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要旨： 公共用水域における油流出事故が起きた際，油汚染の有無や汚染範囲および油種の特定等を行う必要があ

る．流出した油の油種の判別には GC あるいは GC-MS を用いた方法はあるが，蛍光光度法により判別した事例は

少ない．そのため，油流出事故を想定して A 重油を海水および河川水に混合し日光に暴露させた条件下で蛍光光度

法によりクマリンを分析した．その結果，クマリンは分散，乳化，溶解，蒸発，光酸化等の風化作用により油層中

から減少するものの，蛍光光度法により測定可能であった．また，A 重油は日光への暴露により蛍光スペクトルが

変化し，蛍光強度比（F500/F450）と積算照度（Mlx･h）の間には，開放系では有意な正の相関 r = 0.91（p < 0.01），閉

鎖系では有意な負の相関 r = − 0.81（p < 0.01）が認められた．したがって，流出油（A 重油）の蛍光強度比（F500/F450）

から漏洩後の時間的経過を推測することも可能であると示唆された．併せて，今年度の油流出事例についても蛍光

光度法により分析した．その結果，試料から想定試験と類似な蛍光スペクトルが得られたことから油種を A 重油と

判別した．また，試料の蛍光強度比（F500/F450）より漏洩から約 12 時間経過後と推測した．以上より，蛍光光度法

による環境水中のクマリンの分析は油種の判別に有用であった． 
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Ⅰ はじめに 

本県には大小様々な貯油施設がある．貯油施設に

おける流出・漏洩事故は，度々発生しており，当研

究所では過去 21 年間（2000－2020 年）で 42 件の油

流出事例に関する分析をした． 

公共用水域における油流出事故が起きた際，油汚

染の有無や汚染範囲および油種の特定等を行う必要

がある．そのため，当研究所では 2020 年度に蛍光光

度計を整備した．蛍光光度法は，灯油や A 重油に添

加されている識別剤のクマリンを分析することで灯

油や A 重油と軽油との判別ができる（図 1）．この手

法を油流出事故時の対応に取り入れることで，従来

よりも油種の判別が容易にできるようになると考え

る． 

流出油の油種の判別に GCあるいは GC-MSを用い

た方法がよく用いられる．この手法では，A 重油の

99.5%が軽油と同じ成分であるため成分分析による

判別がしにくい点があった 1）．そのため，クマリン

の有無によって A重油と軽油との判別が容易にでき

る蛍光光度法は有用であると考える．しかしながら，

懸念点も挙げられる．クマリンは，オクタノール／

水分配係数（logPow）が 1.39 と低いため海水に溶解

しやすく，油膜が薄い試料の場合には蛍光光度計で

はほとんど検出されないとの報告がある 2）． 

そのため，本研究では公共用水域に A 重油が流出

したことを想定し，A 重油を海水および河川水に混

合し日光に暴露させた条件下で，蛍光光度法を用い

てクマリンが測れるのか，またクマリンがどのよう

な挙動を示すのかを分析したのでその結果を報告す

る．併せて今年度，油流出事故が起きたため，蛍光

光度法により環境水中のクマリンを分析したのでそ

の結果も報告する． 

 
図 1．(a)A 重油および(b)軽油の蛍光スペクトル． 

 

Ⅱ 実験 
１．装置 

日本分光製 FP-8500 分光蛍光光度計を用いて定量

測定，スペクトル測定した．励起，蛍光バンド幅は，

いずれも 10 nm に設定して測定した．照度（Mlx）

は，HOBO ペンダントロガー（Onset 社）を用いて 1

時間毎に測定した．積算照度（Mlx･h）は，1 日あた
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り 14 時間（6－19 時）として，1 時間毎の測定結果

を積算した．積算照度（Mlx･h）からの日数換算（day）

は，対象期間の積算照度（Mlx･h）を 1 日あたりの

積算照度（Mlx･h/day）で除し算出した．1 日あたり

の積算照度（Mlx･h/day）は，全測定期間中の積算照

度（Mlx･h）を積算時間（h）で除した数に 14（h）

を乗じ算出した．振とうは，いずれもタイテック社

製の強力振とう機 SR-2DW と産廃溶出振とう機

TS-4N を用いた． 

２．試薬および試料 

 A 重油は県内石油メーカーから入手した．測定に

用いた試薬は，全国石油協会 3）が定めた A 法に準じ

て用意した．クマリン標準品は関東化学製鹿 1 級を

用いた．トルエン，ドデカン，水酸化ナトリウム，

硝酸ナトリウム，1-ブタノールおよびエタノールは，

いずれも富士フイルム和光純薬製特級を用いた．水

は超純水（Merck 社製 Milli-Q 水）を用いた．海水

および河川水は公共用水域の実試料を用いた．1 mL

の A 重油試料からクマリンを抽出するために，6 mL

のドデカン，8 mL のアルコール溶液および 5 mL の

アルカリ性水溶液の 3 種類の抽出溶媒を調製した．

アルコール溶液は 1-ブタノールとエタノールを 4 : 3 

の体積比で混合し調製した．流出事例の前処理に用

いた無水硫酸ナトリウム，ヘキサンはいずれも富士

フイルム和光純薬製残留農薬・PCB試験用を用いた． 

３．実験方法 

（１）前処理 

１）分散・乳化による影響 

海水に A 重油を 5，10%の体積割合で振とう機を

用いて混合した．振とう速度は，縦振りの 100，200，

300 rpm（以下，100 rpm（縦），200 rpm（縦），300 rpm

（縦）と記す）および横振りの 200 rpm（以下，200 

rpm（横）と記す）で行った．振とう時間は，1，3，

5，10，20，30，60，120，240，480 および 960 分で

行った． 

２）溶解による影響 

海水に A 重油を 0.5，1，5，10，25 および 50%の

体積割合で振とう機を用いて混合した．振とうは

200 rpm（横）を 5 分間行った． 

次いで，A 重油を同様の体積割合で海水が入った

試験管の壁面に沿うように加え，静置し 1，2，3 お

よび 7 日後に測定した．  

３）溶媒による影響 

海水，河川水，超純水，希硫酸（6，9 mol/L）お

よび pH4，5，6，9，10，11，12 の溶媒に A 重油を

10%の体積割合で振とう機を用いて混合した．振と

うは 200 rpm（横）を 5 分間行った． 

４）蒸発・光酸化による影響 

A 重油および海水に A 重油を 5，10%の体積割合

で振とう機を用いて混合した試料を用意した．振と

うは 200 rpm（横）を 5 分間行った．A 重油および

混合試料を当研究所屋上にて，直射日光が当たるよ

うに配置した．その際，雨水の混入を防ぐため試料

に透明なプラケースを被せた．また，各試料いずれ

も保存容器を開けた場合（以下，開放系）と閉めた

場合（以下，閉鎖系）を用意した． 

５）流出事例 

 事業所から河川への油流出事故があり，当日のヤ

ード内汚染水，下流の汚染水（当日と 4 日後）およ

び対照試料として周辺の河川水を採取した．試料

500 mL をヘキサンで抽出，無水硫酸ナトリウムで脱

水，エバポレーターで濃縮し 1 mL とした． 

（２）測定 

 （１）で前処理した試料をねじ口試験管に入れ，

ドデカン，アルコール溶液およびアルカリ性水溶液

を加え，撹拌子を入れた．ねじ口試験管をキャップ

して振とう機で 200 rpm（横）の 5 分間混合した後，

5 分間静置した．静置後，蛍光光度計の試料室にね

じ口試験管をセットし，撹拌子を回転させながら 5 

分間紫外線（波長 360 nm）を照射し異性化した．光

異性化後，励起波長を 360 nm で設定し，500 nm 付

近の蛍光極大強度を測定した．  

 

Ⅲ 結果および考察 
１．分散・乳化による影響 

海水に A 重油を 5，10%の体積割合で種々の速度

と時間で混合した試料の油層中クマリン残存率を図

2 に示す． 

10%試料の場合，200 rpm（横）では 1 分，300 rpm

（縦）では 30 分，200 rpm（縦）では 240 分の振と

うで残存率 64%の恒量に達した．100 rpm（縦）では

960 分の振とうで残存率 68%であった．5%試料の場

合，200 rpm（横）では 5 分，300 rpm（縦）では 20

分，200 rpm（縦）では 480 分，100 rpm（縦）では

960 分の振とうで残存率 43%の恒量に達した．よっ

て，クマリンは海水と混ざり合うほど海水に溶解し，

油層中から減少することが確認された．また，クマ

リンは 100 rpm のような比較的緩やかな速度であっ
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ても，960 分でほぼ恒量に達することから，油流出

事故後 1 日経過する頃には分散・乳化による影響の

恒量に達している可能性が高いと考えられる． 

 

２．溶解による影響 

海水に A 重油を 0.5－50%の種々の体積割合で混

合した試料の油層中クマリン残存率を図 3，同様の

割合で静置した試料の油層中クマリン残存率の経時

変化を図 4 に示す． 

海水に A 重油を 0.5－50%の種々の体積割合で 200 

rpm（横）の 5 分間混合した場合，残存率は 50%試

料では 98%，25%試料では 85%，10%試料では 64%，

5%試料では 43%，1%試料では 13%，0.5%試料では

7%となった．よって，海水に占める A 重油の割合

が小さくなるほど，残存率も減少することが確認さ

れた． 

次いで，海水に A 重油を 0.5－50%の種々の体積

割合で静置した場合，残存率は時間経過に伴い減少

した．振とうした場合と比較して緩やかに減少し，

１週間後には 1%試料を除いて振とう時と同程度ま

で減少した．よって，クマリンは溶解による影響を

受けやすいことが確認された．流出油は，河川や海

水等に希釈され続けるため，環境水へのクマリンの

溶解は避けられない．流出後なるべく早期に回収処

理してクマリンの減少を抑えることが重要である． 

３．溶媒による影響 

A 重油を種々の溶媒に 10%の体積割合で混合した

試料の油層中クマリン残存率を図 5 に示す． 

残存率は，pH4 の弱酸性から pH10 の弱アルカリ

性条件下では，55－64%と同程度であった．一方，

pH11 では 33%，pH12 では 2%と強アルカリ性条件

下では大きく減少した．この結果より，海水や河川

水等の弱アルカリ性条件下では液性による影響が少

ないことが確認された．また，残存率が超純水＜河

川水＜海水となったのは，比重による影響だと考え

られる．溶媒の比重が大きいほど油と溶媒をより分

離できるためである．したがって，残存率は，海水

や河川水等の弱アルカリ性条件下では液性より比重

に影響されると考えられる．硫酸処理は，不正軽油

製造の際に A重油に含まれるクマリンをスルホン化

し油層から除去することができる 4）．希硫酸を用い

た場合の残存率は 6 mol/L では 36%，9 mol/L では

9.3%と油層中からある程度除去されることが確認

された．貯油施設等において，硫酸処理や強アルカ

リ処理によりクマリンが除去された場合では，クマ

図 2．海水に A 重油を 5，10%の体積割合で種々 

の速度と時間で混合した時の油層中クマリ 

ン残存率． 

図 3．海水に A 重油を 0.5－50%の種々の体積割合で

混合した試料の油層中クマリン残存率． 

図 4．海水に A 重油を 0.5－50%の種々の体積割合 

で静置した試料の油層中クマリン残存率の

経時変化． 
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リンの有無による A重油と軽油との判別は困難であ

ると考えられる．  

４．蒸発・光酸化による影響 

（１）経時変化 

A 重油および海水に A 重油を 5，10%の体積割合

で混合した試料について開放系と閉鎖系を各々用意

した .各々を日光に暴露させた時の油層中クマリン

残存率の経時変化を図 6 に示す． 

A 重油試料（開放系）の場合，積算照度初期に残

存率は増加し 2.3 Mlx･h（約 3 日経過後）には元の残

存率である 100%を上回る 135%程度に達した．その

後，減少に転じ 23 Mlx･h（約 33 日経過後）には 16%

となった．次いで，A 重油試料（閉鎖系）の場合，

残存率は増減を繰り返しながら徐々に減衰し 23 

Mlx･h（約 33 日経過時）には 60%となった．開放系

の積算照度初期に残存率が増加したのは，分子量の

小さい n-アルカン類や揮発性芳香族化合物等の低沸

点化合物（沸点 350 ℃以下）の蒸発による影響だと

考えられる．これらの低沸点化合物（沸点 350℃以

下）は海上へ流出後 2－3 日で 30－50％蒸発すると

いわれている 5）．また，下尾 6）による河川水に A 重

油を添加し室外環境に 6 日間放置した実験では，C9

－C14 の炭化水素のピークはほとんど蒸発により消

失したのに対し，C16（沸点 287 ℃ 7））では 1 割程度

の減少，C17（沸点 301.8 ℃ 7））以降の炭化水素のピ

ークは増加していた．クマリンは沸点が 291 ℃ 8）と 

C16（沸点 287 ℃ 7））と同程度であるため日光への暴 

露から 2－3 日経過時では，クマリン自体の蒸発によ

る影響は少ないと考えられる．よって，クマリンよ

り沸点の低い低沸点化合物（沸点 291 ℃以下）の蒸

発による影響のため，重油に占めるクマリンの割合

が多くなり残存率が増加したと考えられる．その後，

残存率が減少に転じたのは積算照度が増すにつれク

マリン自体が蒸発・光酸化による影響を受けたため

だと考えられる．流出油の風化作用は蒸発の後に光

酸化の影響が起こるとされている 5）．本実験による

光酸化による影響は，図 6 の A 重油試料の閉鎖系よ

り積算照度 5.4 Mlx･h（約 8 日経過後）以降だと推測

される．また，クマリンは長波長紫外線照射（波長：

310 nm 以上）によって二量化する 9）．その影響によ

り減衰している可能性もあると考えられる． 

5%試料（開放系）の場合，積算照度初期に残存率

は増加し 0.64 Mlx･h（約 12 時間経過後）には元の残

存率である 43%を上回る 102%に達した．その後，

減少に転じ 23 Mlx･h（約 33 日経過後）には 4%とな

った．次いで, 10%試料（開放系）の場合も同様に，

積算照度初期に残存率は増加し 1.0 Mlx･h（約１日半

経過後）には元の残存率である 64%を上回る 115%

に達した．その後，減少に転じ 20 Mlx･h（約 28 日

経過後）には 5%となった．いずれも A 重油試料（開

放系）と同様に積算照度初期に残存率が増加しその

後，減少する挙動が確認された． 

図 5．A 重油を種々の溶媒に 10%の体積割合で混 

合した試料の油層中クマリン残存率． 

図 6．A 重油試料(100%)および海水に A 重油を 5， 

10%の体積割合で混合した試料について開

放系(Open)と閉鎖系(Close)を各々用意し，

日光に暴露させた場合の油層中クマリン残

存率の経時変化． 
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5%試料（閉鎖系）の場合，積算照度初期に残存率

は増加し 0.64 Mlx･h（約 12 時間経過後）には元の残

存率である 43%を上回る 49%に達した．その後，減

少に転じ 23 Mlx･h（約 33 日経過後）には 4%となっ

た．次いで，10%試料（閉鎖系）の場合も同様に，

積算照度初期に残存率は増加し 1.0 Mlx･h（約１日半

経過後）には元の残存率である 64%を上回る 76%に

達した．その後，減少に転じ 20 Mlx･h（約 28 日経

過後）には 6%となった．いずれも A 重油試料（閉

鎖系）と同様に積算照度初期に残存率が増加し，増

加幅は 5，10%試料（開放系）と比べ小さかった．

また，いずれも A 重油試料（閉鎖系）ほどの増減の

繰り返しはなかった．以上より，クマリンは溶解に

よる影響だけでなく，蒸発や光酸化によっても減少

するためできるだけ速やかに流出油試料を回収する

ことが重要であると考える． 

（２）蛍光スペクトルの変化 

海水に A 重油を 5，10%の体積割合で混合した試料

について閉鎖系と開放系を用意し，各々を日光に暴露

させた場合の油層中クマリンの蛍光スペクトルを図

7 に示す．蛍光強度が大きい場合（積算照度初期時），

閉鎖系では蛍光極大ピーク波長が 500 nm 付近に現れ，

図 1 の A 重油と類似した蛍光スペクトルが得られた．

一方で，開放系では 450 nm 付近にも蛍光極大ピーク

波長を持つ蛍光スペクトルが得られた．次いで，蛍光

強度が小さくなるほど（積算照度が増すほど），閉鎖

系では 450 nm 付近の蛍光極大ピークが現れたのに対

し，開放系では 450 nm 付近の蛍光極大ピークが消え

ていった．このことから，開放系と閉鎖系は互いに逆

の挙動を示していることが確認された．実際に近い環

境を再現した今実験の A 重油の蛍光スペクトル（図

7(b)）は，教科書的な蛍光スペクトル（図 1(a)）と異

なり，450 nm 付近にも蛍光極大ピーク波長を持つ．

そのため，油流出事故の際は油種の判別に注意する必

要がある．また，蛍光強度が小さくなるほど（積算照

度が増すほど），蛍光極大ピーク波長が開放系では長

波長側へシフト（レッドシフト）し，閉鎖系では短波

長側へシフト（ブルーシフト）する傾向が確認された． 

 

 

図 7．A 重油を海水に 5，10%の体積割合で混合した試料について (a)閉鎖系，(b)開放系を各々用意し，日光
に暴露させた場合の油層中クマリンの蛍光スペクトル．上図は全体図．下図は 0－250 nm の拡大図． 
蛍光スペクトルは積算照度（Mlx･h）が大きくなるほど，蛍光強度(Int.)が小さくなる傾向にある． 
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（３）蛍光強度比（F500/F450）vs.積算照度（Mlx･h） 

図 7 より，日光への暴露に伴い閉鎖系と開放系のス

ペクトルが変化し，また互いに逆の挙動を示している

ことが確認された．そのため，蛍光強度比（F500/F450）

と積算照度（Mlx･h）で相関をとった．その結果，開

放系では有意な正の相関 r = 0.91（p < 0.01，y = 0.0476x 

+ 1.098），閉鎖系では有意な負の相関 r = − 0.81（p < 

0.01，y = − 0.0514x + 2.1056）が認められた（図 8）．

よって，蛍光強度比（F500/F450）から漏洩後の時間的

経過を推測することも可能であると示唆された． 

（４）蛍光極大波長（nm）vs.積算照度（Mlx･h） 

 図 7 より，500 nm 付近の蛍光極大ピーク波長は，

蛍光強度が小さくなるほど（積算照度が増すほど）

開放系では長波長側へシフト（レッドシフト）し，

閉鎖系では短波長側へシフト（ブルーシフト）する

傾向が確認された．そのため，蛍光極大ピーク波長

（nm）と積算照度（Mlx･h）で相関をとった．その

結果，開放系では有意な正の相関 r = 0.78（p < 0.01，

y = 0.4388x + 501.74），閉鎖系では有意な負の相関 r = 

− 0.64（p < 0.01，y = − 0.2349x + 505.03）が認められ

た（図 9）．よって，500 nm の蛍光極大ピーク波長

のずれから漏洩後の大まかな時間的経過を推測する

ことも可能であると示唆された．ただし，蛍光極大

ピーク波長は様々な条件下で変化し固有ではないこ

とに留意する必要がある． 

 

５．流出事例 

 流出油試料および対照試料を 500 倍濃縮した場合

の蛍光スペクトルを図 10 に示す．ヤード内汚染水と

下流汚染水（当日および 4 日後）のいずれの試料か

ら 500 nm 付近にクマリンの異性化による蛍光極大

ピーク波長が確認された．この結果より，流出油試

料の油種を A 重油と判別した．ヤード内汚染水試料

の蛍光スペクトルは，図 7（b）の蛍光スペクトルと

同様に 450 nm 付近に蛍光極大ピーク波長を持ち，

その蛍光強度比（F500/F450）は 1.1 であった．図 8 の

開放系の 1 次式に当てはめると積算照度は 0.61 

Mlx･h，日数換算して漏洩から約 12 時間過後と推測

した．保健所職員が漏洩の通報を受け，数時間後に

図 10．(a)ヤード内汚染水，(b)当日の下流汚染水， 

(c)4 日後の下流汚染水および(d)対照試料 

の蛍光スペクトル 

図 8．海水に A 重油を 5，10%の体積割合で混合

した試料について開放系および閉鎖系を

各々用意し，日光に暴露させた場合の蛍光

強度比 vs.積算照度(** : p < 0.01)． 

図 9．海水に A 重油を 5，10%の体積割合で混合

した試料について開放系および閉鎖系を

各々用意し，日光に暴露させた場合の蛍光

極大波長 vs.積算照度(** : p < 0.01)． 
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試料を採取したことと概ね一致していたといえる．

また，蛍光極大ピーク波長が 501 nm であったこと

からも漏洩後の時間的経過が少ないと推測した．下

流汚染水試料の蛍光スペクトルは，当日に比べて 4

日後は蛍光極大強度が小さくなり時間経過に伴いク

マリンが減少する傾向が確認された．以上より，蛍

光光度法によるクマリンの分析は，実際の油流出事

故においても油種の判別に有用であることが確認さ

れた． 

 

Ⅳ まとめ 
 油流出事故を想定して A重油を海水および河川水

に混合し日光に暴露させた条件下で蛍光光度法によ

りクマリンを分析した．その結果，クマリンは風化

作用により油層中から減少するものの，蛍光光度法

により測定可能であった．また，A 重油は日光への

暴露に伴い蛍光スペクトルが変化し，蛍光強度比

（F500/F450）と積算照度（Mlx･h）の間には，開放系

では有意な正の相関 r = 0.91（p < 0.01），閉鎖系では

有意な負の相関 r = − 0.81（p < 0.01）が認められた．

したがって，流出油（A 重油）の蛍光強度比（F500/F450）

から漏洩後の時間的経過を推測することも可能であ

ると示唆された．併せて，今年度の油流出事例につ

いても蛍光光度法により分析した．その結果，試料

から想定試験と類似な蛍光スペクトルが得られたこ

とから油種を A 重油と判別した．また，試料の蛍光

強度比（F500/F450）より漏洩から約 12 時間経過後と

推測した．以上より，蛍光光度法による環境水中の

クマリンの分析は油種の判別に有用であった． 
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