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ポリ塩化ビフェニル（PCB）は、水に溶けない、化学的に安定、絶縁性が良い、

沸点が高いなどの性質を持つ化合物で、工業的需要の高さから1950年代後半か

ら1980年代前半にかけては年間1～8万トン生産され、先進工業国を中心に世界

中で使用されたが、現在は保管されている。PCB類は、難分解性であり、生物蓄

積性が高いため、生物の脂肪組織に蓄積され様々な悪影響を及ぼす懸念があり

[1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10]、ヒトにおいても同様の観点で報告がなされ

ている[11, 12, 13, 14, 15, 16]。PCB類が多様な毒性を示すことは知られてい

るが、近年、甲状腺ホルモン介在の脳神経系への影響が懸念され、生物の行動

異常に関わる物質として水酸化PCB類の影響が懸念されており、野生の鯨類の脳

内から水酸化PCB類を検出した報告[17]は、PCB代謝物の影響が生態リスクとし

て無視できないことを示唆している。 

PCB類の代謝は、肝小胞体に局在するチトクロムP450による誘導であって、そ

の主要な産物は一水酸化体、二水酸化体、メチルチオ体、メチルスルホン体で

ある。Blochら[18]は、4-塩素化ビフェニルをウサギに投与し、尿中から代謝物

として、4’-水酸化-4-塩素化ビフェニルとそのグルクロン酸抱合体を初めて見

出した。人体中においても、水酸化ポリ塩化ビフェニル（OH-PCB; Figure 1-1）

は、PCBの代謝物として重要な役割を持つと考えられる[19, 20, 21, 22, 23, 24, 

25, 26, 27, 28, 29, 30]。 
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Figure 1-2は、ヒト血液中におけるPCBの予想される代謝経路の１例である。

つまり、4 – OH - 2,2',3,4',5,5' - HxCB （4 – OH - CB146）は、2,2',3,4',5,5' 

- HxCB （HxCB146）を親化合物とした4位の直接的な水酸化反応で生成するだけ

でなく、2,2',3,4,4',5' - HxCB （HxCB138）や2,2',4,4',5,5' - HxCB （HxCB153）

を親化合物とし、エポキシド生成、NIH転移を経由しても生成すると考えられる。

[31, 32, 33, 34] 

 

 

 
 

 

Figure 1-1  Chemical structure of 4-OH-PCBs 
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Figure 1-2  Formation pathway of 4-OH-HxCB from HxCBs 
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PCB及びOH-PCBの検出のためには、かつてガスクロマトグラフィー（GC）、ガ

スクロマトグラフ-電子捕獲型検出器（GC-ECD）やガスクロマトグラフ-質量分

析法（GC/MS）が利用されてきたが、これらの方法では、抽出、クリーンアップ、

および誘導体化操作を通じて、サンプルの前処理を必要としていた。ガスクロ

マトグラフィーにおいては、分析時にサンプルをガス化させる必要があること

から、熱安定性が求められる。GC/MSによるOH-PCBの分析においては、誘導体化

反応により、揮発性や熱安定性を与えている[35, 36]。 

他方、著者らの研究事業において[37, 38, 39, 40]、ヒト血液中のOH-PCB類

測定を考える場合、試料の提供者（油症患者、妊婦等）の負担を考慮すれば、

試料の使用量を極力制限する必要がある。可能であるならば、PCB類、Co-PCB類

（co-planar PCBs）、PCDD類（polychlorinated dibenzo-p-dioxins）及びPCDF

類（polychlorinated dibenzofurans）分析に供試される血液試料から新たな血

液を採取することなくOH-PCB類を検査項目として追加したいとの要望が強かっ

た。 

著者らはかつて、ヒト血液中のダイオキシン類（PCDD、PCDF 類及び Co-PCB

類）分析の高感度ならびに迅速化に関する検討において、５gの血液量でダイオ

キシン類分析を可能にする測定系および血液試料の前処理法の検討を行った。

すなわち、高速溶媒抽出装置(ASE)による血液試料からの脂質の抽出法，従来法

の１/４スケールでのカラムクリーンアップ法および大量溶媒注入装置(SCLV 

injection system）を装備した高分解能ガスクロマトグラフ／高分解能質量分

析法（HRGC/HRMS）を用いて､高感度迅速分析法を確立した[41]。 



Chubu University 2015 

 - 12 - 

他方、水酸化 PCB 類は熱的に不安定で HRGC/HRMS を用いるには安定な誘導体

化合物に変換するなどが必要であるが、分析方法として難点が少なくない（3-1.  

はじめに）。著者らは本研究以前の研究として水酸化 PCB 類の LC/MS における

検出条件の検討[42]、ヒト血液試料での条件検討[43]、前処理手法の改良を行

い[44]、油症患者血液を用いた分析[45, 46]、妊婦血液を用いた分析[47]を行

ったが、“新たに血液を採取することなく OH-PCB類を検出する”には分析方法

の感度（20 pg/g-wet）の向上が必要であると判断された。 

本研究の目的は、ヒト血液中の水酸化ポリ塩化ビフェニル類（OH-PCBs）を PCB

類、Co-PCB 類、PCDD 類及び PCDF 類分析に供試される 5g の血液試料から､新た

に血液を採取することなく高感度で測定する方法を開発することである。 

第２章では、水酸化ポリ塩化ビフェニルは安定同位体が高価で､抽出､精製､イ

オン化など分析法を詳細に検討することが難しいため、最も基本的な化学構造

を持つ水酸化ビフェニル類について、環境水中の水酸化ビフェニル類の定量法

について検討を行った[48]。環境中の水酸化ビフェニル類濃度を把握すること

は、塩素化により水酸化ポリ塩化ビフェニル類が生成する可能性がある点でも

重要である。 

次に第３章では、血液中の水酸化ポリ塩化ビフェニル類（OH-PCBs）の高感度

定量法の研究では、より粒径の細かい LCカラムによる溶出ピークの先鋭化、可

能な最大 LC注入量の検討、およびイオン化、コリジョン、反応イオン検出（SRM）

などの MS/MS 法の測定条件の最適化、分画，濃縮など試料処理方法を検討し、

それらを総合して油症患者血液中の水酸化ポリ塩化ビフェニル類（OH-PCBs）を
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従来の約 4倍の高感度（5pg/g-wet）で分析出来る方法を開発した[49]。このこ

とによって、同じ血液サンプルを使用して PCB類、PCDD類及び PCDF類を測定し

つつ、それとは異なる画分に OH-PCBを分離させ、LC/MS/MS法で高感度分析が可

能になり、新たな血液試料を必要としないため、第 4 章で報告する多数の油症

患者、妊婦から採取された血液試料中水酸化 PCB 類の定量的評価が可能になっ

た。 

第 4 章では、開発を行った血液中水酸化 PCB 類の高感度定量法を利用して、

183名の油症患者から採取された血液試料、および 253名の日本人妊婦から採取

された血液試料について測定を行い、定量法の有効性の確認と定量結果の解析

から得られた新たな知見について論じた[50]。 

最後に第５章では、本研究を総括し、本研究課題の今後を展望した。 
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2.  水試料中水酸化ビフェニル類の定量法 
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2-1.  はじめに 

対象物質である水酸化ビフェニルの物理化学的性状を Table 2-1 に、また、

Figure 2-1に 2-, 3-, 4- hydroxybiphenylの化学構造を示す。 

水酸化ビフェニルと水酸化 PCB (OH-PCBs) の化学構造は比較的類似しており、

水酸化 PCB よりは疎水性は低いが、環境中の挙動、試料処理過程の挙動は類似

性が比較的高いと考えられる。水酸化 PCBの標準物質は多種類あり、水酸化 PCB

の定量分析に用いる同位体希釈法では高価な安定同位体を必要とするため、水

系試料からの抽出等に関する基礎的検討には基本骨格が共通する水酸化ビフェ

ニルの分析法開発が有効と考えた。また、水酸化ビフェニルは塩素置換によっ

て水酸化 PCB を生成するため、試料処理過程での塩素化等による分析の妨害と

なる可能性も考えられ、本検討を行った。 

著者らは、これまで水環境中の化学物質の分析法の開発を行ってきたが、水

酸化ビフェニルのようなフェノール性水酸基を持ち、ある程度水溶性のある物

質の経験は少ない[51, 52]。また化学物質分析法開発調査報告書では、水質や

底質中のフェニルフェノール（＝水酸化ビフェニル）を GC/FID法にて定量、GC/MS

法にて確認する方法[53]。また、水質、底質、生物試料中のフェノール類 14種

を GC/MS-SIM法にて定量する方法[54]があるが、いずれも 13C6でラベル化された

内部標準物質を用いた同位体希釈法を採用していない。そこで、著者らは水酸

化ビフェニルの 3 種の異性体（Table 2-1 および Figure 2-1 参照）を対象とす

る、水試料からの GC/MSによる分析法を検討し、良好な結果を得た。 
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Table 2-1  Physicochemical properties of hydroxybiphenyls 

 

 Molecular Weight 
（monoisotopic mass） 

Melting point 
(°C) 

Solubility 
(mg/L) log Pow 

2 - Hydroxybiphenyl 170.21 
(170.2072) 59 700 

（Exp.） 
3.09 

（Exp.） 

3 - Hydroxybiphenyl 170.21 
(170.2072) 78 407 

（Exp.） 
3.23 

（Exp.） 

4 - Hydroxybiphenyl 170.21 
(170.2072) 166 56.2 

（Exp.） 
3.20 

（Exp.） 
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CAS No.：90-43-7, Formula：C12H10O 
 

 
 

CAS No.：580-51-8, Formula：C12H10O 
 

 
 

CAS No.：92-69-3, Formula：C12H10O 
 
 

Figure 2-1  Chemical structure of hydroxybiphenyls 
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2-2.  試料および分析方法 

2-2-1.  試薬 

2 - hydroxybiphenyl (2HB), 3 - hydroxybiphenyl (3HB), 4 - hydroxybiphenyl 

(4HB)、ヘキサン、ジクロロメタン、および無水硫酸ナトリウムは、残留農薬試

験用試薬を Wako Pure Chemical Industries（Osaka, Japan）から、 13C6 – 2 - 

hydroxybiphenyl (13C6 - 2HB; 100 μg/mL in nonane) は Cambridge Isotope 

Laboratories, Inc.（MA, US.）からそれぞれ購入した。 

メタノールおよび超純水（LC/MS分析用試薬）、アセナフテン-d10、りん酸は、

Wako Pure Chemical Industries（Osaka, Japan）から購入した。固相抽出カー

トリッジ Sep-Pak Silica Plus は、Waters Corporation（MA, US.）製を使用し

た。 
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2-2-2.  試料の前処理 

水質試料 200 mLを 300 mL分液ロートに取り、サロゲート内標準液（13C6 – 2 

- ヒドロキシビフェニル、1.00 mg/L）を 20 μL、りん酸 200 μL、ジクロロメ

タン 20 mLを加え、10分間振とう抽出後、無水硫酸ナトリウムにて脱水し、100 

mLなす型フラスコに移す。ロータリーエバポレーター及び窒素気流下で 0.2 mL

まで濃縮する。精製が不十分な試料では、濃縮液をジクロロメタン/ヘキサン

(5:95) 4 mLに溶解し、Sep-Pak Silica Plus固相カートリッジに負荷する。更

にジクロロメタン/ヘキサン(5:95) 4 mL を通液し、これを捨てる。次に、ジク

ロロメタン/ヘキサン(3:1) 6 mL で対象物質を溶出し、窒素気流下で 0.2 mL ま

で濃縮する。濃縮液にシリンジスパイク内標準液（アセナフテン-d10、1.00 mg/L）

を 20 μL添加し、ヘキサンで 1 mLに定容したものを試験液とする。 

この分析方法のフローチャートを Figure 2-2に示す。 
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Figure 2-2  Flow chart of the measurement method for hydroxybiphenyls in 
environmental water 
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200 mL phosphoric acid 200 µL 
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1 min 
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Wash：DCM/HEX 

 (5:95) 4 mL 
Elution：DCM/HEX 

 (3:1) 6 mL 

rotary evaporator 
 and N2 gas  
to 0.2 mL 

surrogate 
(13C6-2-hydroxybiphenyl 20.0 ng) 

Extraction 
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Rotary evaporator 
 and N2 gas  
to 0.2 mL 

Dissolved 

DCM/HEX 
(5:95) 4 mL 

GC/MS-SIM 

 
Making up volume 

hexane 1 mL  
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2-2-3.  水酸化ビフェニルの定量 

分析条件の概要を Table 2-2に示す。GC/MS装置は Agilent 6890ガスクロマ

トグラフ（GC）と四重極質量分析計 JMS-K9 (JEOL Corporation, Tokyo, Japan)

からなる装置を用い選択イオン検出（SIM）により定量した。 GC 分析カラムと

して, HP-5MS, 0.25 mm × 30 m, 1.0 μm film thickness (Agilent Technologies, 

Inc., CA, US) を用い、キャリヤーガスは 1.2 mL/minの定流量モードで、試料

注入量は 1.0 μLで測定した。 
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Table 2-2  Analytical Conditions 

 

GC/MS ：GC：JEOL JMS-K9、MS：Agilent 6890N 

Column ：HP-5MS 30m×0.25mm×1.0μm 

Column oven ：60°C(1min)→ 20°C/min →280°C(8min) 

Injector temperature ：280°C 

Injector ：Spitless（Purge on time: 1 min） 

Injection volume ：1.0 µL 

Carrier gas ：He (1.2mL/min Const. flow) 

Interface temperature ：280°C 

Ionization temperature ：280°C 

Ionization energy ：70 eV 

Monitoring mode ：SIM 

Monitor ion ：Hydroxybiphenyl; m/z 170, (141, 169) 

 13C6-2- Hydroxybiphenyl; m/z 176, (147) 

 Acenaphthene-d10; m/z 164 
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2-3.  結果と考察 

Figure 2-3 に、各 20 ng/mLの水酸化 PCB異性体標準物質、13C標識体の 13C6 – 

2 - hydroxybiphenyl および重水素標識体のアセナフテン - d10の SIMクロマト

グラムを示す。また、Figure 2-4、Figure 2-5、Figure 2-6にはそれぞれ 2-, 3-, 

4 - hydroxybiphenyl の質量スペクトルを、Figure 2-7 には 13C6 – 2 - 

hydroxybiphenylの質量スペクトルを示す。2 - hydroxybiphenylおよび 13C6 – 2 

- hydroxybiphenyl は[M-H]+イオンが他の異性体に比べ安定であることを除けば、

フラグメンテーションは概ね同じと考えられ，異性体をモニターイオンで分離

する方法はないと判断した。 

装置検出限界（Instrumental Detection Limit :IDL）の計算値を Table 2-3

に、IDL 測定時の水酸化ビフェニル異性体の低濃度のクロマトグラムを Figure 

2-8 に示す。分析法検出限界（Method Detection Limit :MDL）、分析法定量限

界（Method Quantification Limit :MQL）は Table 2-4のとおりである。また、

MDL 測定時のクロマトグラムを Figure 2-9 に示す。海水に 10 ng/L (ppt)相当

を添加した際の 7 回の繰り返し実験における回収率を Table 2-5 に示す。例え

ば 2 - hydroxybiphenyl の平均回収率は 94 %、標準偏差は 2.5 %と極めて良好

な回収率を得た。 
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Figure 2-3  GC/MS chromatograms of hydroxybiphenyls (20 ng/mL) 
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Figure 2-4  Mass spectrum of 2-hydroxybiphenyl 
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Figure 2-5  Mass spectrum of 3-hydroxybiphenyl 
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Figure 2-6  Mass spectrum of 4-hydroxybiphenyl 
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Figure 2-7  Mass spectrum of 13C6-2-hydroxybiphenyl 
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Table 2-3  Calculated IDL of hydroxybiphenyls 

 

 
Hydroxybiphenyl 

2HB 3HB 4HB 
Sample amount (L) 0.200 0.200 0.200 
Final volume (mL) 1 1 1 
Concentration (ng/mL) 1.00 1.00 1.00 
Injection volume (μL) 1 1 1 
Result 1 (ng/mL) 1.01 1.04 0.951 
Result 2 (ng/mL) 1.07 1.01 1.01 
Result 3 (ng/mL) 1.07 0.993 0.943 
Result 4 (ng/mL) 1.04 0.988 1.06 
Result 5 (ng/mL) 1.03 1.04 1.03 
Result 6 (ng/mL) 1.06 0.918 1.00 
Result 7 (ng/mL) 1.01 0.909 0.874 
Average (ng/mL) 1.042 0.9851 0.9809 
Standard deviation (ng/mL) 0.0278 0.0528 0.0622 
IDL (ng/mL)* 0.11 0.21 0.25 
IDL (Sample based, ng/L) 0.54 1.1 1.3 
S/N ratio 14 11 11 
CV (%) 2.7 5.4 6.3 
*：IDL = t (n-1, 0.05) × σn-1 × 2    
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Figure 2-8  Chromatograms of hydroxybiphenyls in the IDL measurement 
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Table 2-4  Calculated MDL of hydroxybiphenyls 

 

 
Hydroxybiphenyl Recovery 

(%) 2HB 3HB 4HB 
Sample type Water Water Water - 
Sample amount (L) 0.200 0.200 0.200 - 
Standard amount (ng) 2.00 2.00 2.00 - 
Concentration (ng/L) 10 10 10 - 
Final volume (mL) 1 1 1 - 
Final conc. (ng/mL) 2.00 2.00 2.00 - 
Injection volume (μL) 1 1 1 - 
Blank (n=2, ng/L) 0 0 0 80 
Sample (n=2, ng/L) *2 1.77 0 0 79 
Results 1 (ng/L) 9.48 8.98 7.50 63 
Results 2 (ng/L) 9.03 8.22 6.07 74 
Results 3 (ng/L) 9.18 7.40 5.36 71 
Results 4 (ng/L) 9.28 9.77 8.10 90 
Results 5 (ng/L) 9.34 9.25 7.24 79 
Results 6 (ng/L) 9.75 10.1 8.66 80 
Results 7 (ng/L) 9.46 9.42 8.47 77 
Average (ng/L) 9.361 9.026 7.343 76.3 
Standard deviation (ng/L) 0.232 0.941 1.24  
MDL (ng/L) *1 0.91 3.7 4.9  
MQL (ng/L) *2 2.4 9.5 13  
S/N ratio 21 17 17  
CV (%) 2.5 10 17  

*1：MDL = t (n-1, 0.05) × σn-1 × 2 

*2：MQL = σn-1 × 10 
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Figure 2-9  Chromatograms of hydroxybiphenyls in the MDL measurement 
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Table 2-5  Result of recovery experiment from water samples 

 

 Sample type 
Sample 
amount 

(L) 
n Standard amount 

(ng) 
Concentration 

(ng/L) 
Recovery 

(%) 
CV 
(%) 

2HB 
Pure water 

0.2 2 0 ND - - 
0.2 2 2.00 8.7 87 - 

Sea water 
0.2 1 0 1.8 - - 
0.2 7 2.00 9.4 94 2.5 

 0.2 1 20.0 100 100 - 
 

Sea water 
0.2 1 0 ND - - 

3HB 0.2 7 2.00 9.0 90 10 
 0.2 1 20.0 120 120 - 
 

Sea water 
0.2 1 0 ND - - 

4HB 0.2 7 2.00 7.3 73 17 
 0.2 1 20.0 99 99 - 
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2-4.  結論 

海水を対象とした水酸化ビフェニルの高感度分析法を開発した。本分析法の

開発の目的は、（１）環境水中の水酸化ビフェニルの高感度定量法の開発、お

よび（２）水酸化 PCB 分析の妨害物質としての試料処理過程での挙動を把握す

ることであった。目的（１）では，本分析法により大牟田市沖の海水試料から

水酸化ビフェニルを MDLレベルで検出した(Figure 2-10)。目的（２）では、水

酸化ビフェニルの回収率は 100 %に近く、懸念された試料処理過程での水酸化ビ

フェニルの塩素化の影響は少ないと考えられること、また、シリカゲルカラム

クロマトグラフィーでは、水酸化 PCBがジクロロメタン/ヘキサン (1:1)で溶出

するのに対し、水酸化ビフェニルはより極性の高いジクロロメタン/ヘキサン 

(3:1)で溶出することが明らかになり、シリカゲルカラムクロマトグラフィーに

よって水酸化ビフェニルの大部分と水酸化 PCBを分離できる知見を得た。 

 

 

  



Chubu University 2015 

 - 35 - 

 

 

 

Figure 2-10  Chromatograms of hydroxybiphenyl in seawater in Omuta city 
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3. 血液中水酸化ポリ塩化ビフェニル類(OH-PCBs)

の定量法 
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3-1.  はじめに 

水酸化ポリ塩化ビフェニル（OH-PCB）類は、人体中の PCB 代謝物としてよく

知られている。Sakiyama らの手法[55]、または、環境大気を対象媒体とした手

法[56]では、ジメチル硫酸を用いて、OH-PCB 類を熱的に安定な化合物、メトキ

シ化 PCBを誘導し、それらを、高分解能ガスクロマトグラフィー/高分解能質量

分析（HRGC/HRMS）を用いて定量できることを報告した。また、Matsumotoら[57]

は、トリメチルシリルジアゾメタンを用いたメチル化法が、OH-PCB 類の定量に

とって最も効果的な誘導体化法であることを報告した。更に、Yasutake ら[58]

は、HRGC/HRMSを使用して、誘導体化反応を用いない測定方法について報告した。

一方で、R.J. Letcherら[59]は、液体クロマトグラフィー/タンデム質量分析法

（LC/MS/MS）を用いて、カナダのシロクマの血漿中の OH-PCB濃度の定量を行っ

た。 

著者らは、かつて 5ｇの血液試料による、ダイオキシン類の高感度迅速分析法

を開発した。この同じサンプルから同時に OH-PCB 類の測定が可能となれば、

OH-PCB 類の測定のために余分な血液を必要としないため、ダイオキシン類を測

定した血液中の OH-PCB濃度が測定でき、血液試料の提供者の余分な負担がない

ことから、ダイオキシン類と同じ試料数の大規模な調査を行うことができる。

そこで、かつて開発した血液中のダイオキシン類の分析法をもとに、カラムク

ロマトグラフィーによる分画で、ダイオキシン類と OH-PCB類を極力損失がない

ように分離する条件を検討した。また、OH-PCB の測定感度を暫定的に開発した

OH-PCB に比べ飛躍的に拡大するため、クロマトグラフィーの分離、MS/MS のイ
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オン化条件、コリジョン条件、SRMイオンセットの s/nなどを詳細に検討し、そ

れらの結果の包括として、血液中の pg/g-wet レベルの濃度の OH-PCB を分析す

る方法を開発した。 
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3-2.  試料および分析方法 

3-2-1.  試薬 

水酸化 PCB 類の標準物質は、Wellington Laboratories, Inc.（Ontario, 

Canada）、Cambridge Isotope Laboratories, Inc.（Massachusetts, US）から

購入した。購入した標準物質を Table 3-1にまとめた。アセトニトリルにて各 1 

mg/Lの標準液を調製した。内部標準液として 13Cにてラベル化した OH - [13C12] - 

PCBsを調製し Table 3-2にまとめた。4 – OH - [13C12] - 2’,3,3’,4’,5,5’ - 

HxCB (4’ – OH - CB159)は、シリンジスパイクとして用いた。Table 3-1 およ

び Table 3-2に示した OH-PCB同族体を用いて検量線を作成した。 

アセトニトリル、メタノール、酢酸アンモニウム、超純水（LC/MSグレード）

は、和光純薬工業（Osaka, Japan）から購入した。この研究で用いた、硝酸銀/

シリカゲルおよびその他の試薬・溶媒（ダイオキシン分析グレード）も同様に、

和光純薬工業から入手した。Envi-18 (500 mg / 6 mL glass tube)固相抽出カ

ートリッジは、Sigma - Aldrich, Inc.（MO, US）製を利用した。 
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Table 3-1  OH-PCBs standards 

Compounds Abbreviations 

4-OH-2,3,3’,4’,5-PeCB 4-OH-CB109 4H109 

3-OH-2,2’,3’,4,4’,5-HxCB 

4-OH-2,2’,3,4’,5,5’-HxCB 

3’-OH-CB138 

4-OH-CB146 

3H138 

4H146 

4-OH-2,2’,3,3’,4’,5,5’-HpCB 

4-OH-2,2’,3,4’,5,5’,6-HpCB 

4’-OH-CB172 

4-OH-CB187 

4H172 

4H187 

PeCB: Pentachlorobiphenyl, HxCB: Hexachlorobiphenyl, HpCB: Heptachlorobiphenyl 

 

Table 3-2  OH-[13C12]-PCBs for internal standards 

Compounds Abbreviations 

4-OH-2,3,3’,4’,5-PeCB 

4-OH-2’,3,4’,5,5’-PeCB 

4-OH-CB109 

4’-OH-CB120 

M4H109 

M4H120 

3-OH-2,2’,3’,4,4’,5-HxCB 

4-OH-2,2’,3,4’,5,5’-HxCB 

4-OH-2’,3,3’,4’,5,5’-HxCB 

3’-OH-CB138 

4-OH-CB146 

4’-OH-CB159 

M3H138 

M4H146 

M4H159 

4-OH-2,2’,3,3’,4’,5,5’-HpCB 

4-OH-2,2’,3,4’,5,5’,6-HpCB 

4’-OH-CB172 

4-OH-CB187 

M4H172 

M4H187 

PeCB: Pentachlorobiphenyl, HxCB: Hexachlorobiphenyl, HpCB: Heptachlorobiphenyl 
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3-2-2.  試料の前処理 

血液試料 5g を、アイソリュートを充填した抽出セルにロードした。そこへ、

内部標準として OH - [13C12] - PCBs、 [13C12] - PCDDs、 [13C12] – PCDFs および 

[13C12] – PCBsを添加した後、凍結乾燥機 (VirTis Co. Inc., NY, US) にて、15

時間凍結乾燥させた。アセトン：n-ヘキサン（1：4、v / v）を高速溶媒抽出装

置 (ASE-200, Thermo Scientific Dionex, CA, US)のための抽出溶媒として使

用した。抽出液を乾固近くまで濃縮させた後、残渣を n-ヘキサンに溶解した。

その、ヘキサン抽出液に濃硫酸を加え、一晩静置した。ヘキサン相を硫酸相か

ら分離し、硝酸銀/シリカゲルカラム（0.5g）に負荷した。 

硝酸銀/シリカゲルカラムを、n-ヘキサン 15 mL で溶出し、第１画分とした。

この画分は、PCDD類、PCDF類および Co-PCB類を含む。 

次に、50％ジクロロメタン/ n-ヘキサン 15 mL で溶出したものを、第２画分

とし、OH-PCB 類を含む。第２画分を濃縮装置により、ほぼ乾固付近まで濃縮し

た後、残渣をメタノール 2 mL に溶解した。メタノール溶液は、ENVI-18 カート

リッジ上に負荷した後、OH-PCB類をメタノール 4 mLで溶出した。その後、溶出

液を約 0.1 mL まで窒素気流下で濃縮し、メタノール溶液 0.2 mL に定容後、LC

バイアルに移した。 

分析のフローチャートを Figure 3-1に示す。 
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Figure 3-1  Flow chart of the measurement method for OH-PCBs in blood 

samples 
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3-2-3.  LC/MS/MS 測定 

試料の LC/MS/MS測定には、Alliance 2695 および Quattro micro API (Waters 

Corporation, MA, US)を用いた。分析カラムには、L-column 2 ODS (2.1 mm × 

100 mm, 2 μm, CERI, Tokyo, Japan)を用い、流速 0.2mL/min とした。また、

従来分析法の分離効果比較用として L-column 2 ODS (2.1 mm × 150 mm, 5 μm) 

を用いた。初期移動相条件は、メタノール：2mM 酢酸アンモニウム = 40 : 60

であり、試料注入量は 20 μL とした。 

水酸化 PCB類の定量は、ESI-Negative、SRM 法にて行い、コーンガスおよび脱

溶媒ガスは、窒素である。イオン化のためのキャピラリー電位は 1.0 kV、コー

ンおよびコリジョン電位は最適化を行った。 

その他、LC/MS/MS測定条件を Table 3-3にまとめた。 
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Table 3-3  Analytical conditions for the LC/MS/MS measurement 

 

Flow Rate 0.2 mL/min. 

Injection Volume 20 μL 

Column Temperature 50 °C 

Mobile Phase 2mM Ammonium acetate : Methanol =  

60 : 40 → 5 : 95 linear gradient 

Temperature; Source 120 °C 

 Desolvation 350 °C 

Gas Flow; Cone Nitrogen, 50 L/hr 

 Desolvation Nitrogen, 600 L/hr 

Voltage; Cone 30-50 V 

 Capillary 

Collision 

1.0kV 

Argon, 15eV 

Ionization ESI-Negative 
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3-3.  結果と考察 

3-3-1.  LC/MS/MS 測定 

コリジョンエネルギーとプロダクトイオンの最適化 

Figure 3-2は、異なるコリジョンエネルギー下で、水酸化 PCB類（OH-HpCBs）

のプロダクトイオンの質量スペクトルを示す。（A）コリジョンエネルギーが 20 

eV の場合、および（B）コリジョンエネルギーが 40 eV の場合である。（A）に

おいて、[M-H]- の単一ピーク（m/z 408.7）が観察された。ここでは、フラグメ

ントイオンが生成しなかった。一方、（B）において、[M-HCl]- (m/z 372.7) お

よび [Cl]- (m/z 34.8) の各イオンが観察された。 

Figure 3-3 は、プロダクトイオンのクロマトグラムを示す。[M-H]-のイオン

ピーク強度は３つのイオンの中で最も高かった。他方、[Cl]- イオンピーク強度

は、３つの中で強度は最低であったが、シグナル・ノイズ比では、最も高かっ

た。よって、プロダクトイオンとして塩素イオンを選択した。すなわち、OH - 

HpCBs を定量するためには、 m/z 408.79 → 34.97 のイオンセットをモニター

した。 

その他の LC/MS/MS条件は、Table 3-4のとおりである。 
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Figure 3-2  Product ion mass spectra of OH-HpCBs under different collision 
energy 
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Figure 3-3  Chromatograms of each product ion 
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Table 3-4  Mass method for the LC/MS/MS measurement 

 

Compounds 
Precursor ion → product ion 

m/z 

OH- PeCBs 
12C12- 340.87 → 34.97 

13C12- 352.91 → 34.97 

OH- HxCBs 
12C12- 374.83 → 34.97 

13C12- 386.87 → 34.97 

OH- HpCBs 
12C12- 408.79 → 34.97 

13C12- 420.83 → 34.97 
PeCB: Pentachlorobiphenyl, HxCB: Hexachlorobiphenyl, HpCB: Heptachlorobiphenyl 
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3-3-2.  LC カラムの最適化 

これまでの研究において、著者らは血液試料のような生物学的試料において

は、カラムの詰まり等を回避するために、比較的大きな粒子サイズのカラムを

選択していた。しかし、血液試料の高感度分析に対応するため、カラム充填剤、

粒径を含む最適なカラムを見つける必要があった。 

これまでの検討において、カラムについては、逆相系の L-column2 ODS が最

も効率が良かったため、この最適化においては、カラムの粒子サイズに注目し

た。粒子サイズの異なる（5 µm と 2 µm）２つのカラムを用いて、OH - HpCBs

標準溶液を測定し、両者の SRM クロマトグラムの比較を行った。Figure 3-4 が

粒径 5 µm のカラム(L-column2 ODS, 2.1 mm × 150 mm, 5 µm)によるクロマト

グラムであり、Figure 3-5が粒径 2 µmのカラム(L-column2 ODS, 2.1 mm × 100 

mm, 2 µm)によるクロマトグラムである。なお、LC 装置の最高耐圧力の関係で、

粒径 2 µmのカラムには、長さ 100 mmのものを使用した。 

検討の結果、粒径 2 µm のカラムを用いて得られたクロマトグラムのシグナ

ル・ノイズ比は、粒径 5 µmのカラムのそれよりも高かった。より小さな粒径の

カラムは、分析時間の短縮も図ることができ、分離効率を向上させることがで

きる。以上のカラムの最適化により、血液中水酸化 PCB 類を測定するための感

度と選択性の向上のために寄与することが明らかとなった。 
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Figure 3-4  LC/MS/MS chromatograms of OH-HpCBs with an of L-column2 

ODS (2.1mm×150mm, 5µm) 
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Figure 3-5  LC/MS/MS chromatograms of OH-HpCB with an L-column2 ODS 

(2.1mm×100mm, 2µm) 
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3-3-3.  試料注入量の最適化 

測定感度や選択性の向上のため、水酸化 PCB 類の測定における、注入量の効

果について検討を行った。この最適注入量に関しては、カラム充填材、移動相

組成、試料溶液等に依存することが知られている。そこで、高い分離効率を維

持しつつ、より大きな注入量について検討を行った。 

Figure 3-6は、さまざまな注入量（5 ～ 80 μL）における OH - HpCBsのク

ロマトグラムを示している。注入量の増加に応じて分離効率は低下したが、シ

グナル・ノイズ比は、向上した。注入量が 40 μLを超えた場合、クロマトグラ

ム上のピークが分離し、不適切な注入量であることがわかった。よって、20 μL

注入の場合には、より高いシグナル・ノイズ比と許容可能な分離効率が得られ

ることがわかった。 
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Figure 3-6  Chromatograms of OH-HpCBs at various injection volumes; from 

the top to the bottom, the injection volume is 5, 10, 20, 40 and 

80µL in that order. 
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3-3-4.  検量線 

これまでの検討の結果を反映し、水酸化 PCB 類の測定方法に基づく、装置検

出限界を確認するために検量線の作成を行った。Figure 3-7 は、その代表例と

して 4-OH-CB187における 0.1から 8.0 ng/mLの範囲での検量線である。検量線

は、内部標準の 4 – OH - [13C12] - CB187と 4 – OH - CB187の濃度比、および、

そのピーク面積比から作成した。検量線の最低濃度 0.1 ng/ mLは、血液中濃度

の 4 pg/gに対応している。検量線は、良好な直線性を示し、相関係数について

も良好な結果であった。 

 

 

 

Figure 3-7  Calibration curve of 4-OH-CB187 (0.1～8.0 ng/mL; IS 4.0 ng/mL) 
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3-3-5.  血液試料中の水酸化 PCB 類の測定 

開発された高感度測定方法の応用例として、血液試料中の水酸化 PCB 類の測

定を行った。血液試料中の OH - HpCBsのクロマトグラムについて、従来法と改

良された方法との間で比較を行った。従来の方法によるクロマトグラムが、

Figure 3-8であり、改良された方法によるクロマトグラムが、Figure 3-9であ

る。シグナル強度に注目した場合、従来の方法は、改良された方法より約２倍

高かったが、バックグラウンドレベルで比較した場合、従来の方法は改良され

た方法より相対的に高かった。また、改良された方法は、クロマトグラム上の

ピークの分離度も向上していた。 
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Figure 3-8  Chromatograms of OH-HpCBs in blood with the conventional 

method 
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Figure 3-9  Chromatograms of OH-HpCBs in blood under the improved 

method 
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Figure 3-10 は、油症患者血液中の水酸化－５、６，７塩素化ビフェニルの

SRMクロマトグラムを示している。4 – OH - CB109、4 – OH - CB146 + 3 – OH - 

CB153、4 – OH - CB187および 4' – OH - CB172が検出されたが、4 - OH-CB146

および 3 – OH - CB153は、本分析条件では不分離であった。 

Table 3-5は、本分析法における内部標準物質の平均回収率である。本分析法

では、PCB類、ダイオキシン類との同時分析法を目的としているため、ASE抽出

や硫酸処理を行っている。そのため、平均回収率は一般的な分析法と比べ低め

であるが、血液試料を分取した直後に 13Cラベル化水酸化 PCB類を内部標準法と

した同位体希釈法であるため、低回収率であっても濃度の補正が有効と考えら

れる。ただし、3' – OH - CB138 は極端な低回収率により検出できず、分析対象

から外した。本分析法において、3' – OH - CB138は、硫酸条件下で分解してい

るものと想定される。 

 

Table 3-5  Recoveries of internal standards 

 

Congeners Mean SD 

4-OH-CB109 32.4 4.7 

3’-OH-CB138 3.8* 1.7 

4-OH-CB146* 44.7 5.1 

4-OH-CB187 33.6 6.3 

4’-OH-CB172 42.2 5.9 
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Figure 3-10  SRM chromatograms of OH-PCBs in the blood of Yusho patient 

(PeCB: Pentachlorobiphenyl, HxCB: Hexachlorobiphenyl, 

HpCB: Heptachlorobiphenyl) 
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3-4.  結論 

著者らは、５ｇの血液試料から、PCB類、ダイオキシン類と水酸化 PCBを高感

度（pg/g-wet）に定量する方法を開発した。この方法は、かつて開発したダイ

オキシン類の高感度迅速分析法を改良し、カラムクロマトグラフィー分画で、

ダイオキシン類と水酸化 PCB 類を極力損失がないように分離し、クロマトグラ

フィーの分離、MS/MSのイオン化条件、コリジョン条件、SRMイオンセットのシ

グナル・ノイズ比を詳細に検討することで達成した。このことによって、ダイ

オキシン類と同じ試料数の大規模な水酸化 PCB 類の調査を行うことが可能とな

った。 
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4. 血液中の水酸化ポリ塩化ビフェニル類(OH-PCBs)

の濃度 
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4-1.  油症患者（2010） 

4-1-1.  はじめに 

油症とは、1968 年に西日本一帯で発生した、PCB 及びその関連化合物による

大規模な食中毒事件によって引き起こされた重篤な疾患である。ライスオイル

製造過程において、熱媒体として使用中に PCBからダイオキシン類（PCDDs、PCDFs、

Co-planner PCBs）が生成していた[60]。その熱媒体が混入し、同製品を摂取す

ることによって引き起こされたものである。後の研究により、同製品には、高

濃度の PCBやダイオキシン類が含まれていたことが明らかとなり[61, 62, 63]、

患者の組織から検出されている[64]。著者らはこれまで、PCBやダイオキシン類

の分析法について検討を重ね[65, 66, 67]、それに基づき油症患者血液中の分

析を実施してきた[68, 69, 70, 71]。 

また、分析法の検討を通じて蓄積された技術は、血液試料を対象とするだけ

ではなく、食品試料等の分析への応用[72, 73, 74, 75, 76, 77]、および異な

るラボ間でのクロスチェックなど[78]、を通して普及を図ってきた。 

Enomotoら[79]は、日本のヒト血漿中のOH-PCBの濃度を調査した結果、主要な

同族体レベルが、4-OH-CB109（10-230 pg/g-wet）、4-OH-CB146（13-340 pg/g-wet）、

4-OH-CB187（12-110 pg/g-wet）であったことを報告している。また、Linderholm

ら[80]は、9名の油症患者からの血清サンプル中のOH-PCB代謝物は、4-OH-CB187、

4-OH-CB146、OH-CB109および4'-OH-CB120の順に高濃度であったことを報告した。

さらに、6つのOH-PCB代謝物の合計値は、390～1300 pg/g（血清）の範囲であり、

その平均値は780 pg/g（血清）であった。 
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この章では、本研究で開発された高感度分析法を使用して、2010年に 183名

の油症患者から採取した血液中の水酸化 PCB類、PCB類、ダイオキシン類の血中

濃度を測定し、これら化合物の比較をすることを目的とした。 
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4-1-2.  試料および分析方法 

試料採取 

本研究で分析に供した血液試料は、2010年の検診において 183名の油症患者

から採取した。すべて、インフォームドコンセントを得て、血液試料を 10 mL

のヘパリンを含む真空採血管を使用して採取し、分析を開始するまで 4 ℃で保

存した。 

 

試薬 

水酸化 PCB 類の標準物質は、Wellington Laboratories, Inc. （Ontario, 

Canada）および Cambridge Isotope Laboratories, Inc. （MA, US）から購入し

た。Table 3-1が水酸化 PCB類の標準液のリストである。各標準液は、アセトニ

トリルで希釈し、各 1 mg/L標準液となるよう調製した。同位体希釈法における

内部標準液として用いる 13C ラベル化標準液（OH-[13C12]-PCBs）は、Table 3-2

にまとめた。4 – OH - 2’,3,3’,4’,5,5’ - HxCB (4’ – OH - CB159)は、

シリンジスパイクとして用いた。 

また、アセトニトリル、メタノール、酢酸アンモニウム、超純水は、LC/MS

グレードの和光純薬工業（Osaka, Japan）製を用いた。固相抽出カートリッジ

には、Sigma-Aldrich Inc. （MO, US）製の Envi-18 (500mg / 6mL glass tube)

を用いた。 
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試料の前処理 

本研究において血液試料 5 g を分析に供した。試料の前処理方法の詳細は、

「3-2-2.  試料の前処理」の項で述べたとおりである。分析のフローチャート

を Figure 3-1に示す。 

 

水酸化 PCB 類の定量 

LC/MS/MS分析には、Alliance 2695 シリーズ高速液体クロマトグラフ、また、

それに接続された Quattro micro API 質量分析計 (Waters Corporation, MA, US)

を用いた。分析カラムには、L-column2 ODS, 2.1 mm × 100 mm, 2 μm (CERI, 

Tokyo, Japan)を用い、移動相は流速 0.2mL/min にて、メタノール：2mM 酢酸ア

ンモニウム、40：60 からグラジエント条件下にて分析を行った。試料の装置注

入量は 20 μL である。その他、分析条件の詳細は、Table 3-3の通りである。 

水酸化 PCB 類の検出は、エレクトロスプレーイオン化方式（ESI - ）による

選択反応モニタリングモード（SRM）にて測定を行った。コーンガスおよび脱溶

媒ガスとして窒素を使用した。キャピラリーに印可されるイオン化ポテンシャ

ルは 1.0 kVであった。コリジョンエネルギーは、各イオンのために最適化され、

コリジョンガスにはアルゴンを使用した。その他、質量分析計に設定した質量

（イオンセット）の詳細は Table 3-4にまとめた。 
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4-1-3.  結果と考察 

血液試料中水酸化 PCB 類の測定 

油症患者血液中の水酸化 PCB 類を測定した結果、次の４つのピークが検出さ

れた。すなわち 4-OH-CB109、 4-OH-CB146+3-OH-CB153、 OH-CB187 および

4'-OH-CB172である。これ以外の異性体に起因するピークは検出されなかった。 

Figure 4-1は、油症患者血液中から検出された水酸化 PCB類の構造を示して

いる。これらの化学物質は、構造が類似しており、４位に水酸基、３位と５位

が塩素置換されている共通の構造を持つ。このことは水酸化 PCB 類の中でも、

血液中において何らかの受容体とバインドして存在している可能性があること

を示唆している。 
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4-OH-2,3,3',4',5-PeCB (4-OH-CB109) 

 

 

 
4-OH-2,2',3,4',5,5'-HxCB (4-OH-CB146) 

 

 

 
4-OH-2,2',3,4',5,5',6-HpCB (4-OH-CB187) 

 

 

 
4-OH-2,2',3,3',4',5,5'-HpCB (4'-OH-CB172) 

 

Figure 4-1  Chemical structures of OH-PCBs found in the blood of Yusho 

patients 
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血液試料中水酸化 PCB 類の濃度 

183名の油症患者血液中の水酸化 PCB類、PCB類、PCDD類及び PCDF類の濃度

をまとめたものが Table 4-1である。濃度の平均値で比較した場合、水酸化 PCB

類が 310 pg/g-wet であったのに対して、PCB 類が 2300 pg/g-wet、ダイオキシ

ン類（PCDDs + PCDFs + Co-PCBs）が 4.1 pg/g-wetであった。 

主要な水酸化 PCB 類の代謝物（濃度範囲）は、以下の通り。高濃度に検出さ

れたものから順に、4 – OH - CB187 (ND - 1300 pg/g-wet)、4 – OH - CB146 + 

3 – OH - CB153 (8.4 - 1200 pg/g-wet)、4 – OH - CB109 (ND - 530 pg/g-wet)、

4’ – OH - CB172 (ND - 380 pg/g-wet)であった。検出された４つの水酸化 PCB

類の総量は、36から 3800 pg/g-wetの範囲であり、その平均値は 310 pg/g-wet

であった。これらの結果は、Linderholm らによって報告されたものとよく一致

した。 
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Table 4-1  Concentrations of OH-PCBs, PCBs, PCDDs and PCDFs in the 

blood of Yusho patients collected in 2010 (pg/g-wet, n=183) 

 

Congeners Mean Median Min. Max. SD CV 
4-OH-CB109 67 49 ND 530 68.8 1.02 
4-OH-CB146 
+ 3-OH-CB153 96 71 8.4 1200 106 1.10 

4-OH-CB187 120 77 ND 1300 131 1.12 

4’-OH-CB172 29 20 ND 380 35.1 1.22 

Total OH-PCBs 310 230 36 3800 340 1.09 

Total PeCBs 150 130 11 830 111 0.734 

Total HxCBs 1000 820 80 6300 785 0.774 

Total HpCBs 840 620 86 6600 793 0.942 

Total PCBs 2300 1800 210 15000 1800 0.799 

Total PCDDs 2.4 2.0 0.49 7.5 1.32 0.558 

Total PCDFs 0.70 0.31 0.034 5.5 0.922 1.32 

Total PCDD/DFs 3.1 2.7 0.54 11 1.79 0.584 

Total Co-PCBs 1.0 0.90 0.13 4.8 0.686 0.663 

Total dioxins 4.1 3.8 0.74 13 2.23 0.545 

Lipid (%) 0.25 0.25 0.15 0.62 0.0606 0.238 
 

SD: Standard deviation; CV: Coefficient of variation; CB: chlorinated biphenyl; Pe: 

penta; Hx: hexa; Hp: hepta; ND: not detected; PCDD: polychlorinated 

dibenzo-p-dioxin; PCDF: polychlorinated dibenzofuran; Co: coplanar. 
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血液試料中水酸化 PCB 類とその関連化合物の関係 

Figure 4-2は、油症患者血液中の水酸化 PCB類濃度と PCB類濃度との関係を

示している。正の相関関係が水酸化 PCB 類濃度と PCB 類濃度との間で観察され

た。しかし、水酸化 PCB類濃度とダイオキシン類（PCDDs + PCDFs）濃度との間

には、有意な関係は認められなかった。(Figure 4-3) また、水酸化 PCB類濃度

と脂肪含量との間にも相関関係は観察されなかった。(Figure 4-4) 

水酸化 PCB類は、PCB類から誘導されるため、ある程度の相関は想定される。

一方で、水酸化 PCB 類とダイオキシン類は、脂溶性の高いダイオキシン類と脂

肪含量と相関の無い水酸化 PCB 類との関係であるので、相関関係が観察されな

かったものと考えられる。よって、水酸化 PCB 類は、ダイオキシン類と違い、

脂質部分に局在しているとは考えられない。 
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Figure 4-2  Relationship between the concentrations of OH-PCBs and PCBs in 

the blood of Yusho patients 
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Figure 4-3  Relationship between the concentrations of OH-PCBs and PCDD/DFs 

in the blood of Yusho patients 
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Figure 4-4  Relationship between the concentrations of OH-PCBs and lipid in the 

blood of Yusho patients 
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Figure 4-5 および Figure 4-6は、それぞれ、総水酸化 PCB類濃度と 4 – OH - 

CB146 濃度および 4 – OH - CB187 濃度との関係を示したものである。両異性体

とも、総水酸化 PCB 類濃度との間で良好な相関関係が認められることから、特

異な濃度パターンを示す試料は存在しないものと考えられる。 

また、Figure 4-7と Figure 4-8は、それぞれ、関連化合物同士の関係を示し

たものである。すなわち、4 – OH - CB146と HxCB (#146)、および 4 – OH - CB187

と HpCB (#182 + #187)である。両者とも、PCB類とその代謝物の関係において、

ある程度の相関関係が認められることが明らかとなった。 
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Figure 4-5  Relationship between the concentrations of OH-PCBs and their 

congeners 
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Figure 4-6  Relationship between the concentrations of OH-PCBs and their 

congeners 
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Figure 4-7  Relationship between the concentrations of OH-PCB congeners and 

related PCBs 
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Figure 4-8  Relationship between the concentrations of OH-PCB congeners and 

related PCBs 
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4-1-4.  結論 

著者らは、開発した血液試料中水酸化 PCB類の高感度定量法により、183名の

油症患者から採取された血液試料を測定した。総水酸化 PCB 類濃度は、36 から

3800 pg/g-wet の濃度範囲であった。また、その平均値は、310 pg/g-wet であ

った。 

また、同じ５ｇの血液試料から、水酸化 PCB類、PCB類、PCDD類及び PCDF類

の同時定量が可能であった。その平均濃度は、水酸化 PCB 類が 310 pg/g-wet、

PCB 類が 2300 pg/g-wet、ダイオキシン類（PCDDs + PCDFs + Co-PCBs）が 4.1 

pg/g-wetであった。 

血液中の水酸化 PCB 類濃度と PCB 類濃度との間に正の関係が観察されたが、

水酸化 PCB 類濃度とダイオキシン類濃度との間には有意な関係は認められなか

った。このことは、両者の化学構造の違いに起因する脂溶性の違いによるもの

と考えられる。すなわち水酸化 PCB 類とダイオキシン類は互いに変換する化学

構造ではないが、脂溶性（疎水性）など物理化学的性状に差が少なければある

程度の相関を示すと考えられる。この結果は水酸化 PCB 類とダイオキシン類の

体内挙動が異なることを示唆するものと考える。 

 

  



Chubu University 2015 

 - 80 - 

4-2.  妊婦（日本在住者） 

4-2-1.  はじめに 

著者らは、これまで妊婦の血液中[81]および母乳中[82]のダイオキシン類、

およびその関連性について検討してきた[83]。これまでの検討結果から高濃度

暴露群の油症患者に対して、低濃度暴露群と考えられる妊婦血液中の水酸化 PCB

類の濃度について調べた。 

本研究で用いた血液試料は、札幌市在住の 253 名の妊婦から採取された。こ

の章では、水酸化 PCB 類の濃度が比較的低濃度と想定される妊婦血液中の水酸

化 PCB 類濃度を測定し、改良によって高感度化を達成した分析法の検証を行う

とともに、油症患者血液中の水酸化 PCB類濃度と比較を行うことを目的とする。 
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4-2-2.  試料および分析方法 

試料採取 

本研究で用いた血液試料は、北海道大学大学院医学研究科における前向きコ

ホート研究の下で、2009年から 2012年の間に採取された。血液試料は、インフ

ォームドコンセントを得た後に、札幌市内およびその周辺地域に在住の 253 名

の妊婦から採取された。採取後、血液試料は測定を開始するまでの間、-30 ℃

にて保存した。 

 

試薬 

水酸化 PCB 類の標準物質は、Wellington Laboratories, Inc. （Ontario, 

Canada）および Cambridge Isotope Laboratories, Inc. （MA, US）から購入し

た。Table 3-1が水酸化 PCB類の標準液のリストである。各標準液は、アセトニ

トリルで希釈し、各 1 mg/L標準液となるよう調製した。同位体希釈法における

内部標準液として用いる 13C ラベル化標準液（OH-[13C12]-PCBs）は、Table 3-2

にまとめた。4 – OH - 2’,3,3’,4’,5,5’ - HxCB (4’ – OH - CB159)は、

シリンジスパイクとして用いた。 

また、アセトニトリル、メタノール、酢酸アンモニウム、超純水は、LC/MS

グレードの和光純薬工業（Osaka, Japan）製を用いた。 

 

試料の前処理 

本研究において血液試料 5 g を分析に供した。試料の前処理方法の詳細は、
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「3-2-2.  試料の前処理」の項で述べたとおりである。分析のフローチャート

を Figure 3-1に示す。 

 

LC/MS/MS 測定 

LC/MS/MS分析には、Alliance 2695 シリーズ高速液体クロマトグラフ、およ

び Quattro micro API 質量分析計 (Waters, US)を用いた。分析カラムには、

L-column2 ODS, 2.1 mm × 100 mm, 2 μm (CERI, Japan)を用い、移動相はグ

ラジエント条件下にて分析を行った。分析条件の詳細は、Table 3-3の通りであ

る。 
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4-2-3.  結果と考察 

日本人 253 名の妊婦の血液中の水酸化 PCB 類の濃度について測定した結果、

主要な水酸化 PCB 同族体のほとんどを、開発した分析方法で測定することがで

きた。その結果を Table 4-2 にまとめる。主要な水酸化 PCB 類の代謝物（濃度

範囲）は、以下の通り。高濃度に検出されたものから順に、4 – OH - CB187 (ND 

- 52 pg/g-wet)、4 – OH - CB146 + 3 – OH - CB153 (ND - 50 pg/g-wet)、4 – 

OH - CB109 (ND - 38 pg/g-wet)、4’ – OH - CB172 (ND - 12 pg/g-wet)であ

った。検出された４つの水酸化 PCB類の総量は、不検出レベルから 140 pg/g-wet

の範囲であり、その平均値は 32 pg/g-wetであった。 

他方、油症患者の血液中の４つの水酸化PCB類の総量は、36から3800 pg/g-wet

の範囲であり、その平均値は 310 pg/g-wet であった。(Table 4-3)この結果よ

り、油症患者の総水酸化 PCB類の平均値は、日本の妊婦のそれよりも約 10倍高

かったことが明らかになった。 
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Table 4-2  Concentrations of OH-PCBs in blood of pregnant women (pg/g-wet, 
n=253) 

 

Congeners Mean Median Min. Max. SD CV 

4-OH-CB107 5.6 ND ND 38 8.0 1.42 

4-OH-CB146  

+ 3-OH-CB153 
12 11 ND 50 10 0.875 

4-OH-CB187 13 11 ND 52 10 0.797 

4’-OH-CB172 1.2 ND ND 12 2.4 2.03 

Total OH-PCBs 32 26 ND 140 25 0.807 

 ND: Not detected, SD: Standard deviation, CV: Coefficient of variation 
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Table 4-3  Concentrations of OH-PCBs in blood of Yusho patients (pg/g-wet, 
n=183) 

 

Congeners Mean Median Min. Max. SD CV 

4-OH-CB107 67 49 ND 530 68.8 1.02 

4-OH-CB146  

+ 3-OH-CB153 
96 71 8.4 1200 106 1.10 

4-OH-CB187 120 77 ND 1300 131 1.12 

4’-OH-CB172 29 20 ND 380 35.1 1.22 

Total OH-PCBs 310 230 36 3800 340 1.09 

 ND: Not detected, SD: Standard deviation, CV: Coefficient of variation 
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4-2-4.  結論 

著者らは、LC/MS/MS法を用いた血液試料中水酸化 PCB類の高感度定量法によ

り、日本人 253 名の妊婦から採取された血液試料を測定した。妊婦の血液試料

中の主要な水酸化 PCB 類を、本研究で開発された方法によって定量することが

できた。総水酸化 PCB類濃度は、不検出レベルから 140 pg/g-wetの濃度範囲で

あった。また、その平均値は、32 pg/g-wet であり、油症患者血液中の約 10％

の濃度に相当することが明らかとなった。 
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5. 総括および今後の展望 
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LC/MS/MS-SRM 法を用いた血液中の水酸化 PCB 類の高感度定量法を開発した。

特に、MS/MS 条件の検討、試料注入量の最適化、より粒径の細かい LC カラムの

採用等で総合的に感度の向上を達成した。この手法では、PCB 類、PCDD 類及び

PCDF 類の測定に、追加の試料を必要とすること無く、水酸化 PCB 類の測定を追

加することが可能となった。 

また、開発された定量法を用いて、油症患者血液（n=183）中の水酸化 PCB

類の定量を行った。その総水酸化 PCB 類濃度は、36～3800 pg/g-wet（平均 310 

pg/g-wet）であった。主要異性体は、高濃度から順に、4-OH-CB187 (ND-1300 

pg/g-wet)、 4-OH-CB146 + 3-OH-CB153 (8.4-1200 pg/g-wet)、 4-OH-CB109 

(ND-530 pg/g-wet)、 4’-OH-CB172 (ND-380 pg/g-wet)であった。 

本研究は、ヒト血液中の PCB 類、PCDD 類、PCDF 類及び水酸化 PCB 類の同時

定量であって、その母集団も極めて大規模であり、他に例を見ない成果であっ

た。得られたデータより、総水酸化 PCBsと総 PCB濃度間には正の相関関係が認

められたが、総水酸化 PCBs濃度と脂肪含量やダイオキシン類との間には有意な

関係は認められなかった。 

他方、妊婦の血液（n=253）中の総水酸化 PCB類濃度は、ND ～ 140 pg/g-wet 

（平均 32 pg/g-wet）であった。これは、油症患者の平均値の約 10%に相当する。 

Satoら[84]は、ヒト尿と同じ人から採取した血液サンプル中の水酸化 PCB類

濃度を測定した。彼らは、その検出パターンが、血液および尿サンプル間で異

なることを示した。このことは、ヒトにおける PCB 類の代謝経路において、水

酸化 PCB 類は重要な役割を果たしていることを意味している。著者らは、本研



Chubu University 2015 

 - 89 - 

究から得られた知見を元に、PCB類の代謝経路の解明、および他の代謝物の定量

法に応用していきたいと考えている。 
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