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水道水源における消毒副生成物前駆物質の特定と 

生成特性の把握

京都大学大学院工学研究科 小坂浩司、京都大学工学部 多田悠人 

１. はじめに

 浄水処理過程において、病原微生物の人体への感染を防ぐために消毒が行われている。消

毒のおかげで、私たちは安心して水道水を飲むことできる。消毒がもたらす恩恵は非常に大

きい。一方で、消毒に伴い消毒副生成物(Disinfection byproducts; DBPs)が生成されること

も知られており、トリハロメタンやハロ酢酸(Haloacetic acid; HAAs)に代表されるような一

部の DBPs は、人体に有害な影響を与えることが分かっている。水道原水中の DBP 前駆物質の

除去や浄水処理過程での DBPs の発生抑制を研究することが大切であることは言うまでもな

い。 

近年、水道水源中にラフィド藻類の発生が確認されており、その際に原水中のトリクロロ酢

酸 (Trichloroacetic acid; TCAA)生成能が上昇したことが報告されている 1, 2)。また、市販

のラフィド藻類を培養した溶液について、ラフィド藻類数と塩素処理後の TCAA 濃度に相関が

あったことも報告されている 2)。しかし、ラフィド藻類に由来する TCAA 前駆物質は明らかに

されておらず、浄水場では塩素注入量の低減や、前塩素処理を止めるなどといった対応が施

されているに過ぎず、十分な管理体制が構築できているとは言い難い。ラフィド藻類に由来

する前駆物質の特定が行われれば、前駆物質が生成しにくい条件の把握、前駆物質の処理方

法の開発等により水道水中の TCAA の低減につながると考えられる。 

 以上より、本研究ではラフィド藻類に由来する TCAA 前駆物質の探索を行った。解析手法と

して特性の異なる 2 種類のカラムを用いた高速液体クロマトグラフ(High performance 

liquid chromatography; HPLC)による分画と各画分への TCAA 生成能試験を組み合わせ、前駆

物質の分離・生成を行った。また、液体クロマトグラフ–四重極飛行時間型質量分析計(Liquid 

chromatography-quadrupole-time-of-flight tandem mass spectrometry; LC-QTOF/MS)によ

る精密質量分析から、TCAA 前駆物質の分子量および分子式の推定を行った。 

２. 方法

2.1 試薬と溶液 

 本研究では、超純水製造システム(Milli-Q Academic; Millirepore)により製造した精製水

(以降、MQW と記載)を溶液の調製等に用いた。HAA9(100 mg/L)の標準液は、関東化学から購入

した。次亜塩素酸ナトリウム(試薬特級)、塩化アンモニウム(試薬特級)、酢酸(試薬特級)、

リン酸(試薬特級)、メタノール(LC/MS 用)、アセトニトリル(LC/MS 用)、ギ酸(LC/MS 用)、リ

ン酸一水素ナトリウム、リン酸二水素カリウム、 EDTA、DPD 硫酸塩、EDTA 二ナトリウムは富

士フイルム和光純薬から購入した。これらを用いて 3 g/L 次亜塩素酸溶液、15 g/L 塩化アン

モニウム、500 mM リン酸緩衝液、1.5 mM リン酸水溶液、3% ギ酸水溶液、リン酸緩衝液 (DPD

用)、DPD 溶液を作成した。 
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2.2 対象資料 

 2017 年 10 月のラフィド藻類発生時に採取したダム湖水を用いた。このダム湖水は A 水道

事業体の水道水源として利用されている。ガラス繊維ろ紙 GA-55(孔径 0.6 µm; アドバンテ

ック)によりろ過した後に実験に用いた。全有機炭素(Total organic carbon; TOC)量および

TCAA 生成能(-formation potential; -FP)は、それぞれ 2.6 mgC/L、560 µg/L であった(試験

方法は後述する 2.7 を参照)。 

 

2.3 HPLC 分画による TCAA 前駆物質の分離 

 前処理として、ろ過したダム湖水 2 L を 40 ℃ に保った状態でロータリーエバポレーター 

(REN-1 Series; IWAKI)と窒素吹き付け機(Dry Thermo Bath MG-2000; EYELA)を用いて、25 

倍濃縮した。濃縮液について HPLC 分画を行った。 

 まず、逆相カラム(ZORBAX SB-Aq、4.6×150 mm; Agilent Technologies)を用いて HPLC 分

画を行い、0.33～1 分および 1～40 分までの 1 分ごとの画分(合計 40 画分)を作成した。表 1

に、逆相カラムを用いて HPLC 分画を行った際の条件を示す。移動相は MQW とメタノールであ

り、流量 1.0 mL/分に対し 100 µL を注入量に設定した。各画分について TCAAFP 試験を行っ

た(後述する 2.7 参照)。 

 次に、TCAAFP が高かった画分を収集し、窒素吹き付け機により 40 倍濃縮した。この濃縮液

について、親水性相互作用クロマトグラフィー(Hydrophilic interaction chromatography; 

HILIC)カラム(HILIC-OH5、4.6×150 mm; Agilent Technologies)を用いて HPLC 分画を行い、

1〜41 分までの 1分ごとの画分(合計 40 画分)に分けた。表 1に、HILIC カラムを用いて HPLC 

分画を行った際の条件を示す。移動相は 1.5 mM リン酸水溶液とアセトニトリルであった。各

画分にはアセトニトリルが含まれているため、その割合を下げるために、窒素吹き付け機で

約 10 倍濃縮した後に、2.7 で後述する TCAA 分析方法において、液体クロマトグラフ–タンデ

ム質量分析計(Liquid chromatography-tandem mass spectrometry; LC-MS/MS)で測定できる

TCAA 濃度範囲に合わせるために、元の分画試料に対して 1.6 倍希釈になるように MQW でメス

アップした。その後、各画分について TCAAFP を測定した。 

表 1 HPLC 分画の測定条件 

 

 

逆相カラムによるHPLC分画 HILICカラムによるHPLC分画

LC Prominence 20A (Shimadzu) Prominence 20A (Shimadzu) 

フラクションコレクター FRC-10A (Shimadzu) FRC-10A (Shimadzu)

ZORBAX SB-Aq、4.6×150 mm HILIC-OH5、4.6×150 mm

 (Agilent Technologies)  (Agilent Technologies)

A液: MQW A液: 1.5 mMリン酸水溶液

B液: メタノール B液: アセトニトリル 

B液: 0(0～10分)→ 30(15分) B液: 95(0～15 分)

→ 80(18～30分)→ 80(35〜45分)→ 5(25～42分)→ 95(45～60分)

カラム温度(℃) 25 25

注入量(µL) 100 50

流量(mL/分) 1.0 0.5

グラディエント条件(%)

移動相

カラム
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2.4 UV 吸光度による特性解析 

 HILIC カラムを用いた HPLC 分画と同じ条件、試料を用いて、試料中に芳香環を持つ物質が

存在することを確認するために波長 254 nm における紫外部(Ultraviolet; UV)吸光度の測定

を行った。 

 また、HILIC カラムを用いた HPLC 分画において最も TCAAFP が高かった画分を用いて、

TCAAFP 試験前後における、UV 吸光度の変化も観察した。この時、ブランクとして MQW にリン

酸緩衝液(最終濃度 5 mM)と塩化アンモニウム (最終濃度 50 mg/L)を加えた試料についても

測定を行った。この実験における移動相は A液に 5 mM 酢酸水溶液を用いた。 

 なお、UV 測定器は SPD - M20A (Shimadzu)を利用した。 

 

2.5 固相抽出カラムによる分離 

 TCAA 前駆物質がどのような官能基を有するのかを検討するために、HPLC 画分を行っていな

い試料を用いて固相抽出を行った。固相には Oasis MCX カートリッジ(Waters)(以降、MCX と

記載)と Oasis MAX カートリッジ(Waters)(以降、MAX と記載)を用いた。固相抽出カートリッ

ジを通過した試料と通過前の試料の TCAAFP 試験を行った。MAX は逆相－強陰イオン交換ポリ

マーで、酸性化合物に対する選択性がある 3)。一方で、MCX は、逆相－強陽イオン交換ポリマ

ーで、塩基性化合物に対する選択性がある 3)。図 1に固相抽出の手順を示す。 

 

図 1 固相抽出の手順 

 

 前処理として、試料 20 mL を 100 mL メスシリンダーで 5 倍希釈した。これを 2 本用意し、

一方は、ギ酸を体積比で 1% になるように加えた。他方は pH が 10〜11 になるように 1 M の

水酸化ナトリウム水溶液を 0.05 mL 加えた。MCX のコンディショニングは、100% メタノール 

20 mL と 1% ギ酸水溶液 20 mL を 5 mL/分の流量で流すことで行った。MAX では、100% メタノ

ールを 20 mL、 1% アンモニア水溶液を 20 mL、MQW を 20 mL の順で、いずれも 5 mL/分の流

量で流すことでコンディショニングを行った。1% ギ酸を加えた試料は、MCX に通水させ、通

水液を回収した。同様に水酸化ナトリウム水溶液を加え塩基性にした試料は MAX に通水させ、

通水液を回収した。その後、 カートリッジに通す前の試料も含めて、TCAAFP 試験を行った。
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ただし、1% ギ酸を加えた試料は、TCAAFP 試験において、リン酸緩衝液で pH 7.0 にならなか

ったために、1 M の水酸化ナトリウム水溶液で pH 7.0 になるように調製を行った後に、TCAAFP

試験を行った。 

 

2.6 精密質量分析 

 HILIC カラムによる HPLC 分画によって精製した高濃度で TCAA 前駆物質が含まれる画分を

LC-QTOF/MS で分析した。測定条件を表 2に示す。後述する固相抽出と紫外部吸光度測定の結

果を基に測定条件を決定した。TCAAFP 試験を行った試料と TCAAFP 試験において次亜塩素酸

溶液のみを加えなかった試料を用意し測定を行った。得られた 2 つのマススペクトルから塩

素処理後に減少したピークを探索した。そのピークから、分子量と分子式の推定を試みた。 

表 2 LC-QTOF/MS による分析条件 

 

 

2.7 分析方法 

2.7.1 TCAAFP 

 10 mL 褐色のガラス容器に試料 4 mL と撹拌子を入れ、リン酸緩衝液を加え pH 7.0(最終濃

度 5 mM)とした。これに塩素濃度が 30 mg/L となるように少量の次亜塩素酸溶液を加え、20 

秒間撹拌し、20℃の実験室内の暗所 24 時間反応させた。その後、塩化アンモニウム溶液を 50 

mg/L になるように少量加え、遊離塩素を除去した。この試料をバイアル瓶に移し、分析に供

した。HILIC カラムを用いた HPLC 分画では、試料を 2 mL にして分析を行った。培養液では、

次亜塩素酸溶液を塩素濃度が 30 mg/L となるように加え、塩化アンモニウム溶液を 100 mg/L 

になるように少量加え遊離塩素を除去した。 

 TCAA の測定は、液体クロマトグラフ－タンデム質量分析計(Liquid chromatography- 

機種 1260 Infinity(Agilent Technologies) 
HILIC-OH5、150×4.6 mm
 (Agilent Technologies)

カラム温度(℃) 30
注入量(µL) 10

A 液 : 5 mM 酢酸水溶液
B 液 : アセトニトリル

B液: 95(0～15分)→ 5(25～42分)
→ 95(45～60分)

流量(mL/分) 0.5 
6560 Ion Mobility Q-TOF

LC/MS (Agilent Technologies)
イオン化法 ESI-
スキャン範囲(m/z) 20～1100
乾燥ガス(N2)温度(◦C) 250
乾燥ガス(N2)流量(L/分) 13
ネブライザーガス(N2)(psi) 40
シースガス温度(◦C) 350
シースガス流量(L/分) 12
キャピラリー電圧(V) -3000
ノズル電圧(V) 500
フラグメンター電圧(V) 360 

グラディエント条件(%)

移動相

機種

Q-TOF/MS

LC

カラム
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tandem mass spectrometry; LC-MS/MS)(4000 QTRAP; AB Sciex)を用いて行った(表 3)。TCAA 

の検量線範囲は、3、10、30、100、300 µg/L の 6 段階とした。定量下限値は 3µg/L であった。 

表 3 LC-MS/MS による TCAA 分析条件 

 

1) 括弧内の数値は DP (V)、EP (V)、CE (V)、CXP (V) の組み合わせ 

 

2.7.2 TOC 

 TOC は TOCVCSN(Shimadzu)を用いて測定した。測定方法は、試料からあらかじめ IC(無機炭

素)を除去し、その後の TC(全炭素)を測定することで TOC 測定を行う NPOC 法(不揮発性有機

体炭素法)を用いた。 

 

３. 結果および考察 

3.1 HPLC 分画による各画分の TCAA 生成能と TCAA 前駆物質の化学特性 

 濃縮液について、逆相カラムによる HPLC 分画の各画分の TCAAFP を、図 2に示す。40 画分

を収集したが、10 分までの 10 画分の TCAAFP の合計と分画前の 25 倍濃縮試料の TCAAFP(570 

µg/L)が一致したため、10 分までを対象とした。ブランクとして、TCAAFP 試験において次亜

塩素酸溶液を加えなかった試料も用意し TCAA を測定したが検出されなかった。 

 1～2 分の画分の TCAAFP は高い結果となった(440 µg/L)。逆相カラムでは疎水性物質が保

持され、親水性物質が溶出しやすい。また 10 分までの移動相の条件は、MQW が 100%であった

ことから、TCAA 前駆物質は非常に親水性が高いと推察された。1～2分の画分から LC-QTOF/MS  

を用いて TCAA 前駆物質に由来するマススペクトルの特定を試みたが、非常に多くのマススペ

クトルが確認され、対象とするピークを見つけることは非常に困難であった。そこで、1～2 

分の画分から TCAA 前駆物質の分離を目的として、HILIC カラムによる HPLC 分画を行った。 

 HILIC カラムを用いた HPLC 分画の各画分の TCAAFP を図 3 に示す。24～26 分の連続した画

分の TCAAFP が高いことがわかった。HILIC カラムでは、逆相カラムと違い、親水性物質が保

持される。初めの 15 分間の移動相の条件はアセトニトリルの割合が 95%であるので、親水性

機種 Prominence 20A(Shimadzu) 

カラム VP-ODS 150×4.6 mm(Shimadzu) 

カラム温度(℃) 50

注入量(µL) 10

移動相 A 液 : 0.3% ギ酸、B 液 : メタノール 

B液: 1(0～0.5分)→ 50(5分) 

→ 99(25分)

流量(mL/分) 0.3 

機種 4000 QTRAP(AB sciex) 

イオン化法 ESI-

イオンスプレー電圧(V) -5500

ターボイオンスプレー温度(℃) 300

カーテンガス(psi) 50

ネブライザーガス(psi) 80

ヒーターガス圧(psi) 50

コリジョンガス(psi) 6

多重反応モニタリング(MRM)(m/z) 160.8>116 (-35、-4、-16、-3)1

グラディエント条件(%)

LC

質量分析部
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物質が固相に捕捉され、その後アセトニトリルの割合が低くなるにつれ、親水性物質が徐々

に析出するものと考えられる。図 3 に示すように、24～26 分の連続した 2画分から前駆物質

は溶出したがこれらの結果から、TCAA 前駆物質は 1つの物質ないしは、複数の物質であった

としても類似の物理化学的性質を持つ物質であると推察された。 

 

 

 

 

 

3.2 UV 吸光度 

 図 3と同一の分析条件における、波長 254 nm における UVのクロマトグラムを図 4に示す。

図 2 逆相カラムによる HPLC 分画の各画分の TCAAFP 

図 3 HILIC カラムによる 1～2分の画分(図 2)の HPLC 分画の各画分の TCAAFP 
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図 3 の結果と同様に、UV のクロマトグラムでも 24～26 分において高い値を示した。この結

果から、TCAAFP が高い画分中には芳香環を持つ物質が含まれると考えられた。 

 また、図 5 に 25～26 分画分の塩素処理前後の波長 254 nm における UV 測定結果を示す。塩

素処理後に、25～26 分における波長 254 nm に対する吸光度が減少したことが確認できた。

塩素処理前試料の 25～26 分における画分を再度収集し、TCAAFP を測定したところ生成能は

十分に確認された(196 µg/L)。従って、波長 254 nm の吸光度の減少は、TCAA 前駆物質に起因

すると考えられた。 

 

 

 

 

 

 

3.3 固相通水前後の TCAA 生成能 

 図 6 に固相通水前後の試料の TCAAFP を示す。カートリッジ通水前の試料の TCAAFP につい

て、MCX の方が MAX の場合に比べて低いが、これは水酸化ナトリウム水溶液の添加によって

試料が希釈されたことによる。 

 MAX の場合、通水前の TCAAFP は 127 µg/L、通水後は 5.7 µg/L であり、固相への通水によ

って TCAAFP が大きく減少した。MAX は逆相強陰イオン交換ポリマーで、酸性化合物(-COOH 等)

図 4 逆相カラムによる HPLC 分画の 1〜2 分の画分(図 2)の波長 254 nm

における UV クロマトグラム 

図 5 25〜26 分画分の塩素処理(A)前(B)後の波長 254 nm における UV 吸光度測定結果 
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に対する選択性がある 3)。従って、TCAA 前駆物質はカルボキシル基などの官能基を持つこと

が推察された。一方、MCX の場合、固相への通水前後ではあまり変化がしなかった。MCX は逆

相強陽イオン交換ポリマーで、塩基性化合物(-NH2等)に対する選択性がある 3)ので、TCAA 前

駆物質はアミノ基などの官能基を持つ塩基性物質でないと推定された。 

 

 

3.4 LC-QTOF/MS による解析 

 図 5 および図 6の結果より、TCAA 前駆物質は芳香族化合物であり、カルボキシル基を持つ

ことが推定された。先行研究より、TCAAFP が高い物質はフェノール類もしくは芳香族アミン

類であることが報告されている 4,5)。MCX への通水前後で TCAAFP が変わらなかったことから、

ラフィド藻類に由来する TCAA 前駆物質は芳香族アミン類ではなく、フェノール類かつカルボ

キシル基を有している物質であると考察された。フェノール類の測定は Negative モードで

測定できるため 6)、LC-Q-TOF/MS による測定は Negative モードで行うことに決定した。 

 図 7 および図 8 に、HILIC カラムを用いた HPLC 分画において、TCAAFP が高かった 25〜26

分画分の塩素処理前後の試料を LC-Q-TOF/MS で測定した結果を示す。塩素処理前後のクロマ

トグラムを比べると、塩素処理後に 23 分あたりのピークの減少が確認された。このとき、波

長 254 nm における紫外部吸光度測定の結果 (図 5) と比べると、ピークの減少が観察された

時間が早かった。LC-Q-TOF/MS による測定では、注入量は 10 µL であり UV 吸光度測定時の注

入量 50 µL よりも少なかったため、保持時間が早くなったと考えられた。 
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図 6 固相通水前後の TCAAFP 
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 図 9 および図 10 に、それぞれピークの減少が確認された区間(22.8～23.0 分)におけるダ

ム湖水の塩素処理前後のマススペクトルを示す。塩素処理によって、いくつかのピークが減

少していることが分かる。小さい方から列挙すると、m/z 196.90、208.94、238.98、244.98、

288.98、338.98、438.97、448.96、538.96、588,96、602.64、638.96、674.16、688.96、738.95、

778.95、788.94 と多くのピークが該当した。m/z 288.98、338.98、388.97、438.97、448.96

は m/z 49.99 ずつ異なったが、同じピークの形状から同じ構造に由来する化学物質であると

推察された。m/z 288.98 のピークについて分子式の推定を行ったところ、その候補として

C6H3F6N4O4P が推定された。-CF2-の構造を持つ物質のマススペクトルは m/z 49.99 と上述し

た m/z 49.99 ずつ異なる物質と一致した。このため、この物質はフェノール類ではないと考

えられた。すなわち、この分子式を持つ物質は TCAA 前駆物質ではないと推察された。 

図 7 25～26 分の画分の塩素処理前の LC-QTOF/MS による測定結果 

図 8 25～26 分の画分の塩素処理後の LC-QTOF/MS による測定結果 
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４. まとめ 

 ラフィド藻類に由来する TCAA 前駆物質は親水性であり、連続した画分の TCAAFP が高かっ

たことから、前駆物質は一つの物質もしくは類似の物理化学的性質や化学構造を持った物質

であると推察された。また、2種類のカートリッジによる固相抽出と TCAAFP 試験前後の波長

254 nm における UV に吸光度の変化により、TCAA 前駆物質はフェノール類でありカルボキシ

ル基等を持つことを示唆した。この結果をもとに、Negative モードで LC-Q-TOF/MS 測定を行

った。いくつかピークが確認されたが、分子式の推定までには至らなかった。 

 

５. 今後の課題 

本研究では、ラフィド藻類に由来する TCAA 前駆物質を特定するまでに至らなかった。原因

として考えうることは、試料の精製が不十分であること、LC-QTOF/MS よる分析において測定

条件が不適切であったことなどが挙げられる。今後は、これらの改善を行う予定である。 

TCAA 前駆物質を特定した後は、特定した前駆物質について、水環境中での存在実態、TCAA

の生成特性、処理性などの検討を行う予定である。 
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