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研究成果の概要（和文）：イラン、レバノン、インド、マレーシア、ベトナム、カンボジア、および台湾で現地
調査を行い、コプロスタノール、直鎖アルキルベンゼン(LABs)、合成甘味料、抗生物質の下水マーカーとしての
有効性を比較した。コプロスタノールが最も高感度なマーカーであると結論づけられた。イラン、カンボジアで
の現地調査では0.01％の下水の混入が検知可能であった。ただし、家畜排水の寄与も観測された。24-エチルコ
プロスタノール/コプロスタノール比による家畜排水と識別手法を開発し、抗生物質の組成比との比較からその
妥当性が確認された。大腸菌との比較から、水浴適基準として250 ng/Lが提案された。

研究成果の概要（英文）：Through field observation in Iran, Lebanon, Cambodia, Vietnam, India, 
Malaysia, and Taiwan, four sewage markers including coprostanol, linear alkylbenzenes (LABs), 
artificial sweeteners, and antibiotics were evaluated as sewage markers. Coprostanol was concluded 
to be the most sensitive marker of sewage pollution in surface water.  Diluted sewage by a factor of
 10000 was detected in an Iran river and in Mekong River.  To distinguish live-stock animal wastes 
from human wastes, co-measurements of 24-sthylcoprostanol and antibiotics have been recommended.  
Primary contact limit of coprostanol was proposed at 250 ng/L through their comparison with E. Coli.
  In groundwater, acesulfame was most frequently detected in Iran, India, Cambodia, and Sudan and 
was recommended as potential marker of sewage in groundwater. 

研究分野： 環境汚染化学

キーワード： コプロスタノール　ステロール類　直鎖アルキルベンゼン　合成甘味料　抗生物質　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
各マーカーの特徴を明らかにした上で、優先して測定すべきマーカーやその基準を定量的に明らかにした点で、
今後のモニタリング計画を考える上で意義深い。特にこれまでのステロール組成の比較からは困難とされていた
ヒト糞便と豚糞便の区別を24-エチルコプロスタノールを用いて可能にした点は学術的にも実務的にも意義深
い。本研究成果は今後汚染状況の経年的な推移を追うためのモニタリングを行う際の測定項目の選択のための基
礎となるものであり、汚染モニタリングにとって、重要な礎を提供するものである。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

水環境汚染の実態把握には BOD, COD, 栄養塩類、大腸菌などの指標が用いられてきた。こ

れらの従来型の指標は、汚染源の特定やそれに基づく発生源対策には不十分である。マーカー

はこれらを補完するための指標として有効である。マーカーとは特定の汚染源に固有で安定な

化合物（分子マーカー）や元素（指標元素）を総称するもので、汚染源の特定、排水の種類の

識別、負荷強度の把握等の情報を得るのに有効である(Takada and Eganhouse, 1998)。水質汚濁源

対策の世界的な流れの中で、工場排水については、比較的早期に対策や規制が進み、対策が遅

れているものが家庭排水（下水）であり、下水は経済的な発展途上国も含め世界的にみて重要

な汚染源であり、下水マーカーは水質汚染対策にとって重要である。 
下水の分子マーカーとしては、ヒトの糞便に含まれるステロール類の一種コプロスタノール

(Isobe et al., 2002)、合成洗剤に含まれる未反応の原料物質の直鎖アルキルベンゼン(LABs) 
(Takada and Ishiwatari, 1987)、ヒトに投与される医薬品・抗生物質(Shimizu et al., 2013)、合成甘

味料(Buerge et al., 2009)等が提案され、応用されてきた。いずれのマーカーについても、欧米、

オーストラリア、日本におけるフィールドでの観測が基になり、マーカーとしての提案が行わ

れ、応用も欧米と日本におけるものが大半で、最近、熱帯アジア、アフリカ、中南米、中国、

韓国等へ応用の範囲が広げられてきた。研究の地域的広がりの中でマーカーの濃度や組成が所

得レベル(Segura et al., 2015)や気候(Isobe et al., 2004)の影響を受けることが明らかになってき

た。このことから、既存のマーカーについて、経済状況や気候帯の異なる様々な国で現地調査

を行い、ユニバーサルマーカー（世界中どこの国でも使えるマーカーやその組み合わせとその

評価軸）を確立する必要がある。 
 

２．研究の目的 
(1) 中東、アフリカ、および熱帯アジア諸国で、水試料（下水、下水処理水、河川水、地

下水等）を採取し、その中の下水マーカーを測定し、マーカーの分布特性とマーカー間

の関連を明らかにする。 
(2) 中東、アフリカ、および熱帯アジア諸国における調査結果を、欧米や日本や中南米の

調査結果と併せて、各種社会経済指標や文化・歴史的背景を基に解析し、都市排水につ

いて世界的に利用可能なマーカーとその組み合わせおよびその定量的な評価軸（本研究

ではこれらを総称してユニバーサルマーカーと呼ぶ）を提案する。 
 

３．研究の方法 
イラン（テヘラン）、レバノン（ベイルート）、インド（ムンバイ）、マレーシア（クアラル

ンプールおよびマラッカ）、ベトナム（カントー）、カンボジア（プノンペン）、および台湾（宜

蘭）に渡航し、現地研究者の協力を得て、下水、下水処理水、畜産施設排水、河川水、河口域

海水、地下水を採取した。採取した水試料は現地研究室でガラス繊維ろ紙でろ過し、ろ液の一

部は固相抽出し、カートリッジに抗生物質を吸着させた。ろ紙上の懸濁物とろ液、および固相

抽出カートリッジは冷凍し、日本に持ち帰り、試料は分析まで冷凍保存した。ろ液試料につい

ては、水溶性のマーカーの合成甘味料を分析した。ろ液を分析直前に解凍し, 同位体ラベルの

合成甘味料をサロゲートとして添加し, 高速液体クロマトグラフタンデム質量分析計（LC-
MS/MS）にて合成甘味料の分析を行った。抗生物質も水溶性の下水マーカーとして分析した。

現地研究室で抗生物質を吸着させた固相抽出カートリッジは、分析の直前に解凍し, 溶出, 濃
縮, 窒素吹きつけし減容後, 適量に定容したものを LC-MS/MS で分析した。懸濁物試料につい

て、疎水性のマーカーである LABs とステロール類を分析した。懸濁物を含むフィルターを凍

結乾燥し、1-phenylalkylbenzes と同位体ラベルコレステロールをサロゲートとして添加後, メタ

ノールとジクロロメタンで超音波抽出をおこない, 抽出液を 10%水不活性化シリカゲルカラム

クロマトグラフィーで分画・精製を行った後, ステロール類の画分はアセチル化し, 両成分とも

ガスクロマトグラフ-質量分析計(GC-MS)で同定・定量した。スーダン（ハルツーム）にて採取

された下水と地下水についても、合成甘味料の分析を行った。 
 

４．研究成果 
本研究で入手したイラン、カンボジアの下水の分析結果と、日本の下水についての報告値か

ら、下水中のコプロスタノール、LABs、抗生物質（サルファメトキサゾール: SMX）、合成甘



味料（アセスルファム：ACE）の濃度を表 1 にまとめた。試水を分析する際の定量限界値

(LOQ)も表 1 にまとめ、下水中濃度の各マーカーの濃度を定量限界値で割り算した値を

Detectable Dilution limit(DDL；検出可能最大希釈倍率)として表 1 に示した。DDL が高いマーカ

ーほど、環境水で希釈された下水を検知する能力が高く高感度なマーカーであることを意味し

ている。下水中の濃度の高さと定量限界の低さから、コプロスタノールが最も高感度なマーカ

ーで、10 万倍〜100 万倍に希釈された下水の検知能力があると結論づけられた。 
イランとカンボジアの水域へのコプロスタノールの応用例を図 1、図 2 に示す。イランの首

都テヘランの河川の調査では、水源の山岳地域ではコプロスタノールは定量限界以下であり、

山間地の集落を流れる間の軽微な下水汚染（0.01％程度の下水の混入）が検知された。一方、

テヘラン市内では下水の混入は 0.1％を越え、市中心部では河川水の 50％程度が下水であると

いう汚染実態をコプロスタノールの分析から明らかにできた。LABs でも同様の汚染パターン

は観測されたが、0.1%以下の軽微な下水の混入は検知できなかった。カンボジアの首都プノン

ペン周辺の河川調査でも、コプロスタノールと LABs 共にメコン川およびトンレサップ川本流

では低濃度で、市内及び郊外河川および池で高濃度であった。ここでも都市排水流入地点近傍

のメコン川本流で 0.2％程度の下水の流入をコプロスタノールでは検知できたが、LABs では有

意には検知できず、コプロスタノールの下水検知能の高さが確認された。ただし、メコン川と

トンレサップ川の本流で検知された 0.01％程度の下水の混入に相当する 10ng/L 程度の低濃度の

コプロスタノールは分析化学的に有意ではあったが、動物糞便の寄与の可能性も否定できな

い。LABs 等の他の下水マーカーを含め複数のマーカーを使い、下水の負荷を評価することが

望ましい。ただし、コプロスタノール以外のマーカーは対象とする国や地域でその人工化学物

質の使用状況が変動し、国や地域間でマーカー組成に差異がある点を考慮する必要がある。 
下水マーカーと微生物マーカーの間には有意な関係が認められた。図 3 にイラン、カンボジ

ア、ベトナムの調査時のコプロスタノール濃度と大腸菌(E. Coli)密度の関係を示す。いずれも有

意な正の相関が認められ、化学マーカーの指標としての信頼性が確認された。ただし、3 ヵ国

で回帰直線の傾きは異なった。微生物の消長に関わる水温や紫外線などの環境因子が異なる可

能性がある。コプロスタノール濃度と大腸菌密度の関係から、水浴基準として使用されること

が多い大腸菌密度 1000 CFU/100mL に対応するコプロスタノール濃度はカンボジア 37 ng/L, ベ
トナム 261 ng/L、イラン 54 ng/L と計算された。これらの値は Isobe et al. (2004)のアジアにおけ

る報告値(30 ng/L- 400 ng/L)と同程度の範囲であった。本科研費を開始した当初は南米での調査

を実施することを目的としたが、研究期間中にブラジルからのコプロスタノールに関する論文

が発表され、大腸菌密度 1000 CFU/100mL に対応するコプロスタノール濃度として 66 ng/L が報

告された(Albuquerque de Assis Costa et al., 2018)。このコプロスタノール濃度も今回の科研費で

の算出した値と同程度あった。以上をまとめると、コプロスタノールのみを測定し 50 ng/L 程

度の濃度が検出された場合は、E. Coli や他のマーカーも測定して、その水域の下水汚染の可能

や程度を精査する必要があると考えられる。また、250 ng/L を越えるコプロスタノールが検出

された場合は、水浴不適と判断することが妥当であろう。 
コプロスタノールが高感度な下水マーカーであることが本研究から明らかになったが、大型

哺乳類の腸管内でもコレステロールからコプロスタノールへの還元が起こるため、人間以外の

動物糞便の寄与も考慮する必要がある。本研究では草食動物で支配的な 24-
ethylcoprostanol(Derrien et al., 2011)の測定を行った。まず、標準物質を購入し、24-
ethylcoprostanol の測定法を検討・確立した。次に、家畜の糞便試料（ケニア、ガーナ）、養豚場

排水（タイおよび台湾）では、Coprostanol/24-ethylcoprostanol 比が低いこと（0.01-1.65）を確認

した。ヒトの糞便については、コロナ禍のもと個人からの直接糞便の採取・分析はリスクが高

いと判断し、日本、イラン、タイ、モザンビークの都市域の下水処理施設流入水の分析から

Coprostanol/24-ethylcoprostanol 比（Cop/24-EthylCop 比:2.60-4.58）を算出した。動物の糞便とヒ

ト糞便の Cop/24-EthylCop 比の範囲に重なりがなく両者は区別可能であることがわかった（図

4）。次に環境試料での 24-ethylcoprostanol の測定を、モザンビーク（マプト）、イラン（テヘラ

ン）、フィリピン（マニラ）、インドネシア（ジャカルタ）、タイ（バンコク）、マレーシア（ク

ランおよびマラッカ）、ベトナム（カントー）、台湾（宜蘭県）、および日本で採取された試料、

合計 140 試料に適用した。Cop/24-EthylCop 比が 2.5 以下の地点が数十地点確認され、動物糞便

の影響を受けている水域が多いことが示された（図５）。その中には台湾（宜蘭）の試料のよう

に、屎尿汚染のレベルが高く、Cop/24-EthylCop 比が低い地点が観測され、それらの地点では家

畜排水による屎尿汚染レベルが高いことが示された。台湾（宜蘭）の試料は農業・畜産地域か

ら採取されたもので、抗生物質の組成もテトラサイクリン系が卓越していたり、動物用抗生物



質として使われるサルファメタジンが抗生物質の構成比中 10％以上を占める等畜産排水の寄与

が強いこと（図 6）と整合性のある結果となった。ベトナムのメコン川河口のカントー市とそ

の周辺の運河水域の試料は、カントー市の下水、畜産の盛んな郊外の運河、メコン川本流から

採取したものであるが、それらの Cop/24-EthylCop 比はカントー市の下水で高く、郊外の運河

で低く、メコン川本流ではおおむねその間の値を示した。さらに、我々の既発表の研究

(Shimizu et al., 2013)で提案した畜産用抗生物質サルファメタジンと主にヒト用の抗生物質サル

ファメトキサゾールの比（SMT/SMX 比）と Cop/24-EthylCop 比の関係は整合性のある結果とな

った。両比をクロスプロットすると、カントー市の下水と畜産の盛んな郊外の運河は相重なら

ない２つのグループにプロットされ、メコン川本流の地点はカントー市からの距離に応じてそ

れらの中間的な位置にプロットされた（図 7）。これらの結果から、Cop/24-EthylCop 比を使っ

た人の糞便と家畜糞便の識別の有効性が確認された。   
本研究ではコプロスタノールを中心としてステロールの下水マーカーとしての優位性を示し

てきた。しかし、地下水を考えた場合、疎水性の高いステロール類は土壌有機物に吸着・除去

されるため、地下水への適用は難しい。地下水への下水の寄与を推定するためには、水溶性の

高いマーカーの利用が重要である。本研究では、イラン、カンボジア、インド、スーダンの地

下水から、合成甘味料を検出し、合成甘味料のマーカーとしての有効性が示唆された。いずれ

の国でも、測定した 4 種の合成甘味料のうちアセスルファムの検出頻度と濃度が高かった。そ

の濃度は下水よりも 1 桁低いだけ、すなわち、地下水に下水が 10％程度混入していることを示

唆している場合も観測された。詳細な調査と水理学的な情報（井戸の深さ、地下水の流動）も

併せた解析が必要である。 
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表1. イラン、カンボジア、日本の下水中の下水マーカー濃度と定量限界値を基にした 

detectable dilution limit (DDL: 検出可能最大希釈倍率) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                         図2.プノンペン周辺表流水における下水マーカー濃度 
図1.テヘラン周辺表流水におけるコプロスタノール濃度 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図3. 表流水中の大腸菌密度とコプロスタノール濃度の相関 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図4. 動物糞便および都市下水中のCoprostanol/24-ethylcoprostanol比 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図5. 表流水および各種排水中のCoprostanol/24-ethylcoprostanol比 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図6.  台湾（宜蘭）の表流水および畜産排水中の抗生物質組成 

  図7.カントー周辺表流水中の抗生物質濃度比(SMT/SMX)
およびCoprostanol/24-ethylcoprostanol比のクロスプロット 
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