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研究成果の概要（和文）：土壌から河川・湖沼にまたがる有機物（炭素）の動態を大きく支配す

る溶存有機物（DOM）について，これを疎水–親水特性に応じて分別定量することで新しい DOM

動態解析法の開発を目指した。その結果，樹脂吸着による逐次処理法によって，DOMを疎水性

DOM（溶存フミン物質）と親水性DOM（溶存非フミン物質）に，溶存フミン物質はさらに強疎水

性と弱疎水性の画分に分別可能なことを見出した。さらに，これをスキルアップして湖水や土

壌のDOM解析に供した例を示し，本開発手法の有用性を示した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Fractionation methods based on the hydrophobic- and hydrophilic- properties of the DOM, 
which governs the carbon dynamics in soil and water ecosystems greatly, were developed as 
new DOM dynamics analysis. By the successive method based on resin adsorption, it found 
out that the DOM could classify to hydrophilic DOM and hydrophobic DOM, and the latter 
further to DOM of strong hydrophobic and weak hydrophobic. The usefulness of this fa-
cilitated technique was proved through actual analysis of DOM in some of the soils and the 
lake waters. 
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科研費の分科・細目：環境学・環境動態解析 
キーワード：土壌生態・陸水生態・炭素循環・樹脂吸着法・フミン物質 
 
１．研究開始当初の背景 
 地球温暖化の深刻化によって炭素循環や
動態の把握がよりいっそう必要とされてい
る。陸域における炭素の動態は移動性や反応
性，生物利用性が相対的に高い溶存有機物
（DOM）の動態に支配されている。土壌水

や陸水（河川水や湖沼水）に含まれる DOM
の約 10〜90％は，DOMの中で相対的に移動
性と生物利用性が低いとされる溶存フミン
物質で占められている。DOM 総量の定量は
少なくとも溶存炭素計（TOC計）で測定可能
であるが，溶存フミン物質の厳密な定量法は
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確立されていない。特に，我が国のような温
帯地域の非有色水系の試料ではDOMの濃度
測定自体が検出限界に近い。おのずと，その
中の成分である溶存フミン物質の定量には
濃縮や分別操作が必要となるため，信頼性の
高い定量値を示すことは困難である。しかし，
永久凍土の融解，気候変動や森林破壊による
洪水などで土壌や河川のDOM濃度の変動が
激化していることや，溶存フミン物質と養分
元素（Fe やＭg）や汚染物質（POPs や重金
属）の相互作用による複合体形成が確認され
ている今日，溶存フミン物質の量的把握はこ
れからの必須課題である。 
 そこで精度良く，かつ，簡便な DOM中の
溶存フミン物質定量法（溶存フミン物質と非
フミン物質との 2成分分別定量法）の確立を
目指した。 
 その一方で，研究代表者らは琵琶湖を対象
に溶存フミン物質の濃縮分離法を開発し，大
量分取による化学特性の解析を行ってきた。
そうした中で，「溶存フミン物質が疎水性強
度の異なる２成分に分別される」ことを発見
した。そこで，DOM を非フミン物質と弱疎
水性フミン物質，強疎水性フミン物質の３成
分に分別し，各成分の特性を序列化した上で，
簡便かつ精密な３成分の分別定量法を確立
できれば，それらの特性を加味した新しい
DOM の動態解析手法が確立できると考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究は DOM 中の溶存フミン物質定量
法を開発し，さらに，その溶存フミン物質を
疎水性強度に基づいた２成分に分別するこ
とで，DOMの 3成分（非フミン物質，弱疎
水性フミン物質，強疎水性フミン物質）分別
定量法を開発し，各成分の特性解析をつうじ
て，DOM 総量でのフィールド観測による従
来の動態解析とは異なる，新しい動態解析法
を提案することを目的としている。そこで以
下の 3つの項目を具体目標に据えて研究を進
めた。 
 (1) 溶存フミン物質の分別分取と特性解析   
 フミン物質の濃縮分離法と分別分取法を
非有色水や土壌水の各試料に適用し，溶存フ
ミン物質の２成分の特性を試料水ごとに明
らかにする。すなわち，NMR を中心とした
機器分析による特性を調べ，最終的には非フ
ミン物質を含めた３成分の特性の違いを明
らかにする。 
(2) 溶存フミン物質（DOM２成分）分別定量
法の開発 
 (1)で利用する溶存フミン物質の分別分取
法をスケールダウンして，簡便かつ精密な
DOMの２成分分別定量法を確立する。 
(3) DOM３成分分別定量法の開発 
 溶存フミン物質を疎水特性の強弱で 2成分
に分別し，非フミン物質をあわせて３成分に

分別する。これらの操作の簡便化をはかり，
試験連用数の増加を通じて定量精度を高め
ることで DOM３成分分別定量法を確立する。 
(4) 2 種類の分別定量法のフィールド観測へ
の適用 
  (2)と(3)で得た２つの手法をフィールド観
測に適用する。観測は非有色水系湖沼，なら
びに，土壌型や土地利用形態の異なる土壌を
対象とする。季節の違いも含め，時空間的な
バリエーションも用意し， 
(5)新規 DOM動態解析法の有用性の提示 
 (4)で得られた分別定量結果と従来の DOM
総量の定量結果のみから得られる情報とを
比較することで，本法の有用性を提唱する。 
 
３．研究の方法 
(1) 溶存フミン物質の分別分取と特性解析   
 琵琶湖水（各季節），褐色森林土，黒ボク
土表層の溶存フミン物質の濃縮分離を行い，
1Hおよび 13C NMR分析，HPSEC分析を中
心とした機器分析による特性を調べた。また，
別途これらの DOM を DAX-8 樹脂，ならび
に C18シリカゲル樹脂に供して分画し，得ら
れた成分を同様に機器分析に供して特性評
価を行った。 
(2) 溶存フミン物質（DOM２成分）分別定量
法 
 簡便かつ精密なDOMの２成分分別定量法
を確立するため，DAX-8樹脂吸着バッチ法と
TOC測定を原理とした手法を用い，試料水と
樹脂量比，バッチ処理時間，コンタミネーシ
ョンの抑止などの最適条件を検討した。 
(3) DOM３成分分別定量法の開発 
 溶存フミン物質を疎水特性の強弱で 2成分
に分別するために，C18 シリカゲル樹脂の利
用と諸条件について検討した。次いでその結
果から，(2)で確立した溶存フミン物質定量法
との組み合わせについて検討し，３成分に分
別する操作の簡便化と高精度化を検討した。 
(4) 2 種類の分別定量法のフィールド観測へ
の適用 
  (2)と(3)で得た２つの手法をフィールド観
測に適用した。季節ごとに非有色水系湖沼で
ある琵琶湖の深度別 DOM2 成分分別定量を
行った。また，火山灰未熟土 1点，黒ボク土
3 点の層位別土壌について DOM３成分分別
定量を行った。 
 
４．研究成果 
(1) 溶存フミン物質の分別分取と特性解析 
 琵琶湖溶存フミン物質の化学特性の季節
変動データは，本課題で立案した DOM３分
別定量法開発の直接の動機と成ったもので
ある。分別分取した琵琶湖フミン物質の多く
は2001年から2008年にかけて採取されたも
のであるが，ここで得られた予察的データに
よる季節変動は年次変動や降雨などの局所



的要因に依存する可能性が否定できない。そ
こで 2010 年春と夏の琵琶湖表層水からこれ
までと同様の手法で溶存フミン物質を採取
した。なお，化学特性の評価はより顕著な特
徴が反映されるフルボ酸（溶存フミン物質の
主画分）について行った。 
 2001年から 2008年にかけて得られたフル
ボ酸試料もあわせて 13C NMR分析を行った
結果，年次が異なっても春の表層水フルボ酸
は著しく脂肪族性の炭素に富み，春から冬に
かけての季節の移り変わりに伴い脂肪族性
炭素の割合が減少することが明らかに成っ
た。また，春のフルボ酸におけるNMRスペ
クトルの著しくシャープなシグナルピーク
の出現も年次に関わりなく認められること
が明らかに成った。さらに，各季節のフルボ
酸をエーテル可溶成分と不溶成分に分別処
理したスペクトルを比較検討した結果から，
年次に関わらずフルボ酸の特性変動は季節
に伴うエーテル可溶成分の増減に大きく依
存することが明らかに成った。この結果は，
DOM 中のフミン物質には変動性が高く，脂
肪族性に富む成分（強疎水性フミン物質）と
変動が認められない芳香族性に富む成分（弱
疎水性フミン物質）が混在することを示唆す
る。そこで，春の琵琶湖フルボ酸試料を用い
て C18シリカゲル樹脂による分画を行ったと
ころ，1H NMR分析の結果からエーテル処理
に匹敵する強疎水性成分の分別が可能とな
ることが明らかに成った。 
 次いで，土壌 DOMでも同様の傾向が認め
られるか否かを確認するため，以下の検討を
行った。すなわち，褐色森林土と黒ボク土の
A層DOMを用意し，pH 6.0に調整したDOM
を C18シリカゲル樹脂に供したところ，脂肪
族性に富む強疎水性成分と思われるものが
分別された。そこで，C18 シリカゲル樹脂と
DAX-8樹脂を用いた逐次分画処理を行い，得
られた各成分を 1H NMR 分析に供したとこ
ろ琵琶湖フルボ酸の場合と同様に，強疎水性
フミン物質と弱疎水性フミン物質に相当す
る成分の得られることが判明した(図１)。 
 以上の結果から，これらの成果を応用すれ
ば簡便な DOM２分別，あるいは３分別定量
法の確立が可能となることが示唆された。 
(2) 溶存フミン物質（DOM２成分）分別定量
法の確立 
 我が国の陸水試料のようにDOM濃度の希
薄な環境試料でも簡便かつ高精度にDOMを
溶存フミン物質と非フミン物質に分別し，簡
便かつ高精度な定量が可能となる手法の開
発を行った。使用する DAX-8 樹脂による汚
染を洗浄操作によって 0.1 mgC L-1以下に抑
え，実験器具の洗浄操作や試薬の選抜による
人為的誤差の抑制を達成した。次いで，樹脂
量，吸着時間および諸条件の規格化を検討し
た結果，樹脂−試料水量比を１：50，吸着時

間 24 時間に企画化した DAX-8 樹脂バッチ
処理−TOC測定法により，簡便かつ高精度な
定量が可能となることを明らかにした。さら
に，この規格化した定量法をいくつかの非有
色水系試料に適用し，開発した手法が有用で
あることを実証した。 
(3) DOM３成分分別定量法の確立 
 (1)の成果を踏まえて簡便かつ高精度な
DOM３分別定量法の開発を検討した。すな
わち，(2)で確立したDOM２分別定量法の前
処理として C18シリカゲル樹脂による分画操
作を加えることで，強疎水性フミン物質と弱
疎水性フミン物質，非フミン物質の 3成分分
別定量法を考案した。手法開発に辺り，C18
シリカゲル樹脂のコンディショニング法、吸
着飽和量、定量精度について検証した。結果
から、DOM 試料溶液の供試量を規格化して
C18 ガラス SPE カートリッジ法と (2)の
DAX-8 バッチ法を逐次に行うことで炭素ベ
ースによる簡便かつ高精度な 3成分分別定量
法が達成できることを明らかにした(図２)。 
(4) 2 種類の分別定量法のフィールド観測へ
の適用とその結果に基づいた新規 DOM 動
態解析法の有用性の検証 
 (2)と(3)の成果から，DOM２成分および３

 
図１ 黒ボク土DOMの逐次分画法による各成文

の1H NMRスペクトル 



成分分別法を確立できた。そこで，これらの
手法を実際のフィールド観測に適用して，そ
の有用性の検証を行った。 
 DOM２成分分別定量法は琵琶湖水につい
て行い，季節別（2010年 5月から 2011年２
月までの各季節）に深度別（水深 2.5m〜90m
までの 8深度）測定を行った。その結果，溶
存フミン物質量の季節別，あるいは深度別変
化パターンは従来の評価法であるDOM総量
によるモニタリング結果と概ね一致するも
のの，表層付近では２成分の組成比が著しく
異なる場合のあること，年次が異なっても季
節や深度の変化パターンは一定の傾向にあ
ることなどが明らかに成った。特に春から夏
にかけて表層水では非フミン物質が大量に
生産されて急減するが，溶存フミン物質はほ
ぼ一定であることが浮き彫りになり(図３)，
琵琶湖内における物質循環や生態学的プロ
セスを考える上で重要な指標となる可能性
が示された。これは湖内や国内の陸水環境で
近年問題視されつつある難分解性有機物の
増加現象の解明にもつながると考えられる
ことから，本定量法の確立がもたらす波及効

果の大きさを示す一例となった。 
 一方，DOM３成分分別定量法は，森林土
壌の DOMについて検証した。すなわち，火
山灰未熟土である岐阜県大白川土壌（OS），
典型的黒ボク土である兵庫県暁晴山土壌
（GSH），同じく典型的黒ボク土である岐阜
県高山土壌で林床にササの有る土壌（TSY）
と無い土壌（TSN）の４地点について，層位
ごとのDOM溶液を採取してそれぞれを分別
定量した。その結果，O層における３成分組
成比はいずれの土壌でも同様に強疎水性フ
ミン物質の比率が極めて低いものの，下層土
壌ではその比率が相対的に高い傾向にあっ
た(図４)。また，吸着媒体である２次鉱物の
発達が比較的未熟な OSではいずれの層でも
強疎水性フミン物質は低く，他の吸着力の旺
盛な黒ボク土では高かった。さらに，林床に
ササが有る TSYでは直上層の O層で見られ
た弱疎水性フミン物質が A 層でほとんど見
られないのに対して，ササの無い TSN では
むしろ強疎水性フミン物質の割合が著しく
低いなどの顕著な差が認められ，これはササ
根茎とそれに付随する根圏微生物の活性に
左右されている可能性が示唆された。これら
の３成分の組成比や量の支配因子を今後追
求する必要があるものの，従来の DOM総量

 
 

図３ 琵琶湖水DOMの２成分分別定量結果の例 
（2010年度 春〜冬の結果：●はフミン物質、▲はDOM総量を表

す） 

 
 

図２ DOM３成分分別定量法の概要 

 
 

図４ 土壌DOMの３成分分別定量結果の例 
（各バーは左から強疎水性フミン物質、弱疎水性フミン物質、非

フミン物質を表す） 



の定量モニタリングでは隠蔽されていた単
純な大小・増減関係が質的差を伴った情報に
取って替われることが立証された。 
 以上の成果から、考案した DOMの３分別
定量法が土壌生態系におけるDOMの動態解
明に極めて有用な手法であることが明示さ
れ，その手法での解析を進めることで，延い
ては炭素循環動態解析の一助となり得るこ
とが示された。 
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