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研究成果の概要（和文）：国内外で使用実績のあるパラベン5物質、塩素化パラベン10物質、代謝分解物3物質の
計18物質について、下水処理場の放流河川に生息する魚類とケージを使って河川水に7日間曝露した貝類を分析
した。
  その結果、魚類から塩素化パラベン3物質とパラベン1物質、下水放流口そばで曝露した貝類から塩素化パラベ
ン8物質とパラベン3物質を検出した。塩素化パラベンは低次栄養段階では蓄積性が高いことを示すとともに、生
物相汚染の下水処理場の寄与を確認した。

研究成果の概要（英文）：In the present study, the levels of exposure to chlorinated parabens 
originating from pharmaceuticals in the aquatic biota (Medaka, Trichoptera, and Sinotaia quadrata 
histrica) were analyzed.
  In the river biota investigated, 3 chlorinated and 1 non-chlorinated parabens were identified in 
Medaka and Trichoptera.  In exposure testing of caged S. histrica near the outfall of the sewage 
treatment plant, 8 chlorinated and 3 non-chlorinated parabens were identified. This suggests that 
the sewage treatment plant is the predominant route for the accumulation of chlorinated parabens in 
biota. 

研究分野： 環境化学、化学物質影響科学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
医薬・化粧品等に含まれる防腐剤パラベン

が、新たな水質汚染物質として明らかになっ
ている。パラベンは水道水中や下水消毒過程
において、容易に塩素化パラベンへ変換され
る。下水処理水やその放流河川では国内・国
外問わず、塩素化パラベンの検出が相次いで
いる。生成した塩素化パラベンは疎水性が高
まることや水生生物への急性強毒の強毒性
化、また、新たな毒性として芳香族炭化水素
受容体（AhR）への結合能が高まることも示
されている。 

 
２．研究の目的 
  有機ハロゲン化合物の多くは、生物蓄積性
が懸念されているが、塩素化パラベンに関し
ては、生物試料の分析法は確立されておらず、
蓄積状況も不明である。そこで、はじめにパ
ラベンとその塩素化体およびその主要代謝
物について、水生生物中濃度を計測するため
固相抽出－GC-MS による分析法確立を目指
した。続いて下水放流河川に生息する魚類の
分析を試みるとともに、汚染物質を取り込み
やすい貝類を用いて生物蓄積性に関する知
見を得ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）添加回収実験による分析法の検討 

国内外で使用実績のあるパラベン5物質と
それらの塩素化体 10 物質、加水分解物 3 物
質 の 計 18 物 質 を 対 象 と し た 。 魚 肉
（Oncorhynchus keta）をホモジナイズ後、18
物質およびサロゲート（プロピルパラベン
-d4）を添加した。Freezing-lipid filtration
法（－24℃）により脂質を除去後、Silica 固
定相にて clean-up した抽出物をガスクロマ
トグラフ-質量分析計で定量した（Fig. 1）。
なお、試験に用いた魚肉試料の脂質割合は
1.8±0.12%（n＝5）であった。 
 

 
（２）塩素化プロピルパラベンの代謝物 

機器分析により 3,5-ジクロロ-4-ヒドロキ
シ安息香酸 2-ヒドロキシ-1-メチルエチルと
推測される物質の合成を試みた（Scheme 1）。
テトラヒドロフラン中、トリフェニルホスフ
ィンおよびアゾジカルボン酸ジエチル存在

下、3,5-ジクロロ-4-ヒドロキシ安息香酸と
プロピレングリコールを室温にて反応させ
た。生成物は分取薄層クロマトグラフィー上
でクロロホルム/メタノール（85/15, v/v）
で展開させた４番目の画分を回収、濃縮した。 

 
（３）水生生物試料の分析 
  下水処理場 (処理人口 35 万人) 放流域の
河川から捕獲したメダカ（n＝39)およびトビ
ケラ(Trichoptera、n＝3)の塩素化パラベン
濃度を計測した。また、同河川の放流口そば、
0.1 km 上流、2 km 下流の３地点でケージ法
によるヒメタニシ（ Sinotaia quadrata 
histrica, n＝10)の曝露実験を実施した。７
日間河川水に曝露したヒメタニシ中の塩素
化パラベンについて、濃度計測に取り組んだ。
さらに、実験室において二塩素化メチルパラ
ベン水溶液（濃度 0.95 μg/mL）中で曝露した
ヒメタニシ（n＝10)についても、7 日間後に
塩素化パラベン濃度を計測した。なお、下水
処理場放流口は１ km 下流で北上川と合流す
る地点に位置する。 
 
４．研究成果 
（１）固相抽出/GC-MS による分析法検討 

パラベンおよび塩素化パラベン１５物質
について、サロゲートで補正した添加回収率
が 66%～128%、再現性も相対標準偏差が 15%
以内となり、良好であった（n＝5）。S/N＝10
とした定量下限値は 0.10～5.1 ng/g wet 
weight となった。 
 

（２）代謝物の合成 
 
 
 
 
 
 

Scheme 1 
 
生成物のスペクトルデータを以下に示す。 

Yield 51%. Purity (GC) 97% 1H-NMR (CDCl3) 
δ: 1.48 (3H, d, J=6.5 Hz), 3.77–3.85 (2H, m), 
5.22–5.29 (1H, m, J=6.0 Hz), 8.00 (2H, s). HR- 
EI-MS (M+): 263.9955 (Calcd for C10H10O4

35Cl2: 
263.9956), 265.9928 (Calcd for 
C10H10O4

35Cl37Cl: 265.9927), 267.9904 (Calcd 
for C10H10O4

37Cl2:267.9897). 
GC-MS による代謝物および合成標品の保持

時間とマススペクトルは一致したため、代謝
物の同定に成功した。肝 S９フラクションに
よる塩素化パラベンから当該物質への代謝
変換率は、同定した代謝物６物質中２番目に
高い 32％であった。当該物質の毒性に関して、
YCM3 酵母レポータージーンアッセイを実施
したところ、ヒト芳香族炭化水素受容体への
結合活性は認められなかった。これは活性物
質である塩素化プロピルパラベンと比較し
て、エステル側鎖の嵩高い官能基の導入によ

Fish sample 10 g 
├─────────10 μL Analytes & PP-d4 (100 μg/mL) 
├─────────30 g Na2SO4 + 60 mL ACN or Hex/A (2/5) 

Sonication 30 min 
├─────────── Filtering  

Freezing -24oC, 40 min            ×2   
├─────────── Filtering    

Evaporating solvent under vacuum 
│ 

Clean-up with silica (Pre-conditioning; 2 mL A & 2 mL Hex) 
├──────────────┬──────────────────┐ 

2 mL Hex fra.    2 mL Hex/A (9/1)fra.    2 mL Hex/A 
(4/1)fra. 
 
Fig 1. Extraction procedure for parabens and 
chlorinated parabens in fish tissue samples. ACN; 
acetonitrile, Hex; hexane, A; acetone. 
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り芳香環との干渉が大きくなり、分子の平面
性が低下したことによると考えられる。 
 

（３）生物試料の分析 
河川の生物試料から、塩素化体３物質、非

塩素化体１物質を検出し、濃度レベルは最大
で 0.62 ng/g wet weight であった（Fig. 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 2 Box and whisker plots of total parabens 
concentrations (ng/g wet weigh) in Trichoptera. 
Box stretch between the 25th and the 75th 
percentiles. 
 
ケージ法により河川水に7日間曝露したヒ

メタニシから、塩素化パラベン８物質および
非塩素化パラベン３物質を検出した（Table 
1）。濃度レベルは最大で 12 ng/g wet weight
であった。また検出物質の総濃度は 29 ng/g 
wet weight となった。下水放流口の上流域で
曝露したヒメタニシからは、塩素化パラベン
４物質および非塩素化パラベン１物質を検
出し、濃度レベルは最大で 1.1 ng/g wet 
weight であった。総濃度は 5.4 ng/g wet 
weight で、この値は放流口そばの総濃度と比
較して約 1/5 の値であった。さらに、ケージ
暴露の期間中に計測した塩素化パラベンの
河川水中の濃度は、ヒメタニシ中の蓄積濃度
との相関が認められた（R2＝0.33～0.77）。 
これらの結果はヒメタニシから検出した塩
素化パラベンの発生源として、下水処理場の
寄与が大きいことを示している。 
一方、下水処理場の下流 2 km でケージ曝

露したヒメタニシからは、塩素化パラベン６

物質および非塩素化パラベン１物質を検出
した。下流では総濃度は放流口そばの 1/4 に
まで低下した。これは水量の多い北上川と合
流するため、希釈されたと考えられる。しか
しながら、検出した塩素化パラベンの種類は
放流口のそばで曝露した試料とほぼ同数で
ある。このため、塩素化パラベンによる低濃
度の水圏蓄積が下流域で進行している可能
性が高いと考えられる。 
室内実験における曝露実験では、７日間曝

露後のすべてのヒメタニシ試料から二塩素
化メチルパラベンを検出した。しかしながら、
曝露水中の二塩素化メチルパラベン濃度を
考慮しても、物質収支（マスバランス）が一
致しなかった。このため、二塩素化メチルパ
ラベンの一部は、抱合体や代謝分解物へと変
換が進んだと考えられる。 
以上の結果から、本研究の知見は河川にお

ける塩素化パラベンの生物蓄積性を示唆す
るものである。 
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Table 1 Concentration (ng/g wet weight) of 
parabens and chlorinated parabens in S. histrica 
samples (n = 10) caged at 0.1 to 2 km upstream 
and downstream from the sewage treatment 
plant. 

 Upstream STP outfall Downstream  
MP 0.73 0.43 0.49 

ClMP nd 0.39 0.52 
HBA nd 12 nd 

Cl2MP 0.59 0.62 0.48 
ClHBA nd 7.3 nd 

BP nd 2.1 nd 
ClPP nd 0.44 nd 

Cl2EP 0.15 0.15 0.12 
Cl2HBA 1.1 3.1 1.1 

ClBP nd 0.26 0.18 
Cl2PP 2.8 2.4 4.5 

Σ 5.4 29 7.3 
nd: not detected. 
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