Tubulent flow chromatography/LC/MSを用いた河川水中
のミクロシスチン類の直接微量分析
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【目的】近年，農薬類などの有機汚染物質による河川水等の環境汚染への関心に加えて，微生物やラン藻が生産する毒物にも関心が集まっている。湖沼等の富栄養化の進行により発生する｢水の華｣と呼ばれるｱｵｺはMicrocyst　is属等の淡水産のﾗﾝ藻類であり，ミｸﾛｼｽﾁﾝ類と呼ばれる一連の毒性物質を生産する。これらﾐｸﾛｼｽﾁﾝ類は，強力な肝毒性と発がん性作用を併せ持つ化合物であり，日本国内においても諏訪湖，霞ヶ浦，津久井湖などの湖沼で有害ｱｵｺが発生し４種類のﾐｸﾛｼｽﾁﾝが確認されており，人への健康影響が危惧されている。世界保健機構(WHO)は平成10年3月，飲料水中のﾐｸﾛｼｽﾁﾝの暫定ｶﾞｲﾄﾞﾗｲﾝ値をﾐｸﾛｼｽﾁﾝ-LRとして0.001mg/lに設定した。 これら化合物の分析法に関しては，ｶﾞｽｸﾛﾏﾄｸﾞﾗﾌｨｰ(GC)/質量分析法(MS)を用いた方法も報告されているが，ミｸﾛｼｽﾁﾝを3-methoxy-2-methyl-4-phenylbutyric　acid(MMPB)に分解してこの物質を測定する方法であるため，総量分析には有効であるが，個別分析や未知物質の検索には応用できない。従って液体ｸﾛﾏﾄｸﾞﾗﾌｨｰ(LC)とMSをｵﾝﾗｲﾝで接続したLC/MS法がﾐｸﾛｼｽﾁﾝの分析に応用されている。一方試料前処理としては、これらﾐｸﾛｼｽﾁﾝ類の存在量が非常に微量である為,濃縮が必要であり、溶媒抽出,固相抽出法等の方法が用いられている。しかしこれら濃縮法は時間の要する煩雑な方法である。近年,固相抽出法をｵﾝﾗｲﾝ化した方法が報告され,自動化及び試料量を低減できることか注目されている。そこで今回、Tubulent flow chromatography　(TFC)を利用したｶﾗﾑｽｲｯﾁﾝｸﾞ法によるｵﾝﾗｲﾝ試料濃縮/LC/MS法によるﾐｸﾛｼｽﾁﾝ類の分析法を確立したので報告する。
【実験方法】LC/MS装置にはAgilent Tecnologies製Agilent1100液体ｸﾛﾏﾄｸﾞﾗﾌ及びAgilent1100ｼﾘｰｽﾞMSD(卓上型四重極型質量分析装置）を使用した。TFC ｼｽﾃﾑにはFig.1に示したCohesive Technologies製Model2300HTCｼｽﾃﾑを用いた。試料前処理ｶﾗﾑにはCohesive Technologies製Turbo flow C18　(50mm,1mm,50μm),分析用ｶﾗﾑにはAgilent Technologies製Zorbax Eclips XDB C18(50mm,4.6mm,3.5μm)を使用した。測定条件はtable.1に示したが,試料

はLoading pumpの移動相A(0.1%HCOOH)を5ml/minで試料前処理ｶﾗﾑに通した状態で注入し,一定時間後ﾊﾞﾙﾌﾞAを切り替えｶﾗﾑを逆方向で同一移動相にて洗浄を行い,その後ﾊﾞﾙﾌﾞBを切り替える事により(Fig.1の状態)Eluting pumpで試料前処理ｶﾗﾑからﾐｸﾛｼｽﾁﾝ類を分析ｶﾗﾑに導入し,移動相C及びDの高速ｸﾞﾗｼﾞｴﾝﾄで溶出MSで測定を行った。MS条件はｲｵﾝ源にはｴﾚｸﾄﾛｽﾌﾟﾚｰ法を利用し,正ｲｵﾝによるSIMﾓｰﾄﾞで測定を行った。SIMﾓｰﾄﾞでのﾓﾆﾀｰｲｵﾝには各ﾐｸﾛｼｽﾁﾝの2価のﾌﾟﾛﾄﾝ付加ｲｵﾝを選択した。この方法を用いてTubulent flow chromatographyによるｵﾝﾗｲﾝ試料濃縮法の最適条件の確立及び確立した方法での許容試料量,測定精度について確認を行った。
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　　Fig.1 Model2300　HTCｼｽﾃﾑ

   Table.1 Analytical condition

   Prep column       :  Turbo flow C18(50mm,1mm,50μm)

    Analytical  column :  Zorbax Eclips XDB C18

                          (50mm,4.6mm,3.5μm)

    Mobile phase       :  A,C:0.1%HCOOH B,D:MeCN

                          Separation: 80%C/D--(4min)--30%C/D

    Flow rate          :  Loading :5ml/min separation: 1ml/min 

   Ionization      :  Electrospray(Positive ion)

   SIM monitor ion:  RR:520 YR:1045 LR:995


【結果,考察】

A)試料負荷及び洗浄条件 試料前処理ｶﾗﾑへの試料負荷に関しては移動相流量を5ml/minとしTubulent flow領域で試料を注入することで,今回対象したﾐｸﾛｼｽﾁﾝ類はｶﾗﾑに保持され,試料中の高分子ﾌﾐﾝ質や水溶性成分は迅速に除去が可能である。従って試料負荷時の移動相条件として負荷時間及びﾊﾞｯｸﾌﾗｯｼｭによる洗浄時間について検討した。その結果試料負荷時間:20秒及び洗浄時間:15秒で最適値が得られた。またこの条件でのﾐｸﾛｼｽﾁﾝ類の回収率は90%以上と良好であった。

B)分離条件,再平衡時間  分離条件についてはｱｾﾄﾆﾄﾘﾙ及び0.1%ぎ酸によるﾘﾆｱｰｸﾞﾗｼﾞｴﾝﾄで検討したが,今回分析条件を短縮化する目的で,分離ｶﾗﾑには高速分析用ｶﾗﾑを使用し高速ｸﾞﾗｼﾞｴﾝﾄ条件で行った結果Table.1の条件で4分以内で分析することが可能であった。この条件でﾐｸﾛｼｽﾁﾝYRとLRの分離は不可能であったが,測定質量の違いにより測定は可能であった。次の分析の為の再平衡化時間は分析ｶﾗﾑへの流量を1分間1.5ml/minとしその後1ml/minで１分間流すことで各ﾐｸﾛｼｽﾁﾝの保持時間は再現性良く測定が可能であった。

C)試料注入量 Fig.2には試料量と各ﾐｸﾛｼｽﾁﾝの強度の関係を示したが,注入量を1mlまで増加してもﾐｸﾛｼｽﾁﾝ類の強度は増加し,ﾋﾟｰｸ形状の変化もなかった。従って試料注入量は1mlとした。この注入量は通常の100倍量であり,ｵﾌﾗｲﾝでの試料100倍濃縮に相当する。

■：Microcystin-RR, □: Microcystin-YR

×: Microcystin-LR

Fig.2:注入量と各ﾐｸﾛｼｽﾁﾝのﾋﾟｰｸ面積

D)河川水への適応  本法を河川水への適応を検討する為,ﾐｸﾛｼｽﾁﾝの含有しない大阪市内の河川水を用いて添加回収,再現性及び直線性を検討した。その結果回収率は0.1ppb相当の添加量で92.3～95.6%,再現性が5試行で相対標準偏差が4.3～5.8%であった。また直線性も0.1～10ppbの領域ですべて相関係数が0.998以上と良好であった。0.1ppb添加河川水のSIMｸﾛﾏﾄｸﾞﾗﾑをFig.3に示したが,ﾐｸﾛｼｽﾁﾝ類以外の妨害成分の影響なくS/N>3以上での検出が可能であった。

 以上本研究において確立した方法で試料をろ過後、ｵｰﾄｻﾝﾌﾟﾗｰにｾｯﾄするだけで試料前処理及び再平衡時間も含め9分以内で全行程が可能であり,20検体の処理が3時間以内であった。また試料前処理ｶﾗﾑに関しては現在100検体以上の測定を行っているが,圧力上昇もなく連続測定が可能である。






Fig.3 0.1ppb添加河川水のSIMｸﾛﾏﾄｸﾞﾗﾑ
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