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研究成果の概要（和文）：ウサギにネオニコチノイド7種を投与し12-48時間後の尿を採取し、LC-TOF/MSと代謝
物のスクリーニングソフトMetabolite Pilotを用い網羅的解析を行い、主要代謝物を見出し市販されてないもの
について構造解析と有機合成を行った。
LC-ESI/MS/MSを用いた高感度分析法により親化合物7種、内部標準物質7種 に加え代謝産物20種の定量が、尿な
ど液体試料と、組織や全血などマトリクスの多い試料で可能となった。
この方法を用い、フィールドレベルで随時尿を収集し分析したところ、親化合物とともに、脱メチルアセタミ 
プリド、脱メチルニテンピラム、水酸化イミダクロプリドが定量検出された。

研究成果の概要（英文）：Seven neonicotinoids were separately administered to female NZ white 
rabbits; and the urine samples were collected after 12-48 hours. More than 20 metabolites, such as 
hydroxy-imidacloprid, N-desmethyl-acetamiprid, N-desmethyl-colthianidin, N-desmetyl-nitenpyram, and 
N-desmetyl-dinotefuran, were qualitatively detected from the urine samples by LC-TOFMS. 
We synthesized 13 metabolites, which were not commercially available, as standards substances and 
developed quantitative bioanalytical methods using LC-MS/MS. 
Then we collected urine samples from the general population, e.g. 46 from three- to six-year-old 
children in Nagano; 102 from Sri Lankan people, some with chronic kidney disease; and 78 from people
 in Ghana. The following compounds, imidacloprid, acetamiprid, thiacloporid, nitenpyram, 
thiamethoxam, clothianidin, dinotefuran, hydroxy-imidacloprid, N-desmethyl-acetamiprid, 
N-desmethyl-colthianidin, and N-desmethyl-nitenpyram were quantitatively detected from those urine 
samples.

研究分野：環境医学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年のネオニコチノイド系殺虫剤の使用増加に伴い、食品や飲料、空気を介したネオニコチノイド系殺虫剤の慢
性環境暴露による健康影響、例えば発達障害、記憶障害、振戦、辺縁性脳炎、慢性腎臓病、不整脈、免疫不全、
不妊、不育、肥満、乳がんへの懸念が高まっている。
暴露の指標としての、ネオニコチノイドの代謝物を抽出し、標準物質を合成し、定量できるようにしたことで、
フィールドレベルで、随時尿を用いたネオニコチノイド系殺虫剤7種の暴露評価が可能となった。
さらにネオニコチノイド系殺虫剤の全血や組織での定量法も確立することができたので、今後、ネオニコチノイ
ド系殺虫剤の薬物動態や病態生理の研究への貢献が期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

ネオニコチノイド系殺虫剤(以下ネオニコチノイド)は、1990 年代以降、次々と上市された昆虫

のニコチン性アセチルコリン受容体に作用する合成化学物質の一群で、現在世界で最も多く用

いられている殺虫剤である。2015 年の時点で、日本では 7種類の有効成分、イミダクロプリド、

アセタミプリド、ニテンピラム、チアクロプリド、クロチアニジン、チアメトキサム、ジノテ

フランが農薬登録されている。 

  2006 年頃から、果物、野菜、茶飲料の連続摂取に伴う中毒の事例が報告されるようになり、

患者尿からネオニコチノイド代謝物が検出された[1]。その後 2007 年から 2015 年にかけて年間

出荷量はアセタミプリドが 75 t から 51 t、イミダクロプリドが 75 t から 66 t、ニテンピラム

が 8 t から 6 t に減少したものの、クロチアニジンは 51 t から 75 t、チアメトキサムは 34 t

から 49 t、ジノテフランは 153 t から 167 t に増加し、多くの一般人は、常に食品や飲料から

の低用量慢性曝露受けていると推定される。その健康影響を調べるためには、適切な曝露指標

物質(バイオマーカー)を見出す必要がある。 

  バイオマーカー選定にあたり問題となるのは、第一に、ネオニコチノイドが特異的に結合す

る部位が神経細胞やその他の組織の細胞であるので、組織濃度は血中や尿中の濃度と必ずしも

相関しないことである。一般人の農薬曝露モニタリングの標準的媒体は随時尿であるので、慢

性曝露で尿中に出現しやすい物質を見出す必要がある。第二に、ネオニコチノイドにより腎尿

細管障害が生じた場合、尿の濃縮障害のため随時尿中の濃度は低下することである。そのため

高感度の分析法が必要とされる。第三に、ネオニコチノイド 7種の代謝物は 100 種類以上あり

[1]、大半は市販の標準物質がないことである。過去に中毒症状のある患者の尿から数 ppb の

N-desmethyl-acetamipridとともに 5-hydroxy imidacloprid、N-desmethyl clothianidinが検出された

が、標準物質が入手できず定量できなかった[1]。第四に、生成する代謝物には種差と性差があ

ることである[2]。その差は代謝酵素の活性の違いによるとされているため代謝物の検索にはヒ

トと代謝が似ている実験動物を用いることが有用である。ウサギはヒトと同様、アルデヒドオ

キシターゼの活性が比較的強く、毒性の強い還元代謝産物ができやすいかもしれない[3]。 

 

２．研究の目的 

①ウサギにネオニコチノイドを投与し、尿を網羅的に分析し、尿中に出現する親化合物または

その代謝産物を選別する。 

②ネオニコチノイド代謝物を委託合成し、得られた代謝物を液体クロマトグラフィ/タンデム質

量分析法（LC/MS/MS）により定量分析する方法を確立する。 

③一般人の随時尿について、ネオニコチノイド及びその代謝物の定量分析を行い、出現率の高

いものをバイオマーカー候補とし、健康影響との関連を検討する。 

 

３．研究の方法 

①ニュージーランドホワイト(NZW)2か月齢のメス(体重約 3 kg)に、ニテンピラム (100 mg)、

クロチアニジン (100 mg)、イミダクロプリド (25 mg)、アセタミプリド (25 mg)、チアメトキ

サム (50 mg)、ジノテフラン(100 mg)、チアクロプリド (100mg)を個別に投与し、代謝ケージを

用いてその尿を回収した。尿は、アセトニトリル添加および遠心による除タンパク後、

LC-TOF/MS (TripleTOF 5600+ System, SCIEX)により分析した。得られたデータをMetabolite 

PilotTMソフトウェア(SCIEX)により解析し、代謝物の網羅的スクリーニングを行った。 

②ウサギ尿のスクリーニングで得られた結果をもとに、市販されていない代謝物の標準物質を

東邦大学で合成した。市販品の親化合物 7種と代謝物の標準物質と併せて、LC/MS/MSによる

定量分析法の確立を目指し、血漿、及び全血、尿、茶葉抽出物からの抽出法の検討を行った。  

③倫理委員会の承認を得て、フィールドレベルで随時尿を収集し、LC/MS/MSによりネオニコ

チノイドおよび代謝産物を定量分析した。一部、毛髪も同時に採取し、スイス・ヌーシャテル

大学においてネオニコチノイド５種（イミダクロプリド、アセタミプリド、チアメトキサム、



クロチアニジン 、チアクロプリド）の LC-ESI/MS/MSによる定量分析を実施した。 

 

４．研究成果 

①イミダクロプリドから水酸化物 5-Hydroxy-imidaclopridのほか4-Hydroxy-imidaclopridなど5種

が検出された。アセタミプリドからN-desmethyl-acetamipridが検出された。ニテンピラムから脱

メチル体ほか6種が検出された。チアクロプリドから水酸化物 4-hydroxy-thiaclopridのほか

THI-ole-NHなど5種が検出された。 クロチアニジンから親化合物と脱メチル体が同程度検出され

たほか脱ニトロ体も検出された。チアメトキサムから親化合物のほかクロチアニジンとその脱メ

チル体が検出された。ジノテフランから親化合物のほか脱メチル体、脱ニトロ体、Dinotefuran-urea

が確認された。 

② -1. 新 規 に 代 謝 物 13 種 (N-acetyl-acetamiprid, N-acetyl-des- methyl-acetamiprid, 

N-descyano-acetamiprid, N-desmethyl-clothianidin, N-desmethyl-clothianidin urea, 

N-desnitro-clothianidin, clothianidin urea, N-desmethyl-desnitro-clothianidin, N-desmethyl- dinotefuran, 

dinotefuran-urea, N-desmethyl-nitenpyram, thiacloprid- amide, N-descyano-dehydro-thiacloprid)が合

成された。これら新規代謝物 13 種、市販されている代謝物 6 種 N-desmethyl-acetamiprid、

N-desnitro-imidacloprid、N-desmethyl-thiamethoxam、 CPF、CPMA、CPMFと、Hypha Discovery

社に委託合成した Hydroxy-imidaclopridの計 20種および内部標準 7種について、内部標準 7種

を用いた LC-ESI-MS/MS (LC-8040、Shimadzu)を用い、血漿、全血、尿、茶葉、茶飲料の一斉定

量分析法を確立した。血漿では、全親化合物と代謝物 10 種、全血では、全親化合物と代謝物 9

種、尿では全親化合物と代謝物 12 種で、70%以上の回収率を得た。定量限界（以下 LOQ）は血

漿、尿ともに全化合物で 0.05-2.5 ppb だった。茶抽出物では全親化合物と代謝物 16 種で、50%

以上の回収率を得、茶飲料の LOQ は 0.05-1.25 ppb、茶葉の LOQ は 1.33-33.33 ng/g だった。 

②-2. 上記の方法を用い、2016 年 5 月に購入した国産茶葉 39 種、ペットボトル緑茶 9 種と、

2015 年 12 月にスリランカで購入した住民が日常的に飲用する紅茶の茶葉 30種を分析した。国

産茶葉から全ての親化合物が検出され、最大濃度はジノテフランの 3004 ng/g だった。代謝物

は 10 種検出され、検出頻度が高かったのは、Dinotefuran-urea (92%) thiacloprid-amide (89%)、

最大濃度は Clothianidin-urea (100 ng/g)だった。 

③-1.群馬県内の某診療所に、2012 年 9 月から 2014 年 3 月に受診した患者の随時尿を採取し、

イミダクロプリド、アセタミプリド、ニテンピラム、チアクロプリド、チアメトキサム、クロ

チアニジン、N-desmethyl-acetamipridを定量した。典型的な症状（近時記憶障害と手指振戦と 6

つの自覚症状（頭痛、全身倦怠、動悸または胸痛、腹痛、筋痛または筋脱力または筋攣縮、咳）

のうち 5つ以上を同時に有する典型群 19人と、前記の症状を幾つか有する非典型群 16人、前

記の症状が全くない無症状群 50 人で比較したところ、N-desmethyl-acetamiprid（定性限界、以

下 LOD=0.59ppb）は、典型群で 47.4％、最大 6.0ppb、次いで非典型群で 12.5％、最大 4.4ppb、

無症状群で 6.0%、最大 2.2ppb 検出されたが、アセタミプリドは検出さなかった。チアメトキ

サム(LOD=0.13ppb)は、典型群で 31.6％、最大 1.4ppb と非典型群で 6.3％、最大 1.9ppb でのみ

検出された。ニテンピラム(LOD=0.19ppb)は典型群 10.5％、最大 1.2ppb、非典型群 6.3％、LOQ

未満、無症状群2.0％、LOQ未満で検出された。クロチアニジン(LOD=0.24ppb)は、非典型群6.3％、

定量下限未満、無症状群 2.0％、最大 1.6ppb のみで検出された。チアクロプリド(LOD=0.02ppb)

は非典型群 6.3％、0.1ppb のみで検出された。典型群で N-desmethyl-acetamiprid 及びチアメト

キサムが検出された人の年齢は、それぞれ5-62歳、13-62歳だった。尿中N-desmethyl-acetamiprid

検出は、典型的症状の有病率上昇と関連していた（オッズ比 14、95％信頼区間 3.5-57）。 

③-2.長野県の 3-6 歳の幼児 46 人の早朝尿を 2016 年 5 月、6月、7月に 3回採取し分析した。

各月とも N-desmethyl-acetamiprid が 87-93%、最大 18.7 ppb、ジノテフランが 43-54%、 最大

72.3 ppb、クロチアニジンが 41-52%、最大 6.0 ppb、チアメトキサムが 28-47%、最大 1.92 ppb、

チアクロプリドが 28-33%、最大 0.13 ppb、アセタミプリドが 9-11%、最大 1.34 ppb、ニテンピ

ラムが 0-30%、最大 10.83 ppb が検出された。何も検出されない検体は 5 月の１検体のみで、



80%以上の幼児から複数のネオニコチノイドが最大６種類同時に検出された。 

③-3. 原因不明の慢性尿細管障害（CKDu）の多発が社会問題となっているスリランカにおいて、

CKDu 多発地域の CKDu 患者、CKDu 患者の家族、健常者と非多発地域の健常者の随時尿を、殺虫

剤散布時期の 2015 年 5 月と、非散布時期の同 12 月に採取し、合計 102 検体の随時尿を分析し

た。最大濃度は、チアメトキサム 0.51 ppb、クロチアニジン 0.13 ppb、イミダクロプリド 0.03 

ppb、N-desmethyl-nitenpyram 0.128 ppb、4-Hydroxy-imidacloprid 0.10 ppb、N-desmethyl-acetamiprid 

0.07 ppb だった。CKDu 多発地域において、5 月（n=26）と 12 月(n=27)を比較すると、イミダ

クロプリド（8検体vs 1検体、p=0.034）と N-desmethyl-acetamiprid （23検体 vs 15検体、p<0.001）

が高率に定性検出された。非多発地域における 5月（n=8）と 12月（n=31）の比較では、イミ

ダクロプリド（1 検体 vs 0 検体）、N-desmethyl-acetamiprid（5 検体 vs 10 検体）ともに有意

差がなかった。 

③-4. 2016 年 11 月に、イタリアのパドバを訪れた 23 人の非農業従事者の成人ボランティア、

M/F=15/8、年齢 30代から 70 代、住所地は欧州 17 人、その他の地域（北米、オーストラリア、

アジア）7人、の早朝尿と毛髪を採取した。毛髪を十分量を採取することができた 19 検体から

の検出率は、チアクロプリド 73%、イミダクロプリド 68%、アセタミプリド 53%、チアメトキサ

ム 21%、クロチアニジン 16%で、欧州とその他の地域で差がなかった。尿からの検出率は全体

的に毛髪より低く、N-desmethyl-acetamiprid が 2 検体、最大 0.39 ppb、チアメトキサムが 1 検

体、0.05 ppb 検出された。 

③-4.ガーナでは重要農産物のカカオに数種のネオニコチノイド使用が認められている。都市近

郊のボランティア 78人、M/F=19/57、年齢 13-80 歳の早朝尿を採取し、イミダクロプリド、ジ

ノテフラン、クロチアニジン、チアメトキサム、ニテンピラム、アセタミプリド、

N-desmethyl-acetamipridについて分析したところ、アセタミプリドを除きすべて検出された。 
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