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第 1 章 緒論 

 
現在、欧米諸国で実施されている排水等の毒性削減および毒性同定の手法について整理し、既

存の手法の課題を明確にした。 
(1.1) 排水等の毒性削減・毒性同定手法 

米国では毒性削減評価（TRE: Toxicity Reduction Evaluation）および毒性同定評価（TIE: Toxicity 
Identification Evaluation、図 1-1）、欧州では EDA（Effects-directed analysis）が実施されている 1-8)。

米国で実施された TRE の成功率調査によると、77 事例のうち、排水の毒性が削減または消失し

た事例の割合は工場排水で 60%、下水処理水で 35%であり、下水処理水の TRE の成功率が低い（表

1-1）6)。下水処理場で TRE が成功した 11 事例のうち、9 事例で毒性原因物質（群）を同定してお

り、原因が同定できれば TRE の成功率が上がると考えられた（表 1-2）6)。 
 
                                           表 1-1 米国における毒性削減評価（TRE）の実績 6) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                          表 1-2 米国における下水処理場での毒性削減成功 

事例 6) 

 
                                               
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1-1 毒性同定評価（TIE）の流れ 1-5) 



 

      
(1.2) 毒性削減・毒性同定手法の課題 

下水道のように多種多様な化学物質が流入する場合、その処理水の毒性原因同定は、米国の

TRE、TIE 手法だけでは困難であると考えられる。また、EDA では、膨大な数の化学物質の中か

ら毒性と関係のある有機化合物を絞り込むため、図 1-2 のように分画した試料の毒性試験および

化学分析を行う 8)。非常に時間とコストを要する手法である。また、SOLUTIONS プロジェクト

では図 1-3 のように、網羅分析によるスクリーニングと多変量解析を組み合わせて生態影響の原

因物質の探索が行われた 19, 20)が、主成分分析（PCA）やクラスタリングなど、毒性と個別化学物

質の関連性から原因物質を探索する手法であるため、例えば下水試料のような非常に多くの化学

物質が含まれる試料から、原因物質を絞り込むのは難しいと考えられる。 
以上のように、有機物質が原因となるケースにおいて、既存の手法を補完するため、網羅的な

質量分析技術が必要である。本論文ではさらに、国内での毒性削減・毒性同定事例 9-18)、網羅的

な質量分析技術の活用事例を整理し、生態毒性試験、網羅的な質量分析および多変量解析を組み

合わせる手法の新規性、適用可能性について述べた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図1-2  EDAの流れ8)  

図1-3 SOLUTIONSプロジェクトにおいて検討された 

生態毒性物質の探索フロー20) 
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第 2 章ノンターゲットスクリーニング分析を用いた毒性同定手法の検討 - 負イオン化モード 

 
PRTR データ等から様々な生態毒性物質が下水処理場に流入していることが報告されている

1-5)。米国では WET (Whole Effluent Toxicity)手法が実施され 6-9, 17,18)、毒性削減 10-11)、毒性同定 12-15)

が実施されているが、下水処理場での成功率が低い 16)。近年の機器分析技術の進展により、精密

質量分析による未知物質の探索、解明、同定事例も報告されている 19-31)。また、精密質量分析で

得られた測定結果を多変量解析する研究が数多く行われている 32)。そこで、負イオン化モードで

のノンターゲットスクリーニング分析による未知物質の探索・同定能力を実証した。 
下水処理水に既知の毒性物質 5 物質 33-37)を添加して模擬試料を調製し、その藻類生長阻害試験

38-41)結果、高分解能 LC/MS を用いた分析結果を得た。なお、用いた下水処理水には固相抽出で拐

回収される毒性物質を有意な濃度で含まない試料であった 43-45)。また、模擬試料の藻類試験結果

（図 2-1）は、藻類毒性の文献値からの計算値より数倍低い値となったが、共存する化学物質に

起因する可能性が考えられた 46)。ノンターゲットスクリーニング分析により得られた結果に対し

て多変量解析 42)を適用した結果、藻類毒性と関連のあるものが、1 つのコンポーネントに絞り込

まれ、分子式推定 47)の結果（図 2-2）、トリクロサンであると推定され、コクロマトグラフィー

によりトリクロサンであると同定した（図 2-3）。試料の毒性強度が試料中のトリクロサンのピ

ーク面積により説明可能とのモデルが構築され、毒性物質の添加条件と一致した。以上により、

負イオン化モードでのノンターゲットスクリーニング分析の有効性を確認した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図2-1 藻類試験結果     図2-2 コンポーネント1の分子式推定（a: 実測スペクトル、 

b: C12H6Cl3O2のシミュレートスペクトル） 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図2-3 コンポーネント1とトリクロサンの認証標準物質のコクロマトグラフィー 
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第3章ノンターゲットスクリーニング分析を用いた毒性同定手法の検討 - 正イオン化モード 
 

第2章で示した通り、下水処理水に既知毒性物質を添加した模擬試料を用いて、負イオン化モー

ドのノンターゲットスクリーニング分析により、毒性原因物質を同定できることが確認された1)。

本章では、第2章で対象としなかった正イオン化モードで測定可能な有機物質の探索・同定能力を

実証した。 
下水処理水に既知の毒性物質5物質（表3-1）を添加して模擬試料を調製し、その藻類毒性推算

値、高分解能LC/MSを用いた分析結果を得た。多変量解析により模擬試料中の毒性物質を推定し

た結果、CnH2nやCnH2n+2の違いの同族体が11物質発見され界面活性剤の混合物と推定された。11
物質のうちピーク面積最大の物質を主成分と仮定し、分子式をC14H31NOと推定した7)。データベ

ースマッチング8, 9)により、N,N-ジメチルドデシルアミン=N-オキシド（DDAO）と推定され、毒性

物質の添加条件と一致した。以上により、ノンターゲットスクリーニング分析結果および多変量

解析を用いた網羅的探索が正負の両イオン化モードで可能なことを実証した。 
 

表3-1 化学物質の添加濃度と各試料の毒性強度（TU）の計算値 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abbreviation; CAM: Clarithromycin, CPA: Cyclophosphamide, DDAO: 

N,N-dimethyldodecylamine=N-oxide, PLE: Polyoxyethylene (23) lauryl ether, DCOIT: 

4,5-Dichloro-2-n-octyl-4-isothiazolin-3-one. a denotes summed TU value of that of each added 

chemical. b denotes NOEC of CAM, CPA and DCOIT. C denotes EC50 of DDAO and PLE. d福永ら

2), e M. Grung et al. 3), f CERI et. al. 4), g A.N. Yamane et al.5), h A Arrehenius et al. 6) 
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第4章ターゲットスクリーニング分析を用いた流入下水の毒性原因物質の推定 
 

下水処理場には規制当局がモニタリングしている化学物質だけではなく、生態影響が懸念され

る多種多様な化学物質が流入していると考えられる1-8)。一方で、流入下水の生態影響を、生物試

験を用いて調べた報告事例9-15)があるが、その毒性の原因を網羅的に調査した事例はない。また、

下水処理場では、活性汚泥への吸着および微生物による生分解を利用して化学物質を水中から分

解、除去しており16)、低水温や降雨時に十分に処理されずに環境中に放出される可能性がある17-22)

にも関わらず、流入下水の生態影響の原因物質の特定に関する調査事例は少ない。また、近年、

質量分析計を用いた分析により試料中の化学物質を把握する手法として、ターゲットスクリーニ

ング分析やノンターゲットスクリーニング分析が環境分析で用いられている23-26)。そこで本章で

は、一次生産者である藻類に着目し、流入下水に含まれる主要な藻類生長阻害物質を、GC/EI/QMS
を用いたターゲットスクリーニング分析により探索、推定した。 

国内の2,134か所27)の下水処理場のうち、設置地域、処理水量などが異なる17か所の下水処理場

から採取した流入下水を対象に、藻類生長阻害試験30)およびGC/EI/QMSを用いたターゲットスク

リーニング分析28-29)を実施した。本分析における同定は、電子イオン化（EI）により得られるマ

ススペクトルおよびリテンションインデックスの一致に基づいて行われた。さらに、予め取得さ

れた各物質の検量線情報に基づいた定量分析が行われた。検出された阻害物質は濃度加算モデル
31)に基づいた評価を行い、藻類の毒性値は初期リスク評価書32)の値を用いた。 

149物質を対象としてターゲットスクリーニング分析を行った結果、37物質が検出された。これ

らの物質の主な用途は、樹脂等原料・可塑剤・難燃剤が12物質、界面活性剤およびその原料が7
物質、染料等の原料が7物質、医薬品等の原料が6物質、農薬、食品添加物、写真現像薬、重合触

媒が各1物質であった。37物質すべてが日本国内で工業的に取り扱われており34)、さらに16物質は

日本のPRTRデータで下水道への移動登録量が報告されていた33)。藻類の毒性評価は（4-1）式お

よび（4-2）式で算出される毒性単位TU、TUmを用いて行った。 

  …… (4-1) 

 …… (4-2) 

ここでTU [ - ]は各化学物質の毒性単位、MEC [ppb]は測定された下水試料中の濃度、EC50[ppb]
は半数影響濃度、TUm [ - ]は流入下水試料の毒性単位、MECi [ppb]；i=1, 2, 3,,,,,nはi番目の物質の

MEC、EC50i [ppb]；i=1, 2, 3,,,,,nはi番目の物質のEC50である。 
流入下水試料の毒性単位TUmは0.84～15.0であり、17検体中15検体で1を超えていた。それぞれ

の流入下水のTUmに対する各物質の毒性単位TUが占める割合を求めたものを、図4-1に示す。すべ

ての流入下水の藻類生長阻害に着目したTUmを90%以上説明可能な物質が発見され、2種類の界面

活性剤であった。これらのうちSurfactant Bについては、下水からの検出例やリスク評価事例を発

見することができなかった。 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図4-1  流入下水で検出された化学物質のハザード比 
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第5章ノンターゲットスクリーニング分析を用いた流入下水の毒性原因物質の推定 
 

第4章で述べたように、行政においてモニタリングまたはリスク評価が実施されており、水生生

物に対する有害性が既知の物質については、ターゲットスクリーニングにより効率的に藻類生長

阻害物質を探索することができたが、有害性が把握されていない化学物質が原因となる可能性も

ある。そのような場合に、第2章および第3章において模擬試料を用いて有効性を実証した、ノン

ターゲットスクリーニング分析と多変量解析を用いた方法が有効となると考えられる。 
日本国内には計画晴天時日最大処理水量<5,000 m3/日の下水処理場が1,227か所あり、全処理場

の57.5%を占める1)。地方を中心に非常に多くの小規模下水処理場がある。そこで、ノンターゲッ

トスクリーニング分析および多変量解析を用いて、実際に小規模下水処理場の流入下水に共通し

て存在する生態影響の原因物質を探索し、本技術を実証することとした。 
5か所の小規模下水処理場の流入下水を対象とした。固相抽出した流入下水試料およびブランク

試料について、高速液体クロマトグラフ-高分解能質量分析計LC/HRMSを用いたプリカーサーイ

オンスキャンにより、生態影響原因物質を網羅的に分析した。また、抽出されたコンポーネント

を対象に、OPLS回帰分析および相関分析を行い、実測1)した各試料の生長阻害率との相関関係を

相関分析により解析した。 
各試料の藻類生長阻害率とピアソンの相関係数r>0.9となったコンポーネントは、正イオン化モ

ードについて6個のコンポーネント、負イオン化モードについて3個のコンポーネントが発見され



 

た。これらは5か所の流入下水に共通して検出されたが、国内の毒性データベース等2-9)には掲載、

収録されておらず、PRTR制度における生態毒性物質、水濁法の要調査項目などの対象となってい

ない生態影響原因物質である可能性が示された。また、流入下水から発見されたこれらの物質は、

用途に応じてアルキル鎖およびエトキシ鎖の異なる物質の混合物として使用、排出されたもの10)

と仮定すると5物質に絞り込まれた。 
このうち1物質を対象に、精密質量および安定同位体パターンから分子式を推定し、さらに衝突

誘起解離により得られたプロダクトイオンから構造を推定した。推定結果に基づいて標準物質と

のコクロマトグラフィーを実施したところ、両性界面活性剤Surfactant Cであると同定できた。

Surfactant Cの藻類生長阻害試験を実施したところ、無影響濃度NOECは3.9 mg/Lであった（図5-1）。
Surfactant Cが下水から検出された例およびSurfactant Cの藻類生長阻害の検討例は発見ることが

できなかった。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図5-1 各Surfactant C濃度における藻類の平均生長速度 

*: 対照区（Control）と比較して有意な低下 
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第 6 章 総括 
 

本論文は、下水等の排水中に存在する生態毒性の原因となっている有機化学物質を、網羅的な化

学分析の技術を用いて探索する手法を検討した。                                             

第1章では、現在、欧米諸国で実施されている、排水等の毒性削減および毒性同定の手法について

整理し、既存の手法の課題を明確にした。また、有機化学物質が原因となるケースにおいて、既存

の手法を補完するため、網羅的な質量分析技術が必要であることを述べた。さらに、様々な分野に

おいて活用されている、網羅的な質量分析技術の活用事例を整理し、生態毒性試験、網羅的な質量

分析および多変量解析を組み合わせる手法の新規性、適用可能性について述べた。 

第2章では、ノンターゲットスクリーニング分析による未知物質の探索・同定能力を実証するため

に、下水処理水に既知の毒性物質5物質を添加して模擬試料を調製し、その藻類生長阻害試験結果、

LC/HRMSを用いた負イオン化モードのノンターゲットスクリーニング分析結果および多変量解析

を用いて、模擬試料中の毒性物質（添加した物質）の同定を試みた。試料の毒性強度は、ほぼトリ

クロサンのみで決まることが推測され、毒性原因物質の探索結果と一致した。負イオン化モードの

ノンターゲットスクリーニング分析と多変量解析を用いた毒性同定技術の有効性を確認した。 

第3章では正イオン化モードで測定可能な化学物質の探索・同定能力を実証するために、下水処理

水に既知の毒性物質5物質を添加して模擬試料を調製し、その藻類生長阻害データ（文献値）、

LC/HRMSを用いた正イオン化モードのノンターゲットスクリーニング分析結果および多変量解析

を用いて、模擬試料中の毒性物質（添加した物質）の推定を試みた。多変量解析の結果、CnH2nの違

いやCnH2n+2の違いのある11物質が発見された。これは界面活性剤の特徴であり、混合物であること

が推定された。11物質のうちピーク面積が最大の物質の分子式はC14H31NOと推定され、データベー

スマッチングしたところ、N,N-ジメチルドデシルアミン=N-オキシドと推定できた。これにより、ノ

ンターゲットスクリーニング分析結果および多変量解析を用いた網羅的探索が可能なことが実証さ

れた。 

第4章は、GC/EI/QMSを用いたターゲットスクリーニング分析を用いて、日本の地域、処理水量の

異なる17か所の下水処理場における、流入下水中の藻類生長阻害物質の推定を試みた。149物質のタ

ーゲットスクリーニング分析による測定値（MEC）を藻類に対する半数影響濃度（EC50）で除して

毒性単位TU（=MEC/EC50）を算出したところ、17か所すべての流入下水について、TUm（=ΣTU）

の90%以上が2種類の界面活性剤で占められていた。17か所すべての下水処理場において、これらが

藻類生長阻害物質であることが示唆された。 

第5章は、第2章および第3章で有効性を確認した技術を実試料に適用した。LC/HRMSを用いたノ

ンターゲットスクリーニング分析結果および多変量解析を用いて、5か所の小規模下水処理場の流入

下水に共通して含まれる藻類生長阻害物質の推定および同定を試みた。同技術を用いて、流入下水

中に含まれる未知生態影響原因物質を探索した結果、各試料の藻類生長阻害率と相関係数0.9以上で

相関関係が認められる物質を5物質発見した。このうち1物質については、データベースマッチング

およびコクロマトグラフィーにより、両性界面活性剤であると同定できた。 

以上により、網羅的化学分析技術であるターゲットスクリーニング分析およびノンターゲットス

クリーニング分析を用いた、下水等の排水中に含まれる生態毒性の原因物質を探索する手法を確立

するとともに、日本国内の下水試料を用いてその有効性を実証した。本研究で確立したノンターゲ



 

ットスクリーニング分析による毒性原因物質の探索手法と、ターゲットスクリーニング分析による

毒性原因物質の探索手法を組み合わせることで、生態リスクが高い化学物質が検出されない可能性

を低減させることができる。また、両スクリーニング分析および1濃度区で多検体同時に毒性を確認

するスクリーニング毒性試験を行うことで、試料を分画して毒性試験と化学分析を繰り返すEDAの

手法よりも、試験および分析の数、調査期間、調査コストを低減でき、効率的かつ現実的な手法に

なると考えられる。 

 

 
 


