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１．背景

　医薬品類やパーソナルケア製品（pharmaceuticals and personal care products，PPCPs）の有効成

分及び含有成分による水環境汚染と、それに起因する飲料水の汚染が、先進国を中心に 2000 年代から

注視されている [1-7]。とりわけ、抗インフルエンザ薬の有効成分として使用されている oseltamivir 
phosphate（OP）と、その活性代謝物である oseltamivir carboxylate（OC）が汚水処理施設の放流水

中と、その放流水が流れ込む河川水中から、検出されたことが近年注目された [8-13]。OP と OC の分

子構造式を図 1に示す。

　OP をヒトが服用した後、経口投与量の約 60 ～ 80% が活性代謝物である OC へと変換され、薬効を

果たした後、尿等に含まれ体外に排泄されることが知られている [14]。排水に含まれた OC は主に下水

処理場や浄化槽で処理を受けるが、十分に分解・除去されず、河川水中に放流されていると考えられて

いる [15,16]。我が国においても、下水処理場の放流水と、それが流れ込む河川水中から OP と OC が

検出されたことが報告されている [8,9,11-13]。
　これまでに河川水中から検出された濃度では、野生の動物が OC に暴露されることによって直接影響

を受ける可能性は低いと考えられているが、OC に暴露された水鳥等の体内で、タミフルに対する耐性
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しかしながら、OCによる地域の汚染実態調査や、分解・除去技術の開発に関する情報は、
不足しているのが現状である。その要因の一つとして、OCの測定については、液体クロマ
トグラフィータンデム型質量分析計（Liquid chromatography-tandem mass spectrometry, 

LC-MS/MS）のような、高額な分析機器が主に用いられていることにある。高額な分析機器
の導入が困難な施設では、OCを測定することができず、全国的な汚染実態調査や、分解・
除去技術に関する研究開発の進展が遅いと言える。 

OP と OC は、ともに可視領域に吸収をほとんど有さず、紫外領域の吸光度も低いことが
知られている[15,18]。このような吸光度が低く、かつ極性が高い物質については、一般に
LC-MS/MSを用いた測定が適していると言える。一方、医薬品であるタミフル製剤中の OP

の純度評価や、偽造医薬品の検査に、比較的安価な分析機器である高速液体クロマトグラ
フィー紫外部吸収検出器（High-performance liquid chromatography-ultraviolet detector，
HPLC-UV）を用いた測定方法が近年検討されており、0.05 mg/L程度まで十分な定量性で測
定できることが報告されている[20,21]。OC については、HPLC-UV を用いた測定法を検討
した報告はほとんどない。 

そこで、本研究では LC-MS/MSよりも安価な分析装置である HPLC-UVを用いて、OCを
測定するための方法を検討することを目的とする。さらに、水溶液中の微量な OCを濃縮し
て測定するために、固相抽出法を用いた前処理方法による添加回収実験を行い、環境試料
やモデル分解・除去実験試料中の OCの測定に、本測定法が適応可能であるか検討すること
も目的とする。 
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を獲得したインフルエンザウィルスの出現が危惧されている。また近年では、PPCPs の有効成分が地

下水や水道水中からも、極微量であるが検出されており、それらにヒトが非意図的に暴露される可能性

があることが指摘されている [5, 6]。従って、今後も OC については、継続した汚染実態調査が必要で

あるだけでなく、分解・除去技術に関する知見が必要と言える。

　しかしながら、OC による地域の汚染実態調査や、分解・除去技術の開発に関する情報は、不足して

いるのが現状である。その要因の一つとして、OC の測定については、液体クロマトグラフィータンデ

ム型質量分析計（Liquid chromatography-tandem mass spectrometry, LC-MS/MS）のような、高額

な分析機器が主に用いられていることにある。高額な分析機器の導入が困難な施設では、OC を測定す

ることができず、全国的な汚染実態調査や、分解・除去技術に関する研究開発の進展が遅いと言える。

OP と OC は、ともに可視領域に吸収をほとんど有さず、紫外領域の吸光度も低いことが知られている

[15,18]。このような吸光度が低く、かつ極性が高い物質については、一般に LC-MS/MS を用いた測定

が適していると言える。一方、医薬品であるタミフル製剤中の OP の純度評価や、偽造医薬品の検査に、

比較的安価な分析機器である高速液体クロマトグラフィー紫外部吸収検出器（High-performance 
liquid chromatography-ultraviolet detector，HPLC-UV）を用いた測定方法が近年検討されており、0.05 
mg/L 程度まで十分な定量性で測定できることが報告されている [20,21]。OC については、HPLC-UV
を用いた測定法を検討した報告はほとんどない。

　そこで、本研究では LC-MS/MS よりも安価な分析装置である HPLC-UV を用いて、OC を測定する

ための方法を検討することを目的とする。さらに、水溶液中の微量な OC を濃縮して測定するために、

固相抽出法を用いた前処理方法による添加回収実験を行い、環境試料やモデル分解・除去実験試料中の

OC の測定に、本測定法が適応可能であるか検討することも目的とする。

２．実験方法

２－１．試薬

　OC の標準品 (purity：>95%) は、ChemScene 社から購入したものを用いた。また OC の物性データ

を表 1 に示す。メタノールは関東化学社製の HPLC 用を用いた。アセトニトリルは、Sigma-Aldrich
社製の HPLC 用を用いた。蒸留水は関東化学社製の HPLC 用を用いた。

表 1．OC の物性データ

IUPAC name (3R,4R,5S)-4-acetamido-5-amino-3-pentan-3-
yloxycyclohexene-1-carboxylicacid

CAS No. 187227-45-8
組成式 C14H24N2O4

分子量 a) 284.35 g/mol
沸点 a) 508.7°C at 760 mmHg
密度 a) 1.15g/cm3

水溶解度 b) >500 mg/L
pKa b) 3.6
Log D (pH 7.4) b) -1.5
a) 文献番号 [22]
b) 文献番号 [23]
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２－２．試料の調製

　OC 標準溶液は、濃度が 100 mg/L になるよう OC をメタノールに溶解し調製した。この標準溶液を

希釈して、OC の濃度が 0.1、0.3、0.5、1.0、1.5、2.0 mg/L の試料を調製し、HPLC-UV で測定した。

２－３．器具

　本研究で用いた全てのガラス器具は、500 oC で 2時間加熱するか、またはメタノールで洗浄してから

実験に使用した。

２－４．装置

　本実験では、OC の可視紫外吸収スペクトルを測定する為に、日立ハイテクノロジーズ社製の可視紫

外分光光度計（型式：UH5300）を用いた。メタノールを 20% 含んだアセトニトリル：水 (70:30, v/v)
の混合溶媒に OC の濃度が 20 mg/L となるよう溶解し、光路長 1 cm の石英セルに溶液を移し、分光光

度計で測定した。測定波長領域は 200 から 400 nm とし、スキャン速度は 400 nm/min、データ間隔は 2.0 
nm に設定した。

　本実験では OC の測定に HPLC （ポンプ : LC-10AD；検出器 : SPD-10A VP；レコーダー : C-R6A；

島津製作所製，オートサンプラー : 851-As；日本分光社製）を用いた。本測定では分離カラムとして、

逆相 ODS カラム （inertsil C18, 150 × 4.6 mm I.D., P.S. 5 μ m, ジーエルサイエンス社製）を用いた。

移動相は、アセトニトリル：水（30:70, v/v）の混合溶媒とし、移動相組成を変えずに測定した。流速

は 0.8 ml/min、 試料注入量は 10 μ L とし、 検出波長は 220 nm に設定した。

２－５．添加回収実験

　本実験では、水溶液中の OC の抽出・濃縮に、固相カートリッジ Oasis-Plus HLB（225 mg，
Waters 社製）を用いた。また固相カートリッジへの試料の通水と乾燥に、固相抽出用マニホールド（ジー

エルサイエンス社製）を用いた。固相カートリッジは、メタノール 5 mL を通液してから使用した。添

加回収実験用試料は、OC 濃度が 0.01 mg/L の 100 mL 水溶液とした。この試料は塩酸水溶液（1+100）
を用いて、pH を 3以下に調製した後、マニホールドを用いて、通水速度約 5 mL/min で固相カートリッ

ジに通水した。試料を通水した後、約 30 分間固相カートリッジを乾燥し、メタノール 5 mL で抽出した。

抽出試料を窒素気流下で約 0.1 mL まで濃縮し、アセトニトリル：水（30:70, v/v）の混合溶媒で、1 
mL に体積を調製したものを HPLC-UV で測定した。回収率は、3 回の繰り返し実験から得られた平均

値から算出した。

３．結果と考察

３－１．OC の可視紫外部吸収スペクトル

　OC を紫外部吸収検出器で検出するための波長を検

討する為に、OC の可視紫外部の吸収スペクトルを分

光光度計で測定した。その結果を、図 2に示す。これ

より、OC は 250 nm より長波長領域に吸収をほとん 図 2．OC 標準液（濃度 2.0 mg/L）の紫外吸収スペクトル
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ど有さず、250 nm から 200 nm の間において波長が短くなると吸光度が高くなることが確認された。

この結果から、HPLC-UV で OC を測定する際に、より検出感度を高くするためには、検出器の波長を

可能な限り短波長に設定する必要があることから、本研究では HPLC-UV の検出波長は 220 nm に設定

し、OC を測定した。

３－２．HPLC-UV による OC 標準液の測定

　検出波長を 220 nm に設定した HPLC-UV を用いて、OC 濃度 0.5 mg/L 標準液とブランク試料を測

定した。その結果得られたクロマトグラムを図 3 に示す。これより、OC と考えられるピークは保持時

間 2.1 min に検出された。保持時間約 1.3 min に確認されるピークは、ブランク試料からも検出されて

いることから、完全に除去することが困難な不純物と考えられる。この不純物と考えられるピークは、

保持時間 2.1 min のピークと十分分離されていることから、測定値に影響しないと判断した。また、こ

のピークが、OC であることを確認する為に、このピークを分取し、可視紫外吸収スペクトルを測定した。

その結果を図 4に示す。これより、図 2に示した OC 標準液の測定から観測されたスペクトルと一致し

たことから、HPLC-UV によって分取された保持時間2.1 min のピークは、OC であることが確認された。

　次に本測定条件によって、OC 濃度 0.1 ～ 2.0 mg/L の標準液を 6回繰り返し測定し、得られたデータ

から検量線を作成した。OC の検量線を図 5 に示す。これより、検量線の相関係数は 0.999 と高い直線

性を示し、かつ 0.1 mg/L 標準液の 6回の繰り返し測定から算出された変動係数（CV%）も 5% 以下であっ

たことから、ばらつきも小さく検量線作成濃度範囲において、OC の定量に本測定条件を用いることが

十分可能と言える。本測定条件による OC の定量性をさらに評価する為に、Eurachem の指針 [21] を
参考に、OC の定量下限値（LOQ：limit of quantification, 10σ/slope）及び、検出下限値（LOD：

limit of detection, 3.3σ/slope）を算出した。その結果、本測定条件における OC の LOQ と LOD はそ

れぞれ 0.1、0.03 mg/L であった。LC-MS/MS を用いて OC を測定した既報では、OC の LOQ と LOD
はそれぞれ 3.6 と 1.2 ng/L であり、本測定と比較すると約 104 倍検出感度が高い [8,9,11]。LC-MS/MS
による対象物質の検出方法は、LC によって分離した物質を質量分析部でイオン化して検出するため、

OC のような吸光度が低く、極性の高い物質の検出に適していると言える。一方、本測定で用いた

図 4．HPLC に よ っ て 分 取 し た 保 持 時 間 2.1 

min のピークの紫外吸収スペクトル

図 3．HPLC-UV を用いた測定から得られたクロ

マトグラム

(a) OC 濃度 0.5 mg/L 標準液

(b) ブランク
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次に本測定条件によって、OC 濃度 0.1～2.0 mg/L の標準液を 6 回繰り返し測定し、得ら
れたデータから検量線を作成した。OC の検量線を図 5 に示す。これより、検量線の相関係
数は 0.999 と高い直線性を示し、かつ 0.1 mg/L 標準液の 6 回の繰り返し測定から算出された
変動係数（CV%）も 5%以下であったことから、ばらつきも小さく検量線作成濃度範囲にお
いて、OC の定量に本測定条件を用いることが十分可能と言える。本測定条件による OC の
定量性をさらに評価する為に、Eurachem の指針[21]を参考に、OC の定量下限値（LOQ：limit 

of quantification, 10σ/slope）及び、検出下限値（LOD：limit of detection, 3.3σ/slope）を算出し
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HPLC-UV による検出感度は、対象物質の吸光度に大きく依存する。OC の紫外部の吸収スペクトルを

測定した結果、その吸光度は比較的低かったことから、HPLC-UV における検出感度が、LC-MS/MS
と比較して低い要因と言える。

３－３．添加回収実験

　水溶液中の OC を抽出・濃縮した後、HPLC-UV で測定し検量線を用いて定量することで、水溶液中

からの OC の回収率を評価した。その結果、回収率は 96.1 ± 8.0% であり、高い回収率が得られ、ばら

つきも小さかった。これより、本前処理法と HPLC-UV 測定を用いることで、OC の濃度が 0.01 mg/L
の水試料においては、高い定量性で OC を測定・定量することが可能だと考えられる。

　Azuma らは、インフルエンザ罹患者が増加した 2011 年 1 月から 4月の間に、京都市内の下水処理場

放流水中と河川水中のOCを測定した結果、最も高濃度で827 ng/L検出されたことを報告している [11]。
この濃度であれば、本試験法でも固相抽出法によって 1.2 L 程度の水試料を濃縮することで、OC を検

出できると考えられる。しかし、下水処理場放流水中には夾雑物も多く含まれていることから、これが

妨害ピークとなり OC ピークの検出と同定が困難になることが予想される。また、河川水では、インフ

ルエンザ罹患者が最も多い時期でも、OC の検出濃度は約 288 ng/L であったことが報告されている [11]。
この濃度の OC を本測定条件で検出するためには、3.5 L 程度の水試料を濃縮する必要があり、前処理

に時間を要する。さらに、インフルエンザ罹患者数の少ない時期の試料、つまり OC の濃度が極微量の

試料については、10 L 以上の水試料を濃縮しなければ、ピークを検出することは困難だと考えられる

ことから、本試験法を環境試料中の OC の測定に適応することは難しいと言える。一方、本測定条件で

は、0.1 mg/L の濃度であれば、十分ピークを検出でき、定量性も確認されていることから、実験室内

での OC の分解・除去モデル実験を行う時に、OC の濃度変化を観測することを目的とした利用は十分

可能と言える。
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図 5．HPLC-UV 測定より得られた OC の検量線 
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４．まとめ

　本研究では、近年新たな水環境汚染物質として注視されている、抗インフルエンザ薬の有効成分であ

る OP の活性代謝物である OC を対象とし、比較的安価な分析装置である HPLC-UV を用いた測定条

件を検討した。その結果、本測定条件を用いることで、OC を分離しそのピークを検出することができた。

本測定条件における OC の LOD と LOQ を算出した結果、それぞれ 0.03、0.1 mg/L であり、十分 OC
の濃度を定量することが可能であることが確認された。さらに、固相抽出法による水溶液中の OC の前

処理条件を検討した結果、本前処理法における OC の添加回収率は 96.1 ± 8.0% であり、高い回収率で

OC を抽出することができた。

　しかし、環境試料中の OC 濃度を LC-MS/MS で定量した文献値を参考に、本測定法を用いた OC の

定量が可能であるか検討した結果、環境試料中の微量な OC を定量するためには、HPLC-UV の感度は

十分ではなく、本測定条件を用いても OC の検出は困難であると判断された。一方、0.1 mg/L の濃度

までであれば十分な定量性が確認されたことから、室内実験モデルにおける OC の分解速度や分解・変

換生成物の生成速度評価に、本測定方法は十分適応可能だと考えられる。今後は、活性汚泥法や塩素消

毒等の水処理過程における OC の挙動評価に関する研究や、紫外線や過酸化水素などを用いた促進酸化

法による OC の物理化学的な分解除去方法の開発に関する研究を進める為に、本測定方法を用いること

を計画している。
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