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刊行に当って

1974年(昭和49年〉に終了した研究および同年中に他の専門誌に発表した論文の抄録をここ

にまとめて報告することにしました.乏しい研究費をやりくりしながら行った研究の成果であ

ります.

衛生研究所で行う調査研究には，公衆衛生の発展推進に関する応用研-究，公衆衛生に関係の

ある科学分野の基礎的研究，衛生行政上実施する試験検査に関連して行ういわゆる関連研究お

よび試験検査方法の開発改善に関する研究等があり，かなり広範にわたるものであります.い

ずれにしても，ここで行う調査研究は，人の，地域住民の生命と健康を守ることに目標が置か

れなければならないと思います.この研究報告をご覧になれば，衛生研究所の使命から発する

ユニークな動きを感じていただけると思います.

研究業績も年々増加し，昨年はついに 740頁をこえましたが，これだけの論文を一間に収め

ることは，この種の報告書としては限界であると思います.そこで， 1975年発行のこの研究年

報は26-1号と26-2号の 2冊に分けることにしました.そして， 26-1号には微生物学， 衛生

化学，環境衛生，環境医学等に関する論文を， 26-2号には当所毒性部で実施した研究の結果

をまとめた諸論文を載せることにしました.今後もこの体裁をつづけていくことになりましょ

う.

本研究年報に居、障ない御意見または御批判をいただければ誠に幸いであります.

1975年8月20日

東京都立衛生研究所長辺野喜正夫



目 次

報文

黄色ブドウ球菌のコアグラーゼ型別簡易法とその応用・………・……i初回弘，寺山武，坂井千三，善養寺市…・…・・ 1
Yersinia enterocoluicaのi草分類と種の規定I乙関する提案....・ H ・-丸山務，柳川義勢，坂井千三，善春寺山……… 7

東京都内の中川流域で発生したカモのボツリヌス中毒l乙関する疫学的ならびに細菌学的検討

…坂井千三，伊藤武，岡沢久美子，善養寺i告，辺野喜正夫・……・・14

ヒト・市販食品およびと場汚染水由来の Salmonellatyρhimuriu1n の生物型とファージ型について

....・ H ・..…伊藤武，津野正朗，坂井千王，善養寺浩，大橋誠一……20

j記者由来脱炎ピブリオの血清型別および新K抗原型の提案

…工藤泰雄，太田建繭，斎藤香12，松下秀，坂井千三，善養寺浩・……・・25
本邦食品の糸状菌汚染l乙関する研究 東京における市販ゴマについての調査成績

-一言広，諸角聖，和字慶朝昭，坂井千三，善養寺浩...・ H ・..30

酵素製剤中の残留ストレプトマイシンの検出向定方法の検討ならびに，それを応用した市販製剤中のス

トレプトマイシンの検査成績……………・…・…・…....・ H ・-………ー加納亮子，村田以和夫，大久保暢夫…・・….36

小笠原父島住民の広東住血線虫感染症の疫学調査

…・…加納尭子，村田以和夫，門野義雄，大久保暢夫，浅沼邦広・…・…・42

1974年度l乙分離されたA群溶連菌の薬剤感受性と菌型について

・…....・ H ・-…....・ H ・..浅野洋子，柏木義勝，柴田実，徳江シゲ子，大久保暢夫…・・….47

梅毒TP感作血球凝集反応 CTPHA)の自動化によるマイクロタイター法の検討

…・…....・ H ・..…村田以和夫，堀幹郎，宮沢貞雄，加納亮子，大久保'1場夫...・ H ・..53

1974年春以降東京都に発生したかぜ疾患の病因に関するウイ Jレス学的研究

…矢野一好，柳津靖子，伊藤忠彦，薮内清，岩1I1奇謙二...・ H ・..59

1974年 8月から1975年 3月における東京都民の風疹の血清疫学的研究…・・・柳津靖子，岩1I1奇謙ニ，柳下徳、雄....・ H ・.64

1968-75年比分離したAホンコン型インフルエンザウイノレス株の抗原分析に関する研究

...・ H ・-岩崎謙二，薮内清，伊藤忠彦，柳津靖子，矢野一好…・・…・69

1974年度東京都の日本脳炎の疫学的調査

…・…・・…柳津靖子，薮内清，伊藤忠彦，岩崎謙二，木下正彦，永野清一郎，加藤孝雄………73

1場内ウイルス感染の実態は握に関する研究(第 7報) 1974年の東京都内 3下水処理場下水からのウイ

ルス分離成績・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・矢野一好， 薮内清， 岩1I1奇謙二， 辺野喜正夫………77

1968-1974年における東京都民の日本脳炎ウイルス HI抗体保有状況の分析・…...・ H ・....・ H ・....・ H ・岩崎謙二・……..81

生薬の試験法I乙関する研究 CVD 蒼市および、白Jltの識別法・…・……・…西川洋一，瀬戸|塩子，渡辺四男也...・ H ・..87

生薬の品質評価に関する研究 ClV)ロートコンおよびその製剤の品質について

…渡辺四男也，安田一郎，瀬戸隆子，中島和雄，西川洋一...・ H ・..90
薬剤lζ対する LimulusTest の検討…………...・ H ・.....・ H ・H ・H ・..………………………下平彰男，中島和雄………93

リノール酸メチルの酸化時における酸化防止剤と synergist有機酸の関係…....・ H ・...…松本茂，中山京子...・ H ・..98

白アリ防除剤中のカーパメート分析法….....・ H ・-吉原武俊，遠山逸雄，奥本千代美，寺島潔，長l嶋真知子・…・・ 106

アルカリ分解法によるヒト臓器中のメチノレ水銀定量法・…・…'1直田忠彦，山添律子，山野辺秀夫，戸谷哲也…...110 

セレンによるメチル水銀の毒性!隆減作用(第 1報〉 メチル水銀およびセレン混合投与時におけるラット

臓器中のメチル水銀およびセレンの含有量について

……鈴木助治，天川|映子，山野辺秀夫，雨宮敬，伊藤弘一，

竹内正博，江j皮戸挙秀，原田裕文，戸谷哲也…....・ H ・-…… 115

セレンによるメチル水銀の毒性ill1減作用(第2報〉 メチル水銀，セレンおよびビタミンE投与時にお

けるラット臓器中のメチル水銀ならびに総水銀含有量について

……原田裕文，伊藤弘一，江波戸挙秀，竹内正|専，雨宮敬，山野辺秀夫，鈴木助治，戸谷哲也…… 123

東京都における水銀汚染の実態について(第2報〉 魚介類中の水銀含有量について

…・・……雨宮敬，竹内正問，伊藤弘一，江?皮戸挙秀，原田祐文，戸谷哲也…… 129

東京都における PCB汚染の実態について(第3報〉 食品中のPCB含有量について

…・…....・ H ・..山野辺秀夫，天川映子，鈴木助治，小泉清太郎，戸谷哲也…… 134



2 

起炎↑生物質I乙関する術生化学的研究(第 1報〉 化粧品中のベルガプテンの分離定量法

………水石和子，風間成子L，中村議昭，観照雄，原田俗文，戸谷哲也…・..139 
起炎性物質l乙関する衛生化学的研究〔第 2報〉 ネイルエナメル皮膜中からのホルムアノレデヒドの溶出

-…..中村義昭，風間成孔，水石和子，山添律子，原田硲文，戸谷哲出・…・・ 146
ゴム製器具l乙関する衛生化学的研究(第2報〉 医療用ゴム中の亜鉛の定量…………西国茂一，森謙一郎…'" 150 
冷却生乳の細菌学的品質評価法l乙関する検討………松本昌雄，神保勝彦，北原康弘，村上一，春田三佐夫…・・・ 155
加熱損傷 S.anatum におよぼす選択培地の影響ならびに修復について

…・ーやt保勝彦，神111奇政子，松本昌雄…...161 
食品細菌検査用試料調整のためのストマッカーとホモジナイザーの機能の比較

…'"・ H ・..1定山邦子，小久保弥太郎，井草京子…・・・ 165
MPN~去による食肉魚介加工品中のJ住定ウェルシュ菌数の測定

…神111奇政子，千rjl保勝彦，村上一，春田三佐夫…・・・ 168
走査型電子顕微鏡によるべん毛， 線毛の観察・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・前木吾市・…・・ 172 

食品中のマイコトキシンに関する研究(第 6報〉 市販ピーナツ類及びピーナツ製品よりアフラトキ

シンB1の検出….....・ H ・直井家寿太，小川仁忘，風間栄治，斎藤和夫，観公子，会|二部明広，木村康夫…… 179
アーモンド中のシアンについて

-…・西島基弘，冠政光，高橋尚子，上村 尚，中里光男，i度利優子，木村康夫…… 183
天然由来による食品中の安息香目安lζ関する研究ClD 豆およびその加工品について

-…・西島基弘，冠政光，高橋尚子，上村尚，中里光男，渡利優子，木村康夫…・・ 187
食品中のフッ素の定量について(第2報) Market-Basket Study I乙準拠した摂取量の評価

…・・友松俊夫，鈴木二郎，中沢久美子，木村康夫...・ H ・-・ 192
魚介類中の微量元素l乙関する基礎的研究(第2報〉 かつお体内の重金属分布

……勝木康隆，安田和男，上田工，木村康夫…・・・ 196
魚介類への微量元素の蓄積挙動の研究(第E報〉 マグロ中の水銀およびセレンの体内分析

…・・田村行弘，真木俊夫，山田洋， ，鳴村保洋，落合節子，西垣進，木村康夫・…・・ 200
加工食品中のリン酸塩の使用実態調査

…-田村行弘，真木俊夫，山田洋， "1鳥村保洋，落合節子，西垣進，木村康夫…・・・ 205
食品用洗浄剤の成分分析 (1)界面活性成分・…・…・遠藤英美，広門雅子，宇佐美i専幸，半田八十三，藤居瑛-…..208 
D-ソルピットの液性について…・…・・……......…………………遠藤英美，広門雅子，宇佐美博幸，藤居瑛…… 214
食品添加物中の多核芳香族炭化水素(ベンズ(司ピレン〉について (2)流動パラフィンおよびクン液

…広門雅子，遠藤英美，宇佐美博幸，藤居瑛…・・・ 220
ケイソウ土の成分規格について….....・ H ・..遠藤英美，小野綾子，安野哲子，荻野周三，大畠敏子，藤居瑛…… 225
塩化ピニル樹脂製容器包装の衛生化学的研究・……・・渡辺悠二，佐藤憲一，吉田令子，諏訪世津子，藤賠瑛…… 230
うに製品の品質検査….....・ H ・・ H ・H ・-……….，.・ H ・...…西国甲子， 1.紫野駿一，牛尾房雄，道口正雄，可児利朗・…..236 

日本食品標準成分値の検討 (1) アイスクリーム類および即席めん類の各栄養素成分値について

……...・ H ・-…・友成正直，塚越ヤス，古内正孝，武士俣邦雄，可児利朗-…..241 
ポノレフィリン代謝系成分l乙関する調査およびその生化学的研究(第 I報) 0-アミノレプリン酸の尿

中担1:世の実態….....・ H ・…・…・…・・……… H ・H ・.....・ H ・....・ H ・-………小笠原公，武士俣邦雄，霜田さと子…… 246

ポノレフィリン体の生化学的研究〔羽〉 尿中排池:o-ALA， Cpおよび Ugの相互関係

…・……武士俣邦雄，霜田さと子，小笠原公…・・・ 252
ポルフィリン代謝系尿中成分の統計的観察...・ H ・....・ H ・.....・ H ・.....・ H ・...武士俣邦雄，霜田さと子，小笠原公…...259 

東京都における降下煤鹿及び亜硫酸ガス等の動態について

…・……佐藤泰仁，牧野国義，狩野文雄，大沢誠喜，福田雅夫，多国字宏，青木実，溝口勲，野牛弘…… 265
大気1=1=1浮遊粉塵の EDXによる組成分析(第 1報〉…...・ H ・-……………………....・ H ・..佐藤泰仁，溝口勲…...272 
母体血および臓帯血中 PCBの測定….....・ H ・-… H ・H ・-・秋山和幸，藤谷和正，高橋利恵子，大井玄，野牛弘・…..277 
都内興行場で集められたゴミの中のダニ，昆虫相……...・ H ・.....・ H ・..……...・ H ・.....・ H ・..…中田英吉，千種翠…… 280
光化学スモッグによる自覚症状の変動 素因との関連において……………...・ H ・H ・H ・.....・ H ・.....・ H ・..溝口勲…… 289

メチノレ水銀中毒修正因子としてのマグロ由来セレンの有効率

…関比呂仲，西躍進，田村行弘，真木俊夫，山田洋， 1嶋村保洋，

今野ヒロ子，落合節子，湯目邦雄，溝口勲，野牛弘，大井玄…・・・ 294
メチル水銀中毒に対‘しセレンが保護的効果を示すためのいくつかの条件

…・今野ヒロ子，関比呂イヰ1，野牛弘，大井玄・…・・ 301



3 

メチJレ水銀のラット臓器別半減期の試算………… H ・H ・-一…野牛弘，大;:}:I二玄， 1会j比 1~'dI 11 ，西垣進，閏村行弘…・・・ 305
l坊火用貯水槽水の衛生学的研究...・H ・-…・…中村・弘，斎藤庄次，高橋正問，大楠則雄，山111奇堅吉，三村秀一-…..312 

逆相液-1'夜分配クロマトグラフ法による有機塩素系化合物の分析法
…小輪瀬勉，土屋悦出)1，山lil奇堅吉，三村秀一…...319 

東京都内の工場周辺井戸水の重金属汚染調査………高橋保雄，大橋則雄，小輪瀬勉，山111奇堅吉，三村秀一-…・・ 323
パラックロノレベンゼンによる環境汚染…森田昌iux，西沢恒幸，三村秀一，大石真之，中尾順子，平賀興吾-…..329 
ヘキサクロ Jレベンゼンによる環境汚染...・ H ・.....・ H ・..…・…....・ H ・..….，.・ H ・-森田昌敏，西沢恒幸，三村秀一…・・・ 333

都内陸水の生活環境l乙関する調査研究(第 1報〉 皇居外苑濠群の富栄養化の現状

…山崎洋子，松本浩一…… 336
PlesioJJlonas shigelloidesの生態学的研究 1 河川水と淡水魚における本菌の分布状況

…池島伸至，新井開i義，楠淳，持111田真知子，伊藤元彦，伊藤武，坂井千三・…・・ 343

他誌発表...・ H ・..........・ H ・...・ H ・..・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 349 



4 

CONTENTS 
REPORTS 

Simplified Method for the Coagulase Typing of Stαρhylococc・us aureus and Its Application in 
Routine Works....................................H. Ushioda， T. Terayama， S. Sakai and H. Zen-Yoji......... 1 

A Proposal on the Classification of Yersinia enteroeolitica 

...T. Maruyama， Y. Yanagawa， S. Sakai and H. Zen帽Yoji........・7

An Outbreak of Botulisl11 in Water Fowl at the Area of the Naka River in Tokyo 

…・・ー…S.Sakai， T. Itoh， K. Okazawa， H. Zen-Yoji and M. Benoki... ......14 

Biotypes and Phagetypes of Sall7lonella ty jうんi/Jluriumisolated frol11 Human Cases and Other 

Sources in Tokyo...…................…..T. Itoh， M. Tsuno， S. Sakai， H. Zen-Yoji and M. Ohashi...... ...20 

Serological Typing of Isolates of VibTio 1うarahaemolyticlisfrom Food Poisoning Cases， and 
Proposal of New K Antigen Types 

......Y. Kudoh， K. Ohta， K. Saitoh， S. Matsushita， S. Sakai and H. ZerトYoji.........25

Studies on Fungal Contamination of Foodstuffs in Japan: Fungal and Aflatoxin Contamination 

in Sesame and Its Products marketing in Tokyo 

....H. Hitokoto， S. Morozumi， T. Wauke， S. Sakai and H. Zen-Yoji....一…30

Detection and Identification Procedures for Residual Streptomycin in Enzyme Preparation ancl 

Their Application on Commercial Proclucts .................. T. Kanoh， I. Murata and N. Ohkubo.........36 

Epidemiological Surveys for the Prevalence of Angiostrongyliasis among Inhabitants of Chichi-

jima of the Ogasawara Islancls 

...T. Kanoh， I. Murata， Y. Kaclono， N. Ohkubo and K. Asanu111a・・・・・・・・・42

Antibiotics Sensitivities of Isolates of Group A He11101ytic Streptococci and Their Serotypes in 

1974・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・Y.Asano， Y. Kashiwagi， M. Shibata， S. Tokue ancl N. Ohkubo・・・・・・・・・47

Evaluation of a Moclified Aut0111atic Micro-Hemagglutination Assay for l'rejりonemapallidllJn 

antiboclies.・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・.I.Murata， M. Hori， S. Miyazawa， T. Kanoh and N. Ohkubo.........53 

Virological Stuclies on Respiratory Disease in Tokyo in 1974 

....K. Yano， Y. Yanagisawa， T. Ito， K. Yabuuchi ancl K. Iwasaki.........59 

Inciclence of日1Antibocly against Rubella Virus a1110ng Inhabitants in Tokyo， in the Periocl 

from August 1974 to March 1975・・・・・・・・・・・・・・・・・・Y.Yanagisawa， K. Iwasaki and N. Yanagishita.........64 

Antigenic Analysis of A/Hong Kong Influenza Virus Strains isolatecl in 1968-1975 

・・・・K.Iwasaki， K. Yabuuchi， T. Ito， Y. Yanagisawa ancl K. Yano・・・・・・・・・69

Ecological Survey of Japanese Encephalitis Virus in Tokyo in 1974 

...Y. Yanagisawa， K. Yabuuchi， T. Ito， K.lwasaki， M. Kinoshita， S. Nagano and T. Kato・・・・・・・・・73

Epidemiological Survey on Enterovirus Infection (VII) Virus Isolation made at Three Sewage 

Treatl11ent Plants in Tokyo in 1974・・・・‘・・..K.Yano， K. Yabuuchi， K. Iwasaki ancl M. Benoki.........77 
Seroepiclemiological Observation on the Inciclence of HI Antibodies against J apanese Encephalitis 

in Tokyoites in 1968-1974・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・................K.Iwasaki.........81 

Studies on Exal11ination of Crucle Drugs (VI) Differentiation of Atrαιカ!lodesLancea Rhizoma 
ancl Atractylodes Rhizollla .......................................Y. Nishikawa， T. Seto ancl Y. Watanabe.........87 

Stuclies on the Evaluation of Crude Drugs (IV) Quality of Scopolia Rhizol11e ancl Its Pre-

parations ……・………........Y.Watanabe， I. Yasucla， T. Seto， K. Nakajil11a ancl Y. Nishikawa.........90 

Evaluation of Lil11ulus Test for Drugs.…・・・….....……・......一-一……A.Shimohira ancl K. Nakajima...…・・・93

The Relationship between Antioxiclants ancl Synergistic Organic Acicls at the Oxiclation of Methyl 
Linoleate....... ........ ............................ ............................... .S. Matsul11oto ancl K. Nakayama....... ..98 

Analytical Methocl for Carbamate Insecticicles in Termicicle 
................T. Yoshihara， I. Toyama， C. Okumoto， K. Terashima ancl M. Nagashima...... 106 

Detennination of Methylmercury in Human Organs by Alkaline Digestion Method 

…一・…T.Ueta， R. Yamazoe， H. Yamanobe ancl T. Totani...... 110 
Effect of Selenium on the Toxicity of Methylmercury (1) Methylmercury and Selenium 

Concentrations of Organs in Rats administerecl Methylmercury ancl Selenium 

...S. Suzuki， E. AmaJ.王awa，H. Yamanobe， T. Amemiya， K. Ito， M. Takeuchi， K. Ebato， 
H. Harada ancl T. Totani............... ......... ...... ......... ... ...... ... ... ...... ..................... ......... ... ... 115 



ら

Effect of Selenium on the Toxicity of Methylmercury ( 1I) Methylmercury and Total Mercury 

Concentrations of Organs in Rats administered Methylmercury， Seleniul11 and Vitamin E 

H. Harada， K. Ito， K. Ebato， M. Takeuchi， T. Amel11iya， H. Yamanobe， S. Suzuki and T. Totani・・・・・・ 123 

Survey of Pollution with Mercury in Tokyo ( 1I ) Mercury Content of Fish and Shellfish 

...........T. Amemiya， M. Takeuchi， K. Ito， K. Ebato， H. Harada and T. Totani...... 129 

Survey of Pollution with Polychlorinated Biphenyls in Tokyo (]][) Polychlorinated Biphenyls 

Content of Foods .........・・・H.Yamanobe， E. Amal王awa，S. Suzuki， S. Koizumi and T. Totani...... 134 

Hygienic Chemical Studies on Irritants ( I ) Quantitative Determination of Bergapten in 

Cosl11etics ・・・・・・・・・K.Mizuishi， M. Kazama， Y. Nakamura， T. Kan， H. Harada and T. Totani...... 139 
Hygienic Chemical Studies on Irritants ( 1I) Elution of Formaldehyde fr01l1 Fi11l1 of Nail 

EnameIs......Y. Nakamura， M. Kazama， K. Mizuishi， R. Yamazoe， H. Harada and T. Totani...... 146 
Hygienic Chemical Studies on Rubber Devices (1I) Determination of Total Zinc in Rubber for 

Medical Supplfes …….....................….........……........……・・…υ・・・・・・・・・ S. Nishida and K. Mori...… 150 

Studies on Assessment of the Bacterial Quality of Cooled Raw Milk 

..M. Matsu1l10to， K. Jinbo， Y. Kitahara， H. Murakami and M. Haruta...... 155 
Effects of Selective Plating Media on the Growth of Heat-Injured Salmonella anatum and Its 

Resuscitation. .. . ...一................................................K. Jinbo， M. Kanzaki and M. Matsumoto...... 161 
Comparative Evaluation of Suspending Ability of the Stomacher and of the H0l110genizer for 

the Preparation of Bacteriological Food Specil11ens...K. Niwayama， Y. Kokubo and K. Igusa...... 165 

Enumeration of Presumptive Cl.ρe7fringens in Meat and Fish Products by the Use of Most 

Probable Number Technique..................M. Kanzaki， K. Jinbo， H. Mura1王amiand M. Haruta...... 168 

Scanning Electron Microscopic Observation for Flagella and Fimbriae of Enterobacteriaceae 
.........G. Maek.i...... 172 

Studies on Mycotoxins in Foods (VI) Detection of Aflatoxins in Peanut and Its Products 

......Y. Naoi， H. Ogawa， E. Kazama， K. Saito， K. Kan， A. Ibe and Y. Kimura...... 179 
Survey of Cyanide in Almond 

.......M. Nishijima， M. Kanmuri， S. Takahashi， H. Kamimura， M. Nakazato， 
Y. Watari and Y. Kimura.........・・・・ー・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 183 

Studies on Naturally Derived Benzoic Acid in Food (1I) Detection from Beans and Their 

Products............ ...M. Nishijima， M. Kanmuri， S. Takahashi， H. Kamimura， M. Nakazato， 
Y. Watari and Y. Kimura...一・…...・.........…一....一...………...…・・・・・・・・・ー…............ 187 

Deterl11ination of Fluorine in Foods (1I) Estil11ation of Fluorine Intake based on the Market醐

Basket Study .......一........................T.Tomol11atsu， J. Suzuki， K. Nakazawa and Y. Kimura…・・・ 192 

Study on Amounts of Trace Elements in Marine Fishes (1I) Distribution of Heavy Metals 
in Bonito Tissue .......................................Y. Katsuki， K.. Yasuda， K. Ueda and Y. K.imura.υ…196 

Studies on the Behaviour of Accumulation of Trace Elements in Fishes (]][) Accumulation of 

Selenium and Mercury in Various Tissues of Tuna 

....Y. Tamura， T. Mald， H. Yamada， Y. Shimamura， S.Ochiai， S. Nishigaki and Y. Kil11ura...... 200 

Survey on the Actual Conditions of Phosphorate in the Processecl -Foocls 
....Y. Tamura， T. Mald， H. Yamacla， Y. Shimamura， S. Ochiai， S. Nishigald and Y. Kimura...... 205 

Analysis of the Synthetic Detergent for K.itchen (1) Surface Active Agent 

…F. Endo， M. Hirokaclo， H. Usami， Y. Handa and T. Fujii.….. 208 
Stucly on the pH Value of D同Sorbite......…・・・・・・・・・…F.Enclo， M. Hirokaclo， H. Usami ancl T. Fujii…... 214 

Survey for PolynucIear Aromatic Hydrocarbons (Benzo (α) pyrene) in Foocl Aclclitives 

(2) Liquicl Paraffin and Liquid Smoke Flavor 

..…M. Hirokado， F. Enc1o， H. Usami and T. Fujii.….. 220 

Studies on the Japanese Standard of Diatol11aceous Earth 

-…..F. Enclo， A. Ono， T. Yasuno， S. Ogino， T. Ohata ancl T. Fujii…・・・ 225 

Hygienic Chel11ical Studies on Polyvinylchloricle Container-Package 

..， Y. Watanabe， K. Sato， R. Yoshida， S. Suwa and T. Fujii.…・・ 230 

Quality of the Paste of Seasonecl Sea Urchin Eggs 

...K. Nishida， S. Fukano， F. Ushio， M. Doguchi ancl T. Kani...... 236 



6 

Investigation on the Standard Tables of Food Composition in Japan ( 1 ) The Nutritive Com‘ 

position of Ice Cream and SokusekiふtIen
.............M. Tomonari， Y. Tsukagoshi， M. Furuuchi， K. Bushimata and T. Kani...... 241 

Investigations and Biochemical Studies on the Porphyrin Metabolites (1) The Actual State 

of Urinary o-Aminolevulinic Acid Excretion in Tokyoites 
..... ..K. Ogasawara， K. Bushimata and S. Shimoda...... 246 

Biochemical Studies on the Porphyrins (百) Mutual Relationship of Urinary Output ふALA，
Cp and Ug ...................................................K. Bushimata， S. Shimoda and K. Ogasawara...... 252 

Statistical Observations on the Porphyrin Metabolites in Urine 
..............K. Bushimata， S. Shimoda and K. Ogasawara...... 259 

Changes Noted in the Amount of Falldust and Sulfurous Acid Gas in Tokyo Area 
.......Y. Sato， K. Makino， F. Kano， M. Osawa， M. Fukuda， T. Tacla， M. Aoki， 

1. Mizoguchi and H. Yagyu ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 265 

Component Analysis of Suspended Particulate Matters in Atmosphere by EDX ( 1 ) 
... Y. Sato and 1. Mizoguchi...... 272 

Polychlorinated Biphenyl Residues in Maternal and Cord B100d 
…・…K.Akiyama， K. Fujitani， R. Takahashi， G. Ohi and H. Yagyu'"… 277 

Mite and Insect Fauna in Dusts collected from Seats and Floors of Theaters in Tokyo 
...E. Nakada and M. Chigusa...... 280 

Changes of Subjective Signs caused by Photochemical Smog A Study Concerning Predisposition 
of Students.......... ........... ............. ........ ...... ....... .................. ..... .... ..... ...... .... .....1. Mizoguchi...... 289 

Effectiveness of Selenium in Tuna Meat in Modifying Methylmercury Toxicity 

...H. Seki， S. Nishigaki， Y. Tamura， T. Maki， H. Yamada， Y. Shimamura， 
H. Konno， S. Ochiai， K. Yunome， 1. Mizoguchi， H. Yagyu and G. Ohi...... 294 

Protective Effect of Selenite against Methylmercury Toxicity: Observation Concerning Time， 
Dose and Route Factors in the Development of Methylmercury Poisoning 

...H. Konno， H. Seki， H. Yagyu and G. Ohi...... 301 
Biological Half Lives of Methylmercury in the Organ Compartments of a Rat 

.............H. Yagyu， G. Ohi， H. Seki， S. Nishigaki and Y. Tamura...... 305 

Hygienic Studies on the Water of Fire Cisterns 
......H. Nakamura， S. Saito， M. Takahashi， N. Ohashi， K. Yamazaki and S. Mimura...... 312 

Analysis of Chlorinated Biphenyls (PCBs) and Chlorinated Pesticides in Water by Reversed 
Liquid-Liquid Partition Chromatography 

......................T. Kowase， Y. Tsuchiya， K. Yamazaki and S. Mimura...... 319 
Heavy Metal Pollution of Well Water in Tokyo Metropolitan Area 

・・…Y.Takahashi， N. Ohashi， T. Kowase， K. Yamazaki and S. Mimura...… 323 

Environmental Pollution by Paradichlorobenzene 

......M. Morita， T. Nishizawa， S. Mimura， S. Oishi， T. Nakao and K. Hiraga...... 329 
Environmental Pollution by Hexachlorobenzene............M. Morita， T. Nishizawa and S. Mimura...... 333 
Limnological Studies on the Inland Waters in the Metropolis of Tokyo ( 1 ) Eutrophication of 

a Group of the Moats around the Imperial Palace.・・….........Y. Yamazaki and K. Matsumoto...・・・ 336 

Ecological Surveys of Plesiomonas shigelloides (1) Isolation from River Water and Fresh 
Water Fish 

…N. Ikejima， T. Arai， J. Kusunoki， M. Sakakita， M. Itoh， T. Itoh and S. Sakai...・H ・..343 

SUMMARIES OF PAPERS IN OTHER PUBLICATIONS …・……………・・・…・・・……...・ H ・-……・……日…… 349 



報

REPORTS 



東京衛研年報 Ann. Rep. To付oMetr. Res. Lab. P.H.， 26・1，1-6，1975 

黄色ブドウ球菌のコアグラーゼ型別簡易法とその応用

瀬田 弘キ寺山 武本坂井千三本

善養寺 浩ヰ

Simpli直ed阻ethodfor the Coagulase Typing of Stαphylococcusαureus and 

Its AppHcation in Routine Works 

HIROSHI USHIODAヘTAKESHITERAYAMAぺSENZOSAKAI* 

and HIROSHI ZEN岨YOJI牢

The coagulase typing developed by Zen-Yoji et al was a reliable method for the typing of Stゆhylo・

coccus aureus and had been applied routinely in our laboratory. However， since the original method 

was complicative in procedure， we made an attempt to simplify the typing and established an improved 

method. The procedure is as follows. 

A single colony 01' a culture suspected as S. aureus is inoculated into a small test tube containing 

a 3 ml of Brain Hea1't Infusion b1'oth with 1'abbit plasma in a concent1'ation of 5%Cplasma b1'oth)， and 
then the tube is allowed to stand ove町1'-nigh批1叫ta抗t37C， followed by the obse1'vation of coagulase 1'eaction. 

When the plasma b1'oth is coagulated by an inoculum， the coagulated culture is used as test antigen 

fo1' coagulase typing afte1' it is b1'oken and homogenized by pipetting several times. To dete1'mine the 

type of o1'ganism， 0.1 ml of the homogenized test antigen is delive1'ed to 8 test tubes as shown in the 

figure 2， and then 0.1 ml of anticoagulase typing se1'a， I-VII， with 4 units is added into 7 tubes respec-

tively; 0.1 ml of diluent with 5% 1'abbit se1'um is poured into the 8th tube， which is used as a control. 
After they are mixed and then incubated at 37C for 1 hou1'， each 0.2 ml of 10% rabbit plasma is added 

to all tubes， and then the tubes are al10wed again to stand in a 37C incubator for reaction. 

Results are read at the end of incubation periods for 1， 2， 4， 6， 24 and 48 hours. The determination 

of coagulase type of the test organism is made on the basis of the inhibition of plasma coagulation. 

Merits of the simplified method in compa1'ison with the original one a1'e the abbreviation of centri-
fugation for prepa1'ing the antigen solution and of titration of coagulase activity， and the saving of 
time spending for performance of the procedure. 

緒 言 ブ菌をほぼ 100%型別することができた.しかし，操作

ブドウ球菌感染症の病院内感染源の追究をはじめとし が梢々繁雑であり，多量の器材が必要であること，所要

て，食中毒の疫学，食品衛生の環境汚染調査など広く， 時間が長いこと，そして，型別用抗コアグラーゼ血清の

黄色ブドウ球菌(以下黄色ブ菌と略す〉の簡便な型別法 作製法が困難であるととなどの欠点があった.最近，コ

が要求されている.しかし，これまで報告された本菌の アグラーゼ型別用抗血清が市販(東芝化学製〉されるよ

型別法はいずれも操作が繁雑であり，型別率が低いなど うになったのを機会1[，この型別法の改善を進めてきた

の点から，それほど普及するまでにいたっていない.世 結果，ほぼ満足すべき方法が確立されたので，その方法

界的によく知られているファージ型別法1)や簡易なはず および改善点について報告する。

の血清型別法2-5)1乙レても，前述の理由の外に，ファー 実験材料および方法

ジの供給や型別用血清の作製が困難であるなどの理由 1 ::Jアグラーゼ型別簡易法

で，需要は多いにもかかわらず，現在は特定の研究機関 1. 材料

においてのみ実施されているにすぎない.一方，私ども り型別用抗コアグラーゼ血清:型別用抗血清は，黄

がとれまで報告してきたコアグラーゼ型別法6ーのは黄色 色ブ菌のコアグラーゼ型標準株の培養上清を濃縮して得

*東京都立衛生研究所微生物部細菌第一研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Resea1'ch Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 Japan 
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たコアグラーゼを抗原としてウサギを免疫して作製した

唱ーのまた，参考として最近市販された抗コアグラーゼ型

別血清(東芝化学製〉も併用した.

コアグラーゼ型は ζれまで 1.-班型l乙分けられている

が10)，Vln型菌は極めてまれにしか検出されないので，

以下 1'"VII型について述べる.

ii)健康ウサギ血清および血援:常法により採血，分

離した健康ウサギ血清および 3.8%クエン酸ナトリウム

を用いて採血して得た健康ウサギ、血援を用いた.

iii)コアグラーゼ希釈液:コアグラーゼ抗原液の希釈

ならびに抗血清，健康ウサギ、血清および血援などの希釈

は，つぎの希釈液を用いた.組成 ポリベプトン 20.0 

g，クエン駿ナトリウム 1O.0g，塩佑ナトリウム 8.5

g，窒化ナトリウム 0.5g，チメロサーノレ O.lg，精製

水1，000ml. 

iv)被検菌のコアグラーゼ抗原液:健康ウサギ血援を

5拓民添加した BHIbroth (Difco) (以下 P.B brothと

略す〉を小試験管(1.2cmxlO.5cm)t(.3ml分注した

ものを用意し，これに， 39ら卵黄加マンニット食糧カン

テン平板 (MSEY)l1)上の黄色ブ菌と疑われる集落を，

あるいは純培養の黄色ブ菌を接種し， 370， 20.-....-24時間

(以下 hと略す〉静置培養を行なった.黄色ブ菌であれ

ば，コアグラーゼの産生により血疑凝固が起る.乙の凝

固した P.B brothをつぎのようにして抗原液として用

いた.すなわち ，1ml ピペットをつつ込み，かきまわ

すとフィプリンがピペットの先端にまきついてくる，乙

れをとりだすとほとんど透明な液が得られる.あるいは

口径の比較的大きなピペットで強く撹持し，フィプリン

を細かく砕いたものをコアグラーゼ抗原液とした.

Fig. 1. Plasma coagulation and homogenized 

coagulase antigen. The upper tube 

shows the plasma coagulation， and the 
lower one shows an antigen solution 

after the coagulant is homogenized by 

pipetting. 

(Fig. 1.写真参照〉

2. 型別本試験

i)中和反応:前記 1の iv) で、作製した被検菌のコ

アグラーゼ抗原液を Fig.2.t乙示したととく， 8本の小

Delivery of O. 1 ml of unknown staphy!bcocca! 

culture (B H I broth containing 5 % rabbit plasma) 
d余、

0.1 ml of 5 % 
normal rabbit 
seruη1 

L 
control 
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anticoagulase typing sera 

Incubate at 37 C for 60 min. 

Add 0.2 ml of 10% normal rabbit plasma 

Incubate at 37 C for 1，2，4，6，24 and 48 hours 

Reading is made at the end of each incubation 

periods 

Fig.2. Procedure of simplified method for 

coagulase typing of S. aureus. 

試験管l乙各々 O.lmlずつ分注する.ついで 4単位 (1

MCD/1hのコアグラーゼ活性を中和する抗体を 1単

位とし，その 4倍濃度の抗血清)6)の 1'" vn型の抗コ

アグラーゼ、血清をそれぞれ O.lmlずつ， 7本の試験管

K注加する.残りの 1本の試験管には対照として，健康

ウサギ、血清の20倍希釈液を O.lml注加し，よく振還混

和する .370 t(. 1 h静置し，被検菌のコアグラーゼ抗原

と抗コアグラーゼ血清との中和反応を起させる.その後

l乙10%健康ウサギ血援液 0.2mlを8本の試験管全てに

注加し，よく振濯混和後，再び37
0

(乙保ち， 1h， 2h， 

4h， 6h， 24hおよび 48h後に，血竣凝固の有無を観

察する.抗コアグラーゼ血清をはじめとして，血清，血

撲ともに殺菌剤，防腐剤の入った希釈液を用いているの

で，型別には無菌操作を要しない.

ii)型判定法:血竣液を加えてから，時間を追って血

竣凝固の発現を観察する.まず，正常血清を加えた第8

本自の対照管をもち上げ，液が乙ぼれないようにゆっく

り傾けてゆく.完全に凝固が起っているならば，ゼリー

状の塊が試験管の底l乙くっついているか，はなれてゆっ

くり動き出す.凝固の度合は Fig.31(.示したごとく，

コアグラーゼ活性の強弱により何段階か認められる.対

照に凝固が現われると，他の 7本にも凝固が起ってくる

が，中の 1本の血竣凝固が阻止されているはずである.
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験管で凝固が住じない場合がある.その時点で，例えば

1 • 1I型あるいは E・J[型のように複合型として判定す

ることなく，さらに反応時間を延長レ， 1つの型血清の

みに凝固の阻止されるまで経時的に観察を行ない，凝固

が阻止された管の血清型をもって，そのコアグラーゼ型

と決定する.

I コアグラーゼ型別原法

型別原法の器具器材および実験方法は既報によった.
6-9) 

E 供試菌株

1.臨床由来株:ヒトの化膿巣由来黄色ブ菌 100株であ

る.

2.食中毒由来株:ウグイス豆を原因食として1971年 5

月都内および神奈川県民発生レた食中毒事件の各種材料

から検出された黄色ブ、菌50株で、ある.

3.食品由来株:市販食品から検出された黄色ブ、菌50株

であり， 1食品 1菌株である.

成績

Fig. 3. Remarks of coagulation degree 1 改良簡易型別法の利点

ーその管lζ注加された抗コアグラーゼ血清の型が，被検菌 1.簡易法と原法との所要日数比較:分離平板上の黄色

のコアグラーゼ型である. ブ菌と疑われる集落のコアグラーゼ詰験を出発として，

なお，対照管l乙凝固が認められ， 7本の本試験管の凝 コアグラーゼ型別試験の最終判定までの所要時間と検査

個観察に当り，ある時間帯では， 2本あるいは 3本の試 過程の比較を Fig.4 IC示した.原法で、は同定のための
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Fig. 4. Comparative schedule between simplified and original 

methods for coagulase typing. 
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コアグラーゼ試験で 1日を要し，さらに抗原作製のため

に3" ， 5日間の BHIbroth培養，ついで遠沈による上

清分離，さらにコアグラーゼ力価の測定と，型別用抗原

作製までに最低5日間を必要とした.ζれl乙比較し，簡

易法で、は同定のためのコアグラーゼ試験と抗原作製を兼

ねて， P. B broth 培養が 20~24h でよく， 4日間以上

の日時の短縮が可能となった.

2.遠沈操作およびコアグラーゼ力価測定操作の省略:

原法の BHIbroh培養での濃厚な菌の浮遊状態では，

クランピングファクターの影響により，力価測定や型別

本試験の血築凝聞の判定が園難である乙と，また菌浮遊

のままでは，コアグラーゼ力価の低下が早いζ となどの

ために，菌体を除く必要ーがあった.力価測定の省略につ

いては後の項で，成績をもとに詳しく述べるが，原法によ

る抗原調製のための培養で、は，個々の菌株のコアグラー

ゼカ価の高低が著しかったものが， P. B broth 培養はよ

り全体に高くなり，原法で 3" ， 5日の BHIbroth培養

で、極端に高い力価を示したものは， P. B broth 培養が20

-24hという短い時間のためにある程度の力価におさえ

られた.また，原法ではコアグラーゼカ価の低いものが，

P. B broth 中の血撲の:序在により， コアグラ}ゼ産生

が助長され，よく産生するようになるなど，供試菌株は

全体的に，平均したコアグラーゼ力価を示し，力価の測

定操作を省略しても，型別l乙何ら影響を来たさなかっ

た.

I 簡易法および原法による型車11成績

1.臨床材料由来株の簡易法による型別成績:臨床由来

株 100株の簡易法による型別成績を Table11c::.示した.

供試菌株の型判定時間(凝固観察時間〉と型別された菌

株数との関係をみると，判定時間 2hで4株， 4 hで54

株 (54%)，24hでは90%が型別され，残り 10株は48h

までに型別された.型別率は 100~らであった.

2.食中毒由来株の簡易法と原法による型別成績:食中

毒由来株 50株の両型別法による型別成績を Table2 1乙

Table 1. Coagulase typing of isolates of S. 
aureus from clinical specimens by simplified 

method. 
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2 4/100 4 

100 
4 50/100 54 

6 14/100 68 

24 22/100 90 

48 10/100 100 

示した.ζの事件はウグイス豆を原因食として発生した

例で，原国菌のコアグラーゼ型はVI型であった.なお，

本例は、汚染源が向ーと考えられるので，同一菌型の株で

は当然コアグラーゼ力価もほぼ同じであろうと考えられ

た.推定通り，簡易法による型判定時間は 1株を残レ，

2 hで49株 (98%)が型別され，平均したコアグラーゼ

力価を示した.これに比較し，原法では型決定時間に少

しのずれが認められた. 既報6ーので述べてきたととく，

原法での被検菌のコアグラーゼ抗原力価は原則として，

1 M C D /1 h (Minimum Clotting Dose: 1 h 1乙血援

を凝固させる最少コアグラーゼ量〉のを型別に使用する

乙とになっているが，本例では 1MCD/1hの力価を

示す菌株は認められなかったので， lMCD/6hのも

のまでを型別に用いた.その結果， 2 hでは10株， 4 h 

で39株と各菌株間l乙コアグラーゼ力価のわずかな差異が

認められた. なお，両法で 6h自民型決定された 1株

は，本事件の原因菌ではないと考えられたコアグラーゼ

車型菌である.型別率は両法とも 100%であった.

3.食品由来株の簡易法と原法による型別成績:食品由

来株50株 (1食品 1菌株〉の型別成績を Table31乙示レ

た.無作意l乙抽出された市販食品由来黄色ブ、菌50株のコ

アグラーゼカ価は個々に異なり，前記食中毒由来株とは

Table 2. Comparison of results of coagulase typing of isolates of S. aureus from an outbreak 

of staphylococcal food poisoning by simp1ified and original methods. 

Simplified method Original method 
Incubation 

N o. of tested 
period No. of No.of 

No. of typed 
accumulated 

No. of typed 
accumulated 

1 hour 0/50 0/50 

2 49/50 49 10/50 10 
50 

4 0/50 49 39/50 49 

6 1/50 50 1/50 50 
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Table 3. Comparison of results of coagulase typing of isolates of S. aureus from 
commercial food by simplified and original methods. 

Simplified method Original method 
Incubation 

No. of tested 
period No.of typed 

1 hour 0/50 

2 1/50 

50 
4 12/50 

6 5/50 

24 21/50 

48 11/50 

型決定時間のばらつきなど，明らかに違いがみられた.

簡易法では 2hから型別され， 4 hで13株， 6 hで18株

24h39株 (78%)，48hでは 50株のすべてが型別され

た.

原法では，前の例でも述べたととく，型別用コアグラ

ーゼ抗原の力価は 1MCD/1hを原則とするが，抗原

力価の最低{直を 2MCD/24hと定めてきた.しかしな

がら，乙の例では力価測定の結果， 50株中 1MCD/1

h力価を示すものは認められず， 1MCD/6 h値を示

した 2株が，最も高いコアグラーゼ、力価であった.残り

の 48株のうち， 33株が 2MCD/24h値を示し， 15株

はそれ以下の力価であった.15株のコアグラーゼ産生能

の弱い株については原法では型別不可能とし，乙れらの

株は陳旧培養などを行ない，血柴平板を用いて colony

selection を行ない，コアグラーゼ産生能の強いものを

選び出した.くり返しの colonyselection操作により

最終的には 100%の型別率であるが，この時点での型別

率は50株中35株 (70%)であるのに対レて，簡易法では

48hの最終判定で， 100%の型別率であった.

考察

黄色ブ菌はヒトの鼻前庭や腸管内lζ保菌されているば

かりでなく，食品や自然界，動物などを合めて分布は広

く，そうした菌が何らかの機会に，各種の化膿性疾患や

食中毒発生の原因となるものと考えられる.多様な疾患

の原因菌である黄色ブ菌の感染源，汚染源の追跡、には，

分離菌の型別が必要とされるが，日常検査の中l乙取り入

れられていないのが現状である.黄色ブ菌の型別法とし

ては，凝集反応による型別法が Cowan，2) Oeding，3) 

秋山， 4) Pilletめなどにより報告されているが，抗血清の

作製が繁雑なため普及していない.乙れに対して，ファ

ージ型別法1)は世界的l乙普及しているが，やはり手技が

繁雑であり，さらに菌株の由来によって著しく型別率lζ

No. of 

accumulated 
No. of typed No. of typed 

0/50 

1 0/50 

13 0/50 

18 2/50 2 

39 33/50 35 

50 

差が認められる.私どもが食中毒事件の汚染源追跡、法と

して，分離菌の型別にこの万法を用いた場合，型別不能

株が70%に達することもまれではなく，また，健康人の

鼻前庭およびふん便由来株の場合も非常に型別率が低か

った.由来による型別率の違いは伺に原因するのか明ら

かでないが，このように型別率が極めて低いことはファ

ージ型別法の応用面での限界があるものと考える.

これに対して，私どもの報告してきたコアグラーゼ型

別法は黄色ブ菌をほぼ 100外型別する ζ とができ，由来

による型別率の差異は認められない.しかしながら，乙

れまでに報告してきたコアグラーゼ型別原法では，型別

可能なコアグラーゼ力価を有しない株については，血竣

平板などを用いて， colony selectionの操作を行なわな

ければならないものが，自然界由来株，ふん使由来株な

どに10，，-，20%幸子在することは否めない事実であった.

本報の簡易法では，コアグラーゼ力価の低いこれらの

株の問題も，ほぼ解決された.つまり，被検菌のコアグ

ラーゼ抗原作製用として用いた P. B broth培養は，

Altenbernの報告12)にもあるごとく，血撲の存在によっ

て，コアグラーゼ産生が助長され，原法のBH 1 broth 

培養法で、は極めて低い力価を示した株が， p. B broth 

で、は型別可能な量のコアグラーゼを産生した.乙のため

原法で、は力価の低かったものは高くなり，高かったもの

は逆に培養時間の短縮l乙よって力価がそれほど高くなら

ず，全体に型別可能な範囲の力価を示し，コアグラーゼ

力価の測定にかわって経時的l乙観察するととl乙よって，

型別が可能となった.

コアグラーゼカ価の上昇は，血援の添加量と関係ある

が，高濃度 (10%以上)Iζ添加されても無制限に高い力

価を示すものではなく，血柴凝固が堅く，以後の操作が

より不便になるのみであった.また，低濃度(3%以下〉

では力(闘が{尽く，血援凝固があまり軟弱なため，コアグ
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ラーゼ産生の有無の判定が困難となるなどのため，前述

のごとく 5%の出援添加が適量であった.今回報告した

簡易法はコアグラーゼ詰験と抗原作製用 BH 1 brothで

の培養という二度の手数を p.B brothの培養一回に切

換えられた点および遠出操作の省略と合せて，コアグラ

ーゼ力価の測定操作の省略が可能となった.この乙とは

器具，器材の節約はもとより，実験操作が極めて簡易イじ

されたので，本法はブドウ球菌型別法として広く応用さ

れるものと考える.

世士 吾、品
市ロ 日間

黄色ブ菌の型別，分類法としてのコアグラーゼ型別法

を報告してきたが，これまでの方法(原法〉には，型別

用抗コアグラーゼ血清が供給(市販〉されるにしても，

日数がかかる，器材が多量にいる，操作が繁雑であるな

どの問題点があった.そ乙で，乙れらの点の改善を計り

簡易法を確立した.

被検菌のコアグラーゼ抗原作製には 5%にウサギ血撲

を加えた BH 1 broth CP. B broth) I乙菌を接種し，

37
0 

1夜培養後，血援凝固の生じたものをピペットで強

く撹持して，フィプリンを細かくする.これを直接型別

の抗原として用いた P.B brothでの培養は血撲の

寄在により，コアグラーゼ産生の微弱な株ではコアグラ

ーゼ産生が助長されて，力{伍が高くなり，産生能の高い

菌株では培養日数の短縮により，抑えられるために，全

体に平均化されるので，簡易法では力価の測定を行なわ

ないで，型別が可能となった.簡易法では原法l乙比して

型別までに要する日数が大幅に短縮されるとともに，使

用器具，器材の量が半減された.
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Yersiniαenterocoliticαの再分類と種の規定に関する提案

丸山 務*柳川義勢牢

坂 井 千 三 * 善 養寺 浩*

A ProposaI on the Classification of Yersiniαenterocoliticα 

TSUTOMU MARUYAMA汽 YOSHITOKIYANAGA WA汽 SENZOSAKAI*， 

and HIROSHI ZEN-YO]I本

The species of Yersinia enterocolitica consists of strains considerably different in biochemical proper-
ties as classified into 5 biotypes. The fact seems to have made some confusion in considering the 

pathogenicity of various isolates to humans. Thus we attempted a study for the reinvestigation of 

definition of the species. In the study， strains used were 30 reference strains of 0 1........0 34 and 27 

isolates belonging to various serotypes from patients and other sources， and 36 biochemical charac-
teristics were tested on these strains. 
The results indicated that the strains used were classified into 5 groups， A........E， by their biochemical 

reactions as shown in Table 8. Consequently， all the strains originally isolated from patients were 

noted to be classified in to groups A and B. Thus， here we propose that to avoid any further confu-

sion， the species of Y. enterocolitica should be limited to the organisms belonged to groups A， B and 

C， and that groups D and E， including the strain of 0 8 serotype， should be belonged to new species 

of genus Yersiη{α. 

最近，腸管系病原菌として注目されている Yersinia

enterocoliticaは，当初 Pasteurellαpseudotuberculosis

の一生物型，血清型として扱われていたが，現在は腸内

細菌科のー菌種として位置づけられている.1974年比出

版された Bergey'sManual of Determinative Bacte網

tiology第 8版1)でも familyEnterobacteriaceaeの中

l乙新しく genusYersiniaを設け，乙の中l乙Pasteurella

から移行させた Y.pestis (ペスト菌)， Y. pseudotuber-

culosis (偽結核菌〉と共氏本閣を加えている. しかし

ながら，現在 Y.enterocolitica と呼称されている菌種

はきわめて幅広い性状のものを包含し，一菌種としての

統一的な性状を示し難いのが実状である.乙れは，本菌

の命名l乙際して菌種としての明確な性状の規定を行わな

かったことに端を発し，それに加えて，乙の問題を十分

l乙検討しないまま，主として感染源追求を目的として本

菌の生態学的研究が進められた結果の混乱によるものと

思われる.

現在，各種動物，自然環境からは，さまざまな性状を

もっ Y.enterocoliti・cα と呼ばれる菌が分離されている

が，乙れらをはたしてヒト患者由来の菌と同一種として

扱うべきか否か，本菌種の再整理をする必要が強く望ま

れている.

Y. enterocoliticaは比較的最近注目されはじめた病原

菌であるがために，細菌学的基礎研究，特に，その分類

学的検討は十分に行われていない.そ乙で著者らは，ま

ずこれまでの本菌の分類に関する知見を文献的 l乙考察

し，次lζ，諸外閣において一般に血清型別参考菌株とし

て用いられている菌株および，著者らが下痢症患者をは

じめ，各種材料から分離した株について検討した成績を

基にして Y.enterocoliticaの再分類を試みた.

Y. enterocoliticαの命名

Y. enterocoliticaは当初，P. pseudotubel・culosisの

特殊な生物型，血清型として扱われていたため， Bac-

terium enterocoliticum，3) Yersinia X，3) P. pseudotu-

berculosis Xりなどと仮称されていた.現在の Y.en-

terocoliticaなる命名は1964年 Frederiksen5) の提唱に

よるものである.

一方， 1940年代における Pasteurellaの分類学的研

*東京都立衛生研究所微生物部細菌第一研究科 160東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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究は，従来の Pαsteurella属をいくつかは分ける方向へ Y. enterocoliticαの性状

と進展した.例えば vanLoghem6，7)は，ペスト菌 CP. Bergey's Manual of Determinative Bacteriology 

pestis) ， 偽結核菌(P. pseudotuberculosis) を Pas- の第 8版1)では，従来の genusPasteurellaを Pasteu-

teurellaから分離し，乙の 2菌種を含む Yersinia属の rella， Francisellaおよび Yersiniaの 3genus 1乙分

新設を提案した.Tha18
)もこの意見を支持し，さらに， け，Yersinia属は腸内細菌科の中において，Y.・ pestis，

Smith & ThaJ3)は，PasteurellαXを含む Pasteurella Y. pseudotuberculosisおよび Y.enterocoliticaの3菌

の数値分類を行ない，チトクローム反応陰性群である 種を含ませている.この 3菌種と Salmonellaおよび，

Yersinia属を腸内細菌科に編入すべき ζ とを報告した Pasteurellaを比較した性状を表 11乙示した. 乙こでは

Table 1. Distinguishing characters between the species of Yersinia， and a comparison of 

these characters with those of Salmonella and Pasteurella multocida 

Y. pestis tYub.epfcsezduodsots -

hf2o2tilC ity 十

37 C 

Urea hyrolyzed 十

Esculin + + 
Rhamnose (d) + 
Salicin d 十

Sucrose 

Gas from gl ucose 

s -Galactosidase + 十

Ornithine decar-
boxylase 

Citrate utilized 

lndole 

Y. enterocoliticaはかなりよく整理された形で、その性

状が示されているが，実際i乙は，現在 Y.enterocolitica 

と呼ばれているものはきわめて多彩な性状の菌群を包合

している.したがって，本菌は表21乙同属の Y.pseu-

dotuberculosisと比較して示すととしその生物性状を

掲げた場合， “d" ，すなわち性状不定として記載せざ

るを得ない項目が多い.

Y. enterocoliticaは現在，いくつかの指標となる性状

によって 1から 5の生物型に分けられており 9，10)(表 3)

ヒト由来株のほとんどは生物型 4または 2である.

まずこ，本菌は血清学的には，他の!腸内細菌と同様 l乙

0， H， Kの抗原から成り，現在までに34のO抗原， 1 

つのK抗原， 19のH抗原の帯在が明らかにされ， 30以上

の血清型があげられている 11，12) 表41[.示されているよ

うにO抗原は単独ではなし 2つあるいは 3つの因子抗

(Bergey's Manual 8th. ed.) 

Y. entero綱

Sα~lmonella Pasteurella colitica 

ート 十

十

十

+ 

+ 十

十

+ d 

+ 十

+ 
d d 

原の組合せで寄在する場合が多いため， 0群として記載

すべきであろう.これら 0群は，生物型と密接な関連が

あり，さらに由来にも相関関係があることが知られてい

る10，仇ω(表5).ヒト由来株の多くは，生物型 4，0群

3であり次いで生物型2のO群 5および 9などである.

再分類の試み

以上のよう 1[.Y. enterocoliticaは， いろいろな材料

から多彩な性状の菌株が分離されるが，最近になってこ

れを再整理しようという動きがみられるようになった.

例えば Knapp& ThaF5)はO群 1から171[.属している

菌株について，生化学的，血清学的に詳細な研究を行な

い，生化学的には，インドーノレ，キシロース，エスクリ

ンおよびサリシンの性状によって 1'"'-4群に分類してい

る(表 6).乙れらのうち，彼等はインドー Jレ産生能を

最も重視し，ヒト由来の生物型4を中心としたインドー



9 年報 26・1，1975 江
八

句
，

S
3
・

衛示東

Biological Characteristics of Y. enterocolitica and Y. pseudotuberculosis Table 2. 

Y. pseudotubeγculosis 

+ 

十

Y. enterocolitica 

十

十

J

U

J

U

J

U

 

+

一

一

十

十

一

MacConkey agar growth 

SS agar growth 

Cytochrome oxidase 

Nitrate reduction 
H2S 
lndole 

Urease 十

一
十

十/一

一

+

十

十

十

十

25C 

37C 
Lysin decarboxylase 

* Ornithin decarboxylase 
25C 

37C 
Fermentation of 

Glucose/gas 
Lactose 

Sucrose 

Cellobiose 

Rhamnose 

Salicin 

Aesculin 

Melibiose 

Xylose 

*=Key characteristics for differentiation 

唱

G

一

十

十

VogeシProskauer

+/一

十

十 d

-d  

-d  

Moti1ity 

中

山

串

串

中

小

中

*

+d 

The biotypes of Y. enterocolitica compared with characteristic bidchemical of Pasteurella X 

(Knapp & Thal， 1973) 
Table 3. 

、、，ノ
Q
d
 

no 仰

X

l

h

 

a
ぉ“

L
u
r
 

T

m

 

&
的

印

h
a
 

n
 

k
 

Biotype of Y. enterocolitica 

Ni1ehn (1969) Wauters (1970) 

2 3 4 5 1 234  5 

Biochemical test 

1 

-or(十)/+
d 

+/ー

+ 
+ 
十

十

十

+ 
十

十

+ 

+ 

十

一

十

十

十

十

十

+ 

(+) 
十

十

+ 
十

+ 

十

十

+

+

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

+

+

十

十

十

+

+

+

十

十

+

+

+

十

十

十

十

十

十

十

十

十

十

+

+

+

十

十

+

+

十

十

十

十

十

十

十

Lecithin 
Salicin 

Aesculin 

lndole 

Lactose 

Xylose 

Nitrate 

Trehalose 

Sorbitol 
Ornithin decarboxylase 

Voges-Proskauer 

s-・Galactosidase

Sucrose 

Sorbose 
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General Classiffication of Y. enterocoliticα 

(Wa叫 ers，1970) 

Table 5. Table 4. Antigenic Schema of Yersinia 

enterocolitica 

Source 

Chinchilla 

Hare 

乱1an，Pig 

Man 

b，c，d，e，i 

a，b，c，d，g 

No ecological 

concl usions 

were obtained 

at present 

2 

2 

2 回

2 Man 

subgroupを含んだ Iから VIの group 11::'独自の再編

成を行った.従来の ofactorおよび ogroupと比較

して表 7氏本したが， ヒト患者由来株の多くは 1A

groupである.

また， Stevens & Mair16
)は乙の問題を数値分類によ

って検討している.彼らは，少数株の E.coliなεの

Entero bacteriaceaeとベスト菌，偽結核菌，Pasteurella 

等を含んだ計 116株について 111項目の性状を調べた.

図 1にはその simiIaritymatrixを示したが，Y. ente世

間 coliticaは少なくとも A，B 2つの group I乙大別さ

れ， A groupはさらに A1から A3 の subgroupsI乙

分けられる .Bは biotype5が該当し， ヒト由来であ

る生物型4の大部分はんに入る乙とが明らかであると

述べている.

私どもの提案

私どもは， Dr. NiIehn， Dr. Mollaret， Dr. Wauters 

から分与された 01"，034までの参考菌株30株および，

私どもが1971年から現在までに各種材料から分離したO

群の異なる27株を用いて36項目の生物性状を調べた.そ

の結果，供試菌株はレシチネース，インドールなどいく

つかの性状を基準にして， AからEの5群l乙分けるこ

とができた.表8はこの成績と従来の biotype および

o group とを比較対応させて示したものである.すな

わち， group Aはレシチネース，インドールなどが陰性

a，b 

b， f， k 

b，c，d，e，i 

b，c，e，f，i 

o 

l 

r 

o 
l 
t 
n 

m 

C 

p 

q 

Biotype 

3

5

4

4
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噌

i
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司
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司

上

守
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-6 

-7 
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+ 1-10 

-13 
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由 16

-1 

司 2
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四 5B
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+ 

子
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印

d
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r
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ド仏

n
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U

P
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〆
ι
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d，e，f，g，i 
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b， e， f， i 

n
一
e

一円。
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噌
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一
'
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九
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沼
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却
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8

8

8
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m

九

九

お

弘

お

お

お

7

m

m

7
B

一

'

a

'

'

'

'

'

'

'

'

'

'

'

'

'

'

'

'

ー
一

1

2

3

3

4

4

5

5

5

5

6

6

6

6

7

7

7

8

8

9

0

0

0

0

1

1

2

2

2

3

4

5

6

6

7

8

0

1

2

8

4

一

守

i

守
よ
ー
上
司
よ
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n
L
n
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円
、
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一

-lndole 

H antigen 

a，b，c 

b， c 

a，b，c 
c 
b， e， f， i 

Group 

1 

2 

3 

4 

5A 

5B 

6 

7 

8 

12 

つ
d
A
A

戸

h
U
F
O

-
i
1上
司

i

司
i

17 

9 

10 

11 

S 

Jレ非産生株で、ある group1 I乙は，

う新しい菌種名を与え，インドー Jレを遅れて産生，キシ

ロース分解の group2にはこれまでの Y.enterocoli四

ticaの名称を残し，インドール陽性の group3および

4を上記2つの group と同列に扱うべきではないとい

う新しい提案をした.血清学的には，さらに乙の生物性

状による group1および 21/::'属するものについてのみ

といY. enteritidis 
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A new biological grouping of Y. enterocolitica (Knapp & Thal， 1973) Table 6. 

Biotype 
Nilehn Wauters 

ー
ム
ワ
U
M
q
O
Aせ

4， 3 

2， 3 

1 

4， 3 
1， 2 

1 

1，2，5，(6) 

Y. enteritidis 

Y. e;礼teγocolitic.α
(Glωose gas十〉
(Lactose十， Sucroseー，
Rhamnoseー〉

Salicin 

一+位十

Aesculin 

+ 
十orー

Xylose 

十

+ 
十or-

Indole 

〈十〉
十

十or-

Group 

A revised antigenic schema of Y. enterocolitica (Knapp & Thal， 1973) Table 7. 

Serotypes or groups by 

Wauters 

3 

1 

O-groups 

A 
B 

15 

4 

5B 

9 

8 

。-factors
3 

1， 2， 3 

1， 2a， 3 
15 

4 

5 

9 

8 

Winblad 

3 

1 

O-factors 

(1) 2 

(1) 2， 3 

O-subgroups 

4占
戸

D
Q
U
O
O

(1) 4 

(1) 5 

(1) 6 

(1) 7 

(1) 8 

H
m
w
v
羽

Yersinia 
enterocolitica 
groups 

I :ごτごナごτロ..._ア- --コ.

:~.._--:\ 1:~~二 J;: 包 Y …berculo山

Pasteurel1a spp. 

N umerical taxonomy of Y. enterocolitiω(Stevens & Mair， 1973) 

ース共l乙陽性であるが，レシチネース，エスクリン，サ

リシンが陰性の groupで従来の生物型 2が該当する.

Fig. L 

で，運動性を欠如しているかきわめて弱い従来の生物型

4と一致する株である.group Bはインドール，キシロ
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A proposal on the classification of Yersinia enterocolitica Table 8. 

ωω

。』υロ∞

ωω
。リ志向、同

ロロロ
υω
同

ロ
明
品
川
判
明

υω
、同

O-group 
Bio-

type 
色4

t-

ωω

。日h
M門

ロ
明
ハ
)
出
dw

∞

ω
円。MV
口同

Group 

3， 15) 

5， 9} 

1 1 

11，12 
Others ロU

4

2

3

2

'

 
1
2
4
 

+
十
+

+
十
十

A

B

C

D

E

 

Y. enterocoliticα 
一
+
+
d

十
十
+
+

+ 

一
十
+

Yersinia sp. 

Yersinia sp. 

十

d 

group Cは， group Bときわめて近似しているが，イ

ンドールが陰性で、あり，また，乳糖をすみやかに分解す

ることで区別され，チンチラ兎由来の生物型 3がここに

入れられる. group Dは白糖非分解の Winbladのい

う，いわゆる paraenterocolitica17)である.以上のもの

に属さない全ての株は groupEとしてまとめられた.

この group rc:.は従来の生物型 1および 51c:.該当するも

のが含まれ，きわめて多彩な性状を示すものである.

考察

1972年 Pasteurella，Yersiniaおよび Francisellaの

分類l乙関する小委員会18)fま動物由来株の Ye39(Daniels 

'905)と Ye62 (Becht 18) およびヒト由来株である

Ye 160 (Hassig 2533/24)， Ye 373 (Ahvonen 246/68)， 

Ye 161 (Schleifsteinの Bacteriumenterocoliticwn 

33114)の計 5株を referencestrainとして決め，乙の

5株とよく一致した生物性状を持つ菌株を Y. enteroω 

coliti・caとして認める見解を提出した. しかしながら，

これら 5株中には生物型 1のものも含まれているため，

依然として Y.enterocoliticaの性状は明確でなく， こ

れらをー菌種として扱う不合理を残したままである.

この点を明らかにし，再整理する目的で行った Knapp

.& ThaP5)， Stevens & Mair16)および今回の私どもの

検討から共通して得られた成績は，ヒト患者由来株が動

物あるいは環境由来株と明瞭に区別されたことである.

すなわち，患者由来株は私どもの提案する AおよびB，

Knapp & Thal の group1および 2，Stevens & 

Mairの A1および A2 の一部l乙隈定されて一つの群を

形成する.これは従来の生物型4および 21乙一致し，血

清学的lζは0群の 3，15， 5， 9である.ヒトへの病原

性を基調とする合目的的分類比は著者らも異論はある

が，ただ，本菌の再分類がヒト由来株とそれ以外の菌株

との異同を明確にする必要性を基点としているのであれ

ば，以上の成績から， • Y. enterocoliticaとは生物型4お

よび 21乙限定すべきであろう.ただ，私どものいう

d 

group C K該当する生物型 3，0群 1 チンチラ兎由

来株は，ヒトへの病原性は明らかでなく，おそらくこの

動物固有のものと思われるが，性状としては groupB 

とはインドー Jレおよび乳糖のみが相異点であるため

group Aおよび B と同列に扱うことが許されよう.し

かしながら，ヒト患者由来株でも，米国でのみ l分離さ

れ，しばしば敗血症、の起因菌となる O群 8の菌株はレシ

チネースが陽性の生物型 1であり， group A， B， Cと

は明らかに区別される.

本来，細菌の分類学的研究には，生化学的性状のみで

なく， G-C contents， DNA homology あるいは nu日

merical taxonomyなどの手法を用いてこれらの総合的

な検討によって種の規定がなされなければならないこと

は勿論である.結論はこれらの検討が十分に行われてか

ら出されるべきであるが， Y. enterocoliticaという菌種

の現在の混乱をこれ以上拡げないために，生物型 2，3 

および4の性状をもっ菌株のみに規定するのが現状では

最も妥当であろうと思われる.少くとも私どもの group

DおよびE，すなわち生物型 1および 5は別の菌種とし

て位置されるべきであろう.このように本菌種を規定し

た場合，その生物性状は表9のように定める ζ とができ

る.

十d d 

結論

現在きわめて幅広い性状をもっ Yersiniaenterocoli-

ticaの再分類を行う目的で， 0群 1から 34までの菌株

を用い各種生物性状を検討した結果，本菌種はA"'Eの

5群l乙整理された.

A群と B群はインドー jレ，キシロース，運動性が異な

るが，いずれもレシチネース，エスクリン，サリシン，

ラクトースが全て陰性であり， DおよびE群と明瞭に区

別することができる.

ヒト患者由来株はAおよびBのいずれかの群l乙属レ，

動物，環境由来株のほとんどはC"'E群に含まれる.乙

のAおよびB群はそれぞれ従来の生物型 4，21乙一致
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Table 9. Biological characteristics of Y. 
巴nteγocolitica

Growth on SS agar + 
Cytochrome oxidase 

Nitrate reduction 十

H2S 

Urease 十

Voges-Proskaur 25C 十

lndole 29C - or十

Lysin decarboxylase 

Ornithin decarboxylase 十

Lecithinase 

h在otility22C or十

37C 
Fermentation of 

Glucosejgas 十/十

Sucrose 十

Cellobiose + 
Xylose - or + 
Lactose - or十

Rhamnose 

h在elibiose

Salicin 

Aesculin 

し，また血清学的l乙O群で、は前者は 3，15，後者は 5，

9が該当する.

C群はチンチラ兎由来の生物型 3，0群1の菌株がこ

れに該当するが，ラクトースのみによってAおよびB群

と区別される.

したがって，今後 Y.ente7・ocoliticaはA，Bおよび

C群の性状に一致するもののみに規定する乙とを提案す

る.

(本研究の概要は第48回日本細菌学会総会シンポジウ

ム“細菌分類学への誘い"， 1975年4月で、発表した.)
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東京都内の中)11流域で発生したカモのボツリヌス中毒に関する疫学的

ならびに細菌学的検討

坂井千三*伊藤 武串岡沢久美子中

善養寺 浩*辺野喜正夫本

An Outbreak of Botulism in Water Fowl at the Area of 

the Naka River in Tokyo 

SENZO SAKAI*， TAKESHI ITOHヘKUMIKOOKAZAWAヘ
日IROSHIZEN-YO]Iキ andMASAO BENOKI* 

An outbreak of type C botulism in water fow1 occurred at the delta area of the Naka River in Tokyo 

during the period from September through November， 1973. 
In this outb1'eak， over 115 wate1' fow1s consisting of tea1， pintail， eastern spot-bi1led duck， eastern 

kentish p10ver and eastern dunlin died. Many of the sick and dying birds manifested the para1ysis of 

the 1egs and wings. The affected birds， howeve1'， did not disp1ay any significant head and neck 

pa1'a1ysis. 

Th1'ough the bacteri010gical examination， ClostバdiUJJtbotulinum type C was isolated from 7 out of 

33 gizzard specimens collected from dead or dying birds. C. botulinum type C toxin was also demon-

strated in 26 out of 33 b100d specimens and 10 out of 35 gizzard specimens from dead or dying birds. 

Furthermore， C. botulinum type C and its toxin were found in maggots collected from dead birds. 

C. botulinum type C was a1so isolated from the mud specimens collected f1'om the area of the Naka 

Rive1'. Neither the organism nor the toxin was detected f1'om 1'iver water and root of reed 01' cattail 
in the contaminated areas. 

患者 広司 発生状況

本邦におけるボツリヌス中音.の発生は，その大部分が 1. 発生場所

E型菌によるヒトの食中毒.であった.ヒト以外の動物の カモの集団第死が起こった場所は， Fig. 1 f(示すよ

ボツリヌス中毒は，北海道で1961年1) と1964年2) にそれ うに，東京湾から 7km程上った東京都葛飾区高砂 1丁

ぞれ 1例づつのC型ボツリヌス菌によるミンクの集団銘 白から奥戸新町にかけての中川流域である.

死例が報告されているに過ぎない. 特l乙多数のカモの雛死が観察されたのは，川岸が入り

ところが， 1973年9月東京都の中川流域に生息してい 込んだ浅瀬で，アシやガマなどが密生していて水棲生物

るカモなどの野鳥が多数銘死した事件について，その原 の繁殖がよく，カモなどの野鳥の餌場あるいは営巣地に

因物質の究明を行なったところ，初めに考えられた水銀 なっている所である.その付近ではカノレガモが年間を通

やPCBなどの化学性物質あるいはウイルス性疾患によ じて棲息している.また，毎年 9月中旬頃から渡り鳥の

るものではなく発症カモや鑓死野鳥からボツリヌスC型 カモがみられ，最盛期比は300.-....-500羽のカモが棲息して

毒素およびC型ボツリヌス菌が検出され，本疾患はボツ いる.

リヌス C型中毒であることが判明した・ 2. 発生時期

本事例は本邦で最初に確認された興味ある野鳥のボツ 最初l乙カモの銘死が認められたのは1973年9月10日頃

リヌス中毒であり，以下その発生の概要と細菌学的検査 で， 9丹中旬から10月上旬にかけて多くの死亡が確認さ

成績について報告する. れた.乙の発生は11月21日l乙著者らが現地を調査した時

*東京都立衛生研究所微生物部細菌第一研究科 160東京都新宿医百人町 3-24-1
* Tokyo Met1'opolitan Research Labo1'atory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku.・1m，Tokyo， 160 ]apan 
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The occurrence area 

of botulism 

Fig. 1 Sketch map of the Naka River 

にも籍死したカモがみられ， 11月下旬まで、継続していた

ものと思われる.

3. 艶死里子鳥の種類

ボツリヌス中毒で、舞死した野鳥は川底l乙洗んだり，水

に流されたりして，正確な数は明らかでないが，東京都

で、確認した第死数は， 115羽である.最も多くみられた

野鳥の種類はコガモ (N討がonCl万ccaCl・'ecca)，カ Jレガ

モ (Polionettapaecilorhyncha zororhyncha) および

オナガカモ (Dafilaacuta acuta)で，その他パン

(Gallinula chloro，ρus ρarvゲヤons)， シロチドリ

(Charadrius alexαndrinus deal batus )が少数例みら

れた.

4. 症状

本発生が野生の鳥類で起きたため，詳細な臨床症状は

観察できなかったが，著者らが現地を調査してまず気が

ついた乙とは，脚や翼の運動神経麻障のため飛ぷ乙とも

泳ぐ乙ともできず，ただ翼をパタパタさせている事であ

った.なお捕獲された 5羽のカモは，脚や翼の麻庫のほ

かに， 1程度の頚の麻庫も認められた.しかし，野鳥のボ

ツリヌス中毒にみられる瞬膜の麻障や重篤な“Limber

neck"の症状を確認する乙とはできなかった.

細菌学的検査成績

1. 調査対象および方法

1) 被検材料

1973年10月8日から11月21日までの間に，中川で捕獲

した発症カルガモ 3例，発症コガモ 2例，艶死カ Jレガモ

1 {JI]， 銘死オナガカモ 5例，および鎗死コガモ17例計28

例のカモと， 10月31日比中川下流海岸で、採取した鎗死ノ¥

マシギ2例ならびにシロチドリ 3例を対象l乙細菌学的検

索を行なった.各野鳥は剖検を行ない，筋胃内容物と血

液を採取して，これらの材料からボツリヌス菌検索と毒

素の証明を試みた.なお，血液の採取が困難であった擁

死鳥の場合は，心臓内の凝固血液を採取した.

感染源の追求を目的として， 10月四日から 11月6

日の間~c:. ，発生地域内での舞死カモ 4羽の体表lζ付着し

ていたキンパエ (Luciliacaesar)とヒツツキンバエ

(Phaenicia cuprira )の幼虫 4件および最も多数の鑓

死が確認された中川地域周ー辺から採取したイトミミズ，

マツモ，アオミドロ，アシの根，ガマの根計10件を被検

材料とした.

また，泥土中のボツリヌス菌汚染状況を明らかにする

ため，発生地域 6箇所の川底の泥土を採取し被検材料と
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した.

2) ボツリヌス毒素の証明法

発症あるいは鎗死野鳥からのボツリヌス毒素の証明は

辺野喜らわや阪口。の方法lζ準拠した.すなわち，筋胃

内容物の場合は，約 5倍量のゲラチン加リン酸緩衝液

(pH 6.3)を加えて混和してから静置し，その上清を被

検材料とした.発症カモから採取した血清はそのまま，

凝闘血液の場合は 3，...，__5mlのゲラチン加リン酸緩衝液

を加えて撹持した後遠心分離し，その上清を 9 またハエ

の幼虫，イトミミズ，マツモ，アオミドロ，アシ，ガマにつ

いては，ゲラチン加リン酸緩衝液を等量加え乳剤とし，

その遠心上清を用いた.泥土については，小林ら 5) 1乙従

って次のごとく遠心洗澱法処理を行なった.すなわち，泥

土に約 5倍量の生理食塩液を加えてよく撹持し， 10分間

静置後その上清について10，000rpm，20分間遠心を行な

い，その沈、直を生理食塩液l乙浮遊させ被検材料とした.

前述の各被検材料を 2分し，一方は非加熱，他方は800，

30分間加熱処理後，ペニシリンを 200U/mlとクロラム

フェニコールを 100μg/mltc加え， 4週令前後のマウス

腹腔内lζ 0.25'"'-'0.50mlあて接種した.非加熱材料を接

種し，ボツリヌス毒素による典型的な症状を呈したか，

あるいは発症後死亡した場合は，被検材料中l乙ボツリヌ

ス毒素の荏在が疑われるので，ボツリヌスA，B， C， 

D， EおよびFの各抗毒素血清による中和試験を行なっ

た.中和試験は， 被検材料を 2'"'-'3MLD/mlの毒素量

に希釈しあらかじめ 1U/ml当りの抗毒素血清を接種し

た3匹のマウスの腹腔内l乙接種し，マウスの生死を観察

した.なお，供試したボツリヌスA，B， EおよびF型

各抗毒素血清は千葉出清研究所近藤久博士， C型およ

びD型抗毒素血清は大阪府立大学 阪口玄二博士より分

与を受けたものである.

3) ボツリヌス菌の分離および同定

被検材料からのボツリヌス菌分離は，東6)の方法l乙従

い，ガス噴射装置を用いてVL変法培地でのロー Jレチュ

ーブ内培養を行なった.すなわち，まず被検材料を800，

20分間加熱し，それを生理食塩液で10倍段階希釈して，

その 0.1'"'-'0.2mlを上記の VL変法培地l乙接種レた。

370，15'"'-'18時間培養後，疑わしい集落を釣菌し生化学的

性状を調べた.

なお，炭水化物分解，蛋白消化，インドール，硝酸;塩

還元および運動性の各性状試験は東6)の方法l乙従った.

また，揮発性脂肪酸は被検菌を 1%ブドウ糖加VL変法

液体培地で 370，3日間培養後，その培養上清について

Holdemanらりの記載に準じてエーテ Jレ抽出を行ない，

ガスクロマトグラフィー(島津GC-5A)で、分析した.

カラムおよび分析条件は次のごとくである.カラム;

Chromosorb K Free fatty acid polyester を 2%被

覆，カラム温度， 1000，キャリャーガス流量 ;60ml/ 

min N2，検出器;水素炎イオン化検出器(水素量;50 

ml/min，空気量;ll/min) 

分離菌株の毒素型は， 0.5%ブドウ糖加VL変法液体

培地を加えたクックドミート培地lζ供試菌を接種し 9

300， 3'"'-' 4日間培養後，その上清について抗毒素血清に

よる中和試験を行なって決定した.

2. 成績

1) 野鳥からのボツリヌス毒素の証明

発症あるいは第死野鳥の筋胃内容物と血清の非加熱材

料を接種した場合，少数を除いてマウスは 3'"'-'5時間後

l乙ボツリヌス毒素による特有な腹部の陥凹がみられ，い

ずれも24時間以内に死亡した.ζれに反して， 800，30分

間加熱処理の材料を接種した場合で、は，全くマウスは発

症しなかった乙とから，ボツリヌス毒素の存在が疑われ

?こ‘

次l乙，上記検体の毒性はボツリヌス抗毒素血清による

中和試験では， A， B， E， FおよびD型抗毒素血清で

は中和されず， C型抗毒素血清で特異的lζ中和が成立し

た.すなわち，発症あるいは舞死野鳥の筋胃内容物や血

清(凝固血液を含む〉中にはボツリヌス C型毒素の在在

が証明された.

調査を行なった野鳥33例についてのボツリヌス C型毒

素の検出成績は， Table 11乙示すとおりである.被検材

Table 1. Detection of type C botulinal toxin 

from gizzard and sera of paralysed 

and cadaveric water fowl 

Number Number of positive 

Species of (9ら〉

tested Gizzard Sera 

Paralysis: 
Eastern spot司billed 3 1 3 

duck 
Teal 2 。 1 

Cadaver: 

Eastern spot-billed 1 。 1 

duck 

Teal 17 6 15 

Pintail 5 3 5 

Eastern dunlin 2 。 。
Eastern kentish 3 。 1 

plover 

Total 33 10(30.3) 26(78.8) 

別にみると，筋胃内容物では33例中10例，血清(凝固血



ml当り 2.0x103MLD，他の 1例は1.0X102MLD 

であった.

イトミミズ，アオミドロ，マツモ，アシおよびガマカ〉

らはボツリヌス毒素は検出されなかった.

ボツリヌス菌は，毒素が証明されたハエ幼虫 2例か

ら，およひ、ガマ，アシの根からも C型菌が検出された.

4) 発生地域の土壌からのボツリヌス菌検出状況

ボツリヌス菌による中毒発生地域の汚染状況を明らか

にする目的で，カモの雛死がみられた中川流域の浅瀬の

泥土を採取して，本菌の検索を行なった.菌検索の結

果，土壌6例中 3例から本菌が検出された.

すなわち，発生地域の河川の泥土は，高度にC型ボツ

リヌス菌の汚染を受けている乙とが判明した.

5) 分離菌株の生化学的性状

カモの筋関内容物，ハエの幼虫，泥土，アシおよびガ

マから検出された代表菌株の生化学的性状は， Table 3 

l乙示すとおりである.

分離菌株はいずれも対照として供試した Stockholm

株と同様にグラム陽性の梓菌で， Wirtzの芽胞染色を

行なって観察したと乙ろ，卵円形の穿胞が菌体の端近く

に形成されている乙とが認められた.

培養性状は，ツアイスラーのブドウ糖血液寒天では半

透明の偏平な集落を形成し，集落直下あるいは集落の周

囲に溶血環がみられ，卵黄加cw寒天では集落の周囲に

真珠層とレシチナーゼ反応が認められた.

その他の生イ七学的性状では， Table 31乙示すごとくイ

ノシット，ブドウ糖，マルトース，メリピオース，フラ

クトースおよびリボースを分解，ゲラチンを液化するが

凝園血液や肉片を消化しない蛋白非分解性であった@

なお， Holdemanら7)の万法l乙従って分離菌について

の揮発性脂肪酸の産生パターンを検討した結果，対照の

Stockholm株と全く同様に酢酸， プロピオン酸9 酪酸

のピークが認められた.

また，乙れらの菌株について産生毒素の毒素型を検討

した結果，いずれもボツリヌス C型抗毒素血清により特

異的に中和され，ボツリヌス C型薗と同定された.

考察

Giltnerらめによって 1930年比，カモなどの水禽はC

型ボツリヌス菌によって食中毒を起乙す乙とが明らか

にされ，それまで米国のカリフ太 lレニア州やユタ州の河

川や沼l乙生息するカモなどにしばしばみられたカモの

変死“Westernduck disease"はいずれもボツリヌス

C型中毒と推定された.のそれ以降，米国以外でも，カ

ナダで Fishら10)はキジの中毒例， Grubbll)はオースト

ラリヤで水禽の， Blardford12)や Robertsら13)は英国で
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液を含む〉では33例中26例から本毒素が証明された.

また，筋胃内容物からボツリヌス毒素が証明された烏

は，いずれも血清あるいは凝固血液から本毒素が証明さ

れた.

野鳥の種類では，発症レていたカモ 5例中 4例および

艶死カモ23例中22例が陽性であった.一方，同時期l乙中

川河口、海岸で、第死していたシロチドリ 3例中 1例の血清

からも本毒素が証明された.

発症カモの血清中i乙含まれていたボツリヌス C型毒素

量は， 4例中 1例は 20MLD/ml，3例は 4MLD/mlで

あっ7こ.

2) 野鳥からのボツリヌス菌検出状況

発症あるいは舞死野鳥の筋胃内容物からのC型ボツリ

ヌス菌の検出状況を Table2 1c:.示した. すなわち筋胃

内容物33例中 7例 (21.2%)から C型ボツリヌス菌が検

主ヌ 衛東

Detection of Clostridium botulinum 
type C from gizzard of water fowl 

Table 2. 
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出された.陽性例 7件のうち 1例は10月8日比捕獲した

発症カルガモの筋関内容物であって，他の 6例はいずれ

も銘死カモのそれであった.

3) 発生経路の追求

今回のボツリヌス中毒の発生経路を解明するため，カ

モなど野鳥が採食すると考えられる餌についてボツリヌ

ス毒素と菌検索を行なった.

採取できた材料は，発生地域の泥土中にいたイトミミ

ズ，水面i乙浮遊していたアオミドロ，マツモ，腐敗した

アシやガマの根および舞死カモの体表に付着していたハ

エの幼虫である.

ボツリヌス毒素の証明では，発生地域での鑓死カモ 4

例の体表i乙付着していたハエの幼虫全例からボツリヌス

C型毒素が検出された.なお，乙の内の 1例について

は，鑑死カモの体表l乙ハエの卵が多数付着していたの

で，そのままカモをピ、ニーノレ袋l乙入れ4日間室温l乙放置

して階化させたものである.

ハエの幼虫lζ含まれていたボツリヌス毒素量を， 2例

について検討したところ， 1例の毒素量は幼虫の乳剤 1

7(21. 2) 33 Total 
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Biochemical characteristics of strains isolated from botulism in water fowl 

Strain No. 

(Mud) (Maggot) 

C B 13 C B 14 C B 11 C B 12 

Table 3. 

Stockholm (Reed) (Cattail) 

CB8 CBlO 

くWildduck) 

C B1 C B7 

十

十

十
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一
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十
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+
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十

十

十
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十

十

十

st 
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十
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+ 

+

+

十

十

十
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十

+

十
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+ 

十
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十

十

st 

ABP 

十

十
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十

十

十

十

st 

ABP 

十

十

十

十

+ 

十

十

一

十

十

十

一

十

st 

ABP 

十

十

st 

ABP 

十

Hemolysis 

Lecithinase 

Lipase 
Catalase 

Digestion of : 

Gelatin 

Meat 

Milk coagulation 

Indole production 

Nitrate reduction 
Acid from : 

Glucose 

Lactose 

Inositol 

Maltose 

Melibiose 

Mannitol 

Salicin 

Sucrose 

Fractose 

Ribose 

Glycerol 

Motility 

Spore location 

Volatile fatty acid 

Toxicity for mice 

十

十

十

十

十

+

十

十

十

+ 

十

十

十

十

十

十

十

十

+

十

十

十

十

十

一

十

十

十

一

+

十

十

十

一

+

+ 

十

十

十

十
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十

+ 

十

十

十

十

十

十

十

一

十

十

十

一

+

十

十

A=acetic acid Note:十 =positive， ーロnegative， st=subterminal， 

B =butyric acid， P =propionic acid 

は，発生経路である. ボツリヌス中毒は“intradietic

intoxication刊 による中毒であるから， 本発生例におい

ても，ボツワヌス毒素を多量に含んだカモなど野鳥の餌

が，中川流域ないしその付近i乙:序在するものと考え，カ

モの餌になると確認されたイトミミズ，アオミドロ，マ

ツモ，川の表面l乙浮んだ腐敗したアシやガマの根および

発生地域の籍死カモ体表に付着していたハエの幼虫をで

きる限り多数採取レ，ボツリヌス毒素と菌検出を行なっ

た.その結果，擁死カモの体表に付着していたハエの幼

虫からボツリヌス毒素と菌が証明された.ハエの幼虫が

ボツリヌス中毒の媒体となることは， Fish10
) や Ha-

agsmaら15)/乙よっても指摘されており，本発生例にお

いても初期の発生源は明らかで、ないが，毒素を含んだノ¥

エの幼虫をカモが採食することによって，続発的l乙増幅

され長期間にわたる集団鑑死が起きたものと考える.

なお，著者らは1974年 6月から 7月l乙，本発生流域の

ニワトリや野鳥の，狂enning14
)は南アフリカでアヒノレの

中毒を，また Haagsmaら15)はオランダでカモなどの

中毒例を報告している.

しかし，本邦においては今までに野鳥のボツリヌス中

毒の発生は確認されておらず， 1973年比中川流域で発生

した本中毒が最初のものである.本発生例については，

らと同時に小野ら 16)t乙よって原因究明がなされ，著

者らと同様の成績が得られている.

また， ζの事例と同じ頃，茨城県菅生沼や千葉県五駄

沼，座生沼でもカモの大量銘死がみられ，その原因は阪

口17)や福田ら 18)t乙よってボツリヌス中毒であることが明

らかl乙された.

これらの成績より，カモなどの野鳥が飛来してくる日

本各地の河川や沼は， C型ボツリヌス菌で広く汚染を受

けているものと推察される.

著者らが，今回の発生例について最も疑問とした点
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前川の泥土および淡水魚についてボツリヌス菌による汚

染調査を行なった結果，本発生がみられた地域を中心に

して広範囲にわたる河川の泥土から， C型ボツリヌス菌

が証明された.また，同河川のフナやコイなどの淡水魚

の腸管内容物79件中 9件(11.4%)から C型ボツリヌス

菌が証明され，本流域の泥土や魚は本菌によりかなり濃

厚に汚染されていることが明らかとなった 19)

以上の結果より，同地域におけるカモのボツリヌス中

毒の再発生が予測された.

事実， ζの調査の約 1年後の1974年8月22臼から10月

上旬にかけ，本発生例と同一地域で49羽のカモが難死す

るボツリヌス C型中毒の発生がみられた.

従って，中川流域ではカモなど野鳥のボツリヌス中毒

が今後とも再発生する危険性が考えられる.

結論

1973年9月上旬より 11月下旬にわたり，東京都内中]11

流域においてカモなど野鳥の大量築死事例がみられた.

本発生例は，原因物質究明の結果，ボツリヌス C型中毒

であることが判明した.

本発生例の概要および，細菌学的検索成績は次のごと

くである.

1，確認された鎧死数はコガモ，カノレガモ，オナガカ

モ，パンおよびシロチドリ計 115羽であった.発症野鳥

は，運動神経麻揮を主徴とするボツリヌス中毒の特徴的

な症状を示した.

2，発症ならびに舞死した野鳥33件中，その筋胃内容

物10例および血液や凝白血液26例よりボツリヌス C型毒

素が証明された.

C型ボツリヌス菌は，筋関内容物33開中 7例より検出

さ~l，た.

3，本中毒発住経路追求のための検査に際し，第死カ

モl乙付-着レていたハエの幼虫 4例中全例よりボツリヌス

C型毒素が証明された.

C型菌は，ハエの幼虫 2例より検出された.

4，発生地域の河川泥土 6件中 3件より C型ボツリヌ

ス菌が検出された.

謝辞本調査に当たり，有益な助言や御指導並びlこ抗

毒素血清と標準菌株の分与を賜わった大阪府立大学阪

口玄二陣士，家畜衛生試験所東量三博士，千葉血清研

究所近藤久|専士および予防衛生研究所 粟飯原景昭陣

士l乙深謝致します.

く本研究の概要は日本獣医学会第77回学会1974年4月l乙
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ヒト・市販食品およびと場汚水由来の Salmonellαtyphimuriumの生物型と

ファージ型について

伊藤 武ヰ津野正朗キ坂井千-::::*

善養寺浩*大 橋 誠林

Biotypes and Phagetypes of SαlmoneUαtyphimurium isolated from 

Human Cases and Other Sources in Tokyo 

TAKESHIITOH*， MASAAKI TSUNO汽 SENZOSAKAI*， 

HIROSHI ZEN-YOJI牢 andMAKOTO OHASHI料

A total of 813 strains of Salmonella typhimurium was isolated from food poisoning cases， sporadic 
cases with acute enteritis， healthy subjects， food， and sewages in 2 abattoirs in Tokyo during 1965 to、

1971 and was subjected to the type differentiation by means of Cordano's biotyping with 4 biochemical 

reactions and Anderson's phagetyping. 

The results of biotyping on the isolates from cases and incriminated foods in 15 food poisoning 
outbreaks revealed that out of 15 outbreaks 7 were due to organisms typed as biotype a， 4 due to. 

biotype b， 2 due to biotypes a and b， 2 due to biotypes a and d， and 1 due to biotype d. Besides， it 

was found that isolates not only from cases but also from an incriminated food in a single outbreak 

consisted of same biotype strains. In addition， a good agreement in biotyping between isolates from 

humans and from foods and others was observed. That is， biotypes of 760 isolates from outbreaks， 
sporadic cases and healthy subjects were d (37.59の， b (30.89の， a (30.19の， c(0.9%)andf(0.39の，
and those of 53 isolates from foods and sewages were a (35.8%)， d (32.19の， b (30.2%) and f (1. 99の.

By phagetyping on the 604 out of 813 isolates， only 240 (39.7%) could be typed， and 364 (60.7%) 
were phage non-sensitive or untypable by known phage sets. Major phage types of the isolates were 

la (14.99の， 2b(8.89の， la var. 1 (8.69の and2 (3.19の. However， there was no any correlation between 
phagetypes and biotypes of the isolates. 

The present work suggests that biotyping is more valuable as an epidemiological tool than phage-

typing for differentiation of S. tYlりhimurium.

患者
宅吾-
E司 て生化学的性状の相違によるいわゆる生物型分類を提唱

わが国におけるサJレモネラ下痢症や健康保菌者から検 している.

出されるサルモネラ菌型は，以前l乙比して極めて多彩化 そ乙で著者らは，東京都内l乙発生した食中毒患者，散

がみられ，著者らの最近の成績では98菌型l乙達してい 発下痢患者，健康保菌者，食品およびと場汚水から検出

る1) ζのうち最も検出頻度の高い菌製は S.かphi- された S.typhimuriumを対象l乙， Cordanoらの生物

muriumで，下痢症由来サ Jレモネラの 67.0%，また健康 型分類と，従来から行なわれているファーヲ型別を行な

保菌者の場合でも約15%を占めている. い，両者について応用面での立場から比較検討を行なっ

このように検出頗度の高い S.りphimurium につい た.以下その成績について報告する.

ては，その感染源を追求する手段として従来からファ一 実験材料および方法

ジ型別が広く行なわれている1)供試菌株

一方，最近 Cordanoらわは， S. typhiJnurium につい 集団食中毒由来株:1965"，1971年の 7年間l乙東京都内

中東京都立衛生研究所微生物部細菌第一研究科 160 東京都新宿底百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjul.王u-ku，Tokyo， 160 Japan 

**国立予防衛生研究所細菌第一部



に発生した S.り'phimurium による集団食中毒15事例

の患者ふん便から検出された92菌株，ならびに 3事例の

推定原因食品から検出された 7菌株計99菌株である.

散発下痢患者由来株:1967" ，1971年の 5年間Ie:.，東京

都内の 5カ所の病院で赤痢診定患者および外来下痢患者

から検出された S.tYlうhimurium360菌株である.

健康人由来株:1964'"'-'1971年の 8年聞に，東京都内在

住の健康成人および健藤学童から検出された S.typhi-

muriwn 301菌株である.

食品由来株:東京都内の市販の食肉，卵および魚介類

から検出された S.tYlりhimurium25菌株である.

と場汚水由来株:東京都内の 2カ所のと場汚水処理所

の汚水から検出された S.typhimurium 28株である.

2) 生物型別

S. typhimU1ゴumの生物型分類は， Cordanoらわが報

告した基準に準拠した.すなわち，テトラチオン酸塩の

還元性，イノシットおよびトレハロースの発酵性， d-沼

石酸の利用性の 4種の生化学的性状によって Table11乙

示す8型の生物型に分類した.

なお，テトラチオン酸塩の還元性は Minor ら3，りの

方法l乙従った.イノシットとトレハロースの発酵性は

Barsikowの基礎培地を使用， d-酒石酸の利用性は，

Kauffman .Petersonの方法5) 1乙よった. 各生化学的性

状は， 370C培養で 7日間観察した.

3) ファージ型53IJ

S. typhimuriumのブァージ型別は Andersonの方
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according to Cordano 
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成績

1) 集団愈中毒例由来株の生物型とファージ型

1965"，  1971年の 7年聞に東京都内に発生レた S.

typhimurium による集団食中毒28事例のうち，患者数

が5名以上であった15事例を対象とした.その15事例の

食中毒由来 S.りophimuバumの生物型およびファージ

型別を行なった成績を Table2 Ie:.示した.
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Table 2. Biotype and phagetype of strains of S. typhimurium from food poisoning 

incidents during 1965-1971， in Tokyo 
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15事例のファージ型は 1a型が 3例， 2 b型が2例で b型 (30.99の， d型 (39.2%) が高率であり， c型

あった.事例 3，7， 8については，それぞれ同一事例 (1. 0持)， f型 (0.4%) は極めて少なく， e， g， h 

患者株であっても，ファージ型は異なっていた.残りの の生物型民該当する菌株は検出されていない.

集団食中毒 7例のファージ型は，供試菌株51株中49菌株 乙れらの成績は，食中毒由来株の生物型と極めてよく

は既知のファージl乙非感受性株， 3株は型別不能株であ 一致している.

った. 次l乙，各材料由来菌株の生物型を分離年次別にみる

2) ヒト・市販食品およびと場汚水由来株の生物型 と， 1964"，1968年までの分離菌株の場合は d型該当株が

散発下痢患者，健康者，市販食品およびと場汚水由来 220株中 30株 (13.69ので他の生物型l乙比して少なかっ

S. typhimuriUJJl の生物型を Table31[.示した. たが， 1968年以降では， d型株が a型， b型株l乙比して

散発下病患者および健康者由来の生物型と食品および 高い割合を示している.すなわち， 1969"，1971年におけ

と場汚水由来株の生物型とは極めてよく一致している. るd型該当株の年次別検出率は1969年では34.0持， 1970' 

すなわちヒト由来株は a，b， c， dおよび f型の生物 年43.2%，1971年61.39らであった.

型l乙型別され，一方食品およびと場汚水由来株も a，b， 3) ヒト，市販食品およびと場汚水から検出された

dおよび f型民型別されている S.typhimuriumのブァージ型

ζれらの菌株の生物型は全体的には a型 (29.09の， 上記と同じヒト，食品およびと場汚水由来菌株のファ

Table 3. Biotype of strains of S. tyρhimuバUJnfrol11 feces， food and sewage 

NUl11ber of Biotype 
strains Source 
used for 
typing 

a b C d e f g UT* 

Feces of patients subjects 360 88 114 6 150 2 

(24.4) (31. 7) (1. 7) (41. 7) (0.6) 

Feces of healthy subjects 301 93 91 1 113 3 

(30.9) (30.2) (0.3) (37.5) (1.0) 

COl11mercial food 25 8 14 1 1 

(36.0) (56.0) (4.0) (4.0) 

Sewage 28 10 2 16 

(35.7) (7.1) (57.1) 

Total 714 200 221 7 280 3 3 

Note : NUl11ber in parenthese are percentages equivalents of each biotype against number of strains 

used for typing. 牢UT: not typable 

Table 4. Phagetype of strains of S. typhimwゴumfrom feces， food and sewage 

NUl11ber of Phagetype 

Source 
strains 
used for 1 1a 1a 1b 2 2a 2b 2c 2d 2e 3a 5 NS  UT  
typing var.1 

Feces of patients 273 6 40 33 7 3 18 1 1 2 2 1 131 33 
subjects 

Feces of healthy 231 2 34 18 1 5 1 30 1 1 2 2 98 36 
subjects 

Commercial food 25 6 2 1 11 5 

Sewage 14 2 9 3 

Total 548 8 80 51 1 16 4 49 2 2 4 4 1 249 77 

(1. 5) (14.6) (9.3) (0.2) (2.9) (0.7) (8.9) (0.4) (0.4) (0.7) (0.7) (0.2) (45.4) (14. 5) 

Note : NUl11ber in parenthese are percentages equivalents of each phagetype against number of strains 

used for typing. 

NS=does not react with typing phages， UT=react with typing phages but do not conforl11 to a 

designated type. 
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Relation between biotype and phagetype of S. typhimurium from feces， food and sewage Table 5. 

Phagetype number 
of 

strains NS 
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UT  
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200 

209 
6 

186 
3 

Biotype 

a
b
e
d
f
 

1 4 

137 
1 

1 1 4 

1 

2 

280 

NS = does not react 

84 1 4 

Note: UT=react with typing phages but do not conform to a designated type， 
with typing phages. 

4 2 2 53 4 19 1 52 90 8 604 Tatal 

ら10)によって応用されている.

とζろが Cardanoら2)は今まで用いられていた生物

型分類基準の性状のうち最も重視すべき性状としてイノ

シットとトレハロースの各発酵性， d日酒石酸の利用性

およびテトラチオン酸の還元性をとりあげ，性状の違い

によって 8型の生物型l乙分類している.

今回著者らは集団食中毒 15事例由来の S.typhi-

muriU7nの生物型を Cordanoらの方法l乙従がって分類

し， ζの生物型が実際l乙疫学追求の手段としての応用が

可能か否かを検討した.その結果同一集団発生の患者由

来株の生物型は陪ーパターンを示す乙とが実証され，ま

た原因食品由来株とその事例の患者由来株の生物型はま

ったく同一である乙とも確認された乙とから， 乙の S.

typhimuriumの生物型分類は疫学調査面に十分応用で

きることが示唆された.

都内lζ発生した集団食中毒患者，散発下痢患者および

健康人から検出された S.typhimuriumの生物型はd

型によるものが最も多く，ついでb型， a型， c型， f 

型であった.

一方，食品，と場汚水由来の場合も d型， a型， b型

であって，ヒト由来株と極めてよく一致している.

つぎに Cordanoらめのフランスでの成績では分離株

513株のうち a型該当株が45.0%を占め， b型が25.2%，

c型3.0持， d型4.5%，e型0.7%， f型12.0%， g型

8.5%，および h型0.7%となっている.これらの成績に

比較して著者らの成績では， d型該当株の比率が高く，

しかも e""'-'h該当株が極めて少ないというととは極めて

興味ある問題であろう.

また，S. typhimuriumの疫学的調査あるいは生態学

的調査に以前からファージ型別が応用されているが，今

回の著者らの成績では供試菌株の半数以上が型別され

ず，村瀬ら， 11) 河西らωも同様な結果を示している.

-::;型を Table4 f乙示した.

供試菌株548株中222株 (40.59のが Anderson fc::.よ

るファ-::;型で型別されたが， 249株 (45.4%)は既知

の各ファ -::;Ic::.感受性のない株 (NS)， 77株 (14.19の

は型別不能株 (UT)であった.型別された 222株のフ

ァ-::;型をみた場合は供試閣の由来による差異は認めら

れない.

ファージ型別された 222株のファージ型は全体で12型

で，そのうち高頻度l乙型別されたファージ型は 1a型80

株 (14.69の， 1 a var.1型51株 (9.39の， 2b型49株

(8.99のおよび 2型16株 (2.9%)であった.

の ヒト，食品およびと場汚水由来株の生物型とファ

ージ型との関係

上記の各種材料由来株のファ--::;型別を行なった 548

株および集団食中毒由来株56株計604株の生物型とファ

ージ型との関係を Table5 fc::.示した.

すなわち，全供試菌株604株の生物型は a型が 200株

(31.19の， b型が209株(33.8%)，c型が6株(1.0%)，

d 型が 186 株 (29.0~ら)， f型が3株 (0.5%)であり，

それらのファ-::;型は604株中240株 (40.5%)が型別さ

れ，残りの 364株 (59.5%)は型別不能株あるいは非感

受性株である.生物型とファージ型との関係をみた場

合，同一生物型であっても多くのファージ型に型別され，

また，同一ファ-::;型に属する菌株でも異なった生物型

を示し，従って S.typhimuriumの生物型とファージ

型との間lζは特lζ関連は認められなかった.

考察

S.りρhim仰向m の生物型による分類は，最初 Kris句

tensenらわによって， キシロース， ラムノース， イノ

シットの各発酵性，酒石酸およびクエン酸の利用性など

の生化学的諸性状をもとに， 18型の生物型が提唱され

た.乙の分類は Hansen，8)Wutheのおよび Kallinge
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生物型とファーツ型との関係については，前述のごと

く，供試菌株の半数以上がファージ型別不能株であるた

め，詳細は不明であるが，ファージ型別された菌株の範

閣内では，生物型とファージ型との閤lζ密接な関係は認

められない.

結 圭品
E問

ヒトおよび自然界由来の S.typhimuriumの生物型

およびファージ型を検討した結果以下の成績を得た.

1 1965'"'-'1971年に東京都で発生レたS.typhimU1匂 m

食中毒15例の生物型は a型7例， b型4例， d型1例，

aとb型 1例および a型と d型が 2例であった.また推

定原因食品から菌が検出された 3例はいずれも患者ふん

便と原因食品検出株とが同一生物型を示した.

2 散発下病患者，および健康者から検出された菌株

の生物型は d 型 (39.8~の， b型 (31.O~の， a型 (27.4

%)， c 型(1. 1%) および f 型 (0.3~のであった.

3 食品およびと場汚水由来株の生物型は a型 (35.8

%)， d型 (32.1%)， b型 (30.2%)および f型(1.9 

%)であった.

4 以上の菌株のファージ型別では604株中240株(39.

7%)が型別され， 280株 (46.5%)は既知の各ファ-:.;

液l乙感受性のない株， 84株(13.7%)は型別不能株であ

った.高頻度l乙型別されたファージ型は 1a，1a var. 1 

および 2型であった.

5 生物型とファージ型との間に密接な関連は認めら

れなかった.

(本研究の概要は第29四日本細菌学会関東支部総会1973

年 6月に発表した. ) 
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患者由来腸炎ピブリオの血清型J.jIJおよび新医抗原型の提案

工藤泰雄ヰ太田建繭*斉藤番彦*

松下 禿 キ 坂 井 千 三 *善養寺 浩*

Serological Typing of Isolates of Vibrio pαrαhαemolyticus from Food 

Poisoning Cases， and Proposal of New K Antigen Types 

YASUO KUDOH*， KENJI OHTA*， KAHIKO SAITOHヘSHIGERUMATSUSHITAぺ
SENZO SAKAI* and HIROSHI ZEN-YOJI牢

During the period from 1971 through 1974， a total of 218 outbreaks of food poisoning caused by 

Vibrio parahaenlOlyticus had occurred in Tokyo. 

The results of serological typing made on a total of 2，307 isolates from these food poisoning cases 

and from sporadic cases revealed that there was a conspicuous annual replacement in the principal 

prevalent strains yearly. Major causative strains in 1971 were 04: K8 (24. 8~の and 04 : K4 (24. O~の;

in 1972 were 04: K8 (14.5%)， 05: K15 (12.3~の and 08: K39 (9. 3~の; in 1973 were 03 : K33 (30. 9~の

and 04: K12 (10.6%); in 1974 were 03: K5 (13.3~の， 04: K10 (10.6持)and 04: K13 (10.19の.
Furthermore， it was also found that there were some strains having new K antigens and new 0: K 

むombinationswhich had not been known previously. They were 01: TNK 11 (87 strains)， 03: TNK 

12 (14 strains)， 01 : K33 (7 strains) and 03 : K51 (11 strains). Thus， here we proposed these antigens 

and antigenic combinations as new serotypes of V. pa1・αhaemolyticus.

腸炎ピブリオの血清型は，現在本菌の血清型別委員 明らかにするために， 1971年以降4年間に分離された商

会1)の検討を経て， 01"，12の120群と K1"，57の52K抗 株の血清型別を行なったのでやその成績について報告す

原 (K2，14， 16， 27および 35は欠番〉の組合せからな る.また， 1970年から1974年にかけて分離された菌株中

る54型に分類されているfL.既知抗原型に一致しない新抗原型および既知O:K抗

この血清学的分類に基づいた腸炎ピブリオの型別は， 原型の組み合せの異なる血清型を有する菌株を認めたの

本菌食中毒の疫学あるいは感染源の追求といった面l乙大 でそれらの血清型について報告する.

きな手懸かりを与える ζ とから，これまで広く行なわれ 材料および方法

ている. 供試菌株:1971年から1974年の 4年間に東京都内に発

著者らも 1961年以降都内に発生した本閣食中毒の思 生した集団食中毒事例あるいは散発下痢患者から当研究

者，推定原因食品等から分離レた腸炎ピブリオの血清型 所において分離した菌株である.分離菌株は， 1検体か

別を行ない，主要起因菌型の年次による大きな入れ替 ら3"'5(闘の集落について血清型別を行ない，同一血清

り，既知K抗原型l乙型別されない菌株の突然の出現，同 型だけが得られた場合は 1株とし，いくつかの異なった

一集団事例あるいは同一患者例であってもそれから分離 血清型が得られた場合には血清型を異にするごとに 1株

された菌株の血清型はしばしば共通でなく数型にわたっ とした.

ているといった特徴を明らか托してきた.2ーのまた，既 分離・同定および生化学的性状試験:Zen-Yoji et al. 

知K抗原型l乙型別きれない菌株の抗原分析の結果から現 8，9)の方法l乙従って行なった.

在までに10型の新K抗原型を明らかにし，本菌血清型別 血清型別法 :K抗原型別およびO群別とも市販〈東芝

委員会の検討を経て抗原表l乙追加している 6，7) 化学工業KK)の診断用抗血清を用い，すべてスライド

本報では，引続き患者分離株の血清型の年次別推移を 凝集反応により行なった.なお，新K抗原型である TN

*東京都立衛生研究所微生物部細菌第一研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 Japan 
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K11およびTNK12抗血清は自家調製の特異吸収血清を

用いた.

新K抗原の分析:新K抗原特異抗血清は善養寺ら 7)の

方法l乙従って作製した.特異性の検討は，新K抗原型と

思われる菌株の特異抗K血清と K1'"'-'57のパイロット株

との試験管内凝集反応によった.

結果および考察

腸炎ピブリオ食中毒の発生状況:東京都民おいて1971

'"'-'1974年の 4年間比発生した腸炎ピブリオ食中毒の年次

別，月別発生状況を表 11乙示した.本菌食中毒の発生

は， ζれまでに報告してきた成績日〉と同様おおむね 6

'"'-'10月にわたっており， 11"，-， 5月の期聞には全く認めら

れなかった.ただ， 1974年では発生件数，患者数とも例

年にくらべて激減をみている.乙の減少は，気温あるい

は海水温が平年と大差がない乙とから，その影響は考え

られず，むしろ魚介類流通過程の改善の成果が反映した

結果と思われる.

患者由来株の瓦抗原型の年次別推移:1971'"'-'1974年の

4年間陀分離された 2，307株のK抗原型による血清型別

成績を表 211:.示した.年により若干の差異はあるが，分

離株のうち91.6"，96. 8%は既知抗原型の K1"，57いずれ

かに型別された.出現K抗原型は， 1971年が33型， 1972年

が34型，また1973年および1974年が30型となっており，

1964年から1968年までの14'"'-'22型に比べて， 1969年以降

新K抗原型が追加されると共に多岐にわたる傾向lとあっ

Tこ.

1971年の主要起因菌型は 1970年ではK7(22.7%)お

よびK55(13.29のであったのに対しK8(24.89の， K

4 (24.09のと大きく入れ替り， 1972年では 1971年同様

K8 (14.59のと新らたに K15(12.3%)が主要起因菌

型として認められた. 1973年比は K33(30.99の， K12 

(10.69のへと，また主要起因菌型の交代がみられ，前

年まで、流行したK8は1株も検出されなかった.1974年

は，食中毒の発生例が少なかったため，分離菌株数も

188株と少なくなっているが，前年の K33は僅か 1株と

激減し，代ってK5 (13.39の， K10 (10.6%)が主要菌

型として認められた.

ζれらの主要菌型の年次による変動は，従来の成績4ーの

と同様の結果であったが，ただ最近lとおいては，主要起

因菌型はいくつもの血清型民分散する傾向がうかがわれ

た.なお，分離株の神奈川現象について検討した結果を

参考まで比表 311:.示した.すでに神奈川現象は腸炎ピブ

リオの病原性と密接な関連のあるととが明らかにされて

きているが， 6，11・12) 今回の著者らの成績でも， 陽性株が

病原株である乙とを支持する結果であった.

二つの O群に属する K抗原型:著者らはすでに K4

およびK30が2つの0群K存在する乙とを報告8) してい

る.今回全分離株のO群についても K抗原と同様検討し

た結果，以上の外， K33が 01および 03群， K51が

03および011の両群に荏在する ζ とが確認された.こ

れらのK抗原型が同じでO群が異なる菌株の検出頻度は

表411:.示すとおりで， K33を除いてはいずれもとれまで

の血清型とは異なる 04:K4， 05: K30および03:K

51の組合せを有する株が多い結果であった.

新E抗原型:新K抗原型である TNK11およびTNK

12の参考菌株としたものは， 1970年および1972年比食中

毒患者から分離されたT-4336-1株および T-6389株で

あり，そのO群は既知の01，03はそれぞれ該当するも

のである.参考薗株および同一抗原型に型別された分離

株各20株について生化学的性状試験を行なった結果， T

NK11株がすべてインドール反応陰性13)で、あった点、を除

きいずれも腸炎ピブリオの性状比一致し，また，乙れら

の菌株はすべて神奈川現象陽性であった.

とのTNK11およびTNK12のK抗原特異性を検討レ

Table 1. Monthly incidence of Vibrio parahaemolyticus food poisoning in Tokyo from 1971 

through 1974. 

Year Month Total 
June ]uly Aug. Sept. Oct. 

1971 Outbreaks 2 14 37 14 2 69 

Patients 4 230 836 274 58 1，402 
1972 Outbreaks 2 7 45 23 3 80 

Patients 126 58 652 300 25 1，161 
1973 Outbreaks 1 18 18 10 47 

Patients 9 400 174 250 833 

1974 Outbreaks 5 8 6 3 22 

Patients 40 76 63 106 285 
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Table 2. Serological typing of Vibrio parahαemolyticus from food poisoning cases in Tokyo 

from 1971 through 1974. 

K 
1971 1972 1973 1974 

No. of No. of No.of No. of 
type 

isolates(9の isolates(9の isolates(9の isolates(持〉

1 15 ( 1. 9) 

3 3 ( 0.4) 5 ( 0.6) 16 ( 3.2) 2 ( 1.1) 

4 197 (24.0) 66 ( 8.3) 9 ( 1. 8) 4 ( 2.1) 

5 14 ( 1. 7) 9 ( 1.1) 1 ( 0.2) 25 (13.3) 

6 4 ( 0.5) 3 ( 0.4) 1 ( 0.2) 2 ( 1.1) 

7 25 ( 3.0) 34 ( 4.3) 48 ( 9.6) 14 ( 7.4) 

8 204 (24.8) 116 (14.5) 8 ( 4.3) 

9 8 ( 1. 0) 3 ( 0.4) 9 ( 4.8) 

10 3 ( 0.4) 8 ( 1. 6) 20 (10.6) 

11 65(7.9) 5 ( 0.6) 5 ( 1. 0) 1 ( 0.5) 

12 13 ( 1. 6) 73 ( 9.1) 53 (10.6) 15 ( 8.0) 

13 7 ( 0.9) 5 ( 0.6) 47 ( 9.4) 19 (10.1) 

15 28 ( 3.4) 98 (12.3) 8 ( 1. 6) 9 ( 4.8) 

17 2 ( 0.2) 2 ( 0.4) 1 ( 0.5) 

18 47 ( 5.9) 9 ( 1. 8) 

19 4 ( 0.5) 

20 1 ( 0.5) 

21 1 (0.1) 2 ( 1.1) 

22 3 ( 0.4) 

24 1 (0.1) 3 ( 0.6) 1 (0.5) 

25 4 ( 0.5) 

26 1 (0.1) 

28 1 (0.1) 5 ( 0.6) 3 ( 0.6) 3 ( 1. 6) 

29 5 ( 0.6) 1 (0.1) 1 ( 0.2) 

30 2 ( 0.2) 2 ( 0.3) 1 ( 0.2) 2 ( 1.1) 

32 8 ( 1. 0) 2 ( 0.3) 1 ( 0.5) 

33 11 ( 1. 3) 13 ( 1. 6) 154 (30.9) 1 ( 0.5) 

34 2 ( 0.2) 2 ( 0.3) 1 ( 0.2) 2 ( 1.1) 

36 6 ( 1. 2) 6 ( 3.2) 

37 1 ( 0.1) 4 (0.5) 3 ( 0.6) 

38 1 (0.1) 17 ( 3.4) 

39 17 (2.1) 74 ( 9.3) 1 ( 0.2) 1 ( 0.5) 

40 1 ( 0.1) 

42 1 (0.1) 1 ( 0.2) 

46 7 (0.9) 

47 1 (0.1) 1 ( 0.2) 1 ( 0.5) 

48 1 ( 0.2) 

49 1 ( 0.1) 3 ( 0.6) 

51 1 (0.1) 14 ( 1. 8) 2 ( 0.4) 

52 8 ( 1. 0) 2 ( 0.3) 1 ( 0.5) 

53 11 ( 1.4) 2 ( 1.1) 

54 48 ( 5.8) 25 (3.1) 44 ( 8.8) 16 ( 8.5) 

55 13 ( 1. 6) 8 ( 1. 0) 1 ( 0.2) 1 ( 0.5) 

56 76 ( 9.2) 47 ( 5.9) 7 (3.7) 

57 5 ( 0.6) 21 ( 2.6) 6 ( 1. 2) 5 ( 2.7) 
UT 40 ( 4.8) 74 ( 9.3) 42 ( 8.4) 6 ( 3.2) 

Total 822 ( 100) 799 ( 100) 498 ( 100) 188 ( 100) 
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Table 4. lncidence of human isolates of Vibrio 
parahaemolyticus having new 0: K 

combination. 

28 

Table 3. Kanagawa hemolysin test of Vibrio 

parahaemolyticus from food poisoning 
cases in Tokyo from 1971 fhrough 

1974. 
Year 

1 
275 

3 
4 

7 
172 

11 
6 

Total 1974 
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Serotypes 

03: K 4 
04: K 4 

o 3: K30 
o 5: K30 
o 1: K33 
o 3: K33 

o 3: K51 
011 : K51 

No.of 
positives(9の
757 (92.1) 

740 (92.6) 
478 (96.0) 

176 (93.6) 

2，151 (93.2) 

No. of isolates 
tested 

822 

799 
498 

188 

Year 

1971 

1972 
1973 

1974 

2，307 

た成績を表 51乙示した.表から明らかなごとく，両新K

抗原特異血清とも，それぞれの対応する菌株とのみ反応

し， K 1，..，，57のパイロット株とは全く反応しないことか

ら，両抗原型はともに新K抗原型であることが確認され

た.両新K抗原型株の出現頻度は表 61c::.示すごとく，乙

の4年間l乙TNK11!乙型別された菌株は87株で， 1972お

よび1973年で、はそれぞれ主要起因菌型の 1つとなってい

る. TNK12は1972年に14株分離されたが，その後は全

く検出されていない.

以上のととく，過去 4年間に東京都内l乙発生した腸炎

ピブリオ食中毒の患者あるいは散発下痢患者から分離さ

れた 2，307株について血清型別を行ない，年次による主

要起因菌型の入り替りと，同時に既知血清型比一致した

い新血清型株の出現を認めた.

Total 

Table 5. Antigenic specificity of new K an-

tigens， TNK 11 and 12， of Vibrio 

pmγαhα'emolッticus

Antiserum 

TNK 12 

一
一
羽

TNK 11 

乱

n
u
a

一

ω
一

K 1-57 

T
i
-
-
0

・0

W

一一
K 1-57 

TNK 11 

TNK 12 

Antigen 

a=negative in a di1ution of 1: 50. b=negative in 

slide agglutination test by commercial antisera. 

NT=not tested. 

Table 6. lncidence of new K type strains of Vibrio parahaemolyticus from food poisoning 

cases in Tokyo from 1971 through 1974. 

Serotypes (%) No. of 
i~~ï~t~~ (9の

UT* 

29 ( 3.5) 
16 ( 2.0) 

14 ( 2.8) 

2( 1.1) 

61 ( 2.6) 

TNK 12 

o (一〉
14 ( 1. 8) 

o (ー〉

o (ー〉

14 ( 0.6) 

TNK 11 

11 ( 1. 3) 

44 ( 5.5) 
28 ( 5.6) 

4( 2.1) 

87 ( 3.8) 

K 1-57 

782 (95.2) 
η5 (90.7) 

456 (91. 6) 

182 (96.8) 

2，145 (93.0) 

822 (100) 

799 (100) 
498 (100) 

188 (100) 

2，307 (100) 

* UT=untypable. 

1971 
1972 
1973 

1974 

Total 

Year 

(9.3%) ; 1973年ではK33(30.99の， K12 (10.69の;

1974年ではK5(13.39の， K10 (10.6%)， K13 (10.1 

%)となっており，これまでに得られた成績と同様，年

次による薗型の入れ替りが顕著であった.

また，乙れら分離株中l乙01:TNK11 (87株)，およ

び03:TNK12 (14株〉の 2種の新K抗原型と既知の

O:K抗原の組み合せと異なる 01: K33 (7株〉およ

び03: K51 (11株〉の 2種の血清型を有する薗株を認

めた.

結論

1971.....__1974年にかけて東京都内において計 218件の腸

炎ピブリオ食中毒の発生があった.これらの食中毒ある

いは散発下痢症患者から分離された 2，307株について血

清型別を行なった結果，全株が既知のo1.....__12群Ic::.，ま

たうち 2，145株 (93%)が既知のK1......57のK抗原型の

いずれかに型別された.

主要起因菌型は， 1971年ではK8(24.89の， K4(24.0 

?の;1972年では K8(14.59の， K15 (12.39の， K39 
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乙れらの新K抗原であることが確認されたTNK11，

およびTNK12と既知O:K抗原の組み合せと異なる 0

1: K33および03:K51を，それぞれ腸炎ピブリオの新

血清型として提案する.

文献

1) The committee on the Serological Typing of 

Vibrio parahaemolyticus : Jψan. J. Microbiol.， 

14， 249， 1970 

2)善養寺浩，坂井千三，寺山武，工藤泰雄，一言広:

日本伝染病学会誌， 37， 195， 1963 

3) Zen附Yoji，H.， Sakai， S.， Terayama， T.， Kudoh， 

Y.， Itoh， T.， Benoki， M. and Nagasaki， M. : 

よ Infect.Dis.， 115， 436， 1965 

4) Zen-Yoji， H.， Sakai， S.， Kudoh， Y.， Itoh， T. and 

Terayama， T. : Health Lab. Sci.， 7， 100， 1970 

5)工藤泰雄，太田建爾，池島伸至，伊藤武，

浩:東京衛研年報， 22， 15， 1971 

6) Kudoh， Y.， Sakai， S.， Zen-Yoji， H. and Le 

Clair， R. A. : International Symposium on Vibrio 

parahaemolyticus， Edited by Fujino， T.， Saka世

guchi， G.， Sakazaki， R. and Takeda， Y.， 9， 

1974， Saikon. Publ. Co.， Tokyo 

7)善養寺浩，坂井千三，工藤泰雄，伊藤武，斉藤クラ，

寺田友次，橋本治雄，馬場貞義:東京衛研年報， 18~ 

47， 1966 

8)善養寺浩，寺山武，工藤泰雄，太田建爾，坂井千三

:日本細菌学雑誌， 26， 298， 1971 

9) Zen-Yoji， H.， Le Clair， R. A.， Ohta， K. and 

Montague， T. S. : J. Infect. Dis， 127， 237， 1973， 

10) Le Clair， R. A.， Zen-Yoji， H. and Sakai， S. : 

Publ. Health Lαb.， 28， 82， 1970 

11) Sakazaki， R.， Tamura， K.， Kato， T.， Obara， 

Y.， Yamai， S. and Hobo， K. : Japan. よ Med.

Sci， Biol.， 21， 325， 1968 

12) Miyamoto， Y.， Kato， T.， Obara， Y.， Akiyama， 

S.， Takizawa， K. and Yamai， S. : J. BacterZ:ol.~ 

100， 1147， 1969 



東京衛研年報 Ann.Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 26・1，30-35，1975 

本邦食品の糸状菌汚染に関する研究

東京における市販ゴマについての調査成績

言 広*諸角 型中和宇慶朝間*

坂井千三*善養寺 浩*

Studies on Fungal Contamination of Foodstuffs in Japan; Fungal and Afiatoxin 

Contamination in Sesame and Its Products marketing in Tokyo 

HIROSHI HITOKOTOヘSATOSHIMOROZUMI*， TOMOAKI WAUKEヘ
SENZO SAKAI* and HIROSHI ZEN-YO]Iヰ

A survey of fungal and aflatoxin contamination was carried out on a total of 42 batches of sesame 

:and its products consisting 39 batches of the grains and 3 of the pastes on the market in Tokyo. 
Filamentous fungal counts of sesame grains and pastes were ranged 1-275/150 grains with average 

.of 28/150 grains， 14/gram of only one positive paste， respectively. Dominant fungal species among the 
total 1，173 isolates were 11学ergillusruber， Penicillium variable， 11. chevarieli， 11. candidus and 11. 
flavlls， and these species accounted for 56.7% of total isolates. Results of mycotoxin productivity 
test demonstrated that 96 isolates of 11. flavus from 10 samples produced aflatoxin when cultured in 
SL medium， and 22 isolates of 11.τ)ersicolor from 4 samples produced sterigmatocystin when cultured 
in YES medium. Especial1y， 12 out of these aflatoxin producing strains were noted to produce large 

amount of aflatoxin B1 ranging from 20 to 30μg per ml. However， aflatoxin was not detected directly 
from sesame grains. 

患者 E司 布していることを認めた.また，従来保在性がすぐれて

1960年の英国における発がん性カピ毒 aflatoxinの発 いるとされている食品であっても，比較的短期間の室温

見以来，農産物，とくに穀類等のいわゆるでんぷん質食 放置で糸状菌の増殖が認められた例も少なくない 6，8)

品の糸状菌汚染が食品衛生の立場から注目されるように これらの成績は各種食品で糸状菌が増殖し，それに伴つ

なり，世界各地でそれらの調査がなされてきた.我が国 て mycotoxinの産生・蓄積の危険性も大きいことを示

においても同様に穀類，穀粉l乙関する調査報告例は極め 唆している.

て多い. 今回とり上げたコやマの場合は食用油の原料あるいは栄

我が国の食品原料はその大部分を輸入l乙頼っていると 養価の高い副食品として広く食用l乙供せられており，大

いわれる.したがって輸入時における食品の品質検査が 部分が輸入品であるが，その糸状菌ならびにmycotoxin

極めて大切である‘しかるに，先頃の市販ピーナッツの 汚染について我が国における報告例は皆無である . 

.aflatoxin 汚染例りのように，輸入時から流通過程の末 そこで，市販品としてのコやマ粒およびその加工品にお

端l乙当る市販品に至るまでに全く検査の機会がないた ける糸状菌および mycotoxinの汚染実態比ついて調査

め，市販品の検査で初めて汚染の発見された事実は，食 したので報告する.

品衛生上多くの問題を提起しているものと考えられる. 実験方法

著者らは乙れまで，各種市販食品，ことに保子性の高い 1) 試料

食品における糸状菌汚染ならびに検出糸状菌の mycoω 調査に用いた読料はゴマ粒39検体およびコゃマ加工品

toxin産生性について検討を行なってきた 2ーのその結 (ペースト状に加工して缶詰ないしびん詰としたもの〉

果，我が国の市販食品からの糸状菌検出率は極めて高 3検体の合計42検体で，いずれも 1972年8月より 9月に

く，しかも既知 mycotoxin産生菌も比較的高頻度比分 かけて，都内で市販中のものを購入して使用した.なお

ヰ東京都立衛生研究所微生物部細菌第一研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1 
中 TokyoMetropolitan Research Labolatory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・1m，Tokyo， 160 ]apan 
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検体の購入にあたり，原則として各商届毎に臼ゴマおよ め ゴマ粒およびゴマペーストからの aflatoxinの検

び黒ゴ、マの 2種を一対にして購入することに努めたが， 出

39検体中白ゴマ 29検体黒コ守マ 18検体という割合になっ ゴマ粒およびゴマペースト各 25gを用いてこれら誌

た.近年ゴマも他の食品と同様にその大部分は輸入l乙頼 料から直接aflatoxinの検出を試みた.すなわち，各検

っているといわれているが，今回購入した製品はいず、れ 体25gをメタノーノレ:水 (55: 45) 125 mlおよび n-へ
も園内卸売業者名が記載してあるのみで，その詳細は不 キサン 100mlと共にブレンダー(日本精機K.K.)によ

明であった. り高速で 3分間粉砕，混和したのち遠心分離を行ないメ

2) 糸状菌の分離 タノー Jレ:水画分を採取した.このメタノール:水面分

糸状菌の分離にはクロラムフェニコー Jレ100μg/ml を更に n-ヘキサン 100mll乙より洗浄を行なったのちそ

添加 potatodextrose agar (P D A)およびブドウ糖 の 50mlについてクロロホ Jレム 50mlを用い 2回抽出

20%添加PDAの2種を用いた. 操作を行ない，得られたクロロホルム回分 100mlを減

コ9マ粒の培養は，あらかじめ粒を滅菌精製水で20回洗 庄濃縮後，前報2)!乙記載した万法に従い cleanUpおよ

浄し，粒表面の附着物を除去したのち，各平板に12"，，-，13 ぴTLCを行ない aflatoxinの有無を検討した.

粒をおき計150粒を培養した 5) 検出菌の mycotoxin産生試験

また，ゴマベーストは滅菌スパーテ Jレで、十分援はんし 検出菌の mycotoxin産生性の有無を検討するため液

たのち，その 0.5mlを各平板に塗沫し計 5mlを培養 体培地を用いて供試菌を培養した.すなわち， aflaー

した toxin産生用には 10mlのSL培地，日) ochratoxinお

これらの各誌料を接種した平板は 250
，7-10日間培 よび sterigmatocystin産生用にはYES培地10)を用い

養した.その間連日観察しつつ，発育した集落を PDA 前報2)の記載に従い毒素産生の有無を検討した. また，

斜面に移植し，以後の同定操作に供した cyclopiazonicacidおよびその誘導体の産生試験は大桃

菌種の同定は前報の記載2)にしたがった. ら11)の方法l乙従った.

3) 対照用標準 mycotoxin のその他

MAKOR CO.， Israel製の純品の aflatoxinBlJ B2' G1 Mycotoxin産生用参考株， c1ean Up法， TLCおよ

および G2，ochratoxin A および sterigmatocystinを ぴ aflatoxinB1 の確認、および定量誠験法等について

使用した.また，cyc1opiazonic acidおよびその誘導体 は，いずれも前報2)の記載に従った.

は東京教育大学農学部阿部又三教授から恵与されたもの 実験成績

を使用した.乙れらの製品は用にのぞみ精製クロロホ Jレ 1) ゴマ類における汚染糸状菌数

ムまたはベ、ンゼン:アセトニトリル(98:めに溶解して ゴマ粒39検体およびゴマペースト 3検体における検出

使用した. 糸状菌数を Table1 !e示した.すなわち， ゴマ粒で、は

Table 1. Fungal Counts made on Sesames and Its Products 

Number of 
Number of fungi estimated 

Sample Samples tested Moisture 
Range Average 

Grain 39 。町245/150grains 28/150 grains 5.81% 
Paste 3 0-14/ml 5/ml 
Total 42 

全く糸状菌の検出されなかった検体は39例中 6例で，残 においてこれら水分含量と検出菌数との間に相関性は認

りの 33例では 1-245個/150粒の汚染糸状菌数であつ められなかった.

た.これを 1g当りに換算すると約 100個となり，他の 2) 検出糸状菌の菌種分布

穀粒等i乙くらべやや多い汚染菌量であった.また，ゴ、マ 分離した汚染糸状菌の菌群の分布を Table2 I乙示し

ペーストでは 3例中 2例は菌の汚染が認められなかった た.すなわち，最も多く検出された菌属は A学el苫illus

が，残る 1例は 1ml当り 14個の汚染菌数であった. 属で，全検出菌数の61%を占め，次いで Penicillium属の

ゴマ粒における水分合量は 3.7-7.7%，平均5.8%と 23%，残りの16%は Cladosporium(7.4%)， Rhizopω 

極めて低く，よく乾燥した食品といえる.なお，各検体 (2.4外)， Mucor (2.2%)および Alternaria(1. 5%) 
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Table 2. Incidence of Fungi in Sesames and 

Its Products 

Fungus Fungal count (~の

Genus Aゆergillus:

A. glaucus group 378 (32.2) 

A. flavus h 105 ( 9.0) 

A. candidus 1/ 97 ( 8.3) 

A. niger /; 39 ( 3.3) 
A. v己γsicoloγ /; 27 ( 2.3) 

A. fumigatus /; 17 ( 1.2) 

A. och:γaceus /; 8 ( O. 7) 
A. teγγeus /; 2 ( 0.2) 

A. nidzιancl巴 か 1 ( 0.1) 

Aspergillus s_抄. 45 ( 3.9) 

total 719(61.3) 

Gen us Penicillium : 

P. PUlアurogenumseries 130 (11.1) 
P. cyclopium 1/ 27 ( 2.3) 
P. citrinum /; 19 ( 1.6) 
P. viγidicαtum /; 9 ( 0.8) 
Rαmigenα /; 7 ( 0.6) 
P. implicatum /; 6 ( 0.5) 

P. expαnsum /; 6 ( 0.5) 
P.γestγictum /; 1 ( 0.1) 
P. digitatUllZ /; 1 ( 0.1) 
P. italicum か 1 く0.1)
Penicillium spp. 63 ( 5.4) 

total 270(23.0) 

Genus Cladoゆorium 87 ( 7.4) 
/; Altemaria 17 ( 1.5) 
1/ Fusarium 9 く0.8)
/; ChaetomiUJlZ 6 ( 0.5) 
/; Wallemia 4 ( 0.4) 
/; Arthrinium 3 ( 0.3) 
/; Phoma 2 ( 0.2) 
11 Rhizoctonia 1 ( 0.1) 

total 129(11.1) 

Genus RhizOlうus 29 ( 2.4) 
11 ]v1ucor 26 ( 2.2) 

total 55( 4.6) 

Sum total 1173 ( 100) 

および A.wnbrosusなどが認められた.A. flavus 

groupでは96株の A.flαvusを除、き残り 9株はすべて

A. tamariiであった.P. purPll1・ogenumseries の留

は全株 A.variableであった. また P. cyclopium 

seriesでは25株は P.cyclopiumで残りの 2株は P.

puberulumであった.つぎの Cladoゆorium属では66

株が Cl.sphaero学ennZllnで， その他lに乙 CαJι.clαdoωs 

pう01ゴ匂oide白Sおよびび、 Cl.herbarumが認められた.

3) Mycotoxin 産生能を有すると忠われる菌群の分

布

Mycotoxin産生能を有すると思われる菌とその菌を

検出したゴマ検体との関係を Table3 IL:示した.すな

わち，最も多く検出された菌種は A.flavusで 10検体

より合計 96株分離された.まずこ A.versicolorおよび

Fusarium spp.は5検体からそれぞれ 27および 9株分

離された.

一方，検体の側から乙れらの菌の分布をみると，ゴマ

粒は分離菌株数217{閤/150粒と汚染菌量の極めて多い試

料の 1つであり， Table 31L:示した 7菌種のうち 6菌種

により汚染されていた検体で、ある.しかし，他の検体に

おける分布傾向からみると，汚染菌数の多い場合i乙必ず

しも毒素産生の疑わしい菌種による汚染が多いとはいえ

ず，両者l乙相関性は認められなかった.

4) 検出菌の mycotoxin産生能の検討

Table 3 IL:示した既知 mycotoxin産生能を有すると

思われる各種菌株のうち， A. flavusおよび Rhizoρus

については aflatoxinを，また A.versicolor につい

ては sterigmatocystin，cyclopiazonic acidおよびその

誘導体を， A. ochraceusについては ochratoxinAを，

さらに P.cyclopium については cyclopiazonicacid 

およびその誘導体の産生能をそれぞれ検討ーした.

その結果， Table 4 Iζ示したように， aflatoxin産生

性の A.flavus と sterigmatocystin産生性の A.

versicolorが認められ，それ以外の菌株ではいずれも毒

素産生性は認められなかった Aflatoxin産生性の A.

flavusは10検体のコやマ粒から検出され， その大部分は

等の各属によって占められていた aflatoxin日群のみを産生する株であったが， A.flavus 

さらに，乙れら各菌属のうちで検出頻度の高い菌をあ G-22株のみは B!，B2， G!および G2の4種を産生す

げると ，A学ergillus属では A.glau仰 s(32.2%)， る乙とが確認された.また， A. flavus G叩 1株は Red-

A. flavus (9. O~のおよび A. candidus (8. 3~のの各 dyらめの用いた SL培地において 30μg/ml以上の

groupの菌，また，Penicillium属では P.puゆ 附 ト aflatoxin B!を産生する強産生株であった.

genum series (11. 1 %)および P.のIclopiumseries また， sterigmatocystin産生性の A.versicoloJ" は

(2.3%)であった.なお，A. glaucus groupでは A. 2検体のゴマ粒および 1検体のコ守マペーストから検出さ

ruber (18. 7~のおよび A. chevarieli (lO.4~りの 2 菌 れた.

種が圧倒的に多く，その他 A.amsterodami， A. 1・φens 5) ゴマ粒からの aflatoxinの検出
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Table 3. Occurrence of Fungi Belonging to Toxin-Producing Species in Sesame Samples 

Sample number Total 
Species 

1 5 6 9 13 16 21 22 23 24 25 27 29 33 34 35 36 1(-1 count 

A. flavus 8 10 1 23 1 32 5 1 10 2 93 

A. versicolor 20 4 1 1 1 27 

A. ochraceus 4 1 1 2 8 

P. cit:γinum 17 17 

P. cycloPium 24 1 25 

Rhizopus sjぅ'p. 3 19 4 29 

Fusarium spp・ 3 3 2 1 2 1 9 

Total count 8 78 9 1 26 2 1 3 51 9 1 1 10 1 1 2 3 208 

Table 4. Mycotoxin Producing ability of Isolates 

Number of Toxin producing ability 

Snaummpblee r Species isolates 1pnes r Aflatoxin (ppm) Sterigmtin atocys・
Source 

150 gra 
B1 B2 G1 G2 

G-1 A. flavus 8 十(30.8) 十

G-5 A. flavus 10 十(6.4) 十

A. versicolor 20 十

G-9 A. flavus 1 十(0.02) + 一
G山 13 A. flavus 23 十(3.9) 十

G-22 A. flavus 1 十(21.0) 十 十 十 Sesame 

G-22 A. flavus 32 十(1.6) 十 grams 

G-24 A. flavus 5 +( 6.9) 十

G-25 A. flavus 1 十(7.7) 十 一
G-29 A. flavus 10 十(12.5) 十

G-36 A. flavus 2 十(trace)+ 
A. v己γsicoloγ 1 + 

1(-1 A. v巴γsicoLoγ l 十
Sesame 
paste 

ゴ、マ粒試料各 25gを用いてこれらの読料から直接 3000および今回の分離株である A.f lavus G-5 を，

aflatoxinの検出を試みた.その結果，全試料において sterigmatocystin産生株として A.versicolor 1-20-b， 

aflatoxinは検出されなかった ochratoxinA産生株として A.ochraceus st A -15を

6) コやマ粒の mycotoxin産生用基質としての検討 それぞれ接種し， 250， 8または 12日間培養した.その

上記毒素産生閣が高頻度にゴマ粒より検出された事実 間1日1回菌の発育を均一にするためにフラスコ内のゴ

から， mycotoxin産生菌のゴ、マ粒における毒素産生性 マ粒をよく振とうした.培養を終えた時点で，乙れら

についての検討を行なった.すなわち，白ゴマ粒および の試料を 1100，10分間滅菌を行ない，ゴマ粒からの

黒ゴマ粒25gを300ml容の三角フラスコ中で精製水l乙 aflatoxin抽出法を用いて，また cleanupおよび TLC

より数回洗浄したのち，そのまま約 4時間室温民放畳し は前報2)の記載にしたがい各毒素の産生の有無を検討し

水分を吸収させたのち，紙上で余分な水分を除去後フラ た.

スコ中にもどし，1210， 15分間高圧滅菌を行なった.乙 その結果，すべての接種菌l乙毒素産生が認められ9 ゴ

れに aflatoxin産生株として A.parasiticus NRRL マ粒が aflatoxin，sterigmatocystimおよび ochratoxin
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Aの毒素産生基質となり得ることが確認された.なお，

乙れらの mycotoxin産生用基質として臼ゴ、マおよび黒

ゴマに差は認められなかった.

考察

今回調査したコやマ類における糸状菌汚染についてみる

と， 39検体のゴマ粒のうち33検体 (85%)I乙糸状菌汚染

を認め，ゴマ加工品においては 3検体中の 1検体より糸

状菌を検出した.さらに，これら検出糸状菌のうち高い

検出率で認められた菌種は A.ruber， A. cheva1ゴeli等

の •• 4.. glaucus groupの菌および P.Va1・iableでそれ

ぞれ18.7%，10.4%および11.1%の検出率であった.こ

のほかに A.cαndidusおよび A.flavusが8%前後

の検出率で認められ，それ以外の菌はいずれも 5%以下

の検出率であった.しかし， Shankら12)のタイおよび

ホンコン産の，また Husain ら15)のパキスタン産のゴ

マ粒l乙おける糸状菌汚染調査の成績ではいずれも A.

flaもJUsが優先菌種となっており， 乙の点著者らの成績

と一致しない Christensen ら16-18)は穀粒において糸

状菌相は収穫後の時間的経過および合水量の変化lζ伴い

変化すると報告しており，今回著者ーらが入手したコ守マ粒

は収穫後の時間的経過も長いと考えられ，水分含量も平

均 5.8%と極めて低い等の原因でよ述のごとく菌相i乙変

化を来たしたものと考えられる.

今回の検出菌のうち既知 mycotoxin産生能を認めた

菌種はゴマ粒10検体より検出された A.f lavZls 96株お

よびコ。マ粒2検体，ゴマペースト 1検体より検出された

A. versicolorでそれぞれ aflatoxinおよび sterigma-

tocystin産生能が認められた.これら mycotoxin産生

菌による検体汚染率は26.1%で，他の食品における汚染

率，すなわちそば粒，そば粉および乾そば 6.6%，茶

32.2%，煮干17.6%2，4，日〉と比較すると茶についで高い値

であった.しかも茶葉が mycotoxin産生用基質となり

得ないのに反しゴマでは aflatoxin，sterigmatocystin 

および ochratoxinA産生の良好な基質となり得る乙と

が確認された.このことは我が国やゴ、マの主要生産地で

ある東南アジアの高温多湿な気候のもとでは収穫から喫

食K至るまでの間lζ種々の原因により過剰な水分の加わ

るおそれも十分考えられ，従ってゴマは mycotoxin汚

染を受ける危険の極めて大きい食品であると考えられ

る.事実， Shankら13，14)はタイ比おいて収集した 75例

のゴマ粒の 3%に aflatoxin汚染が認められたと報告

している.我が国民おいてはゴマ粒は例年4万トン程度

輸入されており， 19) mycotoxin汚染コゃマ粒の輸入され

る危険性も今後十分考躍する必要があろう.

結論

市販のゴマ粒およびコ命マペーストの糸状菌汚染ならび

に aflatoxin汚染について検討を行なった結果，以下

の結論を得た.

1) 市販ゴマ粒39検体中33検体 (84.6%)から糸状菌

を検出し，ゴマ粒 150当りの汚染菌数は 1-245，平均28

個でこれを 1g当りに換算するとその汚染菌数は約 100

個となり，他の穀粒等l乙比して高い汚染菌量であった.

一方，コ9 マペーストにおいては 3検体中 1例から糸状菌

を検出し，その 1ml当りの検出糸状菌数は 14個であっ

た.

2) 検出糸状菌 1，173株のうち比較的高率に検出され

た菌種は， A. ruber (18. 7~の ， P. variable (11. 0%)， 

A. chevarieli (10.4%)， A. candidus (8.3%)および

A. flavus (8.2%)であった.

3) 乙れらの汚染菌のうち mycotoxin産生能を有す

る菌種として， 1叩O検体より検出した9鉛6株の A.flμαVI

lに乙 aばflatωox討in産生能を， また 3検体より検出した 22株

の A.versicolor I乙sterigmatocystin産生能をそれぞ

れ認めた.

4) 市販ゴマ粒がこれら mycotoxin産生菌の毒素産

生基質となり得るか否かを検討する目的で， aflatoxin 

産生菌として A.f lavus G-5および A.parasiticus 

NRRし3000，sterigmatocystin産生菌として A.ver-

sicolor 1 -20-b， ochratoxin産生閣として.A.ochraceus 

st A-15をコやマ粒に接種し mycotoxin産生の有無を検

討した結果，各毒素の良好な産生・蓄積が認められた.

5) 市販コやマ粒39検体について aflatoxin汚染の有無

を検討した結果，全ての検体において aflatoxin汚染は

認められなかった.

謝辞今回の実験は用いた cyclopiazonicacidな

らびにその誘導体を御恵与くださった東京教育大学農学

部阿部又三元教授ならびに田淵武士教授は感謝いたしま

す.

(本研究の概要は第 25回日本食品衛生学会学術講演会

1973年5月で、発表した〉
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酵素製剤中の残留ストレプトマイシンの検出向定方法の検討ならびに，それを応用した

市販製剤中のストレプトマイシンの検査成績

加納亮子*村田以和夫*大久保 1I1場夫*

Detection and Identification Procedures for Residual Streptomycin in Enzyme 

Preparation and Their Application on Commercial Products 

TAKAKO KANOHヘIWAOMURATA* and NOBUO OHKUBO* 

Detection of residual streptomycin (SM) in the enzyme preparation was made by a pulp disk assay 

technique with B. subtilis ATCC 6633 strain. For the determination of the detected antimicrobial agent~ 

SM resistant B. subtilis ATCC 6633 and E. coli NIHJ-C1 strains， and a SM inactivating enzyme which 

was extracted from a SM resistant R factor obtained from E. coli YE-100 jVR1 strain were used. In 

addition to these， several physiochemical confirmations were also made by the use of the Sakaguchi， 
Elson品在organ，Maltol reaction， and fast liquid chromatography simultaneously. 
When these procedures were applied on the 3 commercial products for the medical use， it was found 

that all the samples tested contained a considerable amount of SM， i. e.， the product A contained 92.2 

(土17.0μgper capsule， the product B， 55.1(土)8.9μgper capsule， and the product C， 11. 1(土)1.3μg 

per lmg， respectively. 

酵素製剤は，臨床分野l乙広く用いられているのでその

品質は純粋である乙とが望ましい.今回，行政的な立場

から酵素製剤の純度試験を実施して，酵素製剤中氏残留

する抗生物質を検出した.本報告では，検査酵素製剤中

l乙含有されたストレプトマイシンの検出向定方法と，検

出されたストレプトマイシンの定量方法，及び乙れらの

方法を応用レて検出同定された上記3剤中のストレプト

マイシンの濃度について報告する.

(I) 検査材料

1. 検査材料検査酵素製剤は，都衛生局より純度確

認のため送付を受けた製剤で， 3剤とも消炎酵素製剤で

ある.検査酵素製剤中l乙含有される酵素は，放線菌の一

種 str，ψtomycesgriceus を利用した streptomycin

(SM)製造過程中の培養伊液中l乙副生する酵素で蛋自分

解酵素である.

Aa式料は，カプセノレ剤で，内容は淡かっ色の穎粒及び

粉末の混合物で微かに特異の臭気と苦味を持ち，粉末は

水溶性，頼粒部分はアルカリ性水溶液lζ崩壊しながら溶

ける腸溶性穎粒剤である. 1カプセ Jレ中の淡かつ色穎粒

は 0.131g (65カプセノレ平均値〉合有される. B試料も

つ腸溶性頼粒剤で 1カプセ jレ中l乙0.095g(65カプセ Jレ

平均値〉含有される .C試料は，淡黄かっ色の粉末で、微

かな特有の臭いとわずかな苦味がある.本品は水溶性で

エタノー Jレにほとんど溶解しない.本品水溶液 (0.1→

10)の pHは約 7.0である.

(II)-A 実験方法(生物学的方法〉

1) 試料調製 A， B試料共l乙カプセ Jレ中の内容物を

完全に取り出し， A試料については，蛋自分解酵素を主

成分とする淡かっ色頼粒とパレイショでんぷんを主成分

とする粉末に， B試料については，乳糖を主成分とする

白色穎粒と蛋自分解酵素を主成分とする淡かっ色頼粒と

に区別して淡かっ色頼粒のみを検査材料として供訴し

た.C試料は蛋白分解酵素粉末であるのでそのままを検

査材料として使用した. A， B試料は10カプセ Jレ中の頼

料誌料l乙酢酸ナトリウム緩衝液 (pH4.0) 50 mlを加え

て混合し，炉紙で炉過して炉紙上の残、直を別の容器l乙移

す.残溢l乙リン酸緩衝液 (pH7.4)を20........30ml加えて

40
0

の水浴中で 30分ふりまぜ腸溶性剤皮を溶解する.そ

の後スパーテノレ等を用いて充分に頼、粒を崩壊させ， lfi紙

で炉過，炉液は検査?去により 1000

の水浴中で30.........40分加

カプセ Jレ剤で，頼粒剤はわずかに特異な臭いと苦味を持 温するか，又は高速遠心 (10，000rpm)後，その上清を

本東京都立衛生研究所微生物部細菌第二研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku Tokyo， 160 Japan 



東京衛研年報 26・1，1975 37 

滅菌フィ Jレターを用いて炉過する.炉j夜は pH7.0-----8.0

K調整し試料液とする.

2) 使用器材分光光度計:島津QV50，ディスク:

直窪8.0mm東洋炉紙厚手ディスク，カップ:日本抗生物

質医薬品基準l乙準じたもの，滅菌フィ Jレター:Sterile 

Sartorius Membrans Filters GMBH 0.45μSize 13.0 

n1n1，コロ、コオンパック:Sartorius Membrans Filter 

GMBH SM 13200，樹脂:Amberlite IRC-50AG分析

用，ゲル:Sephadex G-25 (fine)， G15，マイクロピペ

ット:20μJ 

3) 使用菌株 Bacillus subtilis ATCC 6633， Es-

cherichia coli NIHJ-Cl>実験 SM耐性 B.subtilis 

ATCC 6633，実験SM耐性 E.coli NU王子C1，E. coli 

YE-100ハTR1

4) 使用培地 AntibioticMedium No. 5 (Difco)， 

MacConkey Agar (栄研)，普通寒天(栄研)， L-Broth 

(Bacto-Tryptose: 10g， Yeast extract: 5g， Sodium 

chloride : 5g，を滅菌精製水l乙溶解し pH7.2とする〉

5) 標準抗生物質常用標準ストレプトマイシン硫酸

塩 (780μg/ml力価〉

6) 使用試薬酢酸一酢酸ナトリウム緩衝液 (pH

4.0)， リン酸緩衝液 (pH7.4)，O.lMリン酸カリ緩衝

液 (pH7.8~8.0) ， R-緩衝液(147mM Tris一塩酸pH

8.0， 11.4mM塩化マグネシウム， 114mM塩化アンモ

ニウム， 7. 15mM Dithiothreitol)， 100mM ATP-2Na 

in 147mM Tris一塩酸， 147mM Tris一塩酸 pH8.0， 

Folin-Ciocaltau試薬

7) 実験 SM耐性菌育成方法 B. subtilis ATCC 

-6633の dihydrostreptomycinの実験耐性株は，農林省

動物医薬品検査所長，二宮幾代治博士の好意により分与

を受けた.芽胞状態の凍結乾燥粉末は，アンフ。Jレ開封後

純培養してその生育したコロニーを釣菌し，再度芽胞を

形成合せのに準じて芽胞浮遊液を調製した.実験SM耐

性 E.coli-NIHJ-C1 は原株の E.coli-NIHJ-C1 の増菌

液の約 10mlを一度集菌し， 1 mlの滅菌精製水lζ浮遊

合せてこの浮遊液の 0.1mlを SMが添加された Mac

.conkey Agar平板上の表面l乙一様に塗布する.培養は

370， 72時間後 MacConkeyAgar上K育成したコロニ

ーを植継いでゆく.平板上l乙添加される SMは 100μg/

ml から始めて 2~3 代で 1000μg/ml の高度耐性株が

得られる.

8) 芽抱浮遊液の調製 B. subtilis A TCC 6633及び

実験 SM耐性 ATCC6633株を寒天斜面培地上に370
で

7 "，10日間培養し，芽胞を作らせた後菌苔をかきとって

滅菌精製水で洗浄する.菌苔を精製水l乙再浮遊させ 65
0

30分間， 3回， 24時間間隔で加熱し 1000rpmで 5分間

遠心し，その上清を40

で保存する.種層用の培地 100ml

l乙加える胞子懸濁液の適用量をあらかじめ定めておく.

使用した芽胞浮遊液は，B. subtilis ATCC 6633: 3x 

107/ml，透過率60%，実験SM耐性 B.subtili・sATCC 

6633株:2x109/ml透過率55%(640nm filter)である.

9) 芽胞含有平板の調製滅菌し 56_____600 1乙冷却した

Antibiotic medium No. 5 100ml 1乙8)で調製された

B. subtilis A TCC 6633及び実験 SM耐性B.subti五s

ATCC 6633の芽胞浮遊液 0.1mlを加える.均一に分

散混合レた後，その 20mlを水平に保持された滅菌浅

型シャーレ(誼径90mm)1乙分注する.新たに滅菌、浅型

シャーレ(直径90mm)と長方形シャーレを用意して，

前者の場合は，滅菌カップをシャーレ面積を 4等分した

その中央l乙1カップずつ計4ヶ，長方形シャーレlζは底

部l乙印されたカップ位置上i乙30ヶ配置し，各々に 10ml，

30mlの芽抱液をすばやく操作して一様に広がるように

分注し臨める.完全に冷却した後カップを取り除くと，

寒天平板上l乙カップによって作られた孔が作成される.

E. coLふNIH]-C1，実験 SM耐性 E.coli-NIHJ-C1 の

含有平板は，両株の増菌液の一自金耳をあらかじめよく

表面を乾操させた MacConkeyAgar平板上l乙均等に塗

株し種層とした.

10) 実験 SM耐性菌による同定 1田の試験IL，A， 

B剤は10カプセル使用し， C剤は 5.....，lOmg/mlの水溶

液を試料として実験l乙供した.各試料ともりに準じて調

整し，マイクロピペットを使用して試料液の 40μJずつ

を1検体2枚の滅菌ディスク比吸収させた.ただちにの

で、調整した 4種の平板上l乙試料吸収したディスクを水平

に置き，ピペットの先で軽く押える.対照には4μg/ml

SM標準希釈液を同様l乙2枚のディスク l乙吸収させ，

試料と同一平板上l乙置く.370， 18---20時間培養後，B. 

subtilis ATCC 6633， E. coli-NIH]-C1株含有平板上の

ディスク周囲に出現する明確な阻止円と，実験SM耐性

B. subtilis A TCC 6633，実験 SM耐性 E.coli-NIH]-

C1株が示すディスク周囲の阻止円形成阻害を観察する.

11) R因子によって生産される SM不活化酵素による

同定試料の前処理は全て耐性菌利用の例と同様である

が，理化学試験の前処理操作を実施した SM含有分画液

を，更に100030"，40分間加熱処理をし蛋白分解酵素作用

を完全に不活化させた後，試料液とした.蛋自分解酵素

作用の不活化確認は，カゼイン消化力試験によった.カ

ゼイン消化試験は蛋自分解酵素が示すカゼイン消化効力

を，蛋白沈殿試薬 (O.lM三塩化酢酸， 0.2M酢酸，及び

0.2M酢酸ナトリウム〉が加えられたカゼ、イン上清液l乙
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ついて Folin-Ciocaltau試薬呈色の濃度によって判定

した.レかし， SMも同試薬により発色するので，空試

験を実施し，空試験の呈色を標準にレた.

SM不活化酵素による試料中の残留SMの不活化試験

は，表u乙従って実施する.実験は doubleで行い，培

養，遠心等を除き全て氷中で実施し，使用する試薬類も

氷中l乙保荏する.言式薬類を読料l乙順次加え， 370，2時間

振還浴中l乙入れて酵素反応を進める.続いて，沸騰浴中

l乙入れてこの酵素反応を停止させ，冷却後， 3000rpm， 

15分間遠心する.得られた上清液はディスク及び9)で調

製された B.subtilis A TCC 6633 の平板を利用して不

活化された SMを観察する.

試験に使用した酵素は， JI頃天堂大学横田健教授の好意

により，分与を受けたものである.

E. coli YE-100jVR1 を L-BrothI乙増菌し，氷中で

超音波(lOKC， 30秒 3回〕処理をして菌体を破壊し，

00， 10，000rplTI， 30分遠心する.その上清液が，当試験

l乙使用した酵素液で、ある.なお，乙の酵素液の SM不活

化能力の測定は次のように実施した.標準 SM液 (0.1

mgjml) 1乙酵素原液及び 5倍希釈液〈希釈は 147mM-

Tris塩酸緩衝液〉を加え， 乙の 2組の醇素液が不活イじ

する SM量をディスク法により測定した残留 SM量から

逆算し，この酵素液の SM不活佑能力とした.

Table 1. The procedure for enzymatic inacti-
vation of streptomycin by cell-free extract ob四

tained fr0111 E. coli YE-100パTR1

Reagent Standard Sample Control 

R-buffer 0.7 0.7 0.7 0.7 0.7 

ATP 0.1 0.1 0.1 0.1 0.1 

SM 0.1 0.1 0.0 0.0 
El¥在 O. r a O. 1 b O. 1 a O. 1 h 

Sample 0.0 0.0 0.1 0.1 
Buffer 0.0 0.0 0.0 0.0 

Total(ml) 1.0 1.0 1.0 1.0 

300 2 h1'→ 1000 3 min. heat → 3000 rpm. 

15min.→supernatant→bioassay. 

0.1 

0.0 

0.0 
0.1 

1.0 

Note: EM 01' a; cell-free extract obtained f1'om 

E. coli YE-100jVR1 b; cell-f1'ee extract diluted 
(1 : 4)， sample; test solution， buffer; 147 mM  

Tris-HCL buffer 

12) Streptomycin定量法 日本標準抗生物質医薬品

基準1)に準じて， SM原液400μgjml(力価〉を調製し，

原液は401乙保在，用時原液より O.lMリン酸カリ緩衝液

(7.8"，，-，8.0)を使用し，正確に 1ml中， 2， 4， 10μgj 

ml(力価〉の希釈液を調製する.これら 3種の希釈液は，

標準曲線法の標準液として使用し，その中心常用標準希

釈液は 4μgjml(力価〉とした.直径90mm滅菌浅型

プラスチックシャーレ1(" 基層用として滅菌溶解した

Antibiotic medium No. 5の培地 7mlを分注し，水

平l乙保持して放冷し平板とした. 8)で調製された B.

subtilis A TCC 6633浮遊液の 3mlを上記平板上l乙分注

し，芽胞浮遊液が培地表面に均等に広がるように平板を

すばやく前後l乙傾け，水平に保って室温l乙放置する .ζ

の平板を 1剤の試料l乙っき 3枚用意し，各平板には試料

40μJを吸収させたディスク 2枚と標準 SM4μgjmlの，

40μJを吸収レたディスク 2枚を配置した.約 1時間，

4
0
1乙放置した後， 370， 18""'-'20時間培養し，出現した限

止円をノギスを用いて 0.5mmまで、正確に測定した.試:

料ディスクの測定値は，同時平板上で測定した4μgjml

ディスク測定値と下記で作成された標準曲線の4μgjml

平均値との比率値によって補正され， 3平板 6ディスク

平均値が求められる.試料中の SM濃度は，この得られ

た測定値の示す標準曲線上の値から得られた.

13) 標準曲線作成 SM定量平板を 5枚用意し，各平

板上に12)で、調製した希釈液 2，10μgjmlの40μJ吸収

した 2ディスクと 4μgjmlを40μJ吸収した2ディスク

の計4枚を12)の操作l乙準じて配置する.約 1時間 40 1乙

放置後， 370
， 18""'-'20時間培養，出現した阻止円を計測1

し，片対数表l乙標準曲線を画く. SM濃度2"，10μgjml

問l乙は，出現する阻止円直径と SM濃度の問l乙誼線関係

が成立した.

(II)一一B 実験方法〈理化学的方法〉

1) 試料 A， B斉Ij共i乙，一度の試験l乙40カプセノレを

使用レ，カプセノレ剤中l乙含有される淡かっ色穎粒を合計

して誠料として供した.

2) 使用器機ニ波長分光光度計:目立356型， Rec司

tangula1' operated F1'action Collector 5F -160K， To 

Yo Uvicon 540M 280nmフィルター使用

3) 使用試薬坂口反応:70%アルコー Jレ性0.1%αー

ナフトール液， 59ら次亜塩素酸ナトリウム，ニトロフP)レ

シッド呈色反応:ニトロプルシッドナトリウム，赤血

塩，水酸イじナトリウム各10%液

EIson帽Morgan:2 %アセチノレアセトン 1N水酸化ナ

トリウム液， Ehrich詩薬

Maltol反応:5%水酸佑ナトリウム液， 2%炭酸ソ

ーダ液， Folin心iocaltau~式薬

4) Streptomycinの分離確認 40カプセル分の A，

B剤は，生物学的検査法と同様の方法で、崩壊調製した試

料を読料原液とした.i1式料原液はまず， collodion bag 

で吸引炉過し，炉液はNa型にした樹脂塔を流下させて

SMが吸着される.溶出l乙は 1Nー硫酸液を用いて，溶
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出液は Fractioncollecter (280nmフィ Jレタ付〉で分画 1N水酸化ナトリウム 1mlを加え，約10分間沸騰水浴

採取し，各分間液は紫外部吸収と生物学的同定法によっ 中で加熱後，放冷する.冷後 Ehrich説家主の 2mlを加

て， SM含有，非合有分画液に分別された.なお，生物 えると桃色を呈する.

学的同定には，分画液の pHを約 7.0，，-，8.0fL調製して， Maltol法:試料液 5mlf乙2N水酸化ナトリウム 1

生物学的同定法に記述した B.subtilis A TCC 6633含 mlを加え煮沸水浴中で3分間加熱した後， 冷却する.

有の長方形シャーレ平板を使用した. SM含有が確認さ 生成した Maltolは， Maltolが示す 320nm付近の極

れた分画液は集められて 5"-'6mlまで減圧濃縮され， 大吸収を確認し，測定された.紫外部吸収を測定後，続

冷却放置して析出する硫酸ソーダの結晶をグラスフィル いて Folin-Ciocaltau誌薬を 1ml， 1"-'2分後， 20%炭

ター 3G3 を用いて除去し約 pH5.0の炉液 4mlが得ら 酸ソーダ 3mlを加え，濃背紺色の発色を観察した.

れた.ζ の炉液の 0.6，，-，1.0 mlを，前処理済のsephadex 6) 高速液体クロマトグラフィーによる本酵素製剤中

G15文は G25のゲ、ルl乙添加してゲソレ炉過を実施した. より Streptomycinの分離 C剤を試料とし， その 5

溶出には水を用い，ゲ、jレ中l乙分配された SMを溶出す mgを秤量し水 1ml f乙溶解したのち，その 10μJを注

る.続いて樹脂塔の場合と同様l乙，分画液中の SM含有 入した.標準SM1 mgjmlの5μl，10μl， 15μJを注入

部{立を確認し，この分間液を集め濃縮して，下記の理{七 して， SM出現ピーク位置を確認し，同一条件下で誠

学試験の確認反応l乙供した.なお，理化学試験の確認、反 料を注入して出現する SMピーク部分液を分取した.分

応l乙使用した試液は，濃縮液を数回l乙分けてゲ、ノレ炉過し 取液は，生物学的同定j去によって SMの含有を確認し

たSM陽性分画液の集合液である. た.

Photo. 1 The test solution eluted by resin or 

gel-filtration was poured into the cavities in 

the rectangular agar plate mixing with strep-

tomycin-sensitive and resistant B. subtilis ATCC 

6633. 

Note. Upper plate; streptomycin-sensitive B. 

subtilis A TCC 6633. Lower plate: streptomycin-

resistant B. subtilis A TCC 6633 

5) 確認反応坂口反応:70%アルコール性0.1%αー

ナフトール液 2-----3滴，及び次亜塩素酸ナトリウム液2

"-'3滴を滴下すると，赤色を呈する.

ニトロプルシッドナトリウム反応:各10%溶液のニト

ロフ。ルシッドナトリウム，赤血塩，水酸化ナトリウムの

各 3mlを合せ， 3倍の水で希釈する.30分放置して暗

かっ色が燈色に変化した後，詰薬として使用する. SM 

との反応液は澄赤色を呈する.

Elson-Morgan :試料液l乙2%アセチJレアセトン1ml，

(III) 実験成績

1) B. subtilis ATCC 6633及び実験 SM耐性 B.

subtilis ATCC 6633 製剤中の残留 SMの検出にグラ

ム陰性陽性両菌の実験耐性菌株を使用した結果，原株の

B. subtilis A TCC 6633と E.coli日 NII王子C1 含有平板

には，試料添加ディスク周回l乙阻止帯が出現し，作成レ

7こ原株耐性両株の含有平板には阻止帯が観察されなかっ

た.使用した実験SMB. subtilis ATCC 6633の SM

耐性限界は，ディスクによる本法では 750μgjml まで

であった.使用株は，原株，耐性株共I乙クロラムフェニ

コーノレ，テトラサイクリン，カナマイシンの 3租抗生物

質l乙対し感受性である.試料の 3酵素製剤は，本試験l乙

供された結果， 3剤とも試料添加ディスク周囲l乙明確な

阻止帯を出現させ， SMの残留が推定された.

2) SM不活化酵素による同定詰料中の SM同定説

験l乙使用した SM不活化酵素は，添加した SM標準液

(O.lmgjmりを 98%不活イじした.この SM不活化酵素

を用い， 3酵素製剤から得られたゲ、ル炉過 1分画液中の

SMを不活イじすると，合有される SMは全て不活化さ

れ，B. subtilis ATCC 6633平板を用いた試料添加ディ

スク周囲には阻止帯は出現せず，B. subtilis ATCC 6633 

の好発育が観察された.この結果によって， 3酵素製剤

中i乙合有される抗菌性物質は SMであると確認した.

3) ディスク法による Streptomycinの定量残留確

定された SMの定量誠験は，作成した標準曲線からA剤

1カプセル中に SM92.2土17.0μg(力価)，又 1カプセ

* Waters Associate Inc， ALGjGPC-202j401 



剤カプセル中l乙， SM 55.1士8.9μgC力価)，又 1カプ

セノレ中l乙含有される蛋臼分解酵素 1mg中i乙SM11. 0土

1.8μg (力価)，測定値変動率 CV=16.1%n=21. C 

剤 lmg中l乙SM11.1土1.3μg(力値)，測定値変動率

CV=l1. 79らお口9を測定した.

の ディスク法の検討 SM定量誠験は，日本抗生物

質医薬品基準解説1却によると， 円筒平板法， 比濁法の

併用が記載されているが，標準SMを使用してディスク

j去を試みた結果，良好な成績が得られたのでディスク法

によって試料濃度を測定した.即ち，作成した標準曲線

Photo. 2 Enzymatic inactivation of streptomycin 

by R facte白r-res討isはtantE. coli YE-100 jVR1 

Note. SM: streptomycin solution 0.1 mgjml， 
SM+Enzyme: streptomycin solution O.lmgjml 

十cell-freeextract obtained from E. coli YE-100 

jVRl> SM十Enzyme(1 : 4) : streptomycin solu-

tion O. 1 mgjml十cell-freeextract diluted (1 : 4)， 
SM 4mcgjml: standard streptomycin solution 

Fig. 1 Fast liquid chromatography of proteolitic enzyme 

Instrument; Waters associate inc. ALGjGPO-202j401. Detector; UV at 254nm， Refractiv Index. 
Col umn Size; 4mm>く30cm，Column pressure; 210kgjcm2• Packing;μBondapak-C18・Sample

and Size; 5mgjml Proteolitic enzyme solut. 10μl. Flow Rate; 2 mljmin. Chart Speed; 2 cmj 

min. Mobile Phase; Water. 
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は， SM2μgから 10μgjmlの濃度範囲内において，

定量平板上l乙出現する阻止円直径と， SM濃度との間に

は直線関係が寄在し，回帰直線は y=O.044χ十1.470， 

r=0.921， n=33であった. SMの2，4， 10 pgjmlの

阻止円はそれぞれ平均15.4，17.2， 19.1mmが計測され

た.なお， 3回の本定量試験の結果得られた 3標準曲線

は，信頼区間95%， n=89， y=0.047X十1.559， r=O. 

728の回帰直線であった.

5) 理化学試験による確認理佑学誌験の確認反応

は，試料3剤共陽性成績を与えた.対照、には，標準SM

を使用し，試料液と対比した.

6) 酵素製剤より S仕eptomycinの分離検討 SMの

酵素製剤からの分離検討は， col1odion bag， 樹脂，ゲ

ル炉過等いずれの場合も完全には分離せず，分間液中i乙

酵素の残留が認められた.イオン交換樹脂による分離は

強酸を溶出に使用する結果， SMの分解が観察され，ゲ

ノレ炉過による分離には長時間を必要とし，その結果はイ

オン交換と悶様l乙，醇素類とは完全分離はしなかった.

高速液体クロマトグラフィーは，試料分取カラムの検討

が必要で、あるが，微量な誌料から SMを検出する操作法

の 1つとしてその可能性を示し，その分取液は，生物学

的同定法によって検査した結果，B. subtilis平板法l乙

明らかな阻止帯を作って， SM含有分画液である事が確

認された.なお，上記分離操作によって得られた 3酵素

製剤の分取液は，生物学的試験，理化学的試験によって

も全てS1¥1陽性の結果を示し，酵素製剤中tr.SM含有が

確認、された.

考察

誌料中の蛋自分解酵素は，イオン交換樹脂，ゲル炉過

等の実験中l乙固かれた 280nmの吸収ピークから，約4

種の酵素組成l乙大別され，高速体クロマトグラフィーの

実験成績から，これは1U霊の酵素組成に組分けされて，

分子量もそれぞれ約 1"'2万と推定された. この結果

は，奈良橋等の結果ふりとほぼ一致している. なお， 本

酵素製剤には，酵素活性保持の目的で酢酸カルシウムが

多量に添加されている(原子吸光測定による添加重:7.1 

%).今回の酵素剤l乙残留する SMの検出向定には，理

化学的試験と生物学的訪験を併用したが，生物学的誠験

は試料が微量，不純であっても測定出来得たので，多く

の前処理を必要とした理化学的試験比比較して，簡便で

有効である乙とが認められた.グラム陰性，陽性 2麗の

各 1株から作成した，実験SM耐性菌の試料l乙示す耐性

は，原株の示す感受性から試料中の混入物は SMと推定

させ，他の抗菌性物質の存在を否定させた.R因子によ

って生産される SM不活性酵素は， SMの不活化l乙は補

酵素ATPを必要とし，乙の補酵素との組合わせによる

SM不活化は，非常に特異的な反応である.乙の方法を

3製剤l乙応用した結果，試料中の抗菌性物質は不活化さ

れ，含有される抗菌性物質を SMと確定した.なお，不

活化酵素による SM同定報告5)は極めて少ないが，著者

らの今回の経験では，不活化酵素産生菌が入手できるも

のであればSMの同定にすぐれた方法であることが実証

された. SM定量法の円筒平板法，比濁法は共l乙測定技

術lこ熟練を必要とし，一方ディスク法については多く検

討されてはいるが， 6-9) 著者らの万法は，正確性， 簡便

性で優れ，ディスク吸着試料を 25μlI乙減量させても測

定が可能であった.しかし 3製剤共に試料液は，失活，

滅菌及び蛋白洗殿等の効果を勘案して加熱操作が加えら

れたものなので，測定された SM定量値は絶対値ではな

いと考察している.高速液体クロマトグラフィーによる

SMの分離確認報告例は知られていないで、あろう.分取

カラム，溶媒等について更に検討すれば，今後この方法

は，微量の誠料から定量的にSMを分取し， SM濃度測

定も可能であることを示唆した.

まとめ

市販消炎酵素製剤 3剤中に残留する SMの検出同定説

験を実施した.主として B.subtilis A TCC 6633 と

E. coli-NIH子C1 株を原株とした珂株の実験 SM耐性

株を用い， 3酵素製剤誠料液の原株比対する感受性，耐

性株による耐性によって 3製剤中l乙SM残留を推定し

た.ついで， SM不活性酵素による実験によって 3製剤

中に残留する抗性物質は， SMと確定した.残留 SM

は，ディスク法によって次の定量測定値を得た.

A: 1カプセノレ中 92.2土17.0μg(力価〉

B : 1カプセル中 55.1土8.9μg(力{西〉

C:酵素 1mg中 11.1土1.3 pg (力価〉

文献

1)日本抗生物質医薬品基準解説:薬業時報社 1974 

厚生省薬務局監修

2)日本抗生物質医薬品基準解説:薬業時報社 1969 

厚生省薬務局監修

3) Narahashi， Y. : J. Biochemistry， 64， 4， 1968 

4) Narahashi， Y. : J. Biochemistry， 62， 6， 1967 

5) Yamada， T. Tipper， D. and Davies， J. : Nature， 

219 CJuly 20) 288， 1968 

6) Loo， X. A. et al. : J. Bacteriology， 60， 701， 

1945 

7)古橋進三郎他:J. Antibiotics， 3， 302， 1950 

8)宮村定男他:ibid， 3， 411， 1950 

9)金沢裕:ibid， 2， 780， 1949 



東京衛研年報 Ann.Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P. H.， 26・1，42-46， 1975 

小笠原父島住民の広東住血線虫感染症の疫学調査

加納嘉子*村田以和夫中門野義雄*

大久保 I!I場夫*浅沼 邦 広 料

Epidemiological Surveys for the Prevalence of Angiostrongyliasis among 

Inhabitants of Chichijima of the Ogasawara Islands 

TAKAKO KANOH*， IWAO MURATA汽 YOSHIOKADONOヘ
NOBUO OHKUBO* and KUNIHIRO ASANUMA料

An attempt to detect the antibody to Angiostrongツluscantonensis was made on the 54 serum speci島

mens obtained， in the period from 9 to 21 June. 1974， from the inhabitants of the Chichijima Island. 
In this test， crude extract of the organism was used as antigens both for complement fixation (CF) 

and Ouchterlony double diffusion tests. Consequently， it was found that 1 out of 54 sera tested by CF' 

showed an antibody titer of 1 : 20， whi1e 52 sera showing less than 1 : 10 and the remaining one serum 

showed anti心omplementalyreaction. At the same time， however， al1 the 3-times concentrated serum 

specimens showed negative results when they were tested by the Ouchterlony technique. The person 

who showed an antibody titer of 1 : 20 by CF was further subjected to detect the organism or its eggs. 

from the fecal specimen and to check his hemogram simultaneously， and then， he was found to be‘ 

completely normal. 

In view of the above results， we reached the conc1usion that either all the 54 person， had an ex-
tremely low level of antibody titer or none of them actual1y suffered from angiostrongyliasis. 

小笠原諸島の環境調査は本土復帰l乙伴い各分野から実

施され，その報告も多い.トめしかし広東住血線虫 An-

giostrongylus cantonensis fL関する報告は本線虫の中

間宿主体であるアフリカマイマイ Achatinafulicaの

分布，密度，本線虫寄生率及び宿主体であるネズミ類の

調査報告があるに過ぎない1，2)

従来，広東住血線虫は，太平洋諸島，台湾，東南アジ

アの広汎な熱帯，亜熱帯地域l乙分布するものとされてい

たが，近年，沖縄，宮古島，石垣島，西表島等はもその

生息が報告され，ト7) 更に好酸球性髄膜脳炎が本線虫l乙

起因するものである乙とが確実視されてから注目をあび

る様になった.日本における本症発症例の報告は沖縄の

4例のみであるが，前記の環境調査はより，小笠原父島

に多産するアフリカマイマイ及びネズミには高率に本線

虫が検出されて島民への感染が憂慮されている 2，3)

今回著者らは，都衛生局の依頼により， 1974年6月，

父島住民の本線虫感染の実態調査を行う機会を得て，本

を明らかにしようと試みた.本調査結果からは感染を疑

われる島民は検出きれなかったが頻繁な海外渡航の咋・

今，本線虫感染時の血清診断l乙，又今後の本線虫感染症

の疫学資料l乙資するため調査結果について報告する.

調査地概要

小笠原諸島とは太平洋上北緯26度33分から27度44分，

東経136度05分から153度58分の間l乙散在する約30の島々

の総称であって中心となる島々は大別して 4つの列島に

分けられ，北より聾島，父島，母島，硫黄列島と南民進

んでいる.著者らの調査地父島は，父島列島l乙属し小笠

原諸島中最大で，東京より約 1，000km離れた南北8

km，東西 5km，周囲 52km，面積24km2の島である.

その中央部民海抜321mの中央山があり，二見湾沿いの

大村と扇浦にわずかに平地を有する外は，島のほとんど

は山岳地である.気候的l乙は，熱帯と亜熱帯の移行帯l乙

位置し，年間平均気温22.60，年間降水量 1，600mmの

海洋性気候の島々で、ある.人口は，在来島民 156，I日島

島住民の本線虫感染による抗体保有状況から感染の有無 民488，その他 370，と公務，土木関係の短期滞在者 538

*東京都立衛生研究所微生物部細菌第二研究科 160 東京都新宿区百人町3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjul.王u却 1，Tokyo， 160 J apan 

**東京都衛生局公衆衛生部防疫課
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名の計 1，552名より構成される(昭和48年度調査数). 血清分離後，血清を無菌的l乙分取し40で保在，研究室l乙

動植物相は極めて貧弱であるが乙れらが放任され野性化 搬入後はー750
で保容管理した.被検査島民は，在来島

されている点では学術的l乙貴重な地域とされている.ア 民，旧島民，2年以上滞在者に区分し選別された検査希

フリカマイマイはアフリカ原産の大型カタツムリで，非 望者である.その性，年齢，検査数等は表 11乙示す通り

常l乙雑食性で各種野菜，果実等の茎葉を食害し繁殖能力 である.

が極めて旺盛な恐るべき有害動物である.現在，父島で

の最大の農業害虫で，殺虫剤による駆除も効果なく，小

中学生の協力による捕獲買上を実施している程である.

又，植物防疫法により本土への移動が禁止されている.

材料及び方法

1) 材料

(1) 広東住血線虫

父島におけるアフリカマイマイの分布とその密度は堀

等によると，二見港湾，扇浦，小曲，小港地域l乙特l乙高

く，多湿を好み昼間は落葉下，又は石の間等l乙潜んで，

夜間，早朝lこ活動すると報告されている 2) 著者らは採

取地を小曲，小港地域の二地点i乙定め，夜間 2回にわけ

で本線虫が高率に寄生するという殻長 7'"'-'9cm，殻幅

4cmのものを選んで約 1，500ケ採取した.採取した貝

は現地において殻をたたき砕細して取り除き，貝を細く

きざんだ後， 1?ら塩酸ペプシン液による消化法で， 37'"'-' 

400の鮮卵器に約 30分間放置，ガーゼで炉過し遊出した

第三期幼虫の有無を実体顕微鏡で調べた.遊出を確認し

た後遠心機にかけ，出演を収集し 4。保荏，輸送レた.

当研究所lこ搬入後， 5，000倍希釈濃度l乙チメロサールを

加えて40保荏管理した.本線虫第三期幼虫は，平均体長

0.45mm，平均体11日0.02mmである.

Photo. 1 3rd-stage larva of Angiostrongylus 
cantonenSls 

'(2) 島民血清

島民 54名より血液約 5mlを無菌的I乙採血し遠心して

表 1 検査対象者一欄表

年齢(代)1

区分
10 20 30 40 50 60 計合計

在来 男 2 3 3 1 9 

島民 女 l 6 3 10 
19 

民|島日 男 2 2 2 2 1 9 

女 2 3 4 1 10 
19 

そ 男 1 6 4 11 
の

女
16 

他 2 2 1 5 

男 5 8 9 5 2 29 
54 

女 1 4 5 10 4 1 25 

2) 方法

寄生虫疾患の補助的診断法として皮内反応，補体結合

反応，洗降反応，凝集反応，蛍光抗体法等の各種の検査

法が日常検査に応用されてはいるが，広東住血線虫症のi

確定診断l乙有用な検査法は未だ確立されていない.著者

らは，乙れら免疫血清学的診断法の内，現在のり患の有

無と関係が深く診断的価値が高いといわれる補体結合反

応と疾病の確定l乙特異性が高く反応感度の高いゲ、ル内洗

降反応とを応用し検討を進めた.なお第三期幼虫は免疫

学的診断法の検討，および特異抗原液作成等の研究用標

本として保容し，千葉大学医学部寄生虫教室より分与を

受けた抗原液を使用した.乙の抗原用虫体は終宿主とな

るラット l乙第三期幼虫を感染させて得た成虫の広東住血

線虫である.

(1) 補体結合反応

仔)粗抗原の調製

凍結乾燥虫体 100mg I乙10mlのエーテルを加え氷中

でホモジナイザーにより 10分間摩砕し，5mlのエーテ

Jレでホモツナイザー容器を洗浄し，溶液を集め， 4
0 で

30分間 10，000rpm，遠心し上清を捨て， 更に出澄より

エーテノレを除去し，乾燥した沈澄l乙以下の処方のベロナ

ール緩衝食塩液 (pH7. 4) 10 mlを加え 40 で48時間冷

拍出を行った.ついで 13，000rpmで抽出液を遠心しこ

の上、清を粗抗原液として使用した.粗抗原液は 100倍抽

出液で Stochantigenとして保存され，用時， 下記の

緩衝食塩液 50mlで希釈した 5，000倍液， 又は Lowry
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法によりその蛋臼量を 150μg/mllC:調整した抗原液を使

用した.著者らが使用した粗抗原液の蛋白濃度は150μg

Imlである.

ベロナーJレ緩衝液 Stochsolution (VBS)の製法

(Mayer et al. 1948) 

塩化ナトリウム:41. 90 g，炭酸水素ナトリウム:1.26 

g，溶性ノてルピタール (Sod.5.5-diethyl barbiturate) 

: 1. 50 g，パノレピターノレ (5.5-diethyl barbituric acid) 

: 2.30g 

以上を滅菌精製水l乙とかして全量 1，000mlとする.

VBS液として使用する際は Stochsolution 1容に対し

て4容の精製水を加えて希釈する.乙の時のVBS希釈

液の pHは 7.3，...，7.4である.

加) 標準血球浮遊液

市販の緬羊保寄血球i乙約15倍量のVBS希釈液を加え

て数回洗浄する .ζの洗浄血球洗澄l乙VBS希釈液を加

え5%血球浮遊液を作る.乙の 5%血球浮遊液 1mll乙

0.01%炭酸水素ナトリウム溶液 14mlを加え完全溶血を

生じさせ光電光度計 (Beckman)を用いて波長 541nm

のO.D.を測定する.乙の際なお，完全溶血のO.D.が

常に 0.600になるようにVBS希釈液で補正した.なお

O.D.が0.600士0.005なら使用し得る.このように補正

された血球濃度液は約 109/ml個の赤血球を含み，これ

を標準血球浮遊液とする.

付感作血球浮遊液

作成した標準血球浮遊液l乙VBS希釈液で2単位の割

合Jζ希釈した市販の溶血素を同量加えて 370 の水浴中で

30分間感作させる.感作品l球液は使用時まで氷室i乙貯え

使用l乙際してはよく振還して用いる.

料補体

市販の乾燥補体をVBS希釈液で溶解し光電光度計に

より 50%溶血単位 (C'H50) を測定し，補体給合反応実

施にあたってはその 2.5単位を用いる.著者ら使用の補

体はその C'H50平均値 187.5であり 2.5C'H50/mlは75

倍にVBS希釈液で希釈したものに相当する.

体) 被検血清

一7501乙保管されていた被検血清は560
の水浴中で30分

間非働化する.

(吋補体結合反応術式

補体結合反応の術式は表 21乙従って行う.まず非働佑

した血清をVBS希釈液で10倍l乙希釈し，この液を基と

して)1国次 160倍まで倍数希釈を行い定量的に反応を実施

する.対照l乙は10倍希釈液と抗原の代りにVBS希釈液

を加える.との対照を除いた 10-160倍希釈の 5本の試

験管K抗原を入れ，次iζ対照、を含めた全試験管l乙補体を

加える.これを 0，...，40 の氷室l乙4時聞入れて抗原抗体反

応を惹超合せ，その後 370水浴措中で10分間加温，全誠

験管i乙感作血球， VBS液を加え，更に 370 1時間加温，

反応を終了させる.反応終了後民全試験管を遠心沈澱さ

せ，乙の上清を 541nmの波長の光電光度計にかけてO.

D.を読み，乙れを0.600で除して各試験管の溶血百分率

を出し， ζれより 50%溶血点を算出する.

表2 補体結合反応術式

試験管番号

希釈倍数

1/10希釈血清

V B S 液

V B S 液

抗 原

25単位 補 体

2単位感作血球

V B 液

(2) ゲル内抗降反応

付) 抗原の検定方法

1 C対照〉 E E N 
x10 x10 X20 x40 

0.4ml 0.4 

0.4ノ O. ノ
0.4 

0.4 0.4 0.4 

0.4 0.4 0.4 0.4 

振盟混合後 40Cで4時間→ 370Cで 10分間反応

0.4 0.4 0.4 0.4 

振遁混合後 370Cで1時間反応

1.4 1.4 1.4 1.4 

O. D.測定 (50%溶血抗体価を算出する〉

V VI 
X80 x160 

O. ノ 0.4ノ

0.4 0.4 

0.4 0.4 

0.4 0.4 

1.4 1.4 

Ouchterlony 1乙より抗原液の最適濃度を検討する.

(pH 8.6，μ=0.1)で加熱溶解し ζの agarose溶解液

を，水平l乙保たれたガラス板 (11.Ocm x5. 8cm) の上

iこ流して固め，厚さ約1.6mmの寒天平板を作成したa

これに孔間 6mmになるように直径4mmの孔を 6ケあ90mgの agaroseを lOmlのベロナール塩酸緩衝液
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け，本線虫高度感染ラットの血清を中央Ic:.，その周囲の 表3 検査成績表

孔l乙倍数希釈した抗原液を加える.著者らが使用した抗

原液は最高蛋白濃度 8，000μgjmlで，以下4000，2000， 

1000， 500， 250μgjmlと倍数希釈した液である.室温

で12時間，その後40
で48時間反応させ観察箱を用いて洗

降線の判定を行う.著者らが実施した例では 8000μgjml

が最適であった.写真2参照

Photo. 2 Ouchterlony double diffusion test 

次l乙，得られた最適濃度の抗原液を中心ホールl乙満た

し，周囲l乙本線虫感染ラットの血清を満たして，抗原液

としての適否を観察し ζの液の反応感度を確認する.

(ロ)皮応術式

被検血清を凍結乾燥しVBS希釈液を用い原液に対し

て 1/3濃縮濃度に溶解する.最適濃度の抗原液を中央孔

l乙，被検血清を周囲孔lζ、注入し，室温で24時間，洗降線

が同定できぬ場合は更に24時間継続して反応させ，その

後40で24時間放霞する.観察箱で洗降線を同定し，精製

水で洗浄，以後は常法通りの操作で寒天平板を処理し保

評する.

調査成積

本調査では小笠原父島住民の広東住血線虫による感染

の有無を検討するために成虫粗抗原液を使用レて補体結

合反応，ゲル内出|海反応法を併用し抗体保有状況を調査

した.その成績は表 31乙示すとおりである.被検査島民

の中には，過ぎる戦時下食料不足を補うため又，興味よ

りアフリカマイマイを摂食した経験者や素子で取り扱っ

ていた者等，数名が含まれていたが，何れも何ら自覚症

状を呈していない.現在では，本線虫がアフリカマイマ

イlこ多数寄生すること，又好酸球性髄膜脳炎が本線虫感

染l乙起因すること等の調査結果が周知され，素子で扱う

島民は皆無である.

補体結合反応の結果， 2例の血清を除いては全て陰性

であった. その 1'!Jlj No. 2の血清は対照、誌験も非溶血

で抗補体性を示し No.19の血清は 20倍以上の陽性結果

を示したが何れも Ouchterlony法の検査結果は陰性で

異常無しと判定された.なお後者の No.19の島民につ

;号 補反体応結合 Ouch-
|番号 補反体応結合 Ouch句

terlony terlony 

1 陰性 陰性 28 陰性 陰性

2 抗補体反応 // 29 // // 

3 陰性 // 30 // 1/ 

4 1/ 。， 31 ，ク 1/ 

5 // // 32 1/ か

6 // // 33 // 。
7 // 1/ 34 1/ 1/ 

8 // // 35 // // 

9 // // 36 // // 

10 // 1/ 37 // // 

11 1/ // 38 // // 

12 // 1/ 39 1/ // 

13 // // 40 // 1/ 

14 1/ 1/ 41 1/ 1/ 

15 // // 42 // 1/ 

16 // // 43 // 1/ 

17 // // 44 // 1/ 

18 1/ 1/ 45 1/ // 

19 x20く陽性 // 46 // // 

20 陰性 // 47 // // 

21 // 1/ 48 // 1/ 

22 1/ // 49 1/ 1/ 

23 // // 50 // 1/ 

24 // // 51 。 1/ 

25 // // 52 // か

26 // // 53 // // 

27 // // 54 // か

いては後日，検使と血液像の観察を実施した.直接法，

洗澱法，浮遊法の三法による寄住虫検査の結果は，いず

れの検査法によっても虫体，虫卵は検出されず，血液像

は，好酸球 8，好中球35，リンパ球57/白血球 100で共

に異常は認められなかった.

考察

本線虫l乙起因する広東住血線虫症は，従来熱帯，亜熱

帯地域l乙多く報告されていたが，札幌の家ネズミから， 9)'

東京湾，横浜， }!I崎港湾地の住家ネズミ，ナメクジ等か

らも多数発見され， 10-12)淡水産のエピも中間宿主となり

得るという報告で，本線虫の分布はかなり広く人間へのi

感染機会を拡大しているものと思われる.典型的な広東

住血線虫症，すなわち好酸球性髄膜脳炎の診断は，特有

な臨床所見と髄液所見で従来行われているが，他疾患と

の鑑別診断又は決定的診断は髄液所見によられる.しか

し多数の患者が流行的に発生すれば診断が容易であろう

が，散発性の場合多くは鑑別困難である.一般に，寄生

虫感染症の最も確実な診断は，直接人体或いは排世物よ
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。虫体，虫卵を証明する方法がとられるが，本糠虫のよ

うに，脳，肺動脈などの異所寄生等，寄生部位l乙関係し

て全く患者の体外に虫卵，虫体が排洗されることが無い

場合は，免疫学的な補助診断の成績はたよる事も少なく

ない.本線虫症においても実際l乙虫体を検出して確定診

断を下した例は少なく，そのため本線虫の抽出液，或い

は代謝産物を抗原l乙用いた免疫診断が種々試みられてい

る 13-15)その多くは皮内反応であり，補体結合反応，ゲ

ノレ内沈降反応，免疫電気泳動法，間接赤血球凝集反応等

も実施されているが，今までのところ必ずしも満足すべ

き成果は得られていない.本線虫の皮内反応は古くは

Horino and Alicata (1961)により，又最近では本年

4月大鶴16)らによって台湾島民の本線虫感染症の疫学調

査に適用され，大鶴らは平均陽性 32%の報告をしてい

る.著者らの父島における調査では本線虫が入手不能で

あった理由，交叉反応による陽性率が高いことを思慮し

て皮内反応は実施レなかった.今回の調査に補体結合反

応と Outerlony;去に従った理由は， 次のいくつかの実

験報告によるものである.

(1) 補体結合反応について

本調査で使用した抗原は，全線虫抽出液すなわち粗抗

原を使用したもので，他の寄生虫，特l乙線虫類との交又

成分が多く含有され，その結果交叉反応が推移される.

しかし嬬虫類の動物感染実験，又は臨床診断の人血清の

補体結合反応の結果は，完全治癒後は Ouchterlony法

J乙比較して速やかに陰性i乙転ずるとされている.

(2) Ouchterlory法について

嬬虫粗抗原を用いた種々の寄生虫疾患の Ouchterlony

成績の報告がある.それによると，臨床的陽性を確認さ

れた患者血清の多くに特異的な洗降帯を認め，特l乙好酸

球i首多症では Ouchterlonyの結果は診断の裏づけとし

て十分に役立つといわれている 17) 本症も感染時には好

i酸球増加を示す.

(3) 本線虫をラット，サノレに経口投与し，経時的採血

を行い抗体産生状況を Ouchterlony法と免疫電気泳動

法で調査した報告によると，サルの場合は， Ouchterlony 

法の方が抗体産生の経過を洗降線でよく表わし，電気泳

動法では確認されなかったといわれる.

乙のような報告側から勘案して，著者らが併用した作

用機序の異なる 2つの免疫診断法の組合わせは，本症の

浸淫状況を推測するに十分役立ったものと思われる.

まとめ

小笠原父島住民の広東住血線虫感染の疫学調査を実施

した.調査方法は，島民の本線虫抗体保有の有無を，本

線虫の粗抗原を用い補体結合反応と Ouchterlonyを併

用して検査し，次の結果が得られた.

① 補体結合反応で検査された54名中 1名は抗補体性

を示し， 1名は20倍以上の陽性結果を示した.その他の

検査された島民は全て陰性であった.

② Ouchterlony法では，以上の陽性者も含めてすべ

ての沈降帯は認められず，全員陰性であった.

③補体結合反応で陽性を示した岳民は，後日，検使

と血液像を観察したが，いずれも異常は認められなかっ

た.

以上の結果から，小笠原父島住民54名には本線虫感染

は認められず，これらの結果から島民におけるその浸淫

は，著しく低いか，皆無であることが示唆された.

謝辞稿を終るに当り，本調査に御協力を賜った千葉

大学医学部寄生虫学教室の皆様，又小笠原支庁村民課御

一同の方々に厚く感謝の意を表します.
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1974年度に分離されたA群溶連菌の薬剤感受性と菌型について

浅野洋子中柏木義勝ヰ 柴 田 実牢

徳江シゲ子申大久保 '1場夫牢

Antibiotics Sensitivities of Isolates of Group A Hemolytic Streptococci and 

Their Serotypes in 1974 

YOHKO ASANOヘYOSHIKATSUKASHIWAGI*， MINORU SHIBATAヘ
SHIGEKO TOKUEキ andNOBUO OHKUBO申

A total of 1，735 strains of group A hemolytic streptococci， which consisted of 1，153 isolates from 

the patients diagnosed as suffering from scarlet fever (group 0， 229 frol11 the patients other than 

:scarlet fever (group II)， and 353 from the healthy pupils (group III)， were tested for their sensitivities 
.against 16 antibiotics. 

Consequently， it was found that all the strains of 3 groups tested were sensitive against 5 drugs of 

:penicillin and cephalosporin groups， showing MICs of 0.0031.......0. 78mcgjml. The incidence of resistant 

strains to chloramphenicol was 76.6% in the group 1， 51. 9% in the group II， and 43.3拓也 thegroup 

III isolates respectively. The incidence to tetracyclin was about 85% in the both groups 1 and II， and 
-68.2% in the group III isolates， and the one to 9 macrolides was about 75% in the group 1， about 60% 
in the group II， and about 30% in the group III isolates respectively. 

The most prevalent serotype of the organism was type 12， and it accounted for about 75.......90% of 

the isolates of the groups 1 and II， and 47% of the group III. 

緒 E司

我々 は， 1965年以来， A群j容血レンサ球菌(以下溶連

菌と略す〉の各種抗生物質i乙対する感受性を測定し，そ

の年次的動向を報告し1ーへ考察を加えてきた.今回は，

1974年度l乙分離された狸紅熱，狸紅熱以外の溶連菌感染

症，及び，健康学童由来の溶連菌について，薬剤感受性

及び菌型について，検討したので，報告する.

材料ならびに方法

{共試菌株及びその収集施設

1) 狸紅熱由来株:1153株-…..札幌市立札幌病院，札

幌市立衛生研究所，都立荏原病院，都立豊島病説，都立

墨東病院，横浜市立万治病院，大阪市立桃山病院

の 狸紅熱以外の溶連菌感染症由来株:229株…・・・神

戸市立中央市民病院，松江赤十字病院

3) 健農学童由来株:353株…・・・大阪市立桃山病院，

横浜市立万治病院，都立衛生研究所

なお，これらの一部の菌株については，国立予防衛生

研究所又は，神奈川県衛生研究所において，群，型別が

行なわれた.

供試薬剤

Penicillin G (PC G)， al11inobenzylpenicillin (ABP 

C)， cephalexin(CEX)， chloramphenicol(CP)， tetracy園

clin(TC)， erythrol11ycin (EM)， oleandomycin (OL)， 

josamycin (JM)の8剤について検討した.なお，一部

の狸紅熱由来株については下記の薬剤も追加した.Leu-

comycin (LM)， propio町rlmaridomycin(PMDM)， 

acetylspiramycin (ACSPM)， mydecamycin(MDM). 

clindamycin (CLDM)， cephaloridine (CER)， cepha-

zolin (CEZ) 

これらの薬剤は，すべてー重量単位で供試した.

感受性測定法

上記菌株は， 血液寒天平板で集落選別後， tryptosoy 

broth (栄研化学〉で増菌し， tryptosoy agar C栄研佑

学〉を用いて，化学療法学会標準法(改訂された最小発

育阻止濃度 (MIC)測定法4つに従って， 感受性を測定

レた.

本東京都立衛生研究所微生物部細菌第二研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1 
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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Table. 1 Distribution of MICs of antibiotics calculated on group A hemolytic streptococci originally isolated from the patients of 

scarlet fever in 1974. 

h、Ar一1一討Nsbtoiro-atoI閥Bf S 

PC G ABPC TC EM  OL JM  LM  Pl¥在Dl¥在 A悶 MIMDMILCM CLDM CER CEZ 

1153 780 820 1153 1153 1153 1153 820 308 308 308 308 308 308 308 308 

MIC占ア¥(100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100%) (100持) (100%) (100%) 

三200 o 1 34( 2.9):862(74. 8J:866(75. ]);623(76.0)，228(74.1):226(73. 2):228(74.1)'226(73. 5):230(74. 8):228(74.1) 

100 10( 0.9):387(33.6)1 2( 0.2)1 2( 0.2)1 4( 0.5)1 0 1 0 1 0 1 0 1 1( 0.3)1 0 

50 251(21. 7);415(36. 0)1 1( O. 1)1 6( 0.5)1 0 1 0 1 0 1 1( 0.3)1 2( 0.6)1 0 1 0 

25 叫 8)2(01 山 o I 0 山 0 川 010

12.5 
関 5.5)お(3.1)1 7( 0 開~. ~~I :， ^ J ~~~. ~~I ~~~. ~J :~~. ~:I ~(1. 0)1: ~( 0.3) 

6.25 …… 3.125 131(11. 4)1 19( 1. 6)1 9( 0.8)1157(13.6)1 2( 0.2)1 1( 0.3)1 1( 0.3)1 30( 9.7)1 1( 0.3)1 0 1 0 

1. 56 。 。 。 13( 1.1)1 69( 6.0)1 4( 0.3)1 51( 4.4)1 3( 0.4)1 1( 0.3)1 22( 7.1)1 39(12.7)1 2( 0.6)1 2( 0.6)1 3( 1. 0) 。 。
0.78 。 。 127(15.5) 山 )141( 3.6) 引 0.3) れ 3)山 3)3(10)|附 9) 山 ) 叩 4)1 4( 1. 3) 。 。 。
0.39 。 。 555(67.7) o 1 1( O. 1)1 25( 2.2)1 0 1137(16. 7)1 33(10.7)1 1( 0.3)1 0 1 40(13.0)1 13( 4.2)1 6( 1. 9) 。 。
0.2 。 2( 0.3):136(16.6) 55( 4.8) 。 35( 4.3) 38(12.3) 。 。 1( 0.3) 46(14.9) 18( 5.8) 。 59(19.2) 

0.1 。 13( 1. 7) 2( 0.2) 122(10.5) 。 。 。 。 。 。 8( 2.6) 4~:1~. ~:I ~ 223(72.4) 

0.05 4( 0.3) 88(11. 3) 。 54( 4.7) 。 。 。 。 。 。 4( 1.3) 3( 1. 0)1 0 26( 8.4) 

0.025 58( 5. 0);591(75. 7) 。 2( 0.2) 。 。 。 。 。 。 。 。 54(17.5) 。
0.0125 797(69.2) 86(11. 0) 。 161(52.3) 。
0.0063 291(25.2) G 。 93(30.2) 。
0.0031 3( 0.3) 。 。 。 。
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成 韻

薬剤感受性

1) 狸紅熱由来株 (Group1) 

Table 1 f(示した如く， PC系及び cephalosporin系

に対しては，すべての菌株が，感受性を示した.即ち，

乙れらの MICの分布は， PC Gでは， 0.0031"'0.05μg 

jml， ABPCは， 0.0125"-'0.20μgjml， CERは， 0.0063 

"-'0.025μgjml， CEZは， O. 05.....___0. 20μgjml， CEXは，

0.10.......0.78μgjmlであった. これらの薬剤の試験管内

抗菌力を比較すると， PCGキCER>ABPC>CEZ>CEX

の如くであった.

次に CPf(対する MICの分布は， 0.78'"'-'100μgjml 

で， 1973年度のそれ3)と大差なかった.

TC f(関しては， MIC 25μgjml以上の菌株(耐性株〉

の比率を， 1973年度と比較してみると，ほほ同率である

が， MIC 100μgjml以上の菌株は， 1973年度の0.5%に

対し， 36.5%と急激な上昇を示している.

Macrolide (以下 Macと略す〉系抗生物質では， MIC 

200μgjml以上の高度耐性株は， 1973年度に急激な増加

を見せ， S〉約70%も認められた. 更に， 1974年度では，

約70持となり，いまだに耐性化の上昇傾向にあると思え

た.

2) 狸紅熱以外の溶連菌感染症由来株 (Group 1I) 

及び健康学童由来株 (Group][) 

狸紅熱以列、の溶連菌感染症患者から分離された菌株

(Group 1I)の各薬剤K対する MICの分布を Table2 

K示した.なお，狸紅熱以外の疾病の内訳は，急性咽頭

炎99件，急性扇桃炎.53件，慢性扇桃炎 9件，気管支炎10

{tj二， リンパ節炎 6件，中耳炎 2件，皮!蕎疾患 7件，急J性

腎炎12件， リウマチ熱2件，屑桃肥大3件，その他35件

であった.また，健康学童より分離された菌株 (Group

][)の MICの分布を Table3 f乙示した. PC系及び

cephalosporin系l乙対しては， Group 1Iも， Group ][ 

も，すべての菌株が，感受性を示し， その MIC は，

Group 1と同様の分布を示した.

CP f乙対しては，耐性株の割合は， Group 1では，

76.7%であるが， Group 1Iでは， 51. 9%， Group ][で

は， 43.3%と，順次開きがみられた.

TC f(対しては，耐性株の割合は， Group 1で、は，

85.3%， Group 1Iでは， 86.1%を占めているが， Group 

Eでは， 68.2%とやや低率を示している.

Mac系薬剤l乙対iノては，耐性株の割合は， Group 1 

では， EMが75.3%，0 Lが76.6%，J Mが76.5%であ

り， GrouplIでは， EMが61.1%，0 Lが64.2%，J M 

Table. 2 Distribution of MICs of antibiotics calculated on group A hemolytic streptococci originally 
isolated from the patients other than scarlet fever in 1974 

半世1-ABPC CEX CP TC  EM  OL JM 

229 229 229 229 229 229 229 229 
(100~の (100%) (100%) (100%) (100~の (100%) (100%) (100%) 

。 18( 7.9) 138(60.3) 145(63.3) 138(60.3) 。 73(31. 9) 。 。 。
50 25(10.9) 91(39.7) 1( 0.4) 。 。
25 94(41. 0) 15( 6.6) 1( 0.4) 2( 0.9) 1( 0.4) 

12.5 32(14.0) 2( 0.9) 2( 0.9) 。 4( 1. 7) 

6.25 4( 1. 7) 4( 1. 7) 2( 0.9) 2( 0.9) 2( 0.9) 

3.125 71(31. 0) 4( 1. 7) 1( 0.4) 19( 8.3) 。
1.56 。 。 1( 0.4) 3( 1. 3) 13( 5.7) 。 3( 1. 3) 。
0.78 。 。 3( 1. 3) 。 9( 3.9) 。 36(15.7) 5( 2.2) 

0.39 。 。 205(89.6) 。 。 1( 0.4) 22( 9.6) 63(27.5) 

0.20 。 1( 0.4) 17( 7.4) 5( 2.2) 。 16( 7.0) 

0.10 。 3( 1. 3) 3( 1. 3) 51(22.3) 。 。
0.05 1( 0.4) 215(93.9) 。 27(11.8) 。 。
0.025 。 10( 4.4) 。 。 。 。
0.0125 208(90.9) 。 。
0.0063 20( 8.7) 。 。
0.0031 。 。 。
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Table. 3 Distribution of MICs of antibiotics calculated on group A hemolytic streptococci originally 

isolated from the healthy pupils in 1974 

ミミM¥~阪~¥一m¥一c¥~gN/~mAo~in一rot一1fb¥一sio一trt一¥a1C一inS一s 
PC G ABPC CEX CP TC EM  OL JM 

353 184 180 353 353 353 353 184 
(100~の (100~の (100~の (100~の (100%) (100%) (100~の (100~の

:2:200 。 34( 9.6) 105(29.7) 108(30.6) 47(25.5) 

100 1( 0.3) 109(31. 0) 。 。 。
50 15( 4.2) 73(20.8) 。 。 。
25 137(38.8) 24( 6.8) 。 。 2( 1.1) 

12.5 56(15.9) 6( 1. 7) 1( 0.3) 4( 1.1) 。
6.25 46(13.0) 12( 3.3) 2( 0.6) 41(11. 6) 2( 1.1) 

3.125 85(24.1) 20( 5.7) 。 118(33.5) 。
1. 56 。 。 。 13( 3.7) 57(16.1) 1( 0.3) 42(11.9) 。
0.78 。 。 19(10.5) 。 18( 5.0) 。 25( 7.0) 1( 0.5) 

0.39 。 。 160(89.0) 。 。 。 15( 4.2) 89(48.5) 

0.20 。 1( 0.5) 1( 0.5) 91(25.8) 。 42(22.8) 

0.10 1( 0.3) 1( 0.5) 。 116(32.8) 。 1( 0.5) 

0.05 5( 1. 4) 12( 6.5) 。 36(10.2) 。 。
0.025 5( 1. 4) 154(83.8) 。 1( 0.3) 。 。
0.0125 260(73.7) 16( 8.7) 。
0.0063 82(23.2) 。 。
0.0031 。 。 。
Table. 4 Distribution of serotypes of Group A hemolytic streptococci isolated in 1974 

Source of the isolates I 
Serotypes 

I Total 
1 3 4 6 12 13 18 22 I ty~除able ……etl5l べ 121311019I1101 m fever I (2.2) I (5.7) I (5.3) I (1. 3) I (76. 7) I I (4.の (0.4)I (4.4) I (lC日〉

(0.5) I I (4.9) I (0.5) I (91. 4) I I I (2.7) I (100) 
τ 

Healthy pupils I 31 I 26 I 8 I 0 I 155 I 10 I 0 I 0 I 100 I 330 
S 104〕|(79〕l附 1 0 1仰の|川 | σ03〉|(m

Note : Figures in the Table indicate the number of isolates， and figures in parenthesis indicate 

per cent occupied. 

カ)60.7%，Group 1lIで、は， E Mが29.7%，0 Lが30.6%

JMが26.6%と，順次低くなる傾向にあった.

菌型

Table 41乙は，各自来別の菌型の分布を示した. 1974 

年度分離株のうち， Group 1で、は， 12型が最も多く，

76.7%を占め，その他， 3， 4， 18， 1， 6， 22型が認

められた.一万， Group 1Iでも 12型が多く， 91.4%を

占め，その他， 1， 4， 6型が認められた. Group 1lIで

も，やはり， 12型が多かったが，前二者と比べ，比率は

低く 47~らであり， urトtypableが， 30%も認められた.

考察

今回の成績で， PC系及び cephalosporin系薬剤に対

して，すべての菌株が，感受性を示した.特I[.PCGI乙

関しては，既報1-3)1乙述べた通り， いまだに一株も耐性

閣は分離されていない.Gezonめは， 実験的l乙invitro 

で PC耐性を獲得させると，溶連菌は，動物l乙対する病

原性を失い，溶血性も一時的にPから α又は rt乙変わる

と述べているが， ζの様な現象が， in vivoでも起ζ り

得るならば，今までの様な分離方法では， PC耐性溶連

菌は，今後も分離される可能性がないと考えられる.
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また，一方では， Chapmanのは， PC療法で治療でき

なかった心内膜炎の患者から， α溶血性の A群溶連菌

(un-typable)を分離しており，乙の菌株は，血液の種

類， (馬，羊，兎〉や，培養条件(inair， in COz)に

よっても，溶血性比差が出る事を報告している.また，

James7
)らは， リウマチ熱患者から，非溶血性のレンサ

球菌を分離しており， Lancefieldの沈降反応叫乙より，

A群18型であったと報告している.

これらの報告などから考えて， A群溶連菌分離方法と

して，現在一般に行なわれている F溶血の集落だけを拾

う方法では，不充分であると思われる.今後，特に溶連

菌感染症を疑われる患者からの分離株については， s溶

血以外の集落についても同定する必要があるものと思わ

れる.その事によって，現在見逃しているかも知れない

PC耐性溶連菌も検出できる可能性もあろう.

~15 ， P C系と化学構造及び抗菌作用の類似している

cephalosporin系薬剤に関しても，今後，耐性菌が出現

するかどうか，注目される.

今回供試した薬剤のうち， PC系および cephalosporin

系を除く他の薬剤lこ対して，各由来株とも，多少の差は

あるが，耐性化の傾向にあるという点では一致してい

る.

特l乙Mac系薬剤の場合，耐性化が著しく， MIC 200 

pgjml以上の高度耐性株が，約 75% (Group りにも

達している.

すでに， 2，，-， 3年前より，溶連菌感染症におけるMac

系薬剤の第一次選択剤としての価値が失われてきている

にもかかわらず， ζの様な耐性化の傾向は，他の疾病の

治療面での使用がいまだ多いためと解釈される.小栗

らのも，健康学童からの分離株で， TC耐性の出現頻度

に，地区別の差があり，医療の普及している地区ほど，

耐性菌の出現が多いと述べている.このことは，単に

TCI乙限らず， Mac系薬剤などにも当てはまるものと

思われる.

一万，生方ら 10)は，実験的l乙phageIこよって諮連閣

の薬剤耐性が伝達された事を報告しており，耐性獲得の

メカニズムも近い将来解明されていくものと思われる.

繭型i乙関しては， 1963年以前は， 6型が，主導型であ

ったものが， 1964"-'1970年の間では， 4型が主導型にな

り， 1971年頃から12型主導型へと変換していった 11，12)

1974年度でも，その由来にかかわらず， 12型が主導型で

あり，現在の流行菌型であることを示している.

また，宮本ら 12)は，急激に4型の増加をみた 1964年

頃， TC耐性株が急激I乙i首加している ζ と，及び， 1973 

'"'-1974年度の著しい12型の偏向と Mac系薬剤l乙対する

耐性菌の急激な増加をみると，菌型と薬剤耐性との相関

は否定し難いと述べており，今後更に12型が増加してい

くのか，あるいは，菌型の交代が起こるのか，興味ある

問題である.

一万，健康学童由来株 (Group亜〉では， 12型以外

の菌型も多く見られている.宮本ら∞の報告でも，健康

保菌者の菌型は，患者K少ない菌型が多く認められると

述べており，菌型と病原性との関連性は，薬剤耐性との

相関とともに，今後l乙残された課題である.

なお，今回は，特l乙地区別の検討は行なわなかった.

結論

1974年度は分離された狸紅熱由来 A群溶連菌 1153株

(Group I)， 狸紅熱以外の溶連菌感染忠由来A群諮連

菌229株 (Group]l)，及び，健康学童由来A群溶連菌

3531朱 (Group亜〉民対する，各種抗性物質の感受性及

び、菌型について調査し，次の結論を得た.

1) PC系及び cephalosporin系薬剤に対しては，各

由来株とも，すべての菌株が感受性を示し，その誌験管

内抗菌力を比較すると次の如くであった.PCGキCER>

ABPC>CEZ>CEX 

2) CP I(関して， 各由来別l乙耐性株の比率を比較す

ると，最も高いのは， Group 1 (76.69のであり，次い

で， Group JI (51. 99の，最も低いのは， Group 1lI (43. 3 

?のであった.

Group I I(関しては， 1973年度の MICの分布とほと

んど差はなかった.

3) TC耐性株では， Group I及び Group]lは，ほ

ぼ同率(約85%)であり， Group 1lIは，三者の中ではー

番低率 (68.2%)であった.

4) Mac系薬剤 9剤について， その薬剤聞における

耐性株の比較では，ほとんど差はなく， Group Iでは，

約75%，Group]lで、は，約60%，Group][では，約30%

の耐性閣が認められた.

5) 1974年度の流行菌型は， 1973年度と同じく， 12型

が首位を占めていた.その内訳は， Group 1及びGroup

Iでは，約75"-'90%を占めており， Group置では，比較

的少なく 47%であった.
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梅毒感作血球凝集反応 (TPHA)の自動化によるマイクロタイタ一法の検討

村田以和夫*堀 幹郎* 宮 沢 貞 雄 *

加納嘉子*大久 保 '1場夫*

Evaluation of a Modified Automatic Micro-Hemagglutination Assay for 

Treponemαpαllidum antibodies 

IWAO MURATAヘMIKIOHORI*， SADAO MIYAZAWAヘ
TAKAKO KANOH* and NOBUO OHKUBOキ

患者 広司

われわれはりすで、l乙VVH02)が推奨している， Micro-

Hemagglutination Assay for Tr.φonema pallidUJn 

Antibodies (MHA-TP法〉と，従来の TPHA3)とを比

較検討し， さらに， この結果民基づいて考案した改良

MHA日 TP法と， MHA-TP法について比較誠験を行な

った.その結果，従来の TPHAと比較して MHA-TP

法は，特異性l乙差が認められなかったが，鋭敏性，抗体

価一致数および偏差の点、に問題が見出された.一方，わ

れわれの改良 MHA-TP 法では， 4倍稀釈法の採用と

V型トレイ料を使用した乙とによって， MHA-TP法

(2倍稀釈， U型トレイ牛*)t乙比べ抗体価一致数と偏差

l乙著しい向上が認められた. そして， これらの成績か

ら，マイクロ TPHAの国内標準化にむけて 1つの方向

性を見出すことができた.しかしながら，正確に 7.5μ

を滴下できるドロッパーの開発や，抗体価一致数の向上

および偏差を 1管差の許容範囲内にとどめ，かつ，再現

性が高い改良方式の開発など若干の問題が残されてい

た.そこで今回は，オートダイリューター料とオートド

ロッパー料を組合わせた自動化の改良プログラムを作成

し，従来の TPHAを指標l乙，特異性，鋭敏性，抗体価

の一致性，偏差および反復性について比較検討した.

材料および方法

A.材料:梅毒診断のために当所へ送付された血清の

うち， TPHA従来法陽性140例， 80倍(土)10例，および

陰性56例，計206例を選び被検血清とした.

B.試薬:“梅毒抗原"料*試薬キット CodeNo. FD 

料 CookeEngineering Company製

*申*富士臓器製薬株式会社製

101を用いた.

C.方法:a. Automated Quantitative Micro-

Hemagglutination Assay for Tr，φonema pallidum 

Antibodies (AMHA-TP注)-W耳Oが推奨する 2倍稀

釈法による自動化プログラムりは従ったが， 指定のU型

トレイをV型民改めて実施した.この際， TPHA従来法

は AMHA-TP法l乙合わせて 2倍稀釈法で抗体価を測

定した.

b.改良 AMHA-TP法一改良 MHA-TP法で有用

性が認められた 4倍稀釈法l乙準じた改良 AMHA-TP法

のプログラム (Table1)および，ピペットによる1: 20 

の基礎血清稀釈法を採用し，同一検体につき，従来の

TPHAとU型ならびV型トレイを用いた改良 AM担A-

TP計3法を，同時同一条件下で次のとおり実施した.。オートドロッパーにトレイをセットし， A例を除

くBから E例までの全 CupI乙吸収稀釈液を 3滴 (0.075

ml)づっ滴下する.

2) 0.5mlのピペットを用いて，0.05mlの原血清を

小試験管に取り， 0.95mlの吸収稀釈液を加えて 1: 20 

の稀釈血清を作る.

3) 室温で30分間以上放置して充分な吸収を行なった

後， トレイ AJUの各 Cupt乙O.lmlづっ 1: 20の稀釈

血清を移す.

4〉 分注を終えたトレイをオートダイリューターにセ

注)AMHA-TP法の基本的万式:1) O.lmlのピペ

ットを用いて 1: 20の基礎血清稀釈を行なう.2) オー

トダイリューターで2倍血清稀釈を行なう の 1 : 6.5 
血球浮液を稀釈血清量 (0.025ml)の3倍量(オート

ドロッパーで3滴=0.075mりを滴下して，終末濃度で

抗体価を表示する.以上3要素からなる.

本東京都立衛生研究所微生物部細菌第二研究科 160 東京都新桔区百人町3-24-1
本 TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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Table 1 Procedure for Dilution of Reagent， Antigen and Absorvent in Modified AMHA-TP* 
Program (in 4-fold dilution) 

Cup No. 

Serum Dilution 

Diluted Test Serum ml. 

Absorbing Diluent ml. 

Unsensitized Cell ml. 
Sensitized Cell ml. 

1 : 20 

0.1一一

I 官制品 IV V 

1 : 80 1 : 320 1: 1280 1: 5120 

0.025¥ 0.025、 0.025、 0.025¥ 0.025 
)ノ)ノ!ノ)ノ

0.075/' 0.075/' 0.075/' 0.075/' discord 

0.0075 0.0075 0.0075 0.0075 

Reading 

+ 

⑧
③
①
 

0.0075 

* Automated quantitative Micro-Hemagglutination Assay for Treponema pallidum antibodies 

ットレ，スイッチを入れる. ~ A列の Cup ~乙は未感作血球浮激液を (7) と同様の

5) 12本のJレープは自動的に上下，回転，休止しなが 操作で 1滴づっ滴下し，つづ、けてマイクロミキサーを 1

ら， PBSで洗浄後，炉紙で清拭され， JlI良次回転混合し 分間程度強震する.

ながら A列から E列まで移行し， 4倍稀釈操作を完了す の血球の均等混和を確認して，ミキサーからトレイ

る. をはずし，空のトレイで葦をして 1夜室温l乙静置する.

6) 稀釈操作を終えたトレイをオートダイリュータ- 10) 翌朝，テストリーディングミラー料を用いて判定

からはずし.マイクロミキサー料l乙セットする. する.判定の基準は Fig.1のとおり， U型とV型のト

7) 1滴が 7.5μJになる試作の微量ドロッパー材料 レイの場合，それぞれ血球凝集像が異なる.陽性終末点

を用いて，従来法と同濃度の感作血球浮潜液をA列を除 は1(+)をもって判定レ，抗体価は血球の滴下量を計算

くBから Eまでの全 Cup~乙 1 滴づっ， ミキサーを弱震 に入れずに従来法どおり血清稀釈倍数で表示する.

しながら手操作で滴下する.

Fig. 1 Comparison of degree of hemagglutination pattern between U-shaped cups and V-shaped cups 

U-shaped cups 
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C. 反復性テスト:供誌血清として，従来法で陰性を

示した血清と， 1: 80， 1: 320， 1: 1280， 1: 5120の抗

体価を示した陽性血清をそれぞれ5本づっ選び， 5回の

テストをくり返した.反復性の成績は延べ抗体価一致回

数/延べ検査回数で表示して， UおよびV型トレイ使用

キキ**日本硝子重器株式会社製

の改良 AMHA-TP法と従来の TPHAを比較した.

実験成績

1 AMHA-TP法 CV型トレイ， 2倍稀釈法〉の検討

Fig. 2はV型トレイを用いた AMHA-TP法と， 従

来の TPHAの成績を対比したものである.

特異性，鋭敏性ともに 100%と良好な成績を示し，さ



4. 従来法および改良 AMHA-TP2法の反復性l乙関

する検討

Table 2は従来の TPHAとU型およびV型トレイ使

用の改良 AMHA-TP2法の反復性を比較したものであ

る.許容範囲を含まない抗体価一致数で比較した結果，

反復性の成績は著明な差違が認められた.すなわち，従

来法の反復性は，延べ 125間のテストの結果 103回の抗

Conventional TPHA (1 /titer) 
Fig. 3 Comparison between results obtained 

by conventional TPHA and modified AMHA-

TP (in 4 fold dilution with U-shaped cups) 

Note; n=206， positive=150， negative=56 (in 
square) 

Conventional TPHA ( l/titer) 

Fig. 4 Comparison between results obtained 

by conventional TPHA and modified AMHA-

TP(in 4 fold dilution with V-shaped cups) 

Note; n=206， positive=150， negative=56 (in 

square) 

(67.3%)のものが一致し， 1管差のものを含めると

99.5%と量高の一致率を示した.
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らに抗体価一致数で、は150例中77例 (51.3%)が一致し，

I管差の許容範囲を含む一致率は93.3%とほぼ満足すべ

き結果であった.

しかし，最大偏差 (3管〉および抗体価一致数の点

で，改善の余地が残されている乙とが指摘された.

2. U型トレイ使用の改良 AMHA-TP法 (4倍稀釈

法〕の検討

Fig.3はU型トレイ使用の改良 AMHA-TP法と従

来法とを比較したものである.

定性的な比較では，特異性の面で良い成績を示した反

面，鋭敏性で AMHA“ TP法 (V型トレイ， 2倍稀釈〉

より 4.7%低下した.

従って，抗体価の一致数は 150例中49例 (32.39の と

少数で， 1管差の例を含めても， 89.9 %と低率であっ

た.加えて， 150例中 84例 (56.0%)R.1管の低下が認

められ U型トレイ使用の MHA-TPおよび改良 MHA司

TP法と同様の傾向が認められた. また最大偏差は自

動化4倍稀釈法の採用によって 2管差にとどまり，改良

MHA-TP法の最大偏差値と一致した.

3. V型トレイ使用の改良 AMHA四 TP法 (4倍稀釈

法〉の検討

Fig.4はV型トレイ使用の改良 AMHA-TP法と従

来法を比較したものである.

特異性および鋭敏性については，ほぼ満足すべき結果

が得られた.また，抗体価一致数では， 150例中 101例
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AMHA-TP法はほぼ一定した成績を示したのに反し，

U型トレイを使用した場合には，各抗体価血清ごとの一

致数i乙バラツキが認められた.さらに， 1: 5120の高い

抗体価血清において，従来法はピペットによる持ち込み

誤差が少ないことを反映して， 22/25と高い反復性を示

し， V型トレイ使用の改良 AMHA-TP法は従来法l乙次

いで18/25と良好な反復性を示した.しかしながら， U

型トレイ使用の改良 AMHA-TP法は 4/25と反復性の

低下が著しかった.

56 

体{回一致を示し， また V型トレイ使用の改良 AMHA-

TP法では， 109聞と従来法を上まわる成績が得られた.

一方， U型トレイ使用の改良 AMHA-TP法は上記2法

に比べ， 125回のテストのうち 71回と極端に低い反復性

を示した.また，各抗体価ごとに比較すると，判定l乙際

し最も重要な 1: 80陽性血清では，改良 AMHA目 TP2 

法が従来の TPHA 反復性を上まわり，特l乙V型トレ

イ使用の場合は， 20/25と高成績を示した. 1: 320およ

び1: 1280の血清では，従来法と V型トレイ使用の改良

Table 2 Repetition of titer-aggreements between conventional TPHA and modified AMHA.TP 

(in 4-fold dilution) 

Modified AMHA-TP 

V-shaped cups 

25/25 

20/お

22/25 

24/25 

18/25 

109/125 

U-shaped cups 

25/25 

16/25 

9/25 
17/25 

4/25 

71/125 

Conventional TPHA Number 
of tests 

円

b
F
D

目

h
U
F
O

同

b

Number of 
sera tested 

H
b
F
D
F
O
p
b

目

hu

Titer 

1:0 

1 : 80 

1 : 320 

1 : 1280 

1 : 5120 

25 25 Total 

稀釈法で実施の 2法と 4倍稀釈による改良 MHA-TPお

よび改良 AMHA-TPの4法，計 6法について比較した

ものである.特異性と鋭敏性については， 6法聞に有意

の差が認められなかったが，抗体価の一致性，偏差，お

よび反復性については，それぞれ明らかな差違が証明さ

れた.特l乙抗体仰の一致性については 6法問の変動が顕

5. MHA-TP法と改良 5法による成績の比較

Table 3はすでに報告した MHA-TP法と改良 MHA

-TP法の結果1)ならびに今回検討した改良 AMHA-TP

法の術式の改良効果l乙関する成績をまとめて記載したも

のである.すなわち，手操作による MHA-TP法と，自

動化による AMHA-TP法lζ区分し， WHO推奨の 2倍

Comparison of reactivities between MHA-TP and 5-modified micro-TPHA methods 

No. of titer-Deviation-No. Repetition of 
Sensitivity agreement of tube (No. titer-agree-

(~ら) (~ら) of sample 9ら) ment (%) 

Table 3 

Dilution Specificity 
(9る〉

Shape Method 

47/104 1--2 
(45.2) (40.4) (13.5) 

44/104 1--2 
(42.3) (54.8)( 2.9) 

77/150 1--3 
(51.3) (42.0) (0.7) 

49/150 1--2 71/125 
(32.3) (57.6) (10.0) (56.9) 

101/150 1 109/125 
(67.3) (32.2) (87.2) 

Repetition of titer-agreement 103/125 
obtained by conventional TPHA (82.4) 

(44.4) (0.7) 

Modified 

28/144 
(19.4) 

136/144 
(94.4) 

102/104 
(98.1) 

103/104 
(99.0) 

150/150 
(100.0) 

143/150 
( 95.3) 

146/150 
( 97.3) 

33/33 
(100.0) 

33/33 
(100.0) 

33/33 
(100.0) 

25/ 25* 

14/25 

21/25 

21/25 

22/25 

103/125 

* Total number of titer-agreementsjTotal number of tests 

2-fold 

4-fold 

U 

U 

Standard 

MHA-TP牢

56/56 
(100.0) 

56/56 
(100.0) 

56/56 
(100.0) 

4-fold 

2-fold 

4-fold 

V 

V 

U AMHA-TP料 Modified

4-fold V 

* Micro-Hemagglutination Assay for Tr，φonema 1うallidumantibodies 

料 Automatedquantitative Micro-Hemagglutination Assay for Tliψonema pallidum antibodies 
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著であり， MHA-TP法と改良 5法との聞に，それぞれ

有意差が認められた.さらに，改良4法では， U型トレ

イ使用の場合と， V型トレイ使用の場合との成績はは，

明らかな差違があり，しかも V型トレイ使用の改良MH

A-TP法と AMHA-TP法 (2倍稀釈法)， および改良

AMHA-TP法 (4倍稀釈法〉 との問にそれぞれ有意の

差が認められた.

偏差については， V型トレイ使用 4倍稀釈法による改

良AMHA-TP法は， ほとんどの成績が 1管差にとどま

り，他の 5法と比較して著しい改良効果が認められた.

加えて，反復性についても従来の TPHAと同等の成縞

を示し，有意差も認められなかった.

以上の成績を総合して， V型トレイ使用の改良 AMH

A司 TP法は他の 5法l乙比べ，卓越した改良プログラムと

し1える.

考察

WHOは梅毒血清反応における TPHAの有用性l乙着

目し，あわせて手技の簡便性や能率性および，誌薬，血

清量の節約による経済性を向上させるために，手で操作

する AMHA-TP法と自動イじによる AMHA-TP法を

推奨し，世界各地で講習会を催すなど普及l乙努めてい

る.わが固においても，マイクロ TPHAの手技2，4)およ

び報告ト10)が発表されて以来， マイクロ TPHAを誠み

る機会や機関が年々増加する傾向にある.

マイクロ TPHAの国内標準法が定められていない現

在，術式や判定基準などの不統ーがみられるので，マイ

クロ法の検討を早急に行なって標準化をはかり，梅毒血

清反応検査指針3) I乙取り入れてゆく必要があると考えら

れる.

そこで今回， MHA-TP法と AMHA-TP法における

問題点を指摘し，次いで検討結果をもとに改良法を誌

み，従来の TPHAIc:.匹敵する結果が得られたことは標

準化にむけて一定の方向性を示したものとして意義があ

ろう.しかしながら，現在，マイクロ法特有の欠点を器

具，機材の方面から改良する試みがなされ，すでに市販

されつつあるので，さらにプログラムの改良も必要と考

えられるが，器具，機材の検討も今後に残された課題と

思われる.

今回行なわれた一連の比較試験の成績から，改良効果

を発揮するための要因を分析すると，次の 4点l乙大別さ

れる.

1. 自動化と 4倍稀釈法の採用は次にあげる誤差を減

少し，成績のバラツキの問題を解決できるものと思われ

る.(ア)ダイリューターと Cup壁の接触は起因する誤差，

(1)技術的に未習熟なための誤差， (ウ)基礎血清稀釈をピペ

ットで行なわないための誤惹， (エ)乙れらの複合誤差およ

び操作囲数で増幅される誤差などが考えられる.

2. U型トレイでは総じて 1'""2管程度，抗体価が低

下する傾向をホし， V型トレイでは 1管程度抗体価が上

昇する傾向を示したことはU，Vトレイ双方の構造上の

相還はもとづくものと推察される.すなわち， Uおよび

V型トレイの最大内径 (U-6. Omm， V -6. 9mm)および

容量 (U-0. 25ml， V由 0.325ml)の相違がある.従って，

ダイリューター(ノレープ〉の直径 (4mm)と Cup内

径との差がそれぞれ異なり，さらに血清および吸収稀釈

液の粘調度が高いなどの関係から，物理化学的な力が働

いて血清つり上げ量を左右し， U型トレイではマイナス

誤差， V型トレイではプラス誤差となったものと推定さ

れる.

マイクロタイターハンドブック 11)に記載されているプ

ラスチックトレイの静電気的荷電状態については，今

回，特l乙注意をはらわずに良好な成績を得たことから，

乙のことは誤差を生じる大きな要因とは思われない.し

かしスチレン製リヂットタイプのU型トレイにも V型と

同じ内径 6.9mmのものが市販され，また静電防止剤の

ような製剤も市販されているので，これら製品の応用を

誌みる必要があろう.

3. V型トレイのもう 1つの利点、は判定がしやすい点、

であろう .U型l乙比べV型トレイは震動lζ弱く，凝集換

の保持l乙難があり，弱陽性例では陰転しやすいといわれ

ているが，われわれの経験で、は，敏速な操作と震動にさ

え注意すればさほど問題にはならなかった.むしろ，未

凝集血球が中心に点状l乙集まり，凝集塊はその周聞にの

み荏在するために，凝集塊の有無を容易に確認し得る利

点、がある.朝川ら 12)は，血球凝集反応における終末点の

血球塊の車径と血清稀釈倍数との間l乙一次の回帰が成立

することを利用して，凝集{出を客観的に定量することが

できると報告している.同様の傾向は，従来のTPHA

の終末点の判定にあたってしばしば経験されており，判

定者は経験的にこのような相関をとらえ終末点、を主観的

に決定することが多い.U型トレイを用いたマイクロ法

でも，これと同様のケースが多くあり，終末点の判定に

あたっては，血球円の大きさや凝集塊の有無について，

少なくとも血球円の内側および外側両面から観察しなく

てはならない.これらの繁雑さや，事実上，マイクロ法

による血球円の直径などは計測することが不可能である

ことから， V型トレイの有用性は強調されるべきであろ

っ.
4. ハンドリングによる改良MHA-TP法の検討段

階では，血球の滴下l乙ディスポーザブ、ノレ注射針 (25G)
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をつけたツベルクリン用の注射筒 (1滴が8〆土3μり

を用いたが，今回は 1滴が正確に 7.5μfになる微量ドロ

ッパーを開発レ，製品化することができた.その結果，

従来のTPHAと同様，血清血球濃度比を正確に 1: 11 

l乙規定し，精度を高めることができた. また，現在，

TPHAの試薬キットは 4倍稀釈法による血球および吸

収稀釈液の平衡消費量にもとづいて，製造され包装され

ているので， 2倍稀釈法の術式で実施すると消費量のバ

ランスがくずれ，特l乙血球消費量が吸収稀釈液の消費量

を上まわり，非常に無駄が多い.従って，マイクロ 4倍稀

釈法は，さらに経済性を高めるために有用であるが，既荏

のドロッパーだけでは実施できないので，今回開発した

微量ドロッパーの有用性はかなり高いものと思われる.

ζれまで述べてきた，一連の試験成績から明らかなよ

うに，すべての血清反応を 2倍稀釈法で実施して，むや

みに高い抗体価を求めるより，むしろ基礎血清稀釈を厳

密に行なったうえで，病気の診断など必要な抗体価の消

長範囲を中心l乙，最大限 5管程度比しぼって稀釈操作を

完了させる必要がある.また，総合的なマイクロ法の問

題点はTPHAI乙限らず，すでに，細菌やウイルス分野

での血清学的検索においても経験されているので， ζれ

らの考察をもとに，それぞれの分野で，使用目的にかな

った術式を選定し，またプログラムを考案してゆく必要

があろう.

最後に， トレイの頻回使用による Cup底のキズやよ

ごれは判定を誤まらせるので，洗浄方法などについても

細心の注意をはらうことが望まれる.

結論

従来のTPHAを指標l乙， WHOが推奨し普及l乙努め

ているMHA--TP について比較検討し，その結果にも

とづいて4倍稀釈法の改良AMHA-TPフ。ログラムを

考案した.それぞれU型およびV型トレイを用いて，同

時間一条件下で比較試験を行ない，特異性，鋭敏性，抗

体価一致性，偏差，および反復性について総合的に検討

した.

1. 改良AMHA-TP法 (V型トレイ使用， 4倍稀

釈法〉は， WHO推奨のMHA-TP(U型トレイ使用

2倍稀釈法〉を含む他の 5法を上まわる改良効果を示

し，さらに，乙の成績は，ほぼ従来のTPHAの成績に

匹敵するものと考察した.

2. V型トレイはU型トレイと比較して，終末点の判

定が容易かつ明瞭で、あり，さらに， 4培稀釈法l乙必要な

微量ドロッパー (1滴が7.5μ1)の有用性とともに，マ

イクロ TPHAにおける V型トイレの有用性が確認され

た.

(本研究の概要は，第21囲日本臨床病理学会総会， 1974 

年10月で発表した.) 
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1974年春以降東京都に発生したかぜ疾患の病因に関するウイルス学的研究

矢野一好本柳津靖子*伊藤忠彦ヰ

薮内 清*岩崎 謙 二 *

Virological Stu.dies on Respiratory Disease in Tokyo il1 1974 

KAZUYOSHI Y ANO七 YASUKOYANAGISAWAぺTADAHIKOITOヘ
KIYOSHI Y ABUUCHI* and KEN]I IW ASAKI中

信者 E司

ミキソウイルス，ノfラミキソウイルス，アデノウイノレ

ス，ピコルナウイルス等，多数のウイルスが，かぜ疾患

の病因となることが明らかとなった現在，かぜ患者の病

因検索は当然，数多くのウイルスを対象l乙行わなければ

ならなくなっている.都内i乙発生した集団かぜ患者の病

因検索l乙当り，著者らは，従来インフルエンザ，パライ

ンフルエンザ，アデノ，エンテロの各ウイルスを対象と

して行ってきたが， 1974年以降の検索には，ライノウイ

ルスも検索対象に加えた.なお，ライノウイルスについ

ては，わが国において，ほとんど究明されていないの

で，都民間のライノウイルス感染流行実態を検討するた

め， 1973年にひきつづいて， 74年も血清疫学調査を行っ

たので，その概要を報告する.

検査材料と方法

ウイルス分離試験 ウイルス分離用検体として，急性

期に採取した患者うがい液を用いた.インフルエンザウ

イノレスの分離には，ふ化鶏卵を，アデノ，パラインフノレ

エンザ，エンテロの各ウイノレスは， FL， HeLa， Hep2， 

Vero， CMKの各細胞培養を用いて行った.術技は，既

報の通りである 1) ライノウイルスの分離は， HEL細

胞を用い，川名らの術技l乙準じて行った 2，3)

血清試験患者の病因解明は，急性，回復両期血清を

そろえ，インフルエンザ，アデノウイルスは，補体結合

反応により，パラインフルエンザウイルスは，赤血球凝

集抑制試験 (H1試験〉によって行った.術技は，既報

の通りである 1) エコーウイ jレスは，中和試験によって

行った. HEL細胞を用いマイクロタイタ一法により，

100TCID5o量のウイノレス感染を阻止した被検血清最大希

釈倍数をもって，その中和抗体価とした.ライノウイル

スは，HEL細胞を用いたマイクロタイタ一法により，

1A型 (ECH028除)， 2型 (HGP株)， 13型 (353株).

14型 (1059株)， 30型(106F株)I乙対する中和抗体価t

を， )11名らの報告に準じて測定した 3)

健康者血清は，別の目的をもって， 1974年6月，およ

び10月比採取した都内居住者の血清である.ライノウイ

ス中和抗体の在否は，被検血清 1: 8希釈で30-50TCr

D50量のウイノレス感染を担止するか否か，によって判定

した.誌験ウイノレス株，および術技は，患者血清と同じ

である.誠験l乙用いた HEL細胞は， 8 "'-'28代継代のも

のである.

検索成績と考察

集団かぜ患者の病因検索成績

1974年2月以降，都内l乙発生した集団かぜ患者の病因

検索状況と結果は，表 1の通りである.

74年々頭のインフノレエンザB型ウイルスの流行にひき

つづいて， 2月下旬から 4月中旬までインフルエンザA

型ウイルスの流行が， 5月から11月まではアデノウイノレ

スの流行が， 12月以降再びインフルエンザA型ウイルス

の流行があった.

エコー 5型ウイノレス感染による患者発生は， 7月とl()，

月l乙1集団づつみられた.

7月のエコー感染集団では，患者 5名中 3名の急性期

うがい液からウイノレスを検出，免疫血清を用いた中和誠

験によって，エコー 5型ウイルスと間定した.急性，回復

ペア血清を用いた中和試験では， 4名中 3名lこ分離株に

対する有意抗体上昇があった.

10月のエコー感染集団では，患児 5名中 3名からエコ

ー5型ウイルスを検出し，急性，回復ペア血清の中和試

験でも 5名全例l乙有意抗体上昇があった. 5名中 1名は

中東京都立衛生研究所微生物部ウイルス研究科 160 東京都新宿区百人町3-24-1

本 TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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表 2 1974年10月N保健所管内l乙発生した集団かぜ検索状況
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表 3 1974年4月M保健所管内l乙発生した集団かぜ検索状況

A
V
一
φ
A
V
A
V

。一AV
A
V
A
V

患者ウ イルス分離

I.K 

A.W 

K.K AHK 

S.1 AHK 

1A 

ライノウイルス中和抗体価

2 13 14 30 

<8 <8 <8 

<8 <8 <8 

<8 <8 <8 

<8 <8 <8 

<8 <8 <8 

<8 <8 <8 

<8 <8 <8 

<8 く8 <8 

0

0

0

0

…0
0

0

0

一0
0
0
0

<
<
一
<
<
一
/
¥
<

0
0
0
0

一O
G
o
o
-
0
0
0
0

<
一
<
<
一
<
<

3lzl 

一一
一

A
v
m

補体結合反応

イB

<8 

<8 

<8 

二三128

AHK:インフルエンザAホンコン型ウイルス イA:インフルエンザA型ウイルス

イB:インフルエンザB型ウイルス AD:アデノウイルス

<8 

<8 

日
一
A
V
A
V
一
A
W
A
V
一
A
V
A
V
一

q
d

ライノウイルス30型民対しても，有意上昇を示した(表 液から， 1株も検出されなかった.患者の急性，回復ぺ

2). ア血清 151組について，前記 5つのウイノレス型に対する

インフノレエンザA型ウイルス感染は， 74年 2月から75 中和抗体価を測定したが，有意上昇があったのは，わず

年 2月までの検索集団58例中， 30例で確認され，患者う かに， 2組であった.いづれも30型ウイノレスに対する上

がい液から61株のAホンコン型ウイルスを検出した.乙 昇であり， 1例は74年4月の発生例で，インフルエンザ

れら分離株の詳細な抗原分析は，別報l乙述べた 4) A型ウイノレスが分離された(表 3).他は10月の発生例

アヂノウイルス感染は， 6集団で確認され18株のウイ で，エコー 5型ウイルス応対する有意抗体上昇もみられ

ルスを検出した. た(表 2).以上は，限られた型の検索結果ではあった

ライノウイルスは， 58集団 354件の急性期患者うがい が，学童の集団かぜ患者におけるライノウイルスの病菌
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的役割は，それほど大きくないと考える.ライノウイノレ

スの病図的役割は，検索対象ウイルスの型，検索対象年

令を広げ，軽症々例をも合めた一調査を行って，結論を下

すべきであろう.

同一な症状が，いくつかの異ったウイルス感染によっ

てひきおこされる乙とがわかって来た今日では，多角的

な病因検索は，病問肯定の観点からばかりでなく，否定

の観点からもますます意義をもつようになって来てい

る.従って，その病因の多様性を考慮し，幅広い検索の

必要性を痛感した.

ライノウイルスの血清疫学的調査都民間における，

ライノウイルス感染流行実態を明らかにする目的で， 73 

年の調査にひきつづき， 74年における健康都民のライノ

ウイルス， 1 A ， 2， 13， 14， 30型i乙対する中和抗体保

有状況を調査した.

調査結果は，表 41乙示した.また，ウイルス型別中和

抗体保有率の年令推移は，図 1の通りで，加令i乙伴って

抗体保有率の急上する 1A，2， 30型と，上昇の緩や

かな 13，14型の両ノfターンi乙分類されたのは， 73年の

調査とほぼ同様であったが，各型とも，とくに13型にお

いて， 74年の保有率が73年比比べて明らかに低下してい

た 5)

6月期，および10月期における中和抗体保有率の変動

の大きさから， 73年には， 1Aと13型ウイノレスの感染が

あったと考えたが， 74年の調査では， 30型ウイルスの感

染流行があったものと推察した.

一方， 73年12月から74年12月までに採取した集団かぜ

患者血清 302例について，上記5つの型のライノウイノレ

表 4 健康都民のライノウイノレス中和抗体保有率〈抗体価迄1: 8) 

検査件数 1A型 2 型 13 型 14 型 30 型

年次年令区分 6月 10月 6月 10月 6月 10月 6月 10月 6月 10月 6月 10月

。叩2

3-5 

o 8 -- O. 
6 0 0.0 

0.0 -- 25.0 -- 0.0 -- 0.0 

0.0 -- 16.7 -- 0.0 -- 0.0 

'73 6-9 14 20 28.6 5.0 0.0 5.0 42.9 20.0 0.0 0.0 28.6 20.0 

10-19 20 70 25.0 24.4 20.0 17.8 55.0 26.7 10.0 7.7 50.0 27.8 

20-20 18 4 72.0 25.0 33.3 25.0 50.0 0.0 27.8 25.0 50.0 50.0 

乙30 30 4 56.6 50.0 50.0 50.0 56.7 25.0 13.3 0.0 86.6 75.0 

0四 2 3 13 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 

3-5 36 11 8.3 0.0 2.8 0.0 11.1 0.0 0.0 0.0 13.9 0.0 

'74 6-9 68 37 1. 4 1. 2 5.8 0.0 7.3 1. 2 2.9 0.0 7.6 1. 2 

10-19 69 94 5.8 9.5 14.5 13.8 15.7 9.6 2.9 1.1 43.5 16.0 

20-29 51 44 41.2 33.3 27.5 22.7 15.7 13.7 13.7 2.2 45.1 29.5 

~30 115 72 31.3 37.5 42.6 36.1 16.5 13.0 13.0 8.3 55.7 51.4 

スl乙対する中和抗体価を測定し，抗体保有状況の季節別

変動をみると，表 5の通りになる.30型l乙対する抗体保

有率のピーク (58.2%)は， 74年 2月から 4月比あり，

高い抗体価を示したものも同時期比多くみられたので，

都内lζおける30型ウイルスの流行ピークは， 74年2月か

ら4月にあったと考える.

30型以外の各型ウイルスに対する抗体保有率の季節別

変動は， 10%前後で， 30型のそれ (58.2%)I乙比べて明

らかに小さかったが， 1A型応対して高い抗体価を示す

ものがあり，向型ウイルス感染者が，少ないながら寄在

した乙とが推察される.

結論

1974年2月から75年2月まで、に，東京都内で発生した

小中学生の集団かぜ患者58集団について，病因検索を行

い，また都民におけるライノウイノレス中和抗体保有状況

を調査した.

1) かぜ患者検索の結果，都内におけるインフノレエン

ザA型ウイルスの感染流行は， 74年 2月下旬から 4月中

旬までと， 12月以降，アデノウイノレス感染流行は， 5月

から11月にかけて，エコー 5型ウイノレス感染は， 7月と

10月にあったことを確認した.

検索レた58集団中30集団においてインフルエンザA型

ウイルス感染を確認し， 61株のAホンコン型ウイルスを

分離同定した.アデノウイルス感染は， 6集団において

確認し， 18株のウイルスを分離同定した.エコー 5型ウ

イルスは， 2集団において確認し， 61朱のウイルスを分

離同定した.ライノウイルスは，分離できなかったが，

151組のペア血清の検索を行い， 4月と10月l乙各 1例づ

っ30型ウイノレスの感染があったと確認した.

2) 74年 6月と10月比採取した健康都民血清の，ライ
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図 1 ライノウイノレスの年令別中和抗体保有率の推移(抗体価ミ1: 8) 

表 5 かぜ患者のライノウイノレス中和抗体保有状況 ノウイルス中和抗体保有状況(孟1: 8)は，加令l乙伴う

抗体価 陽三性1:率8 
保有率の上昇パターンから，急上昇した1A，2， 30型ウ

型 採血時期
く8 8 16 32 64ミ128 イルスと，上昇の緩やかな13，14型ウイルスに大別でき

'7312月一'741月 11 0.0% 7こ.

2 4 52 1 2 5.5 6月と10月との抗体保有率の変動状況から74年には，

1A 5 - 7 34 5 1 15.5 30型ウイルスの感染流行があったと推測した.

10 - 12 98 8 2 1 1 10.9 かぜ患者のライノウイルス中和抗体保有状況の逐時変

'
7312月一'741月 11 0.0 

動経過から， 30型ウイノレス感染流行ピークが， 74年 2月

2 4 48 7 12.7 から 4月にあったことを，明らかにした.

2 
5 - 7 38 2 5.0 謝辞 HEL細胞およびライノウイルス株を分与され

10 - 12 101 9 8.2 た日本医科大学衛生学教室の，諸先生l乙深く感謝する.

'
7312月一'741月 11 0.0 (本研究の一部は，日本感染症学会第49回総会で， 1975 
2 4 49 6 10.9 

年 4月 1日発表レた.) 13 5 - 7 38 2 5.0 
文 献

10 - 12 101 8 1 8.2 
1)坂井富士子，伊藤忠彦，薮内清，岩崎謙二，根津

'
7312月一'741月 11 0.0 尚光:東京衛研年報， 24， 81， 1972 
2 4 51 2 1 1 7.3 

2)川名林治，松本一郎，稲田捷也，金子克，笹生恵
14 5 7 38 1 1 5.0 

子:臨床とウイルス， 1， 11， 1973 
10 12 108 1 1 1.8 

3)川名林治，松本一郎，稲田捷也，斉藤都，佐藤豊

'
7312月一'741月 9 1 1 18.2 :臨床とウイルス， 1， 17， 1973 

2 4 23 22 2 3 3 2 58.2 4)岩崎謙二，薮内清，伊藤忠彦，相1]津靖子，矢野一
30 5 7 31 6 1 1 1 22.5 

好:東京衛研年報， 26， 69， 1975 
10 12 95 10 4 1 13.6 

5)岩崎謙二，矢野一好:東京衛研年報， 25，73，1974 
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1974年 8}iから1975年 3月における東京都民の風疹の血清疫学的研究

雄ヰキ

Incidence of HI Antibody against Rubella Virus among Inhabitants in Tokyo， 
in the Period from August 1974 to March 1975 

徳下柳一ーネ司fi庵岩ー*
 

子靖得知ザ

YASUKO YANAGISAWA*， KEN]IIWASAKI* and NORIO YANAGISHITA料

したので，その概要を報告する.

検査材料および方法

患者血清供試血清は， 1975年 2月以降都内で発生

し，臨床的l乙風疹ないし同症の疑いで，学級、あるいは学

年閉鎖を行なった19集団81名の患者血清で，急性期・回

復期ペアで採取できたのは68組であった.

健康者血清供試血清は，都内居住健康者から採取し

た742件である.17""35歳の健康婦人血清418件は1974年

8月から75年 3月にかけて，健康小児・児童血清324:件

緒 言

1975年，年頭から都内各地において，小学生を主体l乙

幼稚園児，中学生および高校生の問fC.，臨床的l乙風疹と

診断される患者が多発し， 6月中旬までの届出患者数は

1，112名l乙達し，学級閉鎖を行なった学校も 80校に及ん

だ.

乙の風疹流行i乙際して，著者らは患者の血清学的検索

を行なった一方， 1969， 1970， 1973年の調査にひきつづ

き， 1974年における都民の風疹HI抗体保有状況を調査

1975年 2""6月l乙発生した風疹患者集団の検索成績表 1

有意抗体上
昇確認数

1975. 

4 

5 

2 

4
F
0
4
i
 

2
F
D

×
 

2 

期
数

復
清

4

5

1

M

 

4 

円
ひ
っ
山
氏
d

丹
、

u
氏
V

1
ム

同

h
u
q
u

回
血

期
数

性
清

5

2

5

1

4

5

4

5

1
弘

3

3

6

1

5

3

4

5

5

急
血名

小

中

中

小

小

医

中

小

中

中

歳

小

中

歳

小

高

高

小

小

オ

R

立

一

園

園

ニ

郷
吋
ン
保

1

5

i

t

1

4

d

佳

担

河

珂

レ

台

中

業

士

浦

師

市

町

第

有

学

学

ト

ド

谷

六

サ

久

1

4

7

立

厚

3

森

価

本

金

東

私

大

中

萩

関

宮

芝

薬

多

お

北

大

6
亀

創

日

小

保

団集所轄保健所

田

谷

宿

西

谷

丘

田

野

田

馬

谷

正

飾

平

正

井

無

文

橋

芝

ケ

芝

ケ

ケ
金

蒲

碑

新

板

椛

梅

町

日

町

線

椛

梅

葛

小

梅

小

田

日

O
O
Q
U
o
o
n
u
q
O
可
4

0

0

d
生

n
U
F
O
に
1
M
o
o
n
u
o
o
q
o
円

必

可

t
c
u
'
i

1

1

1

1

2

1

2

2

3

1

ム

2

2

1

2

3

3

3

3

3

3

3

4

4

4

4

4

5

5

5

5

6

6

 

月付受

3 
2 

5 
5 

35 68 81 

中東京都立衛生研究所微生物部ウイルス研究科 160 東京都新街区百人町3-24-1

* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 

**東京都立駒込病院感染症科



65 26・1， 1975 幸長年立川一

句・
4
唱

S{荷主ヌ東

風疹患者の急性期・回復期血清抗体価の相関表表 2
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は1974年9月から75年6月にわたって採取した. 急性期血清において， HI価1024以上という異常な高

供試血清は小試験管l乙分注しゴム栓で密栓し，試験時 {誼を示したものが16例 (23.5%)もあった.

までー200 のフリーザー内に凍結保容した. 風疹発病日数と患者血中抗体価との関連を明らかにす

BI試験前報と同じく，被検血清はカオリンの前処 る目的で， 9名の風疹患者について遂時的採血を行な

理を行ない，マイクロタイタ一法はより実施した.トめ い，血清中の HI価を測定した.その成績は表 31乙示し

HA抗原は市販品〈東芝化学工業KK製〉を使用した. た.

検査成績および考察 同一病日でも個人によって抗体価の高低にかなりの差

風疹患者の血清学的検索成績 1975年 2"'-'6月の聞に はあったが. 2病日で HI価32，3病日で 16"'-'128，4 

検索した風疹患者19集団81名の検査概要を表 1I乙示し 病日で 512，5病日で64"'-'2048，6病日で2048"'-'ミ4096

た. と，風疹ウイルス擢患の場合には，他のウイノレス疾患に

急性期血清i乙対する回復期血清の HI抗体価上昇8倍 比べて，比較的早い病日から，抗体価上昇のあることが

以上を有意上昇すなわち風疹ウイルス感染確認、と判定 明らかとなった.

すると， 68例の検索で35例 (51.5%)の感染を確認し 風疹発病の病日は，一般に発疹出現を指標として算定

た. しているが，風疹ウイルス感染後，臨床症状が出現する

同一患者の急性期および回復期血清の HI抗体価を対 までに， 14"'-'21日の長い潜伏期を経過し，その聞に生体

比させると表2の通りで，当然のことながら，急性期血 内でウイノレス増殖が行なわれることを考えれば，前述の

清の抗体価が高値になるに従って有意上昇を示した比率 抗体早期出現は単なる見かけ上のことで，本質的なもの

も低くなった.すなわち急性期の抗体価が32以下の場合 ではない.レたがゥて，風疹擢患の血清学的診断効率を

にはほぼ全例において有意抗体上昇を示したが， 64以上 向上させるためには，他のウイノレス疾患の場合以上に産

ではその抗体価上昇i乙応じて有意上昇の比率が低くな 生抗体の免疫化学的分析を考麗しなければならない.

り. 1024以上では全例が有意上昇を示さなかった. 前述の病日を追って採血した 8名の患者血清45例につ

表4 風疹患者血清の 2ME処理と処理前との抗体価の対比

2-ME 処理後の HI 価

処理前の HI価 <8 8 16 32 64 128 256 512 1024 2048 三4096

急性 期 く8 4 

8 2 

16 1 

32 

64 1 1 

128 3 1 

256 1 2 2 1 

512 

1024 8 2 

2048 l 

二三4096

回復期 く8

8 

16 

32 

64 1 

128 2 1 

256 1 4 1 

512 1 6 1 

1024 2 5 1 

2048 2 l 

三4096
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はより HI価が 1/4以下比低下したのは，急性期血清で

17/23 (73.99の，回復期血清で 5/29 (17.29のであった.

他のウイルス疾患時l乙応用されている 2ME感受性抗

体のチェックによって，近い過去の感染を確認する方法

は，風疹擢患の場合l乙は応用価値が少ないように思う.

最近では， プロティン A を含む黄色ブドウ球菌

(Cowan 1株〉で血清を吸収すると， IgGが吸収され，

IgMが残存するので新しい感染がチェックできるとの

報告がある 5)

健康都民の風疹ウイルス HI抗体保有状況

妊娠可能年齢層である 17"'35歳の女性から採取した血

清 418例の HI抗体価測定結果を表 51c::.示した.

調査期間1974年8月"'75年3月の月別抗体保有率 (HI

26・1，1975 報年研

いて， 2メルカプトエタノール処理(以下 2ME処理と

略す〉を行ない測定した HI価を表31乙示してある 4)

風疹患者血清のHI何は早い病日であっても 2ME処

理による顕著な抗体価の低下がみられず，各個人の病日

経過と 2ME感受性抗体の出現消長との関連も明らかで、

なかったが， 1/4以下lこ低下した比率を病週ごとに算出

したところ，第 1病週で 10/14(71.4%)，第2病週で 9/15

(60.0外)，第3病週で3fg(33.3%)，第4病週以上で

2/7 (28.69のと病週の進行にしたがゥて低下する比率が

下がる傾向を示した.

表 11乙示した患者急性期@回復期ペア血清30件につい

て2ME処理後日価と処理前のHI価を対比させると表

4の通りで，処理前の HI価32以上のものの 2ME処理

i器尽東

健康都民女性(17"-'35歳〉の風疹HI抗体保有状況表 5

二三8の
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価;孟1:めをみると，各月とも80%前後であって，月 った.

間変動はほとんどみられなかったが， HI価 2048以上の

高値を示したものは， 74年10，...，12月に多かった.これら

の調査はシンクゃルサンフ。ルについて行なったのでその理

由は明らかにすることはできなかった.

1974年9月"-75年6月l乙採取した健康児童・生徒324

名の風疹HI抗体保有状況調査結果は表6t乙示した.

同一年齢階層であっても，供血群別(地域別〉によっ

て抗体保有率 (HI価;ミ 1: 8)は惹があった.これは

風疹の流行がしばしば散発的または小流行的l乙発生する

ことの反映であろう.

1974"-75年における健康児童・生徒324名全体の抗体

保有率 (HI価;ミ1: 8)は17.9%ときわめて低率であ

った.

1974"-75年の健康都民風疹HI抗体保有状況を， 1969 

・70・73年の調査成績と対比させると図 1のとおりであ

る.
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図1 風疹HI抗体保有率(ミ1: 8)の年次推移

74年から75年初めの風疹抗体保有率は，とくに20歳以

下の低年齢において低率で， 75年春の風疹多発の原因の

ーっとして，保有抗体の低下があったことが明らかとな

全土 sι 
jlilロ 日間

1975年2"-6月に都内で発生した風疹患者19集団68名

の血清学的検索および1974"-75年における健康都民の風

疹ウイルス HI抗体保有状況を調査した.

1) 風疹患者68名の急性期・回復期ペア血清HI抗体

検索で，有意抗体上昇 (8倍以上〉を示したのは 35名

(51. 59~)，急性期において HI 価 1024 以上の高値を示

したものが16名 (23.5%)あった.

急性期血清の抗体価が32以下のものは，全例有意抗体

上昇を示したが， 64以上のものは抗体価上昇l乙応じて有

意上昇の比率が低下した.

発疹出現後の血中抗体出現産生は個人によって差があ

ったが， 3病日でHI価16"-128，5病日で 64"-2048と

比較的早期比高値を示すものがあった.

風疹j患者血清の HI価は早い病日であっても 2ME処

理によって著明な抗体価減少はみられなかったが，病週

経過にともなって 2ME処理による低下の比率が下がる

傾向を示した.

2) 1974"-75年における健康都民742名の風疹HI抗

体保有状況調査結果をみると， 17"-'35歳の女性の抗体保

有率(HI価;ミ1: 8)は， 80.4%，児童・学章は17.9%

で，とくに低年齢層が， 69・70・73年の調査に比べて低

率であった.
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1968'"'-'75年に分離したAホンコン型インフルエンザウイルス株の抗原分析に関する研究

岩崎謙ニ*薮内 、 清*伊藤忠彦*

柳津靖子*矢野一好*

Antigenic Analysis of A/Hong Kong Influenza Virus Strains isolated 

in 1968-1975 

KEN]I IWASAKI*， KIYOSHI YABUUCHIヘTADAHIKOITO*， YASUKO YANAGISAWA* 

and KAZUYOSHI YANO* 

患者 F司

1968年Aホンコン型インフルエンザウイルスが出現し

て以来，東京都内において、も毎年間型ウイノレスによる流

行がくりかえきれ，その間流行株l乙若干の連続抗原変異

のおこってきた ζ とは，すでに報告をした 1ーの

今回は1968-----75年の流行時比患者から分離したAホン

コン型ウイルス株の抗原構造を， HI抗体産生能および

抗血清，健康成人血清による HA被抑制の両面から検討

し，ウイルス株の類別をおこない，ウイルス類別と流行

年次経過の関連を究明したので概要を報告する.

実験材料および方法

ウイルス株実験に供したウイルスは計14株のAホン

コン型インフノレエンザウイルス(以下AHKrイJウと

省略す〉で， A/愛知 2/681朱は1968年l乙， A/福岡 1

/70株は70年に， A/千葉 5/71株は71年比， A/熊本

1/72， A/東京494/72t朱は72年に， A//東京452/73，

A/東京364F/73， A/東京368F/73株は73年比， A

/東京 3/74，A/東京 649F/74は74年1(.，A/東京

705/75， A/東京 720/75，A/東京 790/75，A/東

京825/75株は75年比，当該流行時比患者うがい液から

分離された.愛知 2/68，福岡 1/70，千葉 5/71，熊

本 1/72株は北里研究所ウイルス部五十嵐博士より分与

を受けた.他のウイルス株は当研究室において患者材料

から分離同定したものである.

HA抗原 採取したウイノレス感染鶏卵柴尿液を40 氷室

内l乙約 1カ月放置，3，000 rpm 30分間の遠心沈殿をお

乙ない，上清を使用した.

抗ウイルス血清 ウイルス感染築尿液を成鶏の翼下静

脈内l乙1週間隔で接種して作成した.接種量は 5mlj回

で，ウイルス希釈を， 10-3， 10-2， 10町 1，10。と漸時上げ

て免疫し，最後免疫 1週後l乙全採血をおこない，抗ウイ

ルス・ニワトリ血清を採取した.抗血清は-200 フリー

ザー内に凍結保荏した.

健康成人血清 ワッセルマン反応検査依頼の目的で，

当研究所i乙送付された単一成人血清の中から選出して実

験は供した.

HI試験前報l乙準じておこなった.5)被検血清は R

DE処理をおζなった後，マイクロタイタ一法により

HI価を測定した.

実験成績および考察

供試AHKrイ」ゥ株と，国ウイルス株比対する抗血

清を用いてお乙なった交叉 HI試験成績を表 1および表

21(，しめした.

HI価評価の基盤統ーをするために，表中の数値は

Homo株の HI価l乙対する比率を 2の対数値で、表わしで

ある.別報で詳述しているように，著者らは抗体価の表

現として扱われる数値は 3次元の性状をもった数であ

り，また HI価の測定手技からくる制約を考慮して，抗

体価の値は対数値で表現されるべきであると思う 6)

流行年次経過との関連究明l乙便利なように，表中の抗

原および抗血清は当該ウイルス株の分離年次)11買にならべ

た.

各ウイルス株の免疫原性を比較するために，表 1およ

び表2の試験成績をもとにして，抗血清別l乙各ウイ Jレス

*東京都立衛生研究所微生物部ウイルス研究科 160 東京都新宿区百人町3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 



た.すなわち 1群には愛知 2/68，福岡 1/70，千葉 5

/71，東京494/72株が， 2群l乙は熊本 1/72株が， 3 

群l乙は東京452/73株が， 4群l乙は東京364F/73，東京

368F /73，東京3/74，東京790/75株が， 5群l乙は東

京649F/74，東京705/75，東京720/75，東京825/75，

株が類別できた.

一方， HA抗原型を比較するために，表 1および表2

の成績をもとにして，抗原株別l乙各抗血清での HI価比

の折線グラフを作成し，パターンの相似性からウイルス

株を類別したと ζろ4群にわけられた.

この 1""'3群は前述した免疫能での類別と完全に一致

したが，免疫能での 4群と 5群はHA抗原型では類別で

きずに一括された.

免疫ニワトリ血清でのHA抗原型類別を再確認する白

的で， 1群愛知 2/68，東京494/72株， 2群熊本

1/72株， 3群東京452/73株， 4群東京368F/73"

Ann， Ret. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 26・1，1975 

B 1 京
/1京
東凶作
京 1/
69 I 74 
/ 
73 

A A A A A 
/ / / / / 
千熊東東京
察本京京京
5 1 452 368 F 3 
/ / / / / 
71 72 73 73 74 

-1-3-2-4-4く-6 -4 

。

ニワトリ免疫血清による同定試験

抗原
¥ 

ニワトリ

免疫血清

A/愛知2/68

A/千葉5/71

233 
A/熊本 1/72

217 

A/東京仰/73

235A/東京368F /731163841ー2 -3 

A/東京3/74

230 
8/東京69/73

10241 -3 -4 -1 

表 1

70 

<-7 

抗原の HI価比の折線グラフを作成し，パターンの相似

性からウイルス株を類別したところ， 5群にわけられ

A

/
東
京
間
/
万

A

/
東
京
m
/
汚

A
/
東
京
加
/
万

る交又 HI試験

A

/
東
京
市
/
万

A

/
東
京
肝
/
万

A
/
東
京
3

/
九

A A 
/ / 
東 東
尽尽
364 F 368 F 
/ / 
73 73 

免疫血清 l乙よ

A
/
東
京
仰
/
乃

A

/
東
京
制
/
刀

A

/
熊
本
1

/
刀

ト

A
/
福
岡
1

/
加

ワ一表 2

抗原

-4 円ベ
J
)

-4 -4 -4 (
J
J
 

-4 -4 円/」
。円

ノ

ι

ニワトリ

免疫血清

A/愛知2/68

A/福岡 1/70 -4 門ペ，〉-4 -4 -4 「「
U-4 _. 4 円

ノ
ム

ーl
A

-2' 

-4 

勺
べ
)

ハ/」

η
/」

円ベ
u

円
ノ
ム

-4 

円ペ〉

ハ
ノ
ム

-4 

「ベ
υ

円
ノ
ム

4 

3 

つ
/
」

-4 

3 

円
ノ
」

-4 

コゾ

円
u
a
/
L

-4 

3 

円
/
ム

円ペ
J〉

A/熊本/l/72 

A/東京494/72 14096 

A7東京4Ji/73 1 5121-3 

Af東京368F /73江63841-2 。。。。。。。円/一
。つム

4
1ム

。。。4
1上

。2 ハ/」
「ベ
J
V

20481-3 A/東京3/74

マE
ム

。
。
。

。
。

。
。

4
iよ

。
。
。

円/」

円
ノ
」

寸
1
1
4

2 

q
iム

円
ノ
ム

247 

A/東京649F /741163841-1 

20481-1 広
J

「コ

寸
J
J

寸
J
J

，jl
f
'

，tJ
F
4
 

5

0

 

A

H

H

υ

n

-

，，zh 

ヮ，
I

7

，t

+
0小
宮

小

東

京

S
I
/

日
/

2
A
ハ
2
A
ハ

。。。。。。1
上

ハ/」163841-1 

。
。

。
。

。
。。

-
a
i
 

。
。
。

円
ノ
ム

1
上

ぺ
/
」

「ベ
V

ペベ
l
)

。。
A/東京790/75

「
円
d

寸
f
j

/
/
/
 

E
q
J
 

n
J
'
L
 

O
A
U
 

+
ロ
小〔

日
/
j

2
八八



71 26・1，1975 幸設研年

A

/
東
京
間
/
万

A

/
車
忠
一
川
/
巧

A

/
家
主
山
/
乃

A

/東
京
加
/
河

A

/東
京
師
/
刊

A

/
玄京
3
/
H

A

/
東
京
臨
/
乃

A

/
東
京
W

/
乃

A

/
東
京
服
/
乃

A

/東
京
相
/
刀

A

/
熊
本
1

/
刀

A

/
千
葉
5

/
九

A

/
福
岡
1
/
m

A

/
愛
知
2

/
臼

f詩東京

l活三
勺ナ

1

0

1

2

3

4

 

一

一

一
什
円

l君半
1

0

1

2

3

4

 

一
一
一

2 

3群

イ面
0-

比一 l明

r--. - 2-
2 _ 3-

の -4♂ 

対

数

{直 1

0

1

2

3

4

 

一
一
一
一

2群
。田

村-1“ 

I -2-

-3・

イiIli-4-

3群r--. 1-

2 0-

の-1-

対一 2-
数-3-

値-4-

L
rい

'
F
l
J
 

4若手
-

勾

-

一

-

-

4
1
4
0
1
2
3
4
 

一
一
一
一

4群

5君半

図2 A抗原性による Aホンコン型インフルエンザ、

ウイルスの類別
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値をしめすと表 3のようになった.

相関の強さによって類別すると， ，1群愛知 2/68.

東京494/72，2群熊本 1/72，3群東京452/73，

4群東京368F/73，東京790/75，東京649F/74，東

京825/751(.大別でき，免疫ニワトリ血清での試験結果

と一致した.詳細にみると，免疫ニワトリ血清を用いた

試験結果と異なり，ヒト血清での試験では 4群内のウイ

ルス株間にわずかで、はあるが差がみとめられ， 2亜群に

わけることができた.

図1 免疫原性による Aホンコン型インフルエンザ

ウイノレスの類別

東京790/75，東京649F/74，東京 825/75株の 8抗原

を用い，健康成人血清の HI試験をおこなった.HI価 24

以上の価をしめした成人血清223例を採血時期別の 4群

(74年 9月10日49例，同月13日49例， 75年 5月13日61例，

同月23日64例〉にわけ，間一血清の各抗原l乙対する HI

価を対比させ，ウイルス株間の相関係数を算出して平均
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表 3 健康成人血清について測定したAホンコン型インフルエンザウイルス HI抗体価のウイルス

株間の相関係数

A/愛知

2/68 

A/東京494/72
0.8586 

A49/4東/京72 土0.0137

A/熊本1/72
0.6506 0.6430 

A/熊1/本72 :1:0.0467 土0.0358

A/東京452/73
0.6969 0.7124 0.6099 

A4/5東2/京73 土0.0403 土0.0333 土0.0356

A/東京368F/173 
0.5809 0.6142 0.5673 0.8190 

36A8/F東/京73 土0.0498 土0.0595 土0.0301 土0.0234

A/東京790/75
0.6178 0.6557 0.6774 0.8308 0.8795 

A79/0東/京75 土0.0291 土0.0377 土0.0299 土0.0243 土0.0061

0.6137 0.6409 0.6702 0.8545 0.8695 0.9283 
A/東京649F/74 土0.0398 土0.0492 土0.0251 土0.0172 土0.0162 土0.0208 A82/5東/京75 

A/東京825/75
0.6473 0.6557 0.6749 0.8152 0.8566 0.9098 0.9126 

土0.0451 土0.0624 土0.0207 土0.0335 ま0.0119 土0.0240 土0.0179

数値:相関係数値

土:標、準誤差値

1， 2群にくらべて 3群ウイルスの抗原型が4群に近

いと考えられる試験結果ではあるが， rイjウイノレス感

染歴を明確にできない乙のような集団ヒト血清を用いた

試験では，相関係数値の差はすなわち抗原上の差(定性

的〉と考えることができるが，係数値が!fe近い値であ

っても，偶然性を含んでいるため，そのまま抗原上の一

致と理解することはできない.

以上の試験結果の分析により， AHK rイ」ウ株は抗

原構造上 1，...，.4群l乙， 4群は免疫原性から 4 (1)， 4 

(2)群l乙分類できる.

このように類別したウイルス株の流行年次経過を追っ

てみると， 1群ウイノレスは1968-----72年に， 2群ウイルス

は72年l乙， 3群ウイルスは73年l乙， 4群ウイルスは73年

秋以降l乙検出されている.

「イ」ウイルス 1のつの抗原型が流行すると，集団は

その型l乙対レ抗体飽和の状態となり，抵抗を受けがたい

変異ウイノレスが次期流行ウイルスになると一般に考えら

れており戸上述の 1-----3群までの変遷はこれで、説明で、

きるが，広い抗原域をもった 4群ウイルスの出現を説明

することはできないe

「イ Jウイノレス粒子は保有する抗原単位の範囲内で，集

団における免疫飽和に応対レ，主抗原の配分を次々と変

え，いわゆる連続変異をおこしながら生きのび，配分が

行きづまったときに広い抗原域をもったウイルスが出現

するのではないだろうか.

結論

1968，..，，75年比分離したAHKrイJウの抗原構造を，

ニワトリ l乙おける HI抗体産生性ならびに，抗ウイルス

ニワトリ血清および健践とト血清による HA抑制性の両

面から検討し，ウイルス株の分類を試み，その分類と流

行年次の関連性を究明した.

1) AHK rイJウ株は，免疫原性およびHA抗原性

のパターンから 1-----4群i乙分類でき， 4群は免疫原性上

の差で2つの亜群i乙細別できた. 4群ウイルスは 1-----3

群に比して主抗原域が広かった.

2) 1群ウイルスは1968-----72年， 2群ウイルスは 72

年， 3群ウイルスは73年， 4群ウイルスは73年秋以降の

流行時l乙検出された.
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1974年度東京都の日本脳炎の疫学的調査

柳津靖子*薮内 清 * 伊 藤忠彦*岩崎謙一*

木下正彦料永野清一郎牢* 加 藤 孝 雄 牢 *

Ecological Survey of Japanese Encephalitis Virus in Tokyo in 1974 

YASUKO YANAGISAWA*， KIYOSHI YABUUCHI*， TADAHIKO ITOヘKENJIIW ASAKI*， 

h在ASAHIKOKINOSHITAホヘ SEIICHIRO NAGANOキ*and TAKAO KATO申*

患者 向 単l乙表面にあらわれた患者数のみにとらわれず，今後も

近年わが国の日本脳炎(以下日脳と略す〉患者の発生 監視をつづける必要があると考える.

は，全国的に減少の傾向をたどっている.しかし，地区 本報は1974年度の調査成績である.

別にみると，近畿以西特に九州、1・沖縄地方では毎年 100 実験材料および方法

名前後の患者が発生し，高い死亡率と重度な後遺症をの 1. 患者血清本年4月から 11月にかけて都内伝染病

乙し，依然として重要な感染症としての位置をしめてい 院に疑似日脳として送院された 4名の患者血清延12件を

る. 検査対象とした.

幸い， 1968年以降東京都内での感染を疑う患者は発生 当研究科に送付された血液は，直ちに血清分離し，ー

レていないが， 1962年以来のわれわれの調査成績から， 200 I(凍結保仔した.

都内にはいまだに毎年日脳ウイルスの荏在が確実l乙証明 2. ブタ血清，使用ウイルス抗原，血清試験法，コガ

されている 1，2) 従って，本症の疫学的性質からいって， タアカイエカの採集法およびウイルス分離同定試験法

表 1 1974年度東京都l乙発生した疑似日本脳炎患者の血清学的検索成績

赤血球凝集 補 体結合反応 中和反応
検体 採血抑制反応日 ムア

患者氏名年齢性 病日日本脳炎本 ポリオ コクサツキー B ン ー コ ル ポ リ オ
No. 月日 JaGAr脳 プア l

中山 01 炎 123  1 2 3 4 5スノ 6 ス 1 2 3 

487上Oつo 53♀ 7.31 8 <10 10 <4 <4 <4 <4 <4 <4 <4 <4 <4 <4 4<4 32 16 2 8 

488 8. 4 12 <10 <10く4 16 <4く4<4 <4く4<4 <4 <4 <4 8 32 128 8 16 

489 8.13 21 <10 20 <4 8 <4 <4 <4 <4 <4 <4 <4 <4 <4<4 32 64 8 16 

492島O昇o33 O 4.26 36 10 20 <4 <4く4<4 <4く4<4 <4 <4 <4 <4<4 4 

493 5.15 55 10 20 <4 <4 <4 <4 <4 <4 <4 <4 <4 <4 <4く4 8 
494 5.28 68 10 20 <4 <4 <4 <4 <4 <4 <4 <4 <4 <4 <4<4 16 

598藤O良o24o 10.11 26 20 20 <8 <8 <8 <8 <8 <8 <8 <8 <8ミ64<8<8 16 

599 11.18 64 20 20 <8 <8 <8 <8 <8 <8 <8 <8 <8ミ64<8<8 16 

502古O忠o 55o 9.30 12 20 40 <8 <8 <8 <8 <8 <8 <8 <8 <8 <8 <8<8 <8 

503 9.28 10 20 40 <8 <8 <8 <8 <8 <8 <8 <8 <8 <8 <8<8 <8 

510 10. 5 17 20 20 <8 <8 <8 <8 <8 <8 <8 <8 <8 <8 <8<8 16 

519 10.12 24 20 20 <8 <8 <8 <8 <8 <8 <8 <8 <8 <8 <8<8乙128

*東京都立衛生研究所微生物部ウイルス研究科 160 東京都新宿底百人町3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku七 1，Tokyo， 160 Japan 

料東京都多摩食肉衛生検査所



Ann. Rep. Tokyo Metr:. Res. Lab. P.H.， 26 -1， 1975 74 

1974年度東京都のと場ブタの日本脳炎 HI抗体保有状況つ臼表
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ら，本都における日脳ウイルスの汚染状況を推察するた

め， JaGAr 01株l乙対する HI抗体価孟1: 10の陽性率に

ついて図示すると，図 1のようになる.すでに前報にお

いて， 1963年から1973年i乙至る各年の HI抗体保有状況

は，四つのパターンに大別でき，最近における都内の日

脳ウイルスの汚染は，年を追うごとに希薄になっている

ことを述べた 8) 本年も依然として HI抗体保有率が低

率で，最高時でも実に16%をしめしたにすぎず，ますま

す乙の傾向を強めている乙とがうかがわれた。

一方，と場ブタ血清の中， HI抗体価 <1:10のもの3

1248頭について，乳のみマウスを用いてウイルス分離を

試みたが，全例陰性であった.

3. コガタアカイエカの消長とウイルス分離試験 当

研究所および上野動物闘にライトトラップを設置して蚊

を採集し，その消長を調査すると共に，ウイルス分離誠f

験をおこなった.その成績は表3にしめす通りである.

われわれは， 1972年以来同一個所で蚊の採集をおこなっ

ているが，本1974年は過去いずれの年よりも多くの個体

を採集できた。 ζの採集個体数の多少から，都全体にお，

1 

すべて既報に準じた.。

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検査成績は表

1にしめす通りで，被検査者4名すべて日脳り患は否定

された.そとで，更に日脳ウイノレス以外で、無菌性髄膜炎

をおとす可能性のあるウイルスの中，当研究科で検査可

能なものについて検索した.その結果， i藤OJ例はム

ンプスウイルス感染の疑いがみとめられ， i吉OJ例は

血清学的にも臨床的にもヘルペス脳炎とそれぞれ診断さ

れたが，他の 2例については，われわれのおζなった検

索の範囲内では確診をくだすに至らなかった.

2. と場ブタの赤迎球凝集抑制 (HI)抗体保有状況

1974年度比採血した都内陸ブ、タの経時的日脳 HI抗体保

有状況の調査結果は表 2の通りである。

すなわち， 9月24日採取血清中に本年はじめての新鮮

感染を疑うことができる， 2メルカプトエタノール感受

性(以下 2ME・Sと略す〉抗体陽性個体がみいだされ

た.これは，昨年の 9月10日より更におくれている.

次i乙，と場ブタの HI抗体保有状況の年次別推移か
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ける蚊の母集団の大きさは論じられないが，この急増は

あるいは今後の日脳の流行i乙何らかの変化がある乙とを

示唆しているものであるかもしれない.

また，蚊からのウイノレス分離は全例陰性であった.

かつては，都内においても多数の患者が発生し，高い

致命率と震度な後遺症のため恐れられていた日脳も，こ

こ数年来減少の一途をたどり，次第に関心がうすくなる

傾向にある.しかし，日脳という疾患の疫学的性質から

いって，その流行は，借主の抗体保有状況はもちろんの

とと気温，湿度，雨量などの気象条件や農薬散布量その

他の要因が複雑にからみあって関与しているであろうこ

とが想像される.しかも，本症がなぜ激減したかという

真の理由が解明されていない現段階では， ζの諸条件の

変動によってはいつ再燃レないとも限らない.現i乙，都

内においても日脳ウイルスによる汚染が毎年証明されて

いるので，今後もこの種の疫学的調査をつづけ，警戒す

る必要があると考える.

結論

1974年度東京都の日脳の疫学的調査をおこない次の結

言命をえた.

1. 疑似日脳として送院された 4例について，血清学

的検査を実施したところ，全例真性日脳は否定され， 1 

例はムンプスウイルスの感染が疑われ， 1例はヘノレペス

脳炎と診断できた.他の 2例についてはその病因を明ら

かにすることはできなかった.

2. と場ブタ血清の日脳 HI抗体保有状況調査では，

HI抗体保有率16持 (9月24日〉で，これは過去12

年間の調査中最低のものであった.また， 2ME. S抗

体保有個体の出現は 9月24日であった.

3. と場ブタ血清およびコガタアカイエカからのウイ

ルス分離試験はすべて陰性であった.

4. 1974年度は都内には日脳真性患者の発生はなかっ

たが，日脳ウイルスの汚染は在在していたことを証明し

た.

謝辞本調査を実施するに当り，多大のご援助とご協

力を賜った，東京都衛生局防疫課ならびに東京都上野動

物園飼育課の関係各位l乙深じんの謝意を表する.
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腸内ウイルス感染の実態は握に関する研究(第7報〉

一一1974年の東京都内 3下水処理場下水からのウイルス分離成績一一

矢野一好*薮内 清*岩崎謙 二 * 辺 野 喜 正 夫 *

Epidemiological Survey on Enterovirus Infection (VII) Virus Isolation 

made at Three Sewage Treatment Plants in Tokyo in 1974 

KAZUYOSHI YANO*， KIYOSHI YABUUCHI*， KENJI IWASAKI牢 andMASAO BENOKI* 

患者 自

われわれは，下水中のウイノレスの消長を経時的i乙追及

し，その検索結果から排水地域住民の腸管系ウイ jレスの

感染流行状況を推測することができないか，という考え

のもとに， 1967年以来，毎月定期的l乙都内の下水処理場

で下水を採取し，ウイノレス分離試験をおこなってきた.

1973年以前の成績については，既l乙報告した通りであ

る 1-4)

本報は， 1974年の検索成績である.

実験材料および方法

検体採取場所，採取方法，処理方法およびウイノレス分

離同定法はすべて既報に準じた 1，2) ただし，下水採取

に使用した滅菌綿タンポンの脱脂綿量を500gから50gI乙

減量した.

実験成績および考察

各下水処理場で採取した検体からのウイノレス分離成績

は，表 11乙しめす通りである.

すなわち，東京都西部地区の排水が流入している溶合

処理場では， 60件の検体中45件から計72株のウイルス

を，東部地区の排水が流入している砂町処理場では，

120件中 36件から計39株のウイルスを，また同じく東部

地区の排水が流入している三河島処理場では， 12件中 5

件から計 5株のウイ Jレスを，それぞれ分離した.

これらの検出ウイルスを種類別にみると表 2の通り

で，アデノウイルスとコクサツキー B群5型ウイルスが

高ひん度l乙分離された.この高率に検出された両ウイ Jレ

スについて，月別検出状況と，われわれの関知し得た患

者発生状況とを対出した成績を図 1にしめした.まず，

アデノウイルスについてみると，溶合処理場においては

殆んど年聞を通して分離されているが，砂町処理場では

2"'4月と11月比分離されているだけで，地域差がかな

りあった.一方，われわれが検索した集団かぜの中，ア

デノウイノレスが病因である ζ とが確診できたものは， 5 

"'"'6月と10"，12月比 6集団発生しているが，これらはい

ずれも都内西部地底にあって，落合処理場への下水流入

地域とその周辺であった.また，ヒトの疾患と関係の深

いアデノ 3型ウイルスは，落合処理場の検体からのみ分

離されている.これらのことから，下水中のアデノウイ

ルスの消長がその地域の感染流行状況をある程度反映レ

ているものと推測された.

コクサツキー B群 5型ウイノレスについては，過去1968

年比高率に検出されたが，それ以後はずっと検出され

ず， 1973年になって 5年ぶりに再び出現し，ひきつづい

て本年 8月まで主流ウイルスとしての地位を占めてい

る.乙のコクサツキー B群 5型ウイルスの下水中への出

現状況から，昨年 1月から本年8月にかけて都内におい

てコクサツキー B群 5型ウイノレスの感染流行が相当広範

囲にわたってあったことが考えられたが，残念ながらわ

れわれが検索した範囲内では，本ウイルスと疾患との関

連性はとらえられなかった.われわれが検索対象とした

集団かぜおよ ryその他』の感染を疑った者は，主として小

中学校生で，低年齢閣の患者，散発例および軽症例は対

象とならなかった.コクサツキー B群 5型ウイルスの病

因を考えるには今後これらのものも検索対象にふくめる

*東京都立衛生研究所微生物部ウイルス研究科 160 東京都新宿区百人町3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 



i974年東京都内で、採取した下水からのウイルス分離試験成績表i
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表 2 東京都内 3下水処理場の下水からの検出 必要があると考える.

ウイ Jレス株数 両処理場を通じて. 7月以降はコクサツキー B群 3型

下 水 処 理 場 ウイルスがコクサツキー B群 5型ウイ Jレスl乙混在して検
ウイルス

出されるようになった.すなわち，都内において 7月以
落合 砂町 三河島

P 1 2 1 。 降コクサツキー B群 3型ウイノレスの感染流行が発生した

P 2 7 6 。 ものと考える.下水へのウイルス出現状況からみた都内

P 3 2 1 。 におけるコクサツキ -B群 3型ウイルスの流行は. 1970 
CB3 2 4 。

年， 72年にも発生レたので，最近は 1年間隔で流行が発
CB5 20 20 5 

生している.AD2 3 。 。
AD3 1 。 。 また，ポリオウイルスは春秋2回のポリオ生ワクチン

AD5 2 1 。
いっせい投よの時期比のみ検出され，その型別は 2型が

AD6 2 1 。
13株. 1型および 3型はそれぞれ 3株で，例年の成績と

AD  26 4 。
Reo 1 4 1 。 かわらなかった.

未聞定 l 。 。 レオウイノレスは12月になって 5株，主として西部地区

計 72 39 5 の下水から検出された.乙の検出は15ヵ月ぷりであっ

た.レオウイルスの感染背景を推測することは，ウイノレ

ウイ jレス 検{本種類 1、"'2 34567  8 9 10 11 12 

生下水

落う日沈澱汚泥
処理務

第 2沈;殿;也

CB5 生下水

砂田了沈澱汚泥

処理場第 2

三河島沈澱汚泥

落A 生下水
ヲ目沈;殿汚泥

処珪房
第 2沈澱池

AD 生下水

砂町沈;殿汚泥

処理場第 2沈澱池 -三河島沈澱汚泥

アデノウイルスによる集団かぜ 傷後多額 協務物多額
図 1 1974年下水からの高ひん度検出ウイルスの月別消長

スの性質上むずかしい.

下水検体からのウイルス分離試験l乙使用した. 5継代

細胞の細胞別ウイルス検出成績を表 3にしめす.

コクサツキーB群ウイルスおよびアデノウイルスは，

FL. HeLe S3. Hep2細胞での検出率が高く，レオ 1型

ウイ Jレスについては， Vero韓462細胞に感受性が高かっ

た.これは従来の傾向と同ーのものであった.

結論

1. 192件の下水検体から 116株のウイルスを検出レ

fこ.その内訳は，ポリオウイ jレス 19株 (17%)，コクサ

ツキーウイルス51株(44%).アデノウイルス40株(34%).

レオウイルス 5株(45の，未同定ウイルス 1株 (15の

であった.中でも，アデノウイルスとコクサツキー B群

5型ウイルスが最も高率に検出された.

2. アデノウイルスの検出は地域差がかなりみとめら

れ，砂町処理場では 2'""4月と11月に分離されただけで

あったが，溶合処理場ではほとんど年間を通じて分離さ

れた.われわれが検索した集団かぜの中，アデノウイノレ



からの検出状況からみて，昨年 1月から本年8月にかけ

て都内に相当の感染流行がある ζ とが推察されたが，そ

れを裏づける流行例をみいだすことはできなかった.

4. 本年 7月以降は，コクサツキー B群 5型ウイルス

にかわって 3型ウイルスがひん繁に分離されるようにな

り，同ウイノレスの感染流行があったものと推察される.

謝辞本調査を実施するにあたり，多大のと協力を賜

った，東京都下水道局落合処理場，砂町処理場の関係各

位l乙深甚の謝意を表する.
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計
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スによるものと診断できたものが6集団あったが，これ

らはいずれも，溶合処理場への下水流入地域とその周辺

部に発生したものであった.

3. コクサツキー B群 5型ウイルスについては，下水
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1968，，-，1974年における東京都民の日本脳炎ウイルス HI抗体保有状況の分析

岩崎謙二 *

Seroepidemiological Observation on the lncidence of HI Antibodies against 

Japanese Encephalitis in Tokyoites in 1968-1974 

KENJIIWASAKIキ

事者 広司

本報は，近年の東京都内における日本脳炎ウイルス

(以下日脳「ウJと略す〉汚染の急激な低下が，都民の

日脳「ウJ抗体保有状況にどのように反映しているかの

検索成績であり，新しい視点からお乙なった集団の抗体

保有状況分析の試みでもある.

都内での日脳患者発生は1968年以降わずかに 4名で，

乙れら患者はいずれも他県で感染したと考えられる例ば

かりであった.また，都内飼育ブタの日脳「ウ」抗体獲

得時期が7月から 10月へと年ごとに遅くなり，抗体獲得

率も10070から 10数%と低下の一途をたどっており，最

近の都内における日脳「ウ」汚染は非常に低下してい

る1-7)• 

集団における抗体保有状況は，一般には抗体保有率お

よび抗体価という異なった性状の代表値比よって表現さ

れ，両{直は独立した形で利用されることが多い.

著者は，乙れら両備は関連した形で利用することでよ

り有効性を増すとの視点、から，インフルエンザ「ウJ抗

体保有分析に回帰線法を応用し，回帰線の変動と流行経

過との関係を明らかにしてきたが，代表値の性状分析が

充分で、なかったため，分析結果l乙定量性をもたせること

ができなかった 9，10)

本報では分析結果l乙定量性を導入するため，抗体摘お

よび抗体保有率の性状を理論的l乙考え，数値の次元統ー

をはかつて分析をおこなった.

実験材料と方法

健康都民血清 1968-74年比採血した計2404例の都内

在住健康者血清で，毎年5-7月に約 360名づっ採血レ

7こ.

抗体偶の測定大谷の方法に準じて赤血球凝集抑制抗

体価(以下 HI価と略す〉を測定しため. 抗原としてワ

クチン製造株である中山株と， 1959年蚊から分離した

JaGAr 01株を用いた.両抗原は市販品(武田薬品 KK

製〉を使用した.

抗体価および抗体保有率の数学的次元統一と評価パラ

メーターの設定著者は集団における抗体保有状況を図

1Ic:.示したように，抗体保有値rと抗体値hの構成する

面積量としてとらえ，内容分析にrおよびhの変動を究

明した.

s=す7rr2h

図1 母集団における抗体保有状況の構成

h:抗体価 .rrr2 •• 抗体保有率

抗体価として扱われる数値は，一定量の血清中l乙含ま

れる抗体量すなわち容量の表現値であるので， 3次元の

数値であって，その立方根{直をとれば 1次元l乙換元する

ことができる.被検血清の 2倍倍数希釈法によって測定

された HI価を，立万根値l乙換算して利用するには理論

的i乙難点があるが，対数目盛i乙換算すれば単なる恒数上

*東京都立衛生研究所微生物部ウイノレス研究科 160 東京都新宿区百人町3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo，160 Japan 



次元的なひろがりすなわち面積と考え， rを示標とする

と逓減的価値評価のパラメータが設定できる rは実際

には抗体保有率の平方根値比置換して用いれば便利であ

る.

抗体保有状況の数値的表現 グラフ y軸に抗体保有率

のパラメーターを， x軸l乙抗体価のパラメーターをと

り，実測した抗体価別の抗体保有率(累積値の平方根

値〉を算出して対応点上にプロットし，抗体保有率 Y{j直

を抗体価x値上の間帰と考える.回帰直線は最小二乗法

で算出し，回帰直線と y軸との交点を Y(xo) ， x軸との

交点を X(Yo)とすれば， Y (xo)値は当該標本の抗体保

有値を， x (Yo)舗は保有抗体値， Y (xo)とx(Yo)値の

積の半分は保有抗体総量;を表すことになる.

標本間の抗体保有状況の比較は，保有抗体総量値の比

の形で，内容的には保有抗体値および抗体保有値の比較

で表現される.

Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 26・1，1975 

東京都民の日脳 HI抗体保有状況

年度 E

表 1

齢
分

82 

実験成績と考察

1968-74年l乙採取した健康都民血清2404例について測

定レた，日脳「ウJJaGAr 01株および中山株抗原l乙対

する HI価の分布を表 Uc.しめした.

これらの成績から前述した方法で，抗体保有値 Y(Xo)

値，抗体値x(yo)値を算出すると表2のようになる.表

2の Y(Xo)値， x(Yo)値について統計分析をおこなっ

たと乙ろ，年齢階層間および調査年次閣に有意の差がみ

とめられた.

年令階層別の比較年齢階層別l乙1968-74年の平均

y(xo)値および平均 x(Yo)値を算出して図示すると図

2のようになる.

y(xo)値はワクチン製造株である中山株，流行株であ

る JaGAr01株ともに， 6-12歳を底とした J字型の年

齢推移パターンをしめしたが，前者は後者にくらべて

0.4-1.8低値であった.

x(Yo)値は中山株と JaGAr01株で異なった年齢推移

パターンをしめした.後者では最高と最低の聞に 2.5の

開きがあり， 13-16歳をピークとした 11峰性の山型パタ

ーンをしめしたが，前者では最高と最低の差が1.1で，

年齢階層聞に明確な違いを認めなかった.

日脳抗体保有の年次推移抗体保有値 y(xo)，保有抗

体値 x(Yo)および両者の積であらわされる総抗体重の

年次推移傾向をみるために，年齢階層別l乙年次回帰係数

を算出してしめすと表3のようになる.

3者の年次回帰係数値の相互間l乙強い相関 (0.94-

0.96)がみられることから， 3者の年次推移傾向はほぼ

同様であると考えられる.
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平方根値目盛法によって算出された抗体保有償 y(xo)および保有抗体値x(Yo)表 2
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年
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いることが明らかとなった.上昇傾向は中山株におい

て，下降傾向は JaGAr01株においてより明らかであっ

た.

x(Yo)値についてみると， JaGAr 01株では 16歳以下

y(xo)値についてみると， JaGAr 01，中山両株とも

16歳以下では正の係数値を， 17.歳以上では負の係数値を

しめし，低年齢階層の抗体保有値は年次進行iζともない

上昇傾向を，高年齢階層では反対に下降傾向をしめして
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表 3 1968---..74年における健康都民の日脳 HI抗体保有総量 y(xo)xX(Yo)，抗体保有値 y(xo)，および

保有抗体値 x(Yo)の年次推移回帰

JaGAr 01株 Nakayama株
年齢区分

x(xo)X x(Yo) yくxo) x(xo) y(xo)X x(Yo) y(xo) x(xo) 

-5歳 4.8 0.60 0.14 6.5 0.68 0.41 

(0.51) (0.77)** (0.22) (0.70) (0.77)牢 * (0.53) 

6-12 2.7 0.38 0.07 5.7 0.69 0.44 

(0.54) (0.72) (0.15) (0.86)林 (0.94)牢 (0.68) 

13-16 1.2 0.15 0.05 -0.9 0.02 -0.14 

(0.37) (0.21) (0.06) ( -0.22) (0.07) ( -0.18) 

17-30 -4.2 -0.11 -0.52 -2.9 0.05 -0.46 

( -0.80)林(-0.37) ( -0.92)* ( -0.58) (0.17) ( -0.69) 
31-59 -3.4 -0.10 0.32 -1.1 -0.05 -0.07 

( -0.51) ( -0.18) (-0.58) ( -0.19) ( -0.11) ( -0.13) 

60- -1.9 -0.14 -0.12 -0.5 … 0.10 一0.13

( -0.22) ( -0.28) ( -0.22) ( -0.11) ( -0.21) ( -0.29) 

( ):中の値は相関係数値 * :統計学的有意相関(危険率 1声〉
*申・ 今 (危険率5声〉

x(Yo)値は HI価 1: 10を原点として算出した

表 4 普通目盛法およびプロピット目盛法により算出した抗体保有値 0，および y(xo)，保有抗体値x(Yo)

会E立ヨ 通 自 盛 プロ ヒッ ト 目盛
抗原

年齢区分 y(xo) x(Yo) y(xo) くxYo)
株別

1968 1969 1968 1969 1968 1969 1968 1969 

- 5歳 J 25.6 27.5 4.1 3.8 4.3 4.4 14.3 11.8 

N 21.8 26.7 3.8 2.3 4.3 3.9 11. 7 16.7 

6 - 12 J 21.5 21. 3 3.6 6.0 4.3 4.3 10.1 16.7 

N 10.2 12.8 2.0 4.5 3.8 4.0 6.9 13.7 

13 - 16 J 23.0 59.3 5.3 4.5 4.3 5.3 11. 9 12.1 

N 23.0 32.7 3.3 3.8 4.3 4.6 12.2 12.9 

17 - 30 J 48.1 44.1 6.3 6.1 5.1 5.0 17.7 17.7 

N 43.8 35.2 5.1 4.0 4.8 4.7 16.2 11.3 

31 - 59 J 76.8 70.2 6.4 7.2 5.9 5.7 13.1 16.7 

N 55.9 56.3 5.6 5.1 5.8 5.4 11.1 11. 7 

60 - J 84.9 90.3 5.5 6.0 6.2 6.3 11.4 12.5 

N 58.5 68.3 3.5 3.3 5.3 5.5 10.1 9.0 

J : JaGAr 01 x(Yo)値は HI価 1: 10を原点、として算出

N : Nakayama 

と17歳以上，中山株では12歳以下と13歳以上を境として， 移と y(xo)値の相関性は低年齢層を除いてほとんどが

y(xo)値の場合同様に低年齢階層は年次進行l乙従った上 有意で、なかった.昇降曲折の原因が標本血清抽出に起因

昇傾向を，高年齢階層は低下傾向をしめした.また上昇 するのか，抗体保有実態の反映であるのかは今後検討す

傾向が中山株において，下降傾向が JaJAr01株におい る必要がある.

てより強くあらわれたのも y(xo)値の場合と向様であ 高年齢階層における抗体有値ならびに保有抗体値の下

った. 降傾向が，流行株の抗原構造l乙近縁な JaGAr01株によ

これら上昇または下降傾向は単調な直線傾向ではな り強くあらわれている乙とは，乙の下降傾向は近年の日

く，上昇下降の曲折経過をたどっているため，統計学的 脳「ウJ汚染低下の反映であると考えられる.

検定では年次聞の変動は高度に有意であったが，年次推 一万低年齢階帰での抗体保有値ならびに保有抗体値の



討するために，相関をみると，

関がみられた.

図3からもわかるように，標本聞の差は n法で最大

l乙， p法で、最小i乙表現されたが，定量佑という点から n

法はは問題がある.

一方， x(Yo)値をみると， n法が最小で、P法が最大と

なった.標本の実測最高抗体価に比べて n法は低く， p 

法ははるかに高値をしめした. n法で低くなったのは，

n法では低保有率値が回帰をとる際はしばしば疎外され

る結果であり， p法で高くなるのは，低い保有率値を過

剰評価する本質的な原因と考えられる.

結論

新しい視点にたった分析法で， 1968-74年における東

京都民の日本脳炎 HI抗体保有状況の分析をおこなっ

た.

集団の抗体保有状況を表現する抗体保有率および抗体

価として扱れる数値の性状を検討し，抗体保有率評価ノf

ラメーターとして保有率の平方根値目躍を，抗体価評価

パラメーターとして 2の対数値目盛を採用した.

抗体保有率 y{[宣を抗体価x値の回帰として考え，最小

二乗法により抗体保有値 y(xo)値および保有抗体値

x(Yo)値を算出し，両値の比較で，抗体保有状況の分析

をおこなった.

1. 1968-74年の平均 y(xo)値を 5歳以下， 6-12 

歳， 13-16歳， 17-30歳， 31-59歳， 60歳以上の年齢階

層別に算出し年齢推移をみると， JaGAr 01，中山両株

とも 6-12歳を底としたJ字型パターンをしめした.ま

た y(xo)値は JaGAr01株で高値となった.

平均 x(Yo)値の年齢推移パターンは JaGAr01株で

は13-16歳をピークとしたー峰性の山型をしめしたが，

中山株では年齢階層別の差が明らかで、なかった.

2. 1968-74年における都民の日脳「ウJHI抗体保

有の年次推移は，年齢階層によって明らかな違いがあ

った.12歳以下の低年齢層では年次進行にともなった

y(xo)， x(Yo)両値の上昇傾向が， 17歳以上では反対に

下降傾向がみられた.低年齢層の上昇傾向はワクチン製

造株ウイルスである中山株においてより強く，高年齢層

の下降傾向は抗原的l乙流行株比近縁な JaGAr01株によ

り強くあらわれた.しかし， ζの上昇下降傾向は，昇降

曲折経過をたどっているため，統計学的検定ではほとん

どの例が有意とならなかった.
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生薬の試験法に関する研究 (VI) 蒼7ltおよび白7ltの識別法

西川洋一本瀬戸隆子*渡辺四男也牢

Studies on Examination of Crude Drugs (VI) Differentiation of Atrαctylodes 

LαnceαRhizomαand Atrαctylodes Rhizomα 

YOICHI NISHIKA W AペTAKAKOSETO牢 andYOHYA羽TATANABE*

The rhizomes of Atracりlodes(Compositae，) are stipulated by Japanese Pharmacopoeia VIII dividing 

into Atractylodes Lancea Rhizoma (ALR) and Atractylodes Rhizoma (AR) of which identification is 

accepted as vanillin山 hydrochloricacid reaction of atractylon. 

Atractylon is a component of AR， however， it is contained in a few ALR. Atractylodin is one of 

specific components of ALR， so that it J.tlay be considered as a more reliable indication for differenti圃

ation of ALR and AR. 

In this paper， an identification of atractylodin in n-hexane decoction of Atr・actylodeswas discussed. 

Atractylodin is identified by TLC (as shown in Fig. 1) and UV (as shown in Fig. 3) after column 
chromatography with silicagel or alumina index II--III. 

第 8改正日本薬局方(以下日局 8と略す〉はポを基原

によって蒼JItと自戒に分別して収載し，生薬のエタノー

ル温浸液l乙対するパニリン・塩酸反応を自JItの確認試験

および蒼JItの純度試験として規定している.本反応は臼

JItの主成分である atractylonが塩酸々性でパニリンと

赤色に反応することを応用したものである.しかし，著

者らの研究によれば，現市場品の蒼JIt中にも乙れを含有

するものがあり，またパニリン・塩酸試液で同様の呈色

反応を示す他の物質も含有されているので，本反応は

atractylonのみを対象とするものではなく，蒼71t，白71t

の識別反応には適当でないと考えられる.そこで蒼戒の

基原l乙共通の個有成分である atractylodinが識別対象

として最適であると考え，日局 8の補完試験法を目的と

して，生薬の n-ヘキサン浸液中の atractylodinをT

LC，またはカラムクロマト処理後のUV吸収測定によ

っで確認する方法を確立したので報告する.

実験の 部

J1t類試料

(1)古立蒼71t(Atractylodes lanceα〉

(2)西北グ (A.lancea var. chinensis) 

(3)天津。 (A.lancea var. chinensis x A. J，ψonica?) 

(4)北鮮蒼7tt(A.lancea var. sinψlicグ.olia)

(5)韓国自主 (A.j<<ρonica) 

(6)唐。 (A.ovata)η 

TLCによる atracty lodinの確認

プレート:①KieselgelG，①Wakogel B-5FM.展開

溶媒:1トヘキサン・ベンゼン・酢酸エチノレ混液 (14:3 

: 3).試料溶液:生薬の粉末2gl乙Iトヘキサン 5ml

を加え， 5分間振り混ぜたのち，ろ過した液.スポット

量:O.Olml.展開距離:10cm.スポットの検出:①紫

外線(主波長 365nm)，②p-ジメチルアミノベンズアJレ

デヒド 1gを10%硫酸 20mlI乙溶かした液をスプレーし

1000
で5分間加熱する .atractylodinは Rf約 0.7を示

し，プレート①l乙試液をスプレーし加熱するとき緑色~

灰緑色のスポットとして，プレート②に紫外線を照射す

るとき暗色のスポットとして検出される.

シリカゲル(市販カラムクロマト用〉

(l)Wakogel C-200 100-200mesh 

(2)Wakogel Q-23 100-200 

(3)Kieselgel 40 70......230 

(4)Kieselgel 60 70-230 

(5)Kieselgel 100 70-230 

(6)Davison No.923 100，...，200 

*東京都立衛生研究所理化学部医薬品研究科 160 東京都新宿区百人町3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjul王u-ku，Tokyo， 160 Japan 
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活性アルミナ(市販カラムクロマト用〉

(1)和光純薬 (塩基性) 300mesh 

(2)関東化学 ( I! ) 

(3)Merck 塩基性 活性度 1

(4)Merck 中性 。
(5)Woelm 塩基性 。
(6)Woelm 中性 。
注:(1)， (2)は表示はないが試験の結果塩基性を示す.

吸着剤の活性度調節元封を開き次の条件で処理する.

シリカゲル 1800

で10時間乾燥レて合水量0%のも

のをつくり，これに合水量 5%， 15%および25%となる

ようそれぞれ水を加えて 2時間振り混ぜる.

アルミナ 1800
で3時間乾燥して合水量 0%のもの

をつくり，これに合水量 3%， 6 ~らおよび10% となるよ

うそれぞれ水を加えて 2時間振り混ぜる.

色素による活性度の検定活性度を調節処理した吸着

剤を内径1.5cmのカラム管はかるくたたきながら長さ 5

cm 1[.充填し，これにズダンイエロー(以下SYと略す〉

の0.2%ベンゼン溶液 2ml!乙芯油ベンジン 8mlを加え

た液をおだやかに注加して吸着させたのち，石油ベンジ

ン・ベンゼン混液 (4: 1) 20mlを用いて展開させ，

SY吸着帯の位震を確認する.

カラムク口マトグラフィーと uv吸収によるatracty-

lodinの確認 吸着剤 1gをn-ヘキサンを用いて内径8

mmのかっ色カラム管に充填し，これに生薬の粉末 1g 

fe:. n-ヘキサン10mlを加え 5分間振り混ぜたのちろ過し

た液 1mlを注入し吸着させ， n-ヘサンキで溶出する.

溶出液 20mlをとり uv吸収を測定する.atractylodin 

」誌fmenm(ξ): 259 (山00)，273 (13，700)， 制

(38，400)， 354 (30，200) 

結果と考察

TLCによる atractylodinの確認 プレート①i乙検出

試液をスプレーし加熱するとき， atractylodinはRfO.7

附近に緑色~灰緑色を呈し，誠料(1)""'(4)で同町値に同

呈色のスポットとして確認される.(5)および(6)はatrac圃

tylodinとほぼ同じRf値l乙スポットを認めるが，この

スポットは初め紅色を呈し，後l乙鮮やかな青色lこ変化す

るので区別できる (Fig.1). プレート②に紫外線を照

射するとき，主波長254nmで、は白ポ類の試料(5)および(6)

l乙atractylodinよりやや低い Rf値を示す赤色のスポ

ットが認められるが主波長 365nmではこのスポットは

認められず， atractylodinのみが蒼7It類の(1)-----(4)に Rf

0.7附近に暗色のスポットとして確認される.

カラムクロマトグラフィーと uv吸収による atrac-

tylodinの確認高橋2)は市のエタノール抽出液につい

Rf 
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Fig. 1 Thin Layer Chromatogram of Atrac-

tylodes. plate: Kieselgel G， solvent: n-hexane 
.benzene.AcOEt (14: 3 : 3)， detection : p司 dime-

thylaminobenzaldehyde-H2S04 reagent， 10005min 

A : Atractylodin 

(1) : A. lancea 

(2) : A. lancea var. chinensis 

(3) : A. lancea var. chinensis>くA.jajうonica

(4) : A. lancea var. sinψlicグ'olia

(5) : A. japonicα 

(6) : A. ovata 

て直接uv吸収を測定し atractylodinの吸収が認めら

れると報告しているが，著者らがエタノールおよび r

ヘキサン浸液について直接uv吸収を測定した結果，

Fig.2に示す如く蒼7It類の(1)-----(4)はほぼ同様の吸収を示

すが，正確な atractylodinの吸収が認められず，自7It

類の(めにもほぼ同じ波長l乙吸収が認められるので，生薬

浸液の直接測定法は正確な確認、とならない.

そこでカラムクロマトグラフィーによって妨害物質を

除去する ζ とを考え，市販の吸着剤のうち広く用いられ

ているシリカゲルおよびアルミナについて検討した.市

販のシリカゲルl乙は活性度の表示はほとんどないが粒度

は一般に表示され数段階応分けられており，アノレミナは

粒度の表示はほとんどないが活性皮 iの表示が多く，塩

基性の他，中性および酸性に処理レたものがある.そこ

でシリカゲルはよく市販されているカラム操作の行いや

すい100-----200mesh付近のものについて，アルミナは塩

基性および、中性の活性アルミナについて実験した.シリ

カゲ、ノレおよび、アルミナは合水量によって活性が変化する

ので，常法通り両者とも加熱乾焼して含水量0持(活性度

1 )としたのち，シリカゲルについては Hernandezらめ
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360nm 

Fig. 3 UV Absorption Spectrum of Hrト exane

Eluting Solution from Column 

A : Atractylodin (1) : A. lancea 

(5) : A. Japonica 

340 320 300 280 260 240 220 360nm 

UV Absorption Spectrum of n-Hexane De-
coction of Atractylodes 

A :At問 t向 din42xanenm〈ε):2吹山00)，

273(13700)，334σ8400)，354(30200) 
(1) : A. lancea (5): A. Ja;ρonica (6): A. ovata 

340 320 300 280 260 240 220 

Fig.2 

の atractylodinの経時変化を考慮して 1gとしたが，

全形生薬を粉末として直ちに試料とする場合には，試料

の採取震を少くするか，またはUV吸収測定に当って適

当に希釈する必要がある.

以上考察する通り， TLCまたは活性度1I'"亜の吸着

剤を用いてカラムクロマト処理をしたのち UV吸収を測

定して atractylodinが確認されるものが蒼JItであり，

パニリン@塩酸反応が強陽性で， a七tactylodinが認め

られないものが白ポである.そのほか性状からの識別法

として，蒼JItは破折面がほぼ繊維性でなく，切片を放置

するとき，白色綿状結晶を析出するか，または， 11由室が

atractylodin 1c:.よってかっ色に変化する.自7!tのうち唐

臼JItは形状I乙著しい特徴があるので識別は容易であり，

和白JItは破折面が著しく繊維性で?由室はかっ色l乙変化し

ない.

(本研究は昭和49年度当研究所調査研究課題「医薬品

の品質と安全性に関する研究」の一部として実施したも

のである.)
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の報告に従い活性度lI，直およびNとなるように合水量

5 %， 15%および25%に調製し，アルミナについては一

般に活性度lI， ][および買は合水量 3%，69ら，および

10%とされているののでそのように調製して，これらに

ついて色素を用いる検定法によって，はじめの諮出液

20ml中は溶出される atractylodinおよびUV吸収妨害

物質の分離について誠験した.アノレミナの活性度検定法

としては 6種のアゾ色素を用いる方法4)がよく使われて

いてシリカゲノレめにも応用されている.活性度の各段階

を正しく検定するにはそれぞれ2極または 3種の色素を

必要とするが，簡単な目安をつけることを目的として

SYのみを用いて実験を行った. SYは活性度 Iでは

5cmのカラムの上部1c:.， ][では下部に吸着され，Nでは

溶出するとされている.めそこでSYの吸着帯の位置と

atractylodinおよび妨害物質の分離能について検討した

結果，両吸着剤とも SYの吸着帯がカラム上端から 0.3

cm以下でかつ下端l乙達しない程度の活性度，すなわち

活性度がほぼ1I-----藍のとき， Fig.31乙示す如く，蒼北類

(1)'"'-'(4)では妨害物質が溶出せず， atractylodinのみが溶

出して，極大吸収が atractylodinのそれと全く一致し

て相対強度もほぼ同じ曲線を示レ，白7!t類(5)および(6)は

260nm以上にほとんど吸収を示さなかったので、最適条件

である.乙の範囲より活性の強いものでは atractylodin

が溶出せず，また弱いものでは同時に妨害物質が溶出し

てくるので，試験に供することができなかった.

n-ヘキサン浸液調製l乙用いる誌料の量は粉末生薬で
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生薬の品質評価に関する研究 (IV) 口一トコンおよびその製剤の品質について

渡辺四男也*安田一郎*瀬戸隆子牢

中島和雄*西川洋一*

Studies on the Evaluation of Crude Drugs (IV) Quality of Scopolia Rhizome 

and lts Preparations 

YOHYA WATANABEペICHIROY ASUDAヘTAKAKOSETOヘKAZUONAKAJIMA* 

and YOICHI NISHIKA W A * 

Although Scopolia rhizomes contain tropane alkaloids i. e. hyoscyamine， scopolamine etc. being 

different in pharmacological effects， content of those alkaloids is accepted by Japanese Pharmacopoeia 

Vln as total alkaloids. 
As a result of separation and determination of those alkaloids with gas chromatography， the ratios 

of those alkaloids in Scopolia rhizomes and their preparations were not regularly obtained. 

In order to evaluate their pharmat:ological effect， it will be necessary to investigate on not only a 
content of the total alkaloids but also ratio of those contents. 

錯 広司 販されている.

ロートコンは第 8改正日本薬局方1) (以下日局 8と略 ロートコンの有効成分はトロパン系アルカロイドの f

す)~乙収載され，乙れを製造原料とするロートエキスは ーヒヨスチアミン(1 )およびスコポラミン(][)で，

ロートヱキス散のほか14品目の局方製剤K配合されてい その他オキシクマリン化合物のスコポレチンとその配糖

る. 体スコポリンが含有されている. 1は不安定で生薬調

ロートコンは第7改正まで日本躍のScopoliajaponica 製，エキス製造工程および製剤の経年比よって薬理活性

Maximowiczが基原として規定されていたが，日本産が の劣るアトロピン (dlーヒヨスチアミン〉に変化すると

資源的減少に加えて自然保護および採集賃金の高騰など いわれている.これらの有効成分の薬理作用については

の要閣によりはなはだしく減産したので，日局 8では 多くの研究2-5)がなされているが，共に抗コリン作動薬

S.}.ゆonicaまたはその他同属植物が規定された.同属 として副交感神経に作用し， 1はやや鎮濫作用に， ][は

植物としては同様の薬効成分を有する韓国産 S.parvi- やや鎮痛作用および分泌腺抑制作用にすぐれ，毒性の低

flor，α，中国産 S.sinensisおよびヨーロッパ産 S.car- ぃ点からはIが有効であると報告されている.

niolicaなどがあり，現在輸入されている. 従来乙れらのアルカロイドの分離定量はセライトある

一般に日本産はエキス収量は高いがアルカロイド含量 いはイオン交換樹脂などのカラムクロマトグラフィーで

は低く，外国産はその逆であるといわれ，日本産を用い 分離し比色定量する方法，ト8) 薄屑クロマトグラフィー・

て日局 8製剤総則に規定する軟エキス調度のロートエキ デンシトメトリーによる万法P 高速液体クロマトグラ

スを製造した場合は総アルカロイド含量が規定i乙達しな フィーによる方法， 9) ガスクロマトグラフィー(以下 G

くなり，外国産を原料とした場合には軟エキス調度まで LCと略す〉による方法10-12)があり，定量性，再現性，

濃縮するとアルカロイド含量が高くなりすぎるといわれ 簡便性の点、から GLCによる万法がすぐれている. GL 

ている.そのためか近年流動性の高いロートエキスが市 C による定量法には南J1110)の内部標準物質l乙エフェドリ

*東京都立衛生研究所理化学部医薬品研究科 160東京都新宿区百人町3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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ンを用いる万法，麻薬技術委員会山および勝井らωのホ ミンはアトロピン(メノレク)を，スコポラミンは臭化水

マトロピンを用いる方法がある.これらの方法について 素酸スコポラミン(和光純薬〉を使用した.相対保持時

追訴したところ，著者らの実験試料では内部標準物質と 間は内部標準物質 nーオクタコサンを lとすると，ヒヨ

tRを同じくする未知物質が存在し正確な定量値が得られ スチアミンは0.52，スコポラミンは0.77である. GLC 

ないので，内部標準物質i乙トオクタコサンを用いて分 の条件は次のとおりである.島津 4BMPF，column:3 

離定量し品質評価の資料とした %OV-17on chromosorb W， glass on column : 3mm 

実験の部 x 2 m， column temp. : 2500， detector temp. : 2700， 

実験材料 carrier gass: N2 40mljmin 

口一トコン日本産として長野県産(1975)および奥 結果および考察

多摩採集品(1975，5， 25)，外国産として韓国産，北朝 鹿野ら 13)は10%，35%， 50%， 75%， 100%エタノー

鮮産および中国産を用いた.外国産は外観性状から特に ノレおよび純水を用いてロートエキスを製した場合，エキ

識別点となるような特徴はないが，日本産i乙比べてやや ス収量はエタノール濃度の上昇l乙伴い減少する傾向にあ

小型で根はほとんど除かれており，一方長野県産はわず、 り， 35%エタノーノレで、は純水時の約609らになると報告し

かに根および細根をつけていた.奥多摩採集品は根を完 ている.しかし著者らの実験では Table1のごとく 35

全に除いて調製した 9もエタノーノレの万が高い{症を示すものがあった.純水お

ロートエキス 3社 4製品を用いたが，そのうち 3品 よひ~35%エタノールでのエキス収量は日本産が必ずしも

がやや流動性の高いものであった. 外国産より高い値を示すことはなかった.しかし著者ら

ロートエキス散 7社10製品を試料とした.そのうち のデータは日間 8生薬誌験法エキス定量法によったもの

日局 8の性状l乙記載する帯かっ黄色~灰黄かっ色を呈す であり，実地比大量の同一原料を用い，日間 8製剤総則

るものは 3品で，そのほかは灰白色に近いものであっ エキス剤製造法l乙準じてロートエキスを製造したデータ

た. と比較しなければ正確な結論は得られない.

口一トコンの分析用試料調製試料約 500gを粗切レ ロートコン中の総アルカロイド，ヒヨスチアミンおよ

たのちょく混和し，その 100gを中末(日局 8)として びスコポラミン含量の測定値は Table1 f乙示した.総ア

分析用話料とした. ノレカロイド含量はいずれも日局 8f乙適している.日本産

エキスの定量水および35vjv%エタノールを用い日 比比べ外国産はいずれも総アルカロイド含量が高く，韓

局 8一般誠験法生薬誌験法により定量した. 国産および北朝鮮産は中国産より高い値を示した.韓国

総アルカロイドの定量 日局 8により定量した. 産と北朝鮮産は同一基原のものであるが，今回の試料に

ガスクロマトグラフィーによるヒヨスチアミンおよび 関する限りでは北朝鮮産がやや高い値であった.ヒヨス

スコポラミンの定量 日局 8の定量法に準じ総アノレカロ チアミン対総アノレカロイド含量比(以下 H/TAと略

イドをクロロホルムで抽出し全量を正確に 60mlとしそ す〉は外国産がいずれも79.3，83.1， 90.3%と高い値を

の 5mlを正確に量り取り，溶媒留去後 N，O-ピス〈トリ 示すのに対し，日本産は39.9，66.3%とかなり低い値を

メチルシリル〉アセトアミド(東京化成) 1 mlを加え 示した.スコポラミン対総アルカロイド含量比(以下S

600， 5分間加温，冷後内部標準物質トオクタコサン /TAと略す〉は日本産，朝鮮半島産の闘に有位差は認

(和光純薬〉を含む n-ヘキサン 1mlを正確に加え振り められなかったが，中国産はこれらよりも高い値を示し

混ぜ，さらに水 1mlを加え振とう後遠心分離，上層の た.

トヘキサン庸を試料とした.標準物質としてヒヨスチア 試料の市販ロートエキス中 3品は流動性の高いもので

Table 1 Extract and Alkaloids of Scopolia Rhizomes 

Sample H20-X 35%EtOH-X TA H/TA SjTA HjS 

S. japonica (OKutama 30.7% 35.7% 0.300% 39.9% 8.7% 4.6 

Nagano 26.2 24.1 0.34.0 66.3 3.2 20.7 

sμ7・uグJM(Korem 36.1 35.4 0.655 90.3 2.9 31.1 

North-Korean 32.7 38.1 0.836 79.3 7.5 10.5 

S. sinensis Chinese 33.0 33.3 0.497 83.1 12.7 6.5 

X : extract， TA: total alkaloids， H: hyoscyamine， S: scopolamine 



Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 26・1，1675 92 

Alkaloids Content of Scopolia Extract and Scopolia Extract Powder Table 2 
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TA : total alkaloids， H : hyoscyamine， S : scopolamine 

(本研究は昭和49年度当研究所調査研究課題「医薬品の

品質と安全性l乙関する研究Jの一部として実施したもの

である〉
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あるが，それらの日局 8生薬試験法による乾燥減量は

No.2 (26.4%)， No.3σ3.39の， No.4(26.6%)であ

り， No.1 (12.3%)の約2倍であった.

市販エキスとエキス散の総アルカロイド，ヒヨスチア

ミンおよびスコポラミン含量の測定値は Table2 f乙示

した.総アノレカロイド含量はいずれも日局 8fi:適してい

る.エキスでのH/TAおよび S/TAは 84.4:t2.6

'%， 8.5土0.6%とほぼ一定であり，流動性の異なる製品

閣においてもこれらの比率に差異は認められなかった.

一方エキス散でのH/TAは87.9:t3.3%とエキス間様

ほぼ一定であったが， S/TAは5社7製品が3.5土0.4

'%， 2社3製品が6.2，9.0， 9.1%と2つのク。ループlこ

大別できた.性状は S/TAの低い前者が灰白色を呈す

るものと一致し，高い後者が帯かっ黄色~灰黄かっ色を

呈するものと一致した.

以上のごとく，著者らの実験によればロートコン，エ

キスおよびエキス昔立のヒヨスチアミン，スコポラミンの

含量比率は一定で、はなかった.日局 8は公定法として諸

般の事情から総アルカロイド合意のみを規定して力価を

定めているが，本来ζれらの薬効を評価するには総アル

カロイド含量のほかに前 2者の相対含量についても考慮

する必要があると考えられる.

謝辞本研究にあたり，試料の収集にあたられた薬事

監視員の皆様，生薬および製剤を提供された各社民深謝

いたします.
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薬剤に対する LimulusTestの検討

下平彰男*中島和雄*

Evaluation of Limulus Test for Drugs 

AKIO SHIMOHlRA * and KAZUO NAKAJIMA本

Evaluation of Limulus Test for the detection of bacterial pyrogen has already been reported by many 

workers. The previous report indicates that Limulus Test gives decrease requirements in volume， and 

simplicity and sensitivity are advantages of the test for detecting pyrogenic contamination in paren-

terals. 
This paper discussed the comparative sensitivity for various Lipopolysaccharide (LPS) between the 

two methods employing a commercially avaiable Amoebocyte Lysate， and the increase of detection 

sensitivity for LPS by the addition of cations Ca2+ and Mg2+ to the parenterals caused false negative. 

It is concluded that sensitivity of detection of LPS is indefinite by lysate production， no addition of 

cation is uniformly effective in lysate improvement and detection of pyrogen in p訂 enteratswith Limulus 

Test does not seem reasonable if concentrations of drug is high. 

患者 活性の異なる LPSI乙対して両者間の平行性をみとめ

カブトガニ血球抽出成分 (AnlOebocyteLysate) f乙よ た.のしかレ，各種注射剤への応用が PyrogenTest I乙

る endotoxin検出法一一-LimulusTest は，ウサギの 代り得るものかについては， Limulus Test fc:.用いる

体温測定による PyrogenTest Ic:.比較して簡便性，迅 Lysateの精製，純度の均一化の{也l乙多くの検討を要す

速性と共に endotoxinI乙対する検出感度が高いことが る乙とが加納らめにより指摘されている.

広く知られており，臨床検査および環境衛生的訪験への 著者は前報りにひきつづいて， 2社製品の Lysateお

応用さらに薬学領域への応用が始められている.特に薬 よぴ発熱活性の異なる精製された 4種の LPSならびに

学領域においては，注射剤の発熱事故を防止するため， 3種の化学的 Pyrogenを用いLimulusTestを行な

Pyrogen Test による検定が広く行なわれているが， い， Pyrogen検出感度を比較検討した.さらにLPS最

Cooper ら1)は注射剤について， Limulus TestとPyro- 少発熱量含有の各種濃度におけるブドウ糖液およびアミ

gen Testの一致率を検討した結果， 84%の値を得てお ノ酸溶液について LimulusTestを行ない，薬剤濃度

り，少量の検液と短時間で検出し得る ζとから放射性医 の相違による LPS検出感度を検討した.ζの際，fal-

薬品への応用が有利であることを指摘している.また se negativeとなった検液i乙Ca2+および Mg2+を添加

Eibertら2)は75%の一致率を報告し，将来Limulus したのち， Limulus Testを行ない，ゲル化の回復を観

Testは PyrogenTest Ic:.代り得ると述べている.小林 察した.

ら3)は日本産カブトガニ AmoebocyteLysateを抽出し 実験方法

endotoxin fc:.対する反応と PyrogenTest結果を比較 (1)実験材料

し両者の検出感度の平行性をみとめており，各種薬剤お Amoebocyte Lysate: 日本産カブトガニ (Tachy-

よぴ生体成分への影響を報告している.著者らは Lim- pleus tl・identatus)の血球から抽出された Lysateのア

ulus TestはPyrogenTestよりも Lipopolysaccharide ンプル凍結乾燥品(以下A社の Lysateとする〉および

(以下LPSと略す〉に対する検出感度が高く，発熱 米国産カブトガニ (Li・muluspolyphemus)の血球から

*東京都立衛生研究所理化学部医薬品研究科 160 東京都新宿区百人町3-24-1
* Tokyo Metropolitan Reseach Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， • Shinjul叩 -1m，Tokyo 160 ]apan 
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抽出された Lysateのパイアノレぴん凍結乾燥品〔以下， 揺しないように取り出し室温にもどしてゲ、ル化の状態を

B社の Lysateとする〉 肉眼で観察し判定した.判定方法は内容物が固化してい

LPS : Yersinia enterocolitica 03， ZM-20株から て角度450 にしずかに傾けても動かない状態を廿，固化

Westphal法により抽出した LPS(以下 LPS-Yと略 しているが傾けると動く状態を十，粘張性あるいは白濁

す)， E. Coli E47a株から Westphal法により抽出し がみられ傾けることによってガラス壁にいくらか粘着す

たLPS(以下LPS-Eと略す)， Shigella sub-group K3 る状態を土， negative controlと同様にゲル化の全く

No 153株から Palmer改良法により抽出したLPS(以 みられない状態をーとした.B社の場合は Lysatei(.直

下 LPS-Sと略す〉および Pseudomonasfluorescens 接，検液200μJを加え，しずかにふって溶解し，以下A

の LPS50μg/mlを含有する注射剤 (T.T.G2号， 社の場合と同様に操作し，判定した.なお検液の pH

藤沢薬品工業K.K.製) (以下 LPS-Pと略す〉前2種 は，反応至適範囲6.25，.....7.25になるように0.25N-水酸

は杏林大学微生物学教室の提供により， LPS-Sは国立 化ナトリウム液を用いて補正した.

衛生試験所微生物部から授与された (3)Pyrogen Test 

化学的Pyrogen: 2 -4 -dinitrophenol (以下DNPと 日本薬局方発熱性物質試験法にしたがって行なった.

略す)0，5gを0.3%炭酸水素ナトリウム溶液に溶解して なお体温測定はウサギを首架式に悶定し， 12点式体温白

100mlとなし，用時 pyrogenfreeの再蒸留水を用いて 記記録計(飯尾式機， E P-670型〉を用いた.

f希釈した.Aldol-cト naphthylamine(アミンA)および (4) Pyrogen検出感度

N-Phenyl-s-naphthylamine (アミンB)をそれぞれ B社の positivecontrol液およびその 10倍稀釈液，

O.訟をとり Pyrogenfreeの水100mlを加えて 5分間， LPS-Yおよび LPS-Pの10倍稀釈段階液 (10-1........，10-5

強くふりまぜたのち， membrane (0.22μ〉を用いて炉 μg/ml) ， DNP，アミンAおよびBアミンを用いて， A， 

過し炉液を試料とした B2社の LimulusTestならびに PyrogenTestを行

(2) Limulus Test なった.

A， B 2社の Lysate (実験材料l乙既述〉を用いそれ (5)ゲル化の薬剤濃度による影響

ぞれ2社の使用法にしたがって行なった.A社の場合は ブドウ糖，デキストラン， L-Lysineおよび L-Argi-

Lysate 1乙pyrogenfreeの水 100μJを加えて裕解し， nineをそれぞれ 5，10， 20， 30， 40， 50gを100mlの

ζれに同量の検液を加え，しずかにふって混和し，ただ メスフラスコはとり Pyrogenfreeの水を加えて溶解し

ちに 370 Cのふらん器に入れて 1時間静置したのち，動 100mlとして，滅菌したのち，それらの液 1(.LPS-Y 

Table 1. Comparative Sensitivity of Lysate A and B to Pyrogens 

Pyrogen Pyrogenicity Lysate A 

Positive control B 十 十

1/10 Dilution of B + 

LPS叩 Yμg/ml 10-1 + 十十

10四 2 十 ++ 
10-3 十 ++ 
10-4 十 十

10-5 

LPS-Pμg/ml 2 X 10-1 + 十+

10-1 十

10-2 十

10-3 

DNP牢 + 
Amine A* + 
Amine B申 十

Notes : Positive control B contains 0.0025μg/ml of LPS prepared by Company B. 

* Described in the text. 

Lysate B 

+ 

+十

十十

十

十+

十
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(10-2μgjml) 1 mlづつを加えて検液とした.この液

はすべて10四 4μjmlの LPS-Yを含有するものとした.

(この値は計算上誤りであるが，滅菌操作による減量な

どから考えて，実験誤差範囲内である.)乙れらの検液

についてA社の Lysateを用いLimulusTestを行な

った.

(6) Ca2+ Mg2+添加によるゲル化の回復

ブドウ糖濃度30，40および50%の滅菌溶液をそれぞれ

100mlづ、つ調製し，これらを 1組の検液とし 4組を用

意した.次l乙各組毎l乙LPS-Y， -S， -E，および -P

の 4種のLPSを(5)の実験方法と同じ操作で加えた.こ

の際， LP S含有量を最少発熱量とするため上から )11震に

それぞれ， 10-4， 10-3， 10-3 および 2XlO-1μgjmlと

した.これらの検液についてA社の LimulusTestを行

ない， false negativeとなった 1つの検液から20mlづ

っ2つを分取し，それぞれ20mM濃度になるようにCa2+

および Mg2+を添加した.すなわち， 2M濃度の塩化カ

ルシウム溶液および、塩化マグネシウム溶液をマイクロピ

ペットで200μJ添加した.そしてこれらの液について再

ιぴ LimulusTestを行;なった.

つぎに， LPS-Eおよび LPS-S合有量を10-2μgjml

としたブドウ糖溶液10，20， 30， 40および50%について

上記と同様な実験を行なった.なお，ガラス器具類は

2500C 30分間あるいは1800C 2時間加熱し， Pyrogen 

freeとし，各種薬剤は予めLimulusTestを行なって

endotoxin freeを確認した.

実験結果および考察

(1) Pyrogen検出感度

2社から市販されている Lysateを用い， LPSおよび

佑学的 Pyrogenfi:'対する検出感度の比較を行なった結

果， Table 1 1乙示したように B社の positivecontrol 

(LPS : 2.5x10ーヤgjmりに対してはA社B社とも陽性

であるがその 10倍稀釈液に対しては PyrogenTest陰

性であるがA社の Lysateはいくらかゲノレ化がみとめら

れ， B社は全く反応を示さなかった.また LPS-Yおよ

ぴ LPS-P1乙対する検出感度は， A社の Lysateでは

前者は PyrogenTest結果と一致しており，後者は

Pyrogen Testより20倍高い結果が得られた.B社の

LysateではA社のそれよりも若干低い結果が得られた.

化学的 Pyrogen1(.対しては， 2社とも反応を示さなか

った.

これらの結果から A社の LysateとB社のそれは en-

dotoxin t乙対するゲ、ノレ化能に若干の相違があるものと思

われ，ゲ、ル化のメカニズムが充分に解明されていない現

在では， Lysateの精製，純度，均一化などが今後の問

題と思われる.米国FDAは Lysateの品質規格として

FDAの標準 endotoxini[対する検出感度を， 1.25x 

10→μgjmlでは(一〉であり， 10-4μgjmlでは(十〉とな

るように提案している.めまた，丹羽7) は Lysateによ

るLPS検出感度とウサギによる発熱性との比は LPS

の標品によってかなり開きがある乙とを述べている.著

者らの実験結果から LPS検出感度は発熱活性の高い

LPS-Y I[対してはウサギによる PyrogenTest結果と

一致するか，もしくは低く，発熱活性の低い LPS-PI[ 

対しては PyrogenTestより高い乙とが認められた.化

学的 Pyrogeni[対する実験のうち， Amine AおよびB

を選んだ理由は乙れらの物質がゴムの老化防止剤として

用いられており，僅かではあるが水l乙溶出され強い発熱

性が強められため乙とによるものである.乙れらの物質

および DNPI[対する LimulusTestはすべて nega-

tiveの結果が得られたことから LimulusTest による

化学的 Pyrogen検出は可能ではないと思われる.

(2)ゲル化の薬剤濃度による影響

LPS-Yの最少発熱量10ーヤgjmlを含有する 5"-10% 

濃度の薬剤lζ対する LimulusTestを行なった結果，

ブドウ糖ではその濃度30%より高くなると negativeと

なり，デキストランでは10%，リジンでは30%，アルギ

ニンでは 10%より濃くなると negativeの結果が得ら

れた (Table2).薬剤の濃度が高くなると Lysateのゲ

ル化がみられない乙とは既に小林らわにより報告されて

Table 2. Effect of Concentration of Drugs to Limulus Test 

% of drugs 5 10 20 30 40 

Dextrose ++ 十+ 十 + 
Dextran 40 十 + 

Dextran 70 十 + 
L-Lysine 十十 +十 十 + 
L-Arginine +十 十

Notes : Each drugs were prepared to contain minimum fever response dose 10→μgjml of LPS， 
Yersinia enterocolitica. 

50 
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Effect of Addition of Cation on Lysate Sensitivity in High Concentration of Dextrose Table 3. 

50 

LPS-Y， 10-4μgjml 

No added cation 

Ca2+ added 

h在g2+ added 

40 30 

+ 

+ 

+ 

cation 

LPS-S， 10日 3μgjml

No added cation 

Ca2+ added 

Mg2+ added 

LPS-E， 10-3μgjml 

No added cation 

Ca2+ added 

Mg2+ added 

LPS叩 P，2XlO-1μgjml

No added cation 

CaZ+ added 

Mg2+ added 

十十

十十

十十

+十

強がみられ，他のLPSでは全くみられなかった.乙れ

らの結果から丹羽ら10)の指摘しているように Lysateの

LPS ~L.対するゲノレ化反応はCa2+ または Mg2+ を要求す

る反応であるが LPSの種によって一様ではないと思わ

れる.また LPSの濃度比よっても一様ではないと思わ

れるので， LPS-Sおよび-Eの含有量を最少発熱量の

10倍すなわち 10-2μgjmlとしたブドウ糖溶液 (5"'50 

?のについて陽イオン添加による同様な実験を行なった.

その結果 Table41乙示したように， LPS-S 1乙対しては

Ca2+添加により検出感度の増強がみられたが， Mg2+ 

では変化がみられなかった. LPS-E Ir.対しては両者の

イオン添加により検出感度の増強がいくらかみられた.

五ゐte: Concentrations of LPS are doses for minimum fever responses. 

おり，今回の実験結果から薬剤の種類によって一様で、は

なく，粘度が増すとゲル化が阻害されるようであるが，

なお多くの検討が必要と思われる.

(3) Ca2+，班g2+添加によるゲル化の回復

Limulus Testは20mM濃度になるように， Ca2+あ

るいは Mg2+を添加すると LPS検出感度が増すこと

が報告されている 9)前記(2)の実験結果から falseneg-

ative となったブドウ糖液 (30，40， 50~のについて，

新たに LPS-Y，-S， -Eおよび-Pの4種のそれぞ

れ最少発熱量を含有する検液を調製し， Ca2+ ならびに

Mg2+を添加し LimulusTestを行なった.その結果，

Table 31乙示したように LPS-Pにのみ検出感度の増

Effect of Addition of Cation on Lysate Sensitivity in Dextrose Solution contained 

10→μgjml of LPS 

Table 4. 

50 40 30 20 10 5 of cation 

+
一
+
+
一

LPS-S 

Ca2+ added 

Mg2+ added 

+ 十

土

十+十LPS-E 

Ca2+ added 

Mg2+ added 

十

十
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これらの結果から Ca2+あるいは Mg2+添加による

Lysateのゲ、jレイじ能の増強は LPSの種および量によって

一様ではないと思われる.最少発熱量の Pyrogenを合

有するブドウ糖注射液(合最30%以上〉からLimulus

Test ~Cよって Pyrogen を検出することは不可能である

と思われる.

結語

Limulus Testは佑学的 Pyrogenを検出できない

が，水中の細菌性 Pyrogen検出感度はウサギによる

Pyrogen Testと同等あるいはそれ以上高い.しかし 2

社の Lysate ~Cよる比較実験結果から， Amoebocyte 

Lysateの精製純度比よって LPS検出感度は異なるも

のと思われる.Limulus Test によるブドウ糖注射液の

Pyrogen検出方法はブドウ糖含有量が30%以上になる

と falsenegativeとなり， Ca2+あるいはMg2+添加に

よる Lysateのゲル化の回復は LPSの種および量によ

って一様で、はない乙とが認められた.薬剤濃度の高い注

射剤が最少発熱量の Pyrogenを含有する場合， Limulus 

Test ~Cよって Pyrogen を検出する乙とは不可能であ

ろう.

(本研究は昭和49年度当研究所調査研究課題「医薬品の

品質と安全性に関する研究」の一部として実施したもの

である.)
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リノール酸メチルの酸化時における酸化防止剤と Synergist有機酸の関係

松本 茂本中 山 京 子 *

The Relationship between Antioxidants and Synergistic Organic Acids at the 

Oxida tion of斑ethyILinolea te 

SHIGERU MATSUMOTO本 andKYOKO NAKAYAMAキ

In connection with the previous papers， it was reported in this article the results of our study on the 

interaction between antioxidants and the synergistic organic acids， which were added at the oxidation 
of Me-linoleate (ML). 
As for the relation between the quantity of an organic acid and its synergistic effect， we found that 

the optimum range existed in the concentration of a synergist for a definite amount of BHA orα 日

tocopherol (VE) ， and if excess quantity was added， its effect waS diminished. 
The results of investigation on the diminution of the concentration of antioxidants and synergists 

remainig in the oxidized samples showed that residual BHA decreased in the lapse of oxidizing time 

similarly to the case of VE. And the rate of decompomposition decreased markedly with the addition 

of synergist， such as ascorbic acid (VC)， citric acid (CiA)， or malonic acid. 

At the same time VC was decomposed， with the diminution of antioxidants， through dehydroascorbic 
acid partially to oxalic acid. 

Other synergistic organic acids were also decomposed during oxidation. 
For dibutylhydroxytoluene (B日T)VC showed no synergism， which was very effective on BHA or VE. 

On the other hand CiA， tartalic acid and malonic acid were also effective for BHT. The reason of 
these phenomena was considered to be due to steric effects between them. 

The interaction between radicals formed from antioxidants and synergists at the oxidation was 

assumed as the functional mechanism of synergistic effect. 

Additionally， relation between concentration of BHA or VE and the induction period of autoxidation 

was revealed to have definite ratio in some range of their concentration. 

はじめに 同を調査した.乙れらの結果にもとずき， MLの酸化に

著者らは従来リノール酸メチル(以下M Lと略す)の 際してのフェノール系酸化防止剤と synergist有機酸と

通気酸化時の諸変化，酸化生成物およびその際における の作用機序について若干の考察を行った.なおBHA，

ブチルヒドロキシアニソーノレ(以下BHAと略す〉と VEをそれぞれMLtl:.単独使用した際の添加重と，酸イじ

αートコフェローノレ〔以下 VEと略す〉の酸化防止効果， 誘導期間(inductionperiod)との関係について所見を

ならびにそれら酸化防止剤に対する有機酸 synergistの 附記した.

影響等について報告を行って来たが， lーの今回は M Lの 実験の条件

酸化i乙際レ，酸化防止剤としてBHAを使用したとき， 1 通気酸化の装置および万法， induction periodの

乙れに添加されたアスコルビン酸(以下VCと略す〉の 測定

添加量と synergist効果の関係，酸化試料中のBHAの 前報1，2，5，のに準じ，通気酸化容器はインピンジャー型

減少と VCの変化等について検討し，さらにジブチルヒ 吸収管を用い，乙れに精製MLl，6) 6 g tl:.各酸化防止剤z

ドロキシト Jレエン(以下BHTと略す〉に対する各有機 synergist等を添加した試料を取り， 85土0.50 のグリ

酸の synergismを比較してBHA，VEの場合との異 セリン浴中300mljminの定速で，酸素の導入を行い晶

*東京都立衛生研究所理化学部 160東京都新宿区百人町3-24-1

キ TOkyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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sample 

↓ 
water layer 

VC 
TLC 
cletermination 

2，4-DNP 
(515nm) 

ldiい凶 r円一p肝仰阿叫e印削叫n叫山t版a
extracted with water 

↓ 
solvent layer 

extracted， acetonitrile 
↓evapolated 

+ 60%ethanol 
washed with n-pentane 

↓十NaClsatur. so1. 
extract. n -hexane 

↓evapolated 
十 ethanol
(or n-hexane) 

TLC 
BHA 

determ GLC or colo-
rimetry 

Chart 1 Separation of Butylhydroxyanisol(BHA) 

and Ascorbic Acid from Me-Linoleate 

イむした.

各酸化試料l乙っき過酸化物価 CPOV)を測定1) し，

POV=1000を示す時間を便宜上 inductionperiod4，のと

しTこ.

2 M L酸化試料よりのBHAおよびVCの分離抽出

酸化試料より BHAおよびVCを分離抽出するには

Chart 1 te.示す方法K従った.

すなわち試料 6g fe. n-ペンタンを加えて60ml とし，

水12mlずつで、2回振り混ぜて，有機酸を抽出したのち，

ペンタン層は，アセトニトリル 30mlずつで2回，20ml 

ずつで 2回振り混ぜてBHAを抽出する。アセトニトリ

ル閣は合せ，減圧濃縮し，約 2mlとする .ζれを 60%

エタノール 90mlfe.溶かしたのち，ペンタン 10mlを加

えて振り混ぜ，混入しているM Lを除く，次l乙合水エタ

ノール層l乙飽和 NaCl溶液 180mlを加えたのち，トヘ

キサン100mlずつで、3回振り混ぜてBHAを抽出する.

抽出液を脱水したのち減圧濃縮い定容とし，薄層クロ

マトグラフィー(以下TLCと略す〉またはガスクロマト

グラフィー(以下GLCと略す〉用の試験、溶液とする。

BHAの回収率は添加実験においてはM L中BHAO.02 

%のとき90，.....，92%を示した.

BHAの比色法を行うときは，上記ヘキサン抽出液を

脱水後減圧濃縮し，エタノールで、定容とし試験溶液とす

る.また前記の水閣については前報5)t乙準じVC等の有

機酸の誠験を行った.

3 BHAの定性および定量

(1) T L C による定性

2の試験溶液について，次の条件で実施する.

薄屑:Si1icagel G 0.25mm，展開溶媒:ベンゼン・

ヘキサン e酢酸 (2: 2 : 1)，展開距離:15cm，発色

試薬:0.1 % 2， 6-dichloroquinone chloroimideエタノ

ール溶液をl噴露したのち， NH3 ガス↓乙よる(青色スポ

ット ，Rf=0.7) 

(2) G L C による定量

2による誌験溶液について，次の条件で実施する.

条件①液相:Silicone DC 200 (12，500C.Sふ 10%

on Gaschrom Q (80，.....， 100mesh)，カラム:ガラス製 2

n1，カラム温度:1700， carrier gas N2， F 1 D dete-

ctor使用，定量用標準溶液:0.01% BHAヘキサン溶

液，内部標準物質 :BHT

条件② 液相:Silicone OV-210， 2，....，3% on Chro同

mosorb W (AW， HMDS) (80.....， 100mesh) ，カラム:

ガラス製 2-2.5m，カラム温度:120.....， 1300， carrier 

gas Nz， FID detector使用，定量用標準溶液および内

部標準物質は①と同じ

(3) 2，6-dichloroquinone chloroimide による比色定

量 (Gibbs法〉

2による比色用試験溶液 5ml (60--80v jv%エタノー

ル溶液〉を取り， 0.25 % 2，ιdichloroqinone chloro-

imideエタノール溶液(用時調製)0.4ml， 0.25% Na2 

B407・10H20溶液 O.4mlを加え，水で全量を10mlとす

る.20......，30分室温民放置したのち， 620nm fe.おける吸

光度を測定する.別にO.Ol%BHA標準液 0.2......1.Oml 

を取り， 60%エタノールで 5111lとしたのち，誠験溶液

の場合と同様に操作し，検量線を作成する.

(4) p-nitrobenzene diazonium fluoroborate f乙よる

比色法(ジアゾ化法〉

2の試験溶液l乙，冷時 2%p-nitrobenzenediazoniu111 

fluoroborate 50v jv%エタノール溶液を加え，さらに

0.2%Na2B407・10H20溶液で微アルカリ性として発色さ

せ， 15分間放置後，色素をヘキサンl乙転溶させて500nm

における吸光度を測定した。標準液等は(3)に準ずる.

4 VCの定性，定量，クエン酸(以下 CiAと略す)，

マロン酸のTLC. シゥウ酸のTLC，ペーパークロマ

トグラフィーその他の定性

2による誠験溶液について，次の条件で実施する。

(1) VCの定性，定量

前報5)の条件l乙準じ，ポリアミド滞層による TLCを

行い， UV検出器による蛍光，または pH指示薬噴霧に

よりスポットの確認を行なう.定量は前報5) f乙準じ

dini tropheny lhydrazone法による VC，dehydroascorb-

ic acid (以下DVCと略す〉の分別定量を行う 7)

(2) CiAの TLC

薄闇:ポリアミドUA，展開溶媒@:アセトユトリル

@酢酸エチル@ギ酸(2:7.5:0.5)， (J]):エタノーノレ@
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Table 1 Relation between Concentration of Antioxidant and Ascorbic Acid on Antioxidative 

Effect for Me-Linoleate (hrs at POVこ 1000，850C) 

~ B H A % 0.009(0. 5l11l1101ejkg) 0.036(2l11molejkg) 0.1(5.5l1111101ejkg) 

VC% ---------一一一一o 5.6hr. 11. 5hr. 

0.0018 (0.1 ml1101ejkg) 9.6 21. 5 

0.0045 (0..25l11l1101ejkg) 9.5 22.0 

0.009 (0.5 l11l1101ejkg) 8.7 21. 0 

0.018 (1.0111l1101ejkg) 7.7 20.6 

0.05 (2.8 111l1101ejkg) 

0.1 (5.6 111l1101ejkg) 

~、 VE%
VC~も~

0 
0.009 (0.5l1111101ejkg) 

0.018 (1. 011111101ejkg) 

0.027 (1. 511111101ejkg) 

0.036 (2.011111101ejkg) 

0.054 (3.0mmolejkg) 

0.108 (6.0ml1101ejkg) 

0.216 (12l11l1101ejkg) 

0.043 (111111101ejkg) 

3.8hr. 
10.2 

11. 7 

11.6 

11. 5 

19.2hr. 

36.5 

34.8 

32.5 

0.25 (6 l1111101ejkg) 

9.3hr. 

19.5 

21.0 

22.5 

22.5 

アセトニトリル・酢酸エチル@ギ酸 (2: 7 : 0.5 : 0.5)， ① TLC 薄j雷:セノレローズ粉末，展開溶媒:水飽

展開操作:@により展開レ，微量混在する油溶性物質を 和 n..ブタノーノレ・ギ酸 (9: 1)，展開距離:15--17 

先端近くまで上昇せしめたのち風乾し，ついで⑥により cnl，発色誌薬は(2)に準ずる. (Rf=0.7) 

展開を行う.発色誠薬 :pH指示薬〔ブロムクレソ、、ール ① ペーパークロマトグラフィー 展開溶媒:1% 

グリーン@メチルレッド混合指示薬(日局 8)，Rf=0.5] HClで飽和したn-ブタノール，展開距離:16-18cl11， 

(3) マロン酸のTLC 発色誠薬は(2)に準ずる (Rf=0.6)

薄j冨:ポリアミドUA，展開溶媒@:(2)に同じ，@: @呈色反応試験溶液l乙飽和 CaS04溶液を加えて，

酢酸エチル@アセトニトリル@ギ酸 (1: 8 : 1)，展 生じた洗殿を遠心分離したのち， Feig18)法に従って還

開操作:(2)に準じ，@で展開，風乾後@で展開する.発 元レ， glyoxlic acidとしたのち日Cl・phenylhydrazine 

色詩薬(2)に準ずる (Rf=0.7) 溶液を加え，さらに K3Fe(CN)6溶液または H202溶液

(4) シゥウ酸のTLC，ペーパークロマトグラフィ を加えて呈色を検する.シュウ酸の在在で菰色を呈す

ー，呈色反応 る.
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Fig. 1 Change in Concentration of Antioxidant (BHA or VE) and VC in Me-Linoleate in Course 

of Pxidation 
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実験結果

1 BHAt乙対する V Cの添加量とその synergist効

果

ML6g t乙BHAO.5mmolejkg(0.009%)， 2mmole 

jkg(O. 036%)， 5.5mmolejkg (0.19のをそれぞれ添加

し，これらに， 0.1.......5.6mmolejkg (0.0018.......0.1%)の

各種の濃度のV Cを添加し， 85
0 で通気酸イむを行い，

POV約 1000を示す時間を測定して比較した.結果を

Table 11乙示す.

B旺A濃度 0.5mmolejkgのときに， V C 1/5当量

(O.lmmolejkg)の添加で， P OV  1000 に達する時間

(induction periodとする〉は約1.7倍氏延長した.また

B H A 2 mmoleのときには，その 1j12.5'"'-lj20当量の

VCの添加で約1.9倍IL.， B H A 5.5mmoleのときはそ

の1j11量のVC (0.5mmole)添加で1.9倍i乙延長して

いる.しかし ζれらのBHA量l乙対するそれ以上のVC

の添加ではむしろ効果が減弱する ζ とが知られた.すな

わち， BHA0.5， 2.0， 5.5mmolejkg Ie.対し， VC添加

量はそれぞれ 0.1，O. 25， O. 5mmolejkgが最も synergist

効果が大であり， BHAI乙対する VC濃度に optimum-

rangeが荏在している.乙の乙とは，前報5)で述べたV

EI乙対する VCの効果にもみられた現象であったが，

Table lle:示すように， V E 1mmolejkg添加に対する，

induction period延長効果の最大なVC濃度は 1'"'-2

mmolejkg， V E6mmolejkgではVC 6 '"'-12mmolejkg 

であったことから， BHAIe:対してはその synergistと

してのVC量はV Eの場合より少い所Ie:，その optimum

rangeを持つ ζ とが判る.しかし VCの synergistと

しての効果，すなわち， induction periodの延長倍率

ではBHAte:対してより， VEI乙対しての方が大きいこ

とが注目された.

2 酸化説料中のBHAの減少と synergistとして

のVCの変化

初めにML6g， BHAO.036% (2mmolejkg)， VC  

0.018% (lmmolejkg)の読料について 850 で酸化を

行い，6時間， 20時間の各酸化試料を取り， BHAとV

Cとを分離抽出し，さらにBHAについてはGLCおよ

び比色法で、定量を行った.乙の結果BHAの残存量は，

6時間で0.015%，12時間で0.008%，20時間ではほとん

どOとなり， Fig.1 (2)における VEと類似の減少状況

を示した.しかし ζの際における VCの残存量を測定し

たと ζろ，乙の試料中のVCの減少は， VEのときのに

比して著しく， 6時間の試料ですでに 0.002%以下を示

し， 12時間以降の試料では定量限界以下となった.なお

Fig. 1 (2)はS(l):VEO.25%， VCO.1%の場合の試料
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Fig. 2 TLC of BHA and Ascorbic Acid from 

Oxidized Samples 
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中のVEおよびVC，DVCの消長を示している.また

S ( 0)はVEO.25%，VC 0 %の試料における VEの

減少状況を示す.

そ乙でBHA，VC共l乙増量して， M L  6g 1乙BHA

0.1% (5. 5mmolejkg) ， VCO.05% C2.8mmolejkg) 

を加え850 で酸化を行い，酸イ七時間11.5，17.5， 23，29， 

34.5時間の各酸化試料についてBHAおよびVCの残存

量を測定した.その結果を Fig1 (1)1乙示す. BHAは経

時的i乙漸減して34.5時間ではほとんど 0となる. VCは

11.5時間で 0.015%に減少するが，それ以後は減少速度

はゆるやかになり， 34.5時間で痕跡程度となる.

Fig 1 (1)における VCの減少状況は， (2)の場合のそれ

と比較すると，速かに低濃度となり，低濃度の状態で維

持されている.

また上記試料中， 11. 5時間， 23時間， 29時間酸化の各

試料について， B百AおよびVCを分離拍出し， TLC 

を行った.その結果をFig.21乙示す.

BHAの減少状態は Fig.1とほぼ一致するが， 11. 5 

時間では 1個， 23時間以後では 2倒のBHAの酸化物と

見られる， Gibbs反応陽性のスポットが認められる .V

C についてもFig.1の結果とほぼ一致している.

なお上記各試料について， TLCおよびペーパークロ

マトグラフィー，呈色反応等によりシゥウ酸の存否を検

したが， 29時間および34.5時間酸化の試料からはシュウ

酸の生成が認められた.すなわち， VCは DVCを経

VE Ci Ci 
(0.1，0.1) (0，0.1) 

CiA Oh 7h 17h lh 3.5h 

01010 

Layer:Polyamide UA 
solvent: (2steps) 
1st， acetonitrile ・ethylacetate' formic acid (2: 7 .5 : 0.5) 
2nd，methanol・ethanol'formic acid (6: 2 : 2 ) 

Fig. 3 TLC of Citric Acid from Oxidized Samples 

て，一部はシゥウ酸にまで酸化されることが判る.

3 VEの synergistとしての CiAおよびマロン

酸の通気酸化による減少

ML6glr.VEO.1%および CiA0.1%を添加した誌
/VE Ci、

料(0.1，0.dl乙ついて， 85
0
で酸化を行い，それぞれ7

時間，17時間酸化した誠料から，残在する CiAを抽出し

TLCを行った.その結果をFig.31乙示す.残帯 CiAは

次第に減少して17時間後には完全に消失していることが

判る.なおこの際の POVは1000を超えていた.また
/̂  Ci ¥ CiAのみを添加した誠料，0，o~ì)で、は 3.5 時間の酸化で、

CiAは消失していた.

マロン酸の場合で、は， ML  6 g Ir.VEO.25%を添加し

た試料中マロン酸 0.06%CVEと等モノレ〉を加えて，

850 で酸化し，経時的i乙酸化試i闘を取り ，CiAの場合l乙

準じてマロン酸を抽出し， TCL によってその経時的変

化を追ったところ，マロン酸は明らかに減少は見せてい

たが， P 0 V10001乙至り， induction periodが終了して

も，なお微量の残寄がみとめられた.ほかにリンゴ酸で

もCiAの場合l乙準じ， VEf乙添加して酸化したとき，経

時的に減少する ζとが， TLCの結果明らかにされた

(なおリンゴ酸のTLCは(4)①の条件に準じた).

4 BHTfこ対する有機酸の synergism

つぎにVE，BHAとの比較のため，フェノーノレ性水

酸基の両側l乙tert.butyl基を有する酸化防止剤である

BHT について有機酸類の synergisticeffectを確め

た.すなわち BHTをメタノール溶液とし， ML中lこ1

mmolejkgの濃度に添加し，さらにこれに， VC，CiA， 

マロン酸ならびに酒;日酸を，それぞれ 1mmolejkgずつ

添加した各試料について， 850 で通気酸化を行い，それ

らの酸の synergisticeffectを調べた.その結果はTable

2fr.示すように，酸化誘導期間はクエン酸により1.36

倍，マロン酸で1.42倍，酒石酸では1.25倍と延長された

が，その synergisticeffectはいずれも BHA，VE 

K対!ノてより弱かった.特に注目されるのは， VEおよ

びBHAのいずれに対レても顕著な効力を有する VC

(およびその異性体であるエリソルピン酸〉が， BHT 

lこ関しては全く無効なことであった.

5 BHAおよびVEの単独使用のときにおける添加

量と酸化誘導期間の関係

BHA， VE各単独使用のときの添加量と，induction 

periodの関係を表示すると， Table3のようになる.各

誘導期間は近似的l乙濃度の平方根l乙比例している ζ とに

気が付く.

6 酸化訪止剤および synergist容在下で酸化した誠

料の酸化生成物について
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Table 2 Comparison of Synergistic Effects between Organic Acids on Three Kinds of 

Antioxidants 

ascorbic acid citric acid malonic acid tar!aricacid 

一一、(¥加m、対¥句 Ja 悩dm¥h¥ } 

HOC-Cて。 H，C .COOH 
トl、‘CV，COOH HO・HcC H -COOH 11 ~O 

HOC-C/ HO・C'COOH
W'---'COOH HO・・COOH

HOCH 
H2C・COOH

CH，OH 

。!ocorherol

なアHH3O C C16H33 (十) (X3.1) 

BHA OH 。C山 (+) (XL8 ) 

BHT 

OH 

帥 hC O C (帥} (-) 

Table 3 Relation betwen Concentration of 

Antioxic1ants and Induction Period 

B HA  (%) 0.009 0.036 0.1 

(+) 

(+) 

(十)

0.2 

inc1uction period(hr) 5.6 11.5 19.2 27.2 

VE  (~の 0.04 0.1 0.25 

induction period(hr) 3，8 6.0 9.3 

(t ~ .JC互5)

酸化防止剤としてBH A ， synergistとしてVCを添
I A VC¥ 

加した試料 (0.1，0.05)について，酸化温度 85
0 時間37

'"'-38時間の酸化試料を取り，前報6) f乙準じて，液相OV-

210を用いてGLCを行った.結果は Fig4'f乙示す通り

であり，その主なピーク①，②，①，④，①はそれぞれ

n-hexanal， Me-caprylate， Me-azelaalc1ehydate，原料

ML  ①Me-monoepoxyoctadecenoateであり，無添加

の場合と同一のパターンを示した.

考察

前報5，6) および本報の結果から， M Lの酸化過程で，

添加されたBHAおよびVEは共に，酸化誘導期間中は

残存していること，および， VC， CiA等の synergist

の在在で酸化誘導期間は延長され， synergistの効果は

酸化防止剤の安定化ないし保護作用として現れているこ

とが判る.且つ前報により，有機酸 synergistの効果は

従来いわれていたように重金属類の maskingによるよ

りは，酸佑防止剤に対し直接それらの安定化に寄与して

いることが認められた.またVE，BHAI乙対し著明な

(X3.0 ) (十) (X2.9 ) (+) (X3.0) 

(XL8 ) (+) (XL8 ) (十) (XL8 ) 

(X 1.36) (+) (XL42) (+) (XL25) 

④ 

① 
③ 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 12 14 16 18 min 

column : (2~の OY-21Q ①n-hexanal
on. ChrOmosorb W(HM @Me-captylate 
DS) 2. 5m， N2 30mljmin @Me-azelaalc1ehxdate 
(FID)， 100→2400 (pro・④ML
gramm) ①Me・mohoepoxyocta-

c1ecenoate 

Fig. 4 Gas Chromatograms of Oxidiized乱1e-

Linoleate 

synergismを有する有機酸は，オキシ酸のみではなく，

マロン酸のようにオキシ酸以外にも有効なものが存在

し，一万オキシ酸でも全く無効なものがある乙とを知っ

た 4)

つぎに有機酸 synergistの作用機序については，以下

のように考察される.

(1) 実験結果 1，2で示されたように， synergistと

して有効なVC，CiA，マロン酸等は，いずれも酸化の
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過程で酸自体が分解されるものであり， その際に free (3) またフェノール系酸化防止剤の効果は Chart2の

radicalの生成があると考える乙とができる cycle(A)の連鎖反応を (VI)からの水素供与 (peroxy

(2) VEまたはBHAと， VCとは相互に保護作用を radical ( W)による水素の引抜き〉により，切断する ζ

有し，互に関連して酸化分解が行われ，両者の消失もほ とによるとされている.

とんど同時と見られた. 従ってその活性の中心が遊離のフェノール基 l乙寄在
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し，乙のことはOHがアセチルイじされたトコフェロール

酢酸エステル等では全く抗酸化効果のなかったことから

も知る乙とができる.す-なわち， CBJの過程で phenoxy

rac1ical CVll)の生成が位、定される.

以上の諸点から，有機酸 synergistの機作として，そ

れらの酸の rac1icalと phenoxyrac1icalとが，その生

成と消失の過程で密接に共働することが考えられる.

乙の際まず酸化防止剤から生成する phenoxyrac1ical 

への水素供与に関与して安定化する ζ とが考えられ，例

えばVCの場合ではCCJI乙示す過程で， (区〉より(咽)

へ，マロン酸ではCDJのCXlIJより(刊〉への水素移動が

予想される.ただこれらの系で，有機酸 synergistを水

素の sourceとするのは，量的な面から無理が生じるの

で，さらに(医)， (W)および (VI)，(X)等の間l乙平衡

関係を仮定し，安定化の寄-与がそれらの結合関係にある

と考えたが，それのみで、それらの効果を説明しうるか否

かについては問題が残る.

一万本酸化系I[VC，マロン酸等を単独に加えたと

き，抗酸化効果を示さないにもかかわらず，乙れらが分

解を受けるという事実が注目される.乙の現象の説明と

して，例えばマロン酸では， Chart 2の CDJのように，

peroxy rac1ical C百〉がマロン酸 CX1I)の水素を引き

抜き，生成したマロン酸の rac1icalがさらにO2を取って

peroxy rac1ical C X 1V)となり，乙れがまた (1)の水素

を引き抜くという chainreaction CD Jの形成を仮定す

れば，その酸化反応の速度はマロン酸の介在しない場合

とほぼ同ーになるものと考えられる.

さらに上記CDJの過程lζ抗酸化剤が介入したとき，抗

酸化剤(VI)は(lV)と同時l乙， (X lV)とも反応することが

可龍となる.(lV)と(XlV)とを比較すれば stericall[は

(XlV)と，より反応しやすいと考えることができるの

で，その結果として抗酸化剤の効果を古らに上昇せしめ

ることとなろう. VC についても類似の過程を組定する

ことができる.以上の仮説については今後の実験の参考

となるものと思われる.

synergistの使用量については従来経験的にのみ行わ

れていたが， BHAおよびVEについて検討した結果，

実験結果 11乙示すように synergist有機酸の量には或る

至適範囲があり，これを超えて使用するときはその効果

はむしろ減少する傾向が見られた.このことは過剰の酸

の在在が，その酸化分解の過程で，酸化防止剤を消費す

るためと考えることができる.また Table2 I乙示すよう

に， tert. butyl基の荏在により， OH基l乙対する steric

hinc1ranceが大と見られる BHTの場合では， VCまた

はエリソルピン酸がsynergisticeffectを示さなかった.

一万 VC等よりは stericの影響が少いと見られる CiA，

酒石酸，マロン酸では， VEおよびBHAI[対してより

は弱し1が， ~ iずれも synegisticeffectを示した.以上

の事実は有機酸とフェノール系酸化防止剤との相互作用

に stericeffectが在在することを推定させる.

なお， VE， BHAを酸化防止剤として単独使用した

とき，その添加量と誘導期間との問に，ある濃度範囲で

一定の関係が荏在することがみとめられた (Table3). 

すなわち酸化誘導期間はBHA，VE各濃度の平方根

l乙，近似的l乙比例していた.乙のことは Hammonc1ら

のtetralinの白働酸化l乙関する研究9)においても指摘さ

れている.彼らは酸化防止剤の作用の動力学的根拠とし

て， peroxyrac1icalと antioxic1antとの結合を考え，

さらにその結合体と peroxyrac1icalとの反応による分解

過程を組定し，乙の前提から inc1uctionperioc1と anti-

oxic1ant濃度との関係式を誘導しているが，これと類似

の関係が， MLとVE，MLとBHA問にも成立してい

るものと推定される.

おわりに

以上酸化的止剤と synergist有機酸の相互作用につい

ての検討を行ったが，ここに取上げた諸問題は理論的に

はなお推定の域を出ない点が多いが，実用上では種々の

面で利用しうる知見を含むものと信ずる.

今後古らに理論の裏付けとともに， ζれらの実験結果

の油脂類への適用l乙関して研究を行ないたいと考えてい

る.
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自アリ防除斉IJ中の力一バメート分析法

吉原武俊市遠山逸 Mt*奥本千代美2ド

寺島 潔*長 ，11島真知子*

Analytical閥抗hodfor Carbamate Insecticides in Termicide 

TAKETOSHI YOSHIHARAヘITSUOTOYAMAヘCHIYOMIOKUMOTOヘ
KIYOSHI TERASHIMA * and MACHIKO NAGASHIMA牢

An improved analytical method for carbamate insecticide was applied in the analysis of termicide 

which often encounters to the interferences when analysed with the conventional methods such as 

colorimetry， gas chromatography and thin-layer chromatography. The method employed here involves 

a clean-up with alumina column chromatography for the elimination of the interference and a pretreat-

ment of trifluoroacetylation for gas chromatographic analysis. The recovery of PHC from the com-

mercial sample was 96.2% and the variation was minimized by trifluoroacetylation which was attained 

by the reaction of the carbamate with trifluoroacetic acid anhydride in distilled pyridine for 4 hours 

at room temperature. The detectable minimum amounts of trifluoroacetylcarbamates by gas chroma-

tography using flame ionization detector were 0.18μg， 0.16μg and 0.34μg for MTMC， XMC and PHC 

respectively. 

現在我国には白アリ防除剤が 155品目市販されてい

る.白アリ防除斉リはクロルナフタリンおよびクロルフェ

ノール系化合物を主成分としているが，その他i乙カーパ

メート系化合物を配合しているものがある.毒物及び劇

物指定令で指定されているカーパメート系化合物のう

ち，殺虫剤として使用されるものの劇物指定濃度は

Table 1のとおりである.従ってカーパメートを配合し

た白アリ防除剤についても当然その含有量によっては劇

物としての取扱いになる.しかし， 8アリ防除剤lこ対す

るカーパメートの分析法は確立されていない.

残留農薬としてのカーパメートについては厚生省の残

留農薬分析公定法の比色法1)があるが，この方法は武田

ら2)によればカルパリルにのみ適応でき，その他のカー

パメートについては応用不可能とされている.その他の

分析法としては，カーパメートの組成フェノールを対象

とした薄層クロマトグラフィー(以下TLCと略す)I乙

Table 1 

Chemical name 

2-isopropoxypheny 1 N -methy lcar bama te 

2-isopropy 1 pheny 1 N -methy lcar bama te 

4-ethy lmerca ptopheny 1 N -methy lcarbama te 

2-chloro-4， 5-dimethylphenyl N-methylcarbamate 
4-dially lamino-3， 5-dimethy lphenyl N -methy lcarbama te 

2-(1，3-dioxolan-2-yl)-phenyl N-methylcarbamate 

3， 4-dimethy 1 pheny 1 N -methy lcarbama te 

3，5-dimethylphenyl N-methylcarbamate 

3-methy 1-5-isopropy 1 pheny 1 N -methy lcar bama te 

2-chlorophenyl N-methylcarbamate 

1-naphthyl N-methylcarbamate 

3-methylphenyl N-methylcarbamate 

2-sec-buthylphenyl N-methylcarbamate 

Common name 

PHC 

MI PC 

El¥在PC

APC 

MPMC 

Xl¥在C

CPMC 

NAC 

MTMC 

BPMC 

160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo 160 Japan 

毒物及び劇物指定令

劇物 (1%以上〉

11 (1.5%以上〉
11 

11 

11 

11 

11 

11 (3%以上)

" 
11 (2.5%以上〉
11 ( 5%以上〉
11 (2 %以上〉

" (2 %以上〉
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よる万法， 3)比色法4)およびガスクロマトグラフィー〈以

下GCと略す〉による万法5)等あるが，白アリ防除剤l乙

は一般に種々のフェノール系化合物が多量に配合される

ことが多いので，上記の分析j去を白アリ防除剤i乙応用す

ることはできない.近年残留農薬としてのカーパメート

を直接無水トリプルオロ酢酸(以下無水 TFAと略す〉

と反応させ N同 TFA誘導体とし， ECD-GCで分析する

方法が多数報告されている.ト10)

今回，著者らは Table1のうち MTMC，XMCお

よび PHCの 3種について， TFA化の反応条件，臼ア

リ防除剤からの分離法および FID-GCによる定霊法に

ついて検討し，ほほ満足する結果を得たので報告する.

実験の部

試薬は特l乙乙とわりのないかぎり誠薬特級を用いた.

無水 TFA:試薬特級を小アンプルl乙小分けレ冷暗所保

評，ピリジン:試薬特級蒸留，カーパメート標準物質:

MTMC， XMCおよび PHC，それぞれベンゼン.nωヘ

キサン混液より再結晶，カーパメート標準液(A): n-ヘ

キサン 1ml中l乙MTMC4.5mg， XMC 4.1mgおよ

び PHC8.0mgを含む液，カーパメート標準液 (B):

カーパメート標準液 (A)を n-ヘキサンで 10倍希釈，

クロルフェノールおよびクロノレナフタリン溶液:n-ヘ

キサン 1ml中l乙p-クロルフェノール， 2，4ージクロルフ

ェノーノレ， 2，4，5-トリクロノレフェノーノレ， 2，3，4，6叩テト

ラクロルフェノーノレ，ペンタクロルフェノール， αmクロ

ノレナフタリン， 1，2-ジクロルナフタリンおよび1，2，3，4-

テトラクロノレナフタリンをそれぞれ 1mgず、つを含む液.

トリフルオ口アセチレーション (TFA化) 10ml共

栓試験管l乙カーパメート標準液 (B)LOmlをとり，溶

媒を減圧で留去し， AcOEt 0.2ml，ピリジン O.lmlを

加え，次いで無水 TFA0.2mlを加え麗らに密栓しよく

振りまぜ室温l乙4時間放置したのち，トヘキサン5mlを

加え，氷冷しながら水 5mlを加えよく振りまぜて反応

を停止させ，分液ロート iこ移す.誌験管は 5mlの n-ヘ

キサンで洗い，洗液はさきの分液ロート lこ合せ水層を除

去したのち， さらに水 5mlずつで2回洗浄を繰返し，

rヘキサン層は無水硫酸ナトリウムで脱水し，溶媒を減

圧で完全lζ留去する.

アルミナカラムク口マトグラフィーによる分再佐 カラ

ムクロマト用アルミナ (Merck，活性皮 1)10 g te:水

0.5mlを加えよく振りまぜ一夜放置したのち， n-ヘキサ

ンで内径 L5cmのカラム管l乙充てんする .ζのカラム

管l乙カーパメート標準液(A)，クロルフェノーノレおよび

クロルナフタリンの各溶液をそれぞれ 1.0mlずつを通

導し，初めエーテル。 n-ヘキサン (6: 94) 100 mlで，

次いでアセトン・トヘキサン(1: 9) 50mlで溶出する.

薄層クロマトグラフィーによる分離 Kieselgel HF 

254 (Merck) を用 ~ìて調製したプレート (0.5mm) を

1100， 1時間活性化し，カーパメート標準液(A)，クロ

ルフェノールおよびクロルナフタリンの各溶液のそれぞ

れ LOmlずつの混液から減圧で溶媒を留去し，残留物

i乙AcOEtLOmlを加えて溶かした液 100μ をマイク

ロドーサー (DESAGA) を用いて線状にスポットし，

n-ヘキサン.n-ブタノール@ギ酸 (80: 20 :りを移動

相として展開し， UVを照射しカーパメート部分のバン

ドを中心l乙約 2cmの!陪で 10ml共栓試験管にかきとり，

AcOEt 5mlずつで4回抽出し全抽出液を合し減圧で溶

媒を留去する.

ガスク口マトグラフィーによるカーバメートの定量法

試料をアルミナカラムに通導し，アセトン・ n-ヘキサン

(1 : 9)溶出国i分を減圧で溶媒を留去したのち，残留物

を AcOEtの適当量l乙溶解し， TFA化したのち， GC 

で定量を行う.内部標準液(以下1.S.と略す): n-ヘキ

サン 1ml中l乙小BHC(残留農薬誌験用標準品) 0.56 

mgを含む液， GC:島津 GC-4CM型 (FID)，column 

: 3mm x L 5m glass col umn， 5% silicone OV -17 and 

2 % PEGA on chromosorb W (AW-DMCS)， 60---

80 mesh， column temp. : 1750， inject. temp.， and de-

tector temp. : 2100， carrier gas : N2 40mljmin， FID 

flow : Air L Okgjm2， H2 0.5kgjm2， sensitivity: 10 
M n， range: 16x10-2V. 

結果と考察

ガスク口マトグラフィー カラム充てん剤液柏として

シリコン OV-17および PEGAを検討したところ， 5%

シリコン OV-17における結果が良好であったのでこれ

を用いることとした. 3 t霊のカーパメート TFA誘導体

のガスクロマトグラムは Fig.1 t乙示すとおりであり，

保持時間および検出限界は Table2 te:示すとおりであ

る.また， Fig.2 I乙示すように MTMC 0.2'"'-'18.9μg， 

XMC 0.2.......17.2μgおよび PHC0.4-35.7μgの間で

直線回帰が得られた.これらの結果から白アリ防除剤中

カーパメートの定量l乙は FID市 GCが十分応用できるも

のと考定する.

薄層ならびにカラムクロマトグラフィーによる分離

白アリ防除剤は一般的にクロルナフタリン，クロルフェ

ノール，デノレドリンなどの有機塩素剤およびカーパメ

ト等が配合され， ζの中からカーパメートを定量するた

めには妨害物質を除去する必要がある.製剤中よりカー

パメートを分離する方法は種々考えられるが，今回は

TLCとカラムクロマトについて検討した.
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1 

3 

2 

4 

2 4 6 8 10 12 14min 
Fig. 1 Chromatogram of TFA-carbamates by 

FID-GC 

column: 5% OV-17 glass column: 3mmx1.5m 

column temp. : 1750 inject. and detector temp. 

2100 sensitivity : 102Mn. range : 16 X 1O-2V 

1: TFA-MTMC 2: TFA-XMC 3: TFA-PHC 

4: 1.S.α-BHC 

TLCスポットかきとりによって分離したのち TFA

化した場合の回収率は80%で定量に応用することはでき

なかったが，市販品中のカーパメートの定性試験l乙応用

Table 2 Retention Time and Detectable Mi-

nimum Amount of TFA-carbamates by FID-

GC 

Carbamate tn(min) Minimum Amount(μg) 

MTMC 2.7 0.18 

XMC 4.0 0.16 

P HC 5.7 0.34 

1. S.α-BHC 13.7 

3.0 

.)令

菩2.0
Q) 
4二

よtこ
ro 
Q) 

0. 

吋ー由。
。

斗J

ro 
'-1.0 

0.5 1.0 

/ 

1.5ml 

carbamate s.tandard solution (B) 

Fig. 2 Calibration Curve by FID-GC 

MTMC;ー0ー， PHC;一種事一， XMC:ーム一

宇peal王 heightof TFA-carbamatejpeak height of 

1. S.α-BHC 

Table 3 Coefficient of Variation (C. V.) of Trifluoroacetylation 

Carba-
Reaction for 1 hr Reaction for 4 hr・

mate 
Ratio of peal王 height* A verageC(.外v〉• Ratio of peal.王 heightヰ Averaるgec(.?らV〉

MTl¥在C 2.018 1.994 1.882 1.769 1.982 1.784 10.7 2.031 2.127 1.995 2.001 1.848 1.974 4.6 

1.487 1.725 1.611 1.569 1.920 2.005 1.952 1.838 

XMC 1.592 1.568 1.667 1.431 1.561 1.435 10.3 1.586 1.630 1.561 1.558 1.454 1.534 3.9 

1.223 1.426 1.306 1.299 1.491 1.576 1.509 1.437 

PHC 1. 932 1. 861 1. 670 1. 568 1. 812 1. 641 12.2 1.871 1.939 1.831 1.820 1.692 1.801 4.4 

1.343 1.649 1.504 1.431 1.745 1.873 1.770 1.667 

ヰpeakheigh t of TF A -car bama te / peak heigh t of 1. S.αωBHC 
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することができる.

カラムクロマトについては， 関田らめによって有機場

素剤はエーテル.n-ヘキサン (6: 94)溶出回分100ml

Ir.，またカーノてメートはアセトン.n-ヘキサン(1: 9) 

溶出回分 50mlにほとんど回収されると報告されている

が，クロ Jレナフタリンおよびクロルフェノールの各溶液

をカラムクロマト処理しGCにかけた結果，クロルナフ

タリン類はエーテル.n-ヘキサン溶出画分i乙回収される

が，クロルフェノーノレ類はエーテル.n-ヘキサンおよび

アセトン.n凹ヘキサン溶出匝i分の何れも回収されず，カ

ラム中l乙留まる乙とが判明した.カーパメート標準液

(A) のカラムクロマト処理の回収率は98.0~らである.

乙の結果l乙基づいて 2，3の市販品中のカーパメートの

分離をしたのち， PHC含有の市販品l乙PHCを添加し

た試験溶液を作成し，実験の部で述べたカーパメート定

量法に従い、添加回収誠験を行った結果は96.2~らであり，

満足すべき結果が得られた.

トリアルオロアセチレーション Lauらのはカーパメ

ートを無水 TFAと16時間室温暗所l乙放置し TFA化

を行い， 土路ら 7)は水浴中で 3時間反応を行っている.

しかし， 関田らのは 500
で3時間反応させた場合は，室

2.5 

誌 1/:ぐ乙-.. 一@
豆2.0叫1γf 

315/ 企由

1.0 

2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 

time of reaction (hr) 

Fig. 3 Time Course of Reaction of Carbamate 

Insecticides with Trifluoroacetyl Anhydride in 
Pyridine 

MTMC: - 0-， PHC:一重量一， XMC:ーム-
*peal王 heightof TFA-carbamatejpeal.王heightof 

I.S.α-BHC 

Table 4 Stability of TFA-carbamate 

Temp. 。。 250 

Time(day) 1 3 9 1 3 9 

MTMC 98.67<0 97.6 77.8 86.8 55.2 7.5 

XMC 99.4 98.1 89.2 89.2 56.1 5.8 

PHC 97.9 94.8 73.3 79.1 46.1 

温で16'"'-'18時間反応させた場合よりもピーク高は低い傾

向を示し，変動係数も大きくなると報告している.ま

た，武田日〉はピリジン在在下室温で 1U寺閥反応させる方

法を記載しているので，その詳細について検討すること

にした.反応時間によって TFA誘導体の生成量が変動

するように考えられるので，検討した結果， Fig.31乙示

すように4時間で TFA誘導体と内部標準物質のピーク

高比が平衡に達していることが判明した.反応1時間で

は完全な平衡状態l乙達したとは認められず，反感1U寺

聞と 4時聞について変動係数を求めたと乙ろ， Table 3 

l乙示すようは4時間の方がバラツキは少なく，この変動

係数は関田ら 8)の18時間反応の変動係数l乙近い値を示し

ている.なお，反応停止を直接室温で行うと発熱が激し

く， FID-GCで分解物のピーク高が増大し，バラツキの

原因となる乙とが判明したので，氷冷して反応を停止す

るζ ととした.また，土路らわによると TFA誘導体は

安定であり， 3週間室温および冷暗所放置しても減少は

ほとんどないとされているが， Table4 tr.示すごとく，

室温では経時変化が速いので， TFA化したのち GCで

測定するまでの操作をできるだけ速やかに行う必要があ

る.宮田ら 10)は標準物質量と TFA誘導体の生成量との

関係について，カーパメート 1'"'-'100μgの問で比例的に

TFA化が起乙ると報告しているが， 今回，著者らが扱

った高濃度 (MTMC，XMC 40"-'700 flg， PHC 80"-

1200μg)でも TFA化が比例的i乙起こり，直線回帰が

得られた.

謝辞 カーパメート原体を提供された日本特殊農薬工

業株式会社，保土ヶ谷化学株式会社および三共株式会社，

実験l乙協力された三木一女氏l乙深謝し1たします.
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アルカリ分解法によるヒト臓器中のメチル水銀定量法

植田忠彦*山添律子*山野辺秀夫本

戸谷哲也*

Determination of Methylmercury in Human Organs by Alkaline 

Digestion Method 

TADAHIKO UETAヘRITSUKOY AMAZOE:ド， HIDEO Y AMANOBE中

and TETSUY A TOTANI* 

A satisfactory method for the determination of a trace amount of methylmercury in brain was made 

by improving alkaline digestion method.1) 

For obtaining stable recovery of methylmercury， 5mg of L-cysteine was added to the brain and it 

was digested with 2.5N potassium hydroxide in ethanol. Various unsaponified materials in the alkaline 

digestion solution were exc1uded by once extraction with chloroform before making acid in order to 

prevent the formation of emulsion. This turned easy subsequent extraction procedures of methyl-

口lercury.
In case of liver and kidney， methylmercury in them could be determined by using alkaline digestion 

method. 
The recoveries of methylmercuric chloride added to cerebrum， cerebel1um， liver and kidney were 

83.2%， 85.9%， 84.9% and 88.7%， respectively， and each standard deviation was 1. 3%， 3.4%， 2.7% 

and 2.9%. 

品者 民司

生体試料中のメチル水銀の定量は Westooの万法2，3)

またはその改良法めを用いて一般的l乙行なわれている.

しかし乙れらの，試料の分解処理操作を行なう ζ とな

く，誼接メチル水銀を抽出する方法(以下直接法と称す

る〉はその抽出過程で、強自なエマルジョンを形成しやす

いため，分離操作が煩雑，困難となることが多い.

乙れらの直接法l乙対して， 竹内ら 1)は魚肉中のメチル

水銀の定量l乙際して，試料をあらかじめアルカリ分解す

る方法について検討し，分析精度の向上が見られたと報

告している.

今回われわれは人体臓器中のメチノレ水銀調査を意図

し，乙のアルカリ分解法の臓器，特l乙大脳，小脳，肝臓

および、腎臓への適用性について検討した.その結果，従

来直接法では定量操作が困難であった脳についても若干

の改良を加える ζ とによって，乙れらのすべての臓器に

適用可能であり，良好な結果が得られたので報告する.

実験方法

試薬

特l乙断りのない限り，試薬はすべて特級を用い，水は

蒸留水をイオン交換樹脂カラムに通した精製水を使用し

Tこ.

(1) ベンゼン，クロロホルムおよびn-ヘキサン…ζれ

らの溶媒は使用の前l乙塩化メチル水銀の定量妨害物の混

入していないζ とを確認して用いる.

(2) 塩酸一塩酸 500gをベンゼン 100mlで2回洗浄し

妨害物質を除いたのち使用する.

(3) 2.5N水酸化カリウム・エタノール溶液一水酸化

カリウム70gをエタノールに溶かし 500mlとする.

(4) システィン@アセテー卜溶液ーレシスティンー温

酸塩 (HSCH2CH(NH2)COOH・HCl・H20)1.0g，酢酸

ナトリウム (CH3COONa・3H20)0.8g，塩化ナトリウ

ム15.0gを水l乙溶解し 100mlとする.

(5) 塩化メチノレ水銀標準溶液一①同ベンゼン潜液:純

度 99%以上の塩化メチル水銀 (mp1690~1700) 100.0 

mgをベンゼンに溶かして 100mlとし， 標準原液とす

る.ζれをベンゼンで希釈して標準溶液を調整する.①

同ヱタノール溶液:①と同様にしてエタノール溶液を調

整し， ζの溶液は添加回収実験l乙供する.

(6) システィン溶液-L-~ンスティンー塩酸損 250mg

を水K溶かして 50mlとし，添加用システィン溶液とす

る.

*東京都立衛生研究所理化学部微量分析研究科 160 東京都新宿区百人町3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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装罷

(1) ガスクロマトグラフー①島津 GC-5A型 ②検出

器:電子捕獲型(線源、 3H) ③カラム:10%DEGS-Hg 

(Chromosorb W AW  DMCS， 80.....，100mesh)ゆ3mm

x1.5m (ガラス〉 ④温度:カラム1600，注入口1800，

検出器2000 ①キャリヤーガス :60mljmin (N2) @注

入量 :5μf

操作方法

(1) 脳 ホモジナイズした試料 3.0gを 200mlのナス

型フラスコはとり， 2.5N水酸化カリウム・エタノール

溶液10ml，システィン溶液 1ml (Lーシスティン 5mgを

合む〉を加え，水浴上で約 1時間加熱還流する.放冷

後，水 15mlを用いて 200mlの分液ロートに移し，これ

に約 3mlのエタノールを加えたのち， さらにクロロホ

ルム 20mlを加え 2分間振とうし不ケン化物を抽出す

る.静置後，分離した二層l乙白濁が認められる場合はさ

らにエタノール約 2mlを加え軽く振とうすることによ

って容易に除くととができる.

クロロホルム層を捨てたのち，水層l乙1N塩酸 25ml

を加えて中和し， 1 %硫酸銅溶液 5mlを加え良く混和

したのちさらに塩酸 5mlを加え水屑を酸性とし，クロロ

ホルム 30mlを用いて 3分間激しく振とう抽出する.静

置後，クロロホルム層を200m1の分液ロート l乙移す.水

層はさらにクロロホルム 30mlずつを用いて 2回抽出を

繰り返し，前液と合する.

次l乙乙のクロロホルム属l乙システィン・アセテート溶

液 20.0mlを加え， 5分間振り混ぜたのち，クロロホル

ム庸をすて，システィン@アセテート溶液層をn-ヘキサ

ン20mlずつを用いて 2回洗浄する.

次l乙乙のシスティン・アセテート溶液屑を正確に10.0

m1とり， 100 ml分液ロートに移したのち趨酸 2m1，

ベンゼン 20.0mlを加え， 5分間激しく振とう抽出す

る.ζ のベンゼンJ留をとり試験溶液とする. (Alkaline 

Digestion A Method) 

(2) 肝臓および腎臓細切混和した試料 3.0gを 200

mlのナス型フラスコはとり， 2.5N水酸化カリウム@エ

タノール溶液を加えて同様に加熱分解する.放冷後， 1 

N塩酸 25mlを用いて 200ml分液ロートにおもし 1込み， 1 

%硫酸銅溶液 5m1を加え混和したのち， さらに塩酸 5

mlを加え水層を酸性とし， クロロホノレムを用いて抽出

を行なう.以下，前項(1)と同様に操作し，試験溶液とす

る. (Alkaline Digestion B Method) 

(3) 定量法塩化メチル水銀標準溶液の一定量をと

り，ベンゼンを用いて希釈し，至適濃度 (0.0025'"'-'0.03

μgjml)段階の各溶液を調製する. これらの溶液につい

てそれぞれガスクロマトグラムを測定し，その濃度とピ

ーク高より検量線を作成する.誠験溶液について|可じ条

件でクロマトグラムを測定し，塩化メチル水銀のピーク

高より，検量線によって含有量を算出する.

結果および考察

脳

アルカリ分解 さきに竹内らが報告している条件，す

なわち 2N水酸化ナトリウム@エタノール溶液を用い，

30分間加熱分解する方法では分解が不完全であった.従

って分解にはさらにアルカリ濃度を高め， 2.5N水酸化

カリウム・エタノール溶液10mlを用いる乙とによって，

また分解時間は約 1時間行なうことによって妨害を除き

得る ζ とが認められた.

メチル水銀の抽出 他の臓器と異なり脳は不ケン化物

等を多量に含むため，アルカリ分解後酸性とし，メチノレ

水銀を抽出する時ζれらがクロロホルム層l乙混入し強固

なエマルジョンを形成する.乙の不ケン化物等をメチノレ

水銀の損失なしに除去する方法として，まず，分解溶液

をアルカリ性のままでクロロホルムと振り混ぜ不ケン化

物等を除去し，その際のメチル水銀のクロロホルム層へ

の移行について検討した.

(1) メチル水銀の挙動 2.5N水酸化カリウム・エタ

ノール溶液 10m11乙塩化メチル水銀 0.4μgを添加し，さ

らに水 18mlを加えたのち，分液ロート中でクロロホル

ム20mlと共1(.2分間振り混ぜ，静置分離した水層とク

ロロホ Jレム屑についてメチル水銀の定量を行なったと乙

ろ，水層から添加量の約45%，クロロホルム層からは約

38%が検出された.従ってメチノレ水銀はアルカリ性の状

態であってもかなりの比率でクロロホルム層へ移行する

ことが明かとなった.

ζのζとは強アルカリ性の状態で CH3HgCl?_ょと主主

色CH3HgOHとなり， 2) 乙の水酸化メチル水銀がクロ

ロホルム屑l乙移行するためと考えられる.そ乙でこのメ

チル水銀のクロロホルム層への移行を防止するためにシ

スティンを加え，メチル水銀とのコンプレックス形成に

よるクロロホルム層への溶解度の低減効果について検討

しTこ.

(2) システィン添加量 まず，システィン添加量とメ

チノレ水銀の回収量との関係について調べたところ Fig.1

1乙示すように 1mg以上のシスティン添加により回収率

は上昇し，一定となった.すなわち一定量以上のシステ

ィンを共荏させればアルカリ性でクロロホルム層へのメ

チル水銀の移行を防止できる乙とがわかった.

(3) システィン効果と回収率本誠験においてはシス

ティン 5mgを添加する乙ととし，塩化メチル水銀0.4μg
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Fig.21乙示すように，

回収率は一定であった.

ζれらのことからメチル水銀はアルカリ分解を行なう

乙とによってもアミノ酸やペプタイドの SH基と形成し

たメルカプタイドを損なわず，また乙のメチル水銀はア

ルカリ性でアルコール含有率50%近い時で、もクロロホ Jレ

ム屑に移行しない ζとがわかった.

一方，不ケン化物等を除去するに当って，水層中のア

ルコール濃度が40%以下では両層l乙エマルジョンを生

じ，二層の分離に長時間を要する.またこの分離が不十

分なまま二閣をわけ以下の操作を行なった場合，システ

ィン@アセテート溶液転溶に当って再び、強いエマルジョ

ンを生じると共に回収率の低下を招く.従ってアルコー

jレ含有率は40"'-'45%となるようにした.

(5) 添加回収率 乙の定量法l乙基づいて大脳および小

脳についてメチル水銀の添加回収試験を行ない，直接法

と比較検討したと乙ろ，ほほ満足すべき結果であった.

また ζのときの誌料のアルカリ分解前l乙システィン5mg

エタノーノレ含有率約 48%以下で100 円お
Amount of Lrcysteine (mg) 

50 40 30 20 10 

10 

01 

Fig. 1 Effect of Amount of Added L-Cysteine 

on Recovery of Methylmercuric chloride 

を含む水酸化カリウム@ヱタノール溶液l乙システィン 5

mgを添加したときの回収試験を行なった. またシステ

ィンがアノレカリとの加熱によりその効果をうしなう場合

を考えあらかじめ 100mgの水溶液を2.5N水酸化カリウ

ム@エタノール溶液 10mlと加熱レ，冷後，塩化メチル

水銀 0.4f-.lgを添加して回収試験を行なった. この結果

を Table1 1乙示した.平均回収率はそれぞれ88.6%，

88.5%といずれも良好であり，システィンのメチル水銀

との結合性はシスティンのアルカリとの加熱により低下

しなかった.

(4) エタノール含有量の影響 アルカリ性でクロロホ

ルムと振とうしたとき，水層のアルコール濃度のメチル

水銀回収率におよぼす影響について検討したと乙ろ，

Recovery of Methylmerc uric chloride on Adding L-Cysteine Table 1 
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MMC was added to the L-cysteine solution digested with alkaline for 1 hour 
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Table 2 Comparison between the Recovery of Methylmercuric chloride Added to Brain by 

Method (A) and Method (W) 
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での除去操作は不必要で、あった.腎臓についてはシステ

ィン・アセテート溶液転溶時l乙クロロホノレム層とは容易

に分離するが，水層l乙強いエマルジョンを生じる.しか

しこのエマルジョンはクロロホノレム層をj舎てたのち， 20 

"'-'30mlのn-ヘキサンを用いて 2"'-'3四洗浄を繰り返す

ζ とによって容易に除去できた.

この定量法i乙基づいてメチル水銀の添加回収試験を行

ない，直接法と比較したところ，ほぼ満足できる結果で

を加えることによって回収率を安定させることができ

た.

大脳および小脳の回収率にやや差の見られるのは，誌

料数の少ないためと考えられる.(Table 2) 

肝臓および腎臓

以上検討した脳に比較して，肝臓および腎臓は塩酸々

性下でのメチル水銀のクロロホルム抽出i乙当って，エマ

ルジョンを生じる妨害物質がほとんどなく，アルカリ性

Table 3 Comparison between the Recovery of Methylmercuric chloride Added to Liver and 

Kidney by Method (B) and Method (W) 
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あった.(Table 3) 

結 論

アルカリ分解によるメチル水銀定量法の人体臓器，特

J乙大脳，小脳，肝臓および腎臓への適用性について検討

したところ次の結果を得た.

(1) 脳については誌料にシスティン 5mgを加えたの

ち，アルカリ分解し，この分解溶液のエタノール含有率

を40"-'45%に調整レ，アルカリ性の状態で不ケン化物等

をクロロホルムで抽出除去した.

この操作によって，エマルジョンを形成することな

く，メチル水銀の定量を可能とした.

ζの添加回収率は大脳では83.2%，小脳では85.9%，

標準偏差はそれぞれ1. 3% と 3.4~らであった.

(2) 肝臓および腎臓についてはクロロホルム抽出に対

するエマノレジョン等の妨害はなかった.

誌料のアノレカリ分解後，ただちに塩酸々性としメチノレ

水銀を抽出，定量することが可能であった.

乙の添加回収率は肝臓では84.9%，腎臓では88.7%，

標準偏差はそれぞれ2.7% と 2.9~らであった.

謝辞本研究にあたり御指導をいただいた当所，理佑

学部長，松本茂博士l乙深謝致します.
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セレンによるメチル水銀の毒性軽減作用(第1報〉

メチル水銀およびセレン混合投与時におけるラット臓器中のメチル水銀

およびセレンの含有量について

鈴木助治本天川映子料 山野辺秀夫*

雨宮 敬 * 伊 藤 弘 一*竹内正博*

江波戸挙禿*原田裕文*戸谷哲也*

Effect of Selenium on the Toxicity of斑ethylmercury(1) 

Methylmercury and Selenium Concentrations of Urgans in Rats 

administered Methylmercury and Selenium 

SUKEJI SUZUKI*， EIKO AMAKA W A料， HIDEO YAMANOBEヘ
TAKASHI AMEMIYAヘKOICHIITOヘMASAHIROTAKEUCHI*， 

KIYOHIDE EBATO*， HIROFUMI HARADA* and TETSUYA TOTANI* 

The effect of se1enium on the toxicity and distribution of methy1mercury in wistar strain ma1e rats 
was investigated. Se1enium as sodium se1enite with methy1mercury added to vitamine E free purified 
diets prevented the marked weight 10ss observed on diets which contained 20， 30， 40 and 60 ppm of 
methy1mercury a1one. Se1enium with methy1mercury a1so reduced the mortality of rats fed diets con-
tained 30 ppm of methy1mercury a1one. Methy1mercury ana1ysis of liver， kidney and brain of rats 

revea1ed that se1enium increased the deposition of methy1mercury in liver and brain， but in kidney 

methy1mercury residues， when diets contained 2 ppm of se1enium， were considerab1y 10wer than the 
group treated with 30 ppm of methy1mercury a10ne before the onset of methy1mercury intoxication. 

品者 広司 その親和性により comp1exを形成し毒性の低下を起す

水銀の毒性におよぼすセレンの抑制作用が Parizek と論じている.また Koemanらのはアザラシやイルカ

ら1)によって報告されて以来， 無機水銀および有機水銀 などの肝，脳l乙水銀とセレンが高濃度比合まれ，そのモ

とセレンの相互作用に強い関心がもたれている.生体内 ル比は 1: 1であり，乙れらの海獣における水銀の無毒

での水銀の貯留はセレンによって著レく増加し， 2，3) 逆 化はセレンの子在民基づくものであると報告している.

K水銀が血液，腎などにおいてセレンの貯留を高めるこ このようなセレンの抑制効果は Iwataら， 7) Stoewー

とが報告されている 4) このことはセレンが生体内の sandら， 8)Stillingsらωあるいは上田ら 10)の動物実験に

:SH基と同様に水銀l乙対する親和性が強いためであろう よって，また加須崖11)のラット小脳を用いた invitro 

と報告している 2) の神経線維発育実験によっても確認され，さらにメチノレ

最近， Gantherら5)はマグロのセレンと水銀の含有量 水銀の蓄積や排祉などについても報告されているが，そ

が 1: 1のそル比で増加することを認め，メチル水銀を の抑制効果の作用機序は未だ明らかではない.

20ppm添加したマグロをウズラに与えた実験によって 今回われわれはその作用機序を解明することを目的に

マグロ中のセレンがメチル水銀の毒性を抑制することを してラットを用いてメチル水銀中毒に対するセレンの抑

報告し，無機水銀の場合と同様にセレンとメチル水銀は 制効果を観察し，さらに臓器中のメチル水銀とセレンの

*東京都立衛生研究所理化学部微量分析研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
キ TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Hea1th 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 

料東京都立衛生研究所多摩支所 190 東京都立川市柴崎町3-16-25
**Tama Branch Laboratory， Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Hea1th 

16-25， Shibazakicho 3 chome， Tachikawa， 190 Japan 
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蓄積量を測定したと乙ろ，二三の知見が得られたので報

告する.

実験材料

実験動物:日本ラット K.K.より購入した Wistar系

の雄ラットを用いた.

飼 料:オリエンタノレ酵母工業K.K.製，ビタミンE

無:添加の精製粉末飼料A (以下飼料Aと略す〉を使用し

た.

読料:①塩佑メチJレ水銀(以下 MeHg と略す)，

和光純薬K.K.製， CH3HgCl 98.0持 @亜セレン酸ナ

トリウム(以下 SELと略す)， メノレク社製， Na2Se03. 

5H20 99.0% 

実験方法

ラットはあらかじめ実験開始前l乙飼料Aで 1週間飼育

し，正常な体重の増加を示したものを実験l乙供した.

実験 1:平均体重 160gのラットを各群8匹ずつにわ

け， コントローノレ群には飼料Aのみを与え MeHg単独

投与群は飼料AI乙MeHgをHgとして 20，40， 60ppm 

の割合で添加した飼料を，また MeHg-SEL混合投与

群は単独投与群の 3段階の飼料にさらに SELをNa2Se03

として 2ppmおよび、 6ppmの割合でそれぞれ添加し

た 6種類の飼料をいずれも自由民摂取させた。飲料水は

給水瓶より水道水を自由に与え，ラットの体重と餌の摂

取量は 2臼ごとに測定した.投与期間中は連日ラットの

観察を行い，水俣病症状の特徴である後肢の麻痔と交叉

現象の発現をもってメチル水銀中毒の発症を確認するこ

ととした.そして MeHg60 ppm単独投与群のすべ

bO 
、~〆

250 

主 200
bO 
(!) 

:s: 
〉、

寸コ
畠 150

100 

てにメチル水銀中毒の発症を確認した時点で全群のラァ

トを断首放直によって屠殺し，脳，肝臓，腎臓を描出

し，各臓器重量と MeHgおよび Seの含有量を測定し

7こ.

実験 2:平均体重 115gのラットをコントロール群は

5~， MeHg単独投与群と MeHg-SEL混合投与群は

それぞれ16匹ずつ用い，コントロール群には飼料Aのみ

を与え， MeHg単独投与群は飼料AI乙MeHgを Hgと

して 30ppmの割合で、添加した飼料を，また MeHg-SEL

混合投与群は単独投与群の飼料にさらに SELをNa2Se

03として 2ppmの割合で添加した飼料をいずれも自由i

l乙摂取させた.以下実験 1と同様に飼育し，連日ラット

を観察して死亡時期と死亡率を確認、レた.

別l乙MeHg単独投与群と MeHg-SEL混合投与群に

はそれぞれ50~ずつのラットを用い，上記の MeHg 3(} 

ppmを添加した飼料とこれにさらに SEL2 ppmを添

加レた飼料をそれぞれ自由に摂取させて飼育し，ラット

を経目的l乙屠殺した.すなわちその屠殺時期は投与開始

後2，4， 6， 9， 12， 15， 19， 23日目として両群のラット

を 4-6~ずつ屠殺し，さらに23日目以降もなお生荏し

た MeHg-SEL混合投与群を35と43日自にそれぞれ6

匹ずつ屠殺した.屠殺したすべてのラットから脳，肝

臓，腎臓を描出し，実験1と同様に各臓器重量と MeHg

および Seの含有量を測定した.

MeHgおよび Seの測定法:各臓器をそれぞれホモジ

ナイズレて均一化し， MeHgは脳 0.3g，肝臓1.0g， 

腎臓 0.5gをとり， 植田ら12)が本年報l乙報告しているア

o 4 8 12 16 o 4 .8 12 16 o 4 8 12 16 

Days 

Fig. 1. Change in the mean body weight of rats fed diets containing methylmercury and selenium 

(expt. 1) 
(A) : Methylmercury 20 ppm， (B) : Methylmercury 40 ppm， (C) : Methylmerc町 y60 ppm， 

一輪一:Control， 一×一:Methylmercuty alone， -.....-: Mehtylmercury十 selenium2 
ppm， …鞠・・・:Methylmercury + selenium 6 ppm 

a) Onset of methylmercury intoxication. 
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Fig. 2. Change in the mean body weight of 

rats fed diets containing methylmercury and 
selenium (expt. 2) 

ー畿一:Control，一×一:Methylmercury 30 
ppm， -Aー:Methylmercury 30 ppm 十

seleni um 2 ppm 

a) Onset of methylmercury intoxication 

Jレカリ分解ークロロホ Jレム抽出法にしたがって検液を調

製し， ECDガスクロマトグラフィーによる測定を行っ

た.また Seは各臓器 0.5gをとり， 2，3-ジアミノナフ

タレンを用いるけい光分析法切により測定を行った.

実験結果。体重曲線:実験 1，実験2のラットの体重曲線を

Fig.1と Fig.2 ![.示す.Fig.1から明らかなように，

MeHg 20， 40， 60 ppmの各単独投与群はいずれもコン

トロール群にくらべて体重の停滞または減少が投与後5

-7日目より認められた. MeHgの体重におよぼす影

響はその投与濃度の増加はともなって明確に現われ，

MeHg 60 ppm単独投与群が最も早く，投与後約 5日目

ですでに体重の減少がみられ，しかもその度合は著明で

あった.また MeHg40 ppmと 60ppm単独投与群は

Fig.11乙示した矢印の時期よりメチル水銀中毒の発症が

認められた.乙れに対して MeHg-SEL混合投与群は

いずれも体重の増加を示し，メチル水銀中毒の発症は認

められなかった.しかし MeHg60 ppm-SEL混合投

与群では多少成長の鈍化が観察された.一万 Fig.2!乙

示すように実験 2の MeHg30 ppm単独投与群は，投

与後13日目より体重の減少を示し，約四日目よりメチル

水銀中毒の発症が認められた。これに対して問時期にお

ける MeHg30 ppm-SEL 2 ppm混合投与群はコント

ロール群と同様に体重の増加を示したが，約25日白より

MeHgの毒性が現われ成長が抑制古れた.

2) MeHgと Seの摂取量および死亡率:Table 1と

Fig.3にそれぞれ実験 1および実験2における摂取量を

示す.MeHgと Seの摂取量は各群の餌の摂取量から

MeHgおよび Seとして算出し， ラット 1匹あたりの

累積平均摂取量としてあらわした.

Table 1 ![.示すように実験1における MeHg40ppm

と 60ppm単独投与群の MeHg摂取量はいずれも約 9

mg f[.相当レ，乙の摂取量において体重の減少とメチノレ

水銀中毒の発症が認められた.乙れに対して MeHg40 

ppm-SEL混合投与群では約 13mgの MeHgを摂取

しでもほとんど成長l乙影響がみられなかった.しかし ζ

の時点で MeHg60ppm-SEL混合投与群はすでに17-

Table 1. Average amount of diet， methylmercury and selenium ingested by 

each group during 17 days (expt. 1) 

Treatment 
Aveirnatgae ke diet 

Average 
sAevleenriaugm e methylmercur・y

E4eth(p ylI11ercury Selenium intakea) intakeb) 

ppm) (ppm) (g) (mg) (mg) 

。 。 311.8 

20 。 263.3 6.59 

20 2 308.1 7.71 0.28 

20 6 288.4 7.22 0.79 
40 。 185.3 9.28 

40 2 275.6 13.80 0.25 

40 6 265.3 13.28 0.73 
60 。 127.5 9.58 
60 2 231.6 17.40 0.21 
60 6 240.4 18.05 0.66 

Expressed as amount of methylmercury chloride per rat. 

b) Expressed as amount of selenium per rat. 



Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 26・1，1975 

が認められた.一方 Fig.3t乙示すように実験2のMeHg

30ppm単独投与群では投与後 13日目より餌の摂取が鈍

り， MeHg 摂取量が約 6-6.5mgI乙達したときに体重

の減少とメチル水銀中毒の発症を示レた.しかレ SEL

2ppm混合投与群は 12-16mgまで MeHgの毒性発

現が抑制され，屠殺時の累積摂取量は単独投与群の約3

倍に達し， MeHg t乙対して耐容性を示した.Seの累積

摂取量は実験 1，実験2いずれにおいても 1mg以下で

あった.

Seの延命効果は Fig.41乙示すとおりその効果が明ら
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Fig. 3. A verage amount of methylmercury and 

selenium ingested by each group treated with 

methylmercury 30 ppm or methylmercury 30 

ppm十 selenium 2 ppm (expt. 2) 

一×一:Methylmercury 30 ppm 

-A-: Methylmercury 30 ppm十回leniun

2 ppm 

…鯵…:Average amount of selenium ingest圃

ed by the group treated with me-

thylmercury 30 ppm + selenium 2 

ppm 

a) Expressed as amount of methylmercury 

chloride per rat. 

b) Expressed as amount of selenium per 

rat. 

、、、
ej'J

L
U
 

( A ) 

〉、

古 50
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Days 

50 

Days 

Fig. 4. Cumulative mortality oのofrats in 

each group treated with methylmercury 30 

ppm or methylmercury 30 ppm十selenium2' 

ppm (expt. 2) 

(A) : Methylmercury 30 ppm， (B): Methyl-
mercury 30 ppm十 selenium 2 ppm 

a) Mortality of 16 rats in each group. 

b) Alive rats remained in the group were 

killed. 

40 30 10 。

乙のため成長K抑制18mgの MeHgを摂取しており，

Table 2. Methylmercury and selenium concentrations in brain， liver and kidney of rats fed diets 

containing methylmercury and selenium during 17 days (expt.。
Selenium concentration (ppm) Methylmercury concentration (ppm) Treatment 

Kidney 

0.20土0.01

0.29:1:0.01 

1.39土0.13

1.40土0.23

0.33土0.02

1.55土0.09

1.97土0.36

0.39:1:0.04 

1. 45:1:0. 09 

2.13:1:0.29 

Liver 

0.09土0.01

0.16土0.01

0.57 :1:0.01 

0.63土0.02

0.20土0.02

0.72土0.03

0.61土0.03

0.31土0.03

0.78土0.03

0.64土0.03

Brain 

0.00 

0.07土0.01

0.12土0.01

0.22土0.02

0.08+0.01 

0.19土0.02

0.17:1:0.01 

0.09土0.01

0.25:1:0.02 

0.36土0.03

Kidney 

0.0 

69.4土6.55

80.2土5.89

68.1:1:7.22 

76.6土7.29

120.5土5.75*

118.5土3.23*

87.2土7.28

115.0土5.41*

125.1土6.73半

Liver 

0.0 0.0 

6.4:1:0.36ω24.3土2.06

8.5土0.52柿) 25.4土4.20

11. 4:1:0. 38牢 32.7土1.28

11.4:1:0.37 40.9:1:2.63 

15.5:1:1. 53ヰ 51.4土3.76本

15.5土1.07 60.9土3.72申

16.6土1.43 60.6土8.34

14.7土1.22 80.2土3.80

20.1:1:1.35* 75.3土3.89

Brain 
Selenium 

(ppm) 

0 

0 
2 

6 

0 

2 

6 
0 
2 

6 

Methyl時

mercury 
(ppm) 

0 

20 

20 

20 

40 

40 

40 

60 

60 

60 

The data are represented as mean土 SEfrom 8 rats of each group. 

b) キ;Significant difference from the group fed diets containing 20， 40 or 60 ppm of methylmercury 
alone (p<0.05). 
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Table 3. Methylmercury concentrations (ppm) in brain， liver and kidney of rats fed diets 

containing methylmercury and selenium (expt. 2) 
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Methylmercury 30 ppm No.of 
killed 
rats Kidney 

20.9土1.98 

35.7土1.75*

51. 5土4.87

86.4土2.30

81.9土7.83*

93.1土2.36

107.6土6.10*

112.2土2.72*

88.9土13.07

70.4土10.24

Liver 

2. 1::1::0. 26*b) 9.8土0.94本

4.8::1::0.13半 16.8:t0. 41* 

6.3 :t0. 65* 21. 9土0.66ヰ

8.3土0.54* 22. 8:t4. 21辛

口.0::1::0.85申 28.6:t0. 83 

14.9土1.00牢 43.5土3.49

18.0土1.82 33.6土3.03

18.4土2.84 43.0土3.41
18.9土1.27 62.8土4.02

23.4土2.45 73. 2:t4. 95 

Brain Kidney 

19.6土0.89

49.1:t1. 72 

60.4::1::6.37 

95.9土9.18

111.8土2.81

67.5土14.21

47.5土5.62

71. 8:t1. 71 

Liver 

6.4:t0.49 
10.4土0.26

13.4土0.62

19.5土1.13

23.5土1.91 

33.3土4.26

37.1土2.98

45.6土2.27

Brain 

0.9土0.07ω

2.5土0.21

4.3土0.32

5.7:t0.22 
7.6:t0.40 

11. 9土1.10

15.4:t0.62 
15.7:t1.32 

4

4

4

4

4

4

6

6

6

6

 

Days 

q
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i
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4
A

The data are represented as mean土 SEfrom 4 -6 rats of each group treated with methylmercury 

30 ppm or methylmercury 30 ppm + selenium 2 ppm. 

* ; Significant difference from the group treated with methylmercury 30 ppm alone (p<0.05) 

a) 

b) 

Table 4. Selenium concentrations (ppm) in brain， liver and kidney of rats fed diets containing 
methylmercury and selenium (expt. 2) 

Methylmercury 30 ppm十
Seleni um 2 ppm Methylmercury 30 ppm No. of 

killed 
rats 

Kidney 

0.70土0.04

0.87土0.31

1. 03土0.09

1. 78土0.48

2.30土0.38

1.83土0.07

3.81土0.28

3.26土0.22

4.99土0.25

4.45土0.50

Liver 

0.77:t0.04 
0.99土0.03

1.07土0.04

1.20土0.06

1.53土0.20

1.17土0.19

1.10土0.09

1.20土0.11

1.72土0.13

2.02士0.14

Brain 

0.23土0.02

0.23土0.01

0.25土0.01

0.28::!:0.03 

1. 02:t0.19 
0.38土0.02

0.47土0.06

0.54土0.05

0.70土0.06

0.80土0.07

Kidney 

O. 61:t0. 03 
0.56:t0.14 

0.61土0.11

0.50土0.12

0.93土0.03

0.79土0.09

1.01士0.11

1.35土0.13

Liver 

0.46土0.02

0.44土0.02

0.41土0.03

0.46土0.02

0.45土0.03

0.31土0.03

0.30土0.02

0.33土0.05

Brain 

0.18土0.01ω

0.17土0.01

0.16:t0.01 
0.15土0.01

0.15:t0.01 

0.12土0.01

0.12土0.01

0.13土0.01

4

4

4

4

4

4

6

6

6

6

 

Days 
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The data are represented as mean土 SEfrom 4-6 rats of each group treated with methylmercury 

30 ppm or methylmercury 30 ppm十 selenium 2 ppm. 

a) 

投与群は Fig.1から明らかなように MeHg

メチル水銀中毒の発現との問i乙相関がみられた.これに

対し MeHg-SEL混合投与群はいずれもメチル水銀中

毒の発症を示さず， MeHgの蓄積応対して耐容性が認

められた.乙の乙とは実験2の結果 (Fig.2， Table 3) 

においても同様に認められた.Table 2において投与濃

度に対応させながら MeHg蓄積量の増加する割合を比

較すると，臓器によって若干異なり，脳と肝はほぼ同じ

割合で増加しているが， 腎は 40と60ppm投与群がほ

とんど同じ値を示している.特l乙MeHg単独投与群は

20， 40， 60ppmの投与濃度l乙対して脳の蓄積量が6.4，

11. 4， 16.6 ppmであり，その比率は 1: 1. 8 : 2.6と増

かに認められた.MeHg 30 ppm単独投与群は 17日目

より死亡例が観察され，投与後29日間で16匹全例が死亡

した.乙れに対し MeHg-SEL混合投与群は投与後39

日間全例が生在していた.しかし MeHg-SEL混合投

与群においてもその後死亡例がみられ Seの延命効果l乙

限界のある ζとがわかった.

3) MeHgおよび Seの蓄積量:実験 1，実験2にお

ける臓器中の MeHgおよび Seの測定結果をそれぞれ

Table 2と Table3， Table 4 f(.示す. 実験 1におけ

る MeHg蓄積量は， Table 2 f乙示すように MeHg単

独投与群と MeHg-SEL温合投与群のいずれにおいて

も投与濃度に対応して増加した.このうち MeHg単独
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加し，肝でも 1: 1. 7 : 2.5と増加している.しかし腎で

は 1:1.1:1.3とその増加がわずかなものである乙とが

観察された.これに対し MeHg-SEL混合投与群にお

いては脳，肝，腎のいずれもほぼ同じ増加の傾向を示し

た.また MeHgの同一投与濃度において MeHg蓄積

量を比較すると， MeHg単独投与群よりもMeHg-SEL

混合投与群の方が高い値を示した.MeHg20ppm投与

群では ζの傾向はあまり明確でないが， MeHg40と 60

ppm投与群の場合は MeHg単独投与群よりもMeHg-

SEL混合投与群の方が脳は約 4ppm，肝は10-20ppm，

腎は 30-40ppmと蓄積量の増加を示し，しかも MeHg

の毒性発現を遅らせていることがわかった.腎l乙最もそ

の差が大きいことは単独投与群の蓄積が低下したためと

思われる.

Seの蓄積量は Table2 I乙示すように脳が0.1-0.36

ppm，肝が0.5-0.8ppm， 腎が1.3-2.1ppm程度で

あり， MeHg にくらべて低い値であった. また MeHg

の投与濃度を 20，40， 60ppmと高めても大きな増加を

示さず， このことは Seの投与濃度を 2から 6ppmt乙

高めても MeHg蓄積量はそれ程増加していないことと

関連して，臓器への MeHgの蓄積l乙対する Seの関与

は無機水銀の場合と異なってあまり大きなものではない

ように思われる.

Table 3 t乙示すように実験2の MeHg蓄積量の推移

は実験 1の結果と同様の傾向を示した.MeHg単独投

与群では脳，肝の MeHg蓄積量が経日的l乙増加するの

は対して腎は投与後12日目をピークにして明らかに減少

する傾向が認められた.腎におけるこのような傾向は

Fig. 2， Fig. 4より MeHgの毒性発現と相関してお

り，腎の代謝i乙影響を与えていることが推測された.

Table 2 IC:示した実験 1の結果において， MeHgの投

与濃度J乙対応させながら腎の MeHg蓄積量をみると，

MeHg単独投与群は MeHg-SEL混合投与・群にくらべ

て明らかにその増加の割合がわずかなものであることを

示したが，実験 1はラットの屠殺時期をメチJレ水銀中毒

の発症の時点としたため投与後17日間経過しており，実

験 1における腎の MeHg蓄積量の ζのような傾向は12

日日以降減少を示した実験2の結果から容易に推定でき

る.また前述した Table2の結果において MeHg-

SEL混合投与群は MeHg単独投与群より腎の MeHg

蓄積量が 30-40ppmと脳，肝l乙比較して特に高い値で

あったが，これは見かけ上のことであって，単独投与群

の MeHg蓄積量の減少に基づいていることがわかっ

た.つぎに MeHg単独投与群と MeHg-SEL混合投

与群を比較すると，脳と肝の MeHg蓄積量は実験 1の

結果と同様に単独投与群よりも SEL混合投与群の方が

高い値を示し，しかも MeHgの毒性発現が抑制されて

いることがわかった.とこれに対し腎では逆ICMeHg-

SEL混合投与群の方が投与後12日巨まで 10-30ppm低

い値を示した.Fig.3t乙示すように単独と混合投与群で

は MeHgの累積摂取量がかなり違ってくるので，この

点を考慮して累積摂取量に対する MeHg蓄積量の比率

をとってみた. その結果は Fig.5tC示すとおりである.
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Fig. 5. Effect of selenium on deposition of 

methylmercury for rat organs (expt. 2) 

一鶴一:Methylmercury 30 ppm 
…×・・・ : Methylmercury 30 ppm + selenium 

2 ppm 

ζの比率からも脳，肝の蓄積は MeHg-SEL混合投与

群の方が大きく，腎は MeHg摂取量が約 6mg以下，

すなわち MeHgの毒性が発現しない範囲内で脳，肝と

異なって MeHg-SEL混合投与群の万が MeHg蓄積

の小さいことがわかった.

実験2におけるお蓄積量は Table4 t乙示しである

が， MeHg-SEL混合投与群の Seは実験 1と同様に

MeHg IC比べて低い値であった;

考察

今回われわれはつぎのような 2つの理由からラットの
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餌としてピタミンE無添加の粉末精製飼料を用いて実験

を行った.すなわち第 U(.普通のラット用飼料は魚粉を

はじめ覆々の原料が配合されており，これらに由来する

Seを含有していることが考えられる. 事実われわれが

測定したところ，オリエンタノレ NM飼料中から Seが

仏 26-0.3ppm(平均 0.3ppm，Na2Se03として 0.6ppm)

検出された.第 2f乙ピタミンEと微量の Seの間i乙相互

作用が荏在し，血中の Seの貯留をビタミンEが持続さ

せることがわかっている 14) また MeHg毒性に対する

ピタミンEの抑制効果が加須屋1めによってすでに報告さ

れている.そのため Seの毒性軽減作用を検討するには

ピタミンEを含む飼料は適当でないと判断し，今回はピ

タミンEを添加しない粉末精製鋼料(Se，O.Oppm)を用

いた.なお乙の飼料f(.MeHg 30 ppmおよび SEL2ppm

を混合し， 1週間後， 1ヵ月間後にそれぞれ MeHgを

定量したところ， MeHgの含有量の経時変佑は認められ

ず，飼料中の組成成分による MeHgの分解や揮散はほ

とんどないものと考えられる.またピタミンEの欠乏症

発現が考えられるが， Gantherら5)の実験でその発症は

認められていないので，欠乏症の発現の可能性はないも

のと思われる.

MeHg毒性l乙およぼす Seの抑制効果は明らかに認

められるが，単独投与にくらべて投与期間あるいは Me

Hg累積摂取量が約 2倍になった時期より MgHg-SEL

混合投与にもメチル水銀中毒が発現している.SeはMe

Hgよりも排世が非常に早い乙とを考慮して， Seの投

与量を多くすることによって抑制効果の増大を計る乙と

も考えられるが， Seそれ自身にもかなり強い毒性を有

しているため，投与量l乙限界があり，また MeHg毒性

l乙対する Seの抑制作用そのものにも限界があると思わ

れる.加須屋山の神経線維による invitroの実験でも

Seの毒性軽減作用l乙眼界が認められている.

MeHg蓄積量は脳，肝において単独より SEL混合投

与の方が増加し，メチル水銀中毒の発症を抑制している

乙とがわかったが， 乙の ζ とは Stoewsandらのによっ

ても認められている. Seの毒性軽減作用l乙関するメカ

ニズムは， Gantherら5)によると Hgと Seの相互作

用と同様に MeHgf(.対する Seの親和性が強いことか

ら，生体内で MeHgと Seの complexが形成され毒

性の低いものになると考えられている.この乙とは魚

類の HgjSeはモル比で、 1:1の割合で増加し， また

Koemanらのは海獣の肝，脳でそのモノレ比が 1: 1であ

ることを証明していることからも支持されている.われ

われの実験結果から臓器中の Se蓄積量は MeHgt(.く

らべて極めて低い値であり， Se 1モJレK対して Hgは

肝で14-37モル，脳で16-29モル，腎で15-25モJレで、あ

る.ζれらのモル比は投与濃度目Uf(.みても一様性は認め

られない.実験2において経日的l乙蓄積量を調べた結果

からもそのモノレ比は 3-15ぐらいで一様性はない.また

MeHgと Seの間の相関係数 rを調べたところ，いず

れの投与群においてもほとんど相関性は認められない.

したがって MeHgと Seの聞に complexが形成され

るにしても，その割合は少なく，直接的な complexの

形成は考えにくい.すくなくとも今回のような急性実験

では先に述べた魚類における Hgと Seの在在比とち

がっており， MeHg f乙対する Seの作用は無機水銀の

場合とは異なっているものと考えられる.

腎の MeHg蓄積量についてみると，単独投与にメチ

ル水銀中毒が発現するまでは Se投与の方が単独投与よ

りもその蓄積量がかなり低い値を示し，メチJレ水銀中毒

の発現後は単独投与の方が急激に減少して結果的l乙Me

Hgの量的関係が逆転する.したがってこのような Me

Hg蓄積最の消長からみて Seは腎における MeHgの

代謝に大きく関与していることが推察され，腎のMeHg

蓄積議におよぼす Seの影響を評価する場合には実験動

物の屠殺時期l乙留意しなければならない. Iwataらりに

よれば， Seが臓器中の MeHgの蓄積を減少させるこ

とを報告し，その理由として Seによって MeHgの排

世が促進されるのではないかと述べている. しかし

Stillingsらのは脳，肝では蓄積量iζ差がなく，腎におい

て Se投与の方が減少していることを報告し，乙のこと

は MeHgの排世を促進しているものではないことを認

めている.Se による腎の MeHg蓄積量の減少は先に

述べたようにわれわれの実験結果からも認められ，

Stillingsらめが述べているように，このような現象は

Seによる MeHgの脱メチル化反応によるものと考えら

れる.

MeHg f乙対する Seの毒性軽減作用l乙関するメカニ

ズムは不明であるが， Seの蓄積量が MeHgt(.くらべ

て低い乙とから無機水銀応対する Seの作用は異なって

いよう.微量の Seが蛋白質の SH基などと関連して

MeHgを低毒化レ，臓器への親和性を高めていること

も考えられる.また脱メチノレ化反応が Sef(.よって促進

されるとすれば，慢性実験において低濃度の MeHgを

投与し， MeHgの毒性が発現しない代謝的l乙正常な状

態を維持させながら Seを投与する場合，今回のような

急性実験とは Seの効果や MeHgおよび Seの蓄積量

がちがってくる可能性があると思われるので，今後乙の

ような点を合めて慢性実験について検討する予定であ

る.
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1. Se投与によって明らかに延命効果が認められた

が， Se 2ppmの投与では単独の約 2倍の期間でメチル

水銀中毒による死亡例が確認された.

2. 脳，肝臓の MeHg蓄積量は Se投与によって増

加した.腎ではメチル水銀中毒の発症以前において，

Se投与は単独よりかなり低い値であった. しかし発症

後は Se投与の方が見かけ上著しく高い蓄積量を示し

た.とれは単独が減少したためで、ある.

3. 臓器中の Se蓄積量は MeHgIC比較して低い値

であった.その HgjSeのモル比は魚類とは全く異にす

る.

〈本研究は昭和49年度当研究所調査研究課題「セレンに

よるメチル水銀の毒J性軽減作用比関する研究」として実

施し，その概要は日本薬学会第95年会1975年4月で発表

した〉

文献

1) Parizek， J. and Ostadalova， I. : Experientia，23， 
142， 1967 

2) Eybl， V.， Sykora， J. andMertl， F. : Experi山

entia， 25， 504， 1969 

3)小宮和英，速水淑子，河内佐十:日本薬学会第94年

会，衛生 5N 2-3， 1974 

4) Levander， O. A. and Argrett， L. C. : Toxicol. 

Appl. Pharmacol.， 14， 308， 1969 

5) Ganther， H. E.， Goude， C.， Sunde， M.小 L. and. 

Kopecky， M. J. : Science， 175， 1122， 1972 

6) Koeman， J. H.， Peeters， W. H. M. and Kouds-. 

taal-Hol， C. H. 1¥在.: Nature， 245， 385， 1973 

7) Iwata， H.， Okamoto， H. and Ohsawa， Y. : Res. 

Communicat. Chem. Path. Pharmacol.， 5， 673，. 

1973 

8) Stoewsand， G. S.， Bache， C. A. and Lisk， D. 

J. : Bull. Environ. Contaminat. Toxicol.， 11， 

152， 1974 

9) Sti11ings， B. R.， Lagally， H.， Bauersfeld， P. and' 

Soares， J. : Toxicol. Appl. Phannacol.， 30， 243， 

1974 

10)上回喜一，山中すみへ，河合正計，東条憲一:医学

と生物学， 90， 15， 1975 

11)加須展実:医学のあゆみ， 90， 211， 1974 

12)植田忠彦，山添律子，山野辺秀夫，戸谷哲也:東京

衛研年報， 26， 110--114， 1975 

13)鈴木助治，原田裕文，小泉清太郎，戸谷哲也:衛生

化学， 19， 82， 1973 

14) Desai， 1. D. and Scott， M. L. : A1'ch. Biochem~ 

Biophys.， 110， 309， 1965 

15)加須屋実:医学のあゆみ， 90， 33， 1974 



東京衛研年報 Ann.Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 26・1， 123-128， 1975 

セレンによるメチル水銀の毒性軽減作用(第2報〉

メチル水銀，セレンおよびピタミンE投与時におけるラット臓器中の

メチル水銀ならびに総水銀含有量について

原田裕 文牢 伊藤 弘一 *江 波戸挙秀*竹内正博*

雨宮 敬キ山野辺秀夫*鈴木助治*戸谷哲也*

Effect of Selenium on the Toxicity of Methylmercury (H) 

Methylmercury and Total Mercury Concentrations of Urgans in Rats 

administered Methylmercury， Selenium and Vitamin E 

HIROFUMI HARADA汽 KOICHIITOヘKIYOHIDEEBATO*， MASAHIRO TAKEUCHI*， 

TAKASHI AMEMIYA*， HIDEO YAMANOBEぺSUKE]ISUZUKI* and TETSUY A TOTANI* 

The effect of dl-α-tocopherol and selenium on the toxicity and the distribution of methylmercury 

administered to wistar strain rats was investigated. 

The rats we町refed the purified diets containing 30 ppm met白hy凶lmercurywi社凶theither no supplement匂s，
10∞o ppm dl.鍋嗣叫.綱.

toxicity of met出hylイlmer陀Cl凶1rγywere red uced wi t出heither d.ιa-tocopherol or selenium， and the combination 
of d，ια-tocopherol and selenium produced a considerably greater additive effect for reduction of to・

xicity， as measured by increased growth and survival time. 

The accumuration amount of methylmercury and total mercury in brain and liver increased with 

increasing the intake of methylmercury. In kidney， the accumuration amount of methylmercury held 

almost constant， but total mercury was 20 % higher in the groups administered selenium than the 

groups administered dl-α-tocopherol. So， it was considered that the reduction mechanisms of the tox-

icity of methylmercury with dl-α日 tocopheroland selenium were different from each other. 

緒局

セレンの投与によって水銀の毒性が低下することは

Pai-izek1)をはじめ，多くの研究者2引によって報告され

ているが，その作用機序に関しては，いまだ明らかにさ

れていない.われわれは前報ので， 塩化メチル水銀およ

びセレンをラット l乙投与した場合の毒性の発現ならびに

臓器中のメチル水銀，セレンの蓄積量について報告し

た.今回はセレンと同様にメチル水銀の毒性を軽減させ

る作用があると報告されているピタミン E7)と，セレン，

あるいはセレンとピタミンEを混合投与した場合の軽減

作用をラットによって比較するとともに，ラット臓器中

のメチル水銀および総水銀蓄積量についても検討したの

で報告する.

実験材料および実験方法

実験動物:日本ラット K.K.より購入した Wistar系

の堆ラットを用いた.

飼料:オリエンタル酵母工業K.K.製のピタミンE無

添加精製粉末飼料A (以下飼料Aと略す〉を用いた.

試料:①塩化メチル水銀(以下 MeHgと略す)， CHa 

HgCl， 98.09河口光純薬製.②亜セレン酸ナトリウム〈以

下 Seと略す)， Na2SeOa・5H20，99.0% メルク社製.

③酢酸 dl-a-トコフェロール(以下 V.Eと略す)， 東

京化成工業K.K.製.

実験方法:購入したラットを実験開始前lζ飼料Aで10

日間飼育し， このうち正常な体重の増加を示した 110-

130gのものを用い，飼育はすべて空調の整った動物銅

育室において行なった.このラットを 5匹ずつ 5群l乙分

け，それぞれコントローノレ群， MeHg単独投与群 (A

群)， MeHg-V.E混合投与群 (B群)， MeHg-Se混合

投与群 (C群)， MeHg-・V.E-Se3者混合投与群 (D群〉

*東京都立衛生研究所理化学部微量分析研究科 160 東京都新宿区百人町3-24-1 
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・1m，Tokyo， 160 ]apan 
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とした.そしてコントロール群には飼料Aをそのまま与 法10)はより，島津 UV-201型水銀分析計を用いて定量

え，他の群の飼料はそれぞれつぎのような処方で調整 を行なった.

し，いずれも自由民摂取させた. 実験結果

A群:飼料Alc::.MeHgを Hgとして 30ppmの割 体重曲線および MeHgの摂取量:各群のラットの平

合で添加した B群 :A群の飼料にさらに V.Eを 均体重によって得た体重曲線を Fig.11乙示した. これ

100mgjkgの割合で添加した C群 :A群の飼料に によると A群は投与後ほぼ15日目から体重の減少がみら

:Seを Na2Se03として 2ppmの割合で添加した D れているが， B， C群はともにA群より約 2週間後の28

群 :A群の飼料に V.Eを 100mgjkgおよび Se を 日目から，またD群はさらに遅れて50日目前後から体重

Na2Se03として 2ppmの割合でそれぞれ添加した. の減少が認められた.しかしながら，このうちのB群と

上記の処方の飼料を用い，飲料水は水道水を自由に与 C群を比較すると体重の増加率l乙大きな差がみられ，同

えてラットを飼育し，その体重および餌の摂取量は 2日 じ体重から投与を開始して28日目の両者の平均体重は，

ごとに測定した.そしてラットの体重が減少し，メチJレ それぞれ 1929と231gで，約 40gのひらきが生じてい

水銀中毒の症状である歩行異常および後脚の交叉が明ら る.また，メチル水銀の中毒症状は，各群とも体重が減

かに認められた時点で断首放血によって麗殺し，脳，肝 少しはじめてから約10日後民観察された.つぎに餌の摂

臓ならびに腎臓について MeHgと総水銀(以下 T-Hg 取量から MeHgの摂取量を算出し，各群それぞれ一匹

と略す〉の蓄積量をそれぞれ測定した. あたりの累積平均摂取量として Fig.2Iこ示した.乙 ζ

MeHgおよび T-Hgの定量法:各臓器をそれぞれホ にみられるように水銀中毒症状を呈するに要したMeHg

モジナイズして均一化し， MeHgは 0.2g，T-Hgは 量は， A群は約 9mgであったが， C群では約 2倍の 16

'O.lgを試料とした.MeHgの定量は，前報と同様に植 mgで，前報と全く同様な結果を示した.またB群は約

田8) らが報告しているアルカリ分解クロロホ Jレム抽出法 13mgで発症し， C群と比較的近い値であったが， D群

に従って試験溶液を調製し， ECDガスクロマトグラフ

ィーによってjラなった. また T-Hgについては A.O.

A.C.めに示された水銀測定用分解装置を用い，硫硝酸

による湿式灰化法で調製した試験治液について還元気化
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Table 1 Concentrations of Methylmercury and Total Mercury in Organs of Rats fed Diets 

containing Methylmercury， Vitamin E and Selenium 

Methylmercury (ppm as CH3HgCl) Total Mercury (ppm as Hg) 

Group Treatment N Brain Liver 

A CH3HgCl 5 I 23.6土0.59牢 76.8:t2.50

B C+E13VH.gE Cl 5 I 26.4土1.38 94.9土6.75

C CH十aHSegCl 5 28.6土3.27 86. 9:t7. 90 

D +CVH.3EH十gCSie u t 42. 7 :t 3. 80 155. 2:t 17. 34 

キ:The results are expressed as mean土 SE

は26mgを要し， A群の 3倍， B群の 2倍であった.

MeHgおよび T-珪gの蓄積量:各群の脳，肝臓およ

び腎臓中の MeHgと T-Hgの平均蓄積濃度を Table

11乙示した. なおコントロール群は各臓器とも T-Hg

含有量が 0.05ppm以下であったため記載していなしi

乙の表から脳と肝臓は一部はわずかの例外はあるが，

MeHg， T-Hgのいずれも MeHg摂取量の増加に従っ

て蓄積濃度の高まることがわかる.しかし腎臓はこれら

と異なり， MeHgと T-Hgの蓄積ノfターンが相違して

いる.すなわち MeHgの場合は摂取量が増加しても蓄

積濃度はほとんど変化せず，むしろ若干の減少が認めら

れた.一方 T-Hgの場合には， Seを投与しない A群

とB群がほぼ等しい蓄積濃度を，また Seを投与したC

群と D群が等しい蓄積濃度をそれぞれ示しており，これ

らA，B両群i乙比してC，D両群はかなり高い値を示して

いる.しかしながら MeHgの摂取量は各群それぞれ異

なっているため，臓器への取り込み量を比較する場合

l乙， ζのままの値では適当ではない.そこで各群の各臓

器について，摂取量l乙対する蓄積量の比を求め Table2 

lこ示した.この表から， まず肝臓についてみると， Me 

Kidney Brain Liver Kidney 

102.6土17.61 22.0土0.33 68.3土1.57 93.3こと6.54

90.3:t4.12 25.4土1.70 90.8土5.52 93.6土4.48

92.9土5.93 30.7土3.55 92.2土4.53 114.4土3.96

87.6土8.43 40.5土2.90 136.4土11.59 113. 9:t9. 69 

HgはA，B，C群いずれもほとんど同じ値を示し， D群

のみが若干低値であるのに対して T-Hgは， A<Bく

Cと増加し， D群はやはり A群を下廻っている.乙れに

反して脳，腎臓においては MeHg，T-HgともにA>B

>C>Dの)1民で減少の傾向を示し，このうち特l乙D群のi

腎臓に急激な減少がみられた.そこでさらにこのD群の1

腎臓における蓄積の減少を別の角度から確認するため，

各群それぞれ開ーラットの臓器開における蓄積濃度の比l

を求めて比較することとし，脳の蓄積濃度を基準とし

て，乙れに対する肝臓および腎臓の蓄積濃度の比を算出

し， Table 3 f乙示した.ζ の表から，やはり D群の腎

臓は MeHgおよび T-Hgのいずれも他と異なって著

しく低い値を示した.

つぎに各臓器における MeHgの T-Hgf乙対する比

を百分率で求め Table4 fL.示した. ζ こにみられるよ

うに， A群では各臓器とも T-Hg中85%以上の MeHg

が寄在しており，このうちでも肝臓は約90%の値を示レ

ている.しかしA群以外のク守ループは，いずれも84%以

下で，かつ同一クゃループ内の脳と肝臓はほぼ等しい値を

恭し，腎臓のみが低い値である乙とがわかる.特l乙C群

Table 2 Ratio (%) of Concentrations of Methylmercury and Total Mercury in Organs to 

Methylmercury Intake 

Group Treatment N Brain 

A CH3HgCl 5 

B CH3HgCl十V.E 5 

C CH3HgCl十Se 5 

D CH3HgCl+ V.E+Se 5 

*・ %=~oncentrationX organ weight 
一-，- methylmercury intake 

0.33* 

0.28 

0.24 

0.20 

Methy lmercury Total Mercury 

Liver Kidney Brain Liver Kidney 

3.55 2.41 0.39 3.95 2.76 

3.51 1.89 0.34 4.26 2.46 

3.50 1. 51 0.32 4.72 2.33 

3.03 0.81 0.24 3.63 1.33 
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Table 3 Ratio of the Mercury Concentration of Liver and Kidney to that of Brain in each Group 

Methy lmercury Total Mercury 

Group Treatment N Liver/Brain Kid田 y/Brain Liver /Brain Kidney /Brain 

A CH3HgCl 5 3.25土0.05a 4.35土0.27 3.10:t0.05 4.24土0.28

B CH3HgCl + V. E 5 3.59土0.28 3.42土0.28 3.57土0.30 3.69土0.25

C CH3HgCl十Se 5 3.04土0.19 3.25土0.30 3.00土0.26 3.73:t0.48 

D CH3HgCl十V.E十Se 5 3.63:t0.21 2.05土0.26* 3.37 :t0.13 2.81:t0.22本

a : The results are expressed as mean土 SE

* : Significant differences from A group (p<0.05) 

Table 4 Ratio (~の of Concentration of Methylmercury (as Hg) to that of Total Mercury 

in each Organ 

Group Treatment N Brain Liver Kidney 

A CH3HgCl 5 85.26土1.09* 90.04土1.62 86.74土1.47

B CH3HgCl + V. E 5 82.94土1.35 82.74土1.24 77.16土3.64

C CH3HgCl十Se 5 74.84土5.09 74.34土4.04 64.28土2.15乱

D CH3HgCl十V.E十Se 5 83.42こと4.08 82.50土3.36 60.96土3.07a，b

ヰ:The results are expressed as mean土 SE

a : Significant differences from A or B group within vertical column (p<0.05) 

b : Significant differences from liver or brain within horizontal column (p<0.05) 

とD群の腎臓は，それぞれ約64%および61%で， A， B 

両群の腎臓に対し p<0.05において明らかに有意の差

を示し，このうちさらにD群の腎臓は同一グループの

脳，肝臓に対しても有意の差を示した.

考察

今回の実験において MeHgおよび Seの投与量は，

前回の実験と同様 MeHg，30ppm， Se， 2ppmとした.

また V.Eについては，加須麗7)の行なった invitroの

実験で MeHgと等モルの V.Eを用いて効果のあった

ことが報告されており，われわれはその約 2倍量を用い

るζ ととし， V.Eを 100ppmすなわち 100mgjkg添加

した.一般に dl叩 αートコフェロールには，その骨格中

6位が OH基である freeタイプと，この OH基が

acetyl化された acetateタイプとがあり， この両者の

大きな差異として前者が空気中で酸化されやすく，強い

抗酸化性を有するのに対し，後者は空気中でも安定で，

ほとんど抗酸化性を持たないことがあげられる，さらに

freeタイプは生体内においても抗酸化性を示し，ミトコ

ンドリアやリソゾーム膜の不飽和脂質が過酸化されるこ

とを防止し，膜安定性を有することが知られている 11)

そのため水銀毒性の軽減作用にも両者間l乙相違のあるこ

とが考えられたので，今回の実験で、われわれは V.Eと

して ζれら両者を用い， MeHg投与ラットにおける体

霊曲線あるいは，各臓器中の MeHgおよび T-Hg分

布量等におよぼす影響を比較したが，両者闘にはほとん

ど差異が認められなかった.そこで今回は，報告する内

容の繁雑化を避けるため，あえて acetateタイプについ

てのみ述べることとした.

今回の実験で，体重曲線あるいは水銀中毒症状の発現

時期等において V.Eは Seと類似のパターンを示し，

両者の水銀毒性軽減作用は一見同じように考えられる

が，体重の増加率および T-Hgの腎臓における蓄積量

などに明らかな差のみられた ζ とから，軽減作用のメカ

ニズム l乙相違のあることが推定される.乙の作用機序l乙

関して Gantherらめは Seが Hgと結合し，さらに親

和性の高い Proteinの Sと結合することによって Hg

の毒性を弱めると論じており，また Sti1lings12
) はラッ

トを用いた実験で Cystine1[.も Seと同様， 水銀の毒

性lこ対する軽減作用を有することを認め， Cystineの S

が Proteinの Sと同じように Hgとcomplexを生ず

るためであろうと述べている.しかし V.Eはその分子

構造からみて直接 Hgと complexを形成することは考

えられず， この点において Cystineあるいは Seと同

ーには論じられない.一方， 1]0須屋川，13)は invitro に

おいて幼若ラットの小脳を用いた実験を行ない， MeHg 

i乙よって発育を阻害される神経線維が Seを混合するこ



東京衛研年報 26・1， 1975 127 

とによってほぼ正常に発育することを認め，さらにV.E

も全く同様の作用を有すると報告し，これらはいずれも

生体膜安定作用によるものであろうと述べている.勿論

この共通した作用は生体内にあっても否定できないが，

やはり Gantherめ， Stillings12
)の報告あるいは今回の実

験結果からみて，当然両者間l乙異なる作用のあることが

考えられる.さらに V.Eと Seの両者を混合して Me

Hgとともに投与した場合，予i思どおり V.Eあるいは

Seをそれぞれ単独で MeHgI乙添加した場合の約 2倍

程度水銀の毒性発現時期が延長された.ζ のことは当然

V.Eと Seの相加的効果と考えられるが， Desaiω ら

は V.Eと Seとの間には相互作用が荏在するため，こ

の両者は血中で相互に長時間保留されることを報告して

いる.このことから V.E，Seの混合投与によってみら

れた毒性の大きな軽減作用は，単なる相加的な作用のみ

ではなく， V.Eが排世速度の大きい Seを車中l乙保留

させることにより， Seの有する MeHg毒性への作用

を長時間持続させることも一つの因子と推定される.

つぎに MeHgおよび T-Hgの測定を行なうため臓

器を採取したが，前回の実験で臓器中の MeHg分布最

は屠殺時期によって異なり，中毒の発症前と発症後で

は，特iζ腎臓中の MeHgの蓄積量l乙大きな変化のある

ととが認められた.したがって，発症の時期が異なるグ

ループ聞の臓器について比較を行なう場合は屠殺の時期

に十分注意しなければならない.そこで今回は，各群の

ラットそれぞれに歩行異常，後脚の交叉が明らかに認め

られ，かっその外見的な所見もできるだけ統一した時点

で臓器の採取を行なった.脳，肝臓における MeHgお

よび T-Hgの蓄積量は MeHg単独投与より Se混合

投与の方が大きい値を示し， また V.E混合投与も Se

混合と同様に単独より高い.Stoewsand4) らは Se投与

によって Hg蓄積量の増加することについて報告し，

また上回ら 15)は MeHgの段取量の増加によって脳，肝

臓中の蓄積最も増加することを報告している.そして今

回の V.Eあるいは Se混合は単独に比較して MeHg

摂取量が多いことから，このような結果が得られたと考

えられる.一万腎臓は脳，肝臓とは蓄積性が全く異な

り， MeHgの場合は Seの摂取あるいは MeHg摂取量

の増加に影響されず，ほとんど等しい蓄積量を示してい

る.しかレ T-Hgの場合は MeHgの摂取量には関係

ないが， Seの摂取如何によって異なっている. すなわ

ち Seを投与しない MeHg単独と V.E混合との問に

は蓄積量に差がなく，また Se混合と V.E，Se混合と

の聞にも差がみられていない.しかしながら前の 2群に

比較して後の 2群は明らかに蓄積量が多く，約20%の差

が生じている.Norseth，16) Takeda17)らは生体中の無機

水銀は腎臓に蓄積しやすいことを指摘しているが，この

腎臓における20%の差が無機水銀によるものであるとす

れば， Seの摂取が生体中の無機水銀量を増加させたこ

との裏づけになるといえる。そして V.E混合投与群は

Se混合投与群とほぼ同量の MeHgを摂取して同程度

の軽減作用を示しているにもかかわらず， T-Hgの蓄積

量が Se混合より低く， MeHg単独と全く同じである

ζとは，前述したとおり毒性軽減作用のメカニズムは

V.Eと Seでは異なるものと考えられる. また各ラッ

トごとに同一個体における脳，肝臓および腎臓の水銀蓄

積濃度を比較すると， MeHgもT-Hgもともに MeHg

単独群， V.E混合群および Se混合群の 3グループは

脳<肝臓<腎臓の)1卸乙高くなるが，投与期間の長いV.E

Se混合群は脳<腎臓く肝臓と肝臓と腎臓が逆転してい

る.前回の実験では MeHgのみの測定ではあったが，

やはり投与開始後43日付近で肝臓と腎臓の蓄積量に逆転

が観察された.田口18)によれば，生体l乙摂取された有機

水銀は蓄積する一方ではなく，必ず分解，解毒され排?吐

きれており，したがって連日長期間の暴露を受けた時で

も，体内には一定の蓄積限界があり，それ以上蓄積は認

められず平衡状態に達すると述べている.そして当然同

一生体内においても，各臓器にそれぞれ異なる蓄積限界

のあることが推定され，さらにまた水銀の取り込み速度

にも臓器開l乙差のあることが知られている 19) 事実，同

一ラットの脳l乙対する肝臓，腎臓の蓄積濃度比はMeHg，

T-Hgのいずれも腎臓において，投与期間の増加ととも

に減少し，また MeHg摂取量i乙対する蓄積量の比も腎

臓は特異的である.このことは脳，肝臓，腎臓の 3者間

で最も水銀の取り込み速度の大きいものは腎臓であり，

比較的すみやかに蓄積限界に達するものと考えられる.

さらに腎臓は他の臓器と異なり，無機水銀を蓄積しやす

いことが Norseth16)， 武田19)， 田口18)らl乙よって報告

されている ζ とは前にも述べた.生体における MeHg

の一部は脱メチル化されて， MeHg とともに各臓器に

蓄積されるが，その量的関係をみる指標とした MeHgj

T-Hg%は，腎臓を除いた脳，肝臓では，各群それぞれ

同一グループ内において等しい値を示し，さらに各群を

比較しても有意の差はみられていない.しかし腎臓はこ

れらと異なり， Seを摂取した Se混合， V.E， Se混合

の両群はそれぞれ他の群K対して明らかに小さい値であ

り，有意の差を示している.その原因として， Se 探取

群における T-Hg蓄積量の増加があげられ， 腎臓にお

ける T-Hgのうち MeHg以外はほとんど無機水銀で

あることも考えられる.そしてこのことは生体内におけ
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る MeHgの無機化が Se1乙よって促進されていること

を裏づけている. しかし腎臓中の T-Hg蓄積量の増加

が無機水銀によるとしても， Takedaら17)が述べている

ように，結果として腎臓に蓄積したのであって， MeHg 

の無機化が腎臓によってなされるものか，あるいは他の

器管でなされているかは不明であり，今後の検討を待ち

たい. また，長期間生在した群i乙T-Hgが多い傾向も

みられたため，短期間で、発症しない程度比少量のMeHg

を長期間投与した場合の蓄積量等についても今後検討す

る予定である.

要 結

今回の実験目的は Seによる水銀の毒性軽減作用のメ

カニズムを解明する手段として，やはり水銀の毒性軽減

作用を有すると報告されている V.Eについて検討し，

両者を比較することである.すなわち MeHgを Hgと

して 30ppm添加した精製粉未飼料に V.Eあるいは

Seをそれぞれ 100ppm，2ppmの割合で添加し， この

館料でラットを飼育して，体重の消長，水銀中毒の発現

時期を観察し，また中毒症状が明らかに認められた時点

における脳，肝臓， 腎臓中の MeHgおよび T-Hg蓄

積量を測定した.そして V.Eは Seと同様に水銀の毒

性軽減作用を有することが認められたが，体重の増加率

あるいはす即日g の分布量等において両者聞に明らかな

差がみられたことから，両者の作用機序は異なるものと

考えられる.また V.Eと Seを混合して添加した場合

は， V.E， Seをそれぞれ単独で添加した場合より強い

軽減作用が認められたが，これは単なる相加的効果のみ

ではなく， V.Eが水銀民対する Seの効果を助長して

いることも十分考えられる.また各臓器の MeHgと

T“Hgの蓄積量についてみると，脳，肝臓は MeHg摂

取量の増加によって MeHg，T-Hg蓄積震がともに増

加するが，腎臓では MeHg摂取量が増加しでも MeHg

蓄積量は影響されず，ほぼ一定であることから， MeHg 

の取り込み速度は腎臓がもっとも大きいことがわかっ

た.また腎臓の T-Hg蓄積量は Seの在在l乙影響され，

Se摂取の有無によって約20%の差が生じたが， このこ

とは生体中の MeHgが Seによって脱メチル化の促進

されることを示唆している.今回の実験でV.EはSeと

同様の軽減作用を示したが，生体内で Hgと complex

を生成するといわれている Seと異なり， V.Eは直接

的l乙Hg1(.作用せず， 膜安定作用等， 間接的な働きに

よるものと考えられる.

(本研究は昭和49年度当研究所調査研究課題「セレンに

よるメチル水銀の毒性軽減作用に関する研究Jとして実

施したものである〉
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東京都における水銀汚染の実態について(第2報〉

魚介類中の水銀含有量について

雨宮 敬 中 竹 内 正 博中伊藤弘一*

江波戸挙秀*原田裕文本戸谷哲也本

Survey of Pollution with Mercury in Tokyo (2) 

Mercury Content of Fish and SheUfish 

TAKASHI AMEMIYAヘMASAHIROTAKEUCHI*， KOICHI ITOヘ
KIYOHIDE EBA TOヘHIROFUMIHARADA * and TETSUYA TOTANI* 

The content of total mercury and methylmercury in 405 samples of fish and shellfish collected from 

Tokyo central market were determined for the purpose of investigating pollution with them. 

The results were summarized as follows : 

In this research， deep-sea fishes had more amount of mercury than fishes of continental shelf. 
The heighest amount of 2.60ppm of total mercury and that of 0.60ppm of methylmercury in Kuro幡

kawakajiki were found， but most of sample contained less than O.lOppm of total mercury. 

緒日

水銀，カドミウムなどの有害性金属元素による食品汚

染が魚介類，農作物等へ広範囲におよんだことは周知の

とおりである.

われわれは，魚介類中の総水銀〈以下 T-Hg)量およ

びメチJレ水銀(以下 Me-Hg) 量を把握するため，すで

に昭和 48年6月から 49年 3月までの 10ヵ月間に 63種

346検体について調査を行ない， 前報1)において報告し

Tこ.

さらに今回は前年に引き続き，昭和49年4月から50年

3月まマの 1年間l乙魚介類74穂 405検体について調査を

行なったので報告する.

実験方法

試薬，装置および試料

1) 試薬

和光純薬K.K.の試薬特級を用い，硫酸および硝酸は

精密分析用を使用した.

水銀標準溶液:塩化第二水銀 (HgC12)0.135 gを少量

して 1ml中 0.1μgの Hgを含有する液を調製し，標

準溶液とする.なお標準溶液は使用のつど調製する.

塩化メチル71<、銀標準溶液:塩化メチノレ水銀 (CHaHg

Cl，純度 99.99%)0.10 gをベンゼンi乙諮解レて 100ml

とし，標準原液とする.塩化メチル水銀標準原液 1ml 

中l乙メチル水銀 1，000μgを含有する.この原液をベン

ゼンで希釈し， 1 ml中 0.1μgを含有する液を調製し

標準溶液とする.

20%塩化第一スズ溶液:塩化第一スズ20gi乙0.5N硫

酸を加えて溶解レ，100mlとする.乙の溶液は用時調製

する.

20%塩酸ヒドロキシルアミン溶液:塩酸ヒドロキシノレ

アミン20gを水に溶解して 100mlとする.

2N水酸化カリウム・エタノール溶液:水酸化カリウ

ム 112.2gを水 100ml i乙溶解し，エタノーノレを加えて

1，000mlとする.

l%L システイン溶液 :Lーシステイン塩酸塩

CHSCH2CH(NHz)COOH. HCl・H20)1.0g，酢酸ナト

のエタノールl乙溶解したのち 1N硝酸で 100mlとする. リウム (CHaCOONa・3H20)0.775 g， 無水硫酸ナトリ

乙の液は Hgとして 1ml中1(.1，000μgを合有し，乙 ウム 12.5gを水l乙溶解して 100mlとする.この溶液は

れを標準原液とする.この液をさらに 0.5N硝酸で希釈 用時調製する.

申東京都立衛生研究所‘理化学部微量分析研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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2) 装置

島津水銀分析計 UV-201型

島津ガスクロマトグラフ GC-5APsEF型(3H線源使

用 ECD付〉

3) 試料

昭和49年 4月から50年3月までの 1年間広東京築地市

場l乙搬入された魚介類のうちから74種 405検体をえらん

だ.

試験操作

試料の調製

今回行なった試料の調製および測定は，厚生省通達2)

l乙よった.

1) 小魚類(体長 20cm未満のもの〉

無作為l乙10匹を選ぴ，それぞれの可食部から約30gず

つをとって混和した約300gをもって 1検体とする. 1 

匹の可食部が30g未満の小魚類にあっては，可食部の総

量が約 300g1乙相当するTZE数をもって 1検体とする.貝

類，たらこ，すじ乙等は小魚類i乙準じる.

2) 中魚類(体長約 20cm以上 60cm未満のもの〉

無作為i乙5匹選び，それぞれの可食部から約60gずつ

をとって混和し， その約 300gをもって 1検体とする.

3) 大魚類(体長約 60cm以上のもの〉

無作為i乙3匹選ぴ， それぞれの可食部から約 100gず

つをとって混和し，その約 300gをもって 1検体とす

る.

試験溶液の調製

総水銀

均一J乙レた試料 5.0gを500ml分解フラスコにとり，

硫酸lOmlおよび硝酸 20mlを加え，還流冷却器をつけ

ておだやかに30分間加熱する.放冷後，過マンガン酸カ

リウム 1gを加え，再び加熱する.過マンガン酸カリウ

ムの紫色が消失したならば，冷後再び過マンガン酸カリ

ウム 2gを加えて加熱する .ζの操作を過マンカン酸カ

リウムの紫色が消失しなくなるまで繰り返す.冷後過マ

ンガン酸カリウムの紫色が消失するまで20%塩酸ヒドロ

ヰシルアミン溶液を加える.水を加えて全量を 100.0ml

とし，これを総水銀の試験溶液とする.

メチル水銀

均一にした誠料10.0gをブレンダーカップにとり，水

55mlのうち適量を加えて 3分間ホモジナイズし， 乙の

内容物を 300ml分液ロートに移し， さらに残りの水を

用いて洗いこむ.つぎに濃塩酸 14m1，塩化ナトリウム

10gを加えて振り混ぜたのち， ベンゼン 70m1を加え，

振とう機で 5分間振とう抽出する. 内容物を 250m1遠

心分離管l乙移し， 2， OOOrpmで10分間遠心分離する.ベ

ンゼン層 50m1を分液ロートにとり，システイン溶液 6

mlを加えて援とう機で再び2分間接とう抽出する. 10 

分間静置後 35mlの遠心分離管lこ移し， 3， OOOrpmで 20

分間遠心分離する.水層 2mlを 100m1分液ロート lこと

り， 6N塩酸1.2ml，ベンゼン 4.0m1を加えて 2分間

接とう機で援とうする. 10分間静置後，水層をすて無水

硫酸ナトリウム少量を加え脱水してメチル水銀の試験溶

液とする.しかし，ベンゼン抽出およびシステイン抽出

時に強閏なエマノレジョン形成のため分析が困難となった

試料の場合は， FDA法を若干改良した方法を用いた 3)

すなわち均一にレた試料5.0gIC 2 N水酸化カリウム@

エタノーノレ溶液lOm1を加え，還流冷却器をつけ，沸騰

水浴上で30分間誌料を分解する.冷後 1N塩酸 20m1で

中和し， 1 %硫酸鍋溶液 5m1，濃塩酸5m1を加えて土台i

酸酸性とした後，クロロホノレム 30m1ずつを用いて 3回

抽出を15-なう.以下前述のシステイン抽出以後の操作を

準用する.

定量操作

総水銀

試験裕液 20m1をとり還元剤として20%塩化第一スズ

溶液 2.5m1を用いて還元気化法によりフレームレス原

子吸光分析を行なう.水銀標準溶液を0.05pgから0.2μg

までの範囲でとり，検量線を作成レて試料中の含有量を

求める.

メチノレ水銀

誠験溶液 5p1をとり， ガスクロマトグラフィーを行

なってピーク高を測定し，別J乙塩化メチル水銀標準溶液

をベンゼンで希釈して， O.Olppmから O.lppmまでの

範囲で検量線を作成して誌料中の含有量を求める.

測定条件は次のとおりである.

カラム:10持 DEGSon Chromosorb羽T(AW一DM

CS) 80-120 mesh， glass column， 3111mゆxl.qm

温度:カラムー1600，注入口-1800，検出器-2000

キャリアーガス :N270mljmin 

検出器:3H (300mci) 

結果および考察

前述の万法l乙従って測定した結果を Table1 Iこ示す.

今回の調査l乙用いた試料のうちサメ，マグロ，マカジ

キ，メカジキ，シロカワカジキおよびクロカワカジキは

切身で搬入された.

今回調査したすべての試料から水銀が検出された.

総水銀においては，クロカワカジキの 2.60ppmが今

回の調査の最高値であった.これについでサメ 1.45ppm 

マカジキ1.10ppm，シロカワカジキ 0.57ppm，メカジ

キ0.55ppm，マグロ 0.54ppmであった.これらは他の
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Mercury content of muscle in fishes and shellfishes Table 1 

MeHgjT -Hg( ~のMeHg (ppm) 、}

jn
 

PA 
PA 

f
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¥
 

σb 
H
 

T
 N Sample Name 

乱1ean

1. Aji (Horse-mackerel) 

2. Ayu (Sweetfish) 

3. Anago (Conger eel) 

4. Anko (Angler) 

5. Ara 

6. Akaamadai 

7. Ainame 

8. Isaki 

9. Iwashi (Sardine) 

10. Inada 

70.0 

71.1 

56.2 

67.9 

75.0 

60.。

Range 

50.0-100 

75.0 

50.0-83.3 

72.0 

52.4-60.0 

80.0 

50.0-85.7 

71.0-88.9 

33.3-100 

Mean 

0.04 

0.06 

0.10 

0.08 

0.05 

0.01 

0.06 

0.07 

0.03 

0.03 

0.02 

0.06 

0.91 

0.02 

0.02 

75.8 

74.6 

47.8 

91. 7 

58.4 

86.0 

73.6 

75.0 

80.2 

89.4 

56.8 

88.9 

80.0 

95.7 

50.0-90.9 

63.0-100 

33.3-60.0 

75.0-100 

80.0 

50.0-66.7 

75.0-100 

70.0-78.6 

50.0-100 

75.0-85.7 

92.9 

87.0-91.8 

33.3-100 

50.0 

66.7-100 

66.7-100 

91.0-98.2 

50.0-100 

50.0-100 

0.04 

0.16 

0.06 

0.04 

0.38 

0.03 

Range 

0.01-0.06 

0.03 

0.02-0.10 

0.18 

0.09-0.11 

0.40 

0.04-0.12 

0.03-0.08 

0.01-0.02 

0.02-0.10 

0.05-0.09 

0.02-0.03 

0.03-0.07 

0.04 

0.02 

0.02-0.05 

0.10-0.22 

0.02-0.10 

0.03-0.06 

0.13 

0.20-0.56 

0.01-0.06 

0.01 

0.02-0.03 

0.04-0.13 

0.32-1.32 

0.01-0.04 

Mean 

0.08 

0.05 

0.18 

0.11 

0.08 

0.02 

Range 

0.02-0.08 

0.04 

0.04-0.13 

0.25 

0.15-0.21 

0.50 

0.08-0.14 

0.04-0.11 

0.01-0.04 

0.04-0.11 

0.08-0.11 

0.04-0.06 

0.03-0.07 

0.05 

0.03-0.04 

0.03-0.07 

0.14-0.28 

0.04-0.13 

0.04-0.07 

0.14 

0.23-0.61 

0.01-0.07 

0.02 

0.02-0.03 

0.05-0.15 

0.33-1.45 

0.02-0.03 

0.02-0.03 

9 
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ハ

u
n
U

1
i
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0.07 

0.10 

0.05 

0.04 

0.04 

0.05 

0.21 

0.08 

0.05 

0.42 

0.04 

0.03 

0.09 

0.96 

0.03 

0.03 

5 

4

3

3

 
1 

2 

9 
目

h

d

Q

u

q

O

1
ム

ワ

ム

門

i

つ臼

円

ο
ヴ
d
q
t
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つd

70.9 

70.8 

76.7 

75.0 

60.0 

80.0 

74.0 

86.0 

69.1 

91. 7 

50.0-100 

45.6 

51.3-90.5 

20.0-100 

66.7-100 

56.7-100 

62.5-100 

66.7-71.4 

85.7 

33.3-100 

0.15 

0.30 

0.03 

0.01-0.02 

0.11 

0.02-0.23 

0.26 

0.12-0.51 

0.01-0.05 

0.17 

0.42 

0.05 

0.04 

0.20 

0.13 

0.06 

0.03 

0.08-0.56 

0.05-0.20 

0.05-0.06 

0.27 

0.18 

0.08 

0.12 

0.04-0.27 

0.57 

0.18-0.76 

0.01-0.13 

0.03-0.04 

0.09-0.90 

0.08-0.28 

0.07-0.09 

0.07 

0.04-0.09 

4 

4 

3 

1 

24 

27 

1 

11. Ishil110chi 

12. Unagi (Eel) 

13. Kawahagi 

14. Kanpachi 

15. Kasugo 

16. Karei (Flatfish) 

17. Ka tsuo (Boni to ) 

18. Kamasu (Barracuda) 

19. Kisu (Sillago) 

20. Kichiji 

21. Kinl11edai 

22. Konoshiro 

23. Koi (Carp) 

24. Sake (Sa1l11on) 

25. Saba (Mackerel) 

26. Same (Shark) 

27. Sawara 

28. Sayori (Halfbeak) 

29. Shiroamadai 

30. Shiira (Dorado) 

31. Shirokawakajiki 

32. Suzuki (Bass) 

33. Surul11eika (Cuttlefish) 

34. Suketodara 8 

20 

4 

2 

35. Fukko (Young Bass) 

36. Sodagatsuo 

37. Tachiuo (Hair-tail) 

38. Takabe 

39. Tobiuo (Flyi時 -fish) 61.5 0・03

0.06 

0.02-0.03 0.06 

1 

9 
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MeHgjT -Hg( % ) MeHg (ppm) T-Hg (ppm) 
N Sample Name 

Mean 

40. Dojo (Loack) 

41. Nishin (Herring) 

42. Hamachi 

43. Hatahata 

44. Hamo (Sea-eel) 

45. Higedara 

46. Hirame (Flounder) 

47. Buri (Yellow tai1) 

48. Bora (Gray mullet) 

91. 7 

65.0 

83.0 

82.3 

88.0 

83.4 

86.0 

92.9 

66.7 

86.9 

78.6 

92.3 

80.0 

86.。
87.6 

89.7 

89.7 

72.5 

Range 

83.3-100 

33.3-100 

75.0-90.9 

71.4-100 

75.0-100 

69.0-100 

75.0-100 

85.7-100 

33.3-100 

62.5-100 

60.0-87.5 

88.9-100 

68.4-100 

75.0-100 

94.4 

83.3-92.0 

79.3-100 

84.2-95.2 

66.7-80.0 

100 

Mean 

0.03 

0.08 

0.06 

0.07 

0.11 

0.05 

0.12 

Range 

0.05 

0.01-0.05 

0.06-0.10 

0.05-0.08 

0.06-0.09 

0.09-0.13 

0.03-0.06 

0.11-0.12 
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0.34 

0.60 

0.05 

Range 

0.05-0.06 

0.03-0.06 

0.08-0.11 

0.07-0.09 

0.06-0.09 

0.10-0.15 

0.04-0.08 

0.11-0.14 

0.01-0.03 

6 

4 

5 

2 

2 

5 

2 

6 

0.05-0.49 

0.05-0.14 

0.09-0.11 

0.02-0.38 

0.04-0.06 

0.54 

0.25-0.62 

0.29-0.38 

0.57-0.63 

0.03-0.08 

0.02 

2 

6 

3

7

3

1

 

2 

4 

3 
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13 49. Hobo 

50. Hokke 

51. Masu (Trout) 

52. Madai (Sea bream) 

53. Managatsuo 

54. Maguro (Tuna) 

55. Mutsu 

56. Medai 

57. Menuke 

58. Mebaru 

59. Wakashi 

85.7 28.6-100 

23.1 

94.6 

89.1 

33.3 

0.06 

0.02 

0.02-0.09 

0.60 

0.52 

0.98 

0.01 

0.08 

85.2 

58.4 

89.0 

87.5 

83.3-88.9 

33.3 

100 

100 

50.0-66.7 

66.7-100 

100 

75.0-100 

50.0 

0.06 

0.02 

0.05 

0.05-0.08 

0.01 

0.01 

0.01 

0.02 
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0.01 

0.03-0.06 
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60. Sanma (Mackerel pike) 

61. Kur・okawakajiki

62. Mekajiki 

63. Makajiki 

64. Tako (Octopus) 

65. Kani (Crab) 

66. Sazae (Turbo) 

67. A wabi (Ear shell) 

68. Uni (Sea urchin) 

69. Akagai (Ark shell) 

70. Kaki (Oyster) 

71. Namako (Sea cucumber) 

72. Ebi (Lobster) 

73. Asari 

74. Hamagur・i(Clam) 

0.01 

0.01 

1 

4 0.16 

N : number of samples 
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魚類l乙比して体長および体重が大であり，中魚類，小魚、 て著しく低値で， 2.60ppm tl:対して 0.60ppmであっ

類を食し，とくにメカジキは水銀含有量の多いメヌケ等 た.その結果は西壇らのそれと近似していた 4)

を餌とするとともあり，そのため食物連鎖による高濃度 中魚および小魚類は総水銀と同様低値であった.

の71て銀を検出したものと思われる. また，総水銀量i乙対するメチル水銀量の比率は，一部

ついで、高値を示したものはメヌケ，アカアマダイ，ム

ツ，キンメダイ，スズキ，フッコである.

前年度において総水銀で 1.10ppmという高値を示し

たメヌケは暫定基準の対象からはずされてはいるが，今

回の調査でもその値を越えていた.メヌケを 2検体測定

したと ζ ろ0.57ppm，0.63ppm，平均値0.60ppmであ

った.

アカアマダイについては 1検体測定したととろ 0.50

ppmであった.

スズキ，フッコはそれぞれ24，20検休について測定を

行なった.平均値で O.42ppm， O. 27ppmであった.

ムツ，キンメダイも前回と同様高値を示し， 0.49ppm， 

'U.42ppmであった.

メヌケ，アカアマダイ，ムツ，キンメダイは深海性の

魚類であり，今回もその含有量において高値を示した.

その他の中魚および小魚類では， 殆んどが 0.10ppm

前後であった.

今回調査した 74種の魚類の総水銀における平均値を

'U.10ppmずつの範囲で5クラスに分類した.それによ

ると 0-0.10ppmのクラスでは， 48種で全体の 65%を

占めた.殆んどの小魚，中魚類，タコ，イカ，カキ等の

貝類は乙のクラス l乙分類された.

0.1-0.2ppmの範囲に分類されたものは 11種で全体

の15%であった.

0.2-0.3ppmおよび 0.3-0.4ppmのクラス比入る

ものはそれぞれ3種， 1種で全体の 4%， 19らであっ

7こ.

0.4ppmをζえるものはカジキ類をはじめとして11種

であり，全体の15%を占めていた.

メチル水銀においても，カジキ類，サメ，マグロおよ

び前述のメヌケ，ムツ等の深海性魚類の含有量が高値で

あった.しかしクロカワカジキの含有量は総水銀l乙比し

を除いて80%前後l乙集中していた.

昭和50年度 (4月以後〉においても魚介類中の水銀含

有量調査を継続して行なっているが，科別間の含有量の

考察を実施すると有意義な結果が得られると思われる.

しかし今回は科別間試料数のかたよりが大きかったの

で，行なわなかった.

要結

1. 東京都築地市場から搬入された魚介類について，

総水銀およびメチル水銀含有量を調査した.総検体数74

種 405検体である.総水銀の分析は，硫硝酸湿式分解の

後，フレームレス原子吸光法，メチル水銀はFDA法な

らびにアルカリ分解法を用いて，ガスクロマトグラフ法

によって定童ました.

2. 全誌料より，水銀を検出したが，メヌケ，アカア

マダイ，キンメダイ，ムツ，スズキ，フッコ，メダイお

よびサメ，カジキ類の含有量は高値であった.その他は

殆んど 0.10ppm以下であった.

3. メチル水銀の総水銀量l乙対する比率は，平均で80

%附近l乙集中していた.

4. 前回と同様l乙深海性魚、は高値であった.

謝辞本調査に御便宜をはかっていただいた東京都衛

生局環境衛生部乳肉衛生課，食品監視課ならびに市場衛

生検査所の万々に深謝し1たします.

文献

1)伊藤弘一，竹内正博，江波戸挙秀，雨宮敬，原田裕

文，戸谷哲也:東京衛研年報， 25， 141， 1974 

2)厚生省環境衛生局長通達:48衛環乳第 423号昭和48

年8月6日

3)竹内正問，江波戸挙禿，伊藤弘一，雨宮敬，原田裕

文，戸谷哲也:東京衛研年報， 25， 133， 1974 

4)西塩進，田村行弘，真木俊夫，山田洋、鳥羽啓子，

，1，鳥村保洋，木村康夫:東京衛研年報， 24， 239， 1972 



東京衛研年報 An71. Rep. Tokyo !vlefr. Res. Lab. P.H.， 26・1，134-138， 1975 

東京都における PCB汚染の実態について(第3報〉

食品中のPCB含有量について

山野辺秀夫*天川映子料鈴木助治*

小泉清太郎* 戸 谷 哲 也 中

Survey of Pollution with Polychlorinated Biphenyls in Tokyo (IH) 

Polychlorinated Biphenyls Content of Foods 

HIDEO YAMANOBE*， EIKO AMAKA WA料， SUKEJI SUZUKI*， 

SEITARO KOIZUMI* and TETSUY A TOTANI* 

During the period Apr.， 1974 through Mar.， 1975， total 218 samples of fish， shellfish， dairy product， 

meat and human's milk， which obtained in Tokyo， were studied of polychlorinated biphenyls (PCB). 
The results obtained are summarized as follows : 

1. The concentrations of PCB in fishes and shellfishes were as much as the 1973 survey. The maximum 

concentration of PCB in examined fish meats was recorded as 1. 22 ppm of Saba (mackerel)， and the 

mean concentration of the 7 samples of them was 0.27 ppm. 

2. Dairy products and meats contained very sl11all concentration of PCB， that tend to a decrease 

gradually， since the 1971 survey. 
3. The concentrations of the 20 samples hUl11an's miU王 rangedfrol11 0.009 ppl11 to 0.071 ppl11 with a 

mean of 0.029 PPl11， and there were almost unchanged level since the 1971 survey. 

信者 Eコ

環境汚染物質であるポリ塩佑ピフェニーノレ(以下PC

Bと略す〉は，その製造および使用が禁止された今日に

おいても，広く環境中に残留し，食品等をとおして人体

にとり込まれているおそれがある.

そこで，第 1報， 1) 第 2報， 2) f乙引き続き食品，特l乙魚

介類，乳製品，肉類，包装紙，母乳等についてPCB含

有量を測定し，昭和49年度における PCB汚染の実態を

把握する ζ とを目的として本調査を行なった.

実験方法

1) 試料

試料は，昭和49年4月から昭和50年 3月までの 1年間

l乙，都内の市場および小売屈で入手した.その内訳は，

魚 45種類 86検体，貝類4種類4検体，食肉 3種類32検

体，乳製品 4種類52検体，鶏卵20検体，包装紙4検体，

母乳20検体，合計 218検体である.

2) 操作および定量

操作および定霊法については，第 2報2)f乙記述したと

おりである.

結果および考察

1) 海水魚

Table 1にその結果を示す.

海水魚42種類中32種類から PCBを検出した.このう

ち最も高い測定値は，サパの1.22ppm，次いでボラの

1.02 ppmであった.平均では， ボラが 0.53ppl11と

最も高く，コノシロ 0.41PPl11，サパ 0.27ppmの)1顕で

あった.今回の調査結果を第 1報グ第 2報2) と比較し

てみると，第 1報りのように異常に高い値はなく，また

第 2報2)の最高値を越えるものもなかった.すなわち，

第 1報1)ではタチウオの 4.70PPl11，第 2報2)ではアナゴ

が1.87ppmを示したが，今回はサパの 1.22ppmが最

高値であった.平均値でみると第 1報1)では， 魚種聞の

本東京都立衛生研究所理化学部微量分析研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 

*中東京都立衛生研究所多摩支所 190 東京都立川市柴崎町3-16-25 

牛車TamaBranch Laboratory， Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

16-25， Shibazakicho 3 chome， Tachikawa， 190 Japan 
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Aji (horse-mackerel， Trachurus tl・achurus)

Anago (conger， Astrocongel・nりriastelう

Anko (angler， Lophius litl山 n)

Bora (gray mullet， Mllgil cφhalus) 

Buri (yellow tail， Seriola quinqlleradiata) 

Chidai (Evynnis japonica) 

Hamo (sea eel， MUl・'aenesoxcinel・eus)

Hatahata (Arctoscopus j，αponicas) 

Houbou (gurnard， Chelidonichthys kumu) 

Hokl王e(Pleuro grmnmus azonus) 

Isaki (ParaPl匂t~ρoma trilineatum) 

Inada (yellow tail， Seriolαquinquemdi ata) 

Ishimochi (ArgyrosOJnus argentatus) 

Iwashi (sardine， Sardinosticta) 

Katsuo (bonito， Katsu7-CJonus pel正lInis)

Kamasu (barracuda， Slうん:yraenαjaponica)

Kanpachi (Sel・iolapurpurascens) 

Kasugo (Chrysopluツsmajor) 

Konoshiro (Clupanodon 1りunctatus)

Madai (sea bream， Chrysophrys major) 

Magarei (flat fish， Limαnda herzensteini) 

Masu (trout， Onc01・'hynchusmasou) 

Mebaru (Sebastes inennis) 

Mutsu (Scombrφs boops) 

Nishin (herring， CluJうeapallasi) 

Saba (mackerel， Pneumatoρh01・usjaponicus) 

Sake (salmon， Oncorhynch叫んete)

Same (shar k) 

Sanma (mackerel pike， Cololabi・'ssaim) 

Sayori (halfbeak， Henul・hanlJうhussaj01・0
Shiira (C01ツρhaenahiPJうurus)

Seigo (parch， Lateolabrax japonicus) 

Suketodara (Theragra chalcogramma) 

Surumeika (Todarodesραcificus) 

Sodagatsuo (r1uxis thazard) 

Tachiuo (hairtail， TrichiU1・叫んρturus)
Takabe (Labracoglossa argentiventlカ〉

Tobiuo (flying fish， Prognichthys agoo) 
Torafugu (globefish， Fugu rubripes rubripes) 

Yariika (Doryteuthis bleekeri) 

Yoroiitachiuo (Hoplobrotula annα判

明Tatarigani(Portunus trituberculatus) 

N =no. of samples. 
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平均値の差が大きかったが， 第 2報2)ではその差が小さ

くなり，今回の調査では第 2報2) とほぼ同じレベ、ルを示

した. たとえば， イワ、ン，第 1報， 1) 1.12 ppm，第 2

報2)0.08 ppm，本報 0.08ppm， ボラ， 第 1報1) 1. 85 

ppm，第 2報2)0.40 ppm，本報 0.53ppm，アジ，第 1

報1)0.003 ppm，第 2報2)0.03 ppm，本報 0.03ppm， 

サパ，第 1報1)0.013 ppm， 第 2報2)0.20 ppm， 本報

0.27 ppmであった.また，横浜市PCB問題連絡協議

会めが東京湾内魚、について昭和47年から行なった調査の

結果として， PCB汚染の度合は 3年間ほぼ同程度持続

しており，たとえば，ギンポは昭和47年1.1ppm，昭和

48年 0.3ppm， 昭和49年 0.32ppmであったと報告し，

本報の結果とほぼ一致している.

内臓については，採取できた37種類中33種類から PC

Bを検出した. 乙のうち高値のものはボラ 4.23ppm，

サパ 3.70ppmであり， それぞれの平均は 2.23ppm， 

0.75 ppmであった. しかし内臓全体を検討すると，第

1報， 1) 第 2報2) と比較しても高濃度比汚染された検体

は少ない.平均値でみると，魚種によっては，第 1報1)

で高い平均値を示しているが，第 2報2)では低下し，横

パイの傾向を示すものもある.たとえば，イワシは第 1

報1)1. 97 ppm，第 2報2)0.10 ppm，本報 0.11ppmで

あった.しかしながら，アジのごときは，第 1報1)が他

報よりも低く 0.070ppm，第 2報2)0.14 ppm，本報

0.20 ppmと逆に上昇した.

このように魚の内臓は，魚の可食部より依然として高

いPCBを含有しており，内臓の摂取はさげるべきであ

ると考えられる.

2) 淡水魚

淡水魚については，コイ，アユ，ウナギ3種類3検体

のPCB含有量を測定した.その結果，コイ，アユ，ウ

ナギそれぞれ trace，trace， 0.02 ppl11であり，各内臓

は0.26ppm， 0.03 PPl11， 0.01 ppl11であった.第 1報1)

でアユは平均 0.04ppm，内臓 0.88ppl11で可食部，内

臓ともにPCB含有量は低くなっている. 立花ら勺ま，

アユについて平均 0.13ppl11と報告しており，それに比

べても今回の調査結果の方が低値であった.しかし，検

体数が限られており，これをもって淡水魚の汚染度が低

下したと判断する乙とは困難である.

3) 良類

カキ，ウニ，アワビ，アカ貝各 1検体について PCB

を測定した.結果はそれぞれ0.07ppm，trace， nd， nd 

であった.カキは第 1報1)の平均 0.09ppm，第 2報2)宮

城県産平均 0.04ppm，広島県産平均 0.15ppl11と比べ

て高い値ではないが，汚染度の明らかな低下を裏付ける

ものではない.また，アカ貝については第 2報2)で1.32

ppmのPCBを検出したが，本報では検出しなかった.

4) 乳製品

乳製品4種類52検体についてPCBを測定した結果を

Table 2 I(示した.

Table 2 Concentrations of PCB in Dairy Products 

Sample 

PCB concetrations in wet PCB concetrations in 

N material (ppm) extractable fat (ppn1) 

Range Mean Range Mean 

25 trace trace-0.05 0.01 

6 nd-trace nd-trace 

9 nd-0.01 0.00 

12 trace-0.01 0.00 trace-0.02 0.01 
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牛乳については，すべての検体から痕跡の PCBを認 チーズについては，全検体から PCBを検出し，その

めた.脂肪量あたりでは，牛乳25検体中 7検体から0.01 うち 1検体から 0.01ppmのPCBを検出した.脂肪量

ppl11 以上の PCBを検出し，その最高は 0.05ppmで あたりでは， 5検体から 0.01ppl11以上のPCBを検出

あった.粉乳については 6検体中 1検体にPCBの痕跡 し，全平均は 0.01ppl11であった.第 1報戸第 2報2)と

を認めた. 比較すると，第 1報1)から)1即乙検出する最高値が低くな

バターは， 9検体中 8検体から痕跡のPCBを認め， っていることが注目される.たとえば，牛乳では，第 1

0.01 ppm以上の PCBを検出したのは 1検体であっ 報。 0.014PPl11，第2報2)trace，本報 trace，脂肪量あ

た. t，こりでは，それぞれ 0.42PPl11， 0.21 ppm， 0.05 ppm 
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という結果である.との傾向は他の乳製品にも共通であ ちの 1検体から 0.02ppmを検出した.第 1報 戸 第 2

る.また，乙れらの乳製品について横浜市PCB問題連 報2)と本報を最高値で比較してみると， たとえば牛肉で

絡協議会の報告3)でも，粉乳，バター，チーズそれぞれ は第 1報1)土，第 2報2)0.03 ppm，本報 0.03ppmと，

nd， 0.06ppm， 0.01 ppmで今回われわれの行なった調 第 2報めと同じ値を検出しており， また平均値では，牛

査結果とほぼ一致する.したがって，乳製品のPCB汚 肉は第2報2)と同じ値であるが，豚肉，鶏肉は本報のほ

染度は低下しつつあるといえる. うが低くなっている.すなわち，豚肉，第 2報2)0.01 

5) 肉類 ppm，本報 trace，鶏肉，第 2報刊.02ppm，本報 0.00

肉類のPCB測定結果は Table3 I乙示すとおりであ ppmである.立花らのも牛肉，豚肉，鶏肉の検出範囲は

る.

Table 3 Concentrations of PCB in Meats 

PCB concentration 

Sample N 
(ppm wet wt) 

Range Mean 

Beef 12 nd-0.03 0.01 
Pork 10 trace 
Chicken 10 nd-0.02 0.00 
Hen's egg 20 nd-0.02 0.00 

それぞれ nd-0.01ppm， 0.01-0.02 ppm， 0.01 ppm 

であったと報告しており，本報の結果とほぼ一致する.

鶏卵については，最高 0.02ppm，平均 O.OOppmであ

った.この結果は第 2報2)と同じであった.

本調査における肉類，すなわち，牛肉，豚肉，鶏肉お

よび鶏卵中のPCB量の多くは，不検出あるいは痕跡を

認める程度であり，牛肉では 75%，豚肉 100%，鶏肉90

%，鶏卵の50%を占めていた.ζの乙とから肉類のPC

B汚染度は非常民小さくなっているものと考えられる.

nd=not detectable. 6) 容器包装紙
N = no. of samples. 

アメ用，ラーメン用，マヨネーズ用等3種類4検体に

牛肉は， 12検体すべてから PCBを検出し，そのうち ついてPCBを測定したところ，アメ用包装紙，ラーメン

0.01 ppm以上は 3検体で，平均は 0.01ppmて守あった. 用包装紙各 1検体から，それぞれ 0.08ppm，0.06 ppm 

豚肉は， 10検体中4検体に痕跡を認めた.鶏肉について のPCBを検出した. JII名らめはフィルム状包装紙から

は， 10検体中 5検体に痕跡以上の PCBを認め，乙のう 最高 8ppmの PCBを検出したと報告しているが，本

Table 4 Concentrations of PCB in Human's Milk 

Name Age PCB concentrations in PCB concentrations in 
Fat C%) wet material (ppm) extractable fat (ppm) 

N.M. 0.028 1.24 2.3 

T.H. 0.030 0.53 5.7 

K.K. 29 0.024 0.53 4.6 

K.N. 28 0.011 0.25 4.4 
M.K. 24 0.032 0.93 3.4 

K.M. 26 0.014 0.35 4.9 

S. I. 28 0.024 0.48 5.0 
F.T. 27 0.019 0.42 4-.5 

M.N. 24 0.014 0.45 3.2 

Y. S. 23 0.028 0.67 4.2 

M. S. 0.026 0.96 2.7 
Y.Y. 0.039 0.67 5.9 
H.N. 33 0.034 0.84 4.0 

T.T. 30 0.016 0.70 2.3 
R.K. 33 0.050 0.78 6.4 
K. 1. 25 0.022 0.76 2.9 
K.T. 32 0.071 1. 52 4.7 
T. S. 30 0.025 0.59 4.3 
T.M. 28 0.058 0.94 6.2 

K. S. 23 0.009 0.47 2.4 

Mean 0.029 O. 74 4.2 
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報ではその1/100であり，また，第 1報1)の最高値 89.69

ppmと比べても非常に低値であるととから， 包装紙の

PCB汚染度は非常に小さいと考えられる.しかし，第

2報2)では 1検体も検出していないにもかかわらず， 本

報では検出した ζ とから，その汚染源の追求と継続調査

の必要があるものと考えられる，

7) 母乳

都内l乙在住する主婦20人から，出産後 2--3週間以内

の母乳の提供を受け，それらについてPCB含有量を調

査した結果を Table4 i乙示す.

全検体から PCBを検出し，全量あたりの最高値は

O.071ppm，最低値 0.009ppm，平均 0.029ppmであっ

た.脂肪量あたり最高値は1.52 ppm， 最低備は 0.25

ppm，平均 0.74ppmであった. 平均値について第 1

報， 1) 第2報2)と比較してみると， 全長あたりでは， 第

1報1)0.031 ppm，第2報2)0.030ppm，本報0.029ppm

とほぼ一定であり， 脂肪量あたりでは， それぞれ 0.92

ppm， 0.63 ppm， 0.74 ppmで，依然としてPCBの汚

染度が低下する傾向はみられない.浜野ら 6)も昭和47年

から 2年間調査した結果として同様の報告をしている.

母乳中のPCBのパターンは KC-500にほぼ一致して

おり，最近宮田らりは KC-500標準品から強い毒性を

有するポリ塩化ダイベンゾラン (PC B F)を検出して

いる. PCBの汚染にともなって，このような微量の有

毒物によっても母手Lの汚染が考えられる.母体内のPC

Bは，母乳をとおして乳児l乙摂取される乙とから，授乳

者は特l乙魚介類等の多食連食をさける必要がある.

要結

1. 都内で入手した魚45種類86検体についてPCBを

測定した.可食部の最高値はサパの 1.22 ppmであっ

た.このほかに 1ppmを越えたものはボラ1.02ppmだ

けであった.また，昭和47年に厚生省が定めた暫定規制

値，内海内湾魚介類3.0ppm，遠洋沖合魚介類 0.5ppmを

越えたものはなかった.

2. 貝類について，カキから 0.07ppmのPCBを検

出した.

3. 乳製品および肉類の PCB検出値は低く，暫定規

制値，牛乳 0.1ppm，乳製品1.0ppm，育児用粉乳 0.2

ppm，肉類 0.5ppm，卵類 0.2ppmを大きく下まわっ

ており， PCB規制の効果が表われているものと考えら

れる.

4. 包装紙2検体から 0.08ppm，0.06ppmの PCB

を検出した.乙れは暫定規制値 5.0ppmの 1/50以下で

あるが，包装紙は食品を包むととを目的としたものであ

るから監視を続ける必要がある.

5. 都内在住者20人が母乳について調査したと ζろ，

全検体から PCBを検出し，全量あたり平均 0.029ppm，

脂肪量あたり平均 0.74ppmの結果を得た.第 1報， 1)

第 2報2)と比較して，その汚染度はほとんど同じであり，

なお母乳に対する汚染が続いていることを示している.

謝辞本調査に御協力いただいた，東京都衛生局環境

衛生部乳肉衛生課，食品監視課，母子衛生課ならびに東

京都市場衛生検査所の方々に深謝致します.

(本研究は昭和49年度当研究所研究課題「東京都におけ

るPCB汚染の実態についてJとして実施したものであ

る.)
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起炎性物質に関する衛生化学的研究(第 1報〕

化粧品中のベルガブチンの分離定量法

水石和子中風間成孔 * 中 村 義 昭 *

観 照雄*原田裕文申戸谷哲也*

Hygienic Chemical Studies on Irritants (1) 

Quantitative Determination of Bergapten in Cosmetics 

KAZUKO MIZUISHI*， MASAYOSHI KAZAMAヘYOSHIAKINAKAMURAヘ
TERUO KANペHIROFUMIHARADA申 andTETSUYA TOTANI* 

This work describes the determining of the content of bergapten， photodermatitis substance， in 

cosmetics. The method utiliges extraction using Dichloromethane from cosmetics and clean up by 

florisil column chromatography. Bergapten was checked by thin layer chrorhatography with the plate 

coated with silicagel (Kieselgel H) and the developing solvent of cyclohexane and tetrahydrofuran 

(1 : 1). It coloured as a light yellowish green spot (Rf value 0.38) under UV light (254nm) and its 

minimum detection limit was 0.5μg. The mesurement of bergapten was carried out by gas-liquid 

chromatography (GLC). 

The condition of GLC analysis was as follows. 

Column: 2% PEG 20M on Chromosorb W A W  DMCS， Column temp. : 220-2400 ，~Injection temp. : 

250-2700， Carrier Gas : Nz 60mljmin， 
Internal Standard : Tedion (2，4，5，4にtetrachlorodiphenylsulfone) 

A calibration curve by GLC showed linearity in the range of 0.05μg-lμg of Bergapten. 

In al1 the cosmetics examined， bergapten was not demonstrable. 

章者 a 

ベルガモット?由は CitrusBel・gamiaRisso et Poit. 

の果皮から抽出される清涼感のある柑橘系の精油であ

り，香水，化粧水をはじめ種々の化粧品に広く使用され

ている.しかしながらベルガモット油の成分であるフロ

クマリンま買に属するベルガプテンとベノレガモッチンは日

光性皮膚炎の原因物質としてしの以前より知られ，中で

もベルガプテンはその作用の著明なことが認められてい

る.

近年，ベルガプテンl乙起因する日光性皮j首炎の問題が

改めて注目され，ベルガプテンをあらかじめ蒸留法か抽

出法で除去し，精製したべ、ルガモット油を使用するよう

になったといわれている.しかし，乙れらの精製操作に

よる芳香性劣化の商から，ベルガプテンを十分に，ある

いは全く除いていないおそれもある.

従来，べ、ルガモット油についての成分分析の報告3，4)

はみられるが，化粧品を対象としたベ、ルガプテンの分析

法についてはほとんど研究がなされていない.都民から

の化粧品カブレの苦情の増加からみて，化粧品中からの

ベ、ルガプテンの微量分析法を確立することを目的とし，

検討を行なったので報告する.

実験の部

試料ベルガモット泊 FilippoCo. (Italy)コールド

フ。レスタイプロ

試薬誌薬類は，とくにことわりのなし1かぎり，市販

の特級品をそのまま用いた.

1) ベルガプテン標準溶液:ベノレガプテン標準品(後

記の実験操作の項 Hベルガプテン標準品の調製"で得ら

れたもの)10.0mgをはかり，アセトンに溶かして正確

に 20mlとする. (冷暗所保存〉

*東京都立衛生研究所理化学部微量分析研究科 160 

* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 

唱上4
 

ワム
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、

υ
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2) フロリジル:合成ケイ酸アルミニウム，フロリジ

ン社， 100-200メッシュのものを 1300，5時間乾燥し

デシケータ中l乙保在する.

3) 薄層クロマトグラフィー(以下 TLCと略す)用

シリカゲ、ノレ:Kieselgel H (Merck) 

4) 展開溶蝶:シクロヘキサンーテトラヒドロフラン

(1 : 1) 

5) ガスクロマトグラフィー(以下 GLCと略す〉用

内部標準液:Tedion (2，4，5，4ん tetrachloro-diphenyl

sulfone， Aldrich製)60mgをアセトンl乙溶かして正確

に 100mlとする.

装置。Kuderna -Danish濃縮器 (KD濃縮器〉

2) クロマト管:内径20mm，高さ 120mmのコック

付ガラス管の下部l乙ガラス綿をつめたもの.

3) 紫外線発生装置:254nm付近の紫外線を照射で

き8W程度の線量を有するもの.

4) ガスクロマトグラフ:島津製 GC占AF

実験操作

ベルガプテン標準品の銅製 ベルガモット油約 400g

を減圧蒸留 (4mmHg)し， 220-2600 の留分を集め，

無水エタノールを用いて 3回再結晶を行ない単離した白

色針状結晶を標準品として用いた.

フロリジルカラム柱の調整 フロリジノレ7gをはかり，

1， 2ージクロルエタンiζ懸濁してクロマト管 l乙充てん

し，気泡が生じないよう注意しながらカラム柱を調整す

る.

試験溶液の調製試料の一定量(べ、ルガプテン40… 200

pgを含むもので通常 1---5g)を正確にはかり ，100ml 

のフラスコに入れ，エタノーノレ25ml，10%硫酸 lOmlを

加え，還流冷却器をつけ，水浴上で 1時間加熱する.放

冷後分液ロート l乙移す.沈殿物のある場合はガラスろ過

器 (No.3)でろ過し， 沈殿をジクロノレメタン 5mlで

洗い，ろ液と洗液を分液ロート l乙移す. 10%塩化ナトリ

ウム溶液 150ml，ジクロルメタン 100mlを加え， 5分

間振とうし，静置してジクロノレメタン層を分取し，水属

はさらにジクロルメタン 50mlずつで2回抽出を行な

う.ジクロルメタン層を合わせ，水 50mlで洗い，無水

硫酸ナトリウムで脱水後，揮散防止のため nーノナン

O.5mlを加え， KD濃縮器で 5---'10ml f(濃縮する.こ

の濃縮液をフロリジルカラム柱lこ静かに加え，濃縮管を

少最のジクロルメタンで洗い，洗液を加えたのち，カラ

ム柱の上層の液がほとんどなくなるまで流下させる.つ

ぎに 1，2ージクロルヱタン 100mlを2mljminの流速で

流してクリーンアップ後，同様の流速でギ酸メチル 40ml

を流しベルガプテンをj容出させる.溶出液にふたたび n

-ノナン 0.5mlを加え， KD濃縮器で濃縮し，アセトン

を加えて正確に 2mlとし，乙れを試験熔液とする.

TLCによる定性

薄属の調製。一一シリカゲル30g 1(，オく約 65mlを加え

て接り混ぜ，常法により約0.25mmの薄眉を調製する.

105-1100， 30分間加熱し，乾燥箱中で放冷し，保存す

る.

操作一薄層の下端から 2cmの位置を原点として，

試験溶液およびベルガプテン標準溶液 5-25〆を約 1

cmの間隔をおいてそれぞれ塗布し，風乾したのち展開

溶媒により上昇法で約lOcm展開する.風乾後，紫外線

照射下でスポットを観察し，試験溶液から得たスポット

の色調および Rf値をベルガプテン標準液のそれと比

較して判定する.

GLCによる定性，定量法

GLCの測定条件一一

Column: 2% PEG 20M， Chromosorb W AW  DMCS， 

glass column 3mm x 1m 

Detector : FID (Hz 60mljmin， Air 1.1 literjmin) 

Temperature : column 220-2400， injection， detector 

250-2700 Carrier gas : Nz 60mljmin 

Sensitivity: 102x8 

定性・一一標準溶液 1mll乙内部標準溶液 0.5mlを加え

た溶液 5μ をとり，測定条件l乙従ってガスクロマトグ

ラフィーをおζない，得られたガスクロマトグラムから

ベルガプテンの保持時間を求め，内部標準物質との相対

保持時間を求める.同様に，試験熔液 1mt f乙内部標準

溶液 0.5mlを加えた溶液 5〆をとり，ガスクロマトグ

ラフィーを行ない，ピークの相対保持時聞を測定し，標

準溶液のそれと比較して同定を行なう.

定量一一検量線の作製:内部標準溶液 0.5mlfr..，ア

セトンでうすめたベルガプテン標準裕液 1mlを加え，

1mlあたりベノレガプテン10，20， 50， 100， 150および

200μgを含む標準系列を調製し，各 5μJを測定条件l乙

従って操作しガスクロマトグラムを得る.それぞれのピ

ークの高さを測定し，内部標準物質l乙対するピーク高比

を求める.横車由民濃度，縦軸l乙ピーク高比をとり検量線

を作製する. 操作:試験溶液 1ml I乙内部標準溶液

0.5mlを加えた溶液 5pl について，検量線作製の項l乙

従いガスクロマトグラムを得る.ベルガプテンのピーク

の高さと内部標準物質のそれとの比から，検量線によっ

てその濃度を求め，試料中のベ、ルガプテンの含有量を算

出する.
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Bergapten (5・Methoxypsolaren)

C12Hs04， mol.wt. 216.18 
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Fig. 1 Mass and NMR Spectrum of Bergapten 

結果および考察

ベルガプテン標準品の同定 ベルガモット油から単

離，精製して得た白色針状品につきその確認試験を行な

った結果を以下l乙示す.mp----187.50 (文献値5)188-

1900

)， 元素分析一一C12Hs04:実験値 C，66.87; H， 
KBr 

3.65， (計算値C，66.67; H， 3.73) IR 一一νmaxcm-1 

: 1719， 1610， 1474， 1344， 1149， 1105， 880， 733，ガ

スクロマトグラフー質量分析 (GC-MS) および核磁気

共鳴 (NMR)の結果は Fig.1 I乙示すとおりで， これ

らはいずれも文献ふりと一致し， ベルガプテンと確認し

た.

試料からのベルガプテンの抽出溶媒の検討抽出溶媒

としてフクロルメタン，クロロホノレム， 1，2ージクロルエ

タン， n-ヘキサン等を用いて，ベルガプテン 200μg

を含有するエタノール 25ml，10%硫酸 10ml，10%塩化

ナトリウム溶液 150mlの混液からのベルガプテンの抽

出を行なった.各溶媒 100mlで 5分間接とうして抽出

し，さらに 50mlで2回抽出を繰り返した結果，すべて

の溶媒で、べ、ルガプテンは 100%近く抽出されることが認

められた.しかし，乙れらをクリームなどの実際試料に

適用した場合，ジクロルメタン以外はすべてエマルジョ

ンを形成し，実用l乙適さないため，ジクロルメタンを抽

出溶媒として用いる乙とにした.

カラムクロマトグラフィーによるクリーンアップおよ

び溶出 試料から抽出した溶液をクリーンアップする目

的でフロリジル，アノレミナ (Merck)の酸性，塩基性，

中性タイプおよびシリカゲ、ル (Davison)の 5種のカラ

ム吸着剤について検討した.これらの吸着剤を充てんし

たカラム柱にベルガプテン 200μgを含有するジクロノレ

メタン 10mlを流し，その流出液について前記 GLCに

よる定量法に従い，乙れらの吸着剤による捕捉が完全に

なされているか否かを調べた.その結果，フロリジルで

は 100%完全な吸着を示したが，アルミナの酸性タイプ

では29.6%，塩基性タイプでは29.6%，中性タイプでは

32.1%，シリカゲ、ルで、は18.6%の吸着しか認められなか

った.
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つぎに，クリーンアップのための洗浄裕媒とフロリジ

Jレは吸着したベルガプテンの溶離溶媒について検討し

た.洗浄溶媒はツクロルメタン，クロロホ Jレム， 1，2-ジ

クロルエタン， n-ヘキサン，シクロヘキサン，石油エー

テルおよびベンゼンの 7種類をえらび，これらの溶媒を

それぞれ 100mlずつフロリジルカラム i乙流して，カラ

ム中のベルガプテンの残荏量を調べたと ζろ，ジクロノレ

メタンでは全く残在がみられなかったが，クロロホノレム

では招待の残荏がみられた.他の 5f:重の溶媒ではほぼ完

全l乙ベ、ルガプテンの残存が認められたが，これらのうち

クリーム基剤の溶解性が良い1，2ージクロルエタンをクリ

ーンアップ溶媒として選んだ.

一万，溶離溶媒としてギ酸メチル，酢酸メチル， i酢酸

エチル，アセトン，エタノールおよびメタノーノレなどに

ついて検討した.ζれらの溶媒によるベノレガプテンの溶

離状態を Fig.2 tこ示す.アルコーノレ系溶媒による溶離

は極めて悪いのは対して，エステル系は比較的良好な溶

離を示し，そのうちでもギ酸メチルは約 40ml以内でべ

Jレガプテンを定量的に溶離させる乙とが出来た.

また，抽出溶媒， (容離溶媒の濃縮の際，ベルガプテン

の揮散がみられたので(揮散による損失30-50%)， n-

ノナン 0.5mlを添加することにより揮散を防ぐことが

できた.
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TLCの検討 シリカゲ、ノレ薄j晋 (KieselgelH)， シク

ロヘキサンーテトラヒドロフラン(1: 1)で展開を行な

った.展開風乾後，薄層板l乙紫外線 254nmを照射した

ところ，ベルガプテンは Rf値 0.38の黄緑色スポット

として認められ， 検出感度は 0.5μgであった. その結

果を Fig.3iこ示す.

ベルガモット油はウマリンl乙属するリメチン (5，7-

Dimethoxy coumarin)がベノレガプテンl乙近接した Rf

値0.411乙青色スポッ 1、として認められた.またベ、ノレガモ

ッチン (Bergaptolgeranylether)は Rf値 0.64の緑

色スポットおよび 7-Methoxy-5-geranoxy coumarin 

が Rf値 0.57の青色スポットとして認められた.

現在までに，ベルガモット油成分l乙関する TLCにつ

いては F.N. Marzulliめらによるトルエンー酢酸エチル

ー酢酸 (80: 20 : 2)， U. R. Cier刊によるかヘキサン

ー酢酸エチノレ (75: 25)を展開溶媒としている報告があ

るが，われわれが迫誌した結果，ベルガプテンとリメチ

ンの分離は今回の条件によって多少改善がみられた.

GLCのカラム充てん剤の検討 カラム充てん剤 10種

類を用いて，ベルガプテンとベルガモット油中の共在物

質リメチンとの分離能を検討した結果を Table1 iこ示じ

た.ベルガプテンとリメチン保持時間を各々測定し，両

者の相対比としてあらわした.

一般に良く用いられる SE-30ではテーリングがみら

れ，極性の強い 2% PEG 20M (on Chromosorb W 

AW  DMCS) を用いた場合にベルガプテン， リメチン

が完全に分離され(相対比:1. 59)， ピーク形も良好で

あったので， 充てん剤としては 2% PEG 20Mを用い

ることにした.

Table 1 Retention Time of Bergapten and 

Limettin by FID Gas Chromatography 

Retention time (min) 
Columns B/L 

Bergapten Limettin 

1.5% SE-30 2200 2.9 2.3 (1. 26) 

1.0% OV-17 2000 2.1 1.6 (1. 31) 
1.5% OV-17 

1.95%O + F-1 
2400 4.5 3.5 (1. 28) 

2.0% OV  -210 2300 2.6 2.0 (1. 30) 
2.0% OV  -225 2300 9.0 6.6 (1.50) 

2.0% QF-1 2400 2.6 2.0 (1. 30) 

2.0% PEG 20M 220-2400 3.5 2.2 (1. 59) 
10% FFAP 2300 N.D N.D 

5.0% DEGS 2200 N.D 31.0 

2.0持 CHDA 2500 19.0 13.7 (1. 38) 

検量線内部標準法(内部標準物質として Tedionを
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用いた〉により，ピーク高を求めて検量線を作製したと

ころ， Fig.4 I乙示すように，ガスクロ注入量5μJでベ

ルガプテン濃度10-200ppm(ベルガプテン 0.05-1pg)

に良好な直線関係が成り立つことを認めた.また Fig.5

i乙ベルガプテンのガスクロマトグラムを示す.
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Fig. 4 Calibration Curve for Bergapten 

Conditions: 

2% PEG 20M on Chromosorb W AW  DMCS， 
glass column 3mmx1m， column temp. 220-
2400， injection and detector temp. 250ー 2700，

Nz 60ml/min， detector FID， sensitivity 8 X 102， 

sample size 5μl， 1. S. Tedion (2，4，5，4' tetra-

chlorodi phenyl sulfone) 200ppm 

添加回収実験 次記のような処方のクリーム l乙ベノレガ

プテン 200μgを添加して回収実験を 5自繰り返し行な

ったところ，回収率は平均 92.4%，変動係数 3.6%の結

果が得られた.

Cream base ?ら

Bees wax 5.0 

Glyceryl monostearate 5.0 

Liquid paraffin 20.0 

Stearic acid 1.0 

Borax 0.2 

Water 68.8 

市販化粧品の添加回収実験ならびに分析結果市販の

化粧品 14種についてベルガプテンの定量を行なった結

果，ベルガプテンは今回対象とした化粧品からは検出さ

れなかった.これらの化粧品にベルガプテン 200pgを

添加して分析したと乙ろ Table2 IC.示すように，石ケ

ンとポマードを除いては， 81.1-103 %の回収率が得ら
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一一一 Bergapten 

一一1.3.
Tedion 
( 200ppm) 

。 2 4 6 8 (min) 

Fig. 5 Gas Chr・omatogramof Bergapten 

れfこ.

石ケンとポマードについては，試料採取量ならびにク

リーンアップ条件等についてなお検討中である.

要結

ベルガプテンは柑橘系香料のべ、ルガモット油の一成分

であり，光過敏反応の原因物質として知られ，最近では

ベルガプテンを除いたべ、ルガモット油が用いられるよう

になったが，その判別の方法は報告されていない.そこ

で化粧品中からのべ、ルガプテンの分離定量法について検

討し，以下の試験法を確立した.

試料を硫酸酸性エタノール諮液lこ溶かして，ジクロル

メタンで抽出を行ない， n-ノナンを加え， KD濃縮器で

濃縮後， フロリジノレカラムを用いて1，2ージクロルエタン

でクリーンアップ後，ギ酸メチノレで、溶離溶出させ，再び

n-ノナンを加えて濃縮し，得られた濃縮液をアセトンで

一定量はし， TLCおよび GLCによる定性， 定量試験

をf子なう.

本法を用い，クリームについて添加回収実験を行なっ

たと乙ろ，平均91.1%の回収率を得た.

TLC による検出感度は 0.5μgで， GLC によって作

成した検量線は 0.05-1μgl乙霞線関係を示した.

市販化粧品12種についてベルガプテンの定量試験を行

なった結果，ベノレガプテンはいずれの製品からも検出さ

れなかった.

謝辞本研究にあたり，御指導をいただいた当所理化

学部長松本茂博士，また調査試料l乙関し御便宜をはかつ

Table 2 Recovery of Bergapten from Toi1et and Perfumery Preparations 

Bergapten content 
Cosmetic Weight g Recovery C~の

Original Added μg Found 

Cold cream一時A 5 N.D 200 182.8 91.4 

Cold cream一一崎B 5 N.D 200 188.4 94.2 

Vanishing cream 5 N.D 200 199.4 99.7 

Foundation cream 5 N.D 200 206.0 103.0 

Eau de cologne 1 N.D 200 178.4 89.2 

Lipstick 2 N.D 200 173.2 86.6 

Pan cake 5 N.D 200 185.0 92.5 

Powder 5 N.D 200 180.0 90.0 

Baby powder 5 N.D 200 175.6 87.8 

Tooth paste 5 N.D 200 162.2 81.1 

Hair liquid 5 N.D 200 172.0 86.0 

Hair tonic 5 N.D 200 201.4 100.7 

Soap 5 N.D 200 N.D 。
Pomade 5 N.D 200 N.D 。



東京衛研年報 26欄1， 1975 145 

ていただいた東京都薬務部ならびに Bergamot 油等を

分与していただいた池田物産K.K.，曽田香料K.K.，

小川香料K.K.および帝人パピリオ K.K.の各社l乙深謝

致します.

(本研究の概要は日本薬学大会第95年会1975年 4月で発

表した.) 
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起炎性物質に関する衛生化学的研究〈第2報〉

ネイルエナメル皮膜中からのホルムアルヂヒドの溶出

中村義昭*風間成孔*水石和子*

山添律子牢原田裕文半戸谷哲也申

Hygienic Chemical Studies on Irritants (II) 

Elution of Formaldehyde from Film of Nail Enamels 

YOSHIAKI NAKAMURAヘMASAYOSHIKAZAMAへKAZUKOMIZUISHI*， 

RITSUKO YAMAZOEヘHIROFUMIHARADA申 andTETSUY A TOTANI* 

Elution of formaldehyde into water from a film of nail enamel coated two times over slide glass 

(10cmりbyhand with nylon brush was investigated. 

The acetylacetone method was used for determination of formaldehyde. 

The average weight of film was 0.164g and the average amount of eluted formaldehyde per film 

surface area was 8.51μgjcm2 • 

It was found that this method was simpler than Tonomura's method which uses“doctor-blade" as a 

spreader of nai1 enamel coating over glass (50cmり.
Formaldehyde was detected in 18 samples 0111; of 42 commercial samples. The maximum value was 

20.8μgjcm2 (1，207. 9ppm). 

品者 ロヨ

ホルムアルデヒドは接触性皮膚炎の代表的な起因物質

として古くから知られているところであり，ホルムアノレ

テヒドを含有し，あるいは遊離のホルムアルデヒドを溶

出するような化粧品は衛生上多くの問題点がある.

事実ホルムアルデヒドは職業上乙れと接触することに

より皮膚炎や湿疹を発生するとの報告1-3)がみられ， ま

た最近ではホノレムアJレデヒド樹脂加工を施した衣料下着

類などの家庭用品による皮l腎炎が問題視されている.元

来化粧品では薬事法によってホノレムアルデヒドの配合は

認められていないが，ネイルエナメルにはそのすぐれた

皮膜形成性と，しかも他の代替品が得難いとの理由か

ら，いわゆるサントライトと称されるホルムアルデヒド

樹脂が，かなり以前から使用されて来た.すなわちサン

トライト(アリルスルホンアミドホルムアルデヒド結合

樹脂〉であるが，本品は加温する乙とによって容易にホ

Jレムアルデヒドを分解遊離し，あるいははじめから遊離

のホルムアルデヒドを合む場合も推定される.ネイノレエ

ナメ Jレからホルムアノレデヒドの溶出の問題はネイルエナ

メルの広範な需要とあいまって近年特に注目されてい

る.

従って今回ネイルエナメノレについて，ホルムアノレデヒ

ドの洛出条件l乙関し検討するとともに，都内市販品につ

いてその実態を調査したので報告する.

実験の部

1.試薬

特にことわりのないかぎり，和光浮世薬K.K.の試薬特

級を用いた.

(1) ホルムアJレデヒド標準原液

ホルマリン 1mlを水で 100mlとして標準原液とし，

この液のホ Jレムアルデヒド含有量をつぎの万法によって

求める.

標準原液 10mlを正確にとり， O.lNヨウ素液 50mlを

正確に加え，さらに 1N水酸化カリウム液 20mlを加え

たのち， 15分間常温で放置する.さらに希硫酸 15mlを

加え，過剰のヨウ素を O.lNチオ硫酸ナトリウム液で滴

定する.(指示薬:デンプン試液 1ml) 

別l乙水 10mlを用いて悶様の方法で空説験を行ない次

*東京都立衛生研究所理化学部微量分析研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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式によりホルムアルデヒド含有量を算出する.

O.lNチオ硫酸ナトリウム 1m1=1. 5013l11gHCHO 

標準原液 1ml=1.5013mgx(B-T)X f xl/l0 

B:空試験iこ要した O.lNチオ硫酸ナトリウム液

の量 (ml)

T:測定l乙要した O.lNチオ硫酸ナトリウム液の

量 (ml)

f : O.lNチオ硫酸ナトリウムの力価

指) ホルムアルデヒド標準溶液

標準原液を計算量とり水で希釈して 1ml中 10μgの

ホルムアノレデヒドを含む潜液を調製し，標準溶液とす

る.(用時調製〉

(3) アセチルアセトン溶液

酢酸アンモニウム 150gを適量の水で溶解し氷酢酸 3

ml，アセチJレアセトン 2l11lを加え，さらに水で、全量を

1，000m1とする. (用時調製〉

2. 装置

目立自記分光光度計 323型

Mettler上皿直示天秤 P160N(秤量感度:O. 001g) 

ドクター・プレード (UESHIl¥在A SEISAKUSHO 

LTD， No. 850， 0.038cl11) 

3. 試料

昭和49年10月28日から50年4月9日までに東京都衛生

局薬務部が，東京都内のデパートおよび小売応から収去

し本所l乙送付してきた14社42検体のネイルエナメルを対

象説料とした.

実験操作

1. 試験溶液の調製

10cm2の面積i乙ネイルエナメルを，あらかじめ水洗し

乾燥したナイロン製の筆を用いてスライドグラスの表面

托均ーに 2回塗布する .ζ のときネイルエナメル中の溶

媒揮散による損失が最少になるように塗布のつど迅速に

天秤で皮膜重量を測定する.室温で 2時間放置したの

ち，直径 8cmのペトリシャーレl乙入れ， 400

の水 20ml

を加えてふたをし， 400 の恒温水槽内でシャーレをとき

どきゅり動かしながら30分間抽出し，試験溶液とする.

2. 定量法

試験溶液 5m1を正確に共栓試験管にとり， 乙れl乙ア

セチルアセトン裕液 5mlを加えたのち密栓して 600

の

水浴中で10分間加温し，さらに室温で30分間放置する.

一方対照として水 5mll乙アセチルアセトン溶液 5m1を

加えて同様に操作する. つぎl乙!百長 1cmのガラスセノレ

にそれぞれ入れ，波長 413nm付近における吸光度を測

定し，別l乙ホノレムアルデヒド標準溶液を用いて作成した

検量線からホノレムアル'デヒド量を求め，乙れより皮膜面

積 1cm2あたりおよび 19あたりの溶出ホルムアルデヒ

ド量を算出する.

3. 検量線の作成

標準溶液 0，0.5， 1， 2， 3mlをとり， それぞれ水を

加えて 5m1とし，以下アセチルアセトン比色法に従い，

i良光度を測定し検量線を作成したところ Fig.1 Irみら

れるように良好な直線性を示した.

旦〉
ιJ 
C 

0.8 

0.61-

1: 0.4 
0 
(f) 

芝0.2

/ 
COllcelltratioll 0ug/ml) 

Fig. 1 Calibration Curve for Formaldehyde 

実験結果および考察

1. 塗布条件の検討

外村ら 5) は平面ガラス板を用いてつぎのような操作条

件について報告している.すなわちガラス板l乙マスキン

グテープを用いて面積 50cm2の枠を作り， 乙の上l乙誠

料を流し，J享さ 300μl乙調節したドクター・プレードを

使用して均ーに塗布する.塗布膜が碩化しないうちに，

注意してテープを取り去り，さらに 2時間放置して乾燥

したのち， 400lr保った水 100ml中Ir30分間浸潰する.

乙の浸漬液 51111についてホルムアルデヒドの定量を行

なった.また日本化粧品工業連合会もこの万法を準用し

て，試験を行なっている.しかし ζの万法で使用してい

るドクター・ブレードは，現在市販されておらず入手が

悶難であり，また本法l乙よれば試料の塗布面が大きいた

め浸演に用いる容器も大きなものを必要とし，恒温水槽

内で処理する関係から一度はわずかの検体しか試験で、き

ない.したがって本法は多数の検体を処理する必要のあ

る日常業務の分析法としてやや難点があると思われる.

そこで、われわれはドクター・ブレードを使用することな

く，かっ小さい塗布面積で試料を塗布する試験方法を検

討した.

すなわち幅 2.5cmのスライドグラスを用い，一端か

ら4cmまでの範囲でその表面l乙ネイルエナメルを， ナ

イロン製の筆で均ーに塗布する.風乾後さらにその上l乙

同様に塗布し， 1回塗布， 2回塗布， 3回塗布の 3段階

の塗布膜を調製する.この際塗布ごとに，麗らに塗布量

の重量;を測定する.またこれらと比較する意味でドクタ
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一@プレードを用い， 10cmX10cm にした TLC用ガラ

ス被上l乙塗布膜を調製した.これらを恒温水槽中で 400

l乙保った水 20mlfe. 30分間浸演し， (ただしドクター@

ブレードを用いたものは 100ml とする〉乙の浸出液i乙

ついて前項 2の定量法l乙従ってホルムアルデヒドを定量

した.乙のとき膜表面積あたりおよび膜重量あたりの溶

出量ならびに塗布膜の重量を Table1 fe.示した.

Table 1 Weight of Nai1 Enamel and Amount of Eluted Formaldehyde 

Weight of film Amount of eluted Amount of eluted 

Times of formaldehyde (μg/cmり formaldehyde (ppm) 

coating 乱〉 b) C) 乱〉 b) c) 乱〉 b) 巴〉

X S.D. C.V. X S.D. C.V. X S.D. C.V. 
(9も〉 (~ら〉 (%) 

0.034 4.64 1364.7 

1 0.033 0.034 0.0006 1.7 4.72 4.69 0.0462 1.0 1430.3 1394.4 33.23 2..4 

0.034 4.72 1388.2 

0.138 8.33 603.6 

d) 2 0.134 0.133 0.0061 4.6 7.92 7.99 0.3110 3.9 591.0 602.5 10.87 1.8 

0.126 7.72 612.7 

0.248 12.68 510.6 

3 0.224 0.234 0.0125 5.3 11. 91 12.01 0.6306 5.3 531. 7 513.1 17.50 3.4 

0.230 11.43 497.0 

0.860 8.88 516.3 

巴〕 1 0.782 0.821 0.0390 4.8 8.64 8.51 0.4599 5.3 552.4 518.4 33.04 6.4 

0.822 8.00 486.4 

a) : average value d) : coating over slideglass at lOcm2 with nylon brush 

b) : standard deviation e) : coating over glass at 50cm2 with doctor blade 

c) : coefficient of variation 

Table 1から明らかなように塗布回数の増加はともな た単位面積あたりのホルムアルデヒド溶出量も 2回塗布

い単位面積あたりの溶出量は増加したが，乙れに反して とドクター・ブレード法は，非常に近い値を示してい

単位重叢あたりの溶出量は減少することが認められた. る.乙れらのことから，筆を用いて試料l乙塗布する回数

ζの理由として塗布膜平均軍量は， 1回目が0.034g， を2回と定めた.

2回目が0.133g， 3田目 O.234gで， 1回自に対して 2. 市販ネイルエナメル中のホルムアルデヒド溶出量

2回目は 3.9倍， 3回目が6.9倍を示している.しかし 本報で検討した試料溶液の調製方法l乙従い， 42検体の

単位面積あたりのホノレムアノレデヒド平均溶出量は， 1回 ネイルエナメノレについてホルムアルデヒドの溶出量の測

自民対して 2回目は1.7倍， 3回目は2.6倍である.乙の 定を行なった結果を Table2 f乙示す.

ように膜重量の増加率lζ対して溶出量の増加率が極めて ここに示した42検体中18検体からホルムアルデヒドの

低いため，単位重量あたりのホノレムアノレデヒド溶出量は 溶出が認められたが， 乙れらのうち最も高い値は F社

塗布回数の増加に従って減少することになる .ζ のこと No.3の 20.8μg/cm2(1，207. 9ppm)であった.

から当然ではあるがホルムアルデヒドは主として塗布膜 今回ホ jレムアルデヒドを検出した試料の処方をみる

の表面から溶出し，内部にゆくに従ってその溶出量は少 と，皮膜形成剤がピロキシリン，ロジンおよびサントラ

なくなる ζ とが考えられる.また一方塗布膜重量の変動 イト(アリ Jレスノレホンアミドとホルムアルデヒドの縮合

係数は，塗布回数を増すにしたがい増加することが認め 物〉などで構成されており，乙のなかのサントライトか

られる.乙乙で筆を用いて調製した塗布膜とドクター@ らホルムアルデ、ヒドが溶出したものと考えられる.しか

ブレードによって調製した塗布膜を比較すると，まず平 しピロキシリン，ロジンのみを処方として示しているに

均膜重量においてはドクター・ブレード法は 10cm2 あ もかかわらず，ホノレムアルデヒドを検出した試料が15検

7こり 0.164gとなり， 2問塗布にほぼ近似している.ま 体もあったが，その理由として同じくサントライトまた
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ライトを示してないにもかかわらず，ホ Jレムアルデヒド

を検出するものがあった.これらはサントライトあるい

はホルムアルデヒド縮合樹脂の使用が疑われる.

謝辞本調査に際レ，誌料の入手について御協力をた

まわった東京都衛生局薬務部の方々に対レ深甚なる謝意

を表します.
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は他のホルムアルデヒド縮合樹脂などが配合されている

乙とが考えられる.

要結

1. ホルムアルデヒドの溶出話験l乙供するネイルエナ

メノレの塗布膜をドクター・ブレードによって調製し，そ

の面積を 50cm2 としている試験法i乙対し，われわれは

塗布方法とレて 10cm2 の面積になるように試料を水洗

後乾燥したナイロン製の筆でスライドグラスに塗布した

ものを用いた.乙の両者について膜重量および単位面積

あたりのホ jレムアルデヒド溶出量を比較したところ，前

者l乙最も近い値を示したものは 2回塗布によって得られ

た塗布膜であった.そこで試料溶液はスライドグラスに

に筆を用いて 2回塗布して得た膜から調製する ζ ととし

た.

2. 試料42検体中181食体からサントライト l乙起因する

ホルムアルデヒドが検出され，最高20.8μgjcm2(1，207. 9 

ppm)であった.これらの検体のうち，処方中はサント
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ゴム製器具に関する衛生化学的研究〈第2報〉

医療用ゴム中の亜鉛の定量

西 国 茂 一 *森謙-B!s* 

Hygienic Chemical Studies on Rubber Devices (百〉

Determination of Total Zinc in Rubber for Medical Supplies 

SHIGEKAZU NISHIDA * and KENICHIRO MORI* 

Rapid determination of total zinc in rubber for medical supplies was examined by use of flask勾com・

bustion procedure and atomic absorption spectrol11etry. 

Reviews obtained we1'e as follows : 

1) This l11ethod reduced analysis til11e COl11pa1'e with othe1' l11ethod. 

2) Diverse (metal) ions gave little 01' no effect on the determination of zinc in rubbe1' without 

using solvent-extraction procedure. 

3) Average of recovery rate was 98.98-104.15% and coefficient of variation was 4.79-5.81 %. 

4) G1'eat care must be taken in cutting， washing， d1'ying， storaging and weighing of sal11ples. 

5) Sampling weight of 10l11g was the most suitable for this method. 

患者
-=. 
C司

医療用ゴムにしばしば含有される重金属のうち，亜鉛

は代表的なものである.これは加硫助剤，加硫促進剤と

して，酸化亜鉛や亜鉛ジチオカーパメート等が添加され

るためである.

著量の亜鉛の検出は，他の重金属や促進剤等の有機物

の溶出も考えられ，有害性が憂慮される場合もある.し

たがってゴム中の亜鉛含有量を調査することは品質管理

上重要な意義がある.

ゴム質中の重金属誠験lこ関しては，石井らをはじめと

する報告があり， 1-5) 分析上の前処理としては，湿式灰

化法，通常の乾式灰化法，アノレカリ添加燃焼法またはア

セ卜酢酸エチル等を用いた抽出法がある.これらの方法

はいずれも長時間を要する乙とと，試薬による汚染や吸

着による目的元素の損失lこも住意しなければならない.

そこで，短時間l乙医療用ゴム中の亜鉛を定量すること

を目的として，酸素フラスコ燃焼法と原子吸光法を組合

わせて行なったと乙ろ若干の知見が得られたので報告す

る.

実験の部

試料のゴムは輸液セット lこ用いられるゴム管ならびに

シート状ゴムで，原料ゴムおよび添加された亜鉛化合物

はつぎのとおりである.

誌料A(輪液用ゴム管):ラテックスを素材ゴムとし酸

化亜鉛が添加されている.

試料B(シート状ゴム):塩素佑ブチノレゴムを素材とし

酸化亜鉛， Zincdiethydithio ca1'bamate (以下 EZと略

す)が添加されている.

誠料C(シート状ゴム):イソプレンゴムを素材とし酸

化亜鉛， EZが添加されている.

試料D(シート状ゴム):イソプレンゴムを素材とし

EZ，ステアリン酸亜鉛が添加されている.

2. 試薬

特に乙とわりのないかぎり試薬特級(和光純薬工業K.

K)を用いた.

亜鉛標準溶液:金属亜鉛1.000gをとり， 1N1I自駿 100

mlを加え加湿して絡かし，冷後 1N1I自酸を加えて 1000

mlとし標準原液とする.この液 10mlを正確にはかり，

0.5N硝酸を加えて正確に 1000mlとする.乙の液 1ml 

は亜鉛 (2n)O.Olmgを含む.

1.試料 ジエチノレジチオカ Jレパミン酸ナトリウム溶液:ジエチ

中東京都立衛生研究所理化学部微量分析研究科 160 東京都新街区百人町 3-24-1
* Tokyo Met1'opolitan Resea1'ch Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku司1m，Tokyo， 160 ]apan 
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ノレジチオカルパミン酸ナトリウム(以下DDTCと略す〉

19を水l乙溶かして 100mlとする.

クエン酸二アンモニウム溶液:クエン酸二アンモニウ

ム 25gを水約 60mll乙溶かす.これにブロムチモールブ

ノレー試液を指示薬として，液の色が黄色から青色になる

まで，アンモニア水を滴下したのち水を加えて100mlと

する .ζれを分液ロート l乙入れ， DDTC溶液 2mlを加

え振りまぜ 5分間放置後メチノレイソブチルケトン(以下

MIBKと略す)10mlを加え振りまぜ静置する.クエン

酸二アンモニウム層を分離し，ふたたび MIBK10mlを

加え激しく振りまぜ静置レ，クエン酸ごアンモニウム層

を分離し，乾いたろ紙でろ過し， MIBKの細かいあわ

を取り除く.

硫酸アンモニウム溶液:硫酸アンモニウム40gを水約

70mlle:.溶かし，以下クエン酸二アンモニウム溶液の調

製と同様に操作する.

ろ紙:東洋ろ紙 No.50

酸素:日本酸素K.K.製圧縮酸素

3. 装置

燃焼フラスコ:浜田理化株式会社製 FH01-A型(容

量 500ml).

原子吸光分析装置:Perkin-Elmer 403型.

pHメーター:Beckman東芝株式会社 Expandmatic 

76型.

ポーラログラフ装置:柳本製作所製P8型.

直示天秤北1ettlerM5SA読取限度 O.OOlmg.

4. 試験溶液の調製

試料 10mgを O.Olmgまで正確にはかる.これを短

冊形ろ紙(8 mmx40mm) 1乙包み， 燃焼ヲラスコのパ

スケットに入れ，ろ紙の一端をコイ Jレl乙巻きつける.フ

ラスコ内を酸素置換後フラスコを氷水lやは入れ内部を充

分冷却し，常?去により燃焼させる.燃焼後，フラスコの

上部まで充分冷却した乙とをたしかめたのち，フラスコ

上部のメジャーリングピペットに20%塩酸 5mlを入れ

る.塩酸が白金バスケット内l乙滴下するように流入さ

せ，灰分を溶解しながら落し入れる.ついでメジャーリ

ングピペットに水 5mlを入れ流下させ白金パスケット

を洗浄する.フラスコを水浴上で、加熱し，内容物を溶解

させ，蒸発乾国後 1050
で 1時間乾燥したのち ，0.5N硝

酸を加え溶解し，あらかじめ 0.5N硝酸で洗浄したろ紙

を用いてろ過する.ろ液は 0.5N硝酸を加えて正確に50

"'-100mlとする.乙れを亜鉛定量用誌験溶液とする.別

lこ同様に操作した空試験溶液を調製する.

5. 定量操作

直接法:試験溶液と空試験溶液を試験管にとり，直接

原子政光分析装置に吸入させ吸光度を測定した.測定条

件は Table1 Ie:.示した.

別l乙亜鉛の 0，25， 50， 100， 150， 200， 250μgを含

む標準溶液を正確にとり， 0.5N硝酸を加えて正確に100

mlとし， 同様に操作して作成して得た検量線から試験

溶液中の亜鉛の含有量を求めた.

Table 1 Operating Conditions 

Wave Length (nm) 

Lamp Current 

(Hollow Cathode Lamp， mA) 

Slit 

Range 

Acetylene Flow Rate (Liter jmin) 

Acetylene Pressure (Kgjcmり
Air Flow Rate (Liter jmin) 

Air Pressure (Kgjcmり
Burner 

ヰDDTC-MIBKextraction method 

213.8 

15 

4(3mm，20A) 
u.v. 
6， 4* 
0.55 

23 

2 

Three-Slot 

DDTC・MIBK抽出法:試験溶液および空試験溶液10

mlをとり，それぞれクエン酸二アンモニウム溶液10ml

を加え振りまぜ， ζれに硫酸アンモニウム溶液 lOml，

ブロムチモールブルー試液 2滴を加え，液の色が黄色か

ら青緑色になるまでアンモニア水を加えて中和し，さら

に pHメーターを用いて液の pHを正確に 9.01乙調整

する.町内容物を少量の水を用いて分液ロート l乙移し，

さらに水を加えて 100mlとする. これに DDTC溶液

10mlを加えて混和し 5分間放置したのち， MIBK 20ml 

を加えて激しく振りまぜる.静置して MIBK層を分取

し，これについて原子吸光分析装置を用いて吸光度を測

定した.

別l乙亜鉛0，10， 20， 25. 30， 35， 40μgを合む標準

溶液をとり，同様に操作して作製した検量線から試験溶

液中の亜鉛含有量を求めた.

結果および考察

1. 試料片の作成について

試料の 5ケ所の各部分から0.5gずっとり， 0.2%の陰

イオン系界面活性剤溶液中記入れ， 7) 5分間振りまぜた

のち流水中で 5分間洗い，さらに蒸留水で洗う.室温で

乾燥したのち，錆等を有しないきれいな欽で約 1mml乙

細切する.ついで水で洗いガラスろ過器を用い吸引ろ過

する.和i切試料をろ紙上にひろげ室温で乾燥させる.こ

れを円錐状l乙盛りあげながらよく混ぜ合わせ，つぎに平

らにひろげ，四分法を繰り返し誠料を均等にする.その

一部を五酸佑リンのデシケーターに入れ， 24時間放置後

供試試料とした.
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細切誌料 5，10， 15， 20， 25mgをとり，常法はより

燃焼させたところ，読料Aの20mg採取のものは，外観

上は灰化されたが，一方試料Bの20mg採取のものはカ

ーボンの残留が認められた.しかしこの不完全灰化読料

を新たなろ紙片で住意して包み，再び酸素置換後点火す

ると容易に灰化する.ただし，新たなろ紙に移し変える

ζとは操作上煩雑で測定誤差を招きやすい.

以上の結果より 1囲の燃焼で操作を行なう場合は読料

採取量を 10mgとするのが適当で、あると判断した.

誠料A，B中の亜鉛の定最を直接法を用いて行なっ

た.その結果を Table2 f乙示す.
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2. 灰化法における試料採取量の検討

測定誤差を少なくするため試料採取量を多くするとゴ

ムの材質によっては灰化しない場合がある.このような

場合は過酸化ナトリウムを試料に付着させて行う報告も

あるがY 過酸化ナトリウム中の亜鉛等の不純物の影響

が大きく適当で、ない.そこで助燃剤を用いないで誠料を

完全灰化する方法を検討した.また試料の至適採取量を

もとめるために以下の実験を行なった.

締切試料 5.00'"'-'25.00mgをはかり，燃焼フラスコ l乙

入れ，一回の燃焼で完全l乙灰化が終了しているかどうか

を定量値から比較検討を行なった.

Results of Determination and Appearance of Ash 

Zn found 
C%) 

0.11-0.12 

0.11-0.12 

0.11-0.12 

0.09-0.11 

0.08-0.10 

0.11-0.12 

0.11-0.12 

0.60-1.62 

1. 60-1. 61 

1. 56-1.60 

1.45-1. 50 

1.40-1.43 

1.59-1. 60 

1. 50-1.53 

Table 2 
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入れ，硫酸0.5mlを加え，砂浴上で加熱し，乾閲する.

これを電気炉に入れ450--5000 で灰化する.灰化後 1N

硝酸 25......50l11lを加えて溶解後ろ過し水を加えて正確に

50--100l11lとし試験溶液とレた.

フラスコ燃焼法同様に試料 10.00mgをはかり， [""誌

験溶液調製の項J!乙より調製した，

wet dry 
digestive digestive 
l11ethod method 

Zn C%) 

0.11 0.11 

1.60 1.60 

0.39 0.39 

0.17 0.17 

Table 3 Results of Determination of Zinc by 

Various Digestion 

flask-
combustion 
method 

0.10 

1. 57 

0.37 

0.16 

The datum represents mean value of three 

tests. by DDTC-MIBK extraction method 

Sample 

A

B

C

D

 

灰化物の外観が不完全とみられるものは測定値も低値

を示しているが， 2回目の燃焼結果はおおむね良好で、あ

る.しかし定量結果から 1回の燃焼で完全灰化させた万

が適当なことが認められた.

3. 他の灰化法との比較定量値

10mgの試料を灰化する場合fc:.，当然のことながらフ

ラスコ燃焼法では瞬間に灰化されるが，硫硝酸灰化、法や

乾式灰化法は数時間以上要する.また試薬による汚染や

目的元素の吸着，揮散等の差を見るため灰化法のちがい

による測定値の変動をしらべた.

硫硝酸灰化法細切試料 10.000mgをはかり，ケルダ

ールフラスコ l乙入れ，硝酸 3........5mlを加え，わずかに

加湿したのらー展夜放置後硫酸0.5'"'-'1 mlを加え加熱す

る.硫酸の白煙が認められるまで加熱し，内容液が淡黄

色~無色になったら冷後水を加えて煮沸する .ζれに水

を加えて正確に50'"'-'100mlとし誌験溶液とした.

乾式灰化法 細切誠料 10.000mgをはかり，石英血l乙
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以上の灰化法によって得た試験溶液について DDTC- ン陽イオンは寄在しないので通常の医療用ゴム中の亜鉛

MIBK抽出法によりE鉛を定量したところ，その成績 の定量に際して障害因子としてのイオンは考慮する必要

は Table3のとおりである. はないと思われる.

乙れによれば硫硝酸灰化法とフラスコ燃焼法との差は しかしながらカテーテルのように多量の鉄を含む底療

認められなかったが乾式灰化法では，前二法に対し僅か 用ゴム製品もあるので Fe併の障害について検討した.

l乙負の値を示した.またこれらの測定儲は直接法による 直接法による検討誠験溶液 Aから亜鉛を 4.4μgず

値とほぼ一致した. つ含む液量をとる.試験溶液Bからは 16μgずつをとり

4. 共存イオンの影響 蒸発皿l乙入れ水浴上で蒸発乾屈したのち， Fe併を 500，

Platte， Marcyめらは 1μgjmlの亜鉛l乙対して 1000 1000， 1500， 2000， 3000， 4000μgを加え 0.5N硝酸を

μgjmlの K+，Na+， Ca2+， Mg2+， Fe3+， Ni2+， Mn2ヘ 加えて溶解し，0.5N硝酸を加えて正確に一定量とし，

Pb2+，その他 S042-，N03-， N02-， P043-， C022-， SiOa2-， 乙れを直接原子吸光分析装置に導入させて障害の有無を

Br-， B03a- を共存させた場合でも原子吸光法による亜 しらべた.

鉛の定量値は 0.97μgjmlから1.02μgjmlの範囲で測 以上の結果を Table4 t乙示した.

定されることを報告している. これによれば直接法， DDTC-MIBK拍出法共i乙Fe3十

ゴム試料中の盟鉛の量l乙比して1000倍をこえる陰イオ の共容は分析精度比影響しなかった.

Table 4 Influence of Iron on Recovery of Zinc 

Zn(μg) 

4.4 

16.0 

4.4 

16.。

500 

100.0 

99.4 

100.0 

99.8 

1000 

100.1 

99.7 

100.0 

99.9 

Fe added (f1g) 

1500 2000 

Recovery of Zinc (510) 

101.0 103.0 

100.2 102.2 

100.1 103.3 

100.1 101.2 

The datum represents mean value of three tests 

5. 回収率

試料 10.00mgずつをはかり，燃焼フラスコで灰化さ

せたのち，塩酸を加えて溶解する.これに亜鉛標準溶液

から!ffi鉛を o~ 100f1gとり，添加する.蒸発乾悶後 0.5

N硝酸 l乙溶かし0.5N硝酸を加えて正確に 50~100ml と

する.これを原子吸光分析装置に導入させ添加回収率を

測定した.その結果を Table5 I乙示した.

乙れによれば試料Aについては平均値104.15510，変動

係数5.81%，誌料Bでは平均値 98.98510，変動係数 4.79

%であっ?こ.

6. ポーラログラフ法による全E鉛の定量

他の分析法のうち，ポーラログラフ法は，亜鉛の定量

法としてしばしば用いられている 10，11) そこで本法によ

る測定値との比較を目的として実施した.

供試試料約 1gを精密にはかり，硫酸 1mlを加え，

7.1<浴上で加熱し反応が止んだら砂浴上で加熱する.硫酸

の白煙が発生したら常気炉に入れ450~500。で、灰化する.

灰分を少量の水で潤おし塩酸 1mlを加え，水浴上で蒸

発乾回し，更に塩酸 1mlを加え同様に操作する.乙れ

3000 4000 

103.2 104. 
2} by Direct method 

103.5 1044)by DDTC-M邸側racti

102.1 103.5J method 

Table 5 Recovery of Zinc Added to Digestive 
Solution of Rubber Sample 

Present Added Found申 Recovery 
(μg) (μg) (μg) (9ら〉

Sample (A) 

11 10 22-23 110.0-120.。
11 20 32-34 105.0-110.。
11 30 41-42 100.0-103.3 
11 40 50-51 100.0-102.5 
11 50 60-61 98.0-100.。

Sample (B) 

160 20 180-182 100.0-110.。
160 30 189-192 96.7-106.7 
160 50 208-212 96.0-104.。
160 70 226-230 94.3-100.。
160 100 253-258 93.0-98.0 

ヰ Threeanalyses 

The average recovery and the standard deviation 

Sample (A) : 104.15土6.06% (C. V=5.81%) 
Sample (B): 98.98土4.75% (C. V=4. 79%) 

l乙1N~盆化アンモニウム・アンモニアを支持電解液とし



154 Ann. Rep. Tokyoβ1etr. Res. Lαb. P.H.，26・1，1975 

て加え溶解し， 100mlとする.これを試験溶液とし，支 謝辞本研究にあたり，誠料の提供をいただいた日本

持電解液で適宜希釈レ，以下標準添加?去によるポーラロ 工業標準調査会専門委員会委員長国沢信太郎氏l乙深謝い

グラフ法を適用し，常法により亜鉛を定量した 1わ たします.

その結果を Table6 I乙示す.

Table 6 Results of Deterl11ination of Zinc in 

Rubber by Polarography 

Sample 2n C%) 
A 0.12 

B 1.62 

C 0.40 
D 0.18 

The datum represents mean value of three tests盤

これによれば，乾式灰化法とポーラログラフィーの組

合わ也による定量結果は，本法とおおむね一致した.

結語

ゴム質中の全亜鉛定霊法として，被素フラスコ燃焼法

と原子吸光法を組合わせて注意して行なえば，迅速かっ

簡便な方法として適用できる乙とが認められた

試料の採取量は， 1回の燃焼操作で完全に灰イ七できる

ように秤取する.その量はおおむねlOmgが適当である

が，ゴム質によっては 20mgでもよい場合がある.

灰イ七時における目的元素の吸着や，試薬による汚染を

考慮する必要はほとんどなく，原子吸光?去により溶媒拍

出を行なうことなく精度よく定量できる.

ただし誌料の細切，洗浄，乾燥，保存l乙は充分注意す

る必要があり，特J乙誠料のひょう量誤差lこは充分留意し

なければならない.

文 献

1)石井猛，武者宗一郎:分析化学， 19， 558， 1970 

2)石井猛，武者宗一郎:ibid.， 20， 489， 1970 

3) Ostrl11ow， H. und Hoffman， W.:日zteschung

von Bσndargenstanden aus Gummi， 50， 1971， 

Bundes Gesundheits Al11tes 

4)厚生省編:衛生検査指針， III-I-IX， 15， 1969， 

協同医書出版

5)西国茂一，小林史尚:東京衛研年報， 24， 167， 1972 

6)千葉盛人，渡辺欣愛:公害分析指針 4，水 土壌編

1-6， 40， 1972，共立出版

7) British Standard Institution : British Stαndard， 

3263， 6， 1960 

8)倉橋一，野村秀明，山本慧介:日本ゴム協会誌， 4， 

11， 60， 1974 

9) Platte， J. A. and Marcy， V. M. : Atomic Ab-

S011うtionNews Letter， 4， 289， 1965 

10)辰濃隆，神蔵美枝子，石田康雄，谷口尚樹:国立衛

生誠験所報告， 88， 107， 1970 

11)藤永太一郎，丸山正生:化学の領域増刊号， 50， 

143， 1962 

12)日本薬学会編:衛生試験法注解， 289， 1973，金原出

!波



東京{詩研年報 Ann.Rψ. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 26・1，155-160， 1975 

冷却生乳の細菌学的品質評価法に関する検討

松本昌雄*神保勝彦*北原康弘*

村上 ーヰ春田三佐夫*

Studies on Assessment of the Bacterial Quality of Cooled Raw Milk 

MASAO MATSUMOTOヘKATSUHIKO JINBOヘYASUHIRO KITAHARA **， 

HAJIME MURAKAMI* and MISAO HARUTA本

During the period from November through December 1974， a total of 68 raw mm王 specimenswas 

obtained from the two mi1l王 plantsin Tokyo. In this study， the nitrate reduction procedure and a 

modified resazurin reduction procec1ure with ATP were subjected for their accuracy for the evaluation 

of bacteriological quality of raw miU王. The moc1ifiec1 resazurin reduction procec1ure with ATP was 

founc1 to be more ac1equate than the nitrate rec1uction procedure， for the evaluation of the quality of 

domestic raw milk. Since in Japan， about a half of the c10mestic raw milk proc1uced were founc1 to 

be containing some amount of a naturally derivec1 substance quite resembling to nitrate， when they 

were tested by the IDF procec1ure. 

生乳の細蘭学的品質評価法として，直接鏡検法やレサ そこで，筆者らは国際酪農連盟提案の硝酸塩還元法の

ズリン色素還元法(以下レ法と略す〉などが利用され， 実用性について都内乳処理場i乙搬入された冷却生乳を説

中で、も迅速性，簡便性の点、ですぐれているレ法が生乳生 料として検討する一方，レ法の反応速度に及ぼす補酵素

産管理の場で広く採用されている.また，本法は食品衛 CATP，ニコチン酸アミド〉の影響並びに補酵素添加

生検査指針。や日本薬学会協定衛生試験法2) にも鮮度試 レ法の実用性についても検討してみた.以下その成績に

験法のーっとして採用されている. ついて報告する.

本法はたしかに従前のように生乳の衛生管理が不十分 試料および方法

で，しかも冷蔵施設が普及していなかった状況の下で

は，いきおい生乳の細菌叢が中温蘭優位の態勢にあるた

め，細菌数とレサズリン還元速度との間l乙高い相関性が

認められたのは事実である.しかし，将来，生乳の生産

管理，とくに搾乳衛生管理が進歩，徹底し，加えて冷蔵

施設の普及にともない，生産から処理l乙至る間生乳の冷

却，保冷の体系化が進むにつれて，必然的l乙中温菌にか

わって低温菌が生乳中細菌叢の主位を占めるものと組像

される.従って，このような試料に対して従来方式の色

素還元法を適用しでも信頼lこ足る結果は得られないと考

えねばならないし，事実，各関係者の間で冷却生乳の細

菌学的品質評価法としてレ法に代るべき新しいより簡易

な検査法の開発が望まれている.例えば国際酪農連盟3)

は硝酸塩還元法をバルク冷却生乳の細菌学的評価法のー

っとして提案している.

1) 試料:都内の乳処理場i乙タンクローリで搬入され

た冷却生乳68例を対象とした.

2) 万法:硝酸塩基還元試験は Loaneの方法4)Iこ準

拠して行ない，レサズリン還元試験は食品衛生検査指針

にもとづいて370並びに300で30分， 60分(さらに15分お

よび45分を追加〉ごとに標準色調表 (4等級区分〉と比

較して判定した.なお，検体によっては 90分， 120分ま

で観察した.供試補酵素としては，ろ過滅薗したATP

並びにニコチン酸アミド(以下NAと略す〉を用い，そ

れぞれ0.1%および0.5%になるように検字しに添加した.

生菌数は定法J乙従い，グラム陰性低調菌数は Olsonち

らの方法l乙準拠して箆定した.

成績および考察

硝酸塩還元法における発色試薬の検討

生乳誠料17例(標準平板儲 44万"-'4，400万Iml，250

ー

中東京都立衛生研究所生活科学部乳肉衛生研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1 
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 J apan 

林東京都衛生局日野牛乳検査室
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生乳の細菌数と硝酸塩還元時間

硝酸塩 標準寒天培地測定値 (x104jml) CVT寒天培地測定値 (x10!jmの

1次培還元時
350-48hr.培養 250-72hr.培養 250-72hr.培養

養温度問

祉〉孟什~lu- 出 |21~ |1叫1叶 l平均値|範囲1001 4001 1，0001 1， 1001-. ... -:/ 'tEl.1 .ttIj1ZlJ 1 ==.'-'v 1 1001 4001 1，0001 1，000 1001 4001 1，0001 1， 100 

1 

2 

150 3 1 fJU 130 1例 1，700 1 fJU 520 

4 1 fJU 3，100 1 fJU 1例 3，700 

三三 5 7 fJU 3 fJU 1 fJU 1 fJU 330 
33，...， 

6例 2例 2腕 2例 680 21~ 2例 5例 2例 2 fJU 1 fJlI 250 
7.5，...， 

2，600 4，700 1，400 

1 

2 1例 1 fJU 1 fJU 1，200 
130，...， 

3 fJU 2 fJU 2，600 

250 3 1 fJU 2，600 1 fJU 4，700 1開 1，

4 4例 3例 叩コ∞ 3 fJU 2例 1 fJU 1例 1，500 
60，...， 

4 fJU 2 fJU 1 fJU 8，800 

ミ 5 3例 5433-65 3 fJU 2 fJU 1 fJ!I 

1 1 fJU 1伊i8，800 

130 1，700 2 1 fJU 1伊j 300 470 2 fJU 1，700 1，700 2例 7001 87O 
300 3 4例 3 fJU 1 fJU 330 

44-
3 fJU 2 fJU 1 fJU 2例 880:6~-: 4 fJU 2腕i 1fJU I 1fJil 2，600 4，700 

4 

二三 5 3 fJlj 56 33-65 3 fJU 57121-9 1例 18;7.5-: 

t
aム表
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72hr測定値 67万'""-8，800万/ml，250-72hr CVT寒天

測定値 23万"-3，700万/mのについて硝酸塩還元試験を

FR誠薬 (FOLLET& RATCHLIFF試薬〉並び1[.GR 

誌薬 (GRIESS-ROMI]N亜硝酸試薬〉の 2種類の発色

剤を用いて比較検討した.

その結果， FR試薬を用いる定法では各試料とも硝酸

塩還元陰性であったのに対して， GR試薬を用いた変法

(以下 GR法と略す〉では 2i欠培養の直前i乙(すなわ

ち， 150-22hrの1次培養直後)，すでに陽性を示した.

これは， FR並びl乙GR試薬の感度の違いによるもの

と考え，検討したところ， FR試薬は GR試薬にくらべ

て 1/300程度感度が低いことが明らかとなった.

硝酸塩還元法における 1次・ 2次培養温度の組合わせ

の検討

Loane4)は，細菌数(標準平板値および低温菌数〉と

硝酸塩還元法(以下硝還法と!日告す〉の相関度は， 1次と

2次培養温度の組合わせ(15 0 /150， 150/200， 150/250お

よび150/30つによって異なり，中でも 150/300の組合わ

せの場合が最も高い相関を示すと述べている.

そこで，生乳17例(発色誠薬の比較実験l乙供試した生

乳と同ーのもの〉について追誠検討を行なった.その結

果このような細菌学的品質を示す生乳では， 1次および

2次培養温度のいかんにかかわらず硝還法(定法では 2

次培養 5時間あるいはそれ以上の時間で判定することに

なっている〉では， 5時間判定でいずれも陽性を示し，

Loaneの実験成績とは一致しなかった. これは， おそ

らく，われわれの供試生乳が Loaneのそれとは異なり

中温菌が優位であったこと，発色試薬の感度の違いなど

に起因するものと思われる.

1次培養における培養温度と硝酸塩還元速度の関係

前項の実験結果から，本試料は 2次培養を行なうまで

もなく， 1次培養中にすでに硝酸塩還元反応が陽性を示

すものと考えて，生乳14例(標準平板値33万"-3，100万/

ml，250-72hr測定値21万"-8，800万/ml，250-72hrCVT

寒天測定値7.5万"-3，700万/mりについて150，250およ

び300の各温度で 1次培養をしながら ，1時間ごとにGR

試薬による硝酸塩還元試験を行なった.その結果，硝酸

塩の還元は各誌料とも 300 の場合が最も早い傾向を示し

7こ.

次l乙，各細菌数と各温度における硝酸塩還元時間との

関係を表-1/[.示したが，標準平板値は 300 における硝

還法結果と，250-72hr測定値および CVT寒天測定

値は300並びに250における硝還法結果との間にそれぞれ

相関性があるように思われた.

今回の実験では供誌例数が少ないので， ζれらの成績

から直ちに結論することはできないまでも，硝還法の 1

次培養の結果だけで、細菌学的な品質評価が可能な生乳で、

は，硝還法を 300 で行なった場合l乙，各作用温度のうち

でも比較的正確な低・中温菌の概数を迅速に推測できる

ものと考えられる.

硝酸塩還先法の実用性

前記の供誠乳とは，異なる地域で生産された生乳24例

(標準平板値 16万，，-780万/ml，250-72hr測定値 22万

'" 1，800万/ml，250-72hrC VT寒天測定値5.7万'"'-'560

万/ml)について， GR試薬による硝還法を試みた. そ

の結果，いずれの試料も 1次培養 1時間判定で陽性であ

った.これは試料中l乙添加された硝酸塩が，細菌によっ

て還元された結果， 陽性を示したものではなく， 12/24 

例は供試前にすでにGR試薬で検出可能な量の亜硝酸塩

を含有していたことによるものであった.

残りの同陽性誌料12/24例は，一般の生乳にくらべて，

還元物質含有量が多いために，乙のような現象が起きた

ものと思われる.

ζのように， GR試薬を用いた場合，全試料が試験直

表 2 レサズリン還元試験従来法lこ対する ATP添加法の変色時間

従来法l乙対する
菌数平均値(範囲) X 104/ml 

培養温度 ATP添加法の 例数(9の 標準寒天培地 CVT寒天培地

変色時間の比 350-48hr.培養 250ー72hr.培養 250-72hr.培養

1/2以上短縮 20 (61) 66 (16，...，510) 80 (22.....，440) 430 (10""'5，500) 

370 1/2未満短縮 11 (33) 79 (20---150) 130 (21，...，310) 52 (5.7.-170) 

同 じ 2 ( 6) (87， 280) (60， 510) (23， 420) 

1/2以上短縮 18 (90) 130 (20，....，470) 330 (22，....， 1，700) 110 (5.7.-650) 

300 1/2未満短縮 2 (10) (54， 150) (150， 230) (32， 47) 

同 じ 。
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後l乙陽性を示したことから， GR試薬は ζの種の試料l乙 レサズリン色素還元速度におよぼす補酵素の影響

関する限り不適当と考えた.そこで， GR試薬よりも感 補酸素添加法のレサズリン変色所要時間は従来法のそ

度の低いFR誌薬を用いて同生乳(ただし， 40-3日間 れと比較して短縮された.NAの場合，それほど反応促進

保容読料であり細菌学的品質は表 2のとおり〉中の亜硝 効果は認められなかったが， ATPの場合は表-21乙示

酸塩の検出を試みたと乙ろ，いずれも陰性であった.そ したよう l乙著しく反応が促進されて検体の90%以上が，

乙で，直ちに乙れらの試，料24例についてFR試薬l乙よる その変色所要時間が短縮され，とくにグラム陰性低温菌

硝還法を定法l乙準じて行なった. において顕著であった.

その結果， 17/24例は， 1次培養直後(150-22hr保 乙のように， ATP添加法は反応の促進効果があるだ

持)1乙， 7/24例は 2次培養で 1'"'-'6時聞はそれぞれ陽性 けでなく，従来法よりも 1桁少ないレベ、ルの細菌数まで

を示したが，いずれも硝酸塩還元時間と細菌数との聞に も短時間で推測できる乙とが明らかとなった.次に 370

相関性は認められなかった. さらに，300 (この温度は・ 並びに300 で従来法と ATP添加法の比較実験を行なっ

前項の実験結果はもとづいて選択採用した〉で1次培養 て，低温菌数 (250-72hrC V T平板測定値〉との関係

を行ない，両者の関連性を求めたが，前記の場合と同 を求めて表 3"-'41ζ示した.

様，相関性は認められなかった。 これらの成績によると万法のいかんにかかわらず，

以上，硝還法について検討した結果，本邦の生乳は， 3rよりも300

で試験する方が，より正確な低温菌数が推

中温菌および低温菌が共在するという実態，並びに当初 測できるようであり，しかも 300 で行なう ATP添加法

から亜硝酸塩を比較的多量に含む生乳が荏在するという が，その中でも低レベ、ノレの菌数を推測する乙とができ

事実等を考慮すると，本法を直ちに細蘭学的乳質評価の た.しかし，低温菌が優位の態勢を示している生乳lこつ

方法として採用する ζ とは時期尚早であろうと思われ いて，本法が直ちに実験成績どおりの少ない低温菌数を

る. 把握し得る方法であると結論することはできない.

表-3 生乳の低温細菌数と 370Cにおけるレサズリン還元試験ATP添加法

判定時間
低温細菌数 x104/ml 

(分〉
方 法 色調

三三20 21.....，100 110--400 ミ410 平均値 範 間

。 2017U 117U 。 1例 35 0.75-550 

1 317U 817U 2例 1170 87 2.3--560 

従 来 法 2 。 617U 417U 。 97 36-270 

3 .0 1例 217U G 132 46-230 

4 。 。 217U 。 160 120， 200 
30 。 3例 。 。 。 2 0.75--2.3 

1 19例 。 。 。 4 2.3--20 

ATP添加法 2 1例 9例 417U 117U 107 23--550 

3 。 1例 。 。 52 52 

4 。 617H 617U 117U 134 36， 565 

。 1317U 。 。 。 7 0.75--20 

1 10例 217U 。 。 14 2.3....，26 

従 来 法 2 1例 717U 317U 2例 145 5.7....，560 

3 。 417U 2例 G 101 36....，270 

4 。 317U 517U 。 116 37....，230 
60 。 。 。 。 。

1 11例 。 。 。 7 0.75-16 

ATP添加法 2 1117U 317U 。 117U 54 2.3-550 

3 。 11711 。 。 42 42 

4 117U 1217U 10例 1170 115 5.7....，560 
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表-4 生乳の低温細菌数と 300Cにおけるレサズリン還元試験ATP添加法

一判定(時分間〉 方 法 色調
三三20

。 5例

1 。
従 来 法 2 Q 

3 。
4 。

30 。 。
1 4Oリ

ATP添加法 2 。
3 。
4 。
。 5例

1 。
従 来 法 2 。

3 。
4 。

60 。 。
1 4OO 

ATP添加法 2 1例

3 。
4 。

すなわち，前記の結果は各供試試料とも中温菌数が多

いために低温菌よりも，むしろ中温菌の還元能l乙負うと

ころが大きいからである.

このように，中温閣と低温菌の菌数が，ともに多く，

しかも両者が正の相関を示すような生乳では従来のレ法

を用いて中温菌数を測定し，その結果から低温菌の多寡

を間接的l乙推測できるものと考えられる.しかし，低温

菌並びl乙中温菌をあわせた概数をより正確に推測するに

はレサズリン色素還元i試験を従来の370
よりも300

で実施

した方がよいと考える.

以上，ATP添加法は従来法に比較して変色所要時間

が短かく，しかも，低いレベルの菌数までも推測できる

乙とが明らかとなったとはいえ，現在これを直ちにわが

国の生乳の細商学的簡易検査法l乙採用しでも，それほど

の利点はないと考えられる.

すなわち，わが国の生乳のように貯乳時間が短かく，

しかも中温菌数と低温菌数がともに多いような乳質で

は，中温菌を対象とする従来のレ法で十分，品質評価が

可能であり，あえて補酵素 (ATP)を用いて試験判定

の所要時間を短縮する必要はないと考えるからである.

低温細菌数 X 104jml 

21-100 110，...，400 二三410 平均値 範 四

8OU 3例 1例 110 5.7，...，650 

8例 5例 1例 124 26-560 

3 OU 5OU 3例 442 37-2，800 。 。 2OH 910 420， 1，400 。 1 OU 1 OU 1，950 200， 3， 700 

。 。 。
13例 4例 2例 117 5.7-650 

5例 8OO 2例 345 37，...，2，800 

1例 1 OO 。 147 43， 250 

1 OO 1 OU 4例 1，868 37，...，3，700 

4例 1例 。 48 5.7-270 

7 OU 4OO 。 84 23，...，250 

4OO 3，si!l 2例 229 26，...，650 

2例 4OU 1例 243 37，.....520 

2OO 2例 5OO 658 43.......2， 800 

。 。 。
4OO 1 OO 。 48 7.3-270 

7例 7例 。 94 5.7.....，250 。 。 1 OU 560 560 

7 OO 7例 7 OO 589 26，...，3，700 

ただレ，従来法よりも低いレベ、ルの菌数を推測したい

と望む場合や，あるいは今後，わが国の生乳の細菌叢が

低温菌で占められる場合には，検査の迅速性(判定所要

時間短縮〉並びに精度の点で従来法に優るATP添加法

の実用性が多いに期待できると考えられる.

結論

昭和49年11月'"'-'12月に受入されたAおよびB乳業側東

京工場の原料乳を対象試料として硝酸塩還元法並びに補

酵素〔ニコチン酸アミドあるいはATP)の利用による

レサズリン還元法の改良を行なって，生菌数および低温

菌数などとの関連性を検討し，次のような成績を得た.

(1)細菌数と各温度 (150，250， 30つで行なった硝還

法の結果との相関性は， 300
で行なった場合l乙最も高い

傾向を示した.

しかし，生乳によっては当初から比較的多量の亜硝酸

塩を合み，硝還法i乙支障をおよぼすものもある ζ とか

ら，直ちに本試験を低温菌簡易検査に利用することは，

なお問題が残される.

(2)補酵素 (NAあるいはATP)，とくに ATPの利

用によって，レサズリン還元試験の反応速度は著しく促
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進され，その結果，従来法よりも低いレベルの菌数をよ

り短時間で推測できることがわかった.

(3)低温菌および中温菌のあわせた概数を，より正確に

推測するにはレサズリン還元試験の作用温度を 370 より

も300 I乙下げることが望ましい.
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加熱損傷 S.anαtumにおよぼす選択培地の影響ならびに修復について

神 保 勝 彦 中 神 崎 政 子*松本昌雄*

Effects of Selective Plating Media on the Growth of Heat-Injured 

Salmonellααnαtum and Its Resuscitation 

KA TSUHIKO JINBO*， MASAKO KANZAKI* and MASAO MATSUMOTO* 

When SalJJlonella anatum cells were heated at 550C for 10. mIIlUtes， more than 70.% of the viable 

population was unable to reproduce on a selective plating media. 

Heat岨injuredcells were failed to form colonies on a nonselective plating media， but could form col-
onies if they were supplementes with 1 % of Tryptose and 0..1% of Glucose. 

Resuscitation of heat-injured cells occurred more or less immediately after pre・enrichmenttreatment. 

When the injured cells were treated in the Sodium Pyruvate Solution， they were recovered and grew 
well to the level equal to that of normal cells. The recovery of the cells were also possible in Tryptose 

Broth and Tryptone Broth， but they required 2 more hours for their resuscitation than they were 

treated in the Sodium Pyruvate Solution. 

加熱，凍結，乾燥，薬剤などによる被損傷菌の荏在l乙 実験材料および方法

ついては，基礎並びに応用細菌学的分野で1960.年頃から 1.被損傷菌:当研究科で食肉から分離した S.an・

注目され， 1-4) 今日では分子レベノレにおける解析の段階 atumを供試菌として用いた.本菌の 350-18hrトリプ

l乙至っている 5-8) トースブイヨン培養菌液を遠抗して集菌し，乙れを滅菌

一方，従来から衛生細菌学的分野で採用している検査 生理食塩水で2回洗浄した後， 55土10
のo..1Mリン酸緩

法は，開発にあたって一応，非損傷繭を対象として検討 衝液に蔚量が108---109/mlになるように懸濁させ，同温

されたものであると考えざるを得ない.ところが，今日 度で10.分間保持して加熱損傷菌を調製した.

のように加工食品が多様化し，しかも加工処理法が複雑 2.培地:日水(株〉製の標準寒天培地 (PCA)およ

化するにともなって各種損傷因子による被損傷菌の出現 び普通寒天培地 (NA)， Difco製の TryptoseAgar 

が当然i固定され，さらにそれらが再び食品中で回復する (T A)， Tryptose Phosphate Agar (TPA) ， Tryptic 

乙とも予測される SoyAgar (TSA)， Heart Infusion Agar (HA)並びに

そこで仮に，それら被損傷菌が伝染病原菌や食中毒起 選択培地として日水(株〉製の SS寒天培地， MLCB寒

因菌で，漸次食品中で回復増殖する乙とがあるとすれ 天培地， DHL寒天培地，栄研(株〉製のXLD寒天培地な

ば，予防衛生上あるいは品質管理上，等閑視できない間 どを用いた.なお，これらのほかに，前記の非選択培地に

題である.従って，乙れに対処する意味で被損傷菌の復 ついてはブドウ糖含有量0..1%にそろえたものと，逆にブ

活をはかるための検査法の開発が必要であると考える. ドウ糖を除去したものをそれぞれ調製して対象とした.

そこで，被損傷菌l乙関する基礎実験の一端として加熱 3. 損傷菌修復処置液:Tryptose， Tryptone， Pep-

損傷サルモネラ菌 (S.anatωゅの分離培地l乙対する発 tone，肉エキス，酵母:エキス， Cosamino acids (以上

育態度並びに損傷修復物質の一部として知られているピ Difco製)， Phytone (B B L製〉の各 1%諮液ならび

ルピン酸ナトリウム， Tryptose，ブドウ糖などの損傷 l乙ブドウ糖，乳糖，際糖，マンニット，キシロース，ピ

閣に対する影響について検討を試みた. ルピン酸ナトリウム(以上和光純薬製〉の各0..1%溶液

本東京都立衛生研究所生活科学部乳肉衛生研究科 160.東京都新宿区百人町3-24-1
* Tokyo Metropolitan Researc-h Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160. Japan 



に対する DHL測定値は 550-1分加熱菌で 50%，10分

加熱菌で30%，12分加熱菌で 09らであった(図-1).

乙れは損傷の著しい細菌ほど選択培地中の選訳因子lこ強

く影響されることを示すもので諸報告3，5，9)の結果と一致

している.乙の主因は，おそらく細胞膜の選摂透過性が

失われて培地中の胆汁酸塩が侵入する結果，感受性が高

まったためと考えられる.続いて，加熱損傷 S.anatuJn 

の各種非選択培地およびブドウ糖含有あるいは欠如自製

非選択培地l乙対する発育態度を代表的な分離選択培地の

それと比較観察した.

その結果は表-1/，乙示したように，既知あるいは調製

のいかんを問わず非選択培地上の集落数は，いずれも選

択培地上の集落数よりも70，，-，80%多く，しかも非選択培

地の中では Tryptoseとブドウ糖を含んだ培地での集落

数が最も多く計測され，他の供試培地の集落数にくらべ

て1桁高かった.

2. 蛋白質ならびに糖類の影響

培地組成のうちで Tryptoseが，最も強く損傷菌の修

復l乙関与していると考えられるので，培養前の修復処置

液として Tryptose以外IC，従来から一般培地の窒素源

l乙使用されているTryptone，Peptone， Casamino acids， 

Phytone液などについて検討を試みた.

なお，参考までに非選択培地成分iこ多用されている酵

母エキスや肉エキス液などについてもその影響を観察し

て，結果を図-21乙示した.すなわち各修復液処置後の

菌数を比較してみると Tryptose，Tryptone， Peptone 

Ann. Rep. Toわ'0Metr. Res. Lab. P.H.， 26偶 1，1975 

を用いた.

被加熱損傷菌を 250の修復処置液l乙所定時間作用させ

てから平板培地l乙O.lml塗抹して， 350-18hr 培養後l乙

菌数を測定!ノた.
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結果および考察

1. 選択培地の影響

非損傷 S.anatUJnのDHL測定値は， TAのそれに

くらべて90%程度であるが，これに対して加熱損傷菌で

は加熱時閣が長くなるにつれて，その差が顕著で， TA  
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Fig. 1. Survior curves for S. anatum heated 

in O.lM phosphate buffer， pH 7.0 at 55 0
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Table 1. Effect of plating media on viability 

of heat-injured S. anatUJ1l. 
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Fig. 2 Recovery and growth of heat-injured 

S. anatum in treatment media. The ceIls were 

heated in O.lM phosphate buffer， pH 7.0， at 550 

for 10 min. The samples were plated on TA. 

Symbols: 0， incubated in Tryptose ;鱗， incu-

bated in Tryptone;ム， incubated in Peptone; A， 

incubated in Yeast Extract;口， incubated in 

Beef Extract;関， incubated in Phytone; X， in-

cubated in Casamino Acids. Note : Viable count on TA was taken as control. 



ように，ピルピン酸ナトリウム液の場合，処置直後から

2時間後まで， Tryptose液の場合は処置後 4時間ま

で，菌数はほとんど増減を示さなかったが，それ以降は

急増し 6時間後には対象にほぼ近い菌数l乙達した.

このように，ピルピン酸ナトリウムで前処置した後D

HLで培養した場合は，無処置でi直接DHL~乙接種した

場合l乙比べて，検出率が増加して90%以上の値を示すこ

とが判った.

このように，ピルピン酸ナトリウムや Tryptoseは，

被加熱損傷 s.ωzatlllJl の有力な修復促進物質の一つで

ある ζとが明らかとなったが， ζれを食品衛生検査に応

用するには，方法的にも技術的にもなお多くの解決され

るべき問題が残されている.

要約

食肉から分離した s.ωzatumの加熱損傷菌を用い

著であったということは，諸報告10-12)にもあるように，

加熱損傷菌の栄養要求性が一時的に複雑化してある種の

栄養素を必要とレたり，あるいは酵素活性が一時的に低

下したためと考えられる.

3. 修復処置と DHL測定値

前項の成績から， Tryptoseやピルビン酸ナトリウム

が加熱損傷菌l乙対して復活促進効果を有する乙とが明ら

かとなった.

そ乙で，加熱損傷 s.ωzatlllnをこれらの修復液で，

前処置した後， DHL培地を用いて菌数を測定して，対

照のTAのそれと比較した.その結果は図-4~乙示した

23456  
INCUBATION TIME (hr) at 25。

Fig.4 Recovery and growth of heat-凪injuredS. 
anatum in treatment media. The cells were he-

ated in 0.1 M phosphate buffer， pH 7.0， at 550 

for 10 l11in. SYl11bols: 0， incubated in Pyruvate 
and plated on T A ;鶴， incubated in Pyruvate 

and plated on DHL;ム， incubated in Tryptose 

and plated on TA; .A， incubated in Tryptose 

and plated on DHL. 
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処置直後の菌数は，ピルビン酸ナトリウムも各糖液で

処置した場合もほとんど同じであったが，キシロースや

諜糖液の場合にやや菌数が少ない程度であった.処置 1

時間後，ピルビン酸ナトリウム液の修復促進効果は各種

供試糖液のそれに比較して著しく顕著で，菌数は処理後

の4倍にも達した.これに対して各糖処置による菌数は

処置直後から 3時間後まで変化なく推移し，4時間後lこ

はじめて増加したが，各測定値間l乙大差なく，修復促進

効果はマンニット，ブドウ糖，乳糖，際糖，キシロース

のJI買であった.

このように， Tryptoseやピルビン酸ナトリウムの発

育促進効果が，非損傷菌では確認できず加熱損傷菌で顕

液の場合l乙菌数が最も多く，しかも三者間に大差は認め

られなかった.次いで，酵母エキス，肉エキス液処置の

)1買に菌数が多く， Casal11ino acidsと Phytone液処置

の菌数は前述の修復液のそれにくらべてかなり少なかっ

た.この傾向は，処置 3時間まで続き， 4時間後 iこは

Tryptoseや Tryptone液処置の菌数と，その他の処置

液の菌数との差が顕著となった.

次l乙，加熱損傷菌におよぼすブドウ糖，マンニット，

キシロース，際糖および乳糖液の影響並びに従来からメ

タボライトの一部としてよく知られ， 10，11) しかも損傷菌

の復活物質として利用されているピルピン酸ナトリウム

を対象に比較検討を行なって，その結果を図-31"1.:.示し

た.
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Fig.3 Recovery and growth of heat-injured S. 

anαtum in treatl11ent media. The cells were 

heated in O.lM phosphate buffer， pH 7.0， at 
for 10l11in. The samples were plated on TA. 

SYl11bols: 0， incubated in Pyruvate;轡， incu-

bated in Mannitol ;ム， incubated in Saccharose ; 
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{有主只東

102 

103 

104 

一
ε
¥江
一
凶
泊
三
コ

Z
σ
o
J



164 Ann. Ret. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 26・1，1975 

て，既評の分離培地並びに損傷菌の修復促進物質の一部

として知られているピルピン酸ナトリウム， Tryptose， 

ブドウ糖および一般培地の窒素・炭素源あるいはその他

の栄養源として多用されている数種類の物質などの修復

効果について検討した結果，次のような成績を得た.

①Tryptose， Tryptone， Peptone，酵ー母エキス，肉エキ

ス， Casamino acids， Phytoneなどのうち， Tryptose 

並びに Tryptoneは他のものにくらべてきわめて著し

い修復促進効果を示した.

@ピノレピン酸ナトリウムの修復促進効果は，供試糖類と

比較して顕著であり，糖類ではマンニット，ブドウ糖，

乳糖，際糖，キシロースの順であった.

③ピルピン酸ナトリウム液で前処置した後， DHLで培

養した場合は，無処置で商接DHLI乙接種した場合lζ比

べて，検出率が増加して， 90%以上の値を示した.
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食品細菌検査用試料鋼製のためのストマッカーとホモジナイザーの機能の比較評価

庭山邦子*小久保弥太 郎*井草京子*

Comparative Evaluation of Suspending Ability of the Stomacher and of the 

Homogenizer for the Preparation of Bacteriological Food Specimens 

KUNIKO NIWAYAMA*， YATARO KOKUBO* and KYOKO IGUSA牢

For the evaluation of suspending ability of the Stomacher， food suspensions for the bacteriological 
examinations were prepared both by the Stomacher and the Homogenizer. Specimens used for this 

study were 237 of frozen foods， 122 fishpaste products， 69 raw oysters， 15 ground pork， and 66 hams and 

sausages. These two preparations for bacteriological tests were simultaneously tested by the Standard 

Plate Count (SPC) technique. Consequently， both of the SPCs/g obtained on each specimen were wel1 

agreed one-another， and statistical1y it was inferred that there was no significant differences between 

these two preparation techniques. 

食品中の細菌数の検査を行なう際Ic:.， まず最初に実施

しなければならない事は，一定量の検体を秤量して，その

中l乙荏在する細菌を効果的比一定量の希釈液中l乙，均ー

に分散懸濁させる作業である.乙の作業を独創的な方法

で行う機械が， 1972年比英国の Colworth1) Ic:.よって開

発され，その懸濁方法が胃の消化作用に似ているところ

から，ストマッカーと呼ばれ，英国の Seward社2)から

発売されている.

著者等は今回，最近欧米諸国の食品検査室で，広く使

用され始めため， 乙のストマッカーによる食品検体の誠

料液作成を，日常検査法K採用する ζとを企図した.そ

の第一段階として，同一検体を 2分して，一方をストマ

ッカーで，他方をホモジナイザーで各々処理し，得られ

た両試料液をそれぞれ別個に混釈培養し，出現した細菌

集落数を比較して，ストマッカーの誌料液作成能を評価

するととを試みたので報告する.

材料および方法

1. 検体:1974年8月から 12月までの間Ic:.， 都内各保健

所より，細菌検査の目的で当研究室比搬入された，市販

食肉魚介類および同加工品計509検体で，運搬中100以下

l乙保持されたものを商ちに検査に供した.なお， ζれら

の検体の内訳は，冷凍食品237件，魚肉ねり製品122件，

生かき69件，ハム・ソーセージ66件，および豚挽肉15件

*東京都立衛生研究所生活科学部乳肉衛生研究科

である.

2. 希釈液:使用した希釈液は次の組成のものである.

A液:0.9弥生理食塩液

B液:リン酸ーカリウム 34g 

1N-水酸化ナトリウム175ml，蒸留水を加え，

全量を1lとする.

A液800mllc:.B液 1mlを加え， pH7.21乙調整後， 1210

で15分間滅菌した.

3. 試料液の調製:同一検体から試料10gを2回ずつ秤

量し，前記希釈液を 90mlずつ加え，一方は日本精機製

ホモジナイザー (50"-'100ml用〉で， 20，000rpm， 2分

間摩砕し，他方は，滅菌ポリ袋l乙入れたものを，ストマ

ッカ -400(80-----400ml用)1乙装着レて， 1分間作動さ

せた.なお， ζれらの試料液は，必要l乙応じて 9mlの

希釈液を用いて10倍段階希釈を行なった.

4. 一般生菌数の測定:食品衛生検査指針i乙記載されて

いる， r生菌数測定法」の項l乙準じて行なった.

成績

今回調査の対象とした食肉魚介類および開加工品 509

検体の一般生菌数の分布を，処理方法日Ijlc:.集計比較した

のが Table 1である.表から明らかなように， 509検体

中300以下l乙対応する部分を除いた， 305検体中 286検体

(94%)は， 1オーダー以内の誤差で，両法による処理

160東京都新宿区百人町3-24-1

* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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Distribution of Viable Cell Counts Obtained on Various Food Suspensions Prepared 
Through Two Different Techniques 

Table 1. 

Viable cell countsjg， Homogenizer 
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液の成績が一致した.

Fig. 1は，両処理液またはそのliずれか一方で，生

菌数 300以下であったものを除いた 4種類の食品 284検

体について，縦軸l乙ストマッカー処理，横軸l乙ホモジナ

イザー処理で得られた生菌数の対数値をプロットしたも

のである.各食品における両成績間の相関係数，回帰式

は図l乙示した通りであった.

また，食品の形態別l乙次の 3種類l乙大別し，それらの

分散比 (F)検定を行なったところ， 1)生鮮食品である

生かきおよび豚挽肉からなる66検体では， F=0.0938， 

2)加工食品である魚肉ねり製品，ハム・ソーセージ，鯨

ベーコンからなる 108検体では F=0. 0043， 3)冷凍食品

131検体では， F =0.3855であり，両者の閤i乙有意な差

は認められなかった.

考察および結論

食肉魚介類および同加工品の細菌検査を，同時i乙多数

の検体について実施する際，能率の良い試料液調製法を

採用するととが望ましい乙とは言うまでもない.乙の作

業には，古くは滅菌乳鉢と乳棒で摩砕した食品を，希釈

液中l乙懸濁する手工業的方法が用いられ，最近では，ホ

モジナイザーあるいはそれと向原理の機械が広く一般に

用いられている.しかし，いずれの場合も検査しようと

する検体数と同数の滅菌乳鉢，乳棒，あるいはホモジナ

イザーカップをあらかじめ準備しておかなければならな

いと言う難点が有る.特i乙後者の場合l乙は，各部品聞の

互換性lこ多少開題が有り，騒音の発生や，故障の原因に

もなっている.乙れに比して，ストマッカーによる試料

液の調製には，あらかじめ準備しなければならない物

は，滅菌ポリ袋だけと苦う点， Sharpe等りが指摘して

いるように，労力と経費の節約になり，多数の検体の同

時処理l乙大変便利である.また使用中の温度上昇も無視

出来る位l乙小きいため，細菌検査には好都合であった.

そこでストマッカーの食品試料液調製能であるが，ス

トマッカーで消化された検体と，ホモジナイザーで調製

された検体の，一般生菌数出現状況を比較したところ

(Table 1および Fig.1)，両試料液調製法の間 l乙，

統計的な有意の差は認められなかった.乙のことは，今

回調査の対象とした食品中の細龍が，ストマッカーで 1

分間消化させる乙とにより，十分有効に懸濁し得たこと

を示すものと考える.

一方，ストマッカー消化の難点として挙げられた事

は， 1)魚介類の骨や貝殻片で，たまにポリ袋i乙ピンホー

ルが生じ，液漏れしたものが有った事， 2)いか，かき等

の場合i乙，消化された筋繊維がピペットに詰って，試料

液の採取を困難にした事，および3)たζの場合は，あら

かじめ検体に少し鉄を入れておかないと消化しなかっ

たと言う点であった.これらの難点を解決するために，

丈夫なラミネート袋(すでに試作品が出来ている〉を外

袋として二重K使用するとか，消化時間の調節，消化液

量の変更等，何らかの工夫を必要とする.なお，今回は

細臨検査用試料の調製のみについて検討したが，今回の

試料のこなれ状態からも，試料袋からの妨害物質の溶出

等，不都合な点を避ければ，化学的な食品検査の分野に

も応用し得るものと考える.

文献。Sharpe，A. N. and Jackson， A. K. : Appl. Mi-

crobiol.， 24， 175， 1972 

2) Jackson， A. K. : A. J. Seward， UAC House， Re-

ference 25， 1974 

3) Mcmeekin， T. A. : AP1うl.Microbiol.，29， 44， 1975 

4)厚生省環境衛生局監修:食品衛生検査指針 1，103， 

1973 
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MPN法による食肉魚介加工品中の推定ウェルシュ菌数の測定

神崎政子中神保勝彦中村上 ー*春田三佐夫*

Enumeration of Presumptive CI. perfringens in斑eat and Fish Prod ucts 

by the U se of Most Probable N umber Technique 

MASAKO KANZAKI*， KATSUHIKO JINBO*， 

HA]IME MURAKAMI* and MISAO HARUTA * 

Duriug the period from May through June 1975， a total of 171 meat and fish products， which con-
sisted of 50 hams， 109 sausages， 2 fish ham and sausage and 10 other products was subjected for the 

presence of Clostridium pClfringcns. All the specimens were obtained at each factory at the time of 

immediately after their procession. A simple multiple tube technique with a modified Shahidi-Ferguson 

Perfringens (SFP) medium was applied in comparison with the pouch method， for the enumeration 

of the presumptive organism in the products. Consequently， 103 (60.2%) out of 171 products examined 
were found to be contaminated with a greater than 0.3/g of the presumptive organism. Of them， 82 
(53.8%) were being contaminated with O. 3，.....，9. 9/g of the presumptive organism， and solely detected by 
the MPN technique. 

従来，嫌気性菌の検出向定には，特殊な設備と，複雑

な手技を必要としたので，ある一定レベル以上の検査室

でなければ，その検査ができないという難点があった.

そのため，特l乙食品衛生分野での嫌気性菌研究が，臨床

細菌分野のそれに比してやや立ちおくれている.まし

て，一般市販食品を対象にした，系統的な嫌気性菌汚染

調査は，日本ではあまり誠みられたことがなく，僅か

に，ヨーロッパで，ニ，三の食品会社が，ウェルシュ菌

を指標として，自主的な調査と規制1) を行なっているに

過ぎない.

今回，著者らは，フリルフラマイド (AF-2)使用

禁止後の，食肉魚介加工品の嫌気性菌汚染を，製造直後

の段階で，推定ウェルシュ菌を指標とした最確数 (MP

N)法で計測し，それらの製品の衛生細菌学的な品質評

価をすることを誠みたので、報告する.

材料および方法

1. 使用菌株:実験に用いたウェルシュ菌は， Hobbs 

2型のNC T C8238株と，当所伊藤らが，食中毒患者糞

便から分離したTW-6型株の 2株である.なお，対照、

として， B型ボツリヌス BMN-2株と， E型ボツリヌ

ス日一Iwanai株の 21朱を用いた.

2. 食肉魚介加工品およびその原料:1975年 5月'""6

月比，都内の食肉魚介加工品製造業から収去した，製造

直後のハム50件，ソーセーツ 109件，魚肉ハム・ソーセ

ーツ 2件，その他の製品10件および都内某水産加工業か

ら提供された原料魚すり身10件の計181検体である.

3. 培地

a) SFP半流動寒天:Shahidiら2)によって報告され

た基礎培地の寒天量を0.05%に減じたものである.その

組成は， トリプトース (Difco)15g，ソイトン (Difco)

5 g，イーストエキストラクト (Difco)5 g，メタ霊亜

硫酸ナトリウム(和光純薬)1 g，クエン酸鉄アンモニウ

ム(和光純薬) 1 g，レサズリン酸ナトリウム塩(半井

化学薬品) 1mg，ポリミキシンB (台糖ファイザー〉

3万単位，カナマイシン 12mg，寒天 (Difco)0.5gを

1，000mlの蒸留水に溶解し， pHを 7.6I乙調製したもの

である.これを10mlずつ中試験管(18x180mm)に分

注し， 1210 で 10分間滅菌した.なお，試料原液の培養

用l乙， 2倍濃度の培地も準備した.

b) LM半流動高層寒天:同じく Shahidiら2)によっ

てウエノレシュ菌の確認培地として開発されたものであ

る.その組成は， トリプトース (Difco)15g，イースト

エキストラクト (Difco)10g，ラクトース(純正化学〉

lOg，燐酸二ナトリウム(和光純薬) 5 g，フェノールレ

中東京都立衛生研究所生活科学部乳肉衛生研究科 160東京都新宿区百人町3ー 24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-l王u，Tokyo， 160 Japan 
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ッド0.05g，寒天 (Difco) 3 g，蒸留水 1，000mlから成 を用いた.なお，燐酸緩衝液の原液は，燐酸二水素カリ

るものである.作成l乙当り，ラクトースとフェノールレ ウム (KH2P04) 34gを500mlの蒸留水に溶解し，乙れ

ッド以外のものを溶解し， pHを7.51乙調整したのち， 1乙約 1Nの水酸化ナトリウム液175mlを加え，さらに蒸

上記2試薬を加え，小試験管(13x96mm)に3mlずつ 留水を加えて全量を1，000mlとし， pHを7.21乙調整後，

分注し， 1180 で15分間滅菌した. 使用時まで冷暗所lこ保在したものである.

4. 希釈液:話料原液の調整と希釈には，次の組成の 5. 推定ウェルシュ菌数の測定:誠料10gIc希釈液90

希釈液を用いた.すなわち， 0.9%食塩液 800mltc， mlを加え， 20，000rpmで1分間ホモジナイズし，これを

あらかじめ準備した pH7.2燐強緩衝液の原液 1mlを加 誠料原液とした.必要に応じて試料原液を10倍段階希釈

え，試料原液の調製には 90mlずつ，希釈用としては 9 し，試料原液はlOmlずつ，他の希釈試料は 1mlずつ，

mlずつを，それぞれ100ml容希釈ピンまたは中試験管 それぞれ3本ずつの SFP半流動寒天に接種した.これ

(18 X 180mm) t乙分注し， 1210
で 15分間滅菌したもの らは， 460で24時間培養後，硫化水素の産生が認められ

Weigh 10g 
of sample 

日omogenizeat 
20，000 rpm for 
1 minute 

Made serial 10 holed dilu-
tions (10-1-10切り of the 
suspension by the diluent 

Dispense 1ml aliquots into 
triplicate tubes of SFP 
liquid medium 

Incubate at 460C 
for 24 hours 

Add 90ml 
of diluent 

Subculture 1 loopful culture 
of every blackened tubes 
into semiωsolid LM agar 

Incubate at 350C 
for 24 hours 

Culculate 
MPN 

Fig. 1. Schematical presentation of the used 

enumeration technique for presumptive Cl. per-

fringens in food. 

黒色の沈殿が生じたものを， LM半流動高層寒天にそれ

ぞれ 1白金耳ずつ移植した.接種の終った試験管は350

で24時間培養し，ラクトースの分解により培地色が黄変

し，しかも運動性が認められなかったものを，推定ウェ

ルシュ菌陽性とレて，各希釈列の陽性試験管数から， M

PN法により試料 19当り推定ウェ jレシュ菌数を求め

た.

成蟻

1.τMPM法とイ也の検出法の実験的比較:前記実験室

保荏株を，炭酸ガス噴射下でVL変法液体培地めに接種

し， 350
で24時間培養後，同じく炭酸ガス噴射下で，上

記培地で10倍段階希釈を行なった.各希釈段階 1ml中

の蘭数を，ガス噴射法 (Rolltube culture method)，4) 

平板法， 5)パウチ法，のおよびMPN法により同時に計測

した成績が Table1である.なお，繭数計測の際の培

養は，ウェルシュ菌が460 24時間，ボツリヌス菌が350

24時間である.

表から明らかなように，培養液中のウェルシュ菌数

は，いずれの検出法でも近似の値を示し，特l乙嫌気的な

操作を必要としないMPN法で，十分その菌数測定の目

的を達し得ることが判った.一方，対照として用いたE

Table 1. Comparative Recovery of Cl. pelfringens and of Cl. botulinum by Four Different 

Isolation Techniques 

Numbers of organismsjml recovered by 

Modified V. L. broth 24Hr. Roll tube cul冊 Plate cul- Pouch culture MPN 
Culture of ture method ture method method method 

〈CN1.CPTGC7:fT8i2n3g8e〉ns HobbsF type2 6.0 X 107 1. Ox 107 2. 3x 107 3.0X107 

CI.l均lfringensTW-6 8. Ox 108 1. 9 X 106 1. 7x 107 4.5x 108 

CI. botulinum type B (BMN 2) 3.2x107 2.5x101 

CI. botulinum type E (E-Iwanai) 2. 2X 105 1. 5 X 104 3.0x104 1.1 X 105 

Note: Dilution of the individual culture was made by the modified V. L. broth at an anaerobic 

condition. In the Table，・-indicatesnot detectable. 
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Table 2. Sensitiveness of the MPN Procedure for the Detection of Presumptive Cl. pe7戸-ingens

in Raw Fish Meat 

Fish-paste sample 

1. Codfish 

2. Codfish 

3. Codfish 
4. Shark 
5. Shark 

6. Tunny 

7. Miscellaneous fish 

8. Miscellaneous fish 

9. Miscellaneous fish 
10. Miscellaneous fish 

pouch method 

<101 

5.5 X 102 

<101 

<101 

<101 

<101 

<101 

1.0x101 

5. Ox 101 

1.0x101 

Viable cell countjg 

htIPN method 

2.3x 100 

二三1.4x102 

0.4x100 

1. 5 x 100 

0.9x100 

0.9X100 

0.4x100 

4.5x100 

4.5x101 

9.5x100 

型ボツリヌス菌も ，SFP培地で良く増殖し，ウェルシ PN法とパウチ法で同時に測定した.MPN法では，全

ュ菌同様黒色の沈澱を産生したが， LM培地l乙二次培養 例から0.4jg以上の推定ウェルシュ菌を検出したのに対

した際，乳糖非分解で，運動性を示すので，容易にウェ レ，パウチ法では， 4例のみからlOjg以上の同菌を検

ルシュ菌と区別できることも判った・ w 出したに止まった.

2. MPN法の推定ウェルシュ菌検出感度:ウェルシ 3.句推定ウェルシュ菌数からみた食肉魚介加工品の衛

ュ菌汚染が，比較的高い乙とが予慰された原料魚すり身 生細菌学的品質:製造直後の食肉魚介加工品の推定ウェ

10件について，それらの中の推定ウェルシュ菌数を， M ルシュ菌による汚染度を調べたのがTable3である.パ

Table 3. Evaluation of the Quality of a Variety of Processed Foods Made Through 

the Recovery of Presumptive Cl.ρeJfringens 

Specimen Detection No.of 
No. of presumptive Cl. pe7fringensjg 

procedure tested 0.3，...，0.9 1. 0...，9. 9 10-99 100...，999 

Hams 
50 11(22.0持〉 3(6.0持〉 1(2.0%) 

pouch 50 1(2.09ら〉

Sausages 
109 18(16.5%) 61(60.0外〉 6(5.5%) 1(0.9%) 

pouch 109 10(9.2%) 

Fish ham and 2 
sausage pouch 2 

Others 
MPM 10 1(10%) 1(10%) 

10 

Note: Figure in the Table represents the number of specimen， and -indicates not detectable. 

ウチ法で，10jg以上の同菌を検出したものは， 11検体 考 察

(6.49のであったが， MPN法では， 103検体(60.2%) ウェルシュ菌は，自然界の何処にでもいる菌 (ubiq司

が 0.3/g以上の同菌によって，汚染されていたことを明 uitous organism)7)で、あり， 100。以下の，比較的緩慢な

らかにし得た.すなわち， 82検体 (53.89のは， 0.3'"'-' 温度で，加工される乙とが多い食肉魚介加工品中から，

9.9jgという比較的低濃度の被汚染検体で， MPN法の 本菌の芽胞を完全に排除する ζ とは期待しにくい.乙れ

みによって，その汚染状況を把握することができた例で は，今回調査を行なった，製造車後の食肉魚介加工品

ある.また，今回調査の対象とした検体中，ソーセージ 171件中103件 (60.29のの検体が，0.3jg以上の推定ウ

類が， 109検体中 86検体 (78.99のと特に高い汚染率を ェJレシュ菌に汚染されていたことからもうなずける.

示していた. 一方，ウェルシュ菌食中毒は，菌がヒトの腸管内で，
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芽胞を形成する際l乙産生する毒素8)による foodintoxi-

cationであり，患者が発病するためには，ある一定量

以上の菌が，食品中l乙荏在する必要があることも事実で

ある.また，加工原料食肉中等l乙存在した本菌芽胞は，

製造工程での加熱衝撃により発芽し，以後の製品の取扱

い如何によっては，急速な増殖を示すことも予想され

る.ちなみに，ウェルシュ菌が， 1，000倍l乙増殖するの

は要する時間は， 450 で僅か3時間りである ζ とから，

殺菌料を含まない食肉魚介加工品の，製造後および流通

過程での取扱いは，生のたん臼食品同様特に慎重に行な

うべきであると考える.消費者の安全を確保するため

に，食肉魚介加工品中の推定ウェルシュ菌数の，安全許

容範囲を，どの程度のレベ、ルl乙設定すべきであるかは，

種々異論のあるところと思うが，少なくとも，製造直後

の製品については，Goldenbergら1)がミートパイについ

て設定している， 10jg以下に抑えるのが妥当であると

思う.また，流通段階の製品については， 100jgを越え

るものは排除するよう努力することが望ましいと考え

る.

要約

1975年 5月から 6月の聞に，都内71個所の食肉魚介加

工業から収去した，製造直後のハム50件，ソーセージ

109件，魚肉ハム・ソーセージ 2件およびその他の製品

10件の計171件について，推定ウェルシュ菌の検出を詰

みた.検体中の推定ウェノレシュ菌の検出は， Shahidi-

Fergusonの変法液体培地を用いたMPN法により行な

い，同時に実施レたパウチ法による成績と比較した.そ

の結果，今回調査の対象とした製品171件中103件 (60.2

?のが， 0.3jg以上の推定ウェルシュ菌に汚染されてい

た.その内， 82件 (53.8%)は， 0.3"-'9.9jgと比較的

低濃度の汚染を示したもので， MPN法によってのみ検

出が可能であった.
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走査型電子顕微鏡によるべん毛，線毛の観察

前木吾市

Scanning Electron Microscopic Observation for Flagella and 

Fimbriae of Enterobαcteriαceαe 

GOICHI MAEKI* 

To obtain a good view of flagella and fimbriae of bacteria bya scanning electron microscope， an at-
tempt was made to apply a Cト shadowing，prior to the carbon， Au-Pd evaporation for the specimens 
placed on a collodion membrane. A high resolution scanning electron microscope used in this experi-

ment is ASID attached to JEM-100B， and the organism principally used fo1' the p1'eparation of the spe-

cimen was Escherichia coli IAM 1239 strain. 

Results obtained are as follows : 

1) Both flagella and fil11briae of the organism were able to observe at a l11agnification of 20，000， on 

the specil11en placed on a thin collodion l11emb1'ane， though the l11el11brane was easily to1'n off. 

2) If the specimen was placed on a strong l11icrogrid 01' a thick cupper l11esh， a good view of fimbriae 

was no longer available due to the lowering of the resolving power. 

車蓄 軍司

近時，走査型電子顕微鏡(以下 SEMと略す〉が，生

物分野の研究にさかんに利用されるようになって来た.

その原理1-3) を具体的に示せば，細く絞った靖子プロー

ブで誠料・表面をテレビジョンのように走査し，誌料から

発生した形状情報をになった 2次電子を利用し，検出

器，増幅器を介してCRT(ブラウン管〉上で拡大走査

像を観察する仕組みである. SEM像の特徴は焦点深度

が大きいこと，そしてとく薄い試料表面の情報だけを与

える乙との 2点であるが，欠点として透過型電子顕微鏡

〔以下TEMと略す)f乙比較して解像力が低く，像が暗

い乙とがあげられる.解像力は電子プローブを細く絞る

乙とによって向上するが，その限界は絞り得る電子プロ

ーブの径にはよらず， 2次電子が放出される試料表層の

深さによって制約されることを理解しておきたい.

機器と併行して SEMの誌料作製法の進歩も著し

い.←7)しかしながら生物詩料のうちで細菌のべん毛，線

毛は未だに観察困難と去われる.生物詩料の SEM高解

像観察l乙難しい一面があることを示している.今回電子

プローブを一段と絞り得る SEMを用いて，べん毛，線

毛の観察を試み好成績を得たので報告する.

*東京都立衛生研究所生活科学部乳肉衛生研究科

実験材料及び試料作製

実験材料

供試菌株は大腸菌E.Coli 1 AM  1239で寒天濃度を

0.15%に希釈した普通寒天培地を用い，3JD24時間培養

で使用した.

試料作製

先ずTEM用のCrシャドウイングメッシュを作製し，

乙の表面l乙SEM用試料作製の常法，カーボン，金パラ

ジウムの廻転蒸着すなわち試料表面の導電性処理を施し

て読料を得た.メッシュ上の支持膜l乙は通常のコロジオ

ン膜と，自製トリヤホール・マイクログリッドめの 2種

類を用いた.マイクログリッドの上には更に菌を載せる

ためのコロジオン膜を張って使用するが，説明の便宜

上，以後通常のコロジオン膜をコロジオン単膜，後者を

単l乙マイクログリッドと呼ぶことにする.下地は銅製

150メッシュである.なお，本実験に使用するマイクロ

グリッドの理想としては，網目の中の丸し1孔の部分lこ薄

い残存膜がなく貫通していることが望ましい.しかし作

製時の温度，湿度等のデリケートな条件lこより， トリヤ

ホーノレの残荏膜が張られ，後から張るコロジオン膜と重

なって二重膜を構成している場合が考えられる.二重膜

160東京都新指区百人町3-24… 1

* Tokyo Metropolitan Research Labo1'atory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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上の菌を観察したのでは本来のマイクログリッドの使命

を果せないことになるが，二重膜か否かの確認、は難しく

鑑別は特l乙行っていない.

試料作製の実際については次の通りとした.コロジオ

ン単膜とマイクログリッドの間で，べん毛，線毛の観察

結果を比較するため， Crシャドウインクコカーボン，

金パラジウムの蒸着(量は0.3mm併のもの14cmを距離

12cmから飛ばす〉およびメッシュを裏返してのコロジ

オン膜に対するカーボン蒸着膜補強処理の各操作を何れ

も同じ条件で実施した@

SEMによる観察

機撞は日本電子KK製 JEM-100B I乙取付けた走査

像観察装置 EM-AS 1 D (以下 ASIDと略す〉であ

る.三段縮小レンズ系を使用し，電子線プローブの縮

小率が高いため，解像力は 2次官子像で100Aと公称さ

れているが， NDS取付けのため試料交換がサイドエン

トリー方式に改められてからは， TEM同様l乙解像力の

低下が認められ，その外に試料の廼転が不能となってい

る.本機の特長はTEM本体の蛍光板上で電子プローブ

が見えるので，軸調整やプローブの非点補正がやり易い

利点がある.

加速篭圧はすべて， 20kV，電子宮流 20"-'60μA，撮影

倍率はディスプレーの CRT上で60倍から 3万倍の範囲

で行った.ちなみに SEMの解像力を 100A，肉眼の解

像力を 0.2mmとすれば，有効拡大の最低限度は 2万倍

でよいことになる.試料の傾斜角度は先万側へ400 と

した.傾斜をつける ζ とで2次電子の発生が促進され像

のコントラストを増すことができる.撮影フィルムはネ

オパン SS ( J 120)，現像は軟調なコニドールスーパー

と，カテコール表面現像法を併用した.

観察所見

(1) 試料作製について

実験lこ先立ちべん毛，線毛の発育について寒天濃度を

基準としてTEM!乙より検討したところ，濃度の低い培

地の方が線毛の発育がよい乙とが判った.そこで薄い

0.15%の培地表面から釣菌し試料作製を行った.

(2) コロジオン単膜法の結果

写真 1はコロジオン単膜を用いた SEM試料作製済み

のメッシュで，膜の破れは最も少い方lこ属する.便宜上

A， B部l乙分けて説明すると， A部の菌は写真2のよう

にメッシュ孔の貫通した部位すなわちコロジオン単膜だ

けの上に載っており，日部の菌は載っているコロジオン

単膜の下側を，厚い銅メッシュにぴったり支えられた恰

好になっている .A部の菌はTEM像， SEM像を対応

させて観察できる位置にあるが， SEM用試料作製完了

後のメッシュでは，多重蒸着膜の層が厚くなり過ぎて

TEMでは観察不可能であった.B部の菌はTEMで見

ることは勿論不可能で， SEM!こよりはじめて観察可能

となった視野中にある.

さて重要な結果を示すと， A部では写真 3"-'5にみる

ようにCRT上の倍率 2"-'3万倍でべん毛は勿論，線毛

まで確認されるという好結果が得られた.写真 3"-'5は

何れも写真2の切れかかりの支持膜上の菌を撮影したも

ので，写真 3，4はCRT上3万倍，写真5は2万倍の

撮影である.写真 3，5は'写真2の中央付近の拡大像

で，位置を対応させてみることができる. CRT上で2

万倍までの撮影はさ程困難ではないが， 3万倍になると

非点収差の影響が急速に増大し，像の流れが顕著となる

ことが判った. SEMでは粗い蛍光板上の像をカメラレ

ンズで近接撮影するので， TEMのようにネガフィルム

の引伸しは効かず，高解像の像を望むにはどうしても C

RT上で倍率を上げる必要がある.写真 3，4!乙は写真

2の支持膜のうねりの一部が拡大され下地の膜の平面性

が失われているが， ζのような場合TEMでは撮影は殆

ど絶望的であるに拘らず，本実験では SEMの高倍率撮

影が可能であった.

B部の銅メッシュ基板上の菌では，写真6のようにべ

ん毛は観察可能であったが線毛は認められず， back!乙

存をする銅メッシュ表面の凹凸が浮彫りされて独得の

パターンが観察されるに至った.B部では写真 2でみる

ように，視野全体が2次電子の放出過剰で明るくなり過

ぎ，菌誌料のコントラストだけをA部の菌のように強調

する乙とができなくなる.しかしB部を巨視的に観察す

ると調誠料以外の視野では， コロジオン膜上l乙Cr，C， 

Au-Pd三層の蒸着膜があるにも拘らず，澄んだ川底を

透かしてみるような透明感が現れ，銅基板表面の不規則

な凹凸像もかなり解像がよい.コロジオン支持膜が全面

にわたり均一なので菌の捜索も比較的容易である.

(3) マイクログリッド支持膜法の結果

写真7は撮影に用いたマイクログリッドの一部拡大像

で，説明の便宜上視野を， C， D部I乙分ける.

C部すなわちマイクログリッドのメッシュ孔上の菌試

料では，視野を更に二分して厚い網目上の二重膜(網目

の骨l乙相当する〉の部 (Cr)と，コロジオンー重膜と予

想された部 CC2) とに分けて観察を進めてみた.C1， C2 

視野共CRT上でべん毛は比較的容易に認める乙とがで

きる一万，線毛の存在は漠然として好結果は得られず，

コロジオン単膜法 (A部)!乙比し解像の劣ることが認め

られた(写真 9，10). またC1，C2視野の間でべん毛の

見え具合にあまり差異は感じられなかった.C1， C2椀野
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の SEM像を巨視的な見地からみると，その境界はTE

M像のような明暗の明かな差としてでなく，写真8のよ

うに凹凸のある丸い輪廓で仕切られ，二重膜か一重膜か

の区別がつきかねる予椙外のパターンを示した.

D部すなわちマイクログリッドメッシュの銅基板上に

載った菌の観察では，写真 11，12にみるように， back-

groundの銅基板表面の小さい凹凸構造がぼやけて白い

斑紋(むら〉となって生じ，コロジオン単膜法における

C部(写真 6)のモザイク模様とは大きくかけ離れた明

状し難いパターンを示した.べん毛の存在は辛うじて認

め得るが，線毛l乙至っては全く観察困難で，撮影のため

の focus合せにも難渋する程の不成績となった.

考 察

べん毛，線毛が何故明i療に撮影されたかについて焦点

を絞り，理由を考察してみたい.

(1) 走査ビーム応対して耐久性のある試料が作製で

きたこと.

本商べん毛の SEM観察例については， 3年前l乙今回

と同じ Crシャドウイング済みメッシユで JSM-S 1機

により撮影i乙成功している.のその際メッシュ孔上のコ

ロジオン単膜の部分は，走査ピームの衝撃に対して甚だ

弱く次々に膜切れが起きたことを経験している.それ故

今回の実験l乙着手する前まで、は， SEM観察iζ適する菌

誠料の部位は，銅メッシュ基板上の視野と，新たに登場

させたマイクログリッド上の視野に期待していた.本筋

l乙戻り本実験ではコロジオン単膜法における膜切れは，

殆ど試料作製時の蒸着処理の段階で生じており， SEM 

観察時の走査ビームによる膜切れは見掛け上軽微と判断

された.既往の実験と比較して今回の試料作製上，特に

進歩を自負し得る事柄はないが，蒸着物質として前回は

金，今回は粒子の細かい金パラジウムを用い，その他で

は液体窒素による試料汚染防止装置を採用している.コ

ロジオン単膜のビーム l乙対する耐久性向上について敢て

推測するならば，結果的l乙Cr，カーボン，金J"'iラジウ

ムの各蒸着層が薄く，粒状性細かく強固に施され，コロ

ジオン膜の補強l乙効果を発揮したものと解釈したい.

(2) 薄い支持膜の採用と， Crシャドウイングが効果

をあげたこと.

線毛が薄いコロジオン単膜上 (A部〉で明瞭に認めら

れ，梢j享味の出たマイクログリッド上 (C部〉ではその

解像が低下し，銅メッシュ基板上 (B，D部〉では遂に

線毛が認められなくなったことから，薄い支持膜の使用

が高解像の像をもたらした大きな理由の一つであること

が実証された.又 Crシャドウイングは，べん毛，線毛

の微弱なコントラストを増強させること f[~、目当効果があ

るものと推察される. TEMでみられるコントラスト増

強効果が， SEMの場合にも当朕めて考えられるからで

ある.又シャドウイングはべん毛，線毛の直径を太らせ

る効果により， SEM自体のべん毛，線毛識別能力を向

上させる乙とが推定される.

マイクログリッド (C部〉における線毛の解像が，本

来向等の見え方を示して当然な筈のコロジオン単膜 (A

部)f乙劣った理由については，明確な原因が指摘できず

解釈に苦しむところである.思うに試料作製の項で述べ

たように自製マイクログリッドの出来が不如意で， トリ

ヤホールの薄い残杏膜を生じ，二重膜を構成させたこと

の公算が大きい.今後はガス処理法等で、残存膜を除去す

る手段をテストする要がある.銅メッシュ基板上のB，

D部にみられたべん毛，線毛の解像の低下については，

SEM像形成の理論から考えて，支持体材料の銅表面か

ら放出される 2次電子，銅内部からの反射電子によって

励起される 2次電子等の影響によるものと推定される.

(3) A S 1 Dの性能を高度に発揮させたこと.

線毛の観察を CRT上で行うには， 2万倍以上の倍率

が必要であり，非点収差の補正が不十分では認めること

ができない. AS 1 Dでは非点補正の操作はCRT上の

試料像をみて行うが，高倍率撮影における最大の難関で

ある.focus合せも非点補正同様，正確には撮影視野に

ついてしか行う乙とができない.非点収惹補正， focus 

合せ共l乙迅速に行わないと試料にコンタミが生じて撮影

は失敗する.SEM像の高倍率撮影のチャンスは一回限

りと断じて過言でない.電子プローブ系の引絞り"の汚

れは著しく非点収差を増大させ解像力を低下きせるの

で，撮影前の鋭筒内部品のクリーニングは絶対に不可欠

である.線毛の撮影はASIDの性能の限界のレベルで

行われるものと考えるゆえんである.

まとめ

高解像機種の JEM-100B付属走査像観察装置 ASID

を用い，大腸菌を対象l乙べん毛，線毛の観察を試み好結

果を得た.誌料は透過型電顕用l乙作った Crシャドウイ

ングメッシュに，走査型電顕試料用の表面導電性処理

(カーボン，金パラジウム蒸着〉を施して作製した.支

持膜にはコロジオン単膜と，マイクログリッドを用いて

比較した.結果を次i乙示す.

(1) 薄いコロジオン単膜上ではブラウン管上2"'3万

倍でべん毛，線毛が観察された.誌料作製段階で膜が切

れ易い欠点がある.

(2) 自製マイクログリッド支持膜上では線毛の解像が

低下した.ただし支持膜は丈夫で安定している.

(3) 両支持膜の銅メッシュ上における菌の観察では，
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コントラスト，解像共l乙低下するが，べん毛までは観察

可能であった.

謝辞本研究l乙当り校関と指導を賜った当所乳肉衛患

研究科長，村上一博士，菌培養で御援助戴いた微生物部

潮田弘主任研究員に謝意を表します.
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写 富六 言見 明

写真は Crシャドウイングを施した大腸菌の同一菌株の走査型電顕像で， ]EM-100日付属 ASIDで撮影したもの

で構成した. 加速電圧20kV，電子電流20-60μA，傾斜角度はNo.1を除き400である.写真左肩の番号l乙続く A，

B， C， Dの区分は，支持膜の種類および支持膜上の観察部位による分類である.

A:コロジオン単膜使用の場合で，メッシュの孔上の視野を指す.(No. 1 -5) 

B:コロジオン単膜使用の場合で，銅メッシュ上の視野.(No. 6) 

C:マイクログリッド支持膜使用の場合で，メッシュの孔上の視野.(No. 7，.... 9) 

D:マイクログリッド支持膜使用の場合で，銅メッシュ上の視野.(No.ll， 12) 

べん毛，線毛の解像の良さはA，C， B， Dの順位となった.なお掲載写真の倍率はCRT(ブラウ 上の0.75

倍の縮尺になっている.

写真No.

1 :コロジオン単膜の試料作製完了メッシュ.膜の破れが生じ易い.(X45) 

2 :撮影lζ用いた視野で，乙の状態で、No.3， 4， 5は撮影できた.(x750) 

3 :線毛のCRT上 3万倍の高倍率撮影像. (X23， 000) 

4 :同上.菌の片側が臼く光るのは電子線の入射角度が浅くなったため起きたもの.(x23， 000) 

5 :べん毛のよく見える視野. CRT上2万倍撮影.(X15，000) 

6 :パックを銅メッシュ l乙支えられたコロジオン膜上の菌.線毛は見えなくなる.銅メッシュ表面の凹凸が支持膜を

透して見えている.(x 15， 000) 

7 :マイクログリッドの試料作製完了メッシュ.膜の破れは起きていない.孔上l乙網目の模様が窺える.(約x100)

8 :マイクログリッドのメッシュ孔上の菌と小さい網目の像.(X7.500) 

9 :マイクログリッドのメッシュ孔上の菌. CRT上 2万倍撮影.線毛の見え方は漠然としている.(X15，000) 

10 :同上. CRT上3万倍撮影.写真l乙撮ってみると線毛の幸子在が窺える.(X23， 000) 

11:パックを鍋メッシュ l乙支えられたマイクログリッド上の菌.べん毛だけが見える.銅メッシュ上の細かい凹凸は

ぼけて，むらを生じ菌の観察を国難ならしめる.(x7， 500) 

12 :向上. CRT上 3万倍撮影像.解像が悪くなり focus合せも困難となる.(x23，OuO) 
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食品中のマイコトキシンに関する研究〈第6報〉一一ー市販ピーナツ類及びピーナツ製品

よりアフラトキシン BIの検出

富井家寿 太牢 小川 仁志 牢風間栄治*斉藤和夫*

観 公子*井部明広 *木村康夫中

Studies on斑ycotoxinsin Foods (VI) Detection of Aflatoxins in 

Peanut and Its Products 

YASUTA NAOI*， HITOSHI o GAWA* ， EI]I KAZAMA*， KAZUO SAITOヘ
KIMIKO KANヘAKIHIROIBE* and Y ASUO KIMURA牢

緒 扇

1974年10月ローマにおいて，食品汚染のモニタリング

プログラム作成を目的としたWHO，F AO合同の会議

が召集された.この会議の席上l乙採りあげられたモニタ

ーされる汚染物質の中に各種マイコトキシンがあるが，

特に優先順位の高いもののトップl乙アフラトキシン群が

みられる.このことはアフラトキシン汚染の問題が世界

各国において緊魯に対策を立てる必要のある乙とを示唆

するものである.わが国においては既にピーナツ，ピー

ナツ製品についての試験法が厚生省より出され，アフラ

トキシン B1 については各試験研究機関において，常時

チェックする体制がとられつつある.都において昨年10

月に実施したナッツ類の一斉検査で， 1試料からアフラ

トキシン B1及び B2 を検出し必要な行政措置がとられ

た.われわれは市販食品中のマイコトキシン試験を恒常

的に進めることの可能な唯一の地方試験研究機関として

の都衛生研の役割を考え，この検出例について試験法の

検討を中心にした考察を加え報告する.

実験の部

(1)試料

市販ピーナツ類65種，ピーナツ製品17，僅，他のナッツ

類24種計 106種

(2)試験法

(A) 抽出法および Cleanup 誠料 50gをブレンダー

カップに精秤し，メタノールと 1%塩化ナトリウム溶

液の混液 (55: 45)200mlとn-ヘキサン100mlを加えた

後 3分間ブレンドする.内容物は500mlの遠洗管に移し

2500回転で10分間遠洗する.上清のメタノール水層 200

ml中より 100mlを分取しクロロホノレム50mlで 2回抽出

する.クロロホルム層を合わせ無水硫酸ナトリウムで脱

水した後炉過，炉液は濃縮乾回する.残漬をベンゼンー

アセトニトリル混液 (98: 2) 1 ml Ir.溶解レ， TLC 

をお乙なってUV照射下アフラトキシン及び類似蛍光物

質の有無を検する.すなわち大量の試料を迅速に処理す

るためこの段階でスクリーニングを実施する.疑いのあ

るものはすべて取りあげ，次のCleanupの操作に移す.

Table 1 

Sample (50 g) 

n -Hexane layer 

TLC 

(screening) 

MeOH: 1%NaCl=55:45(200ml) 

n-Hexane 100ml Blend (3 min) 

centrifuged (2500rpm) 10min 

Aqueous M在eOHlayer 100ml 

| ぽ倒……t仕凶同rac配C…
(50mlx2) 

CHCla layer 

lドr白e… 尚Na2Sいい2S訓訓S叩叫O仏4

Concentrated to dryness 

residue 

Benzene: Acetoni tril 
=98:2 (0.5ml) 

Clean up 

TLC 

Fl uorodensi tometry 

*東京都立衛生研究所生活科学部食品研究科 160 東京都新宿区百人町3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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残余のベンゼンーアセトニトリル溶液は濃縮乾固した

後クロロホルム約 20mltc:.溶解し，シリカゲルカラムを

用いて Cleanupをおこなう.カラム l乙上記クロロホル

ム溶液を流した後， n-ヘキサン次l乙エチルエーテルでカ

ラムを洗浄しメタノールークロロホルム (3: 97)で溶

離する.多くの場合ピーナツ類においてはTLクロマト

グラム上にアフラトキシン類似の妨害鐙光物質は少ない

ので，シリカゲルカラムによる Cleanupで目的を達す

る.しかし試験結果の正確を期するため，われわれは更

に二段カラムで Cleanup操作をおこなっている.すな

わちシリカゲルカラムの上K無水硫酸ナトリウムをはさ

んで酸性アルミナを積層し，更に無水硫酸ナトリウムで

おさえた後上述のクロロホルム抽出溶液を通す.このカ

ラムを使用すると例えば醸造食品におけるアフラトキシ

ン試験において，類似鐙光物質の除去に多大の効果があ

ることをわれわれは報告しているが，乙の経験からアフ

ラトキシン試験においては Cleanupの時乙の二段カラ

ムを必ず併用する乙とにしている.

(B) 分離検出 TLCの展開溶媒は公定法どおりまず

クロロホルムーアセトン=9 : 1)を使用したが，更に

他の 2種の異なった溶媒系も使用して標準品と Rfの比

較をお乙なった. 2種の展開溶媒の組成はエチルエーテ

ル:メタノール:水=94 : 4.5 : 1. 5及びイソプロピル

アルコール:アセトン:クロロホルム 5: 10: 85であ

る.又担体としてアドソ Jレボジルー 1のほかに， MN-キ

ーゼノレゲル G-HRとバイオシノレーAを用いた. Fig.1 

から 6までに示すように，各々の担体と 3種の展開溶媒

を使用した時の結果は完全l乙一致した.
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Developer : CHC13 : Acetone( 9 : 1 ) 
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Fig.3 Carrier: CHC13 : MN-Kiesel gel 

G-HR 

Developer : CHC13 : Acetone( 9 : 1) 

P=Sample S=Standard 

(C) アフラトキシン B1 の確認試験

Fig 71乙示したように試料抽出誠験溶液一定震を TL

Cプレート上l乙スポットして，クロロホルムーアセトン

(9: 1)混液はより一次展開をおこなう.風乾後アフラ

トキシン B1 を確認したならばその直上にアフラトキシ

ン B1標準溶液を一定量スポットし風乾する.次l乙無水

トリフルオ Jレ酢酸を滴下完全lこ風乾した後，クロロホル

ムーメタノーノレ (95:5)の展開溶媒で二次展開をおこ

なう.トリフルオル酢酸附加アフラトキシン B1はRf
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Developer : iso-Propanol : Acetone: 
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Fig.4 Carrier: Adsorbosiト1

Developer : Ether : MeOH : H20 

(94 : 4.5 : 1. 5) 
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結果と考察

Table 1の万法lこより調製した 106誌料からの試験溶

液について，第 1次のスクリーニングを実施したところ

15試料の誠験溶液について Cleanupが必要となった.

特に B1誌を検出したものはTLCプレート上で強い明

瞭な蛍光を示した.シリカゲ、ルカラムによる Cleanup 

の結果3試料を残して他はすべて陰性となった.疑いの

ある試験液のうち 2麗はTLCプレート上でアフラトキ

シン B1 と若干異なる色調の蛍光を示した.乙の段階で
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O.35~付近l乙又 B2 は附加物ができないので溶媒先端に移

行する .p付加物はuv照射下紫青色のスポットとして確

認できる.定性的に確認をおこなった後，鐙光デンシト

メトリーはよって定量試験を実施した.Fig.8はアフラ

トキシン B1B2 G1 G2のデンシトグラムで(1)"'(4)は標i司主

品で(5)が試料中から抽出した BlとB2のデンシトグラム

である.又 Fig. 9は標準 Blの各濃度における検量線

である.
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Fig.8 Censitogram of Aflatoxin on TLC plate 
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Fig.9 Calibration curve of Aflatoxin Bl 

in TLC densitometry 

陰性とする前l乙念、のため二段カラム(アルミナシリカゲ

Jレ)による Cleanupを実施したところ，この 2種の

試験溶液は完全にアフラトキシン B1陰性となった.残

る1種のみが標準品アフラトキシン B1 と完全に一致す

る蛍光と Rfを示すスポットがみられた.そこで TL

Cプレート上でトリフルオル酢酸による附加物生成反応

をおこなったのち，再度展開したところRf0.35附近に

標準品と試料アフラトキシン B1 の附加物の明瞭なスポ

ットが出現し両者は完全に一致した.直ちにアドソルボ

ジノレー Iを担体としたす LCプレート上のスポットにつ

いて蛍光デンシトメトリーをおこなったところ，検量線

よりアフラトキシン B1 として92ppbの定量値を得た.

われわれはカピ毒汚染のおそれのある市販食品につい

て今後更に広範なチェックを進める必要のあることを痛

感しているが，なかでもアフラトキシン試験の場合試験

結果の完全を期するためTLCにおいて公定法以外の異

なった 2種の担体及び展開溶媒を用いた定性試験をも併

せて実施し検討を加えた.特i乙MN-キーゼノレゲノレG-H

Rとバイオシル司Aを祖体としたプレートはアドソノレボ

ジルー Iよりもすぐれた分離能を示したので，最終判定

をおζなう場合極めて有効であると思われる.又ζ乙l乙

使用した 2種の展開溶媒は， B群， G群ともに適当な

Rf値を示した.尚今回は 106誌料についてすでに報告

した試験法2)を用いてステリグマトシスチンの試験を実

施したがいずれも陰性であった.

結論

(1)ピーナツ，ピーナツ製品中のアフラトキシン B1誌

験法は公定法で一応良好な結果が得られるが，アフラト

キシンが検出された場合あたえる社会的影響が多大であ

ることから試験結果の正確を期するため，Clean up に

おいては模数のカラムの使用又異なった担体及び展開溶

媒を使用したTLCなどを同時に実施した万がよいと考

えられる.

(2)今回アフラトキシン B!， B2 を検出した試料はイン

ドネシア産のピーナツであったが，過去における検出例

からみてもアフリカ，東南アジア方面から輸入されるナ

ッツ類及びそ他の食品については厳重な監視が必要で、あ

る.

(本研究の概要は食品衛生学会第29回学術講演会昭和

50年5月で発表した〉
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アーモンド中のシアンについて

西島基 弘*冠 政光牢高橋尚子*上村 尚*

中里光男牛渡利優子中木村康夫*

Survey of Cyanide in Almond 

MOTOHIRO NISHI]IMA汽 MASAMITSUKANMURI*， SHYOKO TAKAHASHI*， 

HISASHI KAMIMURA汽 MITSUONAKAZATO*， YUKO WATARI* and YASUO KIMURA* 

はじめに

食品中のシアンは梅や桃の仁K合有されているアミグ

ダリン，ピルマ豆のリナマリン，とうもろこしのズリン

等のシアン配糖体が酵素分解によって生じるが，微量で

も鉄酵素をおかすため，食品中の常在量を知る必要があ

る.

食品中のシアンl乙関する研究としては W.Sturn， E. 

Hanssen， 1，2) が硝酸銀法について回収率と pHの関係等

を詳細に検討し，さらに D.R. Haisman等3) はアーモ

ンド中氏含有されるアミグダリン分解酵素，フ。ノレナシン

分解酵素，およびハイドロオキシニトリル分解酵素が基

質に連続的i乙作用する乙とを報告している.

われわれは食用種子類のシアン含量を知る目的でピリ

ジンピラゾロン法4) によって調査を行ない，併せてアー

モンド(スイート〉を試料としてシアン配糖体の留液中で

の形，加熱処理によるシアンの挙動ならびに人工胃液，

人工腸液中でのシアン配糖体の変化などについて検討を

行なっ?こ.

実験方法

1. 試料，試薬

( i ) 試料:市販品の謂査は食品監視機動班が収去

したものを用い，他はカリフォルニア産アーモンドを用

もit，こ.

(ii)試薬

① アミグダリン(1 C N Pharmaceuticals. Inc.) 

② マンデロニトリル(東京化成工業KK)

① エムルシン〔東京化成工業KK)

④ ベンツアルデヒド(半井化学薬品KK)

① シアン標準液:シアン化カリウム約 0.5gを精秤

して，水で 200m1とした.O.lN硝酸銀液を用いて規定

度をもとめたのち，水酸化ナトリウム液でアルカリ性と

してさらに水で 100倍したものを原液とした.原液を10

倍レたものをシアン標準液として用いた.

① クエン酸緩衝液 (pH5.9):クエン酸 128.1gおよ

び水酸化ナトリウム 64.4gを水i乙溶かして 1，000m1と

し，用時10倍l乙うすめ pH5.9とした.

⑦ リン酸緩衝液 (pH6.8): 1)ン酸ーカリウム3.40g

およびリン酸ニナトリウム(無7)<)3.55 gを7.l<fC:溶か

し，全量を 1000m1とした.

③ ピリジンピラゾロン試液:1ーフェニル-3ーメ

チルー5ーピラゾロン0.25gを750
の温水 100m1IC:溶か

して，室温まで冷却し，乙れl乙ピス (1-フェニルー 3

ーメチル 5ーピラゾロン)0.02 gをピリジン 20m1f乙

溶かした液を加えて混合した. (用時調製〉

① 人工胃液(局方第 I液):塩化ナトリウム 2.0g

k希塩酸 24m1，および水を加えて 1000m1とした.

(pH1. 2) 

⑬ 人工腸液〔局方第E液) :リン酸ー水素ナトリウ

ム35.8glC:希塩酸 6m1および水を加えて 1000m1とし

た. (pH7.5) 他の試薬はすべて特級品を用いた.

2. 定性試験

食品衛生法，食品添加物の規格基準，豆類. 1豆類の

成分規格江よった.

3. 定量試験

( i ) 試験溶液の調製

粉砕した試料25gを500m1のフラスコはとりクエン酸

緩衝液 (pH5.9)200mlを加えて， 3時間放置後， 1 % 
酒石酸液 1m1を加えたのち蒸留を行なった.受器はあ

*東京都立衛生研究所生活科学部食品研究科 160 東京都新宿区百人町3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunirtcho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 
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らかじめ 1%水酸化カリウム液30mlを入れた100ml共 液を等量のエーテルで、抽出した.それぞれのエーテノレ麗

栓メスシリンダーを用いた.なお，蒸留装置の末端はボ を水洗，脱水，濃縮したのち，紫外部吸収スペクトル

ールフィ jレター (G-1)を付け，水酸化カリウム液中 法，蒜外吸収スペクトル法を用い，標準品との比較にょ

に浸しておき，留出速度3.0mlν/minで

でで、蒸留レたのら，ボ一ルフイ/ルレタ一部分を少量の水でで、洗 ( i ) 紫外部吸収スぺクトル法

い，l先j伎を合わせ，留液を10%水酸化カリウム液および 装置は自記分光光度計.目立 EPS-3Tを用いた.

10%酢酸で中和(指示薬:フェノールフタレン〉したの (ii) 赤外吸収スペクトル法

ち，水で全量を100mlとしたものを試験溶液とした. 装置は赤外分光光度計.日立 285形(特殊固定セノレ

(ii)定量 1.0mm)を用いた.

J 1 S-K01011C従った.すなわち詩験溶液 0.5'"'-'20 結果および考察

111l(1""'-"5rのシアンを含む〉を50ml共栓誌験管にと 1. 謹子および豆類中のシアンの含量について

り，水を加えて20mlとした. 市販されている食用種子25種類 (56検体〉についてシ

さらにリン酸緩衝液 (pH6. 8) 10mlおよびクロラミ アンの含量を調査した結果は Table1. I乙示レたとおり

ン?液 0.25mlを加え，ただちK密栓し，静かに振り混 であり，アーモンド以外からは検出されなかった.

ぜて 5分間放置後，ピリジンピラゾロン試液 15mlを加 アーモンドの市販形態としては主として油揚げしたも

えて，室温で20分間放置したのち生じた紫青色の呈色液 のであり，シアン含量はo'"'-'0.2ppm程度であった.他

を試薬ブランクを対照として 620nmで測定した.また， に生アーモンド〈加熱処理をしていないもの〉のスライ

同時に検量線を作成して定量を行なった. スしたもの，生アーモンドを粉砕したもの，および菓子

4. ベンツアルデヒド，およびマンデロニトリルの向 原料のアーモンド、からは，いずれも 0.2""'-"5ppmのシア

定 ンが検出された.

試験溶液の調製の項i乙準じた.ただし蒸留直後のシア 2. 留液中におけるシアン化合物の形について

ン化合物の同定には蒸留装置の末端を水酸化カリウム液 Bitterアーモンド中のシアンを定量する場合はシアン

l乙積麗させたエーテル層に導入して蒸留を行なった.ま 配糠体を酵素分解して蒸留する方法が一般に用いられて

た， 2時間後の留液中におけるシアン化合物の同定は留 いる.アミグダリンの酵素分解による生成物は D.R. 

Table 1. Contents of Cyanide in Com111ercial Edible帽Seeds

Pulverization 
Frying(6) 

Content (ppm) 

3.0， 5.0， 0.8 
1.3， 1.1， 0.3， 

0.2 

2.0， 0.8 
0.1， <0.1， ND， 

ND， ND， ND， 

Sa111ple Processing for111 

Raw 

Slice 
Almond 

Soy Bean(2)， Tora Bean， 
Big Broad Bean(2)， Carabaruso(2)， 
Mottled Kidney Bean， Walnut(3)， 
Greenish Brown Bean， Pistachio， 
Black Soy Bean(2)， Pine Nut， 
Gingko Nut(2)， Peanut(2)， 
White Kidney Bean， Cashewnut(2) 

Raw ND 

Pumpkin Seed， Punpnut， 
Minicorn， Giantcorn， Furamenca， 

Spanish Peanut， Butter Peanut(2)， 
Akadamianut， Coconut， Pine Nut， 

Cashewnut， Carabaruso， Gingko Nut， 

Sunflowerseed， Pistachio(3) 

Frying ND 
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Haisman等3) により詳細に検討されている.また，日

本薬局方によると円 キョウニン水中ではマンヂロニト

リノレZ二三ベンツアルデヒド十シアン化水素の平衡を保

つ，といわれている.

われわれはシアンをピリジンピラゾロン法で定量する

にあたり，留液中のシアンがマンデロニトリル又はシア

ン化水素のいずれの形で存在するか，あるいは両者の混

合物として帯在するかについて検討した.

一般にピリジンピラゾロン法の発色は蒸留後 1時間以

内で行われるが，蒸留直後ならびに 2時間放置後におけ

るシアンの形を明らかにするために，マンデロニトリ

ル，およびベンツアルデヒドをエーテルで、捕集または拍

出レて紫外部吸収スペクトノレ法ならびに赤外吸収スペク

トル法で、測定した結果は Fig.1.， 2 . ~乙示したとおりで

あり，いずれもベンツアルデヒドと同ーの吸収スペクト

ルが得られたことにより蒸留直後から蒸留後 2時間後の

留液中にはベンツアルデヒドと遊離シアンの形で存在レ

ていることが推定される.

以上の結果から，蒸留直後から 2時間までに測定する

場合は留液中の遊離のシアン化水素を定量しているもの

と考えられる.

3. 加熱処理によるシアン配糖体の消長

一般に市販されているアーモンドは加熱処理(油揚

げ〉したものが多く，また遊離シアンは酵素分解により

生成することなどから考えて，加熱処理したアーモンド

中では，シアン化合物が荏在しているにもかかわらず，

185 26・1， 1975 年報甘汀一
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Fig. 1. Identification of Benzaldehyde 
by UV -Absorption Spectra 
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Fig.2. Identification of Benzaldehyde by IR日 AbsorptionSpectra 
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熱により酵素が失活しているために検出されないことも

考えられる.そ ζで生アーモンドを 350
，"，，-，1900

までの各

調度で;10分間ずつ揚げたものを試料としてシアンを定量

するとともに，試料l乙酵素(エム Jレシン〉を添加したも

のについてシアンの定量を行なった結果は， Fig. 3. I乙

示したとおりである.

350"'--'1000での加熱処理では，4.2ppmのシアンが検出

された. 1100
以上で加熱処理したものは，ほとんどシア

ンは検出されないが，1300程度では酵素を添加する乙と

により ，4"'--'4.2ppmのシアンが検出された.このこと

は，製品中には依然シアン配糖体が存在していて酵素だ

けが失活するものと考えられる.また， 1300
"，--，1900

では

酵素を添加しても温度の上昇とともに検出するシアン量

の低下が認められた.このことは1300以上の加熱処理は

よりシアン化合物が次第に分解し，揮散するものと考え

られる .1900以上では，酵素を添加レてもほとんどシア

ンは検出されなかった.

乙れらのことから，加熱処理後の食品中のシアン化合

物を試験する場合は酵素を添加したものについて行なう

必要があると考える.

4. 人工胃液および腸液におけるシアンの消長

生アーモンドならびに加熱処理したアーモンドが胃

液，および腸液はよりシアンを遊離する可能性を考え

て，生のものと加熱処理したアーモンド，それぞれ20g

を粉砕し，胃液，腸液l乙3時間浸潤レたのちに蒸留した

結果はTable2. I乙示したとおりであり生アーモンドか

らは胃液で1.0ppm，腸液で 1.6ppm検出された.しか

Table 2. Amount of Liberated Cyanide 

in Almond 

Artificial J uice 
Amount of Cyanide (ppm) 

Raw Almond Fried Almond 

Gastric J uice 

Enteric Juice 

1.0 0.1 

1.6 0.1 

し，シアン配糖体を摂取した場合，腸内で加水分解され

て徐々に青酸を遊離するが， 6) 常食となるアーモンドの

量から考えて，青うめを摂取したほどの毒性は示さない

と思われる.

まとめ

食用種子類中のシアン含量を調査した結果，生アーモ

ンドから 0.2......5ppm，また，加熱処理したものから 0

"'--'O.lppmのシアンが検出された.このシアンをピリジ

ンピラゾロン法を用いて定量するにあたり，留液中のシ

アン化合物の形を調査したところ，蒸留後から 2時間程

度ではベンツアルデヒドとシアン化水素の形で存在する

ととが推定された.またアーモンドを 350"'--'1900で10分

間加熱処理した場合，各温度がシアンの定量値比与える

影響を調査したところ100。以下ではシアン量に変化がみ

られなかった. 1100以上ではシアンは検出されないが，

酵素を添加することにより再び100。以下と間程度のシア

ンが検出された.1300以上では酵素の添加によっても温

度上昇とともにシアン量は減少し，1900になるとほとん

ど検出されなくなった.アーモンド(生および揚げたも

の〉を人工胃液，人工腸液中l乙浸潤して，シアン遊離誠

験を行なったと乙ろ0.1，-.，_.2.0ppmの結果が得られたが，

摂取量から考えて特に問題はないものと思われる.
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天然由来による食品中の安息香酸に関す品研究 cnJ

笠およびその加工品について

西島基弘*冠 政 光 宇 高 橋尚子ヰ上村 尚史

中里光男*渡利優子中木村康夫ヰ

Studies on Naturally Del"Ived Benzoic Acid in Food (n) 

Detection from Beans and Their Products 

MOTOHIRO NISHI]IMAヘMASAMITSUKANMURI*， SHYOKO TAKAHASHI*， 

HISASHI KAMIMURA汽 MITSUONAKAZATO*， YUKO WATARI* and YASUO KIMURA* 

まえがき

合成保事料の一つである安息香酸は，天然物中にも広

く分布しているため， 1，2) 添加の許可されていない食品

から検出された場合，使用の有無についてしばしば問題

となる.そ ζで元来食品中l乙含有されているパックグラ

ウンドを知ることは必要である.前報で、われわれは，あ

んず，およびうめ中の安息香酸について報告しため.

今回は豆類，およびそれらの加工品中の安息香酸をガ

スクロマトグラフィー (GC)，ガスクロマトーマスス

ペクトル?去 (GC-MS)，マスフラグメントグラフィー

(MF)，赤外吸収スペクトル法を用いて同定し， M F  

による定量法を検討して，各種豆類，およびその加工品

について含量をしらべるとともに味噌中の安息香酸の前

駆物質について若干の検討を加えた.

実験の部

1. 試料，および試薬

(i) 豆類，および、その加工品は市販品を用いた.

(ii) 試薬はすべて特級品を用いた.

2. 試験操作

2-1 試験溶液の調製

豆の場合は粉砕器(三菱ミキサーベピーボトル〉によ

り粉砕したもの 50g， 1J日ー工品については，その 50gを

500mlの二頚フラスコに秤取し， リン酸 1ml，水200ml，

食塩約80gおよびシリコン樹脂 2"'3滴を加えたのち，

水蒸気蒸留に付し，毎分約 10mlの速度で、留液500mlを

取った.ζの留液100mlを300mlの分液ロート lζ移し，

リン酸 1ml，食塩10gを加え，エチ Jレエーテ Jレ100ml

で， 3回抽出した.エチ jレエーテ Jレ層を合わせ，少量の

水で、水洗した.エーテ Jレ属は無水硫酸ナトリウムで脱水

後，ロ過し，ロータリーエパポレーターにより約 100ml

K濃縮した.ζの濃縮液を200ml分液ロート l乙移し， 1 

?も NaHC03溶液20ml，20ml， 10mlで3回抽出し，水

層を合わせて，乙れをエーテ jレ15mlで、洗浄レた.さら

に水層をリン酸酸性として，食塩で飽和し，等量のエー

テルで、 3回抽出した.エーテル麗を合わせて水 5mlで

水洗した.エーテ Jレ層は無水硫酸ナトリウムで、脱水した

のち，ロ過し，ロータリーエパポレーターにより濃縮し，

風乾したのち，残濯をアセトンl乙溶かし全量を 5mlと

したものを試験溶液とした.

2-2 同定，および定量

(i) 紫外部吸収スペクトル法 装置は自記分光光

度計(目立 EPS-3T)を用いた.試験溶液 3mlを秤

取し，留去したのち，薬学会協定法(KMn04 分解によ

る方法〉にしたがい試験をお乙なった.

(ii)ガスク口マトグラフィー 装置は島津 GC-5

AFを用いた.

測定条件 カラム: 5% DEGS十 1% H3P04 

(Chromosorb W，AW-DMCS 60--80 mesh) 3 m，温

度:カラム1800，検出器2200，誠料注入口2200，キャリ

アガス:窒素 (50mljmin).試験溶液の注入量は 5μJ

とした.

(iii) ガスクロマトーマススペクトル法

*東京都立衛生研究所生活科学部食品研究科 160 東京都新宿区百人町3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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装置は島津 LKB-9，000形〈多重イオン検出器付〉を かつ定量するために紫外部吸収スベクト Jレ， GC，GC-

用いた MS，MF，IR について検討をお乙なった.

GC-MSの測定条件 GCカラム:5 % DEGS十 1 ( i )紫外部吸収スペクトル法，およびクロマトグラフ

声 HaP043m 温度:カラム 1800，試料注入口 2000， ィーについて 食品中に添加された安患香酸を試験す

セパレータ-2000，イオン源 2900，イオン加圧電圧: る場合は，紫外部吸収スペクトルによる方法は非常に有

3.5KV，イオン化電圧:20eV CTIC) ， 70eVCMS)，ト 効であるが，味噌の拍出物を試験した場合はガスクロマ

ラップ電流:60μA，キャリアガス:ヘリウム (20ml/ 待 トグラフィーに比べ，分析値が大きくなる傾向が見られ

min)，出口スリット:O.lmm， コレクターズスリット た.乙れは Fig.1.1乙示したとおり，味噌抽出物は安息

: O.lmm. 番酸標準物質lζ比べ 287mμ にも吸収を示す乙とから他

試験溶液 1μJを注入した. の物質が共存している乙とが考えられる.一方GCにつ

(iv) マスフラグメントグラフィー いては試験溶液は安息香酸標準物質と同じ保持時間にピ

測定条件 m/e 122のフラグメントグラフをもとめ ークを示した.また粉砕した大豆ならびに味噌50g1乙安

た・イオン化電圧:20eV，コレクタースリット:0.3mm， 息、香酸 O.lmgを添加し，回収試験をお乙なつなととろ，

ピシグラフ:チャートスピード10mmjminとし，その他 90""，95%の回収率が得られた.

の条件はGC-MSの条件にしたがった.試験溶液 1μfを (ii) G C-M S，およびマスフラグメントグラフィー

注入した. について ガスクロマトグラフィーにおいて安息香酸

結果および考察 と同ーの保持時間を示した試験溶液のピークが安息香酸

1.分析法の検討 であることの確認を得るために GC-MSを使用した.

豆類，およびそれらの加工品中の安息香酸を同定し， 言式験溶液について安息香酸標準溶液と同じ保持時間を示

すピークのマススペクト jレを GC-MASP AC-300 により

パックグラウンド消去処理したものは Fig.2.I乙示した

とおりであり，安息香酸と同一のマスパターンを示し

た.乙の GC目 MSの結果をもとにマスフラグメントグ

ラフィーを検討した.すなわち安息香酸の最高のフラグ

メントピークは M十一OHのmje105であるが，ベンゾエ

ート一般に共通して出現するため，分子イオンピークで

ある mje122 IC着目して，フラグメントグラムをもと

めたところ，検出限度は0.5ngであり，また0.5ng以上

では検量線は直線性が得られた.またGCと同様の方法

で添加回収試験をおこなったところ94%の田収率が得ら
c 
o 

一ωω
一E
ω
C
Eト

240 260 280 300 nm 

Fig.1. Comparison of UV adsorption spectra 

of extracts of Soy bean and Miso with 

standard Benzoic acid 

a : Standard Benzoic acid b: Soy 

bean extract c: Miso extract 

れた.

(iii) 赤外吸収スペクトル法について

大豆，味噌を前報と間様l乙処理したものについて測定

したところ， Fig.3.1乙示すとおり C=0 (1690cm-1
)， 

5〉c-o-H，ベンゼン核の振動 ο415町 1，1285 

cm-l， 1175cm-1， 1125cm-1， 1070 cm-りおよびベンゼ

ン核に隣接して寄在する 2個の水素原子が同時に同方向

に動く面内振動 (710cm-りなどを示唆するそ、れぞれの

吸収スペクトルが得られた.

以上の ( i) (ii) (iii) の事実により，豆および

その加工品l乙安息香酸が含有されていることを確認し，

定量はマスフラグメントグラフィーでおこなった.

2. 豆類およびその加工品中の安息香酸の定量

立13種類31検体について安息香酸含有量を調査した.

結果は TablellC示したとおりであった.生あんの原料
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Fig.2. Comparison of Mass Spectra of extracts of Soy bean and 

Miso with standard Benzoic acid 

a : Standard Benzoic acid b : Soy bean extract c : Miso extract 

として使用されるバター豆，サルタピア立およびベビー その原料大豆l乙由来することはほぼ疑いない.しかし大

ライマ豆に 3"-'5 ppmと比較的多く含有されていた. 豆l乙比べ，味噌中の含量が多いことは豆以外の原料由来

大豆は 11検体について試験したところ平均1.20ppm の他l乙，熟成という過程を経ることから，微生物による

(0. 53，，-，2.00ppm)であった.小豆は 5検体調査したと 作用等をうけ，生成する経路もあると考えられる.

乙ろ平均0.87ppm(0. 58，，-，1. 09ppm)含有していた.豆 Mooreりらは微生物による phenylalanine分解の中間生

類l乙含有される安息香酸はその種類により異なると考え 成物として安息香酸を認めていることから構造的に近い

られるが，おおむね0.5，，-， 5ppm含有されていると思われ Tyrosine も関与していることも考えられる. そこで，

る.また，味噌，醤油，あん等のいわゆる加工品につい 味噌の原料および生国について検討した.

て安息香駿含量を調査した結果は Table2. 1乙示したと (i) 原料について 一般的な味噌は原料として，

おりであった. 大豆，小麦，米および大麦等が用いられ，味噌の穏類l乙

3. 味噌中の安息香般の含有原因について より混合割合は異なる.大豆の結果は Table1.で示し

味噌および大豆中の個々の含量を比較すると， Table たが，米については 0.3ppm大麦O.lppm，麹菌 0.7ppm

3.1乙示したとおり，味噌中に帯在する安息香酸の大半が で，比較的低い値が得られた.



Ann. Reρ. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 26・1，1975 190 

3200 

Fig.3. Comparison of IR spectra of extracts of Soy bean and Miso 

with standard Benzoic acid 

a : Standard Benzoic acid b : Soy bean extract 

4000 

c:l¥在isoextract 

Amount of Benzoic Acid Detected from Beans 

Sample 

Soy Bean 

Red Bean 

French Bean 

Tora Bean 

Green Peas 

Kintoki Bean 

Broad Bean 

Kidney Bean 

Butter Bean 

Sultapia Bean 

Michigan 

Tebo Bean 

Baby Raima Bean 

Amount of Benzoic Acid Detected (ppm) 

1.40， 1.02， 1.88， 0.53， 2.00， 0.90， 1.20， 1.61， 
1.07， 0.81， 1.05 
0.88， 0.58， 1.09， 0.93， 0.88 
0.20， 0.92 

0.42， 0.20， 0.33 

0.35 

0.20， 0.92 
0.57 

0.76 

4.90 

3.50 

0.55 

0.62 

3.28 

Table 1. 

No. of Sample 

11 

5

2

3

1

2

1

1

1

1

1

1

1
ょ
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Table 3. Amount of Benzoic Acid in Soy Bean and Miso 

Sample No. of Sample 
10< 

Amount of Benzoic Acid Detected (ppm) 

Soy Bean 

Miso 

ー
ム
一
つ
u
q
d

<一

11 

41 

1---2 2-3 3-4 4~5 5-10 

7 

12 

1 

10 4 6 5 1 

Table 4. Amount of Free Amino Acid in Miso 

Free Amino Sample (9ら〉

Acid Shiro miso Aka miso Aka miso 
く1month) (1 year) (7 years) 

Asp. 0.36 0.37 0.37 

Thr. 0.32 0.36 0.20 

Ser. 0.17 0.18 0.24 

Glu. 0.35 0.39 0.57 

Pro. 0.18 0.19 0.20 

Gly. 0.07 0.07 0.10 

Alla. 0.30 0.28 0.26 

Cys. 

Val. 0.32 0.37 0.37 

Met. 0.05 0.07 0.11 

I. leu. 0.29 0.26 0.34 

Leu. 0.39 0.37 0.58 

Tyr. 0.16 0.15 0.23 

Phe. 0.18 0.18 0.33 

(ii) 味噌中のアミノ酸ならびに安息香酸の生国につ

いて 味噌中に Phenylalanineならびに Tyrosine

等が含有しているかを知るためにいわゆる白味噌，赤味

噌および 7年間保在した味噌についてアミノ酸アナライ

ザーによりアミノ酸の分析をおこなった結果は， Table 

4. f乙示すとおりであり，約0.2%の phenylalanineおよ

び Tyrosineが含有されていた.そこで熟成期間中の安

息香酸含量を調査したところ， Fig.4. f乙示すとおりで

あり，熟成期間30日目現在，特l乙増加の現象は見られな

かったが，今後調査を続ける予定である.

まとめ

豆類およびその加工品中の安息香酸をUV，GC， 

GC-MS， MF， 1 Rを用いて同定レた.また，水蒸

気蒸留，マスフラグメントグラフィーを用いて定量法を

検討した結果94%の回収率を得た.

乙の方法で豆 13種類31検体について検討した結果

O. 20.-....-4. 90ppm含有されていることが判明した.豆類を

原料とした加工品では， 0.05.-....-11.6ppm検出された.ま

た，加工品のうちで味噌l乙含有される安息香酸はその大

部分は原料によると考えるが，今後調査を続ける予定で

(ppm) 

1.01 

0.5札↓L句_.~.一一一G_一一.--

O1iO  O to 3‘hαO叫(day)

Fig. 4. Amount of Benzoic acid of Miso mash 

ある.
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食品中のフッ素の定量について(第2報)Market-Basket Study 

に準拠した摂取量の評価

友松俊 夫* 鈴木 ニ郎 水中 沢久美子*木村康夫*

Determination of Fluorine in Foods (H) Estimation of Fluorine Intake 

based on the斑arket-Basket Study 

TOSHIO TOMOMATSUヘJIROSUZUKI*， KUMIKO NAKAZAWA* and YASUO KIMURAキ

The estimation of dietary intake of fluoride was made on the diets satisfying the nutritional requi‘ 

rement for pregnant women. Food materials representing 6-day diet were purchased from retail and 

department stores in Tokyo. Consequently， it was found that average daily fluoride intake frol11 the 

diets subjected to the analysis was 2.5mg， ranging frol11 1. 6mg to 5.4mg. The al110unt actually extrac-

ted in 100ml of tea frol11 tea leaves ranged between 21-123μg， i. e.， the average amount of fluoride 

intake frol11 tea was quite resel11bling with that of one from other foodstuff， except fish and shellfish， 
though the tea leaves are known to have been containing a large amount of fluoride. 

はじめに

最近各種の報告の中で，フッ素が公害原因物質として l11arket圃basketstudy2)がある.即ち，市販の食品を購

注目されており，筆者等も前報。で，フッ素イオン電極 入し，一定の献立にしたがって食事を用意レたのち，乙

を用いた分析方法および数種の食品中のフッ素含有量に れを混合して分析することによって，その食事より摂取

ついて，報告している. されるフッ素量を評価する方法である.

公害原因物質について考慮する場合に重要な乙とは， 今回我々は，乙の方法l乙準じて，妊娠後期女性の栄養

それがどの程度人体に取り込まれるかということであ 所要量をみたす献立て 6日分を作成し，摂取量の測定を

り，乙の摂取量を測定する一つの有効な方法として， 行ったので報告する.

4 表 1 献立 フルーツサラダ リンゴ80，干ぶどう 10，おろ

1臼田 し人参20，フレンチソース10

朝食飯 米110，押麦20 間食 牛乳110，ふかし芋50

ごま汁 みそ20，大根40，ごま 2，け' 夕食飯 米110，押麦20

ずり節 1 冷やっこ 豆腐150，しそ実 1

納豆 納豆40，卵10，ねぎ 3 精進あげ ピーマン20，人参20，春菊10，

っくだ煮 あみ20 鯵60，小麦粉20，油10

漬物 きゃべっ40 おろし 大根50

間食 牛乳100，カステラ50 2日目

昼食 スパゲッテーレパ スパゲッテー100，レバー20， 朝食飯 米110，押麦20

ーソースカ〉け 玉ねぎ30，粉チーズ10，トマ みそ汁 みそ20，わかめ20，油揚10，

トケチャッフ。20 けずり節 1

*東京都立衛生研究所生活科学部食品研究科 160 東京都新宿匹百人町3-24-1
ヰ TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chol11e Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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おろしあえ さつまあげ50，しらす干 5， ジャム30

大根40 昼食五日そば 乾そば 100，油揚 30，長ねぎ

漬物 なす40 10，かまぼこ15，生しいたけ

間食 牛乳150，バナナ130 10，だてまき20，小松菜20，

昼食 フレンチトースト 食ノTン130，牛乳5，卵30，サ つゆ10

ラダ油 7，はちみつ20 間食 りんごと芋 りんご 50，さつま芋 100，砂

シチュー じゃが芋70，玉ねぎ30，人参 バター者 1癌10，バター 5

10，さやいんげん10，小麦粉 夕食 うなぎ井 米120，うなぎかば焼60

10， トマト70，油 5 吸物 うなぎきも 5，青み少々

間食 豆乳200，塩せんぺい30 野菜議付 里芋80，さやいんげん20，砂

夕 食飯 米120，押麦20 1癌7，しょうゆ20

レバーやき レバー 60，油 5 ，た~1，17 漬物 白菜40

さつま汁 とり肉15，人参20，ごぼう 10， 5日目

乙んにゃく 30，大根40，しょ 朝 食飯 米110，押麦20

うゆ10 みそ汁 みそ20，じゃが芋50，玉ねぎ

ごま酢あえ きゅうり30，豆もやし30，ご 20，けずり節1

ま2，しょうゆ10 つくだ煮 はぜ20

3日目 漬物 きゃべっ50

朝食 ホットドッグ パン J20，ソーセーツ 40，マ 間食むし南瓜 南瓜100，マーガリン 7

ーガリン 7，レタス20 昼食サンドイツチ 食パン 130，きゅうり 50，レ

牛乳 牛乳200 ノてーペースト30，ゆで卵50，

フレンチサラダ きゃべっ40，きゅうり30，人 マーガリン10，トマト70

参10，酢油ソース10 牛乳 牛乳200

間食 くず餅 くず粉30，きな粉20，みつ30 間食 すいか100，ビスケット30

昼 食みそ汁 みそ20，ICら30，卵20，けず 夕 食飯 米120，押麦20

り節 1 肉団子甘酢あんか豚ひき肉70，小麦粉 7，じゃ

流し焼き 小麦粉 100，干えび 10，長ね け が芋30，玉ねぎ20，人参30，

ぎ30，卵20，青のりl，i出5， ピーマン20，生しいたけ10，

ソース10 油10，片栗粉 5，甘酢10

生野菜 きゅうり30，きゃべっ40 吸物 とろろ昆布 5

間食 白桃200，お乙し30 枝立塩ゆで 枝豆30

夕食飯 米110，押麦20 漬物 なす40

生.鮭フライ 生鮭80，パン粉 5，油 7，ミE 6日目

ねぎ10，マヨネーズソース 7 朝食 トースト 食パン 130， マーガリン 8，

粉ふき芋 じゃが芋70 オレンジマーマレード20

ほうれん草ソテー ほうれん車40，パタ -5 いり卵 卵50，干えび10，ねぎ20，油

漬物 きゃべっ30 3 

4日目 漬物 きゃべっ40

朝食むすび 米120，たらこ 20，梅干 10， 間食 牛乳200，ウエハース30

干のり 1，ふりかけ 5 昼食 カレーうどん 乾うどん 100，豚肉 30，じゃ

d‘グ詐ぷ弓ぐ~1-j- みそ20，なす50，油揚20，け が芋50，人参30，五ねぎ50，

ずり節 1 カレール-10，らっきょう40，

煮豆 うずら豆40 しょうゆ20

漬物 きゅうり30 間食 トマト 120，塩せんぺい40

間食 ブラマンツー 牛乳 200，くず粉 20，いちと 夕 食飯 米120，押麦20



った.コーヒーは，インスタン卜の粉末 2gを100mlの

湯に溶かしたのち，前報にしたがい定量した.紅茶およ

びコーヒーは， 5 gと10gの砂糖(上白糖〉を加えた.

水道水は， TISAB.1:1で、定量した.

実験結果および考察

6日間の食物摂取量は 8，812g，フッ素摂取量は

12，342.8μgであり， 1日平均フッ素摂取量は 2，057.1

μg，範聞は 1日当り 1，262. 6~4 ， 855. 8μgである.穀

類，植物性食品類および畜産製品類の平均フッ素濃度

は，各々0.77，0.99および1.03ppmとほぼ同じレベルで、

ある.一万魚介類は平均 10.4ppmとなり，前者の約10

倍である.又献立表の 1日目の食事からのフッ素摂取量

は，その他の日の約 3倍であり，魚介類からのフッ素が

特に多い.この魚介類を構成している食品は，あみのつ

くだ煮と鯵であり，後者の調理状態は， 3枚におろし，

肋骨と稜鱗を除去したもので，皮および小骨(上椎体骨

など〉がF付着したままのものである.その他の日の魚介

類でも，皮および骨が含まれる食品の場合には，比較的

フッ素濃度が高い.しかし，魚の筋肉だけの場合には，

他の食品類と大差ない.これらのことは，前報の結果と

良く一致している.

お茶由来のフッ素について，せん茶の場合，一番煎じ

では，普通の湯飲茶碗 l杯(約100ml)で平均84.7μgの

フッ素を摂取することになり， 3度の食事時および10時

と15時の間食時l乙各々 1杯づっ飲んだとしても， 423.5 

μgの摂取量となる.ほうじ茶の場合lζ も同様であると

考ると，それぞれ73.3μgおよび 336.3μg，紅茶では，

100.9μgおよび504.3μgとなり，コーヒーでは31.3μg，

156.7μgとなる.日本茶および紅茶の 2番， 3番煎じで

は，順次フッ素溶出量は減少してゆき，飲む量が同じ場

合l乙は， 2， 3番浸出液を飲むことにより，フッ素摂取

震に対するお茶の貢献度は減少する.お茶の葉中のフッ

，多い)1国民平均値でほうじ茶476.8μg，せん

Ann. Rep. Tokyo Met1・ • Res. Lab. P.H.， 26 . 1， 1975 

みそ 20，豆腐 100，けずり節

1 

あこう鯛80，しょうゆ10，砂

糖 7

ほうれん草40，Cま5，砂糖

5，しょうゆ10

なす40

194 

みそ汁

とまあえ

煮魚

漬物

表中の数字は食品の重量 (g)である.

実験方法

装置および試薬前報に準じた.

試料の調製前記の献立表にしたがい，各材料の不可

食部分を除去し，水洗を行い，水切りした後，秤量し，

1)穀類， 2)植物性食品類(調味料，海藻を合む)，3)魚介

類， 4)畜産製品類(牛乳を含む)~乙分類レたのち，均質

の話料としたものを分析に供した.

食後l乙飲むお茶は，高フッ素含有食品であるといわれ

ており，その使用方法も献立表の食品類とは異るため，

葉，湯抽出液および出澗しの葉について，別l乙分析を行

った.紅茶もこれに準じて分析した.コーヒーはインス

タントのものを用いた.

操作均質化された誠料，お茶および紅茶の葉，そし

て乙れらの出j固しの葉については前報に準じた.お茶の

抽出液は，陶製の怠須を用いて，表2の条件わにしたが

って 3回浸出したのち，その液を硫酸々性で水蒸気蒸留

し，留液を前報i乙準じて定量した.但し，お茶の葉，浸

出液および出祖しの葉の場合には，濃縮操作は行わなか

茶の浸出条件

湯の量湯の温度
(ml) CC) 

表 2

分量
(1人分)(g) 

浸出時間
(sec) 

せん 茶

ほうじ茶

紅茶

60 

30 

180 

80 

90 

90 

100 

100 

100 

2 

2 

2 

献立食品l乙関する分類別の重量，フッ素濃度およびフッ

量 (g) 食品中のフッ素濃度 (ppm〉 食品中のフッ素含有量 (μg)

A B C D A B C D 

0.71 0.99 44.80 1.45 305.3 625.7 3584.0 340.8 

0.67 0.99 1.79 0.94 294.8 859.3 100.2 286.7 

0.89 0.89 3.27 1.00 316.0 673.7 327.0 281.0 

0.68 1.27 0.64 0.79 244.8 772.2 67.8 177.8 

0.76 0.92 8.40 1.03 335.9 627.4 176.4 360.5 

0.93 0.89 3.47 0.95 409.2 594.5 315.8 266.0 

表3

重

B 

632 

868 

757 

608 

682 

668 

D 

235 

305 

281 

225 

350 

280 

C 

80 

56 

100 

106 

21 

91 

ロ
ロロ食

A 

430 

440 

355 

360 

442 

日

ー

ム

ワ

山

内

δ

A
官

同

hu

畜産製品類D 魚介類C 植物性食品類B 穀類

440 

A 

6 
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守

t
咽

E衛
ム
ロ
小東

出澗し葉中のフッ素量
(μgj2g) 

29.5 

72.5 

74.0 

126.5 

171.5 

お茶，紅茶，コーヒーおよび水道水中のフッ

抽出液中のフッ素量 (μgj100ml)

1回
57.5 

69.0 

80.0 

94.0 

123.0 

3回
20.0 

40.0 

21.0 
45.0 

84.5 

2囲

36.5 

57.5 

24.0 

67.0 

78.0 

表 4

葉中のフッ素量 (μgj2g)

122.5 

220.0 

217.5 

317.5 

307.8 

名

せん茶
11 

0 

I! 

11 

ロ
ロロ

ー
ム
つ
山
門
ο
A
A
H
h
u

253.0 

300.0 

335.0 

305.0 
215.。

46.3 

65.6 

48.8 

42.5 

36.5 

55.6 

49.4 

61.3 

46.3 

51.0 

62.5 

71.9 

76.9 

75.0 

80.0 

450.0 

525.0 

519.0 

495.0 
395.。

ほうじ茶
0 

0 

9 

11 

1

2

3

4

5

 61.3 

58.8 

55.6 

36.7 

36.7 

35.4 

63.6 

63.6 

57.3 

95.4 

91.1 

116.1 

237.5 

228.1 

220.。
紅 茶-

上
円
，
，
u
q
o

(μgj100ml) 

9.0 

(μgj100ml) 

32.0 

9.0 

8.0 

水道

9

0

水1 

2 

3 

30.7 

32.5 

31.0 

30.5 

コーヒー
〈インスタント〉

0 

0 

0 

11 

1 

2

3

4

5

 
ていても，フッ素含有濃度はかならずしも高くはない.

このような理由から，海産，淡水産あるいは種類の違い

により，フッ素合有濃度l乙差があるものと思われる.

4) お茶は一般に高フッ素含有食品とされており，事

実葉の中には，かなり多量のフッ素が含帯されている.

しかし，普通の方法で煎じた場合には，比較的少量しか

浸出されず，500mlのお茶を飲むとしても，その摂取量

は約 360"，500μgであり，乙の献立表の魚介類以外の食

品類と比較しても，フッ素摂取量中にしめる割合fe:.，大

差がない.

謝辞本研究にあたり，献立表の作成および誌料の調

製fL.，御指導ならひ]乙御尽力いただいた，当所生活科学

部栄養研究科道口正雄博士，西国甲子主任研究員，牛尾

房雄氏l乙深謝いたします.
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茶237.1μgおよび紅茶228.5μgであり，抽出液では，紅

茶 100.9μg，せん茶 84.7μgおよびほうじ茶 73.3μgで

ある.葉の中のフッ素含有量の多少は，抽出される量に

ほとんど影響しないし，出i回しの葉の中には，なお，か

なりの量が残留している .ζのような理由から，お茶の葉

中のフッ素が湯で抽出されるためには，ある種の factor

が必要であると考えられるけれども，今回は，それにつ

いてはj食言すしなかった.

コーヒーについては，お茶類の半分以下のフッ素が摂

取されるものと考えられる.

結論。献立の食事およびその前後に飲むお茶からのフッ

素摂取量は， 1日平均約2.5mgで、あり，範囲は約1.6mg

から5.4mgで、ある.

2) 献立表 1日目のフッ素摂取量が示すように，それ

を構成する食品が異ると，フッ素濃度l乙大きな差がで

き，食物l乙対する噌好の違いが，摂取量に影響をあたえ

ることを示している.

3) 魚介類中，魚、の皮，骨および甲殻類のからを合む

ものは，一般にフッ素濃度が高い.しかし，うなぎのか

ばやきが構成食品となっている場合には，フッ素濃度が

低いという結果になっており，魚の皮および骨が含まれ
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魚介類中の微量元棄に関する基礎的研究(第2報〉

かつお体内の重金属分布

勝木康隆*安田和男*上回 工*木村康夫*

Study on Amounts of Trace Elements in Marine Fishes (II) 

Distribution of Heavy Metals in Bonito Tissue 

YASUTAKA KATSUKI*， KAZUO YASUDAヘKOUUEDA牢 andYASUO KIMURA* 

Eight freshly landed bonitos with 59，....，65 cm in their body length which caught at a coastal waters of 
Japan were subjected for the clarification of their normal level of heavy metal concentrations in their 

organs， such as muscle， liver， spleen， kidney， heart， digestive organs， pyloric' caecum， spawn， spermatic 

sac， gill， blood， and stomach content. Concentrations of Mn， Pb， Co， Cd， Cu， Cr， Zn and total and 
methyl mercury in the specimens were measured by an atomic absorption spectrophotometory and a 
gasliquid chromatography. 

Results obtained are as follows: 

1) Concentration of heavy metals in bonito with a body length of 59.....，65 cm was in constant levels， and 
there was no significant variation in the season of their capture and body size， or areas where they 
have lived. 

2) Contents of Cd in the liver was 13 ppm in average and， it was the highest amount among the spec-
imens tested. 

3) Pyloric caecum had contained 0.13 ppm of Pb， but less than 0.1 ppm in other specimens tested. 

4) Total mercury was tended to be accumulate in muscle than in other viscera， and about 90% of 
them were found to be present in the form of methyl mercury. 

5) Zn content in the specimens was relatively high， particularly in viscera 19.....，61 ppm of the one were 

present， and Cu content of liver was found to be 1. 6......15 ppm respectively. Contents of Co and Cr in 

the specimens were quite low. 

はじめに Table 1 Size of bonito and its area of capture 

第 1報1)で，人為汚染海域の影響を受けないかつおの

各種重金属のコントロール値を知る目的で，春季のかつ

おの部位別調査を報告した.

今回，新たに 2海域を加え，秋季i乙捕獲されたかっお

について同様の調査を行い，棲息海域，漁獲時季，魚体

の大きさと重金属含有量との関連性を検討した.

その結果，前報との比較において総合的なコントロー

ル値を正確に把握する乙とができたので守報告する.

試 料

Area of capture n 

Kese~x;~==:~! ~ffing 3 
(Miyagi) 

Katsuura offing 1 
(Chiba) 

Num(aSzhu izoufofkinag ) 2 

Oma~~，a~i otfi!!g 2 
(Shizuoka) 

Table 11e.示したように，誌験l乙供したかっおは，10月 ひとまわり大型である.

Length(cm) Weight(kg) 

62 5.1 
62 4.6 
63 5.3 

60 3.9 

63 4.1 
63 4.2 

65 5.6 
59 4.3 

lζ東京中央卸売市場で入手した日本近海産のもの 8尾で かつおは組織別に背肉，血合肉，肝臓，腎臓，牌臓，

ある.平均全長62.0cm(尾叉長55.5cm)平均体重4.8 心臓，消化管，幽門垂，卵巣，精巣，鯨の部位のほか血

kgであり，前回のそれぞれ53.0cm，3.0kg Kくらべ， 液，胃内容物をホモジナイズして試料を調製した.

*東京都立衛生研究所生活科学部食品研究科 160 東京都新宿区百人町3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 Japan 



Concentration of heavy metals in vIscera and muscle of bonito (wet base) Table 2 

unit : ppm 

MjT(持〉Me-Hg T-Hg Co Cr Mn Zn Cu Pb Cd n 

89 0.75 7.2 0.04 0.02 0.02 0.27 0.24 
(0.70--0.86) (6.6--7.6) (0.02--0.08) (0.01--0.06) (0.01-0.04) (0.14--0.38) (0.15--0.33) 

<0.01 0.02 
(0.01--0.02) 

8 White muscle 

92 0.16 0.03 0.03 0.24 0.22 
(0.11--0.19) (0.01-0.0の(0.02--0.05)(0.12--0.35) (0.11--0.33) 

12 
(11--14) 

6.1 
(5.0-7.0) 

<0.01 0.03 
(0.01--0.04) 

8 Red muscle 

67 0.15 0.10 0.02 0.12 0.08 
(0.07 --0.22) (0.07--0.14) (0.01--0.02) (0.08--0.18) (0.03--0.15) 

60 
(49--67) 

1.7 
(1. 5--1. 9) 

0.13 
(0.08--0.28) 

1.6 
(0.73--2.9) 

8 Pyloric caecum 

淵

切ト
67 0.08 0.03 0.12 0.08 

(0.06--0.13) (0.02--0.05) (0.09--0.18) (0.05--0.12) 
0.03 

(tr--0.17) 
61 

(52--84) 
15 

(7.5-29) 
0.03 

(tr--0.06) 
13 

(6.7--33) 
8 Liver 

一認可
ヲー恥イ

こ民

有

醤

M
m
'
Y
E
a

90 0.10 0.09 
(0.04ぺ0.15)(0.03--0.15) 

<0.01 <0.01 0.02 
(tr--0.06) 

37 
(14--64) 

3.2 
(1.0--7.。1.0 

(0.33-1. 8) 
8 Spleen 

50 0.26 0.21 0.03 0.16 0.08 
(0.18--0.32) (0.05--0.42) (0.01-0.0りく0.07-0.22) (0.04--0.11) 

19 
(15--21) 

4.9 
(4.2--6.6) 

<0.01 0.21 
(0.16--0.28) 8 Heart 

27 0.10 0.16 0.09 0.15 0.04 
(0.01-0.27) (0.05--0.23) (0.04--0.20) (0.07--0.24) (0.01--0.07) 

29 
(24--36) 

3.1 
(2.6--4.0) 

<0.01 5.5 
σ.6-7.9) 

8 Kidney 

50 0.03 0.08 0.04 
(0.02-0.04) (0.04--0.13) (0.02--0.09) 

<0.01 0.02 
(0.01--0.03) 

27 
(13--40) 

1.6 
(0.71--2.5) 

<0.01 0.81 
(0.15-1.5) 

8 Digestive organs 

50 0.15 0.04 0.06 0.03 
(0.08--0.23) (0.02--0.09) (0.03--0.09) (0.02--0.04) 

0.01 
(tr--0.08) 

12 
(9.0--16) 

0.76 
(0.28--2.。<0.01 0.38 

(0.21--0.61) 8 Blood 

50 0.04 0.02 
(0.02--0.05) (0.01--0.03) 

0.01 <0.01 0.76 
(0.32--1. 21) 

0.21 14 
(0.12--0.27) (6.8--27) 

<0.01 0.05 
(0.02--0.12) 8 Gi11 

70 0.10 0.07 
(0.05--0.12) (0.03--0.08) 

0.01 <0.01 111 0.15 
(107 --114) (0.04--0.49) 

2.2 
(1. 7 --2.9) 

0.01 0.36 
(0.18-0.70) 3 Spawn 

57 0.09 0.07 0.04 
(0.02--0.11) (0.03--0.12) (0.01-0.08) 

<0.01 0.32 
(0.17 --0.59) 

44 
(28--61) 

1.1 
(0.77-1.5) 

0.54 
(0.28--0.63) 4 Spermatic sac 

]
戸

m
v
J可

50 0.53 0.21 0.04 0.04 0.02 
(0.13--0.94) (0.10--0.54) (0.01-0.07) (0.02--0.05) (0.01-0.05) 

49 
(41--63) 

1.2 
(0.41--2.6) 

<0.01 0.28 
(0.21--0.63) 8 Stomach content 
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分析法 内臓では心臓0.16ppm，腎臓0.15ppmで、あり，その他い

第 1報と同様，総水銀〈以下T】 Hgと略す〉は分光光 ずれの部位も筋肉より低く筋肉部のほぼ1/2で、あった.

度計 UV-200によるフレームレス原子吸光法，メチル水 Me-Hgは背肉0.24ppm，血合肉0.22ppmであり，そ

銀(以下Me-Hgと略す〉はGC-4B63Ni ECD によるガ の他の部位もT-Hgとまったく類似した分布状態を示レ

スクロマトグラフィー，その他の金属は DDTC-MIBK ている.

拍出ののち原子吸光分析で測定した. また，魚介類の暫定的規制値(かつおについては適用

結果および考察 されていないが)T-Hg 0.4ppm， Me-Hg 0.3ppmを越

調査の結果は Table21[.各部位ごとの重金属含有量 えるものはみられなかった.

を，平均値と範囲で、示した. 前報と比較して，体長59-65cmのかつおのHgの常在

Cd;前報では肝臓からとくに高い平均12ppmのCdが 量は，体長 52"，55cmのかつおとほぼ同程度であり，棲

検出されたが，今回行ったひとまわり大きいかつおの肝 息海域に関係なく背肉の T-Hg0.28土0.08ppm，Me-

臓から，最高33ppm，平均値は前回同様13ppmの高い値 Hg O. 25:!:0. 06ppm血合肉の T-Hg0.24土0.07ppm，

が得られた.肝臓についで高いのは腎臓の 5.5ppmであ Me-Hg 0.22土0.06ppmが得られた.

った. また，背肉は比較的容易l乙十分な試料が得られるこ

食品では米にのみ Cdの基準が設けられており，厚生 と，前処理の容易なこと，可食部であること等，水銀汚

省の示した玄米の安全基準は 1ppmであるが，魚の内臓 染の調査としては背肉のT-Hg，Me-Hgを測定するのが

から，基準を大幅に上回る Cdが検出された.いうまで 最適であると考えられる.

もなく，玄米と魚の内臓とではそのまま比較することは Me-Hgと T-Hgとの割合(以下M/T%と略す〉は筋

適当ではなく，その摂取量のちがいからみて，直ちに有 肉部で約90%であり，大部分が Me-Hgとして在在する

害であるとは考えられないが，食品衛生の面からも利用 ζ とが確められ，マグロをはじめとする各種海産魚にお

方法l乙検討が必要と思われる.ことに肝臓に高い蓄積が ける報告5-8) 80"，100%と一致する結果が得られた.

みられたことは，臓物の煮食あるいは塩辛等の加工原料 内臓では，腎臓は最低値の27%であったが，牌臓は筋

に使用する場合に問題であるし，小魚を内臓ごと食用と 肉部と同じ90%を示した.筋肉部以外の M/T%は平均

する場合にも問題であり，肝臓に多い事実は衛生学上か 55%である.

らも重要な意味をもつものと考えられる Zn;Znは自然環境中I乙多量に分布することが知られ

筋肉部はO.02"，0. 03ppmと低く， Cdは主として内臓 ており，かつお体内でも，他の重金属にくらべ比較的合

lζ高濃度であることが観察された.横紋筋より成る心臓 有レベルの高い金属である.

は内臓と筋肉部との中間の性状を示しており，その0.21 組織別に比較すると，筋肉部よりも内臓に高い乙とが

ppmは筋肉の10倍，内臓と比較すると肝臓の 1/65，腎臓 確められた.卵巣l乙ll1ppmの最も高い値が測定された

の1/201[.相当する. ほか，肝臓61ppm，幽門霊60ppm，精巣44ppmの)1買に高

Pb; Pb については各部位のうち含有量の最も高いも 濃度であった.今回のかつおは人為汚染の考えられない

のは幽門垂の0.13ppmで、あり，ついで肝臓の0.03ppmで、 外洋性のものであることから，この数値は生体の必要量

あった.その他の内臓および筋肉部はO.Olppm以下の低 であり， Znの定常レベルはこのへんにあるものと考え

い値であった. られる.低い値のものは心臓 19ppm，背肉7.2ppm，血

幽門垂は魚の栄養器官あるいは消化器系とも言われ， 合肉12ppm等筋肉系で、ある.

その機能については十分説明されていないが，肝臓とと Znと Cdは地球化学的に密接な関係のあることが知

もに大形でしかも主要な臓器である ζ とから， Pbの様 られている.Table 2から内臓と筋肉中のZnの含有量を

子に注目していく必要があると考えられる. 濃度)1固に示し，同様に Cdの含有量を対比すると次のよ

環境の有害元素のひとつである Pbの定常備は，マグ うになる.

ロ2)あるいはマスめの分析値では， O.lppm以下，水底 Zn;肝臓>幽門霊>牌臓>腎臓>消化管>心臓>血合

魚4)では0.2ppm以下と報告されているが，人為汚染の 肉>背肉

ないと想定されるかつおについても O.lppmないしはそ Cd;肝臓>腎臓>幽門垂>牌臓>消化管>心臓>血合

れ以下である乙とが確認された. 肉>背肉

Hg; T-Hg は内臓よりも筋肉部民高濃度l乙蓄積するこ Cdの腎臓がやや上位にあるほかはZn，Cdとも各組織

とが確められ，背肉0.27ppm，血合肉0.24ppmと高く， の順位はかなりよく一致している. Znは脱水素酵素の
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必須元素として，またメタロデオネンとして肝臓中に多

く荏在する 9，10)肝臓の Znチオネンは Cdと交換され，

解毒機構の役割を果たしているといわれ， 9，11) Znと Cd

との聞には大きな関連性の存在が推察される.

Cu; Zn I乙筋肉系よりも内臓に含有量が高いという臓

器親和性があったのにくらべ， Cu にはそのようなはっ

きりした親和性はみられなかった. Cuは組織の生理機

能と特異なつながりがあるため，同じ筋肉部でも，血合

肉6.1ppmは背肉0.75ppinの8倍にも達する.

内臓では肝臓が最も高く 15ppmであった.他の臓器で

は心臓4.9ppm牌臓3.2ppm腎臓3.1ppmがζれについで、

高い{臨を示したが，乙れらも Znの場合と同様，正常な

生理的必要量とみなすのが妥当である.

Mn;生化学反応の活性化l乙大きな役割を果たす Mn

は，鯨が0.76ppmで最も高く，ついで精巣0.32ppm心臓

0.26ppmであったほかはいずれの部位も 0.2ppm以下で

あった.

筋肉部のうち，背肉の 4倍l乙相当する0.16ppmが血合

肉に測定されており，乙れは Cuの場合と同様その機能

の違いのあらわれと思われる.

Co， Cr; Co， Crはいずれも体内濃度の低い金属であ

る.Crは心臓に0.21ppmのほかは0.2ppm以下であり，

筋肉部は0.02，，-，0.03ppmと低い舗であった.Coはいず

れの部位も O.lppm以下である.腎臓，精巣が0.09ppm

であるほかは，すべて0.01，，-，0.03ppm程度で、あった.

まとめ

1) 第 1報および本報の結果から，近海産のかつお体

内の重金属含有量は棲息海域のちがいによる差異はみら

れなかった.また春と秋とでは脂量l乙数%の聞きがあ

り，体重2.8，，-，5.6kg(体長52，，-，65cm)の幅があるが，

重金属含有量はそれらとはかかわりなくほぼ一定であ

る. Table 2は乙の条件のかつおの定常値とみなしてき

しっかえないものと思われる.

2) Hgは内臓よりも筋肉l乙多く蓄積するが，暫定的

規制値T-Hg0.4ppm(Me-HgO.3ppm)を越えるものは

みられなかった.MjT持は筋肉部でほぼ909らであり，

大部分が Me-Hgとして在在する.その他の部位は，平

均55%であった.

3) Hg以外の金属は内臓に比較的多く含有される.

とりわけ肝臓，腎臓に Cdが高く，肝臓から最高33ppm

が検出された.内臓は食品としてよく利用されるので注

意が必要である.

Pbは幽門重から平均 0.13ppmを検出したほかはすべ

てO.lppm以下であり Co，Crとともに体内濃度の低い金

属である.比較的含有レベルの高い金属としては Znが

あげられるが， 110ppm程度は生体の必要量と考えられ

る.

謝辞本研究にあたり，試料採取にと協力いただいた

市場衛生検査所主査，加納碩雄氏l乙深謝いたします.
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魚介類への微量元素の蓄積挙動の研究(第国報〉

マグロ中の水銀およびセレンの体内分布

臼村行弘*真木俊夫*山田 洋本，ij島村保洋*

落合節子*西垣 進本木村康夫キ

Studies on the Behaviour of Accumulation of Trace Elements in Fishes (111) 

Accumulation of Selenium and Mercury in Various Tissues of Tuna 
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The organs and tissues of Tuna and Bonito， 13 samples of 5 species were analyzed on Se， Total-， 

and Methyl-Hg. 

The results obtained were as follows : 

1. The higher-levels of Se were in range of 10--15 ppm in liver， spleen， kidney and the lower“levels 

in white muscle were 0.5，."， 1. 3 ppm. The higher-levels of Total-Hg were in range of 0.1~0. 7 ppm in 

spleen， liver， and muscle. The levels of Total-Hg in blood were less than 1/10 in white muscle. 
2. The levels of Se apparently exceeded those of Hg in all tissues， and the least molar ratio was 

5.8 : 1 in the muscle of the Tuna and those of the other organs showed > 100 : 1. No correlation bか

tween accumulation of Total-Hg and of Se in organs was observed. 

3. The higher-levels of Se in the various muscle tissues were in the side of the abdomen and in 

contrast， Total-Hg showed the tendency to be on somewhat higher levels in the back muscle， but not 
so clearly. The accumulation of Se in the true red muscle was 7-fold higher than in the white muscle. 

4. The ratio of Methyl-Hg to Total占-Igwas 93土6% in average in the muscle of the Tuna， but 

lower in true recl muscle ancl liver， showing ca. 55%. 

患者 Z司

セレンが水銀毒性軽減iこ有効であるという報告トめは

数多くあり，また Koemanらのは海洋晴乳動物の臓器中

で両元素の蓄積l乙高い相関がある乙と，古くは氏岡7)が

水俣病患者や猫の臓器中にも同様な現象のあることを報

告している.最近 Kostaらめは水銀鉱山夫の臓器中で両

元素の蓄積氏高い相関のあることを観察している.この

ように，近年間元素間の生理学上の相関がクローズアッ

プされてきている.

セレンと水銀の摂取源として，食生活上重要な影響を

もたらす海洋魚介類のこれら元素の体内分布や蓄積挙動

については知られていない.

著者らは，前報9-12)で・海産魚の筋肉中のセレンおよび

水銀の蓄積挙動について調査したが，今回はマグロにつ

いて，総水銀，メチル水銀，セレンの体内分布を調べ?

更にそれらの量比的関係について検討を加えたので、報告

する.

調査の部

誌料

東京築地中央卸売市場に陸上げされたものを採取し

た.試料の内訳は 5種目誠料，メジマグロ 7尾(体重

2. 2"，，-，4. 2kg，体長47"，，-，63cm)，ビンナガ 2尾(体重11.7 

"，-，11.8kg，体長82"，-，S4cm)，キハダ2尾(体重2.6"，-，3.3

kg)，メパチ 1尾(l1kg)およびカツオ 1尾 (3.3kg) ， 

であり，メジマグロは解体しないまま，その他のものは

市場で解体され，内臓および組織に分けたものを，分析

するまで -200 で、凍結して貯蔵した.試料を解iIt!後，各

臓器および組織別に解体分離し，ホモジナイズした試料
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Concentration of total-， methyl-mercury and selenium levels in tissues or organs of fish Table 1 

ppm : wet weight 

Species 
Bonito 
(n= 1) 

3.3kg 

Yellowfin tuna 
(n= 2) 

2. 6-3. 3kg 

Bigeye tuna 
(n= 1) 

l1.0kg 

Albacore 
(n= 2) 

11. 7 -11. 8kg 

Bluefin tuna 
(n= 7) 

2. 2-4. 2kg Body weight 

82-84cm 47-63cm Body length 
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た.

一方，セレンは肝臓，牌臓，腎臓，血液lζ高い蓄積傾

向が認められ，マグロ類の平均でそれぞれ 15土8，14土

10， 13土 3，13土 2ppm，また白筋肉部は水銀と反対に

他の臓器と比較して最も低く，実質臓器の1/20以下で、0.5

""，1.3ppmを示し，第 1報12)で得られたレベ Jレと同じで

あった.牌臓中のセレン，特l乙ピンナガ，キハダにおい

ては，それらの肝臓値より高く1.4，，-1. 7倍あり，メジマ

グロの碑臓中の平均より 2"'5倍高い蓄積を示した.

とのように実質臓器l乙多量のセレンが存在し，また魚

体の大小にかかわらず数 10ppmff:在している乙とは，

Gultathion peroxidaseがセレン酵素である乙と 13)やセ

レンの抗酸化効果14〉，ピタミンEの保護的作用15)あるい

は動物の疾患(筋ツストロフィ一等〉に対して有効であ

るなどから生理学上必須な量を保持しているものと考え

られ，その量は胃内容物の約10倍，海水濃度の20万倍に

濃縮されている乙とになる.

2.今回の調査で特に目立った知見は，どの部位にお

いても，セレン量は水銀量を常ははるかに上回ってお
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について分析を行なった.筋肉部位の区分は血合肉を分

け，更に白筋肉部を Table3の図のように 6部位に大別

し，また内臓は肝臓，腎臓，牌臓，心臓，幽門垂，胃，

胃内容，腸管，胆のう，精巣，脳，鯨，皮およびうろと，

更に血液は心臓内から採取し14部位lζ分けた.

分析法

第 1報12)の分析法l乙準じて行なった.なお本報の分析

備はすべて WetWeightで示した.

結果と考察

各臓器および組織中の総水銀，メチJレ水銀，セレンの

蓄積分布を Table1 iL.，また総水銀とセレンのモ Jレ比お

よび総水銀民対するメチル水銀の百分率を Table2，更

に筋肉の部位別分布を Table3 iL.示した.

1.水銀は魚類により体内分布が異なるが総水銀で

は，全般的iL.，牌臓，肝臓，心臓，筋肉部K高い傾向が

みられ， 0.3"，0. 7ppmの範囲にあった.また血液中のレ

ベルは筋肉部の約 1/10と最も低く，更に皮およびうろ乙

もまた低い傾向を示した.メチル水銀の蓄積の最も高い

部位は白筋肉部で，次いで血合肉，実質臓器のJI闘であっ

Average % of MethyI mercury to Total mercury and molar ratio Table 2 

of Selenium to Total mercury in fish 

Bonito 
Yellowfin 

tuna 

n=2 
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tuna 

n=l 
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note : M/T……Methyl mercury /Total mercury (弥〉

Se/T……Selenium/Total mercury (molar ratio) 

86 



東京衛研年報 26・1，1975 203 

り，そのモ jレ比(セレン/総水銀〉は， Table 2 Ie..示し 銀l乙付随した蓄積はなく，それぞれ別々の蓄積挙動を持

たように水銀が高く，セレンが最も低い白筋肉中でもマ っている乙とが観察された.

グロ類の平均で5.8: 1，次いで幽門垂および血合肉は， 体重あるいは体長と臓器蓄積との相関関係は，わずか

牛ハダ以外のマグロの平均でそれぞれ 34:1， 39: 1で に肝臓中のセレンと体長 (P<O.Ol)および牌臓中の総

あった.また実質臓器はセレンが高いため 100:1を上 水銀と体長あるいは体重 (P<O.Ol)との間にのみ認め

回り，その他の部位でも同様な傾向を示した.キハダと られたが，他の部位では認められなかった (P>0.05). 

カツオでは総水銀が他のマグロより低く，セレンは他の 魚齢は体長l乙よく反映するため，肝臓中のセレンは成長

魚種とほぼ同じレベルを，保持しているので，筋肉を除い に伴い必要量が多くなっていくものと考えられる.

て，その比率は 200:1以上と著しくかけはなれた値を 3.総水銀l乙対するメチル水銀の比率は， Table 2の

示している. ように，白筋肉部が最も高くマグロ類の平均で93::t6 % 

乙のように Koemanらのの報告する海洋楠乳動物とは 血合肉部および肝臓が，最も低くそれぞれ55土13%，56 

違って，臓器中のモノレ比 1: 1の割合は観察されず，ど :1:20% ，その他の臓器では約709らであった.また牌臓

の部位もセレンが水銀をはるかに上回っていた. は，魚種により異なるが，特にビンナガ，メパチではそ

また，メジマグロについてセレン，総水銀の分析値と れぞれ22%，26%と他に比較して著しく低かった.

臓器，筋肉の実測重量からセレンと総水銀の魚体内総量 総水銀とメチル水銀の差を“無機水銀"と考えると，

を算出すると，そのモル比は10:1であった. 無機水銀の蓄積量の高い肝臓，牌臓，血合肉では，セレ

一方，メジマグロの水銀とセレン間の蓄積相関を求め ンもまた多量に在在しており，前報9)で調査したクロカ

たが，どの部位においても，その相関は認められなかっ ワカジキの筋肉も無機水銀の高いとき，セレンが 2ppm

た (P>0.05).従って，セレンはいずれの臓器でも水 以上蓄積されていて，無機水銀とセレンとの聞に量比的

No. Size 

1 
2. 24kg 

47cm 

4. 22kg 
2 63cm 

Table 3 Distribution of total-， methyl-mercury， and selenium in various 

muscle tissues of Bluefin tuna 

Tissue T(p-pHmg 〉M(pepHmg) (pSpe m〉 M(%/T〉 INc Size Tissue T(p-pHmg 〉M(pepEmg〉

W 1* 0.23 0.23 0.45 100 明日&4 0.26 0.28 

2 0.22 0.21 0.43 95 3 3. 63kg 2&5 0.24 0.23 

4 0.20 0.18 0.61 90 53cm 3&6 0.25 0.24 

5 0.21 0.19 0.69 90 R 0.26 0.15 

3&6 0.20 0.19 0.62 95 
W1&4 0.26 0.24 

R*ヰ 0.24 0.13 3.48 54 
2.40kg 2&5 0.26 0.24 4 

W 1 0.38 0.37 0.79 97 46cm 3&6 0.25 0.20 

2 0.35 0.31 0.69 89 R 0.29 0.13 

3 0.34 0.30 0.79 88 

4 0.32 0.30 0.91 94 W1&4 0.35 0.34 

5 0.32 0.27 0.90 84 5 3.72kg 
2&5 0.36 0.36 

6 0.34 0.29 0.96 85 
56cm 3&6 0.32 0.29 

R 0.32 0.24 6.06 75 
R 0.36 0.15 

note: W一一-Whitemuscle tissue 

R--True red muscle tissue 

wet weight 

(pSpe m〉 E(4?/のT 

0.56 108 

0.55 96 

0.70 96 

3.67 58 

0.56 92 

0.48 92 

0.49 80 

2.60 45 

0.70 97 

0.64 100 

0.64 91 

7.50 42 
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関係はないが，無機水銀がセレンを伴って蓄積している Communi. in Chem. Pathology and Phannaco-

かのように観察される logy，5， 673， 1973 

4.筋肉の部位別蓄積分布は Table31乙示されている 2) Ganther， H. E. and Sunde， M. L. : J.Food Sci.， 

が，総水銀およびメチル水銀は背肉部にやや高く，セレ 39， 1， 1974 

ンは反対に腹肉部l乙高い傾向が認められた.また血合肉 3) Stoewsand G. S.， Bache， C. A. and Lisk， D. G.: 

部のセレンは白筋肉部の約 7倍も高い蓄積が認められ Bull. Env. Contami. Toxicol.， 11， 152， 1974 

た 4)Potter， S. and Matrone， G. : J. Nut1・.， 104，638， 

最近，山口ら 16)は大型マグロの筋肉部位の総水銀およ 1974 

ぴセレンを測定し著者らと同様な結果を報告している 5)Ohi， G.， Nishigaki， S.， et al. : Toxicol. and Ap-

更に水銀の分布については前報9)あるいは田村ら17)の報 Pied Pharmacol.， 32， 527， 1975 

告したマグロ 3誤料中の 2試料l乙同じ傾向が表われてい 6) Koeman， J. H.， Peeters， W. H. M. and Kouds-

る. ζのほかキハダの後半身腹肉部において他の部位よ taol-Hol， C. H. M.， et al. : Nature， 245， 385， 

り総水銀蓄積が高い傾向を示したという報告1めもある. 1973 

乙のような部{立による蓄積の違いは，蛋白質あるいは 7)氏岡威令:熊本医学会誌， 34，補冊第2，119， 1~61 

-S H基l乙依在していると考えられるため著者らは，そ 8) Kosta， L.， Byrne， A. R. and Zelenki， 254， 238， 

の一部について粗蛋白質および-SH基について測定 1975 

し，それぞれ23%，6.3mM (腹肉部)， 26%， 5.5mM 9)西垣進，田村行弘，真木俊夫ら:東京衛研年報，24，

(背肉部)という結果を得たが部{立による差異を説明す 239， 1973 

るには十分で、はないため，今後更に検討する必要がある 10)西垣進，田村行弘，真木俊夫ら:ibid.， 25， 245， 

と考えている. 1974 

総括 11)西埠進，田村行弘，山田洋ら:ibid.， 25， 235， 

l.セレンは，実質臓器および血液l乙高く，おおむね 1974 

10ppm以上，臼筋肉部は最も低く 0.5.-.....1.3ppmの範囲で 12)西垣進，田村行弘，真木俊夫ら:ibid.， 25， 241， 

あった.総水銀は筋肉，肝臓，牌臓，心臓に高かった 1974

2. どの部位においてもセレンは水銀を常に上回って 13) Oh， Sang-Hwan， Ganther， H. E. and Hoekstra， 

蓄積されており，セレンと総水銀のモ Jレ比は最低が筋肉 W.G. : Biochem.， 13， 9， 1925， 1974 

で 4:しその他の実質臓器は >100: 1であった.ま 14)日本化学会:環境問災ライブラリー“微量元素"栄

たどの部位も両元素の蓄積相関はなく，それぞれ別々の 養と青:性， 333， 1975 

蓄積挙動を持っている 15)Bieri， J. G. and Andrews， E. L. : J. Am. Oil 

3. メチノレ水銀と総水銀の比率は白筋肉部が最も高く Chem. Soc.， 40， 365， 1963 

平均93土 6%，血合肉部および肝臓が最も低く約55%で 16)山口誠，下条信弘，広田良夫ら:水俣病l乙関する総

あった. 合的研究会資料， 16， 1975 

4.筋肉の部位別分布は，白筋肉の腹肉部l乙セレンが 17)田村征男，本多忠善，石原利克ら:名古屋市衛研年

高く，背肉部lこ水銀がやや高い傾向を示し，また血合肉 報， 20， 89， 1973 

部ではセレンが白筋肉部の約 7倍高かった. 18)植山伸一，藤川和也，渡辺和典:水産大学年報， 19 
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加工食品中のリン酸塩の使用実態調査

田村行弘*真木俊夫*山田 洋* I嶋村保洋*

落合節子*西垣 進 本 木 村 康 夫 *

Survey on the Actual Conditions of Phosphorates in the Processed Foods 

YUKIHIRO TAMURAヘTOSHIOMAKI*， HIROS耳IYAMADA汽 YASUHIRO SHIMAMURAヘ
SETSUKO OCHIAI"'， SUSUMU NISHIGAKI'" and Y ASUO KIMURA '" 

The total P in 170 samples of 22 species of food， chiefly meat-， fish-and wheat-products， were ana-

lyzed， and it was tried to estimate the added amounts of phosphates used as food additive for improve-
ment of their quality. 

The results obtained were as follows: 

1) The total P levels in most of foods exception of the meatproducts showed less than 0.1 % in average， 
which means that the addition of phosphate calculated as form of Sodium triphosphate is far below 1%. 
2) A few folds of P levels， 0.32% in average， vs. those of the others were found in the meat products， 

and noted the highest value， 0.66% in one of the ham. It was assumed . that added amounts of phos-

phate expressed as Sodium trimetaphosphate in this sample correspond to ca. 5%， when its level correct 

with natural occurred P. 

3) In addition， the ratio of Ca to P in those foods was describecl. 

品者 Eヨ

近年，リン酸塩は，その用途が増し，食品の種々の金

属イオンによる変色や変質の防止，風味の改良，分散安

定剤(結晶生成阻止等)， pHの保持，保水性増強，清雄

剤，更には庶糖の軟化剤などの目的で，ト4) リン酸ーナ

トリウムのような単一佑合物やポリリン酸塩を代表とす

る重合又は縮合化合物として，種々の加工食品l乙使用さ

れている.その消費量は昭和44年度の調べで1)6，000t， 

リンとして1，400t，リン酸と合わせると年間8，500tであ

るが，最近は，加工食品の大幅な使用に伴い，その消費

量もかなり上自大しているものと思われる.しかし市販食

品について，どの程度添加されているかの実態調査報告

はない.

そこで，環境衛生部食品衛生課と共同で，加工食品中

のリン酸;臨について調査を行った.リン酸塩が比較的多

量に使用されているとj思われる食肉及び魚肉加工食品，

小麦粉製品，漬物，味噌，清涼飲料水中の総リン含有量

を測定し，個々の食品の天然保有リン量を差し引いて，

その添加量を試算することにした.更に栄養学的見地か

らリンと密接な関係にあるカルシウムも同時に測定し，

リンとの比率についても検討した.

調査の部

試料昭和49年10月から11月までと!昭和50年2月か

ら3月までの 2回にわたり，食品衛生課及び機動班が小

売白から22i彊， 170検体を採取し，送付したものを試料

とした.誠料は，細切して，ホモジナイズを行い試験l乙

供した.

分析法試料10gを衛生試験法の乾式灰化法l乙準じて

灰化する.灰化物を希塩酸 (1: 1)に溶かし，水浴上で

蒸発乾回した後， 10%塩酸を加え，温めて完全に溶解す

る.溶液は炉過し，ロ掘を 10%塩酸で洗い，~液と洗液

を合せて20mlとし， W~試液とする.

1 リン:衛生試験法記載のモリブデン青比色法lこ準

拠して定量した.

2 カルシウム 5) :カルシウムとして 50"，，250μgとな

るように供試液を秤り， 15%硝酸ランタン溶液 2mlを

加え，蒸留水で 10mlとした後，原子吸光法で， Amax 

4，226.7Aを用いて定量した.

*東京都立衛生研究所生活科学部食品研究科 160 東京都新宿区百人町3-24-1
'" Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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Table 1 Contents of Total phosphorus and Calcium levels in the processed foods 

Phosphorus Calcium PjCa 

ーa2E 主ロ2ィ巳2 ヘ
Food n (% wet weight) (9ら wetweight) (molar ratio) 

Max. 文土S.D. Max. x土S.D. Max. X土S.D. 

Ham 12 0.66 

00 32j20o0 .土士2吟0O1 1 2U 3 0 

0.03 131 

3108(〔2岨±±2)J 36 5 〔(PLroein rollahmam〉〉
ssed h 

Sausage 10 0.29 0.07 0.04:t0.02 20 

Vienna sausage 6 0.41 
0.2(01 •. 土+土112400の00〕〉. . 14 

0.05 O. 03:t0. 01 24 
1(711±(±(+285〕9 〉4 〉l 

Corned beef 8 0.15 0.0(0 9 0 4  0.05 O. 02:t0. 01 13 

Ha(mMbeuart〉g steak 5 0.15 0.1(0 1 04 0.13 0.09:t0.05 3 2:t 
(0.19) (0.004) (63) 

Ham 6 0.25 

0 1 1 ±-士士02OO050〉〉E0E 6 9 B 

0.11 o. 04:t0. 04 16 
57±(土2〉6 5 

Sausage 6 0.20 0.1(0 0 0.03 0.0(02±.050〉.01 13 

Mix a(SboUkrio mi〉
0.1(00 + 0〔07.10〉 4(+32 〉

6 0.19 0.27 O. 土0.10 6 
Kam 10 0.26 0.10土0.07 0.90 0.16土0.28 6 2土2

ATSg(UeS町m411osrnueo meatacg. e〉
8 0.14 0.11土0.05 0.19 0.07土0.06 8 4ごと3

0.(102.±130〉.03 
01((〔0005土0012062〕〕〕.14 

2(±2〉2 5 0.14 0.39 6 

((TFissuh mmiree〉at〉 〔(00..2102〉〉 ((133〉〉

Chuka-Soba 18 0.11 

O0 B. 0F炉10037土.士土001020809〕〕〕. 0002 6 2 

0.03 
0 . 02 .. 士士000。24 ) 〕0 1 

7 

574 f〔±(土士65433 〉2 3 1 Instant-Soba 6 0.22 0.04 
0.0(〔00 301  

17 

0.0(0 9 0(06 .02〉

YsCtoa1a1k1tmiignayg i ozoa f gyoza etc. 
4 0.12 0.14 O. 土0.06 7 
3 0.07 0.05土0.03 0.04 0.03土0.01 5 3土2
13 0.12 0.06土0.03 0.08 0.04土0.02 11 

3(土83〉(Wheat flour) (0.10) (0.02) 

Fukuzinzuke 6 0.15 
0.10.±土0090〉.. 05 

0.11 0.07土0.02 4 
22(±+2〉1 1 

0.0(0 604  
0(06 .06〉

Pickles 12 0.14 0.13 O. 土0.03 5 
Miso 14 0.26 0.14:t0.08 

0 1 5 0 E 7 ... ー士±曲叩0日0O8 022〉〉U) 1 3 3 2 

5 

328(こ±t2:i〉2 1 〕Non-alcoholic beverages 10 0.0040.00(30.±160〉.006 0.0060.00(0 3 5 

W(h(STeoeadta -a pinrp fooutpes〕iion n〕 ♂ag〉 ((0 0 O 

1 
Soybe:h an-protein 1 0.52 0.08 9 
Starc 1 0.02 0.02 1 

note: ( )…… Reference data quoted from the 3 rd edition of Food Composition Table for 

Japan Use. 

* ...... Highest Contents of P x Standard daily intakes of the foods for Japanese， 

which the Ministry of Public Welfare investigated. 

67 

31 

6 

34 

27 

21 
30 
30 

16 

156 

220 

17 
55 

1 

結果と考察 摂取 mg量を換算した.また( )内の数値は調査した

調査結果をまとめて Table11(.示した.今回調査した 食品の PとCa含有量の参考値であり，日本食品標準成

加工食品の原料から 4種類比大別し，それぞれ食品別に 分表7)の数値から引用し，表示した.但し， ζの参考値

総リン(以下Pと|略す〉及びカルシウム(以下 Caと略 はP添加の食品も合まれている可能性があり，食品本来

す〉の含有量を示し， PとCaのモノレ比，更には同種の の天然保有量の値として引用できないものもある.そ乙

加工食品中のP最大含有量について，厚生省の昭和43年 で，正確な原料の使用量がつかめないため，一般的に使

度比調査した各食品の平均摂取量から，の 1人1日当り われている量とさきの成分表に表わされている原料のP
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含有量から天然保有量を算出し，食肉加工食品，魚肉加

工食品，小麦粉製品について，各々 0.2，0.1，0.1%と

した.他のものは参考値をその食品の天然保有量とし

た.また Caについては，参考値を，更に参考値のない

ものは原料中の Ca震を天然保有量とした.

調査した食品の内，最も高いP含有量を示したもの

は，食肉ハムであり，平均及び最高値は各々 0.32:t0.2

%， 0.66%であった.乙の他l乙食肉製品のウインナーソ

ーセージの中fc:.， 0.41%と高い値を示すものがあった.

しかし，他の食肉加工食品の場合P含有量は Table1の

ように大きな幅が認められでも，試算した天然保有量

(食肉製品0.2%)を大きく上回る Pを認める加工食品

はなかった.最高値の0.66%のP含有量を示したハムか

ら， Pの天然保有量 0.2%を差し引いて，リン酸塩の添

加最を推定すると，トリメタリン酸ソーダとして約 5~ら

であり，乙の他ノ¥ム中にこの値比近いものが3試料あっ

た.他の食肉加工品は通常添加されているリン酸塩の使

用量0.1%(Pとして〉の範囲内K留まっていた.

一般的にリン酸塩が使用されていると考えられる魚肉

加工品中の P含有量は，平均0.11土0.06~らであり天然含

有量0.1%を大きく上回るものはなかった.その他の食

品についても通常の使用量0.1%(Pとして〉の範囲内

にあり，一般的使用量を逸脱したリン酸塩が添加されて

いるような事実は認められなかった.

一方， Ca含有量は，カマボコ及び鮫子の皮に各々0.9

%， 0.14%という天然由来量 (0.05%，0.03%)をはる

かに越えるものがそれぞれ 1試料ずつあった.前者は弾

力性の強化の目的8)で添加される.すなわち炭酸カルシ

ウムはリン酸塩と併用すると相乗効果があるためであ

る.後者は特l乙Ca塩を添加する理由はなく，小麦粉の

天然保有量 (0.09%)からみて，取り粉として少量の炭

酸カルシウムの添加があったものと思われる.上記2者

を除く他の食品中の Ca量は，参考値と比較して差がな

いため天然由来と推定される範閤内に留まっていた.

PとCaのモ Jレ比についてみると，各加工食品により

異なるが，食肉製品がその比からみて最もアンバランス

の傾向を示した.しかし，乙れら加工食品の原料は，それ

自体非常にアンバランスであり，成分表から引用した値

をPjCaのモル比で表わすと，豚肉及び牛肉で約63:1， 

魚肉13: 1 ，小麦粉 8: 1となり，今回調査した加工食

品の結果から推定されるリン酸塩の添加は，本来これら

食品が持っている PjCaのアンバランスな比率を大きく

変える乙とはないと考えられる.

リン酸塩が添加された食品による P摂取量を推定する

と， Table 1 f乙示したようにPの最大合有量 0.66%を示

したノ¥ムの場合，その 1日平均摂取量10.1g (昭和43年

度国民栄養調査〉から試算すると67mgj日/人となる.

昭和38年度の国民栄養調査めによれば，我国民の 1人 1

日当たりのリン摂取量は1，323mgで、あり，またその後の

五島ら 10)の調査では934mgj日/人を摂取していると報告

している.上記試算値は五島らの平均摂取量の約 7%に

相当し，更に FAOjWHOのリン酸塩の許容摂取量11)3.5

gj日/人 (Pとして〉の約 3%の関与に過ぎず，副食物

として摂取する他のものも含めてPの摂取量に影響を与

えることはないと考えられる.また主食として摂取され

る麺類では， Pの最大含有量0.22%を示したインスタン

トラーメンを100g 1日1回食べると 220mgj日/人とな

り五島らの 1日摂取量の24%であり，毎食摂取したとし

ても FAOjWHOの許容摂取量を越える乙とはない.

以上のようにリン酸塩の添加は一般的な使用量を著し

く逸脱したものがなく，また， Pの1日平均摂取量及び

CajPの比の均衡に対して，添加されたリン酸塩はほと

んど影響を及ぼすことはないと考えられる.
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食品用洗剤の成分分析

(1) 界面活性成分

遠藤英美中広門雅子* 宇佐美樽幸*

半田八十三件藤居 瑛申

Analysis of the Synthetic Detergent for Kitchen 

(1) Su:rface Active Agent 

FUSAYOSHI ENDO*， ]¥在ASAKOHIROKADOぺ HIROYUKIUSAMIヘ
YASOMI HANDA料 andTERU FUJII* 

During the period from 1973 to 1974， a total of 48 kinds of synthetic detergents for the kitchen use 

in market was studied for their ingredients. Since the amount of surface active agents in the synthe-

tic detergents have been regulated by the Japanese Industrial Standard (]1S) as greater than 15 % by 

the weight. Consequent1y， it was found that 8 (22.2%) out of 36 the products tested in 1973 and 4 

(36.49のof11 in 1974 were found to be containing less than 15% of surface active agents. The p印刷

ducts not containing anion surface active agents in 1974 were remarkably increased as 5 (45.5%) of 

11， whi1e there were 3 (8.3 %) of 36 in 1973. 

読者 E耳

昭和48年4月28日食品衛生法の一部改正により，飲食

器，野菜果実用洗浄剤の成分規格および使用基準が新た

に制定され11月1日より施行されることになった 1) 今

回新た比制定された規格内容は，ほほJ1 S規格台所用

合成洗剤2) を準用したものであるが， J 1 S規格では界

面活性剤相当分が15%以上となっているのに対して，食

品衛生法では界面活性剤相当分の合量規定が示されてい

ない.乙の点は含有量と洗浄効果とが深いかかわりを有

する関係から考えて問題である.

筆者らは，昭和48年度と49年度の 2ヶ年にわたって市

販品を対象l乙J1 S規格合成洗剤試験法3)および日本薬

学会協定衛生試験法中の食品，飲食物器具用合成洗剤試

験法めを準用して界面活性剤配合量および界面活性成分

を測定し，その配合割合および年度別活性成分配合比の

変動傾向につき調査したので、報告する.

実験の部

実験 1はおいて合成洗剤中の界面活性剤相当分の測定

を行ない，実験2において界面活性剤相当分中のアニオ

ン界面活性剤，非イオン界面活性剤およびせっけん分の

定量を行なった.

器具および試薬

*東京都立衛生研究所生活科学部食品添加物研究科

J 1 S規格合成洗剤試験法に記載されているものを用

しif.，こ.

試料

昭和48年度市販品:都食品衛生課収去品および当研究

室で購入したもの， 13社製品36品目.

昭和49年度市販品:都食品監視課および当研究室で購

入したもの， 7社製品目品目.

測定方法

実験 1 界面活性剤相当分の定量

J 1 S規格合成洗剤試験法では界面活性剤相当分を，

アルコール可溶分より石油エーテ Jレ可溶分および尿素の

量をさし引いたもので示す乙とになっている.

P=A-(B+C) 

P……界面活性剤相当分(%)

A・H ・..アルコール可溶分(%)

B……石油エーテル可溶分(持〉

C……尿素(外〉

1-1 アルコール可溶分の定量法

J 1 S K3362 5 -2を準用した.

試料約 5gを内容300mlの三角フラスコ中に精密に秤

取し，無水エタノールを加え，長さ 100cmのガラス管を

付け，水浴上で 1時間ときどき振りまぜながら煮沸溶解

160 東京都新宿区百人町3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku--ku， Tokyo， 160 Japan 

ネ中徳島文理大学薬学部
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させ，温時ガラスろ過器 (G4)を用いてろ過し，熱無

水エタノールで、三角フラスコおよびろ過器上の残留物を

よく洗い，洗液はろ液lζ合わせ，冷後250mlメスフラス

コに移し，無水エタノー Jレで、全量を250mlとする〔ζの

液を試験溶液として 1-1アルコーノレ可溶分， 1-3尿

素および 2-3非イオン界面活性剤の定量を行なう).

乙の液100mlを正確に重量既知の蒸発皿にとり，水浴上

で加熱してエタノー Jレを留去レ， 1050
で 1時間乾燥した

のち，f令後秤取レ，次式によってアルコー Jレ可溶分(A)

を算出する.

ハUn
U
 

1
ム×

 
一O
一
O

一ハU
一F
h
d

r
一1
一2

1
一×

一
Q
U

一一A
 

A……アルコール可溶分(%)

W……乾燥残量 (g)

S.…・・試料採取量 (g)

1-2 石油エーテル可溶分

J 1 S規格K3362 5-1を準用した.

試料約10gを内容 300ml三角フラスコに精密 l乙秤取

し，水100mlおよび95%エタノー Jレ100mlを加えて溶か

す.不溶物あらばろ過し， N/2 NaOH 5 mlを加えてア

ルカリ性とし(指示薬フェノールフタレイン)，分液口

斗に移し，石油エーテル 50mlずつで 3回繰り返し拍出

を行ない，抽出液は合わせ，水100mlずつで 2臣l水洗す

る. (抽出残液のア jレカリ水潜液および水洗液は合わせ，

2-2せっけん相当分の試験溶液とする.)水洗した石

油エーテル抽出!被は，無水硫酸ナトリウムを加えて脱水

209 

し，乾燥ろ紙を用いてろ過する.分液口斗およびろ紙上

の残留物は少量の石油エーテルで、洗い，洗液はろ液l乙合

わせ，水浴上で約 50mlまで、濃縮したのち，重量既知の

蒸発血i乙移し，再び水浴上で加熱して蒸発乾回し，冷後

送風して残留する石油エーテノレを追い出したのち，デシ

ケーター中l乙一夜放置し，秤量し，次式によって石油エ

ーテ Jレ可溶物 (B)を算出する.

B=与x100

B……石油エーテ Jレ可溶分(持〉

W……石油エーテル抽出量 (g)

S……試料採取量 (g)

ト3 尿素の定量法

J 1 S規格K3362 5 -5"-' 6を準用した.

アルコーノレ可溶分の定量法で、得たエタノー Jレ抽出液

100mlを正確にとり，この液を予め強酸性カチオンイオ

ン交換樹脂 (H型〉を高さ 20cmt乙つめたガラスカラム

(径 1x高さ 30cm)内にゆっくりと流し，無水エタノ

ーJレ250mlを用いてカラム内を洗ったのち(乙のエタ

ノール流出液は合わせて， 2 -3非イオン界面活性剤の

試験溶液とする).ζのカラムl乙水 200mlを上部から流

し，流出液はビーカーに集め，水浴上で約 30mlとなる

まで、濃縮したのち，重量既知の蒸発皿に移し，ピーカー

は少量の水で洗い，洗液は濃縮液lζ合わせ，再び水浴上

で蒸発乾閏し，約 700
で 1時間乾燥したのち，デシケー

ター中民放冷し，冷後秤量し，次式によって尿素量(C)

を算出する.

Table 1 Content of Surface active agent and Alcohol soluble matter in the Specimens 

1 9 7 3 1 9 7 4 

No A P No A P No A P No A P 

1 26.60 21.35 13 22.40 20.19 25 18.23 14.00 1 33.63 23.78 

2 33.03 27.50 14 11.82 10.46 26 25.43 14.02 2 32.89 25.31 

3 36.27 31.22 15 18.96 15.30 27 17.85 17.24 3 37.39 22.55 

4 35.64 28.98 16 20.32 18.95 28 23.25 22.29 4 10.05 9.56 

5 15.05 12.59 17 17.07 15.83 29 24.81 23.16 5 13.90 12.96 

6 21.39 20.13 18 18.50 17.73 30 20.57 18.38 6 25.09 23.42 

7 27.76 15.62 19 14.67 14.00 31 20.74 18.59 7 14.75 12.07 

8 16.74 13.06 20 21.82 15.04 32 18.95 17.01 8 23.04 20.92 

9 23.49 19.66 21 14.21 13.84 33 18.92 17.15 9 20.98 19.18 

10 22.00 16.31 22 20.26 18.56 34 21. 23 18.11 10 20.96 20.19 

11 13.66 12.35 23 21.42 20.51 35 25.27 20.58 11 13.38 11. 70 

12 18.64 17.54 24 19.35 16.93 36 32.31 27.67 

A……Alcohol soluble matter (持〉

P……Surface active agent (%) 
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Table 2 Ratio of the Surface active agent 

content 

year 1 9 7 3 

Content % 36 

<15 8 

15，.......20 17 

20，.......30 10 

30< 1 

C =____:ji一一〉く100
100 

Sx一一
250 

実験結果

(100%) 

22.2 

47.3 

27.8 

2.8 

1 9 7 4 

11 (100%) 

4 36.4 

1 9.1 

6 54.5 

昭和48年， 49年度市販洗剤中の界面活性剤含量の測定

は，上記の方法l乙従って行ない算出すると表 1のごとく

になる.

考察および結論

表 1はアルコー Jレ可溶物および界面活性剤相当分の測

定値を年度別に分類したものであるが，乙れを界面活性

剤含量別lζ48年， 49年度別に分類しなおしてみると，表

2のごとくになり，乙の表から年度別l乙界面活性剤含量

の変移を考察すると，界面活性剤相当分が15%以下 (J

I S規格不合格〉のものが昭和48年度は22.2~るであった

が 49年度は 36.4%と増加しており， 48年l乙は含有量が

15""，，30%のものが75.1~らであったが， 49年は63.6%と減

少している.わずか一年間で乙のように合成洗剤の活性

成分配合量に変化が認められるのであるが，活性剤相当

分だけでは， ABS，LASなどのアニオン系界面活性

剤の離合量の推移を知ることができないので実験2を引

き続き行ない，界面活性剤相当分中の各界面活性剤配合

割合を調査する乙ととした.

実験2 界面活性剤相当分中の活性成分分析

界面活性剤を分類すると表 3のごとくであり，筆者ら

はJ1 S規格合成洗剤試験法を適用して表 3にかかげた

各活性成分の定量を行なった.

測定法

2-1 全アニオン界面活性斉11中結合硫酸の定量法

J I S K3362 5 -3 -3 -(4)を準用した.

結合硫酸として約1.4gを含むよう誌料を精密lζ秤取

し，水を加えて 100mlとし試験諮液とする.その 10ml

を滴定用シリンダーに正確に秤取し，メチレンブ、Jレー溶

液 25mlおよびクロロホルム 15mlを加え，Nj250セチ

ルピリジニウムブロマイド溶液(カチオン界面活性剤標

準洛液)20mlを精密に秤取し，よく振りまぜて混和させ

たのち，Nj250スルホコハク酸ジー 2-エチルヘキシJレナ

トリウム溶液(アニオン界面活性剤標準裕被〉で滴定す

る.滴定方法は，はじめ 2mlずつ加え，そのつど栓を

して激しく振りまぜたのち静置し，二層の分離が早くな

れば逐次滴定 ml数を減じ，終点近くでは， 0.02"""0.03 

ml刻みで滴定を行ない，白色板を背景として両層の青

さが間ーとなった点を終点とする.問時I乙空試験を行な

い，次式によって全アニオン界面活性剤中結合硫酸 (T

AS)を算出する.

(B-A〉×-L×f×加
250 

T A S - ，... . .. ̂  ̂.. 10 X 100 
S Xl00X一一-

100 

TAS…全アニオン界面活性剤中結合硫酸(持〉

B……・一空試験l乙要した標準溶液の滴定数 (ml)

A……・・・試料試験l乙要した標準溶液の滴定数 (ml)

f ...……Nj250スルホコハク酸ジ目 2-エチノレヘキシ

ノレナトリウム潜液のファクター

Table 3 Classification of Surface active agent 

( Alcoholic alkyl sulphate 
( Alkylsulphate……( 

Anion...…) l Alkylaryl sulphate 

¥ Soap …・…・・……… Salt of fatty acid 

Aliphatic amine 

Surface ac…ent...... ~ Ca伽 JT…mmoni…1t

Alkylarriine 

Nonion '"………………… 

Polyoxyethylene fatty acid ester 

Sorbitan fatty acid ester 

Sugar fatty acid ester 

Glycerin fatty acid ester 
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S....・H ・-試料採取量 (g)

2-2 せっけん相当分の定量法

J 1 S K3362 5 -3司 4を準用した.

1 2の石油エーテ Jレ可溶分の定量時における石油エ

ーテ Jレ抽出残液およびその洗液を集め，Nj2硫酸を加え

て酸性とし(指示薬メチルオレンジ)，分液口斗中で石

?由エーテノレ 50mlずつを用いて 3回繰り返し抽出を行な

い，その抽出液を合わせ水100mlずつで 2@]水洗し，無

水硫酸ナトリウムを用いて脱水したのち乾燥ろ紙で内容

300mlの三角フラスコ中にろ過し，水浴上で液が約 30

mlとなるまで、濃縮したのち，重量既知の蒸発皿 l乙移

し，少量の石油エーテ Jレでフラスコ内を洗う.洗液は濃

縮液l乙合わせ，再び水浴上で石油エーテルを蒸発乾回

し，冷後送風して残留する石油エーテ Jレを追い出したの

ち，デシケーター中l乙一夜放置し，ついで秤量し，つぎ

の式によってせっけん相当分 (Sp)を算出する.

Sp=与X100

Sp・..…せっけん相当分 (9の
W……石油エーテル抽出量 (g)

S……試料採取量 (g)

2-3 非イオン界面活性剤の定量法

Table 4 Content of each surface active agent in total surface active agent 

No P TAS Sp 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

21 

22 

23 

24 

25 

26 

27 

21.35 4.85 0.44 

27.50 5.81 0.24 

31.22 4.97 0.18 

28.98 5.02 。
12.59 。 1.01 

20.13 1.55 0.62 

15.62 2.57 。
13.06 。 0.98 

19.66 3.51 。
16.31 3.64 0.71 

12.35 2.11 0.38 

17.54 2.54 0.38 

20.19 3.37 0.51 

10.46 1.58 0.62 

15.30 2.15 0.27 

18.95 2.87 0.17 

15.83 1.22 0.39 

17.73 3.40 0.27 

14.00 2.23 0.12 

15.04 2.82 。
13.84 3.10 。
18.56 。 0.84 

20.51 4.39 。
16.93 2.77 0.19 

14.00 4.84 0.28 

14.02 1.13 6.23 

17.24 2.27 0.36 

p...・H ・..…Surfaceactive agent (9の

TAS……Total Anion S03 (9の

Sp …・…..Soap(9の

N…...・H ・..Nonion(9の

1 9 7 3 

N No 

3.98 28 

2.31 29 。 30 

1.35 31 

5.84 32 

9.29 33 

1.14 34 。 35 

1.35 36 

3.45 

4.31 

4.83 

11.66 

3.74 

2.77 

4.87 1 

9.00 2 

7.98 3 

1. 83 4 

4.19 5 

1.10 6 

13.78 7 

3.60 8 

3.00 9 

3.67 10 

6.21 11 

6.86 

P TAS Sp N 

22.29 4.35 。 2.26 

23.16 3.15 0.42 3.41 

18.28 2.84 0.22 6.44 

18.95 3.05 0.67 3.91 

17.01 3.91 0.20 4.04 

17.15 3.29 0.18 3.65 

18.11 2.47 0.34 6.33 

20.58 3.96 0.22 。
27.67 7.26 0.42 1.25 

1 974 

P TAS Sp N 

23.78 3.89 0.71 0.71 

25.31 4.84 0.55 。
22.55 3.37 0.85 1. 58 

認怒

9.56 。 。 。
12.96 。 。 1.15 

23.42 。 1.57 21.84 

12.07 。 1. 35 6.77 

20.92 1.06 0.92 1. 73 

19.18 0.63 0.53 9.03 

20.19 1.28 0.44 9.60 

11. 70 。 1.25 。
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Table 5 Ratio of the each surface active agent content 

P TAS Soap Nonion 

year 1973 1974 1973 1974 1973 1974 

?ら 36 (100%) 11 (100%) 36 (100%) 11 (100%) 36 (100%) 11 (100%) 

。 3 8.3 5 45.5 7 19.4 2 18.3 3 8.3 3 27.3 

0-1 。。 。。 27 75.0 6 54.5 。。 1 9.0 

1-2 4 11.1 2 18.2 2 5.6 3 27.3 6 16.7 3 27.3 

2-3 11 30.6 。。 3 8.3 。。
3-4 10 27.8 2 18.2 9 25.0 。。
4-5 5 13.9 1 9.1 9 25.0 。。
5 3 8.3 。。 10 27.8 4 36.4 

TAS.........Total Anion S03 P .........Surface active agent 

結合硫酸とレて 1"-'5%のものが約80%であったが49年J 1 S K3362 5 -5 -3を準用した.

1-3の尿素定量法の際カチオン交換樹脂カラムを通 品では54.5%と減少しているく結合硫酸塩 1"-'5%はア

過したエタノー Jレ流出液およびエタノー Jレ洗液を試験溶 ニオン活性剤標準品として用いたスルホコハク酸:;-2-

液とする.予め強塩基性アニオン交換樹脂 (OH型〉を エチルヘキシノレナトリウムl乙換算すると5.56，，-，27.8%と

高さ20cmIc::.充めたガラスカラム(径 1x高さ30cm)内

にゆっくりと流し，溶出液を内容500mlのビーカーに集

める.ついでエタノー Jレ250mlを用いてカラム内を洗

い，洗液は同一ピーカー内l乙受け，乙の液を水浴上でで、約

50mlまで

一カ一内を少量のエ夕ノ一 Jルレで、洗い，洗液は濃縮液i乙合

わせ，再び水浴上で蒸発乾田させ， 105
0

で恒量になるま

で乾燥し，デシケーター中に放冷したのち秤量しつぎの

式によって非イオン界面活性剤の量 (N)を算出する.

TTT" 250 
N = ( .... 100 v 1 ("¥(¥ i -B 

-¥ S X100)-D 

N……非イオン界面活性剤の量(外〉

W……礎出量 (g)

S..…試料採取量 (g)

B……石油エーテノレ可溶分(%)

測定結果

以上の測定法によってアニオン，せっけん，非イオン

活性剤を定量した結果は表4のごとくである.

考察および結論

表 4の結果を各活性剤含量別に48年， 49年製品を分類

してみると表5のごとくになり， ζの表を棒グラフにな

おしてみると図 1のと、とくになる.

表 5，図 1より48年， 49年度市販洗剤中の各活性剤配

合割合の推移を考察すると， 43年品はアニオン活性剤を

含まない製品が8.35もしかなかったのに49年品はその割

合が4'5_5%と増大し，しかも48年品のアニオン配合量は

。も
50 
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なる). 少し，非イオン活性剤，その他との併用または非イオン

一方せっけん相当分は有意な変動は認められなかっ 活性剤主体の配合l乙変わりつつあることがうかがわれ

た.乙の理由は，合成洗剤中のせっけん分は洗浄剤とし る.

ての効果よりも洗濯時における泡の抑制剤として加えら 謝辞本調査に当り，都食品衛住諜および食品監視課

れるためで、あれ 2%以上の配合は行なわれていないよ の方々の御協力を戴いたことを感謝いたします.

うである.

非イオンについては，使われていないものが48年品で (本研究は昭和49年度当研究所調査研究課題「市販食

は8.39らであったが49年品では 27.3%と増加している. 品用洗浄剤の成分分析に関する研究Jとして実施したも

一方，泡の抑制剤として 1"'5舛添加したものの推移を のである.)

みると63.99るから27.3%へと著しく減少している.しか 文 献

し，いわゆる食べられる洗剤として宣伝されている非ィ 1)厚生省告示第98号(昭和48年4月28日〉

オンを主体とした洗剤が増加し， 49年度品では前年が 2) J 1 S規格K3370日 1973台所用合成洗剤

27.89らであったのに対して36.4%と増加している 3)J 1 S規格K3362-1970合成洗剤試験法

総 括 4)日本薬学会編衛生試験法注解， 549， 1973 

合成洗剤l乙対する世論はいぜんとして厳しい情況であ の高橋越民，難波義郎，小、池基生，小林正雄:界面活

り，各メーカーにおいてもその配合については気をつか 性剤ハンドブック， 1972，工学図書

っているようである.以上の結果からも類推されるよう の荻野圭三:合成洗剤の知識， 1974，幸書房

lC， AB S， LASのようなアニオン活性剤の配合が減
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D-ソルピットの液性について

遠藤英美中広門雅子*宇佐美博幸*藤居 瑛中

Study on the p盟 Valueof D-Sorbite 

FUSAYOSHI ENDOヘMASAKOHIROKADO*， HIROYUKI USAMI* and TERU FU]II* 

Four out of 20 D帽sorbitolspecimens tested in Tokyo in 1974 were found to be unsuitable for food 

additives because of their acidity. Thus， further investigations on pH value of the products were made 

on 20 powdered and 25 liquid ones， by the use of electric pH meter. Consequently， it was found that 
all of them were acidic， as they produced 2，....，3 organic acids mainly composed of gluconic acid by 

their air oxidation after the procession. 

は しが き 0.5N塩酸:塩酸85.5mlを水を加えて全量を1000ml

昭和49年度食品添加物一斉取締検査の際， D-ソルピ とする.

ット収去検体20件中 4件が，食品添加物公定書規格純度 エタノー Jレ(無水) :試薬特級

試験1) (1)液性の項で，酸性を呈するという理由から不 ニッケノレ標準溶液:和光純薬原子吸光用ニッケル標準

合格となった. 溶液 1mgjml Niを含む.

D-ソルピットの10--20%水溶液は，解離恒数 Ka17・5 O.OlN水酸佑ナトリウム:水酸化ナトリウム(試薬特

2.5 X 10-14 pH 7とされており，中性のものである.規 級〉約 0.4gを精密にはかり，溶解水を加えて全量を

格誌験において液性を調べるのは，精製のとき用いるィ 1000mlとし， O.OlN塩酸を用いてカ価を標定する.

オン交換樹脂の性能の是非をチェックするためとされて 1N炭酸ナトリウム:無水炭酸ナトリウム(試薬特級〉

いる. を3000
で 3時間乾燥し，冷後その 6.25gを精密にはか

著者らは，不合格品の液性について再検討を行った結 り，水を加えて全量を 1000mlとする.

果，ソ jレピットの液性は単l乙イオン交換樹脂精製能を検 陰イオン交換樹脂カラム:Amberite IR-400(O H型〉

査しているだけではなく，製造後の本品の酸化の度合を をガラスカラム(径2x高さ30cm)内に高さ20cmの樹

も知りうる重要な試験項目である乙とが判明したので、報 脂柱となるよう 1N水酸化ナトリウム100mlを用いて流

告する.

実験の部

試料

都食品監視諜より昭和49年以前l乙当所へ送付されたも

のおよび新たに日研化学，東和化成より読料として提供

を受けたもの.ソルピット末20種，ソ Jレピット液25種

計45~重.

試薬および器具

溶解水:ヤマト科学器械製 Autosti11W-5型蒸留水

製造装置を用いて得た精製蒸留水を新たに煮沸し冷却し

た水.

塩酸:和光純薬超特級 20%

し込み，洗液がフェノーノレフタレインによって微紅色を

呈さなくなるまで精製水で水洗する.

陽イオン交換樹脂カラム:Amberite IR-120 (H型〉

をガラスカラム(径 2X高さ30cm)内l乙高さ20cmの樹

脂柱となるよう 1N塩酸100mlを用いて流し込み，洗液

が塩化物の反応を呈さなくなるまで精製水で水洗する.

有機酸標準液:D-グJレクロン酸(和光純薬)，タルト

ロン酸(東京化成TCI-GR)，グJレコン酸(藤沢薬品

食品添加物用)，シュウ酸(和光純薬誠薬特級)，レプリ

ン酸(和光純薬)，グリオキシル酸(和光純薬試薬一級〉

各 1gを水10mlf乙溶かし標準液とする.

展開溶媒 :n目ヘキサン・氷酢酸・水 (4:2:1)

*東京都立衛生研究所生活科学部食品添加物研究科 160 東京都新宿区百人町3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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発色液:0.1%ブロムクレゾー Jレグリーン希アルコー

Jレ溶液

ペーパークロマト用ろ紙:東洋ろ紙No.50 20x20cm 

ガラス電極pH計:日立ー堀場 pHメータ -M-7型

原子吸光装置:日本ヲャレールアツシュ製AA-I-M 

K町 E型

ニッケル用ランプ:浜松テレビ製ホローカソードラン

プ波長232‘02nm

測定法

1 pH 

試料10gを内容100ml共せん三角フラスコははかりと

り，溶解水50mlを加えて溶かしたのち，乙の液20"，30

mlをpH測定用ピーカーに移し，速かにガラス電極pH

計で pHを測定する.

別lζ溶解水の pHを測定し，試料溶液の pHとの若

δpHを求める.

2 塩化物および硫酸塩

試料 1gをとり，食品添加物公定書中一般試験法塩化

物および硝酸塩の試験を準用，ただし標準溶液は， 0.01 

N塩酸，0.13ml， O.OlN硫酸0.2mlを用いた.

3 ニッケル2)

試料 10gを精密にはかり，硫酸 1mlを滴加し， 5500 

一夜強熱し，残留物J乙塩酸 5mlを加えて溶かし，水浴

上で加温して蒸発乾回し，その残留物に0.5N塩酸3ml

を加えて溶かし，エタノー Jレ5mlおよび0.5N塩酸を

加えて全農を 10mlとし，原子吸光用試験溶液とする.

ニッケル標準溶液はニッケル標準液 1mlをはかり，

'0.5N塩酸を加えて 100mlとし， ζの液 0，1.0， 1.5， 

3.0， 6.0， 10.0mlを精確にとり，それぞれエタノーノレ

，50mlおよび0.5N塩酸を加えて全量100mlとし，標準溶

液0，0.1， 0.15，0.3， 0.6， 1.0μg/ml Niを作成し， ζ

の標準溶液および試験溶液を用いて，ニッケルホローカ

ソードランプを光源として原子吸光を測定し，標準溶液

の吸光度から検量線を作成し，誌験溶液の吸光度から，

次式iζよって試料中の含量を算出する.

A=bxζxd 

A:試料中のニッケノレ含量 (ppm)

b:試験溶液中のニッケル含量 (ppm)

V:試験溶液の全量 (ml)

S:試料採取量 (g)

d :話料の希釈倍率

4 アルカリ消費量

試料約 1gを精密にはかり，溶解水'20ml!e溶かし，

フェノー Jレフタレインを指示薬とし，ミクロピュレット

を用いてO.OlN水酸化ナトリウムで滴定し，次式によっ

てアルカリ消費量を求める.

A=~~ 

A : O.OlN NaOH消費量 (ml)

a 試料熔液の0.01NaOH滴定数 (ml)

f : O.OlN NaOHの力{西

S:読料採取量 (g)

5 有機酸の定性

誌料は最大のアルカリ消費量を示したソルピット末

No.7を選ぴ，ろ紙クロマトグラフィーにより定性を行

っ?こ.

試料10gをはかり，水 100mll乙溶かし，この液を陰

イオン交換樹脂カラム内l乙ゆっくりと流し，ついで水

100mlを用い樹脂を洗い， 1N炭酸ナトリウム30mlを

ゆっくりと注ぎ，溶出液は陽イオン交換樹脂カラム内J乙

注ぐ.この流出液を集め，水浴上で 2mlとなるまで濃

縮し，試験溶液とする.乙の液 10μJおよび標準溶液10

〆ずつをろ紙上l乙スポットし，風乾したのち， n句ヘキ

サン・氷酢酸・水 (4:2:1)で展開し，溶媒が約10

cm上昇したときろ紙をとり出し風乾後，発色液を噴霧

し，認められるはん点の Rf値を比較する.

結果および考察

1 pH 

試料45種の pH実視u億および opH億は表 1のごとく

である .ζの表 1より dpH値別i乙末および液を分類し

考察してみると表2のごとくなり，末では dpHが0.5以

下のもの 4/20(20~の， 0.5-1.0のもの2/20(10%)，1.0 

....，2.0のもの10/20(509の， 2.0以上のもの 4/20(20%)

で， dpHfI直の最大は3.3であった.一方，液では dpHO.5

以下のもの21/25(84%)， 0.5-1.0のもの1/25(4 ~の，

1.0-2.0のもの3/25(l2~のであった.

食品添加物公定書通則15では，微酸性を pH5 -6.5， 

弱酸性を pH3.-5，強酸性を pH3以下と規定してい

る.表2の結果を通則l乙当てはめると，末では微酸性が

60%，弱酸性が20%，液では微酸性16%である.試験結

果は末が液比較べて酸性のものが多い ζ とを示してい

る.

現在食品添加物公定書では， )jJj段の規定のないもの

は，液性をリトマス試験紙で測定してよい ζとになって

いるが，リトマス試験紙では微酸性程度では変色せず，

微妙な液性の判定は困難である.したがって最近では規

格試験の液性は，ガラス電極法が用いられるように改訂

されるものが多く，本品についても液性の測定にはガラ

ス電極法を用いたほうがより精密であるという乙とがい
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Table 1 Measured pH value and dp百 ofSorbite 

No. Blank Sample 。pH

Sorbite Powder 

1 6.00 3.65 十2.35

2 6.23 6.55 -0.32 

3 6.50 6.55 一0.05

4 6.60 5.20 +1.40 

6.25 4.30 十1.95

6.05 2.80 十3.25

7 5.95 2.65 十3.30

8 5.90 4.85 -1.05 

9 6.15 5.00 十1.15

10 6.45 5.82 +0.63 

11 6.05 5.25 十0.80

12 6.30 6.10 十0.20

13 5.85 4.80 十1.05

14 5.85 4.15 十1.70 

15 5.85 4.15 十1.45

16 5.95 3.85 十2.10

17 6.40 5.25 十1.15

18 6.40 6.10 十0.30

19 6.50 4.65 十1.85

20 6.70 5.20 +1.50 

Sorbite Solution 

1 6.25 6.52 -0.30 

2 6.40 6.70 -0.30 

3 6.50 6.65 -0.15 

4 5.95 6.10 一0.15

5 6.15 6.05 十0.10

6 6.00 6.15 -0.15 

7 6.50 5.95 十0.55

8 6.30 5・90 +0.40 

9 6.42 5.10 +1.32 

10 6.30 6.80 -0.50 

11 5.90 4.30 十1.60

12 6.31 6.40 -0.06 

13 6.15 4.55 +1.60 

14 5.95 5.95 。
15 6.20 6.65 -0.45 

16 5.95 5.80 +0.15 

17 6.00 5.90 十0.10

18 6.38 6.30 +0.08 

19 6.40 6.40 。
20 5.62 5.55 +0.07 

21 5.75 5.35 +0.40 

22 6.25 6.50 -0.25 

23 5.60 5.95 -0.35 

24 6.50 6.50 。
25 6.40 6.50 一0.10

dpH=A-B 

A : Value of Blank pH 

B : Value of Sample pH 

Table 2 Distribution with dpH value 

¥¥spHSample ¥、よ
Powder Solution 

20 (100%) 25 (100%) 

0.5> 4 (20.0) 21 (84.0) 

0.5-1. 0 2 (10.0) 1 ( 4.0) 

1.0-2.0 10 (50.0) 3 (12.0) 

2.0< 4 (20.0) 

えるのであるが，本品は非電解質であるため溶解水の、

pH 1(.左右され易くなるので， apHとして測定する必要

カまある.

しかし，たとえ apH値が大であっても必ずしもソル

ピット中の酸の量を示すζ とにならないので，本品の液

性の項はむしろO.01N水酸化ナトリウム消費量として規

定するのが適切であると考えられる.

2 塩化物，硫酸塩およびニッケル

塩化物，硫酸塩およびニッケJレについての試料中の測

定結果は表3のごとくであり，塩化物は全て 50ppm以

下，硫酸塩は全て100ppm以下，ニッケ Jレは 1ppm以下

であった.

これら試験項目はいずれもイオン交換樹脂の性能をみ

るためのものであり，米国食品添加物公定書，め 日本薬

局方のおよび米国薬局方5)などでは，塩化物 50ppm以

下，硫酸塩100ppm以下と規定し，日本食品添加物公定

書，日本薬局方， J 1 S規格のおよび化粧品原料規格7)

ではニッケ Jレを 3ppm以下と規定している.

乙れらの規定を参考にすると誠料はいずれもこれら規

格に適合するととになり，イオン交換樹脂の性能は充分

であったと考えられる.

したがって試料中酸性を呈するものは，製造時には，

中性または微酸性程度で、あったものが，酸性化したもの

と考えられる.

3 アルカリ消費量

O.OlN水酸佑ナトリウム消費量と dpH値を表41乙，

dpH値とO.01N水酸佑ナトリウム消費量との関係を表 5

l乙示す.

表4より結果を考察すると末No.6は，dpH 3.251乙対

し， アノレカリ消費量5.45ml，末 No.7は dpH3.30 1乙対

しアルカリ消費量10.83mlで，dpHが大きいと同時にア

ルカリ消費量もふえている.その反面末No.16のごとく

めH2.10応対しアルカリ消費量 0.08mlと少ないものも

ある.

乙の理由は生成する酸の種類および生成量に起因する

ものと考えられ，今後さらに検討する予定である.
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Table 3 Relation of apH and other contaminates 
Table 4 Relation of dpH and alkali demand 

in sorbite 
No. apH O.OlN NaOH ml 

No. dpH Ni ppm Cl S04 
Sorbite Powder 

Sorbite Powder 1 十2.35 0.12 
1 十2.35 0.13 2 十0.32 0.07 
2 -0.32 0.10 3 -0.05 0.09 
3 -0.05 0.10 4 十1.40 0.54 
4 十1.40 0.10 5 十1.95 0.54 
5 十1.95 0.40 6 十3.25 5.45 
6 +3.25 0.11 7 十3.30 10.83 
7 十3.30 0.10 8 +1.05 0.06 
8 +1.05 0.13 9 +1.15 0.06 
9 十1.15 0.10 10 十0.63 0.08 
10 +0.63 0.10 11 十0.80 0.09 
11 +0.80 0.10 12 +0.20 0.11 
12 十0.20 0.10 13 十1.05 0.10 
13 十1.05 0.10 14 十1.70 0.07 
14 +1.70 0.10 15 十1.45 0.08 
15 +1.45 0.10 16 十2.10 0.08 
16 十2.10 0.10 17 +1.15 0.08 
17 +1.15 0.10 18 十0.30 0.08 
18 +0.30 0.10 19 +1.85 0.08 
19 +1.85 0.10 20 十1.50 0.07 
20 +1.50 0.10 

Sorbite Solution 
Sorbite Solution 1 -0.27 0.06 

1 -0.27 0.10 2 -0.30 0.06 
2 -0.30 0.10 3 -0.15 0.06 
3 -0.15 0.33 4 -0.15 0.06 
4 -0.15 0.35 5 十0.10 0.07 
5 十0.10 0.10 6 -0.15 0.04 
6 -0.15 0.10 7 十0.55 0.06 
7 十0.55 0.20 8 十0.40 0.08 
8 +0.40 0.10 9 +1.32 0.08 
9 十1.32 0.10 10 -0.51 0.06 
10 -0.50 0.10 11 +1.60 0.53 
11 +1.60 0.10 12 -0.09 0.06 
12 -0.09 0.10 13 十1.60 0.14 
13 +1.60 0.10 14 。 0.04 
14 。 0.10 15 -0.45 0.06 
15 -0.45 0.70 16 +0.15 0.06 
16 +0.15 0.10 17 十0.10 0.07 
17 十0.10 0.10 18 +0.08 0.08 
18 十0.08 0.15 19 。 0.07 
19 。 0.10 20 十0.07 0.07 
20 +0.07 0.10 21 十0.40 0.08 
21 十0.40 0.10 22 -0.25 0.08 
22 -0.25 0.41 23 -0.35 0.08 
23 -0.35 0.10 24 。 0.06 
24 。 0.10 25 -0.10 0.08 
25 -0.10 0.10 
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Table 5 Distribution on the relation of dpH and alkali demand 

、竺~~~t~C:~1

dpH 可竺!と|

0.1> 0.1 - 1.0 1.0< 

P S 
20 (100%) 25 (100%)1 20 (100%) 25 (100%)1 20 (100%) 25 (100%) 

0.5> 3 (15) 25 (80) (-) (-) (一〉 く-)

0.5 - 1.0 2 (10) 2 (8) 1 ( 5) (-) 〈ー〉 (-) 

1.0 - 1.5 4 (20) (一〉 2 (10) 3 (12) 〈一〉 く-)
1.5- 2.0 3 (15) 〈一〉 1 (5) (-) 〈一〉 (-) 

2.0< (-) (ー〉 〈一〉 (-) 2 (10) (ー〉

表 5より結果を考察すると，末は dpHが0.5-1.0の

ものから，アノレカリ消費量が O.lmlを超え，漸次 dpH Rf 
が大きくなるにつれてアルカリ消費量が増す傾向がみら 1.0 
れる.一方，液では dpHが1.0-1.5のもの 3件が，ア

Jレカリ消費量 O.lmlを超す結果となっている.

このように勾H とアルカリ消費量の関係は末におい

て明瞭である.英国薬局方8)では，末と液の規格が作ら

れているが，アルカリ消費量の規定が末だけに定められ

ており，その限度は， 5%水溶液 10mlはフェノ-)レフ

タレインを指示薬として水酸佑ナトリウムを加えたと

き，液の色は紅色を呈さなければいけない，としてい

る.この限度を本実験結果に当てはめると，末ではNo.4，

5， 6， 7，が，液ではNo.llが限度を超えることになる.

乙の方法は，液性を検査するよりも合理的であると考

P : Sorbite powder S : Sorbite solution 

えられる.

4 有機酸の定性

有機酸標準溶液およびソルピット試料末 No.7のろ紙

クロマトグラムを図 11乙示す.

乙の結果，誌~lから 3 個のはん点、が認められ， Rf 0.3 

付近の黄色はん点がクVレコン酸の標準溶液l乙近似してい

る.青色はん点および原点近くの黄色はん点は，今回予

想して調整したいずれの標準物質とも一致せず，乙れら

の確認は今後検討する予定である.

結論

D-ソルピットの液性は，ガラス電極法で測定すると

き，末では中性~弱酸性，液では中性~微酸性であり，

液状のものに較べて粉末状のもののほうが酸性が高い傾

向が認められた.

乙れら試料のうち，いちじるしく酸性を呈するものに

ついて検討したところ，その酸性物質はグJレコン酸l乙近

似する有機酸であった.

ソルピット中K有機酸が混入する経過は， 1) 原料ブ

。。。
0.5 

。
ハ〉

ハ〉

八
リ

vo 。。
01一一一一一一一一一一一一一

A B C S D E F 

Fig. 1 Paperchromatogram of organic acid 

Solvent : n-hexane-Ac OH-H20(4 : 2 : 1) 

Detection : bromcresolgreen 

A : D-glucuronic acid B : tartoronic acid 

C : gulconic acid D : oxalic acid 

E : levulinic acid F : glyoxylic acid 

S : contaminates in sorbite powder 

o : yellow spot 鯵:blue spot 
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ドー糖の純度， 2) 水素添加の不充分， 3) イオン交換

樹脂による精製不充分， 4) ソルピット末製造の際結品

方法， 5) 製造後保害法(場所，包装型態，経時日数〉

などが考えられるが，今回の調査結果では， 3)の理由に

よるものでないことが判明したが，他の要因についての

検討は今後調査する予定である.

食品添加物公定書中D-ソJレピットの液性は，イオン

交換樹脂精製能の適否を判定するだけでなく，本品の酸

化度をも検査しうることが今回判明したが，今回の調査

結果よりみて液性よりも酸度として規定するのが妥当と

し1える.

謝辞試料の収集および資料の提供を載いた都食品監

視課機動班各位並びに日研化学，東和化成の方々の御協

力に深謝致します.
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食品添加物中の多核芳香族炭化水素(ベンズ (a)ピレン〉について

(2)流動パラフィンおよびクン液

広門雅子*遠藤英美*宇佐美南 藤居 瑛中

Survey for Polynuclear Aromatic Hydrocarbons (Benzo(α)pyrene) 

in Food Additives 

(2) Liquid Paraffin and Liquid Smoke Flavor 

MASAKO HIROKADO汽 FUSAYOSHIENDOヘHIROYUKIUSAMI* and TERU FU]II* 

For the quantitative determination of polynuclear aromatic hydrocarbons in liquid paraffin and liquid 

smoke flavor， a modified clean-up method of Shiraisi was developed and adopted a liquid-liquid partition 

and an alumina column chromatography. Determination of the amount of benzo(α)pyrene(BaP) in the 

specimens was made spectrophotofluorometrically. Recovery of 50ng of BaP added experimentally in 

100ml of liquid paraffin and of liquid smoke flavor was 76.8-82.8% and 47.0-55.2% respectively. It 

was also found that the contents of BaP in 4 commercial liquid paraffins were ranged from 0.1 to 

0.18ppb， whi1e none of the 11 liquid smoke flavors had contained greater than O.lppb (minimum detec-

tion level) of BaP. 

品者 広司 l乙改良のうえ採用した.流動ノfラフィンの分析では国型

前報ではクエン酸中の 3，ιベンズピレン (Bap)I乙 パラフィン中の Bapの分析法3)および食品添加物公定

ついて報告したが，今回はひき続き流動パラフィンおよ 書中の「流動j~ ラフィン」の純度試験4) を適用した.

ぴクン液中の Bapについて検討した.食品の加工技術 実験の部

の進歩lこともなって，クン液がクン製食品のクン煙法l乙 試薬

代るものとして，魚介類の氷蔵貯蔵の鮮度保持のため 1) n-ヘキサン，エーテル:特級品，再蒸留. 2) 

に，また魚肉，食肉の脱臭の目的などに使用されるよう リン酸:85%以上. 3) 20%水酸佑ナトリウム溶液.

になってきた.しかしクン液は木材を乾留し発生する煙 4)硫酸ナトリウム(無水) :特級品.105
0
， 1時間乾

を冷却しでつくられるので，その際，衛生上問題となる物 燥. 5) Bap標準液:ベンズ〈α〉ピレン0.010gを正確に

質(多核芳香族炭化水素など〉の混入する可能性がある 秤り n-ヘキサンに溶解，1000mlとした.標準液 1ml 

ため，その規格を定める必要性が生じ，現在その準備が は10μgのBapを含む. 6)カラムクロマト用ア Jレミナ

進められつつある.流動パラフィンについては，石油の : Aluminiumoxide standardisiert (メルク社製〉を約

一成分でもあり，調味料や単細胞蛋白 (SC P)などの 5倍量の 1N塩酸で洗浄後，蒸留水で洗液の液性が pH

原料として，また製ノfンの際の離型剤など多方面に使用 4.5"，，-， 5になるまで洗浄し， 105
0 で2時間乾燥，さらに

されており，食品添加物規格ではBapとして 0.14ppm 常気炉中で約5000，2"'-' 3時間加熱したのちデシケータ

以下と規定されている.そ乙で筆者らは市販品クン液11 ー中で放冷.ζの乾燥アルミナに 1%vjwの水を加え，

種，および流動ノTラフィン 4種中の Bapの分析を行な 共センびんに入れ，よくふりまぜ 2"'-'3時間放置. 7) 

った.なおクン液中からのBapの分析法として， 1966年 薄層用展開溶媒:n-ヘキサン， 0四ヅクロロベンゼ、ンお

に自石1)および1970年l乙城代2) らが行なった方法をさら よびピリジンを 10: 1 : 0.5の割合に混合.なお特にこ

*東京都立衛生研究所生活科学部食品添加物研究科 160 東京都新宿区百人町3-24-1
* Tokyo 1¥在etropolitanResearch Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 
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とわりのない限り， J 1 S規格の特級試薬を用いた.

装置，器具

1)目立MPF-4型けい光分光光度計 2)紫外線灯

〈マナスル工業製): 365nm 3)クロマト用カラム管:

内径 1cm，長さ30cm.4)ロータリーエパポレーター

分析試料

1)流動ノfラフィン (J1 S試薬特級)1種食品添加

物用流動パラフィン市販品4穂 2)クン液市販品11種，

いずれも淡黄色~褐色の液状のもの.

実験操作

1) カラムの調整

カラム A:1%合水アルミナをイソオクタンを用いて

カラムl乙流し込んで充てんし， 20cmの高さにする.

カラム B : 1 %含水アノレミナを n-ヘキサンーエーテ

Jレ(1: 1)の溶媒でカラムIC流し込んで充てんし， 15 

cmの高さにする.

2) 試験液の調製

A)流動ノTラフィン100mlをとり， n-ヘキサン100ml

を加え，かき混ぜて溶かし，ジメチルスルホキシド (DM

S 0) 50mlを加え， 30分間ふりまぜた後静置し，その

DMSO層をとった.同様の操作を 3間行ない，合わせ

たDMSO抽出液に水180mlおよび塩化ナトリウム10g

を加え，室温まで、放冷した後， n-ヘキサン50mlを加え

10分間ふりまぜた n-ヘキサン抽出操作を 3回行ない，

n-ヘキサン抽出液は水50mlで 3回洗浄しDMSOを完

全に除去した後，無水硫酸ナトリウム10gを入れて30分

間放置した.あらかじめ n-ヘキサンでよく洗ったろ紙

を用いてろ過し，そのろ液をエパポレーターで 1" ，2 ml 

まで濃縮した.乙の濃縮液をカラムA内l乙注ぎ，ついで

イソオクタン 50ni.lを用いてカラム内を洗い，流動パラ

フィンを除去したのち，ベンゼン 50mlを流しとみ溶出

するベンゼン 50mlを分取した.ζ の液を再びエパポレ

ーターで濃縮し， ζの濃縮液l乙n-ヘキサン 5mlを加え

てよく混和させたのち，再び 1"'-2mlまで濃縮して徐

々にベンゼンを留去する操作を 3回繰りかえした.完全

にベンゼンを除去した濃縮液をカラム B内l乙注ぎ， n-

ヘキサンーエーテル (1: 1)液でBαPを溶出し， 15 

.....，75ml範囲の溶出液を分取してエパポレーターで濃縮

し， 2"'-3mlとしたのち， n-ヘキサンを加えて 5ml

とし，乙れを試験液とした.対照液は水100mlを用いて

試料の場合と同様K操作した.乙の試験液および対照液

をそれぞれ2.5mlずっとり ，Bap標準液 5μJを添加し

n-ヘキサンで全量 5mlとし，乙れを定量用とした.残

りの2.5mlは定性用とした.

B)クン液100mlを分液ロートにとり， n-ヘキサン

221 

20mlを用いて 3回抽出し，この抽出した n叩ヘキサン層

をあわせ， 20%水酸イ七ナトリウム液50mlを用いてアル

カリ層がいちじるしく混濁および黄色を呈きなくなるま

で抽出をくりかえした〈約 5回).つぎにリン酸20mlを

加えて振り混ぜ，リン酸層が紫外線 (365nm)によって

強いけい光をみとめなくなるまでリン酸抽出をくりかえ

した(約 5回). n-ヘキサン層l乙50mlの水を加えて 3

回洗ったのち，無水硫酸ナトリウムを少量加えて脱水し

たのちろ過し， n-ヘキサン抽出液はエパポレーターを

用いて濃縮し， 1"" 2mlとした.ζの濃縮液をカラム

B内l乙注ぎ， n-ヘキサンーエーテ Jレ(1: 1)液でBap

を溶出し，15"，，60ml範囲の溶出液を分取し，乙れをエ

パポレーターで、濃縮した.務出液が着色していた場合は

もう一度ζのカラムを通し，同様の操作を行なった.濃

縮液l乙n-ヘキサンを加えて全量 5mlとし，以後は流動

パラフィンの場合と同様に行なった.
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3) 薄層ク口マトグラフィおよびけい光スペクトルに

よる定性

前報5) f乙準じて行なった.

4) けい光測定による定量

222 

けい光光度計を用い励起波長 383nmにおいて， 400， 

403， 410nmの3点、のけい光強度を測定し，以後は前報

のクエン酸の方法l乙準じて定量した.

実験結果および考察

薄層およびけい光スペクトルによる定性

流動パラフィンおよびクン液の薄眉クロマトグラフは

Fig.1のごとくであった.クン液の場合は黄色のスポッ

トが，流動ノfラフィンの場合は青紫色のけい光のスポッ

トがBapと同位置に検出された.またおのおののけい

450 nm 

Fig.3 Fluorecence spectra of benzo(α:)pyrene 

isolated from liquid paraffin at excita-

tion 366 nm 

一一-n-hexane extract from liquid par-

affin 

. benzo(α)pyrene 

光スペクト Jレを測定した結果，流動ノTラフィン 5種のう

ち2種はFig.2および Fig.3 f乙示したとおり Bapと同

じ特異的けい光 (366nmで、励起したとき428nmtc::.， 383 

nmで励起したとき 403mmtc::.)を示した.クン液の場合

は11種とも Bapとは異なるけい光，つまり 366nmで励

起すると415nmtc::.， 383nmで、励起すると430nmt乙ピーク

があった.したがって，この物質が最終のけい光測定用

溶液に荏在したとしても，ベースライン法で定量するか

ぎり BαPのけい光測定は妨害されない事実を認めた.

市販流動パラフィンおよびクン液中の BaPの分析結

果

市販流動パラフィン 4種を分析した結果， Table 11乙

示したととし 0.1，，-，0. 18ppbのBaPが検出された.な

おクン液11種からはすべて検出されなかった.なお回収

実験の結果は Table2および Table31c::.示した.流動ノf

ラフィンの平均回収率は 78.3%で変動係数5.1%，クン

液の平均回収率は51.9%で変動係数 7.79らであり，特l乙

クン液からの回収率が低かった.そこで，つぎにクン液

のBapの分析に擦し，白石法の改良および黄色物質と

Bapのカラムによる分離法について検討した.
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Table 1 Concentration of benzo(α) pyrene in 

liquid paraffin 

Samples I Benzo(α)pyrene(ppb) 

1 0.10 <0.10 <0.10 

2 0.10 0.10 <0.10 
Food additive 3 0.12 0.14 0.18 

4 I 0.10 0.10 0.10 

JIS guaranteed Reagent 1 I 0.10 <0.10 <0.10 

Table 2 Recovery of benzo(α)pyrene added 

to liquid paraffin 

Added (ng) Recovered (ng) Recovery(~ら〉

50 38.4 76.8 

1; 37.4 75.2 

11 41.4 82.8 

Av. 39.1 78.3 

S. D. 2.0 

C.v. 5.1(%) 

液一液分配抽出の際の酸アルカリ洗いの検討

白石法1)では，酸アルカリ洗いの際， 5%水酸化ナトリ

Table 3 Recovery of benzo(α)pyrene added 

to liquid smoke flavor 

Added (ng) Recovered( ng) Recovery(%) 

50 27.6 55.2 

11 23.5 47.0 

1; 27.6 55.2 

11 25.0 50.0 

Av. 25.9 51.9 

S. D. 2.0 

C.v. 7.7(%) 

ウム溶液および10%塩酸を用いているが，それぞれ10"，

20回もの洗浄操作をくりかえさなければ，妨害物質を除

去できなかった.しかし， 5%水酸化ナトリウム溶液を

20%水酸化ナトリウム溶液に，また10%塩酸をリン酸に

かえることで洗浄回数がおのおの 4"'5回と少なくなっ

た.しかし原法でも改良法でも黄色物質は除去できなか

った.

カラムクロマトグラフィーによるクン液中の妨害性物:

質の分離の検討

クン液中の黄色物質は，酸ア Jレカリ洗いにより大部

分除かれるが，除去されない中性区分には強い緑黄色の

Table 4 Chromatographic behavior of benzo(α)pyrene's R* and yellow substance's 

R* 

Adsorbent Developing solvent Benzo(α)pyrene yellow substance 

A1203 contained 1%H20 0.90 0.50 

A1203 contained 2%H20 1.18 1.17 

A1203 contained 5%HzO 11 1.60 1.50 

11 
n -Hexane-Acetone 1. 20 1.40 

何百
1; 

n -Hexane-Acetone 1.30 1.06 
( 2 : 

11 Acetone 1. 53 1.44 

1; Ethanol 1.47 1. 09 

11 Methanol 1. 26 1. 50 

11 
Chloroform -Ethanol 1. 70 1. 70 
Ch(i50 ・ 1th〉a 

oroform -Ethanol 1.43 1.60 
11 

: 
Mg 0 n-Hexane 0.98 0.98 

11 
n -Hexane-Ether 0.60 1.02 

11 Acetone 。‘62 1.18 

11 
Acetone-Ether 

: 
0.44 1.16 

11 Ether 0.10 1.10 

R* : Mobi1ities of the adsorbed compounds relative to that of the developing solvent 
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けい光をもっ黄色物質が荏在する.乙の妨害性の黄色物

質を除くため，カラムクロマトグラフィーによる分離を

検討した・白石の用いた 1%合水アルミナ1.0X15cmの

カラムを使用し， n-ヘキサンーエーテル (1: 1)液で

展開したところ， 1回の操作で大部分の黄色物質および

けい光物質を除くことができたが，移動度の早い黄色物

質は除去できなかったので，再度このカラムを通し同様

の操作を行なったが，やはり 11種中， 6種が着色してい

た.しかし定性結果で、記述したように乙の物質はけい光

測定を妨害しないので，回収率を低下する原因は，おそ

らく BαPが黄色物質の影響をうけアルミナl乙吸着され

たためと思われる.

上記のカラム法の他i乙種々のカラム分離法について検

討した結果を Table4f乙示した. Table4中の黄色物質

とBapのおのおのの移動度から考えると，酸化マグネ

シウムを吸着剤l乙用い，最初エーテ Jレで、展開すれば，

Bapが吸着され黄色物質が移動するのでこれを流去し，

つづいて n-ヘキサンかアセトンでBapを溶出すれば，

両者を分離できるものと考えたが，Bap単独の場合と

異なり黄色物質が共在する場合は，回収率が著るしく低

下する.乙の乙とはおそらく Bapがエーテ Jレ溶出の際，

吸着されずに黄色物質にともなって移動したものと思わ

れる.乙の点については今後さらに検討したいと考え

る.

まとめ

市販流動パラフィン 4種について分析した結果，公定

法i乙定める限度試験では検出きれない量であるが，著者

らの方法ではO.1........0.18p悼 のBapが検出された.市販

クン液11種について分析した結果は，すべて検出限界の

仏 1ppb以下であった.前報のクエン酸，流動パラフィ

ンおよびクン液中のBapがすべて O.18ppb以下であっ

た事実を考慮すると，公定法の純度試験として採用され

ている低感度の吸収スペクト jレ法をけい光法にあらため

ることにより精度を高め， BαPの許容限度を低く設定

すべきであると考える.

流動パラフィン中からの Bapの分析は，けい光妨害

物質が荏在しないために， DMSOから nωヘキサン l乙

転溶した後，ヘキサン層をよく水洗してDMSOを完全

に除去すれば容易である.なお流動パラフィン100mlf乙

50ngのBapを添加し， 3聞の回収実験を行なったとき

の平均回収率は78.3%，変動係数5.1%と，バラツキも

少く信頼度の高い結果が得られた.

クン液中からのBapの分析では，酸アルカリ洗いで除

去できない黄色物質と Bapを分離するために， 1 9も合
水アノレミナカラムを使用して， n-ヘキサンーエーテ Jレ

(1 : 1)で展開する白石の操作を 2度くりかえし行なっ

たところ回収率が51.9%ときわめて低い結果を得た.乙

れはカラムl乙問題があると考えられたので，他の方法を

種々検討してみたが適当な方法が見あたらなかった.な

おクン液lζは液状のものの他民粉末状のものおよびペー

スト状のものがあるが， ζれらについては自下検討中で

ある.

謝辞本調査研究にあたり， C指導をいただいた国立

公衆衛生院の白石慶子先生l乙深謝するとともに，試料の

提供l乙御協力いただいた各社l乙謝意を表します.
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4)食品添加物公定書注解， ][， 950， 1974 
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ケイソウ土の成分規格について

遠藤英美キ小野綾子中安野哲子申

荻野周三*大畠敏子 * 藤 居 瑛*

Studies on the Japanese Standard of Diatomaceous Earth 

FUSAYOSHI ENDO汽 AYAKOONOヘTETSUKOYASUNOヘ
SHUZO OGINOヘTOSHIKOOHATA* and TERU FU]II* 

患者 自

昭和49年度食品添加物一斉取締検査において，収去し

たケイソウ土19検体中14検体 (73.7%)が食品添加物公

定書成分規格1) に不合格であったので，市販ケイソウ土

の現状につき研究を行った結果現行規格試験法i乙改正す

べき点が見出されたので、報告する.

調査

1. 市販品の品種市販品について日本ろ過助剤協会

および、輸入業者l乙問い合せたと ζろ，現在市販されてい

るケイソウ土の品種2)はつぎの 3種類であることがわか

った.

a)半焼成品 (Natura1，以下Nと略す〉天然ケイソ

ウ土を8000以下で処理し乾燥および有機物その他を焼成

したもので，外観は自~類白色の粉末である.

b)焼成品 (Calcined，以下Cと略す〉天然ケイソウ

土を約 1000-13000 で、焼成したもので、外観は淡赤かっ色

の粉末である.

c)融剤焼成品 (Flux-Calcined，以下F.Cと略す〉

天然ケイソウ土民融剤として食塩，炭酸ナトリウムなど

を約 5%添加し， 1000-13000 で、焼成したもので，外観

は殆ど白色(融剤の添加重の少ないものは淡赤かっ色〉

の粉末である.

2. 現行成分規格制定のいきさつ ケイソウ土は，昭

和41年2月に天然の不溶性鉱物質として，食品添加物公

定書l乙成分規格が収載されたものであるが，その規格内

容は当時最も多く市販されていたCを対象としたもので

あった.その後，輸入品の N もろ過助剤として使用さ

れるようになったところから，間和43年3月成分規格の

一部改訂が行われ現在民至っている.しかし現行規格で

は F.Cについての成分規格は考慮されていない.

3. 市販ケイソウ土の品種別現行成分規格適合状態

ケイソウ土には品種表示の義務づ、けがないため，一斉

検査に際して品種の区別なく収去および誌験が行われ，

収去誠験の結果から品種別J乙考察することが困難であっ

たので，業界より品種の判明している N，C， F.C 3種

の試料提供を受けて現行成分規格の品種別適合状態を検

討したと乙ろ表1のごとき結果であった.

乙の結果から現行成分規格について N では強熱減量

の項l乙，F.C については水可溶物および液性，フッ化水

素酸残留物の項l乙適合しないものが集中している乙とが

わかり ，F.Cは現行成分規格l乙殆ど適合しないこと ，N

は強熱減量の限度i乙問題があることが考えられる.

これらの調査結果をもとにして著者らは現行成分規格

試験法中，水可溶物および液性，塩酸可溶物，フッイじ水

素酸残留物，強熱減量の 4項目について検討を行うこと

とした.

型

実験の部

装置 ガラス電極 pHメーター:日立-堀場製 M戸 5

吸引ろ過器:桐山ロート，パリテール吸ヨ!鐘

発光分光分析装置:島津製QF-60型

原子吸光分析装置:日本ジャーレ Jレ・アッシュ製AA-1

MARKJI型， D L-1付

試薬希塩酸 (23.6vjv%) :塩酸 23.6ml Ic:.水を加

えて100mlとする.

塩化ランタン溶液 (5%La3+) :酸化ランタン〈純度

99.99%以上，三津和化学製)58.6 gを塩酸 (20vjv持〉

に加温レて溶かし全量を1，000mlとする.

*東京都立衛生研究所生活科学部食品添加物研究科 160 東京都新宿区百人町3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku占 u，Tokyo， 160 ]apan 
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強熱減量(9の

X6.97 
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X8.14 

X5.15 

フッ化水素酸
残留物 (mg)
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30.7 

31.4 

26.9 
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市販ケイソウ土の品種別現行成分規格適合状態

塩酸可溶物
(mg) 
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9.0 
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表

水可溶物 (mg)

6.7 

9.9 

X44.3 

10.0 
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x36.2 
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F.C 

(以下食添三と略す〉中， rケイソウ土Jの純度試験(1)

では， r本品10gI乙水100mlを加え，蒸発する水を補い

ながら30分間煮沸し，冷後水を加えて100mlとし，ガラ

スろ過器 (3G 4)でろ過するとき，ろ液の液性は pH

5.5"，-， 9でなければならない.またこのろ液 50mlをと

り，蒸発乾固し，残留物を105
0

で1時間乾燥するとき，

その残留物は15mg以下で、なければならない.Jとされて

いる.乙の試験法は，水可溶物および液性を測定する上

においてつぎの点に問題がある.まず加熱条件である

が，不治性鉱物質であるケイソウ土を10gも秤取して30

分間直火で加熱すると突沸が激しい.またろ過前l乙メス第三版食品添加物公定書

(xの付しである数値は限度以上の値である〉

ホウ酸溶液 (4wjv持) :ホウ酸40gを水l乙加温して

溶かし全量を1，000mlとする.

フッ化水素酸:特級，東京芝浦常気製

鉄，ナトリウム，マグネシウム，カルシウム，アルミ

ニウム，ケイ素，クロム，銅，チタン，カリウムの各標

準溶液は和光製原子吸光分析用標準溶液を適宜希釈して

使用した.

試薬は特l乙指定のないものは，すべて小宗製の特級品

を使用した.

試験

1. 水可溶物および液性
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L
B
E
 

--バHツi
 

{弱r寸
ノJ、五ミ

2 時間
水可溶物

9. 35 (mg) 

9.75 

9.25 

8.30 

8.50 

9.20 

8.15 

水浴上
pH 

8.72 

8.68 

8.56 

8.28 

8.20 

8.30 

8.68 

加熱条件と液性，水可溶物の関係

水浴上 1 時間
pH 水可溶物

8.24 7. 45 (lng) 

8.10 7.55 

8.02 6.40 

8.06 7.55 

8.00 7.10 

7.99 7.05 

8.08 8.60 

表 2

煮沸
水可溶物

9. 45 (mg) 
9.20 

9.60 

9.00 

8.75 

7.95 

陪1¥ユ
''勺ノ30 

pH 

8.12 

8.08 

8.05 

8.08 

8.04 

8.02 

数

1

2

3

4

5

6

7

 

回

7 

8.929 

土0.562

7 

8.489 

土0.205

7 

7.386 

土0.621

7 

8.070 

土0.079

6 

8.992 

土0.543

6 

8.065 

+0.033 

n

一VA
S

(3 G 4)とろ紙 5種Cを用いた吸引ろ過について，同

一ロットのもので有意差を実測したと乙ろ表3の如くで

あった.99.7%信頼限界の有意差を求めると t=2.393 

<3で有意差が認められない.

1.3 7](可溶物の成分 ケイソウ土を発光分光によっ

て定性した結果から鉄，ナトリウム，マグネシウム，カ

ルシウム，アルミニウム，ケイ素，クロム，銅，チタン，

カリウムを原子吸光分析法により測定する乙とにした.

試料として表 1より NのNo1 '"'-' 3， GのNo7'"'-'9 ， 

F.Cの No22'"'-'24の各品種をえらぴ，その25gを精秤し

水250mlを加え，沸騰水浴上で時々撹持しつつ蒸発する

水を補いながら 2時間加熱する .'f令後ろ紙5種Cを用い

て吸引ろ過し，再び水浴上で濃縮して塩化ランタン溶

液3，4) 10mlおよび水を加え全量を 100mlとし乙れを検

液とする .ζの検液について原子吸光分析法によって測

定した値を表4tc:記す.

全体としてナトリウム，ケイ素，カリウムの占める割

合が大きく，品種別ではNが C，F.Cf乙比して溶出量が

多い.同品種間においても各試料により値に差があるの

は原鉱l乙由来するものと思われる.

2. 塩酸可溶物食添三中， rケイソウ土Jの純度試

験(2)では「本品 2gtc:希塩酸40mlを加え，約50
0
で15分

間振り混ぜながら加熱し，冷後水を加えて 40mlとしろ

過する.そのろ液10mlをとり，希硫酸 1mlを加えて蒸

発乾回し，さらに恒量になるまで強熱するときその残留

物は 10mg以下でなければならない.Jとあるが条文で

は40mlの特殊なメスフラスコを必要とするので乙れを

50ml に改め，またろ過後メスアップする方法で、行った.

50ml f乙改めると残留物の限度は 8mgとなる.

2.1 塩酸可溶物の成分試料および測定元素は水可

溶物の場合と同様である.

試料4gを精秤し，希塩酸80mlを加え約500
で15分間

アップを行っているが，ケイソウ土は容積の大きいもの

は10gを秤り水を加えて100mlにした時tc:， そのろ液は

70mlぐらいしか採取できないものもある.つぎにろ過

条件であるが，ガラスろ過器 (3G 4)での吸引ろ過で

は日づまりを起乙し，ろ過に時間を要する.以上の問題

点について著者らは検討を行った.

1.1 加熱条件と液性，水可溶物の関係 F.Gの同一ロ

ット l乙ついて熱板上30分間煮沸と沸騰水浴上1時間，お

よび同 2時間加熱による液性および水可溶物の実験結果

を表 2f乙記す.

表 2より，水浴上1時間加熱と 2時間加熱の差による

液性および水可溶物の有意差を求めると， pHは t=

4.665>3，水可溶物では t=4.511>3となり，両方と

も有意差が認められ1時間加熱では不充分であることが

推定される.水浴上2時間加熱と熱板上30分間煮沸との

液性および水可溶物の有意差を求めると pHの場合 t=

4.606> 3で有意差はあるが，水可搭物では t=0.188< 

3となり 99.7%信頼限界において有意差を認められな

t'. 

1.2 ガラスろ過器る過条件による水可溶物の鑑

ろ過条件による水可溶物の差円

J表

数

1

2

3

4

5

6

7

8

 

ろ紙 5種C

8. 85 (mg) 

7.60 

7.40 

8.85 

6.55 

7.00 

6.40 

7.10 

ガラスろ過器

5. 35 (mg) 

6.35 

7.80 

6.30 

6.05 

6.75 

5.85 

7.35 

回

8 

7.59 

土1.12

8 
6.49 

土1.01

n
-
x
s
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表4 水可溶物の成分 (ppm)

品種 No. Fe Na Mg Ca Al Si Cr Cu Ti K 

1 2.0 400 23.6 39.6 2.4 277.4 ND  ND  ND  47.2 
N 2 2.1 244 12.4 28.0 4.0 452.0 ND  ND  ND  40.0 

3 0.6 2，020 1.0 18.4 ND 1，356 4.9 ND  ND  8.5 

7 0.3 92 1.8 4.8 ND  90.4 ND  ND  ND  14.8 

C 8 2.1 2，160 1.7 6.4 ND  1，984 ND  ND  ND  9.3 
9 2.0 2，640 1.4 6.4 ND  2，130 ND  ND  ND  13.0 

22 0.7 569 1.3 4.4 0.8 577.6 9.2 ND  ND  25.0 

F.C23 ND  348 0.3 4.8 ND  258.4 0.8 ND  ND  2.5 

24 0.6 394 0.9 15.2 4.0 314.2 1.2 ND  ND  6.2 

(ND……O.lppm以下〉

表5 塩酸可溶物の成分 (ppm)

品種 No. Fe Na Mg Ca 

1 1，135 1，109 838 788 
N 2 1，349 937 800 1，024 

3 305 3，640 99 1，126 

7 103 682 79 557 

C 8 179 2，828 55 391 
9 200 2， 749 55 385 

22 160 1，932 125 791 

F.C 23 75 1，306 20 145 

24 75 763 20 152 

Al 

1，088 

1， 157 
456 

399 

707 

720 

311 

180 

180 

Si Cr Cu Ti K 

1，048 5.6 8.1 20 399 

979 6.0 8.5 62 472 

611 ND  1.5 23 95 

270 ND  2.0 23 227 

403 ND  ND  ND  112 

404 ND  ND  18 98 

341 11. 0 1.8 28 115 

135 1.0 1.7 18 85 

135 1.0 1.5 75 

(ND.…・・0.1ppm以下〉

なければならない.また共寄金属を硫酸塩として残留さ

せるためにも不用意に強熱する乙とはさけ，はじめは水

浴上で行う必要がある.蒸発乾国後の強熱は食添三には

450-----5500 と規定されているが乙の条件では残留物中に

張り温ぜながら加熱し，冷後ろ紙 5種Cを用いてろ過し

少量の水でろ紙上の残査を洗いろ液，洗液をあわせて乙

れに塩化ランタン溶液3，4)lOmlおよび水を加え全量を

100mlとし検液とする.乙の検液について原子吸光分析

法によって測定した値を表 51(.記す.

原鉱による差は多少あるがNの溶出分が C，F.Cf乙比

べ特に多い.

硫酸塩，酸化物等の割合が一定せず混在しているため恒

量となるのに10-----15時間もかかる.これを1000
0
で強熱

3. フッ化水棄酸残!留物食添三では， [""本品約0.2g

を白金Jレツボl乙精密にはかり，フッ化水素酸 5mlおよ

び、硫酸 (1→2) 2滴を加え，静かに砂浴上でほとんど

蒸発乾困し，冷後残留物l乙フッ化水素酸 5mlを加え，

再び静かに砂浴上で蒸発乾回した後強熱するとき，その

残留物は 50mg以下でなければならない.Jとある .ζ

の項の問題点はフッ化ケイ素の揮発条件と強熱条件およ

び品種別の規格化の必要性にあると考えられ，以上の点

について検討した.

3.1 揮発条件と強熱条件 フッ化水素酸を加えフッ

他ケイ素としてケイ素を搭散させるためには硫酸酸性で

した場合は表6の如く 1時間で恒量となる.

3.2 品種別規格化 品種別におけるフッ化水素酸残

留物の測定値は表 1で明らかなようにF.Cf乙多く，乙れ

は融剤により融塊を作るため残留物が多いものと考えら

れる.しかし前出の水可溶物，塩酸可溶物としての溶出

量は少ないので問題はないと思う.

表6 強熱条件による差 (mg)

試料No. 5500，恒量 10000，1 hr 10000， 2 hr 

1 29.3 13.5 13.8 

2 41.4 31.0 31.0 

3 64.9 42.2 42.1 
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表7 フッ化水素酸残留物の成分 (ppm)

品種 No. Fe Na Mg Ca Al Si Cr Cu Ti K 

1 9，780 5，200 4，290 3，640 23，800 ND 84 58 1，230 7，240 

N 2 7， 160 4，200 3，320 3，240 19，600 ND 52 41 960 4，660 

3 8，280 21，800 1，900 6，260 12，800 ND ND 34 600 1， 720 

7 10，760 4，800 4，790 3，100 23，600 ND 96 100 1，360 6，510 

C 8 8，360 21，600 1，500 3，920 16，400 ND ND 164 820 1，560 

9 8，130 17，400 1，450 3，920 15，100 ND ND 148 640 1，500 

22 7， 760 21，600 4，000 3，400 20，500 ND 64 60 980 5，480 

F.C23 9， 700 28，450 1，670 4，800 18，200 ND ND 34 650 2，200 

24 9，330 28，300 1，640 4，720 18，200 ND ND 40 720 2，220 

3.3 フッ化水素酸残留物の成分試料および測定元

素は前項の水可溶物，塩酸可溶物の場合と同様である.

試料0.5gを精秤し食添三のフッ化水素酸残留物の項

の方法に準じて処理した残留物(強熱は約30分間とし，

フッ化ケイ素および過剰のフッ化水素酸を揮散させるに

とどめたもの〉を塩酸20ml~(.熔解し，塩化ランタン溶

液3，4)10ml，ホウ酸溶液3，4)25mlを加え水で全量を100ml

としたものを検液として測定する.

4. 強熱減量市販品の N の強熱減量は規定限度の

3%をとえるものがほとんどである.乙れは N が半焼

成品であるためで，文献2)によれば Nは一般に 5'"'-'10%

の付着水分があるといわれる.また C，F.Cf乙ついても

空気中の湿気はより通常39るぐらいの水分を吸収してい

るという.FCC(アメリカ食品添加物規格〉では N につ

いて12%以下， CおよびF.Cf乙ついては 5%以下とされ

ており，いちじるしい規格の差が認められる.
企士 号品
市問 自問

ケイソウ土の成分規格について各試験項目別l乙検討し

た結果，次のように改めるのがよいと考えられる.

性状として N は白~淡灰色， Cは淡赤かっ色，F.C 

は白~淡赤かっ色の粉末とする.

水可溶物および液性の項は，方fl騰水浴上2時間加熱と

し，ろ過は定量ろ紙 5種Cを用いて吸引ろ過とし，全量を

100mlとしてその 50mlの残留物を秤量する乙とl乙改め

る.残留物の限度はNで、15mg以下，Cは10mg以下，F.C

(ND……O.lppm以下〉

は25mg以下とする.液性についてはNはpH5.5'"'-'7. 5. 

CはpH5.5"，  8， F. CはpH8'"'-'11としてガラス電極法

で測定するように明文，{じしたい.加熱条件もろ過助剤と

して使用される場合，直火で煮沸するという条件よりも

水浴上2時間の万が適当であると考える.

塩酸可溶物はメスアップのさいの 40mlを50mlf(.改

め，残留物の限度は N10mg以下， C， F.C共に 8mg

以下とする.

フッ化水素酸残留物も，はじめは水浴上で次l乙砂浴上

でと改め，強熱温度もはじめ5500
でついで1000，，-12000

と幅をもたせ，残留物の限度はN，Cは40mg以下，F.C 

は50mg以下とする.

強熱減量は， Nf(.不合格品が集中しているがこれは

製造上の問題で品質には関係がないと思う.限度は N

10%以下，C，F.Cは3%以下l乙定めるのがよいと思う.

謝辞協力を頂いた衛生局食品監視課，日本ろ過助剤

協会の各位l乙謝意を表します.
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塩化ピニル樹脂製容器包装の衛生化学的研究

渡辺悠二本佐藤憲一本吉田令子'"

諏訪世津子*藤 田 瑛キ

Hygienic Chmuical Studies on Polyvinylchloride Container-Package 

YUJI WATANABE"'， KENICHI SATOヘREIKOYOSHIDAヘ
SETSUKO SUW A '" and TERU FUJII* 

患者 日

合成樹脂製の食品用器具および容器包装の規格は，昭

和41年l乙ユリア樹脂製品のホ Jレムアルデヒド溶出問題を

契機として全面的に改定されたが，その後における多種

多様な合成樹脂の開発普及にともない，材質別の規格を

定める必要が生じ，先ず，昭和48年 6月塩化ピニル樹脂

製品について規格が制定された(厚生省告示第178号).

乙の規格試験では従来の溶出試験のほかに，新たに材質

試験として，安定剤である鉛，カドミウムおよびジブチ

Jレスズ化合物および可塑剤であるクレゾールリン酸エス

テルの規制が加えられ，また溶出誠験l乙用いる食品疑似

溶媒として， 49ら酢酸の他209らエタノー Jレおよびn-へブ

タンが加えられた.

東京都では告示施行以来，数回にわたり一斉検査を行

ったが，乙れにあわせて著者らはフタ Jレ酸エステル等の

可塑剤についても調査を行い，一方，塩化ピニル樹脂の

原料である塩化ビ、ニルモノマーの発がん性が確認され，

アメリカではアルコール飲料l乙同樹脂製容器の使用が禁

止された乙となどもあって，今回塩化ピニル樹脂製器具

および容器包装の衛生性に関レ，規格誠験I乙基づく一斉

検査，可塑剤，残留塩化ピニ Jレモノマーについてそれぞ

れ調査を行った.以下その成績について報告する.

規格試験について

1. 試料

実験の部

行政検体135検体(内訳:菓子用34，豆腐用26，ソー

ス用15，酒類用 6，のり用 6，しょうゆ用 5，漬物用5，

そう菜用 5，油脂類用 4，包材 3，その他26).

2. 試験法

食品，添加物等の規格基準第 3• A 6の 2 (厚生省告

示第 178号)I乙基づいて行った.

なお鉛，カドミウムは限度試験であるが，銅，亜鉛も

あわせてポーラログラフィーによる定量を行った.また

ジブチJレスズ化合物の誠験と同時に，ジオクチ Jレスズイじ

合物の定性を行った.

3. ジブチルスズ化合物の確認，定義

2の規格試験の中，ジブチルスズ化合物のろ紙クロマ

トグラフィーの誠験において，標準液とほぼ同じ位置に

青いはん点を認めた場合は，塩ピ食品衛生協議会法1) I乙

従って薄層クロマトグラフィーおよびポーラログラフィ

ーによる確認，定量を行った.

1)薄層クロマトグラフィー 薄層板〔メルク製キー

セ jレゲ、Jレ60)に試験路液，標準液，試験溶液l乙標準液を添

加したものそれぞれ 20l-'-lをスポットし，展開溶媒 a : 

水飽和 n-ブタノ-)レ@酢酸(100:2)， b :水.n-ブ

タノー Jレ@エタノー Jレ@酢酸(2: 5 : 5 : 0.15)， c : 

n-ヘキサン・酢酸 (12:1)， d :イソプロパノール@

N-酢酸ナトリウム.N-酢酸(100: 50 : 50)， e :テト

ラヒドロフラン@ベンゼン@酢酸 (90: 10 : 1. 6) ， f : 

イソプロピルエーテル・酢酸(酢酸1.5%)の 6種を用

いて約15c111展開する.風乾後，呈色誠薬 (0.1%ピロカ

テコールバイオレット液〉を噴霧し確認を行った.

2)ポーラログラフィー ろ?昂クロマトグラフィー用

ろ紙(規格試験用)I乙誠験溶液20'"'-'200μJを塗布し，展

開溶媒メチルアルコー Jレ.N-塩酸 (3: 1)を用いて

約13c111展開する.風乾後，両端 1C111を切り取って呈色

誠薬をi噴霧して位置の確認を行い，その部{立に相当する

部分約 4C111を切り取るか，またはろ紙全体l乙呈色試薬

*東京都立衛生研究所生活科学部食品添加物研究科 160 東京都新宿区百人町3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Labor割:oryof Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 ch0111e， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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を噴霧して呈色する部分を切り取って細切する.乙れに

0.1N)fn'i酸 1mlおよびエタノー Jレ2mlを加えて数時間

放置し，ジブチルスズ化合物を溶出させる.放置後，水

7mlを加えろ過する.ろ液を試験溶液としてく形波ポ

ーラログラム(柳本ポーラログラフ P8形使用〉をと

り，定性定量を行った(半波電位約一0.7V).検量線は

標準液を同様l乙操作して作成した.

可塑責IJについて

1. 試料

行政検体 106検体(内訳:菓子用27，豆腐用17，ソー

ス用17，しょうゆ用 4，酒類用 4，油脂類用 6，ストロ

ー5，その他26)

2. 標準可塑剤

フタル酸エステル19，アジピン酸エステ Jレ4，セパシ

ン酸エステル 2，アゼライン酸エステル 1，クエン酸エ

ステ Jレ4(試薬)30種.

3. 装置

日本分光 IR-G形赤外分光光度計

目立 023形ガスクロマトグラフ， F I D検出器付

4. 試験法

1)試験溶液の調製試料をよく水洗し乾燥後， 5 g 

を精秤し細切する.言式料をソックスレー抽出器に入れ，

エチJレエーテル150mlを加え4時間加熱還流する.冷後

ろ過し， KD濃縮器を用いてエチルエーテルを除去した

後残留物l乙アセトンを加え，全量 5mlとしたものを試

験溶液とした.

2)可塑剤標準液の調製標準可塑剤をアセトンlζ溶

かし，それぞれ0.1および1.0持液を調製した.

3)可塑剤の定性および定量試験溶液および可塑剤

標準液を用い，赤外吸収スペクト Jレ法(以下 IRと略す)，

ガスクロマトグラフィー (GC)および薄層クロマトグ

ラフィー (TLC)によって定性，定量を行った.

i) I R 薄膜法 (KBr板使用)2)による定性を行っ

た.

ii) G C 次の条件で試験を行い，ピークの保持時間

と高さから定性，定量を行った.

操作条件 カラム:Silicone SE-30 (5 %)/Chromo_ 

sorb W-AW (60，.....80mesh)，ステンレスカラム:3mm 

X 2 m，カラム温度:2300，キャリヤーガス:N225ml/ 

min，感度:2 X 102，注入量:2〆
標準可塑剤の保持時聞を表 Ue.示す.

iii) T L C 薄層板(メ Jレク製キーセルゲ、ルHF254) 

l乙誌験溶液 5，...，20μJおよび標準液 5μJをスポットし，

展開溶媒 a :イソオクタン@酢酸エチ Jレ(9:1)，b:

メチレンクロライド， c :ジブチルエーテ Jレ.n-ヘキ
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Table 1 Retention Time (GC) and Rx Values 

(TLC) of Plasticizer 

Plasticizer 
C 

Dimethyl phthalate 

Diethyl Ij 

Di-n-propyl // 

Di-iso崎propyl Ij 

Di-n-butyl Ij 

Di-iso-butyl Ij 

Dicyc10hexyl 汐

Diheptyl Ij 

Di-n-octyl 11 

Di・2-ethylhexyIグ

DinonyI // 

Di -iso-decy 1 グ

Dilauryl 。
Ditridecyl 1; 

Benzyl同n働butyl Ij 

Dibutoxyethyl Ij 

Butyl phthalyl butyl 
glycolate 

Di-2-ethylhexyl 
tetrahydro phthalate 

Di-n・octyltetrahydro 
phthalate 

Dトiso・butyladipate 

Di-2-ethylhexyl 1; 

Di -iso-decyl 1/ 

Dibenzyl 1; 

Di-n‘butyl sebacate 

Di -2-ethylhexyl 1; 

Di-2・ethylhexylazelate 

Triethyl citrate 

Tributyl // 

Triethyl o-acetyI citrate 

Tributyl Ij // 

I(ふ)1a 
Rx values 
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GC conditions : 

Column : 5%SE-30 on Chro111osorb W(Stainless 

3mmX2m) 

Column temp : 2300 

Carrier gas : N2 25ml/min 

Rx values : Rf values relative to di-n-butyl se-

bacate口 100

Solvent a: Isooctane.Ethyl acetate (9 : 1) 

b : Methylenechloride 

c : n-Butyletheron-Hexane (4 : 1) 
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サン (4: 1)3どを用いて約15cm展開する.風乾後，ヨ

ウ素ガスにさらしたのちけい光下でスポットを確認し

た.

TLCを行うとき，同時にセパシン酸ジ-n-ブチ Jレを

展開し，この Rf値を100とした相対Rf値 (Rめを求め

たぐ表 11乙示す).また 1R， GCで見当をつけてから

TLCを行った.

残留塩化ピニルモノマーについて

1. 試料

行政検体36検体(内訳:容器16，ボトル10，フタ 4，

その他 6).

2. 装置

日立 163形ガスクロマトグラフ， F 1 D検出器付

3. 試薬

1)塩化ビ、ニルモノマー(以下VCMと略す) :市販

のVCM(99.95%)を用いた.

2)テトラヒドロフラン(以下THFと略す) :ドー

タイトスペクトロゾーノレ用を用いた. THFはガスクロ

マトグラムでVCMと同じ位置にピークを示すものがあ

るので，精製する必要がある. THF/e:水酸イ七カリウム

を加え 1--2日乾燥後，適量の水素化リチウムアルミニ

ウムを加え蒸留する.蒸留したTHFは窒素ガスを 1" ，

2時間通じ，ガスクロマトグラムで妨害ピークのない事

を確認してから使用する.なお窒素ガスを封入して冷蔵

庫で保存すると 1"， 2日は使用できる.

3)エタノー Jレ:和光純薬精密分析用エタノーノレを用

いた. VCM!e:対し妨害ピークのない事を確認する.

4. 試験法

1)試験溶液の調製試料0.5gを10mlの目盛付小説

験管にとり， THFを加えて 10mlとする.乙の際，誠

料は溶解しにくいが，振盟加温しないで，試料を短冊形

l乙切り， THFを10mlより少なめに加えて一夜冷暗所

l乙置き，翌日 10mlとした.

2) VCM標準液の調製i)VCMの液化4): VCM 

は沸点ー13.90
と極めて低いので，図 1のような装置を

組立て，エタノー Jレ・ドライアイスで約一700
!e:冷却し

ながら液イむを行った.液化したVCMはバイエルピンに

入れ約一700 に冷却しておく.

ii)約1，000ppmのエタノー Jレ溶液:100mlのメスフ

ラスコに標綜から 2........3ml少な自にエタノー Jレを入れ，

シリコンゴム栓をして重量を正確に測定する.重量測定

後，冷却しておいた注射器で i)のバイエルピンからV

CMをとり，約ー100mgをシリコンゴム4全を通してヱタ

ノ-)レJ乙諮解させる.次いでこのメスフラスコの重量を

正確に量った後，ゴム栓を通してエタノールで100ml定

A B C D F』

Fig. 1 Liquefactive Apparatus of Vinylchloride 

A : Gas cylinder D : CaS04 anhydrous 

B : Trap E : Dewar bottle 

C : 20% NaOH soIn. F: CoIlector 

容にする.こうしてできたVCM約 1，OOOppmのエタノ

ール溶液を，エタノー Jレ@ドライアイスで約一700
{e:冷

却し，冷却した時点でガラスの栓にかえる.乙の溶液は

-200

以下lζ保存する.

iii)約10ppmのエタノール溶液:100mlのメスフラス

コ托標線から 2~ 3ml少な日比エタノールを入れ， ii) 

で冷却しである約1，OOOppmのエタノール溶液 1mlをホ

ールピペットで加え，エタノールで100mlとする.これ

で約10ppmのVCM標準液が得られるが，乙の場合約一

70
0

の溶液を 1mlとる関係で，常温での容積l乙換算す

る必要がある .ζれには約一700
のエタノー Jレ裕液を一

定量とって重量を測定レ，常温でのエタノーノレ同量との

重量を比較して補正した.乙の溶液はー200
以下の暗所

J乙保在する.

iv)定量用標準液:検量線用の標準液はiii)で得た約

lOppmの標準液をエタノーノレで、希釈して， 0.5， 1. 0， 1. 5 

ppmの標準液を調製した.この溶液は用時調製する.

3)カラム充てん剤の検討充てん剤イ)Ucon oil 

L B-550X (10~の/Anakrom S D (60-80mesh) ロ〉

SiIicone DC-550 (10~の/Gasport A (60........80mesh) 

ハ)PEG 20M (20%) / Chromosorb W司 AW(60，..，80 

mesh) 

操作条件 カラム:ガラス 3mmX2m カラム温度

: 700 
注入口温度 :1800 キャリヤーガス :Nz 22ml/ 

min H2' Air:最高感度l乙調整注入量 :4μJ

イ〉は溶媒 (THF，エタノ-)レ〉の流出しはじめる

までの時間が長く，溶媒の妨害ピークが少ない.また話

料での疑似ピークの分離がよい.ロ〉は感度がイ)，ハ〉

l乙比べてよいが溶媒の妨害ピークがみられる.また裕媒

の流出しはじめるまでの時間が短い.ノ、〉は溶媒の妨害

ピークがVCMのピークと重なる.
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材質誠験において，クレゾールリン酸エステルの検出

されたものは 1例もなかったが， GCの規定の操作条件

1または 2のうち一方にだけ， 0-クレゾールと同じ位

置にピークの出る検体が約20%もあった.しかし， IIIお

よび p-クレゾールのピークがない点と，もう一万の操

作条件によって 0-クレゾールの位置からずれる点か

ら，判定の上では問題はなかった.

重金属の誌験では，鉛を限度以上に含むもの 3検体

(豆腐容器 2，その他 1)，カドミウム検出 6検体(豆

l商容器 3，菓子容器 3)あった.乙れらはその濃度から

2 3 (min) みて安定剤として配合されたものと思われる.また限度

Fig. 2 Gas Chromatogram of Viny1chloride 

Conditions : 

Column: 10% Ucon oil LB-550X on Anakrom 

SD 60-80 mesh， glass column 3 mm  

x2m 

Column temp: 700 

Carrier gas : Nz 22ml/min 

Standard soln. : 0.5ppm 4μf 

乙のようなことから，溶媒の妨害ピ;ークの少ない

Ucon oil LB-550Xのカラムを使用した(図 2).

4)検量線の作成定量用標準液(0.5，1.0，1.5ppm)

のガスクロマトグラムをとり，そのピーク高から検量線

を作成した.

5)残留VCMの測定説験溶液 4plを注入してガス

クロマトグラムをとり，そのピーク高を測定した.ζの

際，標準液を時折注入してVCMの保持時間をチェック

する.疑わしいものについては SiliconeDC-550のカラ

ムも使用する.

結果と考察

1. 規格試験について

1)行政検体の試験結果

誠料 135検体中規格試験で不適格のものは表 21乙示す

ように22検体 (16%)あり，溶出試験l乙は合格していた

が材質試験で不適格であった.用途別にみると菓子容器

10/34検体，豆腐容器6/26検体，ソース容器1/15検体，

のり容器1/6検体，漬物容器1/5検体，そう菜容器 1/5検

体およびその他2/26検体であり，菓子と豆腐容器l乙不適

格のものが多かった (73%).

溶出試験において，重金属試験ではほとんど鉛として

O.lppm以下であったが，カドミウム0.6ppmを検出した

ものが2検体あった.過マンガン酸カリウム消費量はほ

とんどが1.0ppm前後，蒸発残留物は最高9.2ppmで，ほ

とんどが3.0ppm以下であった@

以下ではあるが鉛を検出したものは14検体，カドミウム

で7検体あった.なおこの試験で銅を検出したものが20

検体 (100ppm以上のもの13検体〉あり， ζれは着色剤

として青色色素(銅フタロシアニンブ、ルー〉が配合され

たためと思われる.また亜鉛を検出したもの 104検体

(100ppm以上のもの57検体〉あり，これはステアリン酸

亜鉛等の安定剤配合によるものと思われる.

ジブチ Jレスズ化合物の試験では，限度以上検出で不適

格のものが17検体(菓子容器 8，豆関容器4，ソース容

器，のり容器，漬物容器，そう菜容器，その他各 1)あ

り，その濃度(最高1.57%)から推測して配合によるも

の12検体，再生利用または成形機の汚染等lζ起因する濃

度の 70-160ppmのもの 5検体，限度以下ではあるが2

検体からは38，41ppm検出され， ζの7検体の中 5検体

は菓子容器であった.また56/135検体 (41%)からジオ

クチ Jレスズ化合物が検出されており，ジオクチノレスズ化

合物の含まれていない検体からは亜鉛を検出しているこ

とから，食品用容器包装の塩化ピニル樹脂製品l乙は安定

剤として， FDAで認可されているジオクチ Jレスズ化合

物，亜鉛化合物の使用，またはこれらの併用がかなり行

われているものと思われる.

2)ジブチ jレスズイじ合物の確認，定量

公定法は， PPCI乙より，ジブチ Jレスズクロライド標

準液 3μJと比べてほぼ同じ位置に青いはん点を認めで

はならないという限度詰験で，その限度値は50ppmが示

されているが，熟練すれば30ppm程度から青いはん点が

認められるため，行政的な面からもジブチルスズ化合物

の定量を行う必要があった.また疑似スポットの出るも

のが約10%もあったため， TLCで、分離したのちポーラ

ログラフィーによる確認と定量を行った.

TLCでは， 6種の展開溶媒を用いて行ったと ζろ，

展開溶媒 b，c， d については分離が悪く，またテーリ

ングがある等の点で実用上問題があり，展開溶媒 a，e， 

fではジブチJレスズ化合物とジオクチルスズ化合物との
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Table 2 Result of unfitted Specimens by the 

Standard Procedure of Polyvinylchloride 

Container-Package 

Material test 
Specimen 

Pb Dibutyltin T C P Cd 
compound 

Confectionery 1 180 37 70 N.D container 
2 N.D N. D 12，100 N.D 

3 N.D N.D 135 N.D 

4 N.D N.D 900 N.D 

5 557 9 N.D N.D 

6 511 23 N.D N.D 

7 N.D N.D 1，450 N.D 

8 N.D N.D 160 N.D 

9 N.D N. D 15，700 N.D 

10 N.D N. D 10，500 N.D 
Bean curd 1 96 3， 760 N.D N.D container 

2 N.D N.D 6，970 N.D 

3 656 N.D 4，.020 N.D 

4 654 N.D 1， 700 N.D 

5 141 712 N.D N.D 

6 N.D N. D 11，830 N.D 

Sauce container N.D N.D 9，100 N.D 

Laver container N.D N.D 1，280 N.D 

Pickles container N.D N.D 80 N.D 

Daily dishes 
7 19 100 N.D container 

Others 1 10 N.D 765 N.D 

2 6 357 N.D N.D 

分離もよく，~ブチノレスズ化合物の判別に十分利用でき

ることがわカ〉った.

ポーラログラフィーによる定量を行う場合， PPC操

作後の圏収率は約709らであり，定量i乙は標準液を同様に

操作して得られた検量線を用いなければならない.また

ろ紙を展開し，相当する部分を切り取る際，ろ紙全体l乙

虫色試薬を噴暴し，呈色した部分を切り取って操作した

方が切り損じによるロスを防ぐことができた.

2. 可塑剤について

試料 106検体について誠験した結果， 60検体から以下

のような可塑剤の荏在を確認した.

1)アジピン酸ジ目 2-エチJレヘキシル(以下DEHA

と略す〉

0.1-11.0%の範囲で40/106検体(38%)から検出した.

含有量は豆腐容器では 2'"'-'4%，菓子蓉器では 1%以下

のものが多く，ソース，しょうゆ，酒類等の硬質容器

(24検体〉はすべて0.4%以下であった.使用されてい

る度合は，豆鴎容器11/17検体(65%)，菓子容器11/27検

体 (41%)，ソース，しょうゆ，酒類容器10/24検体 (42

?りであった.

2)フタル酸ジー 2-エチ Jレヘキシル (DE H P) 

0.1~4.6%の範囲で 20/106検体(19%)から検出した.

含有量は豆鴎容器では 0.6，....，2.2%，菓子容器 0.22，....，4.6

%， ilIl脂類容器0.36，...，1. 029らであった.本荊の使用度合

は豆腐容器4/17検体 (24%)，菓子容8/27器検体σ09の，

油脂類容器3/6検体 (50%)であった.

3)フタ Jレ酸S'-n-ブチノレ (DBP) 

0.1"'-'11.8%の範囲で 14/106検体(13%)から検出

した・合有量の大きいのはストローで 5検体から 8.9'"'-'

11.8%検出され，他は豆関容器しソース容器 1，菓子

容器 3，その他4検体とかなりのバラツキがみられた.

4)セパシン酸ジ-nーブチル (DBS) 

サラダ油容器 1検体(含有量0.26%)，旬装資材1検

体(1.25%)より検出した.

5)フタル酸ジへプチ Jレ(DHP)

豆腐容器 1検体(含有量3.05%)より検出した.

6)フタル酸ジエチ Jレ(DEP)

包装資材1検体(含有量0.07%)より検出した.

7)ブチJレフタリノレグリコーJレ酸ブ、チノレ (BPBG)

包装資材 1検体(合有量1.59のより検出した.

可塑剤の同定を行う場合， GCでDEHAの位置にピー

クが現れても， TLCでスポットが認められなかった

り，逆にGCでピークは現れないが， TLCでDBPの

スポットが認められたりすることがあるため，一種類の

分析法で同定することは危険である.まず IRで系統を

見分けたのち， GCで見当をつけTLCで確認する万法

がよい.また今回行った試料はGCにおいて保持時間 4

分以内l乙ピークの数が多かったが，標準可塑剤と同じ保

持時間を示すものについてTLCで確認した結果，一致

したのはDBPとDEPの一部であった. 1 R， GC， 

TLCの組合せi乙より，ほほ定性定量はできるが，更に

確認のためにGC-マススペクトル法を行った.

使用されている可塑剤は DEHAが最も多く，豆鴎容

器，ソース容器，菓子容器，酒類容器，その他と用途の

如何を問わず、配合されている.豆腐容器l乙量的に多いの

は，ソース容器などに比べ軟質であることからうなづけ

る.次いで多いのは DEHAで，菓子容器l乙多く認めら

れた.ソース，しょうゆ，酒類等の硬質容器には，可塑

剤は DEHAtL限らずほとんど配合されていなし1か極く

少量であった.今回行った試料で、みる限り，メイン(0.1

%以上〉として検出されている可塑剤は，標準可塑剤30
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種中の 6種と偏っていることから，実際に食品容器用に は，不適格になったものはなかった.また規格試験のジ

使用されているのは，数種類にしぼられるのではないか ブチルスズ化合物の誠験における判定の際には， TLC 

と思われる. およびポーラログラフィーによる確認，定量が必要と思

3. 残留塩化ピニルモノマーについて われる.

VCMを検出したものは16/36検体(449のあり，1.Oppm 規格誠験が施行されて一年半を経過したが，今回の実

以上のものは 6検体で最高は清酒容器の 142.0ppm，プ 態調査で明らかなように，食品用以外の材料を使用して

リンカップ49.0ppm，しょうゆ容器45.0ppm，サラダ油 いる容器包装がいまだに出まわっている.この点，食品

容器29.6ppm，みりん容器l1.2ppm，シート1O.4ppmで、 用容器包装に対する衛生指導をなお一層強化する必要が

あり， lOppm以下のものは10検体で菓子容器 5.2ppm， あると思われる.

すきやきのたれ容器4.8ppm，リキュー Jレ容器1.8ppm， 極化ピニ Jレ樹脂製品 106検体中の可塑剤の使用状況を

容器のフタ1.4ppm，フードパック1.0ppm，そう菜容器 調査した結果，アジピン酸ジー2ーエチJレヘキシルを配合

0.8ppm，マーガリンのフタ0.6ppm，容器，ソフトクり しているもの41検体 (38%)，フタ Jレ酸ジー2ーエチルへ

ームのフタ，キャンディー用パイプ各 0.4ppmであっ キシノレ 20検体(19%)，フタノレ酸ジー n-ブ、チノレ14検体

た.また容器の形態については，ボト Jレ系の容器i乙残留 (13%)で，その使用濃度はそれぞれ 0.1---11.0%，0.1，.... 

が多いようであった.今回の調査でVCMを検出しなか 4.6%， 0.1--11. 89らであった.可塑剤の種類は多いが，

ったものが20検体あり，検出されたものについても約 5 今回の調査からも明らかなように，硬質系の食品容器l乙

ppm以下のものが2/3を占めていることから，製造，加工 繁用されている可塑剤は数種類であることがわかった.

の際， VCMの残留をより少なくする乙とも可能である なお軟質系等の包装材料については，今回は例数が少な

と思われる. く使用可製剤の傾向を把握する乙とができなかった.

まとめ 残留VCMについては，材質中 0.5ppm程度から測定

食品用の容器包装に多用される塩化ピニル樹脂製品に でき，検出したものは 16/36検体 (449の，その中lOppm

おける新規格誠験適否の実態，可塑剤の使用状況および 以上検出したものはは 6検体で、最高は142ppmで、あった・

残留VCMについて，収去検体を試料として調査を行っ 材質中とはいえ高濃度のモノマーが残留するおそれもあ

た. り得るので今後とも監視を続ける必要がある.

その結果，規格試験では22/135検体(16%)が不適格 文献

で，菓子および豆商容器に目立つて多かった.なお不適 1)辰濃隆:食品衛生研究， 24， 4， 19， 1974 

理由は材質中から鉛，カドミウムまたはジブチルスズイじ め神原周，井本稔:プラスチックおよびゴム用添加剤

合物が検出されたものであるが，その濃度から准定し 実用便覧， 140， 1970，佑学工業社

て，大部分は食品用容器包装i乙禁止されている安定剤 3)村井孝一:可塑剤， 627， 1973，幸書房

を配合したことによるものであった.なお塩ピ食品衛生 4)岩井信次:高分子材料， 373， 1968，朝倉書庖

協議会の推奨マークである JHPマーク付きの検体で
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う に 製 品 の品質検査

四回甲子*深野駿一*牛尾房雄*

道口正雄*可児利朗*

QuaIity of the Paste of Seasoned Sea Urchin Eggs 

KOKO NISHIDAヘSHUN-ICHIFUKANOヘFUSAOUSHIOヘ
MASAO DOGUCHI* and TOSHIRO KANI* 

患者 昌

昭和47年l乙「うにいかJと称して，にせのうにでいか

を和えた物が市販され，翌年公正取引委員会より排除命

令が出された.この製品は酒粕lζ調味料，番料および着

色料を添加し，し1かを和えたので、あり，当然不当表示防

止法の規定lζ違反するものである.そこで当時乙れらう

に製品の品質再検討の目的で，粒うにおよびねりうにに

つき，日本農林規格1) (以下 JASと略す〉に定められ

た検査を行ったが，その結果はすべての項目比適合して

し'f，.こ.

うに製品の品質チェックをする場合， J AS試験だけ

では不充分であり，うに成分量を示す他の検査項目が必

要である.たまたま，磯野ら 2，3) の報告に，うに配偶子

中l乙糖脂質として， glycero glyco lipidおよび sialo

glyco lipidが在在することが述べられており，今回は

市販各種うに製品について糖脂質含量を測定し，あわせ

てJAS試験も行ったので、報告する.

試験材料および試料調製

試料は昭和49年11月，食品機動監視班により収去され

たもので，粒うに14検体，ねりうに16検体，うに和えも

の21検体(くらげうに 8検体，数の子うに 8検体，他に

いかうに，貝柱うに，帆立うに，さざえうに等 5検体〉

である.

うに食品等の表示に関する公正競争規約によると，

「粒うにJとは，うにの生殖巣l乙食塩を加えたもの(以

下「塩う l乙」という〉およびこれにエタノール，調味料

を加えたものであり，塩うに含有率が65%以上のものを

いう. rねりうにJとは，塩うにをねりつぶしたものお

よび;塩うににエタノー Jレ，調味料などを加えてねりつぶ

したものであり，塩うに含有率が65%以上のものをい

う.また「うに和えものjとは，くらげ，数の子，あわ

び，いか，しいたけその他の農水産物を粒うに，ねりう

にまたは混合うに(塩うに含有率が50%以上65%未満の

もの〉で、和えたものであり，塩うに含有率が15%以上の

ものをいうとされている.

JASの表示規定では，品名，内容量，製造月日，添

加物の名称または効果，効能，でんぷんなどの添加の有

無，製造者または販売者の住所氏名，製造工場名または

略号などを明記することになっている.

うに和えものについては，含有割合の多い順l乙材料名

の記載がなされねばならず，たとえば塩うに，酒かす，

でん粉，その他のでんぷん質およびくらげなどとなる.

粒うに，ねりうにぴん詰の規格は下記のとおりであ

る.

(昭和45年7月15日農林省告示第 973号〉

JASマークのある製品は，各項目の規格i乙適合した

ものであり，また特級マークの付された製品は，特級の

規格l乙合格したものである.

JAS認定品でないうに製品Ie:.J ASの検査法を適用

牢東京都立衛生研究所生活科学部栄養研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
キ TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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液 (2: 1) 30mlを加え，かきまぜろ過し，ろ液を田収

した.この操作をくり返し糖脂質をすべて抽出した.こ

の抽出液を 60mll(.定容し， Folch4
)の分配法に従って，

クロロホ Jレム:メタノール:水が 8:4:3になるように

水 15mlを加え，分液ロート l乙移し，振り混ぜ水溶性分

を水層l乙移行させる.一夜放置し，下層液を集め計量

し，その 5........10mlをとりロータリーエパポレーターを

用い溶媒を溜去した.残、直i乙水 1mlを加えよく分散さ

せた後，アンスロン試薬5) 10mlを加え沸とう水浴中で、

15分間加熱発色させ，冷却し， 20分後の吸光度 (610

nm)を測定した.別l乙グルコース標準液 (100μg/ml)

1 mlをとりアンスロン試薬で発色させスタンダードと

した.

糖脂質含量は，試料うに 1gより抽出された糖脂質が

クソレコース何 mgの発色率l乙相当するかを比較した数値

である.

粗脂肪

ソックスレ一法では脂肪浸出が困難であったため，ク

ロロホルム・メタノールを用い， Forch法により脂肪抽

出し測定した.

灰分

直接灰化法によった.ひょう取した試料を乾燥器内で、

あらかじめ乾燥したのち，電気炉で灰イじ (550つした.

結果および考察

供試品は JASマークを付けたもの 5試料，付けてな

いもの 25試料であるが，後者については JASの適用を

除外されるので JAS誌験法による判定はできない.し

26・1，1975 fll 年江川一
7
s
t
 

することは不都合とも思われるが，検査結果によってそ

の実態を知ることが出来，今後の検査態勢上参考になる

と考えられる.

誠料調製は，粒うに，ねりうにはそのままかきまぜ説

合し，充分すりつぶし，均一にした.うに和えものは，

必要な塩うに部分だけを分別するため，くらげ，いか，

貝類を取り除いた.数の子うにには，ほぐした魚卵がま

んべんなく混入されており，分別が困難なためやむを得

ずそのまま試料とした.

試験 方法

水分およびアルコール分

試料 3gをはかりとり， 1050
で 5時間乾燥後ひょう量

し，乾燥前と乾燥後の重量差を試料重量l乙対する 100分

比で表わした.

でんぷん含有量

JASでは，特級品はよう度・ょう度カリ溶液反応

(以下ょう度反応と略す〉をおこない，並級は JAS規

定のソモギ一法によりでんぷん含有量を測定すると定め

られている.今回はすべての誌料応対して特級品l乙適用

されるよう度反応を試み，結果が(+)のものは勿論，

(土) (反応が顕著でないもの〉の試料についてもでん

ぷん合有量を測定した.

糖脂質

調製誠料3gをはかりとり，これにアセトン 30mlを

加えかきまぜ，グラスフィルターで、ろ過した.乙の操作

をさらに 2固くり返し，単純脂質および色素を除いた

後，フィルター上の残、盛l乙クロロホ Jレム@メタノー Jレ混

i菊玉沢東
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キ印は日本農林規格試験

12.7 5.1 1.15 54.4 平均
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0.95 

0.29 

0.44 

0.50 
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0.68 
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十

10.4 3.7 0.68 56.4 平均

と共l乙で、んぷん含量測定を行った結果， 2試料の10.6%

(No.l1)， 8.3% (No.12)が規格i乙適合しなかった.

しかし共に JASマーク品ではない.

糖脂質は最高1.07mgG eq(No. 4)，最低0.22mgGeq

(No.15) ，平均 0.68mgGeqであり， No.10， No.llにつ

いても数値が低いように忠われる.ちなみに No.15は，

表1のNo.llと同一業者の製品であった.

粗脂肪は，最高 5.9%(No. 9)，最低 2.1%(No.15)，

平均3.7%であった.

灰分は，最高 14.2%(No.15)，最低 6.5%(No.12)， 

平均10.4~らであった.

内容量については， No.15 (ぴん詰)， No. 6， No.7 

(合成樹脂製容器〉が表示量以下であった.

うに和えもの(表 31，表 32)

和えもの製品について，その塩うに分のみの品質判定

を行う ζとは，はなはだ困難なことである.たとえば，

数の子うにのように， .臨うに分と数の子との分離が不可

能なものや，いかうになどはいかより水分が放出され，

塩うに分組成に変化をきたすからである.しかし他民万

法がないため前記の検査法を適用レ，その結果から綜合

的判断を下す ζとによりある程度の品質推測は可能であ

る.

表 31の No.l""No.8はくらげうにの塩うに分， No. 

9 ""No.13はいかうに，さざえうになどの塩うに分，

表32はすべて数の子うにである。

*印は日本農:林規格試験

かしながらうに製品の実態を知るため，両者l乙JAS誌

験を課し比較検討した.

粒うに(表。

水分およびアルコール分については，最高 60.4%(No.

5 )，最低41.4% (No.10) ，平均 54.4~らであり， J AS 

並級規格l乙適合した.

ょう度反応陽性のNo.10およひや疑陽性を示した数試料

につき，で、んぶん含有量を測定したところ， ~性の No.

は10.5%を示し， J AS規格外と判定されるが， J A S 

マーク品ではない.他はすべて 8%以下であった.

糖脂質は，最高が1.57mg G eq (No. 6)，最低0.55mg

G eq (No.ll)，平均1.15mg G eqであった.

粗脂肪は，最高 8.9%(No.10)，最低 2.5%(No.ll)， 

平均5.15iらであった.

灰分については，原料l乙塩うにを使用しているので，

いずれも 10%以上で最高 15.9%(No.9)，最低 10.9%

(No.5) ，平均12.7~らであった.

内容量は，びん詰製品についてはすべて表示量以上で

あったが， No.7， No.10 (合成樹脂製容器入りのもの)

は量目不足であった.

ねりうに(表 2)

水分およびアルコール分は，最高63.9%(No.14)，最

低 49.8%(No.13) ，平均 56.4~らであり，いずれも規格

値に適合であった.

ょう度反応は 7誌料が(十〉で，他の疑わしい 5試料
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10.9 

7.5 

7.8 

9.5 

7.7 

7.2 

11. 6 
5.6 

3.2 

6.1 

2.6 

3.2 

2.5 

2.9 

2.9 
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数の子

0.8 

0.8 

0.8 

0.6 

0.4 
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表 32

+ 
+ 

+ 

+ 
+ 
+ 
十

47.9 

59.7 

54.8 

47.1 

58.9 

58.8 

48.3 

60.4 

8.5 3.3 54.5 平均

数の子うに(表 32)については，内容量不足が1検体

(合成樹脂容器入り〉あり，水分アルコール分の平均は

54.5%，粗脂肪は3.3%，灰分8.59らであった.

和えものの塩うに分の検査結果は，水分およびアルコ

ール分が，粒うにあるいはねりうによりやや多く，糖脂

質，粗脂肪，灰分が少い ζとであった.

結論

1) J A Sマークをつけた製品については各検査項目

いずれにも不適合はなく，品質が保証されていることを

示している.

2) J A Sマークをつけていない粒うに，ねりうにに

ついて， J AS  による判定を誠みた結果，でんぷん合有

量が多すぎるものが 3/25，内容量不足が 1/25あった.

3)糖脂質平均合有量について，粒うに1.15mgGeq， 

ねりうに 0.68mgG eq，和えものの塩うに分について

0.35mgGeqであり，それらの比 1:0.59:0.31をえた.

乙れらをただちにうに成分比とするのは軽率であるが，

何らかの差を示すものであろう.脂肪含有量比は 1: 

*印は日本農林規格試験

水分およびアルコール分は(表 31)ではほとんどが60

%前後であった.乙れは前述のように，いか，くらげな

どの水分が塩うに分に移行したものと考えられる.最高

は 69.5%(No. 9 )で外観上からも粗悪品の様相を呈し

ていた.またで、んぶん含有量も，乙の試料が最高の 4.8

?らであり，原料には表 2，No.12のねりうにが使用され

ている ζ とが調査により判明した.水分の平均は60.3%

で，粒うに，ねりうにi乙比較し 4"'6%多い.

糖脂質合量はNo.6， No.7 ， No.8が他l乙比較して低

く，平均は0.35mgG eqであった.

粗脂肪の平均は2.69らであった.

灰分は最高 10.7%(No. 4)，最低 3.2%(No.6)，平

均 7.69らであった.粒うに，ねりうにのそれと比較する

と， 1/2または1/3f乙当る.乙れは食味の上から食塩含量

の少い ζ とを示し，また保書性は，食塩l乙代って保容

料，殺菌料の添加が表示されていた.

内容量は No.6，NO.8， No.12 (合成樹脂容器入り〉

が景日不足であった.
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0.72: 0.51をえており， J AS試験では 3者に差は現わ 桑田辰男調整係長，大野靖朗主事ならびに食品機動監視

れなかったが，糖脂質に格段の差が現われている. 班の方々に深謝致します.

4)糖脂質含有量とうに食品の品質との関係について 文 献

は，さらに検討を要すると乙ろである 1)日本農林規格協会:J AS，水産物びん詰の日本農

5)表1の No.1，，-，No. 3，表2のNo.1，NO.2の5 林規格(昭和45年7月15日農林省告示第973号〉

検体l乙は特級マークがあり，ロット番号は異るが同一業 2) IsoNo， Y. and NAGAI， Y. : J;ψω J. E.ゅ• Med.， 

者の製品であり，その成分組成は安定した配合と見うけ 36， 461， 1966 

られる.また表 1のNo.4，No.5，表2のNo.3，，-，No. 5 3) IsoNo， Y. : Ibid， 37， 87， 1967 

の5検体は特級マークはないが，成分内容はいずれも安 4) Folch， J.， Lees， M. and Sloane目 Stanley，G. H. : 

定しており，両者とも生産.管理のゆきとどいていること J. Biol chem.， 226， 497， 1957 

を示唆している 5)Roe， J. H. : J. Biol. chem， 212， 335， 1955 

謝辞本実験にあたって御協力いただいた食品監視諜
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日本食品標準成分値の検討(1 ) 

アイスクリーム類および即席めん類の各栄養素成分値について

友成正目中塚越ヤスキ 古 内 正 孝 中

武士俣邦雄*可児利 朗 中

Investigation on the Standard Tables of Food Composition in Japan ( 1 ) 

The Nutritive Composition of Ice Cream and Sokuseki 

MASAOMI TOMONARI*， YASU TSUKAGOSHIヘMASATAKAFURUUCHI*， 

KUNIO BUSHIMA T A'ド andTOSHIRO KANI中

はじめ に

わが国の経済成長に伴い食生活にも改変が起り，また

一方食品の加工・貯蔵技術の進歩・加工原料の変化は，

加工食品の種類・品質l乙大きな影響を与えている.

ζのような ζとから科学技術庁は，国民栄養調査ある

いは国民の食生活の指導上の基礎データである現行三訂

日本食品標準成分表1)を改訂する仕事を始めた.その

作業への協力および都民の栄養指導の基礎資料を得るた

め，関心の高いアイスクリーム類および即席めん類につ

いて栄養素成分値の測定を行いあわせて食生活上および

栄養学的に若干の検討を加えた.

供試試料および分析方法

供試試料は表 1のとおりである.これらを届舗より購

入し，その 2'"'-3容器内容および 2'"'-3包装分について栄

養素の分析を行なった.分析試料は可食部分全部とし，

たとえばアイスモナカの場合には皮の部分を，マロン入

りのものは乙れを内容物はよく混ぜ合せてペースト状と

し試料にした.なお種子〈イチゴ)・小豆の皮も分析試料

l乙入れた.即席中華めんの場合，めんおよび調味料(液

状の場合も粉末の場合も〉・具類を混合粉砕し分析誌料

とした.

水分:常圧加熱乾燥法に従った.たんぱく質:ケルダ

ーノレ法により，総窒素を求め，たんぱく換算係数とし

て，アイスクリーム類は6.38，その他は6.25を用いた.

脂質:アイスクリーム類はリヨーゼ・ゴットリーブ法，

その他はソックスレ一法〈エーテル抽出〉に従った.

炭水化物:差引き法による.

灰分:熱灼残査.

カルシウム:灰化後， EDTA法による.

リン:灰化後，モリブデンブルー比色法による.

ナトリウム:灰化後，炎光分析による.

カリウム:灰化後，炎光分析による.

ビタミンB1:チオクロム法による.

ビタミンB2:)レミフラピン鐙光法による.

熱量:アイスクリーム類は， FAOのカロリー換算係

数.その他は Atwaterのカロリー換算係数を採用し

た.

%， mg%の示し方:アイスクリーム類は内容物100g

中の成分重量.その他はめんおよび添付調味料など可食

部100g中の各成分重量.

平均値，標準偏差，最大値，最小値の求め方:各測定

項目について供誠品別の平均値を求め，つぎに，危険率

1%以上におけるスミ Jレノフの棄却検定に基づいて棄却

測定値を棄却し，再び各測定項目ごとに求めた.

結果および考察

アイスクリームの栄養成分値を表(A)I乙示した.これら

は高脂肪で指肪量平均 11.6%含有し熱量は 208Calであ

った.アイスミルクの成分値を表(B)l乙示した・これらの

多くは乳脂肪および植物性脂肪が含まれていることを表

示しており，脂肪量平均6.2%・熱量174Calであった.ラ

クトアイスのうち脂肪分の多いもの(乳固形分が多く

かっ植物性脂肪10%以上を含む表示)の栄養成分値を表

*東京都立衛生研究所生活科学部栄養研究科 160 東京都新宿区百人町3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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即席和風めん

雪印バニラ 雪印バニラブルー 雪印マーブルチョコ 出前一了 日清カップヌードル マルチャンワンタン 天ぷらそば

雪印カスタード 雪印三色果汁10% 雪印メロリー 日清焼そば カレーヌードル マルチャンカップ入

明治バニラ 雪印フルーツアイス 雪印小倉 サッポロ一番塩らー シュリンプヌードJレ りホットワンタン

明治デキシーバニラ 明治もなか ロッテイタリアーノ めん カップヌードル(天

森永デラックスバニラ 森永ノてニラ ロッテデラクシー
サッポロ一番みそラ そば〉
ーメン

森永ノてニラエイト 名糖コーヒー 明治アンシエラ
サゆ味ッポロ一番しょう

不二家フレンチバニラ グリコアーモンドカ 不二家小倉ラクト

中村屋バニラ スタード 富士乳業チェック マルチャン7令しラー

レディボーデン 森永ストロペリー
メン

名糖ハイブロ 森永デリカ
出前一丁みそラーメ
ン

ヒロタのナポリタン 森永デザートパック 明星チャ Jレメラ
トリオ

ヒロタのマロン 明星劉昌麺カネボウノてニラアイ
ヒロタのバニラ ス 明星鉄板焼そば

カネボウマロン 焼サッポロ一番ソース

三光乳業ローンフレ
そば

アソフト サッポロ一番えぞ味

名糖バニラ
ラーメン

グリコスカイ
マルチャンリャンタ
ンメン

エースコックワンタ
ンメン

ハウスシャンメン塩
味

ハウスシャンメンし
ょうゆ味

丸泰ラーメン

もやしラーメン

カレーうどん

うめしおラーメン

即席ワンタンスナックめん即席中華めんラクトアイスアイスミルクアイスクリーム
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(C四 1)1と示した.ζれらの脂肪分について乳脂肪分と植 る品のたんぱく質は少ない.

物性脂肪分の分離測定は行っていないが，栄養成分的に 無機質含有量は，日本産原料乳の分析結果2)から， Ca 

さきのアイスクリームとほぼ類似した成分を示し，脂質 : P: Na: K比はおおよそ1.2:1 :0.7:1.6がホさ

11.4%・熱量 208Calであった.ラクトアイスのうち前 れ，また国際酪農連盟が粉乳の乙れらの測定法を示した

記脂肪分の多いものを除いたものの栄養成分{直を表(C- 案の無機塩類標準液3) についてもおおよそ乙のような値

2) 1ζ示した.乙れらのものは前者などに比べて成分値 (ただし Naについては0.7より低い〉が示されており，

は，脂質・たんぱく質・カルシウム@リンならびに熱量 検査試料の Ca/P比は多くのものが1.2と格段に離れて

のいずれも劣っており，また，闇形分量の少ない ζ とが いない.ただζの比がu乙近いものが (p値が高いもの

示されている.ラクトアイスのうち小倉アイスは脂肪量 1e.Na備が高しi142mg外174mg%170mg9のあった.

は少ないが(1.59の炭水化物量 (37.6%)が多いため ビタミンB1は，各種とも低い値 (0.03mg%，，-，0. 05mg 

熱量は比較的高い177Calを示した. 9のであったが，ピタミン B2は割合高い億 (0.08mg%

たんぱく質について，その含有量が低いもの (3%以 ，，-，0. 19m99のを示し，ピタミンB2の給源にもなり得る.

下〉はアイスクリームおよびアイスミルクのうちにもた アイスミルクおよびラクトアイスに異常に高い値 (0.58

まにみられ，ラクトアイスには 2%以下のものもある mg9ら0.30mg%)を示したものがあったが，原料K使用

乳固形分が少ない (3"-4%以下〉乙とが表示されてい されているナッツ類に起因していると推定される.

表(A) アイスクリーム……13例

分
%
'

灰水
物
%
'

炭
化質

%

匂
日

円ロ

υ
ぱ
質
%

んた
く分

%

レム
F

，，， 

平均値

標準備差

最大値

最小値

61.9 3.5 

2.90 0.41 
68.0 4.4 

56.9 2.8 

5.6 

11.6 22.5 0.7 

1.85 1.94 0.13 

14.8 26.2 0.9 

8.719.6 0.5 

16.9 1.1 

カルシ
ウム
mg% 

13.81 

129 

リンナトリ
ウム

mg% mg% 

107 79 

18.59 28.33 

153 142 

85 24 

166 174 

カリ
ウム
mg% 

136 

15.9 

169 

104 

ミ

1
M
m一
川
町
倒
防
白

タ

B
暗

一

仏

仏

仏

仏

ピ
ン
E

ピタミ
ンB2

mg% 

0.15 

0.02 

0.17 

0.12 

0.20 

熱量

Cal 

208 

17.8 

240 

181 

160 

110 

表(B) アイスミルク…… 7例

たんぱ 炭水
水分く質脂質化物灰分

?ら ヲら ?ら ?ら ?ら
平均値 64.7 3.4 6.2 24.6 0.7 

標準偏差 1.09 0.30 0.50 1.06 0.10 

最大値 65.9 3.7 7.1 25.8 0.9 

最小値 63.1 2.9 5.7 23.1 0.6 

59.0 8.5 30.8 

カルシ
ウム
mg% 

134 

14.07 

150 

115 

リン ナト リ
ウム

mg% mg% 

104 70 

12.11 12.31 

128 85 

8656  

170 

リ
ム

M
m一
部

A
印

日

Y
3
一

噌

i
T
i
τ
i
1
1
-

1
A
1

噌

E
・4

カ
ウ
ー

表(C-1) ラクトアイス(脂肪分10%以上のもの〉…… 4例

。
』

F

フ一

A
官

1
ム

4A
ワ“

=、
1
α
μ
'
一ハ
U
Q
U
A
U
A
U

タ
B
M
2
h札
口
仏
仏
仏

ピ
ン
E

:
、
，
'
O

一A
T
A官

1
ム

Q
d

『

E
2
Q
P
'

一1
ょ
の
U

り

ム

ハ
U

タ
B
W均
一
仏
仏
仏
仏

ピ
ン
E

0.06 0.58 

熱量

Cal 

174 

9.63 

190 

164 

たんぱ 炭水
水分く質脂質化物灰分

?ら?ら? ら? ら? ら

平 均値 61.5 4.0 11.4 22.3 0.8 

標準偏差 0.47 0.26 1.68 1.47 0.07 

最 大値 61.9 4.3 14.3 23.4 0.9 

最 小値 60.7 3.6 10.1 19.8 0.7 

棄却
測 定値

カルシ
ウム
mg% 

144 

7.4 

155 

135 

リ ンナ トリ
ウム

mg持 mg%

113 84 

4.2 17.2 

117 95 

107 54 

カリ
ウム
mg% 

148 

6.9 

156 

137 

7

・

r
o
ζ
h
d
1
6
4

‘
E
I
G
P
一
A
V

ハu
n
u

ハU

タ
B
W均
一
円
札
仏
仏
仏

ピ
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ヴ
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2
2
Q
/
一1
ム

ハ
U

Q

U

1
ょ

タ
B
沼
一
仏
仏
日
仏
仏

ピ
ン
目

熱意

Cal 

208 

8.6 

222 

200 
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表(C“ 2) ラクトアイス……12例

水分 Tん量フ0 脂質若者フり 灰分 3ルZ ナトリ カ リ ピンmタBgI持ミ ンピm夕BgJ%、 熱量ウムウム
ヲら ヲる ?る mg% mg% mg持 mg% mg% mg% Cal 

平均値 64.9 2.8 4.1 26.7 0.6 90 75 73 108 0.03 0.08 159 

標準偏差 3.94 0.69 2.05 2.43 0.10 19.52 21.10 31.91 21.5 0.01 0.02 19.61 

最大値

最小値
十円

71.5 3.7 7.1 31.3 0.8 

57.3 1.6 1.5 22.7 0.4 

37.6 0.3 

表2 各食品のー包装重量

即席中スナッ即席ワ即席和

主企ムヱ一生企-乙之と且主 Iv
平均値 g 105.4 85.0 

4.3 

50.4 105.0 

標準偏差g 10.1 

表(D)，(E)， (F)， (G)は，即席めん類それぞれの

ー包装のめんおよび調味料など100g当りの各栄養素成

分の百分率であって， ζれらからー包装を一食分とみな

した場合の栄養素摂取量を推測する必要がある.つぎに

掲げる表2は，それぞれの食品のー包装重量を示すもの

である.

従って，おおよその見当として即席中華めん・即席和

風めんは1.05を，スナックめんは0.85，即席ワンタンは

0.5を乗じた値がー食分の栄養摂取霊となる.

却席中華めんおよびスナックめんについてー食当りの

摂取栄養素量を検討すると，成人を対象として ζれだけ

では不満足である.たんぱく質として動物性たんぱく質

を，ビタミン源として着色野菜を，また，労働量の多い

人民対してはさらに脂肪分などによる熱量増をはからね

ばならない.また，一般に乙れを間食として用いた場合

には熱量摂取量が多くなろう.幼児・低学年児童を対象

にした場合lζはたんぱく質量は足りるが，植物性たんぱ

く質が主なことに注意しなければならない.そのほか熱

量が過剰になる心配もある.とくに間食として用いた場

合は注意を要する.成人病を心配する人達にとっては食

塩量が多いものが多く，ー食当り NaCl約5.5gが摂取さ

れる.

即席中華めんは，主として「油処理α化めん・調味料

別添」の形態でー食分として包装され，めん重量平均91

gで乙のほかは調味料として粉末スープ・液体ソース・

油脂@香辛料および具などであった.スナックめんは，

「油処理α化めん・調味料および具添加Jの形態でー食

分としてーカップに入れたものであった.

両者の分析値上の大きな相違点として，まず，水分合

有量の差があるが，乙れは即席中華めんに添加された液

125 107 120 137 0.04 0.11 188 

65 46 16 72 0.02 0.04 128 

0.17 

状の調味料によるものであって，粉末調味料を添付した

ものの水分はスナックめんと大差はない.ついで，たん

ぱく質の差は，スナックめんには具として乾燥えびが加

えられており，これがたんぱく質値を高めている.ま

た，灰分 e ナトリウム{直は即席中華めんのほうが低い

が，これは添付調味料によるものであって液体ソースを

用いた焼そば風のものがナトリウム値が低いためであ

る.即席ワンタンは，分析値の上からとくに自につくこ

とは，脂質およびナトリウム値が高いことである.乾物

換算した場合，前者は1.7倍〔対即席中華めんおよびス

ナックめん)，後者は1.35倍(対スナックめん〉である・

ワンタンの特質からいって脂質の多い乙とは当然であ

り，ナトリウム(主として食塩分〉の多いことは，スナ

ックめんよりも食用時比加える熱湯量が多いため塩味と

しては同じになるのだろう.即席和風めんは，I蒸気処理

α化めん・調味料別添Jの形態であり，めん85g f(.えぴ

天および粉末スープが添付されていた.たんぱく質およ

びカルシウムの高い乙とは添付の干えぴが起因している

と思われる .ζのほか，脂質が前者らに比べて低いこと

は熱量が低い値となり，また，リン含有震は多く ζれは

めんがそばであるためで、ある.ピタミン B1値が高く

(0. 24mg外〉給源となると考えられる.

即席中華めんに例外的な栄養素成分値を示す製品が数

点あった.それはめんα化処理工程で油脂を使用せずに

水蒸気を使用した場合のものであり，脂質合有量が極め

て低く， 20例の平均値は19.2%(乾物当り )fζ対しとれ

らの製品は1. 3~もおよび3.5% (いずれも乾物当り〉であ

った.ζのような品は外見的民区別しうる.なお，ナト

リウム含有量が異常に低いものがあり，乙のものは平均

値2340mg%(乾物当り〉に対しその 1/2の 1320mg持

〈乾物当り〉であり，きわめてうす味のものであった.

との外見は区別しにくいが添加調味料が液体ソースであ

った.まずこ，分析値の上で異常な値を示す例があり， ζ

れはめん90gf(.生もやし25gおよびみそ味スープ 9gを

添加したものであって，分析試料の調製時l乙ζれらをす
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表(同即席中華めん……20例

水分 Tん耳ヲも脂質花高ヲも 灰分 1Jレ:
?ら ?ら?ら?ら

リンナトリ 5m2gjc/ 九mgf% 熱量
mg% ウmg%ム Cal 

平均値 7.6 10.1 17.7 60.1 5.7 63 104 2157 0.08 0.02 436 

標準偏差 3.0 0.4 2.1 2.3 1.1 23.9 7.0 408.61 0.02 0.01 21.4 

最大値 15.8 10.6 20.8 65.1 7.5 145 118 2945 0.14 0.05 464 

最小値 3.8 9.2 14.5 56.4 3.2 34 90 1402 0.06 0.01 370 
寸-n 1.1 46.8 

21. 9 12.8 3.1 68.5 2.9 200 
133 0.40 340 

表(E) スナ 1ツ クめん・…..4例

水分 Tん量?ら脂質号車?ら 灰分 3ルエ
?ら?も?ら mg%

リ ン ナトリ ピンmタBg1σ/ミ ンピmタ丸g%ミ 動山、 且昼

mg% ウmg%ム Cal 

平均値 4.5 12.7 18.0 57.7 7.2 78 130 2770 0.10 0.04 443 

標準偏差 0.6 0.9 2.9 2.7 0.6 32.2 40.0 252.3 0.02 0.01 14.8 

最大値 5.1 14.3 22.9 60.3 8.1 130 199 3148 0.12 0.05 468 

最小値 3.9 12.0 15.4 53.4 6.7 44 104 2480 0.08 0.03 429 

表的即席ワ ンタ ン…… 2伊!

水分 Tん高ヲ匂脂質罪者ツ匂 灰分 ZJレ工
?ら?ら?ら mg%

ナトリ ンヒmタBg1%ミ ンどm夕BgJ%、 熱量
mg% ウmg%ム Cal 

No.1 6.4 10.5 29.4 42.6 11.1 68 101 3859 0.10 0.03 477 

No.2 6.8 10.0 30.8 43.2 9.2 100 44 3582 0.12 0.03 490 

U平 均値 6.6 10.3 30.1 42.9 10.2 84 73 3721 0.11 0.03 484 

表(ω 即席和風めん…… 1例

水分主くこん質ぱ?ら 脂質炭水化物灰
分 カ Jレシ

ウ ム
ヲら ?ら ?ら ?ら mgうも

8.4 12.3 5.6 66.8 6.9 

ベて混合したために水分が異常に多くなり 20%を示す結

果となった.しかし乾物 100g当りに換算すると特別異

常な成分値を示すものではない.

あとがき

アイスクリーム類は，その栄養素成分値から適当な噌

衣子食品といえる.アイスクリームに，表示lζ適合しない

ものが 2例あった.その内容は，乳田形分22%に対した

んぱく質量より求めた乳固形分19.6%，乳脂肪16%1乙対

し総脂質14.89らであった.

即席めん類は，炭水化物・食塩・熱量の高い食品とい

えるが栄養のバランスら考え，肉類・卵・野菜などの添

加や牛乳を補う配慮が望ましい.また，幼児@学童・肥

103 

ンナトリ
ウム

ピえM ミン ビタミン執d、、、
1 B2 

量

mg9ら mg% mg% mg% Cal 

198 2630 0.24 0.04 367 

j前者・成人病を心配する人・老人などは，食生活におけ

るζれらの食品の位置づけを考えて摂取する必要があ

る.

謝辞本調査にと協力と助言をいただいた東京都衛生

局栄養課の職員各位l乙深謝いたします.
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ポルフィリン代謝系成分に関する調査およびその生化学的研究 〈第 i報〉

。ーアミノレブリン酸の尿中排濯の実態

小笠原 公申武士俣邦雄本霜田さと子申

Investigations and Biochemical Studies on the Porphyrin Metabolites ( 1 ) 
The Actual State of Urinary ふAminolevulinicAcid Excretion in Tokyoites 

KIMI OGASA WARAぺKUNIOBUSHIMATA申 andSATOKO SHIMODAヰ

はじめに

重金属，化学物質の影響または疾病によってへムを合

成するポルフィリン代謝系が乱されると，中間代謝成分

のデルタ@アミノレプリン酸(以下ふALAと略す)，

ポJレホピリノーゲン，コプロポルフィリン等が異常に尿

中排世する 1-5)そのため ζれらの成分は鉛害をスクリー

ニングする指標として測定される.

環境汚染民基因する公害の一つに鉛害がある.従来か

らガソリンにはアンチノック剤として四アルキル鉛を添

加したものが使用されてきた.昭和42年4月l乙鉛中毒予

防法，同43年4月四ア Jレキノレ鉛中毒予防規則が公布さ

れ，取り扱い指導がなされてきたのであるが，一般住民

に関しては昭和45年5月東京都新宿区牛込柳町住民によ

り鉛害問題が提起されたため，鉛の大気汚染による人体

影響の調査が必要となった.東京都衛生局はただちに住

民の鉛害検診を行い，その結果鉛による直接障害の疑い

はなかったとの発表s)がすでになされた.以来東京都全

域の住民を対象l乙今日も鉛害検診並びl乙公害検診が続け

られている.

われわれは公害の人体Kおよぼす影響を解明する資料

とするため，ポJレフィリン代謝系成分l乙関する生化学的

研究を行っている.尿中l乙排世するポ jレフィリン代謝系

成分量によって健康障害の有無をスクリーニングするに

は，住民の尿中o-ALA量はいかなる水準にあるかの現

状を把握する乙とが保健対策上重要であると思考する.

そ乙でポルフィリン代謝系諸成分のうち，まず尿中

ふALAI乙っき調査研究を進めることとし，その正常値

を定め，東京都住民の居住地域ごとのふALA尿中排

世状況と季節ごとの尿中排世差異の検討を行った.ふA

LAの尿中異常排世は高濃度鉛暴露と関係が深いが，一

般生活環境の低濃度鉛汚染では相互関係が明らかでな

い.早期lζ鉛害をスクリーニングできる関係を生じる0-

ALAの尿中異常排湘:水準の解明資料とするため，尿中

排世鉛並びに血液中鉛との相互関係についても検討をf子

ったので、報告する.

調査方法

1. 調査期間と検査対象

昭和46年5月"，，50年 1月の約4年間を調査期間とし，.

都内主要道路近辺l乙居住する49保健所管内住民のうち，

鉛害検診あるいは公害検診の受診を希望するものを対象

とした.受診者のうち尿中ふALA測定は一地区50...... 

100名を目標に年間を通じ毎月実施した.

検査人員は年度別l乙46年度男364名・女424名， 47年

度男352名・女505名， 48年度男188名・女396名， 49' 

年度男185名・女415名であり，乙のうちに20歳未満と

80歳代のものを少数合むが，おもに20歳代，.._，70歳代のb

男1，089名・女1，740名の計2，829名である.

2. 検査方法

検診実施地底ごとに午後2時前後の一時尿を採取し，

同日のうちにつぎに記す種目の試験検査を行った.

ウロピリノーゲン，糖およびタンパク定性誌験:常

法7)による.

尿中 o-ALA測定:和田らの方法8)の改良法9)

3. 推測統計手法について

尿中o-ALA値の年齢別差異，居住地域別水準差，季

節の影響さらには疾病との関係を吟味するための比較基

*東京都立衛生研究所生活科学部栄養研究科 160 東京都新街区西人町3-24-1

* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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による異常陽性のものを含み，さきに求めた正常値との

差の検定により有意差が認められるので，尿中o-ALA

値と尿ウロピリノーゲン，糖，タンパク定性試験から推

察する有病性との関係を検討中である.

東京都地域住民の尿中ふALA舘は他府県住民のそ

れと比較していかなる水準であろうか.地域住民につい

ての報告は散見されるが，そのいずれも対象例数が少い

ζ と，対象集団が特殊であること，またその平均値算定

方法が不明確であることのために比較するには問題があ

る.従って二三の報告例について比較してみる.東京都

地域住民の検査対象者全例から得られた尿中。-ALA単

純平均値並びに統計処理によって定めた正常値は， 1965 

年に報告1わされた大阪市民232名の平均値1.15mgjlより

高値であり， 1973年比報告12)された名古屋市民および東

海市民232名の平均値1.60--3. 48mgjl， 1973年比報告13)

された横浜市の小学生272名の平均値2.37土1.07mgjlよ

りもやや低値であるように思われる.

尿中。-ALAは年齢の相違による排世量l乙差異があ

るか否かの検討をした. 10歳間隔で、表現した各年齢層ご

とに尿定性試験異常陽性者と，性別に異常値棄却を行

い，表 11乙示すごとく年齢層ごとの正常値を算定した.

性別の正常備と各年齢層ごとの尿中ふALA値との危

険率 1%における差の検定を行ったと ζろ，男の40歳代

，....50歳代と女の50歳代は差が認められず，正常値比近似

した値で、あった.しかし男女ともに20歳代--30歳代は有

意に差があり高値であった.男の60歳以上と女の50歳代

-60歳代では有意に低い値を示し，性差および年齢差が

みられた.20歳未満の若年層は例数が少いためl乙統計的
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準となる値を必要とする.そのため尿中ふALA正常

イ鹿決定についてのデータ処理は，すべての測定値からあ

らかじめ尿定性試験による異常陽性のものを除いたのち

性別にF分布はもとづいた危険率 1%水準での棄却限界

値を求め， 10) この値以上のデータを含まなくなるまで演

算を行い，異常データ削除をした信頼限界範囲のものの

みについて平均値を求め， ζれを正常値とした.年齢別

の尿中ふALA正常値決定も同様の統計手法によった.

しかし地域別並びに季節別の尿中ふALA値水準の算定

についてはすべてのデータを統計処理対象とした.

検査成績および考察

1. 尿中 o-ALAの正常値について

尿中ふALAの正常値は表1IL:.示すごとく男1.99土

仏 82mgjl，女1.76土0.76mgjlであって性差があり，男

が高い値である.

尿中ふALA測定は昭和46年5月---50年 1月l乙男

1，089名@女1，740名について行ったので、あるが，全例に

ついて尿定J性試験を行い，検査総数から男 314例 (28.8

'%)・女360例 (20.7%)の異常陽性者を除外した.さら

l乙統計法l乙従って男 8例・女26例の異常値棄却をした男

'767名・女1，354名につき性別lζ正常値を定めたものであ

る.また調査期間を単年度ごととせず約4年間の一括調

査とした乙とについては，年度ごとの検査数によって尿

中ふALA値の年齢別，居住地域別あるいは季節別排

地差異を考察すると，対象例数が少い乙とで正確性を欠

くおそれがあるためで、ある.

すべての検査対象者の尿中ふALA単純平均値は男

2.19mgjl.女1.94mgjlであった.乙の値は尿定性試験

衛尽東

性別および年齢別の尿中排世ふアミノレプリン酸正常値表 1

ヘキ*1乙対する
有意差の検定

P <0.05 
P <0.05 
P <0.001 
P <0.001 
P <0.001 

P<O.Ol 

P <0.001 
P <0.01 

P <0.001 

正常値
(mgjl) 

2.29土1.33 

2. 63::l:::0. 59 

2.26土0.91
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有意性が認められなかったが，男女ともに60歳代の値よ

り高値であった.

2. 居住地域どとの住民尿中 o-ALA量

居住地域ごとの住民尿中o-ALA値の差異を検討する

ことは，大気汚染等の影響の有無を考察するのに重要で

ある.尿中o-ALA測定は東京都の49保健所管内に居住

する男1，089名・女1，740名について行ったので、あるが，

地域別観察を各保健所管区むととせず，広場と青空の東

京構想による10地域区分14)とした.

尿中o-ALAを測定した総数のうちから統計法に従っ

てあらかじめ異常値として棄却したデータが男女おのお

の2%(男22例・女35例〉あった.乙のなかに労基法規則の

鉛中毒認定基準値∞ 6mgjlを超えるものが2例，東京

都の公害検診再検査値 5mgjlを超すものが 5例あっ

た.乙れら lに乙ついては後日再検した結果いず

の定める精密検査{値直以下の{億臨でで、あつた.

居住地域ごとの住民尿中o-ALA測定結果を図 UL.示

す.男女それぞれの正常値と各地域住民尿中ふALA平

均値との差の検定を行ったところ，男において城北地域

が危険率 5%，城東地域が危険率 1%，都心・下町@城

南地域が危険率 0.1%で有意差があり高値であった.女

では都心地域が危険率 5仇城東@下町・城南地域が危

険率 0.1%以下で有意差があり高値であった.他の地域

については男において多摩郊外 I地域と山手地域，女で

は多摩郊外I地域が危険率0.1%以下で有意に低値を示

した以外は正常値比近似した値で、あった.乙のように居

住地域によってふALAの尿中排世水準l乙差異がみられ

た乙とは，鉛やその他の佑学物質による大気汚染の影響

があったためか，被検者の有病性に基因するのか，また

年齢構成あるいは検査実施季節の差異などの関連が考え

られる.

まず鉛の人体汚染による影響の吟味として，尿中排世

鉛および血液中鉛と尿中ふALAの量的相互関係の項で

述べるととく，東京都住民の尿中排世鉛量および血液中

鉛量ともに比較的低値であり，鉛中毒を現わすほどの危

険量で、はなかった.乙れらの鉛量が低レベルで、あるとき

の尿中ふALA量との相互関係を吟味してみると，鉛の

量的区分l乙従ったo-ALAの尿中排世増加関係が成立し

ていない.乙のことから考察して，居住地域により尿中

ふALA値に差異があるのは，大気中鉛の人体汚染のた

めと考えるよりむしろほかの大気汚染物箆の影響かある

いは被検者の有病性との関連があるように思われる.

つぎに大気汚染程度と尿中排世ふALA量との関連に

ついて考察するに，東京都大気汚染観測データ 16)による

と，尿中ふALA量が正常値l乙比較して高水準であった

地域は，それが低水準であった地域よりも空中降下ばい

じん，亜硫酸ガス等による大気汚染度が強い.従って複

合大気汚染物質の人体影響として，o-ALA等ポノレフィ

リン代謝系成分の尿中排世とは関係があると考えたい.

昭和49年11月末公害健康被害補償法にもとづいて江東，

千代田，港，品川，大田，文京，新宿および渋谷の 8区は

大気汚染地域に指定された区域で、もある.住民保健のた

めに居住地域ごとの住民の尿中排世ふALA値の水準を

把握しておく乙とが重要であり，今後大気汚染等の生活

環境改善の評価を行う資料としても価値あるものと信ず

る.

前項で尿中排世o-ALA量は高齢者よりも若年層が高

値であることを述べた.地域ごとに尿中排世o-ALA値

比差異があったことの吟味として，被検者の地域別年齢

構成も考露する必要がある.尿中排、世o-ALA量が高値

であった地域の被検者平均年齢は，それが低値であった

地域の被検者平均年齢と比べて概して差がなかった.

地域別l乙尿中排i世ふALA量I乙差があったことの吟味

として，検査を行った季節の関係も考慮する必要があ』

る.このことについては次項に述べるが，o-A LAは冬

季より夏季に尿中排世最が多い.そこで各地域について

の検査月をしらべてみると，尿中排j世o-ALA量が高値

であった地域のうち城東，下町，都心地域の検査が夏季

I乙偏っているが，城北および城南地域は夏冬ほぼ同数の

検査であった.しかし尿中排世o-ALA量が低値であっ

た多摩郊外IおよびE地域の検査は夏季に行ったもので

ある.したがって単に季節差のみで地域による差異を生

じたとは考えられない.

被検者の有病性を推測する尿定性試験成績について

は，昭和46年5月"，，47年3月の約 1年間の結果を報告1ひ

したが，保健所管区ごとにみて千住，向島，中央，赤坂

および牛込は尿ウロピリノーゲンの陽性率が高率であっ

た.尿定性試験検査はその後も継続しているが，尿ウロ

ピリノーゲン，糖，タンパクを含めた異常陽性率を地域

ごとに検討してみると，男女とも多摩近郊，城北，都

心，下町および城南地域が高率であった.すなわちふA

LA尿中排世水準が高い地域が尿定性試験による 3成分

の異常陽性率が高く，有病性との関係が深い結果であっ

た.複合大気汚染の人体影響があったとして，ポJレフィ

リン代謝系成分の尿中排班増加と機能障害を推測する尿

定性試験を行った成分の異常陽性との関連については詳

細に検討する必要がある.

3. 季節によるふALA尿中排池差異

尿は生理的に濃縮や希釈を生ずるので，一時尿を検査

材料とする場合ふALAは季節はより尿中排池・量l乙差異
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図1 居住地域ととの尿中排世ふアミノレプリン酸量と尿定性検査異常陽性率の関係

があるか否かの検討をする必要がある.そ ζで尿中o-A

LAを測定した全例について検査した月ごとに区分レ，

性別l乙危険率 1%水準における異常値の棄却を行った信

頼範囲のもののみについて，月ごとのふALA尿中排世

レベ Jレを図 2fC示す.

性別の尿中o-ALA正常値比対レ，各月の尿中排世レ

ベルとの差の検定を行ったと乙ろ，男女とも 6月， 7月，

8月および 9月は危険率0.1%で有意に差があり，夏期

は高値であった.10月と11月は正常値比近似した{躍で、あ

るが， 1月， 2月， 3月， 5月と12月は危険率0.1%で

有意差があり，冬期は低値であった.すなわちふALA

の尿中排班量は季節による差異があり，男女とも lζそれ

が最も高値であった 8月と最も低値であった12月の値の

差は 1mgjl程度であった.

ふALAの尿中排世増加は大気汚染とも関係があるの

で，尿中o-ALAを測定する ζ とによって大気汚染等生

活環境改善の評価ができる可能性について前述したので

あるが， o-ALAの尿中j3F~世量は季節fとよって差異があ

るので，地区的l乙行う検診を同じ季節l乙実施する経年観

察が望ましい.

4. 尿中排j世鉛量並びに血液中鉛量と尿中o-ALA量
の関係

高濃度鉛汚染が考えられる鉛作業関係者と異なる通常

の環境で生活する一般住民について，鉛汚染による健康

障害の有無をしらべるため尿中排世鉛量，血液中鉛量と

尿中ふALA量を測定した.検査対象は尿中排世鉛量と

尿中ふALA量の測定について東京都内20保健所管内に

居住する18歳以上の男286名・女400名，血液中鉛量と尿

中ふALA量測定の対象者は36保健所管内l乙居住する男

515名・女779名である.調査した期間は昭和 46年9月

"，48年2月で，鉛量の測定は当所環境衛生研究科が行っ

たものである.

東京都住民の尿中排世鉛量の平均値は男 6.5μgjl・女

5.9μgjlであり，危険率 1%水準における統計的棄却限

界上限値は男13.3μg/l.女 13.1μgjlであった.血液中

鉛量の平均値は男 10.8μgj100g.女 7.9μgj100gであ
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女 735例〉の相関係数は男0.0772・女0.0725，平均値以

上の鉛群(男271例・女410例〉の相関係数は男0.0863・

女0.0204，棄却倍以上の鉛群(男27名・女27名〉の相関

係数は男一0.1184・女0.1421を得たがいずれも非常に小

さい係数であった.またそれらのF検定においても有意

性がなかった 19)

尿中排世鉛量について統計的に異常値として棄却した

データが男tL23例，女比14例あったが，乙のいずれも労

基法施行規則第35条14号に定める鉛中毒認定基準値比該

当する例はなかった.尿・血液鉛量と尿中ふALA量の

個々のデータを対応させた散布図からみた相互関係につ

いても報告18，1めしたが，個々のデータはついてみると鉛

量が10μg/Z以下の低値であっても，尿中。-ALA量が棄

却限界を越える例があった.血液中鉛量についても異常

値として棄却したデータが男女おのおの27例あった.し

かし乙のいずれも鉛中毒認定基準値以下の値であり，こ

れらの尿中ふALA値は低値であった.また尿中o-AL

A値からみて鉛中毒認定基準値の 6mg/lを越す例が女

l乙1例あったが，血液中鉛量は 10μg/100gであった，

乙れらのことから東京都住民のように尿と血液中鉛が

低値のいわゆる低濃度鉛汚染の範閣では，鉛量lと応じた

ふALAの尿中排世関係は認められない結果であった.

従って地域によって住民尿中ふALA量lζ有意差があっ

た理由としては，鉛汚染の影響によるものとは考えられ

ないので，複合大気汚染の影響等につき検討する必要が

関 2

り，乙の棄却上限備は男19.3μg/100g .女14.7pgj100g 

であった.乙れらの値は原子吸光法による鉛分析の誤差

を考慮して 3μg以下の備を除いて得たものであるのにも

かかわらず，比較的低い水準であった.

はじめに述べたように，ポ Jレフィリン代謝系は高濃度

の鉛汚染があったとき，その乱れを生じてふALAが尿

中l乙異常l乙排世されるが，低濃度鉛汚染では相互関係が

明確でない.そ乙で尿と血液中の鉛量l乙従ったo-ALA

の尿中排惜増加関係が成立するか否かを吟味するため，

尿および血液中鉛量を， 1)すべての調査対象者から得

た全例鉛群， 2)危険率 1%水準における異常値の棄却

を行って得た平均値以上の鉛群， 3)統計処理的に異常

値とする棄却値以上の鉛群の 3群fc.1S分し，それぞれ尿

中o-ALA値を対応させて相関係数を算出した.さらに

この相関係数の有意性についてF検定をした.

結果をまず尿について考察すると，鉛量がもっとも低

い水準である全例鉛群(男233例・女286例〉の相関係数

は男0.2238・女0.2403であり，そのF検定の結果は危険

率0.1%以下で有意であった.しかし鉛量が高値になる

平均値以上の鉛群(男122例・女128例〉の相関係数は男

0.0865・女0.1043であり，棄却値以上の鉛群(男23例・

女14例〉の相関係数は男一0.3681・女0.1843となり，鉛

量の増加とは逆l乙小さい係数となった.乙れらについて

のF検定の結果は相関の有意性が認められなかった 18)

つぎに血液について考察すると，全例鉛群(男503例・
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ある.

結 論

昭和46年5月........50年1月の約 4年間l乙，東京都庄民男

1，089名・女1，740名について年齢，居住地域および季節

ごとのふALAの尿中排世状況をしらべ，さらに尿中排

世鉛量並びに血液中鉛量との相互関係をも検討した.

1)尿中排世 o-ALA正常値は男1.99土0.82mgjl.

女1.76土0.76mgjlであり，高齢l乙従って低値になる.

2)尿中排池-o-ALA量は城北，城東，下町，都心並

びに城南地域が高値であり，居住地域による差異があっ

た.

3)尿中排1世o-ALA量は 6月.........9月が高値，冬季は

イ民{直である.

4)東京都住民の尿中排世鉛震の平均値は男 6.5μgjl

@女5.9μgjl，血液中鉛量の平均値は男10.8μgj100g • 

女 7.9μgj100gであった.これらの量が低レベ Jレで、は尿

中排i世 o-ALA量との相関は認められない.

謝辞本研究l乙当りと指導をいただいた野牛弘環境

保健部長l乙深謝いたします.

(本研究は昭和49年度当研究所研究課題「ポルフィリ

ン代謝系成分に関する調査およびその住化学的研究Jと

して実施したものである.)
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ポルフィリン体の生化学的研究 (VI) 尿中排煙3・ALA，Cpおよび Ugの相互関係

武 士俣邦雄*霜田さと子*小笠原 公*

Biochemical Studies on the Porphyrins (VI) 斑utualRelationship of 

Urinary Output d-ALA， Cp and Ug 

KUNIO BUSHIMATAヘSATOKOSHIMODA* and KIMI OGASAWARA* 

A ふaminolevulinicacid (a-ALA) and coproporphyrin (Cp) are haenト anabolites，and of urobilinogen 

(Ug) is haem-catabolite. Because of the paucity of comprehensive statistical information in these com齢

ponents in temporary urine of human， the mutual relationship of urinary output value in Tokyoites 

were examined. 

The resuIts were obtained as follows : 

The coefficients of correlation between a-ALA and Cp are: r=0.4214 (P<O.OOl) in the men and 

r=0.4696 (P<O.OOl) in the women; and of between Ug and d-ALA are : r=0.4211 (P<O.OOl) in the 

men and r=0.5460 (P<O.OOl) in the women; and of between Ug and Cp are: r=0.4518 (P<O.OOl) 

in the men and r=0.5492 (P<O.OOl) in the women. 
The confidence of correlation coefficients were obtained highly in statistically (P<O.OOl)， but the 

spotted diagrams showed none correlate. Because many abno1'mal values a1'e found in n01'mal values 

with one another component on the spotted diag1'ams. The1'efo1'e， examination of each medical te司

chnologic item is cognizable in 1'espectively at the diagnosis and screening test of the disease 01' 

impediment. 

赤血球は動物が生息してゆく上でもっとも重要なガス ン(以下 Cpと記す〉の分析検査価値は，とりわけポル

交換，すなわち組織での代謝によって生成されたCO2を フィリン症や鉛中毒者のスクリーニングテストなどの面

肺で遊離し，外気の O
2 を結合して各組織に運搬するこ で高く評価されている 3ーの

とをその主要な機能としている.乙の赤血球細胞は，水 また，人赤血球細胞の寿命は約 120日であって，肝臓

分70%，ヘモグロビン(血色素)25%およびその他 59ら あるいは牌臓の細網内皮系の細胞の作用または流血中で

で構成されており，ガス交換のメカニズムはヘモグロピ 破壊が起り，個人の赤血球細胞の 1/120 が毎日あたらレ

ンの主骨格であるヘム分子のもつ鉄原子と O2 または い細胞に代っている.

CO2が可逆的i乙結合する乙とによって成り立っている. 赤血球が破壊した場合l乙，その主有機成分であるヘモ

この重要な役割りを担うヘム部分の代謝は，ポノレフィ グロピンのへム部分を構成するポルフィリン骨格は開裂

リン骨格の生合成，すなわちTCAサイクルあるいはコ してピリルピンとなり，胆汁とともに腸管内に排世され

ハク酸ーグリシンサイク jレから生じたふアミノレプリン る.ピリノレピン代謝産物の一部分は再び吸収されて肝臓

酸(以下a-ALAと記す〉が脱水縮合してピロール誘導 民連ばれ，いわゆる腸肝循環を繰り返し，その一部分は

体であるポノレフォピリノーゲンとなり，さらに 4個のピ 血流中に入り，ついで尿中l乙現われる.赤血球の破壊が

ロール核が環状児童合してポノレフィリン骨格を形成する 大きいときに，ウロピリン体生成も多くなり，必然的に

ことが主体であり，その中間代謝機構は熱力学的に逆反 尿中へのウロピリン体とくにウロピリノーゲン(以下Ug

応のない一方通行の佑学反応で、ある.1'め と記す〉の排世も増加してくる.

尿中i乙排世されるポルフィリン代謝系成分，中でもふ このような赤血球細胞の製造および破壊にかかわる代

ALA，ポルフォピリノーゲンおよびコプロポルフィリ 謝過程は，一日約 1/120の細胞ω東新とその細胞破壊〈外

*東京都立衛生研究所生活科学部栄養研究科 160東京都新宿区百人町3-24-1
* Tokyo Metropolitan Resea1'ch Labo1'atory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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的要因を合め。た〉の速度l乙関連してくることになるが，

それら代謝成分について複合的に詳細な検討を行ってい

る文献は少ない.

よって著者らは，麗接的な鉛障害がなかった東京都住

民の一時尿を用いて，ヘム合成系成分であるふALAお

よびCpならびにへム分解産物であるUgの測定を行い，

これらの物質の相互関係を推測統計的に解析した.ま

た，個人尿と少量鉛暴露環境下の労働者の尿についても

分析測定を行ったので，その解析結果も併せて報告をす

る.

検査方法

1. 調査対象について

東京都衛生局が，都内の交通量の多い主要道路交叉点

近辺に居住する都民l乙対して実施した，鉛害および公害

検診の受診を希望した住民，男性535名および女性 805

名の午後2時前後の一時尿によった.

2. 検査期間について

昭和46年 9月から48年 2月までの期間l乙，都内32保健

所管轄内で、合計38回の検診を行った.

3. 検査項目と定量分析方法

i)尿中排世d-ALA

和田らの方法ωを一部改良11)して分析を行った.

ii)尿中排准 Cp

著者らが研究開発した微量けい光法12)t乙従って分析を

行った.

iii)尿中排世Ug

採尿当日l乙試料の還元操作をなし，約15時間経過後

(翌日)tc，佐藤法13，1のはもとづいて分析を行った‘

4. 推測統計手法についてm

各測定値を性別に分け， ミニコンピュータ-，を使用レ

て，相関係数 rと回帰方程式y=ax十bを求めた.また

一寸工ALA1 Cp -1--Ug--1 

5叶\\lmoJ 〈出。I.~
712ijzl〉卜¥((;fiii 
ug lJitF二~11

相関係数rの有意性は， Foz-f-〈nーのなる式i乙従つ
1-r2 

て求めた Fo11釦ζ対レてF検定を行った.

結果および考察

1. 個人尿での排池成分の相互関係について

健康な成人男子の個人尿を終日定時的に採取し， d-A 

LA， cpおよび Ugの定量分析を行い，得られた値に

ついての測定値間および絶対排世量聞における相関係数

をTable1 K示す.

相関係数 rの大きさの順序は，測定値聞では，

Ug: Cp(1'=0.9888)>Ug:ふALA(1'=O.9775) >0・ALA

: Cp(r=O. 9646)であり，いずれも危険率 0.1%以下と

いう高い水準で有意であった.また絶対排世量間で、は，

Ug; o-ALA (r=0.9185)>Ug: Cp (1'=0.-8538)>ふAL

A : ep(1'=0.7060)の順序となり，相関係数 rの有意性

は，係数の大きい方から 0.1%以下， 1 %以下および w
%以下という水準で、危険率が順次増大した.また，測定

値間および絶対排世量聞ともにふALAとCp間の相関

係数が一番小きかった.ζのように，測定値間および絶

対排世量間で，対応する係数の大きさが違ったり順序が‘

入れ代るのは，各成分の排世変動l乙時間的ずれが加わる

乙とによって生じる.なお，測定値間での相関係数 rは，

排世絶対量間での場合よりも大きく，その有意性もすべ

て0.1%以下という低い危険率である .ζの現象は，単

なる測定値間では尿の濃淡，すなわち溶質と溶媒の関係

を含めた相関性を求めているために，見かけ上の数値表

現として有意に大きくなっている. なぜならば，尿量

と測定値間の相関係数rは，0-A L A(r= -0. 8539)， Cp 

(r= -0. 8163)および Ug(1'コー0.8121)という非常に

近似した係数が得られたのに対し， 1時間あたりの排世

尿量と三成分の絶対排世量閣での相関係数 rは，ふAL

A(r・=0.9714)，Cp(1'=0.6590)および Ug(1'=0.9229) 

であり，前者の場合よりも大きな違いが生じていること

から説明出来る.また，尿量と比例した排~正変動を示し

にくい成分は Cpであり，前述した相関係数の大きさを

決定する因子となっている.

なお，排世絶対量間での係数が小さいのは，尿の濃淡

lに乙よつて物質問l陀ζ排i世世の時間的ず

競合が生じ，その影響を受けた変動が係数に現われたた

めと考える.

これらの ζ とから，尿成分の排世相互関係を調べるに

は，一時尿を被検体とすると尿の濃淡による影響を強く

うけるので，排ilJt絶対量はもとづいて比較検討をする必

要がある.

2. d-ALAと Cpの相互関係についで
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against Those of d-ALA 

Men : n=497， r=0.4214(P<0.001) 

y=26.11x+26.75 

Women: n=772， r=0.4696(P<0.001) 

y=24. 57x+22. 60 

東京都住民(以下住民と記す〉の一時尿によるふAL

Aおよび Cpの測定値を性別に分け，d-A LA測定値比

対応する Cp測定値のバラツキ方を表わした散布図を

Fig.1 I乙示す.

相関係数 rについて検討をすると，男性 (n=497)r=

'0.4214 および女性 (nニ 772)r=0.4696はどちらも危険

率 0.1%以下でその有意性が得られ，女性の方が少し大

きかった.

しかし，プロットの分散状態を観察すると，住民の一

時尿での測定値から F分布で、求めた棄却限界上限値 (d-

ALA:男性4.55mgjl，女性 3.98mgjlおよび Cp:男

性 163.5μgjl，女性148.2，ugjりを越える例数は，d-A 

LA:男性4例，女性20例および Cp:男性38例，女性

45例であった.d-A LAとCpの両方で棄却される区分

の例数の一成分のみが棄却される例数応対する出現比率

は，男性2.50%および女性1.59%であった.

Kasahara 16)は，健康な男子215人のふALAとCp聞

の相関係数 r=O.493(P<0. 001)を報告しているが，乙

れは著者らの得た結果とおおむね似た値で、ある.また，

山本らのは，某鉛ガラス工場の労働者11人の追跡調査結

果 (n=2めにもとづいて，相関係数 r=O.67(P<0. 001) 

を報告するとともに，浜見らの鉛電池工場の労働者に見

られた相関係数 r=0.77(P<O. 001)を文献引用してい

る.さらに大橋ら 7)は，臼メタル溶解作業者57人につい

ての相関係数 rニ 0.85(P<O.OOl)を報告している.な

お，著者も某社で有機鉛の配合やワイヤーロープ焼入れ

作業などに従事している労働者57人について，相関係数

r=O. 7612(P <0.001)をj専ている.

住民の一時尿中氏排i世されるふALAおよび Cpの濃

度程度では，ニ者間の相関係数は小さいが，鉛暴露環境

下にある労働者では相関係数が大きくなる乙とが示され

た.よって，尿中両成分の測定は，鉛によるポ Jレフィリ

ン代謝障害(鉛中毒〉のスクリーニングテストの臨床検

査として価値がある.

山本ら 17)は，動物実験による鉛暴露の影響について，

尿中コプロポJレフィリンの排世増加は著明で相乗的であ

るのは対し，尿中ふALAの排世増加は相加的であった

と報告している.また，著者ら 18)は住民の一時尿中鉛測

定値応対するふALA測定値の相関係数は，男性 (n=

233)r=0. 2238(P<0. 01)および女性 (n口 286)r=0.2403

(P<O.Oわであったが， Cp測定値との相関係数は，男性

(n=197)r=0.3169 (P<O.Ol)および女性 (n=267)r口

O. 2723(P<0. 0りであり，鉛と d-ALAの相関係数よ

りも鉛と Cpの相関係数が微小ながら大きかった乙とを

報告した.

鉛中毒者では， CpよりもふALAの方が尿中排世増

加が早いということで， d-ALAの測定は早期の発見お

よび診断l乙役立つといわれている.しかし，一般生活環

境下にある住民が受ける環境汚染による障害は，非常に

ゆっくりと進行するものであり，その点では相乗的変イ七

を示す成分を測定する方が早くに影響を捕えられると考

える.乙の乙とについては，さらに調査および研究を続

ける必要がある.

3. Ugと d-ALAの相互関係について

住民の一時尿によるUgおよびふALAの測定値を性

別l乙分けUg測定値l乙対応するふALA測定値のバラツ

キ方を表わした散布図をFig.2IL示す.

両者間の相関係数 rについて吟味をすると，男性 (n

=535) r=O. 4211および女性 (n=805)r=O. 5460は，男

女とも危険率 0.1%以下という高い水準で有意性が得ら
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ンスアミナーゼ活性上昇などの軽度の肝機能障害を認め

たと報告している.しかし，尿中l乙排世されるUgの異常

濃度が生ずる乙とを肝機能障害のみによるとすれば，住

民の一時尿における相関係数とそのプロットの分散から

考えて， d-ALAの尿中排、世量が肝機能障害によって直接

的な影響を受ける ζとはきわめて小さいといえる.すな

わち，肝機能障害では必ずしもふALAの著明な尿中排世

増加が起るものではないということが明らかになった.

また著者は，某社で有機鉛の配合やワイヤーロープ焼

入れなどに従事している労働者55人についての相関係数

r=0.2334印<0.10)を得ている.これは前述したふ

ALAとCpの場合のような高い相関性を示さなかった.

乙のように，住民および鉛暴露環境下の労働者ともに

その相関係数は小さく，ヘム代謝機能が肝機能障害によ

る影響を受けるとしても，ごく軽度であることを示して

いる.

4. UgとCpの相互関係について

れ，前述したふALAとCpの場合と同じように女性の

係数の方が少し大きくなっている.

しかし，実際のプロットの分散状態をよく観察する

と，住民の一時尿による F分布i乙もとづいた棄却限界上

限値， Ug (男性4.29mgjlおよび女性3.91mg/りを越え

る例数は，男性41例および女性77例であり， d-ALAの

棄却限界上限値(前述〉を越える例数は，男性5例およ

び女性20例であった.また， Ugおよび d-ALAの両方

ともに棄却限界上限備を越える場合の例数は，男性1例

および女性10例にすぎなかった.乙の両方で棄却される

区分の例数の一成分のみが棄却される例数民対する出現

比率は，男性2.27%および女性12.99%であった.

男性の相関係数の方が少し小さいのは， Ugの濃度が

きわめて高い二例 (20.8mgjlおよび 23.5mgjl)に対

し， d-ALA (3.0mgjlおよび4.4mgjりは正常濃度であ

ったためと考えられる.

金子ら 19)は，肝性ポJレフィリン症患者について，トラ
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Fig.3 Urinary Levels of Cp Plotted against Those of Ug 

Men : n=466， rご 0.4518(P<0.001)，y口 12.98x十54.33

Women : n=729， r口 O.5492(P<0. 001)， y=15.73x十39.33

住民の一時尿による Ugおよび Cpの測定値を性別i乙

分け， Ug 測定値比対応する Cp測定値のバラツキ方を

表わした散布図を Fig.3IL示す.

両者間の相関係数 rについて吟味をすると，男性(n=

466) rコ 0.4518および女性(n =729) r =0.5492はど

ちらも危険率0.1%以下の高い水準で有意性が得られ，

前述したふALAとCpの相互関係および UgとふALA

の相互関係の場合と同様に，女性の方が大きい係数を示

し?こ.

しかし，実際のプロットの分散状態を観察すると，前

述したF分布にもとづく棄却限界上限値を越える例数

は， Ugは男性33例および女性70例であり， Cpでは男

性38例および女性45例であった.また， Ugおよび Cp

の両方ともに棄却限界上限値お越える場合は，男性10例

および女性17例であった.乙の両方で棄却される区分の

例数の一成分のみが棄却される例数民対する出現比率

は，男性 19.61%および女性20.99%となり，前述した

ふALAとCp，UgとふALAの2事例よりも高いパー

センテージを示し，プロットの分散状態からも相関性が

高いことが示された.乙の関連性の高さは，一般に肝機

能異常を伴う疾患では尿中コプロポルフィリンが増加し

がちである， 2) といわれている乙との裏付けとして理解

さ~1，る.

なお著者は，某社で有機鉛の配合やワイヤーロープ焼

入れ作業などに従事している労働者55人について，相関

係数 r=O.3266(P<0. 05)を得ている.乙れは前述した

(5-ALAとCp悶の相関係数 r=0.7612(P<0.001)1(.比

べると非常K小さかった.

以上のように一時尿中lζ排世されるふALA，Cpおよ

びUgの相関係数が住民と鉛暴露環境下者とでは異なっ

ており，各相関係数 rの大きさおよびその有意性さらに

は各測定値の分散状態から考えると，鉛は肝機能よりも

ヘム代謝機能を阻害することが強調される.また，非鉛

暴露と考えられる一般生活環境下にある住民では，尿中
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4ζ排池・されるふALA，Cpおよび Ugの臨床検査価値

は障害や疾患などの診断およびスクリーニングテストの

際民個別または関連性として認められる.

まとめ

健康な個人および鉛による直接的障害がなかった東京

都住民さらに少量鉛暴露環境下の労働者の一時尿を主体

にして，ヘム代謝中間尿中成分(ふALA，Cp)および

ヘム代謝終末尿中成分 (Ug)の尿中排世相互関係を調

γてた.

1. 個人尿を経時的l乙採取して得た， d-ALA， Cpお

よび Ugの各8測定値はもとづいた相関係数 rの大きさ

の順序は，測定値間においては， Ug: Cp， r・=0.9888

(P<O.OOl)>Ug: d-ALA， r=0.9775 (P<O.OOl)>a-

ALA : Cp， r=0.9646 (P<O.OOl)であったが， 1時間

あたりの排世絶対量闘では， Ug: d-ALA， r=0.9185 

(P<O.OOl)>Ug: Cp， r=O. 8538(P<0. 01)>d-ALA : 

Cp， r=0.7060(P<0.10)であった.測定値関では 0.1

%以下の低い危険率でその係数の有意性が得られている

が，排世絶対量間では係数も小さくなると問時にその有

意性も係数の大きさと比例して10倍ずつ危険率が変っ

た.これは，測定値間では尿の濃淡による因子氏もとづ

いた相関性を示したものであり，個人尿で排世相互関係

を調べるには，その排世絶対量で比較検討する必要があ

る乙とを示唆している.

2. 東京都住民の一時尿にみるふALA，Cpおよび Ug

の各相関係数 rの大きさの順序は，

男性;Ug: Cp(n=466) ， r=0.4518 (P<O.OOl)>ふ

ALA: Cp(n = 497) ， r=0.4214(P<0.001)>Ug: d-AL 

A(nロ 535)，r=O. 421l(P<0. 001) 

女性;Ug: Cp (n=729) ， r口 O.5492(P<0. 001) > Ug 

: d-ALA(n=805) ， r=0.5460 (P<O. 001) >ふALA:

Cp(n=772) ， r=O. 4696(P<0. 00わであった.

また，東京都住民のF分布にもとづいた棄却限界上限

値を越える例数について調べると，両方で棄却されるよ

うな異常測定値の出現率は，

男性;Ug : Cp(19. 61%) >d-ALA : Cp(2.59の>Ug:

ふALA(2.27%)

女性;Ug : Cp (20. 99%)>Ug :ふALA(12.99%)> 

ふALA:Cp(1. 59%)であり， UgとCpの両方で棄却さ

れる異常値出現率は男女とも極めて高かった.

相関係数 rの大きさと，棄却される測定値の分散状態

から考えると，尿中j3~祖ーの関連性が高い成分は Ug と Cp

であり， Cpは肝機能障害によっても尿中j31:11!t増加が起

りうる乙とがわかった.

3. 少量鉛暴露環境下の労働者の一時尿中l乙排11止され

るふALA，Cpおよび Ugの相関係数 rの大きさの)1頃序

は，

。-ALA:Cp(n=57) ， r=0.7612 (P<O.OOl) >Ug: Cp 

(n=55)， r=0.3226 (P<0.05)>Ug: d四 ALA(n=55)，

r=0.2334(P<0.1O) 

であった.

少量鉛暴露環境下の労働者の尿中ふALAとCp間の

相関係数 r=0.7612は，鉛による直接的な障害のなかっ

た東京都住民の尿中ふALAとCp間の相関係数，男性

r=0.4214および女性 r=0.46961c:.比べるときわめて大

きくなっている.従って鉛によるヘム代謝障害を観察す

る指標としては，尿中l乙排世されるふALAの濃度測定

l乙加え，尿中 Cpの濃度をも測定するような検診を行う

必要があると判断される.

以上の点をまとめると，一般生活環境下にある住民て

いどの鉛被暴では，尿中l乙排世されるふALA，Cpおよ

びUgの濃度は個々別々の態様を示しているが，少量鉛

暴露以上の被暴を受ける環境下にある人々の鉛によるヘ

ム代謝障害のスクリーニングテストの臨床検査項目とし

ては，尿中lζ排世されるふALAおよび Cpの濃度を測

定することであると認識される.

謝辞本研究を行うにあたり，少量鉛暴露作業労働者

の尿の分与をうけた当研究所環境保健部環境衛生研究科

二島太一郎氏に深謝し1たします.

(本研究の概要は日本衛生検査学会第23聞大会:昭和49

年4月28日で、発表した.なお，本研究は当研究所研究課

題「ポルフィリン体の代謝系成分l乙関する調査およびそ

の生化学的研究」とレて実施している一部である.)
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ポルフィリン代謝系尿中成分の統計的観察

武 士俣邦雄*霜田さと子*小笠原 公*

Statistical Observations on the Porphyrin Metabolites in Urine 

KUNIO BUSHIMATA汽 SATOKOSHIMODA* and KIMI OGASAWARA* 

Tokyo Metropolitan Health Bureau is performing the health examination as to the lead poisoning 

against the inhabitants. The degree of influence by lead on haem・metabolitesin the inhabitants were 

described in Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P. H. 25， 1974. However， the average and abnormality 
of urinary outputιaminolevulinic acid (d-ALA)， coproporphyrin (Cp) and urobilinogen (Ug) in the 
inhabitants are not clear as a comprehensive observations. Therefore， these data in health examination 
were calculated in statistically. 

The following results were obtained : 

The averages in Tokoites of urinary outputふALA，Cp and U g were shown a tendency to decrease 

fol1owing add to age， especial1y in d-ALA. These averages were higher in men. 

The appearances of abnormality in more than the upper rejection limit were Ug>Cp>ふALA，and 

about which have not with sex. 

The abnormal percentage in Cp was higher than ふALA，thus further studies into this problem are 

necessary， because it is said that the d時 ALAexcretion in urine is more influenced by lead than Cp. 

昭和45年に自動車などの排気ガス中K含まれる鉛が大

気を汚染し，住民の健康に重大な影響をおよぼしている

というセンセーショナルな提起が行われて以来，東京都

衛生局は鉛中毒を主体として，鉛害および公害検診を行

ってきた.鉛中毒のスクリーニングテストには，主とし

て尿中l乙排推されるふアミノレプリン酸(以下 d-ALA

と記す〉やコプロポルフィリン〈以下Cpと記す〉の濃

度を測定する乙とが，臨床検査として採用されている.

しかし，一般住民の生活環境下の汚染程度で鉛中毒が

おζる可能性はきわめて乏しいといわれているわし，著

者らも東京都住民の一時尿中に排世されるふALAおよ

びCpの濃度を調べ，尿中および血液中の鉛との相関係

数を求め，鉛による障害としての直接的因果関係が認め

られなかった乙とを報告した 2，3)

また，東京都住民について光化学スモッグによる血清

ピリルピンの増加が報告心されているが，その代謝産物

であるウロピリノーゲン(以下 Ugと記す〉の尿中排池・

実態を把握しておく ζ とは，肝疾患者のスクリーニング

テストとともに，大気汚染の影響を追跡するのに役立つ

ものと考える.

赤血球細胞の製造および破壊にかかわる代謝成分の尿

中排世水準は，その環境下におかれた住民の健康推移の

一つのパラメーターになると思う.そこで，今後の動態

を追跡する場合の比較データとするため，ポルフィリン

代謝系成分であるふALA，Cpおよびその終末産物であ

るUgの尿中排、准濃度を測定し，それら尿成分の排、世濃

度水準ならびに異常値出現状況の把握さらには成分相互

の濃度水準の関連性を推測統計的にまとめたので報告を

する.

検査方法

1. 調査対象について

東京都衛生局が都内の交通量の多い主要道路交叉点近

辺に居住する都民に対して実施している鉛害および公害

検診の受診を希望した20歳以上の成人，男性740名およ

び女性 983名の午後2時前後の一時尿を用いた.

2. 検査期間について

d-ALAは昭和46年5月""，，48年2月の間l乙37保健所管

内で、46回の検診を行った.また， CpおよびUgは昭和46

*東京都立衛生研究所生活科学部栄養研究科 160東京都新宿区百人町3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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Table 1 Average of Urinary Output d-ALA， Cp and Ug in Tokyoites upon the 

Statistical Analysis in the F -Distri bution 

Item Sex 
Division of Ages 

Remarks of Column 
20- 30- 40司 50- 60- 70由 All 

Number of Subjects 112 121 153 141 161 52 740 
Mean 2.56 2.4 2.21 2.07 1. 96 1. 87 2.19 

Men Standard Deviation 1.06 0.83 0.93 0.85 0.89 0.72 0.92 

Coefficient of Variation 0.415 0.347 0.418 0.410 0.453 0.384 0.419 

d-ALA Rejection Limi t( upper) 5.37 4.6 4.64 4.30 4.28 3.83 4.55 

(mgjl) 
Number of Subjects 69 251 253 235 143 32 983 

Mean 2.20 1.99 1.89 1.87 1.86 1.67 1.89 

Women Standard Deviation 0.85 0.89 0.85 0.80 0.75 0.70 0.81 

Coefficient of Variation 0.387 0.449 0.450 {).429 0.402 0.42 0.426 

Rejection Limit(upper) 4.5 4.32 4.11 3.96 3.82 3.65 3.98 

Number of Subjects 70 82 104 104 111 38 509 

Mean 84.5 91. 5 74.3 66.3 55.3 63.3 69.5 

Men Standard Deviation 43.9 50.7 35.7 35.7 28.1 37.7 36.2 

Coefficient of Variation 0.519 0.554 0.480 0.538 0.507 0.595 0.522 

(μCgP /J〉
Rejection Limit(upper) 202.8 226.9 169. 161.2 129.7 168.7 163.5 

Number of Subjects 51 203 197 182 108 25 766 

Mean 73.0 62.1 65.5 60.5 63.9 62. 62.2 

Women Standard Deviation 37.3 32.0 37.8 31. 38.0 34.9 33.2 

Coefficient of Variation 0.510 0.516 0.577 0.512 0.596 0.563 0.533 

Rejection Limit(upper) 175. 145.8 164.5 141.6 164.7 164.1 148.2 

Number of Subjects 78 90 109 113 110 46 546 

Mean 1. 98 2.1 1. 74 2.02 1. 79 2.16 1.87 

Men Standard Deviation 0.99 1.04 0.85 1.06 0.95 1.21 0.93 

Coefficient of Variation 0.500 仏 496 0.485 0.527 0.529 0.561 0.498 

〈mUgg/J〉
Rejection Limit(upper) 4.64 4.87 3.98 4.83 4.29 5.51 4.29 

Number of Subjects 54 219 203 179 113 31 799 

Mean 1. 95 1. 75 1.49 1.49 1.65 1.49 1.62 

Women Standard Deviation 0.91 1. 04 0.76 0.79 0.91 0.91 0.89 

Coefficient of Variation 0.466 0.593 0.512 0.531 0.549 0.609 0.549 

Rejection Limit(upper) 4.42 4.46 3.48 3.58 4.05 4.09 3.91 

年 9月---48年2月の間f[， Cpは31保健所， Ugは30保健 くなるまで繰り返レて演算を行い，信頼範囲内の測定値

所の各管内において合計36回の検診を行った. のみについて，平均値，標準偏差および棄却限界上眼値

3. 検査項目と定量分析方法 ならびに変動係数を求めた.

i )尿中ふALA:和田らの方法5)の一部改良法6) さらに， o-ALAとCpについて信頼範囲内の測定値か

ii)尿中 Cp:著者らの微量けい光法7) ら，尿定性試験による Ugおよびタンパク陽性異常の測

iii)尿中 Ug:採尿日比試料の還元操作をし，約四時 定値を除外し，前述の演算と全く同じ方法で平均値およ

間後l乙佐島藤法8，めにもとづ、いて分析を行った. び、標準備若を求めた.これを“正常濃度"とする.そし

4. 推計統計手法について叫山 てこの値に対する住民の一時尿中排世水準を比較するた

東京都住民(以下住民と記す〉の一時尿中ふALA， めに Welchの差の検定を行った.

CpおよびUgの測定値を性別かっ年齢摺別に区分けを行 結果および考察

い，各年齢層群および全測定値群における棄却限界値を 住民の一時尿中l乙排世されるふALA，Cpおよび Ug

F分布の公式に従って危険率 1%水準で求めた.また， それぞれの推測統計的排世濃度水準の数値を Table1 t乙

各群で棄却値を含んでいた場合lζは棄却値を全く含まな 示す.
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1. o-ALAの尿中排i世濃度水準について

各年齢層群での尿中ふALAの平均濃度は，性別にか

かわらず20歳代の男性 2.56mgjlおよび女性2.20mgjl

から70歳以上の群の男性1.87mgjlおよび女性1.67mgjl 

まで、高齢化K伴って低下している乙とが認められた.ま

すこ，性別l乙は男性の排世濃度水準は女性よりも高かった.

さらに，正常濃度比対する各群の排、世濃度水準の差の

検定結果は，男性では20歳代 5%以下， 40歳代 1%以下

および60歳代の 2%以下という各危険率で差は有意であ

ったが，女性では40歳代 1%以下， 50歳代および60歳代

では 0.1%以下の各危険率で高く有意差が得られた.ま

た，全測定値群の排池濃度水準を正常濃度比比べると，

男女ともに 0.1%以下の危険率で住民の排世濃度水準は

有意に高いことが推測統計的に得られた.

統計的に求められた一時尿中排世 o-ALAの正常値あ

るいは健康者および非鉛作業従事者の排池濃度などに関

iしては，次l乙示すような値が報告されている.

Nakaoら12)は正常値を 2.9土1.4mgjlとし，田口ら 13)

は職業的に鉛暴露のない男女からのスポット尿につい

て，男性(n=38)2.05土0.96mgjlおよび女性(n=49)

1. 59::1:0. 90mgjlを，また久保田ら 14) は非鉛作業者20名

における2.7::1:0. 88mgjlという値を報告している.さら

J乙，大橋ら 1町立非鉛作業者である健康な成年男子37名の

平均値2.05mgjlを報告している.磯貝らは非鉛暴露の

健康人96名について3.01土1.26mgjl16)および 2.3土1.9

:mgjl17)という値を発表している. その他外国人におけ

るデータなど多くの記述18-20) もあるが，体格や食生活

様式などの違いがあり，直接比較する ζとは出来ない.

住民男性の全測定値群での一時尿中排池濃度水準2.19

::1:0. 92mgjlは，田口らの成績13)および大橋らの求めた

平均値に近似的であるが，女性の排世濃度水準l乙該当す

るような適当な既報数値は見つからなかった.

なお，住民の一時尿による推測統計的な棄却限界上限

イ直は，男性4.55mgjlおよび女性3.97mgjlであった.乙

れらの値を，大橋らmが非鉛作業者である健康な成年男

子37名から求めた危険率 5%における統計的上限値4.19

担 gjlI乙比べると，住民男性は高いが女性は低い値であ

る.また，住民の女性の棄却限界上限値3.97mgjlは，

Xasahara20
)が求めた危険率 5%における統計上限値4.0

mgjl とほぼ一致する値である.

おらに，労働基準法施行規則第35条第14号(以下労基

法施則と記す)I乙掲げる鉛中毒認定基準21)は，6.0mgjl 

以上を検出する乙ととなっている.しかし，住民の一時

尿における F分布にもとづ、いた危険率 1%の推測統計的

上限値，男性4.55mgjlおよび女性 3.97mgjlはがいし

て低い.ゆえに，住民の鉛など環境汚染物による健康推

移の観察あるいは現時点での障害の程度を判定すること

に，鉛取り扱い者を対象とした認定基準値を適用するこ

とは大いに疑問である.なぜならば，一般生活環境下に

ある住民が鉛などの環境汚染物質による障害を受けるの

は，直接l乙障害物質の被暴をうけている労働環境下の人

達のような所見にはならず，年月をかけて徐々に進むも

のであるからである.

よってスクリーニングテストなどには，放射線被暴i乙

関する規定22)で設けているような，富接的取り扱い者

(職業上〉と非取り扱い者とを区別しているカテゴリー

という考え方を導入して，尿中排世基準を設ける詰みが

必要であろう.

以上のように既報の数値あるいは基準値に比べると，

住民の一時尿中ふALAの排世濃度は必ずしも高いとは

いえないが，尿定性試験による肝機能および腎機能異常

者を除外して求めた正常濃度との差の検定では有意に高

いという検定結果であり，その原因を探るためさらに調

査研究を継続する必要がある.

2. Cpの尿中排池濃度水準について

各年齢層群での尿中 Cpの平均濃度は，年齢層間l乙変

動があり，前述した o-ALAの場合ほど明瞭ではない

が，やはり高齢化に伴う排世減少傾向がうかがわれる.

また，女性の60歳代を除けば，ふALAの場合と同じよ

うに男性が高値を示した.

なお，前述の方法で、求めた一時尿中 Cpの正常濃度と

住民の一時尿中排世濃度水準をWelchの差の検定l乙従っ

て比較すると，男性で、は有意に高い排世濃度を示したも

のは一つもなく，女性では40歳代2%以下および全測定

値群の10%以下という危険率で住民は高いという有意性

が得られたが， o-ALAの場合l乙比べるとその差は認め

られなかった.

統計的に求められた一時尿中排世 Cpの正常{直につい

ては， Nakaoら12)の70土40μgjl，高久19)の50，.....，200pgjl，

金井23)の60-180μgjdayおよび久保田14)の150μgjl以下

(英国基準〉などの記述がある.また，大橋ら 15)はゴド告白

作業従事者の対数値から求めた平均値31.9μgjlを報告し

ている.

住民の一時尿中排世 Cpの濃度水準は，男性 69.5::1:

36.2μgjlおよび女性62.2土33.2μgjlであり，乙れは

Nakaoら12)の値l乙近似しているが，大橋ら 15)の得た平均

値 31.9μgjl IL.比べると 2倍強の排世濃度水準である.

まずこ，労基法施則では鉛中毒認定基準値21)を 150μgjl

以上の検出と規定しているが，住民のF分布にもとづい

た危険率 1%水準での棄却限界上限値は，男性 163.5
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μgjlおよび女性 148.2μgjlであった.乙の住民の一時

尿中l乙排世される Cpの統計的上限値は，男性では鉛中

毒認定基準値を越えているし，女性も認定基準値l乙匹敵

する排世濃度水準であった.

しかし著者らは，住民の一時尿中排世 ιALAおよび

Cpの測定値と，尿中および血液中の鉛測定値との相関

係数を求め，直接的な因果関係がなかったことを報告し

た 2，めまた，住民の一時尿中排世 o-ALAとCpとの相

関係数 rは，男性 r=0.4214および女性 r口 0.4696と低

かったζ とについても報告を行った 2りさらに，住民の

一時尿中l乙排、准されるふALAの推測統計的棄却限界よ

限値は，労基法施則lζ掲げる鉛中毒認定基準値21)よりも

かなり低かったが，住民の…時尿中排世 Cpの推測統計

的棄却限界上限値は，鉛中毒認定基準値にほぼ匹敵する

(%) 
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民
.v

Age 20 - 30 - 40 - 50 - 60 - 70-
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151 
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ハU
1
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只
u

実態であった.

したがって，鉛中毒としての検診ではなく，一般生活

環境下で尿中 Cpの排世増加をきたす環境汚染物質の検

索と継続的調査研究が必要である.

3. Ugの尿中排i世濃度水準について

尿中排、世Ugの平均濃度水準は，年齢層聞に変動があ

るがおおむね一定した水準を示した.

住民の一時尿中l乙排世される Ugの平均排世濃度は，

男性1.87土0.93mgjlおよび女性1.62土0.89mgjlであ

り，ふALAおよび Cpの場合と同じように男性の方が

女性より高い排世水準であった.

Ugの正常値については，柴田25)のo"，，4.0mg・jday，

斉藤26)の0.2.......，3.0mgjdayおよび金井23)の 0.5"，，2.0mgj

dayなどの記述がある.また，陳9)は健康者のUg正常値

(%) 
20 Coproporphyrin 
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and Coproporphyrin， and of more than 
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Fig. 1 Abnormal Appearances of Urinary Output o-aminolevulinic acid， Coproporphyrin 

and Urobilinogen in Tokyoites divided into Age Groups 
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を文献的にまとめると同時に自らもO.6.......4mgj dayを報

告している.以上のように尿中排、世 Ugの正常値の単位

はいずれも一日あたりの排世量として表示されている.

したがって，住民の一時尿中排世濃度水準の比較検討は

困難であり，しかも臨床的l乙異常者を除外して正常値を

求める乙とも出来ないので，今後の検診や健康推移の参

考資料となる乙とと考えて記述をした.

4. 異常値出現状況について

住民の一時尿にもとづくふALA，Cpおよび Ugの各

測定値について， F分布における危険率 1%水準の棄却

限界上限値以上の異常値出現率を縦棒グラフで，また当

所栄養研究科生化学研究室で求めた正常濃度 (Ugは平

均値+2x標準，踊差〉以上の異常値出現率を縦線グラフ

で表わしたものをFig.11e.示す.

住民の一時尿中排世 d-ALA，Cpおよび Ugの各年

齢層における正常濃度 (Ugは平均値十 2X標準偏差以

上〉に対する異常値出現率が最も高い項目を調べると，

ふ ALAについては男性60歳代の8.69%および女性40歳

代5.53%，またCpについては男性20歳代15.71%および

女性40歳代19.29%である.また Ugl乙ついては男性20歳

代14.10%および女性40歳代20.19%であった.女性では

40歳代において三成分ともに異常値出現率が高かった.

各年齢層における棄却限界上限値以上であるためlζ棄

却された測定値の数を加算して，被検総数民対する異常

値出現率として求めたと乙ろ， d-ALA :男性1.62%お

よび女性1.73%， Cp:男性4.91%および女性4.96%で

あり，さら Ic.Ugついては男性 5.13%および女性9.51%

であった.また，全測定値にもとづ、いて求めた棄却限界

上限値以上であるために棄却された測定値の例数の比率

は，ふALA:男性 3.24%および女性3.76%，Cp:男

性13.16%および女性13.57%であり， Ugでは男性10.25

%および女性 13.76%であった.乙れは前述した各年齢

層ごとの棄却例数を加算した場合の異常値出現率lζ比べ

ると高い出現率を示した.なお，住民一時尿の被検総数

群lζおける棄却限界上限値以上であるために棄却した異

常値の出現率を項目)1頃K並べると，

男性:Cp(13.29の>Ug(10.39の>d-ALA(3.29の
女性:Ug (13.8%)>Cp(13.69の>d-ALA(3.89の

の順序であった.男女ともCpとUgはおおむね同率であ

るが，それに比べふALAはきわめて低い異常値出現率

であった.乙れは，一般に肝機能異常を伴う疾患では尿

中Cpが増加しがちである 27)というととを裏付けている.

また，著者らも鉛による直接的な因果関係のなかった住

民の一時尿について，対応測定値の分散状態と相関係数

を吟味した結果， UgとふALAの場合l乙比べ UgとCp

の相関性の方が高いことを報告した 24)

尿中 Ugの還元操作を行って得た測定値比もとづ、いた

実態調査報告は見あたらないが，陳7)は定性試験と同一

尿を還元して得た測定値とを比較して，正常値は4.0mg

jl以下であることを報告している.また，住民の一時尿

における測定値のF分布にもとづ、いた危険率 1%の棄却

限界上限値は，男性4.29mgjlおよび女性3.91mgjlで

あり，おおむね陳の上限値7) と近似的であった.

さらに，尿中 Ugの定性検査成績については，尾立

ら28)の兵庫県和田山保健所管轄内の住民l乙対して行った

健康診断 (1970年7-9月〉における異常陽性出現率，

男性 (n=202)13.4%および女性 (n=765)14.89らという

成績や，大塚ら 29)の徳島県加茂町の住民 (n=66)30.3 

%および美郷村の住民 (n=59)4.7%などの成績発表が

ある.また，石館ら町は東京都内の定時制高校生 (n=

635) 11.2%，大学生.(n=600)15.2%および製造関係会

社員 (n= 263)27 .09らという報告，さらに小笠原ら 31)に

よる東京都内の交通量の多い地域に居住する都民につい

て，男性 (n=390)31.27%および女性 (n=452)17.47%

という成績報告がある.

尿中 Ugの定性試験で、はエールリッヒ誌薬陽性物質が

すべて反応するために，定量検査成績と直接的に比較す

ることは難しいといわれている.また，定量分析でも還

元操作の有無:で測定値が異り，著者は，還元操作を行う

ことによって，おおむね仙の濃度になる成績を得てい

る.これらの ζ とから，尿中l乙排世される Ug検査で肝

機能異常のスクリーニングテストあるいは住民の実態調

査を行う時は，尿試料を還元して定量分析を行うことが

必要であるといえる.

住民の一時尿におけるふALA，Cpおよび Ugの異

常値出現状況を総合的に考えると，鉛障害の指標として

尿中ふALA濃度を測定する乙とよりも，尿中 Cpおよ

び Ugの異常値出現率が同程度比高かったことおよび尿

中 Cpの棄却限界上限値が労基法施則の鉛中毒認定基準

値19)I乙匹敵していた ζ とに着目し， Cpおよび Ugの尿

中排世増加を生じさせている原因を検索する必要がある

と考える.

まとめ

東京都内の自動車交通量の多い主要道路交叉点近辺居

住者の鉛による直接的なへム代謝障害がなかったことは

すでに報告しであり，今後は尿中排?世 d-ALA，Cpお

よび Ugの濃度水準の推移を観察する乙とが必要であ

る.よって，住民の一時尿中ふALA，CpおよびUgの

排世濃度水準を性別かっ年齢層別l乙分けて推測統計的に

求め，さらに異常値出現状況についても考察を行った.
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1. 住民の一時尿中o-ALAのF分布にもとづ、いた危

険率 1%における平均排世濃度は，男女ともに高齢化に

伴って低下した.また，危険率 1%における信頼範囲内

の全測定値から求めた排世濃度水準は，男性2.19土0.92

mgjlおよび女性1.89土0.81mgjlであった.さらに，

危険率 1%における推測統計的棄却限界上限値は，男性

4. 55mgjlおよび女性3.98mgjlであった.

2. 住民の一時尿中 CpのF分布にもとづ、いた危険率

1%における平均排洗濃度は，男女ともに変動はある

が，高齢化に伴って低下する傾向を示した.また，危険

率 1%における信頼範囲内の全測定値での排世濃度水準

は，男性69.5土36.2μgjlおよび女性62.2:!:33. 2μgjlで

あった.さらに，危険率 1%における推測統計的棄却眼

界上限値は，男性163.5μgjlおよび女性148.2μgjlであ

った.

3. 住民の一時尿中 UgのF分布lこもとづいた危険率

1%における平均排、准濃度は，年齢層間l乙変動があるが

おおむね一定であった.また，危険率 1%における信頼

範囲内の全測定値での排世濃度水準は，男性1.87土0.93

mgjlおよび女性1.62土0.89mgjlであった.さらに，危

険率 1%における推測統計的棄却限界上限値は，男性

4. 29mgjlおよび女性3.91mgjlであった.

4. 住民の一時尿中l乙排泊:されるふALAおよび Cp

について，尿定性誌験による Ugおよびタンパク陽性異

常の測定値を除外して， F分布にもとづ、いた危険率 1%

における信頼範囲内の全測定値から求めた推測統計的棄

却限界上限値を越える異常値の出現率は，o-ALAでは

男性3.24~らおよび女性3.76%であり， Cpでは男性13.16

%および女性13.57%であった.さらに Ugについては，

危険率 1%における信頼範囲内の全測定値から求めた推

測統計的値(平均値+2x標準偏差〉を越える異常値出現

率は，男性10.25%および女性13.76~らであった.男女と

も尿中Cpと尿中Ugの異常値出現率はおおむね同率であ

ったが尿中ふALAは前二者に比べて約 1j3であった.

〈本研究の概要は東京都衛生局学会館53囲:昭和49年5

月8日で、発表した.なお，本研究は当研究所研究課題

「ポルフィリン体の代謝系成分に関する調査およびその

生化学的研究jとして実施している一部である・〉
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東京都における降下煤塵及び‘亜硫酸ガス等の動態について

佐藤 泰 仁 * 牧 野 国 義 中 狩 野文雄*大沢誠喜*

福 田雅夫本多田宇宏キ青木 実*溝口 勲キ

野牛 弘中

Changes Noted in the Amount of FaHdust and Sulfurous 

Acid Gas in Tokyo Area 

YASUHITO SATOヘKUNIYOSHIMAKINO*， FUMIO KANOヘMASANOBUOSAWAヘ
MASAO FUKUDAヘTAKAHIROTADA*， MINORU AOKI*， 

ISAO MIZOGUCHI* and HIROSHI Y AGYU* 

We have studied on changing of amounts of fall dust and sulfurous acid gas， and changing of PH 

value of solution which was poured into dust jar in Tokyo area. 

The amounts of fall dust and sulfurous acid gas have decreased in Tokyo and other cities in the last 
few years， but， these amounts are still concentrated in an industrial area even these days. The PH 
value of the solution was recently changed somewhat to neutrality， comparing with the PH value which 
we got five years ago. The changes were caused by decreasing the amounts of sulfurous acid gas. 

はじめ に 拠室計l乙捕集された溶液の PH値の測定は， 3年間の中

今日では公害という言葉が日常語となり，ほとんどの 断があったが，昭和41年より行なっている.

都市の共通した課題となって，大気汚染だけに限って そこで我々は，最近5ヶ年間のデータをもとに降下煤

も，その測定資料は枚挙にいとまがなく，すでに効果的 塵量，亜硫酸ガス濃度等の動態について解析を誌み，若

な対策が立てられているととろもある.東京都における 干の考察を得たので、報告する.

大気汚染調査は，現在連続自動分析装置により，種々の 測定場所及び測定方法

汚染質の濃度測定がなされている. 降下煤塵等の測定場所はFig.11乙示す如く 1区1地点

今回報告する降下煤塵量，アルカリ炉紙法による亜硫 の割合で現在28ケ所で行なっており，測定位置は主とし

酸ガス濃度は前述の方法とは異なり， 1ヶ月の平均的濃 て保健所や区役所等の公共建造物の屋上である.

度をみるためのものである.降下煤塵量の測定は，大気 降下煤塵量の測定は簡易降下煤塵計(口径 15cmの広

汚染調査として日本国内のみならず，諸外国各都市にお 口ピン〉を使用し，乙のピンの底部l乙予め少量の硫酸銅

いても古くから行なわれており，当部では昭和29年12月 を加えた蒸留水を入れて藻類の発生を防ぎ， 1ヶ月毎に

より開始し，今までにも斉藤等ト8)脇坂等ト11)中野等ω 回収し，乙れについて不溶性成分，可溶性成分，更に熱

によって報告がなされている.また，亜硫酸ガスの濃度 灼減量(有機成分)，灰分(無機成分〕をそれぞれ分析

調査については， 1ヶ月間の概略的な平均濃度を測定す 定量して，これを 1km2当り 30日間の降下煤塵量 (ton)

る目的で，昭和32年より建築局及び首都整備局でこ酸イじ に換算し，表示している.

鉛法を採用し，測定を続けて来ていたが，昭和41年より また，亜硫酸ガスの測定場所は降下煤塵と同じ位置で

当所が担当し，昭和47年4月より測定方法をアルカリ炉 あり，測定方法としてはアルカリ伊紙法で行なってい

紙法に切り換え継続中である. る.乙れは 5cmx13cmの炉紙1[30%炭酸カリウムを浸

また，最近問題となっている酸性雨に関連して，降下 漬して乾燥させた捕集紙を，ブリキ製シェ Jレター内l乙垂

*東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科 160東京都新宿区百人町3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 japan 
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①-2 CHIYODA 

② CHUO 

③ MINATO 

① S日INJUKU

① BUNKYO 

@ TAITO 

⑦ SUMIDA 
@ KOTO 

① SHINAGAWA 

⑮ MEGURO 

⑪ OHTA 

⑫ SETAGAYA 

⑬ SHIBUYA 

⑭ NAKANO 

⑮ SUGINAMI 

⑮ TOSHIMA 

⑫ KITA 

⑮ ARAKAWA 

⑮ ITABASHI 

@ NERIl¥在A

「② ADACHI 

@ KATSUSHIKA 

@ EDOGAWA 

@ OHME 

@ HACHIOJI 

@ TACHIKAWA 

@ OHSHIMA 

25 i、
ト¥

げ

t

KOTO 

。
1960 

Fig. 2 Chronological transition of Fall 

dust Amount 

NAME OF SAMPLING POINT 

KOJIMACHI Health Center 

KANDA Health Center 

CHUO Health Center 
MINA TO Ward office AZABU Branch Office 

Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
KOISHIKA WA  Health Center 
T AITO Childrens Welfare Office 

SUMIDA Ward Office MUKOJIMA Branch Office 
JOTO Health Center 

OSAKI J unior School 
HIMONYA Health Center 

KOJIY A Health Center 

SETAGAYA Maternity and Child Health Institute 
SHIBUY A Health Center 
NAKANO Metropolitan Taxation Office 
SUGINAMI-NISHI Health Center 

IKEBUKURO Health Center 

AKABANE Health Center 

ARAKA W A Science Laboratory 

DAINIHON INK Co Ltd. 

NERIMA Bureau of Public Cleansing 
ADACHI Agricultural Corporation 

KATSUSHIKA Citizens Center 
EDOGA W A Social Insurance Branch Office 

OHME Health Center 

HACHIOJI The First Elementary School 
TACHIKA W A Health Center 

CHUO Health Center Ohshima Branch Office 

下し，大気中l乙放置，暴露する.これについても 1ヶ月 更に PH値については，降下煤塵計に捕集された溶液

後l乙回収し，クロラニル酸バリウムの発色(吸光度 530 を炉過し，その炉液についてPHメーターにより測定を

nm)を比色定量分析して， tp紙100cm2当り ，1日l乙付 行なっている.

着する亜硫酸ガスを無水硫酸の重量として計算式lとより 結果及び考察

求め， mg S03/day/100cm2を単位として表示する. 1) 降下煤塵量について
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東京都における年度別の降下煤塵の推移をみるため

に，最近5年聞における， 28測定地点の平均値でプロッ

トしてみたのがFig.2である.そして最近 5年間の量と

比較する意味で、1960年における降下煤塵量を示してある

が，この時期は日本における燃料革命の時であり，石炭

から石油への移行はより，その使用比率が 5: 5になっ

て，この頃より，降下煤塵が減少する兆をみせている.

最近においても降下煤塵は年々，減少傾向にあり，あ

まり増減がなく，なお漸減している.そして図からも明

らかなように，可溶性成分よりも不溶性成分が激減して

おり，不j創生成分と可溶性成分の比率が1960年代では 7

: 3であった10)が，最近のそれは 6: 4 t[なっている.

そして不溶性成分に占める無機分，有機分の比率は 7 : 

3でどの測定点でもほぼ同じ比率であるが，可溶性成分

においては，場所によっては無機分の占める割合が少な

いところが城西地区にみられるが，その比率は 5: 5と

なっている.

又，総量における最大値と最小値の差，つまり Range

についてみてみると，年々小古くなっており，最大値を

示す地区は年々変っているが，最小値の地区は1974年は

立川地区l乙変っているが，大島地区と大差がない.

そして降下煤塵の総量としてのプラトー値は乙の最小

値であると推定される.

このように東京における降下煤塵は量的には十数年前

267 

の 1/2程度になっているものの，まだ10ton前後はあり，

又，不格性成分と可溶性成分の割合において，その比率

が変化している乙とは，降下煤塵の質的変化〔大気中の
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←ー→1974

ぉ
£
巴
口
E
¥相巴

vq5m

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 r.1onth 

Fig. 3 Monthly transition of Fall dust 

amount in 1972，1973 and 1974 
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Table.1 Correlation coefficient between Fall dust factor and Weather Index 

Weather Index Fall dust Factor 1970 

Total Amount -0.590* 

Humidity Insoluble Component -0.645* 

Soluble Component -0.032 

Wind velocity Total Amount 0.588本

(Average) Insoluble Component 0.639* 

Soluble Component 0.043 

Wind velocity Total Amount 0.322 

(Maximum) Insoluble Component 0.356 

Soluble Component 0.003 

Total Amount -0.289 

Precipitation Insoluble Component -0.483 

Soluble Component 0.488 

1971 1972 1973 1974 

-0.161 0.098 一0.588本 0.348 

一一0.466 -0.415 -0.659* -0.553 
0.689ヰ* 0.745** 0.340 0.527 

0.601中 0.658* 0.482 0.541 

0.633* 0.565 0.502 0.598本

0.179申 -0.033 -0.082 0.046 

0.552 0.540 0.293 0.755卒中

0.383 0.322 0.376 0.683*本

0.655本 0.191 -0.411 0.565 

-0.108 0.138 -0.461 -0.171 

一0.371 -0.408 -0.581* -0.376 
0.607* 0.785** 0.592* 0.600中

n=12 Significant Level 

1%……料

5%……* 

水溶性粒状物の増加〉によるものと思われる.

次l乙，経年変化をみるために，最近3年間のデータを

プロットしてみるとFig.3の如くである.これからみて

明らかに春の時期及び冬にピークがみられ， ζれは後述

するように気象条件によるものと推察された.つまり，

風速等による影響で，春は“春一番"といわれるように

強風の日が多く，地上等の堆積物が舞い上げられ，捕集

されるためで、ある.

そして月変化の傾向は十数年前の報告10，11)と変らず，

最近は総量は減ってきたが，月変化は同じパターンで動

いていると言えよう.

東京都における測定地点の分布は，特別区いわゆる23

区内民集中し，特別区より面積が広い三多摩地区にそれ

ぞれ 1ケ所であり，更に，工業地区として代表的な地区

が少ないために，平均値:東京都全体の平均とみなすに

は多少無理があるが， ζの{直を我が国主要都市における

降下煤麗量と比べたのがFig.4である.東京，大阪はダ

ストジャー法，その他の都市はデポジット法と，測定法

の相異からくる差異を考慮しなければならない.

斉藤8，1めによればダストジャー法はデポジット法より

1.8倍程値が大きく出るとしている.従って，東京都及

び大阪の値は1.8で、割って用いている.

各都市とも年々減少傾向にある ζとは図からも明らか

であり，川崎を除く他の諸都市は，総量として同じ位で

あることがわかる.

次l乙，東京都における濃度分布をみるために，最近 3

年間の総量の平均値を用いて濃度分布を Fig.'51乙示し

た.図より汚染地区をあげれば，都心部及び城東地区，

城北地区の一部と大田区である.東京は用途地域制が明

確でない混在地域であるが，工場が比較的多い地区及び

交通量の多い地区等が降下煤塵の多い地域であるといえ

よう.

更に以前の報告12)1乙より関係あるとみられる気象因子

と降下煤塵量の関係について，相関係数により解析した

のが Table.1である.

この表から，降下煤塵中の可溶性成分は，降雨量との

関係が各年とも強いことがみられ，また，降下煤塵の総

量及び不溶性成分は，平均風速に対して相関があるが，

1974年においては最大風速とも強い相関を示しており，

降下煤塵というものは，降雨量及び風速に左右される汚

染指標であると言える.
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2) 亜硫酸ガス濃度について

と同様に，最近5年間の推移をみるため

に， 27地点の平均値をプロットしたのがFig.6である.

亜硫酸ガス濃度についても年々減少傾向にあり， 10年前

の 1/3程度になっている.ちなみに亜硫酸ガス濃度の単

0.21-0.4 [豆三3
0.41-0.6 ~ 

0.61-0.8 瞳盤欝題調

0.8以上 醸髄礎調

位 mgS03/ day /100cm 2が lの時は，月平均値O.05ppm

l乙相当することが以前の調査の結果lめから得られてお

り，ppm濃度に換算するとO.02ppm前後であり，東京都公

害局が行なっている電気伝導度法の調査結果ωと大差な

い濃度である.

そして濃度の Rangeから判断する地区別の動向につ

いては，降下煤塵と同様の傾向を示している.Fig.7は

経年変化をみたものであるが，顕著なピークはみられな

し一年間ほぼ一定の濃度を示している.乙れには，こ

の測定法が 1ヶ月間の平均値を示すものであり，瞬時の

変化がとらえにくいため，月平均では地域差が clearで

あるが， seasonal variationはあまり一定していないこ

とを示すものと考えられる.

次l乙，他の諸都市と比べてみたのがFig.8である.こ

れについても東京以外は二酸化鉛法であり測定法の相異

からくる差異が考えられたが，菅野等間の報告及び，我

々が測定方法を切り換える際の調査17)f乙より十分な互換

性が確かめられているので，そのままの備を用いて比較

を行なった.これをみると，他都市においても減少傾向

にあり，東京はその中でも一番低い.そして，最近 2，

3年は各都市とも低い{農を示しており，各都市間の差が

少なくなりつつある.乙れは各都市とも硫黄酸化物濃度

の低減につとめ，低硫黄の重油等を使用しているためと

思われる.

次l乙，濃度分布をみるために，最近3年間の平均値に

より Fig.9f乙示したが，ほとんどが O.6mg S03/ day / 

100cm2 以下であるが，この中で高い地区としては，大

Unit : mgS03/day/100cm' 

Fig. 9 Distribution of Sulfurous acid gas concentration -Average concentration in 1972， 1973 and 1974-
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Table. 2 Correlation coefficient between meas.urement using Alkali paper 

method and Electric conductivity method 

Place 1972 1973 1974 

CHIYODA-1 0.791** 0.197 -0.095 

SHIN}UKU -0.531 -0.392 -0.308 

KOTO -0.053 -0.156 -0.031 

OHTA 0.145 0.723キ申 -0.590* 

SETAGAYA 0.026 0.385 0.096 

SHIBUYA 0.273 0.117 0.605キ

ITABASHI 0.793*キ 0.311 -0.380 

ARAKAWA -0.062 0.500 0.324 

EDOGAWA 0.264 -0.051 -0.494 

HACHIO}I 0.423 -0.449 0.043 

TACHIKAWA 0.371 0.557ネ -0.434 

OHME 0.407 0.121 

NERIMA 0.158 0.139 

NAKANO -0.836料 0.406 

n=12 Significant Level 

料・…・・ 1% *…・・・ 5%

田，台東，荒川地区である.この地区は東京における工 る亜硫酸ガス濃度の逓減であろうと思われたので，亜硫

場等が多く混在しており，工場からの排出ガスの影響と 酸ガス濃度と PH値の相関をTable.4te.示した.

推察される. 乙れをみると，両者の間が負相関であるのは当然であ

我々の測定は，前述したようにアルカリ和紙法であ るが， 8， 9月を除くすべての月において有意水準5%

り，大きな機材の必要がなく，手法としては容易であ 以上の相関を示していることから，亜硫酸ガスをはじ

り，多点、の測定が可能である利点があるので，東京都公 め，その他の酸性ガスに影響されていると言える.

害局が行なっている電気伝導度法との値加の比較をする 又， PH{I直の変動を左右していると思われた降下煤塵

ために相関係数により，その関係をみたのがTable.2で の可溶性成分量との聞には，有意な相関を示していな

ある.乙れによると，全測定点では両者にあまり関係が い.

なくみられるが，工場等が多い汚染地域及び商業地域l乙 結 語

おいては，両者間に有意な相関が認められており，比較 今回の解析の結果，降下煤塵等の動向は大要次の如く

的汚染の進んでいる地域の測定として，アルカリ、F紙法 である.

がより有効であると言えよう. 。降下煤鹿量及び亜硫酸ガス濃度は年々減少傾向に

3) PH値について あり，降下煤塵量についてはプラトーに近づいている.

昨今，酸性雨等が問題となっているが，雨水の PH値 そして，昭和49年の平均降下煤塵量は 10.ltonjkm2j

を継続測定した報告はない.我々は降下煤塵計に捕集さ monthであり，平均亜硫酸ガス濃度はO.34mg S03j day 

れた溶液について， PH値の測定を行なっているが，以 j100cm2である.

前のデーターと比較してみたのがTable.3である 2) 不溶性成分の減り万が大きいために，降下煤麗l乙

降下煤塵計設置前の溶液の PH値は 5.6前後l乙あり， 占める可溶性成分の割合が増えている.

1ヶ月間の放置の間te.，各種の酸性ガス， ミスト，エア 3) 都内での汚染地域としては，従来よりの工場密集

ロゾノレ等が捕集され，変化するのであるが， 5年前比比 地域及び商業地域(都心部〉である.

べPH値が若干高くなっていることがみられ， PH値 め亜硫酸ガス濃度については季節変化がみられない

4.0以上に属する地域がふえていることがわかる.しか が，降下煤塵量は季節的には春及び冬に高いパターンを

し，場所によっては最近の方が低くなっているところも 示しているが，工場地域の一部には夏にも高い値を示し

あり，より長期間測定する乙とにより地域特性がつかめ ている.

るものと思われる. PH値の変化に強く影響している ζ 5) 都内における PH値の平均は 4.1にあり， 5年前

との原因として，前述したように低硫黄重油の使用によ より若干上がっている .ζれtcti，亜硫酸ガス濃度の低
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Table. 3 Comparison of PH value between 

1969 and 1974 

1969 

PH WARD 

3.5 ARAKAWA 

3.6 CHIYODA-2 

3.7 OHTA 

KITA 

CHIYODA-1 

CHUO 

MEGURO 

3.8 TAITO 

1974 

PH 羽TARD

3.7 OHTA 

ARAKAWA 

3.8 SUMIDA 

3.9 KOTO 

SHINAGAWA 

ADACHI 

SHIBUYA 

MEGURO 

A
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Table. 4 Correlation coefficient between 

Sulfurous acid gas and PH value 

MOnth 

1974 
6 
7 
8 

9 

10 

11 

12 

1975 

-0.423 本

一 0.639 ** 
-0.170 

-0.226 

-0.416 ヰ

ー 0.705 料

-0.834 ヰ*

ーょっ山

q
u
Aム

F
b

-0.656 料

-0.582 料

-0.491 *キ

-0.471 料

-0.408 * 

n=27 Significant Level 

1%……林

5%……* 

尭子:東京衛研年報， 10， 45， 1958 

6)斉藤功，両角清，小林正武，中山袈裟典，鈴木亮子

:東京衛研年報， 11， 60， 1959 

7)斉藤功，両角清，小林正武，中山袈裟典，鈴木嘉子

:東京衛研年報， 12， 71， 1960 

8)斉藤功，両角清，小林正武，中山袈裟典，加納嘉子

中野欣嗣，瀬戸孝博，林貞雄，青木実:東京衛研年

報， 13， 55， 1961 

9)脇坂一郎，両角清，小林正武，中山袈裟典，加納亮

子，中野欣嗣，瀬戸孝博，林貞雄，青木実:東京衛

研年報， 14， 62， 1962 

10)脇坂一郎，瀬戸孝博，両角清，小林正武，中野欣嗣?

中山袈裟典，加納尭子:東京衛研年報， 15， 66， 

下が原悶と考えられる 1963

(本研究の概要は大気汚染研究全国協議会第16回大会 11)脇坂一郎，両角清，小林正武，中野欣嗣，瀬戸孝博

1975年11月で、発表した.) 
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:東京衛研年報， 6， 51， 1954 13)斉藤功:公衆衛生， 26(3)， 48， 1962 

2)斉藤功，両角清，小林正武，中山袈裟典:東京衛研 14)野牛弘:未発表資料

年報， 7， 30， 1955 15)東京都公害局監視部:大気汚染常時測定室測定結果

3)斉藤功，両角清，小林正武:東京衛研年報， 8，35， 報告(昭和47年度版，昭和48年度版，昭和 49年 度

1956 版〉

4)斉藤功，小林正武，斉藤喜佐夫，鈴木尭子:東京衛 16)日本公衆衛生協会:大気汚染測定法研究報告書第 3

研年報， 9， 59， 1957 報， 25， 1964.3 

5)斉藤功，小林正武，中山袈裟典，斉藤喜佐夫，鈴木 17)狩野文雄:未発表資料



東京衛研年報 Ann.Rep. Toわ・oMetr. Res. Lab. P.H.， 26・1，272-276， 1975 

大気中浮遊粉塵の EDXによる組成分析(第 1報〉

佐藤泰仁*溝口 勲*

Component Analysis of Suspended Particulate Matters in Atmosphere by EDXI 

YASUHITO SATO申 andISAO MIZOGUCHI* 

We tried to analyze suspended particulate matters in atmosphere using Electron microscope with 

Energy Dispersive X-ray Analyser (E. D. X.). Not only the components of matters but also those shapes 

could be studied without destroying them. 

Using this method， we found that suspended sulfureous particulate matter was the most common in 

atmosphere over Tokyo area， and also found that this analytical method was great in a component 

analysis of particules. 

はじめに

大気汚染において，現在最も問題視されているのは，

主としてガス状物質についてであるが，粒子状物質の

人体に対する障害は，諸外国における事例(ロンドン事

件， ドノラ事件)1，2)や実験3，めによっても知られている.

我が国において，重金属の汚染問題が提起された1970年

以来，大気汚染としての浮遊微粒子中に含まれている重

金属等の汚染状況の把握のため，重金属の地域分布5-10)

やカスケードインパクターやアンダーセンサンプラーを

用いた粒度分布と含有重金属の関係をみた研究7-10)など

カヲある.

しかし，大気汚染として有害作用をもっと考えられる

粒子状物質の組成を粒子の形態と共に，系統的に研究し

た報告11)は少ない.

近年，電子顕微鏡 (ElectronMicroscope以下略して

E.M.と記す〉と X線検出用半導体素子を用いた，エネ

ルギ一分散形X線分析装置 (EnergyDispersive X-Ray 

Analyser以下略して EDXと記す〉との組み合わせに

よって，超微粒子の元素組成分析が可能になったので，

著者らは，浮遊粉塵の解析に有効な手法であるかについ

て確認するために，これらの装置を用いて，浮遊粉塵の

組成分析及び形態，粒径の観察を行なった.

測定方法

1) 試料の捕集及び作成

前もってクリーニングしておいたカバーグラスを約40

度K傾け，その上部より 2%コロジオン溶液をスポイト

*東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科

にて滴下してコロジオン膜を張った.乙の場合のコロヅ

オン膜の厚さは 800"'-'1000 A位である.そしてこのカバ

ーグラスを労研式塵境計(慢性衝突捕集式サンプラー〉

lζ装着して，大気を1.5"'-'3l吸引し浮遊粉塵を捕集す

る.

次l乙サンプリングしたカバーグラスから水の表面張力

を利用して，コロジオン膜をはがし，水面上に浮かせた

後，シートメッシュをつけたスライドグラスですくっ

て，試料をシートメッシュ上に移し， 370Cの乾燥器l乙

1時聞入れて乾燥させる.更に，乾燥したシートメッシ

ュのコロジオン膜補強のために，真空蒸着装置を用い，

カーボンを誠料の裏面よりコーティングして電顕用試料

とした。

2) 分析方法

分析に用いた装置は，側日本電子製走査透過形電子顕

微鏡 100B tcエネノレギ一分散形X線検出器 (EDX)を

取り付けたものである.

Fig. 1 t乙乙の装置のブロックダイヤグラムを示した

が， EDXのX線検知部は Siの純度の高い単結晶l乙Liを

ドリフトしたものであり，分解能と S/N比をよくする

ため-1700Ctc冷却しである.

上記はより作成した誠料について，透過及び透過走査

像で粒径及び形態について観察し，次l乙個々の粒子l乙電

子線を照射し，それから得られる各元素の特性X線スベ

クトノレにより組成分析を行なった.尚，試料は試料から

の特性X線を有効に Detectorで捕えるため，電子線l乙

160 東京都新宿区百人町3-24-1 
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24 一1， Hy戸7羽akun凶1註ir即1犯cho3 chome鳥， Shi吋in吋1寸ju叫1k王叩u.七1， Tok王匂y卯7巾0，1臼60Japan 
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Multlchannel Analyzer 

Fig. 1 Block diagram of EDX 

対して30度の傾きをつけて行ない， EMの加速電圧は40

kV及び 60kVである.

観察結果及び考察

今回のEMの使用条件及び試料作成条件で， EMの倍

率は透過像においては 1万倍の観察が可能であったが，

透過走査機では 1万倍にして電子線を Spot照射する

と，コロツオン膜が破れてしまい，カーボンコーテイン

グの厚さを増すか， トリアホール等で、の膜補強を考えね

ばならないと思われた.しかし，上述の試料作成条件で

も可能な方法として， 5千倍及び 1万倍の透過橡で粒状

物の形態を観察し， 3千倍の透過走蚕(象についてEDX

分析を誠み，特性X線のエネノレギー表はより，その定性

を行なった.

分析例の中からいくつかの電顕像及び、矢印の粒子のE

DX分析スベクトルを示したのが Fig.2から Fig.5 

である.

今回は地域差等をみたわけではないが， Fig.2は葛飾

区でサンプリングレたものであり，矢印の粒子からは

S， Cl， Ni， Znのスベクトルが得られた. EDXスペ

クト jレの写真中， VS:とは VerticalScale を示してお

り，同じ高さにおいては，その数字が小さいほどスベク

トルエネルギーが大きいことを意味している.更に，写

真の右上に 27285INTとあるのは，ある分析時間におけ

る特性X線エネノレギーの積分値を示している.従って，

分析時聞を同じくすることはよりエネルギーの積分値か

ら，元素組成の相対的な、濃度(強度〉が推定される.尚

Fig.3は八王子市でのサンフ勺レ， Fig.4は杉並区， Fig. 

5は練馬区でのサンフ。ノレで，写真倍率は 5千倍である.

今回の分析では，特性X線の Kα，Ks線が 10KeV下

の元素，つまり Naから Znまで、の確認しかしなかった

が， ミクロン以上の粒子の組成は単ーというのは少な

く，図J乙示すように数種の元素より構成されていること

がわかった.そして，全サンフ。ノレから検出された元素

は， Na， Mg， Al， Si， S， Cl， K， Ca， Fe， Ni， Zn 

等であり，地殻の元素荏在度〈クラーク数〉より判断し

て Si，Fe， Alが多いものと思われたが，多くの誌料

にみられたのがSのスベクトルで、あった.この乙とは粉

塵中には硫黄化合物としての粒子状物質が多いことを示

しているものと思われる.又，形態については， Fig.4， 

Fig. 5 t乙もみられるように，排気ガスからと思われるカ

ーボンブラックの粒子は判断しやすいが，その他の粒状

物については既容の資料12)とも違う色々の形状を示して

おり，高倍率での可能性を検討し，解析したいと思って

し1る.

今回の試料においては，通常分析時間が5分あればよ

く，更に倍率を高くすれば 1"'3分でも十分なスペクト

ノレが得られたが， ミクロン以下の粒子についてのX線エ

ネルギースベクトルの分布を得るには， 10分程度の分析

時間が必要であり，途中でコロジオン膜が破れてしまう

こともあり，今後の検討課題となった.又，今回の試料

作成条件では，走査透過像においては 3千倍が限度で，

1万倍にすると像が不鮮明比なり，形態についての詳細

な観察は不可能であった.

尚， E.M.の加速電圧を 40kVt(下げて観察を行な

い良好な結果が得られたので、 Fig.6， Fig. 7として掲

載しておくが， ζれは試料の作成条件は今回の報告と同

じで，高倍の透過走査像についてEDXスペクトルを撮

ったものである.加速電圧が高い乙とは，試料l乙対する

電子線の透過能には利点であるが，今回のように膜の安

定性を重視する場合は，むしろ 40kVの方が好ましいと

言える.

最後に今回の観察においては，電顕用のシートメッシ

ュl乙銅を使用したため，粉塵中の銅の定性は行なえなか

った.そ ζで一部ステンレス製のシートメッシュによる

観察を試みたが，ステンレスメッシュは表面が平らでな

く，鋼を交叉した織物様になっており，コロジオン膜が

うまく張れず，また張れても凹凸があるため焦点がとれ

なく観察不可能であった.これらについては，今後別の

メッシュ (Ni，Mo， W， Nylon， Carbon)等を使って

検討したい.以上，今までの組成分析は破壊分析が主で

あったのは比べ， EDX分析は，まだ感度及び分解能l乙

問題は残すものの，粉塵の形態そのままの状態で元素分

析が可能である ζ との確認ができ，今後，多くのデータ

の積みかさねにより検討したいと思っている.

結語

今回の観察の結果をまとめてみると次のような ζ とが

あげられる.

(1) 誠料作成において，コロジオン膜補強のカーボン
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SCl Ni Zn 

Fig. 2 Spectrum of EDX 

→ Analyzed particle 

↑↑↑↑ 
SiSCIK 

Fig. 4 Spectrum of EDX 

→ Analyzed particle 

S 

Fig. 3 Spectrum of EDX 

→ Analyzed particle 

Na SCl 

Fig. 5 Spectrum of EDX 

→Analyzed particle 
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(X5000) NaSiS K Ti Zn 

Cl Ca 

Fig. 6 Spectrum of EDX→ Analyzed partic1e (1). (2). (3) 

(X5000 ) Na Cl 

Fig. 7 Spectrum of EDX→ Analyzed partic1e 



276 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.，26 -1， 1975 

は，誠料の表面よりコーティングすると，シャドゥイン

グになるとともに，カーボン膜が破れ，粒状物の観察に

は適当で、なかった.

(2) 今回の分析条件では，特性X線のエネルギーが

10KeV以下の組成については， 比較的EDXスペクト

ルが得やすい.

(3) 大気中浮遊粉塵の組成としては， Sをはじめ Si，

Clが多く在在している.

(吋 ミクロン以上の粒子の組成は単ーというのは少な

し数種の元素より構成されている.

~M辞本研究にあたり，多大の御指導をいただいた，

当所乳肉衛生研究科前木吾市主任研究員l乙深謝いたしま

す.

(本研究は昭和49年度当研究所調査研究課題「大気中の

浮遊粉塵に関する調査研究」の一部として実施し，概要

は大気汚染研究全国協議会第15回大会1974年11月で発表

した.)
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母体血および麟帯品中 PCBの測定

秋山和幸*藤谷和正*高橋利恵子*

大井 玄*野牛 弘常

Polychlorinated Biphenyl Residues in Maternal and Cord Blood 

KAZUYUKI AKIYAMAヘKAZUMASAFUJITANI*， RIEKO TAKAHASHI*， 

GEN OHI* and HIROSHI YAGYU* 

PCB levels were determined with maternal and cord blood at the time of delivery. 
Gas Chromatographic patterns of PCB residues found in the samples of mother-baby pair were almost 

identical， and this suggests that the placenta permits rather indiscriminate transmission of the or-
ganochlorine compounds of closely related chemical structure. 

The cord blood in general showed lower PCB levels on both whole and fat basis than those in the 

maternal blood. No correlation was noticeable on statistical basis as regards the concentrations of PCBs 
between the cord and maternal blood. 

錨 E司

ポリ塩化ピフェニーノレ(以下 PCBと略す〉による環

境汚染は， Jensen1九 日本では立)11
2
)らの報告以来，数

多くの調査により，広範囲で一般人の身体8ーめにも及ん

でいる事が明らかになっている.

現在の日本の人体汚染レベルは血液中約 0.003ppm，

脂肪組織中約 3ppm，母乳では 0.03ppm前後の値が一

般的である.

胎児の場合は胎盤を通して母体から栄養を摂り入れて

おり，その擦有害物質は胎盤関門によりある程度移行が

制限され，生体の防衛機構が働いている.しかしこの関

門は必ずしも有効ではなく，既l乙胎児の段階から化学物

質による汚染を受けていることが報告されているの.

PCBが現在の汚染レベルでどの程度の人体影響を及

ぼすか明らかではないが，、胎児は一般に酵素系，薬物代

謝系や感受性が母体とは異なり抵抗性も弱いと考えら

れ，胎内での化学物質による汚染は油症患者における

“black baby"の問題じめにも見られるように母子衛生

上大きな問題である.

乙の調査は都民の母子衛生上の基礎資料として母体と

胎児の PCB汚染レベノレを把握し，併せて胎盤などにお

ける物質移動等に関する知見を得ることを目的として，

母体血および臓帯血中の PCBを測定したものである.

試料および方法

調査は1973年12月より 74年2月の間，都内のある病院

で、出産した一般人から採取した母体静脈血と踊帯血24組

を対象とした.誠料は測定時まで約 1個月間，約 501乙保

在した.

分析方法

厚生省分析研究班の方法めに準拠し， 試薬は主i乙関東

化学KK製の PCB測定用のものを用いた.フロリジJレ

は60.....，100meshのものを 6000
で24時間加熱活性化し，

シリカゲJレは WakogelS-1を 1400，72時間加熱活性

化し，デシケータ中室温で保存したものを使用レた.

先ず，試料約 20gを50mlの遠洗管l乙採り，エタノー

ル20mlを加えて振り鵠ぜ，苛性カリ 5gを加え，水浴

上で 1時間加熱還流して加水分解後， n-ヘキサン 20ml

で抽出を 3回繰り返し， n-ヘキサン層を合わせ，水 20

mlで 3回洗い，硫酸ナムリウムカラムを通して乾燥し

た後， 瓦uderna心anish濃縮装置で 1......2mlまで濃縮

した.

次l乙，直径 10mm，長さ 40cmのクロマトカラム l乙フ

ロリジJレ2gとシリカゲJレ3gおよび硫酸ナトリウム19

を n-ヘキサン中で重層し，試料液 1，....，2mlを載せ，ト

ヘキサンで溶出し，最初のフラクション180mlを採り，

KD濃縮装置で濃縮，1ml にした.

中東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
ヰ TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 Japan 
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これに濃硫酸約 1mlを加え，振議後任ヘキサン層を

取り，苛性カリ 1粒を加えて中和した後， ECDガスク

ロマトグラフィーに供レた.

ガスクロマトグラフィ一条件: 機種:島津 5A型，

検出器:ECD (63Ni) Puls 500Hz 8p.sec 50V， カラム

: 2% OV-1 on Gas Chrom Q 80j100mesh 2mx3 

mm  (glass)，住入温度:2200，カラム温度:2000， 検

出器温度:2500，キャリアーガス:N2 60mljmin. 

濃度の数値化は鵜111らの方法1めによった.尚，計算は

1.....， 3， 12， 13および26番の各ピークを除外して行ない

残りのピークを 100%として換算した.

血液中脂質の測定は， Bragdonの方法11)t乙準拠した.

即ち，話料約 2gをクロロホルムーメタノーノレ (2:1) 

で抽出し，水洗後溶媒を揮散させ重量を秤り，総脂質量

とした.

結果および考察

得られた結果を図および表l乙示したが，ガスクロパタ

ーンは体脂肪中のものと類似レており， KC-500乃至

600 t乙相当する.塩素含有量は約 53%と計算され KC-

500の54%に近似している.

母体血と瞬帯血の組合わせで、ガスクロパターンは良く

一致し，従って個々の PCBの他学構造の違いによる胎

盤透過性の差は認められない.

弘

B 

c 

全血基準の PCB濃度は，母体血中平均2.8ppb，隣帯

中平均1.1ppbで母体血中が約 3倍と高く，危険率 1~ら

以下で有意差が認められた.

PCBは周知のように親油性の難分解性物質であるか

ら体内では脂質と行動を共にするところが多いと思わ

れ，血中脂質濃度を同時l乙測定したところ，出液中脂質

量は母体出が騎帯血の約 2倍で，これから血液脂質基準

の PCB濃度は，母体血中平均 0.36ppm，隣帯血中平均f

0.22ppmとなり，やはり危険率 1%以下で有意差が認めJ

られた.

ここに得られた測定値を乙れまでの報告と比較する

と，母体血中濃度は増田12)，高松13)，阿部1ベ中島町，

道口16)の一般人の値と一致し，母体血中および臓帯車中・

濃度は共l乙楢府17)と間程度であった.

楢府は母:体血および騎帯血の PCB濃度l乙高い相関

(r=0.972)を認めているが，われわれの乙の度の調査

では相関は認められなかった. (全血基準 r=-0.177，

脂質基準 r=ー0.039) 乙の点について BHC，DDTな

ど他の有機塩素化合物6，18)の場合も一定の結果は得られ

ていない.

血液中 PCB濃度に母子間の差がみられ，ある程度胎

盤関門が働いているものと思われるが，量的な面はこの

調査では明らかで、ない.これについて喜多村ら 19)はマウ

開11円

Fig. 1 Gas Chromatographic Patterns of PCB Residues 
A : Maternal blood 

B， C : Cord blood of twins 
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スへの投与実験はより，母の体内量の約10%，投与量の

仏 9%が胎仔l乙移行することを報告している.PCBなど

化学物質による生体汚染は，かなり長期にわたる ζ とが

予想され，今後も推移を見守って行く必要があろう.

* Twins 

(本研究は昭和49年度当研究所調査研究課題 iPCBに

よる環境汚染に関する調査研究」の一部として実施し，

その概要は日本衛生学会第45回総会， 1975年4月，で発

表した.) 
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都内奥行場で集められたゴ‘ミの中の夕、ニ，昆虫相

中田英吉*千 種 翠*

Mite and Insect Fauna in Dusts coUected from Seats and Floors of 

Theaters in Tokyo 

EIKICHI NAKADA * and MIDORI CHIGUSA * 

Dust samples were collected from seats and floors of ten theaters in Tokyo forexaminations of mites 

and insects. The samples were col1ected with a vacuum sweeper， separated into fine parts and coarse 

parts with a sieve (No. 28 of Tyler mesh， opening: 0.59mm). The insects on the coarse parts were 

collected directly under a magnifying glass， whi1e mites and insects in the fine dust were first washed 

with a smal1 amount of detergent， and then separated by the floatation method with saturated sodium 
chloride solution using Wi1dman-flask or the centrifuging-apparatus. The mites and insects isolated on 

the surface of the solution were col1ected on fi1ter papers and picked up on slide glasses with a needle. 

The species and numbers of mites and insects found in these dust samples are as shown in Table 4-

and 5. 
At least 31 species belonging to 18 families of mites were identified to be contained in the dust of 

theaters. The most common species were De門 natophagoidesfarinae， D. 1うteronyssinus，Tm・sonemussp. 

and Cosmochthonius sp・.Considerable numbers of the tropical rat mite， Ornithonyssus bacotz:， were 

recovered from one of the theaters. The mites of the families Pyroglyphidae and Tarsonemidae were 

more abundant on the seats than on the floors， whi1e Psocoptera insects were col1ected mostly from 

the floors. 
A statistical analysis was made on the mite and insect fauna of various localities using the method 

of Sokal and Sneath (1963). The dendrograms of correlation coefficients and distance coefficients of 

seats and floors showed that the seats of the inside and the outside of show幡hallshad somewhat similar 

characters. All underground theaters formed a group on the dendrogram of correlation coefficients of 

ten theaters. 

室内麗の中には，皮膚炎の原因となる吸血性のイエダ

ニ，気管支哨息および皮膚炎の原因と考えられるチリダ

ニ類などが容在する ζとが知られている.日本では，全

国各地，台湾の家屋内の室内農民っき，有機溶媒分画

法によってダニ相をしらべ，統計分析した研究〈大島，

1970)1)があり，各種学校〈大島， 1964)， コンクリート

アパートの家屋(大島， 1967)などの室内塵の研究をま

とめた総説(大島， 1971 a )2)， 新築団地についての調

査〈大島ら， 1971 b)めなどが報告されている.

らは， 1973年に都内の興行場でゴミを集め，その

中のダニ，昆虫をしらべた.それらをまとめ，大島

(1968， 1970)の統計分析法を参考にして，多少変えた

解析を試みた.今後の調査への資料の意味も含めて報告

する.

中東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科

1. ゴミの採集と検査

1.1 材料と方法

昭和48年1月中旬i乙都内10ケ所の興行場で，映写場内

の客席，床，映写場外の客席，床および売届附近の床の

計5ケ所について，日立電気掃除機R-H1300(550W， 

集塵用紙袋を用いて集めるもの〉で，各個所について 2

袋ずつゴミを採集した.採集時間はゴミの量により変動

があり，例外的に長いものがあったが，各個所について

掃除機の実動時間は 5分程度であった.採集したゴミは

持ち帰って約 60Cの冷蔵室l乙保在した.

検査時l乙， 28メッシュ飾〈自の開き0.59mm)で大ゴ

ミと小ゴミ l乙分け，大ゴミは肉限，拡大鏡で検査した.

小ゴミは， 1袋はワイノレドマンフラスコを使用して，ゴ

ミl乙中性洗剤(ライポンF粉剤〉の 0.2%以下の水溶液

160 東京都新宿区百人町3-24-1
中 TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-l叩， Tokyo， 160 J apan 



Taxa and numbers of Acarina collected from dusts of seats and floors in ten theaters， Tokyo， January 1973. Table 1. 

Floor of food-stand 
Outside of show-hall Inside of show-hall 

No.of 
theater 

D. pteronyssinus Parasitoidea O 1 

Floor 

1laplochthonius sp. 3 
Oppiidae 1 

Seat 

Tarsonemidae♀ 13 
キD.pte:γonyssinus D 1 
Derm低 o.sp. L 2 
E.mαyneiち 1
unknown 1 

Floor 

T. putrescentiae Cj1 1 円
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O. bacoti古 1，P 1 
M.くB.)keegα:ni 9 1 
Ascidae♀ 1 
1listiostomαsp. 1 

Cosmochthonius sp. 1 O. bacoti P 1 
Tarsonemidae ♀ 1 
* D. pteronyssinus♀ 1 
D. farinae P 1 7 
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* T. putrescentiae Cj! 1 D.fari:汎侃も 1 Cheyletidae ~ 1 
Cosmochthonius sp. 2 Cosmochthonius sp. 1 D. ptel・onyssinus Cj! 1 

Oribatei 1 D. farinae ~ 1 
E. maynei色1
Cosmochthonius sp. 11 
Peloribates sp. 1 

? Hemitarsonemus latus Cj! 1 Tarsonemidae Cj! 2 JM14M.i〈cBha.〉fehseegmt g4  
Tarsonemidae♀ 4 D. pteronyssinus o 1 (B.) sp. Cj! 1 

Histiostomαsp. 1 Lasioseius sp. Cj! 3 

Chorto.αγcuαtus も 1，N 2 ?P.thoyspduiddGae eiQ1 
Phy ♀ 1 

D. pte:γonyssinus Cj! 2 Tydeidae 7 
8 ~ 7， D 3 C. lepidolうterorum♀ 1

D.~αriηae ~ 3， D 1， L. konoi hypopus 1 
P 4， N 2 D. pteγonyssiηus Cj! 1，色 1

Dermato. sp. D 1， L 1 D. farinae P 1， N 1 
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Haplochthonius sp. 1 
Oribatei P 1 

Tarsonemidae Cj! 1 Typhlodromus (A.) sp. Phytoseiidae ~ 1 牢LaelapidaeP 1 
?ChのIletussp. 1 ♀ 1 Cheyletus sp. Cj! 1 

9 D. pteronyssinus ~ 6， P 1 D. pteronyssinus ~ 1 E. maynei Cj! 1 

D. farinae P 1 D. farinae ~ 2， P 1 Cosmochthonius sp. 4 

E. maynei Cj! 1， ~ 1 

Tarsonemidae Cj! 22， ~ 1 ? Panonychus citri♀ 1 K. plumosusも 1 K. plu17l0SUS Cj! 1 O. bacoti P 1 
Choγto.αγcuatus色1 Cheyletus malaccensis T. put;γescentiae Cj! 1 Typhlodr017lus (A.) sp. 
D. pteronyssinus♀ 3， t 2， き 1 D. pteronyssinus Cj! 1 ♀ 1， L 1 

D 3， P 2 Cheyletidae o 1 D. farinae P 2 ChのIletussp. ~ 1 

10 D. farinae♀ 1， ~ 6， D 2， D. farinae Cj! 1， O 1 C. Zφidolうterorum Cj! 1 

P 3 Cosmochthonius sp. 1 D. pteronyssinus♀ 1， 
Dermato. sp. N 2， L 1 D 1， P 1 

Hirstia do悦，icolaも 1 D. farina万 P1， N 1 

E. maynei平 1，P 1 

0..・・・・・0門 zithonツssus

Chorto.... ...ChortogZッphus

Note:キ……Individualsregarded as living. 
D.….. Deutonymph， being not hypopus P……Protonymph L……Larva N...…Nymph 

D.……Dermatophagoides T.……Tyrophagus E.…...Euroglyphus K.…・..Kleemania

M. (B.)・…..M泌chares(Blattisocius) Typhlodromus (A.}…・・乃μlodromus(Amblyseius) 

P.……Proctolaelaps C.……Cheletomorpha L.……Lardoglyphus 
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を加えて混合し， 10........20分程度放置した後，沈澱物を残 が売屈附近の床，映写場外の床l乙多くとれた.

して液を全部吸引鴻過して浮遊物を取出し，残りの沈澱 その他の昆虫類もまた，売庖床，映写場外の床応多く

物には飽和食塩水を加えて撹持し， 30分以上放置して液 見られた.

の上部を吸引鴻過して浮遊物を取出した.それぞれの浮 表 4aは生きていると見なされたダニの種類を表にし

遊物から実体顕微鏡はより虫を採取した.他の 1袋は， たもので，イエダニ Ornithonyssus bacoti， トゲダニ

容量 50cι の遠心管を用いてゴミをライポン F0.2%以 科 Laelapidae，ヒゲダニ属の 1種 Histiostomasp.， 

下の水溶液と混合し，遠心分離機により 1500rpm 10分， ケナガコナダニ Tyrophagusputrescentiae，ヤケヒヨ

2500 rpm 10分の割合で遠心分離し，洗澱物を残して液 ウヒダニ Dennatophagoidespteronyssinus の合計9

を吸引鴻過し，沈澱物には飽和食塩水を加えて混合し， ~が採取された.

同様の操作で遠心分離し，液を吸引糖過し，それぞれの 表 4bは，ダニの死骸についての表である.イエダニ

浮遊物を実体顕微鏡で検査した 11~ ， Melichares (Blattisocius) keegani 7~， Proc四

1.2 結果 tolaelaρs hypudaei と思われるもの 2~， Kleemania 

採取されたダニを詳しく示したものが表 1である.横 plumosus 3 1ZE，コハリダニ科 Tydeidae9 ~， ミカン

の項目は映写場内の客席，床，映写場外の客席，床およ ハダニ Panonychuscitri と思われるもの 1~，ツメダ

び売屈床を示し，縦の項目は10ケ所の興行場の No.を示 ニ類には Cheyletusmalaccensis 1 ~，アシナガツメダ

す.生きていると見なされたダニを*印で示したが，乙 ニ Cheletomorphalepidopterorum 2 ~があり，ケナ

れらは数が少なく，大部分が死骸であった.死骸の多く ガコナダニ 6"'7匹， コウノホシカダニ Lardoglyphus

は，脚のないもの，毛の落ちたものなど不完全なものが おnoi1 ~， Chortoglyphus arcuatus 5~，チリダニ類に

多く，未成熟の幼若期のダニも多く取れた.表 2，3 t乙 はヤケヒョウヒダニ Dermatoρhagoidespteronyssinus 

示す特徴のほかに， 8番目の興行場の売屈床で，中気門 55匹，コナヒョウヒダニ D.farinae 71~，イエチリダ

類，その他のダニの種類がやや多く取れた. ニ Hirstiadomicola 1 ~， シワダニ Euroglyphus

表 2は，イエダニの数を10ケ所の興行場別l乙示したも maynei 91ZE， ササラダニ類l乙はカザリヒワダニの 1種

ので， 7番の興行場がもっとも多くとれ，生きていると Cosmochthonius sp. 25匹， ヒワダニ類の Hゅloch-

見なされたもの 1~と死骸 8匹が発見された thonius sp. 5匹などが採取された. 全部を合計すると

表 3は，チリダニ科 Pyroglyphidae，ホコリダニ科 307匹となった.

Tarsonemidae，チヤタテムシ Psocopteraの数につい 表 5は，採取された昆虫，クモの種類を示し，すべて

て，客席，床別に示したものである.チリダニ類，ホコ 死骸であった.チヤパネゴキブリ Blattellagermanica 

リダニ類が映写場内外の客席l乙多くとれ，チヤタテムシ 8匹以上，ノコギリヒラタムシ。りIzaephilussurina-

Table 2. Numbers of OrnitholザSSllS bacoti in ten theaters， Tokyo， January 1973. 

1 

0 

2 

1 

3 

。
4 

0 

No. of theaters 

5 

0 

6 

1 

*.... ..An individual regarded as living. 

7 

げ十8

8 

0 

9 10 

。 1 

Total 

12 

Table 3. Distribution of Pyroglyphidae， Tarsonemidae and Psocoptera at seats and floors of ten 

theaters， Tokyo， January 1973. 

Inside of show-hall Outside of show-hall 
Floor of Total 

Seat Floor Seat Floor food-stand 

Pyroglyphidae 2*十79 6 1*+42 5 12 147 

Tarsonemidae 35 。 16 1 。 52 

Psocoptera 。 14- 6，.... 46- 51- 117"-' 

*……Individuals regarded as living. 
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Table 4. List of Acarina collected from dusts 
of ten theaters， Tokyo， January 1973. 

a) Acarina， regarded as living 

。γnithonyssusbacoti…・…'"・ H ・-……… H ・H ・H ・..1 

Laelapidae........ .………・・・・・・・・・・・・…・・・・・・・・・・・・…… 1 

Histiost07nαsp. '"・ H ・..………...・ H ・.....・ H ・..…… 1

Tッγophαgusput:γescentiae.........・H ・.....・ H ・..…… 3

De:γmatophαgoides pteron，ツssinus……...・ H ・-… 3

Total 9 

b) Acarina， regarded as dead 

01・nithonyssusbacoti.................................・・・11

Melichares (Blatti・socius)keegani …………・・・… 7 
Melicllares (Blattisocius) sp.・H ・H ・....・ H ・...・ H ・..2

Lasioseius sp. ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・……'"…・・・・・・・・・… 3 

? Proctolaelaps hypudaei ...・ H ・H ・H ・....・ H ・…・ H ・H ・..2 

Ascidae ...…………・…・・……………'"・ H ・..……… 1 

Kleemania plumosus………...・ H ・...…..………… 3

Kleemania sp. ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…・・ 1 

Typhlodromus (Amblyseius) sp. '"・ H ・.....・ H ・..5 

Phytoseiidae…・・・………・…・・・・・・・・・…・・・……・・・・・・・・ 3 

Parasitoidea ・・・・ H ・・・・・・・・・・・・・・・・・・……・・・……・・・・・・… 1 

') Hemitarsonemus latus ......……・・・・・・・・・・・・・・・・・・… 1 

Tarsonemidae ・・・・ H ・・・・・・・・・・・・・・・…・・・・・・…・・・・・・・・・・・・51

Tydeidae …・・・・・・・・・・・・…・・・・…・・……・・・……・ H ・H ・..9
? Panonychus citri…...・ H ・.....・ H ・..……...・ H ・..…… 1

? Tenuipalpidae・H ・H ・H ・H ・..…...・ H ・.....・ H ・.....・ H ・..1 

Cheyletus malαccensis・H ・H ・.....・ H ・.....・ H ・..…… 1

Cheyletus sp. ・・・・…・・・・・・・・・・・・・・・・・……・・・・・・・・・・・・ 2-3 

Cheletomorpha Zφ1・dopterorum……・……・・…・・ 2 

Cheyletidae ………………・・・…・・・・・・…...・ H ・..…… 2 

Histi・ostomαsp. .一…・・・…・・・・・・・・・…・・・……・・・・・・… 2 

7'yrophagus putrescentiae…...・ H ・.....・ H ・..… 6-7

Lardoglyphus konoi…...・ H ・.....・ H ・H ・H ・.....・ H ・..1 

Salりroglyphussp. ・・・….....................・ H ・..…・・・ 1 

ChortoglYPhus a1'cuatus …...・ H ・..………...・H ・..5 

Dennatoρhagoides pteronyssinus ......…・・・・・・・・・55

Dermαtoρhagoides f a1'inae .…....・ H ・...・ H ・........71

Dermatophαgoides sp. ...・ H ・H ・H ・.....・ H ・.....・ H ・..8

Hirstia domicola… H ・H ・...・ H ・..….....・...…・・・・・…・ 1 

EμroglYlうhusmaynei ..................……・・・…・・・・・・ 9 

Cosmochthonius sp. …...・ H ・.....・ H ・.....・ H ・..……25

I-IaJうlochthoniussp.・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…・・・・・・… 5 
Ottiidae.…工....二二…....・.........λ-…二・....;;::;... 1 

O1'i batula sp. ・・・・・・・・・…・・・・・・・・・・・・・・・…・・・・・・・・・・・・・・・ 1 
Pelo1'ibates sp.・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…・・・………・・・… 1 

Oribatei ............………………'"・H ・.....・H ・..…… 2

Unknown.…・・・・・……...・ H ・..………...・ H ・.....・H ・..2

Total 307 

Table 5. List of Insecta* and Araneina*， col-
lected from dusts of ten theaters， Tokyo， 
January 1973. 

Blattella germanica ・・・・・・……・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 8-
Blattella germanica egg capsule .................. 3 

Blattidae， larva ............…・・・・・・・・・…-一............3
Blattidae， egg capsule ............…・・・・・・・・・・・・…・・・ 1 ....... 

0ηIzaφhilus SU1・inamensis，adult ・・ H ・・・・・・・・・・・・・・17...... 
TribolizlJn castaneum， adult ........................ 8-
Gibbium psylloides， adult .....................…・・・22-

Pseudeurostus hilleri， adult......……・・・・・・・・・…・・・ 7 

Ptinidae， adult ...…・・・・・・・・・・・・・・・……・・・・・・・・・…・・・ 2 
Coleoptera， larva ...... ... .........….........……... 2 

Tinea pellionella， larva .............................. 2 

Tinea pellionella， silken case...………...・ H ・..(1) 

Lepidoptera， larva …・・・・・・・・・……・・・・・・・・・・・・……・・・26---

L争oscelisbostηchophilus …………...・ H ・..…… 1

? LiPoscelis subfuscus .…-……・・…....・ H ・-… H ・H ・.. 1 

? Liposcelis sp. …-…・・……・ H ・H ・..…………'"・ H ・..1 
Psocoptera...... ...... ...... .......... ........... ... '" ... 114....， 

? Culex pipi・enspallens， adult …...・ H ・..…...・ H ・..2

Culicidae， adult ……・・・・・・・・・・・・・・・・・・……・・・・・・・・・・・・15-
Psychodidae， adult ...............…・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 1 
Collembola ..........................................…・・・ 1 

Araneina .......................................……・・・・・・ 1 

Total 

*・・....Allwere regarded as dead. 

mensis 17匹以上，コクヌストモドキ Tribolium cas-

taneum 8芭以上，セマノレヒョウホンムシ Gibbiztln. 

psylloides 22匹以上， カパイロヒョウホンムシ Pseu-

deu1'ostus hilleri 7匹，イガ Tinea1りellionellaの幼

虫2匹，鱗麹自 Lepidoptera の幼虫(頭の部分のみが

採取され，イガまたはノシメマダラメイガと思われる〉

26匹以上，ヒラタチヤタテ LiPoscelisbost1'ychoρhilus 

1 ~， Psocoptera (頭，体の断片が採取され，ヒラタチ

ヤタテの類と思われる)114匹以上， その他アカイエカ

成虫と思われるもの 2匹，粘管自 Collembola1匹，真

正クモ自 Araneina1匹などが発見された.

2. ダニ，昆虫全体についての統計学的分析

2.1 分析計算方法

Sokal and Sneath (1963， p. 290-312戸の計算方

法に従い，今泉 (1969)5九大島ら (1968)6)を参考にし

た. Original data matrix の OTU (operational 

taxonomic uni t，操作上の分類単位)I乙は客席，床別ま

たは興行場別をとり， character (形質)I乙はダニ， 昆

虫の種類をとった.ただし 1"'2匹しかとれなかった数

の少ない種類は除いた.数値は，ダニ，昆虫の発見され

た場所の数で現わした.場所は各興行場の客席，床別の
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区分場所を意味する.乙の originaldata matrix か

ら，それぞれ平均値，標準偏惹を求め，数値を標準化し，

それらについて correlationcoefficient (相関係数)，

average distance coefficient (平均距離係数， distance 

coefficient 距離係数とも言い，平均の相遠距離を現わ

す〉を求めた.

相関係数については， Spearman's sums of var匂bles

Table 6. Original data matrix for operational 

taxonomic units of five places (seats and 

f1oors) of theaters and twenty-six characters 

of Acarina and Insecta. 

Characters OTU 

Acarina & Insecta A B C D E 

O. bαcoti 1 。3 1 2 

M. (B.) keegani 。。1 1 2 

Others of Ascidae 。。1 1 2 

KleelJ1αnia spp. 。。2 1 1 

Phytoseiidae 。1 。1 5 

Tarsonemidae 6 。3 1 。
Tydeidae 。。。1 2 

Tetranychoidea 。1 。。1 

Cheyletidae 1 1 。1 3 

Histiostoma sp. 1 。1 1 。
T‘putresc巴ntiae 1 1 4 1 1 

C. arcuatus 2 。。1 。
D. pteγonツssi礼:us 8 1 4 2 3 

D.f.αrinae 6 2 3 1 3 

E. maynei 3 。1 1 1 

Cosmochthonius sp‘ 1 2 2 3 2 

Hαplochthon向ssp. 。。。2 1 

Others of Oribatei 。。。2 3 

Blattidae 。1 2 4 4 

O. surinαmeηsis 。。。3 4 

T.αlstaneUl}l 。。。2 1 

G. psylloides 。1 。6 3 

P. hillel・t 。。。。1 

Lepidoptera 。。2 1 1--

Psocoptera 。7-5 8~ 8 

Culicidae 。。1 2 2 

No.......Numbers of theaters in which Acarina 

and Insecta were discovered. 
OTU......Operational taxonomic units 

A・・・・・・Seatsof the. inside of show-hall 

B・H ・..Floors of the inside of show‘hall 

C ..... .Seats of the outside of show-hal1 

D......Floors of the outside of show-hall 

E ......Floors of food-stands 

Table 7. Correlation coefficients and distance 

coefficients between all pairs of OTU's of 

table 6. 

I A I B I C 1 D 1 E 

A x 1 1. 30 1 1. 30 1 1. 64 I 1. 86 

B 1-0.31 I × 1 1. 23 I 1. 30 / 1. 45 

C I 0.01 I -0.421 x I 1. 27 I 1. 50 

D I -0.50 I -O. 08 1 -0.28 I 

B I -0.60 / 0.24/ -0.46 I 0.03 I >く

Correlation coefficients are shown below princi由

pal diagonal， and distance coefficients above 

principal diagona1. A， B， C， D， E......The 

same marks as in table 6. 

formula を用い， WVGM (weighted variable-group 

method) によって分類群を形成し，距離係数について

は， それらの平均を用い， WPGM (weighted pair-

group method)によって分類群を形成し， それぞれデ

ンドログラムを作成した.

2.2 結果

OTU を客席，床別とした場合の original data 

matrixが表6である.

表 6から計算によってえられた相関係数および距離係

数の一覧表が表7である.強い相関が見られなかった

が，映写場内の床 (B)と売届床(E)の聞の相関係数が

0.24の値を示し，もっとも高く，次いで映写場外床(D)

と売庖床 (E)が0.03，映写場内外の客席 (A，C)が

0.01の値を示した.距離係数では，値の小さいほど類似

していることになるが，売庖床 CE)と場外床 (D)が

1.12でもっとも類似し，次いで場外客席 (C)と場内床

(B)カ三1.23となった.

ClusterIng method によりデンドログラムを作成し

たものが図1， 2である.相関係数では，場内外の客席

(A， C)が1群となり，売届床，場内床，場外床 (E

B， D)が大きな 1群となった.距離係数では，売屈床

と場外床 (E，D)が類似の 1群，その他が大きな 1群

となった.

OTUを興行場別とした場合についても， 同様の方法

により，デンドログラムを作成した(図 3，4).相関係

数(図 3)では，地下興行場 5ケ所全部と， No.10の興

行場が大きな 1群となる特徴を示した.距離係数(図 4)

では，はっきりした特徴が見られなかった.

3. 考察

3.1 検査方法の考察
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Fig. 1. Dendrograrn of corre1ation coefficients 
(r) arnong seats and floors of theaters. 
(Based on the WVGM clustering procedure， 
using Spearrnan's surns of variab1es rnethod 

for calcu1ating.) 
A，B，C，D，E・・・・・・Thesarne rnarks as in table 

6. 

d 
iQ.5 

A B C D 

1.0 
1.12 

1.5 

.2.0 

Fig. 2. Dendrograrn of distance coefficients (d) 

arnong seats and floors of theaters. 
(Based on the WPGM clustering procedure， 
using sirnp1e averages of distance coefficients 
for calcu1ating.) 
A， B， C， D， E...... The sarne rnarks as in tab1e 

6. 

28メッシュ簡で，大ゴミと小ゴミ i乙分けたが，繊維性

の綿状ゴミなどに付着した小型のダニおよび大型のダニ

。

-0.5 

-0.95 

-1.0 

Fig. 3. Dendrogram of corre1ation coefficients 

(r) among ten theaters. 
(The calculating method is the same as fig. 

l's.) 
No.1，4，7，8，10・・・・・・Theaterson the first floor 

or above. 
No.2，3，5，6，9・・・・・・Underground theaters. 

E d 
0.5 

4 2 5 3 6 9 10 7 8 

1.0 

1.5 

2.0 

Fig. 4. Dendrogram of distance coefficients (d) 

among ten theaters. 
(The calculating method is the same as fig. 

2's.) 
No.1，4，7，8，10・・・・・・Theaterson the first floor 

or above. 
No. 2，3，5，6，9…. .. U nderground theaters. 

が舗の上の大ゴミの方l乙残り，見落しのあったことは考

えられる (Spieksrnaet al 19677九大島1970，1971 a). 
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またその他の検査工程の途中での若干のダニの紛失，顕

微鏡下でのダニの検出の見落レが考えられる.

大島 (1970，19738)) の有機溶媒分画法では， 高い比

重(1.3"-'1. 6)のと乙ろで多くのダニが検出されてい

る.筆者らが中性洗剤ライポンFO.2%以下の水溶液(比

重1.004以下〉および飽和食塩水(比重1.2)を使用して

検査した結果では，ライポンFの水溶液の浮遊物からも

多量のダニが検出され，飽和食塩水の浮遊物よりも，よ

り多くダニ，昆虫の死骸が検出される場合がしばしばあ

った.これはダニ，昆虫の死骸が気泡を含むためと思わ

れる.ライポンF水溶液は煙車の吸殻などで茶色に濁る

場合があったが，比重はあまりょがらないと思われる.

後l乙多量の煙車の吸殻を中性洗剤の水溶液と混合して比

重を測定レたところ， 1. 016となった.飽和食塩水の洗

澱物は捨てられたが，その中l乙ダニ，昆虫の死骸が若干

含まれることは，篠原ら(1970)9)の報告からも考えられ

る.

筆者らの検査方法は一定の方式に従っているので，若

干の見落レがあっても，各採集場所についてのダニ，昆

虫の量的比較はある程度可能と考えられる.

3.2 検査結果についての考察

表 2で，イエダニが7審の興行場l乙特l乙多くとれてい

るが，乙れは虫の実数および虫の発見された場所数につ

いての χ2検定で有意差となった.イエダニの宿主であ

るネズミがこの興行場にいることが考えられる.

表3で，ホコリダニ類が映写場内外の客席l乙多くとれ

たことは，虫の実数および虫の発見された場所数につい

てのド検定で有意差となった.チリダニ類が映写場内

外の客席l乙多いことおよびチヤタテムシが売j苫附近の

床，映写場外の床l乙多いことは，虫の実数については有

意差となったが，虫の発見された場所数については 5%

の危険率で有意差とならなかった.これは虫が上記の場

所以外の所でも採取されたことを示す.

チヤタテムシを含めた昆虫類が，売自床，映写場外の

床l乙多く見られたが，これは菓子，食品類，食品屑など

が多いためと思われる.

3.3 夕、二，昆虫全体の統計分析についての考察

Character (形質〉の項目で， 1"'2~の数の少ない

種類を除いたが，これは数の少ない種類に weightが強

くかかりすぎるのを除くためである.また，数値l乙，ダ

ニ，昆虫の発見された場所の数をとり，ダニ，昆虫の採

取された実数を用いなかったが，これは 1個所l乙多量の

ダニ，昆虫がとれたものの影響が過大になるのを防ぐた

めである.

売庖床 (E)と場外床 (D)が，距離係数では， もっ

とも類似しているが，相関係数では，あまり相関が高く

ないのは，相関の逆転している部分があるためと思われ

る(表 6). 

OTU間の類似性， 近親性をしらべるには，相関係数

により相関を比較すると同時に，距離係数によって相互

の相違の程度を比較し，両者を綜合レて判断することが

必要と思われる.

4. 総括

(1) 昭和48年 1月中旬l乙，都内10ケ所の興行場におい

て，映写場内の客席，床，映写場外の客席，床および売

j古附近の床の計 5ケ所について，常気揖除機l乙よりゴミ

を採集した.

(2) 検査方法は， 28メッシュ舗で大ゴミと小ゴミに分

け，大ゴミは肉眼，拡大鏡で検査し，小ゴミはワイノレド

マンフラスコおよび遠心分離機を用いて，水および飽和

食塩水の浮遊物を取出し，それらを実体顕微鏡でしらべ

た.

(3) 採取されたダニおよび昆虫は，ほとんど死骸であ

り，生きていると見なされたものは少数のダニだけであ

った.ダニ類については， 18科l乙属する少なくとも31種

が採取された.

もっとも多く取れたものはチリダニ類，チヤタテム

シ，ホコリダニであり，ササラダニ類の Cosmochthonius

もやや多く見られた.食品や畳などに多いケナガコナダ

ニは比較的少なかった.

イエダニが特定の 1興行場に多く見られ，ホコリダニ

が客席l乙多いことは統計上の有意差として認められた.

チリダニ類が客席l乙多いこと，チヤタテムシが売届床，

映写場外の床l乙多いことは，虫の実数についての検定で

有意差となった.

(4) ダニ，見虫全体について， Sokal and Sneath 

(1963)の方法により統計学的分析を読みた.客席，床

別についての相関係数および距離係数のデンドログラム

(図1， 2)から，映写場内外の客席がやや類似した性

質をもら，売庖床と映写場外の床がやや類似した性質をi

もっと考えられる.興行場別についての相関係数のデン

ドログラム(図 3)では， 1例外を含んで，地下の興行

場が1群となる相関があった.

謝辞本調査計画lこっき，援助をいただいた都立衛生

研究所環境保健部長野牛弘陣士，校闘の労をとられた東

京大学医科学研究所佐々学教授，若干のダニの同定につ

いて援助をいただいた国立科学博物館浅沼靖博士，筑波

大学大島司郎博士，横浜国立大学青木淳一博士に厚く感

謝する.またゴミの採集について協力をいただいた保健

所の万々に厚く感謝する.
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〈本研究の概要は第26四日本衛生動物学会東日本支部大

会1974年11月で発表した.)
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光化学スモッグによる自覚症状の変動

素因との関連における一考察

溝口 勲*

Changes of Su.bjective Signs caused by Photochemical Smog 

A Study Concerning Predispositions of Students 

ISAO MIZOGUCHI* 

Changes in subjective signs of junior high school students related to photochemical smog were in-

vestigated. Frequencies of eye complaints， throat complaints， coughing， shortness of breath and head-

aches were significantly correlated with oxidants concentrations. In addition， orthostatic dysregulation 
group，allergic group and asthmatic group were picked out of these students. Respective percentages of 
complaints of these three groups were compared with each other in different ambient air conditions. 
Orthostatic dysregultion group was particular in having considerably more complaints than those of 
other groups. Allergic and asthmatic groups had a little more complaints of coughing and phlegm. 

In order to carry forward the investigation， health diary survey methods and their sampling sizes 
were discussed. 

光イじ学スモッグ時に目や咽頭の痛みや刺激感，咳や息 は1974年5月から 7月にかけて，世田谷区のある中学校

苦しさ，さらには頭痛，だるさなどの自覚症状の訴えが で全校生徒515名の健康日記と大気汚染物質，気象要素

増加することはロスアンゼルスでの調査1)や， 近年わが の調査を行ない，資料を得た.光佑学スモッグ時に自覚

国でも行われはじめた調査2引などであきらかにされて 症状の訴えが増加する場合，素因や既往歴がどのように

きている.そしてこれらの訴えの増加ともっとも関連の 関連しているかという観点で解析して興味ある結果を得

深い大気汚染物質は光化学オキシダントであり，次いで たので報告する.

二酸化硫黄，浮遊粉じんおよび温度も一定の相関をもっ

て特lζ急性的な影響を与えていることが統計学的検討か

ら推測されている 2，6，7)

一万光佑学スモッグの呼吸機能に及ぼす実験疫学的な

研究から， 10乃至20パーセントの児童がオキシダントお

よび温度比極めて敏感であることが指摘されているり.

しかしこの敏感なク事ループの特性はあきらかにされてい

ない.またいわゆる光化学スモッグの重症被害者の臨床

的調査から，重症被害者の相当部分は本人もしくは家

族i乙アレルギー素因をもっていたことが報告されてい

る8-9)

光化学スモッグの影響をうけやすい.すなわち敏感な

集団の特性がつかまれれば，被害をより少なくするうえ

で対策樹立の一助ともなり得る.また被害のメカニズム

を考えるうえで示唆するものが大きいと思われる.筆者

調査方法

調査対象 世田谷区立八幡中学校生徒515名が調査対

象として選ばれた.この学校は東京都心から西南l乙約13

kmはなれた住宅街にある.北500mおよび南 1kmi乙

幹線道路があるのみで付近には工場などは全くなく，東

京での典型的住宅地域の公立中学校で，生徒の90パーセ

ントは学校から1.5km以内に居住している

自覚症状 自覚症状は健康日記に各生徒が毎日記入す

る方法で集め，その集計から訴症率を出して，調査期聞

における変動をみた.健康日記には表3にあるような限

が痛かった，限が充血した，涙が出た，咳がでた，たん

がでた，くしゃみがでた，息苦しかった，声がかれた，

咽頭が痛かった，めまいがした，頭が痛かった，はきけ

がした，だるかった，腹が痛かった，下痢をしたの15項

目の欄にチェックして記入させ，またその時間および場

*東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科 160 東京都新宿区百人町3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public， Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 
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所も記入するようになっている.したがって，乙の自覚

症状の変動は日中にお乙ったもののみを採っており，夜

間のものは除外してある.健康日記は 1月 1冊で担任の

先生に配布回収して頂いた.各生徒は 2カ月間で2冊，

61日間の日記のチェックを行なったわけである.

グループ分けの方法 調査対象 515名l乙表 11乙示すよ

Table 1. Yes Ratios to All Students 

Questionaires 

1. Having fastidium 

2. Liable to be tired 

ら
一

4巾

2

0y一つ山

q
L

3. Liable to get carsick 19 
4. Frequently having headaches 18 

5. Frequently having sleep disturbance 14 

6. Liable to feel ill under hateful 

circumstances 13 
7. Liable to be irritated 12 

8. Liable not to feel refreshed in the 

morning 11 

9. Liable to feel dizzy 10 

10. Having be attacked by urticaria 9 

11. Liable to be looked pa1e 6 
12. Frequent1y having eczema 5 

13. Having be attacked asthma 4 
14. Liab1e to feel i11 in a 10ng erect 

posture 3 

15. Liab1e to pa1pitate or be short of 

breath after light exercises 3 

16. Having 10ss of appetite 3 

うな既往歴，素因などに関するアンケートを行なった.

その各項目について Yes と答えた者の全校生徒にたい

する比率は表 11こ示す通りである.このアンケートにも

とづいて，アレルギー素因をもつものとしては，じんま

しんにかかったことがある，湿疹がよくできる瑞患にか

かったことがあるのいずれかに Yes と答えたものをま

とめた.このなかで瑞息の既往のあった者はまた別個に

もークVレープとして取りあつかった.さらに自律神経失

調の一種である起立性調節障害 (OrthostaticDysreglト

lation以下 O.D.と略す〉のグループ分けに表 2のク

Table 2. Criteria for Grouping of Orthostatic 

Dysregulation Group 

Major Signs 

3 
or 2 

or 1 
十

+ 

Minor Signs 

0 
1 

3 

Major signs: No. 6，8，9，14 and 15 in question-
naires of Table 1. Minor signs : No. 2， 3， 4， 11 

and 16. 

ライテリア 10)を用いた.これらは各人にあたっての診断

は行なってなく，アンケート lこもとづいたものであり基

礎疾患のありなしはチェックされていない.

環境要素大気汚染物質とレてはオゾン，オキシダン

ト， 二酸化窒素，ー酸化窒素， 二酸化硫黄，浮遊粉麗

〈光散乱法およびハイボリュームエアサンプラー法)，

Table 3. Respective Complaints Percentages per Day of Each Groups 

ヰP<0.05 中本 P<O.01

All Students O. D Group Allergy Group Asthma Group 

Av. High Ox June 7. Av. High Ox June 7. Av. HighOx June 7. Av. HighOx June 7. 

ERyee d irritation 2.3 7.6ヰ牢 21.9** 3.4 10.3中本 31.9** 2.8 7.9*本 20.5串本 3.5 9.0 15.0本

COnIelJ?us noeftl.va 0.30.40.61.3牢 0.9 2.1 0.8 0.8 1.3 1.0 0.0 0.0 

Watering of eye 0.5 1.1 * 4.7** 1. 5申 3.5 17.0料 0.7 1.1 5.3* 1.1 0.0 0.0 

Cough 1.6 2.1 6.8牢牢 9.1** 7.3 17.0* 3.1ヰ 3.4 10.3卒中 6.0牢 6.0 15.0 

Phlegm 0.7 0.8 2.3 5.9** 6.0 8.5 2.1* 2.1 5.1* 4.3* 4.0 10.0 
Sneeze 2.0 1.7 3.3 8.9申本 7.3 6.4 3.1 2.7 2.6 6.7* 4.0 5.0 

Shoof rt bre eas th 0.8 2.8牢 8.4** 3.2宇中 6.0 12.8*中 1.5 3.4 10.3ヰ* 2.0 3.0 5.0 

Hoarseness 0.6 0.8 2.3* 3.4牢 3.0 4.3 1.7 2.1 2.6 2.7* 4.0 5.0 

Sore throat 1.2 3.5牢 10.7牢申 3.7申 6.5 14.9** 2.0 2.7 6.4** 3.4 3.0 0.0 

Vertigo 0.4 0.7 1.2 2.4キキ 1.3 0.0 1.2ヰ 2.4 2.7 1.1 3.0 0.0 

Headache 1. 8 2.9 6.2料 9.0料 9.5 19.2キ 3.5* 4.5 9.0キ 3.1 3.0 0.0 

Nausea 0.3 0.2 0.4 2.0中本 1.7 2.1 0.8 0.5 2.6 1.0 0.0 0.0 

Feelingoftired 1.1 1.3 1.9 5.8** 4.7 6.4 2.0 1.6 2.6 3.5 4.0 10.0 

Abdominal pain 0.5 0.6 0.4 2.3* 2.1 2.6 0.7 0.8 1.3 0.8 0.0 0.0 

Diarrhea 0.1 0.2 0.2 0.8 0.9 0.0 0.5 1.1 1.3 0.7 1.0 5.0 

Av. : All examined days CMay 20， '74一一-July19， '74). High Ox : Days when Ox. Conc. rose above 

0.15ppm CJune 7， 15， 25， July 3， 9). On June 7， '74， Ox. Conc. in Tokyo exceeded 0.23ppm. 
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June '74 交安 安 July安安
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 Fig. 1. Correspondence of Changes in Subjective Signs with Oxidants Concentrations 

一酸化炭素，炭化水素，総アルデヒド，硫酸塩，硝酸塩

を同校におかれた測定室で連日測定した.気象要素とし

ては温度，湿度，日射量，風向，風速，視桂を同時に同

じ測定室で観測した.これらの測定データは原則として

午前8時から午後 5時までの一時間値の最高濃度を用い

ている.湿度と視程は日中の最低値を用いた.ハイボリ

ュームエアサンプラーを使った浮遊粉塵，硫酸塩，硝酸

塩は午前，午後の二田測定値のうちの高い値を用いた.

また汚染物質の総合指標としての Pindexll
)や不快指

数奇計算して用いた.

データ解析健康日記に記入された各項目，各自のチ

ェックを各々総計し，全調査期聞を通じての 1日当りの

平均訴症率を計算した. またオキシダントが 0.15ppm

をこえた 5日間を高オキシダント日として，これらの日

1日当りの平均訴症率を算出レた.さらにオキシダント

が一時間値で最高 0.23ppmI乙達した 6月7日の訴症率

も計算レ，それぞれの問で X2検定を行った.

結果

自覚症状と大気汚染との対応全対象生徒515名の全

体の調査期間の自覚症状有訴者数とオキシダント値の対

応は図 1に示すような結果である.本報告の主題ではな

いが，各症状とオキシダントの相関分析では P<0.001 

というきびしい検定水準ですら有意な項目も多い乙とが

知られる.乙 ζでは乙のような直視的対応関係が以下の

解析の背影にあることを示すに止める.オキシダントが

最高だった 6月7日のピークの一致はきわめてあざやか
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である.図 1上段星印のついた 6月7臼， 15日， 25臼，

7月3日， 9日の 5日がオキシダント注意報レベルすな

わち 0.15ppmを乙えた日である.

素因・既往症と自覚症状訴症率表 31[.全校生徒およ

び各クツレープ別の各環境条件 1日当りの訴症率の表を示

した.全校生徒は 515名， O.D.グループは9.13パーセ

ント47名，アレルギーグループは14.76パーセント74名，

端息ク'ループは3.88パーセント20名であった.全般的に

自の痛み，流涙，息苦しい，咽頭の痛み，咳がオキシダ

ント高濃度時l乙X2検定 (P<O.Ol)で有意に増加し，

次いで頭痛，慶声も関連ありとの結果である.

O.D.グループ 乙のクツレープはやはり特異な反応パ

ターンを示すことが表3から読みとれる.すなわち61日

間の全調査期間の平均訴症率を全校生徒のそれと比較し

てみると自の痛みと下痢をのぞいての13項目すべてが有

意の差を示していることである.乙のグループは多訴グ

ループであることがわかる.また自の痛み，流涙，咽頭

の痛み，息苦しいの 4症状をのぞいて他の11症状は高オ

キシダント日よりも 61日全調査期間の平均訴症率の方が

高いという特異な結果を示した.しかし 6月7日をみる

とほとんどの項目で全校生徒，他のクVレープをはるかに

上回る訴症率を示している.図 2，図 3にそれを対比し

やすい形で図示した.

アレルギーグループ このクゃループは全日平均訴症率

で全校生徒のそれと比べてみて咳，たん，頭痛，めまい

などで有意な増加がある程度で特にことなった応答ノfタ

ーンは示していない.高オキシダント日の訴症率をみる

と自の痛み，日国頭の痛み，諜の三症状をのぞいては可成

り高い訴症率を示すことがわかる.しかし前項のO.D.

クゃループと比べると全校生徒と似た変動といえよう.た

だし咳，たん，頭痛などの症状lζζのクツレープの特徴が

示されている.

端息の既往を有するグループ このクツレープの全日平

均訴症率では咳，たん， くしゃみ，暖声である.乙のグ

ループは数が少ないため統計的に有意の差のでる症状は

少なかったが，時患の既往のあるこれらの中学生のなか

には，現在なおI情患に擢患しているものも含まれている

と考えられ，乙の者たちの影響が訴症のなかに加わって

いるととが推察される.また咳，たんという呼吸器感染

症の主要症状がアレルギークゃループと比べてもさらに高

い比率であるととをみると呼吸器系の感染への抵抗性が

弱い乙とも考えられる.残念な ζ とに総数で20名という

数では不足であって十分な比較検討は行えないといわざ

るを得ない.

Eye 
irritation 

Sore 
throat 

Shortness 
of breath 

Cough 

Headache 

Watering 
of eye 

Sneeze 

Phlegm 

Hoarseness 

Feeling 
of tired 

Fig. 2. Changes in Subjective Signs Related to 

Oxidants Concentrations (1) 

一一 Allstudents 
. Allergic Group Dick lines : Av. of 

all days 

国自由 O.D. Group Thin lines : Av. of 

high oxidants days 

考 察

この調査でO.D.ク守ループが特異的l乙高い自覚症状の

訴症率を示レた.これについてはO.D.クVレッピングの

際アンケートのみにより行って，基礎疾患をチェックし

ていないための影響もある程度は考躍しなければならな

いが，しかレ多訴であることは疑う余地がない.乙のグ

ノレープが，さらに高濃度のオキシダントゃあるいは他の

汚染物質，温度，湿度さらに運動など、の負荷がかかった場

合に何等かの重い被害を受けやすいのかどうか，むしろ

軽い被害で感知するために重い被害とならない可能性が

強いのかどうかは今後の調査にまたなければならない.

臨床的民知られた重症被害者でのアレルギー素因が多

いとのことは，乙の調査とは直ちに結びつかなかった.

ζこでは全生徒との比較で呼吸器感染症の徴候である

咳，たんの訴えが多かったことは今後さらに検討してみ

る価値がある.大気汚染とアレルギー疾患との関連は臨

床諸分野でも特に注目されている分野であり，大気中の

化学物質がどのような形でアレノレゲ、ンとなりうるか書あ

るいは遅延反応という形で症状発現と関連しているのか

など今後解明しなければならない問題は多い.端息クツレ

ープは20名であって，との数では少なすぎて統計的処理



東京衛研年報 26・1，1975 293 

lEye irritation 

Sore throat 

Sortness of 
breath 

nor 
Cough 

iHeadache 

Watering of eye 

:Sneeze 

Phlegm 

Hoarseness 

Feeling tired 

5 10 15 20 25 30 % 

Fig. 3. Changes in Subjective Signs Re1ated to Oxidants Concentrations (2). 
On June 7. '74，Oxidants Concentrations in Tokyo Rose above 0.23ppm. 

でほとんど有意な結論が出せなかった.今後もう少し例

数を多くして検討してみたい.

このような健康日記を用いて，光化学スモッグ(およ

び、大気汚染〉の急性影響を調べる方法は有効であること

がたしかめられているが， ζれについていくつかの間題

はのこされている.一つは対象が中学生であり，調査す

る側が真面目i乙アプローチすれば真西日比応えてくれる

条件をもっている ζ とである.裏返せば調査側のアプロ

ーチ如何によって結果の信頼性がゆらぐ乙とのある ζ と

を深い注意をもって銘記しなければならない.

次l乙サンフ。ノレサイズの問題である.一般的民自覚症状

と汚染物質の相関解析を行おうとするならば4'"'-'500名

という対象数は十分な数となる.しかし，乙れらの生徒

の中から素因なり既往歴で分けて自覚症状をみようとす

るならークツレープが最低50名というのが，統計的処理を

行うために必要な数になってくる.またアンケート調査

においては刺激が加わる乙とによって Over Response 

が生ずる恐れがある.乙の止むを得ざる一例として日記

1慢の回収新配布がある.今回はすべての調査期聞を用い

たが，より厳密を期すならば，日記帳を配布してから 5

日間はデータからカットするよう托すればそのバイアス

は大部分消去される.今後の調査に当っては検討を要す

る事項である.

今後素因と被害あるいは自覚症状の変動との関連をさ

らに例数をふやし，またグループ分けももっと精密にし

て調査を行う必要がある.また ζのアプローチとは逆な

重症被害者の臨床疫学的アプローチと相まって，光化学

スモッグ被害のメカニズム究明に寄与して行く努力が強

く要請されている.

〔本研究は昭和49年度当研究所調査研究課題「オキシ

ダントの人体および生物影響調査研究」の一部として実

施したものである〉
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メチル水銀中毒修正因子としてのマグ口由来セレンの有効率

関 比呂伸*西寝 進料田村 行 弘 仲 真 木 俊 夫 仲

山田 洋料 111島村保洋**今 野 ヒ ロ 子 * 落 合 節 子 料

湯 目邦雄*溝口 勲*野牛 弘*大井 玄*

Effectiveness of Selenium in Tuna Meat in Modifying Methylmercury Toxicity 

HIRONOBU SEKI*， SUSUMU NISHIGAKI*ヘYUKIHIROTAMURA**， TOSHIO MAKI*ぺ
HIROSHI Y AMADA **， Y ASUHIRO SHIMAMURA牢*， HIROKO KONNO汽 SETSUKOOCHIAI*ヘ

KUNIO YUNOMEへISAO乱lIZOGUCHI*，HIROSHI Y AGYU申 andGEN OHI* 

Effectiveness of selenium naturally occurring in tuna was compared to that of selenium in selenite 

with respect to protection against the toxicity of methylmercury. 

Male weaning rats were fed diet for 70 days which contained 20 ppm methylmercury chloride (MMC) 

and graded concentrations of selenium originating from either tuna or sodium selenite. Regardless of 

its origin， selenium showed protective effect， generally corresponding to the added levels (0.5， 1. 0， 

1. 5 ppm) in terms of length of survival， morbidity and growth rate. Efficacy of selenium in tuna， as 

compared to that of selenium in selenite was roughly equivalent in growth rate but approximately half 

as effective in preventing neurological manifestations. 
Possible mechanisms were discussed as regards protective effect of selenium anc1 the c1iscrepancy of 

efficacy between tuna selenium anc1 selenite selenium in moc1ifying neurological signs. 

This stuc1y appears to warrant further investigation upon the protective activity of naturally occuring 

selenium against methylmercury toxicity， particular1y in those fish known to contain high concentra-

tions of both methylmercury anc1 selenium. 

患者 広=1

セレンがメチル水銀毒性を減毒する事実は， 1972年

Ganther等1)により報告されて以来，多くの研究者によ

って確認された.ト7)

ζのセレンl乙よってなされる保護効果のメカニズム

は，いまだ明らかではないが，乙の事実は，動物性蛋白

を主l乙魚類から摂取する日本人，特l乙マグロ漁船員やタ

スマニア人にとって実際的な重要性を持っている.

ところで，いくつかの魚類，特l乙マグロや遠海魚l乙は

高濃度のメチJレ水銀を合むζ とが知られている.一方，

乙れらの食用部分にもやはりかなりの量のセレンが含ま

れている 8)

しかし，動物由来のセレンは，ニワトリヒナl乙おける

セレン欠乏症の予防効果において，植物由来セレンやセ

レンの無機化合物よりも働きが悪い ζ と が 知 ら れ て い

る 9)

*東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科

160 東京都新宿区百人町 3-24-1

乙れらの事実にもとづいて，我々は，メチノレ水銀毒性

の減毒作用について，マグロ由来セレンと亜セレン酸ナ

トリウム由来セレンとの有効率を比較し，興味ある知見

を観察したので報告する.

方法・材料

離乳期のウィスター系雄ラット(体重43土19) は，

70日間表 1のような飼料を与えられた.ラットは各群33

匹からなり，週 2回の体重測定と毎日死亡数や健康状態

(例えば，粗毛，後肢の交差と麻痔で表わされる神経症

状の発現10)) を観察した.

館料の調整は，表 1の如く，動物性蛋白源として， I 

(A，B，C)鮮はそれぞれ10，20，30%のマグロ肉を， 11 

(A，B，C)と直 (A，B，C)はそれぞれ10，20，30%の

カゼインを用いた.セレン源として， 1群はマグロ肉よ

り，車群は亜セレン酸ナトリウムより供給し A:0.5 

B: 1. 0， C: 1. 5 ppm Se になるように調整した.各飼

料同生活科学部食品研究科

* Tokyo乱1etropolitanResearch Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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Table 1 Selenium and Methylmercury Concen陣

trations in Experimental Diets 

'Group MMC 

I-A 20ppm Hg 

I-B 20 

I-C 20 

lI-A  20 

II-B 20 

II-C 20 

1[-A  20 

貰-B 20 

][-C 20 

Se Tuna Casein 

0.5ppm Se a 10% 

1. 0 a 20 

1.5 

0.5 

1.0 

1.5 

a 30 

b 10% 
b 20 

b 30 

C 10 

C 20 

C 30 

a: Selenium originates from tuna meat. 

b: Concentration of seleni um in the basal diet 
is 0.1 ppm. 

c: Added as sodium selenite. 

料成分中の Se量は，表 21乙示した.セレンが加えられ

なかった E群 (A，B， C)は，測定結果，各々 0.10，

(0.11， 0.11 ppm Seであった.メチル水銀は，塩佑メチ

ル水銀をアセトンでとかし，粉末飼料と混合し，ペレッ

トlこした.

70日間の投与後，ラットは採血され，断頭放血後，脳

10 
1 -ABC II -ABC 

I担〈Cピ〈 6 

日主〈£工ピ〉 5 4 

3 

2 

295 

Table 2 Selenium Levels in the Constituent of 
the Diet 

Tuna meal 5.0 ppm Se 
Casein 0.12 
Corn 0.05 
Soybean meal 0.43 

(45% protein) 
Rice bran 0.13 
Kaoliang 0.12 
Alfalfa 0.73 
CaC03 0.01 
CaCl 0.01 
Yeast 0.02 
Vitamine complex 0.04 

-肝・腎が摘出され，血液と共に，すぐに凍結した.そ

して，これらは総水銀，メチノレ水銀，セレンの分析時ま

で-250Cで保容された.

総水銀は，五酸化ノてナジウムを触媒とする硫酸硝酸分

解法山と還元気化注入万式よりフレームレス原子吸光光

度計l乙て測定された 12)

メチノレ水銀は， Westぬ 13)の変法はより測定された 8)

セレンは，過塩素酸，硝酸で分解し， 2， 3ージアミノ

III -ABC 

@
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ナフタレンを使用した蛍光光度法で、測定された 14)

得られた結果については， t検定はより統計処理され
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果

1. 成長率

各群の成長曲線は，図 1，2 f乙示されている.これら

の図で，塩化メチル水銀の毒性は，成長率の抑制，体重

の損失や生在期間の短縮化として現われている.そし

て，マグロ由来セレンであろうと亜セレン酸ナトリウム

由来のセレンであろうと加えられたセレンは，はっきり

と成長率を改善レていた.

一般に，マグロ由来セレンの I群において，飼料中セ

レン濃度の上昇とともに成長率は良くなった(図 1). 

成長率の面から，マグロ及び亜セレン酸ナトリウムとも

セレンの保護効果は，ほぼ等しいように見えた(図 2). 

セレンの加えられなかったE群において，カゼイン濃度

20%以上では，有意 (P<O.Ol)に成長率が良くなって

いた.

2. 神経症状の発現

図3f乙示された如く，神経症状の発現曲線は， s字型

である.そして，保護効果は，右方への移行として現わ

結
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も脳において一覧してより効果的に蓄積していた(1-

A， 0.27対][-AO.30; 1 -B， 0.33対車-B，0.57; 

1 -C， 0.30対][-C， 0.45). 一方，他の臓器内蓄積

は，明らかな傾向を示さなかった.

総水銀，メチノレ水銀ともに，セレンの添加の有無にか

かわらず，各群の間l乙違いが認められなかった.

このような ζ とから，総水銀，メチル水銀の蓄積は，

神経症状の発現や成長率と関係がないようである.しか

しながら，非常に興味深い乙とに，脳中総水銀とメチル

水銀の聞の濃度の違いが，添加セレン量の増加とともに

次第にました.これは，又，生帯率の改良と平行してい

るようである(図 5). 

26・1，1975 報年研f者京東
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考察

24種類の食用海産魚の 279検体を分析した西垣等は，B) 

一般i乙メチル水銀のレベ、ルの高い魚は，やはりまたセレ

ンを高く含有していることを観た.しかし，大部分のも

のでは，セレンのレベルは比較的一定であって 0.5ppm

-1.0ppmの間に落ち着き，なおかっ，メチノレ水銀の濃

度を ζえていた.

我々の実験は，このように実際に魚の中l乙含まれてい

るレベルのセレンが，はるかに高濃度のメチル水銀の毒

性比対して明瞭に保護的効果をもっζ とを示している.

しかし，更にマグロ中i乙自然に含まれているセレンは，

亜セレン酸ナトリウムl乙比べて神経症状発現抑制という

点で，効果において劣るものがあった.

現在において，メチル水銀の毒性を減毒するセレンの

メカニズムは，不明である.しかし我々の観察は，以下

の点について今まで報告された観察と一致するものであ

った.4，5，15) すなわち， 分析された臓器中の総水銀ある

いはメチノレ水銀の濃度は，セレンを同時投与する ζ とに
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されている.

セレンを添加しない時，神経症状は 4-5週日から発

現した.そして， 9週の終りには全てが神経症状を呈し

た. ]l群において，カゼイン濃度の増加は，神経症状の

発現を遅らしていた.しかし，カゼイン20%群は， 30% 

群よりも効果的であった.

我々が成長率で得た観察と対照的~C ， マグロ肉と亜セ

レン酸ナトリウムの間に神経症状発現の予防におけるセ

レンの効果は，はっきりと異なっていた.例えば，マグ

ロ由来セレン1.0ppmは，亜セレン酸ナトリウム出来

セレン 0.5ppmとほぼ向じ効果であった.

3. 死亡率

死亡率曲線の上昇は，神経症状の発現のそれとかなり

良く似ていた(図 4). しかし，死亡の開始は， 2....... 3週

間遅れた.

(%) 
100 

。

。一一一O
鶴一一一欝

×一一一一一×
0一一0

亜セレン酸ナトリウム由来のセレンの効果は， 0.5 

ppmのセレンレベルの時， マグロ由来セレンの効果と

ほぼ等しかった.しかし，亜セレン酸ナトリウム由来セレ

ン群において，セレン量が増えるにつれて効果がました.

t' 4. 臓器中総水銀・メチル水銀・セレン濃度

分析結果は，表 3~乙示す.添加した飼料中セレンは，

臓器内で 2--5倍の蓄積増加をきたした.そして，亜セ

レン酸ナトリウム由来セレンは，マグロ由来セレンより
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Table 3 

Tissue T-Hg (ppm) Me-Hg (ppm) Se (ppm) 

IA Brain 10.6土1.1 10.0土1.3 0.27 :t 0.03 
Kidney 60.1土 11.4 33.0 :!: 10.2 5.8 土 0.6

Liver 52.3土 10.6 39.1土 8.4 2.4 土 0.4

Blood 147 土 25 136 土 26 0.43土 0.05

1 B Brain 12.6土 2.6 11.0土 2.0 0.33土 0.05

Kidney 68.2土 13.9 38.8土 12.1 7.5 土1.2

Liver 52.5:!: 5.4 39.7:!: 4.0 3.0 土 0.4

Blood 137 土 16 122 土 14 0.49 :t 0.04 

1 C Brain 10.3土 0.9 9.0土1.0 0.30 :t 0.04 

Kidney 68.2土 9.7 42.6土 7.7 7.7 土1.0

Liver 49.1:t 5.5 36.7土 9.5 2.7 土 0.4

Blood 131 こと 21 114 土 20 0.59土 0.03

][A Brain 12.1土1.0 11.5土1.2 0.30士 0.05

Kiduey 63.8土 11.5 35.8土 11.1 10.0 土1.6

Liver 52.1士 7.9 40.1土 10.6 2.7 土 0.3

Blood 152 土 32 130 土 30 0.45土 0.05

][B Brain 12.7土1.1 11.8土1.6 0.57土 0.14

Kidney 63.0土 11.2 42.8土 10.2 7.8 土1.5

Liver 51.8土 8.5 40.9土 11.3 2.4 土 0.7

Blood 144 土 21 125 土 24 0.77土 0.11

][C Brain 12.3土1.0 10.3土1.3 0.45 :t 0.04 

Kidney 77.5土 14.1 48.1土 13.0 9.6 土1.4

Liver 57.4土 8.2 44.7土 12.1 2.3 土 0.3

Blood 142 土 24 123 土 22 0.63土 0.04

JIB Brain 9.1土 0.5 9.2土 0.1 0.16土 0.00

Kidney 46.4土 4.7 25 土 5 1.62土 0.38

Liver 38.7土1.0 30.5土 2.5 0.65土 0.06

Blood 132 士 18 113 土 11 0.32土 0.04

lIC Brain 13.1土 3.3 13 土 3 0.14土 0.00

Kidney 43.3 :!: 11. 6 23 土 2 3.3 土 0.25

Liver 47.9土1 .6 32 土 7 0.89 :t 0.07 

Blood 166 土 66 146 土 84 0.19土 0.04

よって減少していないし，また中毒症状の発現の程度に ろん，乙れらは魚の中広含有されるメチノレ水銀を極め

は全く関係していない. て大量に消費するものであるが)，後者のメカニズムが

セレンが及ぼす保護効果については，いままで2種類 働いているかもしれないということを示唆する証拠があ

の仮説が提出されている.一つは，セレンは，重金属に対 る.すなわち，乙れらの生物の分析された器官においで

して大きな親和力をもっ，いわゆる nontoxic binding は，水銀はもし非常に高濃度に序在する場合にはメチル

sitesをますため， 重金属の通常の標的器官からそれら 水銀として在在するのではないという 17-20) 更に，臓

を転ずるという作用である 1) 第二には，セレンは，メ 器中のセレンも同時に調べられた研究で、は，メチル水銀

チル水銀をより無毒な形のものへの転換を促進するとい は少なくても悶濃度あるいはそれ以上のセレンと共に容

う説である 4) 在する 18-20)

フェノパJレピタールのような小胞体系を刺激すること 以上のような知見から考えてみて，総水銀とメチル水

で知られている物質は，以上の 2様の解毒経路を与える 銀濃度との間の差が，あるいは，いわゆるジメチルイじき

ものであるかもしれない 16) 乙れに反して，疫学的調査 れた部分が，指数関数的にふえるようにみえたことは興

によれば，海洋の食物連鎖の頂点は近い生物では(もち 味深い.そレて，それは，セレンの恩恵、をこうむった動
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物の脳においてみられ，しかも生存率が改善されるは従

って以上の事実は，つまり，総水銀とメチル水銀との差

はふえる傾向がある.

しかしながら，前にも述べた如く，メチノレ水銀の脳中

濃度それ自体は中毒症状の発現とは相関していないので

あるから，このような非常に劇的な生荏率の改善化が，

単に109るや15%のメチノレ水銀がより無毒な形にかえられ

たというだけで説明をすることは難しいであろう.そし

て，この見かけ上のジメチル化は，メチル水銀の毒性l乙

対して単に複数の保護的機序，その中にはもちろんセレ

ンが一番重要な役割を占めるものであるが，そういうよ

うなものの 2次的な表現かもしれない.

種々の食物中のセレンやセレン化合物のニワトリ及び

他の家畜動物にみられるセレン欠乏症に対する薬理的効

果がいろいろ異なったものであるということは，実験的

J乙も示され，また実際的な問題としても認識されてきて

いる 21-25) 最近になって， Cantor等の報告によれば，

動物由来セレンのいわゆる "BiologicalAvai1ability" 

というものは，ニワトリヒナの浮臆病を防止するにあた

って極めて低く，亜セレン酸ナトリウムの25%，あるい

はそれ以下であった.ところが，植物由来のものは，極

めてその有効度が高いということがわかった 9) 更にま

た彼等の観察によれば，セレンメチオニンは，ニワトリ

ヒナの醇臓線維化症の予防l乙は亜セレン酸ナトリウムよ

りもはるかに有効である 2めにもかかわらず，悶じヒナの

浮腫病を予防するという点、については，逆l乙亜セレン酸

ナトリウムの方がセレノメチオニンよりも効力が高っ

た 9) つまり，彼等の知見は，セレン化合物の薬理効果

というものはその化学構造及びどのようなセレン欠乏症

であるかというそのタイプによって変ってくるのであ

る.

我々の観察によれば，マグロ由来セレンの薬理効果

は，成長率l乙関して亜セレン酸ナトリウムと同様に有効

であるが，しかしながら，神経症状の発現を抑えるとい

う点では，半分ぐらいしか有効でない.その事実は，メ

チル水銀中毒をセレンによって緩和するにあたっても前

述と同様の複雑さが寄在することを意味するものであ

る.このような反応の起り方の差というものが，つまり

全体的な身体の反応及び神経症状の反応の差のあること

についての理由は，明らかでない.しかしながら，考え

られる乙とは，マグロ由来セレンは，その化学構造のた

めに亜セレン酸ナトリウム由来セレンl乙比べて，血管脳

関門を通りぬけることが少ないのではないかということ

である.Steinwall等は， 1969年l乙血管一脳関門は，メ

チノレ水銀によって傷害されると報告した.27) そして，我

々はすでにこのような傷害が在在する場合には，通常な

らば脳中l乙蓄積されない亜セレン酸ナトリウムのセレン

が， 28，29) おそらく血柴浸出する際l乙脳中へ漏出していき

(あるいは血管ー脳関門を通りこえ)，そして脳に蓄積さ

れることを観た 15)

このような意味あいからみると，それは，亜セレン酸

ナトリウムを投与された動物の方が，常i乙同じ濃度のマ

グロ由来セレンを投与された動物よりも脳中へ多くセレ

ンを蓄積し，なおかつ神経学的症状の発現を抑える点、に

ついてもすぐれていることで意義のある ζ とかもしれな

いうまでもないことであるが，ここで用いられた神経

学的な指標は，後肢の交差にせよ麻痔にせよ中枢神経と

いうよりもむしろ末梢神経の傷害の発現で，従って脳中

J乙認められたような蓄積傾向というものが末梢神経にお

いても同様に存在するかどうかということを明らかにし

なければそれが真に意義のあるものであるかどうかは，

ここでは言明することは不可能であり，今後の課題とし

て残されている。

要約

マグロ中i乙自然に含まれるセレンの有効率がメチノレ水

銀毒性l乙対しての保護効果l乙関して，亜セレン酸ナトリ

ウムのセレンの有効率と比較された.

離乳期の雄ラットは，塩化メチノレ水銀として 20ppm 

Hgとマグロあるいは亜セレン酸ナトリウムから由来す

る各濃度のセレンを含む銅料を70日間与えられた.

その結果として，セレンの由来にかかわらず，生荏の

長さや神経症状の発現及び成長率の面において，塩化メ

チル水銀の毒性に対して，加えられたセレン濃度の増加

に従って (0.5，1.0， 1.5 ppm)， より大きな保護効果

が示された.亜セレン酸ナトリウム由来セレンと比較し

た時のマグロ由来セレンの有効率は，成長率においでほ

ぼ等しいが，神経症状の発現防止では約半分であった.

マグロ由来セレンと亜セレン酸ナトリウム由来セレン

との間のセレンの保護的効果や神経症状発現の防止の有

効性の矛盾に関して，可能なメカニズムが論議された.

乙の研究は，メチル水銀毒性l乙対して自然に含まれる

セレンの保護的l乙働く活性度，特l乙，メチル水銀とセレ

ンの両方を高濃度合む魚、において，更に十分な調査を行

なう必要性を示すものである.

〈本研究は昭和49年度当研究所調査研究課題「重金属の複

合汚染の生体影響に関する研究jの一部として実施し，

その概要は日本衛生学会第45回総会昭和50年4月で発表

した〉
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メチ;!.-水銀中毒に対しセレンか保護的効果を示すためのいくつかの条件

玄*

Protective Effect of Selenite against Methylmercury Toxicity; Observation 

Concerning Time， Dose and Route Factors in the Development of 
Methylmercury Poisoning 

井大弘*牛野比 呂 伸 *関ヒロ子*野よ〉、
寸

HIROKO KONNOヘHIRONOBUSEKI*， HIROSHI YAGYU* and GEN OHI* 

Protective effect of selenite against methylmercury toxicity was observed in experimentally induced 

acute and subacute methylmercury poisoning of rats. The protective effect became more evident as the 

acuteness of methylmercury poisoning decreased in terms of the total methylmercury dosage adminis-

tered and the number of survival days after the last dosing， and there appeared to be present an optimal 

dose relationship between the two substances which would give rise to selenium induced protection. 

Protective effect of selenium was likewise clear in subacute methylmercury poisoning in regard to 
growth rate， incidence of neurological signs and mortality. There was no significant difference in pro剛

tective effect when administration route was changed. 

た.結果は Fig.1及び表 1をみてもわかるように， 投

与期聞が短い程，つまり，総MMC投与量が少ない程生

幸子期聞が長く， 14， 16日間連続投与群については，最終

投与終了する 1，2日前に全匹死亡した.最高12日投与

群まで生存できた.

2) 亜セレン酸ナトリウムとMMCの量的関係

1群10匹とし，ラットを 6群l乙分け， MMC10mgHg 

22 

緒言

1972年 Ganther等は， 1) マグロ肉がウズラのメチル

水銀中毒を軽減すると報告し，その保護物質がセレンで

ある乙とを示した. この事実は， 多くの研究者2ーのによ

って確認されている.しかしながら，乙の保護効果は常

に認められるものではなく，或期間内におけるメチル水

銀・セレンの投与量，両者の投与量比，急性・亜急性の

問題，投与経路などの条件を充たさなけ・ればならず，我

々は以上の因子についていくつかの知見を得たので，こ

れを報告する.
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方法・材料

急性メチJレ水銀中毒に関するすべての実験には，ウィ

スター系雄ラット 8週齢，体重240土 7gを用いた.亜

急性メチノレ水銀中毒実験には，ウィスター系雄ラット 5

週齢，体重 120土 5gを用いた.室温25土50，湿度60土

5%の窓で飼料，水を自由l乙摂取させ，飼育した.

予備実験。メチル水銀投与終了後の生在日数

1群10匹とし，ラットを 9群に分け，塩化メチル水銀

10mgHg/kg/日をそれぞれ6，7， 8， 9， 10， 11， 

12， 14， 16日関連続経口投与し，最終投与時からの生存

日数を観た.なお，塩化メチル水銀(以下MMCと略す〉

は，サラダオイノレi乙溶かし，胃ゾンデを用いて投与レ Days of Administration Fig. 1 

*東京都立衛生研究所環境保健部 160 東京都新宿区百人町3-24-1
キ TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 



12日自に全匹死亡した (Fig.2参照). これらの 2つの

予備実験から，我々は次の事を推測した.

りもし，急性メチル水銀中毒において， MMC総投与

量が少なければ (Fig.1)， 亜セレン酸ナトリウムの保

護効果がもっとはっきりわかるので、はないか.

2) MM C 10mgHg/kg/日を 8日間連続投与した時，

亜セレン酸ナトリウム0.5，1. Omg Se/kg/日同時投与

群について，延命効果がある傾向がみられたことから，

MMCと亜セレン酸ナトリウムの両物質において最適な

量的関係があるので、はないか.

急性メチル水銀中毒におけるセレンの保護効果

(a) MM C 10mgHg/kg/日x7日間

10匹を 1群とし，ラットにMMC 10mgHg/kg/日を

7日間連続経口投与し，亜セレン酸ナトリウム 0，0.5， 

1.0mgSe/kg/日をそれぞれ同時に経皮投与した.方法

は予備実験と同様で，最終投与後から 100持死亡するま

での日数を観た.

(b) lVIM C 10mgHg/kg/日x6日間

MMC，亜セレン酸ナトリウムを(a)と同様な方法で，

6日間連続投与した.

(a)， (b)の実験は開始してから 3ヶ月程観察した.

亜急J性メチル水銀中毒における亜セレン酸ナトリウ

ムの保護効果
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Group 

/kg/臼を 8日関連続経口投与した.同時に，生理的食

塩水l乙溶かした亜セレン酸ナトリウムを o， O. 05， O. 1， 

仏 5，1. 0， 5.0 mgSe/kg/日それぞれ8日間経皮投与

した.そして，最終投与時からの生在日数を観た.その

結果，最終投与時からの 100%死亡日数は， MMC単独

投与群及び亜セレン酸ナトリウム 0.05mgSe/勾/日，

'U.1 mgSe/kg/日投与群は 9日目であった. また，亜

セレン酸ナトリウム 5mgSe/kg/日投与群は投与開始

して 3日以内に全匹死亡した.つまり，急性セレン中毒

は，怠性MMC中毒よりも毒性が強いことがわかった.

盟セレン酸ナトリウム 0.5mgSe/kg/B，1.0mgSe/ 

kg/日投与群はそれぞれMMC最終投与してから 11，
MMCと亜セレン酸ナトリウムを経口投与した場

A 
に1

24匹を 1群とし，ラットを 4群l乙分け，下記の様な飼

料及び水を40日間与え，その後普通飼料及び水を 3週間

自由民摂取させた.

(a) 

料

MMC 
MMC十3ppmSe 

3ppm Se 

コントロール

飼

20ppm 

20ppm 

グループ

A 

B 

C 

D 

MMCはアセトンに溶かし，飼料とよく混ぜ，ペレッ

トして，間型飼料として与え，亜セレン酸ナトリウムは

Seとして飲水中氏与えた.週 2間体重測定， 後肢の交

差と麻痔により判定した神経症状の発現数，死亡数を観

察した.

MMCを経口投与，亜セレン酸ナトリウムを経皮

投与した場合

25匹を 1群とし，ラットを 4群l乙分け，下記の様なグ

ループで， (a)と同様の方法で観察した.亜セレン酸ナト

リウムはおとして生理的食塩水l乙溶かしたものを使用

した.
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果がみられた.乙の保護効果はMMC.亜セレン酸ナト

リウムを最終投与してから生在日数の延長として表わす

ことができた.例えば， MMC8日間投与群(総MMC

投与量80mgHg/kg)では盟セレン酸ナトリウム同時投

与(0.5mgSe/kg/日， 1.0mgSe/kg/日〉しでも 2"'-'

3日の生存日数の延長であった.しかし 7日間投与群で

は亜セレン酸ナトリウム 1.0mgSe/kg/日を同時に投

与すると少なくとも 3ヶ月の延命がみられた(1/10匹).

さらに6日間投与群 (Fig.4)においては，頭セレン酸

ナトリウム 1.0mgSe/kg/日投与群は 3ヶ月経過して

も死亡率が50%，つまり 50%(5/10匹〉は生在していた.

乙れらの急性メチノレ水銀中毒実験から MMClOmgHg/

kg/自に対レ，亜セレン酸ナトリウム 1.Omg Se/kg/ 

日の付近が両物質の最適な量であろうと思われる.モノレ

比でSe:Hg=l: 3である.一方，盟急性あるいは盟慢

性の実験では7)両物質の最適な量はモル比で、 1: 1と思

われる.亜急性メチノレ水銀中毒において亜セレン酸ナト

リウムの保護効果は成長率 (Fig.5，6)，神経症状の発

現，死亡数について観られた.実験(a)においてMMCの

投与群 (AG)は5週自民体重減少，神経症状の (9/25，

匹〉がみられたが， MMC+Se， Se投与群においては

体重の増加があり，神経症状の発現は 1匹もみられなか

った.その後8遇白にMMC投与群は 2匹死亡したが，

303 26・1，1975 年報衛研

飼料

20ppmMMC 

20ppmMM C +0. 15mg/kg/臼 Se

0.15mg/kg/日 Se

玉沢東
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結果及び考察

Fig. 2， 3， 4から明らかに亜セレン酸ナトリウムの

急性メチノレ水銀中毒l乙対する保護効果があり，それも 8

日間投与群よりも 7日間， 6日間投与群とMMCの投与

期間が短い程はっきりと亜セレン酸ナトリウムの保護効
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急性の時間因子，投与量関係，投与経路はよりどのよう

に変化するかを観察した.セレンの保護作用は急性メチ

ル水銀中毒においては，実験あたりのメチル水銀総投与

量と最終投与期日後の生害日数によって表現された.乙

の中毒の "acuteness"が減少するにつれて延命効果が

はっきりみられた.また，セレンと水銀の両物質の間に

は最適な量的関係がある.現急性メチノレ水銀中毒におい

てセレンの保護効果は成長率，神経症状の発現，死亡数

についてはっきりとみられたが，投与経路の違いによる

セレンの保護効果の違いはみられなかった.

3.0 

2.5 

2.0 

お
ωN同
』
立
ち
し
向
。
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〈本研究は昭和49年度衛生局調査研究「メチノレ水銀フ。ロ

ジェクト研究Jの一部として実施しその概要は日本公衆

衛生学会第33回総会昭和49年10月で発表した.)
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他の 3群については死亡しなかった.なお実験(司につい

ての観察は，他の雑誌にもっと詳しく報告している.め

また，亜セレン酸ナトリウムと MMCが胃腸内で結合

している可能性を避けるため，亜セレン酸ナトリウムを

経皮投与した時の保護効果をみた.成長率においては

Fig.5と同様の傾向を示している (Fig.6).また，死亡

数については 8週間観察中A，B， C， D群0匹であっ

た.神経症状の発現についてはMMC投与群は 7週自に

みられたが， MMC十Se経皮投与群については実験期

間中 1匹もみられなかった.このようにセレンの投与経

路を変えてもセレンのMMCに対する保護効果には影響

がないと思われる.これは，セレンがMMCと消佑管内

において毒性の少ない型の結合体〔例えば錯塩〉を作る

ことによりMMCの毒性を緩和するものでないであろう

ことを示唆している.

要約

メチル水銀中毒l乙対するセレンの保護効果が急性@亜
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メチル水銀のラット臓器別半減期の試算

野牛 弘*大井 玄*関比呂{申*

西垣 進料田村行弘**

Biological Half Lives of斑ethylmercuryin the Organ Compartments of a Rat 

HIROSHI YAGYUぺGENOHI*， HIRONOBU SEKI*， 

SUSUMU NISHIGAKI** and YUKIHIRO TAMURA料

Biological half lives of methyl-mercury in the organ compartments based upon experiment in which 

rats were fed 20 ppm dietary methyl-mercury chloride (MMC) for 40 days， were found unexpectedly 
brief : alimentary tract， 23 min. ; blood， 1 h 54 min. ; liver， 36 min. ; kidney， 27 h and the carcass， 12 

h. Ninety five percent of MMC was absorbed in the alimentary tract and 5% was lost in the feces. A 

'constant chronic dairy intake would give rise to a fixed excretion ratio (1. 244) between feces and 

urine. Apparent half lives of MMC in organs and a biological half life of MMC in the whole body 

were estimated as 20.1 days. 

先l乙Kopplel)らは鉛の生体内代謝を放射性同位元素 l乙達した.本解析では成長による修正は行わなかった.

を使用しての人体実験はより臓器別l乙濃度を測定し，そ 2. 臓器内総水銀 (TotalHg)濃度測定

の測定値から人体を 3つの部分 (Compartment)にわけ 臓器内メチノレ水銀濃度測定も向時l乙行われているが，

て，それぞれの半減期を試算し，骨は 1万日，血液・腎 総水銀濃度とほぼ同様な増減傾向を示している.しかし

では27日，その他の臓器では30日で半減すると報告して 総水銀濃度測定値の方が安定し，信頼性がやや高いので

いる.著者らはメチJレ水銀のラット経口投与実験の測定 解析には総水銀の値を使用した.

イ誼を得ていたので， ζの測定値を使用して臓器別半減期 (1) 測定方法:Deitz等の方法めにより， 五酸化パナジ

試算を試みた.ラット体組織を 5つの部分lζ分けて解析 ウムの触媒で硫酸硝酸疎解レて，フレームレス原子吸光

を誠み，興味ある知見を得たので報告する. 計により測定した.

1. 使用した動物実験成績 (2) 測定値:表 1のとおり

1. 動物実験の概要2):メチル水銀 20ppm含有飼料で 各臓器濃度は 5匹の平均値である.解析初期比は脳は

ラット(ウイスター系雄) 5週令を40日開館育(亜急性 その他の臓器を代表するものと考えたが，解析後期比は

実験).41日目より 61日目までは普通飼料で飼育した. ζの値を無視した.

実験40日自民は実験初期体重の 2.2倍i乙成長し， 300g 

表 1 ラット臓器内総水銀濃度測定値

臓器重量
実験日各臓器総水銀濃度 (ppm)

Total Hg 
Q g 。日 20 日 41 日

消 イじ 管 15 

血 液 20 0.02 110 147 

肝 9 0.04 33.6 44 

腎 3 0.08 116 83 

脳(その他〉 253 0.01 9 14 

*東京都立衛生研究所環境保健部 160 東京都新宿区百人町3-24-1 
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 

ヰ牢東京都立衛生研究所生活科学部

47 日

132 

38 

78 

12 

54 日 61 日

82 65 

34.4 24.2 

63.8 75.2 

8.4 6.1 



2. 解析方法
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1. 体内代謝機構

メチル水銀の体内における代謝は図 1のごとく， 5つ

の部分を想定し，物質の流れは矢印の方向を考えた.ま

た流れの速さは臓器濃度に比例し，その速さの値はそれ

ぞれの臓器固有のものであるとし，これを移行係数と呼

ぶことにする. (図 1)

図 1 メチル水銀体内代謝図

dA=単位時間内l乙投与されたメチル水銀童

Q=各 Compartmentの容量 (g)

qi，t=i Compartmentのt時における TotalHg 

濃度 (ppm)

A i， j = i Compartment一一 jCompartmentへの

移行係数

2. 各 Compartmentにおける総水銀の増減式

バハ円-JLzdA+181Qaqs一01十A12)Qん…...・H ・..…①
dt 

Jハ円
一一旦三=A12Q1q1+A52Q5q5一023十A24十え25)Q2q2…②

dt 

型企=A23Q2q2 -A31 Qぬ….......・H ・....・H ・....・H ・③
dt 

dQ4q 
lf=AAzqzーんQぬ ・④

dQ5q 
- E=125Qzqzー05十A52)Q5q5 ・…・・・…....・H ・...①

dt 

3. 恒常状態の試算式

常に一定量の物質を生物l乙投与を続けるといつかは体

内の物質量は一定となり，増減のない状態になる.つま

り恒常状態であるが，普通自然界にある生物は多くは乙

の状態にあると考えられる.

乙の恒常状態時の各臓器内物質の動きを式で表わせば

下記のとおりである.

O=dA十A31Q3q3∞一(ん+A12)Q1q1∞・H ・H ・.....・H ・.-(ID

0=A12Q1q1∞十A52Q5q5∞ー023+A24十A25)Q2q2∞…⑦

0=A23Q2q2∞-31Q3q3∞ ………・・・……...・ H ・..………③

0=A24Q2q2∞ーんQ4q4CO........................ .......・・・・・①

0=A25Q2q2∞一(}.5十A52)Q5q5OO ………...・H ・..……⑮

4. 補足方程式

消化管からの吸収率を Cとするといま吸収時間が t時

間とすれば

(1-A1)も=1-(1-A12)t=C ……........・H ・...・H ・-…・⑪

となる.

A23=A25とする.…⑫ ζの場合 A24=A25とするとそ

の他の Compartment の減衰期の減衰速度が遅くなり

理論値と実験髄の相違が大きくなるので，血液から肝へ

の移行係数と血液からその他への移行係数が等しいと仮

定した.

5. 各臓器移行係数 (A)の算出

I A1=1-10(与_c_)⑬
⑪より{ ".1 ~ ~~ 

1 ( log(l ~C) ¥ 

I A12=1-10' t /・…...・H ・...・H ・...・H ・..⑬

@より A31=J:ん+A12)Q1q1∞-dA…...・ H ・.....・ H ・..@
Q3q30。

③より
_ A31Q3q3 

23- Q2q2∞∞・……....・H ・...・H ・.....・H ・-…・⑮

⑦と⑮より

A12Q1q1∞ 
・・・⑫

Q2q2∞ 

_ A24Q2q2∞ ⑤よりん----_...・H ・.....・H ・.....・H ・.....・H ・-・⑬
Q4q4∞ 

⑫より A25口 A23…....・H ・......・H ・.....・H ・...・H ・....・H ・...⑮

_ A25Q2q2∞ ⑮よりんzーハ円 ...・H ・.....・H ・.....・H ・.....・H ・..@
"'l5Y.5∞ 

6. 各臓器の総水銀の濃度増減式は下記のごとく変換さ

れる.

q1， t+1=叫包Q恥 +ο-A1-A12河 @
 

q -112Q1q1，t士A52Q仏色
2， t+1-ーハ

+(1-A23-A24-A25)q2. t・H ・H ・-…....・H ・..…⑫

qM+1212ぞq2J 十(1-A31)q3， t ・・・・ ・・…・@
対 8

A24Q2q2 q…-Q7'も+(1-A4)q4， t •••..•••••••...•••• ..@ 

125Q2q2. t 
qM+F 25C

，z 十(1-A5-ωq5，t ・・・・・・…@

qT，い1=

Q1Ql.い 1+Q2Q2，色村+Q3Q3，も+1十Q4Q4，色村+Q5Q5，志+1
QT 

・・・・⑧

(T=全体〉

7. 恒常状態の各臓器の濃度計算

(1)減衰期測定値より減衰指数曲線，半減期を求める.
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指数曲線と測定値の適合度を t検定する.

減衰期濃度を Cとする.時間をTとする.減衰指数曲

線は

C 田 bT=ae 

lnC口 lna十bT

b= I:CT~~? -~S_~"lnC 
nI:T2弓訂1')2一

a=eA 但し A=~MJbZT

r一一 nI:CTlnC)-ETI:lnC 
.J{nET2ーCET)2}{nE(InC)2ーCElnC)2}

tこを三円一2
イ1-r2

7:'==-(In2) xケ2-T1)

ln-r 
ロ半減期・・・・・・・・・・・・・・・⑫

T1 T2 

40日以降の測定値を利用し，各臓器半減期を計算す

る.乙の半減期は著者の求める半減期とは異なるので，

みかけの半減期と呼ぶ乙とにする.

血液・肝・脳は指数曲線に適合しているが腎は適合し

ていない.しかし腎の適合しないのは測定上の誤差ある

いは生体差と考え，一応適合するものとして下記計算を

続行する. (表 2)

表 2 減衰指数曲線より算出したみかけ半減期と理

論臓器濃度

臓器)3IJ 半みか減期
け 実

41日験
目

47日目 54日目 61目白

血液 15.8日牢 155ppm 1l9ppm 87ppm 64ppm 

肝 24.5日* 45 38 31 26 

腎 95.4日 80 77 73 69 

t必 16.2日*牢 15 11 8 6 

指数曲線への適合度 申=危険率 5%で適合する
本木= 1/ 1 %で適合する

(2)求まった半減期は喜田村りの説によればいづれ等し

くなる筈である.しかし乙 ζに算出された半減期は臓器

によりやや差がある.これは動物実験には常lζ大きな変

動がある ζ とはよって起ったものと考え，各臓器内の総

水銀蓄積量を重みとして乗じて平均をとって総合半減期

とした.

総合半減期は20.1日となった.

(3)総合半減期より恒常状態臓器濃度を求める.

(ppm)C摂取量〉
dA= 20μgx 30g -;-1日

=6.25μg/quarter (15分〉

理論蓄積曲線

A=-fti; X{l-(す)-;-}
7:=半減期

Ao=単位時間の摂取量=dA

40日目の各臓器濃度を求める. =qi，40 

qベ i'40X{1-(~)了)

=山x(日 5Etr)=qi川お67

恒常状態の各臓器濃度が求まる.

消化管濃度 q1，∞=517ppm

血液 濃度 q2，∞=195ppm 

肝 濃度 q3，∞ロ 66ppm

腎 濃度 q4，∞=145ppm 

脳その他濃度 q5，∞= 19ppm 

8. 移行係数の算出(第 1回〉

投与メチル水銀は1.5日で 1%が尿中l乙排世され， 99 

%が消化管から血中i乙吸収されるとする.計算の単位は

15分単位とする.

A1=0.697916xl0-4 

A12=0.0314744 

A23=0.0610537 

A24=0.00146195 

A25=0.0610537 

A31 =0.398347 

A4=0.0131657 

As口 O

A52=0.0505323 

ln2 /'-'-" 1.，.4 _ _， ln2 
半減期=一一(単位 quarter)ヱーてァ(単位時間〉

Aλ佳

ln2 
消化管口一一一一一=5時間30分

(21十A12)

ln2 
血液-/_ 

...~ 

_， • - 1時間24分
(え23+A24十A2S)x4 

肝
ln2

分=一一一一一-=24-;十
A31X4 ノJ

ln2 
=一一ーロ13時間12分

A4X4 

脳 _ ln2 
=3時間24分その{由一

05十A52)x4 

求まった移行係数で実験日の各臓器濃度理論値を算出

すると， 20日腎 116ppmの実験値を除くとよく適合して

いる ζ とになる.しかし同時比尿尿中総排世量を算出す

ると，メチノレ水銀の殆んどは尿中氏排世されると算出さ

れて来る. (表 3)
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表 3 第 1回理論値算出

実験日 20日 41日 47臼 54日 61日

実験 quarter 1920 3936 4512 5184 5856 

消 化 管 265ppm 375ppm 303ppm 236ppl11 184ppm 
メ

血 液 99 143 116 90 71 
チ
ノレ 肝 34 49 40 31 24 

ァ銀濃度jて 腎 71 108 88 69 54 

目出 9.4 13.8 11. 2 8.7 6.8 

全 体 29 42 34 27 21 

尿中総排i世最 0.3mg 1.0mg 1.2mg 1.4l11g 1.6mg 

尿中総排i世量 2.9mg 1O.2mg 12.5mg 14.6l11g 16.2mg 

9. 消化管濃度測定

29日腎濃度を除くとよく適合している.

尿中排世量が多いことが疑問点である@

消化管濃度が非常lζ高いことが理論的l乙求まったの

で，その確認のため再度動物実験を行った.他の臓器濃

度はよく適合したが消化管濃度は理論値では 5日目で

81.9ppmとなることになっているが，実験値では 4.3

ppml<:過ぎなかった.そこで消化管濃度を減じ実験値に

合せ，余った総水銀量を脳その他l乙包含せしめた.従っ

て今後は乙の第 5の Compartmentはその他と称する.

消化管の濃度が低くなれば，当然の ζとながら，流速を

それだけ早くしなければならない.即ち濃度は81.9ppm

を4.3ppmへ，移行係数は 81.9-;.-4.3=19.0倍する必要

カまある.

先l乙求まった移行係数ん及び A12を19.0倍する.新し

いん=0.00132856，新しい A12=0.599150となる.

しカ〉るに

(1-A1)七=1-(1-A12)もであるから

t=5.4034となる.

10.移行係数の算出(第 2回〉

新しい移行係数および各臓器半減期は下記の如くん

A12' A52'消化管半減期，その他半減期が変更される.

ん=0.00132856】

< -~ -::::::- } 0.600479 消化管半減期 17分
A12=0.599150 ) 

A52=0.0197544 その他半減期 8時間46分

11.尿尿中への排世比

以上の計算では実験値と理論値がよく適合している

が，メチノレ水銀は尿中へ主として排1まされることとな

る.しかし，一般的民尿中への排世が信じられているの

で，尿尿中への排世比の修正を行った.

使用した実験値には 尿尿中への排j世量が測定されて

いないので， Cikrt5)の実験値および浮田のの実験値を使

用した.

Cikrtは 88μgを静脈内注射したところ24時間内尿尿

中排世比は 4.9となっている.一方浮田は 3mgを皮下

注射したところ 5日自に1.35となっている.いま恒常状

態時の尿尿中排世比を αとすると， Cikrtの実験でも浮

田の実験でも尿尿中の排世比は αの函数である.即ち

4.9=f1(α〉

1. 35=f2(α〉 である.

そ乙で 尿尿排洗比α及びその他尿排?世比3を使用し

て各臓器移行係数を算出することにする.

ん_ dAXα 
ιQlql∞ x(l+α+の

み =224弘伊豆L
υαQ5q5∞ 

ん=_!_企血竺ー
佳 αQ4q4∞

À. ，i=~4Q4q4∞ 
24-Q2q2∞ 

(log{1一(1 -~I)lt 、1

A12=1-10'- t ，...J 

ん=よ主士~2)Ql生竺二互主-
QL  Q3qa∞ 

A.o = _3_a_:Q3qa∞ 
23--Q2q2∞ 

A".= A:_:;Qzq2∞ -A 
52一 Q5q示 "5

A25= A23 

Newton法7)により α!の近似値を計算すれば Cikrtの

実験にあっては α=1.472となり，浮田の実験にあって

は α=1.016となった.この 2つの値の平均を取れば

α=1.244となる.
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表 4 実験の各臓器総水銀濃度・尿尿総排j世量理論値

実験日 15分単位消化管濃度血液 q2 肝 q3 院円文 n 吐4 その他q 全体 qT 尿総排世量尿総排世量
μgμg  

5臼 480 
p5p.In 4 p33p.m 4 p11p.ln 3 P18P.110 1 P7P.112 1 p9p.n1 1 2μ07 g μ7g 4 

10日 960 8.8 58.8 20.0 37.6 13.5 16.7 644 333 

15日 1440 11. 7 80.2 27.3 54.4 18.9 23.2 1273 760 

20臼 1920 14.1 98.3 33.4 68.5 23.4 28.7 2065 1331 

25日 2400 16.2 113.5 38.6 80.5 27.2 33.3 2993 2021 

30日 2880 17.9 126.3 43.0 90.5 30.4 37.2 4036 2813 

35日 3360 19.3 137.1 46.7 99.0 33.1 40.4 5177 3690 

40日 3840 20.6 146.2 49.8 106.1 35.4 43.2 6399 4640 

41日 3936 18.6 138.2 47.1 105.3 34.6 41.8 6633 4836 

47日 4512 15.1 112.5 38.4 88.1 28.2 34.1 7868 5914 

54日 5184 11. 9 88.6 30.2 69.5 22.2 26.8 9023 6929 

61日 5856 9.4 69.8 23.8 54.7 17.5 21.1 9933 7730 

実験値との適合性検定の結果20日目の腎測定値を除きよく している
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恒常状態時におけるその他より排世される量対尿中排 12.移行係数の算出(第 3回〉

世比 s=Oとする. 新たな移行係数を算出する. (単位15分〉
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程度まで，排j世されるのが認められる筈である.

吏らに消化管吸収率を計算すると

(1ーん)5.ω34=C = (1-0. 0085)5'ω34=0.95 

となり，消化管でのメチル水銀の吸収は投与量の95%で、

あると計算される.

][.移行{系数を使用しての各種投与実験

求まった移行係数をもちいて，一回投与実験の各臓器

の濃度増減曲線を算出した. (図 2)

経口投与@静脈注射@皮下注射の 3法の比較を行っ

た.経口投与と静脈注射は非常によく似た経過をとる

が，これはメチJレ水銀は消化管から急速に吸収されて血

中i乙入り，血液濃度を高めるためと考えられる.一方皮

下注射にあっては，体外への排世がやや遅く，消{七管@

血液・肝およびその他の濃度は前2者l乙比して高い.腎

については蓄積はやや遅くはじまり，前 2者に比して高

濃度となる.体外への排世すなわち尿尿中への排世は，

経口投与では尿中への排世が多く，尿中へのtlj:1世は静脈

注射・皮下注射に比して少くなっている.また皮下注射

は前 2者l乙比して尿中への排世が遅れている.

各臓器の総水銀濃度の減衰曲線よりみかけの半減期を

310 

ん =0.0085、
~ 0.4485 

212=0.44 ) 

223=0.045 i 

え24=0.00071 ~ 0.09071 

225=0.045 ) 

231=0.29 

ん=0.0064

25 =0 

252=0.015 

13.実験理論値の算出

算出された移行係数をもちいて実験の理論値を算出す

れば，表4となる.

f 検定によれば，実験値 20日自の腎濃度 116ppmを

除くと，良く理論値と適合していることが認められる.

尿尿中総排池ー量も実験初期比は尿中l乙排世される量は

尿中l乙排、准されるものの約 3倍であるが，実験の最後の

61日自には約1.2倍と比率が下って来る.メチル水銀は

殆んど尿中l乙排洗されるものと信じられているが，実験

が短期間であると，大半は原中l乙排世されるとの結論を

うることとなる.しかし，長期間観察すれば尿中と同じ

血液半減期 1時間54分

12時間

23分

36分

27時間

その他半減期
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算出すれば図 3のごとく変化する. 本理論はメチル水銀i乙限らずすべての物質は適用され

経口投与および静脈注射はほぼ同様な曲線を画き，消 うるが，特に環境汚染物質として‘注目されている物質は

化管・血液・肝はメチル水銀投与後次第に半減期は長く 生体内で、の分解が起こり難いので最も適用出来るものと

なり， 4日目でみかけ半減期は20.1日となる.腎の半減 考えられる.

期は次第に短くなり 11日，，-12日目で20.1日になる.全体 今後メチル水銀以外についても，誤算を誠みる所在で

をみると 2日位では21日になるが， 4日自には20.1日に ある.

なった.一方皮下注射は消化管・血液@肝@全体は次第

l乙減少して 5日自には20.1日となる.その他の臓器は次 (本研究は昭和49年度衛生局調査研究「メチル水銀プロ

第l乙増加して 4日自民20.1日になり，腎は次第に減少し ジェクト研究Jの一部として実施し，その概要は第45回

て12日自に20.1日となる.つまり投与 2週間をすぎると 日本衛生学会昭和50年4月で発表した〉

体内のいづれの臓器も一定のみかけ半減期になる.これ 文 献

すなわち喜田村の説は理論的l乙正しいことが証明され わ Kopple， J. D.， Rabinowitz， M. B. and Wetherill， 

る.メチル水銀l乙限らず，すべての物質の体内代謝も同 G. W. : Science， 182， 725， 1973 

じ理論からいづれの臓器をとってもみかけの半減期は同 2) Ohi， G.， Nishigaki， S.， Seki， H.， Tamura， Y.， 

じとなる.ただし，メチル水銀は体内臓器の代謝が時間 Mald， T.， Maeda， H.， Ochiai， S.， Yamada， H.， 

単位の速さで行われるので，投与後 2週間程で一定のみ Shimamura， Y. and Yagyu， H. : Toxicol. Appl. 

かけの半減期(先に述べた綜合半減期)I乙到達するが， Pharmacol.， 32， 527， 1975 

体内代謝の遅い物質にあっては，実験日数を相当延長し 3) Deitz， F. D.， Sell， J. L. and Bristol， D.: J. 

なければ，一定のみかけの半減期に到達しないものと考 A OA C， 56， 378， 1973 

えられる 4)喜田村正次，早川清，柴田孝子，飯田幸男，住野公

]v.結 語 昭:自衛誌， 26， 35， 1971 

メチル水銀のラット臓器別半減期は極めて短く，消イ七

管は23分，血液は 1時間54分，肝は36分，腎は27時間，

その他の臓器は12時間である.メチル水銀の消化吸収率

は95%であり， 5%が尿中l乙排世される.メチル水銀を

恒常的l乙一定量毎日投与すると尿尿中排世比は1.244と

なる.各臓器のみかけの半減期およびラット全体の綜合

半減期は20.1日である.

5) Cikrt， M. and Tichy， M. : Environ. Res.， 8，71， 

1974 

6)浮田忠之進:科学， 41， 557， 1971 

7) Sony， Micro Computer Sobax Icc・2700，Basic 

PrograJJ]' Libraty， Mathematics， Program No. 

M-2035 
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防火用貯水槽水の衛生学的研究

中村 弘*斉藤庄次*高橋正 i専*

大橋則雄*山崎堅吉本三村秀一半

Hygienic Studies on the Water of Fire Cisterns 

HIROSHI NAKAMURAヘSHO]ISAITOヘMASAHIROTAKAHASHI*， 

NORIO OHASHI*， KENKICHI Y AMAZAKド andSHUICHI MIMURA * 

The wate1' samples f1'ol11 250 fire-cisterns in Tokyo Metropolis were tested whether they are good to 

d1'ink 01' not in cases of such disasters as earthquakes. Furthe1'， a water t1'eatment and a preventive 

method fo1' dissolving of alkaline substances we1'e examined. 

S0l11e info1'l11ations we1'e obtainec1 as follows: 

(1) Most of the wate1' samples have been contaminated by 1'ain 01' soiled wate1'， iron， or alkaline 

substances， wl:].ich seel11 to be due to the structu1'e， the i1'on accessories， 01' the concrete wal1s of the 

fire幽ciste1'ns.Howeve1'， we have found that the water sal11ples of 27 fire-cisterns a1'e good to drink afte1' 

chlorination. 

(2) The above contaminators were cconside1'ably 1'emdved by the addition of aluminium sulfate and 

the filt1'ation. 
(3) ，A soaking test of concrete blocks coated with epoxy 1'esin paints fo1' water supply use indicated 

that these paints were effective fo1' the prevention of alkaline dissolution from the conc1'ete. 

Howeye1'， phenols we1'e found in two samples and other o1'ganic matters showed a tendency to in-

c1'ease in all th1'ee samples. 

手話 Eヨ

この過密な大都市Jこ関東大震災に匹敵する大災害が発

生したとき，上水道の配水管や水道施設は大きく破壊さ

れ，我々の飲料水の大部分は絶たれることになるであろ

う.そして，道路の破壊などにより応急給水も不可能と

なると考えられる.昭和47年 2月，八丈島沖地震があっ

た.このとき，八丈島は震度 5の強震であったが，水道

施設は大きく被害をうけ，同島の一部は約一週間断水レ

た.平にして，家屋倒壊や火災がなく，市街地の道路破

壊も少なかったため，応急給水や配水調整がスムーズに

行なわれた 1) また， 近i可， 多摩川下流域の地震の可能

性が地震予知連絡会によって発表され，種々な対策がと

られている 2) このような災害時における飲料水の確保

の問題は困難な面も多いが，いま多くの自治体で真剣に

取組まれている.

現在，緊急時:における飲料水として考えられているも

のには， (1)ピjレ等における受水槽水あるいは高架水槽

水， (2)井戸水などが、あるが， (1)は都会のビ、ル街 iこ限ら

れ， (2)も水質悪佑lこより飲料水として使用できるものは

少なくなってきている.ま1こ，学校などにおけるプーノレ

水，あるいは油，堀， }IIなどの水を災害時用炉過機など

により浄化して飲料水とすること，あるいは特別に災害

時用貯水槽を設置し，これを飲料水とすることなども考

えられている.

現在，東京都の区部lこは約5000ヶ所の防火用貯水槽が

あるが，これらの約 5%に相当する 250ケ所の貯水槽水

の水質について衛生学的見地より調査した.また，これ

ら貯水槽水の処理法および貯水槽のコンクリート壁から

のアルカリ溶出防止法についても検討した.

実験方法

1. 防火用貯水槽水の水質 都区内の防火用貯水槽

250ケ所の槽内の水について，次lこ示す試験を行なった.

カッコ内は水道法水質基準を示す.

溺j交 (2度以下)，色度 (5度以下)，臭味(異常があ

ってはならなしリ， 水素イオン濃度 (pHとして 5.S""

8.6)，アンモニア性窒素および盟硝酸性窒素(同時に検

中東京都立衛生研究所環境保健部水質研究科 160 東京都新宿区百人町3-24-1 

* Tokyo Met1'opolitan Research Laborato1'Y of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 



東京衛研年報 26・1，1975 313 

出してはならない)，硝酸性窒素(10ppm以下)，塩素

イオン (200ppm以下)，過マンガン酸カリウム消費量

(lOppm以下)，総鉄 (0.3ppm以下)，大腸菌群 (50ml中

検出してはならない)，一般細菌数 (1ml中 100以下〉

誠験方法は水道法水質基準l乙関する厚生省令l乙基づく

検査方法によった.ただレ，硝酸性窒素についてはGR

拍酸誌薬による比色定量法を，鉄については硫シアンカ

リ法4)t乙ょった.

なお，水質試験を行なった防火用貯水槽の概要は次の

通りである.

付)設置場所 車道下，歩道下，公有地，民有地内i乙設

置されたもので，採取場所(区〉は次の通りである.

( )内は採取件数を示す.

千代田 (8)，中央 (7)，港(14)，品)11(11)，大田

(16)，目黒 (7)，世田谷(16)，渋谷(8)，新宿(13)，

中野 (10)，杉並 (11)，文京(10)，豊島(8)，北(12)，

板橋(14)，練馬 (11)，台東 (11)，荒川(10)，足立

(10)，墨田 (9)，江東 (15)，葛飾 (10)，江戸川(9)，

(ロ)容量 40 t槽 215 (86%) 

100 t槽 35(14%) 

合計 250

付環境雨水・汚水の流入するもの(水槽の位置が低

所にあり，雨水等が葦から流入するものおよび排水不良

により冠水するもの)97(38.89の，雨水・汚水の流入し

ないもの(鉄蓋の鍵穴などから直接雨が降り込むものを

含む)153 (61. 2%) 

(斗使用状況 過去 1年以内に半量以上の水を使用した

もの 57(22.8%)，過去 1年以内l乙半量以上使用レない

もの 193(77.2%) 

(材設置年度 1945年以前 112 (44.8%)， 1946~1954 

年 18 (7.2%)， 1955"-1964年 71 (28.49の， 1965年以

降 49(19.69の
2.貯水槽内での水質の変動上記貯水槽から 4貯水槽

水を選び，その原水と考えられる水道水と共に，次lζ示

す陽イオンおよび陰イオンを測定レ，貯水槽内における

水質の変化を調べた.

ナトリウムイオン，カリウムイオン，カルシウムイオ

ン，マグネシウムイオン，塩素イオン，硫酸イオン，霊

炭酸イオン，炭酸および炭酸イオン(但し，炭酸，重炭

酸イオンおよび炭酸イオンについては水温， pHおよび

アルカリ度より算出した〉

3.貯水増水の処理貯水槽水l乙硫酸バンドA12(S04)3・

18H20を 10，20， 40， 80および 120ppm添加レて，

pHの変化を調べ，更にこの水を素焼F過器 (Cham-

be1'land Filte1')で炉過したときの水質の変化をみた.

4.アルカリ溶出防止法の検討水道用エポキシ樹指塗

料をコンクリート片(10x5x2cm) の全面l乙塗布し，

乾燥後，乙の 2片を 2lの水道水i乙浸漬し， 30日間室祖

l乙放置した.この水について，水道水を対照、とレて水質

の変化を調べた.塗料は三つのメーカーのものをそれぞ

れ 1種類ずつ使用した.

結果および考察

1.貯水槽水の水質 250の貯水槽水の試験の結果，水

道法水質基準lこ適合するものは 2ケ所であり，他は不適

合であった.各試験項目Jjljt乙水質基準不適合率および測

定結果を図1Ic:示す.最初に各試験項目別に考察する.

濁度:水質基準の 2度を超えるものは 42.4%であっ

た.原因は主として汚濁水の混入および鉄によるものと

考えられる.鉄との相関性を調べた結果，かなりの相関

性が認められた(1'=0.553，1 %の危険率で、有意).

色度:全項目中，最も水質基準不適合率が高く 78.4%

に達した.過マンガン酸カリウム消費量，鉄および一般

細菌数との相関性を調べた結果，過マンガン酸カリウム

消費量との相関性が最も強く(1'=0.624)，次に鉄 (r=

0.477)，一般細菌数(1'=0.338)のJI顕であった.いずれ

の相関係数 rも1%の危険率で有意であった.従って色

度の原因は主として有機物質および鉄と考えられる.

臭l床:i萄度，色度，過マンガン酸カリウム消費量およ

び鉄との関連性が認められた.原因は汚濁水の混入およ

び鉄によるものと考えられる.

水素イオン濃度 (pH):大部分 (98.8%)はア、ルカリ

性を示し，水質基準の 8.6を超えたものは全体の55.6%

に達した.原因は貯水槽のコンクリー卜壁よりアルカリ

が溶出するためと考えられる.後述するが，設置年度の

新しいものほど， pH 値は高い傾向を示した.

アンモニア性窒素・亜硝酸性窒素:共に50%以上の貯

水槽水から検出され，両者が同時に検出されたものは

37.69らであった.原因は主として汚濁水の混入によるも

のと考えられるが，硝酸性窒素の還元によるものも考え

られた.

硝酸性窒素:平均 4.9ppm，最大値 9.7ppmで水質基

準を超えるものは認められず，特l乙汚染との関連性は見

出せなかった.

塩素イオン:平均値 20.7ppmで貯水槽水の汚染度に

比較して，値はあまり高くない.水質基準の 200ppmを

超えるものは 1件であった.

過マンガン酸カリウム消費量:平均値 7.4ppmで，通

常の水道水 (1"-'2 ppm) I乙比較して，かなり高い値を

示した.水質基準の 10ppmを超えるものは 20.8%であ

った.原因は色度との相関性が高いことより，汚濁水の
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Fig. 1. Sanitary characteristics of the water samples from fire-cIsterns 
Stippled areas show unfitness for the drinking water criteria. 
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Table 1. Percentages of unfitness for the drinking water criteria on the water samples from 250 

fire-cisterns 

Taste 
p?H ら NO?らs-N N0?ら2・N NH?ら3-N C1- ~~~~~- Fe ~<:>.~ !_~~al S(Nam0・ple_? Tu_:b. C~or ~ U& 

of % % Odor 
% con~um. 0/; form colo-

sample) ぐppm) (ppm) ?も (va111e〉〔ppm〉 (ppm〉 (pp%m〉 (ppm〉gro%up (nn0ie./s111% J〉

Total 42.4 78.4 28.0 55.6 0.0 61.2 50.8 0.4 20.8 36.0 75.6 66.4 
(250) (4.8) (14.5) (9.1) (4.9) (20.7) (7.4) (0.50) (6，487) 

a (122) 35.7 74.1 26.8 43.8 0.0 55.4 。0.0 22.3 30.4 88.4 75.0 
(3.7) (14) (8.7) (4.5) (19) (7.2) (0.44) (9，556) 

b (18) 33.3 66.7 16.7 44.4 0.0 66.7 38.9 0.0 11.1 22.2 83.3 72.2 
(5.0) (12) (8.7) (5.2) (17) (5.3) (0.22) (10，063) 

c (71) 49.3 85.9 35.2 59.2 0.0 57.7 50.7 1.4 25.4 47.9 74.6 66.2 
(6.0) (17) (9.1) (4.8) (22) (9.0) (0.69) (5， 146) 

d (49) 46.9 83.7 24.5 81.6 0.0 77.6 57.1 0.0 32.7 32.7 44.9 44.9 
(5.3) (13) (9.5) (5.3) (23) (6.3) (0.52) (1，542) 

R(97) 54.4 80.4 34.0 51. 5 0.0 63.9 53.6 1.0 24.7 39.2 81.4 76.3 
(6.3) (17) (8.8) (4.6) (24) (7.8) (0.52) (11，350) 

NR  39.2 77.8 24.2 58.2 0.0 59.5 49.0 0.0 18.3 32.7 71.9 60.1 
(3.8) (13) (9.0) (5.0) (19) (7.2) (0.50) (3，865) 

A(193) 43.5 79.3 28.0 57‘。 0.0 63.2 53.4 0.0 21.2 34.2 73.1 64.2 
(4.9) (15) (9.0) (4.8) (19) (7.7) (0.46) (6，951) 

B(57) 35.1 77.2 28.1 50.9 0.0 54.4 42.1 1.8 19.3 38.-6 84.2 73.7 
(4.3) (16) (8.9) (5.0) (26) (6.5) (0.65) (6，154) 

( ) mean value 

Construction year...a : before 1945， b : 1946-1954， c : 1955叩 1964，d : after 1965 

Circumstances...R : Fire-cisterns contaminated by rain or soiled water 

NR : Fire-cisterns not contaminated by rain or soiled water 

Exchange of water...B : Fire-cisterns exchanged the water of half quantity or more within a year 

A : Fire-cisterns not exchanged the water， or under half quantity within a year 

混入および鉄の溶解によるものと考えられる. 合率が高かった.渇度，色度はコロイド粒子の洗降性， 7)

総鉄:比較的高く，最高 8.6ppm，平均 0.50ppmを pH値はコンクリートからのアルカリ溶出量Y 大腸菌

示し，水質基準の 0.3ppmをこえるものは 36%であっ 群と一般細菌数は汚染の進行性とそれぞれ関連している

た.原因は鉄蓋など鉄製部分からの鉄さびなどが溶解す ためと考えられる.

るものと汚濁水と共に流入するものが考えられる. 雨水，汚水の流入の有無:表 11こ示すように水質基準

大腸菌群:検出率高く全体の75.6%より検出された. 不適合率および平均値は雨水等の流入するものの万が水

原因は主として汚濁水の混入によるものと考えられる. 質的に悪い傾向を示した.これらの平均値の差の検定

一般細菌数:水質基準の 1ml中 100を超えるものは (t検定〉を行なったところ，いずれの項目においても，

66%に達した.原因は主として雨水等汚濁水の混入によ 5%の危険率で有意差は認められなかった.これは防火

るものと考えられるが，換気口などからの汚染も考えら 用貯水槽という性質上，衛生的配慮が全くなされていな

れる. いためであると考えられ，たとえ雨水等汚濁水の流入が

次l乙， r貯水槽の設置年代別J，r雨水・汚水の流入の なくとも，貯水槽の建設時，あるいはその後の使用時の

有無J，r過去1年以内l乙半量以上の水の交換の有無JI乙 汚染，さらに，貯水槽の材質からくる汚染がかなりの割

分けて水質を比較した(表 1). 合を占めているためと考えられる.

設置年代別:それぞれの誌験項目の平均値で比較する 過去 1年以内に水の使用の有無:表 11乙示すように，

とその差はあまり顕著ではないが，水質基準不適合率で 過去 1年以内l乙半量以上の水の交換の有無l乙分けた場

比較すると，図 21乙示すように，渇度，色度， pH，大 合，水質の差は殆んど認められない.また，ニつの平均

腸菌群および一般細菌数民相違が認められ，前三者は設 値の差の検定においても有意差は認められなかった.こ

置年代の新しいものほど，後二者は古いものほど，不適 れは水の使用時に槽内の清掃等が全く行なわれないた



p狂調整，消毒 14ケ所(5.6%) 

pH調整，炉過 28 I! (11. 2%) 

pH調整， ~戸過，消毒; 49 I! (19.6%) 

上記以外の処理 64 I! (25.6%) 

ただし，大腸菌群，一般細菌数が水質基準に不適のもの

を「消毒j，渇度，色度，鉄が不適のものを「伊過j，p耳

が不適のものを IpH調整j，その他の項目で不適のも

のを「他の処理Jを要するとして分けた.災害時l乙乙れ

らの水を飲料水とするならば，消毒薬の他l乙炉過機など

も必要と考える.

2.貯水構内での水質の変動 4つの防火用貯水槽水と

その原水と考えられる水道水の各成分の分析結果から，

図31乙示すようなキーダイヤグラムを作成した.乙の鴎

l乙示されるように，貯水槽内の水は原水の水道水l乙比較

し，陽イオンではそれぞれナトリウムイオンおよびカリ

ウムイオンが増力口のカルシウムイオンおよびマグネシウ

ムイオンは減少の傾向を示した.また，陰イオンでは重炭

酸イ才ンおよび炭酸イオンが著しく増加し，硫酸イオン

は減少の傾向を示した.ζれらの事はコンクリートから

アルカリが溶出し重炭酸イオンや炭酸イオンが増加し，

一万，水中のカルシウムイオンやマグネシウムイオンは

炭酸塩となって洗降するものと考えられる.また，硫酸

イオンは長期にわたる水の停滞のため，水中が還元状態

となり，その一部が還元されて，減少するものと考えら

れる.

3.貯水槽水の処理貯水槽水の汚染の原因は主として

汚濁水の混入"鉄さびの溶解，コンクりートからのアル

カリの溶出が考えられる.しかし，前ニ者は炉過するこ

とにより，かなり除去可能であるめが" pHの調整が比

較的難かしい.塩酸，酢酸など駿類で中和することも考

えられるが，貯水槽水はかなりの緩衝性があり，その投

入量も多量になる.pH 10.7の貯水槽水に硫酸ノてンドを

投入したところ，図 41乙示すような pHの低ドをみた.

よって， pHの高い水については硫酸ノてンドをlOppm

程度添加したのち伊過することにより，かなりの水質改

良が期待できる.乙の処理例を表 21こ示す.

4.アルカリ溶出防止法の検討貯水槽のコンクリート

壁からのアルカリの溶出を防止するため，何らかの方法

がとられることが望ましい.これらの方法としては，コ

ンクリート壁を炭酸ガスで処理する方法，日〉塩ピ板を張

付ける方法， B〉内面l乙塗料などを塗る方法等が考えられ

る.我々は現在水道用として用いられているエポキシ系

樹脂塗料について検討した.結果は表 31乙示す.今回実

験l乙使用した三つの塗料はいすエれも水l乙臭気をつけ，過

マンガン酸カリウム消費量も増加させた.また，フエノ
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Fig. 2. Pet;centages of unfitness for the Drin帽

king Water Criteria on' construction year of 
fire-cisterns 

a : before 1945 

b : 1946-1954 

b c 
Construction year 

c : 1955-1964 

d : after 1965 

a 

め，底部l乙土砂、や汚染物質が沈降し，かなりの水量が交

換されても，特l乙水質がよくならないものと考えられ

る.

以上の結果，乙れらの貯水槽水の汚染の原因は主とし

て(1)雨水等汚濁水の混入， (2)コンクリートからのアルカ

リの溶出， (3)鉄蓋等鉄製部分からの鉄の溶解， (4)建設時

または使用時の汚染が考えられる.

災害時l乙，これらの水を何らかの処理をして飲料水と

することを考えるとすれば，次のように，貯水槽水を分

けることができる.

消毒のみ〔水質基準適合を含む〉

伊過，消毒

pH調整のみ

27ケ戸庁 (10.8%)

59グ (23.6%)

9 I! (3.69の
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Results of a water treatment Table 2. 

Fe 
(ppm) 

KMnU4-
consu口1.
(ppm) 

Cl-
(ppm) 

NUa-N 
(ppm) 

Taste 
& 

udor 

Color 
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The water samples of fire-cisterns were filtered by Chamberland filter， after addition of 10 ppm 

aluminium sulfate. 
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Table 3. Results of soaking test of painted concrete blocks 

Taste 
N(pOpsm-N 〉

Cl- KMn04 - Fe All~~li- Phenol Turb:，_ Colo~ .L U& pH 
N02-N NH3-N (p~~n) ウZS(ppm〉(ぷ;EJょ:?(ppm) (ppm) O&r 

Control 。 。く-) 7.3 0.6 (一〉 (-) 11 0.7 0.05 30 0.00 

Sample A 。 2 (+) 9.4 0.4 (::t) (土〉 11 3.6 0.06 66 0.00 

B 。 2 (+) 7.3 0.5 (一〉 (土〉 11 17.5 0.32 32 1.14 

C 1 2 (十〉 7.7 0.7 (土〕 (ー〉 11 7.0 0.06 30 0.02 

Control : Tap water 

Preparation of sample waters : Two concrete blocks (10X5x2cm) coated with three different epoxy 

resin paints respectively were soaked in two liters of tap water during 30 days on room temperature. 
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120 

Fig. 4. Variation of pH value by addition of 

aluminium sulfate 

ール類の溶出をみたものもあった.この様な結果を得た

のは30日間という比較的長期にわたる実験であったため

と考えられるが，塗料の乾燥条件に比較的難しい面もあ

るので，今後とも充分に検討を加えていきたい.

むすび

現存する防火用貯水槽水を災害時の飲料水とすること

はかなり難しい問題を含んでいる.第ーに貯水槽は構造

的にもあるいは使用時においても衛生的配慮が全くなさ

れていない.第二に現在の槽内の水はかなり汚染されて

おり，災害時といえども飲料水とするには不向きなもの

が多い.市販の災害時用炉過機をそれぞれの貯水槽に常

備し，災害時l乙担過後，消毒すれば，飲料水とすること

もある程度可能と考えられるが，あまりよい方法とは思

えない.今後，防火用貯水槽水を災害時用飲料水として

真剣に考えるならば，少なくとも， (1)貯水槽は雨水や汚

水の流入しない構造とし，かつ密閉式とすること.(2)現

在の槽内の水を排出し，槽内を充分l乙清掃したのち，新

しい水と交換する乙と.(3)定期的l乙水質試験を行ない，

塩素消毒をするなど，衛生的な管理を行なうことなどを

実施し，非常時には少なくとも消毒薬の投入のみにより

飲料水とできるようにしておくことが必要であろう.ま

た，新しく貯水槽を設置する場合l乙は耐震構造とするこ

と，コンクリートからアルカリの溶出がないように工夫

することなども必要と考える.

謝辞 防火用貯水槽水およびその他の資料を提供して

下さいました東京消防庁の方々，ならびに塗料の提供を

心よく引受けて下さいましたメーカ一三社の万々に深謝

いたします.

(本研究の一部は第33回日本公衆衛生学会総会昭和49年

10月および第54回東京都衛生局学会昭和49年11月l乙発表

した.)
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逆相j夜一液分配クロマトグラフ法による有機塩素系化合物の分析法

小輪瀬 勉宇土屋悦輝*山 i埼堅吉*三村秀一*

Analysis of Chlorinated Biphenyls (PCBs) and Chlorinated Pesticides in 

Water by Reversed Li唱uid-LiquidPartition Chromatography 

TSUTOMU KOWASEぺYOSHITERUTSUCHIYAへKENKICHIY AMAZAKI* 

and SHUIC狂1MIMURA* 

Recently many methods have been taken for the determination of such environmental hazards as 

PCBs and chlorinated pesticides in water. The most often used methods have been based on the con-

tinuous extraction with organic solvents and adsorption into a filter containing activated carbon. We， 
however， tried a reversed liquid-liquid partition chromatography method for the extraction and recovery 

of PCBs and chlorinated pesticides in water. 

In this method water was passed through a filter containing a mixture of n・undecaneand diethylene 

glycol succinate on chromosorb W A W  HMDS. The adsorbed PCBs and chlorinated 'pesticides were 

efficiently desorbed by eluting with n-hexane. The recoveries of added PCBs and chlorinated pesticides 

at a water flow rate of 65ml/min were as follows ; 

PCB KC-300 92.7% 

KC-400 96.7% 
KC-500 95.5% 

KC-600 93.6% 

chlorinated pesticide 

p吋 p'DDD 90.0% 

p-p' DDE 91. 6% 

p-p' DDT 97.5% 

Heptachlor 77. 1 % 

α-BHC 

s-BHC 

r-BHC 

Heptachlor Epoxide 

90.4% 

80.7% 

82.2% 

75.9~ら

まえがき した後，アルミナ(2500 12時間活性化〉を通過させ，減

現在，水中の有機塩素系化合物の分析法には，その含 圧蒸留して精製する〉ジエチレングリコールサクシネー

有量が極めて微量な為，多最の誌料を用い，有機溶剤で ト，ジエチレングリコールステアレート，ポリエチレン

振滋抽出1，めするか，あるいは，活性炭， 3，4) 樹脂等5)I乙 グリコールサクシネート，プロピレングリコールサクシ

多量の試料を吸着させた後，溶剤で脱離させる方法等が ネート，ブタンジオールサクシネートポリエステル，メ

用いられている.しかしこれらの方法は，抽出による回 トオキシポリエチレングリコール 750， カーボワックス

収率の低下，及び溶剤を多量に用いることに基づく不純 4000モノステアレート.

物の混入による妨害ピークの出現等の問題がある 2.カラム剤作成

今回我々は，固定相i乙液相をコーティングしたカラム トウンデカン 30g，液相 10gを適当な溶剤で溶かし

剤を用い，水中の有機塩素系化合物をカラム剤l乙吸着さ た後，クロモソルブ W100gを加え，充分振還した後，

せ，再び少量の溶剤で脱離させる逆相液-液分配クロマ ロータリーエパポレーターで溶剤を除去し，カラム剤を

トグラフ法 (Ahling及び Jensen らの報告6つを追試 フラスコ内より取り出して風乾する.乙のような方法で

し改良を加え良好な結果を得たので報告する. 上記の 7種類の液相についてカラム剤を作成する.尚，

実験の部 作成したカラム剤は，冷蔵庫内l乙保存する.

1.試薬 3.液相の選択

n-ヘキサン CPCB分析用)，無水硫酸ナトリウム 標準試料として， KC-500， p-p' DDT各々 1ppb溶

CPCB分析用)， クロモソルブ W (AW HMDS) ， n- 液を用いて，図 1のような装置(内径 1.8cmの Gー

ウンデカン(濃硫酸で硫酸層が着色しなくなるまで振歯 1ガラスフィ Jレター付ガラスカラム〉で，上記の方法で

*東京都立衛生研究所環境保健部水質研究科 160 東京都新宿区百人町3-24-1 

* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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glass column 

glass Wool 

column matenal 3 g 

Fig. 1 Apparatus for Reversed Liquid-Liquid 

Partition Chromatograph 

作成した各々のカラム剤について回収実験を行なった.

実験方法は，カラム剤 3gをそのままカラム lこ充填

し，その上部l乙ガラスウールを少量つめ， ζれに上記の

標準試料を自然滴下の状態で 1分間l乙65--70ml位の割

合で通過させる.通過後アスピレーターで 2"'3分間吸

引し，水分を除去した後， n-ヘキサン 50mlで拙出す

る.さらに 25mlで抽出し，全ての抽出液は合わせて，

脱水，濃縮後クリンアップをしてガスクロマトグラフに

注入する.

各々の液相を用いたカラム剤の回収実験の結果を表 1

l乙示した. (数値は 2回の平均〉乙れらの液柏のうちジ

エチレングリコールサクシネートを用いたカラム剤が最

も良い回収率を示す事が判明した.

尚， KC-500の標準物質を用い，逆相液-液分配クロ

マトグラフ法により回収実験を行なったガスクロマトグ

ラムのパターンを図-21こ示した.

4.有機塩素系化合物の由収実験

液相として，:Pエチレングリコールサクシネートを用

いたカラム剤について， PCB については， KC-300， 

400， 500， 600の各 1ppb溶液，農薬は， p-p' DDD， 

DDE， DDT， へプタクロール及び、へプタクロールエポ

キシドの各 O.lppb溶液，さらに叫んr-BHC各 0.01

ppb溶液について検討した結果を表 2ie.示した. (数値

は3回の平均， KC-500は10回の平均〉

5.下水中の PCB

2ケ所の下水処理場の流入水，放流水について抽出法

及び，逆相液 液分配クロマトグラフ法により測定した

結果について表31e.示す.尚，流入水については，浮遊

物をガラスウールでロ過した試料について分析を行なっ

た.

6.河川水の PCB及び農薬

河川水については， PCB，農薬共lこ検出されなかっ

たので，標準物質を添加して回収実験を誌みた結果を表

41乙示した.

LIQUID PHASE 

Table 1 Recovery of PCB， p-p' DDT 

KC-500 p-p' DDT 

DIETHYLENE GL YCOL STEARATE 

POLYETHLENE GLYCOL SUCCINATE 

PROPYLENE GL YCOL SUCCINATE 

DIETHYLENE GLYCOL SUCCINATE 

BUTANDIOL SUCCINATE POL YESTER 

METHOXY POL YETHYLENE GL YCOL 750 

CARBOW AX 4000 1¥在ONOSTEARATE

Recovery (9の

76.3 

72.8 

78.6 

96.2 

56.8 

76.7 

77.3 

Recovery (9の

82.3 

52.9 

80.8 

97.7 

47.8 

66.2 

78.7 
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5 10 15 20 5 10 15 20 
打lln mln 

standard reversed l「iqtiutid-
KC・500 liquid partition 

KC-500 

Fig. 2 Gas Chromatograms of PCB 

Table 2 Recovery of Organic Chlorinated Compounds 

ORGACNOIC R4CPHOULONRDIS NATED Recovery (9の ORGANIC CHLORINATED Recovery (9のCOMPOUNDS 

KC-300 92.7 p-p' DDT 97.5 

KC山 400 96.7 α-BHC 90.4 

KC-500 95.5 s-BHC 80.7 

KC-600 93.6 r-BHC 82.2 

p-p' DDD 90.0 Heptachlor 77.1 

p回 p'DDE 91.6 Heptachlor Epoxide 75.9 

Table 3 Concentration of PCB in Influent and Effluent of Sewage Plant 

PLACE METHOD PCB 

S-Sewage Plant infl uent 
(reversedMMquid partition 2.0 ppb 

extraction 1.6 ppb 

S-Sewage Plant effluent 
(reversed liquid-liquid partition 0.15ppb 

extraction 0.17ppb 

。目SewagePlant influent 
(reversed liq凶d-liquid附 i伽 0.10ppb 

extraction 0.18ppb 

7.ガスクロマトグラフ条件

①検出器:ECD63Ni，カラム:1. 95%QF-1十1.5%

OV-17， 1. 2m，カラム温度:1900
検出器温度 :1900 

②検出器 :ECD3H， カラム:2 % OV-210， 1. 2m， 

カラム温度:1450，検出器温度 1450
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Table 4 Concentration of PCB， Chlorinated Pesticides 

PLACE METHOD PCBα叩 BHC s-BHC r-BHC DDD DDE DDT HEPC， 
2ppb 0.01 ppb 0.01 ppb 0.01 ppb 0.1 ppb 0.1 ppb 0.1 ppb O.l'ppb 

(目versepdarlMtltlon 92.5% 85.7% E-}3}ver J liquid 
Water 

95.5% 70.4% extraction 

O Sewage jf reversed oar11tqltu1 M-
Plant ~ liquid partition 92.2% 

effluent l extraction 100.5%. 

結果及び考察

1.液相の選択実験の結果，ジエチレングリコールサ

クシネートを用いたものが， KC-500 97.2%， p-p' DDT 

97.7%と最高の回収率を示した.他の液相については，

KC-500 56.8"'-'77.3%， p-p' DDTは 47.8"-'82.3%の

回収率しか得られなかった.

2 .液相ジエチレングリコールサクシネートを用い

て， PCB， DDT系農薬及び α-BHCについて回収実

験をした結果 90%以上の回収率が得られたが，s， r-

BHCは， 80.7"'-'82.2%，へプタクローノレとへプタクロ{

ノレエポキシドについては， 75.9"'77.1%の回収率しか得

られなかった.尚， KC-500 における回収実験値の変動

係数は2.3~らであった.

3.下水中の PCBについて，抽出法と逆相液ー液分

配クロマトグラフ法を比較した結果流入水の値は若干の

差が見られたが，放流水についてはほぼ間程度の数値を

示した.

4.河川水の添加回収実験では， PCB， DDE， DDT 

については，回収率90%と満足な結果が得られたが，へ

プタクロールについては， 66.7%と回収率が悪かった.

5. 尚， Ahling及び Jensen らの用いたカーボワッ

クス4000モノステアレートを使用してカラム剤を作成し

PCBの回収実験を行なった結果では， 77.3%の回収率で

71.7% 80.7% 84.5% 98.2% 98.7% 66.7% 

70.9% 74.3% 70.0% 90.0% 94.5% 76.6% 

あった.

おわりに

逆相液一液分配クロマトグラフ法については，他の分

析方法l乙比べ使用溶剤の量が少量で済むと共に，操作も

簡便で，多量の試料を短時聞に処理するのに適してい

る.しかし，浮遊物の多い試料については，今後の研究

課題と考えられるので，継続して実験を行なう計画であ

る.

(本研究の概要は日本薬学会第95回西宮大会1975年 4月

で発表した〉
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東京都内の工場周辺井戸水の重金属汚染調査

高橋保雄*大橋則雄*小輪瀬 勉牢

山 崎 堅 吉 * 三 村秀一本

Heavy Metal PoHution of WeU Water in Tokyo Metropolitan Area 

YASUO TAKAHASHI*， NORIO OHASHI*， TSUTOMU KOWASE*， 

KENKICHI Y AMAZAKI* and SHUICHI MIMURA中

Researches on the pollution of well water around factories due to several harmful heavy metals 

such as copper， zinc， nickel， chromium， lead， cadmium and total cyanide ion have been made for the 

purpose of protecting the health of the citizens of Tokyo since 1975. Now we tried to make a conve-

nient pollution map for showing the distribution range of pollution in the districts of 37 health centers. 

The most polluted areas were those of three health centers， namely， Shimura， Akabane and Tamagawa. 

In most cases the pollution is regarded to be due to pollutants discharged by metal plating factories. 

はじめに ロン法で定量試験を行なった.

東京都を公害から衛るために計画された防衛10ヵ年計 六価クロム:ツフェニ Jレカルパジッド法

画の一環として，昭和46年度から現在まで，井戸水の重 銅，亜鉛:原子吸光法(検体を塩酸で pH2にして直

金属汚染の調査を実施している.深刻化しつつある環境 接測定〉

汚染のさなかに，未だに水道がなく飲料l乙供するために ただし，銅は昭和47年 3月までヅエチルジチオカルパ

使われている井戸が，都内には約20万本ほどあると推定 ミン酸ナトリウムの比色法，昭和48年 6月までジエチル

される.本調査の目的は，乙れらの井戸水が有害な物質 ジチオカルパミン酸ナトリウムで錯体にし，メチルイソ

を含む工場排水はよって，どの程度汚染されているか， ブチルケトンで抽出し，原子吸光で測定

その実態を調査し，その汚染地域には優先的に上水道， ニッケル，鉛，カドミウム:原子吸光法

下水道の完備を計ると共に，また，たれ流しの工場を早 資料の解析法

く発見して厳しく取締る等，環境汚染を防ぐための適切 従来から一般に重金属の汚染調査では，各項目別平均

な公害行政を推進するためである.今回，筆者らは今ま 値濃度にもとづいて比較や判定がなされる場合が多い.

での調査結果にもとづいて，総合評価法により各地域別 しかし，乙の手法を用いた場合，一項目についての汚染度

の汚染図の作成を試みた. の比較は出来るが，各項目の相互関連性について充分総

調査及び実験法 合評価出来ない.というのは，重金属汚染の総合評価を

都内の工場(主としてメッキ〉周辺約100m(100mB 考える場合一汚染因子だけでなく，汚染因子全部を考慮

内に井戸がなかったり，顕著な汚染が見られる地域は約 する必要があるからである.そ乙で，筆者らは次のよう

300m以内とする.)の井戸を対象に昭和46年 4月から50 な総合評価の判定法を索案した.まず最初に，検査結果

年 3月まで 4ヵ年，シアン，六価クロム，銅，亜鉛，ニ を保健所別かっ項目別にまとめ表 1を作成した.次l乙，

ッケル，鉛，カドミウムの項目について上水誤験法にも 各項目を水道法第四条の水質基準を用いて表 2のような

とづいて検査した. 五段階の濃度ランクに分け，各濃度ランクと汚染度合と

シアン:ピリジンーピラゾロン法 の聞に係数を定めた1)更に，各項目別民総井戸数民対し

ただし，昭和47年中頃までフェノーノレフタリン法で ての各濃度ランクにおける陽性率(ぬ~ぬ〉を求めた.

定性試験を行い，検出した検体のみをピリジンーピラゾ そして，工場周辺の井戸水がどの程度の重金属汚染であ

*東京都立衛生研究所環境保健部水質研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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表 2 汚染度合と係数

区 分 係数 シアン 六価クロム 銅，亜鉛 ニッケJレ，鉛 カドミウム

検出されず 。検出せず 検出せず O.lppm未満 O.Olppm未満 O.OOlppm未満

~水質基準値x1j2以下 1 0.005ppm以下 0.025ppm以下 0.5ppm以下 0.05ppm以下 0.005ppm以下

~水質基準値x1以下 2 0.01 ppm以下 0.05 ppm以下 1.0ppm以下 0.10ppm以下 0.010ppm以下

~水質基準値x2以下 4 0.02 ppm以下 0.10 ppm以下 2.0ppm以下 0.20ppm以下 0.020ppm以下

~以上 8 0.02ppmより大 0.10ppmより大 2.0ppmより大 0.20ppmより大 0.020ppmより大

るかは，項目別の各濃度ランク(係数)x陽性率の総和

(二九十2X2十4xs+8ぬ)を求め，乙の項巨別評価数値を加

算した値で表示し，比較評価した.同時l乙総合評価点に

与える各汚染因子の寄与率も，項目別評価数値から推定

できる.即ち，表し表2の数値を利用して，表 3を作

成した.ただし，一保健所管内の井戸数が10未満の時，

データの信頼性が低いと思われるので抹消した.また，

汚染源と見なされる工場で使用していない金属は，すべ

てその工場周辺の井戸水から検出しないと言う前提条件

で処理した.乙の総合評価数値の算出の一例を示すと次

の通りである.

計算例志村保健所(表 1の数値利用〉

(41  1 x一一十 2x一 十4x一一十 8x410 ' -. . 410 ' -.. 410 

31 ¥ 
一一¥X100土 84
410 / 

六価クロム ( 1 x一一一+2×-FL-十4X一1 十8x
( ， •• 22 
¥ .. 410 ' -. . 410 ' -.. 410 

19 ¥ 
←ー¥x100キ47
410/ 

(1× L ト8x-.~ )X100，*2 410 ' _.. 410/ 

亜鉛 ( 1 x ，~^ ) X100ネO¥ -.. 4JO / 

ニッケル (lX.~~ 十 8 X~.;o-ìX100 ，* 8 / ' . ¥ -.. 410 ' _.. 410 / 

鉛，カドミウムともに 0

84+47十2十8=141が志村保健所管内の重金属汚染の

程度を示す総合評価数値である.

次l乙，総合評価数値をヨコ軸，累積度数分%をタテ軸

にして，対数確率紙l乙プロットすると図 1のような直線

が認められた.ζ のことから，各保健所の総合評価数値

の分布は対数正規型とみなしてきしっかえない.そこで

総合評価数値 10未満 C1点)， 20未満 (2点)， 35未満

(3点)， 69未満 (4点)， 69以上 (5点〉の五段階l乙分

類し，評価ランクを定めた.ζの総合評価数値10，20， 

35，69は累積度数分布の20，40， 60， 80%値である.以上

のような手法で全地域の評価ランクを図 21[.作成した.

% 
99 

@ 

a〆
80 
70 
60 
50 
40 
30 

.111 
@ 

@ 

10 

5 

151050100500  
一一一保健所別工場周辺井戸水の総合評価数値一→

図 1 保健所別工場周辺井戸水の総合評価数値の累

積度数分布

評価ランク 1点の保健所管内の井戸水は，重金属汚染を

受けていない地域と言える.評価ランク 2点は少し汚染

を受け，評価ランク 3，4，5点は、汚染がかなり明白に認

められる地区である.

結果及び考察

1) 各項目別に汚染地区を見ると，シアン汚染が明白

に認められる井戸がある地区には志村，玉)11，赤羽，碑

文谷，城東，高井戸，足立，雪谷，板橋東，荏原保健所

管内がある.また，六価クロムは玉川，中野，志村，赤

羽，世田谷，板宿西，板橋東，王子保健所管内.銅は志

村保健所管内.亜鉛は町田，千住，碑文谷，世田谷，蒲

田，品Jff，武蔵調布保健所管内.ニッケルは滝野川，志

村，碑文谷，品川保健所管内である.鉛，カドミウムに

は全地域ともに汚染が認められなかった.

2) 明白に汚染の認められる井戸のある保健所管内

は，評価ランクの点数も一般に高い.評価ランク 5点、の

中でも，志村，赤羽，玉川，碑文谷保健所は特に顕著な

汚染を示している.三多摩地区では武蔵調布，町田保健

所の評価ランクが高い傾向を示している.また，明白に
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爪
宙

告評価ランクの点数
保静止名

捕下水道完備地域(昭和49年7月間

図 2 保健所別工場周辺井戸水の評価ランク

汚染の認められる井戸が少ないが，広範囲に分布してい

るので評価ランクの点数が高くなった中野北，目黒保健

所がある.乙れらの汚染源の大部分がメッキ工場と推定

合れる.しかし，碑文谷保健所管内の汚染源は写真現像

所であった.

3) 中野，中野北保健所管内の下水道は昭和44年以前

l乙完備されているのは，評価ランクの点数は非常に高

い.乙の事実は，下水道が完備される以前の汚染l乙起悶

するものか，または，排水によって下水道，あるいは貯

留槽が腐蝕し，漏洩したものと考えられる‘この乙とか

ら， 46年度以後下水道が完備された高井戸，板橋東，赤

羽保健所管内の汚染は，ただちに減少すると考えられな

4) 東京都内の検査した井戸水の各重金属の検出率を

見ると，表 4より Pb=Cd<Ni<Cu<Znの順であるこ

とがわかる.乙の重金属の検出率の順位は，文献に記載

されている土壌のイオン交換の分配係数2)の順位と逆の

関係で一致している.ただし，実際の汚染源の排水は色

々な金属が種々の割合で含有されているので，単純に断

定する ζ とは危険であるが，検出率の低い金属ほど，土

壌に吸着される余裕があるか，又は，吸着されていると

考えられる.以上のことから，地下水の金属による汚染

表 4 重金属の検出率

銅亜鉛
ニツ ふ八 カドミ
ケノレ 山口 ウム

検査した件数

O.lppm以上の件数

検出率(%)

826 700 

21 111 

2.5 15.9 

672 142 155 

600  

0.9 0.0 0.0 

を考える場合，土壌のイオン交換性を考蕗する必要があ

る.

おわりに

今回の調査で，一度汚染された地区は毎年同一成分が

検出されていることが判明した.このことから，浅層地

下水の重金属汚染は極めてスポット的で，かつ，長期間

継続している特徴が見られるので，今後とも調査を続行

する必要がある.

(本研究は昭和49年度当研究所調査研究課題「地下水の

重金属汚染l乙関する調査Jとして実施したものである.)

文献

1) Hemeon W. C. L. : J. Air Poll. Cont. Assoc.. 
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パラジクロルベンゼンによる環境汚染

森田昌敏申西沢恒幸料 三 村 秀 一 本

大石真之宇中尾 )1踊 子*平賀興吾*

Environmental Pollution by Paradichlorobenzene 

MASATOSHI MORITA汽 TSUNEYUKINISHIZA W A *本， SHUICHI MIMURAぺ
SHINSHI OISHI*， TOSHIKO NAKAO* and KOGO HIRAGA * 

I 緒論

パラジクロルベンゼン 〔以下 PDCBとIl塔す〉は家庭

内で広範囲に用いられる防虫剤，消臭剤である.生産高

は年産約 2万 t程度であり，その殆んどは気化し，大気

中にばらまかれる.生産高の大きさ，用途の開放性にも

拘らず， PDCB による環境汚染は研究者の注意をひい

てこなかった. PDCB自身は，生分解が早く， また蓄

積性も低いと考えられてきたからである.しかし， 1975 

年に， PDCBの人体組織における残留が最初に報告さ

れ，ぬまた都市大気1)あるいは都市水道水中2)からの検出

も行なわれるようになった. ζの乙とは PDCBが環境

中で、予想以上l乙分解されにくいのではなし1かということ

を暗示しており，種々の媒体中に出現する PDCBを調

査することにより，汚染像の輪郭を画くことは重要なこ

とのように考えられる.本研究は，このような目的のた

めに，水系，大気系そして生物系における PDCBの残

留値を測定したものである.また同時に，人体脂肪組織

中での蓄積機構を調べるために， Rat， Carp を用いた

蓄積性を検討する実験も行った.

E 実験の部

1[-1 分析法

][-1-1 水試料の分析

試水 500mlI乙n-ヘキサン 50mlを加えシアン蒸留

装置を用いて蒸留.水が 250ml蒸留された段階で火を

止め，留液を分液し， n-ヘキサン相を集め， KD濃縮器

を用いて 1----10ml 1乙濃縮する.濃硫酸 2mlと振った

後，ヘキサン相を GCIこ住入する. GC条件は II 1-

重量で 3g秤取する.乙の誠料l乙n-ヘキサン 5mlを加

え水蒸気蒸留にかける. 留出液のうち n-ヘキサン相を

集め，濃硫酸 2mlと激レく振って処理した後， GCI乙

注入する.水蒸気蒸留残の汚泥をガラスフィルターでロ

過し，乾燥器で乾燥した後重量を測定し泥試料の乾燥重

量を決定した.

][-1-3 大気試料の分析

既報の報告1)1乙準じて行った.

][-1-4 生物試料の分析

既報の報告1)1乙準じて行った.

][-1 5 ガスクロマトグラフィー (GC)

GC条件は以下の通り.

カラム①:Bentone 34 (5 %)+DC 200 (5 ~の on

Gas chrom Q (100/120)，カラム温度:1400C 

カラム②:TenaxR GC(60/80)，カラム温度:2200C 

キャリヤーガス:N2 60ml/min 

検出器:ECD (Ni63 10m Ci)，検出器温度:2500C 

][-2 蓄積性試験

][ -2-1 Carpによる蓄積

プラスチック製風呂桶 (80cmX80cm) に深さ 20cm

l乙水を張り，これに PDCB飽和水〔約40ppmat 200C) 

を適当量加えて濃度が 1ppmになるようにした.PDCB 

は揮発性が高く， 24時間後に， この濃度は 0.5ppmI乙

低下したので 1日1回 PDCB水溶液を加え，その時点

で 1ppmになるように調節した. 乙の水槽で体長 s......_

10cmの Carp と水草〔オオカナダモ〉を 3週間飼っ

た.エアレーションは行っていない.

51乙 示 す ] [-2-2 Ratによる蓄積

1I-1-2 泥試料の分析 Fig. 1 Iこ示すような chamber(100 X 100 X 100cm) 

泥試料は遠心分離器にかけて脱水し，出んだ部分を湿 中で Wistar系 Rat(雄〉を 2週間鯛育した. 1日1

*東京都立衛生研究所環境保健部水質研究科・毒性部薬理研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 

**千葉工業大学
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Table 1 PDCB in Sewage， Treated water and 
Activated sludge 

Activated 
sludge 

3.3μgjg申

1.2 

0.8 

0.3 

0.7 

0.9 

Treated 
water 

0.4ppb 

0.5 

0.5 

nd. 

3.6 

1.8 

Sewage 

1. 5ppb 

nd. 

0.9 

2.7 

0.5 

0.6 

Ukima 

Odai 

Mikawashima 

Sunamachi 

Shibaura 

Morigasaki 

* dry wt. basis 

1

2

3

4

5

6

 伊~砂

PDCB column 

PDCB in Atmosphere Table 2 

PDCB 

Out door 

A Lake Sagami 

B Ome 

C Hachioji 

D Takaido 

E Okubo 

F Shinjuku 

In door 

G Inside wardrobe 

H Inside c10set 
1 Bedroom 

1.5μgjm3 

2.1 

2.4 

2.9 

4.2 

2.7 

1700 

315 

105 

Location 

PDCB in Biological Samples 

Sample PDCB(ppm)* 

Human fat 2.3 

Human blood 0.01 

Salmon 0.05 
Carp 0.10 

Horse Mackerel 0.03 
Beef 0.11 

Pork 0.11 
Chicken 0.42 

Egg 0.06 

氷 Valuesare represented on fat basis. 

Table 3 

回，水と飼料の補給および排出物のそうじのために戸を

開けた.PDCBの濃度は適時測定した.一定濃度比保つ

ζとは困難であったが，概ね 30.........50mgjm3 の範囲にあ

った.

ll-2 3 Ratにおける PDCBの Clearance

体重 100g前後の Wistar系雄ラットを用い，飼育は

ゲージ内で水および市販問型飼料を自由に摂取させた.

乙れに PDCBを溶かした (2mgjml，20mgjml) オリ

ーブ油を腹腔内に 0.5ml注射し， それぞれ4匹づっ分

析し，代謝速度を観測した. また 100ppm注射した.

2時間自のラットを臓器別に分析し，臓器への移行を観

察した.

ll-2-4 分析

分析は体重測定後，ハサミで適当な大きさに切断し，

n白ヘキサン 250mlととも fC，10分間ホモジナイズした.

乙の n-ヘキサン脂肪抽出液 50mlを遠沈管にとり，遠

洗分離した後上澄液を 25ml，水 500mlとともは蒸留

し，300mlの分液ロートに 250ml留出させた. n-ヘキ

サン腐を濃硫酸 25mlとともに 2回激しく振り， GC誌

料とした.臓器別分析は ll-1-4生物詩料の分析法i乙

従って行った.

Exposure system of PDCB gas Fig. 1 

Table 2 f乙大気中の PDCBレベルを示す.用途から

も予想されるように， PDCBは麗内では高く，屋外では

低い.屋外でのレベルは東京近辺で、は余り差はなかっ

た.

車-1-3 生物話料の分析結果

生物試料中の PDCBのレベルを Table3 fこ示す.

ヒ卜脂肪中のレベノレは最も高く，次いでニワトリ l乙高

い.魚の中でのレベ‘ルは一般的l乙低いが，魚の中では鯉

が比較的高かった.

][-2 蓄積性の実験結果

][ 2 -1 Carpによる蓄積

E 結

][-1 環境試料の分析結果

][-1-1 水試料の分析結果

Table 1 f乙下水中の PDCBの分析結果を示す.PDC 

Bは便所で使用されており，従って下水中l乙検出される

のは当然とも苦えるが，そのレベルは決して高くはな

い.活性汚泥中には比較的高く観察され，汚泥i判乙濃縮

されている.水道水中や河川水中での PDCBレベルは

下水中よりも更に低く，検出限界 (0.2ppb)以下か，あ

るいはそれをわずかに上まわる積度であった.

][-1ー 2 大気試料の分析結果

栗
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Fig.21乙Carpによる蓄積経過を示す.水中のPDCB

濃度は 0.5ppmニコ1ppmの間l乙保たれ，平均レベルを

0.75ppmと推定すると， 3週間で約 60倍濃縮したこと

になる， これは PCBの数10分の 1程度の濃縮率といえ

る.なお水草(オオカナダモ〉は生物濃縮を示さなかっ

た.

ハ
υ

k
u
 

∞
¥
切
ミ
)

鶴∞
O
口仏

o 1 4 7 14， 

aays 

Fig. 2 Accumulation of PDCB in Carp and 

Water plant * whole basis 

DI -2 -2 Ratによる蓄積

Fig.31乙Ratによる蓄積経過を示す. 2週間後に約

35ppm (全体重あたり〉に到達した.興味深い ζ とは，

鯉と Ratの蓄積曲線の Patternが類似している乙とで

ある.

100 
bO 
'-.. 
bO 
とえ 1 T 

"0] 50 I ------l 
U 1 1 ____  
cコ I _____ 寸

。ー~曲 1I T T ~ water plant -
/寸?一ーす~ ，/一一一一

o 1 3 7 14 21 
days 

Fig. 3 Accumulation of PDCB by rats 

* on whole basis 

車_-2 3 Clearance 

PDCBは24時間以内l乙殆んど消失した.

N考察

PDCBは生分解の早い，蓄積性の低い物質と考えら

れてきた.例えば， PDCBは下水処理場の活性汚泥で

生分解されることは知られている.またマウス，ラッ

ト，モルモットウサギl乙 PDCBを1回投与したが，体

内蓄積はなかったとの報告3)もある. しかしながら同時

にこれとは一見矛盾するような報告もある.{JlIえば PD

CB混入の雑穀を投与された豚肉は悪臭がつき食うに耐

えられなかったとの事件4)や，ウシfePDCB蒸気をI投入

させて肉はその臭気が移ったとの報告5)がある. また人

体脂肪組織中には PCBと同程度の PDCBの残留が観察

されている.。
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このような一見相反する観察も，分解性と蓄積性を定

量的に取り扱う乙とにより，ある程度説明可能となる.

ヒトの体内での PDCBの残留というような場合， PDCB 

の分解速度が結構早いので，その残留は定常状態になっ

ていると考えられる.

PDCBの吸収量を Qmg/day 

PDCBのヒト体内半減期を T1/2 (day) 

とすると，ヒト体内での残留値 R (mg)は

R=Q. Tl/2 となる.

R を 10mg(体重 50kg，うち脂肪分10%，PDCBレベ

ルを脂肪あたり 2ppmと仮定)， Q=lmg (100μg/m3 

の PDCBを含有する空気を 10m3/day吸入すると仮

定〉と仮定すると T1/2=10daysとなる .ζ の推定 l乙

は，大ざっぱな仮定がはいりすぎているので正確なもの

ではないが， ヒトにおいて PDCBは PCBやメチル水

銀の1/10程度の蓄積性をもつものと考えられる.

Carpの PDCB蓄積実験から得られた実験結果から，

PDCBの蓄積性は PCBの 1/10程度と考えられ，乙れ

はヒトの場合と一致する.

下水処理場での活性汚泥による濃縮率も， PDCBは

1000倍程度であり， PCBは 10000倍程度である.従っ

て PDCBの微生物による濃縮率も PCBの1/10程度と

し1うζ とになる.

結局 PDCBは PCBの1/10程度の蓄積性を持ってお

り， ζのことは PDCBが PCBの10倍程度早い速度で

分解される乙とを暗示している.

PDCBのヒト体内における残留値の高さは結局におい

て， 1日摂取量が大きいために起っている. PCBと比

較した場合， PCBは総量で約 2万 tが環境中i乙放出さ

れ，魚やヒト l乙蓄積しているのであるが， PDCBは同じ

量が毎年消費され，しかも人間l乙最も近接した空間で用

いられている.PDCBは PCB1乙較べ代謝をうけやす

いのであるが，取り込み量が多いためヒト体内l乙高く残

留しているように観察されるのである.

生体内半減期は以上の推定，またAzouz等の観察6)

即ち fPDCBをウサギi乙経口投与した場合， 6日目迄l乙

40%が代謝物として尿中l乙排出されるが，それ以降l乙も

徐々に排出されるJからも，結構長く，ヒトにおいて10

日位あるかも知れない.このことは PDCB を Ratfこ

1回腹腔内投与した場合 PDCBが急速に体内から消失

するという観察とは矛盾しているように思われる.後者

の現象i乙対する可能な説明としては「体内はとりこまれ

た PDCBは徐々に脂肪組織に移行，蓄積されるが， 1 

回投与をうけた場合は，脂肪組織に浸透する以前に大部

分が代謝される.即ち蓄積として観察されるためには，
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連続的な長期の吸収が必要であるJということになろ

う.しかしながら，種差等の問題もあり，現段階では推

定の域を出ない.

腹腔内l乙注入された PDCBは車流を通じて急速に各

臓器i乙分配されていく.臓器問では肝，腎，肺i乙高く，

また脳lこも割合高い.PDCBは従って，有機塩素系農薬

や PCBと類似の生体内分布を示し，主として脂肪中l乙

含有されて荏在していると思われる.

謝辞 Chamberの使用にあたり溝口博士の摩意と助

言に感謝いたします.

〈本研究は昭和49年度当研究所調査研究課題「環境汚染

物質の総点検Jとして実施し，研究の一部は公衆衛生学

会第33囲1974年10月で発表した.)
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ヘキサク口ルベンゼンによる環境汚染

森田昌敏*西沢恒幸* *三村秀一*

Environmental Pollution by Hexachlorobenzene 

MASATOSHI MORITAヘTSUNEYUKINISHIZA W A ** and SHUICHI MIMURA * 

l 緒
圭.6-
日間

ヘキサクロルベンゼン(以下HCBと略す〉は除草剤

ペンタクロルフェノール (PC P)の中間原料として生

産されてきた.昭和47年以後は生産は中止されている.

外国の一部の国では，農薬として，種子消毒剤として使

用されているが，我国においては使用されてはし1ない.

外国においてHCBは既に重要な環境汚染物質として認

識されつつあるが，ト7) 我国においては，農薬としての使

用がなかったため，研究者の注意をヨiかず，森田ら 1，2)

の報告が最初であった.日本における HCBの検出が，

昭和47年以前に生産されたHCBの名残を観測している

のか，或は今なお一部で生産と流出が続いていることの

結果であるかは明らかではない. HCBはトルコにおい

て多量の中毒者をだした慢性毒を有する物質であり， 8，9)

且つ化学的にも，生物的にも極めて難分解性である.従

ってHCBの汚染の現状を早期比把握しておくことが，

HCBの予想される将来の拡大を予防する上でも重要な

ことのように思われた.本研究は，そのような視点、にた

って，各種環境メディア中のHCBの分析法を確立し，

いくつかの分析例を通じてHCBの汚染橡を描写しよう

と試みたものである.

E実験

][，-1 水中HCBの分析法

前報でパラジクロルベンゼンの分析法を記述したが，

全く同様にして Clean司 upを行った. GC条件は ][-4

1こ示す.

][-2 活性汚泥中のHCBの分析法

汚泥を遠心分離器にかけ，水をデカンテーションによ

り除く.洗んだ汚泥を湿重量で 3g秤り取り，アセトン

(50%)+n-ヘキサン (50%)の混液 50mlを加え，ブ

レンダーで、かきまぜ抽出する.遠心分離で泥質を沈め，

溶媒閣をデカンテーションより集める.洗降した泥質l乙

再度アセトン-n-ヘキサン混液 50mlを加えて抽出し，

I回目の抽出液と合わせて KD濃縮器を用いて 1'"10 

mll，乙濃縮する. 濃縮液l乙濃硫酸 2mlを加えて激しく

振り，上澄液の n-ヘキサン層を GCI乙注入する. 必要

があれば硫酸層を一旦捨て，新しい濃硫酸 2mlを加え

て処理する.

II 3 生物試料中のHCBの分析

PCB分析法と同様にして，試料よりアセトン含有

n-ヘキサンを用いて脂肪分を抽出する.抽出液を濃縮

し，硫酸処理後GCIr.注入する.

1I-4 ガスク口マトグラフィー

カラム Bentone 34 (5 %) + DC 200 ( 5 CJの on 

Gas chrom Q (100/120) 

カラム温度 2000C 

噴出器 ECD (Ni63 10mCi) 

検出器温度 2500C 

キャリヤーガス N2 60ml/min 

盟結 集

車 1 下水および活性汚泥中のHCB

都内各ド水処理場の下水および活性汚泥中のHCB含

有量を Table1 I乙示す. HCBの汚泥による蓄積が見

られ，この物質が難分解性であることを示している.ま

た工場排水を処理している下水処理場でのHCB含有量

は高く，このことは PCBと類似している.

直一2 人体脂肪組織中のHCB

人体脂肪組織中のHCB含有量は Table2 Iこ示す通り

で，平均 0.2ppmであった. ζれはHCBによる汚染

は現在の段階では， BHCや DDE，PCB等の1/10程

度にとどまっていることを示す.

][-3 食品中のHCB

ヰ東京都立衛生研究所環境保健部水質研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1 
本 TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjukuωku， Tokyo， 160 ]apan 

料千葉工業大学



334 Ann. Rep. Tokyo Meb・ • Res. Lab. P.H.， 26・1，1975 

Table 1 Hexachlorobenzene in Sewage and 

Sludge 

Plant Water HCB(μg/l) 
HCB in Sludge 

(μg/g) 

MI 0.7 
34 

E* 0.4 

U 3.5 
95 

E 3.2 。 1.2 
55 

E 0.7 

MO  1.6 
21 

E 0.4 

SU I 0.5 

E 1.2 
15 

SH I 0.5 

E 0.4 
10 

牢 1and E mean influent and effluent respec嗣

tively. 

Table 2 Hexachlorobenzene in Human fat 

Sample HCB(ppm) Sample HCB(ppm) 

1 0.42 11 0.13 

2 0.10 12 0.16 
3 0.29 13 0.10 
4 0.14 14 0.19 

5 0.22 15 0.29 

6 0.37 16 0.21 

7 0.14 17 0.19 

8 0.26 Mean 0.22 

9 0.38 

10 0.17 

Table 3 HCB in food 

Sample Number 
Mean levelヰ

(ppb) 

Beef 2 12 

Pork 2 7 

Chicken 1 4 

Egg 5 0.1 

Horse Mackerel 3 1 

Sawy-pike 5 11 

Salmon 5 9 

Carp 5 8 

Mill王 5 0.1 

Butter 2 4 

Soy bean 2 nd. 

Wheat 1 0.6 

Rice 1 nd. 

* Values are represented on fat basis 

食品中のHCB含有量は Table3 tc:.示す通りである.

ほとんどすべての動物性食品には検出されたが，そのレ

ベルはBHCなどの塩素農薬比較べて低い.

N考察

HCBの生物半減期は Ratで約60日と長く， 極めて

残留性の高い物質1のである.乙の乙とは汚泥における濃

縮率からもうかがわれ，約 1万倍の濃縮が観察され， P 

CBと間程度である.前報で、述べたPDCBが比較的分

解されやすかったのとは好対照をなしている.芳香環l乙

結合した塩素数が増加すると難分解性となりやすい乙と

はPCBにおいてよく知られているが同様なことが塩素

化ベンゼン類についても当てはまっている.

HCBは色々な点でPCBと極めて類似している.長

い生物半減期，難分解性，化学構造の類似性の他l乙，共

l乙多数の中毒患者を発生させている.即ち PCBがカネ

ミ油症をひきお乙したようにHCBはトルコで数千名の

中毒患者ーポリフィリン尿症と光過敏症を主徴とするー

をだしている.従ってHCBの環境中の挙動を PCBと

比較しながら考察する ζとは意味がある.

HCBはもともとは除草剤PCPの中間原料として生

産され使用されてきた.昭和 47年はその生産は中止さ

れ，その中止時期はPCBとほぼ一致する.百 CBの用

途は， ζの他l乙約 5%がゴムの添加剤として用いられた

というが，ほとんどは中間原料としてであり，従って環

境への流出量は極めて少なく， PCPの生産高から推定

して1000t程度と思われる. PCBの環境への総放出量

は約 2万 t弱であり，従ってHCBのそれは PCBの1/

20程度と考えられる.

下水処理場における流入下水中のPCBレベソレは昭和

47年の生産中止以来急速に減少している. HCB につい

ては過去のデータがないため比較する乙とは出来ない.

昭和49年の PCBレベルと HCBレベルを流入下水で、比

較するとほぼ同程度である. HCBはPCBの1/20程度

が環境中i乙放出され，生産中止時期はほぼ同じである.

乙のHCBがPCBと現在の流入下水で同じレベルで、あ

る乙とは興味深い.乙の原国として，難分解性の程度の

違い，用途あるいは汚染パターンの違い，あるいはHC

Bが， PCBとは異なり，今なお環境流出している可能

性等が考えられる.

HCBは農薬PCNBの不純物として通常含有されて

いる.またドライクリーニング用洗浄剤テトラクロルエ

チレンの製造過程で副生することも知られている.この

ような意図せぬ副生はより HCBが生産され，環境へ放

出されている可能性は高く， ζのことは今後の研究課題

とし1える.

本報告では未だHCBの汚染像を明らかにしたとは言
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えない.現在の実験データから言える乙とは， HCB に

よる環境汚染の規模はPCBの1/10程度であり，その質

はPCBと類似したものと言える.

HCBがいくつかの生物(魚，獣，鶏など〉の中で，

最も人簡においてそのレベ、ルが高いことは興味深い.こ

のことが食物連鎖の結果として起っているのか，或は人

間の近くでHCBが使用された為であったかは現在の段

階でははっきりしない.しかしHCBの難分解性，蓄積

性を考慮するとき，この物質のモニターを今後も続ける

必要があると思われる.

謝辞本研究所野牛環境保健部長，大井副参事，春田

生活科学部長Ic，適切な御助言をいただいたととを感謝

いたします.

(本研究は昭和49年度研究課題「井戸水および河川水中

の有機物l乙関する研究」の一環として実施したものであ

る.研究成果の一部は日本化学会第30会春季大会1975年

4月比発表した.)
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都内睦水の生活環境に関する調査研究(第 1報〉

皇居外苑濠群の富栄饗化の現状

山崎洋子*松本浩一*

Limnological Studies on the lnland Waters in the Metropolis of Tokyo (1) 

Eutrophication of a Group of Moats Around the Imperial Palace 

YOKO Y AMAZAKI* and KOICHI MATSUMOTO* 

1. A group of moats around the Imperial Palace is situated in the representative center of the City 

()f Tokyo and comprises twelve moats linked by shallow and narrow drains. The waters occupy about 

four hundred thousand square meters in total area， store twelve thousand tons of water in total 

volume， and are 0.5 to 2.5 meters deep. The water is being supplied by spring water of about one 

thousand ton per day in addition to precipitation and flows down from the head in the Chidorigafuchi 

moat to both sides of ring and overflows from the Hibiya moat. 

2. The present water bodies are free from the pollution of human origins and have been kept natural 

for a long period. However， the progress of eutrophication of the waters in these thirty years is 

marked. The waters are not only one of the most valuable elements of the representative scenery of 

Tokyo City but also serve as a recreation area for walking and partly for boating (Chidorigafuchi). 

Further， the waters are expected as a source of drinking water in the case of emergency. Therefore， 
the conservation of the water in these moats has been taken up as an essential problem from the 

point of urban environment. The authors have been surveying the waters limnologically since 1969. 

The present paper deals a part of their works done during the seasons from 1974 and 1975. 

3. The dominant phytoplankton in these moats are Synedra sp. and Melosira italica in February， 

Scenedesmus in May， Microcystis in August， and in November Golenkiniαradiata， Micractiniμm pusil-

lum， Scenedesmus sp.， Synedl・'asp. and Melosira italica dominate others. The phytoplanktonic popula-

tion in summer counts about 10，000 per ml and considerably exceeds that given by Kurashige in 1930 
(about 2，000 per ml). This increase in the phytoplanktonic population results the increase of chlorophyll 

and seston and markedly decreases the transparency of the waters. 

4. Amounts of seston during the seasons of autumn and winter ranged from 8.75 to 23.83 mgjl. 

Considering the figures reported from Lake Suwa in that the seston was 7-8 mgjl when the transpa-

rency was 1 meter， it seems necessary to decrease the seston to a half or two-thirds of the present 

level to keep the transparency of the moats at the level of 1 meter. 

5. In summer when the “water bloom" occurs chlorophyll markedly increase up to the maximu1l1 of 

163.8 mgjm3 and the gross production showed the maximum of 13.9g Odm3 jday. These figures in 

productivity shows， together with those given by the chemical analyses such as BOD， COD， P04-P and 

Nitrogen etc.， that the waters are ranked in the level of highly eutrophicated lakes. 

6. As the results of the bacteriological examination， Coli-aerogenes group of bacteria was compara-

tively few (mostly less than 10jml) and showed that the waters are free from the sewage pollution. 

However， the number of heterotrophic bacteria ranged among the level of 103 to 104jml and the number 

()f the sulphate reducting bacteria in mud ranged among the orders of 102 to 105jg. W. w. mud. 

7. The dominant benthic animals of the waters were Chironomus 1うんmosusand Branchiza・aS01ι・0・byi.

Both are the typical index animals of the eutrophicated waters. 

'8. As a conclusion obtained from the results of the present survey， the moats around the Imperial 

Palace are ranked among considerably eutrophicated lakes and ponds and need some urgent measures， 
'otherwise the progress of the eutrophication wil1 be accelerated and results many kinds of discomfort 

phenomena such as the outbreak of bad smell or swarming of midge 111osquitoes， besides the degrada-
tion of value a1110ng scenery.Some measures such as circulating filter system， transplantation and conser-
vation of aquatic weeds， removal of bottom mud and removal of plant eaters etc.， are being taken 
into consideration. 

*東京都立衛生研究所環境保健部水質研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1 
ヰ TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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I 緒 をきF
Z司

皇居外苑の濠群は，千鳥ケ淵水上公園のボート遊びゃ

散策等都民のリクリェーションの場所として，都内で残

された数少ない風致地区の 1つである.本濠群は首都の

中心地域は位置し，景観上重要のみならず，緊急時の飲

料水資源としての役割も担っている.本水域は1940年代

には水車が繁茂し，清澄な水をたたえていたが，上水道

からの補給水の澗渇，地下湧水の減少，草魚の放養など

の要因が関係して水車のほとんどは消滅した.これにと

もない， 1955年頃からは Microcystisを優占とする m水

の華"(water bloom)の発生が年ごと lζ著しくなってき

ている. 問水の華"の発生は，水域の透明度を著しく低

下させ，そのまま放置すれば富栄養化が加速度的民進行

するだけではなく，景観的価値をも低下させ，さらに悪

臭，ユスリカの多発生等の問題がおζってくる ζ とが知

られている.そこで，これら濠群の富栄養化の機構を解

明し，水質保全対策の基礎とするために，当所は国立衛

生誠験所とともに， 1969年から皇居外苑濠群の陸水学的

調査を行っている.本報告は， 1974年5月24日， 8月29

日， 11月21日， 1975年2月12日の四季4聞にわたり行っ

た調査のうちの細菌学的試験・基礎生産などに関する一

部の結果である.

E 調査濠群の概要および調査の方法

本濠群は総面積40万m2，貯水量 12万 t，水深約0.4，...，.

2.5mで，流入水としては降水のほかに 1，000t/dayの地

下湧水がある.水は桜田濠から日比谷濠 (St.7→St.2)， 

千鳥ケ淵から牛ケ淵，清水濠等を経て日比谷濠 (St.6→

Fig. 1 Sampling stations on the moats around 

the Imperial Palace 1，2: Hibiyabori， 3: Ha-
maguribori， 4 : Kikyobori， 5 : Shimizubori， 6: 

Chidorigafuchi， 7，8: Sakuradabori， 9: Ushiga“ 

fuchi， X : Springhead of underground water 

St. 1 )の方向iこ流れ，日比谷濠の雨水排水溝を通じて

排水されている (Fig.1). 

調査各地点で，気温，水温， pH，溶害酸素，透視度，

透明度を測定し，また，表層水を採水し，細菌学的試験，

クロロフィル量，基礎生産，懸渇物を測定した.化学分

析用の試料は，浅い所は表層水を，*深 1m以上の所は

北原式採水器を用い，中層水を採水した.化学分析は国

立衛生試験所が担当した.底泥の細菌学的試料と底生生

物採取のための採泥は，エクマン・パージ採泥器を用い

た.ほかにプランクトンの直接採取およびプランクトン

ネット採取を行ったがζζでは省略する.

1. 細菌学的試験 BacteriologicalExamination 

細菌学的試験に関しては，次の 4項目を行った.

一般細菌:普通寒天培地を用い，平板法で370，24hr後

カウントした 1)

大腸菌群:デソキシコーレート培地を用い，平板法で

370， 24hr後l乙カウントした1)

従属栄養細菌:桜井培地を用い，平板法で 30
0，3日後

l乙カウントした 1.2)

硫酸塩還元菌(底泥のみ):ISA培地を用い最確数法で

300， 2週間後l乙カウントした 3，4)

2. ク口口フィルの定量 ChlorophyllDetermination 

試水をグラスファイパーフィルター(ミリポア社製，

孔径1.1.........1.5μm)でろ過し， 90%アセトンで抽出しク

ロロフィル aとフェオ色素とを吸光法で定量した 5)

3. 基礎生産量 PrimaryProduction 

試水を実験室l乙持ち帰り， 100 ml酸素瓶につめ，

13，000luxの鐙光灯照射下，そのサンプリング時の水温

で測定した.植物プランクトンの活性は，ウインクラ一

法による酸素量の変化をもって表わした.

4. 懸濁物 Seston

試水を灼熱秤量 (5000，1 hr)したグラスファイパー

フィルター(ミリポア社製，孔径1.1.........1.5μm)でろ過

し，デシケーターで乾燥後秤量し，懸渇物量を求めた.

5. 底生生物 Benthos

底泥を48メッシュのふるいでふるった残漬について，

実体双眼顕微鏡を用い，底生生物を選別し，同定分類を

行った.

直調査結果

1. i:豪水の理化学的性状 Chemical and Physical 

Conditions 

夏期は帆水の華"が形成されるため，ほとんどの濠で

pH 9以上を示す. 透視度はこの時期比最も低い(8 '" 

19cm).溶寄酸素は年聞を通して過飽和である. BOD 

は冬期においていくぶん減少が認められるが，濠群の大
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考えられる.

2. 細菌学的試験 Bacteriological肱 amination

濠水の細菌学的試験結果を Fig.3I乙示す.大腸菌群

数は 0"'76jmlで，ほとんどが 10jml以下の値を示し

た.乙の ζ とから，下水の流入はほとんど考えられな

い.一般細菌数は 8"'1，400jmlで，大部分は 500jml

以下である.倉沢民よると松本城の濠では，一般細蘭数

は 104jml，大腸菌群数は 102jmlである 9) 従属栄養細

菌数は 103"'104jmlで，乙れは中~富栄養湖の細菌数l乙

匹敵する 10，1ひとれらの細菌数は井之頭池，石神井池，

三宝寺池の数値に相当する.

底泥は茶カッ色から黒カッ色をしており，微かに硫化

水素臭がする.硫酸塩還元菌数は 102
"，105jgで，佐谷

戸らの報告 (1973:10"'103jg) より増加している 12)• 

ζれは培地を佐藤培地から ISA培地に変更したためと

考えられる 13) 底泥の大腸菌群数は St.6 I乙比較的多い

(最高値180jg).7蒙水・底泥の細菌学的試験結果からみ

ると， St.6 (千鳥ケ淵〉にいくぶん細菌数の多い傾向

が認められる.

3. ク口口フィル量・基礎生産および懸濁物 Chloro-

phyll， Primary Production and Seston 

本濠群のクロロフィル aの値は 15.1"'163.8mgjm3

で，これは富栄養湖で得られるクロロフィル aの値にあ

たる (Fig.5). St. 4， 5， 6， 9のクロロフィル量は

m水の華"の発生する夏l乙著しく高い値を示す.St. 1， 

2， 7， 8では，春l乙最高値をとり，夏はむしろ減少し

ている.

生産量は，実測値および 1日の日照、を 8月は12時間，

11月， 2月は 8時間として計算した場合の 1日量を

Table 1 11:示してある.総生産量 (grossproduction) 

は，植物プランクトンが一定時間内民放出した酸素量

(または固定した二酸化炭素量〉を示し，純生産量(net

production)は，総生産量から植物プランクトンや細菌

の呼吸による消費量を差し引いた値を示す.

総生産量は夏に高く，冬l乙低い{直を示す.11月の純生

産量は最も低く(1.2g Odm3jday)， 総生産量 (5.3g 

Oz!m3jday)の78%は呼吸量である.従って， 11月は外

観上 H水の華"が形成されているが，クロロフィル aも

比較的少なく，活性の低下した植物プランクトンが多

いと考えられる.典型的な富栄養湖である諏訪湖の総生

産量は，Microり叫isの優占する夏期において 10.--.....30g 

Oz!m3jday，珪藻の優占する春期では 2"-3gOz!m8jday 

と報告されているが，本濠群の値は ζれに近いといえ

る.14)

懸濁物と透明度の関係をみると，秋から冬の懸濁物は

報 26-1， 1975 年研

部分は四季を通して 4........8ppmである.CODは秋から

冬にかけては 7"-8 ppm程度であるが， 春から夏には

その 2'""3倍の値を示す.本水域は BOD，CODの健か

らみると富栄養状態と思われ， ζれは井之頭池，石神井

池の値とほぼ等しい 6，7) リン酸態リンは秋期l乙は全て

の濠で減少しているが (0"-0.09ppm) ，本水域の大部分

は常l乙富栄養湖のリン濃度l乙相当する値を示す.総窒素

は夏l乙高く，ケイ酸は春l乙低い値を示す.塩素イオンの

値は13'"'-'24ppmの聞はあり， ζの値は井之頭池，三宝寺

池，石神井油， 諏訪湖などと同じ程度である 8)ζれら

のことからも，本濠群は富栄養から過栄養状態であると
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水域の指標生物であるユスリカ類と貧毛類のみであった

(Table 2).富栄養湖の標徴種の Chironomusplumosus 

および Branchiurasowerbyiが出現生物の大部分を占

めることと，硫酸塩還元菌数からみると，濠群の底質は

富栄養的であり，底泥中は低酸素状態あるいは無酸素状

態である ζ とを示している.

IV 考察とまとめ

1. 皇居外苑の濠群は， 1930年代に禽茂， 15〉 j同沢， 16) 

酒井17)らによって調査されているが，その後はほとんど

調査されていない.倉茂は大手濠において， 3月中旬に

は Synedrapulchella が優占し，それより半月遅れて

Melosila italica が増加し， 5月l乙は Scenedesmus 

quadricada， 6月i乙は Microcystisaeruginosaが優占

すると報告している(1930).15)現在も表層水では， 2 

月比は Synedra sp. Melosira italica， 5月 J乙は

Scenedes11LUs属， 8月lこは MicroCY5tis属， 11月には

藍藻iこ変って緑藻 (Golenkiniaradiata， Micractinium 

ρusillum， Scenedesmus sp.)， 珪藻 (Synedra sp. 

Melosira italica) の割合が増大する傾向が認められる

が，個体数(約 1O，000jml)は当時よりかなり増加した

~。

7 6 9 

Fig. 5 Seasonal variations of chlorophyll-a 
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8.75""'23.83 mgjlであり，概して懸渇物が多いと透明

度は低下している.

4. 底生生物 Benthos

底生生物としては， αー中腐水性およびP一強腐水性
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Table 1 The result of primary production 

mgOdl/hr gOdm3/day 
Date St. No. 

Pg中 Pn** Rヰ*本 Pg Pn R 

Aug. 29， 1974 1 0.94 0.72 0.22 13.9 8.6 5.3 

3 0.71 0.49 0.22 11. 2 5.9 5.3 

7 0.57 0.42 0.15 8.6 5.0 3.6 

Nov. 21， 1974 7 0.32 0.15 0.17 5.3 1.2 4.2 

Feb. 12， 1975 7 0.37 0.26 0.12 4.8 2.1 2.8 

中 grossproduction ヰ* net production 申牢* respiration 

Table 2 Benthic animals in the moats around the Imperial Palace (no/mり

1 2 3 4 5 6 7 8 9 

45 45 276 May 24， 1974 ChironoJnus pluJnosus 

Branchiura sowerbyi 

Aug. 29， 1974 C. pluJJWSUS 

134 178 1112 445 623 45 45 45 578 

134 

489 45 

45 

45 Einfeldia insolita gr. 

B. sowerbyi 45 276 1334 2223 1200 223 134 45 

Nov. 21， 1974 C. pluJnosus 45 

E. insolita gr. 45 312 

B. sowel・byi 45 400 578 1200 534 89 623 312 45 

Feb. 12， 1975i:C. pluJnosus 

E. insolita 

45 45 400 

89 

45 81うaniotomaA gr. 

B. sowerbyi 712 400 178 400 800 45 223 400 

ようにみえる(倉茂;約 2，000/ml). このようなプラン

クトンの増加は， クロロフィル量 (15.1'"'-'163.8mg/ 

m3
)，懸濁物(最大値 23.83mg/l)の増加となり，透明

度を著しく低下させ (0.4'"'-'1. Om)，本濠群の景観的価

値を大きく左右している.かつて繁茂していた水草

(Hydrilla verticilla CASPI， Potα1nogeton cripus L.， 

AかrioρhyllU1nverticillαtum) が， 上水道からの清澄

な補給水の澗渇，地下湧水の減少，草魚の放養，水質の

変化などによってほとんど消滅した ζ とも，植物プラン

クトンの増加のー閣となっていよう.

2. 秋から冬の懸渇物量は 8.75'"'-'23. 83mg/lであっ

た.諏訪湖では透明度が 1mのときの懸濁物は 7'"'-'8

mg/lである.鉱物質が多い懸濁物の場合の値はもう少

し高くなるが，乙の諏訪湖の値を適用すると，本濠群の

透明度を 1mにするためには，懸濁物を現在の1/2'"'-'2/3

におさえる ζ とが望まれる.

3. "水の華"の発生する夏期は，クロロフィル量の著

しい増加が認められ(最高値 163.8mg/mり，高い総生

産量(13.9g Odm3jday)が得られた. 乙の時期は，植

物プランクトンの光合成によって，水域は pH9以上と

なる.また，クロロフィル量の多い水域で、は概して BO

D， CODの値は高い. この傾向は総窒素についても認

められる.

4. 濠水の細菌学的説験結果から，本濠群l乙下水が流

入している乙とは認められないが(大腸菌群数 0'"'-'76

ml)，水域は富栄養状態(従属栄養細菌数 103"-'104/ml)で、

ある.一万底泥も Chironomusplumosus， BranchiU1・G

sowerbyi・が多数得られたこと，および硫酸塩還元菌数

(102
，"，-， 105 /g)からみると，富栄養的であり，ほとんど

無酸素状態であるといえる.

以上の結果から，皇居外苑濠群は，富栄養から過栄養

状態にあることは明らかである.乙の水域の水質および

景観的価値の保全には， H水の華"の発生を抑制するこ
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とが必要であろう.

植物プランクトンと水車の拾抗的関係は，いくつかの

物理化学的または生物学的要閣が複雑に関係しながら働

いていると考えられる.懸濁物を減少させ，透明度を回

復するための一策として水車を移植し管理することも考

躍する必要があろう.また，街環ろ過によるプランクト

ンの除去や富栄養状態にある底泥を波諜することも対策

の 1つとして考えられる.いずれにしても，何らかの対

策を早急に行う必要がある.

謝辞本研究にあたり，理化学分析を担当された国

立衛生誌験所の皆様と現地採水l乙御協力いただいた環境

庁自然保護局皇居外苑管理事務所々員に謝意を表しま

す.

〈本研究は昭和49年度当研究所調査研究課題「都内陸水

の生活環境l乙関する調査研究Jとして実施したものであ

る〉
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Plesiomonαs shigelloidesの生態学的研究

1 河川水と淡水魚における本菌の分布状況

池島伸 至 本 新 井 輝 義 * 備 淳*榊田真知子*

伊藤元彦中伊藤 武牢 * 坂 井 千 コ 料

Ecological Surveys of Plesiomonαs shigelloides 

(1) Isolation from River Water and Fresh Water Fish 

NOBUYUKI IKESHIMA*， TERUYOSHI ARAI*， JUN KUSUNOKI*， MACHIKO SAKAKITAヘ
MOTOHIKO ITOHヘTAKESHIITO牢*and SENZO SAKAI** 

During the period of 1974-1975， a survey was conducted for the distribution of Plesiomonas shigel・

Zoides in river water and intestinal contents of fresh water fish from the Tama River and the Naka 

River， in Tokyo. The isolation of the organisms was by the use of SS agar (Salmonella Shigella agar) 
and DHL agar (Desoxycolate Hydrogen sulfide Lactose agar) plates. 

Consequently， P. shigelloides was isolated from 4 (2.8%) out of 142 water specimens of the Tama 

River. Their serotypes were consisted of 08 : H3， 022: H3， and rest of two were untypable. It was also 
found that the organism was present in 6 (3.3%) of 178 fish intestinal contents. Their serotypes were 
two strains of 06 : H3， two of 08: H3， one of 08 :宜2，and rest of the one untypable. 

需主 広司

Plesiomonas shigelloidesは，最初 Fergusonら1) が

下痢症患者のふん便から Shigellasonneiと共通抗原を

有する腸内細菌類似菌を分離し， Paracolon C 27と命

名した.

その後，本菌の分類学的研究が Bader，2) Sakazald 

ら， 3) Ewingらめによって進められ，近年まで Aeromo'

nas shigelloidesと呼ばれていた.

一方， Habsら5)は，前述の Aeronwηαsshigelloides 

の生化学的性状を詳細l乙検討し，本菌は Ael・omonasと

異なる点を明らかにし，新しい属として Plesiomon仰

を提案した.そして種を Plesiomonasshigelloides と

命名した.同じ頃，本菌について Eddy らのは数値分

類を行ない，また Sebaldら7)はGC含有量を検討し，

その成績は， Habsらの分類を支持するものであり，

Fergusonが最初命名した Paracolon C 27は，現在

Plesionwnas shigelloides と分類学上位置付けられてい

る.

P. shigelloidesの下痢症との関連については， Fergu-

sonら， 1) Schmidら， 8) Sanyalら， 9) Sakazakiらめをは

じめ多くの研究者によって報告されており，最近我が国

においてもしばしば本菌による集団下痢症がみられ注目

されている 10，11)

しかし，現在までの発生例は感染源が全く明らかでな

く，また本来の生態学的研究も殆んど進められていな

しi

そこで著者らは，P. shigelloidesの生態学的研究を意

図し，今回はその一環として行なった河川における本菌

の分布についての調査成績を報告する.

調査対象および方法

1 被検材料。河川水:表 11こ示すごとく， 1974年6"'8月およ

牢東京都立衛生研究所多摩支所 190東京都立川市柴崎町3-16-25
本 TamaBranch Laboratory， Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
16-25， Shibazakicho 3 chome， Tachikawa， 190 Japan 

**東京都立衛生研究所微生物部細菌第一研究科 160東京都新宿区百人町3-24-1

ヰ*TokyoMetropolitan Rasearch Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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関1 多摩川水系における採水地点

注〉 轡:上流， .下流

び1975年 2"""__7月l乙，東京都内の多摩川の44地点より採

取した河川水 142件を検査対象とした.河川!水は滅菌コ

ルベンl乙約500ml採水し，直ちに当研究所へ送付した.

なお，多摩川の場合の上流とは図 lfe.示すごとく，ヒト

や家畜の尿尿汚染などが比較的少ないと考えられる羽村

取水堰より上流の多摩川本流および，秋)11，平井川，浅

川の各支流を，また，多摩川下流とは羽村取水堰から浅

川との合流点までの多摩川本流を仮称した.

2) サカナ:1974年 8月，東京都内の中川で捕獲した

フナ，コイおよびナマズの計77件， 1975年2"'6月に河

川水を採取した多摩川で捕獲したヤマベ，ハヤ，フナお

よびドジョウ計 101件である.捕獲したサカナは氷冷輸

送して実験l乙供した.

2 Plesiomonαs の検査方法

各被検材料からの本菌検出方法の概略を図 2f(示し

た.河川水からの P.shigelloides分離培養は，善養寺

らのメンブランフィルター集菌法12)を応用した.すなわ

ち， Mi11ipore Filter Corporation製の装置とフィルタ

ー (HA型， 0.45μm)を用い，被検水約 500mlを吸引

炉過し，そのフィノレターの炉過面を SS寒天5枚および

河川水 淡水魚
(500ml) 

i 腸管およびその内容物」細切

(ミリポよフイ jレターろ過) I 
l 手し剤

(生理食塩液1~3mo

分離培養
(DHL寒天， S S寒天〉

TSl寒天

I 370， 18'""'24時間

疑わしい集落

簡易確認培養

L 1M培:L'll1

各種生化学|的性状検査

血清学!的検査

血清型|の決定

図2 河川水およびサカナからの P.shigelloi・des

の検出方法
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DHL寒天5枚はそれぞれ塗沫培養した.

サカナの場合は腸管を無菌的lこ取り出し，ハサミで細

切してから，滅菌生理食塩水または，ペプトン水を 2""'__

3ml加えて乳剤とし，その乳剤を SS寒天および DH

L寒天l乙塗沫培養した.

3 P. shigelloidesの同定および血清型J.lIJ

被検材料を直接塗沫した各平板培地は 370

，18"-24時

間培養し，出現した乳糖非分解性の集落をTSI寒天お

よびL1M培地l乙接種してまず簡易誌験を行なった.両

確認培地で，乳糖・白糖非分解，ブドウ糖分解，ガス非

産生，硫化水素非産生，インドールならびにリジン脱炭

酸陽性および運動性菌について， T S 1斜面菌をガラス

棒でかき取り，ディスク法によるチトクロム@オキシダ

ーゼ試験(市販品:栄研化学〉を行なった.本試験陽性

蘭についてさらに Ewingらめの万法l乙従って詳細な各

種生化学的性状検査を行ない，その成績によってP.shi-

gelloidesと同定した.

P. shigelloidesと同定された菌株については，血清型

別を国立予訪衛生研究所 坂崎利一博士および島田俊雄

技官民依頼した.

成績

1 河}117Jえからの P.shigelloidesの検出状況

多摩川の河川水 142件からの P.shigelloides の検出

状況は表 11乙示すとおりである.河川水 142件中 4件

(2.89のから本菌が検出され，その陽性例の内訳は，

1例は1974年 6月多摩川支流平井川の平井橋下， 1例は

1974年6月多摩川本流の拝島橋下，残りの 2例は， 1975 

年 7月多摩川と浅川の合流点である.

河川水中の本菌の汚染菌数は，陽性例はいずれも検出

集落数が 1ないし 4個であったことから，河川水 II中

10個以下と推定される.

2 サカナからの P.shigeltoidesの検出状況

中川で捕獲したサカナ77件および多摩)11で、捕獲したサ

カナ101件の腸管内容物からの P.shigelloidesの検出成

績は表 2f乙示すとおりである.中川で捕獲したフナ72件

中5件 (6.6%)，およびナマズ 1件中 1件から本菌が検

表 1 多摩川の河川水からの P.shigelloides検出状況

採水年月 採水場所 検査件数陽性件数 (9の

多摩川上流 47 1 (2.1) 
1974.6"-'8 

11 下流 19 1 (5.2) 

多摩川上流 70 。
1975.2"-'7 

11 下流 6 2 (33) 

q 142 4 (2.8) 

表 2 サカナからの P.shigelloides検出状況

サカナの検査陽性
採取年月採取場所種 類件数件数(%)

フ ナ 72 5 

1974.8 中川 コ イ 4 。
ナマズ 1 1 

ヤマベ 53 。
1975.2.......6 多摩川 J¥ ヤ 45 。

フ ナ 2 。
ドジョウ 1 。

計 178 6 (3.3) 

出された.多摩川で捕獲したヤマベ，ハヤ，フナおよび

ドジョウの場合はすべて陰性であった.

3 分離株の生化学的性状および血清型

河川水およびサカナから検出された10株の P.shな叫-

loidesの主要な生化学的性状を表 3f乙示した.分離株は

いずれもブドウ糖を発酵的に分解するが，ガスは非産

生，硫化水素非産生，チトクロム・オキシダーゼ陽性，

リジン脱炭酸詰験陽性，インドール反応陽性，イノシッ

トを分解するがマンニットは非分解性の運動性菌であっ

た.これらの性状は， Ewingらのの報告した P.shigel-

loidesの諸性状と全く一致レていた.なお，河)11水から

検出された菌株P3とP8は，オJレニチン脱炭酸誠験と

アルギ、ニンジヒドロラーゼが陰性であって，他の 8株の

性状と異なっていた.また，本菌の乳糖分解性は，パJレ

ジコーの培地を用いて検討した結果，検出株10株のうち

1株は 1日で陽性， 5株は 2""'__4日で陽性，他の 4株は

15日間の観察で陰性であった.

分離株の血清型は表 3f乙示すごとく， 08 : H3が3

株， 06 : H3が2株， 08 : H 2および022:H 3が

各々 1株であった. 2株はO群型別不能， H抗原が2，

1株はO群型別不能， H抗原が3であった.

考察

P. shigelloidesのヒト i乙対する腸炎起病性について

は，現在明確にされているわけではないが，散発例や集

団発生例の過去における多くの症例から疑うべくもない

であろう 13-15)

しかし，本菌感染症の感染源については全く明らかで、

なく，また本菌の自然界における分布は Sakazakiらの

犬の調査， 3) Schmid らめのチンパンジーや家畜l乙関す

る報告例があるは過ぎない.

著者らは，P. shigelloidesの生態学的研究を意図し，

その手がかりとして今回は，本菌と類似し魚病起因菌と

して知られているAerortwnashグd7・0ρhita，4)Ae7-omonas 
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分離株の生化学的性状および血清型表 3

サカナ由来株株来由水間

P15 

+ 

+ 
+ 
十

十

+ 

+2 

十

+ 
+ 

UT:2 

P14 

+ 

十

十

+ 
十

十

+2 

十

+ 
十

8:3 

P13 

十

+

+

十

十

十

一
+
+
+
4
4。。

P12 

十

一

+

+

十

十

十

十

+ 
+ 

8:2 

Pll 

十

一

+

+

十

十

十

+

一

+

1n
h
u
 

PlO 

+ 

一

+

+

十

十

十

一

十

一

十

沼氏
U

P402 

十

十

十

十

十

十

一

+

一

+

+

+

4

4。。

P401 

+ 

十

十

+

十

十

一

+

十

十

+ 
UT:3 

P8 

一
十

十2

十

十

十

22:3 

十

+ 
十

+ 
十

十

十

十

+ 
UT:2 

P3 

+ 

+ インドーノレ

VP  

硫化水素 (TS 1) 

クエン酸塩(シモンズ〉

尿素
ゼFラチン

チトクロム・オキシダーゼ

リツン・デカノレボキシラーゼ

オルニチン・デカルボキシラーゼ

アルギニン@ジヒドロラーゼ

ブドウ糖 酸

ガス

ラクトース*

マンニット

イノシット

ノボピオシン感受性(10μg)

運動性

血清型 (0: H) 

状生

+: 1日で陽性，ー:陰性，申:肩につけた数字は反応が陽性になる培養日数を示す， UT: 0群 1""23に

該当しない

注〉

患者から検出しているのと同じ血清型である 06: H3 

(2株)， 08 : H 3 (3株)， 022: H 3 (1株〉が認

められた.このことは，ヒトの本商感染症の感染源との

関連において注目される点であろう.

今回は，河川を中心にした P.shigelloidesの分布に

ついて述べたが，さらにヒト，犬，猫およびカメなどに

ついても現在検討中であるので次の機会に報告する.

結論

P. shigelloidesの自然界における分布調査の一環とし

て， 1974.-.._..1975年比，東京都内の多摩川の河川水および

多摩川と中川のサカナの腸管内容物について，P.shigel-

loidesの検索を行なった結果，以下の成績を得た.

1 多摩川で採取した河川水142件中 4件 (2.89のか

ら P.shigelloidesが検出された.

2 多摩川および中川で捕獲したサカナの腸管内容物

178件中 6件 (3.3%)から P.shigelloidesが検出され

た.本菌が検出されたサカナの種類は，フナとナマズで

あった.

3 河川水およびサカナの腸管内容物から検出された

P. shigelloides 10株の血清型は， 08 : H 3が3株，

06 : H3が2株， 08 : H 2および022:H 3が各々

1株であった.残りの 3株はO群型別が不能であった.

謝辞本研究においてE 分離菌株の血清型別に御協力

almonicida4，16) が河川水やサカナから検出されること

に着目し，東京都内の多摩川，中JIIを対象l乙 P.shigel-

loidesの分布調査を行なった.

今回の調査は，多摩川の場合は河川水とサカナについ

て行なった結果，サカナはすべて陰性であったが，河川

水から本菌が検出され，その生菌数は II当り 10個以下

と推定された.

中川の場合は，そこで捕獲されたサカナについて調査

したところ，フナおよびナマズの腸管内容物から本菌が

証明された.ただ，乙の場合，調査対象がフナが多く，

そのほかのコイ，ナマズは極めて少数例であったため，

サカナの種類によって本菌の保菌が異なるのか否かは明

らかではない.

いずれにしても前述のごとく間川水やサカナから P.

shigelloidesが証明されたことは，本菌の分布は極めて

広範囲であることが推察されよう.

P.shigelloidesの血清型別l乙関する研究は， Bader 

ら， 2)Schmidら， 8) Sakazakiらめおよび Quincke17)の

報告があり，また，最近島田および坂崎18)は23の0群と

7のH抗原を明らかにし，その組合わせで26の血清型を

報告している.今回の著者らの検出株は，島田および坂

i崎の方法で血清型別が実施され，供試菌株10株のうち 8

株が型別された@そのなかには，坂崎らがヒトの下痢症
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食中毒の原因追求一最近の事例とその問題点一

辺野喜正夫，丸山務:公衆衛生， 39 (6)， 374--381， 

1975 

わが国で、過去10年間は発生した細菌性食中毒は，事件

数，患者数ともに数のよではあまり変化がみられない.

しかし，その内容は生活様式の変化比よって年々異にし

ている.そ ζで細菌性食中毒の原因追求の立場から，最

近の話題，特l乙 1.細菌性食中毒と統計数値の評価， 2. 

食中毒事件の調査， 3.サルモネラ食中毒と卵， 4.病原大

腸菌の問題およびそれと飲料水との関連， 5. Yersinia 

enterocolitica， 6.滋賀県で発生したE型ボツリヌス中

毒， 7.食品添加物の使用禁止と嫌気性菌の項目をとりあ

げ論説した.

Yersiniα enterocoliticα および偽結核菌の菌学，生

態と感染症

善養寺浩:日本細菌学雑誌， 30 (4)， 571--581， 1975 

わが留における Yersinia感染症は， 1972年善養寺ら

の Yersiniaenterocolitica 感染症例報告以来，急速に

注目されてきている.特l乙外国では例をみない数百名の

患者を数えた集団発生が小中学校を舞台ic.4例も発生し

て，公衆衛生領域で、深い関心を集めてきた Yersinia

pestisは別として属 Yersiniαのなかで重要なもう一つ

の菌l乙Yersiniaρseudotuberculosis(偽結核菌〉があ

る.偽結核菌は Y.enterocolitica よりも研究の歴史は

古いが，現在世界的l乙後者の感染が前者のそれをりょう

がしており，医学細菌の分野では近年 Yersinia症のな

かで、は Y.enterocolitica感染の研究が主流をなしてい

る. そこで本報では Y. enterocolitica IC.力点をおい

て，首題の問題を詳細に解説した@

エルシニア感染症

善養寺浩 :Medicina， 12(8)， 1166-1167， 1975 

最近の感染症の変貌は著しく，その原因の 1つに原因

菌の変遷が考えられる.エJレシニア属もわが国では最近

ようやく注目されはじめた菌であり，本菌感染症が臨床

各科にわたる多彩さを示すζ とが特徴である.本報では

Yeγsini，αenteγocoliticaお与び Y.合seudotuberculosis

について菌学，感染病像，治療，検査，疫学と菌の住態

などについて概説した.

Edwαrdsiellαtαrdα 

善養寺浩 :lvledical Technology， 3 (3)， 306-308， 

1975 

Edwardsiella tardαは最近，腸内細菌科にあらたに
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位置づけられた.本菌は腸炎病原菌としてのみでなく，

敗血症や髄膜炎をも起しうるのであるから，正しく分離?

同定する知識を身はつけておく乙とが必要である.本報

では主として検査技術者のために，本菌の生化学性状，

生態と病原性などの問題について概説レた.

エルシニア菌

善養寺浩:臨床医， 1 (5)， 619， 1975 

細菌感染症をめぐる最近の話題の中で，新らしい病原

菌として注目されている Y寸siniaenterocoliticaおよ

び Y.l台seudotuberculosisの菌学とそれらの病原性につ

いて概説した.

腸管系病原菌検査「生態系におけるサルモネラJ

善養寺浩:東京都予防医学協会事業年報， 4， 75， 1974 

乙乙で，都市環境の中でのサノレモネラの生態をとらえ

ようとした.しかレ，乙の菌の生態でさえ限定された環

境の中で理解することは国難である.サルモネラ自体は

その固有な生態をもら，元来，ヒトの社会とは無縁であ

って差し支えないものであろう.ただ，ヒト lζ起病性を

有するがために，人類の敵とされ，人口が密集すれば，

知ろうと知るまいとかなり広範囲な病害をヒトに及ぼし

ている.

生態という乙とばが流行し，ヒトのあり方を ζのこと

ばの背景からとらえようとするとき，病原微生物，ここ

はサルモネラをどう扱かったらよいのか途方にくれる.

とそくながら，著者らの立場から，サルモネラ症予防の

提言はある.しかし，現在のように，ことに大都市では

その汚染は広く，われわれのことばは大衆には浸透しき

らないであろう.

最後lζ，サJレモネラの感染は肉が主体であり，保菌者少

患者の増加は乳児の死亡につながる危険性が大きいこと

を強く警告しておきたい.

Isolation of Yersiniαenterocolitcαand Yersiniα 

pseudoiuberculosis from Swine， Cattle and Rats at 

an Abattoir 

H. Zen-Yoji， S. Sakai， T. Maruyama and Y. 

Yanagawa : JcゆanJ. Microbiol.， 18 (1)， 103-105， 

1974 

ヒト Yersinia症の汚染源を追求する目的で，動物保

菌，特に今回はブタ，ウシおよびネズミについて検討レ

た. Y. enterocolitica はブタ間盲部内容物1796件中220

件(11.69の，同腸間膜リンパ節917件中 5件 (0.5%)，

ネズ、ミ回盲部内容物 165件中58件 (35.29のから検出さ
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れたが，ウシ団富部内容物200件，同腸間膜リンパ節197

件からは 1件も検出されなかった.ネズミからの分離株

のO抗原型は多岐にわたり， 3， 5Bは1株もなかった.

一方，ブタ由来株の高頻度検出菌型は，ヒト患者由来株

と同じ3，5Bであったことから，本菌感染症の感染源と

してブタが重要な役割を果しているものと推定された.

Purification and Characterization of Enteropa-

thogenic Toxins “A" and “A'" Produced by Vibrio 

parαhαemolyticus and Their Biological and Pathol-

ogical Activities 

H. Zen-Yoji， Y. Kudoh， H.Igarashi， K. Ohta and 

K. Fukai : Proceedings of the 9th Joint Conference， 

U. S.-Japan Coo_ρerative M包dicalScience Program， 

Clwlera Panel， 249-260， 1974 

Enteropathogenic toxins “a" and “a'" were 

obtained from culture filtrates of Viblゴoparahae-

molyticus. The molecular weights of both toxins 

were estimated as ca. 45，000 on Sephadex gel fil-

tration. The toxin “a " was identical with the 

hemolysin reported previously， while “a'" differed 

somewhat from“a" in mobility on polyacrylamide 

gel electrophoresis and in some immunological 

properties. Toxin “a" (HPT -a) which was further 

purified highly on a chromatography and Sephadex 

gel filtration， was a simple protein and had the 

following properties : isoelectric point of pH 5.02 ; 

S20W of 5.3 ; not containing lipids and carbohy-

drates. HPT叩 awas inactivated by heating at 60 C 

for 5 min， but the toxin heated at 100 C for 30 min 

exhibited the activities. Its LD50 was ca. 1. 5μg for 

mice. Toxins “a"，“a'" and HPT -a showed the 

same hemolytic activities， lethality to mice， actions 

in tests in the guinea pig sldn and rabbit intes-

tinal loops. In tests with two toxins， including 

HPT -a， pathological findings on both skin responses 

and loops were characterized in common by edema 

and conspicuous neutrophiles infiltration. The toxins 

were presumed to be important enteropathogenic 

factors， based on the similarity of these findings 

to those observed in the autopsy cases. 

Fukai and T. Hoshino : Proceedings of the 1st 1n-

tersectional Congress of 1AMS， 4， 263-272， 1975， 

Science Council of J apan 

Enteropathogenic toxin produced by Vibrio para】

haemolyticus was purified from cell-free culture 

filtrates. The purified toxin was characterized by ; 

(i) a single precipitin line against polyvalent an日

tisera; (ii) homogeneity on polyacrylamide gels; 

(iii) UV spectrum characteristic of pure protein; 

(iv) sedimentation coefficient of 5.3 S ; (v) isoelec-

tric point of pH 5.02 ; (vi) unaffected by the action 

of trypsin， but digested by pepsin. The molecular 

weight was estimated as approximately 45，000 by 

Sephadex gel filtration method. The toxin had only 

one N-terminal phenylalanine， and the sequence of 

the first 38 amino acid residues from the N-termi-

nus was determined. As for the biological activi-

ties， minimal hemolytic dose was estimated to be 

O. 1 mcg when tested on a blood agar plate ; LD50 

in mice was approximately 1. 5 mcg ; minimal cu-

taneous response dose in guinea pig skin test was 

about 2.5 mcg. Skin response was characterized 

by marked edema， erythema and induration， and 

showed no diffuse dye permeation. More than 200 

mcg of the toxin gave positive response in the 

intestinal loop test; major pathological findings 

consisted of severely destructive changes with 

neutrophil infiltration and accumulation of bloody 

exudate in the loops. Monkeys injected 5 and 10 

mg of toxin exhibited catarrhal lesion accompanied 

by a mucoid exudate accumulation in the jejunum ; 

with 25 mg， monkeys died between 5 and 10 hr 

after injection， and the major pathological findings 

were conspicuous thinning and markedly diminished 

tonus of the small intestinal waU， and a great 

abundance of bloody， mucoid exudate in the lumen. 

This purified toxin also showed a peculiar heat-

stabi1ity : The toxin was inactivated by heating at 

60 C for 5 min， but not significantly inactivated 

by heating at 100 C for 30 mi，n. 

マウスの実験的サルモネラ症に対する Nitrofuran責Ij

An Enteropathogenic Toxin of Vibrio pαrαhae甲 および常用抗生剤の治療効果の比較検討

molyt cus 善養寺浩，寺山武，池島伸至，小野Jll尊 :Chemo-

H. Zen目 Yoji，Y. Kudoh， H.Igarashi， K. Ohta， K. therapy， 22(7)， 1180， 1974 
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S. enteritidis の弱毒変異株をマウスに感染させた実 岡沢久美子，伊藤武，坂井千三，善養寺浩:東京都衛

験的サルモネラ症に対して FT，KM， CER， ABPC， CP 生局学会誌， 55， 144--145， 1975 

の治療効果を比較検討した.FTはサルモネラ感染直後 ボツリヌス中毒は，死亡率が極めて高く，その診断は

および24時間後に投与しても著明な治療効果を示した. 患者の治療および続発防止の点から特に迅速性が要求さ

KMは菌接種直後l乙投与した場合には治療効果を示し れる.現在の本中毒の診断法としては，原因食品や患者

たが， 24時間後に治療を開始した場合には効果を示さな からの菌検出と毒素の証明が行われているが，いずれの

かった.CER， ABPC， CPはいずれの場合にも治療効 場合も最終判定までに長時間を必要とする.そ乙で著者

果を示さなかった.FTの治療効果は 0.5mg/マウス/ らは，ボツリヌス中毒の早期診断法の開発を目的とし

日以上投与した時にだけ認められ，また 2mgを投与し て，鐙光抗体法の応用を試み，その基礎的研究を進めた

た場合には 1回の投与で著明な効果が認められた. 結果，本法はボツリヌス菌の迅速判定法として極めて秀

腸炎ピブリオ食中毒の予防に関する研究

バカ貝の流通過程における腸炎ピブリオ汚染の消長に

ついて

坂井千三，寺山武，伊藤武，善養寺浩，他:食品衛生

研究， 25， 537--540， 1975 

都内発生食中毒の約半数は腸炎ピブリオによるもので

あり，その原因食品は主として海産性の魚介類およびそ

の加工品によるものである.そ ζで，本食中毒予防の基

礎資料を得る目的で，都内発生の本食中毒の原因食とし

て発生頻度の高い“パカ"貝を対象l乙流通段階における

腸炎ピブリオ汚染の消長について検討した.

夏季におけるパカ貝の腸炎ピブリオ汚染は，生産地か

ら消費地元の入荷時にすでに汚染されており，その生菌

数は産地によって大きな差異が認められた.入荷時から

むきみ処理，市場，市販届舗の各流通段階での腸炎ピブ

リオ汚染の消長は，入荷時の生菌数がそのまま持続する

か，あるいはやや減少傾向がみられた.

本調査で，パカ貝の場合，その流通過程において腸炎

ピブリオの急速の増加を予測したが，産地から入荷後の

流通過程における菌数の増加よりも最初の汚染菌数が最

終商品まで持続することが明らかとなった.

東京都内の中川流域で発生したカモのボツリヌス中毒

れている乙とが確認された.

保存・輸送培地

坂井千三，伊藤武:臨床検査， 18(6)， 669--676， 

1974 

各種の臨床材料からの病原菌の検査に際して，材料を

採取してから検査を実施するまでに長い時間の経過を避

けられないことも少なくない.こうした場合，臨床材料

中の病原菌の死滅を防止するために，保存輸送培地が用

いられている.本報では，一般検査室で取り扱う頻度の

比較的高い臨床材料の保帯・輸送培地について紹介し，

た.

日常臨床検査法 スクリーニング検査と精密検査

坂井千三，伊藤武:臨床検査， 18(13)， 1974 

臨床材料中の病原菌は，材料を採取してから時聞が経

過するに従って，乾燥，温度などの物理的な影響や共荏

細菌の増殖に伴う代謝産物の影響によって急速に死滅，

減少していく.したがって，検査材料中の病原菌をよりI

正確に検出するためには，臨床材料を保存・輸送培地に

採取する乙とが望まれる.本報では一般検査室で取り扱

う頻度の高い病原菌を対象にした糞便保寄液について概

説した.

について ブドウ球菌エンテロトキシンの精製について

坂井千三，伊藤武:メディヤ・サークル， 19(8)， 209 寺山武:日本細蘭学雑誌， 29(2)， 329， 1974 

--215， 1974 Bergdol1一門の研究者によって各型のエンテロトキ

1973年 9月ごろより東京都の中川流域l乙生息している シンの精製がなされてきたが，彼らの報告では，その精

カモなどの野鳥が多数舞死した事件について，その原因 製過程における αー溶血素の分画について特に記載され

物質の究明を行ったところ，食中毒のなかで最も恐ろし ていない.私どもが彼らの方法によって精製を試みたか

いボツリヌス中毒であることが判明した.本事例は本邦 ぎりでは，どうしても精製標品を得ることができなかっ

で最初に確認された野鳥のボツリヌス中毒であるので， t，こ. Ent B についてはほぼ彼らの方法で純化できるが，

その発生の概要と細菌学的検査成績を中心に紹介した EntA， C， D， Eおよび F株はそれぞれ Entの外l乙

多量のαー溶血素を産生し， しかもこれが Ent精製の

ボツリヌス菌の盤光抗体法による検出に関する研究 障害となっていた.本報では， Ent精製法のうちでもっ
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とも容易な EntB と，上述の理由で特に精製の困難な

ものを代表して EntDの精製法について述べた.その

他の Entにおいても，ほとんど EntDの精製法をその

まま適用すればほぼ精製が可能であった.

金品および調理環境検査

ブドウ球菌食中審発生の現況と原因黄色ブドウ球菌に

濁する基礎的検討

寺山武:東京都予防医学協会事業年報， 4， 86， 1974 

黄色ブドウ球菌が食品中で増殖して 108jgの菌数に達

しでも，官能検査においてまったく異常を認められな

い.だからこそ本菌食中毒が実際民発生するわけである

が，本食中毒は一過性の晦吐と軽い下痢を生じただけで

経過するものがほとんどであって，一般に軽撹されがち

である.しかし，本稿で述べたととく，本菌食中毒の発

生には腸炎ピブリオ食中毒l乙ついで常に 2番目l乙多い集

団発生をみている.さらに本症が軽症であるがゆえに統

計上に現われない事例はかなりの数に達すると想定吉れ

るので，社会的損失は思ったより大であろうと推察され

る.ζ うした食中毒の発生状況と，本食中毒予防につな

がる基礎的調査成績を乙 ζで述べた.

Yersiniαenterocoliticα 

丸山務:臨床検査， 18 (2)， 130-131， 1974 

Yersinia enterocoliticaの感染病像は多彩であるが，

発生煩度としては，幼児の下痢症，および虫垂炎を疑わ

せる胃腸炎症状が最も多い.しかしながら，わが国民お

ける本菌の研究の歴史が浅く，認識も低いことから本菌

の菌学，病原性についてカラー写真を中心lζ概説した.

Yersinia enterocoliticαの検査法

丸山務:臨床検査， 18 (2)， 143-148， 1974 

Y. enterocoliticaの検査は腸内細菌l乙準ずればよい.

ただ注意しなければならない ζ とは， '本菌は他の腸管系

病原菌l乙比較して，至適発育温度が低い ζ と，また，世

代時聞が長いために，分離培養および確認培養の一部は

250C， 48時間の培養条件で行う ζとである. ζのため，

同定までに要する日数が，他の腸内細菌よりも 2"'3日

多くかかる ζ とも念頭lとおく必要がある.わが国で、は，

雄， 渡辺賢也， 丸山務， 柳川義勢:東京都衛生局学会

誌， 54， 48-49， 1974 

先に著者らは，ヒト Yersinia症の感染源としてブタ

が重要な役割をもっ乙とを指摘したが，今回は本菌がブ

タにも病原性を発揮するか否かを知るためブタ揚炎から

の Y.enterocolitic，αの分離を誠みた.その結果， 219例

中3例(1.4%) から本菌が分離され， この数値は健康

ブタよりも{民いものであった.

糞便検査法一特に材料の採取，保存，輸送について

丸山務:Medical Technology， 2 (12)， 1974 

細菌検査室で扱う糞便は，主として下痢@腸炎患者の

糞便であり，乙れを検査材料として原因追求を行う場

合，対象はおもに赤痢菌，サルモネラ，腸炎ピブリオな

ど腸管系の病原菌である.しかし，最近は，これら既知

の病原菌以外にも腸炎起因菌としてこれまでの病原腸菌

以外の大腸菌や Ye1'siniaenterocoliticaの登場があり，

また，グラム陰性粁菌症や oppotunisticinfectionが

重要視されてきている現在，糞便検査は乙れらのζ とも

考慮l乙入れなければ，正確な成績をひき出すことはでき

ない.本報では，糞便からの腸管系病原菌検査法を中心

として，特l乙糞便の採取，保容，輸送および検査の進め

方についてその概要を述べた.

と畜場構内で捕えたネズミから分離した ねrsiniα

enterocoliticaについて

渡辺賢出，木下正彦，永野清一郎，加藤孝雄，松本栄

一，丸山務，柳川義勢..東京都衛生局学会誌， 53， 38-

39， 1974 

多摩食肉衛生検査所でと殺されたブタからは Y.

enterocolitica が高本に分離される乙とをすでに報告し

た.今回は上記と畜場構内で捕獲されたネズミについて

本菌の分離を試みた.その結果， 200例のネズミ回盲部

内容物中61例 (30.5%)から Y.enterocoliticaが分離

された.しかし分離株の主要検出菌型は 0:6， 0: 7で

あり，ヒトおよびブタのそれとは異なっていた ζ とから

ネズミはヒト Yersinia症の感染源としては関係がない

ものと思われる.

本菌の検査法について書かれた物はこれまで、になかった と蓄場内で捕えたドブネズミから分離したサルモネラ

ので，写真，図表を用いて詳細に解説した. について

永野清一郎，正谷千恵，木下正彦，松本栄一，加藤孝

豚腸炎カ1らの Ye1"siniαenterocoliticαの分離につい 雄，渡辺賢哉，伊藤武，津野正朗:東京都衛生局学会

て 誌， 54， 80-81， 1974 

正谷千恵，木下正彦，永野清一郎，松本栄一，加藤孝 サJレモネラによる食中毒発生の増加の要因として，と
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畜場内での校内などへのサルモネラ汚染が重要視されて 10--1月l乙都内広汎に発生した.残り 6集団の病閣は明

いる.著者らは，と場内のサルモネラによる環境汚染状 らかにする ζ とができなかった.

況をは握する目的で，と畜場内l乙生息するドブネズミに

ついてサルモネラの検索を行った結果， ドブネズミのサ BK (人由来パポーバ〉ウイルスの赤血球凝集素につ

ノレモネラ保菌率は極めて高率である成績が得られた. いて

田口文章， 長木大三， 岩崎謙二， 矢野一好:ウイノレ

食中毒患者，散発下痢患者および健康人由来サルモネ ス， 24， 3， 41， 1974 

ラ菌型の年次別推移について BKウイルスのHA素について検討を行った結果，ー

津野正朗，伊藤武，柳川義勢，丸山務，坂井千三，善 部既知ウイ JレスのHA素と似た性状をもっ反面，未知の

養寺浩東京都衛生局学会誌， 55， 142--143， 1975 性状を有する乙とが判った.

サルモネラ食中毒の予防の基礎資料を得る目的で，本 HA素の産生は人由来の各細胞よりサ Jレ腎由来の

菌の健康人における保菌状況，食品汚染，環境汚染につ Vero細胞で良く， HA素は熱，酸，エーテル，凍結融

いて調査を進めてきた.本報では， 1964年から1973年の 解，超音波の処理l乙対し比較的安定である.人O型赤血

10年聞に，都内l乙発生した食中毒患者，散発下痢患者な 球では希釈液のpHが8.0以下で，モルモット赤血球は

らびに都内在住の健康人から検出されたサノレモネラを対 pH 6.5以下で，ニワトリ赤血球は pH6.0以下で HA

象l乙，主として菌型の推移について述べた. 陽性となる.pH 7.1で人血球を用い HA反応を行うと

370では HA陰性， 250， 40 では陽性となるがHA価は

梅毒血球凝集反応におけるマイクロタイター法の検討 4
0
のほうが高い.pH 7.2でサノレ， ヒツジ， ハムスタ

村田以和夫，堀幹郎，宮沢貞雄，加納尭子，大久保!揚 ー，ラット，マウス，ガチョウの赤血球は凝集しなかっ

夫:東京都衛生局学会誌， 53， 60， 1974 た.pH 7.2で人蒜血球の HAte:.個人差がみられたが，

WHOは多くの研究報告に基づいて梅毒血球凝集反応 pH 6.4で、はその差が小きくなる. トリプシン処理人血

法 (TPHA)の Micro法を検討し，その有用性から従 球の HAの個人差は無処理群に比べて小さい. BKウ

来の Macro-TPHAIe:.替わって Micro-TPHAの採用 イルスの HAは BKウイノレス抗血清により抑制される

を推奨している.我々は，乙の WHO推奨の Micro- が，ポリオ{マおよび SV40両ウイノレスの抗血清では

TPHAと従来法との比較試験を実施しその検討結果か 抑制きれない.

ら更に改良 Micro-・TPHA法を考案した.改良 Micro-

TPHAは， WHOの Micro-TPHA te:.比較して鋭敏性 BK (人由来パポーバ〉ウイルスの血清疫学的研究

において優れ (WHO法， 94.1%，改良法， 98.19の特 田口文章，長木大三，斎藤充司，春山長治，岩1[1奇謙二，

K従来法との抗体価一致率では， 19.4%から45.2%へと 矢野一好:ウイルス， 24， 3， 41， 1974 

向上し良好な改良効果を示した BKウイ Jレスの本邦における浸漂状況を把握する目的

で，血清疫学的調査を行った.

東京都における1973年9月以降のインフル工ンザの検 人血清中の normalinhibitorの力価は大部分32以下

査成績 で， K104，アセトン処理により除去できるが， RDE，ヵ

伊藤忠彦，坂井富士子，薮内清，岩崎謙二，根津尚光: オリン処理ではほとんど影響がなかった.1972--73年に

東京都衛生局学会誌， 53， 114， 1974 採取した健康者血清510例の検索で， HI価40以上の保

1973年9月......74年 1月比都内で発生したかぜ患者32集 有率をみると全年齢階層ともほぼ1009らであったが，平

屈についてウイルス分離試験ならびに血清試験を行い病 均四価は年齢上昇にともなって低下した.1958年に探

因を究明した. 取した成人血清の保有率は63.5%で1972，....，73年比比べ低

アデノウイルス感染を確認で、きたのは 4集団で，その 率であった.兎，馬，豚の血清中にも HI抗体はみとめ

発生は 9，...，12月にかけて都の周辺地区民多くみられた. られたが，山羊，マウス，ラヲト血清にはみとめられな

インフルエンザA型ウイノレス感染が確認で、きたのは 3集 かった.流産後おまび妊婦血清に 2ME処理で HI価の

団で， 10，....，11月l乙同一区内に限定して発生した.検出ウ 低下するものがあった.

イノレスはいずれも A香港型であったが，抗原的l乙春以前

の流行株と差があった.本期の主因ウイルスであったイ

ンフルエンザ、B型ウイルスの感染は19集団で確認され，

東京都における1973年9月以降のインフルエンザの検

索成績
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坂井富士子，薮内清，伊藤忠彦，岩崎謙二，根津尚光: である.

感染症雑誌， 49， 11， 475， 1974 化粧品中の特殊成分としての殺菌剤の試験法はすでに

1973年 9月からは年 3月にかけて都内で発生したイン 衛生試験法にG-llおよびピオチノールの硝酸銀による

フルヱンザ様集団かぜの中， 38集団について病因を検索 定性定量法が収載されており，またこのほかuv法，比

した.その結果，インフルエンザB型ウイルスによるも 色法があるが， ζれら従来法はいずれも単品ないしは単

の20集団， A型ウイルスによるもの 8集団，アデノウイ 純な製剤についての定量に用いられるが，やや雑複な処

ルスによるもの 5集団であった. 方からなる製剤では試験溶液中にわずかに共評する脂肪

本期の流行はインフルエンザB型ウイ Jレス (B73型〉 酸や界面活性剤などによっても影響を受けやすく，ある

が主因であったが，その流行の中でA型ウイノレス(香港 いは感度，特異性などの点から実施困難な場合が多い.

型〉の流行が局地的にみとめられたのは興味深い.アデ そこで著者らはベピーパウダー，クリーム，石けんなど

ノウイルス感染はインフノレエンザB型ウイルスの流行と の化粧品あるいは医薬部外品中のG-llの分離確認と定

平行して長期間にわたってみられた.本期分離したA香 量法を確立するため，イオン交換体を用いる前処理の至

港型インフルエンザウイルスは抗原的は従来の流行株と 適条件と簿層クロマトグラフィー，ガスクロマトグラフ

差があった. ィーへの適用性について検討した.

1. DEAEーセルローズカラム l乙エタノーノレ@ヘキサ

1974年5月以降東京都に発生した集団かぜの検索成績 ン (1: 9)混液の液相中で交換吸着させたのち，アセト

特にその病因の多様性について ン， 1 N塩酸・アセトン混液，アセトンを順次流して溶

矢野一好，伊藤忠彦，柳津靖子，薮内清，岩崎謙二: 出させる操作によってG-llを定量的に捕捉し，妨害物

東京都衛生局学会誌， 55， 154， 1975 質を除く乙とができた.

1974年4月'"""75年2月比都内で発生した集団かぜ流行 2. DEAEーセルローズカラムを用いることにより

例中58集団について多面的な病因検索を行った.特にラ G-llと同様比分離捕捉される殺菌剤，吸着あるいは溶

イノウイルスの病図的意義を検討した. 離の不完全な殺菌剤を明らかにし， TLCを行ない，さ

検索の結果，インフルエンザA型ウイ Jレス感染を確認、 らに FID，ECDガスクロマトグラフィーにより定性定

したのは30集団，同B型ウイルス感染は l集団，アデノ 量可能な条件を見出した.なお本法による G-llの定量

ウイノレス感染は 6集団，エコー 5型ウイルス感染は 2集 限界は FID，ECDでそれぞれ 250μg，1μgjmlであ

団，病因を解明できなかったのは19集団で、あった.ライ る.

ノウイルス感染を証明で、きたのは僅かに 2 名(1. 0~の

であった.インフルエンザA型ウイルス感染流行は 2-

4月と12--2月，同B型ウイノレスは 2月，アデノウイル

スは 5--12月，エコー 5型ウイルスは 7月と10月，病因

不明は 3-1月に発生した.

都民のライノウイルス(1 A， 2， 13， 14， 30各型〉

中和抗体保有遂時変動調査結果から， 1974年春に30型ウ

イルスの流行のあったことが推定された.ライノウイル

スは軽症例で病図的意義をもつものではないだろうか.

化粧品中の特殊成分分析法に関する研究(第9報〉

ヘキサク口口フェンの薄層ならびにガスクロマトグラ

フィーによる定性および定霊法

風間成孔，水石和子， 中村義昭，原田裕文，戸谷哲

也:衛生化学， 20， 248-255， 1974岡

本報は化粧品，医薬部外品などに含有される殺菌剤ヘ

キサクロロフェン〈以下G-llと略す〉の定性ならびに

定量法を目的とし，日本薬学会，衛生試験法香粧品試験

法I乙上提，採用されたもので，その試験法について述べ

微量ヒ素の原子吸光分析法

江波戸挙秀，天川映子，山野辺秀夫，鈴木助治，戸谷

哲也食衛誌， 15 (6)， 469-474， 1974 

原子吸光を用いたと素の定量法における試薬添加量，

酸濃度，反応ピン容積，発生ガス圧力等の至適条件およ

び障害物質について検討した.すなわち， 20%ヨウ化カ

リウム 1ml， 20%塩化第一スズ 0.5ml， 亜鉛末 19，

3.5N塩酸酸性，測定液量20ml，反応ピン容積 100ml，

発生ガス圧力 0.5kgjcm2である.障害物質としてお件

があり ，Se4+はヒ素の 5倍量で障害した.亜鉛末添加方

法は一般に亜鉛錠剤が用いられるが，錠剤製型l乙熟練を

要レ，また，錠剤添加直後からと化水素が発生し，ヒ素

の損失も考慮されることから，オブラート l乙包んだ亜鉛

末を用いることにより，操作の簡易化，さらに精度の向

上も得られた.

低温細菌の検査法

春田三佐夫:モダンメディア， 20， 273， 1974 



近時，コーノレドチェーンシステムの普及は食品を長期

にわたって低温K保持する技術を可能にし，食品の品質

低下，衛生上の危害の発生を阻止するうえで多くの利益

をもたらしつつある.と乙ろが，冷凍食品は別として，

冷蔵の場合は， 100以下はもちろん，0。でも発育可能と

されている低温細菌 (psychrotrophicbacter匂〉の存在

が注目され，それらの細菌の発育増殖にともなう低温保

存食品の品質劣化が重要視されるにいたった.そ乙で，

生鮮食品，主として乳肉食品を対象K低温細菌の概念l乙

触れ，さらにその検査法について解説を試みた.

Agar stamp法による黄色ブドウ球菌ならびに腸炎ピ

ブリオの検出試験

松本国雄，神保勝彦，梅木富士郎，小久保弥太郎，春

田三佐夫:昭和48年度食品衛生調査研究報告書(1974)

Baird-Parker培地ならびに TCBS培地を使用する

アガースタンプ法の性能ならぴ比応用性比ついて，従来

の拭き取り法との比較検討を誠み，その結果として乙の

種の方法そのものは多少グローブなものではあるが，衛

生管理上の尺度として実用面で十分利用しうるものと認

められた.本研究は原生科学研究費の一部補助を得て実

施したものである.

生乳の細菌数の簡易測定法に関する研究

春田三佐夫，松本昌雄，神保勝彦(都衛研)，武原文

三郎，金子精一(神奈川衛研)，渡辺昭宜，徳丸雅一，

池内倶子(埼玉衛研) :昭和49年度厚生科学研究報告書

(1975) 

本研究は厚生科学研究檎助費のもとに，都衛研，神奈

川衛研，埼玉衛研 3者協同で実施したものである.春田

は主任研究者として全般を総括し，かっ松本らと協力，

硝酸塩還元法の追試検討ならびに補酵素 CATP，ニコ

チン酸アミド〉の使用はよるレサズリン還元法の迅速化

の検討を，武原は金子の協力のもとにブリード直接鏡検

計数法につき統計学的手法による精度の検討とその迅速

化について，渡辺は徳丸らの協力を得てレサズリン還元

法の迅速化，実施温度の改良などはっき，それぞれ生乳

を試料として基礎的検討を試みた.

凍結路肉より分離した低温発育細菌の発育温度特性

小久保弥太郎:食衛誌， 15 (3)， 188-194， 1974 

食肉を汚染する低温発育細菌の発育温度特性を知る目

的で，振とう温度勾配培養法により，数種の凍結豚肉分

離菌株といわゆる中温細菌を含む既知の菌株について，

00から 50間隅で500までの各温度における発育状態を
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比較検討した.

その結果，分離菌株はいずれも 0~30υで発育し， 25 ..... 

300 で発育が最も良かった. また，既知菌株は，分離菌

株より低温での発育が劣り ，rニ1=1温細菌では ζの傾向が顕

著であった.なお，概して Pseudomonasは，他のi罰属

より低温での発育が優れ，発育温度i隔も広かった.

1971 --1974年における牛乳，母乳中の残留有機塩素系

農薬レベルの推移について

山岸達典，堀井昭三，境野米子，竹葉和江，森本キミ:

東京都衛生局学会誌， 54， 58-59， 1974 

試料の市販牛乳は 1970年10月から '74年6月までの期

間に都内およびその近県の原乳処理工場，販売庖から毎

月検体を採取し，計230例を対象にした.母乳は都内の

B， K， NおよびT産院の産婦から出産後一週間以内の

泌乳，計 111名を対象にして，1971年 1月から '74年8月

までの期間に一定間隔で調査を実施した.なお，試料中

の有機塩素剤の分析はA.O.A.C.法に準じて行った.

その結果，牛乳中の残留農薬濃度の年次的な変化は，

経過年数民ともない BHC，DDTなどの濃度が減少し，

乙れらの濃度と経過年数との間に負の相関を示した.す

なわち，総 BHCで例示すると， 1971年の平均値は1.06

ppm (脂肪あたり〉であったが， '72年では低く 0.31

ppm， '73年では 0.22ppmとさらに低下し， 各年次の

減少率は約72%であった.

一方，母乳中の残留農薬濃度は，総 BHC，総 DDT

の年次的な変化が認められない.すなわち，総 BHC濃

度は 1971年2.56ppm， '72年1.92ppm， '73年 2.85ppm 

および'74年2.16ppm ic:.推移いこの場合の濃度と経過

年数との相関関係が極めて低く，母乳中の総 BHC量が

減少する傾向にあるとは認め難い.また，総 DDTの場

合も上述の BHCと同様な傾向にあるといえる.

原子吸光法による食品中のジメチルポリシ口キサンの

定量法について

西島基弘，冠政光，高橋尚子，上村尚，中里光男，木

村康夫:食衛誌， 16 (2)， 110-115， 1975 

原子吸光法による食品中のジメチルポリシロキサン

(DMPS)の定量法を検討した.食用油中の DMPSは

あらかじめ -700 i乙保持したセノレロースカラムを用いて

n回ヘキサンで分離し，さらに活性炭カラムでクリーンア

ップを行い試料とした.その他の食品の場合はエチルエ

ーテルで、抽出した後，活性炭カラムのみでクリーンアッ

プを行い試料とし，定量を行った.食品からの添加回収

率は 95.0"-'100.4 9らであった.なお，市販食品9種類に
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ついて本誌を応用じたところ， 5種類の食品からジメチ

ルポリシロキサンが検出された.

かん詰聞かん時に生ずる金属屑について

西島基弘，冠政光，高橋尚子， と村尚，仁!こi里光男，木

村康夫，小林|害義，篠原楢，鯉沼一夫:東京都衛生局学

会誌， 54， 54--55， 1974 

かん詰を聞かんする際比食品i判乙溶下する切り屑の実

態を調べたと乙ろ，次の事が判明した.

1. かんの上部の巻〆部の外側を切るかん切以外はすべ

て切り屑が食品中に落 Fし，その量は 0.1，，-，12mgであ

り，長さは痕跡"-'lcmであった.

2. 切り屑を人工胃液，人工腸液民投入して 370

で3時

間撹持したものの金属の溶出率は人工胃液で、はスズ0.35

%，鉄5.10%であり，他の金属は検出されなかった.人

工腸液ではスズ0.06%，鉄0.47%であり，他の金属は検

出きれなかった.

3. 消化器系の障害を見るためラットを用いて急性毒性

誌験をおこなった結果，消化器系における充血等の障害

はコントロール群に比べ，ほとんど差は見られなかっ

た.

以上の結果，かん詰閃かん時民生ずる切り屑は金属の

溶解性，ラットによる動物試験，又，切り屑の最から考

えて特l乙問題となると思われない.しかし，離乳期比多

用するベピーフードかん詰等については全く安全である

との保障はない.文，切り屑は本来的l乙は混入物である

ζ とから，食品中l乙混入する乙とは避けなければならな

い.そ乙で日本缶詰協会，その他関連協会等l乙本研究を

もとに勧告，指導をお乙なった結果，通産省は消費生活

用製品安全に基く SGマーク(かん切の認定基準及び碁

準確認方法〉を設定した.

食器に使用される洗剤残留の実態

渡辺悠二，佐藤憲一，誠訪世津子，吉田令子，小野綾

子，藤居瑛:東京都衛生局学会誌， 54， 60--61， 1974 

飲食器の洗浄l乙使用された洗剤の残留について，食器

の材質別(メラミン樹脂，ポリプロピレン，陶磁器)，洗

剤液の濃度，浸漬時間及びすすぎ条件を変えて残留量を

実験調査した結果，残留量l乙影響をもっ要因としては，

すすぎ万が最も重要である乙とが判明した.

また，学校，病院，給食センター，飲食屈等で使用さ

れている食器 133検体について洗剤の残留を実態調査し

た結果を報告した.

市販食品用洗浄剤の成分分析に関する研究

半田八十三，広門雅子，宇佐美博幸，藤居

J英:東京都衛生局学会誌， 55， 48--49， 1975 

昭和48年6月から10月の闘に都内で購入した台所用洗

剤 7社の製品11種について成分分析を行い，界面活性剤

相当分，エタノール可溶分，アニオン界面活性剤，せっ

けん相当分，非イオン界面活性剤，尿素について測定し

た結果を発表した.

食品添加物 d-ソルピットおよび ιソルピット液の液

性について

遠藤英美，宇佐美i専幸，半田八十三，広円雅子，藤j苦

瑛:東京都衛生局学会誌， 55， 54--55， 1975 

食品添加物d-ソルピットの粉末 10種，ソルピット液

20種について pHを測定したと乙ろ，ほとんどが酸性を

呈レており，その酸性度は液よりも末の万が高い傾向に

あり，粉末の方が空気接触面積が広いために空気酸化を

受け易く有機酸を生成していることが推定される.

ポルフィリン代謝系尿中成分の統計的観察

武士俣邦雄，霜田さと子，小笠原公:東京都衛生局学

会誌， 53， 66， 1974 

ポノレフィリン代謝系成分であるふアミノレプリン酸，

コプロポルフィリンおよび乙の代謝系の終産物であるウ

ロピリノーゲンの尿中排准水準と異常値出現状況を，東

京都住民男711名，女950名についてしらべた.性別，年

齢層別l乙F分布の公式に従い危険率 1%水準における異

常値棄却を行い，平均値とi察準偏差を求めた.

東京都住民の尿中。ーアミノレブリン酸量は男 2.15:1:

0.91 mgjl，女1.88:1:0. 80 mgjlで男が高値を示し，高

齢l乙従って低値比なる.尿中コプロポルフィリン量は男

69.5:1:35.7μgjlで男が高値であり， 高齢l乙従って減少

する傾向であった.

異常値の出現状況については尿中。ーアミノレプリン酸

が約 3%の出現であり，女が高率であった.尿中コプロ

ポルフィリンおよびウロピリノーゲンは尿中ふアミノレ

ブリン酸の 2'"'"'3倍の異常値の出現であった.

食品中のヘキサクロルベンゼンについて

森田昌敏，牛尾房雄，西沢恒幸，深野l袋一，道口正

雄，三村秀一食衛誌， 16 (1)， 53， 1975 

食品中のヘキサクロノレベンゼン (HCB)の分析を行っ

た結果， 日CBはほとんど総ての食品から検出され，広

範閤に存在する汚染物質である乙とが判明した. HCB 

の残留レベルは比較的低く， 1日摂取量は 0.7μg程度

であった.乙の値は WHOの勧告値 36pg(60kgの体



重として〉よりも十分低いが，将来にわたり調査を継続

する必要があると考えられる.

Residue Levels of Polychlorinated Terphenyls， 

Polychlorinated Biphenyls and DDT in Human 

Blood 

M. Doguchi and S. Fukano : Bulletin of Environ-

mental Contamination & Toxicology， 13(1)， 57-63， 

1975 

Subjected to the analysis were 27 samples of 

human blood offered by the volunteers， 19 males 

and 8 females from 21 to 57 years old， in Tokyo 

metropolitan Research Laboratory of Public Health 

in November 1973. The average concentrations of 

PCTs， PCBs and DDT were 5.0ppb (0.7-19. 6ppb) ， 

3.2ppb (1.9-5.8ppb) and l1.2ppb (3.2-19.6ppb)， 

respectively. PCTs were confirmed by mass spec-

troscopy coupled with gas chromatgraphy. It is of 

interest that the level of PCT residues is higher 

than that of PCBs， while industrial out put of 

PCBs far surpasses that of PCTs. 

Phthalic Acid Esters in Water 

M. Morita， H. Nakamura and S. Mimura: "VVatel・

Res. 8， 781， 1974 

Two phthalic acid esters， di (n-ethylhexyl) 

phthalate and di (n-butyl) phthalate， were surveyed 

in the river water， well water and city water of 

Tokyo metropolitan area. In the river water these 

esters were found in the range of 0.4-6.8μgjl. 

The concentration was low in the upper reaches of 

the stream but increased downstream， giving no 

seasonal variation. The esters were not found in 
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Paradichlorobenzene， a chemical agent extensively 

used as a moth repelant and as a deodourant， was 

found to be present in all thirty four adipose tis-

sues and six blood samples taken from the residents 

in Tokyo Metropolitan area. This substance was 

also recovered from the ambient air samples in the 

center part as well as in the surburb of Tokyo. 

The level of p-dichlorobenzene in the fat was ap-

proximately equal to that .of polychlorinated 

biphenyls (PCBs) which were determined with 

some of the same samples， and the concentration 

in the blood was three times higher than PCBs. 

Our report calls for further investigation on the 

scope of the environmental pollution by p-dichloro-

benzene and on the combined biological effects with 

other pollutants. 

室内環境における空気性状について:昭和48年度に実

施した調査を中心として

佐藤泰仁，青木実，溝口勲:東京衛生局学会誌， 55， 

60-61， 1975 

昭和45年に，いわゆる「ピル管理法Jが施行され，人

間の居住空間の衛生状態について関心がもたれている.

今回，昭和48年度の調査結果を中心に解析を行なうとと

もに，法律施行以前の結果との関係についても検討を行

なった.現状におけるピル環境の実態は，機械換気空調

を行なっていれば，問題となる項目はない.そしてピル

環境の温熱条件は夏，冬とも同じような性状になりつつ

あり，これには冬の換気量の不足による室内温度の上昇

も考えられる.更に快適度の点から，室内気流の増加に

留意すべきである.今後，事務機器の普及l乙よる新たな

室内汚染が問題となろう.

the well water examined. In the household tap 光化学スモッグによる自覚症調査について

water they were contained in the range of 1. 2-3. 3 牧野国義，溝口勲:日本公衆衛生雑誌， 22 (8)， 440， 

pgjl while in the raw water of water supply they 1975 

were contained in the range of 1. 9-8. 2pgjl. Results 17種に分類した自覚症について行なった 1年間(昭和

of jar test revealed that these esters were efficient- 47年7月'"'-'48年6月)のアンケート調査に基づいて，各

ly removed from water by using activated carbon 自覚症と汚染質との関係を検討した.そして各症状の訴

of alminium sulphate. 症が光化学スモッグを関係するか否かを統計的手法を用

いて検討した.さらに光化学スモッグの指標をスモッグ

Paradichlorobenzene in Human Adipose Tissue 生成の機序からでなくスモッグによる被害症状の固から

and Blood 設定すべく検討した.

M. Morita and G. Ohi : Environ. Pollut. 8， 269， 

1975 母親と新生児における水銀の蓄積と相互関係
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二島太一郎，池田真悟，多田宇広，野牛弘，溝口勲，

長崎護，上条宏，中島達也:東京都衛生局学会誌， 55， 

62-63， 1975 

一連の水銀による人体影響の疫学的研究を進めるなか

で，表記の課題についてその実態把握と，現行の環境施

策の評価のための基礎資料を提供することを意図した.

被検者は昭和49年7月"-'8月にかけて都立築地産院で

正常分娩した母親50名と，その新生児50名(男子24名，

女子26名〉で，母親からは頭髪及び静脈血液(母体血液

と略記)，新生児からは頭髪及び隣，常静脈血液(新生児

血液と略記〉を採取し，それぞれについて総水銀量及ひ、

メチル水銀量を測定した.新生児血液の総水銀量 (2.5

μgj100g)とメチル水銀量(1.3μgj100g)の平均値は，

母体血液の総水銀量(1.4μg/100g)とメチル水銀量(0.6

μg/lOOg) I乙比較して約 2倍高値を示した. このことは

経口的l乙母親から摂取された水銀が，胎盤を通過して胎

児l乙移行濃縮する ζ とを明らかにしている.また両者lこ

は，母体血液中水銀量が高くなれば，それにともなって

新生児血液中の水銀量は母親のそれを上まわって高くな

る相互関係にある ζとを明らかにした.頭髪は，新生児

の総水銀量 3.8ppm，メチノレ水銀量 2.4ppmI乙対して，

母親の総水銀量 4.7ppm，メチル水銀量 2.6ppmと血液

とは逆l乙新生児が低い傾向にあった.乙の乙とは，血液

l乙取込まれた水銀は，排11止経路としての頭髪へ胎児期移

行しにくいことを示している.したがって胎児へ取込ま

れた水銀は，排世とのバランスがくずれ高濃度比血液中

氏荏在するものと考える.新生児のメチル水銀l乙対する

感受性が成人より極めて高いことを考えるとき，最も影

響の大きい妊産婦，乳幼児に対する詳細な食生活指導基

準の作成乙そ，現状を直視する時必要不可欠の対策で、あ

ろう.

オゾンによる液性免疫機構への影響

瀬戸博:医学のあゆみ， 94， 250， 1975 

マウスを用いて，オゾン暴露による液性免液機構への

影響を調べた.その結果，抗原(ヒツジ赤血球〉接種24

時間前のオゾン暴露では影響を受けないが，抗原接種後

Review of recent progress in the studies of lead 

poisoning with special references on subtle toxicic 

111anifestations and long ter111 sequale of subclinical 

poisoning caused by this substance. 

The Pigeon， a Sensor of Lead Pollution 

G. Ohi， H. Seki， K. Akiyama and H. Yagyu: 

Bull. Environ. Contam. Toxicol. 12， 92-98， 1974 

Deter111ination of lead levels of the blood， femur 

and kidney and aminolevulinic acid dehydratase 

activity of red blood cells made with adult street 

pigeons (total of 179) of locations in both down-

town and suburban Tokyo demonstrated highly 

significant regional differences. It appears that the 

street pigeons are a handy and sensitive indicator 

of regional satunine pollution. 

Polychlorinated Biphenyl Residues in Maternal 

and Cord Blood in Tokyo Metropolitan Area 

K. Akiyama， G. Ohi， K. Fujitani， H. Yagyu， M. 

Ogino and S. Kawana : Bull. Environ. Contam. 

Toxicol. 14 (5)， in press， 1975 

PCB levels were determined with maternal and 

cord blood sampled at the ti111e of delivery. All of 

the twentyfour mothers selected for this experiment 

are residents of Tokyo Metropolitan area. Gas 

chr0111atographic patterns of PCBs in cord blood 

closely resembled those of mothers. The cord blood 

in general showed lower PCB levels on both whole 

and fat basis than those in the maternal blood. No 

correlation was noticeable on statistical basis as 

regards the concentration of PCBs between the 

cord and maternal blood. Our data suggests that 

the placenta permits rather indiscriminate transmis-

sion of the organochlorine compounds of closely 

related chemical structure. 

一定時間内i乙暴躍すると， 0.5ppm程度の濃度でも牌!こ11 Protective Effect of Selenite Against Methylrner-

抗体産生細胞の産生は有意に抑制された.ζの理由につ cury Toxicity : Observations Conceming Tirne， Dose 

いて考察を加えた andRoute Factors in the Developrnent of Selenillm 

Attel1l1ation 

Recent Progress in the Studies of Lead PoisonII明 G.Ohi， H. Seki and H. Yagyu: Indust. l-Iealth， 

(Review) 13 (3)， 1975 

O. Wada， and G. Ohi: Reviews 011 Environ. Protective effect of selenite against methylmer-

l-Iealth.， 1， 77-110， 1972 cury toxicity was observed in experimentally in-
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duced acute and subacute methylmercury poisoning Four groups of male Wister rats were fed the 

of rats. The protection becomes more evident as following regimen for 40 days: 1) 20ppm methyl-

the acuteness of methylmercury poisoning decreases mercury chloride (MMC)， 2) 20ppm MMC十3ppm 

in terms of the total methylmercury dosage admin- sodium selenite， 3) 3ppm sodium selenite， 4) 

istered and the number of survival clays after the basal diet. The basal diet which contained 0.4ppm 

last closing， and there appears to be present an “organic selenium" originating mainly from fish 

optimal dose relationship between the two sub- meal and wheat was resumed on day 41. Protective 

stances. Protective effect of selenium is likewise effect of selenite over toxicity of methylmercury 

clear in subacute methylmercury poisoning in was observecl in terms of both growth rate and 

regard to growth rate， incidence of neurological morbidity. 

signs and mortality. We did not observe any dif- Levels of total mercury， methylmercury and sele-

ferences in the protection when aclministration nium were cleterminecl on days 0， 20， 41， 47， 54 

route was changed. and 61 as to the brain， liver， kidney and bloocl. It 

was noted that methylmercury increased accumula-

Interaction of Dietary Methylmercury and Sele- tion of selenium in all the organs analyzed while 

nium on Accumulation and Retention of These selenium retention varied according to the type of 

Substances in Rat Organs selenium and the organs. Modification by selenite， 

G. Ohi， S. Nishigaki， H. Seki， Y. Tamura， T.Maki， despite its protective effect， remained equivocal in 

H. Maeda， S. Ochiai， H. Yamada， Y. Shimamm・a， regard to the organ accumulation of mercury and 

and H. Yagyu: To:ricol. Ap〆• Pharmaco. 32， 527- retention therein. 

533， 1975 
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