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研究成果の概要（和文）：本研究課題の目的は、大量のヒト尿サンプルに応用可能な尿中除草剤曝露マーカー測
定法を世界に先駆けて開発し、既存の尿サンプル(小児、一般健常成人、農業従事者等)への大規模応用により、
集団ごとの曝露レベルの分布(個人間変動)、個人内変動、地域差、経年変化などの変動要因を解明するととも
に、バイオモニタリングデータによるリスク評価指標を算出することである。研究の結果、１）世界的にも分析
のスループットに優位性のある尿中グリホサート測定法を開発し、２）日本人グリホサート曝露レベルを初めて
明らかにした。本研究により、農薬のリスク評価の基盤となる技術と情報を構築した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this studyis to develop a world-leading urinary herbicide 
exposure marker assay that can be applied to a large volume of human urine samples, and to apply it 
to existing urine samples to elucidate the distribution of exposure levels in each population 
(interindividual variation), intraindividual variation, regional differences, and factors of 
variation over time, The research aims to elucidate the factors of variation in the distribution of 
exposure levels (inter-individual variation), intra-individual variation, regional differences, and 
changes over time, and to calculate risk assessment indices based on biomonitoring data. As a result
 of the research, 1) a urinary glyphosate assay method was developed that has a worldwide advantage 
in analytical throughput, and 2) the Japanese glyphosate exposure level was clarified for the first 
time. 

研究分野：環境衛生学

キーワード： 除草剤　バイオモニタリング

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、将来の農薬のリスク評価に疫学研究の設計やその考察の基盤となる情報として貢献できるだけでな
く、安全・安心を求める国民のニーズに対して応えることができ、EUや欧米とは異なる農業形態・生活様式のア
ジア圏で初めての取り組みであった。
規模が大きくかつ種種の採取デザインで得た既存のヒト尿サンプルをHBMに利用することから、経済性に優れた
HBMを実施し、除草剤の曝露マーカーの特徴を多角的に理解できた。将来の慢性的な低濃度農薬曝露リスクを追
求する環境疫学・労働衛生学研究、衛生行政の発展に大きく貢献しうる研究成果である。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
我々は化学物質の持つ利便性を生かした様々な製品に囲まれており、化学物質のリスク（化学
物質が人体に入り、健康に影響する可能性を示す）への対応が必要である。内閣府の調査「平成
22年身近にある化学物質に関する世論調査」では、「日常生活において、化学物質の安全性に不
安を感じるもの」の問いに対して、最も高い割合 62%を示したのは「農薬／殺虫剤／防虫剤」で
あった。これらのリスク評価は食品経由の曝露(摂取)では食品安全委員会等、職業的曝露では厚
生労働省や産業衛生学会等が担い、国民の健康に影響しないようリスク管理も実践している。リ
スク評価に必要な曝露評価(化学物質曝露量の把握)は、食品・水・空気中などの化学物質を定量
することや、化学物質の環境中への排出量等で評価されていたが、近年は、生体試料中の化学物
質を超高感度に定量することで、職業的曝露のみならず、小児や妊婦の個人曝露レベルでの把握
が可能となった(Human Biomonitoring, HBM)。これを応用し、中毒症状を示さないような低
濃度の農薬曝露が及ぼす不顕性の健康影響に関する疫学研究が飛躍的に進んでいる。その報告
例を下に 2例示す。 
 
Richardson et al., FASEB J. 2015;29(5):1960-72. 約 2,000名の未成年から PYR曝露マーカー
である尿中 3-phenoxybenzoic acid (3-PBA)を測定し、高 PYR曝露群(cut off値は 0.1μg/L)は
低曝露群[Referent]と比べて注意欠陥多動性障害と診断されているオッズ比が 2.3 倍高い[95% 
CI:1.4–3.9; P = 0.002]ことを示した。その他アメリカ、ドイツ、中国等から報告が増えつつある。 
 
申請者はこれまで、HBM手法を用いた日本人における有機リン系、ピレスロイド系およびネオ
ニコチノイド系殺虫剤の尿中曝露マーカー濃度の特徴を理解すべく、高感度分析法の確立、経年
的な濃度変化、季節変動、一般成人・小児・高齢者・農家のマーカー濃度分布を明示し、HBM
によるリスク評価や環境疫学の発展に微力ながら貢献してきた。特にネオニコチノイド系およ
び蚊取り線香等に使用されるピレスロイド系殺虫剤に関する取り組みは世界をリードしている。
しかし将来的には複合的な農薬の曝露評価が求められることが強く予想されるため、殺虫剤以
外の農薬リスク評価あるいはそれに貢献する技術(HBM 等)を発展させなくてよいのだろうかと
いう疑問にたどり着いている。 
 
２．研究の目的 
 
いわゆる農薬曝露を包括的に把握するには、「殺虫剤」だけでなく、もっとも出荷量が多い「除
草剤」の曝露に着目する必要があるが、これまでは主に殺虫剤の HBMを用いた曝露評価が発展
してきた。殺虫剤が有する神経毒性は、理論的にはヒト(動物)にも当てはめることができ、健康
への懸念が比較的強いことが理由の一つである。一方で除草剤の代表格であるグリホサートの
除草機序(主にシキミ酸合成経路阻害でこれは動物にはない)から、人への影響は少ないとされて
いたが、近年の疫学研究により、急性中毒症状を示さないような低濃度除草剤曝露による健康影
響に関する学術的な知見が報告されている(HBMは未実施)。 
 
Ehrenstein et al., BMJ. 2019;364:1962. 調査地域はカリフォルニア州、グリホサート曝露レベ
ルは出生地におけるグリホサート使用量を採用、アウトカムを知的障害のある自閉症スペクト
ラムとして、case 351名および control 26660名の後ろ向き研究が実施された。ロジスティック
回帰分析により、出生前の妊婦の曝露は 1.3倍[95% CI:1.05–1.69]リスクが上昇することが示唆
された。限界として、バイオモニタリングが実施されていないなど、曝露評価に不確かさが残る。 
 
グリホサートに代表される除草剤は、雑草等の防除を目的として農業分野や林業分野のみなら
ず一般家庭でも使用されている身近な化学物質であり、その生体影響に関する懸念が近年増加
している。本研究課題の目的は、大量のヒト尿サンプルに応用可能な尿中除草剤曝露マーカー測
定法を世界に先駆けて開発し、既存の尿サンプル(小児、一般健常成人、農業従事者)への大規模
応用により、集団ごとの曝露レベルの分布、地域差、経年変化などの変動要因を解明するととも
に、バイオモニタリングデータによるリスク評価指標を算出することである。本研究は、将来の
農薬のリスク評価に疫学研究の設計やその考察の基盤となる情報として貢献できるだけでなく、
安全・安心を求める国民のニーズに対して応える、EUや欧米とは異なる農業形態・生活様式の
アジア圏で初めての取り組みである。 
 
３．研究の方法 
３－１尿中グリホサート測定法の確立 
グリホサートを主として、国内出荷量が多く市販標準物質が存在し、構造および既報から HBM
の実現可能性が高いと判断した物質を対象とする(優先順：グリホサート、グリホシネート)。測



定法は高感度および信頼性を再重視し、高速液体クロマトグラフ-タンデム質量分析計(LC-
MS/MS)あるいはガスクロマトグラフ-タンデム質量分析計(GC-MS/MS)を用いて開発を検討した。
既報を参考に、50%程度の一般健常人からターゲット物質が検出される 0.1 から 1 μg/L 程度を
目標感度とする。可能な限り同時分析法とするが、感度等の問題により HBM への応用が難しい場
合は個別分析法で対応する。基本的には米国 FDA の再現性評価ガイドラインに従って分析法を
評価し、精度保証という観点からサンプル中の対象物質の安定性試験も追加した。 
 
３－２ 測定法の応用 
農業に従事する 10 名(年齢 44 から 72 歳, 男性 8 名および女性 2名、ただし除草剤の取り扱い
履歴不明)の随時尿を 8月に採取し、そのコントロール群として九州地区の一般健康診断に参加
した男女（男性 14名、女性 10 名、年齢の範囲 31-63）の随時尿を対象に、尿中グリホサート濃
度を測定した。また、愛知県内の自治体で実施している 3歳児健診の残余尿を 20 検体（男児 10
名、女児 10 名）を収集し、尿中グリホサート濃度を測定した。 
2006、2011 及び 2015 年に収集した各 50 検体（愛知県在住の子供 4-6 歳、経年変化調査群）な
らびに 2012 年 8-9 月及び 2013 年 2月に収集した各 42検体（愛知県在住の子供 3歳、季節変動
調査群）とした。 
一般生活者 38 名(69±10 歳、平均値±標準偏差)を対象に、尿と便サンプルの収集および生活
習慣に関するアンケートを実施した。アンケートで得られる共変量も加味した統計的解析を施
すことで、曝露評価値（尿中グリホサート濃度や他の農薬曝露指標）と腸内環境評価値の間に関
連があるかどうかを確認した。 
 
４．研究成果 
４－１尿中グリホサート測定法の確立 
 
尿 1 mL に対して、固相抽出カラム(強陽イオン交換および弱陰イオン交換)による前処理を行っ
た。これらの処理にはオープントロン社製の自動分注装置 OT2 や Biotage 社製の自動固相抽出
装置を用いて、ハイスループット化を実現した。グリホサートは金属配位性化合物のため、分離
カラム等への吸着対策を各種施した。すなわち、LC 流路のリン酸コーティングおよびアジレン
トテクノロジー社製のピークシャープナーを移動相に添加することが、液体クロマトグラフ-タ
ンデム質量分析計での定量分析感度を向上させる要因の一つとなった（検出下限値 0.17 µg/ g 
creatinine）。既報にはない固相抽出法および LC 条件でプール尿を用いた場合は良好な再現性
を得ることができたものの、10 名から得られた尿サンプルで検討したところ、マトリックスフ
ァクター(MF)のばらつきは 42%(CV)となった。我々は固相抽出前に尿サンプルをクレアチニン濃
度0.05 g/Lに精製水で調整すること(Creatinine-Matching Dilution, CreMD法と呼称)により、
この MF を 13%まで改善することを見出し、回収率、リテンションタイムのばらつき、測定感度
のサンプル間差を軽減した。最終的には、0.33 µg/L における平均日内変動と平均日間変動は相
対標準偏差(relative standard deviation, %RSD)15%以下、検出下限値は 0.1 µg/L であった。
検出下限値は既報の測定法と同程度またはそれ以下となり、農業従事者、一般成人、３歳児のう
ち 32名(59%)から尿中グリホサートが検出され、中央値および最大値は 0.25 および 1.99 µg/L
であった。検出率の面からも一般生活者の尿中グリホサート濃度測定に適応可能な感度であっ
た。なお、上記定量値は、他国のそれと比較して同等か低濃度であった。また、男女差や顕著な
年齢差は見られなかった。 
 
2006 年、2011 年、2015 年の日本人小児の尿からのグリホサート測定を行った結果、検出率は
2006 年で 18％、2011 年で 30％、2015 年で 50％と年々上昇しており、2011 年と 2015 年の尿中
グリホサート濃度は、2006 年に比べて有意に高いという結果が得られた。また 2006 年から 2015
年にかけて尿中グリホサート濃度は増加する傾向を示し、過去 20 年間の日本におけるグリホサ
ートの国内出荷量の増加と相関があることが示された。 一方で、季節間（夏と冬）や性別によ
るグリホサート曝露レベルの差は認められず、さらに有機リン系殺虫剤、ピレスロイド系殺虫剤
およびネオニコチノイド系殺虫剤の尿中曝露マーカーとの相関も観察されなかった。2015 年に
採取された尿のうち、最も高い尿中グリホサート濃度を示したものから、グリホサートの推定 1
日摂取量を算出したところ 1.2 µg/kg bw/dayとなった。これは、日本食品安全委員会の定める
一日摂取許容量 1 mg/kg bw/day の 0.12％未満であり、対象とした日本人小児のグリホサート曝
露レベルは、人体に影響を及ぼす程度の量ではないことが示された。 
 
グリホサート、有機リン系殺虫剤(OP)およびピレスロイド系殺虫剤(PYR)の農薬曝露マーカーと
して，尿中ジアルキルリン酸類(DAP)，ジメチルリン酸類(DMAP)、ジエチルリン酸類(DEAP)、3-
フェノキシ安息香酸(3PBA)，グリホサートを高齢者を対象に測定した。さらに、同じ対象者から
便を採取し、便中代謝物類として短さ脂肪酸およびポリアミン類をそれぞれ高感度定量分析し
た。中央値をカットオフ値として農薬の高濃度曝露群および低濃度曝露群に群分けし、便中代謝
物類を比較(マンホイットニーU 検定)したところ、DAP および DMAP の高濃度群では便中酢酸
(p=0.046)および乳酸濃度(p=0.033)の有意な低下が見られた。一方で、農薬曝露マーカーと便中
プロピオン酸、酪酸、吉草酸、コハク酸、ポリアミン類、pH との関連性は認められなかった。



尿中 DAP 濃度(μmol/g creatinine)と便中酢酸濃度(r = -0.345)および乳酸濃度(r = -0.391)
の間に有意な負の相関(p<0.05, Spearman の順位相関係数)がみられた。さらに、ステップワイ
ズ重回帰分析(変数増減法)にて、便中酢酸濃度濃度(mg/g)の予測に寄与する説明変数を探索し
たところ、尿中 DAP 濃度(調整済み R2＝0.751, p＜0.001, β＝-24.0, SE＝4.9, t＝-4.9)お
よび一部の野菜摂取頻度が統計的有意に検出された。OP 曝露とある種の食事との関連を示唆す
る報告もあるが、本研究では尿中 DAP 濃度と野菜摂取頻度との間に有意な相関関係は検出され
なかった。除草剤と腸内環境との関連も一切検出されなかった。これらの知見は、除草剤である
グリホサートは関連しないが、OP 曝露が独立して便中酢酸レベルの低下と関連し、中高年群の
健康リスクに寄与している可能性を示唆するものである。 
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