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研究要旨 
ポリ臭化ジフェニルエーテル(PBDE)は火災予防等に広く使われていたが、

RoHS指令、ストックホルム条約、業界の自主規制等によりその使用量は減少し

ている（旧臭素系難燃剤群）。一方で上記の代替品として現在使用量が増加し

ているのがエチルヘキシルテトラブロモ安息香酸エステル（TBB）、ビスエチ

ルヘキシルテトラブロモフタル酸エステル（TBPH）等の新規臭素系難燃剤群

である。また、これら人工の臭素系化合物の他に、海洋生態系を発生源とする

天然由来の臭素系化合物が存在する。本研究ではこれらの人工・天然の臭素系

化合物を対象に、乳幼児食品からの曝露評価を行い、リスク管理の基礎資料と

することを目的とする。本年度はCaco-2細胞を用いた消化管膜透過性の検討、

旧臭素系難燃剤と天然由来臭素系物質の分析とデータ解析を行った。

 
 

 

A．研究目的  
 
臭素系難燃剤は高分子有機材料の

火災予防に広く使われている。代表的

な臭素系難燃剤のポリ臭素化ジフェ

ニルエーテル（PBDEs）は、ポリ塩

化ビフェニル（PCBs）と似た化学構

造を持ち、難分解性で高蓄積性であり、

ヒト体内に蓄積後、さまざまな生理活

性作用を持つ。これらの物質はRoHS
指令、ストックホルム条約、業界の自

主規制等によりその使用量は減少し

ている 
一方、これらの規制を受けPBDEs

の代替品として普及しているのがエ

チルヘキシルテトラブロモ安息香酸

エ ス テ ル （ TBB;  
2-ethylhexyl-2,3,4,5-tetrabromobenz
oate）、ビスエチルヘキシルテトラブ

ロモフタル酸エステル（ TBPH;  
bis(2-ethylhexyl) 
2,3,4,5-tetrabromophthalat）等の新

規難燃剤群である。しかしながら最近、

これらの物質が内分泌かく乱作用を

持つという報告がなされている

（Saunders et al., Toxicol lett 2013., 
Mankidy et al., Toxicol lett. 2014他）。  
人工の臭素系有機化合物の他に、海

洋生態系を発生源とする天然由来臭

素系化合物が存在する（Fujii et al., 
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2014 Environmental Int ; Haraguchi 
et al., 2016 Environmental Int）。こ

れらは日本近海の魚類に検出され、食

用魚類を通じたヒトへの曝露が懸念

される。最近の研究では細胞実験にお

いてエストロゲンシグナルかく乱作

用が見いだされ（岡崎ら、第137回日

本薬学会年会）、その影響が懸念され

ている。 
本研究ではこれらの臭素系化合物

を対象に、母乳を含む乳幼児食品につ

いての旧難燃剤、新規難燃剤、さらに

天然由来の臭素系化合物の曝露評価

を行い、リスク管理の基礎資料とする

ことを目的とする。 
 
B．研究方法  
 
1) 乳幼児食品の収集と前処理 
分析試料の収集を実施した。地域薬

局で開催される育児相談会の参加者

を対象に福岡県内で2歳までの乳幼児

の1日食を陰膳方式で収集を行った。

得られた食事試料は各食品群の重量

の記録後、1日食ずつホモジナイズを

行った。さらに市販されている乳幼児

食品と粉ミルクの収集も行った。収集

した分析試料は前処理として脂肪分

の抽出と精製を行った。 
 

2) Caco-2細胞を用いたin vitro実験 
 臭素系化合物の消化管吸収機構を

明らかにするために、Caco-2 細胞（小

腸上皮細胞モデル細胞）を用いて消化

管膜透過性のスクリーニングを行っ

た。 
 
3) 新規臭素系難燃剤の微量分析法の

検討と分析  
新規臭素系難燃剤はTBB, TBPH,  

1,2-bis(2,4,6-tribromophenoxy)etha
ne (BTBPE), 

1,2-bis(pentabromophenyl) ethane  
(DBDPE) をターゲットとし、GC-MS
を使用し分析法の検討と化学計測を

行った。得られたデータから1日の総

摂取量を計算した。検出限界以下の場

合は数値を零とした。 
 
4) 旧臭素系難燃剤と天然由来臭素系

物質の分析 
収集した分析試料を用いて旧臭素系

難燃剤と天然由来臭素系化合物の化

学計測を行った。得られたデータから

1日の総摂取量を計算した。検出限界

以下の場合は数値を零とした。 
 
(倫理面での配慮) 
分析試料（母乳・陰膳）の収集は第

一薬科大学研究倫理委員会の承認 
(No. 17001) を得て実施された。薬局

の育児相談会にて説明を行い、文書に

よる同意を得た方を参加者とした。 
 
C. 研究結果/D. 考察 
 
1) 乳幼児食品の収集と前処理 
福岡県の地域薬局で開催される育

児相談会の参加者を対象に陰膳方式

での乳幼児の食事（47日食）の収集を

行った。乳幼児の年齢は7ヶ月から2
歳0ヶ月であり、平均は1歳2ヶ月であ

った。得られた陰膳は各食材重量の記

録を行い、１日食ずつのホモジネート

処理を行った。1日食分の平均重量は

518gであった。陰膳収集時にはアンケ

ートを行い、試料提供者の基礎的情報

（年齢・性別・体重等）と普段の食生

活についての情報を得た。また薬局の

管理栄養士と協力し、母乳（30件）と

一般に広く流通している市販乳幼児

食品（15種類）と粉ミルク（4種類）

についても収集を行った。続いて分析

の前処理として収集した分析試料の
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脂肪分の抽出を行った。試料約15ｇに

1mol/Lの塩酸10ml、エタノール10ml, 
ヘキサン10mlを加えて、ローテーター

で48時間攪拌後、遠心分離により上層

を分離した。3回繰り返し抽出した液

を濃縮し脂肪含量を測定した。陰膳試

料の平均脂肪含有量は陰膳試料で

1.3％（湿重量）であった。 
 

2) Caco-2細胞を用いたin vitro実験 
平成29年度に臭素系化合物での実

験の予備検討として、同じハロゲン系

化合物であるフッ素系カルボン酸の

Caco-2細胞（小腸上皮細胞モデル細

胞）における細胞内取り込み機構の評

価を行い（29年度業績 Kimura et al., 
Toxicol. Lett., 2017）、ハロゲン系化

合物でのアッセイ系を確立した。平成

30年度は臭素系化合物での検討を行

った。新規難燃剤のTBPHとTBBを対

象とし、旧難燃剤（PBDE）のCaco-2
細胞での透過性試験の先行研究

（Environ. Res. 154 93-100 2017）を

参考に検討した。新規難燃剤は

20ng/mlになるようにHBSS (Hanks’ 
balanced salt solution) を用いて調

製を行った。また完全に溶解されてい

ることを確認するために、溶液を

GC-MSで測定し、濃度の確認を行っ

た。Caco-2細胞を多孔性フィルター上

で21日間培養し、コンフルエントに達

したCaco-2細胞のapical側から新規

難燃剤を含むHBSSでインキュベート

した。1、2、4、8時間後に、basolateral
側のHBSSを採取し、GC-MSで測定を

行った。その結果、TBPHとTBBは何

れの時間においても apical側から

basolateral側への透過は認められな

かった。この結果から新規難燃剤の分

解や代謝などが無いと仮定すると、

TBPHとTBBの消化管吸収にはapical 
membrane に 発 現 し て い る

P-glycoprotein や breast cancer 
resistance protein (BCRP) な ど の

efflux transportersが関与している可

能性が考えられる。このことから、バ

イオアベイラビリティは低いと予想

されるが、細胞実験の限界として細胞

膜表面あるいはトランスウェルへの

結合や吸着の影響も考えられ、慎重な

検討が必要である。 
 
3) 新規臭素系難燃剤の検討と分析 
新規臭素系難燃剤はTBB, TBPH, 

BTBPE, DBDPEをターゲットとして

GC-MS分析を行った。検体の精製に

はサイズ除去クロマトグラフィーを

使用し、食事ホモジネートからの抽出

された脂肪分に内部標準を添加し、

1mlのジクロロメタン：ヘキサン(1:1 
v/v)に溶解、Bio-Beads S-X3 column 
(20 g of gel material; バイオラッド

社製) に付した。移動相（ジクロロメ

タン :ヘキサン (1:1 v/v)）を流速4 
mL/minで流したところ、17分以降に

目的化合物の流出を確認した。17分以

降のGPC溶出液を回収し、エバポレー

ターで濃縮、ヘキサン(1 mL)溶液とし

た。その後、さらなる精製のためにシ

リカゲルカラム(0.2 g of Wako gel 
S-1)に付し、15mlのDCM/n-hexane 
(12:88, v/v,もしくは50:50, v/v)で目的

化合物を流出させた。エバポレーター

で再濃縮し、ヘキサン0.1mlで溶解、

分析用試料とした。DB-5ms column 
(15 m × 0.25 mm I.D × 0.1 μm film 
thickness)を用いて標準品の定性と分

離を行った。その結果、すべての分析

検体（離乳食陰膳、母乳、市販乳幼児

食品、粉ミルク）においてTBB, TBPH, 
BTBPE, DBDPEはすべて検出限界以

下（<10 ng/g-lipid weight）であった。 
  

4) 旧臭素系難燃剤、天然由来臭素系
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物質の分析 
旧臭素系難燃剤と天然由来臭素系

物質の分析についてはサイズ除去ク

ロマトグラフィーで高分子の脂肪類

を除去し精製を行った方法（Fujii et 
al., 2014 Environ.Int.）を用いて、

2008-2010年に日本国内で収集した母

乳の旧臭素系難燃剤のヘキサブロモ

シクロドデカンを分析したところ、す

べての検体で検出が確認された（論文

発表1 Fujii et al., 2018）。今回収集

した母乳での分析を行ったところ、旧

臭素系難燃剤BDE209は多くの検体

で検出限界以下（離乳食陰膳は検出率

6％（47件中3件）, 母乳は27％（30
件中8件）、市販乳幼児食品40％（15
件中6件）、粉ミルク0％（4件中検出

なし）（検出限界10ng/g-lipid weight）
であった。一方で検出感度の高い旧臭

素系難燃剤のBDE47や天然由来臭素

系化合物である 2'-MeO-BDE68 、

6-MeO-BDE47については粉ミルクを

除くほぼすべての検体で検出が確認

さ れ た （ 検 出 限 界 0.2-1ng/g-lipid 
weight）。また、6-MeO-BDE47につ

いては魚介類の摂取量と正の相関が

みられた（ρ=0.6, p<0.05）。 
天然由来の臭素系化合物は鯨類に

多く蓄積（一例として北海道のシャチ

には 2'-MeO-BDE68 は 327ng/g-lipid 
weight 、 6-MeO-BDE47 は

2690ng/g-lipid）しており （論文発表

2 Fujii et al., 2018, 論文発表3 Fujii 
et al., 2018, 学会発表１） 、食物連

鎖上位の海洋哺乳類や大型魚類（マグ

ロ等）が曝露源である可能性が示唆さ

れた。さらに、天然由来臭素系化合物

の一部は食用海藻に検出され、これら

については海藻が発生源である可能

性が示唆された（学会発表２） 
 
E. 結論 

  
 平成 30 年度は 1)については予定

件数の乳幼児関連試料（陰膳・母乳・

市販食品・粉ミルク）の収集と分析前

処理を追試し、2)については Caco-2
細胞を用いた透過性スクリーニング

を実施、3)、4)について GC-MS を用

いた新規難燃剤、旧難燃剤、天然由来

臭素系化合物の分析とデータ解析を

行った。得られた結果から離乳食を通

じた乳幼児の臭素系化合物の摂取量

は BDE47 は 0.47ng/day, BDE209
は 3.9ng/day、6-MeO-BDE47 は 7.6 
ng/day であった。米国有害物質疾病

登録局は BDE209 の中期毒性の最小

リスクレベル値を 0.2 μg/kg/day と設

定している。本研究の対象乳幼児の体

重は 6.4-12.1kg であり、本研究で得ら

れた BDE209 摂取量は最小リスクレ

ベル値を下回る結果になった。一方で、

天然由来の臭素系化合物の毒性はい

まだ不明確であり、今後のさらなる検

討が求められる。 
 
F．健康危険情報  
なし 
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H. 知的財産の出願･登録状況(予定を

含む)  
 
1. 特許の取得  
なし  
 
2. 実用新案登録  
なし  
 
3. その他  
なし 


