
Vol.9 No.1                原子力バックエンド研究               研究論文 
 

5 

限外ろ過法による UO2
2+-フミン酸錯体形成の評価: 分子量・構造不均質性の効果 

 
斉藤拓巳＊1 長崎晋也＊2 田中 知＊1 

 
 

フミン酸（HA）は不均質な天然有機物質の一種であり，その錯体形成は複雑なものとなる．本研究では，HA と放射

性廃棄物処分等で問題となる UO2
2+の錯体形成に関して， HA 中の複数の錯体形成サイトの存在に着目して評価を行っ

た．HA は幅広い分子量分布を有しており，また，その構造が分子量によって異なることが報告されていることから，

このような不均質性の寄与に関する知見を得るために，Gel Permeation Chromatography (GPC)によって得られた分子量の

異なる HA フラクションと UO2
2+の錯体形成量を限外ろ過法によって評価し，得られた結果と蛍光クエンチング実験の結

果との比較を行った．未分画の HAに関して得られた錯体形成の安定度定数は 6.25であり，既往の研究で得られた値（6.13 
～ 6.75）と同様であることがわかった．一方，HA フラクションと UO2

2+の錯体形成では，安定度定数において，フラク

ション間の相違がほとんどないのに対して，錯体形成に寄与するサイトの割合は低分子量のフラクションにおいて大き

く，フラクションの構造の違いが錯体形成量に変化を及ぼしていることが示唆された．また，クエンチング実験の結果

との比較から，HA の蛍光に関与しない錯体形成サイトがすべてのフラクションに含まれており，このようなサイトが

安定度定数において，UO2
2+と間でより安定な錯体を形成するサイトに対応していることが明らかになった． 
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The complexation relevant for humic acid (HA), one of natural organic matters, is complicated because of the heterogeneity 

of HA. In this work, the complexation between HA and UO2
2+, whose environmental behavior is important in the radioactive waste 

management, was evaluated based on this heterogeneity, especially the presence of the multiple complexing sites in HA. HA is 
recognized to have a wide distribution of its molecular weight and the structural differences depending on its molecular weight.  
Therefore, for the better understanding of the effects of these heterogeneities, HA was fractionated by gel permeation 
chromatography (GPC) and the complexation between the obtaind fractions and UO2

2+ was examined by ultrafiltration and 
compared with that by the fluorescence quenching experiment.  The stability constant (logK) of unfractionated HA was 6.25, which 
is similar as the reported values (logK = 6.13 ~ 6.75). In case of HA fractions, the obtained stability constants were not different 
among them, in contrast, the numbers of the complexing sites were largest in the lowest molecular-weight fraction.  This indicated 
the complexing amount between HA and UO2

2+ could be influenced by the structural difference in the HA fractions.  The 
comparison between their results and those of the quenching experiments revealed that the complexing sites, which do not 
participate in the fluorescence of HA, were contained in all fractions and these site formed more stable complexes with UO2

2+ than 
the fluorescent sites. 
Keywords: humic acid, uranyl, complexation, heterogeneity, ultrafiltration 
 
 

1 緒言 

 

腐植物質（Humic Substances）は動植物の遺骸が分解縮

合を経て生成する天然有機物であり，環境中に普遍的に存

在する．その特徴としては，幅広い分子量分布（103～105Da）
とともに，芳香環とアルキル基からなる炭素骨格上にカル

ボキシル基やフェノール基等の官能基が不均質に分布し

た構造を有しており，豊富な官能基の存在によって高分子

電解質性を示すという点が挙げられる[1-2]．また，腐植物

質は重金属やアクチニドなどの金属イオンに対する高い

錯体形成能を有しており，これらのイオンの環境中での移

動度や溶解度，酸化・還元状態等の物理化学的性質を変化

させることが知られている[3-9]．したがって，このような

腐植物質による錯体形成は放射性廃棄物処分の安全評価

に不確実性を与える主要因の 1 つであり，また，土壌・水

質汚染における汚染物質の生物学的利用能（bioavailability）
の評価や環境修復を考える上でも重要となる． 

従来の研究では，限外ろ過などによって腐植物質の分離

を行った後，あるいはイオン選択性電極を用いて直接的に，

錯体形成していない金属イオン濃度を測定することで錯

体形成量を評価することが多く行われてきた[10-16]．しか

し，腐植物質内部における複数の錯体形成サイトの存在や

このようなサイトの構造と錯体形成量の関係を直接扱っ

た例は少ない．とくに，放射性廃棄物処分で問題となるよ

うな極低濃度の金属イオンに対しては，親和性の高いサイ

トのみが優先的に錯体形成に寄与することが想定される

ため，微視的な錯体形成サイトに関する知見が重要となる．

斉藤ら [17, 18]は，代表的な腐植物質であるフミン酸

（Humic Acid，HA）と UO2
2+との錯体形成を，HA 自体の

蛍光のクエンチング現象を利用して評価し，低分子量の

HA フラクション中に UO2
2+によって異なるクエンチング

を受ける複数の錯体形成サイトの存在を報告している． 
本研究は，単に限外ろ過法によって HA-UO2

2+間の錯体

形成のバルク量としての安定度定数を評価することにと

どまらず，HA の官能基分布の不均質性，あるいは官能基

周囲の異なる構造による立体効果も含めた複数の錯体形

成サイトの存在に基づく錯体形成の評価を行うことを目

的とした研究の一端である．とくに，HA の構造が分子量

によって異なることから[1],Gel Permeation Chromatography 
(GPC)を用いて HA の分画を行い，得られたフラクション

と UO2
2+の錯体形成量の評価を行った．また，得られた結
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果とクエンチング実験の結果との比較から，錯体形成サイ

トの分類およびその量的な比較を行った． 
 

2 実験方法 
 
2.1 HA の精製と分画 

すべての実験において，純水は Milli-Q water（日本ミリ

ポア社）を，試薬はとくに断らない限り和光純薬の特級の

ものを使用した． 
HA は Aldrich 社から購入したものを，Kim ら[19]の方法

に基づいて精製後，Shephadex G-50 (Amersham Pharmacia 
Biotec. Co.)を充填したカラムを用いて分画を行った[18]．
得られたクロマトグラムの一例を Fig. 1 に示した．GPC で

は，早く溶出するフラクションほど，高い分子量を有して

いることから，本実験で得られた 3 つのフラクションの分

子量は，Fa > Fb > Fcである．これらのフラクションと未分

画の HA に対して，酸塩基滴定によりプロトン交換容量の

評価[19]および島津社製 FTIR-8400 を用いた IR 測定（KBr
錠剤法）による官能基特性の評価を行った． 

 
2.2 錯体形成実験 

実験はすべてバッチ法で行った．HA およびそのフラク

ション 20mg を 0.1M NaOH 10ml に完全に溶解させ，メス

フラスコを用いて全量を 50ml とし，さらに，この溶液 10ml
を分取し，200ml のメスフラスコを用いて濃度 20mg/l とな

るよう希釈した．その際，イオン強度が 0.1M となるよう

に NaClO4 を添加し，マイクロピペッターによって微量の

HClO4と NaOH を添加して，pH を 4.00 ± 0.02 に調整した．

UO2
2+溶液は 0.2Mの原液を適宜希釈し，濃度 5×10-6，5×10-5，

4×10-5M の溶液を調整した．これらの溶液は HA の場合と

同様にイオン強度を 0.1M (NaClO4)に，pH を 4.00 ± 0.02 に

調整した． 
調整したHAあるいはそのフラクション溶液 5mlを 15ml

の蓋付き試験管に分取し，UO2
2+溶液を加えた後，pH = 4.00 

± 0.02 に調整した 0.1M NaClO4溶液を添加して，最終的に

HA およびそのフラクションの濃度 10mg/l，UO2
2+濃度が未

分画の HA に関しては 5 × 10-7~ 2 × 10-5M，HA フラクショ

ンに関しては 1 × 10-6~ 2 × 10-5Mの試料を各UO2
2+濃度ごと

に 3 本ずつ調整した．また，UO2
2+を添加していないブラ

ンク試料も同様に調整した．すべての試料の pH を，4.00 ± 
0.02 に再度調整した後，25℃に設定した恒温振とう機で 24
時間振とうした． 

HA 錯体とフリーの UO2
2+を分離する方法として，遠心

限外ろ過を行った．限外ろ過フィルターユニットは，分画

分子量 3000 のセントリコン YM-3（日本ミリポア社）を使

用し，遠心機は ALLEGRA 21R（ベックマン・コールター

株式会社）に C1015 ローターを装着したものを使用した．

一般的に，限外ろ過メンブレンからはグリセリンなどの不

純物が溶出することが知られており，この影響を最小限に

抑えるために，予め，0.1M NaClO4 (4.00 ± 0.02)溶液 1ml を
フィルターユニットに入れ，7400×g の加速度で 45 分間遠

心機にかけることで，ユニットの洗浄を行った[20]．また，

既往の研究から，UO2
2+の一部がメンブレンに保持される

現象が報告されていることから，UO2
2+のメンブレンに対

する透過率を評価するための予備実験を行った[10]．初期

濃度 10-7 ~ 10-5M の範囲の UO2
2+溶液を洗浄済みフィルタ

ーユニットに入れ，7400×g で 90 分間遠心分離を行い，ろ

液中の UO2
2+濃度測定を行った結果，透過した UO2

2+の割

合は本実験での濃度範囲で 95.6％，つまり透過率として

0.956 という値が得られた．そこで，実試料においては，

UO2
2+-HA 溶液 2.3ml を洗浄済みフィルターユニットに入

れ，7400×g の加速度で 90 分間遠心機分離した後，ろ液中

の UO2
2+濃度を測定し，上で得られた透過率で割ることで

錯体形成していないフリーの UO2
2+濃度を得た．また，HA

およびその錯体がメンブレンを透過することも考えられ

るが，UV/Vis 測定による評価からその寄与は数%程度であ

り，最終的に得られる logK の値に系統的な影響を及ぼさ

ないとして評価を行った． 
このようにして得られた錯体を形成していないフリー

の UO2
2+濃度から，Kim，Czerwinski ら[21]によって提唱さ

れ た Loading Capacity モ デ ル （ Metal Ion Charge 
Neutralization Model，LC モデル）を用いて，錯体形成の安

定度定数 logK と錯体形成に寄与しうる最大の配位子の割

合である LC の評価を行った．このモデルでは，プロトン

交換可能な官能基が不均質に分布した構造を有するフミ

ン酸の錯体形成反応に対して，Loading Capacity と呼ばれ

る規格化因子を導入することで， logK を実験条件に依存

しない量として扱うことができ，異なる実験方法・条件に

Fig.1 Gel permeation chromatogram of humic
acid. Column size: 26 mm i.d. × 700 mm height; 10
ml aliquot of 1g/l HA; eluent: 1×10-3 M phosphate
buffer (pH = 8); flow rate: 1 ml/min; UV detection
wavelength: 254nm. The void volume was
determined by the elution peak of Blue Dextran
(2×105 Da). 

Void volume 
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おいて得られた値を相互に比較することが可能となる．以

下，このモデルの概略を説明する． 
LC モデルでは，錯体形成反応は電荷 z+を有する金属イ

オン Mz+が自身の電荷と同数のプロトン交換サイトを占有

する電荷中性化プロセスとして記述される． 

)(MHA)(HAM zzz ↔++  (1) 

ここで，1 個の金属イオンの電荷を中性化するのに必要と

される錯形成サイトは単一の HA 上にあるとして，1:1 の

反応が仮定されている．式(1)に基づいて，錯体形成の安定

度定数は以下のように定義される． 

f
Z z

zK
)](HA][M[

)](MHA[
+=  (2) 

ここで，[MHA(z)]は金属イオンのフミン酸錯体の濃度を，

[Mz+]，[HA(z)]f はそれぞれ錯体形成していない金属イオン

濃度および HA 濃度を表している．本実験においては，遠

心限外ろ過によって得られたろ液中の UO2
2+濃度から[Mz+]

を決定し，その値と初期添加の UO2
2+濃度との差から

[HA(z)]f が決定される．また，[HA(z)]f は式(1)の説明からも

明らかなように，プロトン交換サイトの量を反映したもの

であって，次式のように定義された実効的な HA 濃度を用

いる． 

z
z t

)PEC)(HA()](HA[ =  (3) 

ここで，(HA)は g/l 単位で表した HA 濃度であり，(PEC)
は滴定などの手法で得られた HA のプロトン交換容量 
(meq/g HA)である．このようにして，HA 濃度を mol/l 単位

で表すことが可能となる． HA は高分子電解質としての性

質を持っており，中性もしくは弱酸性領域において，不均

質に分布したそのプロトン交換サイトは部分的にしかプ

ロトン解離していない．また，HA が複雑な 3 次元構造を

有しているために，金属イオンが接近できる官能基の数は

制限される．従って，金属イオンが HA のプロトン交換サ

イトと結合できる割合は，pH やイオン強度，金属イオン

の電荷，HA の起源に依存することとなる．これらの点は，

構造の単純な低分子量の配位子との錯体形成の場合と大

きく異なり，HA が関与する錯体形成反応の解析を複雑に

している．そこで，錯体形成に寄与しうる最大のサイトの

割合である Loading Capacity(LC)を以下の式のように表し，

このパラメータに HA の不均質性の効果をもたせることと

する． 

t

m

z
z

LC
)](HA[
)](MHA[

=
 (4) 

ここで，[MHA(z)]mは形成しうる最大の錯体の濃度である．

この LC を用いて，式(2)中の[HA(z)]f は次の式で表すこと

ができる． 

)](MHA[)](HA[)](HA[ zLCzz tf −=  (5) 

式(2)，(5)から，安定度定数 K は以下の式で表すことがで

きる． 

)])(MHA[)](HA]([M[
)](MHA[

zLCz
zK

t
z −

= +

 (6) 
LC は式(6)を線形化した次式を用いて決定される． 

)](MHA[
)](HA][M[

z
z

F t
z+

=  (7) 

K
FLCz 1]M[ −×=+  (8) 

 
2.3 UO2

2+濃度測定 

ろ液中の UO2
2+濃度測定には，ランタノイドやアクチノ

イドに対する低濃度での定量測定に使用される発色試薬 
Arsenazo-III (Aldrich Co.)による吸光度測定を利用した[22, 
23]．Arsenazo-III (Arz)は，U(IV)と強酸溶液中（> 3M）で，

U(VI)と酸性溶液中（pH = 1 ~ 3）で錯体を形成し，652nm
における吸光度の増加を示すことから，予め，既知の UO2

2+

濃度溶液に対する検量線を作成することで，未知の UO2
2+

溶液の濃度測定が可能となる．  
予備実験の結果，10-7M までの UO2

2+濃度の測定が可能

であることが明らかになった．実試料の測定では，遠心限

外ろ過によって得られた各試料のろ液から 2ml 分取し，

10ml 試験管に移した後，較正済み濃度 2.88 × 10-5M の Arz
溶液（pH = 1.60 ± 0.02，イオン強度 0.1M NaClO4）2ml 添
加し，島津製 UV-3100 吸光光度計を用いた UV/Vis 測定を

行い，652nm おける吸光度から，UO2
2+濃度の評価を行っ

た．ここで，UO2
2+濃度の検量線は一連の測定の前に毎回

作成することとした． 
 

3 実験結果と考察 

 

3.1 HA フラクションの特性評価 

酸塩基滴定より求めた HA の PEC は，未分画の HA に対

して 6.24 meq/g，Fa，Fb，Fcに対しては，それぞれ，5.97，
6.20，5.99 meq/g であった．GPC より得られた HA フラク

ションの中では，Fb の PEC が最も大きく，この値はフミ

ン酸のものと対応していることがわかった．これは Fig.1
のクロマトグラムからわかるように，このフラクションの

フミン酸中に占める割合が大きいことに起因すると考え

られる．しかし，他のフラクション（Fa，Fc）の PEC も 6
程度であり，Fb と比べて大きな差が無いことがわかった． 
未分画の HA とそのフラクションの IR スペクトルを

Fig.2 に示す．HA 中には，赤外活性な官能基や構造が多数

存在し，スペクトルはそれらの吸収が重なり合った複雑な

形状をしており，特に，本研究において得られた未分画の

HA の IR スペクトルは，既往の研究において精製済み

Aldrich HA に関して得られている IR スペクトルと同様で

あった[19]．Table 1 に，HA の主要な赤外吸収バンドの帰

属をまとめた[24]．3420-3380cm-1 の吸収バンド（Peak1）



                     原子力バックエンド研究               September 2002 
 

 8

は O-H あるいは N-H の伸縮振動に，3000-2920cm-1の鋭い

吸収ピーク（Peak2）はメチル基（-CH3）およびエチル基

（-CH2）の伸縮振動に起因している．1730-1720cm-1 の吸

収ピーク (Peak3)はカルボキシル基（ -COOH），ケトン

（>C=O），脂肪族アルデヒドの C=O 伸縮振動によるもの

で，とくに，HA においてはその大部分がカルボキシル基

に由来していると考えられる．1650-1630cm-1の吸収ピーク

(Peak4)は，主にカルボキシレート（-COO-）の O-C-O 非対

称伸縮振動に帰属され，一部，ベンゼン環の C=C 伸縮振

動，芳香族アルデヒド・ケトンの C=O 伸縮振動に帰属さ

れる．また，1560-1540cm-1 の吸収ピーク(Peak5)はベンゼ

ン環のC=C結合やアミドのN-H変角振動に，1420-1320cm-1

の吸収バンド(Peak6)は脂肪鎖の C-H 結合の変角振動およ

び O-H 結合の変角振動，カルボキシレートの O-C-O 結合

の原子価振動に，1225-1175cm-1の吸収ピーク（Peak7）は，

CO-Aryl 基の C=O 伸縮振動に，1050-1020cm-1 の吸収ピー

ク（Peak8）は C-OH および C-OR に，それぞれ帰属される．  
ここで，GPC によって得られた 3 つのフラクションの

IR スペクトルを見てみると，高分子量のフラクションであ

る Fa のスペクトルには強い脂肪族由来のピーク(Peak2)が
存在し，このフラクションが他に比べて脂肪鎖に富んでい

ることがわかった．また，すべてのフラクションにおいて，

カルボキシル基に特徴的なピーク（Peak3, 4, 6）が存在し

ていることから，カルボキシル基はすべてのフラクション

に共通して含まれていることが確認された．さらに，Fcの

スペクトルでは，フェノールおよびエーテル由来の Peak8
が大きいことがわかった．また，同スペクトル中の 800cm-1

に存在する鋭いピークは置換されたベンゼンに起因する

ものと考えられた．これらの結果から，高分子量のフラク

ションは脂肪鎖に富み，一方，低分子量のフラクションは

芳香性が高く，また，UO2
2+との錯体形成に寄与するカル

ボキシル基は全てのフラクションに含まれていることが

結論付けられる．  
 

3.2 遠心限外ろ過法による UO2
2+-フミン酸錯体形成量評価 

pH = 4.00 ± 0.02，イオン強度 0.1M の条件下で，2.74 × 
10-5M のプロトン交換サイトを持つ HA に Table 2 に挙げた

濃度範囲で UO2
2+を添加して，遠心限外ろ過法によって錯

体形成量の評価を行った．ろ液中の UO2
2+濃度を測定し，

メンブレンフィルタの透過率による補正を行って得られ

たフリーの UO2
2+濃度は Table 2 に示した通りであった．こ

れらの値と全 UO2
2+濃度の差から，錯体形成している UO2

2+

濃度の評価を行い，式(7)，(8)に従って，LC の評価を行っ

た結果を Fig. 3 (i)に示した．LC = 0.238 が得られ，この LC
を用いてフリーのフミン酸濃度の計算を行い，式(6)を用い

て評価した錯体形成の安定度定数（logK）を Table 2 に示

した．これらの logK の平均値は 6.25 ± 0.18 であり，この

値は pH = 4 における HA と UO2
2+の錯体形成に関して，一

般的に報告されている値（logK = 6.13 ~ 6.75）と一致して

Fig. 2. IR spectra of HA and its fractions. KBr
method: 3mg HAs in 300mg IR-grade KBr. 

Table 1  The assignment of the major absorption bands in the IR spectrum of HA[24]. 

Index Wavenumber (cm-1) Assignment 

1 3420 - 3380 OH or NH stretching 

2 3000 - 2920 CH stretching in CH2 or CH3 groups 

3 1730 - 1720 C=O stretching in COOH group etc. 

4 1650 - 1630 antisymmetric valence O-C-O bond vibrations in COO-  

5 1560 - 1540 aromatic C=C bond  

6 1420 - 1320 
deformation aliphatic CH bond or OH bond vibration, 
valence vibration of CO bond of phenols or symmetric 

valence vibrations O-C-O bond in COO- 

7 1225 - 1175 C=O stretching in CO-Aryl groups or CO streching or 
COH deformation vibrations in -COOH 

8 1050 - 1020 C-OH and C-OR groups 
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いることがわかった[10, 13, 25]．また，Fig. 3 (ii)は HA 中

の全プロトン交換サイト濃度で規格化した UO2
2+-HA 錯体

濃度を同じように規格化した全 UO2
2+濃度に対してプロッ

トしたグラフであり，添加 UO2
2+量の増加に従って，

HA-UO2
2+の形成量が LC に対して飽和していく様子が確認

された． 
 

3.3 遠心限外ろ過法による UO2
2+-Fa，Fb，Fc 錯体形成量評

価 

HA と同様の実験を分子量の異なる 3 つのフラクション

（Fa，Fb，Fc）に関しても行った．測定結果を，それぞれ

Table 3，4，5 にまとめた．また，式(7)，(8)による LC の評

価と全プロトン交換サイト濃度で規格化した UO2
2+-HA フ

ラクション錯体濃度を同じように規格化した全 UO2
2+濃度

に対してプロットしたグラフを，それぞれ Fig. 4，5，6 の

(i)，(ii)に示した．最も分子量の高いフラクション Fa に関

しては LC = 0.241，logK = 6.07 ± 0.35，Fbに関しては LC = 
0.250，logK = 6.20 ± 0.14，最も分子量の小さいフラクショ

ン Fcについては LC = 0.290，logK = 6.07 ± 0.09 であった．

これらの値の比較から，安定度定数については，Fbが最も

大きく，この値は HA について得られた値（Table 2）に対

応していることがわかった．これは，Fig. 1 の GPC クロマ

トグラムから明らかなように，このフラクションが HA 中

に最も多く含まれているため，未分画の HA に関して得ら

れた巨視的な量である logK に対して，このフラクション

の寄与が最も大きいことによるものと考えられた．しかし，

フラクション間の相互作用によって未分画の HA の logK
が影響を受けることも報告されていることから[26]，今後，

HAの logKに対する各フラクションの定量的な寄与に関し

て詳細に検討していく必要がある．また，他のフラクショ

ンの logK に関しても，Fb のものと比べてそれほど大きな

差は無く，限外ろ過で得られる平均量としての安定度定数 

Table 2  The evaluation of logK of the complexation between HA and UO2
2+: LC = 0.239 

[HA(II)]tot  [UO2
2+]tot [UO2

2+] [UO2HA(II)] [HA(II)]free logK  

(mmol/l) (mmol/l) (mmol/l) (mmol/l) (mmol/l) (1/mol) 

27.4  0.50  0.02  0.48  6.02  6.61  

27.4  1.00  0.09  0.91  5.58  6.28  

27.4  2.00  0.21  1.79  4.71  6.26  

27.4  2.50  0.35  2.15  4.35  6.15  

27.4  4.00  0.87  3.13  3.36  6.03  

27.4  6.00  1.56  4.44  2.06  6.14  

27.4  8.00  2.69  5.31  1.19  6.22  

27.4  10.00  4.02  5.98  0.51  6.46  

27.4  20.00  13.85  6.15  0.35  6.11  

Mean value of logK =  6.25 ± 0.18 

Fig. 3. Evaluation of LC of the complexation between HA and UO2
2+ 

(i) (ii)
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Table 3 The evaluation of logK of the complexation between Fa and UO2
2+: LC = 0.241 

[Fa(II)]tot  [UO2
2+]tot [UO2

2+] [UO2Fa(II)] [Fa(II)]free  logK 

(μmol/l) (μmol/l) (μmol/l) (μmol/l) (μmol/l) (1/mol) 

29.0  1.00  0.03  0.97  6.02  6.74  

29.0  2.00  0.25  1.75  5.24  6.13  

29.0  2.50  0.36  2.14  4.86  6.08  

29.0  4.00  1.04  2.96  4.04  5.85  

29.0  6.00  1.99  4.01  2.99  5.83  

29.0  8.00  3.46  4.54  2.45  5.73  

29.0  10.00  4.78  5.22  1.77  5.79  

29.0  20.00  13.20  6.80  0.19  6.42  

Mean value of logK= 6.07 ± 0.35   

Table 4 The evaluation of logK of the complexation between Fb and UO2
2+: LC = 0.250 

[Fb(II)]tot [UO2
2+]tot [UO2

2+] [UO2Fb(II)] [Fb(II)]free logK  

(μmol/l) (μmol/l) (μmol/l) (μmol/l) (μmol/l) (1/mol) 

37.4  1.00  0.04  0.96  8.36  6.42  

37.4  2.00  0.11  1.89  7.43  6.35  

37.4  2.50  0.23  2.27  7.05  6.14  

37.4  4.00  0.39  3.61  5.71  6.21  

37.4  6.00  1.01  4.99  4.33  6.06  

37.4  8.00  1.92  6.08  3.24  5.99  

37.4  10.00  2.63  7.37  1.95  6.16  

37.4  20.00  11.12  8.88  0.44  6.26  

Mean value of logK = 6.20 ± 0.14  

Table 5 The evaluation of logK of the complexation between Fc and UO2
2+: LC = 0.290 

[Fc(II)]tot  [UO2
2+]tot [UO2

2+] [UO2Fc(II)] [Fc(II)]free logK  

(mmol/l) (mmol/l) (mmol/l) (mmol/l) (mmol/l) (1/mol) 

28.4  1.00  0.05  0.95  7.29  6.38  

28.4  2.00  0.14  1.86  6.37  6.33  

28.4  2.50  0.29  2.21  6.02  6.11  

28.4  4.00  0.78  3.22  5.01  5.92  

28.4  6.00  1.72  4.28  3.96  5.80  

28.4  8.00  2.84  5.16  3.08  5.77  

28.4  10.00  4.16  5.84  2.39  5.77  

28.4  20.00  12.00  8.00  0.24  6.45  

Mean value of logK = 6.07 ± 0.29  
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Fig. 4 Evaluation of LC of the complexation between Fa and UO2
2+ 

(i) (ii)

Fig. 5 Evaluation of LC of the complexation between Fb and UO2
2+ 

(i) (ii)

Fig. 6 Evaluation of LC of the complexation between Fc and UO2
2+ 

(i) (ii)
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はフラクションによって大きく異なっていないことがわ

かった．一方，LC については，Fc が最も高く 29%であっ

た．この結果は，高分子量のフラクションが脂肪鎖を多く

含み， 3 次元的に複雑な構造をしているに対して，低分子

量のフラクションは芳香環とカルボキシル基などの官能

基に富んだ構造をしているため，UO2
2+が接近できる錯体

形成サイトの割合が大きいことによると考えられた[1, 24, 
27]．また，未分画 HA の LC は 0.239 であり，Fa，Fb，Fc

のいずれの LC よりも小さく，これらの算術平均では表し

えないことがわかった．福嶋ら[26]は分画によって得た HA
フラクションを再び混合することで作成した試料の

UV/Vis スペクトル，蛍光スペクトル，IR スペクトル，Cu2+

に対する錯体形成能，そして GPC における溶出挙動を調

べ，これら結果を各フラクションの算術和と比較した結果

として，フラクション間での分子間水素結合などの分子間

相互作用や電荷移動機構による分子間の凝集の効果によ

って，錯体形成サイトが遮蔽される可能性を報告している．

したがって，上述の LC における相違は，このような分子

間相互作用の影響を反映したものであると考えられる．し

かし，現段階では，各フラクションがフミン酸中に占める

割合は明確でなく，このような分子間相互作用や凝集の効

果の定量的な評価は行えていない．したがって，今後，3
つのフラクションの HA 中に占める量的な情報を評価する

と共に，ある一定の割合でこれらのフラクションを混合し

たサンプルを作成し，その性質がフラクションの算術和と

どの程度異なるのか評価する必要があるといえる． 
 

3.4 錯体形成パラメータの比較: クエンチング実験と遠心限

外ろ過実験 

HA は様々な官能基や芳香環などの共役二重結合系（蛍

光団）を有しており，可視光を吸収することで蛍光を発す

る．この HA の蛍光は金属イオンとの錯体形成によってク

エンチングまたはエンハンストされる．とくに，UO2
2+と

の錯体形成の場合，HA の蛍光団は不活性化され，蛍光の

クエンチングが起こる．このクエンチング挙動は波長によ

って異なり，Aldrich HA では UO2
2+との錯体形成によって

異なるクエンチングを受ける成分（クエンチングサイト）

が存在する[17]．また，このようなクエンチングサイトの

大部分は低分子量のフラクション Fc に含まれていること

が報告されている[18]． 
遠心限外ろ過法によって得られた錯体形成パラメータ

を，クエンチング実験によって未分画の HA および Fcに対

して評価された錯体形成パラメータ[17, 18]と共に Table 6
にまとめた．ここで，LC との比較を行うために，クエン

チング法おける各成分のサイト濃度の合計を，プロトン交

換容量より式(3)を用いて計算した全フミン酸濃度に占め

る割合に換算を行っている．Table 6 より，UO2
2+と錯体を

形成するフミン酸中のサイトの中で，約半数が蛍光のクエ

ンチングを伴うサイトであり，これは低分子量のフラクシ

ョン Fcにのみ含まれているとみなせる．残りのサイトはフ

ミン酸の蛍光に関与しないサイトであり，LCの比較から，

このようなタイプのサイトは Fa，Fbの全サイト，そして，

Fc のサイトの約半数に対応していると考えられる．また，

安定度定数の比較から，後者のタイプのサイトはクエンチ

ングサイトよりも安定度定数で 1 桁ほど安定な錯体を形成

するサイトであることがわかった．しかし，Fig. 1 の GPC
クロマトグラムに基づいて 3 つのフラクションの量を評価

した場合，Fcに含まれるクエンチングサイトの寄与は明ら

かにフミン酸濃度の LC の 1 割程度であり，クエンチング

実験の結果と異なる．この相違が上述の分子間相互作用の 

Table 6 The comparison of the complexing parameters between the fluorescence quenching[17, 18] and 
ultracentrifuge experiments 

logK LC 
  

logKapp,1 logKapp,2 CL1 (�mol/l) CL2 (�mol/l) 

Fluorescence quenching 

0.128 
Humic acid 5.07 (0.09) 4.70 (0.20)

2.24 (0.09) 1.28  (0.04) 

0.141 
Fc 5.05 (0.14) 4.58 (0.28)

1.27 (0.09) 2.74 (0.13) 

Ultrafiltration 

Humic acid 6.25 (0.18) 0.239 

Fa 6.07 (0.35) 0.241 

Fb 6.20 (0.14) 0.250  

Fc 6.07 (0.29) 0.290  
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効果によるものと考えると，この効果は蛍光に関与しない

錯体形成サイトに大きな影響を及ぼしていることが示唆

される． 
 
4 結言 
 

GPC によって得られた HA フラクションと UO2
2+の錯体

形成量を遠心限外ろ過法によって測定し，LC モデルを用

いて錯体形成パラメータを評価することで，Aldrich HA に

おける分子量や分子構造の相違が，HA 中のプロトン交換

可能なサイトのうち UO2
2+との錯体形成に寄与しうるサイ

トの割合であり，HA の不均質性を反映している LC に大

きく現れていることが分かった．とくに，低分子量のフラ

クションにおいて LC が大きく，このフラクションにおい

て，UO2
2+が接近できる錯体形成サイトの割合が大きいこ

とが示唆された．また，蛍光クエンチング法によって得ら

れた結果との比較から，全てのフラクションに，錯体形成

によって HA の蛍光がクエンチングを受けないようなサイ

ト，つまり，HA の蛍光に関与しないサイトが存在し，こ

のようなサイトがより安定な錯体を形成するサイトに対

応していることが分かった．このように，HA の微視的な

構造や分子量の相違に基づく錯体形成の評価は，起源の異

なる腐植物質間での錯体形成挙動の相違や実環境におけ

る様々な土壌コロイド共存下での腐植物質の錯体形成能

を理解するために必要不可欠であり，今後，詳細に研究を

行っていく必要がある．  
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