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Tetrabromobisphenol A (TBBPA), a brominated flame-retardant, has been widely detected in the environment, 

wildlife, and human plasma, and is now under consideration for adverse effects using experimental animals by 
embryonal, fetal, and neonatal exposure in our laboratory. In order to determine the maternal-fetal distribution of 
TBBPA, simple methods of sample preparation from tissues or body fluids, and HPLC analysis were investigated. 
Using a reverse-phase analytical column, a two isocratic step system with mobile phase A (80 % methanol, 1 
mmol/L ammonium acetate) from 0 to 15 min for separation of TBBPA and mobile phase B (100 % methanol) 
from 15 to 22 min for column washing, a flow rate of 0.8 ml/min, and detection at 295 nm, TBBPA concentrations 
could be quantitatively determined with a lower limit of 1.0 ng. Supernatant from homogenates of tissues in 
methanol were suitable for HPLC analysis, with a detection limit of 0.02 μg/g tissue wet weight. For the detection 
of TBBPA in blood, diethyl ether extraction was suitable. 
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緒     言 

テトラブロモビスフェノール A [CAS No 79-94-7; 
2,2-bis(3,5-dibromo-4-hydroxyphenyl)-propane，以後 TBBPA 
と略す]は，難燃剤として，プラスティック製品や繊維製

品に使われる．2002 年の年間生産量は，世界で 130,000 ト
ン以上，そのうち 86％ がアジアで使われている1)． 

TBBPA は，下水処理場の汚泥2)，埋立地からの滲出水3)

や河川や河口付近の底質土4，5）から検出され，河口付近に

生息する巻貝やヒトデなどの無脊椎動物，魚類，海鳥，海

洋哺乳類から検出される5，6）など，広く環境を汚染してい

ることが報告されている．電化製品の廃棄物処理場やコン

ピューター室のような職場環境においても，埃や空気中か

ら TBBPA が検出されている7-9）．人の血清中からも検出

され9-12），職業暴露と食物暴露の両方が示唆されている． 

TBBPA の生体への影響については，試験管内試験で，

内分泌撹乱作用13-17），免疫抑制作用18），神経伝達の阻害19）

が，動物による試験で，鳥卵の致死毒性20），出生直後の仔

ラットでの腎毒性21）などが報告されている．しかし，

TBBPA の生体内分布，胎盤通過，母乳分泌については，

人，家畜，実験動物のいずれにおいても，ほとんどわかっ

ていない．そこで，実験動物を用いた生体内分布試験に先

立って，生体試料（各種臓器や生体液）中の TBBPA を簡

便に測定する方法を検討した． 

 

材料と方法 

１．試薬 

 酢酸アンモニウムと分析標準用 TBBPA は和光純薬か

ら，n-ヘキサン，アセトン，HPLC 用メタノールは関東化

学から購入した．動物に投与した TBBPA は東京化成工業

製（純度 > 98％）を，懸濁用剤として日本薬局方オリー

ブオイルを用いた． 

 
２．HPLC 分析 

 Ronen ら22），および Berger ら23）の方法を参考にした．

逆相分析カラムは，TSK-Gel ODS-80TM （ 250×4 mm; 

TOSOH， 東京）および Inertsil ODS-3 (5 μm，250×4 mm; 

GL Science， 東京）を，溶出液はメタノールと 1 mmol/L 酢
酸アンモニウム緩衝液の濃度勾配を，流速 0.8 mL/分で検
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討した．検出器は紫外部吸光度計（UV 8020; TOSOH，東

京）を用い，クロマトグラムのピーク面積の算出はクロマ

トパック CR6-A（島津製作所，京都）を用いた． 

 

３．サンプル調整―１ 

1) Takahashi ら 24）のビスフェノール A の分析法を参考

にした．マウス肝臓に既知量の TBBPA を添加して，アセ

トンで 5％(w/v) ホモジネートとし，遠心分離した上清ア

セトン層 1 容量を窒素ガス気流下で蒸散せしめ，残渣に

純水 1 容量を加えて溶解した．これに 1 容量の n-ヘキサ

ンを加えて振とう機で 15 分間振とうし，n-ヘキサン層を

分離する．これを 3 回くりかえし，合わせた n-ヘキサン

層を窒素ガス気流下で蒸散せしめ，残渣をメタノールに溶

解して HPLC で分析した．  
2) マウス肝臓に既知量の TBBPA を添加して，重量の 

4 倍容量のメタノールを加えて直ちに，20％(w/v) ホモジ

ネートとし，3,000 rpm，15 分遠心して上清を HPLC サン

プルとした． 

 

４．投与実験 

 ICR マウス（Crj:CD-1， 日本チャールスリバー）を，雄

は 1 匹/ケージ，雌は 5 匹/ケージに収容し，水と餌（日

本クレア製 CE-2）を自由に摂取させた． 8 から 11 週齢

で雌雄を 1：1 で一夜同居させ，翌朝，膣栓の認められた

雌を妊娠 0 日とした． 

1) 妊娠 15 日の母マウスに，オリーブオイルに懸濁し

た TBBPA 1,600 mg/kg 体重（10 ml/kg 体重）を投与し，1，
3，6 および 24 時間後に，各 3 匹をエーテル麻酔下で解

剖した．子宮を切開し，26 ゲージの針をつけた注射筒で

羊水を吸引採取した後，胎盤，胎児および羊膜を子宮から

取り出して，それぞれを母マウスごとにまとめて重量を測

定した． 

2) 出産後 7 日目の母マウスに，オリーブオイルに懸濁

した TBBPA 1,600 mg/kg 体重（10 ml/kg 体重）を投与し，

3，6 および 24 時間後に，授乳仔マウス各 3 匹をエーテ

ル麻酔下で解剖し，胃の内容物（ヨーグルト状の凝集物），

肝臓と腎臓を採取した． 

これらのサンプルは測定まで-20℃で保存した．胎盤，胎

児と羊膜，および，仔マウスの胃の内容物，肝臓と腎臓は，

サンプル調整の項の2)の方法で処理し，HPLC サンプルと

した．羊水は等量のメタノールと混和したのち，10,000 rpm， 
15 分遠心して上清を HPLC サンプルとした． 

 

５．サンプル調整－２ 

 投与実験で，TBBPA が実際に胎児，羊膜，羊水から検

出されることがわかったので，母体における TBBPA の分

布，特に，血中濃度を測定する必要が生じた．そこで，血

中 TBBPA 分析のサンプル調整法を検討した．用いたマウ

ス全血は，大腿静脈を切開して EDTA 処理した採血管に

採取した． 

1) マウス全血に既知量の TBBPA を添加して，容量の 

4 倍容量のメタノールを加えて直ちに，20％(w/v) ホモジ

ネートとし，3,000 rpm，15 分遠心して上清を HPLC サン

プルとした． 

2) マウス全血 100 µL に既知量の TBBPA を添加して，

等量の純水を加えて溶血せしめ，2 mL のジエチルエーテ

ルを加えて振とう機で 15 分間振とうし，ジエチルエーテ

ル層を分離する．これを 3 回くりかえし，合わせたジエ

チルエーテル層を室温で蒸散せしめ，残渣をメタノールに

溶解して HPLC で分析した． 

 

結   果 

１．HPLC 分析法 

1) 紫外部検出波長 

メタノール：酢酸アンモニウム緩衝液系における紫外部

検出の最適波長を検討した．80％ (v/v) メタノール，1  
mmol/L 酢酸アンモニウムの均一送液で，検出器の波長を

210 nm から 350 nm まで変えて，TBBPA 標準液のクロマ

トグラムを比較したところ，295 nm が最も感度が高かった． 

2) カラム条件 

分析カラムは，方法の項に示した二種のカラムにおいて，

80％(v/v) メタノール，1 mmol/L 酢酸アンモニウムの均等

送 液 で の  TBBPA の 保 持 時 間 は  12 分 （ TSK-Gel 
ODS-80TM）から 14 分(Inertsil ODS-3)で，感度はほぼ同程

度であった．室温の変動によるベースラインの変動や保持

時間の変動を避けるため，カラムオーブンを用いて，カラ

ム温度を 35℃ に保つと，それぞれのカラムの保持時間は，

9 分から 11 分であった． 

3) 溶出条件 

メタノール濃度勾配の検討を行った．メタノールの直線

濃度勾配法は，295 nm での紫外部検出ではベースライン

の変動が激しく，10 分間に 10％(v/v) 程度の勾配でも，目

標の TBBPA のピークがベースライン変動に隠れて，全く

検出されなかった．そこで，直線濃度勾配による分析は適

当ではないと判断し，濃度段階法を検討した．第一段階は 

80％(v/v) メタノール，1 mmol/L 酢酸アンモニウムの 15 
分間（分析開始から 0-15 分）で，この間に TBBPA を分

析する．続いて，第二段階は 100％ メタノールの 7 分間

（分析開始から 15-22 分）で，この間に，生体からの妨

害物質を洗い流す．第三段階は再び  80％(v/v) メタノー

ル，1 mmol/L 酢酸アンモニウムの 8  分間（分析開始か

ら 22-30 分）で，カラム内を分析開始可能な状態に戻す．

この濃度段階法による TBBPA の注入量とピーク面積に

よる定量線を Fig.１ に示した．定量線は直線（R2=0.9998）
で， TBBPA の各濃度段階の CV 値の平均は 1.1％，定

量限界は 1.0 ng であった． 
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Fig.1. Calibration curve of Tetrabromobisphenol A 

Using a reversed-phase analytical column (Inertsil ODS-3 or 
TSK-Gel ODS-80TM, 25 x 6 mm), two steps isocratic system 
of mobile phase A (80 % methanol, 1 mM Ammonium 
Acetate) from 0 to 15 min for separation of TBBPA and 
mobile phase B (100 % methanol) from 15 to 22 min for 
washing, flow rate 0.8 ml/min and detection at 295 nm, 
TBBPA could be quantitatively determined from 1.0 ng, with 
1.1%CV. 

 

 

２．サンプル調整方法 

材料と方法の３．サンプル調整－１－1)に記した，ア

セトンによるホモジネート調整とn-ヘキサンによる抽出

法は，手技が煩雑で，有機溶媒の蒸散に時間がかかるうえ，

調整されたサンプルのクロマトグラム上に多くの妨害ピ

ークがあった．メタノールホモジネート法では，サンプル

調整直後には，妨害ピークがなく良好に見えたが，時間の

経過とともに，数多くの妨害ピークが現れた．これらの妨

害ピークは， メタノールホモジネートの遠心分離後 30 分

から 1 時間以内に，上清を沈殿物から分離すると出現し

なかった．以後，サンプル調整はメタノールホモジネート

法で，遠心分離後 30 分以内に上清を分取することとした．

この方法による肝臓からの TBBPA の添加回収率は 67.5
％，定量限界は臓器 1 g中 0.02 μg，平均 CV 値は 11.9％ 
であった． 

授乳仔マウスの胃の内容物からの，メタノールホモジネ

ート法における添加回収率は79.4％ で，定量限界は 1 g中 

0.4 μg，平均 CV 値は 11.6％ であった． 

全血からの，メタノールホモジネート法における定量限

界は 1 ml 中 10 μg と非常に高く使用に耐えないことが

わかった．これに比べ，ジエチルエーテル抽出法における

添加回収率は 92.7％，定量限界は 1 ml 中 0.02 μg，平均 

CV 値は 11.3％ であった．（Table 1.） 

 
 
 

Table １. Recovery of TBBPA from tissues             

 extraction by recovery(%) CV(%) detection limit 

Liver methanol 67.5±6.7 11.9 0.02 μg/g 

Milk methanol 79.4±5.5 11.6 0.4 μg/g 

Blood ether 92.7±6.9 11.3 0.02 μg/ml 
                          
In recovery, values are mean±SD for 5 point of concentration 

above detection limit. 

 

0
20
40
60
80

1 3 6 24
hours after dosing of 1600 mg/kg b.w. to dam

ug
/g

 w
et

 w
ei

gh Maternal liver

A

 

0

2

4

6

8

1 3 6 24
hours after dosing of 1600 mg/kg b.w. to dam

ug
/g

 w
et

 w
ei

gh
Maternal blood
Maternal kidney
Maternal brain

B

 Fig.2 Distribution of TBBPA in dam. 
Dams on day 15 of gestation were given 1600 mg 

TBBPA/kg b.w. by gavage, and 1, 3, 6 and 24 hours after 
dosing, the levels of TBBPA in blood, liver, kidney and 
brain of dams were determined. Each point and bar presents 
mean and SD for 3 dams. 
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Fig.3 Maternal-fetal distribution of TBBPA. 
Dams on day 15 of gestation were given 1600 mg 

TBBPA/kg b.w. by gavage, and 1, 3, 6 and 24 hours after 
dosing, the levels of TBBPA in fetus, placenta, amnion and 
amniotic fluid of each dams were determined. Each point 
and bar presents mean and SD for 3 dams. 
 

３．投与実験 

 Fig.2 に示すように，TBBPA 1,600 mg/kg 体重を投与し

た妊娠 15 日の母マウスでは，投与後 1 時間で血液・腎

臓・脳内に TBBPA が検出された．血中 TBBPA 濃度は，
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時間とともに低下し，24 時間後に再び上昇した．肝臓・

腎臓・脳の TBBPA 濃度は，投与後 1 時間が最も高く，3，
6，24 時間で低下した．また，肝臓中の TBBPA 濃度は，

血液・腎臓・脳の 10 倍以上高かった． 
TBBPA 1,600 mg/kg 体重を投与した妊娠 15 日の母マウ

スから採取した胎児，羊膜，胎盤，羊水中の TBBPA 濃度

を，母体血中濃度とともに， Fig.3 に示した．投与後  1 時
間から，すべてのサンプルに TBBPA が検出され，投与後 

3 および 6 時間でさらに高くなった．投与後 24  時間で

は濃度は低下したものの，胎盤の 2 サンプルを除くすべ

てのサンプルで検出された．胎児と羊膜の  TBBPA 濃度

は，投与後 1 から 24 時間後まで，母体血中濃度よりも

高かった． 

TBBPA 1,600 mg/kg 体重を投与した出産 7 日目の母マ

ウスが授乳していた仔マウスの胃の内容物中の  TBBPA 
濃度を Table 2 に示した．投与後 3 時間ですでに，仔マ

ウスの胃の内容物から TBBPA が検出され，6 時間後にや

や上昇したが， 24 時間後では検出されなかった．仔マウ

スの肝臓および腎臓には，いずれの時間でも TBBPA は検

出されなかった． 

 

Table 2. Concentration of TBBPA in milk               
3 hours after dosing 6.77 ± 4.18 
6 hours after dosing 8.89 ± 4.55 
24 hours after dosing not detected (μg/g) 
                         
Dam on post natal day 7 was given 1600 mg TBBPA/kg b.w. 
and, 3, 6 and 24 hours after dosing, TBBPA level of milk in 
stomach, liver and kidney of 3 pups were determined  
Values are mean±SD for 3 pups.  
TBBPA was not detected in the liver and kidney of pups. 
 

 

考   察 

環境水，野生生物や人血清のような試料中の TBBPA を
分析した例では，様々な抽出濃縮精製過程と精密測定機器

を駆使している1-12）．それらの方法に比べると，本実験で

の生体試料からの検出限界は高い．しかし，実験動物を用

いる生体内分布試験においては，まず，投与後の時間軸に

そった複数の観測点が必要であり，また，投与量を数段階

設定する必要もあり，さらに，数種の臓器中の濃度を測定

する．そのような多数の試料の分析のためには，簡便で安

価で迅速な試料調整方法が求められ，本実験の結果はおお

むねその要求を満たしたと思われる． 

Meerts ら26）および Haak ら27）は，ラットに投与した 
14C- TBBPA は，投与後 48 時間までに 80％ が，72 時間

までに 92％ が糞中に排泄され，各種臓器への蓄積性はな

いと結論している．母マウスへの投与 24 時間後には，胎

児，胎盤，羊膜，羊水や，授乳仔マウスの胃の内容物にお

ける濃度が低下していたという本実験の結果は，ラットに

おける結果と矛盾しない．しかし，14C-TBBPA を用いた

ラットでの実験は，その間の母体内分布や胎児への移行は

検討していない．外界から生体に侵入する化合物の生体影

響を検討する際には，その化合物の生体での残留性と同時

に，生体内での最高到達濃度も重要である28-32)．本実験で

は，母マウスに投与した TBBPA が，数時間後には胎盤を

通過して胎児に移行し，その濃度は 24 時間後にみられる

より 4 倍以上であった．しかも，母体血中や胎盤よりも

胎児でその濃度が高いことから，TBBPA の胎盤通過につ

いては，母体の TBBPA 摂取後数時間の母体-胎児間の動

向を詳しく検討する必要があると思われる．また，TBBPA 
は，生後 7 日の仔マウスの胃の内容物からも検出された．

この時期の仔マウスは，餌を自分で摂取することはなく，

母乳のみで育っている．胃の内容物はすなわち母マウスの

母乳であり，母マウスが摂取した TBBPA が母乳に分泌

（排泄）されていたことを示している． 

本実験の結果から，今後，胎児や新生児・乳児への生体

影響の検討とともに，母体が摂取した TBBPA の母体-胎

児間分布や母乳分泌（排泄）の詳しい調査も必要と思われ

る．  
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