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研究成果の概要（和文）：平成27年度までに測定法を確立した。平成28年度までに職業的農薬類曝露群の尿サン
プルを合計90検体、そのコントロール群を74サンプル収集した。また、殺虫剤散布職域従事者の尿サンプルを合
計281サンプル収集した。また、健康診断受診者の尿サンプルをコントロールサンプルとして収集を新たに開始
している。これらのサンプルを利用して、メタボローム分析とターゲット分析を施した。その結果、メタボロー
ム分析によって5つの農薬類に関連する新規バイオマーカー候補を検出した。また、ネオニコチノイド系および
ピレスロイド系殺虫剤の尿中曝露マーカーの検出を可能とした。

研究成果の概要（英文）：We have developed the determination method for urinary metabolites of 
pesticides. Ninety and 74 urine samples have been collected from farmers and the control group, 
respectively.  The numbers of urine samples obtained from pest control operators were 281. We are 
collecting a lot of urine samples from general population continuously. These samples have been 
analyzed by metabolome and chemical-target analysis. Five potential biomarkers have been detected at
 this time. The exposure biomarker for neonicotinoid and pyrethroid exposure were measured from the 
collected urine samples.

研究分野： 環境分析化学

キーワード： 殺虫剤　網羅的解析　ターゲット分析　高感度分析　職業的殺虫剤曝露
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１．研究開始当初の背景 
世界中で汎用されている農薬類(殺菌剤、除草
剤および殺虫剤等)は、農産物の安定的な市場
への提供や衛生害虫の管理に必要不可欠な
物質である。我が国における農薬散布等によ
る急性中毒の事故例は年間 10 件程度(農林水
産省「過去 5ヶ年の事故及び被害の発生状況」
より)とされているが、近年は慢性的あるいは
低用量の農薬等曝露が及ぼす健康影響に関
する研究成果が相次いで報告されている。 
 
1) Lifetime Pesticide Use and Telomere Shortening 

among Male Pesticide Applicators in the 
Agricultural Health Study, Hou et al., Environ 
Health Perspect. 121: 919-24 (2013) 殺虫剤や除
草剤などの農薬の長期的な使用により、テロメア長
(buccal cell DNA)が短くなる可能性を示唆している。 

2) Oxidative stress, hematological and biochemical 
alterations in farmers exposed to pesticides. Wafa 
et al., J Environ Sci Health B. 48: 1058-69 (2013) 
コホート調査によって農業従事者における長期の農
薬曝露は、脂質代謝や酸化ストレスの誘導等に起因
する血管系疾患と関連していることを示唆。原因と
なる農薬は同定されていない。 

 
ヒトでのこのような研究成果は、動物実験で
問題となる種差の不確定係数を考慮する必
要がない点で優れるが、農薬曝露量を農業従
事者の薬剤使用履歴等から評価しており、曝
露と生体反応との用量反応関係を十分に示
し得ていない。しかし、近年、尿中排泄され
る農薬類やその代謝物の高感度分析法が開
発されるようになり、個人の曝露レベルの精
密なモニタリングが可能かつ容易になった。
そして、生体影響に関する用量反応関係解析
の試みが進みつつある。 
 
２．研究の目的 
申請者のこれまでの研究の特色は、尿中農薬
代謝物のバイオモニタリング手法を開発し、
職域集団および一般生活者集団を対象とし
た詳細調査を行うことで農薬曝露評価に関
する各種問題の顕在化およびその解決に向
けた取り組みを積み重ねていることである。
具 体 的 に は 有 機 リ ン 系 殺 虫 剤
(Organophosphorus insecticide, OP)、ピレ
スロイド系殺虫剤 (pyrethroid insecticide, 
PYR)およびネオニコチノイド系殺虫剤
(neonicotinoid insecticide, NEO)の尿中代謝
物を高感度測定できる分離分析法を確立し
(業績集 1, 2, 15)、農業従事者や殺虫剤散布職
域従事者を含めた日本人成人の尿中代謝物
類濃度の分布、季節変動、職域間差および国
際間比較を行ってきた(業績集 4)。これらの
成果はOP, PYRおよびNEOの曝露評価に妥
当性と信頼性を付加し、今後の日本人におけ
るOP, PYRおよびNEOのリスク評価の発展
に大きく貢献できるものと思われる。また、
日本における農薬使用量が世界的にトップ
レベルであることも考慮すれば、当該研究は
日本が積極的に取り組むべき比較的使用量
が多く、有害性に関する情報の蓄積が多いた
め、申請者は OP および PYR に着目して研
究を進めてきた。農業従事者や殺虫剤散布職

域従事者が扱う化学物質は OP や PYR 以外
の殺虫剤、除草剤、殺菌剤、忌避剤、展着剤
など多岐におよび、曝露量や曝露した化学物
質種に関する情報が少ない場合、前述した研
究報告のように生体影響の原因となる農薬
の特定が困難となる。今後はこれまでの農薬
曝露モニタリング手法に加えて、網羅的に農
薬曝露を評価する方法を開発し、農薬類のリ
スク評価を推進する必要がある。 
 
本研究では下の２点を目的とした。 
１）農業従事者および衛生害虫防除従事者の
尿中に特異的に排泄される農薬類やそれら
の代謝物を分離分析・質量分析を用いて同定
し(メタボロミクス解析)、使用薬剤履歴と併
せて解析することで新規の曝露マーカー候
補物質を抽出し、動物実験等で有用性を検証
すること。 
２）新規および既存の曝露マーカーの系統的
高感度測定法の開発し、標準物質がなくとも
容易に同定・半定量できるスクリーニングデ
ータベースを構築すること。 
 
３．研究の方法 
農業従事者(n=200 検体)および衛生害虫防除
従事者(200 検体)から採取した尿検体を、ガ
スクロマトグラフ質量分析計(GC-MS)を用い
て網羅的に尿中有機物を検出しライブラリ
ー検索による同定を行う。この物質情報と農
薬あるいは殺虫剤の散布履歴とを照合し、曝
露マーカーの候補物質を抽出する。このマー
カーの検証作業は、動物実験を用いた代謝試
験による曝露マーカーの基本的特徴の把握
(抱合体化物等の検索および効率的な検出に
向けたサンプル前処理法の検討等)およびケ
ースコントロール調査(ターゲットとする化
学物質使用群 vs.未使用群)にて行う。近年使
用量が急増しているネオニコチノイド系殺
虫剤の代謝物、文献的に曝露マーカーとして
使用歴のある除草剤および殺菌剤有効成分
を新規マーカーに加えて、GC-MS および液体
クロマトグラフ質量分析計(LC-MS/MS)を用
いた系統的な同時測定法を開発する。 
 
４．研究成果 
 
成果１）代謝物抽出操作手順を以下の 6ステ
ップで決定した。①NIST AMDIS を用いて、デ
コンボリューションを行い、重なり合ったピ
ークの中からも単一成分のピークを抽出す
る。②MPP ピークアライメント（許容誤差範
囲内のピークをまとめて、1つの Entity（化
合物）とした。）。③サンプルのグルーピング。
④信頼性が低いピークを排除。⑤ID Brouwser
による化合物推定と登録。⑥視覚的解析（主
成分分析、クラスタ分析、SIM クロマトピー
クの比較）。 
 衛生害虫防除従事者から得られた尿をい
わゆるメタボローム解析を施し、そのうち数
名から特徴的な測定結果を示すことが判明
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イオモニタリング手法を用いたACE曝露評価
の試みが進んでいる。すなわち、尿中に排泄
される ACE およびその代謝物を定量分析し、
曝露量推定を実施するという試みである。
ACE 曝露量と尿中排泄量の関係は不明な点も
あり、本研究ではラットを用いた ACE および
その代謝物の体内動態、特に尿中排泄動態の
把握を目的とした。 
ラット(n=6)に ACE を頸静脈内投与および経
口投与し(7.1 mg/kg, 2 年間慢性毒性/発がん
性併合試験の無毒性量 7.1 mg/kg 体重/日を
参考)、経時的に採尿および採血を行った。
採取検体から ACE および代謝物である
desmethyl-ACE（des-ACE）を液体クロマトグ
ラ フ ― 四 重 極 質 量 分 析 計 、
6-Chloronicotinic Acid（6CN）をガスクロ
マトグラフ―質量分析計で測定し、動態解析
を行った。 
静脈内投与実験で得られたACEの血中半減期
(t1/2)は 3.0±0.4 hr であり、血中薬物濃度
−時間曲線下面積より生物学的利用率は 82%
と算出された。経口投与された ACE は 168 時
間以内に尿中(mol 換算)に未変化体として約
5%、des-ACE は約 18%および 6CN は約 10%が排
泄され、バラツキはそれぞれ 23%、32%および
37% (CV%)であった。投与後の最高尿中濃度
時間は ACE6 hr 以内、des-ACE および 6CN で
6 hr から 12 hr であった。未変化体は代謝物
に比べて尿中に排泄される割合は小さいが、
排泄量のバラツキが少ないこと、比較的早期
に尿中に排泄されるという体内動態の特徴
を明らかにした。 
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