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研究成果の概要： 

遊離体と抱合体のエストロゲンの前処理を簡易化し、回収率を大幅に改善させる分析法を開発

した。2008 年 1 月と 9月の降雨時期に 英国テムズ川流域で調査を行った結果、E2 やグルンク

ロン酸抱合体のエストロゲンが放流水や河川水で検出され、合流式下水道越流水の影響が無視

できないことが明らかとなった。また我国で検出されない EE2 が流入下水や下水処理水で検出

された。グルクロン酸抱合体よりも硫酸抱合体が、また E2 や E1 よりも EE2 は分解が遅いこと

が実験で明らかとなった。 
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１．研究開始当初の背景 
 内分泌かく乱問題がわが国で問題となり
始めたきっかけの一つに、英国での河川での
魚類の雌性化がある。下水処理場下流でコイ
科の Roach の雄の生殖器である精巣に卵母
細胞が見出されるいわゆる精巣卵が高い割
合で見出され、河川での女性ホルモン(エスト
ロゲン)様汚染が深刻な問題を持っているこ
と、その原因として下水処理場放流水があり、
女性ホルモン様物質として当初ノニルフェ

ノールが、その後、天然および人工のエスト
ロゲンが主な作用物質とされてきた。わが国
では 1998 年、建設省は一級河川での内分泌
かく乱を疑われる化学物質濃度を全国調査
するとともに、10 河川での野生コイの捕獲調
査を行った。この結果、ノニルフェノール、
ビスフェノール A が低濃度ながら見出され
たがその検出頻度が低く、むしろ低濃度なが
らエストロゲンが全国河川から広く検出さ
れた。また捕獲された野生の雄コイの精巣は
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外見、組織から検査されたが、外見上の奇形
が 17%程度見出されたものの、明らかな間性
化を起こしている精巣卵はわずか 2%程度し
か見出されなかった。また、河川水のバイオ
アッセイによるエストロゲン様作用の測定
と化学分析結果の比較から、一級河川のエス
トロゲン様作用の原因物質として、主にエス
トロゲンであることが確認された。 
 一方、英国ではその後、河川での Roach の
奇形の発生状況が現地調査され、下水処理場
の上下流での統計的な明らかな差、その精巣
卵発生にともなう受精卵からの孵化率の低
下、加齢とともに精巣卵の影響拡大が確認さ
れ、英国河川に普遍的に生息する Roach の数
の減少が懸念される事態となった。原因が下
水処理水に含まれる 17βエストラジオール、
エストロン、さらに避妊薬であるエチニルエ
ストラジオールであることが明らかになっ
てきたことから、下水処理場でのエストロゲ
ンの削減が検討される事態となった。この結
果、2005 年度から世界で初めて本格的なエ
ストロゲン削減を義務付けるための技術開
発と環境改善効果の実証を行うデモンスト
レーションプログラムが実施されている。 
 
２．研究の目的 
日英での魚類の間性化には大きな相違が

生じているが、どのような原因に基づくのか
が大きな関心であり、１）下水処理方式と位
置、２）エストロゲン排出量、３）希釈率（河
川流域の降水量と河川勾配の相違による水
文状況）、４）河川での分解性（流下時間、
水温、DO などの相違）、５）魚類の感受性（コ
イと Roach の感受性）が想定される。相違の
原因を客観的に明らかにすることを最終目
的とし、本研究の研究期間では、想定される
相違のうち、物理的環境、具体的には、下水
処理方式や位置の相違、エストロゲン排出量
の相違、希釈率など河川特性の相違を明らか
にする。この報告書では、１）エストロゲン
の分析方法の開発、２）下水処理場と河川で
のエストロゲン濃度、３）遊離体および抱合
体エストロゲン類の挙動について述べる。 
 
３．研究の方法 
１１１１））））エストロゲンエストロゲンエストロゲンエストロゲンのののの分析方法分析方法分析方法分析方法のののの開発開発開発開発    
従来のエストロゲン抱合体分析法は、精製

工程が極めて煩雑で、有機溶媒や固相を多用
するため、分析精度に加えて費用面でも問題
があり、抱合体エストロゲンの回収率は十分
ではなかった。このため、抱合体エストロゲ
ンについても高い回収が得られる新たな前
処理方法の開発が必要である。したがって本
研究では、短い前処理工程で遊離体および抱
合体のエストロゲンが十分に回収できる新
たな前処理方法を開発した。UPLC-MS/MS を用
いて、8 種のエストロゲン抱合体と 4 種のエ

ストロゲン遊離体の同時測定を図った。 
２２２２））））下水処理場下水処理場下水処理場下水処理場とととと河川河川河川河川でのでのでのでのエストロゲンエストロゲンエストロゲンエストロゲン濃度濃度濃度濃度    
英国と日本のエストロゲン汚染の比較を

行うため、英国テムズ川水系と淀川水系の中
流域を対象として、同区域の下水処理場と河
川の実態調査を行った。 
①英国テムズ川流域での調査 
テムズ川は、Cotsworl 丘を起源に都市化さ

れた Reading、Slough、そして London を経由
して北海へと注ぐ、UK 最長の河川（346km）
で、流域人口も 1300 万人であり、下流域の
Kingston では、流域面積は 9,948km2、平均流
量は 66m3/sec である。開発した分析法で遊離
体および抱合体エストロゲンを測定した。    
2008 年に 2回の調査を実施し、1 回目は 1月
21 日から 24 日、2回目は 9 月 8 日から 11 日
である。1 回目は、7 つの WWTPs から下水処
理放流水を採取し、2 回目は 8 つの WWTPs と
2 つの河川流域（Whitewater 川と Blackwater
川）を対象に調査を行った。 

②淀川流域での調査 
淀川は、日本で最も大きい河川の一つであ

り、流域面積は 8,240km2、流域人口は 1200
万人である。上流の京都市や下流の大阪府は
都市化されており、下流では上流の下水処理
水の影響を強く受けている。枚方における平
均流量は 193m3/sec である。7 つの WWTPs
での 8 つの放流口と河川の 21 地点でグラブ
試料を採取した。調査は 2007 年 11 月、2008
年 12 月に実施した。過年度に行った 2005 年
の 3 月と 11 月、2006 年 9 月の調査結果も含
めて整理した。また、下水処理場内の挙動を
把握するため、下水と下水処理水をコンポジ
ットもしくはグラブ試料として、滋賀県と京
都府の 9 つの下水処理場で採取し、流入下水
と放流水の濃度から下水処理場の除去率を
算出した。 
３３３３））））遊離遊離遊離遊離体体体体およびおよびおよびおよび抱合体抱合体抱合体抱合体エストロゲンエストロゲンエストロゲンエストロゲン類類類類のののの挙挙挙挙
動動動動    
抱合体エストロゲンの脱抱合の複雑さと

遊離体エストロゲンの総負荷量への高い寄
与を考慮し、生分解実験を実施した。2 つの
遊離エストロゲン（E1 と E2）、2 つのグルク
ロン酸抱合体エストロゲン（E1-3Gと E2-3G）、
2 つの硫酸抱合体エストロゲン（E1-3S と
E2-3S）を下水あるいは河川水に添加し、回
分式で分解実験を行った。 
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４．研究成果 
１１１１））））エストロゲンエストロゲンエストロゲンエストロゲンのののの分析方法分析方法分析方法分析方法のののの開発開発開発開発    

下水試料は、多量のマトリックスを含有す
るため、イオン化の阻害等が引き起こされる。
このため、前処理方法の開発においては、マ
トリックス成分と対象物質の分離は極めて
重要である。本研究における前処理方法開発
の着眼点は、遊離体および抱合体エストロゲ
ンの最適な分画条件と精製工程の見直しで
ある。これらの工程の見直しにより、測定試
料中のマトリックスの低減が期待される。開
発した新しい前処理方法は、従来法と比較し
て、簡便で高い回収が得られるものであった。
開発した新しい前処理方法の詳細は、図１に
示すとおりである。 
 固相抽出には、逆相－親水性／疎水性バラ
ンスの Oasis HLB (200mg/6cc, 30 µm Waters
製)を使用した。まず、Oasis HLB を 6mL の
MeOH および MilliQ 水でコンディショニング
した。試料は 20%酢酸を加えた後、それぞれ
のサロゲートを添加した。この試料液を
Oasis HLB に 10mL/min の速度で通水した。通
水後、Oasis HLBを5mLのMilliQ水で洗浄し、
その後 1時間吸引脱水した。脱水後 Oasis HLB
を Sep-pak NH2 に連結し、8mL のメタノール
で遊離体を、6mL の 0.05% NH4OH で抱合体を
それぞれ溶出した。溶出液は、37℃条件下で
N2気流によって濃縮した。濃縮残渣は 1ml の
アセトニトリル：MilliQ 水＝1:9 溶液で再溶
解し、これを測定試料とした。 

図―１新しい分析法に対する前処理 
 
２２２２））））下水処理場下水処理場下水処理場下水処理場とととと河川河川河川河川でのでのでのでのエストロゲンエストロゲンエストロゲンエストロゲン濃度濃度濃度濃度    
①下水処理場での調査（英国） 

UK の WWTPs での流入下水、放流水、河川
の遊離体エストロゲン分析結果を図-2 に、抱
合体の結果を図－3 に、また遊離体エストロ
ゲンの除去率を表-1 に示した。処理場への流
入下水中 E1 濃度は 37 から 84ng/L で、除去
率は 93 から 97%と算出された。E2 について
は、流入水中濃度が 37 から 68ng/L、除去率
はほぼ 100%であった。E2 の除去率は日本の
WWTPs とほぼ同程度であった。しかし、E2 に
比べエストロゲン様活性が高い EE2 は、UK で

のみ検出され、その濃度は 2.1 から 11ng/L
の範囲、除去率は 52 から 100%の範囲であっ
た。この実測濃度は、既報の Johnson らのモ
デルで推測された値（10ng/L）に近かった。
硫酸抱合体は頻繁に検出されたが、グルクロ
ン酸抱合体は検出されなかった。これらの知
見は Belfroid や Sumpter らによるものと同
様であった。E2-3S は放流水中で 3.5 から
8.3ng/L、E1-3Sは 2.8から12ng/Lであった。 

図-2 英国の下水処理場と放流先河川にお
ける遊離体エストロゲン濃度(左:冬、右:夏)  

図-3 英国の下水処理場と放流先河川にお
ける抱合体エストロゲン濃度(左:冬、右:夏) 

 
表-1 英国下水処理場の遊離体エストロゲン

の除去率 

WWTP E1 E2 EE2

Northampton 94 98 52

Swindon 98 100 75

Ilkeston 96 100 100

Removal Efficiency (%)

 
②下水処理場での調査（日本） 

 調査結果では、WWTPs の放流水中からは E2
は検出されなかったが、流入下水からは 5.8
から 88ng/L で検出された。E2 の除去率は、2
つの WWTPs（94%）を除くと、概ね 100%であ
った。一方、E1 については、処理過程での
濃度増加が確認され、好気処理を行っている
いくつかの WWTPs では、E2 は急激に E1 に変
換された。さらに、脱抱合による E1 の増加
も考えられる。E1 の濃度増加を考慮すると、
WWTPs における抱合体エストロゲンの挙動解
明が重要であろう。E1 の濃度は、流入下水中
では 11 から 40ng/L、放流水中では 0.8 から
36ng/L であった。EE2 は検出されなかった。 
硫酸抱合体エストロゲンは下水試料から頻
繁に検出され、極めて高い濃度の E2-3S が下
水から検出されている（1.8−97.4 ng/L）。し
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かしながら、二次処理水中の E2-3S 濃度
（0.4-2.1ng/L）は、エストロゲン様活性の
観点からは閾値を越えておらず、これらが脱
抱合するまでは水生生物に対するリスクは
それほど高くないと考えられる。E1-3S は、
いくつかの二次処理水中から 5.6－11.8ng/L
の濃度で検出された。E1-3S は、定量下限値
に近いが、Isobe らが報告した濃度は我々の
研究にほぼ等しい値である。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図-4 日本の下水処理場の遊離体エストロ

ゲンの除去率 
③河川調査（英国） 
英国で現地調査した下水処理場の放流水

は、日本の下水処理場で主に残留する E1 に
加え、日本ではほとんど検出されない E2、さ
らに日本ではほとんど検出されない、あるい
は検出されても 0.1ng/L 程度の EE2 が、ng/L
以上の濃度で検出されることが明らかとな
った。また、英国の下水処理水には、我が国
の下水処理場にも残留する硫酸抱合体に加
えて、我が国ではほとんど残留しないグルク
ロン酸抱合体も検出すること、また英国の放
流先の河川では、E1 に加えて、E2、EE2 が検
出されることが明らかになった。英国内では
下水処理場内での調査がほとんど行えない
ため、原因の詳細は不明であるが、調査対象
の流域のほとんどは合流式下水道であり、調
査時期に降雨が観測されたことから、降雨頻
度が高い英国では、合流式下水道の越流水に
由来するエストロゲン汚染が関与している
と考えられる。 
 ④河川調査（日本） 

7つの WWTPsからの 8つの放流口と河川の
21地点でグラブ試料を採取した。調査は 2005
年の 3 月と 11 月、2006 年 9 月、2007 年 11
月、そして 2008 年 12 月に実施した。E1 は下
水処理水から頻繁に検出され、2005 年から
2008 年に行ったすべての調査で検出された。
これらの結果は Komori らの既報とも同様で、
下水処理場が河川水中におけるエストロゲ
ン汚染の主な起源であることを示唆してい
る。抱合体エストロゲンは、河川水中で最終
的には脱抱合により E1 の負荷を増加させて
いるものと思われる。しかしながら、UK と異
なり日本では抱合体エストロゲンは河川で
は検出されることはまれである。最も関心が

高い E2 は、0.6 から 11ng/L の範囲で検出さ
れた。しかしながら EE2 は淀川およびその流
域の WWTPs の試料からは検出されなかった。
E3はわずかな試料から最高3ng/Lで検出され
た。 

抱合体エストロゲンの検出頻度は、すべて
の調査において 2つの抱合体間で傾向が大き
く異なった。すべての硫酸抱合体は、WWTPs
放流水でも数 ng/L 以下であった。これは、
ほぼすべての調査が冬に行われており、冬季
は微生物活性が低いためであろう。E1-3S は
2008 年採取の 9 つの試料から最高 1.57ng/L
で検出された。Rodriguez-Mozaz らは、下水
処理水の受水域における E1 と E1-3S の濃度
はそれぞれ 4-22ng/L、4-7ng/L と報告してい
る。水溶性の高さから、硫酸抱合体は水相に
残留しやすく、グルクロン酸抱合体の脱抱合
よりも速度は遅いが、水中のエストロゲン負
荷量増加に寄与するであろう。 
３）下水処理場および河川における遊離体お
よび抱合体エストロゲン類の挙動 
①分解試験における E1 と E2 の挙動 
下水もしくは河川水を用いて行った分解

試験における E1と E2濃度の時間変動を図-5
に示した。どちらの分解試験においても、E1
と E2 両方が別々に添加されている。E1 は E2
に比べ安定であり、これは E1 のカルボニル
基に起因するものと思われる。E2 は試験開始
後 1 時間以内に 50%（5nmol/L）が減少し、4
時間後には検出下限値以下となった。河川水
を用いた試験では、24時間後には 0.52nmol/L
（58%）となった。どちらの試験においても、
E2 の減少とともにその酸化生成物の E1 の濃
度が上昇した。下水を用いた試験ではさらに、
E1 は 24 時間後には消滅していた。同様の傾
向が E1 を添加した試験で確認された。活性
汚泥を用いた同様の試験においても E2 は速
やかに E1 へ変換し、E1 の除去率は E2 の除去
率よりも低いことが Ternes らによって報告
されている。Ze-hua らは、活性汚泥による
E1 と E2 の除去は、家庭排水中の一般的な溶
存有機物の分解や消化とは無関係であると
報告している。 

図-5 下水（左）もしくは河川水（右）を
用いた E1,E2 の分解実験 
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②分解試験における E2-3G と E1-3G の挙動 

WWTP へ流入するまでの間に生じる下水中
の遊離体エストロゲンの増加に対するグル
クロン酸抱合体の寄与を評価するため、
E2-3G と E1-3G をそれぞれ 2.5μg/L、0.37μ
g/L となるように流入下水もしくは河川水へ
と添加し、分解試験を行った。その結果、90
分後には E2-3G と E1-3G ともに脱抱合し遊離
体へと変化していた（図-6）。どちらの抱合
体も最終的には E1 へと酸化されていた。し
たがって、グルクロン酸抱合体の大部分は、
各家庭から WWTPsへの間のパイプの中で分解
されている。しかしながら、どちらも河川水
を用いた実験では安定であり、同量の遊離体
を生成する可能性がある。Ternes らは、遊離
体および抱合体エストロゲンは好気性活性
汚泥との接触により速やかに脱抱合すると
報告している。 

図-6 下水（左）もしくは河川水（右）を
用いた E2-3G と E1-3G の分解実験 
    
③分解試験における E2-3S と E1-3S の挙動 

硫酸抱合体エストロゲンは、グルクロン酸
抱合体エストロゲンとは異なる挙動を示し
た（図-7）。両硫酸抱合体エストロゲン（E2-3S
と E1-3S）は、グルクロン酸抱合体エストロ
ゲンと同様に遊離体を生成したが、その速度
は極めて遅かった。12 時間の培養後、下水中
では E2-3S と E1-3S の分解がスタートする。
さらに、これらの下水中の濃度は 24 時間後
にはそれらの濃度は検出下限値以下となっ
た。これらの硫酸抱合体エストロゲンについ
て、加水分解反応は河川水中ではおよそ 5 日
後までに失活する。E1-3Sは 50%減少するが、
E2-3S は 20%しか減少しない。グルクロン酸
抱合体エストロゲンも硫酸抱合体エストロ
ゲンの分解挙動は、Johnson らの予測とおお
むね等しい結果となった。 
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図-7 下水（左）と河川水（右）を用いた分
解実験における E1-3S と E2-3S の挙動 
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