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AsimpleinfraredabsorptionspectrometryusingtheEX-130I3CO 2analyser(JASCO)

formeasuringthe13Cabundance(atom %)inthephytoplanktoncellwasintroduced.In

laboratoryexperimentsusingtheculturedmarinediatom,SheletonemacostatuTn,the

photosyntheticrateobtainedbythemethodshowedgoodagreementwiththoseby

the14cmethod,indicatlngtheusefulnessofinfrared absorption spectrometry.The

advantageofthemethodisitseaseofuseandeffectivenessofsavinglabourandtime

fortheanalysisor13Cabundanceinsamples,comparedwiththosebymassspectr0-

metryorbynuclearmagneticresonance.

放射性同位元素(RI)の使用が厳しく規制され

ているわが国では､特別な例を除いて､野外で

RIを使用する事ができないQ植物プランクトン

の光合成生産の機構や生理的適応の解析のために

は､HCの利用が不可欠であるにもかかわらず､

わが国では思うにまかせないのが現実である｡こ

のため次善の策として､著者らは14Cに代えて安

定同位元素13Cをトレーサーとして利用する方法

を模索してきた(Hamaetal.1983,Satohetal.

1985) 1)｡ここではその概略を示すとともに､筆

者らが13C同位体比の測定に利用している赤外分

光法を紹介する｡

lacの分析は､質量分析計によることが一般的

であるが､試料の前処理の煩雑さ､機器の取扱や

管理に熟練を要すること､あるいは必要な経費等

の面で､誰にでも簡単に使用できるものではない｡

加えて､13Cを トレーサーとして使用する場合は､

C0 2を含む気体をそのまま測定するか､試料を酸

素気流中で燃焼させてC0 2として測定するなど､

CO2以外の気体との共存状態で測定する必要があ

るOまた､筆者らの従事するような分野では､大

量の試料を手早く処理することが要求される｡

赤外分光法の最も大きな利点は､試料気体中に

大量に存在する酸素や窒素が赤外不活性であるた

め､その影響を全く受けないこと｡また､仮に赤

外部を吸収する気体が混在していても､C0 2とは

吸収波長が異なるため妨害を受けないこと､12C

および'3Cの絶対量が同時に測定できること､な

どであろう(Hirano1979)2)0

赤外分光法の測定原理と測定装置

13C同位体比の測定装置として､筆者らは回折
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2excess.(fromKokubunandYanag

isawa,1982)格子分光器を用いた日

本分光工業社製の､13C分析装置(EX-13

0型)を用いている (写真)｡C02は2349cmー1

付近に逆対象伸縮振動に基づく吸収をもっているが､図 1(

a)(b)からわかるように､)2C02と13C02では約

70cmJlの同位体によるシフトがあるoしたがって､1

2co之と13C02による吸収の強さを測定す

る事によって､それぞれの濃度を求める事ができる｡実際には､

2290cm~lから2340cm-1の波長域では､12C

02による吸収と13C02の吸収が重なっている

ため､測定に利用できないし､また自然界での'2C

に対する13Cの存在比は､通常1.1%程度にす

ぎない (表 1)から､正確にこれを測定するため

には､吸収セルを長くして光路長を伸ばす必要が

あるなど､困難な問題も多い｡光源からのエネルギ

ー､S/N比､吸収セル長､測定するCO2濃度

など､さまざまな角度から検討された結果､本装置では1

2co之については2380±10cm~1､13C02については2

270±10cm~1の範囲の吸収帯を測定に用

いている｡このようにすると､12C02の測定波長域

では】3C02の吸収の重なりはないが､13coZの吸

収波長域では12co之の吸収の重なりが若干生ずるの

で､13C02の吸収波長域での重なり分を､あらかじめ既知濃度の12co之を Table1.NaturalAbundan

ce(atom %)of13C in Cultured Diatom SheletoneTna
costatuTn.
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用いて作成しておいた補正曲線を用いて計算し
､
差し引く事によって､
12 cO

巳
とⅠ3C0
2の濃度を求

める事ができる｡
図2に､
本装置の光学系と信号系統の概念図を

示す
｡
光源からの赤外線は
､
2枚の集光鏡によっ

て試料側セルと対象側セルに導かれる｡
セルから

出た2つの光束は､
セクター鏡によって同一光路

を通り
､
交互に分光器に入り
､コ
リメーティング鏡

によって平行光となって回折格子に入射する｡こ

こで分光された光のうち
､
2380±10cm-1(12CO2
)

および2270±10cm~l(13CO2)の
光のみがそれぞれ

の出口スリットに結像する｡
2つの出口スリット

から出た光はチョッパーによって交互に検地器に

入射して電気信号に変換され､
増幅器を経由した

後
､
サンプルホール
tド回路で12co之
と13C0
2の
信

号に区分され
､
それぞれの吸収強度としてレコー

ダーに記録されるO
現実には､
12C0
2の
濃度換算

やlaco
aの
吸収への重なり分の計算､
13C0
2の
濃

度換算および13co
巳の
存在比の計算などは､
デー

タプロセッサーへ送られた信号によって､
自動的

に行なわれる｡
植物プランクトン試料などの分析

の場合は､
付設した燃焼装置によって試料を燃焼

し
､
生じたCO
a
ガ スを本装置に導入



Fig.2.OpticalandSignalSystem

sforEX-13013CO2Analyser(from Kokubunand

Yanagisawa,1982).う､

この場合､燃焼間隔のコントロールも､データプ

ロセッサーによって行なう事ができる｡先に述べたように､本装置では12Cと1

3Cの絶対濃度を直接測定できるので､1

3C存在比は次式によって求められる13c a
tom拓- 13C2C+13C ×100 (1)

実際に､13catom%既知のグリシン水

溶液や､粉末植物試料を用いて本装置で得られた測

定値と同じ試料について､質量分析法によって得ら

れた測定結果を比較した結果はよく一致する (相

関計数r-0.999)という結果が得られている (国

分 ･柳沢 1982)3)0

13Cトレーサー法による光合成速度の測定13

Cトレーサー法は､安定同位休13Cで標識した物質(通

常NaH13CO 2)を試水に加えて､一定時間培養し､こ

の間に植物プランクトンが取り込んだ13C量を測定して､光合

成により同化された炭素量を算出しようとする方法である｡この場合

､実際には試料中の粒子状の全炭素量 (以下PO

Cと記す)と､L2Cと13Cの同位体比を測定し､培養前後の)3Cの収支を考える｡ すなわち､培養前の試

料中のPOCの同位体比(Am:13Catom %)と13Cを トレーサーとして

加え､培養した後のPOCの

同位体比 (A.S:13catom %)､および

POC量 (FLgC/P)の間にはA‥･POC-A…･(POC-△C)+A,C･△C (2

)の関係が成立する｡ただし､式中の△Cは培養中

に増加したPOC(LLgC/A)を､A‥ (13C

atom %)は トレ-サー添加後の

試水中の全炭酸中の同位体比である｡ (2)式を変形すれば

△C-POC･ (A,5-A")(A,6-Ans) (

3)となり､培養時間(T:hr)で除すれば
､
1時間当

たりの光合成速度(〟gC/hr)を求める事ができ

る
｡
また
､
そのように して求めた値を
､
試水容量

(A)で除すれば
､
試水の単位体積当りの光合成速

皮(P
.･FLgC/A/hr)が求められるO

すなわち

P(iLgC/ P/hr)-
POC･(A,SIA
T･(A‥-A…
)
f(4)

ただLfは13Cの同位体効果(f-1.
025)である｡
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さらにこの値を､単位試水量当りの植物プランク

トン量(通常は光合成色素クロロフィルα量 :〟g/

A)で除すれば､植物プランクトンの光合成活性

を求める事ができる｡

図 3は海産珪藻Sheletonemacostatumの培

養群を用いて､20℃､100FLE/rn2/secの光条件

下と暗条件下で､試水中の13Cの濃度が6.78atom

%となるようにNaHI3C03を添加した場合の､

培養時間と藻体内の13catom %の関係を示して

いる(Satohetal.1985)4)｡光条件下では時間の

経過に比例して､藻体内の13catom%が増加す

る (すなわち光合成による炭素の取り込みが生じ

る)が､暗条件下では炭素の取り込みが生じない

事が明らかに示されている｡

筆者らは紹介した方法を用いて､太平洋域を中

JLりこ､内湾から外洋域までの基礎生産機横の解析

を試みているが､RIと異なり､通常の実験室 ･

設備で利用できる13C安定同位元素の利用によっ

て､かなりの成果を挙げることができた｡

赤外分光法の課題

安定同位元素を用いる事は､実験操作上安全で

あり､通常の実験装置があれば十分であるから､

狭い船舶上の作業などでは便利な方法である｡し

かしながら､13C法は14C法に対して感度の面で

著しく劣ることは自明の事であるし､同様にⅠ3C

同位体比分析法としての赤外分光法の感度が質量

分析法に劣る事は否定できない｡また赤外分光法

で正確な測定を行うためには､現時点では試料中

のPOC濃度として25pgC/P以上を必要とする

事も難点である｡近い将来これらの欠点が克服さ

れれば､赤外分光法は水界生態系の炭素循環の研

究の強力な武器となりうるだろう｡
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