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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

物質は皮膚を透過し血液中に移行することが報告されている 2, 8-11。また，3 種類のリン系難

燃剤を溶媒に溶かしたものをヒトの皮膚サンプルに塗布し，その皮膚透過量を実測した結果，

24 時間で塗布した量の 10－30%が皮膚を透過したと報告されている 12。しかし，上記の研

究ではリン系難燃剤が 3 種と限定されており，また，塗布した負荷（濃度）も限られ，実際

の製品からの経皮曝露量は測定されていないという課題が挙げられる。以上に加え，リン系

難燃剤は人体と長時間直接接する機会の多い自動車シートなどの消費者製品に含まれてい

ることを考えると 13, 14，リン系難燃剤の曝露経路の一つとして，経皮曝露を考慮すべきであ

る 15, 16。実際，海外においては経皮曝露に関する研究が盛んに行われているものの，我が国

においては限られているのが現状である。 
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。 
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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。 
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表 1.1 自動車シートのリスト 

論文投稿データにつき掲載不可 
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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。 
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表 1.2 自動車シート中リン系難燃剤の測定結果（Fabric） 

論文投稿データにつき掲載不可 
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表 1.3 自動車シート中リン系難燃剤の測定結果（PUF） 

論文投稿データにつき掲載不可 
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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所から，EMR-Lipid カラム（Captiva EMR−Lipid 
600 mg/6 mL SPE Tube）は Agilent technology から購入した。皮膚透過試験に用いた衣服（綿

100%，厚さ約 1 mm）は UNIQLO から購入した。ウシ血清アルブミン（BSA），アセトン 300，
トルエン 300，ヘキサン 300，酢酸エチルは富士フィルム和光純薬株式会社から購入した。

すべての実験では，Milli-Q 水を使用した。 
 

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。 
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表 2.1 測定対象としたリン系難燃剤 14 種類の化学構造 
物質 化学構造 物質 化学構造 

リン酸ト

リプロピ

ル 
TPP  

リン酸トリ

ス 2-エチル
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ルホスフィ
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リン酸ジエチレングリコー

ルビス（1-クロロ-2-プロピ

ル） 
DEG-BDCIPP 

 

6-ベンジルベンゾ[ c ] [2,1]
ベンゾキサホスフィニン 6-

オキシド 
BzIDOPO 
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表 2.2 測定対象としたリン系難燃剤 

Compounds Abbreviation CAS Molecular formula 
Molecular 

weight 

Tripropyl phosphate TPP 513-08-6 C9H21O4P 224.23 

Tributyl phosphate TBP 126-73-8 C12H27O4P 266.32 

Tris(2-chloroethyl) phosphate TCEP 115-96-8 C6H12Cl3O4P 285.48 

Tris(2-chloroisopropyl) phosphate TCPP 13674-84-5 C9H18Cl3O4P 327.57 

Tris(1,3-dichloro-2-propyl) phosphate TDCPP 13674-87-8 C9H15Cl6O4P 430.89   

Tris(2-butoxyethyl) phosphate TBOEP 78-51-3 C18H39O7P 398.48 

Tris(2-ethylhextyl) phosphate TEHP 78-42-2 C24H51O4P 434.64 

Triphenyl phosphine oxide TPhPO 791-28-6 C18H15OP 278.29 

Triphenyl phosphate TPhP 115-86-6 C18H15O4P 326.29 

Cresyl diphenyl phosphate CsDPhP 26444-49-5 C19H17O4P 340.31 

Tricresyl phosphate TCsP 1330-78-5 C21H21O4P 368.37 

2-Ethylhexyl 
diphenyl phosphate 

EHDPhP 1241-94-7 C20H27O4P 362.41 

Diethylene glycol bis (di (2-chloroisopropyl) 
phosphate) 

DEG-BDCIPP 52186-00-2 C16H32Cl4O9P2 572.18 
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6-benzylbenzo[c][2,1]benzoxaphosphinine  
6-oxide 

BzlDOPO 113504-81-7 C19H15O2P 306.29 
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2.1.3. 皮膚透過試験に用いた自動車シート 
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。 
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表 2.3 皮膚透過試験で用いた自動車シート 

論文投稿データにつき掲載不可 
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左：F1，右：F2 

 

 
左：F3，右：F4 

 

 
左：F5，右：F6 
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左：F7，右：F8 
 

 
左：F9，右：F10 

 

 
左：F11，右：F12 
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左：F13，右：F14 
 

 

F15 
図 2.1 自動車シートの写真 
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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。 
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表 2.4 LC-MS/MS の分析条件 

HPCL 

Equipment Ultimate 3000 LC systems (Thermo Scientific) 

Column 
Accucore Vanquish C18 Column 

(Internal diameter 2.1 mm, Length 100 mm, Grain Diameter 
1.5 μm) 

Mobile phase 

A：Water 

B：acetonitrile / Methanol (1:4) 

Flow rate 0.3 mL min−1 

Column open temperature 50℃ 

Injection volume 10 μL 

Gradient 

0～0.5 min A:95%, B:5% 

～7.0 min B:100% 

～15 min B:101% 

～15.1 min A:95%, B:5% 

～17 min A:95%, B:6% 
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MS/MS 

Equipment TSQ Endura (Thermo Scientific) 

Ion source APCI 

Ionization mode Positive 

Positive Ion Discharge Current (μA) 4 

Negative Ion Discharge Current (μA) 4 

Seath Gas (Arbitary unit) 25 

Aux Gas (Arbitary unit) 5 

Sweep gas (Arbitary unit) 0 

Ion Transfer Tube Temp (℃) 250 

Vaporizer Temp (℃) 300 

Positive Ion Discharge Current (μA) 4 

Negative Ion Discharge Current (μA) 4 
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表 2.5 トランジションのパラメータ 

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 
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 0 14 Positive 279.15 201.036 28 148 

TCEP 0 14 Positive 286.954 99.089 26 97 

 0 14 Positive 286.955 125.06 19 97 

TCPP 0 14 Positive 327.002 81.142 59 97 

 0 14 Positive 327.003 99.119 25 97 

TPhP 0 14 Positive 327.14 215.205 28 166 

 0 14 Positive 327.15 250.98 28 166 

CsDPhP 0 14 Positive 341.076 152.084 39 114 

 0 14 Positive 341.078 229.033 29 114 

EHDPhP 0 14 Positive 363.15 77.226 45 88 



27 
 

 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 
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 0 14 Positive 435.329 99.107 19 116 

TEHP-d51 0 14 Positive 486.654 102.122 22 144 

 0 14 Positive 486.655 103.14 18 144 

TPCP-d21 0.08 10.08 Positive 390.225 98.207 40 138 

 0.08 10.08 Positive 390.227 175.137 36 138 

TPhP-d15 0.22 8.22 Positive 342.153 160.138 44 109 

 0.22 8.22 Positive 342.154 223.058 30 109 

TBP-d27 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 
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 0 14 Positive 299.005 102.103 28 108 

TBOEP-d12 0 14 Positive 411.177 308.365 13 132 

 0 14 Positive 411.178 205.143 16 132 

13C6-HBBz 0 15 Negative 494.604 79.104 30 152 

 0 15 Negative 494.605 81.113 30 152 
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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 ng cm-2 h-1），BzIDOPO（< 0.051 ng 
cm-2 h-1）の皮膚透過速度は，比較的遅い傾向にあった。 

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。 
 

 

図 2.2 自動車シート中 PFRs の皮膚透過試験結果 
 
 

論文投稿データにつき掲載不可 
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図 2.3 PFRs の皮膚透過速度と Log Kowの関係 
  

論文投稿データにつき掲載不可 
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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 
本研究では，経皮曝露量の推算のためのシミュレーションモデルを精緻化するために，

衣服を介した PFRs の移行試験を行った。また，14 種類の PFRs を対象物質とし，混合標準

溶液を添加した衣服を洗濯，乾燥させることで，洗濯による PFRs の除去性能を評価し，

複数の曝露シナリオを構築し，洗濯の影響を考慮した経皮曝露量の推定を行った。 
 
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。ポリエステル製の衣服（ポリエステル

100%，厚さ約 0.30 mm） は AOKI（日本）から購入した。アセトン 300，トルエン 300，ヘ

キサン 300，ジクロロメタン 300 は富士フイルム和光純薬株式会社（大阪府）から購入した。

シリンジフィルター（φ13 mm, 0.22 μm）はアズワン株式会社から購入した。ディスポシリン

ジ（10 mL）は大阪ケミカル株式会社から購入した。洗濯機は小型洗濯機 SR-W020-RD（イ

ー・エム・エー株式会社）を購入した。洗剤はアタック ZERO 液体洗剤（花王株式会社）を

購入した。 
 
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，おもりの重さは，産業技術総合研究所の「消費者製品に

含まれる化学物質の室内暴露評価に係る調査」の調査報告書 18 に記載されている，日本人の

身体表面積を参考に，臀部と大腿部の合計 2200 cm2，体重 50 kg（成人）を考慮して設定し

た。移行試験は，25℃に保ったインキュベーター内で行い，4，24，168，336 h 経過後にシ

リコーンシートおよび衣服のサンプリングを行った。 
 
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
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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

APCI 法を使用して測定した。 
 
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。 
 
𝑑𝑑𝐶𝐶𝑐𝑐
𝑑𝑑𝑑𝑑

= 𝑘𝑘𝑐𝑐(𝐶𝐶𝑐𝑐∗ − 𝐶𝐶𝑐𝑐) − 𝑘𝑘𝑠𝑠(𝐶𝐶𝑠𝑠∗ − 𝐶𝐶𝑠𝑠) 𝐴𝐴𝑠𝑠
𝐴𝐴𝑐𝑐

      （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。 
 
𝐶𝐶𝑐𝑐∗ = 𝐾𝐾𝑐𝑐𝐶𝐶𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐𝑐 𝑠𝑠𝑠𝑠𝑐𝑐𝑑𝑑        （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。 
 
𝑑𝑑𝐶𝐶𝑠𝑠
𝑑𝑑𝑑𝑑

= 𝑘𝑘𝑠𝑠(𝐶𝐶𝑠𝑠∗ − 𝐶𝐶𝑠𝑠)        （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。 
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𝐶𝐶𝑠𝑠∗ = 𝐾𝐾𝑠𝑠𝐶𝐶𝑐𝑐         （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 
製品とシリコーンシートを直接接触させた場合，ポリエステル製の衣服を介した場合，綿

製の衣服を介した場合の自動車シートからシリコーンシートへの PFRs 移行試験の結果を図

3.1 に示す。自動車シートに含まれる全ての PFRs において，直接接触させた場合よりも衣

服を介した場合の方が，シリコーンシートへの移行速度は低くなり，衣服が PFRs の移行を

阻害する可能性があることが示唆された。衣服の透過率を，直接接触を基準として，衣服を

介したシリコーンシートへの移行量により算出した。24 h における PFRs の透過率は，ポリ

エステル製の衣服で TCPP（54%）＞TCEP（22%）＞CsDPhP（17%）＞TPhP（16%），綿製

の衣服で TCPP（7.5%）＞TCEP（2.1%）＞TPhP（0.62%）＞CsDPhP（0.37%）となった。綿

製の衣服よりポリエステル製の衣服を介した場合の方が，衣服の透過率は高かった。Saini et 
al. 20 は，綿製およびポリエステル製の布地（35 × 35 cm2）を 30 日間オフィスに吊るし，室

内空気中の PFRs の布地への蓄積を調査した。その結果，TCEP を除いた 7 種類の PFRs にお

いて，ポリエステル製よりも綿製の方が最大で 7 倍蓄積量は多くなった（p < 0.05）。本研究

の結果は，この既往研究と同様の結果であった。衣服の素材の種類や厚みの違いが影響を及

ぼした可能性が考えられるため，衣服の性状が及ぼす移行速度への影響はより詳細な検討が

必要である。 
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図 3.1 24 h 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 
洗濯による PFRs の除去性能を評価するため，衣服に PFRs 混合標準溶液を 10 ng および

100 ng 添加した。なお，添加量は，衣服を介した移行試験において，製品から衣服に移行し

た量（2.5−95 ng）を参考にした。その後，PFRs 混合標準溶液を添加した衣服を洗濯した。

洗濯による PFRs の残存率を図 3.2 に示す。10 ng 添加時における，洗濯後の PFRs 残存率は，

TBOEP，TBP，TCEP，TEP，TMP，TPhPO，TPP（0%）－TCsP（22%）の範囲だった。100 
ng 添加時における，洗濯後の残存率は，TEP，TMP，TPP（0%）－CsDPhP，TCsP（13%）

の範囲だった。 
 

論文投稿データにつき掲載不可 



 

36 
 

 

図 3.2 洗濯後の衣服における PFRs 残存率 
 
また，洗濯後の衣服への残存率と PFRs の Log KOW の関係を図 3.3 に示す。Log KOW が高

いほど衣服への残存率が高くなった（p < 0.05）。Saini et al. 20 は化学物質が蓄積している綿

製およびポリエステル製の衣服を洗濯し，洗濯水への放出率を調べた。その結果，Log KOW

＜4 の PFRs（TBP，TCPP，TDCPP）は 80%以上，TPhP（Log KOW = 4.59）および EHDPhP
（Log KOW = 5.73）はそれぞれ 50%，15%除去されることが明らかとなった。Log KOW が低い

方が除去されることが示唆され，本研究でも同様の傾向が確認された。 
 

論文投稿データにつき掲載不可 
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図 3.3 衣服への残存率と Log KOW の関係 
 
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 

1 日当たりの平均自動車乗車時間を製品評価技術基盤機構の「室内暴露にかかわる生活・

行動パターン情報 自動車の運転時間」より 21，1.3 時間とした。自動車を通勤に使用する

ことを想定して，0.65 時間（往路），8 時間の非接触時間を挟み（勤務中），さらに 0.65 時間

乗車（復路）を 30 日間繰り返す曝露シナリオを用いた。この曝露シナリオで，30 日間衣服

を着用せずに乗車するシナリオ（Scenario 1），30 日間洗濯しない衣服を毎日着用して乗車す

るシナリオ（Scenario 2），30 日間 1 回着用の度に洗濯した衣服を毎日着用して乗車するシナ

リオ（Scenario 3）を構築した。構築した Scenario 1，2，3 を図 3.4 に示す。なお，Scenario 3
において，洗濯による除去率は PFRs 混合標準溶液を 10 ng および 100 ng 添加した結果の平

均を用いた。 
 

論文投稿データにつき掲載不可 
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図 3.4 衣服への蓄積を考慮した曝露シナリオ 

 
接触面積は，産業技術総合研究所の「消費者製品に含まれる化学物質の室内暴露評価に係

る調査」の調査報告書に記載されている 18，日本人の身体表面積から大腿部や背中などの自

動車シートとの接触部分を算出した。経皮曝露量推算に用いた参考パラメータを表 3.1 に記

す。 
 

表 3.1 経皮曝露量推算に用いた参考パラメータ 

 
Scenario 1，2，3 におけるシミュレーション結果を図 3.5 に示す。30 日後の経皮曝露量は，

Scenario 1（4300 ng kg-1） > Scenario 2（330） > Scenario 3（27）の順で多かった。Scenario 1
と比較して Scenario 2 では約 92%，Scenario 3 では約 99%の経皮曝露量が抑制された。その

ため，衣服による透過阻害の影響を強く受けていることが示唆された。Scenario 3 では洗濯

による衣服に蓄積した PFRs の約 90%の除去性能を考慮したため，Scenario 2 よりも曝露量

は少なかった。また，衣服中の PFRs 量は，Scenario 2，3 ともに，繰り返し着用の度に徐々

に増加した。 

洗濯済

未洗濯

衣服は未着用で乗車

30日
往路 非接触 復路

0.65 h 0.65 h8 h

Scenario 1

未洗濯の衣服を着用して乗車

洗濯済の衣服を着用して乗車

30日
往路 非接触 復路

0.65 h 0.65 h8 h

30日
往路 非接触 復路

0.65 h 0.65 h8 h

Scenario 2

Scenario 3

1 日当たりの曝露に関係する参考パラメータ 
全身表面積 18 16,000 cm2 

自動車シートとの接触面積 18（身体部位別表面積の全身に対する比率（%）） 
背部：7.3%，腰部：2.7% 臀部：8.2% 大腿部 (1/2)：5.5% 3700 cm2 

1 日当たりの自動車乗車時間 21 1.3 h 
体重（成人）22 50 kg 
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図 3.5 シミュレーション結果（a：Scenario 1，b：Scenario 2，c：Scenario 3） 
 

Scenario 1 から 3 における，1 日当たりの平均曝露量と 30 日目の曝露量の比較を図 3.6 に

示す。Scenario 1 および 3 における 1 日当たりの平均曝露量と 30 日目の曝露量は同等であ

ったが，Scenario 2 においては，1 日当たりの平均曝露量よりも 30 日目の曝露量が約 1.5 倍

多い値を示した。このことから，製品から移行した難燃剤は衣服に蓄積し，製品と非接触の

間も衣服に蓄積した難燃剤によって曝露し続けることが懸念された。製品評価技術基盤機構

の「室内暴露にかかわる生活・行動パターン情報 洗濯 （1）洗濯一般」23 に記載された，

衣服の種類ごとの洗濯頻度より，インナー類や Y シャツ，ブラウスは，1 回（日）着用した

ら洗濯する人の割合が高いと報告されている。一方，ズボンやスカート，セーター等は数（2
から 4）回（日）着用したら洗濯する人の割合が高いと報告されている。衣服のカテゴリー

による洗濯頻度の違いや衣服の繊維による難燃剤の移行速度や衣服への蓄積程度の違いが

経皮曝露量に影響を及ぼすと考えられるため，様々な曝露シナリオを検討することや様々な

繊維の衣服を用いた移行試験を行うことで経皮曝露量は変化する可能性があると考える。 
 

論文投稿データにつき掲載不可 
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図 3.6 自動車シートからの PFRs 移行に及ぼす衣服の影響 
（30 日間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 
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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 

対象物質 代謝物・分解物 

Tris(1-chloro-2-propyl)phosphate (TCPP) Bis-(1-chloro-2-propyl) phosphate (BClPP) 

Tris(2-chloroethyl)phosphate (TCEP) Bis(2-chloroethyl) phosphate (BCEP) 

Tris(1,3-dichlro-2-propyl)phosphate (TDCPP) 
Bis(1,3-dichloro-2-propyl) phosphate 

(BDCPP) 

Triphenyl phosphate (TPhP) 
Diphenyl phosphate (DPHP) 

4-hydroxy diphenyl (4HO-DPHP) 

Tricresyl phosphate (TCsP) 
p-Hydroxybenzoic acid 

Di-p-tolyl phosphate 

Cresyl diphenyl phosphate (CsDPhP) － 
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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 
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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 
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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 
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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 WAX 96Well plate 30μm(30mg) （Waters 社），Oasis MAX 96Well plate 30μm(30mg) 
（Waters 社），Oasis WCX 96Well plate 30μm(30mg) （Waters 社），Oasis MCX 96Well plate 
30μm(30mg) （Waters 社）を使用し，容器への吸着確認には，GL-SPE 濃縮管 0.5mL & 1.0mL
メス/10mL（ジーエルサイエンス株式会社），プラスチックチューブ ポリプロピレン製（ア

ズワン株式会社）を用いた。 
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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 

〔LC 条件〕 

LC 機種：ACQUITY UPLC I-Class Binary Solvent Manager (BSM) 

分析カラム：BEH C18, 1.7 μm, 2.1 × 50 mm（Waters 社製） 

移動相 ：A：超純水（0.1%ギ酸），B：メタノール 

流速：0.2 mL/min 

注入量：10μL 

カラム温度：40℃ 

移動相・グラジェント条件：下表参照 

 

〔グラジェント条件〕 

Time (min) 

LC-pump 

%A %B 

超純水 メタノール  

（0.1%ギ酸）  

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 条件〕 

MS 機種：API-7500 

測定モード：ESI-Positive/Negative SRM 

モニターイオン： 

(Positive) 

TCPP 327.0＞174.9（定量） 327.0＞250.9（確認） 

TCEP 285.0＞62.9（定量） 285.0＞222.9（確認） 

TDCPP 447.9＞430.8（定量） 447.9＞98.9（確認） 

TPhP 327.0＞214.9（定量） 327.0＞152.0（確認） 

DPHP 251.0＞77.0（定量） 251.0＞173.9（確認） 

TCsP 369.0＞165.0（定量） 369.0＞90.9（確認） 

CsDPhP 341.0＞152.0（定量） 341.0＞90.9（確認） 

Di-p-tolyl phosphate 279.0＞91.0（定量） 279.0＞181.0（確認） 

(Negative) 

BCIPP 249.0＞35.0（定量） 249.0＞62.9（確認） 

BCEP 221.0＞35.0（定量） 221.0＞177.0（確認） 

BDCPP 318.9＞35.0（定量） 317.0＞35.0（確認） 

DPHP 249.0＞93.0（定量） 249.0＞78.9（確認） 

4HO-DPHP 341.0＞249.0（定量） 341.0＞93.0（確認） 

p-hydroxybenzoic Acid 137.0＞65.0（定量） 137.0＞93.0（確認） 

 
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。 
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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 
 

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 
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4.1.1.2.3. 固相抽出カラムの溶出条件の検討 
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 WAX で

良好な回収率が得られた。 
 

 

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 
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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

審査委員会に前述の文書及び研究倫理審査申請書を提出し，倫理審査を依頼した。事前審査

及び 9 月に開催された本審査（審査委員会）における指摘事項を反映し，2 月の迅速審査に

おいて承認が得られた。今後，研究計画書に基づき，尿試料を採取し，リン系難燃剤の代謝

物濃度測定方法検討に用いる予定である。 
 

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，

論文投稿データにつき掲載不可 
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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

内に吸収された後，化学物質は血液系を介して臓器や組織に分配されることになる。薬理学

では，物質の吸収の度合いが外用量と内用量の差に最も影響を与えるパラメータであると考

えられている。 
 

4.2.1.1.2.分布 
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

ることで，曝露量が活性割合で解釈できるようになる。 
 
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，肝細胞や胆管

細胞において，酵素による官能基付与や基質の抱合反応によって行われる。チトクローム

P450 ファミリー（CYP）の豊富なアイソザイムは，基本的な代謝酵素系を提供する。しか

し，他の異なる，並行する，あるいは補完する代謝経路が重要な役割を担っている可能性が

ある。 
 

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
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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，グルクロ

ン酸，硫酸誘導体のような水溶性化合物を抱合する能力を持つ第 II 相酵素であり，このよ

うな酵素の働きを利用して，水溶性化合物の排泄を促進する。代謝酵素は，1 つの酵素が様々

な基質を利用し，代謝することができるため，複数の基質特異性を持っている。代謝は一般

に毒性の低い分子になる。しかし，最初の分子よりも毒性の高い代謝物を生成することもあ

る。第 0 相と第 III 相のステップには，流入と流出のトランスポーターが関与し，基質の輸

送と代謝物の排泄に中心的な役割を果たす。 
 

 

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

部で互いに強固に接着し，厚さ 10〜20 μm の何層にも重なった構造をしている。角質層の構

造は，親水性タンパク質を充填した細胞を，セメントの役割をする脂質が取り囲み，細胞膜

タンパク質と共有結合で結合したレンガとモルタルの壁と模式的に表現される。角質層は，

局所的に適用された物質の貯蔵庫としての機能でも知られており，皮膚の水分補給に関与し

ている。ケラチノサイトは表皮の主要な細胞であるが，他の細胞集団は感覚，免疫，光防御

論文投稿データにつき掲載不可 
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に関わっている。真皮-表皮接合部は，表皮をその下の真皮から分離している。表皮を浸透

した透過性のある化学物質は血管のある真皮に到達する可能性がある。また，栄養分や免疫

反応に関与する細胞に対して透過性がある。 
 

4.2.1.4. ヒト皮膚における化学物質の透過性 
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。 
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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

論文投稿データにつき掲載不可 
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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。この効果は，皮膚バリアーを通過しにくい治療用薬物の場合には活用すべきで

あるが，毒性の可能性を持つ物質の場合には回避する必要がある。 
 
4.2.1.6. 皮膚における代謝 

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

説もある。一方，皮膚では，発がん物質や薬物の代謝に関与する CYP（CYP1A1，CYP1A2，
CYP1B1，CYP2A6，CYP2E1，CYP2D6，CYP3A4/5）に相当する酵素活性が確認されている。 

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



 

56 
 

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，皮膚の代謝物によって引き起こされる可能性があるが，感作性に関連する問題ほど一般

的ではない。 
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

応により抗原特異的 T 細胞の増殖が起こる。そして，2 回目の抗原への曝露により，病態の

第 2 段階である炎症反応が起こる。 
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
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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

る反応性挙動を予測するために理にかなっている。 
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

論文投稿データにつき掲載不可 



 

58 
 

化する酵素である（図 4.9）。 
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。 
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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 倍も低いことが報告されてい

る。また，性別や部位によって ALDH 活性に差があることも報告されているが，これらの

事実の他に，皮膚における ALDH に関する知見はほとんどない。 
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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 酵

素ファミリーは，より詳細に研究されている皮膚酵素の 1 つである。これは，皮膚に適用さ

れる薬物の生体内変換や異物代謝に，このファミリーが重要であることを反映している。 
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，炭素鎖長の長い分子がより高い速度で代謝された（図 4.13）。 
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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, 
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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）を加えて最終容量を 1 mL にしてい

る。その後，37 oC，5% CO2 及び相対湿度 98%の条件下で 60 分間培養し，氷冷した酢酸エ

チル 1 mL を加えて反応を停止させている。 
 
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）標準として 13C-α-HBCDD 20 ng を含む 100 mL のメタノールに再沈殿さ

せている。 
 

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）の両モードによる Orbitrap-MS データを取得している。EH-TBB，
13C-EH-TBB，BEH-TEBP，13C-BEH-TEBP の定量及び代謝物のスクリーニングには，ネガテ

ィブ APCI が使用されている。より汎用性の高いソフト ESI モードは，ポジティブ(+)/ネガ

ティブ(-)切り替えモードで，生成された代謝物のスクリーニングと同定，及び TPhP，TPhP- 
d15 の同定に使用された。 
 
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，
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(-)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 3 つのイオンにフラグメンテーションされた。154.98,895，
93.03284，78.95,728 の 3 つのイオンに分解されたこれらのフラグメントの化学式として

[C6H4O4P]-，[C6H5O]-，[PO3]-が提案されている（図 4.16）。親イオン式と MS2 フラグメンテ

ーションデータから，この代謝物はリン酸ジフェニル（DPhP）と同定され，TPhP の一次代

謝物であると判断されている。 
 

 

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。 
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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ことが，酸化的代謝物

が観察されなかった理由と考察されている。 
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
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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 

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 situ1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」によるサンプリング（図

4.17 A vi）である。場合によっては，発汗は，身体運動や環境温度制御によって刺激される。

これらの発汗を促す方法は，サンプリングされた汗の組成に影響を与える可能性がある。汗

や皮脂（皮膚から発散する揮発性化合物を含む）は，溶媒（又は緩衝剤）を用いて皮膚表面

を洗浄する方法（図 4.17 A viii）や，様々な吸着材（例：ポリジメチルシロキサン，ハイド

ロゲル，濾紙，綿パッド，又はポリマー濾過膜）を用いたパッチタイプのデザイン（図 4.17 
A ix,xi,xii）で，皮膚と直接接触する，又は皮膚と直接接触せずに固体支持体に埋め込まれる

（図 4.17 A x）。例えば，最近導入されたハイドロゲルのマイクロパッチサンプリング（図

4.17 A xii）は，MS 分析のために微量の皮膚排泄物を迅速に収集することを可能にする。ポ

リテトラフルオロエチレン製プレート内の空洞にハイドロゲル（アガロース）マイクロパッ

チを作製する。試料を採取し，化学実験室に移動した後，市販の質量分析計の開口部に設置

されたサンプルインターフェースにプローブを設置する。ハイドロゲルマイクロパッチに含

まれる皮膚代謝物は，流れてくるイオン化溶媒によって再抽出される。抽出液は瞬時に質量

分析計のイオン源に移動し，イオン信号が記録される。記録されたマススペクトルは，正規

化などの計算処理が施される。 
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 

 
1 「その場で」という意味。この場合，代謝物を血液や尿の採取ではなく，皮膚代謝が行われている場所である皮膚から

直接採取する手法を表している。 
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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））が使用される。多様な代

謝物が含まれるため，1 つの分析プラットフォームで皮膚メタボロームを完全にカバーする

ことはできない。そのため，複数の分析プラットフォームが同時に使用されることもある

（例：GC-MS と LC-MS，NMR と LC-MS）。 
 

 

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。 
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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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	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
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	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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