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1. 目的と背景 

 

化学物質による環境汚染の調査や研究において、環

境汚染の程度を評価したり、汚染と疾病との因果関係

を判断したりするにあたって、汚染の原因となりうる

特定の物質だけを解析するのではなく、可能な限り多

数の化合物・因子を同時に解析する事は、現実の環境

を総合的に評価するために重要な事である。また、汚

染の度合いを評価するのと同時に、汚染によって生じ

る生体内の内因性物質の変化を可能な限り多数の物質

について測定し、汚染（外因性）物質と内因性物質の

変化とを関連付ける作業もまた、汚染と疾病との因果

関係を判断するうえで重要な事である。 

というのも、環境試料はほとんどの場合、複雑なマ

トリックスで構成されているためで、単一の物質のみ

が存在している事例はまれで、多数の化学物質が複雑

に組み合わさって複合汚染している場合がほとんどで

あると考えられる。また、当然の事ながら、生体は多

数の物質で複雑に構成されており、この化学物質は外

的刺激に対して多様な応答をする。 

しかし、1970年代からすでに指摘されてきた複合汚

染の問題が、2000年代に至ってもなお解決できていな

い事からも明らかなように、外因性並びに内因性物質 
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を多数同時に評価解析する手法はいまだ確立されてい

ない。このため仮にもし、汚染の原因となりうる候補

物質を含む環境中の多数の化学物質と、多数の内因性

物質とを一斉に網羅的に分析し、得られたデータを統

合し、理解しやすい情報に変換・解析する技術が開発

出来れば、現実にある複合汚染と生態系からの反応と

を結びつけられ、汚染の原因と汚染の結果との因果関

係を直接的に説明できるのではないかと考えられた。 

このような網羅的解析を実現化する上で問題となる

のは、どのようにして膨大な数の分析値を得るかとい

う点と、得られた分析値をどのようにして解析するか

という点である。 

  

 

図 1 研究の概念図 

【要約】環境汚染調査における複合汚染の評価と、原因物質と生態系の反応との因果関係を評価するための

手法を開発する事を目的とした。網羅的に環境中の化学物質と生体中の化学物質を LC/MSを用いて半定量し、

得られたデータを主成分分析する事により縮約・可視化し、評価を行う事で、生態系を評価する手法により、

外因性ならびに内因性のマーカーが探索でき、生態系同士を比較する事が可能となるかについて検討した。

LC/TofMS による測定と、主成分分析による解析で網羅的な分析と解析が可能となる可能性が示唆された。

PubMed を用いて残留性汚染物質（POPs）に関する文献検索を行い、環境汚染物質に対する内因性マーカーを

探索した。代謝酵素、細胞死関連タンパク質、細胞周期コントロールタンパク質、細胞間情報伝達関連タン

パク質及びサイトカイン受容体等がマーカー・標的分子候補として有望であった。 
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網羅的な分析を実現する最も有力な技術の一つは、

クロマトグラフィーと質量分析とを融合させた技術、

即ちGC/MSやLC/MSである。これらはSIM (Selected 

Ion Monitoring)や MRM (Multiple Reaction Monitoring) 

モードでの分析により特定の物質を高感度に定量する

手法として、環境化学分野ですでに広く普及している

が、本稿で提案するのは Scan モードでの測定である。

特にLC/Tof-MSを用いた分析では、一回の分析で数万

物質をppt (ng/L)からppb (μg/L)のオーダーの検出感度

で分析する事が可能である（1, 2）。 

一方、分析データを網羅的に解析する技術として最

も有力な解析手法の一つとして挙げられるのは、メタ

ボノ（ロ）ミクス技術等でも使われているピークピッ

キング技術と主成分分析（PCA：Primary Component 

Analysis）の融合である（1, 3, 4）。 

ピークピッキング技術とは、3 次元のトータルイオ

ンクロマトグラム（TIC；m/z、保持時間および強度と

の3つの因子から構成されている）データから、測定

した全 m/z 領域に渡って、特定の m/z で網羅的にクロ

マトグラムを抽出し、検出されている全てのピークの

応答を出力する技術である。また、PCAは多変量統計

解析の技術一つで、多次元のデータを縮約して、2 次

元や3次元画面上に投影する事が可能である（1,3）。 

これらの技術を融合させれば、複雑な因子を持つ生

態系同士を比較し、複合汚染の評価やマーカーを探索

する事が出来るのではないかと考え、研究全体の構想

を以下の様に計画した。 

① 環境（水、大気、土壌）試料を網羅的に半定量

する（内部標準に対する応答の比を各成分の応答とす

る）。 

② ①の試料と同じ地点の生体試料を網羅的に半定

量する。 

③ ①、②から得られたデータを1地点毎に1つの

データセットとして融合させる。 

④ 複数のデータセットをPCAにより解析し、測定

地点毎、もしくは測定化合物ごとに、2 次元あるいは

3次元空間上に投影する。 

⑤ 投影された空間上で、測定データを比較する事

により、汚染の状況と生態系全体での挙動とを把握す

る、あるいはマーカーとなる物質の探索等を行う。 

本研究報告においては、多数のデータを採取するの

に先立ち、(1) 多数の化合物を同時に解析し、生態系

同士を比較する手法を最適化・検証し、(2)測定方法を

最適化する目的で、内因性化合物として何を測定する

べきか、あらかじめ文献検索により目測をつけておく

事、及び（3）簡易的な模擬試料を実測後、（1）によ

り最適化された解析法を適用し研究手法の妥当性を検

証する事を目的とした。 

 

2. 研究の方法 

 

2.1 環境中の多数の化合物を同時に解析する手法の検

討 

PCAによる解析手法を最適化する目的で、公的な機

関により測定・公開・解析されており、かつ環境中の

多数の成分が同時に多地点で測定されているデータセ

ットを用いて、解析方法の検討を行った。 

このような条件を満たすデータセットとして環境省

「平成 18 年度化学物質と環境 モニタリング調査分

析機関報告データ」（13）に公表されている PCB の測定

値がある。この検討用データには、PCB の同族体 24

物質について全国 48 地点での測定値が含まれ、計

24×48=1152個の測定値が存在する。 

この検討用データセットをMicrosoft社製Excel (WA, 

USA)のシートに入力した。シートの縦のカラム（列）

には測定地点名、横のカラム（行）には化合物名を

入力し、各カラムには測定された各化合物の濃度を

入力した。入力が終わったワークシートを Umetrics

社製SIMCAソフトウェア（Umeå, Sweden）にインポ

ートし、PCAを行った。 

各測定地点をプロットしたスコアプロットと各測

定成分をプロットしたローディングプロットを 2 次

元画面上で作成し、両者を比較する事により、各測

定地点に特異的に多いあるいは特異的に少ない成分

を抽出した。 

これらの成分を、3 次元画面に作成したスコアプロ

ット上で、測定地点間と特異的成分との関連性を比

較した。 

 

2.2 内因性化合物として何を測定するべきかの検討

（文献検索） 

研究の最終目標は、網羅的分析・解析を行う事であ

るが、どのような測定を行うべきかの検討に資する目

的で文献調査を行った。汚染物質の対象を残留性有機

汚染物質（POPs）に絞り、POPs 暴露に対するバイ

オマーカー、および POPs が直接的に作用する標的分

子を探索した。 

アメリカ国立医学図書館(NCBI: National Center for 

Bitechnology Information, USA)の医学文献データベー

ス PubMed
 (10)を用いて、文献検索を行い、化合物の対

象を残留性有機汚染物質（POPs）による汚染のマーカ

ーとなりうる内因性化合物を探索した。 

検索の対象とした POPs は以下の 17 化合物群であ

る。1) DDT、2) PCB、3) PFOA、4) PFOS、5) アルドリ
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ン、6) エンドリン、7) エンドスルファン、8) クロル

デコン、9) クロルデン、10) ディルドリン、11) トキ

サフェン、12) ヘプタクロル、13) マイレックス、14) ヘ

キサクロロシクロヘキサン、15) ポリクロロベンゼン、

16) ポリブロモビフェニル、17) ポリブロモジフェニ

ルエーテル。 

これらの化合物について、原則として[物質名] and 

[human] and [exposure]で検索される文献すべてについ

て、そのタイトルを出力した。ただし、一つの化合物

当たり500を超える物質群については、最新の10年間

のみの文献を用いた。調査した時点（2009年2月）で

出力された総計2796報をタイトルから内容を判断し、

サマリーを1724報出力し、ここから有用と判断された

文献の本文335報以上について精査し、マーカー探索

を行った。 

 

2.3 研究の妥当性の検証（模擬試料での分析） 

本研究の最終目標は可能な限り多量のデータを取

得・解析する事であるが、本報告では手法の開発・検

討が主目的であるため、検証の手間を省く目的で、環

境試料の抽出液と生体試料とを混合した状態に近く、

容易に入手できる試料の代表として、ビールおよびビ

ール風味アルコール飲料を用いた。 

LC/Tof-MS測定、ピークピッキングおよびPCAによ

り試料を分析・解析し、試料間の微妙な差が判定でき

るかどうかを検証した。 

試料は、市場より購入し、開封後三角フラスコに入

れ、泡があふれない程度にゆるやかに振とうし、一晩

冷暗所にて保存したものを分析用試料とした。 

ピークピッキングには Waters 社製 MassLynx ソフ

トウェアのMarkerLynxオプションソフトウェア （MA, 

USA）を用いた。LC/Tof-MS測定にはLCとしてWaters

社製Acquity UPLCシステムを用い、Tof-MSにはWaters

社製LCT-Premier XE を用いた。カラムにはWaters 社

製Acquity BEH, 100 × 2.1 mm I.D., 粒子径1.7 μmを用

いた。移動相はA: 0.1%ギ酸水溶液、 B: 0.1%ギ酸を含

むメタノールとし、流速 0.4 ml/min で B%を 10 から

100%まで、0 minから4 min の間でグラジェント分析

を行った。注入量は5 μLとした。 

Tof-MSの条件は、スキャン範囲m/z 200から1000、

分解能10000、スキャン時間0.1 sec/spectra、Lockmass: 

Leucin-enkephalin m/z 556.2772、質量精度3ppmである。

イオン化はESIモード、イオン化電圧3600 V、脱溶媒

ガス温度200℃、脱溶媒ガス: 窒素（200℃）で測定し

た。 

 

 

3. 結果と考察 

 

3.1 環境中の多数の化合物を同時に解析する手法の検

討 

図2に環境省「平成18年度モニタリング調査分析機

関報告データ」をPCAにより解析し、3次元投影した

結果を示す。図中に示された点の一つ一つが各測定地

点を示している。 

図3のグラフ上で左側に行くほどPCB汚染の強度が

弱く、右側に行くほど汚染の強度が強くなっている。

また、奥行き方向のデータはより化合物中の塩素の数

が少なく、手前側の方は塩素数が多くなっている。 

 

 

図2 環境省「平成18年度モニタリング調査分析機関

報告データ」のPCBの測定値をPCA解析し、3次元

投影した。 
（測定地点）： 1. 北海道十勝川すずらん大橋（帯広市）2. 石狩川河

口石狩河口橋（石狩市） 3. 青森県十三湖 4. 岩手県豊沢川（花巻市） 

5. 宮城県仙台湾（松島湾） 6. 秋田県八郎湖 7. 山形県最上川河口（酒
田市） 8. 福島県小名浜港 9. 茨城県利根川河口かもめ大橋（神栖市） 

10. 栃木県田川（宇都宮市） 11. 千葉市花見川河口（千葉市） 12. 東
京都荒川河口（江東区） 13. 隅田川河口（港区） 14. 横浜市横浜港 15. 

川崎市川崎港京浜運河 16. 新潟県信濃川下流（新潟市） 17. 富山県神

通川河口萩浦橋（富山市） 18. 石川県犀川河口（金沢市） 19. 福井県
笙の川三島橋（敦賀市） 20. 長野県諏訪湖湖心 21. 静岡県天竜川（磐
田市）22. 愛知県名古屋港 23. 三重県四日市港 24. 滋賀県琵琶湖唐崎

沖中央 25. 京都府宮津港 26. 京都市桂川宮前橋（京都市） 27. 大阪府
大和川河口（堺市） 28. 大阪市大阪港 29. 兵庫県姫路沖【50L】 29-2.

姫路沖【250L】 30 神戸港中央 31.和歌山県紀の川河口紀の川大橋（和

歌山市） 32. 岡山県水島沖 33. 広島県呉港 34. 広島湾 35. 山口県徳山
湾 36. 宇部沖 37. 萩沖 38. 徳島県吉野川河口（徳島市） 39.香川県高
松港 40. 高知県四万十川河口（四万十市）41.北九州市洞海湾 42. 佐賀

県伊万里湾 43. 長崎県大村湾 44. 熊本県緑川（宇土市） 45. 宮崎県大
淀川河口（宮崎市） 46. 鹿児島県天降川（隼人町） 47. 五反田川五反
田橋（いちき串木野市） 48. 沖縄県那覇港  
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東京や大阪などの都市圏を含む多くの地点では左か

ら右に伸びる（PC1軸の平行）線上に存在しており、

汚染の度合いがが高いほど矢印方向に移動している

（図 3）。これらの地点では PCB 同位体の存在パター

ンは同じであると考えられ、濃度の違いこそあれ、汚

染源は生活から出てきたものが中心になっているもの

と予想される。この様な傾向は従来から行われてきた

方法によっても指摘されてきており、本報告で提案し

ている手法には妥当性があるものと考えられた。 

一方、左から右上に向かって伸びるライン上に存在

する一群があるが、ここには洞海湾（北九州）、笙の川

三島橋（敦賀市）、姫路沖(250 L)の測定値がある。姫路

沖のデータは通常50 Lの試料を処理するところを250 

L 使っているためであると考えられるが、他の 2 点は

特殊な汚染（油症関連か、不法投棄のようなもの）が

あった可能性が考えられた。さらに、左から右下に向

かって伸びるライン上に存在する一群がある。ここに

は神戸港、呉港、那覇港の測定値が含まれ、特殊な船

舶由来からの汚染の可能性も考えられた。 

この検討用データの解析結果から、PCAと3次元投

影を組み合わせる事で、多数の測定データを同時に解

析し、データをより総合的に判断する事が出来る可能

性があるものと考えられた。例えば、同一地点につい

て経時的に調査し、多数の測定データをもとに、その

測定地点がどのように推移してきたか、あるいは推移

するか等の予測が可能になるかもしれない。また、人

為的な汚染がほとんどないと考えられるようなスーパ

ーサイトやきわめて汚染が進行している地点との比較

によって、評価地点がどの程度汚染されているかを、

総合的に判断する等の応用が可能かもしれない。 

 

3.2 内因性化合物として何を測定するべきかの検討

（文献検索） 

すでに代表的なマーカーとして考えられている代謝

酵素(6)である CYP1A、CYP2B 以外に、細胞死関連タ

ンパク質(7)である caspase-3、-9、bcl-2、Bax、Fas、細

胞周期コントロールタンパク質であるp53
(8)、細胞間情

報伝達関連タンパク質であるCx43、EGF(R)
(9)（上皮細

胞増殖因子（受容体））、TNF-α(R)等のサイトカイン受

容体等がマーカー・標的分子候補として有望であった。 

これらのCYPを含めたマーカーとして有望なタン

パク質群は膜タンパク質が多い傾向があった。しかし、

膜タンパク質は脂溶性が高いため、水系での可溶化技

術が確立しておらず、様々な手法が検討の段階にある
（5）。現在、タンパク質研究で多用される電気泳動を中

心とする分離・分析法は水系で操作されるため、脂溶

性の高いタンパク質を高感度で分析する手法には向い

ていない。一方、LC/MS(/MS)では脂溶性の高い物質を

扱う事も出来るため、これらの膜タンパク質を分析す

るのに優位な状況となっている（5）。 

 

 

図3 環境省「平成18年度モニタリング調査分析機関

報告データ」のPCBの測定値を各測定点毎にグループ

化した（太い矢印） 

 

 

CYP以外のマーカー候補のタンパク質については、

CYPと比較してはるかに存在量が少ないと予想され

る事から、より高感度が達成できる実験計画が必要で

あろうと予測された。即ち、マーカーとなるタンパク

質を、分画する前の状態でトリプシンにより加水分解

し、得られたペプチドをLC/MS/MS（タンデム四重極

型）のMRMモードで高感度定量する手法の優位性が

考えられた(11,12)。 

一方、分子量が 1000 以下程度の低分子内因性代謝

物に関しては、汚染物質との関係を研究した例自体が

非常に少なく、有望なマーカーに関する情報は得られ

なかった。 

従って、低分子の内因性代謝物に関しては、研究の

新規性が高く、新たなマーカー探索の重要な研究領域

となりえることがうかがわれた。 

 

3.3 研究手法の妥当性の検証 

ビールを環境試料と生体試料を混合した模擬試料と

し、測定・解析を行った。試料としてビールを24種類、

ビール風味飲料23種類（発泡酒17種類、雑酒5種類、

リキュール類 1 種類）、総計 47 種類の試料について

LC/Tof-MS で測定した。得られた Scan データを
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MarkerLynxソフトウェアで解析し、ESIポジティブモ

ードで検出された 13856 種の成分、ESI ネガティブモ

ードで16746種類の成分について、全ての応答値を求

めた。得られた応答値を、PCA解析した試料ごとの結

果を1つの点として、2次元画面上に投影した（図4）。 

 

図４．市販のビールおよびビール風味飲料を

UPLC/Tof-MS（ESIポジティブ）分析後、PCAを行

い、2次元画面に投影した 

 

図4において、ビール、発泡酒、雑酒の3つの群が

形成されており、製法の違いや原料等の微妙な差が、

本研究で提示する手法で検出されている。ビール中に

含まれる化学物質は極めて多様であり、有機酸や糖類

以外にもペプチドなども含まれている。かつ各成分間

での濃度差も極めて大きい(14,15)。このような複雑な組

成をもつビール類の比較において、本手法が有効であ

る事から、本研究で提案しているような環境試料（水、

大気、土壌、生体）の総合的な解析においても、同様

に有効である可能性が高いものと判断された。 

 

４.まとめ 

 

今回の研究により、多数の測定値を3次元画面中に

可視化し、総合的に判断するための手法が開発された。

環境を総合的に判断する事に、本研究で開発された手

法が適用できるかどうかの検証をする目的で、ビール

およびビール風味飲料を模擬試料として評価したとこ

ろ、その有用性が確認できた。汚染による生体側の反

応を示すマーカータンパク質の候補を探索し、いくつ

かの候補が見つかった。 
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Summary 

 

An integration method for evaluating 

comprehensively multiple environmental factors 

was developed. This method consists of a 5-step 

approach including step 1: semi-quantify 

environmental exogenetic substances 

cyclopaedically, step 2: semi-quantify endogenetic 

substances of biota at the same environment 

cyclopaedically, step 3: integrating the exogenetic 

data and the endogenetic data into one dataset, step 

4: statistically analyzing multiple data sets with 

primary component analysis (PCA) and step 5: 

comparing data sets in the down-dimension space 

and exploring markers. These approaches (step 4 

and 5) are successively applied to evaluate 

analytical data of 24 PCB congeners at 48 points of 

the Japan coastal area. These approaches (step 1, 3, 

4, 5) were evaluated by applying to beers as mock 

samples that contain comprehensively large 

numbers of exogenetic compounds. Using 

UPLC/Tof-MS and PCA, beer samples were 

successively divided into three groups according to 

malts content. In order to previously get 

information of which molecules should be monitored 

in approach step 2, we did literature (PubMed) 

research for exploring bio-markers representing 

exposure of persistent organic pollutants. From the 

results of the literature research, the following 

(membrane) proteins were found as potential 

markers, 1) metabolizing enzymes: CYP1A, CYP2B, 

2) apoptosis-related: caspase-3, caspase-9, bcl-2, Bax, 

Fas, EGF(R), FasL, TNF-α(R), 3) gap junction 

intercellular communication-related: cx43. These 

results suggest that the proposed method can be 

used for evaluating multiple factors. 

 


