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１． はじめに

　外因性内分泌撹乱物質（環境ホルモン）の疑いが持

たれている物質の分析方法として、ビスフェノール A
は誘導体化 GC/MS 法、17β‐エストラジオールは
ELISA法が示されているが、その前処理は煩雑である。
　そこでビスフェノール A を誘導体化することなく、
エストロゲンと同時に分析する方法の検討を行ったの

で報告する。

２．実験方法

　あらかじめ、アセトニトリル、メタノール、超純水、

各３ml でコンディショニングした OasisTM HLB カー
トリッジに塩酸（１M）で pH3.5 に調整した試料水
100ml を 10mL/min で通水する。抱合体の影響が考え
られる下水処理水などの試料水については別に報告す

る。

　通水後、５％メタノール水溶液 3mlで洗浄を行い、
アセトニトリル 7ml で溶出した。ロータリーエバポレ
ーターで乾固後、移動相で 100μl にメスアップし、そ
の 5μlを注入する。
　HPLC条件は表 1に示す。

３．実験結果及び考察

（１） 試料溶液の保存方法

　採水後、保存状態の違いでビスフェノール A の濃度
に変化がみられるかどうかを検討するために、2ヶ月間
濃度の測定を行った。

　実験方法として、河川水（志茂橋）と海水（st35）
の各２Lを採水したものを１Lずつガラス瓶に分けて、
一方はそのまま、もう一方には L-アスコルビン酸を１
ｇ添加して保存した。

　5日おき程度で１ヶ月間測定を行い、更に１ヶ月後測
定を行った。

　その結果を図 1 に示す。河川水、海水ともに１ヶ月
程度の保存ではアスコルビン酸の添加の有無にかかわ

らず、ビスフェノール A の濃度の減少は見られなかっ
た。

　2 ヶ月経過すると、ビスフェノール A の濃度の減少
がわずかに見られるが、アスコルビン酸の添加の有無

による濃度の違いは見られなかった。

　

（２） 抽出溶媒量の検討

　前処理の過程で固相カートリッジに吸着させた後、

どの程度の量のアセトニトリルで抽出が十分に行える

の

表１　　HPLC条件

HPLC　　：LC 600(GL Sciences)
ECD     ：ED 623(GL Sciences)
カラム　  ：Inertsil ODS-3(2.1×250mm)
移動相  　：CH3CN/H2O(40/60)、50mM NaClO4、

pH2.6（H3PO4で調整）

流速　　　：0.2ml/min
注入量　　：５μl
カラム温度：３５℃

図 1　ビスフェノール Aの経時変化

　図 2　ビスフェノール Aの溶出率
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か、抽出に必要なアセトニトリルの量の検討を行った。

　超純水 100ml に、ビスフェノール A、１７β‐エス
トラジオール、エストリオール、エストロン各 10ngを
添加したものを試料として、前処理を行った。抽出す

る際、アセトニトリルで 2mlずつ抽出を行った。
　結果を図 2に示す。ビスフェノール Aは 6mlのアセ
トニトリルで 90％以上の回収率が得られた。4 回目に
抽出された溶液にはビスフェノール A は検出されなか
った。また、エストロゲンについても 6ml で十分抽出
できることがわかった。

　従って、抽出に必要なアセトニトリルの量は 7ml が
適当であると思われる。

（３） 電気化学検出器の最適印加電圧の検討

　ECDの印加電圧の違いで、ビスフェノール Aとエス
トロゲン３種のピーク面積がどのように変化するか検

討し、これら４種の物質が特異的に検出できる ECDの
印加電圧設定に関する検討を行った。

　標準試料としてビスフェノール A、エストリオール、
17β－エストラジオール、エストロンの濃度各１μg/ml
の混合標準液をHPLCに５μl注入した。
その結果、図 3 に示すようにエストロンについては、

900mV 以上でないとピークが現れず、また、4 種類の
物質全てについて印加電圧を上げるほどピーク面積が

大きくなることがわかった。

しかし、実際に河川水などを測定する際に、エストリ

オールについて 800～900ｍV ではピークが分離できて
いるのに、950mV 以上になると夾雑物質の影響でピー
クが正しく認識されないことがわかった。

　従って、900mVが適当であると思われる。
　

４．まとめ

　以上のような結果から、2．実験方法と表 1 に示した
ような条件で、添加回収実験を行った。

　試料溶液として 100ml の超純水に、ビスフェノール
A、１７β‐エストラジオール、エストリオール、エス
トロン各 10ngを添加したものを用いた。　その結果、
4種すべてにおいて９０％以上の回収率が得られた。
　従って、この方法によりビスフェノール Aと 3種の
エストロゲンの同時分析が可能であった。今後は、同

時分析を行える他の物質についての検討を行う予定で

ある。
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図 3．印加電圧の変化によるピーク面積の変動
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