
岡山県環境保健センター年報　　39

1　はじめに
　3-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含有されているが，内分泌

かく乱作用が疑われている物質でもあり，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に選定

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

3-ベ ン ジ リ デ ン カ ン フ ァ ー：SIGMA-ALDRICH製 

(analytical standard, ≧ 97.0 %(GC))

1 mol/L塩酸：富士フイルム和光純薬製

1 mol/L水酸化ナトリウム：富士フイルム和光純薬製

アセトニトリル，メタノール：富士フイルム和光純薬製 

LC/MS用

精製水：ミリポア製 Milli-Q Advantageにより調製

固相カートリッジ：Waters製 Oasis HLB Plus LP (225 

mg)

固相カートリッジ：GL Sciences製 InertSep PLS-3 (200 

mg)

ろ過フィルター：ミリポア製 Millex FilterUnit (13mm，

0.45μm)

5 mmol/L酢酸アンモニウム水溶液：富士フイルム和光純

薬製高速液体クロマトグラフ用

　1 mol/L酢酸アンモニウム水溶液と精製水で調製

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 mm × 2.1 mm, 3μm 

(Waters製) 

移　動　相： A（5 mmol/L酢酸アンモニウム水溶液）：B

（アセトニトリル）

　　0 ～ 0.1 min A：B＝80：20

　　0.1 ～ 9 min A：80→2　 B：20→98  linear gradient

　　9 ～ 20 min A：B＝2：98

　　20 ～ 20.5 min　 A：2 → 80　 B：98 → 20  l inear 

gradient

　　20.5 ～ 33 min　A：B＝80：20

流　　　量：0.2 mL/min

カラム温度：40 ℃

注　入　量：10 μL

（MS条件）

使用機種： Micromass Quattro micro API (Waters製)

キャピラリー電圧　　：3.0 kV

ソース温度　　　　　：100 ℃
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デゾルベーション温度：500 ℃

コーンガス流量　　　：50 L/h

デゾルベーションガス流量：600 L/h

イオン化法　　　　　：ESI Positive

測定モード　　　　　：SRM

コーン電圧　　　　　：30 V

コリジョンエネルギー： 10 eV（241.2>241.2の み ），20 

eV（それ以外）

モニターイオン(m/z) ： 241.2>241.2，241.2>223.2，

241.2>213.2，241.2>198.1，

241.2>181.1，241.2>171.1，

241.2>157.1，241.2>143.1，

241.2>131.1，241.2>111.1，

241.2>105.1，241.2>97.1

　　　　　　　　（本分析では，241.2>198.1を定量に使用）

2.3　分析法

　分析法は，既報1）～ 5）を基に，図1のフローチャートで

示す方法とした。

　あらかじめアセトニトリル10 mL，精製水10 mLの順

でコンディショニングした固相カートリッジに水質試料

100 mLを10 mL/minの速さで通水し，捕集する。固相カー

トリッジを精製水10 mL（使用器具を洗込），40 %アセト

ニトリル水溶液5 mL（同洗込），精製水5 mL（同洗込），

30 %アセトニトリル含有0.01 mol/L水酸化ナトリウム5 

mL，精製水5 mL，30 %アセトニトリル含有0.01 mol/L

塩酸5 mL，精製水5 mL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5 mLで溶出し，窒素気

流下で0.4 mL程度まで濃縮し，アセトニトリルで1 mL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。

　対象物質は，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500 lux未満で1 ～ 2 時間程度の作

業の場合は著しい分解は生じない。

2.4　装置検出下限値(IDL)，分析法検出下限値(MDL)及び

定量下限値（MQL）

　IDL，MDL及びMQLの算出は，「化学物質環境汚染実

態調査の手引き（平成27年度版）」6）（以下「手引き」という。）

に従った。IDLは，5 ng/mLの検量線用標準液を7回測定

し，得られた測定値の標準偏差を用いて算出した。MDL

及びMQLは，河川水（霞橋）に，IDL試料換算値の5倍程

度の濃度となるように1 μg/mL標準液を10 μL添加し，

分析フローに従い前処理を行ったものを7個作製して測定

し，得られた測定値の標準偏差を用いて算出した。

　　　　　　IDL = t(n-1,0.05) × σn-1,I × 2

　　　　　　MDL = t(n-1,0.05) × σn-1,M × 2

　　　　　　MQL = 10 × σn-1,M

　t(n-1,0.05)：危険率5 %，自由度n-1のt値（片側）

　σn-1,I：IDL算出のための測定値の標本標準偏差

　σn-1,M：MDL算出のための測定値の標本標準偏差

2.5　分解性スクリーニング試験，保存性試験（新鮮試料

及び粗抽出液），添加回収試験

　手引きに従い，分解性スクリーニング試験，保存性試

験及び添加回収試験を実施した。

　分解性スクリーニング試験の試験液は精製水を用いて

pH 5，pH 7及びpH 9のものを各100 mL作製し，これに

MDL試料換算値の30倍程度の濃度となるように1 μg/

mLの標準液を100 μL添加し，1時間後及び14日後（約

20℃の明所及び暗所に保存）に分析フローに従い前処理

を行ったものを測定した。光照射による分解性が確認さ

れたため，照射時間を変更して同様の測定を実施した。

　保存性試験は，新鮮な河川水（高梁川水系の霞橋で採

水）及び海水（倉敷市水島地先海域で採水）を満水に入れ，          

精製水 10 mL，40%CH3CN 5 mL，精製水 5 mL， 

30%CH3CN 0.01 mol/L NaOH 5 mL，精製水 5 mL， 

30%CH3CN 0.01 mol/L HCl 5 mL，精製水 5 mL 

Oasis HLB  

10 mL/min    

アセトニトリル 5 mL     窒素パージ         アセトニトリル 1 mL         ESI-Positive 

0.4 mL 

定容 LC-MS/MS-SRM 

試料 固相抽出 洗浄 水分除去 

溶出 濃縮 

窒素パージ 5 min100 mL 

図1　分析法のフローチャート
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対象物質の濃度がMDL試料換算値の10倍程度の300 ng/L

になるように1 μg/mL標準液を添加し，当日及び8日後

（約4 ℃の冷暗所に保存）に分析フローに従い前処理後に

測定した。

　また，併せて粗抽出液による保存試験も実施した。こ

れは，河川水（霞橋）及び海水（水島地先海域）を固相カー

トリッジ通水からアセトニトリルで溶出するまで前処理

したものに，対象物質の濃度がMDL試料換算値の10倍程

度の300 ng/Lになるように1 μg/mL標準液を添加し，当

日及び15日後（約4 ℃の冷暗所に保存）に以降の前処理

を分析フローに従って実施した後に測定したもので，抽

出後の有機溶媒中における保存性が確認できる。

　標準溶液の保存性試験として最高濃度の100 ng/mL及

びMDLの10倍程度の20 ng/mLの検量線用標準液を33日

間約4 ℃の冷暗所に保存し，33日後に新たに再調製した

検量線用標準液と測定結果を比較した。

　添加回収試験として海水（水島地先海域）100 mLに

MDL試料換算値の30倍程度の濃度となるように1 μg/

mLの標準液を100 μL添加し，分析フローに従い前処理

を行ったものを測定した。環境試料として，無添加の河

川水及び海水も分析した。河川水はMDL試験の結果を添

加回収試験結果として採用した。

　また，操作ブランクとして精製水100 mLを分析フロー

に従い前処理を行ったものを測定した。

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以下の図2-1，2-2に示す。

3-ベンジリデンカンファーは，プレカーサーイオンとし

て水素が付加したm/z 241のイオンができ，更にそのプ

ロダクトイオンとして12種類のイオンが生じた。

　図3に最低濃度（5 ng/mL）の標準液のクロマトグラム

を示す。イオンは代表例を6つと12イオンのTICを示して

いる。選択するイオンによっては近接ピーク等に注意が

必要なことがわかった。

　12種類のイオンを測定に用いることができ，感度，ブ

ランク，ばらつき等を考慮して，最適なイオンを選択す

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-1 3-ベンジリデンカンファー（プレカーサーイオン）のマススペクトル 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2-2 プレカーサーm/z 241 に対するプロダクトイオンのマススペクトル 
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図2-2　プレカーサーm/z 241に対するプロダクトイオンのマススペクトル

図2-1　3-ベンジリデンカンファー（プレカーサーイオン）のマススペクトル



42　　岡山県環境保健センター年報

ることが可能であった。本分析においては， 241.2>198.1

が感度も高く，ブランク等を考慮して良好であったため

定量に用いた。

3.1.2　前処理法の検討

　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。

　① 固相カートリッジのHLBとPLS-3で比較したところ

同程度の回収率であったが，HLBの方が通水時の抵

抗が少なく操作が容易であった。

　② 夾雑物除去のため，酸やアルカリで洗浄しても，良

好な回収率が得られた。

　③ HLBからの溶出時に，アセトニトリル濃度を順に変

更した積み上げ回収率の結果を図4に示す。50 %ア

セトニトリルでわずかに溶出が見られたため，40 %

アセトニトリルで洗浄することとした。40 %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。

　これらの結果を基に，前処理法を決定した。

3.2　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1に示す。pHに対

しては安定性が高いが，光で残存率が低下した。

　光照射時間を変更したクロマトグラム結果を図5-1 ～図

5-5に，また照射時間による濃度減少のグラフを図5-6にそ

れぞれ示す。

　光を照射し始めてすぐに3-ベンジリデンカンファーの

濃度が減少し，同一イオンを持ち保持時間の異なる物質

のピークが増加し始めるが，この増減は8時間程度で止

                      
図 3 3-ベンジリデンカンファーの代表的なイオンのクロマトグラム 

面積 331 (m/z 241.2>198.1) → 

 

 

面積 327 (m/z 241.2>181.1) → 

 

 

面積 338 (m/z 241.2>157.1) → 

 

 

面積 97 (m/z 241.2>131.1) → 

 

 

面積 243 (m/z 241.2>111.1) → 

 

 

面積 524 (m/z 241.2>97.1) → 

 

 

面積 5516 (12ions TIC) → 

図3　3-ベンジリデンカンファーの代表的なイオンのクロマトグラム

図 4  HLB 使用時の積み上げ回収率 
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図4　 HLB使用時の積み上げ回収率
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まった。十分長時間（概ね8時間）光を照射すると，3-ベ

ンジリデンカンファーと生成物の比は，一定の割合となっ

た後に安定し，その後光照射を継続しても変化しなかっ

た。14日光照射を継続しても，8時間照射時の濃度とほぼ

同程度であった。これらの結果から，光に対して分解性（光

による構造異性体化）があると考えられる。

3.3　保存性試験結果

　保存性試験結果を表2に示す。各種保存性は良好であっ

た。標準液は暗所，冷蔵の有機溶媒中で1か月以上安定で

ある。また，暗所，冷蔵の河川水や海水中では1週間以上

安定に保存された。更に，河川水や海水をアセトニトリ

ルに抽出した粗抽出液中（暗所，冷蔵）では2週間以上安

定に保存された。

3.4　添加回収試験結果

　添加回収試験結果を表3に示す。添加回収試験には河川

水（霞橋）及び海水（水島地先海域）をそれぞれ水質試

料として使用した。河川水，海水ともに良好な添加回収

試験結果が得られた。

3.5　環境試料の分析結果

　平成30年11月に採取した河川水（霞橋）及び海水（水

 

表 1 分解性スクリーニング試験結果 

物質名 pH 試験数
調製濃度

(μg/L) 

1 時間後の

残存率(%)*

14 日後の残存率(%)*

暗所 明所 

3-ﾍﾞﾝｼﾞﾘﾃﾞﾝｶﾝﾌｧｰ

5 2 1.0 0.90(90) 0.91(91) - 

7 2 1.0 0.92(92) 0.89(89) 0.47(47)

9 2 1.0 0.96(96) 0.95(95) - 
 

* 各残存率は，調製濃度に対する検出濃度の割合。 

 

 

図 5-1 光照射前のｸﾛﾏﾄｸﾞﾗﾑ           図 5-2 光照射（0.5時間）後のｸﾛﾏﾄｸﾞﾗﾑ 

 

図 5-3 光照射（2時間）後のｸﾛﾏﾄｸﾞﾗﾑ  図 5-4 光照射（8時間）後のｸﾛﾏﾄｸﾞﾗﾑ 

 

図 5-5 光照射（14日）後のｸﾛﾏﾄｸﾞﾗﾑ 

光照射により生じたピーク 

3-ベンジリデンカンファー 

ピークなし

表1　分解性スクリーニング試験結果

図5-1 光照射前のクロマトグラム

図5-3 光照射（2時間）後のクロマトグラム

図5-5 光照射（14日）後のクロマトグラム

図5-2 光照射（0.5時間）後のクロマトグラム

図5-4 光照射（8時間）後のクロマトグラム
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島地先海域）からは，対象物質は検出されなかった。装

置検出下限値（IDL），分析法検出下限値（MDL）及び定

量下限値（MQL）はそれぞれ試料換算値で 0.015 μg/L，

0.023 μg/L及び0.059 μg/Lであった。

4　まとめ
　3-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，LC-

MS/MS（SRM）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，ばらつき等を考慮して，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

いた測定で，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，有機溶媒含有水，

アルカリ，酸の順に洗浄することで，クリーンナップ

 

表 2 保存性試験結果 

物質名 試験対象 試料名 
調製濃度

(μg/L) 

残存率(%)* 

当日 8 日後 15 日後 33 日後 

3-ﾍﾞﾝｼﾞ

ﾘﾃﾞﾝｶﾝ

ﾌｧｰ 

新鮮試料 
河川水 0.30 27.3(91) 27.5(92) － － 

海水 0.30 24.5(82) 27.1(90) － － 

粗抽出液 
河川水 30 28.1(94) － 30.2(101) － 

海水 30 27.5(92) － 30.3(101) － 

標準液 
標準液(低) 20 20.6(103) － － 20.5(102)

標準液(高) 100 96.6(97) － － 100(100)

* 各残存率は，調製濃度に対する検出濃度の割合。 

表 3 添加回収試験結果 

 

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 

(%) 

3-ﾍﾞﾝｼﾞﾘ

ﾃﾞﾝｶﾝﾌｧｰ 

河川水 
100 0 1 <0.023 － － 

100 0.010 7 0.078 78 7.6 

海水 
100 0 1 <0.023 － － 

100 0.10 5 0.77 77 4.0 

表2　保存性試験結果

表3　添加回収試験結果

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

   
図 5-6光照射時間による濃度減少（保存率は，添加濃度を 100%とした値） 
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図5-6光照射時間による濃度減少（保存率は，添加濃度を100%とした値）
（対添は，添加濃度に対する各経過時間における保存率を示す。）
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効果を持たせつつ，良好な回収率が得られた。

(4) モニターイオンによっては妨害があることから，複数

のイオンをモニターする等の注意が必要であった。

(5) 添加回収試験結果は，河川水及び海水ともに良好で

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，光照射でピークの減少が生じた。

(7) 保存性試験の結果，保存性は良好であった。

(8) 河川水（霞橋）及び海水（水島地先海域）から，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30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。
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