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研究成果の概要： 
近年，強い発がん性を持つことでしられるニトロソアミン類が水の塩素消毒副生成物として発

生することが確認され，その監視技術が求められている．申請者はこのような現状を踏まえ，

ニトロソアミン類の高感度分析法の開発を進めた．その結果，高速液体クロマトグラフィーに

紫外線照射とルミノール化学発光検出法を組み合わせることで，前濃縮や誘導体化等の前処理

なしで水試料からニトロソアミンを数 ppt レベルで直接測定可能な測定法を開発した． 
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                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００４年度  

２００５年度  

２００６年度  

２００７年度 2,300,000 0 2,300,000 

 ２００８年度 1,000,000 300,000 1,300,000 

総 計 3,300,000 300,000 3,600,000 

 
 
研究分野：化学 
科研費の分科・細目：複合化学・分析化学 
キーワード：ニトロソアミン，紫外線照射，ルミノール，化学発光，HPLC 
 
１．研究開始当初の背景 
近年，ニトロソアミン類が水の塩素消毒副生
成物として発生することが確認され，飲料水
等における規制対象物となりはじめた．その
測定には，ppt レベルの測定感度が要求され
るため，現在用いられている LC-MS 法など
では 1000 倍もの濃縮が必要であり，より簡
易で高感度な測定法の開発が望まれていた． 
 
 
２．研究の目的 
ニトロソアミン類の測定には，非常に高い測
定感度を必要とし，また日常的な監視が必要

となるため安価かつ簡便な方法が必要であ
る．そこでこれらの条件を満たす新規測定法
を開発することを目的に研究を進めた． 
 
 
３．研究の方法 
ニトロソアミン類に紫外線照射を行うと一
酸化窒素(NO)と第二アミンに分解すること
が知られている．また NO は過酸化水素と反
応することでペルオキシナイトライトとな
り，ルミノール化学発光検出法で高感度検出
できることが報告されている．そこで紫外線
照射により生成した NO をルミノール化学発
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光法で検出することでニトロソアミンを検
出することを目指した．そのための各種溶液
条件・装置条件等を検討した． 
 
 
４．研究成果 
(1)ニトロソアミン分析法の開発 
①反応機構の解明 
ニトロソアミン類は紫外線照射により，
N-NO 結合が切断され，第二アミンと NO が
生成することが知られている．そこで実験開
始時は，紫外線照射により発生した NO と過
酸化水素を混合することにより，ペルオキシ
ナイトライト(ONOO-)を発生させ，ルミノー
ルにより化学発光検出する予定であった．し
かし予想に反し，ニトロソアミン類に紫外線
を照射するだけでルミノールと発光反応を
起こすことが確認された．そこで，この発光
反応機構の解明をおこなった．後述する②で
得られた結果などを基に反応機構を推測し，
その確認実験をおこなった． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
       Scheme 1 
 
Scheme 1 に推測された発光反応機構を示す． 
この反応機構の確認のため下記の実験をお
こなった 
＜ONOO-の確認＞ONOO-が 302nm に特異的
吸収波長を持ち，更に酸性条件下では直ちに，
塩基性条件下では徐々に分解していくこと
を利用し，バッチ法でニトロソアミン類に紫
外線を照射した後，302nm の吸光度を追跡す
ることで ONOO-の発生を確認した．また，ル
ミノールと ONOO-の発光反応において，重炭
酸イオンがエンハンサーとなることが報告
されている．本研究においても重炭酸イオン
により発光の増大が確認された． 
＜O2

-・の確認＞O2
-・はルミノールや CLA など

と発光反応を起こすことが知られている．②
で検討した UV 照射時間の最適化実験などに
おいて，塩基性水溶液への紫外線照射により
ルミノールの発光反応が確認された．またル
ミノールの代わりに CLA を発光試薬とした
場合においても発光が確認された．これらの
ことから O2

-・が発生しているものと確認され
た． 
 以上の確認実験から提案した発光反応機
構が確かなものであると考えられる． 
 

②最適条件の検討 
Fig.1 に示す装置構成を用い HPLC 実験をお
こなった．（効率よく実験を進めるため最適
条件の検討にはカラムを取り外した構成を
使用した．）移動相の組成，ルミノール溶液
の組成，紫外線照射時間，紫外線照射時の pH，
発光反応時の pH，流速について検討した． 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.1 使用装置概略図 
P, ポンプ; I, インジェクター; C, ODSカラム; 
PR, 光化学反応器; D, 化学発光検出器; DP, 
データ処理装置.  
 
結果として，最適条件下でのニトロソアミン
類の測定範囲は，5 – 2000 ng/L となった． 

検討した項目の中で，特に紫外線照射時の
pH とルミノール溶液の組成が発酵強度に特
に大きく影響を与えた．Fig.2 に紫外線照時の
pH と発光強度の関係を示す．中性付近では
ほとんど発光は得られないが塩基性になる
に従い発光の増大が確認された．特に塩基性
になるに従いバックグランドの発光が大き
くなることが確認された．このことから塩基
性水溶液への紫外線照射によりルミノール
と発光反応を起こす活性酸素種が発生する
可能性が示唆された． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 2 紫外線照射時の pH 依存性 

 
またルミノール溶液を調製する緩衝溶液に
炭酸緩衝液を用いたとき，ホウ酸やリン酸緩
衝液と比べ 10 倍以上高い発光が確認された．
特に発光反応時の pHが 10付近であるときそ
の効果が顕著であった．最終的な発光反応種
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と推定される ONOO-は重炭酸イオン共存下
でルミノール発光を増大させることが報告
されている．これらの結果から Scheme１の発
光反応機構を推測した． 
 
③環境水分析への応用 
得られた測定可能範囲から濃縮操作なしで
環境水中のニトロソアミンを測定できると
考えられたため，Fig.1 の装置を用い環境水の
測定をおこなった．河川，水道水，井戸水，
工場排水などについて測定をおこなったと
ころ，河川水や工場排水から数 ppt から数十
ppt の N-nitorosodimethylamine と
N-nitrosomopholine が検出された(Fig. 3)． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 3 実試料のクロマトグラム 
 

本研究課題により開発されたニトロソアミ
ン測定法は，環境水測定に十分応用できるこ
とが確認された．特に濃縮操作なしで日本の
河川水中モニタリング目標値や米国・カリフ
ォルニア州やカナダ・オンタリオ州で定めら
れている飲料水中ニトロソアミン基準値も
測定可能であるため有用な測定法になると
期待される． 
 
④他含窒素酸化物との反応 
ニトロソアミン以外の含窒素化合物が同様
の発光反応を起こすか確認をおこなった．結
果，窒素酸化物構造を有する化合物について
のみ発光が得られた．特に N-ニトロソや S-
ニトロソ化合物では強い発光が得られたが，
ニトロベンゼンやニトロプロパン，硝酸イオ
ン，亜硝酸イオンなどではニトロソ化合物に
比べ弱い発光であった．しかしながら紫外線
照射時間を長くすることでこれらの化合物
の発光の増大が確認された．一方，アミン類
やアンモニアなどでは紫外線照射時間に関
わらず発光は確認されなかった． 

これらのことから本検出法は，効率よく
NO を発生させる条件を用いることで他の含
窒素酸化物構造を持つ物質でも選択的に検
出できることが期待される． 

(2)硝酸・亜硝酸イオンの選択的同時分析法 
ニトロソアミン類の測定法の開発過程で，硝
酸イオン，亜硝酸イオンがニトロソアミンと
同様の検出反応により測定できることが明
らかになったのでその測定条件を検討した． 
 
①最適条件の検討 
ニトロソアミン分析法と同様の装置(Fig.1)か
らカラムを取り外した装置を用い硝酸・亜硝
酸イオン検出のための最適条件を求めた．ほ
とんどの条件でニトロソアミンと同様の傾
向が見られたが，紫外線照射時間と有機溶媒
の影響では異なる結果が得られた． 
 紫外線照射時間はニトロソアミン類では
15 秒程度が最適であったが，硝酸・亜硝酸イ
オンにおいては 30～45 秒程度必要であった．
これは，ニトロソアミン類が紫外線照射によ
り N-NO 結合が分断され NO が生成するのに
対し，硝酸イオンは亜硝酸への光還元，さら
に亜硝酸イオンは NO への光還元を必要とす
るためであると考えられる．また紫外線照射
時にメタノールを添加すると発光反応が増
大することが確認された．メタノールは紫外
線照射により，様々なラジカル種を生成する
ことが知られている．このラジカル種により
硝酸イオンや亜硝酸イオンの NO への反応が
促進されたものと考えられる．この点につい
て，今後より詳細な検討を行うことで更なる
高感度化を達成できる可能性がある． 
 
②環境水分析への応用 
検討した最適条件を基に環境水中の硝酸・亜
硝酸イオンの分析をおこなった．通常，環境
水中の硝酸イオンは亜硝酸イオンに比べ 100
倍程度高濃度で存在する．そのため既存のイ
オンクロマトグラフィー－伝導度検出法な
どにおいてはこれら 2 つのイオンを効率良く
同時測定することは困難であった．しかしな
がら，本研究により開発された硝酸イオン・
亜硝酸イオン検出法は，亜硝酸イオンが硝酸
イオンより約 10 倍高感度であるため，環境
水中のこれらのイオンを効率よく同時測定
できることが期待された． 
 Fig.1 に示される装置から分離カラムを陰
イオン交換カラムに変更した装置を用いて
分離条件を最適化したところ，Fig.4(a)に示さ
れるように硝酸イオン，亜硝酸イオンの分離
検出が可能であった．その測定範囲は亜硝酸
イオンで 2.0 x 10-9 – 2.5 x 10-6 M，硝酸イオン
で 2.0 x 10-8 – 2.5 x 10-5 M となった． 
 実試料として池水，河川水，雨水，水道水
を 測 定 し た と き の ク ロ マ ト グ ラ ム を
Fig4(b)~(e)にそれぞれ示す．水道水を除く試
料では硝酸イオン・亜硝酸イオン以外のピー
クは確認されず，開発された本法が高い選択
性を有していることが確認された．水道水試
料においては，保持時間 0 分付近にピークが



 

 

確認された．ルミノールは各種酸化剤と発光
反応を起こすことから，これは残留塩素によ
るピークであると考えられる． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 4 実試料のクロマトグラム 
(a) 亜硝酸イオン(0.5 M)+硝酸イオン(5 M)
標準液，(b) 池水, (c) 河川水, (d) 雨水, (e) 水
道水. 
 
開発した硝酸イオン・亜硝酸イオン同時分析
法が正確にこれらイオンを測定できている
か確認するため既存の測定法との比較をお
こなった．硝酸イオンはイオンクロマトグラ
フィー－伝導度検出，亜硝酸イオンはグリス
法により測定をおこなった．横軸に既存の測
定法による測定結果，縦軸に開発した測定法
による測定結果を示した図を Fig.5 に示す．
この結果から開発した硝酸イオン・亜硝酸イ
オン同時分析法が，これらのイオンを効率よ
く正確に測定できることが確認された． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 5 既存の測定法との比較 
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