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研究成果の概要（和文）：水中に微量に存在する Cu や Fe などの金属元素は生命活動に必須な元素として知ら
れているが、その大部分が溶存有機物と錯形成を行っていることが知られている。錯生成反応は水圏における生
物活動・物質循環を制御している にもかかわらず、水中に存在する有機配位子の化学構造や供給源については
解明されていない。本研究では固定化金属アフィニティクロマトグラフィーを用いて琵琶湖水試料からCu-有機
配位子錯体の分離・濃縮を行い、フーリエ変換イオンサイクロトロン 共鳴型質量分析による分子の同定を試み
た。IMACにより分離された有機配位子は、リグニンおよび脂質・タンパク様物質が主要成分と考えられた。

研究成果の概要（英文）：Many trace metals are known to be essential for life. Trace metals are also 
known to make comlexes with natural organic ligands in aquatic environment. Metal- Although organic 
complexes  control variety of important reactions in bioactivities and material cycles, knowledge of
 the chemical structures or sources of the organic ligands are limited.
We succesfully separated the organic ligands from Lake water samples using Immobilized Metal 
Affinity Chromatography (IMAC) and analyzed the ligands using Fourier transform ion cyclotron 
resonance mass spectrometry (FT-ICR MS).
 We found that Lignin- Lipid-, and Protein-like molecules were main components of organic ligands 
separated from lake water DOM using IMAC.

研究分野： 環境化学、分析化学

キーワード： 有機配位子　IMAC　FT ICR MS

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果として、以下のことが明らかになった。
琵琶湖2 mの試料からIMACとC18固相抽出により分離された有機配位子のFT-ICR MSスペクトル解析の結果、141の
配位子の分子式を求めることができた。IMACにより分離された有機配位子は、リグニンおよび脂質・タンパク質
の分子グループに類似した元素組成費を有するのもが大半を占めた。しかしながら、炭水化物や縮合タンニンに
類似した分子も見出された。これらの知見はすべて新規のものであり、構造不明の有機配位子に対する有用な情
報を与えている。今後はMS/MSを活用するなどして、さらに詳細な構造の解析を進めていく予定である。
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１．研究開始当初の背景 
海洋や湖沼などの水域における生物生産が、リン酸塩や硝酸塩などの栄養塩だけでなく、鉄な どの微量
金属元素に制限されていることが知られるようになって久しい。Fe, Cu, Co, Mo, Cr, Zn, Mg など、さま
ざまな金属元素が生命活動に必須の金属酵素として働くことが知られており、それらの湖沼や海水におけ
る植物プランクトンなどへの濃縮係数は数百から数百万に達する (Yamamoto, 1983 など)。Fe や Cu 
は、実際の河川水・湖沼水・海洋水などにおいては、ほとんど が炭酸イオン・水酸化物イオン・そして
有機物などと錯体を生成していることがわかっている。 陸水中においては特に有機物の寄与が大きく
(Maruo et al, 投稿中)、錯形成能を有する溶存有機 物は間接的に生物生産の制御を行っている。特に Cu 
については、フリーイオンが一定濃度以上に なると生物に対し毒性を示すが、Cu と錯生成する有機配位
子の存在により、フリーイオン濃度が 低く抑えられている。つまり有機配位子が銅の毒性を緩和するこ
とで生物生産に影響を与えると 考えられる。このように、天然水中における溶存有機物による錯形成反
応は、天然水中金属の挙 動を明らかにする上で重要である。しかし、溶存有機物を系統的に同定し定量
する分析技術が十分に確立されておらず、その情報がまだ十分とは言えない。このため、鉄や銅のような
遷移金属 元素をはじめとして、さまざまな元素が有機物の影響を受けながら地球表層を移動しているが、 
どの元素についても天然水中での有機物錯体の化学構造は分かっておらず、このことが金属元素 の地球
循環の経路の一つを不明瞭にしている。 
フーリエ変換イオンサイクロトロン共鳴型質量分析(FT ICR MS)は現在のところ、その検出質量/ 電荷比
から分子式が予想できる質量精度を有する数少ない手法のひとつであり、質量分解能が高いので、天然水
中の溶存有機物のような多種多様な化合物の混合物を測定し、網羅的に解析するのに最適である。本研究
の初めにはもっとも錯生成能が高い Cu を対象として、モデル化合物や天 然水から抽出した溶存有機物
との錯生成実験を行い、生成した錯体を FT-ICR MS により分析し、 微量元素－溶存有機物錯体の化学
構造を探る。特に錯生成に重要な官能基や部分構造を明らかにする。最終的には、錯体モデルの作成を試
みる。 
 
２．研究の目的 
天然水中における溶存有機物による錯形成反応は、天然水中金属の挙動を明らかにする上で重
要である。しかしながら金属イオンと有 機物の錯体の化学構造は全く判っていない。本研究は
天然水から抽出した溶存有機物やモデル有機化合物と 銅の錯生成実験を行い、生成した錯体を
超高分解能質量分析(FT ICR MS)により分析し、銅－溶存有機物錯 体の化学構造を探ることに
より、天然水中微量金属元素－溶存有機物の錯生成機構の解明に取り組む。 
 
３．研究の方法 
本申請は、(1)固定化金属アフィニティクロマトグラフィー を用いた濃縮法の検討、(2) FT ICR MS によ
る金属-有機物錯体の分析条件の検討と 解析 を行う。 天然水の溶存有機物錯体の濃度は未知であるが、
個々の化合物の濃度は pmol/L から nmol/L オ ーダーと推定され、溶存有機物濃度に比べ圧倒的に低い。
また、錯体の安定度は金属元素、配位 子、水の pH など数多くの因子に影響を受けるため、質量分析を
適用する前処理の過程で錯体の化 学形態が変わってしまう危険性がある。研究開始時に最も重要なこと
は天然水試料の分析を行う 前段階として、錯体を高い収率で分離濃縮し、化学形態を保存したまま質量
分析にかけることの できる条件の設定である。 このため、水試料から Cu-有機物錯体を分離濃縮する手
法について条件を検討する。錯体自身の 分離濃縮を目的として逆相クロマトグラフィーを適用する。ま
た、配位子のみを分離濃縮するた めに固定化金属アフィニティクロマトグラフィー(Immobilized Metal 
Affinity Chromatography: IMAC)を試みる。逆相クロマトグラフィーでは極性の異なるいくつかの固相と
異なった pH 条件を 試し、錯体の分離濃縮に適している条件を探索する。IMAC においては、通常の IMAC 
に加え、浸透 制限型の固定相を合成し、分子量と金属との錯生成能による配位子の分離を試みる。天然
水から 分離された有機物および IMAC により得られた配位子を使用して Cu-有機物錯体を合成し、これ
を 用いて FT ICR MS 分析条件の検討を行う。 こうして確立した錯体の濃縮分離と FT ICR MS 分析の条
件にしたがって、天然水中の溶存錯体 の分析に取り組む。まずは有機物の影響が現れやすい、淡水域の
試料をターゲットとする。 
 
４．研究成果 

IMAC による配位子の分離と蛍光スペクトルの特徴：琵琶湖 2018 年 2 月 8 日 17B 地点深度 2 m、89 m

の試料水および有機配位子濃縮試料水の EEM スペクトルを、それぞれ図 1、図 2 に示す。 

 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
湖水試料 A、E からは、陸由来の腐植物質様ピーク(Ex/Em = 315/448 nm)、タンパク質様ピーク(Ex/Em = 

275/340 nm)が確認された。A と B、E と F を比較すると、B、F ではタンパク様ピーク、腐植物質様ピー
クのそれぞれの蛍光強度が減少しており、このピークを有する成分が IMAC により吸着されたことがわか
る。また、D、G より、溶離サンプルには Ex/Em = 320/370 nm に蛍光ピークが観測された。深度 2 m 、89 
m のどちらにおいても、Cu と錯生成する能力をもつ有機配位子は Ex/Em = 320/370 nm 付近に蛍光ピーク
を示すものであることがわかった。以後、このピークを配位子ピークと呼ぶことにした。 
 配位子ピーク(Ex/Em = 320/370 nm)の IMAC 担体通過後の通過液の蛍光強度と通過前の試料水の蛍光強
度から有機配位子の平均吸着率を見積もった。深度 2 m の琵琶湖サンプルにおいては吸着率 25% 、深度
89 m においては 45%であった。次に、溶離体積を 60 mL とした場合の配位子ピークの積算値から算出し
た配位子の回収率を見積もった。深度 2 m においては回収率 41% 、深度 89 m においては 8%であった。 

FT ICR MS による配位子の同定：琵琶湖 2 m の試料 IMAC と C18固相抽出により分離された有機配位
子の FT-ICR MS スペクトルを図 3 に示した。
表 1 には，m/z＝300.0～500.0 の範囲で検出さ
れた IMAC と C18濃縮を行った琵琶湖水深 2m 
の試料の MassDefect の小さい(主に 0.5 以下)
イオンピークの同定結果の一部を示す。このよ
うにして±0.9 ppm の範囲で分子式を予想する
ことができたピーク数は 141 であった。図 2 は
先ほど予想した分子式141の有機配位子ピーク
の同定結果から作成された  van Krevelen 
Diagram（van Krevelen, 1950）である。図 4

には大まかな有機化合物の取り得る範囲をグルー
プごとに四角の範囲で示した（Hockaday et al., 
2006）。 
  
 
 
 

 

図 2 琵琶湖 2 月 8 日 17B 地点 深度 89 m の試料水
における EEM 
E:分離濃縮が行われる前の試料水 
F:分離濃縮を行った際の通過水 
G:分離濃縮が行われた溶離液 

図 1 琵琶湖 2 月 8 日 17B 地点 水深 2 m の試料水
における EEM 
A:分離濃縮が行われる前の試料水 
B:分離濃縮を行った際の通過水 
C:実験操作のブランク水  
D:分離濃縮が行われた溶離液 

図 3IMAC と C18 濃縮を行った琵琶湖水深 2 m の
試料の FT-ICR MS スペクトル 

表１ IMACとC18濃縮を行った琵琶湖水深2 

m の試料の質量イオンピークの同定結果例 
実測値（m/z） 分子式 理論値（m/z） 誤差（ppm）DBE

309.076793 C18H13O5 309.0768470 -0.2 13.0

327.269135 C23H35O1 327.269339 -0.6 7.0
330.228762 C17H32N1O5 330.228597 0.5 3.0
365.043131 C16H14O8P1 365.043178 -0.1 11.0

370.149740 C11H25N5O7P1 370.149708 0.1 3.0
380.152161 C10H26N3O12 380.152197 -0.1 0.0
387.238995 C20H35O7 387.238827 0.4 4.0
396.084143 C11H20N5O7P2 396.084345 -0.5 6.0
400.343258 C23H46N1O4 400.343233 0.1 2.0
409.244399 C19H37O9 409.244306 0.2 2.0
417.140186 C18H25O11 417.140235 -0.1 7.0
440.119865 C19H22N1O11 440.119834 0.1 10.0

図 4琵琶湖水深 2ｍ 湖水から分離された有機配位
子の Van Krevelen Diagram 



IMAC により分離された有機配位子は、リグニン領域および脂質・タンパク領域を中心に分布した。しか
しながら、O/C の大きい炭水化物領域や縮合タンニン領域（図 2 網掛け部分）にも分子が見出された。縮
合芳香環領域(Condensed HA)にはほとんど検出されなかった。 
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