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1. BREYS— R DRERFOERRE
1.1. REAx
1.1.1. EHER - AFE

AWIETIX, 7 h e Fn7 Ty (MEEREKZ e~ 77 7H, HE 0 99.9%, &L7 4
IV LIRS ), 7 mm A 2 2 R 300 (FREE R - PCB &RBR T, #EE : 99.5 %,
BT 4 v ARDEMEERR S, hvm o R 300 (FRRE R EE - PCB RBR A, MR 1 99.7 %,
BT 4V AREMEER S, T b= R UV (EEIRIER S v~ 7T 7, B :99.9%,
VI TNARY vF), A=) (@EEE7 e~ 7T T/, ME 99.9%, 7w T L
KU vTF) KOMilli-Q /K& v iz,

1.1.2. > 7 ILIESR
AWFGECHILI-HEHE Y — FD Y X b &2F 11 ITRT,



1.1 HEHE—FDOU R |

WMXIERT — RICD E/EHAT]




1.1.3. ATLEE

AKIFGECTIIEE HE Y — b &4 (Fabric) &7 v > a U#4r (PUF) (2450 THOMr&1T-
Too o7 01gxBENH Y — M B EIE L TREAE AL, 7 FZ7 8 Re 7 Z 2 (THF)
SmL CTEERMEL, £0% b=y SmL 24 CTHE, BEEMEZIT> ThHimlsy
BEL7-, BB 10uL 2L, v R Z AZRNRL I ROV DAL 7 2RML, 7Tk
F=hFU/LTImLIZER L,

1.14. V) O RHBRF DD L
U U SREERAN (PFRs) DML, WRIE7 n~ ~ 7T 7 % 5 ARVE RS (LC-MS/MS)
AW T2, Rk 45,

1.2. FHRLEER
1.2.1. HEIEY— ) D RMRFNOERERE
AWML CHIE LT-BE B — Fh YV REHRAIORER R AL 1.2 KO 1.3 1ZRT,



F£12 HEEY— MY U RERFI ORI ERE R (Fabric)

BRI T — 212D EBEAT
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# 1.3 HEE S — b Y SRERAIOJER R (PUF)

BRI T — 212D EBEAT
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2. AIRBERW=-BBES— bR O REEREIO KR K ERHER

2.1. RERAE

2.1.1. SR - B3

TPP, TBP, TCEP, TCPP, TDCPP, TBOEP, TEHP, TPhPO, TPhP, CsDPhP, TCsP, EHDPhP
1%, B bFTENSEEA L7, DEG-BDCIPP I%, K/\UbFETH#EMKXSHNOEA L, A
T.EfE (EPISKIN) (%, =2 ¥ — A VU $—F RS0 HHEA L 72, Dulbecco's Modified Eagle's
Medium-high glucose (DMEM £5#1) & OX7 & b= KU/, A& /— 1L Sigma-Aldrich 7> 5
HEA L72, Q-sep RIALEETF = — 7 (3 HH B ERT 2> 5, EMR-Lipid 7 7 A (Captiva EMR—Lipid
600 mg/6 mL SPE Tube) (% Agilent technology 7> HREA U7z, FEEEAEBICH W AR (K
100%, J& =) 1 mm) /X UNIQLO 2> HHEA L=, v iyE 7 /v 7 2 > (BSA), 7 & k> 300,
LT 300, ~F 42300, BEEE— T VITE L7 ¢ L DRGSR SN BEEA LT,
T RCOFERTIE, Milli-Q K&EEH Lz,

2.1.2. BIERR E L= R
AAFZETHIERN R L L) URERANL, 21 BXO 22177 4EETH D,
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#22 WERGRE LIZU v REEPRA

Compounds Abbreviation CAS Molecular formula Mole?cular
weight
Tripropyl phosphate TPP 513-08-6 CoH2104P 224.23
Tributyl phosphate TBP 126-73-8 C12H2704P 266.32
Tris(2-chloroethyl) phosphate TCEP 115-96-8 CsHi12Cl304P 285.48
Tris(2-chloroisopropyl) phosphate TCPP 13674-84-5 CoH13C1304P 327.57
Tris(1,3-dichloro-2-propyl) phosphate TDCPP 13674-87-8 CoH15Cl6O4P 430.89
Tris(2-butoxyethyl) phosphate TBOEP 78-51-3 CisH390O7P 398.48
Tris(2-ethylhextyl) phosphate TEHP 78-42-2 Co4Hs5104P 434.64
Triphenyl phosphine oxide TPhPO 791-28-6 CisHis0P 278.29
Triphenyl phosphate TPhP 115-86-6 CisHi504P 326.29
Cresyl diphenyl phosphate CsDPhP 26444-49-5 CioH1704P 340.31
Tricresyl phosphate TCsP 1330-78-5 C21H2:04P 368.37

2-Ethylhexyl

diphenyl phosphate EHDPhP 1241-94-7 C20H2704P 362.41
Diethylene glycol bis (di (2-chloroisopropyl) DEG-BDCIPP 52186002 C1cH3CuuOoPs 572 18

phosphate)



6-benzylbenzo[c][2,1]benzoxaphosphinine
6-oxid BzIDOPO 113504-81-7 Ci9oHi1502P 306.29
-oxide

16



2.1.3. REHERBRICH V- HEE S — b
AWFFECTHEA L7-HEiB S — hH PFRs IREA £ 23 \Rd, F72, HL-BEHE L —
FDEBEEZX 2.1 12737,
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2.1.4. REEBRERE

L7 X IR, S%BSARIKE 72D X OB LT, REMER S\ -1 v — Rk
NWE, LET XK 2 mL 2 AR R VITED S, 37°C 5% COy A v F a— & —
NCHEBHLZITo T, 2Dk, RERmICABHFE S — M, RO LB L A %
2 X=X —NTHERRBR AT o7z, WYLl Le 77—k &R Lz,

21.5. L T2 —BROSNHE

2mL DLt 7 F —IRIEN AN - -3 BR & 12, PFRs OIRASFEHERR 100 uL, FhHREE (Frg—
F o~ 0:1) 2mL ZRML7Z, 1 AL T v 7 2L, EL5EE (3000 rpm, 3
min) %17\, EiEZSR LT, ZO#ELE 3 EYTV, BiE%E, 83—V 2 AW TEM L,
T = hULTEBL, NEEDEEZEMNLZ,

2.1.6. ) URMBRA DS TEYE

LC-MS/MS Z R\ 7= UV RERAN D TS & ot E D T Py a DX
TA—REFK24 FLOE 25 ZENEIRT,
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% 2.4 LC-MS/MS D434

HPCL

Equipment Ultimate 3000 LC systems (Thermo Scientific)

Accucore Vanquish C18 Column

Column (Internal diameter 2.1 mm, Length 100 mm, Grain Diameter
1.5 pm)
A : Water
Mobile phase

B : acetonitrile / Methanol (1:4)

Flow rate

Column open temperature

Injection volume

0.3 mL min!

50°C

10 uL

0~0.5 min A:95%, B:5%

~7.0 min B:100%

Gradient ~15 min B:101%
~15.1 min A:95%, B:5%
~17 min A:95%, B:6%

23



MS/MS

Equipment

Ton source

Ionization mode

Positive Ion Discharge Current (uLA)

Negative lon Discharge Current (LA)

Seath Gas (Arbitary unit)

Aux Gas (Arbitary unit)

Sweep gas (Arbitary unit)

Ion Transfer Tube Temp (°C)

Vaporizer Temp (°C)

Positive Ion Discharge Current (LA)

Negative lon Discharge Current (LA)

TSQ Endura (Thermo Scientific)

APCI

Positive

25

250

300

24



F25 NIV arDRTA—H

Compound Start Time (min) End Time (min) Polarity Precursor (m/z) Product (m/z) Collision Energy (V) RF Lens (V)

TMP 0 14 Positive 141.025 79.217 23 69
0 14 Positive 141.028 109.086 18 69

TEP 0 14 Positive 183.104 99.114 20 73
0 14 Positive 183.105 127.145 12 73

TPP 0 14 Positive 225.126 81.191 46 74
0 14 Positive 225.127 99.116 20 74

TBP 0 14 Positive 267.177 81.155 53 76
0 14 Positive 267.178 99.088 19 76
TPhPO 0 14 Positive 279.11 77.214 48 148

25



14 Positive 279.15 201.036 28 148

TCEP 14 Positive 286.954 99.089 26 97
14 Positive 286.955 125.06 19 97

TCPP 14 Positive 327.002 81.142 59 97
14 Positive 327.003 99.119 25 97

TPhP 14 Positive 327.14 215.205 28 166
14 Positive 327.15 250.98 28 166

CsDPhP 14 Positive 341.076 152.084 39 114
14 Positive 341.078 229.033 29 114

EHDPhP 14 Positive 363.15 77.226 45 88

26



0 14 Positive 363.19 251.019 12 88

TPCP 0 14 Positive 369.12 165.074 44 142

0 14 Positive 369.14 243.028 30 142

TBOEP 0 14 Positive 399.227 99.094 30 141

0 14 Positive 399.229 143.052 21 141

TDCPP 0 14 Positive 430.877 81.153 51 109

0 14 Positive 430.878 99.101 28 109

DEG-BDCIPP 5.5 8.5 Positive 572.96 169 28 185
5.5 8.5 Positive 572.96 244.929 21 185

TEHP 0 14 Positive 435.327 71.186 22 116

27



0 14 Positive 435.329 99.107 19 116

TEHP-ds; 0 14 Positive 486.654 102.122 22 144
0 14 Positive 486.655 103.14 18 144

TPCP-d> 0.08 10.08 Positive 390.225 98.207 40 138
0.08 10.08 Positive 390.227 175.137 36 138

TPhP-dis 0.22 8.22 Positive 342.153 160.138 44 109
0.22 8.22 Positive 342.154 223.058 30 109

TBP-d»7 0 14 Positive 294.328 83.173 59 94

0 14 Positive 294.329 102.099 22 94

TCEP-d12 0 14 Positive 299.004 83.102 58 108

28



14 Positive 299.005 102.103 28 108
TBOEP-d12 14 Positive 411.177 308.365 13 132
14 Positive 411.178 205.143 16 132
3C¢-HBBz 15 Negative 494.604 79.104 30 152
15 Negative 494.605 81.113 30 152

29



22. EREER
22.1. RREBHABROER

22 |CHBE)E S — N PFRs O FEEABROFE R Z =T, AERTHEHL-A# H Y
— MZ& £ 5 PFRs ® 9 5, TCPP, TCEP, TDCPP, DEG-BDCIPP, TBOEP O} &% ik
FEDS EEHG ) VMBS & o 72, e b BB E O B> 7 BB #E S — X, §7XTO PFRs
BN, 77TV v I TH-7-, —F, TPhP (<1.8ngem?h'), TCsP (<0.0068 ng
cm?h'), CsDPhP (<1.5ngcm?h'), EHDPhP (<0.030 ngcm?h'), BzIDOPO (<0.051 ng
em? h') ORJEFBEEEIL, FLEAEYMEICH o T2,

2.3 |Z PFRs O ZJEZHHE & Log Kow DR A T, AEBRTHGR E LI-HENHE S —
N & PFRs 2RV T, FEHE RS & Log Kow [CHHBABIRIZA DD > 72, Z LI, PFRs
D LogKow & IE LT, HENHE L — FOFRMOFN, KEGEELIZL D RNEEL 525
TeOIEEBX LD,

HYHIET — & 12> EBHAT

22 HBEHE T — 1 PFRs O 7 &% Rk R

30



WMXIE/T — RIS D EI/EAFA]

2.3 PFRs O G ZEIEE & Log Kow D BILR
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3. REBREEROHENHDLIaAL—YaVvETILOBEE

AT, BREBEEOHEOTZDDY I 2 b — g VBT IAZREIET 572012,
KR % L7 PFRs ORBATRER 21T > 7=, F72, 14 FFED PFRs & RME L L, IRAESE
IR RN U TR AR Z Pei, WS-8 5 2 LT, YHEIZ KL D PFRs OFREMREZ M L,
BROGE S TV A2 EEL, RREOEELZZE L RIREEROHEEZIT o7,

3.1. EERAE
3.1.1. ERBREESLUHFR

TMP, TEP, TPP, TBP, TCEP, TCPP, TDCPP, TBOEP, TEHP, TPhPO, TPhP, CsDPhP,
TCsP, EHDPhP %, HUR{bpk TEMRNSH BUHER) 2260 A L7z, TBP-d2;, TEHP-dsi,
TPhP-dis, TCsP-da1, TCEP-di2 1%, ARHSE TR (RIS oA L, 7TE F=
NU L, A& 7 —/LX Sigma-Aldrich (7 A U B G5%E) 2> BIEA L7, SO R G 100%,
JE S 0.40mm) X UNIQLO (HA) MbiEA LKL, AU AT AVHOKR (R X711
100%, E X% 030mm) X AOKI (HA) »HiEALT, 71 R 300, hxl 300, ~
XH 300, Py maa AKX 300 1XE 7 AN AT St (RBRIF) 2B IEA LT,
SNV T 4 — (e13mm, 022 um) 1I7 XU UHEREHMNSBA L, T4 AR Y
Y (10 mL) 1T KRBT I DRSO LT, Veigfgid/ NMUBeER SR-W020-RD (1
— T b RS BEA LT, HEAENET ¥ v 2 ZERO {RIATEA] FEEMASH) %
A LT,

3.12. YT
3.1.2.1. KIRZEN L=BITRBOYVTIL

Hammeletal. "> a—2 U X bRy REHWREREZSEIZ, v a—rv— OBk
Waitol, YU a—ri—h 25cmx25cm) [IEHFNIT & b ~FH o (1:1,v/v)
TI15 2 BB SR EE 21T oo W L2 ) a—0 o — M, B S8 T L,
HEIHE S — FO BICKR, vV a—r 3 — hDIATESE, 5I1I230gecm? DB H D Z0OH,
KREN L-HEBE Y — by ) a—2 33— h~® PFRs BITRBRZ1T-7-, BH VI,
el ZKE AN THE L, 728, BH Y OEIL, FEXEEREIFIETT O TEEE R
BENDALFWE OENERFEMICAR DA OFREREE B Tnd, HRAD
HREREEESHEIC, B L RSO 2200em?, (A5 50kg (K A) Z2EE L THEL
Too BATHRERIT, 25°CICIRS 7oA U F 2 X=X —NTITV, 4, 24, 168, 336 hfRimiziz >
Va—rr—brBILOKROY 7Y T EToT,

3.1.2.2. ZBLEXRROY VT

PFRs B ATEHEAIR 2 RN L 724Kk (3.0cm x3.0cm) ZALHE/AYeARE UCEMA Lz, ¥
I U7 IR EERI O RER@ 0 12, 151 O/KIEKIZ SmL OWEFIZ RN L, BEEEDH:
FREE DI 8 T, ZDtk, BeEKIFHEK L, ¥E L7eARRIE 6 R piAKL
72 4L OAEAKRTIHMOTTEEL, Yk L, T332 RVIE L, 3 Bk

32



L, —MBeEzfsEr,

3.1.3. &KARh PFRs DR 5%

AR > PFRs ORFTALFE L LT, Miyakeetal. '° DR U = 25 VLY th o> PFRs DA%
ZEZ, Kk 3.0cm x3.0cm) ZANTZRBENIZTmL O 7 mr XX 2L, 20
SEEEME Lz, AT L7 0 0% — (913 mm, 0.22 pum) % VTS L 72 K
%, WHEA—TEMANVT 100 uL F THME L7-, ZOEMIKICTE h=1 U/ 880 uL, I
W (TBP-d7) 20 pL SN L, &% 1 mL & L7z, PFRs ®EFEILX, LC-MS/MS O
APCliE#ER L CHIE LT,

32. KREN L= a—2P—FAD PFRs DBITEHEETIL

KMz LTea o8 H PFRs OATHERE & LC, PFRs N8 B E#E, ARICEATT
HZETKRIZEREL, YV a—rr—MIBITTAHZEE2MELE, ZORKTOBITHE
FEHBATRERIC L FEE U7z, BT PFRs ORRZ N L2 U a—r v — b ~OBITE £
BT 572012, AFETIILLTOET LV EEZE LT,

LD AR~D PFRs ORATIE, kDO (3.1) O LI CERELND,

dce

dt = kc(Cc* - Cc) - ks(Cs* - Cs)j_i (3.1)

2T, CAXKRRT D PFRs 2 (ngem?), 1 IBATRBRERE  (h), k 1XKARD PFRs 1T
HWEEH (b)), CIIKMRF O PFRs I#E (ngem™), kL U a—>1 3 — F® PFRs ODBAT
HWEES (), CEv Y a—r v — RO PFRs B (ngem?), GlidvV a—r o —
1 PFRs JREE (ng em™?), A NFKROEFE (em?), A 1T> VY a—r 2 — hOififE (cm?)

Tho,
72, KR O PFRs R (ngem?) X, kDX (32) THRXHNLD,

Ce = K:Cear seat (3.2)

ZIT, K IKROVArES (—) Thd,
KRS ) a—2 o — h~® PFRs O1T1X, RO 33) DL HITHRKE D,

dcs _

ar ks(Cs* - Cs) (3.3)

£, YU a—rv— FROFAM PFRs IBE (ngem?) 1E, ROFEHER 34) THAX L
Do
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Cs = KsC, (3.4)

ZIT, KZv Y a—rv— hoYEEEk (—) ThoD,

W R E B 2 2T, &RE VU 23— 32— N D PFRs DR FEEAL % 1
il OBRE & L THEET 5 2 &3 TE 5, B FREX LM 72DIZ, 4 K Runge-Kutta
EamH Uiz, &RD PFRs BATHEE EH (k) BL T Y 23— 32— L~ D PFRs ORBATHEE
T k), RKIROFEHER (K), vV a—ri— bOVEER (K) X, BITHRERO IR
F—=RAERNTRI A= T 4T 47 GAER/NFE) 52 L THLNE

33. ERLEER
33.1. KIEZEN LB EOEEHED — & PFRs OBITHAEBROFER

Iihe v ) a—ro— MR EEEM IS, R 2 AT VBOKREN LTSS,
HOKBEN LTZHAEOBEHE Y — b YU a— 2 v — kO PFRs B TaBR OFE R 2 X
3.1 1RT, HEIE L — MIEENDHETO PFRs [IBWTC, HEEEMIEEEALI0 A
REN LIZGEDHD, vV a—ri— b~OBITHEITIKS 720, KIRD PFRs DAT%
BHET D AREMEN S D Z LR SN, KROBIRFELY, EEEMELEL LT, KiRE
Srlicy ) a—=r o= b~OBATRICIYV R L7, 24h (281 5 PFRs OF#E=RIT, R
T 2T NVEIOKI T TCPP (54%) >TCEP (22%) >CsDPhP (17%) >TPhP (16%), AL
DAART TCPP (7.5%) >TCEP (2.1%) >TPhP (0.62%) >CsDPhP (0.37%) & 7¢-7-, ##
HORKRE Y RV = AT NVHOKRZ I LT2HE DN, KIROBIEZRILE D> 72, Saini et
al. 201, MBI ORY = A7 Ao (35x35em?) %30 HEA 7 4 AIZHDH L, =
NZ25 1 D PFRs DA A~DZEFE A A L1z, T O#EE, TCEP Z R\ /= 7 F¥H D PFRs IZF
WTC, RV ZAT7ABE) RO LT NRERKTTHERRITIZL o7 (p<0.05), AAF5E
DOFERIL, = OBEEWFZE L [FEEDFER TH o 72, KIROFEM OFFESCIEADE DN EE K
E LAl BEMEDNE 2 B D T2, RARDYEIR A MAZ AT E ~D 2L X 0 S G
VETH D,
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3.1 24 h OBATER D5 R

3.3.2. $EBIC & % PFRs BfE1E e EIHE#S R

Vi1 L% PFRs OFREMREZFHET 5729, ARIC PFRs IRATEHEAIR % 10 ng B LW
100ng WM L7, 7288, WNElL, KIREN L72BITREBRICBW T, 8RN RIRICEBITL
—i (2595 ng) A5EIT LT, £D%, PFRs IRATEMERIK 2 I LTk Z2 Pl LT,
PEVEIZ £ % PFRs OFRAFHR %X 3.2 (2R T, 10 ng IRIIRFIZ T 5, PEER O PFRs 5517311,
TBOEP, TBP, TCEP, TEP, TMP, TPhPO, TPP (0%) —TCsP (22%) O#ip7=~>7=, 100
ng WINRHZ T 5, PeiE% O F#$IX, TEP, TMP, TPP (0%) —CsDPhP, TCsP (13%)
DFEPHTZ > 72,
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3.2 PEEH% DOKRARIZI 1T D PFRs FRAER

F7-, WEZOKR~DHETFE L PFRs @ Log Kow DBIE %X 3.3 12773, Log Kow 23 &
WIE EKIR~DFRATFHENFE < 72572 (p <0.05), Saini et al. 2 [ I{LFWENERE L TV D060
HWBIORY) =27 VHOKARZ YR L, VK ~OREREZFH~T-, ZTORRE, LogKow
<4 @ PFRs (TBP, TCPP, TDCPP) (% 80%LA =, TPhP (Log Kow = 4.59) ¥ XU EHDPhP

(Log Kow =5.73) 1ZZHEH 50%, 15%FREZND Z NP LML R oT2, LogKow 23K
TWRESND Z EDREE I, AMFZE T REROME P 23R S vz,
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BT — & 12> EB WA

4 3.3 KAR~DFEAFHR L Log Kow D BELR

333. BERERES L UKRKRICBITL-#MRFEBDL 2 L—2 3 VUER

1 H Y4720 Oz A B oo BN & 8 S B SR A O TS NZBRITH Db D A40E -
TEN R Z — 5 BEVEEOERRE) kv 2, 13 K& L, BEEA2EEIcERIT 5
ZEEMELT, 0.65 K (TERK), 8 RpfDIFHEfihiRef] 28z (%5 H), X 51T 0.65 IKffH]
P (HH) % 30 HREME D RTREES TV A& iz, ZoORESFT Y AT, 30 HFKR
FAEMAETICEEST D F U A (Scenario 1), 30 HEIVERE L7 WKk xzmHERH L CRET
%3 F U A (Scenario2), 30 HfH 1 BEH OEEIZHEE Lo KiIkREHAEMR L CRET ST
U 4 (Scenario3) ZHESE L 7-, fEZE L7~ Scenariol, 2, 3 #[X 3.4 Z/r9, 723, Scenario3
IZFBWT, WEEIC XL DFREZRIT PFRs IRGAEERT 4 10 ng 3 LTV 100 ng W L 7265 R D
Y& iz,
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’/[ RIBGKREATRE i |

Scenario 1 JEE A =g
— " ;j .
| Ll |
0.65h 8h 0.65h
A *RBORBEBRAL TRE o |
Scenario 2 T - JESEAY i
g (4217 ° 308
S5 *J < =1 555«&*% ‘J X
65T 8h 0.65h
. | mEORBEEALCRE i |
Scenario 3 AR - E L3 ] - &g
P *J | - *J X30H
"0.65h 8h 0.65h

ERRIARL, PESEDINF AT
L] O R E

X 3.4 KIR~DFERZ BRE LTBREE T U A

BI2NEIEE &5k

WZE ENHLEE O BN BN
IZFEE STV D B BARANDHEEREFED O KR H e S0 |

B — N & OB AR Lz, REBREREHEEICH W -2E T A —X 23K 3.1 1270
T,
#£3.1 REBEEHEICHNWEZSE T XA —X

1 HY720 OBRERICBRT 5 BE N T A —X

BHRmAE 16,000 cm?
HEIE S — k& O#EfE R " (AR EEO T I 2R (%))
S 0 7.3%, MEED : 2.7% BEED 0 8.2% KRERH (1/2) @ 5.5% 3700 cm?
1 HY472 0 o A B) 3 #ikef] 2! 13h
RE (B AN) #2 50 kg

BIFHVIalb—ra URERZK 35T T, 30 HE%OR BRI,
Scenario 1 (4300 ng kg ) >Scenario2 (330) >Scenario3 (27) DJIETZ%N> > 7=, Scenario 1
& Pk LT Scenario 2 Tid#J 92%, Scenario 3 T3 99% D K Mg EZ &3 I S vz, £ D
7o, KT KL DEmEEDOFEL R 21T TW\WD 2 & DR STz, Scenario 3 TILBETE
12 L DAKRARIZEFE L7z PFRs DK 90%DEREMREA Z[E L7272 ®, Scenario 2 LV HIREE
(T 7pinote, £z, KR O PFRs &%, Scenario2, 3 & H1T, MV IRLEHDEIZIR~
WZEEI L7z,

Scenario 1, 2, 3 |
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BRI T — 2120 X B HART

35 I alb—va fE% (a: Scenario 1, b : Scenario 2, ¢ : Scenario 3)

Scenario 1 225 31238 7% 1 Y720 OYHugEEE R L 30 H B O EO ik % [ 3.6 |2
~9, Scenario 1 HBL N3 ITHBITH 1 HY7Z 0 OFHREEE L 30 HHORERIZRETH
7=/, Scenario 2 ;iol/\“C , 1 HS720 OB RERELY H 30 H E@Hﬁﬁgiz’))n‘@ 1.5 %
ZWMEZR LIz, ZOZEnh, RN BAT LIZEIRANIIRARICER L, i & IR o
M HARIRICERE LT HERANC L » TR LT 2 2 &R Sz, ;ﬁ%unnﬂﬂﬂ&m%”&*&%
D TBNERFEIZD DD LA -ATEV S — R WeiE (1) PeiE— ﬁxJ B\ZEHE ST,
KROFEFEZ & DYWL LY, A T —8HOY Uy Y, 77U RF, 118 (H) EHALE
DUEHET A2 ANDOHEIEREWERESINLTWD, —FH, ARVRAT— ], 12“‘5’“‘%@%( (2
6 4) [\l (H) HFHLEOWET S ANOFHEREmWERESINTWDS, KIROHDT I —
(2 & 2 VETEBEE D WO DREHE LS K D BEARF O T IR FE A I~ D HBFEFE L D1E N
R MREEICEEE LT T EEBEZ N0, Hia RIgEHES T T2 6 2 L0k~ 72
WAE DR W BATRBR 21T 9 2 & TRIBEZERIZIET 5 AR HH L FE X 5,
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i

I

B

3.6 HEH. S — K235 O PFRs BATIZ MIT T AR D 224
BOHMDOY I 2L —3 3 U HER)
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4. BEREY— FhERFIOBRRBRBERFMO 7+ —LETX b

4.1. BMEY— FMIEFh S BRFORPEHDAE D= D 53 Hrikire

4.1.1. V) Y RBRF R UK EMEF O S iiEiRE

TR 3 AEFELS, EEAA O R AR OHIEIEIZ W TR E W TR BIEE L, o
B RETT 2 80 ) BHERICH L 6 T U > SR ERIAAI K O 4 AR O MR AEY - 04 o
BIE, MRWEOEWERIEOANT, OISR ORMIREEZIT, B2 —7 IR SN
52 L DOMERETIT o0, T AEEE, 53 FEITHRE LT ot O &k 2 ~— A1
INTEZMENLT 5 2 &2 BIEIC, £ 4.1, X 4.1 OFEFWEIZHOWT, Za~v M7 LD
W, MRESROMERD, BEFRIIH D 7 A OWHRFOBES, FUEHRIE G OME 21T > 72,

* 4.1 aiE

XRWE &) - i
Tris(1-chloro-2-propyl)phosphate (TCPP) Bis-(1-chloro-2-propyl) phosphate (BCIPP)
Tris(2-chloroethyl)phosphate (TCEP) Bis(2-chloroethyl) phosphate (BCEP)

Bis(1,3-dichloro-2-propyl) phosphate
(BDCPP)
Diphenyl phosphate (DPHP)
4-hydroxy diphenyl (4HO-DPHP)
p-Hydroxybenzoic acid

Tris(1,3-dichlro-2-propyl)phosphate (TDCPP)
Triphenyl phosphate (TPhP)
Tricresyl phosphate (TCsP

v! PRosp ( ) Di-p-tolyl phosphate

Cresyl diphenyl phosphate (CsDPhP) -
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Me 0 Me
CI\)\O_II:';_O)\/CI
Oﬁ/\CI

Me

Tris(1-chloro-2-propyl)phosphate (TCPP)
CAS : 13674-84-5
CoH13CL1304P

MW : 327.57

H3C\|/\O/CF|;;ID/YCH3

Cl Cl

Bis-(1-chloro-2-propyl) phosphate (BCIPP)
CAS : 789440-10-4
CsH13CLO4P
MW : 251.04

Tris (2-chloroethyl)phosphate (TCEP)
CAS : 115-96-8
CsH12Cl304P
MW : 285.48

42



O
I

Cl \/\O/ IID\O/\/Cl
OH

Bis(2-chloroethyl) phosphate (BCEP)
CAS : 3040-56-0
C4HoCLO4P

MW : 222.99

Cl 0] Cl

H\/m

Cl
Tris(1,3-dichlro-2-propyl)phosphate (TDCPP)
CAS : 13674-87-8
CoHi5ClgO4P

MW : 430.89

Cl OH Cl
Bis(1,3-dichloro-2-propyl) phosphate (BDCPP)
CAS : 72236-72-7
CsH11Cl4O4P
MW ! 319.93

O

Crofo)

Triphenyl phosphate (TPhP)
CAS : 115-86-6
CisHi504P
MW : 326.28
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O, OH
P
0" ™0

Diphenyl phosphate (DPHP)
CAS : 838-85-7
Ci2H11O4P
MW ! 250.19

4-Hydroxyphenyl diphenyl phosphate (4HO-DPHP)
CAS : 56806-74-7
CisHis0sP
MW © 342.28

Me

=
\\
o

O—P-0O
\ 7\
| -

/
O—'U

Tricresyl phosphate (TCsP)
CAS : 1330-78-5
C21H2104P
MW : 368.36

OH

HO,C

p-Hydroxybenzoic acid
CAS : 99-96-7
C7HeO3
MW : 138.12
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Me Me

Di-p-tolyl phosphate
CAS : 843-24-3
Ci4H1504P
MW ! 278.24

Q.0
o
(0]
~d
Me— |
N
Cresyl diphenyl phosphate (CsDPhP)
CAS : 26444-49-5

Ci9H1704P
MW : 340.31

4.1 e E OrgE AR &

4.1.1.1. EEBAE
4.1.1.1.1. EFARE - A

U HK D 9 5, TCPP, TDCPP, TPhP, p-Hydroxybenzoicacid I%, & 17 ¢ /L AF05EHliE
#\Z&1t, TCEP, BCIPP, BCEP, BDCPP, 4HO-DPHP, Di-p-tolyl phosphate |, Toronto research
chemicals ff:, TCsP, CsDPhP, DPHP (% AccuStandard -84 % Hu 72,

ARBFFECIE, 78 b G 300 (FRE 3K - PCB R, M 99.5%, & L7 ¢ Vv AFk
flErkNart), Bk (LeMS H, & L7 g v afoehlisEkiart), i ((Le/MS H,
FIEEK) 99%, & L7 1 Vv AFDEHISERA ), 7o' =7 (GRIEFR, MK 99%, &L
7 AV AFOERER AR AL) A X —v (BEEiE 7 v~ b7 T 7 0 —H, U 99.8%, B
HAL RS H) 2 Wz, 72, BFERIH ORETHT Oasis HLB 3cc 60mg Vac Cartridge (Waters
1), Oasis WAX 96Well plate 30um(30mg) (Waters £1:), Oasis MAX 96Well plate 30pm(30mg)

(Waters £:), Oasis WCX 96Well plate 30um(30mg) (Waters f:), Oasis MCX 96Well plate
30um(30mg) (Waters f) ZfEH L, FE~OWEMHERIZIL, GL-SPE JE#EE 0.5mL & 1.0mL
AZNO0mL (P —T P A 2 ZARAS ), FIAF v 7 Fa—7 R Tr L8 (7
AU A ) W,
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4.1.1.1.2. WA
ABIOGHTCTIL, BRIk v~ N7 77 4 —/% 07 NERESHTEE (LC-MS/MS) % H
THIEZ 30 L7-, £ 42 ICHIEStE2RT,

* 42 PESRM
(LC &/

LC ##E : ACQUITY UPLC I-Class Binary Solvent Manager (BSM)
M1 2 BEH C18, 1.7 um, 2.1 x 50 mm (Waters £L8)
BEH A @BHK (01%FEE), B: A&/ —/L
Ptk : 0.2 mL/min
HEAR @ 10pL
717 LIREE ¢ 40°C

BEifE - 77V v MGME D TR

AAEVAY i

LC-pump
%A %B
Time (min)
R VN ALB )=V
(0.1% %)

0.0 99 1
20.0 1 99
25.0 1 99
25.1 99 1
32.0 99 1
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(MS Zf)

TCPP

TCEP

TDCPP

TPhP

DPHP

TCsP

CsDPhP

Di-p-tolyl phosphate

BCIPP

BCEP

BDCPP

DPHP

4HO-DPHP

p-hydroxybenzoic Acid

MS #FE : API-7500

H7E € — K : ESI-Positive/Negative SRM

T —A A
(Positive)
327.0>1749 (&
285.0>62.9 (T
447.9>430.8 (B
327.0>2149 (E&
251.0>77.0 (&)
369.0>165.0 (EH)
341.0>152.0 (EH)
279.0>91.0 (E&)
(Negative)
249.0>35.0 (T
221.0>35.0 (E&:
318.9>35.0 (&
249.0>93.0 (EH)
341.0>249.0 (EH)

137.0>65.0 (E=)

327.0>250.9 (fE7R)
285.0>222.9 (ffEqR)
447.9>98.9 (ffEid)
327.0>152.0 (fERR)
251.0>173.9 (f:3)
369.0>90.9 (#8)
341.0>90.9 (#8)

279.0>181.0 (f3R)

249.0>62.9 (fEFR)
221.0>177.0 (fE=3)
317.0>35.0 (fEs8)
249.0>78.9 (Hk#d)
341.0>93.0 (#)

137.0>93.0 (fR)

4.1.1.2. FHERLER

4.1.12.1. A% S LR
ARIOHEETHE LN a~ 7T L%K 4212k T (TCPP D 50 ng/mL, fLOIAH X

10ng/mL), FHEH CTRARE—I7BIRTH T,
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(42 U FEHRHIL O OREIO 7 m L 75 4

4.1.1.2.2. BREBOER
AEORIE THR LN ERZX 4.3 177, £HEHE CHEIE$0.995 DL ETH 7=,

BHIET — & 12> EB AT

X 4.3 U 2 REERAI K O DA O kR
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4.1.1.2.3. BRI H S LOBHEHOREE

FEHRTALER I A4 A [EAH (HLB, MCX, WCX, MAX, WAX) 22O\ CIRH SRR
ZATo7lc, HLBIZ A #Z /7 —/L3mL §2 2 43 (1stFr, 2ndFr), MCX, WAX [ZA ¥ / —)L
2mL (IstFr) & 5% 7 VF=TE&HA X/ —/L2mL ® 2 45HE (2ndFr, 3rdFr) (Bt 3 43H),
MAX, WCX (XA % /—/L2mL (IstFr) & 2%FEeEA A X/ —/L2mL @ 2 43 (2nd Fr,
3rdFr) (§f3 0H]) CL#aIT-72, fEREX 4.4 1277, TCsP LAME, 2AMIZ WAX C
B4 72 BN 15 BTz,

WMXIE/T — RIS D EI/EATA]

X 4.4 U o REERAI K OV O O [E AR #E H

4.1.1.24. BHEMERORE

AREHEBUZB L CTRBOIBIRZITHIBEOSE L L THEWEOWAEIZBE L TH 7 A K4
ERY TaE L UREEBICOWVWTHEREIT -T2, TNENORIFIIRZWE % 10 ng IRINL,
ZOEEFMERBIB LEZ THELEZLD GURHR) & A% ) — A THRWZ ATHIE L
HOWNZAH)TEINERZ K 4.5 1T-7, MRWEIZ LD BEE~OYEDHER I NIZT-0,
A B ) —Ip EOREZ AW TRV IAB NI L 70D Z EDR B E 7o T,
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X 4.5 U 2 RERAF S OV DB DB fR~DW A

4.1.2. EEFEBINED =D

BREDIR I D g HHERE Y TNV R WET 72D, FallcF MR+ D5 03
WD, NExGl T H4EMBE - EZRIFIEICED DI 2 TOBEGRE I LT, TAMOH
B MR, TR IE/RHEME | D72 DT _REHIEN, BT CUEREE, B4
TG, RFEEEER) CKRFCBWTHA RIA4 0 LTELEDHENTWD, KRIFIETIE,
F ST RO T AZ XIS LT 5 4mE T « EERFEICBET 2 MBS A ¥ 2] 12
eV, WFEEbEE, FSCE, FEE, REMEZEZER L, o, RS RFOMmE
FEZBESICAROCER O MR A PFEELZ RN L, MEEAEZKE Lz, FaisEh
N9 HICBE S - AR (FEZESR) B EMEEA ML, 2 A ORsEAIC
BWTERMNE SN, 4%, HFEHREICIESE, REABZ2EEL, U o RERA OH
Wi B E T ERRHC A WD PETH S,

42. ) DRERFOEEHFTREVERREIC K SEEDOFERIVE
4.2.1. L EVEOREREICSITHEHE

Quantin, etal. #* 23 ZJE &I L7I2WRIL, 2040, 1R, HRMICOWTEE L Tnsd, BATFICH
AT 5,

4.2.1.1. — R BIRE
4.2.1.1.1. BRIY

WAL DR NIZ A
&, A4 UARREE, VMR

DIALIRNIDOHIRAT » 7 Th %, £ OWEALERRE (5F
CHREIICIC U, (LB ITR R D08 (BITRREL, # A,
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W) TWRILESND AREMEN 5, FES THIL, BEENS TH, RELEET 5ED
B LoTRIND SN TR R D, £72, 3 FOREIITL > T, WINOBEREMHITEDY,
INENH DI EZEIICRIN ST < 725, BIZEICIEE TTE TWA 728, W Z etk
THEDIEIDFORMELEETH S, 1 4210 LW IXBEALUS ORI T8, IR
PICIRIL & 7=, L IR 20 L Clgg-ofikicofic S s Z Lo/ b, 3K
TlE, WEOWNDES NP HELENHEOEICRK LB EL 555 A =4 ThhE%E
ZHITWD,

4.2.1.1.2.9%

RN THOAAT HIINC, B 2 288 MRk 2L E OB FMEE, < OB
MWEIIKAF T 5, DfixZ b S8 5 E2EEIL, AR TREICEEL 5 2 5 HllEs v
NI E~DFEETH D, MAEH 7 BT IS KEICHFEL (8 60 g/L), fEERL TV
L2 0PHMFWELEEET DREMEDN S D, (WFWEP RIS D & &, BEED
—EBNGNE VN IE, BT NT I EREET D AEEEN B 5, WEEERL O B SR~ L
L, EWFRE 2 RS LR TE 5, LENR-T, 2oy X7 /E LS #2574
HZET, BERENEERIGTHIRTE X912,

4.2.1.1.3. BB USHEH

RPN S U T-A B E 2 HER T 2 72012, BEx 2 REhRRENEET 5, fRahE, B
BT & 2 B8 O ERM AT ~DAEBNERZ BN 5, 207 vt 200,
Pt D 2T > T2 RHET H Z & ThH D, R&I BIEEX, WEOBMMEE T, KEEZ S
DT, EITIR, #E, 7 oA PIcgk S Ko T ETHD, D
RIS, M, BlEe Skk 2 R AAET 23, iR (1,500 mL/5y), E&E (KEO
1 2%), BEREEOZL I OIES FE R HEEGS CTh D, ORI, Fu-CHReE
HIIICRWTC, BERICK D2 ERREMN SSEEORENINCI L > TiThd, T h7 B—A
P450 7 7 2 U— (CYP) DEERT A VA LT, EANRREBEER RIS S, L
L, o2, WiTT 5, &HWITMHET 2RI 23 /R E] 2 - T 25 ATREMEN
o5,

42128 BOEE

AN L~V T, CYP 77 X U — ORI/ MaAEOBICRELL, ZOMOEERIE
HMIRENICARCH D, ZTOXBNIEETH Y, MIBNDEIETHREZSEEL LS 758
AIEBELRTIUT RG220, Zb DFERNG & T EAHRRIC L > T, EHHEE 1
FAROS &8 WA IZ 3T B s,

B LFAGHECIE, dits a0 F1%, BREENE Fuaxi Ll ((OH), 73 (NHy), &
JLARF TV ((COOH) Th HFERICEL I ND, F2 FARHTIE, EEOH LWERELY
FIMLT, KEHOESWE LG SE, PRt RESE 5, 5 THBUSOREFEILEIZ CYP
TA 7 —LTREZINDIN, Tha—Tk Rarit—8, £/ 47 F—8, ~L
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FXRH =B EMOE 1 RS D, —FH, JAFTFA4 L SEBEESE (GST), 7
Vo ova VEBEERBEESE (UGT), WilgiZEE:SE (SULT) 1, ThWEnT VvEF 42, Jrrna
VI, BREEFHEARD X O KA ARG T 2N EROE I L THY, ZDO X
O IREER O E 2R LT, KB LEWOHE 2 (RS 2, RETEERIL, 1 DOREFE DX
RIEERFAL, T2 N TE D70, HEOREREEEZFF>TWD, REHT %
ICHEEDIR NG 112725, LnL, B0 L 0 bEEom R asAmk+22 b dH
5o HBOMEFEMAHDOAT » A2, MALWHDO N T AR—2 =05 L, EEOilH
& & A O P LR 2 R B A 72T,

BRI T — 2120 X BHART

4 4.6 EENICIET D2 E OGS

4.2.1.3. REEEORREM

&L, 1 EEeF 52O 4B T, TORMEITMAT 152 m?, KEOK 15%IZHET 5,
FRgE, SNERERIE &L OFEE RPN TH Y, AW L > THERMNOEHEE /RN T — 2k L
TWb, LoL, ZOR#EEIIZSIINRBETIIRLS, BREOEZZbN, £ OWED
WRETFARL TS, HEIE, RE, BE, R THEO 38 THRESI T\, REDOERI
JEiZfkE (SC) LT, BHE~DREOFEERLNVT—LEZ LTS, AEREIL, Bl
KD Z F 2 Tlifile SN EEMIE TH 2 A EMIEN, V24T ATV — LWL
ECHWIZHREICHEE L, JES 10~20um Of@IC b ER > 72fE 2 LT\ 5, 88O
W, KNS R AR FRE UMY, AL N ORE T AR N FHAx, K
BUNRTE LA TR LIV TR VDR BEAICER SN D, AEEIL,
JRFTENC I SN =B ORPEE & L COMEETHIOLILTE Y, REDKSMHICEE L
TWb, 77T /%A MNIRLOEHELMIETH S0, MoOMIRENITET, %, YBHHE
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B> TS, BR-REEATIL, REEZZDO TOHENLHHEL TS, REERE
L7 Zia o & 2P BT ME O 5 HRICBET D i Rehnd 5, £z, KEHSOHRIE
FOSZBE 53 2 MRkt L CElatEn s 5,

4.2.1.4. £ FREBIZE T2 HEOE BN
FRFZIRI IS, FMEREE O R A il L CIRIALFEMERNBIT T 6 2 L L ERIND, &7
BRI DM DO AT v T THY, RIEOHDEITWENAVATLZ L ThHbH, REE=HE
THREN RO EL, EF IR SN 2O R ERMINE 2 /%H LT, 2FfHR7
HZEWAREE 0D, HOCTFWEN G T 5 &, ETAEREMEAEIERT S, WE
MEFIZRET HDRKIT32H5 (M4.7),
[1] ARENRREE : 777 F o Cliilz ST BIKEO A E M &, TR O 2\ llia i o Bk
PEDZEM~ZHIZBET 5,
[2] HERRREIRRREE : KA & AREAE B 22 DM E O ¢, WENAEMIAO)E Y Z[E >
TWo,
[3] BONRE : B0, TR, EIERICAY, AEHRCHMIEME 2% E 5,

THD 3 ODRREE M R JEWRIN O&E Z Bl LCR Y, Bty 1 & BKMES T i 5 ok
B ATRRIC T 2 M AR S 3 2R (90-99%) THh 5,

HERR RS T, AR OEE 2 IR U, BACH: U3 O MR R ks ~ D BAI IS U
TRBETDHIENTE D, ZHUE, (LFEWERRINES N D F TOREIZREW, X0 %R0
IRAEEE L 7R D, MINPNREEE 1T, MRS 0D 350 pm (ZEER 25 pm BV, -3 BUKE
X &M A i A R H D, [FERIS, RENE -S> TV DHRBEMAEIL 1% T
HoHTD, BANKRKITEN CX2BETHDH, BANKRIKIL, invitro 7 /LTI —AIIC
FELRWED, HE ORI TR,
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BRI T — 2120 X B HART

X 4.7 FZJ& >0 DAL 90E OWIRR

4.2.1.5. BERINICEET HAF

PRI, FRx RBERIC L > THREIND,

LB (OF&, F7 % ) —VOKSEMRE, B, R L)
I CBUKME B, 1R EHER )

MREESIE (G|, SBAL, Rk, S, RSN

A (FEln, ILodREE, PLoBEvy, PAZE (E), ILze—7)

FREOM A 72 ER A B E T D 2 LT ALEME N R B A i T S EE 08 2 Tl 5 2
ENFRETH D, LLTFTORUENEETHD,

1. ZFEIZS00 LT THLIENEELY, b HAA, MORMENZDEELZEILIE S

FREMEN B D728, R v M A TETIZ /2,

L AT B IRESRE AR T Log P U, 1~2 OFAPHICIND HMERNH D,

3. 1 EIEA T ALORBIROULER D D, pKe DEE 0T 2 KT,

R SO FEMREBR LS, BB 72 ZAEH 2 KIF T, FEBMERE IR EEE m D 5
HR2nH 5,

EBRIITIL, BREBBEWHEZ DT H1-DIZ2 d2DONRF A= RNEEIND, BIELI-EHE
B E J 13 pg/em?h TEL, H@ERE K, X em/h TET, /87 A —X—%, 510Dk
WM AR A L, THITADICHESTH D,

TUNY—OERIZE Y, MEHE (AN, BERELE, BEE) SUMEFH
FHik GEELE TRIOME O EIR B2 m O 2bE8W) (X0, FBREREMESBIICHE N
LAREMER D D, Z O LD RAEE, TREREOMIL, AEMLOMInN % /378 LD
HAER, AERIZEBT D0 Do, BUKEWE Oz B E T 2T v 2V E T 5
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%Tﬁ@mﬁ TEHBE B 2 ARREMENR B D, T DTN — R, WE O LR A
ﬁ%m@é@@i SWTEEINDIREHLOTHY, VARATFHMEICBWNTEEINRITR
iﬁ%ﬁwo;@%%i Fef& /80 7 —Z it LIS S WIRIEREM OGS IR TR & T
HoHN, FHEORREMNEZ FFOME OLAIZIXERE T 2 L ER D 5,

4.2.1.6. EEICHTHRE

BUMME 2 5 TR E OB L FRIRHE 2 FF OV E IR, AN O RED B2 BRI S 11D 2
ENR®HDH, LnL, FEITHERDZWINY T —Clii7e <, WS nb3 e &+ AER
L, A~OPEI AT 2 NIRRT 2 A L T\ 5, IR I, BEOMHENT
IR M OGN SME D 4245 1 % ALBE T~ B IR e TR Sy, L L, RO 2
=R NE, R II T w2 5 2 DR H 5,

& A EDOITFREBRRERITEEAAEL, REICHDBRIGEIZ L > TEELES D, K
R G DIEVED i 23 AT S H Y, 5B 1 HOAFIEEED 0.1~28%, 5 11 AH O FFlEiE
PED 0.6~50%D K EFITAFAET D EEZ HILTND

BIFEORESE & LTE, FEIZ /%7HAP%077 V—DEERICRE S, BRa R E
IZXF L CERL « BOUSZR T2 ERMBNTWS, ¥ N7 A P450 77 I U —DEER
Za— RTHBIBTEERLZOLO% CYP LS, FEIZIFET S CYP 1, FFIRIC T
@%’m&<ﬁofmé LL, Z<ORICLY, KEIZEBIT5H CYP OFRE, (CEfE

, KOVEMRIENMTHON TN D, fEHE M OREZEOE FEEICEIT 5 CYP mRNA OFF
f#&%éhfwé#,%%@i@ﬁﬁﬁ 1%, 26 ORERITZE TITEER RN EV D
ﬁ%%éo*ﬁ,&%T@,%ﬁh%%@%%@ﬁ%’%@?%(NPKﬁmAlCﬁmm
CYP1B1, CYP2A6, CYP2E1, CYP2D6, CYP3A4/5) \ZARY D EERIEEN MR STV D

CYP LM BB IHEERLHY, 7780/ X T F— k(mm)% %%%%%ﬂ
ALTEHR, ik, UV ALEWEERILT 5, ;@ﬁm%%ﬁﬁét Zi%, NADPH & %2
Thbd, REEER, BA%EDOKEMNBS jxwpkﬂv«wfﬁfb s ORE
FILE CHEICH LT CYP & 5iaT 25 Al @ﬁ%@éo

TNha—)L LT VT e Riik#FERESE (ADH &Y ALDH) 1%, 7/Va— /L iFEkinn 7
NTE R, EOICHNVRCB~ORBLE IS 2, CYP °FMO & I13872 0, b ofis
BIXEEE D 1 Cldel, =aF vy 7IR-T75=1 " ?ﬂ&Vﬁ%F(Mm)\¥T%6
TIa—)7e Kurt—Fide NOEBEIHFEL, 74T b REAEEFERO AR ~D B
Hmgg< bt Tnd

%/7\/%m%%(MMm ITEBICHAAEL, gD & 1385, MAO 1L, —Ik
T UEBLEICHLT 2 AL L TCT VT b RICE#T A Z LN TE 5,
ENEECRE SN = AT 7 —8lL, »2DOERINYE DT AT VEERED K g &,
KT DT 3 — L KB A~OEERNERICRKESEE LTS, EIZY b7 a A P450 7
7 U —DOEERITREEIN, FOREA T = X AF, Hx 2 E OIS0 e e 2 B
HLTW35,

5 AR, 6 IOl b SN %, Yt ~DVEME 2 R 52T 5 T2 ORI
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%E CEBL, BES TS L2 AL LTWD, BEEMEED L~ TIE, ZHhHIIAER
2, B 1AARHY OBLE e & SREZMHERLE @W@%%%% L HEIETH D, B hD
FJE IR AWV TAHEESE D RBLL TRV, TN OITHRO L~ L Ll LT T LD b
EEET&)%O

UDP 7' V7 v VERafERESR (UGT) 1L, /0 FDOmEHR, £35, MEOHEEIC 7V u ks
LT, Zar v BREERERT AEHER2 S 5, CYP &[FERIZ, UGT Id/Mafk
DOFIZRBLL TW5, UGT {EMEIE, b FORE, £, SHICIEAEBETHLLILBIZEIN
Do

BRI EER 1L, & 1FTH 52 UDIEMHIL SN B kT 2 iR R o fa & s 2 B8
HLTED, NRIERT oA ROAREY OMBIRA RGN EETIThbd Z EndH D, —
fiXlZ, Phase I IZAEMBNIE Z NEMALT ML Z X DL TWDEY, MBEBHERELYE
EEBUIEMALT DI ENTELT ERENTWD, 2/ XU, b FOLE CTHiliE
ISR I L VIR CH DA X / v P VIR L &S b,

N-TEFNET AT 27 —BIXREIAFAEL, ZOIEMEIZTERT I O X 5 RFFED
AR TH D, ZORKITp-7 2 ) ZEEFBOMEHEELZELTCND

RiklZ, IVETFFy - 8T A7 27 —8 (GST) 1%, & FOERETHIEL TW\5, GST
%, B NV E FF B RGOS OBE RS ST 5, GSTDOT A Y 7 4 —
AnlE, o7 r—2A (o, p, 0, o) DECAONDIFIRE 1ZRRY, KEICRD % FE
THHLDOTHD,

4.2.1.7. EEKBHOEE NS
—%IZ, B TAMAHENE, TN RAIC > TR SRR TSE D & &, X
ST CTHEMEO FTREME D & D FER DA & BhE L T\ 5, ABEE & v o HEEE, BwE
I L ERE L, BAIT ;ofiﬂﬁ%%o%%%éﬁﬁéﬁﬁxT/7@F%%%¢
WS D, JEORFHT, R FERORAEICEHEETH 2 LR shTns (X

48)0 ZAUTEIL, T LA ER O — B TH D RBIERINZ G EE 2T, &F
(R SNV Iy T DIEVEILICEE T2 b DO TH 5, BT IECI N AR E oo Tk
b, RIEOMRHEMIC L > THIERZ SND AN H 203, JEAEMEICEEE# 4 2 FEIE &%
NG AN

FRERAEIL, 7V LFX =M SR ORI DA T v T Thb, £DAN=AALE, HR
Mr AT 580 FEME TS%)ZD/\77/75>2‘%EZ WBIFEL, RIEX B LA L CTHRER
MEAERELTERT DINUEIEL TV D, ZOREIE, VIV ATA O LD REET
PEEREMEOHEE (M EBRICELT X /B ORTRI 5, RERFOKENT, @Y7
BHEEN 2= EZJ’E&//\ﬁ FLIERTERWT anTT ok, AR NT T T
AT 5 2 &mr%%t CTROEETHDH, WEREESEROENE, —#HOK
e i@#ﬁ%i%T%@@ﬁhﬁt %, LT, 2[BHDOPR~DOIRFERIZE Y, FHED
F2EBETHDRIEKSEZ 5,

FREDONT T AL Z ATRRIC T D ARNEI A 1 = X003, B R CIRSZIT ARG
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TWAIED K D ThH D, BEKIZEENDFEIFICEMD L DA A7 ) —v b ZOFFHER
X, a7 T UoOFETIVERHE L, CYP DEE E LTRIESNTWD, 7T =4 — L0k
BT Na— DX 5 o7 v a— W EREEIGEERIE, a5 70T e RICi{bEi,
FiRg 5 v R g L R FME OB AR EIBRT D Z LN TE D, I S 7=W'E O CHTERE &
DI EOEEMT, AD=XLETEEIL, BEOH D RIERSZ 5] & Z T REE%EO &
B RO EZEE 2 TS D 7 DICERIZ > TN D,

ZER G ERIRALKFE (PAHs) IXBREEFICHIEL, BENE E > T 5, PAHs [33EM R
T Lo TIHEMEIL SN %, BBAEEZEST 5, XY [alt' L (Ba]P) OREHREIE
E<HBENTEY, CYP OEHEZRTRWIIE 2 >TND,

CYP 1A1 & CYP IBl O FNiEMAL SN D &, =ARX Y RREERNER S, 5 BT
TRFURE FrT7—BIZLY, K0EERELS, DNA L OMABEMRICEG T4 —1
TARFY NICER SN T, EhmtEEARRET L2 Z ks, ZoflX, 7, 12- AF v
NRUV@]T v b7/, MDE< O PAHRBEEIC LY CEED Z ENFEIESN TN D,

HHIET — & 12> EB AT

X 4.8 PERBIC & BIEHEL & DT 2 2

422. KRAHICEA5 T SBER
Pyo and Maibach #° 73 JERER I OWTHEFL L T\ 5, BLNICEEAFLHET 5,

422.1. ZILa—)LBiKEESR

b hTIE, Taa— U ikEMSE (ADH) 773U —0 5 DOEET 7 ARMBA T
%, ADH1 (#+7==v ha, B, v), ADH2, ADH3, ADH4, ADH5 T %, ADH 7 7 I
— DR bHREN2HDIX ADHI ThHY, SR OHIENKET va—Lvi2 7 vT e RZE
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b3 28ETHD (XK4.9),

ZOEERNEROER BN, BELEZEYOEB(LTH D, HlxIE, =& / — /VIdHTFiE
® ADH1 I[ZX->TT7t 7 AT RiolEs b, LorL, A F 2 — /A Ul
TR#E SN, BEOHLHRLVLT LT E RiZhbZ bbb, LEEN-T, 202508 %
%, EMHEEGZITHBND ATREMEN & D, ARNERRIE, B2 RNEERICLZY, L0k
2L, HOINEEMC LT THZERnHD, TOEFEL, EWIIHT D REREEIEMTE
DOFEZEHE /L LOIZLTWVD,

ADH X, E b7 TF /A F EBRMEOE S TRAINZ, & FEEICBIT 24
TV —UZxd %5 ADH {EME %, invitro T3S e N EE FHWZEEE T v A T, invivo
TIXERRMNCIERE 72 12 NOWEBRE 2 W28y F7 A F Tl ST\ b, BEETENE
1%, invitro TIZARK S 7= NADH O ([X14.9) T, invivo TIIALBE DR ERTE SN,

ADH OiEMEE, B2 57 /v a—ioxt LTEb Lie, ARNEBRERE ZREHO R I M
B RBIZHONTHLMNTEIM L=, HilziX, R~ /2 —/n (C5) 1T /—/ (C2) &V
H ADHI IZ X > T3 bt ST, 7o, BN ORENKRELS D &, AR
TT5Zenbhot, LENRST, T a—/LOAERNERRK L, REMOE X LHIED
BREICKFL, KEFFHDORINDELSRY, SIEOREN NS 70D L, R A RN
BNELSBRDT ENDNoT,

-~

R~ on * NAD* —— S5+ NADH + H*

Aliphatic alcohol Aldehydes

4.9 7V 3 — VBUKERESE DML & 72 DRRIAIET Va2 — A DT T e R ~OBALERIE

4222 7S5 EVEREHE/ AXOT5—E

7T ENRIMEE ) X8 (FMO) 13X, Bt Db DFEERBEFR 7 7 A TH 5,
EFNOEETIE, CYP 773U —E0 HEBEWERE L~UL & RFo, W#H O 72E TR LD
EHFHTHY, CYPIFBEZZO~LHREEZHNDLOICX L, FMOIZZ7 780775 =
X VFTF REAWTHEEOLEZTITH, FMO (XFEIZ, Ty, AVT7 4 R, Yol
DOREME~T vl EHbEMEEEGRKT D (K4.10, 4.11),

E NOERNITIE, 5§ ODT7 AV T+ —EBFET D, D5 2207 AT+ —LDHH,
EOT AV T —LNEETHRIELTWENE, EmD0bdEZATHD, ZNETOED
5, B FNOEETIE, FMO3 DI ENMREN TH D LGS TWD
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Ri o~ Ri o~ Ri@ PN
N Rz —— N Rz —— N Rz
H | I
OH 0
Secondary amines Hydroxylamines Mitrones
F|"~2 Fliz &
.0
N N
R4 Rs Ri ® Rs
Tertiary amides Amine oxides

410 7T EMEIEMTE ) XA — Bl ko TRt E N B 3L R 2 T I D N-

21t
0O 0
] I
5. 5. Ri—S—R:
R4 Rz R Rz I
O
Sulphides Sulphoxides Sulphones

411 77 ENRIFHNE ) A XA T —FBIC Lo TBE SN AL T 4 RO ALK ~D
S-F21l.

42.23. ZITE FEKZESR

TAT b FiiKk#ERESE (ALDH) 1X, 77 b RE DR UERICERT % (4 4.12), ALDH
1%, ANERIRT 12 BIED 7 7 ANRO0->TnWa, L7zt FOEETIE, ALDHI &
ALDH3 OAHMN T = AKX 71y MyHr ke Okt FrlC it &7z, ALDHI (7L
RAFEATZ 7 2 RIZEWEAIMEZ RS, @t T VT & RO CEE R %EH %2 R -4, —
77, ALDH3 (X5 &ERET VT v ROHEEIENET V7 v B (BB T v 7 e ) ZELmIC
(b7 5, g T ALDH OIEYEIZEE~, B TOTEME 22 &5 ARV 2 & A STy
5o Fiz, MERIRRENLIC L - T ALDH EHICERHH Z L bMESINTWDER, b0
FEOMIZ, BEIZBT D ALDH BT 2 M ITIZE A ER0,
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O O

,xlfl + MNADP)* + H:O0O ——— #,JJHMDH + MNADPIH + H~+

Aldehydes Carboxylic acid

X 4.12 7T b RKEEEENMEE L 7257 07 8 RO I IVR U ER~DfE{l

4224. ALRFVILIRTS—E

HNRF LN 2T 55— (CE) 1%, 7/ba—/L &~ KD TR L - T
HIVIR R ATV E IR S (VAR AT )V +H20 s TV a—)L+ LR v
), 7/ha—UIE IS TT VT e REARD, HLRFI L— MIFE THERET
BEREIND, CEZ7 7 IV =X 52507 TR TIN5, & NOfFIETIE, CE1 & CE2
DT AV HFALREONS>TNDHR, & MNEETIX, D& A CE2 74 V¥ A LDIFE
DHPE NrFF /A4 N THRERINTWD, ¥ b7 a4 P450 (CYP) BEROMIZ, CEB#
77 IV —1F, LVFEMICHIE SN TV O EEREFED 1 D Th D, ZiuL, EFICHEA S
NDEYOERNERSCEDRHIC, ZOT77 IV —DNEHEETHL I EEXBRLTND
CE {&1E1E, 7AdvvAay “EifgzET AV EE L LT, EF&7?/%4F®T%/X
N CEEl & 41, 3.7 nmol/min/mg protein DN fRIEMENSHIE S iz, RV IZHEE p-= b
07 2=V EETAREE LTHRAT D L, X2 0ISEm WK FEERRIE ST, &k
B2 JE A E] 55 ClX, 45 nmol/min/mg protein 23S II/K /3R XAV, 12 5 DMK FRIEEN & 2
e D,

B RF—DHE0NT T F 7 VA b &2 FAWT, KRG HEEOWE I L D E O AR S
NTWS, EFAEEITHD 4-AF N LR T xa T HEBROERNERIL, 10~32
nmol/min/mg protein & FABRIZZE L L7z, L7225 7T, CE ORIBULGEEIZZATH -T2,
ROVIZ4ATFNT XY T xw -1 BigE AW &, 0.5 nmol/min/mg protein & (35 72Z
IR R EE DN E ST, 2D 2 DD o OME—DEWE, Z DO RS (C2 & C7)
T %, ADH L [FAIERIC, RFEHERDOEWDFHA LY mWEE TRE S (X 4.13),
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o,

N 0
-"L :‘” flh ,J.l - -
07 07 ~F QT T T

T,
.
S,

4-Methylumbelliferone heptanoate - /fj\/ﬂf'ﬂj
07 0"~ “OH
I

-

,:**J - 0 - _
/[\ W ;L i 4-Methylumbelliferone
D"’” Df'-' ‘“w-..\_-"'-’-' ‘HD.-' L\"'\-\._\_

4-Methylumbelliferone acetate

413 INVEARFINTZ AT T—VBIZLD4-AF N R Tz T H RN 4R
FN Y 7z RO AT VK G5 R O

4.2.2.5. ¥ B L P4SO

CYP i, Ff&i ﬁf?‘éﬁﬁfﬁ%f@ﬁfw%k%f£7/v~7f&>é CYP i, WEn1
DOIEFIFR T 1 H 2R EEO G (i S, 7/v:~/w:7k%fiﬁkﬂ“éﬁ$l§%1’ﬁﬁﬁ7b%é (X4
4.14), CYP ORIBUIZIETH D LEZ LN TS, TOIEMIL, Fin, YERI, @A
EVBEERBMAENRH D, ED CYP EELENE MD&F: CIEET DI ETEMHEINTEDS
T, FETHT—FLHEINTVWDH, ZHVE TIZ CYP2D6, CYP2EL, CYP3A4, CYP1A1/2,
CYP2C9, CYPIBI, CYP2A6 DHEHEFINH 5,

H OH
R + 2e + 2H* + 02 —— L7 + Hx0

414 ¥ 7 1 A PA50 2 K AEERIR FOBENZLE S 7L a3 — L L OUKD AR

4.23. ) OREBRFIORRHENF
423.1. £ FREEHERES ZAV-KH

Abdallah, et al. 2 2%, in vitro ® b ~EJE S9 @4y & AT 2,3,4,5-7 b 7 7 0% EBEE 2-
TFNL~F L (EH-TBB), & N7 7 a7 X LfE 2-=F )L~F /L (BEH-TEBP) &U“ Y
YEERNY 7 = =)L (TPhP) OFREFZAIAERNERZ A LR A HE L T\ 5d,

b N RZJE SO Ei4y (HS-S9) 1T Ttk D 3 A A A&tk R — (Gl 33-46 1#%) O
MR G 7 H R U 7= 7 — L el TR S 7L T Y, Biopredic International £1: Saint Gre'goire,
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France)»H AF L T\ 5,

4.2.3.1.1. EBRAZ
4.2.3.1.1.1. in vitro S 0T
0.11 mg ® HS-S9, William ® E £5#1 2 T8 10 mL @ EH-TBB X% FM550 %% (EH-TBB @
BRSPS 10 mM, FMS550 1Z#E847 Firemaster 550 4 L 7= % ¢ T, EH-TBB, BEH-TEBP,
TPhP % 53 :20.5: 26.5 DL THEE LI-b D) % 37°C TS5 4rMlATE 2 L, NADPH %
(BAEE 20mM =aF U7 I R7 5= VX7 LAF KU UE, 10.0mM 7L a—2R
-6-V U, 2units/mL 7V —2-6-V UEEBKERER) AL THREAEEZ ImLIZ LTV
%, TD#, 37°C, 5% COy M OFHXHEE 98% DSt F T 60 4rEs#E L, K L7-Hifg=
F1lmL ZMA TS EELEIETND,

4.2.3.1.1.2. SRR

REHLER L 7= EH-TBB > 7 /Li21% BC- EH-TBB K O} *C-TBBA % Z#LE41 20 ng RN
L, FM550 %> 7 VTN EREHEY)E & L C 3C-EH-TBB, '*C-TBBA, "“C-BEH-TEBP }& O}
TPhP-dis 2 THNEN 20ng WML TV 5, AsSA 7 L7CiUEHZ 3 mL OFEiR=F /1 & 60 FHIH
BAEL, TORBE TS oMAE L%, 4,000 g TS5 oML, AE L RId
LI EEL 2 F#EV IR L TW5, i E ER8500 FCAFREZE L, QA/QC HIYMD[EYL
KHEE () Y) fEYEL LT BC-o-HBCDD 20 ng # &9 100 mL D A & J — VT L &
TTWD,

4.2.3.1.1.3. BBOW

#EHE, HPG-3400RS 7 = 7 /LR > 7, TCC-3000 7 7 LA —7 >, WPS-3000 4— ¥ >
77—/ 572 % Dionex Ultimate 3000 #&{A 2 v~ K27 7 & Q-Exactive Plus Orbitrap & &5
Mrit 2> & 72 5 UPLC-Orbitrap-HRMS 7°7 »~ k7 #+— A (Thermo Fisher Scientific, Bremen,
Germany) THOM L TW5, Yo oW T, =L 7 b A7 L—A 41k (ESI) KO
KREJEALFA A AL (APCI) O#E— FIZ X % Orbitrap-MS 7 — % ZEf% L T\ %, EH-TBB,
BC-EH-TBB, BEH-TEBP, "“C-BEH-TEBP OE &M MDAV —=2 7121, AT
47 APCI MER S CTWD, KORAMEOEWY 7 N ESI B— RiX, RIT 4 7/
TATEOUVREZE—RNT, Ao R 7 )V —=2 27 L [FE, KO TPhP, TPhP-
dis DRIEIEH Sz,

4.2.3.1.2. EERHER

EH-TBB #ECTIX, (ESIE— RTA A 'H & 436.66,814 TA A [C7HBrsO:2] DA
WO RIREME NI B X4, BEYESL & OIS, T4 TBBA O[M-H 0+ 14 A ThHZ &
DRI (415, 2k, B FEROT Yy MFIZ7 v Y —2A2X % EH-TBB OH#—d
in vitro fG##) & L C TBBA Z#i & L7- Roberts & DOFERE & —FT 5,

FM550 {EA#E T, TBBA 7 EH-TBB OEMHM & L CRIESNTWD, SHIT,
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(-)ESI E— RT 249.03204 O A A U EEEZFFOROEBER 2R it Sz, 204 F
/@M%%Li[QﬁMMﬂT%6 EDRRIBINTWND, Z DAY OIS & iR
%7912, (-)ESI-SIM-MS2 £ — %tM&MS%%%%MLtoﬁ 1, mOEE T KL F
~%&wm HAELETCHAL, SRR T I T AT —var A A E&T, mz=
249.03204 DA F1E, FEIT 3 ODAF NI T T RA T — 3 T, 154.98,895,
93.03284, 78.95,728 D 3 SO A FIZ A%éht;ﬂfﬂXT77%/F®m%ﬁkbf
[C6H4O4P], [CeHs5O], [POsIMBEEINTWVD (X4.16), BA AL KREMS2 7T 7 AT
—a T =05, ZOREWITY VY7 ==L (DPhP) & RIE S#, TPhP O—&kAfL
#HOTHD LRI TND

HYHIET — & 12> EBHAT

[X] 4.15 10 mM @ EH-TBB (2% L7- & FFJ&E SO 4y (HS-S9) (23T EH-TBB OME—
OREY & LTl & 4172 TBBA
%1C-TBBA 1%, TBBA D[RINLIRHSA & ERICHEH S 412 RN AR,
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BT — & 12> EB WA

4.16 UPLC-Orbitrap HRMS (2 L % 1 4> 249.03204 D (-)ESI-MS/MS2 A7 KL

R & HS-S9 Wiy DRHENENZ 7 T A —La T a7y A4 V7458, FFEICHET
2B MUEN L~V TIEH B3, CYPA50 L WAL ARF LN AT S5 —FOMENIENTH S
PR EINTWA, £7, B NEEICEIT S CYP4S0 BEZEOHE L-ULid, & MK
D7 L h 300 HERWZ ERRESNTWD, —F, b NEEEFIEO I L ARF L LT
27 Z—F 1 (CES1) OFxtL L 0.62 T, AEREIR-o7 (p=021), FJETIX
CYP450 B2 D L~ULNME L, CES1 O L~ULsiTlig & R CTHh D Z LY, B LA EY
NBIEIN 2o Tm B EERIN TN D,

BT, ZOEAEMREET S 7=, EH-TBB, FM550 & HS-S9 % [A US4 F ¢ NADPH 3
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	はじめに
	室内に存在する化学物質のなかでも難燃剤は，身の回りの製品に数%オーダーと高濃度で含有している。また，難燃剤は部材に物理的に混合するため，製品中から容易に拡散・放散することが報告されている。既存のリスク評価スキームでは，難燃剤が準揮発性有機化合物（SVOC）に分類されることから，室内空気を介した経気曝露とハウスダストを介した経口曝露が主要な曝露経路とされている1-7。しかし近年，主要な難燃剤の一種であるリン系難燃剤のような，分子量が400程度以下でかつ両親媒性の化学物質が皮膚と接触した場合，化学物質...
	既存の経皮曝露量推算スキームは，実情を反映していない実験系で得られた経皮吸収速度に関するパラメータを用いているため，正確性に課題があると考えられる。また，製品との短時間接触における化学物質の皮膚への蓄積の影響が考慮できないため，経皮曝露量の過小評価の可能性が考えられる。以上のように，製品からの化学物質の経皮曝露量を推算するニーズはあるものの，経皮曝露量の推定に必要なパラメータに関する情報の欠如や推算モデルの課題から，正確な評価ができていないのが現状である。
	本研究では，ヒトとの接触面積多く，難燃剤が高濃度含まれている自動車シートを対象に，難燃剤の包括的なリスク評価スキームを構築することを目的として下記の研究を行う。
	1. 自動車シート中リン系難燃剤の実態調査
	リン系難燃剤（PFRs）の一斉分析法を開発し，それを用いて自動車シート中のリン系難燃剤の定性・定量分析を行う。
	2. 人工皮膚を用いた自動車シート中リン系難燃剤の皮膚透過試験
	実際の製品（自動車シート）を人工皮膚に直接接触させることで，製品からの経皮曝露量の実測を行う。
	3.  経皮曝露量の推算のためのシミュレーションモデルの構築
	フィックの拡散方程式を基に，製品―皮膚間の経皮曝露量推算のためのシミュレーションモデルを構築する。
	4. 自動車シート中難燃剤の経皮曝露量評価のフィールドテスト
	自動車シートに含まれる難燃剤の尿中代謝物濃度を測定し，自動車の乗車時間や含有難燃剤濃度，自宅やオフィスなどの室内空気やハウスダスト中の難燃剤濃度などの影響について，定量的に考察を行う。また，難燃剤の有害性情報の収集も行う。
	実施体制

	研究統括：
	徳村 雅弘（静岡県立大学 食品栄養科学部 助教）
	自動車シート中難燃剤の経皮曝露量評価のフィールドテスト
	澤井 淳（いであ株式会社 環境創造研究所 リスク評価部）
	山本 潤（いであ株式会社 環境創造研究所 環境化学部）
	羽山 真介（いであ株式会社 環境創造研究所 環境化学部）
	鈴木 まゆみ（いであ株式会社 環境創造研究所 環境化学部）
	戸田 美沙（いであ株式会社 環境創造研究所 リスク評価部）
	1. 自動車シート中リン系難燃剤の実態調査
	1.1. 実験方法
	1.1.1. 使用器具・試薬


	本研究では，テトラヒドロフラン（高速液体クロマトグラフ用，純度：99.9%，富士フィルム和光純薬株式会社），ジクロロメタン 濃縮300（残留農薬・PCB試験用，純度：99.5 %，富士フィルム和光純薬株式会社），トルエン 濃縮300（残留農薬・PCB試験用，純度：99.7 %，富士フィルム和光純薬株式会社），アセトニトリル（高速液体クロマトグラフ用，純度：99.9%，シグマアルドリッチ），メタノール（高速液体クロマトグラフ用，純度：99.9%，シグマアルドリッチ）及びMilli-Q水を用いた。
	1.1.2. サンプル情報

	本研究で採取した自動車シートのリストを表1.1に示す。
	表1.1 自動車シートのリスト
	1.1.3. 前処理法

	本研究では自動車シートを生地（Fabric）とクッション部分（PUF）に分けて分析を行った。サンプル0.1 gを自動車シートから切断して試験管に入れ，テトラヒドロフラン（THF）5 mLで超音波抽出し，その後トルエン5 mLを加えて再度，超音波抽出を行ってから遠心分離した。上澄み10 µLを分取し，マトリクススパイク及びシリンジスパイクを添加し，アセトニトリルで1 mLに定容した。
	1.1.4. リン系難燃剤の分析法

	リン系難燃剤（PFRs）の分析は，液体クロマトグラフタンデム型質量分析計（LC-MS/MS）を用いて行った。詳細は後述する。
	1.2. 結果と考察
	1.2.1. 自動車シート中リン系難燃剤の実態調査


	本研究で測定した自動車シート中リン系難燃剤の測定結果を表1.2及び1.3に示す。
	表1.2 自動車シート中リン系難燃剤の測定結果（Fabric）
	表1.3 自動車シート中リン系難燃剤の測定結果（PUF）
	2. 人工皮膚を用いた自動車シート中リン系難燃剤の皮膚透過試験
	2.1. 実験方法
	2.1.1. 使用器具・試薬


	TPP，TBP，TCEP，TCPP，TDCPP，TBOEP，TEHP，TPhPO，TPhP，CsDPhP，TCsP，EHDPhPは，東京化学工業から購入した。DEG-BDCIPPは，大八化学工業株式会社から購入した。人工皮膚（EPISKIN）は，ニコダームリサーチ株式会社から購入した。Dulbecco's Modified Eagle's Medium-high glucose（DMEM培地）及びアセトニトリル，メタノールはSigma-Aldrichから購入した。Q-sep前処理チューブは島津製作...
	2.1.2. 測定対象としたリン系難燃剤

	本研究で測定対象としたリン系難燃剤は，表2.1および2.2に示す14種類である。
	表2.1 測定対象としたリン系難燃剤14種類の化学構造
	表2.2　測定対象としたリン系難燃剤
	本研究で使用した自動車シート中PFRs濃度を表2.3に示す。また，使用した自動車シートの写真を図2.1に示す。
	表2.3 皮膚透過試験で用いた自動車シート
	左：F1，右：F2
	左：F3，右：F4
	左：F5，右：F6
	左：F7，右：F8
	左：F9，右：F10
	左：F11，右：F12
	左：F13，右：F14
	F15
	図2.1 自動車シートの写真
	2.1.4. 皮膚透過試験法

	レセプター溶液は，5% BSA溶液となるように調製した。皮膚細胞がついたインサートセルを，レセプター溶液2 mLを入れた培養セルに取り付け，37℃ 5% CO2インキュベーター内で平衡化を行った。その後，皮膚表面に自動車シートを接触させ，振とうしながらインキュベーター内で透過試験を行った。適当な時間ごとにレセプター溶液を回収した。
	2.1.5. レセプター溶液の分析方法

	2 mLのレセプター溶液が入った試験管に，PFRsの混合標準液100 μL，抽出溶媒（酢酸エチル：ヘキサン(1：1)）2 mLを添加した。1分間ボルテックスし，遠心分離（3000 rpm， 3 min） を行い，上清を分取した。この操作を3回行い，上清を，窒素パージを用いて濃縮し，アセトニトリルで置換し，内標準物質を添加した。
	2.1.6. リン系難燃剤の分析条件

	LC-MS/MSを用いたリン系難燃剤の分析条件と分析対象物質ごとのトランジションのパラメータを表2.4及び表2.5にそれぞれ示す。
	表2.4 LC-MS/MSの分析条件
	表2.5 トランジションのパラメータ
	2.2. 結果と考察
	2.2.1. 皮膚透過試験の結果


	図2.2に自動車シート中PFRsの皮膚透過試験の結果を示す。本実験で使用した自動車シートに含まれるPFRsのうち，TCPP，TCEP，TDCPP，DEG-BDCIPP，TBOEPの皮膚透過速度が比較的早い傾向にあった。最も皮膚透過速度の早かった自動車シートは，すべてのPFRsにおいて，非ファブリック材であった。一方，TPhP（< 1.8 ng cm-2 h-1），TCsP（< 0.0068 ng cm-2 h-1），CsDPhP（< 1.5 ng cm-2 h-1），EHDPhP（< 0.030 ...
	図2.3にPFRsの皮膚透過速度とLog Kowの関係を示す。本実験で対象とした自動車シートとPFRsにおいては，皮膚透過速度とLog Kowに相関関係はみられなかった。これは，PFRsのLog Kowと比較して，自動車シートの素材の方が，皮膚透過速度により強い影響を与えるためだと考えられる。
	論文投稿データにつき掲載不可
	論文投稿データにつき掲載不可
	3. 経皮曝露量の推算のためのシミュレーションモデルの構築
	3.1. 実験方法
	3.1.1. 実験試薬および器具


	TMP，TEP，TPP，TBP，TCEP，TCPP，TDCPP，TBOEP，TEHP，TPhPO，TPhP，CsDPhP，TCsP，EHDPhPは，東京化成工業株式会社（東京都）から購入した。TBP-d27，TEHP-d51，TPhP-d15，TCsP-d21，TCEP-d12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，メタノールはSigma-Aldrich（アメリカ合衆国）から購入した。綿製の衣服（綿100%，厚さ約0.40 mm）はUNIQLO（日本）から購入した。ポリエステ...
	3.1.2. サンプル
	3.1.2.1. 衣服を介した移行試験のサンプル


	Hammel et al. 17のシリコーンリストバンドを用いた試験を参考に，シリコーンシートの洗浄を行った。シリコーンシート（2.5 cm × 2.5 cm）は使用前にアセトン：ヘキサン（1:1, v/v）で15分×2回超音波洗浄を行った。洗浄したシリコーンシートは，乾燥させてから使用した。自動車シートの上に衣服，シリコーンシートの順で置き，さらに30 g cm−2のおもりをのせ，衣服を介した自動車シートからシリコーンシートへのPFRs移行試験を行った。おもりは，容器に水を入れて調節した。なお，...
	3.1.2.2. 洗濯した衣服のサンプル

	PFRs混合標準溶液を添加した衣服（3.0 cm × 3.0 cm）を模擬汚染衣服として使用した。洗濯は使用した液体洗剤の仕様書通りに，15 Lの水道水に5 mLの洗剤を添加し，洗濯機の仕様書通りに8分間行った。その後，洗濯水は排水した。洗濯した衣服は6分間中間脱水した。4 Lの水道水で3分間のすすぎをし，排水した。すすぎは2回繰り返した。3分間脱水し，一晩乾燥させた。
	3.1.3. 衣服中PFRsの分析方法

	衣服中のPFRsの前処理として，Miyake et al. 19のポリエステル製品中のPFRsの抽出法を参考に，衣服（3.0 cm × 3.0 cm）を入れた試験管内に7 mLのジクロロメタンを添加し，20分間超音波抽出した。メンブレンフィルター（φ13 mm, 0.22 μm）を用いて濾過した抽出液を，窒素パージを用いて100 μLまで濃縮した。この濃縮液にアセトニトリル880 μL，内標準物質（TBP-d27）20 μL添加し，最終液量を1 mLとした。PFRsの濃度は， LC-MS/MSのA...
	3.2. 衣服を介したシリコーンシートへのPFRsの移行量推定モデル

	衣服を介した場合の製品中PFRsの移行経路として，PFRsが製品から直接，衣服に移行することで衣服に蓄積し，シリコーンシートに移行することを想定した。この経路での移行速度を移行試験により評価した。製品中PFRsの衣服を介したシリコーンシートへの移行を表現するために，本研究では以下のモデルを構築した。
	製品から衣服へのPFRsの移行は，次の式（3.1）のように表せられる。
	,𝑑,𝐶-𝑐.-𝑑𝑡.=,𝑘-𝑐.,,,𝐶-𝑐.-∗.−,𝐶-𝑐..−,𝑘-𝑠.,,,𝐶-𝑠.-∗.−,𝐶-𝑠..,,𝐴-𝑠.-,𝐴-𝑐..      （3.1）
	ここで，Ccは衣服中のPFRs濃度（ng cm-2），tは移行試験時間 （h），kcは衣服のPFRs移行速度定数（h-1），Cc*は衣服中のPFRs濃度（ng cm-2），ksはシリコーンシートのPFRsの移行速度定数（h-1），Cs*はシリコーンシート中の平衡PFRs濃度（ng cm-2），Csはシリコーンシート中のPFRs濃度（ng cm-2），Acは衣服の面積（cm2），Asはシリコーンシートの面積（cm2）である。
	また，衣服中の平衡PFRs濃度（ng cm-2）は，次の式（3.2）で与えられる。
	,𝐶-𝑐-∗.=,𝐾-𝑐.,𝐶-𝑐𝑎𝑟 𝑠𝑒𝑎𝑡.        （3.2）
	ここで，Kcは衣服の平衡定数（－）である。
	衣服からシリコーンシートへのPFRsの移行は，次の式（3.3）のように表せる。
	,𝑑,𝐶-𝑠.-𝑑𝑡.=,𝑘-𝑠.,,,𝐶-𝑠.-∗.−,𝐶-𝑠..        （3.3）
	また，シリコーンシート中の平衡PFRs濃度（ng cm-2）は，次の平衡式（3.4）で与えられる。
	,𝐶-𝑠-∗.=,𝐾-𝑠.,𝐶-𝑐.         （3.4）
	ここで，Ksはシリコーンシートの平衡定数（－）である。
	常微分方程式を数値的に解くことで，衣服とシリコーンシート中のPFRsの濃度変化を接触時間の関数として推定することができる。常微分方程式を解くために，4次Runge-Kutta法を適用した。衣服のPFRs移行速度定数（kc）およびシリコーンシートのPFRsの移行速度定数（ks），衣服の平衡定数（Kc），シリコーンシートの平衡定数（Ks）は，移行試験の実験データを用いてパラメータフィッティング（誤差最小二乗法）することで得られた。
	3.3. 結果と考察
	3.3.1. 衣服を介した場合の自動車シート中PFRsの移行試験の結果
	3.3.2. 洗濯によるPFRs除去性能の評価結果
	3.3.3. 経皮曝露量および衣服に移行した難燃剤量のシミュレーション結果


	論文投稿データにつき掲載不可
	論文投稿データにつき掲載不可
	論文投稿データにつき掲載不可
	論文投稿データにつき掲載不可
	論文投稿データにつき掲載不可
	4. 自動車シート中難燃剤の経皮曝露量評価のフィールドテスト
	4.1. 自動車シートに含まれる難燃剤の尿中代謝物測定のための分析法検討
	4.1.1. リン系難燃剤及び代謝物等の分析法検討


	令和3年度に，難燃剤の尿中代謝物やその測定法について文献を用いて情報収集し，分析法を検討するという目標に対し6種類のリン系難燃剤及び4種類の難燃剤代謝物・分解物の選定，対象物質の標準試薬の入手，分析機器の条件設定を行い，良好なピーク形状が得られることの確認まで行った。令和4年度は，令和3年度に検討した分析機器の条件をベースに分析法を確立することを目標に，表4.1，図4.1の候補物質について，クロマトグラムの確認，検量線の確認，固相抽出カラムの溶出条件の検討，試料採取容器の検討を行った。
	表4.1 候補物質
	Tris(1-chloro-2-propyl)phosphate（TCPP）
	CAS：13674-84-5
	C9H18Cl3O4P
	MW：327.57
	Bis-(1-chloro-2-propyl）phosphate（BClPP）
	CAS：789440-10-4
	C6H13Cl2O4P
	MW：251.04
	Tris（2-chloroethyl)phosphate（TCEP）
	CAS：115-96-8
	C6H12Cl3O4P
	MW：285.48
	Bis(2-chloroethyl) phosphate（BCEP)
	CAS：3040-56-0
	C4H9Cl2O4P
	MW：222.99
	Tris(1,3-dichlro-2-propyl)phosphate（TDCPP)
	CAS：13674-87-8
	C9H15Cl6O4P
	MW：430.89
	Bis(1,3-dichloro-2-propyl) phosphate  (BDCPP)
	CAS：72236-72-7
	C6H11Cl4O4P
	MW：319.93
	Triphenyl phosphate（TPhP）
	CAS：115-86-6
	C18H15O4P
	MW：326.28
	Diphenyl phosphate（DPHP)
	CAS：838-85-7
	C12H11O4P
	MW：250.19
	4-Hydroxyphenyl diphenyl phosphate（4HO-DPHP）
	CAS：56806-74-7
	C18H15O5P
	MW：342.28
	Tricresyl phosphate（TCsP）
	CAS：1330-78-5
	C21H21O4P
	MW：368.36
	p-Hydroxybenzoic acid
	CAS：99-96-7
	C7H6O3
	MW：138.12
	Di-p-tolyl phosphate
	CAS：843-24-3
	C14H15O4P
	MW：278.24
	Cresyl diphenyl phosphate（CsDPhP)
	CAS：26444-49-5
	C19H17O4P
	MW：340.31
	図4.1 候補物質の構造式など
	4.1.1.1. 実験方法
	4.1.1.1.1. 使用器具・試薬


	標準試薬のうち，TCPP，TDCPP，TPhP，p-Hydroxybenzoic acidは，富士フィルム和光純薬株式会社。TCEP，BCIPP，BCEP，BDCPP，4HO-DPHP，Di-p-tolyl phosphateは，Toronto research chemicals社。TCsP，CsDPhP，DPHPはAccuStandard社製を用いた。
	本研究では，アセトン濃縮300（残留農薬・PCB試験用，純度99.5%，富士フィルム和光純薬株式会社），超純水（LC/MS用，富士フィルム和光純薬株式会社），ぎ酸（（LC/MS用，純度約99%，富士フィルム和光純薬株式会社），アンモニア（（試薬特級，純度約99%，富士フィルム和光純薬株式会社）メタノール（高速液体クロマトグラフィー用，純度99.8%，関東化学株式会社）を用いた。また，固相抽出の検討にOasis HLB 3cc 60mg Vac Cartridge（Waters社），Oasis WA...
	4.1.1.1.2. 分析方法

	今回の分析では，高速液体クロマトグラフィー/タンデム質量分析計（LC-MS/MS）を用いて測定を実施した。表4.2に測定条件を示す。
	表4.2 測定条件
	4.1.1.2. 結果と考察
	4.1.1.2.1. クロマトグラムの確認


	今回の測定で得られたクロマトグラムを図4.2に示す（TCPPのみ50 ng/mL。他の項目は10 ng/mL）。各項目で良好なピーク形状であった。
	図4.2 リン系難燃剤及びその代謝物のクロマトグラム
	4.1.1.2.2. 検量線の確認

	今回の測定で得られた検量線を図4.3に示す。各項目で相関係数0.995以上であった。
	図4.3 リン系難燃剤及びその代謝物の検量線
	4.1.1.2.3. 固相抽出カラムの溶出条件の検討

	論文投稿データにつき掲載不可
	論文投稿データにつき掲載不可
	試料前処理に使用する固相（HLB，MCX，WCX，MAX，WAX）について溶出条件の確認を行った。HLBはメタノール3 mLずつ2分画（1st Fr，2nd Fr），MCX，WAXはメタノール2 mL（1st Fr）と5%アンモニア含有メタノール2 mLの2分画（2nd Fr，3rd Fr）（計3分画），MAX，WCXはメタノール2 mL（1st Fr）と2%ギ酸含有メタノール2 mLの2分画（2nd Fr，3rd Fr）（計3分画）で比較を行った。結果を図4.4に示す。TCsP以外は，全体的にW...
	図4.4 リン系難燃剤及びその代謝物の固相抽出
	4.1.1.2.4. 試料採取容器の検討

	試料採取に関して容器の選択を行う際の参考として対象物質の吸着に関してガラス容器とポリプロピレン容器について確認を行った。それぞれの容器に対象物質を10 ng添加し，そのまま測定容器に移し替えて測定したもの（試料液）とメタノールで洗いこんで測定したもの(洗いこみ)で回収率を図4.5に示す。対象物質により容器への吸着が確認されたため，メタノールなどの溶媒を用いた洗い込みが必要となることが明らかとなった。
	論文投稿データにつき掲載不可
	図4.5 リン系難燃剤及びその代謝物の容器への吸着
	4.1.2. 生体試料収集のための準備

	曝露状況の異なる被験者サンプルを収集するためには，事前に研究倫理審査を受ける必要がある。人を対象とする生命科学・医学系研究に携わる全ての関係者に対して，「人間の尊厳及び人権保護」，「研究の適正な推進」のため遵守すべき事項が，省庁（文部科学省，厚生労働省，経済産業省）や大学においてガイドラインとしてまとめられている。本研究では，静岡県立大学の「人を対象とする生命科学・医学系研究に関する倫理指針ガイダンス」 に従い，研究計画書，説明文書，同意書，同意撤回書を作成した。また，静岡県立大学の倫理審査委員会...
	4.2. リン系難燃剤の有害性情報及び経皮曝露による影響の情報収集
	4.2.1. 化学物質の経皮曝露における動態


	Quantin, et al. 24が皮膚を介した吸収，分布，代謝，排泄について整理している。以下に概要を記載する。
	4.2.1.1. 一般的な動態
	4.2.1.1.1. 吸収

	吸収は化学物質が体内に入り込む最初の制限ステップである。その物理化学的特性（分子量，イオン化状態，溶解度）と曝露源に応じて，化学物質は異なる経路（主に経皮，経口，吸入）で吸収される可能性がある。皮膚からであれ，腸壁からであれ，体質や通過する膜の厚さによって吸収のされ方が異なる。また，分子の大きさによって，吸収の重要性は変わり，小さいものほど受動的に吸収されやすくなる。膜は主に脂質でできているため，吸収を促進するためには分子の親油性も重要である。イオン化した物質は膜孔以外での吸収は弱い。体内に吸収さ...
	4.2.1.1.2.分布

	論文投稿データにつき掲載不可
	生体内で分布する間に，異なる器官や組織に対する化学物質の親和性は，その物理化学的性質に依存する。分布を変化させる主な要因は，生物利用可能性に影響を与えうる血漿タンパク質への結合である。血漿タンパク質は血液中に大量に存在し（約60 g/L），循環しているあらゆる化学物質と結合する可能性がある。化学物質が血流に分配されるとき，投与量の一定割合がタンパク質，主にアルブミンと結合する可能性がある。遊離型のみが組織へ拡散し，生物学的活性を持つことができる。したがって，この血漿タンパク質との結合を評価すること...
	4.2.1.1.3. 代謝及び排泄

	体内に吸収された化学物質を排除するために，様々な代謝過程が関与する。代謝は，酵素反応による基質の生成物又は代謝物への生体内変換を意味する。このプロセスの主な機能は，排泄のステップを促進することである。最終的な目標は，物質の親油性を下げ，水溶性を高めて，主に尿，糞便，胆汁などの生理的排泄物中に排出されるようにすることである。この過程は皮膚，肺，腎臓など様々な組織に存在するが，血流量（1,500 mL/分），質量（体重の約2%），酵素含量の多さから肝臓が主要な解毒臓器である。その変換過程は，肝細胞や胆...
	4.2.1.2.薬物代謝の種類

	細胞内レベルでは，CYPファミリーの酵素は平滑小胞体の膜に発現し，その他の酵素は細胞質内に可溶である。この区別は重要であり，細胞内分画法で酵素を分離しようとする場合には考慮しなければならない。これらの酵素が引き起こす変換過程によって，代謝は第I相反応と第II相反応に分けられる。
	第I相代謝では，排泄される分子は，官能基がヒドロキシル（-OH），アミン（-NH2），カルボキシル（-COOH）である誘導体に変換される。第2相代謝では，基質の新しい官能基を利用して，水溶性の高い物質を結合させ，排泄を促進させる。第I相反応の酵素は主にCYPアイソフォームで代表されるが，アルコールデヒドロゲナーゼ，モノオキシゲナーゼ，ペルオキシダーゼなど他の第I相酵素も存在する。一方，グルタチオンS転移酵素（GST），グルクロン酸転移酵素（UGT），硫酸転移酵素（SULT）は，それぞれグルタチオン...
	図4.6 生体内における化学物質の代謝
	4.2.1.3. 皮膚構造の特異性

	皮膚は，ほぼ全身を覆う器官で，その表面は成人で1.5–2 m2，体重の約15%に相当する。皮膚は，外部環境との重要な接点であり，生物にとって物理的かつ重要なバリアーを構成している。しかし，この保護壁は完全に不浸透性ではなく，程度の差こそあれ，多くの物質の通過を許容している。皮膚は，表皮，真皮，皮下組織の3層で構成されている。表皮の最外層は角層（SC）と呼ばれ，皮膚への浸透の主要なバリアーと考えられている。角質層は，親水性のケラチンで満たされた無核細胞である角質細胞が，コルネオデスモソームという接合...
	4.2.1.4. ヒト皮膚における化学物質の透過性

	論文投稿データにつき掲載不可
	経皮吸収は，外部環境から皮膚を通して血流に化学物質が移行することと定義される。浸透は吸収の最初のステップであり，皮膚のある層に物質が入り込むことである。表皮を透過する能力を持つ化学物質は，全身に接続された多数の皮膚末梢血管を経由して，全身循環することが可能となる。ある化学物質が皮膚に接触すると，まず角質層と相互作用する。物質が皮膚に浸透する経路は3つある（図4.7）。
	[1] 細胞内経路：ケラチンで満たされた親水性の角質細胞と，脂質の多い細胞間の疎水性の空間へ交互に移動する。
	[2] 細胞間経路：水相と脂質相からなる細胞間質の中で，物質が角質細胞の周りを回っている。
	[3] 毛包内経路：毛包，汗腺，皮脂腺に入り，角質細胞や細胞間質を経由する。
	これら3つの経路が皮膚吸収の役割を果たしており，親油性分子と親水性分子の両方の拡散を可能にする細胞間経路が優勢（90-99%）である。
	細胞間経路では，細胞の周囲を拡散し，親水性又は親油性の細胞間成分への親和性に応じて浸透することができる。これは，化学物質が吸収されるまでの時間は長いが，より効率的な経路となる。細胞内経路は，細胞間経路の350 μmに比べ25 μmと短いが，分子が親水性区画と親油性区画を通過する必要がある。同様に，体毛が覆っている総表面積は1%未満であるため，毛包内経路は無視できる程度である。毛包内経路は，in vitroモデルでは一般的に存在しないため，あまり研究されていない。
	図4.7 皮膚からの化学物質の吸収経路
	4.2.1.5. 経皮吸収に影響する因子

	経皮吸収は，様々な要因によって影響される。
	化学物質性状（分子量，オクタノール/水分配係数，剤形，揮発性など）
	溶媒（親水性／親油性，浸透促進効果）
	曝露条件（投与量，部位，表面積，頻度，曝露期間）
	個人（年齢，肌の状態，肌の潤い，閉塞（血管），肌フローラ）
	上記の様々な要因を考慮することで，化学物質が皮膚膜を通過する際の挙動を予測することが可能である。以下の基準が重要である。
	1. 分子量は500以下であることが望ましい。もちろん，他の特性がこの値を変化させる可能性があるため，厳密なカットオフ値ではない。
	2. オクタノール／水分配係数を表すLog Pは，1～2の範囲に収める必要がある。
	3. 分子を非イオン化の状態に保つ必要がある。pKaが重要な役割を果たす。
	4. 極性又は非極性環境が，浸透性に異なる作用を及ぼす。非極性環境は浸透性を高める傾向がある。
	実験的には，経皮浸透性を分類するために2つのパラメータが考慮される。測定した定常浸透速度Jssはμg/cm2/hで表し，透過係数Kpはcm/hで表す。両パラメーターは，分子の透過性に関する挙動を比較し，予測するのに有効である。
	エンハンサーの使用により，物理的方法（イオン導入，電気穿孔法，超音波）又は化学的方法（共配合で別の物質の皮膚浸透性を高める化合物）により，皮膚浸透性が劇的に増加する可能性がある。このような方法は，脂質層の組織化，角質細胞の細胞内タンパク質との相互作用，角質層における成分の分布，親水性物質の拡散を助長する極性チャネルを形成する角質層の水和等に影響を与える可能性がある。このエンハンサー効果は，物質の生物利用可能性を高める限りにおいて考慮されるべきものであり，リスク評価において考慮されなければならない。...
	4.2.1.6. 皮膚における代謝

	論文投稿データにつき掲載不可
	親油性を含む特定の物理化学的特性を持つ物質は，人間の皮膚から受動的に吸収されることがある。しかし，皮膚は単なる物理的バリアーではなく，吸収された化学物質と相互作用し，体外への排泄を促進する内因性酵素活性を有している。身体規模では，皮膚の代謝は，内因性及び外来性の全分子を処理する肝代謝に比べて影響が小さい。しかし，皮膚代謝のメカニズムは，局所的又は全身的な毒性に影響を与える可能性がある。
	ほとんどの肝解毒酵素は皮膚に存在し，表皮にある酵素活性によって活性化される。肝臓と皮膚の活性の比較を試みた事例もあり，第I相の肝臓活性の0.1〜28%，第II相の肝臓活性の0.6〜50%が皮膚に存在すると考えられている。
	第I相の酵素としては，主にシトクロムP450ファミリーの酵素に代表され，様々な基質に対して酸化・還元反応を起こすことが知られている。シトクロムP450ファミリーの酵素をコードする遺伝子と酵素そのものをCYPと呼ぶ。皮膚に存在するCYPは，肝臓に比べ圧倒的に少なくなっている。しかし，多くの研究により，皮膚におけるCYPの同定，位置確認，及び活性測定が行われている。健常者及び未曝露のヒト皮膚におけるCYP mRNAの存在が証明されているが，酵素活性の観点からは，これらの酵素は皮膚では活性がないという説...
	CYP以外にも第I相酵素があり，フラビンモノオキシゲナーゼ（FMO）も分子状酸素を利用して窒素，硫黄，リン化合物を酸化する。この反応を促進するためには，NADPHも必要である。表皮や皮脂腺，毛包などの皮膚付属器にはCYPと同レベルで存在し，これらの酵素は同じ基質に対してCYPと競合する可能性がある。
	アルコール及びアルデヒド脱水素酵素（ADH及びALDH）は，アルコール誘導体からアルデヒド，さらにカルボン酸への酸化を触媒する。CYPやFMOとは異なり，酸化剤の供給源は酸素分子ではなく，ニコチンアミド・アデニン・ジヌクレオチド（NAD）分子である。アルコールデヒドロゲナーゼはヒトの皮膚に存在し，アルデヒド感作性誘導体の生成への関与が強く疑われている。
	モノアミン酸化酵素（MAOs）は皮膚にも存在し，肝臓のものとは異なる。MAOは，一次アミンを酸化的に脱アミノ化してアルデヒドに変換することができる。
	ヒト皮膚で同定されたエステラーゼは，ある種の生体外物質のエステル機能の加水分解と，対応するアルコール及び酸への生体内変換に大きく関与している。主にシトクロムP450ファミリーの酵素に代表され，その関連メカニズムは，様々な基質の酸化反応や還元反応に関与している。
	第II相代謝は，第I相で機能化された分子を，排泄物への溶解を容易にするために親水性基質に変換し，排泄させることを目的としている。酵素触媒のレベルでは，これらは本質的に，第I相代謝物の親電子機能と求核性基質の間の転移酵素による共役反応である。ヒトの皮膚には幅広い第II相酵素が発現しており，それらは肝臓のレベルと比較して第I相よりも豊富である。
	UDPグルクロン酸転移酵素（UGT）は，分子の酸素，窒素，硫黄の機能にグルクロン酸を付加して，グルクロン酸抱合体を形成する触媒作用がある。CYPと同様に，UGTは小胞体の膜に発現している。UGT活性は，ヒトの皮膚，表皮，さらには角質層でもよく観察される。
	硫酸転移酵素は，第I相であらかじめ活性化された基質に対する硫酸基の抱合反応機構に関与しており，内因性ステロイドや外来生物の硫酸抱合反応が皮膚で行われることがある。一般に，Phase IIは生体外物質を不活性化する機構と考えられているが，硫酸転移酵素も物質を変換し活性化することができることが示されている。ミノキシジルは，ヒトの皮膚で硫酸転移酵素により活性代謝物である硫酸ミノキシジルに活性化される。
	N-アセチルトランスフェラーゼは皮膚に存在し，その活性は芳香族アミンのような特定の異生物に選択的である。この経路はp-アミノ安息香酸の解毒機構を表している。
	最後に，グルタチオン・トランスフェラーゼ（GST）は，ヒトの皮膚で機能している。GSTは，還元型グルタチオンを求核性の高い親電子性代謝物に転移させる。GSTのアイソフォームπは，他のフォーム（α，μ，θ，α）が主に見られる肝臓とは異なり，皮膚に最も多く存在するものである。
	4.2.1.7. 皮膚代謝の重要性

	一般に，第I相代謝は，第II相代謝が抱合によって代謝物の反応性を低下させるとき，反応性で毒性の可能性のある誘導体の形成と関連している。生理活性化という用語は，親物質よりも反応性が高く，場合によっては毒性を持つ形態を生成する代謝ステップの結果を表すために用いられる。皮膚の代謝は，病理学的事象の発生に寄与することが認識されている（図4.8）。これは主に，アレルギー性接触皮膚炎の第一段階である感作反応を引き起こす，皮膚に吸収されやすい小分子の活性化に関するものである。遺伝毒性や発がん性などの他の毒性も，...
	皮膚感作は，アレルギー性接触皮膚炎の最初のステップである。そのメカニズムは，抗原性を有する低分子量物質であるハプテンが表皮に到達し，皮膚タンパク質と結合して免疫原性複合体を形成する能力に依存している。この結合は，リジンやシステインのような親電子性と求核性の構造（硫黄と窒素に富むアミノ酸）の間で起こる。皮膚代謝の役割は，適切な官能基がないために皮膚タンパク質と結合できないプロハプテンを，結合可能なハプテンに活性化することができるため，ここで最も重要である。免疫原性複合体の形成後，一連の反応により抗原...
	上記のハプテン活性化を可能にする生体内変換メカニズムは，科学界で広く受け入れられている仮説のようである。香水に含まれる芳香族化合物のようなオイゲノールとその誘導体は，プロハプテンのモデルを構成し，CYPの基質として同定されている。ゲラニオールや桂皮アルコールのような他のアルコール性不飽和誘導体は，対応するアルデヒドに酸化され，皮膚タンパク質と免疫原性の複合体を形成することができる。吸収された物質の代謝動態を知ることの重要性は，メカニズムを活性化し，毒性のある炎症反応を引き起こす可能性のある反応性挙...
	多環芳香族炭化水素（PAHs）は環境中に存在し，懸念が高まっている。PAHs は薬物代謝酵素によって活性化された後，発がん性を獲得する。ベンゾ[a]ピレン（B[a]P）の代謝経路はよく知られており，CYP の作用を示す良い例となっている。
	CYP 1A1とCYP 1B1の両方が活性化されると，エポキシド中間体が生成され，第二段階でエポキシドヒドロラーゼにより，より活性が高く，DNAとの相互作用に関与するジオールエポキシドに変換されて，遺伝毒性作用が発現することになる。この例は，7, 12-ジメチルベンゾ[a]アントラセンなど，他の多くのPAH構造にも当てはまることが実証されている。
	図4.8 物質代謝による活性化と解毒のバランス
	4.2.2. 皮膚代謝に関与する酵素

	Pyo and Maibach 25が皮膚酵素について整理している。以下に概要を記載する。
	4.2.2.1. アルコール脱水素酵素

	ヒトでは，アルコール脱水素酵素（ADH）ファミリーの5つの酵素クラスが知られている。ADH1（サブユニットα，β，γ），ADH2，ADH3，ADH4，ADH5である。ADHファミリーの最も代表的なものはADH1であり，一級及び二級脂肪族アルコールをアルデヒドに酸化する酵素である（図4.9）。
	論文投稿データにつき掲載不可
	この生体内変換の主な目的は，浸透した異物の無毒化である。例えば，エタノールは肝臓のADH1によってアセトアルデヒドに無毒化される。しかし，逆にメタノールが同じ酵素で代謝され，毒性のあるホルムアルデヒドになることもある。したがって，この2つの現象は，薬物投与後にも現れる可能性がある。生体内変換は，薬物を不活性にしたり，より強力にしたり，あるいは毒物にしたりすることがある。この事実は，薬物に対する皮膚酵素活性の調査を重要なものにしている。
	ADHは，ヒトのケラチノサイトと毛根細胞の両方で発見された。ヒト皮膚における各種アルコールに対するADH活性を，in vitroでは摘出ヒト皮膚を用いた酵素アッセイで，in vivoでは臨床的に正常な12人の被験者を用いた急性パッチテストで比較されている。酵素活性は，in vitroでは生成されたNADHの量（図4.9）で，in vivoでは紅斑の発生量で表された。
	ADHの活性は，異なるアルコールに対して変化した。生体内変換速度は炭素鎖の長さが長くなるにつれて明らかに増加した。例えば，ペンタノール（C5）はエタノール（C2）よりもADH1によって3倍も触媒された。また，枝分かれの程度が大きくなると，生変換率は低下することがわかった。したがって，アルコールの生体内変換率は，炭素鎖の長さと分岐の程度に依存し，炭素鎖の長さが長くなり，分岐の程度が小さくなると，代謝的な生体内変換率が高くなることがわかった。
	図4.9 アルコール脱水素酵素が触媒となる脂肪族アルコールのアルデヒドへの酸化反応
	4.2.2.2. フラビン依存性モノオキシゲナーゼ

	フラビン依存性モノオキシゲナーゼ（FMO）は，酸化のための主要な酵素クラスである。ヒトの皮膚では，CYPファミリーよりも高い転写レベルを持つ。両者の主な違いは酸化の進め方であり，CYPは酸素を含むヘム補欠基を用いるのに対し，FMOはフラビンアデニンジヌクレオチドを用いて基質の酸化を行う。FMOは主に，アミン，スルフィド，リンなどの求核性ヘテロ原子含有化合物を生合成する（図4.10，4.11）。
	ヒトの体内には，5つのアイソフォームが存在する。この5つのアイソフォームのうち，どのアイソフォームが皮膚で発現しているかは，議論のあるところである。これまでのところ，ヒトの皮膚では，FMO3 の存在が決定的であると証明されている。
	図4.10 フラビン依存性モノオキシゲナーゼによって触媒される3級及び2級アミンのN-酸化
	図4.11 フラビン依存性モノオキシゲナーゼによって触媒されるスルフィドのスルホンへのS-酸化
	4.2.2.3. アルデヒド脱水素酵素

	アルデヒド脱水素酵素（ALDH）は，アルデヒドをカルボン酸に変換する（図4.12）。ALDHは，人体全体で12種類のクラスが見つかっている。摘出したヒトの皮膚では，ALDH1とALDH3のみがウェスタンブロット分析及び免疫組織化学的に検出された。ALDH1はアルドホスファミドに高い親和性を持ち，過酸化物アルデヒドの解毒に重要な役割を果たす。一方，ALDH3は芳香族アルデヒドや中鎖脂肪族アルデヒド（脂肪酸アルデヒド）を優先的に酸化する。肝臓でのALDHの活性に比べ，皮膚での活性は22倍も低いことが報...
	図4.12 アルデヒド脱水素酵素が触媒となるアルデヒドのカルボン酸への酸化
	4.2.2.4. カルボキシルエステラーゼ

	カルボキシルエステラーゼ（CE）は，アルコールと酸性残基への水の分子内付加によってカルボン酸エステルを加水分解する（カルボン酸エステル＋H2O ⇆ アルコール＋カルボン酸）。アルコールはさらに酸化されてアルデヒドとなり，カルボキシレートは第II相代謝で抱合体化される。CEファミリーは5つのクラスに分類される。ヒトの肝臓では，CE1とCE2のアイソザイムが見つかっているが，ヒト皮膚では，今のところCE2アイソザイムの存在のみがヒトケラチノサイトで確認されている。シトクロムP450（CYP）酵素の他に...
	CE活性は，フルオレセイン二酢酸をモデル基質として，ヒトケラチノサイトのホモジネートで評価され，3.7 nmol/min/mg proteinの加水分解活性が測定された。代わりに酢酸p-ニトロフェニルをモデル基質として使用すると，はるかに高い加水分解活性が測定された。ヒト皮膚細胞質画分では，45 nmol/min/mg proteinが加水分解され，12倍の加水分解活性があることになる。
	皮膚ドナーの乳房初代ケラチノサイトを用いて，加水分解活性の物質による違いが確認されている。モデル薬剤である4-メチルウンベリフェロンヘプタン酸の生体内変換は，10～32 nmol/min/mg proteinと明瞭に変化した。したがって，CEの発現は高度に多型的であった。代わりに4-メチルウンベリフェロン-1酢酸を用いると，0.5 nmol/min/mg proteinとはるかに弱い加水分解速度が測定された。この2つの分子の唯一の違いは，その鎖の長さ（C2とC7）である。ADHと同様に，炭素鎖長の...
	図4.13 カルボキシルエステラーゼによる4-メチルウンベリフェロンヘプタン酸及び4-メチルウンベリフェロン酢酸のエステル加水分解反応
	4.2.2.5. シトクロムP450

	CYPは，皮膚に存在する代謝酵素の中で最も大きなグループである。CYPは，酸素分子の酸素原子1個を浸透性の基質に転移させ，アルコールと水を生成する触媒作用がある（図4.14）。CYPの発現は多形であると考えられている。その活性は，年齢，性別，適用部位により顕著な個人差がある。どのCYP酵素がヒトの皮膚に存在するかはまだ解明されておらず，矛盾するデータも報告されている。これまでにCYP2D6，CYP2E1，CYP3A4，CYP1A1/2，CYP2C9，CYP1B1，CYP2A6の報告事例がある。
	図4.14 シトクロムP450による酸素原子の移動に伴うアルコール及び水の生成
	4.2.3. リン系難燃剤の皮膚代謝事例等
	4.2.3.1. ヒト皮膚亜細胞画分を用いた代謝


	Abdallah, et al. 26が，in vitroのヒト皮膚S9画分を用いて2,3,4,5-テトラブロモ安息香酸2-エチルヘキシル（EH-TBB），テトラブロモフタル酸 2-エチルヘキシル（BEH-TEBP）及びリン酸トリフェニル（TPhP）の経皮的生体内変換を調査した結果を報告している。
	ヒト皮膚S9画分（HS-S9）は形成手術後の3人の白人女性ドナー（年齢範囲33-46歳）の腹部皮膚から調製したプール試料で構成されており，Biopredic International社Saint Gre'goire, France)から入手している。
	4.2.3.1.1. 実験方法
	4.2.3.1.1.1. in vitro代謝処理

	0.11 mgのHS-S9，WilliamのE培地及び10 mLのEH-TBB又はFM550溶液（EH-TBBの最終濃度10 mM，FM550は難燃剤Firemaster 550を模したもので，EH-TBB，BEH-TEBP，TPhPを53：20.5：26.5の比率で混合したもの）を37 oCで5分間前培養し，NADPH再生系（最終濃度：2.0 mM ニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン酸，10.0 mM グルコース-6-リン酸，2 units/mL グルコース-6-リン酸脱水素酵素）を加えて...
	4.2.3.1.1.2. 分析前処理

	代謝処理したEH-TBBサンプルには13C- EH-TBB及び13C-TBBAをそれぞれ20 ng添加し，FM550サンプルには内部標準物質として13C-EH-TBB，13C-TBBA，13C-BEH-TEBP 及びTPhP-d15をそれぞれ20 ng添加している。スパイクした試料を3 mLの酢酸エチルと60秒間混合し，その後超音波で5分間処理した後，4,000 gで5分間遠心分離し，有機層を回収する抽出操作を2回繰り返している。抽出物を窒素気流下で蒸発乾固し，QA/QC目的の回収率測定（シリンジ...
	4.2.3.1.1.3. 機器分析

	試料は，HPG-3400RSデュアルポンプ，TCC-3000カラムオーブン，WPS-3000オートサンプラーからなるDionex Ultimate 3000液体クロマトグラフとQ-Exactive Plus Orbitrap質量分析計からなるUPLC-Orbitrap-HRMSプラットフォーム（Thermo Fisher Scientiﬁc, Bremen, Germany）で分析している。各サンプルについて，エレクトロスプレーイオン化 (ESI) 及び大気圧化学イオン化（APCI）の両モードによ...
	4.2.3.1.2. 実験結果

	EH-TBB 試料では，(-)ESIモードでイオン質量436.66,814 でイオン式 [C7HBr4O2]ˉの代謝物の可能性が発見され，標準品との比較から，これがTBBAの[M-H]ˉ分子イオンであることが確認された（図4.15）。これは，ヒト及びラット肝ミクロソームによるEH-TBBの唯一のin vitro代謝物としてTBBAを報告したRobertsらの結果とも一致する。
	FM550混合試料でも，TBBAがEH-TBBの単独代謝物として同定されている。さらに，(-)ESIモードで 249.03204のイオン質量を持つ別の潜在的な代謝物が検出された。このイオンの化学構造は [C12H10O4P]-であることが示唆されている。この化合物の化学構造を解明するために，(-)ESI-SIM-MS2 モードで MS/MS 実験を実施した。低，中，高の衝突エネルギーを段階的に組み合わせて適用し，多様なフラグメンテーションイオンを得た。m/z = 249.03204のイオンは，主に...
	図4.15 10 mMのEH-TBBに暴露したヒト皮膚S9画分（HS-S9）においてEH-TBBの唯一の代謝物として検出されたTBBA
	※13C-TBBAは，TBBAの同位体識別と定量に使用される同位体標識体。
	論文投稿データにつき掲載不可
	図4.16 UPLC-Orbitrap HRMSによるイオン249.03204の(-)ESI-MS/MS2スペクトル
	皮膚HS-S9画分の代謝活性をプロテオームでプロファイリングすると，肝細胞に比べてはるかに低いレベルではあるが，CYP450とカルボキシルエステラーゼの両方が活性であることが確認されている。また，ヒト皮膚におけるCYP450酵素の報告レベルは，ヒト肝臓よりも少なくとも300倍低いことが報告されている。一方，ヒト皮膚と肝臓のカルボキシルエステラーゼ1（CES1）の相対レベルは0.62で，有意な差はなかった（p =0.21）。皮膚ではCYP450酵素のレベルが低く，CES1のレベルが肝臓と同程度である...
	さらに，この仮説を検証するため，EH-TBB，FM550とHS-S9を同じ条件下でNADPH 非依存的に（すなわちNADPH補酵素なしで）in vitro培養している。NADPH非存在下では，TBBA，DPhPの生成率及び親化合物の減少率に有意な変化（p > 0.05）がないことから，ヒト皮膚における主要な代謝酵素がカルボキシルエステラーゼであり，肝臓での代謝とは異なると結論付けている。
	4.2.3.1.3. 本事例を踏まえた尿中代謝物測定結果の解釈における留意点

	経口摂取された化学物質は消化管から吸収され，全身に循環する前に肝臓を通過するため，CYP450をはじめとする酵素により代謝を受ける。しかし，経皮吸収された化学物質は，皮膚において代謝を受けた後，毛細血管に吸収され，全身を循環することになる。最終的には肝臓で代謝を受けるため，経口，吸入，経皮曝露による代謝物の違いはみられなくなる可能性が高いが，体内で曝露される化学物質の種類は，経皮曝露とそれ以外で異なる可能性がある。
	本研究では，非侵襲的な試料の採取が可能であることから，尿中代謝物の測定を検討している。既知見のように，尿中代謝物の測定により，リン系難燃剤にどの程度曝露を受けているのか把握することはできるが，代謝物のプロファイルだけからでは曝露経路の推測は困難であると考えられる。経皮曝露量の推算を行うシミュレーションモデルと組み合わせることにより，精緻なリスク評価につながっていくと考えられる。
	4.2.3.2. 皮膚からの試料採取及び代謝物分析法

	論文投稿データにつき掲載不可
	Elpa, et al. 27が皮膚から分析試料を採取する方法及び代謝物の分析方法について整理している。
	4.2.3.2.1. 皮膚からの試料採取法

	ここ数年，皮膚代謝物分析のために，低侵襲から非侵襲のin vivo及びin situ0F サンプリング技術が考案されてきている（図4.17）。様々な皮膚サンプリング技術が開発され，侵襲的な皮膚サンプリングのいくつかの障害に対処する特徴を備えている。皮膚組織を採取する従来技術とは異なり，皮膚排泄物（汗，皮脂，皮膚から発散する揮発性化合物）や角質層から非侵襲的に検体を採取することが可能である。標準的な発汗サンプリングの方法は，ピロカルピンとイオン導入による発汗誘発と，それに続く「Macroduct」に...
	皮膚の代謝物を採取できる低侵襲な技術もいくつか報告されている。例えば，ハイドロゲルマイクロニードルパッチは，皮膚の間質液を採取する低侵襲な技術として提案され（図4.17 A ix）。また，テープストリッピング法（図3-3-3A vii）は，粘着テープを皮膚表面に貼り付け，何度も剥がすことで角質層を採取する低侵襲な手法である。
	4.2.3.2.2. 代謝物の分析法

	代謝物分析の前に，多くの場合，サンプルのクリーンアップ，抽出，分析物の前濃縮などのプロトコルを含むサンプル調製を実行する必要がある。
	現在，メタボロミクスにおける主要な検出プラットフォームは，核磁気共鳴（NMR）分光法と質量分析（MS），特にクロマトグラフィー分離後にMSを用いる技術である（図4.17 B）。NMRは最小限のサンプル調製で済むため，メタボロームフィンガープリンティングに適した方法である。しかし，NMR の感度はMSベースのプラットフォームよりも低い。そのため，包括的かつ高感度な代謝物の同定及び定量には，「-MS」技術（すなわち，ガスクロマトグラフ-MS（GC-MS）及び液体クロマトグラフ-MS（LC-MS））が使...
	図4.17 代表的な皮膚試料採取法（A）及び代謝物分析法（B）
	4.3. まとめ

	難燃剤の包括的なリスク評価スキームの構築に資するため，「自動車シートに含まれる難燃剤の尿中代謝物測定のための分析法検討」及び「リン系難燃剤の有害性情報及び経皮曝露による影響の情報収集」を実施した。
	リン系難燃剤の中には，発がん性，遺伝毒性，生殖毒性が確認されたものも含まれており，低用量の曝露であっても人の健康リスクの懸念が生じる可能性がある。また，化審法に基づく優先評価化学物質のリスク評価においては，原則として経口経路及び吸入経路を想定しており，経皮経路の曝露は想定していないが，欧米では消費者製品を通じた曝露，経皮経路の曝露についてもリスク評価において考慮されている。
	論文投稿データにつき掲載不可
	今後，国内において，経皮曝露を考慮したリスク評価の導入を検討するうえでも，その寄与を正確に把握することが必要であり，経皮曝露も含んだ包括的なリスク評価スキームを構築するための研究が重要であると考えられる。
	本業務において，精緻な曝露評価手法開発をサポートする，バイオモニタリング（尿中のリン系難燃剤及びその代謝物の測定）のための分析条件の検討，リスク評価に重要と考えられる経皮曝露特有の動態に関する情報の収集を行った。今後，実際の生体試料を用いた代謝物の測定（フィールドテスト）を行い，包括的なリスク評価スキーム構築に向けて，調査，検討を続ける必要があると考えられる。
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