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1.は じめに

ジ(2-エチルヘキシル)フタレー ト (DEHP),ジイソノニルフタレー ト (DINP),ジイソデシルフ

タレー ト (DINP)およびジブチルフタレー ト (DBP)などのジアルキルフタル酸エステル類は石

油を原料にして作 られ,プラスチック可塑剤や溶剤を始め数多くの工業製品やその製造に利用さ

れてきた.これらのフタル酸エステルは環境汚染物質といわれ,実際,土壌や海泥,陸水,海水

などから検出され,また,動植物や微生物からも見つかっている.

DEHPが陸上の植物 [1]や海藻 [2-5]あるいはカビや細菌などの培養液 [6,7]から分離され

たという報告がある.しかしながら,DEHPは工業製品としてかなりの量が製造されているため,

これ らの生物から見つかった DEHPが分離中に混入したものなのか,生物によって環境中から蓄

積されたものなのか,あるいは生物自身が作っているのかを判定するのは困難である.

2003年に日本で使用されたフタル酸エステル類の65%以上が DEHPで,次いでDINP(>26%),

DIDP(約 3%),および DBP (約 1%)の順である.この比率はここ数年ほとんど変わっていない.

興味深いことに, 2番目と3番目に使用量が多い DINPと DIDPが生物から検出されたという報

告はないが,4番 目の DBPは植物,海藻,カビ,細菌などから分離されている [2,8-11上 石油

製品としてはあまり作 られていないジエチルフタレー ト (DEP)がピロリ菌 (Helicobacterpylori)

の走化性因子としてその培養液か ら得られた [12].また,DEPは南極の海泥から分離された放線

菌 streptomycessp.の培養液からも見つかっている [13].さらに,石油製品としては製造されて

いないジ(2-メチルへブチル)フタレー トがオ トギリソウ科の植物 Hypericumhyssoplfoliumから単離

された [14].最近 chenは紅藻ウシケノリ (BangiaatTVPu7Purea)の無性世代の培養液から DBP

と DEHPを検出した [2].また,14Cでラベルした NaHC03を用いて培養した所,DBPで約 171
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檀,DEHPで5.7倍に放射活性が挙がったと報告している.

このような報告を検討すると,ある種のフタル酸エステル類は生物によって作られている可能

性が考えられる.そこで,生物によるフタル酸エステル類の生合成の可能性を天然物化学的手法

によって解明することを考えた.すなわち, (1)生物からフタル酸エステル類を抽出,分離し

てそれらの 14C濃度を測定し,さらに (2)13C前駆体を用いる生合成実験により特定の位置の炭

素が13Cでエンリッチされるかどうかを確認する.その第 1段階として (1)の実験を行った｡

最近,Teutenらはクジラの一種 Mesoplodonmirusの脳油から分離したポリ臭化ジフェニルエー

テルが人工化学物質由来ではなく天然物であることを,分離した化合物と工業製品の 14C濃度を

測定して証明した [15,16].工業的に利用されているフタル酸エステル類もこれらの人工化学物

質と同様に石油から製造されているので,14C は検出限界以下である.よって,生物から分離した

DEHPや DBPも同様の方法 [17,18]によりその起源を推定することができると考えられる.

そこでまず初めに,Chenが題材とした海藻類について実験を行った.日本で食用としている褐

藻のワカメ (UnLhzriapinnatljidd)とマコンブ (bminariajaponica)および沿岸域で大繁殖するア

オサ (Ulvasp.)を使用した.

二二≒ …二二二 ~キ ∴

DBP DEHP

図1 ジブチルフタレー ト (DBP)とジ(2エ チルヘキシル)フタレー ト (DEHP)の構造.

Structuresdibutylphthalate(DBP)aJlddi-(21ethylhexyl)phthalate(DEHP).

2.実験方法

lHNMR (400MHz)および13cNMR (100MHz)は日本電子JEOLAL-400NMR測定機を用い,

重クロロホルム溶液で測定した.ガスクロマ トグラフィーー質量分析 (GC-MS)は島津 GCMS-

QP5050A 質量分析計,Class-5000ソフトウェア,カラムに TC-70(0.25tim X 30m)を用いて測

定した [キャリアーガス .･He(0.4mL/min),インターフェースとイオンソース温度 :300oC].カ

ラムの温度を初め 100℃ に設定して5分間溶出し,次に2℃/minで300oCまで昇温した後,300℃

でさらに 20分溶出した.この条件では,DBPと DEHPはそれぞれおよそ 47分と 60分に溶出さ

れた.高速液体クロマ トグラフィー (HPLC)は日立 L-2130ポンプ,し2400UV検出器 (280nm

に設定),D-2500データプロセッサーにカラムとしてセンシューパックPegasi1-ODS(10mm X 250
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mm)を使用した.流速3mL/minで溶出すると,DBPは80%メタノール-水でおよそ 20分,DEHP

は100%メタノールでおよそ 10分に溶出した.

DBPと DEHPの標準試料 (化学工業製品)はそれぞれ昭和エーテル株式会社およびシージーエ

スター株式会社から提供されたものを使用した.その他の溶媒と試薬類は市販のもっとも高品質

のものを用いた.

2.1.海藻の採集と抽出

ワカメは横浜市金滞八景の沿岸域で2005年4月に採集した (地元の漁師に依頼).およそ 13.5kg

のワカメを細かく切り,10.5Lのジクロロメタンーメタノール (2:1)で4回抽出した.抽出液をエ

バポレーターで濃縮し,772.6gの水性残液を得た.

マコンブは青森県八戸の沿岸域で 2006年 1月に採集した (青森県水産総合研究センター増養殖

研究所に依頼).およそ 9.3kgのマコンブを細かく切り,12Lの上記混合溶媒で4回抽出し,濃縮

して780.2gの水性残液を得た.

アオサは横浜市海浜公園で2005年 5月 (少量)と12月に採集した.12月に採集したおよそ 13.5

kgのアオサを上と同じように12Lの混合溶媒で抽出して,1.23kgの水性残液を得た.

2.2.DBPとDEHPの分離

ワカメから得た抽出水性残液をメタノールに溶解し,ハイプロースーパーセル (1kg)と良く

混合した後,メタノールと水分を蒸発 (エバポレーターと真空ポンプを使用)させた.完全に乾

燥させた吸着剤を直径 70mm,長さ 600mm のガラスカラム管につめ,ジクロロメタン (4L)で

溶出して32.5gの脂溶性フラクションを得た.これを濃縮後,再びジクロロメタンに溶解し,100g

のハイフロースーパーセルと混合した後,溶媒を蒸発させた.乾燥させた吸着剤をヘキサンで調

整した700gのシリカゲルカラムの上に重層し,初め2Lのヘキサン,次いで各2Lずつのヘキサ

ンー酢酸エチル (9:1)および (4:1)の混合溶媒で順次溶出した.溶出液を薄層クロマ トグラフィ

ー (TLC)でモニター (溶媒にヘキサン-酢酸エチル =4:1を使用)し,3つのフラクション (Fr.1

-3)に分離した.Fr.1はDEHPとその他の化合物を含んでいた.Fr.2と3にはDBPとDEHPお

よびその他の化合物が含まれていた.Fr.2(120.2mg)を80%メタノールー水でHPLC分取してDBP

フラクションを分離し,次に溶媒を 100%メタノールに変えて DEHPを回収した.Fr.3(12.1mg)

も同様に HPLC分取を行い,DBPと DEHPのフラクションを得た.2つの DBPフラクションを

混合し,再び HPLC (80%メタノールー水)で分離して 1.24mgのDBPを得た.Fr.2と3から得た

DEHPフラクションをFr.1と混合し,100%メタノールで HPLC分取して 2.14mgのDEHPを分離
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した.

アオサから得た水性残液をメタノールに溶解し,1.22kgのシリカゲルと良く混合した後,メタ

ノールと水分を蒸発させた.これを直径 70mm,長さ 600mm のガラスカラム管につめ,ジクロ

ロメタン (3L)で溶出して 216.8gの脂溶性フラクションを得た.これを濃縮後,再びジクロロ

メタンに溶解し,250gのシリカゲルに吸着させ,ヘキサンで調整したシリカゲルカラム (800 g)

の上に重層した.このカラムを初め 1Lのヘキサン,次いで各 lLのヘキサン-ジクロロメタン =9:1,

7:3,1:1,3:7,1:4の混合溶媒で溶出した.溶出液を TLC (ヘキサンー酢酸エチル =4:1)でモニタ

ーし,5つのフラクション(Fr.1-5)に分離した.DBPとDEHPはFr.3と4に含まれていた.Fr.3

(127.Img)とFr.4(240.7mg)を上と同じようにHPLC分取を行い,1.78mgのDBPと3.87mg

のDEHPを得た.

マコンブの抽出物も同様に分離を行い,DBP (1.93mg)とDEHP (2.47mg)を得た.

海藻から分離した DBPと DEHPは,lH NMR と GC-MSを測定し,それぞれの標準試料のスペ

クトルデータと比較することにより同定した.

2.3.14C濃度の測定

海藻から分離した DBPと DEHP,およびこれらの標準試料 (石油化学製品)の 14C濃度は,名

古屋大学年代測定総合研究センターにて測定して頂いた.得られたデータ (PMC)を表 1に示し

た.

3.結果と考察

化学工業で利用されている DBP と DEHPは石油から作られるので,加速器質量分析 (AMS:

acceleratormassspectrom甜y)によっても 14C は検出されない.もし,フタル酸エステルが生物に

よって作られているとすると,それらの化合物には現代炭素と同等の 14C が含まれているはずで

ある.

3.1.海藻からの l)BPとDEHPの分離

海藻から得られる DBPと DEHPの 14C濃度の測定を行うための予備試験として,一番入手し易

いアオサを用いて実験を行った.2005年 5月に少量のアオサを採集し,抽出用の溶媒の種類およ

び脂溶性フラクションを調整するための溶媒と分離方法を検討した.

ワカメの抽出および DBPと DEHPの分離には,少量のアオサで検討した方法を用いた.海藻を

ジクロロメタンーメタノールで抽出し,濃縮して得た水性残液をメタノールに溶解してハイフロー
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スーパーセルに吸着させた.これをカラム管につめ,ジクロロメタンで脂溶性物質を溶出した.

脂溶性フラクションをシリカゲルカラムで分離するため,ハイプロースーパーセルに吸着させて

カラムの上に重層し,ヘキサンー酢酸エチルのグラジエント溶出を行った.溶出液を TLC (ヘキサ

ン-酢酸エチル =4:1)でモニターし,3つのフラクションに分けた.それぞれのフラクションを

HPLCで分離し,DBP (1.24mg)とDEHP (2.14mg)を得た.

ワカメからの分離にハイフロースーパーセルを用いた際,この吸着剤の粒子が非常に小さいた

め,溶媒を蒸発させるときに塊を形成したり,激しく飛散したりして非常に扱いにくかった.こ

れは少量の実験では起こらなかったが,大量の抽出物や脂溶性フラクションを吸着させるときに

起こり,操作を困難にするとともに試料のロスを招いた.そこで,マコンブとアオサからの分離

の時にはハイプロースーパーセルの代わりにシリカゲルを使用した.

ワカメ,マコンブ,アオサから分離した DBPと DEHPの純度は,1H NMRおよび GC-MSで分

析した.ワカメから分離した DBPとDEHPの lH NMRでは不純物に由来するシグナルはほとんど

観測されなかったので,比較的純度が高いことが分かった.一方,マコンブとアオサにおいては

色素や脂溶性の物質が DBPとDEHPの分離の妨げとなった.特に DEHPの極性付近にはそう雑物

が多く,HPLC分取を繰り返す必要があった.マコンブとアオサから分離した DBPとDEHPの lH

NMR では,不純物に由来するシグナルが観察された.不純物は不飽和脂肪酸と思われる.これら

の不飽和脂肪酸がワカメよりもマコンブとアオサにより多く含まれていた理由は明らかではない

が,海藻の種による違いか,採集の時期による違いであると考えられる.マコンブとアオサは冬

に採集したが,通常,水温の低いときには不飽和脂肪酸量が多い傾向にある.

選択的イオンモニター (SIM :selectedionmo血tering)法によるDBPとDEHPの GC-MS分析の

結果,マコンブから分離した DBPと DEHPの試料はそれぞれ 60%および 70%の含有率で,アオ

サから分離した DBP と DEHPはそれぞれ 75%および 60%であった.これらの試料をさらに分離

しても純度があまり向上しない上に化合物量が著しく減少することが予想された.また,天然物

であれば現代炭素と同等の 14C濃度を持ち,工業製品由来であれば 14C は検出されないので,これ

らの試料の純度でも14Cの測定結果を考察できると判断した.特に,純度の高いワカメ由来のDBP

と DEHPの測定結果との比較により判定できると考えた｡そこで,マコンブとアオサから分離し

たDBPとDEHPをこのままの純度で,ワカメから得たDBPとDEHPと一緒に測定を依頼した.

3.2.海藻から分離した DBPとDEHPの14C濃度

各試料の 14C濃度は名古屋大学年代測定総合研究センターにおいて測定して頂いた.その結果

を表 1に示した.14C濃度はpMC (percentmodemcarbon)で表している [19上
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表 1 海藻から分離したDBPとDEHPおよび化学工業製品の14C測定結果

Naturalabundance14ccontentofdibutylphthalate(DBP)anddi-(2-ethylhexyl)phthalate

(DEHP)ofmarinealgalaJldindustrialorigins

compound sourcea 14ccontent(PMC) compound sou1℃ea 14ccontent(PMC)

DBP U.pinnatljda 249.4±0.6 DEHP U.pinnatljida 49.8±0.2

DⅠ∋P I,.japonica 281.2±0.6 DEHP I,.japonica 85.6±0.2

DBP ∽γαsp一 138.9±0.4 DEHP Ulvasp. 87.2±0.2

aU.pinnatljida:ワカメ ;L.japonica:マコンブ ;Ulvasp.:アオサ ;illdusbial:工業製品.

工業製品の DBPと DEHPの標準試料の 14C濃度は検出限界以下であった.3種類の海藻から得

られた DBPの 14C濃度が高い値を示しているが,1つの可能性として 1950年代から 1960年代に

行われた大気圏核実験で増加した 14C が影響していると考えられる [20].現在の大気中の濃度は

核実験以前の 15%増のレベルに下がっているが [21,22],増加した 14C が海水あるいは海泥に蓄

積されている可能性がある.ワカメとマコンブは海底の岩などに固着していたものを採集したが,

アオサは切れ藻となって浮遊しながら生長していたものを採集した.この生活様式の違いも 14C

濃度の差として現れているとも考えられる.いずれにしろ,DBPはこれらの海藻によって作られ

ている可能性が高いと言える.

一方,DEHPの測定においては不確実性を残す結果となった.最も純度が高いワカメ由来のDEHP

で約 50%の 14C 濃度が検出されたので,海藻によって蓄積されたか分離操作中に混入した DEHP

に天然物のDEHPが含まれている可能性が推測される.しかしながら,同じ海藻から得られたDBP

の 14C濃度を基準にして考えると,DEHPの 14C濃度は 20%程度になるので,ワカメ由来の DEHP

に天然物か含まれるかどうかの判定は難しくなる.マコンブとアオサから分離した DEHP の 14C

濃度がワカメ由来のものよりも高い値を示しているのは,不純物の寄与によると考えられる.よ

って,DEHPが海藻によって作られているかどうかは,今回の実験結果だけでは明らかにできな

か-)た.

3.3.今後の研究

今回の実験から DBPは天然物である可能性が高いと考えられるが,DEHPが海藻によって作ら

れているかどうかを検証するには,分離した DEHP の純度を極限まで高める必要がある.そのた

めには,GC による分取が必要であろう.また,13C ラベルした前駆体を用いた生合成実験も行う
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必要がある.

しかしながら,海藻から微量の脂溶性物質を分離するのは操作上の困難をともなう.海藻の培

養も非常に難しく,時間も掛かり,また,一次生産生物であるので 13C ラベル体の取込み実験も

行いにくい.

そこで,現在は微生物の培養液から DBPと DEHPを分離する実験を行っている.フタル酸エス

テル類が微生物培養液から検出されたという報告がある [仁一13].微生物を利用した生合成実験は

海藻に比べてはるかにやり易く,有利である.また,今回の海藻の結果を踏まえ,DBP と DEHP

はGCによる精製を行うつもりである.

4.まとめ

ワカメ,マコンブ,アオサから分離した DBPの 14C 濃度の測定の結果,DBPはこれらの海藻に

よって作られている可能性が示唆された.DEHP もこれらの海藻によって作られている可能性が

あるが,今回の実験では明確な結論が出せなかった.

オ トギリソウの一種 H.hyssoptfolium から分離されたジ(21メチルへブチル)フタレー トは,化学

工業では製造されていないので,間違いなく天然物であろう [14].また,微生物の培養液から得

られたDBPとDEPもおそらくこれらの微生物によって作られていると思われる [8-13].よって,

このようなフタル酸エステル類は,人が工業的に生産する遥か以前から地球上に存在していたと

考えられる.ピロリ菌の走化性に DEPが関係していることが報告されている [12]が,フタル酸

エステル類の生産生物における存在意義はまだほとんど分かっていない. 1つの可能性としてこ

れらの物質が細胞膜に存在し,その流動性に影響を及ぼしているとも考えられる [2].フタル酸

エステル類の天然物としての生理的機能の解明は,興味ある研究課題である.
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Analysisofnaturalabundance14ccontentsofdibutylphthalate(DBP)anddi-(2-

ethylhexyl)phthalate(DEHP)isolatedfromthreemarinealgae,UndariapinnatlPda,

LJaminarlaJaponica,andUIvasp.

MichioNAMIKOSHIl,*,TeruakiNISHIKAWA2andKazuyoUKAIl

1)DepartmentofNaturalProductChemistry,TohokuPharmaceuticalUniversity･

2)TheNagoyaUniversityMuseum.

Abstract:

Analysisofthenaturalabundance14ccontentofdibutylphthalate(DBP)obtainedfromtwo

ediblebrownalgae,UhdariapinnatlPdaandLaminariajaponica,andagreenalga,UIvasp･,

revealedthattheDBPwasnaturallyproduced.Thenaturalabundance14ccontentofdi-(2-

ethylhexyl)phthalate(DEHP)fromthesamealgaewasabout50-80%ofthestandardsampleand

the14ccontentofthepetrochemical(industrial)productsofDBPandDEHPwerebelowthe

detectionlimit.
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