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陸水における金属の化学スペシエーション
丸　尾　雅　啓＊

１．はじめに
天然水における金属，特に重金属の挙動は，
共存する溶存成分，特に無機陰イオン，溶存有
機物（Dissolved Organic Matter: DOM）との
錯生成に支配される．金属の存在状態 ( 金属ス
ペシエーション：metal speciation) は，生物へ
の影響，元素の循環に大きく関わるので，共存
物質について，配位子となる化合物の構造，錯
化容量，生じた錯体の安定度などの情報を得る
必要がある． 生体試料なども含めたスペシエー
ション分析法については，Fieldman et al.
（2009）の総説が参考となる。
一方で，DOMを構成する多様な化合物の組
成・各化学種の濃度を全て明らかにすることは
極めて困難な作業である．現在は種々の間接的
な分析法から，錯化容量や条件安定度定数を決
定したのち，配位子となる無機イオン（F-，
Cl-，CO32-，SO42- など）の濃度，pH，イオン強
度に基づいた平衡計算を行うことにより，実際
に錯生成している金属の濃度あるいは生物に影
響を与えうる金属水和イオン（フリー金属イオ
ン：free metal ion）や無機錯イオン濃度など
を推定し，その値を解析に用いている．
MINEQL+，WHAM など，化学スペシエー
ションを目的としたソフトウェアが開発され，
種々の研究に用いられている．また，水環境中
における金属の環境影響を評価する際は，化学
スペシエーションの結果を用いて環境中の生物
に影響を与える（bioavailable，または labile：
反応活性な）形態の濃度を見積もっている．水

圏における金属の水生生物への急性毒性評価を
行うモデル（BLM: Biotic Ligand Model ある
いはModule）も実際に利用されている．
重金属の化学スペシエーション法は，海洋に
おける研究（Hirose, 2006; Hirose, 2007）から
始まり，徐々に陸水に適用されるようになった．
海水は塩分がほぼ一定かつ pHの変化も少ない
ため，測定条件が定まればそのまま他の海域に
適用できる．しかし陸水（淡水）の場合，一般
に①共存する無機陰イオン濃度が低い（海水
35‰，日本最大の面積を持つ琵琶湖の水は
0.1‰程度），② pHの変化が海水に比べて非常
に大きい（海水 7.5-8.4: 一般に 8.2 程度の値を
示すのに対し，琵琶湖の場合成層期は表水層で
8-9，深水層では 7前後）という特徴がある（日
本陸水学会，2006; 一色・宗林，2005）．
また湖による違いも大きい．pHの場合，宇
曾利山湖（火口湖）は 3.4-3.6，タンガニーカ湖
（構造湖）などアフリカ地溝帯の湖沼は 9-11，
塩分についても，死海のようにほぼ飽和状態に
あるものがある．人間活動の影響も大きく受け
るので有機物濃度，質の変化も大きく，COD
では，猪苗代湖 1.0 未満，琵琶湖 2.8，手賀沼
7.6-9.4 mgO2/L 程度といったように水域により
様々である．Vega et al.（2013）の研究ではラ
イン川の河川水に溶存しているニッケルの約半
分は，人工の配位子である EDTAの錯体であ
るとの評価結果が示されている．
なお淡水の場合，海水では問題となるカルシ
ウムイオン，マグネシウムイオンなどの競争イ
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オンの濃度は一般には海水より低いので，錯体
の条件安定度定数 2桁以上大きくなり，この結
果として，銅 (II) や鉄 (III) の錯生成に海水以上
に配位子が強く作用することになる．なおさら
化学スペシエーションの重要性が高まる理由で
ある．

２．スペシエーションに用いる電気化学分析法
2-1 　競争配位子を用いるストリッピングボル
タンメトリーによる金属滴定（Competitive 
Ligand Exchange ‒ Adsorptive Cathodic 
Stripping Voltammetry: CLE-ACSV）
分析法として大部分を占めてきたのは電気化
学分析法，特にストリッピングボルタンメト
リーである（横井，2005; 他の分析法について
は丸尾（2014）に紹介したので割愛する）．天
然水中に溶存している金属配位子の濃度（錯化
容量），錯体の安定度定数（条件安定度定数）
決定のために以前より用いられている有力な方
法である．電極にはつり下げ水銀滴電極
（HMDE: Hanging Mercury Drop Electrode）

を用いる．一般には試水に対し一定量の競争配
位子を添加し，段階的に対象金属イオンを添加
しながらストリッピングボルタンメトリーにお
ける応答値の変化を読み取ることで，天然水に
存在している配位子の錯化容量と安定度定数を
評価する．いわゆる Ruzic ‒ van den Berg の
plot　を用いることで，配位子濃度と金属錯体
の条件安定度定数を導く手法である（Ruzic, 
1982; van den Berg, 1982）．
筆者の研究室でも琵琶湖北湖の試料を用い，
SA（salicylaldoxime）を競争配位子に用いた
銅錯化容量の測定（Campos et al., 1994; Maruo 
& Orians, 2006）を行ったところ，溶存態銅の
ほとんどを錯化できるだけの錯化容量と安定度
定数が得られ（丸尾，2006），琵琶湖の場合も
有機配位子が銅の動態を支配していることが示
された（図 1）．銅の毒性発現濃度は海水性植
物プランクトンの場合で 10-11mol/L 程度とさ
れている．琵琶湖水中の銅濃度は 10-8mol/L 程
度とこの 1,000 倍の濃度を示す（一色・宗林，
2005）ので，有機物による錯生成が起こらなけ

図 1： CLE-ACSVによる琵琶湖水中配位子の安定度定数および配位子濃度の定量結果
 試料：琵琶湖水（北湖最深部付近 35°22’N, 136°06’E）
 採取時期 ◆ 2008 年 7 月　■同 9月　▲同 12 月）
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れば，植物プランクトンは過酷な環境におかれ
ることになる（Croot et al., 2003）．
なお CL-AdCSV 法は用いる競争配位子の濃
度および目的とする金属の間に生じる錯体の安
定度定数によって，検出できる安定度定数の範
囲（detection window）が 2～3桁に規定される．
この範囲からはずれた配位子は検出されないた
め，スペシエーションの実態を必ずしも反映し
ない場合がある．複数の濃度段階あるいは配位
能が異なる複数種の競争配位子を用いた分析に
より，より正確な金属スペシエーションが可能
となる．実際に 3段階の安定度を設定して湖水
中配位子の分析を行った例もある（Xue & 
Sunda, 1997）が，実験が煩雑になることも否
定できない．

2-2 　Pseudopolarography（anodic stripping 
voltammetry: ASV の一種）
pseudopolarography は，競争配位子の性質
や detection window の制約によって検出でき
ない超高安定度の配位子検出に用いられる
（Croot et al., 1999）．ASV分析を行う際に，対
象とする金属イオンを予想される配位子濃度に
対し過剰となるよう添加したのち，濃縮電位を
負方向に段階的に変化させながら，ストリッピ
ングボルタンメトリーを行い，電極に還元濃縮
された金属（濃縮時に金属：酸化数 0となり，
配位子とは分離されている）の酸化電位におけ
る電流値を測定し，あたかもポーラログラ
フィーを行っているかのように濃縮電位に対し
て得られた電流値をプロットし，曲線から半波
電位を求める．配位子と結合している金属イオ
ンの還元電位は，錯生成によってより錯体がよ
り安定化するに従って負方向に移動するので，
安定度定数既知の配位子における半波電位と安
定度定数の関係を求め，これと未知配位子の半

波電位を比較することによって，未知配位子と
金属の安定度定数を推定することができる．配
位子濃度についての情報を得ることは困難であ
るが，幅広い範囲の安定度定数をもつ配位子の
検出が可能である．Croot et al.（1999）は沿岸
海水において銅に対し安定度の高い錯体を形成
す る 配 位 子 の 存 在 を 認 め て い る．
Wiramanaden et al.（2008）は，シアノバクテ
リアに銅ストレスを与えて培養した海水に，
pseudopolarography を適用し，高安定度の錯
体を形成する配位子の生産を認めている．さら
にESI-MS により銅と結合した錯体の検出にも
成功した．本法とACSV を併用し，さらに質
量分析などと結合させることで水中金属配位子
の全体像をつかむ可能性が示されるようになっ
た．淡水での適用例は少ないが（Tsang et al., 
2006），海水の場合よりさらに安定な結合を持
つ配位子の検出が期待される。筆者は琵琶湖試
料および韓国東岸の汽水湖である永郎湖の試料
について pseudopolarography を適用したとこ
ろ，いずれの試料においても -1.0V よりも電位
において電流値の上昇が見られ，通常のACSV
法では検出されない配位子の存在が示唆された
（図 2）．

３ ．分光光度法を用いる逆滴定法：Fe(II) に対
する配位子の錯化容量および安定度定数の決
定
金属の錯化容量測定に関する研究では，濃度
を変えながら金属を添加する金属滴定法
（forward titration）によるものが大半であった
が，近年は金属の濃度を一定に保ちながら，競
争配位子の濃度を段階的に変化させる手法：逆
滴定法（reversed titration）が試みられている．
金属滴定法は，金属に対して過剰に存在してい
る配位子の評価に適しているのに対し，逆滴定
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法は金属とほぼ同濃度か，それ以下の濃度で存
在している非常に結合性の高い配位子の検出に
適している．このことから，実際に結合に関与
している配位子の情報を得ることができる．　
検出法の大半は現在も電気化学分析法によっ
ているが，LWCC（Liquid Waveguide Capillary 
Cell）と呼ばれる 500-2500mmの光路長を持つ
キャピラリーセルが現場分析に用いられるよう
になり，検出限界が向上したことを背景に，分
光光度法による錯化容量測定法が試みられてい
る．Statham et al.（2012）は，Fe(II) に選択的
な比色試薬である PDTS（通称 Ferrozine）を
競争配位子とし，逆滴定によって海水中の
Fe(II) に対する配位子錯化容量と条件安定度定
数を測定した．この研究に用いられている
PDTS は海水中でも競合する主成分イオンの影
響をほとんど受けず，淡水環境にも容易に適用
できると期待された．
Fe(II) に対する錯化容量の測定を試みるきっ
かけとなったのは，淡水環境におけるFe(II) 定
量値が手法によって大きく異なる可能性が示さ

れたことである．好気的条件かつ中性の湖水に
溶存しているFe(II) は熱力学的には不安定と考
えられており，光化学反応（フェントン反応な
ど）によって表面近くの水中で生成することが
知られている（Kuma et al., 1992; Kuma et al., 
1995; Maruo et al., 2010）が，短時間のうちに
再び Fe(III) に変化すると考えられてきた
（Emmenegger et al., 2001）．一方ある種の水中
微生物は，Fe(III) を自ら Fe(II) に還元し，天然
配位子から遊離した後に再酸化して自らの持つ
配位子によって摂取すると考えられている．生
物の利用しやすい形態として，Fe(II) の存在量
については外洋においても注目され，ルミノー
ル－過酸化水素へのFe(II) 発光触媒作用を用い
た測定結果が示されているものの，その濃度は
非常に低く，sub nmol/L 以下とされている
（Roy et al., 2008）．
淡水においてもいくつかの定量結果が示され
ており，筆者らが PDTS を比色試薬に用いる
固相抽出－分光光度法を用いて測定した結果，
琵琶湖では通常 5～20nmol/L が溶存している

図 2： pseudopolarography による (a) 琵琶湖および (b) 永郎湖（韓国江原道束草市）試料の解析
 琵琶湖（2008 年 7 月採取，北湖最深部付近 35°22’N, 136°06’E） 深度 10m; 最大深度 89m，永郎湖（2010
年 12 月採取，湖心付近 38°22’N，128°58’E）深度 4m; 最大深度 5m程度．いずれもCu40 nmol/L を添
加して測定．EDTA添加時にえられる（E1/2: － 0.46 V）よりも負の電位で電流値上昇が見られる．
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と考えられる（丸尾ほか，2007; Maruo et al., 
2010）．また Lake Kinneret でも同様の方法を
用い，数 10nmol/L 程度と比較的高濃度の
Fe(II) が検出されている報告がある（Sivan et 
al., 1998）．これに対し外洋で用いられてきた化
学発光法を湖水に適用した例では，Fe(II) の濃
度 は 0.1～0 .9nmo l/L（Lake  Gre i f en , 
Switzerland）と，1 桁以上低い値が報告され
ている（Emmenegger et al., 2001）．
この理由は完全には明らかにされていないが，
原因として，①Fe(II) 濃度が水域の環境によっ
て，大きく変化する，②各分析法が異なる形態
の鉄 (II) を捉えている，のいずれかが考えられ
る．そこで両方の分析法を用いて同時に同じ試
料を定量，比較することとした．外洋海水の場
合は極低濃度であることから比較は困難と考え
られるため，適度のFe(II) を含んでいる琵琶湖
試料を用いて両方の分析法から得られる値を比
較することにした．
琵琶湖水を採取し，採水口にフィルターを設
置してろ過したのち，直ちに船上で化学発光分
析を行うこととした．PDTS による分光光度法
については試薬の添加を船上で行い，氷冷試料
を下船直後に研究室で処理した．また操作上の
誤差を最小限にするため，同一の標準溶液を使
用し，各々の定量性を確認した．測定は成層の
最も安定している 9月と全循環期にあたる 2月
に行った．その結果は季節によらず，化学発光
法によって得られた値が常に分光光度法のもの
に比べて 1/10～1/1000 程度となった．両方の
分析法で得られるFe(II) の形態は同じではない
ことが明らかになった．化学発光法は，比較的
弱い錯体を形成しているもの，あるいは一般に
フリーイオンと呼ばれているもののみを検出し
ている可能性がある．一方分光光度法の場合，
有機錯体を形成しているものや，コロイド態に

含まれているものも測定している可能性がある．
ろ過した状態で 6時間ほど放置した琵琶湖水で
も，分光光度法で得られるFe(II) の定量値は変
化しないことからも，Fe(II) の大部分は安定な
形態をとっていると考えられた．また EDTA
などの配位子は，分光光度法における反応速度
を著しく低下させることも明らかになった．水
中の Fe(III) の還元および錯生成による安定化
が，Fe(II) の過大評価を招く可能性も示唆され
ているが，PDTS については適切な pH条件で
は顕著な影響は見られないことも確認されてい
る（丸尾ほか，2010）．錯生成が Fe(II) の安定
化に寄与し，同時に化学発光法での検出を妨げ
る因子となっている可能性がある．このため
Statham et al.（2012）の手法を用い，琵琶湖
水についてFe(II) の錯化容量測定を試みたとこ
ろ，条件安定度定数は logK’ML として 12.1～
13.0，錯化容量として 19~36nmol/L の範囲の
値を得ることができた．他の重金属イオンの競
合を考慮しない状態ではあるが，通常溶存して
いるFe(II) の濃度から判断すると，99%以上の
Fe(II) を錯化するだけの配位子が存在すること
を確認した．今後，配位子の特定，またコロイ
ド様のFe(II) の存在について検証を行う必要が
ある．また，ここまで配位子というと有機化合
物であることを前提に論じてきたが，配位子の
ある部分は硫化物であることも明らかになって
おり，少なくとも銅や亜鉛の硫化物錯体は，好
気的条件下でも数ヶ月程度の半減期を持つこと
が確かめられている（Rozan et al., 2000）．また，
硫化物以外のチオール類も安定な配位子を形成
しうる（Superville et al., 2013）ことから，こ
れらの化合物について配慮したスペシエーショ
ンを行う必要がある．
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４．おわりに
本稿で紹介した配位子のキャラクタリゼー
ションは，水圏の鉄・銅はじめとする微量金属
を軸とした物質循環を考えるのに有用な手法で
ある．その一方で水中の溶存配位子そのものの
同定はほとんど達成されていない．最終的には
ほぼ全ての配位子の構造，濃度，寄与率を明ら
かにすることが理想である．分画・分離と
ESI-MS などの質量分析を組み合わせることで
一応の成功を見た例はある（Ross et al., 2003; 
Wiramanaden et al., 2008）が，通常は配位子
全体としての定性，あるいは特定の配位子の定
量のみにとどまっている．
逆の視点から見ると，生物において各個体そ
れぞれの挙動，群集としての挙動が異なるよう
に，化学においても配位子群全体の持つ機能や
共存する物質間の相互作用を考慮して水圏にお
ける役割を理解する必要がある．どちらの方向
へ今後すすんでゆくのかは明らかではないが，
幅広い視野での取組が望まれる．
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