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精製水　　　　　　　　　　　　　　
　：ミリポア製 Milli-Q Gradientにより調製
固相カートリッジ　　　　　　　　　
　：Waters製 Oasis HLB Plus LP（225㎎）
2.2　LC/MSの測定条件

LC/MSの測定条件を次に示す。
（LC条件）
カ　ラ　ム：Atlantis T3 150㎜×2.1㎜, ３μm（Waters製）
移　動　相：A（5mM酢酸アンモニウム水溶液）
　　　　　：B（アセトニトリル）
　0～0.1min　　A：B＝80：20
　0.1～9min　　A：80→2　B：20→98　linear gradient
　9～20min　　 A：B＝2：98
　20～20.5min　A：2→80　B：98→20　linear gradient
　20.5～33min　A：B＝80：20
流　　　量：0.2mL/min
カラム温度：40℃
注　入　量：5.0μL
（MS条件）
使用機種　　　　　　：Micromass Quattro micro API
キャピラリー電圧　　：3.0kV
ソース温度　　　　　：100℃
デゾルベーション温度：500℃
コーンガス流量　　　：50L/hr
デゾルベーションガス流量：600L/hr

１　はじめに
　4-メチルベンジリデンカンファーは紫外線を吸収する能
力が高く，日焼け止めや化粧品に用いられているが，内分
泌かく乱作用の可能性も想定されている物質であり，その
環境中での実態はよくわかっていない。今回，当該物質が
環境省の実施する化学物質環境実態調査の調査対象物質
として選定され，岡山県に分析法の開発が委託されたこと
から，当該物質をLC/MS/MSを用いて分析する方法を検
討するとともに，環境試料の濃度レベルを測定したので報
告する。

２　実験方法
2.1　試薬

4-メチルベンジリデンカンファー　　
　：AccuStandard製（輸入元：和光純薬工業）
4-メチルベンジリデン-d4カンファー 
　：CDN Isotopes製（輸入元：セントラル薬品）
ベンザルカンファー　　　　　　　　
　：MP Biomedicals製（輸入元：和光純薬工業）
塩酸　　　　　　　　　　　　　　　
　：１mol/Lに調製済みの市販品
水酸化ナトリウム水溶液　　　　　　　　　
　：１mol/Lに調製済みの市販品
アセトニトリル，メタノール　　　　
　：LC/MS用 和光純薬工業製
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要　　旨
　環境試料（水質中）の4-メチルベンジリデンカンファーの分析法について検討した。分析法は固相カートリッジで濃縮後，
固相をアルカリ，酸，有機溶媒の順に洗浄した後，アセトニトリルで溶出し，LC/MS/MS（SRM法）で測定する方法とした。
対象物質は紫外線吸収剤でもあり，紫外線による構造異性体化が起こるため，注意が必要であった。開発した分析法では，要
求感度を満足する検出下限値が得られ，回収率や保存性等の試験も良好であった。環境試料を分析したところ，いずれの物質
も検出されなかった。
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し混合する。これを固相カートリッジ（HLB）に10mL/
minの速さで通水し捕集する。固相カートリッジを水
10mL，30％アセトニトリル含有0.01mol/L水酸化ナト
リウム水溶液５mL，水５mL，30％アセトニトリル含有
0.01mol/L塩酸５mL，水５mL，50％アセトニトリル水溶液
５mLの順に洗浄し，乾燥窒素を５分間通気する。これを
アセトニトリル５mLで溶出し，アセトニトリルで10mLに
定容し，試験液とする。なお，懸濁物がある場合にはフィ
ルターでろ過を行い，試験液とする。試験液をLC/MS/
MS-SRMにて分析する。
　光に対して分解性（異性体化）があるため，操作はなる
べく手早く暗めの部屋で行う。暗室を使用する必要はない
が，ブラインドを下ろし直射日光を避ける，必要以上の蛍
光灯は点灯しない等の配慮が必要である。目安として，照
度500lux未満で１～２時間程度の作業の場合，著しい分解
は生じない。

３　結果及び考察
3.1　各種条件の検討結果

3.1.1　質量分析条件の検討

　MS条件の検討を行った結果を図２に示す。各種条件を
変化させ，イオン化の強度を測定したところ，図に示す
データが得られ，これをもとに最適な条件を設定した。な
お，図には4-メチルベンジリデンカンファーとベンザルカ
ンファーの代表的なイオンをそれぞれ３つ示している。
　12種類のイオンを測定に用いることができ，感度やブラ
ンクやバラつき等を考慮して，最適なイオンを選択するこ
とが可能である。
3.1.2　移動相溶媒の検討

　移動相溶媒の検討を行った結果を図３に示す。５mM程
度の酢酸アンモニウムを入れることにより，2.5倍程度感度
がよく，また，装置安定性等が良くなったため，酢酸アン
モニウムを入れた移動相を用いることとした。
3.1.3　前処理法の検討（固相カートリッジ）

　前処理法の検討を行った。各種の評価を実施し，次のよ
うなことがわかった。

イオン化法　　　　　
　：ESI Positive（4-メチルベンジリデンカンファー）
　：ESI Positive（4-メチルベンジリデン-d4カンファー）
　：ESI Positive（ベンザルカンファー）
コーン電圧　
　：30V（4-メチルベンジリデンカンファー）
　：30V（4-メチルベンジリデン-d4カンファー）
　：30V（ベンザルカンファー）
コリジョンエネルギー
　：10eV（255.17>255.17のみ），20eV（それ以外）
　（4-メチルベンジリデンカンファー）
　：10eV（259.19>259.19のみ），20eV（それ以外）
　（4-メチルベンジリデン-d4カンファー）
　：10eV（241.16>241.16のみ），20eV（それ以外）
　（ベンザルカンファー）
モニターイオン
　：255.17>255.17，255.17>237.16，255.17>227.18，
　　255.17>212.12，255.17>195.12，255.17>185.13，
　　255.17>171.12，255.17>157.10，255.17>145.07，
　　255.17>119.09，255.17>111.12，255.17>97.10
　 （4-メチルベンジリデンカンファー）
　：259.19>259.19，　259.19>241.18， 259.19>231.20，
　　259.19>216.14，259.19>199.14，259.19>189.15，
　　259.19>175.14，259.19>161.12，259.19>149.09，
　　259.19>123.11，259.19>111.12，259.19>97.10
　 （4-メチルベンジリデン-d4カンファー）
　：241.16>241.16，241.16>223.15，241.16>213.16，
　　241.16>198.10，241.16>181.10，241.16>171.12，
　　241.16>157.10，241.16>143.09，241.16>131.05，
　　241.16>111.12，241.16>105.07，241.16>97.10
　（ベンザルカンファー）
　（下線部は本分析で定量に用いたモニターイオン）

2.3　分析法

　図１に示す分析法について検討した。
　水質試料100mLに10ng/μLのサロゲートを100μL添加 

 
 
 
 
 
 
 
 

  
 
  

100 mL     10 ng/L 100 μL       Oasis HLB 精製水 10 mL、30%CH3CN 0.01M NaOH 5mL、
                       10 mL/min 30%CH3CN 0.01M HCl 5mL、50%CH3CN 5mL 

乾燥窒素 5min   アセトニトリル 5 mL  アセトニトリル 10mL     ESI-Positive 

定容 LC/MS/MS-SRM 

試料 サロゲート添加 固相抽出 洗浄 

脱水 溶出 

図１　分析法のフローチャート
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　①HLBとPLS-3どちらにおいても，20倍濃縮以上で負
のマトリックス効果が見られた。また，移動相に
バッファーがあった方が，マトリックス効果が抑え
られた。

　②酸やアルカリや有機溶媒で洗浄することにより，マト
リックスは除去されているものの，マトリックス効果
の程度に大きな違いは見られなかった。

　③酢酸アンモニウムのバッファーの有無で，マトリック
ス効果が著しく異なる場合があった。

　④汚水によっては，いくつかのモニターイオンで，妨害

　①HLBとPLS-3ではHLBの方が10％弱程度回収率良好だ
が，マトリックスも多かった。

　②回収率は通液pHに依存せず，酸やアルカリでの洗浄
が可能であった。

　③50％アセトニトリルまでは保持され，同溶媒による洗
浄が可能であった。

　これらの結果をもとに，前処理法を決定した。
3.1.4　前処理法の検討（マトリックス効果）

　前処理法の検討を行った。各種の評価を実施し，次のよ
うなことがわかった。

図２　質量分析条件の検討結果

図３　移動相溶媒の検討結果

DGas量

CapV

CGas量

CollV

DTemp

ConeV

検量線（バッファーなし）

移動相と相関係数

検量線（酢酸アンモニウム入り）

移動相による強度の違い
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普通洗浄時の回収率

HLB使用時の通液pH依存性

HLB使用時の積み上げ回収率

HLB酸洗浄時の積み上げ回収率

（普通洗浄は水のみ，しっかり洗浄は酸やアルカリや有機溶媒で洗浄。）
しっかり洗浄時の回収率

PLS-3使用時の通液pH依存性

PLS-3使用時の積み上げ回収率

HLBアルカリ洗浄時の積み上げ回収率
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洗浄順序による回収率の違い
図４　前処理法の検討結果（固相カートリッジ）

HLB使用時のマトリックス効果

HLB使用時のマトリックス効果

HLB使用時のマトリックス効果

（移動相にバッファーなし，酸やアルカリや有機溶媒での洗浄なし。）

（移動相にバッファーなし，酸やアルカリや有機溶媒での洗浄あり。）

（移動相にバッファーあり，酸やアルカリや有機溶媒での洗浄なし。）

PLS-3使用時のマトリックス効果

PLS-3使用時のマトリックス効果

PLS-3使用時のマトリックス効果
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HLB使用時のマトリックス効果

標準液

（移動相にバッファーあり，酸やアルカリや有機溶媒での洗浄あり。）

（12のモニターイオンのうち，３つにブランクが検出された例。図は７イオンを抜粋。）

PLS-3使用時のマトリックス効果

図５　前処理法の検討結果（マトリックス効果）
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標準溶液の保存性

河川水（汚水）での保存性

光照射前のクロマト
（上段はベンザルカンファー，下段は4-メチルベンジリデンカンファー。）

各pH条件での７日光照射

標準溶液の保存性（０日を100％）

河川水での保存性（対添加直後％）

光照射（７時間）後のクロマト

各pH条件での７日光照射（合算）
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V.C.有無での７日光照射

長期間光照射時の残存率

短期間光照射時の残存率

照射光と経過日数

短期間光照射時の残存率（合算）

濃度と異性化の程度（CH3CN中）

V.C.有無での７日光照射（合算）

長期間光照射時の残存率（合算）
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*１　７日後の残存率は，１時間後の残存量を100とした値である。
*２　カッコは生成物のピークがなかったため，合算しても変わらなかったもの。

暗所１日経過の吸収スペクトル

暗所６日経過の吸収スペクトル

明所１日経過の吸収スペクトル

明所６日経過の吸収スペクトル
図６　保存性と分解性（光による構造異性体化）の検討結果

 
 

 
  

物質名 試料名
試料量 
(mL) 

添加量

(μg) 
試験数

検出 
濃度 

(μg/L)

回収率

(%) 

変動 
係数 
(%) 

ｻﾛｹﾞｰﾄ 
回収率

(%) 

4-ﾒﾁﾙ 
ﾍﾞﾝｼﾞﾘﾃﾞﾝ 
ｶﾝﾌｧｰ 

河川水
100 無添加 1 ND － － 74.6 
100 1.00 5 9.23 92.3 6.8 81.7 

海水 100 無添加 1 ND － － 75.9 
100 1.00 5 9.31 93.1 7.3 81.3 

 
 

物質名 pH 試験数
初期濃度

(μg/L) 

1 時間後の

残存率(%)

7 日後の残存率(%)*1

暗所 明所 

4-ﾒﾁﾙﾍﾞﾝｼﾞﾘﾃﾞﾝ 
ｶﾝﾌｧｰ 

5 2 10 97 100 51 
7 2 10 90 110 52 
9 2 10 99 93 49 

4-ﾒﾁﾙﾍﾞﾝｼﾞﾘﾃﾞﾝ 
ｶﾝﾌｧｰ(ﾋﾟｰｸ合算) 

5 2 10 (97) *2 (100) 108 
7 2 10 (90) (110) 110 
9 2 10 (99) (93) 102 

表１　添加回収試験結果

表２　分解性スクリーニング試験結果
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物質名 試験対象 試料名 
初期濃度

(ng/mL) 

残存率(%) 

9 日後 15 日後 84 日後

4-ﾒﾁﾙﾍﾞﾝｼﾞﾘﾃﾞﾝ 
ｶﾝﾌｧｰ 

試料 
河川水 5 99 － － 

河川水(V.C.有) 5 93 － － 
海水 5 88 － － 

粗抽出液 
河川水 5 － 94 － 
海水 5 － 97 － 

標準液 
標準液(低) 10 － － 98 

標準液(高) 100 － － 101 

 
 

表３　保存性試験結果

　保存性試験結果を表３に示す。保存性は良好であった。
河川水試料については，酸化防止剤（ビタミンＣ）を１
g/L添加したものを合わせて確認したが，違いは見られな
かった。
3.5　環境試料の分析結果

　平成24年10月に採取した河川水（旭川乙井手堰）及び海
水（水島沖）からは，対象物質は検出されなかった。定量
下限は1.1μg/Lであった。

４　まとめ
　4-メチルベンジリデンカンファーの分析法を検討し，次
の結果を得た。
１）対象物質はESI Positiveモードでイオン化され，SRM

（MS/MS）法による測定が有効であった。12種類の
イオンを測定に用いることができ，感度やブランクや
バラつき等を考慮して，最適なイオンを選択すること
ができた。

２）移動相溶媒に酢酸アンモニウム／アセトニトリルを用い
ると，良好な感度と装置安定性等を得ることができた。

３）固相抽出による前処理方法を検討し，アルカリ，酸，
有機溶媒の順に洗浄することで，クリーンアップ効果
を持たせつつ，良好な回収率が得られた。

４）マトリックス効果が大きく，また試料の汚れの程度に
よっては妨害イオンがあることから，複数のイオンを
モニターする等の注意が必要なことがわかった。

５）添加回収試験結果は，河川水，海水ともに良好であった。
６）分解性スクリーニング試験結果は，pHに対しては安定

性が高いが，光で構造異性体化し，また元の物質と生
成物のピークを合算すると，ほぼ100％の残存率とな
ることがわかった。

７）保存性試験結果は，保存性は良好であった。
８）河川水（旭川乙井手堰）及び海水（水島沖）からは，

対象物質は検出されなかった。
　なお，本研究は環境省委託の平成24年度化学物質分析法
開発調査（環境省環境安全課）と連携して実施した。

イオンが出ることがあった。
　これらの結果をもとに，前処理法を決定した。
3.1.5　保存性と分解性（光による構造異性体化）の検討

　保存性と分解性の検討を行ったところ次のようなことが
わかった。
　①暗所，冷蔵の有機溶媒中で１か月以上安定であった。
　②暗所，冷蔵の汚水中では１週間以上安定に保存され

る。酸化防止剤（ビタミンＣ）の有無で，著しい違い
は見られなかった。

　③光に対して分解性（構造異性体化）があり，数時間の
光で異性体化する。異性体化はpHには依存しなかっ
た。酸化防止剤（ビタミンＣ）の有無で，異性体化に
著しい違いは見られなかった。元化合物と異性体化生
成物を足し合わせると，元化合物の初期濃度とほぼ一
致した。

　④照射光の種類（蛍光灯，太陽光）では異性化の程度に
著しい違いは見られなかった。

　⑤十分に光を照射すると，異性体化前と異性体化後の比
は，濃度に応じて一定の割合となった後に安定する。

　⑥UV領域の300nm付近に強い吸収があるが，可視領域
には吸収はほぼなかった。光で異性体化しても吸収極
大波長や吸収スペクトルの形に大きな変化は生じない
が，異性化生成物はモル吸光係数が元の物質の2/3程
度であった。

3.2　添加回収試験結果

　添加回収試験結果を表１に示す。添加回収試験には河川
水は旭川の乙井手堰，海水は倉敷市水島沖の水質試料を使
用した。河川水，海水ともに良好な添加回収試験結果が得
られた。
3.3　分解性スクリーニング試験結果

　分解性スクリーニング試験結果を表２に示す。pHに対
しては安定性が高いが，光で構造異性体化する。元の物
質と生成物のピークを合算すると，ほぼ100％の残存率と
なった。
3.4　保存性試験結果
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