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要 旨

廃棄物埋立処分地浸出水および浸出水処理水の変異原性およびエストロゲン様活性を
測定し，これらの水質の評価を行った。
埋立処分地原水では，S. typhimurium YG１０２４菌株に対し，S９mix＋の条件下で変異原性

が見られ，アミノアレーン等の変異原性物質の存在が示唆された。
埋立処分地原水に YES法によるエストロゲン様活性が見られた。埋立処分地原水中の

ビスフェノール A濃度は１．１mg�lであり，YES法によるエストロゲン様活性から求めたビ
スフェノール A等価値は０．４１mg�lであった。本埋立地原水のエストロゲン様活性に対す
るビスフェノール Aの寄与率は約３８％であった。
埋立処分地浸出水処理水では変異原性およびエストロゲン様活性はみられず，浸出水

処理過程で分解，除去が行われたものと思われる。

1. は じ め に

環境中に放出されている化学物質の中には，ヒ

トの健康に対し重大な悪影響を及ぼす可能性のあ

る化学物質も存在するため，適切な管理や処理が

求められている。とくに，多様な化学物質が含ま

れる廃棄物最終処分場の浸出水では有意な毒性が

認められることが多い１～４）。

変異原性試験法５）は，種々な毒性試験法の中で

化学物質の変異原性をスクリーニングする方法と

して用いられ，環境中の変異原性物質のバイオモ

ニタリング法として重要である６～１２）。

ニトロアレーンの中には環境中の変異原性物質

として強い変異原性を示すものがあり，ジニトロ

ピレン類が明らかにされている５）。また，ヘテロ

サイクリックアミン類の変異原性物質も環境中か

ら単離されている６）。このようなニトロアレーン

類およびヘテロサイクリックアミン類の変異原性

物質の環境中での動態を把握し，ヒトへのばく露
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を推定することは重要である。Ames試験用の S.

typhimurium YG１０２４菌株は，ニトロアレーン類，

芳香族アミン類に対してそれぞれ高い感受性を示

す菌株として用いられている５）。

一方，化学物質の内分泌撹乱作用による人体，

あるいは生態系への影響が危惧され，化学物質の

エストロゲン様活性のスクリーニングや環境中で

の汚染実態を調べるためのモニタリングが試みら

れている１３～２１）。このようなエストロゲン様活性

を持つ化学物質，環境ホルモンと呼ばれる化学物

質の挙動およびその影響を検討し，その監視と制

御を図っていくことも重要な課題である。

エストロゲン様活性のスクリーニング法として

は E. J. Routledgeと J. P. Sumpterの報告した YES

（Yeast estrogen screen）法１３，１７～２１）と J. Nishikawa

らの酵母 Two―hybrid法１４～１７）が用いられている。

YES法は Glaxo Welco, plc（Herts, U. K.）で開発

された遺伝子組換え酵母 Saccharomyces cere-

visiae を用いた実験系である１３）。内分泌撹乱化学

物質（Endocrine disrupters, EDs）は生物体内に入

るとエストロゲン受容体（ER）と結合し，この ED

―ER複合体に転写活性化因子（コアクチベーター）

が結合したものが，女性化を導く種々の標的遺伝

子群のプロモーターに結合することで，標的遺伝

子の転写・発現を活性化させ，女性ホルモンと同

様の作用を示す。内分泌撹乱化学物質とエストロ

ゲン受容体の結合を契機とする標的遺伝子の転写

を検出することでエストロゲン活性の測定を行な

うものである。YES法での遺伝子組換え酵母は，

染色体上に ERの生産をコードする遺伝子 hER

（human ER）が組み込まれており，さらにプラス

ミド上にエストロゲン応答配列（ERE）とその下流

にレポーターとして β―ガラクトシダーゼをコー

ドする LacZ遺伝子が組み込まれている。内分泌

撹乱化学物質が酵母内に入ると，hER遺伝子から

生産された ERに結合し，ED―ER複合体がプラス

ミド上の EREに結合することにより転写が開始

され，下流の β―ガラクトシダーゼが生産される

ため，その測定によりエストロゲン様活性が評価

できる１３，１７）。

YES法では，ばく露培養時に基質クロロフェ

ノールレッド―β―ガラクトピラノシド（CPRG）を

加え，波長５５０nmでの吸光物質（Abs.５５０nm）の

生成を培養液の直接測定により評価する。発色強

度の程度を観察しながらばく露時間を変化させる

ことができる。遺伝子組換え酵母を用いる YES

試験法は簡易な操作により比較的多くの情報が得

られる利点を有している１３）。EDsの検出感度は

YES法の方が酵母 Two―hyblid法よりも高いとも

いわれている１７）。

本法による各種排水中の女性ホルモン様活性の

測定とごみ埋立地浸出水の水質評価が行わ

れ１４，１９，２０），合成化学物質を主要因とする排水中の

エストロゲン様活性の測定や焼却工場排水等の生

物学的水質評価が行われている１４，１９～２１）

今回，廃棄物埋立処分地浸出水について，固相

抽出法（Sep―PackC１８ENV, Waters Ltd.）により有

機物質を抽出し，各抽出画分の変異原性活性を

Ames法の S. typhimurium YG１０２４菌株により測定

し５），エストロゲン様活性は YES法１３）により測定

した。固相抽出画分中の有機物質を GC―MS法に

より測定し，毒性を考察するための資料とした。

2. 実 験 方 法
2.1 変異原性物質および内分泌撹乱物質の抽出

方法

埋立処分地浸出水試料は，２００２年１０月１日に浸

出水原水（調整槽流入原水，G―１）およびその処理

水（塩素投入消毒前，G―２）を採水した３）。試料水

からの変異原性物質および内分泌撹乱物質の抽出

は固相抽出法によった２１，２２）。

試料調製方法の概略を図 1に示した。各試料

水を，あらかじめ抽出溶媒で洗浄した Sep―Pack

C１８ENV固相抽出カラムに通水し，変異原性物質

および内分泌撹乱物質を吸着させた。変異原性試

験用およびエストロゲン様活性測定用としてそれ

ぞれ，原水浸出水（G―１）４lおよび処理水（G―２）４

lを２個直列に配置した固相抽出カラムに通水

し，蒸留水１００mlで固相抽出カラムを洗浄後，約

１時間吸引乾燥した。ヘキサン１０ml，ジクロロ

メタン１０ml，ジクロロメタン：メタノール（１：

１）２ml，ジクロロメタン：メタノール（１：１）

８ml，メタノール１０mlの順に抽出した。各溶液

を窒素気流下で乾固後，変異原性試験，YES試験

を行うまで冷暗所（５℃）に保存した。各抽出画分

を DMSOに溶解したものを変異原性試験，YES
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試験に供した。

同様な操作方法で変異原性物質およびエストロ

ゲン様物質を試料水５００mlから抽出し，抽出溶液

を窒素気流下で濃縮後，化学分析用として冷暗所

に保存した。

ジクロロメタン：メタノール（１：１）の初期２

mlの抽出画分は著しい黄褐色物質が溶出したた

め，ジクロルメタン：メタノール（１：１）抽出画

分は初期２mlの溶出画分と８mlの溶出画分に分

けて抽出した。初期２mlの抽出画分は黄褐色物

質による着色が著しいため，YES試験および化学

分析は行わなかった。
2.2 変異原性試験方法

変異原性試験方法は，Amesらの方法に準じ，

ニトロピレン，アミノピレンに高感受性を示す S.

typhimurium YG１０２４菌株を使用した５）。変異原性

試験方法は前報に準じた２２）。

薬物代謝酵素（S９mix）を試験系に添加する場合

を S９mix＋とし，試験系に S９mixを添加しない場

合を S９mix－として行った。

変異原性試験はすべて２枚のプレートを用いて

行い，プレート上の復帰変異コロニー数を計数

し，その平均値を測定値とした。変異原性陽性の

判定は，

a．自然復帰変異コロニー数（溶媒対照試験に

て生じる自然復帰変異コロニー数）の２倍以上の

復帰変異コロニー数が認められ，かつ，

b．試料投与濃度と復帰変異コロニー数との間

に正の作用用量関係が認められた場合に変異原性

陽性とした。
2.3 エストロゲン様活性試験方法

エストロゲン様活性の測定は，Routledge &

Sumpterの YES法によった１３，２１）。遺伝子組換え酵

母 Saccharomyces cervisiae は Glaxo Welco, plc

（Herts, U. K.）から分譲を受けた。実験方法の概略

を図 2に示した。

標準物質として１μMの１７β―エストラジオール

（E２と表示）と１０mMのビスフェノール A（BPAと

表示），p―ノニルフェノール（p―NPと表示），ベ

ンズ（a）ピレン（B（a）Pと表示）を用い，DMSOを

溶媒として調製した。９６wellのマイクロプレー

ト上で原液から DMSOで２倍希釈を繰り返した

試料希釈液を調製し，希釈調製した試料を１０μl

ずつ試験培養用マイクロプレートに移した。あら

かじめ前培養を行った酵母培養液１mlと CPRG

０．５mlを添加した試験酵母培養培地５０mlを作成

し，この試験培養培地の２００μlを，試験培養用マ

イクロプレートに分注した。マイクロプレートに

シーリングを行い，２分間撹拌後，３２℃で４８時間

培養した。マイクロプレートリーダで５４０nmお

よび６９０nmの吸光度を測定した。酵母増殖によ

る濁度を補正するために，試料吸光度（５４０nm）－

〔培養後試料吸光度（６９０nm）－培養前 Blank吸光

Sep―Pak プラスENVC１８カラムの洗浄
ヘキサン１０ml，ジクロルメタン１０ml，メタノール１０ml
ジクロルメタン：メタノール（１：１）１０ml
メタノール１０ml，DW１０ml で固相カラム洗浄
試料水４L（原水，処理水）を通水
固相カラムをDW１００ml で洗浄
固相カラムを通気乾燥，３０分
ヘキサン１０ml，ジクロルメタン１０ml
ジクロルメタン：メタノール（１：１）２ml，８ml
メタノール１０ml で溶出
各溶出溶媒の除去
窒素気流下，３０℃以下で濃縮
生物試験用（DMSO溶解）
変異原性試験（Ames 法），エストロゲン様活性試験（YES法）
S９mix＋，S９mix－の場合

図 1 試料調製方法の概略

図 2 エストロゲン様活性測定方法の概略
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埋立処分地処理水（G-2）  YG1024  S9mix+
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度（６９０nm）〕を計算し，試料５４０nmの測定吸光

度を補正した測定値を β―ガラクトシダーゼ活性

とした。

吸光度と投与濃度の値から用量作用曲線を作成

し，E２の EC５０における作用濃度と投与試料の

EC５０における濃縮倍率から，試料の E２等価値

（E２等価濃度）を算出した。BPAについても，BPA

の EC５０における作用濃度と，試料の濃縮倍率か

ら試料中の BPA等価値（BPA等価濃度）を算出し

た。

YES法で，代謝活性化処理（S９mix＋）を行う場

合には，１００mlの試験酵母培養培地に１mlの Rat

S９（オリエンタル酵母工業㈱）と１バイアル容量

の Cofactor―１（オリエンタル酵母工業㈱）をそれぞ

れ添加したものを試験培養培地として用いた。
2.4 化 学 物 質

固相抽出法で抽出されたヘキサン抽出画分，ジ

クロロメタン抽出画分，ジクロロメタン：メタ

ノール抽出画分，メタノール抽出画分について，

GC�MS法により各画分中に含まれる有機物につ

いて検索した。分析条件は次のとおりである。装

置：ヒューレットパッカード社製５８９０Aガスクロ

マトグラフ＋５９７２質量分析計，測定質量範囲：

m�z１０～５００，注入口温度：２８０℃，注入方式：
スプリットレス注入，パージオフ時間：１min，

カラム：スペルコ製 PTE―５（長さ３０m，内径０．２５

mm，膜厚０．２５μm），キャリアガス（He）圧力：５３

kPa，キャリアガス流量：１．０ml�min（５０℃），キャ

リアガス線速度：３６．２cm�sec，オーブン温度：

５０℃で２min保持した後，５℃�minの速度で

２５０℃まで昇温，インターフェース温度：２５０℃，

イオン化電圧：７０V。得られた質量スペクトルを

Wiley�NBSのデータベースで検索して同定を行っ

た。最終試験液の量をすべて１mlに調製し，そ

の１μlを GCに注入した時のピーク面積値を比較

した。

3. 実験結果および考察
3.1 廃棄物埋立処分地浸出水の変異原性

廃棄物埋立処分地の原水（G―１）とその処理水

（G―２）の変異原性試験結果を図 3に示した。代謝

活性化処理（S９mix＋）を行った場合に，原水

（G―１）では S. typhimurium YG１０２４菌株に対してジ

クロロメタン抽出画分に明確な変異原性が認めら

れ，変異原性活性は１８６０復帰変異コロニー数／試

料水１lであった。ヘキサン抽出画分では変異原

性は認められなかったが，ジクロロメタン：メタ

ノール（１：１）抽出画分（２mlの画分と８mlの画

分），メタノール抽出画分では，試料投与量に対

してわずかに変異復帰コロニー数の増加が認めら

れたが，与えられた投与量の範囲内では変異原性

は認められなかった。S９mix－の場合には，原水

（G―１）のいずれの抽出画分においても変異原性は

見られず，ジニトロピレン等の芳香族ニトロ化合

物等が廃棄物埋立地浸出水中の変異原性に寄与す

ることは少ないと思われる。

このようなことから埋立処分地浸出水の原水

（G―１）には S. typhimurium YG１０２４に感受性を示す

芳香族アミン化合物が含まれている可能性が示唆

された。

浸出水処理水（G―２）の場合には，S９mix＋，S９

mix－のいずれにおいても変異原性は見られな

かった。

廃棄物埋立処分地浸出水中の変異原性物質に関

する報告は少ないが７～１２），ブルーコットン法で濃

縮，抽出された桂川河川水中には S. typhimurium

図 3 埋立処分地原水（G―1）および処理水（G―2）の変異
原性
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YG１０２４菌株に S９mix－の条件化で感受性を示す

芳香族ニトロ化合物と代謝活性化（S９mix＋）を経

て変異原性を示す芳香族アミン化合物等の変異原

性物質の存在が明らかにされている２３，２４）。河川水

中で報告されている高変異原性物質の芳香族アミ

ン化合物等との関連性等２４，２５）が今後の検討課題と

思われる。
3.2 廃棄物埋立処分地浸出水のエストロゲン様

活性

S９mix－の場合の標準物質のエストロゲン様活

性を図 4に示した。E２は２×１０－１０Mから誘導活

性が認められ１０－８Mで活性が飽和した。BPAで

は２．９×１０－６M，p―NPでは５×１０－７Mからエスト

ロゲン様活性が認められ，本試検法は E２のみな

らず他の標準物質でもエストロゲン様活性が見ら

れ，本試験法が有効に作用していることが認めら

れた。S９mixを添加した条件下（S９mix＋）の BPA

および p―NP，BaPの測定結果を図 4に示した。

いずれの標準物質の場合にもエストロゲン様活性

が認められた。

浸出水原水（G―１）について S９mix－の場合のエ

ストロゲン様活性を図 5に，S９mix＋の場合のエ

ストロゲン様活性を図 6に示した。ジクロロメ

タン抽出画分では，S９mix－，S９mix＋のいずれ

の場合にもエストロゲン様活性が認められた。試

料の濃縮倍率が６０倍を超えた場合には，試験培養

酵母の増殖阻害等によりエストロゲン様活性が低

下した。

E２の作用用量曲線と浸出水原水（G―１）試料の

投与濃度域の作用用量曲線の，５０％作用濃度から

E２等価値（E２標準液と試料投与濃度の５０％作用

濃度，EC５０値から算出した）を求めた。原水（G―１）

中の E２等価値は３０ng�lであった。浸出水処理水
（G―２）のエストロゲン様活性は， S９mix－（図 5），

S９mix＋（図 6）のいずれの場合もエストロゲン様

活性が見られなかった。

白石らは廃棄物埋立処分場浸出水について，酵

母 Two―Hybrid法によるエストロゲンアッセイを

行い，S９mix－の場合の E２等価値は２．８８μg�lと
いう結果を得ている１４）。このようなことから，産

廃処分場に投棄されたものの中には，ステロイド

ホルモン以外の複数の化学物質によるエストロゲ

ン様作用が存在することが示唆された。

中嶋らは管理型産業廃棄物処分場浸出水のエス

図 5 埋立処分地原水（G―1）と処理水（G―2）のエストロ
ゲン様活性（S9mix－）図4 標準物質のエストロゲン様活性（S9mix－，S9mix＋）
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トロゲン様活性を年間を通じて調査した結果，S９

mix－の条件下においてエストロゲン様活性を認

め，一方，S９mix＋の条件下でのエストロゲン様

活性はいずれの検体からも検出されなかったと報

告している２０）。検出された浸出水中のエストロゲ

ン様活性は，E２等価値で０．２～１．３ng�lの範囲で
あった。産業廃棄異物処分場では一般廃棄物処分

場に比べて，エストロゲン様活性の検出率および

活性ともに高く，浸出処理水においてもエストロ

ゲン様活性の検出が報告されている２０）。

恩田らの YES法による廃棄物埋立地浸出水中

のエストロゲン様活性の報告１９）によると，ごみ埋

立地浸出水中に BPAが２．１mg�lが検出された。
YES法での E２に対する BPAの比活性を０．００００５

とすると，この BPA濃度は E２等価値〔E２標準

液と試料の５０％作用濃度（EC５０値）の比から求め

た値〕の７３％に相当し，エストロゲン様活性には，

BPAが大きな割合を占める場合があることを示

した１９）。

今回，測定した埋立処分地原水（G―１）の BPAを

化学分析測定した結果３），BPA濃度は１．１mg�lで
あった。一方，YES法より求めた BPAのエスト

ロゲン様活性の標準曲線を用い，原水（G―１）の

YES法による EC５０値から求めた BPA等価値は

０．４１mg�lで化学分析値の３７％に相当した。化学
分析値と YES法による BPA等価値は一致しな

かったが，本埋立地のエストロゲン様活性は BPA

に由来するものの寄与が大きいと思われる。

浸出水処理水にはエストロゲン様活性が見られ

なかったことから，浸出水処理過程で分解，除去

が行われたと思われる。
3.3 固相抽出画分中の有機物質

固相抽出法により抽出された各画分中の GC�
MS法でチャート上に明瞭なピークの確認ができ

た有機物質を表 1，表 2に示す。ピーク面値の少

ないものは暫定的な同定は行ったが表には示して

いない。

主要な成分はヘキサン抽出画分とジクロロメタ

ン抽出画分に溶出した。各画分における回収率等

が不明のため，ピーク面積値を相互に比較するこ

とにより相対的含有量の大小を推測した。フタル

酸エステル類は高濃度で検出されているが実験室

での人為的汚染の影響も考えられる。炭化水素類

を除けば，プラスチック類の添加物に由来すると

考えられる化合物が検出された。検出された化合

物のうち，毒性が高いと考えられる物質はフェ

ノール類，塩素原子を含む化合物（暫定的な同定）

と考えられる。未同定の物質も多くあることか

ら，毒性と有機化合物の関係を明らかにするには

さらに詳細な検討が必要である。

4. ま と め

廃棄物埋立処分地浸出水の変異原性物質および

エストロゲン様物質は，固相カラム抽出法ではジ

クロロメタン抽出画分に溶出した。

廃棄物埋立処分地浸出水原水（G―１）の変異原性

は S. typhimurium YG１０２４菌株，S９mix＋の場合に

認められ，その活性は１８６０復帰変異コロニ数／試

料水１lであった。S９mix－の場合には，いずれ

の抽出画分においても変異原性は見られず，大気

中などで報告されているジニトピレンなどの芳香

族ニトロ化合物等が水中の変異原性に寄与するこ

とは少ないと思われる。河川水中で認められてい

る高変異原性物質 PBTA化合物等との関連性が今

後の検討課題と思われる。浸出水処理水（G―２）で

図 6 埋立処分地原水（G―1）と処理水（G―2）のエストロ
ゲン様活性（S9mix＋）
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は試料水の投与量範囲（４００ml�plate）において，S

９mix－，S９mix＋のいずれの場合においても変異

原性は見られなかった。

浸出水原水（G―１）の YES法によるエストロゲン

様活性は S９mix－，S９mix＋の場合でそれぞれ認

められ，S９mix－の場合の E２等価値は３０ng�lで
あった。一方，BPAのエストロゲン様活性に基

づき，原水（G―１）中の BPA等価値を求めると０．４１

mg�lであった。これは BPAの化学分析測定値１．１

mg�lの約３７％に相当し，本埋立処分地原水（G―１）

のエストロゲン様活性には BPAの寄与が大きい

ものと思われる。
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表 2 埋立地浸出水処理水（G―2）中の有機物質

ヘキサン抽出画分

ドデカン
テトラデカン
１―テトラデセン
ヘキサデカン
１―ヘキサデセン
オクタデカン
１―オクタデセン
ブチルヒドロキシトルエン
エイコ酸
４―エトキシ安息香酸
ドコ酸
フタール酸ジブチル
フタール酸ジ（２―エチルへキシル）

ジクロルメタン抽出画分

テトラデカン
ヘキサデカン
１―ヘキサデセン
２―（２―ブトキシエトキシ）エタノール
オクタデカン
１―オクタデセン
ブチルヒドロキシトルエン
エイコ酸
クレゾール
フタール酸ジブチル
フタール酸ジ（２―エチルヘキシル）

表 1 埋立処分地原水（G―1）中の有機物質

ヘキサン抽出画分

ドデカン
テトラデカン
１―テトラデセン
ヘキサデカン
１―ヘキサデセン
オクタデカン
１―オクタデセン
ブチルヒドロキシトルエン
エイコ酸
４―エトキシ安息香酸
t―ブチルフェノール
フタール酸ジブチル
フタール酸ジ（２―エチルへキシル）

ジクロルメタン抽出画分

ドデカン
テトラデカン
２―エチルヘキサノール
ヘキサデカン
オクタデカン
１―オクタデセン
ブチルヒドロキシトルエン
エイコ酸
クレゾール
t－ブチルフェノール
フタール酸ジエチル
フタール酸ジ（２―エチルへキシル）
フタール酸ジオクチル
フタール酸ジイソオクチル
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