
昭和29年11月５日第三種郵便物認可

平成25年４月25日（毎月25日発行）

第1099号

Vol. 104 No. 4
April 2013

CODEN : FKIZA4

ISSN 0016-254X

第 104 巻 第 ４ 号 (1 0 9 9)

平成 25 年４月 25 日

F
U
K
U
O
K
A

A
C
T
A

M
E
D
IC
A

V
o
l.
1
0
4
N
o
.
4
,
A
p
r
il
2
0
1
3

特 集 号

油症とPCB及びダイオキシン関連化合物

研 究 報 告 第 24 集

責任編集者 古 江 増 隆

The Twenty-four Reports of the Study on Yusho

―PCBs and Dioxin-Related Compounds―

Guest Editor Masutaka Furue

福

岡

医

学

雑

誌

昭

和

二

十

九

年

十

一

月

五

日

第

三

種

郵

便

物

認

可

平

成

二

十

五

年

四

月

二

十

五

日

発

行

第

百

四

巻

第

四

号

定

価

二

〇

〇

〇

円



油症と PCB及びダイオキシン関連化合物に関する研究

報 告 集 第 24 集

（福岡医学雑誌 第 104 巻 第 4号 平成 25 年４月）

目 次

序 言 古江 増隆…71

油症における特異抗核抗体の検討 辻 博…73

油症患者におけるダイオキシン類異性体ごとの症状ならびに異性体間の濃度と半減期の関係
松本 伸哉・赤羽 学・神奈川芳行・梶原 淳睦

内 博史・古江 増隆・今村 知明…78

油症患者における血清アディポカイン濃度に関する研究 内 博史・古江 増隆…85

油症認定患者における IL-21，TGF-βの検討
鍬塚 大・小池 雄太・清水 和宏・宇谷 厚志…88

油症認定患者における，制御性T細胞産生サイトカイン IL-10，IL-35 の検討
小池 雄太・鍬塚 大・清水 和宏・宇谷 厚志…91

長崎県カネミ油症検診者の血清尿酸値 吉村 俊朗・川崎 涼子・吉村 俊祐
宮崎禎一郎・向野 晃弘・米澤 武人…95

油症患者における顎関節症に関する臨床的検討 川﨑 五郎・吉冨 泉・梅田 正博…100

血液中ダイオキシン，PCB類濃度測定のクロスチェック
梶原 淳睦・戸髙 尊・平川 博仙・堀 就英
安武 大輔・宮脇 崇・飛石 和大・高尾 佳子

平田 輝昭・内 博史・古江 増隆…104

油症患者血液中ダイオキシン類分析における新しい大量注入法の検討（英文）
戸髙 尊・内 博史・平川 博仙・梶原 淳睦・古江 増隆…110

2004 年から 2010 年の期間における油症患者血液中ダイオキシン類濃度の推移（英文）
戸髙 尊・内 博史・平川 博仙
高尾 佳子・梶原 淳睦・古江 増隆…118

LC/MS/MS を用いた血液試料中の水酸化ポリ塩化ビフェニル（OH-PCBs）測定法の改良（英文）
飛石 和大・鈴木 茂・戸髙 尊・平川 博仙・堀 就英
梶原 淳睦・平田 輝昭・飯田 隆雄・内 博史・古江 増隆…128

2010 年度油症認定患者血液中の水酸化ポリ塩化ビフェニル（OH-PCBs）濃度（英文）
飛石 和大・鈴木 茂・戸髙 尊・平川 博仙・堀 就英
梶原 淳睦・平田 輝昭・飯田 隆雄・内 博史・古江 増隆…136

ダイオキシン母体曝露による胎児副腎ステロイド合成系への影響と性差
武田 知起・服部友紀子・藤井美彩紀
田浦 順樹・石井 祐次・山田 英之…143



血液中 PCB異性体分離分析におけるアルカリ分解温度の検討
堀 就英・山本 貴光・石黑 靖尚・飯田 隆雄
梶原 淳睦・平田 輝昭・内 博史・古江 増隆…152

2,2',3,4',5,5'-六塩素化ビフェニル（CB146）の in vitro 代謝の動物種差
太田 千穂・原口 浩一・加藤 善久・遠藤 哲也・古賀 信幸…161



The Twenty-four Reports of the Study on Yusho

―PCBs and Dioxin-Related Compounds―

(FUKUOKA ACTA MEDICA Vol. 104, No. 4, 2013)

CONTENTS

Foreword M. Furue…71

Antibodies to Specific Nuclear Antigens in Patientswith Yusho H.Tsuji…73

Relationships between Concentrations of Dioxin Isomers and Symptoms, and among
Concentrations and Half-Lives of Dioxin Isomers, in Patients with Yusho Disease

S.Matsumoto,M. Akahane, Y. Kanagawa,
J. Kajiwara,H. Uchi,M. Furue andT. Imamura…78

Adipokine Profile of Yusho Patients H. Uchi andM. Furue…85

Serum Levels of IL-21 and TGF-β in the Yusho Patients
Y. Kuwatsuka, Y. Koike, K. Shimizu and A. Utani…88

Serum Levels of IL-10 and IL-35 in Yusho Patients
Y. Koike, Y. Kuwatsuka, K. Shimizu and A. Utani…91

Increased Rate of Serum Uric Acid Levels in Yusho Sufferers
T. Yoshimura, R. Kawasaki, S. Yoshimura,
T.Miyazaki , A,Mukaino andT. Yonezawa…95

A Clinical Study of TMJ Arthrosis in Yusho Patients
G. Kawasaki, I. Yoshitomi andM. Umeda…100

Inter-Laboratory Crosscheck Study of Dioxins and PCBs in Human Blood Samples
J. Kajiwara,T.Todaka,H.Hirakawa,T.Hori, D. Yasutake,T.Miyawaki,

K.Tobiishi, Y.Takao,T.Hirata,H. Uchi andM. Furue…104

Development of a Newly Large-Volume Injection System for Dioxin Determinations in Blood of
Yusho Patients

T.Todaka,H. Uchi,H.Hirakawa, J. Kajiwara andM. Furue…110

The Changes in Dioxin Concentrations in the Blood of Yusho Patients from 2004 to 2010
T.Todaka,H. Uchi,H.Hirakawa, Y.Takao, J. Kajiwara andM. Furue…118

Improvement of Measurement Method for Hydroxylated Polychlorinated Biphenyls (OH-PCBs)
in Blood Samples using LC/MS/MS

K.Tobiishi, S. Suzuki,T.Todaka,H.Hirakawa,T.Hori,
J. Kajiwara,T.Hirata,T. Iida,H. Uchi andM. Furue…128

Concentration of Hydroxylated Polychlorinated Biphenyls (OH-PCBs) in the Blood of Yusho
Patients in 2010

K.Tobiishi, S. Suzuki,T.Todaka,H.Hirakawa,T.Hori,
J. Kajiwara,T.Hirata,T. Iida,H. Uchi andM. Furue…136



The Gender-Specific Effect of Maternal Exposure to Dioxin on Fetal Steroidogenesis in the
Adrenal Gland

T.Takeda, Y.Hattori,M. Fujii, J.Taura, Y. Ishii andH. Yamada…143

Examination of Alkali Digestion Temperature in Isomer Specific Analysis of PCB
in Whole Blood Sample

T.Hori,T. Yamamoto, Y. Ishiguro,T. Iida,
J. Kajiwara,T.Hirata,H. Uchi andM. Furue…152

Species Difference in the Metabolism of 2,2',3,4',5,5'-Hexachlorobiphenyl (CB146)
by Animal and Human Liver Microsomes

C.Ohta, K.Haraguchi, Y. Kato,T. Endo and N. Koga…161



序 言

厚生労働省全国油症治療研究班・班長

九州大学大学院医学研究院・教授

古 江 増 隆

Foreword

Masutaka FURUE

Chief of The Study Group for Yusho

(granted by The Ministry of Health, Labour and Welfare, Japan)

Professor, Faculty of Medical Sciences, Kyushu University

Amass poisoning, involving at least 2000 individuals, occurred in Kyushu (Western Japan) in 1968. The

incident is called Yusho, oil disease, as it was caused by ingestion of rice bran oil that was contaminated

with Kanechlor-400, a commercial brand of Japanese polychlorinated biphenyls (PCBs). It was later found

the rice oil had been contaminated with not only PCBs but also polychlorinated dibenzofurans (PCDFs),

polychlorinated quaterphenyls (PCQs) and others.

Yusho is, thus, recognized as a poisoning by a mixture of PCBs, dioxins and related compounds. For

more than 45 years the patients have been suffering from various symptoms such as general malaise,

headache, acneform eruption, dark-brownish nail pigmentation, increased discharge from the eyes with

swelling of eyelids, pigmentation of oral mucosa, peripheral neuropathy, and irregular menstruation in

women.

A method for quantification of PCBs in the blood was developed after 1973, five years after the

outbreak of Yusho. The blood polychlorinated quarterphenyls (PCQs) levels were then added to the

diagnostic criteria of Yusho as a relatively specific marker. Although the blood levels of dioxins were very

low, we developed a sensitive method of qualifying the blood level of dioxins which allowed us to detect low

levels of dioxins in 5 ml of blood. Notably, the sensitive method revealed that the blood levels of 2,3,4,7,

8-penta-CDF remained very high in the Yusho patients even 40 years had passed since its occurrence,

leading to add the blood levels of 2,3,4,7,8-penta-CDF in the diagnostic criteria in Sep. 29th, 2004.

The clinical and basic studies and follow-up of patients conducted by this study group are extremely

important not only for supporting patients' health but also for understanding the potential and prolonged

effects of exposure to PCBs and dioxins in humans. From this point of view, a patient-consultation system

for Yusho has been established from 2002. The Yusho consultants keep in touch with the patients by direct

interview, by phone or by mail. Various types of questionnaire were carried out by Yusho consultants.

Statistical correlations were analyzed between blood PeCDF levels and clinical/laboratory manifestations

in addition to questionnaire comments.

Patients with Yusho still complain various subjective and objective symptoms. We very much

appreciate the contribution and participation of the patients in health examinations for follow-up of Yusho

each year. I also deeply thank all of the members of the study group and the Japanese Ministry of Health,

Labour and Welfare for their efforts to help and support patients' health and well-being.
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厚生労働省全国油症治療研究班の第 24報告集を刊行することができましたことを大変うれしく思って

おります．平成 23 年度と平成 24 年度の研究成果ならびに関連分野の情報などをまとめております．油症

は 1968 年（昭和 43 年）に西日本一帯の広範囲な住民の方々が，熱媒体として使用されていた PCBの混入

した食用米ぬか油を摂取したことによって起こった食中毒事件です．その後，研究班によって PCDF な

どのダイオキシン類も混入していたことがつきとめられ，油症は PCB 類とダイオキシン類による複合中

毒であったことが証明されました．事件発生５年後くらいから PCBの血中濃度測定が可能になりました．

その後，PCQ も油症に比較的特異的に検出されることが判明し診断基準に加わりました．ダイオキシン

類は血中にごくわずかにしか含まれていないために，その定量は困難な状況でしたが，研究班内での技術

改良により少ない血液量で再現性のあるダイオキシン類測定が可能となり，超微量測定の妥当性・精度・

再現性などの解析を行った後に，血液中 2,3,4,7,8-pentachlorodibenzofuran（PeCDF）値が油症診断基準

（平成 16 年９月 29日補遺）に追補されました．

患者さんの健康管理と健康相談の窓口として，2002 年から油症相談員システムを立ち上げました．油症

相談員は検診での直接面接，電話や手紙による問診や相談受付などを行ないます．油症相談員の活躍に

よって，従来よりも信頼性の高いアンケート調査を行なうことが可能となりました．そのようなアンケー

ト調査や実際の検診結果などと血液中のダイオキシン類濃度を統計学的に比較することが可能となりまし

た．本報告集の論文はその成果の一部です．いくつかの研究成果は油症ニュース（http://www.

kyudai-derm.org/part/yusho/index.html）にとりあげて，認定者の方々に送付しております．毎年検診に

参加いただいている認定者の方々に御礼申し上げますとともに，油症検診（http://www.kyudai-derm.

org/yusho/index.html）にお力添えをいただいている班員の方々，そして各県の行政の方々，厚生労働省

担当課の皆様にも深く感謝申し上げます．

謝辞：本誌は，平成 23 年度および平成 24 年度において厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進

研究事業）（課題番号：H24−食品−指定− 014）を受け実施した研究の成果です．ここに記して謝意を表

します．

古 江 増 隆72
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油症における特異抗核抗体の検討

北九州津屋崎病院 内科

辻 博

Antibodies to Specific Nuclear Antigens in Patients with Yusho

Hiroshi TSUJI

Department of Internal Medicine, Kitakyushu-Tsuyazaki Hospital

Abstract To investigate chronic immune effects of polychlorinated biphenyl (PCB) and polychlorin-
ated dibenzofuran (PCDF), autoantibodies including anti-Smith (Sm) antibody, anti-ribonucleoprotein
(RNP) antibody, anti-centromere antibody and anti-double-stranded DNA (dsDNA) antibody, were
studied in 168 patients with Yusho and 54 controls in 2012. Autoatibodies were present in some
patients of Yusho ; 1 case (0.6%) for anti-Sm antibody, 4 cases (2.4%) for anti-centromere antibody and
11 cases (6.5%) for anti-dsDNA antibody. However, these autoantibodieswere not demonstrated in any
controls. There was a significantly higher prevalence of elevated anti-centromere antibody in subjects
with high PCB concentration than in those with low PCB concentration. We conclude that
anti-centromere antibody is present in patients with Yusho, and it may be associated with blood PCB
concentration.

Key words : Yusho・Antinuclear antibody・Anti-centromere antibody・PCB

は じ め に

本邦において 1968 年４月頃よりポリ塩化ビ

フェニル（PCB）混入ライスオイル摂取により北

部九州を中心に発生した油症では，原因油の分析

から油症の原因物質としてポリ塩化ジベンゾフラ

ン（PCDF）の毒性影響が大きいと考えられる1)2)．

PCDFは，狭義のダイオキシンであるポリ塩化ジ

ベンゾ-パラ-ジオキシン（PCDD）およびコプラ

ナー PCB とともにダイオキシン類と総称され，

これらの物質の毒性は細胞質に存在する芳香族炭

化水素受容体（Ah 受容体）を介すると考えられ

ている3)．しかし，その機構の詳細は未だ不明で

ある．油症発生以来 40 年以上が経過し種々の症

状は軽快しているが，重症例においては体内の

PCB 濃度が今なお高く血中 PCB の組成には未だ

に特徴的なパターンが認められ，慢性中毒に移行

していると推定される4)~6)．2001 年度より福岡

県油症一斉検診においてダイオキシン類の測定が

開始され，油症患者では現在においても未だに血

中 PCDF 濃度が高値であり，PCDF の体内残留

が推測される7)．

最近，PCBあるいはダイオキシン類が内分泌撹

乱物質として正常なホルモン作用を撹乱し，生殖

機能の阻害，悪性腫瘍の発生，免疫能の低下等を

引き起こす可能性が指摘されている8)9)．油症に

おける免疫機能影響については，1997 年度の福岡

県油症一斉検診において免疫グロブリン IgA，

IgG，IgMのいずれか１分画以上の上昇を 40.0％

に，抗核抗体を 45.6％と高率に認め，油症におい

て液性免疫の障害を高頻度に認めることが報告さ

れている10)．そして，2007 年度福岡県油症一斉

検診において，血中 PCB低濃度群に比べ高濃度

群に抗核抗体の出現を有意に高頻度に認めた．さ
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らに，血中 2,3,4,7,8-pentachlorodibenzofuran

（PeCDF）低濃度群に比べ高濃度群に抗核抗体の

出現を有意に高頻度に認め，油症における抗核抗

体の出現に PCB および PCDF の関与が示唆され

た．抗核抗体は細胞の核に対する自己抗体であり，

抗核抗体を構成する特異自己抗体として抗 Sm抗

体，抗 RNP 抗体，抗セントロメア抗体および抗

double-stranded DNA（dsDNA）抗体等が知られ

ている11)．

今回，2012 年度福岡県油症一斉検診において油

症に認められる抗核抗体の性状を明らかにするた

めに抗 Sm抗体，抗 RNP 抗体，抗セントロメア抗

体および抗 dsDNA抗体等の特異抗核抗体を測定

し，油症原因物質である PCB および 2,3,4,7,

8-PeCDF の特異抗核抗体に対する慢性的影響に

ついて検討した．

対象および方法

2012 年度福岡県油症一斉検診の受診者 255例

にアンケートによるインフォームドコンセントを

実施し，抗 Sm抗体，抗 RNP 抗体，抗セントロメ

ア抗体および抗 dsDNA抗体等の抗核抗体を構成

する特異自己抗体の測定による免疫機能検査に同

意が得られた 251例を対象者とした．採血は午前

中 の 空 腹 時 に 行 な っ た．抗 Sm 抗 体

（MESACUP3-テスト Sm，医学生物学研究所），

抗 RNP 抗体（抗 RNP 抗体（E）［S］，ティーエフ

ビー），抗セントロメア抗体（MESACUP2-テス

ト CENP-B，医学生物学研究所）は enzyme

linked immunosorbent assay（ELISA）法で，抗

dsDNA抗体は radioimmunoassay（RIA）硫安塩

析法（リコンビジェン抗 DNAII キット，三菱化

学メディエンス）で測定した．

PCBの測定は福岡県保健環境研究所，福岡市保

健環境研究所，北九州市環境科学研究所および北

九州生活科学センターで，2,3,4,7,8-PeCDF の

測定は福岡県保健環境研究所で行なった．血中

PCB 濃度は 2012 年度福岡県油症一斉検診におい

て測定した 251例の測定値を用い，血中 2,3,4,7,

8-PeCDF 濃度は 2012 年度福岡県油症一斉検診

に最も近い時期に測定した 2001 年度１例，2002

年度１例，2006 年度６例，2007 年度 10例，2008

年度 17 例，2009 年度 15 例，2010 年度 72 例，

2011 年度 24例，2012 年度 83例の計 229例の測

定値を用い，特異抗核抗体との関連について検討

した．

結果は平均±標準偏差（mean ± S. D. ）で表し，

異常値の出現頻度の比較はχ2検定で行なった．

結 果

2012 年度福岡県油症一斉検診を受診し，抗 Sm

抗体，抗 RNP 抗体，抗セントロメア抗体および

抗 dsDNA抗体の測定に同意が得られた 251例の

内訳は女性 141例，男性 111例，平均年齢は 61.7

± 16.2（11-95）歳であり，油症患者 168例，未認

定患者 54 例，観察者４例，初回受診者 25 例で

あった．血中 PCB 濃度と年齢の間に有意の正の

相関（r=0.5736，P＜ 0.001）を，血中 2,3,4,7,

8-PeCDF 濃度と年齢の間に有意の正の相関（r=

0.3439，P＜ 0.001）を認めた．

2012 年度福岡県油症一斉検診の受診者 251例

中，抗 Sm抗体が測定下限値 7.0 U/mlを超える

上昇を認めたものは１例であった．75歳，男性の

油症患者で，9.1 U/mlと基準値 10.0 U/ml 以下

であった．抗 RNP 抗体は，全例において測定下

限値 7.0 U/ml 以下であった．抗セントロメア抗

体が測定下限インデックス値 5.0以上の上昇を認

めたものは６例であり，その内訳は女性４例，男

性２例で，油症患者４例，観察者１例，初回受診

者１例であった．そして，インデックス値が基準

値 10.0 を超えるものは４例であり，その内訳は

女性３例，男性１例で，油症患者３例，観察者１

例であった．抗 dsDNA 抗体が測定下限値2.0

IU/mlを超える上昇を認めたものは 13例であっ

た．13例の内訳は女性６例，男性７例であり，油

症患者 11例，初回受診者２例であった．そして，

抗 dsDNA抗体が基準値 6.0 IU/mlを超えるもの

は油症患者２例であった．抗 Sm抗体，抗セント

ロメア抗体および抗 dsDNA抗体のいずれか１項

目以上の上昇を認めるものは 19例であり，内訳

は女性９例，男性 10例で，油症患者 15例，観察

者１例，初回受診者３例であった．そして，基準

値を超えるものは抗セントロメア抗体が４例と最

も多く，次いで抗 dsDNA抗体を２例に認めた．

抗セントロメア抗体の上昇を認めたものに膠原病，

強皮症，CREST 症候群を認めなかった．油症患

者 168例について未認定患者 54例を対照者とし

て抗 Sm抗体，抗 RNP 抗体，抗セントロメア抗体
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および抗 dsDNA抗体上昇の出現頻度について検

討した（Table 1）．油症患者 168 例中１例（0.6

％）に抗 Sm抗体の上昇を，４例（2.4％）に抗セ

ントロメア抗体の上昇を，11 例（6.5％）に抗

dsDNA抗体の上昇を認めたが，対照者にこれら

の抗体の上昇を認めたものはみられなかった．

2012 年度福岡県油症一斉検診の受診者 251例

について血中 PCB濃度 1.2 ppb 以上の 90例を血

中 PCB高濃度群，血中 PCB濃度 1.2 ppb 未満の

161例を血中 PCB低濃度群として，両群間の抗

Sm抗体，抗セントロメア抗体および抗 dsDNA

抗体の出現頻度について検討を行なった（Table

2）．血中 PCB 高濃度群の平均血中 PCB 濃度は

1.96± 0.92 ppb，血中 PCB低濃度群の平均血中

PCB 濃度は 0.59 ± 0.32 ppb であった．抗 Sm

抗体を PCB高濃度群に１例（1.1％）認めた．抗

セントロメア抗体は血中 PCB低濃度群１例（0.6

％）に対し血中 PCB高濃度群５例（5.6％）に認

め，有 意に高頻度であった（P ＜ 0. 05）．抗

dsDNA抗体は血中 PCB低濃度群に９例（5.6％），

血中 PCB高濃度群に４例（4.4％）認め，両群間

に差をみなかった．

2012 年度福岡県油症一斉検診の受診者 251例

中，血中 2,3,4,7,8-PeCDF 濃度が測定された

229 例について血中 2,3,4,7,8-PeCDF 濃度 30

pg/g lipids以上の 89例を血中 2,3,4,7,8-PeCDF

高濃度群，30 pg/g lipids未満の 140例を低濃度群

として両群間の抗 Sm抗体，抗セントロメア抗体

および抗 dsDNA抗体上昇の頻度について検討を

行なった（Table 3）．高濃度群の平均血中 2,3,4,

7,8-PeCDF 濃度は 228.6 ± 240.16 pg/g lipids，

低濃度群の平均血中 2,3,4,7,8-PeCDF 濃度は

12.8± 7.4 pg/g lipidsであった．抗 Sm抗体を

高濃度群に１例（1.1％）認めた．抗セントロメア

抗体の上昇を血中 2,3,4,7,8-PeCDF 高濃度群に

２例（2.2％），低濃度群に２例（1.4％）認め，両

群間に差をみなかった．また，抗 dsDNA抗体は

2,3,4,7,8-PeCDF低濃度群に８例（5.7％），高
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Yusho

0

Table 1 Antibodies to specific nuclear antigens in patients with Yusho and controls

0

0

0

Controls

54

4（2.4％)anti-centromere antibody

11（6.5％)anti-dsDNA antibody

0anti-RNP antibody

168No.

1（0.6％)anti-Sm antibody

≧ 1.2 ppb

0

PCB concentration

* P＜ 0.05 vs. PCB concentration ＜ 1.2 ppb.

Table 2 Antibodies to specific nuclear antigens in Yusho patients with high PCB
concentration and subjects with low PCB concentration

9（5.6％）

1（0.6％）

0

＜ 1.2 ppb

161

5（5.6％)*anti-centromere antibody

4（4.4％）anti-dsDNA antibody

0anti-RNP antibody

90No.

1（1.1％）anti-Sm antibody

≧ 30 pg/ g lipids

0

2,3,4,7,8-PeCDF concentration

Table 3 Antibodies to specific nuclear antigens in Yusho patients with high 2,3,4,7,
8-PeCDF concentration and subjects with low 2,3,4,7,8-PeCDF concentration

8（5.7％）

2（1.4％）

0

＜ 30 pg/g lipids

140

2（2.2％）anti-centromere antibody

3（3.4％）anti-dsDNA antibody

0anti-RNP antibody

89No.

1（1.1％）anti-Sm antibody



濃度群に３例（3.4％）認め，両群間に差をみな

かった．

考 察

油症における免疫機能への影響については血中

PCB 濃度が高値の油症患者に抗サイログロブリ

ン抗体の出現を高頻度に認めることが報告されて

いる．油症発症 28 年後の 1996 年の甲状腺機能検

査において，甲状腺ホルモンは血中 PCB濃度 3.0

ppb 以上の PCB 高濃度群と 3.0 ppb 未満の PCB

低濃度群の間に差がみられなかったが，抗サイロ

グロブリン抗体を PCB 高濃度群の 41例中８例

（19.5％）と低濃度群の 40例中１例（2.5％）に比

べ高頻度に認めた12)．そして，1997 年度福岡県

油症一斉検診において免疫機能検査として免疫グ

ロブリンおよび自己抗体を測定し，油症患者にお

いて免疫グロブリン IgA，IgG，IgMのいずれか

１分画以上の上昇を 40.0％に，自己抗体について

はリウマチ因子を 8.9％に，抗核抗体を 45.6％と

高率に認め，油症において液性免疫を中心とする

免疫機能に対する慢性的影響が示唆された10)．

そして，2007 年度福岡県油症一斉検診において，

血中 PCB 濃度と免疫グロブリン IgA，リウマチ

因子との間に有意の相関を認め，血中 PCB低濃

度群に比べ高濃度群に抗核抗体の出現を有意に高

頻度に認めた．さらに，血中 2,3,4,7,8-PeCDF

濃度と免疫グロブリン IgA，リウマチ因子との間

にも有意の相関を認め，血中 2,3,4,7,8-PeCDF

低濃度群に比べ高濃度群に抗核抗体の出現を有意

に高頻度に認めた．油症における免疫グロブリン

IgAおよびリウマチ因子の上昇，抗核抗体の出現

に PCB および PCDFが関与している可能性が考

えられ，液性免疫に対する PCB および PCDF の

慢性的影響が示唆された．抗核抗体は細胞の核に

対する自己抗体であり，抗核抗体を構成する特異

自己抗体として核内リボ核蛋白を対応抗原とする

抗 Sm抗体および抗 RNP 抗体，セントロメア A，

B，C 蛋白を対応抗原とする抗セントロメア抗体，

dsDNAを対応抗原とする抗 dsDNA抗体等が知

られている11)．

油症において認められる抗核抗体の性状を明ら

かにするため抗核抗体を構成する特異自己抗体と

して抗 Sm抗体，抗 RNP 抗体，抗セントロメア抗

体および抗 dsDNA 抗体を検討した．2012 年度

福岡県油症一斉検診の受診者 251例中，抗 Sm抗

体を１例に，抗セントロメア抗体を６例に，抗

dsDNA抗体を 13例に上昇を認めたが，抗 RNP

抗体は認められなかった．油症患者 168例中，抗

Sm抗体を 0.6％に，抗セントロメア抗体を 2.4％

に，抗 dsDNA 抗体を 6.5％に上昇を認めたが，

対照者にはいずれの抗体の上昇もみられなかった．

そして，基準値を超えるものは抗セントロメア抗

体を最も多く認め，抗セントロメア抗体上昇の出

現頻度は血中 PCB低濃度群の 0.6％に比べ血中

PCB 高濃度群において 5.6％と有意に高頻度で

あった．油症において，抗セントロメア抗体の出

現に PCBが関与している可能性が考えられ，慢

性的影響が示唆される．抗セントロメア抗体は染

色型が離散斑紋型を示す抗核抗体であり，セント

ロメア部分の DNAに結合した染色体の分離に関

わるセントロメア A，B，C蛋白質を対応抗原と

する自己抗体である．抗セントロメア抗体は強皮

症の軽症型である CREST 症候群に高率に出現す

ることが知られているが，抗セントロメア抗体を

認めた油症患者に膠原病，強皮症，CREST 症候

群は認められなかった．

今回の検討では，2012 年度福岡県油症一斉検診

の受診者において抗 Sm抗体，抗 RNP 抗体，抗セ

ントロメア抗体および抗 dsDNA抗体を検討し，

油症患者に抗 Sm抗体，抗セントロメア抗体およ

び抗 dsDNA抗体の上昇を認めたが，対照者には

みられなかった．また，基準値を超えるものは抗

セントロメア抗体が最も多く，上昇の出現頻度は

血中 PCB低濃度群に比べ血中 PCB高濃度群にお

いて高頻度であった．油症発生以来 40 年以上が

経過しているが，血中 PCB 濃度が高値の油症患

者においては抗セントロメア抗体の上昇を認め，

油症において抗セントロメア抗体の上昇に PCB

の慢性的影響が示唆される．今回は抗核抗体につ

いて核内の多くの抗原に対応する特異自己抗体の

中で抗 Sm抗体，抗 RNP 抗体，抗セントロメア抗

体および抗 dsDNA抗体を検討したが，他の特異

自己抗体についても検討が必要と考えられる．

総 括

2012 年度福岡県油症一斉検診の受診者 251例

（油症患者 168例，未認定患者 54例，観察者４例，

初回受診者 25例）において抗 Sm抗体，抗 RNP
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抗体，抗セントロメア抗体および抗 dsDNA抗体

を測定した．油症患者 168例中，１例（0.6％）に

抗 Sm抗体を，４例（2.4％）に抗セントロメア抗

体を，11例（6.5％）に抗 dsDNA抗体の上昇を認

めたが，いずれの抗体の上昇も対照者にはみられ

なかった．抗 RNP 抗体の上昇は認められなかっ

た．基準値を超えるものは抗セントロメア抗体が

最も多く，次いで抗 dsDNA抗体を認めた．抗セ

ントロメア抗体の出現頻度は血中 PCB低濃度群

に比べ血中 PCB高濃度群において高頻度であり，

油症において抗セントロメア抗体の出現に PCB

が関与している可能性が考えられる．
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油症患者におけるダイオキシン類異性体ごとの症状

ならびに異性体間の濃度と半減期の関係
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Abstract The relationships among dioxin isomers are not well understood. This study aimed to
clarify the relationships among isomers using two methods. First, the relationships between isomers
and symptoms were analyzed by analysis of variance. Second, concentrations and half-lives were
determined for each isomer in each patient, and correlation coefficients for the concentrations and
half-lives among isomerswere calculated. Two isomers very similar to 2, 3, 4, 7, 8-pentachlorodibenzo-
furan (2, 3, 4, 7, 8-PeCDF) were correlated with symptoms of Yusho disease. The correlation
coefficients among three isomers similar to 2, 3, 4, 7, 8-PeCDF were very high at 0.98, indicating that
there may be a mechanism which maintains constant ratios among these isomers.

Key words : Yusho・Dioxins・Isomer・Half-life

背景と目的

油症は，1960 年代後半に九州北部で発生したダ

イオキシン類による中毒事件である．当初は，

polychlorinated biphenyl（PCB）が原因と考えら

れていた．しかし，研究の結果，主たる原因は，

ダイオキシン類の一つである，2,3,4,7,8-Pen-

tachlorodibenzofuran（PeCDF）であることが判

明している1)．

神奈川らは2)，主成分分析を用いて，2,3,4,7,

8-PeCDF レベルがポリ塩化ビフェニル（PCB）

とポリ塩化クアテルフェニル（PCQ）レベルに強
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く関連することを報告した．さらに，ざ瘡様皮疹

や黒色面皰，総ビリルビンなどの油症症状の代表

的なものに加えて，血糖値，関節痛，総コレステ

ロール値，尿糖，赤血球沈降速度（２時間値），チ

モール，およびナトリウム値と関連することも明

らかにしている．また，我々は，これまでに 2,3,

4,7,8-PeCDF の濃度と，他のダイオキシン類濃

度間の相関係数，半減期の逆数の相関係数を報告

してきた3)．

しかしながら，各異性体が，どの症状を引き起

こしやすいかは，まだ解明されていない．本研究

では，油症患者のダイオキシン類の濃度から，異

性体による症状の差異の有無を探ることを目的と

した．具体的には，患者実態調査のアンケート結

果4)と油症一斉検診における血中ダイオキシン類

濃度との関係を導き出し，似たような症状を示す

ダイオキシン類異性体を特定する．

また，各種異性体の間の関係が強いことにより

発生する疑似的関係の可能性を求めるため，関係

が強く現れた異性体の間の濃度および半減期の相

関係数を求めた．さらに，実態調査とダイオキシ

ン類濃度の関係から，2,3,4,7,8-PeCDF の症状

と似ている異性体のすべての組み合わせについて，

濃度と半減期の逆数の相関係数を求めた．

方 法

本研究では，二つの分析を実施した．一つは，

各異性体と症状の間の関係を求めた．もう一つは，

症状との関係が強かった異性体同士で濃度の関係

を求めた．

１．ダイオキシン類の各異性体濃度と症状の関係

対象は，平成 21 年度に実施された油症実態調

査に回答された患者 1,131名の内，平成 13 年度

〜20 年度までの油症患者一斉検診を受診し，ダイ

オキシン類濃度を測定した患者 585 名の内，

Octachlorodibenzofuran（OCDF）の測定結果が

３回のうち，最初の２回が検出限界以下で，最後

の１回が，すべての患者の全測定における最大値

を示した１名の患者を除いた．ダイオキシン類濃

度を複数回測定した患者は，測定結果の算術平均

をもって代表値とした．

油症実態調査のアンケート項目と 2,3,4,7,

8-PeCDF 濃度を用いて分散分析を行い，PeCDF

濃度と症状の関係の強さの指標を計算し，濃度と

関連の強さを検討した．また，油症患者の症状等

は，加齢に伴う要因も大きいと考えられることや，

全年齢の患者を対象に分散分析を実施すると，ダ

イオキシン類濃度が年齢と相関を有しているため

加齢に伴う症状が現れることから，60歳未満，60

歳以上 75歳未満，75歳以上の三つの年齢別に分

散分析を実施した．さらに，症状の有無により，

2,3,4,7,8-PeCDF濃度の平均値を計算した．

２．ダイオキシン類の各異性体濃度と半減期の相

関係数

平成 14 年から平成 22 年までに３回以上測定し

た患者 455 名を対象とした．その内 2,3,4,7,

8-PeCDF 濃度が 50pg/glipid 以上であった患者

は 179名，200pg/glipid 以上は 90名である．

患者ごとの半減期を求めるために，患者ごとに

計測年を独立変数として，各異性体の濃度の２の

対数を従属変数として，線形回帰を実施した．線

形回帰式の傾きは，各患者の濃度の変化率を表す．

この濃度の変化率の負の逆数が，各患者の異性体

ごとの半減期である．このように求めた，各患者

の濃度の変化率の異性体間の相関係数を求めた．

また，濃度の平均値の異性体間の相関係数を求め

た．データ分布の特性上，半減期としてではなく，

逆数の濃度の変化率を用いて分析を実施した．

結 果

１．ダイオキシン類の各異性体濃度と症状の関係

60歳未満の患者を対象に，ダイオキシン類濃度

と症状の有無で分散分析を行い，P値が５％以下

の異性体の数が多い順に 20位までの症状を並べ

た結果を表１に示す．表中の斜体文字の箇所が P

値５％以下で関係があると考えられる組み合わせ

である．

上位に挙がっている症状であっても，P値が大

きく，油症の原因物質と考えられる 2,3,4,7,

8-PeCDF との関係がないと考えられる症状は，

「痛風」「椎間板ヘルニア」「皮膚・爪の病気」で

あった．これら３つの症状と関係が強くない異性

体は，1,2,3,7,8-PeCDD，1,2,3,6,7,8-HxCDD，

1,2,3,4,7,8-HxCDF，1,2,3,6,7,8-HxCDF，3,

3',4,4',5,5'-HxCBであった．この中で，20位ま

での症状のうち，P値が５ % 以下の症状の数をみ

各異性体の症状と異性体間の関係 79
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ると，2,3,4,7,8-PeCDF と同程度の症状が上

がっており，強い関係があると考えられるのは，

1,2,3,4,7,8-HxCDF と 1,2,3,6,7,8-HxCDFで

あった．2,3,4,7,8-PeCDF と似たような症状を

示す異性体としては，1,2,3,4,7,8-HxCDF と 1,

2,3,6,7,8-HxCDFであった．また，この２異性

体ほど似ていないが，かなり似ている異性体とし

て，1,2,3,7,8-PeCDD，1,2,3,6,7,8-HxCDD，3,

3',4,4',5,5'-HxCBがあった．

２．ダイオキシン類の各異性体濃度と半減期の逆

数の相関係数の関係

対象全患者の半減期の逆数の相関係数を表２−

１（a）に，濃度の相関係数を表２−１（b）に示

す．1, 2, 3, 4, 7, 8-HxCDF と 1, 2, 3, 6, 7,

8-HxCDF の濃度の相関係数が 0.9559 と極めて

高い．

2,3,4,7,8-PeCDF 濃度 50pg/glipidの患者の

半減期の逆数の相関係数を表２−２（a）に，濃度

の相関係数を表２−２（b）に示す．1,2,3,4,7,

8-HxCDF と 1,2,3,6,7,8-HxCDF の濃度の相関

係数が 0.9782 と極めて高い．

2,3,4,7,8-PeCDF 濃度が 200pg/glipid 以上の

患者の半減期の逆数の相関係数を表２−３（a）に

示す．濃度の相関係数を表２−３（b）に示す．1,

2,3,4,7,8-HxCDF と 1,2,3,6,7,8-HxCDF の濃

度の相関係数が 0.9800 と極めて高い．

相関係数は，−１から１までの範囲であらわさ

れる．絶対値が 0.3程度でも弱い相関があるとみ

なす．絶対値が 0.7 を超えると強い相関があると

みなす．今回の結果の 0.98 というのは，この基

準をはるかに上回っていた．

考 察

症状との各異性体濃度の分散分析の結果，３異

性体（2,3,4,7,8-PeCDF，1,2,3,4,7,8-HxCDF，

1,2,3,6,7,8-HxCDF）は共通の症状に関係があ

る傾向を示していた．また，他の３異性体（3,3',

4,4',5,5'-HxCB，1,2,3,7,8-PeCDD，1,2,3,6,7,

8-HxCDD）も，それほど強くはないが，似たよう

な症状を示していた．二つの異性体で似たような

症状を示す場合には，（１）一方の異性体の毒性が

強く，この症状を引き起こし，体内負荷量に相関

がある場合．（２）各異性体が独立して，同様の症

状を引き起こす場合の二つが考えられる．しかし，

各異性体が独立して同様の症状を引き起こすこと

は，各異性体の毒性を毒性等価係数（TEF）とし

て評価されることとは，異なる毒性を有すること

になる．2,3,4,7,8-PeCDFは，油症患者の毒性

等量（TEQ）として大きな部分を占めているため，

2,3,4,7,8-PeCDF よりも，他の異性体が個別に

症状を発生しているとは考えにくい．また，理論

的には，油症発生以降に全患者が同じ割合で異性

体を含むものを摂取続けることにより，体内負荷

量に相関が発生することもありえるが，ダイオキ

シン類の規制強化がなされており，そのような摂

取が発生しているとは考えにくい．

「油症研究 30 年の歩み5)表４−２」と「油症研

究Ⅱ6)表１−４」から，ライスオイル中のダイオ

キシン類濃度と体内のダイオキシン類濃度を同一

の表（表３）にまとめた．さらに，ライスオイル

中の濃度を体内の濃度で除した値を比率列すると

共に，2,3,4,7,8-PeCDF を基準とした値を比率

の比列とした．比率の比は，2,3,4,7,8-PeCDF

と同程度減少していないと大きな値となる．その

結果，2,3,4,4',5-PeCB と 2,3,3',4,4'-PeCBは，

初期濃度が高く，2,3,4,7,8-PeCDF と同程度に

減少しているが，似たような症状を示していない．

摂取の比率に個人差があり，排泄率に個人差があ

る可能性が考えられた．

濃度の相関係数では，1,2,3,4,7,8-HxCDF と

1,2,3,6,7,8-HxCDF の間の相関係数が極めて高

かった．2,3,4,7,8-PeCDF 濃度が 200pg/g lipid

以上の患者では，相関係数 0.98であった．相関

係数が 0.7であっても強い相関があるとみなされ

ることから，相関係数 0.98 から，特殊な状況が想

定される．半減期の相関係数の方が低く，半減期

の患者ごとの違いは，濃度の患者ごとの違いより

も大きい．患者ごとに異なる半減期が存在しつつ，

偶然の結果として，現在の濃度の相関が生み出さ

れたとは考えにくいことから，濃度の比を一定に

保つ仕組みが存在するものと推察された．

異性体の濃度と症状の関係だけの分析では，

個々の異性体の半減期が異なることを前提とした

場合，偶然の結果と考えられなくもない．しかし，

濃度の相関係数や，半減期の相関係数が高いこと

も考慮すると，偶然の産物と考えるのは難しく，

異性体間で，症状や半減期に影響を与える，何ら

各異性体の症状と異性体間の関係 81
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1,2,3,4,7,8-HxCDF

1,2,3,7,8-PeCDD

1,2,3,6,7,8-HxCDD

0.37380.60130.67801,2,3,6,7,8-HxCDD

表２−１（a) 全患者の半減期の相関係数

0.61102,3,4,7,8-PeCDF

0.55370.44711.0000

0.59040.4146

1,2,3,6,7,8-HxCDF2,3,4,7,8-PeCDF1,2,3,7,8-PeCDD

0.6780

3,3',4,4',5,5'-HxCB

0.52120.61101.0000

0.39790.67641.00000.65030.44710.41461,2,3,4,7,8-HxCDF

0.59930.64010.65031.00000.6013

1.00000.45360.39790.59930.55370.59043,3',4,4',5,5'-HxCB

0.45361.00000.67640.64010.37380.52121,2,3,6,7,8-HxCDF

1,2,3,4,7,8-HxCDF

1,2,3,7,8-PeCDD

1,2,3,6,7,8-HxCDD

0.80880.76990.78241,2,3,6,7,8-HxCDD

表２−１（b) 全患者の濃度の相関係数

0.71952,3,4,7,8-PeCDF

0.60620.79761.0000

0.74530.7097

1,2,3,6,7,8-HxCDF2,3,4,7,8-PeCDF1,2,3,7,8-PeCDD

0.7824

3,3',4,4',5,5-HxCB

0.78610.71951.0000

0.73920.95591.00000.96210.79760.70971,2,3,4,7,8-HxCDF

0.82410.92190.96211.00000.7699

1.00000.74610.73920.82410.60620.74533,3',4,4',5,5'-HxCB

0.74611.00000.95590.92190.80880.78611,2,3,6,7,8-HxCDF

1,2,3,4,7,8-HxCDF

1,2,3,7,8-PeCDD

1,2,3,6,7,8-HxCDD

0.42170.79890.62341,2,3,6,7,8-HxCDD

表２−２（a） 2,3,4,7,8-PeCDF濃度 50pg/g lipid 以上の患者の半減期の相関係数

0.71552,3,4,7,8-PeCDF

0.43690.69261.0000

0.67810.6479

1,2,3,6,7,8-HxCDF2,3,4,7,8-PeCDF1,2,3,7,8-PeCDD

0.6234

3,3',4,4',5,5'-HxCB

0.52600.71551.0000

0.55380.81421.00000.80860.69260.64791,2,3,4,7,8-HxCDF

0.68510.65690.80861.00000.7989

1.00000.60580.55380.68510.43690.67813,3',4,4',5,5'-HxCB

0.60581.00000.81420.65690.42170.52601,2,3,6,7,8-HxCDF

1,2,3,4,7,8-HxCDF

1,2,3,7,8-PeCDD

1,2,3,6,7,8-HxCDD

0.81650.77160.70801,2,3,6,7,8-HxCDD

表２−２（b) 2,3,4,7,8-PeCDF濃度 50pg/g lipid 以上の患者の濃度の相関係数

0.70032,3,4,7,8-PeCDF

0.52400.80501.0000

0.67060.7098

1,2,3,6,7,8-HxCDF2,3,4,7,8-PeCDF1,2,3,7,8-PeCDD

0.7080

3,3',4,4'5,5'-HxCB

0.77190.70031.0000

0.55680.97821.00000.94800.80500.70981,2,3,4,7,8-HxCDF

0.59820.91830.94801.00000.7716

1.00000.61960.55680.59820.52400.67063,3Z,4,4Z,5,5Z-HxCB

0.61961.00000.97820.91830.81650.77191,2,3,6,7,8-HxCDF

1,2,3,4,7,8-HxCDF

1,2,3,7,8-PeCDD

1,2,3,6,7,8-HxCDD

0.24130.78260.57641,2,3,6,7,8-HxCDD

表２−３（a) 2,3,4,7,8-PeCDF濃度 200pg/g lipid 以上の患者の半減期の相関係数

0.75242,3,4,7,8-PeCDF

0.34120.63851.0000

0.72340.7948

1,2,3,6,7,8-HxCDF2,3,4,7,8-PeCDF1,2,3,7,8-PeCDD

0.5764

3,3',4,4',5,5'-HxCB

0.57810.75241.0000

0.74810.79151.00000.84960.63850.79481,2,3,4,7,8-HxCDF

0.68400.58970.84961.00000.7826

1.00000.70140.74810.68400.34120.72343,3Z,4,4Z,5,5Z-HxCB

0.70141.00000.79150.58970.24130.57811,2,3,6,7,8-HxCDF

1,2,3,4,7,8-HxCDF

1,2,3,7,8-PeCDD

1,2,3,6,7,8-HxCDD

0.80590.77840.73731,2,3,6,7,8-HxCDD

表２−３（b） 2,3,4,7,8-PeCDF濃度 200pg/g lipid 以上の患者の濃度の相関係数

0.77812,3,4,7,8-PeCDF

0.61810.76831.0000

0.63840.7042

1,2,3,6,7,8-HxCDF2,3,4,7,8-PeCDF1,2,3,7,8-PeCDD

0.7373

3,3',4,4',5,5'-HxCB

0.73140.77811.0000

0.52790.98001.00000.89320.76830.70421,2,3,4,7,8-HxCDF

0.60120.89500.89321.00000.7784

1.00000.57620.52790.60120.61810.63843,3Z,4,4Z,5,5Z-HxCB

0.57621.00000.98000.89500.80590.73141,2,3,6,7,8-HxCDF
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体内中のTEQ
(pg/g)

2,3,7,8-TCDD

ライスオイル
中のTEQ(ppb)

*3

071000Other PCBs

四塩化-PCDDs

表３ カネミオイル中のダイオキシン類濃度と体内中のダイオキシン類濃度

71,2,3,7,8-PeCDD

0

比率
体内中の濃度

(pg/g)
ライスオイル
中の濃度(ppb)

0

比率の比

00

07580Tri-Ortho PCBs

*077五塩化-PCDDs

106.284380.0080.0163.5

091800Other Mono-ortho PCBs

0135100Di-ortho PCBs

2,3,3',4,4',5-HxCB

57.058160.00490.0494401,2,3,6,7,8-HxCDD

46.5510000.00080.0080.881,2,3,4,7,8-HxCDD

3.2320002,3,4,4',5-PeCB

10.8143080.000656.52.8280002,3,3',4,4'-PeCB

205.072270.00661131.52950

0.0220.22636303,3',4,4',5-PeCB

223.812080.00130.130.27273,3',4,4',5,5'-HxCB

0.97477610.0000670.67

00076OCDF

005.75115003,3',4,4'-TeCB

16.252864

2551,2,3,4,6,7,8-HpCDF

000.111.51,2,3,4,7,8,9-HpCDF

*042七塩化-PCDFs

016.51652,3,4,6,7,8-HxCDF

0001259六塩化-PCDFs

002.6

890000.0010.01898901,2,3,4,7,8-HxCDF

3.01154550.00110.011171701,2,3,6,7,8-HxCDF

0

1,2,3,7,8-PeCDF

1465520.01450.02967513502,3,4,7,8-PeCDF

*03580五塩化-PCDFs

0.52

666602,3,7,8-TCDF

*02570四塩化-PCDF

0026525

*0160七塩化-PCDDs

332.511400.0007170.860.1120OCDD

00

*0203六塩化-PCDDs

14.3432460.0005850.0571.91851,2,3,4,6,7,8-HpCDD

18.6225000.000920.00922.3231,2,3,7,8,9-HxCDD



かの仕組みが存在する可能性が高いと考えられる．

異性体間の濃度の比が一定に落ち着いた患者が，

異性体の組成率が，患者体内の組成率と異なる食

物などを摂取した場合，濃度の比を一定に保つ仕

組みが働くため，高濃度の患者では，摂取による

濃度への影響は小さい．しかし，各異性体の濃度

の変化率への影響は相対的に大きく，相関係数へ

の影響も，濃度より半減期に対して大きく影響し，

小さくなる．

我々は，既に異性体から別の異性体への変性・

代謝が，濃度と半減期の関係を一定に保つ仕組み

として機能することを示している4)．濃度の比を

一定に保つ仕組みとして，異性体から別の異性体

への変性・代謝が一つの可能性として存在するも

のと考えられる．

謝 辞

本研究は厚生労働科学研究費補助金によるもの

である．ここに記して謝意を表します．

参 考 文 献

1) Furue M, Uenotsuchi T, Urabe K, Ishikawa T
and Kuwabara M. 2005. Overview of Yusho. J.
Dermatol. Sci Suppl. (Suppl 1) : S3-S10.

2) Kanagawa Y, Matsumoto S, Koike S, Tajima B,
Fukiwake N, Shibata S, Uchi H, Furue M and
Imamura T : Association of clinical findings in
Yusho patients with serum concentrations of
polychlorinated biphenyls, polychlorinated quar-
terphenyls and 2, 3, 4, 7, 8-pentachlorodibenzo-
furan more than 30 years after the poisoning
event. Environ Health 2008, 7 : 47.

3) 松本伸哉，赤羽学，神奈川芳行，梶原淳睦，戸高
尊，千葉貴人，安川史子，内博史，古江増隆，今
村知明：血中ダイオキシン類の半減期の関係と
想定される代謝機構，福岡医学雑誌 102(4)：
92-99，2011．

4) 油症患者健康実態調査の解析に関する懇談会：
油症患者に係る健康実態調査結果の報告：平成
22 年３月．

5) 小栗一太，赤峰昭文，古江増隆編：油症 30 年の
歩み，九州大学出版会，ISBN 4-87378-642-8.

6) 古江増隆，赤峰昭文，佐藤伸一，山田英之，吉村
健清編：油症研究Ⅱ治療と研究の最前線，九州
大学出版会，ISBN 978-4-7985-0007-2.

(Received for publication March 19, 2013)

松 本 伸 哉 ほか６名84

（ 14 ）



油症患者における血清アディポカイン濃度に関する研究
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Adipokine profile of Yusho Patients

Hiroshi UCHI
1) and Masutaka FURUE

1)2)

1) Research and Clinical Center for Yusho and Dioxin, Kyushu University Hospital,

Fukuoka Japan
2) Department of Dermatology, Graduate School of Medical Sciences, Kyushu University,

Fukuoka, Japan

Abstract Serum levels of adipokines among Yusho patients and normal controls were measured.
Compared with normal controls, serum levels of leptin were significantly lower, while those of RBP4
were significantly higher in Yusho patients. Dioxinsmay impair production of adipokines from adipose
tissue, which would increase the risk to develop lifestyle-related diseases, such as diabetes mellitus
and hypertension.

Key words : Adipokine・Dioxins・Lifestyle-related diseases

は じ め に

ダイオキシン類は親油性であるため，脂肪組織

は生体に取り込まれたダイオキシン類が分布する

組織として重要である．アディポカインは脂肪細

胞およびその間質から産生される生理活性物質の

総称であり，生活習慣病の病態に強く関与してい

る．本研究では代表的なアディポカインであるア

ディポネクチン，レプチン，RBP4，レジスチン，

PAI-1，IGF-1，IL-6，TNF-αの血清濃度を測定

し，油症患者と健常人で比較し，またダイオキシ

ン類濃度との相関についても検討した．

方 法

平成 18 年度から 21 年度に福岡県油症検診を受

診し，かつ 1967 年以前に出生した油症認定患者

232名（女性 131名，男性 101名，平均年齢 65.8

± 13.0），健常者 96名（女性 65名，男性 31名，

平均年齢 63.9± 11.3）についてアディポネクチ

ン，レプチン，RBP4，レジスチン，PAI-1，IGF-1，

IL-6，TNF-αの血清濃度を ELISA法で測定し，

血中ダイオキシン類濃度（2,3,4,7,8-PCDF，

Total-PCDFs-TEQ，Total-TEQ）との相関を検

討した．解析にはMann-Whitney U test，Spear-

man's correlation testを行った．データの解析は

個人情報が特定されないよう，連結不可能な匿名

化データとして行った．

結 果

油症患者の血中ダイオキシン類濃度(pg/g

lipid) は，健 常者より 有 意に高値であった

（23478PCDF 169.1± 16.4 vs 15.7± 0.9，total

PCDF TEQ 91.9± 8.9 vs 9.0± 0.5，total TEQ

119.2± 9.7 vs 31.4± 1.7）．油症患者と健常者

85
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との血清アディポカイン濃度の比較を表 1 に示す．

血清レプチン濃度は油症患者で有意に低下してい

た．一方血清 RBP4 濃度は油症患者で有意に上昇

していた．しかしいずれのアディポカインも血中

ダイオキシン類濃度との有意な相関を認めなかっ

た．

考 察

ダイオキシン類は生体内に長期にわたり残留す

るため慢性毒性が懸念されている．ダイオキシン

中毒患者のコホート調査は，耐糖能異常や高血圧，

高脂血症といったいわゆる生活習慣病の有病率が

高いことが知られている1)~3)．レプチンは脂肪

細胞から産生され，視床下部に存在する受容体を

介して摂食を抑制し，エネルギー消費を亢進させ

る．体内に脂肪が蓄積するとレプチン産生は亢進

し体重減少に傾く一方，脂肪が減少するとレプチ

ン産生は低下し，体重増加に傾くことでエネル

ギー代謝の恒常性を維持していると考えられてい

る4)．またレプチンには強力な糖代謝改善作用が

あるが，肥満状態では高レプチン血症となってい

るにも関わらず，レプチン抵抗性が生じ，レプチ

ンの作用が減弱することが知られている5)．一方

RBP4は以前からレチノール特異的な輸送蛋白と

して知られていたが，RBP4ノックアウトマウス

ではインスリン感受性が亢進することから，

RBP4が２型糖尿病発病に重要な役割を果たして

いることが明らかになった6)．また肥満や２型糖

尿病患者において血清 RBP4 値が上昇しているこ

とや，インスリン抵抗性改善薬の投与により

RBP4 値が正常化することが報告された7)．今回

の報告ではダイオキシン類濃度との相関は認めら

れなかったものの，油症患者において血清レプチ

ン濃度の低下および血清 RBP4 濃度の上昇を認め

た．これまでの疫学調査で，油症患者では有意な

糖尿病有病率の上昇は認められていないが，ア

ディポカイン産生の調節がダイオキシン類によっ

て障害され，耐糖能に影響を与えている可能性が

あり，今後さらに詳細な検討が必要と考えられる．

結 論

油症患者で血清レプチン濃度の低下および血清

RBP4 濃度の上昇を認めたが，ダイオキシン類濃

度との相関は認めなかった．
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11.0 ± 23.9 mg/ml 0.4

5.22 ± 6.59 ng/ml 6.58 ± 7.49 ng/ml 0.02

レジスチン

油症患者 (n=232)

アディポネクチン

レプチン

RBP4

対照群 (n=96) p

PAI-1

表１ 血清アディポカイン濃度の比較

105.6 ± 603.5 pg/mlIL-6

0.06104.5 ± 46.3 ng/ml117.0 ± 55.9 ng/mlIGF-1

6.1 ± 2.4 ng/ml 6.1 ± 2.5 ng/ml 0.9

13.8 ± 9.6 ng/ml 14.5 ± 10.3 ng/ml 0.6

39.4 ± 41.6 mg/ml 32.5 ± 44.9 mg/ml 0.02

12.1 ± 32.7 mg/ml

0.26.9 ± 23.9 pg/ml11.2 ± 44.0 pg/mlTNF-α

0.218.5 ± 60.6 pg/ml
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油症認定患者における IL-21，TGF-βの検討
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Serum Levels of IL-21 and TGF-β in the Yusho Patients
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1)Department of Dermatology, Nagasaki University Graduate School of Biomedical
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Abstract Aryl hydrocarbon receptor (AhR), recognized as a dioxin receptor, is expressed on the
surface of helper T (Th) 17 cells. As PCBs and PCDFs are still detected in the sera of the Yusho
patients, we hypothesized dysregulation of Th17 cells in the Yusho patients. In the present study, we
measured IL-21 and TGF-β in the Yusho patients which induce differentiation from Th0 to Th17
cells. Serum levels of IL-21 were lower than those of controls (p < 0.05). Meanwhile, serum levels of
TGF- β were decreased relative to controls, but not significant. These results may imply
differentiation from Th0 cells to Th17 cells is not induced in the Yusho patients.

Key words : IL-21・TGF-β・Yusho

は じ め に

1968 年カネミ油症事件発生後 40 年以上経過し，

初期に認められた激しい症状は消退傾向にあるが，

今でもざ瘡様の皮膚症状，咳や痰などの呼吸器症

状，しびれや頭重などの神経症状，全身倦怠感な

ど多彩な症状が残存している．油症の原因である

カネミオイルには Polychlorinated biphenyls

（PCB），Polychlorinated quarterphenyls（PCQ）

及び Polychlorinated dibenzofurans（PCDF）を含

む dioxin類が混在している事がわかっている1)．

しかし，これらのダイオキシン類は自己代謝が進

まず，また代謝経路が不明であることより治療薬

の開発が遅れ，油症患者血清中には依然として高

濃度のダイオキシン類が検出されている．Aryl

hydrocarbon receptor（AhR）は 2, 3, 7, 8-tet-

rachlorodibenzo-p-dioxin（TCDD）や PCB など

のダイオキシン類のレセプターとして，肺や肝臓

をはじめとして幅広く発現が報告され2)，遺伝子

の転写を誘導し，ダイオキシン類の代謝経路を知

る上で重要視されている．最近の研究により

AhRは，T細胞の中では regulatoryT（Treg）細

胞と helper T（Th）17 細胞で強い発現が見られ

るが，Th1 細胞，Th2 細胞にはほとんど発現が見

られないことが明らかにされた3)4)．今回我々は，

油症認定患者の免疫異常について Th細胞を中心

に更に検討すべく，Th0 細胞からTh17 細胞への

分化および維持に必要なサイトカインである

IL-21 と TGF-βに関して検討を行い，また油症

患者におけるダイオキシン値とそれらサイトカイ

ンとの相関を検討した．

88

（ 18 ）

福岡医誌 104(４)：88―90，2013

Correspondence author : Dr. Yutaka KUWATSUKA

Department of Dermatology, Nagasaki University Graduate School of Biomedical Sciences, 1-7-1 Sakamoto, Nagasaki, 852-8501, Japan
Tel : 81-95-819-7331 ; Fax : 81-95-849-7335
E-mail : y-kuwa83@nagasaki-u.ac.jp



実 験 方 法

①サンプル：2005 年から 2009 年に施行された

長崎県油症検診受診者のうち，同意を得られかつ

PCB，PCQ，PCDFの測定を行った油症認定患者

の血清を用いた．

②血清 IL-21 の測定：油症認定患者 33名およ

び年齢をあわせた健常人 32名を対象とした．ヒ

ト IL-21 ELISAキット（R&D 社製）を用いて測

定を行った．

③血清 TGF-βの測定：油症認定患者 26名お

よび年齢をあわせた健常人 26 名を対象とした．

ヒトTGF-β ELISAキット（R&D 社製）を用い

て測定を行った．

④検査値との相関：油症患者データベースを元

に，血清採取時の PCB，PCQ，PCDFとの相関を

検討した．

⑤統計的処理：測定した数値の統計的処理に，

Mann-Whitneyの U検定，Spearmanの順位相関

係数の検定を使用した．

実 験 結 果

①血清 IL-21 の測定結果：長崎県の油症患者 33

名，および健常人 32名の平均年齢は各々 71.8±

7.0歳および 70.3± 9.7歳で有意差はなかった．

検討した油症患者におけるダイオキシン濃度は

PCB 3.22 ± 1.41 ppb，PCQ 0.34 ± 0.39 ppb，

PCDF 234. 2 ± 151. 5 pg/g lipids であった．

IL-21 値は油症患者 94.3± 79.0 pg/mlおよび健

常人 135.4± 96.0 pg/ml であり，油症認定患者

血清において有意な減少が認められた（p ＜ 0.05，

図１）．次に，油症認定患者血清中の IL-21 値と

PCB, PCQ, PCDF 値に関し検討を行ったが相関

は認められなかった．

②血清TGF-βの測定結果：長崎県の油症患者

26名，および健常人 26名の平均年齢は各々 72.7

± 6.2歳および 74.3± 5.6歳で有意差はなかっ

た．検討した油症患者におけるダイオキシン濃度

は PCB 2.90± 1.30 ppb，PCQ 0.40± 0.35 ppb，

PCDF 245. 8 ± 149. 6 pg/g lipids であった．

TGF-β値は油症患者 0.97± 0.28 ng/mlおよび

健常人 1.02± 0.21 ng/ml であり，有意な差は得

られなかった（p=0.4, 図２）．つづいて，油症認

定患者血清中の TGF-β値と PCB, PCQ, PCDF

値に関し検討を行ったが相関は認められなかった．

また，IL-21 値と TGF-β値との相関もみられな

かった．

考 察

AhR は生体内の種々の細胞で発現しており，

ダイオキシン類のレセプターであることが知られ

ている．AhR は T 細胞の中では特に Th17 細胞

に有意に発現していることが判明しており5)6)，

AhRのリガンドの一つである 6-formylindolo [3,
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2-b] carbazole は Th17 細胞の分化増殖を誘導し

た5)7)．その一方で，ダイオキシンの一つである

TCDD は Treg細胞を誘導するが，Th17 細胞の

分化は誘導しなかった5)．現在のところ，AhRは

リガンドの種類によって異なる免疫誘導をすると

いう見解だが，その詳細な機序や理由は明らかで

ない．

IL-21は Th17 細胞分化誘導条件下で Th17 細

胞から自己産生される他，濾胞ヘルパー T細胞，

Th2 細胞，NKT細胞からも産生され，Th17 細胞

の増殖に深く関わっていることが報告されてい

る8)．また，TGF-βは IL-6 と共存環境下におい

て，ナイーブ T細胞をTh17 細胞へと分化誘導す

る重要な因子とされている5)．以前の検討で我々

は油症患者血清中では健常者と比較して IL-17が

有意に上昇していることを確認し，Th17 細胞が

活性化されていることを推測した（論文投稿予

定）．そこで，ナイーブ T 細胞を Th17 細胞へ分

化誘導するサイトカインである TGF-βや IL-21

が油症患者血清中で上昇しているのではないかと

仮定した．しかし，予想に反して TGF-β値は油

症患者と健常人とで優位な差が見られず，また

IL-21 値は有意に油症患者血清中で低下しており，

Th17 細胞への分化は示唆されなかった．その原

因は不明であるが，油症患者では，PCBや PCDF

などのダイオキシン類は AhRを介して Th17 細

胞を活性化する一方で，IL-21や TGF-βを介し

た Th17 細胞分化の経路がネガティブフィード

バックをうけている可能性が考えられた．しかし，

今回油症患者の血清 IL-21，TGF-β値は PCQ，

PCDF，PCB値に加え，血清 IL-17 値との相関も

見られなかった．今後も油症患者における Th17

細胞の分化メカニズムに関してさらなる検討が必

要と考えられる．

結 論

油症患者は現在でもダイオキシン類の血中濃度

が高く，様々な症状を有している．油症患者にお

けるサイトカインの動きを解析し，T細胞を中心

とした免疫機構について検討を進め，油症患者の

病態解明，QOL 向上に繫がるよう役立てていき

たい．
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油症認定患者における，制御性 T細胞産生サイトカイン

IL-10，IL-35 の検討
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Abstract We thought that dioxin and dioxin-like compound receptor AhR expressed on the surface
of regulatory T (Treg) cells and Th17 cells could regulate immunological functions in the Yusho
patients. In the present study, we measured Treg cell related cytokines IL-10 and IL-35 in the Yusho
patients. Serum levels of IL-10 were higher, but not significant (p = 0.06), and serum levels of IL-35
were increased (p = 0. 006) in comparison with healthy controls. These results imply Treg cell
activation in the Yusho patients.
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は じ め に

1968 年カネミ油症事件発生後 40 年以上経過し，

初期に認められた激しい症状は消退傾向にあるが，

今でもざ瘡様の皮膚症状，咳や痰などの呼吸器症

状，しびれや頭重などの神経症状，全身倦怠感な

どの全身症状など多彩な症状が残存している．油

症の原因であるカネミオイルには Polychlorin-

ated biphenyls（PCB），Polychlorinated quarter-

phenyls（PCQ）及び Polychlorinated dibenzofur-

ans（PCDF）を含む dioxin類が混在している事が

わかっている1)．しかし，これらのダイオキシン

類は自己代謝が進まず，また代謝経路が不明であ

ることより治療薬の開発が遅れ，油症患者では依

然として高濃度のダイオキシン類が検出されてい

る．Aryl hydrocarbon receptor（AhR）は 2,3,7,

8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin（TCDD）や PCB

などのダイオキシン類のレセプターとして，肺や

肝臓をはじめとして幅広く発現が報告され2)，遺

伝子の転写を誘導し，ダイオキシン類の代謝経路

を知る上で重要視されている．最近の研究により

AhRは，T細胞の中では regulatoryT（Treg）細

胞と helper T（Th）17 細胞で強い発現が見られ

るが，Th1 細胞，Th2 細胞にはほとんど発現が見

られないことが明らかにされた3)4)．油症認定患

者の免疫異常について Th細胞を中心に更に検討

すべく，今回我々は Treg細胞から産生され，免

疫寛容誘導に重要な役割を果たすサイトカインで

ある IL-10 と IL-35 に関して検討を行い，また油

症患者におけるダイオキシン値とそれらサイトカ

インとの相関を検討した．

実 験 方 法

①サンプル：2005 年から 2009 年に施行された

長崎県油症検診受診者のうち，同意を得られかつ

PCB, PCQ, PCDF の測定を行った油症認定患者
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の血清を用いた．

②血清 IL-10 の測定：油症認定患者 33名およ

び年齢をあわせた健常人 32名を対象とした．ヒ

ト IL-10 ELISAキット（R&D 社製）を用いて測

定を行った．

②血清 IL-35 の測定：油症認定患者 26名およ

び年齢をあわせた健常人 26名を対象とした．ヒ

ト IL-35 ELISAキット（Uscn Life Science Inc 社

製）を用いて測定を行った．

③検査値との相関：油症患者データベースを元

に，血清採取時の PCB，PCQ，PCDFとの相関を

検討した．

④統計的処理：測定した数値の統計的処理に，

Mann-Whitneyの U検定，Spearmanの順位相関

係数の検定を使用した．

実 験 結 果

①血清 IL-10 の測定結果：長崎県の油症患者 33

名，および健常人 32名の平均年齢は各々 72.9±

1.4歳および 70.4± 1.3歳で有意差はなかった．

検討した油症患者におけるダイオキシン濃度は

PCB 2.82 ± 0.28 ppb，PCQ 0.38 ± 0.05 ppb，

PCDF 243.6± 25.8 pg/g lipidsであった．IL-10

値は油症患者 34.0 ± 4.28 pg/ml および健常人

23.8 ± 1.05 pg/ml であり，有意差は得られな

かったが油症認定患者血清において IL-10 値が高

い傾向が見られた（p= 0.06，図１）．続いて，油

症認定患者血清中の IL-10 値と PCB，PCQ，

PCDF 値に関し検討を行ったが相関は認められ

なかった（図１）．

②血清 IL-35 の測定結果：長崎県の油症患者 26

名，および健常人 26名の平均年齢は各々 71.4±

1.3歳および 70.3± 1.3歳で有意差はなかった．

検討した油症患者におけるダイオキシン濃度は

PCB 2.90 ± 0.20 ppb，PCQ 0.36 ± 0.07 ppb，

PCDF 244.2± 26.3 pg/g lipidsであった．IL-35

値は油症患者 76.0 ± 15.7 pg/ml および健常人

51.0± 16.2 pg/ml であり，油症認定患者血清に

おいて有意な上昇（p = 0.006）が認められた（図

２）．つづいて，油症認定患者血清中の IL-35 値

と PCB，PCQ，PCDF値に関し検討を行ったが相

関は認められなかった（図２）．また，IL-10 値と

IL-35 値との相関もみられなかった（図３）．

考 察

ダイオキシン類のレセプターである AhR は生
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体内の種々の細胞で発現している．T 細胞の中

では Treg細胞と Th17 細胞に発現し，またそれ

らへの分化を制御することが明らかにされた5)6)．

TCDD 等外因性の AhRリガンド，FICZ等内因

性の AhRリガンドをTregに添加すると，IL-10

が産生された6)．また Th17 細胞から IL-17が産

生されるが，AhRを介した刺激は IL-17 産生を

抑制する STAT 1 の機能を阻 害することで，

IL-17 の産生を亢進させることが報告されてい

る3)．これらより，ダイオキシンが生体内の

Treg細胞，Th17 細胞に対して，AhRを介してサ

イトカインを産生させる機序が想定される．一方，

TCDDをマウスに投与するとTreg細胞が誘導さ

れ5)，これに対して，TCDDと同程度の強い親和

性で AhR に結合する 6-formylindolo［3，2-b］

carbazole では Th17 細胞が誘導された5)7)．現在

のところ AhR はリガンドの種類によって異なる

免疫誘導をするという見解だが，その理由は明ら

かでない．

IL-10は種々の Th細胞から産生され，病原体
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図２ 油症患者血清中の IL-35 値及びダイオキシンとの相関
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の排除や自己免疫反応における過剰な免疫反応の

制御，腸管免疫系の恒常性の維持に関与している．

特に，AhR を発現しているためダイオキシン類

の影響をうけると考えられる Tregにおいては，

TGF-β，IL-35 とともに抑制性サイトカインと

して分泌され，免疫制御に大きく寄与している8)．

IL-35は 2007 年に同定された抑制性サイトカイ

ンである．Treg細胞から産生され，直接 T細胞

に作用して IL-10 産生を増強し自己免疫反応を制

御するのみならず，Treg細胞の分化・増殖も誘

導する．近年発見されたサイトカインであるため

ヒトの臨床における検討はほぼないが，マウスに

おける自己免疫性関節炎の病態緩和9)，炎症性腸

疾患の発症抑制10)などが示されてきた．

今回の研究で，油症患者は健常人と比較し，血

清 IL-10 値は高値である傾向を示し，また血清

IL-35 値は有意に高値であった．油症患者におい

て，Tregより分泌される IL-10及び IL-35が増

加しているという結果は，油症患者生体内で

AhRを介したダイオキシン刺激により Treg細

胞が分化誘導されている可能性，あるいはダイオ

キシンが Treg細胞表面の AhRを刺激してサイ

トカインを転写している可能性を示唆する．各油

症患者の血清 IL-10 値及び IL-35 値と，PCB,

PCQ, PCDF 値は相関が見られず，Treg細胞を

誘導あるいはサイトカインを転写する特定のダイ

オキシンを推測するに至らなかった．また，各油

症患者血清中の IL-10 値と IL-35 値とを比較した

が，有意な相関はなかった．今後も油症患者にお

けるTreg細胞の分化メカニズムに関してさらな

る検討が必要と考えられる．

結 論

油症患者は現在でもダイオキシン類の血中濃度

が高く，様々な症状を有している．油症患者にお

けるサイトカインの動きを解析し，T細胞を中心

とした免疫機構について検討を進め，油症患者の

病態解明，QOL 向上に繫がるよう役立てていき

たい．
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Increased Rate of Serum Uric Acid Levels in Yusho Sufferers
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Abstract We measured serum uric acid levels in Yusho sufferers annually from 2007 to 2012 in
Nagasaki prefecture. We observed an increased rate of serum uric acid levels in 38.2％ of the male and
5.5％ of the female sufferers. There was no relation among serum uric acid value, Body Mass Index,
liver function, blood polychlorinated biphenyls and hypersensitive C reactive protein. We conclude that
it is unclear if blood polychlorinated biphenyls may play a role in the increase of serum uric acid levels
in Yusho sufferers.

Key words : Uric acid・PCB・Yusho・BMI・Highsensitive CRP

は じ め に

1968 年，熱交換目的に使用されていた塩化ビ

フェニル（polychlorinated biphenyls : PCBs）が米

ぬか油に混入し，西日本の広範囲に食中毒として

油症が発生した1)．また，米ぬか油の製造工程で

の高熱処理によって PCBs と塩素化ベンゼンは熱

分解され，ポリ塩化ジベンゾフラン（polychlor-

inated dibenzofurans；PCDFs）やポリ塩化ジベン

ゾ ダ イ オ キ シ ン（polychlorinated diben-

zo-p-dioxins；PCDDs）が生成される．汚染され

た米ぬか油には，PCBsやコプラナー PCBだけで

なく，ポリ塩化クオターフェニール（polychlor-

inated quarterphenyl；PCQ），PCDFs，PCDDs お

よびそれらの関連物質も含まれていた．

カネミ油症検診者では，血清クレアチン・キ

ナーゼ値（以下，血清 CK）の上昇や血清アルド

ラーゼ値の低下が高頻度に認められることを報告

した2)．そして血清 CKの上昇は，運動量もしく

は BUN 等との相関が認められていて，血中

PCBs 濃度高値がその要因の一つである可能性を

報告してきた3)~5)．

長崎県カネミ油症検診者において，尿酸高値の

頻度が高いことに着目した．今までに尿酸に関し

て言及した論文が乏しいので，血液中の尿酸値の

上昇に関して検討した．

対象と方法

2007 年〜2012 年までのカネミ油症検診者の血

清尿酸値が測定されたのべ 1026名（男性 366名，

女性 660名）を対象とした．血清尿酸値に関して，

男性の基準値 3.7〜7.0mg/dl，女性の基準値2.5
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〜7.0mg/dlに基づき各年度の尿酸値が上昇して

いる(7.1mg/dl 以上)率をカネミ油症認定群と未

認定群でそれぞれ求めた．また，痛風あるいは高

尿酸血症で服薬中で尿酸値が正常なものも尿酸値

上昇群として計算した．あわせて，2010 年，2011

年，2012 年においては高感度 CRP の値も求めた．

PCBs の血液濃度は 2008 年，2009 年，2010 年で

検討し，BMI，尿酸と高感度CRP との相関を求め

た．PCBs 血液濃度は長崎県衛生研究所で測定し

た値を用い，尿酸と高感度CRP の値は SRL（株）

で測定したものを用いた．また，検診データーか

ら，身長，体重を用い，BMI（体格指数：Body

Math Index）を下記の式で計算した．BMI＝体

重(kg)÷(身長(m)×身長(m)）．尿酸値と BMI，

尿酸値と高感度 CRP の値の相関も求めた．2007

年の GOT，GPT，γ GPTと尿酸値の相関も計算

した．

統計学的処理

カネミ油症認定群と未認定群間で年齢の差の検

定をMann-Whitneyの U検定を行い，尿酸は対

応のない t検定を行った．また，認定群と未認定

群で尿酸上昇の異常率はカイ二乗検定を行った．

結 果

１．対象となった検診者の年齢

対象となった検診者の各年の年齢中央値は女性

の認定者で 69歳から 72歳，未認定者 59歳から

63歳，男性の認定者で 61歳から 65歳，未認定者

で 56歳から 70歳であった（表１Ａ，Ｂ）．2007

年は男性未認定群で，2008 年，2009 年，2010 年は

女性に認定群で，それぞれ，年齢が有意に低かっ

た（p ＜0.05）．

２．BMIは認定群と未認定群で差を認めなかっ

た（表２Ａ，Ｂ）．

３．尿酸

尿酸の異常率は，女性の認定群で 5.5％，未認

定群で 4.7％，認定群と未認定群を合わせて5.1％

の異常率を呈した（表３Ａ）．男性では認定群で

38.2％，未認定群で 31.8％の異常率を呈したが，

認定群と未認定群で異常率に有意差は認めなかっ

た（表３Ｂ）．また，各年の尿酸の平均値は，女性

で 4.4 から 6.2mg/dl（表４Ａ），男性で 5.5mg/dl

から6.3mg/dl であったが（表４Ｂ），男性，女性

いずれでも，認定群と未認定群で平均値に有意差

を認めなかった（表４Ａ,Ｂ）．男性が女性よりも

尿酸値は高値を示していた．

４．高感度 CRP

高感度 CRPは，認定群と未認定群で差を認め

なかった（表５Ａ，Ｂ）．

５．PCBs血液濃度，尿酸値と BMI，尿酸値と高

感度 CRPの相関，尿酸値と肝機能の相関

2008 年，2009 年，2010 年の血液 PCBs 濃度と

BMIは 2009 年女性の認定群でのみ相関を認めた

（r=− 0.284，p ＜ 0.05）が，2008 年，2010 年では

相関はなく，一定の値を示さなかった．また，血

液 PCBs 濃度と血清尿酸値の相関も認めなかった．

尿酸値と BMI の相関も認めなかった．2007 年で

GOT，GPT，γ GPT の肝機能と尿酸の相関係数

に関して検討したが，有意な関連は認めなかった．

2010 年，2011 年，2012 年で尿酸と高感度CRP と

の相関を検討したが，両因子には関連を認めな

かった．

2007 年の尿酸とGOT，GPT，γ GPTとの相関

はなかった．

考 察

長崎県油症検診者のうち，男性ではカネミ油症

として認定された群において，38.2％に血清尿酸

値の異常を認め，未認定群で 31.6％に異常を認め

た．女性では認定者で 5.5％に，未認定者で4.7％

に異常を認めた．しかし，認定者群で有意に増加

していることは明らかではなかった．また，

PCBs，肝機能，BMI，高感度 CRP との関係も明

らかにできなかった．

尿酸はプリンヌクレオチドの異化亢進により主

に肝臓で産生される場合と塩基から再び糖とリン

酸を結合してヌクレオチドに回収されるリボース

５リンプリン塩基が PRPP の存在下にそれぞれ

のヌクレオチドに代謝されるサルベージ経路の働

きが低下することにより産生されることが知られ

ている．

尿酸は体内に一定量存在することで強力な抗酸

化作用を示し6)，ヒト血清中の抗酸化物質全体の
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2010

認定

2008

表１Ａ 年齢 女性

72(36-86)72(48-89)

201120092007

69(42-86)

2012

72(41-89)70(47-89)70(41-94)

62(23-90)59(22-86)63(21-83)59(19-83)62(17-84)61(37-83)未認定

2010

認定

2008

表１Ｂ 年齢 男性

63(39-88)64(41- 86)

201120092007

61(36-87)

2012

65(45-87)62(36-88)73(34-86)

70(41-86)62(40-89)62(36- 83)58(24-87)56(16-85)52(33-80)未認定

2010

認定

2008

表２Ａ BMI 女性

23.6± 4.4
(n=54)

23.1± 4.2
(n=55)

201120092007

23.1± 4.2
(n=44)

2012

22.9± 4.0
(n=58)

22.8± 4.0
(n=67)

23.6± 4.6
(n=69)

24.0± 4.4
(n=46)

23.8± 3.9
(n=50)

24.2± 3.7
(n=56)

23.4± 3.8
(n=41)

24.3± 3.6
(n=80)

23.7± 3.9
(n=36)

未認定

2010

認定

2008

表２Ｂ BMI 男性

23.0 ± 2.7
(n=41)

23.6 ± 3.1
(n=40)

201120092007

23.8 ± 3.1
(n=58)

2012

23.0 ± 2.9
(n=44)

23.9 ± 2.7
(n=39)

23.2 ± 2.8
(n=35)

25.5± 4.1
(n=45)

24.3± 3.1
(n=42)

24.1± 3.5
(n=51)

23.9± 4.8
(n=39)

23.2± 3.3
(n=34)

22.9± 3.1
(n=23)

未認定

2010

認定

2008

4.7(n=279)

5.5(n=381)

total

表３Ａ 尿酸異常率（％) 女性

7.5(n=53)1.8(n=57)

201120092007

2.6(n=77)

2012

5.3(n=56)4.2(n=71)6.0(n=67)

4.3(n=46)4(n=50)0(n=56)2.3(n=43)6.7(n=45)5.6(n=36)未認定

2010

認定

2008

31.6(n=180)

38.2(n=186)

total

表３Ｂ 尿酸異常率（％) 男性

29.3(n=41)32.5(n=39)

201120092007

36.2(n=58)

2012

37.5(n=44)20.5(n=39)14.3(n=35)

25.5(n=46)25.6(n=43)23.5(n=40)23.1(n=40)20.6(n=34)26.1(n=23)未認定

2010

認定

2008

表４Ａ 血清尿酸値（mg/dl) 女性

4.9 ± 1.1
(n=53)

4.9 ± 1.1
(n=57)

201120092007

4.7 ± 1.2
(n=77)

2012

4.9 ± 1.3
(n=58)

4.9 ± 1.1
(n=71)

4.8 ± 1.1
(n=67)

5.0 ± 1.1
(n=46)

4.6 ± 1.1
(n=50)

4.7 ± 1.1
(n=56)

4.6 ± 1.1
(n=43)

4.8 ± 1.3
(n=45)

4.4 ± 1.3
(n=36)

未認定

2010

認定

2008

表４Ｂ 血清尿酸値（mg/dl) 男性

6.1 ± 1.1
(n=41)

6.2 ± 1.6
(n=40)

201120092007

6.1± 1.7
(n=58)

2012

5.9 ± 1.4
(n=44)

6.0 ± 1.9
(n=39)

5.5 ± 1.5
(n=35)

6.2 ± 1.6
(n=46)

6.0 ± 1.5
(n=43)

6.1 ± 1.4
(n=51)

6.3 ± 1.4
(n=40)

6.1 ± 1.4
(n=34)

6.3 ± 1.5
(n=23)

未認定

2010

認定

表５Ａ 血清高感度CRP（ng/ml) 女性

947± 1897
(n=51)

1095± 2540
(n=37)

2011 2012

670± 1060
(n=52)

1241± 3639
(n=41)

761± 1866
(n=47)

847± 1717
(n=31)

未認定

2010

認定

表５Ｂ 血清高感度CRP（ng/ml) 男性

834 ± 912
(n=41)

778± 748
(n=32)

2011 2012

1432 ± 2531
(n=43)

969 ± 1650
(n=45)

1553 ± 3411
(n=41)

1982 ± 3143
(n=37)

未認定



約半分を占める7)．さらに，運動ストレス時の抗

酸化物質として作用し8)，酸化傷害に対する防御

機構として尿酸合成が亢進している可能性を示唆

されている．

20歳から 68歳を対象とした，高尿酸血症（男

7.1mg/dl 以上，女性 6.1mg/dl 以上）の発生頻度

を肥満度（Brocaの変法）別に報告し，男性で，肥

満度 79％以下で 8.3％，80％台で 9.2％，90％台

で 9.2％，100％台で 10.3％，110％台で 12.0％，

130％台で 18％，140％以上で 18.8％，女性では肥

満度 79％以下で 0％，80％台で 2.0％，90％台で

3.6％，100％台で 5.3％，110％台で 3.2％，120％

台で 6.4％，130％台で 3.5％，140％以上で 7.8％

と報告している9)．カネミ油症として認定された

群において，男性では，38.2％に血清尿酸値の異

常を認め，未認定群で 31.6％に異常を認めた．女

性では認定者で 5.5％に，未認定者で 4.7％に異

常を認めた．報告されたものより，対象年齢が高

齢ではあるが，BMI の平均値からみると肥満度は

ほぼ 100％前後と推定され，長崎県油症検診者男

性において，血清尿酸値の異常を呈する率が高い

可能性がある．

PCBs の上昇したぞうアザラシの血清で尿酸が

上昇していたとする報告10)，ゴミ焼却炉での勤務

者で尿酸値と Coplanar PCB の TEQと相関を認

めたとする報告がある11)．

男性の油症認定者では，未認定者と比較し，体

重が減少していた12)，また，カネミ油症において

は，酸化ストレスに晒されているとも報告されて

いて13)，PCBが尿酸の代謝に影響を及ぼしてい

ることも可能性としては考えられる．

CRPはインターロイキン（interleukin；IL)-6，

IL-1，腫瘍壊死因子α（tumor necrosis fac-

tor；TNF-α）などの炎症性サイトカインの刺激

によって肝臓で産生されるが，気道上皮細胞，マ

クロファージ，腎臓，神経細胞などでも産生され

る．そして，CRPは単なる炎症マーカーではなく，

動脈硬化と関係する血管内皮細胞，マクロファー

ジ，血管平滑筋などに受容体を介して作用し，生

理活性物質を変動させて動脈硬化の形成に積極的

に関与することが明らかにされつつある．大動脈

硬化部位には補体とともに CRPが確認されてい

て，血中に存在する CRPが沈着するだけではな

く，少なくともその一部は血管壁でも産生される

と推測されている．一方，CRPはオプソニンとし

て働くことで酸化 LDL のマクロファージによる

貪食作用を活性化するとともに，内皮細胞におい

て酸化 LDL受容体の発現を促進し，また，マク

ロファージや血管平滑筋に対しては活性酸素の産

生を促す．本研究では，高感度CRP と尿酸，高感

度 CRP と BMI の相関も明らかにできなかった．

さらに，尿酸と PCBの血液濃度との関与，肝機能

との関与，BMI との関与も明らかにはできなかっ

た．血清尿酸値の上昇は，未認定群でも認められ

ているので，遺伝的な因子なども考慮しておく必

要がある．

結 論

長崎県の男性のカネミ油症認定者で血清尿酸値

の異常が 38.2％に認められ，女性では 5.5％に認

められた．この異常に PCBsが関係している可能

性は明らかにできなかった．
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油症患者における顎関節症に関する臨床的検討

長崎大学大学院医歯薬学総合研究科 展開医療科学講座 口腔腫瘍治療学分野

川 﨑 五 郎，吉 冨 泉，梅 田 正 博

A Clinical Study of TMJ Arthrosis in Yusho Patients

Goro KAWASAKI, Izumi YOSHITOMI and Masahiro UMEDA

Department of Clinical Oral Oncology, Unit of Translational Medicine,

Nagasaki University Graduate School of Biomedical Sciences

Abstract In the present study, we clarified the TMJ symptoms of Yusho patients. An epidemiologic
examination was carried out to identify TMJ arthrosis in patients with Yusho. The patients were
collected during annual Yusho examinations in 2012. Nine of 187 patients had TMJ symptoms. The
symptomswere pain, trismus, and a clicking sound of the TMJ. We diagnosed these patientswith TMJ
arthrosis. The rate of TMJ arthrosis in Yusho patients was 4.8%, being similar to the rate of TMJ
arthrosis in general.
The PCB concentration in the blood of these 9 patients was 2.76 ppb, and the average blood PCB

concentration of all patients was 2. 98 ppb. We identified no relationship between the blood PCB
concentration and TMJ arthrosis.

Key words : Yusho・TMJ arthrosis・PCB

は じ め に

油症患者の口腔領域における臨床症状としては，

口腔粘膜色素沈着，口腔乾燥症，歯肉炎などが主

症状として報告されており1)，現在でも一部の症

状が持続している患者もみられる．

これまでわれわれは，長崎県における油症歯科

検診において，口腔粘膜色素沈着，歯周疾患およ

び歯牙異常などについて精査し検討してきたが，

特に口腔粘膜色素沈着については現在でも多くの

患者において認められる．

一方，油症発症直後にはあまり認められていな

かった顎関節の症状については，近年何らかの症

状の訴えを持つ患者が増加しているという報告が

なされている2)．そこで平成 24 年度の長崎県に

おける歯科検診においては，上記の検診項目に付

け加えて，顎関節の症状についても問診と診察を

行った．今回，それらの検診結果に基づき油症患

者における顎関節症の症状について臨床的な検討

を行い，血中 PCB 濃度との関係についても検討

したので報告する．

対象および方法

平成 24 年度長崎県油症検診（長崎市および五

島市）において歯科検診を行った患者 187名（認

定 95名，未認定 92名）を対象とした．歯科検診

を行った際に，顎関節部に関する症状を主訴とし

ていた患者および歯科的問診を行った際に顎関節

部に異常を訴えた患者を対象として，アンケート

調査および診察を行った．アンケート調査の項目

としては，１）顎関節部の痛みの程度，２)日常生

活への支障の程度，３）顎関節部の機能，４）日
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常生活の活動および行動，について問診し検討を

行った．

１）については，安静時，開閉口時および摂食

時の痛みの程度について調査し，Visual Analog

Scale (VAS)を用いて，痛みなしの状態を０，考

えうる最もひどい痛みの状態を 10 として定量的

に記録した．２）についても同様に VAS 法を用

いて記録した．

３）については，小項目として，顎関節の疼痛，

筋肉の疼痛，口の開けにくさ，顎が引っかかる感

じ，関節の雑音について問診し，症状のないもの

を１，最も症状のひどいものを４として４段階で

評価した．

４）については小項目として，食事，開口，睡

眠，嚥下，会話，仕事や勉強，について支障の有

無を問診し，３）と同様に 4段階で評価した．

診察に関しては，自力開口距離および強制開口

距離を測定し，顎関節部の触診および咀嚼筋の触

診にて疼痛の有無や部位を確認した．

さらに，各患者の平成 24 年度の採血データか

ら得られた血中 PCB濃度，高感度CRP および白

血球数の値との関係についても検討した．

結 果

１．顎関節症状について（表１）

検診を受診した 187名中９名（男性３名女性６

名）の患者に顎関節症の所見が認められた．問診

における顎関節部の主症状としては，疼痛が３例，

顎関節部の雑音が３例および開口障害が３例で

あった．

顎の機能に関するアンケート（複数回答可）で

は，筋肉の痛みが３例，関節雑音が６例，開口し

にくいが４例で，症状の程度はすべて２または３

であった．VAS 法における疼痛の程度は全て５

以下であった．

日常生活に関するアンケート（複数回答可）で

は，支障のみられる項目では，食事に関するもの

が４例，開口に関するものが３例であったが，

VAS 法における支障の程度は全て５以下であっ

た．

診察結果では，自力開口量は 10mmから 48mm

で，強制開口距離は 25mmから 48mmであった．

開閉口時の顎関節部の触診所見では，関節痛が

１例に，筋痛が３例に認められた．

なお，全９症例において腫脹や発熱などの炎症

所見は認められなかった．

２．血液検査結果との関連について（表２）

９症例の血中 PCB 濃度は 0. 14ppb から

5.18ppbで平均 2.76ppb であった．全体の平均値

は 2.98ppb で，そのうち認定患者の平均値は

3.37ppbであった．また，高感度CRP 値（基準値

1500ng/ml）は 50ng/mlから 1150ng/mlに分布し

ており，白血球数は，3800/ulから 9400/ulに分布

していた．血液検査では明らかな炎症所見を示す

結果は認められなかった．

考 察

顎関節症の定義に関しては，「顎関節症とは顎

関節や咀嚼筋の疼痛，関節雑音，開口障害または

顎運動異常を主要症候とする慢性疾患の総括診断

名であり，その病態には咀嚼筋障害，関節包・靭

帯障害，関節円板障害，変形性関節症などが含ま

れる．」とされている3)．これにより，従来あいま
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表１ 顎関節症の患者の臨床所見
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いであった顎関節症の概念が明らかとなり，他の

顎関節の疾患や顎関節に類似の症状を示す疾患と

の鑑別が明瞭となった．

顎関節症と診断するためには，１）顎関節や咀

嚼筋等の疼痛，２）関節雑音，３）開口障害ない

し顎運動異常の主要症候のうち，少なくとも一つ

以上を有することが必要条件となる3)．今回のい

ずれの症例においても上記の症状を一つ以上有し

ており，顎関節症と診断することが可能であると

思われた．

顎関節症は，咀嚼筋障害（Ⅰ型），関節包・靭帯

障害（Ⅱ型），関節円板障害（Ⅲ型），変形性関節

症（Ⅳ型）およびⅠからⅣ型に該当しないもの

（Ⅴ型）に症型分類される．外傷性顎関節症や他

の炎症性疾患との鑑別が必要な場合もあるが，今

回の症例では CRPや白血球数の増加はなく，ま

た，外傷の既往や腫脹などの臨床所見も認められ

なかった．

顎関節症の疫学調査では，一般集団において，

開口障害がみられるものは５％未満であり4)，関

節雑音の発症率は変動性が大きいため疫学的検討

は困難であるとされている5)．開口障害は，顎関

節症では訴えの多い症状であるが，その原因は，

疼痛によるものや関節円板の障害によるものなど

様々である．顎関節の正常可動域は，上下中切歯

間距離で表され，本邦では男性で 48〜55mm，女

性で 44〜49mm とされており．開口制限の基準

は 40mm 以下である6)7)．今回の症例群では，

40mm 以下は６例であったもののうち３例は

40mmで，高度の開口障害を認めた症例は２例の

みであった．

顎関節痛に関した研究では，一般集団のなかで

臨床症状を訴えない 40〜75％に運動制限や関節

音の他覚症状がみられ，28〜33％に疼痛を主体と

する自覚症状を有するとする報告がある8)．また，

別な報告では，顎関節痛の罹患率は３〜15％と比

較的高いにもかかわらず顎関節痛の発生率は２〜

４％と低く見積もられているとされている9)．顎

関節部の疼痛に関しても疫学的調査を行うことは

困難であると思われるが，上記の発症率３〜15％

に比較した場合，今回のわれわれの調査結果では，

疼痛を訴えたものが３名（1.6％）とやや低い傾向

が認められた．油症患者には顎関節症の訴えが多

いとの報告もあるが，今回の検診結果では，受診

者 187名中９名に顎関節の症状が認められ，顎関

節の発症率は 4.8％で，油症地区における顎関節

症の発症率は一般と有意な差はないものと思われ

た．

血中 PCB 濃度との関係については，顎関節症

の患者と他の患者の平均値について明らかな差は

みられなかった．しかしながら，顎関節の症状は

変動することも多く，また，自覚症状はなくとも

顎関節症状を有することもあるため，今後画像検

査における顎関節部の形態変化を含めた検討を要

するものと考えられた．

総 括

2012 年度長崎県油症検診における顎関節症の

発生率は 4.8％で，一般における顎関節症の発症

率とほぼ同様の発症率であった．顎関節症の患者

９名中２名に高度の開口障害が認められた．顎関

節症を有する油症患者の血中 PCB 濃度は

0.14ppbから 5.18ppb で平均 2.76ppb であった．

顎関節の症状を有しない患者の血中 PCB 濃度と
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表２ 顎関節症状を有する患者の血液 PCB濃度，PCBパターン，高感度CRP および白血球
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の明らかな差はなかった．
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Abstract We developed an analytical method for accurately determining the concentrations of
dioxin and polychlorinated biphenyls(PCBs) in a blood volume of 5 g. Inter-laboratory crosscheck is
available for maintaining the quality of dioxin and PCB analysis. We carried out the crosschecks of
dioxin and PCB analysis in the blood with domestic analysis organizations. Two crosschecks each of
dioxin and PCB analysis were carried out from 2007 through 2011. As a result, the findings of our
analysis accorded well with the analyses of the other organizations. We believe that our analytical
method is sufficiently reliable.

Key words : Cross-check・Dioxin・PCB・Blood

は じ め に

血液中ダイオキシン，ポリ塩化ビフェニール

（PCB）類の分析は人体試料が対象であるため大

量の試料を集めることが困難であり，ダイオキシ

ン，PCB分析の中でも特に微量分析が求められる．

さらに土壌や水などの環境試料や焼却灰と比べ分

析実施機関数や分析実績も少ない．このため人体

試料中ダイオキシン，PCB類分析の精度管理を実

施する機会はほとんどないのが現状である．我々

は 2002 年以降，当所で開発した血液 5gを用いた

ダイオキシン，PCB 類一斉分析法1)~3)を日常の

分析に用いている．この分析法の妥当性を検証す

るため 2007 年より同一試料の血液中ダイオキシ

ン，PCB類濃度の測定を国内の分析機関に依頼し，

得られた分析結果と我々の分析結果を比較するこ

とで，当所で行っているダイオキシン，PCB類一

斉分析法の信頼性を検証した．
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実 験 方 法

１．分析試料

数名のボランティアから採取した血液をプール

し国内の分析機関に配布しダイオキシン，PCB類

の測定を依頼した．各検査機関に配布した血液量

は１件体当たり 10〜60ml であった．表１に各年

の試料，測定対象化学物質を示した．

２．ダイオキシン類分析方法

当所での血液中ダイオキシン類の分析方法は

ASEによる脂肪抽出，硫酸処理，カラムクリーン

アップを用いた分析法1)2)を用い，国内の分析機

関は概ね厚生労働省暫定法に準拠した各分析機関

で通常行っている分析法4)を用いた．

ダイオキシン類の毒性等価量（TEQ）の計算に

は WHO が 2005 年に発表した毒性等価係数

（TEF：WHO-05）を用いて計算し，検出限界以下

の異性体は検出限界値の 1/2 をその濃度として計

算した．

３．PCB類分析方法

当所での血液中 PCB 類の分析方法は ASEに

よる脂肪抽出，硫酸処理，カラムクリーンアップ

の後，GPC による精製を用いた分析法1)3)を用い，

国内の分析機関はそれぞれ各分析機関で通常行っ

ている分析法を用いるよう依頼した．各分析機関

の血液中 PCB分析法の概要を表２に示した．

(倫理面への配慮)

ダイオキシン，PCB類の測定は，プールした血

液を使用し，個人を特定できるような情報は存在

しない．また，本研究は「福岡県保健環境研究所

疫学研究倫理審査委員会要綱」に基づき，審査を

受け承認されたものである（受付番号第 21-3 号

(1)平成 22 年５月 10日承認）．

実験結果と考察

１．血液中ダイオキシン類濃度分析

血液中ダイオキシン濃度測定のクロスチェック

は 2007 年に１種類の検体を５機関で測定し，

2020 年に２種類の検体を８機関で測定し比較し

た．

2007 年の血液中ダイオキシン濃度の測定結果

を表３に示す．血液中ダイオキシン濃度の５機関

の平均値は PCDD：0.98pg/血液 1g，PCDF：

0.068pg/血液 1g，Non-Ortho-PCB：0.37pg/血液

1g，Mono-Ortho-PCB：68pg/g血液 1g，Total 重

量 72pg/血液 1g であった．CVはそれぞれ 67.1，

5.3，10.1，6.5 および 5.6％であった．変動の大

きい異性体は 1,2,3,4,6,7,8-HeCDDと OCDD

であり，共にCVは 70％を超えた．原因は両異性

体の我々の測定値が他機関の約４倍であったこと

による．1,2,3,4,6,7,8-HeCDDと OCDDの測

定値が大きく異なった原因はASE抽出に起因す

ると考えられるが詳細は不明であり，今後検討す

る必要がある．しかし，両異性体の毒性等価係数

（TEF）はそれぞれ 0.01 と 0.0003であり，毒性

等価量（TEQ）への影響は小さい．表４に脂肪重

量当たりの TEQ での測定結果を示した．Total

TEQ は５機関の平均で 13pg-TEQ/g lipid．CV

は 6.4％であった．従って，ダイオキシン類の毒

性評価で通常比較される脂肪重量当たりの TEQ

で評価する場合，各分析機関間の変動は小さく５

機関の分析結果は良く一致することが確認できた．

よって我々の血液中ダイオキシン，PCB類一斉分
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PCB 6

血液 ダイオキシン 5

分析対象
検体

2007

2008

年度
分析対象
化学物質

参加機関

表１ 各年のクロスチェック概要

血液

8ダイオキシン血液2010

7PCB血液2011

溶媒抽出→カラム精製→ GC/MS 測定 Ｃ，Ｄ

アルカリ分解→溶媒抽出→カラム精製→ GC/MS 測定 Ａ，Ｂ１

２

分析フロー概要 分析機関

表２ 各分析機関の血液中 PCB分析フローの概要

Ｅ溶媒抽出→アルカリ分解→溶媒抽出→カラム精製→ GC/MS 測定３

ＦASE抽出→硫酸処理→カラム精製→ GPC精製→ GC/MS 測定５
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20.9%0.00540.0100.00150.00710.00730.0100.0085

ND0.0110.00930.0180.0163,3',4,4'-TeCB(#77)

16.5%0.180.310.0360.220.220.19

1,2,3,7,8-PeCDD 0.014

6.4%

2,3,7,8-TeCDD 0.0034

9.7%

PCDDs

分析機関毎の平均値（pg/g wet)

表３ 血液中ダイオキシン類測定結果（2007 年）

ND0.00950.0089ND0.00823,4,4',5-TeCB(#81)Non-
ortho
PCBs

MeanF

5.9

0.019

DC

4.6

0.014

BA

Total PCDFs

5.7%0.0100.0130.000660.0120.0120.0120.0110.0120.0110.012Total PCDFs-TEQ

0.016

５機関の集計

Max

5.1

0.015

SDMed.

5.1脂肪含量（mg/g) 0.33

0.0015

NDNDNDOCDF

5.3%0.0600.0720.00360.0690.0680.0500.0670.0690.0640.070

5.5

0.016

30使用血液量（ｇ）

ND

Total TEQ

5

4.7

0.018

ND

CVMin

5.1

NDNDNDNDND1,2,3,4,7,8,9-HpCDF

NDND

0.0650.0650.063

20

5.2

0.016

0.0033

0.0690.066

10

4.8

0.015

0.0035

0.0670.060

7

ND0.00790.00720.00730.00871,2,3,4,6,7,8-HpCDF

62753.970706371747169Total

5.9%0.0600.0720.0038

ND0.00650.00430.00350.00472,3,4,6,7,8-HxCDF

Total Mono-Ortho PCBs

6.5%0.00180.00220.000130.00210.00200.00180.00210.00220.00210.0020Total Mono-Ortho PCBs-TEQ

5.6%

0.0110.0101,2,3,6,7,8-HxCDF

NDNDNDNDND1,2,3,7,8,9-HxCDF

2.01.81.52,3,3',4,4',5,5'-HpCB(#189)

6.5%59734.469686170737067

0.0100.0110.0110.0100.00971,2,3,4,7,8-HxCDF

7.7%0.00950.0130.000840.0110.0110.0110.0110.011

3.22.83.43.53.13.42,3,3',4,4',5'-HxCB(#157)

10.1%1.52.00.171.71.71.61.6

0.00190.0300.0290.0290.0270.0310.0290.0302,3,4,7,8-PeCDF

9.6%0.00700.0120.000980.0100.010

151.0131312141413132,3,3',4,4',5-HxCB(#156)

8.8%2.63.60.293.4

NDNDND0.00300.00271,2,3,7,8-PeCDF

6.6%0.0240.032

11.7%3.95.90.595.35.14.05.65.55.35.02,3',4,4',5,5'-HxCB(#167)

8.0%11

0.025Total PCDDs-TEQ

NDND0.0040.00330.00442,3,7,8-TeCDFPCDFs

6.96.12,3,3',4,4'-PeCB(#105)

11.6%2.03.00.302.72.62.22.92.82.72.32,3,4,4',5-PeCB(#114)

0.690.760.690.72Total PCDDs

8.8%0.0210.0300.00230.0250.0260.0290.0250.0250.026

31363737362,3',4,4',5-PeCB(#118)

5.9%6.07.10.386.46.56.46.26.9

0.580.832.00.560.620.560.58OCDD

67.1%0.662.40.660.720.982.3

0.0780.680.670.730.560.700.730.632',3,4,4',5-PeCB(#123)Mono-
ortho
PCBs

6.7%31382.43635

0.0440.200.0520.0550.0740.180.0530.0550.0460.0581,2,3,4,6,7,8-HpCDD

72.7%0.532.20.60

14.5%0.0210.0350.00370.0260.0260.0220.0310.0260.0280.021Total Non-Ortho PCBs-TEQ

11.7%0.540.82

1,2,3,6,7,8-HxCDD

19.7%0.00600.0140.00180.00890.00890.0120.00920.00900.00750.00821,2,3,7,8,9-HxCDD

70.8%

0.113,3',4,4',5,5'-HxCB(#169)

10.3%0.320.460.0380.370.370.310.420.380.380.32Total Non-Ortho PCBs

0.00680.00780.00571,2,3,4,7,8-HxCDD

13.6%0.0370.0610.00650.0470.0480.0600.0420.0460.0470.048

0.270.220.240.183,3',4,4',5-PeCB(#126)

8.2%0.110.150.0100.130.130.120.130.140.13



析法のダイオキシン類測定値は妥当であると判断

した．

2010 年の血液中ダイオキシン濃度のクロス

チェックは２種類の検体を８機関で測定したが，

１機関の PCDDs と PCDFs の測定値の Zスコア

が２を超えたので，この機関の測定値を異常値と

して解析から除外し，７機関の測定結果で解析し

た．血液中ダイオキシン濃度の７機関の Total

PCDDs, PCDFs, Non-Ortho PCBs, Mono-Ortho

PCBs, Total TEQ の平均値は Sample 1 が 2,9，

1.3，2.4，0.25，6.8pg-TEQ/g lipid，Sample2が

2.5，1.0，0.67，0.054，4.3 pg-TEQ/g lipid で

あった．CVはそれぞれ Sample 1が 21.6，15.8，

19.2，16.3，17.5％，Sample 2が18.6，24.3，44.3，

42.3，22.4％であった（表５）．今回 CV が大き

かった原因はクロスチェックに用いた血液試料の

Total TEQの平均値が6.8と 4.3 pg-TEQ/g lipid

で低濃度であったこと，分析脂肪濃度の測定値の

バラツキが大きかったこと，分析機関毎の検出下

限値の違いによる影響が考えられた．Sample 重

量ベースのCVは Sample 1が11.8，15.0，10.0，

8.4，6.2％，Sample 2が 7.6，11.6，30.0，45.5，

4.1％であり，脂肪重量ベースの CVに比べ 1/2

程度である．検出下限値は PCDDs が 0.098〜

4.0pg/g lipid，PCDFsが 0.036〜4.0 pg/g lipid，

Non-Ortho PCBs が 0.12 〜15 pg/g lipid，

Mono-Ortho PCBs が 0.3〜71 pg/g lipid に設定

されており，低濃度の試料の分析では測定値に対

する影響が大きくなった可能性がある．我々の測

定値は表５のFに示したが，平均値と良く一致し

ており血液中ダイオキシン，PCB類一斉分析法の

ダイオキシン類測定値は妥当であると判断した．

2010 年のクロスチェックでは各分析機関間の

Sample 重量ベースでの変動は小さく分析結果は

良く一致することが確認できたので，脂肪重量の

確定には注意する必要がある．また，分析機関毎

の検出下限値の違いについても検討が必要であっ

た．
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2.3 2.2

E

4.9 5.0

DC

PCDDs-TEQ

PCDFs-TEQ

B

分析機関毎の測定値

A

Mono-Ortho-PCBs-TEQ

表４ 血液中ダイオキシン類測定結果（TEQ，2007 年）

4.6

0.390.39

6.4%

11.7%

9.0%

11.9%

0.450.410.39

CVMinMaxSDMedianMean

0.21

0.62

0.450.027

14

5.7

2.6

6.2

0.390.41

5.44.2

12

Non-Orth PCBs-TEQ 4.2

2.0

5.1

2.3

1312

5.2

５機関の集計

Total TEQ 13

5.4

2.3

5.0

6.6%0.39

0.83

0.59

5.3

(pg-TEQ/g lipid)

13

5.7

2.0

4.6

14

4.8

2.5

6.2

1314

5.4

2.6

0.99 1.3

E

2.0 2.6

DC

PCDDs-TEQ

PCDFs-TEQ

B

分析機関毎の測定値

A

Mono-Ortho-PCBs-TEQ

2.0

0.0580.057

22.4%

19.2%

15.8%

21.6%

0.0890.0460.058

CVMinMaxSDG Mean

0.20

0.63

0.0890.023

6.1

3.2

1.5

3.9

F

0.054

1.72.2

3.2

Non-Orth PCBs-TEQ 1.7

0.98

2.4

1.3

3.43.2

2.9

７機関の集計

Total TEQ

1.4 1.4

2.8 3.6

42.3%0.012

0.96

0.46

3.0

4.1

2.4

0.98

2.6

4.1

3.2

1.5

3.9

4.3

表５ 血液中ダイオキシン類測定結果（TEQ，2010 年）

(pg-TEQ/g lipid)

4.2 4.8

0.062 0.012

2.3 2.5

6.1

2.5

1.2

0.300.670.840.650.660.621.20.230.52Non-Orth PCBs-TEQ

Sample 1

0.721.50.251.00.991.11.00.851.51.00.72PCDFs-TEQ

Sample 2 44.3%0.231.2

18.6%1.93.30.472.52.92.52.42.63.32.11.9PCDDs-TEQ

24.3%

0.23Mono-Ortho-PCBs-TEQ

17.5%5.48.91.26.87.76.88.96.27.05.85.4Total TEQ

16.3%0.200.320.0410.250.290.240.320.220.260.20
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0.40 0.39

E

1.7 0.53

DC

MoCBs

DiCBs

B

分析機関毎の測定値

A

DeCBs

表６ 血液中 PCB測定結果（2008 年）

0

3.32.8
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12.5%

-

-
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表７ 血液中 PCB測定結果（2010 年）
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２．血液中 PCB類濃度

血液中 PCB 類濃度測定のクロスチェックは

2008 年に１種類の検体を用いて，2011 年には２

種類の検体を用いて実施した．2008 年の血液中

PCB 濃度の分析機関ごとの測定結果を表６に示

した．全分析機関の Total PCB 濃度の平均値は

820pg/血液 1g，CVは 5.6％であり，各分析機関

の分析結果は良く一致した．各分析機関の PCB

の同族体ごとの組成もよく一致している．各同族

体濃度の変動率もほぼ 10％程度（5.3〜12.5％）

でありよく一致している．今回の配布試料中では

HxCBs が最も主 要な同 族体（43％）であり，

HxCBs 濃度の変動が Total PCB 濃度の変動に最

も大きく影響していると推察される．また，６機

関中我々を含む２機関はMoCBs，DiCBs の定量

を行っていないが両同族体は合計でも Total PCB

濃度の 0.5％以下であり，Total PCB 濃度の測定

にはほとんど影響しない．主要な異性体の順位は

#153，#180，#138，#182，#118 の順であり，こ

れら５異性体で Total PCB 濃度の約 55％を占め

ているが，この結果も各分析機関でほぼ一致して

いた．

2011 年の血液中 PCB 濃度の７機関の Total

PCB 濃度の平均値は Sample 1 が 420pg/g-wet，

Sample 2が 130 pg/g-wet，分析機関間の CV は

それぞれ 7.6%と 11.2% で良く一致した（表７）．

主要な同族体（PeCBs-OcCBs）濃度の CVもほぼ

10％程度（7.5〜15.1％）でありよく一致している．

2011 年の試料中も HxCBs が最も主要な同族体

（38〜51％）であり，HxCBs 濃度の変動が Total

PCB 濃度の変動に最も大きく影響していると推

察される．また，７機関中我々を含む２機関は

MoCBs，DiCBs の定量を行っていないが両同族

体は合計でも Total PCB 濃度の 0.8-２％であり，

Total PCB 濃度の測定にはほとんど影響しなかっ

た．主要な異性体の順位は #153，#180，#138，

#170，#182，の順であり，これら５異性体で

Total PCB濃度の約 56％を占めているが，この結

果も各分析機関でほぼ一致していた．

血液中 PCB 類濃度測定のクロスチェックの結

果は 2008 年，2010 年とも各分析機関の測定値は

良く一致していた．従って，我々の血液中ダイオ

キシン，PCB 類一斉分析法での PCB 類測定値は

妥当であると判断した．

総 括

2007 年〜2011 年に血液中ダイオキシン，PCB

類のクロスチェックを２回ずつ実施した．今回ク

ロスチェックを実施した分析機関間の測定値と

我々の分析法の測定値は１機関を除いて良く一致

し，我々の分析法の妥当性は確認された．
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Development of a Newly Large-Volume Injection System for Dioxin

Determinations in Blood of Yusho Patients

Takashi TODAKA
1), Hiroshi UCHI

3), Hironori HIRAKAWA
2),

Jumboku KAJIWARA
2) and Masutaka FURUE

1)3)

1)Department of Dermatology, Graduate School of Medical Sciences, Kyusyu University,

Maidashi 3-1-1, Higashi-ku, Fukuoka 812-8582
2)Fukuoka Institute of Health and Environmental Sciences, 39, Mukaizano, Dazaifu-shi,

Fukuoka 818-0135
3)Research and Clinical Center for Yusho and Dioxin, Kyusyu University Hospital,

Maidashi 3-1-1, Higashi-ku, Fukuoka 812-8582

Abstract We developed a more effective method to measure the concentrations of polychlorinated
dibenzo-p-dioxins (PCDDs), polychlorinated dibenzofurans (PCDFs), and non-ortho-coplanar polych-
lorinated biphenyls (non-ortho PCBs) in the blood of Yusho patients using high-resolution gas
chromatography/high-resolution mass spectrometry (HRGC/HRMS) equipped with a newly
large-volume injection system. The new injection system linked a LaviStoma system with a unique
stomach-shaped inlet liner (SSIL) and a solvent-cut large-volume (SCLV) injection system. This
approach made it possible to introduce volumes up to 200µl into the HRGC/HRMS in comparison with
the 20µl volume of the previously reported conventional SCLV method. Based on experiments
conducted using the same blood sample, the concentrations of PCDDs, PCDFs, and non-ortho PCBs
obtained by the developed method showed a close correlation to that by the conventional SCLV
method. By improving the injection method, the operation time and labor for the purification procedure
from blood could be reduced. Furthermore, the developed method was more effective than the
conventional SCLV method for recovery of PCDDs, PCDFs, and non-ortho PCBs.

Key words : Polychlorinated dibenzo-p-dioxins・Polychlorinated dibenzopfurans・Non-ortho-coplanar
polychlorinated biphenyls・Human blood・Yusho

Introduction

Over 40 years have passed since the outbreak

of Yusho disease, and Yusho patients still have

much higher concentrations of PCDFs in their

blood than do unaffected persons1). Therefore, a

follow-up study of PCDDs, PCDFs, and non-ortho

PCB concentrations in the blood of Yusho patients

is very important when considering the health

care of these patients. We previously developed

an analytical method for accurately determining

the concentrations of PCDDs, PCDFs, and

non-ortho PCBs at a blood volume of 5 g2)~4).

Moreover, we measured the concentrations of

PCDDs, PCDFs, and non-ortho PCBs in the blood

collected from Yusho patients during medical

health examinations performed from 2002 to

20105)~10). However, there are still some prob-

lems concerning the purification procedures from

human blood.

In the purification procedure of PCDDs, PCDFs,

and non-ortho PCBs from human blood, the

toluene eluate (40 ml) obtained by final column

chromatography is concentrated to about 200µl

with a sample concentrator, and must subsequent-

ly be concentrated to 20µl with a solvent

evaporation under a nitrogen gas stream. This

micro-concentration procedure is very trouble-
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some and time-consuming, and the recovery of

PCDDs, PCDFs, and non-ortho PCBs may be

affected. Therefore, it is necessary to develop a

large-volume injection system that can handle

volumes up to 200µl of sample solution.

The large-volume injection system using SCLV

injectors is based on the selective separation of

the solvent from the pre-column, and venting only

to the solvent through a solvent-cut valve, while

the analytic compounds are focused and conde-

nsed in a cold trap component and are separated

by the analytic column. Because most interfering

matrices in an injected sample can be removed by

the pre-column of a SCLV injection system, the

analytical column can use a narrow-bore (0. 15

mm) column11). However, this injection system

has the drawback that the volume of injection is

limited because the capacity of the straight inlet

liner is small.

A LaviStoma system, which employs a

large-volume injection procedure using a unique

large-capacity SSIL, has been reported to be the

most useful for analysis of environmental

samples12). The large-volume sample (200µl)

injected into the SSIL remains in the liquid phase.

Then, the solvent is evaporated and the sample is

concentrated under a carrier gas stream and the

concentrated sample flows into the analytical

column. In a LaviStoma system, most of the

solvent vapor is excreted via the split vent line.

However, the remaining small amount of solvent

vapor after a short time of solvent concentration

in the SSIL might flow into the analytical column.

Therefore, the analytical column cannot be a

narrow-bore (0.15 mm) column. Furthermore, a

longer period of solvent concentration in the SSIL

results in the loss of analytes. The method linked a

LaviStoma system and a SCLV injection system is

expected to make possible the introduction of

sample volumes up to 200µl as compared to the

20µl volume of the conventional SCLV method.

Moreover, when the solvent concentration in the

SSIL is insufficient, the injected solvent containing

the analytes is vented to waste through a solvent

cut valve by the SCLV system.

In the present study, we developed a newly

large-volume injection technique that linked a

LaviStoma system and a SCLV injection system in

order to overcome the drawbacks of the two

injection techniques described above.

Materials and Methods

1. Materials

Native congeners of PCDDs, PCDFs, and

non-ortho PCBs were purchased from Kanto

Chemical Industries, Ltd., Tokyo, Japan. [13 C12]

-congeners of PCDDs, PCDFs, and non-ortho

PCBs as internal standards were also purchased

from Kanto Chemical Industries, Ltd., Tokyo,

Japan. An active carbon column was prepared as

follows : active carbon was purchased from

Nacalai Tesque (Kyoto, Japan), refluxed 3 times

with toluene for 1 hour, and dried in a vacuum,

after which 500 mg of the active carbon was

mixed with 500 g of anhydrous sodium sulfate

(Wako Pure Chemical Industries, Ltd., Tokyo,

Japan). A silver nitrate/silica gel was purchased

from Wako Pure Chemical Industries, Ltd. All

reagents and solvents used in this experiment

were of the analytic grade of dioxin that is

commercially available.

2. Sample preparation

The extraction and purification of PCDDs,

PCDFs, and non-ortho PCBs from human blood

was performed using a previously reported

method2)~4).

3. Analysis of PCDDs, PCDFs and Co-PCBs

Concentrations of the PCDDs, PCDFs, and

non-ortho PCBs were measured using HRGC/

HRMS equipped with a LaviStoma system and a

SCLV injection system. The analytical conditions

were as follows : the gas chromatograph was an

HP-7890 A (Agilent Technologies Inc., USA)

equipped with a CombiPAL (CTC Analytics AG,

Switzerland), an AutoSpec-Premier, (Micromass

Ltd., UK), a SCLV injection system (SGE Ltd.,

Newly large-volume injection system 111
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Australia) and a LaviStoma system (AiSTI

SCIENCE, Japan) (Fig. 1) ; the column used was

an BPX-5 fused silica pre-capillary column, 0.25

mm i.d.× 7 m, 0.25µm film thickness (SGE Ltd.,

Australia) ; the analytical column, 0.15 mm i.d.×

30 m (SGE Ltd., Australia). The injection tempera-

ture and ion source temperature were maintained

at 120℃ and 280℃, respectively, and the carrier

gas (helium) flow rate (constant flow) was 1. 3

ml/min.The ionizing energy, accelerating voltage,

and trap current were 40 eV, 7.8 kV and 750µA,

respectively. PCDDs, PCDFs and non-ortho PCBs

were analyzed in a single-ion recording mode.

The resolution was maintained at 10000 at 10%.

PCDDs, PCDFs, and and non-ortho PCBs were

quantified using one molecular (M)+ ion, (M + 2)+

ion, and (M + 4)+ ion.

Results and discussion

A newly large-volume injection system was

developed to overcome the drawbacks of a

LaviStoma system and a SCLV injection system.

The principle of the method is as follows : In the

first stage, the injector is kept at a low tempera-

ture, and the large volume of sample injected into

the SSIL remains in the liquid phase in the liner. In

the second stage, the solvent is evaporated and

the sample is concentrated under carrier gas flow.

In the third stage, the sample is introduced into an

analytical column by raising the temperature of

the SSIL in the splitless mode. Finally, in the last

stage, the residual solvent or high-boiling-point

impurities are purged out in the split mode (Fig. 2).

By an SCLV injection system, the solvent and the

analytic compound in the samples are separated

by the pre-column to remove the various

interferences in the sample. The solvent is then

vented to waste through a solvent cut valve. The

analytic compounds are focused at the head of the

analytical column by a cold trap component, and

the analytical column is then heated by the

temperature program, and the analytic com-

pounds are separated and determined (Fig. 3).

Several parameters for the operation of the

LaviStoma system were optimized. The initial

injector temperature was set near the solvent

boiling point to enable solvent evaporation

according to LaviStoma advisable temperature

program. Because the solvent used in the analysis

was toluene and its boiling point is 110℃, the

initial injector temperature was set at 120℃. The

analytical conditionswere as follows : the injection

T. Todaka et al.112
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Fig. 1 Inside structure of a LaviStoma system.
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Fig. 2 Principle of injection method with a LaviStoma system.

Fig. 3 Principle of a LaviStoma-SCLV system developed in the present study.



temperature was maintained at 120℃ for 1 min,

heated from 120℃ to 290℃ at a rate of 120℃

/min, and maintained at 290℃ for 20. 3 min ;

meanwhile, the column oven temperature was

maintained at 160℃ for 3. 75 min, heated from

160℃ to 300℃ at a rate of 20℃ /min, maintained

at 300℃ for 12 min, cooled to 195℃ at a rate of

70℃ /min, maintained at 195℃ for 0.5 min, heated

to 300℃ at a rate of 3℃ /min, and then maintained

at 300℃ for 1.75 min.

Because the injection volume, the purge time,

the vent flow rate, and the vent time are critical

factors for the operation of a LaviStoma-SCLV

system, the relationships between these para-

meterswere examined at different volumes ; thus,

25, 50, 100, and 200µl of the standard solutions

(0.01 ng ml-1) of PCDDs, PCDFs, and non-ortho

PCBs were injected using a LaviStoma-SCLV

system under the operating conditions mentioned

above. The optimization was conducted by

comparing the peak areas of individual congeners

of these compounds for a LaviStoma-SCLV

system with those for the conventional SCLV

system. The optimization purge times for injec-

tion of the standard solution volumes of 25, 50, 100,

and 200µl were 3. 75, 3. 75, 3. 75, and 4. 75 min,

respectively, and the vent flow rates were 150,

300, 300, and 300 ml/min, respectively, with vent

times of 0. 1, 0. 5, 1. 0, and 2. 0 min, respectively.

Under these conditions, the relationship between

the peak area of an individual congener and the

injected volumes (25, 50, 100, and 200µl) of the

standard solution of PCDDs, PCDFs, and

non-ortho PCBs was examined. When each

volume of the standard solution was injected 3

times with a LaviStoma-SCLV system, the

calibration curves of individual congeners of these

compounds all showed good linearity (R > 0.99) in

the range of 25-200µl, and the relative standard

deviations of three replicate determinations for

different injection volume of the standard solution

were all below 20%, indicating good reproducibil-

ity.

We performed a preliminary study regarding

the calibration curves of the individual congeners

of PCDDs, PCDFs, and non-ortho PCBs with a

LaviStoma-SCLV system. Calibration standard

solutions ranging from 0. 5 to 50 pg ml-1 were

prepared by diluting the standard solution (0.25 ng

ml-1) of PCDDs, PCDFs, and non-ortho PCBs, and

volumes of 100µl were injected into the LaviSto-

ma-SCLV system. The calibration curves of

individual congeners of these compounds all

showed good linearity (R > 0.99), and the relative

standard deviation at each dose was less than

20%.

The concentrations of PCDDs, PCDFs, and

non-ortho PCBs measured by the developed

method and the previously reported method using

the conventional SCLV method were compared

for blood samples collected from 22 normal

subjects. The concentrations of individual congen-

ers of PCDDs, PCDFs, and non-ortho PCBs

prepared by both methods were nearly the same,

and the total toxicity equivalency factor (TEQ)

levels were almost equal to those obtained by the

conventional SCLV method. These findings indi-

cate that the developed method is essentially

equivalent to the conventional SCLV method.

However, recovery of the 13 C-labeled internal

standard was increased about 20% overall com-

pared with the conventional SCLV method. In

addition, the developed method demonstrated

high reproducibility based on experiments con-

ducted using the same control serum sample for

12 weeks (Table 1). These data indicated that the

developed method is applicable for the determina-

tion of PCDDs, PCDFs, and non-ortho PCBs in the

blood of Yusho patients.

In the previously reported method, the dioxin

fractions (40 ml) eluted with toluene for final

purification procedure from human blood were

concentrated to about 200µl with a sample

concentrator. Moreover, the sample had to be

concentrated to 20µl with solvent evaporation

under a nitrogen gas stream. This procedure is

very troublesome and time-consuming, and the

recovery of PCDDs, PCDFs, and non-ortho PCBs
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may be affected. The developed method made it

possible to introduce volumes up to 200µl into the

system. Consequently, the micro-concentration

procedure by a solvent evaporation under nit-

rogen gas stream could be excluded, and it was

possible to reduce the time and labor involved,

and lessen the danger of the escape of PCDDs,

PCDFs, and non-ortho PCBs. These findings

indicate that the developed method was more

effective than the previously reported method for

efficiency of operation procedure and determina-

tion of PCDDs, PCDFs, and non-ortho PCBs.
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Table 1 Reproducibility test of the developed method conducted using the same control serum sample for 12weeks
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（和文抄録）

油症患者血液中ダイオキシン類分析における新しい大量注入法の検討

1)九州大学大学院医学研究院 皮膚科学分野
2)福岡県保健環境研究所

3)九州大学病院 油症ダイオキシン研究診療センター

戸 髙 尊1)，内 博 史3)，平 川 博 仙2)，梶 原 淳 睦2)，古 江 増 隆1)3)

油症患者血液中 PCDDs，PCDFs および non-ortho PCBs 分析を新しい大量注入装置を装備した

高分解能ガスクロマトグラフ/高分解能質量分析法（HRGC/HRMS）を用いて検討した．新しい大

量注入装置は胃袋型インサートを備えた LaviStomaシステムと Solvent-cut large-volume injec-

tion（SCLV）システムを連結して用いた．この装置を用いて，注入条件を検討した結果，200µlの

試料注入が可能となった．同一の血液を用いて行った従来の SCLV法との比較検討の結果，本法

は従来法と同様な結果が得られることが確認された．本法は従来の SCLV法に比べ，血液試料の

前処理段階で費やす時間を短縮することができ，PCDDs，PCDFs および non-ortho PCBs の回収率

も約 20％向上した．

Newly large-volume injection system 117
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The Changes in Dioxin Concentrations in the Blood

of Yusho Patients from 2004 to 2010

Takashi TODAKA
1), Hiroshi UCHI
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2),
Jumboku KAJIWARA
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1)Department of Dermatology, Graduate School of Medical Sciences, Kyusyu University,
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Fukuoka 818-0135
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Abstract We measured the concentrations of polychlorinated dibenzo-p-dioxins (PCDDs), polychlor-
inated dibenzofurans (PCDFs), and polychlorinated biphenyls (PCBs) in blood collected from Yusho
patients during medical health examinations performed from 2004 to 2010. Out of the 242 and 200
Yusho patients who received medical health examinations in 2004 and 2010, respectively, the
concentrations of PCDDs, PCDFs, and PCBs in the blood of 136 patients were measured in both of
those years. The concentrations of individual congeners of PCDDs, PCDFs, and PCBs in the blood of
these 136 Yusho patients measured in 2004 were compared with those measured in 2010. Among
individual congeners of PCDDs, PCDFs, and PCBs, most congeners of these compounds did not
significantly decrease from 2004 to 2010. However, the concentrations of 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8-heptaCDD,
octaCDD, 1, 2, 3, 4, 7, 8-hexaCDF, tetraCB 52/69, pentaCB 101, octaCB 198/201, and octaCB 196/203 in
the blood of Yusho patients were significantly decreased from 2004 to 2010. In addition, the
concentrations of 1, 2, 3, 6, 7, 8-hexaCDD, 2, 3, 4, 7, 8-pentaCDF, and 1, 2, 3, 6, 7, 8-hexaCDF tended to
decrease slightly from 2004 to 2010. These findings suggest that the PCDDs, PCDFs, and PCBs have
remained in the blood of Yusho patients for a very long time, with over 40 years having passed since
the outbreak of Yusho.

Key words : Polychlorinated dibenzo-p-dioxins・Polychlorinated dibenzopfurans・Non-ortho-coplanar
polychlorinated biphenyls・Human blood・Yusho

Introduction

The Yusho poisoning accident, which affected

over 1800 people, occurred in 1968 in western

Japan, and was caused by the ingestion of rice

bran oil that contained the following contami-

nants : PCBs, PCDFs, PCDDs, polychlorinated

quarterphenyls (PCQs), and polychlorinated ter-

phenyls (PCTs)1). Since the Yusho outbreak,

medical care services and health examinations of

the subjects have been carried out by the Yusho

study group. In 2001, the measurement of PCDDs,

PCDFs, and non-ortho PCBs in the blood has

become possible using small amounts of blood

collected from participants in annual medical

health examinations of Yusho patients2)~4). We

have measured the concentrations of PCDDs,

PCDFs, and dioxin-like PCBs in the blood

collected from Yusho patients in medical health

examinations since 20025)~7). Moreover, we have

carried out a congener-specific analysis of

non-dioxin-like PCBs in the blood of Yusho

patients since 20048)~10). Based on these results,

we have previously reported that the concentra-
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tions of 1, 2, 3, 6, 7, 8-hexaCDD, 2, 3, 4, 7,

8-pentaCDF, 1, 2, 3, 4, 7, 8-hexaCDF, 1, 2, 3, 6, 7,

8-hexaCDF, hexaCB-169, hexaCB-156, hex-

aCB-157, heptaCB-181, and heptaCB-189 in the

blood of Yusho patients were higher than those of

normal controls5)~10). These nine congeners can

be considered the important congeners for

evaluating the dioxin exposure of Yusho patients.

In particular, 2, 3, 4, 7, 8-pentaCDF is still present

at very high concentrations. The date regarding

PCDDs, PCDFs, and PCBs in the blood of Yusho

patientsmay provide useful information related to

the health risk of these compounds in Yusho

patients.

In this study, out of 242 and 200 Yusho patients

who received medical health examinations in 2004

and 2010, respectively, the concentrations of

PCDDs, PCDFs, and PCBs in the blood of 136

patients were measured in both of those years.

We compared the individual congener concentra-

tions of PCDDs, PCDFs, and PCBs in the blood of

these 136 Yusho patients measured in 2004 with

those measured in 2010 and studied the changes

in the concentrations of these compounds in the

blood of Yusho patients from 2004 to 2010.

Materials and Methods

1. Sampling

Medical health examinations of Yusho patients

have been conducted annually to determine their

health status since the Yusho incident. The

medical health examination is open not only to

those persons officially registered as Yusho

patients but also to Yusho-suspected personswho

regard themselves as potential victims. Both

officially registered Yusho patients and

Yusho-suspected persons are examined based on

the�Diagnostic Criteria for Yusho�11).The blood

samples examined in this study were collected

from 242 and 200 participants who received

medical health examinations in 2004 and 2010,

respectively, and each of whom gave informed

consent to participate in this study. Blood samples

of 10 ml were collected using a vacuum blood-col-

lecting tube containing heparin and were stored

at ４℃ until analyses for the concentrations of

PCDDs, PCDFs, and PCBs.

2. Materials

Native congeners of PCDDs, PCDFs, diox-

in-like PCBs, and non-dioxin-like PCBs were

purchased from Wellington Laboratories (Guelph,

Canada) . [13 C12] -congeners of PCDDs, PCDFs,

dioxin-like PCBs, and non-dioxin-like PCBs as

internal standards, were also purchased from

Wellington Laboratories. An active carbon col-

umn was prepared as follows : active carbon was

purchased from Nacalai Tesque (Kyoto, Japan) ,

refluxed 3 times with toluene for 1 hour, and dried

in vacuum, after which 500 mg of the active

carbon was mixed with 500 g of anhydrous

sodium sulfate (Wako Pure Chemical Industries,

Ltd., Tokyo, Japan) . A silver nitrate/silica gel was

purchased from Wako Pure Chemical Industries,

Ltd. All reagents and solvents used in this

experiment were of the analytic grade of dioxin

that is commercially available.

3. Analysis of PCDDs, PCDFs, dioxin-like

PCBs, and non-dioxin-like PCBs

The extraction and purification of PCDDs,

PCDFs, dioxin-like PCBs, and non-dioxin-like

PCBs from blood sample were performed using a

previously reported method2)8). Concentrations of

the PCDDs, PCDFs, and dioxin-like PCBs and

concentrations of 56 non-dioxin-like PCB congen-

ers were also performed using a previously

reported method2)8).

4. Quality control

To evaluate the accuracy and reliability of the

analysis of PCDDs, PCDFs, dioxin-like PCBs, and

non-dioxin-like PCBs, our laboratory has pre-

pared human blood samples for quality control

and conducted quality control studies of the

analysis of these compounds since 2008. Our

results were compared with those of various

laboratories that performed measurements of
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PCDDs, PCDFs, dioxin-like PCBs, and non-diox-

in-like PCBs in human blood in Japan, and tests

confirmed that the results obtained by our

laboratories in each quality control study were

almost identical to those obtained by the different

organizations performing the analysis. These

results indicated that our laboratory's analytical

methods regarding PCDDs, PCDFs, dioxin-like

PCBs, and non-dioxin-like PCBs in human blood

provided correct results.

5. Data analysis

To estimate the total toxic equivalents (TEQ)

concentrations, we introduced ND (less than the

detection limit) values to half values of the

detection limit and calculated based on the toxic

equivalency factor (TEF) values proposed by the

World Health Organization (WHO)12).

Results and discussion

We measured the concentrations of PCDDs,

PCDFs, dioxin-like PCBs, and non-dioxin-like

PCBs in blood collected from Yusho patients

during medical health examinations performed

from 2004 to 20105)~10). Out of 242 and 200 Yusho

patients who received medical health examina-

tions in 2004 and 2010, respectively, the concentra-

tions of PCDDs, PCDFs, and PCBs were mea-

sured in the blood of 136 patients in both years.

The individual congener concentrations of

PCDDs, PCDFs, and PCBs in the blood of these

136 Yusho patients measured in 2004 were

compared with those measured in 2010 (Tables

1-2).

The total TEQ concentrations of PCDDs,

PCDFs, non-ortho PCBs, and mono-ortho PCBs in

the blood of 136 Yusho patients in 2004 and 2010

were 5.2-533 (mean : 91, median : 60) and 8.2-640

(mean : 95, median : 68) pg TEQ g-1 lipid,

respectively. The TEQ concentrations of PCDDs,

PCDFs, non-ortho PCBs, and mono-ortho PCBs in

the blood of Yusho patientswere 17, 59, 13, and 1.9

pg TEQ g-1 lipid in 2004, respectively, and 18, 58,

17, and 2.2 pg TEQ g-1 lipid in 2010, respectively.

Regarding the non-dioxin-like PCB concentra-

tions, the sums of the concentrations of 56 PCB

congeners in the blood in 2004 and 2010 were

83-1613 (mean : 538, median : 451) and 83-2539

(mean : 613, median : 514) ng g-1 lipid, respectively.

The arithmetic mean concentrations of triCBs,

tetraCBs, pentaCBs, hexaCBs, heptaCBs, octaCBs,

and nonaCBs in the blood of Yusho patients were

1.7, 15, 20, 236, 209, 52, and 4.3 ng g-1 lipid in 2004,

respectively, and 2.1, 15, 21, 270, 249, 50, and 5.1 ng

g-1 lipid in 2010, respectively. These findings

indicated that the concentrations of PCDFs and

octaCBs in the blood of Yusho patients tended to

decrease slightly from 2004 to 2010.

We have previously reported that the concen-

trations of 1, 2, 3, 6, 7, 8-hexaCDD, 2, 3, 4, 7,

8-pentaCDF, 1, 2, 3, 4, 7, 8-hexaCDF, 1, 2, 3, 6, 7,

8-hexaCDF, hexaCB-169, hexaCB-156, hex-

aCB-157, heptaCB-181, and heptaCB-189 in the

blood of Yusho patients were higher than those of

the normal controls5)~10). These nine congeners

can be considered the characteristic congeners in

the blood of Yusho patients. Of these nine

congeners, the concentrations of 1, 2, 3, 6, 7,

8-hexaCDD, 2, 3, 4, 7, 8-pentaCDF, 1, 2, 3, 4, 7,

8-hexaCDF, and 1, 2, 3, 6, 7, 8-hexaCDF were 50,

174, 47, and 18 pg TEQ g-1 lipid in 2004,

respectively, and 48, 172, 37, and 16 pg TEQ g-1

lipid in 2010, respectively, indicating that 1, 2, 3, 4,

7, 8-hexaCDF decreased significantly from 2004

to 2010. In addition, the concentrations of 1, 2, 3, 6,

7, 8-hexaCDD, 2, 3, 4, 7, 8-pentaCDF, and 1, 2, 3, 6,

7, 8-hexaCDF tended to decrease slightly from

2004 to 2010.

The concentrations of 2, 3, 4, 7, 8-pentaCDF in

the blood of 136 patients were under 100 pg TEQ

g-1 lipid in 73 patients and over 100 pg TEQ g-1

lipid in 63 patients. In the over 100 pg TEQ g-1

lipid group, the arithmetic mean TEQ concentra-

tions of PCDDs, PCDFs, non-ortho PCBs, and

mono-ortho PCBs in the blood of 63 patients were

23, 113, 14, and 2. 5 pg TEQ g-1 lipid in 2004,

respectively, and 24, 109, 19, and 3.1 pg TEQ g-1

lipid in 2010, respectively, with the total TEQ
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39

4.1

48

2.9

10.5

1.8

Mean

2010

2010/2004MinimumMaximumSDMedianMinimum

ND1,2,3,4,7,8,9-HeptaCDF

Concentration (pg g-1 lipid)

0.7

ND

Congeners

OctaCDF

ND : less than the determination limit.
SD : standard deviation.
CDD : chlorinated dibenzo-p-dioxin.
CDF : chlorinated dibenzofuran.
CB : chlorinated biphenyl.

Table 1 Concentrations of PCDDs, PCDFs, and dioxin-like PCBs in the blood of 136 Yusho patients

TEQ from dioxin-like PCBs

1.08.26408968955.2533876091Total TEQ

237

ND

ND

2.7

ND

ND

16

37

172

1.2

2.2

748

642

391.01.02.71,2,3,4,6,7,8-HeptaCDF

5.84.9

1.30.9

1.21.61.9TEQ from mono-ortho PCBs

1.32.4651017191.0548.61315

1.12.01.7

1.1

ND2,3,4,6,7,8-HexaCDF

ND1,2,3,7,8,9-HexaCDF

0.8507.71113TEQ from non-ortho PCBs

1.20.2101.62.02.20.26.9

182.4639.41517TEQ from PCDDs

1,2,3,4,7,8-HexaCDF

1998.31.0

25

0.9

181,2,3,6,7,8-HexaCDF

3.83.4

1.03941

8446764.1505834376TEQ from PCDDs/PCDFs

1.32.0609.31617

1.13.2791016

1.72,3,7,8-TetraCDF

6.40.50.50.91,2,3,7,8-PentaCDF

1494834.11742,3,4,7,8-PentaCDF

488131.047

1.01.85197528581.7442752959TEQ from PCDFs

1.05.3599

HeptaCB-189

1.278073361325173266303748385971231294402705181862018Total Mono-ortho PCBs

Total PCDDs 408

0.9383372

11

0.830

1.70.5

250126273407HexaCB-167

1.231411332444037684811186405.0335528593880

3016501,2,3,4,6,7,8-HeptaCDD

2881550181727OctaCDD

3321 0.9667205 427844

41426351704455727622HexaCB-157

1.32041239131823374444314958483

13

267

250Total PCDFs

364.8501,2,3,6,7,8-HexaCDD

263.31.04.41,2,3,7,8,9-HexaCDD

269

3308024528332191548465.0250661998526245HexaCB-156

1.158707627894059828257

1.0222219

1.31.00.8

1.31.91.4

2249126

0.912285.019819424013855.0217219271PentaCB-123

1.32297402956

2.51.02.61,2,3,4,7,8-HexaCDD

0.92423

0.86676

14811867PentaCB-114

1.2782692170120031488218181622232355113781192415467PentaCB-118

1.04.43.5

14

15888563249425123258PentaCB-105

1.21577318720171766223688722081543

45

2004

9.61.09.41,2,3,7,8-PentaCDD

0.9312315

1.116172432237728043452

39

8.52.4

338.3

4.4 4.61.3 1.70.51.32,3,7,8-TetraCDD

5386817430932626711130218237Total Non-ortho PCBs

86

5.40.5

9.51.4

2459760

2305638

19645

233.6

247

87PentaCB-126

1.5257131371722071160492114134HexaCB-169

1.4

125

322.1

1769.6

51415

1240

NDTriCB-81

1.25.049172901075.04416569

1.0

1.0

4.0

0.5

0.5

179
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1.0

1.0

3.5

1.0

1.5

0.5
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NDNDTriCB-77

ND

MaximumSDMedianMean

Ratio
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4252Total NoCBs
1.1834612538991400524513823613053828031612505342814450709537872Total PCBs

1.15.04793634721

212
421
304

37
2071
Mean

2010

849

2010/2004MinimumMaximumSDMedianMinimum

5.01251PentaCB-117

Concentration (pg g-1 lipid)

938

Congeners

CB : chlorinated biphenyl ; SD : standared deviation.

Table 2 Concentrations of non-dioxin-like PCBs in blood of 136 Yusho patients

202466379994143352498Total OcCBs
1.2844189892905451451267601072322573776

OctaCB-202
1.15.02302442552636701745398463597OctaCB-205

1416212958

1505
344
872
1605
14780
566
640
786
182

260
902

2391308103395PentaCB-110

20720
1.33194

107201052

24902926133706642148503170203208837Total HpCBs
0.958012678563941337084498488025

324306400OctaCB-200
1.8458210963227288840005.011623204718202262

4454645735.02409380458519HexaCB-147
1.012265288928951106

6360

1.0

13971371695PentaCB-101
298877062681PentaCB-107/108

67131413154118641617837130313311691HeptaCB-191

1.2344821181297184742203976

280367982127991229416434OctaCB-198/201
1.15.04069453320442521888

19811208656366114981252515751OctaCB-194

58115117401671919123HexaCB-146
1.15.02266

PentaCB-93/95/98
42666128061738

138
0.7

13726PentaCB-99

333259
0.8193204

Total PeCBs
1.13691098834516777022417927031636780678796146270202136235702Total HxCBs

1.1134

843581641081019695100196591098613567OctaCB-196/203
0.61323534908510738310247

1.321621070181624915190

214PentaCB-85
1949703118740PentaCB-87
267954188681PentaCB-92
149150986755

88301262414773Total TeCBs
1.1282158830120351962221280254877397127601703920137

1.14152201230343231390252111877248327733488OctaCB-195
0.8118657870

HeptaCB-182/187
1.112515415175087056901599734797676765348546HeptaCB-183

TetraCBs-56/60 445
0.8687764

2253

0.8129

1475.0

10571494114461673Total TrCBs
1.019994475088901366615346474148761

2645.0992179193263HexaCB-141
1.32680813591479321039239392330

299161250HeptaCB-181
1.157172616573792432308449764979152875308502999039481

19363277TetraCB-49
53967083461179TetraCB-52/69
1086 0.4204120 184625

1.31027086333214612107

378567650895411070149141967729676569589TetraCB-74

1.05.01384221229

123903448817571581290103060HeptaCB-180
1.15.021903071832635.02295

HexaCB-163/164

151326232404TetraCB-44
330235947581TetraCB-47/48
929

1.3364640090314841690330363763611611323DecaCB-209

TetraCB-70
0.25.0252372134271035111178185TetraCB-71
1.21043

14413316515734149157202HeptaCB-179
1.2175855857469591996126125285

0.9456520
1.1411419
0.8216178

2821231822

864978NonaCB-208

129912451591TetraCB-66
1.05.059813221122678964112210230

1.31319483828026827310843113429710614061988362HeptaCB-178
0.85.01008

0.910461194
1.194149962
0.7275346

951271250401451NonaCB-207
1.31933967705108412471922592525

5.03136993112TetraCB-63
1.122177271318136918003038427

43835302HeptaCB-172
1.3123947138739878979882111633944581464637817HeptaCB-177

31769913420914

1.216071346
0.9249260
1.3560508

290733804656971154324702823NonaCB-206
1.15.02048303444498

22998158725831689632815HexaCB-139/149

1.05.046075113116

4220108309234702871134126HeptaCB-170
1.385826992482653626682571177603630

2274

2004

5.05.0

HexaCB-153
1.1

36TriCB-29

3806115312219692961234793

1.2509129741974

1.177231993423773751816586747821205304354054406953373HexaCB-138
0.25.01981

1.25279149018279433334640057

379

13631
5649 248121400

370468

14205.0

77336100550118186

1637TriCB-28

1.26612671945655010599334029712409239655086HexaCB-137
5.01595264354394671774303381458HexaCB-135

538
2196623
1535172

2842479
55551022
943255
1887519
2057

273HexaCB-132
0.35.012817595.0125311029HexaCB-134
0.9

13878119014

7781835
2116334
2958552
78541359
6527611016
2104695
3262

20530316230853852HexaCB-130
0.85.01093187179223191183174239

249
1877
137
55
5.0
5.0

5.0
213
5.0
69
5.0

5.0
5.0

116999

8391163514577551740HexaCB-128
1.25.022015370136604570233

MaximumSDMedianMean
Ratio

1163HexaCB-151
1.21988757992491574

121
13
5.0
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40

4.8

72

3.0

13

1.8

Mean

2010

2010/2004MinimumMaximumSDMedianMinimum

ND1,2,3,4,7,8,9-HeptaCDF

Concentration (pg g-1 lipid)

0.8

ND

Congeners

OctaCDF

ND : less than the determination limit.
SD : standard deviation.
CDD : chlorinated dibenzo-p-dioxin.
CDF : chlorinated dibenzofuran.
CB : chlorinated biphenyl.

Table 3 Concentrations of PCDDs, PCDFs, and dioxin-like PCBs in the blood of 63 Yusho patients

TEQ from dioxin-like PCBs

1.051640991251555053394124152Total TEQ

442

ND

ND

3.0

ND

ND

29

73

327

1.4

2.7

762

627

391.01.03.11,2,3,4,6,7,8-HeptaCDF

6.35.3

1.30.7

1.32.32.5TEQ from mono-ortho PCBs

1.37.8519.121225.5487.61516

1.11.81.8

1.1

ND2,3,4,6,7,8-HexaCDF

ND1,2,3,7,8,9-HexaCDF

4.7436.71314TEQ from non-ortho PCBs

1.20.9101.72.63.10.76.9

247.563102023TEQ from PCDDs

1,2,3,4,7,8-HexaCDF

199186.6

20

0.9

321,2,3,6,7,8-HexaCDF

4.33.9

0.94345

951041334450590111136TEQ from PCDDs/PCDFs

1.46.8477.81819

1.18.4791121

2.22,3,7,8-TetraCDF

6.41.30.51.11,2,3,7,8-PentaCDF

14942461063342,3,4,7,8-PentaCDF

488451493

1.0345198583109344428290113TEQ from PCDFs

1.043599

HeptaCB-189

1.231016336132569088641810180522680231294419777610683534Total Mono-ortho PCBs

Total PCDDs 358

0.9272323

9.5

0.824

2.40.5

228027903745HexaCB-167

1.213463141151356255715996018640362749895776

3416491,2,3,4,6,7,8-HeptaCDD

1509600265712OctaCDD

1665 0.9707324 308858

1996414267933960911699HexaCB-157

1.367812413279540344830100210040

135

267

470Total PCDFs

5923761,2,3,6,7,8-HexaCDD

25.83.51.05.11,2,3,7,8,9-HexaCDD

142

3880941598524777320154846280603405141947HexaCB-156

1.2286658707105841031813562

1.0247234

1.31.10.9

1.21.91.8

2249343

0.85.07631431581995.01268201194238PentaCB-123

1.310584229740

2.71.02.91,2,3,4,7,8-HexaCDD

0.93129

0.88493

21982760PentaCB-114

1.230635070699111429517136461359893101431101314399PentaCB-118

1.05.34.1

9.6

90112894215922112970PentaCB-105

1.22551577324282568326584888721738

45

2004

124.1121,2,3,7,8-PentaCDD

0.9363350

1.154711095196426713177

64

8.52.6

3311

4.4 4.51.4 1.80.51.42,3,7,8-TetraCDD

13482616237940491711125276289Total Non-ortho PCBs

266

5.40.5

9.51.8

1976760

1760627

11344

23.14.1

247

82PentaCB-126

1.5797131372642884960495169191HexaCB-169

1.4

370

322.4

17623

51461

1240

NDTriCB-81

1.3333715892104273545467

5.3

8.7

101

0.5

0.5

292

231

16

1.0

18

1.0

5.5

0.5

1946

NDNDTriCB-77

ND

MaximumSDMedianMean

Ratio

129

1.0
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5037Total NoCBs
1.120130718687703439876084647092471926001575459333305540320633894Total PCBs

1.15.02567487669

195
387
291

14
1799
Mean

2010

855

2010/2004MinimumMaximumSDMedianMinimum

3711846PentaCB-117

Concentration (pg g-1 lipid)

753

Congeners

CB : chlorinated biphenyl ; SD : standared deviation.

Table 4 Concentrations of non-dioxin-like PCBs in blood of 63 Yusho patients

167010360204621358885Total OcCBs
1.218481387826425381600013941072322404674

OctaCB-202
1.122019194177108242011745398674779OctaCB-205

1946212931

2157
327
776
1608
17672
546
614
868
166

230
851

904304103401PentaCB-110

2220
1.22843

107201475

28412857360655834143053186405241968Total HpCBs
0.91354817562633068454515557614479

308300416OctaCB-200
1.9839131282802320640495.09378218317762187

3884895955.02409381471547HexaCB-147
1.012765289439451108

5468

0.4

15514031699PentaCB-101
270466590603PentaCB-107/108

67131402220025704287837138920772359HeptaCB-191

1.274268825526157370237441

439456904121391309317786OctaCB-198/201
1.1301858324328442651622

21831406248181105351386717614OctaCB-194

54823113941963022641HexaCB-146
1.1321938

PentaCB-93/95/98
42666151653109

130
0.7

17312PentaCB-99

219274
0.8202143

Total PeCBs
1.16932878967414986027987432130192983678796144887249993287232Total HxCBs

1.1723

760997781273337704287492821245215764OctaCB-196/203
0.62570368747219855110954

1.25337687321335717305

205PentaCB-85
1849731118870PentaCB-87
1895537155637PentaCB-92
1300503262732

84271255414977Total TeCBs
1.0388058830119002172724735650877397139402070824306

1.1122314070254639464743101311200247234774338OctaCB-195
0.8286339257

HeptaCB-182/187
1.0169233924599683899947159733400668774379816HeptaCB-183

TetraCBs-56/60 407
0.8592685

765

0.7123

1395.0

10560275913331489Total TrCBs
1.032704162184411388115694661947266

2665.0698153186243HexaCB-141
1.26284684731341125173280256602

368268410HeptaCB-181
1.192381615353069836081459029745135156298472993941652

18763263TetraCB-49
35886964121133TetraCB-52/69
848 0.4196212 140635

1.21023200284213601813

36309744210985118123138398047094856010149TetraCB-74

1.15.0784189234

274143277967261791306118964HeptaCB-180
1.05.021903743314185.02295

HexaCB-163/164

151325032376TetraCB-44
981325203572TetraCB-47/48
822

1.3459640099516241823376363766513161415DecaCB-209

TetraCB-70
0.25.02524119332741474181174TetraCB-71
1.21678

12711615215734140152190HeptaCB-179
1.23637543054083312122711143590

1.0372415
1.0411494
0.8136216

3570940776

10091090NonaCB-208

111510951359TetraCB-66
1.15.05541321962277850790206214

1.32425326206939961611332213226070612365938939HeptaCB-178
0.85.0607

0.910051163
1.0969011281
0.7264355

1121271252493527NonaCB-207
1.33763456665123813972672592521

142705692102TetraCB-63
1.239377271139123415633708427

53376505HeptaCB-172
1.21596313626266876210953188727107556568648913HeptaCB-177

94579913421668

1.220571692
0.8190304
1.3458432

3657403010166971153631923421NonaCB-206
1.11891378253549573

2921081852275831800637867HexaCB-139/149

1.05.034363101105

8667108309235043736044220HeptaCB-170
1.22019198304379677380411354165573597

155

2004

5.05

HexaCB-153
1.1

33TriCB-29

10673115312214623796943177

1.2113995941812

1.11251118047336267651177382211277205304368805845169560HexaCB-138
0.25.01981

1.212957139874266964436151223

375

10329
5552 231951293

370468

13555

76399116874137161

1455TriCB-28

1.2209526719500076018653192529712456164917459HexaCB-137
661366257342393871482292362440HexaCB-135

522
2196696
1535142

2215482
55551032
943245
1887503
727

289HexaCB-132
0.35.078145.08.95.0125312130HexaCB-134
0.9

15768734902

77811302
2116328
2733503
78541400
6527613690
2104671
2290

20530359644465377HexaCB-130
0.95.01093202250257191183200230

257
2450
137
118
230
5.0

16
213
39
114
5.0

5.0
5.0

137334

7581163514549517704HexaCB-128
1.2761220154224549063661386

MaximumSDMedianMean
Ratio

1139HexaCB-151
1.13660143929980118

200
13
158



concentrations of these dioxin-like compounds

ranging from 50-533 (mean : 152, median : 124) and

51-640 (mean : 155, median : 125) pg TEQ g-1 lipid

in 2004 and 2010, respectively (Table 3). With

regard to the non-dioxin-like PCB concentrations,

the sums of the concentrations of 56 PCB

congeners in the blood in 2004 and 2010 were

193-1575 (mean : 634, median : 540) and 201-1869

(mean : 709, median : 608) ng g-1 lipid, respectively.

The arithmetic mean concentrations of triCBs,

tetraCBs, pentaCBs, hexaCBs, heptaCBs, octaCBs,

and nonaCBs in the blood of Yusho patients were

1.5, 15, 24, 287, 242, 59, and 5.0 ng g-1 lipid in 2004,

respectively, and 1.8, 16, 25, 321, 284, 56, and 6.0 ng

g-1 lipid in 2010, respectively (Table 4). The

concentrations of PCDFs and octaPCBs in the

blood of Yusho patient tended to slightly decrease

from 2004 to 2010. With respect to the characteris-

tic congeners in the blood of Yusho patients, the

concentration of 1,2,3,4,7,8-hexaCDF was found to

significantly decrease from year to year. Among

non-dioxin-like PCB congeners that present at

high concentration over 1000 pg g-1 lipid in the

blood of Yusho patients, the concentrations of

tetraCB 52/69, pentaCB 101, octaCB 198/201, and

octaCB 196/203 were shown to significantly

decrease from 2004 to 2010. There results were

almost the same as those obtained in 136 Yusho

patients.

According to the results of the present study,

no significant decrease could be confirmed in most

congeners of PCDDs, PCDFs, and PCBs in the

blood of Yusho patients from 2004 to 2010. Hence,

it is thought that the concentrations of PCDDs,

PCDFs, and PCBs in the blood of Yusho patients

measured in 2010 probably reflect the effects of

dioxin exposure via the intake of food. However,

the concentrations of 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8-heptaCDD,

octaCDD, 1, 2, 3, 4, 7, 8-hexaCDF, tetraCB 52/69,

pentaCB 101, octaCB 198/201, and octaCB 196/

203 in the blood of Yusho patients decreased

significantly from 2004 to 2010. In addition, the

concentrations of 1, 2, 3, 6, 7, 8-hexaCDD, 2, 3, 4, 7,

8-pentaCDF, and 1, 2, 3, 6, 7, 8-hexaCDF tended to

decrease slightly from 2004 to 2010. These

findings suggest that the PCDDs, PCDFs, and

PCBs have remained in the blood of Yusho

patients for a very long time, with over 40 years

having passed since the outbreak of Yusho, and

are very difficult to excrete from the body.

In the future, the collection of these data from

many more patients would be indispensable.

Further research regarding the concentrations of

PCDDs, PCDFs, and PCBs in the blood of Yusho

patients to more accurately assess the effects of

these compounds in Yusho patients is needed.
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（和文抄録）

2004 年から 2010 年の期間における油症患者血液中

ダイオキシン類濃度の推移

1)九州大学大学院医学研究院 皮膚科学分野
2)福岡県保健環境研究所

3)九州大学病院 油症ダイオキシン研究診療センター

戸 髙 尊1)，内 博 史3)，平 川 博 仙2)，高 尾 佳 子2)，梶 原 淳 睦2)，古 江 増 隆1)3)

油症患者のダイオキシン類による人体汚染とその健康影響を把握する目的で，平成 16 年から 22

年度の期間に油症患者から採取した血液中 PCDDs，PCDFs および PCBs 濃度の測定を行った．平

成 16 および 22 年度に油症検診を受診した患者は，それぞれ 242 および 200名で，その中で 136名

の患者が両年度に受診を行った．平成 16 年度に測定した 136 名の油症患者血液中 PCDDs，

PCDFs および PCBs の各異性体濃度を平成 22 年度の測定結果と比較した．その結果，油症患者血

液中 PCDDs，PCDFs および PCBs のほとんどの異性体が，平成 16 年から 22 年の期間に濃度減少

を示さなかった．しかしながら，油症患者血液中 1,2,3,4,6,7,8-heptaCDD，octaCDD，1,2,3,4,

7,8-hexaCDF，tetraCB52/69，pentaCB101，octaCB198/201 および octaCB196/203 の濃度は，平成

16 年度の結果と比べて減少していた．加えて，1,2,3,6,7,8-hexaCDD，2,3,4,7,8-pentaCDF お

よび 1,2,3,6,7,8-hexaCDFの濃度も減少傾向を示した．

The changes in dioxin concentrations in the blood 127

（ 57 ）



Improvement of Measurement Method for Hydroxylated
Polychlorinated Biphenyls

(OH-PCBs) in Blood Samples using LC/MS/MS

Kazuhiro TOBIISHI
1)2), Shigeru SUZUKI

2), Takashi TODAKA
3), Hironori HIRAKAWA

1), Tsuguhide HORI
1),

Jumboku KAJIWARA
1), Teruaki HIRATA

1), Takao IIDA
4), Hiroshi UCHI

3)5) and Masutaka FURUE
3)5)

1)Fukuoka Institute of Health and Environmental Sciences

39 Mukaizano, Dazaifu, Fukuoka 818-0135
2)Graduate School of Bioscience and Biotechnology, Chubu University

1200 Matsumoto-cho, Kasugai, Aichi 487-8501
3)Department of Dermatology, Graduate School of Medical Sciences, Kyushu University

Maidashi 3-1-1, Higashi-ku, Fukuoka 812-8582
4)Kitakyusyu Life Science Center

1-4 Nakabaru-Shin-cho, Tobata-ku, Kitakyusyu 804-0003
5)Research and Clinical Center for Yusho and Dioxin, Kyushu University Hospital

Maidashi 3-1-1, Higashi-ku, Fukuoka 812-8582

Abstract Hydroxylated polychlorinated biphenyls (OH-PCBs) are well known as metabolites of
PCBs in the human body. We improved a measurement method for OH-PCBs in blood samples using
LC/MS/MS. A new 2µm particle column was used, and the analytical conditions for the LC/MS/MS
measurements were optimized. The improved method is more sensitive than the conventional
method for 5g blood samples. And, this method is effective at determining the concentrations of
OH-PCBs, PCBs and dioxins from the same sample without special treatment of the sample such as
derivatization.

Key words : Blood・OH-PCB・LC/MS/MS

Introduction

Hydroxylated polychlorinated biphenyls

(OH-PCBs ; Fig. 1) are well known as metabolites

of PCBs in the human body. Sakiyama et al.1)

reported that OH-PCBs were derivatized with

dimethyl sulfate, and the methoxylated PCBs

were determined using HRGC/HRMS. Matsu-

moto et al.2) reported that methylation by

trimethylsilyldiazomethane was an effective de-

rivatization method. And, Yasutake et al.3)

reported a measurement method without deriva-

tization using HRGC/HRMS. On the other hand,

R. J. Letcher et al.4) determined the concentra-

tions of OH-PCBs in the plasma of Canadian polar

bears using a liquid chromatography tandemmass

spectrometry (LC/MS/MS) technique.

We previously developed an analytical method

for measuring the concentrations of PCDDs,
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Fig. 1 Structure of hydroxylated polychlor-
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PCDFs and Co-PCBs in human blood samples.5)

And, we reported a measurement method for

determination of OH-PCBs in human blood

samples using LC/MS/MS with an electrospray

ionization interface in a negative ion and selective

reaction monitoring mode.6)

In this study, we improved a measurement

method for OH-PCBs in 5g blood samples using

LC/MS/MS. This method is sensitive and effec-

tive at determining the concentrations of

OH-PCBs, PCBs and dioxins from the same

sample, and does not need a special treatment

such as derivatization.

Materials and Methods

1. Chemicals and reagents

OH-PCBs standards were purchased from

Wellington Laboratories, Inc., Ontario, Canada

and Cambridge Isotope Laboratories, Inc., Mas-

sachusetts, US. These OH-PCBs standards are

listed in Table 1. Each 1 mg/L standard solution

was prepared by dilution with acetonitrile.

Labeled standards of OH-[13C12]-PCBs, as inter-

nal standards, are listed inTable 2. 4-OH-2', 3, 3',

4', 5, 5'-HxCB (4'-OH-CB159) was used as a

syringe spike. The standard solution for calibra-

tion curve contains all OH-PCB congeners as

shown in Table 1 and 2.

Acetonitrile, methanol, Ammonium acetate and

ultra pure water of LC/MS grade were purchased

from Wako Pure Chemical Industries, Tokyo,

Japan. A silver nitrate/silica gel, other reagents

and solvents used in this study were of the

analytic grade of dioxin that is commercially

available. A cartridge of Envi-18 (500mg/6mL

glass tube) was purchased from Sigma-Aldrich,

Inc., Missouri, US.

2. Sample preparation

Each 5g blood sample was loaded into an

extraction cell filled with Isolute. After 15 hours

of freeze-drying with a freeze dryer (VirTis Co.

Inc., New York, US), OH- [13C12] -PCBs, [
13C12]

-PCDDs, [13C12]-PCDFs and [
13C12]-PCBs were

added as internal standards. Acetone : n-hexane

(1 : 4, v/v) was used as the extraction solvent for

an accelerated solvent extractor (ASE-200, Ther-

mo Scientific Dionex, California, US). After the

extract was evaporated to near dryness, it was

dissolved in n-hexane and treated with concen-

trated sulfuric acid overnight. The separated

hexane layer was applied to a silver nitrate/silica

gel column (0.5g). The first fraction containing

PCDDs, PCDFs and Co-PCBs was eluted with

15mL of n-hexane. OH-PCBs were eluted with

15mL of 50% dichloromethane/n-hexane as the

second fraction. The eluate was concentrated to

near drynesswith a multiple sample concentrator,

and dissolved in 2mL of methanol. After the

methanol solution was loaded onto an Envi-18

cartridge with 4mL of methanol, the eluate was

concentrated under nitrogen flow and transferred

to an LC injection vial with 0.2mL of methanol. A

flow chart of this method is shown in Fig. 2.

3. LC/MS/MS measurement

All LC/MS/MS analysis was performed using

an Alliance 2695 series high-performance Liquid

Chromatograph Separations Module equipped

with Quattro micro API mass spectrometer

(Waters Corporation, Massachusetts, US). An
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4H1464-OH-CB1464-OH-2,2',3,4',5,5'-HxCB

4H1724'-OH-CB1724-OH-2,2',3,3',4',5,5'-HpCB

4H187

Compounds

4-OH-CB1874-OH-2,2',3,4',5,5',6-HpCB

Table 1 OH-PCBs standards

3H1383'-OH-CB1383-OH-2,2',3',4,4',5-HxCB

Abbreviations

4-OH-CB1094-OH-2,3,3',4',5-PeCB 4H109

M4H1464-OH-CB1464-OH-2,2',3,4',5,5'-HxCB

M4H1594'-OH-CB1594-OH-2',3,3',4',5,5'-HxCB

M4H172

Compounds

4'-OH-CB1724-OH-2,2',3,3',4',5,5'-HpCB

M4H1874-OH-CB1874-OH-2,2',3,4',5,5',6-HpCB

Table 2 OH-[13C12]-PCBs for internal standards

M3H1383'-OH-CB1383-OH-2,2',3',4,4',5-HxCB

Abbreviations

4'-OH-CB1204-OH-2',3,4',5,5'-PeCB M4H120

4-OH-CB1094-OH-2,3,3',4',5-PeCB M4H109



analytical column, L-column 2ODS, 2.1 mm× 100

mm, 2 µm (CERI, Tokyo, Japan) was used under a

linear gradient solvent condition with the flow

rate set at 0.2mL/min. For conventional method,

an L-column 2 ODS, 2.1 mm× 150 mm, 5 µmwas

used. The initial mobile phase was 40 : 60

methanol/2mM ammonium acetate in ultra pure

water. The injection volume was 20µL.

Detection was performed on a quadrupole

analyzer operated in negative electrospray ioniza-

tion (ESI-) and in selected reaction monitoring

acquisition mode (SRM). Nitrogen was used as

the cone and desolvation gas. The potential

applied onto the capillary was 1.0 kV. Cone and

collision potentials were optimized for each

molecule. Argon was used as the collision gas.

Other analytical conditions for the LC/MS/MS

measurements are summarized in Table 3.

Results and Discussion

1. LC/MS/MS measurement

1-1. Optimization of collision energy and

product ions

Figure 3 shows the product ion mass spectra of

OH-HpCBs under different collision energy ; (A)

stands for the collision energy of 20 eV, and (B) for

that of 40 eV. A single peak of [M-H]- ions (m/z

408.7) was observed from the spectrum (A) in the

negative ion scanning mode. It means that no

product ion was produced. On the other hand,

[M-HCl]- ions (m/z 372.7) and [Cl]- ions (m/z 34.8)

were observed from the spectrum (B). Figure 4

shows the chromatograms of each product ion.

Peak intensity of [M-H]- ions was the highest of

the three. Though peak intensity of [Cl]- ions

was the lowest of the three, the signal-noise ratio
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Fig. 2 Flow chart of the measurement method for
OH-PCBs in blood samples

 5g Blood Sample 

H2SO4 digestion 

Concentration 

ASE Extraction 

Ag silica gel column 

Fr. 1 
n-Hexane Fr. 2 

50% DCM / n-Hexane 

Concentration 

LC/MS/MS-SRM 
ESI-Negative 

0.2mL MeOH 

For PCB, Dioxin 

IS 4ng 

Envi-18 column 

Active carbon column 

Syringe spike 4ng 

Determination

Voltage ; Cone

2mM Ammonium acetate : Methanol =Mobile Phase

1.0kVCapillary

60 : 40 → 5 : 95 linear gradient

Argon, 15eV

Flow Rate

120℃Temperature ; Source

Collision

ESI-NegativeIonization

Table 3 Analytical conditions for the LC/MS/MS measurement

350℃Desolvation

Nitrogen, 50 L/hrGas Flow ; Cone

Nitrogen, 600 L/hrDesolvation

30-50 V

50℃Column Temperature

0.2 mL/min.

20 µLInjection Volume



was the best. The chlorine ion was selected as

the product ion ; therefore, m/z 408.79 → 34.97

was monitored for OH-HpCBs. Other mass

methods for the LC/MS/MS measurement are

summarized in Table 4.

1-2. Comparison of LC columns

Chromatograms of OH-HpCBs in the standard

solution were compared between the 2µm

particle column and the conventional column.

The chromatograms of the conventional column

(2.1mm× 150mm, 5µm) and the 2µm particle

column (2.1mm× 100mm, 2µm) are presented in

Fig. 5 and 6, respectively. As a result, the

signal-noise ratio of the chromatogram obtained

using the 2µm particle column was better than

that of the conventional column. It is considered

that the analysis time can be set shorter using a

2µm particle column than a 5µm particle column.

1-3. Optimization of injection volume

Figure 7 shows the chromatograms of

OH-HpCBs at various injection volumes (5-80 µL).

The peak shape was normal up to 20µL, but

collapsed from 40µL. Therefore, the injection

volume was fixed to 20µL.

1-4. Calibration curve

Figure 8 shows the calibration curve of
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12C12-

13C12-

12C12-

386.87 → 34.97

13C12-

12C12-

408.79 → 34.97

Compounds

OH- HpCBs
420.83 → 34.97

Table 4 Analytical conditions for the LC/MS/MS measurement

352.91 → 34.97

374.83 → 34.97
OH- HxCBs

13C12-

340.87 → 34.97
OH- PeCBs

Precursor ion → product ion

m/z

Fig. 3 Product ion mass spectra of OH-HpCBs under
different collision energy
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Fig. 4 Chromatograms of each product ion
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Fig. 5 LC/MS/MS chromatograms of OH-HpCBs with
a column of L-column2 ODS (2.1mm× 150mm,
5µm)
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Fig. 6 LC/MS/MS chromatograms of OH-HpCB with
a column of L-column2 ODS (2.1mm× 100mm,
2µm)
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4-OH-CB187, which ranged from 0. 1 to 8. 0

ng/mL. The curve showed good linearity. The

correlation coefficients were calculated from the

concentration and the peak area ratio of

4-OH-CB187 to 4-OH-[13C12]-CB187.

2. Measurement of OH-PCBs in blood samples

Chromatograms of OH-HpCBs in blood sample

were compared between the improved method

and the conventional method. The chromato-

grams of the conventional method and the

improved method are presented in Fig. 9 and 10,

respectively. The signal intensity was high but

background level was also high in Fig. 9. On the

other hand, the signal intensity in Fig. 10 was

relatively lower but the resolution of the chro-

matogram was much higher than conventional

method.

Figure 11 illustrates the LC/MS/MS chromato-

grams of hydroxylated penta- through hepta-chl-

orinated biphenyls in the blood of Yusho patient.

Peaks of 4-OH-CB109, 4-OH-CB146 +

3-OH-CB153, 4-OH-CB187 and 4'-OH-CB172

were detected, but 4-OH-CB146 and

3-OH-CB153 could not be separated in these

analytical conditions, while 3'-OH-CB138 could

not be observed because of low recovery. We

suspected that 3'-OH-CB138 degrades under

sulfuric acid treatment.

In conclusion, we improved measurement

method for OH-PCBs in blood samples using
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Fig. 7 Chromatograms of OH-HpCBs at various
injection volumes
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Fig. 8 Calibration curve of 4-OH-CB187 (0.1
〜8.0 ng/mL ; IS 4.0 ng/mL)

Fig. 9 Chromatograms of OH-HpCBs in blood under
the conventional method
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Fig. 10 Chromatograms of OH-HpCBs in blood under
the improved method
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LC/MS/MS. Improved method was sensitive

and effective at determining the concentrations of

OH-PCBs, PCBs and dioxins from a single blood

sample without special treatment.
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Fig. 11 LC/MS/MS chromatograms of OH-PCBs in the blood of Yusho patient
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（和文抄録）

LC/MS/MSを用いた血液試料中の

水酸化ポリ塩化ビフェニル(OH-PCBs)測定法の改良

1)福岡県保健環境研究所
2)中部大学大学院 応用生物学研究科

3)九州大学大学院医学研究院 皮膚科学分野
4)北九州生活科学センター

5)九州大学病院 油症ダイオキシン研究診療センター

飛 石 和 大1)2)，鈴 木 茂2)，戸 髙 尊3)，平 川 博 仙1)，堀 就 英1)，梶 原 淳 睦1)，
平 田 輝 昭1)，飯 田 隆 雄4)，内 博 史3)5)，古 江 増 隆3)5)

水酸化ポリ塩化ビフェニル(OH-PCBs)は，人体内における PCB の主 要代謝物である．

LC/MS/MS を用いた血液試料中のOH-PCBs 測定法の改良を行った．新しい粒径 2µmの LCカラ

ムを採用し，LC/MS/MS 測定条件の最適化を行った．改良法では，5gの血液試料で従来法より感

度が向上した．また，誘導体化のような試料の特別な処理も不要で，OH-PCB類，PCB類およびダ

イオキシン類の同一試料による同時定量も可能である．
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Concentration of Hydroxylated Polychlorinated Biphenyls

(OH-PCBs) in the Blood of Yusho Patients in 2010

Kazuhiro TOBIISHI
1)2), Shigeru SUZUKI

2), Takashi TODAKA
3), Hironori HIRAKAWA

1), Tsuguhide HORI
1),

Jumboku KAJIWARA
1), Teruaki HIRATA

1), Takao IIDA
4), Hiroshi UCHI

3)5) and Masutaka FURUE
3)5)
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39 Mukaizano, Dazaifu, Fukuoka 818-0135
2)Graduate School of Bioscience and Biotechnology, Chubu University

1200 Matsumoto-cho, Kasugai, Aichi 487-8501
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5)Research and Clinical Center for Yusho and Dioxin, Kyushu University Hospital
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Abstract Hydroxylated polychlorinated biphenyls (OH-PCBs) are formed as major metabolites of
PCBs by cytochrome P450 enzyme-mediated oxidation. It has been reported that their total
concentration in serum samples of Yusho patients ranged from 390 to 1300 pg/g.
We measured the concentration of OH-PCBs in blood collected from 183 Yusho patients living in Japan
in 2010. The major OH-PCB metabolites were 4-OH-CB187 (ND-1300 pg/g-wet), 4-OH-CB146 +
3-OH-CB153 (8. 4-1200 pg/g-wet), 4-OH-CB109 (ND-530 pg/g-wet) and 4'-OH-CB172 (ND-380
pg/g-wet). The total OH-PCBs ranged from 36 to 3800 pg/g-wet.
A positive relationship between the concentrations of OH-PCBs and PCBs was observed, but no
significant relationship between the concentrations of OH-PCBs and PCDD/DFs was observed.

Key words : Yusho・Blood・OH-PCB

Introduction

Polychlorinated biphenyls (PCBs) are one of the

persistent and bioaccumulative chemicals. Hyd-

roxylated polychlorinated biphenyls (OH-PCBs)

are well known as metabolites of PCBs formed by

the cytochrome P450 enzyme-mediated oxidation

of PCBs. Enomoto et al.1) investigated the

concentrations of OH-PCBs in the Japanese

human blood plasma reporting that the major

congeners and levels were 4-OH-CB109 10-230

pg/g-wet, 4-OH-CB146 13-340 pg/g-wet and

4-OH-CB187 12-110 pg/g-wet. Linderholm et

al.2)reported that the highest OH-PCB metabolite

in serum samples from 9 Yusho patients was

4-OH-CB187 followed by 4-OH-CB146,

4-OH-CB109 and 4'-OH-CB120 ; further, that the

total of 6 OH-PCB metabolites ranged between

390 and 1300 pg/g serum with a mean value of 780

pg/g serum.

Sato et al.3) measured the concentrations of

OH-PCBs in human urine and blood sample taken

from same person. They indicated that the

pattern and order of detected OH-PCBs were

different between blood and urine samples.

In this study, we measured the concentrations
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of OH-PCBs, PCBs, PCDDs and PCDFs in blood

collected from 183 Yusho patients living in Japan

in 2010, and we compared the blood concentra-

tions of these compounds.

Materials and Methods

1. Sampling

The blood samples examined in this study were

collected from 183 Yusho patients at their medical

checkups in 2010 ; all gave their informed consent.

10 mL of blood samplings were collected using a

vacuum blood-collecting device containing hepar-

in and stored at 4℃ until analyze for concentra-

tions of OH-PCBs, PCBs, PCDDs and PCDFs.

2. Chemicals and reagents

OH-PCBs standards were purchased from

Wellington Laboratories, Inc., Ontario, Canada

and Cambridge Isotope Laboratories, Inc., Mas-

sachusetts, US. These OH-PCBs standards are

listed in Table 1. Each 1 mg/L standard solution

was prepared by dilution with acetonitrile.

Labeled standards of OH-[13C12]-PCBs, as inter-

nal standards, are listed inTable 2. 4-OH-2', 3, 3',

4', 5, 5'-HxCB (4'-OH-CB159) was used as a

syringe spike. Acetonitrile, methanol, Ammo-

nium acetate and ultra pure water of LC/MS

grade were purchased from Wako Pure Chemical

Industries, Tokyo, Japan. A cartridge of Envi-18

(500mg / 6mL glass tube) was purchased from

Sigma-Aldrich, Inc., Missouri, US.

3. Sample preparation

Each 5g blood sample was loaded into an

extraction cell filled with Isolute. After

freeze-drying, OH-[13C12]-PCBs, [
13C12]-PCDDs,

[13C12]-PCDFs and [
13C12]-Co-PCBs were added

as internal standards. Acetone : n-hexane (1 : 4,

v/v) was used as the extraction solvent for an

accelerated solvent extractor (ASE-200, Thermo

Scientific Dionex, California, US). After the

extract was evaporated to near dryness, it was

dissolved in n-hexane and treated with sulfuric

acid overnight. The separated hexane layer was

applied to a silver nitrate/silica gel column. The

first fraction containing PCDDs, PCDFs and

Co-PCBs was eluted with 15mL of n-hexane.

OH-PCBs were eluted with 15mL of 50%

dichloromethane/n-hexane as the second frac-

tion. The eluate was concentrated to near

dryness with a multiple sample concentrator, and

dissolved in 2mL of methanol. After the metha-

nol solution was loaded onto an Envi-18 cartridge

with 4mL of methanol, the eluate was concen-

trated under nitrogen flow and transferred to an

LC injection vial with 0.2mL of methanol. A flow

chart of this method is shown in Fig. 1. The

details of the sample preparations are described in

another paper.4)

4. Determination of OH-PCBs

All LC/MS/MS analysis was performed using

an Alliance 2695 series high-performance Liquid

Chromatograph Separations Module equipped

with Quattro micro API mass spectrometer

(Waters Corporation, Massachusetts, US). An

analytical column, L-column 2ODS, 2.1 mm× 100

mm, 2 µm (CERI, Tokyo, Japan) was used under a

linear gradient solvent condition with the flow
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4H1464-OH-CB1464-OH-2,2',3,4',5,5'-HxCB

4H1724'-OH-CB1724-OH-2,2',3,3',4',5,5'-HpCB

4H187

Compounds

4-OH-CB1874-OH-2,2',3,4',5,5',6-HpCB

Table 1 OH-PCBs standards

3H1383'-OH-CB1383-OH-2,2',3',4,4',5-HxCB

Abbreviations

4-OH-CB1094-OH-2,3,3',4',5-PeCB 4H109

M4H1464-OH-CB1464-OH-2,2',3,4',5,5'-HxCB

M4H1594'-OH-CB1594-OH-2',3,3',4',5,5'-HxCB

M4H172

Compounds

4'-OH-CB1724-OH-2,2',3,3',4',5,5'-HpCB

M4H1874-OH-CB1874-OH-2,2',3,4',5,5',6-HpCB

Table 2 OH-[13C12]-PCBs for internal standards

M3H1383'-OH-CB1383-OH-2,2',3',4,4',5-HxCB

Abbreviations

4'-OH-CB1204-OH-2',3,4',5,5'-PeCB M4H120

4-OH-CB1094-OH-2,3,3',4',5-PeCB M4H109



rate set at 0.2mL/min. The initial mobile phase

was 40 : 60 methanol/2mM ammonium acetate in

ultra pure water. The injection volume was 20

µL.

Detection was performed on a quadrupole

analyzer operated in negative electrospray ioniza-

tion (ESI-) and in selected reaction monitoring

acquisition mode (SRM). Nitrogen was used as

the cone and desolvation gas. The potential

applied onto the capillary was 1.0 kV. Cone and

collision potentials were optimized for each

molecule. Argon was used as the collision gas.

The details of the operating conditions for the

LC/MS/MS measurements are described in

another paper.5)

Results and Discussion

1. Analysis of OH-PCBs in blood samples

Peaks of 4-OH-CB109, 4-OH-CB146 +

3-OH-CB153, 4-OH-CB187 and 4'-OH-CB172

were detected. Figure 2 shows the structure of

OH-PCBs detected in the blood of Yusho patients.

These chemicals have the similar structure ; 3,

5-substituted chlorinated-4-hydroxybiphenyls.

4-OH-CB146 and 3-OH-CB153 could not be

separated in this study, while 3'-OH-CB138 could
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0.2mL MeOH 

F r  

IS 20μL (4ng) 

Envi-18 column 

o  PCB, Dioxin
Determination

DCM/n-Hexane

Fig. 1 Flow chart of the measurement method
for OH-PCBs in blood samples
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Fig. 2 Structure of OH-PCBs detected in the blood of Yusho patients



not be observed because of low recovery. We

suspected that 3'-OH-CB138 degrades under

sulfuric acid treatment.

2. Concentrations of OH-PCBs in blood sam-

ples

Concentrations of OH-PCBs, PCBs, PCDDs and

PCDFs in the blood of the 183 Yusho patients are

summarized in Table 3. The major OH-PCB

metabolite (range) was 4-OH-CB187 (ND-1300

pg/g-wet) fol lowed by 4-OH-CB146 +

3-OH-CB153 (8.4-1200 pg/g-wet), 4-OH-CB109

(ND-530 pg/g-wet) and 4'-OH-CB172 (ND-380

pg/g-wet). The total of 4 OH-PCBs ranged

between 36 and 3800 pg/g-wet with a mean value

of 310 pg/g-wet. These results were in good

agreement with those reported by Linderholm et

al.

3. Relationship between the concentrations of

OH-PCBs and related compounds

Figure 3 shows the relationship between the

concentrations of OH-PCBs and PCBs in the

blood of Yusho patients. A positive relationship

between the concentrations of OH-PCBs and

PCBs was observed. But, no significant relation-

ship between the concentrations of OH-PCBs and

PCDD/DFs was observed (Fig. 4). The concen-

trations of OH-PCBs and lipid were also not

correlated (Fig. 5).

Figure 6 shows the relationships between the
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Total PeCBs

SD

Total PCDDs

Max.

Total HxCBs

Min.

Total PCDFs

Median

4-OH-CB109

Mean

Total PCDD/DFs

Total HpCBs

Congeners

Total PCBs

Table 3 Concentrations of OH-PCBs, PCBs, PCDDs and PCDFs in the blood of
Yusho patients collected in 2010 (pg/g-wet, n = 183)

67 49 ND 530 68.8 1.02

4'-OH-CB172

Total OH-PCBs

SD : Standard deviation ; CV : Coefficient of variation ; CB : chlorinated biphenyl ; Pe : penta ; Hx :
hexa ; Hp : hepta; ND : not detected ; PCDD : polychlorinated dibenzo-p-dioxin; PCDF :
polychlorinated dibenzofuran ; Co: coplanar.

CV

4-OH-CB187

96 71 8.4 1200 106 1.10

ND 1300 131 1.12

29 20 ND 380 35.1 1.22

120 77

310 230 36 3800 340 1.09

785 0.774

150 130 11 830 111 0.734

840 620 86 6600 793 0.942

1000 820 80 6300

2300 1800 210 15000 1800 0.799

0.922 1.32

2.4 2.0 0.49 7.5 1.32 0.558

3.1 2.7 0.54 11 1.79 0.584

0.70 0.31 0.034 5.5

0.6630.6864.80.130.901.0Total Co-PCBs

0.5452.23130.743.84.1Total dioxins

0.2380.06060.620.150.250.25Lipid (%)

4-OH-CB146
+ 3-OH-CB153

Fig. 3 Relationship between the concentrations of
OH-PCBs and PCBs in the blood of Yusho
patients
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Fig. 4 Relationship between the concentrations of
OH-PCBs and PCDD/DFs in the blood of Yusho
patients

Fig. 5 Relationship between the concentrations of
OH-PCBs and lipid in the blood of Yusho
patients

Fig. 6 Relationship between the concentrations of OH-PCBs and their congeners

Fig. 7 Relationship between the concentrations of OH-PCB congeners and related PCBs



concentrations of OH-PCBs and their congeners

(4-OH-CB146 and 4-OH-CB187). Significant

relationships between the concentrations of

OH-PCBs and their congeners were observed.

Figure 7 shows the relationships between the

concentrations of OH-PCB congeners and related

PCBs (4-OH-CB146/HxCB (#146) and

4-OH-CB187/HpCB (#182/187)). Positive re-

lationships between the concentrations of

OH-PCB congeners and related PCBs were

observed.

In conclusion, we measured the blood samples

from 183 Yusho patients for OH-PCBs using

LC/MS/MS technique. The total OH-PCBs

ranged from 36 to 3800 pg/g-wet. A positive

relationship between the concentrations of

OH-PCBs and PCBs was observed, but no

significant relationship between the concentra-

tions of OH-PCBs and PCDD/DFs was observed.
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（和文抄録）

2010 年度油症認定患者血液中の水酸化ポリ塩化

ビフェニル(OH-PCBs)濃度

1)福岡県保健環境研究所
2)中部大学大学院 応用生物学研究科

3)九州大学大学院医学研究院 皮膚科学分野
4)北九州生活科学センター

5)九州大学病院 油症ダイオキシン研究診療センター

飛 石 和 大1)2)，鈴 木 茂2)，戸 髙 尊3)，平 川 博 仙1)，堀 就 英1)，梶 原 淳 睦1)，
平 田 輝 昭1)，飯 田 隆 雄4)，内 博 史3)5)，古 江 増 隆3)5)

水酸化ポリ塩化ビフェニル（OH-PCBs）は，人体内における PCB の主要代謝物である．

OH-PCBsは体内でチトクローム P450酵素誘導により PCBから生成され，油症認定患者の血清か

ら 390-1300pg/gの濃度で検出された報告がある．

2010 年度に 183名の油症患者から採取した血液中の OH-PCBs 濃度を測定し，これら化合物の

濃度を比較した．主要な PCB の代謝物は，4-OH-CB187（ND-1300 pg/g-wet），4-OH-CB146 +

3-OH-CB153（8.4-1200 pg/g-wet），4-OH-CB109（ND-530 pg/g-wet），4'-OH-CB172（ND-380

pg/g-wet）であり，その合計は 36-3800 pg/g-wet であった．

また，OH-PCBs と PCB 濃度には正の関係が認められたが，OH-PCBs と PCDD/DFs の濃度に

は有意な関係は認められなかった．
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ダイオキシン母体曝露による胎児副腎ステロイド合成系への影響と性差

九州大学大学院薬学研究院 分子衛生薬学分野

武 田 知 起，服部友紀子，藤井美彩紀，田 浦 順 樹，石 井 祐 次，山 田 英 之

The Gender-Specific Effect of Maternal Exposure to Dioxin

on Fetal Steroidogenesis in the Adrenal Gland

Tomoki TAKEDA, Yukiko HATTORI, Misaki FUJII, Junki TAURA, Yuji ISHII and Hideyuki YAMADA

Graduate School of Pharmaceutical Sciences, Kyushu University

Abstract Maternal exposure to 2, 3, 7, 8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) causes a number of
toxic effects on development such as growth retardation and sexual immaturity in the offspring.
However, the toxic mechanism remains unknown. Our previous studies have revealed that single oral
administration of TCDD (1 µg/kg) to pregnant rats at gestational day (GD) 15 attenuates the fetal
expression of testicular steroidogenic proteins such as steroidogenic acute-regulatory protein (StAR)
and cytochrome P450 (CYP) 17 by targeting the fetal production of pituitary gonadotropins. In addition,
we provided evidence that TCDD-produced damage on the fetal pituitary-gonad axis leads to imprint
defects in sexual behaviors at adulthood. In this study, we investigated whether TCDD also affects
fetal steroidogenesis in the adrenal gland. When pregnant Wistar rats were orally treated with TCDD,
the fetal expression of CYP21, CYP11B1 and CYP11B2 mRNAs was either induced or tended to be
induced in the male adrenal gland during GD17 and GD19, while the expression of mRNAs coding for
StAR, CYP11A1 and 3�-hydroxysteroid dehydrogenase was insensitive to TCDD treatment. The
above alterations did not seem to be caused through a change in the upstream regulator, because
TCDD exhibited little ability to attenuate the expression of adrenocorticotropin, a pituitary hormone
stimulating adrenal steroidogenesis, in the male and female fetuses. In contrast to the males, TCDD
effect on the adrenal gland was not observed in the female fetuses.These results suggest that maternal
exposure to TCDD disrupts fetal steroidogenesis in adrenal aswell as gonadal glands in a male specific
manner, and the mechanism underlying the effect on adrenal gland is independent of the alteration of
pituitary regulator.

Key words : 2, 3, 7, 8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin(TCDD)・Adrenal・Steroidogenesis・Fetus・Sex
difference

は じ め に

2, 3, 7, 8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin

（TCDD）に代表されるダイオキシン類は，生体に

対して多岐にわたる毒性を引き起こす1)．中でも，

妊娠期や授乳期の母親への低用量曝露によって児

に出現する後世代毒性は，他の毒性に比較して閾

値が低いこと，ならびに世代を越えて影響が及ぶ

ことから問題が大きい2)．具体的には，TCDD曝

露母体より出生した児が成長したのちに，精子産

生能の低下，排卵低下および交尾行動障害等の性

未成熟，ならびに低体重，知能低下および社会行

動の異常等の発達障害が惹起される．近年の多く

の研究により，その障害発生機構として性ステロ

イド撹乱作用が一端を担う可能性が見出されてい

る3)~10)．例えば，性ステロイドシグナリングに

対する影響3)6)9)，受容体の発現減少4)10)，性ステ

ロイド合成/分泌抑制7)および代謝酵素の誘導5)8)
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等である．しかし，これらがどの種の障害に直結

するかは理解されていない．

当研究室では後世代毒性の発現機構解明を目指

し，ラットを用いた研究を実施している．これま

でに，妊娠（gestational day ; GD）15日目の母体

への 1 µg/kgTCDDの経口投与により，出生前後

の児の脳下垂体において luteinizing hormone

（LH）の合成が低 下し，これを起点に精巣の

steroidogenic acute-regulatory protein（StAR）

や cytochrome P450（CYP）17等の性ステロイド

合成系タンパク質の発現低下，ならびに成長後の

交尾行動障害が惹起されることを明らかにしてい

る11)~14)．これは，胎児期に低下する LH の補給

により，TCDD依存的な StAR や CYP17 の発現

低下11)~14)のみならず，成長後の交尾行動障害13)

が 改 善 す る 事 実 に 基 づ く．一 方，TCDD

（１ µg/kg）母体曝露が GD20 の雌胎児卵巣の

StAR 等の性ステロイド合成系に及ぼす影響は雄

に比較すると小さく13)，また生殖腺以外の胎児ス

テロイド産生臓器である副腎，胎盤および視床下

部の StARおよび CYP17 の発現は，少なくとも

GD20 胎児においては影響がないこと15)も見出し

ている．しかし，性ステロイド以外のステロイド

の合成系が周産期の児に特異的な障害を受けるか

否かについては全く明らかになっていない．

性ステロイド以外のステロイドホルモンとして

知られるのが，糖質コルチコイドおよび鉱質コル

チコイドの副腎皮質ホルモンである．これらは，

性ステロイドと同様にコレステロールを出発原料

として種々の酵素反応を経て合成されるが，

CYP21，CYP11B1 および CYP11B2が合成を担

う酵素として重要である16)（Fig. 1）．副腎皮質ホ

ルモンは，生体のストレス応答/恒常性維持（血糖

および電解質調節）に必須のホルモンであるが，

胎児期における糖質コルチコイドの過剰状態は成

長遅滞を引き起こすことが広く知られてい

る17)~19)．一方，脳，肺，骨および膵臓等の局所

においては正常な発達に重要であるとの報告もあ

る20)~23)．従って，胎児期における副腎皮質ホル

モンの変調は児の発育と密接に関わるため，

TCDDによる影響を明確にすることは，発達障害

との関連性を論じる上で有用と考えられる．そこ

で本研究では，TCDD母体曝露が胎児副腎のステ

ロイド合成系に及ぼす影響を明らかにするため，

副腎ステロイド合成酵素群の発現変動を解析した．
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実 験 方 法

１．実験材料

TCDDは，AccuStandard 社（NewHaven，CT，

USA）より購入した．Corn oil は，味の素株式会

社の市販品を購入した．その他の試薬は，実験に

適した純度のものを使用した．

２．動物実験

TCDDは 40 µg/mL acetone溶液を調製し，使

用まで-30℃に保存した．用時に必要量 corn oil

と混和したのち，acetoneを窒素ガスにて留去し，

TCDDが 0.5 µg/mL となるように調製した．

Wistar系雌性ラット（7週齢）および雄性ラッ

ト（10週齢）は，九動株式会社（佐賀県鳥栖市）

より購入した．雌雄ラットを一晩交配し，翌日膣

内に精子が確認された日を GD0 とした．GD15

に，TCDD（1 µg/kg/2mL corn oil），あるいは対

照 群として corn oil（2 mL/kg）を投与した．

GD16〜20 に胎児を摘出し，脳下垂体，副腎，生殖

腺および血液を採取した．採取した血液は，室温

にて 2時間程度放置したのち，4℃，3,000 rpmに

て 15 分間遠心分離を行い血清とした．臓器及び

血清は，液体窒素にて急速凍結し，使用まで

-80℃に保存した．

３．リアルタイム RT-PCR

mRNA発現量は，リアルタイム reverse trans-

cription-polymerase chain reaction（RT-PCR）法

を用いて解析した24)．摘出臓器より，RNeasy

Mini Kit（QIAGEN GmbH, Hilden, Germany）を

用いて total RNA を抽出した．Total RNA は，

PrimeScript RT reagent kit with gDNA Eraser

（タカラバイオ株式会社，滋賀県大津市）を用いて，

添付説明書に従って cDNAを合成した．リアル

タイム PCR は，Fast SYBR Green Master Mix

（Life Technologies社, Carlsbad, CA, USA）を使

用し，反応条件は［95℃，20秒-40 サイクル（95℃，

3秒-60℃，30秒）］とした．この反応ののち，増

幅産物の特異性を確認するために融解曲線［95℃，

15秒-60℃，1分-60 to 95℃（0.3℃ずつ上昇，各

15 秒）］を作製した．使用したプ ライマーは

Table 1 に示す．目的遺伝子の発現量は，�-actin

に対する相対値として解析した．
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122

ACACTTTGGGGAGATGCCTGStAR

CTGATACGCAGCACTTCTCG

CACCATGTACCCAGGCATCGC

Target

�-actin

Reverse （5' −＞ 3'）mRNA

Table 1 The design of primer sequence for real-time PCR

NM_012538106TGCCTGGGATGTCATCTCTGCYP11B2

Forward（5' −＞ 3'）

TAGTGCAGCCACAATGCCAC

M38178

V01217

124AGATCTGGGCTATGTGCCAC3�-HSD

GAGACAGCTGATGATACTGC

GCACAATCCTGAGGTGAAGACYP17

CCCTTTCTGTCACTGAGACT

NM_012537161TTCTTACCCAAGAGCTTGAC

AGTCAAGGGCTGTTCATCTC

CYP11B1

ATCTCGGATATGACACTCC

CGTGAGTTTGGTCTTTGAGG

U76419

TTCTCGACCCATGGCATAGC

109

No.a

NM_057101

size (bp)

103

Accession

GCTGACCCAGGAATTCTGTG

Product

CYP21

aGenbank accession No. is shown.

NM_139326104TCACCACGGAAAGCAACCTGACTH

M22615146

M31681

TCAAAGCCAGCATCAAGGAG

135

CYP11A1

AGCCACCAATCCACACAGAG



４．Enzyme immunoassay（EIA)

血清 adrenocorticotropin（ACTH）濃度は，市

販の ACTH EIA kit（Phoenix Pharmaceuticals社，

Burlingame，CA，USA）を用いて，添付説明書に

従って測定した．血清は測定時に滅菌水にて 2倍

希釈して使用した．

結 果

TCDD母体曝露が胎児の副腎ステロイド合成

系に及ぼす影響を解析する前に，陽性対照として

TCDDの母体曝露が胎児生殖腺の性ステロイド

合成系に及ぼす影響とその出現時期を検討した．

ステロイドホルモンの原料であるコレステロール

をミトコンドリア内へ輸送するタンパク質である

StAR25)および性ステロイド合成に必須の酵素で

ある CYP1726)の mRNA 発現変動を解析した結

果，雄胎児精巣においては TCDD依存的に StAR

および CYP17 の発現が GD17〜20 にかけて低下

した（Fig. 2A）．一方，TCDD は雌胎児卵巣の

StARおよび CYP17 の発現に対しては影響を及

ぼさなかった（Fig. 2B）．これらの結果は，既

報13)15)と同様の傾向を示し，TCDD が胎児生殖

腺に及ぼす影響は雄に特異性が高いことが再確認

された．

TCDD母体曝露による胎児副腎のステロイド

合成酵素の mRNA 発現変動を解析した結果，雄

胎児では副腎皮質ホルモンの合成酵素である

CYP21，CYP11B1 および CYP11B2 の発現が

GD17〜19 にかけて上昇ないし上昇傾向を示した

（F ig. 3）．一 方，StAR，CYP11A1 お よ び

3�-hydroxysteroid dehydrogenase（3�-HSD）に

関しては，検討期間内における有意な変動は観察

されなかった（Fig. 3)．雌胎児においては，いず

れも変化は認められなかった（Fig. 4）．また，副

腎ステロイド合成の上位制御因子である脳下垂体

の脳下垂体の ACTH の発現変動を解析した結果，

mRNAおよび血清中濃度ともに，TCDDによる

変動は観察されなかった（Fig. 5）．

考 察

本研究では，TCDD母体曝露（1 µg/kg，経口）

が胎児副腎のステロイド合成系に及ぼす影響を明

らかにするため，副腎皮質ホルモン合成関連タン

パク質の発現変動を解析した．その結果，StAR，

CYP11A1 および 3�-HSD は無影響であったもの

の，副腎皮質ホルモン合成に必須である CYP21，

CYP11B1 および CYP11B2 の発現が雄胎児特異

的に誘導され，TCDDによる胎児ステロイド合成

攪乱作用は精巣に限定されないことが見出された．

さらに，TCDDは胎児脳下垂体の ACTH の合成

／分泌に対しては影響を及ぼさず，上位制御因子

の変動では説明できないことが示唆された．本研

究では，雄胎児特異的な変動の機構は明らかにで

き な か っ た が，CYP21，CYP11B1 お よ び

CYP11B2 のみで誘導が起こる事実から，副腎の

部位特異的な障害を介する可能性が考えられる．

副腎皮質は，外側より球状帯，束状帯および網状

帯の 3層から成り，球状帯は鉱質コルチコイド，

束状帯は糖質コルチコイド，網状帯は性ステロイ

ドを合成／分泌する16)．すなわち，各層間で酵素

の発現水準が異なり，例えば CYP11B2は球状帯

のみで発現し，CYP11B1 は束状帯に最も多

い27)28)．従って，誘導の分子種特異性を踏まえる

と，TCDDは球状帯および束状帯に対して選択的

に作用することで CYP11B1や CYP11B2 の発現

を誘導する一方，網状帯に多く発現する StAR，

CYP11A1 および 3�-HSDには影響が起こり得な

かった可能性がある．球状帯は，GD17〜19 の間

にレニン-アンギオテンシン系の刺激による分化

が起こることが示唆されている28)．これは，本研

究で見出した CYP11B2 の発現誘導の時期と一致

する．TCDDの周産期曝露は雄児マウスのアン

ギオテンシン II に対する感受性を高めることか

ら29)，雄胎児ラットにおいても同様の現象が起こ

ることにより，分化が促進された可能性が考えら

れる．一方，TCDD が ACTH以外の刺激物質あ

るいは副腎内での直接的な影響を介して雄胎児の

副腎ステロイド合成系を選択的に誘導する可能性

も否定はできない．事実，ラットへの TCDD曝

露により血中の ACTH 量は変動しないが，糖質

コルチコイド量が雄のみで上昇傾向を示すことが

報告されている30)．ACTH以外の発現促進因子

としては，上述のアンギオテンシン II31)のほか，

束状帯に作用して糖質コルチコイドを増加させる

corticotropin releasing hormone（CRH)32)および

interleukin（IL）633)等が TCDDの標的候補とし

て挙げられる．TCDD はサルやマウスにおいて

CRH および IL6 の発現を誘導することから34)35)，
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雄胎児ラットにおいてこれらの変動が起こるか否

かについても注視する必要がある．また，ダイオ

キシン類は細胞質に存在する芳香族炭化水素受容

体（AhR）に結合し，多くの遺伝子上流に存在す

るコンセンサス配列［xenobiotic responsive ele-

ment（XRE）］への結合を介してそれらの遺伝子

発現変動を引き起こす36)．CYP21，CYP11B1 お

よび CYP11B2 の遺伝子上流 10,000 base pairに

関して XREのコア配列（5'-CACGC-3'）を検索

したところ，いずれも一ヶ所以上に存在が確認さ

れた．AhR は，胎児後期において副腎と肝臓に

最も高発現するとの報告もあることから37)，

TCDDが AhR依存的にこれらの遺伝子発現を誘

導する可能性も無視できない．

本研究においては，TCDDによる胎児生殖腺ス

テロイド合成系への影響の出現時期についても詳

細に検討した．その結果，胎児精巣における

StARおよび CYP17 の発現低下は，GD17 より起

こることが判明した．さらに，胎児卵巣において

は影響が観察されず，雄胎児精巣に感受性が高い

ことが再確認された．胎児精巣に対する障害性は

上位制御因子である脳下垂体の LH低下に起因す

ることは緒論で述べた通りである11)~14)．しかし，

LH 低下は GD19 以前には認められないことか

ら14)，GD17〜19 における影響は LH低下以外の

機構で惹起されることが想定される．その機構と

して，副腎皮質ホルモン合成系への影響との関連

性が考えられる．糖質コルチコイドは精巣におけ

る性ステロイド合成を負に制御する38)~40)．つま

り，GD17〜19 において副腎のステロイド合成が

亢進する結果，精巣の性ステロイド合成低下が惹

起された可能性が考えられる．この推定は，

GD17〜19 の雄胎児において精巣の StARおよび

CYP17は低下するのに対し，副腎ステロイド合

成系は誘導するという本研究結果と符合する．ま

た，精巣の分化抑制に起因する可能性もある．生

殖腺および副腎は，同一の始原生殖細胞を起点と

して steroidogenic factor-1（SF1），dosage-sen-

sitive sex reversal-adrenal hypoplasia congenita

critical region on the X-chromosome，gene-1

（DAX1）および wingless-type MMTV integra-

tion site family，member 4（Wnt4）等の転写因子

の発現に伴って選択的に分化する41)~43)．我々は

過去に，TCDD母体曝露により胎児精巣において

SF1 の発現が低下すること11)，ならびに胎児卵巣

ではいずれも変動しないことを確認している（未

発表データ)．従って，SF1低下を介して精巣特

異的に分化が抑制され，StAR 等の低発現に繋

がった可能性も考えられる．これが事実ならば，

雄胎児では精巣の分化減少に伴って過剰な副腎へ

の分化が起こりうる一方で，雌胎児では卵巣分化

が正常に起こるために副腎には影響が生じない，

すなわち副腎への影響の性差が説明できる可能性

がある．TCDD が両組織のステロイド合成系に

及ぼす影響の機構を明らかするため，副腎ステロ

イド量や生殖腺／副腎の分化への影響に着目した

解析が今後必要であろう．

結 論

TCDD母体曝露は，雄胎児特異的に副腎のステ

ロイド合成系を誘導することが明らかになった．

誘導を受ける酵素の分子種特異性から，TCDDは

副腎皮質の球状帯や束状帯に対して選択的に影響

する可能性が推定される．一方，脳下垂体

ACTH の変動は観察されず，上記の影響は上位

制御因子の変動では説明できないことが示唆され

た．
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血液中 PCB異性体分離分析におけるアルカリ分解温度の検討
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Examination of Alkali Digestion Temperature in Isomer

Specific Analysis of PCB in Whole Blood Sample
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Abstract We compared concentrations of PCB congeners between conventional 80℃ alkali digestion
method and 30℃ alkali digestion method using 22 individual blood samples collected during 2009
annual Yusho examinations. The mean concentration of tri-CB in 30 ℃ alkali digestion method was
lower than that of conventional method. However, concentration of total PCBs, 2,3',4,4',5-pentaCB
(PCB118), 2,2',4,4',5,5'-hexaCB (PCB153) and 2,3,3',4,4',5-hexaCB (PCB156), which were used as
index for Yusho diagnosis, were equivalent between the methods. It was considered that the 30 ℃
alkali digestion method was available for blood PCB congener specific analysis in Yusho diagnosis.

Key words : Yusho・PCB・Blood・GC/MS

は じ め に

全血試料中の PCB 定量分析では，量り取った

血液を高濃度アルカリ条件下で加熱することで

PCB以外の油脂分や有機化合物等をけん化処理

し（アルカリ分解），未分解の有機化合物をヘキサ

ン抽出する方法が一般的である1)2)．アルカリ分

解操作は，試験管に秤量した血液にアルカリエタ

ノール溶液を加えて 80℃以上に保ち，数時間加熱

する方法が用いられる．しかし本手法は反応中に

還流冷却を必要とするため一度に処理可能な件数

が限られること，操作が煩雑で還流中に突沸が起

こりやすく危険を伴うなどの課題があった．今回，

試験方法の改良を目的として，低温条件下（30℃）

で行うアルカリ分解方法（低温アルカリ分解法）

を検討したので報告する．なお本文中の「血液中

PCB 濃度」は，血液中の主要な PCB同族体の濃

度を総和した「Total PCB濃度」と同義である．

実 験 方 法

１．分析試料

2009 年度の福岡県油症一斉検診においてイン

フォームドコンセントを得て PCB を測定した受

診者血液を検討対象とした．従来のアルカリ分解
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温度（80℃）で血液中 PCB濃度を測定した結果，

比較的濃度が低かった受診者と濃度が高かった受

診者 22名（低濃度群と高濃度群各々 11名）を選

び，低温アルカリ分解法の試験対象とした．22名

の血液試料を別途量り取り，低温アルカリ分解法

で抽出・測定し，従来のアルカリ分解条件で得ら

れた測定結果と比較した．

２．分析方法

試薬は既報3)と同様のものを使用した．10mL

容丸底スピッツ管に血液約 2 g を正確に量り取

り，13Cでラベル化された PCB内部標準物質（３

〜10 塩素化物 20種類，ノナン溶液）を各化合物

につき 200 pg 相当になるよう正確に添加した．

次に 1.5N水酸化カリウム/エタノール溶液 3 mL

を加え，ボルテックスミキサーを用いてよく混合

した．

従来法では，スピッツ管上部に還流冷却管を取

り付け，80℃に温度設定したアルミブロック恒温

槽（東京理化器械製MG-2200）中で約１時間加熱

還流してアルカリ分解を行い，放冷後抽出した．

低温アルカリ分解法においては，スピッツ管に栓

をして前述のアルミブロック恒温槽に装着し

30℃で約 12時間静置した．

アルカリ分解後の実験操作は，両方法で共通と

した．すなわち分解後の血液試料にヘキサン 2

mL を加えて密栓し，ミキサーで撹拌して抽出し

た．試料を 2000 rpm で５分間遠心分離し，上層

のヘキサン層を別のスピッツ管に分取し，この抽

出操作を繰り返した．抽出液の濃縮や精製，測定

試料の調製等の手順は，既報3)と同様であった．

測定には，関東化学製のHT8-PCB キャピラリー
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Fig. 1 HRGC/HRMS SIM chromatograms of a) pentaCBs and b) hexaCBs in
extracts from blood sample under condition of 30℃ alkali digestion

a)

b)



カラム4)（内径 0.25mm，長さ 60m）を装着した

高分解能ガスクロマトグラフ・高分解能質量分析

計（HRGC/HRMS，Agilent 7890A/AutoSpec

Premier）を用い，PCB同族体 68種類（３〜10 塩

素化物）を測定対象化合物とした．機器分析条件

は既報3)と同様であった．

結果と考察

低温アルカリ分解法で調製した測定試料を

HRGC/HRMS に注入して得たクロマトグラムの

一例を Fig. 1 に示す．ここでは，「血中 PCB パ

ターン」の判定に用いられる指標異性体である 2,

3',4,4',5-pentaCB（PCB118，ピーク１に相当），

2,2',4,4',5,5'-hexaCB （PCB153，ピーク２に相

当）及び 2,3,3',4,4',5-hexaCB（PCB156，ピーク

５に相当）付近のクロマトグラムを示した．３

〜10 塩素化物の測定クロマトグラム上に，精製が

不十分な場合に出現する夾雑ピークやベースライ

ンの著しい変動等は認められなかった．アルカリ

分解の温度条件を 30℃に変更した場合も，血液由

来成分による妨害の無い良好なクロマトグラムが

得られることが分かった．

Table 1 に本実験における PCB 内部標準物質

の添加回収率を示した．従来法及び低温アルカリ

分解法ともに４〜９塩素化物の平均回収率は

70〜110％の良好な回収率を示した．３塩素化物

では，回収率が低下する傾向が両手法で認められ

た．PCB低塩素化物は濃縮工程で揮散しやすく，

一部が損失したためと考えられる．従来法

（80℃）における 10 塩素化物の回収率は，低濃度

群，高濃度群ともに平均回収率で 40〜50％と総じ

て低い傾向を示したが，低温アルカリ分解法では

平均で 80％程度に改善した．アルカリ分解の温

度が低くなり，高塩素化物の脱塩素化反応が抑制

されたためと考えられる．従来法で認められた

10 塩素化物の分解の影響は，定量対象のネイティ

ブ体と内標準物質の13Cラベル体に対して同等で

あり，本化合物の定量精度が著しく損なわれるこ

とはないと考えられる．また，血液中の 10 塩素

化物濃度の Total PCB 濃度に占める割合は低く，

全体の 0.5％に満たない5)6)．仮にアルカリ分解

の影響で 10 塩素化物の定量値が変動しても，油
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8.07.55.62.34.23.45.22.82.43.32.8Total NoCBs

32645539

31652531203324472420192822'344'56-HpCB(#182)

7.4168.3

2.61.923'44'-TeCB(#66)

11

1.4

2.2

Congener

10

3.0

Mean

22'455'-PeCB(#101)

Table 2 Concentrations of dominant PCB congener in the eleven blood samples (low concentration group, 80℃ alkali
digestion)

480920660470300520370600370320300450Total PCBs

4.3
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Table 3 Concentrations of dominant PCB congener in the eleven blood samples (low concentration group, 30℃ alkali
digestion)
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Table 4 Concentrations of dominant PCB congener in the eleven blood samples (high concentration group, 80℃ alkali
digestion)
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19

345522'33'4'56-HpCB(#177)

47362370915733283435605322'344'5'6-HpCB(#183)

8.8

20

12

2.6

56

3.3

21

3.1

20

150

17

5129244'5-TeCB(#74)

172219333822'33'455'-HpCB(#172)

47553855515942374549

7.4

8.2

70

5.6

18

7.7

17

220

13

19

4.0

11

92

90081031032047042061064022'344'55'-HpCB(#180)

27231827394216

130

12

15

3.9

8.7

110

8.3

Blood sample No.

16

5.1

19

170

20

17

160981702602809010013011019024022'33'44'5-HpCB(#170)

540380390670

655069807922'44'5-PeCB(#99)

6.2125.9

28

95

23

14

4.4

9.3

2422'33'55'66'-OcCB(#202)

128.66.17.012334.85.37.05.81728233'44'55'-HpCB(#189)

170

1801101401801304323'44'5-PeCB(#118)

89150357819096

4.2

90

244'-TrCB(#28)

38365452
22'33'4'55'6-/22'33'455'6-
OcCBs(#201/198)

1813161823221212181725

7.417241111119.5137.82344'5-PeCB(#114)

17051053140330120

5527243433565622'344'55'6-OcCB(#203)

4026334452552426

33847.726592242222041288.9233'44'-PeCB(#105)

13315.9

8.7202125109.81312222122'33'44'56-OcCB(#195)

3921263955

14022'34'55'-HxCB(#146)

4.5

10

6.72.94.93.35.24.37.52.26.82.52.822'355'6-HxCB(#151)

22'33'455'66'-NoCB(#208)

733760781001104347645710010022'33'44'55'-OcCB(#194)

157.8

62059080080022'44'55'-HxCB(#153)

120180931201501508697110110100

11171622'33'44'55'6-NoCB(#206)

4.73.23.23.07.86.32.84.14.64.86.55.9

4817191616294022'344'5-HxCB(#137)

78010004509001400910530530

5.57.07.67.78.96.522'33'44'55'66'-DeCB(#209)

135.57.21021218.69.811

15131624161717198.52022'33'45'-HxCB(#130)

2969111740

9.1135.8218.61323104.2Total TrCBs

6.93.84.84.2118.8

22'344'5'-HxCB(#138)

190310130170250240130140160140150210233'4'5'6-HxCB(#164)

2055

13019064110240882001201401407736Total TeCBs

12183.8

23241023'44'55'-HxCB(#167)

380680150360820490280250210240350380

16001900Total HxCBs

340830120270620290350230240340270150Total PeCBs

52

12

46110190233'44'5-HxCB(#156)

296916265740201622

71099090013001400Total HpCBs

170027009301700290022001100120012001200

9.61313112850233'44'5'-HxCB(#157)

1002004046100

13

2404353

260280120120170160270260Total OcCBs

1100850790140017001600690

58636233365144626422'33'55'6-HpCB(#178)

25449.910.52567
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1113163131141417182624Total NoCBs

200110150230

22015017031027027016015021020026028022'344'56-HpCB(#182)

483439

214.023'44'-TeCB(#66)

22

3.2

13

Congener

100

10

Mean

22'455'-PeCB(#101)

Table 5 Concentrations of dominant PCB congener in the eleven blood samples (high concentration group, 30℃ alkali
digestion)

340046001900360055004300240021002700270034003600Total PCBs

20

284722'33'4'56-HpCB(#177)

48382171916434273336615322'344'5'6-HpCB(#183)

10

20

12

2.1

51

2.3

21

2.9

18

150

16

5029244'5-TeCB(#74)

152018313522'33'455'-HpCB(#172)

39423146445333313541

7.1

7.5

71

5.1

18

7.1

16

200

13

19

3.8

11

91

85077028029044040059062022'344'55'-HpCB(#180)

24211627353914

120

10

15

3.4

8.0

94

6.0

Blood sample No.

16

4.7

18

160

19

17

15091170250260808512010018022022'33'44'5-HpCB(#170)

510370370650

584968828222'44'5-PeCB(#99)

6.0125.8

28

94

20

14

4.5

8.5

2422'33'55'66'-OcCB(#202)

127.95.47.012303.74.95.85.91728233'44'55'-HpCB(#189)

160

160971301801204223'44'5-PeCB(#118)

87150337918096

4.2

82

244'-TrCB(#28)

41405854
22'33'4'55'6-/22'33'455'6-
OcCBs(#201/198)

1911182224221213181626

6.616249.39.3109.2116.62344'5-PeCB(#114)

17052050140300120

6727254238626422'344'55'6-OcCB(#203)

4425355455682628

32837.025592239191941278.4233'44'-PeCB(#105)

12295.5

8.7222227119.01313232522'33'44'56-OcCB(#195)

4523325560

14022'34'55'-HxCB(#146)

4.7

10

7.52.84.63.55.84.47.92.37.32.82.822'355'6-HxCB(#151)

22'33'455'66'-NoCB(#208)

703854739211040426358999822'33'44'55'-OcCB(#194)

168.4

60058079080022'44'55'-HxCB(#153)

120180831101401608594120110100

10161522'33'44'55'6-NoCB(#206)

5.13.13.83.57.87.33.44.05.15.36.46.1

4316161415263622'344'5-HxCB(#137)

77010004308901400890510490

5.76.98.07.7136.922'33'44'55'66'-DeCB(#209)

126.87.91119208.58.810

131215221615151771922'33'45'-HxCB(#130)

2768101534

10135.1196.29.820104.3Total TrCBs

7.63.65.05.4139.1

22'344'5'-HxCB(#138)

170310110160220220110120140130130190233'4'5'6-HxCB(#164)

1852

12019059107230831901081401407737Total TeCBs

10162.4

24239.323'44'55'-HxCB(#167)

340670130330720420240200190220310330

15001800Total HxCBs

330830110270580280320210230340260150Total PeCBs

48

12

43110190233'44'5-HxCB(#156)

276213245034161622

64090085012001400Total HpCBs

160026008501600270021001100100012001200

8.51111102548233'44'5'-HxCB(#157)

95180364399

13

2103746

260310120120180170270270Total OcCBs

1100820740130016001600640

55636232334843626222'33'55'6-HpCB(#178)

23418.09.42261



症診断項目である血液中 PCB 濃度に与える影響

は極めて小さいと考えられる．

血液中 PCBの定量結果をTable 2〜5 に示した．

Table 2は，従来法で血液中 PCB濃度が 1 ppb 未

満の比較的低濃度を示した血液試料 11例（No.

1〜11）の分析結果である．Table 3は，この低濃

度 11例の血液を別途量り取り，低温アルカリ分

解法で再分析した結果である．同様にTable 4は，

従来法で血液中 PCB 濃度が 2 ppb 以上の高濃度

を示した 11 例（No. 12〜22）の分析結果を，

Table 5は同じ試料を低温アルカリ分解法で分析

した結果を示す．表には，定量対象の PCB68種

異性体のうち，全被験者で全血重量あたり 1 pg/g

以上の濃度を示した 34種の主要異性体の濃度を

記載した．結果として，異なるアルカリ分解温度

で分析を行った場合の各 PCB同族体（３〜10 塩

素化物）の検出傾向は，低濃度と高濃度の両群で

一致し，６塩素化体の濃度が最も高かった．

両手法間の定量値の一致性を確認するため

Table 2〜5 の結果をもとに，従来法（80℃）で得

られた濃度値に対する低温アルカリ分解法

（30℃）濃度値の比を算出した（Table 6）．低濃度

群，高濃度群ともに，低温アルカリ分解法では従

来法に比べて３塩素化物の定量値がやや低くなり，

抽出効率の低下が認められた．しかし３塩素化物

の未抽出量は，油症診断項目の Total PCBs 濃度

に与える影響としては小さく，Total PCBs 濃度

比は，低濃度群で平均 0.96（範囲 0.92〜1.00），

高濃度群では 0.97（範囲 0.88〜0.98）であった．

また，同じく油症診断項目である「血中 PCBパ

ターン」の判定に用いられる指 標異性体の

PCB118，PCB153及び PCB156 の各濃度は，低濃

度群，高濃度群ともに両手法間でよく一致してい

た．

総 括

低温アルカリ分解法を用いて血中 PCB の異性

体分離分析を行った．油症診断の指標となる

Total PCBs 濃度，2,3',4,4',5-pentaCB（PCB118）

濃度，2,2',4,4',5,5'-hexaCB（PCB153）濃度及び

2,3,3',4,4',5-hexaCB（PCB156）濃度は，血液中

の濃度の高低にかかわらず，従来法を用いた場合

とほぼ同等であった．低温アルカリ分解法は，油

症検診受診者の血液中の PCB 測定に適用可能と

考えられた．近年，油症検診の受診者数が増大す

る傾向にあり，従来法に比べて分析操作の効率性

に優れる本法は有用と考えられる．
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2,2',3,4',5,5'-六塩素化ビフェニル(CB146)の in vitro代謝の動物種差
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Species Difference in the Metabolism of 2, 2', 3, 4', 5, 5'-
Hexachlorobiphenyl（CB146)

by Animal and Human Liver Microsomes

Chiho OHTA
1), Koichi HARAGUCHI

2), Yoshihisa KATO
3), Tetsuya ENDO

4) and Nobuyuki KOGA
1)

1)Faculty of Nutritional Sciences, Nakamura Gakuen University,

5-7-1, Befu, Johnan-ku, Fukuoka 814-0198
2)Daiichi College of Pharmaceutical Sciences, 22-1
Tamagawa-cho, Minami-ku, Fukuoka, 815-8511

3) Kagawa School of Pharmaceutical Sciences, Tokushima Bunri University,

1314-1 Shido, Sanuki, Kagawa 769-2193
4) Faculty of Pharmaceutical Sciences, Health Sciences University of Hokkaido,

1757 Ishikari-Tobetsu, Hokkaido 061-0293

Abstract The in vitro metabolism of 2, 2', 3, 4', 5, 5'-hexachlorobiphenyl (hexaCB) (CB146) was
examined using liver microsomes of rats, guinea pigs, hamsters and human. Untreated animal livers
produced one metabolite (M-2) in rats, three metabolites (M-1, M-2 and M-3) in guinea pigs and no
metabolite in hamsters. Pretreatment of phenobarbital (PB) resulted in a marked increase of M-1 in
three animals and ofM-2 in guinea pigs. In contrast, pretreatment of 3-methylcholanthrene showed a
significant increase of M-3 in guinea pigs and a decrease of M-2 in rats. Human liver microsomes
prepared from nine Caucasians mainly formedM-2 andM-3 at a ratio of 2 : 1 and two individuals also
formed one more metabolite M-1. The formation of M-1 was significantly correlated with CYP2B6
activity. By comparison of the GC-MS data of three metabolites with synthesized authentic samples,
M-1 and M-2 were determined to be 3'-hydroxy (OH) -CB146 and 4-OH-CB146, respectively.
However, M-3 is unclear at present except the fact that it is OH-hexaCB. These results suggest that
3'-OH-CB146 is formed by PB-inducible cytochrome P450 (CYP2B enzymes) in animal and human
livers and 4-OH-CB146 is a major metabolite in rat and human liver.

Key words : CB146・Metabolism・Cytochrome P450・Rat・Human

は じ め に

Polychlorinated biphenyls（PCBs）は周知の通

り，世界的な環境汚染物質の１つである．PCBは

脂溶性が極めて高いことから，生体内に取り込ま

れた後，脂肪組織や肝へ蓄積されるが，現在，

PCB 異性体として，2,2',4,4',5,5'-hexachlor-
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obiphenyl（hexaCB）（CB153），2, 2', 3, 4, 4',

5'-hexaCB（CB138），2,2',3,4,4',5,5'-heptach-

lorobiphenyl（heptaCB）（CB180），2,2',3,3',4,4',

5-heptaCB（CB170）および 2,3,3',4,4',5-hex-

aCB（CB156）が，哺乳動物の血液，脂肪組織およ

び肝から高濃度で検出されている．これらはいず

れも置換塩素数が６個以上で，2,4,5-三塩素置換

ベンゼンあるいは 2,3,4,5-四塩素置換ベンゼン

を有するものばかりである1)~7)．また，血液中か

らは PCB 異性体だけではなく，PCB 代謝物の

4-hydroxy（OH）-2,2',3,4',5,5',6-heptaCB

（CB187），4-OH-2,2',3,4',5,5'-hexaCB（CB146），

4-OH-2,3,3',4',5-pentachlorobiphenyl（CB107）

および 3-OH-CB153 なども比較的高濃度で検出

されている1)~6)．PCB 異性体のうち，置換塩素

数が５個以下のものやメタ-パラ位に水素が置換

されたものは，肝小胞体に局在するチトクロム

P450（P450）により，比較的容易に水酸化され，

胆汁を介して糞中へと排泄される8)9)．しかしな

がら，前述のような代謝物の場合，依然高い脂溶

性を維持しているため長期にわたり残留している

ものと思われる．

P450 による PCB の代謝は，芳香環が直接水酸

化される場合と，エポキシド中間体を経由する場

合の大きく２つの水酸化機構で進行することが知

られている8)9)．後者の場合，塩素原子がNIH転

位を伴うことがあり，親 PCB 異性体として数種

類が考えられている．例えば，ヒト血中で最も多

く検出される 4-OH-CB187 の場合，CB187 と 2,

2',3,4,4',5',6-heptaCB（CB183)が考えられる．

当研究室では，CB187 のラットとモルモット肝ミ

クロゾーム（Ms）による代謝を調べ，両動物とも

に主代謝物ではないが 4-OH-CB187 を生成する

ことを報告した10)．次に，ヒト血中で２番目に多

く検出される 4-OH-CB146 の場合，親 PCB 異性

体として，CB146，CB138 および CB153が考えら

れる（Fig. 1）．CB138あるいは CB153 からは，

それぞれ 4,5-あるいは 3,4-エポキシド中間体を

経由し，さらに４位の塩素原子が NIH シフトす

ることによって生成されるが，CB146 からは，４

位の直接水酸化によって生成される．これまで当

研究室では，CB138 の in vitro 代謝を，ラット，

モルモットおよびハムスター肝Ms を用いて調べ

たが，いずれの動物からも 4-OH-CB146は生成

されなかった11)．同様に，イヌ肝Ms12)およびモ

ルモット肝Ms13)を用いて CB153 の in vitro 代謝

を調べたが，4-OH-CB146は生成されなかった．

一方，CB146 の代謝については全く報告が見あた

らない．

そこで本研究では，ラット，モルモット，ハム

スターおよびヒト肝Msを用いて CB146 の in vit-

ro 代謝における動物種差を調べた．また，代謝に

関与する P450 分子種を明らかにするため，代表

的な P450誘導剤として知られている phenobar-

bital（PB）および 3-methylcholanthrene（MC）

で前処理した動物肝Msでも同様に検討した．

実 験 方 法

１．実験材料

（１）CB146 の合成

CB146は Cadoganの方法14)で合成した．すな

わち，2,4,5-trichloroaniline 1.0 g および 1,2,

4-trichlorobenzene 3.0 g を tetrachloroethylene

10ml で溶解し，さらに isopentyl nitrite 0.5mlを

加えて，110ºCで 24時間反応させた．反応物は

アルミナカラム(100g，Merck）およびシリカゲル

カラム(65 g，Merck）で部分精製した後，HPLC

にて精製した．HPLC条件は次の通りである．分

取用カラム，ODS カラム（250× 20 mm i.d.，5

µm，YMC製）；プレカラム，ODSプレカラム（50

× 20mm i.d.，YMC製）；移動相，acetonitrile；

流速，4 ml/min；検出波長，254 nm．なお，

CB146 の化学構造は1H-NMRおよび GC-MS に

より決定した．得られた CB146 の純度は，96.0

％であった．
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CB146：1H-NMRδ（ppm）：7.162（1H, d, J=

2.01Hz, 4-H），7.349（1H, s, 3'-H），7.558（1H, d，

J=2.56Hz, 6-H），7.613（1H, s, 6'-H）．MS（EI）

m/z（relative intensity, %）：358（100）［M+］，360

（188）［M++ 2］，362（153）［M++ 4］，364（66）

［M++ 6］，366（21）[M++ 8］，323（28）［M+-Cl］，

288（74）［M+-Cl2］．

（２）代謝物の合成

4-Methoxy（MeO)-CB146および 3-MeO-CB153

は Hutzingerらの方法15)を若干改変して合成し

た．すなわち，2,4,5-trichloroaniline 1.0 gを濃

塩酸で塩酸塩とした後，亜硝酸ナトリウム飽和水

溶液を滴下し，これに acetonitrile で溶解した 2,3,

6-trichlorophenol（Lancaster, UK）2.0 gを加え

て，110℃，２時間反応させた．その後，chlor-

oformにて抽出し，次に 2M水酸化ナトリウム で

逆抽出を行い，濃塩酸で弱酸性とした後，再び

chloroform で抽出した．抽出物はアルミナカラ

ム(100g, Merck）で部分精製した後，上記と同様

な条件 で HPLC を 行っ て 4-OH-CB146 と

3-OH-CB153 を 分 離 精 製 し た．最 後 に di -

azomethane でメチル化し，これを GC-MS に供

した．

6-MeO-CB146 は，既報10)に従い，合成した．

また，3'-MeO-CB146 および 4'-MeO-2,2',3,3',5,

5'-hexaCB（CB133）は Cadoganの方法14)で合成

した．すなわち，2,3,5-trichloroaniline 1.0 gお

よび 2,3,6-trichloroanisole（Lancaster, UK）2.0

gを tetrachloroethylene 10 ml で溶解し，さらに

isopentyl nitrite 0.5 mlを加えて，110ºCで 24時

間反応させた．反応液は，蒸発乾固させた後，シ

リカゲルカラム（65g, Merck）で部分精製し，

HPLCにて精製した．得られた予想化合物の分析

は，GC-ECDおよびGC-MSにて行った．

GC-ECDの条件は次の通りである．分析機器，

ECD 付 HP5890 Series Ⅱガスクロマトグ ラフ

(Hewlett-Packard製)； カラム，DB-1 フューズ

ドシリカキャピラリーカラム(30 m × 0.25 mm i.

d.，0.25 µm膜厚，J&W Scientific製)；オーブン

温度，230℃； 注入口温度，250℃； 検出器温度，

250℃； キャリアーガス，N2(1 ml/min)．

4-MeO-CB146：MS (EI)m/z (relative intensi-

ty)：388 (100)［M+］，390 (188)［M+ + 2］，392

(149)［M++ 4］，394(62)［M++ 6］，396(16)［M+

+ 8］，373(44)［M+-CH3］，345(36)［M
+-COCH3］，

275(46)［M+-COCH3Cl2］.

3-MeO-CB153：MS (EI)m/z (relative intensi-

ty) 388 (100)［M+］，390 (193)［M+ + 2］，392

(147)［M++ 4］，394(68)［M++ 6］，396(17)［M+

+ 8］，373(7)［M+-CH3］，345(45)［M
+-COCH3］，

338 (13)［M+ -CH3 C l］，275 (42)［M+ -COCH3
Cl2］.

6-MeO-CB146：MS (EI)m/z (relative intensi-

ty) 388 (100)［M+］，390 (193)［M+ + 2］，392

(156)［M++ 4］，394(86)［M++ 6］，396(16)［M+

+ 8］，338(134)［M+-CH3Cl］，318(29)［M
+-Cl2］，

275(39)［M+-COCH3Cl2］.

3'-MeO-CB146：MS(EI)m/z(relative intensi-

ty) 388 (100)［M+］，390 (198)［M+ + 2］，392

(156)［M++ 4］，394(69)［M++ 6］，396(17)［M+

+ 8］，373(8)［M+-CH3］，345(37)［M
+-COCH3］，

338(12)［M+-CH3Cl］，275(37)［M
+-COCH3Cl2］.

4'-MeO-CB133：MS(EI)m/z(relative intensi-

ty) 388 (100)［M+］，390 (190)［M+ + 2］，392

(142)［M++ 4］，394(63)［M++ 6］，396(14)［M+

+ 8］，373(36)［M+-CH3］，345(33)［M
+-COCH3］，

275(40)［M+-COCH3Cl2］.

（３）実験動物の薬物処理

雄性の Hartley系モルモット（体重約 280 g），

Wistar 系ラット（体重約 260 g）および Golden

Syrian系ハムスター（体重約 90 g）を，それぞれ

未処理群，PB前処理群およびMC前処理群の３

群に分け，１群４匹とした．PB-Na塩は生理食

塩水に溶解し 80 mg/kg/day の用量で，一方，

MCはコーン油に溶解し 20 mg/kg/dayの用量で，

いずれも３日間腹腔内に投与した．最終投与日の

翌日に実験動物を屠殺して，肝を摘出し，常法に

より肝Ms を調製した．なお，これらの動物実験

は中村学園大学の実験動物委員会の承認を得た上

で，「中村学園大学（含む短期大学部）動物実験に

関する規定」を遵守し実施した．

（４）ヒト肝ミクロゾーム

ヒト肝 Ms は，白人男性５名（HG32，HG64，

HG74，HH74，HH81）および白人女性４名（HH77，

HH91，HH101，HK37）から個人別に調製された

ものをBD Gentest 社（Woburn，MA，USA）よ

り購入した．相関係数を算出するのに必要なヒト

肝Ms 中の各 P450 分子種の酵素活性は，添付書
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類のデータを使用した．

２．肝Msによる代謝

動物肝 Ms による CB146 の代謝は既報10)に準

じて行った．すなわち，40µM CB146 を NADPH

生成系(0.33 mM NADP，5 mM glucose-6-phos-

phate，glucose-6-phosphate dehydrogenase 1.0

unit)，6 mM MgCl2 および動物肝 Ms（1 mg

protein)を 100 mM HEPES緩衝液(pH 7.4)とと

もに合計 1 ml として，37℃で 60 min インキュ

ベート後，代謝物を chloroform-methanol（2 : 1）

1mlと n-hexane 3ml で３回ずつ抽出した．ヒト

肝 Ms の場合には，スケールをすべて半量とし，

同様に行った．抽出液は diazomethane でメチル

化後，GC-ECDまたは GC-MS に付した．代謝物

の定量は，CB146 の検量線を用いて行った．

３．その他

肝 Ms のタンパク質の定量は，Lowryらの方

法16)に従い行った．なお，標準タンパク質として

ウシ血清アルブミンを用いた．

合成標品および代謝物の分子量は，GC-MS

2000（島津製作所製）を用いて，EIモードで測定

した．GC-MS 分析条件は次の通りである．カラ

ム，DB-1 フューズドシリカキャピラリーカラム

（30 m × 0.25 mm i.d.，0.25 µm 膜厚，J&W

Scientific製)； オーブン温度，70ºC（1.5min) -

20ºC/min - 230ºC（0.5 min) - 4ºC/min - 280ºC

（5min)； 注入口温度，250ºC； キャリアーガ

ス，He（1 ml/min)．
1H-NMR スペクトルの測定は日本電子製の

JEOL GSX-500（500 MHz)を用いて行った．試料

は，chloroform-dに溶解し，tetramethylsilaneを

内部標準物質として用いた．

実 験 結 果

１．実験動物肝Msによる代謝

ラット，モルモットおよびハムスターによる

CB146代謝を調べた．Fig. 2 には，未処理動物肝

Ms により生成された CB146 代謝物（メチル化

体）のガスクロマトグラムを示す．未処理Ms の

場合，ラットで１種類の代謝物（M-2)が保持時間

16.75 minに，また，モルモットで３種類の代謝

物（M-1，M-2 およびM-3)が保持時間 16.1min，

16.75 minおよび 17.23 minに検出された．なお，

ハムスターでは代謝物ピークは検出されなかった．

次に，各種動物肝 Ms による CB146代謝物を

定量した（Table 1)．代謝物の定量は CB146未変

化体の検量線を用いて行った．その結果，まず未

処理ラット肝 Ms における M-2 の生成活性は

24.2 pmol/hr/mg protein であった．また，未処

理モルモット肝 Ms における M-1，M-2 および

M-3 の生成活性は，それぞれ 28.2，1.3 および

4.7 pmol/hr/mg protein であり，M-1が主代謝物

であった．次に，PB前処理した肝Msでは，ラッ

トの場合，M-1が新たに生成され，その生成活性
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は 51.7 pmol/hr/mg proteinと顕著であった．な

お，M-2は 1.2倍に増加したに過ぎなかった．モ

ルモットの場合，M-1 およびM-2は，それぞれ

未処理の 4.2倍および 5.2倍に有意に増加したが，

M-3は全く検出されなかった．ハムスターの場

合には，M-1 のみが新たに検出され，その生成活

性は 31.9 pmol/hr/mg protein であった．一方，

MC前処理肝Msでは，ラットの場合，M-2 のみ

が生成されたが未処理の約 50％に有意に減少し

た．モルモットの場合，M-2 と M-3がそれぞれ

未処理の 5.1倍と 3.8倍に増加したが，M-1はほ

とんど変化なかった．また，ハムスターの場合，

未処理と同様，代謝物は全く検出されなかった．

２．ヒト肝Msによる代謝

９名のヒト肝 Ms による CB146代謝を個人別

に調べた．その結果，Fig. 3 に示すように，すべ

てのヒト肝Msに共通して，M-2が最も多く生成

された．次いで１名を除き，M-3が生成された．

また，男性２名（HG63，HH74）の肝 Ms では，

M-2 と M-3 に加え，M-1 の生成も観察された．

さらに，３種類の代謝物と主要な P450活性との

相関係数を算出したところ，M-1 の生成が総

P450 量および CYP2B6 と有意に相関することが

認められた（Table 2）．なお，M-2 およびM-3 の

生成は，どの P450 分子種とも全く相関は認めら

れなかった．さらに，性差を調べるために，男性

５名と女性４名の平均を比較したところ，M-2 と

M-3 の生成活性は，男性ではそれぞれ 8.0± 2.3

と 4.2± 3.3 pmol/hr/mg protein，女性ではそれ

ぞれ8.9± 1.7 と 4.0± 1.0 pmol/hr/mg protein

であり，ほとんど違いは認められなかった．

３．代謝物の化学構造

CB146代謝物の化学構造を決定するため，100

倍量のスケール（100 ml）で代謝反応を行い，さ

らに代謝物をメチル化し，これを GC-MS に供し

た．その結果，M-1，M-2 および M-3 のメチル

誘導体は，いずれも分子量 388 を有することから，

３種とも OH 体であることが明らかとなった

（Table 3）．また，M-1（メチル化体）では，フラ

グメントイオン［M+-43］（m/z 345）が比較的多
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M-2

Metabolite formed (pmol/hr/mg protein)

M-3

31.9± 5.5*PB-treated

N.D., not detected.
Each value represents mean ± S.D. of four animals and those in parentheses
are the relative ratio of untreated animals.
*Significantly different from untreated animals (p < 0.05).

Table 1 Effects of P450 inducers on CB146 metabolism by liver
microsomes of rats, guinea pigs and hamsters

N. D.Untreated

N. D.

(0.9)

Hamster

N. D.

26.1± 14.6MC-treated

N. D.

28.2± 5.4Untreated

(1.0)

117.0± 13.2*PB-treated

(4.2)

Guinea pig

N. D.MC-treated

51.7± 8.6*PB-treated

N. D.

(1.0)

4.7± 5.8

(3.9)

18.2± 3.2*

N. D.

N. D.

M-1Treatment

N. D.Untreated

28.0± 3.4

(1.0)

24.2± 2.3

Rat

7.1± 1.8*

(1.0)

1.3± 1.6

(0.5)

12.7± 5.6*

(1.2)

N. D.

N. D.

(5.1)

6.4± 5.2

(5.6)

N. D.N. D.N. D.MC-treated
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0.329CYP2C19

M-2 M-3

0.044CYP2D6

* p < 0.05，**p < 0.001.

Table 2 Correlation coefficient between human P450 activities and three
CB146 metabolites

0.290CYP2C9

-0.227

0.020

0.153

-0.158

-0.096

0.653CYP2C8

0.587CYP2E1

0.094CYP2A6

0.974**CYP2B6

-0.114CYP1A2

0.285

0.475

0.167

M-1Isoform

0.747*Total P450

-0.345

0.095

-0.037

-0.378

0.035

-0.358

-0.348

0.132

-0.105

0.252

0.0620.0810.514CYP3A4
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[M+-15]

Molecular

100

[M+-50]

3884-MeO-CB146
-, not detected. CB133 (2, 2', 3, 3', 5, 5'-hexaCB) ; CB153 (2, 2', 4, 4', 5, 5'-hexaCB).

Table 3 Mass spectral data and retention times of the methylated derivatives of three
CB146 metabolites and its synthetic compounds
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く検出されたのに対し，M-2（メチル化体）では

フラグメントイオン[M+-15］（m/z 373）が多く

検出された．これらの結果から，M-1はメタ位す

なわち 3（3'）位あるいは 5（5'）位に，またM-2

はパラ位すなわち 4位あるいは 4'位に OH基を

有することが示唆された．また，各代謝物の GC

保持時間およびマススペクトルを，別途合成した

標準品と比較したところ，M-1 と M-2 のメチル

化体が 3'-MeO-CB146 および 4-MeO-CB146 と

ほぼ一致したことから，M-1 と M-2は，それぞ

れ 3'-OH-CB146 と 4-OH-CB146であることが示

唆された．なお，M-3 については，塩素６個の同

位体ピークは検出されたものの明確なフラグメン

トイオンを検出するには至らなかったことから，

現在のところ不明である．

考 察

ヒト血液中で２番目に多く検出される PCB代

謝物である 4-OH-CB146 の親 PCB 異性体を明ら

かにするため，ラット，モルモット，ハムスター

およびヒト肝Ms による CB146 の代謝を調べた．

その結果，本代謝物がラット，モルモットおよび

ヒトで生成されること，また，CB146 の代謝パ

ターンに大きな動物種差があることが明らかと

なった．Fig. 4 に動物肝およびヒト肝における

CB146 の推定代謝経路を示す．未処理動物肝Ms

での主 代謝物は，ラットでは 4-OH-CB146

（M-2），モルモットでは 3'-OH-CB146（M-1）で

あったが，一方，ハムスターでは代謝物が生成さ

れなかった．また，PB前処理により，ラット，モ

ルモットおよびハムスターのいずれの動物でも共

通して，3'-OH-CB146 の生成が著しく促進され，

その活性の強さは，モルモット＞ラット＞ハムス

ターの順であった．なお，MC 前処理により，

4-OH-CB146 の生成が，ラットでは未処理の

50％に激減したのに対し，モルモットでは未処理

の数倍に増加した．これまでに，我々はモルモッ

トが，CB153，CB138 および CB187 のような 2,4,

5-三塩素置換ベンゼンを有する PCB 異性体に対

し，高い代謝能を有することを報告してい

る10)11)13)．今回，CB146代謝においても同様に，

モルモットにおいて特異的な代謝活性が観察され

た．

今回，4-OH-CB146が CB146 の代謝物である

ことが初めて確認された．驚いたことに，ヒト肝

Msでは，ラット未処理肝Ms と同様に，主代謝

物であった．ヒト血液中において，4-OH-CB146

は，4-OH-CB187 の次に高い濃度で検出されてい

る1)~7)が，今回の結果は，これらの報告をよく支

持するものであった．一方，PCB製品（60％塩素

含量）中の CB146含量は，CB153 と CB138 の含

量がいずれも 10％前後であるのに対し，1.6％程

度と少ないことが報告されている17)．これらの

事実を考え合わせると，摂取された CB146 は

徐々に生体に濃縮されていき，さらに肝でゆっく

り代謝を受け，4-OH-CB146 のみが血液中に局在

するようになったものと考えられる．血液中にお

ける PCB代謝物の高残留性は，血中の甲状腺ホ

ルモン輸送タンパクである transthyretinとの親

和性の強さ18)19)で議論されているが，詳細はよく

わかっていない．

これまでに，我々は MC 誘導性のハムスター

CYP2A8が，2,2',5,5'-tetrachlorobiphenyl（tet-

raCB）（CB52）20)や 2,3',4',5-tetraCB（CB70)21)

の 4-水酸化反応を触媒することを明らかにして

いる．今回，MC 前処理ハムスター肝 Ms で

4-OH-CB146が生成されるものと考えられたが，

CB187代謝10)の場合と同様に，全く活性が見られ

なかった．これらの結果から，CB146 や CB187

のように，３位および５位に塩素置換された PCB

異性体は，CYP2A8 の基質にはならないのかもし

れない．

今回，ヒト肝Msにより，主に 4-OH-CB146 と

M-3 が生成された．ヒト肝 P450 については，
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CYP3A4（CYP3A5 を含む），CYP1A2 および

CYP2C9 がそれぞれ総 P450 含量の約 30%，約

15％および約 15%を占めていること，また他の

P450 分子種は 5% 以下であることが知られてい

る22)~24)．そこで，4-OH-CB146 および M-3 の

生成量とヒト肝 P450活性との相関を調べたが，

有意な相関を示す P450 分子種は全く見あたらな

かった．結局，両代謝物の生成に関与する P450

分子種の特定には至らなかった．この点は今後の

研究課題である．

９名のうち，男性２名（HG64，HH74）の肝Ms

に，3'-OH-CB146 の生成活性が認められた．当

初，ヒトにおける性差ではないかと考えられたが，

提供者の情報（添付書類）を調べたところ，HG64

と HH74 の死因はそれぞれ脳血管障害および頭

蓋内出血であり，生前，治療薬として前者は

warfarinを，後者は抗うつ薬 prozacとアンギオ

テンシンⅡ受容体拮抗薬 cozaarを使用していた

こと，また，この２名の肝Ms の CYP2B6活性，

すなわち（S）-mephenytoin N-脱メチル化活性が，

他より２〜13倍高いことが判明した（データ未掲

載）．これらの事実から，薬物摂取により

CYP2B6が誘導され，3'-OH-CB146 の生成が促

進 されたものと考 えられる．このように，

3'-OH-CB146 の生成には，実験動物およびヒト

で共通して，CYP2B酵素が強く関与することが

示唆された．

総 括

１．ラット，モルモット，ハムスターおよびヒト

肝 Ms による CB146代謝を調べた結果，３

種類の代謝物（M-1，M-2 およびM-3）が生

成された．その生成パターンは動物間で大き

く異なっていた．

２．GC-MS の結果から，３種類の代謝物はいず

れも OH 体であり，合成標品との比較から，

M-1は 3'-OH-CB146，M-2は 4-OH-CB146

であると推定された．なお，M-3 の正確な構

造は現在不明である．

３．未処理Msでは，3'-OH-CB146は，いずれの

実験動物においても，PB前処理により，そ

の生成が増大した．4-OH-CB146は，ラット

およびモルモットの未処理 Msで生成され，

モルモットでのみ PB前処理により数倍に増

加した．M-3はモルモットでのみ MC前処

理により，数倍増加した．

４．９名から調製されたヒト肝Msは，いずれも

主代謝物として 4-OH-CB146 を生成した．

また，このうち８名は M-3も生成した．な

お，２名は 3'-OH-CB146 の生成活性も有し

ていた．

以上の結果から，ヒト血中で高濃度検出される

4-OH-CB146 は，CB146 の主要な代謝物である

こと，また，3'-OH-CB146 の生成は，PB誘導性

の P450（CYP2B酵素）により触媒されることが

示唆された．
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