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１. はじめに 

溶存有機物(Dissolved Organic Matter, DOM)は水圏における炭素の大きなリザーバ

ーであるのに加え、バクテリアの主要なエネルギー源となり(Tranvik, 1992)，水中へ

の太陽光の入射を調節することにより水中での一次生産速度に影響を及ぼしたり，有

害な UV の入射を防ぐ(Arts et al., 2000)など，生態系を支配する重要な因子である。

DOM は水圏のどこにでも存在するユビキタスな物質群であるが、生物体の分解生成

物・分解中間物質などと，それらがさらに環境中で物理･化学・生物反応を受けてで

きた物質群からなり、1 万を超える多種多様な有機化合物の混合物であるため同定が

難しく、分子レベルでの研究は滞っている。  
 琵琶湖においては、BOD（生物学的酸素要求量）濃度は低下傾向あるいは一定レベ

ルにあるものの，COD（化学的酸素要求量）濃度が上昇傾向にある(滋賀県, 2000）こ

とが問題視され、COD 上昇の原因が生物学的には分解されにくい有機物(難分解性溶存

有機物)の蓄積によるものであると考えられてきた(早川, 2007)。この COD の上昇は、

流域の負荷削減の努力にもかかわらず湖水モニタリングにおいて継続して現れており、

琵琶湖の有機物動態の解明が待たれている(岡本ら, 2008)。 
 DOM の特性を把握するための分析手法として汎用されるものに、三次元蛍光分析が

ある。三次元蛍光分析(Excitation Emission Matrix Spectroscopy, EEM)は、ろ過程度の

簡便な前処理で感度よく蛍光ピークを検出できるため、海水(Coble P.G., 1996)や湖水

(Wu et al., 2003)・河川水(Mostofa et al., 2005)などさまざまな天然水で汎用されてい

る。EEM は、検出されるピーク位置の違いやスペクトル形状の違いから腐植物質をは

じめとした天然有機物の特性を知ることができる手法であるが、この方法においても、

様々な蛍光ピークを有する有機物の混合物である DOM のスペクトルからピーク位置

を明瞭に検出し、その違いにもとづく有機物環境の違いを論じることは容易ではない。

Parallel Factor Analysis (PARAFAC)は、多変量解析法の一つであり、重なり合ったピ

ークを同じ挙動を示す成分ピークに分離することができる手法である。PARAFAC は主

成分分析とは違い、成分の形や、成分の数について仮定することなしに、各成分をそ

れぞれのスペクトルの形で表すことができる。そのため、成分スペクトルを個々に表

示し、それぞれのスペクトルに現れたピーク位置を正確に捉えることができ、その成

分も個々に表示できるため、その後の定量的解析にも容易につなげることができる。

このことから PARAFAC を EEM 分析へ適用する例が増えてきた(Stedmon, 2003)。 
  フーリエ変換イオンサイクロトロン共鳴型質量分析器(FT-ICR MS)は、質量分析の一

手法であるが、他の質量分析法をはるかに超える高分解能・高精度な分析が可能であ

り、近年河川起源腐植物質（Kujawinski et al., 2002）・石油試料（Klein et al., 2006）・
植物試料（Iijima et al., 2008）をはじめとする様々な試料に適用され、未知化合物の網
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羅的同定に威力を発揮している。 
 本研究は、3 次元蛍光分析―PARAFAC と、FT-ICR MS を琵琶湖 DOM に適用し、琵

琶湖水に普遍的に存在する難分解性有機物の特性を明らかにし、その起源を探ること

を目的とする。 
 
２. サンプリングと測定 

EEM―PARAFAC 解析のための試

料は 2004～2006 年に琵琶湖より採

取した 105 試料を使用した。サンプ

リング地点を図 1 に示す。試料は孔

径 0.7 μm の GF/F フィルターでろ過

され、日立蛍光分光光度計 F-4500 を

用いて EEM を測定した。波長範囲は

励起波長は 225～400 nm、蛍光波長

は 260～500 nm、バンド幅はそれぞ

れ 5nm,2nm とした。蛍光強度はラマ

ン標準補正による規格化を行った。

また、PARAFAC 解析では、採取地点

ごとの特徴把握を行うため、試料を

採取地点別に河川水サンプル、沿岸

部サンプル、沖合鉛直サンプル、表

層サンプルの４つのデータセットに

分類し、解析を行った。 
 質量分析のための試料は、2006 年

10 月 12 日、北湖(NA)地点において

水深 0.5, 15, 20, 25, 40m と野洲川河

口(Yasu)地点水深 2.5 m で採取した

湖水試料と、琵琶湖への有機物の負荷源と考えられる、野洲川河川水, 下水放流水, 田
流水, 植物プランクトン培養試料(緑藻 Staurastrum dorsidentiferum var. ornatum, ピ
コ藍藻 Synechocuccus)およびバクテリア培養試料を使用した。湖水試料を、予め 1M 
HCl-1M HNO3 混酸で煮沸洗浄した孔径 0.2 �m のヌクレポアフィルターでろ過した後、

ろ過試料を C18 固相抽出法により濃縮し、濃縮試料を超高分解能フーリエ変換イオン

サイクロトロン型質量分析器(FT-ICRMS)によりインフュージョン分析した。検出はエ

レクトロスプレー(ESI)ネガティブを採用した。  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 琵琶湖採水地点 

NA 

Yasu 

図 2 PARAFAC 概念図
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３. PARAFAC 法による琵琶湖蛍光性 DOM の構成成分と起源の解析 

3.1 琵琶湖水試料の EEM より分離された成分スペクトルについて 

琵琶湖水試料の EEM より、5 つの成分スペクトルが分離された。図 3 に示す。 
成分スペクトル 1 は Ex/Em=360/461 にピーク位置があり、腐植物質様のピークである。

Balcarczyk ら（2009）によると微生物起源と考えられる。 
成分スペクトル 2 は Ex/Em=345/430 にピーク位置があり、腐植物質様のピークである。

Yamashita ら（2008）によると、陸域起源と考えられる。成分スペクトル 3 は

Ex/Em=380/471 にピーク位置があり、腐植物質様のピークであると考えられる。

Yamashita ら（2008）によると、陸域起源と考えられる。 
成分スペクトル 4 は Ex/Em =225/338 , 280/338 にピーク位置があり、たんぱく質、

特にトリプトファン様のピークであると考えられる。Stedmon ら（2005）によると湖

内において、自生性的に生産されていると考えられる。成分スペクトル 5 は

Ex/Em=335/404 の位置にピーク位置があり、腐植物質様のピークであると考えられる。 
3.2 残差スペクトル（Residuals） 

PARAFAC 解析が終わった後の表層部、沖合部、沿岸部のデータセットの、それぞれ

の残差スペクトルからは特徴的なピークは見られず、取りこぼした成分スペクトルは

ないと考えられた。 
3.3 EEM に対する各成分スペクトルの寄与 

PARAFAC 解析によって得られた、成分スペクトルのピーク位置における各因子（励

起波長、蛍光波長、サンプル）の値(Loading）から、そのピークの各サンプルにおけ

る得点（Score）を計算した。 
3.3.1 表層部データセットにおける Score 
 表層においては成分スペクトル 1 の腐植様ピークが平均 0.714 となり、最大の寄与

率であることが明らかになった。また、2 番目の寄与率を示したのは成分スペクトル 2
で平均 Score は 0.029 であった。 
3.3.2 沿岸部データセットにおける Score 
 沿岸部においては成分スペクトル 4 の寄与が最大であり(平均 Score=0.182)、次に成

分スペクトル 3 (平均 Score=0.073)であった。 
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3.3.3 沖合部データセットにおけ

る Score 

 沖合部においては成分スペクト

ル 4 (平均 Score=0.197)、成分スペ

クトル 1 (平均 Score=0.029)、成分

スペクトル 5 (平均 Score=0.072)
の順に寄与が大きいことが示され

た。 
表層部、沖合部から分離されて

いる成分スペクトル 1 は微生物起

源を有することが既報により示唆

されているが、本研究でも河川部

や沿岸部からは分離されず、沖合

試料のみから分離された。この蛍

光ピークを有する有機物は広く琵

琶湖に分布しており、その起源は

陸域ではなく、湖内の生物活動で

あると考えられる。 

 

 

４. 超高分解能フーリエ変換イオンサイクロトロン型質量分析による琵琶湖溶存有機

物の構成分子種の把握 

4.1 湖水 DOM のマススペクトルの特徴 

 琵琶湖 NA 地点水深 25 m で採取し、

C18 固相抽出法を用いて濃縮した試料

の FT-ICRMS のマススペクトルを図 4
に示した。 すべての試料において m/z 
200~600 の範囲を中心に、2000 を超え

る質量イオンピークが検出された (S/N 
>3)。マススペクトルの結果より、湖水

DOM は少なくとも数千以上の多数の

有機分子によって構成されていること

がわかる。 

図 3. 琵琶湖 Raw-data(野洲川河口域
水深 2.5m 地点)及び分離された
成分スペクトル 

Raw-data 成分 

スペクトル 1 

成分 

スペクトル 2 

成分 

スペクトル 3 

成分 

スペクトル 4 

成分 

スペクトル 5 

図 4. 琵琶湖 NA 地点水深 25 m にお
ける C18 抽出 DOM の質量スペクトル

1(m/z = 200～1000) 
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図 5 は、同じマススペクトルの m/z 
397.100~397.200 を拡大したものである。

0.1 Da の範囲に数本の質量イオンピー

クが検出されていることが分かる。図

中に示した矢印は CH4 と O が置き換わ

った代表的な m/z= 36.4 mDa の差を示

している。このように高い分解能を有す

ることを利用して、複雑なピークの分離、

同定を行うことが可能になる。 
FT-ICR MS で検出された各質量ピーク

の 分 子 式 は 、  Molecular Formula 
Calculator v1.1 (@NHMFL)を用いて計算

した。分子式予測の条件は、C:0-∞, H: 0-∞, 
N: 0-6, O: 0-∞, S: 0-3, P: 0-6, DBE（不飽和

度）>0、Error<±1.3 ppm、窒素ルール（整

数分子量が偶数の分子は窒素を偶数個，奇

数の分子は奇数個含む）に従う、とした（Kim et al., 2006）。 
 

 
 
4.2 van Krevelen Diagram を用いた DOM の分子組成の特徴と起源に関する考察 

各質量イオンピークにおいて予想することができた分子式を用いて、van Krevelen 
Diagram による解析を行った。van Krevelen Diagram とは、縦軸に得られた分子式の

O/C 比、横軸に H/C 比をプロットしたものであり、1 点 1 点が 1 つのイオンピークに

相当する(Kim et al., 2003)。同種の有機分子は、一定の範囲の O/C 比・H/C 比を有す

るため、van Krevelen Diagram により、湖水 DOM 中にどのような有機物群が含まれ

ているかを視覚化することができる。湖水 DOM の van Krevelen Diagram を図 6 に示

した。これらの図により、湖水 DOM はリグニン様物質が中心的な構成要素であり、そ

れに水深・地点ごとに異なる有機物が付加されていることが示唆された。表層 0.5 m
ではリグニン様物質に脂質・タンパク様物質・セルロースの領域、15 m では、リグニ

ン様物質に脂質・タンパク様物質の領域、25m ではリグニン様物質に脂質・セルロー

ス・縮合型炭化水素の領域、40 m ではリグニン様物質に脂質・タンパク様物質の領域

にそれぞれピークが付加されていた。どの水深においても観測されたリグニン様物質

(図 6(d), 領域 C)に難分解性溶存有機物が含まれている可能性があり、この領域に観察

される有機物をさらに詳しく調べることが望まれる。自生性 DOM の影響を受けている

と推測された水深 15 m 試料では、図 6(b)の A の領域において他の水深よりも多くの

分子の存在が観測された。この A の領域は脂質やタンパク質の領域に相当し、この領

域には自生性 DOM に由来するピークが多く現れるという報告(杉山ら, 2008)とも一致

する結果となった。また、Yasu 地点の試料において B の領域に他の水深よりも多くの

ピークが観測された(図 6(e))。B はタンパク様物質やセルロースの領域に相当し、この

ピーク群は、0.5 m と 15 m の水深において観測された。 
表 1 には様々な起源の水試料から抽出された有機物のピーク数と湖水試料(NA 地点

40m)との一致ピーク数を、図 7 には、van Krevelen Diagram を示している。緑藻・ピ 

図 4. 琵琶湖 NA 地点水深 25 m にお
ける C18 抽出 DOM の質量スペクトル

1(m/z = 200～1000) 

図 5. NA 地点水深 25 m における C18
抽出溶存有機物の質量スペクトル
2(m/z = 367.10～367.22) 
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コ藍藻などの培養サンプルにおいて、検出された質量イオンピーク数は少なく、生物

活動により生成する有機物の多様性は湖水試料などと比較すると小さいことが分かる。

また、Diagram からは脂質やタンパクの領域にピークが分布した。バクテリア培養サ

ンプルにおいては、検出された質

量ピーク数は増加し、不飽和度の

高い縮合型炭化水素の領域にもピ

ークが多数検出された。図 6 にお

ける C 領域にピークが検出された

のは、野洲川河川渓流水・下水放

流水・田面流出水であった。特に

下水放流水においてその数が多く、

下水の処理過程において難分解性

の溶存有機物が負荷されている可

能性が示唆された。 

図 6 琵琶湖 NA 地点および Yasu 地点にお

ける C18 濃縮 DOM の van Krevelen Diagram

(a) (b) 

(c) (d) 

(e) B 

A

C 

表 1．各種試料と湖水試料の検出ピークの一致
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University の Patrick Hatcher 教授および(独)産業技術総合研究所の高橋勝利博士の

協力を得て行った。 
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