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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擦が置か

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冊に収め

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.

本研究年報に忌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
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Chronic Oral Toxicity of Butylated Hydroxytoluene (BHT) in 

Rats (An Interim Report) 

HISATSUGU ICHIKAWAぺHIROYOSHIKOBAYASHI*， 

YOSHIO NAKAGAWAぺFUMIKONAGAI*， MARI KOI*， TORAO IKEDA六

NORIO Y ANO* and KOGO HIRAGAキ

ジブチルヒドロキシトルエン(以下BHTと略す)は

油脂等の酸化防止剤，ゴム，プラスチック等の安定剤と

して広く使用されている。その安全性については，多数

の検討がなされているが， F AO/WHO専門委員会は

ヒトに対する一日許容摂取量を 0-0.5mg/kgBody 

Weight1
) としているが，昭和45年の科学技術庁資源調

査会報告2) によれば体重を 50kgとすれば， 日本人の一

人当り平均一臼摂取量は O.54mg/kg， B. W. (調査対象

最高値は 2.22mg/kgB. W.)ということになり，許容

量超過ということになる。最近の日本人の食生活の内容

を考慮すれば，さらに摂取量は増加していると予想され

る.このためBHTの安全性について検討することは意

義あるものと考えられる.

これまで著者らはBHTに関して，急性戸 亜急性毒

性い)をはじめ，種々の検討り}を行なってきたが，今回

は主に，最大無作用量の推定ならびに短期間投与におけ

る毒性試験において発見しなかった症状の検索を目的と

して慢性毒性の検討を試み，ここに途中経過ではある

が，投与開始後 1年 6ヶ月までの経過につき報告する。

なお，病理組織学的検索については現在検討中であるの

で，今回は省略する.

実験材料ならびに実験方法

1. 使用動物:日本クレア K.K.生産の SD-JCL系

ラット雌雄を用いた.生後4週令にて買入し，一週間予

備飼育後，体重増加，一般症状に異状のないものを実験

に供した.実験開始時(平均体重，雄 105g，雌96g)に

個別飼育用ケージに入れ実験に供した.

2. 試料 :BHTは， 和光純薬製 (LotNo. PA瓦

3582， KIK5562)結品性粉末で mp69.50Cのものを使

用した.

3. 投与方法ならびに投与期間

試料 (BHT)はそれぞれ， 0.005%， 0.020%， 0.320. 

%の割合で日本クレア K.K.粉末飼料 (CE-2，粗蛋

白24.0%，粗脂肪3.5%，粗繊維 4.5%，組灰分 6.0%，

可溶性無窒素物56.0%， カルシュウム 19/100g， リン

19/100g，マグネシュウム0.23g/100g，ナトリウム0.40.

g /100g，カリウム 0.63g/100g)に混合し，国型飼料と

し，対照群には日本クレア製閏型飼料 CE-2を自由に

ラγ トに摂取させた.投与期間は， 3ヶ月， 6ヶ月， 12 

ヶ月(各群雌雄 5匹)， 24ヶ月(各群雌雄10匹)，終生飼

育群(対照， 0.05%群は雌雄25匹， 0.020%， 0.320%群

は雌雄15匹〉に分けた.この際各群動物は試験期間毎に

ランダムに配置飼育した.水は細菌P過器を通した水道

水を自由に摂取させた.

4. 飼育条件

室温 25:t10C，湿度 55土5%に調整された飼育室内に

て，ベルト式架台にて飼育した.

5. 検査項目ならびに検査方法

i)体重，飼料摂取量の測定

体重は，終生飼育群 120匹についてメトラーデジタル

*東京都立衛生研究所毒性部 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 
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電子天秤 (PE1200)を用い，飼料摂取量は， {投与量一

(残余量十コボシ量)}/セット日数の式を用いて求めた.

なお， これらの測定は 3ヶ月までは毎週， 3""'" 8ヶ月ま

では 2週毎， 8ヶ月以後は 4週毎に測定した.

ii)血液学検査

採血は断頭により，頭部動静脈より放出する血液をあ

肉眼的所見観察

vi)臓器重量の測定

心臓，肝臓，腎臓(左3 右)，牌臓，甲状腺，副腎(左，

右)，盲腸を附着する血液，脂肪等を除去し，メトラーデ

シタル電子天秤 (PE162，HE-20)にて秤量した。

測定値はすべて onlineでコンピュータに送り推計学

らかじめへパリンナトリウムを塗布したガラス製試験管 的処理をした 8)

にとり軽く振濯後，自動希釈器 (York社製)にて血液

44.7μfをとり希釈液 (Isoton: Coulter Counter用血

球希釈液〉を加えて全量 10mlとし血球測定機

(Coulter Counter Model-S : Coulter Electric INC.，) 

を用いて次の 7項目について測定した. a)白血球数

(WBCと略)， b)赤血球数 (RB C)， c)へそグロピ

ン最 (HGB)，d)ヘマトグリット値 (Hct)，e)平均

赤血球容積 (MCV)， 0平均赤血球ヘモグロピン量

(MC H)， g)平均赤血球ヘモグロピン濃度 (MCHC)，

なお，測定条件の精度照合は標準血液 (4C: Coulter 

INC.)を使用した.

iii)血清生化学検査

断頭により放出する血液をガラス製の遠心管にとり，

遠心管にパラフィルムをかけ，水分の損失を防ぎ，室温

にて30分間放置し，次に氷中に60分放置し，血液上面に

生成したフィプリンの膜をガラス棒にてはく離し冷却

遠心機 (Tomy Seiko， RS-71A • Swing Rotor) 

で OoC，300rpm， 10min 遠心分離しその上清を血清

とし 自動分析装置 (HITACHI M-400 Automatic 

Analyzer)を用いて次の項目について測定した.

a) 総蛋白量(以下TPと略)-Buiret法， b) グル

コース量 (GLU)-glucose oxidase変法， c)総コレ

ステロール量 (CHO)-Li berman-Burcherd法， d) 

尿素窒素量 (UN)-ureaseindophenol法， e) トラン

スアミナーゼ活性 (GOTならびに GPT)-Reitman-

Frankel変法， 0アルカリフォスファターゼ活性 (A

L P )-Kind • King変法， g)コリンエステラーゼ活性

(ChE)-Takahashi • Shibata変法

なお，測定用試薬は，アナセラムシリーズ(第一化学

薬品製〉を使用し測定条件の精度照合に凍結プール血

清(コンセーラ:日水製薬製)を用いた.

iv)尿検査

動物を 1匹づっケージに入れ，下に塩ピ製白色パット

を置き尿を採取し査白量，グルコ…ス，ケトン体，潜

血反応， ピリルビン，ウロピリノーゲンを試験紙 Labs-

実験結果

1. 体重，飼料摂取量，一般症状の推移

体重増加については， Table 1， 2， Fig. 1， 2，に示し

た如く 3 ヶ月 I~ の処理時の体重において雄の 0.320 %投

与群と雌の 0.020%投与群において，対照群に比較して

有意なる減少 (pく0.05)を示したが，成長率において

はいづれも対照群との間に差は認められなかった.

飼料摂取量は， Table 2， Fig. 1， 2，に示した如く，

いづれの群においても対照群との聞に差は認められなか

った.

試料摂取量は， Table 2に示した如く， 0.005%投与

群の体重 kg一日当りの摂取量は雄 2.26mg，雌 2.69mg 

であった.との値は科学技術庁の調査報告によれば，現

実に調査を行った人の中に体重一日当り 2.22mgを摂取

していた人がいたということから，ほぼ実際に日本人が

摂取している量として考慮する必要のある量であった.

コボシの最は Table2に示した如く対照群との間に

差があるとはいえず，雄では0.90"""'1.25g/rat/dayで，

雌では0.05~0.75g/rat/day であった.

一般症状は，対照群との聞に認めるべき差異はなかっ

たが，尿が飼料コボ、ン測定用炉紙を桃色に染めたのは12

ヶ月後にはじめて 0.320%投与群の雌雄に 1例づっ認め

た。また12ヶ月目頃より後肢にタコができるのが数多く

認められた.

1年6ヶ月の間に処理時以外で死亡したものおよび腫

壌の発生状況は以下の通りであった。

対照群 0.005% 0.020% o. 320% 

合 ♀ 合 ♀ 合 ♀ 合 ♀

1(0) 

1ベ1)'1咋 1(1) 1(1) 

O"_"3ヶ月

3，._.， 6ヶ月

6，._.，12ヶ月 1(1)1(1) 1(1)0(1) 

12，._.，18ヶ月 1(1) 1(1) 2(2)3(3) 2(1)2(1) 2(1) 

*期間中処理時以外に死亡した数

納期間中処理時発見を含む腫蕩発生数

2. 血液学的検査

tix， Ictostix， Urobilistix (Ames社製)を用いて測 血液学検査の結果は Table3に示した如くであるが，

定した. いづれの検査においても著明な変化は認められなかった

v)剖検 が，特に 3ヶ月処理時の雌において，白血球数が投与群
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Table 1. Body Weights at Every Test Time 

一一一一一一一一一一一一 Mon¥ths ¥ 
3 6 12 

Group 

509.6土18.631
) 581.2土23.13 704. o:t 26. 03 
(5)4) (5) (5) 

Control 467.6土20.652
) 544.4土24.59 664.6土18.91

464. 1:t9. 733
) (15)4) 555.8土15.07(15) 664.3土20.37(15) 

451.2土21.95 600.8土13.27 712.4土22.45
(5) (5) (5) 

BHT 0.005% 447.8土27.79 568.6土20.11 683.8土25.01

463. 5土9.25(15) 556.8土10.21(15) 666.2土12.95(14) 

M 

492.0土15.52 591.5土28.67 703.0土43.49
(5) (4) (5) 

BHT 0.020% 469. 4土14.83 557.5土24.91 659.8土45.89

451. 9土12.33 (15) 531.3土14.59(15) 639. 1土20.45 (15) 

459.2土5.67キ 583.2土20.19 706.7土59.55
(5) (5) (5) 

BHT 0.320% 446.8土10.75 549.2土18.67 677.7土63.17

465. 2土9.77(15) 550.0土12.19(15) 649.8土15.87(15) 

一一 一一 一一一一一一一
263.2土5.89 299. 6土16.51 382. 5土36.71

(5) (5) (4) 
Control 277.2土14.73 310.0土土12.65 394.2土34.91

251. 1土5.17(15) 290.4土7.37(15) 361.0土66.21(14) 

251.6土7.75 291.2土7.87 420.0土51.77
(5) (5) (5) 

BHT 0.005% 267.4土7.37 306.4土11.。 462.0土59.49 

265.0土5.41 (15) 295.9土8.37(15) 373.0土16.71(13) 

F 一一 一一一一一
242.0土4.61ホ 323. 6土20.41 413.0土25.77 

(5) (5) (5) 
BHT 0.020% 260. 6土8.57 338.8土29.87 434.8土30.13 

256.2土7.89(15) 294.0土12.29(15) 389.6土23.47(14) 

257.2土9.67 345. 6土11.95 363.6土29.81
(5) (5) (5) 

BHT 0.320% 267.0土5.55 360.2土18.65 372. 2土25.85

250.6土5.41 (15) 295.6土7.57(15) 365. 4土12.41(14) 

1) Body weights (g) at test time 2) Growth rate (%) 3) Body weights (g) of long term 

group 4) No. of rats 叩く0.05

において対照群に比較して減少の傾向があるのが注目さ

れた.

3. 血清生化学検査

血清生化学検査の結果は Table4に示した如くであ

るが，成績を総合して顕著な変化を認めるものはなかっ

たが， 6ヶ月目処理時の雌のコレステロール量におい

て，投与量の増加とともに増加するのが注目され，全体

的にコレステロール立は投与群においては，対照群より
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Table 2. Body Weight Gain， Food， Sample Intake and Weight of Droped Food 

、、~-、一、
No.of 

Initial B.W. Final B.W. 
Growth rates 

Food (g) 
sample|//〔kdmaggy 〉DFor//oordpdaae(t y d g〉

rats E (g〉
mean土S(.Eg.〉 (%)2) //rat i|// kg /rat 

九九、、----- mean土S.E.l) day I/day day 
Group 

Control 15 106.9土1.34 715.0土18.97 669. 2土18.55 19.65 46.50 1.25 

BHT 0.005% 15→14 105. 1士0.95 750.5土20.61 712.7土17.7520.00 46.33 0.97 2.26 1.11 
M 

BHT 0.020% 15 103.4土1.41 715.2土26.91 692.7土27.11 19. 15 48. 40 3.82 9.61 0.90 

BHT 0.320% 15 104.1土1.42 725. 1土17.29 697.3土17.9720. 10 47.40 63.95 151.65 0.99 

Control 15→14 98.4土O. 9土25.03 5土25.81 14.21 56.81 O. 64 

BHT 0.005% 15→13 95.6土0.75 467.2土30.41 488. 3土33.95 13.43 56.52 0.64 2. 69 0.63 
F 

BHT 0.020% 15→14 94.9土0.97 482.3土34.65 512. 6土40.81 13.61 55.23 2. 63 11. 04 0.55 

BHT 0.320% 15→14 95. 5土1.06 449. 3土22.57 471.4土22.21 13.49 57.28 43. 15 183. 24 0.75 

1) S.E.=J諮3L 2〉(FinalBWMaIBW〉×100

.g 20 
¥ 
u 

会ザテt

よ 10

30 40 SO 60 
Week 

fig.l. CUr¥'Cぉ ofGroh'thand Foo丑 lntakeof Rats Administcred Orall)' ¥<"ith B1tT ( ~tale ) 

。 Control， 一-"一一 0.005%， 一-xー占 O田020~ ， 一一口一-0.320:. 

も増加する傾向があった. また， 12ヶ月目の雄のO.320 

%投与群において， GPT， GOT， CHOの値が異常に高

かったが，とれは 1例だけが異常に高く，とれを除いて

計算すると GPTは25.6土0.02，GOTは83.0土11.01，

CHO 81.0土13.65でいづれも対照群との間には差は認め

られなかった.

4. 尿検査

Table 5に示した如く，いづれの検査においても対照

群との間に顕著な差を示すものは認められなかったが，

12ヶ月処理時の雄の 0.320%投与群，雌の投与群，全体

において潜血反応が散見された.

5. 剖検所見

0
 

0
 

5
 〔ど

デ 25
F 、
同

:::20 
凶

] 

司 15。。
""10 

20 40 
h'eek 

60 

Fig.2. Curves of Growth and Food lntake of Rats Administercd Orally with BIIT (Female) 

-0- Control， _A_  0.005%， -x- 0.020%， -0-- 0.320も

実験期間中 (18ヶ月目まで〉途中死亡例では，明らか

な所見が得られたのは，主に，下垂体障、場(対照群雄 1

例，雌 1例:0.005%投与群雄 I例，雌 3例:0.020%投

与群雄O例，雌l例:0.320%投与群雄 0例，雌2例)，

乳腺腫療(対照群雄0例， 雌 1例:0.005%投与群雄 1

例，惟 1例0.020%投与群雄 0例，雌0例:0.320%投与

群雄 l例，雌 1例)，脳腔内出血 (0.320%投与群雄 1

例)，胸腺腫療(対照群雄 1例)，腎臓(右〉陸揚 (0.005.

%投与群雄 1例)，小腸腫療 (0.005%投与群雄 1例)，

皐丸出血 (0.020%投与群雄 1例〉で、あった.また 3，6，

12ヶ月自の定期処理時属殺解剖例では， 12ヶ月目処理時

腎う部に結石(対照群雄 1例:0.320 %投与群雄 1例，

雌 1例〉があった.

6. 臓器重量

各臓器の絶対重量ならびに体重 100g当りの体重比重

量は Table6，7，8，9，10，11に示した如くであった. 成
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Hematology 

Group No.of WBC R eB / c Hb 日t MCV MC耳 M (C%註〉C 
乱10nths BHT 

Rats C x 103/mmり CX106/mm3) Cg/dl) C%) 〈μ3 (μμg) 

Control 4 7.40土1.39J1> 7.927土O.2990 15.77土O.149 39.80土0.870 50.7土0.95 19.90土0.830 39.50土1.110

。眠 005% 5 7.30土1.263 7.502:1::0.4667 15.21土1.015 38.32:1::2.571 51.6土0.81 20.04土O.199 39.30:1::0.223 
3 

0.020% 5 7.00:1:: 1.133 7.600土O.1330 12.32土3.087 38.94土1.296 51.8:1::0.73 16.68土3.785 31.76土7.527

0.320% 5 5. 48土0.453 7. 466土0.3781 15.48土0.343 38.00:1::1.779 51.8土O.20 20.82土0.615 40.76土1.069

Control 5 7.58土1.274 7.596土0.1781 16.24土0.493 39.66土1.009 53.4:1::0.51 21.34土0.417 40.80:1::0.795 

冨ω c司
0.005% 5 7.02土0.633 7.288:1::0.1749 14.94:1::0.297 37.20土1.113 52.0:1::0.71 20.54:1::0.387 40.06:1::0.719 

6 
0.020% 4 8.47:1::0.679 7.437:1::0.1087 15.85土0.607 39. 37土1.167 54.1:1::1.07 21.27:1::0.487 40. 07:1:: O. 911 

0.320% 5 6.50:1::0.225 7. 286土O.1247 15. 26土O.189 37. 70土O.505 52. 8土O.37 20. 98:1:: O. 220 40. 38土O.239 

C'ontrol 5 6.996土O.4555 15.68土0.995 37.38土2.555 54.2:1::0.59 22.54土0.207 41.70土1.013

0.005% 5 7.320:1::0.0971 16.38::1:0.591 38.74土0.847 54.0:1::0.71 22.28:1::0.628 42.00土0.941
12 

0.020% 5 8.98:1::1.665 7.034土0.234317.48:1::1.001 38.98土2.605 56.2:1::2.39 24.66土0.889 44.72土1.203

0.320% 4 8.97土0.985 6. 187土0.427717.37土3.413 33. 22:1:: 1.247 55.0:1::2.35 29. 57土8.367 42.05土1.773

Control 5' 6.30:1::0.603 6.722土0.239915.28:1::0. 101 35.38土1.347 53.4:1::0.40 22.74土0.719 43.22:1::1.595 

0.005% 5 3.28:1::0.203料 7.370:1::0.2317 15.78土O.107* 38.26土1.150 52.6土0.40 29.54土7.743 41.10土2.843
3 

0.020% 5 3.96土O.387本 6.234:1::1.2157 16.02土0.285 23. 36土9.036 53.2土0.87 26.20土8.975 53.34土7.417

0.320% 5 5.06土0.525 6.870土0.274315.30土0.261 35.64土1.197 52.6土0.51 22.32土0.657 42.96土1.053

-Ed 呂ω ω h 

Control 5 5. 48土1.337 6.414:1::0.1751 15.50土0.831 38.22土1.767 56.8土1.47 22.50::1:0.701 40.32土0.425

0.005% 5 6.08土0.771 6.604土O.1243 15.02土0.283 36.92土1.043 56.8土1.31 22.68:1::0.365 40.62土1.237 
6 

0.020% 5 4.90土O.449 7.026土0.075515. 10土O.361 39.08土1.257 56.6土1.47 21.48土O.351 38.52土0.459本

0.320% 5 3.96:1::0.469 6.794土O.1083 14.50土0.219 36.02土0.480 54.0:1::0.31 21.16:1::0.201 39.80土0.251

Control 4 6.725土0.3161 15.32土0.799 36.82土1.747 55.5::1:0.50 22.67土O.403 41. 42土0.495

0.005% 5 6.382:1::0.1281 15.36:1::0.395 35.22土0.679 55.8土0.67 23.94土0.523 43. 46土1.175
12 

0.020% 5 6. 324:1::0. 1699 15.78土0.801 35.26土1.265 56.6土1.29 24.82:1::1.109 44. 58土1.091*

0.320% 5 5.856:1::0.2537 14.84:1::1.073 32.62土1.365 56.4:1:: 1.07 25.38:1::1.969 45. 56土2.771

1) Mean土S.E.

Table 3. 

料 pく0.01中pく0.05
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Serum Biochemical Tests Table 4 

Group Cho 
(mgjdl) 

ALP 
(Unitjdl) 

GOT 
(Unitjdl) 

GPT 
(Unit/ml) 

UN 
(mg/dl) 

GLU 
(mgjdl) 

Total Protein 
(gjdl) 

ChE 
(L1PH) 

No.of 
Rats 

缶
詰
・
河
町
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叫
4
0
砕
い
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足
司
円
、
・
h
a
-
h
忌
・
片
足
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日
白
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E
a

64. 2:t5. 72 

73. 0:t9. 43 

66.8土6.16 

72.2土4.33

75. 8:t4. 85 

24.2土0.20

29.4土1.60 95. 4:t3. 91 

100. 6:t6. 41 26.2土2.5716.0土0.83

126. 4:t2. 29 0.090土0.11901)16.86土0.040

6.82土0.0630.087土0.0111

ω【
同
W
J
H

6.80土0.0940.100土0.01055 

70.4土5.8318.6土3.25 98.4土11.8735.6土5.25

28. 6:tl. 13 

15.2土0.87126. 4:t5. 71 6. 78:t O. 037 5 Control 

0.005% 87. 8:t8. 57 

87. 6:tl0. 51 

17.4土1.77

21.4土4.01

86.2土4.59

84. 4:t 10. 29 38.6土6.73

14.8土0.73

16. 4:t0. 75 

121.2土7.65

132.6土6.55

6. 96:t0. 160 

6.88土0.091

5 

5 

82.5:tl.71 18. 0:t3. 39 99.4土6.1923.0土1.9514. 6:t 1. 17 128.0: 7.48土0.220

81.4土8.2115. 2:t3. 01 92.4土4.0128. 6:t 1.97 14. 4:t0. 75 141.0土7.597. 32:t0. 246 0.854土0.08615 

75.6土4.55* 1 12.2:tl.15 

78.5士5.33 1 13. 7:t2. 13 1 83.2土5.11

86. 4:t7. 27 17. 4:t4. 05 1 108. 4:t5. 51* 

87. 8:t14. 77 1 17. 2:t3. 71 87.8士10.27

77. 4:t5. 13 18.0士4.77 1 107.8土12.29

88. 6:t8. 47 

94. 6:t11. 47 

19. 2土2.57

14.4土2.83

94. 2:t8. 93 32. 6:t4. 61 15. 6:t0. 25 129.2土1.597. 60:t0. 329 0.942土0.07615 

85. 0:t6. 35 25.6土1.5713. 4土1.03

14.2土1.43

130.4土5.21

131. 0:t5. 54 

7.86土O.133 

7.86土0.330

0.878土0.0749戸

h
d

円。
100. 8:t3. 65 24. 4:t2. 43 O. 686:t0. 0747 

39.2土5.03

28.4土4.65

23.6士1.75

30.7土2.71

ごI'Pく0.05

IMon吋 BHT

10.090土0.11901)16.86土0.040 1 126. 4:t2. 29 1 16.4土0.51 I 29.4土1.60 95. 4:t3. 91 1 25.6土4.15 

10.088土O.0073 1 6. 50土0.235 1 121. 6:t2. 83 1 16.0土0.83 1 26.2土2.57 1 100. 6:t6. 41 1 24.2土0.20 1 

3 I 0・020% 1 5 10・106土0・0051I 6・88:t0・139 I 125・6:t6・99 1 16・0土1.09 I 26・4:tl・25 1 96・0土3・65 1 29・8:t2・79

旦 I5 I~ 鰯土0.0075 1674:!:0.087 I 121. 8:t4. 81 I 16.2土0.8o 1…;-1…ヶ8.2::1:1.80

1 Control 5 10.094土0.00931 6.86士0.175 1 123.0土4.69 1 14.8土1.25 1 26.2土1.83 1 91.2土4.65 I 21.8土5.09

I 5 10∞5% 5 10. 100土O附 3I 6.82::1:0.120 1132.4土6.98 1 14.8土0.80 1 27. 2:!:2. 43 1 91.0土5.29 29.2土3.77 81.2土6.51

~o% 1 4 10. 087土0.01111 6.82土0.063 1 118. 0:t3. 34 1 15.5土0.50 1 29.7土2.39 1 96.2土3.31 1 19.2土3.07 1 70. 5:t2. 73 

w%  1 5 10.100土0.010516.80土0.094 1 117.8土1.36113.4土0.75125.0土1.65197.8土5.31122.4土4.01176.4:t7. 57 

15.0土1.05

14.2土1.49

14.8::1:0.91 

1l.6:tl.21 

Cho=675 

122.2土5.35

130.4土3.25

[118. 0:t5. 39 

123. 2:t3. 91 

GOT=1080 

7.70::1:0.147 

7.64土0.051

7.42土O.239 

I 8.04土O.103 

2) one of the group: GPT=260 

5 

5 

5 

5 

一一可

3 I 0∞ 
0.02初0%

0.320% 

叫

% 
陥 10.020% 

0.320% 

Control 

12 I 0・005%

0.020% 

0.320% 

12 

1) Mean土S.E.
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宝石
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主主

建

日
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C叶
日

Urinalysis 

SEX 乱tJ:ale Female 

Months 3 6 12 3 6 12 

Dose (%) o O. 005 O. 020 O. 320 o 0.005 0.020 0.320 o O. 005 O. 020 O. 320 o O. 005 O. 020 O. 320 o 0.005 0.020 0.320 o 0.005 0.020 0.320 

5 l 1 1 

出。4

6 41) 4 2 2 4 3 3 1 5 1 1 4 3 2 4 2 2 1 3 4 3 3 

7 1 1 2 3 2 1 2 3 1 3 1 2 2 1 1 1 1 

8 1 1 3 1 2 1 2 1 2 3 3 1 l 

1 1 1 2 3 2 3 1 1 1 1 1 l 4 3 3 3 2 3 3 4 

30mg/dl> 1 2 1 2 1 1 1 1 1 2 1 1 3 1 1 

広HH 口同ω O 司
30mg/dl 3 4 2 2 1 1 1 2 5 2 3 l 2 

100mg/dl 1 1 2 1 2 1 2 1 

I 300mg/dl 1 2 3 1 3 1 

1 

白~ω m 0 υ 一 5 5 5 5 5 5 4 5 5 5 5 4 5 5 5 5 5 5 5 5 4 5 5 5 
0.25gjdl 

出古g目 宮田h 一 2 l 3 4 5 4 4 4 2 3 3 3 4 2 2 5 4 4 5 3 4 5 4 

10mgjdlく 3 4 4 2 l 1 l 3 2 1 2 1 3 3 l 1 1 1 1 

官。判Q》 目官同る

一 5 5 5 5 5 5 4 5 5 5 5 3 5 5 5 5 5 5 5 5 4 4 4 4 

52) 1 1 1 

10 

血ヨh3 よEユ
0.2mg/dl> 4 5 4 5 5 5 4 5 5 5 5 4 5 5 5 5 5 4 5 5 3 4 5 5 

O.2mgjdlく l l 1 1 

5 5 5 3 3 5 4 5 5 5 5 4 5 4 5 4 5 5 5 5 4 5 5 5 

s I lE.U.く 2 2 1 1 

Table 5. 

h 司

3) E.U.=Ehrich Units/dl 2) No. of Red Blood Cells in the Range of View (x 400) 。No.of Animals 



Absolute organ weights of rats fed diets containing BHT for 3 months Table 6. 00 

Caecum Adrenal(R) Adrenal(L) Tbyroid Spleen Kidney(R) Kidney(L) Liver Heart Sex and(%) 

mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g g/100g mg/100g Dose levels 

い
き
-
M
N

町、・叫
4
0
b
u

、。h
b
N
1
・
~
出
向
句
・
ト
怠
・
戸
同

-wBIN-za

Male 

1，572土7525. 8::t2. 1 27. l::t1. 4 16.0土1.4798土811， 562土731， 588こと8417.4土0.96L 416::t68 。

1， 232土7520.6::t1.8 22.1土1.414.2土1.0702土691， 444土681， 488土7515. 3::tO. 68 1， 300土830.005 

1， 390::t 161 23. 5土1.425. 4::t2. 3 16.3土0.9766::t37 L 510::t79 1， 502土7517.2土0.44L 330土640.020 

1， 420::t66 22. 6::tO. 9 23.8土1.218.7土1.1724::t 14 1， 516::t32 1， 494::t30 17.5土0.551， 270土35O. 320 

Female 

1， 022::t28 25.1::tO.6 27. 8::t1. 7 10. 4::t1. 2 482::t25 868土23906土228. 4::tO. 40 820::t 33 。

888土40牢28.4土1.629.5土1.514.8土0.9本472土17854::t30 858土248.5土0.26824土230.005 

810土11224.5土1.728. 3::t1. 4 11.8土1.1 526土73792::t31 794土31*7.8::tO.18 744::t33 0.020 

1.088士7524. 9::t2. 2 28.4土3.1 12.5土1.2508土51892::t21 914土4510.1土0.39*798::tJ9 0.320 



Relative organ weights of rats fed diets containing BHT for 3 rnonths Table 7. 

Caecurn Adrenal(R) Adrenal(L) Thyroid Spleen Kidney(R) Kidney(L) Liver Heart Sex and(%) 

rng/l00g rng/l00g rng/l00g rng/l00g mg/l00g rng/l00g rng/l00g g/100g rng/l00g Dose levels 

五在ale

308土115.0土0.365. 3:t0. 26 3. 1土0.33155土13305土10311:t12 3.40土0.08278土10。

調

知J

273土154. 5:t0. 38 4. 9:t0. 29 3. 2:t0. 33 156:t16 252:t14 321土93.40土0.07287土130.005 

五車

事

同

相

283土764.7土0.465. 1土0.873. 3:t0. 18 155土9306土12305:t11 3. 50:t0. 12 270土80.020 

醤

309土334. 9:t0. 53 5. 1:t0. 67 4. o:to. 29 157土5330土6325土53.81土0.10*276土70.320 

M

∞t
M
W
M
m
v吋一山

Fernale 

388:tll 9. 5:tO. 11 10. 5:tO. 45 3. 9:tO. 52 183土13329土5344土83. 18土O.13 310:t6 。

353土1711. 2:t0. 32キ11. 7:t0. 52 5. 9:t0. 29* 188:t9 340土14342土163.38土0.03328:t15 0.005 

332土4310.0土0.5911.7土0.504.8土0.53218:t32 327土9327:t7 3.22土0.07307:t11 0.020 

c.o 

421土229. 7:t0. 93 11. l:tl. 39 4. 9:t0. 56 196:t17 347土8355土63.91土0.74*311土50.320 



Absolute organ weights of rats fed diets containing BHT for 6 months Table 8. 1-' 。

Caecum Adrenal(R) Adrenal(L) Tnyroid Spleen Kidney(R) Kidney(L) Liver Heart Sex and(%) 

mg/l00g mg/l00g mg/l00g mg/l00g mg/l00g mg/l00g mg/l00g g/100g mg/l00g Dose levels 

kt予
知
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・
叫
4
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F句
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h
h
a
y
-
N
N
S
・
ト
Q
F
・
h
u
・
同
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日
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P
5
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Male 

1， 568土22924. 7::tl. 9 28. 4::t2. 0 22.1土1.4728土791，672土981， 638土9016.5土1.761， 524土101。

1， 746土16023.1土0.722.0土0.621. 1土0.8780土301， 604土1471， 738土5118. 7:!:O. 93 1， 476土570.005 

1， 530土16623. 7:!:1. 5 22.0土1.921. 3::tO. 9 827土391， 710土951， 693:!:121 19.3土1.071，452土920.002 

1，628:!: 129 19.8土2.1 24.2土1.619.5土1.5844::t49 1，586土611， 634土7917.7土0.711， 524土500.320 

Female 

1， 156土8226.0土1.728.1::tl.6 18.3土1.7538土27956土39942土348.9土0.34874::t65 。

1， 154::t120 23. 2::tl. 9 29.1::tO.7 18.6土1.8464::t33 940土28904土2410. O::tO. 46 900土340.005 

1， 156土6826.2土2.028. 4::tl. 2 17. O::tO. 6 984::t 45 534土41988土4310.1::tO.56 976::t59 0.020 

1， 152土5328.1 :!::2. 5 32.2土4.4 18. 7:!:1. 7 528土261，108土511， 096:!:45 11.5土0.56*1， 024土560.320 



Relative organ weights of rats fed diets containing BHT for 6 months Table 9. 

Caecum Adrenal(R) Adrenal(L) Thyroid Spleen Kidney(R) Kidney(L) Liver Heart Sex and(%) 

mg/l00g mg/l00g mg/l00g mg/l00g mg/l00g mg/l00g mg/l00g g/100g mg!100g Dose levels 

五在ale

漸

269:t38 4.3土0.434.9士0.483. 7:t0. 19 124土11287土11281土92.80土O.19 260土7。

~~ 

動

事

骨

嵩

290土263.8:1::0.14 3.6:1::0.06* 3.5土O.14 129土4268:1::28 289土123.10土0.11246:1::13 O. 005 

260土334.0土O.15 3.7:1::0.39 3.6土0.32140土6288土8285:1::12 3.27土0.11245:1::7 0.020 

3. 3:t0. 19 145土10272土11

向
田
I

F

H
ゆだ山

279:1::24 3.3:1::0.45 4.1:1::0.30 280:1::14 3.02土0.09261:tl0 0.320 

Female 

390土878.6土0.289.3:1::0.19 6.2土0.71182:1::18 320土11317:1::16 3.00土O.10 290土10。

394土357.9ごと0.649.9土0.246.3土0.47158:1::10 322ごと4311土83.07:1::0.08 308:1::6 0.005 

361:t24 8.1 :to. 80 8. 8:t0. 63 5. 3:t0. 40 166土14306土16308土183. 11:t0. 06 302土90.020 

ト4

t-' 

333土118.1:1::0.74 9.2:1::1.13 5.4土0.58153士10321:1::15 317:1::13 3. 32:t0. 74 296士14O. 320 



Absolute organ weights of rats fed diets containing BHT for 1 year Table 10. ド・4

t-.j 

Caecum Adrenal(R) Adrenal(L) Thyroid Spleen Kidney(R) Kidney(L) Liver Heart Sex and(%) 

mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g g/100g mg/100g Dose levels 

与
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'
河
内
、
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叫
4
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h
p円、・
N
N
2

・
hhN守
-

N

》・民
-
w
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乱1ale

1， 207土4224.5:1:0.6 25.8:1:0.6 21.7土1.。869土501， 679土721， 705:1:77 19.0土0.971， 558土24。

1， 430土14721.9:1:1.3 23.1:1:1.5 17.2土1.7842土361， 777土971，834土11020.1:1:0.60 1， 598土390.005 

1， 161土11922.6:1:1.8 24.2土1.917.2土1.9829:1:49 1，760:1:74 1，752:1:54 19.0土0.921，553土470.020 

1，553土25430.7:1:7.2 33.2土8.526.0土1.9834:1:73 2，148土4432，221土34026.4土3.421， 643:1:140 0.320 

Female 

957土7227.5土2.829.3:1:3.2 23.1:1:2.1 517土70987土45954土6410. 1土0.87902土43。

998土8326.5土1.929.7土1.716.9土1.8539土261， 139土1171，102大10511.6:1:1.29 1， 078土1110.005 

1， 032土4626.1:1:1.6 27.1土2.1 18.3:-1二0.7551:1:42 1， 051土531， 082:1:74 11.4:1:0.59 1， 024土500.020 

922土3127.5:1:2.9 31.0土2.1 19.7土1.4540土341， 081土661，065:1:85 11.8土1.39947土630.320 



Relative organ weights of rats fed diets containing BHT for 1 year Table 11. 

Caecum Adrenal(R) Adrenal(L) Tbyroid Spleen Kidney(R) Kidney(L) Liver Heart Sex and(%) 

mg!100g mg!100g mg!100g mg!100g mg!100g mg!100g mg!100g g!100g mg!100g Dose levels 

Male 

洲

M

列

翻

172::!:::10 3.4土O.18 3.6土0.173. 1土O.16 123土8283::!:::11 242土92.69土0.09222土5。

200土183.0土0.113. 2::!:::0. 13 2. 4::!:::0. 29 118土5250土13257土172.83土0.09224::!:::4 0.005 

寄

付

損

166土183.2土0.303. 4:t0. 35 2.4土0.26120土11254土21253土1902.71土0.06223土10.020 

M
m
l
M
W
H
m
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印

232土384.4土1.134.8土1.323.7土0.17中117土3307土67317土713. 73::!:::0. 67 235土220.320 

Female 

254::!:::22 7.4土1.257.9土1.516.0土O.44 135土13265土27256土282. 64:t0. 11 242土28。

243土176. 4::!:::0. 35 7.3土0.564. 1土0.34宇中134土12274土8266土82.77土0.06259::!:::5 0.005 

252土176.4土0.606.8土1.034. 5土O.47 133土6255土4261土42.76土0.04248::!:::6 0.020 

ト4

む3

262土307.4土0.258.6土0.635.5土0.44150:t8 300土15294土163.21土0.17*262土100.320 



14 Ann. Rep. Tokyo Met九 Res.Lab. P.H.， 26-2， 1975 

績を総合して顕著な変化が認められたものはなかった

が，肝臓は対照群に比較して増加する傾向があった.と

くに 6ヶ月処理時-の雌においては投与量の増加とともに

肝臓の絶対重量ならびに体重比重量の増加が認められた

(0.320%投与群は Pく0.05). その他， 甲状腺， 副腎

(左)，腎臓(左)，盲腸において絶対重量あるいは体重

比重量が推計学的に有意な増減を示すものが散見された

が， BHTの投与量との関連を示すものは認められなか

った.

総括ならびに考案

油脂等の酸化防止剤，ゴム，プラスチッグの安定剤と

して広く使用されている BHTを飼料に添加し長期間

(18ヶ月現在〉にわたって自由に摂取させ，その安全性

について検討した.

投与量は，これまでの著者らのBHTに関する実験よ

り， 0.0125%において体重増加の抑制を認める例4)があ

ったので，最大無作用最は，さらに低い 0.005%と推定

し，公比を 4としo.020%， o. 320%にした.実験は生後

4週令のラット (SD-JCL系〉を買入し， 1週間予

備飼育を行い，異状のものは除去し，試験期間毎に各群

ラットをランダムに配置した.

体重の増加は Table1・， 2・， Fig. 1.， 2.に示した如く対

照群との聞に顕著な差異は認められないが，雌雄とも投

与群の方が体重が増加する傾向が見られ，安全性との関

係については今後の検討点のーっと考えている.飼料摂

取量，飼料コポシ量は，いづれも対照群に比してほとん

ど差異が認められなかった.このととは体重の増加傾向

が飼料摂取量によるものではないと考えられる.

試料摂取量は Table2.の右から 2番目のカラムに示

した如くであるが， BHTO.005%投与群の体重 1日当

りの摂取量は，雄2.26mg，雌2.69mgで、あった.これは

科学技術庁の調査報告2)によれば，調査対象の中に体重

1日kg当り 2.22mg (体重を50kgとすると〉に相当する

人がおり，ほぼ問量であった，このため.B狂 TO.005%

投与群はBHTの安全性について検討する上からいって

非常に意義深い投与量であるといえる.

実験中死亡するものが多数あったが，死因は下垂体腫

湯，乳腺腫療が多く，これらは自然発生率の高いものと

いわれているものだけに今後慎重に検討を加えていきた

いと考えている.また，コボシ測定用の炉紙を桃色に

染めたのが 12ヶ月自になってはじめて認められたが，

これは使用したラットの系統差によるもの考えられる

(Wistar-J C L系では投与後4日位で認められた3)).

血液学検査においては，全体的に著変を示すものはな

かったが，投与群において，白血球数がとくに雌におい

て対照群に比較して減少する傾向が見られ，一考を要す

るものと考えられる.

血清生化学検査においては，成績を総合して顕著な変

化を認めるものはなかったが， 6ヶ月処理時の雌におい

て投与量の増加とともにコレステローノレ量が増加する傾

向がみられ，他の処理時においても全体的に対照群に比

較して投与群においてコレステロ{ル量が増加する傾向

が認められた. Frawley9)らのBHTの cholesterolの

acetateからの生合成促進作用を有するという報告より

この血清コレスロールの増加は， コレステロールの長期

聞による生合成の促進の結果と考えることができょう.

尿検査では，顕著な変化は認めなかったが， 12ヶ月処

理時に，投与群においてのみ潜血反応を呈するものが散

見されたが， これはこれまで著者らい}が報告した様に

BHTの腎臓に対する作用に関連があることが推定され

る

剖検所見では， 途中死亡例では下垂体麗場， 乳腺!屋

場，皐丸出血等が主なもので，処理時屠殺例では， 12ヶ

月目処理高濃度投与群に腎に変化がみられた以外は対照

群と差異がなかった.この腎臓の変化はこれまでの著者

らの報告4，5)でも同様でp 今後は注目して検討を加えて

行きたいと考えている.

臓器重量の変化で興味ありと考えられたのは肝臓で，

これまでにも多数の研究者により BHTの肝臓重量増加

は指摘されてきたが，とくに6ヶ月処理時の雌において

Dose-res ponseが見られ， 同時に血清コレステロ{ノレ

の増加も平行して認められたことから，肝機能に対する

作用との関連で興味深い.

BHTO.005%投与群の体重 1日当りの摂取量は雄

2.26，雌2.69mgで科学技術庁の調査報告によれば調査

対象中の最高値がであることから，現実の問題として今

後慎重に検討して行きたいと考えている.
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ジブチルヒド口キシト JL-こ巳ン (B園 T)のう‘γ ト肝におよ{ます影響

坂本義光*中川好男*藤井 孝*

福 森 信 隆 * 平賀興吾中

Effects of Butylated Hydroxytoluene (BHT) on the Liver of Rats 

YOSHIMITSU SAKAMOTOぺYOSHIONAKAGAWA六 TAKASHIFUJII*， 

NOBUTAKA FUKUMORI* and KOGO HIRAGA* 

The sex difference in the effects of BHT on the liver of rats was observed. Male and female rats， 

5-week-old， were fed BHT at 1.5% in the diets for 1 week and 4 weeks. Body weight increase in 

male was more depressed than in female with the duration of feeding. Liver absolute weights 

increased in female more than in male when they were compared with each contro1. Although the 

values of relative weights were equal in male and female rats. Liver weights increase by BHT 

depended upon body weight and concentration of BHT， regardless of duration of feeding. 

The property in liver growth that liver weight increases with body weight was observed in BHT 

feeding rats similar1y to control. 

In histological， serum biochemical and histochemical observation， a small difference was found in 

both sex. The significance of the finding about the liver weight increase was discussed in relation 

to the effect of BHT on the li ver. It was suggested that the specific damage to the liver was not 

particularly induced by BHT. 

緒 広司

食品添加物のうち油脂等の抗酸化剤として広く使用さ

れているジブチノレヒドロキシトルエン (BHT)の毒性

については，当部でも界面活性剤ABS，LASとの併

用，またはBHT単独で雄ラットに出血傾向を起すこと

を既に報告した 1-3)その他，従来より BHTにはラット

などで肝重量を増加させる性質のあることが知られてい

る 4-7)この肝重量の増加に関しては，フェノバルピター

ノレなどと同様に，脂溶性の高いBHTでは，肝重量の増

加に伴って粗面小胞体の増加，薬物代謝酵素系の誘導が

起り，その場合，特に肝臓自体の組織的な障害は起らな

いとされている .4，ぃ-10) このような実験では，雌ラット

が使用される場合が多く，雌雄で比較して論じた報告は

少ない.ある種の薬物に対するラットの反応性には，雌

雄で差があり，これが肝における薬物の代謝能の差11)に

よることが知られているが，本実験では， BHTの肝への

影響の表われ方について，雌雄ラ y トを用いて，一般毒

性試験の結果から検討した.さらに食品添加物を含めて

種々の薬物の毒性試験を行なった場合，体重及び肝重量

の変動が主な結果として得られる場合も少なくないが，

体重と肝重量の変動を雌雄で比較することによって， B

HTによる肝重量の増加の性質について，重量面から考

察を加え，今後の毒性試験結果を検討するうえでの参考

にしたいと考えた.

実験材料および実験方法

動物は4週令の体重65g前後の SLC-SD系ラット

雌雄を用い， 1週間飼育後， BHTを 1.5%の濃度で飼

料へ混合し，回型化したものを摂取させた.摂取 1週間

および 4週間後に，各々断頭，放血屠殺し，下記の諸項

について，検査を行なった。また対照群は日本クレア製

の飼育用回型飼料 (CE-2)を摂取させ，対照群， BH 

T摂取群とも実験期間中水道水を自由に摂取させ，室温

25
0 
C土1

0
C，湿度50%土5%，照明時間午前9時から，

午後 5時までとした環境下の一般飼育室にて飼育観察

*東京都立衛生研究所毒性部 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 
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し，体霊は毎日測定した.なお動物は，雄の 1週間摂取

群のみ5匹を用い，その他は各群10匹を用いた.

①血清生化学検査

放血の際に得た血液から定法山によって調製した血清

を，自動分析装置 (HitachiM-400 Automatic Ana-

lytl況のを用いて以下の成分について測定した.a)アル

カリホスファターゼ活性 (AL P)-Kind-King変法，

b) トランスアミナーゼ活性 (GPTおよび GOT)-

Rei tman-Frankel変法.

②酵素組織学検査(肝ALPの検出〉

2x5x5mm大に細切した肝臓を10%ホノレモールカノレシ

ュウム液13) (pH7. 2，..._.7. 3)中， 40 Cで 1晩回定した後，

クリオスタット切片を作製し， Burstone-Watanabe変

法14)によって，組織のALP活性を検出した.

@病理組織学検査

摘出した肝臓は，寵ちに重量を測定後， Li11ieの緩衝

ホルマリン液で聞定し， HE染色，および脂肪染色を行

なった.

g/100g Body wt 
10 5 

P<O.OOll 

P<O.OOl 

崎一一一

P<O.OOl 

Male 

Female 

実験結果

1) 体重および肝重量

体重 (Fig.1)は，雌雄で増加の抑制を示し，その程

XI02 

4 Male 
...... 
o 
o 
o 
V 
p，. 

Female 

Fig.2 Effect of BHT on liver weight 
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Fig.1 Effects of BHT on Body weights 
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Fig. 3 Regression of liver absolute weights and body weights gain of rats 

fed BHT for 4 weeks. 0: male， X : female (control)，.構:male， 

X : female (BHT) 

度は雄では，摂取 1週間に比べ4週間でより顕著であっ

たのに対して，雌では 1，4週間とも雄に比べて，その抑

制の程度は小さく， 4週間では対照と有意な差はみられ

ず，体重の増加抑制は雄に強かった.

肝叢量 (Fig.2)は，雌雄とも摂取 1週間では，有意

な増加を示し， 4週間では雌でより著明な増加を示した

のに対し，雄では対照、群と有意な差はみられなかった.

また体重比は，雌雄とも対照に比べ大きく，摂取群にお

ける雌雄の各値を比較すると，摂取期間に関係なくほぼ

一致していた.

4週間摂取群の体重増加量と肝重量を，雌雄の各個体

についてプロットすると， Fig. 3に示したように，摂

取によっても，体重増加量の大きい個体は肝重量も大き

いとし、う関係は，対照群と同様であるが， BHT摂取群

では対照、群に比べ，体重増加に対する肝重量の増加の割

合が大きかった.

2) 血清生化学検査

Fig. 4に示したように， 摂取 1週間の雌では ALP，

GPT， GOTのすべてが，有意な活性の上昇を示したの

に対し，雄では GPTのみが有意に上昇し，他はその傾

向を示した. また 4週間では， 雌雄とも ALP，GPT 

活性は，対照群と比べ有意な上昇を示したが，その程度

は1週間に比べ低く，また雄に比べ雌でより低かった.

GOTは，雌雄とも対照群と差がみられなかった.

3) 酵素組織学検査

Table 1に示したように，摂取 1週間では，毛細胞管

のALP活性の増加が， Rappaportの acinus第 1ゾ

{ンから第2ゾーンにかけて認められ，その活性の在在

する範囲は雄で、広かった.また4週間では雌で活性が全

く認められなかったが，雄では軽度の活性が，対照と比

べ，第 1ゾーンを中心にやや広い範囲に認、められた.ま

た雄では，対照群でも，第 1ゾーンにわずかに活性の存

在が認められた.

4) 病理組織学的所見

Table 2に示したように肝では雌雄ともに，肝細胞の

腫脹と細胞質の空胞化が認められ，腫脹は小葉の中間帯

から門脈周囲野にかけてみられ，雌では摂取期間に比例

してやや程度が強くなる傾向がみられたが，雄では顕著

ではなかった.また雄で、は腫脹に伴って核周囲には好塩

基性物質が見られなくなり，細胞質は徴細穎粒状となっ
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Table 1 ALP activity of bile canaliculi 

Sex 

Male 

士十+十

一++ー

一+一一

Female 

* : control *申 :BHT 料*: No. of preparations 
**料:Zone of Rappaport's lobular units 

て明調化し，細胞膜に沿った部分にのみ好塩基，好酸性

の細胞質が見られるような像を呈したが，雌ではそれ程

明らかではなかった.空胞化は小葉中心部に見られ，こ

れとともに細胞質は好酸性を増し，やや均質化して細胞

の大きさも減じており，これは雄で顕著であったが雌で、

は一部小葉に軽度に見られる程度であった.

考察

BHTによって肝重量の増加を報告した文献は多く，

Gi1bert4) らによれば， 雌ラットにBHTを毎日投与し

た場合， 1週間以内に肝重量の増加及び薬物代謝酵素系

の誘導を起す最低必要量は 25""""75mg/kgであり，また

500mg/kgでは， 2"""" 3日で重量増加が起るとしている

また Gauntらりは雌雄ラットに0.1%添加飼料を16週間

摂取させた場合，いずれも体重比重量の増加を認めてい

るがp体重の増加抑制は示されていない.本実験では，体

Table 2 Summary of microscopic changes in liver cell 

Sex → Male Female 

Group→ 1wK-C 1wK-T 4wK目 C 4wK-T 1wK-C 1wK-T 4wK-C 4wK-T 
乱1icroscopic
changes * 5 5 7 9 9 9 8 8 **ー+

SL 。 3 。 3 。 1 。 1 

Swelling MO  。 2 。 2 。 3 。 2 

SE 。 。 。 。 。 。 。
SL 。 1 。 1 。 3 。 4 

Aof ggb rega tion M O  。 4 。 8 。 1 。 。
asoplasm 

SE 。 。 。 。 。 。 。 。
SL 。 4 。 3 。 。 。 。

Vacuolation M O  。 。 。 3 。 。 。 。
SE 。 。 。 。 。 。 。 。

キ SL : Slight M 0 : Moderate S E : Severe 

料 No.of preparation 
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重の増加抑制がみられたが， 当部で、行ーった 0.0125，0.05

0.2，0:8% BHT添加飼料による26週間摂取実験7)では，

肝重量はBHT濃度に比例して増加するが， 0.8%では

体重の増加が抑制され，さらに 0.05，O. 15， Q~ 45， 1. 35%， 

16週間摂取実験6)でも， BHTj濃度に比例じて肝重量の

増加がみられるが， 1.35%では体重の減少が示されてい

る.このように， BHT濃度の増加に伴い，肝重量は増

加するが，体重は増加抑制または減少の傾向を示してい

る. しかし，いずれも雌雄で，肝重量の変動に関して比

較して論じられていない.

本実験では，雄で，体重の増加抑制が顕著で，それに

伴い，絶対重量の増加の程度は雌に比べ小さかったが，

体重比で比較した場合，雌雄の各値は等しかった。前述

した車急性実験においても，各濃度における雌雄の値は

等しく，肝重量は雌雄の各々の体重に比例して増加して

おり，重量面から比較した一場合，肝の影響の受け方には

差がなし、ように思われた.また体重比は，摂取期聞に関

係なく一定であり， 前述した Gauntら5)の実験におい

ても，摂取期間に伴う体重比の増加は示されていない.

以上の事実は， .少なくとも成長期の初期より BHTが負

荷された場合， BHTによる肝重量の増加のしかたが，

雌雄に関係なしその時点での体重およびBHT量によ

って決まり，またBHTの負荷が継続しでも，同一濃度

であれば，体重比は増加することがないことを示してい

る.

正常動物において，肝臓は，心臓，腎臓などと同様，

体重比で表わすと，群としてのバラツキが，絶対重震の

場合に比べ小さくなり，その個体の大きさをよく表わす

臓器である.

さらに重量増加の推移の傾向は，体重に比例的で，雌

雄の体重比の推移は一致し，肝重量の増加は，唯雄に関

係なく，体重に規定されていることを示している.15，16) 

BHTによる肝重量の増加の場合，体重増加に対する

肝重量の増加の割合は，対照と比べ大きいが，正常動物

にみられる，肝重量が体重に伴って増加するとし、う基本

的な性質は乱されていないと思われた.

本実験において， BHTによる肝の組織変化として

は，多くの報告にあるように，主に肝細胞の腫脹が雌雄

に共通して認められた.その他，雄で肝細胞の空胞化が

顕著であったが，すでに報告した， 1.5%BHT添加飼料

摂取実験2)では，雄で出血傾向がおこり， この変化との

こ次的な関連も考えられることから， BHTの直接的な

目干への作用の結果かどうかは疑問の点が多い.また前述

した亜急性試験6，7)においても p 出血傾向はみられず，

濃度に比例して腫脹がみられる他は，特にその他の変化

はみられていない.

血清の酵素活性の上昇および毛細胆管のALP活性の

増加は，急性的な肝の変化を反映したものと思われる

が， Leelingら1川土， ある種の血管拡張剤により，肝の

体重比重量の増加および薬物代謝酵素系の誘導がおこる

が，特に肝に組織的な障害を起さない場合でも，肝由来

の血清活性が上昇することを報告している.本実験の結

果も，主に肝細胞の腫脹に伴ったものであると考えられ

る.

毛細胆管ALPは，血清ALPの上昇に反映している

と思われるが，その活性の増加の機転に関しては，さら

に詳細な研究にまちたい.

組織像，虫清生化学及び組織化学検査結果には，いず

れも雌雄で程度の差がみられたが，これがどのような意

味をもつかは，考察できなかったが，特に異質な差はな

いと思われる.

今回， BHTの代謝に関して検討していないが， Tye 

ら1的は， 14C-BHTを経口投与し，放射能の尿中への排

世される割合が離で、多く，また諸臓器および体脂肪中へ

の蓄積量も雌で多いことを報告している.また Gilbert

ら4)も 500mg/kg を投与すると 2""""3日以内に体脂肪中

のBHT量が最高に達し，雌で多いが，薬物代謝酵素系

の誘導に伴い減少し，さらに BHTを連続して投与し

でも，体脂肪中のBHT量は，雌雄ともほぼ等しい値に

一定に保たれることを報告している.またBHT投与時

に誘導される薬物代謝酵素系の活性の程度は， 雌で強

く，肝における代謝能には，一部では雌雄で差があると

思われるが， BHTの蓄積量が一定に保たれることに関

しては，雌雄で同様の傾向であって， BHTが同一濃度

の場合，体重比が摂取期聞に伴って増加しないという事

実として，肝における BHTの代謝とし、う機能の重量面

への反映と思われる.

今回， BHTに対する肝の影響の受け方について，雌

雄ラットを用いて比較したが，肝重量の増加のしかたに

ついて示したように， BHT摂取によっても，肝重量が

対照動物と同様に雌雄に関係なく，体重に伴って増加す

るという性質を保っていることは， BHTに対する肝の

反応は，雌雄で本質的な着はなく， BHTは肝重量を増

加させるが，特に肝障害を起さないという性質を示唆す

るものと考え，今後BHTの長期の摂取試験19)，及び他

の肝重量を増加させる薬物の結果と合せ，肝重量の増加

の性質についてさらに検討・を加えたい.

総括

5週令の雌雄のラットを用い， BHT1.5%添加飼料

を 1週間および4週間摂取させ， BHTのラット肝にお
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よぼす影響の性援について観察した.。体重はBHT摂取によって増加の抑制がみられ，雄

では摂取期間に伴って顕著であったが雌で、はその程度は

小さかった.

2) 肝重量は増加し，絶対重量では，その増加の程度は

雌で大きかったが，体重比で比較した場合， 雌雄の値

は，摂取期間に関係なくほぼ一致した.またBHTによ

る肝重量の増加のしかたは体重の増加に伴っていた.

3) 肝の組織変化は雌雄に共通して，主に肝細胞の腫脹

ι 細抱質の空胞化であった.摂取期間に伴って，腫脹

の程度は雌で強く，また空胞化は雄で強くみられた.

4) 血清 ALP，GPT， GOT活性は，肝の変化を反映

して上昇した.その程度は 1週間では雌で強く， 4週間

では 1週間に比べ雌雄ともに低下し，雌でより早く正

常域に下る傾向を示した.

5) 毛細胆管ALPの活性は 1週間で，小葉周辺部から

中間帯にかけて顕著な増加がみられp その程度は雄で強

まった. 4週間では，雌雄ともに活性は減少し，雌では

全く認められなかった.

6) BHTによる肝重量の変動に関して得られた知見か

ら， BHTの肝における作用について考察を加えた.

(本研究の概要は日本薬理学会第52回関東部会昭和50

年 6月7日で発表した〉
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ジブチルヒド口キシトルコニン (BHT)によるうット肝翼質

細施への影響に関する電子顕微鏡的研究

福森{言隆*三栗谷久敏*平賀興吾ホ

Ultrastructural Changes of Rat Hepatocytes treated with 

Butylated Hydroxytoluene (BHT) 

NOBUTAKA FUKUMOR1*， H1SATOSHl MIKURIYA* and KOGO HIRAGA* 

Hepatic fine structural changes in the Sprague-Dawley rats were observed after the administration 

of butylated hydroxytoluene (BHT) used as an antioxidant for short and long periods. After BHT 

medication (250mg/kg， PO， twice a day) for 2 days， the early changes were showed slight swel1ing 

and an increase、innumber of mitotic figures of hepatocytes histological1y. Ultrastructurally， slight 

proliferation of vesicular smooth endoplasmic reticulum (SER) and well-defined nucleolonemata 

surrounded by chromatin were observed. For 6 days， the remarkable changes in the swollen cells 

inc1uded proliferation of tubular SER， wel1-developed Golgi body， the appearance of smal1 myelin 

figures. ln addition， anomalous mitochondria was surround by rough endoplasmic reticulum (RER). 

Ul tracytochemically， glucose-6・phosphatase(G-6-Pase) activity was sti11 positive in SER for 2 days， 

but G・6-Paseactivity was rather weak accompanying proliferation of SER gradual1y. ln the pro-

longed feeding of BHT (12 months)， the marked alterations were general1y undetectable except for 

slight proliferation of SER， irregularly oLltlined nucleus on food containing 0.005%. 0.02% BHT. 

On the other hand， in the feeding of O. 32% BHT， abnormal proliferated SER formed the networks 

of the tubules and the continuity between SER and RER were seen. And then an increase in 

number of secondary lysosomes in the vicinity of flat microvilli in bile canaliculus， the develop-

ment of myelin figures among the networks of proliferated SER were observed. Myelin figures 

appeared to be adjacent to microbody， multivesicular body. It may be that proliferation of SER， 

enlarged nucleus and nucleolus induced by BHT bring about the changes of other organel1es indirectly， 

the enlargement of liver. 

緒 Eヨ

酸化防止剤ジブチルヒドロキシトノレエン (BHT)は，

食品添加物として油脂，魚介製品等に使用が許可されて

いる.肝臓に及ぼす影響として，肝重量の増加が知られ

ており，肝組織に何ら障害を与えない適応性増加である

と認識されている1)また生化学的には， aminopyrine-

demethylase，チトクローム P-450の薬物代謝酵素を誘

導せしめる報告2)があり， 肝機能冗進と解されている.

主にグノレクロン酸，硫酸抱合体として尿中に排世され

る 3)

今回，脂溶性が高いBHTの主要な薬物代謝の場であ

る肝実質細胞に及ぼす微細構造変化について短期，長期

投与で比較観察した.また，短期については電顕組織化

学的に glucose-6-phosphatase(G-6-Pase)活性の局

在についても検索したので、報告する.

実験材料および実験方法

1. 短期投与実験

動物は Sprague-Daw ley系雄ラットを使用し， 1週

*東京都立衛生研究所毒性部 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-Im， Tokyo， 160 Japan 
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間予備飼育後，生後5週齢から BHT(和光純薬製，

Lot. No ACL5024) 250mg!kgをオリーブ油(和光純

薬製〉溶液として，午前9時，午後4時の 1日2回経口

投与した.飼育は日本グレア製の飼育用回型飼料 (CE

-2)を用い，水道水を自由に摂取できるようにし室温

250:!: 10，湿度 50%:!: 5 %環境下の一般飼育室にて行っ

た. BHT投与は2日， 4日， 6日間とし各3匹ずつ

のラットから断顕屠殺放血後，肝方形葉左下端部を摘出

細切し試料とした.対照は無処置動物を用い，一部オリ

{ブ油投与動物も検査に供した.

試料は0.14M煎糖を含む冷 2%グルタールアルデヒド

(0.1Mリン酸緩衝液， pH7.2)で2時間， 氷浴中で浸

透前固定を行い，その後 O.14M班、糖加 0.1Mリン酸緩衝

液で洗浄し，一晩氷室中に放置した.後固定は冷 Caul目

field液4) で 1.5時間行い， エタノ{ノレ脱水後， Epon 

812-Araldyte M (Epon 812 12.5ml， Araldyte M 

10. Oml， dodecenyl succinic anhydride 30. Oml， 

dibutyl-phthalate 1.0ml， DMP-30 0.9ml)に包埋し

た. 包埋した電顕試料の厚さ 1μ の切片を toluidine-

blueにて染色し光顕的に観察後， 超薄切片は酢酸ウラ

ニウム・鉛二重染色を施し HU-12A型電子顕微鏡に

て観察した.肝組織の電顕用試料摘出隣接部伎をホルマ

リン固定， hematoxylin-eosin 染色を行い光顕用標本

とし，電顕観察の参考とした.

G-6-Pase 活性はQ.14M煎糖加冷2%グルターノレアノレ

デヒド (0.1Mカコジル酸緩衝液， pH7.2)で30分間氷浴

回定，一晩洗浄後， tissue sectioner でおよそ 50μ の

切片を得， Wachstein-Meisel液5)で37015分間 incuba姐

tionを行った.

2. 長期投与実験

Sprague-Dawley系雌雄ラットを用い， BHTを0.005

%， 0.02%， 0.32%の各濃度で飼料へ混合し，自型化し

たものを 12ヶ月間自由摂取させた (BHT慢性毒性試

験の 12ヶ月飼育群).電顕試料作製は包埋樹脂を DER-

Epon 812法6)を使用したほか前述の方法に準じた.

実験結果

1. 短期投与実験

光顕的所見 :BHT投与により肝小葉中間帯での肝細

胞の腫脹を認めた.その程度は， 2日間投与で細胞によ

り異なるが極めて軽度であり，経時につれ遂次腫脹を示

した.著明に膨化した細胞は核周囲の細胞質が eosin淡

染であり，好塩基性頼粒の membrane側への移行傾向

を認めた (Fig.1). 中心帯， Glisson 氏鞘周辺では対

照と比較して著変を認め難かった.

また，全期間中核が大きく肥大性の核小体を小葉全体

にびまん性に認めたが，特に腫脹した肝細胞で著しかっ

た. 2日間投与で核分裂像の増加がみられたが (Fig.

1)， 4日間投与以後は明らかでなかった.

その他炎症性細胞浸潤， Kupffer星細胞の数的および

質的変化，胆管増生など著変を認めなかった.オリ{プ

油投与では若干胞体中に脂肪小滴の増加がみられたほか

著変はなかった.

電顕的所見:微細構造変化は膨化した中間帯を除き小

葉の各帯相互間で特異な差異を認めないが，個々の細胞

の構造変化の程度に起因するところが多かった.

2日間投与では， r骨面小胞体 (SER)が細胞質の

glycogen野に軽度に増殖し， vesic1e状を呈した. ま

た腫脹した細胞では organellesが membrane側に偏

在する傾向を示す像もみられ， それらは粗面小胞体

(RER)の層状配列の乱れ，離聞による小空胞の形成

を伴っていた.核小体はよく発達し， nuc1eolonema胞

が明瞭となり周囲の chromatin の凝集がみられた

(Fig. 2). 

4日間投与では， S ERの増殖がより顕著となり，

Golgi装置が発達し周聞に multivesicularbodyが散

見された.

6日間投与で， S ERの増殖はやや tubule状を呈し

相互に連結する傾向を示した.また細胞質に膜で囲まれ

た小空胞がみられ内に膜様構造物を封入した空胞もあ

り，中には初期の myelin様構造と思われる像も認めら

れた.これらの小空胞の多くは ribosomeを脱落した

high densi tyなRERと接していた (Fig.3). 変化の

軽微な肝細胞に於いては，糸粒体が程度の差こそあれ腫

大，変形を塁し， RERで回議される傾向が観察された

CFig. 4). Golgi装置も毛細胆管周囲でよく発達し，

microbodyの増加もやや認められた.

G-6-Pase活性の局在は，肝実質細胞で RER，SER 

の槽内，核膜にその活性が認められ，主に増殖の著しい

SERを小葉中間帯で検索した. 2日間投与でSERの

増殖に伴い活性は存在するが，以後4日， 6日と SER

の増殖が多くなると若干活性の低下が認められた CFig.

5). またRERでは大差を認めないが，やや活性の低下

を示した.

2. 長期投与実験

雄:対照は脂肪小滴を小葉全体に認め，やや中間帯に

多い印象を得た. Organellesの不明瞭な構造をもっ細

胞もみられた.

0.005%BHT添加飼料群では，核， 核小体の発達の

良い細胞がみられ，それらの細胞では馬蹄型を呈する

Golgi装置， high densi tyな物質を包み込んだ Golgi
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槽， multivesicular body を認めた.しかしながら

SERの増殖，肝細胞の腫脹とも著明でなかった.また

一部にRERの loop状構造を呈する所見もみられた.

0.02%群では， SERの増殖がわずかに多くほぼ0.005

%群の所見と同様であるが， Golgi装置の発達， loop 

状のRERが多くみられる細胞もあった. また coated

vesicleも散見され， 不整な核輪郭を呈する核も観察さ

れた.しかしながら， 0.005%， 0.02%群とも多くの細

胞はその程度においてほとんど対照に近い所見であっ

た.

0.32%群では，増殖したSERが tubule状で連絡す

る傾向を示し，その聞の糸粒体は大小不同，長型くびれ

像を塁し，そのいくつかに cristaeの長軸に沿う層状配

列を認めた.核の一部は不整な輪郭を持ち濃縮とも思わ

れる像もみられた.また毛細胆管周囲の Golgi 装置に

coa ted vesicleがみられ， secondary lysosome もや

や増加していた.興味ある所見として，増殖した SER

の間に脂肪滴を封入した層状の膜構造からなる小体を有

する細胞もみられた.腫脹を伴う細胞も散見されたが，

核分裂像の増加は認められなかった.その他BHT摂取

により細胞質の脂肪小滴が若干減少する傾向が観察され

Tこ.

雌:全体に雄に比べ脂肪滴は少なかった.

0.005 %群では，対照に比べ著変を認めずSERの増

殖も極めて軽度であった.また多くはRERの層状配列

に変化を認めないが， loop状を呈した例もみられた.

核膜の不整もわずかに観察された.

0.02%群で光顕的にやや肝細胞の腫脹がみられたが，

好塩基性頼粒の移行はなかった.電顕的にRERの配列

は比較的正常であり，増殖した SERは glycogen野で

連接網状構造を形成していた.核質の明調化を呈する核

も稀に観察された.

0.32%群では，細胞の腫脹3好塩基性頼粒の細胞周囲へ

の移行がみられたがその程度は著しくなかった. S ER 

の増殖は著明であり伸長した tubule状を呈し相互に連

結した網状構造をつくり， RERとの移行像も認められ

た.中には ribosomeを脱落した RERと区別が明瞭

でない SERもみられた (Fig.6). S E Rの増殖が著

しい部でのRERは層状配列の乱れ，消失を認めるもの

もあり，脱落した ribosomeが curling を呈する所見

も観察された.また細胞質に軽度ではあるが myelin

様構造の増加がみられ，その多くは microbodyと隣接

している感を得た (Fig.7)ー毛細胆管周囲の細胞質では

secondary lysosorneの増加がみられた例もあり，この

部での microvilliに拡張を認めた (Fig.8). 核はそ

の形態から肥大したもの，萎縮性のものと混在してい

た.

BHTによる形態変化は肝実質細胞が主であり，担管

上皮細胞， Kupper星細胞では明らかでなかった.肝実

質細胞では，暗調細胞より明調細胞に変化の程度が強い

感をうけた.しかしながら，糸粒体の集合は陪調細胞で

多くみられた. Glycogenの変動は対照と比べ著変を認

めなかった.

考察

生体内に取り込まれた化学物質の多くは， 吸収， 代

謝，排世の過程を経て体外へ排出される.その主要な過

程をしめる肝臓はいわゆる解毒の場であり，小胞体膜で

の電子伝達系による酸化反応，抱合体の生成をなしそ

の一連の反応による化学物質の質的，量的変化，速度が

生体での薬理作用発現の一端を担っていることは疑う余

地もない.特にBHTなどの脂溶性物質は排、世されるた

めに極性化への反応が必要となり，家兎での尿中への排

世はグルグロン酸抱合37.5%，硫酸抱合16.7%の報告も

ある 3)

本実験は短期，長期投与で取り込まれた化学物質によ

り惹起された肝実質細胞の初期変化およびその後次第に

適応，修復された細胞形態の微細構造変化の動態を比較

観察した.

BHT投与により SERの増殖が明らかであり，短

期，長期とも曝露時間および用量に伴ってその増加は顕

著であった. Lane7)， Botham8
)らも同様に SERの増殖

を報告しており，これらの SERの増殖はSERの機能

である薬物代謝の冗進によるものと思われる. このこと

を裏づける生化学的報告で有吉ら 2)は aminopyrine 

demethylase， チトクローム P-450等の酵素活性の上昇

を示している.一方， S ERの増殖は phenobarbital，

3・methyl-cholanthrene，3-4-benzo・pyrene，DDT に

よっても惹起され9)，phenobarbitalは他の organelles

の損傷を伴わず薬物代謝酵素活性を上昇させるため，

SERの適応性増加といわれている 10) 食品添加物では

dehydroacetic acidがSERの増殖を伴っている 11)

BHT投与による SERの形態は投与初期で vesicle

状を呈していたが， 次第に伸長し tubule状となり相

互に連接する傾向を示した.特に0.32%長期飼育群の雌

に著しく， ribosomeを脱落したRERと区別が明らか

でなく移行像もみられている.曝露時間，用量によるこ

のような形態の移行が何を意味するのか， S ERの増殖

がどこから由来するのか明らかでなく適応によるものと

忠われるが，何れにしても機能的要求によるものであろ

う.
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肝細胞の腫脹は，光顕的に小葉中間帯から先行して出

現し，核周閣の細胞質内 organellesを membrane側

へ移行する印象を与えた.中間帯からの先行に関して，

pheno bar bi tal投与時では中心帯の細胞変化が早期に起

こるという報告12)がある.

G-6-Paseは実質細胞に局在しており glucose代謝に

関与し，その活性の程度を検索することにより増殖した

SERの機能を把握するものである. BHT2日間投与

で，酵素化学的活性は存在したが，それ以後若干活性の

糧度が低下していたことから， S ERでの酵素変動が関

与していると思われる.Feuerら13)の生化学的報告では9

500mg/kg 7日間でG-6-Pase活性の低下を認めている.

しかしながら， S ERでの薬物代謝酵素は上昇すること

から， G-6-Paseと薬物代謝磐素の活性に差異があり，

必ずしも SERの増殖に伴って酵素活性が変動するとは

限らないと考えられる.また酵素組織的に， S ERの増

殖を起こす 3人methyl-4-dimethyl-aminoazobenzeneは

増殖につれ活性が多少低下しており，川 phenobarbital

では活性の局在に変動を与えない報告もある 15)

電顕的には対応できなかったが，光顕的に短期 2日間

投与で核の分裂像が対照に比べ増加していた.この分裂

像は正常な状態で稀であり，電顕的に観察された核小

体の nucleolonemataの明瞭化は，正常な代謝期では分

離しないで不明瞭であるが核分裂前期，核に障害が与え

られた時明瞭化するといわれている 16) 同様に Laneも

分裂の増加を報告している 17) しかし，長期投与の場合

分裂像の増加が認められず，核小体の肥大のみ観察され

た.中には核萎縮と思われる像がみられたが，加齢の

影響もあり BHTによる作用がどの程度か明らかでな

• 
、、
h
v

一方，限界膜を有する小空胞は処々にみられた.短期

投与では ribosomeを持たないRERの膜が離閉して，

徐々に拡張し，中に myelinの初期像を認めるものも存

在した.これらの RERは層状配列を失ない細胞質内に

分散していた.投与後初期から認められた故，伸長した

SERに由来しているとは思われない.藤井ら17)は肝小

葉中間帯での腫脹，細胞質中の好塩基性物質の凝集，小

葉中心帯での空胞変性を光顕的組織所見で観察してお

り，電顕でのこれらの小空胞形成がその後の空胞変性に

関与する可能性が推察される.このことは，高木18)¥i乙よ

る空胞変性成立の第 I型としてRERの平行構造の粗

開，分散，内腔の拡大と表面のRNA頼粒の脱落，その

後均一無構造な内容をもっ限界膜に囲まれた空胞構造へ

の発達ということで説明されよう.長期投与では特に雌

で， S ERの増殖部の小空胞に myelin様構造物を封入

25 

しており，増加した microbodyに近接する傾向がみら

れた. Phenobarbital投与時， myelin像は投与初期で

みられず10日後に認められる報告12)からも， S ERの増

殖が一定限度に到達した時 myelin像を形成すると思わ

れる.いずれも膜の増生に関与するものと思われ， BHT

の特異的変化ではないと考える.

Golgi装置の機能は主に小胞体で産生された物質の濃

縮，貯蔵，放出であり， S ERで合成された trigrice-

rideを lipoprotein に生成したり，胆汁分泌19)に関与

するといわれている. BHT投与で Golgi装置の発達

はこれら分泌が関係していると思われ， coated vesicle， 

multivesicular bodyもみられたこと，また毛細胆管周

囲に異物を取り込んだ secondarylysosome の増加が

みられたこと等から， Golgi装置の発達は肝細胞内での

物質移動の反映と推測される.

一方SERの増殖から， trigricerideの生成が増加し

ていると思われるが，細胞質内で脂肪小滴の減少傾向が

認められたことは合成過程，物質放出の両面から考えて

興味深い現象である. 高橋はBHTが肝組織で trigri-

cerideの蓄積を阻害する報告別をしており，生化学的検

索からも脂質代謝に対する影響が示唆される.

糸粒体のRERの囲躍は産生されたエネルギーを享受

し易い位置関係の保持と思われ，膜の形成に必要な蛋白

合成に何んらかの影響を及ぼしていると考えられる.最

近， RER上の ribosomeでは分泌蛋白の合成とともに

膜蛋白の合成も行なわれているといわれており，この点

からも SERの増殖に関して今後さらに検討を要すると

思われる.

BHT投与により肝重量の増加がみられるが，これま

で述べたことからこの増加はSERの機能的増殖を伴っ

た肝細胞の腫脹に起因すると思われる. Gi1bertら川は

肝肥大がミクロゾーム酵素の上昇と関連あることを報告

し Lane7)は細胞分裂による細胞数の増加にしては重量

増加が顕著過ぎると推察している.事実，今回の実験か

らも核分裂像はBHT投与初期でのみ多く認められるこ

とからも肝重量増加は，細胞の数的増加より増殖した

SERの膜成分および膨化に伴う容積成分によることが

示唆される.しかし低用量では肝重量の有意な増加がみ

られない場合でも薬物代謝酵素系の活性が増加すること

も知られており，必ずしも断定は不可能である.

細胞病理学への電子顕微鏡の導入は，従来の光学顕微

銭レベルで認識が不可能とも思える organelles の形態

変化，特に質的変化を把握すること，および化学物質の

作用機序を解明するための初期変化の観察などに中心が

おかれるが，組織全体を把握する事が困難である.今回
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の実験でも SERの増殖は光顕レベルでその形態をとら

えることが困難で eosinの均一淡染がみられるのに

比べ，電顕的には種々の様相を呈している.ところが検

索をより微細にすると， organel1esの形態変化がその細

胞あるいは組織に対してどのような意味を持つのか明ら

かでない場合が多い.またそれらの微細構造変化が光顕

レベルでの変性に移行する過程の複離な細胞調節機構，

組織として機能を維持するための最低限の徴細構造の保

持，生理的に許容されうる変化の限界等不可解な問題を

含んでいる.そのほか細胞闘で微細構造の変化にかなり

の程度の差がみられており，組織内で細胞相互間に ho・

rneostasisが働いていると思われる.今後，生化学的検

索方法と犠接な連絡が必要であろう.

終わりにBHTによる肝細胞変化は， S ERの増殖と

投与初期での核分裂の増加が主であり，他の organel1es

の変化， rnyelin様構造物の出現p小空胞の形成はSER

の増殖による二次的変化と思える.Botharnら8)はBHT

投与中止後， S ERの増殖が減少することを報告してい

ることからも，形態変化はおそらく組織的に許容しうる

範閤内での表現像と考えられる.しかしながら， BHT 

が生体の脂肪組織に畜積されやすいことから考えて，そ

の曝露時間の持続，用最によっては肝細胞に少なからぬ

負担を及ぼす可能性もあり，機能的適応という面のみか

らこれらの形態変化を無視することは好ましくないと思

われる.かような観点からも形態と機能とを合致させる

考慮が望まれよう.

結論

BHTがラット肝細胞に及ぼす徴細構造変化をp短期，

長期投与で比較観察した.肝細胞の腫脹，核，核小体の

肥大が認められ，投与初期で核分裂像を観察した.電顕

的にはSERの増殖があり，その形態は vesicle状から

遂次 tubule状へ変動し， tLlbule状の SERが連接網状

構造を形成していた.その網状間には小空胞が散見さ

れ， myelin figuresの封入もみられた.核小体の

nucleolonemataは明瞭化L， その周囲に chromatin

の附着が顕著であった.Golgi装置の発達， rnultivesi-

cular body， secondary lysosomeの増加も軽度に認

められた.短期投与での G-6-Pase活性の局在は2日

間投与で、増殖したSERに存在していたが，その後若干

SERの増殖に伴い活性の低下を認めた. BHTは主に

SERの増殖と核，核小体の肥大を惹起せしめ，これら

の変化が実質細砲の腫脹，他の organellesの微細構造

変化に影響を与えていることが示唆された.

謝辞長期投与実験の試料を提供していただきました

当部BHT'慢性毒性試験グループの諸氏に深甚な感謝の

意を表します.

(本研究の概要は電子顕微鏡学会第31回学術講演会

1975年5月で発表した.)
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Fig.l Histologic appearance of rat hepatocytes in the intermediate 
areas treated with BHT(25Omg/kg，PO，twice a day).a:Liver of 
normal rat.b:After BHT administration for 2 days，slight swelling 
and a number of mitotic figures (arrows) of hepatocytes are 
observed.c:For 6 days，en1argement of nuc1eo1us and swe11ing 
of hepatocytes are observed. 

Fig.2 Hepatocyte after medication for 2 days.S1ight pro1iferation of 
smooth endoplasmic reticulum(SER)，scattered rough endop1asmic 
reticu1um(RER) are seen.En1arged nuc1eolus show we11-defined 
nuc1eolonemata surrounded by chromatin. 

Fig.3 A portion of a hepatocyte after medication for 6 days.lnc1usions 
are observed in some of RER(?) accompanying disappearance of 
ribosomes. 

Fig.4 Hepatocyte after medication for 6 days.RER surrounds anoma1ous 
mitochondria(M)，and there are a number of mye1in figures(arrows). 

Fig.5 Changes of the activity of G-6-Pase in endop1asmic reticu1um. 
a:Liver of normal rat.b:After medication for 2 days.c:After 
medication for 4 days.d:After medication for 6 days. 

Fig.6 After 0.32% BHT feeding for 12 months，marked pro1iferation of 
SER and continuity between SER and阻 R (ar~ows) are seen. 

Fig..7 After 0.32% BHT feeding for 12 months，pro1iferated SER tubu1es 
form the networks.Among the networks，mye1in figures are seen. 

Fig.8 After 0.32% BHT feeding for 12 months，secondary 1ysosomes are 
observed in the vicinity of flat microvi11i in bi1e cana1iculus 
(BC). 
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ジブチルヒド口キシト )(;I.ン (BHT)長期投与ラヴト

における血清及び肝臓脂質の変化について

中川好男*中尾)1国子水平賀興吾中

Changes in Serum and Liver Lipids after Ol'al Administl'ation of 

Butylated Hydl'oxytoluene (BHT) to Rats 

YOSHIO NAKAGAWAぺTOSHIKONAKAO* and KOGO HIRAGA中

Effect of long term administration of Butylated Hydroxytolじ日leor 3，5イert-Butyl-・4-Hydroxytoluene

(BHT) on serum and liver lipids was studied. BHT was given to male and female rats at dietary 

levels of 0， O. 005， O. 020 and 0.320% for 1 year. No effects on body weight， liver weight， or liver 

protein was observed. Total lipids neither in liver nor serum increased. However， tl:.e phospholipid 

contents of both male and female rat liver increased and the triglyceride and cholesterol contents of 

male liver decreased significantly at a dosage of 0.320% BHT. 

緒 Eヨ

ジブチノレヒドロキシトノレエン ( B H T : 3， 5-di-tert-

butyl-4-hydroxytoluene) は自い結晶性の無臭の固体

で，油脂等の抗酸化剤として現在広く食品中に添加され

ている. BHTについての毒性試験は，今までラットな

どを用いてかなり行なわれている 1-3)今回の実験はB託

Tの捜性毒性試験の一環として行なわれ，投与 1年後に

おけるラット血清および肝臓の脂質成分について分析し

た. BHTの血清脂質に対する影響については Day4)や

Frowly5)らが，また肝脂質については Gaunt6
)らの報告

がある.これらの実験および他の短期間投与の実験で

は，7，町一般にBHTを食物油等に溶解後動物に投与して

いる.しかしこの実験では BHTを微粉末で飼料中に低

濃度混入させた後，長期間ラットに投与した.このよう

な条件下でBHTの脂質に対する影響をみた実験は少な

く，ここにその結果を報告する.

実験材料および方法

実験動物は，雌雄のJCL-SD(SPF)系ラットを使用

した. ラットは当研究所のバリアシステムの環境下9)で

1匹ずつ個別に飼育し一定期間後実験に供Lた. (実

験計画，飼育方法などの詳細については，当研究年報に

掲載のBHT慢性毒性試験報告を参照〉

BHTは和光純薬工業(栂製を使用した.乳鉢で微粉末

状にしたBHTは，最終濃度が 0.005，0.020，0.320%に

各々なるようにグレア製CE-2飼料に混合させた後，回

型飼料に成型した.この CE-2飼料の基本成分は，組タ

ンパク質24.5%，組脂肪4.5%，可溶性無窒素物52.4%，

粗灰分6.6%，水分8.0%からなり， 100グラムあたりの

熱量は348.1カロリ{であった.

飼料および飲料水は，ラットに自由に摂取させた.な

お対照群の動物には， C E-2間型飼料と水を自由に摂取

させた.

以上のベた実験条件で 1年間飼育した動物を， 1群平

均 5匹づつを用いて血清および肝臓の脂質について分析

した.

血清の調製

部検時ラットを断頭した際，放出した血液を室温で凝

血後， 3000rpm， 40， 10分間遠心分離して血清を得た.

血清は分析直前まで-50。で凍結保存した.

肝ホモジネートの調製

肝臓は秤量後プラスチック製容器につめ，密閉後一50。

で凍結保存した.分析直前に肝は窓温で解凍し，テフロ

ン製ガラスホモジナイザーを用いて蒸留水で30%ホモジ

ネ{トに調製した.

*東京都立衛生研究所毒性部 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 
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肝脂質の抽出 ウム搭液および0.04%塩化カリウム捺液を用いて検討し

肝臓からの脂質の抽出は，Carlsonの方法を用いた 10) た.

30%肝ホモジネート0.5m[を50m[の有栓遠沈管にとり， 脂質成分の定量

それにメチルアルコール(特級)5.0m[を吹きつけるよ 肝脂質は抽出したクロロホルムの一定量をあらかじめ

うに加えホモジネートを懸濁化した.さらにクロロホル 600水浴上， 窒素ガス気流下で蒸発乾回後， 下記の方法

ム(特級)10m[を加え密栓して室温で 24時間抽出した で定量した.血清脂質は直接血清を用いて，下記の方法

後，洗浄液として0.9%塩化ナトリウム水溶液15m[を重 で定量した.

層させた.再び室温で24時開放置後，上層の洗浄液およ 血清および肝脂質成分は， トリグリセリド (TG)，リ

び中間層のタンパク質層の混入をさけながら下層のクロ ン脂質 (PL)，コレステローノレ (CH) について定量

ロホルム層だけをシリンジで分取し，これを脂質成分の しその総和を総脂質量とした.

分析に用いた TGは検体をフロリジルで処理後， Van-Handel， }I! 

く上記の抽出法における脂質の回収率と洗浄液の影 出変法を用いて定量した 12)

響> Carlsonの抽出法に準じた脂質成分の回収率につ PLは Lowry らの方法を用いて脂質を湿性灰化後，

いては， 体重80g (肝重量6.3g)の雄ラットを用いて 生じたオノレトリン酸を Ernster の方法で定量した 13)

行なった.上記の方法に従って肝ホモジネートから脂質 なお定量した Pi値に25を乗じた値をリン脂質とした.

の抽出を用ない，下層のクロロホルム膚(firstex- C Hは Zak-Henly変法を用いて定量した.川

tracts)と上層の洗浄液を分取した.洗浄液は600
で減圧 タシパク質の定量

乾間後エ…テル(特級)で抽出した (firstwashing 肝タンパク質は30%ホモジネートを蒸留水で希釈諒製

sol 、ents). 残ったタンパク質層は， 抽出操作を 2度繰 後，牛血清アルブミンを標準物質として Lowry法で

り返して脂質 (secondとthirdextracts)を抽出した.

さらに最終残漬は 5%水酸化カリウム溶液を加え 1時間

500
で処理後， エ{テルで残留脂質 (residue)を抽出し

た川.以上の拍出過程から得られた脂質は定量した後，

回収率を求めた.またここで用いた洗浄液の脂質抽出に

およぽす影響について，蒸留水， 0.1---'0.9%塩化ナトリ

定量した 15)

車吉 果

抽出操作における脂質の回収率と洗浄液の影響につい

て

拍出操作における脂質の回収率は， Table 1に示し

た.抽出操作を一度行なうことにより， TGが全体の95

Table 1 Extraction of Lipids by Carlson Method 

Extraction Process 

First extracts 

Second extracts 

Third extracts 

First washing sol vents 

Residue 

1) percent of total 

Triglyceride 
mgfg.liver %1) 

8.33 94.9 

0.38 4.3 

0.06 0.8 

Phospholipid 
mgfg.liver % 

27.43 93.3 

1.98 6.7 

Table 2 Inf1uence of Washing Solvents on Lipids Extraction 

Washing solvents 
Triglyceride Phospholipid 
mgfg.liver mgf goliver 

Distil1ed Water 20.4土0.3 24. 1土1.1

0.1% NaC1 20.3土O、3 24.2土0.5

0.5% NaC1 19.5土0.6 24.2士0.8

0.9% NaCi 21.7土0.6 24. 1土1.1 

0.04% CaClz 20.4土0.9 24.5土1.2

All values are mean土standarderror 

Cholesterol 
mgfg.liver % 

3. 33 93.9 

0.22 6. 1 

Cholesterol 
mgfg.liver 

3.57土0.05

3. 42土0.05

3.62土0.11

3. 58土0.04

3. 51土0.09
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Table 3 Body and Liver Weights and Liver Protein of Rats fed Diets containing 

0， O. 005， 0.020 or O. 320% BHT for 1 yr 

Sex and dose level Body weight Li ver weight Li ver protein 
(%) g g g/100g b.w. mg/g.liver mg/100g b.w. 

Male 

。 704.0土26.0 18.98土0.97 2. 69土0.09 196.6土 7.3 530.4士21.5

0.005 712.4士22.4 20. 14:t0. 60 2.83土0.09 189.0土 7.7 546.0土33.4

0.020 703.0土43.4 19. 02:t0. 90 2.71土O.06 212. 5土 6.5 572.8土 5.2

O. 320 706.8土59.5 26.38土4.74 3.73土0.67 204.9土 1.7 634. 4:t 48.9 

Female 

。 382. 5土36.7 10. 05:t0. 87 2.64土O.10 202.2土 6.6 550. 5土27.2

O. 005 420. 0土51.8 11.60土1.29 2.77土O.06 206.6土 5.4 578. 5土31.4

0.020 413.0土25.8 11.37土O.59 2.75土0.04 218. 5:t 17.0 610.7土62.8

O. 320 363.6土29.8 11.84土1.39 3. 21:t O. 17* 214. 1土 4.1 726. 1土82.3

All values are mean土 standa1'd error of groups of four 01' fi ve animals. Those marked wi th 

asterisks diffe1' significantly from unt1'eated cont1'ols (0%); PくO.05 

Table 4 Composition of Se1'um Lipids of Rats treated with BHT 

Sex and dose T1'iglyceride Phospholipid Choleste1'ol Totallipid 
level(%) mg/100ml % mg/100ml % mg/100ml % mg/100ml 

Male 

。 141. 4:t13. 6 37.8土1.3 160. 4:t 9. 3 43. 4土1.4 70. 4土 5.8 18.9土0.6 372土35

0.005 198.8土34.5 39.3土2.5 207. 4:t17. 9* 42.5土1.4 87.8:t 8.6 18.1土1.3 494土58

0.020 201.7土31.6 42.4土2.5 180.2土14.1 38.9土1.6 87.6土10.5 18.7土1.2 469土53

0.320 182. 3:t62. 1 39.8土3.5 181.0こと34.9 41. 0土2.2 81.0:t13.7 19.2土1.5 439土112

Female 

。 175. 8:t68. 1 32.6土9.0 234.0土19.0 50.0土6.0 83. 3土 5.1 17.4:t3.0 490土88

0.005 289.6土53.7 40.1土4.0 295. 4土16.7 43.7土2.7 108.4土 5.3*16.2土1.4 693土72

O. 020 239. 3:t57. 2 38.9土4.1 270.2土24.5 47.3土3.5 79. 5土 7.8 13.8土0.8 589土87

0.320 151.6土30.1 27.3土2.3 261. 4土37.3 52.0土2.1 107.8士12.3 20.7土0.7 546土80

All values a1'e mean土 standa1'd er1'or of g1'oups of four or five animals. Those ma1'ked with 

asterisks differ significantly f1'om untreated cont1'ols; Pく0.05

%， PLが94%，CHが93%の回収率を示した.また抽

出過程で用いた洗浄液が，脂質の抽出に影響するかは

Table 2広示した.その結果0.9%塩化ナトリウム、溶液

は，蒸留水， O. 1，..._，0. 5%塩化ナトリ(ウム溶液， 0.04%塩

化カルシウム溶液を各々洗沖液とした場合と大差がなか

った.

体重，肝重量および肝タシパク量

Table 3に示したように， BHT投与により雌雄ラッ

トの体重，肝重量および肝タンパグ量は顕著な変化を示

さなかった. しかし雌の0'.320%群で，体重100グラムあ

たりの肝比重量が対照群に比べ122%の増加を示した.

血清および肝臓脂質

BHT投与による血清脂質への影響は， Table 4に示

した.総脂質量は雌雄の全濃度処置群とも対照群と差が

なかった. TGは雌雄全濃度群とも対照群と差がなかっ

たが， PLは雄の0.005%群で，またCHは雌の0.005%

群でそれぞれ増加した.

BHT投与による肝臓脂質への影響は， Table 5に示

した. TGは雄の0.320%群で減少したが， 雌では同濃

度群で減少傾向を示したものの対照群と有意な差がみら

れなかった. PLは雌雄の0.320%群で増加した. CH 

は雄の 0.320%群で減少した.しかし総脂質量は雌雄全

濃度とも対照群と差がなかった.
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Table 5 Composition of Liver Lipids of Rats treated with BHT 

Sex and Triglyceride Phospholipid Cholesterol Total Lipid 
mg/g.liver dose level (%) mg/g・liver % mg/g.liver % mg/g.liver % 

乱tJ:ale

0 

0.005 

O. 020 

O. 320 

37.4土6.0 52.4土3.9 25.9土O.4 38. 1土3.9 6. 6:t0. 5 9. 4:t0. 3 69. 9:t6. 1 

36. 8:t4. 8 52.9土3.1 25. 4:t0. 5 37.7土3.2 6.6土O.5 9. 4:t0. 2 68.7土5.0

26. 5:t 3.9 44.7土4.1 26.3土1.1 45.9土4.2 5.4土O.5 9.3土0.7 58. 1土3.7

21.9土3.1*38.5土4.1 30. 0土1.1*53.3土3.7キ 4. 7:t0. 2* 8. 3:t0. 5 56.7土2.0

Female 

o 
0.005 

0.020 

O. 320 

13.6土4.3 31.9土4.7 25.6土0.8 59.2土3.5 3.8土O.2 8.9土0.7 43.4土2.5

12.5土2.7 30.0土4.3 24.4土0.6 60.9土4.0 3. 7:t0. 2 9. 1土O.4 40.6土3.4 

11.3土1.1 27. 4士2.4 26. 3土0.8 64.2土2.1 3. 4土O.1 8. 3:t0. 3 41. 0:t0. 8 

9. 5土1.0 20.7土2.0 32. 5土0.8*71. 3:t4. 4* 3.7土O.1 8. 1土O.2 45. 7:t0. 5 

All values are mean土 standarderror of groups of four or three animals. * Pく0.05

考 察 今回の実験ではBHT処置により血清と肝臓脂質の変

BHTが病理組織学的な肝障害を伴わず，肝重量を増

加させることはすでに報告されている.16，17) 今回の実験

では，雄の 0.320%群の肝重量が若干増加する傾向を示

したが，個体聞のばらつきが大きいため対照群と有意な

差を示すまでに到らなかった.また雌では 0.320%群で

肝比重量が増加したが，肝重量には影響がみられなかっ

た.

BHT投与により血清中の総脂質量 (TG，P Lおよ

びCHの総和量〉は，雌雄全濃度群とも対照群と差がな

かった.脂質成分をみると雄の 0.005%群でPLが増加

し，雌の同濃度群でCHが増加した.しかし 0.020%以

上の濃度群では PLとCHに顕著な変化がなく，とれら

の成分の増加傾向はBHTの濃度段階と相関していない

と思われる.一方肝臓脂質においては，総脂質量が雌雄

全濃度群とも対照群と差がなかった.しかし脂質成分を

みると0.320%群でPLが増加し， TGとCHが減少す

る傾向を示した.この各成分量の相対的な増減により，

総脂質量がほぼ一定のレベルに維持したと思われる.

BHTの投与方法や投与期間などは具なるが， Gauntら

は6)500mg/kg/dayの投与量(今回の実験では0.320%

群が約 100mg/kg/dayに相当する〉で肝PLの増加と

CHの減少を，また高橋は11)1 %で肝PLの増加と TG

の減少を報告しており，今回の低濃度，長期間投与の実

験からもこの傾向が認められた. BHT投与ラット肝の

電子顕微鏡による観察で， Laneや福森らは滑面小胞体の

急激な増加を認めている.18，19) また有吉らは肝ミクロゾ

{ム分闘のPLがBHT処置で増加したことを報告してい

る 20)これらの結果からBHTによる滑面小胞体の特異的

な増加が肝PLの増加に反映しているものと思われる.

化に相関がみられなかった. 0.005%投与で雄の血清P

Lと雌の CHが濃度段階と無関係に増加したことは，さ

らに慢性毒性試験の立場から検討せねばならない.いず

れにしても BHTなど脂搭性の高い食品添加物は，いか

に低用量といえども毎日摂取されることから，生体に何

らかの影響がある場合には十分注意する必要があると思

われる
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ジブチルヒド口キシト Jf..，こ巳ン (BHT)による

ラットの出血!こ関する病理解剖学的研究

藤井 孝中湯 j畢勝広*平賀輿吾本

Gross Allatomical FilldillgS of Hemorrhage ill Rats fed 

Butylated Hydroxytoluelle (BHT) 

TAKASHI FU]II*， KATSUHIRO YUZAWA* and KOGO HIRAGAキ

緒 員

著者らは食品の酸化防止剤として汎用されているジブ

チルヒドロキシトノレ且ン (BHT)がラ y トに出血を起

せしめることを先に報告した 1-4)

今回は前回の実験で出血傾向が顕著であった雄ラット

を用い， BHT摂取期聞を前回より延長し途中検索も

多く設けて出血好発部位と発現時期，出血好発器官@組

織の形態的共通性などを病理解剖学的に検討したので報

告する.

実験材料および実験方法

実験動物は barrier-system で育成された4週令の

SD-]CL系ラット雄(平均体重 60g) を入手し ステ

ンレス鋼製ケージに 5匹ずつ収容し，室温25土1
0
C，湿

度50土5%の環境下で飼育した，飼料は日本クレア社製粉

末飼*4CE-2を当部で固型飼料化5)したものを与え，水

とともに自由に摂取させた.実験は 5週令からBHTを

上記の自家製鋼料に 1.5%の割合で添加したものを投与

群に，対照群には引き続き間一飼料を摂取させて行なっ

た.ラットは摂取開始後 8週間まで，あらかじめ投与

群，対照群とも摂取期間によってそれぞれ8群に分け各

群20匹とし，各々の摂取期間を終了したラットは断頭

し放血屠殺後，剖検を行ない内外の器官@組織を精査し

た.

実験結果

表1， 2は生存例(既定の摂取期間終了時に生存してお

り屠殺解剖を行なった例)と，死亡例(既定の摂取期間

途中で死亡した例〉の解剖所見を，それぞれの解剖時点

での摂取期間によって 1週間単位でまとめたものであ

る.以後の本文中では生存例には全て S (Sacrificed) 

の'"各号を用い摂取 1週間の群は lS，2週間の群は 2Sの

如く以下 8Sまで8群に，また死亡例には全て D(Dead) 

の略号を用い摂取 1週間未満で死亡した群は 1D，摂取

1週間以上2週間未満で死亡した群は 2Dの如く以下

8Dまで8群に分けてそれぞれの各群はlS， 1Dのよう

に略号を用いて表わした. また 2Dでの死亡は 9例であ

ったが解剖所見を得られたのは 5例であったので，これ

らについてのみ結果に記載した. 表1， 2の各項目は器

官・組織別の出血とその他の主要変化で，それ以外の所

見は本文中で述べることとした.また対照群では，これら

の所見がみられなかったので全て省略した.尚，出血に

際しての血液性状は死亡例では時に胸腔，腹腔内に豚脂

様凝固塊をみるとともあったが，殆んどが凝固不全で，

粘調度が低くサラサラしており，解剖中も実質性出車の

如く血液が惨み出て各腔内に徐々に貯留していくのが常

であった.以下表中の各項目を中心に詳述する.

皮下組織の出血は主に斑状を呈し殆んどの部位でみら

れたが頭部， 限険周回， 舷寵で梢々多かった. 眼険周

囲，後肢では血腫を形成する例も認められ出血程度は顕

著であった.血腫の形成は皮下組織よりも頭頂骨，前頭

骨の骨膜で多く認められ中等度のものは 3D，3S， 4D， 

5Sで各 1例， 6Dで2{JUみられ顕著なものは 3Dで2

例， 2S， 4Dで各 1例みられた， 皮下組織の出血はD

に多く 1Dからみられ， 3D， 4D， 5Dで顕著になり

以後もみられたのに対し， SではDよりも少なく， 1 S， 

7S， 8Sでの出現例はなかった.

筋の出血は殆んどの部位でみられたが特に舌骨筋，乳

突筋などの頚筋，胸廓筋，後肢筋で多く，平面的には斑

状を呈するが割面でみると，その部分全体に出血が及ん

*東京都立衛生研究所毒性部 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 ]apan 
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でおり後肢筋では筋が膨満し血腫を形成する顕著な例も

認められた.また顕著な筋内出血に伴い下腿部の筋間に

豚脂様の凝固不全血液塊がみられる例もあった.筋出血

はDに著明で，程度も強く 2Dから 7Dまで高率に発症

したが， Sでは 2Sからみーられるが 5Sでは出現例がな

く，その他の群でも少なかった.

胸膜下組織の出血は胸推，肋骨に沿って帯状に，また

はそれらを中心に大斑状にみられ，胸廓筋の出血とは必

らずしも合併していなかった.これは Dでは 2Dから

7Dまでみられ， 4Dでは顕著であったのに対しSでは

4S， 6Sで軽度なものが各 1例みられたのみであった，

腹膜下組織の出血は腎臓周閤の壁側腹膜下に広く血性

浸潤として，また前立腺，蹄肱周囲の臓側腹膜下，胃@十二

指腸の援膜下にそれぞれ斑状出血，小血麗としてみられ

た. CFig. 1). これはSでは全群に 1例ずつみられ，摂

取期間に比例して程度は強くなる傾向をみせた.Dで

は1Dではみられなかったが，他では程度も強く出現例も

多くみられ， Sと同様摂取期間に比例して顕著な例が多

くなった.

頭蓋腔内の出血は脳を摘出後の頭蓋底部に血液貯留が

認められる例から脊髄硬膜下に血液が認められる例まで

あり，殆んどが脳の出血と合併していたが，出血程度の

強弱は必ずしも一致しなかった. これはDに著明で 2D

からみられ始め， 3D，4Dで顕著であったが Sでは

3Sからみられ，顕著な例も少なし出現例数も少なか

っナこ.

鼻腔内の出血は外部所見ではなく解剖時に鼻腔内に血

液貯留のみられた例を表に記載した.顕著な例では，鼻

腔後部から筒骨に至る範囲，特に箭骨迷路付近に血液が

貯留しており，臭球の出血，頭蓋腔内の出血と合併して

いる例もみられた.これはDのみで現われ， 2Dからみら

れ3D以後顕著になっていた.また鼻・口周囲，前肢の

先端などに血液様物の付着が顕著であったが，鼻腔内に

血液の存在が確認できなかった例も Dに極めて多く，

3D， 4Dでは各5例みられた.

胸腔内の出血は胸膜肢と心膜腔の出品を併せたもので

全て縦隔結合織の出血，胸腺の出血を伴っており，顕著

な例では腔内に8mlの血液貯留がみられた (Fig.2).こ

れはDに多く程度も強くみられ 2Dから現われ 6Dを除

いて 7Dまで各群の約半数でみられた.またこの他に心

膜腔内と縦隔結合織のみに出血がみられた例 (Fig.3) 

が 3D，4D， 7D， 8Sで各 l例， 5Dでは 2例あり，こ

れらは表の胸腔内出血の例数から除外してある.

腹腔内の出血は全て醇臓の出血を伴っており少量の血

液を混じた腹水のみられる例から凝固不全の豚脂様血液

塊を含む中等度の血液貯留がみられる例まであったが胸

院内の出血に比し顕著な例でも血液貯留量は少なかった

(Fig. 4) . これはSに著明で lSからみられ， 3S， 

4Sで顕著であった.

腔内の出血，血液貯留は上記の他に鼓室内が2D，35; 

4S， 5S， 6Sで各 1例， 4D， 5Dで各2例みられ，陰

嚢内が 3Sで2例， 4 S， 6 D， 7 D， 8 Sで各 1例みられ

た.

胃内に黒色粒状の凝固血液を含む精々粘性のある液体

が貯留して，回腸部までこの液体が達する例もみられ

た.胃粘膜の肉眼的観察では変化がみられず， 3Dの5

例で腺胃部粘膜に微少赤色点の小集族を認めた程度であ

った.これはDで多くみられ， 1Dから現われ2D，3D， 

4Dと顕著になり， 7Dではみられなかった. Sでは3S

で 1例， 5Sで3例軽度なものがみられたのみであっ

た.

眼球内出血は片側のみに起っており，眼球が黒赤色を

呈し膨満して突出しており，それに併せて眼寓内の脂肪

に出血がみられる例もあった (Fig.5). これは Sでは

3S， 4S， 6Sで各 l例， 5Sで2OU，散見されたがDで

は4Dで3例， 5Dで2例，集中してみられた.

脳の出血は硬膜を除去した脳でみられ主に広義の軟膜

から実質にかけて起っていると思われるが細部について

は組織所見によらねばならない.血液は背苗では臭球，

小脳，大脳横裂部に，腹面では橋から視交叉までの部位

に多くみられ，大脳表面の血管周聞に諺出している例，

点状にまた全体に赤色を呈する例なども多かった (Fig.

6). 顕著な例では虫液が脊髄まで及んでおり脳室から脊

髄中心管にかけて血液が認められたものが 2Dで 1例，

4Dで2例あった.脳での出血はDに多く 2Dからみら

れ始め 3D，4Dでは顕著であり以後もみられたのに対

し SではDと同様，各群にみられたが出現例数，程度

ともに著明ではなかった，

脳腺の出血は点状出血から大血腫を形成するものまで

程度の差が大きかったので便宜的に点状出血は別の項目

とした.胸腺の出血は片側の 1/2が黒赤色を呈し，容積

の増加がみられないものから両側とも黒赤色で極度に膨

満し精々弾力性のある円錐を形成するものまでみられた

(Fig. 2).点状出血はSに多く lSからみられ， 6S， 

7Sを除いて各群とも 40%近くの出現を示したが， Dで

は1Dからみられるが出現例数は減少していき 6D， 7D 

ではみられなかった.出血は顕著な例がDに多く， 2D 

からみられ以後 6Dを除いて各群で著明であったのに対

し Sでは lSからみられ 2Sで柏々顕著になるが各群

とも Dよりも著明ではなかった.
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胸腺の変性萎縮は帯褐黄色で外側は梢々融解し，内側

は硬くなって容積が極度に減少していたものであり，片

側は萎縮，他側は血腫とし、う例が2D，4S， 4D， 5D， 

7Dで各 1例みられたが， これらはこの項に加えた.

これは 2D，3Sからみられ始めたが各群とも出現例数

は少なく 6Dで4例， 7Sで3例と梢々多い程度であっ

た.この他に胸腺では水腫様に容積を増し， 惨んだ点

状出血を呈するものが 3S，4S， 7Dで各 1{7~ みられ

た.

牒臓の出血は米粒大の点状出血から小血腫を形成する

例までみられたが主として斑状であり，牌臓，胃，十二

指腸部に梢々多発するが明らかな部位的特徴は示さず，

出血面積の大小も部位による差異はなかった (Fig.7). 

これはDでは 2Dから顕著にみられ以後 7Dまで出現率

はほぼ同じであったが程度の強い例は 4D，5Dに多か

った. Sでは lSからみられ 6Sまで出現率はDより低

いが 7Sでは同等となり程度の強い例もDと同様に4S，

5Sで多かった.また摂取4週間以後では出血のみられ

る勝臓の一部が黄~黄褐色を呈する例がみられたが出血

を主兆としてこの項に加えた.

膝臓の水腫は醇臓が柏々透明な感じで，厚みを増し，

ブョブヨとしていたもので，この中には全体に薄赤色を

呈したり，点状出血のみられる例が lS，3Sで各 2例，

4Sで3例， 6Sで 1例みられたが，これらはし、ずれも

出血の項に加え，この項からは除外した.水腫はDでは

5Dの 1例のみであるが， Sでは lSで最も多く以後 4S

までみられたが以後はみられなかった.

精巣の出血は片側のみにみられる例が多く，出血程度

も顕著なものは少なかった. これはDに多く 4D，6D 

で顕著であり， lD， 2D， 5D， 7Dではみられず， Sで

は 5Sで精々顕著で， lS， 2S， 3Sではみられなかっ

た.

精巣の萎縮は精巣が弾力性を失いブヨブョになり大き

さを減じ精細管の一部が不透明な白色を塾していたも

のであり片側のみにみられる例が多かった (Fig.8).片

側が萎縮，他側が出血とし、う例が 3D，6S， 6D，7S， 

7Dで各 1例， 8Sで2例みられたが， これはこの項に

加え，出血の項からは除外した.萎縮でDでは3Dから

みられ始め 5Dから柏、々著明になったのに対し， Sでは

3Sでみられ， 4Sではみられず 5S以後 8SまでDよ

りも高率で程度も顕著であった.

精巣上体の出血は両側にみられる例が多く頭部に最も

多発し，次いで尾部であり，体部での出血は少なかった

(Fig. 8). とれはS，Dともに出現例数が多く，特にD

では 2Dから 7Dまでの各群の全例にみられたが Sで

はJ畏取期間に比例して減少する傾向を示した.またこれ

に伴い精管内に血液を認めた例が， lS， 2S， 4S， 7S， 

8Dで各 1例あった. 精巣上体では，この他に摂取 5週

間以後に頭，尾部が黄~黄褐色を呈する例，吏に加えて

容積が増大する例もみられた.

脂肪組織の出血が顕著で出現例も多かったのは精巣上

体周聞であり，その他では腎臓周囲であった.これはS

では lSでもみられるが全般的にDに多くみられ， lD 

を除き 2Dから 7DまでSよりも著明であった.

その他，肝臓が柏々黄褐色を呈する例がSよりも Dに

多くみられ 3Dで6例， 4Dで4例と顕著であった.

以上，各器官・組織での出血又は変化について述べ，

その中でそれらの相互の関連にも触れたが，これを吏に

明らかにする目的で表 3，4を示した.これは全解剖例に

ついて個体別に出血個所を示したもので表1， 2と同様の

群別と|略号を用い，出血個所の少ない個体の順に並べて

ある.これでみると S，Dともに摂取期間が長くなると

出血個所は多くなるが，この傾向はDよりも Sで顕著で

あった.同一摂取期間内の SとDとの各個体の出血個所

の数を比較すると Sでは 1S， 2Sで各 1例， 5Sで2

例， 6Sで3例に出血がみられなかったのを始めとして

Dよりも出血個所の少ない個体が多かった.次に{同体別

にどの部位に出血していたかをみると， lSでは 20例

中，変化なしが 1例 1個所のみに出血がみられた個体

が4例でF そのうち精巣上体が 3例，胸腺の点状出迎が 1

例であり 2個所に変化のみられたものが 8例で各例とも

精巣上体の出血は共通しており，それに加えて牌臓の水

腫がみられたものが 4例，胸腺の点状出血が 2例， 1序臓

の出血，又は脂肪の出血の加わるものが各 1例であっ

た. 3個所に変化のみられたものは 5例で，これも精巣

上体出血は各例に共通で，それに加えて胸腺の点状出血

と醇臓の水腫がみられたのが4例，醇臓と胸腺の出血が

みられたのが 1例であった. 4個所と 5個所で変化のみ

られたのは各例で精巣上体，醇臓の出品，胸腺の点状出

血が共通で前者では脂肪の出血，後者では腹膜下組織と

臨腔内の出血がそれぞれ加わっていた.このように以下

2 S， 3Sの各個体をみると出血個所の増加に伴い， 1 S 

でみられた部{立に加えて皮下，筋，腹腔内の出血が現わ

れ， 3 Sでは脳の出血がみられ，胸腔内の出血例も多く

なっていた.しかしDでは精巣上体，醇臓の出血は殆ん

どの例でみられたが， これらを含めて或る部位での出血

程度が顕著な個体では他の部位の出血がみられないか，

または軽度である例が多く， Sでみられたような出血個

所の多少と出血部位の関連性は著明ではなかった.
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総括および考察

以上の実験結果を出血発現の経過を追って総括する

と，摂取 1週目では精巣上体，胸腺， )陣臓に軽度の出血

がみられp 死亡例では仰に胃内に血液様液体の貯留がみ

られた.摂取2週目では，それらに加えて精巣上体周囲

の脂肪，筋，皮下組織，脳，胸@腹膜下組織の出血がみ

られ胸腔内・腹腔内出血も認められ，各死亡例の出血個

所は生存例よりも多くなっていた.摂取 3週目では1， 2

週目の出血部位での出血が顕著になり，出血個所は更に

増加し，精巣・限球内出血，それに死亡例では鼻出血が

みられた.摂取4週目以後は生存例，死亡例ともに個体

閣で出血個所の多いものと少ないものとの差が大きくな

る傾向を強めていった.概ね，このような経過を示した

が，ここで出血によって失血死または衰弱死したと考え

られる死亡例での出血状態を生存例のそれと比較してみ

ると，先ず死亡例では生存例よりも出血個所が多く出血

程度も顕著であるか，出血個所が少ない例では顕著な鼻

出血，胸腔内出血がみられた点が異なっていた.このこ

とから出血個所が多いか，または少ない場合は顕著な出

迎であること，それに出血が長時間持続することが死亡

の主な要因となっていたと考えられる.更に今回ラット

は 1ケージに 5匹飼育としたため，その中で特に出血傾

向を強めた個体は他の個体から各種の影響を受けたと

思われ，そのことが死亡の誘因となったとも考えられ

る.また生存例では顕著な出血を示さないものもみられ

個体によって抵抗性に差異があることを示していると思

われる.今回は前回と異なり自家製添加飼料を用いたた

めか， BHTの濃度は同じでありながら出血傾向は前回

よりも激甚であり，出血は前回より短期間で起り，出血個

所も多く程度も強かったので各器官@組織での出出発現

までの経過，発現の)1民序などを観察するのには柏、々不適

当な実験であったと思われる.しかし部位による出血発

現時期の相違と摂取1， 2週間の各個体での出血部位と，

その組み合わせから判断して，精巣上体，胸腺， 1除臓が

最も早く，次いで脂肪，筋，皮下組織，脳の)1民であると

推察される.また摂取 1週目から出血を起し，摂取 8週間

まで出現例数が常に多かった精巣上体，胸腺，).倖臓が出血

好発器官であると思われる.今回3出血のみられた器官 e

組織に敢えて形態的な共通性を求めれば，小血管，毛細血

管の分布が豊富であるが， 多くの血液6)を貯蔵収容する

余地が少ないということである.しかしそれよりも個体

そのものが 5週令から13週令までとし、う発達@成長の著

明な時期にあり，当然それを構成している各器官@組織

も顕著に発達・成長しているとし寸共通性の方がより大

きな意味をもっていると思われ， この点からの検討も重

要になってくると思われる. BHTによるラットの出血

は，その血液性状の変化に基づくものである 7)が肉眼的

解剖所見から出血好発器官・組織がみられ，出血が小血

管周囲の漏出性出血@点状出血様であったことは，血液

性状に加えて小血管での変化なども関与していることを

示唆するものではないかと考えられ，今後，光顕，電顕

レベルでの形態的変化を検討-していきたい.
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ジブチ)(...ヒド悶牛シトルエン (BHT)添加錦料

による餌育ラ‘γ トの死亡率について

藤田 博*平賀興吾*

Modality Rates of Rats fed Butylated Hydroxytoluene (BHT) 

HIROSHI FUJITA* and KOGO HIRAGA* 

緒 苧::t

ジブチノレヒドロキシトルエン添加飼料によるラットの

約 2ヶ月間の飼育実験において，多数の出血による死亡

が見られたり. そこで飼育開始後の時間経過にともなう

死亡率の算出をした.算出にあたって，飼育期間中に，

解剖によるラ γ トの欠失があったので， Life table法2)

を用いて算出しさらに， Probit法3) による分析を試

みたので報告する.

実験方法

1. 実験動物: 使用した動物は， S D-J C L系ラ

ットの推 (4週令〉で，購入日の体重によって， 2群に

分けた.A群は，体重66.8士3.0g，B群は， 51.8土3.8

gであった. A， B群ともに， 180匹を，ステンレス製

ケージに， 5匹づっランダムに入れ，そのケ{ジを，ベ

ルト式飼育機にランダムに配置し室温250，湿度 55土

5%の一般飼育室で飼育した.

2. 飼料および飼育期間:ジブチルヒドロキシトルエ

ン(以下BHTと略す〉は，和光純薬製 Lot.KIF5， 562 

を用いた.とれを， グレア製飼料粉末 (CE-2) に 1.5 

%に加え，十分混合後，間型飼料とした.また，対照群

用飼料は，同粉末を，同様の操作で間型飼料とした.

A， B群のラットは，それぞれ， 3ク。ノレ{プに区分さ

れた.第 1のグループは， S群と呼ばれ，入室日から

BHT添加飼料で飼育し 9週間続けた. A， B群とも

に各10匹である.第2のグル{プは， T群と呼ばれ，入室

8日目からBHT添加飼料で飼育を行なった.ラット数

は， A， B群とも各80匹で， 10匹づっの 8サブグループ

に分けられた.飼育開始後 1週間目から，毎週 1ザブグ

ループが解剖された.第 3のグループは， C群と呼ば

れ，対照、群である.ラット数は， A， B群ともに各90匹

で 9サブグループに分けられ，入室後毎週 1サブグノレ

ーフ。が解剖された.

3. Life table法:計算には，次の式を用いた.

qX21EZFIXE1LJ-1 
nx no-l2J W1十三1d1 I 

Px=l-qx 

lx=lo P1 P2ρs・H ・H ・..……ρx ([0ロ 100)

mx=100-1x 

X-1 .:1_ 

V(lx)口 lx22J ~_/~Ui 
~1 nr (nr-d1) 

qx: x区間の死亡確率

dx: x区間の死亡数

nx: x区間スタート時の動物数
X-1 

2J W1: x-1区間までの欠失動物合計
1=1 

1-1 

2J d1: x-l区間までの死亡動物合計
1=1 

ρx:x区間の生存確率

lx: x期の生存率

mx:x期の死亡率

V(lx) : x期の生存率の分散

二群の死亡率の差の検定には，次の式を用いた.

z= ，____1.xA-lxB 

-vvー(lxA)十V(lxB)

Z >1.96の時P=0. 05で有意

結果および考察

1. T群と C群の比較

C群では，死亡は，まったく見られなかった. T群

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町 3-24-1

* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincl:.o 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 Japan 
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Table 1. TA群と TB群のLifetable 

期 間 死亡数 解剖数 動物数 死亡確率 生存確率
生lx存(%)率 分V(lx)(%散〉(週〉 dx wx nx qx Px 

0-1 。 10 80 0.000 1.000 100 0.00 

1-2 7 8 70 O. 100 0.900 90 0.00 

2-3 8 7 55 O. 145 0.855 76.9 0.09 

TA群
3-4 6 8 40 O. 150 0.850 65.4 0.20 

4-5 5 6 26 O. 192 0.808 52.8 O. 25 

5-6 2 4 15 O. 133 0.868 45.8 0.38 

6-7 2 5 9 0.222 0.778 35.6 O. 36 

7-8 。 2 2 0.000 1.000 35.6 0.76 

0-1 2 10 80 0.025 0.975 97.5 0.00 

1-2 2 8 68 0.029 O. 971 94.6 0.03 

2-3 7 9 58 O. 121 0.879 83.2 0.05 

TB群
3-4 6 6 42 O. 143 0.857 71. 3 O. 16 

4-5 5 8 30 O. 167 0.833 59. 4 0.25 

5-6 3 6 17 0.176 0.824 48. 9 0.33 

6-7 。 3 8 0.000 1.000 48.9 0.63 

7-8 。 5 5 0.000 1.000 48.9 0.63 

100 
1 2 3 4 5 6 7 8 (j盟)

生

存

率

(

%

)

50 

O 

Fig. 1. TA群とTB群の生存曲線

0-0 TA群ムーームT.B群
* : P口 O.05で有意 (a): S. E. 

は， TA群で30匹， TB群で24匹の死亡が見られた.

2. TA群およびTB群の比較

TA群およびTB群の，各時期における死亡数，解剖

数と， Life table法による生存率，死亡率の計算結果

を， Table 1に示し生存率 (lx) の変化を， Fig. 1 

に示Lた.両群とも， 2週間目から死亡数が増加し始め

5週間目前後で，死亡確率 (qx) が大きくなっている.

TA群と TB群の聞の生存率に有意差が見られたのは，

2週間目のみであったが，全体の傾向としては， TB群

の生存率が高いのではないかと思われる.実験終了時に

は， TA群が36%，TB群が49%生存していたと推定さ

れる.各期ごとに死亡率の比較を行なうことは，可能で

あるが，途中でのラットの欠失のためp 実験後期にはp

分散が大となり，精度が落ちることが予想される.そこ

で，全期間における死亡数の変化の比較のために， Pro-

bit法での分析を試みた.この場合， 飼育開始後の日数

が薬物量に対応すると仮定し logday と死む率のプ

ロピットによりプロットし回帰式を求め， 50%のラヅ

トが死亡した日数を推定すると， TA群は39日 (95%信

頼限界34-48日)， TB群は47日 (42-56日〉で， 8日

間の差が見られた.また，平行性の検定により p 平行性

が認められたので，効力比を求めた (Fig.2). T B群

のTA群に対する効力比は， 0.82 (95%信頼限界0.78-

O. 87)であった.これは， TB群の10日間の死亡数が，

TA群の 8.2日間の死亡数に相当すると言える.あるい

は， 50%のラットが死亡した日で比較するならば， TB  

群はTA群の約1.2倍の日数を要したとも言える.

この様に，同一週令であるが，体重の小さいTB群の
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Fig. 2. T A群と TB群のプロピット -log日の回

帰直線

Q:A群の死亡率プロピット

ム:B群の死亡率プロピット

LDso: A群39日 B群47日

SSD =0.119くχ2(1) (P =0.05)口 3.8 

死亡率が体重の大きいTA群の死亡率より小きかったこ

とが，どの様な原因により生じたかは明らかではない

が，可能性として， A群と B群を体重値により分けたた

めの成長の程度による BHTに対する感受性の差，ある

いは，薬物摂取量の差が考えられる.

3. S群と13T群の比較

S群は入室日から， 13T群は入室8日後より 8週間

BHT添加飼料により飼育した群である.従って， S群

と13T群は，飼育開始時において， 1週令の差がある.

飼育開始後の日数と死亡数の関係を Fig.3に示した.

最初に死亡が見られたのは S群23日目， 13T群15日

目であり，実験終了時では S群11匹， 13T群12匹で，

途中段階においても死亡数の変化にずれがあることがう

かがえた.飼育開始後の各日における S群と13T群の死

亡数の χ2検定を試みた.その結果， 有意な差は全期間

見られなかった.死亡数に大きな差の見られた日の値を

Table 2に示す.そこで全飼育期間の変化を見るため

に， Probit法による分析を試みた. 50%のラットが死

亡した日は S群47日 (95%信頼限界は43-57日)， 13 

T群39日(35-50日〉であった.両群の由帰式は平行性が

死

亡

飼育日数

Fig. 3. S群と13T群の累積死亡数

一一一 S群一一一 13T群

Table 2. S群と13T群の P検定

S 群 13 T 群
日

生 死 生 死

20 20 。 17 3 

25 19 1 16 4 

30 17 3 13 7 

45 11 9 12 8 

48 11 9 13 6 

a) χ2(1) (p口 0.05)口 3.84で有意

χ2ーa統〉計量

3.243 

2.057 

2. 133 

0.902 

2.174 

認められ， S群 Ys口 3.564Xs-1. 019 13T群 YT=

3. 564XT-0. 678であり，効力比0.82(95%信頼限界は

0.80-0.83)であった.これは， S群の10日間の死亡数

が， 13T群の 8.2日間の死亡数に相当することを意味す

る.

一般的に，幼若な動物では，薬物に対する感受性が大

きいと言われているが S群と13T群の比較において

は，逆に，飼育開始日が 1週早いS群に死亡が少なかっ

た.このような現象が起った可能性として，ラット数が

20匹と比較的少ないととを考慮するならば， S群にBH

Tに対する抵抗性の高いラットが偶然に多かったとも考
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えられるが，前述のTA群と TB群の比較においても発 で， all or nonの反応を示す変化，例えば，腫癒の発

育が遅いと思われる体重の低いTB群の方が抵抗性を示 生，特異的な症状有無などに応用できるものと思われ

したことと合せ考えると， BHTに対する感受性が若い る.

ラットで低い傾向があることも推測される. 文 献

毒性試験においては，死亡は重要な情報の 1つで，こ 1) 藤井孝，湯沢勝広，平賀興吾:東京衛研年報部四

れを適確にとらえる必要がある.今回，ラットのBHT  2， 36， 1975 

添加飼料による飼育実験で，多数の死亡が見られたので の Armitage，P. : Statistical methods in medi-

死亡率を Lifetable法で求め，さらに， all or nonの cal research， 408， 1973， Blackwell， Oxford and 

形で反応が見られる実験の解析のために確立された Edinnburgh 

Probit法を適用することを試みた.その結果死亡出現 3) 佐々間昭:生物検定法， 251， 1964，東京大学出

の傾向をある程度統計的にとらえることができたと思わ 版会

れる.また，ここで用いた計算方法は，毒性試験の中
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ジブチルヒド口キシトルエン (BHT) と直鎖型アJ[;キJ[;ベンゼン

スルホン酸ナトリウム (LAS) 併用添加飼料摂取

ラ‘y トの出血機構 (1)

B盟 Tによる出血!こついて

鈴木英子キ平賀興吾*中尾 I1原子*

(柴〉

Mechanism of Haemorrhage in Rats fed with Butylated Hydroxytoluene (BHT) 

and Linear Alkylbenzene Sulfonate (LAS) (1) 

Haemorrhage in Rats treated with BHT 

HIDEKO SUZUKI*， KOGO HIRAGA* and TOSHIKO NAKAO申

緒 ロョ

先に，食品添加物で油脂類の酸化防止剤として使用さ

れる BH T (dibutyl hydroxy toluene) と洗剤の主成

分である直鎖型アルキノレベンゼンスルフォン酸ナトリウ

ム (LAS)とを0.8%と0.2%乃至0.07%の割合に飼料

に混合してラットに与えたところ雄において陰嚢内，腹

腔内等に出血をきたし死亡するものがあらわれ，これら

のラットは貧血と血液凝固時間およびプロトロンピン時

間の延長が認められ，更に VitaminK の投与によりプ

ロトロンピン時間は完全に正常化されるが，血液凝闘時

間は回復しないことを報告した.人2)

今回はラ y トの系統を変えて追試するとともにBHT

単独と BHT.LAS併用の場合とにおけるプロトロン

ピン等凝固因子におよぼす影響の比較，更にBHTの投

与経路によるプロトロンピン時間への影響について検討

した.

実験材料および実験方法

試料:1)ジブチルヒドロキシトルエン (B日T)ー和

光純薬 LotNo. ACL 5024， mp 69.50 

2) 直鎖型アルキルベンゼンスルホン酸ナトリウム

(LAS)一花王アトラスK.K.ネオベレ y クス F-60，

Lot No. 127 (C1o-10.6%， Cl1-34. 1%， C12一27.7%，

C13-19.0%， C14-8.7%，有効成分60土 2%，未反応油

分1.5%以下，無機塩類4.0%以下，水分38%，P H (1 

%) 7.1，平均分子量 (345.8)，有効成分60%として使

用

1)および 2)試料を次の割合で船橋農場製ラット・マ

ウス用飼料FIIあるいは日本グレア製ラットマウス用C

E2の原末に混合後間型化し，実験動物に水道水ととも

に与えた.なお，対照用問型飼料も同時に同一飼料原末

より製造した.

BHTO.8%十 LASO.2%

(以下LTと略す〉

(船橋農場， (以下LT-Fと略す〉
日本グレア， (以下LT-Cと略す〉

BHTO.8% 日本クレア， (以下0.8%Tと略す〉

BHT1.5% 日本クレア， (以下1.5%Tと略す〉

実験動物 =]CL=SD系 (SP F)雌雄ラットの 4

週齢のものを購入し 1週間一般飼料 (CE 2)にて飾

育後実験に供した.

銅育環境は， 25:!:1 0，湿度55'-""60%，照明時闘を午前

6時から午後6時までとし， 5匹ずつ同一ステンレス金

網ケ{ジに収容飼育した.

検査方法

a)血液凝固時間 (Sahli-Fanio法)， 3) b)プロトロ

ンピン時間 (Quick 1段法)， 4) c) プロトロンピン

(Owren)， 5) d)第vrr.x因子複合体 (Koller).6)

b)はトロンポプラスチンあるいはシンプラスチンA

(トロンポプラスチン，第V因子，フィプリノ{ゲン，

カルシウムと塩化ナトリウムを含む〉を用いて測定を行

ったが通常はシンプラスチンAを用いた.なおプロトロ

ンピン時間が 300秒以上のものは無限大(∞〉と Lた.

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新指区百人町 3-24-1

* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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a)は断頭時放出する血液を用いた7) b)は無麻酔

下，外頚静脈より， c)， d)はエーテル麻酔，心臓穿刺

により， b)， c)， cl)いずれも0.lmlM/10クエン酸

Na液を入れた注射器を用い 1mlまで採血し 3，000 

rpm， 15分間違心後採取した血援を用い検査した.

e)ディスグ電気泳動による血媛プロトロンピンの解

析法

プロトロンピンの精製8)

。あらかじめO.15M修酸カリウム 1容を入れた注射

器を用いて血液 9容をとり 40，2， OOOrpmで30分間遠心

して血援を採取した.以下の操作はすべて 0-40で行な

う.

2) 血紫10-15mlにメルク製硫酸バリウム粉末(血媛

1 mlに対し35mg)を加え，マグネチックスターラーで60

分間ゆっくりふった後， 20分間1， 500rpmで遠心，上澄

溶液は捨てる.

3) 残った硫酸パリウムは0.15M塩化ナトリウムに溶

解したO.1M修酸カリウムO.5 plasma volumeで洗いp

1， 500rpm， 20分間遠心.この操作を 2回くり返す.

4) 沈査はO.15M塩化ナトリウムで洗い，同様に1，500

rpm， 20分間遠心.この操作も 2回くり返す.

5) この硫酸バリウムを冷0.17Mクエン酸ナトリウム

のO.067 plasma volumeで30分間，マグネチヅクスタ

ーラーで回転することにより，硫酸バリウムからプロト

ロンピンを溶出させる.この操作を 2回くり返す.

6) 溶出したプロトロンピンを集め， 2，000 rpm， 10 

分間遠心し，上澄溶液を採取する.

電気泳動9) はアグリルアミドの終濃度 7%，ゲル管は

5 X75mmを用い， 泳動用緩衡液はトリスーグリシン，

pH 8.3を用い， 3 mA/ゲルの電流を85分流した.ゲノレ

を13%酢酸に溶解した0.25%アミドブラックで20分間染

色後，脱色を行い，水道水で洗瀧後，デンシトメーター

でパターンを記録した.

実験およびその結果

1 SD系ラットにおける LT-F摂取による血液凝

固時間，ブロトロシピシ時間の経目的変化とこれに対す

る正常飼料への転換の影響

(1) 5週齢のラットを用いて LT-Fにより飼育を開

始し 7日間以後雌雄各 5匹について血液?疑問時間およ

びプロトロンピン時間を測定した.

結果は Table1に示すように両者とも 1週間後より

著明な延長がみられ 8日目頃より出血艶死するものが

現われた.雌においては， 2週間頃より延長が認められ

るが，次第に回復した.

LT-Fを11日間与えた出血を起こしてない雄ラット

に通常飼料への転換を行ったところ40時間後には，血液

凝固時間およびプロトロンピン時聞は Table2に示す

ようほぼ正常に間復した。

Table 2 LT-F飼育ラットの正常飼料h の転換に

よる血液凝固時間およびプロトロンピン時間

飼 料 I血平均液土凝S固E時(分間〉 lプロトロンピEン(時秒間〉
平 均 土 S

2. 50土O.22 36. 0土 2.1 

LT-F 8.05土1.08** 273.8土138.8

LT↓~FI 3.02土O.22 41. 5土 1.7 
正 常

各群ラヅト数:5匹正常飼料に対して料PくO.01 

(2) 5週齢より LT-Cにて飼育した雄ラットの 1-4

日間の血液凝固時間およびプロトロンピン時間を(1)と同

様に測定した.

結果は Table3 のようで 3日後よりプロトロンピン

時間の延長傾向がみられた.

Table 1 LT-F飼育によるラットの血液凝固時間およびプロトロンピン時間

飼の育日数開始(日後〉
血液凝固時間平均:¥:S E (分) プロトロンピン時間平均土 SE (秒)

性
対 日召 LT-F 対 日高 LT-F 

7 2.35土0.26 10.21土1.30申* 30.8土3.0 ()(コホ*

古 13 2.50土0.22 8.05土1.08料 36. 0土2.1 273.8土138.8

25 4.33:¥:0.44 9.90:¥:1.35*中 47.0:¥:2.8 oc申*

7 2.49土0.20 2.51土0.07 36.8土3.9 42.8土 4.3 

13 2.20土0.20 2.51土O.42 37.0土1.4 136.5土53.7
♀ 21 4. 30土0.57 4.76:¥:0.12 29.4:¥:1.4 56.0土28.5

54 4.58土0.31 4.77土0.57 26.4土8.5 35.7土10.5

各群ラット数:5匹，対照、に対して キPく0.05 料Pく0.01
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7 14 21 

飼料摂取後日数

Fig.2 LT-C， O.8%T投与ラットの

第四.x因子間合体の経[1キfl7変化

か値目。 吋)!H;0-一一、:)LT.C:h官相官会 O.8%T.' 

26-2， 1975 年報衛研

'Table 3 L T-C飼育による雄ラットの血液凝問時

間およびプロトロンピン時間

京東

プロトロンピン時間
平均土 SE (秒)

車液凝同時間
平均土 SE(分〉

r、r
i)~) 28 

第
四

-
X
国
子
複
合
体

50 

20 
0 

19.0土 2.9 

17.6土 1.2 

17.8土 1.8 

162. 5土72.5 

117.6土83.2 

4. 31土O.14 

4. 33土O.21 

4. 48土O.26 

5.04土O.50 

4. 89土O.52 

対照

1 

2 

3 

4 

n T単独摂取と LT摂取のブロトロシピシ，第vrr.
X因子接合体への影響と T摂取に対する VitaminKの

効果

(1) Vitamin K が生成に関与する凝間因子のプロト

ロンピンと第四・ X因子複合体とに対する LT-Cと

'0.8%T単独摂取の場合の影響をみた.

各群 6匹の 5週齢雄ラットを用い，各飼料による飼育

を開始して 1週間毎に同一ラットを用い検査した.

結果は Fig.1"""'2に示すようでLT-Cと0.8%Tの

間には全く差がないか，むしろ0.8%Tの方が時期によ

りて強い傾向を示した.

(2) 1.5%Tで7日間飼育し他群(一群 5]lli)には

前日(1.5%T飼育 6日後)に VitaminK を投与して

血液凝閤時間およびプロトロンピン時間の測定を行っ

た.

Vitamin K (和光純薬 LotNo. TPE 77 42) 10mgを

10%アラピアゴム液(日局 8)1 mlに懸濁，午前10時と

午後 4時の 2回，腹腔内投与して翌朝 9時より検査を行

った.

結果は Table4に示すように1.5%T単独飼料でも 7

日間で血液J疑問時間およびプロトロソピン時間の延長を

来たし VitaminK 投与によっていずれも回復した。

へ11 
プ
ロ
ト
ロ
ン
ピ
ン
濃
度

Table 4 1.5% Tによる 7日間飼育雄ラットの血液

}疑問時間およびプロトロンピン時間と Vita圃

min K の効果

プロトロンピン時間
平均土 SE (秒〉

血液凝固時間
平均土 SE (分〉

実験飼料
処置

14. 7土O.9 

14.7土0.7

4.11土O.40 

4. 41土O.43 

対照

対照
V.K. 

1.5% T 

1.5% T 
V.K 

42 

飼料摂取後日数

Fig.1 LT-C，O.8%Ti立与，ラットのフ。ロトロン

ピン濃度の経時的変化

35 28 21 14 7 
20 

0 

31. 6土7.55. 81土1.57 

11. 3土O.5 3.79土O.44 か一一--o対照;←一一一oLT-C; ~一四噛O.8%T
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E 電気氷動法による T摂取ラットのブ口トロシピシ

の解析

1.5%Tを7日間雄ラットに与え， 他群には検査前日

CT摂取6日後〉に， Vitamin K Cエーザイ K.K.ケ

イツー注)10mg/ratを腹腔内投与した.

ジグマロール (3.3'メチレンーピスヒドロキシグマリ

ン和光純薬 Lot.No. ACP 8621)をラットに10mgjrat

1-2回， C 1回投与の場合は検査の40時間前， 2回の場

合は40時間および24時間前に胃ゾンデにて経口投与を行

い検査した. 他群には BHTの場合と同様， 検査前日

Vitamin K を10mgjrat投与した.

ジクマロ{ノレは10mgを 1%トラガント液1m1に懸濁し

用いた。検査はすべて午前9時から始め，エーテル麻酔

下，心臓穿刺により採血し血紫分離後，各群ラットの

血援が10-15mlになるよう混合し，ディスク電気泳動法

によりプロトロンピンを解析した.

Table 5に示すように，プロトロンピン時間はジク

マロール， BHT:投与により著明な延長が認iめられたが

Vitamin K 投与によって正常値への回復がみられた。

ディスク電気泳動法によるプロトロンピンの解析結果

は Fig.3のようにBHTならびにジグマロール投与ラ

γ トにおいてはプロトロンピンのバンドは非常に薄く不

明瞭である.これに対しおのおのを処置したラットに

Vitamin K を投与したものについてはノミンドは対照あ

るいはより以上に明確に現われた.それは Fig.4のデ

ンシトメータ{による記録で一層明らかとなった.

ヤ Fig.3 1.5BHT，およびジグマロ{ノレ投与ラット血

築プロトロンピン分間のディスグ電気泳動図

A:対照 B:ジグマローノレ10mgx2 C:ジ

グマロ{ノレ10mgD : 1. 5%BHT E :対照、十

V.K. F:ジクマローノレ 10mgx2十V. K. 

G : 1.5% BHT十V.K. それぞれの血祭から

プロトロンピンを精製l_.，その50ulをゲノレの上

端に添加した。

F 

~ 
Fig. 4 Fig. 3 のゲルのデンシトメータ-~;こよるミターン

Table 5 ジクマロール， ジクマローノレ十V.K・， B 

HT， BHT十V.K. 処置ラットのプロトロ γ

ピン時間

処 置

対- F高

ジクマローノレ10mgx 1 

ジクマロール10mgx2 

B H T 

ジグマローノレ10mgx2 
十 V.K.

BHT+V. K. 

昌一 L 新 lプロトロンピン時間:
，/ ;./ド臥|平均土 SE(秒〉

5 19. 8:t0. 4 

4 00 

6 00 

4 00 

3 23.3土0.9

3 18.3土1.5

lV BHTを皮下ないし経口的に強制投与した場合の

ブロト口シピシ時間への影響

オリブ油(日局 8) 100m!中にBHT30gを溶解し，

2 g/kgとなるよう雄ラットに毎日午前9時から胃ゾン

デで強制経口投与ないし皮下投与を行った.経口投与で

は2日間でプロトロンピン時間の延長傾向を来たし， 7 

匹中 4匹死亡するものが現われた.皮下投与では7日間1

連続投与しても死亡するラヅトは現われず，プロトロン
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ザン時間も全く延長が認められなかった.経口投与後 3

日，皮下注射後8日目にプロトロンピン時聞を測定した

m結果を Table6に示した.

Table 6 BHT 2 g /kgを経口ないし皮下投与した

場合のプロトロンピン時間

投与方法 i処 置 lラット

オリブ油 5 12.0土0.4a)
皮下1) I 

5 10.2土0.9a)B H T 

オリブ油 3 24.0土4.0b)
経口 2)

B H T I 3 50.3土9.Sb) 

1) 投与開始後8日目， 2) 投与開始後3日目

a) :トロンポプラスチンにより測定 b)シンプラ

スチンAにより測定

総括と考按

JCL:SD系ラットを用い， BHT単独と BHT.

LAS併用投与(添加飼料の摂取〉が血液凝固時間，血

援のプロトロンピン時間，第四 .x因子接合体，プロト

ロンピンにおよぽす影響と， BHTの投与経路によるラ

ットのプロトロンピン時間への効果について検討した.

BHT単独摂取で血液凝固時間およびプロトロンピン

ι時間の延長が認められた.この傾向は雄ラットに強く出

血致死するものがみられた.

BHT摂取による血液凝固時間とプロトロンピン時間

の延長は VitaminK投与によって完全に回復した.

BHT (T)単独と BHTとLAS併用 (LT)飼料

J票取による VitaminK が生成に関与するプロトロンピ

ンないし第四・ X因子複合体への影響には差を認められ

なかった.

電気泳動による BHT投与ラットのプロトロンピンバ

ンドはジクマロ{ノレ投与の場合と同じように消退し，

Vitamin K 投与により対照と同じプロトロンピンのパ

ンドが回復した.

BHT 2 g /kg7日間連続広下投与しても血液凝固時

間，プロトロンピン時間に対する影響は認められなかっ

たが，同量の経口投与では 2日間でプロトロンピン時間

の延長が現われた.

以上により，ラットのBHT，LAS併用摂取による

出血はBHTの VitaminK が生成に関与する凝固国子

のプロトロンピンおよび第四 .x因子複合体の生成阻害

と， LASの VitaminK が関与しない血液凝固系悶子

への何らかの作用が相乗して発生することが考えられ

る。なお， LASに関しては当部の高橋ら向がプロトロ

ンピンの阻害を報告しているが， BHTとLASの相互

作用は単純なものではないようである.

BHT摂取の場合のプロトロンピンの減少はグマリン

投与の場合のメカニズムと同じであろうと推定された

が，今後より一層の解析が必要である.

BHTの皮下投与ではプロトロンピン時間の延長がみ

られなかったが，別の試験でBHT皮下投与では，経口

投与でみられる肝重量の増大が全くみられなかったこと

より，先ずBHTの皮下よりの吸収について検討する必

要がある.

謂
-""-

~ 
日

ラットにおけるBHT単独およびBHT，LAS併用

飼料摂取が，血液凝固時間，プロトロンピン時間，第四

.x因子複合体およびプロトロンピンに及ぼす影響とこ

れに対する VitaminK の作用を検討し併せてBHT

の経口および皮下投与によるプロトロンピン時間への影

響を比較した.
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直鎖型アJレキ)1，ベンゼンス)1，ホン酸ナトリウムの

ト日ンピン阻害作用について(第 2報〉

高橋 省*中尾 I1慎子中平賀興吾中

Inhibition of Thrombin by Linear Alkylbenzene Sulfonate (LAS) (II) 

OSAMU TAKAHASHI*， TOSHIKO NAKAO申 andKOGO HIRAG A中

前報において，ジブチルヒドロキシトノレエン(BHT)

と直鎖型アノレキノレベンゼンスルホン酸ナトリウム (LA

S)を同時に投与したラヅトの血援中には， トロンピン

阻害物質が存在しそれはLASそのものであることを

示した 1) 血液凝固の第 3相はp トロンピンの作用でフ

ィブリノーゲン中の特定のArg-Glyが切断され，ブイ

ブリノペプチドを生じながら，フィプリンモノマーを生

成する反応，フィプリンモノマーが重合してポリマーを

形成する過程および第xm因子，カルシウムイオンの作

用で酸不溶性の安定フィプリン塊を形成する反応等が含

まれる 2) 前報で示したLASのトロンピン阻害作用

は，第xm因子3 カルシウムイオンの影響を除いたフィ

ブリノーゲンから酸可溶性フィプリン塊に到る過程に限

っても阻害が起るということであり，従って，その素過程

はp トロンピンのプロテアーゼ作用， ブィプリンモノマ

ーの重合およびゲ、ル化の 3つの段階を含むことになる.

本報では，この 3つの段階のどこにLASが作用して

くるのかという点に着目してp それに関連した幾つかの

実験を行い， LASの阻害作用について推論を試みた.

実験方法

1. 試薬類

LASーライオン油脂株式会社研究所製のものを精製し

て使用した 1)

フィブリノーゲン Sigma 社製ウシフィブリノーゲン

Fr.I， トロンピンー持田製薬ウシトロンピン， トロン

ポプラスチン-Warner-LambertCo. 製の Simplas-

tin A，プロタミンフリーベース-Sigma社製サケ精子

プロタミン grade VL ポリグルタミン酸ナトリウム-

Sigma社製 Typeill-B (分子量50，000-100，000)

2. 分析機器

分光光度計(目立124).Beckman pH ASAR-I digitar 

pH meter， Coagulation Analyser 600， (Bio-Dyna-

mics INC). 

3. LA S，蛋白震の定量

前報に準じた 1)

実験 1. "7ィプリン塊形成に対する LASの影響につ

いて

水0.4ml， 1 %フィブリノーゲン (0.025M塩化ナトリ

ウムを含む0.025Mトリス緩衝液 pH8. 2に溶解)O.lml 

の混液に， トロンピン10単位を加え反応を開始させ，そ

のO.01%L A S後O.lmlを加え，そのフィプリン塊形成

に要する時間への影響を見た.ここで， LASおよびフ

ィブリノーゲンの最終濃度はそれぞれ 4.71X 10-5 M. 

0.164%であった.次に酢酸酸性溶液中でフィプリン塊

を溶解し，フィプリンモノマ…を作り 2) O. 2M酢酸緩

衝液 pH7.4を0.6mlおよび水O.lmlあるいはO.01%L A 

SO.lmlを含む混液中にそノマー溶液を O.lml添加し，

ブィプリン塊生成を CoagulationAnalyser で測定し

た.一方， 0.2Nl酢酸緩衝液 pH7.4， 0.4mlおよび水

O.lmlあるいは0.01% L A S O. 1mlを含む混液中にそノ

マーO.lmlを加え，フィプリン塊生.成を肉眼的に測定し

た.又，フィプリンゲ、ルの潤度に対する影響を知る為，

LASおよびフィプリノーゲンをそれぞれ1.1x 10-5M， 

0.19%になるよう加え，それにトロンピン10単位を添加i

L.，濁度を測定し，無添加のものと比較した.

実験I1.蛋白質，脂質， トロシポプラスチンによるト

ロシピシ阻害の回復

1%フィブリノーゲン200μ1， 1 % L A S 100μJに蛋白

質を 100μJ加えた混液にトロンピン50単位を添加しフ

ィプリン塊の生成時間を測定して， LASの阻害効果に

ホ東京都立衛生研究所毒性部 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 J apan 
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対する蛋白質の影響を見た。脂質の影響をみる為に，脱

脂10%ウシ血清アルブミン15μl，o. 1 % L A S 10μl， 1 

%フィブリノーゲン30μlに脂質乳濁液を加え， トロンピ

ン10単位を添加しフィプリン塊の生成時聞を測定し

た.又，フィブリノーゲンおよびトロンピンの回復効果

をみる為に， ウシ血清アノレブミン1.5%，L A SO. 3mM 

になるようそれぞれを加え，最終容量を 100μJになるよ

う基質と酵素を加えフィプリン塊生成時間を測定した.

トロンポプラスチンの影響をみる為には，脱脂10%ウシ

アルブミン， 3 mM， L A S O.lm!， 1 %フィブリノー

ゲン0.3mlおよび水O‘45mlを加えた混液を作り，混液O.1 

ml に対し， Simplastin A，ケファリン，塩化カルシウ

ム0.2mlを加えトロンピンを10単位添加して， Simpl-

astin A の代りに水を加えたものと比較した. Simpl・

astin A に 2容のクロロホルムーメタノール (2: 1) 

混液を加え，遠沈し，水層，中間固形物，クロロホルム

層に分けた.それぞれの分間を乾間後，水で 3mlにし

同様な方法でフィプリン塊生成への影響をみた.なお，

アルブミンの脱脂は Doleの方法3)に従った.

実験m.界面活性斉IJのトロシピシへの作用

種々の界面活性剤のトロンピンへの作用を知る為，陰

イオン系界面活性剤の場合には， 1 %フィブリノーゲン

(0.025Mトリス緩衝液pH8.1に溶解)200μ!， トロンビ

ン50単位，界面活性剤100μJの反応系で、行った. 陽イオ

ン，非イオン性界面活性剤については， 1 %フィブリノ

ーゲン (0.02M酢酸緩衝液， pH 7. 4に溶解) 500μ!， ト

ロンピン100単位界面活性剤100μJの反応系で行った.

陽イオン性界面活性剤としては，ラウリルピリジニウ

ムクロリド， ラウリルベンジノレトリメチルアンモニウム

クロリド，陰イオン性界面活性剤としては， カノレボン酸

型が，オレイン酸ソーダおよびヂオキシコーノレ酸ソー

ダ，硫酸エステルがラウリル硫酸ソーダ，スルホン酸が

分岐型ABSおよび直鎖型ABS，非イオン性活面活性

剤として，ソルピタンモノラウレート (スパン20)， ポ

リオキシエチレンモノラウレート(ツイン20)，同イオ

ン性のものとして卵黄レシチンを用いた (Fig.1.) 

実験日T. ウィブリノーゲシと LASの結合についての

pH依存性4)

フィブリノーゲンにLASを加え，フィブリノーゲン

との差スベクトルをとると， 290mμ付近に， LAS単独

では存在しないピークが生じる (Fig.2.). このピーク

についての pH依存性をみる為，水酸化ナトリウム 1

m!， 0.2%フィブリノーゲン (0.15%埠化ナトリウム溶

液)2mlの混液にO.2%L A S 1 mlを加え，水 1m!を加

えたものとの差スベクトルを測定した@

。凶
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Fig. 1. Structural Fomulae of Detergents 

W Laurylpyridinium chloride (同 Lauryltrimethyl-

ammonium ch10ride (C) Sodium Oleate (D) Sodium 

Deoxycho1ate (国 SodiumLaurylsulfate (同 Lauryl-

benzene Sulfonate (G) Span 20 帥 Tween20 (I) 

Lecithin. 

実験V. .，ィブリノーゲシのトリニトロワエエJl-化

(TNP化)5)

2%重炭酸ナトリウムに溶解した 1%フィブリノーゲ

ンに対し， トリニトロベンゼンスノレホネートを加え，ア

ミノ残基の化学修飾を行い，それに対する LAS添加の

影響をみた.

結 果

実験 1. .，ィプリシ塊形成に対する LASの影響

Fig. 3. において，横軸はトロンピン添加後の LAS

添加時間を示してある.ただし， 0秒については， LA  

Sをトロンビン添加前に加えた場合の値をプロットして

ある.縦軸は， LAS無添加のフィプリン塊生成時聞を

LAS添加時の生成時間で割った相対速度で示してある

なお，この時， LAS無添加のものが53秒でフィプリン

塊を形成するよう各成分の濃度を調整してある. この図

から明らかなように， LASは反応の前段階でよく阻害

効果を示し，むしろ後半では促進的である.又，前段階

でもトロンビン添加後 5， 6秒後の方が，幾分，阻害が
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Table 1. Effect of LAS on Fibrin Polymerization 
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Fig. 3. Effect of LAS on Fibrin Clot Formation 

強いようである.

Table 1. は別に調製したフィプリンモノマーを，

pHを中性領域に変えることにより，再重合させる場合

での， LASの効果をみたものであるが，比渇法を基礎

とする CoagulationAnalyser ではLAS添加により

相対速度の延長を示すが， これは決して真のフィプリン

塊生成時間をみていない.肉眼的には pHの変化に伴

い， 2秒以内にフィプリン塊を形成し，それに対して，

Coagulation Naked 
Analyser Eyes 

LAS-

LAS十

1.0 (14sec.) 

0.4 

1.0 (く2sec.

1.0 (く2sec.

30 

Time in Min 

Fig. 4. Effect of LAS on Turbidity of Fibrin 

Clot 

A; LAS B; LAS十

LASの影響はない.

Fig. 4. はフィプリンゲルの濁度への影響をみたもの

で，ブィプリン塊形成でみた場合抗トロンピン作用を有

さない低濃度の LASでゲルの淘度が，無添加のものに

比べ低下していることを示すものである.

実験n.LA Sによる阻害効果の回復

Table 2.はプロタミン，アルブミン， ポリグノレタミ

ン酸のLASによる阻害効果への影響を示したものであ

る.表から分るように回復効果はプロタミンが強く，ポ

リクツレタミン酸は，全く回復効果がない.

L 
40 Table 2. Reversal of LAS Inhibition by proteins 

proteins LAS Relative 
(111M) Velocity 

0.066% 0.00 

0.111 % protamine 6. 36 0.08 

0.222% 0.92 

6. 39 0.00 

2‘22% Albumin 5.81 0.5 

3. 19 O. 90 

2.22% polY-L-Glu 3. 19 0.00 
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Fig. 5. Reversal of LAS lnhibition by Substrate and Enzyme Protein 

Table13.は同様に種々の脂質の回復効果を検討した

もので， トリパルミチン，コレステロールにLASのト

ロンピン阻害作用に対する回復効果がみられる.

Table 3. Reversal of LAS lnhibition by Lipids 

Lipids Relative Velocity 

lnhibitor一 1.0 

Inhibitor only 0.55 

1. 2% Lecithin くO.14 

1. 2% Cholesterol 1.5 (Small clot) 

1.2% Palmitic acid く0.21

1. 2% Oleic acid くO.21 

1. 2% Tripalmitin 1.2 

O. 4% Tripalmi tin 
十O.4% Tween 20 1. 15 

O. 8 % Tripalmitin 
十0.8%Tween 20 1. 30 

1. 2% Tripalmitin 
十1.2% Tween 20 2.85 

1. 2% Triolein く0.21

Table 4. Reversali of LAS Inhibition by Simpla-

stinA 

Relative Velocity 

Water 

Simplastin A 

Cepharin 

CaC12 

Fibrinogen 

Chloroform -Methanol Trea ted 
Simplastin A 

Water Layer 

1.0 (152sec.) 

12. 4 

0.0 

O. 0 

3. 1 

(586μg / ml of protein) 7‘6 

Chloroform Layer 0.0 

Pellet 
(5. 46 mg / ml of protein) 4. 8 

実験m.種々の界面活性斉IJのトロシピシへの作用

Fig.6. は各種界面活性剤のトロンピン阻害曲線であ

り，ラウリルピリジニウムクロリドp ラウリノレベンジノレト

リメチノレアンモニウムグロリドの陽イオン性界面活性剤

Fig. 5. はフィプリノーゲン， トロンピンの回復効果 2種，およびカノレボン酸型陰イオン性界面活性剤のオレ

を示したものである.ここで，フィブリノーゲン0.3%， イン酸ソーダは 10-2M のオーダーに50%阻害濃度を持

トロンピン10単位の相対速度を 1.0としてある.フィブ ち，カルボン酸型，デオキシコーノレ酸ソーダは1O-3Mに

リノーゲン量は相対速度に大きく影響し， LASによる 50%阻害濃度を持つ. ラウソノレ硫酸ソーダ， ABSは10

!阻害作用を回復するが， トロンピンは倍にしても殆んど -"Mのオーダーに， LASは 10→Mに50%阻害濃度を持

変化しない. ち，トロンピン阻害作用はLASが一番大きい.なお，ス

Table 4. はプロトロンピン時間の測定に用いる パン20，ツイン20，レシチン等は阻害効果を示さなか℃

Simplastin A のLAS効果への影響をみたもので，相 た.

対速度を10倍以上に回復する.なお， クロロホノレムーメ g実験日T.ワィブリノーゲシと LASの結合のpH依存

タノール (2: 1)で処理した SimplastinA は， そ Fig. 2. で290mμ の吸収極大をフィブリノーゲンと

の回復効果は水層に大きい LASの結合の結果生じたものであると考えれば，その
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Fig. 6. Inhibition of Thrombin by Detergents 

① Laurylpyridinium Chloride @ Laurylbenzyl-

trimethylammonhIn1 chloride @ Sodium 01eate 

④ Sodium Deoxycholate ① Sodium Lauryl Sul-

fate @ Branched Alkylbenzene Sulfonate ⑦Linear 

Alkylbenzene Sulfonate. The thrombin was not 

inhibited by 44.4 mM  of言pan20， 32. 6 mM  of 

Span 20， 32.6 mM  of Tween 20 or 7.8 m M  of 

Tween 20 or 7.8 mM  of lecithin at least. 

pH 依存性をみることにより，複合体形成に直接あるい

は間接に関係する基の解離状態を推定しうる Fig.7. 

では， 290 mμ でのO.0を複合体形成量とみなしている，

図に明らかなように， pH 依存性を示し，少くとも 1

つ，約10.9の pK1i直が求まる.

H 
<lJ 

p.. 
5 
0 

U 
...... 
0 

針-
@ 

ぢ 0.1
ロ
0 
5 
〈

申
〉
阿..... 
ro 
<lJ 

Eロ

ー一一一J 一一-U'_.一一一J ー_.一一一J一一一一一一一一L
9.0 10.0 11.0 12.0 13.0 

pH 

Fig. 7. pH Dependence of Fibrinogen and LAS 

Interaction~ 

実験V. ?ィブリノーゲシのTNP化

Fig.8. はフィブリノーゲンのTNP化を示したものー

であり， Aの無添加の対照に比べB，CのLASを添加;

したフィブリノ{ゲンではTNP化が阻害されている.

又， Cのようにフィブリノーゲンと LASを前もって，

混合しておくと，その阻害はさらに強まる.

Fig.9. はトリニトロベンゼンスルホン酸 (TNBS)

の濃度とトリニトロフェニルフィブリノーゲンの関係を

示したものであり，高濃度の TNBSで、は時聞がたつと

阻害が回復してくる.

呂
田

LO 
C可
叩

2.0 

Q 1.0 。
〈コ

5 10 15 
Time in Min. 

Fig. 8. TNP-lation of Fibrinogen 

A; LAS-， B ;LAS十)C; Preincubation of Fト

br・inogenwith LAS 

考察

トロンピンはフィブリノーゲ、ンの Aα，Bs鎖のArg-

Glyを切断しフィブリノペプチドAおよびBとフィプ

リンを生じる (Fig. 10. ).2) フィプリンモノマーから

の重合過程は，ある濃度以上のそノマーが存在すれば非

常に速いと考えられる.実験 Iで示した様に， LASの

阻害効果はフィブリノーゲンとトロンピンの反応の初期

段階で著しく，むしろ後期においては促進的に働く.従

って，前報での推論どおり LASの阻害は，むしろ， ト

ロンピンのプロテアーゼ作用に対してであると結論づけ

られる.

しかしここでフィプリンゲルの褐度を相対的なゲル

量と考えた場合， Fig. 4固に示したようにトロンピンを

阻害し得る濃度以下の LASで， 30分間の酸可溶性フィ

プリンのゲル化速度が阻害されるから，例えトロンピン

のプロテアーゼ作用への悶害が軽度で，フィプリン塊の

生成時間が正常値領域内に入るとしても，そのフィプリ

ン塊の強度に影響が及んでいる可能性が考えられてく

る.実際の血液凝固では，第xm因子， カノレシウムイオ

ンが関与した状態でのゲル化が起るので)2) 今後第xm
因子への影響を知ることと同時に，そのゲル自体の強度ー

についても検討を加える必要があると思われる.

すでに前報において述べた様にこの LASによるト区
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Fig. 10. Schema of Coagulation 

ンピン阻害作用はpEi白質により，ある程度回復し得る.

これは， LASと添加蛋白質とが結合する為であると考

えられるが，この結合に蛋白質分子の極性アミノ酸残基

が関与しているかどうかはLASのトロンピン阻害作用

の機構を知る上で，興味深いことである. Table 2. 

で示したように塩基性蛋白質であるプロタミンはLAS

と良く結合してトロンビンの阻害を回復する.これはア

ルブミンによるより，はるかに強いものである.又，ポ

リ-Lーク、、ルタミン酸は全く結合性を示さない.

プロタミンと LASは不溶性の複合体を作るが，界面

活性剤の極性基は逆荷電の大イオンと複合体を形成して

極性を減じ沈澱するとされているから， 6) グアニジル基

が連続した蛋白質表自にLASがスノレホン基を介して結

合し解離基の減少に伴って溶解度を減少させると考え

れば説明がつく. 同様にポリー Lーグルタミン酸では，

カルボキシル基が蛋白質表面に連続しているであろうか

ら，スルホン基と反発して結合し得ない.ラウリル硫酸

ソーダと蛋白質の結合に関する研究は多いが， Nelson， 

C. A. (1971)は，埠基性蛋白質であるキモトリプシノ

ーゲンにより多くのラウリル硫酸ソーダが結合すること

を，又，酸性蛋白質のペプシンには結合量が少いこと

を，サクシニルBS A，グリオキサルBSA，カルバミ

ルBSAでは結合量が減じることを報告している 7) 従

って， LASと蛋白質の結合において，少くともその初

期段階では，極性基どおしの相互作用も，かなり重要な

役割を演じていると考えられる.

Table 3. で明らかなように， 脂質による回復効果

は，脂質ミセルの大小の差によっている.つまり，乳濁

した際，脂質ミセルあるいは粒子の大きいと考えられる

トリパノレミチン， コレステロール等は， ミセルの小さい

レシチン， トリオレイン，オレイン酸等に比べ回復効果

が著しい.むしろ， レシチン， トリオレイン，オレイン

酸等ではLAS単独より阻害的に働く. LASが脂質ミ

セルにとり込まれることは当然予想され，スルホン基を

表面に露出させていると考えられる. この際，脂質ミセ

ル(粒子〉の大きさが問題となり，かなり小さければ，

LAS効果に対して促進的に，大きければ回復効果を示

すのではないか.ここで特にLAS効果に促進的に働く

場合を考えてみると，すでに基質なり酵素なりに結合し

ている LASにより脂質の蛋白質への効果が増大され，

蛋白質の三次構造変化もしくは立体効果等により酵素阻

害が発現するか，又は溶液中の LASモノマ{を脂質ミ

セノレ表面に再配列することによって LASの阻害効果が

増大する場合等が考えられる.脂質による血液凝固への

作用は句血中での問題とも関連してくるので今後も検討

すべきであると考える.

LASの阻害効果に対して，フィブリノーゲン， トロ

ンピンの影響をみたとき， トロンビンの活性単位を増し

ても阻害はあまり回復されず，フィブリノーゲン量を増

す方が大きく作用する.これは， LASが特異的にトロ
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ンピン分子に作用しているとする考え方を否定する結果

であり，むしろ，フィブリノーゲンに結合することによ

って阻害がかかると考えられる.

前報によれば， LAS単独投与群でプロトロンピン時

間の延長はみられなかった。これはトロンピン時間の延

長が， LASのトロンピン阻害によるとする考え方にと

っては矛局する事実である.これについては，添加する

'Simplastin A が LASの阻害効果を回復するとすれ

ば説明がつく. 実際， Simplastin A はLASの阻害

効果を回復した .この回復作用は， Simplastin A 中

のカルシウムイオン， リン脂質，フィブリノーゲンに帰

することは出来ず，何か別の物質によると考えられる

(Table 4). 

Table 5. に0.3%LASを投与したラットの血援カ

ルシウム再加時間8)を示してあるが，対照に比べ有意な

ー延長がみられ，血液凝固を全体的に見ても，阻害がかか

ることを示す結果となっている.

Table 5. Plasma Recalcification Test 

Body Gain % Recalcification Time 

Control 74. 2土1.9 155. 5土6.9 

LAS Group 74. 4土2.2 198. 4土7.3料

The results are given as mean values土S.E.M

for 10 rats. ホホ pくO.01 

LAS以外の界面活性剤によるトロンピンの阻害効果

ではp 陰イオン性で硫酸エステル，スノレホン酸の界面活

性剤が強い阻害を示し，さらにその中でも LASが低い

50%阻害濃度を持つ.ラウリルピリジニウムクロリド，

ラウリルトリメチルアンモニウムグロリド等の陽イオン

性界面活性剤は高濃度でフィブリノーゲンと複合体を作

り沈澱を生じるが，これはフィブリノーゲンの酸性残

基とカチオンーアニオン複合体を作る為であろう 6)

Nozaki， Y. ら(1974) ~ま B S A~乙文ナずるテトラヂシル

トリメチノレアンモニウムクロリドの結合を検討し， ラリ

ウル硫酸ソーダに対するより結合定数が小さいこと，又，

界面活性剤が蛋白質と結合する際の側鎖の重要性を述べ

ている 9) Kurioka， S. ら (1975)はフィブリノーゲン

と界面活性剤の相互作用を検討し， ドデシルピリジニウ

ム， ドデシルアンモニウム， ドデシルトリメチルアンモ

ニウム、ステアリルトリメチノレアンモニウムで沈澱が生

じることを示し， ドデシノレ硫酸， ドデシルベンゼンスル

ホネートで， トロンピン添加後， 30分後に透明ゲノレが生

じることを示している 10) 又，非イオン性界面活性剤は

J阻害効果を持たないが， Kurioka， S.らも同一様に結合性

のないことを示し，10) 静電引力の重要性を述べている.

界面活性剤とフィブリノーゲンの結合でLASによる結

合部位がフィブリノーゲンの切断にとって重要なのであ

ろう. 実験Eでの蛋白質との結合の結果を考え併せれ

ば， LASはフィブリノーゲンのグアニジル基， εーア

ミノ基等となんらかの相互作用を持つはずであり，従っ

て，それが阻害効果と密接に関係しているであろう.

Fig. 2. で、示した290mμ 近辺の差スペグトルのシャー

プな吸収極大はフィブリノーゲン中のトリプトファン残

基に由来すると推定される 11) 従って，フィブリノ{ゲ

ンと LASの相互作用の結果，フィブリノーゲンになん

らかの構造変化が生じ差スベクトルにおいて， 290mμ

近辺に吸収極大が生じたと考えられる.さらに，実験IV

で示したごとく， この吸収は明らかな pH 依存性を示

し，少くとも 1 つ，約10.9の pK~直を求める得る. 10.9 

あたりの pK値はリジンの εーアミノ基が存在し 12)

LASは少くとも，この εーアミノ基とは相互作用を行

いそれが最終的にトリプトファン残基による差スベクト

ルの吸収極大を生じるものと考える.そして， LASと

トアミノ基の相互作用は pH依存性を示すことにな

り，少くとも， LASミセル (LASクラスター)9) と

フィブリノーゲン分子の反応では，査白質中の極性基が

意味を持っていることになる.

Pitt-Rivers， R.ら(1968)は大部分の蛋白質でドデシル

硫酸ソーダと蛋白質の結合比が蛋白の種類によらず一定

であるとし 13) それを疎水的な結合の結果と考えている

し， Jirgensons， B. (1961)は陰イオン界面活性剤と蛋

白質との相互作用を旋光分散により調べ，疎水結合の結

果， αーヘリックス構造の増加を示している 14)が， これ

らの事実は，極性基の役割を否定するものではない.む

しろ，静電引力に従い， LASのミセルが陽イオン性ア

ミノ酸残基に惹きつけられる可能性が強い 15)

実験Vではフィブリノーゲンのアミノ残基のトリニト

ロフェニル化に及ぼすLASの影響をみたものである.

化学修飾剤としてTNBSが適当であるかどうかは，か

なり問題であるが，同じアミノ基の修飾剤であるナフト

キノンスルホン酸は蛋白質との結合後，その蛋白質の溶

解度を下げるためp 有機溶媒を加える必要があり 16) 従

ってLASのミセル状態を変えることになり，条件とし

て好ましくない. TNBS はi~j]'造的にも， LASとj古抗

的にアミノ基に作用すると推定されるが， TNBSより

LASミセノレの方がアミノ基に対する結合力が弱し、らし

く，かなり高濃度のLASを用いなければならない.そ

れでも，最終的にはTNBSにとって代られるようであ

る.又， LASのトロンピン悶害効果の回復作用を殆ん
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ど示さないアルギ、ニンに対するトリニトロフェニル化も

LASは阻害する .17) ここで， TNBSにとって代られ

るまでの時聞はフィプリノーゲンより，はるかに速く， 17)

そういう意味で，アミノ基近傍の疎水領域を含んだ被合

ミセルの様な形で、の，立体阻害なり，三次構造の変化が

LASのトロンピン阻害の実体ではなかろうかと思え

る. LASのフィブリノーゲンへの結合部位がトロンピ

シにとって，ある程度致命的であるのは， 0.67%のLA

Sが16.7プロウグ単位のウロキナーゼの活性を阻害せ

ず，同時にo15%のLASが，ウロキナーゼにより活性

化されたラット血東中のプラスミンの 0.8%カゼインに

対する作用を全く阻害しないこと等17)からも推定され

る.又， トリプシンの作用もある程度阻害する 17) AB  

Sについては， 0.015%で，パングレアチンの蛋白質消

化活性を50%悶害するとし、う報告がある.向その他，ロ

イシンアミノベプチダーゼの活性も阻害している .17)

要約

LASのトロンピン阻害作用を検討し，それがもっぱ

ら， トロンピンのプロテアーゼ活性に対してであること

を示しさらに， LASとフィブリノーゲンの結合が，

トロンピン阻害の実体であることを推定した.

〈本研究の一部は， 日本薬理学会第51間関東部会昭和1

49年11月初日発表した.)
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アルキ)(...ベンゼンスルホン酸ナトリウム投与う‘ソトの血清アルカ 1)

7ォスファターゼ上昇とその臓器由来について

(2)小腸アJL-力リブォスファターゼの精製

米山允子*中尾 )1関子中

Origins of Incl'eased Serum Alkaline Phosphatase 

in Rats fed Alkylbenzene Sulfonates 

(2) Purification of Intestinal Alkaline Phosphatase 

孔IASAKOYONEY AMA* and TOSHIKO NAKAO中

序 論

ABS， LAS投与によるラット血清アルカリフォス

プァターゼの上昇が， S D Sポリアグリルアミドゲル電

気泳動法により，見かけ上，小腸及び腎由来であること

は，既に報告した 1) 我々は，血清アルカリフォスファ

ターゼと各臓器酵素の相関性についてより正確な同定を

行うために小腸アルカリフォスファターゼの精製を行っ

た。小腸アルカリフォスファターゼが， S D Sポリアク

リルアミド中でも失活しないことを利用して分子量を測

定した結果，分子量 1X 105と11.4X 104のサブユニット

から成っていることを認めたので、その性質とともに報告

する.

実験材料及び方法

(精製法)ウイスター系ラット小腸粘膜湿重量 100g

を 0.05Mノミノレピタール緩衝液 pH8.6でモホジナイズ

し同量のブタノールで抽出後， 370 Cで 30分間インキ

ュベート後， 10000rpmで 1時間違心する。遠心後，水

層をピスキングチューブ中で緩衝液に対し70Cで透析を

行い，透析液をダイアフロウ PX10を用いて濃縮した.

1.5 x 100cmのカラムにセフアローズ 6Bを充てんし，溶

出液をO.05Mバルピタール緩衝液pH8.6とし濃縮液を分

画した.更に精製するために O.01Mバルピタール緩衝

液 pH7.4で平衡化したDEAEセファデックスカラム

(1.5 X30cm)にセフアローズ 6Bで分画したピークの

部分をのせて，パルピタール緩衝液中に 0から 0.3M

NaClの密度こう配溶出液で吸着タンパクを溶出した.

(酵素活性測定法)O. 001MM g 2+を含むO.05Mグリ

シンパップァー pH10，2mlに基質としてノミラニトロフェ

ニルリン酸塩0.1Mを溶かし，酵素液0.01mlを加え370C

で5分間インキュベートし， O. 2N NaOH O. 1mlで反応

を停止し 410mμ の吸光度から対照を差しヲ1"、て， 酵

素より遊離したパラニトロフェノーノレ量を算出した.

(蛋白質の定最)精製過程の蛋白質の定量は， ローリ

ーの方法を用い，標準蛋白には， B S A (Sigma)を用

し、ずこ.

(S D Sポリアグリルアミド電気泳動) S D Sポリア

グリルアミドゲル及び酵素活性染色は，前報1) の方法で

行った.

(分子量の測定)DEAEセファデックスで精製した

酵素の分子量の測定は， 0.1% S D Sを含む7.5%ポリア

グリルアミドゲルを用い酵素と標準蛋白(リゾチーム，

B SA，ブォスフォリラーゼ a)を同時に泳動し，マー

カーの BPBがl1cm移動した所で、ストップし，酵素活性

を染色後，活性部位を針で穴を開け，次ぎに蛋白を染色

した.標準蛋白の移動度から分子量標準曲線を作成し，

酵素の分子量を求めた.

結果

小腸粘膜アルカリフォスファターゼは， Fig. 1に示

すようにディスグゲルでは， 1本の活性のバンドを示

し， 0.1% S D Sポリアグリルアミドゲ、ルでは， 2本の

バンドを示している.ポリアクリルアミド 5%， 7.5%， 

10%の各々の濃度の 0.1% S D Sポリアグリルアミドゲ

ルを用いて酔素活性を染色するとやはり 2本のバンドを

示した (Fig.2). 

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町 3-24-1

* Tokyo乱1etropolitanResearch Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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Fig. 1 Localization of Intestine allmline phos司

phatase in polyacrylamide gel (left) and 0目 1%

SDS polyacrylamide gel (right) 

Fig. 2 Electrophoretic mobility of intestine 

alkaline phosphatase as a function of polyacryト

amide concentration in O. 1 % SDS polyacrylamide 

gel. 

left : 10% polyacrylamide 

middle : 7.5% polyacrylamide 

right : 5. 0% polyacrylamide 

Table 1 Purification of intestine alkaline phosphatase 

Fraction step Total activity Total protein Specific activity Yielcl Purification 
μmoles/min mgμmoles/min/mg % factor 

Whole homogenate from 100g 
intestine mucosa 592 1051.2 O. 56 

n-butanol extract 980 840.0 1. 16 165.0 2. 0 

SCeopIlhl arose6B 
Column chromatography 

Peal王 1 263 39. 5 11.86 44. 4 21. 0 

Peak 2 64 1.0 2.20 10.8 3.9 

DEAE"Se ph hadex 
Column chromatography 

Peak l' 10 O. 1 118.60 1.6 211.7 

Peak 2' 113 1.6 143.70 19. 1 254.7 
一一 一一 一一一一一

精製段階については， Table 1に示した， 得られた.

プタノール抽出物の SDS ポリアグリルアミドゲル上 各々のピークの酵素活性について SDSポリアグリルア

における酵素は， 2本の活性部位(分子量の小さい方を ミドゲル上の位置をみれば (Fig.3)，ピーク 1は， A-2

A-l，大きい方をA-2と呼ぶ〉を示し， A-1がA に活性を示し，ピーク 2は， Aーし A-2の2本の活

-2に比べ強い活性を示している (Fig.3). セファロ 性を示し，特にAー1に強い活性を示している。セファ

{ズ 6Bで分間した酵素液は， Fig. 4に示すように44 ローズ 6Bにサンプリングした同量の酵素液を 0.1%

万附近に 1つ(ピーク 1)と BSA，カタラーゼの問 SDSバルピタール緩衝液で、ゲルろ過するとピーク 1

分子量約14万の所に lつ(ピ~ク 2)の2つのピークが は，ピーク 2に移動し (Fig.5) S D Sディスクゲル上
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Fig. 3 Localiza tion of alkaline phoshatase on 

O. 1 % SDS polyacrylamide gel. 
left : n-butanol extract 

middle : peal王 1from Sepharose 6B fractionation 

right : peak 2 from Sepharose 6B fractionation 
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一一一一Activity-ー叩ー-Protein 一一時一一・-NaCl

DEAEセファデ y グスで精製し，単一の蛋白のバンド『

を得た.

各ピーク 1'，2'について次の性質を調べた.

1) 分子量の測定 Fig. 8から小腸粘膜アルカリフ

ォスファタ{ゼの分子量は， A-1が 1X105， fA-2 

が11.4X 104 と推定した.
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2) 熱安定性 Fig. 9 に示す各温度で10分間前処理

L，3rcで10分間インキュベートし，酵素活性を測定

した.いづれも， 450Cまでは安定であるがそれ以上で

は不安定となり， 700Cでは，ほとんど失活した. 50 % 

阻害は， ピーク l'は590C， ブタノ{ノレ拍出物は55
0
C， 

ピーク2'は530Cであった.

3) 基質特異性 パラニトロフェニノレ燐酸塩， 戸ーグ

リセロ燐酸塩，フェニル燐酸塩について調ベ km(ミカ

エリス定数)， Vmax (maximal velocity)値を Line.

weaver-Burkのプロットより測定し Table2に示し

た.

4) Lーフェニルアラニン， Lーロイシンによる阻害

ブタノ{ノレ拍出物， ピ{ク 1'，ピーク2'のLーフ a ニ

ノレアラニン， Lーロイシンによる阻害を Table3に示

した.化合物については， Lーロイシンの方が， Lーフ

ェニノレアラニンより強く阻害し， ピーク 1'>ピーク2'> 

ブタノ{ノレ抽出物の}I買に阻害が大である. Lーフェニル

アラニンでは， ピーク2'>ピーク 1'>ブタノ{ノレ抽出物

の}I買に阻害が大である.

考察

Fishmanら2)は，硫安分画により人の小腸アノレカリフ

ォスファターゼが， 2つのアイソザイムから構成されて

いることを報告している。我々は，ラヅト小腸アルカリ

フォスファタ{ゼがディスクゲ、ノレ中で、は，単一の活性を

示し， 0.1%S D Sポリアク Pルアミドゲノレ中では， 2本

の活性を示すことを報告した.標準蛋白を用いて分子量

を求めれば，小腸アノレカリフォスファタ{ゼは， 1 X 105 
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Fig.7 Chromatography of peak2 from 
sepharose6B on DEAE sephadey. 
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出 0.4
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Fig.8 Detcrmination of Molecular Weight of 

Intestine ALP by 0.2% SDS polyac-

rylamide gel 
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Table 2 Substrate specificity of alkaline phosphatase 

Substrate Km (mM) V max (μmol/ min per mg of protein) 

PeakγPeak  2' Peak l' PeaI王2'

p-Nitrophenyl phosphate 

s-Glycerophosphate 

Phenyl phosphate 

3. 5 

16.6 

3.8 

2.2 

16.6 

1.4 

275 

125 

525 

750 

183 

927 

Table 3 Inhibition of alkaline phosphatase 

Inhibitor 

L-Phenylalanine Butanol extract 

Peak l' 

Peak 2' 

L-Leucine Butanol extract 

Peak l' 

Peak 2' 

と11.4X 104 の大きさの 2つのサブ、ユニットから成って

いる.ポリアグリルアミドの濃度を 5%， 7.5%， 10% 

の3段階にわけ酵素を電気泳動すると，いづれのポアサ

イズでも 2本の活性のバンドを示すことから人工的なも

のとは考えられなL、。ブタノール抽出物をセフアローズ

6Bで分間すると 2つのピークになり各々の分子量は，

ピーク 1は， 4.4x105，ピーク 2は， 1.4x105となる。

SDSポリアグリルアミドゲノレ上から計算された分子量

では， ピーグ 1は， 1 X 105，ピーグ 2は， 1 X 105， 11. 4 x 

104 となりゲノレロ過から計算された分子量とは異なる.

ピーク 1は，S DSバルピタ{ル緩衝液でゲルろ過する

と，ピ{グ 2の附近へ移動することから，約4.4X 105と

推定されるピ{グ 1は， 1 X 105 の大きさのものが重合

したピ{クあるいは，糖等がついたものと推定される.

DEAEセファデックスで分離精製したピーク1'， ピ{

ク2'~の性質について(基質特異性〉ピ{ク γ， ピ{ク2'

とも各基質に対して，親和力は変りがなかったが，sー
グリセロ燐酸塩がパラニトロフェニル燐酸塩，フェニル

燐酸塩に比べて親和力が低いのは，立体障害のためと考

Concentration of inhibitor 

1mMy1)  0mM Ki value 
(Relative activit (M) 

61.9 21.4 4.0x10-3 

69.2 25.3 6.0 X 10-3 

56.0 11.5 3.0 X 10-3 

55.7 12.3 3.0 X 10-3 

17.4 3. 3 1.5 X 10-3 

42.4 9.9 2.0 X 10-3 

えられる. (Lーフェニルアラニン， Lーロイシンの間

害)Lーフェニルアラニンは，小腸アルカリフォスファ

ターゼを特異的に阻害し， Lーロイシンは，人の胎盤ア

ルカリフォスファターゼを阻害すると報告されている 3)

が， Lーロイシンの方がピーク1'，ピーク2'に対して強

い阻害を示している.以上の事から，ピーク l'，ピーク

2'は，類似した性質を持ち大きな違いは認められなかっ

た.ラット小腸アルカリフォスファタ{ゼは，基本的に

は 1X 105 の分子量をもっ酵素であり，酵素活性に必須

でない糖あるいは蛋白がついて11.4X 104 の大きさの酵

素，つまり，見かけ上2つのサブユニットから成ってい

ると推定される.今後，2つのサブ、ユニットの相違につ

いて詳しく検討していきたい.
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合成洗剤及び直鎖型アルキ)(...ベンゼンス)(...ホン酸ナトリウム (LAS) 

の催蕎性について

高橋昭夫キ佐藤 薫*安藤 弘*

久保喜一*平賀興吾*

Teratogenicity of So鵬 eSynthetic Detergent and 

Linear AH玉ylbenzeneSulfonate (LAS) 

AKIO T AKAHASHI*， KAOR U SA TO汽 HIROSHIANDOペ
YOSHIKAZU K UBO* and KOGO HIRAG A * 

先に，当部の佐藤ら1)は市販台所用洗剤とその主成分

である直鎖型アルキルベンゼンスルホン酸ナトリウム

CLA S)の催奇形性について ddY/s系マウスを用い，交

配により腔栓を認めた日から14日間皮薦塗布を行い試験

した.その結果，市販台所用洗剤では妊娠率の低下と胎

仔の軽度の発育(体重・化骨〉遅延が， LASでは胎仔

の化骨遅延が認められた以外は胎仔の外形及び、内部器官

の異常はなかったことを報告した.

今回，著者らはマウスを JCL/ICR系にかえて佐

藤らと同様の試験を行うとともに， LASについて皮下

(背側@腹側)及び経口投与による母体及び胎仔に及ぼ

す影響を観察した.また佐藤らによって初めて報告され

た洗剤による妊娠率の低下を確認する為，交配成立初期

にのみ試料を与え妊娠の成立についても観察した.

試験材料及び試験方法

(1) 試験動物

動物は JCL/ICR系マウスを 4週令で購入し順調

な発育を示した 9，..._.13週令(体重27.0--'35. 0 g )未経産

のものを使用した.

(2) 飼育条件

動物は全期間を通じ疾病管理され室温25土10，湿度55

土 5%に調整された動物飼育室で 1 ケ{ジ当り 10~ずつ

飼育し，交配後は 1匹ずつ分離飼育した.飼料は日本ク

レア国型飼料CA-1を用い水道水と共に自由に摂取さ

せた.

(3) 試料

① 台所用洗剤 :L社市販台所用洗剤ソフトタイプ 2種

(以下洗剤R及びMと略す)

② 直鎖型アルキルベンゼンスルホン酸ナトリウム

(以下LASと略す) :当研究所で、精製した有効成分

99.5%，未反応油分0.04%，無機撮類0.01%，水分0.00

%， p日 (1.0%)6. 1，平均分子量364.0のものを使用し

Tこ.

(4) 投与量@試料適用方法@適用期間

各試料の投与量は未経産雌マウスを用いた 2週間の連

続投与試験を参考に，各試験共にその最大耐量とみなさ

れる量を上限とし，精製水にて稀釈あるいは溶解し Ta.

ble 1に示す投与量，適用法，適用期間とした.

(5) 交配及び妊娠の確認

外部生殖器の所見により交配適期とみられる雌 1匹を

同系統の雄 1匹と一夜同居させ，翌朝腔栓の確認された

ものを妊娠動物とみなし，その日を妊娠 0日として起算

した.

(6) 母体・胎仔の観察

母体は毎日体重を測定すると共に一般症状を観察し，

妊娠18日自に開腹して胎仔を取り出し，胎仔は外形異常，

骨異常等を観察した.

試験結果

(1) 母体に対す~影響

① 体重及び一般症状の推移

体重は皮膚塗布，皮下，経口投与試験全般で，妊娠0

，..._， 3日目にかけての多少の減少をみたが，その後は各試

験共に群間に差なく順調に増加した.一般症状は皮膚塗

布試験で洗剤群， LAS群に皮膚のよごれが認められ，

*東京都立衛生研究所毒性部 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， 160 Japan 
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洗剤の高濃度群でその傾向は強く示された.

皮下投与試験では LAS1. 0%群で背側，腹側共に投与

部位に壊死を認める母獣がほとんどであった.

経口投与試験ではLAS 4.0%群に投与期間中，立毛を

呈しうずくまる母獣が認められたが投与終了後 2---3日

目にはそれも認められなくなった.

②妊娠率

結果は Table3の第3列に示すように， 皮膚塗布試

験の洗剤第4(17. 0%)，第 5(20%)，第6(25.0%)第9

(26.0%)群， LAS第11(5.72%)群に妊娠率の低下が

みられ，特に第6及び 9群は全く紅旗を認めなかった.

LASの皮下・経口投与試験では臨界期投与群に妊娠率

の低下は認められなかったが，妊娠初期投与の経口投与

第14(4.0%)群，皮下投与〈腹恨の第26(1.0%)群に妊娠率

の低下をみた.

当部 佐藤らの報告中LASによる妊娠率の低下はみら

れていないが，これはLASの使用濃度が低かった為と

思われる.

①剖検及び臓器重量

皮膚塗布，皮下投与試験の洗剤及びLAS群のいずれ

も高濃度群に投与部位皮下に軽度の充血を認めた.受胎

を確認した母獣の臓器重量は Table2(1-2)に示す

ようで皮膚塗布第 2(水〉群左卵巣減，洗剤第 3(13. 0%) 

群心臓増， 経口投与LAS第14(4.0%)群心臓減， 第16

(0.4%)群右卵巣増，皮下投与(背側)LAS第23(1.0%)

群右卵巣増，及び皮下投与(腹恨のLAS第26(1. 0%)， 

第28(0.35%)，第29(1.0%)群牌臓増に有意差を認めた

がp 以上のうち用量との関係で増減が認められたのは皮

下投与〈腹恨のの牌臓の重量増加のみであった.

(2) 胎仔に対す苔影響

①若床数@死亡仔数@吸収匹数@胎仔重量

結果は Table3 (1 -2)に示すとおりである.皮膚

塗布，皮下，経口投与試験共に妊娠したマウスについて

は着床数，死亡仔数，吸収)毘数に有意な差は認められな

かった。胎仔重量については皮膚塗布の第 3(13. 0%) 

第 4(17. 0%)第5(20. 0%)及び第8(13. 0%)群・経口

投与 LAS第14(4.0%)群，皮下投与(背側)LAS第19

(0.35%)群において各対照第1， 7， 12， 18群に比してわ

ずかであるが有意に小さかった.

②外形異常

各試験共 Table4 (1-2 )に示すとおりである.洗

剤及びLASに特異的と思われる外形異常は認められな

かった.三上2) らのし、う皮下出血に関しても対照と比較

し特に注目すべき結果を認めることはなかった。

@内臓異常及び骨異常

胎仔開腹時における肉眼的所見では特記すべき内臓の

変化は認められなかった。

骨異常については Table5(1-2)に示すように，皮

膚塗布試験洗剤群に化骨遅延の傾向が認められたが，化

骨変異，奇形という点からは特に異常と思われる傾向を

認めることはできなかった.安田3) らの催奇形性の指標

となるとし、う腰肋の増加も対照群聞の変動と比較し，み

られなかった.

総 括

市販台所用洗剤とその主成分である LASについて，

JCL/ICR系マウスを用い，皮膚塗布，皮下(背側・

腹側)，経口の各投与経路によって，母体，胎仔に及ぼ

す影響を試験した.各試験はし、ずれも 2週間の連続投与

試験を参考に試料濃度を決定した.又当部佐藤1) らの報

告した洗剤の皮膚塗布による妊娠率の低下に着目し妊

娠初期における試料投与も同時に行った.

母体に対する影響として試料投与期間中多少の体重減少

があり，又皮膚塗布，皮下投与試験で投与部位に痴皮形

成がみられたが，剖検時の肉眼的所見と臓器重量では，

皮下投与(腹側〉の牌臓に重量増加が用量との関係で認

められた以外に著明な変化をみなかった.

妊娠率については洗剤， LASの高濃度投与群で，投与

経路の如何を問わずその低下乃至傾向を認めた.この妊

掠率の低下については佐藤らの報告後やはり皮膚塗布で

PALMER4)や桝田ら5) によって報告されているが，今

回皮下@経口投与によっても起ることがわかった.この、

機作については現在検討中である.

胎仔の肉眼的観察では洗剤， LASに特異的と思われる

外形異常は認められなかった.骨の観察では洗剤， LA  

S共に高濃度群に化骨遅延の傾向をみたが，化骨変異，

奇形に関しては特に有意とみられるものはなく対照群と

差はないと考えられた.

従来の洗剤， LAS等の催奇形性については多くの6-旬、

報告があるが，このうち催奇性を認めたものは三上教授

一門の報告で，特に最近は上肢レベルでの背側正中部の

出血，舌の異常(奇形)， 四肢の高度の奇形， 椎骨椋突

起の不形成等をあげている 10) 以上のうち今回の誤験で

椎骨椋突起の形成不全については未だ検索が進んでいな

いので述べることは出来ないがこれ以外についての異常

は認められなかった.

要 ヒ::.
日

市販台所用洗剤及びその主成分である LASの母体，

胎仔に及ぼす影響を交配マウス(JCL/ 1 CR)を用L、g

皮膚塗布(洗剤.LAS)経口 (LAS)皮下(LAS)

投与について母体の体重， 一般症状， 器官重量， 妊 娠
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率，着床数，生仔体重，生仔数，外形異常，内臓異常，

骨異常について検査した.
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TABLE 1 Dosing schedule for teratological test in mice 

Group Materia1 
Conηentration Dosage vo1ume Dosing period 

% w/v m1/kg/day (day.c; of gestation) 

1. Non treatment 
Percutaneous 0.) 

administration 
2. Disyi11ed water 0.5 0-13 

3. Deterdent (R)ふj 13.0% 0.5 0-13 

4. Detergent (R) 17.0% 0.5 0-13 

5. Detergent(R) 20.0% 0.5 0-13 

6. De tergen t (R) 25.0% 0.5 0-13 

7. Disti11ed water 0.5 。司13

8. Detergent(N) 13.0% 0.5 0-13 

9. Detergent (1-1) 26.0% 0.5 0-13 

10. LAS 2.86% 0.5 0-13 

11. LAS 5.72% 0.5 0-13 

Per os 

12. Disti11ed ¥vater 10 0-6 

13. LAS 0.4% 10 。-6

14. LAS 4.0% 10 0-6 

15. Distil1ed ¥vater 10 7-13 

16. LAS 0.4% 10 7-13 

17. LAS 4.0% 10 7四 13

Subcutaneous inj. 

(dorsa1 portion) 

18. Disti11ed water 20 0-3 

19. LAS 0.35% 20 0-3 

20. LAS 1.00% 20 0-3 

21. Disti11ed ¥vater 20 8叩 11

22. LAS 0.35% 20 8-11 

23. LAS 1.00% 20 8-11 

Subcutaneous inj. 
(abdomina1 portion) 

24. Disti11ed water 20 0-3 

25. LAS 0.35% 20 0-3 

26. LAS 1.00% 20 0-3 

27. Distil1ed water 20 8-11 

28. LAS 0.35% 20 8-11 

(a) Dosage vo1ume~ 0.5m1/mouse/day Dosed area of skin: 4 x 4cm 
(b) Commercia1 dish washing detergent 
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TABLE 2-1 Organ weig!!_t of pregnant mother mice 

Sp1een mg Lung mg ;Kidney-(l)mg Kidney(Rjmg Adrena1 (l)mg Adrena工(R)mgOvaryてL)mg'Ovary(R)mg
mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g mg/工OOg

125.8110.0 186.717.43 253.616.89 266.317.60 3.910.27 3.810.23 10.7土0.45 11.010.49 
423.9132.1 630.5123.5 856.0118.1 899.2120.7 13.2士1.07 13.010.83 36.011.23 37.311.72 

>f. 

114.7士6.46 184.213.97 262.217.53 275.317.98 4.410.22 3.810.22 9.210.41 9.910.62 
377.0123.4 603.7117.7 855.4122.2 899.5126.6 14.210.69 12.610.81 30.111.47 32.8士2.03

138.515.70 179.615.08 262.513.81 275.0士5.53 4.010.27 4.0土0.21 9.610.62 11.010.50 
459.4117.3 596.0114.7 873.5115.7 914.2土工7.8 13.110.85 13.110.66 31.8士1.89 36.4H.61 

138.318.67 186.513.27 261.3110.5 276.7112.7 5.210.84 5.2士0.72 11.6士1.16 13.411.41 
Lf53.1士24.9 613.4114.5 856.2124.4 905.7128.4 17.212.69 17.012.31 38.013.95 44.515.17 

113.319.90 185.8土7.38247.1112.2 254.519.75 4.010.35 3.8士0.26 10.310.63 11.110.60 
350.2128.9 575.1117.3 765.4131.6 791.2士33.8 12.311.13 11.810.98 32.512.94 34.812.50 

116.317.96 181.015.31 252.417.90 268.3士9.67 4.110.35 3.8士0.23 9.610.62 11.610.38 
368.3121.9 576.8士14.0803.5126.6 853.8129.8 13.111.25 12.211.02 30.512.20 37.011.56 

128.419.34 183.915.17 256.6110.3 265.116.85 3.910.10 3.710.20 10.310.68 9.810.58 
409.9128.6 589.3120.9 823.4140.7 851.3135.5 12.6土0.39 12.010.66 33.012.23 31.411.94 

Heart mg 
mg/100g 

主54.菅主主了99
522.8士9.34

151. 912. 75 
497.6H3.0 

士士

170.213.53 
565.5H1.1 

162.51q.59 
533.4HO.5 

152.714.72 
475.0117.6 

153.313.17 
489.0H4.6 

156.212.67 
500.6H3.5 

Liver g 
g/工OOg

<.1))13.010.08 
10.210.21 

3.010.08 
9..710.29 

3.HO.08 
10.310.27 

3.010.18 
9.910.48 

2.910.14 
9.010.38 

2.910.10 
9.210.31 

2.910.08 
9.4士0.33

Group 
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m
m
t
p
H
m
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印

9.710.49 
35.H1.60 

8.810.66 
32.0士2.15

9.2H.00 
35.313.21 

9.810.47 
35.8H.84 

8.610.69 
31.312.43 

8.310.38 
31.8H.0。

3.410.12 
12.510.59 

3.210.23 
11.8士0.83

3.410.31 
13.3H.69 

3.210.21 
11. 510. 66 

-...:J 
ト・a

8.710.57 
31.3H.88 
士

10.810.47 
38.6H.26 

9.810.52 
35.1H.96 

8.810.88 
31. 612. 91 

8.810.52 
31.3H.65 

8.510.55 
30.6H.91 

3.310.19 
11. 010. 66 

3.410.11 
12.410.52 

3.710.12 
13.510.58 

3.4土0.24
12.510.83 

3.510.32 
13.9H.83 

3.610.23 
12.910.78 

3.7I0.19 
13.310.70 

3.810.12 
13.7士0.57

169.714.23 244.314.02 250.615.87 
615.9111.7 889.2118.7 910.3118.2 

170.415.20 226.318.25 240.018.15 
622.5114.0 825.5120.8 876.0120.3 

159.714.05 232.718.22 232.918.79 
617.7120‘1 899.5132.0 899.0士28.5

163.413.13 245.817.67 250.719.59 
539.6117.5 882.3122.4 897.9123.9 

172.912.92 232.4土6.25 236.514.59 
619.4112.2 833.0125.9 847.8120.4 

170.612.71 237.315.38 244.2士6.08
613.619.31 853.3118.4 876.4士13.0

p く 0~05 士士 Pく 0.01平

114.518.60 
414.2129.6 

96.219.99 
351.2士23.3

101.1士7.86
390.4128.4 

99.2士6.82
35Lf.H23.1 

90.416.28 
323.2122.1 

103.7HO.4 
373.3139.2 

(b) Mean土S.E.

139.513.47 
506.1H1.3 

136.2士4.33
497.6H2.2 
*古

124.515.50 
479.6H4.0 

133.1士4.18
479.0:tl5.2 

2.910.08 
10.510.29 

2.810.08 
10.3士0.21

2.610.12 
9.910.13 

2.510.10 
8.810.35 

13.LAS 
(0.4%) 

14.LAS 
(4.0%) 

15. Disti11ed 
water 

2.7士0.09 132.313.17 
9.510.26 473.6土11.7 

2.610.11 132.713.68 
9.310.30 476.319.60 

(a) Commercia1 dish washing detergent 

16.LAS 
(0.4%) 

工7.LAS
(4.0%) 
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Organ weight of pregn凱 tmother mice 

Lung mg Kidney(L)mg Kidney(R)mg Adrena1(L)mg Adrena1(R)mg Ova.ry(L)mg--OVary{R)mg白

mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g 

TABLE 2-2 

与
さ
・
同
町
、
.
叫
J
C

知ハ官。足同円、・

N
N
2

・
h
b
F
・
N
u
・民
-
w
M
m
z
M
W
H
C
詰

11. 7:t0.84 
40.6土2.95

10.4:!:0.49 
36. 2:!:1. 61 

9.3:!:0.51 
32. 6:!:1. 96 

9.7:!:0.67 
33.4:!:2.07 

10.0:!:0.73 
34.7:!:2.39 

11. 6:!:0. 59 
40 .l:!:1. 91 

9.6:!:0.49 
33.4:!:l.85 

9.9:!:0.75 
34.4:!:2.46 

9.7:!:0.44 
34 .l:!:1. 38 

l1.1:!:0.38 
38.4:!:l.39 

10.0:!:0.79 
34.4:!:2.41 

10.6:!:0.63 
36.8:!:2.17 

3.7:!:0.16 
12.7:!:0.59 

3.5:!:0.13 
12.3:!:0.46 

3.5:!:0.19 
12.l:!:0.71 

3.6:!:0.13 
12.5:!:0.63 

3.3:!:0.28 
11. 2:!:0. 97 

3.6土0.19
12.5:!:0.64 

3.8:!:0.19 
13 .l:!:0. 68 

4.0:!:0.27 
13.9:!:l.0 

3.6:!:0.17 
12.7土0.63

3.8:!:0.11 
13.0土0.42

3.4:!:0.29 
11. 7:!:0. 97 

4.l:!:0.23 
14.0:!:0.72 

270.4:!:7.35 
935.0:!:23.2 

268.4:!:9.49 
933.7:!:32.0 

251.3:!:6.69 
881.1:!:24.5 

259.6:!:5.42 
895.7土18.4

254.1:!:7.01 
879.4土23.6

267.3:!:9.39 
921. 3:!:24. 5 

253.7:!:7.76 
876.7:!:22;7 

253.1:!:7.96 
880.0:!:25.8 

240.1:!:5.82 
841. 4:!:l9. 6 

249.3:!:6.01 
861.0:!:22.9 

2L10. 7:!:7. 76 
833.6:!:27.1 

263.3:!:8.61 
908.9:!:25.4 

184.6:!:4.23 
638.2:!:11.3 

177 .3:!:2.17 
617 l:!:9. 71 

185.4:!:7.04 
648.4:!:20.7 

183.6:!:5.04 
632.8:!:l4.2 

190.0:!:6.72 
655.4:!:l6.1 

191. 2:!:4. 60 
660. 1:!:l2. 2 

Sp1een mg 
mg/100g 

154.0:!:2.09 111.5:!:5.49 
533.5:!:工0.2384.7土16.7

149.3:!:4.57115.5:!:7.49 
519.5:!:16.3 402.2:!:26.8 

144.2:!:3.29 112.6:!:3.71 
505.4:!:11.6 393.9:!:10.1 

149.8:!:2.52 112.5:!:4.28 
517 3:!:9.65 388.4:!:14.8 

147.7:!:4.66111.5:!:3.84 
510.5:!:13.7 385.2:!:11.6 

156.3:!:4.24 124 3土5.74
539.1:!:9.41430.4:!:19.7 
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Liver g 
g/100g 

(b) 
3.l:!:0.07 

10.8:!:0.23 

2.9:!:0.09 
10.2土0.28

2.9:!:0.07 
10.2:!:0.19 

2.9:!:0.06 
10. O:!:O. 21 

3.0土0.11
10.5:!:0.35 

3. l:!:0. 10 
10. 7:!:0. 26 

Group 

Distil1ed 
18: 

water 

LAS 
22 

(0.35%) 

LAS 
23 .(1. 00%) 

LAS 
19 .(0.35%) 

LAS 
20 .(1. 00%) 

Disti11ed 
21: 

wa1:er 

10.0:!:0.57 
36.4:!:2.03 

9.5:!:0.42 
34.6:!:1.30 

10.0土0.44
35. O:!:1. 63 

9.8:!:0.55 
32. 8:!:1. 82 

l1.3:!:0.39 
37. 9:!:1. 40 

10.2:!:0.77 
34.9士2.73

9.6:!:0.50 
35. 2:!:1. 96 

9.6:!:0.62 
34.8:!:2.13 

9.4:!:0.75 
32.9:!:2.10 

10.6:!:0.64 
36.0:!:2.73 

9.4:!:0.68 
31. 5:!:2. 36 

9.5:!:0.70 
32.5:!:2.45 

3.l:!:0.09 
l1.3:!:0.37 

2.8:!:0.15 
10.2土0.48

3.3土0.19
l1.5:!:0.67 

3.l:!:0.18 
10.4:!:0.71 

3.6:!:0.15 
12.l:!:0.60 

3.5:!:0.17 
11. 9:!:0. 58 

3.3土0.15
12.2:!:0.66 

3.1:!:0.09 
l1.2:!:0.29 

3.5土0.13
12.2:!:0.52 

3.4:!:0.18 
l1.4:!:0.74 

3.7:!:0.15 
12.6土0.69

3.5:!:0.19 
11. 9:!:0. 62 

246.0:!:5.87 
895.4:!:l7.0 

250.0:!:6.39 
908.l:!:20.7 

259.2:!:7.45 
908.4:!:21.0 

240.6:!:5.90 
805.8:!:l9.4 

239.2:!:5.76 
801. 4:!:l9 . 2 

229.5:!:6.45 
784.4:!:24.3 

237.4土6.22
864.0:!:18.7 

234.4:!:7.14 
851. 6:!:24.3 

246.0土4.29
864.3:!:l8.7 

231.0:!:4.85 
773.8:!:l6.3 

240.l:!:7.13 
803.2:!:20.4 

231.5:!:7.48 
791.5:!:27.6 

165.5:!:2.83 
602.7:!:8.41 

173.5:!:4.42 
630. 0:!:l3. 5 

183.4土6.34
642.8:!:l7.5 

177 .4:!:2. 95 
594.8:!:l2.1 

175.0:!:2.45 
587.3:!:l2.9 

168.2:!:2.90 
574.8土工0.9

133.3:!:3.01 107:8f4.98 
485.8:!:10.2 394.0:!:20.3 

136.0:!:4.18120.3:!:7.75 
136.0:!:4.18 435.3:!:24.4 

ヰヰヰ

3.3:!:0.10 144.8:!:4.19167.8:!:17.5 
11.5:!:0.31 507.7土13.5583.9:!:53.4 

2.8:!:0.08 137.4:!:3.80 105.7:!:5.59 
9.4:!:0.21 460.6土工3.4356.0土22.0

ま金量

2.9:!:0.08 136.2:!:2.38 152.1:!:9.81 
9.8:!:0.20 456.6:!:9.62 508.8:!:31.6 

斗 ヰ ヰ

2.9士0.06 135.7:!:3.54162.6:!:10.7 
9.8:!:0.24 463.6:!:13.3559.3:!:37.5 

士 Pく 0.05合合士 Pく 0.001

2.7:!:0.08 
9.8:!:0.29 

2.9:!:0.11 
10.6:!:0.33 

Diatilled 
24: 

water 

LAS 
25: 

(0.35%) 

LAS 
26 

.(1. 00%) 

Distilled 
27: 

wa1:er 

LAS 
28 .(0.35%) 

LAS 
29 11. 00%) 

(b) l1ean士S.E.



Effect of commerciai clish陥 shingancl tAs on rates of pregnancy ancl embrγonic development in mice 

No. of dams Tota1 No. of Tota1 No. of Tota1 No. of dead Mean body weight 
(%) imp1antations survived fetuses & resorved fetuses of survived fetuses 

(Mean::!:: S. E.) (Nean ::!:: S. E. ) (叉) Nean ::!:: S.E・(g)

'fABtE 3-1 

No. of fema1es 
with vagina1 p1ug 

1. 30:tO. 008 
25(10.0%) 

1.28均 .008

安*

1. 25:tO. 010 

大大

1.20 0.016 

* 女

1.16iD.026 

11(5.1%) 

17(6.6%) 

12(12.0χ) 

。

224 
( 1l.8::to.60) 

20Lf 

( 12.0勾.73) 

2L，0 

( 12.6均 .62) 

88 
( 11. 0 ::!::1.15 ) 

22 
(11.0 1.00) 

249 
( 13.1士0.59) 

215 
(12.6均 .79) 

257 
(13.5均 .61) 

100 
(12.5::!::1. 05 ) 

22 

(11. 0 1. 00 ) 

19(95.0%) 20 

Group 

Non treatme 
L日t

Disti11ed 
2・water

17(89.5%) 

まヨ1<*

8(50.0%) 

女大*

2(13.0χ) 

19(100%) 

19 

19 

16 

淘J

対

甜

き員

有

識

Mmyp

一5
2山

1. 27土0.011

企*

1. 22:!:O.01l 

1. 26均 .015

12(11.0χ〉

11(10.9%) 

11(8.3%) 122 
( 12.2土0.73) 

97 
( 10. 8::!::1.06) 

133 
( 13 . 3 ::!::O. 63 ) 

工09
(12.1::!::1.18 ) 

。
10(，100%) 

90 
(10.0::!::1.04 ) 

23 

101 
( 11. 2::!::1. 01) 

29 

9(90.0%) 

9(90.0%) 

15 

10 

。
10 

10 

10 

15 

(dJ 
3De t er ge t(R) 
'(13.0%) 

4Dete主gent(R)
'(17.0%) 

5De t ergent(R) 
・(20.0%)

6.~:~e=~~nt(R) 
'(25.0%) 

Disti11ed 
7・water

S De t ergen t(M) 
'(13.0%) 

9.~:~e=~~nt(N) 
(26.02】

LAS 
10・(2.86%)

1l.LAS 
(5.72%) 

1. 37::!::0. 006 

1. 35::!::0. 008 

6(20.7%) 

16(9.9%) 

18(11.8%) 

145 
(11.1土0.63)

134 
(11. 2::!::0. 52) 

63 
(10.5士1.67)

161 
(12. 4::!::0. 47) 

152 
(12. 7::!::0. 64) 

71 
(1l.8::!::0.70) 

**女

2(22.2χ) 

13(92.9%) 

12(85.7%) 

9 

14 

14 

P.O. 

Disti11ed 
12'wa ter 

LAS 13. 
(0.40χ) 

14.LAS 
(4.00%) 

4に*

1. 28:!::O. 012 

1. 31::!::0. 011 

1.30::!::0.008 

8(11.3%) 

17 (11. 5叉)

22(12.5%) 

131 
(10. 9::!::1. 01) 

154 
(11. 8::!::0. 63) 

136 
(10.4土0.77)

148 
(12. 3::!::0. 98) 

176 

(13.5::!::O.53) 
159 

(12.2士0.44)

*合女

6(46.2%) 

12(92.3%) 

13(100χ) 

13 

15.Disti11ed 
water 

16.LAS 
(0.40%) 

LAS 17. 
(4.00%) 

(a) Commercia1 dish washing detergent 

13 

13 

-.] 

w 

1. 29土0.01024(15.1%) 
13(92.9χ) 

Pく 0.01 大女女 Pく 0.001** 

14 
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Effcct of commercial dish washing and LAS 

No. of fema1es No. of 
with vagina1 p1ug (克)

宝ota工 No. of Tota1 No. of dead Mean body weight 
survived fetuses & resorbed fetuses of survived fetuses 
(Mean f S.E.) (%) !1ean土 S.E. (g) 

on rates of pregnancy and embryonic development in mice 
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TABLE 3-2 

Group 

毎回
p
h
m
M
V
・
吋
忌
じ
て
。

hhmH

、，h
a
-
h
h
N
F
・
~
y
同・
M
M
m
l問
、

包

斗

日

1. 36:!:0. 007 
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11(6.6%) 

14(9.0%) 

156 
(12.9:!:0.56) 

142 
(11.8:!:0.69 ) 

122 
(12.2:!:0.47 ) 
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(12.2:!:0.63 ) 
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( 13 . 8:!: 0.44 ) 
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(13.0:!:0.69 ) 
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LAS 22. 
(0.35%) 

LAS 23~ 
(1.00%) 1. 41:!:0. 009 

1.30:!:0.009 

1.31士0.008

11(6.4%) 

17(9.3%) 

13(7.6%) 

165 
(11.8:!:0.58 ) 

159 
( 11. 4:!:0 • 58 ) 

94 
( 11 . 8 :!:O . 56 ) 

182 
(13.0士0.50) 
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(l1.5:!:0.59 ) 
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( 11.6士0.92) 
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139 
( 12.6:!:0. 53 ) 

151 
(12.6:!:0.74 ) 
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(12. 7:!:0.47 ) 
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LAS : Group incidence of malfollnation and anomalies TABLE 4-1 Commercial dish washing detergent 
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Hydrocepha1ia Ana1 atresia Exencepha1ia No. of fetuses No. of abnorm-Open eye1ids C1eft pa1ate 
examined a1 fetuses 
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4 (1) 1 (1) 4 (2) 5 205 
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切ト

(3) 

(2) 

3 

16 

(3) 3 (1) 1 (1) 1 (3) 

(1) 

(1) 

3 

l 

2 

(7) 

(2) 

(1) 

11 

17 

2 

240 

89 

22 

3Detergent(R) 
. (13.0%) 

4 .D~;~r~;~t (R) 
. (17.0%) 

5Detergent(R〉
. (20.0%) 

7.Disti11ed 
water 

主主
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持
諮
問
白

i
p
z
a

(2) 

(3) 

(1) 

4 

7 

1 (1) 3 (1) 4 23 

8.D~~~rg~Í1t(M) 
(13.0%) 

LAS 
11 . (5.72%) 

P.O. 
Disti11ed 

12. wat:er (1) l (1) 工145 

(1) 1 (1) l (2) 2 134 
LAS 

l3 ・(0.4%)

(1) 工(1) 1 63 
LAS 

14 . (4.0%) 

(1) 1 (2) 2 (3) 3 l31 
Disti11ed 

15 'water 

(2) 2 (1) 1 (2) 2 ー，ノ1
ム

f
s

、
1 (6) 6 155 

LAS 
16 . (0.4%) 

LAS 
17 ・(4.0%)

h 司

σE 

(1) 

(a) ( )No. of mother mice 
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TABLE 5-1 Effect of commercia1 dish washing detergent & LAS 0孔 ske1eta1deve10pment of mouse fetuses 

1l.LAS 2. Disti11ed3.Detergent 4.Detergent 5.Detergent 7.Didti11ed 8.Detergent 10.LAS 
water (R) (R) (R) water (M) 
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ドヂシJl.-硫酸ナトリウム CSD S)の

車急性毒性試験病理組織学的検討

藤井 孝*豆栗谷久敏*湯 i撃勝広*

平賀輿苔*

Subacute Toxicity Test of Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) 

Histopathological Study 

TAKASHI FU]II*， HISATOSHI MIKURIYA*， KATSUHIRO YVZAWA* 

and KOGO HIRAG A * 

緒 o=t 

先に高級アルコーノレ系洗剤の主要基剤で、あるドデシル

硫酸ナトリウム(以下SDSと略す〉についてラットを用

いた亜急性毒性試験を行ない，一般症状，血液学的@忠

清生化学的検索，剖検所見などについて報告した 1) 今

回はこの試験で得た器官組織の病理組織学的検索結果の

報告である.

実験方法及び実験結果の要旨

詳細は前報1)に記載してあるのでここでは要旨のみを

記すに止める.実験動物はWistar-JCL系ラット(実験開

始時5週令，平均体重;雄125g，雌108g)を用い barrier-

area の内で個別ケージに収容し， 飼料@水は自由摂取

とした.実験は SDSを日本クレア社製粉末館料CE戸 2

に0.5，1.0， 2.0%の割合で添加し当部で国製飼料化し

たものを摂取させ，対照群には無添加のものを与えた.

ラットは対照群を合めて各群雌雄10匹ずっとし投与後2

週間， 4週間で半数を屠殺し検索に供した.その結果p投

与期間中，体重増加抑制が 2%群雄でみられたが他で、は

著明ではなく，下痢症状は 2%群にもみられなかった.

剖検では特に顕著な変化は認められなかった.器官重量

は2週間で 2%群雌雄の甲状腺の体重比重量，肝臓の体

重比・絶対霊量， 1及び 2%群雌雄の腎臓の体重比重量

で有意な増加がみられた.

4週間では 2%群雄の胸腺の体重比・絶対重量，雌の

0.5， 1， 2%群の肝臓と 2%群雌の腎臓の体重比@絶対

重量で有意な増加がみられた.血液学的@血清生化学的

検索では4週間の 1及び 2%群雄の GOT，GPTが有意

に上昇した.

病理組織学的検索方法及び結果

各群のラットは実験終了時，断頭・放血後，脳，下垂

体，甲状腺，胸腺，肺，心臓，肝臓，胃，空腸，盲腸，

結腸，拝臓，牌臓，副腎，腎臓，前立腺，精巣，卵巣，

子宮の各器官を摘出し， 10%緩衝ホルマリン液で24時間

振盟後，静置して計7日間間定した.その後，各器官は定

法に従ってパラフィン切片を作製， Hematoxylin-Eosin 

染色，肝臓@腎臓はその他に PAS反応も行なって光学

顕微鏡下で病理組織学的な検討を加えた.

結果 :SDS投与群の腎臓では対照群に比し:梢々著明な

変化がみられたが他の器官では顕著な変化は認められな

かった.以下，各器官における変化の概略を述べる.

脳，下垂体では著変は認められなかった.甲状腺は 2週

間2%群雌雄で体重比重量が増加したが漉胞の増大，新

生鴻抱などもみられず認むべき変化はなかった.

胸腺は4週間 2%群雄で重量減少がみられたが組織所

見では小葉の縮少，皮質細胞の減数@消失などもみられ

ず著明な変化は認められなかった.

蹄では断頭時職下したと思われる赤血球の存在が散見

された他に認むべき所見はなかった.心臓では心筋の一

部がエオジン好染を示し，核も積々ヘマトキシリンに濃

染しているのが各群で散見された以外，著変はなかった.

肝臓は 2週間 2%群雌雄， 4週間の 0.5，1， 2%群の

雌で重量増加が認められたが，これらの組織所見では対

照群に比べ，いずれも局所的で軽度な肝細胞の腫脹及び

細胞分裂冗進像がみられたのみで、濃度の差異による程度

*東京都立衛生研究所毒性部 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 
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の強弱も著明には認められなかった(Fig.1).醇臓，腎， 顕著であり，同雄， 1 %群雌雄， 0.5%群雌雄では軽度

空腸，盲腸，結腸では対照群に比べ投与群の空腸で局所的 であった. 4週間では各投与群とも著明ではなかった.

な粘膜上皮細胞の軽度な融解が散見されたが (Fig. 2)， 糸球体の萎縮が対照群に比べ 2%群雄雄に顕著に， 1 

その他の器官には認、むべき変化はみられなかった%群雌雄に軽度にみられ 2週間， 4週間で程度の差異

牌臓，副腎に著変は認められなかった. は著明で、はなかった. 0.5%群雌雄は2週間 4週間と

雌雄生殖器系器官に著変は認められなかった.腎臓の も顕著で、はなかった (Fig.8). 

変化は殆んどが対照群でも認められ，特異的な変化では 遠位尿細管及び集合管の管院が軽度に拡張し腔内に変

ないが程度が強く，出現例数も多かったのは次のような 性細胞残漬がみられた.これは 1及び 2%群雌雄で顕著

変化であった. であり， 2週間より 4週間で著明になっていた. 0.5%群

主部尿細管管腔中にエオジン淡染， PAS反応陰性の謬 での変化は2週間， 4週間とも著明で、はなかった.

質様円柱がみられた (Fig.3). 円柱は対照群に比べ 2 以上，述べた腎臓の変化のうち問題となるのは尿細管

週間 2%群雄雄， 4週間 2%群雌で顕著であり， 4週間 中の円柱，尿細管上皮細胞の空胞変性，尿細管中の PAS

2%群雄は梢々顕著にみられた.その他 2週間 1%群雌 陽性物質〈石灰変性)，糸球体の萎縮などで，これらの変

雄にも軽度にみられたが， 2週間.4週間の0.5%群雌雄 化は対照群には殆んど認められないか，または極く軽度

では著明ではなかった. であった.

主部尿細管上皮細胞中に核の 1/5から同程度の大きさ 考 車
J宮、

までの空胞がみられた(Fig.4). この変化は局所性に皮 以上の病理組織所見からSDSがラットの各器官に及ぼ

質に散在していた.これは4週間 2%群雌で顕著に，同 したと思われる形態的変化には特異的なものは認められ

雄で檎々顕著にみられ， 4週間 1%群雌雄で軽度であっ ず，変化の程度も腎臓を除いて全て軽度であったと考え

たが0.5%群では著明でなく， 2週間では 2%群雌雄で軽 られる.肝臓重量は増加傾向があり 4週間投与群雌では

度にみられた他は全て顕著で、はなかった. 特に用量と重量増加の関係が認められたが，組織学的所

主部尿細管上皮細胞の細胞質中に微細頼、粒状から核と 見は軽度の肝細胞の腫脹と分裂冗進像であり恐らく適応

同大までの球形でエオジン好染， PAS反応陰性(但し， 現象であろうと思われる.腎臓での尿細管上皮細胞の変

微細頼粒状のものは陽性であった.)の頼、粒がみられた 性，糸球体の萎縮は粉々病的な変化とみられるが局所的

(Fig. 5). これは4週間2%群雄で稲々顕著に，同雌， であったことは腎臓の排世器官としての生理機能冗進が

1%群雌雄で、軽度にみられた. 2週間では各群とも著明 一部の腎単位に障害を与えた結果の像で、あって，現時点

に認められなかった. では器官としての障害作用の形態的表現とは考え難い.

主部からへンレ係蹄部尿細管陸中にH.E.染色で鉛色， また SDSによるラットの腎臓， 肝臓， 小腸の病理組織

PAS反応陽性の板状または同心円状の物質がみられた 的変化像はABS，LASの像と酷似しており， 2) その変化

(Fig.6).これは雌に多くみられ2週間より 4週間で， の程度は摂取期間，濃度など多くの実験条件が異なって

1%群より 2%群で著明にみられたが0.5%群，対照群で いるため，比較することは困難で、あるが強いて述べれば

は判然としなかった. 質的に大差はないが量的には SDSがLASよりも軽度な

皮質で尿細管・糸球体を合む斑状・帯状の壊死巣がみ 変化を示したと思われる.

られた.これは被膜直下から皮髄境界部にかけて散在し 文 献

ており，尿細管の崩壊，結合織の増生を主兆としていた 1) 大石真之他:東京衛研年報， 25， 669， 1974 

CFig. 7). 変化は対照群と比べ2週間 2%群雌雄で檎々 2) 米山允子他:東京衛研年報， 24， L!49， 1972 
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Fig.2 Slight colliquation in epithelium of small intestine 

of female rat treated with 2% S.D.S. for 2 weeks. 
H.E. stain. Original magnification ~200. 

Fig.l Slight swelling in工ivercells of male rat 

treated with 2% S.D.S. for 2weeks. H.E.stain. 

Original magnif ica t ion >< 400. 
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Fig.4 Vacuolation in epithelium of urinary tubules 
of female rat treated with 2% S.D.S. for 4 weeks. 
H.E. stain. Original magnification x 400. 

Fig.3 Urinary cast in urinary tubules of female rat 

treated with 2% S.D.S. for 2weeks. H.E.stain. 

Original magnification x 200. 
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Fig.6 PAS positive materies in urinary tubules of female 
rat treated with 2% S.D.S. for 4weeks. H.E.stain. 
Original magnification x 400. 

Fig.S Eosinophilic droplets in epithelium of urinary 
tubules of female rat treated with 2% S.D.S. for 
4 weeks. H.E.stain. Original magnification x 400. 

Fig.8 Atrophy in glomerulus of female rat treated with S.D.S 
for 4weeks. H.E. stain.Original magnification X 400. 

Fig.7 Focal necrosis in kidney of female rat treated with 

2% S.D.S. for 4weeks. H.E. stain. Original magnification 
x 400. 
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メタパナジン酸ナトリウムの魯性毒性

小林博義*神谷信行*吉田誠二*

賀輿吾*

Acute Toxicity of Sodium Metavanadate 

HIROYOSHI KOBAYASHI*， NOBUYUKI KAMIYA*， SEIJI YOSHIDA* 

and KOGO HIRAGA* 

Acute oral toxicites of vanadium (sodium metavanadate) by one time administration in rats and 

mice were examined， and the fol1owing results were obtained. 

1) Main symtoms observed in either dead 01' su1'vival animals we1'e calmative， dia1'1'hea and conges-

tion of ad1'enal， b1'ain， live1'， and others， in su1'vival 1'ats the symtoms and the 1'ecove1'y of dec1'eased 

g1'owth 1'ats we1'e 1'ecognized f1'om 4 01' 5 days afte1' administration. 

2) LDso values of rats (7 weeks afte1' bi1'th) was 25-33mg/kg as vanadium， in m~ce (8-9 weeks 

afte1' bi1'th) it was 68-81mg/kg as vanadium. 

3) In the examinations of urinalysis， dec1'ease of pH， inc1'ease of ghicose and keton body and 

occult blood we1'e found. 

緒

震油輸入量，消費量の増大に伴い，原油に含まれる微

量重金属による大気汚染が増大している.このう!ち通常

バナジウムが最お多く，ついで銅，鉄，ニッケルなどが

合まれている.東京地域での空気中浮遊粒子状のバナジ

ウム最は，非汚染地区(小笠原〉の 8"""21倍を示してお

り，1)近年これら重金属による環境汚染， 生体への影響

が問題にされ，疫学的調査や，臨床研究が求められてい

る.

今回パナジウム経口投与による急性毒性を，ラットお

よびマウスで観察したので報告する.

実験材料ならびに実験方法

試料:〆タバ。ナジシ酸ナトリウム (NaV034H20)

Me1'ck社製 Lot1404208を生理食塩水で溶解し，塩酸

を用いて， pH 7.4としたものを試料とし?と

動物:ラットは雌雄の SLC-Wista1'系， JCL-Wista1' 

系および~， JCL-SD系のものをいずれも 4週令で購入，

温度25:!:lO，湿度55土5%，照明時間午前6時より午後

6時までの環境下で， 5匹ずつ，ステンレス網ケージに

収容し国型飼料(CE-2)主水道水を与え飼育し， J C L 

および SLC-Wista1'系ラヅトは7週令， JCL-SD系ラ

ットは38週令で実験に供した.

マウスは，自家繁殖、した JCL-ICR系雌雄を，カンナ

クズ床敷使用，プラスチッグケージに 5匹ずつ収容した

ほかは，ラットと同一条件にて飼育し， 8，9， および43

週令時のものを実験に用いた.

実験方法:予備実験の結果， 50%致死量が，ラットで

30"""118mg/kg，マウスで198"""297mg/kgと推定された

のでラヅトでは 50'-'275mg/kg， マウスでは 198"""997

mg/l沼の間に公比1.2，，:，，1.7の5段階の投与量を設定し，

それぞれの投与容量が 10ml/kgとなるようにした・→投

与は，胃ゾYデによる経口投与とし，動物はラ y ト，マ

ウスとも 1用量(1群う 10匹としたが， J C L-1 C R • 

マウス43週令のみは 1群 5匹を用いた.投与前日午後5

時より除飼して，水のみを与え，午前10時より投与を開

始した.試料投与終了後 2時間目より飼を与え，その後

2"""4週間にわたり症状を観察し 2週間までの死亡率

より 50%致死量 (LDso)を Lichfield-Wi1coxon法に

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町 3~24-1

* Tokyo Met1'opolitan Resea1'ch Labo1'ato1'Y of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・.1m，Tokyo， 160 Japan 
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より算出した.同時に致死動物は剖検を行なった.また

J C L -Wistar 7週令雌雄各10匹を用い， 100mg!kgを

同様に経口投与後. 3， 6， 12， 18， 24時間目の尿検査を行な

った. JCL-Wistar 7週令 26mg!kg投与群雌6匹雄7

匹については，投与終了後28日目に血液学的，血清生化

学的検査を行ない， SLC-Wistar 7週令ラットの生存例

については， 21日目まで体重を測定した.

血液検査:Coulter Counter Model Sにより白血球

(WBC)数， 赤血球 (RBC)数， ヘモグロビン濃度

(HG B)， ヘマトクリット (HC T)， 平均赤出球容積

(MCV)平均赤血球ヘモグロピン濃度 (MCHC)を測

定した.

血清生化学的検査:臼立自動分析機M-400により，総

蛋白TP(ピュレット法)，グルコーズGLU(グノレコー

ズオキシダーゼ法)尿素窒素(ウレアーゼインドフェノ

ール法)総コレステロール CHO(Lieberman-Burahard 

法)GPT (Reitman-Frankel 変法)GOT (Reitman-

Franke変法)ALP (Kind-King 変法〉コリンエステ

ラーゼ CHE(pH変法〉を測定した. 血液は断頭時の

放出する血液を採取して用いた.

尿検査:個別に採尿しエームス製のラブステックス

(Lot 13310633)により p狂，蛋白，ブドー糖， ケトン

体，潜血を検査した.

試料最表示中( )内にパナジウム，量を記した.

結 果

症状:ラットにおいて，各系統週令雌雄ともに観察さ

れた主症状は耳介，四肢，粘膜などが蒼白となる貧血様

状態が投与量に応じてみられ，更に鎮静様状態，立毛，

下痢などが投与後 1時聞から 4時間後の頃までみとめら

れた. SLC-Wistar 7週令の致死を免がれた雄で12'"'"'18

日の間に再び下痢がみられたが JCL-Wistarではとのよ

うな下痢は認められなかった. JCL-SD系 38週令での

193 (52) mg!kg以上の投与群では6時間後に後躯麻痔

がみられ，同時にゼラチン様物と血液のまざった下痢が

ほとんど全例にわたり認められた.

マウスでは主症状はラットと類似していたが， 43週令

の雄で投与後30'"'"'60分頃より，上下限験が反転し充血

した限険粘膜の露出が多くみられたが雌で、は認められな

かった.まずこ問週令の雌雄において，投与後48時間頃に

死亡したものに，虹門に糞塊がついたまま，後肢伸脹姿

勢で致死しているものが多く，死を免がれたものでも同

様の糞塊をもちつづけているものが多数あり，そのもの

の糞塊を取り除いても虹門は完全には締らず，聞いたま

まの状態が24時間近く続いてみられた.

制検:死亡例のみ行なったが，ラットで投与後6時間

までのものでは脳，副腎，腸管の盲腸上部までの充血，

心耳，牌臓，腸間膜リンパの腫脹がみられ，肝臓は暗赤

色，肺は紅色，腎臓の髄質外帯部は黒色を呈し，吏に胃

の腺胃部粘膜剥離と微細出血等が認められた.勝脱には

ほとんどに尿の貯留をみなかった. 24時間以降に致死し

たものでは，外陰部の汚れが多く認められ，腸管パイヤ

ー板が白点様になているのがみられ，脳，副腎，胃以外

の変化はやや軽徴となっていた.

マウスではラットの変化に加えて，胆嚢肥大が認めら

れたほかは，育腸の充血がラ y トより軽微で、あった.

50%致死量:結果は Table1に訳す通りで毒性は強

く，ラット，マウスとも比較的早く死亡し始め，最終は

約24'"'"'170時聞にわたって認められた.

体重:SLC-W istar 7週令ラットで、死を免がれたもの

の投与後体重の推移は Fig.1のようで，投与量に比例

して投与初期に体重の減少がみられた，しかし投与後 5

日目以降は対照とほぼ平行的な増加曲線を示した.

器官霊童および血液学的，血清生化学的検査:JCL-

Wistar 7週令100(26) mg!kg投与での各測定値は

Table 2，3，4，に示した， 器官重量については有意な変

化を示すものはなく，血液学的変化は雌では認められな

かったが，雄では赤血球および，ヘマトグリット値低下
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Acute Toxicity (LDso) of Vanadium (Sodium Metavanadate) in Rats， Mice 

Dead Time Slope LDso (po) Confidence Limits 
Weeks Sex B.W.土SD

onset peak end function mg/kg p=0.05 mg/kg 

a}0〉b} 
JCL 合 180土11.7 16 20 129 1.243 125.6 (33. 113. 1(29.7) ~ 140.9( 37.0) 
wistar 

7 

Rat ♀ 142土 8.4 16 19 173 1.270 95.9 (25.2) 82.6(21.7) ~ 111.1( 29.2) 

SLC- 合 153:1: 9.5 2 48 1.839 124.9 (32.8) 61.6(16.2) ~ 247.5( 65.0) 

Rat wistar 
7 

Rat ♀ 101土10.3 2 22 1.839 124.9 (32.8) 61.6(16.2) ~ 247.5( 65.0) 

JCL-SD ち 625土43.6 3 77 1.763 65.8 (17.3) 49. 1(12. 9) ~ 87.5( 23.0) 

38 

Rat ♀ 379土56.7 3 143 1.665 65.8 (17.3) 50. 6(13. 3) ~ 85.3( 22.4) 

色 31土 2.7 1 2 47 1.217 294.7 (77.4) 260.0(68.5) ~ 332.8( 87.4) 

8 

♀ 25:1: 2.6 1 2 150 1.299 309.9 (81.4) 263.5(69.2) ~ 364.4( 95.7) 

JCL-ICR 色 33:1: 2.9 2 6 70 1. 187 259.7 (68.2) 230.7(60.6) ~ 292.4( 76.8) 

Mouse 9 
乱tIouse

♀ 29:1: 4.8 2 2 30 1.215 279.9 (73.5) 253.2(66.5) ~ 308.8( 81.1) 

色 40土 3.2 1 2-3 96 1.927 289.8 (76.1) 192.6(50.6) ~ 434.9(114.2) 

43 

♀ 38土 7.7 1 2 72 1.266 304.6 (80.0) 247.9(65. 1) ~ 273.9( 98.2) 

Table 1. 

∞ 01 

Sodium Metavanadate 

Vanadium 

a) 

b) 
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Organ Weights of Rats after 28 days Administered Orally with Vanadium (Sodium Metavanadate) 

Kidney Suprarenal gland Testis or Ovary 

DOSE No of Heart Spleen Liver 口19 立19 ロ19 Uterus 

mg/kg Rats ロ19 mg g R L R L R L 紅19

a) 

5 
1113:1:96 688土55 13.82:1:0.6 1303:1:117 1245:1:1103 33.8:1:7.9 35. 8土8.6 1617土61 1638土76
337土38 209土26- 4. 19土0.3 394:1:30 376土問 10:1:1:1.9 10.8土2.4 -4~0士25 ._. -497:1: 38 

b) 

Male 

10W') 
7 …l-14.02:1:1.3 1231土69 1252土105 37.8:1:5.3 39.8土6.2 1674土56 1704:1:50 

(26)d) 322土20 I 216土31 4.28:1:0.1 372土26 378土16 ll. 4:1:1. 5 12: 0:1:1. 8 508土52 517:1:54 

Control 5 
760:1:60 499土29 7.99土0.2 858土35 833土51 40.8土6.1 38.8:1:5.0 93.8土10 99.6:1:9.9 531土59
349土25 230土18 3.08土0.1 395:1:14 383土23 18.7土2.7 17.8土2.4 43.3:1:4.8 45;8土4.3 一245土31

Female 

100 
6 

800:1:66 522:1:47 8.27土5.9 900土70 880:1:50 38.0土4.5 43.5土10.390.6:1:12.3 94.6土12.8 575:1:141 
(26) 361土97 236:1:23 3.74土2.1 407土23 398:1:15 19. 2::!:2. 0 19.6:1:3.8 40.9土3.9 42.8土4.6 260:1:60 

Table 2. 

Mean Organ Weight土S.D.

Mean Organ Weight to 100g b()dy~weight土S.D.

Sodium Metavanadate mg/kg 

Vanadium mg /kg 

ー
ノ
¥
ノ
、
j
J
1
j

a

b

e

d
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Table 3. Hematology of Rats after Administered Orally with Vanadium (Sodium Metavanadate) 

No of WBC RBC 日b Ht MCV MCH MCHC 

mg/kg Rat XI03/mm3 XI06/mm3 g/dl O/L U μ3 μμg :% 

a) 
~ミ ~ミ

* 
Control 5 9. 4土1.8 816.6土72.516.6土15.1 45.8土4.557. 2土1.620. 3::t:0. 6 36.:5土1.9

Male 

キ 2ド ネ

20.5:;:とO.3 
100b) 

7 7.9土1.6 754.2土31.515. 5土O.5 41.5土1.756.2土1.1 37.，2土O.5 (26)巴}

Control 5 7.6:t1.6 741.0土27.2 15.7土O.5 40.9土1.456.6土1.121.1 生 338.3土0.3

Female 

100 
6 8.4土2.5 741.1土32.4 15.7土O.4 40.5土1.756.0土1.421.1士1.。38.6土0.9(26) 

a) Mean土S.D. b) Sodium Metavanadate c) ( )…Vanadium 

中 PくO.05 

Table 4. Biochemistry of Rats after Administe坦dOral1y_with Vanadium (Sodium Metavanaclate) 

DOSE No TP GLU UN 
of 

mg/kg Rat (g/dl) (mg/dl) (mg/dl) 

[L) * 
Control 5 72.0土19.4164.0土18.523.2土1.9

Male 
Pド

100b) 
7 62.0土18.9144.0土9.524.0土3.5 (26)C) 

Control 5 65.8土15.0153. 2:t10. 5 21.6土1.8

Female 

100 6 64.0土10.5154.3土12.5 21.6土2.3 
(26) 

a) Mean土S.D. b) Soclium Metavanadate 

キ Pく0.05

平均赤血球ヘモグロビン濃度の上昇がみられてこ・血清生一

化学的変化は，雄のGLU減少，雌のGOT，CHO活白

性の低下が有意に (PくO.05)認められた.

尿検査:JCL. Wistar 7週令ラット 100(26) mg'lkg経

口投与後の尿変化を例数の百分率で Table5に示した.

予備実験で，投与後48時間以降では著変が認められなか

GPT GOT ALP CHQ CHE 

(K-Ujml) (K-U/ml) /( (mg/cll) (PH) 
ml) 

35.0土10.099.6土19.545. 4土11.076.8土13.5215.0土5.6

35. 5土5.2 105. 7:t14. 9 43. 4土11.279. 1土9.3 218.4土3.7

2ド

33. 4:t6. 7 112.2土15.1 31.2土9.774.4土9.5168.8士11.8

ヰz 2ド

27.5土4.5 107. 1土30.:3 32.6土6.3 66.0土3.5 158. 1土21.4

Vanadium 

ったので，投与後3，6，12，18，24時間値尿を測定した.6時

間より 18時間まで投与群は雌雄とも pHの変動が多く，

蛋白，ブドー糖，ケトン体，潜血の出現なと:がみられ，

特に潜血は対照群は全く陰性なのに対して，投与群で 3

~24時間にわたりその多ぐは 6 ~12時間に認められるな

ど広い陽性がみられるが， 24時間値では，対照と大差を
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Urinalysis of Rats after Administered with Vanadium (SodiIlm Metavanadate)1> 

SEX Male Female 

DOSE 100mg/kg Control 100mg/kg Control 

Time (hr) 。3 6 12 18 24 。3 6 12 18 24 。3 6 12 18 24 。3 6 12 18 24 

6 40 88 60 30 44 80 20 20 50 75 60 25 57 100 

PH 
7 60 20 30 44 10 60 60 40 40 20 25 10 25 28 40 40 60 

8 12 20 40 22 10 40 20 20 100 100 60 30 10 50 14 60 100 100 60 100 40 

9 20 20 

80 55 80 40 89 70 60 60 80 100 100 100 60 100 10 12 57 50 60 40 100 100 100 100 

Protein 
十 20 44 20 40 11 20 40 40 20 40 90 12 14 33 40 40 

十十 20 10 20 

十十+ 75 28 16 

100 89 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 100 62 90 100 100 100 100 100 100 100 100 100 

Glucose 十 11 25 10 

十十 12 

Table 5. 

100 100 100 100 100 80 
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100 90 

10 

80 

20 

100 100 

+ 
Keton 
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7
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100 

80 

10 

10 

100 十

十十

十十+

Occult 

Blood 

100-300mg/kg 

30 (Visual field 400 X) 

十 + +

十十十

1) In term of percentage No of Collect 

Proten + 0-30mg/kg + + 30-100mg/kg 
Glucose + 0.25-0.50% 十十 0.50 0γer 

Keton + 10mg /kg over 
Blood + 5 10 十十



東京衛研年報 26-2，1975 89 

認めなくなった.

考 患
71ミ

で雄UN，雌CHO上昇傾向がみられ，ラットでバナジ

ウムの血液，血清生化学的成分への作用可能性も疑わし

原油に含まれる重金属の中で最大値を示すパナジウム めたが今回は細部にわたる実験は行なわなかったが，パ

は，1，3)東京空気中に約0.230μg!m3含まれ，粒径分布で ナジウム低用量は容易に排出され，96時間で約55%を排

1.6μ以下のものが50%前後含まれており呼吸器の深部に 出し尿中にその46%がみられるとの報告や，吸入10分後

まで侵入する.新生児肺換気量は大人の114に対して360 には血中に多くみられるが， 4日後にはその95%は血中

""""405ml!kg， 1才児で 323ml!kgと約2.2"""'2.8倍であ より減少する5)といわれており， 経口投与により雌雄と

り，発育しつつある小児におよぽす影響は大きいと思わ もに尿中に潜血，蛋白などの出現がみられ，重度の腎障

れる.4，6)今回は，ラット，マウスでの経口投与実験であ 害を疑わしめた.

ったが，毒性は比較的大きい分類に入り， LD50値は，ラ 実験の結果・経口投与におけるバナジウムは， ラッ

ット 7週令95"""'125(25"""'33)mg!kg， 38週令 65.8(17) ト，マウスともに，循環，消化器および肝臓，腎臓障害

mg!kg. マウス 7'"'"'9週令， 43週令とも 259.7""'" 304. 6 と更に副腎肥大充血， 脳充血， マウスでの胆嚢肥大な

(68'"'"'80) mg!kgであった.パナジウムが他の動物でみ ど，一般の重金属類と似た変化がみられたが，パナジウ

られたLD50 は経口投与，ウサギ 100mg!kg，マウス(腹 ムの作用についてはより細部にわたった実験が必要で、あ

腔投与)10mg!kgと報告されている 5) り今後の実験により解明したい.

パナジウムでみられる症状は，耳介，四肢の蒼白，鎮 謝辞本研究に協力と援助とをして下さった，伊川三

静，下痢などであったが，工場事故等でのバナジウム吸 枝子，馬関l依子，市川久次の諸氏に御礼申し上げます.

入時にあらわれる作用は頭痛，精神錯乱，視野，視神経 文 献

異常および網膜炎等を起すといわれている.今回のラッ 1) 舟島正直， 朝来野国彦， 広野富雄， 大平俊男:

ト，マウスを用いての経口投与実験で高濃度投与群で 東京都公害研究所年報， 5， 11， 1974 

は 5'""'6日後も，ラットで下痢，流涙，マウスで立毛 2) Lichfield， J.T.， Jr and Wilcoxson， F.:]. 

などが残った.体重は 3'"'"'4日目より増加し始めたが， Pharmacol. Ext. Therat.， 96， 99， 1949 

投与群に抑制傾向が残った.JCL-Wistar 4週令雄で血 3) 常谷章雄:公害， 2， 2， 1967 

液血清生化学的には， RBC， HCT下降， MCHCの上 4) 現代小児科学大系， 5， 9， 1966，中山書庖

昇がみられ，また JCL-SD系38週令ラットでは WBC 5) 堀口 博:公害と危険物， 312， 1970，三共出版

下降傾向がうかがわれた.JCL-Wistar・系に投与4週間 6) Heney L. Barnett: Rediatrics. 707， 1974， 

後での測定で雌 GOT，CHO下降， JCL-SD系38週令 Appleton-Contury-Crofts.， New York 
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パナジウムの生体内運命

(1)生体試料のパナジウム分析法と分布

伊川三枝子*馬関!依子*

Fate of Vanadium in Rat Urgans 

(1) Analysis of Vanadium and Its Distribution in Rat Urgans 

MIEKO IKA WA* and YORIKO MABUCHI* 

緒 1=> 

パナジウムは，土酸類に属する元素で，地球上に広く

分布している.植物中にも存在して，ある種の植物の成

長や緑藻類にとって必須で、あるとの報告1) もあるが，ま

だ明らかではない.また，ホヤ等には，硫酸塩として 3

価のパナジウムが血液中に存在し戸酸素運搬の機能をは

たしている.ラットやニワトリに，パナジウム欠乏食を

与えると，発育が悪くなるなどの症状が発現し，パナジ

ウ'ム投与により回復することなどから，それらに対して

は必須であるともいわれている.

工業的には，パナジウムと，その化合物は，特殊ガラ

ス，特殊鋼，酸化触媒，顔料ーなどに広く使用されてい

る.しかし，最近，大気汚染の点からバナジウムが問題

視されてきている.つまり，原油中，特に低イオウの原

油中にはパナジウムがかなり多量に含まれており， (例

えば，ベネズェラ産の原油では約 300ppm)燃焼によっ

て，五酸化パナジウム(V2us)のかたちで煤煙として大気

中に放出される. 東京のある測定地点では， O. 296μgj 

m33)とし、う濃度が測定されており，工場周辺の大気中に

は局地的により高い濃度で存在する可能性のあることを

示唆している.英国の23都市で，呼吸器疾患と重金属の

相関関係を統計的に調査した結果として， パナジウム

は，気管支炎，肺炎，肺癌および他の癌と有意な相関を

示していると言われており，また，横浜l瑞恵、では，パナ

ジウムは起因物質ではないが影響因子であると報告され

ている 14) 

今回われわれは， パナジウムが生体内に侵入した際

に，どんな挙動を示すかを調べるために，ラットの腹腔

内にメタパナジン酸ナトリウム (NaV03)を投与し，臓

器中のパナジウム量を測定した.また同時Jこ，生体試料

におけるパナジウムの原子吸光分析法について，検討し

改良してみた.

実験方法

1. 試薬および装置

パナジウム標準液，原子吸光分析用標準液(和光純薬，

1000ppm)を再留水で希釈し， 10ppm溶液に調整.

Methyl.iso・ButhylKetone (以下 MIBKと略す): 

原子吸光分析用(和光純薬)

10%クベロン溶液:クベロン(半井化学)水溶液は用

時調整.

メタパナジン酸ナトリウム:(E. .Merck社)腹腔注

射 (i.ρ)に使用の時は，試薬を0.9%塩化ナトリウム溶

液に溶かし揖酸で pH7.0に調整.

硝酸，硫酸， アンモニア:(和光純薬， 精密分析用，

S S G) 

A液:生体試料分解サンブ。ルと同条件の水溶液になる

ように，硫酸とアンモニアで pH2.5に調節した水溶液.

原子吸光分光光度計:Perkin Elmer 403 

振とう機:(池田理化〉

実験動物:JCL-Wistar Rat(SPF)合 (118-134g)， 

♀ (106-121 g) 

2. 実験A:MIBK抽出によ苔パナヲウム定量法

試料溶液を100mlの分液ロートに移し，少量の再蒸留

水で洗い，洗液を分液ロートにあわせて， 10%クベロン

溶液 1ml， MIBK 2 mlを加える.手で30秒間振りまぜ

た後，振とう機で 5分間振とうし二層に分離後MIB 

K層をとり，原子吸光用検液とする.種々の条件に対す

る影響を検討する時には， A液 30m[を分液ロートにと

中東京都立衛生研究所毒性部 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占u，Tokyo， 160 Japan 
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り，パナジウム標準液を必要に応じて添加して操作した.

く測定条件〉

Wa velength : 318. 4mμ， Slit: 4， La11lP current: 

40mA， Burner : High Temperature Burner， Flame : 

Nitrous oxide (6.0 on f10w meter) Ac~tylene (4.0 

.on flow meter) 

3. 実験B:連続投与におけるパナジウムの体内分布

。連続投与ラットの体重変化および血液学的検査，

血清生化学的検査.

Wistar系ラヅト雌雄各 5匹を 1群として， 2mgV/kg 

に調整したメタバナジン酸ナトリウム溶液を， 1日1回

7日関連続して腹腔注射を行った.コントロールとして

は，生理食塩水を体重kg当り 10m[腹腔投与したラット

を用いた.実験期間中は， 日本クレア製飼料 (CE-2)， 

水道水を自由摂取させ，毎日投与前に体重測定を行っ

た. 8日目に断頭採血し，肝臓，腎臓，心臓，肺，脳，

醇臓，牌臓，胸腺，骨〈背骨，大腿骨)，筋肉，小腸，腎，

皐丸の各!臓器と車球をバナジウム測定試料とした.血液

は， COlJlter COlJnter Model Sにより，次の項目につい

て測定を行った.白血球数 (WBC)，赤血球数(RB C)， 

血色素 (Hgb)，ヘマトクリット (Hct)，平均赤血球容

積 (MCV)，平均赤血球ヘモグロピン量 (MCH)，平

均赤血球ヘモグロビン濃度 (MCH C). 

血清については， 自立の自動分析機 M400により，次

の項目につき測定した.総タンパク量 (T-P)， クツレコ

ース (GL U)，尿素窒素 (U-N)， コレステローノレ

(CHO)，グルタミン酸ピルピン酸アミノ基転移酵素

(GPT)， ク、、ルタミン酸オキザ、ロ酢酸アミノ基転移酵素

(GOP)，アルカリ性フォスファタ{ゼ (AL P)，ア

ルブミン (AL B). 

ii)生体試料の分解法4ト

摘出臓器および血球は秤量t;， 30m[ビーカーに入れ，

(肝臓， 小腸は 50m[ ピ日カー使用)ホットプレート

(800 C)で一昼夜乾燥させて乾燥重量を測定する.そのl

後2500Cで一昼夜加熱し放冷後硝酸 5""""10mlを加え

徐々に加熱し，溶解させる. (この時，肝臓と血球は，

泡立ってあふれやすいので注意して操作する〉完全に溶

解した後，硫酸 2m[を少量ずつ加えて色調が暗かっ色

になるまで加熱を続ける.硝酸 1""""2mlをさらに添加す

ると，色調が淡くなるが，そのまま加熱を続けると再び

暗かっ色になる. この操作を数回繰り返した後， 冷却

し， 30%過酸化水素を 3滴滴下して酸化を促進させる.さ

らに加熱を続けて硫酸の白煙が発生し，しかも液の色が

淡黄色になるまで分解する.分解終了後放冷し再蒸留

水で希釈してアンモニアで pH2.5に調整し，全量 30ml

91 

にする.この試液を実験Aの定量法にしたがってバナジ

ウムv最を測定した.

実験結果

実験A:MIBK抽出によるパナジウム定量法

1. .pHの影響

パナジウムクベロンキレートのMIBK抽出法の至

適 pH を調べるために，水溶液の pH~直を変化させて抽

出率を調べた.結果を Fig.1に示す.図に示すように，

pH 2.7""""4.8の範囲院おいて最大かつ一定の値が得られ

た.しかし水溶液の.pH値は， 10%クベロン溶液 (pH

7.0)添加によって Table.1のように変化することと，

アンモ ζアによる pH調整のi擦に， pR2.5で安定しや

すいことを考慮して， クベロン添加前の水捺液はpH2.5

に調整することにした.

% 
100 

。
有
国
民

ロ

E 50 
にJ

H 
iil 

。
2 3 4 5 6 pH 

Fig. 1. Effect of pH on the 

extraction of Vanadium by 

cupferron in MIBK 

Table 1 Change of pH by Cupferron 

pH 

Solution I 1.0 2. 0 2. 5 3.0 4. 0 5.0 

十CupferronI 1.0 2.2 2.7 4.2 4.8 5.9 

2. タベロン濃度の影響

MI~K中のクベロン濃度変化によるバナジウムク

; 
ト→一一ト4 ト

10 (%) 

Fig. 2. Effect of Concentration 

of Cupferron on Extraction 

Ratio of V -Cupferron Complex 
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ベロンキレ{ト抽出率への影響を調べた結果を Fig.2 性を経時的に調べた. Fig. 3に示した様に， バナジウ

に示す.その結果， 2%クベロン(inMIBK)以上では ム，クベロンキレートはMIBK中において 1時聞は安

ほぼ一定の値が得られたが，共存塩の存在する場合は， 定であることがわかった.

クベロンを過剰に添加する必要があるとの報告4)を考え 5. 検量線

あわせて， 5%クベロン(inMIBK)を使用することに 1から 4の検討の結果をもとにして， 定量操作を定

した. め，パナジウム濃度と抽出キレートの原子吸光度との相

3. 振とう時聞による影響 関関係を調べた. Fig.4に示すように， 0，...._，1叩Oppmに

試料料.水溶液にクベロ γとMIBKを添加して3却O秒秒、間手 おいて直線関係が得られ，検出限界は， 0.2勾ppmでで、あつ

で振りまぜ

せて，パナジウムの拍出率を調ベた.その結果， 5分以 実験B:)連皇続投与によるパナ5少3ウムの体内分布

上の振とうによる抽出率の差は認められすず守，二回目のM 1. 体重変化

IBK抽出によっても， MI BK膚にはパナジウムは検 2mgV/kg 7日関連続投与による体重変化の有意な差

出きれなかったので5分間の振とう時聞にした。 (pく0.05)は，雌雄ともにみられなかった. また， 同

4. MI BK中のパナジウムクベロンキレ{トの安 時に 4mgV/kg投与もおこなったが， この群は，有意

定性. な体重減少がみられた.

実験Aの定量操作に従って抽出をおこない， MI BK  

中のバナジウム，クベロンキレ{トの室温における安定
20 
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Fig. 3. Stabi1ity of V-Cupferron Complex in 

MIBK 

Fig. 4. Calibration Curves using the proposed 
method. 

Table 2 Hematology of Rats Following Multiple Intraperitoneal Injections 

WBC RBC Hgb Hct MCV MCH MCHC 

(x 103) (x 106
) (gm) (%) (μ3) (μμg) (%) 

Male 

Control 5.9土0.4 5.7土O.1 12.4土0.4 36.3土0.9 62.8土0.6 21.2:1:0.2 33.9土0.3

2mgV/kg 8. 2土0.7* 5. 4土O.1 11.5土0.2* 33.8土0.8 61.2土1.2 20.8土0.5 33.8土O.3 

Female 

Control 6.6土O.4 5.7土0.2 12.4土0.2 35.0土0.6 60.4土1.3 21.3土O‘5 35. 1土0.3

2mgV/kg 6.2土0.7 5.6土O.1 12. 1土0.3 34. 1土0.7 59.0土0.8 20.8土0.3 35.0土0.1

Dosage : 2mgV /kg Once Daily for Seven Days 
Values are rnean土S.E. ホ Significantlydifferent frorn control pく0.05
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2. 血液学的検査 (Table2) 

雄においては， WBCの有意な上昇と， Hgb の有意

な下降がみとめられたが，雌については，いずれの項目

においても有意な差は認められなかった.

3. 血清生化学的検査 (Table3) 

ALPについてのみ雌雄共に有意な下降が認められた

が，他はいずれも対照群に比較して有意な差は認められ

なかっTこ.

Table 3 Determination of Serum Components of Rats Following Multiple Intraperitoneal Injections 

T-P GLU U-N CHO GPT GOT ALP ChE LAP Alb 

(g/dl) (mg/dl) (mg/dl) (mg/dl) (K-U) (K-U) (KA-U) (L1 pH) (GR-U) (g/dl) 

Male 

Control 7.4土0.5168土15.919.5土2.1 75. 4土5.434.8土4.2122土8.3 67.6土1.8 2.5土0.256.0土0.14. 5土0.2

2mgV/kg 6.9土0.1143土 4.218.6土1.088.0土8.024. 1土0.4126土6.450. 4:t4. 9* 2. 6:t0. 4 53.6土4.74. 3土O.1 

Female 

Control 7. 5:t0. 5 156土14.520. 4:t2. 2 84.4土6.027.6土2.9109土5.4 47.8土4.1 4.0土O.5 53. 4土7.74.6土0.2

2mgV/kg 7.0土0.2144土 5.016.9土1.480.6土4.723.0土1.5 120:t8.8 35. 4土1.9*4. 5:t0. 4 49. 3土1.94. 3土Q.1 

Dosage : 2mgV /kg Once Dai1y for Seven Days 

Values are mean:tS. E. * Significantly different from control pく0.05

4. 臓器中への添加回収率

対照群のラットから摘出した腎臓に，パナジウム標準

液を L3， 5， 7，10μg各々添加し実験Bの生体試料の分解

法により分解した後，実験Aの定量操作法に従って，回

収実験を行ったところ， Table 4に訴すように102"""'106

%の回収率を得た.

Table 4 Recovery of Vanadium 

Vanadium added (μg) 

Sample I 1. 00 3. 00 5. 00 7. 00 10. 00 

founded(μg) I 1.03 3.17 5.14 7.24 10.22 

Recovery(%) 104 106 103 103 102 

5. バナジウムの体内分布

7日間連続投与 (i.t.) したラットについて， 各臓器

の単位g当りの蓄積量 (μg)を測定した結果を Fig.5 

に示す.対照群の各臓器中からはパナジウムは，検出さ

れなかった. 各臓器別に比較すると， 肝臓， 腎臓， 牌

臓， H卒臓，骨(大腿骨，背骨〉等は他の臓器よりも相対

的に高い蓄積{直を恭しているが，残りの臓器にも微量な

がら全般的に分布している.しかし，骨には，雌雄共に

著明なバナジウムの蓄積がみられた.また，腎臓は，臓

器単位当りの蓄積量からみると肝臓の倍量を示し，骨の

蓄積量についでいる.

考察

パナジウムの溶媒抽出法としては，クベロンMIBK  

抽出法が適応できる.この方法は，陽，陰イオンの干渉

を抑制できて， しカかミも感度を増加することが知られてい

る. Crump 

おいて至適 pH2.0を報告しているが，われわれの実験

では， pH2.0においてバナジウム，クベロンキレートの

MIBK抽出率の低下がみられた.これはクベロンが

pH 1 ......， 2で、は不安定なためと思われるので，われわれは

至適 pHを2.5とし， 5%クベロン(inMIBK)の条件

で測定した.

連続投与実験において， 2mgV/kg，生理食塩水投与と

同時に， 4mgV/kg投与(i.p.)も行った.体重変化に関

して 2mgV/kg群では対照、群と有意、の差が認められな

かったが， 4mgV /kg投与群では，雄は投与4日目から，

雌は 3日目から有意な体重減少がみられた. (pく0.01)

飲料水に徴量のパナジウムを添加して飼育したi擦に，体

重変化， 生残率， 寿命等に影響を及ぼさないという報

告6，7)がある.しかし，腸管からの吸収は低いが，肺から

の吸収率は高いので，経口投与ではなく，暴露実験によ

るそれらに対する影響も検討する必要がある.

生化学的には，コレステロール値8，9)や，コリンユステ

ラ{ゼの抑制が報告されているが， 2mgV/kg投与群では

有意な差が認められなかったにもかかわらず，4mgV/kg
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投与群では，雌雄ともに有意な低下が認められた. (pく

O~Ol)，コリンエステラーゼ、活性抑制によるコリン欠乏症

として，心筋の脂肪浸潤，血清アルブミン低下，肝の脂

肪変性および肝硬変，腎障害がみられるが，投与期間が

短かかったことにより， 著明な変化は認められなかっ

た.

各!臓器の分解定量の際，分解が充分に行われていない

と，アンモニアによる pH調整の時に沈殿が生じ，沈殿

物をろ過することによって測定値の誤差が大きくなるの

で，特に肝臓などは充分に分解を行う必要がある.

連続投与によるパナジウムの分布については， Talvi・、

tie10
)， Hathcocl-:ら11)の報告と同様に， われわれの実験

においても，骨，腎， E汗，牌，筋肉への蓄積が認められ

た.また， fi卒臓にも高い蓄積最を示したが，吸収された

のではなく腹腔投与による物理的な附着とも考えられ

る.骨は，他の臓器に比べて著しく高い値を示している

が，これは骨成分のリン酸カルシウムとバナジウムが入

れ変ることによると考えられるので，今後検討したい.

また，雌雄共に，腎j臓が高い{直を示しているのは，腎が

主なる排法器官であることから当然と思われる.雄の皐

丸にも，比較的高い蓄積を示した.

腎臓蓄積に闘して，皮質と髄質とのパナジウムの分布

の割合を調べたが，皮質単位g当りのパナジウム量は，

髄質のそれの約 211音量程度でカドミウムなどのような皮

質への高い結合性はみられなかった.

また，腎臓はパナジウム投与により組織学的にも糸球

体の充血や，曲尿細管の脂肪変性および壊死が観察され

ることが報告されている 12)

肝臓にも比較的多く蓄積されているため細胞分画し

て分布を調べた結果，乾燥重量当りのパナジウム量は，

上清 (95，500X g， 1.5時間)に最も少なく， 核(1， 000 

X g， 10分)， ミトコンドリア (10，000X g， 30分)，マイ

クロゾームには，ほぼ同量蓄積されていた.しかし投

与後の時間経過に伴い，上清中に占める割合は，徐々に

低下して，核とミトコンドリアに占める割合は 8日間

変らないとの報告13)がある.

パナジウムの腎臓からの排世は非常に早いといわれて

いるが，投与量の10"~12%は少なくとも 2 週間は残存す

るとの報告や，上記の報告とも考え合わせると，投与後

の各臓器の蓄積量変化や，存在形態も今後検討する必要

がある.

謝辞 本研究の機会を与えて下さいました平賀興吾先

生，中尾JI原子先生，ならびに有益な示唆を与えて下さい
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パナジウムの生体内運命 (2)蓄積性の有無

馬 淵 ! 依 子 * 伊 )11 三枝子*

Fate of Vanadium in Rat Organs (2) Vanadium Accumulation in Rat Organs 

YORIKO MABUCHI* and MIEKO IKAWA* 

パナジウムは消化管からはほとんど吸収されず， 1-4)大 臓，腎臓，心臓，肺，脳，酔臓，胸腺，牌臓，精巣，骨(大

部分が糞中に排推される.しかし大気汚染の面から警 腿骨3 背骨)，筋肉，血液(血球，血清〉について，前報川

告されている様に，五酸化パナジウムとして肺中に侵入 の方法により，硫酸ー硝酸による湿式分解を行い，グベ

してきた時，気道を刺激し炎症をおとさせるだけでな ロン-MIBK法で抽出して原子吸光分析を行った

く， 急速に吸収され， 血液によって各臓器へと運ばれ ②臓器中のパナジウムの減少パタ{ン

る.血中に入ったパナジウムは，大部分が腎臓から短時 6週令のラット(平均体重，雄163g，雌132g)に，試

問内に体外に排出される .8，9) 薬を，パナジウム最で， 4mg!kg，腹腔内に 1日l回， 7

今回我々は，ラットの膜腔内にメタパナジン酸ナトリ 日間連続投与し投与後， 1，2，5，10，23.46，90，180日目

ウムを投与し投与後の時間経過により，各臓器中のパ に，唯雄各5匹を，断頭により屠殺解剖しパナジウム

ナジウム量がどの様なパターンで増減するかを観察し の主な蓄積部位である肝臓，腎臓，骨(大腿骨，背骨)，

た. 血液(血球，血清〉について，前報10)の方法でパナジウ

また，前投与の致死量におよぼす影響もあわせて報告 ム量を定量した.

する B)前投与の，致死量におよぼす影響

実験動物および試料 前投与によって，死亡数が減少するか(耐性の獲得〉

日本クレアにおいて barriersystem下に生産された 増加するか(感受性の増加)， 変わらなし、かを調べるた

(SPF) Wistar-JCL系の雌雄のラットを使用した. め，本実験の投与の 1日前， 2日前， 3日前に，前投与

試薬は， Merck社のメタパナジン酸ナトリウム を行った.使用した動物は，雌雄各10匹， 6週令(平均

(NaV03・4H20)を用い， とれを生理食塩水に溶解し， 体重，雄183g，雌147g)であり，前投与の doseは，雄

塩酸で pH を7.0に調整したものを動物の腹腔内に 3. 4mgV!kg， J雄3.1mgVjkgでF これを腹腔内に投与L

(i.P.)体重100gあたり， 1m[投与した. た.本実験の投与(本投与〉は，動物の，ほぼ50%致死

試験方法 量にあたる量(雄20.3mgV jkg，雌18.6mgV !kg)を，

A)パナジウムの蓄積性について 同様に投与し死亡と症状の観察を行った.コントロ{ル

①投与後， 短時間内 (64hr以内〉の，臓器中パナジ は前投与なしで，本投与のみを行った.

ウムの増減 実験結果

各臓器中の蓄積および排粧のパターンを知るために， A)パナジウムの蓄積性について

7週令のラット(平均体重，雄・ 210g，雌・ 163g)にメ ①の投与後，短時間内 (64時間以内〉の，臓器中パナ

タパナジン酸ナトリウムをp パナジウム量で 4mgjkg腹 ジウムの増減

腔内に 1回投与を行った.投与後， 30分， 1， 2， 4， 8， 16， 31， パナジウム量で， 4mg/kgをラットに投与すると，投与

64時間後に l唯雄各5匹を断頭によって屠殺解剖し肝 後， 4，5時間は血色が態くなりうずくまって激しい呼吸

市東京都立衛生研究所毒性部 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 
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をしたが，その後は元気を回復した.各臓器中のパナジ

ウム量の時間経過は， Fig.1に，臓器の湿重量 (g)あ

たりのパナジウム量 (μg) として図示した (Fig. 1). 

臓器重量あたりのパナジウム量が高いのは肝臓， 腎

臓，骨(大腿骨，背骨〉であった.腎臓は，臓器重量あ

たりのパナジウム量は，他の多くの臓器と比べ， 10倍以

上も高く，雌雄とも 2時間後がピークで， 8時間で1/2，

16時間で約 1/4というように急速に減少したが，その後

の減少は比較的ゆっくりであった.肝臓は， 4時間でピ

{クになり，その後背臓と似たノミタ{ンで減少した.骨

は，他の臓器と比べ，ゆるやかに増加し 8時間でピー

クとなった.減少速度もおそく， 64時間後も 7-10μg/

g 前後のこっていた これは，他の臓器にはみられなか

った傾向で、あった.その他の臓器はすべて，投与後， 30 

分以内に最高値に達しその後急速に減少し 64時間後

にはほとんどがゼロに近かった.投与後30分では，日卒臓

が， 13μg/gと，かなり高い値を示しp 血清が 6-5μg/g

血球，牌臓，肺が 5μg/g，筋肉，精巣， 胸腺， 心臓が

約 3μg/g，脳は最も低く， 1μg/gであった.バナジウ

ムは，投与後数時間は，分析したすべての臓器中に検出

された.

②臓器中のパナジウムの減少パターン

4mgV/kgを， 7日間連続投与された動物は， Fig.2 

の様に，体重の増加が投与中とその後の数日おさえられ

た.その後の増加速度はコントロールと変わらなかった

が，測定期間中に追いつくことはできなかった.
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Fig.2 Increasing of body weight Qf rats 

following multiple intraperiotO.neal injections 
(Dosage-4mgV /kg . Repeated dai1y 
injections for one week) 

c----O control rats トー→ injectedrats 

肝臓，腎臓，骨，血液のパナジウム量 (μgV/g湿重

量〉の変化は， Fig.3に示した.

骨以外は投与終了後， 1日目が最も高く肝臓，腎臓と

も投与後 5日で約 1/2に急速に、減少した.その後も，

10日目頃までは，急速に減少したが，その後の減少速度

はおそく， 46日経過した後も，腎臓中には 1μg/g前後

も残っており，肝臓中にも検出された.血液も急速に減

少した.血清も血球も，バナジウム量は少いが血清中に

幾分多く含まれていた.骨は，独特のパターンを示し

非常にゆっくり減少した. その値は， 90日後で， 背骨

で， 5μg/g，大腿骨で 15μg/g，180日後ですら 2-4?tg/

gと 7μg/gであった.

B)前投与の致死量におよぼす効果

本投与後，約10分でどの群の動物もすべて閉限し腹臥

姿勢でうずくまり，体色が白色化し呼吸国難の様相を

呈した.生存ラットではこの症状は 7，8時間で回復にむ

かった.また，後肢の麻痔および下痢も数例観察された.

1， 2， 3日前に前投与されたものと，コントロールの死亡率

はp投与後 2時間以内， 1日， 15日以内に分けて Fig.4に

示した.この実験において，本投与後の死亡は，投与後30
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Fig. 4. Preinjection and Mor匂 lity

※Mortality within 2 hours after injection 

(a) Control experiment 

(b) Preinjected at one day before injection 

(c) Preinjected at two days before injection 

(d) Preinjected at three days before injection 

分から 2時間の間に集中している呼吸困難等による死亡

と， 24時間以降の下痢等による衰弱死のふたつのパター

ンに分けられる様に思えた.本投与の 2日前に前投与し

た群は雌雄とも，投与後 2時間以内の急速な死亡がコン

トローノレ群に比べ多かった(雄2対7匹，雌2対10匹).

1目前， 3日前に前投与した群で、は， 2時間以内の死亡
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数は， コントロールと比べ幾分多い傾向はみられたが，

24時間以降は，特に顕著な差はみられなかった.

考察

パナジウムには， 2-5価があり 5価が最も毒性が強

くしかも安定である.大気中の五酸化パナジウムも 5価

であり，今回の実験も五価のメタバナジン酸ナトリウム

を使用した.

A)パナジウムの蓄積性について

血中のパナジヴムは，急速に排滑され，従って臓器中

のパナジウム量も急速に減少していくと考えられる.

Talvitie9
)らは，ラットにメタパナジン酸ナトリウムを，

O. 5mgV /kg腹腔内に投与して尿および糞中に排、准され

る速度を調べた.体内にとり込まれたバナジウムの主な

排世経路は腎臓であり， 1日以内に57%が尿中に， 4% 

が糞中に排世され， 2日以内には70%が尿中に， 9%が

糞中に急速に排法されることをみた.我々の実験でもみ

られた様に，パナジウムが一時的にせよ腎臓中に高濃度

に存在することは，腎臓の急速な排世作用を考えると当

然、のことであり，また肝臓は解毒作用部位で、あるので投

与直後はかなり高い値を示すが，これも時間経過と共に

腎臓同様急速に減少する.今回分析した骨以外の臓器の

すべてにこの傾向は観察された.このことは，パナジウ

ムには，カドミウムにおけるメタロチオネインの様な重

金属と特異的に強固に結合して，離れにくいたんぱく質

を誘導する作用がなく従って蓄積性が低いことを示して

いる.しかし投与後， 10日前後までは臓器中のパナジ

ウム量は急速に減少したが，その後の減少速度は遅くな

り， 46日後， 90日後にも，低濃度ながら検出されること

から，肝臓や腎臓あるいはその他の臓器の機能が，なん

らかの影響を受け続けている可能性を無視することはで

きない.また酔臓は投与直後かなり高い濃度を示す.し

かしこれは腹腔内に投与された液が肝臓に機械的に付着

している可能性も考えられる.腎臓，肝臓，骨以外のす

べての臓器は，投与後30分以内に最高値を示し，以後急

速に減少したが，これは血液のパターンと同じであり，

activeに蓄積するというより血中濃度の影響が強いと

考えられる.

Scott4)らは， 1951年に，バナジウムが骨中に蓄積され

ることを指摘した.今回の実験でもバナジウムは，投与

後急速に蓄積を始め， 4から 8時間でピークとなり，そ

の後ゆっくり減少した. 投与後180日経過しても， 混重

量で 5μg/g前後残っており， turnover は， 他の臓器

と比べ非常におそかった.骨は体液の塩類濃度の変動を

緩衝しカルシウムやリンの貯臓所としても働き，骨の

無機物と体液のそれとの問には常に激しいイオンの変換

があり，決して静止した組織ではない.また常に古い骨

の破骨と新しい骨の生成が行われている.脊椎動物の骨

結晶は，ヒドロキシアパタイト Ca10(P04)6(OH)2であ

り，鉛，ラジウムウラニウムストロンチウムらの重

金属は，生長しているヒドロキシアパタイトの結晶格子

の中に取り込まれる.パナジウムもたぶん，血中濃度の

上昇によって骨形成の際に，結晶格子の中にとりこまれ

ると考えられ，減少速度は骨の turnoverの速度と関連

していると考えられる.

今回の投与はパナジウム量で 4mg/kg投与したが，こ

れはラットにとっていくらか毒性のある量であり，蓄積

性を調べる時はもっと低い量で検討を加える必要があ

る.

B)前投与の致死量におよぼす効果

前投与の効果は，本投与の 2日前に前投与した群の雌

雄ともに，死亡数の増加がみられた.前投与により死亡

数が減る，すなわち耐性獲得のできる金属は，カドミウ

ム，水銀，マンガン，鉛，銀，錫などであり，変わらな

いのが銅，ニッケル，セレン，タリウムであり，かえっ

て増加する，すなわち感受性のあがる金属は，クロム

バリウム，鉄，亜鉛らである 11)バナジウムは，最後の

グループに入ると考えられるが，感受性増加の原因は，

臓器中のバナジウム量からみても全く不明であり，さら

に検討しなければならない.

なお，ラット，マウスは，バナジウムに対してウサギ

やモルモットに比べて10から20倍も抵抗性が高く，実験

動物を変えての検討も考えなければならない.

要約

1. 4mgV /kgをラットに 1回投与 Ci.p.)し， 30分，

1，2，4，7，16，31，64時間後に肝臓p 腎臓p 心臓，肺，H卒臓，

牌臓p 胸腺，精巣，骨，筋肉，血液について原子吸光法で

パナジウム量を測定した.腎臓が最も高濃度に骨，肝臓

がそれに続いたが，骨以外の各臓器のパナジウム量はす

べて，急速に増加し急速に減少した.骨のバナジウム

量は，他と比べ増加速度が遅く，また減少もゆるやかで

あった.

2. 4mgV /kgを1日1田， 7日間連続投与し， 1， 2， 

5，10，23，46，90，180日後に， 肝臓，腎臓，骨，血液中の

バナジウム量を定量した.骨以外は，はじめの10日間は

急速に減少するが，あとは減少速度は，おそくなり， 180

日後も，腎臓，肝臓はゼロにならない.また，骨の減少

速度はおそく， 180日後もかなり多く残っていた.

3. 投与の 1日， 2日， 3日前に少量のパナジウム

(雄で 3.4mgV /kg，雌で 3.1mgV /kg)を前投与し

雄20.3mgV /kg，雌18.6mgV !kgの投与 (i.p.)を行い
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死亡率をみた.投与の 2日前に前投与された群は，雌雄

とも死亡率の増加がみられた.
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パラオキシ安息香酸ブチ)(，の急性毒性
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Acute Toxicity of p-Hydroxybutylbenzoate (PHBB) 

YORIKO MABUCHI*， SUMIE KAWANO*， HIROSHI FUJITA汽

AKIE MIZUO大 ]UN-ICHIROKABASHIMA*， TOSHIKO NAKAO* 

and KOGO HIRAGAネ

パラオキシ安息香酸ブチル(以下， PHBBと略す〉

は，保存料として，しょう油，酢，清涼飲料水，果実ソ

ース，果実果菜の表皮などに添加され， 日本においては

広範囲に使用されている.しかし他の国では，メチル

エステル，.::c.チルエステル，プロピルエステノレが主とし

て使用され，ブチルエステルはほとんど使用されていな

い. PHBBに関しては，動物実験のデータも少し 1-5)

F AO/WHO専門委員会6)も， rデ{タ不足のため安全

量を決めることができない」としている.そこで，われ

われは， PHBBの毒性について種々の角度から検討を

加え，若干の知見を得た.7，s} ここでは， 急性毒性試験

(致死量および，宵に対する影響〉の結果について報告

する.

実験材料ならびに実験方法

1. 実験動物および試料

Wistar-]CL系ラットを使用し室温250C，混度55%

の環境下で， 5匹ずつ金網ケージに収容し臼本クレア

製固型飼料CE目 2で

経口投与の約1凶6時時.間前から絶食(飲水は自由〉させてお

'¥，、?た午.

PHBBは，和光純薬工業株式会社特級試薬 Lot.No. 

K10 2284を使用した. PHBBを，懸渇状態で使用する

時は，あらかじめ乳鉢ですりつぶし 100メッシュのふ

るいを通したものを使った. PHBBを， ナトリウム塩

(以後 PHBB-Na)として使用する時は， PHBB と等

モルの水酸化ナトリウムを加え，水溶液として使用し

すこ.

2. 実験方法

1) 致死量を求める実験

PHBB-Na:投与量は， PHBB とLて， 6， 760mg /kg 

から 2，366mg/kgまでの 5段階(公比 1.3)とした. 40 

%の PHBBを含む PHBB-Na水溶液 (pHll.3)を作

成し胃ゾンデで経口投与した.ラットは， 6週令のもの

(平均体重，雄125g，雌121g)を，各群雌雄5匹ずつ使

用Lた.投与後，症状観察を行い，死亡例については，

その都度，生存例は7日後に，すべて屠殺剖検した.な

お，飼料は，投与後2時間目から摂取させた. LDso値の

計算は， Blissのプロピット法9}によって行った.

PHBB:PHBBは， 水に不溶なので， 5%アラピア

ゴム水溶液，および，ゴマ油に懸濁して使用した.予備

試験の結果から懸濁状態の PHBBの致死量は非常に

高いことがわかったので， 6週令の雌雄各10匹の動物

(平均体重，雄181g，雌128g)に， ゴマ油および， 5%

アラビアゴム水溶液に懸濁させた PHBBを，8，000mg/

kgの投与量で経口投与した.なお，投与試料は，胃ゾン

デで投与可能な最高濃度である400mgfmlの懸渇液とし

た.投与後は， PHBB-Naと同様に観察し 7日後に屠

殺剖検を行った.

2) 簡に対する PHBBの影響

PHBB-Na とゲリシシ緩衝液との比較:1)の実験の

結果， PHBB-Naの投与によって，胃粘膜の出血と康l闘
が見られた. これが， アルカリ (PHBB-Na搭液は，

pHll.3の強アルカリ性の緩衝液である〉としての効果

のみに起因するものかどうかを調べるために，グリシン

*東京都立衛生研究所毒性部 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 ]apan 
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緩衝液との比較実験を行った. pH の等しし、 1Mの

PHBB-Na， 1 Mグリシン緩衝液(グリシン十水酸化ナ

トリウム)を作り 5週令の雄ラット〈体重96-115g)

に， 体重100gあたり 1mlを経口投与した. コントロ{

ルとして水を同様に投与した. 1 M PHBB小~a の投与

は， PHBB量で1， 942mg/kgに相当する.投与後 2時間

白から餌を与え 4時間目 1日 2日 4日および，

8日後に，各 3匹とコントロール 1匹の胃内部の変化を

観察した.

低濃度の PHBB-Na の胃に及ぼす影響:~峰雄各11匹

のラット(体重，雄202-246g，雌137-169g)に，体重

100 gあたり 1mlの， PHBB‘Naの， 0.1， 0.2およびO.4 

M水搭液を投与し 4時間後に屠殺して胃内の出血の有

無と pH(pH試験紙による)，内容物の量を調べ，低濃

度での影響を検討した.なお，この投与量は， PHBBに

換算すると， 194， 388および 776mg/kgとなる.

懸濁状態の PHBBの影響:5週令の雄ラット(体重

109-125 g)を用いた. PHBB のゴ、マ油懸渇液を，

2，000， 4，000， 6，000および 8，000mg!kgの投与量で，

各群5匹の動物に経口投与し 24時間後に解剖し，胃粘

膜の変化を観察した.

胃腸のレシトゲシ検査 :PHBB によって胃の運動が

影響を受けるかどうかみるため，硫酸バリウムと PHBB

を同時に投与し Softex・CMBW型によって，レントゲ

ン撮影を行い胃内のバリウムの有無を調べた.PHBBと

バリウムを， 2%カルボキシメチノレセルロース(以下

CMCと略す〉中に懸渇し 7週令の雄ラット〈体重187

-221 g)に， 各群3匹ずつ胃ゾンデにより経口投与し

た.投与量は， A) 2， OOOmg/kg硫酸ノリウム， B) 4，000 

mg/kg硫酸ノリウム， C) 2， OOOmg /kg硫酸バリウム

十2，OOOmg/kg PHBBとした. 投与後， 3，6，11および

24時間後にエーテル麻酔下で， Softexによる撮影を行

った.撮影条件は， 40kV， 3mA， 25秒，距離 25cmであ

った.水は常時与えておいたが，餌は 3時間後の撮影が

終了してから給与した.

実験結果

1 )致死量を求める実験

PHBB-Na:どの群のラットも， 投与後数十分で鎮静

状態に陥り，閉眼，腹臥姿勢をとった.高濃度では，立

毛し呼吸数も増加しまた，外部刺激に対する反応も

にぶくなった. 4，000， 5， 200mg /kg投与ではp下痢のみ

られたものもあった.4，000mg/kg以下の投与では 2

日目以降は，動き回わるなどp 前日に比べかなり元気に

なり，体重の増加もみられた (Fig.1). 死亡数は，

Table 1に示したとうりである.死亡は，投与後 3時

( 
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Fig. 1. Changes of body weight of survival 

rats orally administered with PHBB-Na 

as compared with initial body weight 

Control (鶴)， 2， 366mg/kg (0)， 3，076mg/kg(口)，

4，000mg/kg (ム)， 5，200mg/kg (x) 

間目から始まり，死亡のほとんどが24時間以内に起っ

た.死後解剖例では，胃に，血液の混入した液体が多量

にたまり，前腎部は薄く伸び，腺胃音tは，あたかも表面

がj容かされているような嬢腐と，血餅の付着が観察され

た.腸管内にも血液の混入した液体が多く含まれ，腸管

監がやや赤味をおびていた.また胃と接した部分の肝

臓，牌臓は白色化し， 3日目以降の死亡例ではp 胃と，そ一

れに接した器官，組織の間に癒着がみられた.生存ラッ

トの剖検の結果，胃粘膜，特に，前胃ー腺胃境界部に出

血がみられ，まずこ，胃とそれに接した部分の器官，組織

(胃，肝臓，牌臓，腹腔壁など〉が偽膜を形成して癒着

をおこしているのが観察された.その程度は，雄の方が

著しかった. Bliss のプロピット法7)で計算すると，

LDso値は， 雄， 4，200mg/kg， 雌約 5，100mg/kgで

あった.

PHBB:どの投与群にも，特に目立った異常はみられ

なかった.軽い下痢が，ゴマ油のコントロール，投与群

の両方に，また，アラビアゴムの投与群の数例に観察さ

れた.400mg/mlとし、うきわめて高濃度の懸濁液で多量
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Table 1 Mortality ratios of rats orally administered with PHBB-Na and PHBB 

A) PHBB-Na 

Initial Body Mortality Ratiosal 
LDso 

Confidence 

Sex Weight Dose (mg/kg) limit at 
P=0.05 

Mean土S.D.(g) 2，366 3，076 4，000 5，200 6，760 
mg/kg 

mg/kg 

Male 135土7 0/5 1/5 4/5 4，200bl 5，200-3，500 

Female 121土6 0/5 0/5 0/5 4/5 about 5， 100 

B) PHBB 

Mortality Ratiosal 
Initial Body 

Dose (mg/kg) LDso 
Sex Weight 

Mean土S.D.(g) Oleum sesami 5%Arabia gum mg/kg 。 8，000 。 8，000 

Male 181土7 0/5 0/5 0/10 8，000 

Female 128土6 0/5 0/5 8，000 

a) Mortality ratio expressed as number of animals that died (numerator) to those used (denominator) 

b) Regression line of Y on x : Y =9. 3x-29. O. c) Not determined. 

の投与を行ったため，かなり投与の無理があり，また，

PHBBの刺激性からかp 胃からもどす傾向もあり，投与

群の中に，気管への逆流のためか呼吸音の聞こえる動物

が何例かみられた. 8，000mg/kgを投与した40匹の動物

の中で，死亡したものはアラビアゴム懸濁液投与の雌 1

囚のみであった (Table1). この動物はp 激しい呼吸音

の聞かれた動物で，肺の一部に出血がみられた.生存例

の解剖では， 8，000mg/kg (ゴマ油〉の雌一回の前胃，

肝臓，腹腔控， ~卑臓に癒着がみられたが，他の例には，

異常は観察されなかった.体重変化は， Fig. 2に示した

ように，投与群の雄で，投与後 1日目 2日目，雌で 1

日自の体重の増加が，対照に比べておさえられていた.

その後の増加は対照と近いが，測定期間中には，雄は対

照群に追いつくことはなく，雌は，近づく傾向をみせ

た.

2) 胃に対する PHBBの影響

PHBB-Naとグリシシ緩衝液の比較:投与後4時間で

は， PHBB司Na投与の胃は， グリシン緩衝液やコントロ

ールに比べ大きくふくらみ，血液の混入した液体が多量

にたまり，前胃は薄く伸び¥腺胃部は出血し康f閣がみら

れた.グリシン緩衝液では，胃内に液がほとんどなく，

腺胃部のひだに， ところどころ血液がにじんでいたが，

その程度は軽度であった (Fig.3，4). グリシン緩衝液

投与例では投与後 2日自には，出血のあともみられず，

全く正常であった. PHBB-Na投与例では，関の大きさ

は正常にもどっていたが，前胃ー腺胃の境界部および，

ひだに沿って出血のあとがみられた.

低濃度の PHBB-Naの胃に及{ます影響:内容物の

pH，重量，胃粘膜の状態は， Table 2に示したとうり

であり， 388mg/kg投与で、は全例が， 194mg/kg投与でも

数例が出血をおこしていた.内容物の pHは， 776mg/ 

kgの投与で， 9前後， 388mg/kgで， 7.5前後でありア

ルカリ側であったが， 194mg/kgでは 4前後と，酸性

であった.内容物の量は雌雄とも 776mg/kg投与群で、は

非常に多かったが， 388mg/kg， 194mg/kgで、はp 少なか

った.しかしコントロールではほとんど内容物がない

ことから，あきらかに差があると考えられる.

懸濁状態の PHBBの影響:8， OOOmg /kgおよび6，000

mg/kgの投与では，前胃 3腺胃の粘膜のはく離が著しか

ったが， 4， OOOmg /kg 投与では， その程度は軽度で、あ

った. 2， OOOmg /kgでは異常はみられなかった.

間腸のレシトゲシ検査:得られた結果は， Table 

3に要約した.PHBBを投与した群で、は投与後3時間経

過しでもノミリウムが胃から移動した形跡はなく， 11時
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Observations on gastric content and mucosa of rats orally administered with PHBB-Na Table 2 

Female 五tlalePHBB 
State of mucosa 

P.P. p.g. 

Gastric content 

pH Weight(g) 

State of mucosa 

P. p.a) p. g.b) 
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pH Weight(g) (mg/kg) 
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1. thin 
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1.00 
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8.4 

3. 8.63 
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bleeding 
sore 

thin 
slightly 
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O. 59 

9.0 

7.6 

3. 

1.35 6.6 2. 0.64 7.8 2. 388 

0.26 8.0 3. 1.67 8.2 3. 

slightly 
bleeding 

O. 49 3.6 1. slight1y 
bleeding 

0.06 4.0 1. 

O. 15 4. 0 2. 0.37 3.4 2. 194 

O. 19 3.4 3. 0.68 4.8 3. 

1. 1. 。
2. 

a) p. g. : pars glandularis b) 

2. 

P. P. : pars proventricularis 



with PHBB The movement of BaS04 in the gastrointestinal tract of rats administered Table 3 

24hr 

2 3 1 3 
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(
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吋

+ + + : plentifuly observed 
+ + : moderately observed 
+ : slightly observed 
A : 2，000mg/kg of BaS04 

B : 4， OOOmg /kg of BaS04 

C : 2， OOOmg /kg of PHBB and 2， OOOmg /kg of BaS04 



108 A1l11. Rep. Toわ'0Metr. Res. Lab. P.H.， 26-2， 1975 

140 

/ゴMal巴

130-

120 

110 

設 100

也場ー 140 
-山~ 岡

F"D C 2130 

{ 出4令0 d ω v昨ト企 120 

110 

一一寸一一

Female 

2 3 4 5 6 7 

Days 

Fig. 2. Changes of body weight of survival 

rats orally administered with PHBB as 

compared with initial body weight 

Control (oleum sesami)，畿;8， OOOmgjkg (oleum 

sesami)， 0; contr叫 (arabia gum)， ; 8， 000 

mgjkg(arabia gum)，ム

間経過してもかなりの量が胃内に存在し 24時間後も残

っていた.小腸，盲腸中にはバリウムは検出されなかっ

た.バリウムのみの投与では，投与直後から，胃だけで

なく小腸にもかなり移行しており 3時間後には，胃の

中にはほとんど認められずすで、に盲腸への移行がみられ

た. 6時間後では，ほとんどが盲腸に存在し 11時間後

には糞中にかなり排、准され， 24時間後には，体内にほと

んどみとめられなかった (Fig.5). 以上の結果から，

PHBB 投与群では， コントロールに比べ， 硫酸バリウ

ムが胃から出てし、く速度が，あきらかに遅くなることが

わかった.

考察

PHBB-Naの経口投与による LDso値は， Ma tthewsl) 

らによると，マウスで 950mgjkgで、ある.われわれが今

回ラットについて行った結果で、は， LDso値は， 雄で

4，200mgjkg，雌で約 5，100mgjkgで、あり，マウスの値よ

りかなり高かった.彼らの結果との差は，動物種の違い

によるものかもしれない. 懸濁状態の PHBBの LDso

値は，星野2)が，マウスで 17.13g・jkg，SokoP) が，や

はりマウスで 5，000mgjkgという値を出している.われ

われの実験で、は， 8， OOOmg j kg 以上の投与は不可能であ

った.8， OOOmg jkg投与した40匹の動物のうちp アラビ

アゴム懸濁液投与の雌 1匹に死亡が認められたが，この

死亡は，投与の無理や試薬の刺激性が原因となって胃か

らもどした液が，一部，呼吸器に入ったことによる可能

性も考えられる. Fig.2は， 体重変化のグラフである

が，投与群では雌雄とも，投与後 2日間の体重ののびが

思い.この理由はいろいろ考えられる.まず， PHBBに

よって胃の機能が抑制されることがウサギを使った実験

で報告されており 2) われわれの実験で、も， 硫酸バリウ

ムの胃からの移動時間が， PHBB投与のものであきらか

に遅れる傾向がみられた.以上のことから， PHBBが胃

の中にあると， PHBBおよび飼料の胃からの移動がおく

れ，食物の摂取量が減ることが考えられる.しかしなが

ら，胃の粘膜のはく離，および呼吸器への液の逆流が，

体重変化と関係している可能性も考えられる.いずれに

せよ， LDso値は， 8，000mgjkgより大きく，急性毒性作ー

用はかなり低い.

円
山
内
同

，---，一一一「

10 
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5 '0 15 
Volume of 3N I-ICI (ml) 

Fig. 6. The titration curves of 50ml of 0.5 

M and 1.0M PHBB-Na， and 1.0M glyc-

ine-NaOH buffer with 3N HCl 

1.0M PHBB-Na (0)， 0.5M PHBB-Na (ム)，

1.0M glycine-NaOH buffer (鯵〉

Fig. 3，4は PHBB-Na， および pHがそれと等し

く，緩衝作用もほぼ等しい (Fig.6)グリシン緩衝液を

投与し胃に対する影響を比較した結果で、ある. PHBB-

Naは，塩酸を加えていくと白色の沈でんを生じかな

りの緩衝作用を有する. しかし，緩衝作用が 1Mグ

リシン緩衝液とほぼ等しい PHBB-Na(1， 942mg"/kg 

投与〉も， 作用が半分 (776mgjkg) 以下のものも，
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胃に対する影響が， 1Mグリシン緩衝液の投与と比べ， '閣であるが， グリシン緩衝液との比較実験の結果から，

比較にならないくらい強く，単にアルカリとしての 単にアルカリとしての作用のみでは説明できないことが~

作用のみでは説明できない.グリシン緩衝液は，投与 わかった.そこで， 2，000mg/kgの PHBBと，硫酸パ

後 4時間自にはすでに腎内の液量がほとんどないこと リウム投与し，レントゲンによりバリウムの動きを観察

からみて，短時間で小腸に移動したと考えられる. した結果， PHBBの投与により，胃からのバリウムの排

PHBB-Naは， レントゲン写真の結果 (Table3， Fig. 出時間のおくれがあきらかに認められ， PHBBが胃壁を

のからみても， 胃からの移行が，数時間ではほとんど 麻痔しぜ、ん動運動を阻害する，あるいは，幽門括約筋

ないため，アノレカリとしての効果が強められると考えら に働いて幽門を閉じさせる働きのあることが示唆され

れる. PHBB が，胃から小腸への物質の移動をおくれ た.このことから， PHBB-Naの投与では，胃での滞留

させる原悶として考えられるのは， (1)胃壁を麻痔し胃 時間が長くなり，アルカリとしての作用が強化されるも

のぜ、ん動運動を阻害する働きがあること (2) PHBBが，

幽門括約筋に{動いて，幽門が閉じその結果，腎からの

移動がおくれることなどが考えられる. PHBB-Na投与

による胃内の液量の増加はp 飲水の有無にかかわらずみ

られることから， PHBB-Naが，胃の中に長時間滞留し

ている聞に，生体側の恒常作用が働き，胃液等の分泌が

促進されることも関係しているものと思われる.

要約

PHBB の急性毒性試験(致死量および胃に対する影

響〉について検討し次のような結果を得た.

PHBB-Naのラットにおける LDso値は，雄で4，200

mg/kg，雌で約 5，100mg!kgであった.PHBBを 5%ア

ラビアゴム水溶液およびゴ、マ油に懸濁した 8，000mg/kg

を投与した40匹の動物の中で，死亡したものは，アラビ

アゴム懸濁液投与の雌 1匹のみであった.

PHBB-Na投与ラットの主症状は，胃粘膜の出血と廃

のと考えられる.
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Fig.3 Stomachs of rats administered with PHBB-Na ( left )， 

water ( center ) and glycineイねOHbuffer ( right ) 

Fig.4 Stomach mucosa of rats administered with PHBB-Na (left)， 

water (center) and glycine-NaOH buffer (right) 

Fig.5 The X咋 ayphotographs of rats administered with BaS04"'(1，3)， and BaS04 and PHBB'~合(2 ， 4)

ー:4，OOOmg/kg BaS04 州:2，OOOmg/kg BaS04 and 2，OOOmg/kg PHBB 

1，2 : Immediately after administration 3，4: 3 hours after administration 
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Subacute Toxicity of p-Hydroxybutylbenzoate (PHBB) 

HIROSHI FU]lT AぺSUMIEKA W ANO大 AKIEMIZUO*， 

YORIKO MABUCHI*， ]UN-ICHIRO KABASHIMA穴 TOSHIKONAKAO司

and KOGO HIRAG A牢

急性毒性試験を行った結果， 1) パラオキシ安息香酸ブ

チル (PHBB)は，死亡率でみたときにはそれほど強い

毒性を示す化合物であるとは考えられないが，胃に対す

る障害作用の可能性が示唆された.われわれは，ひきつ

づき PHBB添加飼料による 1ヶ月飼育の亜急性毒性試

験を行った.

ラットを用いた PHBBの車急性試験に関する報告と

しては， Matthewsら2)のものがほとんど唯一のもので

ある.彼らは， 2%および 8%添加飽料による 3ヶ月飼

育を行った結果， 8%では多数の死亡例が認められた

が， 2%では何ら異常は認められなかったとしている.

そこで，本実験においては，彼らの結果を参考にして投

与量を8%および 4%とした.

また， 急性毒性試験の結果， PHBBナトリウム塩は

PHBBそのものよりも相当毒性が強いことがわかった

ため，特に両者を比較検討する立場から実験を行った.

実験材料および実験方法

1. 実験動物

Wistar-]CL系ラットを用い， 1週間の予備飼育後，

5週令で実験を開始した.実験開始時の平均体重は，雄

136 g，雌124gであった.室温250，湿度50%，照明時

間7時一17時とした環境下の一般飼育室において，飼育

を行った.全飼育期間にわたって，一般症状の観察およ

び体重の測定を行い，飼料摂取量の測定を 5回行った.

2. 試料

実験に用いたノミラオキシ安息香酸ブチルは，和光純薬

製特級試薬， Lot. No. KIO 2284 (PHBB 98.0%以上〉

である.

3 投与方法および投与期間

飼料の調整には， 日本グレア製飼料原末CE-2を用

いた. PHBB添加飼料は， 飼料原末に 4%および 8%、

の PHBBを加えて国型飼料とした(以下これを投与し

た群をそれぞれ 4%投与群， 8%投与群と呼ぶ).PHBB. 

ナトリウム塩 (PHBB-Na)添加飼料は， 4%および

8%の PHBBに当モルの NaOHを加えて， PHBB-

Na溶液としたものを飼料原末と混合後，国型飼料とし

た(以下これを投与した群を Na-4%投与群， Na-8 

%投与群と呼ぶ).各群雌雄共10匹(1ケージ 5匹〉の

ラヅトに以上の飼料を 4週間自由摂取させた.また，水

道水を自由に飲ませた.

4. 検査方法

1) ラットは，断頭後，血球および血清生化学的検査

のための採血を行い，解剖による肉眼的観察を行った.

2) 器官重量:心臓，肺，胸腺，肝臓，牌臓，腎臓，

盲腸，甲状腺，副腎，精巣，前立腺，精のう，卵巣およ

び子宮は，摘出後秤量を行った.以上の器官および醇

臓，胃，小腸，大腸，勝航および精巣上体は，組織標本

作製のためにホノレマリン固定した.

3) 血液学的検査:断頭後，ヘパリン塗布試験管に採

血を行い， Coulter Counter Model-Sを用いて以下の

7項目について測定を行った. ①白血球数 (WBC)， 

②赤血球数 (RB C)，⑤ヘモグロピン量 (Hgb)，④ヘ

マトクリット (Hct)， @平均赤血球容積 (MCV)，@ 

平均赤血球ヘモグロピン最 (MCH)，⑦平均赤血球へ

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新橋区百人町 3-24-1

本 TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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Fig.1. Changes of relative body weight of rats administered with PHBB and 
PHBB-Na in diets as compared with initial body weight 

十一一一 +Control-0ーベ)-PHBB4%一合--!:r-PHBB8%一._.，喜一 PHBB-Na4%-，金一配 PHBBNa8%

モグロビン濃度 (MCHC). のラットによって捕食されていた.

4) 血清生化学的検査:血液を室温で30分間放置後遺 2. 体重および飼料摂取量

心分離機 M400を用いて以下の10項目について行った. 体重の変化は，投与開始日の体重を100として Fig.1 

①総タンパク量 (TP，ピュレット法)，②グルコース に，飼料摂取量は Table1に示した.体量増加曲線を

量 (GLU，ク、、ルコースオキシダーゼ法)，①尿素窒素 みると，すべての投与群で対照群との聞に大きな差が認

量 (UN，ウレアーゼインドフェノール法)，④総コレ められたが， PHBB投与群と PHBB-Na投与群との

ステロール最 (CHO，Lieberman-Burchard法)， ⑤ア 聞の差は，雄の 4%投与群を除くと無視できる程度で，

ルブミン量 (ALB，ブロムクレゾールグリーン法)， 雄の 4%投与群では， Na-4 %投与群よりやや大きかっ

⑤グルタミン酸ピルピン酸アミノ基転移酵素 (GPT， た.全投与群とも投与開始後数日間の体重減少はきわめ

Reitman-Frankel変法)，⑦ク、、ルタミン酸オキザロ酢酸 て顕著であった.両4%投与群では 2日目まで体重減少

アミノ基転移酵素 (GOT，Reitman-Frankel 変法)， が続き，開始日の約90%まで減少した.その後，ほぼ対

③アルカリホスファターゼ (ALP，Kind-King変法)， 照群に平行した速度で増加したが， 2週日頃から対照群

①コリンエステラ{ゼ (ChE，L1pH法)，⑪ロイシンア との差がやや大きくなる傾向がみられた.両8%投与群

ミノベプチダーゼ (LAP，Takenaka-Takahashi法). では体重減少は7-10日目まで続き，対照群の約80%に

結果および考察 まで低下した.特に死亡した動物の体重減少は大きく，

1. 一般症状 開始日の55%にまで低下した.しかし，両8%投与群と

投与初期には，運動性の緩慢なラットがみられたが， もに， 10日目頃からは体重の増加が起り，雌では対照群に

これは体重の一時的減少による衰弱が原因と考えられ， 平行した速度で，雄ではそれよりも遅い速度で増加した.

体重の増加とともに回復が認められた.それ以外には対 Table 1に示した飼料摂取量の結果から判断すると，

照群に比べて特に顕著な変化は認められなかった.投与 体重減少の主な要因は，飼料摂取量の低下とみられる.

開始後10日自に， Na-8 %投与群の雌雄各 1匹の死亡が おそらく，PHBB添加飼料に対する動物の忌避があるの

みられた.ただし，この雄は，観察時までに，向ケージ であろう.投与後半における体重増加の抑制傾向は，こ
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Table 1. Food and drug consumption of rats administered with PHBB and P託BB-Nain 

diets for a month 

Drug consumption 

g!kg B. W. !day 

Food consumption 

g!rat!day 

PHBB-Na 
4% 8% 

PHBB 
4% 8% 

PHBB叩 Na
4% 8% 

PHBB 
4% 8% 

Control 

Male 

0.71 
2.61 
6.62 
6.35 
5.47 

1. 87 
4.19 
3.85 
3.46 
2.91 

0.67 
2. 14 
7.34 
7.46 
6.34 

1.76 
3. 10 
3.27 
2.99 
2.68 

n
u
n
u
n
U
ハU
A
U

1. 0 
3.3 
9.7 
12.0 
12.3 

5. 6 
13. 1 
17.2 
19. 1 
18.4 

O. 9 
2. 6 
10.6 
13.9 
13.8 

5. 3 
10.0 
15.6 
17.4 
17.8 

Control 

17.8 
17.5 
20. 4 
22. 1 
21.8 

days~ 

0-2 
2-4 
10-12 
17-19 
24-26 

0.79 
2.42 
5.50 
7.00 
6.10 

1.32 
3.68 
3.59 
2.72 
2.83 

0.36 
2.24 
6.33 
6.30 
6. 10 

1.27 
3.50 
3. 02 
2.68 
2.44 

日

u
n
u
n
u
n
u
n
u

1.0 
2.8 
6.9 
10.7 
10. 9 

3.4 
10. 5 
13. 1 
11.1 
12.6 

0.5 
2.6 
8.3 
10.2 
11.1 

3.4 
9.9 
11.1 
11.2 
11.1 

15、3
15.2 
16.2 
15.4 
16.0 

0-2 
2-4 
10-12 
17-19 
24-26 

Female 

呈していた.なお，これらの変化は，病理組織学的には

粘膜の肥厚であり，錯角化症をともなう角化冗進による

ものであった.

腺胃では，粘膜壌が少なく，粘膜は全体的に白色を皇

し，粘液の減少がみられた.投与量による差をみると，

これらの変化の程度は，両8%投与群では両 4%投与群

に比べてやや強い傾向がみられた.

前胃および腺胃にみられたこれらの変化が，飼料摂取

および消化に物理的な影響を与えている可能性は，十分

に考えられる.

対照群を含めて，雄は30%，雌は 6%のラットに水腎

がみられたが，対照群と投与群における出現頻度および

水腎の程度に差がみられなかったことから， PHBB に

よる影響ではないと患われる.また，雄の 4%投与群に

1例ではあるが，前立腺の肥大，出血が認められた.

雌の Na-8%投与群の死亡後の剖検の結果， 腹水，

胸水の貯留，腎の出血，卵巣，副腎の充血がみられ，小

腸に血液の貯留が観察された.

5. 器官重量

器官の絶体重量および体重比重量は， Table 2および

3に示したとおりである.

絶対重量についてみると，すべての器官は，全投与群

ともに対照群に比べて減少し特に両8%投与群ではほ

とんどの器官が有意の減少を示した.

体重比重量についてみると，心臓，肺，肝臓，牌臓，

腎臓，盲腸および精巣では，対照群に比べて，有意な増

加ないしは増加の傾向がみられた.胸腺および精のうで

の時期に至っても飼料摂取量が向体重値の対照群のそれ

に比べて少ないことに起因するものと思われる，

投与群の実験終了時における体重値に基づいて判断す

ると，両 4%投与群では約10日，両8%投与群では約2
0

日の成長の遅れがあると考えられる.

3. 薬物摂取量

薬物摂取量は，飼料摂取量によって決まるため，投与

初期の両8%投与群の摂取量は，両4%投与群のそれを

下まわるが，飼料摂取量の増加にともなって逆転が起

り，投与開始後24-26日目における薬物摂取量は Na-

4%投与群では 2.7g !kg!day， Na-8 %投与群では5.9

g!kg!dayとなる.この Na-8%投与群の摂取量は，

L Dso値，約4g !kgl)の1.S倍に相当するが，飼料に混

和して徐々に摂取されるため，急性毒性でみられたよう

な重篤な影響は生じなかったと考えられる.

4. 蔀j検所見

全投与群において，雌雄ともに胃に最も顕著な変化が

見られたが， PHBB投与群と PHBB-Na投与群との

聞に差は認められなかった.前胃では，径 1".._， 2mmの

淡黄白色の小隆起がみられた. この小隆起は，弾力性が

なく，力を加える事・により容易に剥離した.その分布の

状態をみると，両 4%投与群では噴門付近に多くの小峰

起が存在し，径約 1cmの島状の肥厚を呈していた. ま

た，嬰状縁に沿った部位にやや多い傾向がみられた.両

8%投与群では，同様な小隆起は，ほぼ前胃全体にみら

れたが，特に噴門付近から援状縁に沿って大轡に至る広

い範囲に多数の小隆起が結合して存在し，顕著な肥厚を
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は対照群との聞に差を認められなかった.副腎は， 8% 

投与群以外は減少の傾向を示し，特に両4%投与群の減

少は顕著であった.甲状腺は，両4%投与群では減少，

両8%投与群では増加の傾向を示した.また，前立腺，

卵巣および子宮では，両8%投与群の減少が顕著であっ

た.

以上のように，投与群における絶体重量および体重比

重量は，対照群に比べて顕著な変化を示した.しかし

これらの投与群では，体重減少から見た成長のおくれが

著しいため，投与群の器官重量を対照群の同一体重を示

す週令動物の器官重量と比較してみる必要がある.すな

わち，両4%投与群では約10日，両8%投与群Tは約20

日の成長のおくれがあるとみられる a 週令と器官重量の

変化については，坂本ら3)のSD系ラットについての報

告があるので，本実験で用いたラ γ トとは系統による差

があるので明確なことは言えないが，一応，それを参考

にして，少々，検討を加えてみたい. 5-9週令では，

動物の週令にともなって器官の体重比重量が徐々に低下

する器官が多いため，本実験の投与群の多くの器官で認

められた絶対重量の減少と体量比重量の増加は，動物の

成長の遅れによってよく説明されるかもしれない.

しかしながら，胸腺，副腎，精巣，卵巣，子宮および

前立腺の重量の変化は，単なる成長の遅れによっては説

明できなし、かもしれない.胸腺は約6週令で絶対重量の

増加がほとんど停止すると考えてもよさそうであり，投

与による成長の遅れがあっても，実験終了時の 9週令ま

でには絶対重量が対照群に十分追いついてよさそうであ

るが，実際には，投与群のそれは，対照群に比べて明ら

かに小さく，特に両8%投与群では減少がはなはだ大き

く，投与による胸腺の萎縮を考えてもよし、かもしれな

• 
、
I
V
 

また，両4%投与群で副腎の絶体重量が大きく減少

し体重比重量にも減少の傾向がみられたことから，投

与により副腎が小さくなっている可能性も考えられる.

また，精巣の体重比重量は，他の器官に比べて両4%

投与群，両8%投与群ともに，その増加が著しかった.

この結果は，精巣の成長は，胸腺と逆に，体重増加の抑

制状態においてもかなりょいと考えてよし、かもしれな

• 
、、
しV

卵巣，子宮および前立腺の両8%投与群の体重比重量

が顕著な減少を示したことは，体重増加の完全な停止が

長期間続くというきわめて苛酷な条件下で，これらの器

官の成長が特に抑えられている可能性が考えられる.

以上述べたような器官重量の変化は，どこまでが飼料

摂取量の低下によるもので，どこからが，実際に薬物自

体の影響によるものか明らかでない.また後者の場合に

しても，薬物が直接その器官を捧害しているのか，それ

とも大量の薬物の負荷というストレスに対する内分泌系

等の関与した合目的的適応であるのかは明らかでなく，

今後の検討が必要であろう.

6. 血液学的検査

結果を Table4に示したが， RBC， Hctおよび MCV

には，対照、群に比べて差を認められなかった.WBCに

は，雌の 4%投与群で有意な増加が認められたが，全投

与群をみわたしたとき，一定の傾向を認められなかっ

た.Hgbは，雄ではほとんど変化がないが， 雌では減

少の傾向を示し，両8%投与群では有意な減少を示し

た. MCH， MCHCには，雌雄ともに有意な減少ない

Lは減少の傾向が認められた.

7. 血清生化学的検査

結果は Table4のとおりである.TPには，雌雄とも

に全投与群で有意な減少または減少の傾向がみられた.

GLUには，減少の傾向が認められたが，投与群間で差

がみられなかった. CHOは，一部の投与群で減少を示

Lたが，一定の傾向、は認められなかった. ALBは，す

べての投与群で有意な減少，ないしは減少の傾向を示し

た.GPTは，全投与群で顕著な増加を示し，投与量と

の相関もうかがわれた.GOTには，有意ではないが増

加の傾向が認められたが，投与群間に差は認められなか

った. ALPは，雌雄とも，ほとんどすべての投与群で

有意の増加を示した. ChE は，雄では有意の増加を示

したが，雌では有意の減少を示した. LAP は，対照群

との聞にほとんど差が認められなかった.

血清生化学的成分にも成長にともない，かなり大きな

変化がみられるりことから，添加飼料摂取による成長の

遅れを考慮、に入れる必要がある.そこで，比較的成長の

遅れの少ない 4%の場合についてのみ対照群との比較を

行うと， TP， ALBおよび雌の ChEの有意、の減少もし

くは減少の傾向が認められ， ALPおよび GPTには明

らかな増加が認められた.以上の血清生化学検査の結果

から， 4%の投与レベルにおいて軽度の肝障害が起てい

る可能性も考えられる.

総括

急性毒性試験の結果， PHBB-Naは， PHBBそのも

のよりも毒性が相当強いことがわかったため刊 本実験

では，飼料に混ぜ、て 1か月間投与したときの両者の毒性

についての比較を行った.その結果，体重変化，剖検所

見，器官重量，血液学的検査および血清生化学的検査の

いずれの結果においても，両者の間にはほとんど差が認

められなかった.そこで， PHBB-Naは，飼料に混ぜ、
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て徐々に撰取させた場合には，強力なアルカリとしての

作用を示さないと考えてよさそうである.

本実験では， 4%および 8%と，非常に薬物の添加最

が多かったため，おそらく飼料に対する動物の晴好性が

原因と考えられる飼料摂取最の著しい低下，および，そ

の結果としての成長の遅れが薬物そのものの影響を考え

る上で，結果の解釈を非常に困難にした.特に 8%の投

与では， 56週令とし、う成長の初期の段階で完全な体

重増加の停止が10日近くも続いたことから，薬物そのも

のの影響よりも飼料を摂取しない影響の方がはるかに重

大であると考えられる.事実， 10日目頃から飼料摂取量

の増加にともなって，体重の増加がみられた.そこで，

薬物そのものの影響をみていく上では，むしろ，成長の

遅れの少ない 4%の投与群の結果を重視すべきであろ

う.

4%の投与において得られた著明な変化をまとめてみ

ると，①体重変化からみた約10日の成長のおくれ，②部

検所見では，前胃粘膜における淡黄色の小隆起の観察，

①器官重量では，体重からみた成長のおくれで説明でき

ない胸腺，副腎および精巣の重量変化，④血清生化学的

検査では， TP， ALBおよび雌の ChEの減少および

GPT， ALPの増加があげられる.

以上のように; 4%の投与で種々の変化が観察された

がp この投与量で明らかに銅料摂取量の低下が起るた

め，以上の変化を薬物そのものの影響であると断定する

ことはできない.この点を明確にするためには， pair 

feedingのような実験を組んで，飼料摂取量の違いの影

響をなくす必要があろう.飼料摂取量の違いを無視し

てp以上の変化が薬物の直接的影響であるとしてみても，

これらの変化が，ある組織または器官への薬物の直接的

な障害を示しているものか，それとも，大量の薬物の負

荷というストレスに対する動物体の合目的的な適応を示

すものか明らかでない.

Matthewsら2) は， PHBB 8 %添加飼料の 3ヶ月投

与により，多数の死亡を認めているが，本実験では，投

与初期に著しい衰弱は認められたものの，死亡は 1例も

観察されなかった.このような著しい差を生じた原因と

しては，彼らが用いた動物は，実験開始時の平均体重が

35gであり，本実験で用いた動物(約l30g)に比べて

はるかに小さいので，添加飼料に対して順応する前に衰

弱して死亡したと考えられる.

終りに，本実験の結果， PHBB4%添加飼料による 1

ヶ月飼育で，明らかな変化が認められたことから，もう

少し低い濃度で，長期間投与したときの影響について，

今後，検討していく必要があると思われる.

要旨

パラオキシ安息香酸ブチル (PHBB)およびそのナト

リウム塩の亜急性毒性を検討する目的で，両者を 4%お

よび 8%の濃度で飼料中に添加して， Wistar-JCL系ラ

ットに 1ヶ月間投与し，種々の測定を行った. その結

果， PHBBとそのナトリウム塩との聞にはほとんど差

が認められなかった. 8%の投与量では，初期の飼料摂

取の忌避によると考えられる顕著な体重減少と，その後

のはなはだしい成長の遅れが観察された. 4%の投与に

よっても， 成長の遅れ， 開粘膜(特に前胃)，器官重量

および血清生化学的検査における変化が認められたが，

そのすべてが薬物そのものの影響によるものか，それと

も飼料摂取量の低下によるものか明らかでない.

謝辞 胃粘膜の病理所見は，本研究所毒性部の藤井孝

氏に依頼した.ここに感謝の意を表します.
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Absolute and relative organ weight in male rats On oral administration of PHBB and PHBB-Na for a month Table 2. 

PHBB-Na 8% 
9 

PHBB-Na 4% 
10 

PHBB 8% 
10 

PHBB 4% 
10 

Control 
10 No. of rats 

Heart (g) 
Lung (g) 
Thymus (g) 
Liver (g) 
Spleen (g) 

0.73 土0.07 中料*ド
0.97土O.13中卒中

O. 39土0.07判中

10.59土1.73林中

0.54土0.06制，*

0.91土0.05料

1.24土0.24
0.53土0.09*
13. 60土1.17中

0.67土0.08*

0.67土0.06'1日!日l'

1. 12土0.24中

O. 39:t0. 11ヰヰ*

11. 19:t 1. 38'料*

O. 5日1土0.08'1口同

0.93土0.06本

1. 13土O.16キ

0.58土O.13 
15.58土1.68 
O. 67土0.08*

1.02土0.07
1.38土0.23
0.65土O.10 
15. 23:t1. 68 
0.78土0.11

与
さ
・
~
出
向
、
・
叫
4
0

除、ch
h
m

円、.
N
N
2・
hhN
守・

M
V
・民

-
h
?
?
5
3

0.94 土O. 04中判ヰ中判zむ吋sヰ中1: 

O仏.93土O. 0侃5宕引デr礼中判lドド凶:口吋2ヰ宇iドz
0.88土O.15 
13.80土2.36*
16. 29:t1. 75判ヰ

1.17土0.08*
1. 15土0.09*
0.92土O.16 
14.26土2.77 
18. 91:t 1. 61林

0.94土0.06ヰホj:

0.94土0.05キヰホ

0.83土O.10* 
12. 50土2.90**
16.94土1.86'料*

1.21土O.12 
1.23土O.12 
O. 89土O.13 
14.52土2.59
20. 18土1.87本

1.28土O.13 
1.27土O.14 
O. 94:t0. 13 
17. 83:t3. 13 
26.78土5.52

Kidney-R (g) 
Kidney-L (g) 
Ceacum (g) 
Tbyroid gl. (mg) 
Adrenal gl.-R (mg) 

Absolute 

17.29 土2.57'料ドμM同附3司*小iド'1"口3
1.36土0.06判口l'

1.41土0.07'1吋Z中

O. 15土0.02料ヰ

O. 14:t0. 04*料

19. 56:t3. 34*~ヰ
1.51土O.10 
1.56土O.ll
O. 19土O.04* 
0.23土O.07 

18. 76土1.70宇和1~

1. 39土O.12料

1. 44土0.09"中 l'

O. 15土0.02林中

O. 12土0.02'1中 l'

21.01 :t2. 46'司判i
1.57土O.13 
1.63土O.15 
O. 24:t0. 08 
O. 22:t0. 07 

28. 14:t5. 25 
1.56土O.10 
1. 64:tO. 10 
O. 24:t0. 05 
0.27土0.06

Adrenal g1. -L (mg) 
Testis-R (g) 
Testis-L (g) 
Seminal vesic1e (g) 
Prostate gl. (g) 

Weights 

0.34土0.02ヰヰ本

O. 45:t0. 05 
0.17土0.02
4.86土0.37料

0.25土0.02*

0.32土O.02料*

O. 43:t0. 08 
O. 18土0.04本

4.72土0.33料

O. 23:t0. 03 

0.31 :t0. 01林中

0.53土O.15料

O. 18土0.04
5. 21土0.37*料

0.24土0.02

0.31土0.02料

O. 38:t0. 06 
0.20土0.04
5.21土0.42料本

0.23土0.03

O. 29:t0. 01 
0.40土0.07
O. 19土0.03
4. 35:t0. 23 
O. 22:t0. 03 

Heart (g!100g B.W.) 
Lung (g!100g B.W.) 
Thymus (g!100g B.W.) 
Liver (g!100g B.W.) 
Spleen (g!100g B.W.) 

O. 43:t0. 04ヰキ*

O. 43:t0. 04料

0.41土0・05卒中*

6.35土0.84*
7. 53:t0. 55 

0.41土O.03料

0.40土0.03*
0.32土0.05
4. 90:t0. 86 
6.57土0.54

0.44土0.03'ドホ*

0.44土0.05***
O. 38:t0. 03林中

5.87土1.17
7.92土0.92

O. 41:t O. 02** 
0.41土0.03料

0.30土0.04
4.85土1.01
6.74土0.56

0.37土O.03 
0.36土0.04
0.27土0.03
5. 14土0.92
7.62土1.54

Kidney-R (g!100g B.羽T.)
Kidney-L (g!100g B.W.) 
Ceacum (g!100g B.W.) 
Tbyroid g1. (mg!100gB.W.) 
Adrenal gl.-R (mg!100g B.W.) 

Relative 

8.00土1.05
0.63 土0.08ゲ4料ご吋中州4中判z吋4

0.66土O.10料水

0.07土0.01
O. 07:t0. 01 

6. 80:t1. 18 
0.53土0.04料水

O. 54:t0. 04料*

0.07土0.01
0.08土0.03

8.78土1.00
0.65土O.08料水

0.68土0.09林中

O. 07土0.01
0.05土0.01林

7. 04:t0. 85 
0.53土0.05本料

0.55土0.06料

0.08土0.03
0.08土0.03

8. 06:t1. 45 
0.45土0.04
0.47土0.04
O. 07土0.01
0.08土0.02

Adrenal gl.-L (mg!100g B.W.) 
Testis-R (g!100g B.明T.)
Testis-L (g!100g B'W.) 
Seminal vesic1e (g!100g B.W.) 
Prostate gl. (g/100g B.V¥人〉

Weights 

from control pく0.05，料 Pく0.01，林中 pく0.001，* Significantly diffrent Varues are the mean土S.D.



Table 3. Absolute and relative organ weight in female rats on oral administration of PHBB and PHBB-Na for a month 

PHBB-Na 9% 
9 

PHBB-Na 4% 
10 

PHBB 8% 
10 

PHBB 4% 
10 

Control 
10 No. of rats 

Heart (g) 
Lung (g) 
Thymus (g) 
Liver (g) 
Spleen (g) 

0.59土0.06林中

0.87土0.11料

O. 43:t0. 09'ド

7. 76:t1. 08半

O. 46:t0. 06料日1:

0.64土0.04キホホ

0.95土0.10'1ミ

0.47土0.08
8.46土0.58
0.53土0.05

0.56土0.03林中

0.96土0.16'ド
0.41土0.09料

8.22土0.52
O. 46:t O. 03'ド*

0.67土0.04**
1.20土0.23
0.48土0.09
8.51土0.50
0.57土0.07

0.75土0.06
1.17ごと0.24
0.53土0.08
9.23土1.37
0.58土0.05

('.73土0.05料水

0.70土0.04料口ì~

0.74土0.09
10.86土1.68
18. 13土1.96判咋

0.79土0.06'1中 j:

O. 77:t0. 05料

O. 72:t0. 05 
11.81土1.54
21.55土1.39'料口j:

0.76土0.04中卒中

O. 76:t0. 04林中

0.75土0.11
10.92土2.91
20.24土1.46中中本

0.81 :t0. 05料

0.79土0.04中*，ド

O. 74:t0. 11 
11.09ごと1.93
22. 35:t2. 84林中

0.89土0.06
0.86土0.07
0.79土O.12 
13.86土3.42
28.47土3.29

Kidney-R (g) 
Kidney-L (g) 
Ceacum (g) 
Thyroid gl. (mg) 
Adrenal gl. -R (mg) 

Absolute 

Weights 

w同18. 50:t1. 78林中

23.53土5.28宇和1:
23.67土4.48"γ同

0.24土0.06判中

22.55土2.11判口1:
36.89土5.89
34. 07:t8. 99 
O. 43:t0. 10 

21. 72:t1. 79料水

27.83土6.40料*

26. 50:t7. 27*料

O. 22:t0. 04林中

22.74土2.39引司*中iド= 

34.41土5.48'判 =

33.76土5.83*
0.35土O.16 

29.85土3.86
41.83土4.76
40.32土6.75
0.42土0.05

Adrenal gl. -L (mg) 
Ovary -R (mg) 
Ovary -L (mg) 
Uterus (g) 

~ト
ー品、、
2:l~ 

塑

同
相
識

0.35土0.02*料

O. 51:t0. 07 
O. 26:t0. 05 
4.56土0.39判中

O. 27:t0. 02宇中

0.33土0.02中

O. 48:t0. 05 
0.24土0.03
4.31 :t0. 32ヰ*

0.27土0.02*

0.35土0.02ネ

O. 56:t0. 10 
0.24土0.04
4.80土0.33林中

0.27土0.02中

O. 33:t0. 03 
0.59土O.12本

O. 23:t0. 04 
4.20土0.17料

O. 28:t0. 04* 

O. 31:t0. 01 
O. 48:t0. 09 
0.22土0.03
3. 80:t0. 31 
O. 24:t0. 03 

Heart (g/100g B.W.) 
Lung (g/100g B.W.) 
Thymus (g/100g B.W.) 
Liver (g/100g B.W.) 
Spleen (g/100g B.W.) 関山

!

?

H

C
叶
切

0.43土0.04料

O. 42:t0. 04' 
0.43土0.05牢判ヰ中=中

6. 30:t0. 88 
10. 71:t1. 12* 

O. 40:t0. 03* 
0.39土0.03料

0.37土0.02中本

6.01土0.84
10.98土0.94

O. 45:t0. 03'1中 i:

0.44 :t0. 03木材

0.44土0.06判中

6.37土1.65
11.87土0.85

0.40土0.02料 Z

O. 39:t0. 02林中

0.36土0.04中

5. 46:t0. 90 
11.09:t1.76 

0.37土0.02
0.35土0.02
O. 32:t0. 04 
5.66土1.18
11.76土0.76

Kidney-R (g /100g B.奇N.)
Kidney -L (g/100g B.W.) 
Ceacum (g/100g B.W.) 
Thyroid gl. (mg/100g B.W.) 
Adrenal gl.-R (mg/100g B.W.) 

Relative 

Weights 

11.06土0.75平

13. 55:t2. 29材

14. 07:t3. 20 
O. 13:t0. 03 

11. 48:t1. 20 
18. 75:t2. 90 
17.32土4.51
O. 22:t0. 06 

12.68土1.05
16.17土3.23
15. 37土3.76
O. 13土0.02*

11. 28:t1. 56 
16. 93:t2. 07 
16.77土3.36
0.17土O.09 

12. 34:t1. 12 
17.40土2.29
16.85土3.48
O. 18土0.03

Adrenal gl.-L (mg/100g B.W.) 
Ovary -R (mg/100g B.W.) 
Ovary -L (mg/100g B.W.) 
Uterus (g/100g B.W.) 

同
一
戸
、
吋

本同 pく0.001，** pく0.01，* Significantly different from control pくO.05， Values are the mean土S.D.



Blood components， biochemical values in serum of rats on administration of PHBB and PHBB-Na for a month Table 4. 
]
F
H

∞
 

PHBB-Na 8% 

WBC (x103/mmり
RBC (x 106/mmり
Hgb (g/dl) 
日ct(%) 
MCV (u3

) 

8.0土1.0
7.2:1:0.3 
14.1 :1:0.5 
39.4土1.1
55.6土1.5

PHBB-Na 4% 

9.7土2.7
7.3土0.4
14.8土0.6
40.6:1:1.9 
56.4土0.5

PHBB 8% 

7.5:1:1.6 
7.2土0.4
14.2土0.7
39.7土1.9
56. 1土1.7

PHBB 4% 

8.5土1.7
7.3土0.3
14.7土0.5
40. 8土1.6
55.9土1.2

Control 

8.6:1:2.9 
7.0土0.6
14.4土1.2
39.2土3.1 
56.6土1.3

み
さ
・
~
出
向
、
.
叫
4
0

除
、
。
ミ
ミ
コ
河
内
h
-
h
h
N
F
・
M
J
同こ

m
m
i
M
M
5
3

19. 9:t0. 5中 l'

36. 1土0.8*
7.1土0.4料

131土13
21. 7:t2. 6 

20.5土0.9
36.5土1.5
7. 4:t0. 5 
131土6

22.5土1.9料

20. 1 :t0. 7 
36.0土0.8キ

6.9土0.4判咋

127土5
16.4土2.2料

20. 1士0:6'ド
36.2:1:0.8 
7.5土0.4
132土7

22. 3:t2. 7* 

20.7土0.6
36.8土0.7
7.8土0.4
138:1:15 

20.0土2.0

MCH (uug) 
MCHC (%) 
TP (gjdl) 
GLU (mg/dl) 
UN (mg/dl) 

乱tIale

66.8土7.6中

4.6土0.2
53. 7:t5. 0林中

132土20
63.3土18.9*

79.3:1:8，8 
4.7土0.3

43. 1土6.8料

135:t9 
61.6土11.5卒中本

71.8土7.4
4. 4:t0. 2判官*

48.9土4.5料水

130土13
63.8士19.2'同

75.8土6.9
4.8:1:0.3 

42.8土6.l'同

130土21
60. 6:t18. 6本

79.0土1l.9
4.8土0.3

35. 0:t4. 6 
124土17

41.4:1:6.5 

CHO (mg/dI) 
ALB (g/dl) 
GPT (K.U/ml) 
GOT (K.U /ml) 
ALP (KA-U /dl) 

O. 14:1:0.03 
38.9土10.23 

O. 13土0.03
36. 2:t6. 8 

O. 14:t0. 02 
36.8:1:7.7 

O. 13:t0. 05 
31. 1土4.6*

O. 09:t0. 02 
37.1 :1:4.8 

ChE (L1pH) 
LAP (U/ml) 

7. 9:t2. 6 
7.1士0.4
14.2土0.7ヰ

38.9土1.5
55.2:t1.。

6.9土1.7
7.3:1:0.7 
14.5土0.6
39. 8:t3. 4 
55. 1土1.。

7.9土1.4
7.1土0.6
14. 4:t0. 7* 
39.6土3.2
56.1:1:1.8 

8. 1ゴ二1.6平

7.4:1:0.3 
15.0土0.5
40. 1 :t2. 5 
55.7土2.3

6. 7:t1. 3 
7.2ことO.6 
15. 1土0.8
40.4:1:3.8 
56.2:1:1.7 

WBC (x 103
/ mmり

RBC (x 106/mmり
Hgb (g/dl) 
日ct(%) 
MCV (u3

)" 

20. 1土0.9ヰ

36.5土1.2
7.2土0.3中

126:1:14 
22.2土3.4

20.2土0.8*
36. 8土1.8
7.4:1:0.5 
126土13
19.5:1:2.3 

20. 4:t0. 8 
36.6土1.5
7. 3:t0. 3'ド
122:t10料

19.4:1:2.5 

20.5土1.0
37. 1土1.7
7.2土0.2*
125:tll * 

20.7:1:2.2 

21. 2:t0. 9 
37. 9:t2. 0 
7. 7:t0. 5 
136土8

20. 1土3.7

MCH (uug) 
MCHC (%) 
TP (g/dl) 
GLU (mg/dl) 
UN (mg/dl) 

Female 

75.7土6.2
4.7土0.2

51.0:1:8.3ヰヰホ

142土15
39.3土14.0

78.7土7.7
4. 8:t0. 3 

41.2:1:6.9 
142土16

51.2土12.9林中

63.0:1:7.7料

4.7土0.2
52.4:1:6. T判料iド同=吋咋司牢=口2

142土24
47.3土15.0料

73.6土8.5
4. 7:t0. 2ヰ

41.4:1:5.3 
141:t 15 

43. 4:t10. 7料

76.3土7.5
4.9土0.3

35.5土5.8
138土19

29.2土5.7

CHO (mgjdl) 
ALB (gjdl) 
GPT K.Ujml) 
GOT (K.Ufml) 
ALP (KA-U jdl) 

0.22土0.05
38. 4:t7. 4 

0.28:1:0.10 
36.6士6.9

0.20土0.05
39.1 :1:9.3 

0.30土0.09
34.6:1:6.3 

0.49:1:0.16 
36. 6土8.1 

ChE (L1pH) 
LAP (Ujml) 

ホ申ホ pく0.001，ヰヰ pく0.01，* Significantly different from control pく0，05，Values are the mean士S:D.
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ラットの血液凝固系!こ対するパラオキシ安患番酸ブチ)1.-

およびその関連化合物の影響について

水尾昭江* )11 野澄江本中尾 I1国子*

平賀興吾中

Influence of p-Hydroxybutylbelt1zoate (PHBB) and 

Related Compounds on Blood Coagulation in Rats 

AKIE MIZUO穴 SUMIEKA W ANO叱 TOSHIKONAKAOヰ

and KOGO HIRAGA本

;者 Bエヨ

われわれはラットによるパラオキシ安息香酸ブチル

(以下 PHBBと略す〉の急性毒性試験，ならびに盟急

性毒性試験を行ってきた(別報).その結果， P日BBの

ナトリウム塩の投与により胃に出血が起ることが明らか

にされたが， PHBB に構造が類似しているアセチルサ

リチル酸(以下 ASAとl略す〉およびサリチル酸につい

ては古くからその大量投与により，腸管における出血，

血液凝固異常，低プロトロンピン症などが起ることが知

られている 1-5)

そこで本報告では，ラットを用いて PHBBの血液凝

固系への影響を ASAおよびサリチル酸と比較検討する

実験を行った.まずはじめに実験 Iでは， PHBB (ゴマ

油けん濁液)8，000mg/kg 1回投与の影響について検討

した.ついで実験Eでは， 4 % PHBB， o. 5% ASA， 

0.5 %サリチル酸添加飼料による 1ヶ月飼育の影響につ

いて検討を行った.飼料の添加量は， PHBB について

は，亜急性毒性試験の結果から， ASAとサリチル酸に

ついては予備試験の結果から，動物が比較的よく飼料を

摂取する添加最を考慮して， それぞれ 4%および 0.5%

とした.

実験方法

1. 動物および投与方法

実験 1 7週令の Wistar-]CL系雄ラット (実験開

始時の体重200"""'250g) 22~を用いて実験を行った.動

物は 3群にわけ 1群は無処置の対照群 2群はゴマ油

投与群 3群は PHBB投与群とした.各群の動物数

は， それぞれ 5，8および 9匹である. 投与前日の夕方

から絶食させた動物に，体重 100g当り 2mlのゴ、マ油お

よび PHBBゴマ油けん渇液 (400mg/ml)を胃ゾンデ

を用いて経口投与した.投与 1時間後から同型飼料を与

え， 2日後に血液凝固能に関する測定を行った.なお，

PHBBは和光純薬製特級試薬， Lot No. KIO 2284であ

く:).

実験E

1) 飼料添加飼料の調製には，日本クレア製飼料原

末CE-2を用い，これに各薬物を添加後，固型飼料と

した.用いた試薬は， PHBB:和光純薬製特級試薬，

Lot No. KIO 2284， ASA :三晃製薬製局方品， LotNo 

S 36181，サリチノレ酸:和光純薬製特級試薬， Lot No. 

IEM2254である.

2) 動物 Wistar-]CL系雄ラット 40匹を 4週令で購

入し， 1週間予備飼育後添加飼料を 1ヶ月与え，体重お

よび飼料摂取量の測定を行った.各群の動物数は10匹と

し， 5匹飼いのケージで飼育した.実験開始時の平均体

重は143gであった.

2. 採血および血築，血清の分離

動物はエーテル麻酔下に回定して頭部を開き，外頚静

脈より採血した.まず，血液凝固時間測定用に約 0.5ml

を採血し，続いて 3.8%クエン酸ナトリウム 0.2mlを

入れた注射筒を用いて血液 1.8ml を採血し，血授の分

離に供した.さらに別の注射筒を用いて採血を行い，プ

ロトロンピン消費試験用の血清の分離に供した.

3. 血液;疑問能の測定

中東京都立衛生研究所毒性部 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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Table 1. Effect of a single dose of PHBB (8，000mg/kg) 

on blood coagulation 

Group 
Clotting time (min) 

P. T. (sec) P. C. T. (sec) 
Beginning Ending 

1.37土0.99ω 2.77土1.03 18.0土 4.6 33.8土20.7

0.84土0.55 3.74土1.73 19. 1土 5.4 76.7土38.3叫)

1.93土1.96 4. 41土1.65 24.8土10.4 122.6土36.8料ホ十c)

N on trea ted 

Sesame oil 

PHBB 

P. T. : Prothrombin time P. C. T. : Prothrombin consumption test 

a) Mean土SD.

b) Significantly different from non treated キ Pく0.05中料 Pく0.001

c) Significantly different from sesame oil + Pく0.05

(
出
)

300 

2
5
田区々
。∞

。 10 20 30 
Days 

Fig.1. Changes in the mean body weight of 

rats after administration of PHBB， 

ASA and salicylic acid diets 

←一一→ Control diet 

X一一~ O. 5%ASA diet 

←一一一噛 4%PHBB di巴t

企-----/:::，. 0.5%salicylic acid diet 

血液凝問時間 (Sah1i-Fonio法)， 血紫カノレシウム再

加時間(P.R. T.)，プロトロンピン時間 (P.T.)，部

分トロンポプラスチン時間 (P.T. T.)，プロトロンピ

ン消費試験 (P.C.T.)の測定は臨床検査法提要6) に

従って行った.用いた試薬は SimplastinA (Warner-

Chilcott社製)， Platelin (Warner -Chilcott社製)，

Bactothromboplastin (Difco社製)， Prothrombin free 

rabbit plasma (Dade社製〉である.

結果

実験 I

1) 体重，一般症状および剖検所見 PHBB投与

群では約 7gの体重減少がみられ， 2日目の測定時まで

増加が認められなかった. PHBB投与群の一般症状と

しては， 一部の動物で， 鼻血， 呼吸時の雑音が観察さ

れ，また，解剖の結果，胃の出血が全例にみられた.

2) 血液凝闘能 測定結果を Table1.に示した.

血液1疑問時間については， PHBB群の開始時間は対照

群と差はなく，また，完結時間は 4.4分で，無処置群の

2.8分，ゴマ油群の3.7分に比較して差があるとは認めら

れなかった.

プロトロンピン時間については，無処置群の18.0秒，

ゴマ油群の 19.1秒に比較して， PHBB群は 24.8秒と延

長の傾向を示したが有意の差とはいえなかった.

プロトロンピン消費試験については， PHBB群は無

処置群に対しては Pく0.001で，コpマ油群に対してはP

く0.05で有意の延長が認められた.

実験E

1) 体重および飼料摂取量 Fig.1.に投与後の体重

変化を， Table 2.に1日当りの飼料と薬物の摂取量を示

した.体重は各投与群とも投与開始後 1""""2日間減少し

たがp これは飼料の摂取量の低下によるものと考えられ，

その後，摂取量の増加に伴なって対照群にほぼ平行した

速度で増加した.

飼料摂取量は11日目頃から各群ともほぼ一定となった

が， ASA群およびサリチル酸群が対照群とほぼ同程度

の摂取量を示したのに対して， PHBB群の摂取量は対

照群より少なかった.また11日""""25日の体重増加量を摂

取量でわって摂取効率を求めたところ，対照群は33%，

PHBB群は 34%，ASA群は 27%， サリチノレ酸群は 28

%で， ASA群およびサリチル酸群は対照群に比べて低
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Table 2. Food and drug consumption of rats maintained 

on P託BB，ASA and salicylic acid diets 

Days Control 
Food Drug 

0-2 16.8ι) 。α)

4-6 18.4 。
11-13 20.2 。
23-25 20.2 。

a) gjday 

PHBB 
Food Drug 

5.2 0.21 

14.4 O. 58 

16.0 0.64 

17.5 0.70 

ASA 
Food Drug 

9.8 0.05 

18.2 0.09 

21. 8 0.11 

21.2 0.11 

salicylic acid 
Food Drug 

6.9 0.03 

16.5 0.08 

20. 4 O. 10 

21.1 0.11 

Table 3. Clotting tests of rats maintained on PHBB， ASA 

and salicylic acid diets for a month 

Group 
Clotting time (min) P.R(m.Tin. 〉 P.T. P.T( .T. p. C.T. 
Beginning Ending sec) sec) sec) 

Control 1. 87:::!::0. 60 4.08土0.83 2. 01:::!::0. 53 13.6土1.4 33. 9:::!::4. 6 54.9土22.3 

PHBB 1.90土0.38 4.15土0.79 2. 19土O.37 15.1:::!::1.9 32.7土4.9 79. 6:::!::30. 3 

ASA 1.84土0.58 4.19土0.85 2. 18土0.33 15.7土1.7料 37.3土6.8 42.7土17.7

Salicylic acid 1.92土0.40 4.37土0.29 2.46土1.64 15. 5:::!::2. 1* 38. 4:::!::7. 7 44.0土14.6

PHBB， ASA and salicylic acid were added to diets at levels of 4， 0.5 and 0.5% 

respectively 

P. R. T. : Plasma recalcification time P. T. : Prothrombin time 

P. T. T. : Partial thromboplastin time P. C. T. : Prothrombin consumption test 

Values are the mean土SD. * Pく0.05 料 Pく0.01

い値を示した.なおこの期間の薬物の 1日平均摂取量は

PHBB群は 2，500mgjkg，ASA群は370mg/kg，サリチ

ル酸群は388mg/kgであった.

2) 一般症状および剖検所見 1ヶ月の投与期間中，

各投与群いずれも一般症状の特に異常と思われる変化は

認められなかった.剖検所見では PHBB群全例の胃の

噴内部に淡黄色の小隆起がみられたが， ASA群およびサ

リチル酸群ではそのような変化は認められなかった.

3) 血液凝固能 結果を Table3.に示したが，血

液凝固時間では，開始時胤完結時間ともに各投与群と

対照群との間には差は認められなかった.また，より

鋭敏な凝固時間の測定方法であるカルシウム再加時間

(P.R.T.)の測定においても同様に差は認められな

部分トロンポプラスチン時間 (P.T.T.)について

は， PHBB群では対照群との聞に差がなく， ASAおよ

びサリチル酸ではわずかな延長の傾向が認められたが有

意差はなかった.

プロトロンピン消費試験 (P.C.T.)については，

対照群の 54.9秒に比較して， PHBB群は 79.6秒、と延長

の傾向が認められたが， 有意差はなかった. ASA群お

よびサリチル酸群ニで、は，それぞれ42.7秒， 44.0秒と対照

群と差がないか， むしろ短縮の傾向を示した PHBB

群は対照群に対しては有意差はなかったが， ASA群，

サリチノレ酸群との間には，それぞれPく0.01で有意の差

が認められた.

考 察

かった PHBB，ASA およびサリチル酸の血液凝固系への影

プロトロンピン時間 (P.T.)については， PHBB群 響を比較する実験を行ったが， PHBB 8， 000 mg /kgの

は有意の差はなかったが延長の傾向を示し， ASA群は 1回投与， 4 % PHBB， 0.5% ASA， 0.5%サリチノレ酸

Pく0.01で，サリチル酸群はPく0.05で有意の延長を示 添加飼料の 1ヶ月投与では，いずれも著しい凝固異常は

した.しかし延長の程度は対照群の13.6秒に対して， A みいだされなかった. PHBBでは， 1回投与および 1ケ

SA群は15.7秒，サリチル酸群は15.5秒で(それぞれ対 月投与のどちらの場合にも，プロトロンピン時間および

照群の15%および 14%の延長)，それほど大きなものと プロトロンピン消費試験の延長ないしその傾向が認めら

はいえない. れた.また， ASAおよびサリチル酸の 1ヶ月投与で
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は，プロトロンピン時間は延長したにもかかわらず，プ

トロンピン消費試験は短縮する傾向を示した.血液凝固

時間，カルシウム再加時間，部分トロンポプラスチン時

間では，各群とも対照群との間にそれほど大きな差は認

められなかった.

上に述べたように， PHBB投与によりプロトロンビ

ン時間の比較的小さな延長とプロトロンピン消費試験の

比較的大きな延長とし、う結果が得られたが，この現象

を， プロトロンピン(または第四悶白子〉以外の減少がな

い場合，プロトロンピン時間にわずかな延長を生じる程

度のプロトロンピン(または第四因子〉量の減少が，プ

ロトロンピン消費試験の値に大きく反映していると解釈

してよし、かもしれない.

また， ASAおよびサリチル酸の投与で、は，プロトロ

ンピン時間の延長とプロトロンピン消費試験の短縮傾向

という PHBB投与とは異った結果が得られたが，この

場合，プロトロンピン以外の因子の減少の方が大きいた

めと考えてよいかもしれない.

従って， PHBBと， ASAおよびサリチル酸の血液凝

固系に対する作用の仕方には違いがあるのではないかと

考えられるが，原因については今後検討したい.

ASA，サリチル酸によるプロトロンピン時間について

は多くの文献があり，特にリウマチ治療のための ASA

投与がプロトロンピン時聞を延長させるとし、う報告が多

し、 1-4)

Quickら7) は健康人に85.7mg/)_{.gの ASAを6日

間投与することによりプロトロンピン時間が12秒から15

秒に延長し出血時間，血小板数，プロトロンピン消費

試験には変化はみられなかったとしている.また， 12人

の健康人に対し 650mgASAの 1回投与を行ったが，

プロトロンピン時間に影響はなかったという報告もあ

る 8)

Linkら9) はラットに対するサリチル酸の影響を調べ

ているが，低ビタミンK飼料で飼育した場合は 10mgの

1回投与でプロトロンピンに時間が延長し， 普通飼料

では 100mgでも延長は起きなかったとしている.また，

60日連続投与では普通飼料で飼育した場合， 100mgjday 

で軽い低プロトロンピン症をおこす例が少数あったと述

べている.

また， Coldwell，IO) Zawidzka11) の実験でも， ASA 

100mgjkgの 1回投与，あるいは連続投与を行ったラッ

トでプロトロンピン時間の延長はなかったと報告してい

る.このように，文献値からみても， ASAおよびサリ

チル酸は，人間においても，ラヅトにおいても単独では

プロトロンピン時間のそれほど大きな延長を起さないと

みてよさそうであり，飼料中のピタミンKの濃度が重要

な意味を持っているものと思われる.本実験の結果でも，

370""""388 mgjkg/day の 1ヶ月投与の投与量は文献よ

りかなり多かったにもかかわらず，プロトロンピン時間

の14"""'15%程度の延長がみられたにすぎなかった.

要旨

PHBB， ASA およびサリチノレ酸の血液}疑問系におよ

ぽす影響についてラットを用いて検討を行った.その

結果，血液凝固時間には変化が認められなかったが，

PHBBの投与によりプロトロンピン時間およびプロト

ロンビン消費試験の値には延長の傾向がみられ，また，

ASA およびサリチル酸の投与では，プロトロンピン時

間の延長とプロトロンピン消費試験の短縮の傾向が認め

られた.この結果から， PHBBと ASA およびサリチ

ル酸では，血液凝閤系に対する作用の仕方に違いがある

と考えてよし、かもしれない.
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ヘキサケ口)~べ ンの雄マウス生殖器官!こおよiます影響

大石真之本平賀興吾ホ

Effects of Hexachlorobenzene (日CB) on Reproductive 

Ul'gans of斑ale Mice 

SHINSHI OISHI* and KOGO HIRAGA* 

ヘキサクロルベンゼン(百CB)は， 小麦の殺菌剤や，

ゴムの添加剤として広く用いられており， 1955ー 1957年

にはトルコにおいて広範囲な中毒事件をひきおこしてい

る 1)

HCBの毒性は， ポルフィリン症が知られており， そ

の他には光過敏症が主症状である.人3)

最近， HCBの環境汚染4-6) や食品汚染7-10) が報告さ

れ，又，全米科学アカデミー海洋専門部会が，将来予測

される海洋汚染物質として， HCBを指定している 11)

HCBの毒性は偶然の事故によって知られた上記の症

状以外，余り知られていないが，最近になり， HCBの

胎盤通過性問や，催奇形性別，優性致死法による変異原

性13)の研究が進められている.しかし塩素系農薬14，15)で

知られている雄性生殖器への影響をみたものはまだな

く，その影響が懸念される.そこで今回は HCBの雄性

生殖器への影響をマウスを用いて，内分泌系を中心に行

った.

実験材料および実験方法

1. 実験動物 当衛生研究所毒性部で生まれた ICR

系雄マウス(生後 2ヶ月および5ヶ月)を用いた.飼育

条件は，室温25土10，湿度50土 5%の動物室で，プラス

チックケージに各 1匹ずつ飼育した.飼料(日本クレア

CE-2)および水は自由に摂取させた.

2. 実験に用いた HCBは，東京化成 1級試薬 (Lot.

FBM01)である.テストステロン抽出用のジクロルメ

タンは， 関東化学特級試薬を硫酸洗浄後2回蒸留を行

った.その他の試薬はすべて和光純薬特級を使用した.

3. 投与方法 HCB はオリープ油に溶解し， 5mg/ 

kg， 25mg/kg， 50mg/kgを腹腔より 1回投与した.対

照群には，同容量のオリープ油を投与した.

4. 検査方法 マウスは断頭採血後，肉眼的観察を行

い，脳，蹄，心臓，肝臓，腎臓，牌臓，皐丸，精裏の重

量を測定した.

白血球数 (WBC)，赤血球数 (RBC)，血色素濃度

(Hgb)，へマトクリット (Hct)，平均赤血球客積(MCV)，

平均赤血球ヘモグロピン量 (MCH)，平均赤血球ヘモグ

ロビン濃度 (MCHC)を， Coulter Counter Model S 

で測定した.

皐丸テストステロンの測定は，赤色蛍光法16)に多少の

変更を加えて行った.

実験結果はすべて， Smirnoffの棄却検定および

Student's t-testにより推計学的な検討を行った.

実験結果

HCB投与 24時間後の各臓器重量(体重比重量)は

Table 1に示した. HCB 25mg/kg投与群において，

肝臓，腎臓重量の増加が認められた. 50mg/kg投与群

においては， 増加傾向が認められたが， 個体差が大き

く，有意な差とはなっていない. HCB投与24時間後の

精裏重量は， HCBの投与量とともに減少傾向がみられ，

50mg/kg投与群では，有意な差が生じていた.

HCB投与5日後の各臓器では，対照群と比べて，特に

有意な差を生じたものは認められなかった (Table2). 

解剖時の肉眼的所見では，投与後24時間で，肝臓に，わ

ずかに充血がみられた以外，特に異常は認められなかっ

た.

HCB投与5日後の血液学的検査結果は， 50mg/kg投

与群に，白血球数の減少が観察された. その他 RBC，

Hgb， Hct， MCV， MCH， MCHCには有意な差はみら

れなかった (Table3). 

投与24時間後の皐丸組織中テストステロンは，投与量

中東京都立衛生研究所毒性部 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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Table 1. Organ weights1
) 24hr after a single intraperitoneal dose of HCB 

Organ 

Brain 

Lungs 

Heart 

Liver 

Kidneys 

Testes 

Seminal vesicles 

Control 

1.09こと0.032)

0.69土0.07

0.51土0.02

4.71土0.11

1.64土0.06

0.79土0.04

1.14土O.10 

HCB 25mg/kg 

1.20土0.02

O. 64:t0. 04 

0.61土0.05

5. 30土0.23*

1.87土0.04林

0.75土0.02

1.08土O.10 

l)Organ weights are expressed as a percentage of body weight. 

2)Values given are the mean土SEfor 5 rats. 

* Values are significantly different from control value at Pく0.05

料 Valueis significantly different from cont1'ol value at Pく0.02

HCB 50mg/kg 

1.11土0.05

0.63土0.02

0.57土0.04

5.32土0.35

1.81土O.07 

0.78土0.04

0.89土0.03*

Table 2. O1'gan weights1) 5 days afte1' a single intraperitoneal dose of HCB 

Organ 

B1'ain 

Lungs 

Hea1't 

Liver 

Kidneys 

Spleen 

Testes 

Seminal vesicles 

Control 

1.34土0.0392)

0.95土0.036

0.52土0.024

6.38土O.129 

1.77土0.059

O. 36土0.026

0.74土0.018

0.57土0.021

HCB 5mg/kg 

1.35土0.074

0.85土0.050

0.49土0.015

6. 42:t0. 136 

1. 73:t0. 041 

0.34土0.023

0.73土0.054

0.54土0.029

l)01'gan weights a1'e exp1'essed as a pe1'centage of body weight. 

HCB 50mg/kg 

1.39土0.030

0.97土0.064

0.53土0.015

6.74土0.172

1.78土0.031

0.34土0.017

0.74土0.025

0.53土0.023

2)Values given a1'e the mean土SEfo1' 7 1'ats (cont1'ol and 5mg/kg) 01' 8 1'ats (50mg/kg). 

Table 3. Hematological values 5 days after a single intraperitoneal dose of HCB 

Cont1'ol HCB 5mg/kg HCB 50mg/kg 

WBC (x 103/mmり 5. 19土0.441
) 5.32土1.05 4. 13土0.22*

RBC (x 106/mmり 8.80土0.22 8.86土O.12 8.76土O.10 

Hgb (gm/dl) 16.2土0.24 16.2土0.29 16.6土0.27

Hct (%) 45.4土1.19 44.5土0.70 45. 1土0.46

MCV (μり 52.3土0.42 51.7土0.21 52.4土O.46 

MCH (μμg) 18. 7:t0. 32 18.8土0.29 19. 1土0.21

MCHC (%) 35.8土0.63 36.4土0.58 36.5土O‘32

llValues a1'e the mean:tSE for 7 rats (control and 5mg/kg) 01' 8 rats (50mg/kg). 

* Value is significantly different from C(mtrol at Pく0.05.

Abbreviations; WBC: Leucocytes， RBC: E1'ythrocytes， Hgb: Hemoglobin， Hct: Hematocrit， MCV : 

Mean corpuscular volume， MCH: Mean corpuscular hemoglobin， MCHC: Mean corpuscular hemoglobin 

concent1'a tion 
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Table 4. Testicuar testosterone level 24hr and 5 days after a single intraperitoneal dose of HCB 

24 hr 5 days 
Testosterone (μgjg) 

Control 

25mgjkg 

50mgjkg 

4.53土1.98(5) 

3. 37土1.67(5) 

2.48土0.76(5) 

5.09二七1.37(7) 

5.87土1.69(8) 

Values given are the mean土SE.

NLlmbers in parentheses indicates number of observations 

の増加に伴い，減少傾向がみられたが，個体差が大きく

有意な差とはなっていない.投与5日後には，テストス

テロン濃度は，対照群とまったく同一レベルであった

(Table 4). 

考察

HCBはポルフィリン症をひきおこすことが教科書的3)

によく知られた事実で、あり，一連の塩素化ベンゼンと同

様塩素座癒 (chloracne)をひきおこすと思われるため，

内科学的，皮膚科学的研究が主に行われており，一般毒

性試験はまだ少ない. 今回の実験は， HCBを 1回投与

しその後の臓器重量，血液学的，内分泌学的検査を行

っTこ.

臓器重量についてみると，投与24時間後において，肝

臓，腎臓重量の増加がみとめられている.PCB (25mgj 

kg)， 17) 2，3，7， 8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin(TCDD， 

2.5μgjkg)17)では， 1回投与10日後に肝臓重量の増加が

認められており，塩素化芳香族化合物は主に肝臓に障害

をおこすものと考えられる.しかし p-dichlorobenzene

(PDCB， 50mgjkg)では投与 24時間後の肝重量の増加

はみられていない 17)

投与5日後の肝重量は対照群と差はみられないが，こ

れは， HCB 腹腔投与では投与後数時間で肝濃度は最高

に達し， 24時間で最高時の 1/5程度となり，更に 7日後に

は1/13に減少することが知られており， 1
8
)HCBの肝濃度

が肝重量に密接な関係を持っているものと考えられる.

TCDDや PCB投与で明瞭に認められた脂肪肝17)は，

HCBではみられなかった.

血液学的な検査では， WBCの減少傾向がみられたが，

これはベンゼン， γ-BHC等で知られている芳香族や，

塩素化炭化水素特有の変化19)とも思われるが，マウスを

用いての PCB，TCDD玄では，白血球の減少はみられて

いない 17)

RBCは， HCB では有意差はみられないが， TCDD 

では減少傾向 17) PCBでは増加17)というように， 一定

の関係はみられていない.

テストステロン濃度は， 24時間後に減少傾向がみら

れ，精裏重量も減少している.しかしテストステロンの

減少と精裏重量の減少に相闘があるか否かは不明であ

る.特に TCDDでは 1回投与 (2.5μg/kg) 10日後に

テストステロン濃度の減少が知られている 17)が，精裏重

量の減少はみられない.なお， 24時間後と 5日後で精裏

重量に差があるのは，実験に用いたマウスが， 2カ月令

と5カ月令であり，年令に大きな差のあるためと考えら

れる.

塩素系農薬の雄性生殖器系におよぼす影響については

いくつか報告があり， 14，15) その内分泌系への影響が示唆

されている. HCB， TCDDでテストステロンレベノレの

減少がみられたことは，これら塩素系化合物の特徴とも

考えられる.なお， HCB中に TCDD が徴最混入して

いるとの報告別)がなされており，今回の実験において，

TCDD が混入しているか否かは不明であるが， TCDD 

単独投与の実験で，微量で (2.5μg/kg)テストステロン

を減少させ，肝霊最を増加させることを考えると，今回

の実験においても， TCDDの影響を否定できない.

以上 HCBの毒性実験はまだ予備的段階を出ていない

が，肝，内分泌系への影響があるものと考えられる。更

に TCDDの混入の可能性も合めて今後検討を行いた

、、U
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ジー 2ーエチ)(...ヘキシルフタレート (DEHP) の

毒性学的p 内分泌学的研琵

(1) DE国 P腹腔投与時のう‘γ ト雄性

性腺系におよ{ます影響

大石真之*平賀輿吾申

Toxicological and Endocrinological Investigations 

of Short -Term Effects of Administel'ing 

Di・2・ethylhexylphthalate(DEHP) 

( 1) Effects of Daily Intraperitoneal Dose of 

D回目P on Gonadal Function of Male Ra ts 

SHINSHI OISHI* and KOGO HIRAGA中

化学物質の環境汚染や食品汚染が，社会問題となるに

つれ，その安全性の研究が重要になりつつある.

従来行われてきた毒性試験法は，一般毒性試験(急

性，亜急性，慢性〉および特殊毒性試験として，繁殖性，

催奇形性，発癌性，変異原性1-3)が主に行われているが，

内分泌学的機能検査は，試験方法が未確立であり，又複

雑であるため，ほとんど行われることはなかった.しか

し内分泌器官は生体機能の重要な調節器官であり，そ

れに対する化学物質の影響を検索することは，毒性試験

法のーっとして必須であると考えられている.

そこで今回，環境汚染や食品汚染い}が進みつつある

フタール酸エステノレ類のうち，生産量のもっとも多い，

ジー 2-エチルヘキシルフタレート (DEHP)を用いて，

内分泌学的な毒性試験法(主に視床下部ー脳下垂体一雄

性性腺系〉の確立のための予備的実験を行ったので報告

する.

実験材料および実験方法

1. 実験動物，生後10週令の Wistar-]CL 系成熟雄

ラット(体重330-420g)を用いた.飼育条件は SPF 

動物室内(室温25土1o，湿度50土5%)で 1ケージに

1匹ずつ入れて飼育した.飼料(日本グレア CE-2)お

よび水は自由に摂取させた.なお動物室内の照明は12hr

明， 12hr暗である.

ホ東京都立衛生研究所毒性部 160 

2. 試薬実験に用いた DEHPは東京化成試薬特級

(Lot. AK02)である.又，人紙毛性生殖腺刺激ホル

モン (HCG)は，帝国臓器ゴナトロピン(Lot.FD5F1) 

を用いた.テストステロン抽出用のジクロルメタンは関

東化学試薬特級を，硫酸洗浄後 2回蒸留して用いた.そ

の他の試薬はすべて和光純薬特級又は精密分析級を用い

た.

3. 投与方法および投与期間

DEHPは，毎日午前10時に1.25g/kgを腹腔より投与

した.対照群には同容量のオリ{ブ油を投与した.投与

期間は 5日間とし，最終投与の24時間後に以下の諸検査

を行った.

4. 検査方法

( i) 皐丸静脈血の採血は， ネンブタール (30mg/kg，

妙， Abbott Lab. U. S. A.)麻酔下へパリン 200Uを

投与，全身をヘパリナイズし， 10分後に大沢ら6)の方法

に主り右皐丸静脈より行った.採血後，肝臓，腎臓，事

丸重量を測定した. 皐丸静脈血は 3，000rpm，10分間の

遠沈により，血援を分離した.

(ii) HCG刺激試験 ネンブタール麻酔下， HCG 100 

1. U.を左大腿静脈より投与し， 15分後に右皐丸静脈よ

り採車を行った.なお採血10分前に右大腿静脈よりへパ

リン200Uを投与し全身へパリナイズを行った.採血後，

3-24-1 

中 TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Hea.ltli 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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肝臓，腎臓，皐丸重量の測定を行った.皐丸静脈血は(i) 

と同様にして血授を分離した.

(温)皐丸静脈血媛中テストステロンの測定は赤色蛍光

法7)に多少の変更を加えて行った (Fig.1). 本測定法

0. 1ml of p1asma 

↓di1uted with water to 2m1 

↓extracted with 7m1 of dich10romethane 

↓washed with 1m1 of sodium hydroxide 

↓washed wi th wa ter 

5ml of dich10romethane 1ayer 

↓evaporated to dryness under nitrogen gas 

↓仰出dw凶仙 1ayerchromatog叫 y

(benzene-ethy1 acetate=l : 1) 

↓testosterone fraction e1uted with 3m1 of ethanol 

↓evaporated to dryness under nitrogen gas 

↓凶 of su1furic aωr叫 ent(sulfuric a品

ethan01=70: 30) added to samp1e 

↓heated for 10min at 600 

↓cooled in ice bath 

↓di1uted with 2m1 of ethan01 

↓p1aced at ro∞om temperature for 3叩Ominn 1 

r
e吋d……r

exci ting wa ve 1ength 5印95如nmn 1 

emission wave 1engt白;λ16ω20伽nm

Fig. 1 F1uorometry of testosterone in 

testicu1ar venous p1asma 

の Precisionは変動係数にして14.2，accuracyは85.0

土12.2(Nニ 10)であり，感度は， 0.001μgであった.

実験結果はすべて， Student's t-test ~とより推計学的

な検討を行った.

実験結果

1. DEHP投与群の体重は. 対照群と比べてまった

く有意な差はみられなかった.

解剖時の肉眼的観察では， 右腎臓に水腎症(百ydro.

nephrosis)を発症しているものが， DEHP投与群で10

例中5例，又対照群に10例中 2例認められた.更に DE

HP投与群においては，腹水が 1例みられた.その他特

に異常と思われる症状は認められなかった.

臓器重量(体重比重量)においても，肝臓，腎臓，皐

丸のいずれも有意な差は認められなかった (Tab1e1). 

2. 皐丸静脈血中テストステロン DEHP 投与群に

おいて，対照群と比べて皐丸静脈血中テストステロン濃

度は，明確な減少傾向がみられた (Tab1e2). 

3. HCG負荷試験 DEHP投与群においては， HCG

100 1. U.を投与した場合，対照群に比して， 15分後の

Table 1 Effect of dai1y intraperitoneal dose 

of DEHP for 5 days on organ 
a) 

weghts of male rats 

Control Injected 

Liver 
b〉 0c)〉

4. 26土0.17(1 4.21土0.37(9) 

Kidneys 0.78土0.07(10) 0.76土0.07(9) 

Testes 0.93土0.09(10) 0.92土0.09(9) 

a) Organ weights are expressed as percentage 

of body weight. 

b) Va1ues are the mean土SE

c) Numbers in parentheses indicates number of 

o bserva tions. 

Tab1e 2 Effect of dai1y int1'aperitoneal dose 

of DEHP for 5 days on testosterne 

leve1 in testiculor venous p1asma of 

rats 

Testoste1'one(μg/ml) 

Cont1'01 

Injected 

a) Va1ues a1'e mean土SE

a) b) 

0.41土0.04(10) 

0.29土0.04*(9) 

b) Numbe1's in pa1'entheses indicates numbe1' 

of obse1'vations. 

キ Va1ueis significant1y differnt f1'om Cont-

1'01 va1ue at P<0.05 

Tab1e 3 Effect of dai1y intraperitonea1 dose 

of DEHP fo1' 5 days on testoste1'one 

p1'oduction of 1'ats in 1'esponse to 

HCG 

Testosterone (μg/ml) 

Cont1'01 

Injected 

a) Va1ues a1'e the mean土SE

a) b) 
1.36土O.15 (7) 

0.96土0.09*(10) 

b) Numbers in parentheses indicates numbe1' 

of obse1'vations 

* Va1ue is significantly different from con-

t1'01 value at Pく0.05

皐丸静脈血中に分泌されるテストステロン最が少な

く，テストステロン合成分泌の抑制傾向が示唆された

(Tab1e 3). 

考察

DEHPを飼料中に 1%および 2%添加し摂取させた
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場合には肝重量の増大がみられることが報告されてい HCGが皐丸内テストステロン合成を促進する為には，

る8) が，今回， 1.25g/kgjdayを5日間腹腔より連続投 まずHCGが皐丸間質細胞(ライディヒ細胞〉のレセプ

与した場合に，対照群に比較して特に有意な増大はみら ターと結合し，アデニルシクラーゼ、活性の上昇，サイク

れなかった.なお 1.25gjkgjdayは，飼料中に DEHP リックアデノシンリン酸 (cAMP)量の増加が必要と

を約 1.5%添加した場合の 1日の摂取量に相当するもの されている 20-22) 皐丸間質細胞のテストステロンレセ

と考えられる. DEHP 1.25g/kg 抄で肝重量の増加が プターと結合する物質として，すでに1， 1-dichloro-2， 

みられなかった事は，今回の実験では成熟ラットを使用 2-bis (p-chlorophenyl) ethane (DDD)が知られてい

した為か，あるいは投与部位の差によるものか明らかで る23)が， DEHP もまず間質細胞のテストステロンレセ

ないが， DEHPのLDsoは腹腔投与で 50g/kg，9)経口 プターと非拾抗的に結合し， HCGの結合を阻止するた

投与で 25g/kg10
) とされており，腹腔投与の方が LDso めに，テストステロン合成の阻害が生じる可能性が考え

が高く，この原因が，投与部位の差による代謝物の違い られる.

によるものとも考えられる. 吏に DEHPの内分泌学的な阻害作用は，皐丸ステロ

腎臓では，水腎症がDEHP投与群に 5例みられた イド合成系以外にも，内分泌中枢である視床下部や下震

が，対照群にも 2例発生していた.との水腎症がDEH 体にも作用するととが考えられる.

P投与によるものか否か明らかでないが，経口投与でも 現在までのところ， DEHP の内分泌学的なデータ，

発生が報告白)されており，注目すべきであろう. 特に視床下部一下垂体一性腺系に関する報告は，本報告

皐丸に関しては，亜急性戸11) 慢性実験12) において， が唯一のものと考えられるが， DEHP の性腺系に対す

皐丸萎縮，精細管萎縮が報告されているが，今回の腹腔 る影響が示唆されており，今後更に詳細な内分泌学的検

投与実験では，特に萎縮は認められなかったのは成熟ラ

ットを用いたためと考えられる.

皐丸静脈血中テストステロン濃度は， DEHP投与群

で明らかな低下が認められ， HCG投与後も，その上昇

率は対照群と比べて抑制されていた.ラットにおいて

は， H C G 100 1 . U.投与で充分最大刺激に達し，テスト

ステロン上昇はHCG投与後15分で最高値に達すること

が知られて13)おり，今回の実験で投与したHCGは，量

的，時間的に充分テストステロンレベルを上昇させてい

ると考えられる.

HCGは，脳下垂体前葉より分泌される間質細胞刺激

ホノレモン (ICSHロ LH)作用をもち，14) 皐丸ライディヒ

細砲のテストステロン合成系において，コレステロール

側鎖切断酵素活性を高め，コレステロールよりプレグネ

ノロンの合成を促進するとされている .15，16) DEHP 投

与群において，テストステロン合成分泌が抑制され，更

にHCG投与においても上昇が抑えられるのは，皐丸中

のステロイド合成系のうち，酢酸からコレステロール合

成に至る系を阻害するよりもむしろ，コレステロ…ルよ

りテストステロンに至る合成系の阻害が示唆される.

Singh らは，優性致死法により DEHP の腹腔投与

が，ラット皐丸において精子形成の初期段階に致死的影

響を与えることを報告17)しているが，テストステロンが

精子形成の初期段階に重要な効果をもっ門的ことを考え

ると， DEHP が精子形成初期段階に阻害効果をもつこ

とは， DEHP の精細管に対する直接作用の可能性とと

も，内分泌系を通しての間接作用も示唆される.更に

討が必要とされるだろう.
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ジー2ーエチ)1.-ヘキシ)1.-7タレート (D回目P) の

毒性学的， 内分泌学的研究

(2) 飼料中DE盟Pの雄う‘γ ト!こおよ{ます影響

大石真之*平賀興吾本

Toxicological and Endocrinological Investigations 

of Short嶋 TermEffects of Administering 

Dト2-ethylhexylphthalate (DEHP) 

(2) Effects of DEHP in Diet on Male Rats 

SHINSHI OISHI* and KOGO HIRAG A * 

1970年に JaegerとRubinl}により，ジー2ーエチルヘキ

シルフタレ{ト (DEHP)を可塑剤として使用したポリ

塩化ピニル製血液バッグに貯蔵された血液の輸血を受け

た後，死亡した患者の組織中に DEHPの存在が証明さ

れ，又，わが国においても，環境日}や食品中7-9) から

DEHPが検出されて以来， DEHPをはじめとするフタ

{ル酸ェステノレ類の毒性が懸念されている.

DEHPのラットにおける半数致死量 (LDso)は，腹

腔投与で 50g/kg，山経口投与で25g/kgl1)と報告されて

おり， r実用上ほとんど無害J12) とされている.更に

Shafferら13)は，亜急性毒性による実験から， DEHP 

は 0.2g/kg/dayで無害であると結論している.いずれ

にしても， DEHPの毒性は，他の環境汚染物質や食品

添加物等に比しても低いものと考えられている.しかし

最近 DEHPの催奇形性14)や優性致死法による突然変異

原性向等が示唆されており，フターノレ酸ェステノレ類の毒

性の再検討が必要とされている.

今回は， フタ{ノレ酸ェステノレ類のうち， もっとも生産

量の多い DEHp16)について，内分泌系を含めた毒性試

験を行った.

実験材料および実験方法

1. 実験動物 Wistar-JCL系雄ラット(日本グレア〉

を，実験開始 1週間前より代謝ケージ(岡崎産業〉内で

1匹づっ飼育L，特に異常を認めないラットを実験に用

いた.実験開始時の平均体重は145.7土5.6g (5週令〉

であった.動物室内の温度は25土10F湿度は 50土5%で

あった.

2. 試薬実験に用いた DEHPは，東京化成特級試

薬 (Lot.AK02)である.テストステロン抽出用ジクロ

ルメタンは，関東化学特級試薬を硫酸洗浄後， 2回蒸留

して使用した. 17ーケトステロイド (17KS)測定用エ

タノールは，和光純薬特級を2，4ージニトロフェニノレヒド

ラジンおよび濃硫酸を加えて還流後 2回蒸留したもの

を用いた.その他の試薬はすべて和光純薬特級試薬を使

用した.

3. 投与方法および投与期間 DEHPを0%(対照

群)， 1 % (1 %添加群〉および 2% (2 %添加群)添加

した粉末飼料(日本グレア CE-2)を10日間自由に摂取

させた.飲水も自由に行わせた.

4. 検査方法

(i) 体重，飼料摂取量，飲水量3 尿量，糞量を毎日午

前 9-11時に測定した.

(日)実験開始10日後に，ラットを断頭，採血し，各臓

器の肉限的観察を行い，又，心臓，肺，腎臓，肝臓，牌

)臓，皐丸，前立腺，精嚢については重量を測定した.

(凶血液学的検査血液は， Coulter Counter Model 

Sにより次の項目について測定を行った.白血球数 (W

BC)，赤血球数 (RB C)，血色素濃度 (Hgb)， ヘマ

*東京都立衛生研究所毒性部 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 
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トグリット (Hct)，平均赤血球容積 (MCV)， 平均赤

血球ヘモグロビン量 (MC狂)， 平均赤血球ヘモグロピ

ン濃度 (MCHC).

(iv) 血液生化学的検査血清は，目立自動分析機

M400により，次の項目について測定を行った.総タ

ンパク最(ピュレット法)， グルコース(グルコースオ

キシダーゼ法)，尿素窒素(ウレア{ゼインドブェノーノレ

法)，コレステローノレ(Lieberman-Bur・chard法)， ク、、ル

タミン酸ピノレピン酸アミノ:基転移酵素(GPT，Reitman-

Frankel変法)，グルタミン酸オキザロ酢酸アミノ基転

移酵素 (GOT，Reitm印刷Frankel 変法)， アルカリ性

ホスファターゼ (Alp，King-Kind変法)，コリンエス

テラーゼ (ChE，L1pH法).

(v) 内分泌学的検査実験開始 1日後，および10日後

の尿中17KSの測定を， Ryanら17)の方法を多少改変し

て行った.

皐丸組織中のテストステロンの測定は，硫酸赤色壁光

法向により測定を行った.

実験結果はすべて， Student's t-testにより推計学的

な検討を行った.

実験結果

1. 体重 (Table1， Fig. 1) 体重の増加は， DEHP 

1%添加群で実験開始後2日間わずかに増加抑制傾向が

みられた. 2%添加群では，投与開始後2日間はほぼ

完全に体重増加が抑制されたが，その後は対照群とほと

240 

邑且

“ 200 ...c:: 
凶

cl) 

区

〉、
伊てコ

品

lW 

5 
Feeding period (days) 

Fig. 1 Changes in body weight of male rats 

fed DEHP in diet 

closed circles: control， open circ1es: DEHP 1 % 

triangles: DEHP 2% 

んど同率の増加を示した.唐殺時 (10日後)には， 2% 

添加群は対照群に比べ，まだ有意に体重が少なかった

(pく0.02).

2. 飼料摂取量 (Table1， Fig. 2) 飼料摂取量は，

投与開始 1日後には添加量の増加とともに減少する傾向

がみられたが， 3日以降は有意な差はみられなかった.

しかし 2%添加群では， 10日後まで飼料摂取量は対照群

に比べ低い傾向が認められた.

DEHPの摂取量は，投与 1日後で， 1 %添加群が約

1， OOOmg/kg/day， 2 %添加群が1， 500mg/kg/dayで

あり，実験終了時には，それぞれ880mg/kg/day，L 850/ 

kg/dayであった.

3. 飲水量 (Table1) 飲水量は 1-3日は， 2% 

添加群に増加傾向がみられたが個体差が大きく有意な差

とはなっていない. 4日以降は各群ともほぼ同量の飲水

量であった.

4. 尿量 (TableL Fig. 3)尿量は，投与 1日後で

は，添加量が増すにつれ増加する傾向がみられ， 2%添

加群では非常に有意 (pくo.001)な増加が認められた.

2%添加群は 2日後もまだ有意に多く， 3日後に対照群

のレベルに回復した.

5. 糞量 (Table1) 糞量については，各群とも有意

な差は認められなかった.

6. 臓器重量(体重比重量)(Table 2)臓器重量は9

1%添加群で，肝重量の非常に有意な増加が認められ

た. 2%添加群では，肝重量の増加以外に腎重量の増

加，皐丸重量，精裏重量の減少(あるいは成長抑制〉

がみられた.なお腎臓については， 1 %添加群で水腎痕

(Hydronephrosis)が 3例， 2%添加群で 1例(いず

れも右腎〉がみられた.対照、群では水腎症は 1例も認め

られなかった.

7. 血液学的検査 (Table3) 血液学的検査におい

ては，白血球数のわずかな減少傾向が認められるが，有

意な差ではなく，その他については，特に異常は認めら

れなかった.

8. 血液生化学的検査 (Table4) 尿素議素は添加

量とともに増加し， 2 %添加群では，有意な差をみた.

総タンパク量についても，増加傾向がみられ， 1 %添加

群で pく0.01， 2 %添加群で pく0.001のレベルで有意で

あった.コレステロ{ルは， DEHPの添加量の増加と

ともに減少し， 2%添加群では対照群に比して有意な低

値を示した.グルコースについては対照群と DEHP添

加群で差は認められなかった.

酵素活性では，アルカリ性ホスファターゼが， DEHP 

の添加最とともに上昇し 2%添加群では pく0.02のレ
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Fig. 2 Food consumption in male rats fed 

DEHP in diet; 

closed circles: control， open circles: DEHP 

1 %， triangles: DEHP 2 % 

5 10 
Feeding period(day) 

Fig. 3 Urinary volume in male rats fed DEHP 
in diet; 

closed circ1es: control， open circles: DEHP 

1 %， triangles: DEHP 2 % 

Table 1 Food and water consumption， DEHP intake， urinary and fecal excreta， and body 

weight gain in male rats fed various dietary levels of DEHP for 10 days 

Dietary level 

Length of feeding Control DEHP 1% 

Food consumption 1 18.4土0.63a〉(8b〉) 15.4土0.60(10戸

(g/24hr) 10 22. 6:t0. 76(10) 23. 1土O.77( 9) 

Water consumption 1 23.6土1.52( 8) 23. 1土1.43(10)

(ml/24hr) 10 28.4土1.13(10) 29. 8こと1.44(10)

DEHP intake 1 。 1， 003土26.3(10)

(mg/kg/24hr) 10 。 880:t22.0(10) 

U rinary excreta 1 7. 48土0.71(10) 8.53土0.91(10)

(ml/24hr) 10 5. 02土1.02( 9) 5.67土0.87(10)

FecaI excreta 1 4.3土0.54(10) 5. o:to. 49(10) 

(g/24hr) 10 7.3土1.01(10) 6、9土0.50(10)

Weight gain 1 10. 5:t1. 28(10) 6. 7:t2. 68(10) 

(g/24hr) (106.9土0.93c〉〉 (104.6土1.74)

10 8.7ごと1.23(10) 9.8土0.77(10)

(104.0土0.62) (104.2士0.32)

a) Values are the mean土SE.

b) Numbers in parentheses indicates number of observations. 

c) Values in parentheses are the rate of increase for 24hr (%). 

* Values are significantl y differ官 u from control value at pく0.01

林 Valuesare significantly different from controI value at pくO.001 

DEHP 2% 

10.4土0.92(10)料

18. 2:t1. 26(10) 

31. 3土3.13(10) 

26. 4土1.23(10)

1， 498土 113(10)

1， 849土 60(9) 

16，5土2.02( 9 )** 

3.77土1.OO( 9) 

3. 8:t0. 82( 9 ) 

6.2土0.44(10)

1.8土1.58(10)料

(101. 2:t 1. 17) 

10.5士0.90(10)

(105.1土O.90) 
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Table 2 urgan weights in male rats fed various dietary levels of DEHP for 10 days 

Dietary level 

urgan Control DEHP 1% DEHP 2% 

Lungs 0.62土O.025 0.64土0.027 0.64:]:0.020 

Heart O. 34土0.008 0.34土0.008 O. 35土0.008

Liver 4.67土0.178 8.37土O.101料 8.90土O.198本事

a) 

Kidneys 0.94土O.032 1.01土O.019 1.02土0.020'ド
a) 

Spleen 0.33土O.008 0.33:]:0.014 0.33土0.013

Testes 1.00土0.027 0.97土0.014 0.58土0.039料

Seminal Vesic1es 0.09土0.006 0.07土0.006 0.06土0.004料

Ventr叫 Prostates 0.06土0.005 0.05土0.002 0.04土0.003

Values given are the mean土 SEfor 10 rats except where noted (Organ weights are expressed 

as a percentage of body weight). 

a) Values are the mean土 SEfor 9 rats. 

* Values are significant1y different from control at pく0.05

料 Valuesare significantly different from control at pく0.001

Table 3 Hematological values in male rats fed various dietary levels of DEHP 10 days 

Dietary level 

Control DEHP 1% DEHP 2% 

WBC (x103/mmり 5.48土O.18 4.99土0.23 4.79土0.51

RBC (x 106/mm3) 5.88土0.43 5.80土O‘05 5.77土0.16

Hgb (gm/dl) 13.8土0.20 13.3土0.21 12.8:]:0.28 

Hct (%) 38.3土0.66 36.0土O.27 35.5土0.81

MCV (μり 61.2士0.49 62. 1土0.41 61.6土0.43

MCH (μμg) 22. 1土0.24 22.8土O.18 22.7土0.35

MCHC (%) 35.9土0.20 36.6土0.22 36.3土0.19

Val ues gi ven are the mean土SEfor 10 rats. 

Abrreviations; WBC: Leucocytes， RBC: Erythrocytes， Hgb: Hemoglobin， Hct: Hematocrit， 

MCV : Mean corpuscular volume， MCH: Mean corpuscular hemoglobin， 
MCHC : Mean Corpuscular Hemoglobin Concentration 

ベノレで有意に高値を示した. コリンコステ{ゼ、は， 1 % 

添加群， 2%添加群とも，非常に有意に活性の上昇が認

められた. GOT， GPTについては異常は認められな

かった.

9. 内分泌学的検査尿中17KSは， DEHP投与 1

日後に，添加量の増加とともに増大し， 1 %添加群， 2 

%添加群とも有意差が認められた.又， 10日後でも， 1 

%添加群， 2%添加群とも有意差がみられた(Table5). 

皐丸組織中テストステロンは，皐丸 1側あたりのテス

トステロンレベルでは， 1 %添加群， 2%添加群とも，

対照、群と有意な差は認められないが，組織重量あたりで

は， 2%添加群に有意な増加がみられた (Table6). 

考察

ラットに対する DEHPのLDsoは，経口投与では約 25

g /kgll
)とされており，今回の実験では DEHP の1日

摂取量は， L Dsoの 3.5%ー 7.4%に相当していた.

ラットの体重増加におよぼす DEHPの影響は，亜急

性実験では， 0.75%添加飼料を90日間摂取させると，僅

かな成長低下が生じることが報告されている 13) 今回の

実験においては， 2%添加群において明らかな体重増加

の抑制がみられたが， 1 %添加群に関しては，ほとんど

影響がみられなかった.

DEHP 2%添加群における成長の遅れは，投与開始後

数日間の飼料摂取量の減少に起因するものと考えられ
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Table 4 Biochemical values of serum in male rats fed various dietary levels of DEHP 

for 10 days 

Dietary level 

Control DEHP 1% DEHP 2% 

Glucose (mgJdl) 144土3.8 146土4.8 148土7.4

Urea nitrogen (mgJdl) 18.0土0.84 20.6土0.84 22.4土0.81*中 *

Total protein (gJdl) 5.37:1:0.07 5.85:1:0. 13料* 5.75土O.18ヰキ判Z

Cholesterol (mg J dl) 79.8土3.32 71.5土4.11 69.2土3.30* 

GPT (K-U) 33. 5土2.40 33.5土1.79 39.4土2.48

GOT (K-U) 129土11.2 106土3.72 116:1:5.35 

Alp (KA-U) 32.0土3.13 44.4土6.59 53.6土7.53料

ChE (t>pH) O. 15土0.008 0.25土0.02林*ヰ 0.28:1:0.02材料

Values are the mean:1:SE for 10 rats 
中 Valuesare significantly different from control value at pく0.05

料 Valuesare significantly different from control value at pく0.02
*林 Valuesare significantly different from control value at pく0.01

料料 Values are significantly different from control value at pく0.001
Abbreviations; GPT: glutamic-pyruvate transaminase， GOT: glutamic-oxalacetic transaminase 

Alp : alkaline phosphatase， ChE: cholinesterase 

Table 5 Urinary 17目 KSin male rats fed various levels of DEHP for 10 days 

Length of feeding 

1 day (μgJ24hr) 10 days (μgJ24hr) 

Control 

DEHP 1% 

DEHP 2% 

Values are the mean:1:SE. 

91.7土21.6(10)

162.7土22.7(10)中

262.4土30.O( 9)申*串

Numbers in parentheses indicates number of observations. 
キ Valuesare significantly different from control value at pく0.05

料 Valuesare significantly different from control value at pく0.01
*林 Valuesare significant1y different from control value at pく0.001

31.5土4.68(10)

150. 1土31.6(10)料

169.1土38.6( 8)林中

Table 6 Testicular testosterone levels in male rats fed various dietary levels of DEHP for 10 days 

Control 

DEHP 1% 

DEHP 2% 

a) Values are the mean土SE.

Testosterone level 

μgJtestis 

乱l，bl 

O. 159土O.020( 9) 

O. 180土0.025(10)

O. 166土0.015(10)

b) Numbers in parentheses indicates number of observations. 
本 Valuesare significantly different from control value at pく0.02

μgJ g.tissue 

0.150土O.020( 8) 

0.160:1:0.025(10) 

0.307土0.048(10)*
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る. 4日以後飼料摂取量が増加するとともに，体重増加

率は対照群とほぼ同率に回復している.

Harrisら19)は， DEHPO.5%添加飼料を長期に摂取

させると， 1年後には対照群と比べ50gの差を生じるこ

とを報告している.とのことは， DEHPは長期にわた

り摂取した場合，短期投与で影響のない 1%以下の濃度

でも成長組害をおこすことを示唆している.

DEHPを経口的に投与した場合の尿量増加について

は，まだ報告がないが， DEHP飽和食塩水を静脈投与

することにより顕著な利尿効果の生じることが認められ

ている 20) しかし DEHPを腹腔投与した場合には，抗

利尿作用をもつことが示唆されており，20) DEHPの利

尿作用に関しては，投与部位，投与条件に大きく影響を

うけるものと考えられる.

経口投与による尿量増加の機構については，現在のと

ころまったく不明であるが，尿中17KSの増加より副腎

機能の冗進が考えられ，それにともなう多飲多尿，又は

下垂体後葉一腎臓系等内分泌系の異常に基づく可能性が

考えられる.

飲水量の増加は，利尿作用による副次的なものと考え

られる.

DEHPの臓器重量におよぼす影響は，多くの薬物や脂

溶性化学物質でしばしば観察される肝重量の増加10，42，43)

の地，腎臓，皐丸，精裏に顕著であった.

肝臓では，雌ラットで 1g /kg/dayを3週間投与し

ても，有意な差はないとされている21)が，今回の雄の実

験では 1%添加群(約 1g /kg/day)で明らかな重量増

加がみられた.又，最近， 0.5 g /kg/day投与でも肝の

肥大が報告されている 22)

DEHP投与を中止すると， 1週間で肝重量の肥大回

復が報告されており，21)又 Harris向らは 0.5%添加飼

料を摂取させると，初期に肝重量の増加がみられるが，

1年後には対照群との差はなくなることを報告してい

る。これらのことより，肝重量の増加は一時的な代償性

肥大とも考えられる.しかし，コレステロールの減少，

尿素窒素，総タンパク量の上昇， Alp の上昇より肝実

質の障害叫が生じているものと考えられる.

DEHPの腎重量の変化におよぼす影響は，肝臓より

弱いと思われるが，水腎症が， 1 %および 2%添加群合

計で4例みられ，腹腔投与の際にも水腎症が認められて

いる23)ことは注目すべきであろう.水腎症が右腎にのみ

発生することは，右側尿管が背部の ileo・lumber の血

管と腹部の精裏血管の聞に存在し，これによって圧迫さ

れたためと考えられ，精裏重量の減少が生じていること

からも， DEHPがこれらの臓器に何らかの影響を与え

ているものと思われる.更にコリンエステラーゼの活性

上昇がみられたことは，腎機能の異常によるもの叱向と

も考えられる.

DEHPの経口投与による皐丸萎縮の報告は，ラット

では 2.5g/kg/dayで生じることが報告されている間以

外亜急性レベルではほとんどなく，又，マウスでも Cal-

leyら州が250mg/kg/dayを6週間腹腔投与で生じるこ

とを報告しているにすぎない.慢性実験では， 0.5 %投

与 2年後にp 一時的な病巣萎縮が 1例報告されている.19)

今回の実験では， 2%添加群でほ全例に皐丸萎縮が認

められた.これは投与開始後数日間の飼料摂取量減少に

よる亜急性飢餓による萎縮41) とは考えられず， DEHP 

の作用によるものと思われる.同時に測定した皐丸組織

中テストテロンの減少がみられないことより，この萎縮

は皐丸組織の90%削を占める精細管の萎縮が主であり，

ホノレモン産生細胞であるライディヒの間質細胞の減少は

少ないものと考えられる.このことは組織重量あたりの

テストステロン濃度が有意に上昇していることからも示

唆されている.

しかし腹腔投与による実験では，皐丸静脈血中テスト

ステロン濃度の減少が認められており，23)今回も前立腺

重量，精子裏重量の減少傾向が認められたことから，皐丸

組織の変性，損傷により間質細胞からのテストステロン

分泌が合成に平衡して行われす'血中テストステロンレベ

ルの低下が考えられる.

更に，前立腺や精裏重量の減少をおこす原因として，

テストステロンの活性型2九州といわれる 5αージヒドロ

テストステロン (5αーDHT) へのテストステロンから

の転換阻害や，テストヌテロンキャリアタンパグへの

の結合，29)又は副生殖器のテストステロンレセプターと

DEHPの結合40)等による不活性化が考えられる.

血清酵素に関しては， DEHPを5ml/kg/dayを3週

間経口投与した場合， GOT， GPT， Alp に異常がない

ことが報告されている 21)今回も GOT，GPTの上昇

はみられなかったが， Alpは有意に上昇が観察された.

なお最近 DEHP0.5 g /kg/dayで Alp，尿素窒素の上

昇が報告されている 22) 肝重量の増加にもかかわらず

GOP， GPT活性の上昇がみられないことは， DEHP 

は四塩化炭素等による肝障害にともなう GO'I'上昇44)と

は，肝障害の機構が異なることによるものか， あるい

は， GOT， GPTは肝細胞の変性壊死の正常化に先行

して酵素活性が正常化31)したためと考えられる.

尿中17KSは投与直後より， 1 %， 2%添加群とも著

明に上昇し， 10日後もなお高値を示している.尿中17K

Sの70-90%32，33)は副腎性アンドロゲンに由来するとい



東京衛研年報 26-2，1975 137 

われ，副腎機能の良い指標である. Selye叫以来ストレ

ス性刺激による副腎機能の冗進はよく知られているが，

DEHP投与による 17KS上昇は肝臓や皐丸等の組織損

傷ストレスによる副腎皮質刺激ホルモン (ACTH) 分

泌，副腎コルチコイド上昇，副}膏アンドロゲン上昇35，36)

に起困するものと考えられる.又，コレステロ{ル減

少，白血球数減少の傾向も考えると， DEHP投与によ

る消耗性ストレス37)も相当大きいと忠われる.なお対照

群で， 17KSの値が実験終了時に，開始時より低値なの

は agedependentな変化38)と思われる.

以上のごとく DEHPの毒性は従来考えられているよ

りもかなり強いと思われ，特に，下垂体，副腎，性腺系

への影響が憂慮される。今後 DEHPを含めて，化学物

質の毒性試験にほとんど行われることのなかった内分泌

学的な見地からの検討が必要であろう.

謝辞血液学的，血液生化学的検査に御協力をいただ

いた福田向江さんに感謝致します.
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四塩化炭素肝障害におけるリソゾーム酵素と血清酵素の変化について

中 川 好 男 市 福 田 向 江本坂本義光*

平賀興吾*

Changes in Lysosomal and Serum Enzymes in Experimental 

Hepatic Injury by Carbon Tetrachloride 

YOSHIO NAKAGAWA汽 HISAEFUKUDAヘ
YOSHIMITSU SAKAMOTO* and KOGO HIRAGAホ

緒 論

四塩化炭素は肝特異性の高い毒物であり，今までその

作用機序については多数の病理組織学的p 血清生化学的

および細胞生化学的報告がなされているが，毒性の根源

的な作用機序については今だ完全に解明されていない.

今回の実験は四域化炭素を投与したラットの血清生化学

的変化を経時的に分析し，雌雄におよぽす影響について

検討した.また四塩化炭素などによる肝壊死の開始には，

各種の水解酵素を含有する細胞内穎粒つまりリソゾーム

の傷害が重大な役割を演じているといわれている1)そ

こでリソゾームの指標酵素の一つである酸性フォスファ

ターゼ活性を経時的に測定し，四塩化炭素によるリソゾ

ームへの影響を血清生化学的変化と合わせて検討した.

実験材料および方法

実験動物;動物は8週令の雌雄 JCL-SD系ラット

を使用した.ラットは室温25土10，湿度50土 5%の環境

下に一群5匹ずつ同一ケージで飼育し，飼料と飲料水は

自由に摂取させた.

実験処置;四塩化炭素はオリーブ油で50%搭液にした

後， 0.2mljkg B. W. の用量でラットの腹腔内に一度

だけ注射した.まずこ対照群のラヅトにはオリーブ油を同

じ用量で注射した.投与後，ラ γ トは 1，4， 8， 24， 

48， 72および168時間後に以下の実験に供した.

血清および肝ホモジネートの調製;血清は動物を断首

した時放出する血液を遠沈管に分取し室温で焼血後，

3000rpm， 40， 10分間遠心分離して得た.血清は分析の

直前までー500 で凍結保存した.肝ホモジネートは雄ラ

γ トの肝のみを用いて調製した.操作はすべて40
以下で

行なった.肝は秤最後，鉄で破砕した.これに 5倍容の

0.25M庶糖を加え，ポーター型ホモジナイザー (clear-

ance O. 13mm)で 1200rpm3回上下してホモジナイズ

した.このホモジネートはナイロン布でF過後，同庶糖

溶液を加えて10%に定容した.

血清生化学試験;血清は自動分析装置(日立M-400

型)を用いて，次の 7成分について分析した. a) トラ

ンスアミナーゼ (GOTおよびGPT) は Reitman-

Franke1変法， b)アルカリフォスファターゼ(ALp) 

は Kind-King変法， c)総タンパク質 (TP)は Biu・

ret法， d)グルコース (GLU)は G1ucose幽Oxidase

変法， e)総コレステロール (CHO)はLiebermann・-

Burchard法， f)尿素窒素 (UN)は Urease-lndo-

phenol法を各々用いて定量した.2)

酸性ウォスワァターゼ活性の測定;肝ホモジネートの

酸性フォスファターゼ活性は p-nitro pheny 1-phos pha te 

を基質として Besseyらの方法を若干改変して測定し

た 3) 酸性フォスファターゼ活性はニつの操作で測定し

た.一つはホモジネートの酵素活性を0.1% Triton X-100 

の存在下で測定したものを全活性 (tota1activity)とし

た.他方は Triton非存在下，等張の条件下で測定した

酵素活性を遊離活性 (freeactivity)とした.反応はい

ずれもO.25M煎糖を含む1/10M酢酸緩衝液 (pH4.7)で

行なった.なお全活性に対する遊離活性の比率(酵素遊

離率)をもってリソゾーム傷害度の指標とした.

肝タシパク質の測定;タンパク質は牛血清アルブミン

を標準物質として Lowry法を用いて測定した 4)

結果

血清生化学試験;四塩化炭素投与後の血清成分の経時

的変動については， Table 1および2に示した. 血清

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町 3-24-1

* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Hea1th 

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



140 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 26-2， 1975 

Table 1 Serum enzyme levels at various intervals after intraperitoneal administration 

of carbon tetrachloride in male and female rats. 

Hours GOT (Ujml) GPT (Ujml) ALP (Ujdl) 
after 
CC14 male female male female male female 

Control (12) 144土33 128土15 43土7 33土6 59土12 45土15

1 (5) 300土108* 319，土24* 79土37* 71土14* 51土4 39土11

4 (5) 696土114* 478土66* 202土68* 179土51* 40土7中 39土11

8 (4) 1281土213* 1061土102* 515土71* 419土75* 53土16 35土12

24 但) 911こと511* 2462土103* 457土263* 634土139* 46土17 23ことが

48 但) 622::t261 * 289土232 301土95* 173土130* 49土14 30土5

72 (4) 265土73* 130土9 208土84'" 42土9 62土13 37土7

168 (4) 119土20 121土10 32土7 33土10 38土3* 46土12

Each value represents the mean土 SD

a) No. of rats examined キ Pく0.01as compared to control groups 

Table 2 Serum component levels at various intervals after intraperitoneal administration 

of carbon tetrachloride in male and female rats. 

Hours TP (gjdl) GLU (mgjdl) CHO (mgjdl) UN (mgjdl) 
after 
CC14 male female male 

Control 7.0土0.8 7. 1土0.7 171こと19

1 5. 7土0.6* 6. 1土0.4* 215土63*

4 5.6土0.3* 6. 9土1.0 145::t14* 

8 6.2土0.8 6. 7土1.2 135土27林

24 5.9'土0.6* 6. 2::t0. 3* 131 ::t8** 

48 6.3土0.6 6. 8土O.9 155土8

72 6.9土0.4 6.4土1.5 166土20

168 7. 4::t0. 5 7.7土O.5 164土12

ホ Pく0.05， ** Pく0.01

中のGOTとGPT活性は，雌雄ラットとも投与 1時間

後に有意な上昇を示した.雄ではその再活性が投与8時

間後に最高値を示し 72時間後まで有意な高値を示し

た.とれに対し雌での両酵素活性は，投与24時間後に最

高値を示し， 72時間後には対照群のレベルに戻った. A

LP活性はGOT，GPT活性に比べ継続的な変化を示

さなかった.雌雄ラットの血清TP，GLU， CHOお

よびUNは投与後24時間以内において顕著な変動を示し

た. TPは，投与24時間後まで減少の傾向を示したが，

以後対照群のレベノレに炭った. GLUは投与 1時間後に

一過性に上昇したが，その後減少し 24時間後まで低値

を示し 48時間以後対照群のレベルに戻った. CHOは

female male female male female 

166土20 83士山 73土9 19土4 17土3

188土19* 58土14料 56土8** 23土5 20::t3 

187土24 48土6*本 51土6料 29::t6料 23土3**

140土20キ 26土3料 32土6林 33土11料 22土8

103土30料 61土19料 58土12* 18土2 21土2*

171土13 92::t10 73土15 19土5 17::t5 

155土15 115土22 68土11 16土3 13土3**

153土5 119土40* 81士20 18土1 22土2*

投与 1時間後から減少し， 8時間後に最低値を示した

後， 48時間後に対照群のレベルに戻った. UNは投与後

上昇する傾向を示した.

酸性ウォスワァターゼ活性;四塩化炭素投与後の肝酸

性フォスファターゼ活性の経時的変化を， Fig.2に示L

た.処置群の全活性は投与24時間後に有意に減少した.ま

た遊離活性は投与 1時間後，有意、な上昇を示した.全活

性に対する遊離活性の百分率(遊離率〉を Fig.3に示

した.その結果，処置群の酸性フォスファタ{ゼの遊離

率は，投与4時間以後対照群に比べ上昇する傾向を示し

た.なお処置群の肝重量および肝タンパク量は，期間中

対照、群と差がなかった. (Fig. 1) 
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Fig 3. Acid phosphatase activities after ad-

ministration of carbon tetrachloride to 

male rats. 
Each point represents the average of 

two or more experiments. * Pく0.05，

*水 Pく0.01

Fig 1. Effects of administration of carbon 

tetra.ehloride on liver weight and protein 
in male rats. Each point represents the 

average of two or more experiments. 

Tは，肝細胞でミトコンドリア分画と上清分画の 2ケ所

に局在するアイソザイムから成っている 8) ここで用い

た両酵素活性の測定法は Reitman-Frakel 法であるた

め，その測定の対照は上清分間に由来した酵素活性を示

している .9) 四塩化炭素投与 1時間後， 雌雄ラットの G

OTとGPT活性は同時に上昇したが，その後の経時的

な挙動に雌雄差が認められた.雄の酵素活性は雌より早

く最高値を示したが，雌の方が早く対照群のレベルに戻

った.これは四塩化炭素処置により，肝上清酵素の血中

への逸脱，あるいは本質的な肝壊死の程度に雌雄差があ

ることを訴すものと思われるが，これについてはさらに

組織学的な観察が必要であろう.

血清中のTP，GL U， CHO，およびUNは四化炭

素投与 1時間後から24時間後において顕著な変化を示し

たが，各成分の経時的な挙動は雌雄とも同様の傾向を示

した.四塩化炭素が肝のタンパク質の生合成阻害や脂質

の蓄積など細胞レベルにおいてさまざまに影響すること

が知られている .10，11) また肝ーは血清中のTP，GL U， 

CHO， UNなどの合成部位や調節部{立に重要な役割り

を演じているが，四塩化炭素による肝障害の結果，血清

中のこれらの成分に影響が現われたものと思われる.し

かし，雄ラ γ トだけを分析した結果ではあるが，肝タン

パグ量と肝重量には対照、群との間?と差は認められなかっ
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Fig 2. Acid phosphatase activities after ad-

ministration of carbon tetrachloride to 

male rats. Each point represents the 

average of two or more experiments. 
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た.

考察

四塩化炭素投与により肝が急性の肝障害を起こしそ

れに伴って血中にGOTやGPTなどの肝特異性の高

い酵素活性が増加することについては多くの報告があ

る 5-7)肝障害の臨床的な指標酵素である GOTとGP
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de Duve らは肝細胞に多数の加水分解酵素を含有す

る頼粒つまり lysosome が存在することを発見した.

このリソゾームの傷害が細胞壊死の開始に重大な役割を

演じていることが Beaufay らにより提唱された 1)

Slaterらは四塩化炭素投与後リソゾーム酵素の遊離型/

結合型の比率が上昇することを認めた 13) 一般にリソゾ

ーム酵素の遊離型/結合型の比率は， リソゾーム膜の傷

害度の指標とされている.今回の実験ではリソゾームの

指標酵素として酸性フォスファターゼを選び，ホモジネ

ート中の全活性と遊離活性を測定し，全活性に対する遊

離活性の比率〈遊離率〉を求めそれをリソゾーム膜の傷害

度とした.四塩化炭素投与4時間以後処霞ラットの遊離

活性が上昇し，逆に全活性は減少する傾向を示した.そ

の結果酸性フォスファターゼの遊離率は上昇を示し投

与72時間までその傾向が続いた.特に投与4時間後に遊

離活性が急に上昇したが，これは血清GOT，GPT活性

の上昇後であった.このことは投与後初期における肝上

清分画中のGOT，GPTの血中への逸脱に， リソゾー

ムが直接関与していないことを示唆すると思われる.ま

ずこ四塩化炭素による肝リソゾ{ムの傷害は血清GOTや

GPTの上昇期間と並行して継続したが，酸性フォスフ

ァターゼの遊離率はこれらの両酵素の経時的な推移と相

関しなかった.四塩化炭素は投与後すみやかに核， ミト

コンドリア， ミクロソームなどの細胞内頼粒にも作用し

その生理機能を乱すことが知られており， 14-16)細胞壊死

とリソゾームの傷害とを一次的に結びつけることはむず

かしく，さらに詳細な研究が必要とされる.

結語

四塩化炭素肝障害における血清生化学的変化と肝リソ

ゾーム酵素の挙動について，雌雄ラットを用いて検討し

た.
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馬腎臓髄質外帯 Na，K-ATPaseの純化

長井二三子*厚井麻里*中尾 I1民 子 *

Purifica tion of N a，区一ATPasefrom Outer Medulla of Borse Kidney 

FUMIKO NAGAI*， MARI KOI* and TOSHIKO NAKAO* 

緒 0=0 

細胞膜に存在し細胞膜内外の Na+とK+の能動輸送

を行っている Na，K-ATPaseは細胞膜の構成成分をな

している.最近ホルモンや薬物，毒物の受容体が細胞膜に

存在するという証拠が蓄積されつつあり，毒物が細胞膜

に作用することによって障害が発現することも示されて

いる 1) 膜に脊在する酵素の代表として Na，K-ATPase

を取り上げ¥この酵素に対する毒物の作用から毒物の細

胞膜障害を推定することは毒性発現機序解明のために有

用な方法であると考える 2-5) しかし細胞膜が不溶性であ

るととなどのために Na，K-ATPaseの純化は非常に困

難である.中尾ら6，7)はブタ脳ミクロソームの NaI処理

酵素をルブローノレで可溶化し，アミノエチノレセルローズ

によるカラムクロマトグラフィーで最高比活性 7，000μ

mo1e pi/mg pr叫 ein/hour(以下単位は省略する〉とし、

う標品を得ている.しかし少量しかできないこと，活性

が不安定なことなどの欠点があり，純化した酵素の性質

を調べるためには大量に得る方法を工夫する必要があ

る. SkOU，8) JszSrgensen9
) らはウサギ，羊， モノレモットの

腎臓髄質外帯から， Kyte，10) Schw紅白川は犬腎臓髄質

から比活性 1，500程度の Na，K-ATPaseを得ている.

著者らはウサギ，犬と形態が類似しており，髄質外帯を

切り出しやすく，また大量処理に都合のよい馬腎臓を用

いて Na，K-ATPaseの純化を試み， 比較的簡単な操作

でウアパイン非感受性酵素をほとんど含まない比活性

2，000程度の標品を得ることができた. これは先に中尾

ら7)が報告した標品に比活性ではおよばないが，安定性

があり，比活性1， 000程度のものは数ヶ月間70%以上の

活性を保っていた. また他の腎臓から得た標品8-11) と

違い，この標品は可溶化したものである.

実験方法

ATP-2Naは協和発酵製，ルブロ{ノレWXは General

Biochemica1s社のものを中尾ら6) の方法で処理して使

用Lた. フォスフォセノレローズ(以下Pーセルローズと

略す〉は WhatmanP 1 を使用した. ，馬腎臓は多摩食

肉検査所八王子出張所の好意により屠殺放血後新鮮なも

のを採り出し-800 に保存し，実験に供した.実験に使

った水はヤマト科学オートスチーノレWA715の装置で作

った PureWaterをさらに藤原製作所石英二段蒸留装

置で再蒸留して得た.

Na，K-ATPaseの活性は中尾ら6)の方法により 140mM

塩化ナトリウム， 14mM塩化カリウム， 5mM塩化マグ

ネシウム， 3 mM  A T P， 50mMイミダゾ{ノレ埴酸 pH

7.1を合む0.5ml酵素液とし 370，5分または10分で遊離

してくる無機リン酸を Fiske-SubbaRow法12)で測定し

た.ただしルブ、ロール抽出酵素と Pーセルローズ処理酵

素は Fisla-SubbaRow法問を行う前に10%重亜硫酸ソ

ーダを含む 4%ルブロール液を 0.05ml加えた.タンパ

ク測定は Lowry法13) により行った.

SDSポリアグリルアミドゲノレ電気泳動は Weberら

の方法により 0.1%ドデシル硫酸ナトリウム(以下SD

Sと略す)， 7.5%アクリノレアミド， 0.16%ピ、スメチレン

アクリノレアミドのゲルを使い 2%SDSで処理したタン

パク溶液を泳動し，クマジ{ブリリアントブル{で染色

した.デンシトメトリーにはクロモスキャン 200を使用

した。

ミクロソームの調整は -800 に凍結保存した腎臓を融

解しうすいスライスにして髄質外帯(皮質と髄質の問、

の血管の多い暗赤色の層)を切り出し，ハサミで細くき

ざみ，9倍量の Q.32Mシュクロース， 5mMトリスB

DTA pH7.4を加えてキネマティカ社製ポリトロンで

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町 3-24-1

* Tokyo Metropo1itan Research Laboratory of Pllblic Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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4. 5の目盛に合わせ60秒ずつ 2回破砕した〈途中で冷却す

るために 30秒とめる).次にその液をテフロンホモジ

ナイザーでベッスルを 5回程度上下させてホモジナイズ

しフランネルでろ過しろ液をソーパル SS-34ロー

ターで5，400rpm15分遠心した.上清を SS-34ローター

で 16，OOOrpm 35分遠心し沈肢を 1mMトリス EDTA

pH7.4に懸渇しミグロソ{ムフラグジョンとした.

クロソームの調整はすべて 00から 40の間で操作した.

NaI処理は中尾久15)らの方法に準拠し，次のように改

変した.ミクロソームを室温で 2mg/mlタンパク濃度，

2Mヨウ化ナトリウム， 5mMトリス EDTA，40mM 

トリス塩酸 pH8.0液にし，ベックマン 60Tiローター

で 50，000rpm100~200 で 60分遠心し遊離物を集め水

に懸渇した.次に 40，40，000rpm 15分3回洗浄し 1m

M トリス EDTApH7.4に懸褐し NaI処理酵素とし

ずこ.

ルブロール抽出は次のようにした.Na 1酵素を 4mg/

mlタンパグ， 4 mg/mlルブロール， 17mMイミダゾ{

ノレ塩酸， O. 7mM E D T ApH6. 9にし， アイスパス中で

時々撹持しながら30分放置しベッグマン40Aのローター

で4ぺ40，OOOrpm 60分遠心した.沈殿を水に懸濁し同

じように遠心してイオン，ルブロールを除去したあと今

度はイオンを加えないで 4mg/mlタンパグ濃度とし 00，

20分放置しベッグマン40Aロータ{で40，000rpm427.I 

遠心，上清を採集した.イオγ存在中でのルブロール抽

出液をルブロール抽出酵素(1)， 2回目のイオンを加えな

いで抽出した液をルブロール抽出酵素(2)とした.

P-セルローズ処理は 100mM塩化ナトリウム 10mM

ヒスチジン塩酸 pH6.0を合む Pーセルロ{ズの懸褐液

にタンパグ濃度が 0.4mg/rrぜになるようにルブローノレ

抽出液(2)を加え， 5分撹持しベッグマン 50Tiのロータ

{で 50，000rpm15分遠心し上清を取った. 下層の P-

セルローズを含んでいる部分はろ過をして Pーセルロー

ズを取り除いた.この操作はすべて 00
.......， 4 0で行った.

上清をPーセルローズ処理酵素(1)，ろ液をPーセルローズ

処理酵素(2)とした.

結果

馬腎臓髄質外帯の Na，K-ATPase の純化の段階にお

ける比活性および特異的阻害剤のウアパインによる阻害

度などを Table1に示した. ミクロソ{ム， Na 1処理

酵素，ルブロール抽出酵素 P-セルローズ処理酵素と

順次比活性が高くなり，またウアパイン非感受性ATP-

aseもほとんど含まなくなっている.

Fig. 1-ω はここで述べた方法で NaI処理を行った

もの， Fig. 1-(鴎は従来の方法で NaI 処理をしたも

Fig. 1 SDS-polyacrylamide gel electrophore-

sis of preparations from the outer medul1a 

of l-.orse kidneyωNaI treated enzyme with 

floating method， (同 NaItreated enzyme with 

Nakao's method， (C) std. PhosphorylaseA， 

Bovine serum albumin 

Fig. 2 SDS-polyacrylamide gel electrophore-

sis ωLubrol extract(l)， (司 Lubrolextract(2)， 

(C) P-cellulose enzyme(2)， (1j std. Phosphory-

laseA， Bovine serum albumin 
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Table 1 Purification of Na，K-ATPase from the outer medulla of horse kidney 

Tota1 protein Tota1 activity 
Specific activity Inhibition bo-y 4 

Preparation μmo1es Pi/mg Ouabain 10-4M 
ロ19 μmo1es Pi/hr prot./hr % 

Microsome 31.8 5733. 1 163. 5 83.3(91.7) 

NaI treated (float) 11.1 4311.5 353.8 97. 5 

1st Lubro1 treated (ppt) 9.4 4222. 1 457. 7 >99 

2nd Lubrol treated (sup) 2. 1 2347.1 1095. 1 >99 

P-cellu10se enzyme 0.36 944.7 2598. 9 >99 
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Fig. 3 Gel scans of Coomassie bri1liant b1ue 

stained polyacrylamide ge1s ωNaI treated 

enzyme， (司 Lubur・01 extract (1) (C) Lubrol 

extract(2) 

Fig. 4 Ge1 scans of Coomassie brilliant b1ue 

stained po1yacrylamide gels ωp暢 cellu10se

enzyme(l)， (鴎 P-cellu10seenzyme(2) 



146 Ann. Rep. Tokyo Mett・.Res. Lab. P.H.， 26司 2，1975 

10・-

4 8 12 16 

elution volume 

。
〉
¥
申
〉
川

↓↓ 
1.6 

1.4トpigbrain 
ATPase horse kidney 

4一一 ATPase

1.2 

1.0 1 2 3 4 5 10 
molecular weight X 105 

Vo: Void volum巴

Ve : exclusion volume 
U : Urease 
X : Xanthine oxidase 
C : Catalase 

20 24 28 32ml 

Fig. 5 Gel filtration on Sepharose 6B of Lubrol extracted enzyme 

のの SDSポリアクリノレアミドゲル電気泳動の結果で、あ

る. (国に比べてωは活性部位ではないとされているタン

パグの混在が少い.次にノレブ、ロール処理の結果は Fig.2

に示した.ωはイオン共存下でノレブロール抽出をし活

性を持たないタンパグを抽出したもののゲノレパタ{ンで

ある.活性部位だと考えられている10万のタンパグはほ

とんど含まれていない.ルブロ{ル抽出酵素(2)は比活性

が1， 000程度であるが，ゲノレパターンによると10万と 7

万の分子量に相当するタンパク以外はかなり少い. Pー

セノレローズ処理をすると比活性は 2，000以上になるが，

ゲルパタ{ンも，さらに10万と 7万の分子量のタンパク

の存在が顕著になった.

NaI処理酵素，ルブ、ロ{ル抽出酵素， Pーセノレローズ

処理酵素のゲノレパタ{ンをデンシトメトリ{した結果を

Fig. 3， Fig. 4に示した. 先にのベたタンパグの存在

がより明らかに示されている.

Fig. 5はノレブロール抽出酵素をセファロ{ズ 6Bで

ゲルろ過した結果である. 馬腎臓 Na，K“ATPaseは分

子量が約57万であり，ブタ脳の標品が50万という値と比

較して少し大きかった.ゲルろ過法は中尾ら6)の方法で

行った.

考察

馬腎臓より Na，K-ATPaseを純化する方法はここに示

したように，ブタ脳からの標品ほど比活性は高くない.

しかしその他のいずれの報告よりも高く，まずこ大量にと

ることができること，取れた標品が安定で、あることなど

Fig. 6 SDS-polyacrylamide gel electropbore-

sis of P-cellulose treated enzyme G刈P-cel1仕

ulose enzyme(l) 倒 P-celluloseenzyme(2) (C) 

std. PhosphorylaseA Bovine serum albumin 

の点ではブタ脳の方法よりも優れている.またこの標品

は他の腎臓から得たNa，K-ATPase標品に比べてウアパ

イン非感受性酵素が非常に少い.との方法の特徴として

は， Na 1処理を Floating法に変えたこと， 室温で行

ったことなどにより混在するタンパクを除くことができ

たとと，ノレフ。ロール抽出をはじめにイオン存在下で行い，
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酵素タンパク以外のものを除去したことなどであろう.

さらに Table1に示したように馬腎臓の髄質外帯はミ

グロソームの段階ですでにウアパイン非感受性 ATPase

が少く材料として優れているとともある.

著者らの Pーセルローズ処理標品はSDSポリアグリ

ルアミドゲル電気泳動でほぼ10万と 7万の分子量に別れ

る. 10万のタンパクについては他の標品とよく一致して

いるが，小さい方については J<trgensen，9)Schwartz，11) 

Kyte，10) Hokin15
) などの 5万"""'6万の値とかなり相違

がある。現在 Na，K-ATPaseは10万前後の分子量の活

性部位と 5万前後の糖タンパグの 2つのサブユニットか

らなっているという 9-11，16，17)説が有力であり免疫学的方

法18，19)を用いて 2つのタ γパクともにサプユニ γ トであ

ると証明した報告もある. Fig.6-(A)に示した著者らの

Pーセルローズ処理酵素(1)はNa，K-ATPase活性は， P-

セルローズ処理酵素(2)よりも低いが 7万のタンパクが非

常に少い.とのことは7万の糖タンパグはサブユニット

ではなく，酵素の安定化に必要なものではないかという

ことを示唆しているとも考えられる.また10万のタンパ

グについては活性部位とそれ以外の同じ分子量のタンパ

グが混在している可能性を否定するととができない.

謝辞馬腎臓の採取にご協力いただきました東京都多

摩食肉検査所八王子出張所の方々に感謝いたします.
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発表した〉

文献。Strom，D. R. and Gunsalus， R. P.: Nature， 

250， 778， 1974 

2) 矢ケ崎しげ子，原論吉，中尾順子:東京衛研年報

25， 691， 1974 

3) 厚井麻里，長井二三子，中尾順子:東京衛研年報，

25， 697， 1974 

4) 矢ケ崎しげ子，原諭吉，中尾11原子東京衛研年報

26， 148，1975 

5) 厚井麻里，中尾順子:東京衛研年報，26，152，1975

6) Nakao， T.， Nakao， M.， Mizuno， N.， Koma-

tsu， Y. and Fujita， M.: ]. Biochem.， 73， 609， 

1973 

7) Nakao， T.， Nakao， M.， Nagai， F.， Kawai， 

K.， Fujihira， Y.， Hara， Y. and Fujita， M.: 

]. Biochem.， 73， 781， 1973 

8) J<trgenesen， P. L. and Skou， J. C.: Biochem. 

Biothys. Res. Commun.， 37， 39， 1969 

9) Jゆrgensen，P. L.: Biochim. Biothys. Acta， 

356， 36， 1974 

10) Kyte， J.: ]. Biol. Chem.， 246， 4157， 1971 

11) Lane， L. K.， Copenhaver JR， J. H.， Linden-

mayer， G. E. and Schwartz， A. : ]. Biol. Chem. 

248， 7197， 1973 

12) Fiske， C.and SubbaRow， Y.H. : ]. Biol. Chem.， 

66， 375， 1925 

13) Lowry， O. H.， Rosebrough， N. J.， Farr， A.L. 

and Rendall， B. J.: 1. Biol. Chem.， 193， 265， 

1951 

14) Weber， K. and Osborn， M.: ]. Biol. Chem.， 

244， 4406， 1969 

15) Nakao， T.， Tashima， Y.， Nagano， K. and 

Nakao， M.: Biochem. Biojうhys.Res. Commun， 

19， 755， 1965 

16) Hokin， E. L.， Dahl， J. L.， Deupree， J. D.， Dix-

on， J. F.， Hachney， J. F. and Perdue， F.: ]. 

Biol. Chem.， 248， 2593， 1973 

17) Rerrone， J. R.， Hackney， J. F.， Dixon， J. F 

and Hokin， L. E. : ]. Biol. Chem.， 250， 4178， 

1975 

18) Jean， D. H.， Albers， R. W. and Koval， G. J.: 

]. Biol. Chem.， 250， 1035， 1975 

19) Rhee， H. M. and Hokin， L. H.: Biochem.. 

Biothys. Res. Commun.， 63， 1139， 1975 



東京衛研年報 Ann.Reρ. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 26-2. 148・151， 1:975 

有機水銀化合物の細胞膜に対する障害作用

(2)細胞膜諸酵素に対する水銀化合物の阻害作用

矢ケ崎しげ子中原 諭吉林中尾順子中

Effects of Organic Mercury Compounds on CeU Membranes 

(2) lnhibition of Enzymes in CeU Membrane by Mercury Compounds 

SHIGEKO YAGASAKI*， YUKICHI HARA料 andTOSHIKO NAKAO* 

緒 箇

水銀化合物は，水銀利尿剤として腎細胞膜に作用する

と考えられている.さらにメチル水銀による各種の神経

症状1-4) のように，細胞膜固有の機能と直接結びついた

障害作用い)が観察されている.水銀化合物の細胞膜に

対する障害作用を研究することは毒性発現機序を知る上

で重要と考えられる.

前報7) で我々は，膜障害の指標のーっとして，膜を横

切って存在することが確実な酵素タンパクである Na，

K-ATPaseに対する水銀化合物の阻害を調べた.

本報告では， Na，K-ATPaseと，膜に存在すると考え

られるその他の酵素に対する阻害を観察し，膜の障害作

用との関係を調べた.

臓器は，前報で使用したブタ脳と，新たにウマ腎を使

用した.ウマ腎は比較的活性の高い安定な酵素を得やす

く戸また，腎の Na，K-ATPaseは水銀利尿剤により阻

害されると考えられていることから取り上げた.

ブタ脳，ウマ腎から細胞膜分画(ミクロソーム分画〉

を取り，膜の“markerenzyme"である Na，:EιATPase，

K+感受性 p-ニトロフェニルフォスファターゼ〈以下K-

PNPPaseと略す)，アルカリフォスファタ{ゼ，アセチ

ノレコリンエステラ{ゼに対する塩化第二水銀，塩化メチ

ノレ水銀， pークロノレマーキュリー安息香酸(以下PCMBと

略す〉の阻害を調べた.

方法

試薬

塩化第二水銀(和光純薬含量99.5%以上〉再留水に

10→M の濃度に溶かし， 4。に保存した.

PCMB (半井化学含硫蛋白質研究用特製試薬)O. 04 

N 水酸化ナトリウムに 10-2M の濃度に溶かし， 40 に保

存した.

塩化メチル水銀(東京化成工業含量99.5%)o. 9%塩

化ナトリウムに1O-3Mの濃度に溶かし 4。に保存した。

酵素標品の調整

① ブタ脳細胞膜分岡前報7)に従って調整し得ら

れた標品をさらに再留水で一回洗い，再留水に懸濁L.，

-800に保存した.

② ウマ腎細胞膜分岡 Schwartz9
) の方法を改変して

用いた.凍結下でウマ腎髄質外帯を切り出L.， 9倍量の

0.32Mショ糖， 5mM EDT A (pH7. 4)の溶液中でポリ

トロン破砕を 120秒間行い，続いてテフロンオモゲナイ

ザーにかけ3回上下させた.ろ液を SorvallSS-34ロー

ターで 5，400rpm 15分間遠心し，上清を同じロータ{で

16， 500rpm 35分間遠心した.沈殿を再留水で洗い再留

水に懸濁し， -80。で保存した。

酵素活性測定法

水銀剤の阻害を測定する場合には，基質を除いた反応

液に水銀化合物と酵素を加え 370 5分間予備加温L.，そ

れに基質を加えて 370 で反応させた.

① Na，K-ATPase活性測定法

前報の方法7) に従った.

② K干NPPase活性測定法

反応液は終濃度 10mM塩化カリウム 3mM塩化マ

グネシウム， 10mM pーニトロフェニルリン酸イミダゾ{

ル塩， 50mMイミダゾール一塩酸 (p耳7.2)を合み全量

0.5mlとした.反応により遊離したpーニトロフェノーノレ

*東京都立衛生研究所毒性部 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， Shinjulω-ku， Tokyo， 160 Japan 

料東京医科歯科大学医学部生化学教室
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Fig. 1 プタ脳 Na，K-ATPaseに対する水銀化合

物の阻害
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細胞膜分画の酵素活性Table 1 

Fig.2 ウマ腎 Na，K-ATPaseに対する水銀化合

物の阻害
ブタ脳ウマ腎
細胞膜分画細胞膜分画

ぷ

詰 ¥ トメ
。ー ft7一一二士Fニ

水銀j農j度(M)
タンパク量16μg/ml，一←HgCI"一←CH3HgCI，ートPCMB

122::t20 

10.7 

6.8 

O. 07 

1. 5 

40 

4.3 

0.47 
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O. 18 

(以下 PNPと略す〉の吸光度を 410nmで測定した.

塩化カリウムを含まない反応液の活性を差しヲ1"、て K+

感受性活性とした.

③ アルカリフォスファターゼ活性測定法

反応液は終濃度3mM塩化マグネシウム， 20mM s-

グリ!セロリン酸2ナトリウム塩， 50mMグリシンー水酸

化ナトリウム (pH10.0)を含み全量で 0.5mlとした.

反応により遊離した無機リン酸を Fiske-SubbaRow の

方法10)で測定した.

④ アセチルコリンエステラーゼ活性測定

反応液に終濃度 30mMアセチノレコリン， 6mMノミル

ピタール一塩酸 (pH8.0)を含み全量で 2.8mlとした.

37。で反応後 2.4mMエゼリンを O.lml加え反応を止め

た.遊離した酢酸による pHの変化を測定した.

⑤ 蛋白定量法

蛋白の定最は Lowryら11)の方法で行ない，

アルブミンを標準物質として用いた.

結 果

プタ脳，ウマ腎から得られた細胞膜分画の各々の酵素

活性を比活性を用いて表わした.(Table 1) Na，K-ATP-

ase， K嗣PNPPaseは両酵素標品で高い活性を持つ.

Na， K-ATPase (*1) 

K-PNPPase (*2) 

Alkalinephosphatase (吋〉

Acetylcholinesteraseゲ3)

5'-Nucleotidase け1)

比活性は， (*1)μmole Pi/mg protein/九

付2)μmolePNP/mg protein/b， 

(*3) L1pH!mg protein/hで表示した。

Fig.3 ウマ腎 K-PNPPaseに対する水銀化合物

の阻害

(Fig.2)ブタ脳の酵素とよく似た傾向を示した.

ウマ腎の EιPNPPaseに対する阻害は(Fig.3)，塩化

メチル水銀と PCMBがほぼ同様な阻害曲線を示す ζ

と，塩化第二水銀が他の有機水銀化合物より阻害が強い

点が， Na，K-ATPaseの場合と一致している.

Fig.4はアノレカリフォスファターゼに対する阻害であ

る.密化第二水銀の半阻害濃度は 3xlO-5Mであった.

一方，塩化メチル水銀， PCMBは実験で用いた水銀濃

度範閉では阻害がみられず，逆にわずかな(約 5%)促

一方，アルカリフォスファターゼばヴマ腎で高く，アセ

チルコリソzステラーぜはブタ脳で高い.そこで，アル

カリフォスファタ{ゼ活性はウマ腎で，アセチノレコリソ

エステラーゼ活性はブタ脳の酵素活性を測定した 5'ー

ヌグレオチダーゼは両標品ともに活性が低く，実験に用

いるととができなかった.

Fig.1は，プタ脳細胞膜分画の Na，K-ATPaseに対

する悶害である.塩化メチル水銀， PCMBはほぼ同様

な阻害曲線を呈する.塩化第二水銀は塩化メチル水銀，

PCMBに比べ阻害が強く半阻害濃度は低い.

一方，ウ;マ腎の Na，K目 ATPaseに対する阻害は
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Fig.5 ブタ脳アセチルコリンエステラーゼに対す

る水銀化合物の阻害

Table 2 細胞膜分画諸酵素に対する

水銀化合物の阻害

半阻害濃度(x 10-7M) 

HgCb CH3HgCl PCMB 

Na， K-ATPase p. B. 1.7 4. 5 4.0 

Na，K ・-ATPase 日.K. 4. 3 18.0 13.0 

K-PNPPase H.K 1. 5 24.0 16.0 

Alkaline- 日.K. 75.0 
phosphatase 

Acetylcholine- p. B. 
esterase 

Protein 8μg/ml 
P.B. ; pig brain， H. K. ; horse kidney 

進がみられた.

アセチルコリ γエステラ{ゼに対する阻害を Fig. 5 

に示した.タ γパグ濃度880μg/mlで37040分間反応し

た時の pHの変化は 0.35"'_'0.45で、あった. 水銀濃度

10-7.........10-4M の間では3種の水銀化合物の阻害がみられ

なかった.

前報7)で報告したように，水銀の阻害はタンパク濃度

に依存し，タンパグ量の増加に従い半阻害濃度は増加し

た.Fig. 1......... 5の結果を，タンパク量 8μg/mlで反応

させた時の半間害濃度に換算し， Table 2にまとめた.

Na，K-ATPaseは3種の水銀化合物で強く阻害され，イ自

の酵素に比べ最もよく阻害された.アルカリフォスファ

ターゼに対する塩化第ご水銀の半阻害濃度は 7.5x 10四 6

Mで， Na，K-ATPaseに比べ20倍近く大きい. K-PNPP-

aseはNa，K-ATPaseと類似した阻害曲線を示し，半阻

害濃度も一致していた. K-PNPPaseは Na，K-ATPase

の部分反応と関係が深いために，12) Na，K-ATPaseの場

合とほぼ同じ阻害を示したと考えられる.

無機水銀は有機水銀に比べ阻害が強く，有機水銀の塩

化メチル水銀と PCMBの間には差がみられなかった.

考察

Na，K-ATPaseとその他の 2.........3の細胞膜酵素に対す

る水銀化合物の阻害を調べたところ，酵素により半阻害

濃度にかなり差がみられ， Na，K-ATPaseが最も感受性

が高かった.アルカリフォスファターゼは用いた有機水

銀濃度では阻害されなかった.しかし，1O-4M塩化第二水

銀で活性の80%が阻害された.アセチノレコリンエステラ

ーゼは無機，有機水銀でともにまったく阻害されなかっ

た.水銀化合物の阻害にこのような差があるのは，酵素

の水銀化合物に対する親和性に差があるためか，あるい

は使用している酵素標品が小胞 (vesicle)をなすため，

水銀剤の到達のしやすさに差異があるためかは分からな

い.なお，前報7)で報告したように， Na，K-ATPaseは

可溶化しでも半阻害濃度は変化しない. それゆえ， Na， 

K-ATPaseの水銀結合部位は， 小胞状の膜標品でも水

銀化合物が接近しやすい部位にあるらしい.

水銀中毒は種々の神経症状を呈することが知られてい

る. 水銀化合物は細胞膜の Na，K-ATPaseを他の細胞

膜酵素に比べ特異的に阻害することから，水銀剤の神経

系への障害の一部は，水銀剤が神経細胞膜と反応してイ

オンの能動輸送を阻害することにより引き起こされる可

能性が示唆された. ブタ脳の Na，K-ATPaseはウマ腎

に比べ強く阻害された.

近年，アデニルサイグラ{ゼの塩化メチル水銀による

阻害が，他の水銀化合物よりも 1桁以上低い濃度で起る

ことが報告された.13) 水銀化合物により膜への接近ある

いは浸透の速度が異なることを考慮すれば，脂溶性の高

いメチル水銀が，用いた酵素標品によっては強い阻害を

示すことがあり得るだろう.またこれらの水銀剤の阻害

は非可逆的であるため，その半阻害濃度を異なる実験問

で単純に比較することはできないだろう.

フェニル水銀化合物の中毒症状は有機水銀でありなが

ら無機水銀の症状に近いと言われている.一方，酵素に

対する阻害では， PCMBは塩化メチル水銀とほぼ同じ
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阻害を示し，無機水銀は有機水銀よりも強い阻害を示し

た.Changら14) は invivoで塩化メチル水銀，塩化第

二水銀をラットに投与し，肝，腎，脳における種々の酵

素活性を測定した.その結果アルカリフォスファターゼ

は両水銀化合物で活性が低下したことを報告している.

このように invivoと invitroで酵素阻害に差がある

が，in vivoでは排世速度と阻害部位への到達速度の影

響を受けるので，in vitro とは必ずしも一致しないと

思われる.

要約

ブタ脳およびウマ腎の細胞膜標品に対するメチノレ水

銀，塩化第二水銀， PCMBの障害作用をp種々の膜結合

酵素活性を指標に観察した.

Na，K・.ATPaseは3種の水銀化合物で阻害されるが，

アルカリフォスファタ{ゼは無機水銀でのみ阻害され，

アセチルコリンエステラーゼは 3種の水銀化合物でまっ

たく阻害されなかった.そこで， Na，K-ATPaseの特異

的阻害は，水銀化合物による中毒症状の原因の一部をな

すと考えられた.
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有機フッ素化合物の細胞膜酵素活性!こ対する

in vitroおよび invivoの影響について

厚井麻里*中尾 11原子牛

Effects of the Organofluoro-Compounds on Enzymes 

in Plasma Membrane in vitro and in vivo 

MARI KOI* and TOSHIKO NAKAO申

緒 言

Methoxyf1ur・ane(Penthrane⑧〉は， 1959年， コーネ

ノレ大学の Artusio，Van Poznak， et al.によって発見

された非引火・非爆発性を特徴とする吸入麻酔剤であ

り，下記の構造式を示す.

Cl F H 
I I I 

日-C-C-O-C-H
I I I 
Cl F H 

Methoxyflurane 

(2， 2-dichloro-1，トdifluoroethylmethyl ether) 

現在，臨床的に広く使用されているが， 1966年，

CrandelP)により麻酔後に生じる脱水状態を伴った腎障

害について報告された. Methoxyflurane麻酔下で長時

間の大手術を行った老人患者に多くみられ，術後第 1日

目より血清の Na+の増加や浸透圧の上昇および低比重

の多尿を特徴とする.患者は尿毒症で死亡するか，長く腎

濃縮障害を残す.アイソトープでラベルした Methoxy-

f1uraneを吸入させた実験により一部は肝で代謝され，

分解産物として Fーや oxalicacidが生じることが調

べられているため，これら代謝産物が腎毒性を有してい

て，それが血中に増加し尿に排世される結果，腎障害が

生じるのではなし、かと考えられた.その後， Whitford2
) 

らは血中 F-濃度の上昇とは逆に腎髄質内帯の Na+濃

度の低下を認め，この低下で Henle 係蹄の上行脚での

再吸収が阻害されるのが濃縮障害の原因であろうとし

た.しかし Methoxyflurane麻酔後の血清 Fーの増加

には個人差が大きく，まずこ Methoxyf1uraneをinvitro 

で代謝させた実験でも放出される Fーの量に個人差が大

きいために， Methoxyf1urane の投与量のみが代謝産

物の Fーの量を決めるものかどうかは明らかでない.

本実験は，脱水症状を特徴とする腎障害が，細胞膜酵

素の一部分が何らかの修飾を受けた結果として現われて

くるのではないかと考え，その関連性を調べるために行

ったものである.膜酵素としては，細胞膜に広く存在し

膜の一部を構成しているカチオン能動輸送酵素を用い，

活性に対する Methoxyflurane の影響をみた.既報の

論文の結果は何れも麻酔後長時間経たものであるが，

本実験では Methoxyflurane の直接作用と考え麻酔中

または麻酔後短時間に測定したものである.その結果，

Methoxyfluraneの代謝産物による影響に先立って，

Methoxyfluraneによる腎細胞膜障害が麻酔初期に起る

ことを想像させる結果を得たので報告する.

材料

実験材料は，in vitroではウマ腎を用い，前報同様

に NaI処理酵素を調整し，in vivoでは雌雄モルモ y

ト(体重， 260""""320 g)の脳および腎より，細胞膜標品

としてそれぞれミトコンドリア分画およびマイクロソー

ム分画を得た.

用いた試薬の主なものを下記に示した.

Methoxyflurane ;アポット社， Lot No. 844-1621 

bp 104.60C， mp -350C， 

d 1. 4224 (250C) 

Ethyl Ether ;関東化学(株)，特級

Di butylhydroxytoluene (BHT) ;和光純薬工業〈株〉

Lot No. ACL5025 

Ethanol ;和光純薬工業〈株)，特級

assay medium ;前報に同じ

*東京都立衛生研究所毒性部 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 
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方 j去 100 
i) in vitro 

エタノールに溶かした Methoxyfluraneおよび BHT 括

を各々 51u含む assayrnedium (0. 5mのに，調整し

た NaI処理酵素タンパク 4μgを加え， 370C， 10min YI降

寵して遊離してくる無機リンを Fiske & SubbaRow3
) 

の方法で測定した.エタノールのこの濃度では，酵素活

性への影響はほとんど認められなかった. Methoxyflu-

raneは 370C での蒸気圧が高いため， 活性の測定には

特に注意を払った. dead spaceをゼロにし完全に密栓

できる microtubeを用いて反応させた. BHTについ

ても同じ方法で測定した.

ii) in vivo 

モルモットを 2匹ずつ chamberに入れ吸入麻酔を施

した. Methoxyflurane麻酔は，浅麻酔・ 1hr， 2.5%一

10min， 0.5%・4hr行い，吸入麻酔剤の control とし

て Ether麻酔を浅麻酔 .1hr行った.動物は各々 2匹

使用した.

麻酔後直ちにモルモットに脳震誼を起きせ，心臓採血

により殺した.開腹後，尿を採取し脳，腎を摘出した.

脳，腎に9倍容のO.32M sucrose， 5mM EDT Aを加え

Teflon Homogenizer により粉砕し， Sor:vall SS-34 

のローターで 8，500rpm， 15min遠心して得た沈殿をミ

トコンドリア分画とし，上清を SorvallSS-34 のロー

ターで 17，000rpm，30min 遠心して得た沈殿をマイク

ロソーム分闘とし，各々l;m MTris-EDT A， pH 7. 3に

懸濁した.採取した尿は， Na+， K+の濃度および crea-

tinineの量を測定した.血液は，血清学検査， 血清中

の血糖， ChE活性およびN;a+，K+の濃度の測定を行

った.

結果

i) in vitro 

活性の測定に用いた NaI処理酵素は， 98%が oua-

bain感受性であった. Methoxyflurane のこの酵素に

対する影響は，図 1に示すように，高濃度で阻害し低濃

度で活性化がみられた.市販の Methoxyflurane は抗

酸化剤として0.01%(w/w)の BHT を含んでいるた

め， BHTのこの酵素に対する影響を図 2に示したが，

Methoxyfl uraneと良く似たノξターンを示した.図3に

は Methoxyfluraneと BHTとの差を示したが，低濃

度で若干の酵素活性化を示した.図 4は市販品を蒸留し

て BHTを完全に除いたものであるが，低濃度で若干

の活性化がみられた.

ii) in vi1JO 

表 lに homogenateの膜酵素活性を示した. ミトロ

性 '50

。

100 

j舌

'It 50 

-~~ 
-13 -11 -9 -7 -5 ーヨ '1 1 

図1 loglo(M)， Methoxyflurane (十BHT)

Penthrane のウマ腎l\Ta~，K+，..，ATPase に

対する影響 (5点の平均値:t:S.E.)

-17 -15 -13 -11 9 -7 -5 -3-2 
1212 IOg10(M)， BHT 

100 

i舌

性 50

。

BHTのウマ腎 Na+，K+-ATPaseに対す

る影響 (5点の平均値:tS.E.)

-13 … 11 -9 -7 -5 -3 -1 1 
図3 log lo(M)， MethoxyfIurane ( -BHT) 

図 1と図 2との差

ンドリア分画に ouabain感受性の酵素が混入している

ため，マイクロソーム分間の活性値と合おせた数値を

homogenateの数値として表わしである. Methoxyflu-

rane は低濃度即ち浅麻酔・ fl.¥討で腎の膜酵素活性を

ouabain感受性・非感受性ともに増加させる傾向にあ
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図4 !oglo(M)， Methoxyflurane (-BHT) 

蒸留した Penthrane のウマ腎 Na+，K+ 

-ATPaseに対する影響(5点の平均値土S.E.)

り，高濃度即ち 2・5%・10minおよび 0.5%・4hr で

は ouabain 感受性において減少させる傾向にあった.

一方， Ether低濃度即ち浅麻酔・ 1hr では変化が認め

られなかった.脳の膜酵素活性に対して Methoxyflu-

rane 低濃度で ouabain 感受性に増加が， 高濃度で

ouabain非感受性に減少が認められた.

Methoxyfl uraneおよび Etherで吸入麻酔を行った

直後の血清および尿中の Na+，K+の濃度は表2のよう

であった.血清の Na+，I~+ への影響はほとんどなく，

尿では K+に若干増加の傾向がみられた.

表3には homogenateおよび血清の ChE活性を示

した. Methoxyfluraneおよび Etherの脳 homogenate

に対する影響はみられなかったが，腎 homogenate の

ChE活性を増加させる傾向にあった.血清に対する影

響は，個体差による値のパラツキが大きすぎるが減少の

傾向にあった.

表4に示すように，血糖値への影響は Methoxflu-

raneは減少させる傾向があり， Ether は増加させる傾

向があった.

尿中の creatinine量を同じく表4に示した. Metho-

xyflur・aneによる減少の傾向がみられた.

表には示さなかったが，血液学検査の結果には全く変

化が認められなかった.

次に， Methoxyfluraneが膜の脂質に作用し酵素活性

を、溶かし出したために低濃度での活性化(表 1)がみられ

たのかもしれないので，膜を可静化する代表的物質とし

て DOCを用い， Methoxyfluraneによって膜酵素の活

性化がみられた腎の homogenateを 1.6mg/ml のタ

ンパク濃度で0.05%DOCに溶かし， 30min室温に放置

した後の活性を測定し表5に示した.結果は DOCによ

る活性化が controlと同程度であった.

なお， SDS-ポリアクリルアミドゲノレ電気泳動のノミタ

表 1 Methoxyf1urane吸入によるモルモット細胞膜酵素活性の変化

一一ーー一ー一一~一一一-

Activity Oua bain sensiti ve A TPase* Ouabain insensitive ATPase中

Anesthesia 
一一ー、、~、、~

Brain Kidney Brain Kidney 

1544 983 
Control 715 

1225 109 875 

Methoxyf1 urane浅麻酔.1hr
1989 1278 

105 1831 831 1325 

1787 1301 1260 845 

2010 1059 1268 1318 
Control 

1783 1289 1242 975 

1905 1256 1276 913 

Methoxyflurane， 2.5%.10min 
1789 1103 836 1127 

1834 949 981 1315 

Methoxyflurane， 0 5% .4hr 
2200 1114 959 1196 

1942 1063 1017 1006 

1993 1236 1442 994 
Ether，浅麻酔 .1hr

2100 1286 1315 963 

中 μmolesPi /hr / g tissue 

料 この標品は白質を含んでいるために他よりも比活性が低くなっている。
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表 2 Methoxyflurane吸入後のモルモヅト血清および尿中の無機イオン濃度

----------
Concentration Serum串 Urine~ミ

Anesthesia Na+ K+ Na十 K-!・
-_ー一~

Control 
148 10.3 

141 8.2 104 126 

Methoxyflurane，浅麻酔・1hr
153 10.2 151 125 

142 7.4 102 173 

134 5. 9 88 127 

Control 
134 5. 0 15 91 

137 10. 1 

134 10.7 

Methoxyflurane， 2.5%・10min
136 9. 0 20 127 

138 8. 6 6 194 

…山ne，0 5% • 4hr I 139 5. 0 136 127 

135 5. 0 119 103 

Ether，浅麻酔・ 1hr・
137 7. 1 88 54 

134 5.4 15 167 

ホ meq.

表 3 Methoxyflurane 吸入後のモルモット 表 4 Methoxyflurane吸入後のモルモット

ChE活性値 血清中glucoseおよび尿中 creatinine

Anes出回Aよct1V¥1ty 
ChE 

Brain1) Kidneyl) Serum2
) 

Control 
O. 21 0.009 O. 67 

0.28 。 0.83 

entration¥Gluco・ ¥Creati-
lsel)l nine2

) 

lωl 151 I 420 

ー一~ー--一一

Anesthesia 

Control 

Methoxyflurane， 0.37 0.039 一一3)

143 I 380 
Methoxyflurane，浅麻酔・1hr ~ ~= 

147 I 267 
浅麻酔・ 1hr O. 30 0.016 O. 60 

165 434 
0.43 0.020 O. 37 

Control 
O. 37 0.066 

155 
Control 

130 
0.23 O. 004 O. 60 130 
0.17 0.041 O. 35 

Methoxyflurane， O. 25 0.032 O. 47 
125 

Methoxyflurane， 2. 5% • 10min 
125 354 

2.5% • 10min 0.26 O. 103 O. 10 

h4et%ho@x4yhfr 1111・ane， 0.25 0.064 O. 40 
O. 5 0.33 0.033 0.58 

150 360 
Methoxyflurane， 0.5% • 4hr 

110 147 

Ether，浅麻酔01hr
0.20 O. 053 O. 18 

0.59 0.057 O. 37 

120 
Ether，浅麻酔・ 1hr

155 

1) mgjdl serum 2) mgjl urine 
1) L1pHjmg protein 
2) L1pH 

3) 値が極めて小



156 Ann. Rψ. Toわ'.0Metr. Res. Lab. P.fl・， 26-2， 1975 

表 5 Methoxyflurane吸入によるモノレモット

腎細胞膜酵素の活性化に対する DOCの

影響

A¥n¥e¥sthesia A、ct¥ivity OuabaIn seas1t1ve ATPase* 

DOC treatment afterj 
before 

before j 山 r

Control 
1202 2111 1.76 

1144 2044 1.79 

……e 

1526 2593 1.70 
浅麻酔・ 1hr 1403 2629 1.87 

* Kidney Homogenate，μmoles Pijhr j g tissue 

一ンには脳，腎ともに変化がみられなかった.

考察

腎の細胞膜酵素に対する Methoxyfluraneの影響は，

in dtroの実験において僅かではあるが 10-7M 付近に

ピークのある活性化のカーブ、が得られた(図 1). 麻酔

剤としての Methoxyflurane には，抗酸化剤として

0.01% (wjw)の濃度で BHT が含まれている.そこ

で BHT単独での同じ酵素に対する影響を調べると，

10-11M 付近にピークのある活性化のカ{ブが得られた

(図 2). Methoxyflurane， 8. 6 x 10-8M はBHT，6. 45 

xlO-12 M を含んでいるので，両者のピークはほぼ一致

している. Methoxyfluraneのカーブと BHT のカ{

ブとの差を BHTを含まない Methoxyfluraneそのも

のの作用と考えれば， Methoxyflurane単独でも酵素

活性化があり(図 3)，このことは，図4の結果によっ

て明らかとなった.細胞膜酵素に対するこの麻酔剤の影

響が単に BHTの膜安定化作用によることも考えられ

るが， Methoxyfluraneとの協力作用の結果の現われで

あるとし、う見方もできる.

表 5は Methoxyfluraneに DOC様の作用があるか

どうかを調べようとして行った実験で、あるが， DOCに

よる活性化は control と全く等しく， Methoxyflurane 

麻酔による腎の膜酵素活性化は DOC様の作用とは異な

るととを示している. DOC処理に用いた酵素は麻酔後

2カ月を経たものであるため，やや活性の低下はみられ

るが， Methoxyflurane麻酔による活性化は完全に維持

されており，この麻酔剤と腎との関係が強力であること

を物語っている invitroで行った実験の結果， 370C 

での併量を栓をはずして行うと Metho)):yflurane高

濃度での|阻害が減少し瞬置時聞を長くしても同様であっ

た.このことから高濃度での酵素活性への影響は可逆性

があると思われる.低濃度における活性化は可逆的では

ない傾向を示した.低濃度では Methoxyfluraneよりも

BHT の作用が強く働いている可能性もあり， Metho. 

xyflur・aneの蒸気圧が高いという点から考えても膜酵

素の脂質を残された BHT が還元し安定化しているこ

とも十分あり得る.低濃度での実験は今後アイソトープ

を用い合わせて検討する必要がある.

なお， Methoxyflurane麻酔直後の変化を調べた実験

結果は報告されていないので，直後に Fーが存在してい

るかどうかを調べなければならないが， NaFによるウ

マ腎膜酵素の活性化は認められなかったので，おそらく

大部分は分解されないで Methoxyflurane の形で存在

しているのであろう.また， Methoxyflurane の最終

分解物である oxalicacid のウマ腎膜酵素の活性への

影響は認められなかった.

in vitroでの Methoxyfluraneによる腎細胞膜酵素

の活性化が実際に吸入麻酔を行ったモルモットの組織に

ついてもみられるかどうかを調べた結果，非常に浅い麻

酔を 1hr行った場合に invitro同様に腎細胞膜酵素

の活性化が認められた(表 1)。活性化の程度は脳に比

べ腎の方が大きく，麻酔剤と腎障害との関連性をうかが

わせる. Etherによる腎膜酵素への影響は全く認められ

なかったので， Methoxyflurane の腎への作用は有機

溶媒様の作用ではないと思われる.

なお， SDSーポリアクリルアミドゲル電気泳動を行っ

た結果，脳および腎の各分画のタンパクのパターンへの

影響は認められなかった.

in vivoの実験は，in vitroでの低濃度の Methoxy-

fluraneによる細胞膜酵素の活性化を確証するために現

在行いつつあるもので，まだ不十分である.今後例数を

増やすと同時に，市川4)らの報告にも BHT と腎障害

との関連が示されているように， BHT単独投与群につ

いても腎への影響を調べ比較検討してゆく.

なお，組織学的に Methoxyflurane麻酔後の腎ミト

コンドリアの膨化が認められており戸) この点に関しで

も BHT単独投与群と合わせ検討してゆかねばならな

し、.

結語

今回は臨床的に広く使われている有機フッ素麻酔剤お

よびその中に含まれている抗酸化剤の細胞膜酵楽に対す

る影響を取上げた. 今日，麻酔剤である Methoxyflu-

raneによる腎障害とは別に食品添加物である BHTに

よる腎障害も知られており，用いた腎細胞膜酵素に与え

る Methoxyflurane麻酔の影響は BHT単独の作用で

あることも考えられるが， 2つの化合物の協力作用であ

る可能性も十分考えられる.今後，動物数を増して in
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vivoの実験を積重ね invitro の実験と合わせ更に深

く検索してゆかねばならない.

謝辞 最後に，ウマ腎を提供して下さった東京都多摩
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マウス胎仔の染色体標本作成法 (1)

益淵正典中高橋昭夫申縄井寿美子料

古田誠一 事

Chromosome Preparations from Mouse Embryos (1) 

MASANORI MASUBUCHI*， AKIO TAKAHASHI*， SUMIKO NAWAI料

and SEI]I YOSHIDA* 

動物胎仔の染色体分析は，受精から器官分化の過程に

おける発生学上の基礎的問題の研究手段にとどまらず，

ヒトの先天異常に関連する染色体異常症候群の解明など

臨床医学の方面にも広く利用されて来た.

最近，医薬品@食品添加物・農薬など人体にとりこま

れる機会のある化学物質の安全性について，その評価の

手段の開発がさかんに行なわれている.その中でも，突

然変異誘発性の問題は人間の将来に対する危倶として，

は，非常に手技が煩雑なため熟練と多大な時間を要し，

またそのために良好な結果も得られない.そこで筆者ら

は，毒性研究の一環として多数の妊娠マウスおよびその

胎仔の染色体分析を行なう場合，操作が簡単でしかも処

理時間が少なくてすみ，また熟練を必要とせぬ方法の検

討を続けて来たが，一応の成果を得たので報告する.

方 法

重要視されつつある.この突然変異誘発性を検定する手 1. 妊娠第9日.........13日(鹿栓を認めた日を妊娠第0日

段として，培養細胞， n甫乳類の末梢血@骨髄細胞などに とする〉のマウスの，屠殺 1.........2時間前， 0.1%コルヒ

おける染色体異常を調べる細胞遺伝学的研究法がある チン溶液を 1ml/kg腹腔内に投与する.この時期の胎仔

が，これら染色体異常を生じた細胞が次世代ではどのよ の細胞は活発に分裂をくり返しているため，コルヒチン

うな行動をとるのか，とくに優性致死および催奇形性の を用いなくとも比較的多数の分裂像が得られる.

問題とも関連して，その因果関係の解明がなされなけれ 2. 開腹後，子宮より胎仔のみを摘出する.

ばならない.また，人類環境内に存在する化学物質が 3. 摘出した胎仔を，小試験管(ゆ10mmx75mm)内

その種類@量ともに増加しつつある現在，予防医学的観 で低張処理する.低張処理は， 0.075M KCl溶液 3ml 

点からも動物胎仔の染色体分析の必要性がますます増大 を用い， 370， 15分.........30分間行なう.この際， あらかじ

する傾向にある.しかし，その認識の上にたちながらも， め胎仔の大きさにより大まかに細断しておくとよい.ま

実現は困難な現状にある. た，処理に要する時聞は胎仔の発育状態で異なる.

動物胎仔の染色体観察法は，これまでに Fordand 4. 低張液をすて， 40に冷却したカルノア固定液(メ

Woollam (1963)，1) Wroblewska and Dyban(1969)， 2) チルアルコール3容:氷酢酸 1容) 3 mlを加える. 15 

Evans， Burtenshaw and Ford (1972)，3) Ingalls and 分後，固定液を交換する.固定は 40 で 1時間.........2時間

Yamamoto (1972)4)らによって開発された.これらの 行ない，途中 2.........3度回定液を交換するのが望ましい.

方法は，低張処理および空気・焔乾燥法による手技であ 5. 固定液をすて，ただちに50%乳酸 1容:氷酢酸5

り，確かに良好な結果が得られ，種々の分野に応用され 容の混液 1.5mlを加える.

うるものであるが，毒性検定のために開発されたものは 6. 3.........4分後，胎仔表面の細胞が搭液中に遊離しは

少ない.多数の動物を対象とし，その胎仔の染色体分析 じめた時期に， Pasteur・pipetteを用い，ピベッティン

結果から化学物質の安全性の評価を目ざす毒性試験で グ(吸引，排出をくり返して撹持〉する.この操作によ

中東京都立衛生研究所毒性部 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 
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り容易に伊遊細胞が得られる.

7. 標本作成に充分な細胞が得られたころをみはから

い，ただちに，冷国定液 1.5mlを加え， ピペヅティン

グにより静かに撹持する.

8. 遠沈(1， OOOr.p.m， 3分〉して上清液をすて，ふ

たたび固定液 2mlを加え， ピペッティングにより静か

に撹持する.この操作を，乳酸・酢酸混液がなくなるま

で 1""""'2回くり返す.

9. 最後にもう一度遠沈して，適当な細胞濃度懸濁液

になるよう固定液を加える.

10. きれいに洗浄し， 50%冷アルコール液に浸してお

いたスライドグラス上に，上記の細胞浮遊液を Pasteur

pipetteで数滴滴下する.ブンゼン灯の焔の上を通すこ

とにより，スライドについたアルコールを燃やすと同時

に瞬間的に材料を焔で乾かす.この時点で細胞は広が

り，充分に広がった染色体像が得られる.

11. 染色はギムザ染色など一般の染色方法による.

結果および考察

本方法により，染色体分析に充分な分裂中期細胞数が

得られた.またp染色は phosphatebuffer (pH 6.8)で

希釈した 2%ギムザ溶液で10分""""'20分間行なったが，通

常骨髄細胞などから得られる染色体像に劣らぬ鮮明なも

第 l図 マウス胎仔(妊娠第13日〉より得られた染色体像. A，分裂中期

染色体. B，分裂中期染色体. 各染色体の縦軸方向に横縞模様が観察さ

nる. x 1， 700. 
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のであった(第 1図A，B). 一方，個々の細胞について

詳細に観:察すると，染色体上の縦軸方向に横縞模様の見

られるものがあった(第 I図B). との縞模様の出現機

序については検討中であるが，各染色体上でそれぞれ特

徴的であり，染色体を識別する際の一助となると考えら

れる.しかし，染色体異常を分析するには， gapや

breakなどと混同しやすく，今後，細胞を浮遊させる際

に用いる乳酸の濃度や乳酸に代わるものを検討してゆき

ナこし、，

とれまで，染色体異常の massscreening に都合の

よい方法として， Ingalls and Yamamoto の変法4)が

ある.とれは，妊娠第7日のマウス胎仔にも用いられ，材

料が少ない場合でも有効である.しかしその操作は低

張処理・閤定処理後，胎停を時計皿に移L，乳酸・酢酸

処理をほどこしながらピンセットの先端で 1mm以内に

細切したり，それをスライドグラスの上に移しピンセッ

トで充分に広げるといった操作などがあり，熟練と時間

を要するものであった.

まずこ Wroblewskaand Dybanの方法2)では，低張処

理・間定処理後，一度2%酢酸オノレセイン溶液で仮染色

しその後遊離細胞を得る操作が加わっている.一方，

Evans等の方法3)では，胎仔とともに amnion，yoll王sac

などの胎膜を用いて染色体分析が可能であり，種々の応

用面があるが，組織培養液での処理を必要と Lている.

先にも述べたごとく，毒性研究の一環として胎仔染色

体分析が行なわれる場合，データ評価の酉からどうして

も対象動物数をふやさねばならず，また妊娠マウスー腹

につき平均8，._，10匹の胎仔が得られることを考えあわせ

ると，染色体観察用標本を作成することは容易ではな

い.その点今回報告した方法は，多少とも手技の煩雑さ

を軽減し，均一な標本が得られ， mass screeningとし

ての routine workに適した方法だと思われる.本方法

をもとに，今後さらに改良を加えてゆきたい.
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マウス骨髄細胞染色体におよぼすウレタンの影響

益淵正典*縄井寿美子林吉田誠二*

Effect of U rethane on the Chromosomes of Bone Marrow CeUs in Mice 

MASANORI MASUBUCHI*， SUMIKO NAWAI料 andSEUI YOSHIDA* 

近年，カフェイン， 1，2) lysergic acid diethylamide 

(LSD)，3) サイクラミン酸ナトリウム，4) AF-25)などの

染色体に対する影響が報告された.以来，医薬品・食品

添加物@農薬などによる遺伝的影響が憂慮されはじめて

いる.その中でも注目されているものに，それら化学物

質による突然変異誘発性の問題がある.

アメリカの FDAでは，補乳動物における化学物質の

突然変異誘発性試験法として， (1)被検物質で処理した雄

動物を無処理の雌と交配したのち，離を妊娠中期に屠殺

して，胎仔の死亡や発育状態を調べる優性致死試験， (2) 

検体処理動物の骨髄あるいは精巣の分裂細胞で染色体を

調べる細胞遺伝学的研究， (3)徴生物などを検体で処理し

た動物の腹腔に移植し，次いでこれらの微生物をとり出

して突然変異を調べる宿主媒介試験などを提示してい

る.これら 3つの方法のうち，細胞遺伝学的研究に関す

る報告中では，in vivoによる検出試験を第ーとし培

養細胞などの invitroによる検出試験は補助的手段と

されている .6)

今回筆者等は，催奇形性7)および発ガγ性8)の知られ

ているウレタンに関L，マウスにおける invivo細胞遺

伝学的研究を行なったので報告する.また，この実験結

果をもとに，現在推奨されている試験方法についても考

察を試みた.

材料および、実験方法

1. 実験動物

ICR-]CL系雌マウス (S.P.F，9週令)を用いた.飼

育条件は，環境条件のほどとされた動物室(温度23:tlO，

湿度55:t5%)で，アルミ製ケージ内チップ飼いとし日

本グレア製固型飼料 CA-1および水道水を自由摂取させ

た.

2. 試料

実験に供したウレタン (Urethane，C3H7N02) は，

E. Merck社製， Lot. No. 3049395を用いた.

3. 最大耐量を求める実験

3回の実験を行なった.すなわち，大まかに投与量を

設定し投与したのち，動物の生死を判定，その結果より

生死のわかれる投与量間をさらに細かくわけて細胞遺伝

学的試験としての最大耐量を求める方法をとった.

① 投与量および投与方法:ウレタンを蒸留水にて溶

解後，10ml/kg B.W. の投与容量で投与量がそれぞれ

500mg， 1， OOOmg， 1， 500rhg， 2，000mg， 2，300mg， 

2，650mg， 3，050mg/kg B.W.となる様に経口一回投与

した.

② 観察期間:投与後，染色体標本を作成するまでの

期間 (6時間"""48時間〉を考慮し， 3日間の観察を行な

って最大耐量を求めた.

4. 骨髄細胞の染色体におよぼす影響を観察する実験

(1) 投与方法:前述と同じ

(2) 実験群および動物数:対照群(蒸留水)， 500mg， 

1， 500mg， 2，300mg/kg B.W.ウレタン投与群の計4実

験群をもうけ，さらに投与後 6，12，24，48時間の処理時間

組をもうけた.それぞれの群には 3"""5匹の動物を用い

Tこ.

(3) 染色体標本作成法:試料を投与したマウスは，投

与後の各経過時に屠殺(断頭放血〉し，骨髄を染色体標本

の作成に供した.分裂中期像を集めるため，擢殺の 2時

間前に 0.1%コルヒチン水溶液 1ml/kgB.W.を腹腔内

に注射した.骨髄細胞は大腿骨から採取した.大腿骨を

とり出し両端をハサミで切り， 37。の生理食塩水を入れ

た注射・器で，液とともに骨髄細胞を遠心沈殿管に洗い出

本東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町 3-24-1

* TokYo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
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した.低張液 (0.075MKCl水溶液， 370
) で15分間処 投与後， 12時間 2，300mg/kgB.W.投与群の動物番

理したのち，冷カルノア固定液(メタノーノレ 3容:氷酢 号 No.2の個体は標本作成時までに死亡した.

酸 1容， 40
) で 1・5時間，...-2時間固定した.染色体標本 ウレタンの各投与群での染色体数は，ほとんどの細胞

は火焔乾燥法により作成し，ギムザ染色ののちに検鏡に で40であり，対照群と有意な差は認められなかった.染

供した. 色体数には異常をきたさないものと思われる.

(4) 染色体観察:各投与群ともそれぞれ 1個体につき 染色体異常を有する細胞の出現数は，各投与群とも24

50個のよく分散した分裂中期染色体像を用いて分析し， 時間でもっとも高い値を示した.異常の大半はギャップ

また写真撮影した. と切断であった.また，投与後6時間では切断に比ベギ

結

1. 最大耐量

果 ヤップの出現数が高いが，時間経過とともに切断の出現

数がそれを上まわる傾向が見られた.これは染色体異常

ウレタンを経口 1回投与した時のマウスの経時的生死 が生じる際，ギャップが切断に先行することを示唆して

判定は第 l図に示す結果であった.この結果より，最大 いるものと思われる.一方，染色体型の異常を示す細胞

耐量は 2，300mg/kgB.W.と判断した. は少なしそのほとんどは染色分体型の異常であった.

2. 染色体異常分析 交換型の異常は， 1例も認められなかった.正常染色体

各々の細胞について，染色分体ギャップ (chromatid とウレタン投与により出現した異常染色体像を第 2図に

gap)，染色体ギャップ(同位染色分体ギャップ， iso- 示す.

chromatid gap)，染色分体切断 (chromatidbreak)， 各投与群中の3'""'5匹の動物は，それぞれ似通った異常

染色体切断(isochromatidbreak)，染色分体交換 (ex- 値を示しているが，投与後 24時間1， 500mg/l沼 B.W.

change)，その他〈環状染色体 ringchromosome，染 投与群中の動物番号 No.lの個体および48時間 2，300

色体細片化 pulverization)などの染色体異常の有無に mg/kg B.W. 投与群中の動物番号 No.2の個体は，

ついて観察を行なった.結果を表 1に示す. それぞれ同一投与群中の他の 4個体に比べ非常に高い染

投与量

(川/!.-1) 

500 

2，300 

投与後の日数 11投与量| 投与後の日数 ! 

? ! ? ? 日II(川す均)| ? ! ? ? 叶

lo  
iO  
;0  
10  
I 0 

lo  
iO  
1 0 
1 0 
I 0 

10  
1 0 
1 0  
10  
I 0 

1 0  
10  
I 0 
i o  
I 0 

2，650 

E 
4，000 1 匝

0生存マウス

X死亡マウス

第 1図 ウレタン 1回経口投与後のマウス死亡の経

時的観察

色体異常出現数を示した.このことは，同一コロニーよ

り得られた向週令 (9週令〕の動物を用いたにもかかわ

らず，遺伝物質への影響という観点からも薬物感受性に

個体差があることを示している.

考察

1. 染色体異常分析

ウレタン投与後のマウス体内分布と時間経過による量

的変動を測定した結果では，ウレタン濃度は臓器開で均

ーであり，一定速度で時間とともに低下し， 24時間では

ほとんどゼロとなる.また，誘発される各種障害(外表

面奇形，内臓奇形，口蓋裂，合指など〉と投与量との聞

に， 明確な定量関係のあることが報告されている (No・

mura and Okamoto 1972，9)野村 19748)). 今回の実験

結果(先に述べた， 24時間1， 500mgと48時間 2，300mg/

kg B.W.投与群中の極端に高い染色体異常出現を示し

た個体をのぞいて評価した〉では，第3図に示すごとく

染色体異常を有する細胞の出現は投与後 6時間から認め

られ，どの投与群においても24時間でピ{クに達し，そ

の後低下した.また，ウレタンの投与量と染色体異常誘

発性との間には明瞭な doseresponseが認められた.

これらのことは，ウレタンによる骨髄細胞染色体異常誘

発性も，投与量および投与後の体内濃度変化との聞に，

明らかな定量関係があるととを示唆している.投与量と

の関係は CHO-Kl細胞を用いた invitro試験でも認
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第 1表 マウスにおけるウレタン投与後の染色体異常を有する分裂中期骨髄細胞の出現数と異常の内訳

経 誓 動観異ギャップ切断環細 経 投I-c: 動観異ギャップ切断環細

過 重 物察常 染色豊染 染体色分型 染状片 過 重 物察常一染色量分 一染 染草色分 染状片細細色色染化 細細色色染化

胞胞体体色染 時 番 胞胞体体色
間 (Bm.gW/k.g〉号数数 型 型体体色 間 (Bm.gW/k.g〉号数数 型 型体体色

1 50 0 0 0 0 0 0 0 11 1 50 0 0 0 0 0 0 0 
o 2 50 0 0 0 0 0 0 0 11 0 2 50 0 0 0 0 0 0 0 

3 50 0 0 0 0 0 0 0 11 3 50 1 1 0 0 0 0 0 

1 50 0 0 0 0 0 0 0 11 1 50 9 1 0 7 0 0 1 
500 2 50 4 0 2 1 0 2 0 11 500 2 50 5 4 0 1 0 0 0 

3 50 1 1 0 0 0 0 0 11 3 50 8 4 0 4 0 0 0 

1 50 0 0 0 0 0 0 0 11 1 50 31 11 0 22 3 ] 2 
6 2 50 1 1 0 0 0 0 0 11 24 2 50 13 3 0 10 1 0 0 

1， 500 3 50 0 0 0 0 0 0 0 11 1， 500 3 50 15 9 0 7 1 0 0 
4 50 2 2 0 0 0 0 0 11 4 50 9 10 2 8 3 1 1 
5 50 0 0 0 0 0 0 0 11 5 50 14 3 0 11 0 0 0 

1 50 1 1 0 0 0 0 0 11 1 50 10 4 0 8 1 0 0 
2 50 3 2 1 0 0 0 0 11 2 50 14 11 0 5 0 0 0 

2， 300 3 50 2 1 0 1 0 0 0 11 2， 300 3 50 13 5 0 7 0 0 0 
4 50 3 3 0 0 0 0 0 11 4 50 9 1 1 17 1 0 0 
5 50 1 1 0 0 0 0 0 11 5 50 15 8 0 10 2 0 0 

1 50 0 0 0 0 0 0 0 11 1 50 0 0 0 0 0 0 0 
o 2 50 0 0 0 0 0 0 0 11 0 2 50 0 0 0 0 0 0 0 

3 50 0 0 0 0 0 0 0 11 3 50 0 0 0 0 0 0 0 

1 50 2 2 0 0 0 0 0 11 1 50 0 0 0 0 0 0 0 
500 2 50 7 4 0 2 1 1 0 11 500 2 50 1 1 0 0 0 0 0 

3 50 4 2 1 1 0 0 0 11 3 50 3 3 0 1 0 0 0 

1 50 6 5 0 1 0 0 0 11 1 50 2 1 0 1 0 0 0 
12 2 50 4 2 0 2 0 0 0 11 48 2 50 8 3 0 5 0 0 1 

1， 500 3 50 3 3 0 0 0 0 0 11 1，500 3 50 3 0 0 3 0 0 0 
4 50 9 4 0 4 1 0 0 11 4 50 2 1 0 1 0 0 0 
5 50 1 1 0 0 0 0 0 11 5 50 12 4 0 6 0 1 3 

1 50 6 3 0 0 0 0 0 11 1 50 13 10 0 2 0 0 2 
2*一一 一一一一一一 2 50 33 6 1 23 0 0 11 

2， 300 3 50 4 1 0 0 0 0 0 11 2， 300 3 50 8 6 0 6 0 0 0 
4 50 2 1 0 0 0 0 0 11 4 50 12 8 1 3 1 0 3 
5 50 11 3 0 0 0 0 0 5  50 4 0 0 4 0 0 0 

* 染色体標本作成前に死亡

められた.川 1， 500mg/kg B.W.， 500mg/kg B.W.投与群をもうけ

2. in vivo細胞遺伝学的試験法 た. 1， 500mg/kg B.W.投与群をもうけたのはウレタン

アメリカで、設立された変異原検定のための染色体試験 による催奇形性試験がこの投与量で多く試みられ，種々

法に関する委員会 (AdHoc Commi ttee on Chromo- の奇形を生じることが知られているからであった.ま

some Methodologies in Mutation Testing) の報 た， 500mg/kg B.W.投与群は，通常，動物に麻酔をほ

告では，投与群と Lて，最大耐量，中間差，一般使用 どこす際1， OOOmg/kg B.W.のウレタンが用いられて

量，陽性対照，陰性対照群をもうけ，各群5匹ずつの動 おり p 無作用量と Lてそれよりもさらに低い投与量を選

物を使用するように述べている.また処理時間として， んだためで、ある.そして結果は，どの投与群とも染色体

6時間， 24時間， 48時間を提案している 11) 異常を生じていた.

投与-量と実験群 突然変異性検出の目的とするととろは他の毒性試験と

今回の実験では， 2，300mg/kg B.W. (最大耐量)， 異なり，染色体に対する障害作用を調べるのが目白もであ
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第2図 ウレタン投与後のマウス分裂中期骨髄細胞染色体像. A，正常な核型を示す細胞.

B，染色体異常(矢印〉を生じた細胞

分 10
裂
中
期 8
帝国
胞
50 6 
個
中

4 の
異
常 q

細“
胞
数。

o 6 12 24 
投与後の経過時間(時間)

第 3図 マウスにおけるウレタン投与後の染色体異

常を有する分裂中期骨髄細胞の出現数とその

経時的変化

48 

る.したがって，染色体分析に必要な期間生存できる可

能なかぎり大量の薬物を投与した群(ここでは最大耐量

投与群とした)についてのみ検定を行なってきしっかえ

ないと思われる.すなわち，毒性試験として未知化学物

質の突然変異誘発性のスクリーニングを行なう際には，

この最大耐量投与群で検定を行ない，何らかの有意な異

常の発生が認められればはじめて低濃度投与群をもう

け，その障害の強さや特徴を評価するのが，要する労

力，時間および費用を考える場合能率的であろう.

使用動物数

今回の実験では，動物数を各群 3'""'5匹とした.その

中には前述したご、とく，投与後死亡したもの 1例，同一

投与群の他の個体に比べ高染色体異常出現を示す偲体が

2例みられた.薬物感受性に関し強い個体差を示す動物

の存在することが示唆されたが，このことからp スグリ

{ニングとしては投与群の数を最低におさえ，その代り

に使用する動物数をふやすことの方が有効かと思われ

る.

要 1::::::. 
日

ウレタンの突然変異誘発性を調べるために， ICR-JCL 

系雌マウス (9週令〉の骨髄細胞中期染色体分析による

細胞遺伝学的観察を行なった.

(1) 最大耐量(1回経口投与， 3日間の観察〉は

2，300mg/kg B.W.であった.

(2) 0， 500， 1， 500， 2， 300mg/kg B.W.のウレタン

投与群について，投与後 6，12， 24， 48時間経過時の染

色体分析を行なった.

(3) 染色体異常を有する細胞の出現は，各投与群とも

6時間で見られ， 24時間で最高に達した.各投与量と染

色体異常の出現数との聞には顕著な doseresponseが

認められた.

(4) 染色体異常の内訳は，ギャップ，切断が多く，他

に環状染色体，細片化染色体が観察された.染色体数に

は変化が認められなかった.

(的 今回の結果をもとに，現在推奨されている試験方

法について考察した.
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ウレタンの培養細胞 (L5178Y，CHO-lまりにおける細胞遺伝学的研提

吉田誠二申益測正典キ縄井寿美子林

In Vitro Cytogenetic Studies of Urethane on 

Cultured Cells (L5178Y， CHO-K1) 

SEI]I YOSHIDA大 MASANORIMASUBUCHI* and SUMIKO NA W AI料

筆者等は先にウレタンによって誘発される染色体異常

について，マウス骨髄細胞を用いた invivo系で調べ，

投与量と染色体異常誘発性との聞に明瞭な does res. 

ponseが認められるととを報告した 1) 今回，マウス白

血病細胞由来の L5178Y細胞およびチャイニ{ズ@ハム

スター卵巣由来の CHO欄K1細胞を用いて，ウレタンの

in vitro細胞遺伝学的研究を行なった.

材料および方法

1. 細胞増殖におよ{ますウレタシの影響

使用細胞株:L5178Y細胞

供試薬物:ウレタン (Urethane，C3H1N02)， E. 

Merck社製， Lot. No. 3049395. 

培養液:馬血清(10%)，ペニシリン・ストレプトマイ

シン混液(100μ/ml)添加の Fisher'sMedium (Gland 

Island Biological Co.) 

培養方法:5 X 104 /ml 濃度の細胞浮遊液を 50ml培

養瓶 5本にそれぞれ 40mlずつ入れたのち，上記培養液

に溶かしたウレタンを最終濃度 0，O. 2， 1. 0， 5. 0， 25. 0 

mg/mlになるように添加した.培養は 370 のふ卵器

内で行なった.

細胞数の測定:細胞数は経時的 (2，4， 6， 8， 10， 24， 32， 

48，56，72時間〉に細胞浮遊液の 0.07mlをとり， Isoton 

で 100倍に希釈したのち， Coulter Counter. Model Z 

(Coulter Electronics Inc.)で測定した.

2. コロニー形成率におよIますウレタシの影響

使用細胞株 :CHO・K1細胞

供試薬物:1に同じ.

培養液:仔牛血清 (10%)添加の F-12Medium 

(Grancl Island Biological Co.). 

培養方法:各種濃度 (0，0.2，1. 0，5. 0，25. Omg/ml)の

ウレタン添加培地を 60mmPetri dishに 4.9m[入れた

のち， 1 x 103/mlの細胞浮遊液を O.lml加え， 370 の

CO2 ふ卵器で培養を開始した • 16時間経過後，それぞれ

のウレタン添加培養液をすて， P.B.S.で2回洗浄後，ウ

レタン無添加培養液にてさらに7日培養を続けた.

コロニ{数の算定:培養終了後，培養液をすて，

P.B.S.で数回洗浄し， 10% Buffer ホルマリン溶液で

国定後， 0.1%グリスタルパイオレットで染色し，コロニ

ー数の算定に供した.

また，陽性対照として ethylmethan sulfonate (以

下EMSと略す)0.1，0.2， 0.3， 0.4， 0.5mg/ml添加

下についても同様の方法を試みた.なお各薬物処理群と

もそれぞれ4個の Petridishを用いて結果をもとめた.

3. 染色体におよ{ますウレタシの影響

使用細胞株:L5178Y， CHO-K1細胞.

供試薬物:1と同じ.

培養液:それぞれ， 1， 2と同じ

培養方法:各細胞種とも， 0，1.0， 5.0， 25.0mg/m! 

のウレタン添加培養液で， 6，12，24時間培養した.

染色体標本作成:各時間培養終了 2時間帯に 5μg/m!

のコルセミドを作用させたのち， トリプシン (0.05%)

で細胞をガラス壁からはがし 0.075 M KCl溶液で低

張処理を行ない，カルノ 7液(メタノ{ル 3容:氷酢酸

1容， 40
) で回定し火焔乾燥したのち， 2%ギムザ液

で、染色した.よくひろがった分裂中期の細胞 200個につ

いてその染色体分析を行なった.

結果

ウレタシの細胞増殖におよ{ます影響

*東京都立衛生研究所毒性部 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 

料麻布獣医科大学生物学教室
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L5178Yは浮遊培養細胞であり薬物処理も容易で，ま

た今回のように，一培養瓶から経時的に細胞浮遊液をサ

ンフ。ルとして得られるため，細胞の増殖を計測するのに

都合がよかった.各ウレタン濃度添加培養液中における

細胞数の経時的変化は，第 1図に示すごとくであった.

lX 106 

一一/一一

/
グ
ノ
一

/
/
/
一4

一

1 X 10'0 20 40 

処理時間(時間)

第 1図 ウレタン処理における L5178Y 細胞の増

殖曲線

O-Oomg， 構一暢 0.2mg， ムーム 1mg，

企-A..5mg， X一 X 25mg/m[ 

ウレタンの細胞増殖抑制作用は，処理開始後 6""""8時聞

から認められはじめる.特に，25mg/ml処理群は， 6時

間までは他の処理群と間程度の増殖を示しているが，そ

の後細胞数は減少し，処理開始時の細胞数よりも下まわ

った.これは細胞死を生じ，そののち細胞崩壊に至るた

めだと思われる.その他の処理群では，増殖が抑制され

ながらも細胞数は増加し，各処理群問で顕著な dOSe

responseを示した.

2. ウレタシのコロニー形成率に対する影響

L5178Yは浮遊培養細胞であるため，単層静置培養で

ある CHO-K1細胞を用いて，各ウレタン濃度添加下の

コロニー形成率を求めた.CHO-K1の l細胞分裂周期に

要する時間は，平均12""""13時間であることを考え，ウレ

タン処理をほぼ全周期にわたって行なった.その結果を

第2図に示す.ここでも，コロニー形成率は顕著な dose

responseを示した. また， 培養停止@染色後のコロニ

ーの形状を観察すると，細胞数が多く直径1mm程度のコ

ロニーから，細胞数が少なく直径 0.2mm程度のものま

で大きく変異していた.細胞浮遊液添加後，約 6時間ま

でにp細胞は Petridishガラス聞に付着するがp その際

ウレタンの作用を強くうけ死に至った細胞は付着不可能

であり，また軽度の障害をもち付a着した細胞は，その後

の増殖に何らかの影響を受けていると考えられる.さら

167 
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第2図 CHO-K1細胞における Urethaneおよび

EMS の濃度一一一コロニ…形成率曲線.ただ

し細胞を16時間処理した場合の結果を示し，

形成率は無処理群を 100として比較した.

に，それぞれのコロニー内の細胞の形状にも種々が見ら

れた.これらの詳細は現在検討中である.

一方，ウレタンはEMSに比べ弱し、コロニー形成阻害

を示した.それぞれのコロニー形成率の曲線から50%コ

ロニー形成阻害度(IDso)は， EMS 0.32mg/ml，ウレ

タン 6.0mg/mlと計算された. EMSのIDso値はこれ

までの報告2)とよく一致した.

3. ウレタシの染色体におよ{ます影響

L517SY細胞:第3図に示すごとく，ウレタン投与に

より種々の染色体異常が観察された. 特に Endore酬

duplication を示す像が数多く観察され， また Endo-

reduplica tionを生じた細胞がその他の染色体異常を伴

って出現した.この現象は，ウレタン濃度が高くなるに

つれて高頻度で出現する傾向を示すことから，ウレタン

の作用となんらかの関係があるものと思われる.しか

し無処理群でもわずかながら観察されるため，今回用

いた L5178Y細胞がこの様な異常を潜在的に多数もっ

ていたことも考えられ，その原因および染色体異常に関

する詳細な分析は今後の課題とした.

CHO-Kl 細胞:各処理群， 各経過時間の細胞につい

て，染色体異常を伴う細胞の出現数および異常の内訳に

ついて観察を行なった.結果を第 1表に示す.

染色体異常を示す細胞の出現数は，各処理群とも12時

間でもっとも高い飽を示した.また，ウレタン濃度と染

色体異常を保有する細胞の出現数との聞には明瞭な

dose res ponse が認められた(第4図). 無処理群でも

200個中)5""""17個の異常細胞が観察されたが，これらは

培養系細胞のもつ特徴だと思われる.

ウレタンによって誘発された染色体異常はおもにギャ

ップと切断であった.またp染色分体交換型の異常が12時



CHO・K1細胞を用いて invitro細胞遺伝学的観察を行

なった.

(1) L5178Y細胞を用い， 0， 0.2， 1.0， 5.0， 25.0 

mg/mlのウレタン添加下における増殖を調べた.増殖

阻害は添加後6時間で認められ，また各添加濃度と増殖

率の間には， dose res ponseが認められた.

(2) CHO・K1細胞を用い， 0.2， 1.0， 5.0， 25.0mgj 

mlのウレタン16時間処理後のコロニー形成率を調べた.

その結果， IDsoは 6.0mgjmlであった.

(3) CHO・K1細胞を用い， 0， 1.0， 5.0， 25.0mg/ml 

のウレタン添加下における染色体異常保有細胞の出現数

とその異常の内訳を， 6， 12， 24， 48時間処理について調

べた.染色体異常保有細胞の出現は 6時間で見られ， 12 

時間後で最も多く見られた.各添加量と染色体異常の出

現数との間には，顕著な doseresponseが認められた.

(4) 染色体異常の内訳は，ギャップ，切断が多く，他

に二動原体染色体，細片化染色体，染色分体交換，endo-

reduplica tion現象，環状染色体などが観察された.こ

れらの異常のうち，染色分体交換，二動原体染色体，

endoreduplica tionは invivo試験で出現しなかったも

のである.
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第4図 CHO-K1細胞におけるウレタン処理による分裂

中期染色体異常保有細胞の出現数とその経時的変化
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間処理で高頻度に出現した.その他の異常として，細片

化染色体，ニ動原体染色体3 環状染色体， endor‘edupli-

cation型の染色体が認められた.これらの異常のうち，

染色分体交換，二動原体染色体， endoreduplication型

の異常はinvivo試験では出現しなかったものであり， 1)

また今回の観察では無処理群にも観察されることから，

培養系細胞で生じやすい異常だと思われる.それぞれの

異常像を第5図に示す，

要旨

ウレタンの突然変異誘発性を調べるために， L5178Y， 

CHO-K1細胞におけるウレタン投与後の染色体異常を有する分裂中期細胞の出現数と異常の内訳
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第5図 C百O-Kl細胞におけるウレタン処理後に観察された分裂中期正常染色体および異常

染色体像.異常を示す染色体を矢印で示す.
A，正常染色体像・ B，ギャップ. C，切断・ D，endoreduplication型・ E，交換型. F，細片

化染色体. x L 100 (A， D， F) x2，200 (B， c， E) 
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遺{去物質!こ対する微量轟性物質の作用ならびにその障害回復機構の解析

(2)潜在的障害とその検出

金西{言次*渡部 真料

Analysis of Micro同 toxicantDamages on Genetic Substances 

(2) Detects of Potential Damage 

NOBUZI KANANISHI* and MAKOTO WATANABE料

前報に述べたこつの課題を検証するためにわれわれは

研究を進めている 1) すなわち

( 1 ) 微量の毒性物質による遺伝的障害(遺伝子およ

び染色体突然変異)， もしくは晩発性障害(発がん， 寿

命短縮，体質の脆弱化など〉の誘発機構，ならびに作用

量効果関係の解析

(2) これらの障害誘発の際に共存する化学物質の共

同作用による相乗，相加，あるいは桔抗的効果の機構な

らびに作用量効果関係の解析

今回は細胞性粘菌を用いて，徴量の毒性物質による潜

在的障害 (potentialdamage)と細胞分裂後の回復との

関連について調べた. DNAもしくは染色体など遺伝物

質に作用する化学物質として，前報に述べた(A)，(B) 

2群の薬剤に注目し，1)(A)に属する薬剤としてマイトマ

イシン C，N-メチノレーN'ニトローNニトロソグアニジン

(MNNG)を， (B)に属する薬剤としてカフェイン，

エチジウムブロマイド，プロフラピンを，更に遺伝物質

には直接作用しないが，蛋白質の合成を阻害する等の作

用で細胞の増殖を抑制することが知られている薬剤とし

てサイグロヘキシミド，ピユーロマイシンを加えて実験

をおこなった.

材料および方法

培養法細胞性粘菌Dictyosteliumdiscoideum Ax-

2株を用い，前報で述べたように axenic培養液で唐養

した.また寒天培地上で細菌とともに培養し，プラーク

形成能により生存率を求めた 1)

細胞数の測定 Coulter Counter Model ZBにより測

定した.

紫外線照射 15W殺菌灯(東芝GT-15)を用い， 照

射線量率は 8J/m2osecである.

試薬 カフェイン:和光純薬工業(株〉特級無水物，硫

酸プロフラピン:和光純薬工業(株)，エチジウムブロマ

イド:Boots Pure Drug Co. L TD， MNNG : :岩井薬品

化学，マイトマイシン C:協和醗酵工業(株)，ピユーロ

的
J 
J 
比i
ι3 
U脚。控
Eピ10晴

弘i
田
署
3 
z 

20 40 告o80 100 
INCUBATIO関 TI制臣 (hrs)

図 1 MNNGによる増殖の回害

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町 3-24-1

* Tokyo lVIetropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

料東京都立アイソトープ総合研究所
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マイシン:Makor Chemicals L TD，サイクロヘキシミ MNNG添加培養の生存細胞数の変化 図2は増殖中

ド:Sigma. の細胞に MNNGを添加， 220で振濯培養し，一定時間

実験結果および考察 毎に一部を取り出して希釈し，寒天培地に細菌ととも

MNNGによる増殖の阻害前報で述べたように細胞 にまいてプラーク形成能を調べたものである.黒丸

性粘菌は 25""""250μg/mlの濃度の MNNGで10分間処 Controlは MNNGを添加しない細胞の増殖曲線であ

理することによって生存率は著しく低下する.図 1は増 り，全ての点でプラーク形成能はほぼ100%である.黒丸

殖中の細胞に 2""""10μg/m!濃度に MNNGを添加培養 Total Cellsは 2pg/mlの MNNGを添加して培養し

して細胞数の変化を測定したものである.無添加の細胞 た全細胞数の増殖曲線で，約 8時間の分裂遅延のあと無

くControl)は約10時間の倍加時間で増殖しており， 2μg/ 添加培養の細胞と同じ速度で増殖する.白丸はこのとき

mlでは約8時間の分裂遅延の後，無添加の細胞とほぼ のプラーク形成能による生存細胞数の変化を示したもの

同じ速度で増殖する. 4μg/ml以上の濃度では，同様に である.すなわち生存細胞は培養時間とともに次第に減

数時間の分裂遅延があるが，その後の増殖も阻害され 少するが，約8時間で極小値に達し，以後分裂しうる五111

る.点線部分は培養開始後48時間自に，増殖した細胞を 胞は次第に増加していく.そして培養開始後24時間では

それぞれ同じ濃度の MNNGを含む培地に1/5に希釈し 約80%の細胞がプラーク形成能を有するようになる.こ

て培養をつづけ，測定した細胞数より得たものである. れより濃度の高い MNNGでも生存細胞数の変化は同様

2μg/mlの濃度の MNNGでは，明らかに分裂遅延 なパターンをとる.

はあるが，その後の分裂速度はコントローノレとほとんど 低濃度の MNNGを添加した培養により，一部の細胞

等しく，かっ MNNG添加培地を新しくしても増殖速 は増殖能を失うが，他の細胞は MNNGが存在していて

度は変わらない.とのことから培養中 MNNGが不活 も充分増殖することができる.

性化されていくのではなしむしろ細胞が MNNGに抵 MNNGで前培養した細胞の MNNG感受性 図3は

抗性をもったのではなし、かと考え，これらの細胞集団中 2μg/mlの MNNGを含む培養液中で24時間培養した

の生存細胞数を調べた. 細胞を 100""""250μg/ml の MNNGで10分間処理し，

10今

o 5 10 15 20 25 
l制CUBATIONTIME (hrs) 

区12 MNNG添加培養の生存細胞数の変化

MNNGを遠心分離により洗い，寒天培地に細菌ととも

にまいてプラーク形成能を調べたものである.黒丸は

コントロールの MNNG に対する生存曲線で，白丸は

MNNGで前培養した細胞の生存曲線で、ある.図1， 2の

。
闘随時GCONCE悶丁闘

図 3 MNNG前培養細胞の MNNG感受性
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O. 5μg/ml)で24時間， それぞれ前培養したあとの紫外

線に対する生存曲紘である. (A)群の薬剤の存在下で

前培養した細胞は紫外線に対する感受性は高く，前培養

によって作られた潜在的障害は， そのままではほぼ 100

%の生存率を有するが， MNNGの後処理の場合と同様

に，紫外線照射によって障害が拡大され，生存率が大き

く低下するものと考えられる.また (B)群の薬剤のカ

フェイン，プロフラピンの存在下で前培養した細胞は，

紫外線に対する感受性が明らかに高くなるが， (A)群

の薬剤ほどではない.エチジウムブロマイドは逆に多少

抵抗性となっている. これらのことについては渡部ら3)

によって， DNAあるいは染色質のエヲジウムブロマイ

ドによる凝縮と，カフェインによる引き伸しの効果によ

る可能性が示唆されている.またピユーロマイシン(100

μg/ml)やサイクロヘキシミド (10μg/ml)で前培養

した細胞も紫外線に対する増感度が少ない.

障害と閉復との関係 細胞性粘菌では T線による障害

からの回復に際し，亜致死損傷 (sub-lethaldamage) 

からの回復4) と同時にカフェインを用いて検出された二

段階の回復過程1) があり， MNNGのような化学物質に

よる障害からも同様に回復する 1) 更に第2段階の回復

がおこなわれる前に細胞数は増加することから，ある種

の障害は残っていても細胞は分裂することが出来ると考

えられる. 細胞増殖にほとんど影響を与えない濃度の

MNNGを添加して培養したときのように，遺伝物質に

障害をもたらす毒性物質を長期間連続して，微量づっ摂

取したときp増殖中の細胞ではp第 1段階の回復過程によ

(B)群前培養細胞の紫外線抵抗性図 5

可!目trol

¥ 

実験では MNNGに対して抵抗性を獲得したのではな

いかと考えられた.しかし MNNGで前培養した細胞を

更に高濃度の MNNGで短時間処理したときは，逆に感

受性が高くなるとし、う結果が得られた.

このようにDNA等の遺伝物質に障害を起すことが明

らかな化学物質中で細胞を培養しても，その化学物質が

徴最であるならば， 障害は種々の方法で完全に修復さ

れ，細胞の分裂にはほとんど影響を与えないで増殖する

ことができるものと考えられる.しかし微量の毒性物質

と共存して分裂しているこれらの細胞の遺伝物質中に

は，増在的な障害の一部が回復されないで，娘細胞にその

ままうけつがれる可能性がある.細胞の分裂を介しでも

回復されないこのような潜在的な障害が，吏に MNNG

等の化学物質の処理による刺激によって拡大され，細胞

死に至ったものと考えられる 2)

薬剤を添加し前培養した細胞の紫外線抵抗性細胞の

増殖にほとんど影響を与えない最大薬剤濃度を求め，そ

の薬剤濃度で24~30時間細胞を培養する.細胞の倍加時

聞は10~12時間で，薬剤添加培養液中で少なくとも 2 回

以上は分裂している.この薬剤添加培養液中で前培養し

た細胞のプラーク形成能はほぼ 100%である. 図4は

(A)に属する薬剤である MNNG(1μg/ml)および、マ

イトマイシン C (Mit，20μg/ml)で24時間，前培養し，

紫外線を照射したときの生存曲線である.図 5はCB)に

属する薬剤のカフェイン(Caff. 0.2mg/ml)，プロフラ

ピン (Prof，6.5μg/ml)，エチジウムブロマイド (E.B

J
d〉

10 8 
/ 

(A)群前培養細胞の紫外線抵抗性

務

( I 
4 2 

UV 
。
図 4
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って障害が修復されると同時に，第 2段階の回復過程に

よっても修復される.しかし第 1回復は比較的短時間で

終了するが，第2回復は細胞分裂後におこなわれるため

比較的長時間を要する.図 2，3あるいは4の実験の場合

では，時間とともに新たな障害が次々に生じてくるため

潜在的障害として蓄積され，回復との問に一定の平衡関

係が生じるものと考えられる.この平衡状態にある潜在

的障害は，新たな刺激によって回復不可能な程度まで拡

大され，突然変異又は細胞死の増加につながるものと考

えられる.これら潜在的障害の定量化とその実体の究明

が今後の課題である.

文献

1) 金西信次，渡部真:東京衛研年報， 25， 685， 

1974 

2) 金間信次，渡部真:日本放射線影響学会第17回

大会要旨集 2 A18 

3) 渡部真，金西信次，金城康人:東京アイソト{

プ研年報，印刷中

4) Kananishi， N. and Yanagisawa， K. : Gamma 

Field Symposia 9， 19， 1970， Deering， R.A.: 

Science 162， 1289， 1968 
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肝ホニEジネート 10，000g上溝処理による

AF2の分解と HeLa83細胞!こ対する毒性

川i野澄江*中尾 )1関子*平賀輿吾*

Degradation of AF2 by 10， 000 x g 8upernatant of Rat Liver 

盟omogenateand Cytotoxicity to HeLa 83 Cells 

SUMIE KA W ANO六 TOSHIKONAKAO* and KOGO HIRAGA* 

昨年の年報で， 2-(2-furyl)ー3-(5-nitro-2-furyl)

acrylic acid amide (以下 AF2と略す〉は，他の保存

料とは比較にならないほど低い濃度で培養細胞を障害す

ること，また，この障害は，ラット肝ホモジネートの

10，000xg上清と短時間インキュベートしただけでほぼ

完全に取除かれることを報告した 1) しかしながら p

AF2が実際この反応溶液中でどの程度まで分解されて

いるのかは明らかでなく，高分子化合物との物理的結合

等が細胞への AF2の作用を妨害している可能性も考え

られた.

0.8ト ('¥ 
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y \~/ 

、/、¥../
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。
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¥ 

500 

そこで今回は，in vitro における AF2の分解反応

について検討を行い，実際に AF2の分解が十分に起っ

ていることを確かめたうえで，中間代謝物の培養細胞へ

の影響を検討した.また，それに付加えて，中間代謝物

ではなく， AF2そのものが細胞のDNAに直接作用し

ている可能性も考えられるため，その点についてもあわ

Fig. 1 Absorption spectra of AF2 (disti1led 

water) 

せて検討を行った.

実験方法

1. cis型AF2の合成 19の trans型の AF2を沸騰

水に溶解させたのも，オートクレーブで1200， 1時間加

熱した.放冷，濃縮後冷蔵庫中に放置して結晶を得，エ

タノールから 2回再結を行った.このようにして得られ

た cis型の AF2は，可視部の吸収スベクトノレ(Fig.1)

ならびに赤外吸収スペグトノレ(Fig.2)において文献値2)

と問ーであると考えられた.

2. AF2分解系の反応条件の検討 Wistar-]CL 系

の成熟雄ラットの肝臓を生理食塩水で潅流後， 3倍容の

0.25Mショ糖一0.03MTris-塩酸緩衝液 (pH7.3，以下

緩衝液と略す)とともにホモゲナイズした.このホモジ

II 

一 一trans-form，一一cis-form

3000 2000 1600 1200 800 cm -1 

Fig. 2 Infrared a bsorption spectra of AF2 
(KBr) 

1 : trans-form， II: cis-form 

ネートの10，000x g， 30分遠心分離後の上清を用いて，

AF2の分解反応の活性の測定を行った. H.V. Mal-

本東京都立衛生研究所毒性部 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 ]apan 
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ling3)にならい， NADPH 生成系を用いずに NADPH

のみを大量に加えた系で、活性の測定を行った.その組成

は，上清 O.2ml， NADPH 3.6μmoles/ml， MgC12 

4.8μmoles/ml，緩衝液 O.29ml， trans AF2 (20mg 

/ml DMSO) O.Olml (1. 61mM)である.なお，経時

変化の検討にはこの 2倍量を用いた. 370 で10分間イン

キュベートを行ったのち反応溶液 O.lmlを取り出し，

氷冷クロロホルム約 5mlで trans型および cis型の

AF2を抽出した. 3，000rpm， 15分遠沈後， クロロホル

ム層をとり，窒素気流下 400 でクロロホルムを蒸発，除

去した.残漬を少量のアセトンに溶解させ，シリカゲル

G (Merck社製)の薄層上にスポットし，酢酸エチルー

ベンゼン (3: 2)で展開を行った. trans型および cis

型の AF2は，この溶媒系で完全に分離された.得られ

た2個の黄色のスポット (trans AF2， Rfキ0.5; cis 

AF2， Rfキo.6)を削りとり ，5mlの蒸溜水で抽出した

のち， 2，500rpm， 15分遠沈後の上清を取り， 分光光度

計 (Gilford300-N)を用いて， trans AF2の場合には

390nmで， cis AF2の場合には 420nmで吸光度の測

定を行った. AF2の分解速度は trans型および cis型，

両者を合計したものの 10分間の減少量で表示した.な

お，タンパク質量の測定は， Lowryらの方法4)によった.

3. HeLa 83細胞に対する AF2の細胞毒性本報告

では， コロニー形成率の阻害の程度によって細胞毒性を

判定した. Fig.6では， 10日間処理の trans型および

cis型の AF2のコロニー形成率に及ぼす影響について

検討した. 20%仔牛血清(極東製薬工業)を含む Eagle

のMEM培地(ダイゴ栄養化学)5mlを添加した60mm

のペトリ皿に約100個の HeLaS3細胞をまき，さらに

3. 2-7. 2μM の transAF2 および12-24μMの cis

AF2を添加して 370 の炭酸ガス培養器中で培養を行っ

た.10日間培養後，ホルマリン国定，クリスタル・バイ

オレット染色を行い，形成されたコロニーの数を数えた.

結果は無処理の対照を 100としたときの %(R.P.E.)で

表示した.

2時間処理の影響 (Fig.7)については，細胞をまい

た翌日に 20… 160μMの transAF2で2時間処理を行

ったのち，さらに10日間培養を継続した.

肝ホモジネートの 10，000xg上清中で分解された

AF2の細胞毒性 (Fig.8)については， 細胞をまいた

翌日，培地 O.5m!または 0.25m!を捨て，前記のよう

な反応条件下で種々の時間 (5-60分間〉インキュベート

したあとの反応溶液，。目 5mlまたは 0.25ml をペトリ

皿に添加した.この添加量は，反応開始時の AF2濃度

に換算するとそれぞれ160および 80μMに相当する. 2 

時間培養後，培地を捨て， MEM 培地5mlで 1回洗った

のち，新しい培地を加えてさらに10日間培養を行った.

4. DNAの修復合成速度の測定 Balb/3T3細胞と

称するマウス由来の繊維芽細胞株の中から十分に接触阻

止を起すクローンを選んで実験に用いた. J.E.Trosko 

and J.D.Yager5
) にならいp ヒドロキシウレアで， S期

(DNA合成期)のDNA合成を抑えた条件下で 3Hーチ

ミジンのとりこみの測定を行った. 10%の仔牛血清を含

む Eagleの MEM培地 5m!を添加した 60mmのペ

トリ皿に 1X 105個の細胞をまき， 9日間培養を行って

完全に monolayerを形成させた.その後 1mMのヒド

ロキシウレアを添加して10時間培養を行ったのち， 20-

160μMの AF2で2時間処理を行った. 培地を捨て，

MEM 培地で 1回洗ったのち，新しい培地 5ml(ヒド

ロキシウレア lmMを含む〉とメチノレ-3Hーチミジン (The

Radiochemical Centre Ltd) 1μCi/mlを添加しさ

らに 3時間培養を続けた.その後培地を捨て，5mlのリ

ン酸緩衝液 (PB S)で2回洗ったのも， トリプシン-

EDTAで処理して細胞をばらばらにした.細胞懸濁液

を 10mlの遠沈管に移し， 1， OOOrpm， 5分遠沈後，上清

を捨て，2mlのPBSに細胞を懸濁させた.次いで， 10%

トリクロノレ酢酸2mlを加えて15分間放置した.なお，ト

リプシン処理後の操作は，すべて氷冷下で行った.その

後， 細胞をグラスファイパー・フィルター (Mi11ipore

製〉上に移して吸引漉過を行い，5mlの5%TCAで

3回洗浄したのも， フィルターをノミイアル瓶に移し，

10mlのシンチレーター (0.4%のPPOを含むトルエン

溶液〉を加え，液体シンチレ{ション・カウンター

(Beckman LS-230)を用いて放射能を測定した.

5. ワェノパルピタール投与ラットの AF2分解活性

の測定 7週令の雄の Wistar-JCL系ラ γ ト(平均体

重 236g)にフェノパルピタ{ル(三晃製薬， 局方品，

Na塩として使用)100mg/kgを腹腔内注射した.投与

後3日目に肝臓を摘出し前記の方法で AF2の分解活

性を測定した.結果は，上清 ml当り，上清タンパク質

mg当りおよびミクロソームタンパグ質 mg当りの10分

間の AF2の分解量で表示した. ミクロソ{ムタンパク

質量の測定には， 10，000 x gの上清 0.5mlを用いた.

これを 2倍に稀釈したのち， 104，000 x gで 1時間遠沈

を行い， 生じたベレットを 1N NaOH， 10mlに溶か

し Lowryらの方法4)を用いて定量した.

実験結果および考察

1. AF2分解系の反応条件の検討 ラy ト肝 10，000

xg上清分画による AF2分解反応の条件の検討・を行っ

た. まずはじめに， NADPHの存在下および非存在下に
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た.一方， NADPH の存在下では， 1分以内に trans

型から cis型への変換が起り，さらに反応を続けると

cis AF2は非黄色物質にまで分解された.はじめの 10

分間はほぼ直線的な全 AF2の減少が認められたため，

以後の測定では反応時間を10分とした. Fig.4に AF2

分解のLinweaver-Bur1王プロットを示した.基質濃度

0.1-1.6mMでl/Sとl/vとの間に直線性が認められ，

Kmの値は 1.30mMと計算された.本測定法では，

基質の減少量によって分解速度をもとめているので，基

質の濃度を高くすると測定の精度が落ちるとし、う欠陥が

あるため，以後の測定は， Km値よりやや大きい 1.6mM

の濃度で行った.

Fig. 5に酵素溶液(上清〉を 0.05mlから 0.3mlま

26-2， 1975 年報研緯1京東
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で(タンパク質量にして 3-18mg/反応溶液 ml)変えた

ときの AF2の分解量を示した. この酵素量の範囲内で

は，酵素量と AF2の分解量との間にほぼ直線的な関係

が認められた.

以上の結果から，酵素溶液 0.2ml，NADPH 3.6μ 

moles/ml， MgC12 4.8μmoles/ml， AF2 1.6μmoles/ 

ml，全容量 0.5mlの反応溶液で'10分間反応を行わせた

場合， trans AF2は， ほぼ酵素量に比例した速度で非

黄色物質にまで分解されると考えられたため，in vitro 

の酵素系における AF2の分解と細胞毒性との関係を検

討する以下の実験では，上記のような反応条件を採用し

ずこ.

2. trans型および cis型 AF2の細胞毒性の比較

上記のように， ラット肝ホモジネート 10，000xg上

清中で， trans AF2の cis型への変換が非常に速やか
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Fig. 4 Lineweaver-Burk plot of AF2 degradat-
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おける transAF2および全 AF2(trans型+cis型)

の皮応溶液からの消失の経時変化を示した (Fig.3). 

NADPHの非存在下でも 5分以内に trans型から cis

型への変換がほぼ完全になされたが，その後さらに反応

を続けても cis型の AF2の減少は全く認められなかっ
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に起ることが示されたため，両 AF2の細胞毒性の比較

を行った.結果を Fig.6に示したが， 10日間処理の場

合の t1'ans型および cis型の AF2の50%コロニー形成

閉止濃度(IDso)は，それぞれ 5.3μMおよび 16μMでp

前者は後者の約 3倍の毒性を示した.それゆえ，上清中

で速やかに t1'ans型から cis型への変換が起ることを

考えると，上清とのイ γキュベートによりまずはじめに

細胞毒性の低下が起ると考えられる.しかし， cis AF2 

がさらにそれ以上分解を受けたとき，細胞毒性の高い中

間代謝物の生じる可能性は残されている.

3. ラット肝ホモヲネート 10，OOQxg上清中におけ

苔 AF2の分解と細胞毒性の変化上述の理由から，

NADPH存在下でラット肝ホモジネートの 10，000x g上

清中で AF2を分解させ，そのときの反応溶液を経時的

にとりだして細胞に霞接作用させることを試みた.反応

溶液を細胞に作用させる時聞が長いと，上清， NADPH，

NADP等反応系の成分自体が細胞を障害するため， 細

胞に作用させる時間を 2時間とした. 2時間処理の AF2

のコロニー形成率の低下の程度 (Fig.7に結果を示し

た〉から，細胞に作用させる反応溶液の量を反応開始時

の AF2濃度に換算して， 160および 80μMとなるよう

にした.結果を Fig.8に示した. 0分の値は，無処置
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または AF2のみを作用させたときの値で，無処置の対 240 

照のコロニー数 (80土 4個/ペトリ皿〉に対する%で表示

してある.反応時間 5-60分の値は， AF2のみを除い

た反応捺液で処理したときのコロニー数(76土20個/ペト

リ皿〉に対する%で表示してある. AF2単独の処理の

場合， 160および 80μMの AF2は， R.P.E.をそれぞ

れ， 13.5および55%に低下させたため，との濃度は，そ

れぞれ， コロニ{形成率を強度および中程度に間害する

濃度であると考えられた.上清とインキュベートすると，

どちらの AF2濃度においても， 5分以内に対照に近い

値にまで、回復を示した.しかし反応時聞を60分まで延

長しでも， R.P.E. の低下は全く認められなかった.

以上の結果から，先に予測したように，ラット肝ホモ

ジネートの 10，000x g上清中で AF2 の分解を行わせ

ると，速やかに trans型から cis型への変換が起り，

それに伴い，細胞毒性の低下が起ると考えられる.反応

時聞を延長しても再び細胞毒性が強くなる傾向が全く認

められなかったことから， cis型 AF2がさらに分解を

受けても毒性の強い中間代謝物が生じていないか，もし

くは，生成しても速やかに分解されて細胞毒性を示す十

分な濃度に達していないものと推測される.

4. AF2による DNAの修復合成の促進以上の結

果とバクテリアにおける突然変異の誘発，および培養細

胞系における染色体異常の生起という事実を総合して考

えるなら，中間代謝物ではなく， trans AF2そのもの

が細胞の DNA に作用し， その切断を起している可能

性が考えられ，事実， A. Tonomura and M.S.Sasa-

ki6
) は，ヒトの細胞でそのような結果を得ている.そこ

で本報告においては，接触阻止を十分に起すマウス由来

の繊維芽細胞株 Balbj3T3細胞の中から特に選び出し

たクローンを用いて実験を行った.結果を Fig.9に示

したが， 20μMの濃度でも明らかに修復合成の促進が認

められた. 160μM では 80μM より低い値が得られた

が，顕微鏡で観察したところ，一部の細胞の器壁からの

剥離がみられ，また形態の異常も認められたことから，

3H-チミジンのとりこみの低下は， 細胞自体の死滅に起

因すると考えられる.本実験系の問題点として考えられ

ることは，無処置の対照のとりこみが447土19cpmと非

常に高く，修復合成の促進によるとりこみの増加は，最

高でもこの対照値の41%にすぎない.ヒドロキシウレア

の濃度， AF2処理後 TCA沈澱を行うまでの操作に時

間がかかることなど問題があり，今後さらに実験条件を

検討していく必要がある.

5. ..，ェノパルピタール投与ラット肝の AF2分解活

性の変化 賀田7)は， AF2によるパグテリアの突然変異
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Table 1. Hepatic AF2 metabolizing activity 
in rats after single i.p. injection of pheno-

barbital 

Metabolized AF2 
(μmoles/ml) % of 

Control Treateda) Control 

per ml of 443土36b) 532土72bl** 120 supernatant 

per mg of 
supoet rnatant 14.6土1.3 16. 5土1.8* 113 
prorem 

per mg of 
microsomal 51. 6土6.4 54.4土8.1 105 
protein 

a) Phenobarbital (100mg/kg of body weight) was 
injected i.p. 3 days before measurement 

b) Mean of 8 animals and SD 

*， Significantly different from control Pく0.05，

*申， PくO.01 

の誘発がフェノバルピタール投与ラットの肝ホモジネー

ト(S9分画〉による AF2 の代謝によって増強される

と報告しているため，本実験では， 100mgjkg体重のフ

ェノバルピタールを 1回腹腔内注射したラットの 3日後

の AF2分解活性を測定した.結果を Table1に示した

が，上清ml当りおよび上清-タンパク質mg当りの活性は，
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フェノパルピターノレ投与により有意の上昇を示したもの

の，その上昇の程度はわす'かで，それぞれ対照の20およ

び 13%の増加にすぎなかった.また，活性をミクロソ

ームタンパク質 mg当りで示すと，わずか 5%の増加に

すぎなかった.以上の結果から，フェノパルピタール投

与によっても肝臓の AF2分解活性はそれほど増強され

ないと考えられる.

6. 終りに in vitroの酵素系による AF2の分解の

カイネティックスについての報告はみあたらない.本実

験では， trans型および cis型の AF2 を薄層クロマ

トで比較的容易に分離することに成功したため，酵素活

性の測定が可能となった.肝ホモジネートの 10，000xg

上清分画を用いて，反応の経時変化， Km値，酵素量と

分解最との聞の比例関係についての知見を得た.

NADPHの非存在下においても trans型から cis型

への変換が非常に速やかに行われるととを示したが，予

備的実験で確かめたところでは，との反応は， 104，000x 

gの上清によっても容易に起り得るので，おそらく cis

化にはミクロソームの酵素は関係していないであろう.

また， NADPH非存在下で反応を長時間行っても cis型

AF2 の減少が全く認められなかったことから，以後の

分解は， ミクロソームの薬物代謝系の酵素によって行わ

れていると推測される.

今回， AF2 分解の中間代謝物の濃度を高める条件を

きがすととを目的として，フェノパルピタールによる酵

素活性の誘導について検討を行った.しかしながら，他

の薬物代謝酵素の活性を十分上昇させる8) ような条件下

でも AF2の分解は，ほんのわずかに冗進したにすぎな

かった.そこで，特にフェノパノレピタール投与による利

点は考えられなかったため，以後の AF2の中間代謝物

の細胞毒性の検討には，通常のラットを使用した.

肝ホモジネート 10，00oxg上清による AF2の分解

過程で，まず AF2の cis化がきわめて短時間に起り，そ

れに伴って AF2の細胞毒性が低下すること， cis AF2 

がさらに分解されてもコロニー形成率の低下が起らない

ことを確かめた.賀田7)は AF2によるパクテリアの突

然変異が肝ホモジネートとのインキュベートにより著し

く高められたと報告しているが，本実験の結果との矛盾

は， コロニー形成率と突然変異では効果が異なること，

また，パクテリアと培養細胞との違いで説明されるかも

しれない.

また， AF2そのものが培養細胞のDNA鎖を切断し

ている可能性を示したが， 本実験では個々の細胞への

3Hのとりこみをみたわけではないので，一部の細胞が

S期の合成を行ったため，全体としてのとりこみが高め

られた可能性もないわけではない.との点については，

オートラジオグラフィーを使って検討する必要がある.

また， より直接的にDNA鎖の大きさを測定する方法9}

により， DNAの切断の有無を明らかにする必要があろ

う

要 旨

ラット肝ホモジネ{ト 10，000x g上清分闘による AF

2の分解について検討を行った.その結果， trans型の

AF2は，速やかに cis型に変換したのち， NADPHの

関与のもとにさらに非黄色物質にまで分解されることを

明らかにした.つぎに，その分解過程における中間代謝

物の HeLaS3 細胞のコロニー形成率に及ぼす影響に

ついて検討を行った.その結果， cis化に伴って速やか

に阻害が取除かれること，まずこ，その後の分解過程にお

いても，再び阻害物質が生成されてはいないことを明ら

かにした. また， AF2による Balb/3T3細目告のDNA

修復合成の促進が示唆された.
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同一環境下に9週間飼育しこの間の成長発達をみる

と同時に平行して 5週令から 9週令ーまで butylated

hydroxytoluene (以下BHTと略す)1.5%添加飼料を

与える負荷試験を行い，両ラットの性状を比較したも

のである.とのなかで， JとSの諸器官重量や体重の増

加の推移と BHTに対するこれらの反応を詳細に比較検

討した結果，成長に伴う体重や諸器官重量の増加の過程

いとぐち

先に， 1"毒性研究に用いるラットの性状に関する基礎

的研究Jの一環として「生育場を異にする同系統ラット

における成長発育の比較からみた性状の研究」を報告し

た 1-4) この研究は， barrier system下で生育した4週

令の SD.JCL系(以下Jと略す〉と SD.SLC系(以下S

と略す〉のラット雌雄，各群10匹，計 120匹，を用い，
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Fig. 1. Growth curves of lddney， heart and thym，us in male control rats 
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には急、な時期と緩やかな時期が交互に存在し，この緩急 ズレは，同週令であったが， Sの方が体重が大きかった

はBHTによる体重や器官重量増加抑制，減少を規制す ことと，試験開始時の精子形成状態で， Sの方が進んで

るということを推測した.この推測から，なお未熟では いたことより推察された.

あるが，発育リズムと仮称する概念を提起したいと考え 2. 成長に伴う体重増加曲線

るに室ったので，その経緯を報告する. 諸器官重量の成長に伴う増加曲線の勾配には時期によ

経 緯 る大小の繰り返しのあることが推定されたので，個体で

1. 成長に伴う諸器官の重量増加曲線 推移を追える体重増加の過程を分析した.

Fig. 1はJおよびS雄ラットの腎臓， 心臓および胸 Fig. 2はJおよびSの雄の 4週令から 9週令まで，

腺の成長に伴う重量増加曲線で， J，Sの曲娘はそれぞれ 2日間隔で測定した体重増加曲線であり， Fig. 2 (A) 

スム{ズな重量増加を示しているようであり，また，両 は6"""'7週令時の体重増加の推移を体重のスケールを拡

者を比較した場合推計学的に特に有意な点は殆んどな 大して示Lたものである.この図によると Sは殆んど直

く，大体同様に推移しており，両者間の重量増加曲線に 線的に， Jではやや緩急、の勾配をもって増加しているよ

は殆んど差がないと結論されるものである.しかしここ うである.この点を明確にするために， J，Sの各期間毎

で，両者を詳細に対比してみると，先ず腎臓では，特に の体重増加量(例:Jの雄の13日目の体重は 161g，15 

4----6週令時の Jの重量増加直線の傾きはSよりも大で 日目は 176gであるから，この期間の体重増加最は 15g)

あり， 6 ---9週にかけては逆にややSがJより大のよう を求め，これを図示したのがFig.2(B)である.これ

である.心臓では腎臓でみられたより更に著明で重量増 でみると Sにおいても Jと同様に体重増加量が大きい期

加直線の傾きは 4---5週令時はJが， 5 ---6週令時はS 間と小さい期間とが交互に繰り返されて波形を呈してい

が， 6 ---9週令時はJが，それぞれ大である.即ち，そ ることがわかる.即ち， SはJより増加量は大きいが，

れぞれ増加量の大きい期間と小さい期聞があり， JとS その期間毎の増加量の大小変動幅が小であったため

がからみ合って，或いは 1柏のズレをもって増加してい Fig.2では殆んど直線的増加にみえたことが理解さ

るようにみえる.胸腺でも大体同様の傾向で増加直線の れ，成長に伴う体重増加過程においても増加量の大きな

傾きは， 4........ 5週令時はJが， 5 ---6週令時はSが大で 期間と小さい期間とが交互に繰り返されるものであると

あり，それぞれの増加曲線では傾きの大きいとき，小さ の確信を得た.

いときがみられる.このような傾向は，図示しなかった 3. BHTに対する体重・器宮重量の動態

が雌の心臓，胸腺，肺臓，雄の肺臓その他にみられた. BHTの大量摂取によってラットの体重や諸器官に

以上の成長に伴う器官重量増加の推移は，個体では追 は，特異的に重量増加を来たす肝臓を除いて重量増加の

えないので，群で観測したものである.従って， Jある 抑制あるいは減少を示すものが多い.本実験では， Jお

いはSラット単独での観測であれば，ここで得たわずか よびSラット雌雄の 5週令時より BHT1.5%添加飼料

な重量増加曲線の変化からは，“器官重量増加の推移のな を与え， 1週後および3週後に体重および諸器官重量を

かで増加量の大きい期間と小さい期間で繰り返えきれ 測定した.その結果，上述の通り肝臓重量を除き体重お

る"という見方は到底出来ないところである.しかしな よび諸器官重量は対照の正常飼料摂取ラットとの比較で

がら， JとSとの多くの器官において，その重量増加曲 小さく，これをそれぞれの抑制率 (l-BHT摂取群の重

線が時期によって互いに相反する増加勾配の繰り返しが 量/対照群の重量〉でJとSを比較すると Jの方が大き

みられたということは，偶然としては余りにも起り真齢、 い器官もあり Sの方が大きいものもあり，器官によって

ものと考えられ，“器官重量の増加過程には増加量の大 区々であった.とのことはJとSとのBHTに対する感

きい時期と小さい時期が交互に脊在する"事実を物語っ 受性の程度が器官毎に相違することを意味するのであろ

ているように思われる.一方，偶然ではなく事実であれ うか.そこで， BHTによる体重および器官重量の増加

ば，この観測には，各ラットの群(標本〉聞の偏りが少 抑制あるいは減少を，投与前後の重量増加の変化，即ち，

なかった，飼育環境・管理がよかった，測定時点がよか BHT投与前期間の増加直線と投与後期間の増加(減少〉

った， JとSとの発育に丁度よいズレがありた等々幾つ 直線の勾配の大小について比較した. Fig. 3は体重，

もの好条件，いや幸運が重なっていたと思われる.測定 Fig. 4は腎臓， 心臓および胸腺重最のBHT投与前後

時点が適当でなければ， あるいは発育にズレがなけれ 期間の増加(減少〉直線を示したものである.

ば， JとSの重量増加曲線は平行または重なって，以上 Fig. 3 (A)の体重増加曲線において， BHT投与開

の観測は出来なかったであろう.なお， JとSの発育の 始前期間の体重増加直線の勾配はSの方がJより大であ
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る.この関係は， Fig. 3 (B)の期間毎の体重増加量の

推移を示した曲線によって一層明瞭に観察される.

次に， Fig.4の器官において，先ず腎臓では， BHT 

投与前期間の JとSとの重量増加直線の勾配には著明な

謹はみられないが， Jの方がやや大きく，投与後期間の

勾配はSの方が大きく Jの方が小さい勾配を示してい

る.心臓でも， BHT投与前期間の増加勾配はJの方が

大きく Sの方が小さいが，投与後期間ではJはマイナス

の勾配であり， Sでは緩やかなプラスの勾配を示してい

る.胸腺も BHT投与前期の増加勾配は，心臓の場合と

同様に Jが大きく Sが小さいが，投与後期間では J，Sと

もにマイナス勾配で， Jの方が大きく Sの方が小さい.

このような傾向は雌の心臓，胸腺や唯雄の肺などでも更

に著明にみられた.

先に， J，SのBHT投与による器官重量の変化の程度

を，各々の対照群との増減率として比較した場合には，

器官により区々であったと述べた〔これを Fig.4の腎

臓，心臓，胸腺の例についてみると，それぞれの対照の

重量は， 6週令時点の(Q)(J )， Q9( S )で示してあり，腎

臓および心臓での抑制(減少〉はJにおいて大きく，胸
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るが投与後期間の勾配はSはマイナスを示し， Jは小さ

いながらプラスの勾配を示している.即ちSでは体重の

減少であったのに対LJでは増加抑制にとどまってい

11 3 
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腺ではSが大であるととが明らかである.胸腺において

Sの方に抑制(減少〉が強くみられたのは，対照動物の

5から 6週令聞の重量増加は，心臓とともに大きい時期

に相当しているが，特にそれが著しい時期であったため

である.Jが， .BHT投与前後期間の重量増加直線の勾

配の変化の大小をBHTに対する反応性と考えて比較す

ると， Jの方がし、ずれも大きかったことになる.とのこ

とは， BHT投与前期の増加勾配の急であったJの器官

がSよりも強く反応し，逆に，体重については， BHT 

投与前期間の増加勾配が大であったSの方が強く影響を

受け，体重の減少を来たしたとみられる.

4. 考按と“発育リズム"(仮称〉の提起

実験動物の体重や器官重量の成長に伴う増加の動態に

ついて，その大きい推移に関しては多数の報告がある

が，これを詳細に分析し，大きい推移のなかの小さい変

動については，体重の日内変動のほかは余り知られてい

ないようである.これは体重について言えば，近隣環境

可
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Fig. 4. Changes of kidney， heart and thymus weights in male ra.ts by BHT treatment. 
。:J， X : S，ー:control，…: BHT treatment，↓: start of BHT treatment， 

。(1)， (8) (S) : control at 6 week-old 

の僅かな変化にも影響をうけて変動し易いので，体重の

大きい推移のなかで僅かな変動があったとしても，それ

に意義をみつるけととは困難であり，まして器官重量の

成長に伴う増加の推移は，個体で追うことが出来ず，群

として追わざるを得ないので観察上の困難は大きく，微

妙な変動を検出することの難しさにあると思われる.

著者らは，緒言お再び経緯で述べたように，生育場を

異にする JCL(J)および SLC(S)-SD系ラットの性状

研究のなかで，成長に伴う体重および器官重量増加の推

移を両者で比較したことと，好条件に恵まれたととによ

って，全く予期しない“ラットの成長に伴う体重および

諸器官重量増加の推移のなかには増加の大きい時期と小

さい時期があり i これを交互に繰り返しながら大きい重

量増加の推移，所謂体重あるいは器官重量増加曲線を描

く"，ことが推測出来γまた， BHTによる体重や諸器官

重量の変動は，重量増加が大きいと推定された時期に投下

与されたものの方が例外なく式きい重量増加の抑制・減
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少を示すことを知った. このことは逆に， “体重や器官

重量の成長に伴う増加の過程には重量増加の大きい時期

と小さい時期が存在する"とし、う推定の真実性を裏書き

するもの，即ち体重や器官重量は，その増加速度が速け

れば速いほど，増加に対する障害である BHTの作用を

強く受けるとの考えによるもので，成長過程で体重や器

官重量は“一定の変動"を示しながら増加するとの推定

は一段と確かなものになったと思う.

ここで，この推測を発展させ， “一定の変動"には恐

らく体重にみられるような日内変動，日間変動， ここで

観察した週間変動から，更に長期間の変動一一大きくと

らえた所謂体重あるいは器官重量増加曲線も一定の変動

とみられようーーまで含め， “成長に伴う体重や器官重

量増加過程において，刺激(薬物〉に対する生体反応を

規制する一定の変動が存在する"ことを発育リズムと仮

称し，今後の試験研究を通して見極めて行きたいと考え

るに至った.

むすび

成長に伴う体重や器官重量増加過程において，刺激に

対する生体反応(重量の変化)を規制する一定の変動の

存在を推定し，この一定の変動を発育リズムと仮称する

ことを提起した.

(本研究の概要は日本薬理学会第48回総会昭和50年4

月9日で発表した)
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し，体重測定者も限定した.

結果と考察

1. JCL-Wistar系雄ラットの体重の推移

Fig. 1に20回の平均体重の推移を， Fig.2に20匹中

より任意に抽出した No.HI008 ラットの体重の推移

(A)と (A)の7週令から10週令までの体重を拡大し

たもの (B)を示した.

Fig. 1および Fig.2(A)とともに一見単なる増加

曲線にみられるが，これを詳細にみると， 特に Fig.2.

において或る間隅で体重増加曲線にやや大きい変動がみ
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Fig. 1. JCL-Wistar雄ラットの体重曲線 (20匹の

平均) (日) :日曜日
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先に，著者らは自家製飼料によるラットの発育を観察

中，体重増加の過程には或る周期性をもった重量増加の

変動の存在を忠わせるデータを得たりまたp当部の藤井

らもラットの成長に伴う体重増加の過程には増加の大き

い時期と小さい時期の繰返えしがあり，この大小が薬物

による体重変動に関係があるらしいことを報告した 2)

毒性研究等の動物実験において薬物の作用の観察に体

重の変動についての記載を欠かすことがない穆，体重の

変動は生体の機能状態を表現する一つの指標として重視

されるが，体重の生理については余り知られていないよ

うである.そこで，体重の生理・薬理を知る第 1歩とし

て，上述のラットの成長過程における体重の変動につい

て詳細に分析することを試みた.

実験動物と体重測定方法

動物は BarrierSystem下に生育された JCL-Wistar

系および JCL-SD系雄ラットを夫々20匹 4週令で購入

し， JCL-Wistar系ラットは BarrierSystem の飼育

室へ， JCL-SD系ラットは一般動物飼育室へ，いずれも

一匹飼ステンレスケージに入れ収容した.飼育室環境条

件は，室温250，湿度55土5%，照明午前6時より午後7

時までとし クレア C E-2飼料および細菌漉過水道水

とともに自由摂取させて飼育した.

JCL-Wistar系ラットは購入の翌日より毎日午前10時

に体重を測定した.

JCS-LD系ラットは体重が 100g， 200gおよび 300g

前後に到達した時点で夫々午前10時，午後4時， 10時，

午前4時に 2日開にわたって体重を測定した.

体重は 19感度天秤にて 19まで秤量し体重測定期

間中はラットに不定期の刺激が加わらないよう特に注意

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
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Fig. 2. No. HI008ラットの体重曲線

マ体重増加の変曲点 (日):日曜日， 轟:体重

られ，マ印で示した.この間隔を調べるといずれも週間

間隔であった.これを更によくみると，週令が進むに従

って各間痛の中間点においても，多少の変動がみられる

ようである.この規則正しい変動は土曜日， 日曜日から

月曜日にかけて起っている.動物実験をしている者であ

れば誰もが経験していると思われるが，月曜日の動物の

体重は変動の大きいことが多い.これは土・日曜日の飼

育室の環境が，実験者や飼育管理者の出入りが少ないた

め平日と変るためであろうと考えていたが，平日と同様

土・日曜日も体重測定と飼育管理業務が行なわれており

環境の変動も左程ないと考えられる.また，この大きい

変動が隔週おきに起きていることから土・日曜日による

環境変化のためとは考え難い.

次に， この大きい変動点聞の体重増加曲線をみると，

先に述べた中間点を中心に，週令が進む程波うってみえ

るが，大きくみれば変動点は体重増加曲線の変曲点のよ

うでもあり，これを Fig.2に実線で示した.

2. 体重増加霊について

体重増加量(今日の体重一前日の体重〉を算定し Fig.3

に20匹の 1日平均増加量を， Fig.4に No.HI008ラγ

トの 1日分， 4日分および7日分の増加量を示した.

日日の増加量をみると漸増漸減して行くものではなく

増加量の大きい日と小さい日が交互に繰かえされている

ことがわかる.前述の体重変動期に一致してその振幅が

大きくなっているのが，特に Fig.4でよくわかる.し

かしながら，この増加量を推移としてみると Fig.3の

実線および、破線で、示したような曲線，即ち波を描き，成

長に伴う体重増加の過程に規則的な変動の存在の推定に

ついて緒言で述べたが，これを更に確かにしたように思

われる.この波は，実線で示したのが14日，破線が 7日

周期で， 10週令頃までは実線の14日周期が適合し，以降

次第に破線の 7日周期が適合して来ており， 1の項で述

べた週令が進むにつれて 2週間間隔の大きい変動聞の中

間点を中心に体重増加曲線が波うつようにみえるという

ことと符合する.

Fig.4上段の 2つの曲線は4日分と 7臼分の体重増

加量を結んだものであるが，これでも，発育過程での体

重の増加には大きい時期と小さい時期が交互に一定の規

律をもって繰返えされていることがわかる.

3. JCL-SD系ラット体重の日内変動

Fig. 5に体重の推移を， Fig.6に体重増加量(今回

の測定値一前回の測定値〉の推移を示した.

体重 100g，200gおよび 300g前後の時点のいずれに

おいても体重変動の推移には大差なく午前4時から10時

が最高の重量を示し午後4時を最低霊最とする変動で

あった.

体重増加量は午後4時から10時までが最高で以下漸減

し，午前10時から午後4時はマイナスの増加であった.

体重の日内変動と飼料摂取量，飲水量，糞最との関係

については検討中で別に報告するが，との変動パタ{ン

とラットの副腎皮質コノレチコステロンの日内変動のそれ

が殆んど一致しており，前述の観察とともに体重の変動

が生体の機能状態を表現しているとの感が深い.

結語

ラットの成長過程における体重の変動について， JCL-

Wistar系雄ラットを用い 4週令より 13週令にわたって

毎日午前10時に体重を測定するとともに， JCL-SD系雄

ラy トについて体重の日内変動を観察し検討を加え，

次の推定を得た.

ラットの体重増加曲線は，一定の規則性をもった体重

の日内変動， 日間変動，週間変動の繰返えしの組合せに

よって構成される.
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成長に伴う大腿骨長及び大腿骨重量の増加の推移について
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現在，動物を用いた各種の実験において動物の成長は

主として体重の増加を指標としており，これに体重変動

に対する指標として頭骨の長さ・ 11届，大腿骨長を用いた

報告もみられる 1) 著者らは毒性試験，特に長期毒性試

験で，体重とともに成長の指標として，また成長後の体

重変動に対する指標としての大腿骨長及び重量の有用性

について検討を始めた.今回はその端緒として 4""""13週

令の成長・発達の旺盛なラットを用い，成長に伴う大腿

骨の長さ及び重量の増加の推移を観察し併せて体重増加

の推移との具同を検討したので報告する.

実験動物及び実験方法

実験動物は barrier-system下で育成された4週令の

SD-]CL系ラット雄を用い，室温25こと1o，湿度50:¥:5%

の環境下でステンレス鋼製ケ{ジ(w25 x 140 x h16cm) 

に5匹づっ収容し，自家製閤型飼料(日本クレア社製粉

末飼料 CE-2より製造)及び水を自由摂取させ飼育し

た.ラットは入手時の体重の大小によって A，Bの2群

に分けた.体重はA群が66.7土2.gg， B群が51.8土3.7

gであり両群 100匹づっとした.両群のラットを入手翌

日， 4週令から 1週令単位で13週令まで計10回，各回両

群10匹づっ体重測定後に断頭放血し右大腿骨を摘出し

た.摘出した大腿骨は10%緩衝ホルマリン液で2日間固

定後，骨に付着している筋・結合織を出来得る限り除去

し，室温23土10，湿度 50土5%の実験室に 2時開放置し

た.その後，大腿骨長はノギスによって大転子から内・

外側頼まで、をmm単位で、測定し大腿骨重量は Mettler

P E162型電子天秤によって mg単位で測定した.

実験結果

Table. 1は各週令での体重，大腿骨長(以後，骨長と

略す)，大腿骨重量〈以後，骨重量と略す)， 体重 100g

当りの骨長，骨重量それに骨長1cm当りの骨重量を示し

たもので，これらを図示したのが Fig.1， 2である.こ

れによると体重は終始AがBより大であり A.B聞には

4 """"13週令まで有意な差がみられたが， その推移には

A，B で著明な差異は認められず， 両群とも 4""""11週令

にかけて急激に，以後緩やかに増加した.骨長も終始A

がBより大であり， 11・13週令を除いて他の各週令では

有意な議がみられた.しかしその推移には A，Bで著明

な差異は認められず4""""8週令にかけて急激に増加し

以後Aでは10週令Bでは11週令から緩やかに増加した.

骨重量も終始AがBより大であり， 9・11・13週令を除

いた他の各週令で、有意な差がみられた.しかしその推移

には著明な差異が認められず4""""7週令にかけて急激に

増加し，以後 9週令からはAが大きく増加するときはB

が小さく， Bが大きく増加するときはAが小さくという

ように両群で増加の大小の時期が異なって増加してい

た.体重 100g当りの骨長は終始BがAより大であり，

9""'_'11週令を除いて他の各週令では有意な差がみられた.

しかしその推移には著明な差異は認められず4週令を最

大に以後減少していた.体重 100g当りの骨重量は10週

令ではAが有意に大であり， 11週令ではBが有意に大で

あったが他の各週令で、はBがAより大であった.また，

その推移をみると両群とも 4週令を最大として減少し

その後，柏々増加しており著明な差異は認められなかっ

たが，減少から増加に変る週令がAでは12週令， Bでは

*東京都立衛生研究所毒性部 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-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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11週令と異なっていた.骨長1cm当りの骨重量は終始A 合の大小の繰り返しがみられるようになり， 10週令から

がBより大であり，4・6・7・10・12の各週令で有意な差 はAが大きいときはBが小さいというように両群で大小

を示した.また，その推移をみると両群とも 4"""7週令 の時期が異なっていた.またAの10週令と Bの11週令，

まで急激に， 7""" 9週令まで緩やかに増加しており両群 Aの11週令と Bの12週令の値が近似しており，割合の減

で著明な差異は認められなかったが， 9週令以後ではA 少がAに早く起っていた.骨重量の増加量は週令によっ

がBより大きく増加するときと， BがAより大きく増加 て A，Bの大小は区々であり，両群とも週令によって大

するときとが交互に繰り返されており，骨重量でみられ 小の繰り返し増減の傾向は一定しなかったが大小の繰

たと同様に両群で増加の大小の時期が異なっていた. り返しが規則的になったのはAでは8週令から， Bでは

以上の結果を更に詳細に検討・するために体重，骨長， 9週令からであった.そして，この大小の繰り返しはA，

骨重量の各週令での増加量(前週令時より増加した最， Bで時期的に異なっており逆の繰り返しを示していた.

例えばAの5週令の体重の増加量とは 5週令時 124.1g， 骨重量の増加量が全体量に占める割合は A，Bとも 5週

4週令時75.0gであるから 49.1gがこれに該当する.) 令が最大でAでは9週令まで， Bでは10週令まで著明に

と，その増加量が全体量に占める割合(例えばAの5週 減少しその後増減を繰り返す，つまり割合の大小が繰

令の体重増加最は49.1gであり，これが 5週令の体重 り返されていた.

124.1 gに占める割合は49.1x 100/124.1=39.5%とな 総括及び考察

る.)を求めて，それらを図示したのが Fig.3，4 であ 以上の実験結果から 4"""13週令までのラットの体重，

る.これによると体重の増加量は週令によってA，Bの大 大腿骨長，大腿骨重量の増加には，それぞれ国有の推移

小は区々で、あったが両群とも 6週令が最大で以後漸減す があるように思われた.即ち体重は4"""11週令にかけ

るとし、う推移に差異は認められず， 8週令の増加量はA て，特に 5"""6週令では急激に増加し，以後緩やかに増

が， 9週令はBが大であるというように増加量の大小の 加した.また増加量の大小の繰り返しが 8"""13週令にか

繰り返しが13週令までみられた.また両群で、増加量が近 けてみられた.大腿骨長は 4"""8週令にかけて，特に4

似している連続した週令の集合がみられAで、は7・8，9・ """5週令では急激に増加し，以後緩やかに増加した.ま

10， Bでは6・7，8・9，10・11， 12・13がこれに該当し， た増加量の大小の繰り返しが7"""9週令までを除いた期

これらを増加量の多い順序に並べたところ， Aの7・8， 間でみられた.大腿骨重量は 4"""7週令にかけて急激に

Bの8・9，Aの9・10，Bの10・11のようにA，Bが交 増加した後，急な増加と緩やかな増加を繰り返した.ま

互に並んだ.また体重の増加量が全体量に占める割合 た顕著な増加量の大小の繰り返しが8・9週令から13週令

は10，12週令を除いて各週令とも Bが A より大であつ までみられた.とれらの増加の推移は4週令時の体重の

たが，その差は 5週令以外は顕著ではなく，両群とも 5 大小で分けた両群に同じようにみられたもので両群間で

週令が最大で以後漸減するとし、う推移に差異は認められ 著明な差異は認められなかった.しかし初期体重の大小

なかった.骨長の増加量は週令によって A，Bの大小は によって増加の推移に差異はみられなかったがp 体重増

区々であったが両群とも 5週令が最大で以後減少すると 加量の減少が体重の大きい群で僅かではあるが早い時期

いう推移に差異は認められなかった.また両群とも増加 にみられたことは小さい群よりも増加の経過を早く辿っ

量が近似している連続した週令の集合がみられ， Aでは たことを示し，そこには時間的なズレが生じていたと思

5・6，7・8，9・10，11"""13， Bでは7・8，9"""11， 12・ われる.また大腿骨でも骨長の増加量の減少が体重の大

13がこれに該当し，これらの中でAとBの7・8，Aの9・ きい群で柏、々早い時期にみられ，骨重量の増加量の大小

10とBの9"""11， Aの11，...._，13とBの12・13の増加量が近 の規則的な繰り返しが体重の大きい群で早い時期にみら

似していた.その上， Aの10週令と Bの11週令， Aの11 れたことは体重と同様に大腿骨長・重量の増加でも体重

週令と Bの12週令が同じ値を示しており， AではBより の大きい群が小さい群より増加の経過を早く辿り，そこ

も早い時期に増加量の減少がみられた.その他に体重の に時間的なズレを生じていたと思われ，このことは体重

増加量でみられたような， A，Bの増加量の大小の繰り と大腿骨長・重量の増加の推移がこの時期 (4，...._，13週令

返しが 5"""7週令， 9"""13週令でみられた.骨長の増加 時〉平行していたことを示唆していると考えられる.次

量が全体量に占め苔割合は週令によって A，Bの大小は に大腿骨長及び大腿骨重量と体重の増加の推移を対比さ

区々であったが，両群とも 5週令が最大で7週令まで急 せてみると，大腿骨長と体重は増加が柏々鈍る時期が異

激に減少し，以後漸減するとし、う推移に差異は認められ なるものの双方とも滑らかな増加を示した.また初期体

なかった.しかしAでは7週令からBでは9週令から割 重の大小で、分けた両群の大腿骨長と体重の増加量の大小
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の繰り返しは10..-v13週令ぜ全え一致しており，初期体重 で，特に骨長の測定は容易でもあるので今後体重ととも

の大きい群の大腿骨長の増加量が大きいときは体重の増 に成長の指標として，また体重変動の指標として毒性試

加量も同様に大きい群で大であり，次の期間では初期体 験で常用されるべきであると思われる.今回の実験では

重の小さい群の大腿骨長と体重の増加量がともに大きい 4 ........13週令の成長二・発達の旺盛な時期のラットを用い比

群のそれらよりも大となっていて，これが繰り返されて 較的短期間での増加を観察したが，以後は吏に長期間に

いた.大腿骨重量は一見して体重と異なり，特に9週令 瓦つての大腿骨の骨長及び骨重量の増加の観察と薬物投

以後では増加が滑らかではなし、が，初期体重の大小によ 与などによる影響について体重の変動とともに検討して

って分けた両群の大腿骨重量と体重の増加量の大小の繰 いきたい.

り返Lは 9........13週令で全く一致しており，大腿骨長と同

様の動きを示していた.このように 4........13週令のラット

の大腿骨長及び大腿骨重量と体重の増加の推移には増加

量の大小の繰り返しがみられ，その繰り返し方が10........13
週令にしろ三者が一致していたことは，先述した大腿骨

長・重量と体重の増加の推移が平行していたことと併

せ，三者間で増加の推移に著明な差異はなかったと考え

られる.このことから大腿骨は解剖時に簡単に摘出で

き，ホルマリン固定後でも骨長・骨重量の測定は可能

要 ヒ::.
飼

毒性試験で体重とともに成長の指標として，また成長

後の体重変動に対する指標としての大腿骨長@重量の有

用性について 4，.._，13週令のラットを用い成長に伴う大腿

骨長・重量の増加の推移を観察し，併せて体重の増加の

推移との異同を検討した.

文献

1) Benitz， K.F.， Kramer， A.W. and Dambach， 

G. : Toxic.αρρ1. Pharmac. 7， 128， 1965 
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10 10 10 10 10 8 No. of rats 
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W
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*牢* *キキ キ申* *申 ** * * * *** * B.W. (g) 57.3土3.4 107. 4:t6. 0 163.4土7.1 217.1土15.6263. 5土14.0306.8土22.1 340.2土30.9372.0土15.7 388.8土20.2405. 2土39.8
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]-mwω Key : B.W. ; Body weight. F.L.; Femur'length. F.W. weight. 
a) ; mean:tS.D. t; cmf100g Body weight. t; mgf100g Body weight. 
~ ; mgfcm *; pく0.05. 林 ;Pく0.01. 林中 ;Pく0.001
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ラットの成長!こ伴う血液成分と血球性状の饗化

福由向江*中川好男 * 平 賀 興 苦 *

Changes in Blood Co醜 ponentswith the Growth of Rats 

HISAE FUKUDA尺 YOSHIONAKAGAWA* and KOGO HIRAGAホ

緒 -
t=I 

毒性試験は医薬品，化学物質および生体での代謝産物

の安全性を評価するために，実験動物を用いて発癌性，

催奇型性や体液成分変化などの面から検討を加えて実施

される.毒性試験の期間は短期間の急性毒性試験から長

期間の慢性毒性試験まで各目的に応じて設定されるが，

特に試験が長期間におよぶものでは，期間中も動物は成

長を続けており，その成長に伴う様々の変化を無視する

ととはできない.

体重の変動は特に生体の健康状態を如実に反映するも

のであるりが，動物の成長に伴ってその生理代謝にどの

ような変化がおこるのかについてはまだ十分解明されて

はいない.

そとで今回，幼小期において体重差のあるラットが，

成長に伴ってその生体活動に如何なる変化を示すか，血

清成分および血球性状の面から検討・した.

また，血清中に存在する酵素は主に臓器から分泌する

ととが報告されている 2) トランスアミナ{ゼ (GOT

およびGPT)活性を測定することは，肝，胆道疾患を

取り扱う上で，臨床的には不可欠な検査3)とされている.

GOTおよびGPTは細胞分間中，上清分間とミトコン

ドリア分画中に局在するアイソザイムから成ってい

る日)ことが知られている. 負荷のない状態で動物が成

長する際に，臓器中のGOTおどびGPTなどの逸脱酵

素が如何なる変化を示すかについて検討するため，肝臓

中のGOTおよびGPT活性をも測定したので，ととに

併せて報告する.

実験材料および実験方法

1. 実験動物

4週令の雄性 JCL-SD系ラットを体重の重い群(以下

A群と略す:体重66.7土2.9g)と体重の軽い群 (B群:

体重51.8土3.7g)にわけて 1週間予備飼育した後， 5週

令から以下の実験に用いた.

2. 実験方法

1) 飼育方法

前記の動物は5匹ずつ同一ケージにいれ，日本クレア

製図型飼料 (CE-2)および水道水を自由摂取させた.

飼育は，室温25土10， 湿度50土5%， 照明時間午前6時

より午後 6時までとした一般飼育室にて行なった.A，B 

両群は予備飼育後の実験観察期聞を， 1週 (5週令〉か

ら9週 (13週令〕までとし各週で各群10匹ずつを以下

の実験に用いた.

2) 血液検査

血液の調整は既報の方法9)に準じた.血液は Coulter

Counter Model苦10) (Coulter Electric INC)を用し、

て以下の七項目について測定した.

a)白血球数(以下WBCと略す)

b)赤血球数 (RBC)

c)ヘモグロピン量 (Hgb)

d)ヘマグリット (Hct)

e)平均赤血球容積 (MCV)

f )平均赤血球血色素量 (MCH)

g)平均赤血球血色素濃度 (MCHC)

なお，精度管理は標準血液 (4C: Coulter IlifC)、を使

用して行なった.

3) 血清生化学的検査

血清の調整は既報の方法

装置 (HITACHIM-斗40∞oAutomatic Ana祖alyzerll)り〉を

用いて次の六項自について測定した.

a)グルコース量(以下 Glu と略す)-Glucose-

Oxidase変法問

b)総コレステロール量 (Cho)-Liebermann-Bur-

*東京都立衛生研究所毒性部 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 ]apan 



東京衛研年報 26-2，1975 197 

chard法21) 

c)尿素窒素量 (UN)-U rease-Indophenol法m

d) トランスアミナ{ゼ活性 (GOT，GPT)-Reit-

man同Frankel変法則

e)アルカリホスファターゼ活性 (AI-P)-Kind-

King変法24) 

なお，測定用試薬として第一化学薬品製のアナセラム

シリーズを，また精度管理には， 日水製薬製の凍結プー

ル血清「コンセーラ」を使用した.

4) 肝臓トランスアミナーゼ活性の測定

試料は Boydの方法6)に準じて調整した.5，7，9，11お

よび13週令の A，B両群ラットを 4匹ずつ用いた.肝臓

(方形葉)2 gはハサミで破砕した後，約 10mlのO.25M

庶糖溶液中でPOLYTRONを用いてホモゲナイズした.

さらにそれを超音波細胞破壊器(BransonSonifier B-12 

型)で50kw，00， 4分間処理した後，ナイロンメッシュ

で櫨過し， 0.25M庶糖溶液で10%に定容した.

測定は Wroblewski らの方法叫13)に準じた第一化学

薬品製UVセット「第一」を使用して行った.上記の試

料を適当に O.25M庶糖搭液で稀釈調整し，分光光度計

(HIT ACHI Double Beam Spectrophotometer 356)恒

温セルホルダーを用いて300
で酵素活i性を測定した.

5) 肝臓タンパク質の定量

肝臓タンパク質は牛血清アルブミンを標準物質として

Lowryら川の方法により測定した.

結果および考察

1) 体重変化について

ラットの体重変化を Table1に示す.

Table 1の上段に示Lた体重は一週毎に実験に供した

動物の体重であり，下段に示した体重は13週令で実験に

供した動物の各過における体重である.Kennedyによる

と成長率の偏差は生後一週末までに確立され，その時点

で小さかったラットは以後の成長過程において大きいラ

ットに追いつかないと報告している 15) 今回の実験から

もとの傾向が認められ， 5週令以後13週令までの体重は

ほぼ平行した増加傾向を示したが， A， B両群内におけ

る各個体間の体重差は成長とともに大きくなり漸次両群

の値が接近する傾向がみられた.

わ 血球性状の変化について

血液学的検査の結果を Table2に示す.

WBCは 5週令および 9週令でA群が多かったが，そ

れ以外は両群の間に有意な差が認められなかった.

RBCは10週令で， また Hgbは5週令でA群が高かっ

た. Hct， MCV， MCH， MCHCについては全期間を通

して両群の間に顕著な差がみられなかった.

次に， これら赤血球成分の経時変化をみると， RBC， 

Hgbおよび Hctは成長とともに増加した. これに対

L， MCVおよび MCHは減少する傾向を示した.

Creskoffら川は， 出生時に 12.0gであったラットの

Hgbが成熟期には 15.8gまで上昇し，また William-

sonら17)は，生後10日のラットの Hgbが12.9:t0. 2 gで

あったのが，生後240日では13.8土0.2gまで上昇するこ

とを報告している 18) さらに， Creskoffら16)は， MCV 

は出生時に 90μ3であったが成熟期には 63戸となり，

成長に伴って減少することを報告している 18) 今回得た

結果でも成長に伴い Hgbの増加とMCVの減少がみら

れた.

以上の結果から，同一週令において体重に差があって

も，血球性状に顕著な差がみられなかった.また，成長

に伴い， RBC， Hgbおよび Hctが増加し， MCVおよ

び MCHが減少する傾向を認め，著者らの既報の結果9)

と一致した.

3) 血清成分の変化について

血清生化学的検査の結果を Table3に示す.

Gluは5週令においてA群が有意に高かったが，その

後差はみられなかった.Choは5週令においてA群が有

意に高かったが， 8および9週令で逆にB群が有意に高

かった. UN~土全期間を通して両者二の間に有意、な差がな

かった. GPTは5週令でA群が有意に高かった.AトP

は10週令でA群が有意に高かった.

次に，これら血清成分を経時的にみると， Gluはほぼ

一定した値をとっており，加令との直接的関係がみられ

なかった. UNは成長に伴って上昇した. AI-Pは5週

令から 6週令まで上昇したが，その後両群とも漸次低下

した.

以上のように血清中の各成分はそれぞれ異なった挙動

を示したが，同一週令においては，体重に差があっても

血清成分には顕著な差はみられんなかった.

め 肝臓GOT，GPT活性の変化について

肝臓GOTおよびGPT活性の測定結果を Table4 

に示す.

GOT， GPTとも A，B両群の聞に有意な差はみら

れなかった.

肝臓タンパグ質1mgあたりのGOTおよびGPT活性

については) GOT活性において， 11週令でA群が有意

に高かった.

以上の結果から，体重に差があっても肝臓GOTおよ

びGPT活性には顕著な差がみられなかった.

血清および肝臓GOT，GPT活性の関係については

Fig. 1に示す.
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Table 1. Changes in body weIght 

(weeks) age 
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13 12 11 10 9 8 7 6 5 

448.0土40.0431.3土22.0 394.0土27.9 367.9土21.6330.5土20.4291. 0土19.4239.9土14.7187.2土11.4125.3土7.1 (g) A 

* 2ドキ*本*~ミ*本*** キキネ

401. 1土37.7388.8土20.3372. 1土15.7340.3土31.0306.8土22.1 263.5土14.1 217.2土15.7163.2土 6.8107.4土6.0(g) B 

448.2土40.0 423.5土33.8398.5土29.9368.2土26.4333.0土24.5289.6土18.。237.9土13.6183.7土 9.3123.9土3.7(g) A 

司'Z
 

4
4
 

本*ヰヰc** ** ** キキ*キ**

401. 1土37.7379.0土35.3354. 1土31.4326. 1土30.2293.0土28.4253.8土26.1 205.7土22.0156.8土17.9104.2土9.4(g) B 

Values indicate mean土s.D. for 10 rats. 

The marks mean significantly different from A grOlJ p. 

ホ pく0.05 料 pく0.005 *料 pく0.001

Values in an upper table indicate body weight of rats used in each week. 

Values in a lower table indicate changes in body weight of rats used in last week. 
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Changes in blood components 

age (weeks) 

group 

5 6 7 8 9 10 11 12 13 

A 8.5土1.0 6. 0:t1. 7 6. 1土1.1 5. 8土1.2 7.3土1.2 6.4土1.2 6.8土2.0 6. 1土1.4 7.2土3.1 
明TBC (x 103(mmり ヰ同 社主

B 7.2土1.4 5.9土1.9 6.2土1.2 6. 5土1.6 6.2土1.1 5.5土1.7 6.2:t1.8 5.8土1.8 5. 9土1.6

A 4. 90土0.22 5.48土0.28 6.09土O.16 6. 16土0.14 6.61土0.29 7.36土0.38 7.19土O.18 7. 10土0.68 7.49土0.42
RBC (x 106/mmり

B 4.70土0.38 5.48土0.17 6.00土0.25 6.13:t0.27 6.67土0.17 6.97土0.39 7. 24:t0. 20 7.44土0.30 7.44土O.29 

A 12.5土O.5 11.8土0.4 13. 1:t0. 4 13.0土0.5 13.5土0.4 14.3土O.5 14.3:t0.4 14.1:t1.3 14. 3:t0. 4 
Hgb (g(dl) * 

B 11. 9:t0. 8 11.8土0.4 12. 9:t0. 6 13. 1土O.5 13.6土0.4 13. 9土0.6 14.4土0.5 14.3土0.6 14.3土0.4

A 30.5土1.1 34.3土1.6 37.9土1.0 36.7土1.1 38.8土1.3 42.9土3.1 40.5土0.9 41.7土3.8 40.8土2.1 
日ct (%) 

B 29.2土2.1 34. 1:t1. 4 37.3土1.7 37.2土1.3 38.9土1.0 41. 3:t3. 1 40.8土1.7 42. 9土2.0 40.4土1.4

A 62. 8:t 1.6 62.7土1.5 59.7土1.4 58.6土1.3 57.9土1.9 57. 7土1.9 55. 6:t 1.3 51.8土O.8 55. 1:t0. 7 
MCV 〈μ3)

B 62. 5:t2. 2 62. 5:t1. 6 59.6土0.9 59.6土1.2 57.6土1.3 58.4土2.2 55. 6:t1. 4 51. 3:t1. 0 55.0土0.8

A 25. 5土0.9 21. 7土0.9 20.9土0.5 20.4土0.6 20.0土O.8 19. 1土O.9 19.4土0.4 19. 5土0.6 19.3土0.7
MCH 〈μμg)

B 25. 2:t 1.0 21. 6:t0. 4 21.0土0.4 20.7土O.5 19.9土O.5 19. 6:t 1.3 19. 4:t0. 3 19.4土0.4 19. 4土O.6 

A 41. 1土0.8 34.7土1.0 34. 1:t0. 2 34.8土0.6 34.4土O.5 33.2土2.3 35. 0土0.3 38.6土1.4 35. 1:t1. 1 
MCHC (%) 

B 40.9土0.7 34.7土0.7 34.2土0.3 34.7土O.5 34.6土O.5 33. 5土2.2 34.8土O.5 38.9土1.0 35.5土1.1 

Table 2. 

一
戸

ω
。

Values indicate mean土s.D. for 10 rats. 

The marks mean significantly different from A group. 

中 pく0.05
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Changes in biological values in serurn 

age (weeks) 

group 

5 6 7 8 9 10 11 12 13 

Glu A 138.4:t 4.3 133.4土10.5 131. 9土 7.4 129. 0土 5.3 133.4土 6.9 132. 9土 6.9 135. 0土 6.0 133. 9土 7.8 130.7土 9.9 
司::ド中

rngjdl B 130.4土 4.5 132. 1土10.7 136.7土 7.1 132. 1土 9.8 138. 2土 6.4 131.3土11.7 134. 1土 8.1 133.2土 7.0 127.7土 6.0

UN A 14.3土 1.9 15.2土 1.4 16. 7土 2.0 16.9土 2.4 18. 7土 1.8 17.3土 1.7 19. 1土 1.2 17.9土 1.9 18.6土 2.4

rngjdl B 14.8土 1.6 15. 7土 2.6 17.5土 2.2 17.7土 2.0 18. 1土 1.7 18.5土 2.6 18.8:t 1.9 17.0:t 1.4 17.6土 1.6

Cho A 74.4土 6.3 72.1:1: 11.8 64.4土10.9 58. 8土 2.6 57. 3土 5.7 65. 4::t 7. 7 63.4土 8.1 68.9土10.9 60. 7土12.2 
本 * * mgjdl B 68. 6土 5.7 81.6土12.0 65.4土 5.5 65. 1土 6.9 64. 1土 6.1 68. 7土12.4 69.8土 9.6 64. 5土14.4 60. 1土 8.9

GOT A 145. 1土14.5 126. 5土23.8 123. 9土11.2 122. 5土10.9 109. 1土 7.0 107. 8土 8.2 119.8土11.5 124. 3:t 15. 2 121.3土 7.7
キ

KUjrnl B 143.4土 7.8 146.9土13.3 125. 1土13.1 128. 1土18.8 109.4::t 8.7 109.7土 6.7 118.9土12.6 120. 1土13.7 120.0:t 8.1 

GPT A 31.4土 3.9 36.3土 7.1 30.2土 3.3 31.9士 2.9 34. 1土 5.4 31.1::t 4.4 37.3士 4.8 41.2土 7.5 37.0土 7.0
中

KUjrnl B 26. 5土 4.5 38.4土 4.6 32. 5::t 4. 9 35.6土 6.4 34.8土 3.5 31.9土 4.7 34.9土 6.2 37.6土 7.2 38.3土 9.3

AI-P A 69.3土21.1 71.3土16.6 52.6土 8.5 51. 4土11.2 49. 2土12.6 49.8土16.3 42. 0土10.4 44. 1土12.1 46. 6土10.5
ヰ，*

KA-Ujdl B 66.0土 9.8 74.4土13.6 62. 3::t 13. 0 52. 6土12.6 54. 2土14.5 46.3土12.1 48.6土13.1 40.7土 9.4 46. 1土10.3 

Table 3. 

Values indicate mean土S.D. for 10 rats. 

The marks mean significantly different from A group. 

本 pく0.05 同 pくO.001 
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Changes in activity of GOT and GPT in liver 

age (weeks) 

group 

5 7 9 11 13 

GOT A 126. 4土17.4 153. 8土18.1 149. 7土10.1 169. 1:t 19. 1 172.7土24.8

x 103mUjg.liver B 149. 6:t18. 21) 133. 1:t11. 7 151. 7土14.6 150. 8:t30. 8 147. 9土15.9 

GPT A 91. 5土35.3 94. 3:t38. 6 131. 1土50.7 183. 2土45.7 221. 4土68.6 

x 102 m U j g. li ver B 93.3土25.6 80. 7土 16.6 137. 3土10.7 251. 3土37.2 216.6土62.5 

Protein A 336. 1土51.9 390. 2土 8.0 350. 4土28.6 346. 0土31.4 389. 8:t74. 8 

mgjg.liver B 355.7土50.7 376. 6:t60. 6 336. 1土56.0 395.1土34.2 365. 5土23.7 

GOT A 378.3土40.4 394. 2土47.2 427. 7土 8.8 491. 4土68.4 453. 8土94.4
、・，ι， 

mUjmg. protein B 445. 1土46.3 365. 3:t99. 4 455. 2土36.2 379. 7土52.。407. 7土63.8 

GPT A 27.4土11.4 24. 1土 9.5 37. 2土13.2 52. 6土10.0 59. 2土22.1 

mUjmg. protein B 26. 2土 5.4 22.4土 8.4 41. 5土 5.4 64. 2土12.4 60. 1土20.1 

Table 4. 

Values indicate mean土S.D. for 4 rats except where noted. 

1) Values indicate mean土S.D. for 3 rats. 

The marks mean significantly different from A group. 

* pくO.05 

(一日¥口
)
.
H
U
司
ト
仏
O
S
3
'
H
U

∞

A

H

V

A

U

A

U

 

n

4

d

n

y

U

唱

g
A

〆
/ 

〆
〆

〆
〆

/ 
-_、ノ

、、d

Liver 

XIO' 

250 

む200
:> 

bD 、¥

口
g 

':: 150 
U 
咽

← 仏。
包 100
〉

ι 

X10 

{
日
¥
門
戸
)
・
ぢ
国
↑
。
O

H

ロ
ロ
』
む
の

w

h

d

A

H

V

 

ハU
A
U
 

(
』
む
よ
{
・
切
¥
口
笛
)
J
ぢ
同
↑
。
口

h
u
k
p
一、同

0 
13 

10 01 r-一
7 9 11 13 5 7 9 
age (weeks) Age (weeks) 

Changes in Liver and Serum enzymes of normal rats. Points indicate mean. 

11 

いる .2，19) 今回用いた両酵素活性の測定法は， 血清にお

いては上清分画の活性を，また肝臓においては上清およ

びミトコンドリアの活性を対象としている.そのため，

直接血清および肝臓の酵素活性を結びつけることはでき

ないが，一般的な傾向をとらえた場合， GPTの挙動に

相関がみられた.

Fig. 1. 

血清および肝臓GOT活性の推移においては両者の間

に相関した傾向はみられなかった. GPT活性は相関し

て上昇する傾向がみられた.肝臓における GOTおよび

GPT両酵素は細胞分画上清分固とミトコンドリア分画

に局在することが知られている.日) また血清中に存在

する両酵素は肝臓からの逸脱に由来することが知られて
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まとめ

体重の異なる同一週令の二群のラットが，成長に伴っ

て体重，血球性状，血清成分および肝臓酵素に如何なる

変化を示すかを検討し，次の結果を得た.

1. 実験開始時において認められた同一週令の動物の

体重差は，実験期聞を通して継続した.

2. 血球性状については， RBC， Hgbおよび Hctは

成長に伴って増加したが， MCVおよびMCHは逆に減

少した.

3. 血清成分については， Gluは成長とは無関係にお

よそ一定しており， UNは成長とともに漸次増加した.

Al・Pは低下した.

4. 肝臓中のGOTおよびGPT活性は，個体差が大

きかった.血清中のGOTおよびGPT活性と比較する

と， GPTにおいてはその挙動は類似していた.

5. 同一週令においては，ラットの体重に差があって

も血球性状，血清成分および肝臓GOT，GPT活性

には顕著な惹がみられなかった.
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Coil Planet Cen trifuge法によるうットの赤血球浸透臣抵抗

市川久次*小林博義*中尾 JI原子*

Osmotic Fragility of Rat Red Blood Cells Measured 

by Coil Planet Centrifuge Method 

HISATSUGU ICHIKAWAぺHIROYOSHIKOBA YASHI* and TOSHIKO NAKAOネ

赤血球の浸透圧抵抗を測定することは，臨床上，遺伝

性球状赤血球症等1)の診断に有力なものといわれている.

また最近は胃癌をはじめとして腫療患者の貧血の診断に

も応用されつつある 2) 従来の方法はpいわゆる落差諮血

とし、う現象をもとにして測定する Ribiere法， Parpart 

法が用いられてきたが，最近従来とは考え方を異にする

連続濃度勾配をもっ塩溶液中を赤血球を移動させて，赤

血球浸透圧抵抗を測定する濃度勾配溶血とし、う現象をも

とにする方法が開発され，今回著者らはラットを用い

て，この方法による赤血球浸透圧抵抗を週令を追って検

討したので報告する.

実験材料ならびに実験方法

1. 原 理3)

Coil Planet Centrifuge (CPC)法の原理は， 全長

320cmの細いポリエチレンチューブをコイル状にプラ

スチック棒に巻きつけて，これを遠心器(管)としコ

イル内に連続濃度勾配をもっ塩溶液を充填し，この一端

から微量の血液を注入し河端を封じたのも，これをCP

Cとし、う特殊な遠心機 (Fig.1)にかけて作動させる.

コイルはCPCの主軸を中心に高速公転(1600rpm)す

ると河時にコイノレ自体も低速自転 (16rpm)する. した

がってコイルチューブ内の液体に津遊する粒子はコイル

の部位に関係なく一定の遠心力を受け，他端へ向って一

定速度で移動する.これはちょうど 320cmの遠心管を

用いた場合に相当する，赤血球では遠心力によりチュー

ブ内を高張液側から低張液側へと進行し，ついには浸透

圧低下に抵抗できずに溶血する.この際放出されたヘモ

グロビンは，その部位に留まって溶血帯を形成する.こ

の搭血帯の位置，形状により，赤血球浸透圧脆弱性を測

定することができる.

(I〉トむ

む

Fig. 1 Principle of C. P. C. Method 
( 1 )-Revolution axis 
(II )-Rotation axis 

2. 使用動物

日本クレア生産のラット 4週令 (SD系ならびに

Wistar系〉を購入し， 3日間予備飼育後，一般症状，

体重増加に具状のあるものは除き，各系雌雄 5匹づつを

1群として実験に供した.動物は日本クレア製粉末館料

C E-2を自家整型(国型〉したものならびに水道水を自

由に摂取させ，温度25土10C，湿度 55土5%に調整され

た室内にて飼育した.

3 採血方法

ラットを無麻酔下背位に固定し，大腿部を第毛後切開

し伏在静脈を露出させp 静脈用注射針 1/3にて穿刺し

*東京都立衛生研究所毒性部 160 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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噴出する血液をへパリン処理したヘマトクリット測定用

キャピラル(以下ヘマトクリット管と略す-Sllrgicot 

Inc.製)を用いて，管の2/3ほど採車し(約40μl)， 直ち

に固化を防ぐため 5~6 回転倒し，キャピラルの一端を

専用のパテで封じ，冷蔵庫(約50C)内に保存し，すべ

ての採血が終了した後，遠心分離 (1200rpm，10min) 

し，固化した血液，フィプリンならびに白血球，血小板

の集合部分のパフィーコート部分より 2~3mm 下の位

置で切断し，残余の回化しない血球部分(殆んど赤血球〉

を実験に供した.

4. 連続濃度勾配食塩液の作製法

CPCのコイル中への連続濃度勾配をもっ食塩溶液の

充填は勾配作成器(三鬼エンヂニアリング製)にて行っ

た.すなわち低張側液に 30mOsMNaCl溶液，高張側

液に 170mOsMNaCl 溶液を用いて， 勾配作成装置を

作動させ， CPC遠沈コイル(三鬼エンヂニアリング製〉

の白キャップ側より注入し，赤キャップ側手前 2土2巻

で終了させ(注入前コイルは自キャップ側端より余分に

2cmのところでチューブを切断したものを用いた)，赤

キャップ側端をアルコールランプあるいはハンダゴテで

加熱しピンセットで封じ水分の蒸発を防ぐためにピニー

ル袋に入れ密封して冷蔵庸内に保存した.

5. 溶血帯の測定

血液の入ったへマトクリット管の一端(パフィーコー

トを切断した側，パテの入った部分も切断)を塩、溶液を

充填したコイルの白キャップ側先端に連結し自キャップ

側を上にp赤キャップ側を下にすると塩溶液は落下する，

とれに続いて血液が流入し， コイノレ中に注入することが

できる. 2cm血液が注入(血液の先端が白キャップ端

に到達したら)されたらへマトクリット管とコイル先端

をはずしそのまま落下させ血液終端がチューブの自キ

ャップ側より一巻目にきたらコイルを水平にし両端をア

ルコールランプあるいはハンダゴテにて加熱して封じ，

さらにコイルプレッシャー(王鬼エンヂニアリング製)

にて封じる(血液注入の際コイル赤今ャップ側チューブ

先端を切断し，塩溶液が移動できるようにし，塩溶液先

端を白キャップ側チューブ先端まで移動させ，血液注入

時に反応がすぐ始まらないように約 2mmほど血液と塩

溶液の聞に空気泡を入れる). 次に恒温器(三鬼エンヂ

ニアリング製)にて 370 C，10分間加温し，温度制御ず

み (370C)のCPC特殊遠心機(三鬼エンヂニプリング

製〉にセットし(白キャップ側を下に)， 10分間作動させ，

終了後赤キャップ内側より 3cmのところにマークをつ

け，走査型光電光度計(三鬼エンヂ‘ニプリング製)にて

測定記録する.

6. 溶血浸透圧値の読み取り方法

捺血帯の記録は Fig.2に示した如く溶血部がゆるや

かなピークを画くように記録されるので， Fig.2に示し

た，溶血開始値 (HS p)，溶血最大値 (HMP)，i容血

終了値 (HEP)ならびに溶血幅 (HW)を読み取り，

それぞれを mOsM11直に換算した.

Fig. 2 Pa ttern of Hemolysis 

H. S. P -Start point of Hemolysis (A 0 ) 

H. M. P-Maximum point of Hemolysis (B 0 

H. E. P-End point of Hemolysis (C 0) 

H. W. -Width of Hemolysis (A C) 

a / b -Shape of Hemolysis 

実験結果

1. 注入血液の調製方法

血液は，血管外に出ると血液凝固反応系が働き数分の

うちに間化してしまうために，全血を用いるためには，

採血から遠心操作まで直ちに行なわなければならない，

数多くの動物より採取する新鮮血液を取扱うためよりよ

い方法を検討したところ，実験方法において述べたが，

ヘマトクリット管内で一部凝閉した部分ならびに白血

球，血小板，フィプリンを遠心分離 (1200rpm，10min) 

することにより得た血泥について検討したところ， Fig 

3に示した如く全血を使用した場合よりも溶血l隔が大き

くなることが認められ，全血を用いた時には溶血幅が小

さいために，重なって発見されなかったピークを血泥を

使用することにより発見できる可能性が得られたので，

以後遠心分離(1200rpm，10min)した血泥を使用する

Fig. 3 Patterns of Hemolysls by C. P. C. 

Method when Blood Mud or Whole Blood 

Used as Sample. 

the upper...…sludge blood (1200r. p. m.， 10min.) 
the lower......whole blood 



ことにした.

2 実験期間中の動物の体重増加

一週間毎に採血(採血時出血量約 0.3，.......，lInl)を行っ

た場合の体重増加に与える影響を検討した結果 Fig. 4 

に示した如く，実験期間中の体重は， Wistar-]CL系雌

群 I例が採血後 6目自に死亡した以外順調に増加を示し

た.
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がって溶血l幅 (HW)の大小は， 12週以降の雌において

顕著にみられるように溶血開始{直 (HS P)に依存する

傾向が認められた. また，溶血の形状 (a/b)について

は Fig.7に示した如く， 11週令以後は全体的に値が 1

に接近しながら安定化する傾向が問、められた.

考察

CPC法をもちいてラットの成長期~安定期といわれ

ている生後 5""""'15週令について，赤血球の浸透圧抵抗を

週令を追って検討した.

使用した血液を全血とせず，血泥 (1200rpm，10min 

遠心)としたがこれは，前述のごとく溶血l幅 (HW)が

3. ラットの週令と溶血パターンの変動

SD-， Wistar-]CL系ラット雌雄 5~づつを用い， 5週

令より 15週令まで (Wistar-]CL系雌群の 1例は 6週令

直前で死亡)， 大腿部伏在静脈より採取した血液につい

て，溶血パターンについて検討した結果 Fig.5，6に示

した如く，溶血開始 (HS p)，溶血最高値 (HMP)，

溶血終了値 (HE P)，溶血11腐 (HW)において雌雄と

も Wistar-]CL系の方が SD-]CL系よりも高(大)な

る値を示す傾向があり，系統に差があることが認められ

た. 溶血最高値 (HMP)，溶血終了値 (HEP)は各

群とも生後 5""""'15週令の間で比較的安定しており，した
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a/b 

2.0 

1.0 

ωーー-ーー一一ーー曲目1-叩同町町_j_

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 
Weeks after birth 

Fig. 7 Shape of Hemolysis with CPC 

ムSD-J('L () OWistar-JCL () 

本SD-JCL♀鶴Wistar-J(，L♀ 

No. of animals in every group was 5， but one 

of Wistar-JCL (♀) group was dead 1 week 
after blood-letting stared. 

全血を使用するよりも大きくなるため，微妙な変化もよ

り発見し易くなると判断したからである.また，この際

Fig.3に示したごとく全血の場合，血泥に比較して溶

血開始値が低下しており，血清中に浸透圧抵抗を増強す

る物質があることを予想させた.

生後 5，..._，15週令のラットの溶血開始値 (HS p)，溶血

最高値 (HMP)，溶血終了値 (HE P)，溶血1[1高(日W)

において Fig.5，6に示した如く全体的に雌雄とも

Wistar-JCL系の方が SD-JCL系よりも高(大〉なる

値を示す傾向が認められ，溶血値に系統差があることが

認められた.また， 捺血最高値 (HMP)，溶血終了値

(HEP)については各群ともに比較的安定しており，

Fig.6に示した如く 12週令以後の雌において顕著にみら

れるように，溶血|階(HW)の低下は溶血開始値(HS p) 

の低下と平行な関係があることが認められる.溶血11]官の

大小は，溶血開始値 (HS p)の高低と密接な関係があ

ると考える.また，溶血の形状 (a/b)については Fig.

7に示したごとく， 11週令以後その値は 1に接近しなが

ら安定化する傾向がみられ，この点についてはさらに高

令のものについての検討に待ちたい.また， 5，..._，10週令

とし、う時期は，体重の増加等より成長の著しい期間とい

われ溶血の形状 (a/b)は， 赤血球の浸透圧抵抗値の分

布の指標ともいえる{直で，この値が加令とともに安定化

する傾向が見られたことより，赤血球の膜成分とラット

の成長との間の関連性を示すものとして興味深い.

なお，今回は生後 5，..._，15週令のものについて検討を行

ったが，今後は生後4週令以前のものについて検討を加

えるとともに，さらに高令のものについても検討を加え

るつもりである.

要 ヒ::.
日

生後 5，..._，15週令のラット (SD-JCLならびに Wistar-

JCL系雌雄〉について， Coil Planet Centrifuge法を

用いて赤血球浸透圧抵抗について検討したところ，溶血

開始{直，溶血最高値，溶血終了値，溶血幅については雌

雄とも全体的に Wistar-JCL系の方が SD-JCL系より

も高(大〉なる値を示す傾向があった.
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ラットの断頭採血時の処理ならびに採血部位と由液成分について
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Effects of Different Blood岨Collecting-Techniques 

on Rat Blood Components 

HISATSUGU ICHIKAWA大 YOSHIONAKAGAWA*， HIROYOSHI KOBAYASHI* 

and KOGO HIRAG A * 

Effects of treatments (none， hit a head and anesthesia with ether) before decapitation and the 

positions of various veins (jugular， saphenous and dorsal digital vein of foot) extracted on blood 

contents in rats (JCL-SD strain 8 weeks age after birth， male 248 g， female 177 g) were examined， 

and the following results were obtained. 

1. When the rats were anesthetized with ether， considerable changes of the blood contents in 

both male and female were found. 

2. The blood contents (hemacyte) were increased as the extracted position moves to peripheral 

when jugular vein as control， and in the case of decapitation， they were lower than it. 

毛切開し，各静脈を露出させ，注射針にて穿刺し採血し

た.各部位は①頚静脈②大腿部伏在静脈③足甲部背側指

静脈④断題頭部とに分けた.採血順序による差をなくす

ために雌雄6匹ずつを用い以下のように採血した.

3. 検査項目ならびに方法

採血時処理の違いによる血液成分の差を検討するもの

については，血液学検査(血球成分:Coulter Counter 

Model-S)ならびに血清生化学検査(自動分析装置:目

立M-400)を行なった 1) また，採血部位による差の検討

においては，血液学検査(血球成分〉についてのみ行な
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動物の血液成分は採取時の処理ならびに部位によって

変化があることはこれまでよくいわれていることである

がp系統的に検討したものはあまり見当らない.医薬品p

食品添加物ならびに環境汚染物質の安全性(毒性〉を検

討するにあたって，それらの血液成分に対する影響を検

索することは不可欠のことである.そこで，実際に当研

究室で毒性の研究に用いられている Spraque-Dawley

(SD)系ラットを用いて，採血時の処理ならびに部位の

相違による血液成分の差について検討することは血液を

通じて毒性を判定する上に非常に有意義であると考え検

討を行なったので報告する.

実験材料ならびに実験方法

1. 使用動物:JCL-SD系ラヅト生後8週令，体重

雄248g雌177gを用いた.

2. 採血時の処理ならびに部位

i )採血時の処理:断頭採血を行なう前の処理を①無

処理②殴打③エーテル麻酔(エーテルをしみ込ませた綿

を入れたグロッケ内にラットを入れる)に分けた.

ii) 採血部位:ラットを背{立に回定し，採血部位を~

*東京都立衛生研究所毒性部 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 
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った.

4 試薬:エーテルは和光純薬製特級エーテルを使用

した.

測定結果はすべて推計学的処理を行なった.

実験結果

1. 断頭採血時の処理の相違による血液成分の差

断頭採血時，断頭する前に，①無処理，②殴打，③エ

{テル麻酔の処理をした場合の血液成分について検討し

た結果は Table1， 2， 3， 4に示したごとく，無処理のも

のに比較し差が認められたのは，血液学検査においては

エーテル麻酔処理時の雄の白血球数と平均赤血球血色素

濃度p 雌のへそグロビン量，ヘマトクリット値(pくo.05) 

であった.雌雄間で差が認められたものは，無処理の白

血球数， 平均赤血球血色素濃度 (pく0.01)，殴打処理

の平均赤血球容積 (pく0.01)， エーテル麻酔処理時の

へマトクリット値 (pくO.0のであった.また血清生化

学検査で，無処理に比較して差が認められたものは，雄

ではエーテル麻酔処理時の総蛋白量3 グルコース量(pく

0.01)，アルカリフォスファターゼ (pく0.05)，D位では

エーテル麻酔処理時のグルコース量p尿素窒素量， GPT

活性， GOT活性 (pく0.01)，殴打処理時のコレステロ

ール{直(Pくo.05)アルカリフォスファターゼ(pく0.05)

であり，雌雄聞に差が認められたものは殴打処理時のコ

レステロール値 (pく0.01)，エーテル麻酔処理時のGP

T活性 (P<0.05)，ALP活性 (pく0.01)であった.

2. 採血部位による血液成分の差

Table 1 Effect of Treatments before Decapitation on Hemacytes in Rats 

S HCT MCHC 

i I Treatment 

WBC 

(x 103
) 

RBC 

( X 106
) 

HGB 

(g/dl) (%) 

MCV 

(μ3) 

MCH 

(μμg) (%) 

None(5)1) 10.62土0.69116.62土O.102114. 40土O.337140. 18士0.731161.0土0.83121.96土O.373136. 04土0.175

M IAfter hit a head(5)111. 62土0.65316.84土0.133114.74土O.279141. 66土1.165161.2土O目 49120.20土1.955133.02土3.433

After Anestheti-I，.. ""..L." ，..，，， ~I ，.. ，.." L(¥  ，，，，1， A "，.. I " ，，，，..，1.-.，， "，.. I " ，，，，..1，..，， ，.. I " ，..，..，1"， ，，/> I " ""，1 1 6. 98:!: o. 7931 6. 59土0.131114‘36土O.197138.96土0.495159.6土0.67121.96土O.240136. 82土0.243zed with ether(5) 1 U， vo...!...v. ，vvl U. VV...!...V' .1.u.1.I.1..."o uU-'-V' .1.v'lvOo VU...!...V. ""vvlvvo U-'-V' U'IL，.l.o vU-'-V. L，'ioVI 

None(5) 

1) No. of rats 2) mean土S.E. ヰ pくO.05 

Table 2 Effect of Treatments before Decapitation on Hemacytes in Rats 

Treatment 

None 

After hit 
a head 

After 
tized with 
ether 

S WBC RBC HGB 
IE 
X (x 103) (x 10り (g/dl) 

141062土064662土0十O:!:O

F 1 7. 54土0.45916.72土0.218114.76:!:0.

Mlll.62土O

F 19.38土l

6. 84土0

6. 64土O

74土O.

76土O.

日CT MCV 

(%) (μ3) 

(male and female) 

MCH I MCHC 

(μμg) 1 (%) 

04土00175

28:!:0.265 

02土3.433 

22土O.521 

lV11 6. 98:!:0. 7931 6. 59:!:0. 131114. 36土O.197138. 96土0.495159.6土0.67121. 96:!:0. 240136. 82土O.243 

FI 6.54土0.85516.38土O.182113. 78土O.235137. 14土0.461158.8土0.97121. 90土0.619137.18:!:0目 493

1) No. of rats=5 2) mean土S.E. ホ PくO.05 *口ド pくO.01 
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Table 3 Effect of Treatments before Decapitation on Serum Contents in Rats 

S TP GLU UN GPT ALP CHO GOT 
E Treatment 
X g/dl mg/dl mg/dl U3l/ml U4l/dl mg/dl U3l/ml 

2) 

6. 34:t0. 081 140.8土 4.85 20. 2土2.71 32. 8土1.25 49.4士3.35 59. 0土3.05 139.0土7.81

M iAfter hit a head(5) 6.34土0.113147. 6土 2.61 20.8土0.73 32. 2土1.53 65. 8土8.0360. 4土1.57 118.0土6.61

After anestheti- ** 中牢 ヰミ

zed with ether(5) 5. 88土O.087 178.2:t 4.19 17.2土0.91 31.6土5.23 62.0土3.0957. 8:t3. 03 114.2土7.05 

None(5) 6.45土0.203131. 5:t11. 65 21. 2土0.63 34. 7土2.01 53. 7:t11. 01 62. 7:t4. 21 147. 2土13.23 
申 申

F After hit a head(5) 6.46土O.153 153.2:t 5.75 20.0土1.15 32. 8土1.15 51. 2土3.87 79. 2土2.99 138. 0土 6.25 

After anesthetized *申 ** ** 中*

with ether(5) 6. 08土O.149 185. 6土 4.57 16.2士O.59 24. 0:t0. 55 39.4土4.2159. 0土2.89111 2土 4.05

1) No. of rats 2) mean土S.E. 3) Karmen unit 4) K. A. unit 

* pく0.05 林 pく0.01

Table 4 Effect of Treatments before Decapitation on Serum Contents in Rats 
(male and fema1e) 

UN GPT ALP CHO GOT 

mg/dl U3l/ml U4l/dl mg/dl U3l/ml 

32. 8土1.25 49.4土3.35 59. 0土3.05 139.0土7.81

34.7土2.01 53.7土11.0157.8土3.03I 114.2土7.05

6土 2. 20.8:t0刈32社 1.53 65. 8土8.03 60. 4:t 1.57 1 118.0土6.61 
3ド*

32. 8土1.15 I 51.2土3.87179.2土2.99 138. 0土6.25 

SI TP 
Trea tment I E 1 

x I g/dl 

M 
None 
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採血部位による血液成分(血球〉について採温順位に

よる差がないよう考慮して検討した結果は， Table 5に

示したごとく，頚部静脈より採血したものを対照とし

て，大腿部，足甲部静脈血，断頭採血した血液について

比較検討したところ，雄においては，足甲部のへマトク

リット値 (pく0.05)，断頭採血の白血球数 (pく0.05)，

赤血球数 (pく0.05)，ヘマトグリット値 (pくo.05)で

あった. また雌においては， 足甲部の赤血球数 (pく

0.05)，大腿部，足甲部のへそグロピン量 (pく0.05)，

大腿部 (pく0.05)，足甲部 (pくo.05)のへマトクリッ

ト値，足甲部の平均赤血球容積(pく0.05)，断頭採血の

白血球数 (pく0.01)，赤血球数 (pく0.01)，ヘモグロ

ビン量 (pく0.05)，平均赤血球容積 (pく0.05)，ヘマ

トクリットイ直 (pくO.05)であった.

考察

実験動物に関する基礎的研究のーっとして，また毒性

研究への一指針としての目的で， JCL-SD系ラット(生

後8週令;体重雄247g，雌177g)を用いて，断頭採車時

の処理ならびに採血部位の相違による血液成分の差につ

いて検討を行なったところ，処理(対照無処理)，採血部

位(対照頚静脈)により，推計学的に差があるものが数

多く認められたが，成績を総合して考察を加えると，断
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Table 5 Hemacytes of Various Veins Extracted 

Jugular vein1) 

WBC (x103) 11.9土1.70

RBC (x 106) 7. 28土O.29 

Hgb (g!dl) 15.6土O.33 

MCV (μ3) 56.7土1.47

Hct (%) 43. 1土1.53 

WBC (x103) 9.3土2.39 

RBC (x 106) 7.37土0.32

Hgb (g!dl) 15.8土O.48 

MCV (μ3) 56.7土1.47

日ct (%) 42. 5土1.10 

。controlfor the statistical treatment 

キ pく0.05 林 pく0.01

Dorsal digital Saphenous vein 
vein of foot 

12.2土1.42 13. 9土O.87 

7.70土O.58 8.41土1.19 

16.7土1.15 17.9土2.26 

57.2土1.77 57. 0土0.52

* 45. 5土3.35 48.0士1.56

10. 7土2.55 10.3士2.32 
ヰミ

7.62土O.43 7.71 :to. 18 

* ヰ
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‘~!・~

6. 51土O.47 

14.7土1.53 

60. 3土6.27
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** 5. 8土1.15
ヰzヰz

6.75土O.26 

* 14.9ことO.51 
‘*、

58. 7土2.67 
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頭採血時の処理の相違については，殴打よりもエーテル ことが認められた.このことは，毒性研究の結果の判定

麻酔処理した場合の方が影響が大であることが認めら において，採血部位を留意する必要があるということを

れ，特に雄では総蛋白量，グルコース，雌ではグルコー 示唆するものである.また，断頭採血したものが全体的

ス，尿素窒素量， GPT， GOT活性に 1%の危険率を に頚静脈血よりも低下していたのは，採血順位が常に最

もって有意な差が認められた.このことは，処理開始よ 後であったということによる影響も考えられるが断頭部

り断頭までの時間が殴打の場合は直ちにであり，無処理 位の血液が動静脈血の混合であることと組織液の混入も

の場合とそれほど差がないといえるが，エ{テル麻酔の 考えられこの点は今後の検討に待ちたい.

場合，麻酔期に入るまでに 3，-..， 5分が経過しており，こ 結 論

の間のエーテノレの作用が肝臓に影響を及ぼし又，ストレ JCL-SD系ラヅト(生後8週令;体重雄 248g，雌177

ッサーとして作用し白血球数へ影響を及ぼしているとい g)をもちいて，断頭採血時の処理ならびに採血部位の

うことも考えられるが，エーテノレ麻酔により採血する場 相違による血液成分の差異について検討したところ，次

合には十分留意する必要あることを認めた.また，採血 の結論を得た.

部位の相違による血球成分の差については，頚静脈を対 1. 断頭採血時の処理については，無処理を対照とし

照とした場合，雄においては，足申部のヘマトクリ y ト た場合に，エーテル麻酔時に変化が生ずることが認めら

値は有意に多く，断頭採血の白血球数，赤血球数，ヘマ れた.

トクリットイ直が有意に低いことが認められ，雌において 2. 採血部位による差については，頚静脈を対照とし

は，大腿部，足申部のヘモグロピン量，ヘマトクリット た場合，末梢部へ行くにつれて血球成分は増加しまた

値が有意に多く，断頭採血の白血球数，赤血球数，ヘモ 断頭血液は頚静脈血よりも低いとし、う結果を得た.

グロピン，ヘマトクリヅト値が有意に低いことが認めら 文 献

れたが，全体的にみると，頚部→大腿部→足甲部のよう 1) 中川好男，指田向江，柴英子，平賀興吾:東京

に中心部から末梢へ行くに従って血球成分債が増加する 衛研年報， 25， 599， 1974 
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固定後の器官重量の変動について

矢野範男*湯 j翠勝広*藤井 孝*

平賀興吾 *

Variation of Urgan Weight after Fixation 

NORIO YANO'ヘKATSUHIRO YUZA W A汽 TAKASHI FU }II* 

and KOGO HIRAG A * 

緒言

毒性試験で病理組織学的検索を行なう場合，先ず，良

き光学顕微鏡用組織標本の作製を指向するのは当然であ

り，そのための努力は各方面から種々の技法を用いて行

なわれている 1川私共も現在その作製過程中，最も基礎

となる固定について検討しているが，今回は毒性試験で

の病理標本作製中に，ラットの器官を数種， 10%ホルマ

リン液で固定後，偶々，その重量を測定したところ，固

定前の重量と異なり，器官によって増減がみられること

が分った.このことから今回は，ラットの各器官を用い

て，それらの重量が固定の過程でどのように変動する

か，またその変動は器官によって特異性があるかなどを

検討したので報告する.

実験材料及び実験方法

実験動物は32週令の Wistar-}CL ラット(平均体重

雌337g雄632g)雌雄各10匹を用い，断頭放血後，解剖

し脳，心臓，肝臓，酔臓，腎臓，精巣を摘出し，肝臓は

左葉，腎臓は右側，精巣は両側，脳，心臓，牌臓は全体

の重量を測定した.固定は肝臓が在葉の短軸方向に 5ケ

所，腎臓は最大割面がでるように 1ケ所それぞれ割を入

れた後， 10%緩衝ホルマリン液を用いて行なった.固定

液の量は上記の全器官の合計体積の10倍容量用い，振と

う機に24時間かけ，途中で固定液の交換は行なわず，そ

の後静置して固定した.閤定中の器官重量の測定は，器

官に付着した回定液はろ紙，ガーゼを用いて拭き去った

後， Mettler PE 162型電子天秤を用い，間定後 1，-..， 7時

間まで 1時間毎に，その後 9，12， 15， 18， 21， 24時間，

2"-'7日まで毎日計四回，測定を行なった.

実験結果

各器官の回定前の平均重量は肝臓;雄6.37g，雌3.62

g，脳;雄2.20g，雌1.91g，腎臓;雄3.36g，雌1.84 

g，精巣;3.61 g，牌臓;雄O.82g，.雌O.49g，心臓;

雄1.51g，雌0.86gであった.とれらの各器官の重量を

100として，固定途中での重量を百分率で表わし，その変

動を示したのが Fig.1， 2である. これによると肝臓

は固定前重量より増加し雄では固定後6時間目で 105.9 

%，雌では3時間目で， 104.1%まで増加した.雄では

その後 3日目， 104.5%まで漸減し， 以後7日目まで僅

かではあるが漸増傾向を赤ーした.雌ではその後四時間

目， 102.5%まで漸減し，以後7日目まで雄より著明な

漸増傾向を示した.脳は固定前重量より増加し雄では固

定後 1時間目は， 99.5%と減少したが 6時間目で 104.7

%，雌では 6時間目で 106.2%と急増した.雄ではその

後18時間目 105.5%まで漸増し，以後7日目まで小さな

変動をみせながら漸減した.雌ではその後12時間自106.7

%まで増加し，以後7日自主で小さな変動をみせながら

雄よりは軽度に漸減した.腎臓は雄では固定前重量より

減少し雌では増加した.雄では閤定後 1時間目で96.0%

まで、減少した後， 12時間目で97.8%まで増加し以後7日

目まで顕著な変動を示さずに横這いの状態が続いた.雌

では固定後24時間目， 102.1%まで漸増し，以後5日目

を除いて 7日目まで著明な変動を示さずに横這いの状態

が続いた.精巣は閤定前重量より減少し固定後 1時間目

で98.2%まで減少した後21時間目まで変動なく横這いの

状態が続き， 24時間目以後7日目まで非常に僅かながら

漸減傾向を示した.牌臓は閏定前重量より減少し雄では

固定後6時間目で93.5%，雌では4時間目で94.3%まで

減少した.雄ではその後21時間目， 94.2%まで漸増し，

24時間自に93.3%と減少したが以後7日目まで再び漸増

傾向を示した.雌ではその後18時間目まで稿、々横這いの

ホ東京都立衛生研究所毒性部 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 }apan 
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状態が続き，この時点から 5日目97.6%まで増加した

後 6，7日目は， 96.4%と減少し雄より軽度な漸増傾

向を示した.心臓は閤定前重量より減少し雄では固定後

6時間目で96.7%，雌では 4時間目で95.6%まで減少し

た.雄ではその後21時間目97.7%まで漸増し， 24時間目

で95.4%と減少した後，緩やかな波形を描いて 7日目ま

で横這いの状態が続いた.雌ではその後6時間目， 96.6 

%と増加し， 9時間目95.1%まで、減少した後， 24時間自

96.4%まで漸増，以後7日目まで増減を繰り返しながら

も横這いの状態が続いた.以上のように固定後の各器官

の重量は増加するものと減少するものとがみられ，増減

の幅にも器官による大小がみられた.間定後，重量が増

加したものは雌雄の肝臓，脳，雌の腎臓で，減少Lたの

は雌雄の心臓，瞬臓，雄の腎臓それに精巣であった。増

減のl隔が大であったのは牌臓;雄6.7%，雌6.0%，脳;

雄6.1%，雌6.7%，肝臓;雄5.9%，雌4.5%，心臓;雄

5.0%，雌5.1%の各器官であり，腎臓は雄で4.1%と大

きいが，雌では2.1%と小さく，精巣も2.7%であった.

また固定後の重量は器官によってノミラツキの大小がみら

れ，腎臓ではパラツキが大きく精巣は雄の腎臓と絶対重

量が近似しているにも拘らずバラツキは小きかった.

考察

以上の実験結果から国定後の器官重量の変動を24時間

目までの 1または 3時間毎の変動と， 7日目までの 1日

毎の変動とに分けてみると，時間毎の変動では各器官と

も固定後， 4 ""-'6時間で重量は増加，減少の著明な動き

をみせ以後は緩やかな曲線を描くか，柏、々増減の大小変

動をみせながら24時間にヨさった. 1日毎の変動は固定後

I日白から，増減を繰り返しつつも軽微ながらも漸増，

漸減の傾向をもって 7日目に至った.また時間毎の変動

で重量の増減に拘らず，各器官で雄よりも雌が先に著明

な動きを了える傾向がみられたことは，国定前の重量の

絶対値の大小によるものと思われる.次に器官によって

固定後の重量が岡定前よりも増加したり，減少したりす

る原因を，解剖組織学的に各器官の形態的な差異から考

えてみると，増加した肝臓は肝細胞を主体に結合織は少

なく，軟らかく脆い，同じく脳も神経細胞を主体に神経

膝，神経線維より成り結合織は少なく，軟らかく脆いと

いう特徴をもっており，一方，減少した牌臓は平滑筋，

弾性線維より成る牌柱で網状構造を呈しその網眼の中

に牌細胞が充填されており弾力性に富む，向じく心臓は

少量の結合織をもつがその殆んどが心筋であり弾力性に

富んだ器官である.また，精巣も被膜を合めて結合織は

少なくなく弾力性に富んでいる.これらのことから間定

によって重量が増加するのは結合織がφなく，軟らか

く，脆い器官であり，減少するのはその反対の特徴をも

った器官であると考えられる.腎臓は結合織は少ないが

多数の尿細管，集合管より成る複合管状腺であり，尿細

管系と集合管系とは発生を異にするという特徴をもって

いるが，との特徴と，雌雄で回定後の重量が増加と減少

に分かれた原因は判然とせず，雌雄ともバラツキが大き

かったことと併せて今後，検討してみたい.今回の実験

で各器官で固定後の重量変化に差異があり，また 4"""6

時間で著明な変動が終了することが分った.今後，これ

らの変化が今回とり上げなかった他の器官でもみられる

のか，また，各器官での形態的特徴の差異の他，水分合

量を測定し器官中の水分との関連性，これに付随してラ

ットの週令による差異なども検討していきたい.

要旨

ラットの脳，肝臓，心臓，腎臓，牌臓，精巣を10%緩

衝ホルマリン液で囲定後，その重量変化を 1時間より 7

日間にわたって観察し器官別，雌雄別の相違について

検討を加えた.

文献

1) 畠山茂，萩島寿子，高田多津男:f臨床検査，

13， 776， 1969 

2) 荒井茂，三浦秀人，高橋とし子:臨床病理，

19， 367， 1971 



ご吉、213 26町 2，1975 年報衛研京東

105 

ゐ史

的

rn 。
』。
ロ 100
<"<l 
切

..c: 
bD 

U 

詳 105
ロ
国

bD 
1-< 

0 

Brain 

Kidney(R) 

7 6 5 

vd 

l

4

h

 

3 がム221 18 15 12 

Hour 

9 

II  I r I I I 

1 357  

Changes of organ weight gain or loss after fixation. 
-0ー:male，…×…: female， vertical bars show S. D. 
一一一一一:line of 100%. 

Fig. 1. 



214 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 26-2， 1975 

Testes 

ミ史

100 

田
町
。
目

』

0 

ロ
阿
国
切

Spleen 

ヨ{
M
W

叩
由
主

民
団
切
』
。

Heart 

1 3 5 7 9 12 15 18 21 24円 4 7 3 5 6 

Hour Dav 

Fig. 2. Changes of organ weight or 10ss after fixation. 

-0ー:ma1e，…×…: fema1e， vertica1 bars show S. D. 

一一一一一:line of 100%. 



東京衛研年報 Ann.Rep， Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 26-2， 215司 221， 1975 

電子顕微鏡用試料作製におけるブ口 γ ク染亀法の検討

三栗谷久敏*福森信隆*平賀興吾*

Evaluation of Block Staining Method for 

Electron Microscopic Observation 

HISATOSHI MIKURIYA*， NOBUTAKA FUKUMORI* 

and KOGO HIRAGA * 

緒

超薄切片法による電子顕微鏡的観察において，薄切後

に通常行われているウラニル・鉛二重染色は，染色上の

汚染を引き起こし易く，観察及び写真撮影上好ましくな

い影響を与えている.また，毒性試験への電子顕徴鏡的

観察の導入は，多くの試料を処理することから，試料作

製時の操作を簡略化する必要がある.そこで，以上の点

の解決策として，著者らは匂埋までの試料作製過程で多

数の試料を染色でき，かっ染色による汚染の少ないと言

われているブロック染色法に注目した.

ブロック染色法は，燐タングステン酸法，1) 酢酸ウラ

ニル法戸鉛塩による方法3)等が報告されているが，今回

Kushida ら4) の方法に準じて硝酸ウラニル・酢酸鉛同

時二重染色を試み，染色液比及び染色時間差について，

光学顕微鏡用切片の染色性，電子顕微鏡写真での解像力，

コントラストの良否等を比較した.また同時に通常の二

重染色法と比較することにより，ブロッグ染色法の毒性

試験への有用性について検討した.

実験材料及び実験方法

染色液

Kushidaら4) の方法に準じて， 0.5%硝酸ウラニル

(和光純薬〉アノレコール・アセトン等量混合液と飽和酢

酸鉛(和光純薬)アノレコール・アセトン等量混合液の混

合比が， それぞれ， 3: 7 (A液とする)， 1 : 1 (B 

液とする〉の染色液を調製した.

方法

成熟ラットを断頭，放血屠殺後肝臓及び腎臓を速やか

に摘出，約 1mm3の細片にし，2%クツレタールアノレデヒ

ド及び 1%オスミウム酸で二重固定した.定法に従いエ

タノーノレ脱水を行ない， A及びBの染色液で各1.5時間，

2時間， 2.5時間室温 (200
) で、染色した.染色終了後ア

ルコール・アセトン等量混合液で15分間ずつ 2凹洗糠

し， QY-1を通してエポン包埋した.ブロ γ ク染色を

施した包埋ブ、ロックは， Porter幽BlumMT-2 B型ウル

トラミクロト{ムで超薄切片を作製後， HU-12A型電子

顕微鏡にて観察した.また，酢酸ウラニル及び、グエン酸

鉛による通常の二重染色を施した試料について，ブロッ

ク染色と比較観察した.問時に包埋ブロッグから厚さ約:

1μ の切片を作製し， Cardnoと SteinerのPASート

ノレイジン青5)にて染色，光学顕徴鏡的に観察した. これ

らの観察は，肝及び腎の両臓器から比較検討・を加えた.

実験結果

光学顕微鏡的所見

1. 染色液比3: 7 (A液)

(1) 1.5時間染色

ブロック染色を施さなかったもの (Fig.1. a， Fig. 2. 

a)と比較して， 細胞，核に若干の膨化が見られ， 細胞

質及び核質はやや淡明化しており，好塩基性頼粒の染色

性の低下が認められた.また，肝での PAS陽性物質の

染色性の低下も見られた.

(2) 2時間染色

細胞，核に軽度の膨イじが見られたが，組織像は比較的

鮮明で、あった.細胞質は良染し，細胞質の好塩基性頼粒，

核質及び肝臓での PAS陽性物質の染色性も 1.5時間染

色に対して比較的良好だった (Fig.2. c). 

(3) 2.5時間染色

肝臓，腎臓とも 2時間染色の場合と比較すると，細

胞，核の膨化，淡明化は増していたが，染色性は類似し

ていた.また，腎臓では若干組織像の鮮明さに欠けてい

るのが認められた.

*東京都立衛生研究所毒性部 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 
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2. 染色液比 1: 1 (B液) 1.5時間染色及び 2時間染色の場合より，細胞質基質p

(1) 1. 5時間染色 核質の淡明化がやや増加した印象を受け，また糸粒体や

ブロック染色を施さなかったもの (Fig.1. a， Fig. 

'2. a)と比較して， 細胞，核に軽度の膨化が見られ， 全

体的にやや鮮明さを欠くが，細胞質の好塩基性頼粒，核

質及び肝臓での PAS陽性物質の染色性も比較的良好で

あった (Fig.1. b). 

(2) 2時間染色

肝臓では細胞，核に膨化が見られ，細胞質及び核質が

淡明化を増し，全体的に染色性が低下していた.特に核

では，核質の染色性の低下が顕著であり，核小体の輪郭

も不明瞭であった.また， PAS陽性物質の染色性の低

下も認められた (Fig;2. b). 

腎臓は 1.5時間染色の場合と比較して，細胞，核の膨

化，淡明化はやや程度を増Lており，全体的に鮮明さを欠

いていた.また，染色性はやや低下する傾向があった.

(3) 2. 5時間染色

肝臓では細胞，核の膨化，淡明化が， 2時間染色の場

合ほど顕著ではないが， 1.5時間染色の場合より若干程

度を増していた.また，核質及び細胞質の好塩基性頼粒

の染色性はやや低下していた.

腎臓は 2時間染色の場合より核の膨化，淡明化が増し

ており，組織像は不鮮明であった.しかし細胞はむし

ろ萎縮したような感を与え，染色性は不均一であるが若

干増加していた (Fig.l.c). 

以上より，染色液比及び染色時間による差異は，肝臓，

腎臓とも組織変化，染色性の度合から見て顕著ではなか

った.しかしながら， B液 2時間染色の肝臓及びB液2.5 

時間染色の腎臓にやや変化を認めたが，組織変化は染色

時間が短かくなるほど比較的少なかった.

電子顕微鏡的所見

1. 染色液比3: 7 (A液〉

(1) 1. 5時間染色

細胞はやや膨化した感があり，細胞質基賢及び核質は

淡明化していた.また，通常の二重染色を施したもの

(Fig. 3)に比較して，コントラストは顕著に低下し鮮

明さに欠けていたが，糸粒体，グリコ{ゲン頼粒及び小

胞体などの小器官，核の染色質は若干不明瞭ながら染ま

っていた (Fig.6). 

(2) 2時間染色

1. 5時間染色と同様， 細胞はやや膨化し，細胞質基質

及び核質は淡明化していたが，コントラストは 1.5時間

染色のそれより良好で，グリコーゲン頼粒や細胞小器官

は比較的明瞭であり，良好に染まっていた (Fig.4). 

(3) 2.5時間染色

小胞体などの小器官は若干濃染傾向を皐した.コントラ

ストは他の染色時間のいずれよりも強く，一見鮮明であ

る感を与えるが，特に糸粒体では基質がほぼ均一に濃染

しており， クリステなどの構造が不明瞭であった.

2. 染色液 1: 1 (B液)

(1) 1.5時間染色

細胞の軽度な膨化に伴い，細胞質基質及び核質は淡明

化していた.また， コントラストは通常の二重染色を施

したもの (Fig.3)と比較して低く，グリコーゲン穎

粒，糸粒体及び小胞体などの小器官の染まりも鮮明さを

欠色構造もやや不明瞭であった.しかし，核の染色質

とリボゾームの染まりは良好で，他に比して目立つ像も

見ちれた (Fig.5). 

(2) 2時間染色

細胞，核の膨化，淡明化の程度がやや増強していた.

グリコーゲン頼粒や他の細胞小器官はコントラストを増

し比較的鮮明であったが，糸粒体では基質が濃染気味でp

クリステなどの構造は不明瞭であった.核の染色質は周

辺部に凝集しており， 1.5時間染色と同様，良好に染ま

っていた.

(3) 2.5時間染色

糸粒体や小胞体などの小器官の濃染傾向は 2時間染色

より若干強く見られ，コントラストも比較的強かった

が，他はほぼ同様の所見が見られた.

以上の所見より，染色液比及び染色時間による差異は，

核， リボゾームに関してA液より B液が比較的良染して

いるが，他は明らかでなく，染包時間に連れて濃染傾向

が認められた.

細胞構造は，通常の二重染色を施したものに比して，

全体的に細胞小器官の変化が顕著でなかったが，構造は

不明瞭な感を与えた.

染色性，細胞構造の保持と言う観点から見ると， A液

2時間染色が他に比してやや良好であった.

考察

電子染色のメカニズムは完全には分っていない.しか

し一般的には，ウランでリポゾ{ム，核質などが良染

され，鉛ではグリコーゲン頼粒，糸粒体などが比較的染

まり易いと言われている.それら電子染色の機構に関し

て，鉛では Daltonらめがリン酸基，カルボキシル基，

スノレフォヒドリル基から解離するH+イオンがPb++イオ

ンにより置換されるからとその理由を説明している.ま

た，ウランでは Huxleyと Zubay7)によりウラニルイ

オンが核酸のリン酸塩基に結合するためだろうと言われ
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ている.大倉ら8，9) によれば，ウラニルは溶解後，小径

のウラニルイオンとなり染色性を有するが，一方被吸着

力が弱く，分別の時洗い出され易い.にも拘わらずリボ

ゾームや核質が良染して残るのは，それらが核酸蛋自に

窟み，負電荷が高いため，ウラニルカチオンが強く極性

吸着し洗い出され難いためであろうと報告している.

今回，電子顕微鏡的観察で，染色液比によって染色性

の程度に若干の差異が認められた.即ちB液染色では，

核染色質やリボゾームの染色の度合が他の小器官より強

く，またA液染色による核染色質， リボゾ…ム及び他の

小器官に比しても濃染していた.この事はB液でウラニ

ルイオン濃度が高いため反応、が短時間に起き，染色の度

合も増し洗礁によっても溶出され難かったものと考え

られる.

とのような染色液比によって， B液が核質やりポゾー

ムを良染すると言う傾向は Kushidaら4) の報告と

致している.

一方，鉛の染色性の程度は，染色液比による著明な差

はないと思われる.

光学顕微鏡的観察で，全体的に見て染色液比による差

異は明らかでなかった.しかしながら， B液 2時間染色

で染色性の低下が若干認められたことは，細胞の膨化に

起因しているものと考えられる.

染色時聞から見ると，その増加に伴い， A及びB液と

もコントラストが増していた.同時に核質，細胞質の淡

明化も増しており，視覚的な感受性がコントラストの判

断を左右し易いことから考えて，との核質や細胞質の淡

明化がコントラストの増強に関与していると思われる.

核質や細胞質の淡明化は，核や細胞の膨化を伴って光

学顕微鏡的(以下光顕的と略す〉にも認められている.

とれらの現象はブロ γ ク染色を施さなかったものにはあ

まり認められないことから，固定，脱水に直接影響され

るのではなく，染色及び洗糠によるものと思われる.

通常， アルコーノレやアセトンは組織に対・して強い収縮

@硬化作用があると言われているが，とれらを混合液と

した場合，単独使用とは異なった物理化学的性状を持つ

ようになるとも考えられる.それ故，アルコール脱水後

の長時間に及ぶ浸漬染色や洗糠は，細胞の膨化，細胞内

成分の溶出などを引き起こすこともあながち否定できな

いのではなし、かと思われる.

また，細胞の膨化，淡明化は光顕用切片の染色性の低

下に影響を与えているのではなし、かと考えられる.

以上の点から，染色性の良否，細胞構造の維持を総合

的に判断すると，光顕用切片の染色性に関しては，ブロ

ザグ染色処置によって全体的に染色性の低下が見られ

た.これらは染色液比による顕著な差が認められないが3

染色時間は短い程比較的良好であると思われる.また，

電子顕微鏡的(以下電顕的と略す〉には各染色液比，染

色時間とも汚染の少ない像が得られたが』コントラスト，

細胞小器官の構造の明瞭性などから，染色液比 3: 7， 

染色時間2時間で比較的良好な結果が得られると忠われ

る.郎ち，染色液比は主に電顕的染色の良否に関係し，

染色時間は細胞の構造に影響を及ぼしていると考えられ

る.しかしいずれも通常の包埋，染色を施したものと

比較すると，ブロック染色法は，染色液の汚染が少なく

検鏡に極めて良好であるが，コントラスト，シャープさ

に若干欠けており，形態の保持状態が良好でないように

感じられる.試料作製条件に影響を受け易い動物組織を

用いる毒性試験でブロック染色法を活用するためには，

さらに詳細な検討を加える必要があると思われる.

結論

Kushida 4) らの方法に準じてブロック染色を試み，

ブロック染色液比，染色時間差について，光顕的，電顕

的に染色性の良否及び形態変化等を比較観察した.また

同時にブロック染色を施さない通常の二重染色法と比較

することにより p ブロック染色法の今後の有用性につい

て検討した.

① 光顕的及び電顕的とも，程度の差はあるが細胞や

核の膨化，淡明化が，染色液比及び染色時聞によらず認

められた.

② 光顕用切片の染色性は全体的に低下しており，染

色時間が短い程比較的良好であったが，染色液比による

差異は著明でなかった.

⑥ 電顕的には，染色性は染色液比 3:7，染色時間 2

時間が他に比して比較的良好であったが，通常の二重染

色を施したものと比較するとコントラストや明瞭性の点

で劣っていた.

以上より，ブロック染色法の活用には若干の問題が含

まれていると思われた.
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Fig.1 Rat kidney stained with PAS-to1uidine b1ue after b10ck stain目

ing at a urany1 nitrate-1ead acetate ratio of 1:1 ( Origin~l X 400 ). 
a:Non treatment. b:Staining for 1.5 hours. c:Staining for 2.5 hours. 

Fig.2 Rat 1iver stained with PAS-to1uidine b1ue after b10ck stain四

ing for 2.0 hours ( Origina1 X 400 ). a:Non treatment. b:At a ura四

ny1 nitrate-1ead acetate ratio of 1:1. C:At a urany1 nitrate-1ead 
acetate ratio of 3:70 
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Fig.3 Rat kidney treated by usual double staining with 
uranyl acetate and lead citrate. 

Fig.4 Rat kidney treated by block staining at a uranyl 
nitrate-lead acetate ratio of 3:7 for 2.0 hours. 
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Fig.5 Rat kidney treated by block staining at a uranyl 
nitrate-1ead acetate ratio of 1:1 for 1.5 hours. 

Fig.6 Rat kidney treated by block staining at a urany1 
nitrate-1ead acetate ratio of 3:7 for 1.5 hours. 

221 
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ヘマトキシ 1)ン@エオジン聾染魯標本の縫色について

阿部幸恵*平賀興苦*

Fading of Preparations stained by Hematoxylin and Eosin 

YUKIE ABE* and KOGO HIRAGA * 

緒 -F司

病理組織学的検索に際L，作製後年数を経過した標本

の再見を追られる事があるが，検鏡にあたり標本の槌色

は重要な問題となる.千退色した標本は顕微鏡観察を困難

にするばかりでなく組織変化を見誤らせる可能性もあ

り，検索結果に与える槌色の影響は非常に大きいと思わ

れる.標本の槌色に関係する要因としては， 1.固定後包

埋までの諸操作，1) 2. 染色操作(脱水，透徹等)， 3 染

色液の種類， 4. スライドグラス，カバーグラス， 5. 封

入剤， 6. 保存条件等様々な事項が考えられる. 今回は

ヘマトキシリジ・エオジン重染色標本(以下H&E標本

と略す〉を取り上げ，二種のエオジン染色液，二種の封

入剤を用い，異なった保存法(明暗〉を設定し，それぞ

れの条件下における標本の染色度の経時的変化をデンシ

トメ{タにより定量的に測定するとともに，標本の顕微

鏡観察を行い，双方の結果より染色液，封入剤，保存法

と槌色との関係を検討した.

実験方法

1) 標本作製法

SD系雄ラット 3匹の肝臓，腎臓，心臓を摘出L，リ

リ{の緩衝ホルマリン (pH=7.2)で固定後，定法に従

い，2) パラフィン包埋，薄切し，卵白グリセリンを薄く

塗布したスライドグラスに貼付した.脱パラフィン，脱

キシロ{ル，ヘマトキシリン染色(マイヤ~)，3) 色出し

水洗を全切片について開条件で操作し，エオジン染色段

階で2群に分け一方をエオジンアルコ{ノレ溶液戸 他方

をエオジンーエリスロシン等量混合水溶液1)にて染色し

た.封入段階でさらに2群に分け，合成樹脂を基材とす

る2種類の合成封入剤， ビオライト (Bioleit;高研製)，

オイキット (Eukitt;O. Kindler製〉を用いてそれぞ

れ封入し下記の方法にて保存した.以下ヘマトキシリン

-エオジンアルコ{ル溶液染色標本を H.Eo.標本，ヘ

マトキシリン@エオジンーエリスロシン水溶液染色標本

をH • Eo.-Ery. 標本と略す.実験に使用した色素，グ

ラスは次のものである.

(1) 色素

ヘマトキシリン;メルグ製 (C.1.No. 75，290， Lot. 

No. 1， 376) 

エオジンY;メルク製(C.1.No. 45，380， Lot. No. 881) 

エリスロシンB;和光純薬製 (Lot.No. IG 6， 620) 

(2) グラス

スライドグラス;松浪 No.2(0.9-1. 2mm)， R3，703 

カバーグラス;松浪 No.1(0.13ー0.17mm)，R37，021 

2) 標本保存方法

明暗2ヶ所における保存方法を次の如く設定した.

(1)明所保存;北東に面する窓から水平に 2m，室内光

源(壁光燈白色40Wx8本，照明は 1日平均8-9時間〉

から垂直に 1.6mの距離にあり， 照度1，300-2， 000ル

クスの実験台上にマ yベに並べた標本を設置した.なお

Hematoxylin Eosin Mounting Storage 
Solution solution medium 

Light 
Bioleit 

Alcoholic- Darkness 

eosm 
Light 

Eukitt 
Darkness 

Mayer 
Light 

Bioleit 

Eosin- Darkness 

erythrosin 
Light 

Eukitt 
Darkness 

*東京都立衛生研究所毒性部 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 ]apan 
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Fig. 1. Optical densiti~s o.f tissu~s stained with hern，atoxylin and eosin， expressed as a percentage 

of the origina1.口鶴;Liver，ム血;Kidney， 0轡;Heart， 震覇轟轟;stored in darkness， 口ム

o ; exposed to light，一一一;H.Eo. preparation，一-; H.Eo. -Ery. preparation 

これは検鏡の際標本を置く場所である.

(2)暗所保存;上記の実験台の引出内に，携帯用マッベ

と紙製封筒を用い二重に遮光した標本を収容した.実験

期間は昭和49年12月5日~昭和50年 1月23臼，室内温度

は 210土10 である.以上標本作製法における染色液，封

入剤，保存法は前表に示した如くである.

3) 染色度の測定

H&E標本の染色度をデンシトメータ(ジョイスレー

ブル社製グロモスキャ九回路:反射型，波長:490nm， 

スリット;10mmx 1 mm)により測定した.4) 第 1回測

定を封入剤の固化した染色 1日後に行い，以後 1週間毎

に7週間にわたり測定G，各測定値を第 1回測定値を

100とした比率 C%)で表わし標本の染色度とした. こ

の際染色度の低下を槌色とした.

4) 顕微鏡!こよ苔検索

7週間の染色度測定を終了した標本を顕徴鏡観察し

各組織の染まり具合を検索した.

実験結果

1) ヂシシトメータによる測定結果

結果は Fig.1に示Lた通りであり，肝臓，腎臓，心

臓は，染色液，封入剤，保存法の各条件下において同様

の傾向を示していた.各条件下での比較を容易にするた

め，肝臓についてグラフを Fig.2に別記し詳述する.

明所保存標本では暗所保存標本と比較し，染色度の低

下が顕著に認められた.

明所保存において， Bioleit封入， H-Eo.標本 CFig.

2一⑦〉は 5週間後測定で59%， 7週間後測定で53%の

染色度を示した.また Bioleit封入， H.Eo.-Ery.標本

CFig. 2.-⑥)は 5週間後測定で64%，7週間後測定で

57%の染色度を示G，河標本では間程度の槌色が認めら

れた.同じく明所保存において， Eukitt封入， H.Eo. 

標本 CFig.2-③〉は 5週間後測定で47%，7週間後測

定で37%の染色度を示した.また Eukitt封入， H・Eo.

-Ery.標本 CFig.2ー①〉は 5週間後測定で74%， 7 

週間後測定で68%の染色度を示し染色液の種類により

槌色程度に顕著な差が認められた.

暗所保存において， Bioleit封入， H.Eo.標本 CFig.

2ー①〉は 5週間後測定で90%，7週間後測定で 87%の

染色度を示した.また Bioleit封入， H.Eo.-Ery. 標

本 CFig.2-⑤〉は 5週間後測定で87%，7週間後測定



225 

容
③ 

④ 

⑤ 

⑥ 

⑦ 

③ 

26-2， 1975 年報衛研京東

(%) 

100 

90 

80 

60 

50 

70 

40 

一
国
ロ
一
切
一
-
H

。回。
U
凶
国
一
F
E
U
U
』

U
円
山
町
国

k

内
判
明
白
ロ
也
匂
{
国

U

Z

門問。

30 

7 (week) 

Fig. 2. Optical densities of tissues stained with hematoxylin and eosin， 

expressed as a percentage of the origina1. 

轡A.; stored in darkness， 0ム;exposed to light， 

0欝;H.Eo. preparation，ム轟;H.Eo. -Ery. preparation， 

-; mount in BIOLEIT，一一一;mount in EUKITT， 

6 5 4 3 2 。

標本では，ヘマトキシリン，エオジンの槌色が顕著であ

り標本観察が不可能であった Eukitt封入， H. Eo・'

Ery.標本では槌色が軽度であり良好な結果が得られた.

暗所保存標本ではいずれもへマトキシリン，エオジンの

槌色が感ぜられず，明所保存， Ellkitt封入， H.Eo.♂ry.

標本におけるよりもさらに良好な結果が得られた.

以上のようにデンシトメータによる測定結果と顕微鏡

による検索結果とはほぼ一致しており，測定で70%以上

の染色度を示した標本では顕微鏡観察でも良女子な結果が

得られた.また測定で、45%以下の染色度を示した標本で

は，ヘマトキシリン，エオジンの槌色が顕著に認められ

標本観察が不可能であった.

考察

Bioleit封入標本ではエオジン染色液の種類に関係な

し 同様の桜色経過を示したのに対し， Eukitt封入標

本ではエオジン染色液の種類により桜色に差が認められ

た.また H.Eo.染色では， Eukitt封入標本で Bioleit

封入標本より顕著な桜色が認められ， H.Eo.-Ery.染色

では， Bioleit封入標本で Eukitt封入標本より顕著な

槌色が認められた.従来唯一の封入剤とされていたノミノレ

で83%の染色度を示し，両標本においては同程度の槌色

が認められた.問じく暗所保存において， Ellkitt封入，

H・Eo.標本 (Fig.2-④〉は 5週間後測定で79%，7 

週間後測定で76%の染色度を示した.また Eukitt封

入， H.Eo.但 ry.標本 (Fig.2一②〉は5週間後測定で

89%， 7週間後測定で84%の染色度を示し，明所保存に

おけるほど顕著ではないが，染色液の種類により槌色に

差が認められた.

各標本における槌色の推移をみると，染色後 1週間の

グラフの傾きが大きくその後小さくなる傾向を示し，最

終測定で槌色が顕著にみられた標本においては特にこの

傾向が強く認められた.

腎臓および心臓においても肝臓について詳述したと同

様の結果が得られたがp槌色程度は臓器穫により異なり，

心臓の槌色は，肝臓，腎!臓の槌色と比較し顕著に認めら

れた.

2) 顕微鏡による観察結果

明所保存において， Bioleit封入， H.Eo.標本， Bi 

oleit封入， H.Eo.-Ery. 標本ではエオジンの槌色が認

められ標本観察が困難であった. Eukitt封入， H.Eo・
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サムは空気酸化による pH低下のため，塩基性色素の槌 槌色が顕現化したものと思われる.

色を招くとの報告がある 5) この欠点が改良された合成 以上のようにH&E標本の槌色は，染色液，封入剤，

封入剤は pHが7.0に保持され，槌色に関する問題は全 光照射の作用，あるいはそれらの相互作用により影響さ

くないとされている.しかしながら今回の実験において れると考えられるが，その中でも光の照射による影響は

は，両封入剤にてそれぞれ封入した標本で上述した差が 非常に大きし器材の品質改良が盛んに行われ顕微投影

認められ，封入剤の化学的性質に相違がある事を示唆し 装置の使用が広く考えられる現在，それにより引き起こ

ていると思われ，染色に関する問題は全くないとされて される切片自体の受光量増加は標本槌色の原因として重

いる合成封入剤がH&E標本の槌色に影響を与えている 要な問題になると思われる.

高接作用を否定する事はできないと考えられる. ま と め

明暗2ヶ所における保存方法を設定して検討した結 H&E標本の槌色と，染色液，封入剤，保存法(明暗)

果，明所保存標本では暗所保存標本と比較し槌色が顕著 との関係を検討する目的でラットの肝臓，腎臓，心臓を

に認められ，その槌色程度は予想外の結果であった.今 用い，標本の染色度をデンシトメータにより測定し顕微

日顕微鏡標本作製に用いられる器材の品質向上は目覚し 鏡検索結果と併せて検討した.

いものであり，封入剤においては無色透明な合成封入剤 (1) 狂&E標本の槌色は光により強い影響を受ける.

が開発され，屈折率はガラスとほぼ同値となり標本の観 (2) H& E標本の槌色は染色液と封入剤の相互作用に

察，写真撮影を容易にしている.またスライドグラスは より影響される.

位相差顕微鏡，陪視野装置の普及に伴い非常に薄く，か (3) H&E標本の槌色は染色後 1週間に急激に進行す

つ均質なものとなった.器材の品質向上とは5]ljに顕微鏡

光源，照明器具が改善され，検鏡条件，室内照明は快適-

なものとなっている.しかし結果として組織切片自体の

受光景は従来と比較にならない程増加したものと思われ

る.上述した結果で認められた槌色の原困の大半が光で

ある事-は明確で、あり，この事は従来から知られていると

とろであるが円 槌色が予想外に顕著であった点に関し

ては，器材の品質向上，室内照明の改善等による切片自

体の受光量増加が影響していると思われる.

デンシトメータによる測定結果で心臓の拡色が顕著で

あったのは，今回の実験が主としてエオジンの槌色を測

定するために波長 490nmを用いたものであり，このた

め組織の大部分が好酸性物質で占められている心臓で，

る.
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オートラヲオゲラワィーによる染色体識別

益淵正典:遺伝， 29(6)， 13-18， 1975 

人類を含めた高等動植物の染色体に関する知識は，こ

の20年ほどの聞にめざましい発展をしている.遺伝現象

と染色体変化の結びつきに関する研究が展開されたため

であるが，その裏には染色体識別法の開発があった.

筆者は， r特集・染色体識別法の発展」の中で， 高等

動物におけるオートラジオグラフィーによる染色体識別

の実際とその役割について解説した.
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