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研究要旨 

 本研究は平成11年度の厚生科学研究でのポリ塩化ビニル(PVC)製玩具のヒトchewing実験により得ら

れた結果に基づき，唾液中のフタル酸モノエステルの分析法，およびヒト唾液中でのフタル酸モノエス

テルの生成についてそれぞれ試験研究を行った． 

Ⅰ．唾液中のフタル酸モノエステルのUV検出器付HPLC分析およびGC/MS-SIM分析 

 唾液中のフタル酸ジエステルおよびそのモノエステル体の抽出は，唾液量と等量のアセトニトリルを

加え良く混和した後，遠心分離し，沈殿物を取り除き，アセトニトリルが 10%(v/v)になるように 0.1%

酢酸水溶液を加え，良く混和した．次に，OasisHLB(Waters 社製)カートリッジに負荷し，10%メタノー

ル水溶液で洗浄後，10%メタノール・酢酸エチルで溶出した．溶出液を濃縮後，UV検出器付HPLCにてフ

タル酸モノエステルの分析を行った．移動相はアセトニトリル・0.5%酢酸水溶液(60:40)とし，良好な分

離能が得られた． 

 また，フタル酸モノエステルの GC/MS 分析は，カルボキシル基を TMSD にてメチルエステル化し，

asymmetricなフタル酸ジエステルとした後，GC/MS-SIMにて行った．測定用フラグメントイオンはm/z163，

149および91とした． 

Ⅱ．ヒト唾液中でのフタル酸ジエステルの化学変化によるモノエステル体の生成 

 5種類のフタル酸ジエステルを，ヒト唾液にそれぞれ100nmol加え，37℃，30分間Incubateし，それ

ぞれのフタル酸ジエステルに相当するモノエステル体をHPLC分析およびGC/MS-SIM分析した．その結果，

フタル酸ジエチル(DEP)，フタル酸ジブチル(DBP)，フタル酸ブチルベンジル(BBP)，フタル酸ジ-n-ヘキ

シル(DHXP)，およびフタル酸ジ-2-エチルヘキシル(DEHP)5種類それぞれのフタル酸ジエステルの唾液中

での化学変化により，ジエステル体に相当するモノエステル体がそれぞれフタル酸モノエチル

(MEP)21.2%，フタル酸モノブチル(MBP)81.6%，フタル酸モノベンジル(MBenzP)24.6%，フタル酸モノ-n-

ヘキシル(MHXP)18.8%，およびフタル酸モノ-2-エチルヘキシル(MEHP)1.8%生成された． 

 

 

はじめに 

 乳幼児用ポリ塩化ビニル(PVC)製玩具に含まれ

る可塑剤のフタル酸ジエステルは，弱いながらも

エストロゲン作用を示し，外因性内分泌攪乱化学

物質，「いわゆる環境ホルモン」の一つとして疑

われている．また，フタル酸ジエステルのうちフ

タル酸ジ-2-エチルヘキシル(DEHP)およびフタル

酸ジイソノニル(DINP)は高濃度で非変異・ガン原

性物質であり，動物実験において発ガンプロモー

ター作用が認めれれている1),2),3)． 

 1



最近この発ガンプロモーターのオカダ酸やTPAが

細胞生存数の影響のない低濃度でテストステロ

ン産生を強く抑制することが見出され，発ガンプ

ロモーターと内分泌攪乱作用の関連性が疑われ

ている 4)．このような背景から，フタル酸ジエス

テルの乳幼児用玩具への可塑剤としての使用を

制限する対策が世界各国で講じられている．しか

し，合成樹脂製品の可塑剤としてフタル酸ジエス

テルの使用は広範囲にわたり 5)，現在でも多量に

使用されている． 

 平成 11 年度の本研究では，ヒトの chewing に

よる乳幼児用玩具からのフタル酸ジエステルの

口腔内への溶出実験を行った．その結果，一部の

玩具からの溶出量が他の玩具からの溶出量と比

較し，著しく低いことが分かった．その理由を検

討したところ，フタル酸ジエステルが唾液中で化

学変化していることが判明した． 

 そこで本年度における研究は，唾液中のフタル

酸モノエステルの分析法，およびフタル酸ジエス

テルの唾液中での化学変化によるフタル酸モノ

エステルの生成について検討を行ったので，以下

のように報告する． 

Ⅰ．唾液中のフタル酸モノエステルの UV 検出器

付HPLC分析とGC/MS-SIM分析 

Ⅱ．ヒト唾液中での PAEs の化学変化によるモノ

エステル体の生成 

 

 

 

 

Ⅰ．唾液中のフタル酸モノエステルの UV 検出

器付HPLC分析およびGC/MS-SIM分析 

 

1. はじめに 

唾液中のフタル酸モノエステル 5 種類の UV 検

出器付 HPLC 分析と GC/MS-SIM 分析それぞれにつ

いて検討した． 

 

  

2. 実験方法 

 試薬および器具 

 標準フタル酸ジエステルおよびモノエステル 

 1) フタル酸ジエチル(DEP) 

 2) フタル酸ジブチル(DBP) 

 3) フタル酸ブチルベンジル(BBP) 

 4) フタル酸ジ-n-ヘキシル(DHXP) 

 5) フタル酸ジ-2-エチルヘキシル(DEHP) 

 6) フタル酸モノエチル(MEP) 

 7) フタル酸モノブチル(MBP) 

 8) フタル酸モノベンジル(MBenzP) 

 9) フタル酸モノ-n-ヘキシル(MHXP) 

 10)フタル酸モノ-2-エチルヘキシル(MEHP) 

上記 10 種類の標準試薬のうち，DEP，DBP およ

びDEHPは和光純薬社製でそれぞれの純度が99.5%

以上のものを，MEP は和光純薬社製で純度が 90%

以上のものを，BBP は関東化学社製で純度が 98%

以上のものを，DHXP およびMBenzP は東京化成社

製でそれぞれの純度が 98%以上のものを，MHXP，

MBPおよびMEHPは東京化成社製でそれぞれの純度

が90%以上のものをそれぞれ使用した．  

 上記した標準試薬のうちフタル酸モノエステ

ルそれぞれについて，ジエステル体以外の不純物

がないことを薄層クロマトグラフにより確認し

た．また HPLC および GC/MS それぞれにより，本

分析に影響する妨害物質は認められなかった． 

アセトニトリル(HPLC 用)，n-ヘキサン(フタル

酸エステル・PCB測定用)，酢酸エチル(残留農薬・

PCB測定用)，メタノール(残留農薬・PCB測定用)

それぞれは関東化学社製を，ジメチルスルホキシ

ド(DMSO:生化学用)は和光純薬社製を，トリメチ

ルシリルジアゾメタン(TMSD)はAldrich社製をそ

れぞれ使用した． 

フタル酸モノエステル標準溶液：MEP，MBP，

MBenzP，MHXP および MEHP の標準品をそれぞれ

100mg 正確に量り，アセトニトリル100mL で定容

したものをそれぞれのフタル酸モノエステル標

準原液(1mg/mL)とした．これをアセトニトリルで

希釈し，各種濃度標準溶液を調製した． 
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フタル酸ジエステル標準溶液：DEP，DBP，BBP，

DHXPおよびDEHPの標準品をそれぞれ500μmol正

確に量り，DMSO に溶かし10mL にそれぞれ定容し

たも．これをフタル酸ジエステル標準原液(50μ

mol/mL)とした．さらにこの標準原液をDMSOで希

釈し，各濃度標準溶液を調製した． 

人工唾液：塩化ナトリウム4.5g，塩化カリウム

3.0g，無水硫酸ナトリウム0.3g，塩化アンモニウ

ム0.4g，乳酸0.3g，および尿素0.2gをそれぞれ

蒸留水に溶かし，0.1N水酸化ナトリウムでpH7.0

に調整し，全量を1000mLとした． 

ミニカラム OASIS HLB(3cc)：Waters 社製，使

用前に酢酸エチル 5mL，メタノール 5mL および

0.5%酢酸水溶液10mLで洗浄した． 

 本実験に使用した試薬はすべてフタル酸ジエ

ステルが含まれていないことを確認した．また，

実験に使用したガラス器具は使用前に 230℃で 5

時間加熱処理した． 

装置 

UV 検出器付高速液体クロマトグラフィー

(HPLC)：LC-10A，島津製作所社製 

 ガスクロマトグラフ質量分析計(GC/MS)：

GCMS-QP5050，島津製作所社製 

HPLC分析条件 

 カラム：Inertsil C8-3(4.6×250mm) ，カラム

温度：40℃，移動相：アセトニトリル・0.5%酢酸

水溶液(6:2)，流速：1.0mL/分，検出器：UV(検出

波長254nm)，注入量：10μL 

GC/MS分析条件 

 GC部 

カラム：CBP5(30m×0.25mmi.d.，0.25μm)，カ

ラム温度：初期温度100℃(1分保持)→昇温10℃/

分→最終温度270℃，注入口温度：260℃，インタ

ーフェース温度：260℃ 

 MS部 

 イオン化法：EI法，イオン化電圧：70eV，イオ

ン源温度290℃，検出モード：SIM，フタル酸モノ

エステル測定用イオン8)：m/z163，m/z149および

m/z91，フタル酸ジエステル測定用イオン：m/z149，

確認用イオン：m/z177(DEP)，m/z223(DBP)，

m/z206(BBP)，m/z251(DHXP)，m/z167(DEHP) 

唾液中のフタル酸モノエステルの測定 

フタル酸ジエステルを含まないポリプロピレ

ン製試験片を成人被験者の口腔内に入れ，

chewing し，口腔内に溜まった唾液を採取した．

採取は昼食前の空腹時に行った．採取した唾液

15mL に人工唾液(pH7.0)5mL を加え，混合し，本

実験の唾液とした．その唾液 3mL を 50mL ネジ蓋

付遠心分離管に入れ，0.1NHCl にて唾液を約 pH4

に調整し，アセトニトリルを1mL加え，振とう抽

出した．つぎに，3000r.p.m.，5分間遠心分離し，

沈殿物を取り除き，アセトニトリル濃度が約 10%

になるよう0.5％酢酸水溶液を16mL加え，よく混

和し，これを精製用試験液とた．これをミニカラ

ムのOASIS HLBに負荷し，メタノール・水(1:9)5mL

で洗浄後，メタノール・酢酸エチル(1:9)10mL で

フタル酸モノエステルを溶出した．溶出液を窒素

気流下濃縮・乾固し，アセトニトリルを2mL加え

フタル酸モノエステル測定用試験液とした． 

 上記の試験液 1mL を 10mL 容試験管にとり，窒

素ガスで溶媒を留去し，酢酸エチル，メタノール

およびTMSDをそれぞれ500，100および30μL加

え，室温で 30 分間メチルエステル化した．反応

後，窒素ガスを通気して溶媒を留去し，n-ヘキサ

ンを加え，GC/MS 分析用試験液とした．これを

GC/MS-SIM で，フタル酸ジエステルおよびメチル

エステル化フタル酸モノエステルをそれぞれ測

定した． 

 

3. 研究結果および考察 

 HPLCの分析条件 

フタル酸モノエステル(図Ⅰ-1)は分子中に遊

離のカルボキシル基を持つ酸性物質である．平成

11年度における本研究で，フタル酸モノエステル

として，MBPとMEHPの 2種類のHPLC分析条件を

設定した．本年度は上記2種にMEP，MBenzP ，MHXP

の3種を加えた計5種類のフタル酸モノエステル

のHPLCによる一斉分析条件について検討した． 
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図Ⅰ-1　フタル酸ジエステルおよび 
　　 フタル酸モノエステルの構造式
R 1とR 2：アルキル基 
R 1 =R 2は対象(symmetric)なフタル酸 
ジエステル 
R 1 =R 2は非対象(asymmetric)なフタル 
酸ジエステル

 

HPLC の分析用カラムは平成 11 年度と同様，逆

相系の C8 カラムを使用した．また移動相はアセ

トニトリル・0.5%酢酸水溶液(8:2)を用いた．UV

検出器の検出波長は254nmとした．その結果，ピ

ーク形状の良好なクロマトグラムが得られたが，

MEP，MBP およびMBenzP の分離が悪く，良好な分

析条件ではなかった．そこで，移動相のアセトニ

トリル・0.5%酢酸水溶液の比率を6:4としたとこ

ろ，図Ⅰ-2に示すように分離能の良好な5本のピ

ークが得られた．また，これら5種類のモノエス

テル体はそれぞれ 0.1～100μg/mL で原点を通る

直線性を示した． 

そこで本実験での MEP，MBP，MHXP，MEHP およ

び MBenzP の UV 検出器付 HPLC による一斉分析で

は，移動相にアセトニトリル・0.5%酢酸水溶液

(6:4)を用いた． 

 GC/MSによるモノエステル体の分析 

フタル酸モノエステルは分子中に遊離のカル

ボキシル基を有し，GC分析ではこの基を誘導体化

しなければ分析が困難である．そこで，本研究で

は平成11年度の研究結果と同様，5種類のフタル

酸モノエステルそれぞれのカルボキシル基をメ

チルエステル化し，微極性カラム CBP5 での昇温

分析による GC /MS 分析を行った．メチルエステ

ル化剤は，ジアゾメタンの毒性や爆発性を少なく

した取り扱いの容易なメチル化剤である TMSD を

用いた．TMSD によるメチルエステル化は

Hashimoto6)らの方法を応用した． 

それぞれのメチルエステル化されたフタル酸

モノエステルを EI 法により GC/MS 分析した．得

られた総イオンクロマトグラム(TIC)を図Ⅰ-3 に，

そのマススペクトログラムを図Ⅰ-4，5 および 6

に，またメチルエステル化されたフタル酸モノエ

ステルそれぞれの保持時間と特徴的なフラグメ

ントイオンを表Ⅰ-1にそれぞれ示した． 

図Ⅰ-3　メチルエステル化フタル酸モノエステルの総 
　イオンクロマトグラム 
　メチルエステル化フタル酸モノエステル：各々1ng 
　1:メチルエステル化フタル酸モノエチル(Methyl-MEP) 
　2:メチルエステル化フタル酸モノブチル(Methyl-MBP) 
　3:メチルエステル化フタル酸-n-ヘキシル(Methyl-MHXP) 
　4:メチルエステル化フタル酸-2-エチルヘキシル(Methyl-MEHP) 
　5:メチルエステル化フタル酸モノベンジル(Methyl-MBenzP) 
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図Ⅰ-2　フタル酸モノエステルのHPLCクロマトグラム 
　　フタル酸モノエステル：各々100ng 
　　MEP:フタル酸モノエチル,MBenzP:フタル酸モノブチル 
　　MBP:フタル酸モノブチル,MHXP:フタル酸モノ-n-ヘキシル 
　　MEHP:フタル酸モノ-2-エチルヘキシル
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図Ⅰ-4　メチルエステル化フタル酸モノブチルの 
　　マススペクトログラム 
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図Ⅰ-5　メチルエステル化フタル酸モノベンジル
　　のマススペクトログラム 
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図Ⅰ-6　メチルエステル化フタル酸モノ-2-エチル
　　ヘキシルのマススペクトログラム 
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表Ⅰ-1 GC/MSによるメチルエステル化フタル酸モノエステルの保持時間と
             特徴的なフラグメントイオン

M.W. R.T. Flagment ions (m/z) Ｍ＋

(min) (relative intensity, %)

Methyl-MEP 208 8.2 149( 59 ) a) 163(100) a) 176(16) 208(2.3)

Methyl-MBP 236 10.6 149( 80 ) a) 163(100) a) 181(17) 236(0.7)

Methyl-MHXP 264 12.8 149( 89 ) a) 163(100) a) 181(27) 264(0.8)

Methyl-MEHP 292 14.1 149( 63 ) a) 163(100) a) 181(31) 292(0.5)

Methyl-MBenzP 270 14.7 91(100) a) 163( 31 ) a) 149(17) 270(1.4)

a): 測定用イオン
Methyl-MEP：メチルエステル化フタル酸モノエチル
Methyl-MBP：メチルエステル化フタル酸モノブチル
Methyl-MHXP：メチルエステル化フタル酸モノヘキシル
Methyl-MEHP：メチルエステル化フタル酸モノ-2-エチルヘキシル
Methyl-MBenzP：メチルエステル化フタル酸モノベンジル

 5 種類のフタル酸モノエステルは微極性キャピ

ラリーカラムでの GC 分析においてそれぞれ分離

良好な5本のピークが得られ，それぞれのカルボ

キシル基が TMSD によりメチルエステル化され，

asymmetric なフタル酸ジエステルが生成された．

また生成されたメチルエステル化MEP，MBP，MHXP

およびMEHPは，EI法によるGC/MS分析でm/z163 

([C6H4(COOCH3)CO]+)とm/z149 ([C6H4(CO) 2OH]+)に

それぞれ選択性の高いフラグメントイオンが認

められた．その相対強度はm/z163 を 100%とした

とき，m/z149のそれはメチルエステル化MEP，MBP，

MHXP および MEHP がそれぞれ 59%，80%，89%およ

び63%であった．また，メチルエステル化MBenzP

はm/z163とm/z149のフラグメントイオンが認め

られ，さらに m/z91 ([C6H5CH2]+)の特徴的なフラ

グメントイオンが認められた(図Ⅰ-5)．一般に，

フラグメントイオン m/z149 と m/z163 は EI 法に

よるGC/MS分析でのsymmetricなフタル酸ジエス

テルの特徴的なフラグメントイオンである 7)．ま

た，それぞれの親イオン(M+)の相対強度はメチル

エステル化MEP，MBP，MHXP，MEHP およびMBenzP

が 2.3%，0.7%，0.8%，0.5%および 1.4%と非常に

小さく，これらのイオンを確認することが困難で

あった． 

そこで，本実験での MEP，MBP，MHXP，MEHP お

よび MBenzP の GC/MS 分析では，それぞれのカル
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ボキシル基を TMSD にてメチルエステル化し，そ

れぞれから得られたm/z163，m/z149およびm/z91

のフラグメントイオンをSIMモードにて測定する

ことにより，5 種類それぞれのフタル酸モノエス

テルを分別・定量することが可能となった．その

SIMクロマトグラムを図Ⅰ-7に示した． 

また，本法による GC/MS 分析において，

symmetricなフタル酸ジエステルであるDMP，DEP，

DBP，DHXP，DEHP およびBBP は，今回測定対象と

した 5 種類の asymmetric なメチルエステル化フ

タル酸モノエステルとそれぞれ異なる保持時間

を示した．そこでsymmetricなフタル酸ジエステ

ルに特徴的なフラグメントイオンである m/z1498)

をSIMすることで，メチルエステル化フタル酸モ

ノエステルと同時にsymmetricなフタル酸ジエス

テルを分別・定量することが可能となった． 

唾液中のフタル酸モノエステルの分析法 

唾液中のフタル酸モノエステルはフタル酸ジ

エステルの抽出法に準じ，アセトニトリル抽出を

行った．唾液に5種類のフタル酸モノエステルを

50ng 加え，等量のアセトニトリルで抽出し直接 

HPLC分析した．そのHPLCクロマトグラムを図Ⅰ-8

に示した．それぞれのフタル酸モノエステルの回

収率は 91%以上であった．しかし，唾液由来のピ

ークが数多く出現したため，ミニカラムによる精

製・濃縮法について検討した． 

0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0
Time(min)

MEP

MBP
MBenzP

MHXP

MEHP

図Ⅰ-8　唾液に添加したフタル酸モノエステルのHPLC 
　クロマトグラム 
　　フタル酸モノエステル：各々50ng添加 
　　MEP:フタル酸モノエチル,MBenzP:フタル酸モノブチル 
　　MBP:フタル酸モノブチル,MHXP:フタル酸モノ-n-ヘキシル 
　　MEHP:フタル酸モノ-2-エチルヘキシル

Injection

図Ⅰ-7　メチルエステル化フタル酸モノエステルのGC/MS- 
　　SIMクロマトグラム 
　　　メチルエステル化フタル酸モノエステル：各々10ng 
　　　モニターイオン：m/z163，149，91 
　　　1:メチルエステル化フタル酸モノエチル(Methyl-MEP) 
　　　2:メチルエステル化フタル酸モノブチル(Methyl-MBP) 
　　　3:メチルエステル化フタル酸-n-ヘキシル(Methyl-MHXP) 
　　　4:メチルエステル化フタル酸-2-エチルヘキシル(Methyl-MEHP) 
　　　5:メチルエステル化フタル酸モノベンジル(Methyl-MBenzP)
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m/z91

m/z149

m/z163
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モノエステル体は酸性物質であるため，

0.1NHCl で唾液を約pH4 に調整し，等量のアセト

ニトリルを加え，振とう抽出した．得られた抽出

液を3000r.p.m.，5分間遠心分離し沈殿物を取り

除き，アセトニトリル濃度が10%になるよう0.5％

酢酸水溶液を加え，よく混和した．これを精製用

試験液とした． 

ミニカラムによる精製は逆相系固相抽出ミニ

カラムのC18およびOASIS HLBそれぞれについて

検討した．精製用試験液をそれぞれのミニカラム

に負荷し，メタノール・水(1:9) で洗浄し，メタ

ノール・酢酸エチル(1:9)でフタル酸モノエステ

ルを溶出した．C18 およびOASIS HLB でのフタル

酸モノエステルの回収率はそれぞれ 94%以上およ

び97%以上であり，若干ではあるがOASIS HLB の
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回収率が良好であった．一方，精製効果は両者と

も良好であった．よって，本法ではOASIS HLBの

固相抽出カートリッジを使用した． 

また，唾液にフタル酸モノエステル5種類をそ

れぞれ 50ng 添加し，本法全体を通して添加回収

試験を行った．その結果，それぞれの回収率は94%

以上であり，精製効果も良好であった．そのHPLC

クロマトグラムを図Ⅰ-9に示した． 

以上により本実験では，唾液を酸性にし，アセ

トニトリル抽出し，Oasis HLB で精製・濃縮後，

HPLC分析した．唾液中のフタル酸モノエステルを

TMSDにてメチルエステル化し，GC/MS-SIM分析し

た． 

 

4. まとめ 

1)  5 種類のフタル酸モノエステル(MEP，MBP，

MBenzP，MHXP および MEHP)の HPLC 分析条件は，

カラムが逆相系 C8 カラム，移動相はアセトニト

リル・0.5%酢酸水溶液(6:4)のアイソクラティッ

ク分析，UV検出器の検出波長254nmとした. 

2)  GC/MS によるフタル酸モノエステルの確認は

TMSDでカルボキシル基をメチルエステル化し，測

定モード SIM にて m/z163，m/z91 および m/z149

を測定した． 

3)  唾液はpH4に調整し，アセトニトリル抽出し

た．試験溶液の精製はミニカートリッジの OASIS 

HLB を用い，溶出液はメタノール・酢酸エチル

(1:9)とした．本法による唾液抽出液の精製効果

は良好で，フタル酸モノエステル5種類の回収率

は94%以上であった． 

 

 

 

 

Ⅱ．ヒト唾液中でのフタル酸ジエステルの化学

変化によるモノエステル体の生成 

0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0
Time(min)

MEP
MBP

MBenzP

MHXP

MEHP

図Ⅰ-9　唾液に添加したフタル酸モノエステルをOasis 
　　ミニカラムにより精製した後のHPLCクロマトグラム 
　　 フタル酸モノエステル：各々50ng添加 
　　 MEP:フタル酸モノエチル,MBenzP:フタル酸モノブチル 
　　 MBP:フタル酸モノブチル,MHXP:フタル酸モノ-n-ヘキシル 
　　 MEHP:フタル酸モノ-2-エチルヘキシル

Injection

 

1. はじめに 

 平成 11 年度の厚生科学研究において，我々は

ヒトのchewingによる乳幼児用玩具からのフタル

酸ジエステルの溶出について検討した．その結果，

一部の玩具から溶出したフタル酸ジエステルが

唾液中でモノエステル体に変化することを見出

した． 

そこで本年度における研究では，アルキル基の

異なる5種類のフタル酸ジエステルのヒト唾液中

での化学変化によるモノエステル体の生成につ

いて検討した． 

 

2. 実験方法 

試薬および器具 

使用する標準試薬，一般試薬および器具は前報

Ⅰに準じた． 

装置 

振とう培養器：UNI THERMOSHAKER，NTS-2000，

EYELA社製 

その他，本実験で使用した装置は前報Ⅰに準じ

た． 

HPLC分析条件 

前報Ⅰに準じた． 

GC/MS分析条件 

前報Ⅰに準じた． 

フタル酸ジエステルのヒト唾液中でのモノエ

ステル体の生成反応 

フタル酸ジエステルを含まないポリプロピレ

ン製試験片を成人被験者(男性2人)の口腔内に入
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れ，chewing し，口腔内に溜まった唾液を採取し

た．採取時間は昼食前の空腹時とし，採取した唾

液15mL に人工唾液(pH7.0)5mL を加え，混合し，

本実験で使用した唾液とした．この唾液 3mL を

50mLネジ蓋付遠心分離管に入れ，フタル酸ジエス

テル標準溶液10μLを加え，振とう培養器で37℃，

30分間 Incubate した．振とう培養器の振とう数

は150r.p.m.とした． Incubation終了後，0.1NHCl

で唾液を約pH4 に調整し，アセトニトリルを2mL

加え，生成したフタル酸モノエステルを振とう抽

出した．  

 以下前報Ⅰに準じ，フタル酸モノエステルを精

製・濃縮し，HPLCまたはGC/MS-SIM分析した．本

生成反応の実験はそれぞれの唾液に対し3回繰り

返した． 

 

3. 研究結果および考察 

 ヒト唾液中でのフタル酸ジエステルの化学変

化によるモノエステル体の生成について検討す

るため，以下のような試験を行った．また，採取

した唾液pHは7.4および7.1であった． 

フタル酸モノエステル生成におよぼすフタル

酸ジエステルのアルキル基の影響 

アルキル基の異なるDEP，DBP，BBP，DHXP およ
び DEHP をそれぞれ 50nmol を唾液に加え，37℃，

30分間 Incubation し，生成したそれぞれのモノ

エステル体量を測定した． 

 その結果を図Ⅱ-1に示した．Symmetricなフタ

ル酸ジエステルであるDEP，DBP，DHXPおよびDEHP

は唾液中で1つのアルキル基が脱離し，MEP，MBP，

MHXPおよびMEHPをそれぞれ10.6，40.8，9.4お

よび0.9nmol生成し，その生成率は21.2%，81.6%，

18.8%および 1.8%であった．本実験でのフタル酸

ジエステルの唾液中でのモノエステル体生成反

応は直鎖のアルキル基を有すDBPが最も変化し易

く，アルキル基に側鎖を有する DEHP ではその生

成が悪かった．また asymmetric なフタル酸ジエ

ステルである BBP のモノエステル体生成は，

MBenzP が 12.3nmol 生成したが，MBP の生成は認

められなかった． 
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図Ⅱ-1　アルキル基の異なるフタル酸ジエステルの
　　唾液中におけるモノエステル体の生成
 Incubation温度：37℃，Incubation時間：30℃
 PAE添加量：50nmol，ヒト唾液：3mL(成人被験者の
 chewingにより採取した唾液と人工唾液(pH7)を3:1で
 混合)，
　DEP:フタル酸ジエチル，MEP:フタル酸モノエチル
　DBP:フタル酸ジブチル，MBP:フタル酸モノブチル
　DHXP:フタル酸ジヘキシル
　MHXP:フタル酸モノヘキシル
　DEHP:フタル酸ジ-2-エチルヘキシル
　MEHP:フタル酸モノ-2-エチルヘキシル
　BBP:フタル酸ブチルベンジル
　MBenzP:フタル酸モノベンジル

フタル酸ジエステル

フタル酸ジエステルは一般に腸管内のエステ

ラーゼにより加水分解され，モノエステル体を生

成することが報告されている 9)．また，マウス肝

ミクロソームより精製したエステラーゼがフタ

ル酸ジエステルの鎖状のアルキルエステル基に

対し基質特異性を示し，特にDBPに対し高い親和

性を有すこと10)，さらにブタ膵臓リパーゼによる

炭素数4つの脂肪酸エステルの特異的な加水分解

反応についてそれぞれの報告がなされている 11)．

本実験でのヒト唾液中のモノエステル体生成反

応はフタル酸ジエステルの直鎖のアルキル基，特

にエステルの炭素数が4つのブチルエステルに対

し特異的に反応した．唾液中には数多くの酵素が

存在し，これらの酵素がフタル酸ジエステルのモ

ノエステル体生成に深く関与していることが推

察された． 

 唾液中のフタル酸モノエステル生成におよぼ

すフタル酸ジエステル濃度の影響 
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被験者のchewingにより採取した唾液に，それ

ぞれDBPを10，25，50，100および150nmol添加

し，37℃，30分間 Incubation し，それぞれ生成

したMBP量を測定した．その結果を図Ⅱ-2に示し

た．唾液にDBP をそれぞれ添加し，生成したMBP

量はそれぞれ 5.7，19.5，40.8，44.8 および

45.6nmolであった． 

本法による唾液中のDBPのモノエステル体生成

反応は，初めMBP生成量がDBP添加量と共に増加

し，DBP添加量が50nmolでMBP生成量が最大とな

り，DBPを50nmol以上添加してもMBP生成量に有

意な増加が認められなかった． 

 フタル酸ジエステルのモノエステル体生成に

およぼす唾液pHの影響 

採取した唾液(pH7.0)のpHを0.1NHClでpH4に，

また0.1NNaOHでpH10にそれぞれ調整した．それ

ぞれの pH に調整した唾液に DBP を 100nmol 添加

し，37℃，30 分間 Incubation し，生成した MBP

量をそれぞれ測定した．その結果を図Ⅱ-3に示し

た．唾液pHが 4，7および10での MBP 生成量は

それぞれ0，44.8および3.1nmolであった． 

本実験による唾液中のモノエステル体生成反

応は中性で進行し，唾液をアルカリ性または酸性

にすると，その生成が著しく低下し，この生成反

応がpHに大きく影響することがわかった． 
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pH4 pH7 pH10

図Ⅱ-3　ヒト唾液中におけるフタル酸ジブチルの
　フタル酸モノブチル生成におよぼすpHの影響
　　それぞれのpHは0,1NHClまたは0,1NNaOHで調整
　　Incubation温度：37℃，Incubation時間：30℃
　　DBP添加量：50nmol，
　　DBP:フタル酸ジブチル,MBP:フタル酸モノブチル
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図Ⅱ-2　ヒト唾液中のフタル酸モノブチル生成量に
　　およぼすフタル酸ジブチル濃度の影響
　　Incubation温度：37℃，Incubation時間：30℃
　　ヒト唾液：3mL(成人被験者のchewingにより採取
　　した唾液と人工唾液(pH7)を3:1で混合)
　　DBP:フタル酸ジブチル，MBP:フタル酸モノブチル

フタル酸ジエステルのモノエステル体生成反

応におよぼすIncubation時間の影響 

唾液にDBPまたはDEHPを50nmol添加し，37℃

で，5，15，30および60分間それぞれのIncubation

により生成したそれぞれのモノエステル体量を

測定した． 

 その結果を図Ⅱ-4と 5にそれぞれ示した．DBP

と DEHP は 60 分間で添加量の 95%と 12%それぞれ

減少した．また，MBP生成は15分間でDBP添加量

の57%，30分間で80%および60分間で87%であっ

た．一方，MEHPの生成は60分間で3.4%と，その

生成はわずかであった． 

 以上より，本実験からフタル酸ジエステルが口

腔内の唾液中でモノエステル体を生成すること

が分かった．一般に，フタル酸ジエステルは生体

内に入り，腸管のエステラーゼや膵臓のリパーゼ

により加水分解されモノエステル体を生成する

ことが報告されている9),12)．ヒト唾液には脂肪の

消化酵素である舌リパーゼやエステラーゼが存

在する．また，唾液中の様々な微生物由来の酵素
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図Ⅱ-5　ヒト唾液中でのフタル酸モノ-2-エチルヘ
　 キシル生成におよぼすフタル酸ジ-2-エチルヘキ
　 シルのIncubation時間の影響
　Incubation温度：37℃，DEHP添加量：50nmol
　ヒト唾液：3mL(成人被験者のchewingにより採取
　した唾液と人工唾液(pH7)を3:1で混合)
　DEHP：フタル酸ジ-2-エチルヘキシル
　MEHP：フタル酸モノ-2-エチルヘキシル
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図Ⅱ-4　ヒト唾液中でのフタル酸モノブチル生成に
　 およぼすフタル酸モノブチルのIncubation時間
　 の影響
　Incubation温度：37℃，DBP添加量：50nmol
　ヒト唾液：3mL(成人被験者のchewingにより採取
　した唾液と人工唾液(pH7)を3:1で混合)
　DBP：フタル酸ジブチル，MBP：フタル酸モノブチル

MBP

DBP

も存在すると考えられている．本実験で得られた

結果より，唾液中でのモノエステル体生成反応に

は酵素による加水分解が深く関与していること

が推察される． 

 また，フタル酸ジエステルの生殖毒性の本体は

モノエステル体であると考えられている13)．また

最近フタル酸ジエステルの発ガンプロモーター

活性が報告され 1),2),3)，モノエステル体により強

い活性を示すことが見出されている14)．その発ガ

ンプロモーター活性と内分泌攪乱作用の関連性

が疑われていることから 4)，今後この唾液中のモ

ノエステル体生成反応の詳細を明らかにする予

定である． 

 

4. まとめ 

 ヒト唾液中でのフタル酸ジエステルのモノエ

ステル体生成反応はフタル酸ジエステルのアル

キル基の違いによりその生成率が大きく異なり，

直鎖のアルキル基，とくにブチルエステルに特異

的に反応した． 

 唾液中でのフタル酸ジブチル(DBP)のモノエス

テル体生成反応は pH7 でフタル酸モノブチル

(MBP)生成量が最大となり，pHが4または10にな

ると，その生成量が著しく低下した． 

以上より，唾液中でのフタル酸ジエステルのモ

ノエステル生成反応に唾液酵素が深く関与する

ことが推察された． 
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