
LC／MS／MSによる環境水中のアミトロールの分析＊
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Summary

A sensitive and selective method was developed for the determination of amitrole in en-

vironmental water samples using by liquid chromatography/tandem mass spectrometry (LC/

MS/MS). Trace amount of amitrole was collected on Sep―Pak Plus AC―2 cartridge (AC―2

cartridge) and eluted with 10 ml of 25% ammonia water/chloroform/acetonitrile (10/9/81).

The elute was separated by reversed―phase liquid chromatography and determined by

tandem mass spectrometry. The collection efficiency of amitrole on AC―2 cartridge was

from 97% to 100%. The detection limit of amitrole was 0.001 µg/l, and relative standard

deviations of repeated analysis in 0.0025 µg/l―0.01 µg/l of sample were in the range of 6.9―
8.0%. Amitrole was detected at 0.004 µg/l level in the river water and 0.6 µg/l level in

leachate from waste landfills.

1. は じ め に

１９９６年に米国でシーア・コルボーン等の著書

［Our Stolen Future（邦訳：奪われし未来）］が出

版されて以来，内分泌撹乱化学物質による環境汚

染等が問題となり，環境省においては「環境ホル

モン戦略計画 SPEED’９８」（平成１０年５月環境庁）

を発表した。この中で，アミトロールは内分泌撹

乱作用を有する可能性のある化学物質としてリス

トアップされている。また，平成１３年度には優先

してリスク評価に取り組むべき物質として選定さ

れ，環境汚染物質排出移動登録制度（化学物質管

理促進法：PRTR）における第一種指定化学物質に

も指定されている。また，アミトロールの発がん

性や毒性等については，古くから報告されてお

り１，２），Mattioli F.らは動物実験による発がん性の

可能性を指摘している３）。分散染料，写真薬品，

樹脂の硬化剤および除草剤として広範囲に使用さ

れており，日本では１９６２年に農薬として登録され

たが，１９７５年に失効している。米国では環境保護

庁（EPA）の制限使用農薬リストにも含まれている。

アミトロールの分析には古くは比色分析法や高

速液体クロマトグラフィー（HPLC）が用いられて

いる４，５）。また，HPLCを用いた分析方法では HPLC

／蛍光検出法６），キャピラリー電気泳動法７），イ

オン対あるいは陽イオン交換液体クロマトグラフ

法８）が，ガスクロマトグラフィー（GC）を用いた方
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法ではアルカリ炎イオン化検出器を用いたキャピ

ラリーガスクロマトグラフィーによる分析法９）も

報告されている。HPLC／蛍光検出法では，フル

オレスカミンによる誘導体化をすることにより高

感度化が図られ，GC法ではアセチル誘導体化に

よる前処理が行われている等，いずれもアミト

ロールを誘導体化することにより分析する方法で

ある。一方，アミトロールを直接分析する方法も

報告１０）されているが，検出限界は０．１µg／l程度で

ある。最近では液体クロマトグラフ／タンデム質

量分析計（LC／MS／MS）を用いて検出限界が０．０２５

µg／lとする方法が報告されている１１）。この方法

は，９―フルオレニルメトキシカルボニルクロリド

との誘導体として測定する方法で，誘導体化反応

に長時間を要する。また，「外因性内分泌撹乱化

学物質調査暫定マニュアル」（平成１０年１０月環境

庁）による方法も誘導体化による方法である。

本報告は，LC／MS／MSによる環境水中のアミト

ロールを誘導体化しないで直接分析する方法であ

り，簡単な固相抽出による前処理のみで一般環境

試料水の分析が可能であったので報告する。

2. 実 験 方 法
2.1 試薬および標準溶液

実験に使用したアミトロールの標準物質は和光

純薬工業㈱製の残留農薬試験用標準品を使用し

た。標準品をアセトニトリルに溶解して１．０mg／

mlのアセトニトリル溶液を調製し標準原液とし

た。標準溶液（０．１～１００ng／ml）は標準原液をアセ

トニトリルで適宜希釈して調製した。

また，１０～２０ng／mlのアミトロールを含む試料

水は精製水１００mlに対して，標準原液から調製し

たアセトニトリル溶液（１００µg／l）１０～２０µlを添加

して調製した。pH調製は５％アンモニア水ある

いは１mol塩酸で行った。

アセトニトリル，クロロホルムおよび蒸留水は

和光純薬工業㈱製液体クロマトグラフ用，２５％ア

ンモニア水および酢酸アンモニウムは和光純薬工

業㈱製試薬特級を用いた。

水質試料の捕集剤には Sep―Pak Plus AC―２（AC―

２カートリッジと略す）（Waters社製）を用いた。

AC―２カートリッジ，アセトニトリルおよびメタ

ノール等使用溶媒からアミトロールは検出されな

かった。

2.2 装置および分析条件

高速液体クロマトグラフは Agilent社製 HP

１１００シリーズ，分析カラムは SUPELCO社製 Dis-

covery HS F５（４．６mm i. d.×２５０mm，５µm），移

動相はアセトニトリル／１０mM酢酸アンモニウム

水溶液（pH６．８）（７５／２５）を使用した。質量分析計

は，Applied Biosystems社製 API４０００三連四重極

型質量分析計を用いた。イオン化法は Turbo Ion

Spray（ESI）の正イオンモード（Positive Mode），定

量は MRM（multiple reaction monitoring）モードで

行った。MS／MSで使用する窒素ガスおよび純空

気はカケンジェネックス社製の窒素／Zero Air発

Table 1 Operating conditions of LC／MS／MS

HPLC
Column
Mobile phase
Flow rate
Oven temperature
Injection volume

MS／MS
Spray Type, Mode
Spray Voltage

Declustering potential
Collision energy
Ion source temperature
Ion source gas
Curtain gas
Monitor ion

HP１１００（Agilent）
Discovery HS―F５（SUPELCO）（４．６mm i. d.×２５０mm，５µm）
Acetonitrile／１０mM Ammonium acetate（pH６．８）（７５／２５）
０．３ml／min
４０℃
５µl
API４０００（Applide Biosystems）
Turbo Ion Spray（ESI），Positive
５０００V
４１V
３３V
６００℃
pure air８０ml／min
nitrogen３０ml／min
m／z８５→４３（m／z８５／４３），m／z８５→５７（m／z８５／５７）
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生装置で調製した。測定条件を Table 1に示した。

2.3 試料の前処理

水質試料は，アセトニトリル１０mlおよび蒸留

水２０mlで洗浄した AC―２カートリッジにWaters

社製コンセントレータ Plusを用いて試料水を１０

ml／minの流速で２００ml通水した。通水後，AC―２

カートリッジに残留している水分を除去し，２５％

アンモニア水／クロロホルム／アセトニトリル

（１０／９／８１）混合溶媒１０mlで溶出した。溶出液は窒

素ガスを吹き付けて１mlまで濃縮し，あるいは

溶出液そのものを分析試料とした。

2.4 実 試 料

河川水および廃棄物処分場からの浸出水を直径

４７mmのガラス繊維濾紙（GS―２５，ADVANTEC製）

で濾過して，2.3 試料の前処理に従って処理した

ものを分析試料とした。

3. 結果および考察

3.1 LC／MS／MS条件

MRM定量分析におけるモニターイオンは，１００

ng／mlアミトロール標準溶液を ESI―Positiveモー

ドでインフュージョン分析により最適化した。Q

１スキャンでの質量スペクトル（Fig. 1）は［M＋

H］＋イオンであるm／z８５，このm／z８５を前駆イ

オンとするプロダクトイオン（Fig. 2）の上位２つ

はm／z４３およびm／z５７であった。スプレー電圧

等の MS／MS測定に関する最適条件は，m／z ４３或

いはm／z ５７についてフローインジェクション分

析により最適化した。

LC分析の分離カラムは，逆相系 ODSカラム，

イオンペアー分離型カラム等について検討した。

ODS系カラムではほとんど保持されず，イオン

ペアー分離型のカラムではアミトロールのピーク

の直前にイオンペアー試薬の影響と思われるベー

スラインが落ち込む現象が現れるため，定量分析

に影響した。ペンタフルオロフェニル基を導入し

た中疎水性カラムである Discovery HS F５（４．６mm

i. d.×２５０mm，５µm）（SUPELCO社製）を分離カ

ラムとして，移動相に１０mM酢酸アンモニウム水

溶液（pH６．８）／アセトニトリル（７５／２５）を使用し，

流速を０．３ml／minとした場合に良好な形状の

ピークが得られ，保持時間は９．６分であった。こ

の条件でのアミトロールの保持時間の再現性は，

１日内での相対標準偏差が０．５％以下であり，１０

日間の連続分析においても０．５％以下であった。

3.2 試料の捕集

環境水中のアミトロールを捕集剤（固相）により

捕集するために活性炭，シリカ系 C１８，スチレン

ジビニルベンゼン共重合体等ポリマー系およびグ

ラファイトカーボンブラック等のグラファイト系

Fig. 1 Mass spectra of amitrole（positive mode）

Fig. 2 Mass spectra of amitrole obtained by procurer scan on m／z 85
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活性炭等，８種類の固相について検討した。２０ng

／mlのアミトロールを含む水溶液２０mlを各固相

に通水し，さらに精製水１００mlを通してアミト

ロールの捕集効率を求めた。アミトロールは水溶

解度が高く極性も高いためかシリカ系 C１８および

ポリマー系の固相にはほとんど捕集されず，グラ

ファイト系活性炭の固相でも捕集効率は５０％以下

であった。しかし，活性炭を充填した Sep―Pak Plus

AC―２（Waters社製）カートリッジでは捕集効率が

９７～１００％と良好な結果が得られた。以上の結果，

水質試料の捕集に Sep―Pak Plus AC―２カートリッ

ジを使用することとした。

次に，AC―２カートリッジに水質試料を捕集す

る際，捕集効率に及ぼす試料水の pHの影響につ

いて検討した。２０ng／mlのアミトロールを含む水

溶液の pHを１mol塩酸，５％アンモニア水でそ

れぞれ pH３，pH１０に調製した試料水および pH

調製を行わなかった試料水（pH７）の３種類を AC

―２カートリッジに通水し，通水後の試料水中のア

ミトロール濃度から固相への捕集効率を求めた。

結果を Table 2に示す。pHが酸性領域（pH３）で

は若干の溶出がみられ，捕集効率は８７％であった。

中性領域（pH７）から pH１０では通水後の試料水か

らアミトロールは殆ど検出されず，捕集効率は

１００％であった。水質試料は pH７～１０の範囲に

調製して固相に通水することとした。

3.3 溶出溶媒および溶媒量の検討

試料水を AC―２カートリッジに通水して捕集し

た後，AC―２カートリッジからの溶出溶媒につい

て検討した。１０ng／mlのアミトロールを含む試料

水を１００ml通水し捕集した後，メタノールとアセ

トニトリルで溶出した。両溶媒とも２～３mlで

約５０％程度が溶出されたが，さらに溶媒量を増や

しても溶出量は増加しなかった。また，メタノー

ルを溶出溶媒とした場合に LCカラムでの展開溶

媒の組成が異なるためアミトロールのピーク形状

が悪くなりテーリングする傾向にあった。そこで，

アセトニトリル（溶媒 A）を主溶媒とする混合溶媒

について検討した。検討した混合溶媒は，ギ酸酸

性アセトニトリル（溶媒Ｂ），アンモニア水／アセ

トニトリル（５：９５）（溶媒Ｃ），クロロホルム／アセ

トニトリル（１０／９０）（溶媒 D），アンモニア水／ク

ロロホルム／アセトニトリル（１／９／９０）（溶媒 E）で

ある。

各混合溶媒５mlで溶出したときの回収率を

Fig. 3に示した。溶媒 Bでは溶媒 Aで溶出した

場合より回収率は低く３２．４％であった。アルカリ

性の溶媒 Cあるいはクロロホルムを含む溶媒 D

においてはそれぞれ６３．８％，６３．７％の回収率が得

られた。また，溶媒 Cと溶媒 Dの３種の溶媒を

混合した溶媒 Eでは７０．１％と最も高い回収率が

得られた。

この結果から，アンモニア水／クロロホルム／

アセトニトリルの混合溶媒についてそれらの混合

割合について検討した。なお，クロロホルムの割

Fig. 3 Recoveries of amitrole from AC―2 cartridge

by various solvents

Fig. 4 Effect of 25% ammonia water ratios contained

in eluting solution on the recovery

A: Acetonitrile B: Acidic formic acid／acetonitrile

C: Ammonia water／acetonitrile（５／９５）
D: Chloroform／acetonitrile（１０／９０）
E: Ammonia water／chloroform／acetonitrile（１：９：９０）

Table 2 Effect of the pH value on

the collection efficiency

pH value of test samples pH３ pH７ pH１０

Percentage of
Sample collection（%） ８７．４ １００ ９９．５
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合については Andreolini F.等１２）のエストロジェン

とその抱合体をグラファイトカーボンブラックか

ら分画溶出する方法を参考に９％で一定とした。

結果を Fig. 4に示した。アンモニア水の割合が

増加するに従って回収率が高くなり，クロロホル

ム／アセトニトリル（９／９１）の混合溶媒に対し１０～

１５％のときが最も回収率が高く８７～９０％であっ

た。さらに，この混合系で溶出量を１０mlに増や

した場合，回収率は９３～９４％に向上した。以上の

結果，溶出溶媒は２５％アンモニア水／クロロホル

ム／アセトニトリル（１０／９／８１）の混合溶媒を使用

し，溶出量を１０mlとした。

3.4 捕集効率

AC―２カートリッジを３個直列に接続し，濃度

０．１ng／mlおよび１ng／mlのアミトロール試料水

を１００ml～１０００ml通水して，各段の AC―２カート

リッジに捕集されたアミトロールを溶出溶媒１０

mlで溶出してその割合を求めた。

通水量が２００mlまでは０．１および１ng／mlの試

料水とも１段目の捕集管で９７～１００％捕集するこ

とができた。５００mlを通水した場合には１段目の

捕集管で６８．９～７４．４％，１０００mlを通水した場合

は４２．８～４４．０％しか捕集されず２段目，３段目の

捕集管へと破過していた。しかし，５００mlを通水

した場合，１段目と２段目の捕集管で１００％捕集

されていた。従って，２００mlの水試料を処理する

場合には１本の捕集管，さらに５００mlの水試料を

処理する場合には２本の捕集管が必要であった。

3.5 検量線および検出限界（MDL）

０．１ng／ml～１００ng／ml濃度範囲で検量線を作成

したときの相関係数は１．００で良好な直線性が得ら

れた。化学物質分析法開発マニュアル１３）に基づい

て０．２ng／ml標準液の測定値の標準偏差から計算

した装置の検出限界は０．０２２ng／mlであった。

測定方法の検出限界（MDL）は，アミトロールの

濃度を０．００２５，０．００５および０．０１ng／mlに調製し

た水試料２００mlを 2.3の操作手順に従って処理

し，分析したときの測定値の標準偏差から化学物

質分析法開発マニュアル１３）に基づいて求めた。測

定方法の検出限界（MDL）は０．００１µg／lであった。

標準のクロマトグラムを Fig. 5に示した。

3.6 添加回収試験

アミトロールの濃度を０．０１µg／l（A）および０．１

µg／l（B）に調製したおのおの河川水２００mlを 2.3

の操作手順に従って処理して実試料からの回収率

Fig. 5 LC／MS／MS―MRM chromatogram of standard solution（0.5 ng／ml） A: m／z 85／43, B: m／z 85／57

Table 3 Recoveries of amitrole in river water

Amount added（ng） recovery（%） RSD＊（%）

２ ８８．５ ３．６

２０ １０５ ４．０

RSD*: Relative standard deviation n＝６
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を求めた。

試料溶液 Aは１mlまで濃縮した試料を，試料

溶液 Bについては溶出液そのものを分析試料溶

液とした。各６試料溶液について前処理し分析し

た結果，平均回収率は８８．５および１０５％であり，相

対標準偏差は３．６および４．０％であった。結果を

Table 3に示す。

3.7 実試料の分析

大阪市内の河川水２００ml（平成１４年１２月下旬採

水）を処理し，最終試料液１mlに濃縮して分析し

た。MRM定量でのモニターイオンm／z ８５／４３に

おけるマスクロマトグラムを Fig. 6（A）に示し

た。m／z ８５／４３では，非常に大きなピークがアミ

トロールのピークの直前に出現し，アミトロール

を定量するためには妨害となった。一方，m／z

８５／５７で分析したクロマトグラムでは妨害となる

ピークは認められず，とくに妨害ピークを除くた

めの試料水の処理は必要としなかった（Fig. 6

（B））。したがって，このモニターイオンを用い

て定量した。河川水中から微量ではあるが０．００４

µg／lのアミトロールが検出された。

また，I市の産業廃棄物埋立地の浸出水１００ml

を 2.3の操作手順に従い処理し分析した。浸出水

については溶出溶液そのものを分析試料溶液と

し，m／z ８５／４３で定量した結果，０．６µg／l検出さ

れた。分析結果を Fig. 7に示した。浸出水につ

いてはm／z８５／４３で特に妨害となるピークは検出

されなかった。

アミトロールは河川水および廃棄物埋立地浸出

水からも検出されたように，水に溶けやすいこと

Fig. 6 LC／MS／MS―MRM chromatogram of river water in Osaka

Fig. 7 LC／MS／MS―MRM chromatogram of leachate from waste landfill（m／z 85／43）

Sample water: river water in Osaka city

Sample volume:200 ml, Flow rate of Sample collection:10 ml／min

A: m／z 85／43, B: m／z 85／57

Sample water: waste water leached from in landfill

Sample volume:100 ml Flow rate of Sample collection:10 ml／min
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から様々な試料から検出されることが予想される

ため，広範囲の環境試料等についての実態調査が

必要と考える。

4. 結 論

環境水中のアミトロールを LC／MS／MSにより，

誘導体化することなく直接分析することを目的と

して，前処理に固相抽出法を用いる分析方法につ

いて検討した。その結果，水質試料を捕集剤とし

て Sep―Pak Plus AC―２カートリッジに通水して捕

集した後，２５％アンモニア水／クロロホルム／ア

セトニトリル（１０／９／８１）混合溶媒で溶出し，その

溶出液を LC／MS／MSによる ESI―Positive法で測定

することでアミトロールを直接分析することがで

きた。また，環境試料および飲料水等に含まれる

pptレベルの低濃度アミトロールを精度良く定量

できる方法である。なお，m／z ８５／４３およびm／z

８５／５７ともモニターイオンとして十分な測定精度

があることから，実試料の分析についてはこの２

つのイオンを同時にモニターすることにより精度

を高めることが重要である。

（環境化学，vol．１３ No．２，２００３に掲載済，本

研究の一部は，環境省環境安全課の環境中化学物

質安全性総点検調査により実施された。）
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要 約

LC／MS／MS法を用いて環境水中のアミトロール

を誘導体化することなく直接分析する分析法を検

討した。イオン化法は ESI―Positive法を用い，LC

分析の分離カラムには Discovery HS F５（４．６mm i.

d. ×２５０mm，５µm）を使用した。

河川水等環境水中のアミトロールは捕集剤

（Sep―Pak Plus AC―２）に捕集し，２５％アンモニア

水／クロロホルム／アセトニトリル（１０／９／８１）混

合溶媒で溶出する。溶出液１０mlを適宜濃縮して

分析する。捕集効率は９７～１００％であった。分析

の繰返し測定精度の変動係数は６．９～８．０％であ

り，検出限界は０．００１µg／lであった。市内の河川

水から０．００４µg／l，産業廃棄物埋め立て地浸出水

から０．６µg／lのアミトロールが検出された。
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