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研究成果の概要（和文）：本研究では、瀬戸内海西岸の環境および生物相における海洋汚染物質のターゲット
/ノンターゲットスクリーニングを実施した。スクリーニング分析の結果、多様な有機ハロゲン化合物 (残留性
有機汚染物質、海洋天然物質、構造未知物質等) による生物蓄積の実態が明らかとなった。とくに、ジクロロジ
フェニルトリクロロエタン (DDT) およびクロルデン (CHL) の合成不純物あるいは環境/生体内変化物と推察さ
れる多数の有機塩素化合物が、魚類のみならず魚食性鳥類にも蓄積していることが判明した。この結果は、海洋
生物相に対するDDT・CHL様物質の慢性的な曝露と食物網を介した生物濃縮の可能性を示している。

研究成果の概要（英文）：The present study performed target/nontarget screening of marine pollutants 
in the environment and biota from Seto Inland Sea, Japan. The results of screening analyses revealed
 the bioaccumulation of various organohalogen compounds such as persistent organic pollutants 
POPs), marine natural products, and structurally unknown compounds. Notably, several organochlorine 
compounds, identified as synthetic by-products or environmental/biological transformation products 
of dichlorodiphenyltrichloroethane (DDT) and chlordane (CHL), were found to accumulate in not only 
marine fish but also fish-eating birds. The results indicate chronic exposure of marine biota to 
these compounds, and their biomagnification potential in the marine food web. 

研究分野： 環境化学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、多次元クロマトグラフィーと精密質量分析を統合した分離計測技術を精緻化し、環境・生物汚染モ
ニタリングに適用した結果、法的な監視や規制が及んでいない潜在的な有害物質群の検出に成功した。この成果
は、応用計測科学や自然科学分野における研究の発展のみならず、自然環境や野生生物種の保全、そして化学物
質の適正なリスク管理に資する有用な情報となり得る。

※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 
ポリ塩化ビフェニル (PCBs) 等の有機ハロゲン化合物 (OHCs) は、環境残留性や生物蓄積性

がきわめて高くヒトや野生生物に対する毒性影響が危惧されたことから、2004 年に発効した
「残留性有機汚染物質 (POPs) に関するストックホルム条約」により生産・使用・流通が禁止 
(規制) されている。また 2009 年以降に追加指定された新規 POPs や現在審議中の候補物質に
ついても、既存 POPs と類似の物理化学特性や毒性が懸念されたことを受け、法的な監視・管
理体制の強化に加え、廃絶や使用規制に拘わる国際的な枠組みの整備が進められている。しか
しながら世界的に大きな注目を集めている POPs や関連候補物質の多くは、環境排出や生物曝
露の実態が明らかとなっている既知の人工汚染物質に限定されるため、構造・起源未知物質を
含む潜在的 POPs の網羅的スクリーニングは多様化する化学汚染のリスク管理において喫緊の
課題となっている。 
上記課題の重要性は国際的にも認識されているが、これまで国内外で実施されてきた POPs

様物質の汚染モニタリングは、調査対象となる物質種を限定したターゲット分析となっている。
したがって、法的な監視や規制が及んでいない未同定物質 (合成不純物、環境分解物、生体内
代謝物、天然物等) を網羅的に検出することは原理的に困難であり、それらの環境汚染や生物
への曝露・蓄積に関する知見は得ることができない。このような背景から近年、欧米諸国では
ノンターゲット分析法の開発と環境・生物汚染モニタリングへの適用研究が精力的に展開され
ている 1,2)。例えば米国の研究チームは二次元ガスクロマトグラフ–飛行時間型質量分析計 
(GCxGC–ToFMS) を駆使して、海棲哺乳動物 (鯨類・鰭脚類) に蓄積する POPs 様物質のノンタ
ーゲット分析を実施している 3,4)。しかし、これらの先行研究では海洋高次生物の脂皮のみ分
析していたため、環境中や生体内で比較的速やかに分解・代謝される、或いは特定の臓器に移
行・分配する物質群の曝露は見落とされている可能性が高い。また申請者らの研究グループも
最近、沿岸汚染の生物指標である付着性二枚貝 (イガイ) を対象に、ガスクロマトグラフ–高
分解能二重収束型質量分析計 (GC–HRMS) 及び GCxGC–HRToFMS を併用したターゲット/ノンター
ゲット分析手法を開発し、多様な OHCs (人工汚染物質、海洋天然物質、構造・起源未知物質) 
の検出に成功した 5)。しかしながら、既知・未知の海洋汚染物質による生物への複合曝露や蓄
積プロファイル、そして生物濃縮性に関する知見は依然としてほとんど集積されていない。 
 
２．研究の目的 
本研究では、海洋食物網を構成する低次–高次栄養段階生物を対象に海洋汚染物質のノンタ

ーゲット/ターゲット分析を実施し、複合曝露レベルや組成プロファイルの種差、そして生物
濃縮機構の解明を目的とした。具体的には以下に示す 2つの研究課題に取り組んだ。 
(1) 愛媛県沿岸の同一港湾内で採取した海水、底質、二枚貝、そして魚類試料を対象に既知・

未知 OHCs の網羅的スクリーニングと残留濃度プロファイルの比較解析を実施した。 
(2) 愛媛大学の生物環境試料バンク (es-BANK) に冷凍保存されている魚食性鳥類の生体組織

試料を活用して、上述の環境・生物媒体に残留していた OHCs の生物濃縮性を検証した。 
 
３．研究の方法 
(1) 研究対象試料 
 本研究では、カキやイガイ等の付着性二枚貝を捕食するクロダイを対象魚種とした。クロダ
イ (n = 10) は 2018 年から 2019 年にかけて松山港近傍で釣獲し、実験室内で臓器・組織別に
解剖した。海水、底質、そしてカキは 2019 年に上記の港湾内で同日採取した。海水 (n = 1) 
はステンレス製のサンプラーで 15 L 採水した。底質 (n = 2, 各 3 検体プール) はエクマンバ
ージ採泥器を用いて 2地点でサンプリングをおこない、各地点 3回採泥し混合したものを 1試
料とした。カキ (n = 2, 各 20 検体プール) は底質と同一の 2地点からそれぞれ採集し、各地
点 20 検体分の軟組織を混合・均質化したものを 1 試料とした。鳥類については、魚食性の猛
禽類であるミサゴを本研究の対象種に選定した。ミサゴ (n = 3) は 2018 年に松山市内で死亡
した野生個体であり、es-BANK に保管されている貴重な凍結サンプルから胸筋及び肝臓組織を
分取・摘出した。 
 
(2) 試料抽出液の作製 
各環境・生物試料の抽出操作は既法に従った 5)。海水試料 (n = 1) は JIS K0312 を一部改

変したメソッドを適用しトルエンで抽出した。底質 (n = 2)、カキ (n = 2)、クロダイ (筋
肉: n = 10, 肝臓: n = 10)、そしてミサゴ (筋肉: n = 3, 肝臓: n = 3) の全試料はフリー
ズドライ後に高速溶媒抽出機を用いて処理し、底質試料はトルエン、生物試料についてはアセ
トン/n-ヘキサン混合溶媒で抽出した。得られた全試料の粗抽出液は n-ヘキサンに溶媒転溶し
た後、ガラス製の試験管内で保存した。 
 
(3) OHCs のノンターゲット分析 
 釣獲したクロダイ 10 検体から最大サイズの個体を選定し、この代表サンプルの筋肉及び肝
臓組織に内在する既知・未知 OHCs のノンターゲット分析を実施した。具体的には、各組織の
試料抽出液にクリーンアップスパイク (13C12-labeled PCBs, 13C12-labeled PBDEs, 13C12-



labeled 6-MeO-BDE-47) を添加後、ゲル浸透クロマトグラフィー (GPC) で夾雑成分を除去し
た。この粗精製溶液は、シリンジスパイク (13C12-labeled CB-170, 13C12-labeled BDE-126/-
205) を添加して窒素気流化で濃縮・定容した後、得られた最終溶液を GCxGC–HRToFMS (EI, 
m/z 150-750, R > 5000, FWHM) のフルスキャンモードで測定した。本測定では、BPX5 (長さ: 
30 m, 内径: 0.25 mm: 膜厚: 0.25 µm)、FST (長さ: 1.5 m, 内径: 0.1 mm)、そして BPX50 
(長さ: 1.5 m, 内径: 0.1 mm: 膜厚: 0.1 µm) を連結した GCxGC カラムセットを使用した。
GCxGC–HRToFMS の測定条件は表 1に示す。 
 
表 1. GCxGC-HRToFMS の測定条件 
GCxGC Agilent 7890A GC coupled with a Zoex KT2006 
Modulation Period: 4500 ms; releasing: 300 ms 
Carrier gas Ultra-pure Helium 
Injection Volume: 2 μL, Temperature: 280 ˚C, Mode: splitless 
Oven program 120 ˚C, holding for 1 min, to 200 ˚C at 20 ˚C min-1, to 320 ˚C at 4 ˚C min-1, holding for 3 min 
First column BPX5 (30 m, 0.25 mm i.d., 0.25 µm film thickness) 
Second column BPX50 (1.5 m, 0.1 mm i.d., 0.1 µm film thickness) 
Flow control mode Constant flow 
Mass spectrometer JMS-T100GCV 
Interface 280 ˚C 
Ion source Ionization mode: EI, Electronic energy: 70 eV, Ionizing current: 500 μA, Temperature: 280 ˚C 
Detector voltage 2400 V 
Measuring mode Full scan: m/z 150–750, sampling rate: 25 Hz 
Resolving power > 5000 (FWHM) 

 
GCxGC–HRToFMS 分析により得られた二次元トータルイオンカレントクロマトグラム (2D 

TICCs) は、専用のソフトウェア (GC image ver.2.7r3) を用いて処理・解析した。2D TICCs
上で観測された各 OHCs のピークは、リテンションタイム (1tR [min], 2tR [s])、精密質量 
(m/z)、ハロゲンイオンクラスターの同位体比 (%)、そしてフラグメントパターンに基づいて
解析し示性式推定をおこなった。また同一機器条件で測定した標準品のインハウスデータベー
スに加え、米国国立標準技術研究所が提供する質量スペクトルライブラリー (NIST17) やケミ
カルアブストラクトサービス (CAS) の化学物質データベース (SciFinder) を活用して、候補
物質を検索した。 
 
(4) OHCs のターゲット分析 
ノンターゲット分析により、クロダイの代表サンプルから高検出強度で確認された主要な

OHCs をリストアップし、全ての環境 (海水、底質) 及び生物 (カキ、クロダイ、ミサゴ) 試
料を対象に定量分析を実施した。簡潔には、各試料の粗抽出液にクリーンアップスパイク 
(13C12-labeled PCBs, 13C12-labeled PBDEs, 13C12-labeled 6-MeO-BDE-47) を添加して前述の
GPC 処理に供試した後、さらに活性シリカゲルクロマトグラフィーにより精製・分画した。こ
の精製溶液はシリンジスパイク (13C12-labeled CB-170, 13C12-labeled BDE-126/-205) を添加
して窒素気流化で濃縮・定容した後、得られた最終溶液を GC-HRMS (EI, R > 10000, 10% 
valley) の選択イオンモニタリング (SIM) モードで測定した。分析カラムは HT8-PCB (長さ: 
60 m, 内径: 0.25 mm) 及び BPX5 (長さ: 15 m, 内径: 0.25 mm: 膜厚: 0.1 µm) を使用し、
分離検出した各 OHCs の濃度は同位体希釈法により算出した。なお、各試料溶液に添加した内
部標準物質の補正回収率は 60-120%の範囲内にあった。 
 
４．研究成果 
(1) クロダイの筋肉及び肝臓に蓄積する OHCs のノンターゲット分析 
GPC のみでクリーンアップしたクロダイの筋肉及び肝臓の粗精製溶液を GCxGC–HRToFMS で分

析した結果、両組織の 2D TICCs からそれぞれ約 90 種の OHCs が観測された (図 1)。各ピーク
のリテンションタイムと精密質量スペクトル情報を基に詳細な定性解析を実施したところ、
PCBs や臭素系難燃剤 (BFRs) であるポリ臭素化ジフェニルエーテル (PBDEs) の異性体群に加
え、有機塩素系殺虫剤 (OCPs) のクロルデン類 (CHLs) とジクロロジフェニルトリクロロエタ
ン及びその類縁物質 (DDTs) が主要な OHCs として同定された。また CHL 及び DDT 製剤の合成
不純物や環境変化体、生活関連物質 (PCPs) であるトリクロサンのメチル誘導体 (Me-TCS)、
そしてリン酸エステル系難燃剤 (PFRs) のリン酸トリス(1,3-ジクロロ-2-プロピル) (TDCIPP) 
といった人工汚染物質だけでなく、海域で自然発生したと考えられる塩素化メチルビピロール 
(MBPs)、メトキシ化 PBDEs (MeO-PBDEs)、さらには構造未知のミックスハロゲン化合物 
(UHCs-Br/Cl)5) の検出も確認された。これらの検出強度プロファイルは両組織間でほぼ同様
であり (図 1) 臓器特異な蓄積を示す物質や異性体は認められなかったが、UHCs-Br/Cl を含む
多数の OHCs は先行研究で分析したイガイにも残留していたことから 5)、沿岸域の魚介類は多
種多様な OHCs に複合曝露されていることが示唆された。 



図 1. GCxGC–HRToFMS 分析で得られたクロダイ試料の 2D TICCs (a: 筋肉, b: 肝臓). ブロブの色はアサ
インした OHCs のピークを示す (黄: ポリ塩化ビフェニル異性体, 緑: 有機塩素系農薬類, 赤紫: 臭素系
難燃剤, 青: 海洋天然物質, 白: 生活関連物質の環境変化体, 赤: リン酸エステル系難燃剤). 
 
(2)海水・底質・カキ・クロダイに残留する OHCs のターゲット分析 
同一港湾内で採取した環境・生物媒体の最終精製溶液を GC-HRMS で分析した結果、OHCs は

全媒体から検出され沿岸域に遍在していることが明らかとなった。クロダイの組織中 OHCs 濃
度を中央値で比較したところ、PCBs が最も高く (筋肉: 3800 ng/g lw, 肝臓: 3700 ng/g lw)、
次いで DDTs (筋肉: 640 ng/g lw, 肝臓: 470 ng/g lw)、CHLs (筋肉: 380 ng/g lw, 肝臓: 
350 ng/g lw) の順であり、UHCs-Br/Cl (筋肉: 15 ng/g lw, 肝臓: 11 ng/g lw)、MeO-PBDEs 
(筋肉: 9.6 ng/g lw, 肝臓: 11 ng/g lw)、PBDEs (筋肉: 8.1 ng/g lw, 肝臓: 11 ng/g lw)、
そして MBPs (筋肉: 7.7 ng/g lw, 肝臓: 12 ng/g lw) は概ね同等のレベルであった。この蓄
積濃度プロファイルはカキの結果と類似していたことから (PCBs: 1100 ng/g lw > DDTs: 460 
ng/g lw > CHLs: 360 ng/g lw > UHCs-Br/Cl: 64 ng/g lw > MBPs: 63 ng/g lw > MeO-PBDEs: 
49 ng/g lw > PBDEs: 13 ng/g lw)、クロダイは生息環境の餌生物を介して OHCs に曝露されて
いることが示された。加えて、PCBs については他の POPs に比べ生物濃縮係数 (BMF) が高値
であったため、沿岸生態系の高次捕食者に対する相当濃度の曝露が懸念される。 
また興味深いことに、UHCs-Br/Cl は同一港湾内の海水や底質からも検出が認められ、とり

わけカキに高蓄積していたことが判明した。実際、生物相 (イガイ)-底質蓄積係数 (BSAF) を
算出した先行研究では、UHCs-Br/Cl は同等の log オクタノール-水分配係数 (log Kow) を有
する POPs に比べ 1 桁以上高い BSAFs を示すことが明らかとなっており、この差は底質粒子の
取り込みだけでなく発生源 (藻類等) からの直接的な曝露に起因することが示唆されている 5)。
同様の現象は UHCs-Br/Cl のみならず MeO-PBDEs でも観測されていることから、イガイやカキ
などの付着性二枚貝は沿岸域で自然発生する OHCs に慢性曝露されている可能性が高い。 
 
(3) ミサゴにおける OHCs の生物濃縮プロファイル 
GC-HRMS 分析の結果、ミサゴの全検体から POPs の高濃度検出が確認され、沿岸生態系の頂

点捕食者に対する汚染は現在も継続していることが明らかとなった。ミサゴの組織中 OHCs 濃
度は、中央値で比較すると PCBs が最も高く(筋肉: 4200 ng/g lw, 肝臓: 2400 ng/g lw)、次
いで DDTs (筋肉: 1000 ng/g lw, 肝臓: 480 ng/g lw)、CHLs (筋肉: 760 ng/g lw, 肝臓: 



480 ng/g lw) > MBPs (筋肉: 460 ng/g lw, 肝臓: 410 ng/g lw) > PBDEs (筋肉: 100 ng/g 
lw, 肝臓: 54 ng/g lw) の順であり、MeO-PBDEs は 1 検体を除いて検出下限値未満、UHCs-
BrCl については全検体で未検出であった。ミサゴにおける POPs の蓄積濃度プロファイルは、
クロダイのパターンとも調和的であり、BMF の観点からも、これらの人工汚染物質は食物連鎖
を介して生物濃縮していることが示された。一方で海洋天然物質の特異な検出パターンは、ミ
サゴが捕食する魚種や生息水域の差を反映したものと推察される。そのため、淡水や汽水域の
魚類における OHCs 曝露プロファイルやそれらの種差の解明、さらに安定同位体をトレーサー
とした食性解析が今後必要である。 

また特筆すべきことに、OCPs については製剤の主成分のみならず、不純物や環境変化体と
考えられる多数の構造類縁物質が検出された。とくに CHL 様物質の検出強度は、trans-/cis-
CHLs に比べ 1 桁高値を示していた (図 2)。同様の物質群は本研究で分析したクロダイや、日
本の野生鳥類を対象にノンターゲット分析を実施した当研究室の先行研究 6) においても確認
されていることから、それらの化学構造や曝露起源の詳細解析、そして毒性リスクの評価が求
められる。 

図 2. GC-HRMS 分析で得られたクロルデン類の SIM クロマトグラム (a: ミサゴの筋肉試料, b: 標準品). 番号はクロル

デン類のピークを示す (1: トランス-クロルデン, 2: クロルデン様物質, 3: シス-クロルデン).  

 
以上の研究により、沿岸環境中には依然として未同定の POPs 様物質が残留しており、これ

らの汚染は生態系の低次-高次栄養段階生物種にまで及んでいることが明らかとなった。その
ため、法的な監視・規制対象外の物質群を網羅的に検出できる新規スクリーニング分析手法の
開発および多様な野生生物種への適用研究が今後の課題である。 
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