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くは しが き )

ェス トログンは人間の生理的作用により排推され,し尿に普遍的に存在する物質であり,生活排水

すなわち下水に存在する｡ しかしながら,現行の下水処理場の機能は有機物 ･懸濁物の除去と消毒で

あり,17β-エス トラジオールをはじめとするエス トロゲン様物質の完全な分解 ･除去は不可能である｡

沿岸都市域の下水処理水は沿岸域あるいは河口域に絶えず放流されている｡また,浄化槽処理水も都

市排水路を経由して河口･沿岸域に排除されている場合が少なくない｡ したがって,エス トロゲンが

河口･沿岸域に負荷されている可能性は極めて高いと推察される｡しかしながら,エス トロゲンの水

素境における動態に関する知見は少なく,特に淡水と海水の混合する沿岸環境における知見はほとん

ど得られていないのが現状である｡沿岸環境の保全は,我々にとっての責務であり,人間活動による

ェストログンの沿岸環境-のインパクトの実態把握が必要である｡一方,人間が生活していく限り,

エストロゲンを排出し続けていくことになるので,この物質の除去法の開発も不可欠な課題である｡

本研究では,沿岸都市域を研究対象とし,エス トロゲンの河口･沿岸域における環境動態を追跡す

るとともに,下水の生物処理プロセスにおけるエストロゲンの消長についても検討した｡
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第 1章 序論

1.1はじめに

今Elの水寮境における問題として,外因性内分泌捷乱物質の微量汚染による生態系さらには人体-の影響

が危倶されている｡外因性内分泌捷乱物質と称される化学物質は極低濃度であっても生物の内分泌作用に影

響を及ぼす可能性がある｡我が国においても,平成 10年度から各省庁と研究機関の協力のもと,河川 ･湖沼

の環境水1～3),水道 4)および下水道 5)について.外因性内分泌捷乱物質と疑われる数十種類の化学物質の実

態調査が実施されている｡その調査結果をみると,各種の生物やヒトに対する毒性や影響濃度に関しては議

論 ･検討が必要なものの,調査 ･研究対象として重要な物質は,樹脂原料のビスフェノールA,非界面活性

剤の分解物のノニルフェノール,および人畜由来の17㌢エストラジオール (E2)が挙げられる｡このような

物質のなかで,エストロゲンの一つである E2は非常に活性度が高く,内分泌捷乱作用が示唆されている代

表的な化学物質に比べて約 1,000-10,000借のエストロゲン活性を有している｡ビスフェノールAとノニル

フェノールは使用目的,用途,および使用場所が明確に特定できるため,仮に現行の使用状況による極微量

の汚染で生態系あるいはヒトに及ぼす影響が明らかに罷められた場合,使用制限 ･禁止,安全な代替物質へ

の変換,あるいは使用事業所からの排出規制によって,環境-の排出は大幅に制御できると考えられる｡一

方,E2は人間の生理的作用により排粧されるし尿に含まれている天然物質であり,下水に絶えず存在してい

ることから最も重要な外因性内分泌捷乱物質に位置づけられる｡

E2がし尿中-お経 されるときの形態は,水溶性のグルクロン酸抱合体と硫酸抱合体であると報告6)されて

いる｡環貴水中において E2が抱合体のままであれば生態系-の直接的な影響はほとんど無いものと思われ

るが,環境水中や生体内に取り込まれた際に抱合体が脱抱合し,遊離体のE2となった蕩合には,E2がもつ

高い活性を取り戻すことが予想される7㌔しかしながら,下水中の遊離体のE2は下水処理場によって大部分

が除去され河川あるいは海域-と放流される｡わが国の下水処理場における内分泌捷乱物質の実態について

は,国土交通省が全国 15都府県市47処理場で実態調査を行なった8)｡この報告によると,水処理工程での

E2の平均的な除去率は70%程度であり,除去率だけをみると効果的に除去されているようである｡しかし,

E2の環境への影響濃度が未だ明確に提示されていないことを考えると,放流されるときのE2濃度について

どの程度のレベルまで下げればよいかといった取替等が残っている｡また,地方によっては下水道の未整備

の地区が未だ多く存在し,生活排水中の E2は浄化槽単独の処理だけで近隣河川に放流されているのが実態

である｡浄化槽のE2除去率は低く,約 14%と報告 9)されている｡この浄化槽で除去できなかったE2が常

に河川に放流されていることを考えると,生態系-の影響は下水道整備地区に比べ大きいと予想される｡さ

らには,人間の尿からのみ排出されているのではなく,豚や牛などの家畜動物の尿からも排出されている｡

前述のように,生活排水中に存在するE2や家畜動物の尿からのE2が殊境水中に放出され,遊離体のE2

として多く存在している賂合,生態系-の影響が危倶される｡そこで,生活排水の最終的な放流先である河

川や沿岸域といった蘇境水中での E2の実態を調査することが重要になってくる｡特に,沿岸 ･河口域は河

川水と海水の混合が激しい場所であり,栄養塩や有機物などの溶存物質が凝集し革質に堆積するといわれて

いる｡そのため,底質に堆積した有機物等をエサとする魚介類も多く生息していると考えられる｡また,袷

岸 ･河口域は下水処理水や浄化槽処理水が最終的にたどり着く場所であるため,栄養塩や有機物などの溶存

物質に加え E2もまた,凝集作用によって単独あるいは溶存物質に付着して底質-と堆積する可能性が考え

られる｡そのため,沿岸 ･河口域は水環境の中でも生態系-の E2の影響が顕著に現れる領域であると考え
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られる｡このようなことから,沿岸 ･河口域におけるE2の実態を調査する必要がある｡しかしながら,沿

岸 ･河口域におけるE2の実態については極めて情報が乏しく,底質についての挙動については全くといっ

てよいほど情報が乏しい｡

そこで本研究では,宮崎県内を流れる都市剛 l卜河口域における遊離体の E2について調査し,河川にお

ける挙動や底質-の堆積状況といった河川内の地点間における遊離体の E2の相対的な実態を把握するこ

を目的とした｡

1.217β-エストラジオール (E2)について

E2は,前述したとおりエストロゲンの一つであり,内分泌擾乱作用が示唆されている物質の中でも,合成

エストロゲンのジェチルステルベストロール (DES)に並んで,エストロゲン活性が非常に強い物質であ

10㌔ェストログンとは,女性ホルモンの一種であり,卵巣や精巣で分泌される卵胞ホルモンである｡E2の他

に,エストロン,エストリオールなどがある｡エストロゲンは,ヒトに対しては主に女性化 (月経 ･乳腺)

卵子の発育,排卵を調整する作用を持つが,分泌過剰になると子宮

内膜症,腹がん,乳がん,不正出血等の疾患を引き起し,分泌不足

になると女性器の発育異常,月経不順の疾患を引き起こす tl)｡尿中

の給エストロゲン量は,月経周期にある女性で数～60pdd程度,妊

娠中の女性で200-400pdd,男性で数 pg/d程度と報告されている｡

したがって,家庭汚水中には,数百ngA.オーダーのエストロゲンが,

主に抱合体として含まれるものと推定されている12)｡

1.3 エストロゲン作用のメカニズム 11)

H., S R

人間や無脊椎動物等の細胞内にはエストロゲン受容体が存在する｡通常は,卵巣等で分泌されるエスト

ゲンが血中を通って,細胞内のエストロゲン受容体 (ER)と結合し,遺伝子を活性化させる｡しかし,エ

トロゲンと類似の内分泌捷乱化学物質 (ビスフェノールA,ノニルフェノール,フタル酸エステル,DDT

ど)がエストロゲン受容体と結合することによって,エストロゲンがエストロゲン受容休と結合した場合

同様に連伝子を活性化させてしまう｡そのため,自身が体

内で作り出すエストロゲン以外に,体外からエストロゲン

類似の物質が取り込まれた場合には,己の意志とは異なる

作用が体内で生じてしまう恐れがある｡

1.4野生生物に対する内分泌煉乱物質の影響

魚類等において,雌の卵黄形成の際に特異的に出現する

蛋白質のヒデロジェニン (VTG)が雄からも検出された例

がイギリスで報告されており13),この原因は下水処理水で

ある可能性が高い｡魚類の卵巣で分泌されたエストロゲン

は,血中に入って標的器官に運ばれ,標的細胞の受容体に

2
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結合する｡卵巣等で十分なェストロゲンが分泌され受容体と結合した場合に限りVTGは作られるため,過

常は雌のみが作り出す特異的な蛋白質である｡しかし,エストロゲンの受容体i域 にも雌にも存在するため,

外部からエストロゲンと類似の物質あるいは下水処理水に残存するE2が雄の体内に取り込まれ,受容体と

結合した落合には,雄であっても雌と同様にVTGを作ることとなる｡田畑らは,雄ヒメダカを用いたE2の

曝露試験を行い,雄ヒメダカ血清中のVTG濃度を指標としてエストロゲン作用の検討を行った.その結果,

雄ヒメダカがVTGを誘導するE2の最小作用濃度を5ngnと結論付けている)4).しかし,最大無作用濃度を

lngAと報告 14)していることからE2は微量な濃度であっても生物に影響を与える物質であるといえる｡

1.5 沿岸 ･河口域で予測される水生生物へのE2の影響

沿岸 ･河口域は,人間活動からの下水処理水や浄化槽処理水が海域へと流れ込む場所であり,その中に含

む栄養塩や有機物などをエサとする魚介類が多く集まる場所である｡前述した通り,栄養塩や有機物ととも

にE2も含まれている｡そのため,沿岸 ･河口域は環境水中において,生物がE2の影響を最も受けやすい場

所であると予想される｡沿岸 ･河口域にはアサリ,.シジミなどの貝類,コイをはじめとする魚類が生息して

おり,E2がそれらの生物の内分泌を捷乱して雄の精巣に卵細胞を生み出したり,血中vTGを引き起こした

りする恐れがある｡また,内分泌坪乱物質の多くは水溶性に乏しいため,E2が沿岸 ･河口域の底質へと蓄積

する可能性がある｡底質に生息する底生生物が E2の影響を受けると,食物連垂削こよって魚類-,最終的に

は魚類を食べる鳥類-とE2の影響が確落される可能性も考えられる｡そのため,多くの生物が生息する沿

岸 ･河口域におけるE2の実態を調査する必要がある｡

第2章 E2の各種分析方法の概説

2.1ガスクロマトグラフ質量分析 (GC州S)

GCノMSは,有機化合物 (特に低分子量成分)の定性 ･定量を目的とした分析装置で,ガスクロマトグラフ

(GC)と質量分析装置 (MS)を結合した複合装置である｡GCで分離した単一成分についてMSスペクトル

を測定することにより成分の定性を行い,MSによって検出されたイオンの強度により定量を行う｡E2分析

の際には,測定試料の誘導体化やクリーンナップなど煩雑な前処理を必要とし,分析に高価な機器や熟練し

た技術が必要となる｡環境庁の ｢外因性内分泌捷乱化学物質調査暫定マニュアル｣におけるエストラジオー

ル分析法には,このGC/MSと後に紹介するELISA法による分析方法が提示されており,E2を測定する一般

的な方法である｡しかし,検出限界の目標値が2.8ngAであるとされ,微量なE2を検出できないといった課

題がある｡

2.2液体クロマトグラフ/タンデム質量分析 (LCm 川S)

LC-MS/MSは,高速液体クロマトグラフ (I℡LC)と質量分析計 (MS)を結合させた複合システムである｡

試料溶液をHPLCで分離し,溶出成分をイオン化室に導入しイオン化してMSスペクトルを得て定量を行う

方法である｡E2分析の際には,GC/MSとは異なり誘導体化を行う必要がなく,GC/MSよりは微量なE2を
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測定可能である｡E2の分析方法としては最も優れた装置であるといわれている｡しかしながら,LCIMSnd

の普及はまだ十分ではない｡また,GC伽Sと同様に,測定試料のクリーンナップなど煩雑な前処理を必要と

し,分析に高価な機器や熟練した技術が必要となる｡

2.3 /'nv/'troァッセイ 1)

加V加 アッセイは試験管内での試験方法といわれ,幾つかの方法が存在する｡組み換え酵母を用いるYE

アッセイ,ヒト乳がん由来細胞を用いるE-Screenアッセイ,ヒト子宮内膜がん由来細胞を用いるIshikawace

3H-12ALPアッセイ,ELISA法 (酵素免疫測定法)等である｡inviLTDアッセイは,種類によってはE2以外

の物質もE2として測定してしまうという欠点があるが,機器分析よりも検出下限値を低く設定でき微量な

E2を測定することができるという利点もある｡

(1)YESアッセイ 1)

YESアッセイでは,ヒトエス トロゲンレセプターが組み込まれ,エス トロゲンが結合するとβ-ガラクトシ

ダーゼを産出する組み換え酵母が用いられる｡測定試料をマイクロプレー トに入れる｡増殖培地に前培養

た酔母とCPRG (クロロフェノールレッドp-Dガラクトビラノシド)を添加 したアッセイ培地を調整し,刺

定試料が入ったマイクロプレー トに入れる｡吸光度を測定した後培養し,再び吸光度を測定する｡アッセイ

培地にE2標準物質を供して得られたジグモイ ド曲線より試料中のE2を算出する方法である｡

(2)E-Screenアッセイ 1)

E-Screenアッセイでは,ヒトエス トロゲンレセプターを保有し,エス トロゲンが存在すると増殖するMCF-

やT47Dなどのヒト乳がん由来細胞が用いられる｡ヒト乳がん由来細胞を塗布させたマイクロプレー トに測

定試料を含む試験用培地を入れ,培養した後染色を行い,吸光度によって細胞の増殖率を求める｡E2標準物

質を培地中に適当な濃度で添加し,細胞の増殖率から検量線を作成し,試料中のE2を算出する方法である｡

∫

(3)lshikawacell3H-12ALPアッセイl)

Ishikawacell3H-12はヒト子宮内膜がん由来細胞であり,ヒトエス トロゲンレセプターを保有しているが

エストロゲンが存在するとアルカリフォスフアタ-ゼ (ALP)の活性が上昇する特性を利用する｡Ishikawace

を塗布させたマイクロプレー トに測定試料を含む試験用培地を入れ培養する｡マイクロプレー ト内の培地を

捨て洗浄後,アルカリフォスフアタ-ゼの基質溶液を分注し,振とう培養した後,吸光度を測定する｡E-Scree

と同様に検量線を作成し,試料中のEZを算出する方法である｡

(4)臥ISA法 (酵素免疫測定法)2)

ELISA法の測定原理は,競合反応,発色反応および濃度の定量から成る｡特異的に E2と結合する抗体が

マイクロプレー ト内面に塗布 (固定化)されており,前処理した試料水とE2に発色用酵素を結合させた抗

原酵素複合体 (酵素標識抗原)をマイクロプレー トに加え,競合反応させる｡疑合反応後,洗浄により未反

応物を除去し,発色基質を加える｡抗体に結合した抗原辞素複合体の発色用酵素のはたらきで発色基質が着

色する｡この発色基質による発色の程度でE2濃度を定量する方法である｡ELISAキットは,現在 10種類近

く存在するが,E2以外の物質に反応するキットも多く存在することからGC爪4Sでの測定値に比べ数倍～数
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十倍高い値になるといわれている｡そのため,ELISA法でE2の分析を行う際には,ELISAキットの販売元

などを明示し,GC爪4Sとの測定値の差などを把握しておくことが望ましい｡

第3章 本研究におけるE2分析方法

3.1本研究で用いたE2-ELJSAキット

本研究におけるEZの測定には,抗原抗体反応を利用した辞素免疫定量法の分析キット (ELISAキット,

日本エンバイロケミカルズ (樵)製)を用いた｡E2の実態を把握するには,遊離体に抱合体も含めた測定が

必要となるが,抱合体の測定ができる研究機関は少ない｡本研究で用いるE2-ELISAキットにおいても抱合

体の測定はできない｡そこで,遊離体のE2のみについて分析した｡E2-ELISAキットは,酵素免疫測定法に

よって遊離体のE2を測定するものである｡環境分析用に開発されたELISAキットはなく,これまでは臨床

用キットが転用されてきた｡臨床用のELISAキットは感度が悪く,LC-MS/MSの測定値と比較して大幅に異

なるものであった｡しかし,日本エンバイロケミカルズ (樵)製のE2-ELISAキットは,環境分析用として

開発され,試料中のE2を高感度かつ簡便に測定できるキットである｡測定値の変動係数は 10%以下で,ば

らつきが少なく高精度であるといわれている｡このE2-ELISAキットのE2との交差反応性は 100%であり,

エストロン (El)とは1.3%,エストリオール (E3)とは0.6%である｡また,抱合体であるE2-17-glucrmide

との交差反応性は旬.4%,E2-3-glucronideとは16%,E2-3-Sulfate-17-glucronideとは<0,4%である.このように,

日本エンバイロケミカルズ (樵)製のE2-ELISAキットは,他社のELISAキット比べ,E2-の特異性が高

く,他の代表的なステロイドホルモンにもほとんど反応しないことが確瓢されている｡E2-ELISAキットと

機器分析手法 (LC-MSMS法)との測定値を比較すると,本研究で用いた ELISAキットを用いた場合,1.5

倍高くなることが報告されているが,両分析法による測定値の相関は高いとされる｡また,本研究で用いた

E2｣ELISAキット使用説明書によると,解説資料には E2-ELISAキットと他社品の ELISA キット,および

LCIMS爪4Sとの測定値の比較が行われているが,他社晶と比べ,本ELISAキットの測定値はLC-MS/MSと

の相関が高い｡ELISA法は,交差反応性や反応阻害物質の共存によって影響を受けるため,厳密な定量評価

は困難であるとされる｡しかしながら,本研究で用いたE2-ELISAキットは,感度と精度が高く,換作が間

便であり,本抗体がェストロゲンのうちE2-の特異性が高いということから,自然界におけるE2の動態を

把握する測定手法としては有効であると判断した｡

3.2 E2一札ISAキットによる水軌料のE2分析法

E2lELISAキットによる水試料のE2分析フローを図-3.1に示した｡キットの定量範囲と測定水試料のE2

濃度から,測定に要する試料水の容量を決定した｡その結果,河川水および下水処理水の E2濃度を測定す

るために要する試料水の容量は300mLで十分であることがわかった｡そこで,試料水300mLをガラス繊維

漉紙 (GF/C,W地山nm製)で漉過した｡しかし,懸濁物質中にもE2が存在すると考えられる｡そこで,漉

紙上の懸濁物質をメタノール4mLで超音波抽出し,抽出液を漉液に加えた｡漉液とメタノール抽出液の混合

液は,固相カー トリッジを用いて濃縮 ･精製した後,抗原抗体反応を利用した辞素免疫定量法の分析キット

(E2-ELISAキット,日本エンバイロケミカルズ製)を用いてE2を測定した｡E2-ELISAキット測定の前処

5



理法は,メタノール (HPLC用,和光純薬工業製)5mLと蒸留水 10m Lでコンディショニング済みのC18

相カートリッジ (spEカラム,J.T.Baker社製)に漉液とメタノール抽出液の混合液を通水し,蒸留水 10mL

-キサン (HPLC用,和光純薬工業製)5mLで洗浄後,5mLのジクロロメタン (ェストラジオール分析用

和光純薬工業製)で溶出した｡溶出液は,窒素ガス気流により溶媒を揮発させ濃縮乾固させた｡残留物は

ジメチルスルホキシド (DMSO)とメタノールを 1:10で溶解し,溶解液が 1%DMSO,10%メタノールと

るように蒸留水で調整 (最終容量 2mL)した｡この溶解液中の E2を E2-ELISA キットで測定した｡こ

E2-ELISAキットの使用方法は使用説明書に従った｡E2の定量範囲上限すなわち検量線の最高濃度は1.0順

とし,上限を超えた試料については,1%DMSO:10%メタノール水溶液で希釈して測定した｡試料水の検出

限値は,E2-ELISAキットの定量下限値0.05帽凡を希釈して0.025ト郎 一としたものと濃縮倍率の 150倍か

0.16ngA.とした｡

3.3 E2-ELISAキットによる底質試料のE2分析法

3.3.1底質の前処理 1)

河川から採取した底質の前処理は,以下の方法によって行った｡まず,ステンレスバット上で底質を2m

目のふるいに通し,30叫 mで20分間遠心分離した｡遠心分離後の上澄み液をピペットを用いて除去し,

液を十分混ぜ合わせてE2分析のための湿試料とした｡また,この湿試料はEZ分析の他に,有機物量分析

ための湿試料としても用いた｡

3.3,2 E2-ELISAキットによる底質試料のE2分析法

E2-ELISAキットによる底質料 のE2分析フローを図-3.2に示した｡底質試料中のE2を抽出するため

50mL遠心管に底質試料 10g-wetとメタノール (HPLC凧 和光純薬製)30TnLを入れ混合し,10分間超音

分解した.その後,上澄みを3000rpmで 10分間遠心分離した｡さらに残液にメタノール 20mLを入れ混

合わせた後,再び上澄みを遠心分離し先の抽出液に足し合わせた｡この 50mLの抽出液をェバボレータ

(40℃)で蒸発乾固させ,メタノ⊥ル4mLと蒸留水 l00mLに再溶解させた｡この溶解液を,メタノール(HP

用,和光純薬工業製)5mLと蒸留水 10mLでコンディショニング済みのC18固相カー トリッジ(spEカラム

J.T.Baker社製)に通水し,蒸留水 10mL,-キサン (HPLC用,和光純薬工業製)5mLで洗浄後,5mLの

クロロメタン (エストラジオール分析用,和光純薬工業製)で溶出した｡この後の操作は,水試料の換作

同様であるので省略する｡底質試料の検出下限値は,ELISAキットの定量下限陸 (0.025pg )と底質試料

10gから,0.005ng/g-wetとした｡EuSA法の測定においては,湿底質試料を用いて測定したが,測定後底

試料を110℃で乾燥させ,乾燥減量から乾燥底質試料当たりのE2に換算した｡

3.2.3 添加回収試験

実試料の底質について,上記で示した分析法を評価するため,E2標準物質を用いて添加回収試験を実施

た｡E2標準物質を添加した試料と無添加の試料を分析し,その差から回収率を求めた｡まず,底質試料

loo告-wetをビーカーに取り,均一になるように十分に混ぜ合わせた｡その中から10g-wetずつ 50mL遠心
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に分取し,分取した試料を計6つ用意した｡その後,上記に示したメタノール抽出を行い,計6つのメタノ

ール抽出液のうち3つにE2標準溶液 (10pgn.)を100tA,添加し,残り3つのメタノール抽出液は無添加の

状態で分析を行った｡絶対量としては,1ngのE2を添加したことになる｡底質試料 10g-wet当たりのE2濃

度を算出し,E2標準物質を添加した底質試料と無添加の底質試料のE2濃度の差からE2の回収率を求めた｡

その結果を表-3.1に示した｡底質試料を用いた本分析法におけるE2の回収率は59.2%であった｡そのため,

他の研究や論文との比較は難しいが,-河川における底質中の E2濃度の挙動を把握することはできると判

断した｡本研究におけるE2測定値は,回収率による補正を行わず,実際の測定値を掲載した｡

表-3.1底質試料の分析におけるE2回収率 (IF3)

平均値(ng/1OO各-wet) 標準偏差 変動係数(%) 回収率(%)

添加 0.721 0.013 1.$1 59.2

第4章 下水処理水放流口付近の調査

軌Il水300mLl

ろ過(GF/C)

MeOH4mL

1
カラム通水(C18固相力-トリッジ)1

生血 (溶離液=ジクロロメタン5mL)

1
濃鐘艦GEl(窒素ガス気流)

1

毒虫鰹pMSO20pL McOH200pL.蒸留水1780pL:計2mi.)

l
ELISA分析

図-3.1水試料のE2分析フロー
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血量 108-wet(2mnElふるい.遠心脱水(3000rpm.20分間))

1く-

MeOH30mL

超音波分鮭 (10分間)1

逮心分離(3000rpm.10分間)

吾 一 三 =二

兼尭艦虚 (エバポLp-i -.40℃)

1
畳盈鮭OdeOH4mL.蒸留水100mL)1

カラム通水(cl8GEl相カートリッジ)

1
出 (溶離液:ジクロロメタン5mL)

1
濃鎗艦EEl(窒素ガス気流)
1

畳盈監pMSO20pL MeOH200pL.蒸留水1780pL:計2mL)

l
ELISA分析

図-3.2底質試料のE2分析フロー



これまでの研究 ･報告において,多数の都市下水処理場における流入水と放流水のモニタリングの結果,

生物プロセスにおいてE2は効果的に除去され,流入水の大部分のE2が除去されていることが報告されてい

る｡現在のところは,はっきりとした生物-の影響濃度は未だ明らかになっていないため,下水処理場にお

けるE2除去率のみを考えると効果的に除去されているように思われる｡しかしながら,放流水中には除去

されなかったE2も幾らか残存しており,長期にわたる放流とEZの持つ強いエストロゲン活性によって微量

な濃度であっても生物に影響を及ぼしている可能性が考えられる｡諸外国においては,下水処理水が原因で

放流口付近に生息する魚類-の影響が認められたという報告もある｡このように放流口付近は,放流水に含

まれる残存有機物等をエサとする魚類が集まりやすいため,E2を体内に取り込みやすい場所だといえる｡ま

た,放流水中に残存する E2が放流口付近の河川底質-と蓄積している可能性も考えられる｡これまでの報

告では,下水処理水中の E2濃度のみに着目され,放流口付近の河川底質における実態いついては乏しいの

が現状である｡河川底質に E2が蓄積している場合には,底生生物やそれを捕食する魚介類に悪影響を与え

ることも考えられる｡そこで,下水処理水が放流されている放流口付近の底質を調査し,底質中-の E2の

堆積状態を把握することを目的とした｡

4.1調査概要

4.1.1調査地点

宮崎県内を流れる河川のうち最も大きな河川である

大淀川には,河口左岸部に下水処理場が隣接しており,

左岸部に位置する宮崎市の家庭からの下水が処理され,

大淀川-と放流されている｡この下水処理場の敷地面

積は67,350m2であり,処理水量は 80,767m3/日 (平成

14年度処理水量)である｡処理プロセスは,沈砂池-

最初沈殿地-エアレーションタンク-最終沈殿地-堤

素混和池-放流の標準活性汚泥法である｡本調査にお

ける調査地点を図-4.1に示した｡下水処理水放流口か

らの放流水および放流口から5m (地点①),10m (也

点②)(上流側,下流側を含む),30m (地点③)(上流

側,下流側を含む)離れた地点の河川底質について調

査した｡

=== = = ===== 】

+15m Om -15m

図-4.1放流口付近河川底質の調査地点

秦-4.1採泥時における天候および前 1週間の天候

慎査日 調査時刻 tR董日の天候 前1遇rqの天候

2004/ll/ll ll:00-13:00 +時々暮一時再T 7I i-待it qt 扶* 扶鴨 ■徽霊

2005/5/9 13:00-15:00 +牡I I-時+ qt I-時ili I一時+ I--時I qf-時事
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4.1.2調査時期

下水処理水放流口からの放流水については,2005年 4月と12月に調査を行なった｡下水処理水放流口付

近の河川底質については,2004年 11月と2005年の5月に調査を行なった｡この下水処理水放流口付近の水

深は,満潮時には河川水あるいは海水によって底質が見えない状態であるが,干潮時には容易に採泥が可能

となる｡そこで,底質調査においては上記に示した時期の干潮時に採泥を行った｡表-4.1には,採泥時にお

ける天候および採泥前 1週間の天候を示した｡

4.1.3 採水方法

下水処理水放流口からの放流水は,L-アスコルビン酸を 1少し加えた 1Lポリ瓶に採水した｡採水した放流

水は,実験室に持ち帰り分析に供した｡直ちに分析できない場合には-30℃で凍結保存し,後日分析した｡

4.1.4 採泥方法

下水処理水放流口付近の河川底質を採泥するため,透明の塩化ビニール管 (内径 6.5cm,長さ 100cm)を

用意した｡胴長を履き河川に入り,塩化ビニール管を底質に差し込んで上部 ･下部をふさぎ,表層5cmの底

質をステンレス製のバットに採取した｡この作業を同じ付近 (約 30cm間隔)の底質で 3度繰り返し,ステ

ンレスバットに採取した河川底質をよく混合し,ビニール袋に入れて実験室に持ち帰り分析に供した｡直ち

に分析できない場合には･30℃で凍結保存し,後日分析した｡

4.1.5 粒度分析法

本調査では,採取した河川底質は2rrm 目のふるいにかけ遠心脱水後に分析に供した.JIS法のふるい分け

試験法を参考にして粒度分析を行った｡本調査では1000,500,250,100,75Pnのふるいを用いて粒度分析

を行った｡ふるい分けを行う前に底質試料の湿重量約 10gを 110℃で乾燥させ,乾燥後の重量を測定した｡

乾燥させた底質試料は,上記に示した一連のふるいを用いてふるい分けし,各ふるいに残った土粒子の重量

を測定した｡土粒子の全重量に対する各ふるいに残った土粒子の量および通過した量の割合から粒径加積曲

線を求めた｡

4.2結果と考察

4.2.1放流水中のE2濃度

下水処理水放流口からの放流水中のE2濃度は,2005年4月においては約2.5n84,,12月においては約1.6ngA

であった｡他の論文によると,下水処理場の放流口付近の河川水の E2濃度が 1.3ng4.という報告 1)がある｡

また,平成 10年度に堀江らが関東および近畿地方の都市を中心に,27処理場における実態調査を行なった

結果,放流水のE2濃度が0.6ngA以上となった割合は43/47であった2)｡このような報告から,宮崎下水処

理場から放流されている処理水のE2沸度は一般的な下水処理場と同程度であり,1.6-2.5ng瓜の処理水が大
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淀川に放流されていた｡雄ヒメダカにおいて VTGを誘導するE2の最小作用濃度が 5ngn.,最大無作用濃度

が 1ng4.という報告も存在することから,放流口付近に生息する生物によっては放流水中のE2の影響を受け

ている可能性も考えられる｡ しかしながら,放流口より下流側での河川水中の E2濃度を別の調査で測定し

た際に,そのE2濃度が検出下限値 (0.06ngA)～0.20ngAであったことから,放流口から河川-と放流され

た後は希釈されて大幅にE2濃度が減少するため問題はないと予測される｡

4.2.2放流口付近河川底質の粒度

2005年5月に採取した下水処理水放流口付近の河川底質の粒径加積曲線を図-4.2に示した｡下水処理水放

流口から5m離れた地点①の底質も30m離れた地点③の底質も粒度はほとんど同じであることがわかるoL

かし,下水処理水放流口から10m離れた地点②の下流側の底質の粒度に関しては,他の地点と異なる粒度で

あった｡この地点②の下流側の底質には,250ト皿 未満の粒子が他の地点の底質に比べて多く存在しているこ

とがわかった｡

4.2.3放流Ej付近河川底質中の E2濃度

下水処理水放流口付近の底質中のE2濃度を図-4.3に

示した｡2004年 11月に採取した底質中のE2濃度は0.006

-0.011ng/g'dryの範囲であった｡一方,2005年 5月に採

取した底質中のE2濃度は0.013-0.025ng/gJryの範囲で

あり,2004年 11月に比べわずかであるが高くなってい

ることがわかった｡また,下水処理水放流口から10m離

れた地点②の下流側の底質のみは,他の地点に比べ E2

濃度が高いことがわかる｡この理由として,河川におけ

る放流･口の下流側がよどみを生じている可能性が考えら

れる｡この地点の底質においては E2濃度が高いだけで

はなく,250pm未満の粒子についても他の地点に比べ多

く存在していた｡このことから,250pm未満の粒子を多

く含む底質は,E2を多く含んでいる可能性が示唆された｡

4.3 小括

本章では,下水処理水放流口からの放流水中の E2濃

度と,放流口付近の河川底質における E2の堆積程度を

把握する目的で調査を実施した｡得られた知見を以下に

示した｡

(1)放流水中の E2濃度は,調査時期によって異なる

ものの 1.6-2.5ng4.であった｡

(2)放流口付近の河川底質中の E2濃度は,0.006-

10
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0.025ndgJryであった｡また,250FLm未満の粒子を多く含む底質は,他と比べE2濃度が高かった｡

第5章 宮崎県の都市河川 ･河口域における予備調査

E2の環境水での実態を把握するためには,河川沈城を通した調査が必要となる｡河川の長さや面積および

場所によっても E2の実態は異なってくると思われるが,複数の河川を一つずつ詳 しく調査することは困難

であるOそこで,都市河川の E2に関する情報を得ることを目的として,宮崎県内を流れる5つの河川につ

いて予備調査を行ない,5河川の河川水におけるE2濃度の比較を行った｡

5.1胡査概要

5.1.1調査河川

本調査における調査河川を図-5.1に示した｡-ツ瓶川は,宮崎県の中央部を流れる長さ約 86km,流域面

積 852km2の二級河川である｡調査した地点である河川の右岸部は佐土原町であり,下水道未整備の地区が

ほとんどである｡石崎川は,佐土原町の中心部を流れる河川長約7kmの二級河川である｡調査した地点は佐

土原町の中心部であり,その左岸部は下水道の処理区域であるが右岸部は未だ下水道未整備の地区が多く存

在する｡大淀川は,宮崎県の河川の中で最も大きな河川であり,河川長地点は大淀大橋付近であり,この地

点の周囲は下107km,流域面積 2,230km2の一級河川である｡調査した水道の処理区域である｡八五日は大淀

川の河口につながる河川であり,河川長約9kmの一級河川

である｡調査した地点は恒久南であり,下水道整備地区と

未整備地区が存在している｡清武川は,宮崎市と清武町を

流れる河川長約 22kmの二級河川である｡調査した地点は

中流部の清武町役場付近であり,下水道未整備地区がほと

んどである｡各河川における調査は,それぞれ塩分の影響

がない地点の河川水について行った｡

5.1.2調査時期

宮崎県内を流れる5つの河川について,2005年 8月およ

び 12月の2回行った｡調査は干潮時に実施した｡5河川の

河川水中のE2濃度を比較するため,5河川いずれも同じ日

に調査した｡表-5.1には,調査時における天候および調査
図-5.1予備調査における調査河川

義-5.1調査時における天候および調査前 l週間の天候

騨査白 轟査時刻 慎量目の天棲 前1週間の天候
1日前 2日前 3日TD 4巳蘭 5日廿 6EI前

2∝I5′8′17 10:00.}1○:00 嶋-Pf+I +一昨書暮 ■ +I JL時々+ ■7II-時Ir

ll



前 l週間の天候を示した｡

5.1.3 採水方法

各河川の河川水は,L-アスコルビン酸を IgA加えた ILポリ瓶に採水した｡手付きビーカーを用いて河川

水を採取し,ポリ瓶に入れて実験室に持ち帰り分析に供 した 直ちに分析できない場合にiま-30℃で凍結保存

し,後日分析した｡

5.2 結果と考察

5.2.1各河川における河川水中の E2濃度

各河川における河川水中のE2濃度を図-5.2に示した｡

2005年8月の調査結果では,全ての河川において検出下

限値 (0.16ngA)以上のE2が検出された｡特に,5河川

のうち比較的小河川である石崎川 と八重川においては

IngAに近い濃度でE2が検出された｡この2河川は,他

の3河川に比べ河川幅も小さく水量が少ないために,E2

に対する拘り‖水の希釈効果が小さいと推測される｡12月

の調査結果では,-ツ瀬川,大淀川,清武川においてE2

濃度が検出下限値以下であり,石崎川においても8月の

調査結果に比べ低い E2濃度であった｡しかしながら,

八重川におけるE2濃度は8月,12月ともに0.9ngA以上

であり,5河川のうち最もE2濃度が高かった｡ここで,

衰 重 義 i 雇
> LQ IK < 寮
l

図-5.2各河川における河川水中のE2濃度
環境庁が行った全国一斉調査の結果では,河川において

0.1-11n少しの範囲で E2が検出された調査地点数は 124地点数のうち 80地点と65%の地点で検出されてい

る1)｡この報告はGC/MS法を用いて分析 した結果であり,ELISA法を用いて分析 した八五Il胴-川水のE2濃

度をこの報告と比較するのはふさわしくないと考えられるが,おおまかに比較するとオーダーは同程度であ

った｡

第6章 八重川河川 ･河口域における調査

第 5章において,都市河川の E2に関する情報を得ることを目的として,宮崎県内を流れる5河川につい

て予備調査を行なった｡その結果,八重川河川水中のE2濃度が最も高く,E2汚染の影響を受けやすい河川

であると予想される｡そこで,八重Jllに着目して河川水と河川底質の E2の調査をすることにした｡本章で

は,八重川河リ=およびその河口域について,河川水中における E2の挙動や河川底質における挙動といった

河川流域を通した詳しい調査を実施 し,河川底質における E2の蓄積程度および蓄積箇所を把握することを

目的とした｡
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6.1調査概要

6.1.1調査区間

八重川における調査地点を図-6.1に示した｡八五Hlは宮崎市南部と清武町を流れる一級河川である｡河川

長が約9kmと小さな河川であるため,汚染の影響を受けやすいと考えられる｡また,八重川の上流部には下

水道未整備の地区が存在する (中流部にも存在する)｡

八重川における調査を実施する前に,干潮時 ･満潮時における河川水中の塩分濃度を把握した.塩分濃度

の測定には,HORIBA製の電極wATEROUAuTYMOMTORを用い,河口から上流にかけて測定したC各

地点における塩分濃度の変化を図ぺ.2に示した｡河口から地点④にかけては,干潮時であっても海水の存在
ヽ

が静められる区間である｡満潮時においては,地点⑪付近にまで海水の存在が認められた｡本調査の調査区

間として,河川水については分析の際の塩分影響を避けるため塩分影響の無い地点⑫から上流部の地点⑰ま

でとし,河川底質については河口から塩分濃度がo‰となる地点⑯までの区間を調査した｡

図-6.1八重川における河川水および河川底質調査地点

義一6.1調査時における天候および調査前 1週間の天候

調査 日 嘱査時期 調査 日の天撲 前1遭間の天候

2005/4/26 13:00--14:∝l I時々+ I時々f< ■ 1 tt+ + 雨&JL一時+

2005/8/17 10:00-ll:00 +-時7tI +一時井暮 ■+ #I I時々+ ■ 井暮一時*

謂査 日 t■査時刻 調査 日の天候 前1週間の天候

2004/8/3 14:00～ II時々I I時々7IT I-特7I ■&I一時7I 快嶋 ■ ■

2004/12/9 10:00- 義 快■ IL特 I々-特iI 故■ 十大1 大il I-～+

2005′4′28 14:∝ー～ 快鴨 +IL時々薄暮 I時々■ I時々再 ■ i 快qt

2005/8/16 9:00- +一時*暮 ■ #t 霊時々■ ■ 井暮一時J* +時々Jt

2005/10/6 13:00- 暮一時■ I叶々雨T 暮t I故一時T IL-EtJt I-時l■ I一時ff13



6.1.2 調査時期

河川水における調査は2005年4

月,8月および12月の計3回実施

した｡底質における調査は 2004

年 8月,lュ月,2005年4月,8月,

Io月,12月の計6回実施したOい

ずれの調査も干潮時に実施した｡

表J.1には,調査時における天候

および調査前l週間の天候を示し

た｡

(0%
)世
積
怨
淵
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5

tJつJlフ一2
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-0-千
oQ.
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_○感♂一O=-..O
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+4.3km
(河E)からのZE離)

+3.0km +1.6km

図-6.2八五州各地点における干潮時 ･満潮時の塩分濃度

6.1.3 採水方法

河川水は,しアスコルビン酸を1g凡加えた lLポリ瓶に採水した｡地点⑫から地点⑰-と上流に移動し

がら各地点の表層河川水を手付きビーカーを用いて採水し,ポリ瓶に入れ実験室に持ち帰り分析に供した

直ちに分析できない場合には-30℃で凍結保存し,後目分析した｡

6.1.4 採泥方法

底質を採泥するため,透明の塩化ビニール管 (内径6.5cm,長さ1m)を用意した｡河口地点①から上流

の地点⑯-と上流に移動し,各地点の河川底質に塩化ビニール管を差し込んで上部･下部をふさぎ,表層5c

の底質をステンレス製のバットに採取したOこの作業を同じ付近 (約 30cm間隔)の底質で3度繰り返し

ステンレスバット中の底質をよく混合させた後,ビニール袋に入れ実験室に持ち帰り分析に供した｡直ち

分析できない場合には-30℃で凍結保存し,後日分析した｡

6.1.5 牡鹿分析法

第4章の4.1.5で記した方法と同様に分析した｡

6.2 結果と考察

6.2.1 河川水中のE2濃度

八重川における河川水中のE2濃度の挙動を図-6.3に示した｡図J.3の横軸には,河口から各地点まで

距離を示した｡八重川中流部の地点⑫から地点⑰にかけての河川水中のE2濃度は,2005年4月において0

-2.65nd L,8月において0.76-2.26ng4,,12月において0.43-2.71ngAで,3回の調査ともほとんど同じ

うなE2濃度であり,調査時期の違いによる河川水中のE2濃度には大きな違いが認められなかった｡また

いずれの調査時期においても上流から下流にかけて減少している候向がみられた｡地点⑰における河川水
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の E2濃度が下流部よりも高いのは,この付近が下水

道未整備地区であるためと推測され,地点⑰から地点

⑯にかけては他河川の合流のために希釈されて大幅

にE2濃度が減少したと推測される｡

6.2.2 河川底質の牡鹿分布

2004年 12月に採取した八重川底質の粒度加積曲線

を図-6.4(a)に,2005年 12月に採取した底質の粒径加

積曲線を図-6.4(b)に示した｡八重川底質の粒度は,大

淀川の下水処理水放流口付近の底質の粒度と比較して,

0.5lm 未満の粒子の割合が多かった｡2005年 12月に

3.0

2.5

.ー 2･Otj
ぎ1.5
一ヽ′

∩
【上】

1.0

0.5

0
⑳ ⑯ ⑯⑩⑩ ⑫

+6.3km +4.3kn +2.5km

図-6.3八重川河川水中におけるE2濃度の挙動

おける地点①の粒度は,河口直下であることから粗い粒子が大部分であった｡また,2004年4月から1年経

過しても粒度の変化がほとんど無い地点は③,㊨,⑤,⑥.⑧,⑨,⑩,⑫,⑱,⑱であり,ほとんどの地

点で粒度は変化していないことがわかる｡地点(乱 ②の粒度が2004年 12月と2005年 12月で異なる理由と

して,この地点が海波の影響を受ける地点であり,河川底質表層が洗い流されたことによって粒度が変化し

たと考えられる｡また,地点⑭については干潮時あるいは満潮時においても水深が常に浅く,表層水の流れ

の影響を受けやすい地点であるために粒度が変化したと考えられる｡

6.2.3 河川底質中のE2濃度

八重川の各地点における河川底質-のE2堆横状況を図-6.5に示した｡図-6.5の横軸には,河口から各地

点までの距離を示した｡八重川河川底質中の E2濃度は全地点を通して,2004年 8月においては 0.010-

0.330ndg-dry,12月においては0.009-0.073ngrgJTy,2005年4月においては0.012-0.205ng/g'dry,i月にお

いては 0.021-0.176ng/g,dry ,10月においては検出下限値 (0.005)～0.135ng/g'dry,12月においては検出下

限値 (0.005)～0.146ng/g,dryであった｡2005年 10月は台風 14号 (9月発生)通過後の翌月であるにもかか
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図-6.4八重川河川底質の粒径加積曲線
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わらず,8月調査結果と比較してE2濃度の大きな減少は認められなかった｡ここで,八重川河川底質につい

てE2が多く堆積している地点を大きく三つに分けることができる｡一つ目は地点②から地点⑥にかけての

河口付近 (0.017-0.218ng/g叫 ),二つ目は,地点⑨(0.031-0.256nglg,dry),三つ目が地点⑪,⑫(0.025-

0.330ngrg,dry)である｡これらの地点はどの調査時期においても他の地点に比べ河川底質にE2が多く蓄積し

ていた｡地点⑨の河川底質で E2が多く堆積している理由については,地点⑩と地点⑨の間において下水道

未整備囲地区を流れる山内川が合流しているためであると推測される｡

八重川河川底質におけるE2濃度を他の論文等でみられる底質のE2濃度と比較してみると,同程度あるい

は若干低いように思われる｡環境庁が行った全国一斉調査の結見 河川底質で0.01-0.55ng/gの範囲でE2が

検出された調査地点数は32地点のうち24地点であり,75%の河川底質で検出されている1㌔本調査におけ

る八重川河川底質のE2濃度も,全国一斉調査結果と同程度のE2濃度であったといえる｡一方で,全国 15

水系 (石狩仙 阿武隈川,利根川,荒川,久慈川,那珂川,多摩川,鶴且川,相模川,富士川,信濃川,庄

内川,淀川,重信川,筑後川)20地点の河川底質調査結果で,0.3-1.4ngrgの範囲でE2が検出された地点数

は20地点のうち目地点であったという報告もある2㌔ このように,調査対象河川あるいは調査地点によっ

て底質におけるE2濃度はさまざまであり,分析方法もさまざま存在する｡河川の違いにおけるE2濃度の違

いが,河川の性質によるものかあるいは分析方法の違いによるものか把握するためにも,底質における調査

研究はますます必要になってくると考えられる｡
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6.2.4 河川底質における粘度とE2漉度との関係

第4章において,下水処理水放流口付近の底質中のE2濃度と粒度を調査した｡その結果,全 7地点の内 l

地点のみが他の6地点に比べ底質中のEZ濃度が高く,この地点の底質の250pm未満の粒子の割合が多かっ

た｡このことから,底質の粒度とE2濃度の間には関係があるのではないかと考えられた｡そこで,2004年

12月および2005年 12月に採取した八重川底質について,粒度とE2濃度の相関を調べてみた｡図-6.6(a)

に,底質における75pm未満,75pm以上 100pm未満,1叫Jm以上250pm未満の粒子の割合と底質中のE2

濃度との関係を示した｡75Lm 未満の粒子の割合が多い底質はE2濃度も高く阿 .818),また75pm以上100pm

未満の粒子の割合が多い底質もE2濃度に比例して高くなった阿 .916)｡100pm以上250pm未満の粒子の割

合とE2濃度との相関は中程度であったPFO.517LIOOl皿 未満の粒子の割合が多い底質ほどE2が蓄積し易い

ということがわかったb図-6.6(b)に,底質における250LJm以上500pm未満,500岬一以上 1000叩l未満,1000p

以上 2000LJm 未満の粒子の割合と底質中の E2濃度との関係を示した｡250pm 以上の粒子の割合が多い底質

はE2濃度が低い関係がみられた｡以上の結果から,250叩n未満の粒子の割合が多い底質は底質中のE2濃度

と正の相関があり,250叩l以上の粒子の割合が多い底質は底質中の負の相関があった0

そこで,2005年 12月において八重川河口付近の地点⑥の底質の微細な粒子のみについてE2濃度を測定し

てみた｡まず地点④において,採取した底質と河川水をステンレスバットに入れ懸濁させた｡ステンレスバ

ット内の混合液中において,すぐに底に沈殿しないような微細な粒子のみを採取し実験室に持ち帰った｡さ

らに,実験室において25叫m未満の粒子に選別した｡本章では,地点④で採取した 250岬1未満の粒子を浮

泥物と称する｡この底質表層の浮泥物中のE2濃度を2回測定したところ,0.162ng/gJryと0.114ng/g-dryで

あり,同一調査日の地点⑧における底質 (2000pm未満の粒子全てを含む)のE2濃度 (0.081ng/g,dry)に比

べ約2倍高かった｡

6.2.5 河川底質における粒度とクロロフィルa浪鹿との関係

6.2.4において,地点④における底質表層の浮泥物からE2をメタノール抽出した際のメタノール抽出液は

緑色を呈していた｡通常,河川底質 (2000LJm未満の粒子全てを含む)からE2を抽出した場合のメタノール

- y=0.013+0･005x R=0.818
-''…■-y;0.012+0･006x R-0,916
日Hy=0.018+0.0008x R=0.517

5

0

00

(
)(Jp

･
a
J
ぎ

)
M
3

10 20 30 40 50 60 70

粒子の割合(鶴)

(L
hp
･
g
J
%
t

))N3

ー y=0.090-0.001x 氏-･0.472
I"-I-y=0,070･0.001x R三･0.569

-- --y=0.055･0.00lx Rt･0.437

10 20 30 40 50 60 70

粒子の割合(鶴)

図-6.6河川底質の粒度とE2濃度の比較
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抽出液は黄色であるため,地点④における底質表層

の浮泥物には植物プランクトンを多く含んでいると

推測された｡そこで,2005年 12月における地点④

の底質中の粒度とクロロフィルa濃度の関係につい

て検討した｡クロロフィル a濃度は,アセ トン抽出

法に従って算出した｡2000pm未満の粒子全てを含

む河川底質と,底質表層の浮泥物のクロロフィル a

濃度をそれぞれ 2回ずつ分析したところ,前者が

18.lps/g'dry と 19.5pg/gJry で あ り, 後 者 が

56.5pg/g-dryと52.6pg/g-dryであった｡一般に底質は,

層位が深くなるほど粒度が粗く,浅いほど細かくな

ると考えることができるOこのようなことから.底
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図-6.7河川底質および浮泥物中の E2,クロロフ
ィル a濃度の比較.

質表層に薄く存在している微細な粒子には植物プラ

ンクトンが多く付着している,あるいは微細な粒子自体が植物プランクトンではないかと推測される｡しか

しながら,E2が植物プランクトンに付着しやすいのかといったことは過去の報告にもなく,本調査の結果か

らも判断することはできない｡図16.7は,河川底質 (2000pm未満の粒子全てを含む)および浮泥物中のE2

濃度,クロロフィルa濃度を示している｡

6.3 か括

本章では,八重川河川における河川水と河川底質の EZ濃度を把握する目的で調査を実施した｡得られた

知見を以下に示す｡

(1)河川水中のE2濃度は0.43-2.71ngAであり,調査時期による変動はほとんど静められなかったoまた,

上流から下流にかけてE2濃度の減少がみられた｡

(2)河川底質中のE2濃度は調査時期によって具なったが,検出下限値 (0.005)～0.330nglg,dTyであった｡

いずれの調査時期においても,河口付近の底質には他の地点に比べ E2が多く堆積 していた (0.017-

0.2I8ng/g-dry).

(3)河川底質における250LJm未満の粒子が多い底質は,E2濃度が高いことがわかった｡地点④における

底質表層の浮泥物は,2000pn未満の粒子全てを含む河川底質と比べ,E2濃度が約 2倍高く,クロロフ

ィルa濃度も約2.5倍高かった｡

第7章 八重川河川底質におけるE2濃度と堆積有機物濃度との関係

八重川におけるE2調査の結果,河川水中のE2濃度は軌 Ilを流下するにしたがって減少傾向がみられ,底

質においては河口付近に E2が多く堆積していることがわかった｡河口付近は,河川水と海水の混合が激し

い場所であり,有機物等の負に帯電した官能価と海水の陽イオンとの間の電解相互作用によって凝集が引き

起こされ 1),有機物等の溶存物質が底質-と堆積するといわれている｡実際に,八重川河口付近の底質表層

と考えられる微細な粒子 (浮泥物)中には植物プランクトンが多く存在し,河川水と海水の混合によって河
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川水中の植物プランクトンが凝集堆積した可能性が考えられる｡このように河川水中の有機物等が凝集する

際に,河川水中の E2も何らかの影響を受けて河川底質-と堆積したと推測される｡そこで本章では,八重

川河川底質における有機物の存在状態について調査し,底質中に含まれる E2との関係について検討するこ

とを目的とした｡

7.1堆棟有機物の分析方法

底質中の有機物は,タンパク質,炭水化物,脂質,および腐植物質のフルボ酸,フミン酸,ケロージェン

とこれらの前駆物質に分類することができる ㌔ そこで,本研究では酸加水分解およびアルカリ加水分解に

よって底質中の有機物の分類を行った｡すなわち,おおまかに微生物等の生体成分のような塩酸加水分解に

よって抽出されやすい有機物であるタンパク質,炭水化物,■脂質等を酸分解性有機物として分析し,酸分解

で抽出されにくい有機物のうち,水酸化ナ トリウム溶液で抽出され,酸に戻した場合でも溶液中で安定な有

機物をフルボ酸として分析した｡フルボ酸は河川水中の溶存有機物の大部分を占める有機物でもある｡

7.1.1酸分解性有機物3)

酸分解性有機物の分析フローを図-7.1に示した｡河川底質から酸分解性有機物を抽出するため,6M HCl

で抽出を行った｡底質試料4g･wetを100niLポリ瓶に入れ,6MHC140m Lを加えて密閉した｡70℃のウオー

ターバス中で18時間反応させ,底質中の酸分解性有機物を塩酸溶液に抽出した｡放冷後,ポリ瓶内の全量を

遠心管に移し,2000rpmで10分間遠心分離した｡上澄みは100niLの分解瓶に移し,残液は1MHC140mLを

加えて再び遠心分離し,上澄みは先の分解胤 こ足し合わせ,蒸留水で100mLにメスアップした｡この塩酸溶

液を5倍希釈し,塩酸溶液中の有機炭素量をTOC分析装置 (島津製作所製 m c-5000型)で定量し,底質

中の酸分解性有機物濃度を算出した｡

7.1.2 フルボ酸3)

フルボ酸の分析フローを図-7.2に示した｡酸分解処理後の残液4g-wetを100mLポリ瓶に入れ,lMNaOH

40血Lを加えて密閉した｡70℃のウオーターバス中で18時間反応させた｡放冷後,ポリ瓶の全量を遠心管に

移し,2000rpmで10分間遠心分離した｡上澄みは別の遠心管に入れ,これに蒸留水 100mLと濃塩酸5mLを

加えた｡この濃塩酸を加えた溶液は,pH<lとなるためフミン酸が沈殿する｡このフミン酸は200Orpmで 10

分間遠心分離し,上澄みを 100mLの分解瓶に移し.蒸留水で 100mi.にメスアップした｡この溶液をフルボ

酸溶液とし,有機炭素量をTOC分析装置 (島津製作所製 TPC･5000 型)で定量し,底質中のフルボ酸濃度

を算出した｡

7.2結果と考察

7.2.1八重川河川底質中の堆耕有機物濃度

図-7.3に,八重川河川底質中の酸分解性有機物濃度およびフルボ酸濃度を示した｡底質において,フルボ
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酸が占める割合は酸分解性有機物の lJ2程度であったO酸分解性有機物濃度が高い地点はフルボ酸濃度も高

い傾向がみられた｡また第6章において,E2が多く堆積していた地点は河口付近 (地点②から地点⑥),也

点⑨,地点⑪⑱の三つに大別できた｡酸分解性有機物およびフルボ酸についてもE2が高く検出された地点

と同じ地点で多く存在しており,E2の挙動と似た挙動がみられた｡八重川河川底質における堆積有機物濃度

は,分析方法を参考にした他の底質と比較して同程度の結果であった｡

7.2.2八重川河川底質におけるE2濃度と堆積有機物漉度の関係

八重川河川底質中のE2濃度と酸分解性有機物濃度,フルボ酸濃度との関係を図-7.4に示した｡八五日河

川底質の全地点を通して,E2は酸分解性有機物,フルボ酸ともに中程度の相関であった｡しかしながら,八

重川底質においてフルボ酸の存在状態は,酸分解性有機物のlJ3-1f2程度であった｡第6章において,いず

れの調査時期においても八五Ill河口付近の河川底質に E2が多く堆積していたことから,河口付近の地点②

から地点⑥までの底質のみに着目してE2濃度と堆積有機物濃度との関係を調べた｡その結果を図-7.5に示

した｡この場合,E2濃度と酸分解性有機物濃度の相関係数はR〒0.781と全地点を対象にした場合に比べわず

かに高くなったほどであった｡また,E2濃度とフルボ酸濃度との相関もやはり中程度であった｡

以上のことから,八重川河口付近や地点⑱付近の河川底質において E2が多く堆積していた要因として,

植物プランクトンおよび微生物等の生体成分であると思われる酸分解性有機物 (タンパク質,炭水化物,脂

質等),およびフルボ酸が寄与しているのではないかと示唆された｡河川水中において,これらの有機物と

E2が結合あるいは付着しているのか,および河口付近で有機物とE2の凝集が起こっているのかといった点

は不明であるが,E2が底質-堆積するにはこれらの有機物の寄与が大きいことが示唆された｡

度量4g-wet(2mmElふるい.遠心脱水(3000rpm.20分間))

1く-
6MHC140mL

酸分鍵反応 (ウオーターバス.To℃.18時間)

1
遼心分離QOOOrpm.5分間)

主 ≡

l
loomLにメスアップ

1
5岳希釈

l
TOC測定Croc-5000)
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図-7.1酸分解性有機物分析フロー
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図-7.2フルボ酸分析フロー
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図-7.3八重川河川底質中の堆積有機物濃度

第8章 河口域調査のまとめ

本研究では,ELISA法を用いた環境水中の E2の実態

調査を行なった｡

第 4章において,下水処理水放流口付近における調査

を実施した｡標準活性汚泥法を採用 している下水処理場

の放流水から1.6-2.5ng4.の濃度のE2が検出された｡標

準活性汚泥法での E2除去率は高いといわれているもの

の,本調査における放流水中の E2濃度は雄メダカが雌

化すると報告された最小影響濃度 (5ngA)の 1/3-1J2,

最大無作用濃度 (1ngn.)を超える濃度であった｡放流水

中の E2濃度をいかに軽減させていくかということが今

後課題になると思われる｡放流口付近の底質調査に関し

ては,放流口の下流側において E2が他の地点に比べ多
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図-7,4八重川河川底質における堆積有機物
濃度とE2濃度の関係

く堆積していた.蓄積 した理由としては,放流口の下流

側の河川水がよどみ易いためと考える｡この底質に蓄積 している E2が生物に与えるほどの濃度であるかは

不明であるが,河川のよどみが生じている所というのは魚類が多く生息する場所であり,今後底質中の E2

に関して生物-の影響濃度が明らかになった場合,調査に重点を置くべき場所であると考えられる｡
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第6章において,八重川河川 ･河口域における河川水

中および底質中の E2の実態について調査を行った｡八

重川河川水中のE2濃度 (0.43-2.71ngAJ)は,他の論文

でみられる河川水中の E2濃度と同様あるいは若干低い

濃度であった｡調査時期による E2濃度の変動はみられ

ず,上流から下流に流下するにしたがって河川水中のE2

濃度は減少した｡八重川河川底質中の E2濃度は,調査

地点あるは調査時期によって異なる E2濃度であり,検

出下限値 (0.005)～0.330ng/g-dryであった｡また,下水

処理水放流口付近の河川底質に比べ 1-2オーダー高い

E2濃度の地点が存在した｡いずれの調査時期においても

河口付近に多く堆積していた (0.017-0.218ng/g-dry).

第 7章において,八重川河川底質におけるE2濃度と
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図-7.5八重川河口付近の底質に着目した場
合の堆積有機物濃度とE2濃度の関係

堆積有機物の関係について調べた｡酸分解性有機物,フ

ルボ酸ともにE2と中程度の相関が認められた｡すなわち,E2の河川底質-の堆積には,微生物等の生体

分であると思われるタンパク質,炭水化物,脂質等の有機物や河川水中の溶存物質のうち大部分を占める

ルボ酸が寄与している可能性が示唆された｡

本研究は河川におけるE2の実態を調査したものであるため,河川水中の溶存有機物がE2の堆積に寄与

ているとはっきり言い切ることはできない｡しかしながら,生物に対する E2の影響濃度が将来明らかに

った場合あるいは基準等が制定された:象合に,本データが参考になれば幸いである.
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第9章 河口･沿岸域での海水混合による溶存態のフルボ酸鉄の

凝集プロセスにおけるE2の動態

1. はじめに

一般に,河川水中の溶存有機物は,河口･沿岸域などの海水混合域において,懸濁粒子や鉄などの凝集 ･

沈降に重要な役害りを果たしていると考えられている｡河川水中の溶存物質の大部分は,腐食物質であるフミ

ン物質であると報告されている｡腐食物質であるフミン物質である｡フミン物質は,動植物の死骸が分解さ

れていく過程で最終的に生成される安定した有機物質であり,酸やアルカリ-の溶解性によって,フミン酸

(酸不溶,アルカリ溶解),フルボ酸 (酸とアルカリに溶解)およびヒュ-ミン (酸とアルカリに不溶)に分

類されるl)｡フミン酸は,河川水中の溶存物質の約50%に相当し,そのフミン酸の90%以上がフルボ酸 (fA)

であると言われている1)｡河川水中でfAは,鉄と錯体を形成してフルボ酸鉄として存在しており,河川水中

の溶存鉄の大部分がフルボ酸鉄であると言われている｡フルボ酸鉄は,海水混合域まで運搬され,凝集 ･沈

降に大きく関与するとされている2)0

一方,今日の水環境における問題として,外因性内分泌擾乱物質と称される化学物質の微量汚染による生

態系さらには人体-の影響が危倶されている｡わが国では,｢環境ホルモン戦略計画 SPEED98｣以降の調査

研究によって,水環境の湖沼一･河川等および下水や下水処理プロセスについて,環境ホルモンと疑われる数

十種類の化学物質の実態調査が実施された｡その調査結果から,調査 ･研究対象として重要な物質として,

樹脂原料のビスフェノールA,非界面活性剤の分解物のノニフェノール,および人畜由来の 17町エストラジ

オール (E2)がリストアップされている｡ビスフェノールAおよびノニフェノールについては,使用目的 ･

場所が限定されているため,明らかな有害性が認められた場合には使用制限 ･禁止が可能であるが,E2は,

下水に普遍的に存在する｡また,E2は,外因性内分泌擾乱物質のなかでもエストロゲン活性が最も高く,最

重要物質に位置づけられている3)｡しかしながら,河口･沿岸域などの海水混合域におけるE2の挙動に関す

る知見･情報は極めて少ないのが現状である｡海水混合域において,E2の凝集 ･沈降による底質-の蓄積過

程があるとすれば,海水混合域の生態系に及ぼす影響も否定できない｡

そこで本研究では,河口･沿岸域での海水混合による溶存態のフルボ酸鉄の凝集プロセスにおけるE2の

動態との関係を検討した｡

2.実験方法および材料

河川の溶存物質は,海水と混合することで凝集 ･沈降するといわれている｡本章では,まず土壌からフル

ボ酸を抽出し,人工河川水と混合させて作成した模擬河川水に E2標準物質を添加し,人工海水を混合させ

て,全有機炭素 (TK )と溶存有機炭素 (DOC),全鉄濃度 (T-Fe)と溶存鉄濃度 (D-Fe),および E2濃度

を測定して,有機炭素濃度変化,鉄濃度変化,およびE2濃度変化を検討した｡

次に,渡過した実河川水と渡過した実海水を混合させ,模擬河川水を用いた海水混合実験と同様に有機炭

素濃度変化,鉄濃度変化,およびE2濃度変化を検討した｡
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2.1実験材料

(1)人工河川水 4)

表-2.1に示す分量で試薬 (全て和光純薬製)を蒸留水に溶かして人工河川水を作成した｡

表-2.1人工河川水の組成

溶質 溶解量(mgn.)

NaHC03

CaSO4･2H20

MgSO4

KCl

48

30

30

2.0

(2)塩分2倍濃度の人工海水4)

秦-2.2に示す分量の2倍の量の試薬 (全て和光純薬製)を蒸留水に溶かし,人工海水 (70‰)を作成した｡

表-2.2人工海水の組成

溶質 溶解量(mgA)

KBr

KCI

CaCb■2H20

Na2SO4

MgCb.6H20

NaCI

NaHC03

2.2模擬河川水を用いた海水混合実額方法

2.2.1 フルポ酸抽出方法

フルボ酸の抽出方法は,渡辺 5)が示した方法に従い,一部改変

した｡手順をフローシー トに示す (図-2.1)｡採取してきた土壌 (河

口底泥,森林土壌,湖沼底泥,水田土壌)を 2mm のふるいにか

けた｡ふるいを通過したサンプルを固液分離するために,遠心分

離機 (国産遠心機株式会社製)を用いて,300Orpmで20分間遠心

分離を行った｡固液分離により得られたサンプル500gと0.1Nの

NaOH水溶液 5Lを約 1分間操拝させ,24時間静置させたOその

後,3000rpmで20分間遠心分離を行い,吸引櫨過機 (日本ミリポ

アリミテッド製)を用いて,漉紙 GF仔 (W触 man社製,ガラス

繊維液紙)で渡過を行った｡なお,液紙は漉紙上の不純物を取り

除くために450℃で4時間熱処理したものを使用した｡実験過程

25

土壌:500g+0.1NNaOH水溶液:5L

1

24h静置

1

遠心分離および漉過(GF/F)

1

漉液をpHを1,0に調整

1

遠心分離および漉過(GF作)

1
漉液-フルボ酸

図-2.1フルボ酸抽出方法



で使用する漉紙はすべて同じ処理をして使用した｡そ

の嬢液を HCl水溶液で,pHを 1.0以下に調節 し,

300叫mで20分間遠心分離後,渡過 (GF/F)して得ら

れた凍液をフルボ酸抽出液とした｡

2.2.2 模擬河川水作成方法

河川水に溶存態のフルボ酸鉄が存在する河川水を想

定し,人工河川水とフルボ酸抽出液を混合した模擬河 ■

川水を作成した｡手順をフローシー トに示す(図-2.2)0

人工河川水 800mLとフルボ酸抽出液 200mL (ロータ

リーエバポレーター (40℃)を用いて有機炭素濃度

300mがLに調整)を混合 して NaOH水溶液でpHを710

に調節 し,擾拝機 (藤製作所製,藻類培養試験器

AGp-50R)を用いて 50rpmで 24時間操拝した｡擾拝

復,GⅣFで嬢過 して凝析 ･凝集 したフルボ酸鉄を除去

し,この渡過模擬河川水を用いて海水混合実験を行った｡

2.2.3 海水混合実験方法

海水混合実験の手順をフローシー トに示す(図-2.3)｡

液過模擬河川水 500mL に E2標準物質を最終濃度が

long-E2nJとなるように添加 し,続いて人工海水500mL

(70‰)と混合 し,擾拝機を用いて 100rpmで 6時間

擾拝したO混合液の塩分は35%oとなる｡擾拝後,GF作

で液過を行い2.2.4に示す項目について測定した｡ま

た,フルボ酸鉄凝集が E2の動態に与える影響につい

て,フルボ酸が存在しない場合における E2濃度変化

を検討するため,フルボ酸非添加である,人工河川水

400ml,イオン交換蒸留水100ml,および人口海水500ml

の混合液についても調べた｡

人工河川水:800mL+フルボ酸抽出液:200mL
(有機炭素濃度300mg/L)

l

pHを7.0に調節

1

50叩m,24時間枕拝

1

漉過(GF作)

1
漉液-模擬河川水

図-2.2模擬河川水作成方法

模擬河川水

ドE2添加(long/L)

模擬河川水:500mL+人工海水:500mL
(10mg-E2凡,35psu)

l
lOO叩m.6時間擾拝

1

漉過

l

分析

図-2.3海水混合実験方法

2.2.4 測定項目および測定方法

本研究では一般測定項目として,pH(TOAElecby)nics社製,HM-30G),電気伝導度 (TOAElectronics社製,

HM-30G),濁度 (三菱化学株式会社製,SEP-PT1706D),全有機炭素 (m c)と溶存有機炭素 (DOC)につ

いて調べた.全有機炭素 (m c)濃度と溶存有機炭素 (∝ に)の濃度は全有機炭素濃度計 (島津製作所製,

1℃C-5000)で測定したOなお,DOCはサンプルをガラス繊維源紙 (GFR)で液過 して測定した.また,有

機炭素濃度測定の際にサンプルを入れるバイアルは450℃で4時間熱処理したものを使用した｡
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2.2.5鉄濃度の測定方法

(1)試薬

発光試薬 Ferrozine溶液 :0.514gの Ferrozir)e

(和光純薬工業株式会社製,PDTS)と10gの塩

化ヒドロキシアンモニウムを少量のイオン交換

蒸留水に溶かし,50mLの濃塩酸(12N)を加え,

イオン交換蒸留水で100InLに希釈したo

Buqer溶液 :40gの酢酸アンモニウムを少量

のイオン交換蒸留水に溶かし,25%アンモニア

水を35mL加え,イオン交換蒸留水で 100mLに

希釈したD

(2)測定方法

はじめに実験で使用するすべてのガラス器具,

(-)
世

米車
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図-2.4鉄濃度検量線

サンプルを保存するポリエチレンビンを洗浄用

の塩酸に一晩浸けておき,実験の前に蒸留水でよく濯いだ｡サンプルをメスシリンダーで40mLずつ正確に

とり,コニカルビーカーに入れた.各サンプルにFerrozine溶液を lmi.ずつ加え,あらかじめ塩酸に浸けて

おいた沸騰石を1粒ずつサンプルに入れた｡140℃に設定したホットプレー トで,サンプルの入ったコニカル

ビーカーを温め,沸騰し始めてから 10分間待った.その後,サンプルが常温に冷めてから,Buffer溶液を

ImLずつ加え混合させた｡混合させたサンプルを比色管に移し,蒸留水で 50mLに希釈した後,10cmのガ

ラスセルで562rLmの吸光度を測定した (島津製作所製,Uv-2200)｡上記の方法により鉄濃度の検量線を作成

した (図-2.4)｡検量線の測定下限値は,5pg-FdLであるO

同様の方法でサンプルの全鉄濃度 (T-Fe)と溶存鉄濃度 (D-Fe)の吸光度を測定し,作成した検量線を用

いて濃度に換算したoなお,D-Feは,サンプルをガラス繊維櫨紙 (GF仔)で漉過し測定した｡

2.2.6 17β-エストラジオール (E2)の測定方法

E2は,抗原抗体反応を利用した酵素免疫定量法の分析キット(日本エンバイロケミカルズ製,ELISAキッ

ト)を用いて測定した｡ELISAキット測定のサンプル前処理法3)は,フローチャー トに示すとおりである (図

-2.6)｡メタノールと蒸留水で,コンディショニングした C18固相カー トリッジに通水し,蒸留水,-キサ

ン (和光純薬製,HPLC用)で釈浄後,5mLのジクロロメタン (和光純薬製,エストラジオール分析用)で

溶出した｡溶出液は窒素ガス気流により溶媒を拝発させ,濃縮乾固させた｡残留物はジメチルスルホキシド

(DMSO)とメタノール (1/10)で溶解し,溶解液が 1%DMSO,10%メタノールとなるように蒸留水で調製

(最終容量2mL)した｡この溶解液中のE2をELISA法で測定した｡ELISAキットの使用方法は使用説明書

に従った｡
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2.3 実河川水および実海水を用いた海水混合実験

2.3.1 実河川の基本水質

実河川水の基本水質として, pH (TDAElectronics社製,HM-30G),電気伝導度 (TOAElectronics社製,

HM-30G),濁度 (三菱化学抹式会社製,SEP-PT-706D),アンモニア性窒素 (NH4-N)をネスラー法 (HACK

社製,DR-2000),硝酸性窒素 (NH3-N)をカ ドミウム還元法 (HACK社製,DR-2000),亜硝酸性窒素 (NH2-N)

をジアゾ化法 (HACK社製,DR-2000),リン酸態リン

(po4-P)をアミノ酸法 (HACK社製,DR-2000)でそれ

ぞれ測定した｡

2.3.2 海水混合実験方法

河川水は2006年2月9日に八重川で採取し,海水は宮

崎県水産試験場で使用されている砂漉過海水を採取し,

GF仲 で漉過 して実験に用いた｡漉過実河川水 500mLと

液過実海水500mL(34%｡)を混合させ,操拝機を用いて

100rpmで6時間携拝 した｡混合液の塩分は17‰となる｡

擾拝復,渡過し模擬河川水を用いた海水混合実験と同様

の項目について測定した｡

当初は,模擬河川水を用いた混合実験と同様に人工海

水を用いて実河川水を混合させる予定であったが,人工

海水を作成する際に,混合 した試薬に含まれる不純物が

原因で,人工海水の有機炭素濃度が 30-40mgtAJであ

ったため,もともと有機炭素濃度が低濃度である実河川

水の分析に誤差が出ると考えられる｡そのため模擬河川

試料

I
カラム通水(C18同相カートリッジ)

I
溶出(溶離液 :ジクロロメタン5mL)

I
濃縮乾固(窒素ガス気流)

I
再溶解(DMSO20pL MeOH200pL,

蒸留水178叫L:計2mL)

ELISA分析

図-2.6サンプル前処理法

懸濁物

ド
水と人工海水の混合実験とは,混合後の塩分濃度が異な 超音波抽出

ってしまうが,実河川水と実海水の混合実験を行った｡

予備実験で塩分濃度 17.5%Oと 35%Oでは同一の挙動を示

すことが分かっているので,比較 ･検討に問題はないと

考える｡ )

2.3.3 17β-エス トラジオールの測定方法

実河川水を用いた海水混合実験では,6時間の擾拝後

GFM波紙で液過し,櫨液と櫨紙上に残った懸濁物につい

メタノール:10mL

I
漉過

I

濃縮乾固

I

再溶解(DMSO30LLL MeOH300FLL.

I蒸留水 2670〃L:計3mL)

て,それぞれ分別して E2濃度を測定した｡液液につい ELISA分析

ては,模擬河川水を用いた海水混合実験と同様の方法で

図-2.7サンプル前処理法
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E2濃度の測定を行った｡懸濁物については,フローチャー トに示す方法で前処理を行った (図-2.7)｡漉紙

をメタノール (10mL)に浸漬させ,超音波で破砕してから1時間抽出し,再度,漉過した.漉液 (抽出メタ

ノール)はロータリーエバポレーターを用いて濃縮乾固させた｡残留物はDMSOとメタノール (1/10)で溶

解し,溶解液が 1%DMSO,10%メタノールとなるように蒸留水で調整した 7)｡この溶解液中のE2を測定し

た｡

3.結果および考察

3.1 フルボ酸鉄を混合した河川水の安定化

模擬河川水作成の際に,土壌から抽出したフルボ

酸と漣過人工河川水を混合して pH を 7.0に調節し

て,裸拝するとフルボ酸の一部が凝集し懸濁態とな

った｡凝集によって有機炭素濃度の約 20-50%,秩

濃度の大部分が低下した｡この懸濁態となったフル

ボ酸を含む模擬河川水を実験に用いると海水混合に

よる凝集の分析が困難であると考えられた｡そこで

24時間溌拝させて液過し,模擬河川水中にフルボ酸

を溶存態として安定化させた｡安定化前後の有機炭

素濃度の変化を図-3,1に示す｡なお,各種のフルボ

酸抽出液を用いて模擬河川水を作成した結果,河口

底泥FAと森林土壌FAを用いた場合において,嬢過

模擬河川水には,溶存態のフルボ酸鉄が 37.6-

47.2mg{九 の高濃度で存在した｡したがって,下記

の海水混合実験では河口底泥FAと森林土壌FAを用

いた｡

3.2 模擬河川水を用いた海水混合実験の結果

3.2.1 有機炭素濃度変化

模擬河川水と人工海水を用いた混合実験の結果を

以下に示す｡なお,3回の繰 り返し実験を行うこと

で,挙動を明確にできると考え,それぞれの実験を

混合実験① (河口底泥 FA:採取日5月 17日,FA抽

出日11月 12日,実験日12月 13日,森林土壌 fA:

採取日5月 17日,FA抽出日7月 5日,実験日12

月 13日),混合実験② (河口底泥FA:採取日12月
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28日,FA抽出日1月7日,実験日1月23日,森林土壌 FA:採取目5月 17日,FA抽出目7月5日,実験

日1月23日),混合実験③ (河口底泥 FA:採取日12月28日,FA抽出日1月31日,実験日2月4日,森林

土壌FA:採取日5月 17日,FA抽出日7月5日,実験日2月4日)とし,それぞれについての実験結果を示

す｡

混合実験①の擾拝復の混合液におけるTOCとDOCの濃度変化を図-3.2に示す｡河口底泥FAでは,Toe

とDOCで,それぞれ 24.5mg-C瓜 と25.3mg-C/Lとなり,DOCの方が若干高い値を示したものの平均値と標

準偏差から分析誤差であると考えられるO森林土壌 FA では,m C と DOC でそれぞれ 28.4mg{凡 と

14.3mg-C瓜 となり,若干の濃度低下が認められた｡いずれのフルボ酸抽出液を用いた場合においても,漉過

による濃度低下は小さく,フルボ酸の凝集は森林土壌 FAで若干認められたものの,ほぼTOCとDOCは同

等であったと推測される｡混合実験②では,河口底泥FAにおいてTOCとDOCで,それぞれ 22.2mg-C/Lと

19.8mg七九 となり,森林土壌 FAでは,それぞれ 1･2.7mg-C瓜 と10.1mg-C凡 となった (図-3.3)｡実験②は,

河口底泥 FAにおいて,TOCとDOCに明確な差は認

められず,森林土壌 FA において,実験①とは異なり

河口底泥 FA同様ほぼ1℃CとDOCは同等であった｡

混合実験③では,河口底泥 FAにおいて m CとDOC

でそれぞれ33.Omgtn.と32.6mg-CnJとなり,森林土

壌FAでは,それぞれ 11.0mg-Cn.と9.4mg-cm.となっ

た(図-3.4).実験③においても実験(参の結果と同じく,

いずれのフルボ酸抽出液を用いた場合でも TOC と

DOCの値に明確な差は認められず,濃度低下はほとん

どなかったと考えられる｡

3回の海水混合実験の結果,いずれのFA抽出液を用

いた場合においても,フルボ酸の凝集は混合実験①で

の森林土壌 fAで若干認められたものの,他の結果か

らはTDCとDOCに明確な濃度変化を認めることがで

きず,凝集するフルボ酸は少なかったと考えられる｡

実際に擾拝後,目視で確認できるような懸濁物は生成

しなかった｡

これまでの多くの研究において,フミン物質をはじ

めとする溶存有機物は海水と混合することによって凝

集し,沈降すると考えられてきた｡ しかしながら,鈴

村ら名)が示した河川水中の溶存有機物濃度 (DOC)と

塩分濃度の関係では,一部の陸起源有機物 (タンパク･

腐植様物質)は海水混合域で水中から化学的に除去さ

れる機構 (フロキュレーションなど)が明らかになっ

ているが,一方で DOC全体としては保存的な挙動を

示しているとしている｡このことから,本実験での模

擬河川水で用いたフルボ酸抽出液(陸起源有機物)は,

溶存態としてフルボ酸を安定化させた際に易凝集性成
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分の大部分が消失し,海水混合実験の際には難凝集性

成分がほとんどであったために,海水と混合させても

凝集することはなく保存的な挙動を示したと考えられ

る｡

3.2.2 鉄濃度変化

混合実験①の擾拝復の混合液におけるTIFeとD-Fe

の濃度変化を図-3.5に示す｡河口底泥FAでは,T-Fe

とD-Feで,それぞれ 161.3帽-Fe瓜 と80.3順一Fen.とな

り,森林土壌FAでは,98.8pg-Fe瓜 と5.4帽-Fe瓜 とな

ったO河口底泥 FAの鉄は海水混合によって凝析し,

T-Feの約50%が懸濁態として除去された｡また森林土

壌 FAにおいても大部分の鉄は溶存態から懸濁態に変

化し,櫨過によって除去された｡混合実験②では,河

口底泥FAにおいてT-FeとDIFeで,それぞれ8.6順 一Fen.

と9.7pg-Fe/Lとなり,森林土壌 FAでは,いずれの濃

度も検出下限値以下となった (図-3.6)｡河口底泥fA

では実験①のようは急激な鉄濃度の低下は見られなか

った｡しかし,実験②に用いた模擬河川水の鉄濃度が

河 口底泥 FA および森林土壌 fA で,それぞれ

23.6帽-Fen.と5.4pg-Fe瓜であり,非常に低濃度であっ

たため明確な挙動を比較 ･検討するには難しかったと

考えられる｡この理由は,フルボ酸抽出に用いた河口

底泥の採取日が異なったためであると考える (実験

① :採取日7月,実験② :採取日12月)｡森林土壌FA

においては,抽出した土壌は同じであるが,5Lのポリ

エチレンビンで抽出し lLのポリエチレンビンに小分

けして保存する際に,よく擾拝しなかったために抽出

液の上層と下層で鉄濃度に違いが出たと考える｡実際

に,上層と下層で有機炭素濃度に大きな差があったの

で,フルボ酸と鉄とが錯体を形成しているフルボ酸鉄

の濃度も上層のほうが低かったと推測される｡このた

め,実験①と②では異なる有機炭素濃度のフルボ酸抽

出液を用いたことになるO混合実験③では,河口底泥

FAにおいてT-FeとD-Feで,それぞれ 18.8帽IFe瓜 と

14･5pg-Fen.となり,T-Feの 30%が凝集による濃度低

下が認められた｡森林土壌 fAではいずれも検出下限

値以下となり,実験②と同様に模擬河川水の鉄濃度が
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低く,比較 ･検討ができなかった (図-3.7)O実験③に

用いたフルボ酸は,森林土壌 FA は実験②と同じもの

で,河口底泥 FAは実験②と同じ土壌から新たに抽出

したものである｡

3回の海水混合実験の結果,河川水中の溶存フルボ

酸鉄は,海水と混合することによって,フルボ酸から

遊離し,水酸化されて粒子状態の水酸化鉄フロックを

形成したと考えられる｡フルボ酸の抽出液に若干の違

いがあり,濃度変化を比較することができなかった場

合もあるが,これまでの研究でも海水と混合すること

で鉄濃度が急激に低下するという報告が多数ある2日 )｡

それを考慮すると模擬河川水の鉄濃度が高濃度であれ

ば,同様の挙動を示すと推測される｡

3.2.3 E2濃度変化

混合実験①の操拝復の混合液におけるフルボ酸無添

加のコントロールのE2濃度と河口底泥FAおよび森林

土壌 FAを用いた場合の溶存 E2濃度を比較した (図

-3.8)｡コントロールと各FAの溶存E2濃度は一致し,

その検出された E2濃度も,コントロール,河口底泥

FA および森林土壌 FA それぞれ,9.6ng-E2/L,

12.Ong-E2n.および 10.7ng-E2/Lであり所定の設定濃度

の 10ng-E2m.とほぼ同一の値を示した｡混合実験①に

おいてフルボ酸鉄は,海水混合によって鉄が水酸化鉄

フロックとして凝集し,液過によって除去されたにも

かかわらず,E2は溶存態として存在した｡また,混合

実験②および③においても実験①と同様に E2の除去

による明確な濃度低下は認められなかった (図13.9,

3110)oこのことから,海水混合によるフルボ酸鉄g)凝

集プロセスにおいて,E2が水酸化鉄フロック-の共沈

あるいは吸着によって除去されないことが強く示唆さ

れた｡

3.3 実河川水および実海水を用いた混合実験

実験に用いた河川水の基本的な水質について測定し

た結果を表-3.1に示す｡本河川は,下水道未整備地区

を流れる河川であり,ほかの一般的な河川に比べ,ア
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図-3.10E2濃度変化

(平均 (IF3),エラーバーは標準偏差を示す)



義-3.1河川水の基本水質

pH EC(PS/cm) 濁度 (度) NH一-N(mgL)NO3-N(m少し)NO 21N(m少し)Poヰ-P(mdL)

7.4 417.9 7.9 3.15 3.8 0.12 0.44

ンモニア性窒素,硝酸性窒素が高かった｡これは,

家庭からの生活雑排水が流れ込んでいるためであり,

人畜由来である17β-エス トラジオールも比較的高濃

度で存在 している河川であることが推測された｡

3.3.1 有機炭素濃度変化

擾拝後の混合液におけるTOCとDOCの濃度変化

を図13.11に示す.mc と DOC はそれぞれ

9.6mgtn.と8.4mg-C九 であり,いく分,DOCの方

が低くなったが大幅に濃度が低下する傾向は見られ

なかった｡実河川水を用いた混合実験も模擬河川水

を用いた混合実験と同様に,DOCは,海水と混合し

ても安定的に存在した｡このことから実河川水でも

フルボ酸は海水と混合することによる凝集 ･沈降は

認められず,保存的な挙動を示したことが分かった｡

3.3.2 鉄濃度変化

摸拝後の混合液におけるT-FeとD-Feの濃度変化

を図-3.12に示すoT-Fe と D-Feはそれぞれ

14.4帽-Fe凡 と8.3LLg-Fe/Lであった.実海水では,海

水と混合することで凝析 し,液過によってT-Feの約

40%が除去された｡このことから実河川水でも模擬

河川水と同様に,河川水中の溶存フルボ酸鉄が,海

水と混合することによって,フルボ酸から遊離し,

水酸化されて粒子状態の水酸化鉄フロックを形成し,

凝集 ･沈殿 したと考えられる｡
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図-3.11有機炭素濃度変化

(平均 (∩-3),エラーバーは標準偏差を示す)

図-3.12鉄濃度変化

3.2.3 E2濃度変化

棟拝後の混合液を漉過 し,その渡液と渡紙から抽出したE2の濃度を図-3.13に示す｡滅液についてのE2

濃度は,3回の実験でそれぞれ 1.Ong-E2/L,1.2ng-E24.,1.3ng-E2瓜であった｡波紋についてのE2濃度は,3

回の実験でいずれも検量線の検出下限値以下であり,E2は液紙上に存在 していなかったことが示唆された｡

フルボ酸と錯体を形成している鉄は凝集し,水酸化鉄フロックを形成 して漉過によって除去されたにも関わ
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らず,E2は除去されなかったOこのことから,実河川水の象合でも海水混合によるフルボ酸鉄の凝集プロセ

スにおいて,E2が水酸化鉄フロック-の共沈あるいは

吸着によって除去されず,海水混合域におけるフルボ

酸鉄の凝集とE2との関連性はないことが明らかにさ

れた｡

4.総括

本研究では,人畜由来の外因性内分泌擾乱物質であ

る17β-エス トラジオール (E2)の河口･沿岸域におけ

る挙動に関して,フルボ酸鉄の凝集 ･沈降との関連性

を明らかにすることを目的とした｡模擬拘り‖水と実河

川水を用いた海水混合実験の結果は,それぞれ以下の
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とおりである｡

土壌から抽出したフルボ酸抽出液と人工河川水を混合させた模擬河川水を用いた海水混合実験において,

擾拝後の混合液の有機炭素濃度は,TOCとDOCを比較した結果,凝集による濃度の差が認められず保存的

な挙動を示した.鎮はT-FeとD-Feを比較した結果,海水と混合することで濃度が低下したOこのことから

河川水中のフルボ酸鉄の鉄は,海水と混合することでフルボ酸から遊離し,水酸化鉄フロックを形成L波過

によって除去されることがわかった.また,E2濃度は,フルボ酸鉄が凝集したにも関わらず,所定の 10ngA

とほぼ同一の値を示した｡

実河川水を用いた海水混合実験において,擾拝後の混合液の有機炭素濃度は,模擬河川水を用いた混合実

験と同様に濃度が低下することはなく保存的な挙動を示したO鉄は海水と混合することによって,溶存態の

鉄濃度が低下した｡混合液を渡過した渡紙からはE2濃度が検出されなかったことから,E2は懸濁態として

除去されなかったと考えられる｡

以上の結果から海水混合によるフルボ酸鉄凝集 ･沈降とE2の動態との関係について,E2はフルボ酸鉄の

鉄が水酸化鉄フロックを形成する過程において,水酸化鉄フロックに付着し共沈せず拡散していくと推測さ

れるoフルボ酸鉄の鉄凝集プロセスとE2の挙動は関係がないことが強く示唆された｡

本研究において,フルボ酸鉄凝集とE2との関連性はないことが示唆された｡しかしながら,河川水中に

はほかにも多くの有機物質 (タンパク質など)が存在しており,それらの物質の海水混合域における凝集

沈降とE2との関係を明らかにする必要があると考える｡
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