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１．はじめに

フェノール類は界面活性剤，殺菌剤，合成樹脂の

酸化防止剤，農薬原料等として，大量にかつ広範囲

に使用されている．フェノール類の中には内分泌か

く乱作用を疑われている，ノニルフェノール，オク

チルフェノール，ビスフェノールA，２，４‐ジクロロ

フェノール，ペンタクロロフェノール等がある１）～３）．

内分泌かく乱物質は，低用量においてその作用を発

現することが指摘されているため，高感度で選択性

の高い分析法の開発が必要である．

アルキルフェノール類の分析法としては，GC４），５），GC/MS６）～１０），HPLC１１）～１４），LC/MS１５）～１８）が一般的である．GC法は分離能に優れているが，低濃度ではカラム

吸着をおこすため，ピーク形状が不良で，十分な感

度が得られないため，TMS化やPFB化等の誘導体化

を行っている．一方，HPLC法は分離能と選択性の

面で劣るため，夾雑物の多い試料ではデータの信頼

性に問題がある．そのため，最近では検出器に選択

性の高いMSを用いた方法が多く報告されている．

アルキルフェノール類の液体試料からの抽出は主に

酸性下で，溶媒抽出やC１８カートリッジで抽出する

方法が一般的である．

今回分析対象とした，フェノール類の中でノニル

フェノールは，操作が長くなるとブランク値が高く

なり，微量分析においては信頼性の高いデータは得

にくくなる．そこで，操作が簡単で，試薬を殆ど使

用しないヘッドスペース‐SPME法でフェノール類

を抽出し，GC/MSで測定する方法を検討した．その

結果，高感度でノニルフェノールのブランク値を

０．１ng/ml程度に抑えることが可能であった．また，SPME法で欠点と言われている分析精度はサロゲー

トを添加することにより改良された．この方法を用

いて，成人の尿試料を分析し，興味ある知見が得ら

れたので報告する．

２．実験

２．１ 試薬・試液

精製水は超純水を活性炭処理して用いた．

リン酸は試薬特級を，β‐グルクロニダーゼ

（２００U/ml）は和光純薬（株），生化学用を用いた．

メタノール，アセトンは残留農薬測定用を用いた．
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〈原著論文〉

フェノール類の中には内分泌かく乱作用が疑われている物質が多い．内分泌かく乱作用は極低濃度でその作用を発現

すると言われているため，生体試料を対象とした微量分析法の構築が必要である．そこで，ヘッドスペース‐SPME‐
GC/MSによる尿中のフェノール類の微量分析法を構築した．この方法は少量の試料で高感度測定が可能で，有害な溶媒

を殆ど使用せず，分析時間が短く，分析コストが安いメリットがある．この方法を用いて，人にフェノール類を暴露し

た場合の排泄実験と実際の尿試料の分析を行い以下の結果を得た．人へのブチル～ノニルフェノールの暴露実験では，

ブチルとペンチルフェノールは排泄が早く，５時間程度でグルクロン酸抱合体としてほぼ１００％排泄された．しかし，

アルキル鎖の長い，ノニルフェノールとオクチルフェノールは尿から排泄されにくかった．また，実際の尿試料を分析

した結果，オクチルフェノール，ペンチルフェノール及びブチルフェノールは検出されなかった（＜０．１ng/ml）．ノニ

ルフェノールは一時尿から平均０．３７ng/ml（０．２～２．０ng/ml）検出された．フェノールは平均６．３３µg/ml（０．６～

３０．５µg/ml），一日排泄量は平均１４．４mg（３．０～７８．８mg）であった．p‐クレゾールは平均２１．４µg/ml（０．０６～１６５µg/ml）
検出され，一日排泄量は平均４３．１mg（１．２～７８mg）であった．p‐クレゾールはフェノールの約３倍量排泄された．２，５‐

DCPは平均１６８ng/ml（５．４～４６５０ng/ml）検出され，一日排泄量は平均１５０µg（１０．５～７０５µg）であった．
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フェノール，２，５‐ジクロロフェノール，尿試料

SPME-GC/MSによる尿中のフェノール類の分析
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１３C‐ノニルフェノール（１３C‐NP），２，４‐ジクロロ

フェノール‐d３（２，４‐DCP‐d３），フェノール‐d５：
ケンブリッジアイソトープ製をそれぞれアセトンに

溶解し，１０００µg/ml溶液を作成し，これを標準原液

とした．必要に応じてメタノールで希釈して用いた．

４‐ノニルフェノール（４‐NP），４‐n‐オクチルフェ

ノール（４‐n‐OP），４‐ter‐オクチルフェノール（４‐

t‐OP），４‐n‐ペンチルフェノール（４‐n‐PH），４‐ter‐
ペンチルフェノール（４‐t‐PH），４‐n‐ブチルフェ

ノール（４‐n‐BP），４‐ter‐ブチルフェノール（４‐t‐BP），o，m，p‐クレゾール，フェノール，２，５‐DCP：
和光純薬㈱及び関東化学㈱製をそれぞれアセトンに

溶解し，１０００µg/ml溶液を作成し，これを標準原液

とした．必要に応じてメタノールで希釈して用いた．

２．２ 器具・装置

ヘッドスペース瓶：テクマー製 ２２ml容量のもの

を使用した．

ヘッドスペース瓶用セプタム：GLサイエンス製を

使用した．

ヒーター：ピアース製Reacti-thermⅢを用いた．SPME：スペルコ製 膜厚６５µmのポリジメチルシ

ロキサン（PDMS）/ジビニルベンゼン（DVB）ファ

イバーを用いた．GC/MS：日本電子㈱製 GC‐mateを用いた．

２．３ 試料の採取

尿試料は全て，インフォームドコンセントを実施

後に採取した．

一時尿：平成１３年９月～１０月に男性４１人，女性

１７人から２回分の尿で２００ml以上を採取した．

一日尿：平成１４年１月～２月に男性１１人，女性

１１人から採取した．

暴露実験：平成１３年１１月に男性２人にブチル～

ノニルフェノール，各１００µgをドリンク剤（リポビ

タンD，大正製薬）１００mlに添加して摂取させ，１０

時間尿を採取した．

２．４ 操作方法

総フェノール類（抱合体及び遊離体）：尿試料

３０mlを共栓付試験管に採り，β‐グルクロニダーゼ

溶液３０µlを加え，３７℃で９０分間，酵素分解して分

析した（遊離フェノール類は採取した尿試料をその

まま用いた）．

２．４．１ ブチル～ノニルフェノール

酵素分解液５mlを２２ml容量のヘッドスペース瓶

に採り，これに精製水５ml，１３C‐ノニルフェノール

溶液（１µg/ml）５µl，（１＋１）リン酸０．５mlを加え，密

栓し，８０℃で３０分間ヘッドスペースガスから膜厚

６５µmのPDMS/DVBのSPMEファイバーで抽出し，GC/MS-SIMで定量した．

２．４．２ フェノール，クレゾール

酵素分解液０．１～１mlを２２ml容量のヘッドス

ペース瓶に採り，これに精製水を加え１０mlとし，

これにフェノール‐d５溶液（５０µg/ml）２０µl，（１＋

１）リン酸 ０．５mlを加え密栓し，８０℃で３０分間

ヘッドスペースガスから膜厚６５µgのPDMS/DVBのSPMEファイバーで抽出し，GC/MS‐SIMで定量した．

２．４．３ ２，５‐DCP

酵素分解液１mlを２２ml容量のヘッドスペース瓶

に採り，これに精製水９ml，２，４‐DCP‐d３溶液

（２．０µg/ml）１０µl，（１＋１）リン酸０．５mlを加え密

栓し，８０℃で３０分間ヘッドスペースガスから膜厚

６５µmのPDMS/DVBのSPMEファイバーで抽出し，GC/MS-SIMで定量した．

２．５ GC/MS条件GC：HP‐５８９０ シリーズⅡ

注入口温度：２５０℃

キャリアーガス：He 流速１ml/min
ブチル～ノニルフェノール

カラム：HP‐５MS 内径０．３２mm，長さ３０m，
膜厚０．２５µm

カラム温度：５０℃（１min）－７℃/min－２５０℃

（５min）
２，５‐DCP，フェノール，クレゾール

カラム：DB‐６２４ 内径０．３２mm，長さ３０m，
膜厚１．８µm

カラム温度：５０℃（１min）－１０℃/min－２３０℃

（５min）MS：JEOLGC‐mate
イオン源温度：２３０℃，イオン化電圧：７０V
イオン化電流：３００µA
モニターイオン

ブチル～ノニルフェノール：m/z＝１０７，１２１，１３５，１５０，１６４，２０６，１１３（１３C‐ノ

ニルフェノール）

２，４‐DCP：m/z＝１６２，１６４，

１６７（２，４‐DCP‐d３）

フェノール，クレゾール：

１６



m/z＝９４，９９（フェノール‐d５），１０７，１０８

２．６ 検量線の作成

ブチル～ノニルフェノール：２２ml容積のヘッド

スペース瓶に精製水１０mlを採り，これに混合標準

溶液０．０５～１．０µg/mlを２０µl，１３C‐ノニルフェノー

ル溶液（１µg/ml）５µl，（１＋１）リン酸０．５mlを加

え密栓し，８０℃で３０分間ヘッドスペースガスからSPMEファイバーで抽出し，GC/MS‐SIMで測定

し，１３C‐ノニルフェノールとの面積比で検量線を作

成した．ノニルフェノールは主要な５本のピーク面

積の和を用いて検量線を作成した．検出限界はブチ

ル，ペンチル，オクチルフェノールが０．１ng/ml，ノ

ニルフェノールが０．２ng/mlである．図１にブチル，

ペンチル，オクチル，ノニルフェノールのSIMクロ

マトグラムを示す．

２，５‐DCP：上記と同様に精製水を採り，これに

２，５‐DCP標準液０．２５～２．０µg/mlを２０µl，２．０µg/ml

の２，４‐DCP‐d３を１０µl，（１＋１）リン酸０．５mlを加

え同様に操作し，２，４‐DCP‐d３との面積比で検量

線を作成した．検出限界は１ng/mlである．図２に

２，５‐DCPのSIMクロマトグラムを示す．２，５‐DCP
はブチル～ノニルフェノールのGC条件でも測定可

能であるが，検出濃度が異なり同時測定が困難で

あったため単独で測定した．

フェノール，クレゾール：上記と同様に精製水を

採り，これにフェノール２５～２００µg/ml，クレゾール

１０～２００µg/ml，フェノール‐d５ ５０µg/mlの混合標

準溶液を２０µlと（１＋１）リン酸０．５mlを加え同様に

操作し，フェノール‐d５との面積比で検量線を作成

した．検出限界はフェノール１０ng/ml，クレゾール

５ng/mlであった．図３にフェノールとクレゾール

のSIMクロマトグラムを示す．

３．結果及び考察

３．１ 抱合体の酵素分解について

ノニルフェノール，オクチルフェノール等のアル

キルフェノール類がグルクロン酸抱合体として排泄

されているか不明確だったため，１００µgのこれらア

ルキルフェノール類をボランティアに投与し，採尿

して分析した結果，これらのアルキルフェノール類

は大部分がグルクロン酸抱合体として排泄されてい

た．酵素添加量，分解時間については既報１９）と同様

である．

３．２ SPME条件

ヘッドスペース中の目的物質を効率良く抽出する

ファイバーを選定するため，PDMS，PDMS/DVB，Carboxen/PDMS，Carbowax/PDMS，Polyacrylateについ
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Fig．１ SIMchromatogramsofalkylphenols．Peaks：１，４‐t‐BP；２，４‐n‐BP；３，４‐t‐PH；４，４‐n‐PH；
５，４‐t‐OP；６，４‐NP；７，４‐n‐OP；８，１３C-NP．

Fig．２ SIMchromatogramof２，５‐DCP．Peaks：１，２，４‐DCP‐d３；２，２，５‐DCP．

Fig．３ SIMchromatogramsofphenolandcresol．Peaks：１，phenol-d５；２，phenol；３，o-cresol；４，（m+p）-cresol．
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て検討した結果，PDMS/DVBとCarbowax/DVBが感

度面で優れていた．そこで，本法では，６５µm膜厚

のPDMS/DVBを用い，８０℃で３０分間抽出すること

にした．

３．３ 暴露実験

暴露実験結果を図４，５に示す．アルキル基の短

いブチルとペンチルフェノールは消化管から速やか

に吸収され，摂取後３０分ですでに排泄が始まり，

１時間後に最高濃度に達し，５時間でほぼ排泄され

た．しかし，オクチルやノニルフェノールでは排泄

が遅く，４‐ter‐オクチルフェノールでははっきりし

た濃度上昇は見られたが，ノニルフェノールでは濃

度上昇が低く，４‐n‐オクチルフェノールでは明確な

濃度上昇曲線は得られず，１０時間経過しても明確な

濃度低下は認められなかった．全体の排泄量は４‐

ter‐ブチルフェノール８８％，４‐n‐ブチルフェノール

９８％，４‐ter‐ペンチルフェノール６５％，４‐n‐ペンチ

ルフェノール１００％，４‐ter‐オクチルフェノール

５０％，ノニルフェノール１２％，４‐n‐オクチルフェ

ノール８％程度であった．このことは，長鎖のアル

キルフェノール類による暴露を受けた場合，体内に

長く残留し，尿よりも糞から排泄される可能性を示

唆していると考えられた．

３．４ 尿中のフェノール類の測定結果

一時尿と一日尿を測定した結果，ブチル，ペンチ

ル，オクチルフェノールは検出されなかった（検出

限 界 は０．１ng/ml）．ノ ニ ル フ ェ ノ ー ル は 平 均

０．３７ng/ml（０．２～２．０ng/ml，n＝５８）検出された．一

日尿からは平均１．０ng/ml（０．２９～２．５ng/ml）検出さ

れ，一時尿に比べ平均で約３倍高い値になった．こ

れはサンプリング時間が長かったため保存中に汚染

された可能性があると思われたため，このデータを

採用しないことにした．図６に一時尿のノニルフェ

ノールの測定結果をヒストグラムで示す．ノニル

フェノールはブランク値が高いため，本研究ではSPME法による直接抽出法を採用したが０．１～

０．２ng/ml程度のブランク値は避けられなかった．

フェノールは一時尿で平均６．３１µg/ml（０．６～

２９．４µg/ml，n＝５８），一日尿で平均６．３８µg/ml（１．３

１８

Fig．４ Resultsofexcretionforbutylphenolandpentylphenolinurineafter１００mlofadrinkcontaining１００µgofeachphenolwasadministered．

Fig．５ Results of excretion for octylphenolandnonylphenolinurineafter１００mlofadrinkcontaining
１００µgofeachphenolwasadministered．
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～３０．５µg/ml，n＝２２）であり，両者を合わせた平均

は６．３３mg/mlであった．また，一日排泄量は平均

１４．４mg/day（３．０～７８．８mg/day）であった．図７に

フェノールのヒストグラムを示すが，平均値を中心

とした対称性の良いグラフは示さず，１８µg/mlを越

えるボランティアが４人で，最低と最大濃度では５０

倍の差があった．供給源については食事由来と思わ

れるが現在のところ不明である．

p‐クレゾールは一時尿で平均２０．４µg/ml（０．０６～

１６５µg/ml，n＝５８），一日尿で平均２３．９µg/ml（０．６１
～８７．３µg/ml，n＝２２）であり，両者を合わせた平均

値 は２１．４µg/mlで あ っ た．一 日 排 泄 量 は 平 均

４３．１mg/day（１．２～７８mg/day）で，約４０％がグルク

ロン酸抱合体として排泄されていた．図８にp‐クレ

ゾールのヒストグラムを示すが，約半数のボラン

ティアが１０µg/ml以下で，平均値を中心とした対称

性の良いヒストグラムにはならなかった．p‐クレ

ゾールはフェノールの約３倍濃度検出され，

１５０µg/mlを超えるボランティアが２人で，最低値と

最高値では約３０００倍の差があった．また，クレ

ゾールは誘導体化しないと，DB‐６２４のキャピラ

リーカラムではm‐体とp‐体が分離できないため，TMS化して分離し，p‐体であることを確認した．p‐
クレゾールはチロシンから生成されると言われてい

る．豚の例ではチロシンの代謝異常により肉が異臭

を呈し，廃棄処分されたという報告例２０）がある．

パラジクロロベンゼンの代謝物である２，５‐DCP
は一時尿で平均２０８ng/ml（５．４～４６５０ng/ml，n＝５８），

一日尿で平均６３．３ng/ml（５．８～２６５ng/ml，n＝２２）

であった．一時尿の平均値が１日尿に比べ高いのは，

１µg/mlを越えるボランティアが３人いたためであ

り，この３人を除外すると平均値は８８．９ng/mlで，

１日尿とほぼ同じ値になる．一日排泄量は平均

１５０µg/day（１０．５～７０５µg/day）であった．一時尿で

３ 検体が１µg/mlを越えていたことは，パラジクロ

ロベンゼンが防虫剤や防臭剤として使用されており，

住宅の高機密化が高い値を示す要因になっていると

考えられる．また，家庭でパラジクロロベンゼンを

使用していない人からも検出されており，一般大気

がパラジクロロベンゼンに汚染されている可能性が

考えられる．図９に酵素分解前のフリーの２，５‐DCPとトータルの２，５‐DCPの関係を示すが，２，５‐DCPの場合は約９割がグルクロン酸抱合体として排

泄されていた．

４．結論

ヘッドスペース‐SPME‐GC/MSによる尿中のフェ

ノール類の微量分析法を構築した．この方法は少量

の試料で高感度測定が可能で，有害な溶媒を殆ど使

用せず，分析時間が短く，分析コストが安いメリッ

トがある．この方法を用いて，人にフェノール類を

暴露した場合の排泄実験と実際の尿試料の分析を行

い以下の結果を得た．人へのブチル～ノニルフェ

ノールの暴露実験では，ブチルとペンチルフェノー

ルは排泄が早く，５時間程度でグルクロン酸抱合体

としてほぼ１００％排泄された．しかし，アルキル鎖

が長くなると尿からの排泄は少なく，ノニルフェ

ノールでは１０時間で１２％，４‐n‐オクチルフェノー

ルでは８％程度の排泄であった．また，実際の尿試

料を分析した結果，

１．オクチルフェノール，ペンチルフェノール及

びブチルフェノールは検出されなかった（＜

０．１ng/ml）．
２．ノ ニ ル フ ェ ノ ー ル は 一 時 尿 か ら 平 均

０．３７ng/ml（０．２～２．０ng/ml）検出された．

３．フェノールは平均６．３３µg/ml（０．６～３０．５主/ml），一 日 排 泄 量 は 平 均１４．４mg（３．０～

７８．８mg）であった．

４．p‐ク レ ゾ ー ル は 平 均２１．４µg/ml（０．０６～

１６５µg/ml）検 出 さ れ，一 日 排 泄 量 は 平 均

４３．１mg（１．２～７８mg）であった．p‐クレゾール

はフェノールの約３倍量排泄された．

５．２，５‐DCPは平均１６８ng/ml（５．４～４６５０ｎｇ/ml）
検出され，一日排泄量は平均１５０µg（１０．５～

７０５µg）であった．
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AbstractManyofphenolsaresuspectedtoexhibitendocrinedisruptingactions． Theendocrinedisruptingactionissaidtobeeffectiveevenatlowconcentrations，andthereforeitisnecessarytodevelopamicroanalyticalmethodforphenolsinlivingbodysamples．Undersuchasituation，thepresentauthorsusedthemethodofheadspaceSPME‐GC/MStodevelopamicroanalyticalmethodforphenolsinurine．Thismethodissuperiortotheconventionalmethodinsensitivity，manageability，andselectivity．Italsorequireslowanalyticalcosts，andisfriendlytotheenvironment．Thismethodwasappliedtoexperimentsonexcretionafterexposureofhumanbodiestophenolsandtoanalysesofactualurinesamples．Intheexposure-excretionexperimentswithbutylphenol～nonylphenol，thebutylphenolandpentylphenolwereexcretedsoquicklythattheywerealmost１００％ excretedasglucronideconjugatesin５ hours;incontrast，thenonylphenolandoctylphenolhavinglongeralkylchainswerehardlyexcretedinurine．Intheanalysesofactualurinesamples，noneofbutyl-，pentyl-，andoctylphenolweredetectedintheurinesamples．Nonylphenolwasdetectedinspoturineatanaverageof０．３７ng/ml．Phenolwasdetectedatanaverageof６．３３µg/ml，its１-dayamountexcretedbeinganaverageof１４．４mg．p‐Cresolwasdetectedatanaverageof２１．４µg/ml，its１‐dayamountexcretedbeinganaverageof４３．１mg，ca３ timesasmuchasphenol．２，５‐Dichlorophenol（DCP）wasdetectedatanaverageof１６８ng/ml，its１‐dayamountexcretedbeinganaverageof１５０µg．
Keywords:Nohylphenol，Octylphenol，Pentylphenol，Butylphenol，p‐Cresol，Phenol，３，５‐Dichlorphenol，Urinesample

DeterminationofphenolsinurinesamplesbySPME-GC/MS
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