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発ガン物質のけい光分析法による微量分析
Micro Analy$i$Of Carcinogenic Sub$tanCe$

by Fluorometric Method

The fluorometric method of ∂na】yzlng POlynuclear arom∂tic hvdrocarbons

COntainedin atmospheric particulate m∂tter and the effects of this method a｢e

detailedin this article.The hvdrocarbonsa｢einitiallv caught by the high volume

SamPlerand extractedbvthevacuumsublim∂tionmethod.Theva｢ethensepa｢ated

bvone-dimensionaIdualbandthinl∂Ve｢Ch｢omatog｢aphvandfinallyanalvzeduslng

a f=+0reSCeneSPeCtrOPhotometerand a thinlayer chroma10g｢aPhv∂CCeSSO｢∨.This

fluorometric methodisalsoapp=cabletoanalyzlngaflatoxin containedin peanut

mold.After extraction,the aflatoxinis∂lso separ∂ted bv one-dimensiona】dual

band thinlaverchromatographvandthenan∂lvzedbvthef山0｢Ometricmethod.ln

both cases.the method of ope｢ationis easy′ reqUi｢es onlv a small∂mOunt Of

S∂mPle.∂ndanalvsisisf∂Sterthanwithconventionalmethods.

11 緒 言

近年我が国における死因別死亡状況をみると,昭和28年以

来今日までガンは総合で死亡順位第2位を占めているばかF)

でなく,昭和45年度においては社会的にも家庭的にも重要な

地位にある34～64歳の年令階層において死因順位第1位とな

っている｡カ､ン発生のJ京因に関しては種々の因子が考えられ

ているが,その中の一つの重要因子として生活環境中の発ガ

ン性物質,又はその関連物質の体内侵入があげられる｡生活

環】尭中に広く分布し,且つ強力な発ガン性物質としては,多

環芳香族炭化水素系発ガン性物質,アフラトキシンなどのマ

イコトキシン,及びニトロサミン系化合物がある｡これらの

物質はすべてけい光分光法で感度良く分析可能である｡本稿

ではその一例として,大気i字遊粉塵中の多環芳香族炭化水素

とピーナツ中のアフラトキシンの薄層けい光分光法などによ

る分析法につき述べる｡

囚 多環芳香族炭化水素

多環芳香族炭火水素系の発ガン性物質は,物質の燃焼,又

は高温処理により発生する｡我々は物を燃やすことなしには

生活できない｡従って,多環芳香族炭火水素系の発ガン性物

質は必然的に環j尭に広く分布するようになり,また産業など

において大量に消費される燃料の処理方法(燃焼法及び排ガ

ス処理)を誤ると多量の発ガン性炭化水素が大気中などに放

散する危険性がある｡このため,ベンゾ(a)ビレンを中心とし

た発ガン性炭化水素の微量迅速分析法を確立し,環j尭汚染の

実態を把握することはガン対策の一環として重要である｡

大気浮遊粉塵中の多環芳香族炭化水素分析に関する研究報

告は,Waller(1)がロンドンの大気中からベンゾ(a)ビレンを検

出して以来,数多く提出され今日に至っている｡しかし,その

多くの分析方法は操作が複雑で,所要時間が長いなどの難点

を有していた｡これは大気浮遊粉塵中に含まれる有機化合物

の種類が200-400種と多く,個々の化合物の含量は極めて少

ないことに起因する｡このため,空気を多量に吸引して浮遊

粉塵を多量採取しなければならず,また捕集粉塵中の多環芳

松下秀鶴* 仇deJ5以γⅣ〟αJβαざんりα

嶺岸久子** 肌gα丘0肌乃eg才ざんg

香族炭化水素を単離するのに複雑な操作と長時間を要した｡

このような分析法上の難点を解ぎ央する一つの試みとして,最

近松下ら(2)により二層薄層クロマトグラフィが提案された｡こ

の方法によると,捕集浮遊粉塵の真空昇華抽出物から目的の
多環芳香族炭化水素を簡単に単離することができる｡また感

度の高い分析｢装置であるけい光分光光度計を併用することに

より,極微量の多環芳香族炭化水素の分析が可能となり,浮

遊粉塵捕残量も少量で足I)るようになった｡

大気浮遊粉塵中の多環芳否族炭化水素の分析は次の操作か

ら成っている｡

(1)浮遊粉腱の捕集

(2)捕集粉塵から有機物質の抽出

(3)抽出物から各物質の単離

(4)定量

2.1 浮遊粉塵の捕集

通常ハイポりユーム サンプラを用いてか､ラス ファイバフ

ィルタ上に大気浮遊粉塵を捕集する｡フィルタとしては,有

機物をバインダとして使用していないものを用いる｡大気粉

塵の必要捕集二義は才采用する分析方法によって異なるが,ここ

で採用した真空昇華抽出→薄層クロマトグラフィーけい光分

析から成る方法では,10mgで十分である｡従来用いられてき

たソックスレーi容剤抽出→カラムクロマトグラフイ→l吸光分

析の方法によれば,200～400mgも必要とした｡捕集時間は芳

香族炭化水素の散逸を考痔､して,できるだけ短いことが望ま

しい｡捕集物は褐色デシケータ中で乾燥後,重量i則走し抽出

操作にかけられる｡

2.2 抽 出

才由出は,図1に示す真空昇華装置を用いて行なわれる｡フ

ラスコに捕集粉塵の付着したガラス‥7イルタを入れ,真空昇

華管(内径約2mm,長さ約20cm)をつなぎ,真空度0.01mmHg

以下(通常0.007mmHg程度)に排気後,3000cに予熱した電気

炉に挿入し,電気炉の出口近くの昇華管部分を水冷する｡こ

のまま約40分間放置すると,昇華管の冷去帽β位に多環芳香族

*労働省労働衛生研究所理学博士 **日立製作所那珂工場
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炭化水素顆が析出する｡マイクロシリンジを用いてその部分

に少量のベンゼン(又はテトラヒドロフラン)を注入すると,

析出物は容易に溶解する｡別のマイクロシリンジでこの溶液

を吸い上げ,薄層クロマトグラフィによる分離に供する｡

2.3 分 離

昇華抽出物溶液の一定量を二層一次元薄層クロマトグラフ

ィにかけて分離する'｡二層一次元薄層クロマトグラフィでは,

分離に用いるq及着媒と検体塗布に用いる【吸着媒は異なったも

のを使用する｡検体塗布用の吸着媒としては,検体に対して

分離能力の全くないものを選ぶ｡検体は展開剤とともに上昇

して塗布用吸着媒と分離用吸着媒との境界で線状スポットと

なった後,分離用q及着媒薄層上で各成分に分絶する｡二層【一

次元薄層クロマトグラフィでは,塗布が無雑作で塗布スポッ

トが大きくなっても二層の填で細い線となり,そこから改め

て展開されるため,分離の良いクロマトグラムが得られる｡

従って通常の一次元薄層クロマトグラフィと比較すると,

(1)試料塗布に熟練を要しない｡

(2)多量の試料液(50～200/ノ′)がつけられるから試料塗布に

伴う誤差が少ない｡

(3)常に良好な分離パターンが得られる｡

などの利点を有する｡

ここでは検体塗布用にキーセリレグールG(メルク社)を,

分離用に26%アセナル化セルロース(微結晶性薄層用セルロ

ース,アビセルS Fをアセテル化したもの)を用いた｡なお

二層薄層プレートは,図2に示すアプリケータを用いること

によって作製することができる｡薄層作製後,800cで1時間

加熱して活性化した後,宅i急に戻して使用した｡

抽出液をキーゼルグール薄層上に塗布した後,メタノール

ーエーテルー水(4:4:1V/V)で,アセナル化セルロース層

上に10cm展開した｡図3は展開後の薄層を紫外線ランプで照

射したとき現われるスポットの様子を示したものである｡

2.4 定 量

芳香族炭化水素は紫外域から可視城にわたって強い特性吸

収帯をもっているので,吸光分析によって同定及び定量分析

することができる｡しかし,けい光分析によれば10～100倍ほ

ど感度が高い｡薄層クロマトグラフィによって分離された微

量の試料を定量するのに,けい光法はよr)適している｡

薄層上のスポットをかき取り,溶媒で抽出して,溶液の状

10

昇華管

マイクロシリンジ

図l 真空昇華装置 昇華管の冷 号■1

却部位にマイクロシリンジを用いてベン

ゼンを注入,析出物を溶一弾する｡

Fig.1 Vacuum Sublimation

Appa｢atus

態でけい光スペクトルを測定することによって同定及び定量

することはよく行なわれているが,ここでは薄層から直接測

定する方法について述べる｡

スポットをかき取ることはせず,薄層板を薄層タロマト装

置に装着し,目的のスポットのけい光スペクトルを測定する

ことによって同定を行ない,またけい光強度を比較すること

によって定量することが可能である｡

図3の薄層プレートをけい光検出用紫外線ランプ(主波長

365nm)で照射すると,青色から緑色までの様々な色調のけ

い光を発するスポットがみられる｡おおよその同定はけい光

の色と月′値から可能であるが,更にスポットのけい光スペク

トルと励起スペクトルを測定して標準物質と比較し,同定を

完全なものにした｡測定にはMPF-4形けい光分光光度計と†¶

滞層タロマト付属装置を用いた｡図4は,装置の外観を示す

ものである｡標準物質と同じ月′値を有する試料のスポットの

けい光スペクトルと励起スペクトルとを一組として示したの

アセテル化セルロース

､､

アルミニウムオキサイドG

デバイダ

､ヽ

1

1

1

匡12 二層薄層プレート用アプリケ一夕 通常のアプリケータにデバ

イダを入れ,2種類の吸着媒を同一プレート上に塗布する｡

Fi9.2 Applicato｢fo｢DualBandThin-layer
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図3 真空昇葦抽出物の二層一次

元薄層クロマトグラム サンプル

には多少テーリングが見られるが,かな

り分離の良いタロマトグラムである｡

Fjg.3 0ne DimensionalDual

Band Thin-1ayer Chromatogram

Of Vacuum Sublimation Extract
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が図5～9である｡なお,標準物質として用いた芳香族炭化

水素の月′値とスペクトルをあらかじめ知っておく必要がある｡

スポット①,(乱(参のスペクトルは標準とよく一致しているこ

とから,それぞれベンゾ(a)ビレン,ベンゾ(k)フルオランテン,

ビレンであると同定された｡(彰のけい光スペクトルはブロー

ドで,これからは同定しにくいが,励起スペクトルからフル

オランテンと同定された｡一方,スポット(要はベンゾ(b)フル

オランテンとはかなり異なるスペクトルを示している｡これ

は分離が不完全だったためで,図6の影を付けた部分は他の

炭化水素(主にクリセン)によるものと思われる｡図10は,図

3のベンゾ(a)ビレンのスポットをデンシトメータでスキャニ

ングしたときに得られたパタ_-ンを示すものである｡デンシ

トメトリイは,薄層クロマトグラムのスポットの高さがそろ

つていることを利用して,展開方向とは直角に物質ごとに行

なった｡図11はベンゾ(a)ビレンとベンゾ(k)フルオランテンに

対する検量線を示したものでぁる｡ビ】ク面積と塗布呈との
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図4 MPFl=ナい光分光光度計と薄層クロマト付属装置 けい光

性薄層クロマトグラムにとって感度の高い分析装置である｡

Fj9.4 MPF-4 F山0reSCenCe Spectrophotometer and Th山一

1ayer Chromatography Accessory

励起スペクトル

スポット①
けい光スペクトル

標準物質

ベンゾ(a)ビレン

′

サンプル

200 300 400
′

000 500(nm)

図5 ベン:ペa)ビレンとサンプルのけい光スペクトルと励起スペクトル

サンプルと頓準物質は,けい光及び励起スペクトルが全く一致している｡

Fig･5 F山0｢eSCenCe and Excitation Spectra of Benzo(a)pyrene and Sample
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励起スペクトル

スポット②
標準物質

ベンゾ(b)フルオランテン
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けい光スペクトル

サンプル

クリセン/

200 300 400

励起スペクトル

400 500 ([m)

けい光スペクトル

スポット③
標準物質

ベンゾ(k)フルオランテン

サンプル

200 300 400

励起スペクトル
スポット(釘
標準物質
ビ レ ン

サンプル

400 500

けい光スペクトル

200 300 400 400 500

間に良好な直線関係が成立することが認められた｡従って,

この関係を利用して試料中のベンゾ(a)ビレンなどの量を容易

に定量できる｡なお,二層一次元薄層クロマトグラフィー直

接けい光測定法によるベンゾ(a)ビレンの最小検出量は1ngで

12

600 (nm)

800(nm)

図6 ベンソてb)フルオランテンとサン

プルのけい光スペクトル及び励起スペ

クトル 図の影の部分は,分離不十分で残 ヰ■l

ったクリセンによる｡

Fig.6 Fluoresce=Ce a=d Excitatio=

Spectra of Benzo(b)fluo｢anthene

and SampIe

図7 ベンゾ(k)フルオランチンとサン

プルのけい光スペクトル及び励起スペ

クトル サンプルと標準物質は.けい光,

励起スペクトルともよく一致している｡

Fig.7 F山0reSCe=Ce and Excitatio=†

Spectra of Benzo(k)fluo｢anthene and

SampIe

r

ヒJ

区18 ビレンとサンプルのけい光スペ

クトル及び励起スペクトル サンプル

と標準物質は,けい光,励起スペクトルとも.

よく一致Lている｡

Fi!ト8 Fluo｢escence and Excitation

Sp80tra Of Py｢ene and Sample

あった｡

8 アフラトキシンの分析

数年前,我が国で輸入ピーナツのかぴから強い毒性を有す
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るかび毒,アフラトキシン(Aflatoxin)が発見され大きな問題

になった｡アフラトキシンはかびの一種であるアスペルギル

ス フラブス(Asper如11us Flavs)が生成するかび毒で,アヒ

ル,七面鳥などの多くの種類の動物に対して急性の強い毒性

を示すばかりでなく,ラットなどの動物に対しては発ガン性

を示すことが発見されている｡我が国では昔から数多くの発

酵食品が供せられているが,使用しているかびがアスペルギ

ルス フラブスと類似の種精であることから,アフラトキシン

の存在が懸念されているが,幸いにもこれまで一件発見され

たのみである｡しかし,発酵食品や輸入穀物の監視はノ常時必

要であr),現にそのための検査研究機関が設立されている｡

またアフラトキシンの迅速簡便な分析方法の確立が望まれて

いる｡

アフラトキシンは紫外線の照射によって青緑色のけい光を

発し,ペーパークロマト又はう等層タロマトによって四つの成

分に分けられる｡青いけい光を発する成分はアフラトキシン

Bl,Ba 緑色のけい光を発するものはアフラトキシンGl,G2

と名付けられている(3)｡

3.1 前 処王里

ピーナツ中のアフラトキシンは,以下に述べる手法で分析

される(4)｡

(1)粉砕したピーナツ50gにメタノールと1%NaClの混合液

(11:9)を250ml加えて30分間かき～昆ぜる｡

(2)ノルマルヘキサン200mlを加えて30分間かき混ぜる｡

(3)水屑から50mlを分け取る｡

(4)クロロホルム50mlずつで2回,2分間振とうして抽出する｡

図9 フルオランテンとサンプルのけ

い光スペクトル及び励起スペクトル

けい光スペクトルは,ブロードで,同定に用い

るには不足であるが,励起スペクトルの形は

標準物質と一致Lているので,同定に用いた｡

Fi9.9 Fluo｢escence and Excitation

Spect｢a of Fluo｢anthene and Sample

図10 ベンソてa)ビレン(B(a)P)とサン

フールのテざンシトメトリー 展開方向と

は直角に行なった｡

Fig.10 Densitomet｢y of Benzo(a卜

Pyrene and Sample

(5)クロロホルムi容液に無水硫酸ソーダを入れて水分を除く｡

(6)クロロホルムi容液をi威圧下で50mlになるまで濃縮する｡

(7)カラム アロマトグラフイにかける0
吸着剤:シリカゲル10g＋無水硫酸ソ【ダ15g

ノルマルヘキサン150mlとエ【テル150mlでカラムをラ先浄して

おく｡

メタノールークロロホルム(3:9.7V/V)200mlで抽出する｡

2,000

1,500

濫1,000
へ

よ5｡｡j
ク′×

ン/
ン/X

B(a)P

×//''B(k)F

10 20 30

塗 布 景(ng)

40 50

図tlペンソて叫ビレン(qa)P)とベンソてk)フルオランテン(耳k)F)

の検量線 ピーク面稚と塗布土との間に,直線関係が成立する｡

Fi9･ll Ca】ib｢atio=Cu｢ves fo｢Be=Z叫a)py｢e=e a=d Be=Zqk)
fluoranthene
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図12 アフラトキシンの一層一次元薄層タロマトグラム及び二層一

次元薄層タロマトグラム 一層(左)と比べて二層(右)の薄届クロマトグ
ラムは,分離が格段に良い｡

Fig･■2 0=e Dim8nSiona10ne Band ThinJayer Chromatogram

a=d One Dime=SionalDualBand Thi=一Iayer Chromato9ram

Of Aflatoxin

腎禁雷雲孟子㍉VB2V｡1UG含し
図13 アフラトキシンのテンシトメトリー アフラトキシンの4成分

がよく分離されている

Fi9.13 Densitomet｢y of Aftatoxin

(8)メタノール【クロロホルム溶液を減圧下で蒸発させる｡

(9)残法をベンゼンーアセトニトリル(49:1V/V)500ノJ忙

溶解させる｡

(畑 薄屑クロマトグラフィにかける｡

(川 アフラトキシンのスポットを紫外線ランプ(主波長365nm)

で照射してけい光を目で検知するか,又はけい光分光光度計

と薄層クロマト装置を用いて,同定及び定量を行なう｡

3.2 同定と真玉

薄層クロマトグラフィは2.で述べた二層一次元薄層クロマ

トグラフィの方法を用いた｡図12の左側は一層のクロマトグ

ラムで,吸着剤はアドソルブジルー1である｡試料を比較的大

まかにつけたこともあって分離は良くない｡同図の右側は二

層一次元薄層タロマトグラムである｡塗布面積が大きいにも
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0 50 100 1三治 200 250

塗 布 量(ng)

図川 アフラトキシンの検量線 200ng以下のアフラトキシンについて.

直線である｡

Fi9.14 Calib｢ation Curves for Aflatoxin

かかわらず,アフラトキシンの4成分がよく分離されている｡

けい光分光光度計MPF-4と薄層タロマト付属装置を用い

て,励起i皮長350nm,けい光波長440nmに設定したときのデ

ンシトメトリイの結果は,図13に示すとおりである｡アフラ

トキシンBl,B令 Gl,G2のそれぞれの標準試料の量を変えて

同じように展開し,検量線を求めた結果は,図14に示すとお

りである｡約200ng以下のアフラトキシンについてスポット量

とけい光強度は直線関係にあることが分かった｡また最小検

出量は1ngであった｡

田 結 言

大気浮遊粉塵中の多環芳香族炭化水素及びピーナツのかび

毒アフラトキシンを抽出した後,二層一二大元薄層クロマトグ

ラフィで分離し,けい光分光光度計と薄層クロマトグラフィ

装置を用いて同定及び定量を行なった｡この方法は,試料量

が少なく操作が簡単で,分析時間が短いことが確認された｡

ここでは二例について述べたが,この方法は他にも応用で

きる｡例えば食品だけでも,人工タンパク中のベンゾ(a)ビレ

ン,茶や野菜に見いだきれるベンゾ(a)ビレン,ソーセージ,

ハムなど食肉加工品に添加される発色剤のニトロサミン,そ

の他の防腐剤,着色剤など発ガン性の疑いのある物質が我々

の生音舌に入りこんできているが,けい光分析法は,それらの

発見,分析に大いに役立つものと思われる｡
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