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研究要旨： 
有機リン化合物はプラスチックの難燃剤や可塑剤として使用され，室内空気やハウスダ

ストを介した曝露が主要とされている。一方，近年，我が国においてウォーターサーバー

を設置し常飲する家庭が急増しているが，海外の事例では，その水中から水道水と比較し

て高い濃度の有機リン化合物が検出されたことが報告されている。 
飲料水は調理過程にて加熱されることがあり，また，COVID-19の影響から，紫外線照

射などの化学反応を伴う浄水器も普及し始めている。有機リン化合物は，加熱や光照射に

より置換基の脱離など，非意図的変化体を生成し，毒性が向上する場合もある。 
本研究では，飲料水に含まれる有機リン化合物の分析方法の精緻化および汚染実態調査

を行う。また，非意図的変化体についても測定・毒性試験（アセチルコリンエステラーゼ

阻害能評価）を行う。以上により，多様化する飲料水中の有機リン化合物に対し，優先的

に取り組みを進めるべき物質や広く事業者がリスク低減に取り組めるような提案を行う

ことを目的とする。 
本年度は，飲料水中濃度レベルにおける有機リン化合物の一斉分析法の開発を行い，開

発した測定法を使用して，ウォーターサーバーの水中の有機リン化合物の分析を行った。

本研究で測定対象とした有機リン化合物19種類のうち，9種類の有機リン化合物が検出頻度

50%以上で検出された。濃度が高かった有機リン化合物は，tris(2-chloroethyl) phosphate
（TCEP）であり，次にtris(1,3-dichloro-2-propyl) phosphate（TDCPP），tris(2-chloroisopropyl) 
phosphate（TCPP）が続いた。得られたウォーターサーバーの水中の有機リン化合物濃度よ

り推定一日摂取量を推算してハザード比を求めたところ，本研究で対象としたすべての有

機リン化合物は10−5から10−7の値となった。 
また，in vitro試験およびin silico評価による有機リン化合物のアセチルコリンエステラ

ーゼ（AChE）阻害能評価を行った。評価結果に加え，ウォーターサーバーの水中の有機

リン化合物の分析結果を考慮して，有機リン化合物の非意図的変化体の分析法を開発し

た。 
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Ａ．研究目的 
有機リン化合物はプラスチックの難燃剤や

可塑剤として使用され，室内空気やハウス

ダストを介した曝露が主要とされている 1。

一方，近年，我が国においてウォーターサ

ーバーを設置し常飲する家庭が急増してい

るが，海外の事例では，参照用量は下回る

ものの，その水中から 170,000 ng L−1 を超え

る濃度（水道水：0.1−100 ng L−1）の有機リ

ン化合物が検出されることが報告されてい

る 1。 

飲料水は調理過程にて加熱されることが

あり，また，COVID-19の影響から，紫外線照

射などの化学反応を伴う浄水器も普及し始

めている2。有機リン化合物は，加熱や光照射

により置換基の脱離など，非意図的変化体を

生成し，毒性が向上する場合もある3。 
本研究では，飲料水に含まれる有機リン化

合物の分析方法の精緻化および汚染実態調

査を行う。また，非意図的変化体についても

測定・毒性試験（アセチルコリンエステラー

ゼ阻害能評価）を行う。以上により，多様化

する飲料水中の有機リン化合物に対し，優先

的に取り組みを進めるべき物質や広く事業

者がリスク低減に取り組めるような提案を

行うことを目的とする。 
 
Ｂ．研究方法 
B.1. 有機リン化合物の汚染実態調査 
B.1.1. 使用器具・試薬 

Trimethyl phosphate （ TMP ） ， triethyl 

phosphate（TEP），tributyl phosphate（TBP），

tris(2-chloroethyl) phosphate（TCEP），tris(1,3-
dichloro-2-propyl) phosphate （ TDCPP ） ，

tris(butoxyethyl) phosphate（TBOEP），tris(2-
ethylhexyl) phosphate （ TEHP ） ， triphenyl 
phosphate（TPhP），cresyl diphenyl phosphate
（CsDPhP），tricresyl phosphate（TCsP），2-
ethylhexyl diphenyl phosphate（EHDPhP）は東

京化成工業（東京都）から購入した。Triphenyl 
phosphine oxide （ TPhPO ） ， tris(2-
chloroisopropyl) phosphate（TCPP），tripropyl 
phosphate（TPP）は富士フィルム和光純薬株

式 会 社 （ 大 阪 府 ） か ら 購 入 し た 。 6-
Benzylbenzo[c] [2,1] benzoxaphosphinine 6-
oxide（BzIDOPO）は三光株式会社（大阪府）

よ り 購 入 し た 。 Naphthalen-2-yl diphenyl 
phosphate（NDPhP）はBiosynth AG（スイス）

より購入した。5-Ethyl-2-methyl-2-oxido-1,3,2-
dioxaphosphorinan-5-yl) methyl methyl 
methylphosphonante（PMMMP）とbis[(5-ethyl-
2-methyl-2-oxido-1,3,2-dioxaphosphinan-5-yl) 
methyl] methylphosphonate（BPMMP）はMatrix 
Scientific （ USA ） よ り 購 入 し た 。 2,2-
Bis(chloromethyl)-propane-1,3-diyltetrakis(2-
chloroethyl) bisphosphate （ V6 ） は Toronto 
Research Chemicals（カナダ）より購入した。

TBP-d27，TCEP-d12，TPhP-d15，TCsP-d21，TEHP-
d51は林純薬工業株式会社（大阪府）から購入

した。 
アセトニトリルはシグマアルドリッチジ

ャパン合同会社（東京都）から購入した。ア

セトン，トルエン，ヘキサン，酢酸エチルは

富士フィルム和光純薬株式会社（大阪府）か

ら購入した。すべての実験で，Milli-Q水

（Merck Millipore社）を使用した。 
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B.1.2. サンプル情報 
静岡県の商業施設や住宅に設置された5台

のウォーターサーバーから水サンプル（100 
mL）をガラス瓶に採取した（Table 1）。サン

プリング前にはガラス瓶をアセトンとヘキ

サンで洗浄し，電気炉にて500℃で5時間加熱

して，自然冷却した。 
 
B.1.3. 分析方法 
水サンプル100 mLと酢酸エチル：ヘキサン

（1:1, v/v）100 mL，クリーンアップスパイク

（d体mix4種：TPhP-d15，TEHP-d51，TCsP-d21，

TCEP-d12）を分液漏斗に加え，振とう機で30
分間振とうした。有機層をナスフラスコに移

し，エバポレーターでおよそ1 mLまで濃縮し

た。窒素パージで約80 µLまで濃縮した後，

アセトニトリルで溶媒置換し，シリンジスパ

イクとしてTBP-d27を20 µL加え，最終液量を

100 µLとした。有機リン化合物の分析には，

液体クロマトグラフ-タンデム型質量分析計

（ LC-MS/MS : TSQ Endura Thermo Fisher 
Scientific）を使用して測定した。イオン化法

には大気圧化学イオン化（APCI）法およびエ

レクトロスプレーイオン化（ESI）を用いた。 
 

B.1.4. 経口曝露量の推算方法 
以下の式から一日あたりの曝露量を推測

した。 

𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸 =
𝐶𝐶 × 𝐸𝐸𝐶𝐶 × 𝐴𝐴𝐴𝐴

𝐵𝐵𝐵𝐵
 

ここで，EDI は推定一日摂取量（ng kg-bw−1 
day−1），C は飲料水中の有機リン化合物濃度 

（ng L−1），DC は飲料水の一日平均摂取量 

（mL day−1），AP は吸収率，BW は体重（kg-
bw）を表している。 本研究では，一日平均

摂取量として 1957 mL4，体重として 60.5 kg
を用いた 5。吸収率については安全側の評価

を行うため 100%とした。 

ハザード比を求めるための式を下記に示

す。 

𝐻𝐻𝐻𝐻 =
𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸𝐸
𝑅𝑅𝑅𝑅𝐸𝐸

 

ここで，HQはハザード比（−），RfDは参照

用量（ng kg-bw−1 day−1）を表している。 
 
B.2. 非意図的変化体の分析法の開発 

in vitro試験において50%阻害濃度（IC50）

が低かった物質やin silico評価において結合

エネルギーが大きかった物質などの毒性試

験における優先度に加え，汚染実態調査での

検出率や濃度を考慮して，優先的に評価すべ

き有機リン系化合物の非意図的変化体につ

いて，分析法の開発を行った。研究方法につ

いては，「有機リン化合物の汚染実態調査」

における「有機リン化合物の一斉分析法の開

発」と同様である。 
 
B.3. AChE活性阻害能評価 
B.3.1. in silico評価によるAChE阻害活性能評

価法 
本研究では，被検物質のAChEへの結合能

をリガンド−ドッキング計算によりスクリー

ニングすることで，バイオアッセイ試験とは

異なる視点より評価を行った。計算に用いた

パソコンはHP Compaq 8100 Elite SF/CTであ

り，オペレーティングシステムはWindows 7
であった。 
リガンド−ドッキング計算用の初期入力構

造を得るため，まず量子化学計算を行った。

ソフトウェアはGaussian R 09W（ver. 7.0）を

使用した。入力分子構造はGauss View ver. 5.0 
を使用し，分子動力学法による構造安定化を

実施した後，これを初期構造として計算を行

い，最適分子構造とした。この時，Becke型‐

3パラメーター密度汎関数法でLee-Yang-Parr
の相関関数を用いるB3LYPとBase Setとして
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6-31G**を用いた。また，一部の分子は構成

原子数が多いため，あらかじめ半経験的分子

軌道計算であるPM6で最適化した後，得られ

た構造を初期値として上述の量子化学計算

を行った。計算過程において，分子内対称性

は可能な限り考慮した。また，最適構造の探

索にはGEDIISによるBernyのアルゴリズム

を用いた。 
リガンド−ドッキング計算ではThe Scripps 

Research Instituteより提供されているソフト

ウェアAutoDock Vinaを使用した。まず，リガ

ンド分子の入力データを以下の手順で作成

した。上述した量子化学計算により得られた

最適化構造を再度Gauss View ver. 5.0で読み

込み，PDB（Protein Data Bank）型式に変換し

た。次に，AutoDock Tool ver. 1.5.4で読み込

み，PDBQT（Protein Data Bank， Partial Charge， 
& Atom Type）形式にさらに変更した。この

時，重原子（水素原子以外の原子）間の全て

の単結合を回転可能な結合として設定した。 
一方，AChEの構造データは日本蛋白質構

造データバンク（PDBj：Protein Data Bank 
Japan）より入手した。具体的には，AChEの
場合ではPDBjのホームページよりシビレエ

イ由来のAChEを検索した。該当した数種の

蛋白（X-線結晶構造データ）の中から，回折

値が小さいものを選定した。今回は1 qtiを
FASTA形式でダウンロードした。このデー

タをGauss View ver. 5.0で読み込み，水分子，

キャップ分子，そして結晶化の際に添加され

た金属イオン種を同様に消去し，アミノ酸残

基の配列のみから成る新たな構造データを

作成した。その後，上述のAutoDock Tool ver. 
1.5.4により，リガンド−分子の入力位置を確

認した。 
AChEではリガンド−分子と受容体を構成

するアミノ酸残基の距離より，Ser-200，Glu-
327，His-440がドッキング時に重要な役割を

果たしていることが知られている。そこで，

これら3種のアミノ酸残基については，ドッ

キング過程において単結合が自由に回転で

きる「フレキシブル」と設定し，この3種の

アミノ酸残基全てを被覆することができる

空間内をドッキング領域とし，ドッキング計

算を行った。 
 
B.3.2. in vitro試験によるAChE活性阻害能評

価法 
B.3.2.1. 使用器具・試薬 
塩化ナトリウム，0.1 M Phosphate Buffer 

Solution，Acetylthiocholine iodide（ATCI）は

富士フイルム和光純薬株式会社（大阪府）か

ら購入した。塩化マグネシウム六水和物，

Albumin from bovine serum（BSA），AChE from 
electrophorus electric eelは，シグマアルドリッ

チジャパン合同会社（東京都）から購入した。

Galantamine hydrobromide（Gal），5,5-Dithiobis-
2-nitrobenzoic acid（DTNB）は東京化成工業

株式会社（東京都）から購入した。 
吸光度測定用の透明平底96ウェルアッセ

イプレート3881-096はAGCテクノグラス株

式会社（IWAKI）（静岡県）から購入した。

Air-O-Seal Hydrophobic Gas Permeable Seal（マ

イクロプレート用シール）は日本ジェネティ

クス株式会社（4titude）（東京都）から購入

した。 
 
B.3.2.2. 測定方法 
本研究では，有機リン化合物のAChE阻害

活性を評価するため，Ellmanら6の方法を改

良した96ウェルマイクロプレート法による

AChE阻害活性試験を行った。なお，ポジテ

ィブコントロールとしてガランタミン（Gal）
を使用した。具体的には， AChE from 
electrophorus electric eel を 0.1 M Phosphate 
Buffer Solutionに溶解させた。これをバイアル
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へ分注し，冷凍保存（-80°C）した。NaClと
MgCl2・6H2Oを0.1 M Phosphate Buffer Solution
に溶解させた。この発色 buffer に， 5,5-
Dithiobis-2-nitrobenzoic acid（DTNB）を溶解さ

せ，冷蔵保存（4°C）した。Albumin from bovine 
serum（BSA）を0.1 M Phosphate Buffer Solution 
に溶解させた。次に，BSA bufferを分取し，

1000 U/mL AChE 溶 液 に 溶 解 さ せ た 。

Acetylthiocholine iodide（ATCI）は超純水に溶

解させた。マイクロプレートにそれぞれの試

薬を分注した後，40秒間ボルテックスミキサ

ーで撹拌し，37°Cのインキュベーターでそれ

ぞれの反応時間0.25 hr放置した。15 mM ATCI
溶液を添加した後，3 mM DTNB溶液を添加

し，ボルテックスミキサーで撹拌後，アルミ

ホイルで遮光し，室温で30 min放置した。そ

の後，マイクロプレートリーダーで波長412 
nmの吸光度を測定し，試料の阻害率を求めた。

試料によるAChEの阻害が50%以上みられ，

用量 -反応関係が有意にみられる場合を

AChE阻害活性陽性とする。陽性の時，試料の

50%阻害濃度（IC50）を回帰式（シグモイド式）

により求め，AChE阻害活性の指標とした。 
 
Ｃ．研究結果および考察 
C.1. 有機リン化合物の汚染実態調査 
C.1.1. 有機リン化合物の一斉分析法の妥当

性の検証 
本研究で用いる分析法が，本研究の目的を

達成するために必要な精度を有しているか

確認するため，農林水産省の「分析法の妥当

性確認に関するガイドライン」7を基に性能

を評価した。具体的な結果を下記に示す。 
19種類の有機リン化合物の混合標準溶液

（1，3，10，30，100，300，1000 ng mL−1）を

用いて，既往研究1で報告されている飲料水

中の有機リン化合物濃度をカバーできる濃

度範囲で検量線を作成した。これらの濃度範

囲内にてLC-MS/MSのレスポンスと濃度が比

例関係にあることを確認した（決定係数（R2）

＞0.99）。 
本研究で対象とした有機リン系化合物物

質の混合標準溶液を分析し，得られたエリア

から，S/N（signal-to-noise）比 = 10となる濃

度を定量下限値（LOQ）とした。既往研究1で

報告されている飲料水中の有機リン化合物

濃度を測定できるLOQであることを確認し

た。 
ヘキサン洗浄したMilli-Q水を用いて有機

リン化合物の添加回収試験を行った（n =3）。
各有機リン化合物の添加濃度は5 ppbである。

結果をTable 2に示す。既往研究にて飲料水中

から検出される主要な有機リン化合物（例え

ばCsDPhPやEHDPhP，TCEP，TPhPなど）の

回収率は，「分析法の妥当性確認に関するガ

イ ド ラ イ ン 」 7 で 許 容 さ れ る 範 囲 内

（40%−120%）であった。ただし，TDCPPに
ついては，135%であったため，今後，検討を

進める。 
有機リン化合物の汚染実態調査に用いた

水サンプルに添加したクリーンアップスパ

イクの回収率は（n =3），全てのサンプルで，

「分析法の妥当性確認に関するガイドライ

ン」7で許容される範囲内であり，良好であっ

た（Table 3）。 
繰り返し測定（n =3）においても，「分析

法の妥当性確認に関するガイドライン」7で

許容される相対標準偏差（RSD）である44%
以下の値となった（Table 2）。 
以上のことから，本研究で用いる分析法は，

ウォーターサーバーの水に含まれる有機リ

ン化合物を分析するという目的に対し，十分

な感度および精度を有していることを確認

できた。ただし，TDCPPについては，今後の

検討が必要である。 
 



6 
 

C.1.2. 飲料水中の有機リン化合物の濃度 
ウォーターサーバーの水からは測定対象

とした有機リン化合物 19 種類のうち，9 種

類の有機リン化合物が検出頻度 50%以上で

検出された。特に濃度が高かった有機リン化

合物は，TCEP（32 ng L−1：中央値）であり，

次に TDCPP（7.5 ng L−1），TCPP（7.5 ng L−1）

が続いた。ただし，TDCPP については，回収

率が 135%であったため，参考値とした。 
 
C.1.3. 飲料水中の有機リン化合物の曝露評

価 
EDI は，TCEP および TCPP，TDCPP でそ

れぞれ 1.0 および 0.2，0.2 ng kg-bw−1 day−1 で

あった。これらの結果より，ウォーターサー

バーからの飲料水の摂取がヒトへの TCEP
曝露の重要な曝露経路となる可能性が示唆

された。 
EDI から推算した本研究で対象としたす

べての有機リン化合物のHQは 10−5から 10−7

の値となった。 
 
C.2. 非意図的変化体の分析法の開発 

in vitro評価およびin silico評価により得ら

れた優先順位の高い変化体のなかから，有機

リン化合物の汚染実態調査の結果も考慮し

て，TCEP，TDCPP，TEHPの非意図的変化体

（BCEP，BDCPP，BEHP）に対して，標準試

薬を入手し，LC-MS/MS（イオン化法：ESI）
を用いて分析方法の開発を行った。今回の測

定で得られたクロマトグラムは，それぞれの

非意図的変化体で良好なピーク形状が得ら

れた。 
 
C.3. AChE活性阻害能評価 
C.3.1. in silico評価によるAChE阻害活性能評

価 
有機リン化合物を対象としてAChEへの相

互作用をリガンド−ドッキング法で評価した。

AChEと有機リン化合物の相互作用をポジテ

ィブコントロール（Gal）のそれと比較しな

がら評価を行った。リガンド-ドッキング計

算で得られたTPhPO，TPhP，CsDPhP，TCsP，
NDPhP，BzIDOPO-R，BzIDOPO-SとGalの結

合エネルギーを比較したとき，前者はより結

合エネルギーが大きく，安定しているという

結果となった。結合エネルギーの大きい有機

リン化合物の構造をみたとき，どの有機リン

化合物もベンゼン環を有していることが確

認できた。このことから，本研究で対象とし

た化学物質においては，ベンゼン環のような

大きな構造をもつものはAChEにはまりやす

く，結合エネルギーが大きくなる可能性が考

えられた。また，NDPhP，TEP，TPP，TBP，
TPhPO，TCEP，TCPP-RRR，TCPP-SRR，TCPP-
SSR，TCPP-SSS，EHDPhP-R，EHDPhP-S，
TBOEP，TDCPP，TEHP-RRR，TEHP-SRR，

TEHP-SSR，BzIDOPO-R，BzIDOPO-SとGalを
比較したとき，前者はAChEの活性中心の

Ser-200と距離がGalより近いことが分かった。

リン酸エステル内のP原子と結合しているO
原子は，電気陰性度が大きいため，P原子が

正に帯電し，AChEの活性中心のSer-200との

反応性が高くなり，P原子とSer-200が相互作

用することでGalと比較してAChEを阻害す

る可能性が示唆された。コリンエステラーゼ

阻害は安定性に加え，Serとの距離も考慮す

る必要性があるため今後，さらなる検討が必

要である。 
 
C.3.2. in vitro試験によるAChE活性阻害能評

価 
試験したどの有機リン化合物（TMP，TEP，

TPP，TBP，TPhPO，TCEP，TCPP，TPhP，
CsDPhP，EHDPhP，TCsP，TBOEP，TDCPP，
TEHP，NDPhP）においても IC50 値は N.D.と
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なり，AChE 阻害は検出されなかった。今回

は反応時間を 0.25 時間として実験を行い 6，

有機リン化合物の AChE 阻害能の評価を試

みた。しかし，これまで有機リン化合物の急

性毒性の報告はないため，反応時間を長く設

定した場合，AChE 阻害が検出される可能性

も考えられるため，引き続き検討を続けてい

く。 
 
Ｄ．結論 

飲料水中の有機リン系化合物の測定法を

開発した。飲料水としてウォーターサーバー

の水中の有機リン化合物濃度を測定した結

果，9 種類の有機リン化合物が検出頻度 50%
以上で検出され，TCEP，TDCPP，TCPP の濃

度が高い傾向にあった。EDI は，TCEP およ

び TCPP，TDCPP でそれぞれ 1.0 および 0.2，
0.2 ng kg-bw−1 day−1 であった。EDI から推算

した HQ は 10−5 から 10−7 の値となった。 
有機リン系化合物の非意図的変化体につ

いては，引き続き，より詳細な評価を進めて

いく。 
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Table 1 ウォーターサーバーに関する情報 

 
ウォーターサーバーの材質 

取水源 使用年数 製造国 
タンク 管 

Sample 1 ポリカーボネート 不明 静岡県 
富士宮市 2年 韓国 

Sample 2 ポリカーボネート 不明 群馬県 
みかなみ町 1年以内 韓国 

Sample 3 ポリエチレンテレフタレート 不明 静岡県 
富士市 3年 中国 

Sample 4 ポリエチレンテレフタレート 不明 
山梨県 
北杜市 
白州町 

3年 韓国 

Sample 5 不明 不明 水道水 8年 韓国 
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Table 2 添加回収試験における回収率と相対標準偏差（RSD） 

 回収率（%） RSD（%） 

BPMMP ND - 
BzIDOPO 101 7.2 
CsDPhP 107 11 
EHDPhP 104 3.8 
NDPhP 113 6.9 

PMMMP ND - 
TBOEP ND - 

TBP 89 2.2 
TCEP 117 2.7 
TCPP 117 10 
TCsP 106 4.5 

TDCPP 135 15 
TEHP 110 3.1 
TEP 39 5.3 
TMP 4 7.7 
TPhP 120 7.6 

TPhPO 107 2.9 
TPP 67 0.68 
V6 96 25 

ND = not detected 
- = no data 
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Table 3 クリーンアップスパイクの回収率 

 回収率（%） RSD（%） 

TCEP-d12 73 11 
TCsP-d21 86 9.5 
TEHP-d51 86 11 
TPhP-d15 86 15 

 

  


