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研究要旨 

プラスチック用の紫外線吸収剤であるベンゾトリアゾール類は、難分解性、蓄積性を有し、毒性

が懸念されている。最近、ベンゾトリアゾール類の１種が化審法の第１種特定化学物質に指定さ

れ、その類似化合物も含め食品汚染の把握が急務である。そこで本研究では、食品中のベンゾト

リアゾール類の迅速測定法を開発することを目的とし、平成 21 年度には、加熱流下抽出の条件と

アルカリ分解後の抽出条件を決定し、測定方法全体の回収率を確認した。また、脂肪含有率の異

なる 5 種類の市販魚試料についてベンゾトリアゾール含有量の測定を行った。 
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A.研究目的 

 プラスチック用の紫外線吸収剤として長年に

わたって使用されてきたベンゾトリアゾール類

の１種である2-(2H-1,2,3－ベンゾトリアゾール

-2- イ ル )-4,6- ジ -tert- ブ チ ル フ ェ ノ ー ル :

（DBHP）BT が、環境中での残留性と生物へ

の濃縮性および毒性があることが判明し、平

成 19 年 11 月に、化学物質の審査および規制

に関する法律（化審法）で第１種特定化学物

質に指定され、日本での製造・使用が禁止さ

れた１),2)。しかし、ベンゾトリアゾール類には指

定された化合物と類似な物質もあり、また、世

界的には使用が続いており、これらによる地球

レベルの食品汚染が懸念されている。 

そこで、本研究では食品中のベンゾトリアゾ

ール類の迅速測定法を開発し、食品汚染の

実態調査に役立てることを目的とした。 

 

B.研究方法 

１.試料 

1.1 対象化合物 

化審法で第１種特定化学物質に指定された

(DBHP)BT および、ベンゼン環の置換基の炭

素数や側鎖の形が異なるだけの 2-(2H-1,2,3

－ベンゾトリアゾール-2-イル)-4,6-ジ-tert-ペ

ンチルフェノール：(DAHP)BT、2-(2H-1,2,3－

ベンゾトリアゾール-2-イル)-4-tert-オクチル

フェノール：（OHP）BT、2-(2H-1,2,3－ベンゾ

トリアゾール-2-イル)-4-メチルフェノール：

（MHP）BT、およびトリアゾール環に塩素が付

加 し た 2,4- ジ -tert- ブ チ ル -6-(5- ク ロ ロ

-2H-1,2,3－ベンゾトリアゾール-2-イル)フェノ

ール：(DBHP)CBT や 2-(tert-ブチル)-4-メチ

ル-6-(5-クロロ-2H-1,2,3－ベンゾトリアゾール

-2-イル)フェノール：(BMHP)CBT、これら 6 種

類のベンゾトリアゾール類を研究対象とした。 

これらの対象物質の構造式、分解性、蓄積性、

製造・輸入禁止状況等をまとめて表 1-a、表

1-b に示す。 



 
表 1-a 研究対象としたベンゾトリアゾール類の特性など(1) 

分析対象物 略称 cas番号 基本構造 法規制

2-(2H-1,2,3-ベンゾトリアゾール
-2-イル）-4,6-ジ-tert-

ブチルフェノール
(DBHP)BT

 3846-
71-7

化審法
第一種特定
化学物質

2-（2Ｈ‐1,2,3-ベンゾトリアゾール
-2-イル）-4,6-ジ-ｔｅｒｔ-

ペンチルフェノール
(DAHP)BT

 25973-
55-1

2-（2Ｈ-1,2,3-ベンゾトリアゾール
-2-イル）-4-ｔｅｒｔ-

オクチルフェノール
(OHP)BT

 3147-
75-9

2-（2H‐1,2,3‐ベンゾトリアゾール
-2-イル）-4-メチルフェノール

(MHP)BT
 2440-
22-4

2,4-ジ-tert-ブチル-6-(5-クロロ
-2H-1,2,3-ベンゾトリアゾール-

2-イル）フェノール
(DBHP)CBT

3864-
99-1

化審法
第一種監視
化学物質

2-（ｔｅｒｔ-ブチル）-4-メチル-6-
（5-クロロ-2Ｈ-1,2,3-ベンゾトリア

ゾール-2-イル）フェノール
(BMHP)CBT

 3896-
11-5
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表 1-b 研究対象としたベンゾトリアゾール類の特性など(2) 

略称 分解性 蓄積性 長期毒性 日本での使用
食品モニタリング

データ
摂取量データ

(DBHP)BT 難 高

肝障害、肝発ガン
性を有する疑い、
NOELは
0.1mg/kg/day
(ラット、肝障害）

製造禁止
輸入禁止

ほとんどない
（魚で4例、N.D.～

0.5ng/g）
ない

(DAHP)BT 難 中 不明 未規制 ない ない

(OHP)BT (難) （中） 不明 未規制 ない ない

(MHP)BT 難 中 不明 未規制 ない ない

(DBHP)CBT 難 高 不明 届出
ほとんどない

（魚で2例、0.2、
3ng/g）

ない

(BMHP)CBT 難 中 不明 未規制 ない ない
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1.2 試薬       表 2 LC/MS/MSの分析条件     

ベンゾトリアゾール類の試薬は、(DBHP)BT、

(DAHP)BT、（OHP）ＢＴは東京化成社製、

(DBHP)CBT、(BMHP)CBT、（MHP）BT は和

光純薬社製を用いた。また、メタノールは

LC/MS 用、アセトニトリルは HPLC 用、エタノ

ールは特級発酵エタノール、ヘキサンは残留

農薬試験用、水酸化カリウム(KOH)は特級の

和光純薬製試薬を用いた。 

カラム  3.5µm の SunFireC18（2.１×150mm） 

温度   40℃ 

移動相組成 メタノール/水＝99/1 

移動相流量 0.3mL/min 

試料注入量 50μL 

ネブライザーｶﾞｽ N2 

コリジョンｶﾞｽ  Ar 

イオン化法 APCI ポジティブ法 

 イオン源温度  120℃ 

1.3 魚試料 プローブ温度  450℃ 

魚試料は、神奈川県内で購入したマサバ 1

種類 B(脂肪含有率 5%)、とマダイ 1 種類

A(11%)、サケ 1 種類 A(18%)、ブリ 1 種類 A(21%)

と脂肪分がとくに多いクロマグロの大トロ部分 1

種類 A(33%)、の 5 種類をフードプロセッサーで

細かく砕いて均一化して使用した。 

デゾルベーションガス流量  200L/hr 

コーンガス流量 50L/hr 

コロナ電流  3μA 

モニタリング方法 MRM              

 

       表 3 モニターイオン          

  化合物   Parentイオン Daughterイオン  

2.装置と方法 (DBHP)BT    324.2    268.3 と 212.2 

2.1 抽出装置と分析機器 (DAHP)BT    352.2    282.3 と 212.2 

抽出装置は４試料が同時に抽出できる加熱

流下式高速抽出装置 SE-100 型（三菱化学ア

ナリテック社製）を用いた。 

（ＯＨＰ）ＢＴ    324.2    212.2 

（MＨＰ）ＢＴ    226.1    119.8 と 106.8 

(DBHP)CBT   358.2    302.2 と 246.2 
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LC/MS/MS には、Waters 2695 Separation 

Module の HPLC と Micromass Quattro Micro

を用いた。LC/MS/MS の分析条件を表 2 に、

モニターイオンの条件を表 3 に示す。 

(BMHP)CBT   316.1    260.3 と 106.9   

PP

SUS 製カラム 固体試料ヒーター 

 

2.2 標準液による KOH 処理とヘキサン抽出

での回収率の検討 

20 年度までに決定した魚からの抽出液の

KOH 処理条件と同一となるように、エタノール

25mL にベンゾトリアゾール混合標準液(0.2μ

g/mL-メタノール)500μL を添加した液につい

て、KOH を 1mol/L となるように添加し、40℃

で 60min 振とうした。一方、エタノール 25mL に

ベンゾトリアゾール混合標準液(0.2μg/mL-メ

タノール)500μL を添加し、KOH 処理を行わ

ない液を用意した。 

抽出
溶媒 

脱水
溶媒 

分析へ抽出液 

図 1 加熱流下式高速抽出装置 フロー図

これらをそれぞれ分液ロートに移し、20 年

度までに決定した魚からの抽出液のヘキサン

抽出条件と同一となるように、ヘキサン10mLと

純水 25mL を加え、10min 振とう抽出後、静置
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し、ヘキサン層を採取した。さらにヘキサン

10mL を水・エタノール層に加え、10min 振とう

抽出後、静置し、ヘキサン層を採取し、先のヘ

キサン層と合わせた後、20mL の純水で 2 回洗

浄した。このヘキサン抽出液を無水硫酸ナトリ

ウム 5g で脱水した後、エバポレーターで濃縮

し、窒素パージで乾固させ、メタノール 500μL

に転溶した。このメタノール溶液を LC/MS/MS

で分離・定量し、KOH 処理とヘキサン抽出で

の回収率およびヘキサン抽出のみでの回収

率を算出した。 

 

2.3 カートリッジ精製方法の再検討 

2.3.1 NH2 カートリッジの劣化影響の検討 

マダイ A について標準添加回収試験を 6 回

繰り返し行った結果、回収率が 61～87％の間

で変動し、再現性が低かった。原因を明らか

にするため、NH2 カートリッジ処理後の標準添

加回収試験、また、購入後約 1 年半経過した

NH2 カートリッジおよび購入後約 3 か月の

NH2 カートリッジを用いた NH2 カートリッジ処

理前標準添加回収試験を行った。 

フードプロセッサーで細かくしたマダイ A 

5g-wet を無水硫酸ナトリウム 30g と混合し、乳

鉢ですりつぶした後、エタノール約 20mL と混

合した後、中カラム(φ25mm)に詰め、高速抽

出装置で 30℃、ヘキサン・エタノール(1:1) 

4mL/min で抽出した。抽出液をエバポレータ

ーで 25mL(エタノール)まで濃縮し、KOH を

1mol/L となるように添加して、40℃で 60min 振

とうした。分液ロートに移し、ヘキサン 10mL と

純水 25mL を加え、10min 振とう抽出後、静置

し、ヘキサン層を採取した。さらに 2 回ヘキサ

ン 10mL を水・エタノール層に加え、10min 振と

う抽出後、静置し、ヘキサン層を採取した。ヘ

キサン層を合わせたものを純水 30mL で 1 回

洗浄後、無水硫酸ナトリウム 5g で脱水し、エバ

ポレーターおよび窒素パージで約 1mL に濃

縮し、あらかじめヘキサン 10mL を通液した

Bond Elut NH2 Jr.カートリッジに添加した後、

ヘキサン 4mL(うち 1mL は容器洗浄液)で溶出

させた。この NH2 カートリッジ処理後の液にベ

ンゾトリアゾール混合標準液(0.2μg/mL-メタ

ノール) 500μL を添加し、窒素パージでヘキ

サンを蒸発させた。メタノール 500μL に転溶

した後、超音波をかけて溶解したものと、超音

波をかけないものとを LC/MS/MS で分離・定

量を行い、NH2 カートリッジ処理後の回収率を

算出した。 

また、同様に魚からの高速抽出、濃縮、

KOH 処理、ヘキサン抽出、脱水を行った試験

液をエバポレーターで数 mL まで濃縮した。こ

の液にベンゾトリアゾール混合標準液(0.2μ

g/mL-ヘキサン) 500μL を添加し、窒素パー

ジで約 1mL に濃縮したものを、あらかじめヘキ

サン 10mL を通液した購入後約 1 年半と約 3

か月の Bond Elut NH2 Jr.カートリッジに添加し、

ヘキサン 4mL(うち 1mL は容器洗浄液)で溶出

させた。また、購入後約1年半後のNH2カート

リッジ処理については、Fr.2 として、さらにヘキ

サン 1mL で溶出させた。各フラクションを窒素

パージでヘキサンを蒸発させ、メタノール 500

μL に転溶した後、LC/MS/MS で分離・定量

を行い、NH2 カートリッジ処理の回収率を算出

した。 

 

2.3.2 フロリジル、シリカゲル、NH2 カートリッジ

精製の溶出溶媒の再検討 

NH2 カートリッジによる精製の再現性が低か

ったことから、カートリッジ精製方法を再検討

するため、山口県環境保健研究センター、下

尾和歌子・古谷典子・嘉村久美子「底質及び

生物試料における 2-(3,5-ジ-tert-ブチル-2-

ヒドロキシフェニル)ベンゾトリアゾールの分析

方法」を参考にして次のような実験を行った。 

まず、フロリジルまたはシリカゲルカートリッジ

にあらかじめヘキサンを 5～10mL 通液し、ベ

ンゾトリアゾール混合標準液(0.2μg/mL-ヘキ

サン) 500μL を添加し、添加時の流出液は捨

て、ヘキサン・アセトン(4:1)または(9:1)を Fr.1：
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2mL(うち 1mL は容器洗浄液)、Fr.2～5：各

2mL で溶出させ、窒素パージで各溶媒を蒸発

させ、メタノール 500μL に転溶した後、

LC/MS/MS で分離・定量を行い、回収率を確

認した。 

つぎに、フロリジルとシリカゲルカートリッジ

の回収率の結果を比較し、溶出しやすいと考

えられたフロリジルカートリッジでさらに溶媒を

変えて、溶出溶媒を検討した。 

すなわち、フロリジルカートリッジにあらかじ

めヘキサンを 5～10mL 通液し、ベンゾトリアゾ

ール混合標準液(0.2μg/mL-ヘキサン) 500

μL を添加し、添加時の流出液は捨て、ヘキ

サン・アセトン(1:1)またはアセトンのみを Fr.1：

2mL(うち 1mL は容器洗浄液)、Fr.2～5：各

2mL で溶出させ、窒素パージで各溶媒を蒸発

させ、メタノール 500μL に転溶した後、

LC/MS/MS で分離・定量を行い、回収率を確

認した。 

さらに、カートリッジをあらかじめ洗浄する溶

媒の種類と、添加する溶媒の種類と量による、

魚試料中共存物質の挙動とベンゾトリアゾー

ルの溶出回収率を同時に確認するため、次の

ような実験を行った。 

フードプロセッサーで細かくしたマダイ A 

5g-wet を無水硫酸ナトリウム 30g と混合し、乳

鉢ですりつぶした後、エタノール約 20mL と混

合した後、中カラム(φ25mm)に詰め、高速抽

出装置で 30℃、ヘキサン・エタノール(1:1) 

4mL/min で抽出した。抽出液をエバポレータ

ーで 25mL(エタノール)まで濃縮し、KOH を

1mol/L となるように添加して、40℃で 60min 振

とうした。分液ロートに移し、ヘキサン 10mL と

純水 25mL を加え、10min 振とう抽出後、静置

し、ヘキサン層を採取した。さらにヘキサン

10mL を 2 回、水・エタノール層に加え、10min

振とう抽出後、静置し、ヘキサン層を採取した。

ヘキサン層を合わせたものを純水 30mL で 1

回洗浄後、無水硫酸ナトリウム 5g で脱水した。

これを 9 試料分行い、混合して均一化してから

再度 9 つに分取し、各々にベンゾトリアゾール

混合標準液(0.2μg/mL-ヘキサン) 500μL を

添加した。これらのうち、6 試料分はヘキサン

200μL まで濃縮し、3 試料分はアセトン 1mL

に転溶した。これをフロリジル、シリカゲル、

NH2 の 3 種のカートリッジについて次の 3 通り

の条件で処理を行った。 

条件 1) カートリッジにあらかじめアセトン 5～

10mL 通液し、ヘキサン 200μL まで濃縮した

試料を添加し、アセトンで溶出し以下の Fr.1 と

Fr.2 を分取した。すなわち Fr.1:2mL(NH2 の

み 1mL) (うち 1mL は容器洗浄液)、Fr.2～5：

2mL(NH2 のみ 1mL)とした。 

条件 2) カートリッジにあらかじめメタノール 5

～10mL 通液し、ヘキサン 200μL まで濃縮し

た試料を添加し、添加時の流出液はFr.1に含

めるとし、メタノールで溶出し、以下の Fr.1 と

Fr.2 を分取した。すなわち、Fr.1:2mL(うち

1mL は容器洗浄液、NH2 のみ 1mL)と Fr.2～

5：各 2mL(NH2 のみ 1mL)を分取した。 

条件 3) カートリッジにあらかじめアセトン 5～

10mL 通液し、アセトン 1mL に転溶した試料を

添加し、添加時の流出液は Fr.1 に含めるとし、

アセトンで溶出し、以下の Fr.1 と Fr.2 を分取し

た。Fr.1:2mL(うち 1mL は容器洗浄液、NH2 の

み 1mL)と Fr.2～5：各 2mL(NH2 のみ 1mL)を

分取した。 

これらの溶出液を、まず目視で着色物質の

挙動を確認して、着色成分が除去されている

と判断できるものについて共存物質の挙動と

ベンゾトリアゾールの回収率を算出した。 

 

2.4 KOH 処理後のヘキサン抽出条件の決定 

フードプロセッサーで細かくしたブリ A 

5g-wet を無水硫酸ナトリウム 20g と混合し、乳

鉢ですりつぶした後、エタノールと混合し、ベ

ンゾトリアゾール混合標準液(0.2μg/mL-メタ

ノール) 500μL を添加した。これを小カラム(φ

15mm)に詰め、高速抽出装置の 30℃、ヘキサ

ン・エタノール(1:1)2mL/min で 30min(抽出液
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量 60mL)で抽出した。抽出液をエバポレータ

ーで 25mL（エタノール）まで濃縮し、KOH を

1mol/L となるように添加して、40℃で 60min 振

とうした。分液ロートに移し、ヘキサン 10mL と

純水 25mL を加え、10min 振とう抽出後、静置

し、ヘキサン層を採取した。さらにヘキサン

10mL を 2 回、水・エタノール層に加え、10min

振とう抽出後、静置しヘキサン層を採取した。

1 回目と 2 回目のヘキサン層を合わせたもの、

3 回目のヘキサン層をそれぞれ純水 20mL、

10mL で 2 回ずつ洗浄後、無水硫酸ナトリウム

5g で脱水し、エバポレーターおよび窒素パー

ジで約 1mL に濃縮した。これをあらかじめヘキ

サン 10mL を通液した Bond Elut NH2 Jr.カート

リッジに添加した後、ヘキサン 4mL(うち 1mL は

容器洗浄液)で溶出させた。溶出液を窒素パ

ージしてヘキサン蒸発させ、メタノール 500μL

に転溶して、LC/MS/MS で分離・定量を行い、

各回収率を算出し、魚試料における KOH 処

理後のヘキサン抽出回数を決定した。 

また、ヘキサン層の純水による洗浄回数を

洗浄後の水の汚れ具合により決定した。 

 

2.5 加熱流下式高速抽出条件の決定 

2.5.1 充填溶媒の選定 

フ ー ド プ ロ セ ッ サ ー で 細 か く し た ブ リ A 

5g-wet を無水硫酸ナトリウム 20g と混合し、乳

鉢ですりつぶした後、ヘキサン・エタノール

(1:1)と混合したもの、また、エタノールと混合し

たものに、それぞれベンゾトリアゾール混合標

準液(0.2μg/mL-メタノール) 500μL を添加し

た。これを小カラム(φ15mm)に洗液もそれぞ

れの溶媒で詰め、加熱流下抽出装置で 30℃、

ヘキサン・エタノール(1:1)2mL/min で抽出した。

抽 出 液 は Fr.1:30min( 抽 出 液 量 60mL) 、

Fr.2:15min(抽出液量 30mL)とした。抽出液を

それぞれエバポレーターで 25mL(エタノール)

まで濃縮し、KOH を 1mol/L となるように添加

して、40℃で 60min 振とうした。分液ロートに移

し、ヘキサン 10mL と純水 25mL を加え、10min

振とう抽出後、静置し、ヘキサン層を採取した。

さらにヘキサン 10mL を水・エタノール層に加

え、10min 振とう抽出後、静置し、ヘキサン層

を採取した。ヘキサン層を合わせたものを純

水 20mL で 2 回洗浄後、無水硫酸ナトリウム 5g

で脱水し、エバポレーターおよび窒素パージ

で約 1mL に濃縮した。あらかじめ濃縮液をヘ

キサン 10mL を通液した Bond Elut  NH2 Jr.

カートリッジに添加した後、ヘキサン 4mL(うち

1mL は容器洗浄液)で溶出させた。窒素パー

ジでヘキサンを蒸発させ、メタノール 500μL

に転溶して、LC/MS/MS で分離・定量を行い、

各回収率を算出し、充填溶媒を決定した。 

 

2.5.2 抽出温度の選定 

フ ー ド プ ロ セ ッ サ ー で 細 か く し た ブ リ A 

5g-wet を無水硫酸ナトリウム 20g と混合し、乳

鉢ですりつぶした後、エタノールと混合したも

のに、ベンゾトリアゾール混合標準液(0.2μ

g/mL-メタノール) 500μL を添加した。これを

小カラム(φ15mm)に詰め、高速抽出装置で

30℃および 45℃で、ヘキサン・エタノール

(1:1)2mL/minでFr.1:30min(抽出液量60mL)、

及び Fr.2:15min(抽出液量 30mL)を抽出した。

抽出液をそれぞれエバポレーターで 25mL(エ

タノール)まで濃縮し、KOH を 1mol/L となるよ

うに添加して、40℃で 60min 振とうした。分液ロ

ートに移し、ヘキサン 10mL と純水 25mL を加

え、10min 振とう抽出後、静置し、ヘキサン層

を採取した。さらにヘキサン 10mL を水・エタノ

ール層に加え、10min 振とう抽出後、静置し、

ヘキサン層を採取した。ヘキサン層を合わせ

たものを純水 20mL で 2 回洗浄後、無水硫酸

ナトリウム 5g で脱水し、エバポレーターおよび

窒素パージで約 1mL に濃縮し、あらかじめヘ

キサン 10mL を通液した Bond Elut NH2 Jr.カ

ートリッジに添加した後、ヘキサン 4mL(うち

1mL は容器洗浄液)で溶出させた。窒素パー

ジでヘキサンを蒸発させ、メタノール 500μL

に転溶して、LC/MS/MS で分離・定量を行い、
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各回収率を算出し、抽出温度を決定した。 

 

2.5.3 無水硫酸ナトリウム量の決定と抽出カラ

ムサイズの選定 

フードプロセッサーで細かくしたマサバ B、マ

ダイ A、サケ A、ブリ A、クロマグロ A それぞれ

5g-wet を任意の量の無水硫酸ナトリウムと混

合し、乳ばちですりつぶし、その外観から無水

硫酸ナトリウム量を決定した。無水硫酸ナトリウ

ムの必要量と操作性を考慮してカラムサイズを

選定した。 

 

2.5.4 抽出溶媒の選定と抽出液量の決定 

フ ー ド プ ロ セ ッ サ ー で 細 か く し た ブ リ A 

5g-wet を無水硫酸ナトリウム 30g と混合し、乳

鉢ですりつぶした後、エタノール 20mL と混合

したものに、ベンゾトリアゾール混合標準液

(0.2μg/mL-メタノール) 500μL を添加した。

これを中カラム(φ25mm)に詰め、加熱流下抽

出装置で 30℃、ヘキサン・エタノール(1:1)およ

びエタノールのみ 4mL/min で Fr.1:10min(抽

出液量 40mL)、Fr.2、3:各 5min(抽出液量各

20mL)を抽出した。抽出液をそれぞれエバポ

レーターで 25mL(エタノール)まで濃縮し、

KOH を 1mol/L となるように添加して、40℃で

60min 振とうした。分液ロートに移し、ヘキサン

10mL と純水 25mL を加え、10min 振とう抽出後、

静置し、ヘキサン層を採取した。さらにヘキサ

ン 10mL を 2 回、水・エタノール層に加え、

10min 振とう抽出後、静置し、ヘキサン層を採

取した。ヘキサン層を合わせたものを純水

30mL で 1 回洗浄後、無水硫酸ナトリウム 5g で

脱水し、エバポレーターおよび窒素パージで

約 1mL に濃縮し、あらかじめヘキサン 10mL を

通液した Bond Elut  NH2 Jr.カートリッジに添

加した後、ヘキサン 4mL(うち 1mL は容器洗浄

液)で溶出させた。窒素パージでヘキサンを蒸

発させ、メタノール 500μL に転溶して、

LC/MS/MS で分離・定量を行い、各回収率を

確認し、抽出溶媒と抽出液量を決定した。 

また、決定した抽出溶媒と抽出液量で、マダ

イ A とクロマグロ A について同様に標準添加

回収試験を行い、回収率を確認した。このとき、

脂肪含有量が 25％以上のクロマグロ A の

KOH 処理時間は 120min とした。 

 

2.6 決定した方法での魚中濃度の測定 

2.5 の検討によって決定した方法で、脂肪含

有率の異なる 5 種類の魚試料マサバ B、マダ

イ A、サケ A、ブリ A、クロマグロ A について魚

中濃度測定を行った。 

フードプロセッサーで細かくした魚試料

5g-wet を無水硫酸ナトリウム 30g と混合し、乳

鉢ですりつぶした後、エタノール 20mL と混合

した。これを中カラム(φ25mm)に詰め、加熱流

下抽出装置で 30℃、エタノール 4mL/min で

20min(80mL)で抽出した。抽出液をエバポレ

ーターで 25mL まで濃縮し、KOH を 1mol/L と

なるように添加して、40℃で 60min(脂肪含有

量が 25％以上のクロマグロ A のみ 120min)振

とうした。分液ロートに移し、ヘキサン 10mL と

純水 25mL を加え、10min 振とう抽出後、静置

し、ヘキサン層を採取した。さらにヘキサン

10mL を 2 回、水・エタノール層に加え、10min

振とう抽出後、静置し、ヘキサン層を採取した。

ヘキサン層を合わせたものを純水 30mL で 1

回洗浄後、無水硫酸ナトリウム5gで脱水し、エ

バポレーターおよび窒素パージで約 1mL に

濃縮し、あらかじめヘキサン 10mL を通液した

製造後半年以内の Bond Elut NH2 Jr.カートリ

ッジに添加した後、ヘキサン 4mL(うち 1mL は

容器洗浄液)で溶出させた。窒素パージでヘ

キサンを蒸発させ、メタノール 500μL に転溶

して、LC/MS/MS で分離・定量を行った。 

 

C.研究結果及び考察 

1.標準液による KOH 処理とヘキサン抽出で

の回収率の確認 

標準液を KOH 処理後にヘキサン抽出した

場合の回収率と標準液をヘキサン抽出のみし



た場合の回収率をそれぞれ表4、5に示す。標

準液を KOH 処理後にヘキサン抽出した結果

は(OHP)BT と(MHP)BT の回収率が 2～3%に

なった。 
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ヘキサン抽出のみ行った結果は 6 種のベン

ゾトリアゾールで 95～99%の回収率が得られて

いることから、ベンゼン環にアルキル基が１つ

しか付いていない(OHP)BT と(MHP)BT は、

KOH 処理によって分解されてしまうことが分っ

た。このため、(OHP)BT と(MHP)BT は分析対

象物質からはずさざるを得ないと判断し、

(DBHP)BT 、 (DAHP)BT 、 (DBHP)CBT 、

(BMHP)CBT の 4 種を対象物質とした。 

今までの NH2 カートリッジ処理の検討では、

NH2 カートリッジに濃縮液 1mL を負荷した後、

4 種 ベ ン ゾ ト リ ア ゾ ー ル ((DBHP)BT 、

(DAHP)BT、（DBHP）CBT、（BMHP）CBT)分

析用として Fr.1：ヘキサン 0～4mL(うち 1mL を

容器洗浄液とする)を溶出させ、その後、2 種

ベンゾトリアゾール((OHP)BT、(MHP)BT)分析

用としてFr.2：ヘキサン4～13mLを溶出させて

いたが、Fr.2 に入る物質を分析対象外とした

ため、Fr.1：ヘキサン 0～4mL(うち 1mL を容器

洗浄液とする)のみで溶出を行った。 

 

2.カートリッジ精製方法の再検討 

2.1 NH2 カートリッジの劣化影響の検討 

マダイ A を NH2 カートリッジ処理まで行った

後、標準添加した試料をメタノール転溶し、超

音波をかけた場合と、かけていない場合の回

収率の結果を表 6 に示す。回収率は、超音波

をかけた場合 97～101%、かけていない場合で

も 95～101%と同様の良い結果が得られた。こ

の結果から超音波はかけなくてもよいことがわ

かった。 

次に NH2 カートリッジの劣化の影響をみるた

め、マダイ A を KOH 処理まで行い、NH2 カー

トリッジ処理前に標準添加した試料を購入後

約 1 年半と約 3 か月の NH2 カートリッジで処

理をした場合の回収率の結果を表 7-1、7-2

に示す。購入後約 1 年半の NH2 カートリッジ

処理の回収率は 54～61%となり、さらにヘキサ

表 4 ＫＯＨ処理後ヘキサン抽出回収率（標準液）  [%]

(DBHP)BT (DAHP)BT (OHP)BT (MHP)BT (DBHP)CBT (BMHP)CBT

97  98  3  2  99  87  

表 5 ヘキサン抽出回収率（標準液）   [%]

(DBHP)BT (DAHP)BT (OHP)BT (MHP)BT (DBHP)CBT (BMHP)CBT

97  97  95  96  99  98  

 

 

 

 

表 7-1 購入後約 1 年半の NH2 ｶｰﾄﾘｯｼﾞによる処理後回収率（マダイ A） [%] 

  (DBHP)BT (DAHP)BT (DBHP)CBT (BMHP)CBT 

Fr.1：ヘキサン 4mL 61  54  55  61  

Fr.2：ヘキサン 1mL 0  0  0  0  

表 7-2 購入後約 2～3 か月の NH2 ｶｰﾄﾘｯｼﾞによる処理後回収率（マダイ A） [%] 

  (DBHP)BT (DAHP)BT (DBHP)CBT (BMHP)CBT 

Fr.1：ヘキサン 4mL 96  95  94  98  

表 6 メタノール転溶後の超音波の有無と回収率（マダイ A） [%] 

  (DBHP)BT (DAHP)BT (DBHP)CBT (BMHP)CBT 

超音波 有 97  101  100  97  

超音波 無 95  100  101  97  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ンを通液しても回収されなかったが、購入後

約 3 か月の NH2 カートリッジ処理の回収率

は 94～98%となり、十分に回収された。この

結果から、NH2 カートリッジは劣化しやすく、

劣化したカートリッジでは魚中の共存物質

の作用なども関係してベンゾトリアゾールが

溶出しきれずにカートリッジ内に留まってし

まう可能性が考えられた。 

なお、20 年度の研究では、購入後 6 ヶ月

の NH2 カートリッジを用いて問題がなかった

ことから、冷暗所で保存すれば 6 ヶ月程度

は使用可能と考えられた。 

 

2.2 フロリジル、シリカゲル、NH2 カートリッ

ジ精製の溶出溶媒の再検討 

NH2 カートリッジに代るカートリッジを検討

するため、マダイ A の KOH 処理後液に標

準添加した試料をフロリジル、シリカゲル、

NH2 カートリッジによって 3 条件で処理した

時の溶出液の各フラクションの着色成分の

流出の様子を表 8-1～8-3 に示す。また、使

用後カートリッジの着色の様子も表 8-1～

8-3 に示す。いずれもベンゾトリアゾールが

溶出しきれていないと考えられる Fr.2 まで

には着色成分が溶出しており、また、カート

リッジに残存もなかった。NH2 カートリッジの

アセトン溶出の場合のみ使用後カートリッジ

は全体に淡黄となったが、試料を添加せず

アセトンのみを通液した場合でも淡黄となる

ことがわかり、カートリッジがアセトンによって

変化したと考えられた。これらの結果から魚

中共存物質とベンゾトリアゾールの分離はこ

れらのカートリッジ処理条件では行えないと

考えられた。2.1 と 2.2 の結果からカートリッ
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表 8-1 フロリジルカートリッジ処理の溶出液と処理後カートリッジの着色状況（マダイ A） 

  

条件 1)    
ヘキサン添加  
アセトン溶出 

条件 2) 
ヘキサン添加 
メタノール溶出 

条件 3) 
アセトン添加 
アセトン溶出 

Fr.1：添加液＋溶出液 2mL 黄、白濁 黄、白濁 黄、白濁 

Fr.2：溶出液 2mL 弱黄 弱黄 なし 

Fr.3～5：各溶出液 2mL なし なし なし 

処理後カートリッジ着色 なし なし なし 

表 8-2 シリカゲルカートリッジ処理の溶出液と処理後カートリッジの着色状況（マダイ A） 

  

条件 1)    
ヘキサン添加  
アセトン溶出 

条件 2) 
ヘキサン添加 
メタノール溶出 

条件 3) 
アセトン添加 
アセトン溶出 

Fr.1：添加液＋溶出液 2mL 黄 黄 黄 

Fr.2：溶出液 2mL 黄 弱黄 なし 

Fr.3～5：各溶出液 2mL なし なし なし 

処理後カートリッジ着色 なし なし なし 

表 8-3 NH2 カートリッジ処理の溶出液と処理後カートリッジの着色状況（マダイ A） 

  

条件 1)    
ヘキサン添加  
アセトン溶出 

条件 2) 
ヘキサン添加 
メタノール溶出 

条件 3) 
アセトン添加 
アセトン溶出 

Fr.1：添加液＋溶出液 1mL 弱黄 黄 黄 

Fr.2：溶出液 1mL 黄 黄 弱黄 

Fr.3～5：各溶出液 1mL なし なし なし 

処理後カートリッジ着色 弱黄 なし 弱黄 



ジ精製は、NH2 カートリッジに KOH 処理後

濃縮液 1mL を負荷した後、ヘキサン 4mL(う

ち 1mL を容器洗浄液とする)で溶出させるこ

ととした。ただし、使用する NH2 カートリッジ

は、購入後は冷暗所に保存して 6 ヶ月程度

以内に使用する必要である。 
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3.KOH 処理後のヘキサン抽出条件の決定 

ブリAに標準添加した場合のKOH処理後

のヘキサン抽出回数と回収率の結果を表 9

に 示 す 。 ヘ キ サ ン 抽 出 3 回 目 で も 、

(BMHP)BT は 9%、その他でも 2～4%回収さ

れており、ヘキサン抽出は 3 回行うこととし

た。 

また、ヘキサン層の純水による洗浄操作

では、水層に 1 回目は白濁するような汚れ

が見られるが、2 回目はほとんど何も見られ

なかったため、1 回で十分と判断した。 

 

4.加熱流下抽出条件の決定 

4.1 充填溶媒の選定 

ブリ A に標準添加した試料を抽出カラムに

ヘキサン・エタノール(1:1)で充填した場合の

回収率とエタノールのみで充填した場合の

回収率の結果をそれぞれ表 10-1、10-2 に

示す。 

ヘキサン・エタノール(1:1)で充填した場合

は、Fr.1:30min(60mL)で回収率 80～83%で

あり、さらに抽出液を流しても回収されなか

ったが、エタノールで充填した場合は、Fr.1

で 86～98%の回収率が得られた。これは、

水分を含む魚試料に対しては、ヘキサン・

エタノール(1:1)の浸透性が悪く、回収率が

低下すると推測された。本結果から、充填

溶媒にはエタノールを使用することとした。 

 

4.2 抽出温度の選定 

ブリ A に標準添加した試料を加熱流下抽

出 

装置で抽出温度を 30℃とした場合と、45℃

とした場合の回収率の結果を表 11-1、及び

表 11-2 に示す。30℃と 45℃で同等の結果

が得られたため、抽出温度は 30℃とした。 

 

4.3 無水硫酸ナトリウム量の決定と抽出カラ

ムサイズの選定 

フードプロセッサーで細かくしたマサバ B、

マダイ A、サケ A、ブリ A、クロマグロ A それ

表 9 KOH 処理後のヘキサン抽出回数と回収率（ブリ A） [%] 

  (DBHP)BT (DAHP)BT (DBHP)CBT (BMHP)CBT 

1・2 回目 87  95  95  88  

3 回目 4  2  4  9  

合計 91  97  99  96  

表 10-1 ヘキサン・エタノール(1:1)充填の回収率（ブリ A） [%] 

  (DBHP)BT (DAHP)BT (DBHP)CBT (BMHP)CBT 

Fr.1(30min：60mL) 80  83  81  80  

Fr.2(15min：30mL) 0  0  0  1  

合計 80  83  81  80  

表 10-2 エタノール充填の回収率（ブリ A）  [%] 

Fr.1(30min：60mL) 91  98  94  86  

Fr.2(15min：30mL) 0  0  0  2  

合計 91  98  94  88  



4.4 抽出溶媒の選定と抽出液量の決定 ぞれ 5g-wet を任意の量の無水硫酸ナトリウ

ムと混合し、乳ばちですりつぶし、その外観

を観察したところ、比較的脂肪含有率の高

いサケ A、ブリ A、クロマグロ A については

20g で脱水が十分であったが、脂肪含有率

の低い、すなわち含水率の高いと思われる

マサバ B、マダイ A については脱水に 30g

くらい必要であると思われた。そこで、無水

硫酸ナトリウム量は、一律 30g とした。無水

硫酸ナトリウム 30g とすると、小カラム(φ

15mm、19cm)では充填しづらいため、中カラ

ム(φ25mm、19cm)で抽出することとした。抽

出効率を考え、抽出カラム充填時の溶媒高

さをカラム上端から約 8cm(下端から約

11cm)とすることとした。 

ブリ A に標準添加した試料を加熱流下抽

出装置でヘキサン・エタノール(1:1)および

エタノールによって抽出した場合の回収率

の結果を表 12-1、12-2 に示す。 

ヘキサン・エタノール(1:1)抽出では、合計

でも回収率は 64～72%であり、さらに抽出液

量を増やしても回収されない結果であった。

小カラムで抽出した場合(表 8)は、88～98%

の回収率が得られていた。中カラムで抽出

した場合に回収率が悪くなる原因としては、

抽出液流入時にヘキサンの揮発による抽出

カラム内の加圧のため、抽出液の急速な流

出が起り、試料中に液の流れやすい部分が

生じ、試料全体に抽出液が流れなくなった 

表 11-1 抽出温度 30℃の回収率（ブリ A）  [%] 

  (DBHP)BT (DAHP)BT (DBHP)CBT (BMHP)CBT 

Fr.1(30min：60mL) 91  98  94  86  

Fr.2(15min：30mL) 0  0  0  2  

合計 91  98  94  88  

表 11-2 抽出温度 45℃の回収率（ブリ A）  [%] 

  (DBHP)BT (DAHP)BT (DBHP)CBT (BMHP)CBT 

Fr.1(30min：60mL) 85  93  91  82  

Fr.2(15min：30mL) 0  0  0  1  

合計 85  93  91  83  

表 12-1 ヘキサン・エタノール(1:1)抽出の回収率（ブリ A） [%] 

  (DBHP)BT (DAHP)BT (DBHP)CBT (BMHP)CBT 

Fr.1(10min：40mL) 69  65  62  67  

Fr.2(5min：20mL) 2  2  3  4  

Fr.3(5min：20mL) 0  0  0  1  

合計 70  68  64  72  

表 12-2 エタノール抽出の回収率（ブリ A）  [%] 

  (DBHP)BT (DAHP)BT (DBHP)CBT (BMHP)CBT 

Fr.1(10min：40mL) 91  94  92  88  

Fr.2(5min：20mL) 3  3  5  5  

Fr.3(5min：20mL) 0  0  0  1  

合計 94  97  97  94  
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ためと考えられた。なお、抽出終了時には

液面が試料より上にあることは確認している

が、開始時の液面より約 4cm ほど下がって

おり、カラム内の溶媒は約 20mL ほど減少し

ていた。 

一方、エタノール抽出では、合計で 94～

97％の回収率が得られており、そのほとん

どが 15min(60mL)までに回収された。また、

抽出液流入時に急速なカラムからの抽出液

の流出もなく、抽出終了時の液面も開始時

液面より 1cm ほど下がっていただけであっ

た。これらの結果から、抽出溶媒はエタノー

ル と し た 。 ま た 、 抽 出 時 間 ( 液 量 ) は

15min(60mL)～20min(80mL)で十分であるこ

とがわかった。 

マダイ A とクロマグロ A に標準添加した試

料を加熱流下抽出装置でエタノールによっ

て抽出した場合の回収率を表 12-3、12-4

に示す。マダイ A で合計 95～99%、クロマグ

ロ A で合計 94～110%の回収率が得られた。

ま た 、 マ ダ イ A で は ブ リ A と 同 様 、

15min(60mL)までに回収されたが、クロマグ

ロ A では 15-20min(20mL)に 4～7%回収され

た。本結果から、抽出時間(液量)は一律、

20min(80mL)とした。 

 

5.決定した方法での魚中濃度の測定 

平成 19 年度、20 年度および 21 年度の研

究によって決定した魚中ベンゾトリアゾール

類の分析方法を図 2 にまとめて示す。 

この方法でマサバ B、マダイ A、サケ A、ブ

リ A、クロマグロ A の魚中濃度を測定した結

果を表 13 に示す。ただし、KOH 処理時間

はマサバ B、マダイ A、サケ A、ブリ A は

60min、クロマグロAのみ120minとした。同じ

試料に標準添加して得られた表 12-2～

12-4 の回収率から、表 13 で得られた測定

値を差し引いて回収率を補正した結果を表

14-1～14-3 に示す。また、実試料クロマトグ

ラムの例を図 3、4 に示す。 (DBHP)BT は

すべての試料で検出下限値以下であった

が、ピークの痕跡が認められる試料はいく

つかあった。(DAHP)BT と(DBHP)CBT が多

く検出され、次いで(BMHP)CBT という順で

あった。 

 

D.結論 

1) 2 種のベンゾトリアゾール((OHP)BT、

(MHP)BT)は KOH 処理で分解されたため、

対象化合物を 4 種ベンゾトリアゾール

((DBHP)BT 、 (DAHP)BT 、 (DBHP)CBT 、

(BMHP)CBT)とした。 

2) KOH 処理後のヘキサン抽出は、KOH

処理後の液(エタノール 25mL)に対し、ヘキ

サン 10mL、純水 25mL で、3 回抽出すれば

よいことを明らかにした。 

3) 魚試料からの抽出は、加熱流下式高速

抽出装置を使用し、中カラム(φ25mm、

19cm)で行い、魚試料 5g-wet に対し無水硫

酸ナトリウム 30g 混合・すりつぶし後、エタノ

ールで充填し、さらにエタノール 4mL/min

で 20min(80mL)で抽出を行えばよいことを

明らかにした。 

4) 魚中ベンゾトリアゾール測定方法を決定

し、脂肪含有率の異なる 3 種類の魚試料で

測定方法全体の回収率を確認した。(図 2、

表 14-1～14-3) 

5) 脂肪含有率の異なる 5 種類の魚試料の

4 種ベンゾトリアゾール濃度を測定し、幅広

い試料に適用できることを確認した。(表 13) 

 今後、確立された方法によって多くの魚介

類等の中のベンゾトリアゾール類含有量の

分析が行われ、汚染実態の把握と汚染原

因の究明および汚染防止対策が進められ

ることが期待される。 
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表 14-1 表 12-2 補正後回収率（ブリ A）  [%] 

  (DBHP)BT (DAHP)BT (DBHP)CBT (BMHP)CBT 

Fr.1(10min：40mL) 91  92  90  86  

Fr.2(5min：20mL) 3  3  4  5  

Fr.3(5min：20mL) 0  0  0  1  

合計 94  96  94  91  

表 14-2 表 12-3 補正後回収率（マダイ A）  [%] 

  (DBHP)BT (DAHP)BT (DBHP)CBT (BMHP)CBT 

Fr.1(15min：60mL) 95  98  95  96  

Fr.2(5min：20mL) 0  0  0  0  

合計 95  98  95  96  

表 14-3 表 12-4 補正後回収率（クロマグロ A）  [%] 

  (DBHP)BT (DAHP)BT (DBHP)CBT (BMHP)CBT 

Fr.1(15min：60mL) 91  91  88  103  

Fr.2(5min：20mL) 4  5  6  7  

合計 94  96  94  110  

表 12-3 エタノール抽出の回収率（マダイ A）  [%] 

  (DBHP)BT (DAHP)BT (DBHP)CBT (BMHP)CBT 

Fr.1(15min：60mL) 95  99  96  98  

Fr.2(5min：20mL) 0  0  0  0  

合計 95  99  96  98  

表 12-4 エタノール抽出の回収率（クロマグロ A）  [%] 

  (DBHP)BT (DAHP)BT (DBHP)CBT (BMHP)CBT 

Fr.1(15min：60mL) 91  95  90  103  

Fr.2(5min：20mL) 4  5  6  7  

合計 94  100  96  110  

表 13 魚中濃度測定結果   [ng/g-wet] 

  (DBHP)BT (DAHP)BT (DBHP)CBT (BMHP)CBT 

マサバ B N.D.(<0.08) 0.4  0.5  N.D.(<0.1) 

マダイ A N.D.(<0.08) 0.08 (trace) 0.1 (trace) 0.2 (trace) 

サケ A N.D.(<0.1) 0.1 (trace) N.D.(<0.2) 0.3 (trace) 

ブリ A N.D.(<0.1) 0.4  0.6  0.5  

クロマグロ A N.D.(<0.1) 0.9  0.4  N.D.(<0.2) 



 

 

 

 

 
魚試料をフードプロセッサで細かくする。

魚試料5g-wetを無水硫酸ナトリウム30gと混合し、乳鉢ですりつぶした後、
エタノール20mLと混合し、さらにエタノール20mLで抽出カラムに充填する。

水酸化カリウムを固体で1mol/Lとなるように添加して、40℃、60min(脂肪
20%未満の魚種)または120min(脂肪20%以上となり得る魚種)加熱して脂
肪等を分解する。

分液ロートに移し、ヘキサン10mLと純水25mLを加え、
10min振とう静置後分液し、ヘキサン層を採取する。

水層にヘキサン10mLを加え、振とう抽出を2回繰り返し、
ヘキサン層を合わせた後、30mLの純水で1回洗浄する。

無水硫酸ナトリウム5gで脱水した後、エバポレーター
および窒素パージで約1mLに濃縮する。

あらかじめヘキサン10mLを通液したNH2カートリッジに濃縮液1mLを負荷し、
ヘキサン4mL(うち1mLを容器洗浄液とする)で溶出させる。

窒素パージでヘキサンを蒸発させ、メタノール500μLに転溶して、LC/MS/MS 
(APCI-Positive法、移動相メタノール/水=99/1)で分離定量する。

エタノールで30℃(昇温待ち15min)、4mL/minで20min
加熱流下抽出した後、エバポレーターで25mLまで濃縮する。

 

図 2 魚中ベンゾトリアゾール類(BTs)の測定フロー 
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図3 クロマトグラム例(マサバB ) 図4 クロマトグラム例(ブリA ) 
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