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は じ め に 

意図的あるいは非意図的に食品に混入された化学物質

による健康危害の事例として，平成 10 年に起きた新潟のア

ジ化ナトリウム（以下 NaN3 と略す）のポットへの混入事

件が挙げられる．その後，同様の事例が繰り返されたこと

から，平成 11 年に NaN3 は毒物に指定された．しかし，当

所においては健康危害発生時を想定した NaN3 の迅速で簡

易な分析法は確立されていない．そこで,危害発生時にすば

やく対応できる分析法を作成することとした． 
NaN3 の分析法としては，塩化第二鉄による呈色試験法１），

吸光度法２），通気－イオンクロマトグラフィー（以下 IC
と略す）３），水蒸気－IC ４），誘導体化によるガスクロマ

トグラフ－質量分析法１）等の報告がなされている．しかし

これらの分析法は煩雑な手順を要し，結果を得るまでに長

時間が必要とされる． 
そこで，中里ら５）が報告した UV ラベル化剤である 3,5-

ジニトロ塩化ベンゾイル（以下 DNBC と略す）を NaN3と

反応させ 3,5-ジニトロベンゾイルアザイド（以下 DNBA と

略す）とし HPLC で分析する方法を応用し，食品の前処理

を工夫して簡易な分析法の構築を試みた． 

 

実 験 方 法 

１．試料 

 NaN3 が混入される可能性が考えられる茶，ジュース，コ

ーラ飲料，日本酒，コーヒー，牛乳，レトルト・カレー（以

下カレーと略す）の市販品を小売店より購入し，添加回収

試験用試料とした． 
 

２．試薬及び試液 

 1）標準溶液 NaN3（和光純薬工業（株）製，化学用）を

シリカゲルデシケータで乾燥した後，その 100 mg を水に

溶解して 100 mL としたものを標準原液とし，適宜水で希

釈して使用した． 
 2) 1% DNBC 溶液 DNBC（ナカライテスク（株）製 HPLC

用ラベル化剤）1 g をアセトニトリルに溶解し 100 mL とし

た． 
 3) クエン酸緩衝液 0.05 mol/L クエン酸溶液及び 0.05 
mol/L クエン酸ナトリウム溶液を混和して pH を 3.6 に調整

した． 

 4) アセトニトリル 和光純薬工業（株）製 HPLC 用を

用いた． 
 5) その他の試薬 市販特級品を用いた． 
 

３．装置 

 HPLC 装置：日本分光（株）製の 880-PU 型ポンプ，カラ

ムオーブン，オートサンプラー，UV 検出器で構成，デー

タ処理装置：島津製作所（株）製クロマトパック C- R6A，

冷却遠心機：佐久間製作所製 M-160-Ⅳ型 
 

４．試験溶液の調製 

 1) 液体試料の茶，ジュース，コーラ飲料 試料 2 mL に

クエン酸緩衝液・アセトニトリル（1：1）混液 6 mL，1％ 
DNBC溶液 2 mL を加えて 1 分間強振し，3 分間放置した後，

クエン酸緩衝液・アセトニトリル（1：1）混液で 10 mL と

したものを 0.22 µm のメンブランフィルターでろ過し，

HPLC 用試験溶液とした． 
2) アルコール飲料の日本酒，脂肪，タンパク質の多い

牛乳，コーヒー飲料 試料を水で 10 倍希釈した後，2 mL
を採り，クエン酸緩衝液・アセトニトリル（1：1） 混液 6 
mL，1％DNBC 溶液 2 mL を加えて 1 分間強振し，3 分間

放置した後，クエン酸緩衝液・アセトニトリル(1：1) 混液

で 10 mL としたものを 0.22 µm のメンブランフィルターで

ろ過し，HPLC 用試験溶液とした． 
3) 半固形試料のカレー 試料をフードカッターで均質

化した後その 2 g を採り，水を加えて 20 mL とし，よく攪

拌して均質化した後，高速冷却遠心機（－5℃，10,000 rpm）

で 10 分間遠心分離した．上澄み 2 mL を採り，クエン酸緩

衝液・アセトニトリル（1：1）混液 6 mL，1％ DNBC 溶液
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2 mL を加えて 1 分間強振し，3 分間放置した後，クエン酸

緩衝液・アセトニトリル（1：1）混液で 10 mL とした．こ

れを 0.22 µm のメンブランフィルターでろ過し，HPLC 用

試験溶液とした． 
 

５．HPLC 条件 

 カラム：Lichrosorb RP18-5（4.6mm i.d.×250 mm）GL scie 
nces Inc. 製，移動相：アセトニトリル・水（1：1）混液，

検出波長：254 nm，カラム温度：40℃，流速：1.0 mL/min，
注入量：10 µL． 
 

６．検量線 

0.25～100 µg/mL に調製した数段階の NaN3 標準溶液の各

々2 mL を採り，これにクエン酸緩衝液・アセトニトリル（1
：1）混液 6 mL，1％ DNBC 溶液 2 mL を加えて 1 分間強

振し，3 分間放置した後，クエン酸緩衝液・アセトニトリ

ル（1：1）混液で 10 mL としたものを HPLC に注入し，得

られたピーク面積から検量線を作成した． 
             

結果及び考察 

１．誘導体化における pH 及び DNBA の安定性の検討 

 DNBAの生成は一定で pHの違いによる差は認められず，

また，DNBA の安定性については，10 時間放置後の減衰率

が，pH2.0 で 5％，pH3.0～5.0 では 3％以内，pH7.0 では 65
％であると報告されている５）．試料中の茶の pH は 6.2 で

あったことから DNBA が速やかに減衰することが危惧さ

れた．そこで，この茶について生成した DNBA の減衰率を

検討したところ，1 時間放置後で 10％，10 時間で 66％であ

った．これらのことから，DNBA の安定化を図るため，食

品の pH に関わりなく，検量線作成時と同様にクエン酸緩

衝液・アセトニトリル（１：１）混液を加えて試料溶液の

pH を 3.6 付近の一定に保つこととした． 
 

２．前処理の検討 

食品の特性に合わせ三種類の精製方法を検討した． 

1) 固相抽出用カートリッジカラムによる精製 中里ら
５）はワインに DNBC を加えて強振した後、夾雑物による

障害を取り除くため，固相抽出カートリッジカラムのフロ

リジルを用いて良好な結果を得ている．そこで，茶につい

て固相抽出カートリッジカラムの Sep-Pak C18 及びフロリ

ジルの各カラムを用いて精製効果を比較した．表 1，図 1
に示すように，未処理の茶の回収率が 84.6％，CV0.4％と

カートリッジカラムを通したものとほとんど違いのない結

果を得，特に大きな妨害も認められなかったので，カート

リッジカラムによる精製は省略することとした． 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 図１．茶抽出物の HPLC クロマトグラムにおける 
 図１．フロリジルカラムによる精製効果の比較 
    NaN３：添加量：50 µg/mL 

  

2) 希釈による精製 表 2 に示すように，脂肪，タンパ

ク質の多いコーヒー及び牛乳，アルコール飲料の日本酒な

どは，試料を DNBC と反応させた後，メンブランフィルタ

ーでろ過することが不可能であったり，回収率の低下が見

られた． 
そこで，これらの食品について水による希釈を試みたと

ころ，5 倍から 10 倍の希釈を行うことにより 75.3％～98.0
％の回収率が得られた． 
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3) 高速冷却遠心による精製 

澤田ら６）は，カレーの前処理に遠心分離後，加圧ゲルろ

過による精製を行っているが，この方法では処理時間に 1
～2 時間を要し，IC による測定が困難であるとの報告をし

ている．そこで希釈と高速冷却遠心を組み合わせた HPLC
による短時間で効率的な分析を試みた．その結果，カレー

中の脂質等は高速冷却遠心により除去され，特に妨害なく

分析できることがわかった．図 2 にクロマトグラムを示し

た． 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

       図２．レトルト・カレー抽出物の 
         HPLC クロマトグラム 
              NaN３：添加量 50 µg/g 

 

３．検量線 

NaN3 標準溶液の 0.25～2.5 µg/mL（低濃度用），2.5～100 
µg/mL（高濃度用）の範囲で良好な直線性（ｒ＝0.999 ）を

示した． 
 

４．添加回収試験 

NaN3 が混入される可能性のある，茶，カレーなど 7 種類

の市販食品を用いて添加回収試験を行った． 
添加量は NaN3 の経口最小中毒量 50 µg/mL（試料 100 mL

を経口摂取した場合）を参考にし,試料 1 mL 当り 50 µg と

その 1/10 量である 5 µg とした． 
表 3 に示したように，回収率は 75.3％～99.6％と良好な

結果であった．定量限界は，茶などの清涼飲料水は試料中

濃度 0.5 µg/mL，清涼飲料水以外の試料では 2.5 µg/mL 又は

2.5 µg/g である． 
 

以上のように本法では，誘導体化を妨害する可能性のあ

る試料中のタンパク質や脂肪を，希釈又は高速冷却遠心分

離（－5℃，10,000 rpm）とミリポアフィルターによる簡便

な操作で除去してその影響を防止し，また，クエン酸緩衝

液・アセトニトリル（１：１）の添加で食品の pH に左右

されない安定した分析を可能とした．HPLC による NaN3

の分析法の概要を図 3 に示した． 
 

ま と め 

健康危害発生時の迅速な原因把握を目的として，HPLC
による食品中の NaN3 の迅速分析法について検討した． 
1．クエン酸緩衝液の添加により食品の pH に左右されず

NaN3 を誘導体化し，生成した DNBA を安定した状態で測

定することができた． 
2．高タンパク，高脂肪の食品について，希釈又は高速冷却

遠心の簡便な前処理により除タンパクや脱脂分離を行うこ

とができ，試験溶液の調製に要する時間を大幅に短縮する

ことができた．本法の分析時間は 1 試料当り 30～40 分であ

る． 
3．茶，牛乳，カレーなど 7 種の市販食品での添加回収率は，

1 mL 又は 1 g 当り 50 µg 添加で 75.3～99.6％，5 µg 添加で

78.9％～97.2％と良好であった 
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