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河川環境中での医薬品成分の脱抱合性評価手法の開発 

 
大阪薬科大学 東 剛志 

 

1. はじめに 

1.1 研究の背景 

近年、医薬品の服薬に伴い、体外排泄を通

じて医薬品成分の一部が河川環境中に流入す

る新たな環境汚染問題が、世界的規模で報告

されている（図 1）1-4)。 

河川環境中から検出される医薬品成分の 

検出濃度のオーダーは ng/L～μg/L 程度と微

量な濃度であるものの、医薬品成分は元来、

微量濃度であっても生体内で特異的な生理作

用を発揮することを意図して設計されている
5)ため、河川環境中に医薬品成分が存在するこ

とにより、生態系への毒性影響をはじめとし

て、飲料水を通じたヒトへの健康影響が懸念

されている 2,3)。また、近年の研究の進展によ 

り、薬剤耐性菌や薬剤耐性ウイルスの発生助長の問題を懸念する報告についてもなさ

れつつある 6-8)。そのため、医薬品成分による河川環境汚染問題の実態を把握するとと

もに環境リスク評価を行い、リスク削減に向けた今後の水質管理のあり方を模索して

いくことは、社会的にも重要な課題となっている。 

 

1.1 医薬品の抱合体に関する知見の不足 

医薬品は服薬後、医薬品原体の未変化体の形態で体外排泄されるものだけでなく、

薬理活性が増大／又は薬理活性が減弱した形態で体外排泄されるものが存在する 9)。

この中で後者に属する抱合体は、医薬品成分の極性官能基にグルクロン酸や硫酸やア

ミノ酸などの水溶性物質が結合した化合物である。抱合体化された医薬品成分は、薬

効作用が減弱するとともに、極性が上昇することで体外代謝されやすくなる。ところ

で、脱抱合反応については不可逆的な反応ではなく、脱抱合酵素の共存下で脱抱合反

応により、医薬品原体の形態に変換されることが報告されている 10,11)。 

このため、抱合体の状態で医薬品が河川環境に存在する場合、河川流下に伴う脱抱

合により薬効を有する医薬品原体に変換され、河川環境中で新たな汚染物質の発生因

子になりうることが考えられる。実際、環境ホルモン物質であるエストロゲン類につ

いては、抱合体を含めた研究事例も報告されている 10,12)。しかしながら、医薬品成分

についての抱合体に関する研究事例は、世界的にみてもごく限られた事例しか報告さ

れていない 13,14)。これは、現在日本国内だけでも約 3 万成分（医薬品成分：約 2 万成

分 9)、一版医薬品成分：約 1 万成分 15)）の医薬品が流通しており、どの医薬品成分に

図 1：医薬品を服薬後、体外排泄を

経由して一部が河川環境中に

流入する 3) 
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着目して評価を行うかというプライオリティーの面 16)もあるものの、河川水や下水試

料中に存在する医薬品成分の同定と定量に必要な標準物質の入手自体が困難である成

分も少なくないことに加え、新たに対象成分を追加する毎に新規に分析法を開発する

必要があること 17)等、実際面で評価を困難とする課題も多く残されていることに起因

している。 

 

1.3 本研究の目的 

1.2 で述べた様に、医薬品の抱合体を対象

にした研究は、医薬品の抱合体の分析・定量

を行う上で必須となる標準物質試薬の入手が

多くの場合困難であり、評価を行うことが不

可能であることも多い。 

そこで、本研究ではこれらの課題を克服す

る評価法の 1 つとして、河川環境中に存在す

る医薬品成分の脱抱合性を評価出来る新規な

評価手法を開発し、抱合体として存在する医

薬品成分が有する環境へのインパクトについ

て考察する。具体的には、河川水に脱抱合酵

素を添加して反応させ、反応前後での医薬品

原体濃度の変化を測定することで、河川水中 

に抱合体として存在している医薬品の種類と量を評価することが可能な手法の開発を

試みる（図 2）。そして、河川環境中に抱合体として存在する医薬品成分が有する環境

へのインパクトについて考察を試み、より詳細で包括的な環境動態の解明に継げるこ

とで、これからの河川水質保全システムのあり方について情報提供を行い、当該事業

の運用に資する。本評価手法の開発を行うことにより、河川の流下に伴う脱抱合反応

に伴い形態が医薬品成分に変換されることよる汚染の発生影響を評価することが可能

となり、抱合体医薬品成分が有する環境へのインパクトと、これからの河川水質保全

システムのあり方について考察を行うことが可能になることが期待される。 

 

2.実験方法 

2.1 分析対象成分 

本研究では、河川環境中に存在する医薬品成分の脱抱合性を評価するアッセイ試験

手法の開発を行うため、医薬品の抱合体のうち主要な割合を占めるとされているグル

クロン酸抱合体と硫酸抱合体 18)に着目した。そして、グルクロン酸抱合体のモデル化

合物として Acetaminophen Glucuronide を、硫酸抱合体のモデル化合物として

Acetaminophen Sulfate を用い、各脱抱合試薬を添加した際の Acetaminophen の生成能

を評価することで脱抱合条件の検討を行い、河川環境中に存在する医薬品成分の脱抱

合性アッセイ試験系の開発を行った。本研究でモデル化合物とした Acetaminophen 及

びその抱合体の物理化学的性質を表 1 にまとめている。 

 

2.2 脱抱合反応試薬 

本研究で用いた脱抱合酵素（グルクロニダーゼ及びスルファターゼ）については、

複数の試薬会社について調査し、入手が可能であった試薬全てを対象に検討を行った
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脱抱合反応

図 2：河川環境中に存在する医薬品

成分の脱抱合性アッセイ試験 
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（表2）。なお、グルクロニダーゼについては純粋な試薬が入手可能であるが、スルフ

ァターゼについてはスルファターゼ活性のみの試薬は存在せず、スルファターゼとグ

ルクロニダーゼの両方の活性を有する試薬のみが販売されている。そのため、スルフ

ァターゼとグルクロニダーゼの混合試薬を実験に用いて検討を行った。 

 

表1：本研究で対象にした医薬品成分及びその抱合体の物理化学的性質19) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3 実験の方法 

2.3.1 脱反応条件の検討 

グルクロニダーゼ及びスルファターゼを用いた医薬品成分の脱抱合反応条件の検討

を行うため、MilliQを用いた純水系で脱抱合試薬の他、反応時間、反応温度、pH、安

定性等、種々の反応条件について検討を行った。 

 

2.3.2 前処理 

脱抱合反応を行った水試料は氷で速やかに冷却し、pHを3に調整した後、OASIS HLB

固相抽出カートリッジ(Waters)に通水させて固相抽出を行った。固相抽出の操作につ

いては、メタノールと1M HClでpHを3に調整したMilliQで固相のコンディショニングを

行った後、サンプル試料を固相抽出カートリッジに通水させた。通水後、固相をpH3の

MilliQで洗浄し、吸引脱水した。その後、各種溶出液を用いて溶出を行い、溶出液を

窒素ガスで穏やかに濃縮乾固し、0.1％ギ酸：メタノール（9：1（v/v））の溶液に再溶

解させUPLC-MS/MSで分析を行った。分析のフローを図4にまとめている。 

成分名 分子量 構造式 pK a LogP

Acetaminophen 151.2 9.9 0.3

Acetaminophen
Glucuronide

327.3 2.8 -1.9

Acetaminophen
Sulfate

231.2 -4.7 -0.2

試薬販売会社 ID 分類

ナカライテスク Nacalai-Glu

ロシュ アプライド サイエンス Roche-Glu

Sigma-Aldrich Sigma-Glu

和光純薬 Wako-Glu/Slu

ロシュ アプライド サイエンス Roche-Glu/Slu

Sigma-Aldrich Sigma-Glu/Slu(1)

Sigma-Aldrich Sigma-Glu/Slu(2)

β-Glucuronidase
＋Arylsulfatase

β-Glucuronidase

表 2：各社脱抱合試薬のまとめ 
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2.3.3 UPLC-MS/MS測定方法 

分 析 対 象 成 分 の 分 離 ・ 同 定 は 、

UPLC-MS/MS（LC：Waters ACQUITY Ultra 

Performance Liquid Chromatography™

（ UPLC™ ）、 MS ： Waters ACQUITY TQD 

(Tandem Quadrupole Detector) Mass 

Spectrometer （ イ オ ン 化 方 法 ： ESI ）

（Waters Company Ltd.））を用いて行い、

LC カラムに ODS カラム（BEH C18 Column

（2.1 mm × 100 mm, 1.7 μm）（Waters））、

移動相には A 液：0.1％ギ酸水溶液と B

液：メタノールを用いたグラジエント溶

離法により分離し、MRM 分析を行った。

表 3に UPLC-MS/MS の測定条件をまとめて

いる。UPLC-MS/MS によるデータ解析、定

量は Mass Lynx 4.1 Software（Waters）

を用いて行った。 

UPLC-MS/MS の検出下限値（Limit of Detection：LOD）及び定量下限値（Limit of 

Quantification：LOQ）の算出には、一般的な化学分析にも用いられており、河川環境

中の医薬品成分類 20,21)をはじめとして、農薬 22)や有機フッ素化合物（PFOS・PFOA）23)

等についても幅広い報告例のある、S/N=3 を検出下限値、S/N=10 を定量下限値とする

方法を用いた。このため、本研究では S/N 比が 3 未満の場合は測定下限値未満として

検出されず（Not Detected：N.D.）、ピークが検出はされているが S/N 比が 3 以上 10

未満の場合は定量下限値未満（Not Quantified：N.Q.）とした。 

 

脱抱合反応条件の検討

（試薬・反応時間・反応温度・pH）

冷却・pHの調整 (pH3)

濃縮乾固 (N2 gas) 

最終溶媒に再溶解 0.1% Formic acid : MeOH = 9 : 1

固相の洗浄 : pH3 MilliQ

溶出 :

①Acetone、MeOH

②10%HCOOH-Acetone/MeOH (v/v)、5%NH3-MeOH (v/v)

×＋×＋

×＋×＋×＋

UPLC ESI-MS/MS

(MRM)

固相抽出 : OASIS HLB

LC

Column

Column Temperature

Time Flow rate

(min) (mL/min)

0.0 0.35 90 10

2.0 0.35 90 10

2.5 0.35 20 80

3.0 0.35 20 80

3.2 0.35 90 10

6.0 0.35 90 10

Injection

MS/MS

Ionization

Waters ACQUITY TQD

ESI - Positive ion

B (%)

Waters ACQUITY UPLCTM

Waters AQUITY UPLC BEH C18
2.1 mm×100 mm, 1.7μm

60℃

         A : 0.1% HCOOH aq.

         B : MeOH

A (%)

10 μL

Mobile Phase

Gradient

図 4：環境水試料中に存在する医薬品成分及びその代謝物の分析フロー 

表 2：UPLC-MS/MS 測定条件のまとめ
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2.4.1 対象流域の概要 

本研究では、約 1,600 万人の水道水源であると同時に、1,000 種を超える動植物の生

息地ともなっており、飲料水源と生態系保全の両面で日本を代表する重要な水系の 1

つである琵琶湖・淀川流域 24)に着目した。そして、この流域の中でも人口が集中する、

中下流域に位置する都市部の河川（安威川・神崎川・淀川）25)を対象とした。 

 

2.4.2 サンプリングの方法 

水試料のサンプリングはステンレス製のバケツを用いて行った。河川水の採水では、

橋からロープを結んだバケツを下ろし流心の水を採取した。採水及び実験の様子を図5

に示す。なお、サンプリング調査日の先行2日間に1 mmを超える降水は観測されなかっ

た26)。また、安威川・神崎川では下流地点が感潮域に属する2)ため、干潮時に採水を行

った。 

水試料はガラス瓶に採取した。水試料中の医薬品を対象にした調査で保存剤として

用いられるアスコルビン酸 27,28)については、本研究で行う脱抱合実験のアッセイ試験

の性質を考慮して本研究では添加せず、採水後は速やかに研究室に持ち帰り実験を行

った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.4.3 脱抱合性の評価対象成分 

本研究で開発した、河川環境中に存在する医薬品成分の脱抱合性アッセイ手法の有

効性の評価と実環境水試料への適応について検討を行う目的で、2.4.2 で述べた各種水

試料を対象に評価試験を行った。 

対象とする成分については、これまでに河川水及び下水中からの検出例が国内外で

多く報告されている医薬品成分 20,29)に加えて、国内で使用量が多く、未変化体での体

外排泄率が高いと考えられる成分や、医薬品成分の代謝物についても合わせて対象と

し、抗菌剤・抗ウイルス剤・抗がん剤・中枢神経作用剤・解熱鎮痛剤・漢方方剤・抗

炎症剤・鎮痒剤・気管支拡張剤・フィトエストロゲンといった、多種多様な医薬品成

分類 48 成分を対象に評価を行った。本研究で対象にした医薬品成分類の成分名と薬

効・用途をまとめたものを表 3 に示す。 

 

 

 

 

図 5：河川における調査の様子(左), 実験の様子(右) 
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3. 結果と考察 

3.1 水試料中に存在する医薬品成分の脱抱合性アッセイ試験系の開発 

3.1.1 脱抱合酵素試薬の検討 

グルクロン酸抱合体及び硫酸抱合体医薬品成分の脱抱合反応に適した試薬について

検討を行うため、MilliQ に Acetaminophen Glucuronide 及び Acetaminophen Sulfate

を添加し、グルクロニダーゼ又はグルクロニダーゼとスルファターゼの混合酵素を

各々加え、40℃で 1 時間反応させた結果を図 6（(1)及び(2)）に各々示す。 

得られた結果より、グルクロニダーゼを加えた試料では、脱抱合反応進行率は 5～

23％と低いものの、対象とした 3 試薬のいずれについても Acetaminophen Glucuronide

の脱抱合反応が進行し、Acetaminophen Sulfate については反応が進行しない傾向がみ

られた。このことについては、基質と特異的に反応する酵素の性質 30)から考えても、

妥当な結果が得られていると考えられた。 

一方で、グルクロニダーゼとスルファターゼの混合酵素を加えた試料では、

Wako-Glu/Slu を除いて Acetaminophen Glucuronide のほぼ全量の反応が進行していた。

また、これらの酵素試薬を加えたサンプルでは Acetaminophen Sulfate の脱抱合反応

についても進行し、脱抱合反応進行率は 20～40％程度であった。 

本研究で用いた脱抱合酵素の添加量は、グルクロニダーゼ又はグルクロニダーゼと

スルファターゼの混合酵素ともに、グルクロニダーゼ活性が 1,000 unit になるように

添加している。このことを考慮すると、同じ unit の酵素を添加した場合でも、試薬会

社により反応性が異なることを示唆していると考えられる。また、グルクロニダーゼ

の活性について、グルクロニダーゼ酵素純品よりもグルクロニダーゼとスルファター

ゼの混合酵素の方が高い結果が得られていた。このことに関しては、詳細な原因は不

明であるものの、酵素の基になっている生物種が大腸菌由来とカタツムリ由来と異な

ることで、遺伝子多型となっている 30)ことが影響していると考えられた。 

これらの結果を基に、Acetaminophen Glucuronide 及び Acetaminophen Sulfate の脱

抱合反応が最も良く進行した酵素試薬に着目し、グルクロニダーゼ酵素に Roche-Glu

を、スルファターゼ酵素として Roche-Glu/Slu を使用した。また、完全に脱抱合反応

を完了させるため、添加する酵素量を 10,000 unit に増加させて以後の実験を行った。 

1 Acetaminophen 解熱・鎮痛剤 25 Doxifluridine 抗がん剤

2 Acetaminophen glucuronide 解熱・鎮痛剤 26 Ethenzamide 解熱・鎮痛剤

3 Acetaminophen sulfate 解熱・鎮痛剤 27 Famciclovir 抗ウイルス剤

4 Aciclovir 抗ウイルス剤 28 Ganciclovir 抗ウイルス剤

5 Azithromycin 抗菌剤 29 Genistein フィトエストロゲン

6 Berberine 漢方方剤 30 Genistin フィトエストロゲン

7 Bicalutamide 抗がん剤 31 Glycitein フィトエストロゲン

8 Caffeine 中枢神経作用剤 32 Glycitin フィトエストロゲン

9 Capecitabine 抗がん剤 33 Ibuprofen 解熱・鎮痛剤

10 Carbamazepine 中枢神経作用剤 34 Indomethacin 抗炎症剤

11 Carbamazepine 10,11-epoxide Carbamazepineの代謝物 35 Levofloxacin 抗菌剤

12 2-Hydroxy carbamazepine Carbamazepineの代謝物 36 Loxoprofen 解熱・鎮痛剤

13 3-Hydroxy carbamazepine Carbamazepineの代謝物 37 Loxoprofen alcohol 解熱・鎮痛剤

14 10-Hydroxy carbamazepine Carbamazepineの代謝物 38 Penciclovir 抗ウイルス剤

15 10,11-Dihydroxy carbamazepine Carbamazepineの代謝物 39 Puerarin 漢方方剤

16 Acridine Carbamazepineの代謝物 40 Sulpiride 中枢神経作用剤・抗潰瘍剤

17 Acridone Carbamazepineの代謝物 41 Tamoxifen 抗がん剤

18 Cefdinir 抗菌剤 42 4-Hydroxy tamoxifen Carbamazepineの代謝物

19 Ciprofloxacin 抗菌剤 43 N -Desmethyl tamoxifen Carbamazepineの代謝物

20 Clarythromycin 抗菌剤 44 4-Hydroxy-N -desmethyl tamoxifen Carbamazepineの代謝物

21 Crotamiton 鎮痒剤 45 Tegafur Carbamazepineの代謝物

22 Cyclophosphamide 抗がん剤 46 Theophylline 気管支拡張剤

23 Daidzein フィトエストロゲン 47 Valaciclovir 抗ウイルス剤

24 Daidzin フィトエストロゲン 48 Valganciclovir 抗ウイルス剤

成分名 薬効・用途ID 成分名 薬効・用途 ID

表 4：本研究で対象にした医薬品成分及びその代謝物の物理化学的性質  
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3.1.2 反応温度の検討 

酵素の反応は一般的に体温程度の条件で進行するものも多いが、酵素により反応に

適した温度条件は異なる。本研究で用いているグルクロニダーゼ及びスルファターゼ

は酵素であるため、反応の進行に適した温度が存在すると考えられる。そこで、脱抱

合に適した反応温度について検討を行う目的で、20℃、30℃、40℃の各条件で 10 分間

反応させた。また、実河川中での脱抱合の影響についても合わせて検討を行うため、

河川の年間水温 31)を想定し、5℃、10℃の条件についても合わせて検討を行った。この

実験により得られた結果を表 5 にまとめている。 

得られた結果より、 5℃の条件においても Acetaminophen Glucuronide 及び

Acetaminophen Sulfate の大部分について脱抱合反応が進行していた。また、反応温度

が上昇するにつれて Acetaminophen Sulfate の脱抱合反応率は増加する傾向にあるが、

Acetaminophen Glucuronide については反応温度が上昇しても脱抱合反応率の増加傾

向はみられず、概ね同等の反応率となることが分かった。 

これらの結果から、グルクロニダーゼ及びスルファターゼの反応条件については温

度依存性は小さく、厳密に温度を一定に保たなくとも比較的広い温度範囲で良好に反

応が進むことが明らかになった。このことは、実河川において水温が低下する冬季に

おいても、脱抱合酵素が存在する場合には脱抱合反応が進行する可能性があることを

示差していると考えられる。 
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図 6：各社より販売されている脱抱合酵素添加時の脱抱合反応率 

（(1)Acetaminophen Glucuronide, (2)Acetaminophen Sulfate） 

(1) 

(2) 
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3.1.3 抱合体化合物の安定性の検討 

本研究では、脱抱合酵素を添加した上で反応温度を変化させて脱抱合反応を行って

いるが、脱抱合酵素の存在が無い場合でも脱抱合反応が起こる可能性について検討を

行うこと、そして脱抱合した生成物が脱抱合酵素によりさらなる化学構造の変化を受

ける可能性について検討を行うことは、アッセイ手法を行うことで得られる結果の正

確性を確保する上で重要である。 

そのため、グルクロニダーゼ及びスルファターゼを添加せずに Acetaminophen 

Glucuronide、Acetaminophen Sulfate の安定性を評価する系と、Acetaminophen にグ

ルクロニダーゼ、又はグルクロニダーゼとスルファターゼの混合酵素を添加して安定

性を評価する系に分け、20℃、30℃、40℃の温浴で 1・2・3 時間反応させて安定性の

検討を行った。その結果、Acetaminophen Glucuronide、Acetaminophen Sulfate、

Acetaminophen のいずれの成分においても反応影響はみられず、化学構造が変化しない

ままの状態で残存していた。これらの結果については、酵素の基質特異性 30)を考慮し

ても妥当な結果であると考えられた。 

 

3.1.4 pH 条件の検討 

酵素の反応に関係する因子として、反応温度に加えて pHの条件は重要な因子である。

そこで、脱抱合に適した pH について検討を行う目的で、HCl 又は NaOH を用いて pH を

3・4・5・6・7・8 と変化させて、脱抱合反応の進行の評価を行った。なお、河川水中

に存在する医薬品成分を対象にした調査では、保存剤として採水時にアスコルビン酸

を 1 g/L 程度の濃度になるように添加することが多く報告 27,28)されている。この場合、

水試料の pH は概ね 3～4 付近になるが、実験室で各試料毎に pH を調整した後に実験を

行う場合、脱抱合反応後に行う固相抽出操作で再度 pH を 3 付近の酸性条件とする操作

が生じるため、アッセイ試験の利便性を考慮して、アスコルビン酸で pH を 3 に調整し

た試料についても合わせて評価を行った。なお、反応温度は 40℃で 10 分間反応させた。

この実験により得られた結果を図 7（(1)及び(2)）に各々まとめている。 

得られた結果より、Acetaminophen Glucuronide 及び Acetaminophen Sulfate にグル

クロニダーゼを添加した系では、pH3～8 のいずれの条件においても Acetaminophen 

Glucuronide の脱抱合反応が 90％以上進行していた。一方で、HCl で pH3 に調整した試

料と、アスコルビン酸を添加して調整した試料では、興味深いことに HCl で pH3 に調

整した試料と比較して、アスコルビン酸を添加して pH3 に調整した系では反応進行率

が 20％程度減少する傾向がみられた。アスコルビン酸添加試料で反応進行率が減弱す

る原因についての詳細な理由は不明であるが、pH の影響だけでなく、アスコルビン酸

温度
 Acetaminophen
Glucuronide

 Acetaminophen
Sulfate

5℃ 86% 74%

10℃ 82% 73%

20℃ 84% 82%

30℃ 83% 96%

40℃ 86% 96%

表 5：各反応温度条件における脱抱合反応率  
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が有する化学的性質の影響が関係していることが推測された。 

一方で、Acetaminophen Glucuronide 及び Acetaminophen Sulfate にグルクロニダー

ゼ＋スルファターゼの混合酵素を添加した系では、pH3～8 及びアスコルビン酸を添加

した系においても、Acetaminophen Glucuronide 及び Acetaminophen Sulfate の脱抱合

反応が完全に進行していた。なお、グルクロニダーゼ純品よりもグルクロニダーゼと

スルファターゼの混合酵素の方が高い結果が得られたことについては、3.1 で述べた結

果ともよく一致しており、実験結果の再現性は良好であると考えられた。ここから、

グルクロニダーゼ及びスルファターゼの反応条件についての pH 依存性は、比較的広い

範囲で良好であり、反応条件について厳密に温度を一定に保たなくてもアッセイ試験

を行うことが可能であることが明らかになった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.1.5 反応時間の検討 

3.1.1～3.1.4 で得られた結果を基にして、全量の脱抱合反応を完了させるのに必要

な反応時間の検討を行うため、0・10・30・60・120・180 分間反応させた結果を図 8（(1)

及び(2)）各々示す。 

得られた結果より、Acetaminophen Glucuronide は反応開始後速やかな減衰影響がみ
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図 7：各 pH 条件における脱抱合反応率 

（(1)グルクロニダーゼ添加, (2)グルクロニダーゼ＋スルファターゼ添加）

(1) 

(2) 
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られ、10 分後には約 90%の反応が進行し、30 分後には全量の脱抱合反応が完了してい

た。一方、Acetaminophen Sulfate についても反応開始後速やかな減衰がみられ、10

分後に約 80％の反応が完了するが、その後の反応速度は緩やかであり、30 分後に約

90％、60 分後に約 95％と徐々に反応が進行し、120 分後には全量の脱抱合反応が完了

していた。なお、得られた結果を基に反応速度の解析を行ったところ、2 次反応型の反

応に従って進行している可能性が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2 実河川水試料への脱抱合アッセイ手法の適応 

最後に、本研究で開発した医薬品成分の脱抱合性を評価するアッセイ手法を、琵琶

湖・淀川流域の中下流域を流れる実河川水試料に適応し、有効性の評価と河川環境中

に存在する抱合体医薬品成分の存在について検討を試みた。また、河川に合流する下

水処理場の放流水についても対象とし、研究対象流域内に位置する主要な下水処理場

の放流水についても合わせて対象にした。アッセイを行う分析対象成分については、

2.4.3 で述べた医薬品及びその関連代謝物の合計 48 成分を対象とした。グルクロン酸

抱合体脱抱合酵素、又はグルクロニダーゼ＋スルファターゼ添加による変化がみられ

た成分を表 6 にまとめている。 
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図 8：脱抱合反応率の経時的な変化の推移 
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得られた結果より、対象とした 48 成分のうち、多くの成分については濃度の増加は

みられなかったが、6 成分について酵素の添加により濃度が上昇する傾向がみられた。

酵素の添加により濃度が上昇する傾向がみられた成分について、Acetaminophen につい

てはグルクロニダーゼのみの添加では濃度は変化しないが、グルクロニダーゼ＋スル

ファターゼを添加した場合にのみ、濃度が約 2～15 倍程度増加する傾向がみられた。

また、Aciclovir、Carbamazepine、Clarithromycin、Crotamiton、Sulpiride について

も各々約 3～4 倍、1.5 倍、2～6 倍、2 倍、2 倍程度と、Acetaminophen と同様の増加傾

向がみられた。一方で、Clarithromycin については、グルクロニダーゼのみの添加で

も濃度が増加し、グルクロニダーゼ＋スルファターゼを添加した場合にさらに濃度が

増加する傾向がみられた。 

ここから、一部の医薬品成分については河川環境中にグルクロン酸抱合体又は硫酸

抱合体の形態として存在していることが考えられた。また、グルクロニダーゼ＋スル

ファターゼを添加した場合にのみ濃度が増加する成分が存在する結果は、グルクロン

酸抱合体と比較して硫酸抱合体の方が河川環境中に多く存在していることを示唆して

いると考えられた。 

これらの結果については、3.1 で行った脱抱合条件についての条件検討結果と良く類

似した傾向になっていることから、得られた結果は概ね妥当な結果であると考えられ

た。なお、本実験と平行して行った経時的な濃度増加現象についての反応速度の解析

を行った結果、十分な量の酵素量が存在する場合、グルクロン酸抱合体については 10

分以内に全て脱抱合反応が完了するが、硫酸抱合体の場合ではその速度は緩やかで 1

～2 時間の反応時間を要することが分かった。 

河川環境中に存在するグルクロニダーゼ又はスルファターゼの存在量を定量的に評

価する手法については未だ報告例がなされていないため、本研究で調査対象とした河

川の結果を基に、他の河川に適応した場合のアッセイに必要な反応時間について考察

を行うことは困難であるため、この点については課題となると考えられる。しかしな

がら、反応条件について複雑な制御を必要とせず、比較的簡便な系で医薬品成分の脱

抱合性を評価可能であることは、評価手法の堅牢性と拡張性の面で利点となると考え

られる。 

本研究で対象とした成分数は 48 成分と、成分数や薬効分類面では幅広い医薬品成分

を対象にしている。これらの医薬品成分については国内の臨床現場で使用量が多く、未

変化体での体外排泄率が高いと考えられる医薬品成分を優先的に対象としている。そのた

め、脱抱合反応性アッセイ試験により得られる結果は、対象とする医薬品成分の種類や性

グルクロニダーゼ添加
グルクロニダーゼ＋
スルファターゼ添加

Acetaminophen 増加影響みられず 増加

Aciclovir 増加影響みられず 増加

Carbamazepine 増加影響みられず 増加

Clarithromycin 増加 増加

Crotamiton 増加影響みられず 増加

Sulpiride 増加影響みられず 増加

表 6：河川水にグルクロニダーゼ、又はグルクロニダーゼ＋スルファターゼを

添加した際の医薬品成分濃度の変化のまとめ 
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質により影響を受けることが予想される。そのため、今後、調査する河川地点を増やし

てさらなる検討を行い知見の収集を図るとともに、対象成分を広げてさらなる検討を

試みていくことが重要であると考えられる。 

 

4. まとめと今後の課題 

本研究では、河川環境中に存在する医薬品成分の脱抱合性を評価するアッセイ試験

手法の開発を行うため、医薬品の抱合体のうち主要な割合を占めるとされているグル

クロン酸抱合体と硫酸抱合体に着目し、脱抱合酵素（グルクロニダーゼ及びスルファ

ターゼ）を添加して反応させ、反応前後での医薬品原体濃度の変化を測定することで、

河川水中に抱合体として存在している医薬品の種類と量を評価することが可能な手法

の開発を試みた。 

その結果、グルクロニダーゼ及びスルファターゼの脱抱合反応性は各試薬会社によ

り異なるため、より反応が進みやすい試薬を用いること、両酵素とも温度依存性は大

きくなく、20℃～40℃の条件であれば厳密に反応温度を制御する必要は生じないこと、

pH についても 3～8 の幅広い範囲で良好な脱抱合活性がみられること、脱抱合に必要な

反応時間は、グルクロン酸抱合体については 30 分、硫酸抱合体については約 120 分程

度の反応時間でほぼ全量の脱抱合反応が完了することを明らかにした。 

これらの結果は、本研究で開発した河川環境中に存在する医薬品成分の脱抱合性を

評価するアッセイ試験手法が、厳密に反応条件を一定に保たなくても評価可能な簡便

で利便性の高い手法となりうることを示唆している。また、一般的な河川水質の範囲

内では、水温が低下する冬季においても、脱抱合酵素が存在する場合には脱抱合反応

が進行する可能性があることを示差しており、河川環境中に抱合体として存在する医

薬品成分が有する環境へのインパクトについて考察を試みる上でも興味深い知見が得

られたと考えられる。 

今後、アッセイ試験を行う河川流域を拡張し、本試験法の有効性について詳細な知

見の収集を図るとともに、本研究で対象とした医薬品成分以外の医薬品成分について

も対象成分を広げ、さらなる検討を試みていくことが重要であると考えられる。 
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