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論文リスト

本論文は、学術雑誌に掲載された次の報文を基礎とするものである。

1．　Determination　of　4－nonylphenol　and　4一τθ〃．octylphenol　in　water

　　　samples　by　stir　bar　sorptive　extraction　and　thermal

　　　desorption－gas　　chromatography－mass　　spectrometry，　　M．

　　　Kawaguchi，　K．　Inoue，　M．　Yoshimura，　R．　Ito，　N．　Sakui，　H．

　　　Nakazawa，　Anal．　Chim．　Acta，505（2004）217－222（第一章）

2．　Trace　analysis　ofphenolic　xenoestrogens　in　water　samples　by　stir

　　　bar　sorptive　extraction　with’η5〃〃derivatization　and　thermal

　　　desorption－gas　　chromatography－mass　　spectrometry，　　M．

　　　Kawaguchi，　K．　Inoue，　M．　Yoshimura，　N．Sakui，　N．　Okanouchi，　R．

　　　Ito，　Y．　Yoshimura，　H．　Nakazawa，　J．　Chromatogr．　A，1041（2004）

　　　19－26（第二章）

3．　Stir　bar　sorptive　extraction　with　’η　5〃〃　derivatization　and

　　　thermal　desorption－gas　chromatography－mass　spectrometry　for

　　　measurement　ofphenolic　xenoestrogens　in　human　urine　samples，

　　　M．Kawaguchi，　N．　Sakui，　N　Okanouchi，　R．　lto，　K．　Saito，　S．　lzumi．

　　　T．Makino，　H．　Nakazawa，　J．　Chromatogr．　B，820（2005）49－57（第

　　　三章）
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略語リスト

APs　　　　　　Alkylphenols

APEOs　　　　Alkylphenol　ethoxylates

BP　　　　　　　4イθ〃－Butylphenol

BP－d　　　　　Deuterium　4一τθ〃－butylphenol

BPA　　　　　　　Bisphenol　A

BPA－13C　　　　Bisphenol　A－13Cl2

CIS　　　　　　Cooled　injection　system

DCP　　　　　　Dichlorophenol

DCP－d　　　　　Dichlorophenol－d4

EDCs　　　　Endocrine　disrupting　chemicals

EI　　　　　　　　EIectron　ionization

GC　　　　　　Gas　chromatography

HPLC　　　　　High　performance　liquid　chromatography

LC　　　　　　Liquid　chromatography

LLE　　　　　　　Liquid－liquid　extraction

LOD　　　　　Limit　of　detection

LoQ　　　　　Limit　ofquantification

MS　　　　　Mass　spectrometry

NOAEL　　　　No－observed－adverse－effect　level

NP　　　　　　　　4－Nonylphenol

NP－d　　　　4－（1－Methyl）octylphenol－d5

0P　　　　　　　　4一τθγ’－Octylphenol

OP－d　　　　　Deuterium　4一τe〃－octylphenol

PCP　　　　　　　Pentachlorophenol
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PCP－13C　　　　Pentachlorophenol－13C6

PDMS　　　　Polydimethylsiloxane

PTV　　　　　　Programmable　temperature　vaporization

RSD　　　　　Relative　standard　deviation

SBSE　　　　　Stir　bar　sorptive　extraction

SIM　　　　　Selective　ion　monitoring

S／N　　　　　　Signal　to　noise　ratio

SPE　　　　　　　Solid　phase　extraction

SPME　　　　Solid　phase　microextraction

TD　　　　　　Thermal　desorption

TDS　　　　　　Thermal　desorption　system

TIC　　　　　　Total　ion　chromatogram
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序論

　我々が快適で豊かな生活を享受できるのは、化学物質の恩恵と言って

も過言ではない。これまでに様々な化学物質が作られ、環境や生物に対

する安全性を評価するために多くの試験がなされてきた。しかし、1996年、

Colbornらは、環境に放出された化学物質の中に、内分泌系をかく乱し、

生殖、発達、神経などに影響を及ぼす化学物質が存在することを提唱し

た［11。その後、これらの化学物質は、内分泌かく乱化学物質（EDCs）とし

て注目されるようになり、様々な研究が行われている。その結果、暴露量

が比較的多いと予想される合成高分子素材（プラスチック）由来のフェノー

ル性化合物の一部に、弱い女性ホルモン様作用があることが判明し、野

生生物やヒトへの影響が懸念された［2，3］。従って、当該化学物質の生

体リスク評価が必要である。さらに、リスク評価を行うためには、ヒト暴露量

を正確に把握するための微量分析法の開発が要求されている。

　我が国では、環境省が1998年10月に水質、底質、水生生物を対象

とした外因性内分泌かく乱化学物質調査暫定マニュアルを発表した［4］。

この中でフェノール類の分析手法として、ジクロロメタンを用いる液一液抽出

（LLE）法やオクタデシルシリル基をベースとした固相抽出（SPE）法等の前

処理を行った後、ナフタレンーd8及びフェナントレンーdloを内標準物質とした

ガスクロマトグラフ／質量分析計（GC／MS）によるSIM測定法が報告されて

いる。しかしながら、これらの前処理法では、高い感度を得るために、河川

水でlL、生物試料で20gと大量の試料を必要とした。また、ナフタレン

ー d8及びフェナントレンーdloを用いた内標準法では、分析対象物質との物

理化学的性質が異なるため、前処理過程での回収率の補正を行うこと

は難しく、精度の点において問題がある。よって、必要な試料量を可能な

限り少なくするためにも、より高感度かつ高精度であり、簡便な分析法が

要求されている。
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　近年の科学技術の発展において、機器分析は目覚しい進歩を遂げて

いる。とりわけ、ガスクロマトグラフ法（GC）や高速液体クロマトグラフ法

（HPLC）といった機器は、その汎用性から分離分析の主軸を担っている。

更に、質量分析計（MS）を検出器とするGC／MSやLC／MSといったハイブ

リッドな分析機器が開発され、高感度な分析法の構築を可能としている。

更に、MSは、質量の異なるものを分離することが可能である。この特徴を

利用した同位体希釈質量分析法は、分析対象物質の水素や炭素とい

った原子を安定同位体（2H及び13C）で置き換えたサロゲート物質を用い

て、前処理操作における回収率の補正を行うことにより、高精度な分析

法を構築できることから、近年注目を集めている［5－8］。

　一方、前処理技術は古くから液々分配の原理を利用したLLE法が用

いられてきた。しかしながら、大量の有機溶媒を必要とすることや高感度

化のためには濃縮操作が必要であった。また、1970年代後半には、液体

と固体間での物理的な吸着によって化学物質を抽出するSPE法が開発

され、現在でも広く用いられている［9］。しかし、SPE法は、操作が煩雑であ

り、大量の有機溶媒を使用するなどの問題点があった。この問題点を解

決するために1980年代後半になって、無極性の液相であるポリジメチルシ

ロキサン（PDMS）をコーティングしたファイバーによって化学物質を抽出する

固相マイクロ抽出（SPME）法が開発された［10］。この液相を用いた化学物

質の収着は、化学物質個々の分配係数に支配される。また、LLE法のよ

うに大量の有機溶媒を必要としないなどの利点がある。しかしながら、ファ

イバーにコーティングできるPDMS相は、約0．5μ1と少量であり、試料によ

っては、マトリックスの影響を受けて、抽出・濃縮プロセスが良好に進行し

ないなどの問題点がある。1999年、この課題を解決する方法として、

Ghent大学（ベルギー）のSandra、Eihdhoven技術科学大学（オランダ）の

Baltussenらによってスターバー抽出（SBSE）法が開発された［ll］。SBSE
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法は、大量のPDMS（24－1261d）をコーティングしたガラス製撹粋子を用い

て、試料中の微量分析対象物質を効率よく抽出・濃縮・精製する方法で

ある（Fig．1）。この方法の最も大きな特徴は、水系試料にPDMS撹拝子

を入れ、スターラーで撹拝するといった極めて簡便な操作で、前処理を行

うことができる点にある（Fig．2）。また、PDMS撹絆子に移行した成分は、

加熱脱着装置（TDS）の搭載された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、分析対象物質を大量にカラムに

導入できるため、高感度な測定が可能である。そのため、SPE法やSPME

法といった従来の前処理法よりも、操作性及び感度に優れた高感度分

析を行うことが可能であり、環境、生体及び食品分析への応用が期待さ

れている［12－22］。

Fig．　l　Picture　ofPDMS　stir　bar
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Fig．2Schematic　ofSBSE　set　up

　本研究では、SBSE法を用いて、ヒト暴露量を評価するための生体試

料中フェノール性内分泌かく乱化学物質を簡便かつ高感度に分析する

方法の構築を試みた。また、分析対象物質の安定同位体標識物質をサ

ロゲートとして利用し、回収率を補正することで高精度な分析法を開発し

た。第一章では、単純なマトリックスである河川水を対象試料とし、SBSE一

加熱脱着（TD）－GC／MS法を用いて4－〃〃一オクチルフェノール（OP）及び4一

ノニルフェノール（NP）の分析法を構築し、その有用性を検討した。第二章

では、更なる高感度化を目指し、SBSE法の操作過程に誘導体化試薬を

加えて、誘導体化と抽出を同時に行う～〃s〃〃誘導体化を伴うSBSE法を

開発した。本法を用いて、河川水中フェノール性内分泌かく乱化学物質

の一斉分析を行った。更に、第三章では、↓η5〃〃誘導体化を伴う

SBSE－TD－GC／MS法を用いて、ヒト尿中フェノール性内分泌かく乱化学物

質の一斉分析法を構築し、当該化学物質のヒト暴露実態を解明した。
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第一章　　SBSE－TD－GC／MS法を用いた河川水中OP及びNPの測定

第一節　　　はじめに

　アルキルフェノール類（APs）は非イオン性界面活性剤であるアルキルフェ

ノールエトキシレート（APEOs）の原料として大量に使用されおり、汚水中で

APEOsを好気性条件下で活性汚泥処理すると、モノまたはジエトキシレー

トまで分解するが、この条件ではそれ以上ほとんど分解が進行しない。一

方、嫌気的条件下ではAPsにまで分解されることが報告されている［23］。

現実の排水中でも同様な反応が起こっており、APEOsは通常の活性汚

泥処理により速やかに除去されるが、APsは、そのままの条件下では代謝

分解除去され難い［24］。また、APsの一種であるOP及びNPは、内分泌

かく乱作用を有すると報告されている物質であり、その女性ホルモン様作

用が指摘されている［2］。アメリカ及びヨーロッパ諸国では、ニジマスへの生

殖異常を起こさせるNPの閾値の約10μg／1［25］に安全係数1／10を乗じ

た1μg／1が規制の目安と考えられている［26］。そのため、この数値を正確

に測定できる分析法が要求されている。

　本章では、SBSE－TD－GC／MS法を用いたOP及びNPの高感度かつ高

精度であり、簡便な分析法を構築した。更に、安定同位体標識物質をサ

ロゲート物質として使用し、回収率を補正することで、高精度な測定を可

能とした。

第二節　　　実験方法

2－1．試薬

　OP及びNPは、関東化学社製環境分析用標準品を用いた。サロゲー

ト物質であるOP－d、NP－dは、林純薬工業社から購入した。分析対象物

質の構造式をFig．1－1に示す。その他の試薬は、和光純薬社より購入し
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たものを用いた。精製水は、ミリポア社製EDSポリッシャー付きMilli－Q

gradient　AlOによって精製したものを用いた。

↑H・↑H3

H3C－－C－C－C－CH3　　　CgH19H21
、　 CH3　　、

ノ　　　　　　ノ

OH　　　　　　　　OH

OP　　　　　NP

Fig．1－1　　　Chemical　structure　ofOP　and　NP

2－2．装置

　PDMS相（約24μ1）をコーティングした撹拝子は、Gerstel社から購入し

た。使用前に、ヘリウム気流下で300°C、4時間のプレコンディショニングし

たものを用いた。また、この撹拝子は再コンディショニング（ヘリウム気流下

で300°C、4時間）を行うことで50回以上繰り返して使用しても、測定に

影響を及ぼすことはなかった。SBSE法を行う際のバイアル瓶は、Agilent

社製ヘッドスペースサンプル（10ml）を用いた。加熱脱着には、Gerste1社

製TDS2加熱脱着装置及びGerstel社製CIS　4プログラム温度昇温装

置を使用した。CISは、PTVの一種であり、注入ロを低温にすることで、一

度、化学物質を保持した後、急激な温度上昇により全量をGCIMSに導

入するシステムである。オートサンプラーには、Gerste1社製TDS　Aオートサ

ンプラーを用いた。GC／MS装置は、Agilent社製6890Nガスクロマトグラフ

とAgilent社製5973N質量分析計を用いた。
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2－3　標準溶液及び検量線の作成

　OP及びNP標準品を化学天秤で100　ml用メスフラスコに100　mg量り

取り、メタノールで1．Omg／mlとなるように調製し、標準原液とした。また、

各標準原液を混合し、10μg／m1となるように希釈し、標準混合溶液を調

製した。0．001－10ng／ml（OP）及び0．1－10ng／ml（NP）となるように精製水を

用いて調製し、検量線作成用標準溶液とした。また、各サロゲート物質を

任意の濃度になるようメタノールで希釈した。

　SBSE－TD－GC／MS－SIM法により、検量線作成用標準溶液を測定し、

サロゲート物質とのピーク面積比を利用して検量線を作成して定量分析

を行った。

2－4　加熱脱着条件

TDS　2加熱脱着装置：

初期温度20°C（1分保持）→（60°C／分）→280°C（5分保持）

CIS　4プログラム温度昇温装置：

初期温度一150°C→（12°C／秒）→300°C（10分保持）

2－5　GC／MS条件

＜GC＞

注入ロ：スプリットレス

カラム：DB－5MS　fused　silica　column

　　　（30mxO．25　mm　i．d．、0．25μm膜厚、Agilent社製）

カラム恒温槽：初期温度60°C→（15°C／分）→280°C（5分保持）

移動相：ヘリウム（99．9999％）

流速：1．2ml／分
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＜MS＞

イオン化：EI（70　eV）

質量分離モード：

SIM（各化学物質のモニタリングイオンをTable】－1に示す。）

　　　　　　　　Table　1－1
　　　　　　　　Monitoring　ion　of　GC／MS

Componnd　Target　ion　　Qualifier　ion

　　　　　（〃2匂　　　（〃2の

OP　　　　　　　　l　35　　　　　　　107

0P－d　　　　　　l40　　　　　　　－

NP　　　　　　　l35　　　　　　　107

NP－d　　　　　　l26　　　　　　　一

2－6　SBSE法による試料前処理操作

　バイアル瓶にサロゲート物質であるOP－d及びNP－dを添加した河川水

（2ml）を加えた。その後、PDMS撹拝子をバイアル瓶に入れて密封し、スタ

ーラー（500rpm）で60分間撹拝した。その後、PDMS撹絆子を取り出して、

TDSに挿入し、GC／MSで測定した。

第三節　　　結果及び考察

3－l　GC／MS条件の最適化

　EI法を用いて、スキャン測定した分析対象物質のマススペクトルをFig．

1－2に示す。OP及びNPでは、〃2／zl35が基準ピークとして、〃7／zlO7がフ

ラグメントイオンピークとして観察された。更に、NPのサロゲート物質である

NP－dは、基準ピークがm／zl26に観察された。一方、OPのサロゲート物

質であるOP－dは、〃2／z　140付近に複数のイオンピークがみられた。これら

のピークは、OP－dが重水素を1－12個持つ異性体であるため、複数のピー
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クが得られたと考えられる。しかし、OPの定量イオンである〃7／2135にフラ

グメントイオンを持たないことから、OP－dは、OPのサロゲートとして使用する

ことが可能である。MSでのSIM測定におけるモニタリングイオンをTable

1－1に示す。

　　　　　　　　　　　　　　　　メカぼぴぬのロ　タ　　　　　　　　　あ

、oooooo　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　OH　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〃に＝135

　　　　　　　　　　〃に＝135　　　　　＿，　　　　　121
2000000

　　　　　　107　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1911000000　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　206　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　220

　01　　　　　．一『　一　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　11－一　｝…一一一　　　　　一　一　　　一一一一一　　一『　一
　　20　　40　　60　　80　　100　1コO　l40　160　180　200　220　240　コ60　280　300　　　　　　　20　　40　　60　　80　　｜00　120　140　160　180　200　220　240　260　280　100

　　　　　　　　　　　　　　　〃乞　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　仇之

Fig．1－2　　　Mass　spectra　ofOP　and　NP

　OP及びNPの保持時間は、それぞれ9．30及び10．05－10．45分であっ

た。NPでは、〃’／2135において、5本のピークが観察されたが、これはNP

が異性体の混合物であるためである。NPの定量には、5本のピーク面積

を全て加算したものを用いた。

3－2　SBSE撹絆時間の検討

　SBSE法における撹絆時間の最適化を検討した。精製水（2　ml）に10

ng／m1となるようにOP及びNP標準混合溶液を添加したものを用いた。

撹拝時間を1－90分としたときの各化学物質の相対レスポンスを比較した。

得られた結果をFig．1－3に示す。約60分の撹拝で分析対象物質の

PDMS相への分配が平衡に達したため、最適時間を60分として、以後の
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実験を行った。
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駕80－一一一一一　一一一一一一一一一一一一一一一一一一　一一一一一　一一一一．
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居20　－一一．一一一一一一一一一一一一一．．一一一一一一一一一一一一一一一一一一一
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〃吻

Fig．1－3　　　Extraction　time　profiles　ofOP　and　NP　in　water　samples

using　PDMS　stir　bar．

　　　Astlr　bar　coated　with　PDMS　ls　addedto　2．Oml　ofawater　sample　and　stirring

ls　commenced　for　l　to　90　min　at　room　temperature（25°C）1n　a　glass　vial．　The　extract

is　then　analyzed　by　TD－GC－MS

3－3　検出限界及び定量限界

　OP及びNPの検出限界（LOD、S／N＝3）は、それぞれ0．002、0．02　ng／ml

であり、定量限界（LOQ、S／N＞10）は、0．Ol、0．l　ng／mlであった。サロゲー

ト物質を用い、内標準法によって検量線を作成した結果、0．01－10

ng／m1（OP）及び0．1－10ng／ml（NP）の濃度範囲において、相関係数0．999

以上と良好であった。分析バリデーションの概要をTable　l－2に示す。また、

河川水（2ml）に0．5ng／mlとなるように標準混合溶液を添加したものを測

定した際のSIMクロマトグラムをFig．1－4に示す。
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Table　1－2

Validation　of　SBSE－TD－GC－MS　method　fbr　analysis　ofOP　and　NP　in　river　water　sample

Compound　Retention　time　LODa　　LOQb　　Range　　Correlation　coefWcient

　　　　　　　　　　　min　　　　　　n／ml　　n／ml　　n／ml　　r

OP　　　　　　　9．3　　　　　　　　　0．002　　　0．01　　　　0．Ol－10　　0．999

NP　　　　　lO．05－10．45　　0．02　　　0．1　　　0．1－10　　0．999

aLOD：limit　ofdetection（S／N＝3）

bLOQ：hmit　ofquantification（S／N＞10）
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Fig．1－4　　　SIM　chromatograms　of　river　water　sample　spiked　with

the　O．5　ng／ml　standard　and　surrogate　standards
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3－4　添加回収試験

　本法の回収率及び再現性を評価するために、添加回収試験を行った。

河川水（2m1）に対し、0．5及び10ng／mlとなるようにOP及びNP標準混

合溶液を添加して、SBSE－TD－GC／MS法を用いて測定した（n＝6）。また、

回収率の算出には、ブランク測定を行い、添加したものからブランク値を減

算したものを用いた。また、回収率は、サロゲート物質を用いて補正した。

結果をTable　1－3に示す。回収率97．3－106．2％（RSD：＜6．6％）と良好

な結果が得られた。従って、本法を用いることで、河川水中OP及びNPの

高感度かつ高精度な分析を行うことが可能であると示唆された。

Table　1－3

Recoveries　of　OP　and　NP　in　spiked　river　water　samples

Comp皿nd　Amount　spiked

0．5ng／ml　　　　　　lOng／ml
　　　　　　　　　ホ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ホ
Recovery（％）　　RSD（％）　　Recovery（％）　RSD（％）

OP　　　　　　　106．2　　　　　　　　　4．4　　　　　　　99．3　　　　　　　　　5．3

NP　　　　　　97．3　　　　　　　　　6．6　　　　　　98．5　　　　　　　　5．3

　　　The　recoveries　and　precision　were　also　examined　by　repllcate　analysis（n＝6）of　rlver　water　samples

第四節　　　小括

　SBSE－TD－GC／MS法を用いて、河川水中のOP及びNPの分析法を開

発した。SBSE法の撹絆時間を検討した結果、約60分の撹拝で分析対

象物質のPDMS相への分配が平衡に達したため、最適時間を60分とし

た。更に、GC／MS測定条件の最適化を検討し、OP及びNPの定量イオン

を〃2／zl35、定性イオンを〃∂／2107とした。本法のOP及びNPの検出限

界は、それぞれ0．002及び0．02ng／mlであり、定量限界は、0．Ol及び0．l

ng／m1となり、高感度分析法を達成することができた。更に、添加回収試

験において、サロゲート物質を用いることで、回収率の補正を行うことがで

き、回収率97．3－106．2％（RSD：く6．6％）と良好な結果が得られた。
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第二章　　　∫ηぷ〃μ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かく乱化学物質の一斉分析

第一節　　　はじめに

　ビスフェノールA（BPA）は、主としてポリカーボネート及びエポキシ樹脂の

原料として使用され、その用途は広い。そのため、環境中にBPAが放出さ

れることも考えられる。しかし、アルキルフェノールと同様に女性ホルモン様

作用を示すことが報告されている［3］。更に、河川水からBPAが低濃度で

検出されたという報告がなされている［27］。しかし、その濃度は、数十

pg／mlであるため、高感度かつ高精度な分析法が求められている。

　第一章で構築したSBSE－TD－GC／MS法を用いて、河川水中BPAの測

定に適用した。BPAは、定量イオンを〃2／z　213、定性イオンを〃2228とし

た。しかし、BPAの検出限界及び定量限界は、0．5及び2．Ong／m1であり、

期待以上の感度を得ることはできなかった。この原因として、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相による抽出・濃縮が良好に行われないことやGCのキャピラリ

ーカラム内での分離に悪影響を与えたことが考えられた。更に、BPAは揮

発性に乏しいことから、加熱によるPDMS撹拝子からの脱着が不十分で

あることやGCの注入ロやカラムへの吸着などが推察された。

　本章ではOP、NP及びBPAを含むフェノール性内分泌かく乱化学物質

の水酸基を誘導体化し、SBSE－TD－GC／MSで測定することを検討した。

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。これ

らが達成されれば、SBSE法での回収率の向上及び加熱脱着時における

気化が良好に進行し、感度の上昇が期待される。

　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［28］。最も広く用いられている誘導体化法は、トリメ
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チルシリル化である。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、トリメ

チルシリル化は、河川水のような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、測定試料中に誘導体化試薬を加えて、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↓〃ぷ〃〃誘導体化法を検討した。

　本章では、測定対象物質として、内分泌かく乱作用の疑われているフ

ェノール性化合物である2，4一ジクロロフェノール（DCP）、4－〃〃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かく乱化学物質の一斉分析法を試みた。

第二節　　　実験方法

2－1　試薬

　DCP、BP、OP、NP及びBPAは、関東化学社製環境分析用標準品を

用いた。PCPは、メルク社製標準品を使用した。サロゲート物質である

BP－d、OP－d、NP－dは、林純薬工業社から購入した。また、DCP－d、

PCP－13C及びBPA－13Cは、Cambridge　lsotope　Laboratories社から市販

されているものを用いた。分析対象物質の構造式をFig．2－1に示す。炭

酸ナトリウム及び炭酸水素ナトリウムは、和光純薬社製特級試薬を用い

た。無水酢酸は、関東化学社製微量分析用試薬を用いた。精製水は、

ミリポア社製EDSポリッシャー付きMilli－Q　gradient　AlOによって精製し

たものを用いた。
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Fig．2－1　　　Chemical　structures　ofDCP，　BP，　OP，　NP，　PCP　and　BPA

1∠　　　　∠

2－2　装置

　PDMS相（約24μ1）をコーティングした撹絆子は、Gerstel社から購入し

た。使用前に、ヘリウム気流下で300°C、4時間のプレコンディショニングし

たものを用いた。また、この撹拝子は再コンディショニング（ヘリウム気流下

で300°C、4時間）を行うことで50回以上繰り返して使用しても、測定に

影響を及ぼすことはなかった。SBSE法を行う際のバイアル瓶は、Agilent

社製ヘッドスペースサンプルバイアル瓶（20ml）を用いた。加熱脱着には、

Gerste1社製TDS2加熱脱着システム及びGerstel社製CIS　4プログラ

ム温度昇温装置を使用した。オートサンプラーには、Gerstel社製TDS　A

オートサンプラーを用いた。GC／MS装置は、Ag“ent社製6890Nガスクロ

マトグラフとAgilent社製5973N質量検出器を用いた。

2－3　標準溶液及び検量線の作成

　DCP、BP、OP、NP、PCP及びBPA標準品をそれぞれ化学天秤で10

ml用メスフラスコに10mg量り取り、メタノールで1．O　mg／m1となるように調
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製し、標準原液とした。その後、各標準原液を混合し、10μg／mlとなるよ

うに希釈し、標準混合溶液を調製した。また、各サロゲート物質を任意の

濃度になるようにメタノールで希釈した。10－1000pg／m1（DCP）、5－1000

pg／ml（BP）、2－1000　pg／ml（OP）、20－1000　pg／ml（NP）、10－1000　pg／m1

（pCP）、10－1000　pg／ml（BPA）となるように精製水を用いて調製し、検量

線作成用標準溶液とした。

∫η5〃〃誘導体化を伴うSBSE－TD－GC／MS－SIM法により、検量線作成

用標準溶液を測定し、サロゲート物質とのピーク面積比を利用して検量

線を作成して定量分析を行った。

2－4　加熱脱着条件

TDS　2加熱脱着装置：

初期温度20°C（1分保持）→（60°C／分）→280°C（5分保持）

CIS　4プログラム温度昇温装置：

初期温度一150°C→（12°C／秒）→300°C（10分保持）

2－5　GC／MS条件

〈GC条件〉

注入ロ：スプリットレス

カラム：DB－5MS　fused　silica　column

　　　（30mxO．25mmi．d．、0．25μm膜厚、　Agilent社製）

カラム恒温槽1初期温度60°C→（15°C／分）→300°C（4分保持）

移動相1ヘリウム（99．9999％）

流速：L2　mU分

〈MS条件〉
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イオン化：EI（70　eV）

質量分離モード：

SIM（各化学物質のモニタリングイオンをTable　2－1に示す。）

　　　　　　　　　Table　2－1
　　　　　　　　　Monitoring　ion　ofGC／MS

　　　　　　　　　componnd　Target　ion　Qualifier　ion

　　　　　　　　　　　　　　（〃2の　　　（mの

　　　　　　　　　DCP　　　　　l62　　　　　164

　　　　　　　　　DCP－d　　　　l　6ga／165b　　－

　　　　　　　　　BP　　　　　　l35　　　　　150

　　　　　　　　　BP－d　　　　　l45　　　　　－

　　　　　　　　　OP　　　　　　　l35　　　　　　177

　　　　　　　　　0P－d　　　　　　l40　　　　　　－

　　　　　　　　　NP　　　　　l35　　　　　177

　　　　　　　　　NP－d　　　　126　　　　　－

　　　　　　　　　PCP　　　　　266　　　　　268

　　　　　　　　　　　13　　　　　　　　　pcp－　C　　　276　　　　　－

　　　　　　　　　BPA　　　　　213　　　　　228

　　　　　　　　　BPA－13C　　　225　　　　　－

　　　　　　　　　aRlver　water　sample

　　　　　　　　　bHuman　urlne　sample

2－6　1〃5〃〃誘導体化を伴うSBSE法による試料前処理操作

　バイアル瓶にサロゲート物質であるDCP－d、　BP－d、　OP－d、　NP－d、

PCP－13C及びBPA－BCを添加した河川水（10ml）を加えた。次に、炭酸ナ

トリウム（53．Omg）及び炭酸水素ナトリウム（42．Omg）を加え、pHを10．5に

調整した。その後、無水酢酸（200μ1）を加え、PDMS撹拝子をバイアル瓶

に入れて密封し、スターラー（1000rpm）で90分間撹絆した。PDMS撹絆

子を取り出し、TDSに挿入し、GCIMSで測定を行った。
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第三節　　　結果及び考察

3－l　MS条件の最適化

　EI法を用いて、スキャン測定して得られた誘導体化された各化学物質

のマススペクトルをFig．2－2に示す。全ての化合物において〃2／z43を確認

することができた。このイオンは、誘導体化によってフェノール性水酸基がア

シル化されたために生じるイオンと示唆された。DCP、BP、OP、NP、PCP及

びBPAにおいて、それぞれ〃2162、135、135、135、266及び213が基

準ピークとして観察され、SIM測定においてこれらのイオンをモニタリングし

た。サロゲート物質であるDCP－d、NP－d、PCP－13C、BPA－13Cでは、〃1／z

l65、125、272、225が基準ピークとして観察された。NP－d、BPA－13Cでは、

基準ピークである〃2／2125及び225をモニタリングイオンとした。しかし、

PCP－13Cでは、基準ピークと測定対象物質のフラグメントイオンが重なった

ため、〃2／z276をモニタリングイオンとした。DCP－dでは、來雑イオンの影響

から〃2／zl69をモニタリングイオンとした。また、BP及びOPのサロゲート物

質であるBP－d、OP－dは、それぞれ〃2／zl45、140付近に複数のイオンピー

クがみられた。これらのピークは、BP－d、OP－dが重水素をll－14及び1－12

個持つ異性体であるため、複数のピークが観察されたと考えられる。しかし、

BP－d及びOP－dは、フラグメントイオンとしてBP及びOPの定量イオンであ

る〃1／zI35を持たないことから、BP－d及びOP－dは、サロゲートとして使用

することが可能であった。以上の結果から、MSでのSIM測定におけるモニ

タリングイオンを決定した（Table　2－1）。
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Fig．2－2　　　Mass　spectra　of　acyl　derivatives　of　DCP，　BP，　OP，　NP，

PCP，　BPA，　DCP－d，　BP－d，　OP・・d，　NP－d，　PCP－BC　and　BPA－13C
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3－2　∫η5〃〃誘導体化を伴うSBSE法の撹拝時間の検討

　∫ηぷ〃〃誘導体化を伴うSBSE法の最適条件を検討した。河川水（10

ml）に1．O　ng／mlとなるように標準混合溶液を添加したものを用いた。

PDMS撹拝子による撹拝時間を10－180分としたときの各化学物質の相

対レスポンスを比較した。得られた結果をFig．2－3に示す。約go分の撹

絆及び誘導体化時間で化学物質のレスポンスが平衡に達したため、試

料10mlでの最適時間を90分として、以後の実験を行った。

　120　－一．．一一．一一一　一一一　一一　一一一　一一一　一一一　一一一　一一．一一一一一一一一　一一　　一一一一一一一　一一一

（

）
審

c司　1

盲

冠

　　　0　　　　　　　50　　　　　　　100　　　　　　150　　　　　　200
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〃∂∫〃

Fig．2－3　　　Extraction　time　profHes　of　phenohc　xenoestrogens　in

water　samples　using　PDMS　stir　bar．

　　　APDMS・coated　stir　bar　and　derivahzahon　reagents　were　added　to　lO　ml　of

standard　solutlons（10ng／ml）and　stirnng　was　commenced　for　lOto　l80　min　at　room

temperature（25°C）maglass＼ial　The　extract　was　then　analyzed　by　TD－GC－MS

3－3　検出限界及び定量限界

　DCP、BP、OP、NP、PCP及びBPAの検出限界は、それぞれ2、1、0．5、

5、2及び2pg／mlであり、定量限界は、10、5、2、20」0及び10　pg／ml
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であった。サロゲート物質を用い、内標準法によって検量線を作成した結

果、10－1000（DCP）、5－1000（BP）、2－1000（OP）、20－1000（NP）、

10－1000（PCP）及び10－1000（BPA）pg／mlの範囲において、重相関係数

0．998以上なり、直線性は良好であった。分析バリデーションの概要を

Table　2－2に示す。また、精製水（10m1）に100　pg／mlとなるように標準混

合溶液を添加した試料に対して、SBSE法及び仇ぶ〃〃誘導体化を伴う

SBSE法を用いて測定した際のクロマトグラムをFig．2－4に示す。いずれの

化合物においても、仇5〃〃誘導体化を行うことで、高い強度のレスポンス

が得られ、高感度な測定が可能となった。

Table　2－2

Validation　of　SBSE　with’η5輌τμderivatization　and　TD－GC－MS　method

fbr　analysis　of　phenohc　xenoestrogens　in　river　water　sample

Compound　LODa　　LOQb　　Range　　Correlation　coefficient

DCP　　　　2　　　　　10　　　　104000　0．999

BP　　　　　　1　　　　　5　　　　　5－1000　　0．999

0P　　　　　　　O．5　　　　　2　　　　　　2－1000　　　0．999

NP　　　　　5　　　　20　　　　20－1000　0．999

PCP　　　　　2　　　　　10　　　　　10－1000　　0．999

BPA　　　　　2　　　　　10　　　　10－1000　0．999

aLOD：1imit　ofdetection（S／N＝3）

bLOQ：1imit　of　quantification（S／N＞10）
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Fig．2－4　　　Comparison　　of　　chromatogram　　　of　　phenolic

xenoestrogens　subjected　to　SBSEwith∫〃∫〃μderivatizatioll　with　that

subjected　to　SBSE　without　derivatization

　　　　　　For　SBSE　with　in　situ　derivatizatiol1：　A　PDMS－coated　stir　bar　and

derivatization　reagents　were　addcd　to　10　ml　of　phenolic　xenoe⑨trogen　standard

solutions（100　pg／ml）and　stirring　was　commenced　for　90　min　at　room　temperature（25

°C）in　a　glass　vial．　The　extract　was　then　analyzed　by　TD－GC－MS．

　　　　　　For　SBSE　without　derivatization：The　same　procedure　was　performed　except

that　no　derivatization　reagents　were　added，
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3－4　添加回収試験

本法の回収率及び再現性を評価するために、添加回収試験を行った。

河川水（10ml）に対し、0．1及び1．Ong／mlとなるように標準混合溶液を

加えて」η5〃〃誘導体化を伴うSBSE－TD－GC／MS法を用いて測定した

（n－6）。また、回収率の算出には、ブランク測定を行い、添加したものから

ブランク値を減算したものを用いた。また、回収率は、サロゲート物質を用

いて補正した。結果をTable　2－3に示す。回収率93．9－ll3．0％（RSD：＜

7．2％）と良好な結果が得られた。従って、本法を用いることで、河川水中

フェノール性内分泌かく乱化学物質の高感度かつ高精度な分析を行うこ

とが可能であると示唆された。

　　　Table　2－3
　　　Recoveries　of　phenolic　xenoestrogens　in　spiked　river　water　samples

Compound　Amount　spiked

0．l　ng／ml　　　　　　LO　ng／ml
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　オ
Recovery（％）　RSD（％）　　Recovery（％）　RSD（％）

DCP　　　　　lO2．8　　　　　　6．O　　　　　lO8．8　　　　　　55

BP　　　　　　　lO2．1　　　　　　72　　　　　　　107．1　　　　　　　3．6

0P　　　　　　　93，9　　　　　　　　　6．1　　　　　　　96．8　　　　　　　　　33

NP　　　　　　　ll3．0　　　　　　　5．9　　　　　　　112．3　　　　　　　　5．3

PCP　　　　　　　lO7．8　　　　　　　　6．O　　　　　　　lOl．8　　　　　　　　3．9

BPA　　　　　lO3．0　　　　　5．3　　　　　99．3　　　　　　43

　　　The　recoverles　and　precl⑨10n　were　also　exammed　by　repllcate　analysls（n＝6）ofnver　water　samples

3－5　実試料の測定

1998年、環境省の調査により、多摩川のコイ（雄）の約30％に生殖異

常が確認された［41。この原因の一つとして、内分泌かく乱化学物質によ

る疑いがもたれている。そこで、多摩川の上・中・下流の3ヶ所において、サ

ンプリングを行い、測定に供した。結果をTable　2－4に示す。PCP以外の5
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物質において、数十pg／mlのレベルで測定することができ、本法は、河川

水に含まれる極微量のフェノール性内分泌かく乱化学物質の測定を行う

ことが可能であった。下流で採取した河川水を測定した際のSIMクロマト

グラムをFig．2－5に示す。また、下流に向かうに従って、高濃度に検出さ

れた。このことから、家庭や工場からの排水によって、これら化学物質によ

る汚染が拡大していることが示唆された。しかしながら、これら化学物質の

女性ホルモン様作用は、魚類に対する∫〃v’vo試験系において、最大無

毒性量（NOAEL）が数十ng／mlであるとする報告［25］を考慮すると、雄の

コイの生殖異常がこれら化学物質によってのみ起こっているとは考えがた

い。また、内分泌かく乱化学物質の作用機序は、いまだに明らかにされて

いないものも存在する。更に、生体に対する影響についても化学物質単

独による評価が現状である。多数の化学物質が共存した時、相乗効果

が起こることも考えられる。今後は、様々な化学物質の影響を総合的に判

断することが必要と思われる。その際に、環境に対する複数の化学物質

のリスク評価が要求される。このリスク評価を行うためには、多数の化学

物質に対する高感度かつ高精度な分析法が必要であり、本法は、この条

件を満たし得る方法である。

　　　　　　Table　2－4
　　　　　　Concentrations　ofphenolic　xenoestrogens　in　river　water　samples

Compound　Tama　river（P9／mり

Upstream　Midstream　Downstream

DCP　　　　29．8　　　　68．2　　　　8L4

BP　　　　　　7．2　　　　　　189　　　　　　26．8

0P　　　　　ND．　　　　10．O　　　　l9．2

NP　　　　　37．6　　　　485　　　　57．9

PCP　　　　N．D．　　　　N．D．　　　　ND．

BPA　　　　　415　　　　　46．9　　　　　72．2

NDIndlcates　DCP，　BP，　OP，　NP，　PCP　and　BPA　concentrahons　lower　tlコan

10，5，2，20，10and　l　O　p㌢ml，　respecnvety
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Fig．2－5　　　Chromatograms　of　phenolic　xenoestrogens　in　river

water　samples．

　　　APDMS－coated　stlrbar，　surrogate　standards　and　derlvatlzation　reagents　were

added　to　lOml　of　river　water　sample　and　stirrlng　was　performed　for　90　min　at　room

temperatしlre（25°C）ln　a　glass　viaL　The　extract　was　then　analyzed　by　TD・GC－MS

第四節　　　小括

　本章では、SBSE法の操作過程に誘導体化試薬を加えて、PDMS撹

拝子による抽出・濃縮と誘導体化反応を同時に行う’〃5〃〃誘導体化を

試みた。フェノール性水酸基に対しての仇5〃〃誘導体化には、無水酢酸

を用いるアシル化を試みた。その結果、操作過程に誘導体化試薬を加え

るだけで、簡便に誘導体化と前処理を行うことができた。MS条件、加∫〃〃

誘導体化を伴うSBSE条件の最適化を検討した結果、DCP、BP、OP、

NP、PCP及びBPAの検出限界は、それぞれ2、1、05、5、2及び2pg／ml
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であり、定量限界は、10、5、2、20、10及び10pg／mlとなり、高感度な測

定法であった。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－ll2．3％（RSD：＜7．2％）と良好であ

った。本法を用いて、多摩川からサンプリングした試料を測定した結果、

PCPを除く5種の化合物を定量することができた。本法は、河川水中フェ

ノール性内分泌かく乱化学物質の高感度かつ高精度であり、簡便な測

定法として有用であった。
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第三章　　　∫〃5〃〃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かく乱化学物質の一斉分析

第一節　　　はじめに

　APsの一種であるOP及びNPは、抗酸化剤としてプラスチック製品など

に添加され、食品などを経由してヒトへの暴露や環境汚染を生じる可能

性が示唆されている。NPの女性ホルモン様作用については、ヒト乳癌由

来培養細胞（MCF－7）を用い、10’6　Mからその増殖作用が見出された［2］。

その後、MCF－7を利用してOP及びNPの比較検討を行い、NP（10’7　Mで

増殖）よりもOP（10’7　M以上で増殖）で女性ホルモン活性が高いことなどが

報告された［29］。そのほかにも’〃v〃γo系（E－SCREEN　assay、酵母を用い

たTwo－hybrid　assay、Receptor　binding　assayなど）でその女性ホルモン

様作用の報告が多くあり、いずれも17β一エストラジオールに対して数千一数

万分の1の活性を有すると言われている［30－37］。∫ηv↓vo系では、実験動

物を利用した子宮増殖アッセイにおいて、NPのNOAELが約37．5－100

mg／kg／day［38，39］、OPに関しては約166　mg／kgの報告がある［40］。その

リスクアセスメントを考慮した場合、NPの生殖発生毒性に関する最も低い

経ロ摂取無作用量は多世代生殖として15mg／kg／day［41］であり、通常

のヒト（職業的な暴露などを受けていない）のNP暴露量は最大で2．7

μg／kg／day［42，43］と推定され、その安全域は約5，000と推測されている。

また、ヒトにおける代謝などの体内動態に関して、経ロ投与によるバイオア

ベイラビリティは、約2096であるとの報告［44］より、ヒト生体内においては代

謝されて、主にグルクロン酸抱合体として速やかに排泄されるものと考えら

れる。

　また、BPAは、食品への移行、更には、ヒトへの暴露及びその暴露量に

おける内分泌かく乱作用の有無に関心が集まっている。また、低濃度（2．4
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μg／kg／day）のBPA含有飼料を妊娠ll－17日のマウスに与えると、出生後

の雌マウスの発情期が早まったという報告がある［45］。

　この様に、フェノール性内分泌かく乱化学物質のヒトへの生体影響が

懸念されている。そこで、ヒトに対するリスク評価が要求される。この目的を

達成するためにはヒト暴露量評価を行う必要があり、高感度かつ高精度

な分析法が必要である。

　一般に、フェノール性化学物質が経ロで摂取された場合、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［44，46］。従って、ヒト尿中フェノール性

内分泌かく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。

　二章において、1η5〃〃誘導体化を伴うSBSE－TD－GC／MS法を用いるこ

とで、河川水中のフェノール性内分泌かく乱化学物質の高感度かつ高精

度な分析法を構築することができた。本章では、この方法をヒト尿中フェノ

ール性内分泌かく乱化学物質の測定に応用し、当該化学物質の暴露

実態を解明した。

第二節　　　実験方法

2－1　試薬

　DCP、BP、OP、NP及びBPAは、関東化学社製環境分析用標準品を

用いた。PCPは、メルク社製標準品を用いた。サロゲート物質であるBP－d、

OP－d、NP－dは、林純薬工業社から購入した。また、DCP－d、PCP－13C及

びBPA－13Cは、Cambridge　lsotope　Laboratories社から市販されているも

のを使用した。E．　colj由来のβ一グルクロニダーゼ（25，000　units／0．4　ml）

及びH．ρo〃1α〃α由来のサルファターゼ（3540units／ml）は、
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Sigma－Aldrich社から購入したものを用いた。β一グルクロニダーゼは、使用

直前に0．l　Mの酢酸アンモニウム水溶液で、10，000　units／mlになるよう

に希釈した。炭酸力リウム、酢酸アンモニウム、アセトニトリルは、和光純薬

社製特級試薬を用いた。無水酢酸は、関東化学社製微量分析用試薬

を使用した。精製水は、ミリポア社製EDSポリッシャー付きMilli－Q

gradient　AlOによって精製したものを用いた。

2－2　装置

　PDMS相（約24μ1）をコーティングした撹拝子は、Gerstel社から購入し

た。使用前に、ヘリウム気流下で300°C、4時間のプレコンディショニングし

たものを用いた。また、この撹拝子は再コンディショニング（ヘリウム気流下

で300°C、4時間）を行うことで50回以上繰り返して使用しても、測定に

影響を及ぼすことはなかった。SBSE法を行う際のバイアル瓶は、Agilent

社製ヘッドスペースサンプルバイアル瓶（20ml）を用いた。加熱脱着には、

Gerste1社製TDS2加熱脱着システム及びGerstel社製CIS　4プログラ

ム温度昇温装置を用いた。オートサンプラーには、Gerstel社製TDS　Aオ

ー トサンプラーを用いた。GC／MS装置は、Agilent社製6890Nガスクロマト

グラフとAgilent社製5973N質量検出器を用いた。

2－3　標準溶液及び検量線の作成

　DCP、BP、OP、NP、PCP及びBPA標準品をそれぞれ化学天秤で10

ml用メスフラスコに10mg量り取り、メタノールで1．O　mg／mlとなるように調

製し、標準原液とした。その後、各標準原液を混合し、10μg／mlとなるよ

うに希釈し、標準混合溶液を調製した。また、各サロゲート物質を任意の

濃度になるようにメタノールで希釈した。0．1－50（DCP）、0．05－10（BP）、

0．05－10（OP）、0．2－10（NP）、0」－10（PCP）、0．1－10（BPA）ng／m1となるよ
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うに精製水を用いて調製し、検量線作成用標準溶液とした。

　1η5〃〃誘導体化を伴うSBSE－TD－GC／MS－SIM法により、検量線作成

用標準溶液を測定し、サロゲート物質とのピーク面積比を利用して検量

線を作成して定量分析を行った。

2－4　加熱脱着条件

TDS　2加熱脱着装置：

初期温度20°C（1分保持）→（60°C／分）→280°C（5分保持）

CIS　4プログラム温度昇温装置：

初期温度一150°C→（12°C／秒）→300°C（10分保持）

2－5　GC／MS条件

〈GC条件〉

注入ロ：スプリットレス

カラム：DB－5MS　fused　silica　column

　　　（30mxO．25mmi．d．、0．5μm膜厚、Agilent社製）

カラム恒温槽：初期温度60°C→（15°C／分）→280°C（5分保持）

移動相：ヘリウム（99．9999％）

流速：1．2ml／分

〈MS条件〉

イオン化：EI（70　eV）

質量分離モード：

SIM（各化学物質のモニタリングイオンを第二章Table　2－1に示す。）
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2－6　∫η5〃〃誘導体化を伴うSBSE法によるヒト尿試料の前処理操作

　尿試料（lml）にサロゲート物質を添加し、1．OMの酢酸アンモニウム水

溶液（50μ1、pH　6．8）を加えた。次に、β一グルクロニダーゼ（10μ1、10，000

units／ml）及びサルファターゼ（10国、3540　units／ml）を添加し、37°C、3

時間インキュベーションし、脱抱合体化処理を行った。この脱抱合体化処

理の過程は、BPAのグルクロン抱合体の脱抱合体化処理を参考にした

［47，48］。酵素反応終了後、アセトニトリル（2ml）を加え、遠心分離（1400

xg、10分）して、除タンパク操作を行った。上清をSBSE用バイアル瓶に

移し、15m1の精製水で希釈した。1．OMの炭酸カリウム水溶液（lml）を

添加し、pHを11．5に調整し、誘導体化試薬である無水酢酸（100μ1）を

添加した。10分間静置後、PDMS撹拝子を加え、スターラーで150分間

撹拝した。撹拝後、PDMS撹絆子を取り出して、加熱脱着装置に挿入し、

GC／MSで分析した。

第三節　　　結果及び考察

3－1　除タンパク法の最適化

　除タンパク処理をしていない尿試料にたいして、」〃5〃〃誘導体化を伴う

SBSE－TD－GC／MS法で測定した結果、OP及びNPにおいて、誘導体化の

妨害が観察された。そこで、有機溶媒を用いた除タンパク操作を検討した。

しかし、SBSE法は、無極性の液相であるPDMS相を抽出媒体とするため、

有機溶媒を大量に含む試料からの抽出には、不向きであると考えられた。

そこで、除タンパク操作に使用する有機溶媒の最適量を検討した。

　除タンパク用の有機溶媒として、一般的に使用されているアセトニトリル

を選定した。脱抱合体化処理を行った尿試料（lml）にアセトニトリル

（0－3．O　ml）を添加し、遠心分離（1400xg、10分）した。上清をSBSE用バ

イアル瓶に移し、精製水15mlで希釈した後、仇5’九誘導体化を伴う

35



sBsE－TD－Gc／Ms法により測定した。結果をFig．3－1に示す。除タンパク

に使用するアセトニトリルを2m1としたとき、DCP以外のフェノール性内分

泌かく乱化学物質において、最も高い相対レスポンスが得られた。これま

での研究から、尿中DCPは比較的高濃度で存在することを報告しており

［19］、アセトニトリル2mlを最適条件とした。

　120　　　－一一一　　一一一一　一一一一　一一一一．　一一一一　　一一一一一　一一一一一　　一一一一　　一一一一

　ま　‘

田

o

冠

01　　　－　　一一　　一　　　　　　　　　　一一

　　　Volume　of　acetonitrile（mり

Fig．3－1　　　Determination　of　volume　ofacetonitrile　for

optimization　of　protein　precipitation

3－2　∫ηs〃〃誘導体化を伴うSBSE法の撹拝時間の検討

　∫η∫〃μ誘導体化を伴うSBSE法の最適条件を検討した。尿試料（l

ml）に10　ng／mlとなるように標準混合溶液を添加したものを用いた。除タ

ンパク操作後、遠心分離を行い、上清を精製水15m1で希釈した試料を

匡〃5〃〃誘導体化を伴うSBSE－TD－GC／MS法で測定した。その際、PDMS

撹絆子による撹絆時間及び誘導体化反応時間を10－180分としたときの

36



各化学物質の相対レスポンスを比較した。得られた結果をFig．3－2に示

す。約150分の撹拝及び誘導体化時間で化学物質のレスポンスが平衡

に達したため、最適撹拝時間を150分として、以後の実験を行った。
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Fig．3－2　　　Extraction　time　profiles　of　phenolic　xenoestrogens　in

human　urine　samples　using　PDMS　stir　bar．

　　　After　enzymatic　de－conjugation，　protein　precipitation　and　centrifugation　of

the　human　urine　sample　spiked　with　10ng／ml　phenolic　xenoestrogens　standard　solution，

the　supernatant　was　diluted　with　purified　water（15ml）．　A　PDMS－coated　stir　bar　and

derlvatization　reagents　were　added　to　thesample　and　stirring　was　commenced　for　O　to

l80　min　at　room　temperature（25°C）in　a　glass　viaL　The　extract　was　then　subjected　to

TD－GC・MS，
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3－3　検出限界及び定量限界

　ヒト尿試料中DCP、BP、OP、NP、PCP及びBPAの検出限界は、それ

ぞれ0．02、0．Ol、0．Ol、0．05、0．02及び0．02ng／mlであり、定量限界は、

0．1、0．05、0．05、0．2、0．1及び0□ng／mlであった。サロゲート物質を用い、

内標準法によって検量線を作成した結果、0．1－50（DCP）、0．05－00（BP）、

0．05－10（OP）、0．2－10（NP）、0．1－10（PCP）及び0．1－10（BPA）P9／mlの

範囲において、相関係数0．99以上と良好であった。分析バリデーションの

概要をTable　3－1に示す。また、ヒト尿試料（1m1）に10ng／mlとなるように

標準混合溶液を添加した試料に対して、SBSE法及び’η5〃〃誘導体化

を伴うSBSE法を用いて測定した際のクロマトグラムをFig．3－3に示す。い

ずれの化合物においても、仇5〃〃誘導体化を行うことで、高い強度のレス

ポンスが得られ、高感度な分析が可能となった。

Table　3－1

Validation　of　SBSE　with∫η5’τ〃derivatization　and　TD－GC－MS　method

fbr　analysis　of　phenolic　xenoestrogens　in　human　urine　sample

Comp皿nd　LODa　　LOQb　　Range　　Correlation　coefficient

DCP　　　　O、02　　　0．1　　　0．1－50　　0．99

BP　　　　　　O．Ol　　　O．05　　　0．05－10　　0．99

0P　　　　　　　O．Ol　　　　O．05　　　　0．05－10　　0．99

NP　　　　　O．05　　　0．2　　　0．2－10　　0．99

PCP　　　　　　O．02　　　　0．1　　　　　0．1－10　　　0．99

BPA　　　　　O．02　　　0．1　　　　0．1－10　　0．99

aLOD：limit　of　detection（S／N＝3）

bLOQ：limit　ofquantmcatbn（S／N＞10）
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Fig・3－3　　　Comparison　　of　　chromatogram　　　of　　phenolic

xenoestrogens　in　human　urine　sample　subjected　to　SBSE　with∫〃5〃〃

derivatization　with　that　subjected　to　SBSE　without　derivatization

　　　　　　For　SBSE　with　輌η　5〃μ　derivatization：　After　protein　precipitation　and

centrifugation　of　the　human　urine　sample　（1　ml）　spiked　with　lO　ng／ml　phenolic

xenoestrogens　standard　solution，　the　supernatant　was　diluted　with　purified　water（15

ml）．　A　PDMS－coated　stir　bar　and　derivatization　reagents　were　added　to　the　sample　and

stirring　was　commenced　for　l50min　at　room　temperature（25°C）in　a　glass　vial．　The

ex重ract　was　then　subjected　to　TD－GC－MS’

　　　　　　For　SBSE　without　derivatization：The　same　procedure　was　performed　except

that　no　derivatization　reagents　were　added．
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3－4　添加回収試験

　本法の回収率及び再現性を評価するために、添加回収試験を行った。

ヒト尿試料（lml）に0．5及び5ng／mlとなるように標準混合溶液を加えて、

除タンパク処理及び希釈操作を行った後、仇訂τ〃誘導体化を伴う

SBSE－TD－GC／MS法を用いて測定した（n＝6）。また、添加回収率の算出

には、ブランク測定を行い、添加したものからブランク値を減算したものを用

いた。また、回収率は、サロゲート物質を用いて補正した。結果をTable

3－2に示す。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。従って、本法を用いることで、ヒト尿中フェノール性内分泌かく

乱化学物質の高感度かつ高精度な分析を行うことが可能であると示唆さ

れた。

　　　Table　3－2
　　　Recoveries　of　phenolic　xenoestrogens　in　spiked　human　urine　samples

Compound　Amount　spiked

0．5ng／ml　　　　　　5．O　ng／ml
　　　　　　　　　ホ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ホ
Recovery（％）　　RSD（％）　　Recovery（％）　RSD（％）

DCP　　　　　99，1　　　　　　　4．2　　　　　99．6　　　　　　　2．7

BP　　　　　　99．0　　　　　　　　5．3　　　　　　99．5　　　　　　　2．7

0P　　　　　　　98．9　　　　　　　　　4．5　　　　　　　97．8　　　　　　　　3．7

NP　　　　　lOL7　　　　　　8．6　　　　　101．8　　　　　　5．l

PCP　　　　　95．0　　　　　　　　4．4　　　　　　99．8　　　　　　　2．5

BPA　　　　　95．2　　　　　　　　4．8　　　　　　98．9　　　　　　　4．2

The　recoverles　and　preclslon　were　also　examined　by　repllcate　analysis（n＝6）of　human　urine　samples

3－5　実試料の測定

本法を用いて健常人5名から提供された尿試料の分析を行った。結果

をTable　3－3に示す。また、代表的なクロマトグラムとして、健常人Aの尿
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試料を測定した際に得られたクロマトグラムをFig．3－4に示す。DCPが比

較的高濃度に検出されたが、他のフェノール性内分泌かく乱化学物質は、

極低濃度で検出された。従来法であるSPE法を用いた測定では感度が

不足しており、十分な定量はできないと考えられた。また、これまでに、ヒト

尿中NPの定量が可能な高感度分析法は報告されておらず、本法を用い

ることで、はじめて、ヒト尿中NPの正確な定量を行うことが可能となった。

更に、フェノール性内分泌かく乱化学物質が健常人の尿試料から検出さ

れたことは、当該化学物質の恒常的な暴露が示唆された。本法は、簡便

であり、高感度かつ高精度な分析法として、フェノール性内分泌かく乱化

学物質の暴露実態の解明に有用な手法であった。

　　　　Table　3－3
　　　　Concentrations　of　phenolic　xenoestrogens　in　human　urine　samples

Compound　I｛uman　urine　sample（ng／ml）

A　　　B　　　　C　　　　D　　　　E

DCP　　　　　20．75　　41．86　　　　30．47　　　　14．06　　　　20．02

BP　　　　　　5．83　　　0．82　　　　　0．93　　　　　0．10　　　　　3．53

0P　　　　　N．D．　　N．D．　　　N．D．　　　0．05　　　　N．D．

NP　　　　　1．42　　　1．04　　　　1．24　　　　2．00　　　　2．00

PCP　　　　l．04　　0．46　　　　0．46　　　　N．D．　　　0．28

BPA　　　　2．08　　5．41　　　　ND．　　　　0．93　　　　1．84

ND．　indicates　DCP，　BP，　OP，　NP，　PCP　and　BPA　concentrations　lower　than

O，1，005，005，02，0】and　O，　I　ng／m1，　respectivel｝㌃
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　／㌫＝ve°fPCP

8．00　　　　　　9．00　　　　　10．00　　　　　11．00　　　　　12．00　　　　　13．00　　　　　14．00　　　　　15．00　　　　　　　〃ガ〃

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Acyl　derivative　ofPCP－13C
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〆

8．00　　　　　　9．00　　　　　10．00　　　　　1LOO　　　　　12．00　　　　　13．00　　　　　14．00　　　　　15．00　　　　　　　”μη

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　／灘蒜ve°fBPA

8．00　　　　　9．00　　　　　10．00　　　　　11書00　　　　　12．00　　　　　13．00　　　　　14．00　　　　　15．00　　　　　　　”πη

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Acyl　derivative　of　BPA－13C
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　／

8．00　　　　　　9．00　　　　　10．00　　　　　1LOO　　　　　12．00　　　　　13．00　　　　　14．00　　　　　15．00　　　　　　　”μ”

Fig．3－4　　　Chromatograms　of　acyl　derivative　of　phenolic

xenoestrogens　and　surrogate　standards　in　human　urine　sample

（Volunteer　A）
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第四節　　　小括

　本章では」〃5〃〃誘導体化を伴うSBSE－TD－GC／MS法を用いて、ヒト

尿中フェノール性内分泌かく乱化学物質の分析法を構築した。ヒト尿中

の爽雑成分により、OP及びNPの誘導体化効率が低下したが、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。∫〃ぷ〃〃

誘導体化を伴うSBSE法の最適化条件を検討した結果、DCP、BP、OP、

NP、PCP及びBPAの検出限界は、それぞれ0．02、0．Ol、0．Ol、0．05、

0．02及び0，02ng／mlであり、定量限界は、0．1、0，05、0．05、0．2、0．1及

び0．lng／m1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、実際の健常人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かく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かく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。また、尿中からフェノール性

内分泌かく乱化学物質が検出され、当該化学物質の恒常的な暴露を示

唆する結果が得られた。
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結論

　SBSE法は、簡便かつ高感度な分析を可能とするためのクロマトグラフィ

ー用試料前処理技術である。大量のPDMSを用いることで、従来法であ

るSPME法よりも、高い回収率を得られ、幅広い物質に適用可能である。

また、試料抽出に溶媒を使用しないことから、環境にやさしい分析法であ

る。本研究では、SBSE法を用いて、ヒト暴露量を評価するための生体試

料中フェノール性内分泌かく乱化学物質を簡便かつ高感度に分析する

方法の構築を試みた。また、分析対象物質の安定同位体標識物質をサ

ロゲートとして利用し、回収率を補正することで高精度な分析法を開発し

た。第一章では、単純なマトリックスである河川水を対象試料とし、

SBSE－TD－GC／MS法を用いてOP及びNPの分析法を構築し、その有用

性を検討した。第二章では、更なる高感度化を目指し、SBSE法の操作

過程に誘導体化試薬を加えて、誘導体化と抽出を同時に行う仇s∫仇誘

導体化を伴うSBSE法を開発した。本法を用いて、河川水中フェノール性

内分泌かく乱化学物質の一斉分析を行った。更に、第三章では、」η5〃〃

誘導体化を伴うSBSE－TD－GC／MS法を用いて、ヒト尿中フェノール性内

分泌かく乱化学物質の一斉分析法を構築し、当該化学物質のヒト暴露

実態を解明した。SBSE法は、環境及び生体試料の微量分析において、

有用性が高く、今後さらなる発展が期待される。
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