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研究の背景

溶存有機物(DOM)は様々な
物理・化学・生化学的特性を
有し、水中の物質循環に大き
な影響を与える

溶存有機物（DOM) ・バクテリア
の栄養源

・一次生産の
支配

など水質に大きく
影響する

な影響を与える。

DOMの性質や反応性、それ
らを構成する成分とその動態
を把握することは水質の保
全・改善にとって非常に重要
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１．蛍光スペクトル解析による琵琶湖
溶存有機物の特性把握と起源の推定溶 機物 源 推定

背景（三次元励起蛍光スペクトル）
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腐植物質様のピーク

タンパク質様のピーク

簡便かつ短時間で測定可能
少量の試料

↓
化合物相互の分離が不可能

↓
混在するピークの分離が困難

↓
定性解析にとどまる
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PARAFAC(Parallel Factor 
Analysis)

重なったスペクトル 分離された成分スペクトル

PARAFACで解析
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サンプルの種類

サンプリング地点
滋賀県の琵琶湖より採取。

サンプリング期間
2004～2006年

野洲川

安曇
川

日野
川

前処理
・試料は孔径0.7μｍのGF/F  フィルターでろ
過を行った。

サンプルの種類
鉛直採水（17B,NA地点など）
表層採水 (沿岸部の影響がない地点）
沿岸(Yasu地点など）
河川(野洲川、姉川など）

サンプリング地点

EEM測定条件

• 装置： 日立 蛍光分光光度計 F-4500
• 波長範囲 励起：225～400nm

蛍光：260～500nm
PARAFAC解析のため 測定後に統一– PARAFAC解析のため、測定後に統一

• 励起・蛍光バンド幅： 5nm,2nm
• 蛍光強度の規格化：ラマン標準補正

– ラマン散乱光のピーク面積で蛍光強度を割ることで標準化を行った。

式(2)

PARAFAC解析

• データをそれぞれの採取地点別に４つに分類し、採取地点ご
との特徴把握を行った。

沖合い鉛直・・・34サンプル（NA地点など）

沖合い表層・・・31サンプル（沿岸部の影響を受けていないもの）

岸部 プ 地点など沿岸部・・・10サンプル（Yasu地点など）

河川水・・・30サンプル（野洲川、安雲川など）

• 解析に使用したソフト
– Mathworks社 matlab 2009a student version

• DOM Fluor
• Parafac algolithm
• Nway の３つのツールボックスを使用した。

PARAFAC解析の条件

• Non negativity
– 解析結果にマイナスの値を出さないため

• 収束条件 1.0×10-7

– 最小二乗法における収束の基準値

• Iteration(最小二乗法の計算回数)
– 最大2万回で計算を行った。

Scoreの算出

• PARAFAC解析では各因子(励起波長、蛍光
波長、サンプル）ごとに負荷量(Loading)が得
られる

• ExLoading × EmLoading ×
SampleLoading 

= Consistency（Score)

Scoreを計算することによって定量解析が可能
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成分スペクトル1

Ex/Em = 390/461
腐植物質様のピーク

微生物起源と考えられる
(Balcarczyk et al.,2009)

Em(nm)

表層部、沖合部から分離された。
表層部0.714
沖合部0.072

Em(nm)

高波長側に腐植物質様の強い蛍光ピー
クが観測できる。

短波長側にタンパク質様のピークと腐植
物質様のピークが観測できる。

元のスペクトル

score



分離された成分スペクトル
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Em(nm)成分スペクトル３

Ex/Em = 380/471
腐植物質様のピーク
陸域起源と考えられる
(Yamashita et al.,2008)

沿岸部から分離された。
沿岸部0.073score

Em(nm)成分スペクトル2

Ex/Em = 345/430
腐植物質様のピーク
陸域起源と考えられる

（Yamashita et al. ,2008)

表層部、沖合部から分離された。
表層部0.029score
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分離された成分スペクトル

成分スペクトル4

Ex/Em = 225/338
280/338

トリプトファン様のピーク
自生性有機物起源と考えられる
(Colin A. Stedmon et al.,2005)

Em(nm)

沿岸部、沖合部から分離された
score  沿岸部 0.182     沖合部 0.197

沖合部から分離された
沖合部 0.029

Em(nm)

成分スペクトル5

Ex/Em = 335/404

腐植物質様のピーク
水生腐植物質？と考えられる

score

残差スペクトル(Residuals)
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表層 沖合い 沿岸 Em(nm)

• 残差スペクトルに特徴的なピークはない

– 琵琶湖のCDOMは５つの成分スペクトルからなると考えら
れる。

• ５つの成分スペクトルが分離された。

▫ 別々のデータセットから分離されており、それ
ぞれ異なった動態を有するものであることが
示唆された。

PARAFACまとめ1
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PARAFACまとめ2
ピーク位置 分離できたデータセット

成分 励起波長 蛍光波長 沖合部 表層部 沿岸部 河川部

1 390 461 ③24% ①96%

2 345 430 ②4%

3 380 471 ①29% ①

4 280(225) 338(338) ①66% ②71%

採取試料の属性
により異なった成
分ピークがそれぞ
れ主要な成分を占
めることが分か4 280(225) 338(338) ①66% ②71%

5 335 404 ②10%

成分スペクトルが分離できたデータセット

沖合部の実試料における成分スペクトルの寄与

Ex(nm)

Em(nm)

Ex(nm)

Em(nm)

めることが分かっ
た。

２．超高分解能質量分析による琵琶
湖溶存有機物の特性把握と起源の推

定定



FT-ICRMS 分析

前処理: さまざまな試料のDOM を C18 固相抽
出ディスクを用いて濃縮分離 (Kim et al., 
2003) 

装置: 12T FT-ICR 質量分析器

( Old Dominion University, VA, USA）

条件: negative ionization mode with a needle 
voltage of –2.0 kV 

FT‐ICRMS 結果 ―琵琶湖水DOM マススペクトル
NA, 25m ―

m/z

ESI-FT-ICR 質量スペクトル(拡大)  NA, 
25m

FT-ICRMS 結果 Van Krevelen Diagram

(Kim et al., 2003)

FT-ICRMS 結果 Van Krevelen Diagram FT-ICRMS 結果

Van Krevelen Diagram2
様々な起源を有する試料
の分析結果



試料 総検出ピーク数
(S/N>4, m/z<500)

琵琶湖水(北湖NA地点
40 m)試料との一致
ピーク数

野洲川河川水 4770 319

琵琶湖への有機物負荷源と考えられる各試料
中のピークと琵琶湖水試料のピークとの一致

野洲川河川水 4770 319

下水放流水 5648 435

田面流出水 6483 302

バクテリア培養 3318 86

緑藻培養 2371 10

ピコ藍藻培養 2032 9

FT-ICR MS 解析まとめ

• 湖水C18DOMは、分子量200~800の多数の分子を含
み、水深により異なる有機物群の付加があるが、どの
試料にも共通して存在するピーク領域として、リグニン
様物質が挙げられた。

さまざまな起源を有する試料の測定結果より 田面流• さまざまな起源を有する試料の測定結果より、田面流
出水や下水放流水などが、湖水で顕在していたリグニ
ン様物質ピークを多く含んでいることが分かった。

• 湖水に存在しているピークと同じm/z値を示すピークの
数は下水放流水(435)・河川水(319)・田面流出水
(302)の順であり、これらが難分解性有機物のソースと
なっている可能性が示された。

全体まとめ

・蛍光－PARAFAC解析から、難分解性有機物としては、微
生物起源の腐植様物質(成分ピーク1) の可能性が高いこ
とが示唆された。

・FT-ICR MS分析の結果からは、リグニン様物質の領域に

検出される物質であることが示唆され、これらはプランクト
ンやバクテリアの培養試料には検出されず、田面流出水
や下水放流水に多く検出された。
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