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血液中のビスフェノール A(BPA)の分析（1） 

研究分担者 松村 徹 いであ株式会社 環境創造研究所 副所長 
 

研究要旨 
 血液中のビスフェノール A(BPA)の測定分析方法を検討した。同位体希釈 LC-MS/MS 法
を採用し，前処理方法と組合せて検討した結果，血中 BPA の分析方法を確立できた。確立
した方法を用い，ヒト血液 70 検体に適用し結果を得た。 

 
研究協力者 

山本 潤 
(いであ株式会社 環境創造研究所) 

 
Ａ．研究目的 
ビスフェノール A(BPA)はポリカーボ

ネート製のプラスチックを製造する際，
モノマーや，エポキシ樹脂の原料として
使用されている化学物質であり，摂取に
よりエストロゲン受容体が活性化され，
エストロゲンに類似した生理作用を表す
ことが報告されている。低用量仮説の提
唱によって注目を受けたが，ヒトに対す
る健康影響評価に関しては現在も諸説の
報告例があり継続して研究が行われてい
るところである。    
また，近年，BPA については尿道下裂

との関連性について幾つか報告がなされ
ているが，血中濃度は極低濃度であり，
試料間の有意な濃度差を観測するために
は精確な測定値が必要である。 

BPA の体内負荷量を評価するにはヒト
血液中における濃度データが必要である
が，存在量は極低く測定分析が困難であ
り，現在のところ，確からしい結果を用
いて議論されているとは言えない状況で
あることから，本研究ではヒト血液中の
BPA を議論可能な濃度レベルで精確に測
定する手法を開発することを目的とした。 
 

Ｂ．研究方法 
開発した同位体希釈-液体クロマトグラ

フ / タ ン デ ム 型 質 量 分 析 計
(ID-LC-MS/MS)をヒト血液試料 70 検体
に適用した。内標準物質として，BPA-d16

を ク リ ー ン ア ッ プ ス パ イ ク ，
BPA-2,2’,6,6’-d4(BPA-d4)をシリンジスパ
イクとして用いた。また，固相充填済み
樹脂製カートリッジカラムとして
ISOLUTE マルチモード (500mg/3mL, 
Biotage 社製; 904-0050-B)を用いた。 
分析フローを図1にLC-MS/MSの測定

条件を表 1 に示す。 
 
Ｃ．研究結果 
(1) 操作ブランク 
試料 70 検体は，3 ロットにわけて分析

を実施した(ロット 1：試料 ID 1～21，ロ
ット 2：試料 ID 22～46，ロット 3：試料
ID 47～70)。操作ブランク試験は各ロッ
トについて 5 回実施した。操作ブランク
試験の結果を表 2 に示す。操作ブランク
の平均値は 1 回目 0.088ng/mL，2 回目
0.038ng/mL及び3回目 0.088ng/mLであ
り 0.1 ng/mL 未満であった。 

 
(2)ヒト血液の分析 
血液試料 70検体の分析結果を表 3に示

す。なお，ロット毎のブランク試験とは
別途，実試料の分析を行う前に，全操作
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ブランク試験を行い，BPA の汚染が問題
ないことを確認した。血液中の BPA 濃度
は ， ND ～ 0.153ng/mL( 平 均 値
0.058ng/mL，中央値 0.049ng/mL)であっ
た。なお，表 3 における血液中の BPA 濃
度は，操作ブランク値を差し引いた値で
ある。 
分析した血液全試料について，BPA 濃

度分布を図 2 に示す。 
 

(3)回収率 
検体の測定における各試料の回収率(ク

リーンアップスパイク内標準物質(BPA 
d-16)／シリンジスパイク内標準物質
(BPA d-4)の値を用い，回収率を計算した。
結果を図 3 に示す。全試料の回収率は 71
～113%の範囲であった。 

 
(4)装置の変動の確認 
装置の変動について確認を行うため，濃

度 1.0ng/mL の標準溶液を測定試料 3～5
検体毎に測定し，その相対感度係数(RRF)
を検量線作成時のRRFと比較して評価を
行った。試料 70 検体を 3 回にわけて分析
した各測定日別の結果を表 4～6 に示す。 
各測定日における RRF は，検量線にお

けるRRFの±20%の範囲であった。また，
各測定の平均値は，1.02，1.05 及び 1.01
であった。 

 
Ｄ．考察 
本研究ではヒト血液中のBPAを議論可

能な濃度レベルで精確に測定する手法を
開発した。昨年度までに，固相抽出カラ
ムを用いた前処理とそれに続く同位体希
釈-液体クロマトグラフ/タンデム型質量
分析計(ID-LC/MS/MS)法を検討した。さ
らに，血液中 BPA の分析においてはブラ
ンク値の低減が最も重要であったため，
試薬ブランク，個々の前処理段階におけ

るブランク，カートリッジからの溶出ブ
ランク及び全操作ブランク，並びに前処
理用カートリッジカラムのコンディショ
ニング方法の検討を行い，最終的にブラ
ンク値を 0.1ng/mL 未満のレベルに安定
して抑えることが可能となった。 

 
Ｅ．結論 
血液中のビスフェノール A(BPA)の測

定分析方法を検討した。同位体希釈
LC-MS/MS 法を採用し，前処理方法と組
合せて検討した結果，血中 BPA の分析方
法を確立できた。確立した方法を用い，
ヒト血液 70 検体に適用し結果を得た。 
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図 1. 血液中の BPA の分析フロー 

 

(注釈１) BPA のみの検討においては、分割操作を行っていない。 

(注釈２) BPA のみの検討においては、0.50mL に定容。したがって分割操作のありなしにか

かわらず本検討における濃縮倍率は同じである。 

0.125mL (窒素,40℃) 

同位体スパイク(BPA-d4) 2.5ng 

BPA 測定 

濃縮 

LC-MS/MS 

純水で 0.25mL に定容(注釈２) 定容 

保存 

(BPA) 

血液試料 

固相 

Incubation 

同位体スパイク (BPA-d16) 5ng 

1.0mL 

0.2M 酢酸緩衝液 2mL 

β-glucuronidase 50μL 

37℃, 1.0～1.5hr 

ISOLUTE マルチモード 

水 3.0mL (洗浄) 

20%アセトニトリル水 5.0mL (洗浄) 

アセトニトリル 2.5mL 溶出 

分割(1:1) (注釈１) 
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表 1．BPA 分析における LC/MS/MS 測定条件 

測定装置 LC：Agilent-1100 

MS：API-4000 Q Trap 

分析カラム Agilent Eclipse XDB-C8 2.1×150mm,5μm 

溶離液 A：水 

B：アセトニトリル 

グラジエント 

(B) 

20%(0min)→20%(1min)→100%(17min)→100%(23min)→ 

20%(23.1min)→20%(31min) 

注入量 20μL 

カラム温度 40℃ 

モード ESI-Negative 

m/z 227.0＞132.9(BPA) 

241.0＞142.0(BPA-d16) 

231.0＞134.9(BPA-d4) 

 

 

 

表 2 操作ブランク試験の結果 

試料名 ブランク値

(ng/mL) 

1 回目 

ブランク値

(ng/mL) 

2 回目 

ブランク値

(ng/mL) 

3 回目 

試料 1 0.086 0.041 0.093 

試料 2 0.074 0.030 0.081 

試料 3 0.097 0.047 0.099 

試料 4 0.096 0.044 0.092 

試料 5 0.090 0.030 0.074 

平均 (ng/mL) 0.088 0.038 0.088 

標準偏差 0.00944 0.00758 0.01014 

t 値(危険率 5%、片側) 2.132 2.132 2.132 

MDL (ng/mL) 0.041 0.033 0.044 
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表 3 血液中の BPA 分析結果 

試料 ID  
血中の BPA 濃度 

(ng/mL)（※） 
回収率(%)
（※） 

試料 ID  
血中の BPA 濃度 

(ng/mL) （※） 
回収率(%)
（※） 

試料 1  0.12 83 試料 36  0.035 83 
試料 2  0.093 78 試料 37  0.071 75 
試料 3  0.061 79 試料 38  0.052 89 
試料 4  0.081 74 試料 39  0.046 87 
試料 5  0.047 72 試料 40  0.043 76 
試料 6  0.047 81 試料 41  0.063 75 
試料 7  0.094 71 試料 42  0.048 76 
試料 8  0.085 77 試料 43  ND 80 
試料 9  0.080 83 試料 44  0.097 74 
試料 10  0.12 77 試料 45  0.068 82 
試料 11  0.11 77 試料 46  0.063 91 
試料 12  0.072 80 試料 47  ND 79 
試料 13  0.13 77 試料 48  ND 85 
試料 14  0.12 80 試料 49  ND 78 
試料 15  0.056 73 試料 50  ND 77 
試料 16  0.048 80 試料 51  ND 82 
試料 17  0.065 79 試料 52  ND 78 
試料 18  0.061 88 試料 53  ND 79 
試料 19  0.099 77 試料 54  ND 80 
試料 20  0.091 78 試料 55  ND 79 
試料 21  0.12 78 試料 56  ND 82 
試料 22  ND 74 試料 57  ND 73 
試料 23  0.092 89 試料 58  0.048 83 
試料 24  0.044 84 試料 59  0.069 77 
試料 25  ND 80 試料 60  0.081 80 
試料 26  ND 79 試料 61  ND 113 
試料 27  ND 80 試料 62  ND 85 
試料 28  0.047 77 試料 63  0.072 85 
試料 29  ND 73 試料 64  0.070 84 
試料 30  0.048 77 試料 65  0.090 86 
試料 31  ND 83 試料 66  0.15 90 
試料 32  ND 80 試料 67  0.090 78 
試料 33  ND 78 試料 68  0.054 86 
試料 34  0.050 82 試料 69  0.091 84 
試料 35  0.040 78 試料 70  0.14 79 
備考 1）試料 ID の欄は、緑色（ロット 1）、黄色（ロット 2）及びオレンジ色（ロット 3）における分析を示す。 
備考 2）報告値（血中の BPA 濃度）は、有効数字 2 桁で記載してある。 
備考 3）回収率は、クリーンアップスパイク内標準物質(BPA d-16)／シリンジスパイク内標準物質(BPAd-4)の値を用い、 

（試料液）／（標準液の平均）×100 で記載してある。 
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図.2 血液試料中の BPA 濃度 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図.3 試料における内標準物質の回収率 
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表 4 装置の変動の確認（1 回目の分析） 

 RRF 相対比(%)(※) 
検量線作成時 1.03 100 
Check(1 回目) 1.11 107 
Check(2 回目) 1.08 104 
Check(3 回目) 1.06 103 
Check(4 回目) 1.03 100 
Check(5 回目) 0.99 96 
Check(6 回目) 0.96 93 
Check(7 回目) 0.92 89 
Check(8 回目) 0.98 95 
平均値 1.02 99 
最大値 1.11 107 
最小値 0.92 89 
※相対比 (%)＝RRF(測定した標準液の値)／RRF（検量線の平均値）。 

 

表 5 装置の変動の確認（2 回目の分析） 

 RRF 相対比(%)(※) 
検量線作成時 1.05 100 
Check(1 回目) 1.08 103 
Check(2 回目) 0.99 94 
Check(3 回目) 1.05 100 
Check(4 回目) 1.06 101 
Check(5 回目) 1.07 102 
Check(6 回目) 1.05 100 
Check(7 回目) 1.07 102 
Check(8 回目) 1.03 98 
Check(9 回目) 1.04 99 
Check(10 回目) 1.05 100 
平均値 1.05 100 
最大値 1.08 103 
最小値 0.99 94 

 

表 6 装置の変動の確認（3 回目の分析） 

 RRF 相対比(%)(※) 
検量線作成時 0.95 100 
Check(1 回目) 1.04 109 
Check(2 回目) 0.99 104 
Check(3 回目) 1.01 105 
Check(4 回目) 1.04 109 
Check(5 回目) 1.01 105 
Check(6 回目) 0.98 103 
Check(7 回目) 1.03 108 
Check(8 回目) 1.04 109 
平均値 1.01 106 
最大値 1.04 109 
最小値 0.95 100 
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