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研究要旨 
水道原水中の藻類の増殖等、原水水質の異常やその兆候を検知する技術が求められている。

このことを踏まえ、溶存有機物（DOM）の精密質量スペクトルの差異解析から、地点間・季節
間での比較が可能か、下水処理水の混入を想定した模擬汚染水を用いて検討した。その結果、
バックグラウンドの季節変動は観測されるが、異常が起こった際にそれらの変動の影響は、特
異的なシグナルに注目することで、十分に回避可能と考えられた。 
 

 
 
A. 研究目的 
水道原水中の藻類の増殖等、原水水質の異常や

その兆候を検知する技術が求められている。本研
究では、特に精密質量分析により、迅速な原水水
質の変動の検知を目指している。 
今年度の研究は、環境水中の季節変動が精密質

量分析を用いた異常の検出可能性に与える影響
の確認を目的に、湖沼水を対象とした精密質量分
析の結果に季節変動が与える影響についての確
認を行った。過去の分析結果と現在の分析結果を
照らし合わせて異常の検出を行う場合、水温等の
季節変動による環境水中の構成物質の変化が分
析を阻害する可能性が考えられる。そこで下水処
理水後の放流水により溶存有機物（DOM）の構成
の変化を模擬し、環境水における季節変動が精密
質量分析を用いた異常検知に与える影響につい
ての確認を行った。 

 
B. 研究方法 
1．試料 
本研究において環境水として用いた試料は、琵
琶湖・大津港、桂川・烏羽水門（下水放流水）（以
下、それぞれ琵琶湖湖水、桂川河川水）の 2 地点
で取水を行った。また、各環境水サンプルは、取
水後迅速にガラス繊維ろ紙 GF/F（孔径 0.70 µm, 
Whatman）で吸引ろ過を行い対象試料とした。ろ
過後は冷蔵庫で保管し、測定時は室温に戻してか
ら実験を行った。採水は、2021 年 2月、5月、10
月、11月の 4 回行った。 
 
2．バックグラウンドの季節変動の影響評価 
複数日時に採水した環境水中に同一の下水処

理水（桂川河川水）を混合し、ブランクサンプル
（平時の環境水）との比較を行い、下水汚水の混
合を検出できるか検討した。試料として、2021 年
2月 1日、5月 10日、10月 6日、11月 16 日に採
水した琵琶湖湖水及び 10 月 6 日に採水した桂川
河川水を用いた。これら 4 つの琵琶湖湖水に、桂
川下水放流水口前で取水したサンプルを 50%で
混合した後に、PPLカートリッジを用いて 100 倍

に濃縮した。桂川河川水は下水処理水放流口直下
で取水しており、本実験においては下水処理水の
とみなセルと考えた。また、これらの桂川河川水
を混合し、濃縮を行ったサンプルについて以下で
は模擬汚染水と表記する。ブランク試料として、
琵琶湖湖水の 4つのサンプルを同様に PPLカート
リッジを用いて 100倍に濃縮した。これらのブラ
ンクサンプル及び模擬汚染水に精密質量分析を
行い、同日時に取水したサンプル同士を比較する
ことで環境水における季節変動が精密質量分析
の結果に与える影響について検討した。 
また、季節変動の影響評価の他に、異常の検出

下限の検討のために、2021 年 10月 6日に琵琶湖
において取水した琵琶湖湖水には、2021 年 10 月
6 日に採取した桂川下水放流水口前で取水したサ
ンプルを 50%の他に 10%、1%でも溶解し、同様
の操作を行い、ブランクサンプルとの比較を行っ
た。 
 
3．試料の前処理 
精密質量の前に、試料の濃縮を行った。濃縮に

は近年溶存有機物の濃縮のための固相抽出のカ
ートリッジとして一般的に用いられている逆相
系のカートリッジである Bond Elut PPL カートリ
ッジ（500 mg, 3 mL; Agilent Technologies，以下、
PPLカートリッジ）を用いた。PPLカートリッジ
は優れた抽出効率を有することが報告されてお
り 1)、極性物質と非極性物質の両方を保持するこ
とができる 2)。具体的な固相抽出の手順は以下の
通りである。まずコンディショニングとして 10 
mL のメタノールを約 1 mL/min で通液し、その後
1 M HCl 20 mL を約 1mL/min で通液した。次に 5 
M HCl を用いてサンプルを pH 2 に調製し、コン
セントレーターを用いてこのサンプル（0.1, 0.2，
または 1.0 L）を 20 mL/min で通液した。その後
カートリッジの内部を洗浄するために 20 mL の 1 
M HCl を約 1 mL/min で通液し、カートリッジに
保持された DOM を脱離するために、10 mL のメ
タノールを約 1 mL/min で通液した。これらの操
作の結果、サンプル中の DOM を濃縮し、回収し
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た。 
 
4．精密質量分析 
精密質量分析は Orbitrap 質量分析計（Q Exactive, 

Thermo Fisher Scientific）を使用した。イオン化法
は ESI のネガティブモードを用いて行った。サン
プルの注入には付属の HPLC のポンプとオートサ
ンプラーを用い、水とメタノールがそれぞれ 50%
となるように 200 µL/min にて送液している状態
で 10 µL 注入した。ただしカラムを用いた試料の
分離は行わず、ランタイム（一回の分析時間）は
5 分とした。また分解能は 70,000 に設定、スキャ
ン範囲を m/z = 100-1500 に設定して測定を行った。
キャリブレーションは分析の直前に毎日行った。
イオン化条件については、スプレー電圧を 4.5 kV、
キャピラリー温度を 400 ̊ C と設定した。分析条件
を表 1 に示す。 
上記の条件において精密質量分析を行うこと

で得られた精密質量スペクトルから得られた結
果を用いて、差異解析を行った。解析ソフトウェ
アは Compound Discoverer 3.1.0.305（Thermo Fisher 
Scientific）を使用した。解析手法にはワークフロ
ーのうち、メタボロミクスを使用し、MS スペク
トルのピーク強度が 500,000 を超えるものについ
て検出を行った。その他パラメーターは
Compound Discoverer のデフォルト値を用いた。 
さらに、解析手法としてボルケーノプロットを

用いて解析を行った。ボルケーノプロットとは群
間比（fold change）と p 値（有意水準の指標）の
散布図であり、横軸が検出された物質の濃度の比
を表し、縦軸が有意水準を表す。本研究において
は群間比が 2倍以上かつ p値が 0.05 以下の物質
について検出されたとした。また、異常検知の群
間比についてその基準を 2 倍の他に、5 倍につい
ても検討を行い、検出基準の設定が検出可能性に
与える影響についても検討した。 

 
C. および D. 研究結果及び考察 
はじめに、各月の模擬汚染水とブランクサンプ

ルである 10 月に取水した琵琶湖湖水を濃縮した
試料との差異分析の結果を図 1 に示す。群間比が
プラスの部分で示されている図右側の検出物質
が、模擬汚染水と比較して琵琶湖湖水に多く検出
された物質群である。従ってこれらの検出物質が
季節変動によって変化した琵琶湖水中の構成物
質の一部であると考えられる。それぞれの分析に
おいて季節変動による環境水中の変化として図
右側で検出された物質の数を比較すると同日時
（10月 6日）の琵琶湖湖水を用いた場合では、ほ
とんど検出されていない一方で、そのほかの分析
においては物質群が検出された。このことからも
季節変動による環境水中の構成物質の変化を精
密質量分析が検知していることがわかる。また、
模擬汚染水において琵琶湖湖水の濃度が希釈さ
れ、図右側において検出物質として群間比が 1/2
倍である箇所を中心に示されていると考えられ
る。 
また、図 1 を見るとこれらの季節変動と比較し、
群間比が負となっている図左側の模擬汚染水特
有の物質群が、より高い群間比で検出されている。

検出物質数を表 2 に示す。また、ブランクサンプ
ルである 10 月に採水した琵琶湖湖水との比較に
おいて検出された 135 物質の物質が他の分析の検
出物と比較した場合に占めている物質の割合は、
表 3 のようになり、いずれの分析においても 90%
の検出物質は共通している。また、これらの 4 つ
の模擬汚染水から共通して検出された物質は 80
物質であり、これらが模擬汚染水特有の構成物質
であると考えられる。これにより、検出物の多く
は桂川河川水特有の物質であることがわかった。
このことからも、精密質量分析を用いた水道原水
における分析は、環境水の季節変動による差異を
検出するが、水道原水に異常が発生した場合にそ
の季節変動に関わらず異常の検知に有用である
ことが示された。したがって異常が発生した場合
の精密質量分析の結果を過去の同一地点におけ
る精密質量分析の結果と比較することで、季節変
動は検出されるが、異常があった場合においては
異常物質の検出が可能である可能性が指摘でき
る。 
次により、現実的な条件を想定し、下水処理水

の混合濃度が低下した場合における精密質量分
析を用いた異常検知についての検討を行った。模
擬汚染水における桂川河川水の濃度を 50%の他
に 10%、及び 1%で混合し、上記と同様の実験方
法で分析を行った結果が図 2 である。あわせて模
擬汚染水特有と考えられる検出物質の総数を表 4
に示す、また、そのうち同一の検出物質の割合を
表 5 に示す。桂川河川水を混合したサンプルのみ
で検出された物質の多くは先述の固有物質であ
ったものの、検出物質数は濃度が下がることで低
下した。 
琵琶湖湖水に混合した模擬汚染水の割合を下
げた場合の検出ピーク数の減少の理由を調査す
るため、2月、5月、10月、11月との全比較にお
いて模擬汚染水から検出された模擬汚染水特有
と考えられる 80 物質について、低濃度の分析に
おけるピークエリアについて検討をした。共通し
て検出された 80 物質が、50%で下水処理放流水を
混合した模擬汚染水を分析した際に得られた各
物質のピークエリアと、10%及び 1%で下水処理放
流水を混合した模擬汚染水を分析した際に得ら
れた各物質のピークエリアとの比率のプロット
を行ったのが図 3 である。この結果より、それぞ
れの物質は検出されていないわけではなく、濃度
が下がるにつれてそのピークエリアは低下する
ものの、イオン化され、かつ検出されていること
がわかった。従って、検出及び不検出は比較する
琵琶湖湖水におけるピークエリアに依存するこ
とがわかる。図 4 において上記の 80 物質につい
てブランクサンプルである琵琶湖湖水において
精密質量分析を行った結果検出された物質のピ
ークエリア強度の分布を示す。この結果より、模
擬汚染水から検出されたほとんどのピークエリ
アのオーダーは変わらないものの、琵琶湖湖水の
分析によって得られたそれらの物質のピークエ
リアは、104から 107とばらつきが大きいことがわ
かった。このことから検出可能性は、検出する物
質それぞれの河川中に存在する濃度に依存する
ことが示唆された。従って、精密質量分析を用い
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た DOM の動向の異常検知手法を検討する際に、
異常発生時の検知手法のみに努めるのではなく、
平常時にそれらの物質がどの程度の濃度で存在
するかについての知見を蓄積することが重要で
あると考えられる。 
なお、今回の一連の実験では、ピーク検出のし
きい値を比較的高く設定しているが、それを下げ
ることでより、それぞれの水質異常に特異的な物
質（ピーク）を検出できるものと考えられた。 
 

E. 結論 
DOM の精密質量スペクトルの差異解析から、

地点間・季節間での比較が可能か、下水処理水の
混入を想定した模擬汚染水を用いて検討した。そ
の結果、季節変動は精密質量分析を用いることで
観測されるが、異常が起こった際にそれらの変動
の影響は、特異的なシグナルに注目することで、
十分に回避可能と考えられた。 
 
F. 健康危険情報 
該当なし 
 
G. 研究発表 
1.論文発表 
 該当なし 
 

2.学会発表 
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表 1 分析条件まとめ 

 
 

 
表 2 模擬汚染水由来と考えられる検出物質数 

 
 
 
 

表 3 模擬汚染水由来と考えられる検出物質中の同一検出物質数とその割合 

 
  

機種 UltiMate 3000 UHPLC (Thermo Fisher Scientific)
移動相 A液：メタノール,B液：⽔(それぞれ50 %)

LC 部 注⼊量(µL) 10
流量(µL/min) 200
分離カラム なし
機種 Q Exactive (Thermo Fisher Scientific)
スキャンタイプ Full MS
ランタイム(min) 5
イオン化法 ESI-

スキャン範囲 100-1500
解像度 70000
AGCターゲット 3x106

最⼤注⼊時間(ms) 100
MS部 シースガス流量(L/min) 45

Auxガス流量(L/min) 10
スイープガス流量(L/min) 2
スプレー電圧（kV) 4.5
キャピラリー温度(˚C) 400
S-レンズRFレベル 50
Auxガスヒーター温度(˚C) 400

> 1 > 2.3
2⽉ 112 87
5⽉ 109 80
10⽉ 135 105
11⽉ 94 73

Log2 Fold Change
試料

検出物質数
同⼀の検出
物質数

同⼀の検出物質
数の割合

10⽉ 135 135 -
２⽉ 112 102 91%
5⽉ 109 99 91%
11⽉ 94 88 94%
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表 4 群間比 2倍及び 5倍を検出基準に設定した場合の模擬汚染水由来と考えられる検出物質数 

 

 
 
 
 
 
 

表 5 群間比 2倍及び 5倍を検出基準に設定した場合の模擬汚染水由来と考えられる 

検出物質数のうち，同一の検出物質数の割合 

 

 
  

Log2 Fold change
 < -1 > 1 < -2.3 > 2.3

模擬汚染⽔10% 74 2 36 1
模擬汚染⽔1% 18 3 1 2

検出物質数
同⼀の検出
物質数

同⼀の検出物質
数の割合

50% 135 135 -
10% 74 67 91%
1% 18 10 56%
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図 1 下水処理水の混入の検知に対するバックグラウンドの影響（上から，2, 5, 10（下水処理水はこ

の水と混合）, 11 月の琵琶湖湖水を基準とした解析） 
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図 2 下水処理水混入の検出（左上のプロットが下水処理水由来物質の検出，上段：10%, 下段：1%） 
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図 3 50%で混合した模擬汚染水から得られた各物質のピークエリアと，10%及び 1%で混合した模擬汚

染水から得られた各物質のピークエリアの比率 

 

 

 
図 4 琵琶湖湖水中において検出された物質のピークエリアの分布 

 
 

0.00

0.05

0.10

0.15

0.20

0.25

0.30

0.35

0.40

0.45

0.50

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

1%
/5
0%

10%/50%

[4.72, 5.17] (5.17, 5.62] (5.62, 6.07] (6.07, 6.52] (6.52, 6.97] (6.97, 7.42]
0

5

10

15

20

25

30

35

検
出
物
質
数

Log10（ピークエリア）


