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Summary 

 

This paper describes liquid chromatographic and mass spectrometric (LC/MS) study and 

environmental applications of chemicals that are suspected to be toxic to wildlife and the 

environment. 

The study focused on environmental behaviors of 1,2,5,6,9,10-Hexabromocyclododecane (HBCD) 

[3194-55-6], 2,2-bis(4-hydroxyphenyl)propane (Bisphenol A) [80-05-7], 4-(2-

Phenylisopropyl)phenol (4-cumylphenol) [599-64-4], and (E)-3,4-bis(4-hydroxyphenyl)-3-hexene 

(diethylstilbestrol) [56-53-1], which are regulated as persistent chemical substances in the low ‘Act 

on the Evaluation of Chemical Substances and Regulation of Their Manufacture’ or suspected to be 

endocrine disruptors.  

The brominated flame retardants HBCD isomers were measured in water, sediments and biological 

samples such as fishes and breast milk by developing highly sensitive and selective LC/MS methods, 

and the environmental concentration levels in Nagoya city were discussed. Potentially endocrine 

disrupting chemicals of Bisphenol A and 4-cumylphenol were simultaneously measured in environ 

mental waters and the difference of the difference in environmental behavior of the two chemicals 

are discussed. A synthesized chemical of diethylstilbestrol, which has potent estrogenic properties, 

were measured in waters in Nagoya city with the limit of detection of 0.005 ng/L by developing a 

highly sensitive measurement method, and the environmental effects by diethylstilbestrol were 

supposed to be very little. The result was appreciated as new aspects of diethylstilbestrol in 

environmental water by the Japan Society of Environmental Chemistry. 

 

II  Analytical method development and environmental behavior evaluation of 

hexabromocyclododecane. 

In the Chapter II, I reported analytical methods of HBCDs in water, sediment, and biological 

samples in Nagoya city, and discuss on the environmental distributions, time trends in sediment 

concentrations and possibility of biodegradation in sediment. 

HBCDs were found in various water samples, of which concentrations of the total isomers ranged 

from <0.76 to 79 ng/L.  The gamma isomer dominated over the other isomers in water samples.  

Similarly, sediment samples were dominated by the gamma isomer, which was found in all samples, 



ranged from <1.9 to 58 ng/g-dry.  In fish and shellfish, the alpha isomer, which was predominant in 

the most samples, was found from 25 to 6300 ng/g-lipid in concentration. In the case where γ-HBCD 

was predominant similar to those in industrial products, the sampling site was supposed to be close 

to the discharge point.  In breast milk, α-HBCD was also predominant and was found in all samples 

from <3.7 to 13 ng/g-lipid in concentration.   

 In the degradation experiment in sediment, biodegradation of HBCDsmight be possible under 

anaerobic condition. 

 

III  Analytical method development and environmental behavior evaluation of Bisphenol A and p-

cumyl phenol 

 

  In the Chapter III, I reported the simultaneous and high sensitive analytical method for the 

determination of Bisphenol A (BPA) and para-cumylphenol (p-CP) by LC/MS/MS, and evaluated the 

environmental behaviors in water. 

BPA and p-CP were found in various water samples in Nagoya city, of which concentrations ranged 

from 33 to 290 ng/L and <3.4 to 160 ng/L.    p-CP was found in high concentrations in Arako 

river.  Concentration of BPA was not correlated to that of p-CP (coefficient of correlation value 

0.13). 

 

IV  Analytical method development and environmental surveillance for trace levels of 

diethylstilbestrol in water. 

 

In the Chapter IV , A highly sensitive method for the determination of diethylstilbestrol (DES) in 

water by liquid chromatography tandem-mass spectrometry (LC/MS/MS) and the application to 

environmental waters in Nagoya city were described..  

Two grams of ascorbic acid and five nano grams of diethylstilbestrol-d8 as the surrogate were added 

to every 2000 mL of water sample. The sample was filtrated with glass fiber filter (GS25) and 

adjusted to pH2.5 with 6 mol/L of HCl followed by solid phase extraction with a cyclohexyl silica 

cartridge (InertSep CH). The fraction eluted with 5 mL of methanol was passed through a multilayer 

solid phase extraction cartridge (GC/SAX/PSA) to remove matrices. The analyte was eluted from the 



cartridge with 12 mL of methanol. The elute was concentrated to volume approximately 0.25 mL in 

a test tube at 40℃ in water bath under nitrogen gentle stream, and then it was filled up to 0.5 mL 

with pure water for LC/MS/MS measurement. 

Negative electrospray ionization (ESI-negative) was used to ionize diethylstilbestrol and the internal 

standard (i.e. diethylstilbestrol-d8). The determination was performed by the selected–reaction-

monitoring (SRM) method using precursor/product ion transition m/z 267.45 to 237.41 for 

diethylstilbestrol and m/z 275.43 to 245.47 for diethylstilbestrol-d8. 

The method detection limit (MDL) and the method quantification limit (MQL) are 0.005 ng/L and 

0.013 ng/L, respectively. The average recoveries (n=5) from river water and sea water spiked with 

0.5 ng of diethylstilbestrol are 103% (RSD 4.0%) and 104% (RSD 2.9%), respectively. 

In all the river waters and sea waters sampled in Nagoya city, the concentrations of diethylstilbestrol 

were below the MDL. 
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I.  本研究の背景と目的 

 

 化学物質はその多くが我々の生活をより豊かに，便利にする目的で開発され，使用されて

いる。他方，人の健康や生態系への影響等が危惧され，社会問題となっている化学物質も多

数存在する。外因性内分泌攪乱物質，残留性有機汚染物質(POPs)はそのような化学物質にあ

たり，国際条約，法律などにより，国内外において規制されている。 

 我が国における化学物質による環境汚染を防止の基本となる法律は，「化学物質の審査及

び製造等の規制に関する法律（化審法）」である。化審法は，1968 年に起こったカネミ油症

事件のポリ塩化ビフェニル（PCB）による健康被害を契機に，1973 年に制定された。カネミ

油症事件が起こるまで，人への健康被害の防止は，直接，化学物質と接触して被害を及ぼす

ような毒劇物の製造・使用等の規制や排出ガス・排出水等の規制によっておこなわれてきた。 

ところが，この事件は，従来，規制対象になっていなかった安定で分解しにくい物質が，長

期間にわたって人体に残留して徐々に健康に被害を及ぼしたもので，これまでの化学物質

の安全性に関する考え方を根本的に覆すものであった。この事件をきっかけに，新しい化学

物質が製造される際には，その安全性を確認し，人の健康を損なうおそれのある化学物質に

対しては，製造・輸入の規制が求められるようになった。このような背景から，1973 年に

厚生省（現：厚生労働省），通商産業省（現：経済産業省）を主管として，化学物質の審査

及び製造等の規制に関する法律ができた。また，当時発足して間もない環境庁（現：環境省）

は，環境中の化学物質を調査し，その結果をもとに化審法の主管省である厚生省，通商産業

省に見解を述べる役割を果たし，この調査は今日も続いている。 

化審法の特徴は新規化学物質の事前審査制度を世界に先駆けて導入したことであり，届

出された新規化学物質のうち，難分解性，高濃縮性，長期毒性のあるものを特定化学物質

（現：第一種特定化学物質）に指定し，製造・輸入の規制（事実上の製造・輸入禁止）を行

った。1986 年に従来の特定化学物質を，第一種特定化学物質と名称変更するとともに，ト

リクロロエチレン，テトラクロロエチレンによる地下水汚染問題を契機に顕在化した，高濃

縮性ではないが難分解性，長期毒性のある化学物質を第二種特定化学物質に新たに指定し，

規制をおこなうことになった。また，高濃縮性ではないが難分解性，長期毒性のおそれの疑

いのある化学物質も指定化学物質（現：第二種監視化学物質）に指定し，必要な措置が講じ

られることになった。しかし，ここまでの化審法は，環境を経由した人の健康被害の防止の

みを目的としており，一般環境中の動植物への影響を考えていなかった。また，OECD から



2 

 

も，日本の化学物質管理政策に対して「生態系保全」の考え方を導入するように勧告がなさ

れた。そこで，2003 年に法律を改正し，動植物への影響に着目した制度の導入（第三種監

視化学物質の指定・措置）や環境中の放出可能性に着目した制度（中間物等の申出・確認）

の見直しなどが行われ，現在に至っている。 

 近年，化審法の第 1 種特定化学物質への登録数は増加しており，2010 年にはペルフルオ

ロオクタンスルホン酸などの有機フッ素化合物，臭素系難燃剤の一つであるポリ臭素化ジ

フェニルエーテルなど 12 物質が，2013 年には臭素系難燃剤ヘキサブロモシクロドデカン及

び農薬エンドスルファンの 2 物質が追加登録された。これらの物質は，規制対象になって間

もないため，環境中に存在している可能性が高く，その濃度レベルの把握が求められている。 

 本研究では，生態系への影響が懸念される物質で，その環境動態が十分に明らかにされて

いない物質を対象に，LC/MS による高確度で高感度な分析法を研究し，それらの環境汚染

状況を明らかにした。研究の対象とした物質は，化審法で新たに追加登録された臭素系難燃

剤，工業製品や生活用品としての用途が広く，女性ホルモン様作用があるとされているビス

フェノール類，ヒトをはじめ，生物から排出されている天然型ステロイドホルモン類や合成

型ステロイドホルモン類である。 

工業製品である臭素系難燃剤のヘキサブロモシクロドデカンは近年，需要が急速に伸び

ている物質で，本研究を始めた 2011 年当時は，化審法の第 1 種特定化学物質および POPs

には指定されていなかったが，先行して研究を行った。この研究では，魚介類などの生物試

料や母乳試料など試料量に制限があるもの，水質試料，底質試料について，HBCDs のα，

β，γ，δ，εの 5 異性体の分析方法を開発し，それらの環境挙動を研究した。また，ビス

フェノール類では，環境濃度レベルが比較的明らかなビスフェノール A と共にビスフェノ

ール A の重合防止剤である p-クミルフェノールの同時分析法を研究し，環境濃度レベルの

把握を行った。さらに，我々ヒトをはじめ，生物から排出されている天然型ステロイドホル

モン類，およびジエチルスチルベストロールなどの合成型ステロイドホルモン類について

研究した。ステロイドホルモン類の環境中の挙動を包括的に把握するため，試料処理から

LC/MS/MS による測定まで，極力共通する方法を用い，環境媒体間の分析の質の整合性が

とれるように新たに一斉分析法を検討し，開発した。加えて，きわめて微量でも動物の胎児

等に影響が生じる恐れがあるジエチルスチルベストロールについては，一斉分析法では感

度が不足するため，単一物質で極低濃度の分析法を開発し，環境濃度レベルを調査した。 

なお，本研究の中で取り組んだ，合成型ステロイドホルモンの一種であるジエチルスチル
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ベストロールの研究結果が，2014 年に日本環境化学会の第 23 回環境化学技術賞を受賞し

た。 

以下に各章の詳細を記した。 

 

 「II 臭素系難燃剤ヘキサブロモシクロドデカン(HBCDs) の分析法開発および環境調査」

について。 

臭素系難燃剤は，防燃・難燃を目的として，建材や繊維等をはじめ，様々な製品中に幅広

く使用されている。代表的な臭素系難燃剤としては，ヘキサブロモシクロドデカン（HBCDs），

テトラブロモビスフェノール A（TBBPA）およびポリ臭素化ジフェニルエーテル（PBDEs）

が知られている。これらの中で，残留性や生物蓄積性，毒性等があまりない TBBPA は，こ

れまでに特に規制等も行われてきていない。一方，残留性や生物蓄積性，毒性等の高い

PBDEs は，1990 年代半ば，欧州で使用規制されるようになった。そして，その代替物質と

して HBCDs が使用されるようになった。HBCDs の需要は 1990 年代以降，年々増加してお

り，日本では年間２千トン超が使用されている。この物質は添加型難燃剤と呼ばれ，化学的

に結合していない形態で製品に添加・配合されているため，容易に脱離・溶出し，様々な過

程で環境中に漏出する可能性が高いと考えられる。さらに，HBCDs は，上記 PBDEs と同様，

環境残留性，生物蓄積性が高い物質で，毒性に関する報告もある。このような理由から，臭

素系難燃剤の中でも，特に HBCDs に注目が集まっている。 

臭素素系難燃剤を対象とした環境調査は PBDEs を中心に，国内外で多くの調査が行われ，

報告されている。本研究では，まだ調査事例の少ない HBCDs について，一般環境調査に留

まらず，環境残留性と関連して，生分解性や汚染の経時変化についても検討を行い，解析し

た。分析方法については過去に報告例があるが，回収率や濃縮倍率などの点から，改良が必

要と考えた。試料処理から LC/MS/MS による測定まで，極力共通する方法を用い，環境媒

体間の分析の質の整合性がとれるよう，新たに分析法を検討・開発し，評価を行った。さら

に，その分析法を用いて，大気を除く全ての媒体での挙動を包括的に把握することを目的と

した。 

 HBCDs は，α，β，γ，δ，ε の 5 異性体が存在するが，これまでの報告では，そのうち α，

β，γ の 3 種類についての測定方法しかなかった。そこで，本研究では，α，β，γ，δ，ε の 5

種類すべての異性体について，同時に分析できる方法を目指した。 

 各媒体の前処理方法については，水質試料では，溶媒の使用量を抑えるため，抽出方法を
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従来の液液抽出法から，固相抽出法を採用するために検討を行った。底質試料では，抽出後

の煩雑なクリーンアップ操作を簡素化し，前処理作業時間の迅速化を目指した。また，生物

試料では，一度の前処理操作で，他の臭素系難燃剤や残留性有機汚染物質（POPs）類などの

分析も行えるような方法を検討した。 

さらに，環境汚染状況を地域的にすべての環境媒体で評価することを目的とし，名古屋市

内河川および名古屋港海域の水質・底質・魚介類試料および母乳試料の調査を行った。また，

底質中での微生物による HBCDs の分解についても，名古屋市内の底質を用いて実験を行い

考察した。 

 

「III p-クミルフェノールおよびビスフェノール A の分析法開発および環境調査」につい

て。 

 ビスフェノール A (BPA)は，ポリカーボネート製のプラスチックを製造する際のモノマー

や，エポキシ樹脂の原料として幅広く利用されている。一方で，1996 年『奪われし未来（Our 

Stolen Future）』の出版を契機に，内分泌かく乱物質（環境ホルモン）として，日本国内でも

大きく取り上げられ，環境省，厚労省等が調査研究を開始した。さらに近年では，BPA は，

きわめて微量でも動物の胎児等に影響を生じることがあるとの報告もあり，より高感度で

の分析法が求められている。 

p-クミルフェノール (p-CP)は，BPA から一つ水酸基の取れた物質で，主に，界面活性剤の

原料として使用されている。また，ポリカーボネート樹脂合成の際には BPA とともに原料

として使用されることもある。 

BPA に関してはこれまでに多くの研究がされており，分析法に関する報告例も多い。一

方で，p-CP は，BPA と構造的に非常に類似しており，腎毒性が認められているにも関わら

ず，分析法についての報告例がほとんどなく，LC/MS による分析法を開発した例はない。

また，BPA 類を分析するときは，誘導体化 GC/MS 法により測定を行うことが多いが，誘導

体化反応を行うことは，操作が煩雑になり，前処理時間に長時間を要する。この点を改善す

るために，誘導体化反応なしで測定を行うことができる LC/MS による分析法開発を行うこ

ととした。また，BPA は非常に幅広く使用されていることから，実験室内の環境中にも存在

していることが考えられるため，極微量の分析を行う際には，ブランク対策を行うことが必

須になる。 

そこで，本研究では，BPA と，その関連物質である p-CP について，LC/MS を用いて，水
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環境中の存在量を高感度で同時に分析する方法を開発した。さらに，両物質の環境動態を把

握することを目的とし，名古屋市内の環境水を対象に開発した方法を用いて両物質を同時

に調査した。 

 

「IV. ステロイドホルモン類の分析法開発および環境調査」について。 

 ステロイドホルモンはステロイド骨格を持つ化合物で，我々人類をはじめ，生態系に幅広

く存在している。ステロイドホルモンには，天然に存在している天然型のものと，人工的に

作り出した合成型のものの 2 種類が存在している。 

天然型ステロイドホルモンは一般に生殖腺や副腎においてコレステロールから合成され，

それらのホルモン分子の構造は脂質であり，それらは細胞膜に達すると容易に内部に通過

し細胞核へ到達する。また，合成型ステロイドホルモンは，さまざまな種類のものが創り出

されている。その多くはステロイド化合物であるが，似た分子形状の為にステロイド受容体

に作用しうる非ステロイド分子も存在する。受容体作用の点で，合成ステロイドは天然型ス

テロイドよりも弱いものもあれば，逆に天然型ステロイド以上に強いものもある。 

近年，人間の尿中に含まれているエストラジオールをはじめ，天然型および合成型ステロ

イドホルモンが環境へ与える影響が問題となってきている。エストロン（E1）や 17β-エス

トラジオール（E2），アンドロステンジオン（A）が生活排水中で観測されている。特に英

国では，雌雄同体化したローチ（コイ科の魚類）が 1980 年代前半から下水処理場放流先の

河川で見つかって以降，特に水生生物への環境ホルモン作用が懸念されている。このような

背景から，著者は天然型男性ホルモンの分析法開発や，環境水中のステロイドホルモン類の

一斉分析法開発に取り組んだ。 

これらの天然型ステロイドホルモン類に関する研究に加えて，本研究では，合成型ステ

ロイドホルモンの分析法開発および環境調査を行うことを目的とした。対象物質として，

合成型女性ホルモンであるジエチルスチルベストロール(Diethylstilbestrol, DES)に注目

した。 

DES は，かつて流産防止剤などに用いられてきた合成型女性ホルモン薬剤である。

1970 年代以降，生殖器異常などの報告が相次ぎ，ヒトへの影響が懸念されるようにな

った。日本においては，環境基準値は設定されていないが，残留農薬等ポジティブリス

ト制度の中では，食品中において DES の検出下限値は 0.0005 mg/L (500 ng/L)と定めら

れている。一方で，環境省は，既報の毒性情報に基づいて，環境水中の DES をより高



6 

 

感度で測定すべきとの方針を出し，検出下限値を 0.01ng/L と設定した。既存の分析方法

の中で，最も一般的に行われている分析法は，厚生労働省から出されている「ジエチル

スチルベストロール試験法」で，アセトニトリルを用いて溶媒抽出を行い，LC/MS を用

いて測定する方法である。ただし，この方法は，検出下限値を 500 ng/L として作られた

分析法であるため，0.01ng/L という検出下限値は到底得られない感度であった。そこで，

本研究では，測定が可能となるような分析方法を開発し，環境実態調査を行うことを目

的とした。 

DES の高感度分析を行うためには試料を高濃縮する必要がある。試料中の DES を効

率よく抽出するための前処理方法の検討，試料中のマトリックス成分を除去するための

クリーンアップ方法などについて検討した。前処理方法が確立した後，検出下限値や添

加回収率等を算出し，本法の評価を行った。さらに本法を用いて名古屋市内の河川水・

海水の環境調査を行った。この DES の研究結果が，2014 年に日本環境化学会の第 23 回環

境化学技術賞を受賞した。 
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II 臭素系難燃剤ヘキサブロモシクロドデカン(HBCDs) の分析法開発および環

境調査 

 

1. はじめに 

我々の生活環境中に存在する様々な製品には，幅広く難燃剤が使用されている。ヘキサブ

ロモシクロドデカン（HBCDs）は，テトラブロモビスフェノール A（TBBPA）およびポリ

臭素化ジフェニルエーテル（PBDEs）とともに代表的な臭素系難燃剤として知られている 1）。

これらの中で，残留性や生物蓄積性，毒性等が比較的低い TBBPA は，これまでに特に規制

等も行われてきていない。一方，残留性や生物蓄積性，毒性等の高い PBDEs は，1990 年代

半ば，欧州で使用規制されるようになり，HBCDs は，その代替物質として使用されるよう

になった。HBCDs の需要量は 1990 年代以降，年々増加しており，日本では年間２千トン超

が使用されている 2）。この物質は添加型難燃剤と呼ばれ，化学的に結合していない形態で製

品に添加・配合されているため，容易に解離・溶出し，様々な過程で環境中に漏出する可能

性が高いと考えられる。このような理由から，臭素系難燃剤の中でも，特に HBCDs に注目

が集まっている。 

また，HBCDs は，上記 PBDEs と同様，環境残留性，生物蓄積性が高い物質である。HBCDs

の餌中投与による生物への影響では，アメリカチョウゲンポウでは産卵期の早期化や雛の

成長速度の遅れ 3)，仔ラットでは体重減少，甲状腺重量の増加や血清 T3 の減少 4)が見られ

た，等の報告がある。ヒトに関しても肝細胞 L02 に対して細胞学的影響がある 5)との報告が

あり，HBCDs の人や生態に対するリスクが懸念される。我が国では「化学物質の審査及び

製造等の規制に関する法律（化審法）」において，2013 年 7 月 5 日に，第一種特定化学物質

としての登録されたばかりである 6）。また，2013 年 5 月 10 日ジュネーブで行われたストッ

クホルム条約締約国会議において，ANNEX A（廃絶。EPS 及び XPS 建築用途の除外付き）

として登録され，世界的にも関心を集めている 7）。 

臭素系難燃剤を対象とした環境調査は国内外で多くの調査が行われ，報告されている 8）-

14）。世界では，アメリカ，サンフランシスコ湾で湾内の堆積物および野生生物の調査 15)，中

国，長江デルタ地域の土壌中調査 16)，スイス，ジュネーブ湖の魚類中の調査 17)，アメリカ，

ボストンの母親から採取した母乳中の調査 18)など，多くの調査結果が報告されている。日

本国内では，東京湾 19)や大阪市の淀川 20)などで底質調査結果の報告があり，福井県九頭竜

川流域の繊維工業地域においては高濃度の HBCDs が検出された報告例 21)もある。しかし上
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記の報告例は，環境調査結果に関するものが多く，濃度分布や発生源の推定に留まっている。 

また，HBCDs の分析方法については過去に報告例があるが 22）-24），改善すべき課題も多

い。一つ目に HBCDs は質量数が大きいために，GC/MS を使用した分析では，異性体分離が

厳しく，α，β，γ，δ，ε の 5 異性体を個々に分離分析することが出来ない。二つ目に，前処

理において，溶媒抽出をした場合，溶媒の使用量が非常に多くなること，底質試料等の場合，

クリーンアップ操作が不十分で，測定の際のマトリックスの影響が懸念されること等があ

る。上記の問題点を解決するために，環境調査に先立ち，まず各調査媒体における HBCDs

の分析法を検討し，分析法の評価を行った。 

一つ目の分離の課題に関して，HBCDs は，主に α，β，γ，δ，ε の 5 異性体が存在するが

（2.1 HBCDs の構造および物性），これまでの報告では，そのうち α，β，γ の 3 種類につ

いての測定方法しかなかった。そこで，本研究では，α，β，γ，δ，ε の 5 種類すべての異性

体を LC により分離し，同時に分析できる方法を目指した。 

二つ目の課題，各媒体の前処理方法については，水質試料では，溶媒の使用量を抑えるた

め，抽出方法を従来の溶媒抽出法から，固相抽出法を採用するために検討を行った。底質試

料では，抽出後の煩雑なクリーンアップ操作を簡素化し，前処理作業時間の迅速化を目指し

た。また，生物試料では，限られた試料量の中で，一度の前処理操作で，他の臭素系難燃剤

や残留性有機汚染物質（POPs）類などの分析も行えるような方法を開発した。それぞれの

環境媒体で，試料処理から LC/MS の検出まで，極力共通する方法を用い，環境媒体間の分

析の質の整合性がとれるよう，新たに分析法を検討・開発し，評価を行った。 

さらに，同一地域において包括的に HBCDs 量を把握することを目的とし，名古屋市内河

川および名古屋港海域の水質・底質・魚介類試料および母乳試料の調査を行った。一般環境

調査に留まらず，環境残留性と関連して，生分解性や汚染の経時変化についても調査を行い，

解析した。また，土壌中での HBCDs の挙動に関しては，好気性および嫌気性土壌で HBCDs

が分解されたという報告 25）や，HBCDs 汚染土壌から Pseudomonas 属 HB01 という γ-HBCD

分解菌が単離されたとの報告もあり 26），河川底質においても HBCDs の分解の可能性が考え

られる。そこで，微生物による HBCDs の分解について，名古屋市内の河川底質を用いて，

好気性，嫌気性，滅菌条件における HBCDs の分解試験を行い考察した。  



9 

 

2. HBCDs の分析法開発 

 

2.1 HBCDs の構造および物性 

分析法開発をする際に必要な物質の情報（構造，分子式や物性など）を以下に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.1 HBCDs の構造異性体 

 

①構造異性体：Fig.1 に示す 5 異性体 

②分子量：641.7 

③融点：α 体 179～181℃，β 体 170～172℃，γ 体 207～209℃ 

④沸点：190℃以上で分解 

⑤外観：灰褐色粉体 

⑥溶解性：対水溶解度：α 体 48.8μg/L，β 体 14.7μg/L，γ 体 2.1μg/L(20℃) 

     対クロロホルム・酢酸エチル・アセトニトリル・メタノール 1g/L 以上 

⑥logKow：5.62 

⑦分解性：難分解性 

⑧蓄積性：高蓄積性 
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⑨製造輸入量 

HBCDs が第一種監視化学物質に指定された平成１６年度の製造・輸入の実績は，3443 ト

ンであり，平成１８年度の 3937 トンを最高に以降減少傾向にある。 

 

Table.1 HBCDs の製造輸入量 

 

 

 

 

 

 

 

 

⑩用途 

HBCDs は，発泡ポリスチレン製の住宅建材，土木建材などに樹脂用難燃剤として約８割，

ポリエステル製の難燃カーテンなど繊維用難燃剤として約２割，使用されている。 

 

Table.2 HBCDs の用途 
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⑪異性体構成比（％） 

Table.3 HBCDs の異性体構成比 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2 試薬・器具 

 

 分析法開発をする際に使用した試薬および実験器具を以下に示す。 

【試薬】 

α-HBCD(50 μg/mL) 99%：Cambridge Isotope Laboratory 社製 

β-HBCD(50 μg/ mL) 99%：Cambridge Isotope Laboratory 社製 

γ-HBCD(50 μg/mL) 99%：Cambridge Isotope Laboratory 社製 

δ-HBCD(50 μg/mL) 99%：Wellington Laboratory 社製 

ε-HBCD(50 μg/mL) 99%：Wellington Laboratory 社製 

13C12-α-HBCD (50 μg/mL) 99%：Cambridge Isotope Laboratory 社製 

13C12-β-HBCD (50 μg/mL) 99%：Cambridge Isotope Laboratory 社製 

13C12-γ-HBCD (50 μg/mL) 99%：Cambridge Isotope Laboratory 社製 

メタノール(LC/MS 用)：関東化学㈱製 

アセトニトリル(LC/MS 用)：関東化学㈱製 

アセトン(残留農薬用)：和光純薬㈱製 

ヘキサン(残留農薬用)：和光純薬㈱製 

ジクロロメタン(残留農薬用)：和光純薬㈱製 

シュウ酸ナトリウム(特級)：和光純薬㈱製 

ジエチルエーテル(残留農薬用)：和光純薬㈱製 

エタノール(残留農薬用)：和光純薬㈱製 
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フロリジル PR(残留農薬用)：和光純薬㈱製 

44%硫酸シリカゲル(ダイオキシン類分析用)：和光純薬㈱製 

銅粉末(特級)：和光純薬㈱製 

 

【器具】 

Empore Disk SDB-XD (47 mm)：3M 社製 

ビーカー，目盛付き試験管，メスフラスコ，標線ビン， 

吸引ろ過器装置，窒素吹き付け装置 

高速溶媒抽出装置 ASE 300：DIONEX， 

ホモジナイザー，超音波装置 

ビーカー(100 mL)，目盛付き試験管，メスフラスコ(50 mL)，標線ビン， 

分液ロート(100 mL, 300 mL, 1 L)， 

ナス型フラスコ(100 mL, 200 mL, 300 mL)， 

ガラス製クロマト管（ガラスコック付き，内径 10 mm，長さ 300 mm） 

 

【標準液の調製】 

α, β, γ, δ, ε -HBCD 50.0 μg/mL の標準原液を正確に 500 μL 量り取り，アセトニトリル 25 mL

で希釈して 1.0 mg/L の標準液を作製した。13C12-α, β, γ-HBCD も同様にして 50.0 μg/mL の標

準原液をアセトニトリルで希釈して 1.0 mg/L のサロゲート内標準液を作製する｡ 

 

【検量線用標準液の調製】 

1.0 mg/L の標準液を窒素吹きつけにより乾固直前までアセトニトリルを留去し，ヘキサン

に転溶した後，ヘキサンで順次希釈して，2.0 ng/mL から 100 ng/mL の検量線用標準液を作

製する｡ 

各検量線用標準液のサロゲート内標準物質濃度が 50.0 ng/mL になるように 1.0 mg/L のサ

ロゲート内標準液を添加する｡ 
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2.3  HBCDs の LC/MS 測定方法 

 

 LC/MS 測定は Alliance2695/ Micromass Quattro micro API (Waters 社，Milford, MA, USA)を

用い，定量は ESI-Negative-SRM モードにより行った。測定条件を以下に示す。 

〔LC 条件〕 

LC 機種 :  Waters 2695 

カラム  : Ascentis express C18 (2.1 mm×100 mm×2.7 μm) supelco 

移動相  : A : water B : CH3OH  C : CH3CN 

  0→16 min A:25→21, B: 67.5→71.1, C: 7.5→7.9  linear gradient 

16→18 min A:21→0, B:71.1→90, C:7.9→10  linear gradient 

18→20 min A:B:C=0:90:10 

20→25 min A:B:C=25:67.5:7.5 

（移動相が 2 液までしか設定できない場合） 

A : water B : CH3OH : CH3CN = 9 : 1 

0→16 min A:25→21, B: 75→79  linear gradient 

16→18 min A:21→0, B:79→100  linear gradient 

18→20 min A:B=0:100 

20→25 min A:B=25:75 

流量   :  0.2 mL/min カラム温度 :  40 ℃ 注入量  :  10 μL 

 

〔MS 条件〕 

機種 : Waters QuattroMicro API 

コーン電圧 : 30 V コリジョン電圧 : 15 eV キャピラリー電圧 : 1.20 kV 

コーンガス流量 : 50 L/hr デソルベーションガス流量 : N2 (700 L/hr) 

ソース温度 : 110 ℃ デソルベーション温度 : 350 ℃ 

イオン化法 : ESI（-）SRM 

モニターイオン: 641 > 79 （確認イオン 677 > 79） 

モニターイオン（内標準） : 653 > 79 
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〔5 異性体分離の検討〕 

 HBCDs は Fig.1 に示した通り，α, β, γ, δ, ε の 5 つの異性体が存在する。α, β, γ の 3 異性体

のみであれば，多くのカラムで問題なく分離することが出来るが，5 異性体をすべて分離す

ることは困難だったので，分離条件を検討した。 

母体がシリカゲルの 10 cm，3 μm のカラムでは，化学結合基が C8, C18, C30 の 3 種類に

ついて検討したが，どの場合も 5 異性体分離は不可能であった。移動相条件によっては 4 異

性体まで分離可能であるが，ベースライン分離は難しく，特に α と δ，δ と ε の分離が悪か

った（Fig.2 中 3, 4 参照）。またカラムの長さを 15 cm のものに変え，長時間かけて分析を行

うことにより，5 異性体分離は可能となったが，ベースライン分離は難しいことに加えて，

保持時間が長いためにピーク形状が悪くなってしまった（Fig.2 中 2 参照）。今回，使用する

ことにした Ascentis express カラムは，Fused-Core™粒子構造を持っており，粒子内拡散が他

のカラムに比べて小さい。そのため，通常の 3 μm のカラムの 2 倍の理論段数を持ち，sub-

2 μm 充填剤粒子と同等の高速分析と高分離を達成するため，短時間で 5 異性体の分離が可

能になった（Fig.2 中 1 参照）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

1 

2 

 

3 

 

4 

Fig.2 分析カラムによる分離の違い（分析条件は以下の通り） 
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1. カラム  : Ascentis express C18 (2.1 mm×100 mm×2.7 μm) supelco 

移動相  : A : water B : CH3OH  C : CH3CN 

  0→16 min A:25→21, B: 67.5→71.1, C: 7.5→7.9  linear gradient 

16→18 min A:21→0, B:71.1→90, C:7.9→10  linear gradient 

18→20 min A:B:C=0:90:10 

20→25 min A:B:C=25:67.5:7.5 

 

2. カラム  : L-column C-18 (2.1 mm×150 mm×3 μm) 化評研 

移動相  : A : water B : CH3OH  C : CH3CN 

  0→18 min A:25→20, B: 60, C: 15→20  linear gradient 

18→22 min A:20→0, B:60, C:20→40  linear gradient 

22→25 min A:B:C=25:60:15 

 

3. カラム  : Develosil C-30 (2.1 mm×100 mm×3 μm) 野村化学 

移動相  : A : water B : CH3OH  C : CH3CN 

  0→18 min A:25→20, B: 60, C: 15→20  linear gradient 

18→22 min A:20→0, B:60, C:20→40  linear gradient 

22→25 min A:B:C=25:60:15 

 

4. カラム  : Capcell pak C-8 (2.1 mm×100 mm×3 μm) 資生堂 

移動相  : A : water B : CH3OH  C : CH3CN 

  0→18 min A:30→20, B: 30, C: 40→50  linear gradient 

18→22 min A:20→0, B:30, C:50→70  linear gradient 

22→25 min A:B:C=30:30:40 
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〔検量線〕 

 

 検量線用標準液 10 μL を LC/MS に注入した。得られた標準物質のピーク面積とサロゲー

ト内標準物質のピーク面積の比及び濃度比から検量線を作成した。α-HBCD，β-HBCD，γ-

HBCD，δ-HBCD，ε-HBCD とも，検量線は，2 ng/mL から 100 ng/mL の濃度範囲において相

関係数 0.9993 以上で十分な直線性を示した。 

検量線を Fig.3 に，検量線作成用データを Table 4 に示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.3 検量線（括弧内の数値は標準溶液濃度。内標準物質濃度は 50 ng/mL） 
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 標準試料濃度

(Cs） 

応答値 応答比 相対感度係数 相対感度 

 調査物質(As) 内標準物質 Ais (As/Ais) (Cis/Cs) × (As/Ais) 係数の CV 

 (ng/mL) m/z = 641 m/z = 653   *Cis = 50 (ng/mL) (%) 

a

100  2279   1055 2.1591 1.0796 

7.3  

50  1215   1107 1.0981 1.0981 

20  487   1065 0.4571 1.1427 

10  237   1078 0.2200 1.0998 

5  98   1063 0.0917 0.9175 

2  45   1068 0.0420 1.0511 

d

100  1529   1055 1.4482 0.7241 

5.3  

50  771   1107 0.6961 0.6961 

20  326   1065 0.3058 0.7645 

10  160   1078 0.1485 0.7423 

5  73   1063 0.0684 0.6842 

2  28   1068 0.0265 0.6630 

b

100  3984   1767 2.2546 1.1273 

4.6  

50  2032   1798 1.1303 1.1303 

20  799   1808 0.4420 1.1049 

10  409   1873 0.2185 1.0924 

5  186   1788 0.1043 1.0428 

2  87   1816 0.0480 1.1995 

e

100  4703   1528 3.0782 1.5391 

6.0  

50  2312   1562 1.4797 1.4797 

20  966   1567 0.6167 1.5419 

10  486   1606 0.3026 1.5130 

5  231   1518 0.1522 1.5221 

2  79   1514 0.0524 1.3098 

Table 4 検量線作成データ 
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g

100  1501   1528 0.9824 0.4912 

7.2  

50  785   1562 0.5023 0.5023 

20  285   1567 0.1820 0.4551 

10  148   1606 0.0919 0.4595 

5  78   1518 0.0516 0.5156 

2  33   1514 0.0220 0.5493 

 

〔定量〕 

 試験液 10 μL を LC/MS に注入し，得られた対象物質とサロゲート内標準物質のピーク面

積比から，検量線より定量した。 

 

2.4 各媒体の分析法に関する要素技術とその評価 

2.4.1 水質試料中 HBCDs の前処理方法 

2.4.1.1 抽出方法の検討 

 

 ディスク型固相４種，カートリッジ型固相４種，液々抽出２種で精製水からの抽出方法を

検討した。結果は Fig.4 に示す。 

精製水 200 mL に HBCDs を 50 ng 添加したものを試料として用いた。固相抽出は，どの

固相もアセトン，ジクロロメタンで洗浄した後，メタノール，精製水各 10mL でコンディシ

ョニングしてから使用した。通液後は 30 分ほど乾燥させ，アセトン 3 mL，ジクロロメタ

ン 3 mL で溶出し，窒素パージ後，1 mL に定容。液々抽出は，各溶媒（ヘキサン，ジクロロ

メタン）とも 50 mL で 3 回抽出。塩析効果を期待して，試料に 6 g の NaCl を添加したもの

も抽出した。HBCDs は物性情報から考えて器具等へ吸着しやすく，そのためにカートリッ

ジ型の固相を使用すると，固相のハウジング部分へ吸着してしまうことにより，回収率が低

くなったことが考えられる。また，水試料を前処理するときの利便性を考慮して，溶媒の使

用量が多い液々抽出ではなく，ディスク型固相を使用することとした。精製水を用いた前処

理の検討結果から，C18 もしくは XD を使用するのが良いと考え，この２つのディスク型固

相を用いて海水及び河川水で検討を行った。河川水試料においては回収率に大差はなかっ

たが，海水サンプルにおいては，XD を使用した方が良好な結果が得られたので，水試料の

前処理には XD を使用することとした。 
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2.4.1.2 水試料の前処理方法 

 水試料 200 mL にサロゲートとして 13C12-α, β, γ-HBCD を 50.0 ng（1.00 mg/L, 50.0 μL）添

加した｡固相ディスク（Empore Disk SDB-XD）はメタノール 10 mL，精製水 10 mL でコンデ

ィショニングした後，試料を負荷する。試料の入っていたガラス容器は，2 mL のメタノー

ルで洗浄し，固相ディスク上に合わせた。更にそのガラス容器は 10 mL の精製水で洗浄し，

同じく固相ディスク上に合わせ，約 20 mL/min の速度で通水した｡通水後は 10 mL の精製水

で固相ディスクを洗浄し，1～2 分間吸引脱水した後，固相ディスクを吸引装置から取り外

し，40 ℃の乾燥機中で 1 時間乾燥させた。 

吸引ろ過装置を再度組み立て，ろ液留出部に受器をセットした後，4 ml のアセトン，続い

て 4 mL のジクロロメタンで溶出した後，ガラス製ファンネル等は 2 mL のアセトンで洗浄

し溶出液に合わせた。その後，溶出液は 40 ℃の水浴を備えた窒素吹き付け装置で乾固直前

まで濃縮し，80%アセトニトリル水溶液で 1 mL にメスアップした後，超音波装置に 2 分間

程度かけて試験液とした｡ 

 

2.4.1.3 分析法の定量性とその評価 

〔測定方法の検出下限(MDL),定量下限(MQL) 〕 

本測定方法における MDL 及び MQL を下表に示す。 

測定方法の検出下限(MDL)及定量下限(MQL)の算出は，「化学物質環境実態調査実施の手

引き」（平成 21 年 3 月）を採用し，Table 5, 6 のとおり算出した。 
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Fig.4 抽出方法による回収率の違い 
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Table 5 MDL 及び MQL の算出（海水試料） 

物質名 α δ β ε γ 

 試料 海水 海水 海水 海水 海水 

 試料量 (L) 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 

 標準添加量 (ng) 2  2  2  2  2  

 試料換算濃度 (ng/L) 10  10  10  10  10  

 最終液量 (mL) 1 1 1 1 1 

 注入濃度 (ng/mL) 2 2 2 2 2 

 装置注入量 (μL) 10.0  10.0  10.0  10.0  10.0  

 操作ブランク平均(ng/L)*1 ND ND ND ND ND 

 無添加平均 (ng/L)*2 ND ND ND ND ND 

 結果 1 (ng/L) 9.86 11.3 9.80 9.45 10.9 

 結果 2 (ng/L) 9.59 10.6 9.71 8.74 10.9 

 結果 3 (ng/L) 9.65 10.7 9.12 9.27 10.4 

 結果 4 (ng/L) 10.7 10.9 9.37 9.62 9.69 

 結果 5 (ng/L) 11.4 10.9 10.6 9.37 11.1 

 結果 6 (ng/L) 9.32 10.8 9.84 10.1 11.6 

 結果 7 (ng/L) 11.8 11.2 10.0 9.54 9.20 

 結果 8 (ng/L) 11.7 9.05 10.0 9.22 11.0 

 平均値 (ng/L) 10.50 10.67 9.807 9.419 10.58 

 標準偏差 (ng/L) 1.01 0.702 0.444 0.399 0.781 

 MDL (ng/L)*3 3.8 2.7 1.7 1.5 3.0 

 MQL (ng/L)*4 10 7.0 4.4 4.0 7.8 

 S/N 比 15 12 20 22 16 

 CV(%) 9.6 6.6 4.5 4.2 7.4 

*1   操作ブランク平均：試料マトリクスのみがない状態で他は 
同様の操作を行い測定した値の平均 (n=3) 

*2   無添加平均：MDL 算出用試料に標準を添加していない状態 
で含まれる濃度の平均値(n=3) 

*3   MDL = t(n-1，0.05) ×σn-1×2   
*4   MQL = σn-1×10 
*5  サロゲート回収率：α；68.9%，β；64.5%，γ；64.8%  
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Table 6 MDL 及び MQL の算出（河川水試料） 

 物質名 α δ β ε Γ 

 試料 河川水 河川水 河川水 河川水 河川水 

 試料量 (L) 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 

 標準添加量 (ng) 2  2  2  2  2  

 試料換算濃度 (ng/L) 10  10  10  10  10  

 最終液量 (mL) 1 1 1 1 1 

 注入濃度 (ng/mL) 2 2 2 2 2 

 装置注入量 (μL) 10.0  10.0  10.0  10.0  10.0  

 操作ブランク平均(ng/L)*1 ND ND ND ND ND 

 無添加平均 (ng/L)*2 ND ND ND ND ND 

 結果 1 (ng/L) 9.98 10.4 10.4 9.32 10.2 

 結果 2 (ng/L) 10.2 10.9 9.67 10.6 11.0 

 結果 3 (ng/L) 8.95 10.8 9.57 10.2 11.7 

 結果 4 (ng/L) 10.8 10.5 9.67 10.0 11.8 

 結果 5 (ng/L) 10.2 9.05 10.6 10.8 10.9 

 結果 6 (ng/L) 9.51 11.4 10.1 9.48 10.4 

 結果 7 (ng/L) 9.51 9.43 9.94 9.89 10.5 

 平均値 (ng/L) 9.878 10.35 10.00 10.04 10.92 

 標準偏差 (ng/L) 0.60 0.832 0.409 0.536 0.617 

 MDL (ng/L)*3 2.3 3.2 1.6 2.1 2.4 

 MQL (ng/L)*4 6.0 8.3 4.1 5.4 6.2 

 S/N 比 20 14 21 16 12 

 CV (%) 6.1 8.0 4.1 5.3 5.7 

 
*1   操作ブランク平均：試料マトリクスのみがない状態で他は 

同様の操作を行い測定した値の平均(n=3) 
*2   無添加平均：MDL 算出用試料に標準を添加していない状態 

で含まれる濃度の平均値(n=3) 
*3   MDL = t(n-1，0.05) ×σn-1×2   
*4   MQL = σn-1×10 
*5  サロゲート回収率：α；86.6％，β；84.8%，γ；82.8%  
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〔添加回収試験〕 

精製水，河川水（庄内川），海水（名古屋港）への標準物質添加回収結果を Table 7 に

示す。河川水，海水の添加回収試験試料のクロマトグラムを Fig.5 に示す。 

内標準物質による補正を行わない場合，精製水については α，β，γ ともに 90%以上の

回収率が得られたが，河川水，海水に関しては共に 60～80%程度の回収率であった。こ

の原因として，試料濃縮よる LC/MS 測定時のイオン化抑制など幾つかの可能性が考え

られるが，明かではない。しかし，相対標準偏差が小さく，かつ内標準物質の回収率が

60％以上あり，内標準物質による補正後の回収率が良いことから，内標準物質による補

正を行うことで，このままの分析方法でも定量的評価は可能と判断した。定量結果につ

いては，すべて内標準物質による補正を行った値により評価を行った。 

 

 

Table 7 精製水，河川水（庄内川），海水（名古屋港）への標準物質添加回収結果 

 

精製水（添加）      

 物質名 α δ β ε γ 

 試料量 (L)  0.2    0.2  0.2 

 標準添加量 (ng)  2   2   2  

 測定回数  3   3   3  

 検出濃度 (ng/mL)  2    2    2  

 回収率 (%)  98.8 - 104 - 100 

 
サロゲート回収率 

(%)  97.2 - 96.4 - 90.1 

 CV (%)  9.6 - 4.5 - 7.4 
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精製水（無添加）      

 物質名  α δ  β ε  γ 

 試料量 (L)  0.2   0.2   0.2 

 標準添加量 (ng) 無添加  無添加  無添加 

 測定回数  2    2    2  

 検出濃度 (ng/mL)  ND ND  ND ND  ND 

 回収率 (%)  - -  - -  - 

 
サロゲート回収率

(%)  93.8 -  97.2 -  96.4 

 

河川水試料（添加）      

 物質名 α δ β ε γ 

 試料量 (L) 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 

 標準添加量 (ng) 2  2  2  2  2  

 測定回数 7  7  7  7  7  

 検出濃度 (ng/mL) 2  2  2  2  2  

 回収率 (%) 99 103 100 100 109 

 サロゲート回収率(%) 68.9 - 64.5 - 64.8 

 CV (%) 6.1 8.0 4.1 5.3 5.7 

 

河川水試料（無添加）      

 物質名 α  δ β ε γ 

 試料量 (L) 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 

 標準添加量 (ng) 無添加 無添加 無添加 無添加 無添加 

 測定回数 2  2  2  2  2  

 検出濃度 (ng/mL) ND ND ND ND ND 

 回収率 (%) - - - - - 

 サロゲート回収率(%) 90.0 - 85.3 - 80.8 
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海水試料（添加）      

 物質名 α δ β ε γ 

 試料量 (L) 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 

 標準添加量 (ng) 2  2  2  2  2  

 測定回数 8  8  8  8  8  

 検出濃度 (ng/mL) 2  2  2  2  2  

 回収率 (%) 105 107 98 94 106 

 サロゲート回収率(%) 68.9 - 64.5 - 64.8 

 CV (%) 9.6 6.6 4.5 4.2 7.4 

 

海水試料（無添加）      

 物質名 α δ β ε γ 

 試料量 (L) 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 

 標準添加量 (ng) 無添加 無添加 無添加 無添加 無添加 

 測定回数 2  2  2  2  2  

 検出濃度 (ng/mL) ND ND ND ND ND 

 回収率 (%) - - - - - 

 サロゲート回収率(%) 85.3 - 81.2 - 79.1 
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Fig.5 河川水，海水の添加回収試験試料のクロマトグラム 
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〔分解性スクリーニング試験〕 

分解性スクリーニング試験の結果を Table 8 に示す。α, β, γ, δ, ε-HBCD の 5 異性体とも，

暗所における保存であれば，pH が 5, 7, 9 いずれの場合においても，7 日後の残存率は 90％

以上であった。また，明所における保存であっても，7 日後の残存率は 90％以上であった。 

 

Table 8 分解性スクリーニング試験の結果 

  初期濃度 残存率（％）  残存率（％）  

pH  1 時間後 7 日後 

  (ng/mL) a d b e g a d b e g

5（暗

所） 2 96 100 98 100 101 99 96 96 81 95 

7（明

所） 2      99 98 100 91 94 

7（暗

所） 2 95  97 92  96 100 92 99 89 90 95 

9（暗

所） 2 97  93 96   99 102 95 102 103 92 93 

 

〔保存性試験〕 

保存性試験の結果を Table 9 に示す。河川水および海水を前処理した試験液に，α, β, γ, 

δ, ε-HBCD の標準溶液を表中の濃度添加し，7 日後の残存率を測定した。添加濃度が 2 

ng/mL と低濃度の場合，添加濃度が 20 ng/mL の場合と比較して，やや残存率が低くな

る傾向があった。しかし，いずれの場合においても残存率は 85％以上であり，前処理後，

数日以内に測定を行えば問題ないと考えられる。検量線溶液については低濃度および高

濃度ともに 1 か月後の残存率が 90％以上あり，標準溶液を調製してから，1 か月程度は

使用が可能であると考えられる。 

Table 9 保存性試験の結果 

   初期濃度 残存率（％）  

   7 日間 
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   (ng/mL) a d b e g

河川水 
試料 2 87 95 87 93 92 

試料 20 91  97  96 

海水 試料 2 85  85  85 

 

 

 

 

 

 

 

2.4.2 底質試料中 HBCDs の前処理方法 

 

2.4.2.1 抽出方法の検討 

乾重量あたり 5 g 程度の底質試料を量り取り，サロゲートとして 13C12-α, β, γ-HBCD を 50 

ng 添加した後，抽出操作を行った。抽出方法は下記の条件において検討を行い，結果を Fig.9

に示す。なお，Fig.6 は添加したサロゲートの回収率を表している。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  S1, S2：ソックスサーム抽出 

A1～A6：高速溶媒抽出 

   U1～U4：超音波・振とう抽出 

Fig.6 抽出方法による回収率の違い 

    初期濃度 残存率（％）  

   1 ヶ月 

    (ng/mL) a d b e g

標準溶液 
検量線最低濃度   2 103  94 107 96 100 

検量線最高濃度 100  96 103 102 95  97 
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抽出条件 

ソックスサーム抽出：抽出温度 180°C，煮沸時間 45 分間，抽出時間 30 分間。 

使用溶媒 1 回目アセトン，2 回目ヘキサン（S1, 2）。 

高速溶媒抽出   ：抽出温度 100°C，圧力 1500 psi，加熱時間 5 分間。 

使用溶媒アセトン（A1～A3），アセトニトリル（A4～A6）。 

超音波・振とう抽出：超音波 10 分間，振とう 10 分間，2500 rpm 遠心分離 10 分 

間を 3 セット。 

使用溶媒アセトン（U1, 2），アセトニトリル（U3, 4） 

検討の結果，アセトンを用いた高速溶媒抽出，および超音波・振とう抽出が，他の抽出方

法と比べて内標準物質の回収率が高かった（Fig.9）。ただし，超音波・振とう抽出の場合，

底質からの抽出効率が高速溶媒抽出の場合と比較して低い可能性がある。Fig.10 の HBCDs

のクロマトグラムより，α，β に関しては A1 と U1 のピーク面積に大きな差はないが，γ の

ピーク面積は大きく差が出た。Fig.10 に示した以外の A2~A6, U2~U4 に関しても同様の傾向

が見られた。以上の結果から，アセトンを用いた高速溶媒抽出を採用することとした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.7 抽出方法による HBCD のピーク面積の違い（上：U1, 下：A1） 
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2.4.2.2 クリーンアップ方法について 

 

〔硫酸処理による分解の可能性について〕 

底質を前処理すると，測定時にマトリックスの影響が懸念されるため，クリーンアップ操

作が必要となる。硫酸処理は，有機物の分解に非常に有効な手段であるが，硫酸処理を施す

と，HBCDs が分解する可能性があるという文献があったので，確認を行った。 

名古屋港の底質 20 g-wet をソックスサームを用いて抽出し，その後，ヘキサン溶液に転溶

し，100 mL に定容する。それを四等分に分割し，それぞれ，濃硫酸 5 mL で 1～4 回，硫酸

処理を行った。同様に，ヘキサン 100 mL，HBCDs 400ng を添加し，よく混合させて，四等

分に分割した。それぞれ，濃硫酸 5 mL で 1～4 回，硫酸処理を行った。 

 

Table 10 硫酸処理による HBCDs の減少 

 

 

 

 

Table 10 に，それぞれの HBCDs 濃度を表に示した。硫酸処理の回数を 1～4 回行っても，

HBCDs 濃度はほぼ同じであった。また，ヘキサン中に添加した HBCDs の濃度も硫酸処理

の回数に関わらず，添加した 100 ng が検出され，硫酸処理による分解は起きていないこと

が明らかとなった。よって，クリーンアップ操作として，硫酸処理は有効な手段と考えられ

る。 

 

〔カラムクロマトグラフィーの条件について〕 

底質の前処理の際には，クリーンアップ操作として，前述の硫酸処理を行うだけでは不十

分であった。硫酸処理に加えて，カラムクロマトグラフィーを行うことで，試験液中の測定

妨害成分を除去することが有効と考えられる。また，ここで，分画を行うことにより，HBCDs

以外にポリ臭素化ジフェニルエーテル(PBDEs)やポリ塩化ビフェニル(PCB)をはじめ，多く

の残留性有機汚染物質(POPs)類も同時に前処理することが可能であると考えられる。そこで，

フロリジルおよびシリカゲルを用いて，カラムクロマトグラフィーの条件検討を行った。 

 

ヘキサン中HBCD濃度 (ng/mL)

硫酸処理の回数 α β γ
1 96.5 94.1 115.8
2 90.5 91.0 111.6
3 106.6 103.5 125.6
4 93.6 96.4 112.2

底質中HBCD濃度 (ng/g-dry)

硫酸処理の回数 α β γ
1 10.30 1.57 14.01
2 11.51 1.67 13.30
3 11.39 1.67 13.15
4 10.42 2.21 14.72
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1. フロリジル  5 g： 

F-1  10%ジクロロメタン/ヘキサン 40 mL 

F-2  25%ジクロロメタン/ヘキサン 100 mL 

2. フロリジル  5 g： 

F-1  10%ジクロロメタン/ヘキサン 40 mL 

F-2  30%ジクロロメタン/ヘキサン 80 mL 

3. シリカゲル ワコーゲル S1  5 g： 

F-1  10%ジクロロメタン/ヘキサン 100 mL 

F-2  25%ジクロロメタン/ヘキサン 150 mL 

4. シリカゲル C100  5 g： 

F-1  10%ジクロロメタン/ヘキサン 50 mL 

F-2  25%ジクロロメタン/ヘキサン 100 mL 

 

Table 11 フロリジルごとの HBCDs 回収率 

 

 

 

 

シリカゲルを使用した条件３，４は，HBCDs が少しずつだらだらと溶出してくるため，

F-1, F-2 だけでは HBCDs を回収できなかった。溶媒の量を増やすことで回収率を向上も考

えられるが，今回の検討結果から，HBCDs のクリーンアップには適さないと判断した。一

方で，条件１，２の F-2 の回収率は Table 11 に示したとおり良好であった。どちらの場合も

F-1 の 10%ジクロロメタン/ヘキサンのほうに HBCDs が溶出してくることはなかった。条件

１，２では，F-2 において使用する溶媒の量が異なっており，条件２のほうが，より早く溶

出するために，溶媒の使用量も減らすことができる。しかし，ジクロロメタンの濃度が高い

ために，不純物がより多く混ざっていた。そこで，今回は条件１のほうを採用することとし

た。 

 

 

 

回収率(%) α β γ
フロリジル１ 88.7 93.6 95.7
フロリジル２ 87.8 93.0 92.7
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〔クリーンアップ操作の迅速・簡素化について〕 

 硫酸処理はクリーンアップ操作において必要な操作であるが，操作が煩雑で，濃硫酸を大

量に使うために危険も伴い，さらに使用後の廃硫酸の処理も行わなければならない。そこで，

硫酸処理を迅速かつ簡素化するために，硫酸シリカゲルを使用する方法を検討した。 

 

・44%硫酸シリカゲルの使用 

固相チューブに，右の量を上から順番に

silica1→44%硫酸 silica→silica2 で詰める。 

ヘキサンに転用した標準物質を 100ng 添加

して，ヘキサン 4mL で洗浄後，30%ジクロロ

メタン／ヘキサンで分画。5mL ずつ分取した。 

どの条件においても 30%ジクロロメタン／ヘ

キサンを 20mL 流せば，HBCD は 90～100%回収することが出来た。 

 

・44%硫酸シリカゲルとフロリジルの併用 

 十分に硫酸処理の効果を得られるように

44%硫酸シリカゲルは 4g 使用した。 

 ガラスカラムに，上から順に，無水硫酸ナト

リウム 2g→florisil→44%硫酸 silica→florisil（使

用量は右記表の通り）を詰める。展開溶媒は上

述の通りで行った。10%ジクロロメタン／ヘキ

サン 35mL で洗浄，25%ジクロロメタン／ヘキサン 50mL で溶出させた。底質の抽出液を使

用して試験した結果，条件１がもっともよかった。10%ジクロロメタン／ヘキサン 35mL で

洗浄，25%ジクロロメタン／ヘキサン 50mL で溶出させる。 

 44%硫酸シリカゲルを用いてカラムクロマトを行うことで，見た目にも，無色透明になり，

測定時にも大きな影響はなく測定することが可能であった。 

 

 

  

silica1 SO4-silica silica2
1 0.2 0.5 0.4
2 1 1 2
3 0.2 0.5 0.4
4 0.2 1 0.2

（単位：g ） 

florisil SO4-silica florisil
1 1 4 4
2 1 4 3
3 1 4 2

（単位：g ） 
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2.4.2.3 最終溶液の使用溶媒について 

 

名古屋港の底質を前処理した場合，硫酸処理，フロリジルカラム処理をしても，最終的に

アセトニトリルでメスアップすると，高い頻度で不溶成分が析出してきた。そのため，回収

率が良好な結果が得られなかった。 

この不溶成分は，上記クリーンアップに Envicarb などの活性炭処理を行っても，なお析

出してきたため，最終溶液に使用する溶媒をアセトニトリルから別の溶媒へ変更すること

を検討した。アセトニトリル，メタノール，アセトン，THF，イソプロパノール，ヘキサン

と 6 種類を使用してみたが，不溶成分が析出してこなかったのはヘキサンを使用した場合

のみであった。なお，ヘキサンとアセトン，アセトニトリルなどの混合溶媒も検討したが良

好な結果は得られなかった。 

HPLC にヘキサンを注入するのは一般的ではないが，試してみたところ，特に問題なく測

定ができるようであった。最終溶液をヘキサン溶液にして LC/MS に注入する際の再現性等

を確認した。 

標準液および底質試料のヘキサン溶液を 100 回以上注入した後も，再現性よく測定出来

ることが確認できた。ただし，場合によってはピーク形状が崩れることもあり，若干の注意

が必要である（頻度的には数十回のうちの１回）。γ のピークは崩れやすいが，α，β のピー

クが崩れることはなかった。また，γ のピーク形状が崩れた場合でも，ピーク面積はあまり

変わらなかった。ピーク形状が崩れてきたらアセトニトリル 100%で数時間カラムを洗浄す

ることにより改善され，再び測定を行うことが可能であった。 

ヘキサン注入は，アセトニトリル注入よりもピークがシャープで，低濃度試料の場合にお

いてもピーク処理がしやすい一方，ヘキサン注入にすると，5 異性体のベースライン分離は

厳しく，α，β，γ の 3 異性体のみの分析となる（ベースライン分離はできないが存在を確認

する程度であれば可能）。参考までに Fig.11 に 5 異性体を測定した際のクロマトグラムを示

した。 

 

Fig.12 はヘキサン溶液にした標準溶液を注入量を変化させて測定した結果を示す。装置へ

の注入量は，少なすぎても多すぎても良くなく，カラムや装置への影響等も考慮して 5 μL

注入にすることとした。 
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Fig.8 5 異性体混合標準液（ヘキサン溶液）測定時のクロマトグラム 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.9 標準液（ヘキサン溶液）測定時のクロマトグラム
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2.4.2.4 アセトニトリル／ヘキサン分配の検討 

上記の通り，44％硫酸シリカゲル・フロリジルカラムクロマトグラフィーによるクリーン

アップでは，最終溶液中に，不溶物が析出してくる場合がある。最終溶媒にヘキサンを用い

ることで，この問題はほぼ解決できるが，機器への負担等も考慮して，不溶成分を除去する

方法を検討した。高速溶媒抽出後，アセトニトリル・ヘキサン分配を行う方法を検討した。 

高速溶媒抽出後はアセトン溶液になっているので，ヘキサンへ転溶・脱水した。ヘキサン

溶液 10 mL に対してヘキサン飽和アセトニトリル 50 mL で分配操作を 2 回行った。分配を

行った後は，通常通り，44％硫酸シリカゲル・フロリジルカラムクロマトグラフィーによる

クリーンアップを行い，最終，ヘキサン溶液にして，LC/MS 分析を行った。 

ヘキサン溶液にしたところ，最終溶液中に目視できるほどの不溶物が出てこなくなった

ため，回収率の向上が期待されたが，分配操作による損失もあるため，アセトニトリル・ヘ

キサン分配操作の有無により，回収率に大きな相違が出ることはなかった（Table 12 の結果

参照）。 

特に妨害物質があまり多く含まれていないようなきれいな底質を分析する場合において

は，アセトニトリル・ヘキサン分配による損失の方が大きくなる可能性が高く，前処理の際

には省略した方がよいと考えられる。 

 

Table 12 アセトニトリル・ヘキサン分配操作の有無による回収率の差(%) 

分配操作有り  分配操作無し 

No. α β γ  No. α β γ 

K1 86.6 68.8 85.8  K11 79.3  67.6  87.3  

K2 76.7 59.8 71.7  K12 86.0  47.4  84.1  

K3 82.3 56.4 89.7  K13 86.1  80.7  92.8  

K4 84.4 59.9 80.7  K14 84.7  49.1  96.0  

K5 76.8 71.7 75.4      

K6 76.1 60.3 75.3      

K7 85.4 53.4 79.1      

平均 81.2 61.5 79.7  平均 84.0  61.2  90.1  
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2.4.2.5 底質試料の前処理方法 

 

乾重量あたり 5 g 程度の底質試料を 100 mL ビーカーに量り取り，銅粉末 1 g とハイドロ

マトリックス 13 g を加えて，均一になるようによく混合した。そこへ，サロゲートとして

13C12-α, β, γ-HBCD を 50.0 ng (1.00 mg/L, 50.0 μL) 添加した後，さらによく混合し，試料が均

一になったら，66 mL ASE セルへ移し入れた。セルにすき間がある場合，ガラスビーズを入

れて，セル内を満たし，アセトン 100%，100°C，1500 psi で 2 回，高速溶媒抽出(ASE)を行

った。ASE が終わったら，抽出液を 300 mL のナス型フラスコに移し入れ，ロータリーエバ

ポレーターにて 5 mL 程度まで濃縮した。 

300 mL 分液ロートに精製水 140 mL と飽和食塩水 20 mL を入れ，そこへ濃縮した抽出液

とヘキサン 40 mL を加えた。抽出液が入っていた 300 mL のナス型フラスコは，アセトン 2

～3 mL 程度と，ヘキサン 10 mL 程度で洗い込み，300 mL 分液ロートへ併せ，10 分間振と

うした。十分に静置した後，水層を除き，さらに 100 mL の精製水を加えて，再び 10 分間

振とうした。再度，水層を取り除き，無水硫酸ナトリウムで脱水し，100 mL ナス型フラス

コへ入れて，ロータリーエバポレーターにて 5 mL 程度まで濃縮した。 

濃縮液をヘキサンで 10 mL に定容したものと，ヘキサン飽和アセトニトリル 50 mL を 100 

mL 分液ロートに入れ，10 分間振とう，静置し，ヘキサン層とアセトニリル層に分離した後，

アセトニトリル層を別の 100 mL 分析ロートに移した。残ったヘキサン層に再度ヘキサン飽

和アセトニトリル 50 mL を加え，振とう静置した後，アセトニトリル層を先に別の 100mL

分液ロートに分取しておいたアセトニトリル層に合わせた。合わせたアセトニトリル層に

精製水 5 mL を加え，10 分間振とう，静置した。次に，1 L 分液ロートにその含水アセトニ

トリル層と 2%塩化ナトリウム水溶液 500 mL，ヘキサン 50 mL を入れ，10 分間振とう，静

置した。水層は再度ヘキサン 50 mL で抽出した。ヘキサン層を併せ，精製水 20 mL で 2 回

水洗し，無水硫酸ナトリウムで脱水後，200 mL ナス型フラスコへ入れて，ロータリーエバ

ポレーターにて 2 mL 程度まで濃縮した。 

ガラス製クロマト管（ガラスコック付き，内径 10 mm，長さ 300 mm）に，ガラスウール，

フロリジル 4 g，44%硫酸シリカゲル 4 g，フロリジル 1 g，無水硫酸ナトリウム 1 g の順に

詰めて，カラムを作成した。抽出液を負荷して，10%ジクロロメタン／ヘキサンを 35 mL を

流した後，25%ジクロロメタン／ヘキサン 50 mL を 100 mL ナス型フラスコへ回収し，ロー

タリーエバポレーターにて 2 mL 程度まで濃縮した。その後，10 mL 容目盛付き試験管に移
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し入れ，窒素吹きつけにより 0.5 mL 程度まで濃縮し，ヘキサンにて 1 mL に定容して試験

液とした。試験液 5 μL を LC/MS/MS に注入し，ESI-Negative で測定した｡ 

 

 

2.4.2.6 分析法の定量性とその評価 

 

〔測定方法の検出下限(MDL),定量下限(MQL) 〕 

本測定方法における MDL 及び MQL を Table 13 に示す。測定時の代表的なクロマトグラ

ムを Fig.13 に示す。 

 

Table 13 MDL 及び MQL の算出結果 

 

物質名 α β γ 

試料 底質 底質 底質 

試料量(dry-g) 5.00 5.00 5.00 

添加量(ng) 10.0 10.0 25.0 

試料換算濃度(ng/g-dry) 2.00 2.00 5.00 

最終液量(mL) 1.00 1.00 1.00 

注入液濃度(ng/mL) 10.0 10.0 25.0 

装置注入量(μL) 5.0 5.0 5.0 

操作ブランク平均(ng/g-dry) *1 0 0 0 

無添加平均(ng/g-dry) *2 <2.7 <2.8 <4.8 

結果 1(ng/g-dry) 2.26 2.07 4.58 

結果 2(ng/g-dry) 2.32 2.19 4.88 

結果 3(ng/g-dry) 2.55 2.20 5.46 

結果 4(ng/g-dry) 2.69 2.77 4.76 

結果 5(ng/g-dry) 2.14 2.57 5.25 

結果 6(ng/g-dry) 2.72 2.77 5.67 

結果 7(ng/g-dry) 2.86 2.38 4.36 
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平均値(ng/g-dry) 2.506 2.421 4.993 

標準偏差(ng/g-dry) 0.271 0.285 0.481 

MDL(ng/g-dry) *3 1.1 1.1 1.9 

MQL(ng/g-dry) *4 2.7 2.8 4.8 

S/N 15 11 12 

CV(%) 11 12 9.6 

*1   操作ブランク平均：試料マトリクスのみがない状態で他は 

同様の操作を行い測定した値の平均 (n=3) 

*2   無添加平均：MDL 算出用試料に標準を添加していない状態 

で含まれる濃度の平均値(n=3) 

*3   MDL = t(n-1，0.05) ×σn-1×2    

*4   MQL = σn-1×10 

*5  サロゲート回収率： α；84.3%，CV% 7.5% 

β；66.2%，CV% 11% 

γ；81.4%，CV% 8.1% 
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Fig.10 MDL 算出時のクロマトグラム  
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〔添加回収試験〕 

底質（名古屋港）への標準物質添加回収結果を Table 14 に示す。添加回収試験試料のクロ

マトグラムを Fig.14 に示す。すべての試料において，内標準物質の回収率が 75％以上あり，

内標準物質による補正後の回収率が良いことから，内標準物質による補正を行うことで，こ

のままの分析方法でも定量的評価は可能と判断した。定量結果については，すべて内標準物

質による補正を行った値により評価を行った。 

 

Table 14 底質（名古屋港）への標準物質添加回収結果 

物質名 
試 料 量

(g-dry) 

標準添加量

(ng) 
検体数 

検 出 濃 度

(ng/g-dry) 

回収率

(%) 

サロゲー

ト回収率

(%) 

CV(%) 

α 5 無添加 2 ND (0.77) - 80.7 - 

 5 50 5 10.61 98.4 94.7 8.3 

β 5 無添加 2 ND (0.18) - 60.3 - 

 5 50 5 11.23 110.5 75.2 12.1 

γ 5 無添加 2 ND (2.44) - 77.2 - 

 5 50 5 13.42 109.8 87.9 16.6 

 

(注) ND とは MQL 以下の値であったことを示す。括弧内の数字は参考値。 

MDL 測定時のサロゲート回収率： α；84.3%, β；66.2%, γ；81.4% 

  



40 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.11 添加回収試験試料測定時のクロマトグラム 
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2.4.3 生物試料中 HBCDs の前処理方法 

2.4.3.1 分析法の定量性とその評価 

 

〔試料の前処理及び試験液の調製〕 

 魚介類試料は名古屋港および名古屋市内河川で採取したボラやスズキを使用し、その可

食部 10～20g 程度を秤り取った。アセトン 40 mL とヘキサン 40 mL でホモジナイズ抽出を

行った（10000 rpm, 10 分間）。抽出後はブフナー漏斗でろ過し，ろ紙上をヘキサンで洗浄し

てろ液に合わせた。ろ液は 1 L の分液漏斗へ移し入れ，3％食塩水 500 mL で洗浄した。抽出

は 2 回繰り返し行った。ろ液は，蒸留水にて水洗を 2 回行った後，硫酸ナトリウムで脱水し

て，200 mL のナス型フラスコへあわせ，エバポレーターにて濃縮した。 

 濃縮された抽出液は 100 mL の分液漏斗へ移し入れ，さらにヘキサン 5 mL とヘキサン飽

和アセトニトリル 50 mL を入れ，10 分間振とうした（アセトニトリル／ヘキサン分配）。 

 ヘキサン層はヘキサン飽和アセトニトリル 50 mL で 2 回振とうし，アセトニトリル層へ

合わせた。アセトニトリル層に蒸留水 5 mL を加え，さらに 3％食塩水 500 mL とヘキサン

100 mL を加え，振とうした。ヘキサン層は 20 mL の蒸留水にて 2 回洗浄し，硫酸ナトリウ

ムで脱水して，200 mL のナス型フラスコへあわせ，エバポレーターにて濃縮した。 

 ガラスカラムにフロリジル 20 g と，その上に硫酸ナトリウム 2 g を入れ，ヘキサンにて

洗浄した後，濃縮した抽出液を乗せた。F1：ヘキサン 150 mL，F2：10%ジクロロメタン/ヘ

キサン 160 mL，F3：25%ジクロロメタン/ヘキサン 250 mL で分画を行い，HBCDs 分析には

F2 を用いた。F2 はロータリーエバポレーターにて濃縮し，アセトニトリルへ転容した。そ

の後，溶出液は 40 ℃の水浴を備えた窒素吹き付け装置で乾固直前まで濃縮し，80%アセト

ニトリル水溶液で 1 mL にメスアップした後，超音波装置に 2 分間程度かけて試験液とした｡

試験液 5 μL を LC/MS/MS に注入し，ESI-Negative で測定した｡ 

 母乳試料は愛知県内在住の母親から提供いただき、その 50g 程度を秤り取り，300 mL 分

液漏斗へ入れた。さらに，シュウ酸ナトリウム飽和水溶液 10 mL，ジエチルエーテル 50 mL，

エタノール 50 mL，ヘキサン 30 mL を入れて，脂肪の抽出を行った。水層はヘキサン 30 mL

にて 2 回抽出し，すべてのヘキサン層を合わせて，3％食塩水で 3 回洗浄した。その後，硫

酸ナトリウムで脱水して，秤量済みの 200 mL ビーカーへ入れ，80℃でヘキサンを揮散させ

た。ビーカーの重量を量り，脂肪重量を求めた後，脂肪分をヘキサンに再溶解させた。以後，

アセトニトリル／ヘキサン分配，フロリジルカラムによる精製は魚介類試料と同様の操作
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を行った。 

 

〔測定方法の検出下限(MDL),定量下限(MQL) 〕 

 本測定方法における MDL 及び MQL を Table 15 に示す。 

 

Table 15 MDL 及び MQL の算出結果 

物質名 α β γ 

試料量(dry-g) 5 5 5 

添加量(ng) 100 100 100 

試料換算濃度(ng/g-dry) 100 100 100 

最終液量(mL) 1 1 1 

注入液濃度(ng/mL) 10 10 25 

装置注入量(mL) 5 5 5 

操作ブランク(ng/g-dry)*1 0 0 0 

無添加平均(ng/g-dry)*2 <2.7 <2.8 <4.8 

結果 1(ng/g-dry) 8.82 9.04 9.13 

結果 2(ng/g-dry) 7.78 9.00 8.86 

結果 3(ng/g-dry) 8.02 9.04 9.72 

結果 4(ng/g-dry) 9.92 7.96 10.69 

平均値(ng/mL) 8.63 8.76 9.60 

標準偏差(ng/mL) 0.96 0.53 0.81 

MDL(ng/g-dry)*3 3.7 2.1 3.1 

MQL(ng/g-dry)*4 9.6 5.3 8.1 

S/N 15 11 12 

CV(%) 11.2 6.1 8.4 

*1   操作ブランク平均：試料マトリクスのみがない状態で他は 

同様の操作を行い測定した値の平均 (n=3) 

*2   無添加平均：MDL 算出用試料に標準を添加していない状態 

で含まれる濃度の平均値(n=3) 
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*3   MDL = t(n-1，0.05) ×σn-1×2 

*4   MQL = σn-1×10 

 

〔添加回収試験〕 

 生物（名古屋港高潮防波堤・ボラ）への標準物質添加回収結果を Table 16 に示す。 

すべての試料において，内標準物質の回収率が 75％以上あり，内標準物質による補正後

の回収率が良いことから，内標準物質による補正を行うことで，このままの分析方法でも定

量的評価は可能と判断した。定量結果については，すべて内標準物質による補正を行った値

により評価を行った。 

 

Table 16 生物（名古屋港高潮防波堤・ボラ）への標準物質添加回収結果 

物質名 α β γ 

試料量(g-dry) 10 10 10 

標準添加量(ng) 100  100  100  

測定回数 4  4  4  

検出濃度(ng/g-dry) 65  76  85  

回収率(%) 86 90 96 

IS 回収率(%) 76 84 89 

CV(%) 11 15 7.2 
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2.4.4 各媒体の分析法のまとめ 

 

 上記検討により開発された分析法を Fig. 12 にまとめた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Fig. 12 HBCDs の分析フローチャート 
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acetone twice 
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40 ℃ dry 
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          F2: 75:25,v/v,100mL 

Hexane/DCM 
F1: 100:0,v/v,150mL 
F2: 90:10,v/v,160mL 
F3: 75:25,v/v,250mL 

ESI-negative 1 mL 
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3. 名古屋市内における HBCDs の環境動態把握に関する研究 

 

3.1 試料 

水質試料は 2007 年～2012 年にかけて名古屋市内河川及び名古屋港 20 地点で採水した。

採水はステンレス製のバケツを用いて行い，試料はガラス製の容器へ入れた。底質試料は

2009 年に名古屋市内河川および名古屋港 30 地点で採泥した。そのうち名古屋港内１地点で

アクリル製コアを使用して，深さ 20 cm ぶんの不攪乱柱状泥試料を採取した。採取した底質

は 2mm メッシュのふるいにかけた後，3000rpm で 20 分間遠心分離し，過剰な水分を除去し

たものを試料とした。また，底質試料における各種項目は，TOC は底質調査方法 19），粒径

は JIS A 120420）に従って分析を行った。魚介類試料は 2010，2011 年に名古屋市内河川およ

び名古屋港内で採れたボラ，スズキ，フナ，コイ，オイカワ，ナマズ，ティラピア（ともに

可食部（筋肉）），シジミ（全体）24 検体を用い，母乳試料は，2009，2010 年に出産した愛

知県内在住の母親から 20 検体を採取した。 

 

3.2 各媒体における実態調査結果および濃度分布 

各媒体における調査結果の概要を Table 17 に示す。すべての試料において，δ 体および ε

体が検出されることはなかった。水中では濃度範囲が<0.76～79 ng/L（中央値 2.3 ng/L），底

質では濃度範囲が<1.9～58 ng/g-dry（中央値 5.2 ng/g-dry），魚介類では濃度範囲が 25～6300 

ng/g-lipid（中央値 320 ng/g-lipid），母乳では濃度範囲が<3.7～13 ng/g-lipid（中央値 4.6 ng/g-

lipid）であった。平均値や中央値を算出の際は，MDL 未満の結果に関しては，MDL の 1/2

の値を計算に用いた。また，水質試料で濃縮倍率が異なる試料に関しては（試料量 500 mL

を用いて 1000 倍濃縮した），濃縮倍率を考慮して MDL を求めた。魚介類，母乳試料につい

ては，脂肪重量当たりの濃度として計算を行った。 
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  water 

  α(ng/L) β(ng/L) γ(ng/L) total(ng/L) 

average 1.1 0.33 9.4 11 

median 0.40 0.15 1.6 2.3 

s.d. 1.4 0.54 20 22 

max 4.9 2.5 71 79 

min <0.76 <0.34 <0.60 <0.76 

detection 7/20 3/20 18/20 18/20 

 

  sediment 

  α(ng/g-dry) β(ng/g-dry) γ(ng/g-dry) total(ng/g-dry) 

average 3.1 0.88 6.8 10 

median 0.55 0.55 3.2 5.2 

s.d. 3.9 0.66 9.7 14 

max 14 2.6 47 58 

min <1.1 <1.1 <1.9 <1.9 

detection 13/30 7/30 19/30 19/30 

  fish and shellfish 

  

α(ng/g-

lipid)  β(ng/g-lipid)  γ(ng/g-lipid)  total(ng/g-lipid) 

average 350 42 660 1100 

median 120 1.1 200 320 

s.d. 490 130 1200 1700 

max 1800 620 4900 6300 

min 9.4 3.5 12 25 

detection 24/24 9/24 24/24 24/24 

  

Table 17 各媒体の調査結果 
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  breast milk 

  α(ng/g-lipid)  

β(ng/g-

lipid)  γ(ng/g-lipid)  total(ng/g-lipid) 

average 5.2 1.1 1.6 5.6 

median 4.0 1.1 1.6 4.6 

s.d. 3.3 0.0 0.0 3.2 

max 13 <2.1 <3.1 13 

min <3.7 <2.1 <3.1 <3.7 

detection 10/20 0/20 0/20 10/20 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 13  Map depicting the concentrations of total 

HBCDs in river water of Nagoya City . 

The value in the map represents concentration in ng/L of total HBCDs. 

The value in parenthese is the value under the method quantitation limit. 
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水質試料は，名古屋市の西部地域を流れる新川において高濃度の地点が複数個所見られ

たが，その他は市内全域において 1～4 ng/L 程度の検出レベルであった（Fig.13）。同様に，

底質試料においても，一部の高濃度地点を除くと，数～十数 ng/g-dry 程度の検出レベルであ

った。魚介類試料に関しては，食物連鎖の上位種ほど濃度が高い傾向がみられ，生物濃縮を

示唆する結果が得られた（後述）。母乳試料は他の環境試料とは異なり，すべての検体にお

いて濃度の範囲は比較的狭かった。 

異性体別に濃度を見ると，水質および底質試料では，異性体のうち，γ 体が最も高濃度で

検出される場合が多く，α 体，β 体は，γ 体に比べ低濃度であった（Table 17）。水質試料に

おける異性体比は，α 体: β 体: γ 体=2: 1: 7 程度で，工業製品（一例として α-HBCD：5～15％，

β-HBCD：＜20％，γ-HBCD：70～90％の組成比の製品がある 22））として使用されている

HBCDs の異性体比と非常によく一致した。底質試料においては，水質試料と同様に，γ 体の

割合が高い試料が多かったが，名古屋港東部の底質試料においては，一部，α 体の割合が γ

体より高く，異性体比が工業製品と異なるものが存在した（Fig. 14 および Fig. 15）。これら

の地点は，発生源から離れているため，HBCDs の供給が少なく，γ 体が底質中で徐々に分解

され，異性体比が変化している可能性が考えられた。 
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Fig. 14  Map of the sampling points of the Port of Nagoya 

Fig. 15  Comparison of HBCD isomers ratio in sediment of the Port of Nagoya 
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魚介類試料では，β 体が検出されることは少なく，α 体，γ 体の濃度順で検出された（Table 

17）。魚介類試料の各異性体の中央値は α 体 120 ng/g-lipid，β 体 1.1 ng/g-lipid，γ 体 200 ng/g-

lipid であった。また，α 体と γ 体の濃度の関係を考察するために散布図を作成したところ，

相関係数は 0.87，近似式は y=0.8148x+94.864 となり，α 体と γ 体が 4 : 5 程度の割合で検出

されるパターンが多かった（Fig. 19）。ただし，Fig. 16 中で相関係数を算出する際に 2 検体

を除外した。これらは，名古屋市西部を流れる河川の同一地点で採取されたフナ試料である。

この 2 検体は，HBCDs 濃度が非常に高く，γ 体が高割合で検出された。異性体比が他の試

料とは異なり，工業製品と近かったことから，調査地点付近に発生源が存在する可能性が示

唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

母乳試料は，すべての試料において α 体が検出されたのみであった。魚介類試料からは α

体と γ 体がともに検出された一方で，母乳試料では，α 体しか検出されなかったことから，

ヒトと魚介類では，HBCDs 異性体の吸収および代謝メカニズムが異なる可能性があると考

えられる。 

以上，まとめると，HBCDs は，工業製品として使用後，河川・海域へ排出され，概ねそ

のままの異性体組成比で水域中に存在し，底質に移行し，一部は異性体組成比が変化して存

在している。そこに生息している魚介類は，底生生物やプランクトンなどを摂取し，それら

を経由して HBCDs が体内へ取り込まれ，体内の異性体組成比が変化する。なお，ヒト体内

へ取り込まれると，そのほとんどが α 体として存在している。  

Fig. 16  Scatter diagrams between α-HBCD and γ-HBCD in 

fish and shellfish samples. 

The data marked as excluded were for the samples heavily 

polluted with HBCDs. 
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3.3 各媒体中での動態について 

 

3.3.1 底質中での粒径，TOC との相関 

名古屋港底質に関して，調査地点および各地点における堆積物特性と HBCDs 濃度の調査

結果を Table 18 に示す。TOC や粒度は地点ごとに大きく異なり，TOC は，名古屋市内の河

川水・下水・工場排水などの都市域からの面源負荷の影響を受ける沿岸部ほど高濃度で，沿

岸部から離れるにつれて徐々に濃度は低くなる傾向が見られた。粒径（clay+silt（%））と

HBCDs の関係を Fig.17，TOC と HBCDs の関係を Fig.18 に示す。（ただし，Fig. 16 と同様

に，発生源が付近に存在する可能性がある地点番号 8, 9（Fig. 14）に関しては相関関係の計

算から除外してある。）粒径と total HBCDs 濃度は，相関は見られなかったが，TOC と total 

HBCDs 濃度は，相関係数 0.68 で，正の相関が認められ，TOC が高い地点ほど，HBCDs も

高濃度となる傾向があった。異性体別に見ても，同様の傾向があり，TOC との正の相関を

示した。このことから，HBCDs は底質中の有機物中に存在すると考えられる。実際，有機

物をあまり含まない砂状の底質より，有機物を多く含むヘドロ質な底質中で HBCDs は高濃

度であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table.18  Sediment character and concentration of HBCDs in the Port of Nagoya 

TOC Silt Clay Silt+Clay 50% D total HBCDs
mg/g % % % mm ng/g-dry

1 32 59 29 88 0.013 22
2 80 56 28 85 0.015 27
3 16 39 20 58 0.039 7.0
4 40 60 30 90 0.012 11
5 42 65 33 98 0.011 18
6 29 66 33 98 0.011 3.1
7 0.89 3.9 2.0 5.9 0.34 2.2
8 3.1 18 8.8 27 0.16 11
9 6.4 34 17 51 0.068 19

10 23 63 31 94 0.011 2.5
11 14 60 31 91 0.012 <1.9
12 12 53 27 80 0.015 <1.9
13 32 55 28 82 0.014 13
14 34 66 33 98 0.011 5.1
15 14 66 32 98 0.011 <1.9
16 11 60 30 90 0.013 2.0
17 17 54 26 80 0.017 5.3
18 4.6 43 22 65 0.038 <1.9
19 6.4 36 17 53 0.056 <1.9
20 2.3 14 7.2 22 0.24 <1.9
21 12 65 32 97 0.011 2.5
22 16 66 33 99 0.010 5.4

particle size:  Clay: <0.005 mm, Silt: 0.075～0.005 mm 
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Fig. 17  Scatter diagram between particle size 
of sediment and HBCDs concentration  

Fig. 18  Scatter diagram between TOC value and HBCDs concentration in 
sediment 
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3.3.2 生物濃縮の可能性 

Fig.19 には，名古屋港高潮防波堤で採取された試料中の HBCDs 異性体の濃度を魚種別に

示した。デトリタスや付着藻類を餌とするボラよりも，小魚や甲殻類などを餌とする肉食性

のスズキの方が高濃度であり，食物連鎖の上位に位置するものほど高濃度な結果となった。

Fig.20 には，市内河川で採取された魚と，その河口部で採取されたシジミの結果を示した。

河川水中の HBCDs が非常に高濃度であった新川では（Fig.13），そこに生息するシジミ

（Fig.20，shellfish 2）中の HBCDs 濃度も非常に高く，また異性体比も工業製品として使用

される HBCDs に近い比率で検出され，発生源の影響が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Fig. 19 Concentration of HBCDs in mullet and 

sea bass collected in Nagoya Port  

Fig. 20  Comparison of concentration of HBCDs in Shonai River and Shinkawa River 

fish 1: crucian carp, fish 2,3: carp, fish 4: pale chub, shellfish 1,2: corbicula 

Shonai River 

Shinkawa River 
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3.3.3 コアサンプル調査による鉛直濃度分布 

 

3.2.1 に示した結果のうち，名古屋港の堆積物試料は，2009 年 11 月に港内 22 地点で採泥

した。そのうち１地点（Fig. 14, 地点番号 14）でアクリル製コアサンプラーを使用して，20cm

の不攪乱柱状泥試料を採取し，堆積物表層から 2cm ごとに層切りを行った。 

名古屋港鉛直濃度分布の結果を Fig.21 に示した。港内の堆積速度は，0.7 g/cm2/year と報告

されており，約 30 年分の経年変化を測定したことになる。HBCDs の鉛直濃度は約 15 年前

から増加しており，Fig.22 に示した HBCDs 需要量の推移 2）のグラフと比較すると 5 年程度

のズレが生じているが，これは，使用された HBCDs が環境中へ放出され，蓄積されていく

ことによる時間差と考えられる。この差が生じた要因の一つとして，底質中における HBCDs

分解の可能性が考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Fig. 22  Consumption of the HBCD 

diastereomers in recent period in Japan 

Fig. 21  Vertical concentration profile of 

HBCD diastereomers in sediment of the 

Port of Nagoya 
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3.3.4 底質中における HBCDs 分解の可能性 

 

 HBCDs は底質中で分解する可能性が報告されているため，名古屋市内河川の底質におい

ても，同様の傾向があるか，市内を流れる山崎川および大江川の底質を用いて試験を行った。 

 それぞれの試料を河川水部分と底質部分にわけ，別々に前処理した結果，HBCDs が検出

されたのは底質部分のみで，河川水部分からは検出されなかった。この結果より，添加した

標準溶液はその大部分が底質に吸着したと考えられる。 

 12 週間（84 日）にわたって分解性試験を行った結果を Fig.23 に示した。試験開始直後の

濃度は，添加した HBCDs がすべて底質部分に移行したと考えて、計算で求めたところ，嫌

気性条件で最も顕著に HBCDs の減少傾向が見られた。異性体別にみると（Fig.24），嫌気性

条件下では，β 体および γ 体の濃度減少は迅速で，試験開始後１週間以内（開始から 1 週間

までの結果はない）に，初期濃度の 30%程度にまで濃度が減少し，その後は停滞した。α 体

については，β 体，γ 体ほどの急速な濃度減少はなかったものの，徐々に濃度が低下し４週

間後には停滞状態となった。一方で，好気性条件下では，滅菌操作の有無に関わらず，嫌気

性条件下と比較して，濃度減少は穏やかであった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Fig. 23  Degradation rate of total HBCDs in sediments in different 

conditions of storage. 
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 HBCDs はオクタノール・水分配係数（log Pow）が非常に高いため，状態の異なる底質へ

の吸着の違い，実験室内の蛍光灯からの紫外線による分解の違いなども考えられるが，嫌気

性条件では好気性条件と比較して HBCDs 濃度の減少速度は速かった。好気性条件の底質と

滅菌処理を行った底質を比較すると，HBCDs 濃度の減少について両者に大きな差はなかっ

た。 

HBCDs 汚染土壌から Pseudomonas 属 HB01 という γ-HBCD 分解菌が単離されたとの報告

もあり 26），不確実な要素も残されているが，嫌気性条件において，大江川および山崎川の

底質中には HBCDs の分解菌が存在している可能性が考えられる。しかし，この実験で臭素

イオン等，分解生成物の確認には至らなかった。 

 

 

 

 

Fig. 24  Degradation patterns of HBCD diasteremers in Ooe River sediment under the 

different condition 

Condition 1: Sediment kept under anaerobic by scavenging air with nitrogen gas 

Condition 2: Sediment kept under aerobic. 

Condition 3: Sediment sterilized with autoclave at 121℃ under pressure of 15 psi for 20 

minutes 

Condition 1 Condition2 Condition 3 
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4. まとめ 

 

 環境試料中の HBCDs の分析法の開発を行い，媒体間で整合する系統的な分析法を開発し

た。その結果，海水試料以外は，13C12-HBCDs の回収率が 83～97%で，十分に定量的評価が

できると判断された。また，海水試料に関しては，13C12-HBCDs の回収率が 65～67%と若干

低めであった。これは濃縮試料を MS 測定する際のイオン化抑制の可能性が考えられ，今後

原因の解明と分析方法の改良が必要である。ただし，相対標準偏差が小さく，かつ内標準物

質による補正後の回収率が良いことから，内標準物質による補正を行うことで，このままの

分析方法でも定量的評価は可能と判断した。 

 名古屋市内で採取された環境試料の調査結果については，水質，底質，生物，母乳，すべ

ての媒体から高頻度で HBCDs が検出され，市内の広域にわたって HBCDs が存在している

ことが明らかになった。異性体別には，河川水・海水・底質試料では，多くの試料において

γ 体が卓越して検出され，魚介類・母乳試料では，α 体の割合が高かった。工業製品として

使用されている HBCDs の異性体組成は γ-HBCD ≫α-HBCD ≧β-HBCD の順で，環境中へ

排出された HBCDs は，河川及び海域においては，概ね，そのままの異性体組成比で存在す

るが，底質に移行すると，一部は異性体組成比が変化して存在している。さらに，そこに生

息している魚介類は，底生生物やプランクトンなどを摂取し，HBCDs が体内へ取り込まれ，

体内の異性体組成比が変化していると考えられる。 

 また，底質中における異性体組成比の変化を見るために，生分解試験を行った結果，嫌気

性条件において，HBCDs の分解の可能性が見られた。しかし，実験底質の同一性や分解生

成物が未確認であることなど，不確実な要素も残されており，分解を確認するには至らなか

った。今後，HBCDs の底質中における生分解性の有無を評価できる方法を研究することで，

底質中での HBCDs の動態をより正確に把握することができると考えられる。 

以上の研究結果から，大気を除くすべての環境媒体の汚染状況および挙動を，同一地域に

おいて包括的に把握することができた。また，これらの知見を得るために，全環境媒体を一

貫する分析法開発は重要であったと考えられる。 
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III p-クミルフェノールおよびビスフェノール A の分析法開発および環境調査 

 

1. はじめに 

 ビスフェノール A (BPA)は，ポリカーボネート製のプラスチックを製造する際のモノマー

や，エポキシ樹脂の原料として幅広く利用されおり，年間 40 万トン以上，生産されている

1)。一方で，1996 年『奪われし未来（Our Stolen Future）』の出版を契機に，内分泌かく乱物

質（環境ホルモン）として，BPA は日本国内でも大きく取り上げられ，環境省，厚労省等が

調査研究を開始した。さらに近年では，BPA は，きわめて微量でも動物の胎児等に影響が生

じることがあるとの報告もあり 2)，より高感度での分析法が求められている。 

p-クミルフェノール (p-CP)は，BPA から一つ水酸基の取れた物質で，主に，界面活性剤の

原料として使用されている。また，ポリカーボネート樹脂合成の際には BPA とともに原料

として使用されることもある。法的には規制対象物質として登録されていないが，これまで

の毒性試験から，腎毒性などが報告されている 3)。 

BPA に関してはこれまでに多くの研究がされており，実態調査結果や分析法に関する報

告例も多い。海外においては，アメリカ・ニューオーリンズ湖の表面水やミシシッピ川の堆

積物 4)，台湾の主要河川の水や底質 5)，地中海北西部の沿岸水 6)，オランダ Selangor 川流域

の水処理場 7)などで，実態調査結果に関する報告例がある。日本国内でも，多くの自治体に

おいて，BPA およびアルキルフェノール類の実態調査を行っている 8)-11)。また，分析法に

関しては，水，底質，生物など各媒体について，GC/MS もしくは LC/MS を使用した報告

が多数されており 12)-16)，分析マニュアル 17), 18)等も多く存在する。 

一方で，p-CP は，BPA と構造的に非常に類似しており，毒性が認められているにも関わ

らず，実態調査や分析法についての報告は少ない。実態調査に関しては，中国,Dianchi 湖で

の調査結果が報告されているのみである 19)-21)。分析法に関しては，GC/MS を用いる方法 22)，

および UV-HPLC を用いる方法 23)が報告されているが，LC/MS による分析法を開発した例

はない。GC/MS により測定を行う際には，前処理として，誘導体化反応を行う必要がある

が，操作が煩雑になり，前処理に長時間を要する。また，UV-HPLC による測定では十分な

感度を得られない。これらの点を改善するために，誘導体化反応なしで高感度分析を行うこ

とができる LC/MS による分析法開発を行った。さらに，p-CP と BPA を同時に高感度で分

析することで，環境中での両者の関係も明らかになることが期待される。 

また，BPA は非常に幅広く使用されていることから，実験室内の環境中にも存在してい
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4-(2- -2-  

CAS 599-64-4 

4,4'-( -2,2- )  

CAS 80-05-7 

 

p- p-CP A
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4,4'-(プロパン-2,2-ジイル)ジフェノール 

［実験動物に対する急性毒性情報］ 

マウス（経口）LC50：2500 mg/kg30),31) 

マウス（腹腔内注射）LC50：150 mg/kg 30),31) 

［用途］ポリカーボネート樹脂・エポキシ樹脂合成原料，塩化ビニル樹脂添加剤，ポリエス

テル樹脂中間体，難燃剤・熱硬化剤添加剤，インキ樹脂用・塗料・接着剤用・窯業鋳型用バ

インダー添加剤 

 

2.2 試薬・器具 

 分析法開発をする際に使用した試薬および実験器具を以下に示す。 

【試薬】 

ビスフェノール A ( BPA )標準品：和光純薬 

p-クミルフェノール( p-CP )：和光純薬，特級（min.98.0%） 

ビスフェノール A- d14 ( BPA-d14 )標準品：和光純薬 

ビスフェノール A-13C12 ( BPA-13C12 ) 100 μg/mL アセトニトリル溶液 

：Cambridge Isotope Laboratories,Inc（輸入先：和光純薬） 

ジクロロメタン：和光純薬，残留農薬・PCB 分析用 

アセトン：和光純薬，残留農薬・PCB 分析用 

メタノール：関東化学，LC/MS 用 

アセトニトリル：関東化学，LC/MS 用 

超純水：関東化学，LC/MS 用 

Inertsep CH (500mg/ 6mL)：GL science 社製 

Sep-Pak Carbon/NH2 (500mg/ 6mL)：waters 社製 

 

【標準液の調製】 

〔標準液〕BPA 標準品および p-CP を正確に 10 mg 量り取り，アセトニトリル 100 mL で希

釈して 100 mg/L の標準原液を作製した。この標準原液をマイクロシリンジにより 20 μL 分

取しアセトニトリルで 2 mL に定容した（ 1 mg/L = 1000 μg/L ）。さらに，1000 μg/L 標準液

を 100 μL 採りメタノール：精製水＝１：３の溶液で 10 mL に希釈した（ 10 μg/L ）。 

〔サロゲート内標準液〕 市販の BPA –13C12 100 mg/L を 0.5 mL 分取しアセトニトリルで 50 
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mL に定容したものをサロゲート内標準液とした（ 1 mg/L = 1000 μg/L ）。 

〔シリンジスパイク内標準液〕 BPA –d14 10 mg をアセトニトリルに溶解し 100 mL に定容

したものを 100 mg/L のシリンジスパイク内標準原液とした。この標準原液をマイクロシリ

ンジにより 20 μL 分取しアセトニトリルで 2 mL に定容したものを標準液とした（ 1 mg/L 

= 1000 μg/L ）。 

〔検量線作成用標準液〕 1000 μg/L 標準液を，マイクロシリンジ等で 1000, 500, 150, 100, 

80, 50, 40, 20, 10 μL 採りメタノール：精製水＝１：３の溶液を用いて 10 mL に希釈した

（100, 50, 15, 10, 8.0, 5.0, 4.0, 2.0 , 1.0 μg/L ）。この際，サロゲート内標準液（ BPA-13C12：

1 mg/L ）及びシリンジスパイク内標準液（ BPA-d14：1 mg/L ）を 10 μg/L の濃度になる

ように各々100 μL ずつ添加した。 

 

【器具】ビーカー，目盛付き試験管，メスフラスコ，標線ビン，コンセントレーター，窒素

吹き付け装置，マイクロシリンジ，パスツールピペット 等 

 

2.3 p-クミルフェノールおよびビスフェノール A の LC/MS 測定方法 

 

 LC/MS 測定は Alliance2695/ Micromass Quattro micro API (Waters 社，Milford, MA, USA)を

用い，定量は ESI-Negative-SRM モードにより行った。測定条件を以下に示す。 

〔LC 条件〕 

機種 :  Waters 2695 

カラム  ：Ascentis Express C18 (10 cm × 2.1 mm , 2.7 μm) 

移動相条件  ：A 超純水 ，B メタノール 

 0→1 min  A：80  B：20 

 1→10 min A：80 → 5 B：20 → 95 linear gradient 

 10→14 min A：5  B：95 

 14→14.5 min A：5 → 0 B：95 → 100 linear gradient 

 14.5→20 min A：0  B：100 

 20→21 min A：0 → 80 B：100 → 20 linear gradient 

 21→29 min A：80  B：20 

流速 ：0.2 mL/min、 カラム温度：40 °C、 注入量：10 μL 
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〔MS 条件〕 

機種 : Waters 社製 QuattroMicro API 

キャピラリー電圧 : 3.50 kV コーンガス流量 : 50 L/hr 

デソルベーションガス流量 : N2 (700 L/hr) ソース温度 : 120 ℃ 

デソルベーション温度 : 350 ℃ イオン化法 : ESI（-）SRM 

〔標準物質のクロマトグラムおよびマススペクトル〕 

 p-クミルフェノールおよびビスフェノール A の標準物質のクロマトグラムを Fig. 1 に，

マススペクトルを Fig.2～5 に示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 1 標準物質（5 ng/mL）のクロマトグラム 

 

 コーン電圧(V) ｷｬﾋﾟﾗﾘｰ電圧(eV) 定量イオン 確認イオン 

BPA 25 25 227>133 227>212 

p-cumylphenol 25 25 211>196 211>133 

BPA_d14 30 25 241>141.8 241>223 

BPA_13C12 30 25 239>139 239>224 

BPA 

p-CP 

13C12-BPA 

d14-BPA 
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Fig. 2 BPA のプレカーサーイオン（上段）と 

m/z:227 のプロダクトイオン（下段）のマススペクトル 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3 p-cumylphenol のプレカーサーイオン（上段）と 

m/z:211 のプロダクトイオン（下段）のマススペクトル 
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Fig. 4 13C12-BPA のプレカーサーイオン（上段）と 

m/z:239 のプロダクトイオン（下段）のマススペクトル 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5 d14- BPA のプレカーサーイオン（上段）と 

m/z:241 のプロダクトイオン（下段）のマススペクトル  
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〔検量線〕 

 検量線用標準液 (1.0 μg/L～100 μg/L) 10 μL を LC/MS に注入して測定を行った。各々得ら

れたクロマトグラムにおいて，対象物質のピーク面積をサロゲート内標準物質のピーク面

積で除して得られる応答比を計算し，検量線の縦軸とした。対象物質の濃度をサロゲート内

標準物質の濃度で除して得られる濃度比を計算し，横軸とした。最小二乗法により一次の検

量線を作成し，関係式及び相関係数を計算した。BPA および p-CP ともに，1 μg/L から 100 

μg/L の濃度範囲において，相関係数 0.9996 と良好な直線性を持つ検量線が得られた。 

 

検量線を Fig. 6, 7 に，検量線作成用データを Table 1, 2 に示す。 
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〔定量〕 

 試験液 10 μL を LC/MS に注入して測定を行った。得られたクロマトグラム上の対象物質

のピーク面積をサロゲート内標準物質のピーク面積で除した応答比から検量線に照らして

対象物質の濃度をサロゲート内標準物質の濃度で除した濃度比を算出した。得られた濃度

比から，対象物質の試験液濃度( μg/L )を求めた。 

 

〔濃度の算出〕 

試料水中濃度 C (ng/L)は次式により算出した。 

 

C ＝R×Q/V 

R : 検量線から求めた被検物質濃度をサロゲート物質濃度で割った比 

Q : 試料中に添加したサロゲートの量 (ng) 

（＝添加するサロゲートの濃度 （ng/μL）× 添加するサロゲートの容量（μL）） 

V : 試料水量(L) 

 

本分析法においては，Q : 10 (ng), V : 0.2 (L)である。 
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2.4.1.2 クリーンアップ方法の検討 

 

 環境水を濃縮すると，目的物質以外のマトリックス成分が測定の妨害となる。マトリック

ス成分を除去するために，クリーンアップ操作が必要となる。 

上記で前処理した試験液を，MF-1, MF-2, Envicarb, Inertsep GC, Inertsep GC/PSA, Inertsep 

GC/SAX/PSA, Sep-Pak Carbon/NH2 を使用してクリーンアップ方法を検討した。 

 MF-1, MF-2 は試験液をそのまま固相に通過させるのみで測定し，残りの活性炭系固相は

メタノール 20mL で十分に洗浄し，ブランクが検出されないことを確認したうえで使用し

た。試験液を負荷し，10mL のメタノールで溶出(F1)，さらに 5mL のメタノールで溶出(F2)

させた。その後，窒素吹き付けにより乾固直前まで濃縮し，50%メタノール水溶液で 1mL に

定容した。 

 

 MF-1 を用いた場合，クロマトグラムのベースラインが MF-2 を使用した時ほどきれいに

ならなかった。また，BPA は 80%程度回収されたが，p-CP の回収率が 50%程度であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 9 クリーンアップ前後のクロマトグラム 

（左：クリーンアップ前，右：MF-2 に通過させた後） 
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 MF-2 を用いてクリーンアップを行った結果を Fig. 9 に示す。左側はクリーンアップ前の

試験液，右側はその試験液を MF-2 に通過させた後に測定を行ったものである。クロマトグ

ラムは非常にきれいになるが，ピーク強度が 3~7 倍になってしまった。BPA, p-CP だけでな

く，13C-BPA の強度も増加し，この強度増加

は他の試料においても再現性良く出てきて

しまった。また，ENVI-Carb, Inertsep GC では

クリーンアップが不十分でクロマトグラム

のベースラインがきれいにならず，Inertsep 

GC/PSA, Inertsep GC/SAX/PSA では p-CP の回

収が不十分だった。Sep-Pak Carbon/NH2 では

MF-2 のような現象も起きず，ベースラインも

きれいになったので，クリーンアップには

Sep-Pak Carbon/NH2 を用いることとした。

（Fig.10 参照） 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 10 クリーンアップの有無によるクロマトグラムの違い  

Envicarb 使用 Carbon/NH2使用 

クリーンアップなし 
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2.4.1.4 水質試料の前処理方法 

 

水試料 200 mL にギ酸 100 μL を添加した後，サロゲートとして BPA-13C12を 10 ng（1 mg/L, 

10 μL）添加した｡固相カートリッジ（Inertsep CH）はメタノール 10 mL，精製水 10 mL でコ

ンディショニングした後 ，試料を負荷する。約 20 mL/min の速度で通水する｡通水後は 10 

mL の精製水で固相カートリッジを洗浄した後，固相カートリッジをコンセントレーターか

ら取り外し，10 分程度，吸引乾燥させた。 

抽出が済んだ Inertsep CH を上に，メタノール 10 mL で洗浄した SepPak Carbon/NH2 (注 2)

を下に，直列に並べ，最下部にメモリ付試験管をセットした。Inertsep CH の上からメタノー

ルを 10 mL 通し，続いて SepPak Carbon/NH2を通過したメタノールが試験管へ入るようにし

た。 

その後，溶出液は 40 ℃の水浴を備えた窒素吹き付け装置で乾固直前まで濃縮し，50％メ

タノール水溶液で 1 mL にメスアップした。超音波装置に 2 分間程度かけた後，シリンジス

パイクとして BPA-d14を 10 ng（1 mg/L, 10 μL）添加して試験液とした。 

 

 

2.4.2 分析法の定量性とその評価 

 

2.4.2.1 測定方法の検出下限(MDL),定量下限(MQL)  

本測定方法における MDL 及び MQL を Table 3, 4 に示す。 

測定方法の検出下限(MDL)及定量下限(MQL)は，「化学物質環境実態調査実施の手引き」

（平成 21 年 3 月）に従って算出した。測定時の代表的なクロマトグラムを Fig. 12, 13 に示

す。 
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Table 3 MDL 及び MQL の算出（精製水試料） 

 

物質名 BPA p-CP 

試料 精製水 精製水 

試料量(L) 0.2 0.2 

標準添加量(ng) - 5  

試料換算濃度(ng/mL) - 0.025  

最終液量(mL) 1 1 

注入濃度(ng/mL) 50 50 

装置注入量(mL) 10  10  

操作ブランク平均(ng/mL)*1 - ND 

無添加平均(ng/mL)*2 0.0078  ND 

結果 1(ng/mL) 0.00790 0.0249 

結果 2(ng/mL) 0.00782 0.0249 

結果 3(ng/mL) 0.00772 0.0240 

結果 4(ng/mL) 0.00789 0.0250 

結果 5(ng/mL) 0.00748 0.0269 

結果 6(ng/mL) 0.00815 0.0245 

結果 7(ng/mL) 0.00790 0.0252 

平均値(ng/mL) 0.007839 0.02505 

標準偏差(ng/mL) 0.000205 0.000904 

MDL(ng/mL)*3 0.00078 0.0034 

MQL(ng/mL)*4 0.0020 0.0090 

S/N 15 55 

CV(%) 2.6 3.6 

 

*1 操作ブランク平均：試料マトリクスのみがない状態で他は同様の操作を行い測定した値の平均 (n=3) 

*2 無添加平均：MDL 算出用試料に標準を添加していない状態で含まれる濃度の平均値(n=3) 

*3 MDL = t(n-1，0.05) ×σn-1×2,   *4  MQL = σn-1×10,  *5 サロゲート回収率：106%，CV% 6.8% 
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BPA 

p-CP 

13C12-BPA 

p-CP 

13C12-BPA 

Fig.12 MDL 試験試料（精製水）のクロマトグラム 

d14-BPA 
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Table 4 MDL 及び MQL の算出（海水試料） 

 

物質名 BPA p-CP 

試料 海水 海水 

試料量(L) 0.2 0.2 

標準添加量(ng) - - 

試料換算濃度(ng/mL) - - 

最終液量(mL) 1 1 

注入濃度(ng/mL) 50 50 

装置注入量(mL) 10  10  

操作ブランク平均(ng/mL)*1 0.0078  ND 

無添加平均(ng/mL)*2 0.036  0.015  

結果 1(ng/mL) 0.0360 0.0142 

結果 2(ng/mL) 0.0347 0.0148 

結果 3(ng/mL) 0.0360 0.0146 

結果 4(ng/mL) 0.0359 0.0147 

結果 5(ng/mL) 0.0353 0.0152 

結果 6(ng/mL) 0.0354 0.0146 

結果 7(ng/mL) 0.0360 0.0159 

平均値(ng/mL) 0.03561 0.01486 

標準偏差(ng/mL) 0.000506 0.000555 

MDL(ng/mL)*3 0.0019 0.0021 

MQL(ng/mL)*4 0.0051 0.0055 

S/N 88 34 

CV(%) 1.4 3.7 

 

*1-4 Table 3 と同様 

*5  サロゲート回収率：94%，CV% 9.9% 

  



80 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Fig. 13 MDL 試験試料（海水）のクロマトグラム 
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2.4.2.2 添加回収試験 

精製水，海水（潮見ふ頭），河川水（大森橋）への標準物質添加回収結果を Table 5 に示

す。河川水，海水の添加回収試験試料のクロマトグラムを Fig. 14, 15 に示す。すべての試

料において，内標準物質の回収率が 80％以上あり，内標準物質による補正後の回収率が良

いことから，内標準物質による補正を行うことで，定量的評価は可能と判断した。定量結果

については，すべて内標準物質による補正を行った値により評価を行った。 

 

Table 5 各試料における添加回収試験結果 

超純水     

物質名 BPA p-CP BPA p-CP 

試料量(L) 0.2 0.2 0.2 0.2 

標準添加量(ng) 無添加 無添加 50  50  

測定回数 5  5  5  5  

検出濃度(ng/mL) 0.017  ND 0.26  0.24  

回収率(%) - - 97 96 

サロゲート回収率(%) 90.4 - 92.9 - 

CV(%) 6.3 - 1.2 1.9 

 

海水（潮見ふ頭）     

物質名 BPA p-CP BPA p-CP 

試料量(L) 0.2 0.2 0.2 0.2 

標準添加量(ng) 無添加 無添加 50  50  

測定回数 7  7  5  5  

検出濃度(ng/mL) 0.036  0.015  0.28  0.27  

回収率(%) - - 99 100 

サロゲート回収率(%) 90.8 - 87.9 - 

CV(%) 1.4 3.7 1.2 1.7 
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河川水（大森橋）     

物質名 BPA p-CP BPA p-CP 

試料量(L) 0.2 0.2 0.2 0.2 

標準添加量(ng) 無添加 無添加 50  50  

測定回数 7  7  5  5  

検出濃度(ng/mL) 0.059  ND 0.31  0.25  

回収率(%) - - 98 99 

サロゲート回収率(%) 86.7 - 81.3 - 

CV(%) 1.5 - 1.5 1.3 
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Fig. 14 海水の添加回収試験試料のクロマトグラム  

BPA 

p-CP 

13C12-BPA 

d14-BPA 

50 ng 添加 

50 ng 添加 
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Fig. 15 河川水の添加回収試験試料のクロマトグラム  
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2.4.2.3 分解性スクリーニング試験 

分解性スクリーニング試験の結果を Table 6 に示す。 

pH5,7,9 いずれの場合においても 1 週間程度の保存は問題なく，明所における保存も特

に問題ないと考えられる。また，保存容器がガラス製であっても，テフロン製であって

も，BPA および p-CP の保存は可能であると考えられる。 

 

Table 6 分解性スクリーニング試験結果 

  初期濃度 残存率（％）  残存率（％）  

pH   1 時間後 7 日後 

  (ng/mL) BPA p-CP BPA p-CP 

5（暗所） 50 96 94 97 94 

7（明所） 50    92 85 

7（暗所） 50 98 96 94 95 

9（暗所） 50 96 97 92 94 

（ガラス容器にて試験実施）    

      

  初期濃度 残存率（％）  残存率（％）  

pH   1 時間後 7 日後 

  (ng/mL) BPA p-CP BPA p-CP 

5（暗所） 50 99 99 97 98 

7（明所） 50    97 101 

7（暗所） 50 98 99 94 98 

9（暗所） 50 98 97 92 94 

（テフロン製容器にて試験実施）    

 

2.4.2.4 保存性試験 

保存性試験の結果を Table 7 に示す。海水や河川水に BPA および p-CP の標準溶液を

添加しても，1 週間後の残存率は 90％以上あった。ただし，試料を分析する際には，一

般的な化学物質の分析と同様に，試料は冷暗所にて保存を行い，採取後速やかに分析す

ることが望ましいと考えられる。また，標準溶液は高濃度，低濃度ともに 1 か月の保存
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は十分可能であった。ただし，測定の際には，ピーク強度を十分に確認して測定を行っ

た方がよいと考えられる。 

Table 7 保存性試験結果 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. 名古屋市内における実態調査結果 

3.1 試料 

水質試料は 2007 年～2012 年にかけて名古屋市内河川及び名古屋港 13 地点で採水した。

採水地点を Fig. 16 に示す。採水はステンレス製のバケツを用いて行い，試料はガラス製の

容器へ入れた。 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Fig. 16 Map depicting the sampling sites in Nagoya city. 

Black circles denote all sites at which the quality of water was constantly monitored. 

Stars denote sewage treatment plants near the sampling point. 

  初期濃度 残存率（％）  残存率（％）  

  7 日間 1 か月 

 (ng/mL) BPA p-CP BPA p-CP 

河川水  50 92 98   

海水  50 99 99     

標準溶液 5   104 100 

標準溶液 50     98 101 
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3.2 実態調査結果および濃度分布 

名古屋市内河川及び名古屋港海水の BPA および p-CP の実態調査結果を Table 8 に示す。 

BPA は，測定したすべての試料から MDL 以上の濃度が検出された。河川水試料中の濃度

範囲が 40～290 ng/L，海水試料は 33 ng/L であった。 

p-CP は，測定した 12 検体中 10 検体から MDL 以上の濃度が検出された。河川水試料中

での濃度範囲が＜3.4～160 ng/L で，海水試料は 7.2 ng/L であった。 

平均値や中央値を算出の際は，MDL 未満の結果に関しては，MDL の 1/2 の値を計算に用

いた。 

 BPA は市内ところどころに高濃度地点が存在しており，広範囲にわたって汚染されてい

ることが明らかになった。また，p-CP については荒子川の河口付近において高濃度地点が

存在しており，付近に汚染源が存在することが明らかになった。今後も引き続き，調査して

いく必要があると考えられる。 

 

Table 8  Concentrations of PCP and BPA in the samples at different sampling sites. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Sampling sites 1–11: river water, Sampling site 12: seawater; all sites were constantly monitored by the 

Nagoya City Government. 

For the values below MDL, half of the MDL values were used for the calculation of the average, median, 

and standard deviation. 

  

sampling site 1 2 3 4 5 6
BPA (ng/L) 290 74 220 59 150 55
PCP (ng/L) 5.6 <5.2 160 46 21 6.8
PCP/BPA 0.02 - 0.73 0.78 0.14 0.12

sampling site 7 8 9 10 11 12
BPA (ng/L) 40 62 97 43 230 33
PCP (ng/L) <5.2 5.7 8.2 6.3 5.3 5.8
PCP/BPA - 0.09 0.08 0.15 0.02 0.17

average median max min detected
number

BPA (ng/L) 110 68 290 33 12/12
PCP (ng/L) 23 6.6 160 <5.2 10/12
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今回の実態調査結果で，BPA および p-CP の濃度比を Table 8 に，BPA および p-CP の濃

度の関係を Fig.17 に示した。 

 両者の濃度比は 0.02 から 0.7 と幅広く，両者がポリカーボネート樹脂の原料等で共に使

用されることもあるが，それぞれの物質の用途が多岐にわたっていることが示唆された。

濃度比が 0.02 程度の Group1，濃度比が 0.1 程度の Group2，濃度比が 0.7 程度の Group3

と，大きく 3 つのグループに分類することができた。Group2 が全体の半分を占めており，

最も一般的な状態であることが示された。一方で，Group1 の地点では，p-CP 濃度と比較

して BPA 濃度が非常に高く，調査地点付近に BPA の発生源がある可能性がある。また，

Group3 の地点は p-CP と BPA がほぼ同程度の濃度であり，p-CP 濃度が非常に高かった。

いずれの地点も，比較的近郊に下水処理施設があるが，その影響の有無については今後の

調査課題である。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 17 Scatter plots between the concentrations of BPA and PCP.  

The concentration ratio of PCP to BPA varied from 0.02 to 0.7, and it can be classified into three groups 

from the calculation of the results obtained from the variation in the ratios. 

Group 1: concentration ratios of PCP to BPA were less than or equal to 0.02 (Sites 1 and 11) 

Group 2: concentration ratios of PCP to BPA were 0.02–0.2 (Sites 5, 6, 7, 8, 9and 12) 

Group 3: concentration ratios of PCP to BPA were around 0.7 (Sites 3 and 4) 
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4. まとめ 

 

水質試料中のビスフェノール A および p-クミルフェノールを同時に高感度分析するため

の方法を検討した。種々の検討の結果，本法において，必要とされるレベルの検出下限値，

添加回収率等を得ることができた。BPA は非常に幅広く使用されているため，数 ng/L オー

ダーの検出を可能にするには，ブランク対策が必須となる。使用する器具・試薬類，環境な

ど，可能な限りの汚染源を排除し，分析を行った。最も大きな汚染源であったのが，水で，

一般的な超純水装置から得られる水からは BPA が数 μg/L レベルで検出された。試薬として

市販されている高純度の水を使用することで，ブランク値を大幅に下げることができた。他

に，使用する固相カートリッジは使用前にメタノールを用いて洗浄すること，実験室環境中

にも BPA が存在するので，手早く操作を行うこと，などによりブランク問題を解決するこ

とができた。 

本法による検出下限値は，純水を用いた場合，BPA: 0.00078 μg/L, p-CP: 0.0034 μg/L，海水

を用いた場合，BPA: 0.0019 μg/L, p-CP: 0.0021 μg/L と算出された。添加回収率は，純水を用

いた場合，BPA: 97%, p-CP: 96% (サロゲート回収率 93%)，海水を用いた場合，BPA: 99%, p-

CP: 100% (サロゲート回収率 88%)，河川水を用いた場合，BPA: 98%, p-CP: 99% (サロゲー

ト回収率 81%) であった。 

また，本法を用いて名古屋市内の河川水・海水中の BPA および p-CP の環境調査を行っ

たところ，全ての地点から BPA は検出され，市内広域にわたる汚染が確認された。p-CP

は測定した 12 検体中 10 検体から MDL 以上の濃度が検出され，150 ng/L を超す高濃度地

点も存在した。 

また，BPA および p-CP の関係を見るために、両者の濃度比を求めたところ、0.02 から 0.7

と幅広く，BPA および p-CP はポリカーボネート樹脂の原料として共に使用されることもあ

るが，それぞれの物質の用途が多岐にわたっていることが示唆された。 
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IV. ステロイドホルモン類の分析法開発および環境調査 

 

IV-1 本研究の背景となる研究 

IV-1.1 ステロイドホルモン類の一斉分析法の開発 

 

1. はじめに 

環境中にある化学物質が，生物の正常なホルモン作用をかく乱している可能性が指摘さ

れ，内分泌かく乱物質（環境ホルモン）として問題になっている．1997 年 1 月にワシント

ンで開催されたスミソニアン会議の定義によれば，環境ホルモン物質とは女性ホルモン，男

性ホルモン，甲状腺ホルモンの働きをかく乱する物質とされているが，これらの中で特に注

目されているのがビスフェノール A，アルキルフェノール類などの女性ホルモン様物質で

ある．また，人畜由来の天然女性ホルモン 17β-エストラジオール(E2)やその代謝物のエスト

ロン(E1)は，前述の女性ホルモン様化学物質と比較すると，女性ホルモン活性が非常に高い

ため 1)，環境への影響も大きいと考えられている．  

エストラジオール類など女性ホルモン様物質の環境調査結果は，国内外において多くの

報告がある。国外においては，イギリスの河川水 2)やカナダの下水処理場 3)，ニュージーラ

ンドの廃棄物排水 4)，韓国の河川水および下水処理水 5)などについての報告があり，国内に

おいても，東京 6), 7)や大阪 8)，名古屋 9)-11)などの各都市での調査結果が報告されている。 

これまでに女性ホルモン様物質の測定は，GC/MS 法によるものが多く報告されている 12)-

14)。しかし，GC/MS 法による分析は，前処理時に，誘導体化やクリーンアップなどをする

必要があり，操作が煩雑なものとなる 15)．そこで今回は，LC/MS を使用して，より簡便な

前処理で，定量精度の高い分析法を目指した．また，今回は，女性ホルモン以外に，それと

反対の生理作用を示し，環境水中の濃度や挙動についてあまり調査されていない男性ホル

モンについても注目した．男性ホルモンが女性ホルモンに拮抗作用を示し，水環境中でこれ

らの存在比のバランスが崩れると，水生生物の内分泌かく乱を引き起こすとの報告がある

16),17)。このような背景から，女性ホルモン類に加えて，男性ホルモン類に関しても，LC/MS

を使用して同時分析する方法を開発し，さらに，その方法を用いて名古屋市内の下水処理水，

河川水中の調査することを目的とし，研究を行った。 
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2. 方法 

 

2.1 前処理方法 

試料水 500mL をろ紙(GF/C)でろ過し，さらにろ紙をメタノール 5mL で洗浄してろ過水に

合わせた．これをメタノール 10mL，精製水 10mL でコンディショニングした EDS-1 カート

リッジカラムに 20mL/min の速度で通水した．カートリッジカラムは精製水 10mL で洗浄し，

50 分間吸引乾燥させて水分を除いた．次いで，酢酸エチル 6mL で溶出し，10mL 容試験管

に受けた．窒素ガスを吹き付けて乾固させ，500μL の 20%アセトニトリル水溶液で再溶解し

試料液とした． 

 

2.2 測定条件 

(LC 条件) 

分離カラム：waters 製 X-Bridge (2.1mm × 100mm × 3.5 m) 

移動相：A : 0.01%NH3/H2O B : 0.01%NH3/CH3CN 

0→ 3min A:90→60 B：10→40 liner gradient 

3→10min A:60→20 B：40→80 liner gradient 

10→13min A:B=20:80 

流量       :  0.2mL/min カラム温度 :  40℃  注入量  :  10 μL 

 

(MS 条件)（6 物質共通） 

ソース温度 : 100 ℃ キャピラリー電圧 : 3.0 kV 

コーンガス流量 : 50 L/hr デゾルベーション流量 : 600 L/hr 

 

Table 1 各物質の測定条件 

 

  

モニター
イオン

cone電圧
(V)

collision電圧
(eV)

ESI(+/-)

エストロン(E1) 269>145 70 40 -

17β -エストラジオール(E2) 271>145 60 40 -

エストリオール (E3) 287>171 60 35 -

エチニルエストラジオール(EE2) 295>145 50 40 -

テストステロン(T) 289>97 30 20 +

ジヒドロテストステロン(DHT) 291>81 25 25 +
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3. 結果および考察 

3.1 標準溶液の測定 

混合標準溶液（E1，E2，E3，EE2，DHT 

0.1mg/L，T 1μg/L）のクロマトグラムを

Fig.1 に示した．また，検量線を作成し

たところ，E1，E2，E3，EE2，DHT で

は 0.02～1.0mg/L，T では 0.2～10μg/L

の範囲で 0.998 以上の良好な相関係数

が得られた． 

 

3.2 装置検出下限値(IDL)及び定量下

限値(MQL)  

標準物質をLC/MSを用いて 5回繰り

返し測定を行い，その標準偏差から装

置検出下限値(IDL)を求めた 8)．測定濃

度は，E1，E2，E3，EE2，DHT が 0.02mg/L，

T が 0.2μg/L で行った．また，河川水に標準物質を IDL 値の 5 倍程度の濃度（E1，E2，E3，

EE2，DHT が 0.1mg/L，T が 1μg/L）になるように添加し，3.1 に従って前処理した．得られ

た試料を LC/MS を用いて測定を行い，その標準偏差から測定方法の検出下限値(MDL)及び

定量下限値(MQL)を求めた 8)．MDL の算出に際しては，一連の繰り返し分析を 5 回行った． 

 

Table 2 各物質の検出下限値及び定量下限値 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.1 混合標準溶液のクロマトグラム 
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3.3 移動相の検討 

各物質を測定するのに最適な条件を決めるため，移動相を変えて測定を行った．アセトニ

トリル－水系の移動相を用い，そのまま使用した場合，ギ酸を添加した場合，アンモニア水

を添加した場合について検討を行った． 

アセトニトリル－水のみの移動相を用いると，6 物質ともに形状のよいピークが得られ，

感度も良好だった．ギ酸を 0.1%になるようにアセトニトリル・水の両方に添加し測定を行

ったところ，ジヒドロテストステロンのみ感度が 10 倍以上向上した．逆に，エストラジオ

ール類 4 物質についてはピークがほとんど検出されなくなった．一方で，同様にアンモニア

水を 0.01%になるように添加した場合は，エストラジオール類 4 物質およびテストステロン

の感度が数倍～十数倍程度向上した．ジヒドロテストステロンについては，無添加の場合と

ほぼ同等の感度が得られた．これは，移動相を塩基性にすることによって，脱プロトン化分

子イオンが生成されやすくなり，特に Negative モードで測定しているエストラジオール類

の感度が向上したと考えられる． 

 

Fig.2 には，エストロン 1mg/L，テストステロン 10μg/L の標準溶液を各移動相ごとに測定

した際のクロマトグラムを示した．図中の数字はピーク強度を表しており，数値が大きいほ

ど感度よく測定できたといえる． 

以上の検討により，移動相は 0.01%アンモニア水含有アセトニトリル－水を使用するこ

ととした． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.2 移動相の検討結果 
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3.4 前処理方法の検討 

3.4.1 固相乾燥時間について 

固相抽出後，溶出させる前に，固相カートリッジを吸引乾燥させる．その乾燥時間の最適

化を検討し，Fig.3 に示した． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.3 乾燥時間による回収率の違い 

 

ほとんどの物質において乾燥時間を長めにとった方が回収率が高い結果が得られた．一

方で，ジヒドロテストステロンはあまり長く乾燥させない方がよい結果であった．以上より，

固相の乾燥時間は 50 分にすることとした． 

 

3.4.2 溶出溶媒について 

平成 15 年度の要調査項目等調査マニュアルによると，エストラジオール類の固相からの

溶出は，E1, E2, EE2 は酢酸エチル，E3 は 5mM トリエチルアミン/メタノールで行っている

ため，E3 の溶出溶媒について検討を行った． 

まず始めに酢酸エチル 6mL(3+3mL)で，さらに続いて 5mM トリエチルアミン/メタノール

6mL で溶出した． 

E3 を含むエストラジオール類 4 物質，テストステロン類 2 物質ともに，はじめの酢酸エ

チルによる溶出で 93%以上が回収されていることがわかった．前処理の手間，使用する試

薬量のことを考えると，酢酸エチルのみの溶出で十分であると考えられる． 
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3.4.3 クリーンアップについて 

今回の分析では，できるだけ簡便な測定で操作ロスを少なくするために，クリーンアップ

の必要性についても検討を行った． 

クリーンアップは，固相抽出後，フロリジルカラムに通すという方法で行った．河川水に

混合標準溶液（E1，E2，E3，EE2，DHT 0.5mg/L，T 5μg/L）を添加した試料中のテストステ

ロンのクロマトグラムを Fig.4 に示した．ク

リーンアップをすることにより，大部分の夾

雑物が取り除かれ，クロマトグラムのベース

ラインが下がり，S/N 値も大きくなった．し

かし，クリーンアップをしていない場合も測

定対象物質のピークを妨害するようなピー

クは見られず，ほぼ同様な測定結果が得られ

た．エストラジオール類についても同様の結

果が得られ，名古屋市内河川であればクリー

ンアップなしの測定が可能であると考え，今

回は省略することとした． 

 

3.5 添加回収率 

これまでに報告されている毒性情報 18), 19)から算出された要求感度 20)を満たすためには，

今回の分析では，最低でも 1000 倍以上の濃縮をする必要がある．しかし，それ以上濃縮す

ると河川水試料において，マトリックスの影響を強く受けるため，今回の分析では 1000 倍

濃縮することとした．河川水に標準物質を添加して測定した結果を Fig.5 に示した． 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.5 定量方法による回収率の違い 

Fig.4  河 川 試 料 中 テ ス ト ス テ ロ ン の      

クロマトグラム 
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絶対検量線による測定では，試料中の夾雑物の影響を受けて，各物質の感度が減少した．

エストラジオール類ではその影響が無視できるほど小さいが，テストステロン類では，標準

溶液を測定したときの 50～70%程度に感度が減少した． 

回収率の低下は，マトリックスの影響によるイオン化率の低下またはモニターイオン強

度の低下が推察され，サロゲートで回収率の補正を行い測定するという報告がある 10)． 

今回は，高価なサロゲートを使用せず，またクリーンアップも省略していることから，マ

トリックスの影響を避けるため，標準添加法による測定で回収率を求めた．その結果，エス

トラジオール類，テストステロン類ともに満足な回収率が得られた．よって，エストラジオ

ール類，テストステロン類の測定は標準添加法で測定することとした． 

 

3.6 名古屋市内の河川水，下水処理水の測定結果 

名古屋市内の下水処理水，河川水を上記の標準添加法により実際に測定した． 

下水処理水からは，エストロン，エストラジオール，テストステロンの 3 物質が検出され

たが，河川水からはいずれの物質も検出されなかった．下水処理水から検出された濃度は，

エストロンが 10～30ng/L，エストラジオールが 1.4～10ng/L で，テストステロンは検出下限

値付近であった． 

 

4. まとめ・今後の課題 

LC/MS/MS によるステロイドホルモンの分析法を検討して以下の結果を得た． 

1)女性ホルモン物質(E1, E2, E3, EE2)，男性ホルモン物質(T, DHT)を LC/MS/MS により同時

に分析することが出来た．2)EDS-1 による固相抽出により E1, E2, E3, EE2, T, DHT を良好な

回収率で抽出した．3)固相抽出後クリーンアップ操作なしで河川水，下水処理水の測定が可

能であった．4)高価なサロゲートを使用せずに，標準添加法による測定を行い，満足な回収

率を得ることが出来た．5)一斉分析によって女性ホルモン及び男性ホルモンの両方を同時に

検出することができ，名古屋市内環境試料において，女性ホルモンだけでなく，男性ホルモ

ンも検出された。今回は，実試料の分析を下水処理水 3 地点，市内河川水 3 地点の合計 6 地

点しか行うことが出来なかった．今後は，名古屋市内河川をより広範囲に地点数も増やして

分析を行うことにより，女性ホルモン物質，男性ホルモン物質，さらにはこれらの代謝物質

および抱合体についても分布を調査していきたいと考えている．また，各物質のサロゲート

を使用した分析方法についても併せて考察していきたいと考えている． 
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IV-1.2 ジヒドロテストステロン(Dihydrotestosterone, DHT)の高感度分析法開

発 

 

1. はじめに 

IV-1.1 に記述した通り，環境ホルモン物質への関心が高まるとともに，環境中に存在して

いる女性ホルモンおよび男性ホルモンの濃度を正確に把握しておくことは非常に重要なこ

とである。IV-1.1 では女性ホルモンおよび男性ホルモンを同時に分析する方法について報告

したが，この分析法では，すべての物質について高感度で分析を行うことができなかった。

特に男性ホルモンの 5α ジヒドロテストステロン(DHT)は，同じく主要な男性ホルモンであ

るテストステロンと比較して，感度が 100 分の 1 程度であった。DHT はテストステロンと

比較して，生理活性がより強く 21)，高感度での分析が必要である。 

そこで，テストステロンと同程度の検出下限値 0.1ng/L の測定が可能となるように，DHT

に特化した分析法の開発を行うこととした。 

 

2. DHT の物性・用途 

 

 
 

 

 

 

毒性情報 ： ラット（35 日間 TDLo）17.5 mg/kg 

用途  ： 男性ホルモン，医薬品原料. 

 

3. 方法 

3.1 前処理方法 

試料 200 mL に 100 ng/mL のサロゲート溶液を 50 μL 添加し，10 mL の LC/MS 用メタノ

ールと 10 mL の精製水でコンディショニングした固相カートリッジに 20 mL/min で通水し

抽出した．通水終了後の固相カートリッジに精製水 10 mL を通して洗浄した後，30 分間通

気乾燥させ，十分に水分を除去した．次いで 3 mL のメタノール，3 mL の酢酸エチルの順で

分子量 
蒸気圧

（kPa） 

水溶解度

（mg/L） 
LogPow 

290.44 1.493E-6 41.97 3.07 

 

O 
H 

OH 
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溶出し，10 mL 容 試験管に受けた．窒素ガスを吹き付けて乾固させ，0.5 mL の 40%メタノ

ール水溶液で再溶解し，試料液とした． 

 

3.2 測定条件等 

〔LC/MS 条件〕 

LC/MS 機種名：Waters 社製 2695/QuattroMicro API 

LC 機種 :  Waters 2695 

カラム  :資生堂 MG-II C-18  (2.1 mm×100 mm×3 μm) 

移動相  : A : H2O B : CH3OH 

  0→1 min A:B=60：40 

  1→15 min A:60→10 B：40→90 

 15→20 min A:B=10：90 

 20→27 min A:B=60：40 

流量   :  0.2 mL/min カラム温度 :  45 ℃ 注入量 : 10 μL 

 

(MS) 

 機種 ： Waters QuattroMicro API 

コーン電圧 : 20 V コリジョン電圧 : 30 eV キャピラリー電圧 : 3.80 kV 

コーンガス流量 : 50 L/min. デソルベーションガス流量 : N2(600 L/min) 

ソース温度 : 115 ℃ デソルベーション温度 : 500 ℃ 

イオン化法 : ESI（+）SRM 

モニターイオン: 定量用 291>255 確認用 291>159 

モニターイオン（内標準） : 定量用 295>259 確認用 295>163  
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4. 結果および考察 

4.1 検出下限値および定量下限値 

本分析に用いた LC/MS（Waters QuattroMicro API）の装置検出下限値（IDL）を Table 3 に，

本測定方法における検出下限値（MDL）及び定量下限値（MQL）を Table 4 に示す。 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.2 添加回収実験結果 

水試料への標準物質添加回収実験結果を Table.5 に示す．精製水・河川水・海水ともに 60

～80%程度の回収率であった。原因として，試料濃縮よる LC/MS 測定時のイオン化抑制な

ど幾つかの可能性が考えられるが，明かではない。しかし，相対標準偏差が小さいことから，

内標準物質による補正を行うことで，このままの分析方法でも定量的評価は可能と判断し

た。定量結果については，すべて内標準物質による補正を行った値により評価を行った。 

 

 

 

 

 

物質名 ジヒドロテストステロン
試料量(mL) 200
最終液量(mL) 0.5

注入濃度(ng/mL) 0.1
装置注入量(μL) 10
結果1(ng/mL) 0.11
結果2(ng/mL) 0.10
結果3(ng/mL) 0.09
結果4(ng/mL) 0.10
結果5(ng/mL) 0.10
結果6(ng/mL) 0.09
結果7(ng/mL) 0.11
平均値(ng/mL) 0.100
標準偏差(ng/mL) 0.0087

IDL(ng/mL) 0.034
IDL試料換算値(ng/L) 0.085

S/N 9.0
CV(%) 8.7

IDL=t(n-1,0.05)*2*σn-1

Table 3 装置検出下限(IDL)の算出 

物質名 ジヒドロテストステロン
試料 海水

試料量（L） 0.2
標準添加量(ng) 0.5

試料換算濃度(ng/L) 2.5
最終液量(mL) 0.5

注入液濃度(ng/mL) 1
装置注入量(μL) 10

操作ブランク平均(ng/L) 0
無添加平均(ng/L) 0

結果1(ng/L) 2.548
結果2(ng/L) 2.490
結果3(ng/L) 2.488
結果4(ng/L) 2.509
結果5(ng/L) 2.470
結果6(ng/L) 2.486
結果7(ng/L) 2.508
平均値(ng/L) 2.500
標準偏差(ng/L) 0.0251

MDL(ng/L) 0.098
MQL(ng/L) 0.25

S/N 62
CV(%) 1.01

MDL=t(n-1,0.05)*2*σn-1

MQL=10*σn-1

Table 4 測定方法の検出下限（MDL）及び
定量下限(MQL)の算出 

Table.5 添加回収実験結果 
試料 試料量 添加量 回収率 変動係数 繰り返し

(mL) (ng) (％) (%) n
精製水 200 無添加 - - 1

200 5 79 7.1 3
河川水 200 無添加 - - 1

200 5 67 8.7 3
海水 200 無添加 - - 1

200 5 87 5.9 3
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4.3 分解スクリーニング試験結果 

分解性スクリーニング試験結果を Table.6 に示す．暗所における保存であれば，pH が 5, 7, 

9 いずれの場合においても，7 日後の残存率は 90％以上であった。また，明所における保存

であっても，pH 7 の場合，7 日後の残存率は 90％以上であった。 

Table.6 分解性スクリーニング試験結果 

 

 

 

 

4.4 固相抽出検討結果 

 前処理で試料を濃縮するために使用する固相の検討を行った． 

500 mL の精製水に 5 ng のジヒドロテ

ストステロンを添加し，メタノール 5 

mL と精製水 5 mL でコンディショニ

ングした各種固相へ通液した．30 分

の通気乾燥の後，メタノール 8 mL で

溶出し，N2 パージにより乾固させ，

40%メタノール水溶液 500 μL で再溶

解して試験溶液とした．Fig.9 に，各

種固相別の回収率を示す． 

DHT 添加試料 

pH 初期濃度(ng/mL) １時間後の残存率(%)
暗所 明所

5 10 92.2 92.0 -
7 10 94.6 98.7 96.8
9 10 98.1 96.6 -

5日後の残存率(%)
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Fig.9 固相ごとの回収率の違い 

Fig.8 河川水への添加回収試験結果 

無添加試料 
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 ほとんどの固相で絶対回収率 70％前後の結果が得られた．最も回収率がよかったのはC18

カートリッジを使用した場合であった．しかし，河川水や海水を前処理した場合，他の固相

に比べて，多くのマトリックスを溶出してしまう欠点がある．それを避けるため，今回は

EDS1 カートリッジを使用することとした．また EDS1 を用いた場合，メタノール溶出後，

酢酸エチルでさらに溶出することで回収率が数%から 10%程度向上したので，溶出溶媒には

メタノール，酢酸エチルの 2 種類を用いることとした． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4.5 クリーンアップ検討結果 

 蒸留水や海水，山村部の河川水などは測定の妨害となるマトリックスの存在が少なく，ク

リーンアップをすることなく測定をすることができるが，一方，都市河川水などを濃縮する

と，試験溶液中にはマトリックスが存在し，測定の妨害になる．そのため，固相抽出・溶出・

濃縮・乾固後に行うクリーンアップ方法について検討した． 

n-ヘキサン：ジクロロメタン=3:1 の混合溶媒 1 mL に，5 ng のジヒドロテストステロンを

添加し，試験溶液とした．n-ヘキサン 5 mL でコンディショニングしたフロリジルカートリ

ッジ（SepPak Plus Florisil Cartridge）に負荷し，n-ヘキサン：ジクロロメタン=3:1 の混合溶媒

10mL で洗浄した．その後，アセトン/ジクロロメタンの混合溶媒を混合割合を変えながら

（アセトン割合 0～20%）それぞれ 5 mL で分画を行い 6 回溶出した(F1～F6)．窒素ガスを

吹き付けて乾固させ，40%メタノール水溶液 500 μL で再溶解したものを測定した．なお，

試験溶液負荷後，n-ヘキサン：ジクロロメタン=3:1 の混合溶媒 10 mL でカートリッジを洗

浄しても，ジヒドロテストステロンは溶出してこなかった． 

Fig.10 河川水を前処理した場合の 2 種の固相(上：EDS1, 下：C18)の 

クロマトグラムの違い 

DHT 

DHT 
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検討結果を Fig.11 に示す．溶出溶媒にジクロロ

メタンのみを使用すると，F1 から F6 まで 30 

mL 流しても回収率が 70%程度にしかならず，

全てを溶出することは出来なかった．一方で，

溶出溶媒にアセトン/ジクロロメタンの混合溶

媒を用いると，F1, F2 の 10 mL で 90%程度溶出

することがわかった．ただし，アセトンの割合

を 20%にした場合，溶出は速いが，同時に妨害

物質まで溶出してしまう可能性が高い． 

 

検討の結果から，n-ヘキサン：ジクロロメタン=3:1 の混合溶媒 10 mL で洗浄した後，10%

アセトン/ジクロロメタンの混合溶媒 10 mL で溶出することとした． 

 名古屋市内河川水試料に対して，固相抽出・溶出・濃縮・乾固後に上記条件でクリーンア

ップを行った結果を Fig.12 に示す．クリーンアップをすることにより，測定溶液中のマト

リックスが減少し，クリーンアップしない場合と比較して，回収率が 60%程度から 75-80%

程度へ向上した． 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.12 クリーンアップの有無によるクロマトグラムの違い 
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Fig.11 クリーンアップ方法の検討結果 
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5. 環境試料測定結果 

 名古屋市内河川および名古屋港海水を測定した結果を Fig.13 に示す．いずれの試料もジ

ヒドロテストステロンは検出されなかった．他にも数地点において測定を行ったが，いずれ

も不検出であった． 

本法により，水試料中ジヒドロテストステロンの 0.1 ng/L オーダーの検出が可能であり，

30 ng/L オーダーの定量が可能である． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

内標準物質 

内標準物質 

Fig.13 環境試料測定時のクロマトグラム 
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IV-2 ジエチルスチルベストロール(Diethylstilbestrol, DES) の分析法開発およ

び環境調査 

 

1. はじめに 

 

IV-1 に記述した研究結果を基に，本研究では，合成型のステロイドホルモンの分析法

開発および環境調査を行った。対象物質として，合成型女性ホルモンであるジエチルス

チルベストロール(Diethylstilbestrol, DES)に注目した。 

DES は，かつて流産防止剤などに用いられてきた合成型女性ホルモン薬剤である。

1970 年代以降，生殖器異常などの報告が相次ぎ，ヒトへの影響が懸念されるようにな

った。 

 ジエチルスチルベストロール(Diethylstilbestrol, DES)は，かつて流産防止剤などに用いら

れてきた合成型女性ホルモンの薬剤で，IARC 発ガン性リスクの Group 1 に分類されている。

1938 年にイギリスで合成され，女性ホルモン様作用が発見されて以降，切迫流産防止剤と

してだけでなく，更年期障害・老人性膣炎・不妊症に対しても広く用いられてきた 23)。アメ

リカにおいては，1938 年から 1971 年にかけて 500-1000 万人に処方されたとも言われてい

る。1970 年代以降，胎児期に DES の暴露を受けた女性に膣腺ガンや子宮形成不全などの女

性器障害が発生 24)，同男性についても生殖器異常の確率が高い 25)との報告があり，DES 使

用によるヒトへの影響が懸念されるようになった 26)～28)。その後，アメリカ食品医薬品局

(FDA)は 1971 年に妊婦に対する DES の使用を禁止し，厚生省(現厚生労働省)は同年 12 月，

薬務局長名で，「DES またはその誘導体を含む製剤(外用剤除く)は，胎児に作用し，出生女

児が思春期前後に膣ガンが発生するとして，使用中の安全性を確保するため，妊娠中は使用

しないこと，また，効能の事項に『流産，習慣性流産』など妊娠に使用されるおそれのある

表示があれば削除するように」という通知を出した。 

 DES のように女性ホルモン様作用を持つステロイドホルモン類は，極微量であっても生

物に影響を与える可能性が高いとされ 29)，環境中における DES の高感度分析法が求められ

る。日本においては，DES の環境基準値は設定されていないが，厚生労働省が定める残留農

薬等ポジティブリスト制度では，食品中の DES は不検出であること，と設定されており，

その検出下限値は 0.0005 ppm (500 ng/L)と定められている。また，環境省は，既報の毒性情

報に基づいて 30)，環境水中の DES をより高感度で測定すべきとの方針を出し，検出下限値



109 
 

http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/55/Diethylstilbestrol_structure.svg
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： 人(経口，TD Lo，50 週)        0.26 mg/kg 

用途 ： 合成女性ホルモン(かつては流産防止剤として使用されていた) 

神奈川県化学物質安全情報システムによるデータベース 

 

2.2 試薬 

DES(純度 98+%, HPLC 用)，アセトン(残留農薬試験用)，ヘキサン(残留農薬試験用)，1 mol/L

酢酸アンモニウム溶液(LC/MS 用)は和光純薬㈱(大阪)製，DES-d8  (純度 98.7％)は CDN 

isotopes 社製(Quebec, Canada)を使用した。メタノール(LC/MS 用)は関東化学㈱(東京)製を使

用した。 

DES 標準原液，標準液は，DES をメタノールで希釈して作製した。DES-d8も同様にして

メタノールで希釈して内標準液を作製した｡内標準液は，各検量線用標準液および試験液中

に 10.0 ng/mL になるように添加した｡ 

 

2.3 器具 

水質試料からの抽出には，シクロヘキシルシリカカートリッジ (InertSep CH 500 mg，GL 

Sciences 社，東京)，試験液のクリーンアップにはグラファイトカーボン/強陰イオン交換/極

性相互作用+陰イオン交換混合固相(InertSep GC/SAX/PSA 500 mg/500 mg/500 mg，GL Sciences

社，東京)を使用し，固相への通液はコンセントレーター(Waters 社，Milford, MA, USA)によ

り行った。濃縮操作は窒素吹付装置を用いて行った。 

 

3. 結果および考察 

3.1 検出条件 

3.1.1 カラム分離 

DES は cis 体 trans 体の異性体を持ち，通常の C18

カラムでは 2 本のピークに分離された(Fig.1)。後出

のピークは小さく，試料中濃度が低いとピークが

認識されなくなり，定量の感度と精度が低下する

ため，異性体を分離せず，ピークが 1 本で分析さ

れる Shield RP18 カラムを使用した。 

 

DES 10 ng/mL 

DES 10 ng/mL 

Fig. 1. Difference in separation of DES isomers 
between two types of HPLC columns 
upper: XBridge TM Shield RP18,   
lower: a conventional C18 column 
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3.1.2 装置条件 

 LC-MS 測定は Alliance2695/ Micromass Quattro micro API (Waters 社，Milford, MA, USA)を

用い，定量は ESI-Negative-SRM モードにより行った。測定条件を以下に示す。 

〔LC 条件〕 

LC：Alliance2695 

カラム：XBridge TM Shield RP18  3.5 μm  2.1× 100 mm (Waters 社) 

移動相：  A：2 m mol/L 酢酸アンモニウム水溶液  B：メタノール 

0～ 5 min A：70→20 B：30→80  linear gradient 

5～20 min A：20  B：80 

20～22 min A：20→70 B：80→30  linear gradient 

22～30 min A：70  B：30 

流量：0.2 mL/min 

カラム温度：40 ℃，注入量:100 μL 

〔MS 条件〕 

MS：Micromass Quattro micro API 

Cone voltage：40 V， Collision Energy: 30 eV 

Capillary voltage：3 kV，  Source Temp.：120 ℃，Desolvation Temp.：350 ℃ 

Desolvation Gas：700 L/hr， Cone Gas：50 L/hr 

イオン化法：ESI-Negative-SRM 

モニターイオン：DES  267.45→237.41 ， DES-d8  275.43→245.47 

 

3.1.3 標準物質のクロマトグラム，マススペクトル，検量線および装置検出下限 

標準物質のクロマトグラムおよびマススペクトルを Fig.2，3 に示した。 

検量線は，0.0500 ng/mL から 50.0 ng/mL の濃度範囲において相関係数 0.9997 で十分な直

線性を示した。検量線を Fig.4 に，検量線作成用データを Table 1 に示す。 

 「化学物質環境実態調査実施の手引き」8)に記載される方法に従って，装置検出下限(IDL)

を求めた。結果を Table. 2 に示す。また，測定時の代表的なクロマトグラムを Fig.5 に示す。 
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〔標準物質のクロマトグラム〕 

Fig.2 標準物質のクロマトグラム 

〔標準物質のマススペクトル〕 

Fig.3 DES のプレカーサーイオンと m/z:267 のプロダトイオンのマススペクトル  

ジエチルスチルベストロール-d8 10 ng/mL 

ジエチルスチルベストロール 5 ng/mL 
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〔検量線〕 

 

 

Fig.4 検量線 （括弧内の数値は標準溶液濃度。内標準物質濃度は 10 ng/L） 

 

Table 1 検量線作成用データ 

標準試料濃度(Cs） 応答値 応答比 

(ng/mL) 調査物質(As) 内標準物質（Ass） (As/(Ass) 

 m/z=267.24 m/z=275.43  

 0.05 56  10455  0.0054  

 0.1 130  11275  0.0115  

 0.2 242  10867  0.0223  

 0.5 605  11003  0.0550  

 1 1201  11501  0.1044  

 2 2370  10996  0.2155  

 5 6058  11114  0.5451  

 10 11319  10999  1.0291  

 20 24045  10281  2.3388  

 50 54443  9971  5.4601  

  

検量線(0.05ng/L～50ng/L)

y = 1.0843x - 0.0003

R2 = 0.9997

0

1

2

3

4

5

6

0 1 2 3 4 5

濃度比

応
答

比

検量線(0.05ng/L～1ng/L)

y = 1.0435x + 0.0011

R2 = 0.9993

0

0.02

0.04

0.06

0.08

0.1

0.12

0 0.02 0.04 0.06 0.08 0.1

濃度比

応
答

比

(0) (10) (20) (30) (40) (50) (ng/mL)(0) (1)(0.8)(0.6)(0.4)(0.2) (ng/mL)
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Table 2  IDL の算出 
  物質名 ｼﾞｴﾁﾙｽﾁﾙﾍﾞｽﾄﾛｰﾙ 

 試料量(L)    2.0    
 最終液量(mL)    0.5    
 注入液濃度（ng/mL)    0.05   
  装置注入量（μL)  100.0    
 結果１（ng/mL)    0.0529 
 結果２（ng/mL)    0.0555 
 結果３（ng/mL)    0.0511 
 結果４（ng/mL)    0.0541 
 結果５（ng/mL)    0.0547 
 結果６（ng/mL)    0.0540 
 結果７（ng/mL)    0.0562 
  結果８（ng/mL)    0.0521 
 平均値    0.05382 
 標準偏差    0.0017 
 IDL(ng/mL) ＊    0.0065 
 IDL 試料換算値（ng/L)    0.0016 
 S/N 比   10.6    
 CV%    3.18   
＊IDL=t（n-1,0.05）×標準偏差×2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.5 IDL 算出時のクロマトグラム  

 

ジエチルスチルベストロール 0.05 ng/ml 

ジエチルスチルベストロール-d8 10 ng/ml 
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3.2.3.2 活性炭系固相による主要夾雑成分の除去効率の検討 

 

次に，(1)の検討試料と同様の試料に，夾雑成分として，陰イオン界面活性剤(LAS) 200 ng，

非イオン界面活性剤の分解物(NPnEC) 20 ng を添加し，①～④の活性炭カートリッジに通液

した。カートリッジからの溶出は第一分画(F1)メタノール 12 mL，第二分画(F2)メタノール

12 mL で行った。 

(1)の検討結果より，①，②の固相においては DES が 100%近く回収されているはずであ

るにも関わらず，いずれの場合においても回収率は低く，最も高い①でも，22%程度の回収

率であった。一方で，夾雑成分として添加した LAS や NPnEC は，その多くが試験液中に回

収されていたこと，活性炭系固相を通す前の未処理試料を測定しても回収率が 20%程度で

あること，の 2 点を合わせて考察すると，DES が回収されていないのではなく，イオン化

抑制により，見かけ上，回収率が悪いことが示唆された。そこで，環境試料中の DES のク

リーンアップを行う際には，活性炭カートリッジのみでは不十分であり，陰イオン交換作用

や極性相互作用を持つ固相を合わせて使用することとした。 

上記 4 種類の固相の中で回収率のよかった①Inertsep GC（以下，GC と記載）を中心に，

極性相互作用と弱陰イオン交換作用を持つ PSA，強陰イオン交換作用を持つ SAX を組み合

わせた GC/PSA および，GC/SAX/PSA を用いて検討を行った。 

上記検討と同様に，精製水 10 mL に DES 50 ng と，さらに夾雑成分として，陰イオン界面

活性剤(LAS) 200 ng，非イオン界面活性剤の分解物(NPEC) 20 ng を添加したものを試験液と

して，固相カートリッジへ通液した。固相カートリッジからの溶出は第一分画(F1)メタノー

ル 12 mL，第二分画(F2) 2%ギ酸／メタノール 12 mL で行った。DES，LAS，NPEC の回収率

をそれぞれ Fig. 9, 10, 11 に示す。 

DES が F1 に溶出することを考慮すると，イオン化抑制を抑えるためには，F1 に LAS お

よび NPEC が溶出しないことが望ましい。Fig. 10, 11 より，GC を用いた場合，LAS や NPEC

の多くが F1 に溶出し，クリーンアップが十分にできていないことが示された。GC/PSA を

用いた場合，GC と比較するとクリーンアップ効果が期待できるが，10～20%程度が F1 に

溶出してくる結果となった。一方で GC/SAX/PSA を用いると LAS, NPEC ともに F1 にはほ

とんど溶出してこなかった。これは SAX, PSA の両方の効果により，LAS, NPEC が十分に

保持されたためだと考えられる。 

Fig. 9 より，各クリーンアップカートリッジを用いた際の回収率を比較すると，GC, 
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結果，DES を 100%回収するための必要最低限のメタノール量とした。 

 

3.3.2 分析方法の検出下限，定量下限，添加回収試験 

 「化学物質環境実態調査実施の手引き」16)に記載される方法に従って，分析方法の検出下

限(MDL)及び定量下限(MQL)を求めた。結果を Table. 3 に示す。 

また，精製水，河川水(庄内川)，海水(名古屋港)への標準物質添加回収結果を Table.4 に示

す。精製水については 68.4%の回収率が得られたが，河川水，海水に関しては共に 40%程度

の回収率であった。これは 4000 倍の試料濃縮と，装置への 100μL 注入によるイオン化抑制

に起因すると考えられるが，相対標準偏差が小さいことから，このままでも定量的評価は可

能である。さらに，Table.4 に示した通り，DES-d8 により補正を行うことで精密な定量も可

能である。 

Table 3 MDL 及び MQL の算出 

物質名 ｼﾞｴﾁﾙｽﾁﾙﾍﾞｽﾄﾛｰﾙ 

 

 試料量(L) 

 

  2.0    

 標準添加量(ng)    0.1    

 試料換算濃度（ng/L)    0.05   

 最終液量（mL)    0.5    

 注入液濃度（ng/mL)    0.2    

 装置注入量（μL)  100.0    

 操作ﾌﾞﾗﾝｸ平均（ng/L) *1  ND 

 無添加平均（ng/L) *2  ND 

 結果１（ng/L)    0.0497 

 結果２（ng/L)    0.0526 

 結果３（ng/L)    0.0508 

 結果４（ng/L)    0.0509 

 結果５（ng/L)    0.0489 

 結果６（ng/L)    0.0495 

 結果７（ng/L)    0.0485 

試料 河川水 
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 結果８（ng/L)    0.0494 

 平均値(ng/L)    0.05009 

 標準偏差(ng/L)    0.0013 

 MDL(ng/L) *3    0.0050  

 MQL（ng/L）*4    0.0133 

 S/N 比   12.0    

 CV%    2.65   

*1   操作ブランク平均：試料マトリクスのみがない状態で他は 

同様の操作を行い測定した値の平均 

*2   無添加平均：MDL 算出用試料に標準を添加していない状態 

で含まれる濃度の平均値 

*3   MDL = t(n-1，0.05) xσn-1x2 

*4   MQL = σn-1x10 

*5  サロゲート回収率：平均 47.6％，CV%6.3% 

 

Table 4 精製水，河川水（庄内川），海水（名古屋港）への標準物質添加回収結果 

 

 

 

 

 

 

3.3.3 試料水中における DES の保存性 

河川水，海水および標準試料の DES の保存性を Table 5 に示す。試料水ではアスコルビン

酸を添加した場合と無添加の場合および，試料の粗抽出液中の保存性を標準溶液と比較し

た。環境水試料中の DES は，アスコルビン酸の有無に関わらず，1 週間の保存が可能であ

り，粗抽出液に関しては 2 週間の保存が可能であった。また，標準溶液に関しては 0.2 ng/mL

という比較的低濃度であっても 1 か月は保存できる。 

 

 

　試料量 添加量 測定回数 検出濃度 サロゲート 変動係数

(L) (ng) (ng/L) 回収率(%) (%)
無添加 2 ND 69.1

0.5 2 0.245 98 68.4
無添加 2 ND 48.8

0.5 5 0.26 104 42.6 4.0
無添加 2 ND 47.4

0.5 5 0.265 106 41.9 2.9

回収率

(%)試料

精製水

河川水

海水

2

2

2
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Table 5 保存性試験の結果 

 試料名 初期濃度   
残存率

（％）   

  (ng/mL) 7 日間 14 日間 １ヶ月 

 試料(ｱｽｺﾙﾋﾞﾝ酸添加)  0.2 88   

河川水 試料  0.2 90   

  粗抽出液  0.4   95   

 試料(ｱｽｺﾙﾋﾞﾝ酸添加)  0.2 85   

海水 試料  0.2 85   

  粗抽出液  0.4   98   

標準溶液 
MDL の 10 倍  0.2   100 

検量線最高濃度  50     96 

 

3.4 環境試料の測定結果 

 名古屋市内河川水および名古屋港海水を本法により分析した結果を，Fig. 13，Fig. 14 に示

す。Fig. 13 は名古屋市内北部を流れる庄内川中流域で採水した河川水を分析した結果で，

DES は 0.005 ng/L 以下で検出されなかった。Fig. 14 は名古屋市内中部を流れる堀川の河口

部で採水した海水を測定した結果で，DES は同じく 0.0050 ng/L 以下で検出されなかった。

Fig.14 で，DES の保持時間付近に未知物質のピークが検出されたが，同じ試料を用いて添加

回収試験を行ったところ，この未知物質は DES とは分離され，定量に問題はなかった。 

いずれの地点からも DES は検出されなかったが，これは日本国内において，DES の使用

が非常に限られており，前立腺癌の治療薬「ホンバン錠」として一部で使用されているのみ

であるためと考えられる。このことを考慮すると，病院排水など，限られた水質汚染の確認

の課題は残るが，現在はこの薬剤も製造中止になっているため，環境への影響は低いと考え

られる。 

 

 

 

 

 

 

 

DES 

DES-d8 10 ng/mL DES-d8 10 ng/mL 

unknow

Fig. 13 An SRM chromatogram of DES 
in river water 

 

Fig. 14 An SRM chromatogram of DES 
in sea water 
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4. まとめ 

 

本報告では DES の極微量分析を行うため，試料のクリーンアップ方法，大量試料導入方

法を検討し，LC/MS/MS による分析方法を開発した。本法によって，環境水中の DES を界

面活性剤などの共存成分による影響を抑え，DESの相対回収率98%で安定して分析できた。

また，複数箇所の水質試料を用いて MDL を計算したところ，いずれも 0.005 ng/L で，水質

試料において環境省が設定した DES の検出下限値 0.01 ng/L を満足した。 

名古屋市内河川水および名古屋港海水を本法により分析した結果，いずれの地点におい

ても DES は 0.005 ng/L 以下で検出されなかった。 
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V. 総括 

 

 本章は著者が行った「環境中微量化学物質を対象とする有機質量分析法開発および環境

動態把握に関する研究」に関する一連の結果とその考察である。 

 我々の生活の中には、その利便性のために非常に多くの化学物質が使用されている。し

かし、その反面、中には、人の健康や生態系等への影響が危惧されているために、社会問

題となっている化学物質も多数存在する。本研究では，生態系への影響が懸念される物質

で，その環境動態が十分に明らかにされていない物質を対象に，LC/MS による高確度で高

感度な分析法を研究し，それらの環境汚染状況を明らかにしてきた。研究対象とした物質

は，化審法で新たに追加登録された臭素系難燃剤ヘヘキサブロモシクロドデカン

(HBCDs)，工業製品や生活用品としての用途が広く，女性ホルモン様作用があるとされて

いるビスフェノール A(BPA)および p-クミルフェノール(p-CP)，ヒトをはじめ，生物から排

出されている天然型ステロイドホルモン類や合成型ステロイドホルモンのひとつジエチル

スチルベストロール(DES)である。 

環境動態に先だった分析法開発として、HBCDs ではα、β、γ、δ、εの５つの異性体

を効率よく分離し高感度で分析する方法を、BPA および p-CP では両物質の存在比を把握す

るため高感度な同時分析法を、ステロイドホルモン DES では生態系への影響を評価できる

高感度な分析法を、それぞれ開発した。これらの分析法を用いた環境動態把握では一般環境

調査に留まらず，環境残留性と関連して，生分解性や汚染の経時変化についても調査を行い，

解析してきた。 

以下にそれらを総括する。 

 

「II 臭素系難燃剤ヘキサブロモシクロドデカン(HBCDs) の分析法開発および環境調査」 

臭素系難燃剤の一つであるヘキサブロモシクロドデカン(HBCDs)は、同じく臭素系難燃剤

であるポリ臭素化ジフェニルエーテルの代替品として、その需要量が増加傾向にある。また、

臭素系難燃剤の中では、テトラブロモビスフェノール A の方が工業的な需要量は多いが、

生物蓄積性、難分解性などの点において、HBCDs は非常に重要な物質と考え、研究対象物

質として取り上げた。 

本研究では，一般環境調査に留まらず，環境残留性と関連して，生分解性や汚染の経時変

化についても調査を行い，解析した。分析方法については過去に報告例があるが，回収率や



129 

 

濃縮倍率などの点から，改良が必要であると考え、水質・底質・生物の各媒体における HBCDs

の分配を極力同じ質の分析法で把握するため，それぞれの媒体の分析法を開発し，分析法の

評価を行った。加えてこれまで、HBCDs 分析では、3 異性体の分離分析しか行われてこな

かったが、本研究では 5 異性体の分離分析を可能とした。また、抽出方法やクリーンアップ

方法の改良により、より迅速に分析することが可能となった。 

 名古屋市内で採取された環境試料の調査結果については，すべての媒体から高頻度で

HBCDs が検出され，市内の広域にわたって HBCDs が存在していることが明らかになった。

工業製品として使用されている HBCDs の異性体組成は γ-HBCD ≫α-HBCD ≧β-HBCD の

順で，環境中へ排出された HBCDs は，河川及び海域においては，概ね，そのままの異性体

組成比で存在するが，底質に移行すると，一部は異性体組成比が変化ししばしば α-HBCD > 

γ-HBCD > β-HBCD の順で存在している。さらに，そこに生息している魚介類は，底生生物

やプランクトンなどを摂取し，HBCDs が体内へ取り込まれ，体内の異性体組成比が変化し

ていると考えられる。また、不確実な要素も残されているが、底質中において、HBCDs の

生分解試験を行った結果，嫌気性条件において，HBCDs の分解の可能性を示唆する結果を

得た。 

以上の研究結果から、大気を除くすべての環境媒体の汚染状況および挙動を、同一地域に

おいて包括的に把握することができた。また、これらの知見を得るために、全環境媒体を一

貫する分析法開発は重要であったと考えられる。 

 

「III p-クミルフェノールおよびビスフェノール A の分析法開発および環境調査」 

ビスフェノール A (BPA)に関してはこれまでに多くの研究がされており、分析法に関する

報告例も多い。一方で、BPA の関連物質である p-クミルフェノール (p-CP)に関しては、分

析法についての報告例がほとんどなく、研究対象物質として取り上げた。これらの物質につ

いて環境実態を評価するため、共通の分析基盤で、両者の水環境中の存在量を高感度で同時

に分析する方法を開発した。さらに、その方法を用いて両者の環境挙動を把握することを目

的とし、研究を行った。 

本研究により、BPA および p-CP は LC/MS を用いて高感度で同時分析することが可能と

なった。高感度分析を行うためには BPA のブランク問題を解決することが必要であったが、

前処理方法を簡素化し、使用する水に注意を払うことで、問題を解決することができた。 
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本法を用いて名古屋市内の河川水・海水の BPA および p-CP の環境調査を行ったとこ

ろ、全ての地点から BPA は検出され、市内広域にわたる汚染が確認された。一方で、p-CP

は高濃度の数地点があった他は、検出下限値程度の検出レベルであった。BPA と p-CP の

濃度比には、特に強い関係は見られなかった。これは、BPA および p-CP はポリカーボネ

ート樹脂の原料として共に使用されることもあるが、それぞれの物質の用途が多岐にわた

っているためであると考えられる。 

 

「IV ジエチルスチルベストロール(Diethylstilbestrol, DES) の分析法開発および環境調査」 

 DES のように女性ホルモン様作用を持つステロイドホルモン類は，極微量であっても生

物に影響を与える可能性が高いとされ，環境中におけるDESの高感度分析法が求められる。

また，環境省は，既報の毒性情報に基づいて，環境水中の DES をより高感度で測定すべき

との方針を出し，検出下限値を 0.01ng/L と設定している。これまでに、環境水や下水処理

水から，数～数百 ng/L レベルの検出下限値で報告がなされているが，生物影響濃度を考慮

すると、数千～数万倍の感度が必要である。 

本研究では，試料のクリーンアップ方法，大量試料導入方法を検討し，環境水中の DES

の高感度分析方法を開発した。これまでの報告値を大きく上回る感度で測定を行うことを

可能にした（検出下限値 0.005ng/L、定量下限値 0.013ng/L）。また、名古屋市内河川水およ

び名古屋港海水を本法により分析した結果，いずれの地点においても DES は 0.005 ng/L 以

下で検出されなかった。 

本研究の結果をまとめた論文が，2014 年に日本環境化学会の第 23 回環境化学技術賞を受

賞し、高感度化に特化した分析法開発は非常に意味のある研究であったと考えられる。 
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