や参照試料は市販品に比べれば遥かに
高価であるが、由来や精製法はもとより、基本的な分析データも添付・保証されている。しか

し、標準試料は従来にはない新しい機器への適用時などに目的が限定されており、参照試

料はあくまでも自らが調製した試料との比較対照として利用されることを前提としている。

IHSSが頒布している AHS標準試料、Suwannee川腐植酸・フルボ酸は、泥炭地を流れる河
川由来の試料であり、通常の水環境中の AHS のモデルとするには問題がある。AHS 参照
試料、Nordic 腐植酸・フルボ酸、Pony Lake フルボ酸は、DOM 濃度の高い、いわゆる有色
水系に由来する試料である。DOM濃度の低い、いわゆる非有色水系のAHS標準試料は、
日本腐植物質学会が 2010年に琵琶湖フルボ酸 (Fujitake et al., 2009) と定め頒布を始め
たばかりである。 
これまでの AHS研究は、欧米の研究グループを中心としておこなわれてきた経緯があり、

その対象となるのは有色水系 AHSの構造特性に関するものであった（Hessen and Tranvik, 
1998）。日本に広く分布している非有色水系AHSの構造特性に関する知見は断片的にしか
存在しない。これは、非有色水系では AHS 濃度が極めて低く、分離・精製に多大な労力と
時間を要し、分析に十分な試料量を確保することが非常に困難なためである。多種多様な

非有色水系 AHS の構造特性の比較・検討をおこなった研究は皆無であるし、当然、それら
の機能性に関する情報も不足していた。 
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このような非有色水系 AHS 研究に関する問題の打開策となったのが、米林・児玉 
(2004) による大量分取装置の開発である。彼らは、IHSS が推奨する XAD-8 分画法によっ
て非有色水系から AHS を採取するうえで、これを大量分取スケールに拡大したシステムを
構築した。この装置を適用・改良し、多検体の試料を十分量確保することにより、様々な非

有色水系 AHSの構造特性の比較・検討をおこなうことが可能となってきた。 
腐植物質の化学構造特性の解析のために伝統的におこなわれてきた方法として、元素

組成分析、官能基分析、紫外・可視分光分析（UV-vis）等があげられる（Hayes and Swift, 
1978）。また、天然高分子の構造解析に用いられる様々な機器分析法も適用されてきた。腐
植物質は腐植酸・フルボ酸に分別しても、分子量、官能基組成、芳香族性などいずれの性

質からみても混合物であるため、通常の構造解析に使われる機器分析法がそのまま使えな

いことが腐植物質の研究を困難なものにしている（米林, 2008）。 
この問題を最もよく表しているのは分子量の測定例である。タンパク質の分析に用いら

れる超遠心法やゲルろ過法が腐植物質に応用された初期の研究では、分子量が数十万か

ら数百万 Da という報告がなされた。しかし、タンパクの分析条件では、腐植物質はミクロアグ
リゲートをつくりやすいことやゲル担体との相互作用が強く、正しい結果が求められないこと

が明らかにされた（Nobili and Chen, 1999）。その後、サイズ排除クロマトグラフィー（SEC）に
よる分子量測定に際して、ゲル担体との相互作用を最小にする条件の検索が精力的におこ

なわれ、現在では土壌腐植物質の分子量は数万程度とされている（藤嶽, 2003）。 
生体高分子の構造解析に不可欠の分析法とされている、核磁気共鳴（NMR）分析法は、

1H、13C ともに腐植物質に多用されている。1H-NMR は感度が高く、少量の試料と短時間で
測定が可能であり、スペクトルから脂肪族鎖に関する比較的詳しい情報が得られる。
13C-NMR は多量の試料と長時間の測定時間を要するが、腐植物質の構造特性を、特に炭
素骨格や官能基の情報を直接入手できる利点がある（Preston, 1996）。しかし、腐植物質に
適用する場合、定量性を高めるための条件設定や、スペクトルの位相補正、スピンサイドバ

ンド処理に習熟する必要があるとされる（藤嶽, 2003）。固体 13C-NMRは、交差分極マジック
角回転法（CPMAS-NMR）により高感度で定量性の高いスペクトルを得ることができるため、
多用されている（Preston, 1996）。 
 
本研究の目的と方策  
以上に述べてきたように、AHS研究においては、有色水系に比べて非有色水系AHSに

関する知見が不足している。AHS の機能や地域性を考慮すると、たとえ低濃度であったとし
ても、その存在量や化学構造特性を解明することは、地球上の様々な物質の動態を把握す

るうえで非常に重要である。 
そこで、本研究は、１）非有色水系におけるAHS濃度の測定法を開発すること、ならびに、

２）様々な非有色水系 AHS の化学構造特性を明らかにすることを目的としておこなわれた。
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第 2章では、非有色水系 AHSの定量法の検討をおこなった。第 3章では有色水系や地下
水を含めた世界中の AHSの化学構造特性の比較を、第 4章では非有色水系を中心とした
日本の水系 FAの化学構造特性の比較をおこなった。第 5章では非有色水系 FAの季節的
な変動について調べた。構造解析の手段としては、SEC、元素組成、UV-Vis、NMR、同位
体分析等を用いた。第 6 章では、非有色水系 AHS に特異的に多く含まれることが明らかと
なった、脂溶性成分の検討をおこなった。 
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第 2章 水系腐植物質の定量  
 
はじめに  
非有色水系の AHS 濃度を比較した研究例は皆無に等しい。第１章でも述べたように、

存在する環境の異なる AHSの量を比較する為には、樹脂吸着-炭素量測定法を定量法とし
て用いることが望ましいが、この方法が抱える諸問題は今日に至っても解決されていない。

樹脂吸着-炭素量測定法を非有色水系試料に適用させる場合、最大の問題点となるのが、
樹脂や器具、試薬からの炭素成分の混入（コンタミネーション）である。例えば、日本の非有

色水系河川・湖の場合、DOM 濃度は 5 mgC l-1以下であることが多い。一方、腐植物質吸

着樹脂として IHSS で推奨されている DAX-8 樹脂は、未洗浄の場合、不純物からの DOC
（溶存有機炭素）溶出量が 1000 mgC l-1に及ぶことが知られている（Thurman and Malcolm, 
1981）。仮に、この樹脂を IHSSの推奨する方法で洗浄したとしても、洗浄液の DOC濃度は
最大 2 mgC l-1に達する場合がある（Thurman and Malcolm, 1981）。この濃度は、非有色水
系試料の DOM（AHS）濃度を上回る可能性があるため、この樹脂を AHS 定量実験に用い
たとしても、コントロール区の値が吸着試験区の値を上回るといった、本質的にふさわしくな

い実験法になるおそれがある。また、炭素量を測定する多くの定量実験では、おそらく十分

な検討がなされないままにプラスチック製の実験器具が多用されてきた。例えば、試料溶液

をろ過する際は、プラスチック製のシリンジやディスポーザブルのメンブレンフィルターを使

用するのが簡便であり、実際汎用されている。しかしながら、このようなプラスチック製の器具

や試薬にはDOC溶出量に関する保証データが添付されておらず、定量実験に使用可能か
どうかは多いに疑問である。 
そこで本章では、樹脂吸着-炭素量測定法を用いて高精度な AHS定量法を新たに開発

することを目的としておこなわれた。まず、非有色水系試料に適用できる方法を開発し、次

に、有色水系試料にも適用できる方法への改良も試みた。開発に際し重要なポイントとなる

のは、非有色水系試料の場合、上述の通りコンタミネーションの問題をいかに克服するかと

いうことである。また、有色水系試料の場合、試料液の pH を下げた際に腐植酸成分が沈殿
することに対してどう対応するのかが課題となる。 
開発した定量法の適用例として、いくつかの非有色水系試料の AHS 濃度を測定した結

果も用意した。また、琵琶湖については、水深別試料の定量結果を示すことで、今後の

AHSモニタリング研究の基礎データとした。 
 

第 1節 試料および方法  

1-1  採取地点とその概要  
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非有色水系 AHS の定量諸条件の検討に用いた試料の採取地点として、琵琶湖（滋賀
県）と三国池（兵庫県）を選んだ。各採取地点の概要を以下に述べる。 
琵琶湖は滋賀県のほぼ中央部に位置し、面積 670 km2、容積 275 km3、最大水深 104 m

の日 本 最 大 の湖 で あ る （ LBERI: Lake Biwa Environmental Research Institute; 
http://www.lberi.jp/root/jp）。3174 km2に及ぶ広大な集水域を有しており、そこから約 460本
の河川が湖に流入しているが、流出河川は南部の瀬田川ただ 1 つである。集水域の 60 %
は森林、18 %は農地（主に水田）であり、残りは都市部となる。すなわち、人為的な影響を少
なからず受けている。水試料の採取は、北湖の北小松 (35°13’N, 135°57’E) でおこな
った。なお、この試料溶液（Biwa North; BN）の DOM濃度は 1 mgC l-1前後であった。 
三国池は、兵庫県南部の六甲山上に位置し (34°45′N, 135°13′E) 、明治時代に

採氷のために人工的に掘られた水深数メートル未満の小さなため池である。流入河川や湧

水は存在しない。また、集水域はすべて森林であり民家もほとんど存在していないため、人

為的な影響は比較的少ないと考えられる。なお、この試料溶液（Mikuni; MK）の DOM濃度
は 2 mgC l-1前後であった。 
有色水系 AHS の定量諸条件の検討には、土壌から水抽出した高濃度 DOM溶液を用

意した。作製法は以下のとおりである。 
土壌はスコットランドの泥炭（ピート）を用いた。5 l のポリ容器に泥炭 200.33 g と超純水

（Mill-Q水、18.2Ω；Millipore, Billerica, MA, USA）1 Lを入れ（泥炭：超純水=1： 5）、5℃・
暗所・130 rpmで 48 h振とうした。振とう後の上澄み液を遠心分離（9000 rpm・20 min）し、そ
の上澄み液を回収した。この遠心分離操作を 3 回繰り返した。その後、上澄み液を 0.3 µm
のガラス繊維ろ紙（ADVANTEC, GF-75）で吸引ろ過し、ろ液を 5℃・暗所で保存した。そし
て、実験毎に超純水で希釈して試料溶液（Scotland; SL）として用いた。 
この対照溶液としては、六甲川（Rokko; RK）・琵琶湖N-4地点（BN-4）の試料を用いた。

六甲川は兵庫県神戸市灘区にある河川で、流水は六甲山及び摩耶山を源流とし、採取し

た流水の集水域には民家はないため人為的な影響はほとんど見られないと考えられる。琵

琶湖 N-4地点（35°22’ N, 136°05’ E）の水試料の採取は、2009年 11月 13日におこな
った。この地点の最大深度は 90.8 m、透明度は 5.3 m、当日の天候は曇りであった。滋賀県
琵琶湖環境科学センター所有の「はっけん号」で採取地点まで行き、水深 2.5, 7.5, 15, 25, 
30, 40, 80, 85, 90 mの湖水を採取した。すべての湖水試料はニスキン採水器を用いて採取
した。 
開発した定量法の適用例として AHS を定量した試料の採取地点を Fig.2-1 に示す。採

取地点は、湖（琵琶湖北湖; BN, 琵琶湖南湖; BS, 琵琶湖中央; BC, 淡海池; TK）とため
池（樫谷池; KT, 薬師池; YS, 三国池; MK, 泥池; DO, 数池; KA）である。また、琵琶湖
N-4地点（BN-4）地点についてはAHS濃度の水深別比較をおこなった。各採取地点の概要
を以下に述べる。ただし、BN, MK, BN-4に関しては既に述べているので割愛する。 
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Fig.2-1  試料採取地点 
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BSは琵琶湖南湖の烏丸半島 (35°4′N, 135°56′E) で採取した水試料である。BN
（北湖）に比べて水深が浅く、また、より多くの人為的影響を受けている地点である。 

BC は琵琶湖中央（35°22′N, 136°06′E）で採取した水試料である。2008年 8月 1
日に、滋賀県立大学所有の「はっさか」で採取地点まで行き、表層水を採取した。なお、この

水試料は第 5章の琵琶湖夏試料（BiwaSum）と同一である。 
TK は琵琶湖北西部に位置する淡海池 (35°27′N, 135°58′E) で採取した水試料

である。淡海池は、面積 0.12 km2、容積 0.0013 km3、最大水深 20 mの山間の灌漑用水池
である。集水域は 100%森林であり、流入河川はなく、人為的影響をまったく受けていない。 

KT、YS、KA は、それぞれ兵庫県南部の樫谷池 (34°52′N, 134°59′E)、薬師池 
(34°49′N, 134°49′E) 、数池 (34°44′N, 134°51′E) で採取した水試料である。
樫谷池は面積が 0.0024 km2で容積は、0.000003 km3である。また、薬師池は面積が 0.0044 
km2で容積は 0.000001 km3、数池は面積が 0.0202 km2で容積が 0.000023 km3である。い

ずれもため池であるが、周辺の土地利用状況からそれぞれ、山地型、田園農地型、市街地

型に区分されている。それぞれの水質は山地型、田園農地型、市街地型となるにつれて、

窒素や各種栄養塩類濃度の増加傾向がみられる（松山ら、2004）。また、山地型では水源の
大部分が降雨によりもたらされるため人為的影響は非常に少ない。しかし、薬師池では降雨

以外に水田からの排水が流入したり、また、数池では、家庭排水が流入したりするため水質

に与える人為的影響は大きいと考えられる。 
DOは、MK と同様、六甲山上に位置している泥池 (34°45′N, 135°14′E) で採取した

水試料である。集水域は森林であり、流入河川は存在しないが、MKとは異なりゴミなどが投
棄されやすい幹線道路沿いに位置しているため、人為的影響をある程度受けていると考え

られる。 
BN-4以外の試料水は、湖岸から約 1 m、水深 1 mの表層水を用いた。採水容器は、超

純水で洗浄したミネラルウォーターのボトルを使用した（DOC溶出量が 0.05 mgC l-1以下で

あることを確認している）。試料水の採取・運搬・保管方法は、「水の分析（第 5 版）」（日本分
析化学学会北海道支部編）に記載されている方法に準じた。特に、本研究では、試料水は

採取後 24 h以内にろ過・酸性化し、冷暗所でメジューム瓶にて保存し、できるだけ速やかに
定量実験に用いることに留意した。 
 
1-2  樹脂の調製  

AHS を吸着させる樹脂としては、IHSS で推奨されている DAX-8 樹脂（Supelco, 
Bellefonte, PA, USA）を用いた。樹脂の洗浄は Fig.2-2に示した手順でおこなった。 
まず、IHSS奨励法（Thurman and Malcolm, 1981）で洗浄した樹脂を、乳鉢で軽く砕いた

後、ボールミルで粉砕し、ふるいに通して 0.05 ㎜以上 0.2 ㎜未満の粒径の画分を用意し
た。 
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Fig.2-2  DAX-8樹脂洗浄法 
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このふるいにかけた樹脂（ca. 100 g）を 1 L容のトールビーカーに移し、0.1M NaOHを加えて
よく攪拌し、しばらく（10 min）放置した後、上清液を取り除いた。次に、水を加えて撹拌し、
同様の操作を繰り返した。上清液がほぼ透明になるまでこの操作をおこない（10 回）、微粉
末を完全に取り除いた。 
次に、この樹脂を、水、0.1M HCl、水、0.1M NaOH、水、メタノールの順にバッチ法で洗

浄した。 
このバッチ洗浄した樹脂を 500 mL 容の円筒ろ紙に詰め、真空デシケーター中に置き、

減圧してメタノールを取り除いた。この円筒ろ紙をソックスレー管に入れ、メタノール、アセト

ニトリル、アセトン、メタノールの順にソックスレー洗浄した（各 24 h 洗浄）。ソックスレー洗浄
後、再び円筒ろ紙を真空デシケーター中に置き、減圧してメタノールを取り除いた。この状

態の樹脂をメジューム瓶にうつし、定量実験実施前まで室温、暗所で保管した。 
定量実験数日前に、保管していた樹脂をガラスカラムに詰め替え、RO水 50 BV（ベッド

ボリューム）、超純水（Mill-Q水, 18.3 MΩ; Millipore, Billerica, MA, USA）30 BVを順次流
して最終洗浄をおこなった。 
なお、このようにして再洗浄した樹脂（再洗浄済み DAX-8）からの DOC 溶出量は 0.1 

mgC l-1以下であった。これは、非有色水系試料の DOM濃度を大きく下回る値であった。 
 
1-3  試薬および器具の検討  

AHS 定量実験において、試料溶液を酸性化・ろ過する作業工程を想定し、下記の試
薬・器具からの DOC溶出量（コンタミネーション）を調べた。すなわち、超純水を酸性化 (ca. 
pH 1) し、この溶液をろ過したろ液の DOC濃度を測定した。 

 
○酸性化に用いる試薬・・・ 塩酸 (Wako 特級) ;HCl 
 硫酸 (Wako 特級) ;H2SO4 
○ろ過に用いる器具・・・ ポリプロピレン製シリンジ (TERUMO) ;PPsy 
 シリンジ針 (TERUMO 太さ 0.7mm) ;ND 
 ディスポーザブルメンブレンフィルター 
 (ADVANTEC 13HP045CN, 孔径 0.45µm) ;DISMIC 
 パスツールピペット 1) ;pipet 
 メンブレンフィルター 
 (Millipore, JGWP 013 00, 孔径 0.2µm) ;MF 
 ガラス繊維ろ紙 
 (ADVANTEC, GF-75 孔径 0.3µm) ;GFP0.3 
 (ADVANTEC, GB-140 孔径 0.4µm) ；GFP0.4 
 (ADVANTEC, GS-25 孔径 0.5µm) ;GFP0.5 
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 フィルターユニット 2)(ADVANTEC) ;unit 
 
＜試験Ⅰ＞ (1) HCl + PPsy 
 (2) HCl + PPsy ,ND 
 (3) HCl + PPsy ,ND, DISMIC 
 (4) HCl + pipet , MF, unit 
＜試験Ⅱ＞ (5) H2SO4+ PPsy ,ND, DISMIC 
 (6) H2SO4 + pipet , MF, unit 
 (7) H2SO4 + pipet , GFP0.5, unit 
 (8) H2SO4+ pipet, GFP0.4, unit 
 (9) H2SO4 + pipet, GFP0.3, unit 
 (10) H2SO4 + pipet, GFP0.5, unit 2) 
 (11) H2SO4 + pipet, GFP0.4, unit 2) 
 (12) H2SO4 + pipet, GFP0.3, unit 2) 
 
＜試験Ⅲ＞ (13) HCl 
 (14) HCl + pipet, GFP0.3, unit 2) 
 (15) H2SO4 
 (16) H2SO4 + pipet ,GFP0.3, unit 2) 
 
 1) 400 ℃で燃焼済み 
 2) 0.2 N クロム酸‐硫酸混液で加温洗浄済み 

 
1-4  吸着条件の検討  
腐植物質を樹脂に吸着させる方法には、カラム法とバッチ法がある（Thacker et al., 

2005）。定量実験においては、多くの論文ではカラム法が採用されている（e.g. Baron, et al., 
1991; Malcolm and MacCarthy, 1992）。なぜなら、カラム法ならば、流速で吸着速度を容易
にコントロールすることができ、かつコンタミネーションのリスクを軽減することができるからで

ある。しかしながら、操作が煩雑で吸着時間が長くなる傾向にあり、なおかつ多量の試料溶

液を必要とすることから、連数が増やせずに精度が低くなるといった欠点も抱えている。そこ

で、本章ではバッチ法を採用し、連数を増やして簡便・高精度化をはかることにした。そして、

そのうえで、最適な樹脂量や吸着時間を検討し、規格化することにした。 
具体的なバッチ法による手順を以下に述べる。 
まず、再洗浄済み DAX-8（最終洗浄後、超純水に浸せきした状態の樹脂）を吸引ろ過し

て過剰な水分を取り除いた。水分を除去した樹脂は、ねじ蓋付きガラス容器にうつし、蓋をし
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っかり閉めて暗所・5℃に置き、数時間以内に定量実験に用いることにした。また、この樹脂
の一部を秤量瓶に適当量 (100 - 200 mg) 採り、105 ℃で 3 hr燃焼させ、燃焼前後の重量
の変化から水分含量 (%) を算出した。この操作は3連でおこなった。そして、この水分含量
から 1試験区あたりの樹脂量 (g wet wt) を算出した。 
算出方法の具体例を以下に述べる。 
再洗浄済みDAX-8の重量と容積との関係は、0.5 g dry wt = 1.0 mlである。したがって、

例えば 1試験区の試料溶液量が 25 mlであり、樹脂量：溶液量の比を 1: 50にしたい場合、
必要な樹脂量は、25 ÷ 50 = 0.5 ml = 0.25 g dry wt となる。仮に、樹脂の水分含量が 55 %で
あるとすると、１試験区あたり量り採る樹脂量は、0.25 ÷ (1 – 55/100) ≒ 0.556 g wet wt とな
る。 
上述の手順で算出した必要量の樹脂は、No.6 バイアル瓶（マルエム社製）あるいはメジ

ューム瓶に量り採り、ろ過・酸性化した試料溶液を必要量加え、振とうあるいは静置にて

AHSを樹脂に吸着させた。なお、バイアル瓶は 400℃で燃焼、メジューム瓶はクロム酸-硫酸
混液で加温洗浄しておいたものを使用した。 
樹脂に試料溶液を加えて AHSを樹脂に吸着させる試験区を吸着試験区と呼び、5連で

準備した。また、バックグラウンド（樹脂・試薬・器具等）のDOC溶出量を測定するために、試
料溶液のかわりに酸性の超純水を樹脂に加えた試験区をコントロール区と呼び、同様に 5
連で準備した。さらに、試料溶液の DOM (AHS + nonAHS) 濃度を測定するために、試料
溶液のみで樹脂を加えなかった試験区をレファレンス区と呼び、5連で準備した。 
次に、最適樹脂量の検討をおこなった。 
最適樹脂量の検討とは、バックグラウンドの DOC 溶出量が測定誤差範囲内に収まる樹

脂量と、AHS 吸着量が飽和に達する樹脂量との妥協点を探り規格化する試みである。これ
までの研究で採用されてきた樹脂量：溶液量の比を参照し（Thacker et al., 2005; Zomeren 
and Comans, 2007）、本研究では、樹脂量：溶液量＝1: 10 ~ 1: 100の範囲で検討をおこなう
ことにした。 
樹脂量の検討実験をおこなった時点では、吸着時間や諸条件が最適化されていなかっ

たため、これまでの研究例を参照し、吸着時間は 6 h とし、暗所、5℃で容器を振とう (110 
rpm) させることによって、AHSを樹脂に吸着させることにした。水試料はBNを使用した。試
料溶液量は 25 ml とした（No.6 バイアル瓶を使用）。 
次に、最適吸着時間の検討をおこなった。 
最適吸着時間の検討とは、吸着時間の経過にともなう樹脂へのAHS吸着量の変化を観

測し、試料溶液の変質や操作の利便性も考慮したうえで、吸着時間を規格化する試みであ

る。これまでの研究で採用されてきた吸着時間を参照し (Thacker et al., 2005; Zomeren and 
Comans, 2007)、本研究では、0 – 53 hの範囲で吸着時間とAHS吸着量との関係を調べるこ
とにした。 
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最適樹脂量の検討結果を踏まえ、初期の樹脂量：溶液量の比は 1: 69とした。そして、暗
所、5℃で容器を振とう (110 rpm) させることによって、AHSを樹脂に吸着させた。水試料は
MK を使用した。初期の試料溶液量は 2000 ml とした（メジューム瓶を使用）。一定時間ごと
に上清を 20 mlずつ採取し、DOC濃度を測定した。採取回数を 21回としたため、最終的に
溶液量は 1800 ml、樹脂量：溶液量の比は 1: 54 となった。 
次に、吸着諸条件の検討をおこなった。 
樹脂量と吸着時間以外の諸条件を検討するため、試料溶液の振とうの有無、および試

料溶液への不活性ガス (N2) 注入の有無による AHS 吸着量の変化を調べた。これは、
AHSを樹脂に吸着させている間に、試料溶液の変質を避けるために、特別な配慮が必要か
どうかを明らかにするためである。具体的な変質要因としては、物理的分解・酸化分解・光分

解・生物分解が想定されるが、本研究の場合、試料溶液が酸性であり、暗所で AHS を吸着
させることから、光分解・生物分解に対する配慮はほとんど必要がないと考えられた。そこで、

物理的分解（振とうの有無）および酸化分解（不活性ガス注入の有無）に対する配慮ついて

のみ検証することにした。 
最適樹脂量の検討結果を踏まえ、樹脂量：溶液量の比は 1: 50 とした。また、最適吸着

時間の検討結果を踏まえ、吸着時間は 12 h と 24 hを設定した。そして、暗所、5℃で容器を
振とう (110 rpm) あるいは静置させることによって、AHS を樹脂に吸着させた。水試料は
MK を使用した。試料溶液量は 25 ml とした（No.6 バイアル瓶を使用）。不活性ガスを注入
する試験区は、樹脂に試料溶液を加えた後、すぐさま N2ガスを 5分間バブリングした。 
 
1-5  TOC分析  

DOC 濃度の測定には、TOC 計 (SHIMADZU TOC-V CPH) を用いた。試料を燃焼さ
せ不揮発性有機炭素 (NPOC) を燃焼酸化-赤外線分析法にて測定した。標準試料にはフ
タル酸水素ナトリウム（ナカライテスク製）を用い、その 1000 mgC l-1標準試料水溶液を調整

し、これを正確に希釈したものを検量線溶液として用いた。通常触媒を使用し、燃焼温度は

680℃、N2パージ時間は 1.5 min とした。 
さらに、本章では、DOC 濃度が低い (< 1.0 mgC l-1) 溶液の測定が想定されたため、

TOC 計を高感度測定条件にする必要があった。この装置で通常触媒を用いた場合、測定
限界値は 0.05 mgC l-1である。そこで、0.05 mgC l-1以上の測定値のばらつきを最小限に抑

え再現性を向上させるため、TOC計の安定化に十分配慮した。具体的な TOC計の安定化
条件を以下に示す。 

 
（１）安定化の指標・・・測定値の変動係数 (CV) 
 0.5 mgC l-1以上の試料→CV 3%以下 
 0.5 mgC l-1未満の試料→CV 10％未満 
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（２）装置の設定条件 
 注入量 ：150 µl 
 注入回数 ：3-5回 
 SD ：0.1％ 
 CV ：3％ 

 
1-6  定量操作の改良  
非有色水系に適用できる定量法を確立後、有色水系試料にも適用できる定量法への改

良を試みた。その方法を下記に示す 
非有色水系試料の場合、濃度が低く TOC 値のばらつきが大きくなるために、吸着試験

区は 5 連としていたが、有色水系試料では、濃度が高くばらつきが小さかったので、吸着試
験区は 3連とした。また、コントロール区は 5連、レファレンス区は 1連とした。さらに、0.05M 
硫酸溶液そのものの炭素量を測定する硫酸区を 1連で準備した。 
試料の酸性化の方法は以下のように改良した。すなわち、非有色水系試料の方法では、

メジューム瓶などにまとめて 5 連分のろ過試料水を入れ、そこに硫酸を加えて酸性化後、ホ
ールピペットで 25 ml 量りとり、バイアル瓶に入れていた。しかし、有色水系試料の場合、酸
性化にした直後に試料中の腐植酸成分が凝集・沈殿を始めるため、量りとる試料ごとに濃度

が異なってしまう恐れがあった。そこで、有色水系試料に関しては、樹脂が入っているバイア

ル瓶に酸性化をしていない試料を 25 ml量りとり、その直後に 1Mの硫酸を 1 ml加えて、試
料を酸性化した。 

TOC分析試料の調整における酸性化処理の影響に関する検討は以下のようにおこなっ
た。有色水系試料の場合、酸性化の直後に腐植酸成分の沈殿が起こり、試料の退色が見ら

れた。すなわち、これをろ過して TOC 分析すると、この沈殿成分が取り除かれることにより正
確な DOM 濃度の測定はできないことが分かった。有色水系試料の場合は、沈殿が生じて

いるのが目視で確認できたが、これまで取り扱ってきた非有色水系試料の場合でも、微量な

がら沈殿が生じ、これが DOM 濃度の値に影響を及ぼしている可能性が浮上した。そこで、

有色水系試料（SL）および対照として非有色水系試料（RK, BN-4）を用いて、試料を酸性化
した後 24 h 振とうした場合と、ろ過試料を振とう後 TOC 分析直前に酸性化した場合とで
DOM濃度の測定値がどのように変化するか調べた。 
有色水系試料の試料溶液濃度の検討は以下のようにおこなった。すなわち、SL（ca. 50 

mgC l-1）を超純水で希釈して ca. 18 - 46 mgC l-1までの４つの試料溶液を作製し、既に非有

色水系試料用として確立していたバッチ法（樹脂量：試料量＝1: 50）により、その溶液中の
AHS の定量をおこなった。この実験では、同じ試料を超純水で希釈しているため、各試料
溶液中の DOM に対する AHS の割合はどれも一定である。そのため、もし加えた樹脂の量
が足りず試料溶液中の AHSが十分に吸着できない場合は、AHS定量値が下がり吸着のた
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めの樹脂が不足していると判断した。 
 
1-7  水質分析  
開発した定量法の適用例としてAHS濃度を定量する際には、その水試料の水質分析を

同時におこなった。分析項目としては、温度（気温・水温）、pH、EC（電気伝導率）、SS（懸濁
物質量）、Chl-a（クロロフィル a）、T-N（全窒素量）、T-P（全リン量）を選んだ。水質の物理科
学的特性を示すこれらの値が AHS濃度と関連性があるかどうかを調査した。 

pH、EC、SS、Chl-a、T-Pの分析操作は「水の分析（第5版）」（日本分析化学学会北海道
支部編）に記載されている方法に準じておこなった。操作方法の詳細を以下に述べる。 

 
○pH 

pH は水溶液中に存在する水素イオン(H+)の濃度を表わすために、水素イオン濃度
[H+](mol l-1) の負の対数として提案されたものである。 
試料水をよく振り混ぜた後、適量をビーカーにとり、室温 (ca. 25℃) になるまで放置した

後、ガラス電極法によりイオン濃度計 (HORIBA, F-52) で pHを測定した。 
 

○EC 
水溶液中の電気伝導率はイオン濃度の増加とともに増大するので、最も容易に測定で

きる溶存イオン量の指標であり、工業用水、河川水、超純水などの水質管理指標として欠か

せないものである。 
本研究では、ECを電気伝導率計 (TOA, CM30-V) で測定した。 
 

○SS 
SSは GFP（ガラス繊維ろ紙）法（APHA, AWWA, WEF, 1992）で測定した。すなわち、ま

ず、孔径 0.5 µm のガラス繊維ろ紙 (GF-25, ADVANTEC) をよく水洗し、乾燥機 (105℃) 
で 3 h乾燥し、デシケーターで放冷したのち重量をはかった。次に、ろ紙をフィルターユニッ
トに装着し、試料水 1000 mlをよく振り混ぜて注ぎ入れ、吸引ろ過した。RO水で数回洗浄し、
十分吸引してできるだけ水分を取り除いたのち、ろ紙をピンセットで注意深く取りはずし、時

計皿の上に移して乾燥機で 3 h乾燥したのちデシケーターで放冷し、重量をはかった。そし
て、ろ過前後のろ紙の重量差から SSを算出した。 

 
○Chl-a 

Chl-aは SCOR/UNESCO（アセトン抽出・吸光）法（SCOR/UNESCO, 1996）で測定した。
すなわち、まず、孔径 0.5 µm のガラス繊維ろ紙をフィルターユニットに装着し、試料水 500 
ml をよく振り混ぜて注ぎ入れ、吸引ろ過した。ろ過が終了しても数分間吸引を続けて水分を
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できるだけ取り除いた。次に、懸濁物質とともにろ紙を細かく刻んで乳鉢に入れ、アセトン溶

液 (90% v/v) を加えながら丹念にすりつぶした。乳鉢の内容物はアセトン溶液を用いてガ
ラス製の遠沈管に洗い込み、全量が正確に 10 ml となるように残りのアセトン溶液を加えた。
遠沈管を 1 h以上冷暗所に放置したのち、3000 rpmで 15 min遠心分離した。この上清液を
検液としてセルにとり、吸光光度計 (JASCO, V-530) でアセトン溶液を対照に 750, 663, 645, 
630 nmの吸光度を測定した。 
各波長の吸光度から750 nmの吸光度を差し引き、1 cmあたりで換算した吸光度 (E) を

求めた。試料水中の Chl-a濃度 (µg l-1) は以下の式で求めた。 
 
検液中の Chl-a濃度 (µg ml-1) = 11.64E663 – 2.16E645 + 0.10E630 = X 
試料水中の Chl-a濃度 (µg l-1) = (X × v) / V 
v = 検液の量 (= 10 ml) 
V = 試料水の量 (= 500 ml) 
 

○T-P 
T-Pはペルオキソ二硫酸カリウム分解-モリブデン青法（APHA, AWWA, WEF, 1992）で

測定した。すなわち、まず、試料水を孔径 0.3 µm のガラス繊維ろ紙 (GF-75, ADVANTE 
C) でろ過し、ろ液 50 mlを分解瓶（250 ml容のねじ蓋付きガラス瓶）にとり、ペルオキソ二硫
酸カリウム溶液 (5% w/w) 8 mlを加えてよく混合した。この分解瓶をオートクレーブに入れ、
溶液を加熱分解した (120℃, 30 min) 。放冷後、上清液 10 mlを共栓付き試験管にとり、混
合試薬2 mlを加えてよく混合し、RO水を加えて定容した。10 min以上放置後、吸光光度計
で 880 nmの吸光度を測定した。同様の操作を RO水を用いておこない、空試験値を求めた。
試料の吸光度測定値より空試験値を差し引き、あらかじめ作成した検量線によりリン酸イオ

ン濃度を求めた。 
なお、混合試薬および検量線用のリン酸標準液は以下の手順で作製した。 
 
＜混合試薬＞ 
(1) 2.5 M硫酸 
(2) 酒石酸アンチモニルカリウム溶液・・・1.3715 gのK(SbO)C4H4O6・1/2H2OをRO水に
溶かし、500 mlに定容する 

(3) モリブデン酸アンモニウム溶液・・・20 gの(NH4)6Mo7O24・4H2O を 500 mlの RO水
に溶かす 

(4) アスコルビン酸溶液・・・1.76 gのアスコルビン酸を 100 mlのRO水に溶かす（使用直
前に調製） 

(1) 50 ml, (2) 5 ml, (3) 15 ml, (4) 30 mlを順次加えてよく混合し、数時間以内に使用する 
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＜リン酸イオン標準溶液＞ 
110℃で乾燥した 7.165 gのリン酸二水素カリウムを RO水に溶かし、1000 mlに定容する
（5 mgPO4

3- / ml 相当） 
 
T-Nについては、試料水を孔径 0.3 µm のガラス繊維ろ紙でろ過後、ろ液の全窒素濃度

を TNアナライザー (TN-100, Mitsubishi Chemical Co.) で測定した。 
 

第 2節 結果  

2-1  定量法の確立  
コンタミネーションに関する検討結果について述べる。 
再洗浄済み DAX-8 を使用するかどうかで、実際の定量操作上で発生するコンタミネー

ションの量に違いがあるかどうかを調べた（Table2-1）。再洗浄前の樹脂の場合、カラム法で
は DOC溶出量は最大 0.16mgC l-1であった。一方、バッチ法では溶出量は最大 4.72 mgC 
l-1 であり、吸着時間が長くなるにつれて急激に増加することがわかった。溶液に対する樹脂

の割合がバッチ法ではカラム法の 2倍であったとはいえ、バッチ法での溶出量の多さは特筆
すべきものであった。再洗浄後の樹脂を用いて、バッチ法にて同様の実験をおこなったとこ

ろ、溶出量は最大 3.15 mgC l-1となった。すなわち、樹脂の再洗浄効果が確かめられた。だ

が、この値は非有色水系試料のDOM濃度を大きく上回っていた。再洗浄済みDAX-8その
ものからの溶出量は0.1 mgC l-1以下であったことを考慮すると、値の増大は試薬や器具から

のコンタミネーションによるものと考えられた。 
試薬・器具からのコンタミネーションを調べた結果を Table2-2に示す。試薬と器具の組み

合わせは、AHS 定量実験において、試料溶液を酸性化・ろ過する作業行程を想定してい
る。 
まず、＜試験Ⅰ＞の結果についてのべる。ここでは、酸性化試薬に HCl を用いている。

ポリプロピレン製のシリンジからは、0.04 mgC l-1 の溶出があり (1) 、さらに、これにディスポ
ーザブルメンブレンフィルター（DISMIC）を組み合わせると、溶出量は0.28 mgC l-1に達する

ことがわかった (3) 。また、Table2-2 には示していないが、DISMIC 以外の様々なディスポ
ーザブルメンブレンフィルターを用いて同様のコンタミネーション試験をおこなったところ、や

はり溶出量が多く定量実験には適さないことがわかった。市販のディスポーザブルメンブレ

ンフィルターは、ほぼ全てプラスチック製のケースにフィルターが内蔵されており、このケース

からの DOC溶出がコンタミネーションの原因となっていることが考えられた。 
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Table2-1  樹脂再洗浄の有無によるコンタミネーション量の違い 
 

!"#$%&'( )*+,-. )*/01 2345 6789:+;< => ?@0ABCDEFGCH IJK

!"# L JMCJNN DONPQ$RK S*T UV!"# NWNX
!"# L JMCJNN DONPQ$RK !&"YZ:8 UV!"# NWJ[
%&'( L JMC\N J]R ^_̀ a_G UVbcdb&ef JWJO
%&'( L JMC\N ]gR ^_̀ a_G UVbcdb&ef JW\\
%&'( L JMC\N h]R ^_̀ a_G UVbcdb&ef gWh]
%&'( i JMC\N CCNR ^_̀ a_G UVbcdb&ef ]WON
%&'( i JMC\N CC]R ^_̀ a_G UVbcdb&ef ]W\]
%&'( i JMC\N CCgR ^_̀ a_G UVbcdb&ef ]WgN
%&'( i JMC\N CC[R ^_̀ a_G UVbcdb&ef OWJ\
%&'( i JMC\N ]gR ^_̀ a_G UVbcdb&ef NWhN  

DISMIC: ディスポーサブルメンブレンフィルター 
PE: ポリエチレン 
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Table2-2  試薬・器具からのコンタミネーション調査結果 

 
＜試験Ⅰ＞ 

!"#$% &'()*+,-.
/0
1

)01-2,.34456 7879
):1-2,.34456;-<= 787>
)?1-2,.34456;-<=;-=@AB@, 78:>
)91-2,.3CDCEF;-BG;-HIDF 78:9  

 
＜試験Ⅱ＞ 

!"#$% &'()*+,-.
/0
1

)21-34567899:;<=><>?5@?, ABC0

)D1-345678EFEGH<-@I<-JKFH 0B0C

)L1-345678EFEGH<-MI9AB2<-JKFH 0B27

)N1-345678EFEGH<-MI9AB7<-JKFH 0BA2

)O1-345678EFEGH<-MI9ABC<-JKFH ABNL

)0A1-345678EFEGH<-MI9AB2<-JKFH-
PQR:S

AB0D

)001-345678EFEGH<-MI9AB7<-JKFH-
PQR:S

ABAA

)041-345678EFEGH<-MI9ABC<-JKFH-
PQR:S

ABAL  
 

＜試験Ⅲ＞ 
!"#$% &'()*+,-.

/0
1

)021-3,. 4567

)061-3,.89:9;<=->?@452=-AB:<-
CDEFG 45HI

)0J1-3HKL6 4542

)0I1-3HKL689:9;<=>?@452=AB:<-
CDEFG

4544  
 

HCl ;塩酸 MF ;メンブレンフィルター 
H2SO4 ;硫酸 unit ;フィルターユニット 
PPsy ;ポリプロピレン製シリンジ GFP0.3 ;ガラス繊維ろ紙（0.3 µm） 
ND ;シリンジ針 GFP0.4 ;ガラス繊維ろ紙（0.4 µm） 
DISMIC ;ディスポーサブルメンブレンフィルター GFP0.5 ;ガラス繊維ろ紙（0.5 µm） 
pipet ;パスツールピペット *wash ;クロム酸-硫酸混液で加温洗浄 
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ディスポーザブルメンブレンフィルターではなく、メンブレンフィルターとガラス製のフィルター

ユニットを使用する吸引ろ過法を適用した試験区 (4) では、溶出量は 0.24 mgC l-1 と若干

少なくなったが、なお定量実験には適さない値であった。これは、メンブレンフィルターから

の DOC 溶出に起因すると考えられた。このことから、吸引ろ過法では、メンブレンフィルター
ではなく、ガラス繊維ろ紙を用いた方が望ましいと判断された。 
次に、＜試験Ⅱ＞の結果について述べる。ここでは、酸性化試薬にH2SO4を用いている。

孔径 0.5 µmのガラス繊維ろ紙を用いた場合は 1.54 mgC l-1であった (7) 。また、孔径 0.4 
µm、0.3 µmをそれぞれ用いた場合はそれぞれ1.05 mgC l-1, 0.87 mgC l-1となった (8) (9) 。
原理的にガラス繊維からの炭素成分の溶出は考えられないため、この溶出はフィルターユ

ニット由来のものではないかと推測された。そこで、フィルターユニットをクロム硫酸‐加温洗

浄した。洗浄後、孔径0.5 µmのガラス繊維ろ紙では、0.16mgC l-1の溶出量があった (10) 。
これは、0.4 µm、0.3 µmの場合よりも多くなった。この原因は、0.5 µmのろ紙が有機バインダ
ーを使用しているためであると考えられる。一方、孔径 0.4、0.3 µmの方のDOC溶出量は極
めて少なく (11) (12) 、この量はTOC計の測定限界値である 0.05 mgC l-1に近く、非有色水

系試料（DOC濃度が 5 mgC l-1以下の試料溶液）のAHSの定量実験に用いても問題ではな
いことがわかった。 
以上をまとめると、AHS 定量実験においては、ガラス製のフィルターユニットに孔径 0.4 

µmもしくは0.3 µmのガラス繊維ろ紙（有機バインダー不使用）を装着して吸引ろ過する方法
をとることが、コンタミネーションのリスクを抑えるうえで一番有効であることがわかった。孔径

がより小さいろ紙の方が、試料溶液の均一性が増して定量精度が高まると考えたため、最終

的に 0.3 µmのガラス繊維ろ紙を用いることにした。 
次に、＜試験Ⅲ＞の結果と考察について述べる。酸性化試薬としてHClとH2SO4との違

いを比較している。H2SO4によって器具から洗い流されるDOC溶出量は 0.00 mgC l-1であり 
(16) 、HCl の場合 (0.26 mgC-1) (14) よりも少なくなることがわかった。したがって、試料溶
液の酸性化には H2SO4を用いることにした。 

 
最適樹脂量に関する検討結果について述べる。 
まず、樹脂量とバックグラウンドの DOC溶出量との関係を Fig.2-3に示す。樹脂量：溶液

量＝1: 100, 1: 50のときの溶出量は 0.03 mg C l-1以下であったが、1: 25になると溶出量が急
激に増加し、1: 10では 0.36 mg C l-1に達することがわかった。 
次に、樹脂量と AHS 吸着量との関係を Fig.2-4 に示す。この時用いた試料溶液 (BN) 

の DOM濃度は 2.2 mg C l-1であった。樹脂量：溶液量＝1: 100, 1: 75, 1: 50, 1: 25のとき、
吸着量は ca. 0.6 mgC l-1と概ね等しかった。すなわち、DOM濃度が 2.2 mgC l-1以下の試料

溶液の AHS を定量する場合、樹脂の割合が最も少ない（樹脂量：溶液量＝1: 100）場合で
あっても、樹脂に AHSを十分吸着（飽和）させることができると判断された。 
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Fig.2-3  樹脂量と DOC溶出量との関係 
 
 
 
 
 

 

 
 

Fig.2-4  樹脂量と AHS吸着量との関係 
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このようにして、バックグラウンドの DOC 溶出量が定量性に支障をきたさず、かつ、AHS
吸着量が飽和に達する樹脂量を検討した結果、樹脂量：溶液量の比は 1: 50に規格化する
ことにした。 

 
最適吸着時間の検討結果について述べる。 
0 - 53 hの範囲における吸着（振とう）時間と AHS吸着量との関係を Fig.2-5に示す。吸

着開始から 4 hまでにAHSが樹脂に急速に吸着していることがわかった。その後、12 hまで
は吸着量が若干増減を繰り返していることから、AHSが安定に樹脂に保持されておらず、吸
着と脱着を繰り返していることが推測された。12 h以降は吸着量がほぼ一定となったことから、
AHSが樹脂に安定に保持され続けていると考えられた。そこで、吸着時間は 12 h以降で規
格化するのが望ましいと判断された。 
設定する吸着時間が長くなるにつれて、試料溶液の変質が懸念される。しかしながら、

図には示していないが、実際にはレファレンス区のDOC濃度は 1-53 hの範囲においてほぼ
一定の状態を保っていた (2.0 - 2.3 mgC l-1) 。そこで、12 h以降 53 h以内で定量操作がし
やすい時間を検討し、最終的には 24 hを採用することにした。 

 
吸着諸条件の検討結果について述べる。 
試料溶液の振とう・不活性ガス注入の有無と AHS吸着量との関係を Fig.2-6に示す。 
まず、振とうの有無による違いについて考察する。もし、振とうによって AHS の物理的分

解がおこっているのであれば、振とう試験区の方の AHS吸着量が少なくなるはずである。だ
が、12 h, 24 h静置試験区の AHS吸着割合はそれぞれ 19.3, 33.5 %であったのに対して、
12 h, 24 h振とう試験区のAHS吸着割合はそれぞれ 39.2, 38.0 %であり、むしろ多くなった。
つまり、振とうによって 24 h以内に AHSの物理的分解がおこっているとは考えられず、逆に、
静置 24 h以下では樹脂に AHSが十分吸着しないことが示唆された。 
次に、不活性ガス (N2) 注入の有無による違いについて考察する。もし N2注入によって

AHSの酸化的分解が抑制されているのであれば、N2注入試験区の方のAHS吸着量が多く
なるはずである。だが、12 h, 24 h静置・N2注入試験区の AHS吸着割合はそれぞれ 17.6, 
30.2 %であり、12 h, 24 h静置試験区とあまり違いはなかった。つまり、試料溶液にN2を注入

しても酸化分解の防止効果はないことがわかった。 
つまり、本研究で検討している定量条件下では、試料溶液の変質（AHS の物理的・酸化

分解）に対する配慮は必要がないことがわかった。したがって、試料溶液は振とう（110rpm, 
暗所、5℃、24 h）し、N2注入はおこなわないことにした。 
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Fig.2-5  時間経過にともなう AHS吸着量の変化 

（非有色水系試料MK） 
 
 
 
 
 

 
 
 

Fig.2-6  振とう・不活性ガス注入の有無と AHS吸着割合との関係 
（非有色水系試料MK） 
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次に、有色水系試料に適用するための定量法の改良結果について述べる。 
ろ過試料の酸性化を TOC測定直前におこなった場合と試料の酸性化後 24 h振とうした

場合の DOM濃度を比較した。まず、非有色水系試料の RK と有色水系試料の SL を用い
た実験結果を Fig.2-7に示す。RKでは、直前に酸を加えた場合は 2.45 mgC l-1、酸添加後

24 h振とうした場合は 2.53 mgC l-1となり、有意差が認められた（p = 0.022）ものの、その差は
0.1 mgC l-1以内であるため、TOC計の誤差範囲内であった。よって、非有色水系試料に関
しては、沈殿は TOC 計による測定値にはほとんど影響を及ぼさないと考えられた。しかし、
有色水系試料である SLでは、もとの DOM濃度が ca. 5 mgC l-1の場合（SL5）、直前に酸を
加えた場合は 4.69 mgC l-1、酸添加後 24 h振とうした場合は 4.00 mgC l-1となり有意差が大

きかった（p = 0.004）。また、もとの DOM濃度が ca. 2 mgC l-1の場合（SL2）はそれぞれ 2.18 
mgC l-1と 1.84 mgC l-1となりやはり有意差が大きかった（p = 0.001）。つまり、有色水系試料
に関してはどちらも 24 h振とう後の濃度の方が著しく減少した。このことから、有色水系試料
は、非有色水系試料に比べて、酸性化後時間が経過すると腐植酸成分の沈殿の量が増え、

それらがろ過により取り除かれることにより DOM 濃度が低く見積もられてしまうことがわかっ

た。なお、今回使用した SL は、泥炭土壌を水抽出した試料であったため、腐植酸の割合が
高く特に沈殿が起きやすかったと考えられた。一方、非有色水系試料では比較的沈殿が起

こりにくく、たとえ起こったとしてもその量が少ないために TOC 測定誤差範囲内であることが
わかった。次に、非有色水系試料の BN-4を用いた結果を Fig.2-8に示す。水深 40 – 90 m
の試料では TOC測定直前に酸を加えた場合と酸添加後 24 h振とうした場合とでほとんど差
は見られなかったが、2.5 – 15 mの試料では差が大きかった。このことから、たとえ非有色水
系であったとしても、試料によっては沈殿の生じやすく、酸性化のタイミングによってDOMの
測定値が変化する可能性が示唆された。 
以上のことから、非有色/有色水系どちらの試料のDOM濃度を測定する場合においても、

TOC 分析直前に酸性化するよう定量法を改良することが望ましいと判断した。その際、TOC
計の自動酸添加機能を用いれば、試料を酸性化後すぐに TOC測定できることから、実際の
操作ではこの機能を採用することとした。 
有色水系試料の試料溶液濃度の検討結果を Fig.2-9に示す。もとのDOM濃度が ca. 50 

mgC l-1である SLを４段階（18.4, 27.5, 36.9, 46.1 mgC l-1）に希釈して定量をおこなったところ、

DOM に占める AHS 割合は 4 試料でほとんど差がなかった。ただし、最も高濃度の 46.1 
mgC l-1の溶液ではAHS割合（樹脂吸着量）が若干下がり、また、ばらつきも大きくなった。こ
のことから、樹脂量：試料量＝1： 50の条件下においては、AHS濃度が ca. 35 mgC l-1まで

の試料水については正確に AHS の定量ができることがわかった。しかしながら、実際には
DOM濃度が 30 mgC l-1以上の試料水を希釈せず定量しようとすると、沈殿が多く生じてろ

過作業に多くの時間がかかってしまった。また、ろ紙が 2枚以上必要になった。 
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Fig. 2-7  酸性化のタイミングによる DOM濃度の違い 
（非有色水系試料 RK・有色水系試料 SL） 

 
 
 

 
 

Fig.2-8  酸性化のタイミングによる DOM濃度の違い 
（非有色水系試料 BN-4） 
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Fig.2-9  試料溶液濃度と AHS割合との関係 
（有色水系試料 SLを４段階に希釈） 
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そのため、高DOM濃度の有色水系試料等を定量する際には溶液を10 – 20 mgC l-1に希釈

した方がろ過作業にかかる時間を減らすことができ効率的であると判断した。 
 
以上の検討結果から、規格化した AHS 定量法のスキームをまとめると Fig.2-10 のように

なる。 
まず、試料水を 0.3 µm のガラス繊維ろ紙でろ過する。次に、水分を除去した樹脂（再洗

浄済み DAX-8）0.5 ml (0.25 g dry wt) を No.6バイアル瓶に量り採り、ろ過した試料溶液を
25 ml加える。つまり、樹脂量：溶液量の比は 1: 50 とする。この吸着試験区（非有色水系試
料は 5連、有色水系試料は 3連）とは別に、0.05 M硫酸と樹脂のコントロール区（5連）、0.05 
M 硫酸のみの硫酸区（1 連）、試料溶液のみのレファレンス区（1 連）も準備する。吸着試験
区では、バイアル瓶に試料溶液を加えた後、ただちに 1 M 硫酸を 1 ml 加えて酸性化（pH 
ca.1）をおこなう。一方、レファレンス区では酸性化にともなう沈殿の影響を考慮し TOC 測定
直前に酸性化をおこなう（TOC 計の自動酸添加機能を利用）。試料溶液への不活性ガス
（N2）の注入は不要である。また、吸着試験区とコントロール区では、静置ではなく振とう

（110rpm, 暗所, 5℃）によって樹脂への AHSの吸着をおこなう。そして、吸着時間は 24 h と
する。吸着終了後、試料溶液の上澄み液を 0.3 µmのガラス繊維ろ紙でろ過し、ろ液の TOC
測定をおこなう。 

 
AHS 濃度および AHS 割合の算出方法を説明する。まず、各試験区の DOC 測定濃度

（TOC測定値）および樹脂量を以下のように表す。 
 

レファレンス区の濃度 ＝A (mgC l-1) 
吸着試験区の濃度 ＝B (mgC l-1) 
コントロール区の濃度 ＝C (mgC l-1) 
硫酸区の濃度 ＝D (mgC l-1) 
吸着試験区に入れた樹脂量 ＝X (g) 
コントロール区に入れた樹脂量 ＝Y (g) 

 
計算の概要は、レファレンス区濃度、つまり全 DOM濃度 (A) から吸着試験区濃度、つ

まり nonAHS濃度 (B) を差し引くことで、試料溶液中のAHS濃度を算出するものである。こ
のとき、バックグラウンド（樹脂・器具）の DOC 溶出量を測定するコントロール区濃度 (C) を
nonAHS 濃度から差し引くことが必要である。さらに、器具からの DOC溶出量を測定する硫
酸区 (D) をコントロール区濃度から差し引くことも必要である。 
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Fig.2-10  AHS定量法のスキーム 
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本章で適用したバッチ法では、バイアル瓶に再洗浄済みの湿潤状態の樹脂を入れ、こ

こに試料溶液を正確に 25 ml 加え、AHS を樹脂に吸着させる。この方法で注意しなければ
ならないのは、樹脂を湿潤状態のまま電子天秤で量りとるため、全ての試験区においてバイ

アル瓶に入れる樹脂の量とそこに含まれる水分の量を均一にすることは不可能であるという

ことである。湿潤状態の樹脂に含まれる水分量は、試料溶液量に対して 100 分の 1 程度と
少量であるが、定量濃度に影響を及ぼす。そこで、バイアル瓶に入れた樹脂量とその含水

率から樹脂によって加えられた水分量を算出し、この量を濃度計算に反映させた。なお、こ

の計算方法では、１回の試験で用いた樹脂が、全ての試験区において同じ含水率と溶出量

を持っていると仮定している。 
まず、コントロール区に入れた樹脂量 (Y) 、樹脂の水分含量 (%) 、コントロール区の

濃度 (C) と硫酸区の濃度 (D) より、コントロール区の樹脂の水分量と樹脂からの DOC 溶
出量を算出すると以下のようになる。 

 
コントロール区の樹脂の水分量 (g) = Y×(水分含量 / 100) 
溶出量 (mgC l-1) = Ｃ× (試料溶液量 + 水分量) / 試料溶液量 – D 

 
ここで、溶出量を 5連の平均で算出するとき、コントロールの 5試験区それぞれに入れた

樹脂の量が異なるため、それぞれに対して樹脂量当たりの溶出量を算出し、その値を平均

して湿潤状態の樹脂 1 g当たりの溶出量を求める。 
 

湿潤状態の樹脂 1 g当たりの溶出量 (mgC l-1 / g) = 溶出量 (mgC l-1) / Y 
 
この値は、１回の試験で用いた全ての樹脂の単位グラム当たりの溶出量であり、この値を

用いて吸着試験区に入れた樹脂量毎の溶出量を計算する。 
次に、吸着試験区の濃度 (B) と吸着試験区に入れた樹脂量 (X) を用いて、吸着試験

区の上澄みの nonAHS濃度を算出する。 
まず、コントロール区と同様に吸着試験区に加えた樹脂量 (X) から吸着試験区の樹脂

の水分量を計算すると以下のようになる。 
 

吸着試験区の樹脂の水分量 (g) = X×(水分含量 / 100) 
 
次に、この水分量と酸添加量を加味して nonAHS濃度を算出すると以下のようになる。 
 

nonAHS濃度 (mgC l-1) = B× (試料溶液量 + 水分量 + 酸添加量) / 試料溶液量 
 - 湿潤状態の樹脂 1 g当たりの溶出量×X 
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最後に DOM濃度と AHS物質を計算する。 
レファレンス区の濃度 (A) に酸添加量を加味して DOM濃度を算出すると以下のように

なる。 
 

DOM濃度 (mgC l-1) = A× (試料溶液量 + 酸添加量) / 試料溶液量 
 
以上により、AHS濃度および AHS割合は以下のように表される。 
 

AHS濃度 (mgC l-1) = DOM濃度 – nonAHS濃度 
AHS割合 (%) = AHS濃度 / DOM濃度 

 
2-2  確立した定量法の適用  
開発した定量法の適用例として AHS 濃度の地点間比較をした非有色水系試料の物理

化学的特性（温度・pH・EC・SS・Chl-a・T-N・T-P）及び DOM濃度を Table2-3に示す。 
まず、水温に関しては、採取及び測定時期が夏期であったので、20℃以上であった。さ

らに、pHは 6.5 - 7.6で、弱酸性から中性付近であった。ECは、BS、BN、YS、DO、KAで 10 
mS m-1以上であり、また BCは 100 mS m-1以上となった。 
また、SSは、測定値の幅が広く、最も低かったのはMKで 0.7 mg l-1であった。そして、

KAが最も高く、15.2 mg l-1となった。 
Chl-aに関しても、測定値の幅が広く、最小値が BCで 0.5 µg l-1となった。また、最大値

はDOで 65.5 µg l-1となった。また、BS, KAについても、それぞれ 30.0, 57.5 µg l-1となり、今

回対象とした試料の中では比較的高い値を示した。 
T-Nに関しては、各試料の測定値の幅は、0.11 - 0.25 mg l-1となった。 
T-Pでは、各試料の測定値は、DO と KAを除いて 0.1 mg l-1以下となったが、とくに KT

では 0.0001 mg l-1以下と非常に低かった。DOは 0.38 mg l-1、KAは 0.20 mg l-1であり、今回

対象とした試料の中では比較的高い値を示した。 
これらの非有色水系試料のAHS/nonAHS濃度及びAHS割合を Fig.2-11に示す。各試

料の AHS濃度は、0.4 - 2.4 mgC l-1の範囲であった。また、DOMに占める AHSの割合は
38.9 - 56.7 %であった。 

 
琵琶湖 N-4 地点（BN-4）の水深別試料の定量結果を示す。採取試料の水温および pH

を Table2-4 に示す。この値から水温躍層を推定すると 24.5 m となった。また、水深別の
DOMおよび AHS濃度を Fig.2-12に示す。 
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Fig.2-11  AHS/nonAHS濃度及び AHS割合 
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Table2-4  琵琶湖 N-4地点（BN-4）の水深別試料の水温および pH 

!"#$% &' !(#)%

*+, -+./ 0-+/

1+, -+./ 01+0

0, -+./ 01+0

*, -+./ 0-+1

23 -+/0 00+.

43 -+/* 03+.

.3 -+/* /+1

., 1+14 /+1

/3 1+14 /+/
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Fig.2-12  BN-4の水深別 DOMおよび AHS濃度 

 

 
 

Fig.2-13  BN-4の水深別 AHS割合 
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DOM濃度は 0.99 - 1.36 mgC l-1、AHS濃度は 0.31 - 0.54 mgC l-1の範囲であった。また、

DOMに占めるAHSの割合を Fig.2-13に示す。AHS割合は 31.9 - 40.8 %の範囲であった。
いずれにせよ、水温躍層付近で AHS 濃度および割合が大きく変化することが明らかとなっ
た。 
 

第 3節 考察  

本章で開発した定量法を 9 ヶ所の非有色水系の湖やため池の試料水に適用した結果、
DOMに占める AHSの割合は 38.9 - 56.7 %であった。方法は異なるものの、既存の報告値
から大きく外れるものではなかったことから、この値の信憑性は高いものと考えられる。9試料
の測定値の幅は 10 %と狭かったことから、AHSの生成環境や存在状態に共通性の高い試
料を選抜してした可能性がある。具体的には、9試料は、１）全て非有色水系試料である、２）
流水系（河川）ではなく滞留水系（湖・ため池）試料である、３）夏（6 - 8 月）の表層水試料で
ある、ということが共通している。これら 3 つの共通性が AHS 割合の類似性に何らかの形で
寄与しているのかもしれない。 
次に、琵琶湖 N-4地点（BN-4）の水深別試料の定量結果について考察する。AHS濃度

は水温躍層（24.5 m）を境に大きく減少するが、水深 30 m以下ではほぼ一定の値となった。
このことから、水温躍層より上の表層水では、河川から流入する有機物や表層プランクトンに

よる内部生産がAHS生成に大きく寄与していることが推測される。ただし、水深が80 m以下
になると AHS濃度が再び上昇する傾向がみられた。採取地点の最大水深が 90.8 mである
ことを考慮すると、この原因として、水深 90 m の試料を採取するときに底質土壌が混入して
しまった可能性も考えられる。しかし、底質土壌混入の可能性が低い 80 - 85 mにかけても
濃度が上昇していることから、底質土壌からの有機物供給が AHS 生成に寄与したことが予
想される。 
これまで、AHS の質と同様、量に関しても、採取地点や時期によって変化することは予

想されていたが、具体的に「どのくらい変化するのか」、については明示されてこなかった。

例えば、今井ら (1998) は、日本の非有色水系の代表的な湖である琵琶湖の場合、湖水
AHSが DOMに占める割合は 25 – 27 %と時期や場所にかかわらずほぼ一定していたが、
流入する河川 AHSでは 37 – 73 %と変動していたと報告している。今後、本章で確立した定
量法を河川や地下水、有色水系や湿原水試料、さらには採取時期が異なる試料にも適用し、

より多くのAHS濃度・割合の測定値を比較することで、AHSの量の時・空間的な変動に関し
て明確な提言ができるようになるだろう。 

AHS濃度と水の物理化学特性値との相関性を Fig.2-14に示す。相関分析はAHS濃度
と SS, Chl-a, T-N, T-P, DOM濃度との間でおこなった。まず、AHS と SS, Chl-a, T-N, T-P と
の相関性は、それぞれ R2 = 0.06, 0.13, 0.27, 0.00 と非常に低かった。 
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Fig.2-14  AHS濃度と水の物理化学特性値との相関性 
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一方、DOM との相関性は R2 = 0.97 と比較的高かった。このことから、表層水中の様々な物
質の量、すなわち、集水域から供給される懸濁態物質 (SS) や窒素・リン (T-N, P) の量、
そして湖内で発生する植物プランクトン量 (Chl-a) はAHS濃度を規定する主な要因にはな
っていないことが示唆された。また、類似した水環境中（近畿圏内の非有色水系の湖・ため

池）においては、DOMに占める AHSの割合はほぼ一定であることも示唆された。 
Baron et al. (1991) は、高山の非有色水系の湖のDOM, POM（懸濁有機物≒SS）, AHS, 

Chl-aおよび各種イオン濃度を調査し、その相関分析をおこなっている。POMとChl-aとの間
には一定の相関があったが、DOM と Chl-a との間には相関性がなかった。このことから、彼
らは、表層水中の植物プランクトン遺体は直接 DOM の供給源にはならず、一度遺体が底

質に沈降し、分解・変換作用を受けた後、DOM として徐々に表層に回帰してくるのではな

いか、と推測している。本章の結果から、温帯（近畿圏内）の非有色水系の湖・ため池にお

いても、AHS と Chl-a との間には相関性がないことが明らかとなった。Baron et al. (1991) の
推測に基づいて考えると、このことは、植物プランクトンは直接的には AHS の供給源にはな
りにくいことを意味している。表層水における生物活動は直接AHS生産には関与しないとい
うことは、Aoki et al. (2004) も指摘している。また、特に水温躍層が形成される夏の非有色
水系湖沼の場合、AHS を含む有機物が底質土壌から表層へ回帰してくるとは考えにくい。
したがって、非有色水系において表層水中の AHS の供給源となるのは、もともと表層水に
存在していた有機物の光分解産物である可能性が考えられる。なお、有色水系においては、

AHS濃度を規定する要因として流入河川からの DOM, AHS供給量も重要になってくると予
想されるが、本章はあくまで非有色水系試料を対象とした考察にとどめておく。 
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第 3章 世界の水系腐植物質の化学構造特性の比較  
 
はじめに  
腐植物質の化学構造特性は材料や生成環境によって異なることが知られている（Aiken, 

et al. 1996）。そこで、相互作用をはじめとする腐植物質の機能性の解明には、IHSSが頒布
する腐植物質のほかに、様々な土壌や水中から採取した腐植物質試料が使用されている。

第１章でも述べたように、水環境中で重要な役割を果たしている AHS の化学的性質を正確
に理解するためには、まず、試料の化学構造特性の多様性をよく把握しておく必要がある。 
茶褐色を呈した有色水系 AHS の化学構造特性については、欧米を中心に研究が進め

られてきた（Leenheer, 1989; Malcolm, 1990; Maurice et al., 2002）。ところが、日本に広く分
布している非有色水系 AHS については断片的な知見が存在するにすぎない。これは、第１
章でも述べたように、非有色水系 AHS 試料の確保の難しさに 1 つの原因があった。また、
IHSSが頒布する AHSの標準試料および参考試料は、すべて DOM濃度の高い有色水系
から得られるものであることから、これらの試料を用いた既報の研究結果から、非有色水系

AHSの化学構造特性やそれに起因する機能を予測するのは困難であった。そこで米林・児
玉（2004）は、非有色水系から AHSを大量分取できるシステムを構築した。 
本章では米林・児玉のシステムを採用し、多数の試料を確保することで、様々な有色/非

有色水系 AHS の化学構造特性を比較・検討し、AHS の多様性について調べた。なお、化
学構造特性の解析には HPSEC（高速サイズ排除クロマトグラフィー）・元素組成・13C-NMR
分析を使用した。 
 

第 1節 試料および方法  

1-1  採取地点とその概要  
日本各地に加え、カナダ・米国・スコットランド・ウクライナで採水をおこなった。これらの

水試料の概要は Table3-1に示した。非有色水系試料 56試料、有色水系試料 23試料、地
下水試料 6試料（合計 85試料）である。 
 
1-2  有色水系腐植物質の調整  
採水地点で水（100 - 200 l）をろ過して濾過水を得た。すなわち、河川や地下水をペリス

タティック・ポンプでカートリッジフィルターシステム（孔径 10，3，0.45 µmのカートリッジフィル
ターを孔径順に直列に連結したもの）に導入し、50 l h-1の速度で濾過した。濾過水は 20 - 
40 lのポリ容器に回収し、6 M HClを用いて pH 2以下になるように調整した。この酸性濾過
水に PVP樹脂（Polyclar SB，ポリビニルピロリドン樹脂）を加え、一晩放置した。 
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Table3-1  水試料の概要と分析項目 

!"# $%&' !()' *+,-. /0123 456 789:; <=>? @A;B!CD

@ ;E'(F GHIJK LMNOPQRGHIJS TUU@#@UB@@ VK W W W

T ;E'(F GHIJ9 LMNOPQRGHIJX TUUT#YBZ VK W W W

A ;E'(F GHIJ[\ LMNOPQRGHIJ] TUUA#@BT VK W W W

Y ;E'(F GHIJ[T LMNOPQRGHIJ] TUUY#@BT VK W W

Z ;E'(F ^_I `aNbcdeR^_I TUUA#@U VK W

f ;E'(F dghij `aNkledgmn @oop#@U VK W W W

p ;E'(F qrhij LMN3stqrmn VK W W W

u ;E'(F vwI `aNxyevwI TUUA#@U VK W W

o ;E'(F z{| `aNbcdez{| TUUA#@U VK W

@U ;E'(F ^| `aN}~e^| TUUA#@U VK W W

@@ ;E'(F x��| `aNxyex��| TUUA#p VK W W

@T ;E'(F �l��| `aNxye�l��| TUUA#@T VK W

@A ;E'(F ���| `aNxye���| TUUA#@U VK W

@Y ;E'(F ����| `aNxye����| TUUA#o VK W W

@Z ;E'(F �| `aN��e�|�w TUUA#@T VK W

@f ;E'(F ���I `aN��e���I TUUA#o VK W W

@p ;E'(F ���| `aNbc���t���| TUUA#o VK W W

@u ;E'(F ��| `aNxye��| TUUA#@U VK W

@o ;E'(F ��d��JK �����R��dR��d��JS TUUY#@@ VK W W W

TU ;E'(F ��d��J9 �����R��d��JX TUUY#f VK W W W

T@ ;E'(F ��d��JK LMN ¡e¢£¤R��d��JS TUUY#o VK W W

TT ;E'(F ��d��JK LMN ¡e¥s¤R��d��JS TUUY#@@ VK W

TA ;E'(F ¦§d��JK ���l¨R¦§d��JS TUUY#@U VK W W W

TY ;E'(F ¦§d��J9 ���l¨R¦§d��JX TUUY#Z VK W W W

TZ ;E'(F ¦§d��J9©ªF ���l¨R¦§d��J«¬­® TUUY#u VK W W W

Tf ;E'(F ¦§d��J9©KF ���l¨R¦§d��J«¬­¯ TUUY#u VK W W W

Tp ;E'(F ¦§d��J[ ���l¨R¦§d��J] TUUY#@ VK W W W

Tu ;E'(F °±d��J9 `aN²³t´µlR°±d��JX TUUf 79 W W

To ;E'(F °±d��JK `aN²³t´µlR°±d��JS TUUf#@@ 79 W W

AU ;E'(F �¶d�� ·¨N�¸R�¶d�� TUUU#u VK W W W

A@ ;E'(F ¹º»d�� ³¼N½¡R¹º»d�� TUUZ#@@ VK W W W

AT ;E'(F ¾¯d�� °¿N�ÀÁeRÂÃÄÅ¾¯d��Æ VK W

AA ;E'(F ÇÄd�� ÈMNÈMedÉRÇÄd�� VK W

AY ;E'(F ÊËd�� °¿N¾¯eRÊËd�� VK W

AZ ;E'(F ¾¯d�� °¿N�ÀÁeÌÍ¤R¾¯d�� VK W

Af ;E'(F ¾¯d�� �ÎN3�eÏÐR ÄdÉ�Å¾¯d��Æ TUUZ#@@ VK W W W

Ap ;E'(F ÑÒd�� OÓÔÑÒ,nÕÖ×RÑÒdJ�� TUUZ#f VK W W W

Au ;E'(F ÑÒd�� OÓÔÑÒØÙRÑÒdJ�� TUUA#o VK W W

Ao ;E'(F ÑÒdÉ� OÓÔÑÒÚ�RÑÒdJÉ� TUUY#f VK W W W

YU ;E'(F �ÛdÉ� OÓÔ�ÛdÜÝR�ÛdÉ� TUUf#o VK W W W

Y@ ;E'(F ÞßdÉ� àáNÞßRÞßdÉ� TUUY#@T VK W W W

YT ;E'(F GHIJ9© LMNâGHIâ« TUUu#u VK W W W

YA ;E'(F ãÓ|J9 LMN ¡eâãÓ|âX TUUp#Y 79 W W W

YY ;E'(F ãÓ|J9© LMN ¡eâãÓ|â« TUUp#u 79 W W W

YZ ;E'(F ãÓ|JK LMN ¡eâãÓ|âS TUUf#@U 79 W W W

Yf ;E'(F ãÓ|J[ LMN ¡eâãÓ|â] TUUf#@T 79 W W W

Yp ;E'(F ãÓ|J9 LMN ¡eâãÓ|âX TUUp#Y VK W W W

Yu ;E'(F ãÓ|J9© LMN ¡eâãÓ|â« TUUp#u VK W W W

Yo ;E'(F ãÓ|JK LMN ¡eâãÓ|âS TUUf#@U VK W W W

ZU ;E'(F ãÓ|J[ LMN ¡eâãÓ|â] TUUf#@T VK W W W

Z@ ;E'(F ä^ åsNâ¾æ�çèéêëd TUUp#o 79 W

ZT ;E'(F °±d��J9 `aN²³t´µlR°±d��JX TUUf VK W W

ZA ;E'(F °±d��J9© `aN²³t´µlR°±d��J« TUUf VK W W

ZY ;E'(F °±d��JK `aN²³t´µlR°±d��JS TUUf#@@ VK W W W

ZZ ;E'(F °±d��J[ `aN²³t´µlR°±d��J] TUUp VK W W

Zf ;E'(F 8"ì%Jí(î' ï799JF'ð# VK W W  
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Table3-1  (continued) 

!"# $%&' !()' *+,-. /0123 456 789:; <=>? @A;B!CD

@ ;"E"F G!B8H GIJ"I'KL(M8'(NOF'PL"I HQQ@#R ST U U

H ;"E"F VWVXYZ[ \]^_`MVWVXYOZ[ HQQA#@H ST U U

A ;"E"F _`abcdefg \]^_`MVWVXhifj ST U U U

R ;"E"F _`abcdekg \]^_`MVWVXhikj ST U U U

l ;"E"F _`abcdeZg \]^_`MVWVXhiZj ST U U U

m ;"E"F Tn"IODLn'F 9o"NE(IJpOTn"IOFLn'FpOq&&'F HQQQ#r 79 U U U

s ;"E"F t"u)"F' 9o"NE(IJpOt"u)"F'pOq&&'F @vvv 79 U U U

r ;"E"F w%'ODLn'F 9o"NE(IJpOw%'OFLn'FpOq&&'F HQQQ#r 79 U U U

v ;"E"F xE'I)"F' 9o"NE(IJpOxF'I)"F'pO7'(Ju(N'F 79 U U U

@Q ;"E"F y"ozOI(OSL(o(LN 9o"NE(IJpOy"ozOI(OSL(o(LNpO7'(Ju(N'F 79 U U U

@@ ;"E"F 9&'%KLJ'@Q@s 9o"NE(IJpO9&'%OFLn'FpO8"LINO@Q@s 79 U U U

@H ;"E"F 9&'%KLJ'O@H 9o"NE(IJpO9&'%OFLn'FpO8"LINO@H 79 U U U

@A ;"E"F 9&'%KLJ'O@A 9o"NE(IJpO9&'%OFLn'FpO8"LINO@A 79 U

@R ;"E"F 9&'%KLJ'O@R 9o"NE(IJpO9&'%OFLn'FpO8"LINO@R 79 U

@l ;"E"F 9&'%KLJ'O@l 9o"NE(IJpO9&'%OFLn'FpO8"LINO@l 79 U

@m ;"E"F 9&'%KLJ'Olm 9o"NE(IJpO9&'%OFLn'FpO8"LINOlm 79 U U U

@s ;"E"F $")LIN"E 9o"NE(IJpO$")LIN"E HQQ@#H 79 U

@r ;"E"F 8F%&%(NK q{ELI'pO8FL&%(NODLn'FpOw"nE|L(J% ST U U U

@v ;"E"F 9(z(IO@ q{ELI'pO8FL&%(NODLn'FpO9(z(IOT&FLE ST U U U

HQ ;"E"F 9(z(IOH q{ELI'pO8FL&%(NODLn'FpO9(z(IO9'&N# ST U U U

H@ ;"E"F t'(FC'(J"u q9pO8'IIKLEn(IL(pOt'(FC'(J"uO8'(NOF'PL"I @vvv#@Q ST U U U

HH ;"E"F 9}u(II''ODLn'F G799OKNJ# ST U U

HA ;"E"F !"FJLoOy({' G799OF'~# ST U U

!"# $%&' !()' *+,-. /0123 456 789:; <=>? @A;B!CD

@ x� xF(KKOtE"o{ �(I(J(pO�IN(FL"pOxF(KKOtE"o{O9LN'eBA)� 79 U U

H x� 7;B@v ;(I(J(OC(ILN"�(pO�L�IL&'P�eBHsQ�g @vvs#m 79 U

A x� �:Bm ;(I(J(OC(ILN"�(pO�L�IL&'P�eBHRQ�g 79 U

R x� �(EE(o'O8"LIN �(I(J(pO�IN(FL"pO�(EE(o'O8"LINeB@r)� 79 U U

l x� _`Y�� \]^_`Y��Mc�d ST U U

m x� �i ����ieBsvH�B@HQH�g ST U U U

 

Clear: 非有色水系試料 

Color: 有色水系試料 

GW: 地下水試料 
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次いで、樹脂を脱脂綿によるろ過操作で回収し、腐植物質の吸着した PVP樹脂を持ち帰っ
た。持ち帰った樹脂は 0.1M NaOH で溶出し、透析チューブ（分画分子量 100、Spectra / 
Por）で脱塩した後、凍結乾燥をおこない、AHSの粉末試料を得た。 

 
1-3  非有色水系腐植物質の調整  

Fig.3-1 に示した大量分取装置（Fujitake et al., 2009）を用いて、採取地現地において
AHS（FA 以外の画分も含む）を樹脂に吸着させた。すなわち、吸引ポンプ（WP62, 
Millipore）および送液ポンプ（NDP-5, Yamada）を用いて孔径 10, 0.8, 0.45 µmのカートリッジ
フィルター（ADVANTEC）に順次通過させた水試料を、6 M HClを用いて pH 2以下に調整
し、DAX-8樹脂（SPELCO）を充填したカラムに供した。流速は 10 - 130カラム容量 h-1とした。

DAX-8樹脂カラムを通過した画分は 6 M NaOH を用いて中和した後に廃棄した。 
樹脂に吸着させて研究室に持ち帰ったAHSは、XAD-8分画法（Thurman and Malcolm, 

1981）に基づいて濃縮精製をおこなった（Fig.3-2）。すなわち、まず、水試料を供試したカラ
ムを 3カラム容量の 0.1 M HCl、続いて 0.65カラム容量の蒸留水で洗浄した。樹脂吸着画分
は 2カラム容量の 0.1 M NaOHで溶出し、次いで 3カラム容量の蒸留水で洗浄し、洗浄液は
NaOH溶出画分にあわせた。流速は 3カラム容量 h-1とした。この溶液を 6 M HClを用いて
直ちに pH 2以下に調整し、一晩放置後、1回目の樹脂量の 1 / 20容量のDAX-8樹脂を充
填したカラムに再度供し、上述の濃縮操作を繰り返した。この溶出液（HCl 酸性）に、最終濃
度が 0.3 Mなるように 46.5 % HFを添加し、一晩振とうした（灰分除去操作）。この溶液は遠
心分離（7000 rpm, 20 min）し、その上澄みを 2回目の樹脂量の 1 / 3容量の DAX-8樹脂を
充填したプラスチック製のカラムに供し、上述の濃縮操作を再度おこなった。この溶出液は

酸性化せず、直ちに陽イオン交換樹脂（AG-MP 50 Bio-Rad）に供して H＋型とし、凍結乾燥
してフルボ酸（FA）画分を得た。 
遠心分離後の沈殿は、上述の灰分除去操作を再度おこなった後、蒸留水に懸濁させ、

透析チューブ（分画分子量 100、Spectra / Por）を用いて脱塩した。この溶液を凍結乾燥して
フミン酸（HA）画分を得た。 

AHSが吸着した DAX-8樹脂に NaOH を通過させた後、脱着されない着色成分が樹脂
に多く残っている場合がいくつかあった。そこで、この着色成分はメタノールや 50 %エタノー
ルあるいはアセトン等の有機溶媒で回収した。回収した溶液は、ロータリーエバポレーター

（40℃）で有機溶媒を除去した後、上述の灰分除去操作をおこなった。この溶液は遠心分離
（7000 rpm, 20 min）し、上澄みを 1回目の樹脂量の 1 / 100容量の DAX-8樹脂を充填した
プラスチック製のカラムに供し、吸着画分（着色成分）を有機溶媒で回収した。この溶液は、

ロータリーエバポレーターで有機溶媒を除去した後、凍結乾燥して有機溶媒（Org.）画分とし
た。 
なお、量が大変少ない試料については、FA-HA-Org.の分画をおこなわなかった。 
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Fig.3-1  AHS大量分取装置の概略図 

 
 

 

Fig.3-2  AHS分画のフローチャート 
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また、以下の化学構造特性解析は、AHS 試料、あるいは水圏生態系で優占し AHS の主要
な化学構造特性を示すとされている FA 試料を対象としておこなった（Malcolm, 1985; 
Maurice and Namjesnik-dejanovic, 1999）。 

 
1-4  HPSEC分析  

AHS粉末試料 0.5 mgをエッペンドルフチューブに採り、超純水（Milli-Q Jr, Millipore）
0.5 mlを加えて懸濁させ、超純水で調製した 0.1M NaOHを少量加えて pH 8 - 9に調整した
後、一晩室温で振とうして溶解させた。この AHS 溶液の 20 µl をマイクロプレートに採り、移
動相 980 µlを加えて希釈して試料溶液とした。移動相には pH 7.0に調整した 10 mM リン酸
緩衝液（NaH2PO4-Na2HPO4混液）に 25%相当のアセトニトリル（HPLC用、ナカライテスク）を
加えて孔径 0.2 µmのメンブレンフィルター（親水性 PTFE, Millipore）でろ過した溶液を用い
た。試料溶液をディスポーサブルフィルター（0.2 µm, 親水性 PTFE, Millipore）でろ過してキ
ャップ付き 1 ml クリアーガラスバイアル（Waters）に注入して測定に供試した。 

 
デガッサー ：ERC-3415α（ERC） 
ポンプ ：Waters 600E 
オートサンプラー ：Waters 717 plus Autosampler 
検出器 ：Waters 2487 UV-visible Detector 
検出波長 ：260 nm 
ガードカラム ：Shodex Ohpak SB-G（φ6.0×50 mm, 昭和電工） 
カラム ：Shodex SB803 HQ（φ8.0×300 mm, 昭和電工） 
  （排除限界分子量 100,000プルラン換算） 
流速 ：0.8 ml min-1 
注入量 ：30 µL 
解析ソフト ：Waters Millenium 32 Chromatography Manager (Ver. 3.06) 
 
また、相対分子量を算出するために、標準物質試料として分子量既知のポリスチレンス

ルホン酸ナトリウム（PSSNa, Polysciences）および p-スチレンスルホン酸ナトリウム（分子量
184, 和光純薬工業）を用いた。分子量 188k, 15.8k, 184 Daの PSSNaを 2 mgずつ（184の
み 0.5 mg）１つのNo.01マイティーバイアルに量り採り、これをスタンダード Sとした。また、分
子量 356k, 35.7k, 1.37k Daの PSSNaおよび 680k, 86.5k, 4.92k Daの PSSNaをそれぞれ同
様に 2 mgずつ一つのバイアルに量り採り、前者をスタンダードM、後者をスタンダード L と
した。各スタンダードは超純水 2.0 mlを加えて一晩振とうして十分に膨潤・溶解させた。これ
らの溶液 20 µlをそれぞれマイクロプレートに採り、AHS試料と同様に希釈・調製し、HPSEC
分析に供試した。また、有効カラム容量（V0+Vi）と排除容量（V0）は、それぞれアセトンと Blue 
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Dextran （2,000k Da）を使用して測定した。 
得られたクロマトグラムを，Waters社製Millenium32クロマトグラフマネージャーソフトによ

って解析をおこない，各 AHSの平均分子量を算出した。 
 
1-5  元素組成分析  

AHS粉末試料約 20 mgを No.1マイティーバイアルに採り、NaOH と P2O5を入れた真空

乾燥機を用いて 2日間 45℃で真空乾燥させて水分を除去した。この試料のうち ca. 2 mgを
精秤し、炭素、水素、窒素含量を乾式燃焼法で測定した。測定装置には CHNS/O アナライ
ザー（2400Ⅱ型、パーキンエルマージャパン）、標準試料にはアセトアニリド（和光純薬工
業）を用いた。測定条件は、燃焼温度；960℃、還元温度；680℃とした。酸素含量は試料の
全体重量から炭素、水素、窒素および灰分含量を差し引いて求め、各元素組成は無水無

灰分換算で示した。 
灰分含量は上述の乾燥した試料約 10 mgをセラミックボード上で 550℃、6時間灼熱し、

有機物が残っていないことを確認して燃焼前後のセラミックボード重量の差から算出した。 
 
1-6  13C-NMR分析  

AHS粉末試料約 50 mg を No.4マイティーバイアルに採り、重水素化率 99.9 %の重水
（Aldrich）300 µl と 10% NaOD（重水素化率 99.9%、CEAフランス原子力庁）20 µlを加えて
溶解させた。この FA 溶液に内部標準としてトリメチルシリルプロピオン酸ナトリウム（sodium 
3-trimethylsilylpropionate 2,3,3,3, D4; TMSP, Euriso-top）1 %溶液を 20 µL加え、全量が約
0.4 mlになるように重水を用いながらφ5 mmの NMR試料管（PS-001, SHIGEMI）へ移した。
この試料溶液を NMR 分光装置（Bruker AVANCE K500、Bruker）に供試し、逆ゲート付き
デカップリング法にて 13C-NMRスペクトルを測定した。測定パラメーターは以下に示した。 

 
【条件】 観測周波数；125.77 MHz, データ取得時間；0.839 s, 遅延時間；2.5 s, パルス
幅；6.82 µs（45°パルス）；積算回数；8,000～28,000 

 

第 2節 結果  

2-1  濃縮精製量  
非有色水系AHSの回収濃度は、おおむね 0.05 - 0.2 mg l-1程度であった。また、有色水

系 AHSの場合は 2 - 4 mg l-1程度であった。また、非有色水系 AHSでは FA割合が高くな
る傾向があり、淡海池Wでは 92.7 %に達した。河川、湖、地下水および海水中のAHSの場
合，FAが 90 %前後を占めるとされており（Thurman, 1985）、その結果は一致した。 
ところで、今回解析した試料総数は85試料であるが、DOM量は採取時期（季節）の違い
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や降水の有無による気象条件の違いで大きく変動し、その特性も変動が激しいことが予想さ

れる。AHS は DOM の中でも安定性が高い特性をもつと考えられているが、実際のところ、

季節や気象条件の影響でどの程度変動するかは定かではない。そこで、各種分析の平均

値やデータ解析に際しては同じ採取地点で季節や気象条件の異なるサンプルは一部排除

して解析をおこなっている。採取時期がほぼ同じ試料の地点間比較や、同じ採取地点での

季節間比較は、それぞれ第 4章、第 5章でおこなった。 
 
2-2  HPSEC クロマトグラム  

AHSのHPSEC分析は、土壌腐植物質のそれに比べて多くの研究がおこなわれてきた。
これは、AHS が土壌腐植物質に比べて水に対する溶解性が明らかに高いことと、濃度が希
薄であるため検出感度の比較的高いHPSEC法が好まれる傾向にあることが要因となってい
る。しかし，検出器や標準試料の種類、カラムや移動相の相違によって、著しく得られる値は

異なることも知られている（藤嶽, 2003; McDonald et al., 2004）。したがって、異なる条件でお
こなわれた測定値との単純な相互比較は不可能である。そこで、結果の解釈は本章で得ら

れたデータの相互比較に留める。 
各試料のHPSEC分析結果を Table3-2に示す。本章で解析したAHSのMw（重量平均

分子量）は 760 - 4858 Daの範囲であった。非有色水系全体では 760 - 4338 Da、有色水系
全体では 1434 - 4858 Daであり、有色水系 AHSに比べて非有色水系 AHSは小さいサイズ
にMwの分布域を持つことが示された。 
 
2-3  元素組成  
各試料の元素組成分析結果を Table3-3に示す。重量割合（W%）は、Cが 47 - 61 %、H

が 4.0 - 9.3 %、Nが 0.6 - 6.5 %、Oが 30 - 47 %であった。ちなみに、Schnitzer and Khan 
(1978) の土壌 HAのデータに比べると、H と Oがやや高く、Nがやや低い傾向にあった。ま
た，同 FAの値とくらべると、Cや Oがやや低めであった。 
元素組成比のO/C と O/Hの関係を Fig.3-3に示す。非有色水系 AHSは有色水系 AHS

に比べて O/C, O/H がともに低い領域にプロットされ、さらに、分布域が広かった。湖沼や海
洋の AHS は、集水域土壌や河川から供給される外因性の生成物と、底質からの有機物の
還元やプランクトンの死骸や代謝産物の供給によって湖内で生産される内因性の生成物と

で構成されていると考えられていることから（Steinberg, 2003）、Fig.3-3 のように非有色-有色
AHSの分別がある程度可能となった可能性がある。しかし一方で、元素組成分析の結果の
みで AHS の詳細な類型化をおこなうことは困難であるとの指摘もある（Steinberg and 
Muenster, 1985）。そこで、より詳細な解析は他のデータと組み合わせておこなうこととした。 
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Table3-2  AHSの HPSEC分析値 

!"# $%&' !()' *+, -& -. -/ 0123-/4-.5

6 78'(9 :;<=> ?> @@A BCD D@6 6#EE

C 78'(9 :;<=F ?> GBH B@G GH6 6#E6

I 78'(9 :;<=JK ?> GGI B@G GA@ 6#BG

E 78'(9 :;<=JC ?>

B 78'(9 LM< ?>

@ 78'(9 NOPQR ?> CCAG

D 78'(9 STPQR ?> CCG6

G 78'(9 UV< ?>

A 78'(9 WXY ?>

6H 78'(9 LY ?>

66 78'(9 Z[\Y ?>

6C 78'(9 ]^\_Y ?>

6I 78'(9 \`aY ?>

6E 78'(9 bcdeY ?>

6B 78'(9 fY ?>

6@ 78'(9 bgh< ?>

6D 78'(9 ij\Y ?>

6G 78'(9 klY ?>

6A 78'(9 mnNop=> ?> 6IDC G@A C6E@ C#ED

CH 78'(9 mnNop=F ?> 6GBA 66IE CCCI 6#A@

C6 78'(9 mnNqp=> ?>

CC 78'(9 mnN]p=> ?>

CI 78'(9 rsNop=> ?> 6HDH GDD 6HGH 6#CI

CE 78'(9 rsNop=F ?> 666H G6@ AGD 6#C6

CB 78'(9 rsNop=Ftu9 ?> 6ICH 66HH 6@HH 6#EB

C@ 78'(9 rsNop=Ft>9 ?> 6CGH 6HIH 6BCH 6#EG

CD 78'(9 rsNop=J ?> 66IH DAA 6H6H 6#C@

CG 78'(9 vwNop=F xF 6BIA ADG EIIG E#EI

CA 78'(9 vwNop=> xF 6E6H AGI IAI@ E#HH

IH 78'(9 yzN]p ?> CABE

I6 78'(9 {|}Nop ?> 6III DD6 6CID 6#@H

IC 78'(9 ~�N]p ?>

II 78'(9 ��N]p ?>

IE 78'(9 ��Nqp ?>

IB 78'(9 ~�Nqp ?>

I@ 78'(9 ~�Nop ?> 6I6I AEI 6BAC 6#@A

ID 78'(9 ��Nop ?> 6HA@ BGA ACB 6#BD

IG 78'(9 ��Nqp ?>

IA 78'(9 ��N�p ?> 6C6H D@B 6C@G 6#@@

EH 78'(9 i�N�p ?> 66BB D@6 6IIH 6#DB

E6 78'(9 ��N�p ?> 6IEG GDI C6I6 C#EE

EC 78'(9 :;<=Ft ?> DHC IDI D@H C#HE

EI 78'(9 ��Y=F xF 6HCC @CB CH@I I#IH

EE 78'(9 ��Y=Ft xF 6HHD DCC AG6 6#I@

EB 78'(9 ��Y=> xF 6H6A @EB 6C6H 6#GD

E@ 78'(9 ��Y=J xF 6HBG @@G 6EHB C#6H

ED 78'(9 ��Y=F ?> DEC BHG DAA 6#BD

EG 78'(9 ��Y=Ft ?> ADH BDC A6G 6#@6

EA 78'(9 ��Y=> ?> AC6 BIH GEE 6#BA

BH 78'(9 ��Y=J ?> A6B BEA GB@ 6#B@

B6 78'(9 �L xF

BC 78'(9 vwNop=F ?> 6ICG G6@ 6B6@ 6#G@

BI 78'(9 vwNop=Ft ?> 6IDI GCC 6E6H 6#DC

BE 78'(9 vwNop=> ?> 6IBG G6I 6EBA 6#DA

BB 78'(9 vwNop=J ?> 6ICB G6B 6IEH 6#@E

B@ 78'(9 �".%=�(�' ?>
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Table 3-2  (continued) 

!"# $%&' !()' *+, -& -. -/ 0123-/4-.5

6 7"8"9 :!;<= >? @ABA

= 7"8"9 CDCEFGH >?

I 7"8"9 JKLMNOPQR >? 6=I@ 6S@A 6@TS 6#IU

@ 7"8"9 JKLMNOPVR >? 6B=@ 66TS 6TT= 6#@I

B 7"8"9 JKLMNOPGR >? 6==6 6S6S 6@I@ 6#@=

T 7"8"9 ?W".XYZW'9 [\ @S@T

] 7"8"9 ^"/)"9' [\ I6@T

A 7"8"9 _%'XYZW'9 [\ IABT

U 7"8"9 `8'.)"9' [\ @BSS

6S 7"8"9 a"bcX.(X>Z(b(Zd [\ @ITA

66 7"8"9 \&'%eZf'6S6] [\ IU=]

6= 7"8"9 \&'%eZf'X6= [\ 6@U6 66@S =6TI 6#US

6I 7"8"9 \&'%eZf'X6I [\

6@ 7"8"9 \&'%eZf'X6@ [\

6B 7"8"9 \&'%eZf'X6B [\

6T 7"8"9 \&'%eZf'XBT [\ 6IT6 6STS 6AII 6#]I

6] 7"8"9 $")Z.d"8 [\

6A 7"8"9 <9%&%(de >? IITS

6U 7"8"9 \(c(.X6 >? IST6

=S 7"8"9 \(c(.X= >? 6IT@ 6ST@ 6BIT 6#@@

=6 7"8"9 ^'(9-'(f"/ >? IAUT

== 7"8"9 \g/(..''XYZW'9 >?

=I 7"8"9 !"9fZbXa(h' >?

!"# $%&' !()' *+, -& -. -/ 0123-/4-.5

6 `i `9(eeX^8"bh 6A=@

= `i [7;6U

I `i jk;T

@ `i i(88(b'X<"Z.d =66U

B `i JKFlm

T `i no ==II
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Table3-3  AHSの元素組成分析値 

!"# $%&' !()' *+, -. /01. 234 56789 :;<=

> ? ! @ > ? ! @ ?A> @A? @A> !A>

B >C'(D EFGH/ I/ JK#B K#LK M#NB NJ#J M#BL O#KP K#LK L#BK M#MM B#MQ L#NR L#OR L#LNJ JP#OB

M >C'(D EFGHS I/ JJ#O K#OM B#RQ NK#O L#OL O#KM K#OM L#BN M#MR B#NQ L#NJ L#OQ L#LMP JN#JQ

N >C'(D EFGH-T I/ JP#Q K#BJ B#JO NN#J M#BL O#QL K#BJ L#BB M#LQ B#MJ L#NO L#ON L#LMM JP#RR

O >C'(D EFGH-M I/ JK#R J#JO M#MK NJ#J L#NK O#RM J#JO L#BK M#MM B#BR L#OL L#OR L#LNO KO#NL

J >C'(D UVG I/

K >C'(D WXYZ[ I/ JK#Q O#QO M#LO NK#B BJ#NR O#RO O#QO L#BJ M#MK B#LO L#OK L#OP L#LNB RL#JO

R >C'(D \]YZ[ I/ JJ#Q O#QR B#NP NR#P BJ#NN O#KK O#QR L#BL M#NK B#LR L#OR L#JB L#LMB KQ#BO

P >C'(D ^2G I/ JQ#M R#NL B#QL NB#K O#QN R#NL L#BO B#QP B#OP L#MR L#OL L#LMP OR#KK

Q >C'(D _`a I/

BL >C'(D Ua I/ KB#M P#BL B#ML MQ#J J#BL P#BL L#LQ B#PO B#JQ L#MN L#NK L#LBR OB#LO

BB >C'(D bcda I/ JR#Q R#JL M#BL NM#J O#PN R#JL L#BJ M#LN B#JJ L#MR L#OM L#LNB OO#JK

BM >C'(D efdga I/

BN >C'(D dhia I/

BO >C'(D jklma I/ JR#Q Q#NL B#RL NB#B O#PN Q#NL L#BM B#QO B#QN L#MB L#OL L#LMJ MJ#KB

BJ >C'(D na I/

BK >C'(D jopG I/ JP#P P#OL B#KL NB#M O#QL P#OL L#BB B#QJ B#RB L#MN L#OL L#LMN NJ#PK

BR >C'(D qrda I/ JR#O R#OL B#PL NN#O O#RP R#OL L#BN M#LQ B#JJ L#MP L#OO L#LMR OO#QL

BP >C'(D sta I/

BQ >C'(D uvWwxH/ I/ JO#B O#NR L#QQ OL#J N#BL O#JB O#NR L#LR M#JN L#QR L#JP L#JK L#LBK RO#JP

ML >C'(D uvWwxHS I/ JO#K O#JR L#QP NQ#Q B#ML O#JJ O#JR L#LR M#OQ B#LL L#JJ L#JJ L#LBJ RM#JM

MB >C'(D uvWyxH/ I/ JO#M O#RK B#LJ OL#L N#NP O#JB O#RK L#LP M#JL B#LJ L#JN L#JJ L#LBR RL#NB

MM >C'(D uvWexH/ I/

MN >C'(D :zWwxH/ I/ JK#L O#QQ L#QN NP#B L#JL O#KR O#QQ L#LR M#NP B#LR L#OP L#JB L#LBO KP#KP

MO >C'(D :zWwxHS I/ JK#N J#BR L#RO NR#P O#JL O#KQ J#BR L#LJ M#NK B#BL L#OK L#JL L#LBB KK#RP

MJ >C'(D :zWwxHS{|D I/ JM#P O#JL B#BP OB#J M#PL O#OL O#JL L#LP M#JQ B#LM L#JP L#JQ L#LBQ RM#JJ

MK >C'(D :zWwxHS{/D I/ JJ#R O#RL B#MJ NP#O BL#NL O#KO O#RL L#LQ M#OL B#LB L#JB L#JM L#LBQ RB#PP

MR >C'(D :zWwxH- I/ JO#J O#NP B#LM OL#B K#PL O#JO O#NP L#LR M#JB L#QK L#JR L#JJ L#LBK RO#KL

MP >C'(D }~WwxHS ?S

MQ >C'(D }~WwxH/ ?S

NL >C'(D ��Wex I/ JJ#R O#KJ B#JL NP#B BK#QN O#KO O#KJ L#BB M#NP B#LL L#JB L#JB L#LMN RM#JQ

NB >C'(D ���Wwx I/ JN#L O#QJ B#LO OB#L BR#PQ O#OM O#QJ L#LR M#JK B#BM L#JM L#JP L#LBR KR#ON

NM >C'(D ��Wex I/

NN >C'(D ��Wex I/

NO >C'(D ��Wyx I/

NJ >C'(D ��Wyx I/

NK >C'(D ��Wwx I/ JN#P O#QM B#KO NQ#R BN#BJ O#OP O#QM L#BM M#OP B#BL L#JL L#JJ L#LMK KP#RB

NR >C'(D ��Wwx I/ JQ#R J#RL L#KK NN#Q MB#JK O#QP J#RL L#LJ M#BM B#BJ L#NR L#ON L#LBL KN#NM

NP >C'(D ��Wyx I/ OR#Q O#KO B#MN OK#M K#RL N#QQ O#KO L#LQ M#PQ B#BK L#KM L#RM L#LMM KP#LN

NQ >C'(D ��W�x I/ JK#B J#LO L#QM NR#Q L#BO O#KP J#LO L#LR M#NR B#LP L#OR L#JB L#LBO KP#MN

OL >C'(D q�W�x I/ JL#B J#BK B#NO ON#O J#NK O#BP J#BK L#BL M#RB B#MN L#JN L#KJ L#LMN KN#NP

OB >C'(D ��W�x I/ JO#O O#QL B#MM NQ#J L#PK O#JN O#QL L#LQ M#OR B#LP L#JL L#JO L#LBQ KQ#LL

OM >C'(D EFGHS{ I/ JR#M J#JN B#BR NK#B P#LQ O#RR J#JN L#LP M#MK B#BK L#OB L#OR L#LBR KN#QL

ON >C'(D ��aHS ?S JN#P J#QB M#RM NR#K BL#MN O#OP J#QB L#BQ M#NJ B#NM L#OL L#JM L#LON JP#JL

OO >C'(D ��aHS{ ?S JN#B O#QM M#OO NQ#J O#JL O#ON O#QM L#BR M#OR B#BB L#JL L#JK L#LNQ KQ#LO

OJ >C'(D ��aH/ ?S JO#B J#NR B#RK NP#P P#JQ O#JL J#NR L#BN M#ON B#BQ L#OJ L#JO L#LMP KO#LL

OK >C'(D ��aH- ?S JN#R K#LN B#KL NP#R BB#LR O#OR K#LN L#BB M#OM B#NJ L#OL L#JO L#LMK JK#MB

OR >C'(D ��aHS I/ JJ#M J#MM L#PO NP#R M#RO O#KL J#MM L#LK M#OM B#BO L#OK L#JN L#LBN KJ#KB

OP >C'(D ��aHS{ I/ JN#L J#LQ B#NB OL#K O#RB O#OM J#LQ L#LQ M#JN B#BJ L#JL L#JR L#LMB KK#BN

OQ >C'(D ��aH/ I/ JJ#L J#NO B#LR NP#K B#LB O#JP J#NO L#LP M#OB B#BR L#OJ L#JN L#LBR KO#NK

JL >C'(D ��aH- I/ JN#Q O#QP L#PK OL#N N#MJ O#OQ O#QP L#LK M#JM B#BB L#JB L#JK L#LBO KR#JJ

JB >C'(D �U ?S

JM >C'(D }~WwxHS I/

JN >C'(D }~WwxHS{ I/

JO >C'(D }~WwxH/ I/ JL#R J#LL B#RL OM#K O#MQ O#MN J#LL L#BM M#KK B#BP L#JN L#KN L#LMQ KK#LL

JJ >C'(D }~WwxH- I/

JK >C'(D �"�%H�(�' I/ JM#J J#NQ K#JB NB#O O#NR J#NQ L#OR B#QK B#MN L#NK L#OJ L#BLK KK#JK  
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Table3-3  (continued) 

!"# $%&' !()' *+, -. /01. 234 56789 :;<=

> ? ! @ > ? ! @ ?A> @A? @A> !A>

B >"C"D E!FGH I/

H >"C"D JKJLMNO I/ PQ#R P#PS B#BS PQ#T T#HT R#SP P#PS T#TS H#SP B#BP T#UV T#QV T#THH US#VR

R >"C"D WXYZ[\]^_ I/ VB#Q P#QS B#BB PH#P HH#RR P#RB P#QS T#T` H#UV B#BB T#VV T#UH T#TB` U`#VV

P >"C"D WXYZ[\]a_ I/ VT#V P#VS B#R` PR#V BS#QP P#HB P#VS T#BT H#QH B#TS T#VS T#UV T#THR QT#PU

V >"C"D WXYZ[\]N_ I/ VB#R P#UT B#SB PH#H HV#TV P#H` P#UT T#BP H#UP B#T` T#VQ T#UH T#TRH QB#BS

U >"C"D /b"cdefb'D ?g VR#` P#UU B#BH PT#P BH#UH P#PS P#UU T#T` H#VH B#TP T#VP T#VU T#TB` QB#HU

Q >"C"D h"i)"D' ?g VT#S P#`Q H#PQ PB#` S#RS P#HP P#`Q T#B` H#UB B#BV T#VP T#UH T#TPH U`#HU

` >"C"D j%'defb'D ?g VR#H P#RQ B#BR PB#R BR#BP P#PR P#RQ T#T` H#V` T#SS T#VS T#V` T#TB` QP#BB

S >"C"D kC'c)"D' ?g VH#S P#UV B#PQ PB#T BP#VP P#PT P#UV T#BB H#VU B#TV T#VV T#V` T#THP QB#BQ

BT >"C"D l"m1dc(dIf(m(fn ?g VH#U P#RV B#HU PB#Q BT#UV P#RS P#RV T#TS H#UB T#SS T#UT T#VS T#THB QP#HT

BB >"C"D g&'%0fo'BTBQ ?g VB#R P#QH H#TQ PB#S BV#VR P#H` P#QH T#BV H#UH B#BT T#VV T#UB T#TRV US#`S

BH >"C"D g&'%0fo'dBH ?g VT#` P#BT B#BU PR#S V#TV P#HP P#BT T#T` H#QV T#SQ T#UQ T#UV T#TBS QU#HR

BR >"C"D g&'%0fo'dBR ?g

BP >"C"D g&'%0fo'dBP ?g

BV >"C"D g&'%0fo'dBV ?g

BU >"C"D g&'%0fo'dVU ?g VB#S P#US B#UQ PB#` B`#SB P#RH P#US T#BH H#UB B#TS T#VU T#UT T#TH` QT#HU

BQ >"C"D $")fcn"C ?g

B` >"C"D GD%&%(n0 I/ VB#R V#BQ R#RR PT#H `#HS P#HQ V#BQ T#HP H#VB B#HB T#PS T#VS T#TVU UV#QH

BS >"C"D g(1(cdB I/ VT#S P#VQ B#SH PH#U BQ#SH P#HP P#VQ T#BP H#UU B#T` T#V` T#UR T#TRH QB#RR

HT >"C"D g(1(cdH I/ P`#T P#VH R#VR PR#S V#UU P#TT P#VH T#HV H#QP B#BR T#UB T#US T#TUR QB#UV

HB >"C"D h'(Dp'(o"i I/ VB#V P#PT T#VU PR#V BV#UR P#HS P#PT T#TP H#QH B#TR T#UH T#UR T#TTS QH#PQ

HH >"C"D gqi(cc''defb'D I/ VH#P P#RB T#QH PH#H P#RQ P#RB T#TV H#UP T#SS T#UB T#UT T#TBH QP#BU

HR >"C"D !"Dofmdl(r' I/ VH#R R#S` T#U` PV#B P#RU R#S` T#TV H#`H T#SB T#QB T#UV T#TBB QQ#`V

!"# $%&' !()' *+, -. /01. 234 56789 :;<=

> ? ! @ > ? ! @ ?A> @A? @A> !A>

B k- kD(00dhC"mr ?g

H k- ?>FBS ?g

R k- stFU ?g

P k- -(CC(m'dG"fcn ?g

V k- WXMuv I/ VU#P U#TT B#SU RV#Q B#PV P#QT U#TT T#BP H#HR B#H` T#RQ T#PQ T#TRT V`#SP

U k- w2 I/ VU#H U#TB B#`U RU#T RT#HR P#U` U#TB T#BR H#HV B#H` T#RQ T#P` T#TH` V`#UR
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Fig.3-3  O/C-O/Hプロット 



 

 52 

 
2-4  13C-NMR スペクトル  

13C-NMR スペクトル分析は腐植物質の芳香族性・脂肪族性・多糖類・カルボキシル基な
ど炭素の存在割合をほぼ定量的に評価でき、構造骨格を成す炭素の情報を取得できるた

め、腐植物質の構造情報を得る上で最も有効な手法であると考えられている（米林, 1993; 
藤嶽, 2003）。しかしながら、AHSの場合はその濃度が極めて低いために、十分な分析試料
量を得ることは容易ではない。それゆえ、土壌に比べて AHS の分析例は少なく（Malcolm, 
1989, 1990）、ましてや日本の非有色水系AHSにNMRを用いた研究はほとんどない。本研
究では、非有色水系から AHS を大量に採取する分離濃縮システム（Fig.3-1）を用い、観測
周波数500 MHzのNMR分光装置と特殊試料管を用いることによって問題を克服した。得ら
れた 13C-NMRスペクトルを Fig.3-4に示す。 
一般に土壌腐植物質のスペクトルでは，メチレン鎖（δ値 30 ppm付近）、メトキシル基（55 

ppm付近）、糖のHCOH（75 ppm付近）、置換基の結合していない芳香族（125 ppm付近）、
脂肪族鎖の結合した芳香族や縮合環の芳香族（130 ppm 付近）、フェノール性の水酸基に
直結した芳香族（150 ppm付近）、カルボキシル基（180 ppm付近）、カルボニル基（200 ppm
付近）の炭素にそれぞれ帰属されるシグナルが観測される（Preston and Blackwell, 1985; 
Steelink et al., 1989; Fujitake and Kawahigashi, 1999）。この傾向は有色水系河川（例えば
Speyside 14）ではおおむね認められた。ところが、AHS 濃度の希薄な非有色水系湖沼（例
えば琵琶湖 A）やダム水（例えば蔵王ダム）、池（例えば平荘湖）、河川（例えば安曇川下流
A）から得られた FAでは 5 - 68 ppm付近に大きなブロードバンドがみられ，土壌の腐植物質
とは明らかに異なるスペクトル形状を示した。Steinberg and Muenster (1985) は、湖内起源
の AHS は脂肪族性の炭素骨格に富み、プランクトンの死骸や代謝産物に由来する内因性
の脂肪族性成分の影響が強い可能性を報告している。非有色水系ではこうしたポリメチレン

構造に富む構造が卓越する傾向にあることが考えられる。いずれにしても、有色水系河川

水 FA は非有色水系 FA とは大きく特性が異なり、有色水系では集水域土壌の影響を強く
受ける傾向にあること、非有色水系では水系特有の生成機構が大きく関与している可能性

があることが示唆された。 
非有色水系のスペクトルについてさらに詳しく見ると、5 - 68 ppm付近の大きなブロード

ピークが二つに分かれてM字型バンドを呈するものと、分かれずに逆V字型バンドを呈すも
のがあった。また、M 字型では高磁場側と低磁場側のピークの大小関係に違いのあるもの

が見られた。さらに、5 - 68 ppm付近の領域全体にわたって極めて鋭い多数のピークが見ら
れるものも存在した。研究例は少ないため他の研究データとの比較はできないが、Aiken et 
al.（1996）はDOC濃度が比較的日本の非有色水系に近い湖と河川の FAの 13C-NMRスペ
クトル分析をおこない、河川 FAでは5 - 68 ppm付近に大きな多くの鋭いピークが観測される
結果を述べている。ただし、これらの特徴と水系型との明瞭な関係は見出せなかった。 
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Fig.3-4  AHSの 13C-NMRスペクトル 
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Fig.3-4  (continued) 
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Fig.3-4  (continued) 
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また、非有色水系河川 FA （例えば安曇川源流 A）では 60 ppm付近にリグニンの syringyl・
guiacyl 構造のメトキシル炭素に由来する鋭いピークが観測される場合が多く、他の非有色
水系AHSに比べて河川 FAは集水域土壌（リター）の影響を反映しやすい傾向にあることが
推測された。 
次に、得られたスペクトルを 6 つの領域に分け、それぞれの領域をこれまでの報文

（Wilson, 1980; 米林, 1993; Fujitake and Kawahigashi, 1999）を参考に以下のように帰属し、
その面積比から官能基炭素種割合を算出した。すなわち、0 – 48 ppm を脂肪族性炭素
（Alkyl-C）、48 – 105 ppmをメトキシル炭素（O-Alkyl-C）、105 – 145 ppmを芳香族性炭素
（Aryl-C）、145 – 165 ppmをフェノール性炭素（O-Aryl-C）、165 – 190 ppmをカルボキシル
炭素（COO-C）、190 - 230 ppmをカルボニル炭素（CO-C）にそれぞれ帰属した。また，芳香
族度（AR; aromaticity）は、各官能基炭素割合から以下の式によって算出した。 

 
芳香族度＝（105～165ppmの積分値）/（0～165ppmの積分値） 

 
これらの値を Table3-4 に示す。官能基炭素割合の範囲は，Alkyl-C が 12 – 45 %、
O-Alkyl-Cが 14 – 31 %、Aryl-Cが 8 – 28 %、O-Aryl-Cが 2 – 12 %、COO-Cが 13 – 29 %、
CO-Cが 2 – 11 %であった。また、ARは 0.1 - 0.5の範囲であった。これら AHSの値と土壌
腐植物質の値との比較は、AHS のデータ数が少なく、しかも試料が FA に偏っているためこ
こでは避ける。有色水系に比べて非有色水系 AHS の Alkyl-C は高い傾向にあり、一方、
Aryl-Cや COO-Cは低い傾向にあった。これらの結果は，幾つかの研究結果（Aiken et al., 
1996; Clair et al., 1996; Malcolm, 1990）と一致した。非有色水系 AHS同士での違いを見る
と、河川と湖沼で差異のあることがわかった。すなわち，河川 AHS は他とくらべて明確に
Alkyl-Cが低く、Aryl-CとO-Aryl-Cが高い傾向にあった。なお、湖の試料は琵琶湖・淡海池
の 2 ヶ所、池は兵庫県周辺のため池、ダムは川代ダム・蔵王ダムものに限られ、試料採取地
は偏っている。したがって、これらの中でさらに明瞭な分別が可能であるのか否かは定かで

はない。 
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Table3-4  13C-NMRスペクトルから算出した官能基炭素割合 

!"# $%&' !()' *+, -./%.01 20-./%.01 -3%.01 20-3%.01 12201 1201 -4

5067 670889 8890865 86508:5 8:508;9 8;90<=9

8 1.'(3 >?@A- B- =;#6 <=#5 8=#; =#< 86#= 5#: 9#<8

< 1.'(3 >?@AC B- 65#= <=#= 89#= <#= 86#6 6#6 9#85

= 1.'(3 >?@ADE B- 6=#F 87#; 85#; <#8 85#: =#; 9#<<

6 1.'(3 >?@AD< B- =F#< 86#6 8;#: 5#5 8F#: 5#F 9#==

5 1.'(3 GH@ B- ==#6 <F#8 86#8 <#; 8:#< :#= 9#<<

: 1.'(3 IJKLM B- =8#5 <6#9 8;#5 6#6 8:#8 6#5 9#=9

F 1.'(3 NOKLM B- =F#< <9#< 87#< =#6 8F#5 =#5 9#<F

7 1.'(3 PQ@ B- =9#F =8#9 8:#F 6#9 8<#; 6#7 9#<5

; 1.'(3 RST B- =:#7 <7#< 8=#8 <#< 8:#9 =#F 9#8;

89 1.'(3 GT B- =7#5 <;#8 86#= <#9 8=#= <#7 9#8;

88 1.'(3 UVWT B- =F#9 =9#< 86#: <#< 8=#F <#< 9#<9

8< 1.'(3 XYWZT B- =;#F <7#9 89#7 <#8 85#9 6#6 9#8:

8= 1.'(3 W[\T B- =F#6 <=#= 8:#5 8#7 8F#F =#6 9#<=

86 1.'(3 ]^_`T B- =9#: <;#< 8:#6 6#8 8:#9 =#F 9#<:

85 1.'(3 aT B- <;#; <F#6 85#8 6#9 87#8 5#5 9#<5

8: 1.'(3 ]bc@ B- =<#; <7#5 8:#: =#6 85#< =#: 9#<5

8F 1.'(3 deWT B- =<#6 <7#9 8:#; =#5 85#7 =#= 9#<5

87 1.'(3 fgT B- =:#F <7#; 85#< <#8 86#: <#5 9#<8

8; 1.'(3 hiIjkA- B- <F#9 <6#F <<#8 :#6 8F#8 <#F 9#=:

<9 1.'(3 hiIjkAC B- <6#F 8F#F <=#7 ;#9 <9#= 6#6 9#66

<8 1.'(3 hiIlkA- B- <:#= <8#8 <8#7 F#6 8;#6 6#8 9#=7

<< 1.'(3 hiIXkA- B- <=#: <8#< 87#; F#= <9#6 7#: 9#=F

<= 1.'(3 mnIjkA- B- =6#5 <8#: 8:#; 5#: 8:#F 6#F 9#<;

<6 1.'(3 mnIjkAC B- =;#= 87#: 8:#F 6#F 8:#F =#; 9#<F

<5 1.'(3 mnIjkACop3 B- <6#= <F#9 8F#F F#F 8F#8 :#< 9#==

<: 1.'(3 mnIjkACo-3 B- <F#8 <8#< 87#= F#7 8F#6 7#= 9#=5

<F 1.'(3 mnIjkAD B- <;#9 <8#= 8F#5 :#8 87#7 F#< 9#=<

<7 1.'(3 qrIjkAC sC <5#= <7#< <=#9 F#5 8=#6 <#: 9#=:

<; 1.'(3 qrIjkA- sC <=#< =9#6 <9#: :#F 85#5 =#: 9#=6

=9 1.'(3 tuIXk B- =:#< <6#6 85#= =#5 85#: 5#9 9#<6

=8 1.'(3 vwxIjk B- <7#7 <9#5 <9#; F#6 87#F =#7 9#=F

=< 1.'(3 yzIXk B- <;#F 8;#8 <8#9 5#6 8F#: F#< 9#=5

== 1.'(3 {|IXk B- <F#F <9#9 8;#9 :#; 8:#5 ;#; 9#=5

=6 1.'(3 }~Ilk B- <:#= <8#= <=#7 F#< 8:#5 6#7 9#=;

=5 1.'(3 yzIlk B- <F#8 85#7 <<#6 F#7 8F#8 ;#; 9#68

=: 1.'(3 yzIjk B- <<#F <<#6 <6#7 F#6 8F#= 5#6 9#6<

=F 1.'(3 ��Ijk B- =:#5 87#6 8F#9 :#: 8:#6 5#< 9#=9

=7 1.'(3 ��Ilk B- =8#8 8:#= 8;#< F#9 <9#= :#< 9#=:

=; 1.'(3 ��I�k B- =8#5 8;#7 87#5 F#8 87#9 5#9 9#==

69 1.'(3 d�I�k B- =9#: <F#= 8:#7 6#: 8:#; =#; 9#<F

68 1.'(3 ��I�k B- <:#< <8#7 <8#7 F#< 8;#5 =#5 9#=7

6< 1.'(3 >?@ACo B- =;#8 <8#5 86#5 5#= 8<#; :#7 9#<5

6= 1.'(3 ��TAC sC =8#< 8F#; 8F#; :#= 8:#6 89#< 9#==

66 1.'(3 ��TACo sC <;#9 <5#= <9#9 5#7 85#F 6#< 9#=<

65 1.'(3 ��TA- sC =9#6 <:#F 8F#9 :#8 8=#F :#8 9#<;

6: 1.'(3 ��TAD sC =9#6 <:#F 8F#9 :#8 8=#F :#8 9#<;

6F 1.'(3 ��TAC B- =9#< <8#7 <<#7 5#< 8:#5 =#5 9#=5

67 1.'(3 ��TACo B- =7#9 <<#8 87#5 6#6 86#7 <#< 9#<7

6; 1.'(3 ��TA- B- =;#6 85#9 87#6 =#8 8F#8 F#9 9#<7

59 1.'(3 ��TAD B- =6#< <9#< <9#5 =#: 8F#: 6#9 9#=8

58 1.'(3 �G sC =8#; 8;#= <9#; :#; 8F#< =#7 9#=5

5< 1.'(3 qrIjkAC B- <=#F 87#= <6#; ;#5 87#7 6#7 9#65

5= 1.'(3 qrIjkACo B- <7#9 <6#: <9#5 6#5 87#5 6#9 9#=<

56 1.'(3 qrIjkA- B- <6#9 <5#6 <8#9 7#9 8F#9 6#: 9#=F

55 1.'(3 qrIjkAD B- <7#8 <=#9 <8#8 :#9 8F#F 6#< 9#=5

�����9� 5: 1.'(3 �"�%A�(/' B- 0 0 0 0 0 0 0
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Table 3-4  (continued) 

!"# $%&' !()' *+, -./%.01 20-./%.01 -3%.01 20-3%.01 12201 1201 -4

5067 670889 8890865 86508:5 8:508;9 8;90<=9

8 1"."3 >!0?< @- 8A#< <5#5 <<#< :#9 <<#8 A#9 9#69

< 1"."3 BCBDEFG @- <:#= =9#9 85#A =#: 8;#: 6#7 9#<:

= 1"."3 HIJKLMNOP @- 8=#5 <9#: <A#: A#8 <5#9 :#< 9#59

6 1"."3 HIJKLMNQP @- <9#5 <<#7 <:#8 A#8 8;#5 6#9 9#6=

5 1"."3 HIJKLMNFP @- 85#7 <9#: <7#8 7#= <=#= =#7 9#59

: 1"."3 -R"ST4UR'3 VW 85#7 <8#; <=#= 7#= <=#= A#6 9#6:

A 1"."3 X"Y)"3' VW 8A#< <<#= <=#: :#6 <=#: A#9 9#6=

7 1"."3 Z%'T4UR'3 VW 88#7 8;#7 <<#= 89#6 <6#A 88#9 9#58

; 1"."3 [.'S)"3' VW 8A#5 <9#A <=#6 A#: <<#9 7#7 9#65

89 1"."3 \"]^TS(T@U(](U_ VW 85#< <8#6 <6#5 7#< <=#5 A#< 9#6A

88 1"."3 W&'%`Ua'898A VW 85#; <<#5 <5#; A#A <8#6 :#5 9#6A

8< 1"."3 W&'%`Ua'T8< VW 8=#7 <=#A <=#9 A#= <=#; 7#6 9#65

8= 1"."3 W&'%`Ua'T8= VW 85#< =9#5 <:#8 7#8 8A#6 <#A 9#6=

86 1"."3 W&'%`Ua'T86 VW 86#7 87#A <<#; 88#5 <5#= :#7 9#58

85 1"."3 W&'%`Ua'T85 VW 8:#7 85#5 <A#5 ;#9 <<#< ;#8 9#5=

8: 1"."3 W&'%`Ua'T5: VW 8=#6 <=#A <6#< 7#= <=#5 :#; 9#6A

8A 1"."3 $")US_". VW 88#: <8#5 <7#9 ;#; <8#= A#A 9#5=

87 1"."3 ?3%&%(_` @- <<#6 8A#: <=#< 7#7 <=#7 6#< 9#66

8; 1"."3 W(^(ST8 @- 8;#= <8#5 <=#< A#5 <=#; 6#A 9#6=

<9 1"."3 W(^(ST< @- <<#< 8;#5 8;#< 5#; <7#7 6#6 9#=7

<8 1"."3 X'(3b'(a"Y @- <=#9 <<#5 <8#9 ;#8 <9#9 6#6 9#69

cZ>de9f << 1"."3 WgY(SS''T4UR'3 @- 0 0 0 0 0 0 0

cZ>de9f <= 1"."3 !"3aU]T\(/' @- 0 0 0 0 0 0 0

!"# $%&' !()' *+, -./%.01 20-./%.01 -3%.01 20-3%.01 12201 1201 -4

5067 670889 8890865 86508:5 8:508;9 8;90<=9

8 [h [3(``TX."]/ VW =7#; <7#8 7#< <#8 8A#: 5#< 9#8=

< [h V108; VW 6<#; 87#< 88#= 6#9 8A#5 :#8 9#<9

= [h ij0: VW 69#A <<#5 ;#7 <#6 87#9 :#: 9#8:

6 [h h(..(]'T?"US_ VW =A#; 8A#7 88#A 6#< <<#6 5#; 9#<<

5 [h HIEkl @- =9#5 8:#< <9#: 6#A <<#8 5#; 9#=5

: [h mn @- =:#5 8;#7 86#; :#8 8A#7 6#; 9#<A
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第 4章 日本の非有色水系フルボ酸の化学構造特性の比較  
 
はじめに  

AHSは多くの河川や湖で研究されてきた。例えば、Malcolm (1990) はアメリカとノルウェ
ーの 10 河川から採取した 50 以上の AHS、すなわち HA及び FA試料の特徴付けをおこ
ない、土壌や海洋腐植物質に比べて河川 AHS は極めて類似性が高いことを示した。ただ
し、これらの河川のほとんどは DOM 濃度が高い有色水である。北半球の北方寒湿気候帯

ではしばしばDOM が極めて豊富になる。このような有色河川水中の有機物は水中プランク
トン由来というよりも陸上起源のようである（Hedges and Oades, 1997）。Aiken et al. (1996) は、
非有色水で DOM 濃度が低い南極の 1 つの湖と 10 の河川から採取した溶存有機炭素
（AHS を含む）を研究した。構造解析データから、彼らはこれらの有機物は河道や河岸地帯
の微生物マットやコケからの滲出物に由来すると結論付けた。しかしながら、彼らの調査地

域の気候条件は特殊である。ごく最近になって温帯付近の非有色水系から採取した AHS
に関する２つの研究が報告された。Kim et al. (2006) は韓国の河川のnatural organic matter
（NOM, AHSを含む）、McDonald et al. (2007) は、オーストラリアの氾濫河川の FAの特徴
付けをおこなったが、採取地点はそれぞれ 1 ヶ所である。このように、温帯付近の複数の非
有色水系河川・湖沼から AHS 試料を採取し、その相違性や同一性を述べた報告は今まで
にない。 

AHS の化学構造特性の相違性や同一性を明らかにするためには、１つの試料を様々な
方法で分析することが重要である。さらに、試料を類型化するためのシンプルで一貫性のあ

る手法を知るためには、多数の分析データを評価し調和させる必要がある（Artinger et al., 
1999）。クラスター分析や主成分分析といった様々な統計的解析手法が腐植物質のタイプ
の違いを分類するのにしばしば用いられてきた（Thomsen et al., 2002; Pena-Mendez et al., 
2005; Moreda-Pineiro et al., 2006; Moros et al., 2008）。ただし、複数の AHSの類型化に用
いられた例は今までにない。 
そこで本章では、日本の温帯地域周辺（亜熱帯~亜寒帯；Fig.4-1）の非有色河川・湖沼

から採取した AHS の特徴付けをおこなった。本章では、水圏生態系に於いて卓越しており
AHS の主要な化学特性を反映するフルボ酸（FA）画分に焦点をおいた（Malcolm, 1985; 
Maurice and Namjesnik-dejanovic, 1999）。10 の FA 試料を HPSEC・元素組成・液体
13C-NMR・同位体分析によって調べ、クラスター及び主成分分析によって類型化した。対照
として 3つの IHSS 標準試料、すなわち Pony（非有色水系）、Suwannee 及び Nordic（有色
水系）FA も統計解析に取り入れることで、有色水系と非有色水系 FA の相違性と同一性に
ついても言及した。 
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Fig.4-1  試料採取地点 
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第 1節 試料および方法  

1-1  採取地点とその概要  
本章で取り扱った 13の FAの採取地点及び時期を Fig.4-1、Table4-1に示した。 
非有色水系河川 FA の採取地点は、天塩川（試料名：Teshio）、十勝川（Tomuraushi）、

安曇川（Ado）、福知川（Fukuchi）、筑後川（Chikugo）、巣之浦川（Sunoura）、与那川（Yona）
の 7 ヶ所である。いずれの採取地点も、河川上流域で人為的影響が少ない箇所で採取して
いる。なお、Teshioは北海道大学（地球環境科学研究院）、Chikugoは佐賀大学（総合分析
実験センター）、Yona は京都府立大学（土壌化学研究室）が一貫して水試料の採取および
FAの濃縮精製をおこなった試料であり、精製試料の譲渡を受け、分析をおこなった。 
非有色水系湖沼 FA の採取地点は、琵琶湖（Biwa）、淡海池（Tankai）、川代ダム

（Kawashiro）の 3 ヶ所である。なお、Biwa及び Kawashiro は京都府立大学（土壌化学研究
室）が一貫して水試料の採取および FAの濃縮精製をおこなった試料であり、精製試料の譲
渡を受け、分析をおこなった。 
参照した IHSS 試料は、Suwannee（Cat. No. 1S101F, 有色水系河川 FA 標準試料）、

Pony（1R109F, 非有色水系湖沼 FA 参考試料）、Nordic（1R105F, 有色水系湖沼 FA 参考
試 料 ） の 3 つ で あ る 。 各 試 料 の 構 造 特 性 値 は IHSS ホ ー ム ペ ー ジ

（http://ihss.gatech.edu/ihss2/）から取得した。 
 
1-2  腐植物質試料の調製  
第 3章第 1節 1-3の方法でおこなった。 

 
1-3  HPSEC分析  
第 3章第 1節 1-4の方法でおこなった。 

 
1-4  元素組成分析  
第 3章第 1節 1-5の方法でおこなった。 

 
1-5  13C-NMR分析  
第 3章第 1節 1-6の方法でおこなった。 

 
1-6  同位体分析  

13Cおよび 15N同位体分析は、それぞれ炭素源および窒素の取り込みあるいは分解を評
価するために用いられた。 
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Table4-1  試料の概要・採取地点・時期 

Type Name Origin Lat/Long Time of collection

clear-water river Teshio Japan, Teshio river, Headwater 44°06' 52" N, 142°42' 55" E September 2006

Tomuraushi Japan, Tokachi river, Headwater 43°27' 48" N, 142°51' 40" E June 2005

Ado Japan, Ado river, Headwater 35°29' 47" N, 135°47' 07" E Nobember 2004

Fukuchi Japan, Fukuchi river, Headwater 35°07' 58" N, 134°39' 25" E November 2006

Chikugo Japan, Chikugo river, Headwater 33°11' 40" N, 130°59' 36" E Nobember 2005

Sunoura Japan, Sunoura river, Headwater 31°58' 34" N, 130°54' 13" E December 2005

Yona Japan, Yona river, Headwater 26°45' 28" N, 128°13' 04" E December 2004

brown-water river Suwannee (IHSS standard sample)

clear-water lake Biwa Japan, Lake Biwa, North basin 35°13' 49" N, 135°57' 42" E October 2001

Tankai Japan, Lake Tankai 35°27' 2" N, 135°58' 50" E October 2006

Kawashiro Japan, Kawashiro-Dam 35°19' 11" N, 135°13' 44" E October 1997

Pony (IHSS reference sample)

brown-water lake Nordic (IHSS reference sample)  



 

 63 

FAの同位体分析は、元素分析装置および IsoPrime EA安定同位体比質量分析装置（GV 
Instruments, UK）でおこなった。値は以下の式により算出し、千分率（‰）で表した。 

 
δxE (‰) = [(Rsample / Rstandard) – 1] × 103 (1) 

 
ここで、E は元素、x はその元素の重同位体、R は標準物質あるいはサンプル中の軽同

位体に対する重同位体の割合である。炭素のRstandardにはPeeDeeBelemnite（PBD）、窒素の
Rstandard には大気中の窒素ガスを用いた。内部標準試料として L-グルタミン酸（USGS-40）を
測定し、精度管理をおこなった。δ13C およびδ15N の分析誤差はそれぞれ±0.07‰、±0.25‰
であった。 
 
1-7  クラスター分析および主成分分析  
クラスター分析は、元素組成（EA）、官能基炭素種割合（NMR）、δ13CおよびMwデータ

をパラメータとして用いておこなわれた。類似性-相違性はユークリッド平方距離で定量され、
2つの対象（FA）の距離、i と jは次の式で算出された。 

! 

de = (Xik " X jk )
2

k=1

m

#  (2) 

ここで、deはユークリッド平方距離、Xikと Xjkは対象 i と jそれぞれの変数 kの値、mは変
数の数をあらわしている。デンドログラムはウォード法に基づいた。 
主成分分析の主目的は、変数の有意性を定量化し、個々の FA が持つ固有の特徴によ

る類型化とパターン化を説明することである。データ行列 X 中のオリジナル特性変数（＝観
測された特徴付け特性）の線形回帰により、特性空間が縮小され主成分要素によって説明

されるようになる。行列形式における主成分分析は一種の最小 2乗法モデルであり、下記の
式で表される。 

 
X = A·F + E  (3) 

 
ここで、X はオリジナルデータ行列、F は投影空間における対象の値、A は主成分要素

によって投影された高次元空間におけるオリジナル変数の負荷、そしてEは残渣を示してい
る。 
主成分要素は減少する順番で全てのオリジナル特性の最大限説明可能な分散を説明

しており、無相関である。 
 

主成分 j = αj1x1 + αj2x2 +…+ αjnxn  (4) 
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主成分変数番号 jにおける個々のオリジナル特徴付け変数（x1 - xn）の負荷αは、主成

分要素 jの方向における得点パターンを示すための 1 - nの変数の重要性を反映している。 
 

第 2節 結果  

2-1  濃縮精製量  
濃縮精製量は Table4-2に示すとおりであった。 

 
2-2  HPSEC クロマトグラム  

Fig.4-2 は非有色水系 FA（Teshio）の典型的な HPSEC クロマトグラムを示している。
HPSECカラムから溶出した全ての FAはボイド容量(V0 = 7.0 min)と総ベッド容量（V0 + Vi = 
13.7 min）の間でいくつかの微小ショルダーピークを持った単一のブロードピークとして溶出
した。我々のオリジナル試料の Mw 値を Table4-3 に示した。非有色水系河川 FA の平均
Mwは 1546 Da（pH7, 260nm条件下で PSSNaを標準試料とした相対値）であり、これは非有
色水系湖沼 FAのMw(Biwa, 884 Da; Tankai, 920 Da)より高かった。全体的に、これらの値
や範囲は同じスタンダードを用いて分析した土壌HAの値（3160 - 26400 Da; Asakawa et al., 
2008）や Suwannee FAの値（2310 Da; Chin et al., 1994）よりも小さかった。 

HPSECによる分子量の値は条件によって変化するので（Piccolo et al., 2002; Hoque et 
al., 2003）、他の文献データとの比較は難しい。しかしながら、FAをグルーピングするための
パラメータという相対的な値としてデータを利用することは可能である。 
 
2-3  元素組成  

13の FAの元素組成を Table4-3に示す。N%は非有色水系湖沼 FA、非有色水系河川
FA、有色水系 FAの順に低くなった。一方、FAの C, H, O割合の傾向を見出すことは難し
かった。そこで、Table4-3の13の FAをH/C vs. O/Cダイアグラム、Krevelenダイアグラム（van 
Krevelen, 1961）にプロットした(Fig.4-3)。H/C は不飽和度（小さい値）あるいは脂肪族性（大
きな値）を示し、O/C は炭水化物割合あるいは酸化度を示す（Steelink, 1985）。周囲の領域
は Abbt-Braun et al. (2004) の報告を参照に構成している。多くの非有色水系河川 FAは土
壌・底質 FAの領域にプロットされ、一方非有色水系湖沼 FAは廃水 FAの領域にプロットさ
れた。SuwanneeおよびNordicはPonyを含めた非有色水系 FAから離れた位置、つまりH/C
が低くO/Cが高い領域にプロットされた。このことは、有色水系 FAは非有色水系 FAに比べ
て不飽和度や酸化の割合が高いことを示している。 
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Table4-2  濃縮精製量 

Type Name Treat Water FA HA Org. totalAHS RC
1)

FA HA Org.

(m
3
) (mg) (mg) (mg) (mg) (mg L

-1
) (%) (%) (%)

clear-water river Teshio
2)

- - - - - - - - - -

Tomuraushi 5.43 516.5 91.2 149.4 100% MeOH 757.1 0.14 68.2 12.0 19.7

Ado 4.43 418.0 80.2 - - 498.2 0.11 83.9 16.1 -

Fukuchi 3.74 980.0 - - - 980.0 0.26 (100.0) - -

Chikugo
2)

- - - - - - - - - -

Sunoura 11.59 350.9 182.1 169.5 100% MeOH 702.5 0.06 50.0 25.9 24.1

Yona 20.05 1737.1 651.0 548.8 50% Aceton 2936.9 0.15 59.1 22.2 18.7

brown-water river Suwannee
3)

- - - - - - - - - -

clear-water lake Biwa 155.80 18000.0 9600.0 8700.0 50% EtOH 27600.0 0.18 49.6 26.4 24.0

Tankai
2)

2.03 263.6 106.2 89.2 100% MeOH 459.0 0.22 57.4 23.1 19.4

Kawashiro
2)

- - - - - - - - - -

Pony
3)

- - - - - - - - - -

brown-water lake Nordic
3)

- - - - - - - - - -

1) Recovery Concentration

2) Data are not collected 

3) IHSS standard or reference sample (Data are not disclosed)  
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Fig.4-2  非有色水系 FA（Teshio）の典型的な HPSEC クロマトグラム 
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Table4-3  HPSEC・元素組成・13C-NMRスペクトル・同位体分析値 
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Fig.4-3  H/C vs. O/Cダイアグラム 
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2-4  13C-NMR スペクトル  
13の FAの 13C-NMRスペクトルを Fig.4-4に示す。IHSS標準試料のスペクトルは Thorn 

et al. (1989) によっている。全てのスペクトルは 5 - 54 ppmに脂肪族炭素のブロードバンド、
110-165 ppmに芳香族炭素のブロードバンド、165 - 190 ppmにカルボキシル炭素の狭いバ
ンドを示した。今回得られた非有色水系 FAは 60, 120 ppm付近にリグニンに典型的な 2つ
の鋭いピークを示した。今回得られた一部の非有色水系 FA（Tomuraushi, Biwa, Tankai, 
Kawashiro）は大きな M 字型バンドを脂肪族炭素領域（5-54 ppm）に示し、他はこの領域で
逆V字型バンドを示した。M字型バンドは南極の非有色水系 FA（Aiken et al., 1996）の報告
にも見られたため、この特徴は FAのグルーピングへの手がかりを与えるかもしれなかったが、
今回の統計的な解析結果には反映できなかった。 

13の FAの炭素割合を Table4-3に示す。ここで、第 3章とは異なり、非有色水系 FAの
官能基炭素割合の特徴をより分かりやすくするため、5 つの領域に分ける方法を採用した。
すなわち、5 – 60 ppm を脂肪族性炭素（Alkyl-C）、60 – 110 ppm をメトキシル炭素

（O-Alkyl-C）、110 – 165 ppmを芳香族性炭素（Aryl-C）、165 – 190 ppmをカルボキシル炭
素（COO-C）、190 - 230 ppmをカルボニル炭素（CO-C）にそれぞれ帰属した。Alkyl-C割合
は、非有色水系湖沼 FA、非有色水系河川 FA、有色水系 FAの順に高い特徴を示した。逆
に非有色水系 FAのCarboxyl-C割合（＜20％）は明確に有色水系 FAより低かった。この結
果は、非有色水系 FAは有色水系 FA より低濃度で存在しているというだけではなく、異なる
化学特性を持っているのだということを示している。 
 
2-5  同位体比  

δ13C値およびδ15N値の結果を Table4-3に示す。δ13C値は-29.8~-25.8‰と広い範囲を
示し、C3 植物と天然水プランクトンの両方を起源にもつことを示していた（Frimmel et al., 
2002）。Tomuraushi と Chikugo、Biwa のδ13C値は高く（>-27‰）、FA起源として植物プラン
クトンの寄与が高いことを示唆していた（Otero et al., 2003）。しかしながら、Chikugo は
Tomurausiや Biwa とは元素組成や NMR特性が大きく違っていた。このことは、Chikugoは
それらと起源が同じでも生成プロセスがことなることを反映しているのだろう。 

δ15N 値も-0.3~4.4‰と大きな範囲を示した。全ての非有色水系 FA のδ15N 値は有色水
系 FA（Suwannee）よりも高かった。 
 
2-6  多変量解析による類型化  

13 の FA の客観的相違性及び類似性は、元素分析（EA; 元素組成比）、13C-NMR
（NMR; 官能基炭素割合）、同位体分析（δ13C）および HPSEC（Mw）から得た変数パラメー
タの組み合わせを基にしたクラスター分析および主成分分析によって明らかにされた。 
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Fig.4-4  13C-NMRスペクトル 
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Fig.4-5 において、”EA+NMR”は階層的クラスター分析の結果で、次の 8 つのパラメー

タ：H/C, O/C, N/C (EA), Alkyl-C, O-Alkyl-C, Aryl-C, Carboxyl-C, Carbonyl-C (NMR) を基
に、正規格化されたデータのウォード法のデンドログラムを示している。大きく 3 つのクラスタ
ーが存在していた。cluster 1は Teshio, Fukuchi, Ado, Kawashiro, Chikugo, Yona, Sunoura、
cluster 2は Suwannee, Nordic、cluster 3は Tomuraushi, Tankai, Biwa, Ponyを含んでいた。
非有色河川 FAは Tomuraushiを除いて比較的類似していた。Tomuraushiは Kawashiro以
外の非有色水系湖沼（cluster 3）と短い距離で結ばれていた。Kawashiro は非有色水系河
川 FA（cluster 1）と短い距離で結ばれていた。SuwanneeとNordicは互いに短い距離で結ば
れていたが（cluster 2）、他の FA とは長い距離で結ばれていた。cluster 1の中では、Teshio
と Fukuchi、Ado と Kawashiro、Chikugo・Yona・Sunoura がサブクラスターで結ばれていた。
cluster 3の中では、Tomuraushi と Tankai、Biwa と Ponyがサブクラスターで結ばれていた。 

Fig.4-5 のデンドログラム“EA+NMR+δ13C”、“EA+NMR+δ13C +Mw”に示されているよう
に、たとえδ13C とMw を 8つのパラメータに加えたとしても、FAは同じ 3つのクラスターにグ
ループ化された。このことは、FAの化学構造（EA, NMR）に関する情報は、起源（δ13C）やサ
イズ（Mw）に関する情報よりもその特徴付けに大きな影響を与えていることを意味している。
つまり、これらの FA は、化学構造情報に基づいて、常に 2 つの非有色水系グループ
（cluster 1, cluster 3）と 1つの有色水系グループ（cluster 2）にクラス分けされた。 

13 の FA の 13C-NMR スペクトルの特徴（Fig.4-4）をクラスターグループに基づいて再度
調べてみた。Ado, Kawashiro, Chikugo, Yona, Sunouraのスペクトルの特徴は Aryl-Cのブロ
ードバンドがAlkyl-CやO-Alkyl-Cのそれより大きいことで互いに類似していた。Tomuraushi
と Tankaiのスペクトル形状はアルキル炭素領域（5 - 54 ppm）の大きなM字型バンドとリグニ
ンに典型的な 2つの鋭いピーク（60, 120 ppm）が互いに類似していた。Biwa と Ponyは脂肪
族炭素領域の極めて大きなバンドが互いに類似していた。 
主成分分析は、13 の FA の元素組成および 13C-NMR スペクトル分析のデータセット

（EA+NMR）に対しておこなわれた。8つのパラメータ（H/C, O/C, N/C, Alkyl-C, O-Alkyl-C, 
Aryl-C, Carboxyl-C, Carbonyl-C）を入力変数として 2 つの主成分が抽出された。最初の 2
つの主成分の累積分散は全分散の 67.4%であり（Table4-4）、このことはパラメータ相関パタ
ーンを単純化するための主成分分析の妥当性を示している。第１主成分は分散の 44.9 %を
占め、第2主成分は22.5 %を占めていた。第1主成分、PC1は主にAryl-Cに関連しており、
第 2主成分、PC2は主に O-Alkyl-Cに関係していた。 
最初の 2つの成分のスコアプロットを Fig.4-6に示す。水平方向の PC1は主に左から右

へ Aryl-Cの増大を示している。垂直方向の PC2は主に上方向へ O-Alkyl-C割合の上昇を
示している。スコアは平均 0と分散 1を持つように標準化されている。Fig.4-6に示されたプロ
ットは上述のクラスターグループに基づいてクラス分けできた。 
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Fig.4-5  階層的クラスター分析結果（ウォード法に基づくデンドログラム） 
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Table4-4  主成分分析結果 

E.V.
a

F.L.
b

E.V.
a

F.L.
b

Alkyl-C -0.341 -0.829 -0.183 -0.459

O-Alkyl-C -0.371 -0.021 0.897 0.961

Aryl-C 0.705 0.927 -0.069 0.150

Carboxyl-C 0.380 0.803 -0.129 0.138

Carbonyl-C -0.291 0.144 -0.065 0.100

H/C -0.396 -0.761 0.149 -0.094

O/C 0.018 0.486 0.580 0.776

N/C -0.502 -0.753 0.166 -0.039

Eigen-value 3.595 1.799

Total variance (%) 44.933 22.483

Cumulative variance (%) 44.933 67.416

a
 Eigenvector.  

b
 Factor lording.

Z1 Z2
Variate
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Fig.4-6  第１、２主成分の２次元プロット 
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すなわち、Teshio と FukuchiのスコアはO-Alkyl-C と O/C値が高い方向にプロットされ、Ado
と Kawashiroのスコアは全ての変数の中央にプロットされ、Chikugo, Yona, Sunouraのスコア
は Aryl-C と Carboxyl-C 値が高い方向にプロットされた。Tomuraushi と Tankai のスコアは
Alkyl-C値が高い方向にプロットされ、Biwa と Ponyのスコアは N/C と H/C値が高い方向に
プロットされた。 
 

第 3節 考察  

 
温帯付近の非有色河川・湖沼AHSやFAの特徴付け及びグルーピングに関する情報は

ほとんどない。水圏 FA は、外因性 FA（陸域起源）と内因性 FA（水域起源）で構成されると
考えることができる。Thurman (1985) によれば、河川 AHS（FA）は一般的に外因性であり、
周囲の土壌・植生・気候によって空間的差異を持つ。温帯付近、とりわけ日本の陸域環境で

は、表層土壌に Cambisol や Andosol などが優占し，これらの土壌は、寒湿気候帯の
Histosolや Podozolよりも有機物保持能力が高い（山根ら, 1978）。それ故、温帯の非有色水
系では寒湿気候帯の有色水系より集水域から受ける有機物流入量が少なく、このような非

有色水系においては外因性 FA生産よりも内因性 FA生産が上回ることになるかもしれない。
過去の研究の偏りのあるデータセットに基づいて、気候条件や植生に関わらず全てのタイプ

の水系から得た AHS（FA）は極めて類似しているだろうと述べるのは早急に思える。 
本章の結果から、温帯付近の非有色水系河川・湖沼 FAの独自性が明らかになった。全

ての非有色水系 FA に共通してアルキル炭素割合が高かったことには、微生物活性が関与
しているのかもしれない。非有色水系 FA 間での元素組成や官能基炭素割合の違いは、時
に非有色水系-有色水系 FA間での違いよりも大きかった。このことには、集水域植生や土壌
といった陸域環境とは別の要因が関与しているのかもしれない。構造特性に相違性のある２

つの FA間でも由来特性（δ13C・δ15N値）は類似している場合があったことは、陸域の材料物
質だけではなく、水中における分解・変性作用も温帯の非有色水系おいては重要であること

を意味している。 
13 の FA をグループ化し客観的相違性あるいは類似性を明らかにするために、クラスタ

ー及び主成分分析が適用された。クラスター分析は、元素割合（EA）や官能基炭素割合
（NMR）に他のパラメータを加えても結果は変わらないことを示した。このことは、FA の化学
構造特性（EA, NMR）情報は、そのグルーピングに大きな影響を及ぼすことを示している。
FAはいつもおよそ 3つのグループにクラス分けされた。各グループの採取地点の環境を考
慮すると、第１のグループ（cluster 1）は主に小さな非有色水系河川由来の FA、第２のグル
ープ（cluster 2）は有色水系 FA、第３のグループ（cluster 3）は主に大きな非有色水系河川
や湖沼由来の FAで構成されていると言える。 
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２つの非有色水系 FA グループ間（cluster 1 と 3）の違いは河川や湖沼における移行時
間と密接な関係を持つかもしれない。前者は流れが急な川由来であるため、このグループ

は水系滞留時間が短い”流去水系 FA”と呼ぶことができよう。また、後者は流れの緩やかな
川や湖由来であるため、水系滞留時間が長い“滞留水系 FA”と呼ぶことができよう。もし滞
留時間が長ければ、水系に流入する FA は水中微生物の残渣や代謝産物に接する多くの
機会を得ることになるだろう。つまり、滞留時間が十分であれば、FA に対して陸域起源では
なく水域起源の影響が高まるだろう。化学構造データから、Fujitake et al. (2009) は、長い滞
留時間（平均 5.5 年）をもつ琵琶湖 FA は主に水中の微生物残渣の分解・変性産物や微生
物代謝産物に由来することを示唆しており、このことは上記の予想を支持している。 
水温や無機塩類濃度も水中微生物活性に重要かもしれない。しかしながら、ほぼ全ての

非有色水系FA試料は人為的流入の影響を受けていない地点で秋に採取されたことを考慮
すると（Table4-1）、FA に対する微生物影響を主に左右しているのは滞留時間だと言えるだ
ろう。主成分分析の結果から、Aryl-CあるいはO-Alkyl-C割合がグループ化に重要であるこ
とがわかった。本章では微生物活性, 滞留時間と Aryl-C, O-Alkyl-C 含量との関係性につ
いて言及することはできない。今後水中移行期間を評価するための妥当なパラメータが発

見されグルーピングに適用されれば、そのような関係性が明確になるかもしれない。 
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第 5章 非有色水系フルボ酸の季節的変動  
 
はじめに  
第 4章の冒頭でも述べたように、温帯付近の複数の非有色水系河川・湖沼から AHS試

料を採取し、その相違性や同一性を述べた報告は今までにない。さらに、それらの季節的

多様性についても不明である。日本の非有色水系生態系は、集水域が天然の温帯林だけ

でなく、人為的化合物を排出する農地や都市によっても多くが占められており、明確な季節

変化を示すことに特徴がある。このような水系の表層水においては、季節によって光や栄養

塩、一次生産量が劇的に変動するため（i.e. Urabe et al., 1999）、そこに存在する AHSの特
徴も季節によって変化することが予想される。 
そこで本章では、日本の代表的な非有色水系湖沼の１つ、琵琶湖から季節ごとに採取し

た表層水中 FA（AHSの主要構成成分）の特徴を調べた。琵琶湖 FA試料に加えて、隣接す
る非有色水系湖沼である淡海池から採取した FA試料をレファレンスとして用意した。２つの
湖沼は規模・滞留時間・人為的な流入の点で異なっている（琵琶湖＞淡海池）。本章では、

非有色水系 FA の季節や人為的な影響等による質的変化に焦点を置き、HPSEC・元素組
成・UV-vis・液体 1H-, 13C-NMR分析を化学構造特性の解析に用いた。 
 

第 1節 試料および方法  

1-1  採取地点とその概要  
試料採取地点を Fig.5-1に示す。琵琶湖では、夏の試料以外は北小松の環境基準地点

で採取した。琵琶湖の夏の試料は北湖中央部で採取した。琵琶湖の春・夏・秋・冬の試料

はそれぞれ BiwaSpr, BiwaSum, BiwaAut, BiwaWin と命名した。なお、琵琶湖の水滞留時
間は約5.5年である（ILEC, 1993）。淡海池の試料は北西部の湖岸から数mの地点で採取し、
春・夏・秋・冬の試料はそれぞれ TankaiSpr, TankaiSum, TankaiAut, TankaiWin と命名した。
なお、淡海池の水滞留時間は、田渕ら（2004）の方法で算出すると約 0.44年である。試料は
いずれも表層水であり、その物理化学的特性を Table5-1 に示した。全ての水試料の DOC
（dissolved organic carbon）濃度は 1.8 mgC l-1以下であった。 
 
1-2  腐植物質試料の調製  
第 3章第 1節 1-3の方法でおこなった。 

 
1-3  HPSEC分析  
第 3章第 1節 1-4の方法でおこなった。 
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Fig.5-1  試料採取地点 
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Table5-1  琵琶湖・淡海池試料の物理化学的特性 

 

Water Temp. Chl.a SS DOC 
Name 

Measurement 

Date 

Measurement 

Time 
pH 

(℃) (µg l-1) (mg l-1) (mgC l-1） 

BiwaSpr 2002/5/8 10:05 7.9 15.0 3.4 0.7 1.1 

BiwaSum 2008/7/31 10:30 - 28.9 0.5 0.9 1.0 

BiwaAut 2001/11/6 10:15 7.7 17.6 3.4 0.7 1.3 

BiwaWin 2003/2/4 10:10 7.5 7.3 2.4 0.5 1.8 

TankaiSpr 2007/4/27 11:30 7.6 13.0 2.0 <0.0 0.3 

TankaiSum 2007/8/27 11:00 7.3 29.0 2.8 1.1 1.3 

TankaiAut 2006/10/18 14:00 7.5 22.0 6.6 0.8 1.8 

TankaiWin 2006/12/12 11:45 6.6 10.0 2.8 2.3 0.7 

Chl.a = chlorophyll a; SS = suspended solids; DOC = dissolved organic carbon. 

- missing value 
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1-4  元素組成分析  
第 3章第 1節 1-5の方法でおこなった。 

 
1-5  UV-Vis分析  

FA粉末試料に 0.1M NaOHを適量加え、FA濃度が 0.01~0.03% w/vになるように溶解
させた。この試料溶液を 3h 以内に UV-Vis 分光光度計（V-530、日本分光）に供試し、280
~600 nmの吸光度を測定した。色調係数、すなわち FA1 %溶液の 600 nmにおける吸光度
（E１％  

６００
）は Yonebayashi and Hattori (1988) の方法を用いて算出した。 

 
1-6  1H-, 13C-NMR分析  

13C-NMR 分析は第 3 章第 1 節 1-6 の方法でおこなった。1H-NMR スペクトル分析は、
13C-NMR スペクトル測定前後に連続しておこなった。軽水（HOD）のピークを減少させるた
めにプレサチュレーション法にて 1H-NMR スペクトルを測定した。測定パラメーターは以下
に示した。 

 
【条件】 観測周波数；500.129 MHz, データ取得時間；5.4 s, 遅延時間；4.8 s, パルス幅；
14.0 µs（90°パルス）；積算回数；8 
 

第 2節 結果  

2-1  濃縮精製量  
濃縮精製量は Table5-2に示すとおりであった。 

 
2-2  HPSEC クロマトグラム  
２つの湖 FAの HPSEC クロマトグラムを Fig.5-2に示す。全ての FA は HPSEC カラムか

らボイド容量（V0）と総ベッド容量（V0+Vi）との間でブロードピークとして溶出した。淡海池 FA
のそれとは異なり、琵琶湖 FA のクロマトグラムは、2つに割れたピークトップと、より明確なシ
ョルダーピークを持っていた。 
２つの湖 FA の相対分子量（Mw, Mn値）及び分散度（Mw/Mn）を Table5-3に示す。琵

琶湖 FAのMw値は 760 - 896Daの間であり、一方淡海池 FAのそれは 799 - 918Daの間
であった（pH7, 260nmにおけるスタンダード PSSNa との相対値）。琵琶湖 FAの相対分子量
の値については、淡海池のそれとの違いや、明確な季節的差異はなかった。 
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Table5-2  濃縮精製量 
 

Name Water Sample AHS(FA+HA) FA FA/AHS FA conc. 

 (m3) （g） (g) (%) mg L-1 

BiwaSpr 151.2     27.1    14.7   54.3   0.10   

BiwaSum 3.51    0.25   0.22 85.3   0.06   

BiwaAut 155.8     27.6    18.0 65.2   0.12   

BiwaWin 205.6     29.4    22.0 74.7   0.11   

TankaiSpr 3.17    0.35   0.29 83.0   0.09   

TankaiSum 4.62    0.25   0.22 87.8   0.05   

TankaiAut 3.47    0.69   0.60 87.5   0.17   

TankaiWin 3.78    0.42   0.39 92.7   0.10   
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Fig.5-2 琵琶湖・淡海池 FAの HPSEC クロマトグラム 
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Table5-3  琵琶湖・淡海池 FAの相対分子量及び分散度 
 

Relative molecular weight (Da) Polydispersity 
Name 

Mw Mn (Mw/Mn) 

BiwaSpr 801 568 1.41 

BiwaSum 760 373 2.04 

BiwaAut 761 527 1.44 

BiwaWin 896 568 1.58 

TankaiSpr 799 508 1.57 

TankaiSum 918 572 1.61 

TankaiAut 844 530 1.59 

TankaiWin 856 549 1.56 
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2-3  元素組成  
２つの湖 FAの元素組成（C, H, N, O; 灰分を除く重量%）をTable5-4に示す。琵琶湖 FA

の C, N含量は淡海池のそれより高い傾向にあった。しかしながら、H, O含量の違いは明確
ではなかった。また、琵琶湖 FAの O含量は春から冬にかけて減少した。 
次に、元素組成の代替指標として元素割合を適用した。琵琶湖 FAの H/C, N/C割合は

淡海池 FA より高い傾向にあった。一方、琵琶湖 FAの O/C割合は淡海池 FA よりも低く、さ
らに、春から冬にかけて減少した。 

Table5-4 のH/CとO/Cの値を van Krevelen diagram（van Krevelen, 1961）にプロットした。
周囲はAbbt-Braun et al. (2004) を参照に構成した（Fig.5-3）。琵琶湖 FAは廃水 FAの領域
内にプロットされ、一方、淡海池 FAは土壌/底質 FAの領域近くにプロットされた。 
 
2-4  UV-Vis スペクトル  

BiwaSpr, Sum, Aut, Winの E１％  
６００
値はそれぞれ 0.52, 0.27, 0.71, 1.44であった。また、

TankaiSpr, Sum, Aut, WinのE１％  
６００
値はそれぞれ 0.91, 1.18, 1.36, 1.44であった。全ての琵琶

湖 FA の E１％  
６００
値は淡海池 FA のそれより低かったが、冬の試料は共通して最も高い値を示

した。 
 
2-5  1H-, 13C-NMR スペクトル  
２つの湖 FAの 1H-NMR スペクトルを Fig.5-4に示す。全てのスペクトルは、3.0-4.3 ppm

のブロードピーク上の 3.7 ppm付近の鋭いピーク、0.5-3.0 ppmのブロードピーク上の 2.4, 2.2, 
1.3付近の強いピークで特徴付けられた。BiwaSprの 0.9 ppm付近のピークは全てのスペクト
ルの中で最大であった。さらに、0.9 ppmのシグナルの強さは琵琶湖 FAスペクトルにおいて
は季節変化を示した（BiwaSpr > BiwaSum = BiwaAut > BiwaWin）。一方、淡海池 FA スペ
クトルではこのような強いピークは観測されず、季節的変化もみられなかった。3.7 ppm 付近
のピークはメトキシルあるいは糖の Hによるものであると考えられ（Hatcher et al., 1981）、また、
0.9 ppm 付近のピークは芳香環からγ位あるいはそれ以上離れたメチル末端 C についた H
に帰属される。すなわち、琵琶湖 FA は主にメチル・メトキシル基及び糖で特徴付けられたと
言える。 
２つの湖 FAの 13C-NMR スペクトルを Fig.5-5に示す。全てのスペクトルは 5-60 ppmの

領域に脂肪族性 C に帰属される主要なブロードピークを示した。BiwaSpr のスペクトルはこ
のブロードピークにオーバーラップする多数の鋭いシグナルを示した。BiwaSpr のこの鋭い
シグナルの強さは、BiwaSum や BiwaAut よりも大きかった。このようなシグナルは BiwaWin
や全ての淡海池 FAのスペクトルでは観測されなかった。 

FAの官能基炭素割合（Table5-5）は、半定量的に上述のスペクトルの特徴を裏付けた。 
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Table5-4  琵琶湖・淡海池 FAの元素組成 
 

Name Weight % on ash-free basis Atomic ratios 

 C H N O H/C O/H O/C N/C 

BiwaSpr 55.4 6.42 1.79 36.4 1.39 0.35 0.49 0.03 

BiwaSum 57.2 5.53 1.17 36.1 1.16 0.41 0.47 0.02 

BiwaAut 56.1 6.06 2.31 35.5 1.29 0.37 0.47 0.04 

BiwaWin 58.9 6.15 1.54 33.5 1.25 0.34 0.43 0.02 

TankaiSpr 55.2 5.22 0.84 38.7 1.14 0.46 0.53 0.01 

TankaiSum 53.0 5.09 1.31 40.6 1.15 0.50 0.57 0.02 

TankaiAut 55.0 5.34 1.07 38.6 1.17 0.45 0.53 0.02 

TankaiWin 53.9 4.98 0.86 40.3 1.11 0.51 0.56 0.01 
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Fig.5-3  H/C vs. O/Cダイアグラム 



 

 87 

 
 
 

 
 

Fig.5-4  琵琶湖・淡海池 FAの 1H-NMRスペクトル 
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Fig.5-5  琵琶湖・淡海池 FAの 13C-NMRスペクトル 
 



 

 89 

 
 
 
 
 
 
 
 

Table5-5  琵琶湖・淡海池 FAの官能基炭素割合 
 

 C% (δ, ppm)  
Name 5-60 60-110 110-165 165-190 190-230 aromaticity 
 Alkyl-C O-Alkyl-

CC 

Aryl-C Carboxyl-

C 

Carbonyl-

C 
 

BiwaSpr 54.8 13.7 12.6 14.5 4.4 0.15 
BiwaSum 48.8 12.9 19.4 12.8 6.1 0.24 

BiwaAut 48.2 15.6 16.8 14.0 5.4 0.21 

BiwaWin 44.6 17.1 20.8 14.0 3.5 0.25 

TankaiSpr 36.8 15.2 28.0 16.6 3.4 0.35 

TankaiSu

m 

44.7 15.3 22.9 14.8 2.2 0.28 

TankaiAut 43.0 11.4 21.5 17.1 7.0 0.28 
TankaiWin 41.4 12.9 24.1 17.6 4.0 0.31 
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琵琶湖 FAの Alkyl-C割合は淡海湖 FA よりも高く、さらに、春から冬にかけて減少した。一
方、琵琶湖 FAのAryl-C, Carboxyl-C割合は淡海池 FAより低かった。琵琶湖 FAの芳香族
性も淡海池 FA より低く、特に BiwaSprが最も低い値を示した。 
 

第 3節 考察  

 
琵琶湖水中の化学成分の特徴に関する報告は数多く存在する。例えば、Hayakawa 

(2004) は炭水化物の季節変動を、Mostfa et al. (2005) は、3次元蛍光で琵琶湖DOMの動
態を調べている。しかしながら、非有色水系 FA の特徴に関する情報は少なく、さらには、季
節等によるその化学特性の変化に関する報告は稀である。今井ら（1998）や Aoki et al. 
(2004), Sugiyama et al. (2005) は、琵琶湖 AHS（FA）濃度の量的変動について調べている
が、質的変動については詳しく検証していない。本章の琵琶湖 AHSに占める FAの割合は
春から冬にかけて上昇する傾向にあり、また、FA 濃度は夏に最も低くなった。このことは、
Sugiyama et al. (2005) の結果と一致する。本章では、さらに、様々な分析に十分間に合う
量の試料を大量分取装置によって得ることができたため、琵琶湖 FA の質的な季節変化に
ついても検証した。平均分子量は大きく変動しなかったが、元素組成や E１％  

６００
値、1H-, 

13C-NMRスペクトル特性には季節的な変化が見られた。 
季節を通じて、琵琶湖 FA の相対分子量は、同じスタンダード（PSSNa）を用いて分析し

た土壌 HA（Mw=3160Da~26400Da; Asakawa et al. 2008）や IHSS 標準試料である
Suwannee FA（Mw=2310Da; Chin et al. 1994）よりも小さかった。だが、琵琶湖 FAの相対分
子量は淡海池のそれと類似しており、大きな季節変動もなかった。琵琶湖 FAの他の化学構
造特性には季節変動があったことを考慮すると、後に議論する季節変動の諸要因は、分子

量変化を伴わない構造変換に働きかけていることが推測される。 
一方、琵琶湖 FAの H/C, N/C割合は共に淡海池 FAのそれより高くなる傾向にあり、ま

た、季節によって変化しやすかった。McKnight et al. (1994) は、高い N/C と低い芳香族性
は藻類由来 FA を区別する特徴であると報告している。琵琶湖 FA は N/C 割合が高かった
だけでなく、芳香族性も低かったことから（Table5-5）、主に藻類や水中微生物由来であるの
かもしれない。さらに、van Krevelen diagram（Fig.5-3）において、琵琶湖 FAは淡海池 FAに
比べより人為的流入の影響を受けている領域にプロットされた。したがって、琵琶湖 FAは淡
海池 FAに比べて人為による水中微生物活性の変化の影響をより強く受けているかもしれな
い。さらに、淡海池 FA に比べて琵琶湖 FA の O/C 割合が低かったことは、この FA が
O-Alkyl基あるいはCarboxyl基を低い割合でしか含んでいないことを意味している。このこと
は、13C-NMR スペクトルでも確証付けられている（Fig.5-5）。こうした官能基は腐植の酸化分
解で生じるので、琵琶湖 FA は、長い滞留時間の表層水において、微生物分解あるいは光
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分解によってより変化を受けたのかもしれない。 
E１％  
６００
値より、琵琶湖 FA は淡海池 FA に比べての不飽和構造の割合は低く、また、その

ような構造は相対的に冬に増加することが示唆された。１つの可能性として、琵琶湖 FA中の
飽和脂肪族性側鎖は、主に湖の藻類残渣に由来し、このような飽和構造の量は季節的に

変化しやすいことが考えられる。つまり、飽和構造の要因となる藻類残渣の FA への供給量
が減少する冬には、相対的に不飽和構造の割合が高まるのかもしれない。この推論は、上

述の元素組成に基づく考察と合致している。 
琵琶湖 FA の 1H-NMR スペクトルにおいては、特にメチル末端 C についた H に帰属さ

れる 0.9ppm のシグナルが淡海池 FA に比べて強く、さらに、春（BiwaSpr）が最も強かった
（Fig.5-4）。Wershaw (1985) は、このようなピークは腐植物質の構造の中にポリメチレンが存
在していることを示しており、この存在はおそらく生物利用性の低さによるものであると報告し

ている。琵琶湖 FA は、とりわけ春に、このような脂肪族性鎖状構造を取り込んでいるのかも
しれない。琵琶湖 FAの 13C-NMR スペクトルにおいても、脂肪族性 C領域の鋭いシグナル
が淡海池 FA より明確な季節変化を示しており、春が最も明確であった（Fig.5-5）。早春、琵
琶湖には田圃から窒素・リン肥料のような多くの人為的化合物が流入し、それらは湖の藻類

の生長を促進させるかもしれない。つまり、1 つの可能性として、脂肪族性の藻類残渣は春
に琵琶湖 FA 構造に多く取り込まれることが考えられる。さらに、琵琶湖の長い滞留時間も
FA構造への藻類残渣の流入を促進させるのかもしれない。しかしながら、取り込まれた脂肪
族性構造は、夏の表層水において徐々に光分解され、冬の垂直混合により均質化されるの

かもしれないということを、スペクトル特性の季節的傾向が示唆している。光分解の可能性は、

強い日射下に存在していた BiwaSumで E１％  
６００
値が極めて低かったことからも裏付けられる。 

本章では、琵琶湖 FA の特徴の著しい季節変動が明らかとなり、人為的流入とそれにと
もなう水中微生物活性の変化がその変動を支配している可能性が示唆された。特に、琵琶

湖 FAは淡海池 FAとは異なり脂肪族性構造が春に顕著になるという季節変化が明瞭であっ
た。湖の微生物活性や滞留時間に関するより多くの情報があれば、非有色水系湖沼 FA の
特徴の季節的差異をより詳細に説明できるようになるかもしれない。ただし、微生物活性を

介して間接的に FAに影響を及ぼすかもしれない人為的化合物の評価方法については、そ
の同定は非常に困難であると考えられるため、今後の課題である。 
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第 6章 非有色水系フルボ酸に含まれる脂溶性成分の検討  
 
はじめに  

AHS の化学構造特性を明らかにするためには無機成分をできるだけとりのぞいた精製
度の高い試料を用意する必要がある。本研究で適用しているDAX-8樹脂吸着法はAHSを
効率よく吸着する優れた濃縮法である。しかしながら、DAX-8樹脂は、水中に溶存する低分
子疎水性物質（脂溶性の有機化合物）とも親和性があるため（米林、1997）、微生物の代謝
産物などの非腐植物質が AHS に随伴して吸着することは避けられない。脂溶性の非腐植
物質の水中溶存量の多少は季節による変動が激しいとされている（Clair et al., 1996）。この
ことは、第 5 章の結果にも反映されている。淡海池 FA に比べて、琵琶湖 FA は季節による
脂肪族性炭素割合の変動が明瞭であった。冬の琵琶湖 FA とは異なり、春~秋の琵琶湖
FAは飽和の脂肪族性炭素領域（5-68 ppm）において多数の鋭いピークが観測され、その要
因として冬から春にかけて湖内で特異的に発生した脂溶性成分が FA に混入したことによる
と推測した。このことは、逆に、春の琵琶湖 FA に対して脂溶性成分を取り除く操作、すなわ
ち脱脂操作をおこなえば、冬の琵琶湖 FAの構造特性に近づく可能性があることを示唆して
いる。採取環境に左右されない試料を得ることは、非有色水系AHSの普遍的構造を理解す
るうえで重要なことである。したがって本章では、非有色水系 AHSのなかでも、とくに琵琶湖
FA をとりあげ、さまざまな脱脂操作を施すことによって、脂溶性成分の検討をおこなった。 
 

第 1節 試料および方法  

1-1  試料  
試料は、第 5章と同じ琵琶湖 FA試料（BiwaSpr, Aut, Win）を用いた。夏の琵琶湖 FA試

料（BiwaSum）は量が少ないため本章では用いることができなかった。 
 
1-2  脱脂操作  

FA粉末試料は、NaOH と P2O5を入れた真空乾燥機を用いて 2日間 20℃で真空乾燥さ
せて水分を完全に除去した後、以下の脱脂操作に供した。 
まず、1H-NMR スペクトル分析によって脱脂操作の効果を評価するために、Fig.6-1に示

す手順で振とう逐次抽出操作をおこなった。すなわち、各 FA試料 3 mgを 10 ml容の遠沈
管にとり、有機溶媒3 mlを添加し、1時間以上振とうした後、溶液をテフロン製の遠沈管に移
して遠心分離（10000 rpm, 10 min）し、上澄みと沈澱に分けた。沈澱に再び有機溶媒3 mlを
添加し、上述の振とう抽出操作を繰り返した。この操作は抽出液に色が溶出しなくなるまで

繰り返した。 
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Fig.6-1  水系 FA試料の有機溶媒による振とう逐次抽出操作法 
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沈澱は、真空デジケーターによる吸引により残存している有機溶媒を完全に除去した後、
1H-NMR スペクトル分析あるいは次の有機溶媒での振とう抽出に供試した。逐次抽出の順
序は、ジエチルエーテル、ジクロロメタン、アセトン、メタノールとした（低極性の有機溶媒の

順）。上澄みはメンブレンフィルター（JGWP, 0.2 µm, Millipore）でろ過後、ロータリーエバポ
レーターで減圧乾固し、1H-NMRスペクトル分析に供試した。 
次に、13C-NMR スペクトル分析によって脱脂操作の効果を評価するために、Fig.6-1 に

示す手順で同様の振とう逐次抽出操作をおこなった。すなわち、FA試料（BiwaSpr）300 mg
を No. 4マイティーバイアルに採り、有機溶媒 30 mlを添加し、一晩振とうしたのち、遠心分
離（10000 rpm, 10 min）し、上澄みと沈澱に分けた。沈澱に再び有機溶媒 30 mlを添加し、
上述の振とう抽出操作を繰り返した。この操作は抽出液に色が溶出しなくなるまで繰り返し

た。沈澱は、真空デジケーターによる吸引により残存している有機溶媒を完全に除去した後、
13C-NMR スペクトル分析あるいは次の有機溶媒での振とう抽出に供試した。逐次抽出の順
序は、石油エーテル、クロロホルム、ジエチルエーテル、ジエチルエーテル‐ジクロロメタン

=1：1混液とした。 
さらに、13C-NMR スペクトル分析によって有機溶媒抽出物と残渣の化学構造特性の比

較検討をおこなうために、Fig.6-2 に示す手順でソックスレーによる大量抽出操作をおこなっ
た。すなわち、各 FA 試料 100 mg を精評し、105℃で 2 時間燃焼させたろ紙（No.6, 
ADVANTEC）で 2重に包み、ガラスフィルター付ソックスレー管に入れて、150 mlのジエチ
ルエーテルで 18 時間抽出操作を施した（Fig.6-3）。ろ紙に残った抽出残渣は、真空デジケ
ーターで完全に溶媒を除去した後、NMR 分析に供試した。受器に残ったジエチルエーテ
ル抽出物は、湯浴（40℃）にて溶媒をほぼ完全に除去した後、ごく少量のメタノールに懸濁
させ、あらかじめ重量を測定しておいた No.1 マイティーバイアルに回収した。N2を注入しな

がら電熱ヒーター（40℃）による加温にて再度溶媒を完全に除去した後、重量を測定し、
NMR分析に供試した。 

UV-vis スペクトル分析による小スケールで脱脂溶媒の検討を行う方法を Fig.6-4 に示し
た。すなわち、各 FA酸試料 10 mgを No.5マイティーバイアルに採り、有機溶媒 5 mlを添
加し、一晩振とうした後、抽出液をメンブレンフィルター（親水性 PTFE, 0.2 µm, Millipore）で
ろ過した。この抽出残渣が付着したフィルターを再びバイアルに戻し、有機溶媒 5 mlを添加
し、上述の抽出操作を繰り返した。この操作は 3 回おこなった。最後に、フィルターの入った
バイアルを真空デジケーターに入れて有機溶媒を完全に除去した後、5 mlの 0.1M NaOH
を加えて正確に定溶し、3 h以内に溶液の UV-visスペクトル分析に供試した。 
 
1-3  1H-, 13C-NMR分析  

1H-NMRスペクトル分析をおこなう試料溶液の調製は、Fujitake et al. (1993) の方法に
準じておこなった。 
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Fig.6-2  ソックスレーによる水系 FA試料の脱脂操作法 
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Fig.6-3  ソックスレー抽出装置の概要 
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Fig.6-4  UV-visスペクトル分析による水系 FA試料の脱脂溶媒の検討 
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すなわち、FA試料あるいはその有機溶媒抽出残渣（3 mg以下）を No.4マイティーバイアル
に採り、2 mlの0.1M NaOH（ナカライテスク）を加えて溶解させ、ロータリーエバポレーターで
減圧乾固した。これに5 mlの重水（重水素化率99.9%, Aldrich）を加えて再び減圧乾固する
作業を 2 回おこない、重水置換した。その後、重水素化率 99.97%の重水（CEA フランス原
子力庁）に溶解させ、全量が 0.5 ml となるようφ5mmの NMR試料管（PS-001, SHIGEMI）
へ移した。この試料溶液を第 5章第 1節 1-6 と同様の方法で 1H-NMRスペクトル分析した。 

13C-NMRスペクトル分析をおこなう試料溶液の調製は、第 4章第 1節 1-5 と同様の方法
でおこなった。ただし、有機溶媒（ジエチルエーテル）抽出物の試料溶液の調製は以下の手

順でおこなった。すなわち、溶媒を完全に乾固した抽出物をクロロホルムに懸濁させ、メンブ

レンフィルター（JGWP, 0.2 µm, Millipore）でろ過した。ろ液の有機溶媒をロータリーエバポ
レーター（40℃）で除去し、重クロロホルム（重水素化率 99.96 %, CEA フランス原子力庁）
200 µlに再溶解させ、φ5 mmの NMR試料管（CMS-005B, SHIGEMI）へ移した。この試料
溶液を第 4章第 1節 1-5 と同様の方法で 13C-NMRスペクトル分析した。 
 
1-4  UV-Vis分析  
第 5章第 1節 1-5 と同様の方法でおこなった。 

 

第 2節 結果  

1-1  1H-, 13C-NMR スペクトル  
Fig.6-5に FA試料（BiwaSpr, Aut, Win）に対して振とう逐次抽出処理操作を施した残渣

の１H-NMRスペクトルを示した。なお、BiwaSpr, Autに対してはジエチルエーテル、ジクロロ
メタン、アセトン、メタノールの順に 4 つの有機溶媒で抽出操作をおこなったが、この結果を
受けて、BiwaWin に対してはアセトンとメタノールによる処理を割愛し、ジエチルエーテル、
ジクロロメタンの順に 2つの有機溶媒で抽出操作をおこなった。 
無処理のスペクトルはいずれも高磁場側（0.8-3.0 ppm）に鋭いピークが観測され、特に

BiwaSprでその傾向が著しかった。AHSの１H-NMRスペクトル分析例は 13C-NMRに比べる
と少ないために既報の情報との比較検討は難しい。しかしながら、湖水や海洋水の FAにお
ける 2, 3の例では 0.8-1.0 ppm付近のγ位のメチレンに帰属されるピークが顕著であり、生物
分解性の低いポリメチレン構造に富むとの報告がある（Wershaw, 1985; Malcolm, 1990）。こ
のことは今回測定したいずれの FAの結果とも一致しており、また第 5章で述べたように、琵
琶湖 FAは脂肪族性に富み、その割合は季節変動するという結果を支持している。 
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Fig.6-5  琵琶湖 FA逐次抽出処理操残渣の１H-NMRスペクトル 
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BiwaSprおよびBiwaAutに対してジエチルエーテルによる抽出操作を施すと、残渣のγ位の
メチレンのピークが大幅に減少し、次いでジクロロメタンによる抽出操作を施すと、このピーク

はさらに減少することがわかった。ジクロロメタン処理後の BiwaSpr と BiwaAut のスペクトル
の形状は極めてよく一致した。一方、もともと鋭いピークの数が少なかった BiwaWin に対し
ては、ジエチルエーテルやジクロロメタンで処理をおこなってもスペクトルの形状はほとんど

変化しなかった。さらに、BiwaSprおよび BiwaAutに対してジクロロメタンに続けてアセトン、
メタノールによる抽出操作を施すと、0.8-3.0 ppm付近のピークはほとんど消失した。また、ジ
エチルエーテルやジクロロメタンの処理では取り除かれなった 3.6 ppm 付近のピーク（メトキ
シル基や糖、オレフィンのプロトンに帰属される）が、アセトン処理によって消失した。以上の
１H-NMR スペクトルの結果から、琵琶湖 FA の季節変動部分、すなわちポリメチレン系の脂
溶性成分に帰属されるピークは、ジエチルエーテルあるいはジクロロメタンによる抽出処理

操作で取り除かれることが予想された。これらのスペクトル特性を数値的に捉えるため、各ス

ペクトルを 5 つの領域に分け、各領域をこれまでの報文（Yonebayashi and Hattori, 1989; 
Kawahigashi et al., 1996）にしたがって以下のように帰属した。すなわち、0.0-0.9 ppmの領域
のプロトンは飽和脂肪族炭化水素の末端に付属するプロトン（Hγ）、0.9-1.6 ppmは共役の結
合を持つ炭素を基準にそのメチル基に付属するプロトン（Hβ）、1.6-3.0 ppmは共役の結合を
持つ炭素を基準にその炭素に直接結合したメチレンやメチル基に付属するプロトン（Hα）、

3.0-4.3 ppmはメトキシル基やアルコールに含まれるプロトン（HOMe）、6.0-9.0 ppmは芳香族
炭化水素に含まれるプロトン（HAr）にそれぞれ帰属した。逐次抽出処理前後で官能基水素

種の変化の割合が大きかった BiwaSpr の結果を Table6-1 に示した。Hγ、Hβおよび Hαの割

合はジエチルエーテル抽出処理残渣でいずれも大幅に減少したが、ジクロロメタン抽出処

理残渣ではそれほど減少しなかった。特に、Hβ割合は無処理の試料では 40.6 %と極めて高
い値を示していたが、ジエチルエーテル抽出残渣ではその半分近くにまで減少した

（24.5 %）。さらに、抽出物のHβ割合から推測すると、脂溶性成分のほとんどはジエチルエー

テルで抽出できると考えられた。 
次に、１H-NMRスペクトル分析において振とう逐次抽出処理操作の効果が最も明瞭にあ

らわれた BiwaSpr に対して、抽出スケールを大きくして 13C-NMR スペクトル分析による抽出
残渣の分析をおこなった結果を示す。抽出に用いた有機溶媒の順序は、石油エーテル、ク

ロロホルム、ジエチルエーテル、ジエチルエーテル-ジクロロメタン = 1 : 1混液である。逐次
抽出処理に伴う抽出残渣のスペクトルの変化を Fig.6-6 に示した。また、官能基炭素種割合
の変化を Table6-2に示した。無処理の FA試料において 5-68 ppm 付近を中心に数多く観
測されていた鋭いピークは、石油エーテルによる抽出操作によって除去されなかったが、ク

ロロホルムによる抽出操作では大部分が取り除かれた。ただし、クロロホルム抽出残渣のス

ペクトルでは、20 ppm と 60 ppm付近にまだ鋭いピークが観測された。 
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Table6-1  逐次抽出処理前後の BiwaSprの官能基水素割合（％） 

!"# !$%& !' !( !)

*+,,-. /010234 /02315264 /52617204 /72018274 /62013204

9: ;<= >2? @2? >62@ 8026 >52?

ABCDECFGE 823 >826 7823 >826 5525

ABHIIJKL @20 >32@ >32@ >>28 323

MNOL >P25 8>2@ 5P27 @2P 825

JKQFE ?2@ 632> 5?2> 62@ 720

RST CFGE >23 >828 >>2@ 8620 723

ABCDECFGE 1 1 1 1 1

MNOL >@20 5?2> >327 562> 5528

JKQFE >028 >725 7P25 5828 ?25

!UVWXY  
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Fig.6-6  逐次抽出処理に伴う BiwaSpr抽出残渣の 13C-NMRスペクトルの変化 
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Table6-2  逐次抽出処理にともなう BiwaSprの官能基炭素割合(%)の変化 

!"# !$%& !'!$' !"( !)* !!$$ !!$ +,-.

/01123 456758 47569:8 49:6;;<8 4;;<6;758 4;756;958 4;956;=<8 4;=<6>?<8 @(A2@BCDCBE

FG HIJ 7;K9 ;9K> ;<KL ;<K? >K? ;7K7 7K7 <K;5

MNOPQR 7LK; ;>K5 LK7 ;<K? >KL ;9K9 ?K7 <K;9

STTURV ?<K? ;LK7 ;?K7 ;5K7 ?K7 ;9K? ?K: <K>7

WXOYROPQR >:K: ;LKL ;<K: ;9K5 7K7 ;:K9 ?K? <K>L

WXOYROPQR6
WXSTTZ[\

?>K9 ;5KL ;;K= ;9K7 >K= ;LK7 ?K< <K>7
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次いで、ジエチルエーテル抽出処理残渣のスペクトルでは先述の 2つのピークも消失し、鋭
いピークがほぼ完全に取り除かれた。ジエチルエーテル-ジクロロメタン抽出処理残渣のスペ
クトルはジエチルエーテル抽出処理残渣のスペクトルとほとんど形状に変化がなかった。こ

れらの結果を考え合わすと、脂溶性成分に帰属される5-68 ppm付近で観測された鋭いピー
クは、ジエチルエーテルによってほぼ完全に抽出可能であることが予想された。このことは、
１H-NMRスペクトル分析の結果（Fig.6-5）とも一致した。官能基炭素種割合の変化をみても、
CAl の割合はジエチルエーテル抽出処理残渣で最も低くなっていた。以上のことから、

BiwaSpr にジエチルエーテルで脱脂操作を施した試料は、季節によって変動する脂肪族性
成分がほぼ完全に抽出されていることから、季節変動の少ない、非有色水系 FA の普遍的
構造を有しているものであると予想された。 
そこで、ソックスレー抽出法を適用して、さらに大きなスケール（100 mg / 150 ml）で琵琶

湖 FA 試料（BiwaSpr, BiwaAut, BiwaWin）のジエチルエーテル抽出処理をおこなった。ジ
エチルエーテル処理前（無処理）の FAおよび処理後の残渣の試料の 13C-NMR スペクトル
を Fig.6-7に示した。BiwaSpr に次いで脂肪族性炭素領域（5-68 ppm）で多数の鋭いピーク
が観測された BiwaAut においてもジエチルエーテル抽出処理操作で鋭いピークがほぼ完
全に消失した。ジエチルエーテル抽出処理残渣の 3つのスペクトルの形状はほぼ完全に一
致し、季節格差はほとんどなくなった。すなわち、琵琶湖 FA の NMR スペクトル特性におい
て季節変動の要因となる鋭いピーク成分の大部分はジエチルエーテル可溶成分であると確

証付けられた。FA 中でジエチルエーテル可溶成分が占める割合を重量ベース（w/w）で算
出すると、一番多かった BiwaSpr で 64.9%、一番少なかった BiwaWin で 20.4%であった。
他の水系 FAで同様の実験をおこなっていないため普遍性は定かではないが、非有色水系
FA の化学構造特性の特徴の一つである脂溶性成分（ジエチルエーテル可溶画分）の割合
は、琵琶湖においては季節によって 40%以上のひらきがあった。 
琵琶湖FAからジエチルエーテルによって抽出される成分の構造特性を検証するために、

BiwaSprのジエチルエーテル抽出物と抽出残渣の 13C-NMRスペクトルを Fig.6-8に示した。
また、無処理の BiwaSpr、抽出残渣および抽出物の官能基炭素割合を Table6-3に示した。
ジエチルエーテル抽出物のスペクトルは、無処理のスペクトルで 5-68 ppm付近のブロードピ
ークにオーバーラップしていた多数の鋭いピークに相当するピークが大きく観測された。ジ

エチルエーテルの抽出物と抽出残渣のスペクトルを重ね合わせると、無処理のスペクトルの

ピークの形状と一致し、抽出の妥当性が確認された。脂質はクロロホルムやヘキサンなどの

疎水性有機溶媒によって抽出され、このような溶液にはタンパクやポリサッカライドは抽出さ

れない。BiwaSprの抽出物のスペクトルとは、言い換えるとジエチルエーテル抽出物クロロホ
ルム可溶画分のスペクトルである。つまり、BiwaSpr に含まれる純粋な脂溶性の脂質成分を
反映していると捉えることができる。 
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Fig.6-7  ジエチルエーテル抽出前（無処理）および抽出残渣 FAの 13C-NMRスペクトル 
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Fig.6-8  BiwaSprジエチルエーテル抽出物と抽出残渣の 13C-NMRスペクトル 
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Table6-3  BiwaSprジエチルエーテル抽出物と残渣の官能基炭素割合(%) 

!"# !$%& !'!$' !"( !)* !!$$ !!$ +,-.

/01123 456758 47569:8 49:6;;<8 4;;<6;758 4;756;958 4;956;=<8 4;=<6>?<8 @(A2@BCDCBE

FGH 7;I9 ;9I> ;<IJ ;<I? >I? ;7I7 7I7 <I;5

KL >:I: ;JIJ ;<I: ;9I5 7I7 ;:I9 ?I? <I>J

MNO 75I> JI< ;9I= ;<I> 7I? ;?I7 ?I< <I;J
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そこで、報文（Wilson, 1987）を参照に、ジエチルエーテル抽出物のスペクトルの解釈をより
詳細におこなうと、18 ppmおよび 19 ppm付近（メチル炭素）、28 ppmおよび 35 ppm（メチレ
ン炭素）のピークが特に顕著であることが注目される。さらに、170-185 ppm付近（カルボキシ
ル炭素）のピークの幅が広い。一方、145-160 ppm付近（芳香族環の炭素）のピークはほとん
ど観測されていない。このことから、BiwaSpr のジエチルエーテル抽出物に含まれる主成分
は不飽和結合の多い長鎖脂肪酸であると予想される。 
 
1-2  UV-Vis スペクトル  
本節 1-1において、琵琶湖 FAの NMR スペクトル特性の季節変動の要因となる構成成

分の大部分はジエチルエーテルによって抽出が可能であることが明らかとなった。しかしな

がら、ジエチルエーテル抽出残渣のスペクトルを詳しくみると、BiwaSpr や BiwaAut では
BiwaWin とは異なり、まだわずかに小さな鋭いピークが観測されていた。BiwaSpr や
BiwaAutの化学構造を脱脂操作によってより BiwaWinに近づけるためには、ジエチルエー
テルよりも極性の高い別の有機溶媒を検索する必要がある。 
そこで、ジエチルエーテルにアセトンを加えた混液を作製し、Fig.6-4 に示す方法で脱脂

溶媒の再検討をおこなった。すなわち、ジエチルエーテルとアセトンを 100: 0、95: 5、90: 10、
85: 15の割合で混合した4種類の溶液を用いてBiwaSprを脱脂操作し、抽出残渣のUV-vis
スペクトルを測定した。NMRスペクトル分析ではなくUV-visスペクトル分析を適用したのは、
ごく少量の抽出残渣から抽出率を正確に算出するためである。AHS 濃度の定量にはλ＝
280 nm（UV）あるいは着色成分を示すλ＝400 nm、λ=600 nm（vis）の吸光度が用いられる
（Abbt-Braun et al., 2004）。また、腐植物質の構成成分の１つとして考えられているフェノー
ル性化合物、多環性芳香族化合物の極大紫外部吸収（π-π*遷移）波長は 200-290 nmに
存在する（日本化学会、1977）。さらに、λ＝280 nm 吸光度は難分解性有機物に高感度で
あると報告されている（Tambo and Kamei, 1989）。ゆえに、UV-vis スペクトルの測定は
280-600 nmの範囲でおこない、280 nm吸光度（A280）あるいは 600 nm吸光度（A600）を水系

腐植物質の濃度の指標とした。 
UV-vis スペクトル分析の結果を Fig.6-9 に示した。また A600の値を Table6-4 に示した。

抽出率は便宜的にジエチルエーテル抽出残渣のA600の値からの減少率であらわした。ジエ

チルエーテルに加えるアセトンの量が増加するにしたがい、抽出残渣の A600 の値も徐々に

減少した。ただし、ジエチルエーテル-アセトン = 95: 5混液の減少率が最も大きく（24.4 %）、
それ以上アセトンを加えても抽出率は大幅に変化しなかった。このことから、ジエチルエーテ

ル 100 %より最適な脱脂溶媒を検討するならば、ジエチルエーテル-アセトン = 95: 5混液が
妥当であると考えられた。 
ジエチルエーテル-アセトン = 95: 5 混液による脱脂操作前後の琵琶湖 FA の吸光度

（A600、A280）の変化率を Fig.6-10に示した。 
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Fig.6-9  BiwaSprのジエチルエーテル-アセトン混液による 
脱脂操作処理残渣の UV-visスペクトル 
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Table6-4  BiwaSprのジエチルエーテル-アセトン混液による脱脂処理残渣の吸光度 

!"#

$%&'(&)*( +,-. /011
211 1 13145 131

46 6 13178 9838

41 21 13105 :138

56 26 13106 :832

;<=>?@>AB@211CDEFGH!"#I/011<JKLMNOPQR

STUTIC<
PQRIC<

;<
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Fig.6-10  琵琶湖 FAのジエチルエーテル-アセトン=95：5混液による 
脱脂操作処理前後の吸光度変化（FA 1 mg / ml aq.） 
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A600の減少率は BiwaWin が最大値を示し（27.2%）、A280の減少率は BiwaSpr が最大値を
示した（7.0 %）。本節 1-1 でおこなったソックスレー抽出装置を用いたジエチルエーテル
（100 %）による脱脂操作より算出された抽出割合（w/w）は BiwaSpr で 64.9%、BiwaWin の
抽出割合で20.4%であった。このことを考慮すると、ジエチルエーテル-アセトン = 95: 5混液
によって抽出される脂肪族性成分は A600よりも A280減少率に反映されているが、抽出割合

（w/w）で算出された値より少なく見積もられている可能性が高く、定量的な値としては適用
できないと判断された。しかしながら、脱脂溶媒の検討を行う数値情報としては十分な判断

材料となりうると考えられた。以上の結果より、琵琶湖 FA に含まれる脂溶性成分をより詳細
に分析するためには、ジエチルエーテル-アセトン = 95: 5混液によって抽出される成分を対
象とするのが望ましいと考えられた。 
 

第 3節 考察  

Aiken et al.（1996）によると、湖沼に溶存する FAは、物理化学的な水質の違いや生物活
性の違いにかかわらず、その化学構造特性の地域格差は少ないとされている。本研究では、

琵琶湖・淡海湖以外の AHS との比較検討をおこなっていないため推測の域を出ないが、季
節ごとに採取した琵琶湖水系 FAの NMR特性には明瞭な違いがあった。AHSの化学構造
特性の季節間格差を報告した研究例は海外にはほとんど無く、季節による水環境の変化が

明白な日本の水試料を用いた本研究によって初めて明らかにされた知見である。 
さらに、Aiken et al.（1996）は、湖沼の DOC組成や腐植物質の化学構造特性をコントロ

ールする要因として、１）集水域河川から流入する有機物、２）湖沼深層水や底質に残存す

る難分解性の有機物の微生物による分解、３）深層水からの古い有機物の溶出をあげてい

る。第 5章第 3節でも述べたように、琵琶湖の場合、季節変動の要因は外因性成分よりも内
因性成分の寄与が大きいと考えられる。内因性成分の供給源として、上述の２）、３）を考慮

するならば、琵琶湖 FA でみられた季節間格差は、まず季節による生物活性の違いに起因
すると予想される。さらに、季節による湖水の循環の変化にともなう底質からの有機物の溶出

量の違いが考えられる。琵琶湖では、冬期は湖水が循環して表層水から深層水へと酸素の

供給があるが、夏期は湖水が停滞して深層が還元状態となり底質の再溶解が進む（琵琶湖

流域研究会、2003）。深層水の FAは表層水の FA より疎水性が高く（国立環境研究所特別
研究報告、2004）、また年代が古く難分解性である（Aiken et al., 1996）と報告されている。し
たがって、冬の琵琶湖 FA（BiwaWin）は、底質の古くて難分解性の疎水性有機化合物の供
給をより多く受けており、春や秋の琵琶湖 FA（BiwaSpr, BiwaAut）に含まれていると推測さ
れる表層水の生物由来成分がマスクされていると推測される。 
水環境中における有機物の存在量や変化量は、その中での物質循環を探る手がかりと

なり得る。植物や微生物の残骸や代謝産物は、水環境中の難分解性有機物の前駆体にな
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り得る（Wilson, 1987）。それらの化学物質は、１）リグニン、２）ポリサッカライド、３）、タンパク、
４）脂質、５）樹脂、６）色素に分類される（Wilson, 1987）。AHSの骨格構造の多様性は、この
中でも比較的生分解されやすいポリサッカライド、タンパク、脂質の多様性によると考えられ

ている（Steinberg, 2003）。Hayakawa（2004）は、琵琶湖の DOM はポリサッカライドあるいは

糖タンパク様の構造を持つものを多く含んでおり、従属栄養生物の活性が高まると、易分解

性のポリサッカライドは分解し、難分解性のポリサッカライドが残ると報告している。また、水

中の微生物は腐植物質様の難分解性 DOM を生産するとの報告もある（Tranvik, 1993; 
Ogawa et al., 2001; Zou, et al., 2004）。すなわち、BiwaSprの 13C-NMRスペクトルの鋭いピ
ークの要因となった有機溶媒可溶成分は、春の琵琶湖で微生物活性の上昇にともなって生

産された内因性成分の中でも、比較的分解されにくいポリサッカライドやポリメチレン系化合

物であり、それらがリグニン骨格を主体とする外因性の骨格構造に取り込まれ、湖沼 AHSが
形成されると予想される。 
湖沼や河川に溶存する有機物の組成はきわめて複雑なため、多様な分析をおこなって

も糖類や脂肪酸などの化学組成まで明らかにできる部分は全体の 1 / 3ほどに過ぎないと考
えられている。これまで述べてきたように、AHS をはじめとする溶存有機物には様々な脂質
（脂溶性成分）が含まれているが（Stevenson, 1994）、その詳細な構造特性や機能ついて検
討した例は少ない。しかしながら、脂肪酸は脂質の中でもっとも豊富に存在するため比較的

研究が進んでいる（Jandel et al., 2002）。脂質の基本成分の一つである脂肪酸の組成を通し
て、有機物の起源とともに、その新鮮さについて有用な情報を得ることができる。Schulten et 
al. (2002) は、河川および高層湿原の湖の DOCに含まれる n-アルキル脂肪酸の濃度の違
いを報告している。また、Jandel et al. (2002) は、米国スワニー川の NOM（natural organic 
matter）および集水域土壌試料からジクロロメタン-アセトン混液を用いて抽出した脂溶性成
分の GC/MS 分析の結果を報告している。彼らによると、NOM の長鎖脂肪酸の濃度は土壌
有機物の脂肪酸の濃度をはるかに上回ることが明らかとなっている。腐植酸の長鎖脂肪酸

は、主に植物のワックスに含まれる n-カルボン酸に由来すると考えられていおり、また、長鎖
のメチレン側鎖はリターの分解産物に由来すると考えられている（Jokic et al., 1995）。 
琵琶湖北湖表層水の DOMは春から夏にかけて上昇するが、DOMに占める AHSの割

合は春や夏は低く、秋や冬は高いと報告されている（Aoki et al., 2004）。このことからも、春
の琵琶湖 FA（BiwaSpr）には DAX-8 樹脂吸着法では除去しきれないほどの多量の非腐植
性の脂溶性成分が混入していること可能性が考えられる。このことを立証するためには、今

後、経年的な AHS試料を確保し、その化学構造特性を解析する必要がある。それと同時に、
AHS の季節変動の要因となる脂溶性成分をより詳細に分析し、その起源を把握することが
望まれる。 
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要約  
 
第 1章 緒論  
溶存有機物質（Dissolved Organic Matter; DOM）の主要成分である腐植物質（Aquatic 

Humic Substance; AHS）は、生体成分とその分解派生産物から化学的・生物学的に合成さ
れた高分子物質の混合物である。AHS は界面活性能や錯体形成能を有しており、疎水性
の有害有機物の可溶化、あるいは金属や微量塩類との錯化を介した水生植物やプランクト

ンの増殖・種組成の変化に深く関わっていると考えられている。その一方で、このような AHS
の機能性を支配する AHSの濃度や化学構造特性は、AHSの存在する環境、すなわち、採
取地点や採取時期などによって異なると考えられている。したがって、多種多様なAHSの濃
度や構造特性を把握することは、地球上の様々な物質の動態を把握するうえで非常に重要

である。 
ところが AHS に関する知見の多くは、欧米諸国に多い有色水系を対象としたものであり、
日本をはじめとする温帯域に分布する非有色水系については、その試料採取調製法や濃

度測定法が確立されていなかったために情報がほとんどないのが現状である。 
本研究は以上の背景をもとに、１）非有色水系における AHS 濃度の測定法を開発するこ
と、ならびに、２）最近開発された試料採取調製法を適用し、様々な非有色水系 AHS の化
学構造特性を明らかにすることを目的としておこなわれた。 

 
第 2章 水系腐植物質の定量  
非有色水系における AHSの存在量を把握するために、AHS定量法の開発をおこなった。
様々な採取環境から得た AHS の濃度や割合を比較するために、樹脂吸着–炭素量測定法
を適用し、従来法より高精度な方法を確立することに重点を置いた。樹脂（DAX-8, Supelco）
からのコンタミネーションを洗浄によって 0.1 mgC l-1以下に抑え、実験器具の洗浄や試薬の

選抜をおこなった。次に、樹脂量、吸着時間および諸条件の規格化を試みた。その結果、

非有色水系試料の場合、樹脂：溶液量＝1: 50、吸着時間＝24 hが最適であることがわかっ
た。この規格化した定量法を、いくつかの非有色水系試料に適用し、開発した手法が有用

であることを実証した。 
 
第 3章 世界の水系腐植物質の化学構造特性の比較  
世界の様々な有色/非有色水系および地下水 AHS（計 85 試料）の化学構造特性を比較
し、AHSの多様性について調べた。具体的には、HPSEC・元素組成・13C-NMR分析値を比
較した。AHSのMwは非有色水系では 981 - 4338 Da、有色水系では 1434 - 4858 Daの範
囲であり、有色水系AHSに比べて非有色水系AHSは小さいサイズにMwの分布域を持つ
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ことが示された。また、非有色水系 AHSは有色水系 AHSに比べて O/C, H/Cがともに低く、
かつ、試料間格差が大きく、内因性の生成物を含めた多様な起源を持つ成分で構成されて

いることが推測された。13C-NMR スペクトルから算出された官能基炭素割合では、有色水系
に比べて非有色水系 AHS の Alkyl-C は高い傾向にあり、一方、Aryl-Cや COO-C は低い
傾向にあることがわかった。 

 
第 4章 日本の非有色水系フルボ酸の化学構造特性の比較  
日本の非有色水系からAHSを採取し、主要画分である FAについて、HPSEC、元素組成、

NMR および同位体分析し、有色水系の標準試料を対照に化学構造特性を比較した。一般
的に、非有色水系 FA は有色水系 FA より Alkyl-Cが高く、このことには微生物活性が関与
していると推測された。元素組成・NMR 分析の結果と同位体分析の結果は必ずしも連携し
ておらず、非有色水系 FA の起源や生成過程をこれらの分析法だけで決定づけることは難
しいと考えられた。多変量解析の結果は、非有色水系 FAの空間的多様性を明らかにした。
FAは、化学構造、特に Aryl-, O-Alkyl-C割合の違いに基づいて、常に 2つの非有色水系
グループと 1つの有色水系グループにクラス分けされた。このような FA のグルーピングは、
水滞留時間の違いによる水中微生物活性の違いに依存していると推測された。 

 
第 5章 非有色水系フルボ酸の季節的変動  
隣接する２つの非有色水系の湖、琵琶湖（人為的影響あり）と淡海池（なし）から季節ごと

に AHS を採取し、その主要画分である FA について HPSEC、元素組成、UV-Vis および
NMR 分析し、化学構造特性を比較した。分子量分布は両者でほとんど差がなく、明確な季
節変動は示さなかった。琵琶湖 FAは淡海池 FAに比べてH/C、N/C値が高く、湖内生産物
（藻類の死骸や代謝産物）の寄与が高いことが見出された。NMR スペクトル特性から、琵琶
湖 FAは淡海池 FAに比べて明確な季節変動を示し、特に春に脂肪族性の高い特性をもつ
ことがわかった。季節変動についてはAlkyl-CおよびO-Alkyl-C領域の鋭いピークの数と強
度に反映されることが明らかとなった（春＞夏＝秋＞冬）。湖の微生物活性の季節的変化や

滞留時間がこれらの相違性に影響しているのだと推測された。 
 
第 6章 非有色水系フルボ酸に含まれる脂溶性成分の検討  
非有色水系AHSの中で季節変動が特に明瞭であった琵琶湖 FA試料をとりあげ、そこに
含まれる脂溶性成分について調べた。春の琵琶湖 FAに対して逐次的に脱脂操作した結果、
ジエチルエーテルによって季節変動する成分をほぼ完全に抽出できることが明らかとなった。

ジエチルエーテル抽出成分の割合（w/w）は、春の琵琶湖 FA が 64.9%であったのに対し、
冬の琵琶湖 FAは 20.4%であった。このことから、13C-NMRスペクトルにおいて季節変動した
Alkyl- Cおよび O-Alkyl-C領域の鋭いピークの成分は、ジエチルエーテルに溶けやすい物
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質であり、それらは春~秋の琵琶湖に特異的に流入する人為的な化合物や、その影響を受

けて発生する藻類ブルームに由来することが推測された。 
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