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研究成果の概要（和文）：微生物によるハロカーボンの生成量および生成機構に関する知見を得

ることを目的とした。微生物の培養液等の粘性の高い試料中のハロカーボンを高感度に分析す

るために、ダイナミックヘッドスペース法（ＤＨＳ法）による分析条件を検討した。標準溶液

をＤＨＳ-ガスクロマトグラフ質量分析装置で測定した結果、pmol L-1～nmol L-1 の間で直線性

がみられ、再現性も良好であった。本分析法をバクテリア培養液の測定に適用し、バクテリア

によるクロロメタン、ブロモメタンの生成を初めて明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：Halomethane produced in the marine environment are thought to play 
a key role in atmospheric reactions, particularly those involved in the global radiation 
budget and the depression of tropospheric and stratospheric ozone. To evaluate 
halomethane concentrations in the bacterial culture samples, we developed an automated 
dynamic headspace extraction method for the determination of 15 halomethanes. The 
halomethanes in the gas phase above the culture samples were measured using dynamic 
headspace (GESTEL DHS) - gas chromatograph (Agilent 6890N)- mass spectrometer (Agilent 
5975C). Productions of halomethane were observed for several days. 
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 直接経費 間接経費 合 計 

２００８年度 2,700,000 810,000 3,510,000 

２００９年度 500,000 150,000 650,000 

 ２０１０年度 500,000 150,000 650,000 

 

  

総 計 3,700,000 1,110,000 4,810,000 

 
 
研究分野：環境動態解析 
科研費の分科・細目：環境学・環境動態解析 
キーワード：ハロカーボン、微生物、色素分析、共存系、動態解析 
 
１． 研究開始当初の背景 
ハロゲンを含む揮発性有機化合物（ハロカ
ーボン）は温室効果やオゾン分解能をもつ
気体成分であり、生物が多く生息する対流
圏のオゾン濃度の決定にも関与していると
考えられている。また、その揮発性から海
洋、大気、陸上にまたがる物質循環におい

てハロゲンキャリアーとしての役割を担っ
ている。しかし、生物による生成に関する
現在までの報告を基にしても海洋から大気
へのフラックスのほとんどが説明できてい
ない。海洋や汽水湖では、植物プランクト
ンが十分に光合成をすることができない有
光層以深にも高濃度のハロカーボンが確認
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されており、それらハロカーボンの生成に
バクテリアが関与している可能性がある。
しかし、バクテリアによるハロカーボン生
成に関する知見は乏しく、バクテリアのハ
ロカーボン生成機構や生成するハロカーボ
ン量の見積りは不確かである。 

 
２． 研究の目的 
本研究の目的は、ハロカーボンに関して、
微生物群集における共存系がハロカーボン
の生成起源を明らかにする上で重要である
と着目して、植物プランクトン－バクテリ
ア共存系でのハロカーボン生成について明
らかにすることである。 

 
３． 研究の方法 
（１）ヘッドスペースガス濃縮装置による
ハロカーボン分析方法の最適化 
ガスクロマトグラフ／質量分析装置

（GC/MS；Agilent6890/5975）の試料導入系

としては、固体、液体、ゲル状などの様々な

サンプルの高感度測定が可能なヘッドスペ

ースガス濃縮装置（DHS；GERSTEL DHS）を用

い、ヘッドスペースガス濃縮-ガスクロマト

グラフ/質量分析装置によるハロカーボン分

析の最適化を行った。バイアル瓶を振とうし

て気相をパージしながらトラップ管に捕集

して、加熱脱着後、ガスクロマトグラフ質量

分析装置（GC/MS）へ導入する本法では、気

相を濃縮できるので、従来のヘッドスペース

法よりも高感度な検出が期待された。ガスク

ロマトグラフには高速昇温分析に最適なカ

ラム（DB-624、20m×0.18mm×0.1µm）を用い

た。15 種のハロカーボンについて、DHS 法の

最適条件を検討するため、標準溶液を振盪時

間（min）、振盪速度（rpm）、パージ流量（ml）、

パージ流速（ml/min）、測定溶液の容量（ml）

を変化させて測定し、それぞれの条件でのピ

ーク面積を比較した。また、最適化した条件

を用いて標準溶液を測定し、検量線の直線性

および測定の検出限界、再現性を明らかにし

た。また、同一サンプルを DHS 法と従来法で

ある P&T（パージ&トラップ）法で測定し、DHS

法の妥当性を確認した。さらに、本測定法を

海水やバクテリアの培地中のハロカーボン

測定に適用した。 
 
（２）バクテリア培養サンプルへの適用  
ハロカーボン生成バクテリアに関する知見

を収集することを目的として、汽水湖である
佐鳴湖を対象にハロカーボン生成バクテリ
アの探索を行った。なお佐鳴湖では、光が届
かない湖底付近にブロモホルムやジヨード
メタン等の濃度が高くなることがフィール
ド調査から確認されている。佐鳴湖の湖水試

料および底泥試料を採取し、この試料を
Marine Broth (MB)の寒天培地に塗抹し、
25°C、暗条件で培養した。形成されたコロ
ニーを 1 つずつ新しい寒天培地に植菌した。
その後、MBの液体培地に植菌し、25°C、暗
条件で静置培養を行なった。DHS-GC/MS を用
いて培養サンプルの気相中のハロカーボン
濃度を測定し、OD600 を用いてサンプルの濁
度（細胞数増加の指標）を測定した。 
 
４． 研究成果 
（１）ヘッドスペースガス濃縮装置によるハ
ロカーボン分析方法の最適化 
バクテリア培養液等の粘性の高い試料から

揮発する微量ガスを高感度に分析するため
に、ダイナミックヘッドスペース法（DHS 法）
による CH3Br（沸点:3.6°C）を含むハロカー
ボン（15 化合物）の分析条件を検討した。パ
ージやトラップ時の条件を変えて測定し、主
なハロカーボンのそれぞれの感度を比較し
た結果を Fig.1 に示す。パージする際のパー
ジ量は、大きいほど高沸点側の化合物の感度
が上がり、低沸点側の化合物の感度が下がっ
た。これは、高沸点側の化合物は溶液から揮
発するのに時間がかかるため、パージ量を増
やすと多くトラップできるようになるが、低
沸点側の化合物は逆にパージ量を増やすと
トラップに吸着後に再離脱してしまうため
であると考えられる。各化合物の標準溶液を
DHS-GC/MS で測定した結果、pmol L-1～nmol L-1

の間で直線性がみられ、相対標準偏差は概ね
10%以下（n = 10）であり、再現性も良好で
あった。また、同一サンプルを DHS 法と P&T
法とで測定した結果、濃度が一致し DHS 法の
妥当性が確認された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.1 各測定条件による感度変化 
さらに、バクテリア用培地を溶媒として検

量線を作成したところ、直線性が確認でき、



 

 

培養液中のハロカーボンの定量が可能であ
ることが明らかになった。 

 
（２）バクテリア培養サンプルへの適用 
佐鳴湖から 88 株のバクテリアを単離し、測

定した結果、5 株のバクテリアからハロカー
ボンの生成が確認された。バクテリアによる
クロロメタン、ブロモメタンの生成を初めて
明らかにした。ハロカーボン生成が顕著であ
った株の OD600 とモノハロメタン（CH3Cl）の
時間変化を Fig.2 に示す。株ごとに生成され
たハロカーボンの種類や生成比には差があ
り、それぞれの微生物によるハロカーボン生
成に特徴があることが分かった。これらの成
果を、国際学術雑誌に現在投稿準備中である。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.2 バクテリアによるクロロメタンの生成 
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