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ス タ ー バ ー 抽 出 ／加 熱脱 着 ／ガ ス ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

／

質量 分析法 に よ る フ ェ ノ ー ル 性内分泌 撹乱化 学物 質の 分 析

　　　　　　　 川　口　　研

学位授与 ： 星薬科 大学 （2007 年 3 月 15 日）

　近 年，機器分析 は 目覚 ま しい 進 歩を遂げて お り，高感度

な測 定 を 可 能 に しつ つ あ る が，実 際 の 試料 を 測 定す る 上 で

は，多種多様 な マ ト リ ッ ク ス か ら 効率 よ く抽出 ・濃縮 ・精

製 す る た め の 試 料 前 処 理 操 作 が 重 要 で あ る．分 析 用 試 料 前

処理 技術 と し て 開発 さ れ た ス タ
ーバ ー

抽出 （SBSE ）法 は ，

無 極 性 の ポ リ ジ メ チ ル シ ロ キ サ ン （PDMS ）相 が コ ー
テ ィ

　 　 　 　 　 　 　 　 か く は ん

ン グ さ れ た ガ ラ ス 製撹拌子 を用 い て，試料 中 の 微量 分析 対

象物 質 を効 率 よ く抽 出 ・濃縮 す る 方法 で あ る．ま た，

PDMS 撹 拌 子 に 移 行 した 成 分 は，加 熱 脱 着 （TD ）
一ガ ス ク

ロ マ トグ ラ フ ／質量分析計 （GC ／MS ）を用 い て オ ン ラ イ ン

で 測 定 で き，大 量 の 分 析 対 象 物 質 を カ ラ ム に 導入 で きる た

め ，高感度 な 測 定が 口∫能 で あ る．そ の た め ，SBSE 法 は，

従来 の 前処 理 技術 で あ る 固相抽 出 （SPE ）法や 固相マ イ ク

ロ 抽 出 （SPME ） 法 よ り も，操 作 性 及 び 感 度 に 優 れ た 超 微

量 分 析 法 の 構 築 が 期 待 され て い る．

　我 々 の 生 活環境 で 使 用 さ れ て い る 高分 子 素材 の 多 くに

は，フ ェ ノ
ール 性化学物質 が 用 い られ て お り，これ ら化学

物質 の
一

部 に 弱 い 女性 ホ ル モ ン 用 作用 が 報告 され て い る．

また，こ れ ら化 学 物 質 は生 活 関 連 製 品 を介 して 暴 露 さ れ る

可 能性 が 高 く，ヒ トに 対す る 生 体影響 が 懸念 され て い る．

こ れ ら の こ とか ら，フ ェ ノ
ー

ル 性 内 分 泌撹 乱 化学物質 の ヒ

ト生 体 リス ク評 価 が 要 求 され て い る．こ の リス ク評 価 を行

うた め に は 暴露量評価 が 必要 で あ り，高感度 か つ 高精度な

微量分析法が求 め られて い る．

　第 1 章
“
SBSE ／TD ／GC ／MS 法を用 い た 河川水中オ ク チ

ル フ ェ ノ
ー

ル （OP ），
ノ ニ ル フ ェ ノ

ー
ル （NP ）及び ビ ス フ

ェ ノ ール A （BPA ） の 測定
”

で は．フ ェ ノ ール 性内分泌撹

乱化学物質 の
一

種 と考え ら れ て い る OP，　 NP 及び BPA を

測 定対象物 質に選 定 し．河 川水を 対 象 試 料 と して，SBSE ／

TD ／GC ／MS 法 を用 い て 河 川水 試料 を測 定 した．本法 の

OP 及 び NP の 検出 下 限 は，そ れ ぞ れ 2及 び 20　ng ／L で あ り，

定量 ド限は．10及び 10011g／L となり，高感度分析法を構

築 す る こ と が で きた．一
方，BPA の 検出 及 び 定 量 下 限 は，

O．5 及び 2Pg ／L で あ り，期待以上 の 感度を得 る こ とは で

き な か っ た．BPA は 構造式中 に 2 つ の フ ェ ノ ール 性水酸

基 を有 し て い る た め，極性 が 高 く，無極性 で あ る PDMS
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相 に よ る 抽 出 ・濃縮 が 良好 に 行 わ れ な い こ とが 考え ら れ

た．更 に，BPA は 揮 発 性 に 乏 し い こ と か ら，加 熱 に よ る

PDMS 撹拌 子 か ら の 脱着 が 不 十 分 で あ る こ と や GC の 注 入

冂 又 は カ ラ ム へ の 吸 着 な どが 推 察 され た．

　第 2章
“
1詑 伽 誘導体化 を伴 う SBSE ／TD ／GC ／MS 法 に

よ る 河 川 水 中 フ ェ ノ ー
ル 性内分 泌 撹乱化学物質 の一

斉分

析
”

で は，測 定対 象物質 と して，内分 泌 撹 乱 作 用 の 疑 わ れ

る フ ェ ノ ール 性化学物 質で あ る 2，4一ジ ク ロ ロ フ ェ ノ ール

（DCP ），4−tert一ブ チ ル フ ェ ノ
ール （BP ），　 OP ，　 NP ．ペ ン タ

ク ロ ロ フ ェ ノ ール （PCP ＞及 び BPA を 選 定 し，計 6 種類

の フ ェ ノ
ール 性 内 分 泌撹 乱 化学物質 の

一
斉分析法 を 試み

た．こ れ ま で に，GC 分析に お け る フ ェ ノ ール 性化学物質

の 誘導体化 は 種 々 の 報告が な さ れ て い る ．最 も広 く用 い ら

れ て い る 誘 導 体 化 法 は，シ リ ル 化 で あ る．こ の 方法 は，

様々 な官能基 （水酸基，ア ル デ ヒ ド基 ，カ ル ボ キ シ 基 及 び

ア ミ ノ 基）を誘導体化す る こ と が 可 能 で あ る．しか し，水

が存在す る と加水分解が 起 こ り，誘導体化反応が 進行で き

な い た め ，シ リ ル 化 は ，水系試料 を対 象と した SBSE 法 に

適 用 す る こ と は，困 難で あ る．他方，無水酢酸 を用 い る ア

シ ル 化 は，水 が 存在す る条件 下 で も，フ ェ ノール 性水酸基

を 誘導体化す る こ とが 可能 で あ る．そ こ で ，測定試料中 に

無 水酢 酸 を 加 え て ，そ の 場 で 誘導体化 反 応 を 行う と 同時

に ，SBSE 法 で 抽出 ・濃縮 す る in　situ 誘導体化法を検討 し

た．誘導体化 を行 うこ とで，極性の 低下 及び揮発性 の 向上

を 目指 した．本法 の DCP ，　 BP ，　 OP ，　 NP ，　 PCP 及 び BPA

の 検出下 限 は，そ れ ぞ れ 2，1，0．5，5，2 及 び 2ng ／L で

あ り，定量 下限は，10，5，2，20，10 及 び 10ng ／L とな り，

高感度な測定法が 構築 され た．本法の 有 用性 を確認 する た

め に，河川 水 を用 い て 添加回収試験 を行 っ た 結果 回収率

93，9〜113．0％ （相対標準偏差，RSD ＜ 7．2％） と良好 で あ

っ た．本法 は，河 川水中 フ ェ ノ ール 性内分泌撹乱化学物質

の 高感度 高精度 か つ 簡便な測定法と して 有用で あっ た．

　第 3章
“
1η 蜘 誘導体化を伴う SBSE ／TD ／GC ／MS 法 によ

る ヒ ト尿 中 フ ェ ノ ール 性内分泌撹乱化学物質の一斉分析
”

で は，第 2章で 開発 し た in・situ 誘導体化 を伴う SBSE ／TD ／

Gc ／MS 法 を ヒ ト尿 中 フ ェ ノール 性 内分 泌 撹 乱 化 学物 質の

測定 に 応 用 し，当該化学物質 の 暴露実態 を 調査 し た．

　ヒ ト生体 リス ク評 価 を行うた め に は，暴 露 量 を求 め る こ

とが 必 要で ある ．．一
般 に ，フ ェ ノ

ール 性化学物質が 経 冂 で

摂取 され た 場合 ．グ ル ク ロ ン 酸 抱 合体及 び 硫 酸 抱 合体 と し
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　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 LFつ
て 代謝され，尿中に排泄 さ れ る こ とが 知 られ て い る ．こ れ

まで に，NP や BPA に お い て も，グ ル ク ロ ン 酸抱 合 体 と し

て 尿 中 に 排 泄 さ れ る こ とが 報告 され て い る，し た が っ て，

ヒ ト尿中 フ ェ ノール 性内分泌撹乱化学物質を測定す る こ と

で ，当 該 化学 物 質の 暴 露 量 を推 測 す る こ とが 可 能 で あ る．

　fn　 sittt 誘導体化 を伴 う SBSE ／TD ／GG ／唖S 法 を ヒ ト尿 試
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 きよつ
料 の 分 析 に 適 用 し た 結果 　ヒ ト尿中 の 夾 雑 成 分 に よ りt

OP 及 び NP の 誘 導 体 化 効 率 が 低 下 し た．そ こ で ，ア セ ト

ニ トリ ル を用 い る 除 タ ン パ ク 操 作 を組 み 込 む こ と で 問題 点

を克服 した．In　s
’itu　as導体 化 を伴 う SBSE 法 の 最 適化 条 件

を検 討 し た 結果，1）CP ，　 BP ，　 OP ，　 NP ，　 PGP 及 び BPA の

検出 限 界 は．そ れ ぞ れ 0．02，0，0LO ．Ol，O、05，0．02 及 び 0．02

ng ／mL で あ り，定 量 限 界 は ，0．L　 O．OS ，　 O ．05 ，0．2，0．ユ

及 び 0，1ng ／mL と なり，高感度な測定法 を構築す る こ と

が で きた．本法の 有用 性 を確認 す る た め に，ヒ ト尿試 料 を

用 い て 添加回収試験 （n ＝6＞ を行 っ た結果，回 収率 95，0
〜101 ．8 ％ （RSD ＜ 8．6％） と 良好 な 結果 を 得 る こ と が で

きた．本法を用 い て，健常人 5 名か ら提供 され た尿試料 を

測 定 した 結 果，6 種 類 の フ ェ ノ ール 性 内 分 泌 撹 乱 化 学 物 質

を定量す る こ とがで きた．本法 は，ヒ ト尿中 フ ェ ノ
ー

ル 性

内 分泌撹乱化学物質 の 簡便 で ，高感度か つ 高精度 な測定法

と して 有 用 で あ っ た．ま た．ヒ ト尿 試料 中 か ら フ ェ ノール

性内分泌撹乱化学物質 を定量する こ とが で き，当該化学物

質 の 暴 露 量 を推 測 す る こ とが で き た．

　本 研 究で は，フ ェ ノール 性 内分 泌 撹 乱 化学 物質の ヒ ト生

体暴露実態 を解明す る た め に，SBSE ／TD ／G （VMS 法 の 適

用 を 試 み た．SBSE 法 の 操作 過 程 に 誘 導体 化 試 薬 を添加す

る in　situ 　
’
＄導体化法 を検 討 した 結 果，簡便 か つ 高感度 な

分析法の 構築が 達 成 され た．SBSE 法 は，大 量 の PDMS 相

を コ ー
テ ィ ン グ した 撹 拌 了

二

を 用 い る こ と で ，高 い 回 収 率 が

得 られ ，幅広 い 物質 に 適用可 能で あ る ．また，試料抽出に

有 機溶 媒 を使用 しな い こ と か ら，環境 に や さ しい 分析法 で

あ り，今後，更 な る 発展 が 期待 され る．
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　Stir　Bar　Sorptive　Extraction／Thermal　Deso叩 don／Gas　Ghromatography ／Mass　Spec廿ometry 　for

　　　　　　　　　　　　　　Trace　Analysis　of 　Phenolic　Xenoestrogens

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 Migaku 　K舳“AGUCHI

Bi（ト Medical 　Standard　Section ，Natめ nal 　Mctro ］ogy 　lnstiLute　ofJapan （NMU ），National　lnstitute　of

Advanced　Industrial　Scicncc　and ］［ヒcllnology （AIST）， 1−1−1， Umczono ，Tsukuba−shi，　Ibaraki　305−8563

　　　　　　　　　　　 （Awardcd 　by　Hoshi　University　dated　March 　I　5，2007）

　Stir　bar　sorptive 　extraction （SBSE ）is　a 　sample 　preparation　technique 　that 　involves　the 　cxtractioll 　and

enrichment 　of 　organic 　compounds 　from 　a 　liquid　sample ．　 The 　presellt　study 　fbcused 　on 　the 　determi −

nation 　and 　assessmcnt （）f　phcnoHc 　xenoestrogens 　exposurc ．　 Firstly，　the 　detcrnlination　of　octアlphcllol

（OP ），　Ilc）nylphenol （NP ）and 　bisphenc｝l　A （BPへ）in　rivcr　water 　salnplcs 　by　SBSE 　and 　thcrmal 　desorp−

tion （TD ）／gas　chromatog 裏aphy 　mass 　spcctrometry （GC ／MS ）was 　dcveloped．　 The 　limits　ofl　dctcction
（LODs ）of 　OP 　and 　NP 　wcre 　2　and 　20　ng 　L

．
1
，　respectively ．　On 　the 　bther　hand，　the 　LOD 　of 　BPA 　was 　O．5

μgL
− 1
．　Sccolldl》〜 asimultaneous 　allalysis 　of 　phenolic 　xcnocstrogells ，　such 　as 　OP ，　NP ，　BE へ，　dichlore

phcno1 （DCP ），butylphenol（BP ）and 　pcntachlorophcnol（PCP ＞in　rivcr　water 　samples 　bγSBSE 　with 觀

．s’itu　derivatization　and 　thermal 　desorption（TD ）／gas　chromatography 　mass 　spcctrometry （GC ／MS ）was

deve］opcd ．　Tlle　LODs 　of 　phenolic 　xenoestrogcns 　hl　water 　samples 　were 　O．5 〜5ng 　L
−1
．　Ahighly

sellsitive　analysis 　was 　achieved 　by　using 　SBSE 　with 加 situ 　derivatization　mcthod ．　 Thirdly，　thc 　SBSE
with 　in　s’itu　derivatization　mcthod 　was 　applied 　to 　mcasure 　phenolic　xenocstrogens 　ill　human 　urine 　sam −
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

−J
ple．　 Thc 　LODs 　of 　phenolic　xenocstrogens 　in　human 　urinc 　samplcs 　wcre 　O．Ol 〜0．05　ng 　mL 　．　In

addidon
，　the 　quantity　of 　phcllolic　xenoestrogens 　in　human 　urinc 　samplcs 　was 　obtained ．　 Exposure

assesslnents 　of 　phenolic　xcnoestrogens 　could 　be　perfbrmed ．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　 （ReceivedAugust 　22，2008）
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