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研究成果の概要（和文）：　陸域生態系の炭素循環プロセスの要である溶存有機炭素（DOC）に対し，特殊パル
スシーケンス（SPR-W5-WATERGATE）による1H NMR分析を適用すべく，測定パラメータの最適化と定量性の保証，
前処理法の検討を実施した。
　その結果，希薄な試験水でも1mL～50mLの試料量で0.5～24時間で良好なスペクトルが得られることが明らかに
なった。高緯度北極湿原での適用例からこの手法の有用性が提唱された。

研究成果の概要（英文）：　Application of 1H NMR analysis using a special pulse sequence 
(SPR-W5-WATERGATE) was examined on dissolved organic carbon (DOC) which is the key of the carbon 
cycle process in the terrestrial ecosystem. Optimization of measurement parameters in the sequence, 
guarantee of quantitative, and examination of pretreatment method were carried out.
　As a result, it was found that a good spectrum can be obtained by measuring 0.5 to 24 hours with a
 sample amount of 1 mL to 50 mL even for test water having a low DOC concentration. Through 
application examples of DOCs taken from a wetland in the high latitude Arctic region, the utility of
 this method was demonstrated.

研究分野：土壌学
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景	
	 地球温暖化や気候変動の深刻化によって炭
素（C）循環・動態の把握が求められている。
特に，高緯度地域における温度上昇は土壌ス
トック C の系外流出を促し，沿岸海域を含め
た陸域生態系に急激な変化をもたらし，多く
の負の連鎖を招く。土壌ストック C の系外流
出とは土壌有機物の分解・変質と移動を意味
し，CO2と溶存有機 C（DOC）はそれを直接反映
する成分である。つまり，DOC は陸域生態系に
おける C循環の中で，大気降下物—地上バイオ
マス—土壌—河川・湖沼—沿岸海域の Cを時空間
的に繋ぐ要の物質であり，C 動態解析の上で
欠かせない研究対象物質である。実際，土壌
DOC のここ 10 年間の文献ヒット数は 2000 年
以前のそれにくらべて 5 倍にも激増している。	
	 DOC のマスフロー量は大きいものの分析対
象物としては低濃度の希薄成分である。した
がって，世界各地で盛んにおこなわれてきた
DOC の時空間的モニタリング情報は，定量分
析（TOC 測定）や微量分析（UV や蛍光分析）
による情報で占められている。こうした手法
による成果は C 循環モデルの構築に多大な貢
献をもたらしたが，その一方で，微生物バイ
オマス Cの寄与，	C 安定性（分解性）評価の
あり方，C変遷プロセスの説明など，より質の
高い化学構造情報の裏付けを必要とする課題
が浮上している。	
	 代表者は長年にわたり土壌や陸水有機物に
ついて機器分析を用いた化学構造特性の解析
をおこなってきた。これらの情報のインベン
トリー化中に DOC の 1H と 13C	 NMR 分析のデー
タ間には高い相関のあることを発見した。こ
の発見は，比較的高感度だが情報の質では 13C	
NMR に一歩及ばないとされる 1H	 NMR 分析が
DOC 研究に利用できる新たな活路を導き出し
た。折しも NMR 専門家であるトロント大学
Simpson教授との知己を得て，特殊なパルスシ
ーケンスを用いれば(Lam	 &	 Simpson	 2008,	
Pautler	et	al.	2012)，希薄な DOC を 1H	NMR
で高感度に検出可能となるとの助言を得た。
こうした背景から，DOM の 1H	NMR 分析がモニ
タリング研究で活用できれば陸域生態系にお
けるストック C の変遷プロセスを化学的に説
明できる切り札になるとの着想に到った。	
	
２．研究の目的	
	 土壌—河川—沿岸海域にまたがる溶存有機炭
素（DOC）の化学構造特性はどのように異なる
のか，また，それらの特性の違いは何に起因
するのか，を明らかにする。DOC の構造解析に
詳細な情報を与えるもののモニタリングレベ
ルでの活用が困難とされていた NMR 分析法が，
特殊なパルス測定法の適用で可能となること
を武器に，各種の DOC 分析法と併せて駆使す
ることによって，陸域炭素の放出・流出過程
で何が起こっているかという命題に分子レベ
ルで答えることを目的とする。	
	 さらに，気候変動や温暖化の影響が顕著で
ある高緯度地域の湿地帯を対象にすることで，

分子レベルでの DOC の変遷プロセスの理解が
もたらす効果を明示し，本手法の今後の炭素
動態解析への活用を提唱する。	
	
３．研究の方法	
(1)	特殊パルスシーケンスの最適化	
	 Simpson 教授（Toronto 大）から譲渡された
1H	 NMR 用の SPR-W5-WATERGATE パルスシーケ
ンス（SW5W）法を用いた 1H	NMR 分析法につい
て，①各種測定パラメータの検討，②従来法
（Presaturation（PRS）法）ならびに 13C	NMR
分析（Inverse	gate	decoupling（IGD）法）
との官能基組成分析結果の比較，③PRS 法と
WS5W 法の比較検証，④前処理法によるルーテ
ィン測定の効率化をはかることで，手法の最
適化を検討した。供試試料には日本腐植物質
学会ならびに IHSS（国際腐植物質学会）が頒
布する８試料の腐植酸（HA）とフルボ酸（FA），
申請者らの所有する 7試料の HA，さらに検討
用に採取した兵庫県都賀川の河川水ならびに
琵琶湖北湖最深地点の表層水試料を用いた。	
	
(2)	北極湿原における調査と試料採取	
	 ノルウェー国スバールバル諸島スピッツベ
ルゲン島ステュファレット湿地（北緯 79°）
の試験地において，湿地内間隙水（0-30cm）・
湿地内河川水・湿地流出河川水を採取すると
共に，湿地凍結コアを採取し，DOC 定量と DOC
中の腐植（HS）割合の定量分析，（１）で最適
化したパルスシーケンスによる 1H	NMR 分析を
実施した。	
	
４．研究成果	
(1)	特殊パルスシーケンスの最適化	
①各種測定パラメータの検討	
	 Simpson 博士から供与された SPR-	 W5-
WATERGATEパルスシーケンスプログラム」を所
有の NMR 装置にコンパイルし，選択トレーン
パルス，２項定理遅延時間などの各種パラメ
ータを検討した。水溶媒の除去効果とスペク
トル形状の比較から最適パラメータを決定し
た （ D1;	 0.001s,	 D16;	 0.0001s,	 D19;	

 
 

図 1. 1H NMR法による水ピーク除去効果 
（NPR: non-Presarturation） 



0.000155s,	 P16	 1000	 us,	 P20;	 4000	 us,	
GPZ1;	 68	 %,	 GPZ2;	 44	 %:	 但し Bruker	
Topspin プログラム）。図１に土壌 HA を例と
した通常測定法，従来法である PRS 法，今回
の WS5W 法のスペクトルを示した。この図に示
したように，WS5W 法では完全に水溶媒ピーク
の除去が処されており，DOC の 1H	NMR 分析に
おける最大の障害が克服されたことが明らか
になった。	
	
②1H	NMR 法（PRS 法）と 13C	NMR（IGD 法）に	
よる官能基割合の比較	

	 1H	 NMR 法によって取得できる化学構造情報
のクオリティーを評価するために，12 種類の
HA と 3 種類の FA を用いて，従来法の PRS–1H	
NMR 法と IGD–13C	NMR 法からそれぞれ算出され
た各官能基割合を比較した。その結果，図２
に示したように，芳香族性炭素と同プロトン
の間で，また，脂肪族性炭素と同プロトンの
間で極めて高い有意な正の相関が認められた。
理論的に芳香族性炭素と同プロトンの間には
必ずしも相関関係が成立する必然性はないが，
経験的に関係が成立することを立証できた。
また，主に炭水化物に帰属される領域での相
関は認められなかったために，13C	NMR 法と比
べて 1H	 NMR 法の情報量に不足はあるものの，
測定に必要な試料濃度と時間はそれぞれ1/30
と 1/200 と，極めて高効率で情報が得られる。

従って，本結果から 1H	NMR 法による DOC の化
学構造情報の取得の有用性が示された。	
	
③PRS－1H	NMR 法と SW５W－1H	NMR 法の比較	
	 検証	
	 前述の②と同試料を用いて PRS 法と SW５W
法からそれぞれ算出した各官能基割合の関係
を調べた。その結果，図３に示したように，５
種類の全ての帰属されたプロトン，すなわち
芳香族性プロトン，炭水化物プロトン，脂肪
族性 Hαプロトン，同 Hβプロトン，ならびに同
Hγプロトンの割合で極めて高い有意な相関関
係が成立し，従来法で得た情報がそれぞれの
回帰式で活用可能なこと，また，少なくとも
従来法と同等の定量性を持つことが明らかに

なった。	
④前処理法によるルーティン測定の効率化	
	 前述の①〜③まで成果によって SW5W 法に
よる測定が DOC の化学構造情報を得るために
有用であることがわかった。そこで，実際の
河川水や湖沼水，土壌間隙水でこの手法をル
ーティン測定する為の手法効率化について検
討した。その結果，琵琶湖水（DOC 濃度	1mgC/L-
1）を試験水として用いた場合，50	mL の試験
水を減圧濃縮して 30 分の積算測定に供する
事で良好なスペクトルが得られ，最も効率よ
くルーティン測定が可能なことが判明した。
また，貴重な水試料の場合は 1	mL の試験水を
N2ガスでパージ濃縮して24時間積算すれば良
好なスペクトルが得られる事も明らかになっ
た。この試験で用いた DOC 濃度	1mgC/L-1は陸
水試料として DOC 濃度が希薄なケースである
ため，この条件で一般化できる。	
	
(2)北極湿原における DOC 解析事例	
	 (1)確立した手法の有用性を広めるために，
気候変動や温暖化の影響が顕著である高緯度
北極地域の湿地帯を対象に DOC 定量，HS 割合
と SW5W-1H	 NMR 分析を行った。ノルウェー国

 
図2. PRS‒1H NMR法と IGD‒13C NMR法から 

算出した各官能基割合の関係 

 
図3．PRS法と SW5W法から算出した各官能基 

割合の関係 (p < 0.001) 



スバールバル諸島スピッツベルゲン島ステュ
ファレット湿地内の夏期における小川の DOC
濃度は 2〜4	 mgC/L-1程度であり，湿地外の小
川の 0.5	 mgC/L-1 程度に比べて４倍ほど高か
った。また，HS 割合は湿地内でほぼ夏期を通
じて一定した 55％を，湿地外では夏期初頭か
ら後期にかけて 25％から 45％へと上昇した。
湿地間隙水は 5.7	 mgC/L-1程度で HS％は 50％
程度であった。次いで，SW5W-1H	NMR 分析のス
ペクトルと官能基割合を図４に示した。スペ
クトルを見ると 2.1 および 2.3ppm 付近の脂
肪族性 Hβプロトンに帰属されるピークにス
ペクトル間での大きな差異が認められた。ま
た，間隙水から上流，下流となるにしたがっ
て，芳香族性プロトンの減少と脂肪族性 Hβプ
ロトンの増大が認められ，DOC の分子構造が
リグニン主体から光分解や微生物分解によっ
て脂肪族主体の分子へと変遷していることが
示唆された。このように，SW5W-1H	NMR 分析を
用いれば少量の試験水で，しかも，短時間で
分子レベルの構造特性を解析できることが明
らかになった。	
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