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研究成果の概要（和文）：陽子移動反応質量分析計を用いて重水由来イオンとしてm/z20と38を同定した。イオンカウ
ント量からm/z20がより高感度に測定できることを明らかにし、水蒸気濃度による影響を受けるため、その補正式を求
めた。根から吸収された重水の葉からの蒸散を測定し，植物体内の包括的な水移動速度を求め、同時に経根有機物質の
葉からの蒸発をPTR-MSでモニタリングすることで，植物体内の物質移動性を水の移動性を基準に比較した。13Cでラベ
ルしたトルエンを用いることで，経根吸収されたトルエンは根に最も存在し、葉へ輸送される量は少ないこと、トルエ
ンの一部は最終的に二酸化炭素として放出されることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Using proton-transfer reaction mass spectrometry (PTR-MS), m/z 20 and 38 were 
found to originate from deuterium oxide. Sensitivity analysis showed that m/z 20 could provide lower 
detection limit. As humidity affect ion count rate of m/z 20, an equation was determined to correct the 
ion count for humidity. Water including deuterium oxide and organic compounds was supplied to soil in a 
potted tree and, using the equation, volatiles from the leaves were able to be monitored and the 
transportation speed of the compounds from root to leaf were determined. Using 13C toluene, we found that 
a larger amount of toluene was remained in the root and least partitioned to leaf. Larger abundance of 
13C was observed in the dark respiration of the leaves, suggesting that some portion of the toluene was 
finally decomposed into CO2.

研究分野： 植物大気環境学

キーワード： 陽子移動反応質量分析計　トルエン　重水　ファイトレメディエーション　経根吸収　蒸散
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
気候変動に伴う乾燥ストレスの増大によ

り，植物体内の水移動性を精度よく評価する
ことの重要性が増している．この水移動性は，
蒸散要求度と根の吸水力，植物内水移動抵抗
のバランスによって左右される．これまで，
この水移動性を評価する手法として，熱を加
えて茎や幹中の水移動を測定するヒートパル
ス法や熱収支法が用いられてきた．しかし，熱を
負荷する一地点のみの水移動速度が推定され
るだけで，細根から吸収された水が一次根を通
り，主茎や幹を移動し，枝に輸送され，葉の内部
を移動し，気孔から蒸散されるまでの包括的な
移動速度を測定する手法はなかった．つまり，
“今根に吸収された水が何時間後に葉から蒸発
しているか”といった包括的測定はできていな
い． 
しかし，重水を根に与え，葉から蒸散され

る重水のリアルタイムモニタリングが可能
なら上記の問いに答えられる 1990 年代後半
に陽子移動反応質量分析計（Proton Transfer 
Reaction Mass Spectrometry, 以下 PTR-MS と
する）が開発・商品化され，環境濃度域（pptv
～ppbv）での揮発性有機化合物（VOC）のリ
アルタイム測定が可能となった．しかし，大
気中重水については，いまだ PTR-MS を用い
た計測手法の最適化が行われておらず，植物
大気科学の研究で葉から蒸散される重水の
リアルタイムモニタリングは実現していな
い．  
申請者は 2012 年夏季に予備測定を行った

ところ，陽子移動反応により生成される
DH2O+イオン（m/z 20）と付着反応により生
成される DHOH3O+イオン（m/z 38）が一定量
生成され，特に m/z 20 の生成イオン量が多い
ことを確認した．しかし，測定の最適条件や
PTR-MS の測定精度については未検討である．  
ところで、植物を用いた VOC の代謝分解

（図 1）や蒸散流による大気への希釈放出機
能（汲み上げ機能）を用いる方法はファイト
レメディエーションと呼ばれ，低コストの原
位置浄化法として利用拡大が期待される． 
根から取り込まれた VOC は以下の 3 つの

fate を持つ（図 1）． 
1 酵素によって変換され代謝分解される 
2 抱合化したのち細胞壁や液胞に蓄えら

れる． 
3 葉から蒸散される． 
VOC は，土壌から蒸散流によって速やかに

大気に放出されるものと，植物体内で大部分
は代謝分解されたり，分配貯蔵されるものな
ど，植物体内での移動性は異なると考えられ

る（Baduru et al., Environ Sci Technol. 2008）．
対象 VOC が蒸散流に依存して速やかに植物
体外に放出されるのか否かを評価するため
には，比較対象として重水の移動速度を調べ
る必要がある．また，物質ごとに蒸散，代謝，
分配などの fate の割合は異なると考えられ，
その収支を明らかにするデータはこれまで
報告されていない． 
 
２．研究の目的 
本研究では，まず PTR-MS を用いて，大気

中の重水濃度をリアルタイムモニタリング
する手法を確立する．  
次いで，根から吸収された重水の葉からの
蒸散を成木で測定することで，これまで測定
が不可能であった植物体内の包括的な水移
動速度を求める．また、植物体内の各種 VOC
移動性を水の移動性を基準に比較する． 
さらに同位体質量分析計およびガスクロマ
トグラフ質量分析計を用いて，13C でラベル
した有機物質が根から吸収された後，植物体
内で分配，代謝される量の定量的評価を試み
る． 
以上の研究により，大気中重水濃度のモニ

タリング法を確立し，植物体内の包括的水輸
送速度を求めるとともに，植物根から吸収さ
れた有機物質移動性や分配，代謝，蒸散の動
態を定量的に解析する． 
 
３．研究の方法 
３．１ 重水濃度のリアルタイムモニタリ
ング法の確立 
自然界で重水は DHO の形で存在し，

PTR-MS のドリフトチューブ内で陽子移動
反応により DH2O+が生成されうる． 

 
 （１） 

 
ただし，H2O と DHO のプロトン親和力に大
きな差がないため，逆反応も高頻度で起こる．
また，以下の付着反応も起こりうる． 
 

  （２） 
 
サンプル空気中に水蒸気が存在するとき，
（１）で生成された が水蒸気と結合反
応を起こす． 
 

（３） 
 
この反応速度は水蒸気量に依存するため，生
成される m/z 38 のイオン量はサンプル空気
中の水蒸気濃度の影響を受けると推測され
る．(1)から(3)へ行く反応頻度が増すと，
DH2O+も減少することから，DH2O+も水蒸気
濃度の影響を受ける． 
また，PTR-MS 内で陽子移動反応等が起こ

るドリフトチューブ内の反応エネルギーは，



付着反応(2)や結合反応(3)の起こりやすさに
影響し，反応エネルギーが高いとこれら反応
頻度は低下する． 
このように，DHO の反応生成物である m/z 

20 と 38 のイオン量は，サンプル空気中の水
蒸気濃度とドリフトチューブ内の反応エネ
ルギーの影響を受けるため，独立変数として 

1 ドリフトチューブに印加する電圧（反
応エネルギーを設定するため） 

2 サンプルガス中の DHO 濃度 
3 サンプルガス中の水蒸気濃度 

を取りあげ，測定条件の最適化を図った．サ
ンプル空気中の湿度を変えるため露点発生
器を用い，重水濃度はパーミエータ内に設置
する重水を入れたガラス管の内径を変える
ことで調整した（内径大→蒸発量大）．ドリ
フトチューブの電圧は PTR-MS のオペレー
ションソフトを用いて，一般的な 500 V を挟
むように，400 V から 600 V まで 50 V 刻み
で変化させて最適反応条件を見つけ出した． 
 
３．２ 植物の重水と有機物質の移動モニタ
リング 
 PTR-MS を用いて、根から吸収された物質
が葉から放出するまで継時的に計測した。植
物には、大塚 A 処方で１か月養液栽培したヒ
マワリおよび鉢植した樹高約3 mのハナミズ
キを用いた。 
ヒマワリの茎葉部およびハナミズキの枝

葉を透明フッ素樹脂袋で覆い、内部に白金触
媒を通した清浄空気を流量 1 L/minで通気し
た。ハナミズキでは、高さ 1 m、2 m および
3 m 付近の枝を袋で囲った。袋内空気を
PTR-MS へ取り込み分析した。 
根から VOC 数種を含む溶液を吸収させた。

アジサイの VOC 溶液は、0.1 mℓのベンゼン、
トルエン、メタクロレイン、メチルイソブチ
ルケトン(以下 MIBK)、重水を、疎水性の物
質を純水に溶けやすくするために 0.2 mℓの
メタノールに溶かした後、さらに、純水 1 ℓ
に溶かすことにより調製した。ハナミズキで
は、予備実験で土壌があることで葉からの放
出時の濃度が、アジサイの実験と比べて薄ま
ることを確認していたため、純水に対して濃
度3%の重水と0.04%のメチルエチルケトン、
クロトンアルデヒド、トルエン、ジクロロエ
タンを含む溶液を作成し、鉢へ 5～10L 供給
した。供給後、鉢の下から水が流出したこと
から、土壌水が供給溶液に置換されたことを
確認した。 
アジサイの測定は室内で行い、光合成有効

光量子束密度（PPFD）を先端で約 500 µmol 
m-2 s-1になるようメタルハライドランプの高
さを調整した。ハナミズキの測定は野外で行
い、光強度と気温を 1 分おきに記録した。 
 
３．３ 植物体内でのトルエンの分配と代謝
解析 
３．３．１ 二酸化炭素への代謝測定 

植物が根から吸収した有機化合物である

トルエンを代謝分解している可能性があり、
その場合代謝経路を通じて最終的に二酸化
炭素として大気中に放出している可能性が
ある。そこで本実験では、植物が吸収した物
質が実際に代謝されているかを確かめるこ
とを目的とし、ヒマワリに 13C トルエンを根
から吸収させ、暗呼吸速度を計測し、呼吸の
中に含まれている二酸化炭素の 13C/12C 比を
測定した。 

13C-phenyl-toluene を根から吸収させた
ヒマワリを実験植物として用いた。つくば市
にある（独）農業環境技術研究所にてレーザ
ー分光 CO2 安定同位体比計 (Aerodyne 
Inc.Boston, Maine, USA)にて、ヒマワリの
暗呼吸中に 13C-phenyl-tolueneの代謝最終産
物である 13CO2を測定した。実験は二酸化炭
素濃度を一定にした空気を植物に曝露し、ブ
ランクラインとフッ素樹脂加工の袋(以下フ
ッ素樹脂袋 ) を通るサンプルラインの
13CO2/12CO2 比を計測した。植物に曝露する
空気に含まれる二酸化炭素と水蒸気は除去
装置(PNEUDR1 Cole Parmer社)により除去
し、白金触媒を用いて清浄化した。その後、
白金触媒と空気中の有機物との反応により
発生した二酸化炭素を CO2スクラバー（ソー
ダライム ：NaOH, Ca(OH)2などの混合物）
で除去し、13CO2比がわかっている CO2ボン
ベの二酸化炭素を添加し、CO2 濃度を 120 
ppm に維持した。フッ素樹脂袋の中に保持金
具をいれ、袋が倒れて葉に接触負荷がかから
ないようにした。実験植物のヒマワリは、養
液栽培し、定植後 1 か月経過したものを使用
した。 

13C-phenyl-tolueneをあらかじめ 1週間根
から吸収させたヒマワリと純水のみ（対照
区）を吸収させたものを用いた。1 週間吸収
させた後 2 日から 4 日たったものを測定した。
暗呼吸による CO2放出を促すため、植物は袋
の外から暗幕で覆った。植物から放出される
13CO2 比を計測するサンプルラインの流量は
1 L /min とし、袋内の空気の 90％以上が 30
分以内に置換されるようにした。１時間半ほ
ど袋を閉じたまま置き、袋内の空気がほぼ完
全に清浄空気に置き換わった後、計測データ
を記録した。 

同位体比は KeelingΔ値を用いて評価した。
チャンバーに入る 13C 同位体比率(δ13C)を
Rin、CO2濃度を CO2in、出口側の 13C 同位体
比率(δ13C)をRout、CO2濃度をCO2outとする。
R を x 軸、1/CO2を y 軸にとり、in と out の
値でプロットし得られた直線の切片に当た
る値が KeelingΔの値になる。これは、生態
系から放出される(この実験では植物から)の
CO2の寄与を考えなくてもよい値である。 

 
３．３．２ トルエンの植物体内分配測定 
根から吸収されたトルエンやその代謝物

の根、茎、葉への分配量を調べ、時間ととも
にその分配量がどのように変わるのかを明
らかにするため、根、葉、茎の 13C 比を測定



することにより植物内での分配を調べた。 
実験植物には、大塚 A 処方養液栽培で 3 週

間栽培しヒマワリを用いた。その後
13C-phenyl-toluene 75 μℓをエタノール 
300 μℓに溶解させた後、純水 4500 ｍℓに溶
かして作った溶液(以下 VOC 溶液)で上記の
ヒマワリを一週間栽培することにより
13C-phenyl-toluene を吸収させ、その後は純
水で栽培した。対照区は大塚 A 処方養液栽培
終了後、純水のみで栽培を行った。
13C-phenyl-toluene 溶液栽培では根からの吸
水によって水が減るため、2 日毎に純水を補
充した。純水で栽培せずに、直ちに収穫した
もの(以下 0 日)、6 日後、12 日後に収穫した
ものについて、根茎葉に部位分けし凍結乾燥
した。凍結乾燥サンプルを高温燃焼させたの
ち 13C 同位体比を公益財団法人環境科学技術
研究所の 13C 安定同位体質量分析計(Delta 
V ,Thermo Electron)を用いて測定した。 
求めた atom(13C/12C)と国際標準物質 Pee 

Dee Belemnite(PDB)の同位体比の差からδ
13C(‰)を求めた。δ13C の値が試料中の安定
同位体比として定義される。サンプルから計
測された同位体比(13C/12C)を Rsample、標準試
料から計測された同位体比を Rstandard とする
と次式で計算される。 

 
 
４．研究成果 
４．１ 重水濃度のリアルタイムモニタリ
ング法の確立 
異なる反応エネルギー、および異なる重水

濃 度 下で測 定 した重 水 蒸気に 対 す る
PTR-MS の感度を図 1 に示す。 

PTR-MS の重水に対する感度は、一般的な
VOC に対するそれと比べて低かった。それ
でも、m/z 20 の感度が m/z 38 に比べ高く、
実際の測定では m/z 20 を用いることとした。
m/z 20 では U drift の値が変化しても感度へ
の影響はほとんどなかった。また水蒸気濃度
が高くなると m/z 20 の感度が下がる傾向が
あり、重水感度はすべての U drift の条件で
0.3～0.6 の値になった。実際の濃度を求める
ためには水蒸気濃度と重水濃度の関係式を
求め、換算することとした。反応エネルギー
の適値範囲は 120～140 Td であるため、測定
では反応エネルギーがこの範囲になるよう、
ドリフトチューブ内の電圧と温度、気圧を調
整した。 
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図 1 異なる反応エネルギーおよび異なる
重水濃度下で測定した重水蒸気に対する
PTR-MS の感度 
Udrift は反応エネルギーの指標で値が低いほ
ど反応エネルギーが小さい。 
 
 
４．２ 植物の重水と有機物質の移動モニタ
リング 

樹高 3 m のハナミズキについても類似の
測定を行った。図 3 に蒸散を反映した水蒸気
濃度の指標となる m/z 37、重水由来イオンで
ある m/z 20、メチルエチルケトン（MEK）
由来イオンである m/z 73 の濃度変化を示す。 

蒸散速度は溶液を供給する前から高く、4



日間類似の変動を示した。しかし、重水由来
イオンである m/z 20 は、下段（高さ 1 m）
の枝では、翌日（2 日目）の未明から徐々に
放出され、中段と上段の枝では 2 日目の日中
に放出が始まった。このように、土壌に供給

した水が葉から放出されるまでは、12 時間～
24 時間を要し、それは枝の高さによって異な
ることがリアルタイム測定で明らかとなっ
た。 

MEK 由来イオンである m/z 73 も、重水と
類似の濃度変化を示し、重水に大きく遅れる
ことなく葉から放出された。蒸散速度が高い
ほど、MEK の放出も高まった。 

しかし、ジクロロエタン由来イオンである
m/z 63 は 3 日目の夜間に濃度が上昇し、初め
て放出が確認された。その後は継続的に放出
され、蒸散速度が高いほど放出も高まった。 

このように、陽子移動反応質量分析計を用
いた重水のモニタリング法を開発したこと
で、今与えた水がいつ葉から放出されるのか
を高精度で測定することが可能になり、有機
物質間の植物体内の移動性の違いを明らか
にできた。 
 
４．３ 植物体内でのトルエンの分配と代謝 
４．３．１ 二酸化炭素への代謝 

13CO2 暗呼吸放出実験における 13CO2 比の
対照区の値を表 1、トルエン区の値を表 2、

処理区毎の KeelingΔの値を表 3 にそれぞれ
示す。表 1 の対照区 1 の KeelingΔ値は
CO2/H2O 比が異常に高く、実験室内の二酸化
炭素が袋の中に入り込んだと考えられたた
め異常値として除外した。 
実際に計測された 13CO2比をΔCO2として

表し、測定中の環境データを用いて補正した
純粋な植物放出 13CO2 を求めたものを
KeelingΔの値として表す。 

 
表 1 対照区における 13CO2比各サンプルのデー
タ 

ΔCO2（‰） KeelingΔ（‰） 地上部乾燥重 CO2/H2O (10^-3)
対照区 1 14.37 -4.2 0.00 11.52
対照区 2 1.99 -17.0 0.65 2.32
対照区 3 2.48 -24.2 3.15 4.55
対照区 4 2.04 -24.4 3.50 4.86
対照区 5 2.01 -26.0 3.16 4.07  

 
表 2 トルエン区における 13CO2 比各サンプルの
データ 

ΔCO2（‰） KeelingΔ（‰） 地上部乾燥重 CO2/H2O (10^-3)
トルエン区 1 2.64 -11.1 0.79 2.05
トルエン区 2 3.45 -19.6 2.39 4.87
トルエン区 3 3.05 -13.5 1.33 2.48
トルエン区 4 3.42 -17.9 2.09 4.06
トルエン区 5 2.94 -22.9 2.57 3.98  

 
表 3 各処理区の KeelingΔの値 

対照区 トルエン区
KeelingΔ平均 KeelingΔ平均
-22.9±4.0 a -17.0±4.7 ｂ  

異なるアルファベッドは Turkey の有意差検定に
おいて有意な差があることを示す(p<0.05) 
 
対照区と根からトルエンを吸収させた区

では 13CO2の量に有意差があった。このこと
から植物の体内にある 13C-phenyl-tolueneが
代謝、分解され、最終産物の二酸化炭素とし
て放出した可能性がある。13CO2 自体は通常
植物内に選択的に取り込まれることが知ら
れている。そのためトルエン曝露区で多くな
った 13CO2は 13C-phenyl-tolueneによるもの
だと考えられる。 
 
４．３．２ トルエンの植物体内分配測定 
計測されたδ13C(‰)と、atom(％)をそれぞ

れ表 4 と表 5 に示す。 
対照区に対して 13C-phenyl-toluene吸収区

ではδ13C の値が、ヒマワリの根、茎、葉と
も高くなり、根では有意差が認められた。茎
では 6 日以降に有意差が認められ、葉でも 12
日経過したものとでは有意差が認められた。
対照区との差が大きかったのは、根で次いで
茎、葉の順であった。atom の値でも、
13C-phenyl-toluene 吸収区で対照区より高く、
対照区と 13C-phenyl-toluene吸収区の有意差
がある場合も多かった。このことからヒマワ
リが 13C-phenyl-toluene を取り込み、一部は
茎、さらには葉まで分配していたと考えられ
る。13C の存在量では根が一番多く、葉が一
番少なかった。 
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図 3 m/z 37、m/z 20、m/z 73 の濃度変化 
Line1: 下段の枝、Line 2: 中段の枝、Line 3: 上
段の枝、Line 4: ブランクの枝 
Cycle 50-55 で溶液を与えた。 



 
表 4 13C-phenyl-toluene 処理後 0 日目、6
日目、12 日目の根、茎、葉のδ13C の値(‰) 

対照区 -32.4 ±0.6 a -32.8 ±0.9 a -32.2 ±1.9 a
0日目 -17.5 ±1.9 b -31.6 ±0.6 ab -30.0 ±0.7 ab
６日目 -17.6 ±3.5 b -31.5 ±0.5 ab -29.0 ±0.5 b

１２日目 -20.9 ±2.1 b -31.1 ±0.3 b -28.9 ±0.7 b

根 茎葉

 
異なるアルファベッドは Turkey の有意差検定に
おいて有意な差があることを示す(p<0.05) 
 
表 5 13C-phenyl-toluene 処理後 0 日目、6
日目、12 日目の根、茎、葉の atom の値(％) 

対照区 1.070 ±0.001 a 1.070 ±0.001 a 1.070 ±0.002 a
0日目 1.086 ±0.002 b 1.071 ±0.001 ab 1.073 ±0.001 ab
６日目 1.086 ±0.004 b 1.071 ±0.000 ab 1.074 ±0.001 b

１２日目 1.083 ±0.002 b 1.072 ±0.000 b 1.074 ±0.001 b

茎葉根

 

異なるアルファベッドは Turkey の有意差検定に
おいて有意な差があることを示す(p<0.05) 
 

日数が経過するとδ13Cの値が根で-17.5‰
から-20.9‰に減少し、逆に茎と葉ではそれぞ
れ-30.0‰から-28.9‰、-31.6‰から-31.1‰へ
と上昇した。atomの値でも同じことが言え、
このことは根で蓄えられていた13Cが日数の
経過とともに徐々に茎や葉へ分配されたこと
を示す。今回、日数の経過とともに13Cの分配
量の変化を捉えることができ、13Cが植物体内
で移動していることを初めて明らかにした。 
以上の研究により，大気中重水濃度のモニ

タリング法を確立し，植物体内の包括的水輸
送速度を求めることができた。植物根から吸
収された有機物質移動性や分配，代謝，蒸散
の動態を解析できた。 
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