
[成果情報名] 高感度・高精度・迅速なシアナミド定量法 
[要約] シアナミド（H2NC≡N）をガスクロマトグラフ質量分析計（GC/MS）で高感度に定
量できる（検出限界：約 1ng）。試料の前処理の段階で内部標準物質として(15N2)シアナミ
ドを添加し同位体希釈法により定量すれば，より信頼性の高いデータとなる。 
[担当研究単位] 生物環境安全部 植生研究グループ 化学生態ユニット 
[分類] 技術 
 
[背景・ねらい] 

シアナミドは，1898年に初めてドイツで人工合成された含窒素化合物であり，植物生育
調節作用を持ちつつも，土壌中では微生物によってアンモニアへ変換され肥料としても働

く多機能性の農業用薬剤である。近年，著者らはシアナミドがヘアリーベッチ体内で生合

成され植物生育阻害作用を示すことを明らかにし(Kamo et al., 2003)，さらにその存在量や
分布あるいは植物体中における生合成経路の解明研究を継続している。しかし，シアナミ

ドは不安定かつ低沸点化合物であるため，試料の前処理段階（精製操作）において消失す

る可能性があり，従来のシアナミド分析法では問題点が多い。そこで，高感度・高精度・

簡便・迅速なシアナミド定量法を開発する。 
 

[成果の内容・特徴] 

１．GC/MSに装着する分離用カラムとしてアミン化合物分析用キャピラリーカラムを選択
することによって，シアナミドを定量分析可能なシグナルとして検出できる（図１A）。 

２．本分析法による検出限界は約 1ngである。また検量線は，20ng / 2 µL以上の高濃度分
析では直線回帰モデルが，1～20ng / 2 µLの低濃度分析では対数モデルがよく適合する。 

３．試料の前処理段階においてシアナミドが消失しデータの信頼性が低下する問題点は，

前処理段階で内部標準物質として(15N2)シアナミドを加え，同位体希釈法によって定量を
行うことで解決できる。すなわち，この内部標準物質を m/z 44（図１C），天然型の(14N2)
シアナミドを m/z 42（図１B）のマスクロマトグラムのシグナルとしてそれぞれを特異
的に検出し，これらのシグナル強度比(m/z 42)/(m/z 44)である同位体希釈率からシアナミ
ド含量の定量値を算出できる。 

４．ヘアリーベッチ茎葉部に含まれるシアナミドを抽出するためには，アセトンあるいは

エタノールを用いるのが効率的である。この抽出物の精製操作は，順相固相抽出カラム

（固相：シリカゲル，抽出溶媒：ヘキサン－アセトン系）のみで十分である。 
５．ヘアリーベッチ茎葉部の抽出物中に含まれるシアナミドを，３段階の(15N2)シアナミド
添加量で精製操作および定量分析を行うと，いずれの添加量でも同等の定量値が得られ

る（表１）。この値は，従来法の中で最も高感度かつ信頼性の高い方法（プレカラム誘

導体化＋HPLC法）で得られる値とも同等であるため，本法は従来法とも整合性が取れ，
かつ回収率が低くても信頼できる有効な分析法と言える。 

 

[成果の活用面・留意点] 

１．本分析法は，シアナミド濃度が極めて低い場合や，夾雑物が多く前処理（精製操作）

が必要な場合に特に有効である。  
２．高い信頼性を確保するためには，(m/z 42)/(m/z 44)値が 0.1～5の範囲内で定量分析を行
う必要がある。 

３．市販の(15N2)シアナミドは高価である（50%水溶液 1gで 68万円）。 



[具体的データ] 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

表１ ヘアリーベッチ茎葉部抽出物中のシアナミドの定量分析結果 
分析法 内部標準物質添加量ｃ 回収率 シアナミド含量ｄ 

 (mg kg-1 fresh weight) (%) (mg kg-1 fresh weight) 
本法ａ 29.4 104.1 100 ± 7 

 88.2 92.6 103 ± 2 
 264 102.0 100 ± 3 

従来法ｂ 50.0 103.2 102 ± 7 
ａ順相固相抽出（シリカゲル，ヘキサン－アセトン系）により精製。ｂ分配固相抽出（ケイソウ土，水－酢酸エチル系）＋

逆相固相抽出（C18，水－メタノール系）＋誘導体化（4-cyanimido-1,2-naphthoquinone）＋逆相固相抽出（C18，水－メ

タノール系）により精製。ｃ本法による内部標準物質には(15N2)シアナミドを，従来法による内部標準物質には(14N2)シ

アナミドを用いた。ｄ値は平均±標準偏差（n=3）。  
 

[その他] 

研究課題名：ヘアリーベッチ等アレロパシー活性の高い被覆植物を利用した雑草防除技術

の開発 
（カテコール関連物質を放出する植物の導入が周辺の植物ならびに土壌環境

に及ぼす影響解明） 
予算区分 ：委託プロ[生物機能]，運営費交付金 
研究期間 ：2005年度（2001～2008年度） 
研究担当者：平舘俊太郎，藤井義晴，加茂綱嗣（信州大農），荒谷博 
発表論文等：  

1) Hiradate et al., J. Chromatogr., A, 1098(1-2), 138-143 (2005) 

マスクロマトグラムm/z 42

マスクロマトグラムm/z 44

マスクロマトグラムm/z 171

(B)

(A)

(C)

(D)

8 9 10 11 12
保持時間 （分）

シ
グ
ナ
ル
強
度

図１ (14N2)シアナミド＋(
15N2)シアナミド＋補正用標準物質（m-トリフルオロメチルベンゾニト

リル）混合溶液のGC/MSクロマトグラム

マスクロマトグラム
m/z 42+44+171

分析カラム；CP-Sil 8 CB for amines 
(0.25-mm I.D., 30-m length, 0.25-
μm thickness; GL Sciences, Tokyo, 
Japan)

注入量；(14N2)シアナミド；20.0 ng，
(15N2)シアナミド；23.5 ng，m-トリフ
ルオロメチルベンゾニトリル；20.0 ng

天然型の(14N2)シアナミドはm/z 42，
内部標準物質である(15N2)シアナミド
はm/z 44，m-トリフルオロメチルベ
ンゾニトリルはm/z 171にて特異的
に検出される


