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総　説

１．はじめに

　土壌有機物（SOM）は、炭素（C）や窒素（N）の
循環や土壌肥沃性の維持において主要な役割を担って
いる。SOMの動態あるいは機能を評価する上で、
SOMの主要成分である腐植物質の化学構造を理解す
ることは重要である。例えば、腐植物質の多様な代謝
速度は、化学構造に基づく微生物分解に対する耐性と
物理的あるいは化学的な保護に依存している。かつて、
SOMは「栄養腐植」：微生物のエネルギー源や植物の
養分源となる相対的に分解されやすい物質群、と「耐
久腐植」：長く安定に滞留して土壌の物理性（保水性、
通気性、硬度等）や化学性（養分保持能、緩衝能等）
に寄与する物質群、に分けて考えられていたことがあ
り、その際、腐植物質は主な耐久腐植と位置づけられ
ていた。しかしながら、生物遺体から生成した初期の
腐植物質が高い耐久性をもっているわけではなく、微

小団粒内への隔離や粘土鉱物への結合などによって分
解を免れることで、長い時間をかけての構造変化、相
対的に分解されにくい構造の濃縮が可能になるものと
推察される。
　腐植物質の化学構造に起因する分解耐性を評価する
上で鍵となるのは縮合芳香族構造であると予想される。
本稿では、主に各種土壌から分離した腐植物質特にフ
ミン酸中の縮合芳香族成分の実体を複数の手法を用い
て分析した結果を紹介するとともに、想定される縮合
芳香族構造の起源について論じる。また、河川水中の
溶存有機物（DOM）に含まれる芳香族N量とブラッ
クカーボン（BC）量との関係についても触れる。

２．フミン酸の黒色度

　生物遺体等の非腐植物質からの腐植物質の形成は、
古くから「腐植化」と呼ばれてきた。また、高分子を
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Abstract
The wide range of turnover times for humic substances (HS) function as a regulator of the global carbon 

(C) balance, which may depend on the physical or chemical protection and inherent structural resistance of 
such substances to microbial attack. The intrinsic persistence of humic acids (HAs) appears to increase with 
increasing degree of structural modification (humification) and condensed aromatic structures may be key 
structures. In the present paper, the composition of condensed aromatic structures in HS as was analyzed 
using three methods: ruthenium tetra-oxide oxidation analysis, electrospray ionization Fourier transform ion 
cyclotron mass spectrometry, and X-ray diffraction 11-band profile analysis are introduced. All the results 
suggested the presence of condensed aromatic structures, with up to 7, 10, and 37 rings in soil HAs, 
respectively, and the content of condensed aromatic structures, particularly those having a greater number of 
rings, was larger in the HAs with a higher degree of humification and a larger aromatic C content. The 
importance of char and a biogenic polynuclear quinone as potential sources of condensed aromatic structures 
in HS were also discussed. For dissolved organic matter (DOM) in river water belonging to various biomes, 
it was suggested that black nitrogen (N) represents a major component of the heteroaromatic N based on the 
positive correlation between heteroaromatic N and black C concentrations.
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想定した腐植物質中では、その構成成分（構造単位）
の全てが生体中に見られないものではなく、糖やアミ
ノ酸、リグニンを構成するフェノール化合物等が初期
構造を維持したまま部分構造として存在していると考
えられており、それらの割合が減少する、あるいは二
次的に生成した構造の変成が進むことで、全体として
起源物質から構造特性が遠ざかることを「腐植化の進
行」という言葉で表してきた。しかしながら、腐植化
およびその進行を具体的な化学構造によって示すこと
が困難なため、それらはフミン酸においてはしばしば
黒色の程度で評価され、黒色度が「腐植化度」と呼ば
れてきた。この評価法は、他の腐植物質画分には適用
できない。
　黒色度は、フミン酸を0.1 M NaOHに溶かした際の、
単位C濃度当たりの可視部（600 nm）の吸光度（A600/
C；分子量が不明な腐植物質に対し、この値が “吸光
係数” と表記されることもある）と縦軸を対数値とし
た場合にほぼ直線となる可視・紫外線吸収スペクトル
の傾き（400 nmと600 nmの吸光度の比の対数値；
log(A400/A600)）の２つの変数を用いて表す（Ikeya 
and Watanabe, 2003； 溶媒や波長、表記法は研究者
によって異なる場合がある）。すなわち、黒色度は
A600/Cが高いほど高く、log(A400/A600)が低いほど大きい。
各種土壌のフミン酸の黒色度は広い範囲に分布し、か
つしばしば土壌分類と対応する。日本の国土の33％を
占めるとされ、主に火山灰を母材とする黒ボク土、特
にその埋没A層に含まれるフミン酸は黒色度が高いも
のが多い。一方、フミン酸の黒色度の経時変化は、毎
年有機物が供給される環境では、新たに黒色度の低い
フミン酸が生成するため検出されにくい。有機物供給
のない室内土壌培養では、開始４年後にはいずれの温
度でも黒色度の有意な増大が認められた（図１a）。フ

ミン酸が分解する過程で可視部吸収を持たないか弱い
成分が優先的に分解すれば黒色度は見かけ上増大する
が、この試験の際には分解だけでは特に30℃での黒色
度の増大を説明しきれなかったことから、暗色化が進
行したと推察された。また、下層土壌（厚さ５cm）
から抽出したフミン酸をアセトン－0.01 M NaOH系
を用いた分別沈殿（Kawasaki et al., 2015）により、
黒色度が異なる画分へと細分画すると、黒色度と14Ｃ
年代との間に正の相関が認められる（図１b）ことから、
黒色度が高いほど土壌中で安定であることが分かる。
　フミン酸中の脂肪酸やリグニン由来フェノール等の
生体分子と共通する成分は一般的に黒色度の増大とと
もに減少する（図２； Ikeya et al., 2004）。一方、
13C NMRから求めた芳香族Ｃ％（全Cに占める割合）
はA600/Cと正、log(A400/A600)と負の相関を示す（図３）。
これらは、芳香族構造が黒色度に寄与していること、
その際、リグニン残基のような単環構造は重要ではな
いことを示唆している。Ｃ組成と同様、フミン酸のＮ
組成も黒色度と対応して遷移し、A600/Cとの間に芳香
族Ｎ％は正、ペプチド／アミドＮ％は負の相関を示す

（Abe and Watanabe, 2004）。後者は、黒色度が高い
ほどタンパク様物質の含有量が少ないことを意味する。
以上のように、構造変化の指標として黒色度を使う合
理性は、残存する生体分子が少ないことから説明され、
また、フミン酸の黒色度と難分解性を評価する上で鍵
となるのは単環ではなく縮合芳香族構造であることが
推察される。

３．腐植物質中の縮合芳香族構造

　ここでは、腐植物質中の縮合芳香族構造に関する情
報として、筆者らが行ってきた黒ボク土、褐色森林土、

図１�　（a）褐色森林土の恒温培養におけるフミン酸のA600/Cの変化および（b）埋没黒ボク土
フミン酸細画分のA600/Cと14Ｃ年代との関係。

　　　（a）中のバーは標準偏差（n = ３）。
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沖積土など９〜12土壌フミン酸と２〜５土壌フルボ酸
を用いた３種の方法、①四酸化ルテニウム（RuO４）
酸化分解分析（Ikeya et al., 2007）、②フーリエ変換
イオンサイクロトロン質量分析（FTICR-MS； Ikeya 
et al., 2012, 2015）、③X線回折（XRD）11バンドプ
ロファイル分析（Ikeya et al., 2011, 2012）、の結果
を紹介する。
　RuO４酸化分解分析では、室温におけるRuO４との
反応によって縮合芳香環の外側に位置する環構造を開
裂させる。分解生成物をメチル化後GC/MSおよびGC
により同定定量し、起源構造との関係に基づいて、縮
合芳香環の種類と量を推定する（池谷・渡邉, 2007）。
硝酸分解によるBCの定量（Glaser et al., 1998）に
似ているが、酸化分解法としてよりマイルドである。
腐植物質からは２〜６のカルボキシ基で置換された８
種のベンゼンポリカルボン酸（BPCAs）とカルボキ
シ基以外の側鎖も含む７種のBPCAsが検出され、ナ
フタレン（環数２）からコロネン（環数７）までの縮
合芳香環の存在が推定された。フミン酸12試料に対し
て推定された縮合芳香族Ｃ量は3.8〜35 mg C g-１であ

り（図４）、黒色度（A600/C； r = 0.88***； 図５a）お
よび芳香族Ｃ含有率が高いほど大きかった。また、こ
れらの値は13C NMRから推定した全芳香族Ｃの２〜
11％（図４）で、黒色度が低い試料では縮合芳香族Ｃ

図２�　フミン酸の黒色度と熱的支援加水分解およびメチル化GC/MSにおける（a）脂肪酸類
および（b）リグニン由来と推定されるフェノール類の収量との関係（Ikeya et al., 2004
を改変）。

図３�　各種土壌フミン酸の黒色度と13C NMRに基づく（a）芳香族Cおよび（b）脂肪族Cの相
対含量との関係 （n = 72）。

図４�　フミン酸のRuO4酸化分解で得られたBPCAsの収量か
ら推定した縮合芳香環含量（Ikeya et al., 2007をBPCA
間のメチル化効率の違いを考慮して再計算した）。

　　　†全芳香族Cに占める割合。
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量が小さいだけでなく、全芳香族Ｃに占める単環成分
の割合が大きいことが示唆された。黒色度が高い試料
でも、全芳香族Ｃに占める割合が10％前後にとどまっ
たことより、この方法で検出できる上限（環数７）よ
りも大きい縮合芳香環の存在が推察された。
　FTICR-MS分析では、最大６元素から構成される分
子式（CcHhNnOoSsPp）800〜2600が同定され、そのほ
とんどは、質量/電荷比（m/z）200〜750に分布した。
同 定 し た 分 子 式 の 原 子 数 比H/CとO/Cを 図（van 
Krevelen図）にプロットし、既知の植物成分等の元
素組成と比較したところ、黒色度の増大に伴って、リ
グニンと類似した分子式をもつピーク（リグニン様ピー
ク）数が減少し、縮合芳香族類と推定されるピーク数
が増大する傾向を示した。他の主要なピークは脂肪族
酸であり、フミン酸はこれら３グループの割合の違い
によって特徴付けられる（DiDonato et al., 2016）。
また、m/zとの関係から、リグニン様ピークはオリゴマー
と予想される分子量の大きい成分がモノマーに相当す
る分子量の小さい成分より先に失われることが推察さ
れた。縮合芳香族様ピークの数は124（長野灰色低地土）

〜1008（設楽黒ボク土）で、それらのピーク強度の和
は黒色度（A600/C, r = 0.96, P < 0.005 ； 図５b； log

（A400/A600）, r = -0.88, P < 0.005）および芳香族Ｃ含
有率（r = 0.78, P < 0.01）との間に有意な相関を示
した。また、m/zが大きい領域の縮合芳香族様ピーク
の数および強度は、黒色度が高いフミン酸ほど大きかっ
た。さらに、カルボキシ基を特徴的な官能基として行っ
たKendrick mass defect（KMD） 分 析（Kramer et 
al., 2004）において、31、73、39ピークがそれぞれ
鎖型（環数２〜７）、網型（環数３〜10）、ビフェニル
型（環数２〜６） 縮合芳香族酸である可能性が示され
た。それらの数もまた黒色度が高いフミン酸ほど多かっ
た。
　フルボ酸のFTICR-MS分析（Ikeya et al., 2012）で
はリグニン様ピーク、縮合芳香族様ピーク、タンニン
様ピークが大部分を占めており、カルボキシ基に対し
て行ったKMD分析では環数２〜７の縮合芳香族酸の
存在が示唆された。
　非晶質Ｃ物質のXRDプロファイルには、002、10、
11と呼ばれる３つのバンドが認められ（図６）、その

図５�　（a） RuO4酸化分解分析、（b）FTICR-MS分析、（c） X線回折11バンドプロファイル分析によるフミン酸中
の縮合芳香族成分量と黒色度との関係。A.U. = Arbitrary unit。

図６�　（a）３種の埋没A層土壌から分離した炭化物および（b）ニセアカシア材から異なる温度で調
製†したバイオ炭のＸ線回折プロファイル（Sultana et al., 2010； Lu et al., 2016）。

　　　11バンドは６倍に拡大してある。灰色の曲線はフィッティングで得た理論11バンド。
　　　†加熱時間はいずれも１時間。
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うち11バンドがＣ網面のサイズ分布の分析に利用でき
る。各試料の11バンドプロファイルを一連のＣ網面モ
デルの理論散乱プロファイルにフィッティングするこ
とによりＣ網面のサイズ分布を求め、相対Ｃ網面含量
を11バンド面積により比較した。フミン酸の11バンド
は弱いものの２％以内の誤差でフィッティングが可能
であったが、フルボ酸からは解析可能な強度の11バン
ドは検出されなかった（Ikeya et al., 2012）。土壌フ
ミン酸９試料のXRD 11バンドプロファイル分析で得
られたＣ網面サイズ分布は0.48〜1.68 nm（環数４〜
37の縮合芳香環に相当する； 図７に例を示す）であっ
た。したがって、土壌フミン酸中には一般的にRuO4

酸化分解分析やFTICR-MS分析では検出できない大き
な縮合芳香環が存在していると考えられる。また、Ｃ
網面の平均サイズおよび相対含量はいずれも黒色度が
高いフミン酸ほど高かった。相対含量には最大2.5倍
の差が認められ（図５c）、よりサイズが大きいＣ網面
において試料間差が顕著であった。
　残念ながら、ここで紹介した３種の結果を直接比較
することはできないが、全ての結果は黒色度と縮合芳
香環含量との間に正の相関が存在することを示した。
有意な正の相関は芳香族Ｃ含量との間にも認められた
が、相関係数は常に黒色度と比較して低かった。また、
図５からは分からないが、縮合芳香環含量の増大とと
ともに縮合芳香族構造の組成がよりサイズの大きい方
向へ拡大する傾向も認められた。

４．縮合芳香族構造の起源

　腐植物質中の縮合芳香族構造は、環境中で熱的・非
熱的反応により生成するか微生物が生産する色素に由
来すると推察される。熱的に生成した縮合芳香環を腐
植物質の構成成分とすることには異論もあろうが、日
本では、黒色度の高いフミン酸を多量に含む黒ボク土
の存在により、以前から想定されてきた（進藤, 
2013）。常温での生成に関しては、例えば、Waggoner 
et al.（2015）がリグニンをフェントン反応によって
生成するヒドロキシラジカルに曝露することで、
FTICR-MSにおいて縮合芳香族様ピークとして検出さ
れる構造が有意に形成されることを示しており、フル
ボ酸やDOMから検出される８環程度までの縮合芳香
環であれば、リグニンだけでなくタンニン等生物由来
の芳香族化合物から常温で生成しうると考えられる。
こ こ で は 植 物 炭 化 物 と 糸 状 菌 が 生 成 す る
4,9-dihydroxyperylene-3,10-quinone（DHPQ） 誘
導体に着目する。後者は様々な土壌のフミン酸から検
出されるが、元々ポドゾル中のフミン酸から見つかっ
たもので、色素の影響が可視・紫外線吸収スペクトル
に有意に現れることで、A600/C－log（A400/A600）図に
おいて他のフミン酸とは異なる領域に分布することか
らP型とされ、色素はアルカリ性で緑色を呈するため
Pgと命名された（Sato and Kumada, 1967）。
　図６は、土壌からHF-HCl処理と重液処理によって
分離した炭化物（Sultana et al., 2010）とニセアカ
シアから異なる温度で調製したバイオ炭（Lu et al., 
2016）の XRDプロファイルであり、後者の結果から
より高温で調製したバイオ炭ほど11バンドが強い、す
なわちＣ網面が発達していることが分かる。図７上段
では、２種の土壌フミン酸と３土壌から分離した炭化
物および異なる温度で調製したバイオ炭のXRD 11バ
ンドプロファイル分析に基づくＣ網面サイズ分布を比
較している。土壌炭化物のＣ網面サイズは0.96〜1.92 
nmに分布し、環数14〜52の縮合芳香環に相当した。
これらの知見は、炭化物がフミン酸中のサイズが大き
い縮合芳香族成分の主起源である可能性を示唆してい
る。一方、図７下段に示したバイオ炭の分析結果では、
調製温度が400℃と600℃の場合には、最大Ｃ網面サイ
ズが土壌炭化物と同じであったのに対し、土壌炭化物
からは検出されなかったサイズの小さいＣ網面も検出
された。もし、土壌炭化物も生成当時はサイズの小さ
いＣ網面を含んでいたとすると、それらはサイズの大
きい成分よりも早く失われたと予想されるが、酸化分
解過程でその一部がフミン酸の構成成分となった可能

図７�　フミン酸と埋没土壌から分離した炭化物（上段）およ
びニセアカシア材から異なる温度で調製した炭化物（下
段）のＣ網面サイズ分布の比較（Sultana et al., 2010； 
Ikeya et al., 2012； Lu et al., 2016）。

　　　土壌炭化物の値は３土壌の平均値。バーは標準偏差。
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性もありうる。ただし、熱的に生成した縮合環と常温
で生成した他の成分がどのように結合しているのかは
今のところ不明であり、別々に存在している（炭化物
中を含む）可能性を含め、今後の課題である。
　黒ボク土断面の分析では、フミン酸の黒色度や芳香
族Ｃ含有率はしばしば堆積初期2,000〜3,000年の間に
増大する（Watanabe and Takada, 2006）。湯船原（静
岡県）断面中の最下層埋没腐植層である湯船原７（10,000 
yBP）から抽出したフミン酸は、FTICR-MSやX線回
折11バンド分析に基づく縮合芳香族成分含量（図５、
A600/C = 11.6）が各種表層土壌中のフミン酸よりも
高く、微生物の活性や環境条件が表層とは異なるとは
いえ、それらが他の成分よりも土壌中で安定であるこ
とが推察できる。湯船原断面では、表層から3,000 
yBPの層にかけてBC含有率も増大し、以深の層のBC
含量はフミン酸の芳香族Ｃ量の３〜４倍高いため、フ
ミン酸中の縮合芳香族Ｃの給源として十分な量である
と考えられる。一方、湯船原７層中のフミン酸とヒュー
ミンの13C NMRスペクトルを比較すると、ヒューミン
ではアルキルＣ、O-アルキルＣのシグナルが顕著に
認められ、脂肪族成分が物理的あるいは化学的保護を
受けて残留していることが推察された（杉浦ら, 
2015）。このことは、13C NMRだけでは判別はつかな
いが、生物由来の芳香族Ｃにも類似の保護を受けて残
存しているものが存在する可能性を示唆している。
　Pgは、燕（新潟県）埋没腐植層から抽出したフミ
ン酸からSephadex G-50を用いて精製し、FTICR-MS
分析に供した（Ikeya et al., 2013）。図８は燕フミン
酸と精製時に得られた２つのPg画分（G１、G２）の
可視・紫外線吸収スペクトルとFTICR－MS分析に用

いたG２の1Hおよび13C NMRスペクトルであり、
Watanabe et al.（1996）は、NMRの結果よりG２中
のＣの28％がDHPQに由来すると推定している。
DHPQを含む色素を生産する微生物としては、菌根菌
であるCenococcumがよく知られており、色素はその
耐久形態である菌核中に見出される。生存環境の悪化
などによって菌核が形成された後、事態が好転せず、
微生物が死ぬと、色素も分解されてフミン酸から見つ
かるようになると推察される。Pgを含むフミン酸は、
ロシア、英国、米国、インドネシア、ニュージーラン
ド等様々な国の土壌から検出されている（Kumada, 
1987）。
　燕PgのFTICR-MS分析では、DHPQおよびその誘導
体と推定される27以上の成分が検出され（図９）、分
子式が同定された全ピーク強度の和の40％を占めた。
重要な点は、それらのうち26ないし27ピークは同時に
解析したPgによる特異的な吸収を示さない３土壌の
フミン酸からも検出されたことである。それらのフミ
ン酸において、Pgに関連するピークは、他の縮合芳
香族様ピークよりも強度が強く、その和は同定された
全ピーク強度の和の1.0〜1.5％を占めた。これらのこ
とは、土壌微生物が産生した着色化合物が腐植物質中
の縮合芳香族構造の起源として重要であることを強く
示唆している。

５�．河川水中にDOMとして存在する芳香
族N濃度とBC濃度との関係

　縮合芳香族構造はDOM中にも存在する。異なる気
候区分、生物群系に属する６河川水から限外濾過（> 

図８�　（a）燕P型フミン酸と同試料から分離したPg（G１お
よびG２）の可視・紫外線吸収スペクトル、（b）G２の
13C NMRスペクトルおよび（c） G２の1H NMRスペクト
ル（Watanabe et al., 1996）。TMS = trimethylsilane； 
DMSO = dimethylsulfoxide。

図９�　燕Pg（G2）のFTICR-MS分析において検出された
DHPQおよびその誘導体の例（Ikeya et al., 2013）。
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図11�　各種生物群系に属する河川水中にDOMとして存在し
ているBC濃度と芳香族N濃度との関係（Ding et al., 
2014）。

図10�　河川水中のDOMのXPS N1s スペクトルおよびその波形分離の例（Jaffe et al., 2012）。
　　　数字は各Ｎが全Ｎに占める割合。

1 kDa）によってDOM（UDOM）試料を精製し（Jaffé 
et al., 2012）、XPS N１sスペクトルから推定した全
Nに占める芳香族Nの割合（芳香族Ｎ％； 図10）とBC
含量との関係を解析した（図 11）。BC含量は硝酸分
解で得られるBPCAsの定量から推定した（Ding et 
al., 2012）。UDOM中の芳香族Ｎ％は11〜22％で、し
ばしば黒色度の高いフミン酸中の芳香族Ｎ％に匹敵す
る高い値を示した。また、それらの値を河川水中の濃
度に換算すると1.8〜11 µg N L-1であり、BC濃度（2.3
〜49 µg C L-1）との間に有意な正の相関を示した。こ
れらの結果は、UDOM中の芳香族NとBCとの関連を
示唆しており、高い芳香族Ｎ％には ‘ブラックN’ が
寄与していると考えられた。その後、Wagner et 
al.（2015）は、土壌水抽出液中のDOMをFTICR-MS
を用いて分析し、Nを含む縮合芳香族化合物が一般的
に数百以上含まれていることを示し、炭化物の風化過
程で溶けやすくなったもの等が陸域から河川に溶出し

ている可能性を示唆した。
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