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研究成果の概要（和文）：我が国における農薬類使用量はOECD加盟国中で２番目に高い。従来から実施されてきた化学
物質曝露評価法では平均的な化学物質への曝露量のみを把握することができなかったが、本研究ではバイオモニタリン
グ手法を用いて個別に農薬類曝露量を評価するための分析法開発と基本的情報の構築を目指した。
使用採取の難しい小児からでも使用済みオムツをサンプルとすることで農薬曝露評価を実施可能とした。新規農薬であ
るネオニコチノイド系殺虫剤およびその代謝物類を尿から高感度に検出する測定法を確立した。測定法の妥当性評価を
国際的に実施し、良好な評価を得た。日本人の農薬曝露量は冬よりも夏に多いことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：In Japan, the consumption of pesticides was estimated to be 1.2 ton/km2 of arable 
and permanent cropland in 2007, which was much higher than those of other OECD countries. The aim of this 
study is to clarify the characteristics of urinary insecticide and its metabolite levels in Japanese.
We developed a simple, precise, and high-throughput method for the detection of urinary pyrethroid metabol
ites CDCA and 3-PBA extracted from disposable diapers. Moreover, a rapid and sensitive analytical method u
sing GC-MS and LC-MS/MS was developed for the measurement of 7 neonicotinoids (NEO) and its metabolites fr
om human urine. These methods can be applied to routine biological monitoring of urinary biomarkers associ
ated with insecticide exposure not only in adults but young children. These methods were validated by cros
s validation assay and external quality control assay (G-EQUAS 51). We suggested that the levels of some b
iomarkers were depends on sampling season, age and pesticide usage.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
   世界中で汎用されている殺虫剤（農薬お
よび医薬品）の中には有機リン系殺虫剤とピ
レスロイド系殺虫剤がある。我が国では殺虫
剤の曝露が生体に有害な影響を及ぼさない
ように、職業的曝露には許容濃度（日本産業
衛生学会）、生活環境中の曝露には 1 日許容
摂取量（厚生労働省）等が設定されており、
一定の機能を果たしている。近年、測定機器
の性能やアプリケーションの向上により尿
中に排泄されるこれらの代謝物を高感度に
測定できるようになり、一般生活者集団から
も簡便に個人の殺虫剤曝露レベルをモニタ
リングできるようになった。このバイオマー
カーを指標として、中毒症状を示さないよう
な低濃度の殺虫剤曝露が及ぼす不顕性の健
康影響に関する研究が飛躍的に進んでいる。 
例１）Meeker et al., 2008, Hum. Reprod.  
尿中ピレスロイド系殺虫剤濃度が高い集団では精子

数および運動性 
が低く、精子中 DNA損傷レベルは代謝物濃度と正の
相関を示した。 
例２）Bouchard et al., 2010, Pediatrics 
注意欠如/多動性障害と診断された小児では尿中の
有機リン系殺虫剤代謝物濃度が高いことを示した。 

   日常的な殺虫剤曝露と健康影響に関する
理解は不十分で、これを解明することで、殺
虫剤使用の適正な使用方法（量）と安全な日
常生活のバランスを築き上げる必要がある。
殺虫剤のリスク評価には、正確な曝露レベル
の評価方法が不可欠であり、研究代表者は尿
中殺虫剤代謝物のモニタリングを利用して
これらの解決に向けて研究を進めている。こ
れまで当該研究は米国(疾病予防管理センタ
ー等)およびヨーロッパ（ドイツ連邦環境庁
等）が積極的に進めてきた。残念なことに、
我が国における当該研究は、これまでの研究
代表者の研究成果以外には見られないが、日
本における農薬使用量が世界的にトップレ
ベル（農耕地面積あたりの有効成分使用量は
OECD加盟国で一位）であることを考慮すれ
ば、日本が積極的に取り組むべき研究課題で
あると思われる。研究代表者のこれまでの研
究の特色は、海外の当該研究では重視されて
いない「ベースライン調査」を重視し、1）
尿中代謝物の高感度検出法を確立し、検出限
界以下の対象者を最小限にしている、2）幅
広い職域集団を研究対象としている、3）尿
中殺虫剤代謝物測定を利用した曝露モニタ
リングの限界を実験的に検証していること
である。  
 
２．研究の目的 
これまでの研究の主な限界としては、１）測
定対象物質および調査対象者が比較的少な
いこと、2）日本人における尿中殺虫剤代謝
物レベルの国際的比較ができていないこと、
3）生活環境と尿中代謝物レベルとの関連が
明らかでないことが挙げられる。 
研究期間内に以下の項目を明らかにする。 

1)これまでにモニタリングしてきた主な尿中
殺虫剤代謝物は、有機リン系およびピレスロ
イド系殺虫剤それぞれの共通代謝物である
ジアルキルリン酸類(DAPs)および３フェノ
キシ安息香酸(3PBA)である。数多く存在する
殺虫剤の毒性の特徴はさまざまであり、生体
影響に関わる原因物質の探索には、殺虫剤固
有代謝物をモニタリングする必要がある。本
研究では日本で汎用されている各殺虫剤の
共通および固有代謝物を合成・購入し、これ
らの尿中濃度測定法をガスあるいは液体ク
ロマトグラフ質量分析計(GC-, LC-MS/MS)を
用いて確立する。 
2)確立した測定法を用いて、既に採取済みの
尿サンプルおよび新たに採取する 20 歳以下
の尿サンプル（計 700検体程度）から殺虫剤
代謝物を測定する。これらのデータを用いて
日本における職業的殺虫剤曝露群および小
児を含む一般生活者集団の各年齢層におけ
る基準値を作成し、米国やヨーロッパのデー
タと比較することで、日本における殺虫剤曝
露レベルの世界的な位置づけを明らかにす
る。 
3)一般生活者集団の日常的な殺虫剤曝露源は
食事由来であるとの報告がある。そこで本研
究では食事摂取頻度調査票や食事記録の結
果と尿中殺虫剤代謝物の関連性を観察する
ことで、どのような食事（食材）を介した曝
露が多いのかを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
   研究代表者は既に有機リン系殺虫剤代謝
物であるジアルキルリン酸類(DAP)およびピ
レスロイド系殺虫剤代謝物である 3フェノキ
シ安息香酸(3PBA)の高感度尿中代謝物測定
法を確立している。日本で汎用されている殺
虫剤のいくつかの代謝物を入手し、それらの
簡便で高感度な測定法を主に LC-MS/MS を
用いて確立する。同じ尿サンプルをほぼ同時
期に海外研究グループおよび研究代表者が
測定することで、それらの測定法の国際的な
評価を行う。既存の尿サンプルならびに研究
開始年度から前向きに収集する尿サンプル
の分析を開始する。日内、日差および季節変
動の確認、対象者の属性に対応した基準値を
作成、米国およびヨーロッパとのデータと比
較する。最終年度には尿中代謝物分析結果と
食事摂取頻度調査および食事記録の結果や
殺虫剤使用状況との関連を統計学的解析手
法で検討する。 
 
４．研究成果 
(1) 使い捨ておむつを用いた尿中ピレスロイ
ド殺虫剤代謝物の高感度測定法開発：生活環
境中での殺虫剤曝露レベルの評価には、尿中
の代謝物を高感度にモニタリングする方法
が主に用いられるが、排尿が自立していない
新生児や乳児からの採尿は困難であり、疫学
調査実施の障害となっている。今回は、使い
捨て紙オムツからピレスロイド系殺虫剤代



謝物である 3-phenoxybenzoic acid (3-PBA) お
よ び trans-chrysanthemumdicarboxylic acid 
(CDCA) を抽出および分離分析し、検出感度
および再現性が良好な測定法の開発を試み
た。5 種の使い捨てオムツにおける絶対回収
率を求めた結果、国内企業の diaper Aが最も
高い回収率を示した。diaper Aにおける3-PBA
濃度 0.4-20.4 µg/L での絶対回収率は
90.3-118.1 %、CDCA濃度 0.5-20.0 µg/Lでは
50.0-86.8 %であり、良好な直線性の検量線を
作成することができた(3-PBA, r2 = 0.9998; 
CDCA, r2 = 0.9977)。同様の代謝物濃度域にお
ける日内変動および日差変動の変動係数
(CV%)は、 3-PBA で 0.053-0.160 および
0.037-0.117、CDCA で 0.040-0.087 および
0.042-0.081であった。2 mlの尿を含む吸収材
から分析した場合の検出限界値は、それぞれ
0.026 µg/L (3-PBA) および 0.17 µg/L (CDCA) 
であった。diaper Bから Eを用いた場合、検
出限界は diaper Aに劣るものの、いずれも代
謝物濃度範囲 0.5-20 µg/Lにおいて r2 = 0.9967
以上の直線性を得ることができた。PCO尿を
用いた検討において、従来法およびオムツ抽
出法から得られた濃度のスピアマンの相関
係数は、3-PBA では濃度範囲 1.5-129.5 µg/L
において0.994、1.5-16.8 µg/Lにおいて0.992、
CDCA では濃度範囲 0.3-22.7 µg/L において
0.993、0.3-10.9 µg/Lにおいて0.983であった。
1)使い捨てオムツから殺虫剤代謝物を含む尿
を比較的少量の溶媒で溶出可能であること、
2)この抽出法は良好な再現性を示し、採取オ
ムツの種類に合わせた検量線を作成するこ
とにより、一般健常人尿における低い代謝物
濃度でも従来法とほぼ同等の感度で定量で
きることを明らかにした。(発表論文リスト
3) 
 
(2) 簡易有機リン系殺虫剤代謝物類測定法の
開発：有機リン系殺虫剤(OPs)の曝露バイオモ
ニタリングには、尿中 OP代謝物である DAPs
の高感度測定が用いられている。液体クロマ
トグラフ‐タンデム質量分析計(LC-MS/MS)を
用いて簡便かつ高感度な DAP 測定法を確立
した。尿 2 ml を SPE カラム(Oasys WAX, 
waters)に通液させ、ジメチルリン酸(DMP)お
よびジエチルリン酸(DEP)測定用 LC-MS/MS
サンプルとした。SPE カラムを CH3CN で洗
浄後、2.5%アンモニア含有水/CH3CN 溶液に
て溶出・乾固後に CH3CN で再溶解したもの
をジメチルチオリン酸(DMTP)、ジエチルチオ
リン酸 (DETP)、ジメチルジチオリン酸
(DMDTP)およびジエチルジチオリン酸
(DEDTP)の測定用サンプルとした。分離カラ
ムには ScherzoSM-C18 を用い、pH およびイ
オン強度グラジエント分析を用いた。DAP絶
対回収率は 45%以上で、検量線は 0-100 μg/L
で良好な直線性が得られた(r2=0.984 以上)。
検出下限値は DMP, DEP, DMTP, DETP, 
DMDTPおよび DEDTPで 0.5, 0.1, 0.2, 0.1, 0.2
および 0.1 μg/Lであり、既報の測定法に比べ

て同等か低い値を示した。文献上、本測定法
の検出下限値は一般生活者集団の尿中 DAP
量分析に応用できる感度であると思われる。
測定高感度の向上は測定サンプルの大量注
入によるピーク幅の広がりを防いだこと、移
動相における CH3CN 濃度が高いことが大き
く貢献していると推察される(国際雑誌投稿
中)。 
 
(3) 新規殺虫剤ネオニコチノイド系殺虫剤の
曝露バイオモニタリング-尿中ネオニコチノ
イド系殺虫剤の高感度測定法開発：ネオニコ
チノイド系殺虫剤(NNi)は、農業分野あるいは
家庭用殺虫剤として幅広く使用されており、
その国内生産量および使用量は近年増加傾
向にある。尿中に排泄される NNi、すなわち
acetamiprid (ACE) 、 imidacloprid (IMI) 、
thiacloprid (THD)、 thiamethoxam (THM)、
clothianidin (CLO) 、 dinotefuran (DIN) 、
nitenpyram (NIT)を分析装置として高速液体
クロマトグラフタンデム型質量分析系を用
い、定量分析法を開発した(国際雑誌投稿中)。
この測定法を応用して、3歳児 (CH, n=52)、
一般健常成人 (AD, n=53)、りんご農家 (AF, 
n=58)の夏および冬の尿を用いて検出率、季節
間および年齢間の差などの基礎的データの
収集を行った。季節間差は AFの IMI (夏 2.2 
μg/g cre v.s. 冬 2.9 μg/g cre)で確認された。子
供の尿中 NNi 量は成人のそれよりも高い値
を示した(投稿準備中)。 
 
(4) 新規殺虫剤ネオニコチノイド系殺虫剤の
曝露バイオモニタリング-尿中ネオニコチノ
イド系殺虫剤代謝物類の高感度測定法開
発：尿中に NNi代謝物として排泄される 3種
類の化合物 6-chloronicotinic acid (6CN)、
3-furoic acid (3FA) お よ び
2-chloro-1,3-thiazole-5-carboxylic acid (2CTCA)
を分別定量することにより NNi 曝露量評価
を試みた。その結果、ガスクロマトグラフ質
量分析計を用いた高感度測定法を開発でき
た(発表論文リスト 2)。一般生活者集団、農業
従事者および殺虫剤散布職域従事者 (pest 
control operators, PCO)の尿を対象にこれらの
バイオマーカーのモニタリングを実施した。
その結果、6CNおよび 3FAはすべての検体か
ら検出されたが、2CTCAの検出頻度は低く、
農業従事者では 2検体、一般生活者集団では
2検体および PCOでは 5検体(すなわち全 60
検体中 9検体)から検出された。代謝物濃度範
囲は 0.34-16.8 μg/g cre (6CN)、0.10-63.2 μg/g 
cre (3FA)および<LOD-0.72μg/g cre (2CTCA)で
あった。季節間差は AFにおける 6CNおよび
3FA のみで有意な差(paired-t test)が検出され
たが、一般生活者集団および PCOでは有意差
が認められなかった。職業間差は冬の 6CNに
おいて AF が一般生活者集団よりも有意に高
い値を示すのみであった(one way ANOVA, 
Scheffé's test)。一般生活者集団および PCOの
NNi代謝物量に季節間差および職域間差が検



出されなかったことから、両群における NNi
曝露量は年間を通してほぼ同量であること
が示唆された。冬季は農業閑散期にあたり、
アンケート調査結果からも農業従事者は職
業的な NNi 曝露を受ける状況下ではないと
推察される。このことから農業従事者の 6CN
が一般生活者集団のそれに比べて高値を示
す理由として、地域間差に由来する食事ある
いは住環境の違いが影響している可能性が
考えられるが、対象者数が少なくさらなる調
査が必要である。 
 
(5)測定法のクロスバリデーション：尿中
DAPs およびピレスロイド系殺虫剤代謝物類
の測定結果の妥当性を確認するために、国外
の研究機関と協力し、あるいは国際的な外部
精度管理プログラムを利用して評価を行っ
た。ピレスロイド系殺虫剤代謝物である３フ
ェノキシ安息香酸等はドイツにおける農薬
曝露に関するバイオモニタリングを先進的
に実施している Institute and Outpatient Clinic 
of Occupatinal, Social and Environmental 
Medicine, University of Erlangen-Nurnberg, 
Germany と協力して行った(学会発表リスト
4)。また、尿中 DAPs は外部精度管理
G-EQUAS51に参加することで評価した(業績
リスト その他)。いずれの測定項目も良好な
相関を示し、本測定法で得られた測定値の妥
当性を確認できた。 
 
(6) 小児における尿中ピレスロイド系殺虫剤
代謝物量の特徴:子どもの尿中 PYR 代謝物
(chrysanthemumdicarboxylic acid, CDCA; 3-(2, 
2-dichlorovinyl)-2, 
2-dimethylcyclopropane-1-carboxylic acid, 
DCCA; 3-phenoxybenzoic acid, 3PBA) を
GC-MSで定量分析し、尿中 PYR代謝物濃度
の基本的な特徴と家庭内での殺虫剤使用状
況と CDCA量の関係を明らかにした。3歳児
健診の受診者を対象とし、夏期(8~9月)111名、
冬期(2月)116名の尿を回収した。統計解析に
はノンパラメトリック検定を用いた。夏期に
おける CDCA, DCCA および 3PBA の
geometric mean (GM)はそれぞれ 0.47, 2.16お
よび 2.01 μg/g creであり、冬期の GM (0.25, 
0.77および 1.56 μg/g cre)に比べて有意に高値
を示した。冬期に比べて夏期に PYR曝露レベ
ルの高いことが明らかとなった。CDCAに代
謝される殺虫剤使用の有無で群分けして比
較検討した結果、殺虫剤使用群の CDCAは殺
虫剤未使用群のそれに比べて高い傾向を示
し(0.56 μg/g cre v.s. 0.34 μg/g cre, p=0.054)。
CDCA は家庭内で夏期に汎用される殺虫剤
(蚊取り線香など)の曝露マーカーとして使用
できる可能性が疫学研究で初めて示唆され
た。 
3PBA は他の代謝物と比べて報告例が多く、
他の報告の 3PBAと比較した場合、本研究で
得られた 3PBA濃度は他の報告に比べて若干
高い傾向にあった。しかし、対象者年齢が異

なることから、一概に PYR曝露レベルを比較
できないのが現状であり、さらに調査が必要
である(学会発表リスト 1)。 
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