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第 1章 緒論 

1 日本の上水道にて発生しうる生物障害 

1-1生物障害の定義 

世界的な産業の発達および人口増加に伴い、安全な飲用水を確保することの重要性は、

日増しに高まっている。我々が暮らす地球は水の惑星と呼ばれることからもわかるように、

豊富な水資源を有している。ところがその大部分は飲用に適さない海水であり、淡水の占

める割合は 2.5%程度に過ぎない 1)。加えて、河川水や湖沼水などの比較的利用しやすい形

態で存在している水は、わずか 0.01%程度に留まる 1)。この限られた水資源を有効活用し、

人類社会を持続可能なものとするための技術を開発することは、まさに喫緊の課題である。 

そのような世界情勢の中において、日本は「水道先進国」の立ち位置にある。給水栓か

ら供給される水道水を飲用できるというのは世界的に見ても珍しく、我々は日々、その高

度な浄水技術の恩恵を享受している。近代的水道システムの始まりは、横浜での外国人居

留地における給水が始まりとされているが、以来、浄水技術は様々な革新・改良を取り入

れつつ成長し、現在に至っている。 

しかしながら、近代的な水道システムの確立によって日本の水道の衛生状況が大きく改

善された一方で、水道を取り巻く諸問題が全て解決されたわけではない。現代においても、

不慮の人為的事故や水道水源における微生物の異常増殖等が原因となって、水道水質が損

なわれた事例は散見される。人為的な水道水汚染として代表的なものは、2012 年の利根川

水系におけるホルムアルデヒドの検出が挙げられる 2)。ホルムアルデヒドは発がん性を有

しており、国際がん研究機関（International Agency for Research on Cancer, IARC）による発

がん性分類ではグループ 1に属している 3)。グループ 1は IARCによる分類の中で最上位に

位置し、ヒトへの発がん性について十分な科学的根拠がある物質・要因から構成されてい

る。すなわち、水道水中におけるホルムアルデヒドの存在の有無は公衆衛生上重大な意味

を有しており、後述するように水道法第四条の定める水道水質基準による厳格な管理がな

されている。水道水中のホルムアルデヒドの基準値は 0.08 mg/Lとされているが、先に挙げ

た利根川水系における事例では、行田浄水場において最高 0.168 mg/L のホルムアルデヒド

が検出された 2）。これを受け、同浄水場では取水・送水が停止されたほか、国土交通省に

より利根川水系上流ダムで緊急放流が開始されるなど、対応に追われた。 

上記の事例は化学的な水道水汚染と言えるが、病原微生物やウイルスによる生物学的な

汚染のリスクも存在する。厚生労働省の報告によると、平成 15年から令和 2年にかけて、

病原微生物およびウイルスによる水道水汚染の事例が合計で 23 件報告されている 4)。最近

の事例では、2019 年９月に長野県の宿泊施設において、飲料水中から Campylobacter jejuni

（以下 C. jejuni）が検出されている。C. jejuni は 1982 年に食中毒起因菌として指定され、

サルモネラ、腸炎ビブリオ、黄色ブドウ球菌に次ぐ発生頻度を示している 5)。C. jejuniが主

たる原因菌となるカンピロバクター感染症を発症した場合、下痢、腹痛、発熱などの症状

が現れ、免疫不全などを患っていない場合には予後良好であることが多い一方で、稀に感
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染後 1~3 週間を経てギラン・バレー症候群を発症する事例が知られつつある。この場合、

手足の麻痺、顔面神経麻痺、呼吸困難などの症状が現れることがあるため、ホルムアルデ

ヒドと同様、C. jejuniも公衆衛生上の懸念材料となっている。 

水道水源における微生物の増殖は、ヒト健康上の問題を生起させるのみではなく、その

他にもさまざまな点で水道システムに危害を及ぼしうる。生物は、陸上、小規模な水たま

り、水田・湖沼等の滞留水、水の動きを伴う水路や河川、さらには太陽光のほとんど当た

らない地下水に至るまで多種多様な環境に生息している。それら生物は、それぞれが特有

の性質（病原性がある、浮遊性がある、運動性がある、臭気物質を産生する等）を有して

おり、単純な懸濁粒子とは挙動が異なる。このため、水道水の病原性や異臭味を惹起した

り、ろ過池を目詰まりさせたりすることで、水道システムに危害を及ぼす。 

このように生物が原因となって水道システムに障害が生じる現象を「生物障害」と呼び、

また障害を引き起こす生物を「障害生物」と呼ぶ。生物障害は、より厳密には、「生物が

水道システムに及ぼす危害のうち、非病原生物によって、水質基準不適となる、水道水の

品質が低下する、または水道システムの運転管理上の問題が引き起こされること等により、

何らかの対策が必要になること」と日本水道協会の上水試験方法（2011 年版）により定義

されている 6)。生物障害が発生すると、水道事業体は障害を解決するための対応を迫られ

る。結果として、薬品使用量が増加するなどして、事業体にとって大きな経済的損失を招

く恐れがある。また、浄水薬品の製造や輸送にかかるエネルギー消費量が増加する。しか

しながら、生物障害によるエネルギー消費量の変化に着目した検討例は見当たらない。 

 

1-2 生物障害の種類 

先にも述べた通り、生物障害には様々な種類が存在し、かつ、水道システムの様々な箇

所で発生しうる。急速ろ過方式を例として、図 1-1 に生物障害の種類、障害の発生する主

な場所、障害の内容等のイメージを示す。また、平成 22年 10月から 24年 9月までの期間

で岸田らが実施したアンケート調査 7)によって報告された、発生した生物障害の種類と内

訳を図 1-2に示す。この結果から、異臭味障害が主要な生物障害だと示唆される。 

 

1-3 異臭味障害の種類と原因生物 

生物に由来する異臭味障害には様々な種類があり、カビ臭（土臭）、生ぐさ臭（魚臭）、

藻臭（青草臭）、芳香臭、腐敗臭などがある。異臭味の原因としては、生物が産生した臭

気物質によるものと、生物の死がいの分解作用により発生するものがある。岸田らが行っ

た調査 7))では、異臭味障害は調査期間（平成 22 年 10 月から平成 24 年 9 月）中に 243

事例報告された。その種類の割合は、図 1-3に示すように、異臭味障害事例数をベース

とすると、カビ臭（geosmin、図 4 a）が 37%と最も多く、次いでカビ臭（2-MIB、 図 4 

b）30%、生ぐさ臭 22%、海藻臭 4%、藻臭 3%の順であった。すなわち、カビ臭と生ぐ

さ臭が異臭味障害事例のほぼ全てを占めており、これらの異臭味に対する適切な浄水
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処理を講じることが求められる。 

 

  

図 1-1 生物障害のイメージ図 8) 

 

 

図 1-2 発生した生物障害の種類と内訳 7) 

図 1-3 異臭味障害の種類と割合（事例数ベース）7) 

原
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最も発生頻度の高いカビ臭については、比較的多くの知見が集積されている。カビ臭の

原因物質は geosmin および 2-methylisoborneol(以下、2-MIB)とされており、これら 2 物質に

対しては、後述する水質基準項目にその基準値（10 ng/L）が定められている。この基準値

は、水質基準項目に記載されている他の項目の基準値と比して低めに設定されているが、

これは 2 物質の嗅覚閾値が極めて低いことに由来し、geosmin では 6.5 ppb、2-MIB では 5 

ng/L である 9, 10）。両物質を生産する主たる生物はシアノバクテリア（藍藻類）であり、

Anabaena属、Phormidium属の関与がこれまでに指摘されている 11, 12)一方で、実際にはこれ

ら以外にも多くの微生物種がこれら両物質を産生すると考えられ、原因生物の完全な特定

は困難である。 

一方で、生ぐさ臭については、カビ臭の様に原因物質が特定されるに至っていない。水

道原水中の生ぐさ臭の臭気強度が高まった際、浄水場では活性炭を添加するなどの処置を

行うが、臭気強度が高すぎる場合には、既存の浄水方法のみでは完全に生ぐさ臭を除去で

きないことがある。結果として給配水中に生ぐさ臭が残存し、生ぐさ臭異臭味被害となっ

て顕出する。 

 

2 上水道の水質基準に係る日本の法規制 

2-1 水道法第 4条 

日本においては、水道基盤を強化することによって公衆衛生の向上と生活環境を改善す

ることを目的として、昭和 32年に水道法が公布された。同法の第 4条では水質基準に関し

ての規定がなされており、水道により供給される水は、次の各号に掲げる要件を備える

ものでなければならない 13)。 

 

1. 病原生物に汚染され、又は病原生物に汚染されたことを疑わせるような生物若しく

は物質を含むものでないこと。 

2. シアン、水銀その他の有毒物質を含まないこと。 

3. 銅、鉄、フッ素、フェノールその他の物質をその許容量をこえて含まないこと。 

4. 異常な酸性又はアルカリ性を呈しないこと。 

5. 異常な臭味がないこと。ただし、消毒による臭味を除く。 

6. 外観は、ほとんど無色透明であること。 

 

さらに、上記 6 項目を達成するために必要な事項が厚生労働省令によって定められて

おり、水質基準に関する省令（平成 15年 5月 30日厚生労働省令第 101号）がそれに該

当する。また、図 1-4に示すように、水質基準項目以外にも、水質管理上留意すべき項

目として水質管理設定項目、毒性評価が定まらない物質や水道水中での検出実態が明

らかでない項目として要検討項目がある。水道事業者は、水質基準項目等の検査につ

いて、水質検査計画を策定し、需要者に情報提供しなければならない 14)。 
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図 1-4 水質基準項目、水質管理目標設定項目、要検討項目の位置付け 14) 

 

2-2 水質基準項目と基準値 

表 1-1 に水質基準項目とその基準値を示す 15)。カビ臭の原因物質である geosmin と 2-

MIB は、水質基準項目にその基準値が定められている。ただし本表に記載されている

基準値は、令和 4 年 3 月現在の値であることに留意されたい。水質基準および水質管

理目標設定項目は、最新の科学的知見に照らして積極的に改正がなされており、例と

しては令和 2年 4月に、六価クロム化合物の基準値が従来の 0.05 mg/Lから 0.02mg/Lに

強化された 16)。 

 

表 1-1 水質基準項目とその基準値 15) 

 

項目   基準  項目 基準  

 一般細菌  1 mLの検水で形成

される集落数が 100

以下 

 総トリハロメタン  0.1 mg/L以下 

 大腸菌  検出されないこと  トリクロロ酢酸  0.03 mg/L以下 

 カドミウム及びその

化合物 

 カドミウムの量に関

して、0.003 mg/L以

下 

 ブロモジクロロメタ

ン 

 0.03 mg/L以下 

 水銀及びその化合物  水銀の量に関して、 

0.0005 mg/L以下 

 ブロモホルム  0.09 mg/L以下 

 セレン及びその化合

物 

 セレンの量に関し

て、 

 ホルムアルデヒド  0.08 mg/L以下 

･具体的基準を省令で規定 
･重金属、化学物質については浄水から評価値の
10%を超えて検出されるもの等を選定 
･健康関連 31 項目+生活上支障関連 20 項目 
･水道事業者等に遵守義務･検査義務有り 

･水質基準に係る検査等に準じた検査を要請 
･評価値が暫定であったり検出レベルは高くないも
のの水道水質管理上注意喚起すべき項目 
･健康関連 13 項目+生活上支障関連 13 項目 

･毒性評価が定まらない、浄水中存在量が
不明等 
･全 47 項目について情報、知見を収集 

最新の知見により常に見直し 
(逐次改正方式) 

要検討項目 
(平成 15年審議会答申) 

水質管理目標設定項目 
(平成 15年局長通知) 

水質基準 
(水道法第四条) 
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0.01 mg/L以下 

 鉛及びその化合物  鉛の量に関して、 

0.01 mg/L以下 

 亜鉛及びその化合物  亜鉛の量に関して、 

1.0 mg/L以下 

 ヒ素及びその化合物  ヒ素の量に関して、

0.01mg/L以下 

 アルミニウム及びそ

の化合物 

 アルミニウムの量に関

して、0.2 mg/L以下 

 六価クロム化合物  六価クロムの量に関

して、0.02 mg/L以下 

 鉄及びその化合物  鉄の量に関して、0.3 

mg/L以下 

 亜硝酸態窒素  0.04 mg/L以下  銅及びその化合物  銅の量に関して、1.0 

mg/L以下 

 シアン化物イオン及

び塩化シアン 

 シアンの量に関し

て、0.01 mg/L以下 

 ナトリウム及びその

化合物 

 ナトリウムの量に関し

て、200 mg/L以下 

硝酸態窒素及び亜硝

酸態窒素 

 10 mg/L以下  マンガン及びその化

合物 

 マンガンの量に関し

て、0.05 mg/L以下 

 フッ素及びその化合

物 

 フッ素の量に関し

て、0.8 mg/L以下 

 塩化物イオン  200 mg/L以下 

 ホウ素及びその化合

物 

 ホウ素の量に関し

て、1.0 mg/L以下 

 カルシウム、マグネ

シウム等（硬度） 

 300 mg/L以下 

 四塩化炭素  0.002 mg/L以下  蒸発残留物  500 mg/L以下 

 1,4-ジオキサン  0.05 mg/L以下  陰イオン界面活性剤  0.2 mg/L以下 

 シス-1,2-ジクロロエ

チレン及び 

トランス-1,2-ジクロ

ロエチレン 

 0.04 mg/L以下  ジェオスミン  0.00001 mg/L以下 

 ジクロロメタン  0.02 mg/L以下  2-MIB  0.00001 mg/L以下 

 テトラクロロエチレ

ン 

 0.01 mg/L以下  非イオン界面活性剤  0.02 mg/L以下 

 トリクロロエチレン  0.01 mg/L以下  フェノール類  フェノールの量に換算

して、0.005 mg/L以下 

 ベンゼン  0.01 mg/L以下  有機物(全有機炭素

（TOC）の量) 

 3 mg/L以下 

 塩素酸  0.6 mg/L以下  pH値  5.8以上 8.6以下 

 クロロ酢酸  0.02 mg/L以下  味  異常でないこと 

 クロロホルム  0.06 mg/L以下  臭気  異常でないこと 

 ジクロロ酢酸  0.03 mg/L以下  色度  5度以下 

 ジブロモクロロメタ

ン 

 0.1 mg/L以下  濁度  2度以下 

 臭素酸  0.01 mg/L以下   

 

2-3 水質管理目標設定項目と目標値 

水道水の飲用の可否は、水質基準の適否によって判定されるが、水質基準を補完するこ
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とを目的として水質管理目標設定項目が設定されている。水質管理目標設定項目とその目

標値を表 1-2 に示す 15)。水質管理目標設定項目を満たさない場合、その水は直ちに飲用不

適となるわけではないが、より高品質な飲用水を供給するための項目として重要な位置を

占めている。水質管理目標設定項目は、水質基準以上に積極的な改正がなされており、近

年では令和 2 年 4 月にペルフルオロオクタンスルホン酸（PFOS）及びペルフルオロオクタ

ン酸（PFOA）の項目が新たに追加された。 

 

表 1-2 水質管理目標設定項目とその目標値 15) 

 

 項目  目標値  項目   目標値  

 アンチモン及びそ

の化合物 

 アンチモンの量に関し

て、0.02 mg/L以下 

 マンガン及びその

化合物 

 マンガンの量に関し

て、0.01 mg/L以下 

 ウラン及びその化

合物 

 ウランの量に関して、

0.002 mg/L以下(暫定) 

 遊離炭酸  20 mg/L以下 

 ニッケル及びその

化合物 

 ニッケルの量に関し

て、0.02 mg/Ｌ以下 

 1,1,1-トリクロロエ

タン 

 0.3 mg/L以下 

 1,2-ジクロロエタ

ン 

 0.004 mg/L以下  メチル-t-ブチルエ

ーテル 

 0.02 mg/L以下 

 トルエン  0.4 mg/L以下  有機物等（過マン

ガン酸カリウム消費

量） 

 3 mg/L以下 

  

フタル酸ジ(2-エチ

ルヘキシル) 

  

0.08 mg/L以下 

  

臭気強度（ＴＯＮ） 

  

３以下 

 亜塩素酸  0.6 mg/L以下  蒸発残留物  30 mg/L以上 200 mg/L

以下 

 二酸化塩素  0.6 mg/L以下  濁度  １度以下 

 ジクロロアセトニ

トリル 

 0.01 mg/L以下(暫定)  pH値  7.5程度 

 抱水クロラール  0.02 mg/L以下(暫定)  腐食性（ランゲリ

ア指数） 

 -1程度以上とし、極力

０に近づける 

 農薬類（注）  検出値と目標値の比の

和として、１以下 

 従属栄養細菌  1 mlの検水で形成され

る集落数が 2,000以下

(暫定) 

 残留塩素  1 mg/L以下  1,1-ジクロロエチレ

ン 

 0.1mg/L以下 

 カルシウム、マグ

ネシウム等（硬

度） 

 10 mg/L以上 100 mg/L

以下 

 アルミニウム及び

その化合物 

 アルミニウムの量に関

して、0.1mg/L以下 
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（空白） （空白） ペルフルオロオクタ

ンスルホン酸

（PFOS）及びペル

フルオロオクタン酸

（PFOA） 

ペルフルオロオクタン

スルホン酸（PFOS）

及びペルフルオロオク

タン酸（PFOA）の量

の和として

0.00005mg/L以下（暫

定） 

 

3 水道水生ぐさ臭異臭味被害に関する既往研究 

3-1 生ぐさ臭発生の歴史 

水道水源における生ぐさ臭の発生は、遅くとも 19 世紀末の時点では既に問題となってい

た。Whipple による論文は、水道水生ぐさ臭に関する研究の中でも最古であり、1899 年に

米国ブルックリンの貯水池が生ぐさ臭を呈していたとの記述がある 16)。すなわち生ぐさ臭

は 120 年以上に渡って問題となっている。米国では、その後も散発的に生ぐさ臭の発生事

例が報告されている。Whipple による論文のほか、1919 年から 2015 年に至るまで、8 報の

論文が生ぐさ臭について記述している 17-24)。 

米国の他には、エジプト・カイロのナイル川においても、生ぐさ臭の発生が報告されて

いる 25）。その広大な長さと流域面積を考慮すると、ナイル川における異臭味の発生は、当

時沿岸に居住していた人々に少なからず影響したことが推察される。 

上述のナイル川のような例はありながらも、19 世紀末から 1900 年代前半まで、米国はほ

ぼ唯一の生ぐさ臭被害国であった。ところが 1970年代に入ると、生ぐさ臭の被害はより広

範に拡大していくこととなる。米国、エジプトに次ぐ第三の被害国は日本であり、1977 年

の琵琶湖において藻類の増殖が見られ、次いで生ぐさ臭が確認された 26)。ナイル川の事例

と同様、琵琶湖も日本最大の湖沼であることから、琵琶湖の水質低下は周辺住民に大きな

影響を及ぼしうる。ほどなくして神戸の布引貯水池においても同様の問題が発生し、1980, 

1981, 1984, 1986, 1987 年に生ぐさ臭が発生したことが報告されている 27)。水道原水におけ

る生ぐさ臭の発生は必ずしも生ぐさ臭被害の発生を意味せず、浄水処理で対応可能な場合

も少なくないが、小山らは中禅寺湖において生ぐさ臭が発生した際には処理後の水道水中

に生ぐさ臭が認められたことを報告している 28）。 

これらの報告はいずれも 20世紀後半のものであるが、現在においても問題が完全に解決

されたとは言い難い。京都市上下水道局が生ぐさ臭対策として添加した粉末活性炭の最大

濃度は 20 ppmであり、またカビ臭と合わせた粉末活性炭注入日数が 151日間であった 29）。

日本は 40年以上に渡って生ぐさ臭の問題に悩まされており、米国ほどではないものの、問

題が長期にわたって未解決のままとなっている。 

生ぐさ臭発生の歴史を考察する上で、中国における発生事例は重要な材料となる。現在

までに 8 報の論文が中国における生ぐさ臭を報告しており 30-37)、これは米国の 9 報に次い

で多い。ところが両国は生ぐさ臭の歴史と言う点において大きく異なっており、米国は 19

世紀末から現在に至るまで散発的に生ぐさ臭の発生が報告されているのに対して、中国に
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おける最初の生ぐさ臭発生は 1992 年であり、100 年近く差が開いていることがわかる。す

なわち、近年の中国においては生ぐさ臭発生件数が顕著に増加しており、世界全体で見た

時の生ぐさ臭発生件数を大きく引き上げる一因になっている。約 30年の期間中に中国での

発生件数が急増した理由は明らかではないものの、同国における急速な経済発展が関与し

ている可能性がある。図 1-5 は各年代における生ぐさ臭発生を報告した論文の数および被

害国を示しているが、図中に示した国はいずれも北半球に位置しており、かつ経済規模が

比較的大きいことが見て取れる。北半球と南半球の国々における経済格差は「南北問題」

と称され、先進資本国が北半球に集中しているのに対して発展途上国は南半球に集中して

いるのはよく知られているが、経済活動の発展が生ぐさ臭発生に負の影響を与えているこ

とが予想される。また、中国での急速な件数増加に鑑みると、現在は生ぐさ臭問題が表面

化していない発展途上国においても、経済的に発展するにつれて生ぐさ臭問題が深刻化し

ていくことが懸念される。すなわち生ぐさ臭の発生件数および被害国は今後も増加を続け

と見込まれ、原因物質の速やかな同定が必要であることの証左となりうる。 

 

図 1-5 年代別の生ぐさ臭発生事例の報告論文数および発生国 

 

3-2 生ぐさ臭との関連が指摘されている生物種 

水道水異臭味被害の主たる原因として水道水源における藻類の増殖が挙げられるのは先

に述べたとおりであり、原因生物についての知見を深めることは生ぐさ臭問題の解決を図

る上で有益である。 

表 1-3 は、これまでに生ぐさ臭が発生した水道水源において存在が確認された藻類の一
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覧を示す。簡単のため、表中では種小名は割愛し、属名のみを記す。 

表からわかるように、生ぐさ臭との関連が疑われる生物種は多岐にわたるが、ここでは

特に Dinobryon（ヒダサヤツナギ）、Synura（モトヨセヒゲムシ）、Uroglena（クスダマヒゲ

ムシ）の 3 つの属に着目する。これら 3 属は、他の属と比較した際に、生ぐさ臭との関連

が特に強く疑われるためである。Rashashらは Dinobryon cylindricumおよび Synura petersenii

を培養し、その培養液が生ぐさ臭を呈していることを確認しており 44）、表 1-3 からわかる

ようにこれら 2 属が関与した生ぐさ臭の事例は多く報告されている。また、発生事例の件

数が最大であるのはUroglena属であるお。京都市上下水道局は、UroglenaおよびDinobryon

を生ぐさ臭の指標生物として採用しており、水質管理の一環として毎日原水試験でこれら

の細胞数を分析している。 

 

表 1-3 生ぐさ臭との関連が指摘されている生物 

 

Genus  References   

Asterionella  [38]  

Biecheleria  [39]   

Chlamydomonas  [16]   

Cryptomonas  [35] 

Cyclotella  [32, 33, 35] 

Dinobryon  [32, 35, 38, 40]    

Melosira  [32, 35] 

Oscillatoria  [41] 

Stephanodiscus  [40] 

Symbiodinium  [39] 

Synedra  [17, 35]     

Synura  [17, 18, 20, 38, 42]     

Tabellaria  [17]     

Uroglena  [20, 24, 26-28, 43] 

 

Dinobryonは通常、群体を形成して存在しており、枝分かれした樹木に類似した外観を有

している。Dinobryon の生息域は広範囲に及び、カナダ 38, 40)、中国 32, 35)、ドイツ 45)、アメ

リカ 46)、および日本 47)において存在が確認されている。本属は少なくとも 37の異なる種か

ら構成されており、中でも Dinobryon cylindricum および Dinobryon divergens の報告例は多

い。上述のように Dinobryon cylindricum の培養液は生ぐさ臭を発することが知られており

44)、また Watson らは冬季のグレンモア貯水池（カナダ）における生ぐさ臭発生の際、

Dinobryon divergensの細胞数が顕著に増加したことを報告している 38)。 

Synura も Dinobryon と同様に群体を形成するが、こちらは球状に丸まった状態で浮遊す

る。Synura 属によって引き起こされたと考えられる生ぐさ臭被害はアメリカ 17)、カナダ 38)、

ドイツ 42)において報告されている。また、生ぐさ臭発生の有無は不明であるものの、オー
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ストラリアにおいても生息が確認されている 46)。本属は約 46の種および亜種から構成され

ており、中でも Synura petersenii と Synura uvella は生ぐさ臭との関連が疑われる。Synura 

petersenii の培養液は生ぐさ臭を発することは複数の論文で報告されている 44, 49, 50)ほか、

Synura uvellaによって生ぐさ臭が惹起された事例も存在する 42)。 

他の生物と比較した時に、Synura が引き起こしうる経済的な悪影響は極めて大きいこと

が懸念される。Palmer らの研究によると、シンシナティの水道水源で生ぐさ臭が発生した

時、その TONは 500を超えていた 18)。第 3章にて後述するが、本研究で複数年にわたって

採取した水道原水試料の中で最も高い TONが 320であったことを考慮すると、TON 500と

いう値が極めて突出した臭気強度であることが推察される。このような臭気強度を有する

水道原水の浄水処理には大量の活性炭投入が必要とされ、浄水コストの爆発的な増加につ

ながりうる。ここ 10年ほどは Synuraによる生ぐさ臭被害は確認されていないが、先に挙げ

た理由から、依然として注視すべき生物と言える。 

Uroglena も Dinobryon や Synura と同様に群体を形成するが、Uroglena は他の 2 属と比較

した際に、群体を構成する細胞の数が多いという特徴がある。Uroglenaは 60から 800程度

の細胞から成る群体を形成し、その細胞数によって小群体、中群体、大群体と大まかに分

類される。Uroglena が原因となって生ぐさ臭が発生したと考えられる例は 7 件存在し、ド

イツで 1 件 43)、アメリカで 2 件 21, 24)、日本で 3件 26-28)の内訳になっている。このことから

Uroglenaの生息域もまた、広範に及ぶことが予想される。 

Uroglenaによる生ぐさ臭被害は、日本において最も深刻である。先述の 1977年の琵琶湖

における生ぐさ臭発生例では、副次的に赤潮も発生した。これは日本で発生した淡水赤潮

として最も規模が多きものの一つであり、以降同様の赤潮発生を防止することを目的とし

て、リンを含む合成洗剤を禁止する「琵琶湖富栄養化防止条例」が可決されるなど、大き

な影響を及ぼした 51）。 

詳細な発生予測等は依然として困難であるか、年間を通じての大まかな Uroglena の増減

パターンは明示的であり、毎年春季および冬季に増加する傾向にある。京都市の琵琶湖疏

水においては、例年 4月上旬から 5月下旬にかけて発生し、その期間中は概して TON の値

が上がる傾向にある 29）。ただし増加の程度や生ぐさ臭の強度に与える影響については変動

が大きく、2018 年 4 月の様に 320 という大きな値を示すこともあれば、100 未満に留まる

こともある。また、春季ほどの大きな増加ではないものの、11 月-12 月にかけて小規模な

増加を示す場合もある。Uroglena の細胞は外力の作用に対して極めて敏感であり、浄水処

理の過程で細胞が破砕し、細胞内の臭気物質が処理水中に混入する恐れがある。このため、

Uroglena の増加が認められた水道原水を処理する際には、前塩素を停止して中間塩素を使

用し、細胞体ごと沈殿させるという処理がなされる。 

Uroglenaは 26の種から構成されているが、Greenらによる Uroglena volvoxが生ぐさ臭を

惹起した事例の報告 24)を除けば、全ての事例について Uroglena americana が関与している。

すなわち Uroglena americana は生ぐさ臭に強く関係しており、かつ日本における生ぐさ臭
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の実情をよく反映している生物であることから、本論文においても Uroglena americana を

生ぐさ臭の原因生物であると想定して実験を行った。 

これら 3 属の他にも、生ぐさ臭との関連が疑われる生物は存在する。例として

Ochromonas などはその代表であり、生ぐさ臭を呈する環境水試料中からの検出例はないも

のの、Guo らの研究によると、本属の培養液は生ぐさ臭を発する 52）。対照的に、環境水中

から検出された生物としては Cryptomonas などが挙げられ、におい嗅ぎガスクロマトグラ

フィーと質量分析の組み合わせによって Cryptomonas 培養液中の有臭成分を探索した研究

例が報告されている 35）。 

Cyclotella, Synedra などの珪藻類についても比較的検出頻度が高く、これら珪藻類の培養

液の化学分析が問題解決に有効であると予想されるが、一方でこれら 2 属はどちらも 300

以上の種から構成される大きな属であり、全ての種について逐一検討を重ねることは困難

である。菊池らの研究では、Synedra rumpensの培養液は生ぐさ臭を発したとされている 53)

が、上述の通り、発生頻度等に鑑みて Dinobryon, Synura, Uroglenaを優先的に監視すること

が水質管理上有益と予想される。 

 

3-3 生ぐさ臭との関連が指摘されている化学種 

生ぐさ臭原因物質の同定には至っていない一方で、原因物質を報告した研究例は多く存

在する。表 1-4 は、既往研究によって生ぐさ臭との関連が指摘された化学種、およびそれ

らを産生する可能性のある生物を示している。これだけ十分な知見が蓄積されていながら、

本表に掲載した物質は、いずれも生ぐさ臭原因物質として基準項目化はされていない。本

節では、この研究上のギャップが生じている原因を考察する。 

表 1-4 に示されているように、既往研究において生ぐさ臭原因物質とされている物質は、

そのほとんど（15/19）がアルデヒド類である。アルデヒド 15種中、7種は 2箇所以上の不

飽和結合を有する多価不飽和アルデヒド（polyunsaturated aldehydes, PUA）である。前節に

おいて、Uroglena の細胞が破砕されると細胞中の臭気物質が溶出しうることを述べたが、

この臭気物質は多価不飽和脂肪酸（polyunsaturated fatty acids, PUFA）を前駆物質として細

胞内で合成されることがわかっている。Dinobryon, Synura, Uroglena はいずれも黄金色藻に

分類されるが、これらの生物種の大きな特徴の一つとして、細胞内の脂質濃度および

PUFA濃度がそれぞれ>60%、 30-40%と比較的高いことが挙げられる。特に PUFAは黄金色

藻の細胞膜を構成しており、細胞に超音波、加熱などの処理が加えられると、PUFA を出

発物質とするカスケード反応に関する酵素が活性化され、最終的に臭気を有する PUAが生

成する 54)。 

また、生ぐさ臭に対応する英語表現は“fishy smell”すなわち魚臭であり、魚類独特の臭気

の原因物質はトリエチルアミンなどに代表されるアミン類であることが広く知られている

が、表 1-4 中にはアミン類が含まれていないことは注目に値する。これは“生ぐさ臭/魚臭”

および”fishy smell”という表現の意味する範囲が広範に及び、感知した臭気の表現方法が実
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験者に依存することが原因と考えられる。PUA は鯖などの油脂分を多く含む魚類を加熱し

た際に感じる臭気に近い一方で、アミン類はニシンや魚市場のような臭気であるとする例

もある 55)。アミン類の生ぐさ臭への関与は直ちに否定されるべきではないが、黄金色藻内

に PUFA が豊富に存在する事実に鑑みると、PUA を原因物質として想定することが妥当と

予想される。実際、水道原水中の生ぐさ臭は 1-2 週間程度の短期間のうちに消滅してしま

うが、これはアルデヒド類が水中の溶存酸素による酸化を受けて無臭化するものと予想さ

れる。 

表 1-4に示されている 19物質中 15物質がアルデヒドである一方、Guoらが同定した生ぐ

さ臭成分（1-octen-3-ol, 1-octen-3-one, fluorene, 2-tetradecanone）の中にはアルデヒドは含ま

れていない 52)。Guo らによる研究は、実際に生ぐさ臭が発生した水道原水試料を調査した

事例ではないものの、上記 4 物質のうち 1-octen-3-ol および 1-octen-3-one は PUA と同様に

PUFA から合成されることが明らかとなっており、同研究の妥当性を支持している。また

1-octen-3-ol はキノコ類の香気成分としても知られており、(R)-(-)-1-octen-3-ol はキノコ用の

臭気を有するのに対し、(S)-1-octen-3-ol はカビ様の臭気を有している 56)。こうした事例を

踏まえると、PUA のみならずアルコール類およびケトン類についても注視していくことが、

生ぐさ臭問題を解決する上で重要であると推察される。 

しかしながら、表 1-4 に示した物質を個別に検討した時、生ぐさ臭惹起への寄与の度合

いは大きく異なると予想される。すなわち、geosmin や 2-MIB のように嗅覚閾値（Odor 

Threshold Concentration, OTC）が低い物質は、ごく少量存在するだけでも水道水全体の臭気

に大きく影響するが、OTC が大きい物質による影響は軽微にとどまる。このように、OTC

の値に応じてモニタリングすべき物質の優先順位付けをすることは、原因物質を考察する

上で重要と言える。OTC は比較的類似性が高い化合物間であっても大きく値がことなる場

合がある。例として、2,6-nonadienal と 2,4-heptadienal を比較すると、前者の OTC が 0.08 

μg/L であるのに対して、後者は 3-5 μg/L である 57)。すなわち、2,6-nonadienal は 2,4-

heptadienal よりも臭気の有無に与える影響が 37.5-62.5 倍高いことになる。OTC が低い物質

を優先的に分析することで、水道水質管理の上で効率的と言える。 

しかしながら本節の冒頭にて述べた様に、生ぐさ臭の原因物質についての統一的な理解

が得られておらず、完全な同定には至っていないという点には注意が必要である。すなわ

ち、表 1-4 に示した物質のうちいくつかは、物質同定の根拠が不十分であったために、生

ぐさ臭問題の一部分のみを垣間見る結果となったことが考えられる。例として、中原らの

研究によって (2E,4Z)-heptadienal および(2E,4E)-heptadienal が生臭臭原因物質として同定さ

れた 27)。しかしながら、本研究における同定の過程には、再考の余地が残されている。中

原らは生ぐさ臭が発生した際の原水試料をGC/MSにより分析し、クロマトグラム上で特に

大きな強度を示した 2 物質に着目し、これらを(2E,4Z)-heptadienal および(2E,4E)-heptadienal 

であると同定した。すなわち、本研究においてこれら 2 物質以外の成分は考慮されておら

ず、他の有臭物質が生ぐさ臭に寄与していた可能性が見落とされている。実際、中原らは
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論文中において、これら 2物質以外が生ぐさ臭惹起に関与した可能性を示唆している。 

また、表 1-4に示した物質のうち 1物質のみが生ぐさ臭原因物質として作用するのではな

く、実際には表中に示されていない未知物質も含めた複雑な相互作用によって生ぐさ臭が

発生することも予想される。複数物質の相互作用によって混合臭気が形成する例は広く知

られており、恐らくはこの点が、生ぐさ臭の問題をより一層解決困難にしている。 

 

4 質量分析による環境試料の高感度分析の有用性および多変量解析の必要性 

4-1 質量分析による環境分析の有用性 

前節において生ぐさ臭問題の複雑性を議論したが、これを解明するための手法としてそ

の有効性が期待されるのが質量分析（Mass Spectrometry, MS）である。 

 

表 1-4 生ぐさ臭との関連が指摘される化学種 

 

Substances  Raw water Culture media 

Hexanal  X X 

Heptanal  X X 

(2E, 4E)-Heptadienal  X X 

(2E, 4Z, 7Z)-Decatrienal  X X 

(2E, 6Z)-Nonadienal  X X 

4E-Heptenalb  X - 

(2E, 4Z)-Heptadienal  X - 

Benzaldehyde  X - 

Nonanal  X - 

Decanal  X - 

(2E, 4E)-Decadienal  X - 

(2E, 4Z)-Decadienal  X - 

(2E, 4E, 7Z)-Decatrienal  X - 

β-Cyclocitral  X - 

Pentanal  - X 

(2Z, 4E)-Heptadienal  - X 

1-Octen-3-ol  - X 

1-Octene-3-one  - X 

Fluorene  - X 

2-Tetradecanone  - X 

*: 表中の“X”は、その物質が水道原水中または藻類の培養液から検出されたことを示す 

 

有機物質の構造解析法としては核磁気共鳴分光法（Nuclear Magnetic Resonance 

spectroscopy, NMR）や赤外分光法（InfraRed spectroscopy, IR）が第一の選択肢となる。これ

らの分析手法はいずれも検出感度が低く、最低でも 1 mg程度の試料が必要となる。加えて、



 

 

 

 

 

15 

NMR や IR は目的物質と夾雑物を分離する機能を持たず、試料流の全成分に由来する信号

が一度にスペクトル上に記録される。これに対して水道原水試料のような環境試料中には、

ごく低濃度の物質が多数含まれており、その組成は複雑である。例として、ある成分が環

境試料中に 10 ng/Lの濃度で含まれるとき、1 mgの試料を調整するためには 105 Lもの水道

原水を濃縮せねばならず、実質的に達成不可能である。仮に濃縮を完了できても、十分な

精製が伴わない場合には NMR や IR のスペクトルは極めて複雑化するため、解析が困難に

なる。 

MS は、NMR や IR が抱えるこうした問題を克服可能である。MS の分析感度は、機器内

部の構造や分析対象の物理化学的性質に依存するが、例としてメパニピリム（殺菌剤）を

LC/MSで分析する際、1.0 μg/L程度の低濃度試料を 5 μLだけ注入する場合であっても、十

分に定量可能である 58)。すなわち MS内部に注入されたメパニピリムの量はわずか 5 pg な

ので、mg オーダーの試料量が要求される NMR や IR と比較した時、MSは極めて高い感度

を有していることがわかる。この高い検出感度を活かして、MS は環境分析分野に限らず

食品、医薬、材料化学等の幅広い分野で用いられている。 

MS が有するもう一つの大きな利点として、高い選択性を有することが挙げられる。MS

はガスクロマトグラフィー（Gas Chromatography, GC）や液体クロマトグラフィー（Liquid 

Chromatography, LC）と連結可能であり、これにより試料中の複数の成分を分離しながら逐

次的に各成分を分析できる。分離のモードは多岐にわたるが、主に GC の場合は成分間の

沸点の差、LC の場合は疎水性や沸点の差を利用しての分離が一般的である。また、近年で

は従来型の質量分析よりも高い分解能を有する高分解能質量分析（High Resolution Mass 

Spectrometry, HRMS）の利用が拡大しつつある。また、質量分解能が向上することによっ

て、MS の選択性はさらに引き上げられる。例として、窒素分子（N2）およびエチレン分

子（C2H4）の質量を考える。H=1, C=12, N=14としてこれら 2物質の分子量を整数値で概算

すると、どちらも 28となる。四重極型の質量分析計のような低分解能の装置を用いる場合、

マススペクトル上に記録されるイオンの m/z 値は整数値であるため、両者を区別すること

は原理的に不可能である。しかし実際には、H=1.0078, C=12, N=14.0031…のように、各原

子について精密質量が定められている。これを用いて分子量を再度計算すると N2=28.0062, 

C2H4=28.0312 となり、小数点第 2 位以下を正確に分析すれば両者を識別可能であることが

わかる。現在は質量分解能 10,000~数百万程度の質量分析計も利用可能であり、こうした精

密質量の差を議論できるため、複雑な多成分系の分析が可能となるとともに、物質の誤同

定のリスクを低減できる。 

 

4-2 質量分析と多変量解析の組み合わせ 

MS の高い分析感度と選択性は環境分析の大きな強みであると同時に、別の問題を引き起

こす。高い分析感度および選択性ゆえに単一試料から多数の成分が一度に検出されるため、

本研究のように未知物質の探索に MS を用いる場合には、何かしらの方法を用いて「どの
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イオンが目的の成分由来のイオンであるか」の判定が必要となる。すなわち、生ぐさ臭原

因物質の探索を可能な限り高効率なものとして、探索時間を削減するための技術が要求さ

れる。 

 対象とする試料の組成や用いる機器の分析感度に依存するものの、単一試料の MS 分析

では数千〜数万の物質が検出されうる。原理的には各物質について抽出イオンクロマトグ

ラム（Extracted Ion Chromatograms, EIC）を描き、それぞれのピーク面積値と目的変量（本

研究においては水道原水試料の TONなど）との相関を確認することで目的物質の候補を絞

り込むことができるが、手作業でこれを達成することは莫大な労力を要するため実質的に

不可能といえる。プログラミング等の技術を用いてピーク検出および面積値の算出を自動

化することも可能だが、実際には成分の検出強度が低くピーク形状がはっきりしない場合

などもあるため、自動化により得られた結果の精度が低下するばかりでなく、ピークピッ

キングのアルゴリズムから検討する必要が生じる。 

 本研究ではこれを達成するために、多変量解析（Multivariate Analysis, MVA）に着目した。

MVA という呼称は、複数のパラメータを用いる統計解析手法全般に対する総称であるため、

それ自身が具体的な解析手段を意味するわけではない。本研究では数あるMVAの手法のう

ち、部分最小二乗回帰分析（Partial Least Square regression analysis, PLS）に着目した。

Uroglena americanaを生ぐさ臭原因生物として想定し、その中群体数と検出された各イオン

のピークボリューム値を用いて PLS 回帰分析を行うことで、回帰モデル構築への寄与が大

きいイオンを生ぐさ臭原因物質の候補として採用する、という戦略を試みた。PLS のアル

ゴリズムは本質的に主成分分析（Principal Component Analysis, PCA）と重回帰分析

（Multiple Linear Regression analysis, MLR）のハイブリッドであるので、PCA, MLR, および

PLSのアルゴリズムの概略を第 3章にて述べる。 

 

5 高分解能質量分析を用いる分子式推定 

5-1 分子式推定 

未知物質およびプロダクトイオンの分子式推定は、各元素の精密質量および天然同位体

パターンを分析することにより実施した。天然同位体パターン分析とは、4-1節にて述べた

精密質量の考え方に加えて、天然同位体イオンの強度と同位体の存在比から分子式を推定

する方法を指す。代表的な元素の精密質量と同位体の天然存在比を表 1-5に示す。 
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表 1-5 天然同位体元素の精密質量と存在比 

 

 元素 質量 存在比[%] Δm 

M 

12C 12.0000  100.0  - 

14N 14.0031  100.0  - 

32S 31.9721  100.0  - 

35Cl 34.9689  100.0  - 

M+1 

13C 13.0034  1.1  1.0034  

15N 15.0001  0.4  0.9970  

M+2 

34S 33.9679  4.5  1.9958  

37Cl 36.9659  32.0  1.9970  

 

精密質量分析と天然同位体パターン分析を組み合わせることにより、未知物質の推定分

子式を絞り込める場合がある。例えば ESI の正イオン化モードで検出された m/z 114.0105

（これを monoisotopic ionとする）のイオンに対し、元素種 C, H, N, O, S, P, Clを想定し、5 

ppm の質量誤差を許容して分子式を推定すると、5 種の候補分子式が得られる（C5H5NCl, 

H8ON2P2, C4H5ONP, CH8N2ClP, C8H2O）。換言すると、精密質量分析のみで分子式を絞り込む

には限界がある。しかし、m/z 114.0105よりも 1.9970だけ大きな m/z 116.0075も同時に検出

されていたとすれば、これは表 1-5 から 37Cl の同位体ピークであることがわかるので、上

述の 5 種の分子式のうち Cl を含まないものは分子式の候補から除外される。すると

C5H5NClまたはCH8N2ClPのどちらかが推定分子式となるが、両者は含有する炭素の個数が

異なることに着目すると、前者では 13C の同位体ピークが monoisotopic ion の 5 パーセント

程度の相対強度で検出されるのに対して、後者では 1%程度の相対強度で検出されるので、

この差異を利用すれば推定分子式をどちらか 1 つに決定できる。このように、同位体ピー

クの精密質量および monoisotopic ionに対しての相対強度を解析することで、未知物質の分

子式推定が可能となる。 

 

5-2ジェネラルフラグメンテーションルール 

本研究では、フラグメンテーション反応を解析する際に、ジェネラルフラグメンテーシ

ョンルール（General Fragmentation Rules, GFR）を用いた。主に GC/MS で用いられる電子

イオン化法は、化学結合を容易に解離させうるほどの内部エネルギーを分析種に与えるの

で、分析種の構造に応じて特徴的な結合開裂（フラグメンテーション）が発生する。対照

的に、主に LC/MSで用いられるエレクトロスプレーイオン化法は電子イオン化法よりもソ

フトであり、分子式の保存に優れているものの、それでも中性ガスとの意図的または非意

図的なフラグメンテーションが発生する。GFR はこうしたフラグメンテーションのパター

ンを分析種の構造別に分類したものであり、GFR を用いると MS で検出されたイオンの構
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造推定が可能となる。本研究では、対象とするプリカ―サーイオンの電子状況に応じて、

開殻GFRと閉殻GFRを使い分けて反応解析を実施したが、これについては第 5章にて後述

する。 

 

6 本研究の目的と構成 

本論文は、水道水生ぐさ臭の原因物質が十分に解明されていない実態に鑑み、これを探

索し、かつその構造の推定を試みたものである。本論文の概略を、図 1-6に示す。 

第 1章では、日本の上水道における生物障害、特に異臭味被害の状況と、水道法などの水

質管理体系を整理した。その結果、異臭味被害は閉鎖性水域における藻類の増殖が主原因

となって引き起こされること、中でも生ぐさ臭は被害件数が多いにもかかわらず十分にそ

の実態が解明されていないこと、それゆえに基準項目化されるにいたっていないことなど

を述べた。本研究においては生ぐさ臭原因物質を解明するために、１）水道原水試料およ

び Uroglena americana 培養液試料の前処理方法の検討、２）高分解能 LC/MS を用いた原因

物質の探索、３）におい嗅ぎGCによる候補物質の臭気確認、４）LC-MS/MS（閉殻GFR）

および GC/MS（開殻 GFR）による構造推定、の 4項目を検討することとした。 

第 2 章では、2,4-ジニトロフェニルヒドラジン（DNPH）により誘導体化した試料を想定

した選択的な精製方法の開発を行った。DNPH はアルデヒドおよびケトンを誘導体化し、

LC/MS での検出感度を高める目的で頻繁に利用されるが、一方で試料中に残存する未反応

DNPH を分析機器内部に導入することは、LC カラムの目詰まりや MS のイオン源の汚染な

どを初めとする様々な悪影響の原因となりうる。このため、未反応 DNPH のみを除去しつ

つ DNPH 誘導体を回収する選択的精製方法を開発することを目的として、本検討では固相

抽出による精製を試みた。はじめに、水系試料を対象とした固相抽出による精製を検討し

たが、DNPH 誘導体は加水分解することが知られているため、DNPH 誘導体の加水分解速

度を検討した。次に、非水系の試料を対象とした精製を試みた。非水系試料における選択

的精製方法の開発に成功したため、さらに密度汎関数理論を用いる量子化学計算によって、

精製のメカニズムを検討した。 

第 3章では、高分解能 LC/MSおよび多変量解析の組み合わせによる水道水生ぐさ臭原因

物質の探索を実施した。既往研究から、生ぐさ臭原因物質はアルデヒド類またはケトン類

であることが予想されたため、はじめに、DNPH により誘導体化した臭気強度の異なる複

数の水道原水試料、および Uroglena americana 培養液試料を高分解能 LC/MS を用いて分析

し、得られたデータに対して差異解析および PLS 回帰分析を適用して、原因物質候補を抽

出した。PLS 回帰分析においては、回帰モデルの精度向上を目的として、モデル構築に使

用する変数の取捨選択（インターバル OPLS 回帰分析）を実施した。次に、抽出された物

質を対象に、精密質量解析および天然同位体パターン解析によって分子式を推定した。 

第 4 章では、第 3 章で抽出された生ぐさ臭原因候補物質（以降、FX と称する）につい

て、におい嗅ぎ GC を用いてその臭気の有無を確認した。初めに、高分解能 GC-APCI-
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TOFMS を用いて水道原水試料および Uroglena americana 培養液試料を分析し、FX の分子

量関連イオンの検出および保持時間の特定を試みた。次に、特定した保持時間の周辺で溶

出する成分の臭気を確認するため、3 名の異なるパネラーによるにおい嗅ぎ GC 分析を実

施した。 

第 5 章では、高分解能 LC-MS/MS および高分解能 GC-EI/FI-TOFMS を用いる FX の部分

的な構造推定を実施した。高分解能 LC-MS/MS分析については、第 3章での検討により FX

の保持時間および精密質量は既に判明していたため、これらの情報を用いて衝突誘起解離

による FXのフラグメンテーションを意図的に引き起こし、得られた第 1次プロダクトイオ

ンを解析することで、生成したプロダクトイオンおよびニュートラルロスについて検討し

た。この時、ESI はソフトイオン化であり主に閉殻イオンを生成させることに鑑みて、閉

殻 GFRによりフラグメンテーション経路を考察した。 

一方、高分解能GC-EI/FI-TOFMS分析における FXの保持時間は未知であったため、まず

はこれを特定するために、ソフトイオン化法である FI 法を用いて FX の分子量イオンの検

出を試みた。これにより、FX の保持時間および保持指標が判明したため、次に EI 法を用

いて同じ保持指標における EI マススペクトルを解析することで、イオン化の際に生成した

プロダクトイオンおよびニュートラルロスについて検討した。この際、EI は主に開殻イオ

ンを生成させることに鑑みて、閉殻フラグメンテーションルールによりフラグメンテーシ

ョン経路を考察した。 

第 6章では、水道水生ぐさ臭問題の解決に向けた本研究の今後の展望を示した。 

第 7章では、本研究で得られた成果を総括した。 
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第 2 章 固相抽出による 2,4-ジニトロフェニルヒドラジン（2,4-Dinitrophenylhydrazine: 

DNPH）誘導体化試料の選択的精製 

 

1 はじめに 

2,4-ジニトロフェニルヒドラジン（2,4-dinitrophenylhydrazine, DNPH）はアルデヒドおよ

びケトンを分析する際の誘導体化試薬として最も汎用的である。同物質の有する末端アミ

ンが、アルデヒドまたはケトンのカルボニル基に対して求核的に攻撃し、脱水を伴いなが

らヒドラゾン誘導体（シッフ塩基）を生成する。DNPH は LC または LC/MS による分析の

ための誘導体化試薬として優れており、λ=360 nm 付近の近紫外線をよく吸収する 1)ので、

UV-Visでの分析に適している。また、同物質は負イオン化モードによる LC-ESI-MSでの分

析にも適している 2)。このような背景から、DNPH は大気中または水中のアルデヒド/ケト

ン類を分析する際に頻繁に用いられており、このことは多くの既報で散見される 3-5)。特に

ホルムアルデヒドについては、発がん性を有するために公衆衛生上の関心が高いが、その

低い分子量ゆえに極めて揮発性が高く、そのままの状態では正確な定量は困難である。こ

のため、DNPH によりホルムアルデヒドを誘導体化し、得られた誘導体を分析する手法が

用いられる。 

しかしながら、DNPH による環境試料の誘導体化は別の問題を引き起こしうる。誘導体

化反応の定量性を担保するために、通常は環境試料中のアルデヒド/ケトン類の推定濃度に

対して過剰量の DNPH が用いられるが、これは同時に、誘導体化後の試料中に大量の未反

応DNPHが残存することを意味する。そのような試料を分析機器内部に導入すると、LCカ

ラムの目詰まり、MS のイオン源の汚染、および二次電子増倍管のエッジング等の様々な

悪影響を引き起こし、長期的には回復不能なダメージを分析機器に与えうる。ダイバート

バルブ等を用いることによりイオン源への導入は回避できるものの、その場合でもあって

も LC システム内に未反応 DNPH を導入することとなるため、誘導体化後の試料を精製し

た後に分析することが望ましい。この精製においては、未反応 DNPH を除去しつつも、分

析対象である DNPH誘導体を回収可能な選択的精製が要求される。 

そこで本研究では、選択的精製を達成するための手法として固相抽出（Solid Phase 

Extracction, SPE）に着目した。一般に SPE による精製は水系試料を対象として、分析種間

の疎水性の差やイオン化の難易の差を利用するものであるため、本研究においても同様に

水系試料を対象とした精製方法の開発を試みた。ただし DNPH 誘導体は加水分解を受けや

すいことが知られている 6)ため、精製方法の開発に先立ち、DNPH 誘導体の加水分解速度

を 検 討 し た 。 こ の 時 、DNPH 誘 導 体 の モ デ ル 物 質 と し て formaldehyde-2,4-

dinitrophenylhydrazone（ホルムアルデヒドの DNPH 誘導体、以下 C1DNPH）を用いて、こ

れをアセトニトリル（ACN）に溶解させたものを水で 5 倍に希釈し、得られた検液を LC-

PDAを用いて繰り返し分析して C1DNPHのピーク面積値の経時変化を観察した。その結果、

C1DNPHは溶液調製から 60分程度が経過すると約 1割が加水分解することが判明した。 
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固相抽出による精製はこれと同等程度の時間を要するため、水系試料を対象とした精製方

法の開発を断念した。 

次いで、非水系の誘導体化試料を対象とした精製方法の開発に着手した。DNPH は ACN

に可溶であり、誘導体化の際の反応溶媒としてもACNが用いられることが多いため、ACN

中の未反応 DNPH および DNPH 誘導体の精製方法を検討した。検討には、オクタデシルシ

リル（Octa Decyl Silyl, ODS）を有する逆相系の固相や、陽イオン/陰イオン交換カラム等を

含む合計 7 種の固相を用いて、個別に DNPH 除去率および誘導体回収率を算出した。検討

には、heptanal の DNPH 誘導体（以下 C7DNPH）を用いた。その結果、弱陽イオン交換カ

ラムが最も優れた精製効率を示し、DNPH 除去率および誘導体回収率ともに 90%を上回っ

た。しかしながら選択的精製を可能とする精製機構が不明であったため、密度汎関数理論

（Density Functional Theory, DFT）を用いた量子化学計算によって、精製実験の結果を支持

することを試みた。 

弱陽イオン交換カラムが有するフェニル基に対して、DNPH および C7DNPH が有するフ

ェニル基が重なるような錯体を想定し、それぞれについて構造最適化および振動モード解

析を実施した。得られた最適構造の有する振動モードはいずれも実振動であったことから、

適切に構造最適化できたと判断した。その上でそれぞれのエネルギーを比較したところ、

固相-DNPH 錯体に対して固相-C7DNPH 錯体の方が約 11 kJ/mol だけエネルギー的に安定で

あり、精製実験の結果を支持する計算結果が得られた。最適化後の構造に鑑みて、フェニ

ル基同士の π-πスタッキングが安定化をもたらしていることが示唆された。 

 

2 実験方法 

2-1 使用した試薬および器具 

DNPH (wetted with ca 50% water)、Formaldehyde-2,4-dinitrophenylhydrazone、およびヘプタナ

ールは東京化成工業（東京）から購入した。LC/MSグレードの超純水とアセトニトリル、

試薬特級のアセトニトリル、およびリン酸（85%水溶液）は富士フィルム和光純薬より購

入した。水酸化アンモニウム水溶液はシグマアルドリッジジャパン（東京）より購入した。 

本研究で使用した固相であるSep-Pak C18 Plus、Sep-Pak PS-2 Plus、Oasis HLB Plus、Oasis 

MCX Plus、Oasis WCX Plus、Oasis MAX Plus、Oasis WAX Plusは、いずれも日本ウォーター

ズ（東京）より購入した。 

 

2-2 DNPHによる試料の誘導体化 

2-3-3 節にて heptanal を DNPH による誘導体化し、誘導体化後の検液を固相に通すことで

精製効率を検討したが、その際の誘導体化の手順を以下に示す。 

DNPH 誘導体化は図 2-1 のような反応機構で進行する 7)ため、酸触媒が必要であることが

わかる。本研究においては、リン酸を酸触媒として使用した。333 μMの heptanal ACN溶液

50 mLに 20 v/v%のリン酸水溶液を 100 μL添加し、さらにこの混合液に 3 mMの DNPH ACN
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溶液を添加した。添加後の検液を軽く攪拌した後に、室温で 20分間静置させ、その後後述

する SPE処理を施した。 

 

 

 

図 2-1 DNPH誘導体化の反応機構 

 

2-3 固相抽出による DNPH誘導体化試料の精製 

2-3-1 水系試料を対象とした固相抽出による精製 

一般に SPE によって試料を精製する際、精製対象の試料は水溶液である。SPE では分析

種の疎水性の差や、陽イオン/陰イオン化のされやすさの差に基づいての成分分離が一般的

であるが、水以外の有機溶媒に溶解した試料を通液すると、分析種の溶媒に対する溶解度

が、分析種と固相間の疎水性相互作用の強さを上回ってしまうため、固相樹脂表面への吸

着が起こらない。また、有機溶媒中では水のイオン積が成立せず、試料のpH測定が困難と

なるほか、酸解離定数 pKa に基づくイオン化率の計算が不可能となるため、イオン交換に

よる精製を企図することも難しい。本研究においては、未反応 DNPH と DNPH 誘導体とで

は疎水性に大きな差があると予想し、誘導体化後の試料を水で希釈した後に疎水性相互作

用によって精製を達成することを試みた。しかしながら、DNPH 誘導体化反応は可逆的で

あり、酸性条件下では DNPH 誘導体が再び DNPH に分解されることがわかっている 6）。そ

こで、水で希釈したことによる DNPH 誘導体の回収率低下を防ぐために、まずは DNPH 誘

導体の加水分解速度の検討を実施した。 
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検討のモデル物質として、ホルムアルデヒドの DNPH 誘導体である formaldehyde-2,4-

dinitrophenylhydrazone（以下 C1DNPH）を用いた。1 mM の C1DNPH ACN 溶液を調製し、

これを 2 つのアリコートに分割した後に、一方のみを水により 5 倍希釈した。先に示した

DNPH 誘導体化手順を考慮し、両方のアリコートに 20 v/v%のリン酸水溶液を添加した。2

種類のアリコートをそれぞれ 0.22 μmの疎水性 PTFEメンブレンフィルタ（島津ジーエルシ

ー、東京）によりろ過した後に、ACQUITY HClass-PDA (Waters, MA, USA)を用いて 30分お

きに分析した。分析の詳細な条件は、2-4説にて後述する。 

 

2-3-2 非水系試料を対象とした固相抽出による精製 

上述の固相を、0.02 v/v%のリン酸を含有する ACN 20 mL でコンディショニングし、2-2

節に示した手順で調製した誘導体化後の検液 2 mLを各固相に通液した。固相を通過した検

液をガラス試験管内に採取し、さらに固相樹脂の間隙に残存する検液を回収するために、

各固相を 3 mL の ACN で洗浄する工程を三回繰り返した。このときの洗液もガラス試験管

内に採取し、合計 11 mL(2+3×3=11)の検液を得た。その後、全ての検液が等しく 13 mL と

なるように ACN を用いてメスアップした。すなわち固相通液の前後で比較して、検液は

6.5倍（13/2）に希釈された。 

これと併行して、SPE による精製を施さない誘導体化検液も同時に準備し、精製した試

料と同様に ACN を用いて 6.5 倍希釈した後に 0.22 μm の疎水性 PTFE メンブレンフィルタ

を用いてろ過した。この試料をLC-PDAで分析して得られたDNPHおよび heptanalのDNPH

誘導体（以下 C7DNPH）のピーク面積値を基準として、各固相の SPE精製後の DNPH除去

率および C7DNPH回収率を算出した。 

 

2-4 液体クロマトグラフィー分析による DNPH除去率および誘導体回収率の算出 

UPLCの分析カラムとして、ODSカラム(BEH C18, 1.7 µm, 2.1×50 mm, Waters) を用いた。

移動相には 0.003 v/v% NH4OH を含有する超純水 (pH=10.2、移動相 A) および ACN（移動相

B）を使用した。 グラジェント分析に用いたバイナリプログラムは B 10% （0-1 min）、90%

（1-7 min）、90%（7-9 min）、10%（9-9.5 min）、10%（9.5-10 min）とした。移動相の体積総

流量は 0.5 mL/min (線速度=2.4 mm/sec)とし、210‒400 nmの波長範囲をスキャンした。デー

タ解析には MassLynx v4.1 software (Waters)を使用した。 

各固相の DNPH の除去率は、100− (Ap/An)*100（Ap は精製試料の DNPHピーク面積値、

Anは未精製試料のDNPHピーク面積値）として算出した。同様に、C7DNPHの回収率は、

(Ap′/An′)*100（Ap′ は精製試料の C7-DNPH ピーク面積値、An′は未精製試料の C7-DNPH ピ

ーク面積値)として算出した。 

 

2-5 量子化学計算による分析種間の相互作用の検討 

SPEにおける精製機構を検討することを目的として、密度汎関数理論(DFT)を用いる量子
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化学計算を実施した。原子・分子のような微視的なスケールにおける物理現象を記述する

のには Schrödinger 方程式が用いられる。これは理論的には正しい方程式であるものの、現

実的な多原子分子に対してこれを適用して厳密解を得ることは不可能であり、水素分子で

すら厳密解を得られない（水素原子に対しては厳密解を求めることが可能である）。また、

分子を構成する原子数に対して計算量が指数関数的に増加するため、計算機技術が発達し

た現代においても、Schrödinger方程式をそのまま解くということは行われない。 

そのような状況を踏まえ、Schrödinger 方程式の近似解を短時間のうちに計算可能な手法

が積極的に考案されてきた。DFT はそのうちの一つであり、化学分野においては最も頻繁

に用いられる計算理論の一つとなっている。そこでまずは Schrödinger 方程式の概要を紹介

した後に、DFT が確立されるに至った経緯、および実践的な計算方法等について整理する。 

 

2-5-1 1電子系における Schrödinger方程式 

先に述べた様に、原子や分子といったミクロなスケールでの物理現象を考察するための

方程式が Schrödinger 方程式である。ドイツの Erwin Schrödinger によって 1920 年代に考案

されたこの方程式を皮切りに、量子力学の理論は大きな発展を遂げた。量子力学の誕生か

らはまだ 100 年程度しか経過しておらず、Newton らによって確立された古典力学と比較す

ると、学問としての歴史は浅い。 

Schrödinger 方程式が誕生した背景には、当時の古典力学では説明不可能な様々な物理現

象の存在があった。量子力学が台頭する直前、19 世紀のドイツは著しい近代化の最中にあ

り、製鉄業が重要な国策の一つだった 8)。数千度にも達する高温で熱された鉄は燈赤色の

光を発するが、炉内の色を頼りに職人たちが鉄の純度を見極めていた。しかし、これはま

さしく職人技であったために、より客観的な、炉内の色を分析して鉄の純度を向上させる

技術の開発が求められていた。後に炉内から発せられる光を分光し、スペクトルに基づい

て鉄の純度を把握することが可能となったが、当時の物理学者は「スペクトルの波形を理

論的に記述する式はないか?」という疑問を抱くことになる。 

この疑問に対し、Rayleigh と Jeans は Rayleigh-Jeans の式を提唱した（図 2-2の赤線）。し

かしながら彼らの方程式には大きな問題があった。すなわち下図のように、高周波数側で

は彼らの式は実測値と全く一致しなかった。この現象は紫外破綻と呼ばれる。 

Rayleigh-Jeans の式は、暗黙の裡に古典力学的な仮定を導入していた。すなわち、光のエ

ネルギーは連続的であり、どのような値でも取り得ると考えられていた。これは当時の物

理学界ではほとんど常識のように扱われていたが、その常識に異議を唱え、紫外破綻の問

題を見事に解決して見せたのが Planck である。彼は、光のエネルギーE は振動数 ν の整数

倍に比例しなければならず、その比例定数 h を Planck 定数であるとして、E=nhν (n=1, 2, 

3…)という式を提唱した。すなわち、光がとり得るエネルギーは連続的ではなく離散的で

あることが判明した。「量子」という語には「それ以上分割不可能な物質構成の最小単位」

という意味が含まれており、すなわち全ての物質は整数倍の（離散的な数の）量子から構
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成されている。量子的であることと離散的であることには密接な関係があり、ここから量

子力学が大きく発展していくことになる。 

 

図 2-2スペクトルの周波数依存性および Rayleigh-Jeansの式 9) 

 

また現代では、原子は原子核と電子から構成されており、陽子と中性子から成る原子核

の周囲を電子が運動しているというのはもはや周知の事実として扱われているが、当時は

このことも明らかになっておらず、原子はどのように構成されているのかというのも当時

の物理学者にとっての難問であった 10)。この問題に取り組んだ第一人者が Rutherford であ

り、彼は放射線の一種である α 線、β 線を発見するなどの多大な功績から「原子物理学の

父」と称されている。当時の原子モデルとして有力だったのは J. J. Thomson によるブドウ

パンモデルであり、薄く広がる正電荷の中を電子が自由に運動しているというものであっ

た 11)。仮にブドウパンモデルが正しければ、原子の中に入射された α 粒子はほどんど偏向

しない（向きを変えない）で直進すると予想された 12)。ところが実際には、8000 個に 1 個

ほどの割合で大きく偏向する α 粒子が存在し、中には跳ね返されるような挙動を示すもの

もあった。この実験事実から Rutherford は、正電荷はブドウパンモデルのように薄く広が

って分布するのではなく、原子の中心部の小さな領域に集中しており、α 粒子がこの小さ

な領域に接近した時にのみ大きな斥力を受けて偏向する、そして電子は小さな流域の周辺

を惑星の様に周回運動しているものと考えた。 

しかしながら Rutherford の考えもまた、旧来の物理学との矛盾に苦しんだ。電子のよう

な荷電粒子が移動すると、そこからは電磁波が放射されて電子はエネルギーを失い、やが

て原子核からの引力を受けて「墜落」することが予想された。すなわち、従来の考え方で

は原子核の周囲を定常的に周回運動する電子と言うのは実現不可能だった。この問題に対

しても、紫外破綻の時と同様に、量子化による解決が試みられ、これを実践したのが Bohr
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である。Planck が光のエネルギーの量子化を発案したのに対して、Bohr は電子の軌道の量

子化を提案した。すなわち電子はある空間内を自由に運動するのではなく、ある特定のエ

ネルギー準位を有する軌道上のみを運動し、その際にはエネルギーを放射しないと仮定し

た。そして電子が異なるエネルギー準位の軌道間を移動するとき、エネルギー準位の差に

相当する光子を放出する、と考えた。これにより、水素原子の発する線スペクトルの波長

を理論的に説明可能となった 10)。 

ここまでの議論においては、電子は微小な粒子であることを前提としていたが、実際に

はこの考えも正しくないことが判明した。より正確には、電子は粒子としても波としても

振る舞えることが証明された。この考え方は、「波動方程式」とも呼ばれる Schrödinger 方

程式の基礎となる。 

波が示す特徴的な現象の一つとして、回折があげられる。これは媒質中を伝わる波の進

行方向に対して障害物（スリット等）がある時、一見すると障害物に阻まれて波が伝わら

ないように思われるものの、実際にはスリットの背後などに回り込んで波が伝わっていく

現象である。これを利用した技術の一つが X 線による結晶構造解析であり、結晶構造を有

する物質に対して X 線を照射すると、被照射物質の原子間の間隔に依存する回折パターン

を示すので、これを解析することで結晶構造を推定できる。そして電子も X 線と類似した

回折図形を示す。この事実は、電子が波として振舞うことの証左の一つである 9)。 

一方で、電子は運動量を持つ粒子としても振舞い、このことを示す現象の一つが光電効

果である。周波数を表す単位であるヘルツの由来となっているドイツの物理学者Hertzは、

金属表面に紫外線を照射すると電子が放出されることに気づいた。ところが、この時放出

される電子の運動エネルギーは紫外線の強度（振幅）とは全く無関係であり、また紫外線

の振動数がある一定の値を下回ると、どんなに強度の高い紫外線を照射しても電子は全く

放出されなかった。当時の古典力学では、電子の運動エネルギーは紫外線の強度に依存し、

また十分な強度を有する紫外線であれば振動数に関係なく電子が放出されると考えられて

いたため、光電効果は当初 2つの大きな矛盾を抱えていたことになる。 

Planck は光のエネルギーは量子化されていると唱えた一方、放出されたエネルギーは古

典的な波動として振舞うと考えていた。これに異を唱えたのが Einstein であり、彼の「光

量子仮説」は、光は E=hν= hc/λ（c は光速、λ は波長）のエネルギーを持つ粒子であると考

えることで光電効果を説明可能であると見出した 13)。この業績により Einstein は後年、ノ

ーベル物理学賞を受賞した。 

回折や光電効果の実験から、徐々に「光は波としても粒子としてもふるまう」という考

え方が浸透しはじめた。これはもはや古典力学の範疇を超えてしまっていたため、光や電

子の振る舞いを矛盾なく説明するためには、新しい理論が必要となった。Heisenberg は行

列力学を用いてこの問題の解決を試みたが、彼が提唱した式の物理的意味は判然としなか

った。そこで登場したのが Schrödinger 方程式であり、行列力学と違って比較的シンプルな

微分方程式であるにもかかわらず、Heisenberg の提唱した行列力学と数学的に等価である
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ことが後に証明された。 

Schrödinger 方程式は以下のように表される。Newton の法則 F=ma が古典力学における公

理とみなされ、その導出は不可能であることと同じように、この方程式も量子力学におけ

る基本的な公理とみなされていて、導出は不可能である。 

 

 

 

ここでℏ=h/2π であり、表記の簡便性のために頻繁に用いられる

表現である。m は粒子の質量、x は位置座標（上式は簡単のため

に 1次元空間を想定している）、V(x)はポテンシャルエネルギー、

ψ(x)は波動関数、E(x)は全エネルギーである。波動関数 ψ(x)が、

ポテンシャル V(x)の中で運動する質量 mの運動を記述する。 

簡単かつ具体的な例として、いわゆる「井戸型ポテンシャル」

における 1電子の Schrödinger方程式を考える。図 2-3のような無

限に深い井戸の中で運動する電子の全エネルギーは、どのように

表せるだろうか。まず、この井戸の中での電子は自由粒子、すな

わちポテンシャルエネルギーを感じていない（V(x)=0）と仮定す

る。すると先ほどのSchrödinger方程式はもっと単純化できて、移

項した上で係数を整理すると以下が得られる。 

 

 

 

ここで、これを解くために、次のような微分方程式を考える。 

 

 

 

右辺が 0の定数係数線形微分方程式の解は f(x)=eaxなので 14)、これを上式に代入すると、 

 

 

 

ところで、線形微分方程式ではある解の定数倍も解となり、解の和もまた解となる。よ

図 2-3 無限に深い 

井戸の中の電子 
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って、より一般的な形として解を表すには、以下のように変換した方が適切と言える。C3, 

C4は定数係数であり、変形の途中で Eulerの公式を用いた。 

 

 

 

k2=2mE/ℏ2とすれば井戸型ポテンシャルの Schrödinger方程式と全く同じ形になるので、 

 

 

 

井戸は無限に深いから、井戸の外側における電子の存在確率はゼロである。ここで、

Born による波動関数の確率解釈を考える。彼は、波動関数について、ある微小空間 dτ中

に粒子を見出す確率は|ψ|2dτに比例すると考えた。これは現在でも一般的に受け入れられ

ている波動関数の解釈法であり、現在は 1次元の場合を考えているので、0≦x≦aの領域外

では|ψ(x)|2=0、すなわち ψ(x)=0 である。また、波動関数は連続 15)だから、井戸の両端でも

ψ(0)= ψ(a)=0を満たす必要がある。cos(0)=1, sin(0)=0なので、ψ(0)=ψ(a)=0であることを考慮

すると、ただちに C3=0が導かれる。また、数学的には C3=C4=0の場合も解となり得るが、

この場合ψ(x)=0となって物理的には全く意味のない結果となってしまうので、C4=0の選択

肢はここでは除外する。これを踏まえると、電子の全エネルギーE が次のように算出され

る。 

 

ここで着目すべきは、自然数 nが解に含まれており、その他の項は全て定数であるという

点である。nは離散的な値しか取れないため、Eもおのずと離散的な値となる。すなわち、

電子のエネルギーが量子化されていることの表れである。 

最も単純な例としてポテンシャルの存在しない 1 次元空間での Schrödinger 方程式を考え

たが、2次元や 3次元の場合であっても基本的には同じ考え方でエネルギーを導ける（ただ
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し位置座標ごとに変数分離するなどの手法は別途必要になる）。しかしこの節では無視し

ていたポテンシャルエネルギーを考慮すると、Schrödinger 方程式は極めて複雑となり、多

原子分子についての厳密解を得ることはできなくなる。 

 

2-5-2 多電子系における Schrödinger方程式の近似的解法としての密度汎関数理論 

多電子系の最も単純な例として He 原子の Schrödinger 方程式を考えると、これは以下の

ように表される。 

 

 

 

ここで▽, ▽1, ▽2はそれぞれ原子核、電子 1、電子 2のラプラシアン、R, r1, r2はそれぞれ

原子核、電子 1、電子 2 の位置、me は電子の質量である。Born-Oppenheimer 近似を用いて

原子核の運動エネルギーや核-電子間引力を無視し、かつ R を定数（かつ原点）とみなせば、 

 

 

 

ただし Born-Oppenheimer 近似を用いても、左辺第 3 項の電子反発項のために左辺を変数

分離することができないので、厳密解を得ることはできない。多原子分子はこれよりも電

子間反発を考える 2 電子の組み合わせが圧倒的に多いので、もはや Schrödinger 方程式を解

くことは不可能である。 

このため、厳密解を得ることは不可能であるにしても、より現実的な範囲で近似解を得

るための手法が求められるようになった。密度汎関数理論（Density Functional Theory, DFT）

も、そのような流れの中で生まれた手法の一つであり、現在は化学分野で最も頻繁に用い

られる計算手法の一つとなっている。 

ここで、旧来の分子軌道法と DFTの考え方の違いを考察する 16)。分子軌道法では、電子

数 N や外場 v(r)をインプット情報として使い、ここから定義されるハミルトニアン H(r)の

固有値問題を解くことでさまざまな物理量を導出している。最終的に導出可能な物理量の

中に、電子密度 ρ(r)も含まれている。ところが DFT は、分子軌道法の流れを逆行するよう

に、電子密度 ρ(r)をインプットとして与えることで諸物理量が計算される。この考え方を

可能としているのが “Hohenberg-Kohnの定理”である（図 2-4）。 
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Hohenberg-Kohn の定理は第一定理と第二定理から成り、特に第一定理が計算を行う上で

大きな意味を持つ。第一定理の主張は「基底状態が縮退していないとき、外場 v(r)と基底

状態の波動関数 Ψ は、電子密度 ρ(r)を与えると一意的に決まる」というものである。下式

の関係を用いることで、電子密度 ρ(r)から直ちに電子数 Nも直ちに計算可能である。 

 

 

 

すなわち、図 2-4 左側に示した一連の計算過程は、ρ(r)が既知であればすべて計算可能で

ある。換言すると、基底状態の全エネルギーを初めとする諸物理量は、電子密度 ρ(r)だけ

で決まる汎関数である 17)。 

 

 

図 2-4 分子軌道法と DFTの比較 16) 

 

また第二定理の主張は、基底状態の全エネルギーは、電子密度の汎関数 E[ρ(r)]を最小化

することによって得られるというものである（B が A の汎関数であることは、B[A]のよう

に表される）。ところが、汎関数E[ρ(r)]が実際にどのような形をしているかは全くの未知で

ある。よって、Hohenberg-Kohn の定理は電子密度をインプットとして用いる計算が原理的

に可能であることを示しているものの、具体的にどう計算すればよいのかは示していない。

特に電子間の相互作用については難解であり、古典的なクーロン反発の他にも、古典力学

では説明不可能な交換相互作用などを記述する必要がある。電子の運動エネルギーについ

ても、電子密度の汎関数として表現する方法は見つかっていない。これは電子間の相互作

用があるために、単純に K=mv2/2 としても正確な運動エネルギーは表現できないためであ

る。こうした物理現象をどのように記述するかによって DFTの計算結果は異なってくる 18)。

最も頻繁に用いられるのは Kohn-Sham型の汎関数である。 

Kohn-Sham 方程式は、大筋としては Schrödinger 方程式と同じ形をしている。また先に述

分子軌道法 DFT 

Input 

Output 

電子数 N, 外場 v(r) 電子密度 ρ(r) 

固有波動関数 Ψ (r) 

固有エネルギーE 

電子密度 ρ(r) 

電子数 N, 外場 v(r) 
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べたように、電子の運動エネルギーと交換相互作用などの量子力学的効果をどう考えるか

が問題となるが、Kohn-Sham 方程式においては、電子の運動エネルギーについては電子間

相互作用を考慮しない。よって問題となるのは、交換相互作用などの量子力学的効果を如

何に表現するかであるが、Kohn-Sham 方程式は次のように表される（簡単のために原子単

位系による表記を用いた）。 

 

 

ここで第一項は電子の運動エネルギー、第二項は電子-核間ポテンシャル、φkは k 番目の

分子軌道、εkは φ のエネルギーである。また、Veff項が電子間の相互作用から生じるポテン

シャルエネルギーであり、交換相関汎関数ともいう。その名の通り交換汎関数と相関汎関

数から成る。量子力学的な効果の一つとして交換相互作用があるが、これは電子のスピン

に由来し、以下のように一重項状態（スピンが反平行）と三重項状態（スピンが平行）の

エネルギー差をもたらす（Jはクーロン積分、Kは交換積分と呼ばれる）。 

 

Esinglet （スピンが反平行）=J+K 

Etriplet （スピンが平行） =J-K 

 

交換相互作用に由来するポテンシャルを交換ポテンシャルといい、これを記述する汎関

数が交換汎関数である。Kohn-Sham 方程式では、交換汎関数を記述するのに局所密度近似

（Local Density Approximation, LDA）の考え方を用いる。これは、ある一電子に注目し、残

りは電子密度平均として考えることで、多体問題を一体問題に帰結させる方法である。経

験的に現実を反映する一方で、注目する電子自身との相互作用も取り入れてしまうため、

電子間相互作用が大きい系には不向きである。Kohn-Sham 方程式で用いられる交換汎関数

は、Fockによって提案された以下の LDA交換汎関数である。 

 

 

 

一方で、運動エネルギー、クーロン相互作用、交換相互作用以外の相互作用を総称して

相関相互作用と呼び、それに由来するポテンシャルを相関ポテンシャルといい、これを記

述するのが相関汎関数である。ただし相関汎関数にはさまざまなバリエーションが存在し、

計算対象の系に応じて適切な相関汎数を選択することが求められるが、ここでは、図 2-5

に代表的な汎関数を紹介するにとどめる。なお GGA は、LDA を電子密度の勾配を用いて

補正したもの（Generalized Gradient Approximation, GGA）であり、運動エネルギー密度 τで
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更に GGA を補正したものがメタ GGA である。そのほか、長距離補正項を含むような特殊

な汎関数も存在する。 

 

 

図 2-5 代表的な汎関数の一覧（x: 交換汎関数、c:相関汎関数、xc: 交換相関汎関数） 

 

2-5-3 密度汎関数理論計算における汎関数と基底関数 

また、汎関数と同様に DFT 計算において重要となるのが基底関数の指定である。前節に

て示した Kohn-Sham 方程式に再度着目すると、汎関数の定義が重要であると同時に、分子

軌道 φkを何らかの形で定義しない限り、これを解くことはできない。DFT では分子軌道を

表現する方法として、基底関数の線形結合が用いられ、基底関数としてはガウス型オービ

タル(Gaussian Type Orbital, GTO)が最もよく用いられる。すなわち、分子軌道は次のように

表される。 

 

 

ここで Cμiは 分子軌道係数(i番目の分子軌道に対する μ番目の基底関数の寄与、χμ(𝒓)は基

底関数である。基底関数を用いる最終的な目的は分子軌道を表現することだが、これを達

成するために、まずは基底関数の線型結合として各原子の原子軌道を表現する必要がある。

一般に GTOは“k-nlG”または“k-nlmG”のように表記されるが、この時 kは内殻原子軌道を表

現する原始ガウス型原子軌道(Primitive Gaussian Type Orbital, PGTO)の数を、n, l, mは原子価

軌道(最外殻の原子軌道)を表現する PGTO の数をそれぞれ表す。一般に、分子の諸性質に

影響を与えるのは内殻軌道よりも原子価軌道であると予想されるが、このように内殻軌道

と原子価軌道で PGTOを使い分ける基底関数は split valence基底と呼ばれる。さらに、原子
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価軌道を 2 つにわける“k-nlG”型の基底関数を double zeta 基底、原子価軌道を 3 つにわける

“k-nlmG”型の基底関数を triple zeta 基底と呼ぶ。例えばよく使われる基底関数の 1 つに 6-

31G が挙げられるが、これは内殻軌道を 6 つの PGTO で表現し、さらに原子価軌道を 2 つ

にわけ、一方を 3つの PGTO、他方を 1つの PGTOで表現する double zeta型の split valence

基底であることがわかる。 

しかし、単に PGTO のみの組み合わせとして基底関数（ひいては分子軌道）を記述する

ことには限界があり、特に興味対象の分子がイオンである場合には注意を要する。実際の

分子内には原子核や電子など、電場を生み出すものが多数存在するので、分子内での分極

を考慮する必要があるが、PGTOのみでこれを達成することは難しい。そこで、PGTOを補

正するために用いられるのが分極関数と diffuse関数である。 

分極関数は、より高次の原子軌道を考慮することで分極の効果を取り入れようとするも

のである。例えば triple zeta 基底の一種として 6-311G があるが、これに分極関数を追加し

た 6-311G(d, p)という基底関数も存在する。これは、Li以降の原子に 6つの d軌道を追加し、

H 原子に 3 つの p 軌道を追加する、というものである 19, 20)。このように、分極関数は元と

なる基底関数の末尾に括弧書きで原子軌道を記載することで表現される。特にカチオンの

場合は分極の効果が顕著に現れるので、分極関数を取り入れるのが望ましい。一方で、ア

ニオンの場合は中性分子よりも電子分布が広がるため、これを考慮するために diffuse 関数

を取り入れる。先ほどの 6-311G(d, p)にさらに diffuse 関数を取り入れる時、“G”の直前にプ

ラス記号を挿入して、6-311+G(d, p)のように表現する。これは、6-311G(d, p)を基準として、

さらに Li 以降の原子の原子価軌道に 1s 軌道 1 つと 2p 軌道 3 つを追加するという意味であ

る 19, 20)。さらに H 原子にも 1s 軌道を追加する場合には、6-311++G(d, p)のように表現され

る。 

 

2-5-4分析種の構造最適化および振動モードの解析 

本研究においては汎関数として ωB97XD、基底関数として 6-31G+(d, p)を使用した。計算

には Gaussian 0921)を用いた。ωB97XD は長距離相互作用の補正項を含む汎関数であり、本

研究の様に 2 分子間の相互作用を検討するための汎関数として適切と予想された 22)。また、

一般的なガウス型基底関数 6-31G に対して diffuse 関数および分極関数を適用することで、

分子内の電子状態をより正確に表現することを試みた。これらの汎関数および基底関数を

使用して、Berny アルゴリズムによる構造最適化を行った。構造最適化を実施する前の各

分析種の初期構造を図 2-6に示す。また、構造最適化計算の際の収束条件は、表 2-1に示す

ものを用いた。さらに、収束条件を満たした安定構造のエネルギーが極大値ではなく極小

値であることを確認するために、振動モード解析を併せて実施した。 
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表 2-1 使用した構造最適化の収束条件 

 

 

 

 

 

 

図 2-6 分析種の初期構造 

 a) DNPH、 b) C7DNPH、 c) WCX、 

d) WCX -DNPH複合体、e) WCX C7DNPH複合体 

  

Item Value 

Maximum Force 0.000002 

RMS Force 0.000001 

Maximum Displacement 0.000006 

RMS Displacement 0.000004 

a) b) c) 

DNPH 

WCX 

heptanal-DNPH 

d) e) 
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3.結果および考察 

3-1 水系試料中における DNPH誘導体の加水分解速度 

図 2-7 に未希釈溶液および 5 倍希釈溶液の、時間経過に伴う C1DNPH のピーク面積値の

変化を示す。 

 

 

図 2-7 C1DNPHのピークエリアの経時変化 (エラーバー:±SD) 

 

未希釈溶液では 6時間以上が経過しても有意な減少が認められなかったのに対して、5倍

希釈溶液では顕著な減少が観察された。最初の 60分で約 10％が分解し、最終的には 200分

ほどが経過した時点で 20%程度の減少が見られ、それ以上の加水分解は起こらなかった。

以上の結果より、DNPH 誘導体化した試料を水で希釈すると、加水分解による DNPH 誘導

体回収率の低下、およびそれに付随する再現性の悪化が懸念されることが示された。した

がってこの問題を解決するために、非水化した SPEによる選択的精製を試みた。 

 

3-2 非水系試料を対象とした固相抽出における精製効率 

3-2-1 未反応 DNPHの除去率 

図 2-8に、各固相の DNPH除去率および C7DNPHの回収率を示す。 

DNPH除去率は固相間での差が大きく、MCX、WCX、MAXでは高い除去率が見られた。

ただしこれら 3 種の固相は MCX および WCX が陽イオン交換カラムであるのに対して、

MAX は陰イオン交換カラムであることから、DNPH の除去はイオン交換作用によるもので

はないことが示唆された。 

一方で、HLB, WAX, C18, PS-2の除去率は芳しくなかった。HLB, MCX, WCX, MAX, WAX

は導入されている一部のイオン交換系官能基の除き、構造の大部分が共通している（図 2-
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9）。よって MCX と WCXと MAX、および HLBと WAXの構造の差異に着目することが精

製機構を考察する上で有効とし、HLB および WAX が共に有している構造（イオン交換系

官能基を有さないフェニル基から γ-ラクタムまでの部分構造）は精製に関与しないものと

考えた。よって、イオン交換系の官能基を有するフェニル基に着目し、後述する DFT 計算

の際にはこの周辺の部分構造のみを用いて DNPHと固相、および C7DNPHと固相の相互作

用エネルギーを評価した。 

 

 

 

図 2-8 各種固相の精製効率 (エラーバー:±CV) 

 

 

図 2-9 使用した固相の樹脂構造一覧 23) 
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3-2-2 DNPH誘導体の回収率 

C7DNPH 回収率については、MCX を除くすべての固相でほぼ全量を回収できた。MCX

はスルホニル基を有しており、その pKa の値が低い（1 未満）ので、MCX が有する全ての

スルホニル基はすべてイオン化していると考えられる 23)。よって、一部のプロトン化した

C7DNPH が MCX と静電相互作用によって樹脂表面に吸着したために、回収率の低下を招

いたと予想される。 

MCX以外の全ての固相で C7DNPH 回収率はほぼ 100%であったため、回収率という観点

から各固相の精製効率を順位付けすることは不可能であり、DNPH 除去率の観点から各固

相の精製効率を評価した。除去率が低かったことに鑑みて HLB、WAX、C18、PS-2 を除去

し、WCX および MAX が選択精製に適した固相であることが示された。両者の差はわずか

であったものの、WCX の DNPH 除去率および C7DNPH 回収率は MAX よりも優れていた

ため、WCXが精製に最適な固相であると結論した。 

 しかしながら、WCXが弱陽イオン交換カラムであるのに対しMAXは強陰イオン交換カラ

ムであり、異なるモードを有するにもかかわらず共通して高い DNPH 除去率が得られたこ

とから、精製機構はイオン交換作用によるものではないと予想された。更に詳細な精製機

構の検討を行うため、DFTによる量子化学計算を実施した。 

 

3-3選択的精製機構 

3-3-1 分析種の構造最適化 

表 2-2 に、各分析種の構造最適化の結果算出された SCF エネルギーを示す。また、

表 2-3に、各分析種の構造最適化の際の収束状況を示す。 

 

表 2-2 各分析種の最適化構造のエネルギー 

 

Analytes/ BSSE Energy [hartree*] 

DNPH -751.7444202 

C7DNPH -1025.669006 

WCX -695.8746155 

WCX-DNPH複合体 -1447.637739 

WCX-C7DNPH複合体 -1721.563023 

BSSE1  

(WCX-DNPH複合体) 
0.002929481 

BSSE2 
(WCX-C7DNPH複合体) 

0.007855672 

*1 hartree = 2625.500 kJ/mol 
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表 2-3 各分析種の最適化構造の収束状況 

 

analyte Max. 

Force 

RMS  

Force 

Max. 

Displcement 

RMS 

Displacement 

DNPH 0.000000 0.000000 0.000004 0.000001 

C7DNPH 0.000000 0.000000 0.000003 0.000001 

WCX 0.000000 0.000000 0.000006* 0.000002 

WCX-DNPH複合体 0.000000 0.000000 0.000005 0.000001 

WCX-C7DNPH複合体 0.000000 0.000000 0.000006 0.000001 

*: above the threshold for structural optimization 

 

SCFエネルギーの算出の際には、表 2-2に示したように BSSEによる補正を行った。これ

は、計算対象分子の構成原子数が増えるほど基底関数の数も増大し、これによって 2 分子

間の相互作用エネルギーを過剰に安定化してしまうことを補正するために実施した 24)。

BSSE 計算の際には、例えば WCX-DNPH 複合体を計算する際には WCX の全元素のゴース

ト軌道を設定した状態、および DNPH の全元素にゴースト軌道を設定した状態での計算を

併せて実施した（具体的な相互作用エネルギーの算出方法については後述）。 

WCX-DNPH 複合体の Max. Displacement については構造最適化の収束条件を満たさなか

ったが、これは Gaussian のプログラム上の仕様であり、Max. Force および RMS Force の値

が収束閾値の 1/100 以下になったときに、Max. Displacement および RMS Displacement の値

に関係なく構造最適化を終了したものと考えられる。 

 

3-3-2 分析種の振動モード解析 

前節で述べたように Max. Displacement の値が収束しないものがあったため、これを含め

た分析対象（全 5 種）の構造が安定構造であることを確認するために、振動モード解析に

よって虚振動が得られるかどうかを確認した。その結果、計算対象の分子が有する振動は

いずれも実振動（nimag=0）であり、最適化後の構造が安定構造であることを支持する結

果となった。 

 

3-3-3 固相-未反応 DNPH間の相互作用エネルギー 

表 2-2の結果に基づき、WCX-DNPHの相互エネルギーΔE1を、次のように算出した。 

 

∆E1=Ecomplex-(EDNPH+EWCX)+BSSE1 

=-1447.63773852-(-751.744420157-695.874615478)+0.002929481 

=-0.01577340 hartree 

=-41.41307 kJ/mol 

 

すなわち WCX は DNPH と相互作用することにより、互いに独立して存在するよりも約 41 
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kJ/mol安定化することが示唆された。 

 

3-3-4 固相- DNPH誘導体間の相互作用エネルギー 

同じく表 2-2 に示した結果に基づき、WCX-C7DNPH の相互作用エネルギーΔE2を、次の

ように算出した。 

 

∆E2=Ecomplex-(Eheptanal-DNPH+EWCX)+BSSE2 

=-1721.56302259-(-1025.66900620-695.874615478)+0.007855672 

=-0.01154524 hartree 

=-30.31203 kJ/mol 

 

すなわち WCX は C7DNPH と相互作用することにより、互いに独立して存在するよりも約

30 kJ/mol 安定化することが示唆された。∆E1-∆E2=-11.10105 kJ/mol であり、WCX-C7DNPH

複合体は WCX-DNPH も約 11 kJ/mol 安定であり、DNPH は C7DNPH よりも優先的に WCX

と相互作用することが示唆された。この計算結果は、SPE による精製実験の結果を支持す

るものであった。 

WCX による精製機構の証明にはより詳細な検討が必要であるものの、固相、DNPH、お

よび C7DNPH の位置関係に鑑みて、互いのフェニル基どうしの π-π スタッキングによって

安定化がもたらされたと推察される。 
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4. 本章のまとめ 

本章では、2,4-ジニトロフェニルヒドラジン（DNPH）により誘導体化した試料を想定し

た選択的な精製方法の開発を行った。その結果、弱陽イオン交換カラムを用いる固相抽出

法によって、未反応 DNPH のみを除去しつつ DNPH 誘導体を回収可能な選択的精製方法を

見出した。また、弱陽イオン交換カラムが選択的精製をもたらす機構を考察するために、

密度汎関数理論を用いる量子化学計算によって、精製のメカニズムを検討した。これによ

り、固相と DNPH 誘導体の複合体は、固相と未反応 DNPH の複合体と比較した際に約 11 

kJ/mol  エネルギー的に安定であること、および精製には互いのフェニル基の π-π スタッキ

ングが寄与している可能性が示唆された。 
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第 3章 液体クロマトグラフィー質量分析および多変量解析による生ぐさ臭原因物質の探索 

1. はじめに 

緒論で述べたように、水道水生ぐさ臭原因物質は解明が十分に進んでおらず、問題解決

のためには、網羅的な探索によって既報にない新規物質を探索することが必要と予想され

る。よって本研究では、高い質量分解能と検出感度を有する MSに着目した。 

探索にあたっては、まず未知物質の分子式を推定する必要があるため、ソフトイオン化

である ESIを利用可能な LC/MSによる探索が適している。一方で生ぐさ臭は高揮発性物質

であると予想されるほか、アルデヒド/ケトン類は一般に ESI でのイオン化効率が低いため、

そのままの状態では LC/MSを用いて分析することは困難である。 

そこで本研究では、生ぐさ臭原因物質を不揮発化して分析に適した状態にすること、お

よびイオン化効率を向上させることを目的として、水道原水試料および Uroglena americana

培養液試料をDNPHにより誘導体化した後に、高分解能 LC/MSによる探索を実施した。得

られた分析データに対し MVA（差異解析およびインターバル OPLS 回帰分析）を適用し、

U. americana中群体数を従属変数とする線形回帰モデルを構築した結果、1物質のみが突出

した VIP Score (Variable Importance in Projection Score)を示したため、本物質を生ぐさ臭原因

物質の候補であると推定した（以下、同物質を FXと称する）。  

 FXは保持時間 15.7分、m/z 403.1622のイオンであった。精密質量解析および天然同位体

パターン解析によって FX の分子式を推定した結果、推定分子式は C19H24N4O6 であった。

DNPH の分子式（C6H6N4O4）、および DNPH 誘導体化が脱水を伴って進行する反応である

ことに鑑みると、FXの誘導体化前の分子式はC13H20O3と推定された。イオン化法を変更し

て LC-APCI-MS で分析を行った場合でも、同じく保持時間 15.7 分、m/z 403.1622 のイオン

が検出されたため、このイオンは非意図的に生じたプロダクトイオンではなく、分子式を

保存したプリカーサーイオンであると推定された。 
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2. 実験方法 

2-1 水道原水試料の採水および前処理 

水道原水試料は、関西地方のものを採取し、ガロン瓶の口いっぱいまで採水したものを

速やかに実験に供した。表 3-1に、使用したサンプルの一覧を示す。 

 

表 3-1 本研究で使用したサンプルの一覧と各種物性値 

 

水源 採取日 臭気種類 
TON 

(臭気強度) 

U.americana 

中群体数 
サンプル種類 

関西地方 2016/4/27 生ぐさ 160 15.6 水道原水 

〃 2016/5/16 藻、生ぐさ 30 0.8 〃 

〃 2016/6/6 藻、青草 15 0 〃 

関東地方 2016/7/29 - - 91.7** 
U.americana 

培養液* 

関西地方 2017/12/6 生ぐさ 18 5.2 水道原水 

〃 2017/12/18 〃 23 10.3 〃 

〃 2017/12/25 〃 43 6.4 〃 

関東地方 - - - 43** 
U.americana 

培養液 

関西地方 2018/04/13 生ぐさ 40 18.8 水道原水 

〃 2018/04/20 〃 320 30.9 〃 

〃 2018/04/27 〃 120 9.8 〃 

〃 2019/04/22 〃 70 3.2 〃 

〃 2019/04/26 〃 130 47 〃 

*:cultured with Ur-1 medium **:300 cells = 1 colony  

 

水道原水中の生ぐさ臭は、1-2 週間程度の短期間で消滅するという特徴のほか、生ぐさ臭

に関する既報を考慮すると、生ぐさ臭原因物質は水中溶存酸素（DO）による酸化を受けや

すいアルデヒド類であると予想される。アルデヒド類は一般に安定性が低い（反応性が高

い）化学種であり、酸化を受けるとカルボン酸へと変換される。 

したがって、アルデヒド類の DO による酸化を防止するため、水道原水サンプルに亜硫酸

ナトリウム粉末を添加した。亜硫酸ナトリウムと酸素との反応は 2Na2SO3+O2→2Na2SO4 の

ように表され、添加した亜硫酸ナトリウムが硫酸ナトリウムへと変化することで DO が除

去される。 
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図 3-1 水道原水のろ過 

 

生ぐさ臭原因生物の 1種と考えられるUroglena americanaは、加熱･冷蔵･超音波処理といっ

た刺激を加えられることにより、細胞内に存在する臭気原因物質を放出することが知られ

ている 1)。そのため亜硫酸ナトリウム添加によるDO除去の後、サンプルの入ったガロン瓶

を湯浴（60℃、30分間）により加熱した。 

30 分間の加熱の後、水道原水サンプルのろ過を行った。Cole-Parmer 社製 MasterFlex ポン

プと、Merck 社製 Millex-AP50 フィルターを使用し、図 3-1 のようにろ過を行った。ポンプ

を介して図の右側から左側へとサンプルが流れていくようになっており、加圧側にフィル

ターを接続することで加圧ろ過を行った。 

 

2-2 Uroglena americana培養液試料の調製 

本研究では、上述の水道原水と共に、 U.americana の培養液も研究対象とした。これは関

東地方のダムの放流水中から採取された U.americana を Ur-1 培地上で培養したものである。

培地の組成および培養条件を、それぞれ以下の表 3-1、表 3-2 に示す。本研究で使用した全

てのサンプルの種類、および各種物性値を表 3-3に示す。 

ろ過後の水道原水を、SPE により濃縮した。固相として、Sep-Pak PS-2 Plus および Sep-

Pak AC-2 Plus (日本ウォーターズ、東京) を用いた。PS-2はスチレンとジビニルベンゼンの

共重合体からなる疎水性の固相であり、水中農薬の抽出などに使用される 3)。PS-2の化学

構造と物性を、表 3-4 に示す。また、固相に低極性溶媒を流すことにより、固相表面に吸

着した物質を脱離･回収できる。AC-2 は、吸着/脱離効率の高い低灰分活性炭をパッキン

グした固相であり、水中および食品中の高極性農薬などの抽出に用いられる 3)。 

 

 

 

 

水道原水

(ろ過前) 

水道原水

(ろ過後) 

ポンプ 

Millex®-AP50 
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表 3-2 Ur-1培地の組成 2) 

 

物質名 添加量 

MgSO
4
･7H

2
O 10 mg 

CaCl
2
･2H

2
O 10 mg 

KCl 1 mg 

NH
4
NO

3
 5 mg 

β-グリセロリン酸ナトリウム･5H
2
O  4 mg 

Fe-EDTA  0.5 mg 

ビタミン B
1
 10 μg 

ビタミン B
12

 0.1 μg 

ビオチン 0.1 μg 

PIV金属混液 1 mL 

精製水 999 mL 

pH値 7.5 

 

表 3-3 Uroglena americanaの培養条件 

 

項目 値 

温度 15℃ 

湿度 48% 

光強度 3000ルクス 

明暗条件 12時間暗/12時間明 

 

市販の固相には、製造原料や反応中間体などの不純物が含まれており、それら不純物が

分析結果に重大な影響を与えることがあるので、試料濃縮の直前に固相のコンディショニ

ングを行った。また、コンディショニングを含む全ての固相抽出操作には、全自動固相抽

出装置AquaTrace ASPE899（ジーエルサイエンス、東京）を使用した。PS-2と AC-2をタン

デム接続し、これらにアセトニトリル 20 mL、ジクロロメタン 20 mL、アセトニトリル 20 

mL、精製水 40 mLを逐次的に通液することで、固相のコンディショニングを行った。コン

ディショニングを行った固相には、その後速やかに水道原水サンプルを通水し、濃縮を行

った。 

亜硫酸ナトリウムの添加、加熱、および加圧ろ過を施した水道原水サンプルを、下降流

にて PS-2、AC-2 に通水した。サンプル通水の後、PS-2、AC-2 それぞれの固相にアセトニ

トリルを通液し、固相通過後のアセトニトリルを回収した。その後、ジクロロメタンを用

いて同様の操作を行った。このとき下降流、バックフラッシュ法で脱離を行い、1 分間の

soak timeを設けた。得られた脱離液は褐色バイアル瓶に移し、-20℃で冷凍保存した。 
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表 3-4 PS-2の物性 (細孔容積孔径 20 mm以下の値) 

 

 

2-3 水道原水試料および Uroglena americana培養液試料の 2,4-ジニトロフェニルヒドラジン

（2,4-Dinitrophenylhydrazine: DNPH）による誘導体化 

クロマトグラフィー、マススペクトロメトリーにおける分析対象物質の検出感度向上を

目的として、誘導体化が頻繁に用いられる。例えば、Gas Chromatography (GC）においては、

高温の注入口に試料を注入し、溶媒ごと分析種を揮発させるため、高揮発性成分について

は特段の前処理の必要なく分析可能である。一方、難揮発性化合物や、高温による熱分解

を受けるような物質をGCで分析する際には、予め揮発性や熱安定性を向上させる操作を施

すことが必要になる。これを可能とするのが誘導体化であり、例えば揮発性を高めたりテ

ーリングを抑制したりすることを目的として、アルコール類をトリメチルシリル化する操

作は頻繁に行われる4)。 

一方、液体クロマトグラフィー（LC）においては、試料は液体か、あるいは固体でも適

当な溶媒に可溶であることが求められる。LCの誘導体化の目的はGCの場合とは異なり、

検出方法に依存した誘導体化が主となる。本研究の様にMSを検出器として用いる場合、す

なわちLC/MSにおける誘導体化法のメリットとしては、以下の二点が挙げられる。 

・分析種のイオン化効率を高め、高感度分析を可能とする。 

・特徴的なフラグメンテーションパターンを誘起するような部分構造を導入し、構造推定

を行う。 

本研究では、前者のイオン化効率を高めること、および不揮発化させることによって試

料を取り扱いやすくすることを目的として、以下に示す DNPH による誘導体化を実施した。 

 

i) DNPHのジクロロメタン溶液の調製 

 ジクロロメタン 20 mLに DNPH 200 mgおよび濃硫酸 500 μLを混合し、90分間反応させ
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た。分相した硫酸相を除去し、純水を加えて 10分間振盪、10分間放置し、分相させた。こ

の操作を 2 回繰り返した。その後、ジクロロメタン相を別容器に回収した。ただしジクロ

ロメタンの 20℃における水溶解度は 2 g/100 mL であり、わずかながら水に可溶である 5)。

そのため、本操作において最終的に調製した DNPH ジクロロメタン溶液の最終濃度は不明

瞭である。 

 

ii) DNPH誘導体化方法 

 i)で調製した DNPH ジクロロメタン溶液 4 mL に無水硫酸ナトリウム、サンプルを加え、5

分間振盪した。その後、混合溶液をナス型フラスコに一定量移し、ロータリーエバポレー

ターを用いてジクロロメタンを留去した。乾固物をアセトニトリルで溶解し、アセトニト

リル耐性を有する 0.22 µmメンブレンフィルタでろ過し、LC/MSで測定した。 

 

2-4 液体クロマトグラフィー質量分析による水道原水試料および Uroglena americana培養液

試料の分析 

2-4-1 逆相クロマトグラフィーの概要 

 クロマトグラフィーには多くの種類があるが、それらに共通していることは、「固定相」

と「移動相」と呼ばれる 2 相間で分配係数が異なる試料成分が、異なる速度で移動し、そ

の結果として相互に分離される 6)。 

 高速液体クロマトグラフィー（high performance liquid chromatography, HPLC）は、速度、カ

ラム効率、分離能において GC に匹敵することもあり、本質的に GC より有用である。

HPLC は揮発性で熱的に安定な試料に限定されず、固定相の種類は固相吸着剤、化学修飾

吸着剤、イオン交換体およびサイズ排除という 4 つの吸着機構を利用することができる。

また、GCよりも移動相の選択幅が広いため分離の選択制を大きく変えることができる。定

組成溶離法（isocratic elution）では移動相として 1種の溶媒を使用し、クロマトグラフィー

の操作中に移動相の組成を変える勾配溶離法（gradient elution）では 2 種類以上の溶媒をコ

ンピュータ制御のもとに混合して使用する。 

 

(1) 固定相（カラム充填剤） 

 現在、最も広く利用されている充填剤は、未修飾または化学修飾した微粒子シリカである。

吸着に基づく分離には、シラノール（Si-OH）基が存在する極性表面を持つ未修飾のシリ

カが用いられる。クロロシランまたはアルコキシシランで処理して表面を修飾すると、シ

ロキサン（Si-O-Si-C）結合の生成により結合相（bonded-phase）充填剤が得られる。現在、

最も広く利用されているのは、シリカをオクタデシル（C18）、オクチル（C8）あるいはア

リル基で修飾したもので、非極性炭化水素類似の表面を持っている。固定相が非極性であ

り、移動相が親水性溶媒であるような組み合わせで実施されるクロマトグラフィーは、逆

相クロマトグラフィーと呼ばれる。 
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(2) 移動相 

 HPLC では移動相組成の選択が、クロマトグラフィー性能を大きく支配する。移動相の溶

離力は、移動相全体としての極性、固定相の極性、試料成分の特性によって決まる。順相

分離（normal phase separation, 極性固定相/非極性固定相）の場合、溶媒の極性の増加ととも

に非極性の物質から溶出される。逆相分離（reversed phase separation, 非極性固定相/極性移

動相）の場合、溶媒の溶出力の増加とともに高極性の物質から溶出する。 

 

(3) 検出器 

 HPLC 用の汎用検出器は、溶質による紫外光または可視光の吸収を測定するもの、および

溶質を含む移動相と純粋な移動相の屈折率の差を測定するものである。 

 

(i) 紫外/可視光度計および分光光度計 

 これらの検出器は 190~700 nm の光を吸収する溶質に応答し、その応答は Lambert-Beer の

法則（A=εcl）に従う。光度計は、ある固定した波長においてのみ使用でき、分光光度計は、

ダブルルーム光学系とマイクロプロセッサーによる制御が採用されていることが多い。な

お、この種の検出器は、石英製の小体積のセルを用いる。 

 (ii) フォトダイオードアレイ検出器（PDA） 

 フォトダイオードアレイ検出器（Photo diode array detector）は、光度計や通常の分光光度

計よりも多くのスペクトル情報を与える。例えば、カラムから溶出する成分の紫外領域ま

たは紫外および可視領域の完全なスペクトルを記録し、そのスペクトル情報をマイクロコ

ンピュータにより様々に処理して精巧なカラーグラフィックとして表示することができる。

表示されるクロマトグラムは、時間/吸光度/波長の三次元クロマトグラムが典型的なもの

である。 

 (iii) 蛍光検出器 

 この種の検出器は選択制が高く、高感度検出器に属する。フィルター蛍光計と分光蛍光計

とがあり、蛍光を発しない分析成分は、クロマトグラフィーに供する前や、分離カラムと

検出器との間で蛍光試薬を用いて蛍光性に変換する（誘導体化）。 

  

(iv) 屈折率検出器 

 屈折率（reflectance index、 RI）検出器は、移動相のみ（対照流）の屈折率とカラム流出

液（試料流）の屈折率の差を測定する。したがって、移動相に用いる溶媒の屈折率を変化

させる溶質は何でも検出できるが、いずれの型の RI検出器も温度の影響を受けやすく、勾

配溶離法には利用できない。 
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2-4-2 エレクトロスプレーイオン化法の概要 

エレクトロスプレーイオン化（Electrospray Ionization, ESI）は、大気圧イオン化法（API, 

Atmospheric pressure ionization）の一種であり、 イオン性・高極性化合物に有効なイオン化

法である。先端に高電圧を印加したキャピラリ中に注入された試料は、印可した電圧と同

符号の細かな帯電液滴となる。帯電液滴は、質量分析計方向への移動の過程で溶媒の蒸

発・表面電場の増加が進み、電荷同士の反発力が液体の表面張力をこえると分裂する（ク

ーロン爆発）。蒸発と分裂を繰り返すことにより、微細な液滴になり、最終的には試料イ

オンが気相中に放出されると考えられる (イオン蒸発)。ESIは最もソフトなイオン化法で、

フラグメントイオンを生成しにくい。また、高極性、難揮発性、熱不安定な化合物に適用

が可能である 6,7)。また、図 3-2に ESIにおけるイオン化の概略を示す。 

 

 

図 3-2 ESIにおけるイオン化の概略 6) 

 

2-4-3 大気圧化学イオン化法の概要 

 大気圧化学イオン化法（Atmospheric Pressure Chemical Ioniation, APCI）は、化学イオン化法

（Chemical Ionization, CI）の大気圧バージョンと言えるため、CI についても併せて概略を

述べる。 

 CI では、気相分子とイオンの相互作用によってイオン化が起こる。すなわち、化学イオン

化は二分子過程で起こるというのが特徴的である。代表的な反応様式としては、以下の 4

種類が挙げられる 8)。 

 

1. プロトン移動 M+[BH]+->[M+H]++B 

2. 求電子付加 M+X+->[M+X]+ 

3. アニオン引き抜き: M+X+->[M-A]++AX 

4. 電荷交換: M+X+･> M+･･+X 
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これらの反応様式からわかるように、CI は比較的分子量関連イオンを発生させやすいイ

オン化法であり、EI等と比較するとソフトなイオン化法である。APCIでは、針電極と対抗

電極の間でコロナ放電を発生させ、CI プラズマを維持させる。生成したイオンは ESI と同

様に、真空インターフェースを用いて質量分析部へと輸送される。このため、ESI と APCI

は比較的容易に換装可能である。また、ESI は高極性成分のイオン化に適した方法である

のに対して、APCI では中性子量分子を直接イオン化できる。このため、ESI が苦手とする

低極性あるいは中極性の分子であっても、APCIによりイオン化可能な場合がある。 

 

2-4-4 液体クロマトグラフィー質量分析の実験条件 

 本研究では、UltiMate HPG-3400SD-LTQ Orbitrap XL（Thermo Fisher Scientific, MA, USA）を

LC/MS測定に用いた。LCカラムは X Bridge BEH Phenyl（2.5 μm, 2.1*100 mm, Waters）を用

い、移動相にはアセトニトリルと水（ともに富士フィルム和光純薬（株）製、LC/MS 用グ

レード）を用いた。詳細な分析条件を表 3-5に示す。 

 

表 3-5 LC-HRMS測定条件（使用機器:Ultimate HPG-3400SD-LTQ Orbitrap XL） 

 

LC条件 

分離カラムの温度 40℃ 

Injection Volume 10 μL 

移動相 

A=超純水+ 1 mM酢酸+  

1 mM酢酸アンモニウム 

B＝アセトニトリル+ 1 mM酢酸+ 

 1 mM酢酸アンモニウム+ 5 v/v% 水 

Binary Program 
B%=5(0-3.0 min, 30.5-35.0 min), 

100(3.0-25.0 min, 25.0-30.0 min) 

流速 0.6 mL/min 

MS条件 

イオン源 ESI 

イオン化モード negative 

spray voltage 2.50 kV 

vaporizer temp. 400℃ 

capillary temp. 380℃ 

sheath gas flow rate 60.00 arb. 

auxiliary gas flow rate 20.00 arb. 

sweep gas flow rate 0.00 arb. 

質量分解能 60000  

Acquisition mode Centroid 

 

2-5 多変量解析による生ぐさ臭原因候補物質の絞りこみ 

2-5-1 主成分分析 

 主成分分析（PCA）は MVA の手法の中でも最も頻繁に用いられるものの一つであり、そ
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の利用法は多岐にわたるものの、端的には「多変量からなるデータを少数の変量のみを用

いて表現し、データの取り扱いおよび解釈を容易にするための分析手法」といえる。 

 PCA の概念を理解するための例えとしてよく用いられるのは「3 次元の物体をどの角度か

らながめるか」というものである。例えば、八面体を一枚の写真に収める時、どの角度か

ら撮影すれば最も八面体らしく映るだろうか。この問題について定量的な解を得ることは

困難だが、定性的な議論は容易である。すなわち、図 3-3a のような角度が好ましい。対象

的に、八面体を真上から観察する図 3-3b のような角度から撮影すると、平面的なひし形と

区別できなくなってしまう。 

 

 

図 3-3 PCAのイメージ図: どちらが八面体らしく見えるか? 

 

 先に挙げた八面体の例では、本来的に 3 次元空間上にしか存在しない（3 つの位置変数を

用いないと記述できない）物体を、写真に収めることで 2次元平面上に表現する（2つの位

置変数のみを用いて記述する）ことになるので、3変量のデータを 2変量のデータに縮約し

ていると言い換えることができる。すなわち、本節の冒頭で述べたように、多変量からな

るデータを少数の変量のみを用いて表現したことになる。ただし、本来的に 3 変量からな

るデータを 2 変量に縮約してしまっているので、写真のみの情報を用いて元々の被写体で

ある八面体を復元することは不可能である。すなわち、情報の損失が生じる。図 3-3b に八

面体を真上から観察する場合、八面体の高さは全く分からなくなってしまう。このことか

らわかるように、主成分分析を行う上で重要となるのは、使用する変量の数を減らしつつ

もオリジナルの情報量を可能な限り保存することといえる。 

 情報量の保存を、より定量的に議論することを考える。図 3-4 に示すような 2 変量からな

るデータを 1 変量へと縮約する際に、情報量を最大限保存するための最適な方法を検討す

る。最も簡単な方法は、x軸または y軸上に各点を投影し、その値を採用する方法である。

すなわち、2変量のうちの 1つを完全に無視する方法である。しかしこれでは、投映するこ

とによって区別が難しくなる点が存在する。すなわち情報を大きく損失してしまっている

ため、より効率的な縮約が望ましい。 

 

a) b) 
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図 3-4 2次元データの投映方法の一例 

 

そこで、xでも yでもない新たな変数を導入する。すなわち、下図のように新たな軸を用意

し、この軸上に各点を投影すれば、損失を最小化しつつも情報を縮約可能となる。このよ

うな考えのもと、新たに導入された変数を主成分（Principal Component, PC）と称する。 

 

 

 

図 3-5 新しい変数の導入によるデータ縮約 

 

 より厳密には、PCAにおいてはデータの分散 σ2に着目し、これを情報量の指標として用い

る。例として、生徒 50人からなるクラスの各生徒の身長を h1, h2, …, h50とした時、このク

ラスの身長の分散は下式で求められる。 

 

 

 

 

ただしここで μはこのクラスの身長の平均、すなわち、  
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上式では母分散を求めたが、本論文での以降の記述においては特に断りのない場合、「分

散」は不偏分散を表すものとする。PCA のアルゴリズムの根幹には「元のデータにはない

新たな変数（新たな軸）を合成し、その軸に各プロットを投映した際の分散 σ2 を最大化す

る」という考えがある 9)。このとき、新たな軸上に各点を投影して得られた値をスコアと

呼び、一般に t と表す。すなわち、PCA はスコアの分散の最大化が大きな目標である。元

のデータのサンプル数が m のとき、PC 上に投影した点の個数もまた m 個であるから、t は

m次数ベクトルになる。 

 

 

 

 

 また、PC は元のデータを構成する各変量の一次結合で表される。すなわち、元のデータ

を構成する各変量が x1, x2, …, xnであるとき、 

 

 

 

ここで p1, p2, …, pnは実数係数である。換言すると、PCA のアルゴリズムの土台となるの

は、スコアの分散を最大化するための実数係数の組 p1, p2, …, pnを算出することである。さ

らに、この実数係数の組をローディングと呼び、一般に p と表す。元のデータが n 個の変

数からなる時、同じ数だけ係数が必要であるから、pは n次数ベクトルになる。 

 

 

 

 ただし、実数係数に一切の規則を設けないままスコア分散を最大化することは不可能であ

る。これらの係数の値を大きくすればするほどスコア分散も大きくなってしまうためであ

る。そこで以下のように、係数の二乗和が 1 となるように規格化する。すなわち、この制

限の範囲内で、σ2を最大化することを考える。 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

60 

 また、合成する PCの数は 1つとは限らず、必要に応じて複数の PC（PC1, PC2, PC3,…）を

合成できる。ただしその際には、各PCがいずれも直交するように定めなければならない。 

これはすなわち PC 間の共線性が無いということであり、これは後述する PLS 回帰を行う

際に大きな意味を持つ。例として 2つの PCを用いる場合、PC1に対するスコアとローディ

ング、PC2 に対するスコアとローディングがそれぞれ必要となるため、これら 2 種類のパ

ラメータはベクトルではなく行列を用いて記述する。その際には、大文字の T および P を

用いてそれぞれ以下のようにスコア行列、ローディング行列を表現する。ただし c は使用

する PCの数、mはサンプル数、nは変量の数である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ところで、ローディングの二乗和が 1 となるような制約を設けた上でスコア分散を最大化

するという作業は、典型的な拘束条件付きの極値問題であり、Lagrange の未定乗数法を用

いることで解が得られる。Lagrange の未定乗数法とは、n 変数関数 f に対して k 個の条件

gi(x1, x2, …, xn) = 0 (I = 1, 2,…, n)が与えられている時に、以下のような関数 

 

 

 

を考えて、 

 

 

 

として定式化される。ここで λ1、 λ2、 …、 λkを Lagrangeの未定乗数と呼ぶ 10)。この方法を

用いて、2変量 x1、 x2からなるデータを 1変量に縮約する際の、PC1の算出方法を考える。

今求めたいのは、PC1= p1x1+p2x2に対するスコア分散を最大化するような p1および p2を算

出することである。ここでの拘束条件は 
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ここで σ2は、一般に以下のように表せることが、簡単な計算によって証明できる。 

 

 

 

σ1
2, σ2

2はそれぞれ x1, x2の分散であり、Cov(x1, x2)は x1と x2の共分散である。すなわち、先

に定式化した Lagrangeの未定乗数法に当てはめた時、 

 

 

 

なる新しい関数を考えて、これを p1, p2, λについてそれぞれ偏微分して得られる式が全て 0

となるようにすればよい。したがって、 

 

 

 

三段目の式が成立することは自明であるため、上二段の式のみに着目すると、これらは

行列を用いて以下のように一つの式にまとめられる。 

 

 

 

対角成分が各変数の分散となるように、先ほどの二段目の式の第 1項と第 2項を入れ替え

た上での変形となっている。この式は、線型代数学における固有値問題そのものである。

すなわち、任意の正方行列 A について、以下の関係を満たす列ベクトル x および λ を見い

だすことが固有値問題を解く目的である。 

 

 

 

この時の x を固有ベクトル、λ を固有値とそれぞれ呼ぶ。ここで単位行列を E としたとき、
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x＝Exが成り立つ（x が n次数ベクトルなら、E は n次単位行列）から、この式は次のよう

に変形できる。 

 

 

 

二段目の式を解くには、下式を満たす λを求めれば良い 11)。 

 

 

 

ここで det は行列式を表す。A-λE≠0、すなわち A-λE が逆行列を有すると仮定すると、先

ほどの固有値問題からただちにx＝Oが導かれるが、これは自明な解と呼ばれ、実用上の意

味をほとんど有さないので、固有ベクトルとしてはみなさない。そして固有値 λ がわかれ

ば、固有ベクトル x も求まる。現在は 2 変量のデータを考えており、すなわち固有値問題

を解くことは λについての二次方程式を解くことであるから、2つの固有値 λ1, λ2が得られ、

それぞれに対応する固有ベクトル x1, x2が求まる。ここまでの一連の計算により、スコアの

分散を最大化するためのローディングが得られたこととなる。 

ローディングが得られたので、元のデータに対してローディングを作用させてスコアを

計算する。すなわち T=XP である。ここで X は元のデータであり、その変量の数とローデ

ィングベクトルの数が等しいとき、分散捕捉率は 100%となる。しかしこれはもとの変量と

同じ数だけ別の変量を用意することと同義であり、データの縮約という目的にはかなって

いない。そこで実際には、いかに高い分散捕捉率を維持しながら主成分の数を抑えるか

（ローディングベクトルの数を抑えるか）ということが解析上の問題となる。 

 

2-5-2 重回帰分析 

 PCA に引き続き、PLS 回帰を考える上でもう一つの重要な概念である重回帰分析

（Multiple Linear Regression analysis, MLR）の概略を述べる。最も単純な回帰分析は、単一

の独立変数 x に対して単一の従属変数 y を用いる単回帰分析であり、最小二乗法を適用す

ることで達成されるが、MLR では複数の独立変数を用いて単一の従属変数 y を予測するた

めの回帰式を得ることが目的となる。すなわち、n変量からなるデータ yに対して、 

 

 

 

を考え、予測誤差が最小となる回帰係数の組 a1, a2, …, anを求めることが MLR の主目的と

なる。なお bは定数項であり、y, xはいずれも n次数ベクトルである。また、aiは yの xiに
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対する偏回帰係数という 12)。 

 この式より、予測誤差 eの任意の成分 eiは、以下のように表される。eもまた、n次数ベク

トルである。 

 

 

 

 ここで kは変量の数を表す。MLRにおいても基本的な考え方は単回帰分析と同様であり、

以下に示す残渣の二乗和 Q を最小化するような実数係数の組 a を最小二乗法により求める

ことが目的となる。 

 

 

 

 簡単のため、2 変量のデータを用いて MLR を行う場合における偏回帰係数の算出を考え

る。上式において変量の数に対応する変数は jであるから、2変量の場合この式は、よりシ

ンプルに 

 

 

 

と書ける。ここで、このQを a1, a2, bについてそれぞれ偏微分し、得られた値が 0となるよ

うにする。 

 

 

 

この 3つの式は、それぞれ順番に以下の様に書き直せる。 
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この 3つの式を正規方程式と呼び、これを解くことで偏回帰係数を求めるが、そのために

はまず最下段の式を n で除する。和の記号 Σ を有する項を n で割ると、これは平均値とな

る。 

 

 

 

各変数上部の横線は、平均値を意味する。これを残り 2式に代入して変形すると、以下が

得られる。 

 

 

 

これは a1, a2の二元連立一次方程式と言える。ここで S11, S22, S12, Syy, S1y, S2yをそれぞれ x1

の偏差平方和、x2の偏差平方和、x1と x2の偏差積和、yの偏差平方和、x1と yの偏差積和、

x2と yの偏差積和であるとする 13)。すなわち、 
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 これを用いて先ほどの二元一次連立方程式を変形すると、 

 

 

 

 したがって、単純な二元一次連立方程式を解く際と同様に、a1、 a2を含む項を消去するこ

とで、偏回帰係数 a1, a2が得られる。 

 

 

 

 原理的には以上のような手順を経て偏回帰係数が求まるが、MLR においては独立変数の

間の多重共線性（Multicolinearity）の有無が大きな問題となる。独立変数間に高い共線性

がある場合、すなわち独立変数の中に相関を示すものが含まれる場合、MLR による偏回帰

係数の推定は不安定となるため注意が必要である。 

2変数間の相関の大きさは、一般に Pearsonの積率相関係数 r（単に相関係数ともいう）を

用いて評価される。相関係数は、2 変数の共分散を各変数の標準偏差の積で除したものと

して定義されるので、x1と x2の相関係数 rは、 
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と表される。これは規格化された値であるため-1≦r≦1の範囲内の値のみを取り、1に近い

ほど強い正の相関、-1 に近いほど強い負の相関が認められるものと判断する。独立変数間

の rが 1または-1に近いとき、S12
2≒S11S22、すなわち S12

2-S11S22≒0が成立する。これにより

先ほど示した偏回帰係数 a1, a2の分母もまた 0に近づく。そして分子には x1と y、x2と yの

偏差積和が含まれており、観測値は観測の度にばらつくが、分母が 0 に近いとばらつきの

影響を大きく受けて、わずかな観測値の差が偏回帰係数の値を変動させやすくなる 14)。使

用する独立変数の数が増えると、相関が高い変数の組み合わせが生じる確率も増大するた

め、MLRでは使用可能な独立変数の数が限られてしまうという欠点がある。 

 

2-5-3 部分最小二乗回帰分析 

 前節で言及したように MLR の問題点は、独立変数間の間に強い相関があるときに、わず

かな観測値の差で推定回帰係数が大きく変動してしまう点であった。一方、PCA において

新たに合成されるPCは互いに直交するため、これらは互いに完全に独立した関係にある。

そこで、まずPCAの考え方を応用して互いに独立な新しい変数の組を用意し、次いでMLR

の考え方で回帰分析を行えば、MLR の持つ問題が解消されて高精度な回帰分析を行えると

予想される。このような考え方で考案されたのが部分最小二乗回帰分析（Partial Least 

Square regression analysis, PLS）である。 

 PLSと PCAのアルゴリズムでは異なる点も多く、混同しないよう注意が必要である。PCA

においては、スコア分散を最大化する PC を探索するが、PLS においては X と Y それぞれ

のスコア T,U の共分散を最大化する新しい軸を探索することが目的である。PCA のスコア

と PLSのスコア T, Uは算出方法が異なることに注意する必要がある。PCAではスコア計算

にXの共分散行列（XTX）が用いられるのに対して、PLSではXとYの共分散行列（XTY）

を用いることで、Xと Yの相関を加味したスコアとなる 15)。 

 すなわち、初めに独立変数 X に対して PCA と類似の手法（おおむね PCA と同じだが、上

述のように用いる行列が共分散行列である点が異なる）を適用し、スコア共分散が最大と

なる軸を得た後に、さらにスコアと Y の共分散が最大となる軸を探索するので、PCA と違

って二段構えで新しい軸を探索することになる。 

ただしこれは Y が 2 つ以上の変量を有する場合の理論であり、Y が単変量である場合に

はまたアルゴリズムが異なる。これについては、NIPALS のアルゴリズムとして後述する。

Y が単一の変量からなる場合の PLS を PLS1、 Y が 2 つ以上の変量を有する場合の PLS を

PLS2と呼んで区別する。 

また、新しく引かれる軸は、主成分(PC)ではなく潜在変数（Latent Variable, LV）と称す

る。PCAの場合は、PCの数が増えるほど分散捕捉率が向上するが、PLSの場合、やみくも

に LV を増やしても回帰精度が改善されるとは限らない。それどころか、教師データ中の

無意味なノイズも考慮した過学習（Overfitting）の状態に陥り、テストデータに対する予測

精度が低下することもあり得るため、注意を要する。 
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 本研究では Uroglena americana の中群体数のみを目的変数として PLS を行ったため、まず

PLS1 のアルゴリズムを考察し、次いで PLS2 のアルゴリズムを考察する。また、数ある

PLS1のアルゴリズムの中で最もシンプルな NIPALS（Non-Iterative Partial Least Squares）を

取り扱う。以降は従属変数が単変量であることを強調するために yの表記を用いる。 

 以下、NIPALS のアルゴリズムを示す 16)。これは数ある PLS のアルゴリズムの中で最初に

提案されたものである。 

1. Xと yの共分散ベクトルを w1とする。なお、以下の過程では Xおよび yともに平均中心

化された状況を想定しているため、w1 は共分散ベクトルとなる。平均中心化がなされてい

ない場合、w1は単に Xの各変数と yの内積からなるベクトルである。 

 

 

 

2. 共分散ベクトル w1を Xに対する重みとして用いて、スコア t1を得る。 

 

 

 

3. 回帰係数 p1を求める。これは独立変数 t1の従属変数 Xに対する回帰分析における回帰係

数の推定である。 

 

 

 

4. 回帰係数 q1を求める。これは独立変数 t1の従属変数 y に対する回帰分析における回帰係

数の推定である。 

 

 

 

5. PLS回帰式（下式 1段目）を求めるとともに、Xと yを t1上に回帰させたときの残渣（下

式 2段目および 3段目）を求める。 

 

 

 

6. X1, y1を用いて再度 1.からやり直す。PCAと同様に、最小の LVで高精度な回帰モデルを
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得ることが望ましい。 

PLS2 のアルゴリズムを考察するにあたっては行列の対角化および特異値分解の知識が必

要となるので、まずこれら 2つの概略を述べる。 

ある正方行列 Aに対して適当な正則行列 Pを考えると、P-1APが対角行列になることがあ

る。このような操作によって対角行列を得ることを対角化という 17)。行列を対角化するこ

とによって、煩雑な行列の n 乗計算が簡単になるなどの利点が生まれる。ここで対角行列

P-1APを、以下の様に表す。 

 

 

 

ここで、任意の対角成分 aiはこの行列の固有値であり、これに対応する固有ベクトルが pi

となっている。これは、以下のような変形により確認できる（簡単のために A は 2 次正方

行列とする）。 

 

 

 

最下段の式は、固有値問題に他ならない。ただし全ての行列が対角化可能なわけではな

く、n次の正方行列（nは 2 以上の任意の自然数）であること、および n個の 1次独立な固

有ベクトルを持つことが対角化可能であるための条件となる。 

ところで、転置してもその形が変わらない、つまり A＝AT が成立する正方行列を対称行

列と呼び、AAT=ATA=E（E は単位行列）が成立する正方行列を直交行列と呼ぶ。対称行列

は、適当な直交行列を用いることで常に対角化可能である 15)。対称行列のうち、その成分

の全てが実数であるものを特に実対称行列と呼ぶが、まず実対称行列の固有値は全て実数

であることを示す。 

典型的な固有値問題 Ax=λxは、各要素を共役に置き換えても成立する。すなわち、 
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共役に置換した後に演算して得られる行列は、各成分もまた共役となるので行列の組成

は変わるものの、等号関係は依然成立する。次に、置換後の行列について転置を取ると、

Aは実対称行列であって A＝ATかつ A＝A
―

だから、 

 

 

 

この関係を用いると、下式の最左辺を以下の様に変形できる（最後の変形は定数 λ を先頭

に出しただけである）。 

 

 

 

最左辺および最右辺のベクトルの内積はスカラー量となり、かつ複素共役同士の積であ

ることから、虚数部分がキャンセルされて実部の平方和のみが残る（(a+bi)(a-bi)=a2+b2 > 

0）。よってこの内積で最左辺と最右辺を除すると、 

 

λ
—

=λ 

 

これはすなわち、固有値 λ は実数しか取りえないということであり、これにより実対称行

列の固有値は全て実数であることが示された。 

 次に、固有値が全て実数である実正方行列は、適当な直交行列を用いて三角化可能である

ことを示す。行列の三角化の可能性については、三角化定理というものが存在し、「任意

の n 次正方行列 A に対して、U-1AU＝T なるユニタリ行列 U および上三角行列 T が存在す

る」というものである 18)。ユニタリ行列とは、ある行列 A の随伴行列 A†（A の転置行列

ATの各成分を複素共役で置換したもの）に対して AA†＝A†A=Eを満たす行列を指す。対角

化可能な行列は限られているのに対して、三角化は全ての n 次正方行列に対して適用でき

る。さらに、A が実行列で固有値が全て実数ならば、ユニタリ行列の代わりに直交行列を

用いての三角化が可能である。 

簡単な例として、実際に 3次の正方行列を三角化する。この時、三角化の流れは、 

1. 行列の固有値と固有ベクトルを求める 

2. ある固有ベクトルに対して 1 次独立となる任意の列ベクトルを考える（3 次行列の場合

は 2つの列ベクトルを考える） 

3. 上記 2.で検討した固有ベクトルおよび一次独立な列ベクトルを行方向に並べた正方行列

Pを作る（必要であれば各ベクトルを予め正規化する） 

4. 3.で作った正方行列が正則であることを利用して、P-1AP を求めると、これは上三角化
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されている 

5. 2次の小行列に対して 1.以降の手順を再度繰り返す 

以上 5 段階から成る。3 次以上の任意の正方行列に対しても、同様の手順を踏むことで対

角化可能である 19)。 

ここで以下のような 3次行列正方行列Aを考え、まずはその固有値と固有ベクトルを求め

る。4.2.1節で記した方法を用いると、固有値 λ1=1に対する固有ベクトル v1=[1 0 -1]Tが求ま

る。導出は割愛するが、A は固有値 λ2=2も有しており、この時点で A の固有値は全て実数

であることがわかるため、ユニタリ行列の代わりに直交行列を用いて三角化可能である。 

 

 

 

ここで v2=[0 1 0]T, v3=[1 0 1]Tを考えると、両者ともに v1に対して一次独立である。これら

を正規化した上で列ベクトルとして並べると、次のような直交行列 U が得られる。U は全

ての列ベクトルが一次独立、すなわちフルランクであるから、逆行列を有する。また、全

ての列ベクトルが一次独立かつ正規化されているから、UUTないし UTU を考えると対角成

分のみが 1となって残りは 0である。よって UUT=UTU=E、つまり U は直交行列である。 

 

 

 

行列 T=UTAUを考えると、Tの 1列目は(1, 1)成分を除き 0になっている（上三角化とは結

局、第 j 列の（j, j）成分より下の成分が 0であるような行列を得ることである）。これを確

認するために、UTAUに右から単位ベクトル e1=[1 0 0]Tを乗じる。この操作は、UTAUの１

列目のみを取り出す操作に相当する。 
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計算過程は省略するが、実際に UTAU を計算すると、確かに上三角行列になっている。 

 

 

 

この例においては 1 回の操作で上三角化を達成できたが、1 回のみで上三角化を達成でき

ない場合であっても、UTAUから1行目および1列目を除外した小行列U2を新たに考えて、

同じように固有値および固有ベクトルを求める段階から繰り返せばよい。3 次以上の正方

行列であっても、数学的帰納法によって上三角化可能であることを証明できる。なお、今

回の例においては、U2は以下のような 2次正方行列である。 

 

 

 

以上の議論より、適当な直交行列 Pを用いて任意の実対称行列 Aを三角化すると、 

 

 

 

ここで左辺の転置を取ると、 

 

 

 

つまり P-1APは上三角行列であり、かつ転置をとっても形が変化しない対称行列である。

この 2 条件は、対角成分以外の成分が全て 0 である場合にのみ成立し、すなわち P-1AP が

対角行列であることを示している。これによって、実対称行列 A は任意の直交行列 P を用

いて対角化可能であることが証明された 20)。 

 この事実を用いて、任意の n×m 行列の A（n≦m）を直交行列 Q によって対角化すること

を考える 21)。ただし対角化可能な行列は正方行列に限られるので、A をそのまま対角化す

るのではなく、転置行列との積 AATを対角化する。A が実行列である場合、AATは実対称

行列となるので、その固有値は全て実数となり、適当な直交行列によって対角化可能であ

ることが、今までの議論からわかる。これを達成する直交行列を Qとすると、 
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QTA の任意の行ベクトルを pi
T∈Rm (i=1,…,n)として左辺を変形すると、 

 

 

 

すなわち λiは piどうしの内積であり、λiの平方根を取ったものが piのノルムとなる（半正

定値行列の固有値は全て非負となることが知られているので、ノルム計算に支障はない）。 

 続いて、ある行列の特異値分解を考える。任意の行列 n×m行列 A（n≦m）は、適当な n×n

直交行列 Q1および m×m直交行列 Q2を用いて、以下の様に分解できる。 

 

 

 

この式中の非負実数値 σiを行列 A の特異値と言う。また Q1と Q2をそれぞれ左特異行列、

右特異行列と呼ぶ。また、Q1とQ2に挟まれている中央の n×m行列を特異値行列と呼び、Σ

で表すこととする。 

 ところで、先ほど QTA(QTA) T が対角行列となることを示したが、QTA について以下が成

り立つ。 

 

 
 

ここで Sは、QTAに適当な m-n個のベクトルを加えて得られる行列であり、その行ベクト

ルを si
T∈Rm (i=1,…,m)とする。すなわち Sはm次正方行列である。ただし、Sの行ベクトル

は正規直交系となるよう、QTA に新たにベクトルを加えるものとする。 

 QTA の行ベクトルは、直交してはいるものの正規直交系ではない（先の式から分かるよう

に pi
Tpi=λiである）ことに注意を要する。Sは QTAにベクトルを加えて得られるものではあ

るが、単に加えるだけではなく正規化しなければならないので、Sの i行目と QTAの i行目
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(i=1,…,n)は必ずしも一致しない。 

 先ほどの関係が成り立つことを確認するために、実際にΣS（QTA）を求めると、次のよう

な結果が得られる。 

 

 

 

 Σは対角行列と零行列に分割できるが、対角行列の対角成分以外は全て 0 なので、結果と

して得られる行列は pi
Tを σi倍する形になる。さらに、 

 

 

 

 ただし δij はクロネッカーのデルタである。これは、QTA と QTA の転置の積を対角化した

際に得られた結果と同じであり、確かに QTA=ΣS であるとわかる。また、Q は直交行列

（QQT=QTQ=E）であることを利用すると、 

 

 

 

Q=Q1, S=Q2
Tとして改めて書き直せば、当初の特異値分解の式に帰着する。 

 

 

 

よって、任意の行列 n×m 行列 A（n≦m）は、適当な n×n 直交行列 Q1、特異値行列 Σ、

m×m直交行列 Q2の積として分解できることが示された。 

PLS2 のアルゴリズムは、ここまでで議論した特異値分解と密接に関連しており、以下の

ような流れで進行する 15, 22）。 
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1．行列 XTY を特異値分解し、第一左特異ベクトル w1（左特異行列の第一列ベクトル）お

よび第一右特異ベクトル c1（右特異行列の第一列ベクトル）を求める。特異値分解の性質

より、これは Xw1と Yc1の共分散を最大化することが分かっている 23)。 

2. ||w1||=||c1||=1となるよう正規化する。 

3. t1=Xw1, u1=Yc1よりスコア t1,u1を求める。 

4. ||t1||=||u1||=1となるよう正規化する。 

5. 回帰係数 b1=uTt1を求める。 

6. p1=XTt1, q1=YTu1より p1, q1を求める。 

7. Xの残渣行列 E1、Y の残渣行列 F1を求める。 

 

 

 

8. 残渣行列を用いて再度 1.から繰り返す。繰り返しの回数が LVの数となる。 

 PCAと同様に LVどうしは直交するため、PLSはMLRのような多重共線性の問題を回避で

きる。ただしサンプル数に対して変量の数が過剰である場合には回帰精度が低下するため、

後述する差異解析等を用いて、あらかじめ従属変数と無相関な変数を取り除いておくこと

が望ましい。 

 

2-5-4 ピーク検出および差異解析 

 LC/MS 分析により取得したデータを用いて、ピーク検出、保持時間補正、および差異解析

を実施した。これらの解析には、LC/MS データ統合解析ソフトである Progenesis QI 

(Nonlinear Dynamics, Newcastle upon Tyne, UK）を用いた。 

 ピーク検出の際に仮定したアダクトの一覧を表 3-6 に示す。ピーク検出の閾値は

“Automatic”に設定し、Chromatrographic Peak Widthについての制限は設けなかった。また、

LC で使用した移動相由来の汚染物質や、システムノイズを除去するために、表 3-7 に示し

た一連の条件を全て満たしたピークのみを、後述するインターバルOPLS回帰分析（iOPLS

回帰分析）に供した。 

 

2-5-5 インターバル直交部分最小二乗回帰分析による原因物質の抽出 

 差異解析により抽出されたイオンの peak volumeと、U.americana 中群体数との間で回帰分

析を行うことで、得られた回帰モデルに対して大きく寄与している物質のみを抽出するこ

とを目的として、直交部分最小二乗回帰分析（Orthogonal Projection to Latent Structure, OPLS）

を実施した（OPLS は、PLS 回帰分析と Orthogonal Signal Correction を組み合わせた回帰分

析法である 25））。OPLS 回帰分析を行うソフトウェアとして、PLS_Toolbox (Eigenvector 

Incorporated, USA)を使用した。 
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表 3-6 ピーク検出時に使用したアダクトの一覧 

 

Adduct Charge 

M+H2O-H 1 

M-2H+K 1 

M-H 1 

M+Hac-H 1 

2M+Hac-H 1 

M-H2O-H 1 

M+ACN+Cl- 1 

M+Hac-+Cl- 1 

M+Cl-
- 1 

M+Br 1 

M+H2O+Cl- 1 

2M-H 1 

M+ACN-H 1 

3M-H 1 

M-2H 2 

M-3H 3 

 

表 3-7 サンプルユニークなイオンの探索 

 

条件 1 Max fold change≧10 

条件 2 
Highest mean = 20180420採水サンプル 

 または U.americana培養液 

条件 3 Lowest mean = SPE blank 

条件 4 ANOVA p-value ≦ 0.05 

 

OPLS によって構築された線形回帰モデルを評価する際の重要な概念として、cross 

validation および RMSECV(Root Mean Square Error of Cross Validation)が挙げられる。Cross 

validation とは、X と Y を教師データとテストデータに分割し、教師データのみから構築さ

れたモデルを用いてテストデータの予測を行い、その精度を評価する手法である。その際、

テストデータの予測値と実測値の間には予測誤差が存在するため、この誤差を RMSECVと

定義する。すなわち、RMSECV は cross validation における根平均二乗誤差である。PLS に

より得られた回帰直線の決定係数 R2 が小さい場合は、予測誤差が大きい、すなわち

RMSECV が大きいモデルと言える。上述したように、PLS は、独立変数が多数存在する場

合においても適用可能な解析法である。しかし、実験によって得られる独立変数の中には、

従属変数とは無関係なものや、ノイズも含まれている可能性があり、そのような場合には

回帰の精度悪化、すなわち RMSECV の増大につながる危険性がある。これを防ぐため、

variable selection 機能を用いることにより、モデル精度の改善を試みた。これは、RMSECV

を悪化させうる独立変数を解析から除外し、一部の独立変数のみを用いることで当てはま

りの良いモデルを構築するための手法である。このように、元データの一部の変数のみを
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用いて OPLS 回帰モデルを構築する手法は iOPLS 回帰分析と呼ばれる。本研究における

iOPLSの解析条件を、以下の表 3-8に示す。 

 

表 3-8 iOPLSの解析条件 

 

Item Value 

Mode reverse 

# of intervals auto 

Interval Size 1 

Step Size auto 

Max. # of LVs 3 

 

Variable selectionによって抽出された一部のイオンを用いて、OPLS回帰モデルを構築した。

その際の解析条件は以下の表 3-9に示すとおりである。 

 

表 3-9 OPLS回帰分析 解析条件 

 

Preprocessing (X) Mean Center 

Preprocessing (Y) Mean Center 

Cross validation 
Contiguous Blocks  

(7 splits) 
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3.結果および考察 

3-1 検出されたピークの総数および差異解析による生ぐさ臭と無関係なピークの除外 

Progenesis QIによる Peak Pickingの結果、検出されたイオンの総数は 6,810種であった。こ

れらのうちから、表 3-8の条件を満たすような物質のみを抽出したところ、その総数は 117

であった。すなわち、検出されたイオン全 6,810種のうち 6,693種については、生ぐさ臭と

無関係なピークであると判断した。 

抽出された 117物質を iOPLS回帰分析に供することで、候補物質のさらなる絞り込みを試

みた。 

 

3-2 インターバル直交部分最小二乗回帰分析モデルの構築 

差異解析により候補物質を 117 種抽出したが、これらのうち、OPLS 回帰分析モデルの構

築に使用する物質を、variable selection 機能により抽出した。variable selection の結果、117

種中 18種のイオンが選択されたため、これを回帰分析モデルの構築に供した。 

PLS_Toolbox では、二種類のモード（forward modeと backward mode）にて variable selection

を実施可能であるが、本研究においては backward mode を採用した。すなわち、回帰分析

モデルの構築から除外した際に RMSECVの増大を招くようなイオンを探索・抽出し、その

結果として 18種のイオンが抽出された。 

抽出された 18 物質を用いて OPLS 回帰モデルを構築し、LV の数に対するモデルの

RMSECV を確認したところ、図 3-6a に示すようなプロットが得られた。LV=2 の点を knee 

pointであると判断し、モデル構築における LVの数は 2とした。 

 

3-2-1 構築した回帰分析モデルの線形性 

LV=2 として得られた回帰モデルの概要を図 3-6b に示す。図中の赤色の直線は実際に得ら

れた回帰直線、緑の直線は R2=1の理想的な回帰直線を示しており、両者はよく重なってい

ることから、直線性良好な回帰モデルを構築できたと言える。また、図中の R2 CV、 R2 cal

も 1に近い値を示した。 

 

 



 

 

 

 

 

78 

 

図 3-6 OPLS回帰モデルの概要 

a: 実測 U.americana中群体数(横軸)と予測 U.americana中群体数(縦軸) b: LV数と RMSECV

の関係 c: 各物質の VIP Score 

 

3-2-2 回帰分析モデル構築における各解析対象イオンの寄与 

このモデルにおける各物質の Variable Importance in Projection Score (VIP Score)を確認した

結果、1物質（RT 15.72 min、 m/z 403.1622）のみが突出した値を示した(図 3-6c)。以下、こ

の物質を FX と称する。VIP Score は、各物質のモデル構築への寄与の大きさを示す指標で

あり、その値が大きいほど、モデル構築に大きく寄与していると考えられるため、同物質

について詳細な検討を行った。 

 

3-3 原因候補物質の分子式推定 

3-3-1 精密質量分析による原因候補物質の分子式推定 

分子式推定時の構成元素の種類は表 3-10 のように決定した。推定時の元素の数の制限は、

同位体パターン分析に基づいて設定した。なお、分子式を推定する際の許容誤差範囲は、

1 ppm以内に設定した。 

 

表 3-10 分子式推定時の構成元素の種類 

 

元素 精密質量  

12C 12.0000  

1H 1.0078  

14N 14.0031  

16O 15.9949  

 

この値に基づき、FX の精密質量からイオン式を推定した結果、C19H23N4O6
-という推定結

果が得られた（表 3-11）。この時の質量誤差は-0.05 mmu（-0.00005）であり、高い質量精度
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で FXを分析できたことを確認した。また、RDBが 10.5と非整数値であったことから、FX

は閉殻イオンとして検出されたと判断した。FX はイオン化の際に脱プロトンによってイオ

ン化したものと仮定し、中性状態での分子式を C19H24N4O6と推定した。 

 

表 3-11 候補物質の分子式推定結果 

 

Accurate 

mass 

Exact mass error 

(mmu) 

RDB 

equiv. 

formula 

403.16226 403.16231 -0.05 10.5 C19H23N4O6 

 

3-3-2 天然同位体パターン解析による原因候補物質の組成推定 

iOPLS 回帰分析により抽出された候補物質の m/z は 403.1622 であったが、これは

monoisotopic mass といわれる値であり、各元素の主同位体（天然同位体存在比が最も大き

い同位体）のみから構成される分子の精密質量である。一般に、MS で測定される化学種

を構成する元素が複数の同位体を持つ場合において、各元素の主同位体のみから構成され

る分子イオンが検出されると同時に、天然同位体存在比が小さい同位体元素を有するイオ

ンも検出される。分子式の推定には、それらの同位体ピークの情報が重要となる。例えば、

炭素と塩素における元素の精密質量と天然存在比は、表 1-5 のように決められており、12C

と 35Clを有する分子イオン Mが検出された場合、Mから+ 1.0034 離れたところに 13Cを有

するイオンが、+1.9970 離れたところに 37Clを有するイオンが、Mの同位体イオンとして検

出される。したがって同位体イオンを確認することで、どのような元素を有するイオンか

推定することができる。さらに、M：M + 1.0034 のイオン強度の比がおよそ 100%：11%だ

った場合、Mは 10個前後の C元素を有することが限定できるため、イオンが有する元素の

種類だけでなく元素の数も限定することができる。したがって、分子式の推定は、これら

の同位体パターン分析に基づいて実施した。 

前節にて推定した FX の分子式が天然同位体パターンを矛盾しないことを確認するために、

FXのマススペクトル（図 3-7）を確認したところ、monoisotopic massより 1.0034 だけ大き

なm/zを持つイオンが検出されていた。このピークは 13Cに由来する同位体ピークであり、

monoisotopic massに対して約 18.5%のピーク強度を有していた。また、15Nに由来する同位

体ピークである、0.9977 だけ大きいm/zを持つイオンも検出され、monoisotopic massに対す

る強度は約 1.04%だったことから、同物質は DNPH 誘導体として検出されていると考えら

れる。以上の事実に鑑みて、FXの推定分子式C19H24N4O6は天然同位体パターンに合致して

いると判断した。また、DNPH の分子式および誘導体化の反応機構を考慮して、FX が

DNPHによる誘導体化を受ける前の分子式を C13H20O3と推定した。 
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図 3-7 ESI(-)-HRMSスペクトル(RT 15.72 min) 

a) 実測マススペクトル、b) シミュレーションマススペクトル 

 

FX は、水道原水サンプルを LC-HRMS により分析した結果に多変量解析を適用したこと

で抽出された物質であるため、同物質が U.americana 培養液においても検出されるかどう

かを確認した。図 3-8は、水道原水サンプル(2018年 4月 20日採水)、および U.americana培

養液の分析結果上で、抽出イオンクロマトグラム(Extracted Ion Chromatogram、 EIC)を描い

た結果であり、どちらのサンプルにおいても共通して検出されていることが確認された。 

FXの推定分子式が C13H20O3であったことから、FXはカルボニル基を最大で 3個有してお

り、FXと 2分子または 3分子の DNPHが反応した誘導体も同時に生成している可能性が考

えられたため、この点についても併せて検討した。C13H20O3が 2分子または 3分子のDNPH

によって誘導体化された場合、それぞれの分子式は C25H28N8O9 および C31H32N12O12、m/z 

（as [M-H]-）は 583.1906および 763.2190と推定されたため、これらの値を用いて EICを描

いて検出の可否を確認した。 

 その結果、水道原水試料および U.americana 培養液試料の双方において、m/z 583.1906 の

イオンが検出された（図 3-9）。一方で、m/z 763.2190のイオンは検出されなかった。このこ

とより、FXは DNPHと反応可能なカルボニル基を最低 2箇所有すると判断した。 
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図 3-8 水道原水サンプルおよび U.americana培養液試料における EIC  

(m/z 403.163 ± 1 ppm) a) U.americana培養液試料、b) 水道原水試料 

 

 

図 3-9 m/z 583.1906の EIC （mass tolerance = 1.5 ppm） 

a) U.americana培養液試料、b) 水道原水試料 
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3-3-3 大気圧化学イオン化法を用いた液体クロマトグラフィー質量分析による原因候補物

質の分子量関連イオンの検出 

ESI はソフトなイオン化法であるものの分析種のフラグメンテーションが全く起こらない

というわけではなく、対象としているイオンが分子量関連イオンかどうかの判断には慎重

を要する。最も確実な方法はイオン化法の正負を入れ替え（本研究の場合では負イオン化

モードから正イオン化モードへの入れ替えを意味する）、[C19H24N4O6+H]+に相当するイオ

ンが検出されるかを確認することである。しかしながら、正イオン化モードで FX の測定

は困難だったため、イオン化モードは共通させつつ、イオン化法を ESIからAPCIに変更し

て再度分析を行った。その結果、RT 15.81 minにピークトップを持つ m/z 403.1622のピーク

が観測された(図 3-10)。ESIでの測定結果では、RT 15.6 minにピークトップが観察されたた

め、両者のピークトップの RTは比較的近いと言える。 

ESIとAPCIの 2つのイオン化法で m/z 403.1622のイオンが共通して検出されていることは

確認できた。よって、FXは分子式を保存しており、分子量関連イオンとして検出されたも

のと結論した。一方で、APCI での検出感度は ESI の 1/100 程度にとどまった。DNPH およ

びその誘導体は熱的に不安定なことから、APCIでのイオン化の際に熱分解し、検出感度が

低下したと予想される。 

 

 

図 3-10 FXの EIC(イオン化法:APCI、 m/z 403.1622、 mass tolerance = 3 ppm) 
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4. 本章のまとめ 

本章では、水道原水試料および U. americana 培養液試料を DNPH にて誘導体化した後に

LC/MS を用いてこれらを分析し、水道水生ぐさ臭原因物質の探索を試みた。その結果、保

持時間 15.7 分、m/z 403.1622 の物質（FX）が候補物質として抽出されたため、精密量解析

および天然同位体パターン解析に基づき、同物質の分子式を C13H20O3 と推定した。FX は

ESI のみならず APCI でも検出されたため、m/z 403.1622 は分子量関連イオンであると判断

した。 

また、FXは水道原水試料と U. americana培養液試料の双方で共通して検出された。すな

わち FX は U. americana が産生する代謝物質であると予想され、また日本においては U. 

americana は水道原水中での生ぐさ臭惹起に大きく寄与していると考えられることから、

FXが生ぐさ臭原因物質であることを支持する結果となった。 

  



 

 

 

 

 

84 

本章の引用文献 

1) Pohnert G: Wound-activated chemical defense in unicellular planktonic algae. Angew. Chem. Int. 

Edit., 39(23), 4352-4354, 2000. https://doi.org/10.1002/1521-3773(20001201)39:23<4352::AID-

ANIE4352>3.0.CO;2-U (2021年 10月現在) 

2) 石橋良信、一柳淳一、後藤光亀、今野弘 揮発性海藻臭（E, E）-ヘプタジエナールの分析

方法に関する実験、土木学会東北支部技術研究発表会（平成 4年度）、

http://library.jsce.or.jp/jsce/open/00322/1993/1993-0314.pdf (2021年 10月現在) 

3) サンプル前処理 - Waters Corporation 

(https://www.waters.com/webassets/cms/library/docs/720005718ja_02.pdf) (2021年 10月現在) 

4) 小川茂: GC/MS, LC/MSのための誘導体化

(https://www.jsac.or.jp/bunseki/pdf/bunseki2008/200807nyumon.pdf) (2021年 10月現在) 

5) Air Quality Guidelines Second Edition - WHO Regional Office for Europe 

(https://www.euro.who.int/__data/assets/pdf_file/0013/123061/AQG2ndEd_5_7Dichloromethane.pd

f) (2021年 10月現在) 

6) 赤岩秀夫 (2005) 機器分析入門, 裳華房, 134-140 

7) Lars Konermann, Elias Ahadi, Antony D. Rodriguez, and Siavash Vahidi, (2013), Unravelling the 

Mechanism of Electrospray Ionization, Anal.Chem, 85, 2-9. 

8) Jurgen H Gross著 日本質量分析学会出版委員会訳 マススペクトロメトリー 

9) Chapter 13. Maximizing variance with principal component analysis 

(https://livebook.manning.com/book/machine-learning-for-mortals-mere-and-otherwise/chapter-

13/)(2021年 10月現在) 

10) 金本理奈、石原秀至 弱点克服 大学生の物理数学 東京図書 

11) 【固有値編】固有値と固有ベクトルの求め方を解説(https://oguemon.com/study/linear-

algebra/characteristic-equation/) (2021年 10月時点) 

12) 重回帰分析による予測モデル(http:///www.ritsumei.ac.jp/se/rv/dse/jukai/MRA.html) (2021年

10月時点) 

13) 相関係数の計算に必要な計算式 (http://www.ritsumei.ac.jp/se/rv/dse/soukan-eq.html) (2021

年 10月時点) 

14) 多重共線性によって重回帰分析の推定は不安定になる（のはなぜか？） 

(https://webbeginner.hatenablog.com/entry/2016/05/29/072806) (2021年 10月時点) 

15) 第 1章 システム生物学と多変量解析 (http://kurodalab.bs.s.u-

tokyo.ac.jp/member/Yugi/Textbook/chapter11.pdf) (2021年 10月現在) 

16) 橋本淳樹, 田中豊: 偏 最 小 2 乗 回帰の ア ル ゴ リズ ム と性 能.  

(https://www.jstage.jst.go.jp/article/jscssymo/22/0/22_37/_pdf/-char/ja) (2021年 10月現在) 

17) 【固有値編】行列の対角化と具体的な計算例(https://oguemon.com/study/linear-

algebra/diagonalization/#toc-6) (2021年 10月時点) 



 

 

 

 

 

85 

18) 線形代数Ⅱ 4-11 対角化可能性 (http://www2.las.osakafu-

u.ac.jp/~yositomi/YouTube/LA2/Slide/LA2_4_11TriAbility.pdf) (2021年 10月時点) 

19) 線形代数学/行列の三角化

(https://ja.wikibooks.org/wiki/%E7%B7%9A%E5%9E%8B%E4%BB%A3%E6%95%B0%E5%AD

%A6/%E8%A1%8C%E5%88%97%E3%81%AE%E4%B8%89%E8%A7%92%E5%8C%96#cite_re

f-1) (2021年 10月現在) 

20) 【固有値編】対称行列の対角化の性質と必ず対角化できる理由

(https://oguemon.com/study/linear-algebra/diagonalization-symmetric-mat/) (2021年 10月時点) 

21) 第 7章 特異値分解とその応用 http://www.chaos.cs.tsukuba.ac.jp/ila/chapter7.pdf) (2021年 10

月現在) 

22) PLS_Toolbox 4.0 Manual 

(http://mitr.p.lodz.pl/raman/jsurmacki/pliki/zajecia/LMDiT/cw3/LMDiT_PLS_Manual_4.pdf) (2021

年 10月現在) 

23) Höskuldsson A: PLS regression methods. J. Chemom., 2(3), 211-228, 1988. 

https://doi.org/10.1002/cem.1180020306 

24) SSII2014チュートリアル資料 - 電気電子工学科

(https://paperzz.com/doc/5380381/ssii2014%E3%83%81%E3%83%A5%E3%83%BC%E3%83%88

%E3%83%AA%E3%82%A2%E3%83%AB%E8%B3%87%E6%96%99--

-%E9%9B%BB%E6%B0%97%E9%9B%BB%E5%AD%90%E5%B7%A5%E5%AD%A6%E7%A

7%91) (2021年 10月現在) 

25) Evaluation of Orthogonal Signal Correction for PLS modeling (OSC-PLS and OPLS) 

(https://www.r-bloggers.com/2013/03/evaluation-of-orthogonal-signal-correction-for-pls-modeling-

osc-pls-and-opls/) (2021年 10月現在) 

  



 

 

 

 

 

86 

第 4章 ガスクロマトグラフィー質量分析およびにおい嗅ぎガスクロマトグラフィーによる

生ぐさ臭原因候補物質の臭気確認 

1 はじめに 

MS をはじめとする機器分析が発達し、微量物質の高感度分析が広く普及したが、時と

して分析機器と遜色ない検出感度を有するのが人間の嗅覚である。例えばスカトールは糞

便臭を有するため嗅ぐと不快感を生じるが、同物質の嗅覚閾値はわずか 5.6 ppt と極めて低

い 1)。またアミルメルカプタンの嗅覚閾値は 0.78 pptと、スカトールよりもさらに低い 2)。

これは、東京ドーム（容積約 124 万 m3）中にわずか数 mL のアミルメルカプタンのガスを

まいただけでもそのにおいを感知できることを意味する。このように、ヒトは元来優れた

嗅覚を有している。 

その一方で、我々が日常的に感じるにおいの実態を解明することには困難を伴う。第一

に、一般に「におい」はスカトールやアミルメルカプタンのような単一物質としての臭気

というよりも、むしろ多成分の混合臭として感じられることが多いため、あるにおいを構

成する臭気成分およびそれぞれの濃度の特定が必要になる。第二に、臭気物質同士の相互

作用は複雑であり、組み合わせ次第でその混合臭は様々に変化する。例として、3Z-

hexenal および(2E, 4E)-heptadienal はどちらも特有の臭気を有しているが、両物質をある特

定の濃度比で混合すると、その混合液は無臭となることがわかっている 3)。加えて、単一

物質の限ってもその濃度によってにおいの感じ方は異なる。スカトールと同様に糞便臭を

有するインドールは、数%程度の濃度では花のような香りを有するので、香水の成分とし

て使われる 4)。 

ヒトの嗅覚はすぐれた検出器であるものの、一方で個々人によって嗅覚閾値が異なった

り、においの感じ方が異なったりなど、再現性という点においては機器分析に劣る。また、

機器分析の様に検出された信号を数値化できないため、主観的な要素を完全に排すること

は難しい。そこでヒトの優れた嗅覚閾値と、機器分析の高い再現性・客観性を組み合わせ

た分析法を開発する動きが生まれ、におい嗅ぎ GC（GC-O）分析が確立された。“O”は

Olfactometryの頭文字であり、嗅覚を意味する“olfactory”と計量を意味する接尾辞“-metry”か

らなる造語である。GC-Oでは、一般的な GCと同じカラムを使用して混合成分を分離する

が、GCカラムの出口を二方向へ分岐するという点が特徴である。分岐させた一報をにおい

嗅ぎポートへ、もう一方を MS などの分析機に接続し、におい嗅ぎ実験と機器分析の結果

を紐づけることで臭気成分の分析が可能になる。 

本研究においても GC-O に着目し、水道原水試料および U. americana 培養液試料の臭気

成分の分析を試みた。3名のパネラーを用いて 3種類の水道原水試料を分析した結果、さま

ざまな臭気成分が検出されたが、うち一つは FXの保持時間と一致し、また 3名のパネラー

がいずれも臭気を感知したことから、FXは有臭成分であることが示唆された。 
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2 実験方法 

2-1 水道原水試料および Uroglena americana培養液試料の前処理 

対象試料の前処理として、3 節にて LC/MS 分析を実施した際と同様に、亜硫酸ナトリウ

ムの添加による DO 除去、加熱（60℃/30 分）、加圧ろ過、固相抽出による濃縮を実施した。

ただし DNPH による誘導体化は分析種の揮発性を著しく低下させるため、GC での分析に

は不適切であると判断し、誘導体化は実施しなかった。また、水分が残存している試料を

低極性GCカラムに導入するとカラムの性能劣化を引き起こすため 5)、これを防ぐために硫

酸ナトリウムを添加して、得られた上清を 0.22 μm メンブレンフィルタでろ過したものを

分析に供した。 

 

2-2 ガスクロマトグラフィー質量分析およびにおい嗅ぎガスクロマトグラフィーによる原

因候補物質の臭気の検討 

2-2-1 ガスクロマトグラフィーの概要 

GCにおいても、LCと同様に、固定相と移動相の 2相間で分配係数が異なる試料成分が、

異なる速度で移動する。その結果として、検体中に含まれる分析種の分離が達成され、そ

れぞれ異なる保持時間において検出される。 

しかし、GC 用のカラムおよび移動相は、LC 用のそれらとは大きく異なる。LC において

は、金属円筒内に直径数~数十 μm 程度の粒子を充填したものがカラムとして用いられるが、

GC カラムとして主に用いられるのは、内径 0.25~0.53 mm 程度のごく細いキャピラリチュ

ーブの内壁表面に液相を塗布したものであり、キャピラリカラムと称される(図 4-1)。この

時、液相内に含有される物質の種類を変更することで、様々な分離モードを達成すること

が可能となる。よく用いられるものとしては 5%フェニル/95%ジメチルポリシロキサンを

有する低極性カラムや、ポリエチレングリコールを有する高極性カラムなどが市販されて

いる 6)。 

また、LC では水、メタノール、アセトニトリルなどの液体が移動相の役割を渡すのに対

して、GCでは水素、ヘリウム、窒素などの気体が移動相として用いられる。これら 3種の

ガスの van deemterプロット（線速度に対する理論段相当高さ）を比較すると、水素が最も

分離に優れていることがわかるが、爆発性を有するガスであるため安全上の懸念がある。

ヘリウムは化学的に極めて安定であるため安全性が高く、また比較的分離にも優れている

ことから、GC用のキャリアガスとして最も頻繁に用いられる。しかしながら、現在は世界

的なヘリウム供給不足に陥っているため、今後の動向が懸念される 7)。 

安全性、供給安定性ともに優れているのが窒素であるが、これら 3種の中では分離が最も

悪い。近年のヘリウム不足を受けて、使用するキャリアガスの種類を簡単に切り替え可能

な（例: ヘリウム⇔窒素）分析機器の開発も進んでいる。 
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図 4-1 GCカラム(キャピラリカラム)の構造 8)  

 

2-2-2 におい嗅ぎガスクロマトグラフィーの概要 

一般に GC は高揮発性物質の分析を目的として用いられ、そのような物質は臭気を有する

ことがある。GC の検出器としては MS、水素炎イオン化検出器（Flame ionization detector, 

FID)、熱伝導度型検出器（Thermal conductivity detector, TCD）などが用いられるが、検体中

の香気成分を分析する際には、人間の嗅覚による検出を行う GC-O が用いられることがあ

る。GC-O の概略図を図 4-2 に示す。分析の原理としては GC と同様であるが、GC カラム

末端から検出器へとつながるラインを分岐させ、新しく設けたもう一方のライン末端から

溶出する気体の臭気を実験者が確認する。イオン化効率が低いなどの理由で検出が困難な

物質であっても、その物質が臭気を有しており、ヒトの嗅覚により検知可能な濃度であれ

ば、GC-Oにより保持時間を特定することができる。 

 

図 4-2 GC-Oの概略図 

 

 

液相 

フューズドシリカ 

ポリイミドコーティング 

内径 
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2-2-3 ガスクロマトグラフィー質量分析およびにおい嗅ぎガスクロマトグラフィー分析の

実験条件 

GC-Oによる FXの臭気確認を行うためには、まず FXの GCにおけるカラム保持時間を特

定する必要があり、そのためには GC-MS を用いて FX の分子量関連イオンを検出すること

が必要となる。表 4-1 に、GC および MS の各分析条件を示す。また、MeOH を入れた 1.5 

mL 褐色バイアル瓶をイオンエンクロージャー内に設置することで、FX の分子量関連イオ

ンの検出感度向上を試みた。イオン化法には、APCIを用いた（第 3章 2-4-3節参照）。 

 

表 4-1 GC-HRMS分析条件 

 

測定機器 
Agilent 7890B(GC)、  

Synapt G2-Si HDMS (MS) 

GCの条件 

Column DB5-MS（30 m, φ0.25 mm, df 0.25 µm） 

Oven Temp. 
30℃ (0-1 min)、  

300℃ (1-14.5 min, 14.5-19.5 min) 

Injection Vol. 2 μL (GC-O) / 5 μL (MS) 

Inlet temp. 250℃ 

Carrier Gas Helium 

流速 0.2 mL/min 

MSの条件 

イオン源 APCI 

イオン化モード positive 

Corona Current 1.0 μA 

Source Temp. 150℃ 

Sampling Cone 40  

Source Offset 80  

Cone Gas Flow 240 L/h 

Aux. Gas Flow 200 L/h 

設定質量分解能 20000 

Acquisition mode Centroid 
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3.結果および考察 

3-1 ガスクロマトグラフィー質量分析による生ぐさ臭原因候補物質の分子量関連イオンの

検出確認 

 前章で推定した FXの分子式 C13H20O3、および APCIで生成しうるイオン種（M+･, [M+H]+, 

[M-H2O+H]+）に鑑み 9-11)、FX の分子量関連イオンとして次の 3種を想定し、それぞれの検

出確認を行った（表 4-2）。また、検討に際しては TONが最も高かった水道原水試料（2019

年 4月 20日採水、TON320）を用いた。 

 

表 4-2 検討した FXの分子量関連イオンの一覧 

 

イオン種 m/z（理論値） 

M+･ （C13H20O3
+･） 224.1407 

[M+H]+ （C13H21O3
+） 225.1491 

[M-H2O+H]+（C13H18O2
+） 207.1385 

 

これら 3種のイオンのうち、ラジカルカチオンに相当する m/z 224は検出されなかった。ま

た、プロトン付加体の相当するm/z 225は検出されたものの、天然同位体パターンを解析し

た結果、想定される含有炭素数は 9となり、FXの分子式を矛盾した。 

そのため、脱水プロトン付加対に相当する m/z 209の検出を確認した結果、図 4-3に示す

EICが得られた。 

 

図 4-3 FXの脱水プロトン付加体の EIC 

（a: U. americana培養液試料、b: 水道原水試料） 
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 比較的明瞭な EICが得られたため、この保持時間におけるマススペクトル（図 4-4）を確

認し、天然同位体パターンを確認した結果、13Cの同位体ピークの強度から予想される炭

素含有数は約 12個となり、FXの推定分子式に一致することが確認された。 

 

 

図 4-4 FXの脱水プロトン付加体のマススペクトル（保持時間 10.4分） 

 

3-2. におい嗅ぎガスクロマトグラフィーによる水道原水試料の臭気確認 

3-2-1.フューズドシリカキャピラリを用いる水道原水試料の複合臭気の確認 

まず、固相抽出等の前処理の過程で生ぐさ臭成分が失われていないことを確認するため、

GCカラムの代わりにフューズドシリカキャピラリを用いて試料の GC-O分析を実施した。

これは通常の GC カラムと同一の素材から構成されるキャピラリであるが、管内壁に液相

が塗布されていないので、試料中成分は分離されない。 

 その結果、試料注入から 10 秒程度が経過した時点において、明確に生ぐさ臭を確認する

ことができた。したがって、前処理の過程で生ぐさ臭は失われていないと判断した。 

 

3-2-2 低極性カラムを用いる水道原水試料中の臭気成分の分離および確認 

水道原水試料の臭気の確認には 3つの異なる試料（1. 2018年 4月 20日採水、TON320, 2. 

2019 年 4 月 22 日採水、TON70, 2019 年 4 月 26 日採水、TON130）を使用して、3 名のパネ

ラーにより臭気を評価した。表 4-3に、TON320のサンプルを分析して得られた臭気分析の

結果を示す。この表からわかるように、検知された臭気の数は極めて多岐に渡った。また、

同一の試料を分析した結果であってもパネラー間のばらつきが大きかった。このため、3

名のパネラー全員が臭気を検知した時間帯を絞り込み、その時間帯で検知された臭気を確

認した結果、表 4-4に示す 3つの臭気が抽出された。 
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表 4-3 水道原水試料（2018年 4月 20日採水）の臭気成分分析の結果 

 

パネラーA パネラーB パネラーC 

RT[min] におい RT[min] におい RT[min] におい 

3.8 酸 4.1 酸 3.8 酸 

4.6 草 4.4 不快臭 4.1 ヨーグルト 

4.8 のり 4.6 金属 4.5 表現不能 

5.0 のり 5.3 タタミ 4.6 金属 

6.6 上履き 5.9 タタミ 5.3 豆 

7.1 食べ物 6.3 タタミ 5.8 タタミ 

7.5 黒糖 7.5 タタミ 6.2 プール 

7.9 ベニヤ 8.8 プラスチック 7.6 表現不能 

8.1 上履き 9.4 黒糖 9.1 表現不能 

9.1 上履き 9.9 茶葉 9.4 カビ 

9.4 ミント 10.5 葉っぱ 9.5 PCの部屋 

9.6 甘い 11.9 不快臭 9.6 よどんだ川 

10.1 金属 12.7 カビ 10.20  のり 

10.6 牛乳 13.4 ゴム 10.4 不快臭 

10.9 金属     10.9 不快臭 

11.2 室内     12.1 表現不能 

11.9 カメムシ     12.5 不快臭 

12.2 セロリ       

 

表 4-4 再現性良く検知された臭気 

 

RT [min] におい 

7.5-7.6 黒糖、タタミ 

9.1-9.6 上履き、黒糖、カビ等 

10.0-10.6 金属、葉っぱ、牛乳 

 

3-2-3. 生ぐさ臭原因候補物質の保持時間における臭気確認 

絞り込んだ時間帯における臭気についてもばらつきが大きかったため、臭気種類を評価

することは困難であったが、FXの保持時間 10.5分において再現性良く臭気が確認されたた

め、FXが有臭成分であることが示唆された。 
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4. 本章のまとめ 

 第 3章にて抽出された FXの臭気の有無を確認するため、水道原水試料および U. americana

培養液試料を GC-O により分析した。あらかじめ GC/MS による FX の保持時間を検討した

結果、FXは脱水プロトン付加体として保持時間 10.5分において検出された。次に、SPEに

より生ぐさ臭が回収できたことを確認するために、フューズドシリカキャピラリを用いる

GC-O 分析を実施した結果、注入から 10 秒程度が経過した時点で生ぐさ臭が確認されたた

め、SPEによる生ぐさ臭の回収に成功したと判断した。 

 3種の水道原水試料をパネラー3名により分析した結果、多数の臭気成分が検知された。再

現性良く臭気が検知された時間帯のみに絞り込んだ結果、3 つの時間帯でさまざまな臭気

が検知され、そのうち 1 つ（10.0-10.6 分）は FX の保持時間を共通していた。よって、FX

が有臭成分であることが示唆された。 
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第 5章 液体クロマトグラフィー質量分析およびガスクロマトグラフィー質量分析による生

ぐさ臭原因候補物質の構造推定 

1. はじめに 

MS は優れた検出感度を有する一方で、MS 分析によって得られる情報は基本的に精密質

量と、そこから推定される分子式（LC/GC を併用した場合には保持時間）のみであり、未

知物質の構造について得られる情報はごく限られている。一方で、冒頭で述べたように、

構造確定のために NMR や IR を用いることも困難であり、環境試料中の未知物質の構造推

定は大きな障壁となっている。 

しかしながら、MS での構造推定は完全に不可能というわけではなく、断片的ながらも

構造情報を得ることができる。これを可能にするのが分析種の断片化（フラグメンテーシ

ョン）であり、イオン化の際に非意図的に、または分析種に対して外部からエネルギーを

印加することで意図的に発生する。これは分析種が過剰な内部エネルギーを獲得した際に、

内部エネルギーが分子内のさまざまな運動（並進、偏角、伸縮等）に分配され、分配され

たエネルギーがある特定の化学結合の結合エネルギーを上回ったときに、その部分での結

合開裂が起こることで生じるものと考えられている。例としてアミノ基（-NH2）は正イオ

ン化モードにより容易に水素付加を受けるが、イオン化したアミノ基は単純誘起開裂

（Simple Inductive Cleavage）と呼ばれるフラグメンテーション反応によって容易に脱離す

ることが知られている 1)。この際、アミノ基は中性のアンモニア（NH3）として脱離するの

で、分析種の m/z より 17 だけ小さいイオンが観察された場合、その分析種はアミノ基を有

していると予想される。 

ジェネラルフラグメンテーションルール（GFR）は対象とするイオンが閉殻か開殻かで

大きく異なる。歴史的には GC-EI/MS、すなわち開殻イオンのほうが長く分析されてきた

ため、開殻 GFR については多くの知見が集積されている。ESI のような閉殻イオン化は EI

に比べると歴史が浅いものの、閉殻 GFRについても徐々に地検が集積されつつある。 

本研究では、LC-MS/MS（閉殻 GFR）および GC/MS（開殻 GFR）を併用して、観察され

たフラグメンテーションパターンに基づく FXの構造推定を試みた。その結果、LC-MS/MS

分析では 4 種のニュートラルロスが観察され、メトキシシクロヘキセノン構造を有すると

予想された。また GC/MS分析では 3種のニュートラルロスに着目した結果、メトキシ基と

末端アルキルケトンを有すると予想された。これらの部分的な構造情報、および FX の分

子式に鑑みて、予想される FXの全体構造 14種が得られた。 
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2. 実験方法 

2-1 液体クロマトグラフィー質量分析を用いた多段階精密質量分析による原因候補物質の

構造推定 

2-1-1 衝突誘起解離による分析種のフラグメンテーション 

 通常、質量分析計の内部は高真空に保たれており、イオンと中性ガスの衝突を可能な限り

低減する設計となっている。しかしながら、質量分析計の中には意図的にイオンと中性ガ

スの衝突を引き起こす機能を有するものもあり、これは分析種のフラグメンテーションを

引き起こすことで未知物質の構造を解析することを目的としている。 

衝突を用いるものとして最も有名な方法は衝突誘起解離（Collison Induced Dissociation, 

CID）である。CID を行う際には、装置内部の一部のみをヘリウム、窒素、アルゴンなど

の中性ガスで満たし、この中にイオンビームを照射する。中性ガスを満たす部分以外は高

真空に保つ必要があるため、近傍に真空ポンプを設置して差動排気された領域を形成する。

CIDにより、ESIで生成するような内部エネルギーの低いイオンであっても活性化すること

が可能となるため、構造解析のための重要な手段となる 2)。 

 

2-1-2 閉殻フラグメンテーションルール 

プリカ―サーイオンがヘテロリティック開裂を起こしたとき、電子の分配は不均等にな

る。すなわち電子を 2 つ多く持つイオンと、電子を 2 つ少なく持つイオンに開裂する。こ

の場合は、閉殻フラグメンテーション（GFR）を用いてフラグメンテーション反応解析を

行うことができる。閉殻フラグメンテーションルールの一覧を図 5-1 に示す 3,4)。本研究で

使用したルールの条件を以下に述べる。 

 

(1) Charge retention fragmentations: Remote hydrogen rearrangements 

Remote hydrogen rearrangementsは、チャージサイトと離れた位置で起こるフラグメンテー

ション反応であり、四員環遷移状態を経由すると仮定して、2 つの共有結合が開裂するこ

とにより進行する。開裂パターンは、プロダクトイオンに π 結合が形成されるパターン a

と、ニュートラルロスに π 結合が形成されるパターン b の 2 種類がある。どちらのパター

ンにおいても、四員環を形成する X は炭素またはヘテロ原子であり、パターン a について

は、チャージサイト側に結合している原子が A ではなく X でも反応は起こり得る。また、

分析種がペプチドの場合は、炭素に結合している水素よりも、窒素に結合している水素の

方が選択的に反応すると考えられる。ペプチドのように分子内にアミノ基とカルボニル基

がある場合、窒素の孤立電子対がカルボニル炭素を求核攻撃することで環状イオンが生成

する可能性もある。さらに系の安定性から、フラグメンテーションを伴わない異性化や、

Remote hydrogen rearrangements とは別の転位反応が起こることも考慮しなければならない。 
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(2) Charge retention fragmentations: Retro-Diels-Alder reactions 

Retro-Diels-Alder reactions（RDA）は、有機化学反応のディールズアルダー反応の逆反応

に相当し、不飽和環状化合物が開裂するフラグメンテーションである。ディールズアルダ

ー反応はペリ環状反応の一種であり、これが進行するかどうかは Woodward-Hoffman 則に

のっとる。ディールズアルダー反応の進行のためのエネルギー供給源としては熱または光

が想定されるが、本研究では MS 装置内でのフラグメンテーション反応を考えるため、熱

反応のみを検討対象とする。また、厳密には結合性軌道と反結合性軌道の向きまで考慮し

なければならないが、想定している RDAに関与する電子総数が 4q+2 (q=1以上の整数)であ

れば反応は起こり得る。しかしながら、Hückel 則を満たすような安定な化合物に関しては、

不飽和環状化合物であっても反応は起こらない。 

 

(3) Charge retention fragmentations: Radical fragmentation 

Radical fragmentationは、チャージサイトから離れた結合がヘテロリティック開裂する反応

である。したがって、イオン、脱離種の双方がラジカルとなる。また、メトキシ基を含む

化合物がメチルラジカル脱離を起こして生じたプロダクトイオンが共鳴可能な（複数の極

限構造を仮定できる）場合、反応が進行しやすくなる。ラジカルが生成するため、開殻

GFR と混同しがちだが、開殻フラグメンテーションの場合には本ルールを適用できないこ

とに注意が必要である。 

 

(4) Charge migration fragmentations: Simple inductive cleavage 

Simple inductive cleavageは、チャージサイトの隣の結合がホモリティック開裂する反応で

あり、ホモリティック開裂するとともにチャージサイトが移動する。また、アリルアルコ

ール、アリルエーテル、フェノールが対象イオンであるとき、Simple inductive cleavage は

起こりやすい。 

 

(5) Charge migration fragmentations: Inductive cleavages assisted by adjacent heteroatoms 

Inductive cleavages assisted by adjacent heteroatomsは、共有電子対を持つ原子の 2つとなり

にチャージサイトがあるときに起こり得る。共有電子対が隣の結合に電子を供与すること

で反応がはじまり、電子供与された結合につながる原子のもう一方の結合が電子不足のチ

ャージサイトに電子を供与する。この反応によりチャージサイトが移動する開裂が起こる。

また、プリカ―サーイオンに S、N、O の原子が含まれている場合、共有電子対を持ってい

る原子であるため、このフラグメンテーションは起こり得る。 
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図 5-1 閉殻フラグメンテーションルール 3,4) 
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図 5-1 閉殻フラグメンテーションルール 3,4)（続き） 
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2-1-3 多段階精密質量分析の実験条件 

 FX の多段階精密質量分析には， LC-ESI(-)-MS（HPG-3400SD-LTQ Orbitrap XL）を用い

た。その際の分析条件を表 5-1 に示す。分離カラム、移動相、バイナリプログラム等の分

析条件については、第 3章にて記載した条件と同一のものを用いた。 

 

表 5-1 高分解能 LC/MS/MSを用いた多段階質量分析の分析条件 

 

項目（単位） 値/タイプ/モード 

Source voltage (kV) 2.50 

Vaporize temp. (°C) 400 

Sheath gas flow (arb.) 60.00 

Aux. gas flow (arb.) 20.00 

Sweep gas flow (arb.) 0.00 

Capillary temp. (°C) 380.00 

Collision gas He 

 

2-2 ガスクロマトグラフィー質量分析を用いた多段階精密質量分析による原因候補物質の

構造推定 

2-2-1 電子イオン化法の概要 

電子イオン化法（Electron Ionization, EI）は質量分析のためのイオン化法として最もよく

用いられ、気相中の中性分析種に対して運動エネルギーを有する電子を照射することでイ

オン化が起こる。この時の電子の運動エネルギーは数十 eVであり、これが分析種のイオン

化エネルギーを上回ると以下のようなイオン化が起こる。 

 

M+e- -> M+･+2e- 

 

大半の分子のイオン化エネルギーは 7 ~ 15 eV の範囲に収まる。より厳密には、EI法での

イオン化効率は分析種のイオン化断面積に依存することがわかっているが、電子エネルギ

ーに対するイオン化断面積の関係は 70 eV 付近で極大値を示すなだらかな曲線である。こ

のため、電子エネルギーが 70 eV から多少ずれてもイオン化効率はほとんどかわらず、ま

た 70 eV という値は全ての原子や分子をイオン化できるほど強力なエネルギーであるので、

EIスペクトルを取得する際の電子エネルギーの設定値はほぼ常にこの値が用いられる 2)。 

 

2-2-2 電界イオン化法の概要 

 EI 法は質量分析の黎明期から現代にいたるまで重要な立ち位置を占めるイオン化法である

ものの、分析種のフラグメンテーションが頻繁に発生するために、分子イオン M+･の保存

に適していないという欠点がある。本研究のような未知物質の探索においては、まず未知

物質の分子式を推定する必要があるため、分子イオンを保存できないことは大きな問題と

なる。 
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そこで EI法よりもソフトで分子イオンを保存可能、かつ GC/MSでのイオン化として利用

可能なものとして、電界イオン化法（Field Ionization, FI）に着目した。その名の通り電界

によりイオン化が起こるが、これには次のような過程が考えられる。 

タングステンのような金属表面の近傍に水素原子が位置する場合、金属に正電位を与え

て 2 VÅ-1程度の強電場を発生させると、プロトンと電子間のポテンシャルが大きく歪み、

電子がプロトンから離れてイオン化が起こる。 

 

M -> M+･+e- 

 

EI 法と異なり FI 法は自動イオン化を応用した方法であり、すなわちエネルギー供給源と

分析種の相互作用はイオン化を引き起こすのみである。すなわち M+･に対して二次的にエ

ネルギーを供給することが無いので、分析種のフラグメンテーションが最小限に抑えられ、

このため FI法は分子イオンの保存に適している 2)。 

 

2-2-3 保持指標の概要 

GC/MS の LC/MS に対する優位性の一つは、分析条件の規格化がなされている点であり、

異なる実験室で得られたデータどうしであっても比較しやすいという特徴がある。先に挙

げた 70 eV の電子によるイオン化もその一つであるが、中でも保持指標（Retention Index: 

RI）は GC/MS分析の大きな武器である。保持指標は、分析種の GC カラム保持時間を絶対

的な値として比較するのではなく、他の標準物質に対する相対的な保持時間として表現す

ることで得られる値である。実際、GC分析の際にはカラム先端に蓄積した汚染物質を除去

するなどの目的でカラムをわずかに切断するという操作が頻繁に行われるので、これを繰

り返す度に GC カラム長はどんどんと短くなり、それに付随して保持時間も短くなる。す

なわちほとんどの場合において、絶対的な値としての GC カラム保持時間を比較すること

は意味をなさない。しかしながら保持指標を用いて保持時間を相対化することにより、こ

の問題は解消される。GC カラムは LC カラムと違って種類が限られていることも、保持指

標の考え方を実現させた要因の一つになっている。 

保持時間を相対化する際の標準物質として用いられるのは直鎖アルカンの混合溶液であ

る。GCの分析法は、時間経過に伴って GC カラムオーブンの温度を上昇させる昇温分析と、

カラムオーブンの温度を一定に保つ恒温分析に大別されるが、それぞれにおいて保持指標

は以下のように求められる 5)。 
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 ここで tr は保持指標値を算出したい分析種の保持時間、tn は tr 未満の保持時間を有するア

ルカンの中で炭素数が最大のものの保持時間、tn+1は trより大きい保持時間を有するアルカ

ンの中で炭素数が最小のものの保持時間、nは保持時間 tnのアルカンの炭素原子数を示す。

アメリカ国立標準技術研究所（National Institute of Standards and Technology, NIST）のデータ

ベースには多くの物質の EI マススペクトルと共に各種 GC カラムにおける保持指標の値が

掲載されており、データベースマッチングの際にはよく参照される値となっている 6)。 

 

2-2-4 電界イオン化法を用いたガスクロマトグラフィー質量分析による原因候補物質の保

持指標値の特定 

 これまでに述べた EI 法および FI 法それぞれの特徴に鑑みると、最終的には FX の EI マス

スペクトルを取得し、フラグメンテーションパターンを解析して構造を推定することが目

的となる。しかしながら EI 法が FX の分子イオンの保存には適さない可能性があり、分子

イオンを検出できない場合、GCにおける FXの保持時間が不明となり、どの EIスペクトル

を構造解析の対象とすべきかがわからない。 

 そこでまず、ソフトイオン化である FI 法を用いて、FX の保持時間および保持指標を特定

することを試みた。その際の実験条件を表 5-2に示す。 

 

表 5-2 GC-EI/FI-MS分析の分析条件 

 

測定機器 
Agilent 7890B (GC),   

AccuTof  Gcx-plus (MS) 

GCの条件 

Column DB5-MS（30 m, φ0.25 mm, df 0.25 µm） 

Oven Temp.(EI) 50℃ (0-1.5 min), 200℃ (1.5-41.5 min) 

Oven Temp.(FI) 

50℃ (0-1.5 min), 300℃ (1.5-43.2 min), 

300℃ (43.2-53.2 min), 350℃ (53.2-55.7 

min), 350℃ (55.7-60.7 min) 

Injection Vol. 1 μL 

Inlet temp. 250℃ 

Carrier Gas Helium 

流速 1 mL/min 

MSの条件 

イオン源 EI/FI 

イオン化電流(EI) 300 µA 

カソード（FI） -10000 V 

スキャン範囲 25-230(EI), 30-800(FI) 

検出器電圧(EI) 2300 V  

設定質量分解能 10000  

Acquisition mode Centroid 
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2-2-5 開殻フラグメンテーションルール 4,7) 

プリカ―サーイオンがホモリティック開裂を起こしたとき、共有結合を形成する電子対が

1 つずつ、イオンおよび脱離種に分配される。このときラジカルイオンが生成するが、ラ

ジカルイオンのフラグメンテーション反応解析に対しては開殻 GFR を用いる。代表的な開

殻 GFRの一覧を図 5-2に示すとともに、各ルールの概要を以下に述べる。 

 

(1)  Radical-site initiation（α開裂） 

Radical-site initiationは α開裂ともよばれ、本論文においては α開裂と称する。代表的な開

殻 GFR であり、不対電子と α結合の 1つの電子が新たに電子対を形成して結合が生成する

ため。よって α 結合はヘテロリティック開裂を起こし、中性ラジカル種が脱離する。また、

チャージサイトとラジカルが異なる原子上に位置している（このようなイオンをディスト

ニックイオンと称する）状態であっても、α 開裂は進行する。反応の前後でチャージサイ

トは変化せず、ラジカルを保有する原子または原子団に依存して反応進行の程度が変化し、

N＞S、アルキル基、O、π結合＞Cl、Br＞Hの順で優先的に起こる。 

 

(2) H rearrangement receptor site unsaturated in ring（McLafferty転位） 

H rearrangement receptor site unsaturated in ringは McLafferty転位ともよばれ、この反応も代

表的な GFR である。McLafferty 転位は、ラジカルカチオンを保有する原子を基準として 4

位または 6 位に位置する水素を転位させる。このとき、チャージサイトの原子はヘテロ原

子でなければならず、また α 解列とは違い、ディストニックイオンでは反応が進行しない。

水素が転位する際の中間体として 4 または 6 員環を仮定するとき、チャージサイトの原子

は π結合を有する必要がある。 

 

(3) H rearrangement saturated receptor site 

H rearrangement saturated receptor siteは、転位する水素とチャージサイトが飽和結合上に存

在しているときに起こりうる反応である。McLafferty 転位と同じく水素転位反応であるが、

H rearrangement saturated receptor site の場合は、ディストニックイオンでも反応は起こりう

る。また、仮定する環状構造はフラグメンテーション後の系（生成系）がフラグメンテー

ション前の系（始原系）よりも安定であれば、この反応は進行する。 

 

(4) 2H rearrangement: Displacement（ラジカル置換反応） 

2H rearrangement: Displacement はラジカル置換反応とよばれ、ラジカルとヘテロリティッ

ク開裂により生じた不対電子が新たな結合を形成し、中性ラジカル種が脱離する反応であ

る。この反応は、開裂する結合とチャージサイトが飽和構造上に存在していなければなら

なく、開裂位置は系の安定性によって決まる。また、チャージサイトはラジカルカチオン

であり、ヘテロ原子上に存在していなければならない。 
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(5) Charge-site initiation（Inductive cleavage） 

Charge-site initiation は、チャージサイトの隣の結合で起きるホモリティック開裂のことで

ある。Charge-site initiationによる Inductive cleavageは、ハロゲン元素＞O、S≫N、Cの順に

開裂が起こりやすい。これは電気陰性度の高い順になっており、すなわち誘起効果の起こ

しやすさが本反応の進行の上で重要となる。また例外として、ニュートラルロスがラジカ

ルであるため、系全体の安定性に着目した際に反応前よりも反応後が安定であれば、チャ

ージサイトの隣ではなく、α結合がホモリティック開裂する場合がある。α 位で開裂する場

合、これはホモリティック開裂であるため、α 開裂とは異なる点に注意しなければならな

い。 

 

 

図 5-2 開殻フラグメンテーションルール 4,7) 

 



 

 

 

 

 

105 

 

 

図 5-2 開殻フラグメンテーションルール（続き）4,7) 

 

 



 

 

 

 

 

106 

2-2-6 電子イオン化法を用いたガスクロマトグラフィー質量分析分析による原因候補物質

のマススペクトルの取得 

前節にて特定した保持指標の値を用いて、これに相当する保持時間周辺の EI マススペク

トルを取得した。EI マススペクトルには FX に由来するプロダクトイオンの他、試料中の

夾雑成分や測定の際のノイズなども含まれるため、あるイオンの実測 m/z 値 +0.005 で EIC

を描いたときに、得られたピークのピークトップが FX と一致したイオンのみをフラグメ

ンテーションパターン解析に供した。 
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3.結果および考察 

3-1 液体クロマトグラフィー質量分析を用いた多段階精密質量分析による原因候補物質の

構造推定 

3-1-1 プロダクトイオンおよびニュートラルロス 

FX+DNPHの EICは保持時間 15.7分にピークトップを示したため、これを含む前後 4枚の

マススペクトル（15.59 分、15.65 分、15.72 分、15.78 分）で検出された全イオンの総数は

380種であった。このうち、4枚全てのマススペクトルで再現性良く検出され、かつ EICの

ピーク形状が明瞭であったイオンのみに絞り込んだ結果、32 種のイオンが得られた。これ

らのイオンの精密質量から予測したプロダクトイオンの分子式と RDB 値、および FX と比

較した際のニュートラルロスの組成を表 5-3に示す。 

 

表 5-3 多段階精密質量分析により検出された 

プロダクトイオンおよびニュートラルロスの分子式 

 

m/z 

分子式  

(プロダクトイオン) 

RDB  

(プロダクトイオン) 

分子式 

 (ニュートラルロス) 

122.0250  C6 H4 O2 N 5.5  C13 H19 O4 N3 

138.0199  C6 H4 O3 N 5.5  C13 H19 O3 N3 

151.0278  C7 H5 O3 N 6.0  C12 H18 O3 N3 

152.0229  C6 H4 O3 N2 6.0  C13 H19 O3 N2 

153.0307  C6 H5 O3 N2 5.5  C13 H18 O3 N2 

164.0230  C7 H4 O3 N2 7.0  C12 H19 O3 N2 

166.0259  C6 H4 O3 N3 6.5  C13 H19 O3 N 

167.0100  C6 H3 O4 N2 6.5  C13 H20 O2 N2 

168.0178  C6 H4 O4 N2 6.0  C13 H19 O2 N2 

176.0467  C8 H6 O2 N3 7.5  C11 H17 O2 N 

177.0307  C8 H5 O3 N2 7.5  C11 H18 O3 N2 

179.0100  C7 H3 O4 N2 7.5  C16 H20 O2 N2 

179.0212  C6 H3 O3 N4 7.5  C13 H20 O3 

181.0131  C6 H3 O4 N3 7.0  C13 H20 O2 N 

182.0209  C6 H4 O4 N3 6.5  C13 H19 O2 N 

183.0049  C6 H3 O5 N2 6.5  C13 H20 O N2 

192.0304  C9 H6 O4 N 7.5  C10 H15 O2 N3 

214.0621  C11 H8 O2 N3 9.5  C8 H15 O4 N 

218.0572  C10 H8 O3 N3 8.5  C9 H15 O3 N 

243.0524  C11 H7 O3 N4 10.5  C8 H16 O3 

272.1041  C14 H14 O3 N3 9.5  C5 H9 O3 N 

283.0837  C14 H11 O3 N4 11.5  C5 H12 O3 

303.1351  C16 H19 O4 N2 8.5  C3 H4 O2 N2 

304.1428  C16 H20 O4 N2 8.0  C3 H3 O2 N2 

316.1302  C16 H18 O4 N3 9.5  C3 H5 O2 N 

325.1193  C18 H17 O4 N2 11.5  C H6 O2 N2 

338.1510  C19 H20 O3 N3 11.5  

H3 O3 N 

（H2O+HNO2) 
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340.1304  C18 H18 O4 N3 11.5  

C H5 O2 N 

(NO+CH5O) 

356.1617  C19 H22 O4 N3 10.5  HNO2 

358.1409  C18 H20 O5 N3 10.5  CH3ON 

359.1361  C17 H19 O5 N4 10.5  C2 H4 O 

385.1519  C19 H21 O5 N4 11.5  H2O 

 

3-1-2 閉殻フラグメンテーション経路および原因候補物質の部分構造 

表 5-2 に示したプロダクトイオンまたはニュートラルロスは、分子式が大きいために構

造を一意に決定できないものが大半を占めたが、構造推定につながるニュートラルロスと

して C2H2O、C2H4O、C3H6Oに着目し、それぞれのフラグメンテーション経路を図 5-3のよ

うに推定した。 

 

 

図 5-3 ニュートラルロス 3種に対する閉殻 GFRによる構造推定 

 

C2H2O については、不飽和結合を有する六員環ケトンがまず逆エン反応（RE）によって

開環し、次にホルムアルデヒドが脱離したものと予想した 3)。C2H4O については、同じく

不飽和結合を有する六員環ケトンが側鎖としてメトキシ基を有する構造を仮定し、遠隔水

素転位反応（rHRa）によるメタン脱離および環状ケトンからの CO 脱離が連続的に起こっ

た結果として、2 段階の反応で生じたニュートラルロスの合計が C2H4O であると予想した

3)。ただし必ずしも図 5-3 に示した順番ではなく、先に CO 脱離が起こってからメタンが脱

離することも想定される。C3H6O については、メトキシ基を有するシクロヘキセンから逆

ディールズアルダー反応（RDA）によってメトキシ基が脱離したものと想定した 3)。これ

らの構造推定の結果を総合して、FXはメトキシシクロヘキセノン構造を有することが示唆

された。 

その他、フラグメンテーション経路が想定可能であったニュートラルロスとして HNO2

C2H2O 

C2H4O 

C3H6O 

RE: Retro ene reaction 
rHRa: Remote Hydrogen Rearrangement 
CO: CO elimination 
RDA: Retro Diels-Alder Reaction 
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があるが、これは DNPH のニトロ基が遠隔水素転位反応によって亜硝酸として脱離したと

予想された 3)。しかしこれは FXの構造についてなんら情報を与えないため、それ以上の検

討は行わなかった。また H2O ロスはヒドロキシ基を有する化合物において頻繁に観察され

るフラグメンテーションパターンであるが、FXの部分構造として 2か所のカルボニル基お

よびメトキシ基を既に仮定しているため、FXの分子式C13H20O3に鑑みると、ヒドロキシ基

を仮定することは不可能である。これを踏まえ H2O ロスは FX 分子由来ではなく DNPH 由

来であると予想し、LC-MS/MS データの実測データベースを用いて類似のフラグメンテー

ションパターンを検索した結果、同じく 1-(2,4-dinitrophenyl)-azepaneにおいてH2Oロスが観

察されていることが確認された。これは DNPH 誘導体の一種であり、ニトロ基の他には酸

素原子を有しないことから、この物質における H2O ロスは DNPH部位のニトロ基から生成

した可能性が高い 8)。FXのDNPH誘導体についても同様の反応が起こってH2Oロスが生成

したと考えられるが、具体的なフラグメンテーション反応機構は不明である。 

 

3-2 ガスクロマトグラフィー質量分析による原因候補物質の構造推定 

3-2-1 原因候補物質の保持指標値 

FX がイオン化によってラジカルカチオン C13H20O3
+･となった際の m/z を 224.1407 と算定

し、0.005 の質量誤差を許容して EIC を描いたところ、図 5-4 のように明瞭なピークが確認

された（同一の分析条件における直鎖アルカン類のピークを併記する）。 

 

 

図 5-4 直鎖アルカンのピーク（上段）および FXの EIC（下段） 

 

図 5-4に示されているように、FXは C17に近い保持時間で検出された。本実験は昇温分

析であるため、2-2-3節の式に従って RI値を算出した結果、1,694となった。 

 

3-2-2 プロダクトイオンおよびニュートラルロス 

FI 法により FX の RI を特定できたため、EI でもこの RI に相当する時間帯のマススペク

トルを取得した結果、1,000 種以上のイオンが確認された。これらのうち、2-2-5 節に示し
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た条件を満たし、さらに構造情報が得られたものは 3種であった。 

 

3-2-3 開殻フラグメンテーション経路および原因候補物質の部分構造 

第 3 章で FX は DNPH と反応可能なホルミル基またはケトン基を最低 2 つ有することが

明らかとなったが、この時点ではそのどちらを有するかは不明であった。そこで、官能基

種別を判定するために、開殻 GFRの一つである α開裂に着目した。 

 α 開裂はカルボニル基に特徴的なフラグメンテーション反応であり、アルデヒドおよびケ

トンの場合には図 5-5 のような電子移動を経て、カルボニル炭素と α 炭素間の結合が開裂

する 7)。 

 

 

図 5-5アルデヒドおよびケトンの α開裂 

 

アルデヒドの α開裂では m/z 29が生成するのに対し、ケトンの α開裂で生成するプロダク

トイオンは側鎖の組成に依存するが、最も単純なメチル基を仮定した場合でも m/z は 43と

なる。よって、m/z 29が生成するかどうかで官能基種別を判定可能である。 

図 5-6に FX の分子イオン（m/z 224）、m/z 29、および m/z 43の EICを示す。信号強度し

ては微弱であるものの、検出器電圧を引き上げることで保持時間 33.5 分にて FX の分子イ

オンの検出に成功した。また、この保持時間を RI に換算した値は 1,692 であり、FI 法で測

定した際の RIとよく一致した。FI法とは異なる分析条件を用いたため、保持時間は異なっ

ているが、RIは一致した。 

一方で、m/z 29の EICは明瞭なピークを示さず、ノイズであると判断した。これにより、

FX はホルミル基を有しておらず、2 か所のカルボニル基はいずれもケトン基であると予想

された。 

 末端ケトンから生成可能m/z 43のEICははっきりとしたピークを示し、ピークトップは FX

の分子イオンのピークトップと一致した。このことより、m/z 43は FXから生じたプロダク

トイオンであり、FXは分子内に末端ケトンを有していると示唆された。 

α 

α 

m/z 29 

m/zは R’に依存 
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図 5-6 FXの分子イオン、m/z 29、m/z 43の検出状況 

  

次に、より詳細な構造推定を目的として m/z 193, 85, 57のイオンに着目した。これら 3種の

イオンについても、m/z 29や m/z 43と同様に、EICを描いて FXのプロダクトイオンである

可能性が高いことを確認した。m/z 193 は、FX の分子イオンからのメトキシ基の脱離によ

って生成し、これに関与しているのは単純誘起開裂であると仮定した。また、側鎖の炭素

数が 3 また 4 のアルキルケトンがフラグメンテーションを起こした場合、まず m/z 85 が生

成し、次いで単純誘起開裂によって m/z 57 が生成すると予想した。炭素数が 5 以上の場合

については、LC-MS/MS による構造推定で示唆されたメトキシシクロヘキセノンも併せて

考慮すると FX の推定分子式と矛盾してしまうため、本研究においては検討から除外し

た。m/z 85 を生成するフラグメンテーション経路は仮定する全体構造によって変化する

が、一例として図 5-7のような一連の反応が考えられる。 

 

 

 

図 5-7 m/z 85のプロダクトイオンの生成機構例 

 

m/z 224  

m/z 29 

m/z 43 

33.0 34.0 

33.0 34.0 

33.0 34.0 
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上記の結果より、開殻 GFR に基づく構造推定の結果、FX はメトキシ基およびプロピル基

またはブチル基を側鎖として有する末端ケトンを含むと示唆された。 

 

3-3 閉殻フラグメンテーションルールおよび開殻フラグメンテーションルールに基づく構

造推定結果の比較 

LC-MS/MSおよび GC/MSによって得られた構造推定結果を、表 5-4に総括した。 

 

表 5-4 開殻 GFRおよび閉殻 GFRによる構造推定結果の比較検討 

 

LC-MS/MS GC-MS 

ニュートラルロス 推定部分構造 プロダクトイオン 推定部分構造 

C2H2O シクロヘキセノン 57 末端ケトン 

C2H4O メトキシ基、環状ケトン 85 末端ケトン 

C3H6O メトキシシクロヘキセン 193 メトキシ基 

 

双方の構造推定では、メトキシ基の存在がともに示唆された。また、LC-MS/MS ではシク

ロヘキセンの存在が示唆されたが、GC/MS ではこれに相当するプロダクトイオンは確認さ

れなかった。対照的に、GC/MS では末端アルキルケトンの存在が示唆されたが、LC-

MS/MS ではこれに相当するニュートラルロスやプロダクトイオンは観察されなかった。ま

た、両者の構造推定結果を比較した際、互いに矛盾しないことがわかる。 

 以上の結果を踏まえ、FXの全体構造を以下の 14種のうちいずれかであると推定した。 

 

 

 

図 5-8 推定される FXの全体構造 14種（*印は不斉炭素を表す） 
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 図 5-8 に示した全体構造を得る過程で、官能基どうしの位置関係を考慮した。例として、

逆エン反応および遠隔水素転位反応により C2H2O を生成するためには、シクロヘキセノン

の 2位の炭素（シクロヘキセン中の 2つの sp2炭素のうち、カルボニル基に近い炭素）は側

鎖を有してはならない。よって、図 5-9a のような構造は矛盾する。同様に、逆ディールズ

アルダー反応により C3H6O を生成するためには、シクロヘキセノンの 6 位の炭素（カルボ

ニル基に隣接する 2 つの炭素のうち、sp3炭素である方）は、側鎖を有してはならない。よ

って、よって、図 5-9bのような構造は矛盾する。 

 

図 5-9 除外した全体構造の例 

a) C2H2Oが生成不可能な例、b) C3H6Oが生成不可能な例 

 

また m/z 85および m/z 57の生成については、図 5-7に示したようなアルキルケトンの主鎖

の炭素数が 6 である構造のほか、5 のものについても、上述の GFR に矛盾せずに全体構造

を仮定できる。この際の余剰の炭素（メチル基）は、図 5-8 の 2 段目および 4 段目のよう

に、シクロヘキセンの側鎖であると仮定できる。 

ただし、アルキル鎖内で分枝するものについては除外した。例として図 5-10 a)のような構

造から図 5-7 と同様の電子移動が起こると、生成するプロダクトイオンは m/z 71 となり、

矛盾する。また図 5-10 b)のような構造の場合、m/z 85 を生成可能であるものの、正電荷が

炭素鎖の端に位置しないので、単純誘起開裂によって生成するプロダクトイオンは m/z 57

ではなく m/z 43となり矛盾する。図 5-10 c)も同様である。m/z 85は炭素数 5のプロダクト

イオンであるため、アルキルケトンの主鎖炭素数が 4以下のものについては除外した。 

さらに、FX が臭気物質であることを考慮すると、分子内の不斉炭素に着目し、光学異性

体を区別することが必要と予想される。光学異性の差はにおいの感じ方に大きく関与する

場合があり、著名な例としてはリモネンが挙げられる。同物質は柑橘類の皮などに多く含

まれ、D 体および L 体が光学異性体として存在する（図 5-11）が、前者がオレンジ臭、レ

モン臭を呈するのに対して、後者はペパーミント臭、およびテルペン油様の臭気を呈する

9, 10)。このように検討した結果、最終的に得られた候補構造は図 5-8の 14種となった。 

 

a) b) 
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図 5-10 アルキルケトンの分枝の検討 

a) m/z 85を生成しないため不適、b) c) m/z 57を生成しないため不適 

 

 

 

図 5-11 リモネンの光学異性体 

a) D-リモネン（オレンジ/レモン臭）、b) L-リモネン（ペパーミント/テルペン油臭） 

  



 

 

 

 

 

115 

4. 本章のまとめ 

本研究では、LC-MS/MS（閉殻 GFR）および GC/MS（開殻 GFR）を併用して、観察され

たフラグメンテーションパターンに基づく FXの構造推定を試みた。その結果、LC-MS/MS

分析では 4 種のニュートラルロスが観察され、メトキシシクロヘキセノン構造を有すると

予想された。また GC/MS分析では 3種のニュートラルロスに着目した結果、メトキシ基と

末端アルキルケトンを有すると予想された。これらの部分的な構造情報、および FX の分

子式に鑑みて、予想される FXの全体構造 14種が得られた。 
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第 6章 本研究の今後の展望 

1. 密度汎関数理論を用いた量子化学計算による構造推定 

前節にて示した GFR による部分構造の推定は、構造推定の第一段階としては有用である

ものの、経験則として確立されてきた側面も大きく、精製するプロダクトイオンやニュー

トラルロスのエネルギー的な安定性、フラグメンテーション反応の活性化エネルギーなど

が考慮されていない場合も多い。そこでフラグメンテーションルールにより理論的な支持

を与え、かつ構造推定の精度を向上させるために、DFT によるフラグメンテーション反応

の検討を実施中である。 

GFR から予想される始原系（結合開裂前の分析種）および生成系（結合が開裂して生成

したイオンとニュートラルロスの複合体）から、QST2 計算によって反応の遷移状態

（Transition State, TS）に相当する活性錯体を探索し、次に活性錯体に対して固有反応座標

（Intrinsic Reaction Coordinate, IRC）計算を実施する。IRC によって得られた始原系、TS、

生成系が反応経路上で滑らかにつながることを確認できれば、その反応は理論的に進行可

能であることを確認できる。反応経路は、任意の個数の“beads”と呼ばれる単位に分割し、

一般には 15 程度の beads が用いられるが、より厳密に反応経路を議論する場合にはより多

数の beadsを用いることが有効である。 

 

2. 分取高速液体クロマトグラフィーおよび核磁気共鳴分光法による構造推定 

 GFRによる構造推定および DFTによる構造推定の併用によって FXの全体構造をさらに絞

り込んだ後に、推定した全体構造の妥当性を確認するために、NMR による FX の分析に向

けて現在実験を行っている。NMR で分析可能な試料純度および試料量を確保するために、

水道原水試料量を大量に採取し、分取 HPLCを用いて精製を行う。この時、FXが揮発性物

質であることに鑑みて、DNPH 誘導体化によって不揮発化した後に分取生成を行う。現時

点での予備検討の結果、FX の単離精製には成功しているものの、回収量が不十分であり、

解析可能な NMR スペクトルを得られていない。今後は引き続き水道原水試料の分取生成

を行い、十分量の FXを回収次第、再度 NMRにて分析予定である。 

 

3. 原因物質自動検出システムの構築および全国各地の水道事業体における原因候補物質の

存在実態調査 

本研究での検討によって FX が生ぐさ臭惹起に寄与している可能性が示唆されたものの、

現時点で水道原水試料として用いたのは関西地方の 1 箇所の採水地点から採取した試料の

みであり、FX が全国各地の水道水源に存在するか、また FX が生ぐさ臭惹起に有意な寄与

を示しているかどうかは、現時点では不明瞭である。 

そこで各地の水道事業体の協力を仰ぎ、FX の存在実態を解明することを検討している。

これを達成するために、オンライン上で利用可能な化学物質の自動検出システムを構築済

みであり、現在試験的に運用している段階にある。本システム上には FX の EI マススペク
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トルも収録されている。各地の水道事業体の水質試験結果（GC/MS分析で得られたEIマス

スペクトル）を、システム上の FXの EIマススペクトルとマッチングすることで、FXの検

出を確認できる仕組みとなっている。FX の存在実態が解明されれば、FX および生ぐさ臭

の発生メカニズムがより詳細に理解されるものと期待される。 
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第 7章 総括 

本論文は、水道水生ぐさ臭の原因物質が十分に解明されていない実態に鑑み、これを探

索し、かつその構造の部分的な推定を試みたものである。 

第 1 章では、日本の上水道における生物障害、特に異臭味被害の発生状況と、これらを

管理するための水道法などの法体系を整理した。その結果、異臭味被害は閉鎖性水域にお

ける藻類の増殖が主原因となって引き起こされること、中でも生ぐさ臭は被害件数が多い

にもかかわらず十分に実態が解明されていないこと、それゆえに基準項目化されるにいた

っていないことなどを述べた。また、本研究で用いた解析手法である多変量解析（主成分

分析、重回帰分析、部分最小二乗回帰分析）および GFR に基づく未知物質の構造推定につ

いて、その概略を整理した。 

第 2 章では、2,4-ジニトロフェニルヒドラジン（DNPH）により誘導体化した試料を想定

した選択的な精製方法の開発を行った。その結果、弱陽イオン交換カラムを用いる固相抽

出法によって、未反応 DNPH のみを除去しつつ DNPH 誘導体を回収可能な選択的精製方法

を見出した。また、弱陽イオン交換カラムが選択的精製をもたらす機構を考察するために、

DFT を用いる量子化学計算によって、精製のメカニズムを検討した。これにより、固相と

DNPH誘導体の複合体は、固相と未反応 DNPHの複合体と比較した際に約 11 kJ/molだけエ

ネルギー的に安定であること、および精製には互いのフェニル基の π-π スタッキングが寄

与している可能性が示唆された。 

第 3章では、高分解能 LC/MSおよび多変量解析の組み合わせによる水道水生ぐさ臭原因

物質の探索を実施した。既往研究から生ぐさ臭原因物質はアルデヒド類またはケトン類で

あることが予想されたため、はじめに DNPH により誘導体化した臭気強度の異なる複数の

水道原水試料、および Uroglena americana 培養液試料を高分解能 LC/MS により分析し、得

られたデータに対して差異解析および PLS 回帰分析を適用して、原因物質候補を抽出した。

PLS 回帰分析においては、回帰モデルの精度向上を目的として、モデル構築に使用する変

数の取捨選択（iOPLS 回帰分析）を実施した。次に、精密質量解析および天然同位体パタ

ーン解析によって、FXの分子式を C13H20O3と推定した。 

第 4 章では、におい嗅ぎ GC を用いて FX の臭気の有無を確認した。初めに、高分解能

GC-APCI-MS を用いて水道原水試料および Uroglena americana 培養液試料を分析し、FX の

分子量関連イオンの検出に成功した。次に、特定した保持時間の周辺で溶出する成分の臭

気を確認するため、3 名の異なるパネラーによるにおい嗅ぎ GC 分析を実施した結果、FX

は有臭成分であることが示唆された。 

第 5 章では、高分解能 LC-MS/MS および高分解能 GC-EI/FI-TOFMS を用いる FX の部分

的な構造推定を実施した。閉殻 GFRおよび開殻 GFRによって FXのフラグメンテーション

パターンを解析した結果、FX はメトキシシクロヘキセノンおよび末端アルキルケトンを有

することが示唆された。この結果に基づき、FX の全体構造として推定されるものを 14 種

にまで絞り込んだ。ただし GFR は経験則的な側面も大きいほか、官能基の位置のみが異な
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る位置異性体に対しては、その効果は限定的である。今後は第 6 章で述べた方法を用いて、

FXの構造確定に取り組む。 
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