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研究成果の概要（和文）：北海道東部の湿原に生息するタンチョウは、絶滅危惧種に選定されている。近年、そ
の生息域は人間の生活圏に近づき，人為起源の化学物質への曝露量が増える可能性があることから，化学物質へ
の曝露量の推定は保護活動を行う上で重要である。本研究では、タンチョウの筋肉組織中の残留性有機汚染物質
（POPs）を初めて測定し、観察された濃度は他の鳥類より低く、毒性発現を考慮すべきレベルではないことが分
かった。また、胆汁に排泄される多環芳香族炭化水素（PAH）の代謝物である水酸化PAHの分析法を開発し、タン
チョウの胆汁中に排泄される代謝物を検出することに成功し、PAH曝露指標の候補になることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Japanese Red-crowned crane inhabits the marsh in the eastern Hokkaido and it
 is classified as an endangered species. Nowadays, it lives near human beings and it is concerned 
that Red-crowned cranes are exposed to more anthropogenic chemical substances. Therefore, it is 
important to investigate the exposure levels of the chemicals for their protection. In this study, 
we determined the concentrations of persistent organic pollutants (POPs) in red-crowned crane muscle
 tissues and the concentrations were not high that their toxicities need to be considered. 
Furthermore, hydroxylated metabolites of polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs) excreted in the 
bile of the crane were successfully identified and quantified by using a developed analytical 
method. The biliary metabolites should be useful for the surveillance of exposure to PAHs.

研究分野：環境分析化学
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１．研究開始当初の背景 
タンチョウ（丹頂，Grus japonensis）は、
環境省より絶滅危惧 II 類(VU)（絶滅の危険
が増大している種）に指定され、国の特別天
然記念物にも指定されている。北海道におけ
るタンチョウの生息数は、1952 年において
33 羽まで減少したが、現在 1,400 羽程度まで
生息数が回復した。一方、タンチョウの生息
数の増加により、電線、列車及び車両への衝
突事故のような新たな弊害も出始めている。
さらに、生息域が人間の生活圏に近づいたこ
とは、人為起源の化学物質との接触の機会を
増加させ、今後タンチョウの生息環境の悪化
が懸念される。タンチョウのつがいが抱卵し
た卵が無事に成育することは少なく、化学物
質への曝露により卵殻薄化や孵化率の低下
を引き起こす可能性が考えられる。また、国
境を越えて長距離輸送されてくる化学物質
の中には、地元に汚染源がなくとも生物濃縮
される物質があり、潜在的脅威となる可能性
もある。今後のタンチョウの保全活動を考え
る上で、様々な化学物質への曝露実態を解明
することが重要である。 
 
２．研究の目的 
タンチョウの生息環境からの化学物質曝
露は、卵殻薄化や孵化率の低下を引き起こす
可能性があり、化学物質の曝露状況の把握は
保護活動を行う上で重要である。本研究では、
1989 年より 25 年間にわたり釧路市動物園に
て保存されているタンチョウのへい死個体
の臓器・組織（胸筋、肺、肝臓等）に蓄積さ
れている残留性有機汚染物質（Persistent 
Organic Pollutants; POPs）や多環芳香族炭
化 水 素 類 （ Polycyclic Aromatic 
Hydrocarbons; PAH）を定量し、曝露量や毒
性発現の可能性を推定することを目的とし
た。POPs については組織中の脂肪に蓄積した
対象物質を分析し、PAH については胆汁に排
泄される代謝物である水酸化 PAH（OHPAH）を
分析対象とした。また、生息地の汚染状況、
寄与度の大きい曝露源（地元発生源または長
距離輸送）を明らかにするための環境試料中
PAHs の分析法の確立を目的とした。最終的に
生息に影響を及ぼす可能性のある物質と環
境要因を考察してタンチョウの保全活動に
有用な情報を得ることを目標とした。 
 
３．研究の方法 
(1)タンチョウ組織中 POPs の測定 
北海道東部において交通事故や電線事故
等により死亡し、釧路市動物園に保存されて
いた野生のタンチョウ成鳥 47 羽(雌 22 羽、
雄 25 羽)を対象とした（表１）。保存状態を
確認して 2002 年から 2016 年の間に収容され
た個体を対象とした。タンチョウの大腿筋試
料 10 g に対し内部標準物質混合溶液
(0.25-2.5 ng)を加え、ヘキサン/ジエチルエ
ーテル混液（2/1, v/v）中でホモジナイズ粉
砕したものを遠心分離した後、有機相を採取

する操作を 2回行った。有機相を 2% NaCl 水
溶液で洗浄し、Na2SO4による脱水操作を行っ
た後、溶媒留去を行い脂肪重量の測定を行っ
た（表１）。脂肪をアセトン/シクロヘキサン
混液(3/7, v/v)に溶解しゲル浸透クロマトグ
ラフィーによる脱脂精製操作を行った。分取
した溶液を濃縮後 44%硫酸含浸シリカゲルに
負荷し、ヘキサンで溶出して濃縮後にノナン
溶液に置換した検液をガスクロマトグラフ-
高分解能質量分析計で測定した。測定対象化
合物は、ヘキサクロロベンゼン（HCB）、Mirex、
ジクロロジフェニルトリクロロエタンとそ
の代謝物（2,4’-DDT, 4,4’-DDT, 2,4’-DDD, 
4,4’-DDD, 2,4’-DDE, 4,4’-DDE）、クロル
デン関連物質（CHLs, trans-/cis- Chlordane、
trans-/cis-Nonachlor、Oxychlordane）、ヘ
キサクロロシクロヘキサン（alpha-/beta-/ 
gamma-HCH)、ポリ塩化ビフェニル(PCB #105, 
114, 118, 123, 156, 157, 167, 169, 189)、
ポリ臭素化ジフェニルエーテル(PBDE #47, 
99, 100, 153, 154, 183, 196, 197, 206, 207, 
209)とした。なお、内部標準物質として 2,4’
-DDT、4,4’-DDT, 4,4’-DDE、trans-Nonachlor、
Oxychlordane、beta-HCH、gamma-HCH、PCB 及
び PBDE（#47, 99, 153, 154, 183, 197, 207, 
209）の 13C 安定同位体を使用した。各対象化
合物の検出下限は 0.1 -0.5 ng/g 脂肪であっ
た。 
 
(2)胆汁中 PAH 代謝物の測定 
胆汁中の PAH 代謝物の測定には、タンチョ
ウ、あるいは予備実験用のニワトリの胆汁を
用いた。0.1 M 酢酸緩衝液（pH 5）に胆汁試
料を懸濁し、β-グルクロニダーゼ/スルファ
ターゼ、ブルーレーヨン（BR）、内部標準物
質（代謝物の重水素化体）、抗酸化剤を添加
した後、37℃の水浴で 1時間インキュベート
することでグルクロン酸あるいは硫酸抱合
体として胆汁中に存在する PAH 代謝物を
OHPAHに加水分解すると同時にOHPAHをBRに
吸着させた。その後、BR を水で洗浄し、乾燥
させてから BR に MeOH/NH3 (50:1, v/v)を加
え 30 分間超音波抽出を行い、吸着した OHPAH
を溶出させた。溶出液は、抗酸化剤を添加し
た後に遠心エバポレータで乾固し、ダンシル
クロリドによる誘導体化を行った後、高速液
体クロマトグラフ－タンデム質量分析法
（LC-MS/MS）で測定した。検出は、エレクト
ロスプレーイオン化法によるポジティブイ
オン（ESI+）モードにおける選択反応モニタ
リング（SRM）法で行った。OHPAH として、2
種のヒドロキシナフタレン（OHNap)、2 種の



ヒドロキシフルオレン(OHFle)、5 種のヒドロ
キシフェナントレン（OHPhe)、3-ヒドロキシ
フルオランテン（3-OHFrt)、1-ヒドロキシピ
レン（1-OHPyr)、3-ヒドロキシベンゾ[a]ピ
レン（3-OHBaP）を測定対象とした 
 
(3)環境試料中 PAH 類の測定 
PAH は、US EPA の指定する 16 種のうち 10
種を、ニトロ化 PAH（NPAH）については、18
種類を測定対象とした。PAH と NPAH はカラム
スイッチング-蛍光検出HPLCにより同時分析
した。PAH キノン誘導体(PAHQ)については、
トリメチルシリル誘導体化の後、ガスクロマ
トグラフ-タンデム質量分析計（GC-MS/MS）
にて測定した。 
 
４．研究成果 
(1)タンチョウ組織中 POPs の測定 
タンチョウの大腿筋試料の脂肪 w/w%は
0.6-10%の範囲であった（表１）。主要な化合
物または類似物質の合計の脂肪重量あたり
の濃度(ng/g fat)を表２に示した。測定対象
化合物のうち 47 羽全てから検出されたのは
HCB、DDTs、CHLs 及び PCBs で、Mirex、HCHs
及び PBDEs の検出率はそれぞれ 77%、96%及び
94%であった。各化合物濃度に明確な雌雄差
や季節差は見られなかった。DDTs のうち特に
4,4’-DDE が高濃度で検出され、続いて CHLs
の濃度が高かった。HCB と DDTs の濃度は、中
部地方で生息していたトビについて報告さ
れている濃度、2個体の平均報告値(HCB：20，
DDTs：340 ng/g fat)に近い値であったが、
HCHsと PCBsはトビ(HCHs：75，PCBs：2100 ng/g 
fat)に比較して低かった。また、カワウ(琵
琶湖)、ハシブトガラス(大阪)中 PCBs 及び
PBDEs 濃度について、それぞれ PCBs 中央値
(3100000，9500 ng/g fat)、PBDEs 中央値(530，
490 ng/g fat)と、今回の調査結果に比べて
高い濃度であったことが報告されている。ま
た、測定した POPs 間の濃度レベルについて
正の相関を示すことが分かった。さらに、
alpha-HCH のエナンチオマー比（全量に対す
る(+)体の比）が 0.51-0.87（平均 0.69）と
(+)体の割合が高くなっており、鳥類のエナ
ンチオ選択的代謝の結果と考えられた。結論
として、北海道東部に生息するタンチョウが
有機ハロゲン化学物質に複合汚染されてい
ることを明らかにした。それらの中央値は過
去に報告されている野鳥中の値に比較し低

く、POPs への曝露により卵殻薄化や孵化率の
低下を引き起こす可能性は低いと推定され
た。ただし、濃度に個体差があることから、
継続した調査が必要と考えられる。 
 
(2)OHPAH の検出法の確立 
タンチョウ胆汁中のOHPAH濃度はpg/mL 胆
汁程度であると推定され、できる限り高感度
に検出する必要があった。そこで LC-MS/MS
により検出する手法の検討を行った。まず
OHPAH を直接検出する分析法を開発し、フェ
ノールの CO 脱離による開裂を利用した SRM
法により OHPAH の検出限界値は 0.1-56 
fmol/injection となった。2-OHNap の感度が
最も高く、2-OHFle 及び 3-OHFle の検出限界
値 は 56 fmol/injection 及 び 49 
fmol/injection と感度が低く、実試料への適
用が困難であると判断した。次に、ESI+モー
ドにおいて高感度化が期待できるダンシル
クロリドによる誘導体化法を検討した。ダン
シル誘導体のスルホニル基部分の特異的な
開裂を利用した SRM 法により、検出限界値は
0.06‐1.1 fmol/injectionとなった。2-OHNap
誘導体の感度が最も高く、3-OHBaP 誘導体の
感度が最も低かった。ダンシル誘導体化によ
り、直接分析法と比較して 2.1-452 倍高感度
化された。推定されるタンチョウの胆汁中
OHPAH 濃度から、胆汁 500 μL を用いて前処
理を行い精製して濃縮した場合、代表的な
OHPAH である 1-OHPyr の検出限界値は、胆汁
中濃度に換算すると 1.6 pg/mL となり、十分
な感度が得られると判断した。また、直接分
析法で十分な感度が得られなかった 2-OHFle
及び 3-OHFle についても、それぞれ 0.5 pg/mL、
0.8 pg/mL となり、十分な感度が得られた。  
 
(3)胆汁試料の前処理法の確立と胆汁の分析 
胆汁試料は分析する前に精製と濃縮を行
う必要があり、そのための前処理法として、
固相抽出法とブルーレーヨン（BR）法を検討
した。固相抽出法では、フェニル基を持つ逆
相系の固相カートリッジと陰イオン交換の
エチレンジアミンNプロピル基固定カートリ
ッジの 2つの固相を組み合わせて OHPAH の回
収率について検討した。固相抽出法では、4
～5 環 OHPAH の回収率が低かった。そこで、
BR を用いた前処理法を検討した。BR は 3 環
以上の多環芳香族化合物を選択的に吸着す
る性質を持ち、PAH 類の吸着・抽出に使用さ
れている。また、BR 法では、レーヨン繊維を
試料中でインキュベートするだけで吸着で
きるため、OHPAH 代謝物の脱抱合と OHPAH の
吸着を同時にでき、簡便である。BR 法では、
4 環 OHPAH の 1-OHPyr 及び 3-OHFrt の回収率
が固相抽出と比較して高く、BR 法で胆汁の前
処理を行うこととした。ニワトリの胆汁試料
に開発した分析法を適用して予試験を実施
したところ、OHPAH を定量できた。さらにタ
ンチョウの胆汁から 2-OHNap、2 種の OHFle、
4 種の OHPhe、3-OHFrt、1-OHPyr を検出する



ことに成功し、1-OHPyr が最も高濃度であっ
た。胆汁中に排泄される OHPAH は、タンチョ
ウのPAH曝露指標の候補になることが明らか
となった。 
 
(4)環境試料中の各種 PAH 類の分析 
POPs については、環境試料の分析法が十分
に確立されていることから検討は不要であ
るが、PAH 類については十分ではなく、燃焼
発生源、長距離輸送、環境中二次生成を評価
するための PAH、NPAH、PAHQ について分析法
を確立した。いずれの分析法も環境試料に適
用できる感度と特異性を有していた。タンチ
ョウの曝露源の1つと考えられる大気に着目
して大気粒子の分析を試みたところ、北海道
を含めた国内都市域の大気試料について、十
分な感度でPAH類を分析可能であることが判
明した。 
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