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研究成果の概要（和文）：　液体クロマトグラフ－高分解能質量分析計（LC－HRMS）を用いた網羅的分析で得ら
れた結果から、測定したサンプルの特性を定める物質のピークを多変量解析により抽出可能か検討した。サンプ
ルの特性として、変異原性に着目した。まず、既知変異原を添加した模擬試料を調製し、OPLS-RA、相関分析お
よび重回帰分析を組み合わせて検討したところ、検出された数多くの物質の中から、サンプルの変異原性強度を
特徴付けるピークを選択することに成功した。次に、土壌燻蒸剤D-Dの水溶液に次亜塩素酸ナトリウム水溶液を
添加した試料中の未知変異原を探索したところ、主要な変異原として1,3-ジクロロアセトンを発見・同定した。

研究成果の概要（英文）：A method for picking up a major MS peak from a great number of detected 
peaks was developed because liquid chromatograph-high resolution mass spectrometers (LC-HRMS) 
provide many peaks which were consisted of those of impurities and proper substances. First, a model
 sample was prepared by spiking known mutagens. The substances in the sample were analyzed by using 
a LC-HRMS. The obtained results were analyzed with the orthogonal partial least squares regression 
analysis, the correlation analysis and the multiple linear regression analysis to explore the spiked
 mutagens from the detected many substances. By coupling LC-HRMS analyses and the multivariable 
analyses, a proper substance which characterizes a sample property (mutagenicity) was successfully 
uncovered. Second, the developed method was applied to a nematocide DD aqueous solution treated with
 sodium hypochloride, resulting in identifying 1,3-dichloroaceton, a major mutagen in the solution.

研究分野：環境化学

キーワード： 高分解能質量分析　多変量解析　構造推定　農薬　塩素処理　変化体

  ３版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 近年の液体クロマトグラフィー /質量分析
（LC/MS）の技術的な進歩はめざましく、測定対
象物質の物性の広範囲化、高感度化、構造推
定技術の高度化などが次々に達成された。環境
科学・環境工学の観点からすると、これらの技術
革新により、今までは質量分析（MS）で検出でき
なかった環境汚染物質を検出できるようなったこ
との意味が大きい。これは、「MS は多成分を網
羅的に一斉分析可能」という特徴を発展させるこ
とが可能となり、「予期できなかった汚染物質の
混入」を検知したり、「汚染物質の前駆体を探
索」したりする、いわゆる定性分析（未知物質の
構造推定）の可能性が急速かつ飛躍的に高ま
ったためである。 
 しかし、このような定性分析を実施していると、
数多くの無関係なピークが検出されてしまい、解
析対象ピークがどれだか分からないという、１つ
の大きな壁に突き当たる。主だった大きさのピー
クの数が少ない場合など、解析すべきピーク数
を絞り込むことができる場合はよいが、現実には
そのような場合だけではない。また、サンプル中
の目的物質の濃度は高いが、その物質のイオン
化効率が低いために LC/MSでのピークが小さく
なってしまう場合もある。このような場合には、現
状では、解析対象ピークを適切に絞り込むこと
（ピークピッキング）が不可能であり、解析したピ
ークが目的物質でない場合が多い。結果的に、
トライアンドエラーによる解析を繰り返すことにな
り、研究効率が低い場合があり、さらには、解析
対象ピークを特定できない場合もある。 
 
２．研究の目的 
高分解能 LC/MSで測定した結果に多変量解
析を適用することによって、トライアンドエラーに
よる解析を繰り返すことなく、毒性強度などのサ
ンプルの性状を決定づける未知汚染物質（原因
物質）のピークを網羅的に探求し、客観的に決
定できるか（ピークピッキングできるか）を検討す
ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）模擬サンプルを用いた原理確認 
既知変異原と既知非変異原の濃度を変えて
混合したサンプルを調製し、調製したサンプル
の変異原性強度と高分解能 LC/MS測定結果を
得た。既知変異原として 4-nitroquinoline 1-oxide 
(4NQO)、furylfuramide (AF2)、既知非変異原と
し て butamifos 、 asulam 、 carbofuran 、
methyldimuron、monuronを用いた。AF2の濃度
を変化させ、それ以外の物質は同一濃度として
4 サンプルを調製した。変異原性強度は、
Salmonella typhimurium TA100 株を用いた
Ames assay（preincubation method）により求めた。
高分解能 LC-MS は、Acquity H-class-Synapt 
G2 Si HDMS（Waters, USA）を用いた。イオン化
は、electrospray ionization（ESI）により行った。
サンプル調製の繰り返し数および分析の繰り返
し数は、それぞれ 2回とした。 
高分解能 LC/MS で測定した結果は、

Nonlinear Dynamics, Tyne and Wear, UK）による
ピ ー ク ア ラ イ メ ン ト 、 PLS_Toolbox 7.9.3
（Eigenvector Research, USA）による Orthogonal 
Partial Least Squares Regression Analysis（OPLS
回帰分析）および SPSS Statistics 23（ IBM, 
USA）による相関分析および重回帰分析を組み
合わせることにより、検出された数多くのイオン
の中から、サンプルの変異原性強度を特徴付け
るMSピークを選択した。 
 
（２）土壌燻蒸剤 DD 塩素処理サンプル中の変
異原の探索 

DD のモデル物質として、純度>96 %の
(E)-dichloropropene（東京化成工業、東京）を購
入し、0.5 Mリン酸緩衝液を用いて500 ppmの溶
液を調製した。0.5～4.0 mol-Cl2/mol-DDの塩素
添加率で塩素処理し、変異原性強度が異なる 5
サンプルを調製した。サンプルの変異原性強度
は、Ames 試験で評価した。また、塩素処理副生
成物を DNPH (2,4-dinitrophenylhydrazine)を用
いて誘導体化した後、高分解能 LC/MS で網羅
的に検出した。検出結果は、模擬サンプルを用
いた原理確認実験と同様の方法で解析した。 
解析により得られたピークの物質は、高分解
能 ・ 高 質 量 精 度 LC/MS （ UltiMate 
HPG-3400SD-LTQ Orbitrap XP, Thermo Fisher 
Scientific, USA）を用いて構造推定された。その
際、分子式の推定確度を高めるために、ESI で
のイオン化に加えて、Atmospheric Pressure 
Chemical Ionization（APCI）によるイオン化を行
い、同物質の検出を確認した。推定結果は、コク
ロマトグラフィーおよび衝突誘起解離実験により
確 認 さ れ た 。 確 認 に 用 い た
(E)-1,3-dichloropropeneは、東京化成工業より購
入した。 
 
４．研究成果 
（１）模擬サンプルを用いた原理確認 
調製した 4サンプルの変異原性は、すべて陽
性であった。また、AF-2 の濃度が増加するととも
に変異原性強度が増加し、両者に明確な関係
が認められた。そこで、サンプルに含まれる物質
を LC-MS で測定したところ、4 サンプルの合計
で 2,084個のイオンが検出された。検出されたイ
オン数が多く、最終目的である重回帰分析が実
行不可能なので、ブランクサンプルの測定デー
タを差引き、さらに、1×105 cps以下の弱いピーク
強度のイオンを除去した。LC カラムの保持時間
(RT)の実験誤差により、同一イオンが誤って異
なるイオンと判断されている例を数多く発見した。
そこで、4 サンプルのクロマトグラムで同一イオン
の RT が最も一致するようにアライメントを実施し
た。その結果、図1に示すように、イオン数を680
個に削減することができた。 
従属変数を実測したサンプルの変異原性強
度、独立変数を抽出されたイオン(680個)のピー
クボリュームとして OPLS 回帰分析を実施し、サ
ンプルの変異原性強度に対する各イオンの寄
与の程度を Variable Importance in Projection
（VIP)で評価した。その結果、図 2 に示すように、



寄与の程度はイオンにより大きく異なった。そこ 
 

 
 
 
 
 

 
図 1 解析対象イオンの抽出結果 

 
図 2 変異原性強度に対する各イオンの寄与の
程度 

 
で、VIP が大きい上位 3 個のイオンと変異原性
強度の相関分析を行ったところ、正の相関を持
つ 2 個のイオンが抽出された。重回帰分析を行
った結果、変異原性強度 (net. rev/mL)＝
0.69×(AF2 のピークボリューム)＋550 となり、構
築したモデルから算出した変異原性強度と一致
したことから、原理を確認した。 
 
（２）土壌燻蒸剤 DD 塩素処理サンプル中の変
異原の探索 

DD 塩素処理サンプルを高分解能 LC/MS を
用いて測定したところ、有機塩素化合物のイオ
ンがほとんど検出されなかった。そこで、カルボ
ニル化合物の生成を想定し、DNPH を用いて誘
導体化した。得られた分析結果を統合解析ソフ
トで解析したところ、1,389 個の component が検
出された。検出された component の中で、塩素
処理サンプルの peak volume がブランクサンプ
ルの peak volumeの 2倍以上になり、なおかつ、
neutral massが判明した componentを探索したと
ころ 10個であった。 
その 10個の componentについての VIP値と

Pearson の相関係数との関係を図 3 に示す。相
関係数が高くても VIP値が低い componentがあ
ることがわかる。そこで、VIP 値が 1 以上の
componentの peak volume とサンプルの変異原
性強度との重回帰分析を実施したところ、
m/z304.9845 (MassLynx mass)の peak volumeに
よる単回帰式を得ることができた。この回帰式の
決定係数は 0.918、有意確率は 0.0102 であり、
正確なモデルであった。この component のピー
クボリュームと塩素処理サンプルの変異原性強
度の相関関係を確認したところ、図４に示すよう
に、決定係数 0.975の良好な相関関係が確認さ
れた。このため、この componentがDD塩素処理
サンプルの主要な変異原と予測された。 
そこで、発見された component のマススペクト
ルの同位体パターン解析を実施したところ、図 5
に示すパターンとなり、この component は

[M-H]-=C9H7O4N4Cl2と予測された。分子式を確 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 OPLS により抽出されたコンポーネントの相
関係数 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4 発見されたコンポーネントのピークボリュー
ムと塩素処理サンプルの変異原性強度の相関
関係 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5 発見されたコンポーネントのマススペクトル 
 
定するために、正イオン化モードでの測定や種
類の異なる付加体イオンの測定を試みたが検出
されなかった。このため、ESI での測定に加えて
APCI での測定を実施し、同じ m/z、同じ同位体
パターンのイオンを検出した。このことから、同物
質の中性分子式を C9H8O4N4Cl2と予測した。 
構造を推定したところ、DCAのDNPH誘導体
化物と推定された。DCA の試薬を購入して
DNPH で誘導体化し、1H-NMR で生成・精製確
認した。これを用いて cochromatography および
MS2解析を実施したところ、DCA であることが確
認された。DCA の変異原性を測定したところ、
160,000 net revertant colonies/µmolであり、この



値は Ames 試験の陽性対照物質として用いられ
る 4NQOの 10分の 1程度と高い値であった。そ
こで、DD 塩素処理サンプルの変異原性強に対
する DCA の寄与率を検討したところ 98%であり、
主要な変異原性物質であった。 
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