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Abstract We studied the progressive analytical method for polychlorinated biphenyls (PCBs) 
in blood samples collected from Yusho patients. This study established a systematic procedure 
for determining both "total concentration of PCBs and their profiles" and "concentrations of 
mono-ortho PCBs as dioxin-like compounds", providing a significant index for diagnosis. The 
method we developed consists of a rapid clean-up using gel permeation chromatography (GPC) 
and sensitive identification with high resolution gas chromatography / high resolution mass 
spectrometry (HRGC / HRMS). This method provides identification of all of PCB congeners 
typically detected in human blood samples, especially it is worth noting that nine significant 
congeners on Yusho diagnosis (IUPAC # 105, # 114, # 118, # 123, # 153, # 156, # 157, # 167, # 189) 
were detected from a five-gram blood sample. Using the present method, we analyzed sixty-six 
individual blood samples collected during the annual Yusho inspection in the 2004, and could 
identified sixty-eight PCB isomers in all samples. As a result, ten patients were classified into 

pattern A, the typical Yusho pattern. The mean total PCB concentration of pattern A subjects 
was 2.95 ppb, while that of control subjects was 0.77 ppb, at whole blood basis respectively.

は じ め に

油症検診 において 「血 中PCBの 性 状及 び濃 度

の異常」は重要 な診断所見 である.「 血中PCBの

性状」とは電子捕獲型検 出器(ECD)を 備 えたパ ッ

ク ドカラム/ガ ス クロマ トグラフ(GC)測 定 で得 ら

れ るガスクロマ トグラムパ ター ン(GCパ ター ン)

を,「 血 中PCB濃 度」とはその測定結果か ら得 ら

れ るPCB濃 度 の総和 を指す.油 症患者血液 のGC

パター ンの特徴 は,DDE(農 薬DDTの 代謝物)

の ピークか ら数 えて1番 目のピー クが相対 的に低

く,5番 目のピー クが相対 的に高い ことであ り,

2番 目の ピーク を基準 にそれ ぞれの比 を取 り健常

者 と比較す る(統 計上 の離 れ度合い を比較 する)

ことで,患 者 と健 常者 との違 いを区別 してい る.

この ようにして,血 中PCBの 性状 が健常 者群 と

大 きく異 なる場合 は 「A」,健 常者 とは区別 で きな

い場合 「C」,そ の中間 は 「B」 または 「BC」 と分

類 される.近 年,患 者 の血中PCB濃 度 は低下傾 向

にあ り,健 常者 との明確 な区別 は困難 にな りつつ

ある.し たが って,血 中PCBの 高精度かつ高感度

な定量方法 を確立す ることが望 まれ る.我 々 はそ

の ための予備検討 として,油 症 患者 の血 中PCB

のパター ン分類 にお けるパ ック ドカラム/ガ スク
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ロマ トグ ラ フ法 と高 分 解 能 ガ ス ク ロマ トグ ラ

フィー/高 分解能質量分析法(HRGC/HRMS)法

の同等性 を確認 した3).

一方
,平 成16年 度か ら検診項 目に「血 中PCDF

濃度」が追加 され,血 液 中のPCDFと その類縁化

合物 のPCDD及 びcoplanarPCBを 含 めた ダイ

オ キシン類 を測定 し,臨 床症状 との関連性 を調べ

る ことにな った.血 液中 ダイオキ シン類 の分析 に

は通常50g以 上 の血液 を必要 とす るので受診 者

の大 きな負担 にな ること,ま た試験操作 が煩雑で

データ確定 に長期 間を要 する等の課題 があった.

そ こで我々 は血 中ダイオキシン類分析 の迅速化 ・

精密化 に関す る技術 的検討 を行い,5グ ラム とい

う少 量 の血 液 か らダ イ オ キ シ ン類(8種 類 の

mono-orthoPCBsを 含 む)を 迅速かつ高感度 に

検 出する手法 を開発 し,全 国の油症患者の血 中ダ

イオキシ ン類濃度 を測定 した1)2).

本研究で は,こ れ らの分析 方法 の効率性 と分析

値 の精密性 をさ らに向上 させ るための検討 を行 っ

た.す なわち 「PCB濃 度 と性状 の分析 」と 「ダイ

オキ シン類分析」を統合 ・一元化 し,血 液中 のPCB

を正確 ・精密 に定量す る方法の開発 を試 みた.こ

こに報告 す るの は(1)ゲ ル浸 透 クロマ トグ ラ

フィー(GPC)に よ る血 液 試 料 の ク リーン アッ

プ,(2)HRGC/HRMSに よる血中PCBの 異性

体別微 量分析,(3)新 しい系統分析法 による平成

16年 度油症一斉検 診血 中PCB分 析(約70試 料)

の結果で ある.

実 験 方 法

1.分 析試料

平成16年 度 に福 岡県内の油症 一斉検診 を受診

しイ ンフォーム ドコ ンセ ン トを得 た66名 につい

てPCB測 定 を実施 した.66名 の内訳 は認定患者

37名,所 見な し(OB)19名,初 回受診者(初 回)

8名 及 び観察者2名 であ った.対 照血液 として福

岡県内 に在住す る一般 成人10名 か ら提 供 された

血液 を等量ず つ混合 した もの を用いた.

2.試 薬

n一ヘキサ ン,ア セ トン,ジ クロロメタンはダイ

オ キシン分析 用(関 東化学㈱製)を 用いた.硝 酸

銀 シ リカゲル は和光純薬㈱ 製のダイオキシン分析

用 を,無 水硫 酸 ナ ト リウム は関 東 化 学 ㈱ 製 の

PCB・ 残留農薬分析用 を用いた.活 性炭(ナ カラ

イテス ク㈱製)は トルエ ンで1時 間ずつ3回 還流

洗浄 し,無 水硫酸ナ トリウムに対 して0.1%(w/

w)に な るよ うに混合 して 用 い た.nヲ ナ ン,

PCDD/DF及 びPCB標 準 品 はWellington

Laboratories社 製 を用いた.

3.装 置及び条件

GPCシ ステム はGLサ イエ ンス㈱製 を用 いた.

システム構成 はオー トサ ンプラー(MIDAS),デ

ガ ッシ ン グ ユ ニ ッ ト(DG660B),送 液 ポ ン プ

(PU614-F),UVデ ィテクター(UV702),フ ラ

クションコレクター(FC693)及 び汎用 レコーダー

であ る.GPCカ ラム はMSpakGF-3104D(内 径

4.6mm,長 さ150mm,昭 和 電 工 ㈱ 製)を 用 い

た.移 動相 はアセ トンを用い,流 速 は0.1ml/min

とした.

HRGC/HRMSに はHP6890ガ ス クロマ トグ

ラ フ(Agilent社 製)/質 量 分 析 計AutoSpec

Ultima(Micromass社 製)を 用いた.本 研究で は

ヒ ト血液 中 に検 出 され る68種 類 のPCB同 族体

(3～10塩 素化物)を 分析対象 とした.こ れ らの測

定条件 をTable1及 び2に まとめた.PCB異 性体

の溶 出順位 は松 村 らの報告 を参考 に決定 した4).

PCBの 同 定 ・定 量 に は定 量 計 算 シ フ トウェア

OPUSquan(Micromass社 製)を 用いた.

4.分 析試料の調製

血液約5gを 正確 に量 り取 り,凍 結乾燥 を行 っ

て水分 を除 いた後,ク リー ンア ップスパ イク とし

て13Cl2ラ ベ ル 標 識 の2,3,7,8位 塩 素 置 換 体

PCDD/DF17種 類 及 びnon-orthocoplanar

PCB4種 類(IUPAC#77,#81,#126及 び#169)

を各50pg,さ らにPCBの3～10塩 素置換 体21

種 類(IUPAC#28,#37,#52,#70,#95,#

101,#123,#118,#114,#105,#153,#138,

#157,#178,#180,#170,#189,#202,#

194,#206及 び#209)各500pgを 添加 した.こ れ

を既報1)2)に従 って高速溶媒抽 出器 に より抽 出 し,

得 られた脂質 を硫酸処理 した後,硝 酸銀 シ リカゲ

ル カラム及 び活性炭 カラムで精製 を行 った.活 性

炭 カラムの第1画 分(10%(v/v)ジ クロロメタ

ン/n一 ヘキサ ン画分)を 減圧濃縮 した後,ガ ラス

製 マイクロバイアル に移 し,ク リー ンベ ンチ内で

室温常圧下 に放置 し濃縮乾 固 した.ア セ トン100

μ1を 加 えて ミキサーで撹 搾 し,残 留物 を溶解 さ

せ,GPC精 製用試料 とした.GPC注 入 に当た って

(111)
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Table1

堀 就 英 ほか6名

Condition of HRGC/HRMS for congener specific determination 
of PCB

一

はサ ンプル ロスが少な く大容量注入の可能 な 「μ1

ピックア ップ」モー ドを選択 し,注 入量 は50μ1に

設定 した.GPC精 製後 の試料 にシ リンジスパ イク

と し て13C12ラ ベ ル 標 識 の2,3,3',5,5'-PeCB

(IUPAC#111)250pgを 添加 し,全 量 を50μ1と

してHRGC/HRMS測 定試料 とした.

結 果 と 考 察

1.GPC及 びHRGC/HRMSに よ る血中PCB

分析法 の検討

PCBに は1か ら10塩 素化 物の209種 類 の異性

体 が存 在 す るが,人 体 試料 か ら検 出され るPCB

異性体 の数 は約70種 類 である5).血 液抽 出物 の活

性炭 カラム第1画 分(以 下PCB画 分)に は,non-

orthocoplanarPCBを 除 いた大部分 のPCBが

含 まれ るので,こ の画分 を分析す れ ば血 中PCB

の性状 を調べ る ことがで きる.但 し,こ の画分 は

機器分析上 の妨害物(主 として脂肪族炭化水素類)

を含 み,何 らかの精製 を追加 して行 う必要があ る.

既報 では,共 平面性物質 に対 して強い親和性 を発

揮す る活性炭分散 シリカゲルを用 いて再度カ ラム

クロマ トグラフ ィー を行 い,mono-ortho体8種

類 を分離 し,測 定 している1)2).し か し本研究で は

mono-ortho体 のみな らず,大 多数 の非共平 面性

PCBを 網羅 する必要が ある.こ の場合 の追加精製

法 として一般 的な ものは,液/液 分配法(ア セ トニ

トリル/ヘ キサ ン分配6)やDMSO分 配7))で ある

が,こ れ らは精製効果が高い反面,操 作が煩雑で

効率性が低い.一 方,分 子節効果 による精製法 の

GPCは 食 品 中 残 留 農 薬 分 析 等 に 適 用 例 も多

く8)～10),安定 した回収率が望 めるほか,関 連機器 の

システム構築 によって 自動 的に多検体 を連続処理

す ることが可能で効 率性 の面か らも有利 と考 えら

れ,条 件検討 を行 うこ ととした.

まずPCB標 準 品(3か ら10塩 素化 物 の 混合

物)をGPCに 注入 しその溶出挙動 を調 べた.そ の

Table 2 Selected ions on HRGC/HRMS analysis
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結果,移 動相 の流速 を0.1m1/minに 設定 した場

合,PCBは 注入後22分 か ら溶 出 し始 め,25～26

分付近で溶 出量が最大 になったあ と減少 に転 じ,

30分 まで に溶 出が終 わった.PCBの 塩素数 によ

る溶出パター ンの違 いはほ とん ど認 め られなか っ

た.次 に実際 の血液試料 か ら得 られたPCB画 分

を同条件で注入 し溶 出させた.そ の結果,妨 害成

分(マ トリックス成分)の 溶 出はPCBよ りも早

く,注 入開始 か ら21分 で始 ま り,22～23分 で最

大 となって,24分 に は完了す る ことが わかった.

すなわち,22分 か ら24分 付近でマ トリックス成

分 とPCBの 溶 出が重 なって い るこ とにな る.そ

こで,注 入 開 始 か ら23分 まで を捨 て(ド レ イ

ン),そ れ以降30分 まで を測定試料 として回収 す

れば,PCBの 回収率 に大 きな影響 を与 えず に大部

分 のマ トリックス成分 を分離除去 でき,測 定が可

能 にな るもの と考 え られた.

この方 法 に よって調製 した血 液試 料 をHT8-

PCBキ ャピ ラ リーカ ラ ム を装 着 し たHRGC/

HRMSで 測定 した ところ,全 設定質量数及び全走

査時間 にお けるロ ックマスチ ャンネル に妨害 ピー

クやべース ライ ンの大 きな変動 は認 め られず,良

好 なクロマ トグラムが得 られた.特 に油症診断上

重 要 で あ る2,3',4,4',5-PeCB(IUPAC#118,

パ ック ドカ ラム分析 におけるピー クNo.1の 主成

分),2,2',4,4',5,5'-HxCB(#153,ピ ークNo.2の

主成分)及 び2,3,3',4,4',5-HxCB(#156,ピ ーク

No.5の 主成分)に 相 当す るピークの形状 や定量

性 また周辺 ピーク との分離性 の いずれ も良好 で

あった(Fig.1及 び2).ま た,全 操作ブラ ンクは

定量値 に影響 を与 えない範 囲内であ り,全 操作 回

収率 も80～90%(5塩 化物ベース)と 良好 であっ

た.

本 分析 方法 の検 出限界 値 をTable3に 示 す.

HRGC/HRMSに 標 準品 を注入 して得 られ たク

ロマ トグラムよ り異性体 ご とにシグナル/ノ イズ

比(S/N比)=3に 相 当する量 を求めた.「血液 中

のダイオ キシン類測定暫定 マニ ュアル」(平 成12

年,厚 生省)に おける目標検 出下 限値 と比較 して,

本方法 はこれを十分 に満足 してお り,血 液中のダ

イオ キシン類測定 と毒性評 価 にも適用が可能 と考

え られ る.す なわ ち,PCB画 分 をGPC精 製 した

のちHRGC/HRMS測 定 に よ り異性体 別濃 度 を

求 め,そ こで得 られた8種 類のmono-orthoco一

Fig. 1

Fig. 2

223

HRGC / HRMS chromatogram of 
extract from blood of a typical Yusho 

patient (PeCB)

HRGC / HRMS chromatograms of 
extract from blood of a typical Yusho 

patient (HxCB)
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Table 3

堀 就 英 ほか6名

Limit of detection for each 

PCB congener

planarPCBの 定量値 をダイオキシ ン類 の毒性濃

度計算へ取 り込む ことが可能で ある.

2.平 成16年 度 油症 一 斉検 診 受診 者 の血 中

PCB分 析 とパ ターン解析結果

受診 者66名 のPCB分 析結 果 を も とにパ ター

ン解析 を実施 した.結 果 の内訳 は以下 の通 りで

あった.認 定患者37名 の うち10名 はAパ ター ン

に,7名 がBパ ター ン に,5名 がBCパ ター ン

に,15名 がCパ ター ンに分類 された.OB15名 は

全 てCパ ター ンとなった.初 回8名 の うち1名 は

Bパ ター ンに,残 りの7名 はCパ ター ンに分類 さ

れた.観 察者 は1名 がBパ ター ン,も う1名 はC

パ ターンに分類 された.結 果 としてAパ ター ンに

分 類 され た10名 とBCパ ター ンに分 類 され た5

名 は全 て認定患者であった.

総PCB濃 度(全 血重量 あた り)はAパ ター ン

(10名)で1.01～5.79ppb(平 均2.95ppb),Bパ

ター ン(9名)で は0.53～2.58ppb(平 均1.31

ppb),BCパ ターン(5名)で0.12～1.14ppb(平

均0.64ppb),Cパ ター ン(42名)で0.06～2.48

ppb(平 均0.95ppb)の 範囲であった.一 方,コ ン

トロール群 の総PCB濃 度 は0.77ppbで あった.

受診 者66名 の うち総PCB濃 度 の最 高値 は5.79

ppbで あ り,こ れ はコン トmル 群 に対 して7.5

倍高 い値で あった.

認定 患者37名 に関す る結果 をTable4に ま と

めた.Bパ ター ン(7名)の 総PCB濃 度 は0.61～

2.58ppb(平 均1.41ppb),Cパ ターン(15名)で

は0.13～2.48ppb(平 均1.11ppb)の 範 囲であっ

た.1998年 度 に三村 らは四重極型GC/MSを 用

いて油症患者13名 の血液及 び2名 の母乳 試料 に

ついてPCB異 性体別分析 を行 い,血 液か らは49

種のPCB異 性体 を検 出,定 量 してい る5).今 回の

分析 におけるAパ ターン10名 の平均濃度(2.95

ppb)は,こ の ときの油症 患者 の平均総PCB濃 度

4.97ppbに 比 べてやや低 くなってい る.

油症検診受診者66名 の血液 を分析 した結果,全

ての受診者 についてPCB同 族体68種 類(う ち4

成分 はクロマ トグラム上 で未分離)を 検 出 ・定量

す ることがで きた.こ れに 「血中 ダイオキ シン類

分析」の結果か ら得 られ る4種 類 のnon-oytho体

を加 える と異性体 数 は計72種 類 となる.今 回,一

般健 常者 はPCB体 内残留量 が患者 よ りも少 な く,

異性体 に よっては検出が困難 と考 え られたが,結

果 として68種 の異性体 を検 出 した.こ の結果 は,

本分析法が油症患者のみ ならずバ ックグラウン ド

群 を対 象 とした調査 に も適 用可能 である ことを示

唆 してい る.

総 括

高分解能ガスクロマ トグラフィー/高 分解能質

量 分析 法(HRGC/HRMS)を 用 い,血 液 中 の

PCBを 異性体別 に迅速 同定 す るた めの試料 の精

製 方 法 と し て ゲ ル 浸 透 ク ロ マ トグ ラ フィー

(GPC)の 条件検討 を行 った.「 血中 ダイオキ シン

類分析」にお ける活性炭 カラム第1画 分(PCB画

分)をGPC精 製 して測定 した結果,良 好 なクロマ

トグラムが得 られ,68種 類 のPCB異 性体 を分別

定量す ることが可能で あった.

本分析法 は血中 ダイオキ シン類 の毒性評価 に必

要 な8種 類 のmono-orthocoplanarPCBの 迅速

分析方法 として有効で ある.従 来,血 中ダイオ キ

シン類測定 におけ るPCB画 分の精製 には煩雑 で

長時間の手作業 を余儀 な くされていたが,本 分析

法で は1試 料 あた り約30分 とい う短 時間で,多 検

体 を自動的 に連続精製 する ことがで きる.

本法 を用 いて2004年 度油症検診 を受診 した66

名 の血 液 を分析 した ところ,10名 がAパ ター ン

に分類 され た.総PCB濃 度 の最高値 は5.79ppb

であ り,こ れ はコン トロール群 に対 して7.5倍 高

い値 であった.
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Table 4 Summary of determination of PCBs in blood of thirty-seven Yusho patients on the 2004 
annual inspection (pg / g whole blood basis)*

* Concentrations of four kinds of non-ortho coplanar PCB (IUPAC#77 , #81, 
 **Determined from blood mixture of ten adullts living in Fukuoka.

#126 and #169) are excluded in this summary.
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