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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、開発した包括的二次元 HPLC がディーゼル排出粒
子中の成分の分析以外にも幅広く使用できることを確かめるため、近年に話題となっている化

合物の分析に適用した。（１）平成 19 年度は大気中の発がん性／変異原性多環芳香族化合物の
分析法を開発した。（２）平成 20 年度は内分泌かく乱物質の代謝生成物の分析法を開発した。
（３）平成 21 年度は生薬中の残留農薬分析法を開発した。（４）平成 22 年度は魚介類中の内
分泌かく乱物質の分析法を開発した。 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, we developed comprehensive two-dimensional 
high-performance liquid chromatographic method for the determination of carcinogenic 
and/or mutagenic polycyclic aromatic compounds in the atmosphere in 2007FY, metabolites 
from endocrine disrupters in 2008FY, residual pesticides in herbal medicines in 2009FY, 
endocrine disrupters in seafood in 2010FY.   
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１．研究開始当初の背景 
環境中には有害な物質が多種類存在する。

例えは発癌性を有する多環芳香族炭化水素
などが挙げられるが、環境試料は構成成分が
多い（夾雑物が多い）ために、微量物質の分
析には通常手間がかかる精製操作が必要で、
場合によっては夾雑成分のために測定でき
ない、あるいは測定値の信頼性に問題がある

ものもあった。高速液体クロマトグラフィー
（high performance liquid chromatography, 
HPLC）は環境分析に汎用されているが、そ
の分離能力はキャピラリーガスクロマトグ
ラフィーなどと比べると低い。一つの分析で
完全分離することができる最大のピーク数
をピークキャパシティというが、通常の
HPLCの場合、一時間あたり 100～200程度
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である。複数のクロマトグラフィーを組み合
わせた包括的二次元 HPLCの場合、全体のピ
ークキャパシティは各クロマトグラフィー
系のピークキャパシティの積で表される。プ
ロテオーム解析の分野では、イオン交換系と
逆相系を組み合わせた包括的二次元 HPLC
でピークキャパシティが一時間あたり 1900
を実現させた報告がある。一方、本研究代表
者は環境汚染物質（多環芳香族炭化水素な
ど）の高性能分離のため移動電荷形成カラム
とモノリス型の C18カラムを組み合わせた包
括的二次元 HPLC でピークキャパシティが
一時間あたり 2400を実現させた 
（Tsuyoshi Murahashi, Analyst, 2003）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1  包括的二次元 HPLCシステム 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2  包括的二次元クロマトグラム 
 
 
２．研究の目的 
前述した背景を踏まえて、本研究では、開
発した包括的二次元 HPLC がディーゼル排
出粒子中の成分の分析以外にも幅広く使用
できることを確かめるため、近年に話題とな
っている化合物の分析に適用した。 

 
(1) 大気中の発がん性／変異原性多環芳香族
化合物の分析 
ディーゼル排出粒子中には発がん性ある

いは変異原性を有する多環芳香族炭化水素

（PAH）やニトロアレーンが含まれている。
PAHの分析には蛍光検出 HPLC を用いるこ
とが多い。ディーゼル排出粒子には多くの蛍
光を有する成分が存在するために、蛍光検出
HPLC を用いる方法ではきょう雑成分が目
的成分の定量精度に影響を与える場合が多
い。本研究では PAH の中でも、特にきょう
雑 成 分 の た め 分 析 が 困 難 な
benz[a]anthracene と chrysene に最適な条
件で分析を試みた。 

 
(2) 内分泌かく乱物質の代謝生成物の分析 
私たちのまわりには、様々な人工化合物が
あるが、そのなかには内分泌かく乱化学物質
（環境ホルモン）と呼ばれる人体や野生生物
の生殖に悪影響を及ぼす化合物がある。例え
ば、芳香族炭化水素の一つであるベンゾフェ
ノンは紫外線による日焼け防止剤に含まれ
ているが、近年、ベンゾフェノンがごく低濃
度でもサンゴに共生する「藍藻」に悪影響を
及ぼし、サンゴの白化の一因になっていると
の報告がなされた。このような内分泌かく乱
化学物質から野生生物を守るためには、汚染
物質の環境動態を把握することが必要であ
るが、そのためには環境中に存在する何百万
にものぼる化合物の中から目的対象物を正
確に測定しなければならない。そこで本研究
では、このような芳香族化合物を、できるだ
け高精度で分析できる方法について検討し
た。 
 
(3) 生薬中の残留農薬分析 
生薬は日本において古くから用いられ、西
洋医学が主流となった現代においても、使わ
れ続けている。生薬は日本で作られるものも
あるが、中国から輸入されるものも多い。近
年、中国では農作物の残留農薬が問題となっ
ており、日本への輸入野菜についても農薬の
残留が懸念されている。生薬についても農薬
が残留している可能性があるので、農薬の分
析方法の確立が重要である。このためには生
薬中に存在する何百万にものぼる化合物の
中から目的対象物を正確に測定しなければ
ならない。そこで本研究では、このような農
薬をできるだけ高精度で分析できる方法に
ついて検討した。 
 
(4) 魚介類中の内分泌かく乱物質の分析 
内分泌かく乱物質とは、環境汚染物質のう
ち野生生物や人の内分泌を攪乱するもので、
野生生物や人が将来的に子孫を残すことが
難しくなる懸念があるために近年注目され
ている。われわれ人類が作りだした多種類で
大量の化学物質は、最終的には大気などを経
由して水環境に移行する。水環境では、植物
プランクトン、動物プランクトン、小魚、中
型魚類、大型魚類あるいは鳥類、哺乳類の順



に食物連鎖があり、化学物質に難分解性と脂
溶性があれば生物濃縮され、内分泌かく乱物
質の場合には有害な作用が発現することが
考えられる。そこで本研究では、内分泌かく
乱物質の環境動態を明らかにするために、魚
介類中に含まれる内分泌かく乱物質を包括
的二次元 HPLCの分離条件を検討した。 
 
 
３．研究の方法 
 
・分析条件の検討 
一次元目の HPLC と二次元目の HPLC の分離

条件を検討した。二次元目の HPLC の固定相
として、粒径が2～5μmのパックドカラム(C18
が結合したシリカゲル粒子を高圧で充填し
た分析カラム)と内径が 4.6mm、3mm、2mm の
モノリスカラムで検討をした。他の分離条件
として、移動相組成、移動相流量、カラムオ
ーブン温度を検討した。また、一次元目の
HPLC は固定相として、ポリメリックタイプの
C18、C8、C30、フェニル基、ニトロフェニル基、
ペンタブロモベンジル基、ピレニルエチル基
などについて検討した。他の分離条件として、
移動相組成、移動相流量、カラムオーブン温
度を検討した。 
 
・大気試料の分析 
大気は、埼玉県内の大学においてハイボリ

ウムエアサンプラーを用いて粉塵を採取し
た。採取した粉塵はエタノールを抽出溶媒と
した超音波抽出法で有機成分を抽出した。抽
出液は溶媒を減圧留去し、少量のエタノール
に再溶解し、試料を作成した。 
 
・代謝生成物試料の作成 
内分泌かく乱物質のひとつであるベンゾ

フェノンの溶液に 3-メチルコラントレンで
酵素誘導したラットの肝臓から調整したミ
クロソームを加えて 20 分間反応させた。反
応液に酢酸エチルを加えて攪拌後、遠心機に
より 2層に分離させた。有機層を取り出して
溶媒を減圧留去し、少量のエタノールに再溶
解し、試料を作成した。 
 
 
４．研究成果 
 
以 前 の 方 法 （ Tsuyoshi Murahashi, 

Analyst, 2003）では二次元の分離を高速で行
うため、移動相の流量を 16 ml/minに設定し
ていた。この流量では、多検体の分析にはラ
ンニングコストなどの点で問題があるので、
まず、移動相の消費量を節約するために、系
全体をセミミクロ化した。 
一次元と二次元のうち、移動相を浪費する

のは二次元であるため、まず、二次元のカラ

ムについてセミミクロ化した。検討したセミ
ミクロカラムは、(1) 内径が２mm、粒子径
が５μｍ、長さが２～２５cm のパックドカ
ラム、(2) 内径が２mm、粒子径が３μm、長
さが３．３～１５cm のパックドカラム、(3) 
内径が 2～4.6mm、長さが 5～10cm のモノ
リスカラムである。カラム長が短いほど移動
相を高速で流せるという利点があるが、分解
能は長いカラムの方が高かった。そこで各カ
ラムについて、カラム圧が 140～150kgf／
cm2の範囲になるように移動相の流速を調整
し、標準化合物として選んだ16種のPAHs(ナ
フタレン、アセナフテン、アセナフチレン、
フルオレン、フェナントレン、アントラセン、
ピレン、フルオランテン、ベンゾ[a]アントラ
セン、クリセン、ベンゾ[b]フルオランテン、
ベンゾ[k]フルオランテン、ベンゾ[a]ピレン、
ジベンゾ[a,h]アントラセン、ベンゾ［ghi］
ペリレンとインデノ［1,2,3－cd］ピレン)が
１分以内のできるだけ遅い時間に溶出する
ように移動相のアセトニトリル／水比を変
化させた。その結果、粒子径が５μｍと３μ
ｍのいずれのカラムについても長いカラム
のほうが分解能は高かった。ところが、粒子
径が５μｍでは２５ｃｍ長のカラムと、粒子
径が３μｍでは１５ｃｍ長のカラムでは移
動相に 100%アセトニトリルを用いても１分
以内の溶出はできなかった。また、粒子径に
よる分離の大きな違いはなかった。 
以上のように、パックドカラムで種々の条
件検討を行ったが、短いカラムでは、カラム
のデッドボリュームが小さくピーク先端が
早いために、最も早く溶出するナフタレンの
保持時間は早い。このために各化合物間の間
隔は大きいがピーク幅は大きいために分離
が不十分である。一方、カラムの長さを長く
するほどピーク幅は小さくなり分離はよく
なるが、カラムのデッドボリュームが大きく
なりピーク先端が遅くなるために、最も早く
溶出するナフタレンの保持時間は遅くなる。
このため、各化合物ピークの間隔は集中し、
混雑した。パックドカラムを用いる限りこの
ような問題点があるために、二次元のカラム
としては適切ではないことが分かった。 
一方モノリスカラムの場合は、カラムのデ
ッドボリュームはパックドカラムと同様で
はあるが、同じカラム圧で比較した場合に 5
倍程度の大きな流速で移動相を流せるので、
ピーク先端の時間は 1/5となり、各化合物の
ピーク間隔は改善され、ピークの分離も良好
であった。このため、二次元のカラムとして
モノリスカラムを用いることにした。研究当
初は、内径が 4.6mm のモノリスカラム（メ
ルク、Chromolith Performance）しか市販さ
れていなかったが、3mm、2mmと市販され
たのでこれらを用いることにした。 
次に一時限の検討を行った。一次元のカラ



ムは二次元のカラムと分離特性が異なるこ
とが必要である。大気中の発がん性／変異原
性多環芳香族化合物、内分泌かく乱物質の代
謝生成物、生薬中の残留農薬、魚介類中の内
分泌かく乱物質の個々について種々のカラ
ムを検討した。二次元のカラムの固定相はモ
ノメリックタイプの C18 であるために一次元
のカラムとして同じ種類の固定相を用いた
場合は予想通り分離は悪かった。次に平面性
認識能があるポリメリックタイプのカラム
（GLサイエンス、Inertsil ODS-P）を用いた。
多環芳香族炭化水素の benz[a]anthracene 
と chrysene の分離はよかったが、他の分析
では分離が十分ではなかった。また、C8と C30
では分離特性が C18 と似ているために分離は
悪く、フェニル基とニトロフェニル基は保持
が弱いために分離が悪かった。ピレニルエチ
ル基では逆に保持が強すぎて、しかもピレニ
ルエチル基が少しずつ離脱するために、蛍光
検出器を使用した場合には、ベースラインが
安定しなかった。一方、ペンタブロモベンジ
ル基ではカラム長が 15cm のもの(特注品)を
用いると保持が適度で、分離もよかった。
個々の分析系について個別に条件を検討し
たが、大気中の発がん性／変異原性多環芳香
族化合物の分析以外の内分泌かく乱物質の
代謝生成物の分析、生薬中の残留農薬の分析、
魚介類中の内分泌かく乱物質の分析につい
てはペンタブロモベンジル基が最適であっ
た。 
次に、大気中の発がん性／変異原性多環芳
香族化合物の分析について検討した。多環芳
香族炭化水素であり、特にきょう雑成分のた
め 分 析 が困 難 な benz[a]anthracene と
chrysene に最適な条件で分析を試みた。通
常の HPLC では夾雑物質のために分析が困
難であった benz[a]anthracene と chrysene
が、包括的二次元 HPLCの条件を最適化する
ことにより分析可能となった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3  通常のHPLCによる分析(分析不可能) 
（↓は benz[a]anthracene の溶出位置を示
す） 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4  包括的二次元 HPLC による分析(分析
可能)  （↓は benz[a]anthraceneの溶出位
置を示す） 
 
次に、内分泌かく乱物質の代謝生成物の分
析について検討した。一次元としてペンタブ
ロモベンジル基結合シリカゲルカラム、二次
元としてモノリスカラムを用いると、基質の
ベンゾフェノンとその代謝物が完全分離で
きた。 
生薬中の残留農薬分析と魚介類中の内分
泌かく乱物質の分析については、最適分析条
件は決定したが、マトリックスが複雑である
ために、きょう雑物質との分離が十分ではな
く、簡単なクリーンアップが必要であること
がわかった。 
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