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研究成果の概要（和文）： 

 本研究は社会安全性確保を志向し，土壌中交換態 Cd, Pb など重金属の簡易迅速定量法を開

発することを目標とした．まずチアカリックス[4]アレーンを土壌検液作成時に用い，溶出時間

を 6 時間から 10 分に短縮し，迅速化した．次いでチオセミカルバゾン配位子を本検液に添加

し，生成した錯体をHPLCに供することで，土壌マトリクス成分の影響を受けない，ppbレベ

ルの高感度検出を可能とする高性能化学計測法を開発することに成功した． 

 
研究成果の概要（英文）： 
This study was aimed at developing a facile and rapid method to determine exchangeable heavy metal 

ions such as Cd and Pb in soil.  In the first step, thiacalix[4]arene was utilized as the extractant to 

accelerate the leaching processes from 6 h to only 10 min, owing to the complexation ability toward Cd 

and Pb.  This step was followed by quantitative ligand replacement with the thiosemicarbazone ligand, 

the resulting complex of which was then subjected to kinetic differentiation mode HPLC to enable 

highly selective and sensitive detection of exchangeable Cd and Pb at the ppb levels without interference 

from soil matrices. 
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１．研究開始当初の背景 

 

 重金属による土壌汚染は地下水系への汚
染の拡大，農産物汚染や，土地資産価値の下
落など，社会的な影響を長期にわたり発生さ
せる懸念がある．土壌が汚染されたと推定さ
れる場合，先ず第一に土壌汚染の評価が重要
である．日本では平成 15 年に土壌汚染対策

法が施行され，土地所有者に対してリスク評
価・管理が義務づけられ，土壌汚染の評価法
に対するニーズが高まっている．土壌汚染対
策法では，重金属が雨水により地下水へ溶け
出すリスクを評価するため，溶出試験を課し
ている．本試験では土壌中重金属の蒸留水へ
の溶出の平衡化の要件から，検液作成に 6時
間もの長時間を要する．これは多検体測定を
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必要とする本試験の大きな難点であり，迅速
性，簡易性といった意味での高性能化が課題
である．一方，土壌検液中の重金属の定量法
としては誘導結合プラズマ(ICP)-原子発光法
(AES)や質量分析法(MS)など原子分光学的手
法が多用されるが，これらはランニングコス
トが高く，高度なインフラを備えた実験室が
必要で現場分析に不向きであるなど，様々な
制限を有しており，これらは看過できない問
題となっている．社会安全性の確保のために
はこれを解決する新手法が求められる． 

 

 

２．研究の目的 

 

本研究では現行の土壌中の交換態重金属測
定法の問題をクリアすべく，簡易性，迅速性
を兼ね備えた新しい高性能・高感度化学計測
法を開発することを目的とした．具体的には，
土壌検液調製だけではなく重金属定量法の
簡易迅速化も含めたトータルシステムの高
性能化を検討した．我々は CdII, PbII, HgIIとい
ったソフト金属イオンと選択的に錯形成す
る配位子チアカリックス[4]アレーン-p-テト
ラスルホン酸 (TCAS, Iki, J. Incl. Phenom. 

Macrocycl. Chem., 64, 1, 2009)に注目し，これ
を土壌検液調製の際に抽出剤として用いれ
ば，これらの重金属を選択的かつ迅速に抽出
し，検液作成時間を短縮できると考えた．一
方，定量法としては上記の諸制限をクリアす
る化学計測法である速度論的識別モード
(Kinetic Differentiation mode, KD)-高速液体ク
ロ マ ト グラ フ ィ ー (HPLC, 壹 岐 ， 他 , 

Mikrochim. Acta, 113, 137, 1994)の利用を着想
した．KD-HPLC は ICP-AES に匹敵する感度
を有するばかりでなく，マトリクスの分離能
および金属錯体の速度論的安定性の識別機
能による高選択性を有するため，土壌溶液の
ような複雑系試料中の重金属イオンの定量
に有効であると考えた．これらの着想を基に，
TCAS 抽出法と KD-HPLC を結合させた化学
システムを構築し，土壌中重金属溶出試験の
高性能化を検討した． 

 

 

３．研究の方法 

 

(1)TCAS抽出法 

土壌標準試料として日本分析化学会
JSAC0401を用いた．TCASと重金属イオンと
の錯形成能を光度滴定法，モル比法により評
価した．土壌抽出は 50 mL遠沈管に土壌試料
1.0 gと pH緩衝剤を含む 1.0×10–5 M TCAS溶
液を 10 mL加え，200 stroke/min で所定時間振
とうして行った．3000 rpm で 20 分遠心分離
した後，上澄みをシリンジで採取し，メンブ
レンフィルター（孔径 0.45 μm）で濾過し，

検液とした．一方公定法として TCAS溶液の
代わりに蒸留水 10 mLを用いて同様の操作を
行った．TCAS 法によって抽出される土壌中
重金属の結合形態を BCR 逐次抽出法(C. M. 

Davidson, 他, Anal. Chim. Acta, 363, 45, 1998)

により評価した．抽出した金属イオンをフレ
ー ム レ ス 原 子 吸 光 光 度 計 (Varian 

SpectrAA-600)で定量した． 

 

(2) 配位子置換誘導体化 KD-HPLC法 

20 mLメスフラスコに土壌検液，ジアセチル
ビス (4-フェニル -3-チオセミカルバゾン ) 

(DBS, 図 1)の DMF 溶液を 1 mL，0.5 M TAPS

緩衝液(pH 9.0)を 0.4 mL加え，全量 20 mLと
し(DMF 80%)，20 μLを KDモード吸光検出
HPLC システムに供した．酢酸ナトリウム
0.01 Mを含むアセトン-水 54 v/v%を溶離液と
して用い，10-17 min においてアセトン分率を
54%から 80%に増加させるグラジエント送液
を行った．検出波長を 425 nmとした． 

 

 

図１ 使用した配位子 

 

 

４．研究成果 

 

(1)TCAS抽出法 

TCASは CdIIおよび PbIIイオンと pH > 5で迅
速に錯形成し，2:1 (= M:TCAS)錯体を与えた．
TCAS 法による抽出金属濃度の経時変化を調
べたところ，最初の 10 min で抽出量が急激に
増加し，その後は一定となった(図 2)．これよ
りTCAS法における抽出時間を10 minとした．
平衡時での重金属の抽出量は TCAS 法(10 

min)と公定法(6 h)とで同程度であった．また
TCAS 法と公定法での抽出金属濃度の pH 依
存性を調べたところ pH 7.0 において最大と
なり，TCAS の錯形成が寄与していることが



 

 

示唆された．土壌検液中の共存物の指標とし
てAlIIIに注目し，その溶出量を調べたところ，
TCAS 法と公定法で同じ時間依存性を示した．
これよりTCASは重金属を選択的に抽出する
ことが示された．さらに 10 minでの Al

III溶出
量は 6 h での 1/3 となり，迅速な抽出により
土壌マトリクス成分の溶出を低減させ，重金
属定量時における共存物の妨害を減少させ
る可能性が示唆された． 

 一方，TCAS が土壌成分のどの形態の重金
属を抽出するか調べるために， TCAS抽出前
後の土壌の各画分量を BCR 法により調べた
(図 3)．その結果，TCAS は交換態-炭酸塩結
合態画分の CdIIの 67%, PbIIの 89%を抽出し，
Fe-Mn水和酸化物結合体画分の CdIIの 57%を
抽出することがわかった．一方フミン質など
の有機物や硫化物イオンに結合している重
金属は TCASによって抽出されないことがわ
かった．以上より TCASが抽出するのは溶出
しやすい，土壌汚染に関与する画分の重金属
であることがわかり，溶出試験の対象に合致
することが示された． 

 

 

図２ TCAS 存在下および非存在下における
Cdおよび Pbの抽出率の時間依存性 

 

 

 

図３ TCAS抽出前後のBCR逐次抽出法によ
る溶出画分の決定．土壌試料：JSAC0401, 1 g. 

 

 

(2)配位子置換誘導体化 KD-HPLC法 

 

 KD-HPLC で重金属イオンを検出する配位
子として DBSを選択した(星 座，他，分析化
学，35，819, 1986)．DBSは CdII, PbII, および
HgIIと pH > 6で定量的に錯形成する．上記の
溶離条件で金属は良好に分離検出された(図
4)．本法の検出限界は CdII, PbII, および HgII

でそれぞれ 0.63, 2.7, 0.91 ppbとなり，Hgを
除き土壌溶出試験環境基準（それぞれ 10, 10, 

0.5 ppb）を下回った．よって本系は Cd, Pb汚
染の有無の判断に適用可能な感度を持つこ
とが示された．TCAS 法で得られた土壌検液
について DBS の DMF 溶液を加えたところ，
CdIIおよびHgIIは速やかにDBS錯体を与えた
が，CdIIについては錯形成が不十分であった．
これは検液中の CdII-TCAS錯体の置換反応が
遅いためと考えられる．そこで土壌検液に硝
酸を25 mMとなる様に加えCdII-TCAS錯体を
一旦解離させ，そこに DBSを加え再度 pHを
上昇させ配位子置換反応を完了させた．
0.1×10–6 Mの Cdおよび Pbに対する各種金属
イオンの許容限界を調べたところ，Cu, Co, Ni, 



 

 

Mn, Zn は 10倍量の存在を許容した．また，
Fe についてはマスキング剤として系に 4.0 × 

10–3 mol dm–3の F–を添加すれば 100倍量の存
在を許容した．実際の土壌試料から得られた
溶出液に 1.0 × 10

–7
 mol dm

–3の Cd, Pbをスパ
イクし(図 5)，回収率を求めたところそれぞれ
101, 94% となり配位子置換誘導体化
KD-HPLC 法の高い信頼性を示す結果となっ
た．また溶出液中の Cd について計測値をフ
レームレス原子吸光法とクロスチェックし
た結果，良好な一致を見た． 

 

 

図４ クロマトグラム例．CDBS = 2.5 × 10–4 M, 

CCd = CPb = CHg = 4.0 × 10–6 M, TAPS = 0.01 M 

pH = 9.85.  Conditions: Mobile phase; 54 → 80 

v/v% (10 → 17 min) acetone-water containing 

0.01 M sodium acetate. Flow rate 1.0 ml/min, 

sample size; 20 μL. 

 

 
図５ 土壌試料のクロマトグラム例．a) 

Sample, b) Sample + 0.1 μM Cd and Pb 

 

 

 以上，迅速かつ選択的な TCAS抽出と DBS

による配位子置換誘導体化，高感度性を有す
る KD-HPLC分離検出を結合させ，土壌中 Cd

および Pb の簡易迅速化学計測システムを完
成し，溶出試験の高性能化に成功した．今後
検液の濃縮を組み合わせ高感度化を図り，Hg

などに対象金属を広げる予定である．  
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