
国 立 衛 研 報 第126号（2008）98 高速液体クロマトグラフィー－タンデム質量分析法による環境水中PPCPsの分析と水環境中の存在実態 99

１．はじめに
　1990年以降の欧米諸国では，医薬品やパーソナルケア
製品起源の化学物質（Pharmaceuticals and Personal 
Care Products; PPCPs）と総称される，人用の処方薬や
OTC医薬品，香水，スキンケア製品，畜水産用の医薬
品等由来の化学物質が河川や湖沼等の水環境中から検出
され，新たな環境汚染物質として注目されてきた１～３）．
これらのPPCPsは，製品が廃棄される場合や，ヒトや
家畜から排泄されることで，継続的に水環境中へ放出さ
れることが考えられ，直接の排出源として，下水処理場
排水，畜水産施設からの排水，病院等の医療機関からの
排水等が挙げられる４）．これらのPPCPsは，広範囲で使
用されることや，微量でも生理活性を示す可能性がある
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ことから，水圏生態系への影響が懸念される．一方，ヒ
トへの影響については，PPCPsが存在する水道原水が，
浄水工程で十分に除去処理されなかった場合，飲料水を
介して摂取する可能性があるため，PPCPsの水環境中で
の実態把握，影響評価について関心が集まっている．し
かしながら，日本国内の水環境中のPPCPsの存在実態
に関する知見は限られており５，６），それら水環境中濃度
等の基礎情報の収集，水圏生態系およびヒトへの影響評
価，下水および浄水処理工程での挙動および除去性等に
ついて解明することが緊急課題となっている．
　環境水中のPPCPsの分析法については，環境水中濃
度がng/Lレベルと低濃度であるため，固相抽出等の前
処理法で対象物質を濃縮し，誘導体化－ガスクロマトグ
ラフィー－質量分析法（GC-MS），高速液体クロマトグ
ラフィー－質量分析法（LC-MS），高速液体クロマトグ
ラフィー－タンデム質量分析法（LC-MS/MS）等によ
る定量が主に行われているが，前処理法を含めまだ確立
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されていないのが現状である．
　そこで本研究では，固相抽出－高速液体クロマトグラ
フィー－タンデム質量分析法による環境水中のPPCPs
の一斉分析法の検討を行い，採用した分析法を用いて，
水再生センターの流入水および放流水を対象にPPCPs
の存在実態を調査した．

２．試料と方法
２．１　水試料
　水再生センターの流入水および放流水は，東京都下水
道局のご協力の下，隅田川水系および荒川水系に位置す
る計８箇所の水再生センターにおいてスポット採水し
た．水試料は褐色ガラス瓶に満水で採水，冷蔵保存し，
できるだけ速やかに固相抽出した．抽出溶液は分析時ま
で－20℃で保存した．

２．２　実験方法
２．２．１　LC-MS/MSの試料溶液の調整法
　試料溶液の調整法については下記のように行った。水
試料500mLにギ酸を添加してpH2.8に調整し，ガラス繊
維ろ紙（孔径0.7lm）でろ過後，メタノール，0.04Mク
エン酸（pH4.7）それぞれ2mLでコンディショニングし
た固相カートリッジに5mL/minの流速で通水した．そ
の後，固相カートリッジに0.04Mクエン酸（pH4.7），
0.1M 酢酸カリウムそれぞれ2mLを通水し，通気脱水の
後メタノール10mLで溶出した．溶出液は窒素気流下で
0.1mLに濃縮し，0.1％ギ酸を0.9mL添加し全量を1mLに
定容した．

２．２．２　分析条件
　PPCPsの定量には液体クロマトグラフィー－タンデ
ム質量分析法（LC-MS/MS）を用いた．高速液体クロ
マトグラフはWaters製のWaters Alliance 2695を使用し
た．分離カラムはWaters製SunFire C18（2.1×150mm, 
3.5lm）を用いた．カラムオーブンの温度は40℃とし
た．移動相には0.1％ギ酸（v/v）およびメタノールを用
い，流速0.2mL/minでメタノール10％から90％の濃度勾
配をつけて行った．移動相の濃度勾配の条件をTable１
に示す．タンデム質量分析装置はWaters製のWaters 
Micromass Quattromicro APIを使用した．イオン化法
は，エレクトロスプレーイオン化法（ESI）のポジティ
ブ，ネガティブイオンモードの，高感度測定に適した
Multiple Reaction Monitoring（MRM）モードで測定を
行った． 

３．結果と考察
３．１　分析条件の検討
　本研究において，テトラサイクリン系抗生物質のテト
ラサイクリン，オキシテトラサイクリン，クロロテトラ
サイクリン，マクロライド系抗生物質のエリスロマイシ
ン，ロキシスロマイシン，高脂質血症用剤のベザフィブ
ラート，フェノフィブラート，高脂質血症用剤の代謝物
のクロフィブリック酸，殺菌剤のトリクロサン，解熱鎮
痛消炎剤のジクロフェナック，メフェナム酸，エテンザ
ミド，抗てんかん剤のカルバマゼピン，抗うつ用剤のパ
ロキセチン，フルボキサミンの計15種のPPCPsを測定
対象物質として分析条件を検討した．これらの15種の
PPCPsは，生産量が多く広範囲の地域で使用されてい
るもの，海外での検出の報告が多いものを選択した．
LC-MS/MSを用いた分析条件の検討において，C18系逆
相カラムのWaters社製Atlantis dC18（2.1×150mm, 
3lm）およびWaters社製SunFire C18（2.1×150mm, 
3.5lm）の２種を用いて分離状況を検討した．測定溶液
として，測定対象のPPCPsをそれぞれ100lg/Lになるよ
うに混合した標準メタノール溶液を用いてMRMクロマ
トグラムのピーク形状を比較した結果，Atlantis dC18
を用いた場合で，テトラサイクリン系抗生物質３種でテ
ーリングが認められた（Fig.１）．一方，SunFire C18を

Fig. 1　Comparison of separation of tetracyclines by using two 
types of separation columns, CTC: chlortetracycline; OTC: 
oxytetracycline; TC: tetracycline
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用いた場合では，Atlantis dC18で認められたテーリン
グが改善され，その他の物質についてもテーリング等は
認められなかった．このことから，HPLC用分離カラム
にはSunFire C18を用いることとした．
　本研究で対象とする水試料は水再生センター流入水，
放流水であり，水試料中の共存物質によりLC-MS/MS
のイオン化等の条件が変動する恐れがある．環境水およ
び下水処理場排水中のPPCPsを対象とした研究の中に
は，水試料中のマトリックスによる影響を補正するた
め，対象物質の重水素化体を内部標準物質として用いる
内部標準法が採用されているものもある７，８）．本研究で
対象とするPPCPsについては，カルバマゼピン等の重
水素化体が市販されているものと，テトラサイクリン等

の重水素化体が入手できないものが含まれているため，
対象とした全てのPPCPs濃度の計算は標準添加法で行
うこととした．また，測定中の検出器感度の変化をモニ
ターするための内部標準物質としてフェノプロップを用
いた．Table２に検討の結果採用した測定対象のPPCPs
の保持時間，プレカーサイオン，プロダクトイオン，コ
ーン電圧，コリジョンエネルギー，定量下限値（水試料
換算値）を示す．これらの条件で15種のPPCPsは30分以
内で良好なピーク形状で溶出できた（Fig.２）．

３．２　固相抽出法の検討
　Oasis HLB Plusカートリッジを用いて，固相抽出法
の検討を行った．固相カートリッジのコンディショニン

Fig. 2　MRM chromatograms of 15 PPCPs and １ internal standard
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Table 2　Analytical parameters of target PPCPs

Compound Retention time
（min）

Precursorion/
Product ion

Cone
（V）

Collision energy
（eV） ESI Polarity LOQ

（ng/L）

Bezafibrate
Fenofibrate
Clofibric acid
Triclosan
Tetracycline
Oxytetracycline
Chlortetracycline
Erythromycin
Roxithromycin
Diclofenac
Mefenamic acid
Ethenzamide
Carbamazepine
Paroxetine
Fluvoxamine

12.47
15.74
12.79
15.24
7.46
7.78
8.41
9.05
9.53
13.83
15.11
9.85
10.96
9.05
9.37

360.2/273.7
361.1/233.1
213.0/127.0
287.0/ 35.0
445.0/410.0
461.0/426.0
479.0/444.0
734.6/158.1
837.7/158.1
295.7/213.8
242.2/223.9
165.9/120.7
236.9/193.9
330.2/192.2
319.2/200.2
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30
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20
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30
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20
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30
30
20
20
20
30
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Negative
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Negative
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Positive
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Positive
Positive
Positive
Positive

3
0.2
1
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2
2
5
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2
2.5
2
1
0.2
8
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グおよび処理法は，メタノール5mL，0.1％ギ酸5mLで
コンディショニングし，試料通水の後に通気脱水するA
法と，メタノール，0.04Mクエン酸（pH4.7）それぞれ
2mLでコンディショニングし，試料通水の後0.04Mクエ
ン酸（pH4.7），0.1M酢酸カリウムそれぞれ2mLを通水
し通気脱水するＢ法で添加回収試験を行い，回収率で比
較した． Ａ法ではテトラサイクリン，オキシテトラサイ
クリン，クロロテトラサイクリンのテトラサイクリン系
抗生物質３種の回収率が23～28％であったのに対し，B
法では101～108％と，B法を用いた場合に良好な回収率
が得られたことから，固相カートリッジのコンディショ
ニングおよび操作にはB法を採用した．次にB法を用い
て３種類の異なる固相カートリッジ（Sep-Pak Plus 
C18，Oasis HLB Plus，Sep-Pak Plus PS-2）で添加回収
試験を行い，それぞれの固相カートリッジによる回収率
をテトラサイクリン系抗生物質３種，クロフィブリック
酸，トリクロサンについて比較した．その結果，Oasis 
HLB Plusを用いた場合に最も高い回収率が得られた．
さらに，Oasis HLB Plusを用いてその他のPPCPsにつ
いても回収率を検討した．10種中８種についてもOasis 
HLB Plusでの回収率が高く，それぞれの回収率は54～
128％であった．一方，パロキセチンおよびフルボキサ
ミンはそれぞれ50.6％，28.4％とOasis HLB Plusでの回
収率は低値を示した（Fig.３）．

Fig. 3　Recovery of 15 PPCPs by using Oasis HLB Plus
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　フルボキサミンおよびパロキセチンについては，Oasis 
HLB Plusを用いた場合の回収率は低く，十分ではなか
ったため，上記のB法の固相カートリッジのコンディシ
ョニングおよび処理法で，固相抽出操作の確認のために
マクロライド系抗生物質２種を加えた計４種のPPCPs

について，３種の固相カートリッジ，タンデム固相抽
出，バックフラッシュ溶出を組み合わせて回収率を評価
した（Fig.４A）． 通常の溶出法の場合，Sep-Pak Plus 
PS-2で抽出したSample 2は，Oasis HLB Plusで抽出し
たSample 1に比べ４物質全てにおいて回収率が低かっ
た．また，Oasis HLB PlusとSep-Pak Plus PS-2を連結
させてタンデム固相抽出したSample 3の場合もSample 
1より良好な回収率は得られなかった（Fig.４A）．一方，
Oasis HLB PlusおよびSep-Pak Plus PS-2を用いメタノ
ール10mlで溶出した後のカートリッジからバックフラ
ッシュ溶出した溶出液からは，Oasis HLB Plusではパ

Fig. 4　Comparison of recovery of two macrorides and two SSRIs 
by several types of solid phase extraction, Sample 1: Oasis （Elution 
with 10mL）; Sample 2: PS-2 （Elution with 10mL）; Sample 3: 
Tandem （Oasis＋PS－2）（Elution with 5mL from each column）; 
Sample 4: Oasis （Backflushing of Sample 1 （elution with 5mL））; 
Sample 5: PS-2 （Backflushing of Sample 2 （elution with 5mL））; 
Sample 6: Oasis （Elution with 10mL）＋ Backflushing （Elution 
with 5mL）; Sample 7: PS-2 （Elution with 10mL）＋Backflushing 

（Elution with 5mL）; Sample 8: C18 （elution with 10mL））
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ロキセチンが19.5％，フルボキサミンが5.8％回収され，
Sep-Pak Plus PS-2ではパロキセチンが15.8％，フルボキ
サミンが5.4％回収され，固相カートリッジ中に残存し
ていることが予想された（Fig.４A, Samples 4およ
び５）．
　そこで，Oasis HLB Plusで通常溶出液とバックフラ
ッシュ溶出液を加えたSample 6，Sep-Pak Plus C18で通
常溶出液とバックフラッシュ溶出液を加えたSample 7，
およびSep-Pak Plus C18で固相抽出したSample 8を作製
し，回収率を比較した（Fig.４B）．全ての試料におい
て，エリスロマイシンの回収率は100％を大きく超え，
測定に妨害を及ぼす物質が溶出していることが認められ
た．ロキシスロマイシンの回収率は，Oasis HLB Plus
でバックフラッシュ溶出液を加えたSample 6では100.9
％であったのに対し，Sep-Pak Plus C18でバックフラッ
シュ溶出液を加えたSample 7は85.3％，Sep-Pak Plus 
C18で通常の抽出したSample 8でも73.9％と，それぞれ
Sample 6に比べやや低値を示した． Sample 6ではパロ
キセチンが31.7％，フルボキサミンが21.6％と回収率の
改善は認められなかった（Fig.４B）．一方，Sample 7で
は，フルボキサミンが73.3％，パロキセチンが80.2％，
さらにSample 8では両者とも90％以上と良好な回収率
が得られた（Fig.４B）．以上の結果から，本研究では，
バックフラッシュ溶出液を加えても大きな回収率の改善
が認められなかったため，回収率が良好であった固相カ
ートリッジとして，SSRI系抗うつ剤２種については
Sep-Pak Plus C18を，その他13種についてはOasis HLB 
Plusを用い，通常の順方向からの溶出を行うこととし
た．

３．３　水再生センター試料水中PPCPs検出への適用
　前述の検討の結果採用した一斉分析法を用いて水環境
中PPCPsの存在実態を調査するため，平成17年１月に
東京都下水道局のご協力の下，東京都内に位置する隅田
川水系，荒川水系の計８箇所の水再生センターの流入水
および放流水をスポット採水し， 11種のPPCPs（テトラ
サイクリン，オキシテトラサイクリン，クロロテトラサ
イクリン，ベザフィブラート，フェノフィブラート，ク
ロフィブリック酸，トリクロサン，ジクロフェナック，
メフェナム酸，エテンザミド，カルバマゼピン）につい
て調査した．流入水および放流水において最も検出率が
高かったのは高脂質血症用剤のベザフィブラートであ
り，流入水，放流水ともに88％（８検体中７検体で検出）
であった．その他のPPCPsについては，放流水で解熱
鎮痛消炎剤のジクロフェナックで88％（８検体中７検体
で検出）と高い検出率で，それ以外のPPCPsの検出率も
50～75％であり，東京都内の水再生センターの流入水お

よび放流水中からはPPCPsが常在的に検出される可能
性が示唆された．一方，抗生物質のクロロテトラサイク
リンは流入水中で，高脂質血症用剤のフェノフィブラー
トおよび殺菌剤のトリクロサンは放流水中では未検出で
あった．放流水中で未検出であったフェノフィブラート
やトリクロサンは，水再生センターの処理工程で除去さ
れたことが考えられるが，放流水のみで検出されたクロ
ロテトラサイクリンは，下水処理場の処理工程での物理
的処理，生物的処理，化学的処理の過程で，PPCPsの抱
合体等の代謝物に何らかの変化が起こった結果である可
能性が考えられた．流入水に比べ放流水中でPPCPsの
濃度が高くなる傾向は，Nakadaらもカルバマゼピン等
において同様の傾向を報告しており９），各処理工程での
各PPCPsの挙動を詳細に評価するなど，今後の検討課
題である．
　隅田川水系および荒川水系の水再生センター流入水お
よび放流水中の11種のPPCPs濃度をFig.５Aおよび
Fig.５Bに示す．流入水では，流入水中のベザフィブラ
ートが本研究の測定対象のPPCPs中で最も高濃度

（18.3lg/L）であった（Fig.５A）．流入水中のベザフィ
ブラートの濃度範囲は244ng/Lから2.78lg/Lと他の
PPCPsに比べ高く，家庭および医療施設等からの排水
中にベザフィブラートが高濃度に含まれている可能性が
示された．流入水中の他のPPCPsの濃度についてはベ
ザフィブラートに比べ低く，数十から数百ng/Lのオー
ダーで検出された．その中でも殺菌剤のトリクロサンは
定量下限値未満（<60ng/L）から805ng/Lと比較的高濃
度の試料水が確認され，解熱鎮痛消炎剤のエテンザミド
は定量下限値未満（<1ng/L）から17.8ng/Lと低値を示
した．
　放流水中については，流入水中と同様ベザフィブラー
トが最も高濃度で，その濃度範囲は128ng/L～5.95lg/L
と流入水中とほぼ同程度であった．一方，メフェナム酸
については，放流水中の最大値で4.92lg/Lと高濃度で
あり，濃度範囲もベザフィブラートと同程度であった．
その他のPPCPsについては，流入水中の濃度に比べ，
同程度もしくは低値を示し，水再生センターの浄水過程
でトリクロサンなどは良好に除去されているが，ジクロ
フェナックやカルバマゼピン等の除去率については十分
なものではないといえる．
　隅田川水系と荒川水系における流入水，放流水中
PPCPsの検出パターンを比較した．その結果，流入
水，放流水において，両水系ともベザフィブラートが最
高値を示し，濃度範囲も同程度であった．また，その他
のPPCPsについても同程度の濃度範囲を示した．両水
系とも都市部を流下しており，また，各水再生センター
の処理区域には人口密集地がある．さらには，両水系の
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水再生センターの処理工程は基本的に同様であることか
ら，流入水，放流水中のPPCPsの濃度レベルや検出さ
れたPPCPsの組成等の傾向は同様であることが考えら
れた．今後は，水再生センターでのPPCPsの除去性，
処理方法を含め，環境水への負荷を低減することを検討
していかなければならない．
４．おわりに
　水環境中のPPCPsを評価するために，固相抽出－LC-
MS/MSによる環境水中のPPCPsの一斉分析法を確立し
た．この方法により0.2ng/Lから60ng/Lの定量下限値と
いう高感度分析が可能になり，今後の実態把握に有用な

方法であることが示された．この一斉分析法を用いて，
水再生センターの流入水および放流水を対象に実態調査
を行った結果，多くのPPCPsはng/Lオーダーと低濃度
であったが検出された．一方，ベザフィブラートやメフ
ェナム酸のような一部のPPCPsは放流水中でもlg/Lの濃
度レベルと他のPPCPsがng/Lの濃度レベルなのに比べ
て高濃度で検出された．今後，さらなる詳細な水環境中
PPCPsの実態調査，水再生センターや浄水場の各処理工
程でのPPCPsの除去性，挙動評価，検出された濃度に
おけるヒトや水圏生態系の影響評価等行う必要がある．
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Fig. 5　Concentrations of PPCPs in raw and treated sewage 
water from STP located in SUMIDAGAWA River and ARAKAWA 
River basin.
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