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lま じ め

昭和44年東京都立衛生研究所において行なった調査研究をまとめて研究年報第21号としてここ

に報告いたしますO

これまで、20年にわたり年報という名で各年間の日常検査業務，調査研究，その他衛生研究所に

おける一切の業務の実績を報告してきましたが，今回から調査研究に関する年間報告と，それ以

外の業務の年間報告を分離し，前者は研究年報として，後者は事業概要として毎年報告すること

にしました。その方が事務処理上合理的であるとの結論によるものでありますO

最近になって特に大気汚染，水質汚潟等のいわゆる公害の人体に及ぼす影響調査，食品添加物

などの取締りなど公衆衛生上の緊急問題についての行政のニ…ド，都民の世論等を背景に街生研

究所の試験検査業務は量的に著しく膨張するとともに質的にも極めて精密複雑化して参りまし

た。このような状況下にありながら，職員諸君は困難に耐えながら，できるだけ調査研究もつづ

けて参りました。

この年報の中には，他の専門雑誌等に原著として発表したものは，その抄録を収めるに止め，

重複して掲載することを避けました。

つぎに，当所の英文名は設立時 Tokyo-toLaboratories for J¥!Iedical Sciencesとし， 現在ま

で、{吏われて参りましたが，設立当時と現状とでは著しく事情が変ってまいりまして，名称が実態

を現わしていない点などもありましたので，この度 TokyoMetropolitan Research Laboratory 

of Public Healthに変えることにしました。

なお，先般美濃部知事が当所を視察された際，職員に与えられた挨拶は，衛生究研所のあり方

の基本にふれる重要な意、義をもっ所があると思われますので，知事の了承を得て，本年報に掲載

し，所の今後のために残しておくことにいたLました。

昭和45年11月.20日

東京都立衛生研究所長

辺野喜 正 夫



知事あ いさつ

前から衛生研究所をおたずねしようと思っていましたが，今回やっとおたず、ねすることができ

まし7こO

私達は，都民のための都政に従事しているもので，常に都民のためを考えなければなりませ

んO

都政における最も重要な施策は「都民の生命と健康を守る」ことであります。とりわけ，皆さ

んのお仕事は，衛生行政に科学的裏付けを与える重要なものであり，これから更に拡充していか

なけ"ればならないと思います。

皆さんは，試験，検査業務を行なうかたわら個人的に基礎的研究を行なっていると思いま

す。私も学者でありましたので、基礎的研究の重要性は十分認識しています。しかし，都政に密若

した研究もそれに劣らず重要であります。従来はこの面で、の研究は人の生活とはおよそかけ離れ

た大学の研究室で、行なわれていましたが，これこそ衛生研究所とか，公害研究所とか，行政機関

と結びついた研究機関で、行なわれなければならないと思います。

そのために，皆さんには将来研究時間の余裕を今よりも多くしてあげたいし，学会にもどしど

し出席して勉強してもらいたい。

更に海外留学や国際会議に出席する機会も多くしてあげたいと思いますO 又，食品添加物ゃう

そつきの食品等が現在，特に問題になっていますが都民のための衛生行政を推進するために毒性

研究部の設置等，衛生研究所を拡充強化していくつもりで、すO

以上のように，試験研究機関の重要性は今後ますます重くなり，皆さんのお仕事もこれから増

えていくものと思いますが，どうか頑張ってやって頂きたし、と思し、ますっ

44.12.23 

衛生研究所視察に際して
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腸炎ピブリオ溶血毒の精製むよぴその性状について

広*諸角

太田建爾不善養寺浩*

Purification and Properties of Hemolysin from Vibrio parahaemolyticus 

Hiroshi HITOKOTO， Satoshi Morozumi 

Kenji Ohta， and Hiroshi， Zen幅Yoji

(Department of First Bacteriology， Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health) 

The purification of a hemolysin produced by V. parahaemolyticus 4750 strain was 

accomplished by the three successive steps: i) precipitation with ammonium sulfate， 

ii) fractionation on DEAE幽 Cellulosecolumn chromatography and iii) gel filtration by 

using of Sephodex G-100. 

The hemolysin showed hemolytic activity against human erythrocytes and not against 

horse ones. 

The hemolysin obtained finally on the gel filtration by using of Sephadex G-100 was 

not sufficiently purified and formed two precipitation bands against the corresponding 

antiserum on immuno・gel diffusion. However， this had remarkable lethal effect to 

mice (MLD O. 62μg N/mouse) and also its MHD against human erythrocytes was a 

4096 fold. 

The activity of the hemolysin against the erythrocytes from various kinds of animals 

was activated by the addition of Cピ+， and the hemolysin was thermostable in a 

treatment at 1000C for 10欄20min. 

Aclclitionally， from the results of chemical examination， it was concluclecl that the 

hemolysin was consistecl of protein free from polysaccharides， lipids and organic 

phosphorus. 

緒 言

腸炎ピブリオが溶血毒を産生することは，本菌が発

見された当時から認められていた。加藤@小原ら1川)川tは土，

そのi溶容血帯は荷耐j

溶血するがウマ血球を溶血せずず、，マウスに対して強い

毒性を有すると報告している。

その後，坂11寄ら2) は患者由来株の96%に溶血株が認

められるのに対し，海水あるいは海水魚介類由来の株

においては，わず、か 1%しか溶血株が認められず，さ

*東京都立衛生研究所細菌第一部

らに，非捺血株の人体投与実験を行なったところ，そ

れらの株によって発症した例は 1例も認められなかっ

たと報告している。

まずこ，宮本ら3) は患者由来株の88~95%は諮血性を

示すが，海水あるいは海水魚介類由来の株においては

O.48~O.54%に溶血性が認められるにすぎない， した

がって，本菌の病原性と溶血性との間には，何らかの

相関々係が存在するらしいと述べている。

( 1 ) 

しかし現在までのところ，これらの点については何

ら解明されていない。

そこで，著者らは，本菌の病原性あるいは起病性因



子としての溶血毒の果す役割を検討する目的をもっ

て，ヒト血球を溶血し，ウマ血球を溶血しない溶血毒

の精製を試み，さらにその精製溶血毒の性状について

検討を加えたので報告する。

実験方法。使用菌株:

溶血毒の産生に用いた菌株は，患者から分離した株

のうち，特に強い溶血毒を産生する V.parahaemoly-

ticus 4750株(神奈川県衛生研究所@小原博士より恵

与された〉を用いた。

2) 培地:

溶血毒強産生集活の分離のために，ヒト血球の40%

生理食塩水浮遊液を 5%に加えた 3%NaCl加 BHIヒ

ト血球平板を使用した。

また，菌株の保存には，同じ培地組成の斜面寒天を

使用し， 1ヶ月毎に継代し，氷室に保存した。

また溶血毒産生用培地は菌の発育を極力おさえ，溶

血力価の高い材料を得るために， BHIブイヨシ (Di-

fco)を使用した。

3) 強溶血毒産生集落の選出:

溶血毒の分離のために，その産生能の強い集落をつ

ぎの方法によって選出した。すなわち， 4750株を 3%

NaCl加 BHIヒト血球平板に接種し， 370Cで18時間

培養後，集落の形状ならびに透過光による溶血帯を観

察し，その中で最も強い溶血能を示した集落を選出し

た。その集落は原株に比べて小さく， R一変異株で，

溶血環の大きさは，その集落の直径の約 3倍であった。

4) 培養条件:

強溶血毒産生集落を， BHIブイヨンに0.2mg/mlに

浮遊したものの0.2mlを容積500mlの三角フラスコ中

の100mlの BHIブイヨンに接種し， 370C， 10時間，

振[j回10cm，振とう速度 100田/分で振とう培養した。

この培養液を 18，000X g， 15分間遠沈したのち， ミリ

ポアフィルタ~ (NIHON MILLIPORE L TD. To 

kyo， HA-Type)でろ過し，これを溶血毒精製の出発

材料とした。

5) 溶血力価の測定:

毒素標l誌の最少溶血量の測定はつぎの方法で行なっ
ザヲ同

れ'--0

試料を精製水で2倍希釈した系列を作り，その各

O.5mlに 0.15MCaClzおよび 0.31¥在NaCl加 0.02M

Tris-HCl緩衝液 (pH7.5)の 0.5ml，さらに 0.02M

Tris凶HCl緩衝生理食塩液に 1%にヒト血球を浮遊さ

せたものを 0.5ml加え， 370C， 2時間反応後. 1夜

氷室に保存して，完全溶血を示した最高希釈倍数を肉

( 2 ) 

限により判定し最少溶血量として，希釈{倍倍吉音$数で

?こ。

6) 硫安分画法:

遠沈およびミリポアフィルターによるろ過により，

菌体を除去した培養上清に 40C の条件で 184.02g/l

(30%飽和〉の硫安を加え， 40Cで一夜静置後， 18，000 

X g， 15分間違沈した。その上清分画について，再度同

量の硫安添加により生じた沈降物を集め，硫安30~60

Z飽和分画を得た。その分画を 0.005MTris-HCl 緩

衝液 (pH7.5)に溶解したのち， 40Cで100f音量の同

緩衝液を用いて外液を数回交換しつつ， 48時間透析を

行ない， pH7.5に補正した後，氷室に保存した。

7) Diethylaminoethyl (DEAE)セルロースによ

る分画法:

DEAEーセルロース (Brown社製:exchange ca-

pacity 0.9 meq/g)を 40Cで O.lMNaCl加 0.005M

Tris-HCl緩衝液 (pH7.5)中で 20x2. 5cmのカラム

につめ，硫安分闘を 10ml吸着させたのち，上記緩衝

液300mlで非吸着回分を洗い，さらにO.25M-食塩水，

0.4Mおよび1.OM NaCl加 O.005M Tris丑Cl緩衝液

(pH7.5)を用いて step-wiseelutionを行なった口 j容

血活性とたん白濃度を測定したのここで溶血活性の集

中した分自をカーボワックス(10B)で最初の量に濃

縮し7こ。

8) セファデックスG-100によるゲノレろ過:

セファデックス G-100(Pharmacia Uppsala Swe-

den， particle size 40~ 120μ〉を精製水で洗浄し，粒

度をそろえたのち， O. 005M Tris壬-ICl緩衝液で5回

洗浄したのち， 40Cで37X 2. 5cmのカラムにつめ， D

-ill分回 10mlを約 1/2最に濃縮したものを注入した

のち，流速 10ml/hrで上記緩衝液を流し，各管5ml

づっ分間した。これらの各闘分の溶血力価とたん白量

を測定したのち，活性の集中した画分を集め約 100f音

量の精製水で透析を行ない， コロジオンパッグ (Sa-

rtorius-Membran-filter GmbH)でj農縮し最初の量に

もどし pH7.0に補正したのち凍結保存した。

9) 免疫電気泳動:

免疫電気泳動は Sheideger4)の法に準じておこなっ

た。すなわち pH8.6 Veronal緩衝液 (μ=0.05) の

3容に水を 1容加えたものに 1%に寒天を溶解し，ス

ライドグラス 1枚に 3ml流し使用した。

泳動には pH8. 6 Veronal緩衝液 (μ=0.05)を使

用し，試料0.02mlを平j夜中央にスポットし， 2mA/ 

cmで2時間泳動したのち，密閉容器内で370C，一夜

おいたのち，抗粗溶血毒血清と反応させ，沈降体の有



無を観察した。

10) 寒天ゲル電気泳動による溶血活性の確認、:

各分画を免疫電気泳動と同じ方法で泳動したのち，

そのプレート上に 5%ヒト血球を加えたおHI寒天を

重層し， 370Cで2時間反応させた後，氷室 (40C)

に一夜保存し，生じた溶血像から，溶血毒の存在を確

認、した。

11) 耐熱性試験:

各分画 2mlを小試験管にとり，沸とう水浴中で，

試料温度が1000Cに達したのち， 10分間加熱した。そ

の後直ちに 40Cに冷却後18，000X g 15分間遠沈しま

たその上;青の一部について同様な加熱処理をくり返

し，その各々の上清部分について溶血毒力{聞の測定，

マウスに対する致死毒性試験および寒天ゲル内沈降反

応5) を行ない，これらの溶血毒の熱に対する安定性を

検討した。

12) 毒性試験:

各分画のマウスに対する致死毒性を検討するため

に，各分画およびその加熱処理(1000C10分間:1回

および2回〉したもの各0.5mlを 1群 5匹のDD系白

色，体重約20gのマウスの腹腔内に接種して，死亡時

間を測定した。

13) 化学組成の検討:

たん由貿濃度の測定は Bieuret反応6)により，有機

リンは AlIenの法7)で，一般糖は Molishの法8)で，

脂質は paperchromatographyで展開したのち，

Rhodamin B染色および紫外線照射により判定した。

また，たん白態チッ素は microkjeldahl法9) で測定

した。

14) 抗粗溶血毒血清の作製:

溶血力価32倍の C.F.分画を 600C，30分加熱処理

後，凍結保存し，免疫用抗原とした。この抗原を家免

に6日間隔で10回総量 29.8mlを耳静脈より接種し，

最終免疫後7日に全採血を行ない血清を得た。血清は

非動化した後， -240Cで凍結保存した。

15) 抗 G-100分間血清

G-100分画に対する抗血清は，溶血力価 4，096倍の

G-100分直!と Freundの adjubant (Difco comp-

lete : )との等量混液を抗原として， 5日間隔で4回，

総量 5mlを家兎の筋肉内に接種することにより得

た。抗血清力価の測定および全採血後の処置は抗粗溶

血毒血清の場合と同様に行なった。

16) 溶血毒中和抗体価の測定:

j容血毒中和抗体価の測定は以下の方法で行なった。

すなわち， C.F.分画の16倍力価 (100%溶血力価の 2

( 3 ) 

倍量〉の 0.25mlに O.15M CaCb， O. 3M NaCl加

0.021¥11 Tris-HCl緩衝液 (pH7.5)を0.5ml，および

抗粗溶血毒血清の生理的食塩液による 2倍希釈系列の

各0.25mlを加え 370Cに15分間保ったのち， 1%ヒ

ト血球および 0.145MNaCl加O.02M Tris-HCl緩衝

液 (pH7.5)の0.5mlを加え， 370C 2時間反応後，

40Cの氷室内に一夜おいたのち， 100%溶血を阻止

した最高希釈倍数をその血清の力価としたの

実験成績

精製方法:

溶血毒の精製は Fig.1に示したように， 3つの主な

Fig. 1 Process of Purification 

culture fluid 

ce刊ge(18，0∞山O

precipltate supernatant 
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fil tra tion by Millipore fil ter 
(HAtype) 

… 
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preciplta te superna tant 
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cent叩ge以 000X g 1山〉
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dialyzed against 0.005M Tris-HCl buffer (pH7.5) 

ト一一一一一- A.S. fraction 

DEAE-CelIulose column chromatography 
i 一一一一一 D一目 fraction

Sephadex G-100 GeI filtration 
一一一一一 G-100fraction 

段階によって行なった。すなわち， 3%食塩加血液寒

天平板上から選出した強溶血毒産生集落を BHIブイ

ヨンに駿種したのち， 370C 10時間振とう培養を行な

い，その遠沈上清をミリポアフィルターでろ過した菌

体除去上清 (C.F.)を出発材料として， 1)硫安分画法

2) DEAEーセルロ{スカラムクロマトグラフィーお

よび 3)セファデッグス G-100によるゲノレろ過により

精製した。

培養上清の硫安分画では30-----60%飽和分間に溶血活

性の大部分が集中した。この分画を A.S.分間と称し



Tこ。

DEAEセルロース@カラムクロマトグラフィーで

は Fig.2に示したように，280mμ吸光曲線から 3つの

たん白ピ{クが認められた cこれらのピークのうち溶

血活性は 3番目のピークに集中的に見られた，これを

Fig. 2 Fractionation of A.S. fraction by 

use of DEAE・Cellulose，
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られた。

つぎに， この D-自 分画をセファデックス G-I00

を用いてゲ、ルろ過を行:なった。その結果 Fig.3に示し

たように溶血活性は第 2のたん白ピーク(フラグショ

γ: No.16，...__，26)に集中していることが認められた。

この分間を G-I00分画とした。さらに，これらにつ

いてゲル内沈降反応を行なった結果， D-自分画に比

べて，さらに精製された鮮明な 2本の沈降帯の形成が

認められた。

精製度の比較:

以上述べた C.F.，A.S.， D-J[およびG-I00の各分

画を同一寒天平板上でゲ、ノレ内沈降反応を行なったもの

をFig.4に示した。この図から，以上述べた精製方法

による各段階の精製の効果が明らかに認められた。

80x 1 Fig. 4 Agar gel diffusion patterns of the 
5 x S hemolysin preparations on each 

li purification step. 
o 10 20 30 40 50 60 70 80 

tube number 

Column size， 50 by 2.5cm; material， 10ml 

of A. S. fraction; starting buffer， O. 1M so圃

dium chloride added to 0.005M Tris-HCl 

buffer (pH7.5) of 300ml ; eluants， 0.25M， 0.4 
M and 1. OM sodium chloride solution of each 

200ml ; flow rate， 100ml/hr; eluate volume， 

10ml/tube ; solid line， protein contents at 280 
mμ(O.D.) ; hatched area， hemolysin activities. 

D-llI分画とした (0.4M NaCl加 O.005M Tris-

HCl緩衝液 pH7.5溶出分画〉。これらの各ピークと

抗粗溶血毒血清との間でゲル内沈降反応をおこなった

ところ， 2番目のピークに 3本の沈降帯の形成が認め

Fig. 3 Gel filtration patterns of D-III be. 
molysin with Sephadex G-l00. 
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Tahle 1 Comparison of hemolysin from V. parahaemolyticus 

fraction Nmg/ml MHD/mgN 
hemolysin purification 

titer rate 

C.F. 3.336 9.53 32 

A.S. 3.242 631. 70 2，048 66 

D-lli 0.280 14，628.57 4，096 1，535 

G-100 O. 160 25，600.00 4，096 2，686 

また，免疫電気泳動像は Fig.5に示したように G-

100分画は電気的移動度の異なる 2つの分画に分かれ，

これらの 2ニつの分画は，ともに(+)極に移動する物

質であることが明らかになった。さらに寒天ゲノレ電気

泳動ののち，その泳動プレート上に血液寒天を重層し

捺血帯産生の有無を検討した結果，溶血能をもっ物質

は，そのうちの移動度の大きい方のみであることを確

認し7こ。

これら各分画の精製率を Table1に示した。すなわ

ち， G-100分画の精製率は 2，686というきわめて高い

値を得た。

熱に対する安定性:

これらの各分自の熱に対する安定性を1000C，10分

間の加熱処理により検討した。すなわち， Table 2に

示したように， A. S. (256MHD)および D-lli (128 

MHD)の両分画は， 1000C， 10分間 2回の加熱処理

に対しでもきわめて安定で，活性の減弱は認められな

Table 2 Heat stability of hemolysin prepa・
rations. 

hemolysin titer 

not treated 

A.S. I 256 (3. 242mgN/ml) I 256 256 

D一目 I 128 (0. 061mgN/ml) I 128 128 

G-100 I 512 (0. 040mgN/ml) I 256 64 

かった。しかし， G-100分画く512MHD)では 1000

C， 10分間の処理で，その活性は 1/2となり，さらに

同処理をくり返し行なうと，さらに活性の減少がみら

れた。このことから，本溶血毒は精製度が進むにつ

れ，熱抵抗性の減弱がみられるが，ほぼ耐熱性の物質

であると考えられる。

マウスに対する致死毒性の検討:

これらの各分画およびその加熱処理分画の各0.5ml

をマウス腹腔内に接種してマウスに対する致死毒性を

検討した。その成績を Table3に示した。その結果マ

ウスに対するこれら各分画の致死毒性は， C.F.分画

では 5匹中4匹のマウスを舞すためにほぼ24時間を要

した。しかし， A.S.分間では，その毒性はきわめて

強く 9-----30分以内に完全にマウスを死亡せしめた。ま

たこの分画は1000C，10分の加熱処理による影響はほ

とんど認められなかった。

Table 3 Toxic effect of hemolysin prepa・

rations in mice. 

injected material numher mortality (0.5ml) of mice 

C.F.(l. 6?8mgN/mouse) 
not treated 5 4 

A.S.(l. 621mgN/mouse) 
not treated 5 5 

1000CIOmin. once treated 5 5 
1000CIOmin. twice treated 5 5 

D-lli (0. 030mgN/mouse) 
not treated 5 5 

1000C10min. once treated 5 5 
1000CIOmin. twice treated 5 4 

G-100(0.020mgN/mouse) 
not treated 5 5 

さらに精製度の進んだ D-lli分画でも，無処理の場

合では12-----43分で死亡せしめるのに対し1000C，10分

の加熱処理の場合は， 1回目の処理では19分'""-'24時間

で， 2回目の処理では38分'"'-'24時間とその鈷死に要す

る時間に著差は認められなかった。 また G-100分間

のマウス致死毒性も A.S.および D-lliの両者と大差

ないものと考えられる。

以上の成績から，本溶血毒のマウスに対する致死性

は極めて強いことを確認した。また G-100分間の

MLDは 0.62μgN/mouseであった。

各種動物血球に対する溶血能:

ヒト血球に対して 1，280 MHDの溶血活性を示す

G-100分画を用いて，各種動物赤血球に対する溶血

能を測定した。すなわち，ラットに対しては最も高い

10，240 MHD. イヌに対しては 5，120MHD， マウス

およびサルに対しては 2，560MHD， ウサギおよびモ

( 5 ) 



ノレモットに対しては 640MHDさらにニワトリに対し

ては 160MHDの各溶血力価を示した。これに対し

て，ヒツジおよびウマに対しては全く搭血性を示さな

かった。この成演を Table4に示した。

Table 4 Relative sensitivity of erythro“ 

cytes from various animal species 

to G-100 preparation 

Animal MHD Value (common name) 

Rat 10，240 

Dog 5， 120 

Mouse 2，560 

Monkey 2，560 

Human 1，280 

Rabbit 640 

Guinea pig 640 

Chicken 160 

Sheep (一〉

Horse (ー〉

化学的性質:

G-100分画の化学的組成を定性的にしらベた結果，

有機リン，多糖類および脂質はし、ず、れも含まれておら

ず，たん白質のみ証明された。したがって，本溶血毒

は単純たん白質から成り立っていることが明らかとな

っ7こ。

考 襲

V. parahaemolyticusの溶血能は主に患者由来株に

認められ，海水または海水魚介類由来株にはほとんど

認められないという成績2-3)から， 本商の溶血能と起

病性因子との聞に何らかの関連性の存在が考えられ

る。

JII村ら10)は本菌の溶血性について，菌自体の溶血性

は Lecithinaseの作用と関連性があり，培養ろ液の溶

血性は酵素によるものではなく，非たん白性耐、熱性の

物質によるものであると述べている。

加藤ら1) は，ヒト血球を溶血し，ウマ血球を溶血し

ない附熱性のたん白性溶血毒を分りした。このものは

Ca++イオンにより溶血活性が増強され， マウスに対

して強い致死性を有する物質であると報告している。

また，坂崎ら 11)の報告では，菌体をアルカリ処理し

て得た分自はヒト血球に対して箸明な溶血作用を示

し，ウマ血球に対しても溶血性を示すが，その作用は

ヒト血球に比べていちじるしく弱し、と述べている。

さらにtsaケ瀬ら12-13)は，本菌のj容血毒として， pho-

spholipase A および lysolecithinaseを分りし， さ

らに別の菌株からは phospholipaseC 様物質を分離

したと報告している。

しかし，これらの報告例にある溶血毒の相互関係は

何ら明らかにされていない。

今回精製した溶血毒は，ヒト血球を溶血するが，ウ

マ血球には作用せず， 最終産物としての G-100分画

は免疫学的に未だ不純であるが，マウスに対して ML

D : 0.62μgN/mouseという極めて強い毒性を有し，

加藤らの成績とよく一致した溶血態度を示すことか

ら，本菌の起病性悶子の 1っとも考えられる。

また，この物質は直接溶血因子であること， Ca++イ

オγにより特異活性の増強されることおよびび、耐

あることなどから考えて， このものが phospholipase

Cではないかとも考えられる。しかし，これまでに

phospholipase C単独で，ある種の菌の病原性因子と

して報告された例は未だみない。

これらの問題を含めて，今後さらに病原性因子とし

ての本溶血毒の役割を追求する考えである。

結 論。V.parahaemolyticus 4750株の培養上清から

ヒト赤血球に対して搭血能を示すが，ウマ赤血球に対

しては作用しない溶血毒を分離精製した。この精製溶

血毒は免疫学的に未だ不純であるが，培養上清に対し

て2，686の精製度を有する物質である。

2) この溶鼠毒の溶血活性は 50μgN/mlの溶血毒

を用いた場合，ラットの赤血球に対して10，240MHD，

イヌ血球に対して 5，120MHD， ヒト血球に対して

1，280MHDおよびウサギ血球に対して 640MHDの溶

血価を示すが，ヒツジおよびウマ血球に対しては溶血

活性を示さないの

3) この溶血毒はマウスに対して致死毒性を示し，

そのMLDは0.62μgN/mouseである。

の この物質は1000C，10分間の加熱にじゅうぶん

耐える物質である。

5) この物質は有機リ人脂肪および多糖類を含ま

ない，単純たん白から成る物質である。
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腸内ウイノレス感染症の実態は握に関する研究(第2報)

1969年1，，-，12月における束京都内の未処理下水からのウィルス分離について

岩崎謙 一・ネ 本自 木義!勝*

山 田澄夫本 坂井富士子ネ

薮内 清* 根 津 尚 、ノre*

大里 夫*ネ宮崎友治郎料

EPIDEl¥1IOLOGICAL SURVEY ON ENTEROVIRUS INFECTIONS (II) 

VIRUS ISOLA TIONS FROM UNTREA TED SE羽TAGE OF TOKYO IN 1969 

Kenji IW ASAKI， Yoshikatu KASHI羽TAGI，Sumio YAMADA， 

Fujiko SAKAI， Kiyoshi YABUUCHI， Naomitsu NEZU， 

Kazuo OSA TO and Tomojiro MIYAZAKI 

われわれは，東京都民間に発生しつつある腸内ウイ 検体採取場所:新宿区内にある東京都下水道局落合

ルス感染の実態およびその経過推移を能率的には握 処理場において検体素材を採取した。向場の1;11=水区域

し，流行予測への手がかりを得ょうとの目的で， 1967 は都の域西地区で，面積として約6，200ha，人口は約

年 6月以来，都内の下水処理場に集められた未処理下 1，230，000人を容している。

水(生下水〉からのウイノレス分離調査をつづけてき 中野@杉並両区の大部と新宿，世田谷，渋谷，豊

た。 島，練馬各区の一部の排水は同場高段沈澱池に，新

1969年3月以前の検索成績については，すでに報告 宿，中野両区の一部排水は低段沈砂池に流入してい

した1パパ)。下水ウイノレスの疫学的意義は健康都民なら る。両池の下水は同一導水渠を通って，曝気槽に導か

びに患者材料からのウイルス検出状況との対比の形で れ活性汚泥処理をうけ，第2沈澱池で汚泥を沈澱させ

検討し両者間に緊密な関連のあることを明らかにし たあと上清のみが神田川に放流される(図 1)。

た。これは欧米の報告4，5)とも一致した結論であった。 下水検体の採取と処理:麻紐をつけた滅菌綿タンポ

また処理下水からのウイノレス検出率の低下は，下水処 ンを下水処理場内の検体採取地点、に設置し， 2日間下

理過程中におけるウイノレスの沈澱汚泥への吸著に起因 水の流れに浸潰した後，引上げたタンポンよりしぼり

するものであろうことも考察した。 出した下水を検体素材とした。

本報では1969年 1"'-'12月の検索結果ならびに下水の タγポン設置地点は高段，低段両沈砂地，導水渠お

検索成績から過去 2カ年間都内における腸内ウイルス よび第2沈澱池の 4カ所で，前3地点で採取した下水

の主流行ウイルスと考えられたコクサツキ~B群ウイ は生下水であり，第2沈澱池の下水は処理下水であ

ルスの血清疫学的調査結果について報告し，若干の考 る。沈澱汚泥は第2沈i殿池底から逆送されるものを採

察を加える。 取した。

実験材料および方法 採取した検体素材に 1/10量の Earle'sBSSを加

検体採取場所，採取方法，ウイルス分離@同定法は え， 3，000rpm30分間の遠心沈澱操作を 2回施した後，

前報1山 3)の記載と同じであるので略記する。 更に10，000rpm30分間遠心沈澱を行ーなし、，その上清に

ペニシリン，ストレプトマイシンを添加して接種材料

*衛生研究所ウイノレス部 とした。接種材料は -800Cのブリ{ザー内に凍結保

科東京都下水道局落合処理場 存した。

( 9 ) 



図 i 東京都下水道局落合処理場の所産位置とその排水区域

ウイノレスの分離 a 同定:培養細胞として， FL， He 

La， Hep2の各継代細胞とサル腎細胞の初代培養を使

用した。

検体を接種した細胞培養試験管は 370Cのフラン器

内で回転培養を行なった。

ウイノレスの検出有無はCPEを目標に判定した。 1

週間の観察でCPEがみられなかった培養は，新しい

同種細胞培養試験管に継代した。継代培養は 3'"'-'4代

まで、つづけ7この

分離ウイルス株中， )J身内ウイルスおよびレオウイル

スは Schmidtのプーノレ血清を用い，中和試験によっ

て同定した。アデノウイルスはまず補体結合試験によ

りアデノウイノレス群に属することを確認した後，単味

の免疫血清を用い中和試験によって型を同定した。

都民血清のコクサツキ ~B群ウイノレスに対する!二十I和

試験:1967年 9'"'-'10月， 68年 6月，同年9'"'-'10月， 69 

年 6月，同年9'"'-'10月に採取した健康都民血清を使用

した。被検血清はー200Cに凍結保存したの

1 : 4に希釈した後， 560C 30分加温により非i動化

した血清をそれぞれ 4 分し，コグサツキ ~B群ウイル

ス1， 3， 4， 5型の各 ProtoType株を混和し， 37 

3主

:排水区域

一一議酔:下水幹線走行状況

:落合処理場

:衛生研究所

。Cに3時間静置した後， 混和j夜を各 2本の FL細胞

培養試験管に接種して回転培養した。混和ウイルス量

は 100TC1 D50であった。 CPEの出現有無によっ

て中和抗体の有無を判定した。

( 10 ) 

実験成績および考察

1) 下水からのウイルス検出状況

1969年 1'"'-'12月までの 1年間に行なった務合処理場

下水検体60件のウイノレス検出状況を表 1に示した。

処理前の生下水(高段@低段両沈砂池，導水渠)は

36件中22件からウイノレスを検出したが，沈澱汚泥は12

件中10件と前者をはるかにしのぐ高顔度にウイルスを

検出したの一方，処理下水(第2沈澱池〉は12件中わ

ずかに2件からウイルスを検出したにすぎなかった。

検出ウイノレスを種別にみると，ポリオウイノレス 1型

2株， 2型10株， 3型 2株， コクサツキ一日群ウイノレ

ス1型19株， 3型 3株 4型 1株，エコーウイルス 7

型 1株， レオウイルス 1型 2株， アデノウイノレス 7株

計47株であった。

最も高い頗度に検出されたコクサツキーB群 1型ウ

イルスは， 1'"'-' 7月と 9月に下水から検出されてお

り，患者材料からの検出状況などを考癒すると，この



表 1 検体下水および患者材料からの腸内ウイルス，アヂノウイルス，レオウイルスの検出成績

生 下 オぇ
患(検者出地材区〉料年 月 処理下水

|高段沈グ仰低段沈砂池 導水渠 沈澱汚泥

1969 C B1 AD  CB1，AD  AD(青梅〉

2 C B1 C B1 C B1 

3 CB1 CB1，AD2 

4 C B1， P3 P1 C B1，P1，P2，AD P2 C B1， P2 

5 CB1 CB1， P2 C B1 

6 CB1 C B1 C B1 CB1，P2，AD  CB1練〔(牛牛馬込込〉・立)1[) AD( 
7 C B1 C B 1(.tj::~.田無〉

8 C B3 

9 E7 A D  CB1，AD  AD3(高井戸〉

10 Reo1 P2，Reo1 P2 

11 C B3 C B3 P2 

12 P2 Reo P2 C B4， P2， P3 C B3(杉並〉

詮:CB1;コクサツキーB群， AD;アデノウイノレス， E;エコーウイノレス， P;ポリオウイノレス， 各数字

は血清型を示す。

表 2 下水検体接種後の細胞培養継代数および培養細臨種類とウイルス検出との関係

ウ¥イ¥ル¥細ス胞種種と類ru!と継~代¥数¥ 
FL HeLa 

2 3 2 

ポリオウイノレス

2 3 2 3 2 

3 

コグサツキー l 7 3 5 l 

B群ウイルス 3 2 

4 

5 

エコーウイルス 7 

アデノウイルス 2 

5 

未 2 

レオウイノレス

1年間都民の間で流行主役を演じた腸内ウイノレスは，

コクサツキ ~B群 1 型ウイノレスであったろうと考えら

れた。この推測は後述する血清疫学的調査結果によっ

て確証された。

ついで高頻度に検出されたポリオウイノレスは， 4"" 

6月と10" ， ，12月に限って検出された。これは春秋2回

の生ワクチン投与の時期と一致していた。検出ポリオ

ウイルスはワクチン由来のものと考えられる。

過去2カ年間の検索1，2，3)で検出されなかったコクサ

ツキーB群ウイルス 3型が8月と11月に，同 4型が12

月に検出された。 68年の主流行株であった同 5型ウイ

3 

( 11 ) 

Hep2 サノレ腎 E十

2 3 l 2 3 2 3 

2 

7 5 

2 3 

3 l 1 16 5 

3 

4 7 

2 2 

ノレスが67年 9月に， 69年の流行主役であった l型ウイ

ノレスが68年 8月に先行して検出さ.れた事実を思うと，

3型ウイルスの70年における流行が注目される。

同一検体から具なった 2種以上のウイルスを同時に

検出した例は10例で， これはウイノレス検出陽性例34例

の 1/3.4にあたる。

2) 下水ウイルス検出率と検体接種後の細胞培養継

代数との関係

ウイルス検出率と検体接種後の細抱培養継代数との

関係をまとめて表示すると表2のようになる。

ポリオウイルス， コグサツキ ~B古宇ウイノレス，エコ



表 3 下水ウイルスの検出状況と健康都民のコクサ'"キーB群ウイルスに対する中和抗体保有状況

年 月|下水か名義出されたウ
イノレス

AD2 
7 E?， AD5 
8 E? 
9 C B5， E7 
10 Pl， P2 0/5 6/37 11/46 11/26 
11 P2 
12 

1968 1 AD5 
2 Reol 
3 
A C B5， Reol 
5 C B5 

i ib l/46 6 C B5， P2 8/59 17/63 5/12 15/34 
7 C B5 
8 CB1，CB5 
9 CB5 

3/16r 2/38 17/43 12/19 15/21 10 P 1， P2， P3 5/45 10/25 10/23 7/16 
11 CB5 
12 AD  

1969 1 CB1，AD  
2 C Bl 
3 CB1，AD2 
4 C Bl， Pl， P2， P3， AD  
5 CB1， P2 
6 C Bl， P2， AD  5/66 27/65 23/45 
7 C Bl 
8 C B3 
9 C B R l，A D 
10 P2，J:{eol 8/11 12/30 25/61 11/21 1/14 13/28 37/62 16/19 6/12 
11 C B3， P2 

Cox. B 4中和抗体 Cox. B5 中和抗体

7 
8 
9 C B5， E7 
10 Pl， P2 I 0/5 13/37 13/46 9/26 2/16 
11 P2 
12 

1968 1 AD5 
2 Reol 
3 
4 C B5， Reo 1 
5 C B5 Ib卯 1卵 lザ636 C B5， P2 1/7 5/301 
7 C B5 
8 CB1，CB5 
9 C B5 

la卯州3 12/19 1り21 川 6!al卵州610 Pl， P2， P3 6/24 6/23 
11 C B5 
12 AD  

1969 1 CB1，AD  
2 CBl 
3 C Bl， AD2 
4 C Bl， Pl， P2， P3， AD  
5 
6 CBl，P2，AD  1¥0/43 山山 3/5 10/46 
7 CBl 
8 C B3 
9 C B lR，A eoD l 

la 8/14 1制的2 17/19 11/121 8/17 10 P2， 8/29 25/55 4/21 
11 C B3， P2 

保有率:陽性例数/検査例数 a:採血地区渋谷，荒)[[， b:採血地区八王子，小金井，栴ケ丘，椛谷，

浅草，足立

( 12 ) 
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一ウイノレスは2代までに全例検出されたが， レオウイ

ルスは 2'"'-'3代で，アデノウイノレスは全例 3代で検出

された。

したがって，下水のウイノレス検索には， とくにアデ

ノウイノレスを検索対象とするときは少なくとも 3代ま

での継代培養が必要であると考えられる。

E. Lunds6
)の検索結果をみると， 1代の培養で検

出されたウイルスは 179株， 2代が 136株， 3代が64

株であり，われわれの結論と同じように，下水ウイノレ

スの検出に継代培養が必要であることを述べている。

3) 下水ウイルスの検出率と検体培養細胞種類との

関係

前回の調査1，2，3)の擦に使用した FL， HeLa，およ

びサノレ腎の 3細胞のほかに，今回は新たに Hep2細胞

を加えて試験を行なった。試験結果は表2に示した。

総体的なウイルス検出率をみると， FL細胞は 22/

60， HeLa細胞は 16/60，Hep2細胞は 11/48，サル腎

細胞は 7/60であった。 FL細胞の検出率は前回の調

査同様最も高率であったが，今回の調査ではサル腎細

胞の検出率が最も低率であった。サノレ腎細胞での検出

率がこのように不安定であるのは，サルの個体差に関

連する何らかの因子が検出率に大きな影響を与えてい

るものと思われる。

検出ウイノレスを種類別にみると，ポリオ，コクサツ

キ ~B群ウイルスの検出はFL細胞で，アデノウイル

スは Hep2細胞で， レオウイノレスはサノレ腎細胞で最も

高率であったo

このように宿主細胞に対するウイノレス特異性はその

組み合わせ如何によって大きな差があり，ルーチンに

使用できる理想的な単一細胞が現在のところ見つかっ

ていないことから派生する多くの悩みはあるが，この

ような差が細胞株間にあることは，いくつかの異種ウ

イルスが混在している検体からそれぞれのウイルスを

単離して検出するのには都合のよい反面でもある。

4) 健康部民のコクサツキーB群ウイルス 1，3， 

4， 5型に対する中和抗体保有状況

1967年， 68年， 69年に採取した健康都民血清につい

て， 69年， 68年の都内流行の主役であった1， 5型ウ

イルスと最近数年ぶりで散発的に検出された 3，4型

ウイノレスに対する中和抗体保有状況を調査した。その

調査結果は，下水からのウイノレス検出状況と対比させ

て表3に示した。

抗体保有率の逐時変せん様相は弱年令層とくに 2，....__，

5才群におし、て著明にみられ， 11才以上の年令層では

みられなかった。

下水からのウイノレス検出状況から推察してきた69年

の1型ウイルスの流行， 68年の 5型ウイルスの流行

は，今回の血清疫学的な調査結果によって裏づけられ

た。また過去2カ年の1， 5向型ウイノレス流行時の主

な感染対象が 2'"'-'5才年令層にあったことも明らかと

なった。

ウイルス検出状況の項で，前記した 3型ウイルスの

70年における流行の可能性は， 69年9'"'-'10月時点での

2'"'-J 5才年令層の間型ウイノレスに対する中和抗体保有

率がかなり低いので，充分に考えられることである。

企士 喜会
ijlロ 置I市

1969年 1'"'-J12月までの 1年間の落合処理場における

下水ウイノレスの検索結果ならびに下水ウイルス検索結

果から68，69年の 2カ年間，都内の腸内ウイルス流行

の主役を演じたと考えられたコクサツキーB群ウイル

スに対する健康都民の抗体保有状況の調査結果につい

て述べ，考察を加えた。

1) 生下水検体36件中22件から，沈澱汚泥12件中10

件から処理下水12件中 2件からウイノレスを検出し

た。

ポリオウイノレス14株(1型2，2型10，3型 2)， コ

クサヅキ ~B群ウイルス23株( 1型19，3型 3，4型

1 )，エコ{ウイノレス 1株 (7型)， レオウイルス 2株

( 1型 2)， アデノウイノレス 7株計47株を検出した。

最多の頻度で検出されたコクサツキ~B群 1 型ウイ

ノレスは 1'"'-J 7月と 9月に検出された。ポリオウイノレス

は春秋2回の生ワクチン投与の時期にのみ検出され

た。

2) ポリオ， コクサツキーB群，エコーの各ウイノレ

スは，検体接種後の細胞培養継代 2代までに全例検出

されたが， レオウイノレスは 2'"'-J 3代で， アデノウイノレ

スは全例が 3代で検出された。

3) 総体的なウイルス検出率をみると，供試培養細

胞中最も高率であったのはFL細胞 22/60で，ついで

HeLa細胞団/60，Hep2細胞11/48，サル腎細胞7/60

のJI顕であった。

ウイルス種別にみると，ポリオ，コクサツキ ~B群

ウイノレスの検出にはFL細胞が，アデノウイルスの検

出には Hep2細胞が， レオウイノレスの検出にはサノレ腎

細胞が最もすぐれていた。

( 13 ) 

4) 下水ウイノレスの検出状況から68，69年の都内に

おける腸内ウイルス流行の主役と目されたコクサツキ

~B群ウイルスに対する健康都民の中和抗体保有状況

を調査した。抗体保有率の逐時変せん経過は弱年令層

とくに 2'"'-J 5才におし、て明らかで， 11才以上の年令謄



においてはほとんど変化がみられなかった。

1および5型ウイノレスに対する 2......， 5才麿の中和抗

体保有率の上昇時期は，下水ウイノレス検出状況から考

えられた流行時期とよく対応していた。
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1969年 4月から1970年 2月にかけて東京都内に発生した

インフノレエンザのウイルス学的血清学的検索成績
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VIROLOGICAL AND IMMUNOLOGICAL OBSERVATIONS ON 

THE PREV ALENCE OF INFLUENZA IN TOKYO IN 1969 

Fujiko SAKAI， Kenji IW ASAKI， Kiyoshi Y ABUUCHI， 

Yoshikatsu KASHIW AGI， Sumio YAMADA and Naomitsu NEZU 

(Department of Virology， Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health.) 

東京都においては毎年冬期にインフノレエンザ(以下

「イ」と略す〉ウイノレスを主因とする集団かぜ、が発生

し，われわれはそのつどこれをウイルス学的，血清学

的立場から追及しその検索成績についてはすでに報告

してきた1-11)周知のとおり 1968年末より 1969年初頭に

かけて従来のA2型とは抗原構造が著しく異なるとい

われた「イJA2香港型ウイルスの初めての流行があ

ったが危倶されていたほどの大流行にならなかったこ

ともあり二回目の流行期である今冬期すなわち1969年

末より 1970年初頭にかけての流行状況が再び注目され

ていた。

前報11)においては1969年 3月までの検査成績につい

て報告したので今回はそれ以後1970年 2月までに得ら

れた成績について報告する。

検査材料および方法

検査材料とその処理法，ウイルス分離間定試験法，

血清学的検査法およびその診断基準はすべて既報10)の

とおりである。

検査成績および考察

表 1は1969年 4月から1970年 2月までの間に当研究

所に送付された「ィ」様患者材料の検索成績の概要で

ある。すなわち，本期間中36集団， 227名の患者につ

いてうがい水よりウイルス分離を試みたところ「イJ

ウイルス52株，その他のウイルス18株を検出した。

*東京都立衛生研究所ウイルス部

「イJウイルスに関しては1969年 4月から10月までは

分離されておらず，この聞にはアデノ 14型， 3型，コ

クサツキーB群 1型，ポリオ E型ウイノレス等種々のウ

イノレスが分離されている。 11月に入って11日に立川保

健所管内立川第六小学校の，患児12例のうがし、水より 8

株のウイノレスを分離したのがわれわれの検査し得た範

囲では今冬流行期の最初の「イJの確認である。これ

らのウイルスはニワトリ免疫血清を用いた HI試験

(赤血球凝集抑制試験〉によってすべてA2香港型と

同定された。その後1970年 2月まで引続き流行があり

計52株のA2香港型のウイノレスを分離した。またウイ

ルスは分離されなくても患者の急性期および回復期の

対血清について S抗原による補体結合反応を行なった

ところ「イJA型の抗体の有意上昇を認めたものが67

例中30例あり，ウイルス分離試験と併せて「イJA型

と診断されたものは82例であった。また本期間中は患

者うがし、水よりのウイノレス分離試験によっても，対血

清の血清反応 (S抗原による補体結合反応〉によって

も「イJB型は 1例も認められず、前報11)において報告

したように前回の様なA2香港型と B型の混合流行は

認められなかった。

次に「イJA 2香港型ウイルスを分離した患者の中

に「イJのワクチン(1969年度の「イ」ワクチンは香

港型としてA2/愛知2/681朱， B型として B/鹿児島1/

681朱およびB/東京7/66株の 3株混合)2回接種を完了

しているものがあることに注目しウイルス分離陽性者

( 15 ) 



表 1 1969年 4月から1970年 2月にかけて東京都内に発生したインフルエンザ様患者の検索成績

検時〈年体・採月取期) 数集団

ウイルス分離試験 血(清C学F-的試S験〉 インフル

|検体数 イソフノレエンザ@
ウイノレス

その他のウイノレス
l検体数イシブノ山ザ

A B AD  
診たェ断γもザのされと

集 69. 4 6 。 。 0/6 

グ e 5 2 12 。 。 0/12 
団

I! ・ 6 4 60 。
AB Dl 型1A46型株D，1 株3P型・2?型111株株株， C 9 。0/60 

/1 ・1 3 18 。 0/18 

発 I! e 8 2 。
I! ・ 9 8 。

生 グ・ 10 

グ・ 11 7 40 A2/香港 19株
iJu /1 • 12 7 30 A2/香港 15株

70. 1 8 42 A2/香港 15株

/1 ・2 2 9 A2/香港 3株

計 36 227 A持港 521朱|

の急性期血清のA2/愛知2/68株に対するHI価を測定

しワクチン接種歴との関係について調査したところ表

2に示すような成績を得た。すなわち43例中過半数の

22例はHI価<32倍でHI価の上では全く抗体をもっ

ておらず，かつ残りの半数以上である13例は32倍また

は64倍であった。特にワクチン未接種， 1回のみ接種

あるいは接種不明の者はすべてこの豆64倍の中に含ま

れてしまう。そこで個人のレベルでは血中 HI価が

128倍以上あれば一応擢患をまぬがれるであろうこと

が推察される，しかしこれらはすべて自然感染による

と思われる，すなわちワクチン接種によって得られた

のではないHI抗体価の場合である。ここで注目した

いのはワグチン接種を 2回終了した者の中には少数な

がらかなり高いHI抗体価，すなわち 512倍， 256倍

という例があり，この様な高いHI価の持主からもウ

イノレスが検出されるということである。血中HI抗体

と感染防御の関係については種々の論議のあるところ

であるが，この成績はワクチン接種によって得られた

表 3 剖検{91Jからのインフルコニンザウイルス分離試

験成績

検時(年体・採月取期〉 検体数
ウイノレス分離試験

音リ

検 69 • 11 2 。 。
iJU グ・ 12 3 。 。
f、目市一ヘノ

70. 1 14 A2/香港10株 。
I! ・ 2 3 I A2/香港 1株 。

22 I A2/香港11株 。

。 0/2 

AD  3型 6株 0/8 

。 19 8 。 。27/40 

CB  3型 2株 12 7 。 。22/30 。 22 12 。 。27/42 。 5 3 。 。6/9 

18株 67 30 。 。82/227 

表 2 A2/香港型ウイルスを分離した患者の急'l~主
期血清のHI価とワクチン接種歴

(1969.11'"'-'1970.2) 

検査

(A2/愛知2/68)接1種回 I接2種回 I未接種I不明 件数

512X 

356X 2 2 

128x 4 5 

64x 4 2 8 

32X 3 5 

<32X 3 3 15 22 

4 15 19 5 43 

住:1. ワクチン接種時期は1969年11月下旬から

12月上旬。

2. 急性期血清はうがい水と同時期に採取し

7こ。

と考えられる高い血中HI価は必らずしも感染ないし

発病防御に結びつかない場合のあることを少数例なが

ら示している。これらの高い抗体価はいつ産生された

か，つまり感染前か，後かという問題については今回

の観察では明らかにすることが出来なかったので本質

論については今後の研究課題としたい。

表 3は東京都監察底務院より「イJ様肺炎の疑いで

検査を依頼された剖検例の肺よりのウイノレス分離試験

の成績である。 1969年11月より 1970年2月までの聞に

22例検査を行ない中11例より「イJA2香港型ウイノレ

スを分離した。今回のこの剖検例の肺よりの「イ」ウ

( 16 ) 



図 i 都民のイン71レエンザウイルスに対するHI抗体保有状況の逐月変動
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イルス分離の成績は例数は少ないがこれまで

が行なつた範四内では最も陽1性生率が高く 5印0%右にのぼぼ、つ

ている。

以上はすべてわれわれの手もとに送られてきた患者

材料を対象にした検査成績であってこれのみでは東京

都全体の「イJ流行状況の実態をは握することは困難

であるのでわれわれが多年行なってきている血清疫学

的解析によって流行状況の全ぼうを探ろうとした。す

なわち保健所を通じて都内各地から偏りなく集められ

た成人血清から毎月一定時期に約 100件宛抽出しそれ

について「イJ各型ウイノレスに対する H1抗体価を測

定し集団のH1抗体保有状況の変動をみた。縦軸に陽

性率を，横jljlu~こ抗体価を目盛った正規確率紙または等

間白盛のグラフ紙上に各抗体価別に算出した累積陽性

率をプロットしそれらの各点を通る直線を画く，正規

確率紙上にプロットされた各点はきれし、に一直線上に

のるが，等間目盛グラフ上では陽性率が20"-'80%ぐら

いの範囲に限って一直線上にのる。しかし両紙上の線

分の位置や傾きはほぼ同じ傾向を示す。図 l(A，B， 

C，D，E，F)は等間目盛のグラフを用いたものでA2/

愛知2/68株， B/東京1/67株に対する都民のH1抗体

保有状況の推移をみたものである。 A2/愛知2/68株に

対してはAに示した前回の流行後はBに示すように

1969年4月から 8月までは陽性率，抗体価ともにほと

んど変動がなく流行閑期であることを示している。今

回の流行期であるCではJO月から11月にかけて低抗体

価における陽性率のみが大きく上昇し， 12月から 1月

にかけて高い抗体価における陽性率が上昇し流行のピ

{クが過ぎ、たことを示している。これを前回の流行で

あるAとくらべると比較的短期間に広範囲に拡がった

ことが推測される。 B型に関してはEに示すように

1969年4月から 8月まではA2香港型と同様ほとんど

平衡状態を保っているがFに示した10月から1970年2

月にかけての成績ではわずかながら変動がみられ前述

したごとく愚者のウイルス学的，血清学的検査成績で

は「イJB型は証明されなかったが，この様な血清疫

学的見地からは，この間若干の散発的な発生を否定す

ることは出来なかった。

虫士 喜昌吉
原口 百附

1969年4月から1970年2月にかけて東京都内に発生

したイ γフノレエンザ様疾患患者材料についてウイルス

学的，血清学的検査を行ないまた一方都民血清標本の

インフノレェンザウイノレスに対する抗体保有状況の逐月

調査を行なった結果次の結論を得た。

1) 検索期間中に患者材料よりアデノ 14型ウイノレス

I 株，同 3 型ウイルス 7株，コクサツキ ~B群 1 型ウ

イルス 6株，同 3型ウイルス 2株，ポリオ I型ウイル

ス1株を分離した。また1969年11月から1970年2月の

間に限ってインフルエンザA2香港型ウイルスを患者

うがし、水より 52株，死亡例の肺より 11株を分離し，そ

の他血清学的にインフノレエンザ、Aと診断されたものが

30例あったが全期間を通じてインフノレエンザB型は患

者材料からは証明し得なかった。

2) A 2香港型ウイノレスを分離した患者43例の急性

期血清のA2/愛知2/68株に対するH1価は大部分が

豆64倍であったが， ワクチγ2回接種を完了している

( ]7 ) 



者の中にのみ 512倍 1例， 256倍 2例， 128倍 4例と

高いHI価をもつものがあった。

3) 都民のインフルエンザ抗体保有状況の逐月消長

調査結果からみると今冬期のA2香港型の流行は前回

すなわち本型の初めての流行時よりむしろ短期間に広

範囲に拡がったことが推察された。またインフノレェγ

ザB型に関しては患者材料からは証明されなかったが

本調査結果からみると今冬期も若干の散発的発生があ

ったのではなし、かということが推測された。
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1969年度東京都における疑似日本脳炎患者の血清学的

検索成績および疫学的調査

薮 内 j青* 崎謙
一・ネ

坂井 本自 木義勝*

山 田 澄夫* 根 津 尚 光司Z

渡 辺 賢哉料 森脇康一料

ECOLOGICAL SURVEY OF JAPANESE ENCEPHALITIS VIRUS 

AND SEROLOGICAL CONFIRMA TION OF ITS INFECTION 

OF SUSPECTED PATIENTS IN TOKYO IN 1969 

Kiyoshi YABUUCHI， Kenji IW ASAKI， Fujiko SAKAI， 

Yoshikatsu KASHIW AGI， Sumio Y AMADA， Naomitsu NEZU， 

Kenya WATANABE and Yasukazu MORlvVAKI 

(Department of Virology， Tokyo Metroporitan Research Laboratory of Public Hea1th.) 

(Metropolitan Tama Meat Inspection Station.) 

われわれは， 1962年以来東京都における日本脳炎

(以下日脳と略す〉の疫学を，主としてと場ブタのH

I抗体保有状況を中心とした面から調査し，その大要

はすでに報告1-7)している。

本1969年も，疑似日脳患者血清について血清学的検

索をおこなうと共に，と場ブタの日脳HI抗体保有状

況ならびにコガタアカイェカの消長およびおとり動物

などについて調査したのでその概要を報告する。

材料および方法

1) 患者血清

1969年5月8日から11月6日までの聞に，都立各伝

染病院から送付された，疑似日脳患者血清12名分延45

件で，検査を実施するまで -200Cに凍結保存した。

2) ウイルス抗原

日脳補体結合 (CF)用抗原は，中山株(武田薬品

製〉を，血球凝集抑制反応 (H1)用抗原は JaGAr01 

株(武田薬品製〉を用いた。その他のCF用抗原とし

ては，ポリオ1， n， 目，コグサツキ-Bl， B2， 

B3， B4， B5， ム γプス， アデノ， エコー 6型

(以上自家製〉および、ヘルベス(予研製〉の12抗原を

*東京都立衛生研究所ウイノレス部

料東京都多摩食肉衛生検査所

使用した。

3) C F反応，血球凝集抑制 (H1)反応およびブ

タ血清

すべて前報7) に準じた。

4) コガタアカイエカの採集

ライトトラップを用いて採集した。すなわち， 5月

中旬から10月中旬まで毎週 1回夕方17時から翌朝 7時

まで運転し，採集したカは数時間室温に放置したのち

-700C ~.こ保存し分類した。

のおとり動物

ブタおよびウサギを用いた。すなわち，あらかじめ

日脳HI抗体を保有しないことをたしかめた個体につ

いて， 5月中旬から10月中旬まで毎週 1回採血した。

6) 日脳ウイルス分離間定試験

と場ブタ血清の一部 (6月下旬から10月下旬までに

採血したものの中で， H 1抗体価10倍以下のもの)，コ

ガタアカイェカのi雌およびおとりブタ血清の一部につ

いて，手Lのみマウスを使用して日脳ウイノレス分離試験

をおこなった。分離@同定試験は大谷ら10)の方法に準

じ7こ。

検査成績および考察

1) 疑似日脳患者の血清学的検索成績

被検査者中血中抗体の有意上昇をみとめたものの成

( 19 ) 



績を表 1にしめす。すなわち，疑似日脳患者の血清学

的検索成績を，日脳研究会の診断基準7) に従って判定

すると，被検査者12名中血清学的に日脳と診断できた

ものは 1名のみで，この患者の発病は 8月16日であっ

た。この真性日脳患者は岐阜市の居住者で，たまたま

上京の車中発病したもので，本年の岐阜県の日脳汚染

地区指定は 8月7日であり(東京都の日脳汚染地区指

定は 9月8日)， 発病日からしでも感染地は岐阜市で

あることはまずまちがし、なし、。従って，本1969年度は

東京都においては真性日脳患者発生は皆無であったと

いえる。

また，日脳陰性であった11名については，日脳ウイ

ノレス以外で，無菌性髄膜炎をおこす可能性のあるウイ

ノレス抗原を使用してその病因を追及したところ，ムン

フ。スウイノレスとへルベスウイノレスに対して血中抗体の

有意上昇をしめしたものがそれぞれ 1名づつあり，こ

の2名の患者は当該ウイルスによる髄膜炎と診断され

7こ。

他の 9名については，われわれの検索した範囲内で

はその病因を明らかにすることはできなかった。

2) と場ブタのHI抗体保有状況ならびにコガタア

カイェカの消長およびおとり動物の調査

1969年度立川と場で採血した都内産のブタの日脳H

I抗体保有状況は表2の通.りである。すなわち， 9月

1日から 8日にかけて急激な抗体保有率の上昇がみら

れ，都内におけるブタの日脳ウイルスによる汚染開始

が確認され， 9月8日に本都は日脳汚染地区に指定さ

れた。この1969年度のと場ブタにおける HI抗体保有

状況を過去の年のそれと比較するため， JaGAr 01*朱

に対する HI価註1: 10の陽性率について図示すると

図1のようになる。日 I抗体価保有率の上昇時期が早

い年ほど患者数が多く，おそくなるに従って少なくな

ることはすでに前報7) で報告したが，本1969年は過去

7年の中で1968年についでおそく，傾向としては昨

1968年のそれと酷似していた。すなわち，一度上昇し

てからも抗体保有率に大きな変動がみられ，本年の真

性患者が皆無であったこととあわせ考えると，昨年同

様ウイルス散布がうすかったであろうことが推定され

る。

また， 8月25日採血のブタ血清から 4株， 9月8日

採血分から 1株計5株の日脳ウイルスを分離同定し

fこ。

都下国分寺市に飼育したおとりブタならびに当研究

所鶏舎で飼育したおとりウサギ，およびカの成績は表

表 1 1969年度東京都における録似図本脳炎患者の血清学的検査成績

病
衛受研付

|年 日本脳炎

採月/血日 ヰムト。トF
No. 患者氏名 性 病日

院 (69) 令

652 梅o0130 8 

V珊HH百E11//////2221192 5 2 9 l 

4 
653 11 1// // 10 

1 註二二二二三三三三25601 16 
墨

701 // 1// // 17 12801 .?:25601 8 
704 // 1// // 28 12801 ':::::25601 16 
705 // 1// // 38 25601 32 
731 // 1// // 45 12801 ':::::25601 32 

東 740 近O親O
EXX///16 6 1 

3 
く510 く<く1 0 <<く4|i<<<8く<<8くくく8くくく8くくく8くくく81<くく81<くく81<81 <くく8 くくく司 副I ム741 // // 1// 13 10 11 00 44 88 88 88 88 88 88 88 88 168 88 88 88 ンプス

761 H //1// 29 10 

419 和O英O

57古 V1/11///322127 6 4 08 1 920 

荏 420 // //グ\~ / 21 121 20 
421 // //グ~ / 71 171 20 
422 // がか 261 40 
626 // ググ 611 20 

原 627 // 

628 // //1//1 VIII/ 41 751 20 

* 

( 20 ) 



表2 1969年度東京都におけると場ブタの日本脳炎HI抗体保有状況(立川と場〉

ジ，毛

HI抗体価(JaGAr01) 
陽(孟性10率〉l 2保5M抗有%E体率・採月 血日 分ウ離イ試ル験ス

く10 40 80 160 320 640 1280 民2560 % 10 20 

5. 19 21 22 4.5 。
6. 2 20 2 22 9.1 。

9 21 1 22 4.5 。
16 22 22 。 。
24 22 22 。 。
30 18 4 22 18. 1 。

7. 7 20 22 9.1 。
14 22 22 。 。
21 22 22 。 。
28 22 22 。 。0/22 

8. 4 22 22 。 。0/22 

11 22 22 。 。0/22 

18 22 22 。 。0/22 

25 22 22 。 o I 4'防 /22

9. 13 7 22 40.9 33.3 0/13 

8 5 6 2 5 21 76.2 37.5 l料 */11

16 20 22 95.5 4.8 0/1 

22 9 12 22 59.1 30.8 0/9 

29 2 2 16 22 100 18.2 

10. 6 14 6 22 36.4 。0/14 

13 19 22 95.5 9.5 0/1 

20 7 l 13 22 68.2 。0/7 

27 6 2 6 6 22 72.7 。0/7 

* H 1抗体価く10，10のものについて，ちのみマウスを用いておこなった。(日脳ウイノレス陽性数/検査数〉
料 JaTan469(SW12997)， JaTan569( S W13002)， JaTan669( S W13006)， JaTan769( S W13007) 

料ネ JaTan169(SW13053) 

図 1
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表3 1969年度東京都におけるおとり動物の日脳耳 E抗体出現状況

お と り フ タ ウサギ

No.11 No.12 No.13 
採血月日

刀、 14陸

4. 26 (ー〉 (-) (-) 6. 11 (-) (ー〉 20 40 (-) 

5. (ー〉 (一〉 (一〉 18 〈一〉 (ー〉 〈ー〉 (一〉 (一〉

24 (-) (一〉 (ー〉 25 (一〉 (一〉 (ー〉 (一〉 (一〉

31 (-) (一〉 〈一〉 7. 2 (ー〉 (-) (-) 死亡 (-) 

6. 7 (ー〉 〈一〉 (ー〉 7 (-) (一〉 (ー)I (一〉

14 (一〉 (一〉 (一〉 16 (ー〉 (-) (-) (一〉

21 〈ー〉 (一〉 (-) 23 (ー〉 (ー〉 (一〉 (-) 

29 (一〉 (一〉 (ー〉 30 (-) (ー〉 (-) (一〉

7. 6 (ー〉 8. 5 (ー〉 (ー〉 (ー〉 (ー〉

12 (一〉 (一〉 (ー〉 13 (ー〉 (-) (ー)I (-) 
18 (-) (ー〉 (-) 20 (一〉 (ー〉 (ー〉 〈一〉

29 (ー〉 (-) (ー〉 27 (ー〉 (一〉 (一〉 (-) 

8. 4 く-) (ー〉 〈ー) 9. 3 〈一〉 (一〉 (一〉 (-) 
(-) (一〉 (ー〉 (-) 9 (一〉 (-) (-) (ー〉

20 (一〉 (一〉 (-)司I(ー) I (ー)I(一) 17 (-) (一〉 (ー〉 (-) 

25 (一〉 (ー〉 (ー〉〈(一+ 〈ー)I(一) 24 (ー〉 (ー)I (一〉 (一〉

9. 4 (-) (一〉 〔ー)I"Jん9( 〉((一+〉〉T 1 0 1  (-) (ー〉 (-) (-) 

(ー)I(ー) I (一)I"J'~Ta (一〉 (一〉 (一〉 (-) 
つ6 二三2560 詮256 訟判 I 15 (-) (一〉 (一〉 (一〉

注:設置場所:ブタロ部下国分寺市並木町 ウサギz 新宿区百人町4-539都衛研内

HIの項:(ー)=<1:10 抗原は JaGAr01 

分離ウイノレス:JaTan269(OSW12， 9ーの JaTan369(OS¥V13，9-11) 

表 4 1969年度都衛研鶏舎における蚊の消長

採月 集日
アカイェカ コガタアカイェカ

8 9 8 9 |分ウイノレ離ス

5. 16 。 。 。 。
23 。 。 。 。
30 。 。 。 。

6. 6 。 。 。 。
13 。 。 。 。
20 。 。 。 。
27 7 。 。

7. 4 。 。 。 。
11 23 35 。 13 
18 10 27 。 25 
25 20 20 27 

8. 13 33 31 76 
7 15 22 115 

14 3 13 26 
21 4 22 。 25 
28 28 24 。 14 

9. 5 19 61 。 26 
12 ら 31 。 7 
19 4 28 。 2 
26 2 25 。 。

10. 3 19 。
7 。 。 。
14 。 。 。

3， 4の通りである。

おとりブタについてはと場ブタのHI抗体保有率の

上昇とほぼ同時期にHI抗体価の上昇をみとめ，その

中2頭についてはウイルス血症を証明した。しかし，

カからは日脳ウイルスを証明することはできず，おと

りウサギについても 5頭全例全期間にわたって抗体

価の上昇をみとめなかった。

これらの成績から，東京地区における日脳ウイルス

の浸淫は， ヒトの感染発症とは関係なく，ここ数年そ

の散布がうすくなってきているとはし、え，毎年確実に

存在していることが判る。従って，真性患者発生数の

多少にかかわらず，今後も防疫対策を強力におしすす

めなければならないと考える。

.T.__ 器全
市民 118 
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1969年度東京都における疑似日脳患者の血清学的検

索および疫学的諸調査をおこない，次の結論を得た。

1) 被検査者12名中血清学的に真性日脳と診断され

たのは 1名のみであった。



2) この患者の発病日は 8月16日で，感染地は岐阜

市であろうと推定される。

3) 検査の結果日脳陰性と判定された11名の中 1名

はへノレベスウイノレス， 1名はムンプスウイノレスに対し

てそれぞれ血中抗体の有意上昇をしめし，当該ウイノレ

スの感染症と診断された。

め と場ブタ血清の日脳HI抗体保有率の陽転時期

をみるに，本1969年は過去7年の中で1968年についで、

おそく， 9月8日であった。

5) ここ数年来本部における日脳，患者発生は激減の

一途をたどっているが，東京地区における日脳ウイノレ

スの侵淫は，患者数には無関係に毎年確実に存在して

いるので，今後も防疫対策を強力に推進する必要があ

る。

謝辞本調査をおこなうに当り，多大のご援助とご

協力を賜った，東京都衛生局防疫課の関係各位に深甚

の謝意を表する。また，おとりプタについては，日本

獣医畜産大学大学院安藤泰正修士のご協力によったの

記して謝意を表する。
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Negative染色法によるインフルエンザウイルス

の電顕観察法
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NEGATIVE STAINING TECHNIQUE FOR ELECTRON 

MICROSCOPIC OBSERV A TION OF INFLUENZA VIRUS 

Goichi MAEKI， Fujiko SAKAI， Kiyoshi Y ABUUCHI， 

Kenji 1羽TASAKI， Naomitsu NEZU and Masao BENOKI 

Summary 

The spike (or so called project)， which is said to be acting as hemagglutinin， 

existing on the surface of myxo且virusparticles was possible to observe on the electron 

micrograph by means of the negative staining technique. In this experiment crude 

virus suspension of A2 Hong-Kong type influenza virus， an isolate of 1969， ¥vas 

studied under the magnification of x 100， 0000 As a consequence， the shape of the 

spike of influenza virus was easely diHerenciated from those of HVJ or adeno virus. 

Thus we concluded that negative staining is a advantageous technique for the identifi“ 

cation of myxo・virusparticles. The electron microscope used was a JE1¥vf 6C type 

with accelerating voltage of 80kV. 

( 1 )緒言

インフルエンザの流行がウイルスによって起ること

は，今日周知の事実であるが，そのウイノレス粒子を霞

接電子顕微鏡下に観察するには，ウイルス精製法と電

顕試料作製法の周到な準備が必要である。インフルエ

ンザウイノレスの一般的性質は，大きさ80"-'120mμで，

勝化鶏卵で培養ができ更にトリ赤血球で凝集する等の

特徴がある。したがって電顕による研究対象として最

も取扱い易いウイルスということができる。

われわれが十数年来用いてきたインフルエンザウイ

ルスの電顕による検索手段は，培養液を超遠心機によ

って分画遠心し，試料作製法としてシャドウ法を組み

合わせるケースがほとんどであった。シャドウ法は粒

ネ東京都立衛生研究所ウイルス部

料東京都立衛生研究所長

子の外形や大きさを知る上で、優れた面もあるが，ウイ

ルス粒子の微細構造を覆いかぶしてしまい解像力の点

で限界がある。

今日，ウイルス粒子の構造は超薄切片法とnegative

染色法とによって研究される。とりわけ negative染

色法は， 1959年 Brennerらにより開発されて以来，

生物試料をみるための方法としては最高の分解能 (20

-30A)が得られる特長を持っている。しかしこのオ

{ダーでの観察には幾多の技術的制限が横たわり，実

用化への道は険しし、o negative染色法によるミキソ

ウイルスの電顕研究については，わが国で、は深井，保

坂1)らによる業績が著名であるが， 1969年天野ら2)は

電顕学会において，ウイルス粒子表面で赤血球凝集の

働きをするスパイク (spil日〉の形態が，百VJとイン

フルエンザとで明瞭な相違があることを明らかにし

た。われわれはかねてから negative染色法の技法確

( 25 ) 



立に努めてきたが， 1969年 9月天野博士による指導を

契機として急速に実用化への見透しを得るに至った。

今冬流行したイ γフノレエンザA2香港型ウイノレスの

電顕観察に当り，従来のシャドウ法に代り， negative 

染色法による検索を試みたところ，粗精製液にも拘ら

ず明瞭なスパイクをもっウイノレス粒子が容易に観察さ

れることを見出した。対照として用いた HVJとアデ

ノウイルスを含め， 3種類のウイルスに施した nega-

tive染色法の結果と， negative染色技法のキーポイ

ントについて報告する。

( II ) 実験方法

1 ) ウイノレス試料の精製法

i) インフルェ γザA2香港型ウイルス

ウイルス培養後の附化鶏卵疑尿!民液を 3，000rpm，

10分間軽く遠心する。 上清を冷凍遠心機にて 10，000

rpm， 1時間違心し沈誼を試料とした。沈誼を再浮遊

させる溶液として生理食塩水に替えて蒸溜水を用いて

みた。食塩結品の析出が視野観察を妨害するトラブル

を起すのでそれを避けるためである。またこの精製に

おける特徴は，従来行なってきた超遠心機による再精

製の段階をわざ、と省略したところにある。犯し、とする

ところは， negative染色法によるウイノレス粒子の同

定可能な限界内で，どこまで精製方法の簡略化，迅速

化が行なえるか目安をつけるためであるの

ii) 対照の HVJとアデノウイノレス

HVJは44年 9月天野(東北大〉 より分与された濃

縮精製ウイルス液で， -20oCに常時保存して使用し

た。正二十面体で知られるアデノウイルスは，日本電

子KK松尾達也氏より分与されたものであるが，メッ

シュに載せて negative染色処理済みの試料 (4枚〉

である。

2) negative染色法

染色液は燐タングステン酸2%水溶液で， 1%苛性

カリで pH6.8に調整したものを使用した。褐色び、ん

に保存し，常時 100Cの冷蔵庫内に保存している。

支持膜としてはトリヤホール製マイクログリッド3)

とカ{ボン蒸着JJ莫補強コロジオン膜を使用した。マイ

グログリッド支持膜の作製法を簡単に述べると，先づ

冷蔵庫を使用してトリヤホール製マイクログリッドを

オベクトグラス上に作成-する。次いでカーボン膜補強

後，その上にコロジオン膜を張りメッシュに掬い上げ

使用に供した。電子ビームに弱し、コロジオンJJ莫もプラ

スチックの細かし、ネットに裏打ちされて丈夫になり，

negative染色用として最適の支持膜を構成する。

negative染色の原理をウイノレスを例として略述する

と次のようになる。すなわち通常の positive染色に比

べ対照的で，ウイルスそのものを化学的に染色するの

でなく，電子ピ{ム不透過性の燐タングステン酸が，

電子ピーム透過性のウイノレスの周囲を包間し， ウイノレ

スを白く浮彫りにする物理的染色ともいうべき作用に

よる。もしウイルス表面に凹凸の構造があれば，間部

に染色液が入り込みその表面構造を，ウイルス表層部

に破れた個所があれば，そこから侵入して内部構造の

コントラストを示すという具合になる。以上の染色原

理からわかるように negative染色は，特異的反応に

よる結び付きでなく単なる物理的作用にすぎないか

ら， “像の解釈"が大きく問題とされる所以である。

染色手技は次の要領で行なったo適度に希釈した

A2HKウイノレス，日VJの各一滴を支持)j莫上に載せ，

次で，$\~タ γ グステン酸染色液〈以下 PTA液と略記す

る〉の一滴をその上に重畳させる。 30秒程放置した後

炉紙で吸取り乾燥させる。炉紙での吸取り方の加減

で，染色の濃淡の程度を調節する。カーボン補強膜上

で染色処理をする場合は，カ{ボン!撲が特に擁水性が

強いので，慎重な操作が必要である。

3) 撮影条件

主なデ{タは次の通りである。

電顕機種 J EM-6 C 

加速電圧 80kV 

直接撮影倍率 (x 10， 000)， (x 25， 000) 

ネガから 10倍程度の引伸しを行ない，総合倍率10~

20万倍のプリント作成を目標とした。

前述したようにA2HKウイルス粒子の直径は約

100mμなので， 10万倍で10mmの大きさにしかならな

い。ウイノレス粒子~I司定の目印となるスパイクの形態

は，直接 1万倍のネガから果してどの程度の鮮明さ，

安定さをもって捕捉できるかが問題となる。

東の著者"によれば，直接倍率 1万倍以上の探影で

は，液体窒素使用による試料汚染防止対策が絶対に必

要であるという。高倍率観察ないし撮影では，強い電

子ピームで試料を照射する結果，試料の損傷，コンタ

ミが急激に増加するからである。

( 26 ) 

今回の実験は液体窒素を使わない状態のものである

が，一部アデノウイルスの観察で、は使用例があり，コ

γタミ減少の模様を経時的に追跡撮影した。

(!s) 実験結果

1) インフノレエンザA2HKウイノレスの観察結果

negative染色法による観察結果の一部を写真②~④

に示す。第 1図は天野原図によるスパイクのシェーマ

であるが，写真②~④にみられる球状，棒状ウイルス
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(天野原図)

の側面および表面に，密生するスパイクの存在が認め

られる。写真①は対照でPt-P紅白金パラジウム〉の

シャドウ像であるが，スパイクの存在はつぶれて全く

存在を窺い知ることが出来なし、。精製の条件はシャド

ウ像， negative染色像ともにほぼ同じでかなり粗雑で

あったにも拘らず， negative染色像にのみスパイクが

容易に見出せたことの意義は大きい。

スパイクの存在は，よいフォーカスで撮影した直接

1万倍のネガ上に，安定に記録されることが判明し

た。 10倍ルーべによるネガ観察若しくは10倍程度の引

伸しプリントで確認することが出来，当初予想された

「直接撮影倍率の低すぎJの懸念は一応解消した。

2) HVJの観察結果

写真③~⑦に結果の一部を示す。第2図は天野原区!

による HVJのシェーマであるが，スパイクの先端は

丸く“たいこばち"状と形容されている。この事実は

50万倍のシャープな電顕写真からの解析結果に基づく

もので，通常の電顕技術では追試が覚付かなし、。

われわれの写真からスパイクの形状を判断すると，

ウイノレス周囲をとりまく層状構造として認められる場

合が多し、。時折独立した個々の突起としても認められ

たが，この際にはA2HKウイルスのスパイクと比較

して，差異が認めにくい程酷似した場合もあった。天

野は見え方の相違について， Iスパイクの配列の仕方

および観察の条件によるJと指摘している。

HVJはその外形が写真にみるように多形性であり，

溶媒の種類により膨潤したり，壊れやすい性質が知ら

れている。写真7では， A2HKウイルスにおいては

仲々観察し難し、ウイルス粒子内部のヌクレオキャプシ

ッドの形態が散見されている。

3) アデノウイルスの観察結果

写真③に negative染色像の作例を示した。

第 3図(保坂原図〉にみるように，このウイルスは

正ニ十面体の蛋白外被をもち，それは 252闘の capso-

mereから構成されている。直径は 80mμ でA2HK

ウイノレスとIs各々同じであるo

写真③はウイルスの外形が六角形を呈し， ミキソウ

( 27 ) 

イノレスと好対照を示している。正二十回体の結品形は

よく表現し得なかったが，ウイルス粒子表層の capso-

mereの存在は，随所で観察することがで、きた。この

ことは capsomereの僅かな隙間に染色液が入り込ん

だことを示すもので， negative染色液の著しい惨透

性を物語っている。

図3

正二十回休

(N) 考察

インフノレエンザウイノレス等の negative染色法が実

用化の軌道に乗った原因として，次の諸点を挙げるこ

とができる。

1) ウイルス試料ーの低温保存に留意し， ウイルスの

微細構造の保全に努めたこと。

2) 溶媒として生理食塩水の使用を避け，蒸潟水を

用いたこと。(蒸溜水に替えて燐タングステン酸溶液

を用いれば，ウイルスの活性を保持することが出来

る。〉

3) マイクログリッド支持膜の自製ができるように

なったこと。

4) 染色手投の方法を改善したこと。前述したよう

に，メッシュ上でインスタントに行なう方法が，簡単

かつ効果的であることを知った。

5) 自製した燐タングステン酸液の染色効果に自信

をつけたこと。(天野により保証された〉

6) 高倍率撮影における電顕整備すなわち電子レソ

ズの非点収差除去，鏡筒内および絞りのクリ{ニシ

グ，撮影時のフオ{カス合わせ等に意を用いたこと。

7) 液体窒素を使わない状態でもル{チンに， 10万

倍のプリントが得られるよう撮影条件を確立したこ

と。

反省される点で最大のものは，得られた写真が総体

的に解像力不足なことである。対策としては，

① 液体窒素を採り入れ，試料汚染を防ぐこと。

② 電顕付属の試料汚染防止装置は効果が少いので，

効率の良いアタッチメントと交換すること。



@ 現用のへアピンフィラメソトからポイントフィラ

メントの使用に切替える。

等が望まれる。

(V) 結語

今冬流行したインフノレエンザA2香港型ウイルスの

電顕検索において，従来のシャドウ法に代えて nega-

tive染色法を応用し， ウイノレス同定の精度を著しく

向上させることに成功した。その根拠は，ウイルス表

面に存在するスパイクの有無を指標とする方法であ

る。

また並行して高倍率撮影における， negative染色

法の実用化の方法について検討を進め，問題点を一つ

一つ解明した結果，ノレ{チンに役立たせ得る技法の確

立をみるに至った。今後の課題は，電顕写真の解像力

向上への技術的対策と，得られた negative染色像の

解析法が目標となる。

終りに御指導賜った東北大@医@細菌，天野伐と二博

士，日本電子KK松尾達也氏に厚く御礼申上げます。
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写真説明

スケールの単位は 0.1μ である。

1. インフノレエンザA2香港型ウイルスの Pt-Pdシャドウイング{象。 10，000 rpm， 1時間遠心沈-直

(x 40，000) 

2. インフルエンザA2香港型ウイノレスの negative染色像。精製条件は 1と同じ。長いウイルスの側面と表

面に“スパイク"が認められ，同定に役立つ。 (x100， 000) 

3. 試料は 2と同じ。個々のウイルス粒子と顕著な側面のスパイク。 (x100， 000) 

4. 試料は 2と同じ。スパイクで覆われたウイルス粒子。 x14引伸しで (x140， 000) 

5. HVJ (仙台ウイノレス〉の negative染色像。スパイクは正確には Hたし、こばち"状であるが，通常の電顕

ではこのようにウイルス粒子をとりまく層状構造として見えることが多L、。 (x100， 000) 

6. 試料は 5と同じ。上部のウイルスは染色液がしみこんで，内部が柏透けて見えるの (x100， 000) 

7. HVJは壊れやすく， しみこんだ染色液の効果で、観察されたウイルス内部のヌクレオキャプシッド(核蛋

白)0(x 200， 000) 

8. アデノウイルスの negative染色{象。ウイノレスは正二十面体で，その外形は左の写真のようにほぼ六角形

に見える (20万倍〉。写真右は角張った外形の特徴をみせるウイノレス粒子。 試料が古くなり表面構造は壊

れている。ミキソウイルスと異なり，スパイクは存在しなし、。 (x100，000) 

( 28 ) 
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1969年東京都民の風疹HI抗体保有状況について
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INCIDENCE OF HI ANTIBODY AGAINST RUBELLA VIRUS AMONG 

INHABITANTS OF TOKYO IN 1969 

kenji IW ASAKI， Fujiko SAKAI， kiyoshi YABUUCHI， 

Sumio YAMADA， Yasuko YANAGISA羽TA，
Noriko SASAKI， Tadahiko ITO， Michiko SASAKI 

and Naomitsu NEZU 

令階層別にみると， 4"-' 6才が49，7，.....， 9才が54，10 

"-'12才が45，13，.....，15才が22，20，.....，30才が48，31，.....，40才

が20，41，.....，50才が39，51才以上が68である。

採取血清は -200Cのデ{プフリーザー内に凍結保

存した。

HI試験:昭和44年度厚生科学研究費，風疹の疫学

研究班の検査術式にしたがって，被検血清はアセトン

処理を行ない，マイクロタイター法によって実施し

た。 HA抗原は市販l皐1(東芝化学工業KK)を使用し

た。

実験成績と考察

1) 地区別，年令階層別HI抗体保有状況について

日 I価を測定した都民血清 345例について，地区別

(城南，江東，多摩の 3地区〉および年令階層別 (4

"-'6才， 7""'" 9才， 10，，-，12才， 13，.....，15才， 20，.....，30才，

31"，-，40才， 41"'-'50才， 51才以上の 8階層〉に，抗体価

別の累積抗体保有率(陽性率〉を整理すると表 1のよ

うになる。

表 1の成績から年令階層別に， 3地区の抗体価別抗

体保有率の平均値を算出して，正規確立紙上にプロッ

トし，年令階層別の抗体保有状況のパタ {γをとらえ

るために，それぞれの傾向線を画くと図 1のようにな

る。

15才以下の各群は，パタ{ンの上からはほぼ同一傾

向を示した3 すなわち陽性例中高い抗体価を示した例

数の占める比率が高かった。これに反して， 20才以上

1965年以来わが国でも全国的に風疹の大流行が発生

し，とくに沖縄では風疹による先天異常をもった新生

児が多数発生し，従来この種の異常児の発生は少ない

とされてきたわが国においても風疹は先天性異常の成

因として強い関心がもたれるようになってきた。

現在，風疹は法定伝染病にも届出伝染病にもなって

いないために，患者発生数をつかんで，流行の実態を

把握することは悶難である。近年になって，風疹ウイ

ノレスの血清学的手技術式がようやく確立され，改良簡

易化され，血清疫学的調査研究にも盛んに利用される

ようになった。それら調査研究の結果が風疹の流行実

態を把握する強力な資料となっている。

著者らは， 1969年 6月に採取した健康都民血清 345

例について， 風疹ウイノレスに対する HI試験を行な

い， 都民の風疹抗体保有状況を， 地域別， 年令階層

別，性別の面から解析検討した。

実験材料および方法

被検血清:1969年 6月に，東京都内城南地区の椛

谷，梅ケ丘，江東地区の足立，浅草，多摩地区の小金

井，八王子計6保健所管内の健康住民から採取した血

清 345例を試験に供した。域南，江東の両地区は都心

である区部に属し，多摩地底は都心を離れた郊外であ

る。

被検血清を供血者性別にみると男 177，女 168で，年

( 31 ) 

本東京都立衛生研究所ウイルス部



表 1 地区別，年令区分別および抗体価別に

日;
城南地区 江東

4~6才 7 ，...._， 9 110 ，...._， 12113~15120，.......， 30 131"-'40 i 41~50 1 51"-' 4，.......，6才 7，.......， 9 1 10，-..._，12 1 13，-..._，15 

19件 20 14 6 13 8 15 24 18件 19 17 4 

8 l% 75.0 78.6 33.3 69.2 100.。93.3 95.8 5.6% 68.4 1l. 8 25.0 

16 。75.0 78.6 33.3 69.2 87.5 86. 7 9l. 7 5.6 68.4 11. 8 25.0 
抗 32 。75.0 78.6 33.3 46.2 50.0 60.0 79.2 5.6 68.4 11. 8 25.0 
体 64 。70.0 64.3 33.3 38.5 37.5 46. 7 62.5 5.6 57.9 5.9 。
価 128 。55.0 57. 1 16.7 15.4 12.5 33.3 29.2 5.6 52.6 5.9 。
JJIj 256 。25.0 21. 4 。 7.7 12.5 13.3 16.7 5.6 47.4 5.9 。
陽 512 。20.0 21. 4 。 。 12.5 。 8.3 5.6 36.8 。 。
性 1024 。 10.0 21. 4 。 。 。 。 8.3 5.6 36.8 。 。
率 2048 。 。 。 。 。 4.2 。 26.3 。 。

4096 。 5.0 1 7.1 。 。 。 。 。。 15.8 。 。

図 1 年令階層別!こみた都民の風疹HI

抗体保有状況
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の各群ではその比率が低率であった。

年令的にみて，風疹好発年令児の両親が多い31'"'-'40

才の階層のパタ{ンが15才以下の抗体保有パターンに

近づいていることは興味のある知見である。

同型のパターンを示した15才以下の各群も，個々の

抗体保有率をとってみると， 7，....._， 9才， 10，-..._，12才， 13 

，，-，15才の)1買に低下した。

抗体価迄 1: 8の抗体保有率をみると， 20才以上の

各年令階層の抗体保有率は， 15才以下のそれに比べて

かなり高率であったが，それらの比率は抗体価 1: 64 

ないし 1: 512を境として逆転している。

このような年令階層別の抗体保有傾向線のパタ {γ

の変化は，実際の風疹ウイノレスの初感染対象が15才以

下の年令層に集中していることを反映しているものと

思われる。

抗体価註 1: 8の年令階層別抗体保有率を，地区別

にグラブ紙上にプロットして，地区別抗体保有傾向線

を画くと図 2のようになる。

城南および多摩両地区の抗体保有傾向線のパター γ

は211毒性を示したが，江東地区は 311母性を示した。江

東地区の 311牟性パタ{ンについては，校体数の偏りか

{本

有

(%) 

( 32 ) 

図 2 地区別，年令区分見Ijにみた都民の風疹

HI抗体保有率(孟1: 8) 
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みた都民の風疹 HI抗体保有率(累積値〉

士也 区

20----...30 31----...40 41----...50 51----... 4----...6才 7 ----... 9 

19 7 14 16 12件 15 

80.0% 37. 1 92.9 87.5 。%1 26.7 

55.0 28.6 85. 7 62.5 。 26. 7 

40.0 28.6 57.1 56.3 。 20.0 

30.0 14.3 42.9 25.0 。 13.3 

25.0 14.3 7. 1 6.3 。 6.7 

10.0 14.3 。 。 。 。
5.0 14.3 。 。 。 。
。 。 。 。 。 。
。 。 。 。 。 。
。 。 。 。 。 。

らくる誤差が考えられるので結論は控えたい。

4~6 才の年令階層には抗体保有者がほとんどな

く， 7 ----... 9才ないし 7----...12才の階層にパタ{ンの第 1

のピークがあり，このピ{クは最近の都内における風

疹流行の実態が反映されていると考える。

この第 1のピ{クには地区差が顕著に現われてお

り，人口密度の高い区部に属する城南，江東両地区の

抗体保有率は高率で，都心を離れた郊外の多摩地区の

保有率は低率であった。大都市に比して小都市におけ

る風疹抗体保有率は低いとし、う過去の報告例に一致す

る結果である。

第 2のピークである20才以上の年令階層群では明ら

かな地区差は認め難し、。

表 1~のデ{タを資料に，地区別差，年令階層別差，

抗体価別差を因子として三元配置法によって統計的分

析を行なったところ， 1%の危険水準で，前記 3因子

はし、ずれも有意であったばかりでなく，地区別差と年

令階層別差，地区別差と抗体価別差，年令階層別差と

抗体価別差の各2因子間の交互作用も有意で，前記の

結論は統計的分析の上からも裏づけられた。

2) 性別の抗体保有状況について

男 177例，女 168例の試験結果を，年令階層別およ

び抗体価別に示すと表2のようになる。

抗体価迄 1: 8の保有率をグラフ紙上にプロットし

て，性別の抗体保有傾向線を画くと図 3のようにな

るo 12才以下の低年令階層においては男性が， 20----...40 

才の年令階層では女性がやや高率であった。 20才以上

の年令階層では，抗体保有率は男女ともにほぼ80%以

上の高率を示していた。

多 摩 主主 区

10----"'12 13----...15 20----...30 31----"'40 41----...50 51----... 

14 12 16 5 10 28----... 

35. 7 25.0 100.0 100.0 90.9 85. 7 

35. 7 25.0 93.8 60.0 63.6 71. 4 

28.6 25.0 56.3 60.0 36.4 39.3 

21. 4 25.0 43.8 40.0 27.3 25.0 

7. 1 8.3 12.5 20.0 9.1 10. 7 。 8.3 6.3 20.0 9.1 3.6 。 8.3 6.3 。 。 。
。 。 6.3 。 。 。
。 。 。 。 。 。
。 。 。 。 。 。

図 3 性別，別年令区分別にみた都民の

風疹HI抗体保有率(註1: 8) 
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風疹抗体保有率の性別による差異は従来から強調さ

れていなし、。前記のわれわれの調査結果における性別

による差異も，風疹ウイルスに対する性別に由来する

感受性の影響とは考えていなし、。幼少年令者の日常生

活行動上における範囲とか患児に接触する両親の頻度

@時間など生活環境上の諸要因が間接的に基困として

いるものと考える。

( 33 ) 



表 2 性別，隼令区分別および抗体価別にみた都民の風疹 HI抗体保有率(累積値〉

59. 11 23.3 

抗
16 3.3 63.2! 59. 11 23.3 

体
32 3.3 

{商
64 3.3 55. 3! 40. 91 23. 31 22. 21 16. 7 

3日
128 3.3 42.21 27.31 7. 71 16.71 0 

陽
256 3.3 26. 41 4. 51 0 1 5. 51 0 

性
512 3.3 21. 31 0 1 0 I 0 1 0 

τ4古1コ2 1024 3.3 18. 41 0 1 0 I 0 I 0 

13. 31 0 1 0 1 0 I 0 

4096 I 0 7.91 0 I 0 I 0 I 0 

表 2のデータを，性別差，年令階層別差，抗体価別

差を因子として統計的解析を試みたところ，単独での

性別差は 5%の危険水準で有意差をみとめられなかっ

たが，性別差および年令階層別差の 2因子の交互作用

は 1%の危険水準で有意差がみとめられた。

結論

著者らは， 1969年 6月に採取した東京都内城南，江

東，多摩3地区の健康住民血清 345例について，風疹

ウイノレスに対するHI抗体価を測定して，抗体保有状

況の地域別差，年令階層別差，性別差などについて解

析検討した。

1) 抗体価註 1: 8の抗体保有率をとって，年令推移

をみると， 4'--"" 6才の年令層には陽性例がほとんどな

く， 7'--"" 9才または 7.--...，12才を第 1のピーク， 20才以

上を第2のピ{クとした 21h季性の抗体保有パターンを

示した。

第 1のピークは最近の都内の風疹流行の反映である

と考える。

2) 年令階層別に抗体価別抗体保有パターンをみる

と， 15才以下では高い抗体価を示した例数の陽性例数

に対する比率が高く， 20才以上になるとその比率は逆

に低率であった。同様な抗体保有パタ{ンを示した15

才以下の各年令階層も，個々の抗体保有率は 7'--""9才

が最も高率で， 10.--...，12才， 13.--...，15才の順で低下した。

。
。
。
。
。

( 34 ) 

51.--...， 

30 

o I 43.81 17.81 22.21 45.21 35. 。37.6117.8 11. 1 
。18.7 13.1 11. 1 。18.7 13. 1 11. 1 6.5 14.3! 0 。
。12.5 13.1 。3.2 。。。
。6.3 8. 7 。。。。。
。6.31 4.4 。。。。。

3) 抗体価み 1: 8の抗体保有率をとって，地区別差

を検討すると，地区別差は12才以下の年令階層におい

て顕著であった。都心の区部に位寵する城南，江東南

区間には殆ど差がなくともに高率であったが，郊外の

多摩地区は前2地区に較べではるかに低率であった。

20才以上の年令階謄になると，都心，郊外の地区別

差はみられなかった。

4) 性別の抗体保有率(ミ 1: 8)は， 15才以下では

男性が， 20.--...，40才では女性がやや高率であった。
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ペーパーデスク法における阻止円形成に及ぼ

す 2.3の影響について

松本昌雄

春田三佐夫

神保勝彦

FACTOH.S AFFECTING ON THE FORMA TION OF CLEAR 

ZONE IN THE DISK ASSA Y METHOD 

Masao MATSUMOTO， Katsuhiko ZINBO and Misao HARUTA 

(Depatment of Milk and Meat Hygiene， Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health) 

The disk assay method by using Bac. steαγotheγmoρhilus var. B. calidolactis as 

sensitive organism for detection of antibiotics in miU王 anddairy-products were reco-

mmended by the 1nternational Dairy Federation in 1968. 

1n this method an agar medium heavily seeded with the test organism is poured into 

a Petri-dish and a small filter paper disk soaked in samples is then placed on the 

surface of the agar. After incubation for only 2. 5 hours at 550C， clear zone occure 

around the disks where antibiotics or other inhibitor has diffused into the medium. 

By comparison with known controls， the diameter of the τone of inhibition can be 

used to give a quantitative estimation of the antibiotics present in samples. Although 

this method seems to be very applicable， the formation of clear-zone be influenced by 

physical and biochemical factors. Therefore， the experimental observations on factors 

affecting on the formation of inhibitory zone were done， and the results obtained 

were as follows. 

1) As to the sizes of the disk paper (8， 10 and 12mm of diameter)， there was no 

significant differences in the results of the test. 

2) The diameter of the clear zone increased with the lapse of incubation times. 

3) The diameter of the clear zone decreased in inverse propotion to the thiclmess of 

agar layer. 

4) Maximal multiplicity of the enrichment cultures of the organism was attained 

usually within 16 hours after incubation， when 1 ml of the suspension (107 cells 

per ml.) was inoculated into 100ml of enrichment medium. 

5) Concentrations of agar in the media prepared for the test were 1， 1. 25， 1. 5， 1. 75 

and 2% respectively. The diameter of the clear zone was found to be consistently 

larger on the plate of lower concentration of agar than on that of higher ones. 

( 1 )ま え が き

牛乳および乳製品の需要の増大に関連して乳質改善

が声を大にしてさけばれている折から，これに追い打

ちをかけるかのように牛乳へのBHC残留問題が起

り，牛乳の安全性が再びクローズアップされるに歪っ

( 35 ) 

た。

牛乳への残留移行薬物としては，農薬のほかに乳房

炎の治療および予防時に投与される抗生物質があり，

これもまた公衆衛生上大きな問題になっている。

牛乳中の残留抗生物質の検出法としては一般に微生



物学的検査法が利用されているが，それには液体培地

法(色素還元法，例えば Neal& Calbertllの TTC

法〉と固形培地法(例えばデスク法あるいはカップ

法)とがある。ペニシリンの検出感度は TTC法1)で

0.05，，-，0.01 IU/ml，ベーパ{デスク法特に B.calidola-

ctisを用いた Galesloot& Hassing法(1962)2)，5) で

はO.001，，-，0. 0025 IU;mlと言われている。

ベーパ{デスク法はいずれの方法にしてもベ{パ{

中に合診している抗生物質がベーパ{の周聞に拡散し

て試験菌の発育を抑制し，円形の透明な抑制帯を生成

するところから，この抑制帯(阻止円〉の大きさを計

測することによって，試料に含まれる抗生物質の含有

量を推定する方法である。

このようにベ{パーデスク法は水平拡散現象を応用

したものであるから，阻止円の産径の大きさは試料中

の抗生物質の種類および濃度によって変化することは

勿論のこと，そのほかの諸要因もまた拡散現象に強く

影響すると考えられる。そこで今回，筆者等は1968年

の国際酪農連盟年次会議において E.Greenによって

標準法として提案された Galesloot& Hassingのベ

{ノ号{デスク法3)づ)をとりあげ，阻止円の直径におよ

ぼす要因について若干の実験を行なったので，その結

果を報告する。

(2) 実験及びその結果

(2-1) 寒天培地の寒天濃度の検討

(2-1-1) 実験条件

基礎培地:トリプトン (Difco製) 0.5%，酵母エ

キス (Difco製)0.25%， グノレコ{ス(和光純薬，特

級)0.1%， pH 7.0。
寒天濃度:Difco製の粉末寒天を使用し，濃度は

1. 0， 1. 25， 1. 5， 1. 75及び 2.0%とした。

寒天注入量:底の内径8.6cmのベトリ{皿に液体

培養と混合した寒天培地を 8ml注入して平板を作成

した。

供試菌及び菌量:Bacillus stearothermothilus var. 

B. calidolactis C 953の 16時間の培養菌(商量4.3x

107/ml)を使用した。

ペニシリン液:ペニシリンGカリウム(明治製菓株〉

O.lIU/mlを含む還元乳。

デスクペーパー:東洋2戸紙(株〉製の No.27厚手の

直径 10mmのデスクベーパ{を用いた。

実験方法:IDFの Galesloot& Hassingのデスク

法に準じた。

(2-1-2) 実験結果

その結果は表-1に示した。

( 36 ) 

すなわち， 供試寒天濃度のうち 1%， 1. 25 %， 1. 5 

Mの場合における各阻止円の直径の平均値は，それぞ

れ22.2，22.2， 21.8mmであって，この三者間に有意

差(1%の危険率〉は認められなかった。

しかし寒天濃度が1.75%， 2.0%になると眠止円の

直径の平均値は21.2及び21.7mmと若干小さくなる傾

向を示し，この雨濃度における阻止円の寵径は前王者

(寒天濃度が 1，1. 25及び1.5%) の在径との間に有

意差が認められた。

表-1 寒天濃度が閉止円の麗径に及ぼす影響

1.00% 1. 25% 1. 50% 1. 75% 

百1m 23ロ.10口1 22ロ.14n1 21ロ.l7n1 23.1 

23.0 22.9 22.2 21. 7 

22.9 22.9 22.2 21. 6 

22.3 22.8 22. 1 21. 5 

22.0 22.6 21. 8 21. 4 

22.0 22.0 21. 7 21. 1 

22.0 21. 6 21. 7 21. 1 

21. 8 21. 6 21. 6 20.8 

21. 7 21. 6 21. 5 20.8 

21. 6 21. 5 21. 3 20.4 

範閤 23.1 23.0 22.4 21. 7 
"-'21. 6 "-'21. 5 "-'21.3 "-'20.4 

平均 22.2 22.2 21. 8 21. 2 

(2-2) 平板寒天培地の厚さの検討

(2-2-1) 実験条件

2.00% 

ロ1m
22. 1 

22.1 

22. 1 

21. 9 

21. 9 

21. 7 

21. 7 

21. 6 

21. 4 

21. 0 

22.1 
"-'21. 0 

21. 7 

寒天培地の厚さ:底の内径 8.6cmのベトリー皿に

液体培養と混合した寒天培地を， 5， 6， 7， 8， 9， 10， 

11及び 12mlをそれぞれ注入して厚さの具った平板寒

天培地を作成した。(ただし，この場合の寒天培地の

寒天濃度は1.5%である〉

その他の実験条件は実験 (2-1)に同じである。

(2-2-2) 実験結果

表-2に示したように，寒天培地の注入量が多くな

るにつれて阻止円の直径が小さくなる傾向が認められ

たo

5 ，，-，12mlの寒天注入量のうちで， 5 mlの場合にお

ける阻止円が最も大きく平均 22.1mmであった。 6，

7， 8mlの各阻止円の直径の平均値は 21.4， 21. 5， 

21.1mmであったが， 9， 10， 11， 12mlとなると阻

止円は若干小さくなり 19.8，19.8， 19.5， 19.5mmを

示した。注入量が 6mlの場合の阻止円の大きさ(21.4 

mm)と7mlの場合のそれ (21.5mm)との間に有意



表-2 寒天培地の注入量が阻止円の直径に及lます影響

5 ml 6 ml 7 ml 8 ml 9 ml 10ml 11ml 12ml 

ロ1m
22.8 21. 9 22.5 21. 7 20.3 20.0 19.9 19.8 

22. 7 21. 9 22.4 21. 6 20. 1 20.0 19.8 19.8 

22.4 21. 8 22.0 21. 2 20. 1 19.8 

22. 1 21. 6 22.0 20.0 19.8 19.7 19.7 

22. 1 21. 4 21. 6 21. 2 19.9 19.8 19.5 19.7 

22.1 21. 2 21. 3 21. 0 19.9 19.8 19.5 19.5 

22.0 21. 2 21. 2 20.9 19.7 19.8 19.3 19.4 

21. 7 21. 2 21. 0 20.9 19.5 19.7 19.2 19.4 

21. 7 21. 2 20.9 20.8 19.5 19.6 19.2 19.4 

21. 5 21. 0 20.6 20.6 19.5 19.5 19.2 19.2 

範 8'"'-'21. 5 21.9'"'-'21.。 22.5"-'20.6 21. 7'"'-'20.6 20.3'"'-'19.5 20.0'"'-'19.5 19.9'"'-'19.2 19.8'"'-'19.2 

平. 22. 1 21. 4 21. 5 21. 1 

差(危険率 1%)は認められなかった。しかしそれ以

外のものは相互に有意差が認められた。

(2-3) 接種菌の培養時間の検討

(2-3-1) 実験条件

1. 供試菌:Bacillus stearothermothilus var. B. 

calidolactis C 953の3代継代培養の菌液 1ml (菌量

106/ml)を 100mlの増殖培地に接種した後， 15， 16， 

17， 18及び19時間ごとに培養菌を取り出して，それを

各供試菌とした。

2. 菌量測定:測定培地には IDFのベ{パーデス

ク法の寒天培地を用い，菌数測定は48時間後に行なっ

3. 平板寒天培地:15， 16， 17， 18及び19時間ごと

の培養菌についてそれぞれの平板寒天培地を定法に準

じて作成した。

4. 1震の活性度 :TTC色素の還元力は商の活性に

比例すると仮定して， TTCの発色度の強弱を菌の活

性度の強弱とした。

15， 16， 17， 18及び19時間ごとに培養菌を取り出し

て，その菌液 1mlを 9mlのブイヨン (1DFのペー

パーデスク法の寒天培地の組成に準ずる〉に接種して

55土lOC の温度で 2.5時間培養した。その直後 496

TTC 溶液 0.3mlを添加混合し， 更に 30分間培養を

継続して誼ちに 550mμ で吸光度を測定した。

なお，対照としてはTTCを添加しない培養菌を用

し、7この

(5) ベニシリン液及びデスクベ{パー:実験(2-1)

に同じである。

(2-3-2) 実験結果

( 37 ) 

19.8 19.8 19.5 19.5 

供試菌を増菌培地に接種した後， 15， 16， 17， 18， 

19時間ごとに取り出して各培養時間ごとの商量， TT 

Cの発色度(吸光度〉及び阻止円の大きさなどについ

て測定した結果は，表 3'"'-'4及び図 1に示す通りであ

表一3 接種菌の培養時間が阻止円の直径に

及ぼす影響

15 h 16 h 17 h 18 h 19 h 

22.i8 n1 
ロ1ロ1 22政.10n1 21百.14口1

立1立1
22.4 21. 5 

22.6 22. 7 23.0 21. 4 21. 7 

22.0 22.0 21. 5 21. 4 21. 5 

22.4 22.0 22.3 22.0 21. 3 

22.1 22.6 22.4 20.8 21. 7 

21. 7 21. 8 22.0 21. 3 21. 8 

22.4 23. 1 21. 8 21. 0 22.0 

22.4 23.1 22.4 22.0 21. 8 

22.5 22.3 21. 9 21. 8 22.2 

22. 7 22.3 21. 7 22.0 21. 5 

平均 22.4 22.4 22.1 21. 5 21. 7 

表-4 接種菌の培養時間並びに活性と阻止円

の直径との関保

培供(試養時商間時間) の 菌

15 1.8X107 57.50 22.4 

16 3.6 X 107 38.25 22.4 

17 3.6X107 51. 75 22. 1 

18 1. 4X 107 68.00 21. 5 

2.2 X 107 68.00 21. 7 



荷量

図司1 接種薗の培養時間と薗量， i'昔11控

阻止円との関係
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これによると商量は各培養時間ともに大差ないが，

吸光度即ち菌の活性が著しい変化を示した。すなわ

ち，各培養時間のうち 16時間において最も活性が強

く，続いて15時間， 17時間で， 18時間と19時間は同程

度の活性を示した。阻止円の大きさは，活性の低下す

る18時間及び19時間では，活性の強い16時間にくらべ

て小さくなる傾向を示した。

(2ーの阻止円の測定時間の検討

(2-4-1) 実験条件

O.lIU/mlのペニシリンを含む還元乳に浸潰したデ

スクベーパ~ (東洋i戸紙紛製， No.27厚手の直径 10

mm)を定法に準じて平板寒天培地上に置き， 55土

lOCの温度で培養し， 所要時間 (2.5，3.5， 5.5， 24 

時間〉ごとに阻止円の大きさを測定したの

(2-4-2) 実験結果

表 5に示したように実験 I'"'-'lVのいずれも，阻止円

は培養時間の経過とともに大きくなる傾向を認めた。

そのうち実験Wについての詳細な資料は表 6'"'-'7に

示した。

すなわち， 2.5， 3.5および 5.5時間培養の阻止円の

大きさの平均値はそれぞれ 20.7，22.0， 22.9mmで，

時間の経過とともに漸次大きくなったりそして24時間

後には眠止円が日大化して測定不能となった。

2.5時間培養のものにくらべて 3.5時間培養のもの

は約 90%が 0.1'"'-'0.2mmの大きさで直径が増大し，

5.5時間培養のものは約 80%が1.1'"'-'3.0mmの大きさ

で直径が増大した。

(2-5) ベ{パーデスクの大きさの検討

(2-5-1) 実験条件

( 38 ) 

表-5 測定時間が阻止円の直径に及lます

影響(1 ) 

実験 測定例数及び 測定時間

番号 |旺 止 円 2.5 h 3.5 h 5.5 h 24 h 

sl 

lV 

測 定 例 数 10 10 10 

阻の止平円の均直径値 21立.l3n121H.17立1 m立1
22.3 

測定例数 10 10 10 

阻の止平円の均直径値 20.l7 訂1
t立1 mロ1

21. 1 22.0 

測 定 例 数 10 10 

阻の止平円の均直径値
lロ1 ロ1ロ1

20. 7 21. 3 

測定例数 60 60 60 60 

阻の止平円の均直径値
20ロ.17II1 222.10 n1 ロ1ロ1

測不 定能22.9 

表-6 測定時間が阻止円の直径に及ぼす

影響 (2)

測定時間 1 

25 h I 3. 5 h I 5. 5 h I元

測定例数 60 I 60 I 60 I 60 
阻止円の直 mml mmi m ml測定
径の平均値 20.7 I 22. 0 I 22. 9 I不能

阻止円の直 I mml mml mml 
120.0'"'-'21. 6!20. 4'"'-'23. 2121. 0~2LL 

増大した誼 mml mm! 
径の大きさ| i 0.1~2.30.7~3.2P 
の範囲 I I 

表-7 測定時間が阻止円の直径に及ぼす

影響 (3)

3.5 h 5.5 h 

3.1'"'-' 4. 0 mm  。 8例(13.3%)

2.1 '"'-' 3.0 6例(10.0%) 25例(41.7%) 

1.1'"'-' 2.0 34例(56.7%) 24例(40.0%)

O. 1 '"'-' 1. 0 1 20例(33.3%) 3例(5.0%) 

ベーパ{デスク:東洋t戸紙紛製の直径 12mm (No. 

27，厚手)，直径 10mm (No.27， 厚手〉及び直径8

mm (抗生物質用として市販〉の三種類のべ{パーデ

スクを用いた。

(2-5-2) 実験結果

直径8，10， 12mmの三種類のデスクベーパ{を使



って，低濃度のペニシリンの検出を試みた。その結果

は表8"-'9に示した。

すなわち，三種類のデスクベ{パーのペニシリンの

検出感度は同じであって，いず

使つても 0.0∞02部5IU/ml以下は検出できず， 0.003IU/ 

ml 以上は検出可能であった。

表-8 ベーパ四デスクの大きさと牛乳の

吸収量

8 10 12 

10 

1118 
，，-，0. 

(0. 1098) 

表-9 ペーパーヂスクの大きさとベニシ

リンの検出感度

10 12 8 
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牛乳および乳製品中の抗生物質の検出法の一つにぺ

{ノξ{デスク法がある。

本検出法における阻止円の直径は，商の発育抑制物

質の含有量によって影響されるが，それ以外の諸要因

とくに実験条件による影響を検討した。

その結果は，次のように要約される。

(1) 検出培地の寒天濃度と阻止円の大きさとの相関

について検討した結果，寒天濃度が1.5%以上になる

と阻止円が小さくなる傾向を認めた。

すなわち，寒天濃度がし1.25および1.5%の場合

の各阻止円の間では有意差は認められないが， しか

し，寒天濃度が1.75および 2%と高くなると阻止円が

若干小さくなり有意差が認められる。

したがって， 1 DFの試験法による検出培地の寒天

濃度は，既成濃度で良いと考えられる。

(2) 検出培地の厚さと阻止円の大きさとの相関につ

いて検討した結果，培地の厚さがうすいほど阻止円が

大きくなる傾向を認めた。

内径8.6cmのベトリー皿に 5，6， 7， 8， 9， 10， 

11および 12mlの量の培地をそれぞれ流し込んで厚さ

の異った平板を作成して， 阻止円の大きさを比較し

町有

1'-0 

その結果， 5 mlを流し込んで作成した平板におけ

る阻止円がもっとも大きく， 続いて， 6"-'8mlの平

板であった。なお 9ml 以上の量を流し込んで作成し

た平板上の阻止円は 5"-'8mlにおけるそれにくらべ

て若干小さくなる傾向を認めた。

このことから， 内径 8.6cmのベトリ{皿を使用す

る場合は， 5 ~8ml の培地を流し込んで平板を作成

するのが適当と考えられる。

(3) 1 D Fの試験法によると接種菌に16~18時間培

養菌を用いることになっている。

そこで，培養時間(15"-'19時間〉と阻止円の大きさ

との相関について検討したの

その結果，培養時間 (15"-'19時間〉による菌量の差

異は認められず，いず、れも 107/mlであった。しかし，

菌の活性は培養時間によって著しく異り， 16時間培養

菌の活性が中でももっとも強かった。続いて15および

17時間培養菌の活性であり，両者ともに向程度の活性

を訴した。 18時間培養菌の活性は更に低下し， 19時間

も同程度の活性を持続した。

この商の活性の強弱に相応じて阻止円の大きさが変

る傾向が認められた。

すなわち，活性の強い15~17時間培養菌を用いた時

の阻止円の大きさは，活性の比較的低い18~19時間培

養菌を用いた時の阻止円の大きさにくらべて大きくな

る傾向を示し且つ有意差が認められた。

上記のことから，増殖培地に継代培養菌液(菌量が

107/ml)を 1%の割合に移植した場合は， 15，，-，17時間

培養した菌液を検出培地の接種菌として供試するのが

適当であると考える。

(4) 1 DFによると阻止円は 2.5時間後に測定する

ことになっている。津郷等5)は，菌の活性状態の相違

によって菌の発育時間が変るので，阻止円の測定は2.5

時間以上の適当な時間に行なって良いと述べており，

そしてそれは 2.5時間より長く培養しても阻止円の直

径は変らないからであると言及している。

そこで阻止円の測定時間と阻止円の直径との相関に

ついて検討・を試みた。

その結果，培養時間が長くなるにつれて阻止円の直

径は漸次大きくなり相互間に有意義が認められた。

これらのことから，検出限界濃度あるいはそれに近

い低濃度の抗生物質を含有する試料については 2.5時

間後に測定するよりはむしろ長時間培養してから胆止

円を測定した方が良いと考えられる。他方，逆に高濃
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度の場合は長時間培養によって阻止円が巨大化して測

定不能となる危険があるので， 2.5時間で測定した方

がよいと考えられる。

以上のことから，津郷等が述べているように「長時

間培養しでも阻止円の直径が不変」とするのは危険と

考えられるの

従って，阻止円の直径の測定は常に対照を置きなが

ら一定時間後に行なえばよいと考えられる。

なお，試験目的が低濃度の抗生物質の検出にあると

すれば，担止円の測定は 2.5時間よりはむしろ24時間

後にでも行なった方がよいのではないかと考えられる。

(5) 1 DFによるとデスクベーパ{には，直径12'"'-'

13mmのものを使用することになっている。しかし，

わが国では上記の大きさのデスクベ{パーは市販され

ておらず，ただ抗生物質用として直径8mmのものし

か市販されていない。

他方，抗生物質検出試験の円筒法においては，試料

中の有効物質の濃度が阻止円の直径を決定するが，ベ

{ ノ4ーデスク法では試料中の有効物質の量が支配困子

となる。

以上のことから，デスクペ{パーの大きさによって

ペニシリンの検出感度が異るかどうかを，三種類のデ

スクベ{パー〈直径が 8，10および 12mm)を用いて

検討した。

その結果，デスクベ{パーの大きさの如何にかかわ

らず検出感度は同じで0.003IUjmlであった。ただ，

デスクベ{パーの直径の大きいものは，低濃度の阻止

円が見易い傾向を示した。

以上のことから， 1 DFの記載する直径 12"-'13mm 

のデスクベ{パーを特別に注文して調製する必要はな

く，市販されている直径8mmのデスクベ{パーで充

分であると考えられる。
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食品にかける Psεudomonasfluorescensの

分布と酵素活性について
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(本研究の概要は第68回日本獣医学会 (IJJ口1969年〉において報告した〉

DISTRIBUTION OF PSEUDOMONAS FLUOLESCENS IN FOODS 

AND OF ITS ENZYMATIC ACTIVITIES 

Yasuta NAOI， Yataro KOKUBO， Taichiro NISHIMA 

and Shigeru MA TSUMOTO 

(Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health) 

A survey was macle on the 175 foocl samples， consisting of 42 vegetables， 35 salacls 

ancl 98 other miscelaneous cookecl foocls， for the isolation of Pseudomonas fluoγescens 

which has been ascribecl to be one of the most important psychrophilic spoilage agents 

of foocls. 

As a results， a total of 70 strains of Ps. fluorescens were isolatecl. Among them， 

46 strains were founcl to be capable to procluce proteolytic ancllipolytic enzyme. l¥1ost of 

the isolates failecl to procluce cellulase， amylase， pectinase， chitinase ancl phosphatase. 

Enzymatic activities were observecl both at 100C for 10 clays ancl 250C for 5 clays 

incubation， however， no qualitative clifferences were observecl on the results obtainecl 

through these two incubation temperature. 

All the isolates grew well at temperatures between 50C ancl 30oC， but half of them 

failecl to grow at 370C. 

All the isolates were capable to propagate in the broth containing 5 % of NaCl， in 

the meclium containing 7 % of NaCl only 25 of the isolates showed toleranse， in the 

presence of 10% of NaCI all the strains failed to grow. 

まえがき

Pseudomonas菌属は広く自然界に分布するところ

から，本菌属によって食iFIが汚染されている事が当然

予想されるが，その大部分は腐敗雑菌として軽視され

てきたの

しかし，近年食品の低温貯蔵の普及にともない，低

温でも増殖可能な Psychrotrophicbacteria，すなわ

ち低温細菌の存在が重祝されるようになった。本菌属

は低温で良く発育し，またその生化学的活性が強いと

ころから，今日では代表的な低温腐敗菌として注目さ

れており，その産生酵素により，冷蔵食品の腐敗，あ

るいは変敗に関与していると思われる。本菌属と食品

との関係に関する報告は，乳肉魚介関係の食品に関す

るもの1)一日〉が多く，その他の一般食品に関するものは

あまり見あたらなし、。しかし，今日冷蔵庫などの冷蔵

設備の一般への普及のため，乳肉魚介食品以外の一般

食品も，当然安易な考えから冷蔵されると考えられ本

菌属との関係を検討する必要がある。

そこでわれわれは， Pseudomonas菌属の中でも代

表的な低温細菌といわれる Ps.fluorescensを取り上

げ，農産食品を主体とした一般調理食品中の本菌の分

布を調査し，さらに，この分離菌を用いて，食品に影

響をおよぼすと考えられる種々の酵素の産生の有無を

検討しあわせて保存性の問題に関連して，発育温度特
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性及び耐塩性についても検討を加えた。

試験方法

1. 分離方法

供試食品は農産食品を主体とした一般調理食品 175

例を用いたの各試料30gを無菌的に計り取り，滅菌ホ

モヂナイザーで 10%試料液を調製し， その O.lmlを

CVT寒天培地平板に塗抹後， 250Cで48時間培養し，

赤色を示す定型的集落で， Gram陰性，無芽胞性の得

菌を分離したの分離菌については，表 1に示す生物学

的性状7)，8) を調べ， その性状に一致したものを Ps.

fluorescensとして同定した。

表 1 Ps. fluorescensの生物化学的性状

キングB培地での蛍光 +

十

十

化

+

十

酸

カタラーゼ試験

チトクローム@オキシダーゼ試験

ブドウ糖酸化醗酵試験

アルギニン脱炭酸酵素試験

運動性

インド{ル産生性

硫化水素産生性

420Cでの発育

2. 各種酵素活性試験法

各供試食品から分離された70株を対象に，次の方法

で 7種の酵素の産生の有無を調べた。なお，活性試験

温度ならびに培養時間は，一般の冷蔵庫内の標準温度

と思われる100Cで10日間及び Ps.jluor6scensの発

育至適温度といわれている 250Cで5日間観察した。

試験結果で述べるが，これらの温度では，し、ずれの使

用培地にも良く発育した。

① Lipase 

Tween 80加寒天培地及び上田ら9)が低温細菌の脂

肪分解活性検出用に推奨している Crossley寒天培地

を用い，いずれもスポット法により発育した集落及び

その周囲の状態から判定した。

② Protease 

脱脂乳加寒天培地平板上にスポットし，集蕗周囲に

透明帯を形成するものを陽性とした。

③ Chitinase 

ベプトン酵母エキスブイヨン培養液を酵素液として，

川崎ら10)及び Reissigら11) の方法に従い N-Acetyl

glucosamin量を測定した。

④ Cellulase 

ベプトン酵母エキスブイヨン培養液を酵素液とし

て，若林ら12)の方法に従い，還元糖を SomogyI-

Nelson法で測定した。

⑤ Phosphatase 

フェノ{ルフタレインブォスブェイト寒天培地平板

上にスポットし，培養後アンモニアガスにさらし，集

落が鮮明な桃色になったものを陽性とした。

⑥ Amylase 

溶性デンプン加寒天培地平板上にスポットし，培養

後デンプン反応をおこない，反応が集落周囲に現われ

ないものを陽性とした。

⑦ Pectinase 

Dowson13
) により紹介されている Wieringaの試

験管法をおこない，液化の有無により判定した。

3. 発育温度特性

ベプトンに酵母エキスを 0.1%に加えたブイヨンを

使用し， 5， 7， 25， 30， 370 C培養をおこない，そ

の混渇により判定した。

4. 附塩性

発育温度特性を試験するのに用いたと同じブイヨン

培地に，食塩を 0，3， 5， 7， 103~の割に加えたも

のを使用し， 250Cで培養し，その混渇により判定し

7こ。

試験結果

1. Ps. jluorescensの分布

供試食品 175例中50例(約30%)から本商が分離さ

れた。そこで汚染食品の内訳を明かにするため，供試

食品を表2に示すように分類した。

表 2 一般食品中の Ps.fluorescensの分布

供試品名 供試例数|分離?ぷ

35 I 15(42.8) 

42 I 25(59.5) 

98 I 10(10.2) 

175 I 50(28.6) 

その結果，サラダ類の43%，野菜単味の食品の60%

から本菌が分離された。したがって，本菌汚染食品の

80%は生鮮野菜及びサラダ類により占められ，これら

の食品には，他の一般調理食品に比して，かなり高率

に Ps.jluorescensの汚染が認められた。
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2. 各種酵素活性

100Cと250C培養では，いずれの酵素産生能にも，

有意の差は認められなかった。

各酵素活性陽性株数及び率は表3に示すとおりであ

る。

表 3 各酵素活性陽性株数(率〉

酵 素 名 陽性株数(%)

LiDase (Tween 80 J音地〉pase 
33 (47.0) 

(Crossley培地〉 54 (77.0) 

Protease 50 (71. 4) 

Chitinase 0(0  ) 

Cellulase 4 (5. 7) 

Phosphatase 7 (10.0) 

Amylase 0(0  ) 

Pectinase 0(0  ) 

一

lipase活性は， Tween 80加培地では47%，Crossley 

培地では77%が陽性であり， Tween 80加培地での陽

性株は Crossley培地でもすべて陽性であった。反応

所見は， Crossley法の方が明瞭に認められ， 判定が

容易であった。

protease活性は， 70 株中 50株に認められ，そのう

ちの46株は， Crossley法で観察した場合の lipase活

性をも有していた。

それら以外の酵素活性は，われわれの調べた株で

は，いずれも認められないか， cell ulase， phospha tase 

活性のように認められでも非常に弱し、活性であった。

3. 発育温度特性

発育株数は表4に示すとおりである。

表 4 発育温度特性

培養温度(0C ) 11 5 7 25 30 37 

発育株数日 70 70 70 70 35 

50C及び 70Cでは 5日以内に， 250C及び300Cで

は2日以内に全株とも良く発育した。しかし， 370C 

では半数の35株が発育したのみで，一般に発育速度も

遅かった。

4. 耐塩性

発育株数は表5に示すとおりであるo

食塩無添加及び 3%添加では24時間で， 5 3-~添加で

は48時間で，全株とも良好な発育を認めた。しかし，

( 43 ) 

表 5耐寝性

塩濃度(広〉 o 3 5 7 10 

発育株数 70 70 70 25 0 

7%添加では70株中25株に発育を認めたが一般に弱し、

発育であり， 10%添加では全株とも発育を認めなかっ

7こ。

考 察

低温腐敗菌として主要な Pふ jluorescensの一般食

品中の分布を調査したところ，供試食品のほぼ30%か

ら本菌を検出した。この結果は， Schultzeら山が行

なった乳及び乳製till関係の食品からの分離率46%には

およばないが，かなり高率であった。しかも，本菌汚

染食品の80%が生鮮野菜を含む，いわゆる調理未加熱

食品であったが，これは本菌が自然界に広く分布して

いるところから，当然と考えられる。しかし，植物の

変質に関係があると盟、われる cellulase，amylase， 

pectinase などの活性を有する株は， ほとん'ど認め

られなかった。 Ps.jluorescensについて詳細な研究

をおこなった Rhodes7
)も169株中 pectinase活性を

有する株は認められなかったと報告している。このこ

とから，野菜単味の食品の場合には，本菌の汚染がか

なり高くても，さほど影響はないものと考えられた。

それに反して， lipase， protease活性は，今までの

いくつかの低温細菌の総説2)パハ5)，15-18)に見るように，

本菌による食品の低温腐敗上，重要な意義を持つもの

と考えられ，われわれの調査で、も供試菌の70%以上の

株に活性が認められた。この結果は，分布状態からみ

て，植物性の材料を使用するサラダ類や，蛋白性食品

に，Ps. fluoresce1~s の汚染があり， それが放置され

た場合は，本菌の産生する酵素の作用により変質する

恐れがあると思われる。そのうちでも， lipase活性

は，乳及ぴ乳製品中の脂肪の変質と密接な関係を有

し，その検出法が検討されているのわれわれも，従来

の Tween80を使用する方法と， 国際酪農連盟で標

準化するように提案され，上回ら9)が推奨している

Crossley法をおこない， その検出率を比較してみた

ところ， Crossley法の方がはるかに良い結果であっ

た。これは， 本法では， パタ{脂肪を用いているた

め， Tween 80よりも複雑な種々の脂肪酸を含むため

と思われ， 脂肪分解菌検出のためには， Crossley法

が，最もすぐれていると考えられるの

一般的な冷蔵庫内の温度と考えられるlOOCと本菌



の発育至適温度といわれている 250Cでの酵素の産生

状況を比較したが，その産生株数による違いはなかっ

た。 Frank19
)も，PS. fluorescensと分類学的に類似の

P s. geniculata 15株を用いて， 80C と270C におけ

る種々の定性的生化学反応を比較した結果，有意の差

はなかったと報告している。しかし，Ps. fluorescens 

の proteaseについて検討した Petersonら20) は，こ

の酵素の分泌は， OOCが最大で， 温度の上昇と共に

低下し，一度分泌された酵素の活性は，温度の上昇と

共に強まると報告しており，定量的には，酵素の産生

状況に差があると思われる。このようなことから，

lOOC保存といえども， 酵素による変質はかなり進行

するものと考えられる。

食品の保存性の面から検討した発育温度特性及び耐‘

塩性については， Rhodes 7) の報告よりわれわれの供

試した菌株の方がやや発育率が良く，非常に幅広い発

育温度域と， 5"-'7 %の埴濃度で発育した。この点か

らも，生化学的活性面に加えて，本商の汚染は決して

軽視出来ない問題であるの

まとめ

代表的な低温腐敗菌といわれる Ps.flu01'eSCensの

分布を農産食品を主体とする一般調理食品を用いて調

査したところ，約30%から本菌が検出され，そのうち

野菜及びサラダ類が80%を占めた。

次に，分離菌70株を用いて，食品への影響を調べる

ため， lOOCと250Cにおける種々の酵素の産生の有無

について， また， 保存性の問題に関連して発育温度

特性と耐塩性について検討を試みた。その結果，培

養温度による酵素産生の違いは認められず， 約 70%

の供試菌が lipase及び proteaseを産生した。 しか

し野菜食品に影響を与えると考えられる ceIlulase，

amy lase， pectinase 活性は， ほとんど認められなか

った。また， 5"-'7 %までの塩濃度で発育し，しかも

幅広い発育温度域を示すところから，本菌で、汚染され

た脂肪あるいは蛋白に富む食品を，ーと述のような条件

下に放置した場合，それらの食品は，本菌により産生

された酵素の作用により変質する恐れがあるものと推

測された。

終りにのぞみ，御校関を賜わった本研究所春田三佐

夫乳肉衛生部長に謝意、を表する。
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サイクラミン酸のペーパークロマトゲラフ上の顕色法

およびペーパークロマトグラフィーによる人工甘味料

の一斉分析について
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STUDIES ON A NE羽TDETECTION METHOD OF CYCLAMATE 

ON THE P APER CHROMA TOGRAM AND ITS APPLICA TION 

ON THE ANALYSIS OF SYNTHETIC SWEETNINGS IN FOODS 

Susumu NISHIGAKI， Motohiro NISHIZIMA， 

Yukihiro TAMURA and Shigeru MATSUMOTO 

(Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health) 

はじめに

人工甘味料の試験法は数多く発表されているがベー

パ{クロマトグラフィー〈以下PC法〉は簡易な方法

であるにもかかわらず，サイクラミン酸に良い顕色法

がないため1)あまり用いられていなかった。そこで，

我々は甘味料を PC法で、分離したのち2)3) ，サイクラ

ミン酸についてはパリウムーロジゾン般を用いて顕色

することにより良好な結果を得た。

また，本法を用いて市販果実，果汁缶詰および砂糖

の人工甘味料について，検査を行ったので併せて報告

する。

実験の部

1. ベ}パ上のサイクラミン酸の顕色法

PC法で展開して風乾したのち， 1%塩化ノミリウ

ム， 2%亜硝酸ナトリウム， 2%埠酸を順次噴霧して

少時放置し， ドライヤーで乾燥したのち， 1%ロジゾ

ン酸2ナトリウムを噴霧すると，サイクラミン酸の部

分はロジゾン酸バリウムの赤色をパックに白色のスポ

ットを発現する。

なお，本法におけるサイクラミン酸の検出限度は約

5μgである。

本法の原理はロジゾン酸2ナトリウムが Baflと交換

分解して弱塩酸々性で赤色を呈するので，サイクラミ

本東京都立衛生研究所食品部

ン酸を亜硝~支で分解して生成した SO/' が Ball と結合

して，サイクラミ γ酸の位霞だけ Ba

いので赤地に白のスポツトを発E現尾するo

。 。
oJL¥/ONa 。、ノL¥/O¥
I H 十 Ballー→ I )Ba 

oヘ〆"ONa 。ヘr¥O/

o 0 

ロジゾン酸2ナ ロジゾン酸ノミ
トリウム リウム(赤色〉

(注〉呈色機構にてらして，発色試薬のパランス，

特に塩化パリウムの過剰をさけることが必要で、ある。

なお，本法を用いる場合サイクラミン酸 5，，-，10μgを

PC法で展開し，同時に顕色してみる事が望ましい。

2. 食品中からの分離法

a 液状検体

通常 10"-'50gを分液ロートに取り，抽出法は薬学会

協定法によると，サイクラミン酸の回収率が低下する

ため(表 1)試験溶液を 1%塩酸々性とし，食塩を飽

表 1 抽出法!こよる回収率 C%)

2% I 1% I 0.2% 

薬学会協定法 78 I 76 I 77 

食塩飽和法 92 90 88 
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和したのち等量の酢酸ェチノレで、振りまぜ， 2回抽出す

る。

分離した酢酸エチル層を合せ食塩飽和の 1%塩酸10

mlで洗i捺したのち無水硫酸ナトリウムで脱水して炉

過し， t戸液を減圧で、酢酸エチノレを留去して，残波をェ

チノレアノレコ{ノレ 2mlに溶かし検液とする。

b 固体検体(透析法〉

細切または，すりつぶした試料 10"-'50gを中和した

のち Visking社のセロチュ{ブ(30j32mm)に 1j50N

-NaOH約50mlを用いてつめ， 1j50N-NaOH 150m 1 

を入れた200mlのメスシリンダー中に浸漬して，とき

どきゅりまぜながら常温で24時間透析を行う。

透析が終了したならば透析液をよくかきまぜ，一定

量を取り液状検体と同様に処理する。

3. ベ{クロによる確認法

検液1O~20μJ をグロマト用ロ紙〈東洋ロ紙No.51)

にスポットして， 1~ーブタノ{ル，エタノール， 1%ア

γモニア=(6 : 2 : 3) で約 15cm展開して風乾した

のち，薬学会協定法のとおり，はじめにサヅカリン

(Rf=0.52)を紫外線照射により検出し， 次いでズノレ

チシは Rf=0.7以下をマスクしたのち(園 1) 1 % 

t-dimethyla凶作obenzaldehyde1N一塩酸溶液を噴霧し

て黄色のスポットにより検出する。

図1 甘味料のペーパークロマトグラ 7

。Iズルチン (Rf=O.82)

サイクラミン酸 (Rf=0.52) は Rf=0.7以上をマ

スクしたのち，先に書いたノミリウムーロジゾン酸法で

検出する。

サイクラミン酸

サ y カリン

ズルチン

グレプジュ{スの，あるものではズルチンと類似ス

ポットを発現する場合があったので，薬学会協定法の

薄層クロマトグラフィー(展開溶媒;酢酸エチノレ，シ

リカゲ、ノレプレ{ト〉を利用したところ，不明スポット

を分離出来た。

市販品の検査結果および考察

本試験法をもちい， [全糖〕と標示してある市販果

実缶詰，果汁缶詰および砂糖について調べた結果は

(表3)のとおりである。

表 3 全糖標示缶詰中の人工甘味料の試験結果

口仁日I 名 |種 !?ZFCッカリ|ズルチン

み か ん 8 2 

みかんジュ{ス 11 

相h 12 

パインジュース 4 

レモンジュ{ス 2 一 一

コ { フ { 

グレープジュ{ス 2 一

フルーツみつまめ 2 一

みかん缶詰8缶中，人工甘味料の検出されたものは

2缶であるが，その内の 1缶はサイクラミン酸とサ γ

カリンが検出された。他の 1缶のサイクラミン酸の含

量は， 0.005 %以下であった。このような微量の混入

原因は人工甘味料添加製品と全糖製品と同じ機械で製

造している場合，機械の洗;候不足の場合などが考えら

れる。

参考文献

1) 菰田太郎，竹下i径三，衛生化学， 204 (1967) 

2) 衛生試験法注解

3) 第 2版食品添加物公定書注解
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レッドチェリー缶詰の貯蔵中におけるキサンテン系色

素の変化について

田村行弘キ
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EXPERIMENT AL STUDIES ON THE REDUCTION OF XANTHENE 

DYES DURING THE STORAGE OF CANNED RED CHERRIES 

Yukihiro T AMURA， Motohiro NISHIZIMA， 

Susumu NISHIGAKI and Shigeru MATSUMOTO 

(Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health) 

昭和43年度末の食品一斉検査において，キサンテン

系色素で染色されたレッドチェリ{缶詰中より， t登色

系の不明色素が可成りの量検出された。

一般にレッドチェリ{の染色には，食用赤色3号，

食用赤色 103号および食用赤色 105号の三種混合色素

が使用されているが，当初粗悪な不純物の多い色素が

用いられたものと考えられ調査を行ったところ，その

ような事実は認められなかった。

色素の分解については，太陽光線，加熱， ビタミン

類等による分解産物の追究へ ェオシンのアノレカリ性

水溶液の退色分解物についての追究ペ トリフェニノレ

メタン系色素のアルカリによる変化についてベ キサ

γテン系色素のアノレカリ分解についてω等， 種々の報

告はあるが，実際の食品中における分解産物に対する

報告は少なく，レッドチェリ{についても報告はな

い。そこでわれわれは，缶詰中のキサンテン系色素が

貯蔵中に缶内面のスズの溶出により還元をうけて， t登
色の不明色素を産生したと推定し，現在使用許可とな

っているキサンテン系色素 5種類で染色した桜桃およ

び色素j伎を白缶および、内面塗装缶につめたモデル缶詰

を作成し， 380Cでフ卵器中に保存し，その経時変化

を調べて見た。その結果，色素の変化とスズの溶出量

ならびに pHにおいて関連性が得られたので，ここに

報告する。

実験の部

1. 実験材料

*東京都立衛生研究所

桜桃の収穫時に缶詰メーカーに依頼し，市販製品と

同様の方法により作成した。表 1に示したように，白

表 1 モデル缶詰の内容

1-11白 缶|内面塗装缶|ピン詰|つ|

( 47 ) 

チェリ~チェリ~チェリー I ， 

続lyftJ レヅド| レッドi レッドI~
染|食用赤色 3号!食用赤色 3号i食用赤色 3号1+

色I 103号 103号 103号(十

桃|色 104%1 104%1 104%1 1131 104%1 104号 104号1+

有 i素 105号1 105号 105号1+

|106号 106号 106号1+

チェリ{レッドlチェリーレッド，[十

桜 j色|チェリーレッドlチェリーレ y ド，1 1-
食用赤色 3号;食用赤色 2号 1+

|素 103号 103矧|十桃|列 !VV'71

，， 1 1 104号 104矧 1+

1 ~l*l :~:号ドI I 106号 106%1 1+ 

1.桜 桃:品種@ナポレオン(10号)，梗付

肉詰量100g十液量100g(クエン酸

0.35%) 

2. 色 素 液 :0.05%色素十0.01%クエン酸，肉詰

量200g

3. チェリ{レッド:食用赤色 3号+食用赤色 103

号+食用赤色 105号(10: 65 : 25) 

4. シロップ:精製ブドウ糖十人工甘味料(サイグ

ラミン酸ナトリウム 0.2%，サッカ

リン0.06%)

十……添加したもの

一……添加しないもの



缶および内面塗装缶 (200g用のもの〉の 2種類に，食

用赤色3号，食用赤色 103号，食用赤色 104号，食用

赤色 105号，食用赤色 106号および桜桃の染色に用い

られる混合色素のチェリーレッド(食用赤色 3号10%，

食用赤色 103号65%，食用赤色 105号25%)で，桜桃

(品種10号ナポレオン〉を果梗付のままで染色したも

の，また別に pHを調整した色素液を詰めたものの計

26種類を作成した。またコントロ{ノレには，缶詰と同

様に染色した桜桃をピン詰にしたもの 6種類を作成し

た。なお，チェリーレッドの色素液 1種類を除き，市

販品と同じくシロップ〔精製ブドウ糖十人工甘味料

(サッカリン 0.06%十サイクラミン酸ナトリウム 0.2

%)十クエン酸，注入糖度 13%J を添加している。

2. 実験方法

① 貯蔵条件

一般に缶詰では，製造されてから最終消費年数がほ

ぼ3年とされている。そこでわれわれもその程度の保

存日数に相当する資料を得るために， 380Cでフ卵器

中に保存し， 1日， 5日， 10日， 20日， 30日， 50日お

よび60日目に開缶して試験を行った。またコントロ{

ノレとしてのピン詰は室温で，遮光し， 90日開放置した

ものを試験に供した。

② pHの測定法

缶詰をフ卵器より取り出し，流水中で冷却し，開缶

後，直ちに色素液はそのまま，また桜桃の入っている

ものは，果梗および種子削除き，全量をホモジナイズ

した後，ガラス電極 pHメーターを用いて pHを測定

したの

③ スズ溶出量の測定

②と同様の処理後，硫硝酸で湿式灰化し 1N塩酸，

lN塩化アンモニウム溶液を支持電解質として， ポー

ラログラフィーにより定量した。

④ 色素の検査法

毛糸染色法により，抽出分離後，ベ{パ{クロマト

グラフィーおよび薄属クロマトグラフイ{により試験

をおこなったの

の ペーパークロマトグラフィーの条件

東洋i戸紙 No.50 

展開溶媒 ( i ) アセトン+イソアミノレアノレコ

ール十水 (6: 5 : 5) 

(ii) 25%ェタノ{ル十 5%アンモ

ニア(1: 1) 

@ 薄層クロマトグラフィーの条件

薄層板 ワコーゲノレB-5，厚さ300mμ

1100で 1時間活性化

展開溶媒 ηーブタノール十 196アンモニア+エ

タノーノレ (6: 3 : 2) 

結果

図 1は，昭和43年度に問題となったレッドチェリー

缶詰中より抽出分離した色素を，今回の実験の染色に

使用した色素と比較したものである。図 1-Aでは，

食用赤色 103号の上部(斜線の部分)，図 1-Bでは，

食用赤色， 105号の上部(斜線の部分〉にまた図 1-C

では食用赤色 103号の副色素の下部(斜線の部分〉の

各々に澄色系色素が可成り検出しているのが標準色素

との比較でわかる。

図 1 レッドチェリ回確詰中の色素のベーパ回8蝿お

よび薄居クロマトグラム
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1. 標準色素(食用赤色 3号， 103号および 105

号の混合色素〉

2. レッドチェリー缶詰中の色素

A ペーパークロマトグラム(東洋炉紙No.50)

展開溶媒:イソテミルアルコーノレ+アセト

ン十水 (5: 6 : 5) 

B べ{パークロマトグラム(東洋炉級No.50)

展開溶媒:25%エチルアルコーノレ十 5%ア

ンモニア水 (1: 1) 

C 薄層グロマトグラム

吸着剤:ワコーゲ、ノレB-5

展開溶媒 :n-フ、‘タノ，ーノレ十 1%アンモニア

水十エチルアルコーノレ (6: 3 : 2) 

このi登色系色素は，青色の強い蛍光を有し酸性でロ

イコ型となり色調を失い，エ{テル層に移行し，また

アルカリ性で復色し，水層に転溶する等その性質はキ

サンテン系色素と推定される。

次にモデル缶詰について検討してみると，先ずチェ

リ{レッドでは|玄12，3に示すように色素液の白缶お

よび塗装缶，桜桃の入っている塗装缶からは60日経過

( 48 ) 



図2 モテソレ缶詰中のチェリ回レヴ Fの経時変化

(薄謄クロマトグラム， pHおよびスズ溶出

量〉

pH 1 3.53.4 3.43.3 3.5 3.5 3.21 3.4 3.5 3.43.3 3.43.5 3.51 5.7 U 5.0 5.2 5.4l.6 5.~ 4.5 U l.3 U 5.0 U 5. 
501H目l曲l四I同113wl 一一一 一1114033417356301 一一一一-

1引込入リ (I~I ;n)以桃入り (1人，iM訟装釘)弘司庇(白{n-) 色栄i似内面h主装前)

1耳切クロ 71グラフ的条fl:ヮコーゲJレB-5，展開法傑 nーブタノーJレ+1%アンモニア水
D町……フ JJII ，~'I' の保蔵Ii数 十エチルアルコール(6: 3 : 2) 
50'・スズ的協1f~}lt ljl{li:ppm St.....・モデル缶詰作成時に使用した色議
1.0および0.5の数l町…日立Ifill
スポット… 0: 主色索、にMJj色素，圃:赤色系分解色素曹三，:1宣色系分解色素.@;'黄色系分解 i!J;r~
FR3""itJll亦色3ザ以下同総

図3 モヂJレ缶詰中のチェリレッド〈無糖〉の経

時変化(薄層クロマトグラム， p豆および

スズ溶出量〉

1.0 

DaylStl 51020305060lStl 51020305060 

OOOOOOOOuOOOOOOO 
0000000000000000 

pH 1 6.85.36.74.76.75.66.41 4.84.95.25.05.65.55.7 
Sn I 0 5 5 1118 618 

記号数値などは図 2と同じ

した後でも問題の燈色系色素は検出されなかった。し

かしながらスズの溶出量の多い桜桃入り白缶からは 5

自白より燈色系色素が表われ，保存日数が多くなるに

したが、、，、増加してくる。この澄色系色素は図 1に示し

たレッドチェリー缶中より検出された色素と同一であ

ることがペーパークロマトグラムおよび薄層クロマト

グラム等の Rf値，色調および蛍光等により確認され

た。また色素液の白缶において，スズ溶出量の少ない

理由は pH5前後と高いためスズの溶出がおこらない

ものと考えられる。

図4は食用赤色3号についてで，色素液の白缶なら

びに塗装缶および桜桃入り白缶のいず、れからも，早い

ものでは 5日目より蛍光の強い黄色および燈色系色素

が産出し，桜桃入り塗装缶からは副生色素の産出はほ

とんど見られなかった。またスズの溶出量は桜桃入り

白缶では， 100ppm前後と多いが色素液の白缶では，

図2，3の色素液と同様 pHが高いため捺出量が少な

し、。

図 5に示した食用赤色 103号では，スズが 100ppm

前後溶出している桜桃入り白倍からのみ，撞色系色素

図4 司王ヂJレ缶詰中の食用赤色 3号の経時変化

(薄層クロマトグラム， pHおよびスズ溶

出量〉

1.0 

DaylSt1 510203050 60lSt 1510203050 60lSt 1 510203050山t1 51020305附

pHI 3.53.63.43.33.43.63.61 3.53.63.53.43.53.63.61 5.34.55.05.15.11.65.01 5.05.0ι8!.15.1ι55.1 
Snl II1 138 105 11911491日51 ---ー』一 121304013臼41301ω ーーー ー

保険入リ(l'I:Ii)桜桃入リ (I'j[fljij，装 :1;-) 色苦心配((I-:ni 色素決(1'，詰E主装 :n)

記号，数f直などは図 2と同じ

図5 モデル缶詰中の食用赤色 103号の経時変化

(薄層クロマトグラム， pHおよびスズの

溶出量〉

1.0 

a
 

nu 
.ISt 1 51020305060 St 1 51020305060 5t 1 51020305060 5t 1 51020305060 

00000000 00000000 R99鈴9QG世W9QQ09
一一一 ~ーー ー--一一』一 ーー一ー一一一 ー匂

113.53.53.43.43.43.63.5 3.53.53.13.33.i3.63.5 6.14目35.25.15.6.46ι9 l.34.24.24.15.04.25.1 
" 1目白日91的103lOO128 ー一ー一一一ー 11132627162648 
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pH 

S 
!~/î~ 入り(白お) 以/iE入り 色家法(白缶) 色素波

(1'，面E主楽街) (r"J街並t袋一(fi')

記号，数値などは図 2と同じ

図6 モヂル缶詰中の食用赤色 104号の経時変化

(薄層クロマトグラム， pHおよびスズの

溶出量〉

1.0 
Day 5t 1 51020305060 5t 1 51020305060 5tl 51020305060 5t 1 51020305060 

防000000000000000 00000000 。0000000
世画面画噛噛暢

3.53.63.43.33.43.53.6 3一.53一53一.43一.33.一53.一63一』 51.914293534056005718473558114一.11目H一.31一.65一04一25一1 9611090 9397123118 

0.5 

pH 
Sn 

以挑入リ(ビJ{:斤)桜iît入リ(内面@装荷)色詩~aH自信) 色宗法(1'，lm塗袋缶一)

記号，数値などは図 2に同じ

図7 モデル缶詰中の食用赤色 105号の経時変化

(薄層クロマトグラム， pHおよびスズ溶

出量〉

1.0 
DaylSt 1 5 1020305060lSt 1 5 1020305060lSt 15 102030506015t 1 51020305060 

00000001000000001000000001000000001 
0 口心心。口口〈日ρ コ心口心心心i心髄臨時酔嘩噛噛|べ噛噛骨画趣喝参画

0.51 • ~..竺竺±引曲面画噛跡骨酔|担舟崎丹曲品舟!圃噛噂嘩翻噛

pHI 3.53.53.43.33川 3.51 3.53.53.43.33.43.63.61 5.21.55.105.0l.74.3i 4.71.i1.6Ul.8U5.1 
Snl I2311089145103103側一一一 一一一1371718;0制先制 一一

桜桃入り(白 ;n) 桜桃入り 色素液([1:行) 色素液
(1人~júi i{1l装釘) (内!fli注:芸品)

記号，数値などは図 2に同じ
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図8 苦ヂJレ缶詰中の食用赤色 106号の経時変化

(薄層クロマトグラム， pHおよび Sn溶

出量〉

色素液
(内面i塗装{斤)

記号，数値などは図 2と同じ

図9 ピン詰中の色素の薄層クロマトグラ7ム

1.0 
チェ1)- FR FR FR FR FR 
レヴド 3 103 J04 105 106 

。

ハV

ハ〉
ハ)心

一

O。Dpu
聞

か

0
叶

出

陥

記号，数値などは図 2と同じ

が産出され，日時が経過するにしたがい，その量も増

加した。

図6に示す食用赤色 104号では，桜桃入り白缶中よ

りわずかに赤色系色素が，また，桜桃入り塗装缶中よ

り黄色系色素が産生した。

図7に示す食用赤色 105号では，桜桃入り自缶中よ

り，寅色， 1-登色および赤色系色素と多種類の分解産生

色素を生じた。また，塗装缶では，赤色系色素を生

じ，色素;慢では，赤色系色素である副色素が多くな

り，その{自に黄色系色素を産出した。

図8に示す食用赤色 106号では，今回の実験の中で

最も安定で，し、ずれの場合も変化が見られなかった。

しかしながら，染色状態が他の色素と異なり，桜桃が

他の色素では，表皮の近くにだけ染色Lており， ま

た，シロップは，ほとんど染色していなし、。食用赤色

106号では， 初めは，桜桃は表皮から肉部まで不均一

図10 pH3.5の緩衝液中で放置したもの

1.0 
ナニリー FR FR FR FR FRIチニ 1)_ FR FR FR FR FR 
レヮド 31031011051061 レγ ド 3103101105106 

So oQ日od
0.5t 0 ..， ROQロ

。医酪努教rmn

11 
亜鉛(無) !1E ~'iH有)

記号，数値などは図 2に同じ

に染っており，シロップも濃く染色しているが，日時

の経過するにしたがって，均一に染色し，更に種子に

までおよんだ。なおシロップは徐々にうすくなった。

図9に示すピン詰では90日常温に放置したあとも，

いずれの色素も変化はなく，また， pHは桜桃入り缶

詰と同様 3.5前後であった。

図10は， pH3.5の緩衝液 (0.1%クェγ酸に 10%

ァγモニア水を加え pHを調整したもの)50mlを各

試験管にとり，その各々に，各色素を 0.13ぜになるよう

に加えた後，各々を 2等分し，一方はそのまま，他方

には頼粒状の亜鉛 1gを加え， コノレク栓で軽くフタを

して遮光し， 1週間室温で放置後の結果を比較したも

のである。亜鉛を添加した色素液で、は桜桃入り缶詰と

同様澄色系色素が表われ，更に，缶詰中では食用赤色

3号にのみ表われていた蛍光の強い黄色系色素が食用

赤色 106号を除く他の色素中に産出した。食用赤色

106号および亜鉛を添加しなかった色素液は， いずれ

も変化はなかった。

考 察

この実験において，われわれが当初推定していた以

上にキサンテ γ系色素〈食用赤色 106号を除く〉が還

元に対して弱いことが判明した。実験結果をまとめて

見ると，表2のようであり，その結果は次のとおりで

ある。

1. 還元状態における各色素の安定性の傾向

今回の実験結果では，食用赤色 3号および食用赤色

105号が最も還元に対して弱く，次いで，食点赤色

103号および食用赤色104号となり，食用赤色 106号

は安定で今回の実験では，変化が認められなかった。
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表 2 号ヂJレ缶詰中の色衰の分解およびスズの溶出量の傾向

桃

入

り

内面
塗装缶

ピン詰

'日

色

弓マ命
Y ぜ

× × × × 

。 。i夜 。 。 。 。
0…分解しないもの ×…比較的分解の少ないもの ×…分解の多いもの 数値…スズの溶出量(ppm)
注 l…シロップ入り

2…シロップ無し

3…0.1%色素+グエン酸緩衝液

この相違は pHによる安定性の違いおよび構造式上，

特に，臭素とヨウ素の結合状態による差より生じるも

のと考えられる。コ γ トロ{ノレとして用いたピン詰で

は，各色素共に経時変化は認められなかったが，これ

は桜桃中の還元糖，有機酸等の天然成分および味付け

に用いた人工甘味料，クエン酸等の食品添加物の影響

のないことを示している。また，強い還元状態，すな

わち，亜鉛十クエン酸中では，食用赤色 106号を除い

たキサンテン系色素に分解がおこり分解生成物が多量

に生じた。すなわち，キサンテン系色素(食用赤色

106号を除く〉が強い還元状態の中におかれると，分

解が早く，それによる生成物も更に分解が進む状態を

示している。

2. 食用赤色3号および食用赤色 105号

今回行った実験のうちで，この二者が最も分解しや

すく， スズの溶出量のほとんどない塗装缶および pH

が 5前後でスズ溶出量の少ない弱い還元状態にある色

素液缶詰中においても分解が見られた。スズ溶出量の

少ない塗装缶でも，鉄の量が20ppm前後検出され，鉄

とクエン酸または有機酸との還元状態によるものと考

えられるO また，色素液缶詰での分解には， pHもか

なり影響を与えているものと考えられる。すなわち桜

桃入り缶詰のように pH3.5位になるとほとんどが色

素酸〈ラクトン型〉となって沈股し，比較的安定な状

態となる。しかし， pH 5前後では，コロイド状(キノ

イド型〉を皐し(特に食用赤色 3号および食用赤色

105号はこの pHが最適である〉不安定な状態である

ため，弱い還元状態においても分解がおこるものと考

えられるわ。

3. 食用赤色 103号および食用赤色 105号

この二者はスズの溶出量の少ない状態ではほとんど

影響を受けないが， pH3.5前後，スズ溶出量100ppm

前後と条件が揃うと徐々に分解が起こり分解生成物を

生じる。なおこの二者は pH4.2がコロイド状態を呈

する最適 pHであるため，色素液缶詰では比較的安定

であったものと考えられる。

4. 食用赤色 106号

この色素は，他のキサソテ γ系色素とは構造上も異

なるため，還元状態につよく，本実験中に他の色素の

産生は見られなかった。

以上の結果より， 43年度末に桜桃缶詰中より検出さ

れた燈色系キサソテン色素は，チェリ{レッドの主成

分すなわち食用赤色 103号がスズ存在下の還元状態に

おいて分解し生じた色素と考えられる。

今回は実験結果についてのみの報告であるが，食品

の加工，貯蔵等において生じる食品添加物の分解産物

が，近年衛生上の問題として種々報告されているた

め，この観点から今後分解色素がどのようなものであ

るか確認するため実験を継続中である。
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合成樹脂製容器包装材料中の化学物質の食品への移行

性に関する研究

塩化ピニル樹脂製の器具およひ、容器包装について行なった規格試験結果の考察

藤居

上回

瑛ぷ 佐藤嫡代子ネ

工*松本 茂*

STUDIES ON THE ELUTION OF CHEMICAL SUBSTANCES 

CONTAINING IN THE POLYVINYL CHLORIDE-PACKING 

MA TERIALS FOR FOOD 

Teru FUJII， Yayoko SATO， 

Ko UEDA and Shigeru MA TSUMOTO 

(Department of Food-Hygiene， Tokyo IVIetropolitan Research Laboratory of Public Health} 

は じめ に

塩化ピニル樹脂は，食品の器具および容器包装とし

て各種の用途に用いられているものであるが，その製

品には，硬質と軟質のものがあり，保存容器には硬質

塩ピが多く用いられている。塩化ピニル樹脂は，ポリ

エチレジやポリスチレンに比べて添加剤の種類、も多く，

添加量も数%から数十%にも及ぶものもあり，とかく

衛生上の問題が起こり易し、。

安定剤に使用される鉛，カドミウム，スズなど有害

金属化合物が特に問題であるが，近年FDAにも認可

された低毒性のオクチル錫化合物を使った硬質極ピの

製品は，溶出物も少なく安全性の高いものとして清酒

の容器やアイスクリームのカップ類など食品の容器と

して伸びてきている。

昭和41年10月4日厚生省告示第 434号として合成樹

脂製器具容器包装の規格試験が改正公布されて以後取

扱った規格試験の結果をまとめて報告を行なうととも

に問題点を検討してみたい。

(1)試料

表 1に示すフィルム28件，シート硬質14件，軟質 9

件，カップ類 8 件，中空成形ピン25件，ストロ ~7件，

王冠用ジスクおよびコンパウンド 25件，マナイタ 4

*東京都立衛生研究所食品部

表 i 試料

形 状 {牛 数

フ イ ノレ ム 28 

、ン 一 ト (硬質〉 14 

、ン { ト (軟質〉 9 

カ 、y フ 8 

ビ ン 25 

ス ト ロ { 7 

王 冠 乙J〆 ス 25 
コ ン ノ、。 ウ ン

戸マ ナ イ タ 4 

メ、 ア イ ヅ ク 7 

計 10種 127件

件，スティッグ(飴棒) 7件のす['10種 127件について

の試験結果を取上げた。

(2)試験法

食品添加物等の規格基準(厚生省告示第 370号〉第一

3のAの 6，合成樹脂製の器具および容器包装の規格一

試験(昭和41年10月4日厚生省告示第 434号改正〉に

よって行なった。

(3)試験結果

規格試験を行なった結果は，表2a)"""" h)に示すと

おりである。
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表 2 規格試 験成績

a) フイノレム

0・ ~Jレ 重金属 悲留発残物 iン酸カ費リノレテ、ヒド ウム消
IEI歪主L 

ppm 
0.p8p0 m 

一
2 一 3.5 0.16 

3 一 3.0 0.48 

4 一 3.0 0.64 

5 一 一 3.5 0.47 

6 一 4.0 O. 79 

7 一 一 一 2.0 O. 79 

8 1.0 0.95 

9 一 2.5 1. 43 

10 一 一 1.0 0.63 

11 一 一 1.0 0.95 

12 一 2.5 0.95 

13 2.0 0.47 

14 一 3.5 0.47 

15 1.0 0.95 

16 一 一 1.0 1. 71 

17 3.5 1. 55 

18 5.2 2.45 

19 一 一 5.5 2. 13 

20 一 一 9.5 3.08 

21 8.5 2.45 

22 一 一 1.0 1. 47 

23 一 1.5 2.5 1. 47 

24 一 一 一 0.5 1. 94 

25 一 0.5 1. 39 

26 一 一 0.5 1. 63 

27 一 一 一 0.5 1. 55 

28 一 2.5 1. 70 

計 28件適27 否1(重金属限度以上1)

b) シート(硬質，軟質〉

No. Iフェノ iホ…|重金属|間{ル ルデヒド

5.P0 PE1 
ppm 

29 1. 95 

30 5.5 2.89 

31 5.0 0.68 

32 0.5 1. 16 

33 3.5 O. 89 

34 7.5 0.87 

35 1.5 1. 32 

36 3.0 1. 47 

No. フェノ iホノレムノ!重金属
ール ノレデヒピ

37 

38 一 1.5 1. 32 

39 1.5 0.96 

40 0.5 O. 72 

41 0.5 0.72 

42 1.0 0.96 

43 一 13.0 16.6 

44 17.0 2.77 

45 0.25 1. 20 

46 2.5 2.95 

47 6.5 6.26 

48 2.5 I 6.97 
49 

164.5 
6.97 

50 一 5 4.57 

51 21. 5 17.42 

計 I23件

硬質塩ピ14 適14 否 ~/蒸過酸限消発度マ費カ残以量ンリ留t物軟質塩ピ 9 適 6 否 31 1 
ガン
ウム
限度以上2

c) カップ

No. フェノ ホルムノ i重金属
ーノレ ノレデヒド

52 

53 1.5 1. 08 

54 2.5 3.33 

55 3.0 1. 22 

56 3.5 0.97 

57 2.0 1. 30 

58 2.5 0.89 

59 一 5.5 1. 34 

8件適8 否。

d) 中空成形ピン

No. フェノ iホノレム ~"I 重金属
一ノレ ルデヒ 1

60 

2.5 0.32 

62 3.0 0.32 
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No. フェノ ム
重金属 蒸留発残物

ーノレ ヒ

ppr 
63 

64 

65 4.0 0.47 

66 2.5 0.63 

67 3.0 3.29 

68 1.0 1. 47 

69 0.5 4.26 

70 6.0 1. 34 

71 4.5 1. 03 

72 4.5 1. 11 

73 5.5 0.71 

74 7.0 1. 19 

75 9.5 1. 08 

76 1.0 1.32 

77 0.5 2.63 

78 0.5 1. 63 

79 2.0 2.25 

80 2.5 1.29 

81 0.5 1. 21 

82 1.5 1.37 

83 5.0 2.5 

84 2.0 1.63 

計 I25件適25 否。

e) ストロー

No.1プエノ|ホルムアi重金属|害発詰
~lレ ルデヒド

ppm ppm ppm 
1.5 1. 72 

3.5 0.94 

4.0 1.72 

1.0 1. 47 

8.0 2.63 

0.5 1. 94 

4.5 2.00 

5

6

7

8

9

0

1

 

8

8

8

8

8

0

J

O
〆

2.0 

計 I7件適6 否1(重金属限度以上1)

ジクス
f)パッキング(発泡品〉

コンノミウンド

ブェノNo. I ーノレ tpi重金属

92 

93 29.5 6.48 

No. ブェノ ホルムア
重金属 蒸留発物残{ル ノレデヒド

ppm 
2p.9pm 1 94 300.5 

95 239.5 19.89 

96 9.0 3.21 

97 4.5 10.00 

98 1.0 1. 24 

99 2.5 1. 53 

100 16.5 3，33 

101 0.5 2.53 

102 7.0 3.40 

103 232.5 11.85 

104 25.5 50.56 

105 43.5 61.62 

106 4.5 75.84 

107 9.0 41.08 

108 19.0 7.51 

109 6.5 3.64 

110 5.0 2.63 

111 2.0 2.25 

112 1.0 2.00 

113 1.0 2.00 

114 1.0 1. 94 

115 210.0 22.34 

116 4.5 2.0 

l ip残警鐘度以1::6 計 25件適17 否8 マン カリウ 8
ム消費量 以上

g) マナイタ

No. I フェノ IノホレノデレムヒアドI重金属 I蒸留発物残
量

ppm 
27p.5p3 n1 117 7.5 

118 13.5 23. 14 

119 0.75 1. 44 

120 21. 5 16.46 

計 I4件 適l 否3{~ム晶マ費ン量ガン酸度カリウ
消 限以上

h) スティック

No. Iフールェノ いiノレんケムヒて~I 重金属 I 蒸留発残物

叶おで 2思血
4.J 048! .54.? 26 127 

I '7IJ+. --;r-:...， J重金属限度以上
計 I7件否7i蒸発残留物限度以上 7

( 55 ) 



重金属の試験を行なうとき，硫化ナトリウム溶液に

よる呈色が黄色となり，カドミウムを検出することが

ある。

食品用塩化ピニル樹脂の安定剤としては，鉛および

カドミウム化合物の配合は特に避けるべきものと考え

るの鉛は有害金属の中でも毒性3) の強いものの一つで

あり，微量でも長期間にわたって摂取していると，体

規格試験による重金属溶出と鉛含有量の比較

ストロ{表面積=0・45πx20x2キ56.5(cmり

浸出液4 %酢酸ml=2ml x 56. 5=113ml 

鉛溶出量=2，ugx 113=226μg 

重金属の搭出と鉛の含有量について，大出2)の検査

報告によると，鉛を約 1%含有するものから規格試験

によって限度(鉛として 1ppm)以上の重金属が検出

されている。筆者らの試験結果もこれとよく一致して

し、る。

るところである。

重金属(鉛〉を検出した不適品9件中，試料 No.23は

厚さ O.lmmの白色フィルムであり，試料 No.89は白

色の径4.5mm，長さ 200mmのストローである。試

料 No.121~No.1 27 は 7 色の径4.8mm，長さ200mm

の飴用の丸棒であり， 7色いずれからも鉛が検出され

たものである。

ストローからの鉛溶出について，加藤の報告1)によ

ると 4%酢酸中に 200 で10分間漬けたとき，ストロ{

1本から最低 35μg，最高 110，llgの鈴が検出されてい

るの

試料 No.89のストローについては， 2ppmの鉛が検

出されているのでこれを計算すると， 1本のストロー

から規格試験によって溶出する鉛の総量は 226μgとな

る。

4.55 

3.26 

1. 93 

1. 10 
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0.96 
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検出しない

1.4 

1.4 

検出しない

1.4 

1.4 

表 5
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1. フェノールおよびホノレムアノレデヒド

全く検出されない。

塩化ピニル樹脂の原料としては，ブェノ{ルおよび

ホノレムアノレデヒド(ホノレマリン〉を使用するものでは

ないので，ここで検出されたものはなし、。しかし食品

用ではないがヘキサミンを配合した合成ゴム製品から

ホノレムアノレデヒドを検出した例があるので注意が必要

である。

2. 重金属

塩化ピニノレ樹脂には，安定剤として鉛， カドミウ

ム，バリウムなどの金属石鹸類，また有機スズ化合物

が配合されるので，この試験項目はしばしば不適とな

判定結果が不合格となった項目について表4に示

す。

(4)判定および考察

規格試験を行なった結果の総合判定は表3に示すと

おりである。
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規格試験総合判定結果
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内に蓄積し強い毒性を現わすものである。

アノレキノレスズ化合物も安定剤として汎用されている

が，無機のスズに比べて毒性が強く，肝臓組織に障害

を起こす4) ことが知られている。その毒性は，化合物

の形およびアルキルの大きさにより異なる。

米国においては，ジーオクチノレスズ化合物が乳製

品，酒類および炭酸飲料を除く食品容器包装材用塩ピ

の安定剤として，食品中に 1ppm以上溶出しないこと

を条件として使用を許されている。

一般市販品について国立衛生試験所の調査5) による

と食用油中にジブチルスズ化合物(グロライドとして〉

O. 06~0. 84ppmが検出され，また硬質塩ピ製ピンに 1

年半貯蔵した日本酒から 3~4ppm が検出されている。

また，水道用配管として金属パイプに代って硬質塩

ビ管が著しく普及し上水道用にも広く使われている

が，この安定剤から夜間の停滞中の水に 0.5ppmの鉛

が検出され，またカドミウムについても0.02ppm，給

湯用の配管からは最高 0.5ppmが検出された報告が6)

ある。

食品製造用，特に酸性の清涼飲料水の製造工程にお

いて使用するパイプには重金属について厳重な注意が

必要であるの (清涼飲料水の鉛の限度は約 0.4ppmで

ある。〉

筆者らが，硬質塩ピ管について， BS 3505 : 1962 

PVC pipe for cold water supply によって重金属

の試験を行なった結果と，わが国の規格試験を行ーなっ

た結果を比較すると表 6，表7のとおりである。

すなわち試料パイプ(内径55mmの円筒〉に高さ

(水深)180mmまで抽出液として O.OlM-酢酸(0.06

Z酢酸〉とO.OL¥/l-酢酸ナトリウム (0.082%酢酸ナト

リウム溶液〉との混液 (pH4. 6~4. 8) 428m 1を満た

し，室温で48時間放置したのち，そのj受11¥液について

くり返し重金属(鉛，パリウム，カドミウム，スズ，

亜鉛〉の試験を行なったのその結果BSの規格には合

格したが，規格試験においては鈴として 2.5ppmが検

出され，このパイプ。は食品衛生法には不適で、ある。

3. 蒸発残留物

蒸発残留物の試験は， 4%酢酸を用いて浸出した液

を水浴上に蒸発したのち105口で乾燥するとき残留する

物質の総量をみるもので，有毒成分だけが抽出される

わけではないが，この残査を測定することは，食品へ

の移行性を推定する一つの目安となる。またこの残留

物を重金属試験の定性定量に利用してポーラログラフ

ィーを行なうこともできる。

規格の限度は30ppmと定められているが，表2のf)

( 57 ) 

表 6 水道用パイプ重金属の溶出

(0. 01M-AcOH.0. 01M-NaAc$毘液〉

試
試験

~8f-

ノ、。 第 l回目

イフ 第2回目 0.17 i 0.15 2.33 

A 第 3回目 0.13 0.11 1. 78 第31耳/目m
2 4.5mg 

ノ、 第 l回目 0.36 0.35 4.94 
イ

第 2回目 0.17 0.15 2.33 フ
B 第3回目 0.13 I 0.11 1. 98 
一一一

表 7 水道用パイプの規格試験および重金属の溶

出 (4%AcOH)

規格試

フェノーノレ

ホルムアルデヒ

イ iド

i重金属
フ i

i蒸発残留物

AI過マンガン酸カ
!リウム消費量

重金属 Pbppm 

および表8に見られるように蒸発残留物が 100ppmを

はるかに超えるものがある。

可塑斉IJのほとんど入っていない硬質塩ピの製品は捺

出物が少ないが，軟質の製品は溶出物が多L、。

試料の No.92，94， 95， 103， 115のように非常に

多量の蒸発残留物を検出する場合は，充j良剤，着色剤

としてカノレシウム化合物が配合されているものであるc

この王冠ジスクは，王冠のコルクジスクの代りに用い

られるもので，清涼飲料水の王冠にも使用されている

ので特に注意しなければならなし、。

4. 過マンガン酸カリウム消費量

合成樹脂から溶出する有機物の量を知る目安とする

もので，蒸発残留物試験の目的と類似している。

軟質のもの，ピン詰パッキング用の塩ピコシパウン

ド，調理台材料など，可塑剤，添加剤の多いものが，

限度以上の過マンガン酸カリウム消費量を示してい

る。その結果は表9のとおりである。

むすび

塩化ピニル樹脂製品について規格試験を行なった結

果は， 127試料中合格104件 (81.93';)，不適23件(18.1

%)，不合格項目は36項目で不適理由としては安定剤，



表 8 蒸 発 残 留 物 ppm(mgjl) 

l|¥試¥料¥蒸発一残留P~¥P物m 0~ 1. 0 1. 01~2. 0 2. 01~3. 0 3. 01~5. 015， 01~10. 0 10.01 30:_0!n n I 1回以l二
~30.0 '"'-'50.0 

フ イ ノレ ム 10 3 6 5 4 。 。 。
シ{ト (硬質〉 5 3 3 2 。 。 。
シート (軟質〉 。 2 。 4 。
7J ツ フ 2 3 。 。 。
ヒ ン 6 3 5 5 6 。 。 。
ス ロ 一 2 。 3 。 。 。
、ン ス ク

4 3 5 5 5 コンノミウンド
マナイ タ 。 。 。 2 。 。
スティッ ク 。 。 。 。 。 。 7 。

30 13 18 20 21 11 9 5 

127 113 (89.0%) 質度を超え14る(1も1.の0%) 

表 9 過マンガン酸カリウム消費量 ppm (mgjl) 

I~試一 料一 I~t¥MpI¥1p0¥ m 4 3. 01~5. 015. 01'"'-'10. 0 0~ 1. 0 1. 01~2.0 2.01'"'-'3. 
10.01 20.01 

50.01以上'"'-'20.0 '"'-'50.0 

フ イ ノレ ム 14 10 3 。 。 。 。
シート (l麗質〉 7 6 。 。 。 。 。
シート (軟質〉 。 2 3 2 。 。
7J ツ フ 2 4 。 2 。 。 。 。
ピ ン 7 13 3 2 。 。 。 。
ス ト ロ { 5 。 。 。 。 。
、ン ス グ 。 6 12 4 2 3 3 につJ 

コンパウンド
マナイ タ 。 。 。 。 2 。
スティック 。 。 6 。 。 。 。

言十 31 46 23 16 5 6 5 3 

127 113 (89.0%) 限度をこえるもの 14 (1し0%)

着色剤の鉛化合物に起因する重金属の溶出 9件，蒸発

残留物限度以上のもの14件，過マンガン酸カリウム消

費量が限度以上のもの13件であった。

硬質塩ピの製品では，不適品は皆無であったが，軟

質シ{ト，コンパウンド，マナイタ材料に不適品がみ

られた。

新しい容器包装材料の開発に伴ない，食品の流通機

構のなかで容器包装が占める役割りも次第に大きなも

のとなってきている。合成樹脂製品は運搬に軽く，見

た目に美しく，軽量化，デザ、インの豊富さ，こわれに

くい， ワンウェイ容器など利点も多いが，まだ衛生上

の安全性を確めるための時間が十分で、はないので今後

とも調査研究が必要である。
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ピニルの自主規制ということで，塩ビの添加剤につい

てポジティブリストを発表された。この推奨規準に従

って製造されたものには推奨マークを付ける等自主的

に衛生規制が進んでいることを付記する。



添加物分析における食品成分の影響

亜硫酸試験法について(I ) 

太一郎*松本 茂*

INFLUENCE OF SOME NATURAL FOOD STUFF CONSTITUENTS 

ON THE DETECTION OF FOOD ADDITIVES 
Review made on the detection proceclures for S02 (I) 

Taichiro NISHIMA and Shigeru MA TSUMOTO 

(Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health) 

SUMI¥vlARY 

It is well-lmown fact that certain organic suhstances or its derivatives， naturally 

contained in some foods， have sometimes influence upon the analysis of food additi-

ves. In this study a review was made on the corresponding procedures in The Standard 

Methods of Analysis for Hygienic Chemists recommenclecl by the Pharmaceutical Society 

of J apan， to fincl out appropriate proceclure for the cletection of S02 in foocls. 

Results obtainecl are summarizecl as follows : 

1) The potassiumioclate-starch-paper method was founcl to be the most aclequate 

ancl reliable proceclure for the qualitative analysis of S02 in foocl. On the contrally 

the zinc-powcler recluction methocl was not suitable for this purpose. 

2) 1n the case of S02 contents in foocl， t出heMon凶lIe訂r

to be the most suitable proceclure which applicable to the analysis of foocl naturally 

C∞ont旬ainingorganic sulfur， while the results obtainecl by other proceclures such as the 

iodimetry methocl or the colorimetry methocl were much aHected by the natural 

component in the foocl. 

3) The ioclate reclucing substance in J apanese raclish root was found out to be 

methylmercaptan， ancl the ioclate reclucing component in natural Wasabia-J aponica to 

be the seconclary procluct of the hyclrolysate of sinigrin. 

The unfavorable reaction mentionecl in the latter was successfully excluclecl by the 

addition of 75% methanol to the Samples. 

まえがき

食品中からこ酸化イオウ等の添加物の分析を行なう

場合，しばしば食品中の天然成分及びその分解生成物

質が分析を妨害することがあるいへ

*東京都立衛生研究所

( 59 ) 

このような現象を解明し，食品中の添加物のみを正

確に分析することは殊に重要なことであり，過去にお

いてこのことを無視したため，食品衛生行政上問題と

なった例もある。

したがって，現行の試験法を検討し，より正しい試

験法の適用を見出す必要があると考え，食品中の亜硫



Results of Various Analytical Methods for 802 in Foods Table 1 

Quantitative Analysis Qualitative Analysis Method 

Colorimetry 

12ppm 

15 

8 

5 

50 

11 

54 

224 

14 

128 

60 

140 

m
 

p
 

PA 
お

0

3

0

4

0

0

5

0

2

5

4

ー

ム

つ

ム

Iodimetry 

m
 

nr 
PA 

ハU

口
u
n
u

ハU

ハu
n
U

ハU

ハU

ハu
n
u
n
u
n
u

十

十

十

十

十

+

十

十

+

+

十

十

十

ム

ヤ

Sample 

Welsh onion 

Allium tuberosum greens 

Onion 

Cabbage 

Japanese radish root 

Turnip 

Bettara-zuke 

¥!Y asa bia-J aponica 

Soaked in sake-cake (¥!Y. J.)i 

Black mustard powder 

Cochlearia armoracia L. 

Eutrema wasabi Matsum. 

Allyl isothiocyanate 

Methyl mercaptan + 

費した。

第3法(比色法〉は， 0---"'35ppmの首検値を示し，

Mは陽性を示した。

以上の結果から，日常よく試料として取扱うダイコ

γ と，香辛料として繁用されているカラシ粉を選び，

第2法に対する妨害物質の検討を行なった。

2. ダイコンについて

十

生ダイコンの臭気成分はMであるといわれ，辛味成

分は配糖体としては分離されていないが， butylthio・

crotonylisothiocyanate (Bとl暗記〉の存在が確認さ

れている。すでに Table1に示した通り， Mはヨウ素

還元性物質であるから，試料についてその存在を確認

するためにつぎのような抽出操作を行なった。

Gas Chromatogram of Iodine redu-

cing substances in Japanese Ra-

dish Root 

Fig. 1 

酸定量を取上げ，主としてヨウ素滴定法に対する妨害

現象について検討を行ない，若干の知見を得たので報

告するσ

i 実験結果及び考案

(1) 各種試料の宮検値

薬学会協定衛生試験法記載6)の亜硫酸定量法のう

ち，第2法〈ヨウ素補i定法〉が簡便なため繁用されて

いるが，ベッタラ漬， ワサピ漬等の植物性加工食品に

ついて第2法を適用して試験をした場合，ヨウ素酸カ

リウムデンプン紙法が陰性であるにもかかわらずヨウ

素液を消費する矛盾を経験した。そこでこれらの植物

性加工食品の共通の天然成分である有機イオウ化合物

類が，ヨウ素還元性物質ではなし、かとの推定のもと

に，天然成分として硫化アルキル， メノレカブタン等の

有機イオウ化合物を含有している試料について，薬学

会協定衛生試験法記載の亜硫酸の定性定量試験法に準

じて百検値を調べたのその結果を Table1に示した。

いずれの試料も定性試験の結果は， ヨウ素酸カリウ

ムデンプン紙法は陰性であり，亜鉛末還元法は陽性を

示した。

5 

1 ul 
25% DOPiShimalite C， Q. 4 (i. d. );， 200四

40'C 

N，， 50.0ml!min 
: HFID 

10 
Retention time( min) 

O 

SaOlple size 
cυlumn 
Temperature 
Carrier gas 
lJetectol 
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定量試験第 1法 (Monnier-vVilliams法〉は， いず

れの試料からも無視出来る程度の首検値が得られた。

第2法(ヨウ素話j定法〉は，各試料ともヨウ素j夜を消

費し，二酸化イオウに換算して 5---..，224ppmの値を示し

たが，カラシ類の成分である allylisothiocyanate(A 

とl略記〉はヨウ素液を消費せず，ダイコン類の成分で

ある methylmercaptan (Mと略記〕はヨウ素液を消



生ダイコン 500gを細切し，水 500mlを加え直火で

蒸留し，あらかじめコニーテルを入れた氷冷受器に留液

をJ甫収した。

この留液を分液ロートに移し，十分振とうしたの

ち，エーテノレ層を無水硫酸ナトリウムで脱水し，室温

送風濃縮し試料とした。

得られた試料についてMの存在を確認するためにガ

スクロマトグラフィー(GCと略記〉を行なった結果，

Fig: 1に示すごとく約 4分附近に，標準品のM と一致

したピークを確認した。

なお化学的確認、法として，ニトロプノレシツトナトリ

ウムによる定性試験の結果も陽性を示した。

以上の結果より，ダイコン及び、その加工品の第2法

に対する主な妨害物質はMであると考える。したがっ

て，これらの食品に対して第2法を適用することは過

大の値を与えることになるが，ヨウ素酸カリウムデン

プン紙による定性試験が陽性の試料は， Table 1に示

した通り第 1法を適用することにより， Mの妨害を受

けることなく正確な値を得ることが出来る。

3. カラシ粉について

カラシは配糖体 sinigrinが水の存在で， myrosi-

naseなどの酵素により， A， glucose， KHS04に分

解され辛味を呈する。

AはTable1の結果より，ヨウ素還元性物質ではな

いので， Fig.2に示した抽出操作を行ない妨害物質を

検討した。

すなわち，カラシ粉に十分な水を加えてよく混合

し， 12時開放置後遠心し水層を分離する。この水層に

Fig. 2 Separetion method of Iodine redu-
cing substances in Black Mustard 

(F-B) (F-A) 

(F-C) 
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ついてエーテル抽出を行ないAをエーテノレ層に移行さ

ぜる。

さきの水層を fractionA (F-Aと略記〉とし，

エーテノレ層を fractionB (F-Bと略記) とした。

一方 sinigrinの加水分解をおさえるために， 試料

を75%メタノ{ノレ溶液でよく混合したのち遠心し， メ

タノーノレ層を fractionC (F-Cと略記〉とした。

各分闘についてヨウ素滴定を行ない，ヨウ素還元住

を確かめた結果， F-Aにその存在を確認した。

つぎにG Cを行ないヨウ素還元性物質を追求したo

Fig. 3， Fig. 4にそれぞれのガスクロマトグラムを示

した。

Fig. 3 Gas Chromatogram of each fraction 
of Black Mustard 

Column : lO%Polyethylene glycol succinatejSilanized 
Chromosorb W， o. 4( i.d.) x 150個

Tem]】巴rature 120"C 
Carri巴rgas : N 2 • 60.0ml/min 
Detector : HFID 

Retention time( min) 

Fig. 4 Gas Chromatogram of each fraction 
of Black Mustard 

Fig N Gas Chromatogram of each fraction of Black Mustard 
Sample size 2μl 
Column : lOD() Reoplex 400/Chromosorb ¥V， O.4(i:d.)>，225cm 
Temperature 1200C 
Carrier gas : Nz， 60.0ml/min 

Retention time (m in) 

Fig.3に示したF-Aの50秒， Fig.4の問分画の80

秒のピ{クを示す物質が，ヨウ素還元{生物質であると

考えられる。そこでこのピ{クを示す物質の生成を経

時的に調べた結果，水と混合してから12時間で最高と

なり，以下徐々に減少する傾向が認められた。なおこ

の物質のピ}クの高さと，ヨウ素液消費量は比例関係

にあることも認められた。

以上の結果より， F-A分画にピークを示す物質が

ヨウ素還元性物質であることを確認した。

次に F-A分画について，第2法の操作に準じて試

験を実施すると，酢酸鉛吸収液で黒沈を生じることか



ら，この物質が加熱により分解されて日誌になり硫化

鉛が生成されるものと考えられた。

そこで， F-A分嗣及びカラシ粉について， リン酸

々性とし，直火で蒸留して得られた留液について， H2S 

の存在をGCで分析したところ， Fig.5に示した通り

標準品のH2Sに一致するピークを示すクロマトグラム

が得られたO

Fig. 5 Gas Chromatogram of H2S derived 

from Iodine reducing substance in 

Black Mustard 

Sample size 50μl 
Column 5 %β-sODPN/Chromosorb 'vV， 0.4( i.d.! x 150cm 
Temperature : 50'C 
Carrier gas : He， 93.0ml/min 

Detector ; TCD 

H F-A Distrate 

十~~。 5 0 邑

Retention time(min) 

以上の結果より， カラシ粉は sinigrinの加水分解

により， A以外にF-A分画に出現するピークを示す

物質が副成され，この物質が加熱により分解し H2Sと

なり，最終的には硫化鉛となってヨウ素還元性を示す

ものと考えられる。

4. カラシ粉及びその加工食品に対する二酸化イオ

ウ試験改良法

カラシ粉及び、その加工食品中の第2法に対する妨害

物質をおさえて，これらの中に含有される二酸化イオ

ウを正確に定量する方法を検討した。

sinigrinは， 75%メタノ{ル溶液中で、加水分解をほ

とんどうけないことと，すでに加水分解された試料に

おいても， メタノ{ノレj容液を加えることにより沸点が

下り，妨害物質が留出してこない点を応用して第2法

を次のように改良した。

試料の一定量に， 75%メタノ{ノレ溶液100ml，リン

酸 3mlを加え，受器には 1%酢酸鉛液 50mlを入れ

以下操作法に準ずる。

なお本改良法の回収率は約90%であったの

まとめ

1.薬学会協定衛生試験法第 1法(MonierべVilliams
法〉は，有機イオウ化合物含有食品をもふくめて，も

っとも広範囲の食品に適用して信頼性の高い方法であ

ることを認めた。

2. 第2法は， H2Sや揮発性イオウ化合物をヨウ素

が酸化する。したがって有機イオウ化合物を含む食品

には不適当である。

3. 第3法は，食品によっては呈色する物質を含む

ものもあるので注意を要する。

4. ヨウ素酸カリウムデンプン紙定性試験法は最も

信頼性の高い定性試験法であることを認めた。

5. 生ダイコン中のヨウ素還元性物質は，メチノレメ

ノレカブタンであることを確認した。

6. カラシ粉中のヨウ素還元性物質は， sinigrinの

加水分解の際副成されると考えられる物質で，加熱に

より分解し H2Sとなることを認めた。

この物質の妨害を抑えて，二酸化イオウを定量する

方法として，メタノ{ル添加法を検討・し好結果を得

7こ。

終わりに!臨み本研究に種々ご、指導を賜った東薬大助

教授，細貝祐太郎博士に深く感謝し、たします。
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添加物分析における食品成分の影響

亜硫酸試験法について (2)

松本

永瀬

茂キ 二島太一郎ネ

誠料臓内正行料

INFLUENCE OF SOME NATURAL FOOD STUFF CONSTITUENTS 

ON THE DETECTION OF FOOD ADDITIVES 

Review made on the detection procedures for S02 (2) 

Shigeru MA TSUMOT01
) Taichiro NISHIMA 1) 

Makoto NAGASE2) and Masayuki KURAUCHF) 

(Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health)ネ

(The Lion Dentifrice CO.， LTD.)** 

SUMMARY 

In the present paper， fresh garlic and its products which have wiclely been usecl for 

seasoning were subjectecl to stucly the methocls for the cletection of S02 in foocls. 

Results obtainecl are summarizecl as follows: 

1) The micro-cliffusion analysis was founcl to be the most reliable quantitative 

methocl among the stanclarcl proceclures in the case of fresh garlic ancl its proclucts. 

2) The ioclimetry methocl clicl not inclicate aclequate values of S02 in this case， as it 

obstructed by H2S. 

3) The Monier-Williams methocl was neither suitable procedure in this case， as 

the blanlζvalues of fresh garlic estimatecl as 11-35ppm， ancl its proclucts as 58-97 

ppm， although a11 of them were negative by the potassiumioc1ate-starch-paper methocl. 

4) The obstacle substance naturally containecl in fresh garlic or its proclucts were 

consiclerecl to be clisulficles. 

まえがき

前報1) におし、て，有機イオウ化合物を含有する植物

性食品に対して，薬学会協定衛生試験法記載の亜硫酸

定性定量試験を実施したところ，亜硫酸塩類を使用し

ていないのにもかかわらず高い盲検値を示す結果が得

られた。

として繁用されている生ガーリック及びその加工品に

ついて，検討した結果若干の知見が得られたので報告

する。

前報にひき続き，有機イオウ化合物を含有し香辛料

* 東京都立衛生研究所

料 ライオン歯磨株式会社

( 63 ) 

1.実験方法

1-1 試;J'JI

(1) 生ガーリック

i )アメリカ産 (MC社原来;h日〉

ii)中共産

iii)日本産

3種

2種

7~重



(2) 加工品

。アメリカ製ガーリックパウダ{

(MC社製〉

ii)台湾製ガーリックフレークス

iii)日本製ガーリックパウダー (R

社製〉

1-2 試料の調製

2's重

1種

2種

生ガーリックは，表皮を除き，その鱗茎部のみを使

用した。なお必要に応じてホモジナイザーで約 3分間

磨砕したの

加工品は，そのまま試料とした。

1-3 試験方法

薬学会協定衛生試験法記載の亜硫酸塩類の定性定量

法に準じたの

2. 実験結果

1 盲検{直

Table 1に示したとおり，生ガーリッグ及び加工品

は，定性試験法のヨード酸カリウム澱粉紙反応は陰性

であり，亜鉛末還元法は陽性を呈した。

定量試験法第 1法 (Monnier-Williams法〉におし、

ては，生ガーリックは二酸化イオウに換算して， 11......， 

35ppm，加工品は 58......，97ppmの盲検値を示した。

第 2法(ヨウ素適定法〉は，いず';!-'Lの試料も多量の

I-hSを発生し， 終末点が不明瞭となり測定不可能で

あった。

第 4 法(拡散分析法)~こおいては，生ガ{リヅグはい

ず

以下の富検{値直を示した。

次に前報において報告した第 2法改良法をこれらの

試料に実施したところ，生ガ{リックは第 1法，第4

法の富検{直に比較して相当量高い{直を示したが，加工

品は第 1法よりは抵いが，第4法のそれよりは高い結

果を示した。

3. 拡散i去の検討

生ガ{リックおよび加工品は， Table 1に示したと

おり，第4法が最も低い盲検値をあたえた。したがっ

て，これらの試料に亜硫酸塩類が使用された場合の定

量法としては，本法が最も適当な定量法と考える。

そこで本法について若干の検討を行なった。

Table 2に示したとおり，抽出時間の百検値にあた

える影響は大きし、。したがってこれらの試料に対して

本法を適用する際には，抽出時間の厳守と，盲検値を

確めることが必要である。

考察

生ガ{リックは，葉，茎，鱗茎中に配糖体 alliinが

存在し，酵素 alliinaseの作用を受けて容易に加水分

解され， diallyl disulfid， diallyl sulfide等の sulfide

類が生成する。

Table 1 Results of Various Analytical Methods for 802 in Fresh Garlic and Garlic Powder 

¥h恥均叫叫m叫吋叫¥¥pμ凶lke~ ¥ ~¥~¥¥¥¥M蜘¥e目tl出h叫10吋d川ii Q 山 t 附 Ana叫a i 
Potassium Ioda I Zinc-Powder IMonnier幽 Diffusion Modified 
同 tarc仙川 Reduction Will凶 A川町 i hdimetry 

Fresh garlic + 27ppm 14pp口1 107ppm 

// 

(CMf/fJ/ f n， 田 e)

十 35 17 120 

I! 十 25 14 107 

I! 十 34 16 172 

I! 十 29 15 169 

// (Japan) 十 27 16 154 

I! I! + 29 16 154 

// // + 19 10 142 

I! I! 十 17 5 142 

I! // + 11 5 142 

I! I! 十 11 5 142 

// H 十 14 8 142 

Garlic powder (Japan) 十 66 18 37 

I! // 十 59 17 30 

I! (Chinese) 十 58 30 50 

I! (U.S.A.) 十 97 17 39 

// I! 十 80 17 36 

( 64 ) 



Table 2 Variation of Blanck Value with 
Extraction Time 

90 I 120 

Fresh garlic (Japan 16 96 317 

11 (U.S.A.) 16 97 260 

Garlic powder (Japan) 18 62 

/1 (U.S.A.) 30 90 

したがって，これらの有機イオウ化合物が，亜硫酸

塩類定住定量試験法に盲検値を与える物質と考えられ

る。

なおこの物質は加熱により分解しH2Sとなる。この

ことから，加熱操作を行なわない第4法の盲検{直が，

第 1法，第2法のそれよりも低い値を示したので、はな

し、かと考えるc

次に前報記載の試料の場合は，定量試験法第 1法が

最も低い盲検債を与えたが，本実験に用いたガ{リッ

ク類のように， disulfide類を含有するような食品に

第 1法を適用する場合は，盲検{直を確かめて定量する

ことが必要である。

まとめ

ガ{リック及びその加工品について，衛生試験法収

載の亜硫酸塩類定性定量試験法を実施した結果は，次

の通りである。

1. 定性試験法ヨード酸カリウム澱粉紙反応はすべ

て陰性，亜鉛末還元法はすべて陽性を示した。

2. 定量試験法第 1法においては，二酸化イオウに

換算して，生ガ{リックは 11，....__，35ppm，加工品は 58

，....__，97ppmの盲検値を与えたの

3. 第 2法は，多量の日2S発生のため測定不可能

であった。

4. 第2法は，全試料とも 30ppm以下の首検値を

与え，検討した試験法のうちで最も低い値を示した。

5. 第2法改良法は， 生ガ{リックにおいては，

107，...... 172ppmと最も高い盲検値を示したが，加工品

にあっては， 第 1法， 第4法の中間の値 36'"'-'50ppm

を示した。

6. 供試試料中の防害物質は， disulfide類である

と推定した。なお本物質は加熱蒸留により分解され，

H2Sを生成すると考えられた。

7. disulfide類を含有する植物性食品及びその加

工品にあっては，ヨード酸カリウム澱粉紙反応が陽性

のもののみ，第4法を適用して亜硫酸塩類を定量する

ことが最適であると認めた。その!擦の抽出時間は 1時

間以内にとどめることが必要である。

文献
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ポーラログラブィー法による人工甘味料製剤中

のサッカリンの定量法

遠藤英美*

広門雅子*

井口光恵*

青柳健太郎ぷ

STUDIES ON QUANTITATIVE ANALYSIS OF SACCHARINE 

IN ARTIFICIAL SWEETNERS BY PHOLAROGRAPHY 

Fusayosi ENDO， Mitue IGUTI 

Masako HIROKADO and Kentaro AOY AGI 

!ま L fJ之宮

当所における人工甘味料の製品検査件数は，年間約

2000件であって，サイクラミン酸塩の使用禁止以後，

化学的合成品の人工甘味料として代表的なものはサヅ

カリンを残すのみとなった。サイクラミン酸使用禁止

以後の人工甘味料製剤は，甘味度，味覚の点から多種

類の添加物を配合した製剤が作られるようになり，従

ってサッカリンの定量法についても当所で行なってき

た溶媒抽出重量法を再検討する必要が生じてきた。今

後の食品添加物製剤の定量法については，出来るだけ

オ{トメ化し，能率の向上ならびに精度を高める方針

で，機器分析化を進める一環として，ポ{ラログラブ

イ{法による人工ー甘味料製剤中のサッカリンの定量法

を検討した結果，製品検査試験法として適用し得るこ

とを確認したので，その方法について述べることとし

た。

実験の部

1. 測定機器柳本短形i皮ポ{ラログラフ P-8型

2. 標準溶液および支持電解質溶液の調製

1) サッカリン標準溶液

日本薬局方「溶性サッカリンJ水溶液に塩酸を加え

折出する結品を水洗後， 80%アノレコ ~lレより:再結晶を

2回行なったものをサッカリンの標準品として用い

~~ 

1'-。
標準溶液の調製 (0.05%溶液〉

標準品 0.5gを秤取し， n/50 NaOHに溶かし，全

量 100mlとし，その 10mlをとり支持電解質溶液を

ネ 食品添加物部

料東京都衛生局薬務部

加えて 100mlとする。

本品 1ml中 500rのサッカリンを含む溶液であ

る。

2) 支持電解質溶液の調製

塩化アンモニウム (J1 S試薬特級和光純薬〉

塩酸(和光純薬高々純度20%)

上記試薬を用いて O.lN溶液を作り，両液同容を混

和して支持電解質捺液とした。

3. ポ{ラログラブイ{の条件

Sens (SW) 20， RC Sens 20μA/mm， SW volt 

20mV， Dampi昭 3.Drop Time O. 96sec/Drop.の条

件に柳本P-8型ポ{ラログラフを設置した。

4. 実験法

その 1 サッカリン標準溶液のポ{ラログラフイー

サッカリン標準溶液 1，2， 4， 6， 8， 10mlを

内容 10mlのメスフラフコに秤取し，支持電解質溶液

を加えて全量を 10mlとする。

この各溶液について上記条件下でポーラログラムを

6 cm/minの速さで記録した結果は図 1の如くであ

る。その短形波の波高を測定したところ表 lの如き値

であった。

その 2 支持電解質濃度と波高

次に支持電解質溶液の添加量と定量値との関係を検

討-することとした。サッカリン標準溶液 3mlをとり

これに水および支持電解質溶液を加えて，支持電解質

溶液 30，40， 50， 60， 70， 80， 90， 100%の溶液とし

て舘形波ポ{ラログラフイ{を行なった。その結果は

表 2の如くである。

その 3 実際開

( 67 ) 
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考察

実験その 1 短形波ポ{ラログラフの波高の最高，

最低値を除いた平均値をグラフにとると表5の如くに

なり，ほぼ直線的な定量直線を得ることが出来る，従

って 50r/mZ'"'-'500r/mlの濃度範囲において定量可能

である。

実験その 2

実際検体には種々の添加物の混合が考えられ，支持

電解質の変質も考えられるので，一応支持電解質濃度

による波高の変化をみたのであるが，表2の結果から

50%以上の支持寵解質溶液中でポ{ラログラフィーが

成した。その測定値は表4の如くである。

70 60 50 40 30 

4 

3 

2 

1 

。
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100 % 

製品検査検体として表3の如き処方例のものについ

て，試料 0.5gを秤取し，水に溶かして 100mlとし，

その 1mZをとり支持電解質溶液を加えて全量を10ml

Iこメスアップし，上記の条件下でポ{ラログラムを作

90 

支持電解質濃度と波高の関係

80 

国 2



製品検査申請検体の処方例表 2

% 名4おカロ添
。ノ
/0 

ッカリ γナトリウム119

dー酒石酸ナトリウムI3 

乳糖 60

コハク酸二ナトリウム I 2 

ブドウ糖110

クェシ酸ナトリウム 1 5 

食紅 l

名物加添% 名物添% 

ウノ

ユ

寸Ij-ッカリシナトリウム

グエン酸ナトリウ
L-グノレタミン酸ナト
リウム
重炭 酸ナトリウ

グラニ

ブド

食

名物添

製品検査検体の測定結果 (7回測定平均値〉表 3

2.25 

1. 67 

8.50 

5.26 

4.00 

1. 03 

3.91 

11. 8 

18.3 

18.0 

24.0 

28.7 

4

2

0

9

5

0

ノ

-A
司

L

1

i

つム

qJ山

処No. 

只
U

G

ノ
ハ
U

1

4

「
L
n
ο

1

1

1

1

 

2.17 

5.00 

2.00 

1. 58 

6. 11 

5.67 

2.91 

5.9 

9.5 

1L1r.7 

18.7 

16.9 

28.3 

54.3 

1
i

つ山

q

u

Aム

R
U

〆
O

H

J

6

0

5

Q

J

8

0

5

 

1

i

T

i

4

i

1

6

q

U

R

U

 

処No. 

配合例については，他の有機酸その他による影響を受

けずに10%の誤差範囲内で定量することが出来た。

結 論

ポーラログラブイ{による合成甘味料製剤中のサ γ

カリンの定量法は可能であると考えられる。

サッカリンの定量法についてこの他5500において硫

酸無添加灰化を行ない，硫酸根をクロラニノレ酸ノミリウ

ムを用いて定量してみたが，ポーラログラフィー法に

比較し時間がかかり過ぎて多量処理に適さなし、。そ

の他オ{トアナライザ{による定量法について検討中

である。

cm 

15-
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，く

500ppm 

行なわれる限り支障がないことが判った。

実験その 3

実際の製品検査申請検体について行なった結果は表

4の如くであり，サッカリ γの含有量 5~0，__，30%í立の

400 300 

3 図
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清涼飲料水用容器材としてのポリスチレンについて

遠藤英美本

藤居 瑛*

大島敏子*

青柳健太郎料

STUDIES ON POLYSTYRENE FOR SOFT DRINK'S RECEPTACLES 

Fusayosi ENDO， Tosiko OHA T A， Teru FUJI 

and Kentaro AOY AGI 

ま えが き

ポリスチレンは冷菓，サワ{飲料，乳酸飲料など，

食品衛生法上いわゆる「ガラス瓶に紙栓をした容器」

に充填され市販する日配物飲料の容器として硝子瓶に

代って最近念、速に使用されるようになっている。

ポリスチレンは，オレフィン系樹脂〈ポリエチレ

ン，ポリプロピレン〉に較べ，摘す薬品性に劣り，特に

オレンジテノレベンの如き芳香族炭化水素，エッセンス

成分であるェステル類に対し侵されやすい欠点 fがあ

る。

その上製造工程中どうしても未反応のスチレンモノ

マーの残存をまぬがれないものであって，製品化の際

に用いられる添加剤の飲料水中への移行の問題と共に

考慮しなければならない点である。

我々は予防衛生研究所，俣野氏の発表された，清涼

飲料水用オレンジコンクといわれる複合エッセンス中

のポリスチレンシ{ト浸潰試験に重点を置き，各種サ

ワー飲料について保存試験を行ない，容器としての適

性を検討すると共に，石油化学工業協会より紹介され

たポリスチレンの代表的メーカー 6社より試料提携を

得て，材質の適性についての検討を行なうこととした。

検討項目

1. 各種サワ{飲料の保存試験

2. 各種溶媒による抽出試験

3. 酸化防止剤およびスチレンモノマ{の溶出

4. ポリスチレシ中の金属の定性

5. 清涼飲料水用若色料の染着性

6. 揮発性物質の KMn04消費量

試験試料

1. ポリスチレンシートおよびサワ{容器

*東京都立衛生研究所
林東京都衛生局薬務部

石油化学工業協会において 6社原料シートをサワ{

飲料用容器として同一規格にシ{ト成型したもので，

添加剤およびスチレンモノマ{の含量は表 1の如きも

のである。

( 71 ) 

表 1

添加物名 合有量

酸化防止剤 BHT 0.2% 

可塑剤 流動。パラフィン 3 % DOP 

滑 剤A スエマチテイアレドンリスン酸テアアマロイ ドア 0.1% 

1骨 斉IJB ステアリン酸酸カルシウム
ステアリン 亜安庁

0.2% 

顔 1S~ 酸化チタン

スチレンモ
0.2~0.5% 5 ノマ{

2. サワ{飲料

神奈川柑橘巣工にて表2の如き処方で調製した果汁

入り清涼飲料水を 950，瞬間殺菌した後，ただちに各

社試作成型容器に充填し，アノレミ箔で関口部をヒ{ト

、ン{ルし7こ。

実験法およびその結果

1. 保存試験

1/10天然果汁入サワ{容器を 200土10の恒温室内に

1ヶ月間保存し，変形試験並びに感能試験を行なっ

た。感能試験は同様にして製造した果汁をガラス容器

に充填したものを対照品として 50Cの冷蔵庫中に 2

週間保存したものを用いた。
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表 3 保革試験成績

社 清涼飲料 変 形試験
6色 フ自t 味

Bリ 水の種類 シーノレ部 カップ部

ピーチ 0/3 変化なし 変化なし 変化なし

A オレンジ 0/3 /1 幾分変化する 11 

アッフノレ 0/3 0/3 I! 発酵臭 幾分変化する

グレーフ 0/3 1/3 11 幾分変化する 変化なし

社 メ ロ ン 0/3 2/3 11 幾分変化するも青くさみが無くなる 幾分変化する

トマト 1/3 0/3 槌色する カラメノレ臭 11 

ヒ。{チ 0/3 変化なし 変化なし 変化なし

M オレンジ 2/3 11 経分変化する I! 

アップノレ 0/3 0/3 /1 発酵臭 幾分変化する
T 

グレープ 0/3 0/3 11 幾分変化する 変化なし

社 メ ロ シ 1/3 0/3 I! 幾分変化するも青くさみが無くなる 幾分変化する

トマト 0/3 f退色する カラメル臭 I! 
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社 清涼飲料 変形試験
色 臭 味

JJU 水の種類 シール部 カップ部;

ヒーチ 0/3 0/3 変化なし 変化なし 変化なし

N オレンジ 1/3 0/3 // 幾分変化する /f 

アップノレ 0/3 /f 発酵臭 幾分変化する
P 

グレーフ。 0/3 幾分変化する 変化なし/f 

お: メロン 1/3 0/3 I! 幾分変化するも青くさみが無くなる 幾分変化する

トマト 4退色する カラメル臭 1/ 

ビーチ 0/3 0/3 変化なし 変化なし 変化なし

Y オレンジ 1/3 0/3 // 幾分変化する I! 

アッフル 0/3 I! 発酵臭 幾分変化する

グレープ 1/3 0/3 /f 幾分変化する 変化なし

社 メロン 1/3 I! 幾分変化するも青くさみが無くなる 幾分変化する

トマト 2/3 0/3 認色する カラメノレ臭 1/ 

ピーチ 0/3 変化なし 変化なし 変化なし

D オレンジ 1/ 幾分変化する 1/ 

アップノレ 0/3 0/3 I! 発酵臭 幾分変化する

グレープ 1/3 0/3 /f 幾分変化する 変化なし

社 メロン 1/3 0/3 /f 幾分変化するも青くさみが無くなる 幾分変化する

トマト 2/3 0/3 槌色する カラメル臭 /f 

ピ{チ 0/3 変化なし 変化なし 変化なし

lVl オレンジ 0/3 /1 幾分変化する /f 

アッフノレ 0/3 /1 発酵臭 幾分変化する
M 

グレープ 0/3 /1 幾分変化する 変化なし

社 メロン 3/3 0/3 I! 幾分変化するも青くさみが無くなる 幾分変化する

トマト 0/3 2/3 槌色する カラメノレ臭 I! 

備考 1) 変形試験のシール部の 1/3とは 3検体仁1=11検体が膨脹変形していることを意味する。

2) 変形試験のカップ部の 1/3とは 3検体中 l検体に凹型変形を認めることを意味するの

その結果は表3の如し。

2. ~.容出試験

1) nーヘキサン抽出量

各社試作シート(表 4)を厚さの一定した箇所を選

んで 1.5cm X 20cmの切片を作る。(1社は成型カップ

を用いたが，これはカップを 4等分し，各部より 2.5

cmX 3 cmの切片 1ケずつを作りま1'4ケを試料とし

ずこ。〉

各

シートの厚さ
ロlnl

これら試料切片は，中性洗剤液で洗ったのち，水洗

し，附‘着水分を拭きとったのち，鼠乾しこれを 300ml

三角フラスコ内にとり， nーヘキサシ120mlを加え，

( 73 ) 

還流温度 (800
) で水浴上で， 15， 30， 60， 120， 240， 

分間抽出し， 抽出液は減圧濃縮して溶媒を留去し，

800， 2時間減圧乾燥し，冷後秤量した。

その結果表 5の如 Lo(次頁参照〉

2) 1 S 0ープロピノレアルコーノレ抽出量

n ヘキサン抽出試料と同様に調製した切片につき

ISO-プロピノレアルコーノレ120mlで同様に操作して

抽出した結果は表6の如 Lo(次頁参照、〉

3. 酸化防止剤およびそノマーの溶出

試験試料

Y社製シート(厚さO.66mm) 3 cm X 5 cm切片

スチレンモノマー残存量0.55%

浸漬液

高砂香料製オレンジコンク p，500， 1000 

グ ストロベリ ~100， 1000 



表 5 nーへキサン各時間抽出量 mg)100cm2 ( )内は計

社 名|よ¥ 時間 15分 30 分 60 分 120 分 240 ノ/又J 

A 
14.5 

(i6i) j 
20.0((((65.A〉〉〉〉 60(((〔71.4〉〉) 〉2 15.8 11.0(26.8 18.8(45. 22.8(68.4 9. 1( 77. 5 

干土
3 14.3 9.5(23.8 18. 5( 42. 15.0(57.3 9.0(66.3 

平均 j 14.9 10.5(25.4 19.0(44. 19.3(63.7 8.0(71. 7 

l¥/I 
30.5 

11.3((((418〉〕) 〉 205〈〔62.3)〉 2.8(〔65.1〕) 3.3〔(68.4〉〕

T 
2 32.2 19.2(51.4 16.4(67.8 2.4(70.2 4.0(74.2 

社
3 33.8 22.1(55.9 10.8(66.7 0.7(67.4 1. 3( 68.7 

平均 32.2 18.9(51.1 15. 9( 67.0 1. 9( 68.9 2.9(71. 8 

N 
31. 6 

19.2〔〔50.8)〉 141;649j 9.5((744〉) 82((〔(82，6〕〕〕〕2 36.0 23. 1( 59.1 14.8(73.9 9.3(83.2 5.3(88.5 
P 

3 33.5 18.1(51.6 16.0(67.6 11. O( 78.6 11.3(89.9 
社 平均 33.7 20.1(53.8 14.9(68.7 9.9(78.6 8.3(86.9 

Y 
38.8 

l2.8(〔〔(67.4)) 〕) 

i j 
6.7〔(((79.8〕) ) 〕2 34.5 12. 1( 4う. 15. 5( 62.1 9.8(71.9 4.8(76.7 

社
3 32.8 23.6(5ふ 13.8(70.2 9. l( 79.3 7.3(86.6 

平均 35.4 17. 2( 52. 14.3(66.9 8. 2( 75.1 6.3(81.4 

D 
29. 7 

14.1((5633 ) 7.0((i 633〉) j 5.7((((69.0〉) 〉〉2 21. 3 15.5(36.8 13.5(50.3 6.5(56.8 6.0(62.8 

社
3 17.0 14. 8( 31. 8 12.4(44.2 6.3(50.5 5・9(56.4

平均 22.6 14.3(36.9 13.3(50.2 6.6(56.8 5.9(62.7 

M 48.0 。‘2〔〔54.9〕〉
1.8((((56.7〕〕〕) 1.8〔(((58.5〕〕) ) 2 44.3 6.5(50.8 1. 3( 52. 1 o (52.1 4.3(56.4 M 3 49. 7 4.0(53.7 0.5(54.2 0.3(54.5 2.0(56.5 

社 平均 47.3 5.7(53.0 0.7(53.7 0.7(54.4 2. 7( 57. 1 

表 6 ISOープロピルアルコ四Jレ各時間抽出量 mg/l00cm2 ( )内は計

社名 lぶ¥時間 15分 30 分 60 分 120 ノ53、 240 分

A 
。 2.0((2.0〉〉 0.8((2.8〉〉

6.5(〔(〔14.4)) 〕) 2 O. 7 1. 5( 2.2 0.6( 2.8 5.2( 8.0 4.9(12.9 

社
3 。 。 。 1. O( 1. 0 1. 1 ( 2.1 

平均 O. 7 1. 8( 2.5) 0.7( 2.2) 5.2( 7.4 5. 7( 13.1 

1'¥'1 
1.0 0((l.0〕〉 13〔(233) 65〔(88〕〕

2 1.0 1. O( 2.0 0.8( 2.8 1. 7( 4.5 5.4( 9.9 
T 3 2.1 3.1( 5.2 0.8( 6.0 2.3( 8.3 5. 8( 14.1 
社 平 均 1.6 2.1 ( 3.7 0.8( 4.5 1.8( 6.3 5. 9( 12. 2 

N 
1.8 

3.8((((48〉) 〕〉 36〔((〔123〉〕〉〉2 2. 7 4.5( 7.2 4. 3( 11. 5 1. 3( 12.8 5.8(18.6 
P 3 1.5 1. 8( 3.3 3.7( 7.0 4. 1( 11.1 5. O( 16.1 
社 平均 2.0 3.8( 5.8 3.9( 9.7 3. l( 12. 8 4. 8( 17.6 

Y 
4.3 

8.3((((12.6〕) 〕) 4.5〔(〔(17.1〉〉〉〉 5.7(〔((22.8〕〕〕) 
3.5((2コ.3〉〉

2 1. 1 3.5( 4.6 4.7( 9.3 11.8(21.1 5.0(26.1 

7主
rο 、 8. 1 4. 7( 12. 8 4.7(17.5 7.8(25.3 9.3(34.6 

平 均 4.5 5.5(10.0 4.6(14.6 8.4(23.0 5.9(28.9 

D 
。

4L7(〔((4.7〉〉〉〉
27((7.4〉〉 2.0(13.7) 

2 3. 7 4.0( 7.7 o ( 7.7 11. 7( 19. 4 7. 1( 26.5 

社
3 3.5 3.8( 7.3 2.1( 9.4 5. 1( 14. 5 5.7(20.2 

平 均 3.6 4.2( 7.8 2.4(10.2 7. O( 17. 2 4. 9( 22.1 

M 
5. 7 

19-7((((25‘4〉) ) ) 
9.0(34.4) 

2 7.0 25.0(32.0 10.3(42.3 5.7(48.0 3.8(51.8 
五f

3 7.3 19.2(26.5 9.6(36.1 o. l( 42.2 3.8(46.0 
?土 平均 6.8 21. 3( 28. 1 9.6(37.7 7.2(44.9 4.8(49.7 
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トグラムはl翠 1の如くで，浸出液中の BHTおよびス

チレンモノマーの同定はスタンダ{ドのリテンション

タイムより行なった。また定量はスタンダ{ドのガス

クロマトグラムより検量線を作成した。定量値は表 7

の如くであった。

残存
モノマー

7 表

B H T 

59.6 

13.1 

78.5 

14.8 

30.6 

25.6 r 
61. 5 r 
(ー〉

プノレミニウム

カノレシウム

チタニウム

亜鉛

鉄

シリカ

マグネシウム

鉛

銅

スズ

ヒ素

アンチモン

ポリスチレン中の金属(定性〉

A社製成型カップ切片 5gを細切し， 内容 100ml

のパイレックス製ピーカ{中に取り，加熱して熔融し

たのち，硫酸 1mlを加え， 5500 で灰化し，その灰分

について発光スベクトル法(ア{ク法〉を行なった結

果は表 8の如し。

8 

十

十

十

十

十

件

十

218 

48 

234 

52 

110 

89 

223 

24 

高砂オレンジコンク P

/1 500 

// 700 

高砂ストロペリー 100

グ 1000

坂本オレンジベ{ス 200

坂本フル{ツエッセンス

長谷川オレンジベース

表

4. 

フルーツエッセンス

長谷川香料製オレンジベ{ス

// ストロペリー

各社製香料の 300倍希釈液

実験方法

試料切片 2ケを切片が重ならないよう広口共せんガ

ラス瓶に入れ， cm2当り 2mlの割りに各浸漬液 120ml

を加え， 40土20
の恒温室内に 2週間保存した。保存

液は切片を除き，分液口斗に移し，切片およびガラス

瓶は水 15mlで2回洗い，洗液は保存液に合わせ，食

塩30gを加え，冷後nーヘキサン 50ml，30ml， 30ml 

ずつで3回抽出し， nーヘキサン抽出液は，水 20ml

で洗ったのち，無水硫酸ナトリウムを加えて放置し，

クルデナ@ダーニッシ装置を用いていnlになるまで

濃縮し，冷風下でほとんど蒸発乾屈し，アセトン 1ml 

を加えて水浴中で還流冷却器を付けて30分間 400 で温

浸し {令後， 10μJを用いてガスクロマトグラブイ{

法で BI-ITおよびスチレンモノマ{の定量を行なっ

た。内部標準物質として n一一ノナンを用いた。

標準品 BHT (ナ{ルデン社製) 3回合水アセト

ンより再結品したもの

スチレンモノマー(八111番化学製〉

Dーリモネン(和光純薬，特級〉

測定条件

島津GC-IC型水素炎イオン化検出器

カラム P E G-20M alco 20Jo' 1. 5mステンレス

カラム

カラム温度 1800 

検出器温度 2000 

注入口温度 1900 

キャリヤ{ガスおよび流速 Nz， 70ml/min， 2. 2kg/ 

/cm2 

スチレンモノマーおよびリモネンのクロマ

坂本香料製オレンジベ{ス200

Sens 10-3 

Range 0.4 

BHT， 

5. 食用色素の染若性

A社成型カップ細片(4 mm x 4 mm) 2 gを別々

に試験管にとり， 0.01%食用ターノレ色素溶液 5mlおよ

び希酢酸 1mlを加え， 850 水浴中で6時間加温(途

中蒸発した水分を補給〉 したのち， 色素i夜を拾て，

水 5mlずつで2回洗浄後，i戸紙上で風乾した。

その結果は表9の如し。
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表 9 

食用赤色 2号 ほとんど着色しない。

11 102号 11 

11 106号 着色する。

食用黄色 4号 着色しない。

食用黄色 5号 11 

食用青色 l号 わずかに着色する。

食用紫色 l号 着色する。

6. 揮発性物質の KMn04消費量

各社シート細片 4mmX4-mm 5 gをクエン酸〈結

品)1.5g，塩化ナトリウム 15gおよび水 50mlを加

え水蒸気蒸留する。留液は 0.1NK Mn04溶液 10ml，

硫酸 0.4mlを入れた受器中に液量 100mlとなるまで

蒸留した。

この留液を 5分間煮沸したのち， 常法に従って，

K Mn04消費量を求めた。

その結果は表10の如Lo

表 10

A 社

MT社

NP社

Y 社

D 社

MM社

1. 保存試験

考 葉-

0.0732% 

0.1391% 

0.0948% 

0.0569% 

0.0569% 

0.1075% 

サワ{飲料を試料として行なった結果で、あったが，

アノレミ箔のヒートシーノレ機が試作容器用のものでなか

ったので，完全なシールが出来ないものがあり，変形

試験において，変形するものを認めたがシール機の完

成により，異常はないものと推定される。感能試験の

結果トマトは適性でないといえる。

2. 溶出試験

ポリスチレンはオレフィン系樹脂に較べて両十薬品性

に劣るので， nーヘキサンおよびイソプロピノレアルコ

ーノレについて行なったが、ンートの軟化がひどく抽出量

にパラツキが目立った。

ジ{トの厚さと抽出量の関係は認められず，抽出量

の算定法は単位面積当りの方が適切と思われる。 4時

間抽出の平均値を表にすると表11の如し。

3. BHTおよびスチレンモノマー

容器包装材として衛生上問題となるのは，材質およ

び添加斉IJの食品への移行である。

表11 各溶媒 4時間抽出量

I /、)，.._"C .，_‘官 _0.1

d-ヘmキgサ/1ン
00cm2 

A 71. 7 13. 1 1. 55 

:~./IT 71. 8 12.2 0.47 

NP  86.9 17.6 0.52 

Y 81. 4 28.9 0.37 

62.1 22.1 0.66 

57.1 49. 7 

表7の結果より，香料の種類によって， BHTの溶

出量に 13.1r/100cm2"-'78.5r/100cm2と大きな差が認

められる。(なおこの結果は脊181中のBHT量を差引

いたものである〉

この結果は香料希釈液中 O.07"-'0. 39ppmに相当し，

B， 1， B， R， A， で BHTの食品移行・の限度を

lppm以下の規定しているのと比較するとはるかに

低し、値となっている。

しかし香料の種類によりその溶出量が異なることは

清涼飲料水の種類によっては適性を欠くことが考えら

れるの

スチレンモノマ{についても同じことがし、える。し

かしスチレンモノマ{については，今後業界の技術進

歩により減少することが考えられる。

4. ポリスチレン中の金属

滑剤，着色料として，ステアリン酸カルシウムおよ

び亜鉛，チタンなどが使用されているのでこれらが検

出されるのは判るが， Si， Mg， Fe， Alが;倹出される

理由は融起ii，滑剤，着色料などによると考えられる。

5. ターノレ色素の染着性

清涼飲料水には食用タ{ノレ色素を使用するが，食用

赤色 106号，食用青色 1号，食用紫色 l号は表9の結

果よりポリスチレンに染着し適性でなし、。

6. 揮発性物質の KMn04消費量

プラスチックスの食品中への異臭移行を推定する方

表12 ポリスチレンとポリプロピレンの

揮発性物質の KMn04消費量(%)

社名 KMnO量4 
消費

社名 KMn0EE4 L 主

消費

AD 0.0732 MT  o. 1075 
ホ。

MT  0.1391 ボ
S 0.0822 

リ
ス N P  0.0948 フ MY  0.0885 
チ

Y 0.0569 
ロ

T 0.1012 
レ ピ
で/ D 0.0569 レ MS  0.0569 

11M 0.1075 
ン
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法として行なってみた。

ポリプロピレンと比較してみると表12の如くで両者

とも大義はないが消費量は共に大きい結果である。

結 論

清涼飲料水用容器としての安全性はなお検討の余地

があるが，やはり飲料中の香気成分により溶出量が左

右される点，飲料の種類を限定すべきであると思う。

終りに資料を提供された石油化学協会加盟各社およ

び種々の御教示を戴し、た国立予防衛生研究所，俣野技

官に感謝の意を表します。
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栄養学的検討の人工肉
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緒言

近年大豆または小麦蛋白を主原料とする新蛋白食品

が開発され，多種多用途の製品が販売されている。こ

れら新蛋白食品を形態によって別けると，粉状と繊維

状のものとに大別され，この植物蛋白を繊維化し従来

の植物蛋白製品にない畜肉特有のすじっぽし、食感を備

えた製品を人工肉と称しているようである。それらの

製品のなかには畜肉ハムとあまり区別のつかぬもの

や，ひき肉，ベーコン類似品また畜肉に混合し肉製

品，例えばひき肉， ソ{セージなど)こ仕上げ、たものな

どが市販されているようである。

これら外観や食感を畜肉に類似させた人工肉の消費

量は，今後いよいよ増加するものと思われるが，それ

らの製品が蛋白源として畜肉に置きかえられた場合，

栄養学的にし、かなる問題が存在するかを検討すること

を目的として，国産人工肉 5種，外国製品 4種につい

て，構成アミノ酸を測定し，さらにそれらの結果から

FAO/WHO共同専門委員会の勧告1)に従って全卵説

びに母乳の必須アミノ酸パタ{ンを比較規準として人

工肉のケノレカルスコアを算定し，もって人工肉の栄養

学的評価を試みた。

試料および実験方法

1) 供試試料

供試人工肉は9種， うち国産 5種，外国製品 4種で

あれそれらの形状並びに分析飽を第 1表に示す。

2) アミノ酸分析

i ) シスチンの定量 シスチン O.2"-'0. 3mgを含

む試料をパイレックス試験管に秤取し， Blackburn2
) 

の記述に従い oOCの過ギ酸 2mlを加え， OoCで

人工肉の水分および蛋白質含量

(Sagami Women's University料〉

第1:表

状

No.1 

55.4 

53. 7 

40.8 

51. 2 

75.9 

85.9 

64.5 

40. 7 

24.4 

37.4 

34.0 

24.4 

49.8 

47.8 

57.5 

47.7 

11. 0 

8.4 

11. 0 

67.9 

16.6 

71. 6 

6.8 

10.1 

状

黄色ランプ

禍色ランプ
ピ{フ様味付
赤褐色フレーク
ベーコン様味付
褐色ランプ
ピ{フ様味付
寅褐色フレ{ク
ポーク様味付

褐色フレーク
(リジン添加〉

ひき肉状

赤補色フレーク

粒色

万歩

f品4 

2 

3 

6 

7 

8 

試料

5 

52.2 

No.1"-'5 
No.1........，3 

4""""'9 

外国製品

48.3 

No.6........，9 

5. 7 

6.25 

7. dr 

数

口
問
係

産
素
グ

国

窒

9 

一夜反応させた。ついで 38%臭化水素酸 0.3mlを加

え， 400Cでロ{タリ{エバポレ{ターを用い蒸発乾

回せしめた。 これに定沸点塩酸 5mlを加え，i威圧下

に封管し 1050:1::20Cで24時間加水分解し，塩酸を

除去した後， 残澄を 3mlの pH2.2クエン酸緩衝液

(BRI]-35含有〉に溶解し， その 0.5mlをとり目立

KLA-3B型アミノ酸分析計を用い， システィン酸の

定量を行なった。使用カラムは 9x 500mm， 溶出用

溶媒はクエン酸緩衝液 pH3.25，溶出速度 60ml/h，溶

出温度 550Cであった。システィン酸の回収率を94%

として分析値を補正した。

ii) トリプトファンの定量 Drezeの方法3)に従

試料と等量のデン粉を加え， Ba (OH)2 • 8 H20 
，
 

、eu 

く79) 
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7.8gおよび水 4.4mlを加え封管し， 1200Cで15時間

加水分解した。パリウムを硫酸バリウムとして除去し

た加水分解液の一部を蒸発乾回し，残誼を pH2.2ク

エン酸緩衝液にとかし供試した。使用カラムは 9x 

200mm， i容出溶媒 pH5.28グエン酸緩衝液，溶出速度

120ml/h， 1容出温度 550Cであった。

iii) その他のアミノ酸の定量蛋白質最20~30mg

になるよう試料を秤取し，定沸点塩酸 10mlを加え，ア

セトンードライアイス中で凍結し，ロータリ{ポンプ

を用いて 10mmHg以下に減圧しつつ封管した。つい

で1050土20Cで24時間加水分解後，蒸発乾i宣!し残、底を

20mlのpH2.27クエン酸緩衝液にとかし，その 0.5ml

を中酸性並びに塩基性アミノ酸分析に供した。塩基性

アミノ酸分析は 6x 100mmカラム， 溶出溶媒は pH

5.28クェン酸緩衝液，また中酸性アミノ酸分析は 9x 

500mmカラム， 溶j卦i容vJtは初め pH3.25クエン酸緩

衝液 1時間15分後に pH4.25クエン酸緩衝液に変え

た。両分析とも溶出温度 550C，溶出速度 60ml/hで

あった。

3) 試料中の蛋白質合量はケルダーノレ法により，試

料 No.1~ 3に対する窒素係数は 5.7，No.4~9 に

は6.25を用L、た。

結果および考察

供試人工肉のアミノ酸組成を示したものが第 2表で

ある。表より明らかなように，試料 No.1"'-J 3のアミ

ノ酸組成は小麦グルテンのそれとよく一致しこれら

の試料は小麦グルテンを素材としたものであることを

示す。

小麦グノレテン蛋白の特徴は， クソレタミン酸並びにブ

ロリン含量が高く，特にクボルタミン酸含量は30%以上

にもなることであるが， No‘1"'-J 3の試料はどれもそ

の条件に合致し， またその他のアミノ酸もグノレテン中

のそれらの含量と近似の値を示す。 No.1のリジン含

量は他の試料並びにグノレテンのそれらと著しく異なる

値を示しているが，これはリジ aンを添加してあるため

である。一方 No.4"'-J 9のアミノ酸構成は大豆蛋白の

それとよく一致し，これらの試料は大豆蛋白から製造

されたものと推定される。大豆涯白はグノレタミン酸お

よびアスパラギン酸含量が高く，また穀類蛋白に不足

しているリジンの含量は高いが，合硫アミノ酸含量は

低いという欠陥がある。特に人工肉に加工した場合，

メチオニン含量が脱脂大豆蛋白の約半量ほどのものも

認められるが，これは製造工程中にメチオニンの一部

が破壊されることを示唆するものと考えるo

食品蛋白質の栄養価は，通常生物侶，蛋白正味利用

率および蛋白効率など、の生物学的評価が行なわれてい

第 2表 人工肉のアミノ酸組成

卜Iァ¥ミノ¥椴¥試¥N;¥o 14 
ア 、、、 ノ酸 g/16g 総窒素

2 3 グン5ノ) テ 11 4 5 6 7 8 9 脱豆日脂)大

トリフトファン 1. 1 1. 1 1.0 1. 1 1.3 1.5 1.4 1.3 1.4 1.6 1.3 

、ン 、ノ 4.0 1.6 1.7 1.7 7.3 7. 1 7.1 7.3 6.4 6.8 6.9 

ヒスチジン 2.0 2.0 2.1 2.0 3.4 3.1 3.4 3.2 3.3 3.2 2.6 

アルギニン 2. 7 3.5 3.6 3.3 9.0 9.2 7.7 8.9 8.3 8.5 8.4 

アスパラギン酸 4. 5 2.4 2.8 3.3 13.4 11. 9 11. 9 12.6 12.6 12.2 12.0 

スレオニン 2.6 2.2 2.3 2.4 3.9 4.2 3.8 4.0 3.9 3.8 4.3 

セ リ 、ノ 5.0 5.5 5.5 5.0 6.0 7.4 5. 7 5. 7 5.6 6.3 5.6 

グノレタミン酸 33.8 35.3 38.0 35.6 19.5 18.1 22.1 18.8 22.0 21. 4 21. 0 

フロ リ 、ノ 10.9 12.9 12.3 12.3 6.2 6.1 6.4 5.9 6.1 5.7 6.3 

グ リ シン 3.2 3.1 3.1 3.2 4. 0 5.0 4.2 4.2 4.2 4.4 4. 5 

ア ブ 一
、ノ 2.9 2.5 2.6 2.5 4.2 4.1 4.3 4.4 4.3 4.5 

シ スチン 2.1 2.2 2.2 1.9 1.4 1.5 1，2 1.4 1.4 1.4 1.6 

ノ、 リ ン 3. 7 3.2 3.2 4.1 4.3 4.3 4.5 4， 6 4.5 5，.4 

メチオニン 1.6 1.5 1.3 1.6 O. 7 0.8 1. 1 1.3 1. 1 0.8 1.6 

イソロイシン 3.4 3.1 2.9 3.9 4.4 4.3 4.3 4.3 4.2 4.1 5.1 

ロ イ シン 6. 7 6.1 5.8 6.8 8.3 7.4 7.7 7.9 7.7 7.5 7.7 

チロ 、ン 、ノ 3.2 3.2 2.8 3.3 4.0 3.1 3.3 3. 5 3.4 3.3 3・9
ブェニノレプラニ 5.0 4.8 I 、ノ 4.6 5.2 5.4 5.0 5.3 4.9 5.0 4. 7 5.0 
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第 3表は， FAO，人乳および全卵の必須アミノ酸

パターンに基づいて計算した人工内の化学価を示す。

試料 No.1""__3では人乳および全卵メターンより算出

人工肉の化学価

化
制限アミノ酸

価
Aおら

づ一

第 3表

る。しかしこれらの方法は時間や経費がかかり実際の

栄養指導には食品のアミノ酸組成より評価する化学価

〈ケミカルスコア〉が実用的に用いられている。この

化学的評価の方法は，食品の必須アミノ酸パターンと

比較して栄養価を定める方法で， アミノ酸の分析値

より容易に栄養価を求めることが出来る。 1965年の

FAO/WHOl)共同専門委員会は蛋白質の化学価を求

めるには， FAO暫定的パターンより人乳か全卵のい
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した化学価がよく一致するが，含硫アミノ酸が制限ア

ミノ酸となっている No.4，.......， 9ではFAOと全卵パタ

{ンからの化学価がよく一致する。

化学価がどの程度正しく蛋白質の栄養価を表現しう

るものであるかについては，いまだ問題点が多く残さ

れているが，全卵パタ{ンよりの化学価に基づいて考

察すれば， グノレテンを素材としリジンを添加した試料

No.1の栄養価は著しく向上しており，一方大豆蛋白

より製造されたと思われる No.4"""'" 9 ，のうち化学価

が30'"'-'40という低栄養価のものが半数あり，これは前

記せるごとくメチオニン含量が低く，これが制限アミ

ノ酸となってこれらの人工肉の蛋白質栄養価を著しく

低いものとしているわけである。

人工肉の外観や味および食感をいかに畜肉に類似さ

せても，小麦蛋白や大豆蛋自を素材としている以上，

その素材のもつ以上の栄養価を期待しえないのは当然

であり，人工肉を摂取するということは，荻〈化学倒

444)) やとうふく化学価 4)) を食するのとなんら変ら

ぬことになる。またものによってはそれ以下の栄養価

しか有しないものもあることが明らかにされた。

大豆蛋白からと考えられる試料のうちで最低の化学

{聞を示す No.4とグルテンを素材とすると思われるも

ののうち最低の価を示す No.2を等量混合し，その化

学価を計算すると， No.4のりジンが No.2のそれを

おぎない，また No.2の含硫アミノ酸が No.4の不足

をおぎない化学{闘を 63 (制限アミノ酸， 合硫アミノ

酸〉に向上させることは興味あることである。

要 約

国産5種，外国製品 4種の人工肉についてアミノ酸

構成を検討し，それらの化学価を求めることによって

人工肉の栄養価の判定をこころみた。アミノ酸構成よ

り，この 9種の試料のうち 3種はグルテンを，他の 6

種は大豆蛋白を素材とするものであると判断された。

また大豆蛋白より製造されたと思われる試料のうちに

はメチニオン含量が低く，そのため化学価が著しく低

いものが認められた。
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発熱性物質に関する研究 II

〈化学的物質による体温変動〉

下平彰男

STUDY ON FEVER-PRODUCING SUBSTANCES II 

(Body Temperature with administration of chemical substances) 

Akio Shimohira 

(Submitted on July， 1970) 

Pyrogen has been lmown as metabolic products of microorganisms since early this， 

century， and it has been shown that Lipopolysaccharides、extractedfrom gram-negative 

bacteria caused a high fever. Pyrogens in a wide sense， however， include chemical 

substances， i. e. sulfur， mill王， gum， some hormones， 2， -4 dinitro-phenol (DNP)， 

tetrahydro-s-naphthylamine， carmine etc. Previous studies have c1emonstrated that 

ethylephec1rine (E) shows rise， methylephec1rine(mE) c10es not any and xylitol (Xy) 

shows fall in body temperature of rabbits. Several investigators have lately reported that 

nervous hormone serotonine in brain origin may play an important role in the patho-

genesis of fever in animals. 

Our present investigations were unc1ertaken to determine the change in boc1y 

temperature of animals with administration of chemical substances after the treatment 

with reserpine to release serotonime. The change in body temperature was calculated 

from the area of temperature curves of reserpine-treatec1 animals c1uring a constant 

period of time after the administration of E， mE、DNPand Xy. Test animals used were 

healthy male rabbits ancl rats which have not clecreasec1 their weight for at least 1 

week uncler the constant environmental conclition. 1n orc1er to holc1 test animals 

c1uring boc1y temperature recorc1ing by automatic thermister， the neck-fixecl methoc1 on 

rabbits anc1 the tube-fixec1 on rats were performec1. The results suggest that there is 

a c1ifference in the pathogenesis of the temperature response between rabbit ancl rat. 

Response of body temperature in reserpine-treated rats after aclministration of E， mE 

ancl DNP is seems te be higher ancl faster than in rabbits ancl the response curves on 

rats is c1ifferent from on rabbits. 

緒 さ雲-
C司

発熱性物質(Pyrogen)は古くから微生物の代謝産物

として知られ，グラム陰性菌の内毒素から lipopolysa-

ccharide (LPS)が抽出され，それが強力な発熱作用

( 83 ) 

を起すことが明らかにされている。 i)また candida

utilis酵母から得た ribonuculeicacid (RNA)が発

熱作用のあることが報告され， ii)更にウサギから得

た白血球性発熱物質によって体温調節機構が研究され



ているの iii)しかし広義の発熱性物質として古くから

硫黄， ミルク， ある種のゴム質， ある種のステロイ

ドホルモン， 2-4， dini trophenol. tetrahydro-，8-

naphthylamine， carmineなどの化学的物質が知られ

ているの一方，生体の発熱機構については脳幹におい

て神経ホルモン Serotonine(5-HT)が体温調節中

枢に働いていることがウサギを用いて解明されてい

る。 iv)我々は数種の化学的物質をウサギに静脈投与

し ethyl-ephedrine は体温上昇を示すが methyle-

phedrineには見られず，糖アルコールの中， Xylitol 

のみに体温下降性があることを前回の年報に報告した

が， v)今回はウサギおよびラットを用い体温上昇作

用および下降作用のある化学的物質を reserpine前処

置により 5-HTを放出させた後投与し体温変動を記

録した。すなわち， ウサギおよびラットに reserpine

を皮下注射した後 ethylephedrine(E)， methylephe-

drine (mE)， 2-4 dinitrophenol (DNP) および

Xylitol (Xy) を投与し，それぞれの体温変動を比較

した。

実験材料

実験動物:市販の実験用白ウサギ，雄(体重，購入

時 1，800 '"'-' 2， 000 g )およびラット，ウィスター系，

雄(体重，購入時 180'"'-'200g )を温度 24土0.50C，

湿度55土 5%の室内で7'"'-'10日間飼育し，体重増加を

示すものの中から正常体温変動の少ないものを選び実

験に用いた。

体温測定器:12点式自動記録サ{ミスター(飯尾電

気 Ep-670型〉を用い，感熱部は径 4.5mm(ウサギ

用〉および 3.0mm(ラット用〉を使用した。

薬品類

(1) ethylephedrine一日局塩酸エフェドリン 0.4g

および 4gを注射用蒸留水に溶解してそれぞれ 100ml

とし7こ。

(2) methylephedrine一日局 dト塩酸メチノレエフェ

ドリン 0.4gおよび 4gを注射用蒸留水に溶解してそ

れぞれ 100mlとした。

(3) dinitrophenol-2， -4-dinitrophenol 0.2 gおよ

び 1gを0.3%炭酸水素ナトリウム液に溶解してそれ

ぞれ 100mlとした。

(4) xylitol-無色結品純度 99%以上のもの 50gを

蒸留水に溶解して 100mlとし 1230Cで15分間高圧蒸

気減菌した。

(5) adonitol-試薬特級 Adonitol5 gを注射用蒸

留水に溶解して 10mlとした。

(6) reserpine 日局レセルピン10mgおよび100mg

をそれぞれ乳鉢中にとり，プロピレングリコール 1g 

と共に研磨し，蒸留水少量およびリン酸2滴を加え温

めながら溶解し， 吏に蒸留水を加えてそれぞれ 25ml

とした。蒸留水はすべて pyrogenfreeの再蒸留水を

用い，調製は清潔な室内で速やかに行なった。それぞ

れの溶液の濃度を 2種類とした理由はウサギおよびラ

ットに対し l匹あたり約 1'"'-'2 mlを投与するためで、

ある。

注射筒およびガラス器具類・・附熱硬質ガラス製で使

用前 2500C30分間熱灼して pyrogenfreeとした。

実験方法

実験動物はすべて購入後 7'"'-'10日間の予備飼育を経

て実験を終るまで，温度24土0.50C，湿度55土 5%の

室内でケ{ジに入れあるいは固定し，特に騒音，臭気

をさけ，採光等に注意して体温測定を行なったの体温

測定に際しウサギは首加式回定を行ない，ラットは多

孔式円筒(樹脂製〉に固定し，自記サーミスター感熱

部を直腸内 75mm(ウサギ〉および 50mm(ラット〉

までそう入し， 直ちに体温記録を始め， 回定 11
/2'"'-'

2 hr後に皮下注射を行ない，注射後 4hrまで体温を

連続記録した。

Fig. 1 Body Temperature of Animals 
administered ETHYLEPHEDRINE 
after treatment with Reserpine 
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実験 1および結果

ラット 2""'3匹を 1群とし 3群を用意し，上記の方

法で回定し， j直ちに体温記録を開始し， 11/2""'2hr後

に第 1群には E5 mg/kgを皮下注射し， 第2群には

reserpine 2 mg/kgを皮下注射してから15分間以内に

E 5 mg/kgを皮下注射し，第 3群には生理食塩液

5 ml/l王gを皮下注射し controlとしたのまた別の 2

群についてE投与量を20mg/kgとし，同じ方法でRe

処置後の投与および単独投与を行なった。更にまた 5

群のウサギを用い上記と同じ方法で実験を行なった。

Fig. 3 Body Temperature of Animals 

administered METHYLEPHEDRINE 

after treatment with reserpine 

Dose 5mg 

一一一一-mE 
Rat -ー+一一 mE十Re

-------Control 
-一千ー… mE

Rabbit -ー¢一一 mE十Re
一←ー Control℃ 

40 

37 

36 。
Dose 20mg 

℃ 
41 

40 

3 4 Hr 
--mE 

Rat -ー+一一 mE十Re
…一一一一 Control
-←一明mE

Rabbit一一千一-mE+Re
ーーーチ___Control 

その結果，注射前 1hrから注射後4hrまでの体温

を 30分間毎にグラフに示し (Fig.1)また注射時の

体温を 0とし， 注射後4hrまで30分間毎の体温変動

(Fig. 2)をみると， 5 mg/kg投与のラットは 20mg/

kg投与に比較し， Re前処置したものと共に体温上昇

値が高く， Re処置により急激な体組上昇(1/2""'lhr)

を示している。またウサギでは注射後 11h""'2 hr後

から Re処置の方が体温上昇値が高く 20mg/kg投与

の方が著明である。 Table1はE投与後の最高体温

上昇値とその時の時間を示す。

実験2およひ結果

実験 1と全く同じ方法で ethylephedrineの代りに

methy lephedrineを投与して実験を行なった。

その結果，注射前 1hから注射後 4hまでの体温を

30分毎にグラフに示し (Fig.3)，また注射時の体温

を0とし，注射後 4hrまで30分間毎の体温変動 (Fig.叩

4)をみると， mE単独投与では投与量に関係なくラ

ットおよびウサギとも体温上昇は見られず， Re処置

Fig. 2 Effect of ETHYLEPHEDRINE 
on the anirnals treated with 

reserpme 

3 
Dose 20mg 

2 

Rat 一一←-E381 一一←-E十 Re

37 Rabbit 一「ー一‘E 
ー+-E十Re

36 
2 4 

-3 
2 3 4 Hr 

Table. 1 Rising Ternperature on 4 

Ethy lephedrine 
3 

Animals Dose/l王g Max. Rising 
Hours Temp.oC 

Rats 5 mg 3.00 1 1/2 

/1 Re十 5mg 3.20 

11 20mg 1. 80 

11 Re 十20mg 2.15 

Rabbits 5 mg 0.65 1/2 
11 Re十 5mg 0.90 21/2 

/1 20mg 1. 05 

/1 Re 十20mg 2.00 2 

2 

-3 
日2 3 
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'Fig. 4 Effect of M ETHYLE PHEDRINE 

on the animals treated with 

reserpme 

Dose 5mg 

には reserpine2 mg/kgを皮下注射してから15分間

以内に DNP10mg/kgを皮下注射し，第3群には生

理食塩液 5m1/l唱を投与して controlとした。また

ウサギを用いて上記と同じ方法でDNP投与試験を行

'C 0 

Rat --mE 
一← mE十Re なった。

その結果， 注射前 1hr・から注射後 4hrまでの体温

を30分間毎にグラフに示し CFig.5)また注射時の

体温を 0とし， 注射後 4hrまで30分間毎の体温変動

(Fig. 6)をみると， DNP単独投与ではウサギおよ

びラットとも注射後 11/2'"'"'2hrにおいて最高体温を

示し， Re処置後投与の場合， ラットでは単独投与に

比べて急激な体温上昇を示し(1/2'"'"'1 hr)， 以後速や

かに回復し，ウサギでは単独投与との差はほとんど少

噌よ

2 3 4 Hr 

Dose 20mg 

。2

'C 0 

-1 

2 

2 3 4 Hr 

によりラットでは注射後 1hr後に最高体温上昇を示

し ウサギでは 21
/2hr後に最高体温上昇を示し， ラ

ットはウサギより回復がE詳し体温上昇値も小さし、。

Table. 2は mE投与後の最高体温上昇値とその時の

i時間を示す。

Tahle. 2 Rising Temperature on 

Methy lephedrine 

Animals Dose/kg 
Max. Rising 

Hours Temp.oC 

Rats 5mg 

11 Re十 5mg 0.65 

H 20mg 

11 Re 十20mg 0.85 

Rabbits 5mg 

11 Re + 5mg 0.60 fο 、

11 20mg 

11 Re 十20mg 1. 60 2112 

実験3および結果

ラット 2'"'"'3匹を 1群とし 3群を用意し恥既述の方

法で固定し，直ちに体温記録を開始し， 11/2'"'"' 2hr後

に第 1群には DNP10mg/kgを皮下注射し，第2群

なかった。

Fig. 5 Body Temperature of Animals 
administered DINITROPHENOL 

after tredtment with reserpine 
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Fig. 6 Effect of DINITROPHENOL 
on the animals treated with 

reserpme 

Dose lOmg 
一一 D0:P Rat 一-DNP十Re

DNP Rabbit 
ー← DNP十R巴2 

'C 0 

τ
i
 

り
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実験4および結果

実験3と同じ方法でDNPの代りに50，9;;'の Xylirol

溶液 10ml/kgを投与し， 実!践を行なった。その結

果，注射前 1hrから注射後4hrまでの体温を30分間
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毎にグラフに示しくFig.7)また注射時の体温を 0と

し，注射後4hrまで30分毎の体温変動 (Fig.8)を

みると，ラットでは Re処置により体温下降性がやや

弱くなるが，ウサギで、は逆に体温上昇(十0.750C，2 hr 

後〉を示した。

Fig-. 7 Body Temperature of Animals 
administered XYLITOL aftell." 

treatment with reserpine 

m
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Fig-. 8 Effect of XYLITOL on the animals 

treated with reserpine 
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可
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メ
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嬰験:5および結果

Xylitol投与によって体温が下降することは実験4

および既報 v)で明らかであるが， Xylitolの立体異

性体である Adonitolをラットに投与して体温変動を

測定した。すなわち，ラット 2'""-'3匹を 1群とし 4群

を用意し，第 1群には Adl5 g/kgを皮下注射し，第

2群には reserpine2 mg/kgを皮下注射してから 15

分間以内に Adl5 g/kgを皮下注射し，第3群には

reserpine 2 mg/l王g.第 4群には生理食塩液 5ml/l王g

を投与したっ

その結果，特に著明な有意差は認められなかった。

(Fig. 9) 

Fig. 9 Body Temperature of Rats 

administered ADONITOL after 

treatment with reserpine 
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考察および結論

まず体温測定法の問題であるが，滝野ら vi)はラッ

トを腹位固定すると一過性の上昇を示した後，急速に

下降し 4hrで最低となると述べている。筆者らはラ

ットの習性を利用し，ラット自身が通過し得るトンネ

ノレ型円筒内を歩かせた後，産ちに前後を封じ，後部は

尾のみを外部に露出させ，サーミスター感熱部を直腸

内50mmまでそう入し，尾と共に接着テ{プを巻いて

固定した。このト γネノレ型円筒は樹脂製を用い底部以

外は直径9mmの孔を多数あけて通気性を保ち，体温

を自動記録さぜながら皮下注射を行なうためにその円

筒の背部中央に約30x40mmの戸を設けた。また試験

室と試験前飼育室は同室で温度 24:1:0.50C，湿度55土

5%に保ち，騒音，臭気などの刺戟をさけた。これら

の方法でラットを国定し，直ちに直腸温度を自記サー

ミスタ{で連続記録(一匹あたり 2分間間隔〉すると

約3割のラットは最初の体温は高く以後急激な体温下

降を示し，あるいは短時間における体温変動がはげし

いのでそれらのラットを除き実験に使用した。正常体

温変動はラットはウサギに比べて大きいが 11/2~ 2 hr 

後には最高最低の差が約0.30C以内に安定した。ウ

サギについては首架式によって固定し，自記サーミス

ターで体温記録を行なったが， 試験前体温が 39.50C

を超えるものおよび体温変動のはげしいもの (0.30C

以上〉はごく稀であった。なお両者とも試験日の前日

には試験日と同じように国定し体温記録を行なってお

し、7こ。

さて発熱現象については，発熱ウサギにおける脳内

serotonineの減少が報告されており vii)安田ら viii)

は予め脳内 serotonineを放出させるため reserpine

を投与しておいて微生物性発熱物質LPSを投与する

と発熱を抑制することを報じている。我々はウサギお

よびラットを用いて reserpine処置後に化学的体温

上昇性物質および下降性物質を投与し，体温を連続記
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録しそれぞれ体温変動を比較した。実験 1による E投

与ではラットは Re処置により更に急激な体温上昇と

早い田復がみられ，これに比べてウサギでは Re処置

により体温上昇値は高くはなるがゆるやかでやや 2峯

性を示しているのまた実験2のmE投与では Re処置

によって両者とも発熱を起すがやはりラットの体温上

昇のピークが注射後早くウサギではゆるやかでおそく

やはりこ峯性を示している。 Eは mEより中松神経興

奮作用が強いといわれており，何らかの形で綱様体賦

活系に作用していることがうかがわれる。実験3によ

る化学的発熱性物質DNP投与では Re処置により両

者とも Re処置しない場合と体温上昇値に大差はな

いが，ラットでは Re処置により急激な体温上昇(注射

後 l!2'"'-J 1 hr)を示しているのに対し，ウサギではDN

P単独投与とあまり変らなし、。これはDNPの中枢神

経系に対する作用が動物種差により異るものと思われ

る。更に Xylitol投与におし、ても Re処置によりウサギ

( 88 ) 

だけが発熱を起していることも興味ある問題であるo

実験5における Xylitol立体異性体である Adonitol

投与では試薬高価のためラットの実験のみに終ったσ

なお体温下降を示す物質として他に morphineがあ

るが，これについては別紙に発表する予定である。結

論として体温調節機構は動物により差異があるものと

思われ，ひきつづき研究して行く予定である。
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甘味料の呈色試験法について

松本 茂ネ

ON THE COLOR REACTIONS OF SWEETENERS 

Sigeru MA TUMOTO 

(Department of medicine， Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health) 

Summary 

Details were cliscussed on the cletection methocls of svvァeeteners，about ¥¥'hich some 

notices were presentecl， 

The N02 oxiclation methoc1s followecl by the cletection of S04-- with some color 

reagents for the test of cyclamate， the fluorescence tests by am・amineorα-naphtylamine 

under UV  1ight for the iclentification of saccharin， clulcin and cyclamate were l11.ainl)ア

examinecl. 

食品および医薬品についてサイクラミン酸塩の使用

規制が行なわれるようになって以来，人工甘味料の検

出法については特に活発な検討が行なわれている。わ

れわれは以前よりサイクラミン酸の検出法として比較

的特異性のあるロジゾン酸ノミリウム法を用いて来た

が，この方法による市販食品類の検査結果については

別報1) に記載されている。本ノートではこれらの呈色

反応実施上の諾注意とその関連実験，および甘味料の

蛍光試薬による検出法の実験結果について報告する。

1. サイクラミン酸の農色反応

サイクラミン酸は塩酸酸性で、亜硝酸塩を作用させる

とき， 室温で酸化分解をうけて S04ーを生成するの

で，これを BaS04として回定し，過剰の Ba++を各

種の呈色試薬を用いて発色させて検出を行なったのこ

の際炉紙上の反応(点滴反応またはベーパ{グロマト

グラムの発色〉として行なうときは各試薬量等のパラ

ンスにより鋭敏度に徴妙な影響がみられるのわれわれ

は Ba++の発色剤として， 1)テトラヒドロキシキノ

ン2ナトリウム 2) ロジゾン酸 2ナトリウム 3) ク

レゾ{ルフタレインコンプレグソン等について実験を

行なった (Table.1)。以下これらの方法の細部につ

いて実施上の注意をのべることとするの

Table. 1 Spot Test of CycIamate (N02 Oxidation→Detected as BaS04) 

tetrahydroxy-quinone. 
Na 

cyclamate 1 % ( 5 p.l) 

cyclamate 0.5 % ( 5μl) 

cyclamate 0.253'; ( 5μ) 

cycIama te O. 1九;(5μl) 

saccharin 1 3~ ( 5 pl) 

dulcin 1 % (5川〉
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1-1 医薬品および食品よりの甘味料-の抽出とベー

パークロマトグラフィー

サイクラミン酸，サッカリンおよびズルチンの抽出

には試料の水溶液(必要に応じて透析等の前処理を行

なったもの〉より HCl性， NaCl飽和ののち酢酸ェチ

ノレで、抽出し，酢酸エチノレを留去し〈減圧下の方が試料

の着色等がみとめられず好都合である)，残留物をェタ

ノールに溶かしてクロマトグラフィーの試験溶液とす

る。前記の反応をサイクラミン酸のスポットテストと

して行なう場合はまず S04一一の不在を確かめなければ

ならないが，その他試料中に班硝酸酸化により S04ー

を生成する物質(例えば含Sアミノ酸等〉も存在する

場合があるので，スポットテストが陽性となったとき

はさらにペーパークロマトグラフィー等による確認を

行なわなければならない。

ペーパークロマトグラフィーにおける展開溶媒1) は

ブタノール@アンモニアまたはピリジン@イソプロパ

ノール@水等を用いる。発色には後記諸法を適用す

る。(薄層クロマトグラムの発色試薬として1.の反応

を行なうときはノミインダー中に S04ーーを含まない場

合でなければならない〉

1-2 亜硝酸酸化ののちテトラヒドロキシキノン 2

ナトリウムにより発色する法

(試薬〉 ① 1 % NaN02溶液，② l%HCl，③ 

10.5% BaClz溶液，④ テトラヒドロキシキノン (T

HQ)溶液 :THQ・2Na. KCl試薬(食添公定書〉

を用時水に飽和して用いる。

o呆作) r}i紙に①および②を噴霧し， ドライヤーで

HClを完全にとばしたのち， ③を少量噴霧し， ふた

たび乾燥して BaS04を定着させ④THQ試薬を噴霧

する。サイクラミン酸の存在により，桃赤色の地に白

いスポットが観察される。

(検出限度) 0.25%サイクラミン酸溶液 1111:5(約

5μ1)で反応陽性を示す。

(注) Ba++が存在しでも赤色を呈しないときは

HClの残存が凝われるので，ふたたびよく乾燥してか

ら④を噴霧する。

(阻害物質〉 他の甘味料による類似反応は認められ

ないが，前記のように Lーシスティン等の合Sアミノ

酸による類似反応が認められるの

1-3 ロジゾン酸2ナトリウムによる発色法

(試薬〉 ①，②，③は前記 1-2の場合に準ずる。

⑤ 0.5%ロジゾン酸2ナトリウム溶液(新製〉

c1呆作〉 ①NaN02溶液，②HClを?戸紙上に噴霧し

完全に HClおよび N02の残存が認められなくなるま

で乾燥し， ③ BaCIz溶液を噴霧し， さらに乾燥して

BaS04を定着させてから⑤ロジゾン酸溶液を噴霧し，

しばらく放置して観察する。サイクラミ γ酸の存在で

赤色の地に白いスポットがみとめられる。

(検出限度〉 通例0.25%溶液 1滴 (5pl)で反応陽

性を示す。

(注-1) 総体が赤色となり，標準スポット (0.5 

%サイクラミン酸溶液による)が白く抜けないときは，

③BaCh溶液の過剰によることが多いので，この際は

②HClをふたたび、注意してスプレーする。 またロジ

ゾン酸が過剰なときも全体が褐色をおびてスポットが

不明瞭となるが，このときも同様 HClのスプレ{を

行なえばよい。

(注-2) 全体に呈色しないときは HClまたは

N02ーの過剰によるものであるから，乾燥を行なう

か，または HCl噴霧ののちに乾燥し，つぎに⑤ロジ

ゾン酸 Na溶液を噴霧して観察する。

1-4 ロジゾン酸法における発色H;~f乍(試薬の順序〉

についての検討

上記 1 3における試薬噴霧の順序を初め@ロジゾ

ン酸 Naをスプレーし，次に③ BaClzにより発色さ

せ，乾燥後① NaN02溶液，ついで② HCIを噴霧し

て 10-----20分間放置する。この場合は初めから S04-ー

が存在しているものとの区別がつきやすく，かつ試薬

の過剰を避けるのに好都合である。

1-5 クレゾールフタレインコンプレクソン試薬

(P C)による墨色法

(試薬〉 ⑥ 0.5%クレゾーノレフタレインコンプレ

クソン@メタノール溶液，⑦ 10% NH40H (または

5 % Na2B407溶液〉

(操作〉 上記 1-2， または 1-3に準じて BaS04

を炉紙上に生成，定着させてから， @PC溶液をスプ

レ{し，ついで、⑦アルカリ液を噴霧する。ただしこの

際 BaClz溶液は O.1または 0.2%程度の稀薄なもの

を用いて，きわめて軽く噴霧することが必要である。

S04ーの存在で赤紫色の地に白くスポットが抜けるの

〈検出限度) 1 "-'0. 5%サイクラミン酸溶液 1滴で

反応陽性を示す。 0.25%以下では顕著に認めがたい場

合が多く，一般に THQまたはロジゾン酸試薬(1-

2， 1ーのに比し発色(境界)が不鮮明であるの

( 90 ) 

1-6 その他の呈色反応

サイクラミン酸の検出法としては他に pH指示薬に

よる法 (2-2)，蛍光試薬を用いる uvランプによる

検出法 (2-1)等がペーパークロマトグラフならびに

ポリアミド薄層の発色法として用いられる。



2. サッカリンおよびズルチン(サイクラミン酸〉

の皐色反応

2-1 蛍光試薬(α ナフチラミンまたはオーラミン〉

によるサッカリン，ズルチン，サイクラミン酸の検出

法

サッカリンは薬学会協定法に示されるように， uv 
ランプ (2540A) の照射により蛍光がみとめられる

が， α ナフチラミ γまたはオーラミン等の蛍光剤を唆

霧することにより，より明瞭となる。 0.5'"'-'1 %α ナ

フチラミン酢酸溶液2) をスプレ{してuv照射下に観

察すれば Table.2 のような吸収を示し，また 0.5%

α ナフチラミンェタノール溶液を噴霧したのち O.1% 

酢酸酸性酔酸銅溶液を噴霧し， 70'"'-'800 に加熱して乾

燥すれば紫褐色の斑点が認められる(可視光下で〉。

また uv照射下で、は Table.2に示すようにズルチン

およびサイクラミン酸も検出可能であるが，サッカリ

ン程顕著ではなかった。そこで、われわれは塩基性蛍光

剤としてオーラミン溶液を用いて実験を行なった。

0.05%オ{ラミン溶液をスプレーした場合はズノレチ

ンはuv(短波〉で強い吸収を示し，サッカリンは同

(短波〉で白く発光するのサイクラミン酸は長波の吸

収の方がみとめやすかった (Table.2)。いずれも α
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ナフチラミンよりスポットは著明であり，本法を用い

ればベーパ{上のみならずポリアミド薄層(3)上の各甘

味料を検出することができる。

2-2 pH指示薬によるサッカリン， サイクラミン

酸の検出法。 Pージメチルアミノベンズアルデヒドに

よるズルチンの検出法。その他の方法

ペーパークロマトグラフ上またはポリアミド蒋層上

のサッカリンおよびサイクラミン酸の発色はそれぞれ

1%以上の濃度のスポットでは pH指示薬3) (MR， 

BCG混合指示薬〉によっても検出できたのまたズル

チンの検出には薬学会協定法による Pージメチノレアミ

ノベンズアノレデヒドによる呈色が鋭敏度高くl)~最も一

般的であると忠われる。サッカリンの検出には 0.2'"'-'

0.5% AgN03 溶液i噴霧ののち 10%K2Cr207溶液を

噴霧ずることにより，赤褐色の地に白いスポットとし

て認められる(検出限度 0.5%サッカリン溶液n向〉。

3. 甘味料の薄層クロマトグラ 7ィー

TLC法としては竹下らのポリアミド薄層を用い，

ベンゼン@酢酸ェチル@ギ般混合溶媒による展開3)に

より満足な分離が行なわれた(発色はuv照射ならび

にMR， BCG混合指示薬による〉。市販ポリアミド

薄層(蛍光剤含有のもの〉も使用に便利であった(サ

ッカリンおよびズルチンの検出〉。上記混合指示薬に

よる場合，放置するかアンモニアにさらして地色を淡

緑色程度にすると識別しやすかった。なお前記のよう

にオーラミン溶液を噴霧したのちuv下で観察すれば

三者の位置を確認することができた。

シリカゲル薄層では Korbelak2
) らの示す展開溶媒

は長時間を要する等ポリアミド、薄層に比し不利があっ

たの

以上を要約すると甘味料の検出法としてはペーパー

クロマトグラフィーまたはポリアミド薄j曹によるのが

便利であり，ペーパークロマトグラフィーによるとき

のサイクラミン酸の発色(またはスポットテストとし

て〉は N02酸化ののち BaS04としてテトラヒドロ

キシキノンまたはロジゾン酸による方法が， この報告

に記載した諸点に留意すればきわめて有効である事，

( 91 ) 



その他の甘味料の発色剤一ペーパーならびにポリアミ

ド蒋:層上の三者の確認、法ーとしては 2-1にあげた蛍

光剤による法，とくにオ{ラミン溶液の噴霧が有効で

あることを確かめた。

本実験は当所医薬品部石田温子技師，宮武ノリヱ

技師，渋谷保健所嶋田由美技師の協力によるもので

ある。

( 92 ) 
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有害性元素に関する衛生化学的研究(第1報)

紫外部吸収によるセレンの微量定量法
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HYGIENIC CHEMICAL STUDIES ON HARMFUL ELEMENTS. 1. 

MICRODETERMINATION OF SELENIUM BY ULTRAVIOLET 

ABSORPTION SPECTROPHOTOMETRY. 

Tetsuya TOTANI， Hirofumi HARADA 

Teruo KAN and Sukeji SUZUKI 

くDepartmentof Cosmetic & Medical Goods， Tokyo Metropolitan Research Laboratory 

of Public Health) 

CReceived July 20， 1970) 

Suml11ary 

1t has been lmown that toxicity of selenium is relatively higher than that of arsenic . 

.on the other hand， i t is not a easy task to determine seleniul11 in sample materials because 

.Qf the influence of interfering substances. For the purpose of achieving a method for 

the deterl11ination of a small amounts of selenium， a l110difiecl spectrophotometric 

method based 0ロ theuse of O-phenylenecliamine as reagent was examinecl. 1n this 

paper， the practica1 modified method ancl its applicability to the analysis of selenium 

contained in cosmetics， drugs and foods are clescribed. 

This method is summari尻町ias follovvs : 

1) The sample l11aterials were cligestecl with nitric and sulfuric acid， while the 

selenous acid 10ss by volantilization was preventecl by absorbing into 15% aqueous 

ammonia. After the pH of digestecl solution hacl been adjustecl to 2. 5， the selenous 

acicl obtained was recluced to the elementary selenium by using ascorbic acicl as reducing 

agent. The elementary selenium was extractecl with carbon disulfide， followecl by 

the evaporation. The residues obtained was then dissolved by aqua regia as test 

solution. By this operation， various interfering materials on cleterming selenium coulcl 

be removed. 

2) As for the preparation of sulfur or flowers of sulfur， the samples were dissolvecl 

into carbon clisulficle， and the selenium containecl was clirectly extractecl with aqua 

regia without using Marvin's apparatus. 

3) For tbe quantitative measurment of seleniul11， o-phenylenecliamine methocl has 

ネ東京都立衛生研究所化粧療品部
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been modified. The time requirec1 for the methoc1 was shorten to 10 minutes by 

heating at 600 in water bath， while original method requirec1 2 hours at room 

tempera ture. 

4) Practically， the methoc1 establishec1 hac1 worked well， when it ¥vas appliec1 on 

cosmetics， drugs or foods. 

緒言

セレンはイオウと同族の35番目の非金属元素であり，

半導体として整流素子，電子写真用感光材料，ガラス

の着色斉1]，ゴムの加硫剤，殺菌剤および融媒等に多く

の用途を有し，その需要も年々増加の傾向にある。し

かしその毒性はヒ素化合物よりも数倍強く，古く米

国においてセレンを高濃度に含む牧草を飼料とした家

畜の疾病として知られている。 Beath1
)，2) らによって

セレンを含有する土壌中からセレンを吸収する植物の

分布が明らかにされ， Franke3
) と Robinson4

) はこ

れらの穀草を食餌として与える動物実験で、毒性の発現

を言志めている。さらに， Smith， Frankeおよび West

falP)はヒトにおいても， セレンを含有する穀類を摂

取することによって，セレン中毒症になる可能性を認

めている。最近 West6
)はタバコ巻紙中のセレンの有

害性について述べているが，米国製の巻紙中には，セ

レンとして 10ppm以上，タバコの葉そのものには 2-

4 ppm， 2種類のソ速製のタバコでは巻紙に 6.8ppm，

6.4ppmで， タバコの葉には O.8ppm， 1. 4ppm含有

し，これがタバコの有害性の要因になっていると報告

している。したがって，著者らはセレン含有量の衛生

化学的意義が大きいものと考え，化粧品原料をはじめ

医薬品，食品中のセレン量を測定することを目的とし

て種々検討した。

セレンの定量法には，重量法，容量:法，ポーラログ

ラフ法，涼子吸光法などがあるが感度が{尽く，微量セ

レンの定量には適用しがたく，著者らも交流ポ{ラロ

グラフ法により検討-したところ，定量に用いられるよ

うな短形波を得ることができず，また，原子吸光法で

も検出感度が低く，著者らの目的にそわなかった。セ

レンの比色定量法としては Cheng7
) らが確立した

3，3'-ジアミノベンチジンを用いるものが最も一般的

である。セレシ(!V)が本試薬と反応しピアセレノーノレ

を生成し， これをトルエンで抽出する方法で， わが

国の J1 S 8) にも採用されている。鈴木9) らは本法に

よって尿や野菜などの天然食品中のセレンを測定し

ている。また， 村上10)，11) らは 1，8ージアミノナフタ

レンによって 3，3'ージアミノベンチジンと同程度の精

度で定量できることを明らかにし硫酸中のセレンを

定量している。著者らはセレン(N)にヒドラジノベン

ゼンスノレホン酸を用いてジアゾニウム塩を生成させ，

αーナフチルアミンとカップリングさせて発色させる

Kirk brightの方法12)を追試したところ，感度はよい

が放置時間とともにブランクの呈色も強く，再現性に

とぼしいことがわかり定量の目的にそわなかった。そ

こで3，3'-ジアミノベンチジン法を検討したところ，

過塩素酸，シュウ酸，クエン酸アンモニウム塩などの陰

イオンの共存によって発色が抑制され，また，多量の

硫酸の存在でも著しい感度の低下をまねき食品などの

実際試料に適用するにいたらなかった。次に比較的陰

イオンの影響をうけにくい Oーブェニレンジアミンに

よる定量法ωを検討した。その結果，単体に還元した

セレンを二硫化炭素を用いて定量的に分離，抽出し，

oーブェニレンジアミン法におけるピアセレノ{ル生成

反応を促進させ，比較的短時間にセレンを測定できる

ことを見出した。実際試料として局方の精製イオウ中

からかなり多量のセレンが検出され，若干の知見が得

られたので報告する。

実験材料

1.試薬

0ーブェニレンジアミン溶液:0ーブェニレンジア

ミン@塩酸塩， 0.2%水溶液， 冷所に 2 3日間保存

できる。

セレン標準溶液:Se02 1. 4053 g を水にとかして

1000mlとする。 (1ml中 Se1. OOmg含有)1 ml中

Se 1μgは用時調整するの

EDTA溶液:O.lM水溶液

尿素溶液:0.4M水溶液

王水:塩酸3容量に硝酸 1容量を加える。用持調製

する。

( 94 ) 

2. 装置

分光光度計:島津製作所製自記充電分光光度計，

SV-50AL型(リニアタイプ〉

pHメータ:Beckman Expandoma tic pHメータ

実験方法

1. 0ーフェニレンジアミン法の検討とその改良

1. 1 フェニレンジアミン法の検討

試料溶液を 100mlピーカーにとり， 0.4M尿素溶液



Fig. 1 Absorption Spectra and 

Calibration Curves of Se 
by o-Pllenylenediamine 
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A : 20pg of Se in 5 ml of toluene 
B : 20μg of Se in 10ml of toluene 
-0-: standing for 2 hrs. (toluene， 5 ml) 
一×一:he在tingfor 10min. at 60' (toluene， 5 ml) 

一口 : st'anding for 2 hrs. (toluene， 10ml) 

2 mlを加え800以上で 1分間加熱する。冷後，アンモ

ニア水で中和し O.lMEDTA溶液 2mlを加えギ酸

で pHを1.5-2. 5に調整してから，全量を水で約

50mlとする。さらrCO.2% 0 フェニレンジアミン溶

液 2mlを加え，室温で 2時開放置する。分液漏斗に

溶液をとり， トノレエン 10mlを正確に加えて 30秒間振

りまぜ， トノレエン層を分取後 335mμ の吸光度を測定

し，同様の操作による検量線から含有量を測定する。

上記操作方法によって Se5， 10， 15， 20μgの検量

線をi食討ーしたところ，直線性のある検量線を得ること

ができたのでOーブェニレ γジアミンによるセレンの

定量法にかなり信頼度の高いことを知った。 (Fig.1 ) 

1. 2 抽出溶媒

上記操作法では抽出時の溶媒にトノレェンを用いてい

るが溶媒による抽出率の差があると思われるので，四

塩化炭素，クロロホルム，ベンゼγ，クロロベンゼン，

今シレンの各溶媒について 2時間放置による Se20μg 

の吸光度を比較したところでは特に大きな差を示す溶

媒はなかったので上記のトノレェン溶媒により抽出する

ことにしfこ。

また感度を高くする目的からトルェンの量 10mlを

半分の 5mlにかえ， Se 5， 10， 15， 20μgについて

測定したところ， Fig.lに示す検量線を得ることがで

き7こ。

1. 3 障害イオン

測定時に妨害となるイオンについて桐栄らもセレン

15μgの添加から吸光度によって比較している。 Zn2+，

K七 Ni2+，1vIn2+， 1vIg2十， Pb2+， Cu2+， C02+， Cr3ヘ
Cd2+， Ba2+， AS3+， Sb3+， NI-L1+， AJ3+， S042一，Cl-， 

N03一，P043ーなどの各イオンについては一般に測定

値には影響をあたえないが， NO-， 1一， Fe3十， Sn4十

が障害する。そこで NOーについては尿素と加熱処理

することで除くことができ o フェニレンジアミン

の分解が起らなくなる。 3価の鉄イオンはEDTAの

添加により， ピアセレノール生成への障害が減少され

る。

ピアセレノ{ルの生成反応を次に示す。

NH2 

〆"'-./〆"'-./N'¥，
I ji + H2Se03一→ I ji Se十 3H20

'¥/"'-."TTT '¥/"'-.N〆
NH2 

1. 4 ピアセレノール生成条件の検討

一般にピアセレノール生成は Oーブェニレンジアミ

γとセレン(!Y)との結合と解離が同時に起るため室温

で2時間も長い時開放置しておく必要があるとされて

いる。そこで生成反応を促進させる目的で加熱時間

を 5，10， 15， 20， 30分間での温度 500，600， 800 に

ついて，吸光度を比較した。

Fig. 2 Effect of Time of Heating and 
Temperature on Maximum For-

mation of Piaselenol 

10 15 20 25 
Time (min) 

S巴， 10μg; Wavelength， 335mμ -0_500

; 一)<-600
; -ご一800

Fig.2に示すように加熱処理すると室温放置より吸

光度が増し， 0ーフェニレンジアミンとセレンの反応

が促進されているの 800では時間が長くなるに従って，

吸光度も増加するが最大吸収値のシフトも平行して増

大する。そこで2時間放置したi良光度と比較的近い値

を示し，加熱時間による変化の少ない 600，10分間で

操作することにしたの

Se 5， 10， 15， 20μgについてトノレエン層 5mlでの

600 10分間加熱と室温で2時間放置する方法について

( 95 ) 



Chart. 1 Preparation of Test SoIution for Selenium 

よ 15% NH40H， 20ml 

O2 

cf， SuIfur 

Marvin's apparatus. 

問時に比較したところ，両者の検量線 (Fig.1 )の平

均値において 600，10分間加熱処理した条件では 2時

間放置した場合に比して 5%の減少として得られた。

そこで今回は 2時間放置を 600，10分間加熱する処

理で定量することにした。

2. 0ーフェニレンジアミン改良法による試料中の

セレン定量への適用

試料の乾式灰化はセレンの揮散性のため実施するこ

とができず，もっぱら，湿式灰化により処理した。鈴

木9) らはケ{ルダールフラスコの上端を還流冷却させ

て，車セレン酸の揮散を防いでいるが多量の試料を処

理することができなし、。著者らは食品などの試料につ

いては10g 以上の処理を意図したため， Chart.1のよ

うな装置を作り，揮散してくる亜セレン酸を捕捉する

と同時に液を濃縮することによって，試料の分解を促

進させた。

2. 1 試料の灰化処理

1 g以下の試料:フケトリシャンプーのように 1-

2.5%のニ硫化セレンを含む製剤は試料採取量が0.1g 

でも定量可能なるため， Chart. 1の(A)のようにケー

ルダーノレプラスコによって硫硝酸湿式灰化をおこな

い，直接， 0 フェニレンジアミン改良法により定量

したの

10g以上の試料:含有するセレンが微量である場合

には多量の試料を処理する必要があり，また，硫硝酸

灰化の際に亜セレン酸をl坊ぐ目的で Chat.1に示す装

置のように，アンモニア水 (20，20， 20ml)に通気し

Sampl巴

(十)(? ) ( Q )

Drugs General Samples Sulfur 

0.1ト-1g 1叩0ト-50g 2 -5 g 

di泡E伊Je白JsJιl
(H2

旨O4.HN03
) 十Asc∞Oωr七bicacid (1 %) 

寸
CS 2， 20， 10ml 

，--------extract. 

evap…|  
十Aquaregia 1 ml direct 

十日;010ml eqmt. 
(Aqua regia 5 ml) 

十日2020ml

Determination 

時て捕集しアスピレ{ターに連結しながらおこなったo

2. 2 二硫化炭素によるセレンの抽出法

10g以上の試料の試験溶液の調整にあたっては液量

が多くなり濃縮に時間がかかり，障害イオンとの分離

操作が必要になる。そこで硫硝酸灰化したのち，アス

コノレピン酸で還元Llii体セレンとしこれを二硫化炭

素で抽出することを試みた。

アスコノレピン酸還元におけーる pHとその濃度の検討

: Se 20f1gをとり，液の pHを変化させて， 1%アス

コルビン酸含有量の条件で5分開放置してから，二

硫化炭素で拙出したときの回収率を求めたところ，

Fig.3に示すように pH3.0以下であればほとんど定

Fig. 3 Effect of Amount of Ascorbic 

acid and pH on Recovery of 

Se by CS2-Extl'action蹴ethod

/
 

/
 

A

U

A

U

n

U

ハU

A

U

0

0

4

告

の

必

-
U〕

、、、

、、、

F
h
u
 

、、、

の
LU

H
 

P
 

ー
ト

l
「

i

r

j

「

n

U

A

U

ハ
U

n

U

A

u

n

U

O

D

ι

U

4

4

n

L

 

Y
E
-晶

ヘ
ヘ
ヅ
一
J
h
'
H
U

〉。
U
U
M同

3 4 5 6 
pH 

Se，20μg; 1 % ascorbic acid; 
reduction time， 5min. 

0.10.5 1 2 

concentration of 
ascorbic acid (%) 

Se，20μg; pH2.5 

( 96 ) 



Table. 1 Effect of Diverse Ions by CS2-Extraction Method 

Ions Amounts 
Absorbance added(mg) 

Fe 10 O. 795 

10 O. 788 

Cu 10 O. 750 

10 O. 780 

Mo 10 O. 780 

10 O. 725 

W 10 0.261 

10 0.157 

Te 0.598 

0.555 

HN03 10 0.695 

10 0.688 

Se added. 20μg 

量的に反応することを認めた。また， pH2.5において

アスコノレピン酸量を変化させてみたところ， 0.5%以

上の濃度ならば 5分以内に同じく定量的に反応するこ

とがわかった。

アスコルピン酸還元一二硫化炭素抽出法における障

害イオンの検討:Se 20μgに対し各イオンを加えて，倹

討したところ， Table.1に示すように鉄，銅，モリブ

デンの 500f音量の添加で誤差平均が 5%以下であり，

ほとんど影響しないと考えられる。しかしタングス

テン，テルルは著しいマイナスの影響が認められた。

試験溶液の調整にあたって， Chart. 1の(B)のよう

に一般の試料は灰化したのち，分解液をmIセレン酸の

捕捉に用いたアンモニア水およびギ酸で中和して，

pH2.5に調整しアスコルビン酸を 196濃度になるよ

うに加えて 5分間放置する。次に，還元して得た単体

セレソを二硫化炭素 20ml， 10m!で抽出し，二硫化炭

素層を分取し，温風で蒸発乾回する。これに王水 1m! 

を加えて溶し，加水して試験溶液とした。

特にイオウ，湯の華等の試料については Chart.1の

(C)のように，二硫化炭素 30m!を直接加えて溶か

し，さらに， 玉水 5m!を加えて強振し水 20m!で希

釈する。水層を分取して四塩化炭素 20mlで洗浄した

のち，水層を試験溶液とする。

2. 3 0ーフェニレンジアミン改良法によるセレソ

の定量法

試験溶液 (Seとして 1-20μg)を 100mlピ{カー

にとり，これに発泡がなくなるまで尿素を加え，アン

モニア水で中和してから， O.lM EDTA溶液 5ml

を加えるO ギ酸で pHを1.5-2. 5に調整し， 加水し

Se found Recovery Error 
〈μg) く%) (μg) 

20.5 102.5 + 2.5 
20.3 101. 3 十1.3

19.4 97.0 3.0 

20.0 100.0 。
20.0 100.0 。
18.3 91. 3 - 8.7 

6. 7 33.3 -66.7 

4.0 20.0 -80.0 

15.5 77.5 -22.5 

14.3 71. 7 -28.3 

17.8 89.2 -10.8 

17.7 88.8 -11. 2 

て全量を約 50mlとする。さらに， 0.2% 0ーブェニ

レンジアミン溶液 2mlを加え， 600 水浴上で 10分間

加温する。冷後， 100m!分液漏斗にとり， トノレエン

5 m!を正確に加えて， 30秒間強振する。トルエン層

を分取し，層長10mmのセルを用い， トルエンを対照

にして 335mμ における吸光度を測定する。同様に操

作して作成した検量線より含有量を求めるo

結果および考察

以上の方法により，フケトリシャンプー，イオウ，

湯の華および食品(試料採取量0.5-10g)等を Chart.

1に示す (A)，(B)， (C)の方法に従って処理し，

o フェニレンジアミ γ改良法により，実際試料中の

セレンの測定をおこなった結果を Table.2に示す。

フケトリシャンプーの類については二硫化セレ γ

(1. 0-2. 5%)を含有する製剤についておこなったも

ので表示量に対して92-96%の測定値を得た。日局の

精製イオウ中のセレン含有量は O.02-3. 4ppm， 昇華

イオウが 2.8-5. 8ppm，沈降イオウ1.7-12. Oppm， 

また，揚の:f!jftが 0.23…1.1ppmであった。少数例であ

るが食品についておこなったところ， O. 05-0. 5ppm 

のセレンを認めた。一般に主食に 5ppm以上，牛乳や

飲料水中に 0.5ppm以上のセレンが含まれると人畜に

有害な影響があるといわれている1410 今回は最高 0.5

ppmであった。しかし，イオウ類には 5ppm以上のも

のが若干認められたの

イオウ中の金属の定量に際しての前処理は Chart.1

に示すようなイオウを酸素気流中でJ燃焼させてから捕

捉する Marvinの装置が一般に用いられている。著者

らの二硫化炭素抽出法によれば簡易に処理することが
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Table 2 Determination of Se in Various Samples 

Samp1e 

1 Shampoo a 

2 Shampoo b 

3 J. P. Su1fur Purificatum a 

4 J. P. Sulfur Purificatum b 

5 J. P. Sulfur Purificatum C 

6 J. P. Sulfur Sub1imatum a 

7 J. P. Sulfur Sublimatum b 

8 J. P. Sulfur Sublimatum C 

9 J. P. Sulfur Praecipitatum a 

10 ]. P. Sulfur Praecipitatum b 

11 ]. P. Su1fur Praecipitatum C 

12 J. P. Sulfur Praecipitatum d 

13 F10wers of Sulfur， Fukushima 

14 F10wers of Sulfur， Kusatsu a 

15 F10wers of Sulfur， Kusatsu b 

16 Hair 

17 Oyster 

18 Shirasu 

19 Shrimp (Koe bi) 

20 Dry 1¥在i1k

21 Rice 

できた。しかし，二硫化炭素を直接玉水処理した場

合，二硫化炭素を蒸留，あるいは過マンガン酸カリウ

ム処理で精製しても空試験の吸光度が O.1前後に上昇ー

する。これは玉水によって，二硫化炭素が分解しそ

の分解産物が0ーフェニレンジアミンと反応すること

によると考えられるが原因を明らかにするに至らなか

った。

結 論

セレンはヒ素よりも数倍強い毒性を有するので，衛

生化学的意義が大きいものと考え，主として化粧品原

料をはじめ，医薬品，食品中のセレン含有最を測定し

た。

実際試料の前処理は硫硝般による湿式灰化ののち，

i夜性を pH2.5に調整し， アスコノレピン酸還元により

単体セレンとする。これを二硫化炭素を用いて抽出す

ることによって，多量の分解液中の障害物質から分離，

濃縮ができた。

特にイオウ，湯の華のような試料ーでは直接ニ硫化炭

素に溶かし，王水処理することによって特殊な装置を

必要としないでセレンを抽出することが可能であっ

f-:..。
定量法としてはO フェニレンジアミンを用いる方

|山nt l T tli  Se found 
of S(agm〉ple soizimAbsorbance (ppm) 

0.1 A 0.415 5250.0 

0.1 A 0.505 12700.0 

2. 5 C 0.321 3.4 

5.0 C 0.010 0.02 

5.0 C 0.220 2.3 

2.5 C 0.539 5.8 

5.0 C 0.477 5.1 

5.0 C 0.268 2.8 

5.0 C 0.215 2.3 

2.5 C 1.135 12.0 

5.0 C 0.300 3.2 

5.0 C 0.160 1.7 

5.0 C 0.140 O. 7 

5.0 C 0.178 0.9 

5.0 B 0.220 1.1 

10.0 B 0.090 0.23 

10.0 B 0.020 

10.0 B 0.130 0.34 

10.0 B 0.185 0.48 

10.0 B 0.097 0.25 

10.0 B 0.110 0.29 

法について検討し加熱処理 (600，10分間〉するこ

とによって，定量的にピアセレノ{ルが生成すること

を見い出し，本法の欠点である測定時間を短縮するこ

とがで、き7こ。

実際試料中のセレン含有量を測定したところ，イオ

ウ中にO.02-12. Oppm，湯の華ではO.23-1. 1 ppmで

あり， 5ppm 以上のセレンが認められたが食品中には

新鮮重量当りにして 5ppm以上のものはなく， すべ

て0.5ppm以下であった。

( 98 ) 

本研究は日本薬学会第89年会 (1964)名古屋におい

て発表したの

参考文献

1) O. A. Beath， J. H. Draize， H. F. Eppson， 

C. S. Gi1bert， D. C. McCreary: J. Am. 

pharm. Assoc.， 23， 94 (1934) 

2) O. A. Beath， J. H. Draize， C. S. Gi1bert : 

¥Vyoming Agric. Exper. sta. Bu11.， 200， 1 

(1934) 

3) K. W. Franke : ]. Nutrition， 8， 597 (1934) 

4) W. O. Robinson : J. Ass. Off. Agr. Chem.， 

16， 423 (1933) 

5) Smith， Franke， Westfall : Pub. Hea1th Rep.， 



51， 1496 (1936) 

6) 'lv. West : Chem. & Eng. Newes， 29， 12， 

(1967) 

7) K. L. Cheng : Anal. Chem.， 28， 1738 (1956) 

8) J 1 S 1306-1966 (昭41)

9) 鈴木幸夫，西山敬太郎，松家豊，桑井茂:Shi-

koku Acta Med.， 11， 77 (1957) 

10) 村上徹朗，石井栄普:工業化学雑誌， 66， 110 

( 99 ) 

(1963) 

11) 村上徹朗:Ibid，' 68， 1864 (1965) 

12) G. F. Kirkbright， John H. YOE : Anal. 

Chem.， 35， 808 (1963) 

13) H. Arioshi， K. Toei， M. Kiniwa : Talanta， 

5， 122 (1960) 

14) S. F. Trelease， O. A. Beath : Selenium， 

Published by the authors， New York，1949. 



多量の Fe(111)共存下における鉛の定量法
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Summary 

A simple and practical method for determining lead in samples containec1 large 

amounts of iron such as iron oxide or blooc1 has been developed. 

The interference which Fe3+ ion offer in the determination of lead is prevented by 

rec1ucing to Fe2+ ion. 1n the presel1t official method(dithizone method)， a considerable 

quantity of potassium cyanide and sodium sulfite are ac1ded， furthermore， it is requirec1 

to warm in order to rec1uce Fe3+ ion. 1n this stuc1y， it was founc1 that Fe3+ ion could 

be immec1iately rec1ucec1 to Fe2+ ion by using ascorbic acic1 at room temperature. 

There were no significant differences of lead recovery between the ascorbic acic1 

methoc1 anc1 the official method in iron oxic1e adc1ec1 leacl from a comparison of both 

methoc1s. By the application of the ascorbic acic1 methoc1 to determining lead in 42 

kinds of iron oxic1es which are on the market， the leac1 content was from 5 to 445ppm. 

This methocl can be appliecl availably to the c1etermination of lead in routine work 

ancl can be aclapted sufficiently to atomic-absorption spectrophotometric method with 

clithizone-M1BK extraction for determining leac1. 

緒 言 定量する場合などは，その障害が著明で試験法も第2

鉄イオンの除去が主眼とされているのまた血液中の鉛一

測定においても第2鉄イオンの障害は無視できない。

たとえば吸光度法はシアンイオンで鉄イオンをいんぺ

いしジチゾンによって鉛を抽出してその吸光度を測i

定することにより定量するのであるが，第2鉄イオン

は酸化性の強いフェリシアンイオンとなり，ジチゾン

を酸化して黄色のジフェニノレチオカノレボジアゾγを生

鉛の徴量定量法には吸光度法1)，2)， 原子l良光法3) ポ

{ラログラフ法4)等があげられるが，いず、れも第 2鉄

イオンの共存はその酸化性のため，しばしば障害され

ることが認められる。特に食品添加物あるいは化粧品

原料としてその使用が認められている酸化鉄中の鉛を

*東京都立衛生研究所化粧療品部
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成し，鉛の抽出あるいは吸光度測定を妨害する。また

ポ{ラログラフ法においても第2鉄イオンの半波電位

は支持電解質INHCl.INKCl(1十1)で+0.51V附近に

あり鉛の測定に大きな障害となる 5)。 この第2鉄イオ

ンの障害を除くには原理的につぎの 2つの方法が知ら

れている。第 1は鉄イオソと鉛イオンとを溶媒抽出法

によって分離する方法，第2は還元斉Jjを用いて第2鉄

イオンを第 1鉄イオンに還元し，共存した状態で定量

する方法である。溶媒による鉄イオンの分離法として

は試料溶液を 6N塩酸酸性としたのち，メチルイソブ

チルケトン(l'v11BK)等の有機溶媒を用いて鉄イオ

ンのみを抽出除去する方法があり，その残液について

ポーラログラフ法6) により鉛の定量を行なっている報

告等がみられるが，多量の鉄イオンが含有されている

場合，これを溶媒によって完全に除去することは定量

を目的とする鉛が血液などのように比較的微量である

ときには非常に困難である。また松本7) らは多量の鉄

が共存する場合の鉛の定量法としてトリェタノールア

ミンを鉄のいんぺい剤に用い，鉛をジチゾン-MIBK

で抽出後原子|及光法によって定量を行なっているが，

本溶媒系での比色定量は不可能なことが認められた。

化粧品原料・基準8) による酸化鉄中の鉛定量法はジチゾ

ンによる吸光度法を採用しているが，鉄イオンの障害

を除くため，シアン化カリウム溶液を多量に加え，さ

らに亜硫酸ナトリウム溶液を加えて加熱することによ

勺マスキングを行なっている。この方法は多量のシア

ンイオンを添加して加熱することから，日常業務とし

て多数の検体を取り扱かう試験法としては適当でない

と思われる。そこで今回は種々の還元剤について検討

したところ，アスコノレピン酸は室温において速やかに

第2鉄イオンを還元し，鉄共存下における鉛の定量法

として満足すべき結果が得られたので報告するつ

実験の部

[ 1 J 還元剤の検討

1. 検液の調製と試薬

1) 酸化第2鉄溶液;

酸化第2鉄1.0gを 40mlの塩酸に加熱して溶か

し，水を加えて 100mlとして検液とする。この液

1 mlは約 5mgの鉄 (Fe3+として〉を含有する。

2) クエン酸ナトリウムー水酸化ナトリウム支持電

解質溶液;

クエン酸ナトリウム(特級)44gおよび水酸化ナ

トリウム(特級)2. 5 gを水に溶かし，全量を 300出 J

とする。

3) 還元剤

イ.塩酸ヒドロキシルアミン(特級〉

ロ.亜硫酸ナトリウム(特級〉

ハ.:t主酸ヒドラジン(特級〉

ニ.シュウ酸(特級〉

ホ.酒石酸(特級〉

へ.ボロハイドライトナトリウム (NaBH4)

ト. アスコノレピン酸

2. 実験方法

検液 15mlづつをピーカーにとり，イ~トまでの 7

種の還元剤をそれぞれ0.5g加えてよく振りまぜ、たの

ち，この液 1mlにクエン酸ナトリウムー水酸化ナト

リウム支持電解質液 5mlを加えー0.05"-'-0.4V間

のポ{ラログラムを柳本高感度ポーラログラフ装置

P 8-S型を用いて測定し，第2鉄イオンによる -0.26

Vの波高を求めたのまた還元剤を添加した液を水浴上

で5分， 15分， 30分間それぞれ加熱し悶様にポーラログ

ラムを測定した結果を Table.1に示した。 この表に

おいて第2鉄イオンの半波電位-0.26Vの波高を mm

で表わし，検出しないものは(一〉で示した。

3. 実験結果

Table.1にみられるようにボロハイドライトナトリ

ウム，シュウ酸および酒石酸では30分間加熱しでもほ

とんど第2鉄イオンの還元はおこらず，波高に変化が

みられないが，亜硫酸ナトリウムでは15分間以上の加

熱で，また塩酸ヒドロキシノレアミン，塩酸ヒドラジン

では 5分間以上の加熱で第 2鉄イオンは検出されてい

ない。しかしこれらはし、ずれも加熱処理を行なうこと

により還元されているのに反してアスコルビン酸は室

温で速やかに還元し第2鉄イオンは検出されていない

ことが認められ，本定量の目的に最も適していること

が明らかになったので今回はアスコルピン酸を還元剤

として使用した場合の第2鉄イオン共存下における鉛

定量法について検討することとした。

[ II J 測定条件の検討

1. 吸光度法(ジチゾンベンゼン法〉

現在，化粧品原料基準あるいは食品添加物公定書等

の鉛定量法はジチゾンによる吸光度法を採用してお

り，もっとも一般的な方法であることから，今回は主

にジチゾンベンゼン法について検討した。ジチゾンを

用いる鉛の定量法は一般につぎのように行なわれる。

すなわち検体にクエン酸アンモニウム溶液を加えるこ

とにより金属の水酸化物の沈殿生成を抑制しチモー

ルブ、ノレ{を指示薬として強アンモニア水を加えて pH

を9とする。この液にいんぺい剤としてシアン化カリ

ウム溶液および還元剤として亜硫酸ナトリウム溶液を

(102 ) 



Table. 1 Effect of Various Reducing Agents on Reduction 

of Ferric Ion by Polarography 

Iron Oxide 
Reducing Agents 

5mFge/3+ mJ 

|HHM  
0.5 g 20ml 

Hydrazine 2狂CI 0.5 g 20ml 

Sodium Sulfide 0.5 g 20ml 

Oxalic acid 0.5 g 20ml 

Tartaric acid 0.5 g 20ml 

Ascor bic acid 0.5g 20ml 

Sodi um Borohydride 0.5 g 20ml 

Fe3十，Wave Heigt (mm_' 

加えたのちジチゾンベンゼン液の一定量を加え強くふ

りまぜ，分離したのちベンゼン層をとり，ベンゼンj曹

に残存している過剰の未反応のジチゾンをシアン化カ

リウム溶液とふりまぜ、て除去し， 525mμ における吸

光度を測定して鉛の含有最を求める。しかしさきに述

べたように検液中に第2鉄イオンが共存する場合はジ

チゾンが酸化され 430mμ に最大吸収を有するジブェ

ニノレチオカノレボジアジンが生成し，ベンゼン層から除

去できず，ジチゾン鉛の吸光度に誤差を与える。さら

に鉄イオンが多いときはジチゾン鉛の生成を障害し，

検出不能となることが認められる。そこでさきに検討

してよい結果の得られた条件としてアスコルピン酸

O.5gを第2鉄イオンを含有する鉛準標液 15mlに加

え常法どおりジチゾンベンゼン法によって抽出操作を

行ない，ベγゼ、ン層について 430mμ と525mμの両者

の政光度を測定したところ， 430mμ には吸収が全く

みられず鉛の回収率も充分満足できることが認められ

アスコノレピン酸の添加は鉛の定量を障害しないことを

確認Ltこ。

2. アスコノレピン酸添加量の検討

試験溶液中にもっとも鉄イオンの含有量が多い試料

は酸化鉄であるが， この場合でも一般には 1ml中

5mg以下であることから，今回は 1ml中5mgの第

2鉄イオンを含有する液を調製して検液とし，この液

15ml中の鉄イオンを還元するのに要するアスコノレピ

ン酸の量について検討した。まず上記の検液 15mlに

鉛 5μg 添加しこれに 0.1~O. 7gのアスコノレピン酸

を段階的に加え，それぞれジチゾンベンゼン法によっ

て鉛の抽出を行ない， 430mμ と525mμ の吸光度を測

定した結果を Fig.1に示した。

この図からみらhるように 0.3gのアスコノレピン自主

添加でほとんど第 2鉄イオンは還元され， 0.4g以上

Omin 

228 

227 

239 

223 

225 

(一〉

236 

Heat by Water Bath 

5min 15min 30min 

(-) (一〉 (ー〉

(-) (-) (-) 

119 (一〉 (ー〉

215 221 219 

220 228 230 

(ー〉 (ー〉 (ー〉

230 231 230 

Fig. 1 Effect of Amount of Ascorbic 
Acid 

0.15 

〉

g-0.1 
0 
炉τ
0"' 

'" ロn 
cl> 

0.05 

Lead (5μg) 

』一一・トー四一』ー--0由一・ 525mf1 

¥ー「ム-x--4山

o 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 (g) 
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の添加によって完全に還元されており ，430mpの吸

光度は一定となり 525mμ の吸光度は最高値を示して

いる。このことから鉄75mgを含有する試験溶液に対

してアスコルピン酸の添加量は 0.4gでよいことが認

められた。

3. アスコルビン酸添加法による鉛の回収率

1 ml中5mgの第2鉄イオジ含有の液 15mlは0.4g

のアスコノレピン酸の添加によってその障害は完全に除

去できるが，さらに鉛の定量値に対する影響の有無を

検討するため同条件の鉄イオン含有の液 15mlに鉛を

2 ---...10μg添加し， アスコルピン酸 0.4gを用いるジ

チゾンベンゼン法によりその回収率を求めた結果を

Table.2に示す。この表でもわかるように鉛の回収率

は95-----99.3%と高い値を示し，よい結果が得られた。

4. 現行試験法との比較

今回検討したアスコルピン酸を用いる定量法は満足

できる方法であるが，この方法と現在公定法となって

いる化粧品原料基準に規定されている「ベンガラJお

よび「黄酸化鉄」の項の鉛試験法との比較について検

( 103) 



Table. 2 Recovery of Lead Added 
to Iron Oxide. 

Iron Oxide Lead 

Fe3+， 5mg/ml 

15ml 。 2.31 

15ml 2.0 4.21 95.0 

15ml 4.0 6.19 97.0 

15ml 6.0 8.18 97.8 

15ml 8.0 10.25 99.3 

15ml 10.0 12.19 98.8 

討したり化粧品原料基準の定量法は検液 25ml (試料

O.15gを含有〉にクエン酸アンモニウム溶液を加え，

さらにアンモニア水を加えて pHを9としたのち， 10 

76シアンイヒカリウム溶液 20mlと15%亜硫酸ナトリウ

ム溶液 20mlを添加する。この液を水浴上で 15分間加

熱し， {令後ジチゾンベンゼン 10mlを加えてふりま

ぜ、ベンゼン層を分取したのち，これを 1%シアン化カ

リウム溶液とふりまぜ、て過剰のジチゾンを除去し，

525mμ における吸光度を測定して別に作成した検量

線から鉛の含有量を求める方法で第2鉄イオンの還元

はシアンイオンと亜硫酸イオンを加えて加熱すること

によって:行なっている。そこで酸化鉄 1gを30mlの

塩酸に溶かし，水を加えて 100mlとした液 15mlづつ

をとり， それぞれ鉛を 2'"'-'8 flg添加したものについ

て公定法およびアスコルビン酸添加法の二つの方法に

よって鉛を定量すると同時に鉛無添加の場合の430mμ

における吸光度を測定した結果を Table.3に示す。

この表からアスコノレピン酸添加法も公定法も鉛の定量

値にはほとんど有意の差はみられないが，後者はまだ

わずかに第 2鉄イオンの残存があると思われるジブェ

ニルチオカノレボジアゾンの 430mμ における吸収が認

められる。以上の実験結果から公定法が多量のシア γ

イオンを加えて15分間加熱することに反し，アスコノレ

ピン酸添加法は少量のシアンイオン添加でよく，かつ

室温で迅速に鉛を定量できることから日常業務として

の第2鉄イオン共存下における鉛定量法として優れて

いると考えられる。

[IllJ アスコルピン酸を用いる鉛定量法(改良法〉

今回の実験においてアスコノレピン酸を添加すること

により第 2鉄イオンが存存する場合でも精度よく迅速

に微量の鉛を定量することができることを認めたので

現行の公定法(ジチゾン法〉を改良し，つぎの方法を

確立し三二酸化鉄および、血液中の微量鉛の定量を行な

っ?こ。

1.試薬

40%クェン酸アンモニウム溶液;

試薬特級のクエン酸アンモニウム40gに水を加えて

溶かし 100mlとする。

15%亜硫酸ナトリウム搭液;

試薬特級の亜硫酸ナトリウム15gfこ水を加えて溶か

L 100mlとする。

10%シアン化カリウム溶液;

試薬特級のシアン化カリウム10gに水を加えて溶か

し100mlとする。

以上の試薬溶液はジチゾンクロロホノレム溶液を用い

て不純物として含有している鉛を除去する巴

強アンモニア水;

試薬特級のものを用いる。

ジチゾンベンゼン溶液;

試薬特級ジチゾシ20mgをベンゼγに溶かし 1Liter 

とする。

アスコルピン酸;

日本薬局方のもの

Table. 3 Comparison of Ascorbic Acid Method and Standard Method 

for Determining Lead in Iron Oxide 

Ascorbic Acid Method 
Added (μg) 

Fou nd(pg) Recorery (%) 

。 1. 06 一
2.0 3.00 97.0 

4.0 4.97 97.8 

6.0 6.91 97.5 

8.0 8. 76 96.3 

430mμE 0.031 

Standard Method : J apanese Standard of Cosmetic 
Ingredients， The First Edition 

(104 ) 

Standard Method 

Found (μg) Recovery (%) 

1. 02 

2.94 95.8 

4.86 96.1 

6.71 94.9 

8. 70 96.0 

0.231 



2. 検液の調製

試料が有機物を含有する場合は硫@硝酸および過塩

素酸による湿式灰化法によって灰化したのち水を加え

て一定量に希釈し，鉄含有量が 1ml中 5mg以下と

する。また無機物〈たとえば酸化鉄〉の場合は 1gを

とり塩酸 20mlを加えて水浴上でほとんど蒸発乾悶し

たのち，残留物に希塩酸20mlを加え加熱して溶かし，

水 40mlを加えてi戸過するの残留物は希塩酸 5mlづ

っで3回洗い洗液は2戸液に合わせ水を加えて正確に

100mlとし試験溶液とする。

3. 定量操作

試験溶液 15mlを 100mlの分液ロートにとり，アス

コルピン酸 0.4gを加えて溶かし， 40%クエン酸アン

モニウム溶液 10mlおよびチモールフツレー指示薬 2滴

0.3 

出
にJ

502 
」
c 
m 
..0 
〈

0.1 

Fig. 2 Calibration Curve for Lead 

by Ascorbic Acid Method 

0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2 

Amount of Lead， flg/ml Benzen巴

を加え，液が青色を呈するまで強アンモニア水を加え

る。さらに 15%亜硫酸ナトリウム溶液 5mlおよび 10

%シアン化カリウム溶液 10mlを加えて振りまぜたの

ち，ジチゾンベンゼ、ン溶液 10mlを正確に加え， 振重量

器 (250回/:分〉を用いて 3分間振りまぜ、分離したのち

水層を除き，ベンゼン層に 1%シアン化カリウム溶液

20mlを加え 10秒間強く振遺したのち静置する。分離

後ベンゼン層を分取し 525mμ におけ』る吸光度を測定

する。別に鉛標準液を用いて同様に操作して得た検量

線 (Fig.2)から鉛の含有量を求める。

[ IVJ 改良法による市販酸化鉄中の鉛定量値

市販されている10種の黄酸化鉄および32種のベンガ

ラ計42種について改良法によって鉛の含有量を測定し

た結果を Table.4 (次頁参照、)に示す。化粧品原料

基準によって定められた酸化鉄中の鉛最は 40ppm以

下であるが，今回の試験でこの基準量をこえるものは

42品目中12品目あり，最高値は 445ppmであった。

Chart. 1 Quantitative Determination 
of Lead in Iron Oxide or 

Blood 

[VJ 改良法による血液中の鉛の定量

血液 1g中には鉄イオンが Fe3十として約 1g含有

されており，そのため鉛を定量する場合には当然障害

となって従来行なわれている定量法で、は正確な値を得

ることは困難であったため，改良法による血液中の鉛

の定量について検討したのまず回収率を求めるため保

存血液を充分に振りまぜ，均一の状態としたもの10g

を硫硝酸および過塩素酸による湿式灰化法によって分

解した。さらに同一血液10gに鉛を0.5，2， 5 pgを

それぞれ添加し，同様の操作で分解し，各々の分解液

に水 20mlを加えたのち改良法によって鉛の回収率を

求めた結果を Table.5に示した。ただしこの場合は

ジチゾγベンゼン溶液は 5mlを用いて行なった。また

比較する意味で、|可一試料に希硫酸を添加し乾式灰化法

により 4500 で約 7時間灰化しこれに希塩酸 10mlを

加え水浴上で乾固させたものに 0.4%のアスコルビン

酸を含有する 1N塩化カリウムー0.2N塩酸溶液 5ml

を加えて溶かした液について常法に従いポーラログラ

フ法により鉛を定量しその値を Table.5に示し

た。ここにみられるように改良法もポーラログラフ法

も大きな差はみられず，いずれもほぼ 100%近い回収

率を示しており，本改良法は血液中の鉛定量法として

も充分活用できることが認められた。

( 105) 

要結

鉛の定量法には吸光度法，原子吸光法，ポ{ラログ

ラフ法などがあるが，いずれの場合も第2鉄イオンの

共存は鉛の定量値に誤差を与えるのみでなく，ときに

は定量を不能とすることがある。そこで種々の還元剤

について検討した結果，アスコルピγ酸がもっとも優



Table. 4 Detel'minatIon of Lead in Iron Oxide on the Mal'ket 

No. hSfaamitpe les or Color Lead 
No. hS4aa mkpelr es or Color 

Lead 
r Name (ppm) Name (ppm) 

:MA-TK 。 445不 22 6-NB BW  23 

2 MA-Y-TK y. B W  10 23 O-TS BW  22 

3 NT-Y Y 92'1ミ 24 5-TS BW  23 

4 MAL-TK Y 12 25 2-TS BW  15 

5 YP-TS Y 13 26 BS-BY BW  82* 

6 MA-YO-TK Y 23 27 61-BY y. BW  40 

7 IO-Y-BY Y 155ネ 28 14-BY R. BW  106* 

8 TL-TP Y 14 29 18-BY V. BW  市 45'(.

9 TL-4-TP Y 5 N-BY BW  45ネ

10 TY-NT Y 39 31 MA-1-TK V. BW  20 

11 OR-NT y. BW  27 32 l'vIA-7-TK V. BW  7 

12 R-2-NT R. BW  45ネ 33 11一一TD R.BW 21 

13 IO-TS R. BW  28 34 12-TD R.BW 16 

14 6-TS I R. BW  11 35 13-TD R.BもV 25 

15 4-TS R.BW 14 36 14-TD I R. BW  105* 

16 2-TS R.BW 93不 37 17-TD V. BW  3L1r 

17 3“-TS R. BW  20 38 19-TD BK. BW  25 

18 1-NB R.BW 186ネ 39 32-TD R.BW 38 

19 3-NB R.BW 5 40 43-TD 33 

20 2-NB V. BW  22 41 50-TD 43'i< 

21 4-NB BW  21 42 11-FK R. Bii司f 14 

o : Orange， Y: Yellow， BW: Brown， R: Red， V: Violet， BK: Black，ネ:Lead contents 

over standard limits( 40ppm) of iron oxide. 

Table. 5 Comparison of Dithizone Benzene Method and Polal'ographic 

Method Using Ascorbic Acid fol' Detel'ming Lead in Blood 

Dithizone Benzene PolMareotghroad ph ic 
Blood Added Lead Method 
(g) 〈μg) Found Recovery Found Re (c%ov) e ry 

(μg) 

10 1.10 

10 
1.0 

2.04 

10 5.0 
6.10 

10 10.0 
11. 00 

れていることを見い出し， 75mgの第2鉄イオン含有

の試料溶液に O.4gのアスコノレピン酸添加によって室

温で迅速にその障害を除去できることが認められた。

そこで従来のジチゾン法を改良し，ア λ コノレピン酸を

用いる方法を確立し，これによって現行の多量のシア

ンイオンを加えて加熱する時間および危険性は除かれ，

日常業務として行なう鉄イオン共存下におけーる鉛試験

法として優れていると考えられる。

(106 ) 

(%) (μg) 

1. 06 

93.5 2. 12 106.0 

100.0 6.28 104.3 

98.6 10.9 98. 7 
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月経処理用タン ポン基準註解

間 十戊
山
γ 

一田

THE EXPLANATORY NOTE OF STANDARD 

OF MENSTRUAL TAMPON 

Shigekazu NISHIDA 

Department of Cosmetic & Medical Goods， Tokyo Metropolitan Research 

Laboratory of Public Health 

CReceived October 8， 1970) 

This article is expounded the content of Standard of Menstrual tampon which was 

informed by the notice No. 303 of the Japanese Ministry of Health and Vvelfare in 

Aug. 10. 1970. 

「月経処理用タンポン基準」は，薬事法第42条第2

項の規定に基づいて，昭和45年 8月10日付厚生省告示

第 303号で，告示された。

本基準の原案は，国立衛生試験所担当官ならびに筆

者らが作製したものであるが，中でもタ{ノレ色素なら

びにけい光増白剤等は，粘膜との接触，経皮吸収などに

よって発ガン性，催奇形等の障害を誘発するおそれも

多く，その衛生化学的意義は大きいと考えられる。そ

こで今回これらの事項を含めた基準各項設定の要冒な

らびに，試験の内容を御承知頂くため本稿を起した。

以下，基準本文(傍線部分〉を追いながら解説す

る。

i 定義

月経処理用タンポンとは，躍内に挿入して経血を吸

収処理する己とを閏的とするものをいう。(詰 1) 

(註 1) 月経処理用タンポン(以下タンポ γと略称

する〉は，薬事法第2条第4項に規定する医療用具で

ある。したがって医薬部外品であるパッド， ナプキ

ン，テックスと呼ばれる生理処理用品6) とは区別して

取扱われている。

タンポンは，盤内の経血を積極的に吸収して，これ

を処理するものである。辞典によれば， tamponは止

血栓であると記されているが，この場合は，吸収能を

もった吸収体と解すべきであろう。

*東京都立衛生研究所化粧療品部

E 構成

本品{土，吸収体とそれに結合するとり出し用コード

からなる。(註2) 

タンポンを挿入したまま忘れてしまい，陸

炎を起した例があった。挿入後一定時間経過したなら

ば，必ず取出さなければならないことが原則であるか

ら，とり出し用コードのような， とり出し部材の結合

が義務づけられている。

目 月経処理用タンポンの品質及び試験法

(1) 本品は，清浄で，刺激その他の有害作用がなく，

鋭利な角や突起物等による傷害作用がないの(註3)

(詮 3) 繊維類を強圧縮すると，木材のような，硬

度をもつものもできる。したがって，挿入具や吸収体

に，粘膜を傷つけるような，鋭い角や突起物があって

はならない。

(2) 本品i土，白色で，においはほとんどない。た

だし，とり出し用コードについてはこの限りでない。

(註 4)

(詰 4) 本品が清潔であることの目安として，白色

であることが規定されている。ただし，とり出し用コ

ードにっていは，使用時の事柄をも考慮して，着色し

たものを用いてもよし、。

(3) 本品l土異物を含まない4)5)0 (註 5) 

(話 5) 異物とは，主として製造管理，または，製

造環境の不良のため，付着，混入したものをいい，例

えば金属片，糞，長い糸くず，わらくず，砂，人毛，

(109 ) 



獣毛，昆虫， 1r11の汚点，その他明らかに製造上の不注

意や，環境の不良により付着したと思われるものの総

称である。

タンポンは，その用法ーから見て，特に粘膜を傷つけ

るような異物の混入があってはならなし、。製造過程

で，金属片やガラス片，あるいはその他の白い突起物

が混入した場合は，ただちに事故につながるおそれが

あろう。このような観点から，異物の検査は，特に厳

重に行なうべきである。

試料を包装からとり出し，外観を目視により観察し，

ついで試料をもみほごして拡げ，内部をしらべる。

(4) とり出し用コードの長さは80mm以上でなけれ

ほならない。(註 6)

(詮 6) i II構成Jにおし、て，とり出し用コードの

結合が義務づけられ，本項ではその長さを規制し，危

険防止策とされた。

市販品の，コ{ドの長さは， おおむね 85'""-'130mm 

である。

(5) 本品には，故材を用いてはならない。(註 7)

(詮 7) 故綿，故紙，その他の故材を使用すること

は，その製造所の環境不良を招いたり，異物混入のお

それがあるので禁じている。

(6) 本品について，次の試験を行なうとき，これに

適合する。

ア色繋4)5)6) (註 8)

本品を10倍量(重量〉の新たに煮沸し，冷却した水

[こ浸し，かき混ぜたのち，ろ過し，ろ液 10mlを内径

15盟問の試験管に入れ，上方より観察するとき，ほと

んど墨色しない。(註 9)

(話 8) 使用材料に，上りを白く見せるための青味

付けを禁止することと，とり出し用コ{ドに付けられ

た染料の溶出をチェックするため設けられた。

(詮 9) 浸出時間の規定がないが， 5分間以上必要

と思われる。

「ほとんど皐色しない。」とは， iイ 酸及びアルカ

リJの試験における各指示薬の変色点の判定に，影響

をおよぼさない程度を限度とする。

イ酸及びアルカリ 4)5)6) (話10)

アのろ液 10mlをとり，これに7ェノーJレフタレイ

ン試液2滴を加えるとき，紅白を卑しないのまた， 53IJ 

に同液 10mlをとり， ιれ!こメチルオレンジ試液 i滴

を加えるとき，赤色を星しない。(話11)

(註10) 材料の製造工程中に，使用した酸やアノレカ

リの残存をしらべる目的で設けられた。これらの残存

は，使用時に影響を与えるばかりではなく，繊維の劣

化を早め，経時変化の原因となる。

【壁1り フェノールフタレインの変色範聞は， pH 

(無色)8.3'""-'10.0 (紅色〉である。

メチノレオレンジの変色範聞は， pH (赤)3.1~4.4(だ

いだい寅〉である。

ウけい光1)2) 3) 4) 5)6) (詰12)

杢旦!空費堕空墜空哩埜堕射空室主登，一望L竺!t竺塾

又!土著じい汚染を疑わせるけい光を認めない。(話13)

(詮12) この試験は「ア」と同様の目的から，けい

光増白剤を使用して，純白を装うことを禁止したもの

であるのまた製造工程中に，機械油や，頭髪池等によ

る汚染，または製造上の欠かんがもたらす著しい汚染

を，紫外線照射によって認めるけい光によってしらべ

るものである。

(註13) 紫外線照射にあたり，はじめは，試料を原

型のまましらベ，さらに試料をもみほごして内部をし

らべる。とり出し用コ{ドに防水加工を施こしたもの

は，わずかにけい光を発するものがあるが，本試験で

追及するけい光増白剤でもなければ，汚染によるけい

光でもない。
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「著しいけい光j とは，次に記すけい光標準品より

強いけい光を発するものをいう。

。けい光標準品:化成品工業協会けい光増白剤標

品 (Colourindex No， FBA 24のスチノレベン系の遅

染型に属するけh い光増白剤)7mgを正確に量り， 500 

mlの褐色メスフラスコに入れ， 水で正確に標線まで

うすめる。本j容液は，しゃ光して保存する。この溶液

5 mlをとり，塩化ナトリウム O.lgを加え，水でうす

めて 50mlとし，この溶液中に，ろ紙(東洋ろ紙No，

51 8cm x 15cm)を時々反転しながら 1時間浸したの

ち，取り出し，ろ紙上で風乾する。

「著しい汚染を疑わせるけい光」とは，試料に，紫

外線を照射したとき発するけい光が，部分的にある程

度のひろがりをもつものをいう。

エ吸収速度11)(語14)

隠に示す肉厚均斉な試験管に， 20'""-'250のローダミ

ンB溶液 (0.01→100) 5mlを入れ，液面上 5mmの

高さから本品の先端部を下にして静かに落すとき，試

験管内の液を吸収し終るに要する時間I土， 14秒以内で

ある。ただし，測定i土3阻行い，その平均値を測定俸

とするの(話15)
(器14)1)2)3)4)5)6)7)日)10) 11) 各種衛生材料のうち， 吸

収材料ーとして用いられている脱脂綿，ガ{ゼの吸収能

測定法は，各国の薬局方，薬典に記載されている。こ

れらは，操作上のちがし、はあっても，いずれも水中に
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投じてその沈降速度を測定し，吸収能の尺度としてい匂

る。

また我国の生理二処理用品基準5JiJ表(昭和41年 5月24

日，厚生省告示第 285号〉には，日本薬局方「脱脂

'綿Jに準じた沈降速度の測定規定がある。

タンポンは，鹿内において，積極的に経血を吸収

しこれを処理することが，その目的であるから，上

記同様，吸収能を知ることが必要である。

タンポ γは，多くの場合，綿状繊維を圧縮しである

ため，薬局方や B.P. C (British phamaceutical co蝿

dex) 記載の吸収能測定法では，測定できない。また

これを用いることは不合理である。すなわち，素材的

性格をもっ脱脂綿や， レ{ヨ γ@ステ{フ。ル綿と， 2 

次加工した月経処理専用型態のタンポンとでは，機能

的に異なるからである。

また，タンポンは， 2種以上の素材の組合せから成

るものがあり，これらの素材を分別して，それぞれの

素材の吸収能力を測定することは，非常にむずかしい。

タンポンは 1個づつを使用することによって，そ

の目的を達するものであるから，各々のタンポン 1個

の特性性能を知るような試験法として採用された。

(詮15) 試験管は，自の高さよりやや高めに固定

し，吸収状態を下から観察すると，測定誤差が少い。

この測定法によったとき，次のような条(tl二をii15すタ

ンポンの吸収速度は速い。

( i ) 素材繊維が充分脱脂されているもの。

(ii) 素材繊維の倦縮度の高いもの。

(iii) 圧縮度の高いもの。

(iv) 重量，外径の大きいもの。

(v) 先端部が液に接触したとき，開花するように

膨潤する機構をもつもの。

基準値が14秒と定められたが，これは吸収体とし

て，最低の品質を確保するために設けられたものであ

るのこの数値の多少によってかならずしも品質の優劣

を見極めることはできない。

i汲収体の重量，圧縮状態，素材，構造，サイズ等の

条件が同一であれば，試験上の誤差は少し、。しかし，

これらの条件が常に一定ではないことと，測定上の誤

差を考癒して，測定は 3回行ない，その平均値を測定

値とするようきめられた。

タンポンの吸収能については，東京都立衛生研究所

年報20(1968)に詳細な報告があるので参照されたい。

オ吸収量10) (控16)

本品のコードの端を持ち，吸収体の先端から 20'"'-'

250の水中に浸せきし， 3分開放置後静かに引き上げ，

i分間つるしたまま放置したのち， 本品に倉まれた水

を圧出して，その重量を量るとき，吸水量は吸収体重

量の 6倍以上である。ただし測定は 3回行ない，そ

の平均値を測定値とする。

昭和45年10月6日付薬発第 863号で，厚生省薬務局

長より各都道府県知事に通知された新たな吸収量測定

法に関するものは次のとおりである。

月経処理用タンポン基準の mの(6)のオに定める吸収

量の重量を量る試験を行なうにあたっては，基準に定

める試験のほか，次の試験によっても差し支えないも

のであること。

「本品のコードの端を持ち，吸収体の先端から20'"'-'

250 の水中に浸せきし 3分開放置後，静かに引き上げ

1分間つるして滴下する水を除いたのち， そのまま重

量を量るとき，吸水量は吸収体重量の 6倍以上であ

るのただし測定i土3回行ない，その平均舗を測定傭

(註16)1)2)3)4)5)6)7) 日本薬局方「脱脂綿JU.S.P 

「脱脂綿」等には，一定容積，一定重量における吸水

量の測定規定があるのこれは，吸収材料としての，吸

水保持能力をしらべるものと解される。タンポンも同

様の機能を要求されるので，この項が設けられた。

(話17) 吸収量の測定法に，圧出して，その重量を

量る方法と，吸水さ、せた状態のまま量る方法がある

が，両者の測定値の差は著るしく，かつ前者における

測定胞のバラツキは大きし、。測定法は，昭和45年10月

6日付通知による方法が当を得ている。

水中に 3分開放置する 9)のは， 測定値のパラツキ

を少なくするためである。

水中より取り出す|怒に，吸水したタンポンが回転し

たり，静置中に回転すると，衝撃でl汲水量が減じるの

(111 ) 



で注意する必要がある。

吸水量測定値を絶対値で表わすとすれば，試料重量

の大きいものが，小さいものより大きいi直を示すの

で，生理処理用品基準(昭和41年 5月24日厚生省告示

第 285号)に準じ，吸水倍率で表わすこととなった。

カ脱落物質7)8) (話18)

高さ 23cm，内径 5cmのガラス円筒に水を入れ， ゴ

ムせんでふたをするりこのとき，上部空間の高さが

lcmになるように水量を調節し，標線を付けておく。

次にゴムせんの小径国の中央部に直径 1mmの鏑線を

U字型に埋め込み，これに本品のコードを結び，コー

ドの長さが5cmになるようにする。

ガラス門簡の標線まで40，，-，420の水を入れ，直ち!こ

試料とともにゴムせんでふたをする。常温で5分間放

置後，ガラス円筒の中央部を持ち，上下方向に静かに

2回転させ，10分間放置する。ゴムせんとともに本品

を静かに引き上げ，本品に含まれた液を庄出し円筒

内の液に合わせる。

円筒中の液を蒸発濃縮し，はかりびんに入れ， 1050 

でl阻量になるまで乾燥するとき，残留物の量i土 25mg

以下であるのただし吸収体の先端に潤滑剤を議布し

たものにあっては， 35mg; 以下である。同様の方法で

空試験を行ない補正する。(詰19)

o主18) 使用中，あるいは，取出し時に，繊維塊が

脱落したり，遊離する繊維が多くあっては困る。また

承認されない可溶性物質が多くあることも好ましくな

いので，併せてチェックすることになった。

タンポンの先端に潤滑剤の塗布が認められている

が， ~閏滑剤としては， Polyethylen Glycolのみ認め

ガラスP1筒

5 
23 

単位 cm

(112 ) 

られている。

Polyethylene Glycolの確認:薬局方Polyethylene

Glycol参照

5壁]12 1ガラス円筒の中央部を持ち，上下方向に

静かに 2回転させ，…・・・」に要する時間は，おおむね

10，，-，12秒である。

「本品に含まれた液をEE出L・h ・..Jには，次図のよ

うな，ガラス製庄出管を用いると便利である。

!正出官二

20 

単位 cm

キ強さ6) (話20)

吸収体の先端から 1/3の部分と，コードの端から15

型型空型分を留め金ではさみ，長軸方向に3kgの荷重

量塑主空主空工 1.分間些lpg 1':塑断しないの(詰型2
(註20) 路内よりタンポンを取り出すi擦に，コ{ド

が切断したり，吸収体と分離するようでは回るので，



強さの規定が設けられた。

(註21) 前図のような装置を用いて試験を行なう。

1.強さ 12)13) 

陸内よりタンポンを取り出す際に， どのくらいの力

を要するかは別問題として，市販タンポンの引張り強

さをしらべた。

測定方法ならびに成績は，つぎのとおりである。

測定方法

吸収体の先端から 1/3の部分を，引張り試験機の上

部チャックでっかみ，とり出し用コードは，のばし，

その端 15mmを下部チャックでっかむ。ついで25cm/

minの速さで引張り，切断時の荷重を測定した。

〔注〕 ヲ|張り試験機は，島津製作所製万能試験機S

Rll型を用い， Range; 100kg Perdivision; 0.2kg 

で行なった。

試験成績

試料名 A B C D E 

抗(k張g力〉
15.0 15.2 112.2 6. 7 5.8 
'""'-'18.5 '""'-'18.5 '""'-'18.4 '""'-'9.5 '""'-'9.4 

試料名 F G 1-I I J 

抗(k張g力〉 7.67.07.2 6.8 I 5.0 
'""'-'9.41 '""'-'8.41 '""'-'8. 6 '""'-'8.81 '""'-'7.2 

2. 挿入具

挿入兵とは，吸収体と一体となって使用されるもの

で，吸収体を内蔵しているか，または，吸収体と接続

して使用するものをいう。

挿入具には，押出し式挿入筒と，スティックと称す

る挿入俸がある。瞬間的に使用するものではあるが，

いずれも路内深く挿入されるものであるから，保健衛

生上の危害を生ずるものであってはならない。特に，

鋭利な角や，突起があってはならない。

手指の汚染を防ぐために，添付されている指サック

のようなものは，挿入具の範ちゅうには属さなし、。

挿入具に関する具体的な試験項目，試験法の規定は

ないが，本基準の(1)(2)(3)(5)および「アJrイJrウJの

各項に適合することが必要であろう。

また挿入11寺に折損，変曲するようでは， 機能的に

ら危険防止の面からも好ましくなし、。

3. 掃入具の強さ

入手し得た挿入具について，私案による方法で試験

した結果を報告する。

試料;紙製の挿入簡ならびにスティック

試料の処理;試料を標準温湿度状態 1類(温度19'""'-'

(113 ) 

210，湿度63'""'-'67%)に 24時間以上放置する。

測定方法;標準温漉度状態 1類よりとり出した試料

を，ただちに，つぎの方法によって試験する。

試料の両端部 1cmを，水平な支持台で支え支点問

中央に，外径 0.5cmの金属丸棒を産角に接触させ，こ

れに荷重を加えてゆき，折損した時の荷重を抗折力と

した。

押出し式挿入筒は，内筒と外筒をl~ffi し，それぞれに

ついて行なった。

試験成競

試 ~Sト 抗折力(1王g)

A 挿 入 j奉 1. 28 '""'-' 1. 36 

B 挿入筒(外筒〉 0.90 '""'-' 1. 02 

B // (内筒〉 0.82 '""'-' 1. 02 

C I! (外筒〉 1. 15 '""'-' 1. 21 

C 1/ (内筒〉 1. 80 '""'-' 1. 90 

D I! (外筒〉 2.70'""'-' 2.85 

D I! (内筒〉 2.70 '""'-' 2.80 

E :}市 入 1. 00 '""'-' 1. 30 
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Summary 

Relationship between meteological factors and quantities of air pollutants in Tokyo 

in 1968， were studiec1 by means of the correlation and factor analysis of the c1ata 

obtainecl at TokyアoNational Air Sampling Net Worl王 Station.

Results obtained are summarizec1 as follows : 

1) Each air pollutant showec1 specific patterns of their seasonal vicissitucle ancl each 

smog was consistecl of clifferent quantities of air pollutants. 

2) An arrangement ancl a grouping of air pollutants could be macle by the methocls 

of "the coefficiency of belonging" ancl ‘'the least squares'三 anc1the suitability anc1 

reliabiliti of the consequences were provecl by the methocl of canonical analysis. 

3) Accorcling to the consequences obtainecl through the analysis of canonical methocl， 

it is likely to be a few factors existec1 are concernecl in the formation of smogs. 

4) It was concluclecl that the S02' clust， CO ancl 03 values are necessarily appliecl 

for the inclicators of the air pollution. 

1.緒 さき
広耳

昭和41年7月間設東京大気汚染測定所が東京都立衛

生研究所構内に設置されて以来3年の月日が経過し

た。測定所内の諸計測器も次第に整備され，測定を担

当する著者らにとってもほぼ満足しうるデータ{が得

られるようになった。著者らはこの測定デ{夕{を管

本東京都立衛生研究所

村東大衛生学教室

料水東大中尾内科教室
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理規定にもとづいて，遅滞なく厚生省に報告している

のであるが，この測定データーのうちより特に昭和43

年度のみの気象要素，諸大気汚染物質相互間の関係に

ついて相関分析， I玉!子分析により群化配列を試みたの

で，その方法と解析結果を報告する。

2. 測定方法及びヂーター処理機能

測定データ{には，測定方法，測定器による特性が

明らかに現われるo 時には測定器の個人的操作の相違

によっても差異が起こってくる。従って，当測定所で

は国より示された管理規定を厳格に守ると同時に，自



表 1 測定機器棚要

測定項目|方 手℃ 原 3里 メーカー及び型式

W.V. プロペラ型発
風向風速信器 証言言語智大諸説t222i』?乙比例した l小笠原計器 A-57

TEMP 白金抵抗体 温度による抵抗変化を電圧変換し， mV表示する。 /1 11 

HUMI 毛 髪 中3二、 毛髪の湿そ度による伸縮表を示，底す流出力の差動トランスを動 1
かして の出力を mV る。

/1 /1 

S02 電 気伝導度!宅l哩i吉弘E主主'野 水会fこサンプルエア{を通 IBeckman K -78 
て のを度変換する。

N02 
光電池比色計|吸吸収収液液(ザ、ノレツマン試光薬電池)にサンフ。ノレエアーを通じて，

の発色度合を により濃度変換する。
// I三-75

NO /1 ;サンフ。ルエア{方を法過マンガン酸カリ溶液に通してNOdこ i

してNOzと同じ で行ーなう。
/1 I三一75

DUST 

OXIDANT 

CO 

H.C. 

散乱光方式 lム

光電池比色計

赤外線
吸収スベクトル

水素炎イオン化
検出法

~柴田化学器械工業
A型

Beckman K -78 

日立一堀場EIA-IA

柳本製作所
HCG-IOOO 

※ その他，当測定所にはデーター処理装置として，積分装置(東芝)，データーロガー(早川)，電動タイプ(沖〉

がある。

主的な管理規則に基づき，極めて客観的な維持管理に

努め，もし得られた測定値に少しでも疑念がもたれる

持はただちに破棄することにしている。

国設測定所の概要

1. 位置，構造

東京都新宿区百人町 4丁目 539番地

東京都立衛生研究所1詩内コンクリート 1階建

独立家屋

2. 測定項目 表 1のとおり

3. 測定方式向上

4. 原 理同上

5. 測定計器の型式 同上

6. 測定データ{の処理

各大気汚染物質濃度測定器はそれぞれの大気中の濃

度をそれぞれのレコーダーに①連続記録しており，こ

の連続記録用の電流は同時に積分計に導入され，積分

計は 1時間毎に導入電流の積分値をレコーダ{に送

り，連続記録紙の上に②記録する。また同じ値はロガ

ーを経由してタイパーに導入され③印字と，保存用穿

孔テ{プに記録されるの保存穿孔テープはタイパーに

かけると再び④印字することができる。
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図1 データー処理装置

印字@

穿孔テープ
再印字@

通常保存穿孔テープより再印字した値を使用するこ

とにしているが，以上 4つの測定値のうち，最も信頼

性の高いのは①レコーダ一連続記録値であり，ついで

②レコーダー上の積分値，④穿孔テ{プ再印字，③印

字である。常時われわれの目にみえる測定値は③印字

であるから③印字と，①レコーダ{ーとの連続記録値を

対照チェックして，誤差が FulIscaleの1%以下であ

れば④穿子しテープ再印字の測定値を使用することにし

ており，誤差 1%以上の時には連続記録紙より平均値



を計測し，測定値としている。このようにして，測定

値の誤印字による間違いを防止するように努めてい

る。

3. 大気汚染物質の年間の変動

43年度の気象要素と大気汚染物質の月平均値，最高

値，最低値，年平均値，最高値，最低値は表2の通り

である。

1年間の月平均大気汚染物質の増減比をみると，図

2の通りである。各汚染物質にそれぞれ特有の季節変

動が認められる。例えば二酸化硫黄 S02は夏と冬に山

があり，二酸化窒素 N02と酸化物 Oxidant(03) は

夏に高い山，一酸化窒素 NO，一酸化炭素 COと浮遊

粉じん Dustは冬に高い山がある。炭化水素狂Cは年

度後半に高い山があるが，この測定器は使用期間が短

いため，機械の精度が不安定なのではなし、かと考えら

れる年間変動である。

図-2のみでは大気汚染物質の相互関係が判然とし

ないので，それぞれの物質問の単相関係数を求めて，後

に述べる最小自乗法による配列を行ない，群化すれば

図-2下表のとおりとなり， S02， HC，Oxidantのそ

表 2 国設大気汚染観測所昭和43年度測定報告データー

東京測定所(新桔区〉

単位 w.V.......m/sec TEMP"，・・・・・・oc HUMI.....……・% S02……ppm NOz......ppm 

NO …… ppm DUST....・・mg/m3 OXIDANT"'ppm CO ……ppm HC ……ppm 
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aver 

0.046 

0.059 

0.061 

0.065 

0.085 

0.0731 

0.0621 

0.0711 

0.0581 

0.034 

0.042 

0.042 

0.058 

aver 

0.4 

0.41 

0.4 

※ 

0.4 

O. 7 



:図2 一年間の月平均大気汚染物質の増減比及び

相関係数

巾
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 比中

150 

HC 

N02 

SO， HC 

調会出
OXid 

SO， 1.000 -0.108 0.129 

HC 1. 000 0.294 

DUST 1.0000.8070.793 

000叩5m7303o0---0O004213同69日W 3 CO 1. 000 0.956 

:..!O 1. 000-

:..!O， 1 

Oxid 1. 000 

れぞれの単独群化と Dust，CO， NO， N02の一群の

4群に分けられる。それぞれ群毎に特有な季節変動が

あることが示される。

4. 解析方法

昭和43年 1年間に観測された一酸化炭素30ppm以上

の濃度を示した時間は30時間であった。この時の各種

大気汚染物質の測定値から各種汚染物質問の相関係数

を算出すれば表-3の右上段の通りである。例えば，二

酸化硫黄とニ酸化窒素との30時間の測定値の相関係数

は0.87と非常に高く，二酸化硫黄が増加すると二酸化

窒素も増加すると考えて差支えなしそれが間違う確

率は 1%以下であることを示している。(正確には「ニ

酸化硫黄と二酸化窒素との増減は相互に無関係とすれ

ば， このような30回の測定値が観測されることは 100

回のうち 1回しかない現象である。J)

表-3の左下段は一酸化炭素 30ppm以下の時を 1

年間から30時間無作為に抽出し，その時間における各

汚染物質濃度の測定値間の相関係数を算出したもの

で，最高の相関は負の相関の二硫化硫黄と湿度の間の

-0.71である。すなわち湿度が増加してくると二酸化

硫黄が減少することを示している。

B係数群化配列:著者らは表-3の群化配列を二因

子解法のB係数l)(Coefficientof belonging)を算出

して実施した。 B係数とはi可一群内の相関は，他の群

内の変数との相関よりもより高いという考え方に基づ

くもので，同一群内の相互相関の平均の，それ以外の

群の変数との相関に対する比の 100倍として定義され

ている。

結果，表 3は表-4のごとく群化配列しなおされ，

C030ppm 以上の時は表 4の右上の配列となり，群化

は温度，湿度のグループ， NOρsoρDust. COの

グループ， NOとHC(炭化水素〉のグループに分け

られる。 C030ppm以下の時には， N02， S02，湿度，

表 3 大気汚染物質問相関係数

CO 30ppm以上 n=30 

す HC CO DUST NO  N02 S02 湿 :旦

HC 'i:r 0.67*ネ 0.76ネネ| 0.64ネネ 0.41ネ 0.33 0.17 0.05 

CO O. 18 

* 
O. 72** 0.69ネネ 0.06 -0.01 一0.02 -0.14 

DUST 0.25 0.53** 

* 
O. 10 0.49** 0.66本市 -0.27 -0.48ネネ

NO  0.32 0.01 0.65** 

* 
0.32 0.13 0.05 -0.14 

N02 -0.07 0.65** O. 不平 -0.08 

* 
0.87'ドネ -0.16 -0.08 

S02 -0.12 0.60** 0.65ネネ 0.47** 0.67ネ* セ -0.31 -0.21 

湿 -0.06 -0.57** 0.16 -0.55ネネ -0.26 -0. ぷ不 す 0.7?不添

1昆 0.22 -0.61** 0.13 一0.46*ネ -0.27 -0.38不 O. τ二t

CO 30ppm以下 n=30 

r (30， 0.05) =0.349く*
r (30， 0.01) =0.449く料

く118) 



表 4 群化配列転換 (B係数による)

CO 30ppm以上 11=30 

y 
τを z 温 湿 N02 S02 DUST CO NO HC 

N02 セ -0.77** 一0.08 -0.21 -0.48** -0.14 -0.14 0.05 1、1口1Il 

S02 0.67**: 

* 
-0.16 -0.31 -0.27 -0.02 0.05 0.17 湿

湿 -0.27 一0.71ネネ 合 0.87ネネ 0.49*ネ 0.06 0.32 0.41ネ N02 

NO -0.08 0.47** -0.55*ネ エト 0.66** -0.01 O. 13 0.33 S02 

DUST 0.51*ネ 0.65** 0.16 0.65** 方々 0.72キネ O. 10 O. 76*ネ DUST 

CO 0.65*キ 0.60*ネ -0.57'同 0.01 0.53キ* す 0.69キネ 0.67'与ネ CO 

1昆 -0.27 -0.38'i< 0.52*ネ -0.46料 Z 0.13 -0.61ネ* セ 0.64ネネ NO 

HC ポ了 HC 

N02 S02 I昆 NO DUST CO 温 日C ?な

CO 30ppm以下 11=30 

表 5 群化配列転換(相関係数または最小白乗法〉

CO 30ppm以上

主旨 温 湿 N02 S02 

温 * 
0.77** -0.08 -0.21 

湿 0.52** -1r -0.16 -0.31 

CO 0.61*ネ -0.57ネ * セ 0.87** 

S02 0.38ネ -0.71**1 ' 0.60** 

* 
N02 0.27 -0.27 0.65ネネ 0.67** 

DUST 0.13 0.16 0.53** 0.65ネネ

NO 0.46ネキ -0.55** 0.01 0.47ネ不

HC 0.22 -0.06 0.18 -0.12 

1昆 湿 CO S02 

CO 30ppm以下

NOのグループ， Dust， CO，温度のグル{プと炭化

水素 (HC)の単独グループに分けられる。

B係数による群化は， グノレ{プ内の配列をあまり問

題としないので，著者らは変数の配列をかえてみた。

この配列が適合しているか， どうかを検定する方法と

して次のニつの方法を考案した。

第一法(相関係数法):相関行列の相関係数の絶対

値をとり，これを 100倍し整数とすれば相関行列は一

種の相関表に変換される。そして変数の中で他の変数

11=30 

DUST HC CO NO 

-0.4州 0.05 -0.14 -0.14 温

-0.27 0.17 -0.02 0.05 湿

0.49ネネ 0.41ネ 0.06 0.32 N02 

0.66** 0.33 -0.01 0.13 S02 

万年 0.76*ホ 0.72** 0.10 DUST 

0.51*ネ

* 
0.67ネネ 0.64'i<‘不 HC 

-0.08 O. 65~ドネ 女 0.69*ネ CO 

-0.07 0.25 0.32 女 NO 

N02 DUST NO 日C τ干

n口 30

と関係の深いものほど近接して配置するとすれば，最

も適した配列はこの相関表の相関係数が最も 1に近い

ものである。

第二法(最小自乗法):相関行列表で相関係数の大

きい変数同志を近くに置き，小さい変数ほど配列をは

なす。このことは前法と同じ考えであるが相接した変

数間の相関係数には Factorとして 1をかけ，一つの

間隔をおいた時にはがを，ニつの間隔をおいた時は32

をかける。 n個の間隔をおいた時は (11十1)2をFactor

(119 ) 



とする。相関行列のすべての相関係数にそれぞれの配

列の Factorを乗じて，総和したものが，最小になれ

ば，その配列は一番適合した配列である。

この二法を使用して，二，三の例の配列を試みたの

であるが，ほぼ向じ傾向が出るので，第二法の最小自

乗法を用いて，表-4の再配列を試みた。

さらに配列後の群化は相関係数の平均が 0.700以上

になるものを同一群とした。

表-3，表-4は表-5のごとく配列かつ群化さ

れる。 C030ppm以上の大気汚染時には温度と湿度が

同一群となり， N02， S02が同一群， Dust，炭化水素

(HC)， COが同一群となり， NOが単独群となる。先

のB係数配列と異なる点は，配列においてCO，NO， 

HCの位置が転換したことである。

一方C030ppm以下では配列が大Ili百に変り，かつ相

関行列内の相関係数が小さいので群化はできない。配

列は C030ppm以上の大気汚染のときと異った配列に

なっている。

Canonical因子分析 :B係数群化配列は吏に因子分

析に導入されるのであるが， 著者らは電子計算機 HI

TAC 5020を利用して Canonical因子分析を行なっ

~-
1'-0 

国 3 CO 30ppm以上の時の群化

(Canonによる因子分析〉口。
H~lp 

F， Te.n}p， 

F， 
よ

HUM 
"'-._T旦当

図4 CO 30ppm以下の時の群化

(Canonによる因子分析〉

F2 

Canonical因子分析2)，3)の原理はデータ{行列から

つくられた合成変量が最大の相関をもつように重みベ

クトノレを定めようとするものである。

計算の流れ:Program 東大ライブラリープログラ

ム 162CEstimation of Factor Loading by Canoni・

cal Factor Analysis] 

Factor Analysis(Title) 

Correlation matrix A 

Initial U 

Initial G 

1. Cycle No. 

Eigen value of X(口 G1AG)

Theta (Mean of N-M smal1er eigen values) 

TRA (Trace of X) TRGA (Trace of Gamma 

=Sum of M larger eigen values) 

G=l/yU 

Factor loading matrix 

2. Residual variance U 

1-2 Repeated 

(If No. of iteration cycle becomes greater 

than IT STOPP) 

“Stopped" is printed 

Eigen vector and eigen values are printed 

T (Sum of the N-M smal1er eigen values) 

TS(Xり

The degree of freedom of TS is {(n -m)2-

n-m}/2 

5. 解析結果

1. CO濃度 30ppmを基準として，大気汚染状況を

区分して，配列群化を先に示した最小自乗法と Cano輔

副cal悶子分析により行なった結果は

① 大気汚染物質中常に同様な傾向(正逆共に〉を

示すものは二酸化硫黄と二酸化窒素，一酸化窒素と炭

化水素，温度と湿度の三組である。

② CO濃度の増減によって群化が異なってくるの

はCOである。濃度が高くなると COは酸化窒素，炭

化水素と行動を共にするが，濃度が低い時には二酸化

硫黄，二酸化窒素と同傾向の増減を示す。

③ Dustは CO増加時は CO濃度に関係なく別個

の増減を示すが， CO 濃度が低いときには一酸化窒

素，炭化水素と同じ増減を示す。

2. Smog警報発令時

昭和43年中に東京都において Smog警報の発令され

たのは合計8回であった。 Smog警報発令中の時間は

数時間にすぎず，従って測定値も数{聞にすぎないこ

(120 ) 



国5 Smog十前24時間大気汚染物質濃度比

200 
マ1200

1.5. 

-H50 

1.9. 

100 

した時に発令されることから，いづ、れの Smog

もS02の増加があると考えてよし、。④S020COとDust

の三者が増加した場合は12月2.日と12月25日である。

⑤S02.COとNOが増加した場合は11月25日であるの

⑥ S020N02とHCが増加した場合は 3月4日である。

以上のようにSmogは常に一様な Patternを示すもの

でなく， Smog毎に特有な Patternを開くものであ

る。そこでSmogごとの大気汚染物質の配列群化を行

なった。

表-6-1右上半部は 1月 5日の Smog警報発令時

7時間および、それ以前合計31時間の大気汚染物質 S02，

N02， NO， CO， 03， Dustの6種類の相互間の相関

係数表であり，配列をB係数および最小自乗法によっ

て行ない，単相関係数の平均が O.7以上を一群とし

50 千加
1'--0 

S02 N02 D~lst CO H'C NO 03 

と，および一年間の計測値を総合すると季節変動によ

ってかくれてしまうので，警報発令時に警報前24時間

の測定値を加えて解析を行なった。この 8回の Smog

時の大気汚染物質平均濃度の比較を画けば図-5のよ

うになる。各Smog時の大気汚染物質のPatternは非常

にまちまちである。すなわち① S02のみが増加した場

合は12月20日，②S02とNOが増加した場合は 1月12

日であり，③S02と03が増加したのが 1月5日と 1月

9日である。 r月9日の場合 S02の;増1Ji:H主他の Smog

に比して少ないのであるが， Smog警報は S02の増加

また Canonicall君子分析を行なえば，各大気汚染物

質の因子 1，因子 2，因子 3の係数行列式は表 7-1

となる。因子 1，因子2の係数は大きいが，因子3の係

数はいづれも小である。これは因子 1，因子2が主た

る共通因子であることを示し，因子 3以下は主たる共

通因子とは考えにくいことを示すものである。従って

これを因子 1，因子 2について，平面に展開すれば，各

大気汚染物質は図 6の如く配置される。これを先の単

相関係数の平均が 0.7以上のものを一群とした群化を

行なった。 S02とN02が向一群となり，向一増減をす

ることが推測される。 Dust.COとNOが同一群で増減

する。 03は単独群である。

以下表 6-2より表 6-4まで，表 7-2より表7

-8までおよび図-6，7， 8， 9はそれぞれの Smog

警報時十前24時間の大気汚染物質相互間の相関係数表?

表 6-1 Smog警報+前24時間大気汚染物質相関係数 e配列@群化

43. 1. 5. 12 : "'-'43. 1. 6. 19: nニ 31

セ N02 S02 DUST CO NO 03 

N02 '(;r O. 788 O. 657 0.383 0.250 -0.168 N02 

S02 0.618 セ 0.613 0.484 0.431 -0.233 S02 

DUST 0.767 O. 786 セ O. 787 0.505 0.253 DUST 

CO 0.586 0.619 0.915 

* 
0.850 0.558 CO 

NO 0.393 0.270 0.714 0.833 '(;r 0.613 NO 

03 -0.087 -0.213 03 

N02 S02 DUST CO 女

43.1. 9.11 : "'-'43.1. 10.21: n=30 
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表 7- 1 43. 1. 5'"'-' 1. 6カノニカル国子係数表 表7-2 43. 1. 9"-'43. 1. 10カ/ニカル函子係数表

SOz 

NOz 

NO 

03 

CO 

DUST 

セ

S02 

N02 

DUST 

CO 

日C

NO 

03 

因子 1 因子 2

S02 0.758 0.525 

0.560 N02 O. 742 0.331 

0.848 NO O. 760 -0.576 

0.447 03 0.291 -0.835 

0.947 CO 0.942 -0.210 

0.836 DUST 0.985 0.063 

図 6 Smog・+前24時間大気汚染物質関係図 (Canonical因子分析による〉

43.1. 5 

y之

@ 

43.1. 9. 

F2 

表 6 2 Smog警報十前24時間大気汚染物質相関係数・配列@群化

43. 1. 12. 11 : '"'-'43.1. 13. 14: n=28 

DUST S02 CO 日C NO N02 

ゥヤ 0.855 0.865 1 O. 787 0.636 0.620 

O. 793 セ 0.912 O. 795 0.760 0.654 

0.463 O. 763 セ 0.917 O. 892 0.767 

0.601 0.900 0.938 * 0.743 0.689 

O. 522 0.903 0.887 0.962 

* O. 785 

-0.187 -0.282 -0.319 -0.342 -0.300 -0.263 

43.3.4.12 : "-'43.3.5.12: n=20 

因子 3

-0.250 

0.468 

0.033 

-0.032 

-0.088 

0.011 

03 

0.037 

0.010 

0.276 

0.439 

0.433 

0.247 

セ

表 7-3 43.1. 12'"'-'1. 13カノニカル因子係数表 表 7-4 43.3. 4'"'-'3. 5カノニカル因子係数表

因子 i 因子 2 因子 3 因子 i 因子 2 因子 3

S02 0.897 -0.245 -0.219 S02 0.661 -0.703 -0.149 

N02 O. 780 0.142 -0.088 N02 0.946 -0.226 0.157 

NO 0.904 0.364 -0.145 NO 0.916 0.270 0.207 

03 0.333 0.594 0.643 03 -0.320 -0.046 0.132 

CO 0.990 -0.053 -0.037 CO 0.977 O. 105 -0.096 

HC 0.921 一O.134 0.321 日C 0.965 0.149 0.056 

DUST 0.845 …0.364 -0.085 DUST 0.903 0.263 -0.249 
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43. 1 . 12. 

関7 Smog 十前24時間大気汚染物質相関~ (Canonical因子分析による〉

43. 3. 4 

F2 

@ 

F， 

F， 

1九

@ 

表 6-3 Smog警報+前24時間大気汚染物資相関係数@配列@群化

43.11. 25.12 : '"'-'43.11. 26.15: n=28 

τ見 N02 S02 NO HC CO DUST 

S02 "* 0.257 -0.068 0.091 0.194 -0.031 N02 

N02 0.773 τ生 0.397 -0.231 -0.203 -0.051 S02 

CO 0.498 0.564 "* 0.854 0.851 0.398 NO 

HC 0.475 0.554 0.931 "* 0.921 0.600 日C

NO 0.358 0.526 0.994 0.969 す 0.297 CO 

DUST 0.367 0.370 0.852 0.887 0.861 DUST 

S02 N02 CO HC NO DUST セ

43. 12.2. 11 : '"'-'43.12.3.14: n=27 

表 7-5 43. 11. 25'"'-' 11. 26カノニカル因子係数表

因子 1 悶子 2 因子 3

S02 0.169 -1. 047 0.080 

N02 -0.108 -0.074 -0.170 

NO -0.933 -0.517 -0.004 

CO -1. 033 0.027 -0.259 

日C -1. 053 0.075 0.141 

DUST -0.548 0.056 0.912 

表 7-6 43.12.2'"'-'12.3カノニカル因子係数表

因子 l 因子 2 因子 3

S02 0.422 -0.686 0.354 

N02 0.554 -0.781 0.085 

NO 0.991 0.028 -0.065 

CO 0.986 -0.043 -0.050 

HC 0.975 -0.012 0.093 

DUST 0.882 0.196 0.379 

図8 Smog十前24時間大気汚染物質関係図 (Canonical因子分析による〉
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表 6-4 Smog警報十前24時間大気汚染物質相関係数 e配列@群化

43.12.20.11 : "-'43. 12.21. 16: n=29 

τ.:r S02 CO NO  DUST HC 

N02 * 
0.522 0.292 -0.215 0.321 -0.286 N02 

S02 0.860 1を 0.573 0.168 0.263 0.066 S02 

DUST 0.625 0.835 セ 0.667 0.330 0.198 CO 

HC  0.489 0.654 0.877 セ -0.098 0.320 NO  

NO  0.358 DUST 

CO 0.239 0.401 0.710 0.851 0.857 セ HC 

N02 S02 DUST 日C NO  CO な

表 7-7 43.12.20'"'-'12.21カノニカル因子係数表

43.12.25.11 : '"'-'43. 12.26.24: n=38 

表 7-8 43. 12. 25'"'-' 12. 26カノニカル因子係数表

因子 1 因子 2 因子 3

S02 0.359 一0.625 -0.262 

N02 0.892 -0.201 -0.248 

NO  -0.138 -0.569 0.741 

CO 0.117 -0.931 0.116 

HC -0.114 -0.035 0.529 

DUST -0.588 -0.464 -0.578 

因子 l 因子 2 因子 3

S02 0.823 0.512 0.063 

N02 0.664 0.570 0.328 

NO  0.746 -0.452 0.372 

CO 0.815 -0.530 0.005 

HC 0.929 -0.185 -0.105 

DUST 0.945 0.122 -0.213 

43. 12. 20 

F2 

図9 Smog 十前24時間大気汚染物質関係図 (Canonical因子分析による〉
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43. 1. 5. 12 : '"'-' 6. 19 : 

表 8 Smog警報十前24時間大気汚染物質配列

43. 1. 9.11: '"'-'10.21 : 

43. 1.12.11 : "-'13.14: 

43. 3. 4.12: "-' 5. 12 : 

43.11. 25. 12 : ，，-，26. 15 : NOパ 0ぺ:竺?吐引-DUST

43. 12. 2.11 : '"'-' 3.14 :瓦二雨~I-I己F雨-HC-DUST

43.12.20.11 : "-'21. 16 : N02-SOZ-CO-NO-DUST-HC 

43. 12.25. 11 : '"'-'26.24 : 
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表 9-1 Smogな L8曜日大気汚染物質問相関保数と配列群化

43. 1. 14 (日〉

τ年 S02 N02 CO NO DUST HC 03 

S02 

03 0.307 u 0.791 0.658 0.652 0.626 0.413 

NOz 0.470 0.564 fミ 0.941 0.923 0.916 O. 787 

CO 0.059 0.173 0.568 セ 0.981 0.970 0.028 

NO 0.019 0.289 0.430 0.940 ?な 0.979 0.930 

DUST 0.163 0.092 0.321 O. 767 0.781 1:r 0.919 

S02 03 N02 CO NO DUST セ

43.4.14 (日〉

表9 2 Smogなし日曜日大気汚染物質問相関係数@配列@群化

43.7. 14 (日〉

ヲ仕 S02 N02 HC CO NO 03 

S02 0.687 0.351 0.301 0.213 0.256 S02 

N02 0.528 1守 0.692 O. 724 0.631 0.273 N02 

03 0.518 0.322 

* 0.905 0.808 -0.257 日C

NO 0.469 0.549 τk 0.833 一一0.328 CO 

HC 0.132 0.293 0.827 ヲな -0.341 NO 

DUST 0.074 0.036 03 

S02 N02 03 NO 日C DUST {( 

43. 10. 13 (日〉

表10-1 43. 1. 14(日〉カノニカル因子係数表 表10-3 43.7. 14(日〉カノニカJレ因子係数表

因子 1 因子 2 因子 3 悶子 i 因子 2 因子 3

S02 O. 144 0.046 -0.230 S02 0.549 -0.516 -0.522 

N02 0.658 0.628 -0.055 NOz 0.906 -0.360 0.016 
NO 0.992 0.013 0.060 

DUST 0.990 一0.014 -0.061 

03 0.933 -0.314 0.033 

NO 0.807 0.331 0.074 

03 -0.060 -0.878 0.310 

CO 0.939 0.291 0.041 CO 0.915 0.323 0.062 

HC 0.982 -0.018 -0.093 日C 0.884 0.266 0.031 

表10-2 43. 4. 14(日〉カノニカル鴎子保数表 表10-4 43.10.13(日〉カノニカル因子係数表

因子 I 因子 2 因子 3 因子 1 因子 2 因子 3

S02 0.194 -0.006 一0.912 S02 0.297 -0.466 -0.284 

N02 -0.856 -0.322 0.326 NOz 0.312 -0.373 -0.764 

NO -0.796 0.472 -0.234 NO -0.901 0.296 0.194 

DUST -0.621 0.512 -0.236 DUST -0.836 -0.518 -0.013 

03 -0.564 -0.643 -0.443 03 -0.713 0.650 -0.172 

CO -0.831 0.484 -0.070 HC -0.977 -0.089 -0.022 
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図10 Smogのない日曜自大気汚染物質関保図

(Canonical因子分析による〉

43. 1. 14. (日) 43. 4 
F2 

14. (U) 

Fz 

SOz 

図11 Smogのない日曜日大気汚染物質問係図

(Canonical因子分析による〉

43.7. 14. (tl) 

F2 

43. 10. 13. ([!) 
F。

NOz 

'S02 

03' 

表11 Smogなし日曜日大気汚染物質配列

43114S02-hー-NO-DUST-H司
43. 4. 14 S02-03-NO寸cι雨弓長型

43. 7.14 S02-恒-HC-Cdl-03

似 O.13 ル NOぺιι干?と1
Canonical因子係数表と Canonical因子 1D 2展開図

であるの

また表8は配列帯化のみを並列した。

3. Smogのない日の大気汚染物質相互間の相関関

係について

Smo~ 警報の発せられるのは S02の増加がある時で

あるが，その逆に S02の発生の少ない日|曜日を 1月，

4月， 7月， 10月よりえらびそれぞれ，冬，春，夏，

秋の代表として，配列，群化を行なえば表 9-1， 9 

-2，表10-1"->4および図-10，11となる。また表

-11は群化配列のみをー表とした。

S02はいづ、れも単独群となっているのが認められ，

COとHCとNOとDustは同一群であり， N02はS02

群と CO群との中間的単独群であり， 03は単独群であ

ることがわかる。

6. 考察

近年電気的測器具の普及はめざましく，国設東京大

F， 

気汚染測定所にもこれが利用され，迅速に大量の測定

デ{タを得て，大気汚染の発生防止対策に資するべく

努力されている。著者ら測定に直接たずさわるもの

は，この測定所の意義をよく理解し，これ等の器具の

完全維持管理には知識と経験と細心の注意と労力を傾

中することをおしまぬものである。

さて大気汚染物質は多種多様で、ある。これらをすべ

て測定するということは，研究としては必要であろう

が，行政上の要求には合致しないであろう。行政上必

要とするものは，大気汚染を代表とするもの，指標と

して普遍性のあるものを数少なく，正確につかむこと

であろう。このような意図により，昭和43年 1年間の

測定データを解析し，大気汚染の構成物質の比率が，

季節により非常に変動すること，従って四季の Smog

はそれぞれ四季の特性が現われることと，これら大気

汚染物質はいくつかのクソレープにわけられることが認

められた。すなわち， S02とN02の群，CO， HC， 

NOの群) Dustの単独群)03の単独群である。

著者らは解析方法として B係数と最小自乗法を使

用しての大気汚染物質の配列群化を試みたものである

が，この方法によっても，相当程度各物質問の関係を

意味づけることができたと思う。この方法で求められ

た配列群化をCanonical因子分析の展開図中に適応さ

せると，よく結果が一致することがわかり) B係数，

最小自乗法の解析力に自信を得たのである。一方 Ca-

nonical因子分析によれば，共通因子を数多く想定し

でも著者らの測定している大気汚染物質の場合には

ほんの 2) 3の共通因子によって説明されてしまうこ

とから，これらの物質が平面に展開されうるし，さら

に直線的に展開することも可能なのであろうと推定す

る。そして同じ理由でB係数，最小自乗法のごとき簡

単な方法でも群化配列することができるのであろう。

共通因子が 2"-'3にすぎないということは，それが

気象要素か，風速か，風向か，逆転居の高さか，それ

ともその他の何ものかであるかは不明である。今後の

測定と解析とに待たなければならない。

現在Smog警報の発令は S02を主たる指標にして行

なわれている。 Smogは視程のさまたげとなることを

意味しているが) Smogの言葉には自にみえない大気

汚染も合んで解釈されるのであるから指標として S02

のみを使用するのは適当ではないと考える。すべから

くS02の他に Dust，CO， 03の3物質を指標に加える

ことを提案したし、。また Smog警報もし、ずれは大気汚

染警報と改称するのが適当ではないだろうかの

7. 結論

F
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昭和43年間設東京大気汚染測定所デ{タを解析した

結果，次のことが結論される。

1. 各種大気汚染物質にはそれぞれの物質の季節変

動がある。

2. 各種大気汚染物質の相関係数からB係数および

最小自乗法により配列，群化することができる。

3. Canonical因子分析により，以上の配列群化が

ほぼ適合していることが裏付けられる。

4. Canonical因子分析でこれらの大気汚染物質の

一般因子は二，三にすぎないことが推測される。

5. 大気汚染指標として， S02， Dust， CO， 03 を

使用すべきであろう。

(127 ) 
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有料道路料金所環境の料金収受員に及ぼす影響について
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ENVIRONMENTAL CONDITIONS AT A TOLL-GATE BOOTH 

AND THEIR INFLUENCE ON THE LABORS' HEALTH 

Hiroshi YAGYU， Kiyoshi MOROZUMI， Masatake KOBAYASHI， 

Soji Y AMAZAKI， Yasuhito SA TO and Shingo IKEDA 

Department of Environmental Health， Tokyo Metropolitan Research Laboratory 

of Public Health 

Summary 

During the three days in December 1969， a survey was made on the environmental 

conditions of to11-gate business at the booth of a to11-gate near Tokyo， as the exhaust 

gas of the vehicle is now significant problem in the public nuisance in Tokyo. 

Results obtained are summarized as fo11ows : 

1) The average of the noise degree was 75 phons and the concentration of CO gas 

"¥:vas 10 ppm， but sometimes the latter indicated over 30-50 ppm. 

2) The maximum concentrations of NO and N02 gas were 1. 20-1. 37 ppm and 0.22 

ppm respectively. 

3) The weight of dust in air was 0.74mg/m3 in average， 1.021l1g/m3 in 1l1aximum 

and 0.451l1g/m3 in minimum; and that of lead was 12.7 pg/m3 in average， 17.2pg/m3 

in maximum and 9.0μg/m3 in minimum; and then， that of silica dehydrate was 0.12 

mg/m3 in average， 0.23mg/m3 in maximu1l1 and 0.03mg/m3 in minimum. 

4) As for the influence of above mentioned conditions to the labors' health， there 

were no one who is suffering from lead poisoning， silicosIs nor carbon-monoxicle 

toxication. 

5) No significant effect was observed on the two minutes inhalation of oxygen at 

intervals to the labors. 

6) l¥10re worse influence of the cigaret smoking was observecl on the COHb per 

cent in bloocl than that of the polluted air conditions of the to11働gatebooth. 

*東京都立衛生研究所環境構生部

これ等の交通公害を最もまともに被っているのは交通

関係業務従事者である。

われわれは昭和44年12月15，16， 17日の三日間にわ

たる連続48時間の東京近郊有料道路料金所の環境調査

と料金収受員の陸康調査を実施する機会にめぐまれた

i緒言

近年交通公害防止が叫けばれているが，交通機関特

に自動車による排気ガス，騒音は，その元凶であろう。
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12月12日(金〉
測定項目

06.00 09001200IE:EE 18.C D 

1.気 温

2.気 湿 0-一一O司 ーO

3.気 流 の -n- -0 

4.風 向 。ーの 』。

5.紫外線

6. !括 2日':c 

7. 、CO 。一運一拘置一C

8. 11 NO  O一向一上一0

9. I! N02 O一矧一ト一o

10.粉塵テープ

11. ハイポリ
ューム

12. グ紐酸

13. C. M. I. 

14.血液像

15.血 中鉛

16.尿蛋白

17.尿 中鉛

18.自覚疲労

19.フリッカ{ 02!連一施一EO 

20.触 2 点

21. COHb 

ので，その調査結果を報告する。この調査事項の中に

は， 2， 3新しい試みを実施し，興味ある知見を得た

ので，併せて報告するo

l 調査の概要

1. 調査目的:料金所における自動車の排気ガスの

実態及び排気ガスが収受員に与える影響を調査し，排

気ガス対策を確立するための資料を得ることを目的と

した。

2. 調査事項:

(130 ) 

表 1 横 浜 新 道，

12月15日(月〉

06.00 12.00 18.00 

訳t 定
ー

同 上

同 上

同 上

O一運一搬一1O1.0-日 測定 16。.00 

測O定一一一一グ0-

Lト -0一一一一一ー一ベー(4 

。量自0--測O定-

。一一一O一一i一一O一一一一(

0-0 測定

。

18.00 

18.00 

22.00 

(1) 料金徴収所のブ{ス No.lおよび No.3 (下り

線〉の 2地点(図 1)の排気ガスの発生濃度を経時

的に測定記録した。

(2) 排気ガス(有毒ガス:一酸化炭素@ー酸化窒素，

二酸化窒素，鉛，珪酸等〉の経時変化を分析した。

(ω3吋) 排気ガスの人体への1慢受性及び
検査及びび、疲労検査により調査し7たこ。

(4) 酸素吸入の排気ガス対策としての効果を調査し

た。



調 査 日 程 表

12月16日(火〉

06.00 12.00 18.00 

iO7.fづ0ー0 il1tl 定 16.00

08.。0…巡o1繊10O.0一E 訊u 定

Oグ一一トーO一一一一O
~ 

-f9 1 

i JG e e 1 

一一一一一O49一一ト - 0-…ーの。一一一一-0。 -0  

一一一一一O :一一一()一一 ーの一一一一円 』。 日()

羽u 定

C 

羽リ 定 仁

09.00 

09.00 

09.00 

09.00 

09.00 18.00 

09.00 18.00 

09.00 18.00 

09.00 15.00 18.00 22.00 

3. 調査日程，測定方法

(1) 調査日程昭和44年12月12日より準備を開始し，

12月15日12時より， 12月17日12時まで調査測定業務

を終了した。日程手I1買は表 1の通りである。

(2) 測定方法

ア 気温，気湿:図 1の百葉箱内にて自記温湿度計

により実施。

イ 気流，風向:図 1百葉箱上方において測定。自

記風向風速計による。

12月17日(水〉

06.00 12.00 18.00 
考

ー一0仁拙芸王(1コ5.00.=1コ8:00 
自 記

トーーの一一ーの 自 記

ーの -0-0  自 記

:') 『。 「 自 記

060 .00測定 11. 00 運搬
紫外線メ{夕{

運搬 O
自 自己

ろ A 一g-d5盟1圭ζ1週日心
マイラ{ノミック

O49一一 時Oグ インピンジャ{
ポγプ

。… -0 連盟ピ インピンジャ{
ポンプ

-()町 ゅの盟よ0 自 動

討盈主。 ノ、イボリュ{ム
エアサンプラー. 

ーo盟主。 ポンプ

τ 
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アンケ{ト用紙

ノセガラス

試験管

同 上

同 上

09. O~ 
アンケ{ト用紙

09.00 
フリッカー

09.00 
カリパー

09.00 
塩ピ袋

ウ 紫外線:ブ{ス 3，南側において計測。

自然昼光測定用積算照度計(東洋理化工業〉

エ 騒音:下り線事務所前歩道上で測定。

指示i騒音計〈リオン〉

高速度レベルレコーダ~ (リオン〉

オ 有害ガス:一酸化炭素濃度，テフロンバッグ及

び塩化ビニールノミッグにて採気。

非分散型赤外co計(目立掘場〉および検知管

(北川式〉にて測定。
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mpler8)にて採塵，重量測定カ 有害ガス:一酸化窒素濃度測定， Saltzman 

法8)

キ 有害ガス:二酸化窒素濃度測定， Saltzman 

法8)

コ 気中鉛量: Staplex High Volume Air Sa-

mpler8
)にて採鹿後， 躍中の鉛を硝酸にて溶出し

原子吸光分析し定量した。

ク 粉塵:テ{プ反射率及び吸収率，自動式ろ紙集

ん器による法1)

サ粉塵中珪酸量:モリブデン酸アンモニウム

法2)

ケ粉塵重量: Staplex High Volume Air Sa・ シ CornellMedical Index (C 

CORNELL MEDICAL INDEX 

健康調査表 昭和 年 月 日

姓名 現住所

満年齢 歳 性別 男女 職業

※の該当する個所をO印でかこんで下さし、。

※最終学歴 小学 中学 高校 大学 ※結婚状況 未婚 既婚 死別 別居 l~佐婚

0特次の質問すべてにi，まはい，いいえさのいど〉ちらかを0印でか己んで下さ
( にひどい項目に Oをつけて下

A 5' よく目がかすみますか はいいいえ

1 新聞を読むのに眼鏡がいりますか はい し市、ぇ 6 よく自が赤くなりますか はいいいえ

2 遠くを見るのに眼鏡がいりますか はい いいえ 7 耳は速いですか はいいいえ

3 目先が真暗になる事がありますか はい いいえ 8 耳だれのあった事がありますか はいいいえ

4 いつもまばたきしたり涙が出たり 9 いつも耳鳴りがしますか はいいいえ

しますか はいいいえ B 

5 よく目が痛みますか はいいいえ 10 よくせきばらいをしますか はいいいえ
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11 よくのどがつまるような感じがし 36 足がひどくむくむことがあります

ますか はいいいえ iJ、 はいいいえ

12 よくくしゃみが出ますか はいいいえ 37 夏でも手足が冷えますか はいいいえ

13 いつも鼻がつまっていますか はいいいえ 38 よく足がひきつることがあります

14 いつも鼻汁が出ますか はいいいえ か はいいいえ

15 時々ひどく鼻血が出ますか はいいいえ 39 医者から心ぞうが悪いといわれた

16 ひどいかぜ、にかかりやすいですかはい し、し、ぇ ことがありますか はいいいえ

16' よくのどが痛んだり，扇桃腺がは 40 家族に心ぞうの悪い人がし、ますかはい いいえ

れたりしますか はいいいえ D 

17 かぜをひくと，せきが続いてなお 41 1留は半分以上ぬけていますか はいいいえ

りにくいですか はいいいえ 42 歯くやきから血がでますか はいいいえ

18 かぜをひくといつもねてみますかはい いいえ 43 ひどい歯のいたみがよくあります

18' たんがよく出ますか はいいいえ 力、 はいいいえ

19 冬になるとかぜばかりひし、ていや 44 舌がいつも真白でざらざらしてい

ですか はいいいえ ますか はいいいえ

20 かぜをひくとすぐ鼻水が出ますか はい いいえ 45 いつも食飲がないですか はいいいえ

21 ぜんそくがありますか はいいいえ 46 よく間食をしますか はいいいえ

22 いつもせきが出てこまりますか はいいいえ 47 いつも御飯をあらがみしますか はいいいえ

23 I客血したことがありますか はいいいえ 48 よく胃をこわしますか はいいいえ

24 ひどく寝汗をかくことがあります 48' はきけがあったりはいたりします

か はいいいえ ヵ、 はいいいえ

25 結核以外の慢性の胸の病気にかか 49 食後いつもおなかがもたれますかはい いいえ

ったことがありますか はいいいえ 50 食後よくゲップが出ますか はいいいえ

25' 微熱がありますか はいいいえ 50' むねやけがあったり，すっぱいも

26 結核にかかったことがありますかはい いいえ のが上ったりしますか はいいいえ

27 結核の人とし、っしょに住んでいた 51 胃の具合が悪くて，ひどく気にな

ことがありますか はいいいえ ることがありますか はいいいえ

C 51' 偏食がひどいですか はいいいえ

28 医者から血圧が高いといわれたこ 52 消化が悪くて悶りますか はいいいえ

とがありますか はいいいえ 53 さしこむようにおなかが痛むこと

29 医者から血圧が低すぎるといわれ がありますか はいいいえ

たことがありますか はいいいえ 54 いつも胃の具合がわるいですか はいいいえ

30 胸や心ぞうの所に痛みがあります 55 家族に胃の悪い人がし、ますか はいいいえ

七、 はいいいえ 56 医者に胃潰湯か十二指腸潰揚があ

31 動停がうって気になることがよく るといわれたことがありますか はいいいえ

ありますか はいいいえ 56' 食事のあとか空腹のときに胃がし、

32 心ぞ、うが狂ったように早くうっこ たみますか はいいいえ

とがありますか はいいいえ 57 よく下痢をしますか はいいいえ

32' ときどき脈が狂うことがあります 58 血の混ったひどい下痢をしたこと

力、 はいいいえ がありますか はいいいえ

33 よく息苦しくなることがあります 58' ときどき使に粘液が出ますか はいいいえ

iJ、 はいいいえ 59 寄生虫のいたことがありますか はいいいえ

34 人より息切れしやすいですか はいいいえ 60 よく便秘しますか はいいいえ

35 時々坐っていても息切れすること 61 痔をわずらったことがありますかはい いいえ

がありますか はいいいえ 62 貰痘(ひふや目が黄色くなる〉に
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なったことがありますか はいいいえ 85 今迄， 2回以上気を失ったことが

63 肝ぞうや胆のうの病気になったこ ありますか はいいいえ

とがありますか はいいいえ 86 からだのどこかにしびれや痛みが

E ありますか はいいいえ

64 よく関節がし、たんではれますか はいいいえ 87 からだのどこかがまひしたことが

65 筋肉や関節がいつもこわばってい ありますか はいいいえ

ますか はいいいえ 88 頭をうって気を失ったことがあり

66 腕や脚にひどし市、たみがあります ますか はいいいえ

か はいいいえ 89 顔，頭，或は肩がびくびく動くこ

67 ひどいリウマチでかたわになって とがありますか はいいいえ

いますか はいいいえ 90 ひきつけの発作(てんかん〉をお

67'肩ゃくびすじがこりますか はいいいえ こしたことがありますか はいいいえ

68 家族の人にリウマチの人がいます 91 家族にひきつけの発作を起こした

か はいいいえ 人がありますか はいいいえ

69 情けないほど脚が悪かったり痛ん 92 爪をかむくせがありますか はいいいえ

だりしますか はいいいえ 93 どもりますか はいいいえ

69' 足がだるいですか はいいいえ 93' 舌がもつれて話しはしにくいです

70 仕事が続けられない程，背中や腰 か はいいいえ

がし、たみますか はいいいえ 94 夜中にねぼけて歩きまわることが

71 からだのどこかきかなくなったと ありますか はいいいえ

ころがありますか はいいいえ 95 寝小{更をしますか はいいいえ

F 96 小学生の頃寝小便をしていました

72 ひふが非常に敏感でまけやすいで 七、 はいいいえ

すか はいいいえ H 

72' ときどき小さな皮下出血が起こり 〔男子のみ〕

ますか はいいいえ 97 性器に何かひどい故障のあったこ

73 切り傷をするとなおりにくいです とがありますか はいいいえ

か はいいいえ 98 性器のいたむことがありますか はいいいえ

74 顔がひどく赤くなることがありま 99 性器の治療を受けたことがありま

すか はいいいえ すか はいいいえ

75 冬でもひどく汗をかきますか はいいいえ 100 脱腸があると医者にいわれたこと

76 ひふにひどし、かゆみがありますかはい いいえ がありますか はいいいえ

77 よくひふにじんましんが出ますかはい いいえ 101 尿に血のまじったことがあります

77' ときどき顔がむくみますか はいいいえ 力、 はいいいえ

78 ょくできものができますか はいいいえ 102 尿の出にくいことがありますか はいいいえ

G 〔女子のみ〕

79 よくひどい頭痛がしますか はいいいえ 97 いつも月経痛がありますか はいいいえ

80 いつも頭が重かったり痛んだりす 97'月経は不順ですか はいいいえ

るため気がふさぎますか はいいいえ 98 月経のときは体の具合が悪いです

81 家族に頭痛もちが多いですか はいいいえ か はいいいえ

82 急に体があっくなったり冷たくな 99 月経のときはねこみますか はいいいえ

ったりしますか はいいいえ 99' 月経期以外に性器の出血がありま

83 度々ひどい目まいがしますか はいいいえ すか はいいいえ

84 気が遠くなって倒れそうな感じに 100 からだが，か{ツとなって汗が出

なることがありますか はいいいえ ることがありますか はいいいえ
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101 月経のときは気分がし、らいらしま 126 マラリアにかかったことがありま

すか はいいいえ すか はいいいえ

102 おりものがありますか はいいいえ 127 ひどい貧血で治療を受けたことが

〔男女とも〕 ありますか はいいいえ

103 毎晩小用に起きますか はいいいえ 128 性病の治療を受けたことがありま

104 昼間，尿の回数が多いですか はいいいえ すか はいいいえ

l田小便をするときにやけるようない 129 糖尿病がありますか はいいいえ

たみがありますか はいいいえ 130 医者に甲状腺がはれていると，い

106 ときどき尿をもらすことがありま われたことがありますか はいいいえ

すか はいいいえ 131 医者から，しこり又は癌の治療を

107 腎ぞうか跨脱が悪いと匿者にいわ うけたことがありますか はいいいえ

れたことがありますか はいいいえ 132 伺か慢性の病気がありますか はいいいえ

I 132'原爆の影きょうを受けたことがあ

108 疲れてぐったりすることがよくあ りますか はいいいえ

りますか はいいいえ 133 やせすぎていますか はいいいえ

109 仕事をすると疲れ切ってしまいま 134 ふとりすぎていますか はいいいえ

すか はいいいえ 135 医者から脚に静脈癌があるといわ

110 朝起きるといつも疲れきっていま れたことがありますか はいいいえ

すか はいいいえ 136 入院を要するような手術を受けた

111 ちょっと仕事をしただけで、疲れま ことがありますか はいいいえ

すカミ はいいいえ 137 大けがをしたことがありますか はいいいえ

112 御飯がいけない程つかれますか はいいいえ 138 ちょっとした事故を起こしたりけ

113 ひどい神経衰弱にかかっています がをしやすいですか はいいいえ

iJ、 はいいいえ L 

114 家族に神経衰弱にかかった人がい 139 寝つきが悪かったり，眠ってもす

ますか はいいいえ くや自を覚まし易すいですか はいいいえ

J 1391 よく夢をみますか はいいいえ

115 よく病気をしますか はいいいえ 140 毎日くつろぐ余裕はないですか はいいいえ

116 よく病気で寝こみますか はいいいえ 141 毎日運動する余裕はないですか はいいいえ

117 いつも体の具合が悪いですか はいいいえ 142 1日20本以上たばこをのみますかはい し北、ぇ

118 病弱なほうですか はいいいえ !の人より余計にお茶やコ{ヒーをの

119 あなたの一族は病気にかかりやす みますか はいいいえ

いですか はいいいえ 144 毎日かなり酒をのみますか はいいいえ

120 ひどい痛みで仕事ができないです M 
ヵ、 はいいいえ 145 試験のときや質問されるときに汗

121 自分の鰭康のことが気になって仕 をかし、たりふるえたりしますか はいいいえ

方がないですか はいいいえ 146 目上の人が近づくととても緊張し

122 いつも病気がちで不幸ですか はいいいえ てふるえそうになりますか はいいいえ

123 からだが弱いので情けないですかはい いいえ 147 目上の人が見ている仕事がさっぱ

I三 りできなくなりますか はいいいえ

124 ~lli紅熱にかかったことがあります 148 物事をいそいで、せねばならぬとき

か はいいいえ には頭が混乱しますか はいいいえ

]25 子供の時リウマチにかかったこと 149 少しでも急ぐと誤まりをしやすい

或は手足の痛みを起こしたことが ですか はいいいえ

ありますか はいいいえ 150 いつも指図や命令をとり違えます
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七、 はいいいえ 175 人から批判されるとすぐ心が乱さ

151 見知らぬ人や場所が気にかかりま れますか はいいいえ

すか はいいいえ 176 人から気むずかしやだと思われて

152 そばに知った人がし、ないとおどお いますか はいいいえ

どしますか はいいいえ 177 人からいつも誤解されますか はいいいえ

!日 いつも決心がつきかねますか はいいいえ Q 

154 いつも相談相手がそばにいてほし 178 友達にも気を許さないですか はいいいえ

いですか はいいいえ 179 仕事をしようと思ったらいてもた

!日人から気がきかないと思われてい ってもおれなくなりますか はいいいえ

ますか はいいいえ 180 すぐか{つとなったりいらいらし
156 よそで食事をするのが苦になりま

たりしますか はいいいえ
すか はいいいえ

181 いつも緊張していないとすぐ取り
N 

乱しますか はいいいえ
157 会合に出ても一人ぼっちな感じが

182 一寸したことが胞にさわって腹が
して悲しいですか はいいいえ

立ちますか はいいいえ
158 いつも不幸で憂うつですか はいいいえ

183 人から指図されると腹が立ちます
159 よく泣きますか はいいいえ 力、 はいいいえ
160 いつもみじめで気が浮かないです

184 人から邪魔されていらいらします
か はいいいえ 力、 はいいいえ

161 人生は全く希望がないように思わ
185 自分の思うようにならないとすぐ

れますか はいいいえ
かーっとなりますか はいいいえ

162 いっそ死んでしまいたいと思うこ 186 ひどく腹を立てることがよくあり

とがありますか はいいいえ ますか はいいいえ。
R 

163 いつもくよくよしますか はいいいえ 187 よくからだがふるえますか はいいいえ

164 家族にくよくょする人がし、ますかはい いいえ 188 いつも緊張していらいらしていま

165 ちょっとしたことでも気になって すか はいいいえ

仕方がないですか はいいいえ 189 急、な物音で飛上るように驚いたり

166 人から神経質だと思われています ふるえたりしますか はいいいえ
力、 はいいいえ 190 どなりつけられるとすくんでしま

167 家族に神経質な人がいますか はいいいえ いますか はいいいえ

168 ひどい神経症(ノイローゼ〉にな 191 夜中急に物音がしたりするとおび

ったことがありますか はいいいえ えますか はいいいえ

169 家族にひどい神経症になった人が 192 恐い夢で目のさめることがよくあ

いますか はいいいえ りますか はいし、し、え

170 精神病院に入院したことがありま 193 何か恐しい考えがいつも頭に浮ん

すか はいいいえ できますか l土し、 し、し、え

171 家族の誰かが精神病院に入院した 194 よく何の理由もなく急におびえた

ことがありますか はいいいえ りしますか はいいいえ

P 195 突然冷汗のでることがよくありま

172 ひどいはにかみゃ或は神経過敏な すか はいいいえ

たちで、すか はいいいえ

173 家族にはひどいはにかみや神経過 ス血液像:ギ{ムザ染色4)

敏な人がいますか はいいいえ セ 血中鉛量:鉛中毒量をみるため血中ふAmi-

174 感情を害し易いですか はいいいえ nolevulinic Acid Dehydratase量測定3)
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まだ何でも出来る
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尿蛋白定性ズルアオサノレチノレ酸法4)

尿中鉛量:鉛中毒量をみるため尿中 o-Amト

nolevulinic Acid量を測定した5)

チ 自覚疲労検査:自覚的症状調査表6)変法下記白

覚的症状に疲労評価点をつけ，それ等を合計して

症状の数により除したものを疲労度とした。

ソ

タ

ツ フリッカー{直測定6) :労研-式フリッカー値測定

器(柴問化学〉

テ 触二点弁別し、き値法6) :左前側前腕部皮膚につ

いて，カリパーにて測定

ト COHb% : Ringold et al の20秒呼気停止後呼

気法7)による。呼気を塩化ビニール袋にとり So・

da limeのCO2吸収管を通して，非分散型赤外線

CO分析計により測定した。また一部北川式CO検

知管を併用したの呼気中の CO濃度を 5で除し，

0.5を加えたものを血中のCOHb%としたの

噛
点
一

5

4

5

4
ム

3

4

4

5

4

5

5

6

4

吉

岡

一
状症的

，~ 

凡自

日がくらくらする

目をとじるとチラチラ(ホシ〉がとぶ

足をはこぶのもだるい

何となく全身に倦怠を感ずる

ふだんの歩調よりにぶっている

頭がボーツとする
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III 調査の結果及び考察

1. 環境調査

調査の期間が冬季であったため，気温は夜間零下

380Cを記録したが(表2)，夜間は風速がおとろえ，

気温のわりには，比較的勤務しやすかった模様であ

る。各ブースには石油ストーブによる暖房が行われて

いるが， 30分交替の勤務でもあり，この程度の暖房で

一応満足すべきであろう。日中は第1， 2日は 3'"'-'5

mの風が主として南西方向より吹き，かつ料金所の周

辺が開部地でもあるので，排気ガスの長時間の停滞も

j出らなかったο

紫外線の照射も冬期であることもあって，比較的弱

図4 横浜新進大気汚染物質増減曲線
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く，問題とすべき強度ではない〈図 2)。

騒音変動範囲は平均75ホン最高80最低65でありやや

騒音の強い勤務場所である。夜間交通量の減少時に最

高85ホンの騒音が認められるが，交通量の減少により

料金所通過後の急速発進が多いことが原因していると

思われるのこれらの強度騒音は休憩室，仮眠室まで影

響する程度ではなかった(図 3)。

有害ガス，一酸化炭素濃度は 3'"'-'5mの風がある時

には10ppm程度で問題はないと思われるが，無風状態

の時には30'"'-'50ppm以上にもなる(図 4)0(日本産業

労働環境基準 100ppm)

一酸化窒素濃度は午前 8時より正午にかけて高濃度

を示し， 1. 20'"'-' 1. 37ppmとなった(図 4)。

二酸化窒素濃度は最高0.22ppmで、あり，一酸化窒素

を合計しても，労働環境基準 5ppmに達しないので，

労働環境条件は満しているく図 4)。

粉躍はハイボリューム，エアサンプラ{によれば，

平均0.74mg/m3，最高1.02mg/m3，最低0.45mg/m3，

鉛量平均12.1μg/m円最高17.2μg/m3，最低9.0，ug/m3

であり，無水珪酸量は平均0.12mg/m3，最高0.23mg/

m3，最低0.03mg/m3で、あるく図 5)。

労働環境基準では粉塵総量 5mg/m3，鉛量0.15mg/

m3，無水陸酸1.0'"'-'1. 5mg/m3であり， いづれも基準

を満足している。 (一般に生活環境基準は労働環境基

準の10分の lから 100分の 1とされている。〉

参考のため，昭和43年度東京都庁前の最高の大気汚

染値と比較すると，一酸化炭素，一酸化窒素二酸化窒

素濃度及び粉塵総量は都庁前最高濃度より低いか又は

同程度である。ただし粉塵テ{プエアサンブラーのみ

は高くなっている(図 4)。

料金所の鹿挨は炭素粒が多いため，色が黒くみえる

こと，及び鹿;挨の時間的濃淡の差が大きいことなどか

ら発塵の多い場所と考えられているが，これは見掛け

上であって，鹿挨総量ではそれほど問題とする程度で

はない。

昭和43年度東京都庁前最高濃度(1時間値〉

CO : 40ppm， NO: 1. 82ppm， N02: O. 25ppm 

粉塵総量(デジタル): 3.06mg/m3 

テープェアサンラプー反射率 37% 

2. 勤務員の健j長調査

(1) コーネル健康指数 (C.M.I.)(表3)

性格分類によれば，半数以上が正常であり，殆んど

が正常に近い性格を持っている。やや病的傾向を持っ

ているものが勤続 3年以下と， 3.1年以上に 1名づっ

認められた。

全般的に呼吸器系，消化器系の異常の訴えがやや多

い傾向が認められるが，この訴えの数には勤続年数に

よる差は認められない。

また，循環器系の訴えの数，精神的の訴えの数にも

勤続年数による差は認められない。

図5 料金所大気汚染物質濃度曲線
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表 3 コーネル健康指数調査解析

1. 勤続年数と性格分類

百十

11 

3.1年以上 I7 I 5 I 1 I o ¥ 13 

勤続年数による性格分類に差はない。

i型:正常， II型:正常に近い， III型:やや病的傾

向， IV型:病的

2. C十 I+J=循環器系の訴えの数

3.1年 以上

勤続年数による循環器系の訴えの数に差はない。

3. M，.._，R=精神的な訴えの数

5以下 I6以上 i 計

8 I 3 I 11 

11 I 2 I 13 

4. B=呼吸器系の訴えの数

11 

3.1年以 上 8 13 

勤続年数による呼吸器系の訴えの数に差はない。

従って， C.M.I.調査によれば，勤続年数により，健

康指数が低下することも増加することもない，つまり

慢性的健康障害の心配はないと思われる。

(2) 血液尿検査

個人については 1，.._， 2名軽度の異常所見を認める

が，集図として考えた場合，下記所見が認められる

(表心。

ア 40才以上の人に尿蛋白が疑陽性に出るものが多

!し、。

イ 勤続年数3年以下の人に尿蛋白が疑陽性に出る

ものが多い。

ウ 血液像:血液中の鉛量(d-AminolevulinicAcid 

Dehydratase)，尿中の鉛量 (d-AminolevulinicAcid 

量〕は年令，勤続年数による差は認められない。

(141 ) 

表 4 血液像，尿所見解析

血液像

1. 年令により Stab%に差があるか?

30才台以下 14.9土5.6(n=15) 

40才台以上 15.9土4.5(n=町長なし

2. 勤続年数により Stab%に差があるか?

3年以下 15.1土6.4(n=8) 

3.1年以上 15.3土4.7(nニ 15)差なし

3. 年令により淋巴球%に差があるか?

30才台以下 34.4土4.2(n=15) 

40才台以上 32.3土7.9(n=8)差なし

4. 勤続年数により淋巴球%に差があるか?

3年以下 33.6土8.2(n=8) 

3.1年以上 33. 7土4.1(n=15)差なし

5. 血球中 d-ALA-D量 (μmolPorphobilinogen/ 

RBC100m!/lh)と年令

30才台以下 43.7土12.7(n=15) 

40才台以上 39.5土5.8 Cn=8)差なし

6. 勤続年数により血球中 δ-ALA-D量 (μmolPBG 

/RBC100m!/lh)に差があるか?

3年以下 45.1土6.6(n=8) 

3.1年以上 43.1土7.4(n= 15)差なし

尿所見

1. 年令により尿中 ALA量に差があるか?

30才台以下 3.97土1.54 (n=15) 

40才台以上 4.23土1.08(n=8)差なし

2. 勤続年数により尿中 ALA量に差があるか?

3年以下 3.89土0.77(n=8) 

3. 1年以上 4. 15土1.64 (n= 15)差なし

3. 年令により尿蛋白疑陽性に差があるか?

30才台以下 疑陽性以上 4/15 

40才台以上 グ 7/8 差あり

40才台以上に蛋白疑陽性に出るものが多い。

誤差率 1%以下

4. 勤続年数により尿蛋白疑陽性に差があるか?

3年以下 (士以上) 6/8 

3.1年以上 11 5/15 差あり

3年以下の人に蛋白疑陽性に出るものが多い。

誤差率 1%以下

以上から職場環境の慢性中毒が起こる恐れはないと

考えられると同時に， )1又受員の年令と勤続年令の間に

特殊な関係のあることを知った。日i1ち40才台以上に勤

続 3年以下のものが多く，この人達に尿蛋白疑陽性の

ものが多いことを示しているの但し尿蛋白疑陽性は病

的とは限らないり



表 5 疲労調査結果解析(その 2)

自覚疲労

作業前

作業後

単位:度

自覚疲労 酸素吸入 酸素吸入なし

作 業 後
3.50土0.66 3.58土0.66
n=23 n=23 

3.64士0.52 3. 55土0.74
nエ=17 n=13 

喫
3.10土0.85 3.62土0.52
n=6 n=10 

単位:度

触 2 点 全 日 勤 夜 勤

作 業 日lJ
31. 1土6.9 31. 0土6.8 31. 3土6.7 
n=45 n=24 n=27 

作 業 後
33. 1土7.9 30.3土6.3 36.6土8.2
n=45 n=25 n=20 

liii立 :mm

触 2 点 酸素吸入 酸素吸入なし

作 業 後
34.0土 7.8 32.1土 8.0
n=23 n=22 

35.6土 6.2 32.3土 5.3
n=17 n=12 

喫
29.3土10.5 32.0土10.2
n=6 n=10 

単位 :mm

フリッカ{ ニ外士ニ、 日 勤 夜 勤

作 業 目り
46.9土9.9 51. 3土6.1 44.3土8.9
n=45 n=24. n=21 

{乍 業 後
45.1土8.7 42.0土8.7 48.9土7.4
n=45 n=25 n=20 

単位:明滅回数/秒

フリッカー 酸素吸入 酸素吸入なし

作 業 後
41. 0土13.7 45.1土 9.1
n=23 n=22 

45. 7土 8.4 43.5土 9.1
n=17 n=12 

喫
43.2土 8.3 41. 6土14.2
n=6 n=10 

単位:明滅回数/秒

(142 ) 

3. 疲労検査(表 5)

(1) 自覚疲労調査で、は作業によって疲労感が増加す

ることが認められ，特に夜勤は日勤に比して自覚疲労

度が高し、。酸素吸入は喫煙をしない人には疲労感の増

大を軽減する傾向を有するが，喫煙者にとっては何等

の効果を示さない。

(2) 触2点弁別検査では，夜勤後の疲労度の増加は

認められるが，日勤後の疲労度の増加は認められな

い。また，酸素吸入は喫煙をしないものに疲労度の増

加を軽減する傾向を有するが，酸素吸入と喫煙の疲労

度に及ぼす影響を比較すると喫煙の疲労度を増加する

作用に比して酸素吸入の疲労度軽減作用は極めて小さ

いと考えられる。

(3) フリッカー検査では，夜勤後の疲労度の増加が

証明されず，かえって疲労度の減少を認めたが，これ

は夜明け現象，暗順応の生理的影響および数時間の仮

眠など、の影響が現われたものと考えられる。また作業

後のフリッカー値は勤続年数の多いものに疲労度の少

い傾向を認めた(表 6)。

(4) 以上3種の疲労検査の結果は，日勤に比しし，

夜勤の方が疲労度の増加が大きい傾向が認められる

表 6 疲労調査結果解析

作業後について

1.ァ一一一一
平均値土標準偏差 In

3.60土0.47

3.50土O.75 
… 単位:度

t=0.5 差なし

2 
平均値土標準偏差 In

31. 3土 8.5

30.9土12.1 
!… l単位 :mm

t=0.12 差なし

3. ; 
平均値土標準偏差 In

42. 7土 9.0

46.8土 8.3 26 単回数位j:秒明滅

t= 1. 54 差なし (7%差あり〉

疲労検査及び血中COHb量相互間の相関係数

COHb% I ~!þ.っ，.i;フリッ

。‘ 273

O. 

0.479 1.000 0.172 

0.066 0.172 1.000 



が，いづれも疲労の度合いが高いものとは考えられな しているのであろうか，あきらかに作業前に比して作

業後の血中COHb%は増加している。但しいづ tvも

い。 4・5%を下まわる量であり， 中毒発生域が10%以上で
4. 酸素吸入の効果の判定
(1) 血中のCOHb%量(表7)ブ{ス附近のー酸化 あるから，ブ{ス内環境の CO濃度が CO中毒を起き

炭素濃度が常に10ppm以上(図 6)もあることが原因 せている事実はない。一方喫煙者は喫煙しない者に比

図6 CO ~.龍度分布
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表 7 収受員血中COHb%喫煙者との関係

血中COHb% 全 日勤!夜勤

作 業 j31J 
2.3土0.8 2.3土0.6I 2.4土1.1 
n=45 n=24 I n之江 21

作 ヰヌ些ミ
2. 7土1.0 2.5土0.9I 2.9土1.0
n=33 n=12 1 nヱ=21

{乍 ヌせをミご 後
3.0土0.9 2.8 土~. 91 ~.~土 0.8
n=46 n=25 I n=21 

血中COHb% 酸素吸入 i酸素吸入なし

作 業 中
2. 7土1.0 2.8土1.0
n=16 n=17 

3.2土0.8 3.3土1.0
n=11 n=10 

喫
1.7土0.3 2.0土0.4
n=5 n=7 

血中COHb% 酸素吸入 酸素吸入なし

作 業 後
3.2:1::0.8 2.8土0.9
n二=23 n=23 

3.5土O.7 3. 3土0.8
nニ 17 n=13 

i契
2.2土O.3 2.1土0.3
n=6 n=10 

喫煙者
11 

全 日 勤 夜 勤

fp 業 日IJ
2.8土0.6 2. 6土0.5 3.0土O.7 
n=29 n=15 n=14 

{乍 業 Eド 3.2土0.9 3.1土0.8 3.3士0.9
n=21 n=7 n=14 

{乍 業 後
3.4土O.7 3.3ことO.7 3.5土O.7 
nニ 30 n=16 n口 14

喫煙者しない 全 日 勤 干支 勤

1'1" 業 日IJ
1.6土0.3 1.7土0.2 1.4土0.2
nニ 16 n=9 n=7 

fp 業 中
1.9士0.4 1.7土0.2 2.0土0.4
n=12 n=5 n口 7

作 業 後
2.1土0.4 1.9土0.2I 2.4土0.2
n=16 n=9 n=7 

して血中のCOHb%が高く，喫煙は作業環境の COよ

り，人体に影響を強くあらわしている。喫煙の有無に

かかわらずし、づれも作業につくことによって， COHb 

増加が認められることは作業環境の CO濃度及び作業

中の喫煙と作業場の暖房器により発生する COガスに

よる増加と考えられる。特に夜勤のものの作業後の増

表 8 その他

1. 平均年令35.1才(124名〉

2.1 ア一一 一一一一一

30才台の夜勤者が多い

3. 

40才台になると喫煙者が多い

4. 

24 

18 

30才台以下 40 才台

〆
む
勺
J

つ

ム

に

υ3.1年以 上

40才台に勤続年数の短いものが多い

5. 勤続年数

5年以下 10名

6年以下 21名

7年以下 8名

7. 1年以上 3名

自覚疲労 平均値土標準偏差

3 年以下 3.27土0.71

3.1年以上 3.09土0.97

差を認めない

触 2 点 平均値土標準偏差

3 年以下 32.3土6.3mm

3.1年 以 上 31. 1土9.1mm

差を認めない

フッリカ{ 平均値土標準偏差

3 年以下 45.0土8.7

3. 1年以上 48.5土7.6

差は認めない

加が日勤に比して多いことからゲ{ト通過車両の増加

による排気ガス増加によるCOHb%の増加ではなくし

て，暖房器具から発生する COガスによるCOHb増加

であろう。

(2) 酸素吸入はブ{スにおける料金収受作業をはな

れ詰所に帰った直後2分間実施したが，血中 COHb

(144 ) 



図7 道路公団横浜料金所における下り方向交通量分布

量には有意義な効果を認めることは出来ない。喫煙有

無にかかわらず効果はないものと考えられる。

従って，酸素吸入が自覚疲労，触2点弁別に効果を

認めたとしても，これ等は心理的な影響が大であろ

う。従って心理的効果をねらって酸素吸入を実施しで

も，いづれは効果を失うことは明らかである。よって

酸素吸入を実施することは無効であろう。

それよりも，喫煙を止めることが，健康のためには

最もよいことであるし，しかもゲ{トの作業環境は粉

塵有毒ガスの発生する環境であるから，禁煙を先づ行

うことが必要であろう。次いでCOを発生する恐れの

ある暖房器具を努めて'使用しないことO 即ち電熱器，

赤外線灯或は煙突付きの暖房器を使用すべきであろ

う。

5. その他

収受員の平均年令は35.1才(延 124名〉であり， 30 

才台の夜勤者が多いことが認められ， 40才台になると

喫煙者が非常に多いことが認められる。また40才以上

では勤続年数の短いものが認められる(表8)。

W 結語

自動車排気ガス公害が大きな社会問題となっている

現在においては，有料道路の料金所の作業環境が健康

に有害であるかどうかは，そこに働く料金収受員にと

って，また有料道路経営者にとって重大な関心事であ

る。われわれは今回の調査結果から，収受員の作業環

境は，労働環境基準からすれば，不良環境の範囲には

入らないことを知った。しかも年中無休の営業状態に

あって，よく合理的な勤労管理が実施されており，ま

たよりよい作業環境を作るように労使ともに努力して

いるのを認めることが出来た。特に酸素吸入によって

少しでも大気汚染の障害を改善するこころみを計画さ

れたようであるが，今回の調査によっては酸素吸入の

有効さを認めることは出来なかった。

本調査にあたり，日本大学匿学部公衆衛生学教室西

川浪人教授，東京大学医学部衛生学教室和田攻講師，

倉科周介助手はじめ二教室の研究員諾氏の御支援を得

たことを厚く感謝する次第である。
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水道水中のアンモニア性窒素と亜硝酸性窒素の

同時検出について(第 11報)
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SIMULTANEOUS DETECTION OF AMMONIA AND 

NITRITE NITROGEN IN T AP W A TER (立〉

Yasuo KIMURA， Kenkichi YAMAZAKI 

Hiroshi NAKAMURA 

Department of Water Analysis， Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

Summary 

Following the previous report， experimental studies on the possibilities of simul-

taneous detection of ammonia nitrogen and nitrite nitrogen， were made with tap water 

originated from a deep well water. The addition of chlorine and iron powder to the 

deep well water， containing 0.6ppm of ammonia nitrogen， caused formation of 0.004'"'-' 

O. 014ppm of nitrite nitrogen， while the same treatment made on the standard ammonium 

carbonate solution， containing 0.6ppm as ammonia nitrogen， does not produce any 

mtrite nitrogen. 

1.はじめに

アンモニア性窒素を含む深井戸水を原水とする専用

水道などにおいて，法1)定通り塩素消毒が行われてい

てもアンモニア性窒素と亜硝酸性窒素が同時に検出さ

れ，水道法水質基準に不適となる場合がしばしば見ら

れる。このことについて，第 I報2) でアンモニア性窒

素を含む深井戸水を塩素消毒した場合，不連続点前の

塩素注入でO.001 '"'-' O. 003ppm程度の亜硝酸性窒素が

生成されることを報告した。また，更に残留塩素の他

に鉄の影響が加わると，亜硝酸性窒素の生成量が増加

するものと推定されたので，今回はこの残留塩素と鉄

の影響について以下のような実!肢を試みた。

2. 実験

2-1 試薬及び装置

2-1-1 pH調整液:重炭酸ナトリウム NaHCOa

2.10 g及び炭酸ナトリウム Na2COa2.65 gを蒸留水

*東京都立衛生研究所

にとかして 100mlとした。

2-1-2 アンモニア性窒素標準液:炭酸ァ γモニ

ウム CNH4)2COa • H20 O. 8143 gを蒸留水にとかし

て 11とした。本液 1mlはアンモニア性窒素 O.lmg

を含む。

2-1-3 塩素溶液:次亜塩素酸ナトリウム液(有

効塩素 4.0%) を蒸留水で 100倍に希釈した。本液

1 mlは 0.4mgの有効塩素を含む。

2-1-4 分光光度計 f島津 QV-50型， 10mmお

よび 20mmセノレ使用。

2-1-5 pHメータ~ .東亜電波 modelHM-Aガ

ラス電極

2-2 試験法

2-2-1 水素イオン濃度:ガラス電極法。

2-2-2 アンモニア性窒素:ネスラ{法およびイ

ンドフェノ，ーノレ法。

2-2-3 亜硝酸性窒素:GR法

2-2-4 残留塩素 iオノレトトリジン法

( 147) 



2-3 実験方法

2~3-1 アンモニア性窒素 O.6ppmを含む深井戸

水〈井深 160m，pH7.8，アンモニア性窒素 O.60ppm，

亜硝酸性窒素 Oppm，硝酸性窒素 Oppm， 塩素イオ

ン7.1ppm，過マンガン般カリウム消費量1.07ppm， 

大腸菌群〈ー)(50ml中)，一般細菌数o(1 ml中)Jに

Table. 1に示す量の塩素(次亜塩素酸ナトリウム溶

液〉および鉄粉〈試薬〉を加えよく混和したのち，直

ちに亜硝酸性窒素および残留塩素を測定し，そのまま

室温に静置し 6時間後， 24時間後にも同様な測定を行

なった。

2-3-2 アンモニア性窒素 O.6ppmを含むアンモ

ニア標準溶液を pH調整液を用いて pH7.8とし，上

記と同様に塩素および鉄粉を加え， よく混和したの

ち，直ちに亜硝酸性窒素および残留塩素を測定し， 6 

時間後， 24時間後にも同様な測定を行った。

3. 結果および考察

3-1 アンモニア性窒素を含む深井戸水を用いて行

なった実験においては， Table. 2および Fig.1 ""'-J 

Fig.4に示すように，塩素注入量が不連続点以下の

場合において，亜硝酸性窒素の生成は，塩素のみを添

加した場合 (Fig.1)に比較して，塩素および鉄粉を

Table. 1 Preparation of Samples 

Sample Number Deep Well Water N(iCtro{ ntain 
0.6ppm Ammonia Nitrogen)' 

Added Chlorine Added Iron Powder 

1-1 200ml O. 06mg (0. 3ppm) Omg 

1-2 200 0.06 5 

1-3 200 O. 06 10 

1-4 200 0.06 50 

2-1 200 0.12 (0.6ppm) 。
2-2 200 0.12 5 

2-3 200 O. 12 10 

2-4 200 0.12 50 

3-1 200 0.20 (1. Oppm) 。
3-2 200 0.20 5 

3-3 200 0.20 10 

3-4 200 0.20 50 

Table. 2 Detection of Nitrite Nitrogen and Residual Chlorine 

Immediately After 6 hrs After 24 hrs After 

Sumple 
Number Nitrite Residual Nitrite Residual Nitrite Residual 

Nitrogen Chlorine Nitrogen Chlorine Nitrogen Chlorine 

1-1 。ppm 0.14ppm 。ppm 0.14ppm 。ppm 0.13ppm 

1-2 。 0.09 。 0.08 0.007 0.05 

1-3 0.002 0.04 0.002 0.02 0.007 0.01 

1-4 。 0.02 0.001 0.00 0.006 0.00 

2一一l 。 0.36 。 0.35 0.001 0.33 

2-2 。 0.22 。 0.18 0.005 0.15 

2-3 0.001 O. 13 0.003 0.08 0.006 0.02 

2一一4 。 0.05 0.004 0.00 0.010 0.00 

3-1 。 O. 72 。 O. ?l 0.002 O. 70 

3-2 。 0.48 0.002 0.42 0.004 0.31 

3-3 0.002 0.34 0.002 0.30 0.009 0.20 

3-4 。 0.20 0.004 0.11 0.014 0.02 

(148 ) 



Fig. 1 Detections of Nitrite Nitrogen 

and Residual Chlorine (iron 

powder Omg) 

NOz-Ni CI， 
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Fig. 2 Detections of Nitrite Nitrogen 

and Residual Chlorine (iron 

powder 5 mg) 

一一一一 Residual Chlorine 
(CI2) 

一一_Nitrite Nìt 1'o~en 
(N02-N) 
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12 

添加した場合 (Fig.2 ~ Fig. 4 )の方がはるかに多

く，また鉄粉の添加量の多い程，およびその接触時間

の長い程， 亜硝酸性窒素の生成量が多かった。しか

し鉄粉は残留塩素を消費するため，逆に鉄粉の添加

量の多い程，接触時間の長い程，残留塩素は少なくな

るo 即ち，アンモニア性窒素を含む深井戸水を塩素消

毒する場合，塩素注入量が不連続点以下の場合，鉄管

などの鉄が露出していると残留塩素が鉄により消費さ

れ，亜硝酸性窒素が生成され易くなり，法定通り残留

塩素が存在しても，アンモニア性窒素と亜硝酸性窒素

Fig. 3 Detections of Nitrite Nitrogell 

and Residual Chlorine (iron 

powder 1 Omg) 

N02
♂ N， CI， 

(ppm) I (ppm) 
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Fig. 4 Detections of Nitrite Nitrogen 
and Residual Chlorine (iron 

powder 50mg) 
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の同時検出が起りうることがわかった。

3-2 炭酸ァ γモニウムより調整したアンモニア性~

窒素標準液で行なった実験では，亜硝酸性窒素の生成

はみられなかった0

4. むすび

深井戸水中のアンモニア性窒素は一般のアンモニウ

ムイオンと性質を異にする特異な性質をもち， (1)非常

に空気酸化をうけやすく，容易に亜硝酸性窒素に酸化一

(149 ) 



されること， (2)不連続点以下の塩素消毒では 0.001，，-，

O.003ppm程度の亜硝酸性窒素を生成すること。を第

1報で報告したが，更に，塩素消毒のほかに鉄の影響

が加わると，亜硝酸性窒素の生成が促進され，法定通

り埴素消毒が行なわれても，容易にアンモニア性窒素

( 150) 

と亜硝酸性窒素の同時検出が起りうることがわかっ

7こo
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BOD試験を妨害する物質について

村秀ーネ山 11奇 堅吉 *

笹野英雄ネ

STUDIES ON GROWTH INHIBITORS OBSTRUCTING BOD TEST 

Shuichi MIMURA， Kenkichi YAMAZAKI 

and Hideo SASANO 

Department of Water Analysis， Tokyo Metropolitan Researcb Laboratory of Public Health 

Summary 

Reliable results of the BOD test can only be expected 011 the samples in which 

micro-organisms are propagating naturally. Thus， water samples contaminated by the 

grovvth inhibitory substances are not suitable for the BOD test. Further more， most 

of the inhibitory substances are difficult to remove from the specimens， as the chemical 

means of removing of the obstructing substances would change the water quality itself. 

Minimum concentrations of the obstructing substances in the diluted samples were 

calculated (in ppm) as follows : Ag，less than 0.0005; org. Hg， 0.05; inorg. Hg， 0.05 ; 

Cu， 0.15; Cr， 0.15'"'-'0.25; Ni， 0.25; Al， 1. 0"，1. 5; Pb， 2.5; Cd， 2.5; CN， 2.5'"'-'3.5; 

Fe2七2.5"，3.5;Zn，. 2.5，，-，5.0 ; LAS， 25'""-'35 and ABS， 25，--...50. Tbe order of the BOD 

obstracting gradient was Ag， org. Hg， inorg. Hg， Cu， Cr， Ni， Al， Pb， Cd， CN， Fe2七

Zn， LAS and ABS. 

緒 言

BOD C生物化学的酸素要求量〉とは，水中の汚染

源となり得る物質が生物化学的に酸化されるために消

費する酸素最をあらわしたものであり，排水中の有機

物質が自然状態で酸化される場合に最も近い条件のも

とで生物化学的反応に基づいて試験を行なうもので

あるから，河川汚濁の原因である有機物質の指標とし

ては最も適当な資料となるものである。河川や工場

排水の水質基準には B0 D CBiochemical Oxygen 

Demand)が規制されているが， BOD試験を行なう

に際しては好気性菌の生存または活動を妨害する物質

を除去しなければならないとされている。そこでBO

D試験を妨害する物質を除去する方法が問題となって

くる。

*都立衛生研究所水質試験部

C 151 ) 

酸，アルカリは中和することにより，また残留塩素

は亜硫酸ソ{ダやチオ硫酸ソ{ダにより処理すること

が出来るが，妨害物質と思われる大部分のものは検水

そのものに変化を与えないで妨害物質のみを除去する

事は非常に困難である。そこで著者等はBOD測定に

おける妨害物質の除去法を見出すベく，その第一段階

として各種無機金属，有機水銀，シアンおよび合成洗

剤(ソフト型，ハ{ド型〉のBOD試験におよぼす影

響を検討したので報告する。

実験の部

1. 実験試料

実験に供した原水は，lーク、、ルタミン酸をBOD試験

稀釈水に溶解し，これに植種源として，残留塩素の存

在しないし尿浄化槽放流水を加え， BOD値を約 100

ppmとしたものを用いた。妨害物質の対照として用い

た薬品および溶解度は次の通りである。



薬 1:)仁日: 溶解度

a) Al ...K2Ab(S04) • 24H20 11. 420 

b) Cr ...K2Cr04 62.920 

c) Fe .. FeS04(NH4)2S04 • 6H20 18.00 

d) Ni 一.NiS04(NH4)2S0ρ6H20 10.420 

e) Cu .. .CUS04 • 5 H20 31. 60 

f) Zn .. ZnS04 • 7 H20 96.520 

g) Pb ..Pb(N03)2 56.520 

h) CN ..KCN 易

i) Cd "'MetalCd(十日N03) 215.00 

j ) Org • Hg .， .CH3HgCl 

k) inOrg 0 Hg"'HgCb 6.920 

1 ) Ag . . . AgN03 122. 00 

m) ABS ...CH3(CH2)l1C6H4S03Na 

n) LAS .. . KA01¥在X-1542

2. 実験方法

原水のBOD値を 100%とした時ι原水に (a)，，-， 

(n)の物質を加えた時の BOD値を比較し， BOD 

試験への妨害率を算出した。なお上記のBOD値は標

準稀釈法の 200C，5日間による値であり， 稀釈倍数

は20倍稀釈のものが 5日間酸素消費率が， 40"-'70%の

範囲に入ったものである。 DO(溶存酸素〉測定は，

柴田ミラー変法を用いた。妨害物質の対照として用い

た薬品と原水との接触時間は 5"-'20分である。

3. 実験結果および考察

Fig. 1 Effect of Aluminium on BOD 

test 

Concentration : in diluted samples 
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Fig. 2 Effect of Chromium on BOD test 
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Fig. 3 Effect of chromium on BOD test 
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Fig. 4 Effect of Iron on BOD test 

ハ
υ

p
h
d
 

知ヘ
υ

内
〈

υ

戸
内

υ
内〆“

F
h
d
 

宅

in
u
 

噌

g
A

F
h
d
 

い一一

nHV
ハH
v
n
H
v
n
H
u
n
H
v
n
H
u
n
H
v

，s、

C

O

F

h

d

A
性

η
0
9
U
噌

i

10.0 ppo1 

Fig. 5 Effect of Nickel on BOD test 
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Fig. 6 Effect of Copper on BOD test 
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Fig. 7 Effect of Zinc on BOD test Fig. 11 Effect of Cadmium on BOD test 
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Fig. 8 Effect of Lead on BOD test 
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Fig.!9 Effect of Cyanide on BOD test 
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Fig. 10 Effect of Cyanide on bacterias 
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Fig. 13 Effect of Mercury on BOD test 
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Fig. 14 Effect of ABS (Hard type) 

on BOD test 
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Fig. 15 Effect of LAS(Soft type) 

on BOD test 
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a)アルミニウム (Al)

AP+は水中で通常水分子を配位し， Al(H20)s3+な

どの形で存在する。現在および今後とも軽金属の主成

分として広く用いられるものと思われる。今回のBO

D試験における原水中の Alの濃度は， 溶解度からみ

て完全に溶解していると推定される。

そこで Table.1および Fig.1により AlのBO

D試験におよぼす影響をみると， ふらん瓶中濃度で

1. 5ppmになると BOD試験は大きく妨害され，原水

BOD値の 32%に相当する値になる。したがって1.5

ppmで、は 5日間酸素消費量も40'"'-70%の範聞から大き

くはずれる。妨害物質による酸素消費量の問題につい

ては，今回行なった全妨害物質に共通のことであるの

で~， b) クロミウム (Cr)のところで述べるの

b) クロミウム (Cr)

クロミウムの大きな用途はメッキであり，また合金

〈ステンレス，ニクロム等〉として重要なもので需要

が極めて多し、。 Table.1および Fig.2により Crの

BOD試験におよぼす影響をみると， ふらん瓶中濃

度で0.15ppmになると BOD値は 80.95~6 となり，

3.5ppmでは 0%を示す。 Fig.3はBOD試験におけ

る5日間の酸素消費率への影響を示したものであるo

BOD'値は 5日間酸素消費率が40'"'-70%の範囲内のも

のを適用するとしづ定義からみると，稀釈倍数を10，

20， 30倍にとった場合， 5日間の酸素消費率が40'"'-70

%の範囲に入るものは20倍稀釈のものであり，この値

を真のBOD値と考えてよい。次の表はクロムのふら

ん瓶中濃度と各稀釈倍数による 5日間酸素消費率を示

したものである。

BOD値の計算には 5 日間酸素消費率が40~70%の

ものを採用する。これから原水(0)のBOD値は20倍

のもの(酸素消費率 53.3%) を採用することになる

が， 20 倍稀釈のものでも Cr濃度が 0.25ppmを越え

ると酸素消費率40%以下となり， BOD値の計算に適

しなくなる。

Cr(ppm) 10 倍 20 倍 30 倍

。 84.0 % /。O/ 
27. 2 ~6 

0.0005 11 // 

0.0025 // // 21. 0 

0.005 // // // 

0.025 72. 8 // 19.0 

0.05 /1 // /1 

0.15 // 46.8 // 

0.25 62.0 30.4 // 

0.5 54.4 27.8 12.3 

1.0 26.0 9.0 

I 1. 5 30.0 23.4 // 

一方原水の酸素消費率が84.0~6であった10倍稀釈の

ものが， Cr濃度で O.25~ 1. Oppmまで酸素消費率 40

'"'-70%の範囲に入札理論上はBOD倍計算に適する

倍数となる。この結果真のBOD値は20倍稀釈のもの

で計算されるものが Crを 0.25ppm入れてやると

10倍稀釈で計算されることになり， BOD(I直は約弘の

伎で示されることになる。したがって妨害物質の存在

する検水のBOD値を得るためには，酸素消費率40"-'

70%の稀釈倍数のものを選び，その中から結論で述べ

ている BOD試験を妨害する最小濃度以下のものを用

いる必要がある。

c)鉄 (Fe2つ
地球上に広くかっ多量に存在する元素で，合金(鋼，

マンガン鋼，ステンレス， ニッケノレ鏑，ブエリシリコ

ン，その他〉としてあらゆる分野に用いられる。し

たがって排水中には広く存在する。 Table.1および

Fig.4よりふらん瓶中濃度で 3.Oppm附近が BOD

値 80%位と推定され， 3.Oppm以上になると徐々に妨

害され，グラフはなだらかな線を描いている。

d)ニッケノレ (Ni)

メッキに使用されるほか器具の製造，合金成分など

用途が多し、。 Table.1， Fig. 5よりふらん瓶中濃度

で 0.25ppmを境として急激に妨害され， 2.5ppmで

はBOD値が 0となるつ

e)銅 (Cu)

銅の用途は非常に多く，電線その{自電気関係資材，

日用諸器具の製造にまた種々の合金の成分などに広く

使用されている。銅イオンは，わず、かに存在しても生

物の正常な発育を阻害すると言われているが， Table. 
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1， Fig.6からみても妨害率は大きく， ふらん瓶中

濃度 0.15ppmでBOD値が75%と低くなっているo

BOD試験に用いる蒸留水はその製造装置に銅が使用

されているものについては注意を要する D

f)亜鉛 (Zn)

亜鉛を含む合金には，真偽，洋銀など重要なものが

多く，また電池， トタン板の製造等にも用いられてい

る。そのた鉛と並んで水道等にも使用されている。亜

鉛は今回実験を行なった金属中で、は最も妨害率が小さ

く Fig.7のような妨害傾向であった。

g)鉛 (Pb)

鉛は板，管などとし，また蓄電池の電極，硫酸製造

の鉛室などに用いられる。その他ハンダ{活字金など

の成分として用途は大きし、。 BOD試験妨害率は想定

していたよりも小さく，亜鉛と大差なかった。(Fig.8)

h)シアン (CN)

工場場令J排ゴ1非|ド:寸オ水t中のシア γイ化ヒ合物は酸性側で容易に猛毒i

のシアン化水素に変り久，人体に関してはシアン化水素

O.025p即pmを含む空気中では数時時.間後にわず、カかミながら

寄{性生の症状があらわれるが， 0.12ppmでは 1時間以

内で危険であり， 2.5ppmでは致命的であるとされて

いる。そこでBOD試験においても低濃度で妨害があ

らわれるものと考えて試験してみた。その結果 Table.

1， Fig.9のような値および傾向を得たが， 当初予

想していたよりシアンによる影響が小さかったので，

そこで一般細菌数と大腸菌群に対するシアンの影響を

調べてみた。

Fig. 10はシアンによる一般細菌数への影響を示し

たものである。一般細菌に対しては 70ppm附近でそ

の影響があらわれている。大腸菌群に対してはシアン

の影響はほとんど認められなかった。なおシアンを分

解する水生真菌類の報告等があり，これらが河)f[，湖

沼，内湾等の水中，ベントスなどからしばしば分離さ

れると言われている。このようなことも考慮に入れて

シアン分解商が存在していないと思われるし尿浄化槽

放流水を植種源に用い実験を行なったわけであるが，

ふらん瓶中濃度で 3.5ppmを境にしてシアンによる影

響が大きくあらわれている。

i )カドミウム (Cd)

天然には常に亜鉛に伴って産出し，易融合金(ウッ

ドの合金， リポウイッツの合金など〉や標準電池に用

いられている。近時イタイイタイ病の原因物質はカド

ミウムであるとして問題となった金属である。カドミ

ウムのBOD試験におよぼす影響は Fig.llに示した

通り，ふらん瓶中濃度1.5ppmで妨害を受けているつ

( 155) 

Fig. 12はカドミウムの BOD試験におよぼす影響を

経目的にみた表である。これによると 1日目は原水お

よび各濃度の試料とも酸素の消費が全然行なわれず，

3日目で原水および O.005， O. 025， O. 05 ppmまでの

濃度のものが酸素消費が行なわれ， 0.15ppm 以上の濃

度ではまだ酸素の消費が行なわれなかった。 5日目に

入ると 0.15ppm以上の濃度のものも酸素の消費が行

なわれ， 2.5ppmで原水 BOD値の 84.21%，10ppm 

で 10.52%を示した。 この結果からカドミウム O.15 

ppm以上のものは 3日目から酸素消費が確認され，

1. 5ppmまでは 5日間の総計では原水のBOD値と同

じ値を示した。カドミウムによる妨害は 2.5ppmから

あらわれている。

j )塩化メチノレ水銀 (CH3HgCl)

有機水銀の公害として水俣病が大きく取上げられ，

これに関して検討された結果が多数報告されている。

この中で水俣湾貝中の有機水銀は CH3HgCl と言わ

れているが， この CH3HgClは 5N-NaOH液中で

1100C， 6時間， 6N-HCl液中で 1050C，4時間処

理しても有機性を保持しているとの報告が，熊本大医

学部衛生学教室よりされている。また無機水銀が有機

水銀へ転化するとの報告等もあるの水銀のBOD試験

へおよぼす影響についての検討は， k)の無機水銀の

項で比較検討することにする。

k)塩化第ニ水銀 (HgCb)

水銀は銀白色流動性の金属で，常温で液体である唯

一の金属である。融点は -390Cで金属中最低，沸点

は 356.90Cでかなり底く， したがって蒸発性で水銀

蒸気となり，これは猛毒である。用途は温度計，気圧

計，医薬，水銀燈，水銀塩類，アマルガムおよび朱の

製造，治金における混末法，理化学実験用などとして

広く用いられている。 HgCbは蛋白質と結合を起すの

で猛毒であり，これを利用して希薄液を消毒剤，殺菌

剤として用いられている。

(有機水銀 CH3HgClと無機水銀 HgClzの比較〉

Table. 2および Fig.13， 14に示したのが両者の

BOD試験へおよぼす影響をあらわしたものである。

水銀 (Hg)濃度は有機水銀は CI-hl:-IgCl，無機水銀は

Hgとして表わした。したがって C日 gCl量の約j
がC:1:-13HgCl中の Hg量に相当する。 Table.2およ

び Fig.12は無機水銀より有機水銀の方が BOD妨

害率の大きいことを示し，し、ずれもふらん瓶中濃度で

O. 025"-'0. 05ppm間で妨害の影響があらわれはじめて

いる。そして 0.125ppmで酸素消費が全く行なわれな

くなる。



1 )銀 (Ag)

銀は装飾品，各種銀器具として使用されているが，

その外薬用のコロイド銀は強殺菌防腐力があり，水

剤，軟膏剤として用いられる。性質としては熱，電気

の最良導体で延性，展性もきわめて大きし、。空気中で

熱しても酸化されないが，硫化水素，オゾンなどがあ

れば鋭敏に反応して硫化銀 Ag2S，過酸化銀 A~202 を

生じ，黒変する。 Agには強殺菌防腐力があることか

らBOD試験を相当妨害するであろうことは推定され

たが実際にも Table.2のごとく，ふらん瓶中濃度で

0.0005ppmの低濃度でも BOD試験を 100%妨害して

いる。銀は今回実験を行なった金属中では最も妨害率

が大きかった。

m) A B S (Alky 1 Benzene Sulfona tes) 

近年石油化学の発達により，洗剤として界面活性剤

が用いられるようになった。最初から用いられている

界面活性剤は AB S (Softtype)である。この物質に

関する問題点は 2つあり， 1つはこの化合物が 1ppm

程度の濃度で自に見える泡を作ること，他の 1つは

下水処理場で分解されないことである。また人体にお

よぼす影響については 5印O∞O句ppm程度まで

的な反応を起させないとしい、寸う報告もあるο しかし公害

問題としては上記の 2問題が大きくグロ{ズアップさ

れ， ABSの誘導体である LA S (Linear Alkylate 

Sulfonate)をABSの代りに生産するようになっ

た。 ABSのBOD試験におよぼす影響は次項の n)

LASのところで比較検討する。

n) L A S (Linear Alkyl Benzene Sulfonate) 

最近，合成洗剤が分解され難いABSから生物分解

を受け易い LASに切替えられているが， 現実には

腐敗そう，貯留そう，一次処理のみの下水処理場など

で嫌気的または半好気的な条例二で処理された放流水中

には，かなりの洗剤が残留しており， LASでもこの

ような条件下では完全な生物分解を受けh ないのであ

る。そこで工場排水，その他の排水中に合成洗剤が含

有される率が非常に高いことが推定されるので， BO 

D試験におよぼす影響をABS，LASを比較しなが

ら実験を行なった。

(ABS と LASの比較〉

試料作成に先だち， 合成洗剤の定量を J1 S-KO 

120 (工場排水試験方法)22.1により行なし、。溶存酸

素測定は柴田ミラー変法を用いた。なおi容存酸素測定

に際し柴田ミラー変法，ウインクラー法の両法につい

て洗剤による滴定誤差を合成洗剤を稀釈水に Table.4

の通り添加したものについて検討した。その結果，合
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成洗剤添加量として 1"-'2000ppmの範囲内では 100

ppmまでは柴田@ミラ{変法の方がすぐれていたの

で当法を使用することに決定した。なお両法とも洗剤j

が一定濃度以上になると対照蒸留水のDOと差を認め

たが，これは両法とも DO測定時における撹伴により

洗剤が起泡するため白濁を生じ，そのために指示薬の

滴定終末点が不明確になるためと思われる。 ABS

(Hard type) L A S (Soft type)のBOD試験にお

よぼす影響についてふらん瓶中濃度でO.025， O. 05， 

0.15， 0.25， 0.5， 1.0， 1.5， 2.0， 2.5， 3.5， 5.0の

11段階にとり， 5ク{ノレの実験を行なった。その結果

は ABS，LASともいずれの濃度においても妨害

を示さなかった。そこでふらん瓶中の濃度を最高 100

ppmまで上げて実験を行なってみた。その結果は，

Table.3， Fig. 14， 15の通りである。 ABS，LAS

ともにふらん瓶中濃度で 25ppmまでは差がなく， 35 

ppmから差があらわれはじめ， 100ppmの濃度では

AB S 63.64%， LAS 43.48%としづ値を示した。

いずれも 25ppmから妨害があらわれ，総体的には生

物分解を受け易い SofttypeのLASの方がBOD試

験に与える妨害が大であったの

を吐コ 邑主笠
原口 肘泊

金属イオンによって微生物の働きが阻ー害される現象

をあらわしたものを Oligodynamie という。これは

N匂eliが敏生物の発育がごく低濃度の重金属水溶液

で害される現象を発見してこの現象を Oligodynamie

と呼んだことにはじまるが現在では広く生物が微量の

金属イオンによって害される現象をいう。生物により

多少異なるが，主なイオンをこの作用の大きさの}I関に

ならべると次のようになる。

Ag> Hg>Cu>Cd> Ni> Pb> Al>Zn> Cr> Fe2+ 

この現象は殺菌などに応用される。 BOD試験の妨害

の要因として細菌や徴生物の活動が臨止されること

が上げられる。そこで BOD試験を妨害する傾向も

Oligodinamieの殺菌力順序と関連があるのではない

かと推定し，今回行なったBOD試験を妨害する物質

の妨害率を大きいJI固にならべ比較してみた。それは次

の通りである。

Ag> Org. Hg> inorg. Hg>Cu>Cr>Ni>Al> 

Pb>CN>Fe2+>Cd>Zn>LA S>AB S 

これをみると OIigodinamieOnderの CdとBOD

Inhibitor orderの Crが入れ替っているが，他につ

いては大体同じような傾向を示している。今回の実験

に使用した各物質のBOD試験に妨害を与える最小濃

度(稀釈検水中濃度〉は大体次の通りであるの



1) Ag …極徴量 (0.0005ppm以下〉

2) Org • Hg ...0.05ppm 

3) inOrg. Hg" .0. 05ppm 

4) Cu …0.15ppm 

5) Cr …O. 15'"'-'0. 25ppm 

6) Ni …0.25ppm 

7) Al …1. 0'"'-'1. 5ppm 

8) Pb …2.5ppm 

9) CN …2.5'"'-'3.5ppm 

10) Fe2+ …2. 5'"'-'3. 5ppm 

11) Cd ・・・2.5ppm

12) Zn …2. 5'"'-'5. Oppm 

13) L A S ...25'"'-'35ppm 

14) ABS …25'"'-'50ppm 

BODはあらゆる生物の酸素要求量の総合であるの

で，植種試料中の生物相の状態により，一定条件のも

とにBOD試験を行なっても，いつでも一定の BOD

値が得られるとは限らないが，今回実験した混入物質

が上記の濃度以下であるか，あるいははそれ以上で、も

検体を稀釈することによってその濃度以下にすること

ができればBOD試験に与える妨害は除去できるもの

と推定される。

参考文献

荻原 耕一著 BOD試験法解説

(讃文堂) (1957) 

無機化学研究会最新無機化学

(広川護庖) (1961) 

田中 穣編集実験化学便覧

(共立出版) (1966) 

児玉桂三編集生物化学ハンドブック

(技報堂) (1957) 

井上 敏編集岩波理化学辞典

(岩波書庖) (1953) 

公害問題研究会水質汚濁問題とその対策

(公害問題研究会) (1967) 

高嶺 明達編集工場排水試験方法

(日本規格協会) (1964) 

戸田忠雄著戸田新細菌学

(南山堂) (1957) 

Table. 1 Inhibiting rate of materials on BOD test 

COI間的ationof materials 1

0
._ 1"，- 1 1 1 3 1 5 1 10 1 20 1 30 1 50 1 70 1 100 1 200 

(inhibitors) in Raw water ~~・~ I ppml ppml ppml ppml ppml ppml ppml ppml ppml ppm |ppm 1 .• 1 •. 1 •• 1 •• 1 •• 1 •• •• --1 •• .-'----1 

P 唱 10.005 1 1 1 1 1 
Concentration of materials I

V
' ~v~ ，.， .-I "A.-! "， .-1 ^ ，.，.-! "，- 1 ， .-1 ，.，.-1 n.- 1 .- 1 

" ~U~C，"， 'LU'~ 1'"'-'0.0251 0.051 0.151 0.251 0.5 1 1 1 1. 5 1 2.5 1 3.5 1 5 1 10 (inhibitors) in diluted samples I-v， v. vvi v. J.vl v. L.VI v. V I J. I J.. V I L.. V I V. V I V 

AI (Aluminum) 

Cr (Chromi um) 

Fe (Iron) 

Ni (Nickel) 

Cu (Copper) 

Zn (Zinc) 

Pb (Lead) 

CN (Cyanide) 

Cd (Cadmium) 

Table. 2 Inhibiting rate of mercury and SiIver on BOD test 

Concentration of mercury in O. 1 0.5 1. 5 1 2 2.5 1 3 
law water ppm ppm 1 ppm 1 ppm 1 ppm 1 ppm 

Concentration of mercury in 
diluted samples 

Org. Hg (Organic mercury) 

Inorg. Hg (inorganicmercuy) I 100 I 100 i 100 I 100 I 100 100 1 76.191 71. 431 42.861 0 1 0 

Ag (Silver) 01 01 01 01 。 010 。 。 。 。
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Concentration of materials 
in diluted water 

Concentration of materials 
in diluted water 

A B S 

L A S 

TabIe. 3 Inhibiting-rate of ABS and LAS 

Tahle. 4 Influence of ABS on the determination of Dissolve oxygen 

Concentration of ABS in 
Shibata--Miller method winlder-method 

law water (DO=8.33) 

o ppm 100 /。0/ 100 /。0/ 

50 ppm 100 /。O/ 100 /。O/ 

100 ppm 100 % 103.77% 

500 ppm 106.253~ 103.77% 

1，000 ppm 106.25% 107.55% 

2，000 ppm 106. 253~ 107.55% 

Table. 5 Influence of ABS LAS on total colonies and coliform group 

Concentration of ABS 
Total colonies (in 1 ml) 

LAS in standard samples 
ABS LAS ABS LAS 

。 180，000 180，000 51 51 

5 130，000 130，000 51 52 

25 130，000 1，500 53 53 

50 34，000 1，500 72 50 

80 2，800 1，100 61 60 

100 2，500 900 50 55 

産業廃水の質的分類

去Iじるく- 当 す る 産 業

BODの高い廃水浮遊物質の多いもの 油と場脂，， 羊魚介毛調紡製績工，場洗濯，缶，詰醸造，乳，製製品糖， パルプ， 製紙， 製革，

BOD高く，毒物を含む
石灰ガス，タール，肥料，製鉄，石油精製，ベンベノレグ， KP
ノミノレプ

B 物ODの値むが比較的低く (80ppm以下〉
毒を合

造金属，工合業成繊，人維絹製造，染料， 石油化学， 殺虫剤および消毒剤製

浮B遊O物D質の値とがコ比ロ較イ的ド小を含さむく(60ppm以下〉 有機性廃水，紙をすいた廃水(白水〉

主として無機物質を含む 鉱山の坑水，規錬廃水，金属加工，製鋼
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土壌 中 に お け る大腸菌の推移

松本淳彦ネ

HYGIENIC STUDIES ON Escherichia coli IN SOILS. 

くPreliminaryReport) 

Atsuhiko MA TSUMOTO 

Resume 

1) Vertical distribution of bacteria in some garden soi1s was studiec1. Both the 

tota1 bacteria and Coli司aerogenesgroup decreased markecl1y with the increase of depth. 

The bacterial population at the c1epth of 1 meter was about 1/100 of that of the surface 

and Coli-aerogenes group bacteria were se1dom cletectecl from the soi1s of more than 30. 

cm deep. 

2) Suspensions of Escheγichia col i (1. 0 x 101 cells/m1) were inocu1atec1 to each of 

the sterilized and raw garden soils which were sieved by 20 mesh sieve and stored 

at 250C keeping the moisture at about 40%. 1n the sterilized soi1s， E. coli population 

increasecl marked1y in one or tow days and later on decreased gradually. 日Thi1ethat 

in the raw garden soils decreasecl gradually without the initial multip1ication to 1/10 

and 1/100 of the initial population after 20 days and 40 days respective1y. Tbe 

tota1 bacteria1 population in the raw soil was almost stable during a11 the periocl of 

experiment (1. 2to 7.3x10s/g). 

3) Suspension of E. coli was dripped on the soil columns (clia. 6.4cm， length 30cm~ 

60cm ancl 90cm) and the effluents from the bottom were culturec1. The initia1 sus-

pension containecl 300 to 500 cells of E. coli per 1ml. ancl the flow rate was regu-

latecl at 4ml. per minute. On the whole， the longer the co1umn was the more the 

removal effect for E. coli was large. The removal effect for E.coli of the sterilized 

soil column clecreasecl markedly with the progress of flow time ancl comp1etely 

clissappearecl after 1. 0 to 1. 4 1iter of eff1uent were co11ectec1. Neverthe1ess， that of 

the raw soi1 co1umn was uncloubted1y much greater and was more than 90% even 1. 4 

1iter of effluent was flew out excepting the column of 30cm in vvhich the removal 

effect was markedly sma11er. 

4) After stopping the clripping， the suspension in the soil co1umn was suckecl out 

from the bottom by a vacume pump ancl the clistribution of E. coli in the soil 

column was examined. The number of E. coli in the surface part of the sterilizecl 

soi1 column was two to six times larger than that in tbe bottom part. While the 

former was twenty to fifty times larger than the 1atter in the raw soi1 column. 

*東京都立衛生研究所水質試験部水中微生物研究室
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5) To make clear the effects of pedolomicroorganism for E. coli，. the raw soil 

extracts of different dilution and the E. coli suspension were inoculated to the 

sterilized well water which contains 50ppm of pepton and stored at room temperature. 

E. co l i almost died out after 10 days in the thick soil extract culture， and decreased 

to 1/10 of the initial count after 16 days in the thin extract culture. vVhile， in the 

control culture which does not contain the soil extract E.coli multiplied from 3 x 102/ml 

to 1. 4 X 107/ml after 3 days and later on there was no variation even after 16 days. 

The total bacterial count increased from 1. 8 X 106 to 1. 4 X 107/ml in each culture of 

different degrees of dilution of the extract after 3 days. 

The biological action of indigenous microorganisms in soils may be consiclered to 

be one of the essential factors which control the infiltration of E. coli into subter・

Tanean可vater.

Therefore， it may not be disregardecl in the discussion of well wateT contamination. 

緒言

昭和41年 3月，部下東村山市で専用水道に基因する

水系集団赤痢が発生した。当時使用していた水源井へ

の汚染径路としていくつかの可能性が挙けごられたが，

地表からの惨透流入ということがー悶に考えられた1h

また，家庭排水等を地下l汲込式によって処理している

地域がいまだ多い現状に対して，実際に汚水が地表あ

るいは地中に放流された!擦の地下水汚染径路の機構を

究明するため，野外における土壌中の細菌分布を調査

し，また大腸菌の土壌中における生存時間，土壌中へ

諺透していく開の除去率等について室内実験を行なっ

た。

土壌中の大腸菌群分布について

概して土壌中には多くの微生物群が生息している

が，これらは土壌表面附・近に最大密度を示しており，

深さの増すごとに減少していくのが通例である 2)3)。ま

た，大腸菌群についても同様であるがその由来は動物

などの排世，あるいは下水，便槽，浄化槽の漏水，溢

水等が考えられる~

実験 1

都内数個所の庭地に穴を堀り，一定関隔で無菌的に

土壌を採取し，その垂直分布を調査したところ Table

lに示すような結果を得た。一般細菌数は 1m下層で

は表層部のおよそ 1/100の数に減少しているものの，

かなり生息しているが大腸菌群については 30cm下層

に至ると検出困難になる傾向にあった。これは，降雨

の後ではかなり差がみられると思われるが， 高橋らぬ

もj参透式浄化槽附近の土壌中の大腸菌分布状況を調査

しているが，その排出末端から半径 50cm， 地表面下

30"-'50cmの範囲を越えると検出し難たくなることを

報告している。

土壌中の大腸菌の生存時間について

大腸菌など細菌類が新たに土壌中へ放流されても一

般に長生きできず，また増殖することもできないが，

良い環境が与えられるとかなり長期間生存しているこ

とができるωといオつれる。

Table 1 Bacterial Population and Coli-aerogenes group in Some Garden Soils 

Bacterial count (no/ g) Coli-aerogenes group (no/ g) 

Samples Surface Depth 1 m Samples Surface 

4. 2X 105 1. 0 X 103 60 。 。 。
2 5.8X105 2.8X103 2 320 90 40 30 

3 2. 2X 105 8.5 X 103 3 600 200 。
4 1.1 X 106 6.8X104 4 2，300 500 。
5 1. 5 X 106 5. 7X 104 5 3， 700 510 50 

6 4.0 X 106 6.5 X 104 6 6，100 930 150 

Each numeral shows the number of colonies per 19 (wet weight) of soils after incubation of 
24hrs. a t 370C. 
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実験2

20メッユュ簡で諦別した土壌表面の黒土を約 300g

ずつ，直径 10cm， 高さ 12cmのガラス容器に入れ，

対照として生土壌のもの，生土壌に大腸菌を接種した

もの，滅菌処理した土壌に大腸菌を接種したものの三

試料を用意した。土壌の滅菌は高庄滅菌(1200C30分

間〉を 3日間行なった。使用した大腸菌は下水から分

離した Escherichiacoli type 1で， 24時間ブイヨン

中で純粋培養したものを滅菌生理食塩水で稀釈してか

ら土壌中に接種し，滅菌サジでよく混合して均一にな

るようにした。接種された大腸菌数は平均2.Ox 104
/(5 

であった。

各土壌水分は約40%に保持されるように適時滅菌蒸

留水を加え，通気状態で250Cのフ卵器に放置してお

いた。

大腸菌数測定は各土壌試料 10gを滅菌蒸留水 (pH

7.0:1:0.5)に懸濁して全量を100mlとし， 30回強援還

し， 1時間静置した後，その上澄水 1mlについてデ

ソキシコレート寒天培地にて 370C，24時間培養を行

なった。 Fig.1に示したように滅菌土壌に接種した大

腸菌は急速に増殖し， 48時間後には最大値1.8 x 107/g 

に達したが，これを過ぎるとゆるやかに減少をはじめ

るo一方，生土壌に接種した場合は増殖することな

く，接種後3日を経過する頃から徐々に減少を呈し

た。この減少曲線は対照に用いた生土壌中の既存大腸

菌群のそれと同じ傾向を示した。 この傾向は D.A.

Klein7
) 等が大腸菌を種々な稀釈段階で土壌に加えて

行なった実験と同様な減少曲線をとっているが，彼等

は大腸菌の死滅率は土壌中の栄養分に在右されること

が大きいと述べているの尚，生土壌中の一般細菌数

(1. 2，，-，7.3 x 106/g)については実験期間中殆んど増減

Fig. 1 Survival Period of E. coli in Soils 
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はみられなかった。

土壌の大腸菌除去!こついて

大腸菌浮遊液を土壌カラムに通過させてそれぞれの

除去率を比較してみた。

実験3

20メッシュ舗で節別した土壌を，直径6.4cm，高さ

100cmの透明合成樹脂製円筒に充填して土壌カラムと

Fig. 2 Experirnental Apparatus for Estirna-
ting the Rernoval rate of E. coli 

一一一一一-E. coli suspention 

Regulation cock 

一一一 Soilcolumn 

Fig. 3 Rernoval rate of E. coli. 
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し，二本を対にして一方を生土壌，他方を滅菌土壌と

して Fig.2に示すような装置を組立てた。カラムの高

さはそれぞれ 30，60及ひ、90cmとし，上から大腸菌浮

遊液を流速4ml/minにて滴下した。そして両カラム

を通過した流出水をシリ γダーで一定量毎に採取し，

1 ml中の大腸菌数を測定して各カラムの除去率を算

出し Fig.3に示した。

各土壌カラムの抱水量は大腸菌浮遊液を滴下し，下

端から流出しはじめた時点での滴下水量として概算し

ザ 加

れ'-0

Fig.3に示すように， カラムの長い程，吸着による

除去率が大きいのは当然であるが， 1fr.a下水量が多くな

るにつれて両カラムの除去率に開きが現われてくる。

即ち，滅菌土壌で、は滴下水量が少ない間はかなり除去

されているが，カラム抱水量の 2倍以上になると急激

に除去率の低下がみられるようになる。一方，生土壌

カラムにおける除去率は非常に大きくまた長時間持続

していることが認められた。このことは単に吸着作用

による除去だけではなく，土壌中に生息している微生

物群との問の生物学的な関係(拾抗，補食など〉制〉が

大きく関与しているように考えられた。

次に大腸菌浮遊液の滴下を止め，下端からの自然流

出がなくなるまで静置した後，真空ポンプで流出口か

ら弱く吸引しながら残っている水分を可及的に排除し

た。そして各カラムの表層部と下層部との土壌中の大

腸菌数を測定したところ，いず、れも表層部の方に多く

の数が検出された。これを両カラムについて比較して

みると， 滅菌土壌では表層部にl，600，-._，2， 200/ g， 下

層部には 600，-._，1，200/ g (表層部の37.5，-._，54. 5%)，生

土壌の場合は表層部に 1，300，-._，1，800/g，下層部 40，-._，

110/g (表層部の 3.1，-._，6. 1%) の大腸菌が検出された

が，下層に至る間にかなり減少していることが明らか

であった。この機構が特に生土壌の場合に著しいのは

単なる吸着だけでなく，生物学的作用がかなり影響を

及ぼしているものであり，これがまた大腸菌の土壌深

層への移動をも大きく抑制していることが考えられ

た。このことについてR.B. Kronei等8)は土壌の表

層部分が汚水中の粒子の移動限界であり，土壌中に細

菌類の浸入を抑制するものであることを明らかにして

し、る。

これらの結果は砂地，赤土，黒土など土壌の質，粒

子の大きさ，水分或いは流速等の条件によってかなり

相違が現われると思われるので今後の問題として検討

しているところである。

G. G. Robeck 9)10)等は， ABSも単に吸着作用だ

けではなく土壌中の微生物群に吸着された後に好気的

分解を受けh るものであることを放射性物質を使用して

証明し，更に大腸菌は，土壌中ではABSやその他の

塩類よりも浸透速度がおそいことを報告している。

又，窒素化合物など汚水中の塩類が地下移動中にど

のような変化を受けるか等の報告11)12)13)も数多くあ

り，いずれも通気性のよい土壌中で生物学的作用によ

ってコントローノレされることを述べているo

最後に生物学的影響を受けていることを推察するた

めに次のような基礎実験を試みてみた。即ちベプト γ

50ppmを添加した滅菌井水 (pH7.0調整〉に大腸菌

を一定量ずつ接種(2.4，-._，3. 2x 102/ml)し，各々に土

壌浸出液を10倍稀釈段階で加えてそれぞれ大腸菌の生

存時間を測定した。

浸出液を加えない対照水中の大腸菌は4日経過後に

は増殖をはじめて最高4.9x 106/mlに達し， 16日間経

過後も殆んど増減がみられなかった。土壌浸出液を濃

厚に加えた水中の大腸菌は減少の一途をたどり 10日後

には検出されなくなり，稀薄に加えられたものは多少

増減が見られたが16日間後には約 1/10の数に減少し

た。一方，一般細菌数については 3日経過後には各水

中とも1.8 X 106
，-._， 1. 4 X 107/ m 1と平均して増加してい

るのが認められ，実験終了まで増減は殆んどみられな

かったが，稀薄に加えたものの方が多少長期間にわた

って多く生存している傾向を示した。

要約と者察

(1) 土壌中における大腸菌の生存時間および除去率

を検討するため，基礎実験として生土壌と滅菌土壌と

を使用して比較を行なった。

(2) 自然界では土壌中の大腸菌群分布状況は表層部

に最大密度を示すが， 30cm以上下層に至ると検出し

難たくなる傾向を示した。

(3) 土壌中では大腸菌は増殖することはないが 2.0'

X 104/gを接種した場合，約50日間生存していた。

(4) 滅菌処理した土壌に接種した大腸菌は短時間で、

増殖し，極大期を過ぎると生土壌中と問じような減少

曲線を呈した。

(162 ) 

(5) 大腸菌を土壌カラムに通過させたときの除去率

は， 1成菌土壊では小さい反面，生土壌の場合は非常に

大きく，かつ長時間持続しているのが認められた。こ

れは前者は吸着作用のみであるのに対して，後者では

生物学的作用が大きく関与していると考えられた。

家庭用排水等を地下浸透式によって処理しようとす

る場合には，地層の地質調査を行なうと同時に微生物I

学的な調査をも考慮することが望ましいわけである。



これは土壌の吸著作用だけに期待をかけるのではな

く，新見14)も指適しているように，汚水を土壌中のよ

り多くの微生物群と接触させることによって浄化をよ

り促進させるためであり，これが地下水汚染防止対・策

にもなるものであるの
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依頼試験を中心としてみた三多摩地区浅層地

下水の動向 (1)

古

静
正津

木

藤

鈴

斉藤節子

THE CHEMICAL RESEARCH AND MOVING DEGREE OF 

POIIUTION FOR SHALLOW GROUND羽TATEROF 

SANTAMA DISTRICT IN THE METROPOLIS OF TOKYO 

Masayoshi FUJISA羽TA， Setsuko SAITO， Sizuka SUZUKI 

The ground water pollution in Santama District， the suburbs of Tokyo， correlatively 

caused with the rapid expanding municipalization of said clistrict， has alreacly enterecl 

into such a progressing status as it can no longer be clisregarclecl even from the pubric 

helth. 

Consiclering the essentiality of grasping the actual status of the pollution for water 

ac1ministration in the future to see in what shape ancl how rapiclly it goes， a pursuit 

investigation has been cleciclecl to be unclertaken. 

1.まえがき

近年公害問題として，水質汚染とし、う言葉がよく使

われている。主として河川水をさしている場合が多い

が，同時に地下汚染も平行して進みつつあることは，

当然、予想されることである。

三多摩地区は，住宅地として，急速に都市化が進ん

でいるものの，水道普及率，下水道設備共に不完全で

汚染に対する危険要因は相乗されており，公衆衛生の

上からも無視する事の出来ない事点まできているo

さきに，土木研究所と協同で，北多摩幹線排水路周

辺の井戸水，約 500本についての所見を報告したが，

さらに，

(1) 人口の動態がはげしく，かつ膨張をつづけている

過程。

(2) 人口密度(都市化度〉に充分の拡がりを持つ。

(3) 地形，地質的に多様であるの

等の点よりして，興味ある地区のーっとして，さらに

は，浅層地下水の基質と動向を調べ，これを追跡する

ことにより，汚染がどのような形で，どの{立の速さで

進行しつつあるかの実態を把握することは，今後の水

行政上，必須のことと考え，調査を行った。

2. 資料について

昭和43年度一般依頼件体，約 2，400件について，そ

の検査成績より，適，不適に分け調査を行った。これ

は，比較的本来の水の姿を持ったものを適，他の要因

の加わったものが不適であるという考え方から分類し

たもので，両者の平均的特性を見んとしたものであ

る。

3. 地形，地質，帯水層について

前報において説明した一故，概説すると，三多摩地区

は，山岳， 丘陵地区，相模台， 武蔵野面，青柳拝島

面，沖積層に大胆jされ，平面的に次図の如き配置位を取

( 165) 



な項目として，塩素イオン，硬度，過マンガン酸カリ

消費量を追跡の指標として選んだ。

又，山岳地区におし、て，若干，一緒に集計した所も

あるが， おおむね，各自治体の区域をもって単位と

し，飲料水判定基準により，適，不適に分け，夫々の

ヒストグラムを作ったのが次表で、ある。

(なお，総括的な推計については検例の増加にまち

たし、。〉

上表より，更に，各平均値，最頗帯を抽出し，あわ

せて，水質起与悶子との関連を見んとしたのが次表で

ある。

5. 集計に対する考察

今回の調査において，自治体を便宜上の単位とした

ことは，自治体としての水を論ずる上において有利で

あるが，地下水の存在様式，供給掠の異り等の制約を

受けねばならず，相当する自治体間に若干の凹凸が見

られる。

次に，依頼試験中心のため全井戸の場合と同様の解

析が出来ない点があげられる。搬入先，必ずしも，上

下水道，人口，衛生思想の向ーでないことで，結局，

区域の一層の細分化，検例の増加等の課題をかかえて

いる。

6. ま

I 多 !η?、 i丘王 1:主 l 多!摩李!川11 5 l'f悶lわう分上;1i2
II ;沖中 ?的lf白，'t 11而Ili2 国 立 6三!聴時
m j立E工( J川1¥ IIII 3 I(f '1ド~ 7 ;J小、d金子j

N 式成 1好]ザrjl而11針II 4 謂布 8 武j蔵立野

A ;沖l中ド 1積f立t I層?言! E 武蔵野1際深層
B 立JlIローム F 東京層 ln~
C 立 )11球屠 G 三;lfJ層群
D 武!注目'ローム

っている。

これらの各国は夫々 ，比高1O"，-，15mの段丘崖によっ

て分たれ， 全般的に， 南東へ lhoo"，-，1/250の傾斜を示

しているが，傾斜角は一定していない，ほぼ中心部で

断面図を作れば，次の如き概念図を得る。

したがって，これら各段正面に賦存する地下水は，

互いに，不連続状態にあると見倣して良く，当然，浅

層地下水の存在様式は，これらの点を考慮しなければ

ならないと思われる。

因みに，これらの面における水位を示すと図(次頁

参照〉の如くである。

4. 調査項目および集計

調査目的と依頼試験という枠の中から，有為，可能 め

(166 ) 
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塩素イオン
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17.2 
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以上，初期調査の結果は，要約すると，

イ〉当地i玄浅層地下水について言えば，その供給源

は，地形，地質に優先する。すなわち，供給源が一定

と思われる地域，武蔵野面，あるいは立川面が，夫々

崖線により切断され，不連続な賦存地下水であると思

われでも有為な差は見られなし、。瑞穂、地区，狭山丘陵

南縁に，塩素イオン，硬度共に，若干高い地区が見ら

れるが，前者はジャリ穴の乱J屈，後者は，地下水{立の

高い所，更に停滞区域と言った，汚染されやすい地区

の為の二次的なものと解すべきであり，むしろ，井戸

の深さに相函する。同様に，沖積部の水は，他区の水

と異質なものに思えるが，これも，地形，地質による

よりも，供給源が，多摩川であり，水田用水である影

響を多とする考え方の方が妥当と思われる。

ロ〉汚染されたと思われる水，すなわち，不適検体

の検査項目すべての定量値は， J菌検体のそれの上位に

あり，且つ正比例することを確認した。

ハ〉当然考えられるが，帯水層まで，かつて人工的

に清浄であった場合，その水は明らかに清澄であり，

イ〉を含め，水質の変遷は，人口密度とその歴史に影

響され，その程度は特徴的な場合が多い。

以上， 当地区内水質の一応の基質を見た訳である

が，初年度分の報告であり，これが，補足と変遷につ

いては，相当年月の調査を継続したい。

なお，本調査起稿にあたり，土木研究所の協力をい

ただいたことを深謝する。

(170 ) 



他誌に発表した論文の抄録

飲料水から赤痢菌を検出した集団発生例と菌検出

のためのメンプランフィノレターの応用について

浩，坂井千三，工藤泰雄

伊藤 武，斉藤クラ，丸山 務

日本伝染病学会雑誌， 43， 175--183， 1969 

Application of Membrane Filter Method for 

Isolation of Causative Shigella from Drinking 

Water in Waterborne Dysentery Outbreaks 

日iroshiZEN-YO]I， Senzo SAKAI 

Yasuo KUDOH， Takeshi 1TOH， 

Kura SA1TOH and Tsutomu MARUY AMA 

抄録

感染源が水系と推定された集団赤痢の発生例は数多

く報告されているが，それらの原因水から赤痢菌が検

出され，その因果関係が明確にされた事例は，著者ら

が昭和41年3月都下東村山市に発生した集団赤痢にお

いて共用井戸水から赤痢菌を検出し，その感染源を明

らかにした事例が最初である。

著者らは，飲料水およびその他の水中赤痢菌の検出

方法として，メ γブランフィルタ{集菌法 (MF法〉

の応用を試み， MFj法と従来のブイヨン増菌培養法，

遠心沈澱法との検査精度の比較検討を行なった。

実験的に赤痢菌 1:大腸菌9を生理食塩液500ml中

に浮遊させた場合における赤痢菌の検出に， MF法で

は3""5個の赤痢菌浮遊でも検出されるのに対し，ブ

イヨン増菌培養法では 30"-'50個，遠心沈澱法では 300

.....，500個存在しないと検出することができなかった。

前述のごとく従来法に比較しM F法が水中赤痢菌の

検出方法として秀れていることが確認されたので本法

を実際面に応用しつぎの成果を得た。

すなわち， 1966，，-， 1969年 5月までに東京都に発生

した 8例の集団赤痢の感染源推定井戸水から M F法

によって赤痢菌を検出した。この 8例のうち 6例は

S. sonnei， 他の 2例は S.flexneri 2 a および S.

fleneri 3 aであった。

8事例とも患者および井戸水から検出された赤痢菌

の菌型，薬剤感受性およびコリシン型が一致している

ことから，使用井戸水が感染源であったことが証明さ

れたο

腸炎起病性腸内細菌鑑別用

Lysine-1ndole-Motility (L 1 M)培地について

五十嵐英夫，太田 建爾，普養寺 i告

日本細菌学雑誌， 24， 338--343， 1969 

A New Differential Medium for Enteric 

Pathogens : Lysine， 1ndoe， Motility (L1M) 

Medium. 

Hideo 1GARASH1， Kenji OHTA， 

and Hiroshi ZEN-YO]l 

1. 腸管病原性のJJ身内細菌の検査の簡易化と能率化

を目的として，同一培地でリジン脱炭酸能，インド{

ノレ産生能および運動性を同時に鑑別できる Lysine-

1ndole-Motility (L1M)培地を考案した。

2. その組成は，ポリベプトン(第五栄養)10.0 g， 

酵母エキス (Difco)3.0 g， ブドウ糖1.0 g， Lーリジ

ン塩酸塩 10.0g，L-トリプトファン 0.5g，B.C.P 

0.02g，カンテン末3.0g，精製水1，OOOml， pH6. 7土0.1

である。使用に際しては， 加熱溶解後， 3"-' 4ml品、

て小試験管に分注し， 1210Cで15分間滅菌後，急冷

し，半流動高層培地とする。菌は中心部に穿刺後，

370C一夜培養し判定する。

3. 成績の判定はつぎのごとくである。リジン脱炭

酸試験は培地全体が紫色を呈するものを陽性，上層部

のみ紫色で深部の黄色のものを陰性とする。インドー

ル産生試験はインド{ノレ試薬を重層し，境界面が赤色

に変わったものを陽性，変化のないものを陰性とす

る。運動性は培地全体が混渇して発育したものを陽

性，穿刺線に沿ってのみ発育したものを陰性とする。

4. 本培地の性能を確認するために，赤痢菌 166株

サノレモネラ 120株およびその他の腸内細菌を用いて，

本培地のリジン脱炭酸能，インドール産生能および運

動性を検討した結果，それぞれの常用鑑別培地での試

験成績と一致することが確認され，また本培地を実際

面に応用しても，その優秀性が確認された。
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5. L 1M培地と TSIカンテンとの併用により，

リジン脱炭酸，インドーノレ産生，運動性，硫化水素の

産生，乳糖，向糖およびブドウ糖の分解ならびにガス

産生の 8種の性状が確認できるため，腸管病原性のす

べての腸内細菌を同定することができる。



健康保菌者検索によるサノレモネラ保菌の実態につ

いて

一主として小中学生を対象とした場合一

小野]11 尊 〔東京都予防医学協会細菌部〉

寺山 武(東京都立衛生研究所細菌第 1部〉

坂井千三( か 〉

臼本伝染病学会雑誌， 43 

225-231， 1969 

Detection of healthy carriers of Salmonellae 

and Shigellae 

Takashi ONOGAWA， Takeshi TERAYAMA 

and Senzo SAKAI 

東京都内の小@中学生を対象として1966年， 1967年

の 2年間に赤痢菌およびサノレモネラの保菌者検索を行

ない，また同期間に食品取り扱い者につし、ても!司様な

検索を行ない，両者の成績を比較検討した。

赤痢菌の検出率は， 1966年では学童@生徒および食

品取り扱い者の両者とも0.04%であった。 1967年にお

いてもそれぞれ0.02%で，両者の間の赤痢菌の保菌率

に差は認められなかった。

1966， 1967年の 2年間のサルモネラの保菌率は学章

生徒で0.14%，食品取り扱い者で0.05%であり，若年

者においてサノレモネラ保菌率が著るしく高いことが認

められたの

保菌者由来のサノレモネラの菌型は学童および成人の

し、ずれからのものでも大きな違いは認められなかっ

ザ戸

れ 」。

サノレモネラ分離菌株の中には1966年に分離されたも

ので7.8%，1967年のものから 8.0%に抗生剤附性株

が認められた。

サノレモネラ保菌者のうち学童について調査した成績

では，軽症下痢患者とみなされるものが約405o'に認め

られた。

市販食肉のサルモネラ汚染と本商食中毒の関連に

ついて

坂井千三

メディヤサークノレ， 14， 315--320， 1969 

Incidence of Salmonella Contamination on 

House-Hold Meat and It's Product in Tokyo 

Senzo SAKAI 

サルモネラ食中毒の予防の基礎的研究の一環とし

て，都内市販食肉のサノレモネラ汚染実態調査を行な

い，その成績と都内発生のサルモネラ食中毒，散発下

痢患者および保菌者から検出されるサルモネラ菌型と

の関連について検討したの

市販食肉のうち，国内産食肉の場合，サノレモネラ陽

性は 1，085件仁ド 107件 (9.3%)で， とくに鶏肉が高

度(19.5%)に汚染され，ついで豚肉 (9.0%)，合挽

肉 (7.0%)，牛肉 (6.2%) であった。この市販食肉

から検出された菌型は 27菌型で， うち， S. derby， 

S. typhi-murium， S. infantis， S. blocldey， S. 

enteritidis， S. anatumなどが高頻度に検出された。

輸入肉の場合は 167件中 24件(14.4%)がサノレモネ

ヲ陽性，菌型は16菌型であった。

ハムは 275件中 1件から S.derbyが検出された

が，ソ…セージ99件はすべて陰性であった。また，肉

庖舗の市販サラダの場合は 592件中 3件が陽性であっ

~ ~ 

I~O 

前述の都内で市販されている食肉などから検出され

たサノレモネラと食中毒患者，一応健康と考えられた飲

食物取扱者および学童からの検出菌株，並びに六大都

市病院で、赤痢診定患者，あるし、は外来下痢患者から検

出されたもので菌型の同定依頼を受けた菌株を対象に

由来と検出菌型の相互の関係を検討したO その結果，

保菌者あるいは散発下痢患者などの検出菌株の菌型は

食肉検出株以上に多彩であるが，全体的にみると，食

肉から検出頻度の高い菌型はやはり，食中毒患者，散

発下痢患者および保菌者などからも高率に検出され，

両者の間に密接な関連が認められた。

腸炎ピブリオのK抗原に関する研究

1. 02: K 3おぶび02:K28K抗原の免疫学的特

異性とその糖構成

工藤泰雄

日本細菌学雑誌， 24， 174~182， 1969 

Studies on K Antigen of Vi brio parahaemol-

ytrcus 

1. Immunochemical Specificity of K 3 and 

K28 Antigens and Their Sugar Constituents 

Yasuo KUDOH 

現在血清学的に分類されている腸炎ピブリオK抗原

の本体，さらに，その免疫学的特異性と化学構造を明

らかにする目的で，最初にK3およびK28の2種のK

抗原について検討した。

(172 ) 

まず，中津川株(02:K 3)およびT-1698株(02: 

K28)の2株から ilVestphalらのフェノーノレー， 水に

よる抽出法，凍結融解法および超遠心沈澱分画法によ



ってK抗原の抽出，精製を行なった。最終的に得られ

たK抗原の均一性を検討した結果， K3抗原は電気泳

動，超遠心分析で均一の像を示した。しかし， K28抗

原では，なお僅かの核i唆の混在が認められた。ゲ、ル内

沈降反応による分析では，両抽出K抗原とも，きわめ

て高い沈降抗原性と特異性を示した。しかし，なお，

対応抗KO血清に対して 2本の沈降線を形成した。こ

の2本の沈降線は0抗原等の他の抗原物質の混在によ

るものではなく，し、ずれもK抗原によるものであるこ

とを認めた。

両K抗原の化学組成を検討すると，いず、れも多糖体

を主体とする酸性物質であり，その構成糖として両者

からガラクト{スおよびラムノースの 2種の糖が検出

された。

抽出K抗原の抗原性を知るため， K3抗原をウサギ

のでん筋に総、量 80mgを接種したが，対応、K抗体のj室

生は認められなかった。したがって，本菌抗原は単に

全菌免疫血清によって作られるK抗体との反応性だけ

を有するハプテンであると考えられる。また，マウス

に対する致死毒性を検討‘した結果， K抗原 5mgの腹

腔内接種においても，毒性は認められなかった。

腸炎ピブリオのK抗原に関する研究

2. K 1 '"'-'46各K抗原の免疫学的特異性とその糖

構成

工藤泰雄

日本細菌学雑誌、:24， 331'"'-'337， 1769 

Studies on K Antigens of Vibrio parahaemo-

lyticus 

2. Immunochemical Specificity of K Antigens 

and Their Sugar Constituents 

Yasuo KUDOH 

第 1報で述べたごとく腸炎ピブリオK抗原 (K3お

よびK28抗原〉は多糖体を主体とする物質であり，明

らかな抗原特異性を示すことから，他のK抗原も同様

に多糖体よりなり単純な糖構成で特異性を示すのか否

か，全K抗原について検討した。

Westphalのフェノーノレ@水法で抽出したK1 '"'-'46 

の各K抗原は多糖体と主体とする酸性物質であり， K

16およびK27を除いてし、ずれもゲノレ内沈降反応におい

てK沈降抗原性を有し，対応KO血清に対して 2本の

沈降線を形成した。これら沈降抗原性の認められた各

抽出抗原が凝集反応で示されると同様の免疫学的特異

性を有するか否かを検討すると，各K抗原相互の組み

合わせのうち，交差反応の認められた03:K30と05:

K14および 05:K15と011: 1(35のK抗原を除いて

はいずれも特異性が認められた。交差反応の認めら

れた03:K30と05: K14および 05:K15とOl1:K

35のK抗原について，さらにK抗原とあわせてO抗原

の異同を検討した。その結果， 03: K30と05:K14 

はO抗原が具なるがK抗原はまったく同一であること

が確認された。また， 05:K15と011: K35ではK抗

原， 0抗原ともまったく同一であった。

つぎに，沈降抗原性の認められた抽出各K抗原多糖

体の糖構成を検討した結果，構成糖として未同定糖、を

含む10数種の中性糖およびアミノ糖が検出された。各

K抗原は 1'"'-'6種の糖よりなり，それぞれ特徴ある糖

構成を示すが，サノレモネラなど腸内細菌のO抗原多糖

体にみられる基本軸糖のような共通の構成糖の存在は

認められなかった。 K抗原の糖構成とO抗原との関係

ではo2~洋に属する K3 および1(28抗原が同ーの糖構

成を示したが，他のO群内， 0群間では異なるK抗原

の開に同ーの糖構成を示すものは認められなかった。
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各種細菌に対する Cathomycinの抗菌性

Chemotherapy， Vol 17， No. 3， 1969 

菩養寺浩，大久保I!揚夫，堀 幹郎

柴田 実

Antibacterial Activity of Cathomycin 

H. ZEN-YO]I， N.OHKUBO， 

h在.HORI， M. SHIBA T A 

グラム陽性@陰性各種菌群に対する Cathomycin

の抗菌力を，マクロライド系抗生物質である Ery-

thromycinのそれを比較検討した。

この抗生物質はサルモネラ，大腸菌群に対しては

抗菌力を示さなかったが，変形菌，赤痢菌に対して

Erythromycinより高い活性を持つ事が明らかにさ

れた，しかしある種のグラム陽性球菌には低い感受性

しか示さなかった。

AcetyトSpiramycin による家兎実験梅毒の治療

成績

普養寺浩，大久保I揚夫，堀 幹郎

柴田 実

Chemotherapy. Vol 17， No.8 Sept. 1969 

Therapeutic Effect of Acetyl-Spiramycin on 

The Experimental Rabbit Syphilis 

H. ZEN-YOJI， N. OHKUBO 

M. HORI， M. SHIBA T A 

Acety l-Spiramycin の駆梅効果を Spiramycin，



PenicilIin-V， Erythromycinのそれと比較した。そ

の結果，梅毒の家兎背皮内，皐丸内感染群に対して明

らかに効果が認められた。

製造ならびに流通過程における食肉製品の食品衛

生学的考察

春田三佐夫，大石純一，加藤千里

渡辺 学，梅木富士郎，林田志信

東京都衛生局学会誌， No.43， 174'"'-'175 (昭44.

10. 13) 

Surveillance made on Meat-products from the 

view point of Food-Hygiene 

Misao HARUT A， J unichi OISHI 

Chisato KATO， Satoru WATANABE 

Fujio UMEKI and Shinobu HAYASHIDA 

Reports of working Conference of Health 

Bureau of Tokyo， No.43， 174，，-，175 

(1969) 

抄録

食肉製品が原料から製品になるまでの過程ならびに

消費者の手に渡るまでの流通過程の各段階についてサ

{ベイラソスを試み，次のような結果を得た。

ウインナソーセ{ジについては包装の段階での細菌

汚染が顕著であり， lOoC以上の保存では保存性の低

下，食中毒発生の危険性が憂慮される。ハム，ソーセ

{ジについてはスライスして販売されているものに細

菌汚染が顕著にみられた。その主たる原因は不潔なス

ライサー，陳列用パット類などからの 2次汚染にある

ことが判明した。

以上の事実はウインナソ{セ{ジ，スライスハム，

ソ{セ{ジ類が食中毒発生の要因としての役割を演ず

る可能性の大きいことを示唆するものであり，強力な

衛生指導の必要性を通感させる。

脂肪分解菌の検出および計数用 CROSSLEY寒

天培地について

春田三佐夫，梅木富士郎〈都衛研〉

上回点善，石塚 巌(栄研化学研究所〉

モダジメディア， 15巻 6号， 363~368，昭44年 6 月

Studies on the Crossley Agar for Detection 

and Enumeration of Lipolitic Organisms. 

乱在isaoHARUT A and Fujio UI¥在EKI

(Tokyo Metropolitan Research Laboratory of 

Public Health) 

Sadayoshi UEDA and Iwao ISHIZUKA 

(Laboratory of Eiken Chemical Co. Ltd，) 

Modern Media， 15， 6， 363'"'-'368 (1969) 

抄録

1966年の国際酪農連盟年次会議で，脂肪分解菌の検
Fロλリー

出および計数用培地として提案された Crossley寒天

培地について種々検討を試みた。すなわち，国際酪農

連盟提案のクロスリ{培地の性能，国産素材による基

礎培地の性能，色素脂肪調整に用いるピクトリアブ、ノレ

{の品質，本;培地の pHと集落青変の関係などについ

て基礎的検討を試み，さらに研究室において調整し

た培地と試作粉末化培地を用いて低温保存乳における

脂肪分解菌の検出を試み，同時に保存各種微生物の本

培地における発育態度についても検討した。その結

果， 1)国産の素材を用いて調製した基礎培地にBO

H社製ピクトリアブ、ル{と国産パタ{で調製した色素

脂肪を加えた培地で十分脂肪分解菌の検出測定が可能

なこと，本培地が粉末化可能なこと，分離商株につい

て脂肪分解能の有無をみる場合，スポット法を応用す

れば，両者の鑑別は容易で、あることを知った。

包装容器などに付着する 2，3の微生物に対する

プロピレンオキサイドの殺菌効果と残留について

林田志信，大石純一，春田三佐夫(都衛研〉

小熊崇(昭和炭酸KK)

細貝祐太郎，藤井清次(東京薬大〉

食品衛生学雑誌， 10巻 5号， 355'"'-'358頁，昭44

年10月

The Antimicrobial Effect of Propylen Oxide 

and Its Residue on Food Wrappings and 

Containers 

Shinobu HAYASHIDA， Junichi OOISHI 

Misao HARUT A(Tokyo Metropolitan Research 

Laboratory of Public Health) 

Takashi OGUMA (Showa Tansan Co.， Ltd.) 

Yutaro HOSOGAI and Seiji FUJII (Tokyo 

College of Pharmacy) 

J. Food Hyg. Soc. 10， 5， 355"-'358 (1969) 

抄録

プロピレンオキサイド，二酸化炭素混合ガスによる

殺菌効果および残留量測定試験において以下の結果を

得た。

i )口紙片に付着させた E.coli， S. aureusおよび

A. nigerの胞一子は 50oC，180分の処理条件で殺菌し

た結果，生菌を検出しなかった。

ii )ポリエチレン製袋3 割パ、ン，王冠などに上記の

(174 ) 



菌を付着させた場合， 500C， 180分，常圧の処理条件

では割パシを除き生菌は検出されなかった。

iii)ポリエチレン製袋，ポリセロセァン製袋，硬質

塩化ピニ{ノレ樹脂容器，ポリスチロール樹脂製ベトリ

ザラ等へのPOの残留は24時間から48時間の放置でま

ったく認められなかった。

微量電気泳動法およひ、徴最ゲノレ内沈降反応による

食肉の肉種鑑別

村上 一，梅木富士郎，中村 義

春田三佐夫

食品衛生学雑誌10巻， 6号， 434~439 (1969) 

Application of a Micro-Electrophoresis and 

Micro-gel-diffusion Technique in the Differen-

tiation of Household Meat 

Hajime MURAKAMI， Fujio UMEKI 

Tadashi NAKAMURA and Misao HARUT A 

J. Food Hyg. Soc. 10， 6， 434~439 (1969) 

抄録

CuIIifordの提唱した微量電気泳動法および Arg-

amanらが提唱した微量ゲノレ内沈降反応、を， 日常の肉

種鑑別業務に応用することを考え，これら 2つの微量

法の鋭敏度および精度について従来の試験管法および

Ouchterlonyの変法を対照として実験的に比較検討

を行ない，その結果，微量電気泳動法は，抗体最の少

ない場合にややその鋭敏度を欠くうらみはあるが，十

分な最の抗体があれば最も高い抗原希釈列まで反応を

示し， 4種の方法のうちで最も鋭敏度の高いことを認

めた。なお， 本法は日常検査で常に要求される簡易

性，迅速性の点でも， 20分間で結果を判定でき，しか

も必要な血清量も 1検体につき 5μ1と従来の試験管

法に要する量の約%でよいなどの利点があった。一

方，徴量ゲル内沈降反応は微量電気泳動法と同一量の

血清で一度に 3検体を処理でき，沈降バンドの形成も

1~2 時間で始まり， 4~6 時間で判定できるところ

から生肉の肉種鑑別法として利用価値の高い方法で

あることを認めた。

リノ{ル酸メチルの通気酸化と酸化防止剤の影響

…(盟〉

(ブ、チルヒドロキシアニソ{ルに突すするクエ

ン酸の相乗作用について〉

松本茂，酒井昭子，勝木康隆，伊藤紘一

日本公衆衛生雑誌， 16， 1969 

(175 ) 

Oxidation of Methyl Linoleate and Influence 

of Anti oxidants.…(目〉

Sigeru MASUMOTO， Akiko SAKAI 

Koichi ITO and Yasutaka KA TSUKI 

リノ{ノレ酸メチノレ (M.L)の900 および 700 での通

気酸化により経時的に得られた試料について，過酸

化物価 (POV)， カルボニノレ価 (Car.V)， 屈折率

(R I)等の諸恒数および IRスベクトルの測定を行

なった。これらを前報1100における酸素導過時の恒数

と比較し，ブ、チルヒドロキシアニソ{ノレ (BHA)の

酸化防止効果とクエン酸の相乗作用についての検討を

行なった。

その結果 Car.V. POVの変化速度はそれぞれ顕著

に減少を見せたが，再現性は明らかに増大し， POV 

の最高値は前回に比べて高い値を示した。 BHAの酸

化防止効力は前回と同様にこれらの条件でも明瞭であ

り，グエン酸の相乗効果も認められた。また IRスベ

クトノレの変化よりみて1100の場合と同様MLの二重結

合は， POVの増大とともに conjcis-cis結合より

conj trans-transへ移行することが観察された。

徴量セレγの定量法

戸谷哲也，原田裕文，観照雄

鈴木助治，田村健夫

昭和44年 4月

日本薬学会第89年会，講演要旨集534(1969) 

Determination of Small Amounts of Selenium 

Tetsuya TOT ANI，日irofumi百ARADA

Teruo KAN， Sukeji SUZUKI and 

Takeo T AMURA 

セレンの毒生 f土たとえiiウ サ ギD 経口投与では

MLDが1.5mg/kg (Na2SeOa)であり，ヒ素の LD50

20mg/kg(As20a)より数倍高い。近年 P.W. Westは

タバコの巻紙中から 10ppm以上のセレンを検出し，

喫煙の有害性について報告している。最近，輸入品な

どの増加にともないセレンによる汚染の危険性も増え

ることが予測されるので，徴量セレンの定量法を確立

することを目的として行なった。セレンの吸光度定量

法として報告されている 3，3'-DiaminobenziJine法，

1，8-Naphthalenediamine法， O-Phenylenediamine 

法等について検討したが， O-Phenylenediamine法

に有用性が高いことが認められた。試薬を添加後常温

で2時間放置して測定することが本法の至適条件とさ

れているが， これを改良し， 600， 10分間の放置で再

現性よく定量し得ることを見出したの実際試料は湿式



灰化したのち，含有している亜セレン酸をアスコルピ

ン酸で還元して単体セレンとしてから二硫化炭素を用

いて抽出し，その蒸発残査を玉水にとかして試験溶液

とし， O-Phenylenediamine改良法でセレンを定量

した。このような前処理操作によって，実際試料を分

析する場合にセレンの定量におよぼす障害物質を|徐く

ことが可能となり，化粧品，医薬品および食品に対し

ても適用できた。

カノレボニル類の薄層クロマトグラフィーによる定性

試験

戸谷哲也，原回浴文，観照雄，田村健夫

昭和44年 6月

衛生化学15巻， 3号

Identification of Carbonyl Compounds by 

Thin-Layer Chromatography. 

Tetsuya TOT ANI， Hirofumi HARADA 

Teruo KAN and Takeo T AMURA 

日本薬学会協定衛生試験法，飲食物香料試験法中カ

ノレボニル化合物の同定法について上提し， 採択され

た。本試験法ではペラノレゴンアノレデヒドをはじめとす

る約20種のカノレボニノレ化合物をとりあげ，同定法とし

ては試料をそのまま薄層で展開する直接法と誘導体と

したのち展開する間接法の 2つの方法を用いた。直接

法で用いた薄層は①セツコウ 596を含有するシリカゲ

ノレで，間接法ではシリカゲノレのほか②フェニルセロソ

ノレブをしませたケイソウ土あるいは③ミネラルオイノレ

〈オンジナ27)をしまぜたシリカゲノレを用いた。そし

て薄層①の場合は主にベンゼンで，②の場合はシクロ

ヘキサンー酢酸(19十 1)，③の場合はジオキサンー水

(13十 7)を展開溶媒として使用した。直接法の発色

剤としては 2.4-ジニトロフェニルヒドラジン溶液を

』まじめベンチジン， mーブェニレンジアミン， インド

{ノレなどllr霊の試薬溶液を用い， R f11直および各発色

剤による自然光あるいは紫外線照射下におけーる発色の

状態、により判別した。また間接法は試料溶液に 2.4ー

ジニトロフェニノレヒドラジン溶液を加えて冷却して一

昼夜放置し， ヒドラゾンを捕捉し，ジメチノレホルムア

ミドに溶かしたのち前記 3種の薄層を用いて展開し水

酸化ナトリウムーエタノーノレ溶液を噴霧することによ

って発色させ対照と比較して同定を行なった。本誌で

は実施にあたって特に留意すべき必要のある詳細な注

解を付したの

ジフェンヒドラミンの定性ならびに定量法

(176 ) 

田村健夫，戸谷哲也，原田裕文

鈴木助治，郷一栄

昭和44年 6月

衛生化学， 15巻 3号

Identification and Determination of Diphen-

hydramine. 

Takeo T AMURA， Tetsuya TOT ANI 

Hirofumi HARADA， Sukeji SUZUKI 

and Kazue GO 

日本薬学会協定衛生試験法，香粧品試験法中へア{

ローションに含有される特殊成分ジフェンヒドラミン

の定性ならびに定量試験法を上提し，公定試験法とし

て採択された。定性試験は沈澱反応，薄層クロマトグ

ラフィーならびにガスクロマトグラフイ{により行な

い，定量試験はガスクロマトグラフイ{によって行な

った。試験溶液の調製は定性および定量試験のし、ずれ

の場合にも，ジフェンヒドラミンを強酸性イオン交換

樹脂 (DowexAG50-1) にi段着させ油分， 活性剤を

除き，水酸化ナトリウム， 60%ェタノーノレで?容出し，

試験溶液とした。これについて沈澱反応における方法

はライネッケ試薬を用い，淡赤色の結晶i生沈殿の有無

を判定し，薄層クロマトグラフィ{での方法は 5%セ

ツコウ含有シリカゲノレを用い，エタノ{ル一昨鼓(9+ 
1 )，クロロホノレムーエタノールー酢酸(8十 2+ 1)で

展開し，塩化白金@ヨウ化カリウム混液で発色させ確

認した。ガスクロマトグラフィーによる方法は1.5% 

SE-30含浸クロモソノレブWを用い，水素炎イオン化

型検出器により，一般試験法ガスクロマトグラブイ{

の項に従って試験を行ない，内部標準物質〈マレイン

酸クロノレブェニラミン〉との相対保持時間および面積

比より，試料の定性ならびに定量試験を行なった。本

誌では実施にあたって特に留意すべき必要のある詳細

な注解を付した。

コンクリ{ト用水としての水質調査

Water quality for concreate mixing water 

三村秀一

セメ γi、，コンクリ{ト， No.268， 12"-'17 

Shuich MIMURA 

コンクリート用水は，コンクリ{トのクラック，凝

結反応などに影響することから，一部外国では，懸渇

物質，溶解性物質，塩素イオン，硫酸イオン量などの

水質基準が定められている。我が国では，飲料に適す

る水という条件となっているが，現在までの事故例の

原国不明の中には，水質に起因するものが多く含まれ



ているように考えられる。

筆者は，日本建築学会の中の「コンクリ{ト用水委

員会Jの専門委員として，我が国のコンクリ{ト用水

の水質基準制定のあたっての資料に全国の地下水，水

道水，河川水，等の水質調査を行ない，その結果につ

いて報告しである。

(Vol. 3， No.9， 3月〉

プール炉過機に関する一考察

An Account on Filters for Swimming Pools 

山崎堅吉

スク{ノレサイエンス

Kenkichi Y AMAZAKI 

概要

現在法規上では水質基準を維持出来るなら，水泳プ

ーノレに{戸過機はなくてもよいが，正しく運転すれば衛

生管理には大いに役立ち，将来はプ{ル施設として欠

く事が出来なくなるものである。従って炉過機の選定

に当り基本的な知識を必要とする。

選定

1. 機械的能力 遊泳最大人員で、も炉過効率のあが

る能力を有すること。

2. 管理(時間〉的能力 特に専門の管理者のいな

い学校プールでは運転稼勤者の勤務時間，水質の回復

する時間等を考慮して機種炉過方式の選定をする必要

がある。

炉過方式 主として現在使用されている方式の長短所

の比較検討を行なうの

標準 プール炉過機の基準はないが，これに相当する

ものとして標準を示し，新たに施設を設ける際の参考

事項をのベる。

結論として炉過器の衛生管理上の限界，また運転稼動

の際の諸注意を列記し普及の一助とした。

公衆浴場と温泉の衛生検査

Hygienic Examination of Pablic Bath 

and Hot-Spring Waters 

山11骨盤古

臨床検査 Vo1.13， No.10 

Kenkichi Y AMAZAKI 

概要

公衆浴場については水質基準の各試験項目の意義と

その検査法を解説し，特に注意すべき点を述べる。ま

た浴場の現場より法規外の問題で一般にとり上げられ

る事例とその解説をのべる。

温泉については温泉法が余り知られていないのでそ

の定義，分類を述べ，分析法は主旨にiとどめ，また温

泉に関する問題点を提起した。本総説は衛生検査技師

諸兄のために記したものである。

鉄細菌に関する研究(刊)， Gallionella の生物学

的性状 (3)，試験管培養における G.ferruginea 

の発育のパタ{ン

松本昌雄

水道協会雑誌， No. 414， p. 36'"'-'41 (1969， 3) 

Studies on the Iron Bacteria， (6) Studies on 

the Biochemistry of the Gallionella 

Masao MA  TSUMOTO 

Journal of Japan i，iVater Works Association 

No.414， p. 36'"'-'41 (1969， 3) 

飲料水に白，寅，緑，褐，黒色とさまざまな色相を

呈したi客庚，寒天塊，海綿，綿屑，木屑および泥状の

浮遊沈澱物〈スライム〉が多量に発生して水質を著し

く汚染することがある。その結果，欽料水あるいは工

業用水として化学的@細菌学的に不適となる例が，し

ばしば起きている。これらスライムの原因が微生物で

ある場合が非常に多いのである。そのスライムの原因

菌の一つに鉄細菌があり，この分離培養法もまだ確立

されていない現状である。そこで鉄細菌の培養につい

て基礎的実験を行なって 1報から継続して発表して

きた。その結果，既知の鉄細菌の培地よりも発育のよ

い培地をつくることができたので，その培地並びに培

養方法について報告すると共に，鉄細菌のスライム形

成に 5種類の定型的なパターンのあることを認めた。

鉄細菌に関する研究 CVU)，Gallionella の生物学

的性状 (4)，Gallionellaの発育におよぼす溶存酸

素，硫酸銅，次亜塩素酸ナトリウムならびに温度

の影響

松本昌雄

水道協会雑誌， No.419， p.31'"'-'43 (1969， 8) 

Studies on the Iron Bacteria， (7) Studies on 

the Biochemistry of the Gallionella 

Masao MA  TSUMOTO 

Journal of Japan Water Works Association 

No.419， p.31'"'-'43 (1969， 8) 

鉄細菌の生化学的性状については，ほとんど不明の

現状である。そこで鉄細菌 (Gallionella)の生化学的

性状を明らかにするために基礎的実験を行なって，そ

の結果を逐次報告してきた。続いて今回は Gallionella

(177 ) 



の発育に及ぼす溶存酸素，硫酸錦，次亜塩素酸ナトリ

ウムおよび温度などの影響について検討を行なった。

その結果は， Gallionellaは溶存酸素濃度が34'"'-'63%の

場合に発育が良く， 84%以上および17%以下では発育

しなかった。硫酸銅濃度が 3，...__， 5 ppmで30分間作用

すると菌の発育が抑制されて24時間後には死滅した。

塩素消毒の場合， 0.5ppmの注入量で10分後， 0.7ppm 

で8分後， 1ppmで1分後にそれぞれ死滅した。一

方， 温度の影響を検討した結果， 370C-2日間で大

部分が死滅する。 30o，...__，250Cでは 8日後も変化を認め

ないが， 13日後に発育悪くなり 30日後にはほとんどが

死滅していた。 200Cにおいては 30日後発育の変化を

認めないが， 55日後に発育がきわめて悪くなり， 67日

後には死滅した。

衛生試験法及注解 [10J底質試験法

B.生物学的試験， 6.試験結果の表示

松本浩一

衛生化学， Vo1.15， No.3， pp.149'"'-'167， 1969 

Commentary for the Standard Methods of 

Analysis for Hygienic Chemists. [10J Exa-

mination of Bottom Sediments. 

B. Biological Examination. 6. Expression of the 

Results of Examination. 

前報〈衛生化学， Vo1.14， No.3， pp.150，...__，160， 

1968)に記した試験法による試験結果の判定資料とし

て，生物学専攻者以外でも比較的容易に使用出来ると

考えられる市水生物学的指標生物表を提案した。ま

た，各汚渇水域の代表的な底生生物であると考えられ

る水生昆虫18種，扇形動物 1種，環形動物5種，軟体

動物2種，輪形動物2種，原生動物 5種，分裂菌類3

種， 藻菌類 1種，荘藻類8種，緑藻類5種の図を付

し，種の説明および近縁の属種との見分け方を記し

t::..o 

地下水の生物[1 J 

1. まえがき;2. 地下水生物の生息場所

松本浩一

用水と廃水， Vol.ll， No.3， pp.237"-'245， 1969 

An Introduction to Phreatobiology [1 J 

1. Foreward; 2. Habitats of Subterranean 

Aquatic Organisms. 

地下水中に生息する特殊な生物を研究する学問-

Phreatobiologyーの起源および本邦におけるその発

展過程をのベた。地下水生物は井戸(地下水)，洞穴

水，湧泉， 間際水，深湖底などに生息して発見され

る。地下水生物学の起源は1768年に白色で首目のホラ

イモリがユーゴスラピアの洞穴から記載されたのが最

初で， 20監紀のはじめ頃から学問としての体系化が進

み現在に至った。本邦では1916年に東京市ヶ谷の井戸

からヵ γ トウイドウズムシが記載されたのが最初で，

1950年以降地下水動物の研究は急速に進み現在約250

種以上が知られ，きわめて興味ある種を多く含んでい

る。

地下水の生物 [2J

3. 地下水生物の生息環境と特性

松本浩一

用水と廃水， Vol.ll， No.4， pp.344"-'348， 1969 

An IntroJuction to Phreatobiology [2 J 

3. Subterranean Aquatic Environments and 

Characteristics of Subterranean Aquatic 

Organisms. 

地下水生物の生息環境は特異であり，次のような特

長がある。 1)永久に暗黒である。 2)水温が低く，

年変化が少なし、。 3)食物が少なし、。 4)溶存酸素が

少なし、。 5)一般に運動水域が狭し、。 6)生息環境条

件が単調で変化が少なし、。 7)生息水域が地域的に隔，

絶し閉鎖されている。また，地下水動物にはつぎのよ

うな特長がある。 1)眼および体色素が退化してい

る。 2)代謝が低く生殖時季が不定である。 3)体は

小さく個体数も著しく少ない。 4)餓餓に対し非常に

附性があり長命である。 5)非常に起源の古い動物が

多く，また分布が地域的である。 6)産卵数がきわめ

て少なし、。

地下水の生物 [3J

4. 地下水生物相の構成

松本浩一

用水と廃水， Vol.ll， No.6， pp.492"-'502， 1969 

An Introduction to Phreatobiology [3 J 

4. Constituents of Subterranean Aquatic 

Fauna. 

全く暗黒な地下水中には，特殊な細菌類を除くと，

本来植物は存在しなし、。したがって地下水中の生物相

は動物によって代表される。地下水産の動物はいろい

ろなカテゴリ{に分けられるが，外来地下水性種，好

地下水性種，真地下水性種の 3つのカテゴリーに大別

することが出来る。これらの 3つのカテゴリ{につき

実例をあげて説明し，本邦ならびに世界の真地下水性

種の分類学的構成を表示した。真地下水性動物として

( 178) 



は原生動物@腔腸動物@紐形動物@扇形動物@袋形動

物@環形動物@軟体動物@節足動物@脊推動物などが

知られているが，節足動物の甲殻類がもっとも多く知

られている。

地下水の生物 [4J 

5. 地下水動物の起源;6. 地下水動物の位界的

分布;7. 地下水動物と古地理学

松本浩一

用水と魔水， Vol.ll， No.7， pp.592"'-'599， 1969 

An Introduction to Phreatobiology [4 J 

5. Origin of Subterranean Aquatic Species ; 

6. vVorld Distribution of Subterranean 

Aquatic Species; 7. Subterranean Aquatic 

Species and Palaeogeography. 

地下水動物の起源は地表水の動物に由来し，現在で

も地下水生活に移行しつつある動物もあるが，起源が

きわめて古く古生代にまでさかのぼるものもある。ま

たその起源を淡水生物に発するものと海水生物に発す

るものがある。これらの動物が地下水中に移動した理

由を紹介し，地下水中のきわめて起源の古し、動物の 5

つのカテゴリーについてのべた。また地下水動物は世

界のほとんどすべての地域にみられるが，ヨーロッパ

@アジア@アメリカの北部には分布せず，古地理学と

の関係も深い。

地下水の生物 [5J

8. 地下水生物各論

1) 原生動物門;2) 海綿動物門;3) 腔腸動物門

松本浩一

用水と廃水， Vo1.11， No.8， pp.666"'-'676， 1969 

An Introduction to Phreatobiology [5 J 

8. A List of Subterranean Aquatic Species. 

1) Phylum Protozoa ; 2) Phylum Porifera; 

3) Phylum Coelenterata 

原生動物，海綿動物れ腔腸動物につき簡単な説明を

なし，地下水中から報告されたこれらの動物を紹介し

た。原生動物は鞭毛虫綱，肉質綱，極嚢胞子虫綱，胞

子虫綱，繊毛虫綱，吸管虫綱の 6綱のし、ずれも地下水

中から知られ 150種以上が報告されているが，真地下

水種は少ない。原生動物は井水汚染の指標として重要

であると考えられる。海綿動物@腔腸動物も少ないな

がら地下水中からの報告があるが，多くは地表水種で

ある。

地下水の生物[6 J 
4) 扇形動物門

(1) 総論;(2) 渦虫綱;(3) 渦虫綱の自の検索

松本浩一

用水と廃水， Vol.11， No.10， pp.862"'-'866， 1969 

An Introduction to Phreatobiology [6 J 
4) Phylum Platyhelminthes 

(1) General Remarks ; (2) Class Turbellaria ; 

(3) A Key to Orders of Class Turbellaria 

扇形動物門の概要をのベた。思形動物門は渦虫綱@

吸虫綱@条虫綱の 3綱からなるが，地下水中から報告

されているのは渦虫綱がおもであり，吸虫綱@条虫綱

はきわめて少ない。渦虫綱の概要をのベ， 11自の検索

を付した。渦虫綱の11目のうち地下水から報告されて

いるのは，カテヌラ目@マクロストマ目@新棒腸目@

三1I皮腸目.)1慎列目@卵黄皮目@および裁頭目の 7目

で，三l投勝目は地下水産種も真地下水種ももっとも多

し、。

地下水の生物 [7J 
(4) 地下水産の渦虫類;(5) 地下水性プラナリアの

分類;(6) 地下水産淡水三岐腸類の地理的分布

松本浩一

用水と廃水， Vol.11， No.ll， pp.950'"'-'956， 1969 

An Introduction to Phreatobiology [7 J 

(4) Subterranean Turbellarians ; (5) Classifi-

cation of Subterranean Planarians ; (6) Geo-

graphical Distribution of Subterranean Palu-

dicola. 

地下水から報告された渦虫類7目11科28属に属する

約50種の種名@産地をリストアップした。地下水産の

プラナリアは淡水三1I皮腸亜日のプラナリア科@ヶ γキ

イ{ア科@デンドロシーラ科のいすJれもみられる。こ

れら 3科の検索を付し簡単に説明した。地下水性プラ

ナリアの地理的分布は比較的狭く，英国やスカン'ジナ

ピアなど北方地域を除く全ヨーロッパにもっとも多

く，北米からは約14種，マレ{半島，本邦などから少

数が知られている。

地下水の生物 [8J

(7) 日本の地下水産のプラナリア

松本浩一

用水と廃水， Vol.11， No.12， pp.1027.......，1037， 

1969 

An Introduction to Phreatobiology [8 J 

(179 ) 



(7) Subterranean Planarians of ]apan. 

本邦の地下水からは，淡水三I[皮腸亜日のプラナリア

科@ケンキイ{ア科@デンドロシーラ科のいず‘れも報

告されている。しかしながら， 真地下水性種は， プ

ラナリア科の Phσgocata属3種， ケンキイ{ア科の

Speophila属 1種のみである。これらの本邦の地下水

性のプラナリアはいずれも井水から報告されており，

(180 ) 

欧米の真地下水種がほとんど洞穴から報告されている

事実とくらべ興味がある。本編では本邦の地下水種を

主とするプラナリア類3科 6属19種につき図@検索を

付して説明した。なお，地下水産の同定未済種の既知

産地，地下水産渦虫類の採集@運搬@観察@回定など

の方法を紹介した。

/ 
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