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編集委員諸氏および関係者の格段の努力と奉仕によって，ここに研究年報第27号をまとめる

ことができました.

本年報は主に昨年度中に終了した研究成果および第26号発刊後最近までの間に他の専門雑誌

に掲載した論文等を収めたものであります.今回も第26号の場合と同様，毒性部で実施した研

究論文は第27-2号にまとめてのせることにしました.

当所の研究年報をその創刊号から通覧してみますと，感慨無量なものを感じます.終戦後の

挫折，混乱，貧困の時代から今日の繁栄時代までの社会現象の変化，特に経済の高度成長に伴

って発生した環境汚染問題や研究者，研究施設および研究費の充足状態の移り変り等を反映し

て，研究課題名およびその量と質の変遷を見逃すことはできません.正に隔世の感がありま

す.

研究の課題，その質と量の変化とともに，それに対する評価もいろいろあろうと思います

が，どの時代にも，所員は則応して，一生懸命業務を遂行してきたことは変らない事実であり

ます.

最近基礎医学の研究のあり方に関して，疾病の予防と治療という震学の指向する目的を忘れ

た研究に対する反省、の声がきかれるようになりましたが，公衆衛生行政の科学的パックポ{ン

として責任の一端を担うわれわれは，住民の生命と健康を守るとし、う基本的姿勢と目標を忘れ

ではならないと思います.

この研究年報には毒性部門を合せ 113題の研究が報告されていますが，これらの研究報告に

対する学術的および社会的批判を，われわれは謙虚に受け，それを更に将来発展への糧といた

したいと願っております.忌悼のない御意見，御叱正をいただければ誠に幸で、あります.

1976年(昭和51年) 7月15日

東京都立衛生研究所長 辺野喜正夫



1 

目 次

報文

ジブチルヒドロキシトルエン (BHT)の生体内運命(第 1報) 経口投与によるラ γ トの体内分布ならびに

排~!!t...………… H ・H ・市川久次，小林博義，米山允子，馬法IJ 依子，伊川三枝子，中川好男…… 1

ジブチルヒドロキシトルエン (BHT)の生体内運命(第2報) 14C-BHTの肝細胞内分布(1)

-中川好男，伊川三枝子，平賀興吾…...5 

ジブチルヒドロキット/レエγ(BHT)の生体内運命(第3報) 14C-BHTの腎細胞内分布

-伊川三枝子，中川好男......10

ジプチルヒドロキシトルエン (BHT)の生体内運命(第4報〉 ラットにおける体内分布ならびに排出:

-小林博義，市川久次，米山允子，馬淵依子，伊川三枝子，中川好男，平賀興吾......17

ジアーチルヒドロキシトルエン (BHT)のラット肝臓および腎臓の酵素活性におよぼす影響

-馬淵依子，伊川三枝子……20

ジブチルヒドロキシトノレエン (BHT)のラットにおける 2年間摂取実験の病理組織学的研究 BHT慢

性毒性試験の途中経過報告・…・…・藤井 孝，阿部卒恵，矢野範男，湯津勝広，平賀輿吾…...28

ジブチルヒドロキシトルエン (BHT)に対する系統の呉なるラットの感受性の相違に関する研究

-市)!!久次，小林博義，平賀興苦…...47

ジブチルヒドロキシトノレエン (BHT)のラット赤血球浸透圧抵抗におよぼす影響に関する研究

-市川久次，小林博義，中尾)1原子…...53

クロム鉱倖水抽出物の経皮および経消化管吸収

-長井二三子，金四信次，原 しげ子，樺島JI慎一郎，中尾 JI買子，平賀興吾……56

ジブチルヒドロキシトルエン (BHT)投与時にラット尿中に出現する桃色物質

-神谷信行，市川 久次，中尾 JI顕子，平賀輿吾…・・・63

ジブチルヒドロキジトルエン (BHT)のフェノパルピタ{ル，イソニコチン酸ヒドラジド前処理ラットに

おける肝臓におよぼす影響…-……………-…….....・ H ・-…-福森信隆，三栗谷久敏，平賀輿吾…...67

ジブチルビドロキシトノレニ己ン (BHT)の細胞膜酵素活性に対する invitroおよび invivoでの影響

-清水麻里，中尾 )1国子…...77

ジブチルヒドロキジトノレエン (BHT)摂取ラットの出血機構 (JI)

-鈴木英子，高橋 省，中尾 JI原子，平賀輿苦-…・・82

ジブチルヒドロキシトルエン (BHT)の出血致死作用に対するI直鎖型アノレキノレベンゼンスルホネート
(LAS)の効果・…H ・H ・....・H ・-….....・H ・-…………H ・H ・-……..，・H ・-… H ・H ・-・・高橋 省，平賀興吾……86

食品添加物の相乗毒性に関する研究(lV) ジブチルヒドロキシトノレエン (BHT)と直鎖型アルキルベンゼ

ンスルホン酸ナトリウム (LAS)併用の急性毒性

-市川久次，小林博義，米山允子，馬淵依子，伊川三枝子，平賀輿吾・…..93

ジブチルヒドロキシトノレエン (BHT)，直鎖型アルキルベシゼンスノレホネ{ト (LAS)長期投与マウスお

よびラットにおける細胞遺伝学的研究ならびに優性致死試験

-益淵正典，高橋昭夫，高橋 省，平賀輿吾.，.100 

直鎖型アルキルベンゼンスルホネート (LAS)の亜急性毒性について

・米山允子，馬淵依子，伊JII三枝子，小林博義，市川久次… 105

妊娠マウスに皮膚塗布されたドデ、ンル硫酸ナトリウム (SDS)の胎仔に及ぼす影響

-高橋昭夫，安藤 弘，久保喜一，平賀輿吾… 113

グロムの毒性に関する研究 三酸化クロムの急性毒性

-小林博義，ネf/l谷信行，平賀興吾… 119

クロム鉱倖水浸出液の限粘膜一次刺激性について

・藤井 孝，坂本義光，福森信隆，阿部幸恵，中村 弘，大橋則雄，平賀輿吾… 124

クロム鉱倖水浸出液の皮膚一次刺激性について

・阿部幸恵，藤井 孝，坂本義光，福森信隆，中村 弘，大橋則雄，平賀興吾… 129



2 

ジプチルヒドロキシトノレエン (BHT)投与ラットの赤血球浸透庄抵抗
-長井二三子，鈴木英子，仁|二I尾 JI~i子… 137

ジ-2ーエチルヘキシノレフタレ{ト (DEHP)の毒性学的，内分泌学的研究 (3)DEHPのラット肝および宰
丸成分におよぽす影響………-…一…....・H ・-…....・H ・-…........…一…………大石真之，平賀興吾… 140

化粧品用色素の短期毒性試験(1) 赤色 219号およびだいだい色 201号の雌性ラットにおよぽす影響

-福田向江，高橋 省，大石真之，中尾 JI関子，平賀興苦… 145

色素の微生物系における変異原性について……………………………藤田 博，水尾昭江，平賀興吾… 153

数種食品添加物の50%致死量について…小林博義，市川久次，神谷信行，吉田誠二，平賀興吾… 159

有機水銀化合物の細胞膜に対する障害作用 (3)細胞膜諸酵素に対する水銀化合物の阻害作用

-原 しげ子，中尾 JI原子… 161

赤血球膜 Na，K-A TPaseおよび陽イオン輸送におよぼすフロリジンの影響-…・・中川 敦子，中尾 JI原子… 166

黄体形成ホルモン放出ホノレモン (LH-RH)の雄ラット性腺および副腎におよぽす影響…・・…大石 真之… 171

ラット血清アルカリフォスファタ{ゼとその臓器由来について 1)仔牛小腸アルカリフォスファターゼ抗

体の調製と仔牛小腸およびラット小腸アルカリフォスファターゼに対する作用

-樺島順一郎，中尾 JI国子… 176

ラット肝臓の薬物代謝酵素の活性測定法についての検討……・……・・ )11野 澄江，中尾

化学発ガン荊による培養細胞株 BALB/3T 3細胞のトランスホーメーション
-水尾昭江， )11野澄江，中尾

ラットの発育推移に関する考察…....・ H ・-………...・ H ・..……-……・……・・・……・…・・福森

ラットにおける体重，摂餌量，飲水量，糞量の日内および日間変動について

-林田志信，井口

ラットにおける体重増加と大腿骨長および骨重量の関係について…坂本 義光，湯津

ラットの加令に伴う変化の組織学的検索………....・ H ・…・ぃ……・…・………………坂本

ラヅトにおける器官水分含有量とその国定後の重量変動の関連について

-矢野範男，湯津 )~f広，長津

電子顕微鏡観察のための基礎的研究 間定液と包i虫剤….....・H ・-…三三栗谷久敏，福森

JI国子，平賀興吾… 179

JI関子，平賀興苦… 185

信隆，平賀興吾… 191

重孝，池田虎雄… 198

)]券広，平賀興吾… 201

義光，平賀興吾… 207

明道，平賀興吾… 214

信隆，平賀興吾… 218

学会発表....・H ・.....・H ・.，……......・H ・.....・H ・....・H ・...........・H ・-…・・… .0....・H ・....・H ・..…・・……...・H ・H ・H ・...227 



3 

CONTENTS 

REPORTS 

Biological Fate of Butylated Hyd1'oxytoluene (BH'l') in Rats 1. Dist1'ibution 3.nd 
Exc1'etion afte1' O1'al Administration .............. H. Ichikawa， H. Kobayashi， 
M. Yoneyama， Y. Mabuchi， M. Ikawa and Y. Nakagawa ............................ 1 

Biological Fate of Butylated Hyd1'oxytoluene (BHT) in Rats 2. Subcellular Distl'ibution 
of 14C同B日Tin Rat Liver (1) .......... Y. Nakagawa， M. Ikawa and K. Hiraga...... .. 5 

Biological Fate of Butylated Hyd1'oxytoluene (BHT) in Rats 3. Subcellular 
Dist1'ibution of Butylated Hydroxytoluene in Rat Kidney .............. M. Ikawa 
and Y. Nakaga¥va ............................................................... 10 

Biological Fate of Butylated Hydroxytoluene (BHT) in Rats 4. Distribution and 
Excretion after Subcutaneous Administration ...... H. Kobayashi， H. Ichikawa， 
M. Yoneyama， Y. Mabuchi， M. Ikawa， Y. Nakagawa and K. Hiraga .......... ....... 17 

Effects of Butylated Hydroxytoluene (BHT) on Enzymatic Activities of Rat Liver 
and Kidney ...................................... Y. Mabuchi and M. Ikawa....... 20 

Histopathological Study of Butylated Hyd1'oxytoluene (BHT) in Dieta1'Y Administ1'ation 
to Rats fo1' 2 Years An Interim Report oI Chronic Toxicity Studies of BHT 
in Rats .............. T. Fujii， Y. Abe， N. Yano， K. Yuzawa and K. Hi1'aga....... 28 

Diffel・encesin Sensitivity of Two Sh・ainsof Rats to Butylated Hydroxytoluene (BHT) 
.狂.Ichikawa， H. Kobayashi and K. Hiraga. . . . . .. 47 

Osmotic F1'agility of Red Blood Cells in the Rats Administered with Butylated 
Hydroxytoluene (BHT) .............. H. Ichikawa， H. Kobayashi and T. Nakao. . . . . .. 53 

Absorption of Wate1' Ext1'act of Ch1'omium O1'e D1'oss f1'om Skin and Gast1'ointestinal 
Tract . . . F. Nagai， N. Kananishi， S. Ha1'a， J. Kabashima， T. Nakao and K. Hi1'aga. . . . . .. 56 

Pink Colou1'ed Substance in Urine Excreted by Rat Fed with BHT ...... N. Kamiya， 
H.lch日王a¥va，T. Nakao and K. Hi1'aga ........................................ . . . . . " 63 

Effects of Butylated Hydroxytoluene (BHT) on the Liver of Phenoba1'bital 01' 
Isonicotinic Acid Hyd1'azide pretreated Rats 

. N. Fukumori， H. Mikuriya and K. Hiraga... . . .. 67 

Effects of Butylated Hydl、oxytoluene (BHT) on the Enzymatic Activity in Plasma 
Memb1'ane仇 vit1'Oand伽似のo ...................... M. Shimizu and T. N aka.o . . . . . .. 77 

Mechanism of Haemorrhage in Rats fed Butylated Hydroxytoluene (BHT) (II) 
. H. Suzuki， O. Takahashi， T. Nakao and K. Hiraga.. . . . .. 82 

Effects of Linea1' Alkylbenzene Sulfonate (LAS) on Hemorrhagic Death by Butylated 
Hydl'oxytoluene (BHT) in Rats and Mice ........ O. Takahashi and K. Hiraga....... 86 

Studies on Toxicological Potentiation of Fooc1 Aclditives (IV) Acute Toxicities of the 
Combination of Butylatecl Hydroxytoluene (BHT)' ancl Linear Alkylbenzene 
Sulfonate (LAS) in Rats ........ H. Ichikawa， H. Kobayashi， M. Yoneyama， 
Y. Mabuchi， M. Ikawa and K. Hiraga ......................................... 93 

The Cytogenetic Studies and Dominant Lethal Tests of Long Term Administration 
¥，rith Butylated Hyclroxytoluene (B耳T)and Linea1' Alkylbenzene Sulfonate (LAS) 
in Mice and Rats .... M. Masubuchi， A. Takahashi， O. Takahashi anc1 K. Hiraga. . . . .. 100 

Subacute Toxicity of Lineal' Alkylbenzene Sulfonate ...... M. Yoneyama， Y. Mabuchi， 
M. Ilm¥¥司 H.Kobayashi and H. Ichikawa .......................................... 105 

Effects of Del'mal Application of Soc1ium Dodecyl Sulfate (SDS) on Pregnant Mice 
and Their Fetuses .............. A. Takahashi， H. Anclo， Y. Kubo and K. Hiraga. . . . .. 113 

Toxicological Studies on Chl'omium Acute Toxicities of Chromium Tl'ioxicle 
. H. Kobayashi， N. Kamiya ancl K. Hiraga...... 119 

Primary Eye Irritation Test by Extracts of Chromium Dross ............ T. Fujii， 
Y. Sakamoto， N. Fukumol'・i，Y. Abe， H. Nakamura， N. Ohashi ancl K. Hiraga...... 124 



4 

Primary Skin Irritation Test by Extracts of Chromium Dross .......... Y. Abe， 
T. Fujii， Y. Sakamoto， N. Fukumori， H. Nakamura， N. Ohashi and K. Hiraga...... 129 

Effect of Butylated Hydroxytoluene (BHT) on Osmotic Fragility of Rat Erythrocytes 
F. Nagai， H. Suzuki and T. Nakao...... 137 

Toxicological and Endocrinological Investigations of Short同TermEffects of Adminis-
tering Di-2-ethylhexylphthalate (DEHP) (3) Effect of DEHP on Biochemical 
Composition of Liver and Testis of Male Rats ........ S. Oishi and K. Hiraga. . . . " 140 

Short-term Toxicity of Cosmetic Dyes (1) Effect of Brilliant Lake Red R 01' 
Dibromofluorescein on Body and Organ Weights， and Clinical Values of Female 
Rats ............ H. Fukuda， O. Takahashi， S. Oishi， T. Nakao and K. Hiraga. . . . " 145 

Mutagenicity of Dyes in the Microbiol System ....五.Fujita， A. Mizuo and K. Hiraga. . . . " 153 
The Results on Acute Toxicities of Food Additives .................. H. Kobayashi， 
H. Ichikawa， N. Kamiya， S. Yoshida and K. Hiraga ................................ 159 

Effects of Organic Mercury Compounds on Cell Membranes (3) Inhibition of 
Enzymes in Cell Membrane by Mercury Compounds ...... S. Hara and T. Nakao. . . . " 161 

Effects of .Phlorizin on N a， K同ATPaseand Cation Transport in Human Erythrocytes 
. A. Nakaga¥va and T. Nakao. . . . " 166 

Effect of Luteinizing Hormone-Releasing Hormone on Gonad and Adrenal of Male 
Rats .............................................................. S. Oishi...... 171 

Tissue Source of Rat Serum Alkaline Phosphatase 1. Effect of Calf Intestine 
Alkaline Phosphatase to Rat Intestine Alkaline Phosphatase Activity 

J. Kabashima and T. Nakao...... 176 

Jnvestigation for the In Vit1'o Assay Conditions of Rat Hepatic Drug Metabolizing 
日nzymes.............................. S. Kawano， T. Nakao and K. Hiraga...... 179 

Chemical Transformation of BALB/3T3 Cloned Cell Lines ...... A. Mizuo， S. Kawano， 
T. N akao and E.:'. Hiraga ........................................................ 185 

Variation of Growth CU1've in Rats .................. N. Fukumori and K. Hiraga. . . . .. 191 

Circadian Variations of Body Weight， Food Intake， Water Intake and Feces Excretion 
in Rat ................................ S. Hayashida， S. Iguchi and T. Ikeda...... 198 

Relation between Body Weight Gain and Femu1' Length 01' Femu1' Weight in Rats 
. Y. Sakamoto， K. Yuzawa and K. Hiraga...... 201 

Histological Studies of Ag←Related Changes in Rats .... Y. Sakamoto and K. Hiraga. . . . .. 207 

Relationship between Variation of Organ Vifeight after Fixation and '"Vater Content 
of Organ in Rats .......... N. Yano， K. Yuzawa， A. Nagasawa and K. Hiraga...... 214 

Fundamental Study for Electron Microscopic Obse1'vation Fixative and Embedding 
Resin ............................ H. Mikuriya， N. Fukumori ancl K. Hiraga...... 218 

T臨盟関ESPR盟S盟国TEDAT CONFE琵，区NCESAND SOCIETY MEETINGS ..""......... 227 



報

REPORTS 



東京衛研年報 Anll. Rゆ• Tol~yo Met1'. Res. Lab. P.H.， 27-2， 1-4， 1976 

ジブチ)(...ヒド口キシト)(...エン (B日T)の生体内運命(第1報〉

経口投与によるラットの体内分布ならびに排潰

市川久次，小林博義，米山允子，馬訪j 依子

伊川三枝子，中川好男

Biological Fate of Butylated Hydroxytoluene (BHT) in Rats 

1. Distribution and Excretion after Oral Administration 

HISATSUGU ICHIKA WAヘHIROYOSHIKOBAYASHI*， MASAKO YONEYAMAヘ
YORIKO MABUCHI*， MIEKO IKAWA * and YOSHIO NAKAGAWAキ

The absoT・ption，dist1'ibution and excretion of buty1ated hyd1'oxyto1uene (BHT) afte1' o1'a1 
administI・ationv，Tere studied with BHT-14C (to1uene methyl-14C) in the 1'ats nont1'eated and p1'e司

t1'eated o1'ally with 0.6% of BHT for 4 weeks， and the following 1'esu1ts we1'e obtained. 
1. BHT was abso1'bed in ea1'1y time compa1'ative1y， and blood and tissues concent1'ation we1'e 

reached a maximum "¥vithinふ12h1's afte1' o1'al administration. 

2. The distribution of BHT-14C in the rat tissues showed high 1eve1 in 1iver， subsequent1y 
in kidney， 1ung， fat and 10we1' in heart， brain， testis and sp1een. The distribution in p1'et1'eated 

group was 10we1' than nontreated group generally， particular1y it was apparent in kidney. 
3. In pretl'eated， the exception of BHT-14C was p1'omoted， and it in feces was 1'educed. 

化合物の安全性の判断において，その生体内運命(吸 実験材料ならびに方法

収，分布，排世(蓄積性〉ならびに代謝〉を明らかにする 1. 使用動物

ことは，非常に有意義，重要なことである.ジブチルヒ 静岡実験動物農業協同組合産生の Wistar-SLC系ラ

ドロキシトルエン (BHT)は，食品添加物として酸化防 ット雄 (SPF)を用いた.生後4週令のものを購入し，

止の目的で広く，多量に使用されているが，その安全性 4日間予備飼育を行い，一般状態，体重の増加に異状の

については，未だ問題点が指摘されつつあるのが現状で ないものを実験に供した.実験開始時〈平均体重 150g)

ある1)著者らは，現在まで BHTについて，種々の面 に， 1群3匹としケ{ジに入れ飼育し，実験に供した.

からの検討を加えてきている 2-5) BHTの体内分布， 2. 試料ならびに試薬

1~1:1I11:については， Daniel6) らの報告があるが，経時的 試料として用いた放射性の BHT-14Cは， New Eng-

に詳細に検討を加えたものはないようである.今回，著 land Nl1clear社に特別注文し，購入したもので， (speci-

者らは BHTの tolllenel11ethy 1の炭素を放射性炭素 五cactivity 2.2μCijmg)， BHTの toll1enemethylの

(14C)で置換した(これまでの報告は 3Hあるいは第3 炭素が 14Cに置換されたもので， 3，5-di-tert-bl1tyl-4・

級 bl1tyl基のl11ethylの炭素が 14Cであり，水素交換 hydroxy toll1ene (toll1ene methyl-14C) が正式の名称

あるいは脱炭酸により，不正確な結果が得られる可能性 である.形態は白色結品性粉末であった.その放射化学

が少なくない)BHT -toll1ene l11ethyl 14C (以下BHT- 的純度は， Kiesergel Gを担体に，展開液に石油エーテ

14Cと略す〉を用いて，ラットに経口投与し (BHT前処 ノレ (bp.60-800C)を用いた。薄膚クロマトグラフィ戸

理群，無処理群)， その分布，排世について経時的に検 で分離し，シュミット社製のスキャナーでradioactivity 

討し，若干の知見を得たので報告する. をスキャンし，放射化学的に単一であることを確認し

*東京都立衛生研究所毒性1'flI 160 東京都新宿区百人町 3-24-1

本 TokyoMetl'opolitan Reseal'ch Labol'ato1'Y of Public Health 

24-1， Hyakunincho ;) chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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た. BHT前処理群に投与した非放射性の BHT は，

和光純薬製の白色結晶性粉末 mp69. 50C (Lot No. KIK 

5562)のものを使用した.シンチレーター用の PPOは

東京化成製のものを， Dimethyl-POPOPは和光純薬製

(ド{タイト〉を使用した.また，放射能測定用サンプ

ル調整用に，組織溶解剤 BBS-2(Beckman， 血液に使

用)， Soluene-350 (Packard，他の組織)， 尿測定用に，

Insta圃Gel，糞測定用に Carbo・Sorb，Parmaflour-V，化

学発光阻止剤に Dimilume-30(以上 Packard社製〉を

使用した.他の溶媒，試薬はすべて]IS特級を用いた.

3. 投与方法ならびに期間

BHT-14Cはオリブ油に 11μ Cijmlになるように調整

し，ラット 1回当り1.0 mlを胃ゾンデを用いて経口投

与した.BHT前処理群は，生後5週目より 0.6%の

BHTを含む飼料 (CE-2)を4週間投与した後， BHT 

_14C投与の実験に供した BHT-14Cの投与は 1回とし

生後9週自の無処理群(投与後 1，3，6，12，24時間， 7日

自に屠殺〉と BHT前処理群(投与後， 3，6，12，24時間，

7日自に屠殺〉に分け，各処理時間群は同時投与した.

投与後7日処理群はそれぞれ個別に代謝ケージに入れ，

経時的に尿，糞を採取した.ラットは投与前16時間は除

餌した.

4. 放射能の測定方法
屠殺処理したラットの血液，血清を採取し脳，心臓，

肺， 肝臓， 腎臓， 牌臓，精巣，脂肪，糞，尿を摘出，

採取したのも容量，重量を測定したのも，血液は 25μJ

を vialにとり精製水 O.lml を加え溶血させ， BBS-2 

1. Omlを加え，血清は 0.3mlを，各臓器は精製水を加

えて10倍のホモヂネ{トを調整し，脳，心臓，精巣は

1. Omlを，肺，肝臓，腎臓， 牌臓は 0.5mlを vialに

とり，減庄下で、乾燥させたのち，孟精製水 0.1mlを加え

て残濯を湿潤させ， Soluene-350を1.Oml加え，オーブ

シにで 500Cで一夜加温溶解させ，室温に冷後，脳，心

臓，精巣，腎臓にはトルェ γシシチレ{タ~ (トヌレェ γ

1l中， PPO 5 g， Dimethyl-POPOP 300mg含有)，肺，

肝臓)牌臓には Dimilume-30を 10ml加えた.脂肪は，

石油エ{テルを加えて10倍の溶液を調整しその1.Oml 

を vialにとり， トルエシシンチレ{タ......10mlを加え

た‘尿は 1.0mlを vialにとり〈潟りがある時は減量

し，精製水を加えて全量1.Oml とした) Insta-Gel 15 

rnlを加えてよく混合した. 糞は，ホットプレ{ト上で

乾燥し(約 900C，24時開放置)，重量を測定し，その50

mgをとり，ベックマン社製，サシブ。ルオキシダイザー

(BMO)にて燃焼させ，生ずる 14C02 ガスを Carbo-

Sorb 8mlに吸収させ， P armaflour-V 12mlで vial中

に注ぎ込ませた.放射能の測定は，液体シンチレーショ

ンカウンター〈ベックマン社製， LS-355)にてAQCを

作動させ，外部線源補正法にてクエンチングを補正し

dpmを算出した. 測定値は 1群3匹の平均値で表わし

た

実験結果

1. 体内分布

BHT-14Cを投与後，種々時聞における放射能の体内

各組織への分布状態を Fig.1，2，3，4に示した.

血液中の放射能は，無処理群， BHT前処理群ともに

6時間以内に最高値を示し，以後低下した.血清中は，
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Fig. 1. Changes in Tissue Level of Radioactivity 
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with Time after Oral Dose of BHT _14C 

(11μCijRat) 

o Brain x Spleen ム Fat 口 Testis 0 Lllng 
--Nontreated ---Pretreated with 0.6% of 

BHT for 4 weeks. vallle=mean of 3 experiments 



織でもまた，血中と同様6~12時間に最高値を示し，同

様な傾向を観察した.

臓器では，湿重量 g当り，臓器当りともに肝臓への

分布が著しく高く，次に排j世器官である腎臓への分布が

高かった.一方， 1(11中と間程度の放射能濃度を示す臓

器，組織として，肺，脂肪が挙げられた.さらに低い放

射能の分布は心臓，牌臓，精巣，脳で認められた，全体

的に BHT前処理群の方が無処理群に比べ放射能分布は

低い傾向があり，吸収の抑制を予想させた.とくに，腎

臓の高分布時に認められた.また， 7日目でみてみると

この傾向が著しかったのは肺，心臓であった.また投与

7日後に肝臓，腎l蹴，心臓， jHli， jJ中臓，脳，精巣中の残

存量を総計すると，無処理群は投与量の0.7%，BHT前

処理群は0.9%のものが残存していた.また，ここでは

データを示していないが，同量の BHT-14C投与により

28日目の残存量を，同じ臓器で検討した結果によると

0.2%であった.

2. 尿ならびに糞中への排池
BHT-14Cの経口投与， 7日目までの recuveryを

Fig.5に示した. 尿， 糞ともに BHT投与群は初期に

3 27-2， 1976 報年訴ハヲ，，，
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無処理群は6時間前，処理群12時間に最高館を示し(BH

T前処理群の 6時間とそれほど差はない)， r(rll::[-rへの取り

込みは 6時間が最高値を示した.後述するように他の組
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無処法群よりも放射能回収量が多く，その速度も， BH  

T前処理群は24時間以内に最高点に達し，以後急激に減

少した.無処理群は，比較的緩慢で、4日日頃までゆるや

かであった.尿中への排11止は4日までに無処理群は尿中

全排i世量 (7日間〉の 76.7%，BHT前処理群は97.9% 

が1~nl!t され， BH1、前処理群のJ夜中へのおl'1!1tが促進され

ることが認められた.また，尿， 31~中への 7 日間の総i~l:

t世量は，全投与に対し，尿では無処理群3.5%，BHT前
処理群8.9%，'~I~では，無処理群42.2% ， BHT前処理群

31. 6%であった BHT前処理によりJ夜中への排11止が促

進され，すI~中への排/1止が減少した.

総括ならびに考按

ラットを無処理， 0.6% BHT 4週間投与のものとに

分け，生体内で、m~炭酸により，消失の危険性のない，

toluene methylの炭素がJ.lCである BHT-14Cをオリ

ブ油に溶解し経口投与 (11μCijH.at)後経時的にそ

の体内分布ならびに尿，党への排/1止を検討した BHT

の体内分布に関する報告は， Daniel日〉らの報告があるが，

経時的に詳細に検討したものはないようで、ある.

体内各組織，臓器への分布は， 6~121J寺問で最高値に

達し〈比較的早いH寺JUJに吸収され)， 以後は低下した.

臓器別では肝臓への分布が著しく向く，また，無処理Vi'(，

とBHT前処理群の間には，服部当りに換算するとほと

んど差がないのに (Fig.5)， g当りの放射能は無処理

群の方が高く， BHT前処理群は低い結果を示していた

(Fig. 1). これは， BHTの肝重量増加作用との関係で，

細胞数が増加するのではなく，細胞1個当りの大きさが

大きくなるという可能性が示唆され興味深い.次に高い

分布を示したのは，排JlH臓器である腎臓で，当然予想さ

れるところであり，全体的にもいえることではあるが，

とくに腎臓で BHT前処理群の方が無処理群よりも放射

能分布は低く，尿J=t=Jへの排111ぐとの関係で注目された. ま

た，投与7日後の主要臓器中の残存量は全投与量の 0.7

% (無処理群)， 0.9% (BHT前処理群〉で，ほとんど

7日後には残存していないと思われる(lJ削J}Jに関しては

一般にかなり残存するといわれているが山中と同程度で

あった).

U<.，糞への排挫は， BHT前処理により，初期に促進

される傾向があり，特に尿では著しかった.これは前述

の腎臓の分布が， BHT前処理により減少したことより，

血中より腎臓組織内に入ったものが，すみやかに尿中へ

排世された結果で、あると考えられる.また， 7日間の全

投量に対する全排Jlil量の割合は，尿では無処理群 3.5%

BHT前処理群8.9%で， BHT前処理により尿中への

排11止が促進されることが認められた.また，糞では無処

理群 42.2%，BHT前処理群 31.6%で糞中への排世が

BHT前処理により糞中への排世が減少することが認め

られた BHTの前処理による排世への影響は， BHT 

の腸肝循環 (entero hepa tic circulation)，腸管からの吸

収と直接糞への1~1:世，骨組織中での存在状態と排世の難

易等を明らかにすることにより解明の糸口が得られるか

もしれない.また，全投与量の， 45.7% (無処理群)，

40.5% (BHT前処理群〉が7日間のうちに，尿，糞中

ヘj~n世され，投与された BHT-I1 C は，約55~60%が体

内に吸収されるものと考えられる.
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ジブチJL-ヒド毘キシトJL-エン (BHT)の生体内運命(第2報〉

llC-BHTの肝細胞内分布(1 ) 

中 JII 好男*，伊 )11:三枝子汽平賀興吾*

Biological Fate of Butylated Hydroxytoluene ('BHT) in Rats 

2. Subcellular Distribution of 14C胸BHTin Rat Liver (1) 

YOSHIO NAKAGAWAヘMIEKOIKAWAヰ andKOGO HIRAGA* 

緒日

ジブチルヒドロキシトルエン (B耳T: 3， 5-di-tert-

butyl-4-hydroxytoluene) は食品中の油11日等の酸化防止

剤として現在用いられている.この BHTの安全性につ

いては数多くの報告1)があり，当毒性部においてもラッ

トなどを用いて長期間摂取による慢性毒性試験等から検

討されている丸わ.また BHTはウサギりやイヌわなども

含めて生体内における代謝の商からも研究されている.

これらの報告から BHTあるいはその代謝産物が肝臓に

対して起こすいくつかの特異的な作用が知られている.

それらは 1)肝重量の増加， 2)脂質代謝への影響， 3) 

ミクロゾーム特に滑面小胞体の増殖および薬物代謝系酔

素の誘導等である.このように複雑な作用を示す BHT

が経口的に体内に取り込まれた場合，その主要な代謝臓

器である肝における細胞内運命についてはいまだ明らか

にされていない.そこで今回 14Cで標識した BHTをラ

ットに経口投与し，肝細胞内におけるその挙動を放射・能

を追跡することにより検討した.

実験材料および方法

実験動物雄性のSLC-Wistar(SPF)系ラット 8週

令，体重 170'"'-'200g (平均 180g)を用い 1群3匹とし

た.

標識化合物 3， 5 -di-tert-butyl-4 -hydroxytoluene 

(toluene methyl-ト14C) (以下 14C-BHTと111各す〉 は

New England Nuclear Corp製，比放射能 2.2μCijmg

を用いた.このものはラジオ薄層クロマトグラム上で

BHT以外の放射性化合物の存在を認めなかった.

投与方法 14C-BHTはオリーブ油に溶解後，一晩絶

食したラットに 5mg(2. 2 x 5μCi)/bodyの用量で 1回経

口投与した.

肝細胞分画 14C-BHTを投与したラットは一定時間

毎に断頭した.肝は冷生理食塩水で、洗浄した.秤量後す

べての操作は 40 以下で行なった.肝は 0.25Mの1¥);糖

溶液で Potter型のテアロン製ガラスホモジナイザー

(clearance 0.16111111)で， 1000 rp111， 3田上下してホモジ

ナイズし，ナイロン製の布で未自主J裏成分をろ過した後10

%に定容した.得られたホモジネート (H)は deDuve 

らの方法6)に準じ冷却i遠心分離機(トミナガ製RS-

18P型.S-2ローター〉と超遠心分離機 (Beckman製

L3-50型・ 50ti ロータ~)で分別遠心し核 (N) ， 震ミ

トコンドリア(M)，'1笠ミトコンドリア(L)， ミクロゾ{

ム(p)そして上清分画(S)の5分画に調製した.ホモジ

ネートおよび各分画は酵素活性を測定した後 -200で凍

結保存した.なお各実験の蛍由貿最の回収率は90%以上

であった.

血清の調製 血清はラットを断頭した時に放出する血

液を採取し，室調で凝向後3000rpl11， 10分間の遠心分離

から得た.

放射能の測定 Beckman製 LS-355型液体シンチレ

ーションカウンターで 14Cの放射・能を測定し，外部総源、

法で、計数効率を求めた.シγチレ{ターは Toluenepho幽

sphar-Triton系の emulsion性を使用したり.0.5'"'-'1. 5 

mlの試料は適量の蒸留水とともに 10mlのシンチレ{

タ{中で可溶化した後測定に供した.なお各実験の放射

能の回収率は90%以上であった.

ゲJ[，.ろ過による分画 肝上清分画と血清は各々 0.3ml

を SephadexG.25， Mediul11 (pharl11acia製〉のカラム

0.95x21cm (上清分画用〉 と0.95x 45cm (血清用〉に

*東京都立衛生研究所毒性部薬理研究科 160 東京都新宿区百人HfJ3--24-1 

* Tokyo Metropolitan Reseal・chLaboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho :5 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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負荷した.0.5M塩化ナトリウム合有のO.1Mリン酸緩衝

液， pH7.0を溶出液として室祖で2mlずつ分画した.

酵素活性 リソゾ{ムの指標として酸性ホスファター

ゼ、活性を p-ni toropheny 1 phospha te を基質として

Besseyらの方法を若干改変して測定したの.またミク

ロゾームの指標としてグルコ{スー6ーホスファターゼ活

性を glucose-6-phospha teを基質として用し伊， トリク

ロノレ酢酸で、除タンパク後の上清の無~リン酸を Fiske­

Subbarow法で測定した10)

蛋由貿の定量 細胞分画は蒸留水で希釈調製後，牛血

清アルブミンを標準物質として LO'vvry法で定量した11)

ゲ、ルろ過で得られた分闘は牛血清アルブミンを標準物質

として紫外部 280nmで定量した12)

結果

14C-BHTの肝細胞内分布 de Duveらの方法により

得られた肝細胞分画の結果は Fig.1に示した. 図の縦

q!lhは各分i習の蛋白質 lmgあたりの酔素の比活性を示し，

横取hは全分固に対する各分闘の蛋白質量を百分率で示し

た.そしてその面積に相当する部分が各分画の総活性で

ある.その結果リソゾームの指標酵素である酸性ホスフ

6 

Protein ( ofo ) 

Fig. 2. Subcellular Distribution of Radioactivity 

of Rat Liver after Oral Administration 

of 14C-BHT. The Solid Line and Dottecl 

Line indicate Radioactivity and Acid 

Phosphatase Activity respectively. 
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Fig. 3. Time-course of Changes in Raclioactivity 

in Subcellular Fractions of Rat Liver 

after O[al Aclministration of 14C-BHT. 

Time after administration ( hr) 

14C-BHTをラットに 1由経口投与した後，肝細胞内分

師の放射能を経時的に測定し分析した結果である.Fig. 

2 は放射能と円安I~I:: ホスファタ{ゼの各分間における分布

状態を示し， Fig.3は全放射能量に対する各分間の放

ァターゼとミクロゾームの指標酵素であるグルコ{ス-

6ーホスファターゼ活性の大部分は，それぞれが指標とす

る分闘に局在した.なお以後の細胞分闘の実験で、は酸性

~J~ スファターゼ活性についてのみ医|に示し，分間の状態

と放射能の分布の指標とした. Fig. 2， 3， 4は 5mgの
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射能量の割合を百分率で表わし， Fig. 4は各分画の蛋白

費1mgあたりの比放射能を経時的に表わした.肝に取り

込まれた放射能量は Fig.4のホモジネ{ト(日〉の挙動か

ら，投与6時間後に最高値に達し以後緩慢に減少した.

細胞内に取り込まれた放射能は， Fig.2に示したよう

に上清分画(S)にその大部分が局在した.しかし投与6

時間以後放射能はミクロゾーム分画(P)に顕著に増加分

布し， 48時間後でも観察された.この現象を経n寺的に表

わしたのが Fig.3である. 肝に取り込まれた放射能は

初期においてその大部分が上清分回(S)に分布したが，

投与3時間後最高値に達し以後減少した.それに対して

ミクロゾーム分闘の放射能は他の頼粒分画に比べ3時間

以後も継続的に増加する傾向を示した.次に各分固に分

布した放射能量を蛋白質 1mgあたりの比活性で経時的

に観察すると， Fig.4に示したごとく，核(N)， ミト

iヰ1尽東

0 
20 

Fig. 5. Elution Patterns of Radioactive Material 

from Liver Supernatant Fraction on 

Sephadex G-25 after Oral Administration 

of 14C-BHT. 
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Fig. 6. Elution Patterns of Radioactive Material 

from Serum on Sephadex G-25 after Oral 

Administration of 14C-BHT. 

30 

Frαction No. (volume: 2ml) 

コンドリア(M)および特に上清分画(S)が投与6時間後

で最高値に達し以後減少したのに対して， ミグロゾ{ム

(P)と軽ミトコソドリア分画(L)が6時間以後も増加し

12時間で最高値に達した.つまり肝細胞内に取り込まれ

た放射性BHTの分布が分画問で、時間的なずれを生じた.

肝上清分画と血清のゲ jレろ過肝の上清分画は

Sephadex G-25のカラムに負荷し，上清分画に存在する

BHTの状態を放射能の溶出バター γから分析した.

Fig.5はその結果である. 放射能は蛋白質と共に溶出



8 Aml. Reρ. To!?yo l¥!Ietr. Res. Lah. P.H.， 27-2， 1976 

したいわゆる高分子分固とあとから溶出した低分子分回

の2つの分布が認められた.低分子側に溶出した放射能

のパタ{ンは経時的に異なっていた. また Table1に

示したごとく 2つの型に分離溶出した上清分間の放射能

T乱ble1. Changes in Distribution of Radioactivity 

of Supernatant Fraction and Serum after 

O1'al Administration of I4C-BHT. 

Time after Protein- F1'ee Total 
administ1'a tion bound 1'ad. act. 
(hr) く%) く%) (dpm) 

Supernatant fr. 

3 21. 7 78.3 1830 

6 16.8 83.2 3180 

12 19.6 80.4 2020 

Serum 

3 39.5 60.5 3340 

6 67.7 32.3 5610 

12 56.0 44.0 6700 

24 78.0 22.0 4210 

は投与後の時間にかかわらず全体の80%が低分子分闘に

分布した. Fig.6は血清を SephadexG-25のカラム

でゲ、ルろ過した結果で、ある.放射能は上清分両と同様に

高分子分画および低分子分匝iの2つの型に溶出した.低

分子側の放射能の溶出パターンは投与3時間後で2つの

ピークが認められたが， 6時間と12時間後では著明なピ

{グがみられず、広がっていた.高分子および低分子の 2

つに分離溶出した放射能の分布は Table1に示したご

とく蛋白質と共に溶出した高分子側の割合が経時的に増

加した@

考 察

一般に動物体内に入った脂溶性の高い化合物はJJ干細胞

の小胞体l践に存在する薬物酸化酵素により酸化され，次

いで同じ細胞内の他の酵素系でグノレクロナイドや硫酸エ

ステル等の水溶性の高い化合物に変えられた後，尿ある

いは胆汁を経て体外へ排tl止される.今回用いた BHTも

脂溶性の高い化合物であることから類似した代謝過程を

経ることが推定される.そこで経口的に投与されたBHT

が腸管から吸収され門JVRを経て肝臓に取り込まれた

後，いかなる肝細胞内運命をうけるか 14Cで標識した

BHTを用いて放射能を経時的に追跡し， BHTおよびそ

の代謝産物の挙動を検討した.肝臓への BHTの取り込

みは Fig.4のホモジネ{ト(日〉曲線が示すごとく投与

6時間後を最高に以後減少したが 2日後においてもかな

りの放射能が残留していた.経口投与により腸管から!吸

収された BHTはその極性の観点から血清中ではリポ蛋

IJ-:I等の担体により肝に運搬されるといわれている.また

Lloydらは血清中においてアルブミン等の蛋白質と結合

した化合物は高分子として挙動するためそのままでは細

胞膜を透過しにくく，いわゆる endocytosisとよばれる

機構により phagosomeあるいは pinosomeの形態で細

胞内に取り込まれ，ついでリソゾーム頼粒に集められる

ことを報告している 13) この観点から BHTの肝細抱へ

の取り込み方をみた場合，投与後初期から後期まで大部

分の放射-能が上清分画 (S)あるいはミクロゾーム分間

(P)に局在し， リソゾ{ムの富む軽ミトコンドリア分画

(L)には特異的な分布が認められなかった (Fig.2).そ

れゆえに血清中の BHTは細胞膜において endocytosis

の機構をとらずむしろ血清蛋白質と解離した形態で細胞

内に入るものと思われる.

肝細胞に取り込まれた放射能は上清分間にその大部分

が分布したが，経時的にみると減少した (Fig.3). これ

に対してミクロゾーム分回(P)の放射能は他の頼粒分画

に比べ顕著な増加の傾向を示した.また各分画の蛋肉質

1 mg あたりの比放射能は核，重ミトコンドリアおよび

特に上清分画が投与6時間後に最高値に達した後急減し

た.それに対してミクロゾームと若干のミクロゾ{ムが

混入する軽ミトコンドリア分岡は投与6時間後も増加を

続け12時間後に最高値に達した (Fig.4). またその減少

のしかたは上清分画に比べ緩慢で、あった.以上認められ

た細胞内の放射能の挙動から，肝上清分間に取り込まれ

たBHTは次にその代謝部位に相当するミクロゾームに

移動することが示唆される Gilbertl4)らは今回用いた

約 1/2倍量の BHTをラットに一回経口投与した場合，

肝の BHToxidaseの誘導が投与6時間以後急、に増加し，

24時間後でも最初の 3倍の活性を維持したことを報告し

ており，今回の実験でみられた BHTのミクロゾ{ム分

画への移動と彼らの BHT代謝酵素の誘導には経時的な

相関のあることが認められた.細胞内で存在する場合と

ほとんど形態的に変わらずに調製できる核， ミトコンド

リア， リソゾームなどの頼粒と異なり， ミクロゾ{ム分

間とよばれるものは細胞内で三次元的に広がった膜系の

小胞体として存在するため，細胞成分をホモジネ{トに

調製する際に破壊され破片となった頼粒がその主体で、あ

る.またこの分画には分間操作上ゴルジ体やリソゾ{ム

等が混入することからミクロゾ{ム分画に取り込まれた

BHTの局在に関してはさらにこの分間の密度勾配遠心

法などによる細分化から検討する必要がある.

次に上清分画および血清中の BHTの挙動についてゲ

ノレろ過法を用いて検討した.上清分画中の放射能は全体

の80%が低分子化合物として溶出したくTable1)，この
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低分子化合物に由来した放射能のピ{クは複数を示し，

さらにその溶出パタ{ンは経時的に変化した，このこと

は上清分固に存在する放射性物質が単一な物質よりはむ

しろ複数のBHTおよびBHTの代謝産物と考えられる.

その成分の経時的な分析はラジオ薄層クロマトグラム等

で検討する必要があろう.血清に存在した放射能は肝上

清分踊と同様に 2つの型が認められた. 肝による BHT

の代謝産物と考えられる低分子側の放射能は経時的に減

少したが，蛋|当質と共に溶出した高分子側の放射能は増

加した (Table 1). 血清中において化合物と蛋 I~:l質の結

合が増加することは，化合物の腎での糸球体ろ過や尿

細管分泌が抑えられ，尿中への排j世が遅延するといわ

れている 15) BHTあるいはこの代謝産物はもちろんか

なりの量が胆汁から糞中に排世されるが16>， IIJl清中の蛋

白質と結合した BHTは， BHTの脂溶性であることと

合せて生体組織への蓄積17，18)を促しひいては生体からの

排祉を抑える-Itlと考えられる.

今回 BHTの細胞内運命を放射性化合物の量的な面か

ら観察したが，さらに経時的に代謝産物を同定し，質的

な面からも検討する必要があると忠われる.

要旨

BHTの肝細胞内運命について検討した 14Cで標識し

た BHTをラットに 1間経口投与し経時的に肝細胞分

画を行ない放射能の肝細胞内分布を追跡した.肝臓へ

のBHTの取り込みは投与6時間後に最高値に達した.

細胞内での放射能の分布は投与初期において上清分間に

大部分が存在したが，経時的に減少するに伴いミクロゾ

{ム分回の放射能が増加した.上清分画および血清中の

放射能は蛋向質と結合した高分子化合物と遊離した低分

子化合物の 2形態をとった.

謝辞木研究に御協力くださった当部の，市川久次，

米山允子，馬法IJ依子，小林博義の諸氏に感謝し、たします.
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ジブチ)1，..ヒド口キシト)1，..エン (B闘す〉の生体内運命(第3報〉

14C-BHTの腎細胞内分布

伊川三枝子ヘ中川好男*

Biological Fate of Butylated Hydroxytoluene (BHT) in Rats 

3. Subcellular Distribution of Butylated Hydroxytoluene in Rat Kidney 

MIEKO IKA WA* and YOSHIO NAKAGA WA  * 

読者 両

ジブチルヒドロキシトルエン (3，5一di.白Fイ-

hy戸バ仁dr印O似xりザyt叫O叶i問 ne，以下 BHTと略す〉は， 食品添加物の

酸化防止剤としてのみならず，容器の酸化防止剤として

も広く使用されている化学物質である BHTに関して

は， すでに多くの毒性試験や代謝についての研究1川が

行なわれてきたが，これらの報告では， BHT により変

化を受ける臓器としては，肝臓，副腎3)などがあげら

れ，代謝に関しても肝臓に対する研究4川が中心であっ

た.しかし，当部で行なった亜急性毒性試験6)の病理組

織所見では，腎尿細管j控の拡張と尿細管上皮細胞の扇平

化を報告している.

そこで、今回われわれは， 14C-BHTをラットに経口投

与し，腎臓の細胞内分布と存在形態の経時的変化，なら

びに尿中代謝物の分離間定の検索を試みたのでその結果

を報告する.

実験方法

1. 試薬 BHT:和光純薬， 3， 5-di-tert-buthyl-4-

hodroxyltoluene (toluene methyl-14C) : NENC社で合

成した比放射能 22μCijmgを使用した. (以下 14C-BH

Tと略す)， 2， 5-di-phenyloxazole (以下 PPOと略す): 

東京化成， 1， 4-Bis C2-(4-methyl-5-phenyloxazolyl)J-

benzene:和光純薬(以下 dimethylPOPOPと略す)，

ギプス試薬:2， 6-dichloroquinone imide (和光純薬)25 

mgをおo-propanol50mlに溶解し，一週間毎に調製し

た. Sephadex G-25， Sephadex G-200:生化学工業，

Thin Layer chromatography plates silica ge! 60: E. 

Merck.， 3，5-di-tert-buthyl-4-hydroxyl alcohol : Ard-

rich社〈以下 BHTalc.と!日各す)， 3， 5-di-tert-buthyl-

4-hydroxy benzaldehyde: Coppinger7)らの方法により

合成したものを使用した. (以下 BHTald. と略す〉λ， 
3-一5ι一d出i一イtertト一but仙hη守y刊7イl卜トトトト-】】一一」白-血血白-血白-白

(以下 BHTαC口idと|服略H略各す〉λ，X線フイルム:小西六写真

工業，工業用Nタイプ，現像液:さくらエ{スド{ル，

定着液さくらエースフィックス.

2. 機械液体シンチレーショ γカウンタ~ Beck-

man LS-355，分光光度計:日立 124，冷却遠心機:

TOMINAGA RS-18P，超遠心機:Beckman L3-50. 

3. 実験動物と投与法 SLC-Wistar系ラット (SPF)

雄， 5週令，体重 140gから 160gのものを 2群に分け使

用した. 1群は， 0.6%BHT飼料で4週間飼育しそれ

を前処理群とし， 4週間クレア固型飼料 (CEーので飼育

した群を対照群とした. 4週間後に， 14C-BHTをオリ

ープ油に 11μCi/mlに溶解して，ラット当り 10μCiを

経口投与した.また尿は， 14C-BHT投与後24時間の尿

を採取した.

4. 放射活性の測定 シンチレ{タ{は， Patterson8) 

らの方法にしたがってトルエシ系シンチレ{タ~ (P P 

o : 4g， dimethyl POPOP : 100mg， トルエン 11)2容
に， Triton X 1容を混合したものを使用した.細胞分間

の放射活性は，シンチレ{タ~ 10mlに対して試料 0.5

ml，蒸留水 0.5mlを加えて測定した.また， Sephadex 

カラム溶出液の放射活性は，溶出液 1ml，蒸留水 0.5ml

にシンチレ{タ~ 10mlを加えて測定した.なお，すべ

ての計数値は外部線源 channe!ra tio法で quenchingの

補正を行なった.

5. オートラジオゲラブィー9)試料展開後のTLC板

の展開溶媒を充分除去した後， X線フィノレムを密着さ

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新荷区百人町 3-24-1

中 TokyoMetropolitan Research LaboratoIγof Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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せ，カセットに入れて適当な時間露出しておき，現像し

た.現像条件は室温下で3.5分とし，その後 3%酢酸溶

液で停止させ，定着時間は 2分とした.

6. タンパク定量法 Lowryl0)らの方法で行ない，ウ

ジ血清アルブミンを標準物質として使用した.

実験 1. 腎細胞内放射活性の分布と経時変化 14C-

BHT投与後 1，3，6，12，24，48時間目(前処理群は， 3，6， 

12， 24時間自のみ〉に各群3匹を断頭により採血後，腎

l臓を摘出した.腎臓は， 0.25M庶糖ー1mMEDTA液で

10%ホモジネ{トを調製し， Duvell)らの方法により，

核(N)，重ミトコンドリア(M)，軽ミトコンドリア(L)，

ミクロソーム(P)，上清(S)の5分画を得た.得られた

各分間部について放射活性およびタンパク量を測定し

た.

実験2. 腎上清および血清の Sephadex(こよるゲ)L-

ろ過 1) Sephadex G-25によるゲノレろ過実験1で得ら

れた腎上清に存在する放射活性のうち，タンパクに結合

している部分と，遊離部分と分離し，その割合を調べ，

かっそのノミター γの経時的変化をみるために， Sephadex 

G-25によるゲソレろ過を行なった. Sephadex G-25は，

1 x 45cmのカラムに詰め，腎上清1.0mlをのせて， 0.1 

Mリン酸緩衝液で 0.15ml/minの速度で溶出し，2mlず

つ分画した.各分固について放射活性とタンパク量を測

定した.

2) Sephadex G-200によるゲルろ過腎上清のタンパ

Urine 

added with 5N H2S04 to pH3 

Aqueol1s Layer (F 1) Extracts 

クに結合している放射活性物質に関して，タンパ!ク結合

特異性の有無を調べるため， Sephadex G-25により分離

されたタンパク結合部分を濃縮して， ' Sephadex G-200 

によるゲルろ過を行なった.カラムは1.5 x 42cmを用

い， 0.13ml/minの流速とし，他の条件は SephadexG-

25と同じにした. 血清についても同様に行なった. な

お，腎上清 2.0mlを SephadexG-25により分離し，

タンパク結合部分を集め， 1. 5mlに濃縮したものを試料

とし，血清は O.45mlを試料とした.

実験3. 尿中代謝物の検索尿中代謝物の抽出方法

は， Danie12)らの方法にしたがって行なった. その方法

の詳細を Chart1に示す. 得られた F1から F5の分

画部分を濃縮し， TLCを行なった後，ギブス試薬で発

色させ，オ{トラジオグラブイ{により放射活性部位を

確認した.各分画の展開溶媒は次のものを使用した.

F!， F2ーベンゼン:エタノール， (9: 1)， F 3-2N ア

ンモニア飽手口ブタノ{ル， F4， F5-n-プタノ{ル:WF 

酸:水(12:3 : 5) 

実験結果

実験 1.腎細胞内放射活性の分布と経時変化 Fig. 1 

は投与後の各時間における腎細胞内の比放射活性の分布

を示した図で、ある.また Fig.2は，各分画の比放射活

性の経時変化をあらわしている(対照群のみ).対照群

においては，すべての時間で上清分画の比放射活性は高

い値を示したが，その経時的変化は， 6時間自をピ{グ

extd. with 5% Na2C03 

Ether Layer (F 2) Extracts 

added with 5N H2S04 to pH6 I extd. with Et20 

Extracts (F 3) Aqueous Layer 

added with 5N H2叫 to同31ωw凶 Benzene

Extracts (F 4) Aqueous Layer 

1 extd. with Et20 

Extracts (F 5) Aqueous Layer 

Chart 1. Solvent Fractionation of Metabolites in Rat Urine 
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24 12 

48hr 

にピ{クを有していた.特にミクロソーム分画は.24時

間目より48時間自の方が高い比放射活性を示した.前処

理群では総放射活性は常に対照群より低くなっていた.

経時変化は，軽ミトコンドリア， ミクロソ{ム，上清は

6時間目にピークを持ち，核，重ミトコンドリアは12時

間目にピークを持っていた Table1は，各分画の放射

活性の分布を経時的にあらわしたものである.対照群，

前処理群ともに総放射活性の約60%が上清中に，約20%

が核分問中に存在していた.核，重ミトコンドリア中の

100 

Protein (%) 

Fig. 1. Subcellular Distribution of Radioactivity 

of Rat Kindney after Oral Administration 

with 14C-BHT 

一一一:single oral administration with 14C-BHT 
-一一:pretreated with 0.6% BHT in diet for four 
weeks before single oral administration with 

14C-BHT 

100 

にその後は急速に減少した.また，核，重ミトコンドリ

ア，軽ミトコンドリア分画の経時変化も同様に 6時間目

にピ{クを持つが， ミクロソ{ム分岡だけは， 12時間目

Time-course of Changes in Radioactivity in Subcellullar Frnctions of 

Rat Kidney after Oral Administration with 14C-BHT 

Time after administration (hr) 

6 12 

20 19 19 
15 18 18 

5 76  
577  

587  
577  

6 12 14 
12 10 15 

64 54 54 
63 58 51 

Table 1. 
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放射活性の割合の時間変動はあまりないが，上清は6時 12時間のみ).投与後各時間とも， void vo1umeの位置

間目をピークに減少し， ミクロソ{ム分画は，わずかに (ピーク A)と低分子領域に放射活性が認められ，ピ{グ

増加の傾向を示した Aとタ γパクのピ{グは一致した.このことより，腎上

実験2. 腎上清および血清の Sephadexによるゲル 清中にはタンパク結合の放射性物質と遊離型の放射性低

ろ過 1) Sephadex G-25によるゲノレろ過 14C-BHT投 分子化合物が存在することがわかった.ピ{グA，低分

与後 3，6， 12， 24時間目の腎上清分間を SephadexG一 子領域の放射活性ともに 6時間目が最も高い値を示す

25で分析した結果を Fig.3， 4に示す(前処理群は 6， が，時間経過にともなって，低分子領域の放射活性が消

3hr 

。-Jt-凶 act.
@一場 Protein

100 

〆ヘ。-o.-Þ-~O_O-円、札、。，

望。。

~_<y<Y"O~， 
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100 

10 15 20 
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Fig. 3. Ge1 Fi1tration of Rat Kidney Supernatant 

Fraction on Sephadex G-25 after Ora1 

。 30 5 25 

Administration with 14C-BHT 

。一。't-rad.act.

。 5 10 15. 20 25 30 
Fractlon NO. 

Fig. 4. Ge1 Filtration of Rat Kidney Supernatant 

Fraction of Sephadex G-25 after Ora1 

Administration with 14C-B百T(pretreated 

with 0.6% BHT in diet for four weeks) 

2 

失するので， Aはその比率が相対的に増加する傾向がみ

られた.各時間における，総放射活性に対するAの割合

を Table2に示した.前処理群は， 対照群より常に高

Table 2. Time-course of Changes in Radioactivity 

binding Protein in Rat Kidney Supernatant 

Fraction after Ora1 Administration 

with 14C-BHT 
明

u
「

O
H
巾
一
コ
(
ヨ
凶
」

9

h

4

1

 

% of Radioactivity binding Protein 

Time after administration (hr) 

Group 3 6 11 24 

2 

C 

T 

14 55 27 

36 

32 

45 

C: single oral administration of 14C-BHT 

T: pretreated with 0.6% BHT in diet for four 

weeks before sing1e oral administration with 

14C-BHT 

ε 
~ 
O 

1 ~. 
コ
ヨ
lO 
h、‘
相場‘

『、‘戸，

い割合を示した.14C-BHT投与後3時間自の低分子領

域における放射活性は低いため，はっきりしたピークは

認められないが， 6時間自になると FractionNo. 15に

明らかなピ{グ B，Fraction No. 23-24にピ{ク Cを

生じた.24日寺聞には，低分子領域の放射活性が低下する

が，わずかにピ{グ B，Cは存在していた.

2) Sephadex G-200によるゲルろ過 タンパクに結

合している放射活性物質のパタ{ンをさらに詳しく調べ

るために行なった.14C-BHT投与後6時間自の前処理

群の腎上清を SephadexG-200で分画した結果を Fig.

5に示した(対照群も同じパタ{ンを示した).放射活

性はA，B， Cの3つの大きなぜ{クに分離されたが，

タンパクは， 2つのピークと Fraction No. 27に肩が

みられた.ピ{ク A，Bはタンパクのパタ{シとほぼ一

致している.また，ピーク Cは，タンパクの肩と一致し

ており，他の 2つのピ{グの比放射活性にくらべて高い

ことがわかった.

Fig.6は， 6時間目の前処理群の血清について

Sephadex G-200で分画した結果で、ある〈これも対照

群，前処理群とも全く同じパターンであった).血清で

2 
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は，放射活性のピ{グとタンパクのピ{クが全く一致す

ることから， 14C-BHTおよびその代謝物と，タンパク

との結合性には特異性がないと考えられる.しかし，対

照群と前処理群の比放射活性を計算すると，前者では

254dpm/mg proteinであるのに対して， 後者では 385

dpm/mg proteinと約1.5倍にもなっていた.

実験3. 尿中代謝物の検索 Fig.7は Danie12)らの

抽出法にしたがって得た各分画をそれぞれの展開溶媒で

展開した後， 1週間オ{トラジオグラフィーにかけた図

である.標品は，ギブス試薬により発色させたスポタト

を示した， Flは原点に放射活性スポットが存在し， F2 

は，Rf値 O.56， 0.47， O. 40と異なる 3点に放射活性λ

ポットを認めたが，標品のいずれとも一致しなか勺た.

F3は Rf0.45の位置に大きなはっきりしたスポットと

してあらわれ， BHTacidのRf'値と一致することから

それと考えられる.また， F4' F5もそれぞれ， Rf 0.80， 

0.86にスポットがあったが，標品の値と一致しなかっ

た.
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Develop solvent; 1. benzene ethanol (9: 1) 

11. n-butanol saturated with 2N-NH3 
II1. n-butanol : acetic acid : water (12 : 3 : 5) 

S; Standard 1) BHT 2) BHT ald. 3) BHT alc. 4) BHT acid. 

考 察

実験 1の結果が示すように，腎臓における総放射活性

は14C-BHT投与後6時間目に最も高い値を示し，細胞

内の分布は，上清分間に約60%と最も多く，核， ミクロ

ソームの)1慌で少なくなり，重ミトコンドリアと軽ミトコ

ンドリアはほぼ同量であった.対照群では， ミクロソ{

ムのピ{クは12時間目にあるのに対し，前処理群では，

軽ミトコンドリア，上清と同じ 6時間自にピ{クが移行

していること，およびミクロソームの比放射活性の上昇

(24時間目より48時間目の方が高い値を示している〉な

どから，上清分回中の放射活性物質の， ミクロソーム分

画への移行も考えられるが，詳細な検討が必要である.

前処理群では，総放射活性がすべての時間で対照群に

くらべて低くなっているが，これは BHT投与ラットの

肝ミクロソ{ム薬物代謝活性が上昇するという報告11)な

どを考えると，前処理によって， BHTの肝臓代謝が促

進されているためと忠われる.

'iiHllI胞内で最も高い放射活性をもっ上清中の放射活性
物質の挙動を調べるために SephadexG-25を用い，タ

ンパク結合型と遊離型の放射活性物質に分け，そのパタ

ーンを時間を追って調べた結果，各時間におけるタンパ

ク結合型の割合が増加することが実験2より明らかにな

った.薬物が尿中1;Jl'il止される際には，糸lJc体ろ過と，近

位尿剤!I管分泌によりおこなわれ，タンパクに結合した薬

物はろ過されずに低分子の物質だけがろ過される.尿細

管に入った後は尿細管上皮細胞の脂質関門の性質から極

性代謝物およびイオンは，ほとんど再吸収されずに尿中

に排世される.また中)112)らの報告によれば， 14C-BHT 

投与ラット血清中の放射活性のタンパク結合型と遊離型

の比率および経時的変化は，ピ{クにずれはあるが，腎

上清と大変良く似たパタ{ンを示している.これらのこ

とから，腎上清中および血清中のタンパク結合型放射活

性の増加は，低分子領域の極性代謝物が尿中に排班され

ることによると考えられる.

腎上清分固におけるタンパクに結合している放射活性

物質は， Sephadex G-200により 3つのピ{クに分かれ，

ピーク A，Bの比放射活性は，ほぼ同じであるが，ピ{

クCは高い値を示した.結合しているタンパクの性質や

結合部位，さらには，これら 3つのピ{クの経時的変化

なども今後さらに検討の必要がある.

血清中のタンパク結合部分の放射活性は， 2つのピー

クを持ち，タンパクのパタ{ンと全く一致することから

結合タンパク特異性は認められなかったが，前処理群で

は，比放射活性が対照群の1.5倍もの値を示している.

前処理により，血清タンパクの比放射活性が高くなるこ

とは， BHTの長期投与における蓄積性や，毒性発現の

原因のーっとも考えられる.

BHTの尿中代謝物の分離，同定に関しては多くの報
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告2，13，14)があるが今回の実験においては，腎中の 14C-B

HTの代謝物との相関関係を調べるために尿中代謝物の

分離を行なった.今回の実験においては，尿中の主な代

謝物であるとされている BHTacidが分離，検出され

たが，他の分間部分については，擦品と一致せず，確認

されなかった Danie12)らは pH3でほぼ完全に加水分

解が行なわれた， F1には約 10%程度の放射活性しか認

めていないが，今回の実験では， Flには約 50%の放射

活性が残存していた.これは， pH3では， グルクロン

酸抱合などは加水分解されないと考えられるので，さら

に酵素処理によるなど抽出法を改良して検討してみた

い.尿中代謝物は，抽出操作中の artifactによるスポッ

トである可能性もあるのではっきりしないが， F2に3

個，F 1， F 3， F 4， F 5にそれぞれ1個ずつ，合計7つの代

謝物が存在することも考えられるので，今後腎中の遊離

の代謝物の分離，同定もあわせてさらに検討していきた

し、

結語

14C-BHTの投与により，腎細胞内分布および腎上清

中の放射活性物質の挙動と時間的変動，尿中代謝物の検

索を行なった.
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ジブチルヒド口キシトルエン (BHT)の生体内運命(第4報〉

うットにおける体内分布ならびに排漉

小林博義*，市川久次汽米山允子本，馬出j 依子汽伊川三枝子中

中川好男*，平賀輿吾*

Biological Fate of Butylated Hydroxytoluene (BHT) in Rats 

4. Distribution and Excretion after Subcutaneous Administration 

HIROYOSHI KOBAYASHI*， HISATSUGU ICHIKAWAぺMASAKOYONEYAMAヘ
YORIKO MABUCHI*， MIEKO IKA WAぺYOSHIONAKAGAWA* and KOGO HIRAGA串

The absorption， distribution and excretion of butylated hydroxytoluene (BHT) were studied 

with subcutaneous dose of BHT-14C in l'ats， and the following results were obtained. 

1) Absorption and distr、ibutionof BHT-14C in tissues after subcutaneous dose were slo¥v and 

lo¥v， excretion of it in urine and feces for 3 days ¥vas on1y about 5 percent of tota1 amount of 

administration. 

2) Olive oi1 solution of BHT-14C injected subcutaneously was stayed for a 10ng time， after 3 

clays the olive oi1 solution was found around the injection point. Radioactivity of the skin (g wet 

tissue)' arouncl the injection point ¥vas 11.6% of tota1 injection dose. 

緒 I=l 

著者1-4)らは，これまで、酸化防止剤として広く用いら

れているジブチルヒドロキシトルエン (BHT)の生体に

およぽす影響について検討を加え報告してきた BHT

の体内分布，排世については，経口投与による Daniel7)

らの報告があるが，皮下投与による結果の報告はないよ

うである.化合物の生体に対する性質を明らかにするに

は，種々の投与経路での検討が要求される.今回著者ら

は， BHT-14Cを用いて，ラットに皮下投与し投与後

の体内分布ならびに排世，さらに皮下注射部位における

滞留についても検討を加えたので報告する.

実験材料ならびに方法

1. 使用動物

Wistar-SLC系ラット雄(生後8週令，体重297土18g)

を用い，瓶度 25土l"C，温度 55土1%に調整された飼

育室にて， 1群3匹とし各群金属ケージに入れ，飼;j'''I.v土

日本クレア製図型飼料 (CE-2)を，水は水道水を自由に

摂取させた.

2. 試薬ならびに試料

使用した試薬ならびに試料 (BHT-14C)は市111のらと

同様のものを使用した.

3. 投与方法ならびに測定方法

1群3匹とし，ラットの背部に BHT-14Cオリ{ブ油

溶液を皮下投与 (2.2μCijo.2 ml/rat)し，投与後 1，3， 

6. 12， 24， 72時間， 7日後に屠殺し血液，血清，各種臓

器(肝臓，腎臓，牌臓，心臓，肺，小腸，脳，精巣，脂

肪〉を採取した.尿，糞については72時間にわたって代

謝ケ{ジを用いて採取した.

放射能の測定法は，市111のらの方法に準じて行なっ

た.

結果ならびに考察

BHT-14Cをラットの皮下に投与し，投与後経時的に

放射能の体内各組織への分布ならびに尿，糞への排、准，

さらに投与部位皮下への滞留について検討し結果はFig.

1， 2， Table 1に示した.血液中の放射能は7日間にわ

たって徐々に増加し，血清中は12時間までは急激な増加

*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

半 TokyoMetl'司opolitanReseal'ch Labol・atoryof Pub1ic Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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Table 1. Changes in Tissue Level of Radioactivity with Time after Subcutaneous 

Dose of BHT _14C (2. 2μCijRat) 

Tissues Blood Serul11 Spleen Liver Kidney Heart Intestine Lung Brain Testis Fat Urine Feces Skin 

Hours 

1 140801) 1700 925 1160 1111 873 730 1074 667 447 1370 640 1954502) 

3 15240 2601 914 1520 1685 803 1850 1321 1613 649 504 677 

6 15640 4689 1086 2022 1681 929 2663 1678 960 679 608 828 173 

12 18680 5127 1317 2950 1849 971 3124 2184 1028 741 770 2395 40345 

24 17000 4905 1487 3090 2239 980 3580 3049 645 889 967 5653 83057 133930 

72 19400 5838 1550 3200 2902 1281 3225 5283 874 832 1312 4392 104927 546510 

168 25400 6918 1990 3522 3039 1348 2227 9072 992 992 1826 

1) dpl11/g wet Tissue， value=mean of 3 experIl11ent， 

2) just after administra tion. 
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Fig. 1. Changes in Tissue Level of Radioactivity 

with Time after Subcutaneous Dose of 

BHT _14C (2. 2μCijRat) 

が以後は比較的緩慢な増加であった.

臓器では肺を除いては全体的に低く(湿重量g当りの

10
5 
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冨
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Fig. 2. Changes in Urine and Eeces Level of 

Radioactivity with Time after Subcutane-

ous Dose of BHT _14C (2. 2μCi/Rat) 

o Urine x Feces 

放射能)，血中の濃度と相関しているものと考えられ， 7 

日間にわたって，徐々に増加するのが認められた (Fig.

1では小さなピ{クがあるようにみえるが，量そのもの

が低く，とくに意味あるものとは思えない〉が，その中

でも，肝臓，腎!蹴，小腸(糞への排世器官〉の24時間以後

に比較的高く分布していた.これは，肝臓は解毒器官と

して，腎臓，小腸は後述するように，尿，糞への排世が

時間的には遅いが，かなり認められ，これらは排世器官

としての意味をもつものであると考えられる. 経口投

与6)における場合と比較すると吸収(分布〉は時間的に

も混く，その最も非常に少ない.とくに肝臓において初

期には少なく，この結果は鈴木5)らによる BHTの経口，
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皮下投与時にみられた肝重量増加に対する相違を説明可 日投与における場合との椙違について明らかにしたいと

能にするものと考えられる.肺については時間とともに 考えている.

直線的に増加することが認められたが，この意味につい

ては明らかではない.

尿，糞への排i世は24時間以後急速に高まり，とくに糞

への排世は尿に比べかなり高く， 3日間の総排世量は全

投与量の 5.0%に達した.しかし血液，臓器への吸収分

布は非常に遅く，尿，糞への排世も約5%ということか

ら，皮下投与の場合は吸収そのものがほとんどされてい

ないことが予想された.

皮下投与注射部位の皮膚を切除し，その湿重量g当り

の放射能を検討したところ Table1に示した如く，皮

膚切除時における技術的問題は残るが， 3日後も住射部

位周辺の皮下に湿重量 g当り全投与量の約11.6%のもの

が残存していた(皮膚切除時注射部位周辺に投与したオ

リーブ油溶液と推定できる油状物質が認められ〉ことよ

り，皮下投与においては，ほとんど吸収されていないと

推定される.これは， 1. BHTの問題であるのか， 2.オ

リープ油溶液の問題であるのか， 3.皮下投与とし、ぅ投与

方法の問題であるのか，の 3点について検討を加え，経
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ジブチ)t..ヒド口キシトルエン (BHT)のラット肝臓および

腎臓の酵素活性におよ{ます影響

馬淵依子犬伊 )11三枝子水

Effects of Butylated Hydroxytoluene (BHT) on Enzymatic 

Activities of Rat Liver and Kidney 

YORIKO MABUCHI* ancl MIEKO IKA WA* 

緒 広司

11i1lJ旨等の抗酸化剤として使用されているジブチルヒド

ロキシトルエン(以下 BHTと111各す〉が，肝臓重量を著

しく増加させることはよく知られており，この増加は，

粁!直i小胞体の増加ならびに薬物代謝酵素が誘導されるフ

ェノパルピタール型の肝臓肥大で、あり，肝臓の組織にど

んな障害もおこさないといわれている 1-5) また肝臓の

酵素に対する影響を調べた一連の報告も出されていてラ

ットへの BHT投与によってグルコースフォスファター

ゼ (G6Pase)の減少と， グルコース 6フォスブェイト

脱水素酵素 (G6P-DH)の活性の上升が報告されてい

る十日)

一般に，毒性試験を行う場合，肝臓および腎臓の検査

としては血清中の酵素の測定という間接的な方法によっ

ている.今回我々は，肝臓および腎臓自体の何種類かの

酵素活性を直接測定することによって， BHTをある程

度高濃度(飼料中 1%)で投与した11寺，肝臓および腎臓

にどんな影響を及ぼすかを検索した.

実験材料ならびに実験方法

1.使用動物，試料および投与期間:日本クレプK.

K.の SD-]CL系ラットの雄を生後4週令で入手し，一

週間予備飼育後5Jlcずつ金網ケージに収容し室組250，H詰
度55%の環境下で実験を開始した BHTは和光純薬製

特級を用い， 日本クレア製粉末飼料 CE-2に， 0%， 1 

%の割合で混合し同型飼料化して，対照群および投与群

に自由摂取させた.投与Wl問は 1，2， 4週間とし投

与群対照11'(;共各期間について101f!iずつ，合計601ft;を使用

した.なお，水も自由に摂取させた.ラットはすべて断

頭によって居殺後解剖し， JJH蹴およびli刊誌を採取した.

1 検査項目および検査方法

l. 体重，飼料摂取量，器官重量の測定

摂取量および体重は投与期間4週間のものについて毎

週測定しまた解剖時に肝イ撒および腎臓重量を測定した.

2. 血清生化学検査

総たんぱく質 (TPと111各)， グノレコース量 (GLU)， 

尿素窒素 (UN)，総コレステロール量 (CHO)，アルブ

ミン量 (ALB)，グルタミン酸ピルビン酸アミノ基転移

酵素 (GPT)，グルタミン酸オキザロ酢酸アミノ基転移

昨素 (GOT)，アルカリホスファターゼ (ALP)， コリ

ンエステラーゼ (ChE)，について自動分析装置:日立

M-400により測定を行った10)

3. 肝臓成分および酵素の定量

肝臓を冷した 0.25M しょ ~~H ， 1mM EDTAでかん流

した後， こまかく切って，ポッター型のテフロンホモジ

ナイザーでホモジナイズし 10%の肝臓ホモジネイト

(0. 25Mしょ組f， 1mM EDTA中〉を作成した.操作は

すべて氷の仁1::1で冷しながら行った.このホモジネイトの

一一部を Sorvallの冷凍遠心機で， 9，000g， 20分遠心し，

沈でんをさらに2回 0.25Mしょ糖， 1mM EDTA液で

洗い，上清を集めて Beckman の超遠心機 L3-50で

105，000 g 1時間遠心し，沈でんをミクロソ{ム分回と

した. G6Pase， G6P-DH， 乳酸脱水素酵素(以下 LD

H と 11唱す)，マレイン酸m~水素酵素 (MDH) ， イソサイ

トレイト脱水素酔素(ICDH)，コハク酸脱水素酵素 (S

DH)，酸性ホスファターゼ (ACP)，GPT， GOTにつ

いては10%ホモジネイトで活性を測定し， P-450，プニ

リン水酸化活性(以ド AHと111告す)， アミノピリン脱メ

チル活性 (APDM)，ニトロアニソ{ノレ脱メチル活性

ヰ東京都立術生研究所}lJ:'1生音I~薬理研究科 160 東京都新宿区百人Il!J3-24-1 

* Tokyo Metl'・opolitanHeseu]'ch Lahol'atol'y of Publie 1壬ealth

24-1， Hyakunincho i3 e1lOme， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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(NADM)についてはミクロソーム分闘で測定を行っ αーケトグルタレイト， 0.22mM NADHであづた19)

た.なおすべて，酵素活性の測定は，あらかじめ検討し ICDH:あらかじめ 250 に保持した反応液にホモジネ

た至適条件に従って行った. イトを加え，直ちに 340nmの吸光度の上昇を測定し

なお使用した動物数は， P-450， AH， APDM， NADM た20) 試薬濃度は， トリエタノーノレアミン緩衝液 (pH

についてのみ対照群，投与群各8匹ずつ，それ以外の全 7.5) 80mM， DLーイソサイトレイト 3.7mM，塩化ナト

項目については10匹ずつで、あった. リウム 42mM，NADP 0.32mM，硫酸マンガン 3.9mM

①肝臓成分 であった.

DNAおよび RNA:肝臓に氷冷精製水を加えホモジ SDH : 250 にした反応液にホモジネイトを加え，直ち

ナイズして 10%ホモジネイトとし，この 2mlをとり に Cary17により 400l1lnの吸光度の減少を測定した21) 

Schmidt-Thannhauser・Schneider法11)で，酸可溶性問 反応液中の試薬濃度は， 26mMコハク酸ナトリウム，

分および脂質の除去を行い， 5%トリクロル酢酸(TCA) 10mMシアン化カリ， 1mMフェリシアン化カリ， 0.14 

中で 90015分加熱して全核酸を加水分解し，遠心分離し M リン酸緩衝液であった.

て得た上清について糖成分によりDNAI2)およびRNAI3) ACP : Besseyらの方法22)により TritonX-100を使

をそれぞれ定量した. 用してライソゾームをこわし， ACPの全活性を測定し

水分:肝臓を600で乾燥させ水分を重量法で定量した. た.試薬濃度は，60mM酢酸緩衝液 (pH4. 7)， 2. 5mM 

全たんぱく量およびミク口ソームたんぱく量:得られ ノミラニトロフェノーノレリン酸， 0.15% Triton X-100で

た 10%ホモジネイトおよびミクロソーム分画について あり，遊離したノミラニトロフェノールを，アルカリで発

Lowry法14)によってたんばく質の定量を行った. 色させて測定した.

② 肝臓酵素 ③ 薬物代謝酵素

G6Pase : Baginskil5)らの方法により活性の測定を行

った.反応液の組成は， 25mMグルコース 6リン酸，

10mMヒスチジン緩衝液 (pH6. 5)， 0.5 mM  EDTA， 

125mMしょ糖から成り，遊離したリンは， Fiske-Sub-

barow法16)で，定量した.

G6P-DH : Balinsky17)らの方法により，あらかじめ

250 に保温しておいた反応液にホモジネイトを加え厚さ

1cmの石英セルに入れて直ちに 340nmの吸収の増加を

の分光光度計により測定した.各々の試薬の最終濃度

は， 2mMグルコース 6リン酸(以下G6Pと!略す)， 0.8 

mM酸化型ニコチンアミドアデニンジヌクレオチドリン

酸 (NADP)，100 111M トリス緩衝液 (pH8.3)であっ

た.

GPTおよび GOT:GPTおよび GOTは，血清生化

学検査と向じく，自動分析装置(日立 M-400)を使っ

て測定した.

LDH : W roblewskiらの方法18)により測定を行った.

あらかじめ 250に保潟.した反応液にホモジネイトを加え

直ちに， Cary 17により 340nmの吸収を測定した.

試薬濃度は， 52mM リン酸緩衝液 (pH7. 5)， O. 66mM 

ピルピ γ酸I 0.18mM還元型ニコチンアミドアデニンジ

ヌクレオチド (NADH)であった.

MDH: MDHの測定はI 250で5分以上保温しておい

た反応液にホモジネイトを加え，直ちに Cary17で340

11mの吸光度を測定した. 各試薬濃度は， 91 111Mリン円安

緩衝液 (pH7.4)， 38 111M Lーアスパラギン酸， 1. 2mM 

P.450 :リン酸緩衝液 (pH7.5)中に， ミクロソーム

を均一に分散させ，厚さ 1cmのセル 2本に分注し(緩

衝液の最終濃度は O.lM)，Cary 17により 500nmから

400n111までのベースラインをかいた後，一方のセルに

ヒドロサルファイドを約 6mg加え混ぜ対照セルとし，

試料セノL側に，一酸化炭素ガスを20秒通気した後ヒドロ

サルファイドを同様に加え，直ちに 50011111から 400nm

までの吸光度をかき，ベースラインで補正して450nl11と

490l1mの差をよみ取った23)

AH: Table 1 の様な組成の反応、液にミクロソームを

加えた 3mlを， 370 10分間保温したあと，塩化ナトリ

ウム 1g，エーテル 25mlを加え 10分振とうし，遠心し

てエーテノレ層を 20m1とり， 1%フェノ{ル (0.1N水酸

Table 1. Composition of incubation mixtures 

Enzyme activity measured 

AH APDM NADM 

Phosphate 100 100 100 
buffer (mM) (pH7.4) (pH7.4) (pH7.9) 

MgC12 (mM) 10 10 10 

NADP (mM) 0.27 O. 13 O. 13 

G6 P (mM) 6 3 3 

G 6 PDH (IU /ml) 0.5 0.5 0.5 

Aniline 
Amino闘 Nitro-

Substrate and pynne anisole 
CO!1C九 (mM) 10 16. 7 6. 7 

Semica山azicle(mM) 5(pH7.4) 
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Table 2. Bocly， liver and kiclney weights of male rats fecl diets containing 

1% BHT for 1， 2 ancl 4 weeks 

Weeks 
Bocly weight Liver weight 

(g) g gj100gB. W. g 

(Right) Kidney weight 

gj100gB.W. g 

(Left) 

gj100gB.Y¥人

1 Control 191土11 9.6土1.1 5.03土0.50 0.80土0.07 0.42土0.04 0.77土0.08 0.41土0.04

BHT 162土 9ヰキヰ 11. 2土0.9キヰヰ 6.89土0.54*キ*O. 70土0.05ネキヰ 0.43土0.02 0.69土0.07ネヰ 0.42土0.03

2 Control 240土13 12.4土1.4 5.19土0.59 0.99土0.10 0.41土0.05 0.99土0.08 0.41土0.04

BHT 203土12*ヰヰ 16.6土1.9*ヰ* 8. 14土O.74キヰヰ O. 88土0.09* 0.43土0.04 0.87土O.12*ヰ 0.43土0.05

4 Control 323土15 14.1土1.4 4.36土0.28 1. 06土0.09 0.33土0.02 1. 02土0.09 0.32土0.02

BHT 277土22*ヰ*16. 9土1.9*** 6. 11.:1: O. 41牢牢* 1. 00土0.13 0.36土0.03中本*O. 97土0.13 0.35土0.03ヰヰ*

Values are the mean こと S.D. 

中 Significantlydifferent from control Pく0.05，

Table 3. Foocl and drug consumption of. male 

rats fed diets containing 1% BHT 

for・ 4weeks 

Duration of 
feeding 
(days) 

4-6 

11-13 

18-20 

26-28 

Food Drug 

gjratjday gjkg B.W.jday 

Control 1% BHT 1% BHT 

19.6 15.9 1. 16 

23.8 22.2 1. 15 

21. 3 23.2 0.97 

24.3 25.3 0.87 

化ナトリウム)3.0ml加えて， 5分振とうした.遠心分

離して得たフェノ{ノレ層の620nmの吸う!と度を30分後に測

定した24) AHは，パラアミノブェノーノレ生成量として

測定した.なお， Table 1は，文献をもとに至適条件を

検討し，基質濃度などを一部変更したものである

APDM:この活性はホノレムアルデヒド生成量によって

定量した25) 反応被を370 10分インキュベー卜した後，

15%硫酸亜鉛を1.0 ml加え， 5分放置後， j込和の水酸

化バリウムを1.0 1111力11え5分おいたのち遠心分雄して

上清 2.5mlとり， Nash試薬25) を1.0 1111加えて 600

30分加熱後， 415n111の政光度を測定した Nash試薬は，

2mM酢酸アンモニウム， 0.05M間一酸， 0.02Mアセチル

アセトンから成る溶液である.

NADM:この活性はニトロフェノ，ール生成量により

測定した3) 反応液を 37口 10分保組したあと，塩化ナト

リウム 2gと，エーテノ1/20ml，加え10分振とう後遠心分

離したエーテル層を16m!とり， O.lN水酸化ナトリウム

を2.0ml加えて10分振とうした後，水酸化ナトリウムj習

の430nmの吸うそ度を測定Lt:.

4. 腎JIJ;'klrj~京の定i2

lj号 j肢を，肝臓同僚10%;ドモジネイトを作成し，この ;-J~

料 Pく0.01， 林中 Pく0.001

モジネイトについて，肝臓と同じ測定方法を使って，

ICDH， LDH， MDH， SDH， G6Pasc， ACP， GOT， 

GPTを定量した.また， Na， K-A TPaseの定量も行っ

た.

Na，I'ιATPase: 140l11M 塩化ナトリウム， 14mM塩

化カリウム， 5mM塩化マグネシウム， 3mMアデノシン

トリホスフェイト (ATP)，501111¥1イミダゾール塩酸

(pH 7.2)を含む酵素液と， rUl害剤として0.5mM，ウワ

パインを入れた酵素液を別々に 370で10分インキュベー

ト26)し，遊離したりンについて定量し16〉，ウワパインで

|阻害された活性を Na，K-A TPase 活性とした.

結果

1. 体重，飼料摂取量，器官重量の測定

体重，肝臓および腎臓重量について得られた結果は，

Table 2に，飼料摂取量は Table3に示した.投与開

始誼後の投与群に体重の減少がみられ， 4日目以降は，

体重増加の速度も摂取量も対照群にほぼ近くなったが，

投与群の体重は対照群に比べ小さかった.

肝臓重量は，絶対量も，体重 100gあたりの重量も，

投与 1週間目から顕著に大きくなるのがみられた.

腎)蹴重量は，絶対量では投与 1週目で左右とも投与群

が小さく 2;周目でも小さいがその程度は 1週日よりは

対照群に近く， 4週目では差がみられなかった.体重

100gあたりでは， 1， 2週目では差がなく， 4週目のも

のでは投与群の方が大きくなっていた.

2. 血j青生化学検査

結果は Table4に示した. GLUが1週目から減少

し， UNは，やはり 1週日から有意な増加がみられた.

また CHOは 1週日に最大に増加し 2週目は増加:量:

が少なくなり 4週 1':1では有志差がみられなかった.ま

た， ALPと ChEは， 2， 4週日のもので増加してい
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Table 4. Biochemical values in serum of male rats fed diets containing 1% BHT for 1， 2 and 4 weeks 

Controll 6.7土O.1 
4 
BHT 16.7土0.3

GLU UN 
(mgjdl) I (mgjdl) 

VaIlle are the mean土 S.D.

* Significantly different from control P<0.05， ヰヰ Pく0.01， ヰ中牢 Pく0.001

Table 5. Weight of some components (water， protein， DNA， RNA) in rat liver fed diets containing 

1% BHT for 1， 2 and 4 weeks 

Weeks 
Water content Total (gp〉rotein DNA RNA Microsomal 
(g) (mg) (mg) protein (mg) 

1 
Control 0.716土0.004 O. 192土0.019 1. 48土0.12 8.36土0.69 32.4土2.8

ドz ω ロ B日T O. 727土0.016 O. 196土0.020 1. 32土O. ，* 7. 76土1.41 34.6土3.6

Control 0.749土0.011 O. 163土0.013 1. 35土0.04 6.50土0.25 41. 3土3.1 

、JEh¥主コa 

2 
BHT O. 750土0.015 O. 161土0.014 1. 09土0.08卒中本 5.53土O. ，** 44.5土5.2

4 
Control 0.742土0.016 O. 150土0.011 0.88土0.19 7.09土0.58 30.9土2.5

BHT 0.745土0.017 O. 150土0.014 0.64土0.17料* 5.91土1. 宅市 30.9土3.5

Control 6.85土0.75 1. 83土0.27 14.2土2.0 80.5土13.6 310土38

A 、dhr 4h ω EpM ω :::;-. コ

BHT 8.06土O. =ヰ* 2.17土O. C本牢 14. 7土1.1 86.6土18.1 387土63牢牢ヰ

2 
Control 9.31土0.98 2.02土0.25 16.8土2.1 80.9土 9.4 511土38

BHT 12.42土1. ミ** 2.67土O. ，*本 18. 1土2.7 91. 7土13.5 739土139料牢

4 
Control 10.45土1.02 2.11土0.27 12.3土2.8 99.6土 9.4 434土45

BHT 12.61土1. ，** 2.54土0.40ヰヰ 10.8土3.1 99.8土20.2 520土63***

Values are the mean土S.D.

料 Significantlydifferent from control Pく0.01， 料本 Pく0.001

るのが観察され， GPT， GOTはどの例についても有意 なっていたため肝臓あたりのそれらはすべて， 1， 2， 4 

な差がみられなかった. 週間投与群とも有意の差がみられた.また，肝臓19あ

3. 肝臓成分および酵素の定量 たりの DNA量はすべて有意差が0.001以下で投与群で

①肝臓成分 減少していたが，肝臓あたりでは対照群との聞に差がみ

DNA， RNA量，水分，全たんぱく量，ミクロソ{ム られなかった.

たんぱく量についての結果は Table5 に示した.肝臓 なお，ここでみられた対照群と投与群の間の有意な差

19あたりの水分，全たんぱく質量，ミクロソームたん は 2週間投与のもので最大で， 4週目のものでは逆

ばく質量は，対照群と投与群の間にどれも差がみられな に， 1週目より下がっている傾向がみられた.

かった.しかし，投与詳の肝臓は対照群に比べ，大きく ② 肝臓酵素
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Table 6. Changes in liver enzyme activities brought about by 1% BHT 

LHD GOT MDH 1ICDH i SD百
X 102 X 103 X 102 

15.9土3.7 55.1土4.3i 15.0土

***i 牢牢*1
1.80土0.25

2.21こと0.38

37.1土3.8 2.14土0.21

32.2土1.3 2.03土0.18
キキヰミ

31. 0土2.8 1.79土0.14

403土61 17.7土4.2

ヒ吐〈E U 〉υ 4 BHT i 臨山士8.5肘↑ i旧 7 i 附士J
260土*36*↑申;|151土17;1 20.2土3.8

2control! 醐士ly
山 ilM!  

BHT I 794土問↓ 1，292土224 I 118土24 183土24 6<11土76 337土*33申?牛 182土29 616土*10*5キ↑ 35.4土5*.3事↑* 

4臼 1troll-il-i lへ 山 l|lMl
BHT I m+lifiヰiキ1.3日7士1gg I 5~ 土日*↓ 157土38↓* 606:1: 7申9申↓申 435土7申5申↑申 167土35 523土*51牢↑申 30.1土3.1

Values are given in L1E/min. for G6P-DH， LDH， MDH， ICDH and SDH，μmoles of decomposed sub. 

strates per hour for G6Pase and ACP， and K.U. for GPT and GOT as means土S.D.

中 Significantly di[ferent frOI11 control P<0.05， 料 Pく0.01， 中本申 Pく0.001

G6Pase， G6P-DH， GPT， GOT， LDH， MDH， ICDH， れた.

SDH， ACPについて得られた結果は， Table 6に示 肝臓あたりの全活性量の面からこれらの酵素をみる

した.各酵素は主として， G6Paseはミクロソ{ムに， と，投与群の肝重量は 1週間目から顕著に増加していた

ACPはライソゾ{ムに， G6P-DH， LDHは上清に， ため， ACP， MDHは， 19あたりの活性が著しく減少

GPT， GOT， MDHは上清とミトコ γドリアに， ICDH， していたにもかかわらず，どの群にも対照群との間の差

SDHはミトコンドリアに存在する. はみられなかった.LDH， GOTもやはり， 1， 2週間投

肝臓19あたりの活性は， LDH， GOT， ACPでl週 与群では対照群との聞に差がみられなくなった.しか

関投与のものですでに減少しているのがみられた.この し， 4週間投与群では，肝重量の著しい増加にもかかわ

減少の度合は， 2週間投与群でさらに大きくなり 4週自 らず全活性量は，顕著に低下していた G6Paseも， 1 

では最も減少していた G6Paseは， 1週目で対照群と 週日で、上井したが， 2週目で対照群より有意に全活性量

の間に差はみられなかったが， 2週間， 4週間投与では， が少なくなり 4週日では，その低下がより顕著であっ

対照群の60%前後にまでおちていた.これも， 2週目よ た G6P-DHは， 1週目では全活性量が対照群の2倍

り4週自の方がその減少の割合は大きかった.G6P-DH にも上昇ーしたが， 2週日で同レベルに下がり， 4週目で

と GPTは， 1週間投与群で活性の著しい上昇がみられ は半分以下にまでおちていた.GPTとICDHの肝臓の

た.しかし， 2週間， 4週間投与群では， GPTの活性 全活性量は，全期聞を通じて対照群より高レベルで、あつ

は対照群のレベルまで下がった.一方， G6P-DHは， たが，その差は， 1週日より 2週目， 2週目より 4週目

2，4週間投与群では逆に，著しい活性の減少がみられ， 4 の方が減少していた SDHは2週自に対照群より増加

週間のものでは，対照群の4割以下の活性しか示さなか していたが， 1， 4過では差がみられなかった.ICDH， 

った. ICDHも， 1逓目で活性の上昇がみられたが， SDHでみるかぎり， ミトコンドリアの酵素は他と比べ

GPT同様， 2， 4週では差がみられなかった MDHは， 影響を受けにくい様に思われた.

1， 2， 4週とも活性の減少が測定された SDHは， 1， ③ 薬物代謝酵素

2週では差がなかったが， 4週日で活性の低下が観察さ 薬物代謝酵素活性の結果は， Table 7に示した. P-
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Table 7. Processing enzyme activities in rats fed cliets containing 1% BHT for 1， 2 and 4 weeks 

2 

4 

BHT 117.0土4.7 

Control 1 21. 1土1.6

BHT 

Control 

BHT 
申本

121土211 55.2土11.6 

Values are given forμmoles of decomposed substrates per hom for AH， APDM and NADM， and 
absorbance of 450nl11 [or P-450 as means土S.D..

申 Significantlyclif[erent from control Pく0.05， 料 Pく0.01， 判中 Pく0.001

Table 8. Changes in kidney enzyme activities brought about by 1% BHT 

Weeks I G6P ase 1 ACP ITT ^ ~é~~ LDH I GOT I GPT I MDH I I~I?~ I .~~，，~ I "~'-'.L K-ATP ase .L.t.L./~..L I '-J¥..J.l. '-J.L ~よvuノ.L.L 1 x10-3 I x10-4 

Co附 0113.84土0.6011. 32土0.2114.58土0.91l0390土0.053.172土38116.9土2.6¥1.06土0.141 69土 7i 62土 9
・ ~I 1 本 申!申 *1
き1 BHT 14.39土0.4叶11.36土O伴 50土093J0349土O叫 42土叫7.8土2叩9壮 O山 I73土14I 59土 8

2I2Contrペ3.2位。叫 2山中山町0.291土0叫42土21J14ωoi102土0.1¥¥771:.引問5
~'I BHT I 3.17土0.5311. 26土0.2512.57土O.70↓:0.259土0.049.119土18↓:13.2ム2.0ハのて1:.0.09↓I81土181 76土11ニ.LJ.l...L.L ¥ 0. .l./lV.  ¥ .. .hJ I.l..o .uU -LV. 4.lVILio 0.)1 _LV. 1Vi-1Vo Lit..JV-..LV. V<T.J

j
.1...l.::J_Lj_Uy(...1..Vo 一二上一一 U..L-L..J..U I 

t I Controll 3.71土0.4111. 52土0.2716.88土0.86:0.262土0.0401163土19116.2土2.11.32土0.16I 89土17I 93土15
Ul Ll .，...I..，.! .，..，.1、し I
|吐*申*1 **1 * 
<r:1 BHT 13.20土0叫 3目的 80土0叫0出土0吋m1:.46115.1土3.311151:.0吋 9ω11 971:.22 
Values are given in JEjmin. for LDH， MDH， ICDH and SDH，μmoles of clecomposed substra tes per 

hour for G6P ase， ACP and Na， K-A TP ase， ancl K. U. for GPT and GOT as means土S.D..

* Significantly clifferent from control Pく0.05， 料 Pく0.01， 牢キ牢 Pく0.001

450は，投与Wfのミクロソ{ムたんぱく質あたりの活性 された.

は， 1， 2， 4週間投与とも上昇の傾向はみられたが有意 4. 腎臓酵素の定量

な差はなかった (Pく0.05). しかし，肝臓あたりの活 得られた結果は， Table 8に示した.腎臓の場合は肝

性は， ミクロソ{ム量の増加を反映して 2，4週目とも 臓の様な肥大はないので，値はすべて，たんぱく量(mg)

上昇していた.AHは， ミクロソームあたりの活性は， あたりとして示した. ACP， LDH， GPT， ICDH， SDH 

2週間投与群で有意に上昇し，肝臓あたりでも 2週目が はどれも有意な差はみられなかった.G6Paseは1週目

最も上昇していた.APDMも， ミクロソームあたりで は，投与群の方が上井していたが， 2週日で差がなくな

はAH同様に， 2週目で著しい上昇を示したが， 1， 4週 り， 4週日では逆に減少していた.G6Paseと同じくミ

では有意な差がみられなかった.しかし，肝臓中の全活 クロソームに含まれる酵素である Na，K-A TPaseは，

性は上昇していた NADMは， 4週目のみ， ミクロソ 腎臓の機能に対して大きな役割をはたしている酵素であ

{ムあたりも肝臓あたりも上井しているのがみられた. るが， 1週目では差はみられなかったが， 2， 4週では投

P-450もAHも:'APDMも， 2週間投与群が最も高い活 与群の減少がみられた.GOTは， 1週日， 2週目で有

性を示し〈ミクロソームたんぱく質あたりも，肝臓の全 意に減少し， 4週目はその傾向はみられたが有意差はな

活性も〉ていて， 4週間投与群では下がってきていた. かった MDHはすべて投与群に活性の低下がみられ

NADMのみが，例外的に4週目ではじめて上昇が観察 た.
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考 察

肝臓は，物質代謝に関連した一連の複雑な機能をいと

なむ器官であり，薬物等の物質が体内に取り込まれた時

すみやかに肝臓に運ばれ代謝され，腎臓によって排世さ

れる.その際，肝臓及び腎!肢が，薬物によって影響を受

ける可能性は他の器官より大きいと考えられる.ふつう

毒性試験では，肝臓および腎臓の機能検査として血清酵

素を測定している.

今回我々は，肝臓および腎臓が，なんらかの影響を受

けている場合，それを検出するためのひとつの試みとし

て肝臓および腎臓のいくつかの酵素あるいは成分につい

て検討した.

BHTによる肝肥大は，先に述べたように，生体側の

ポジティブな反応であり組織的にはどんな悪影響も及ぼ

さないとされている 1-6) しかし，これはもちろんBHT

の濃度と投与の期間の長さによって左右されると考えら

れる.そこで我々は，飼料中に 1%の濃度でBHTを混

ぜ、るというかなり高負荷をかけた実験を行い，肝臓およ

び腎臓について調査した.この濃度では投与群の体重は

対照群に比べかなり低かったため正確な意味で、の比較は

できなかったが，肝臓 19あたりと肝臓あたりの酵素活

性およびたんぱく質量，水分，核酸量など，対照群と投

与群の比較を行った.

Table 5 に示された結果からみて， BHT投与による

肝臓重量の増加は，主としてたんぱく合成の増加にとも

なう細胞の肥大であり，細胞数の増加が主原因とは考え

られない.また BHT投与により肥大した肝臓において

は， ミクロソ{ムたんぱく量も増加はしているが，それ

以外のたんばく質の増加もまた顕著で、あったことからみ

て， BHT投与により誘導されることが知られているミ

クロソームの薬物代謝酵素の増加だけではなく， ミクロ

ソ{ム中の他の酵素，およびミクロソーム以外に存在す

る酵素の活性が上昇している可能性が示唆された. しか

し，肝臓19あたりで考えると，投与1週目のもので活

性の上昇がみられたものもいくつかあったがすで、に減少

していたものもあり， 2週目， 4週目になるに従い，測

定したほとんどすべての酵素の活性が顕著に減少してい

た.また，肝臓の全活性量を考えた場合も，肝臓重量の

著しい増加にもかかわらず，全活性量が顕著に、減少して

いるものが投与4週自のものでは多くみられ，たんぱく

合成等が活発に行われ重量が顕著に増加した状態におい

ですら対照群に及ばないことがわかった.また薬物代謝

酵素も，投与2週自のものでは増加しているが4適自に

なるとその度合が下がっていた.これらのことを考えあ

わせると，飼料中に混合した l%BHTをラットに投与

した場合，投与期間と共に，肝臓中のいくつかの酵素活

性が著ーしくおさえられ，肝臓の肥大にもかかわらず機能

の低下がみられた BHTは，抗酸化剤として広く食品

中に添加され長期的に人体に摂取されていることを考え

ると，肝臓の酵素活性を含め肝臓に及ぼす影響をさらに

検討していく必要があると考えられる.

また， Feuerら6)は， BHTを投与すると G6P-DHが

上昇し， G6Paseが減少するとしている.今回の実験で

もはじめは G6P-DHの上昇がみられたが2週白からは

減少していたことや他の多くの酵素もまた減少していた

ことからみて， G6P-DHとG6Paseのみが BHT投与

によって特異的に変動するものとは考えられない.

また，肝臓自体の酵素と比較する意味で，従来行われ

ている血清による肝機能検査を行ったが， GPT， GOT 

は対照群との間に全く差がみられなかった.これはさら

に肝臓自体の GPT，GOTの最の変動とも考えあわせ今

後検討していかねばならない.また ChEのよ弁がみら

れたが，雄ラットのこの活性は非常に低く，測定値自体

に問題があるので検討する必要がある.

BHTによる腎障害は，市川ら27)により報告されてい

る.今回の実験でも， 腎臓中の酵素の活性が Table8 

に示したとおり減少しており， 血清中の UNの上昇も

みられ，肝臓同様，腎機能の低下が示唆された.なお肝

臓に比べ活性の低下の度合が低いのは， BHTの両器官

中の濃度差によると考えられる 28)

しかし，これらの酵素活性の低下が，肝臓機能の低

下，つまりこれらの酵素の合成の低下ではなくて， BHT

あるいはその代謝物による直接的な酵素の阻害の可能性

もある.その場合，組織中の BHT量が減少すれば酵素

活性は回復するから，今後，回復実験を行ったり，測定

法を検討して， BHTを酵素液から除く方法も考える必

要がある.また今回は，薬物代謝酵素以外は，ホモジネ

イト自体を使って測定し，肝臓あたりの活性を出した

が，今後，細胞分画を行い，各分画あたりの活性を比較

検討し，系統だった検査方法を確立していかねばならな

し、.

要約

1 %BHT(飼料中〉を 1，2， 4週間，ラットに投与し，

肝臓および腎臓への影響を，これらの組織のホモジネイ

トについて何種類かの酵素活性をはかることにより検討

した.その結果，肝臓ではほとんどの酵素活性の著しい

低下が投与時間が長くなるに従いあらわれ，腎臓でもそ

の程度は肝臓ほどではないが，同様な傾向がみられ，

BHTの肝臓および腎臓への影響が示唆された.

謝辞本研究にあたり御協力下さった当部の小林博
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義氏，米山允子氏，市川久次氏に感謝いたします.
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ジブチ)(...ヒド口キシト)(...:ヱン (BHT)のうットにおける 2年間摂取実験の

病理組織学的研究.B百T慢性毒性試験の途中経過報告

藤井 孝ぺ阿部幸恵汽矢野範男牢，湯津!l券広*，平賀興吾本

HistopathologicaI Study of Butylated Hydroxytoluene (BHT) 

in Dietary Administration to Rats for 2 Years 

An Interim Report of Chronic Toxicity Studies of BHT in Rats 

T AKASHI FU JII*， YUKIE ABEヘNORIOYANOヘ
KATSUHIRO YUZA W A串 andKOGO HIRAGA本

草者 苦言F
1=1 

Blltylatecl Hyc1roxytolllene (以下 BHTと略す〉は

食品添加物としてばかりでなく合成樹脂などの安定剤と

しても用いられ，その安全性については多くの関心を集

めている.これまで当部では BHTに関して主にラット

を用いた種々の実験を行い結果を得ている. ラットでは

経口急性毒性 (LD50) はl間í~雄とも 2.0g/kg であり， 3 

カ月間の添加飼料摂取実験では特に雄の肝臓の体重比重

量が増加し組織所見では肝細胞の腫脹が認められた1)

6カ月間の実験でも肝臓重量の増加がみられたほか，組

織所見では腎臓の尿細管上皮細胞の変化が認められたわ.

また BHT摂取による出血傾向も確認された3ーの.今回

はラットを用い 2年以上にわたる長期連続摂取実験を行

いBHTの最大無作用量の推定， f荏腫蕩性の有無などの

検討を試みたり.本報告は実験開始後2年目までの病理

組織学的検紫の結果である.

実験材料および実験方法

実験動物ならびに飼育環境:日本グレア株式会社にて

barrier-system下で生育された SD-]CLラット雌雄で

生後4週のものを購入した. 1週間予備飼育後，実験開

始時の平均体重は雄105g，雌 96gであった. 動物は室

温 25土l'C，湿度 50土5%，照明を午前6時より午後6

時までに制御した barrier-system飼育室にて前回と床が

網のステ γレス製個別飼育ケージに収容し自動給水装置

(細菌ろ過器付〉のついたベルト式飼育架台で飼育した.

試料および投与方法:BHTは和光純薬株式会社製

(Lot No. P AK 3582， KIK 5562)の結晶性粉末 (mp.

69.5'C)を用いた BHTは濃度が 0.005%，0.02%お

よび0.32%になるよう飼料に添加しこれら各濃度の添

加飼料を動物に自由に摂取させることにより投与を行っ

た.飼料は日本クレア株式会社製粉末飼料 CE-2(粗蛋

白24.0%，京11脂肪3.5%，粗線維4.5%，粗灰分6.0%，

可溶性窒素物 56.0%，カルシウム 19/100g， リン 19/

100 g，マグネシウム 0.23g/100g，ナトリウム 0.40g/ 

100g，カリウム O.63 g/100g)を用いこれに BHTを混

合し間型飼料化した.対照としては BHTを混合しない

回型飼料 CE-2を用いた.

投与期間および群別:投与期間は 3，6， 12， 24カ月間

および終生とした.動物は摂取する飼料中の BHT濃度

によって 0.00(対照群)， 0.005， 0.02および0.32%群

の4群に分け 3，6， 12カ月間投与では各群雌雄5匹， 24 

カ月間投与では各群雌雄10匹，終生投与では，対照群，

0.005%群は雌雄25f&，0.02， 0.32%群は雌雄15匹とし

Tこ.

検索方法:投与期間終了または頻死と認めた動物は断

頭屠殺し採血を行った後，解剖し肉眼的所見をとった.

摘出器官・組織は 3，6， 12カ月の投与期間終了11寺は心

臓，肝臓，腎臓，牌!臨，甲状腺， i員IJ腎，百腸であり24カ

月ではこれらに脳， 下主体， fliIi， 胃，小腸， )t平j蹴，勝

JJた，精巣，前立腺，精褒，子宮，卵巣および腫揚発生部

位を加えた.終生投与を含めてそれぞれの投与期間途中

での死亡例または頻死と認め屠殺した例は剖検を行い死

後変化(自己融解〉の強いものを除いて諸器官@組織，

腫場発生部{立を摘出した.摘出した器官@組織，腫場は

*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

串 TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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10%緩衝ホルマリン液で12時間振盤間定後，静置して 1

週間固定を行った.その後，定法に従ってパラフィン切

片を作製しへマトキシリン@エオジン重染色， PAS染

色標本の他，必要に応じてアザン@マロリー染色，鍍銀

染色標本，凍結切片による脂肪染色標本などを作製，こ

れらにより病理組織学的検索を行った.

実験結果

病理組織学的検索の結果は Table1， 2に特に腫場に

ついては Table3に示した. 実験開始後 12カ月まで

の投与終了時の屠殺解剖例での組織変化は少数の例外を

除いて24カ月に比べて変化の程度も弱く，変化の多様性

にも乏しかった.組織検索の結果は1.各投与期間終了

時の屠殺解剖例の一般組織所見， 2.各投与期間途中お

よび終生投与の頗死属殺あるいは死亡解剖例の一般組織

所見， 3.腫協の発生状況，に分けて詳述する.

1. 各投与期間終了時の屠殺解自l例

肝臓では小葉中間部から周辺部の肝細胞に軽度な腫脹

が認められ， 3カ月の0.32%群雄に5例中 3例，雌に 1

例， 6， 12カ月の 0.32%群雄に各5例中 1例みられたが

24カ月では認められなかった.この変化は雌雄ともO.32 

%群にのみ認められた.小葉周辺の肝細胞の空胞化が

12， 24カ月の対照群を含むi雌雄の各群で、みられた.空胞

は小滴からそれらが合体して大きくなったものまでみら

れ24カ月では殆どの例で変化部位の肝細胞は印環細胞様

となりその容積を増していた.空胞は Sudanblack染

色で陽性の脂質であった.この変化は12カ月で、はl昨でj交

与量に比例してやや顕著になる傾向を示したが雄では対

照群， 0.32%群で僅かに強いのみで雌のような傾向は認

められなかった.24カ月では雌雄とも投与量との関連は

判然とせず変化の程度は対照群雄， 0.005%群ul1{:雄，0.02

%群雌， 0.32%群雄で強くなっていた.小葉中間部から

周辺部の肝細胞で細胞質の好塩基性物質が軽度に減少し

細胞膜周辺に凝集して核周聞がやや明調化しているのが

6， 12カ月の雄の投与群にのみ認められた. 6カ月では

0.32%群に 1例であったが12カ月では 0.005，0.02%群

に各 1例， 0.32%群に 3例認められ投与量に比例して増

加し 6カ月よりも多く出現した.この変化は24カ月で

は認められなかった.単核球の小集族とそれを間むエオ

ジン濃染@均質化した細胞質をもっ肝細胞とから成る小

巣が散在しているのが対照群を含む雌雄の各群でみられ

た.変化は 3カ月から24カ月までみられ3カ月と24カ月

の雄の各群では中等度の変化を示す例も散見された.小

胆管の軽度な増殖が12カ月でみられ24ヵ月では中等度以

上の増殖を示す例も認められた.変化は対照、群を含む雌

雄各群にみられ雌よりも雄に， 12カ月より24カ月に多く

出現した，この他， 12カ月まではみられず24カ月で認め

られた変化としては小葉周辺部肝細胞の細胞質の網状化

が雄の対照群を含む各群に，また微小肉芽腫，胆管周囲

の線維化などが対照群を含む雌雄の各群にみられた.こ

れら24カ月での変化は雌よりも雄に多く認められた.

腎臓では糸球体@尿細管の小変性巣が皮質に散在して

いるのがみられ，糸球体の軽度萎縮，ボーマン嚢外葉と

の癒着，尿細管上皮細胞の水腫様変性，間質の軽度細胞

浸潤などを包含していた.この変化は対照群を含む雌雄

の各群でみられ， 3，12カ月の雄では投与量に比例して強

くなる傾向が認められたが雌で、は判然、とせず維に比べ各

群とも変化も弱く出現例数も少なかった.24カ月では変

性巣は少なくなり，代って線維化を伴う限局性壊死巣が

各群に散見された.遠位尿細管および集合管の管)控拡張

が一部の上皮細胞の扇平化を伴って対照群を含む雌雄各

群で3カ月から認められ， 12， 24カ月と経過するにつれ

て変化は強くなる傾向を示したが雌雄とも投与量との関

連は判然としなかった.エオジン淡染または濃染の蛋白

円柱が尿細管中に認められ管j控の拡張を伴う例もみられ

た.変化は対照群を含む雌雄各群で6カ月からみられ，

12， 24カ月とやや強くなる傾向を示したが雌雄とも投与

量に比例して強くなる傾向は認められなかった.主部尿

細管上皮細胞の軽度の腫脹が雄では 3，6カ月の対照群

を除く各群に，雌では 3，6カ月の対照群を含む各群に

みられたが投与量に比例して例数が増加する傾向は示さ

ず， U~~雄とも 12カ月では認められなかった.主部尿細管

上皮細胞の空胞変性が3カ月の対照群雌雄， 6カ月の対

照群雄を除く各群にみられ3カ月の雌では投与量に比例

して変化が強くなる傾向を示した.1腫脹，空胞とも3，6

カ月では雄よりも雌に多く出現し12カ月では雌雄とも認

められなかった.24ヵ月では上皮細胞の変性は腫脹，空

胞，エオジン濃染蛋白滴の出現，好塩基性の著増など多

彩であり対照群を含む各群の約半教に認められた.ボー

マン嚢外葉上皮細胞が立方上皮化している腎小体が3......，6

個みられる例を12カ月では雄の対照群を含む各群に， 24 

カ月では雌の0.32%群を除く各群に認めたが投与量との

関連は判然としなかった.ボ{マン裳および尿細管の基

底膜の肥厚が12カ月では雌の対照群を除く各群に， 24カ

月で、は11惟雄の対照群を含む各群にみられた.12カ月では

雌より雄に多く出現し24カ月でもこの傾向はみられたが

投与量との関係は判然としなかった.この他に24カ月に

なると変化が極度に顕著となり糞胞腎とした例もみられ

た.これは体積を増した腎臓で観察視野全体にエオジン

淡染あるいは濃染の蛋白円柱で充填され拡張した尿細管

@嚢胞が多数みられそれらを区切るように肥厚した基底



30 Ann. Reρ. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 27-2， 1976 

膜，線維が走り，また染色性が低下@消失，部分的に融 内出血を認めたが自己融解のため組織所見は得られなか

解した糸球体が散在し，間質には限局性の細胞浸潤がみ った.また対照群雌でl例 (RatNo. 1113， 29週令〉が

られるなど多彩な変化を示すものであった.この変化は 投与24週で死亡し，胸腺腕， JJF臓納網肉腫の発生を認め

対照群を合む雄の各群で散見されたが雌では0.02%群で た.24カ月および終生投与での死亡例の例数と腫療を除

1例みられたのみで、あった.また出現例数は 0.005%群 く組織所見は Table2に示す如くである. 組織変化は

雄で多かったが投与量に比例して例数が増加したり出現 投与終了時の解剖例でみられたものとほぼ同様で、あるが

率が上昇する傾向はみられなかった. 死亡までの投与期間によって各例の変化像には差異が認

心臓では限局性の心筋変性とその部位への細胞浸潤と められた.死亡例は投与18カ月以後に集中しており組織

が認められた.心筋はエオジン濃染で核は濃縮してお 変化もこの時期から各器官@組織で顕著になった.腎臓

り，浸潤細胞はり γパ球，組織球で軽度な線維化もみら では対照群を含む各群で嚢胞腎が散見されるようになり

れた.この変化は雄では対照群を含む各群に 3カ月から 心臓では心筋の限局性線維化，血管周囲炎も認められる

みられ， 12， 24カ月と顕著になる傾向を示し線維化も強 ようになった.またこれ以後，梓臓の間質増殖，血管周

くなったが雌で、は12カ月の0.32%群に 1例， 24カ月の対 間炎，精巣の間質性浮腫，血管周囲炎，副腎の皮質細胞

照群に 1例みられたのみであった.この他， 24カ月では の壊死などがみられたが，いずれの変化も投与量との関

対照群雄， 0.02%群雌に各 1例の血管周囲炎を認めた. 連を示す傾向は判然としなかった.ただo.005%群，特

甲状腺ではろ胞の増加が雌雄とも 3カ月から12カ月ま に雄では肝細胞の空胞変性，腎臓の変化などの強い例が

で対照群を含む各群に散見されたが12カ月の対照群l昨で、 他の各群に比べ多くみられたのが目立った.24カ月およ

2例みられた他は 1例ずつの出現であり投与量との関連 び終生投与の各群の死亡数を合計して24カ月までの死亡

は判然としなかった. 率を算出すると下表の如くであった.

対照群 0.005%群 0.02%群 0.32%群

対主 25/.375% 〉
(9 

45./7355Z 〉
(16 

2(64/.20596 〉 2(78/.2O5Z 〉

DU~ (2180./53956 〉 (4104./03956 ) 2(78/.2O5M ) 48./02956 ) (12 

富'J腎では皮質の内出血が12カ月の対照群， 0.32%群の

雌に各 1例認められた.変化は24カ月で強くなり内出血

巣も大きく数も増し皮質細胞の壊死を惹起しこれらが

脱落した跡は空洞化していた.これは雄では 0.005%群

に1例みられたのみであるが雌では対照， 0.02%群に各

5例， O. 005， O. 32%群各1例と雄よりも雌に多く認め

られた.しかし投与量との関連はみられなかった.24カ

月ではこの他に皮質細胞の結節性増殖が0.005%群雌に

1例，髄質細胞の結節性増殖が0.005%群雄に 2例，0.02

%群雄に 1例認められた.

これを18ヵ月まででみると次表の如くであった.

胃では24カ月の対照群雄に 1例，前腎部粘膜下織の結

合織の増殖がみられた.

牌臓では24カ月の雄雄の対照群を含む各群に顕著な髄

雄

j位

対照群 0.005%群

(12/.385M 〉 (25/.375% 〉

(0/3。5%〉 1(45./2355Z ) 

0.02%群 0.32%群

(28/.2O5M 〉 (41/.2O5M 〉

8‘G5% 〉
(2/2 

12/.2OM 5〉

外造血像が投与量と関連なく散見された. また対照群では雄は投与76週，雌は投与79週で最初の死

精巣では24カ月で大きさを減じ精細管の縮小，精子@ 亡例を認めたが投与各群で、はそれ以前に 1~5 例の死亡

精細胞などの消失を示す例が0.005%群に 2例， 0.02% がみられた.

群に 1例みられ，血管周囲炎が0.02%群を除く各群に 1 3. 腫傷の発生状況

例ずつ認められた. 腫揚の発生状況については Table3に示す如くであ

子宮では24カ月で内l践のポリ{プ様増殖が対照群に 2 る.腫協は組織検索で確認したもののみとし自己融解な

例， O. 02， O. 32%群に各 1例みられた. どで検索できなかった例は除外した.このため臨場発生

2. 各投与期間途中および終生投与死亡例 率などの算出に用いた母数は解剖例数とは必ずしも一致

ここでの死亡例とは頻死と認め屠殺した例も含めてあ しない.3， 6， 12カ月投与での腫場発生は前述した如く

る. 3カ月投与では死亡例はみられなかった. 6カ月投 12カ月の対照群雌に l例 (RatNo. 1113， 29週令〉胸腺

与では0.02%群雄で 1例が投与14週間で死亡したが自己 腫，肝臓細網肉腫が認められたのみで‘あった.24カ月投

融解のため組織所見は得られなかった. 12カ月投与で 与終了時解剖例の腰湯発生率(腫揚をもっていた動物数/

は， 0.32%群雄で1例が投与2週で死亡し肉眼的に胸腔 組織検索を行った動物数〉は次表の如くであった.
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雄

附:

対照群 10.00切群 10.02%群 10.32%群

55. 5% I 28. 5% I 80. 0% I 28. 5% 
(5/9) I (2/7) I (4/5) I (2/7) 

83.3% I 66.6% I 80.0% I 100.0% 
(5/6) (4/6) I (4/5) I (3/3) 

組織検索では皮下の線維屈が対照群雄， 0.02%群雌に各

11ffU，線維肉腫が0.02%群雄に 1例 (RatNo. 1142)認

められた (Fig.1， 2).乳腺の陸揚が雌にのみ認められ

腺艇が対照群に 1例，線維腺腫が対照， 0.02%群に各3

例， 0.005%群に 4例， 0.32%群に 1例みられた (Fig.

3， 4). 耳垢Wj~H重協が 0.02%群雄に 1 例 (Rat No.1154) 

認められた.これは ZymballJ加盟協とも呼ばれ僅かに皮

)]日腺構造を残し多くは乳頭Jl兎または孤立性角化を示す扇

平上皮癌であった (Fig.5). I唾液服癌がo.32%群雄に
1例U(RatNo.1137)認められた.この位協は充実性でや

や豊富な結合織で明瞭に結節を形成しており腺房構造は

消失し内出血， i装死を呈する部分もみられた.細胞は核

が染色質に富み典型性が認められ分裂{象も多く，日細胞

も混在していた.またこの動物は肝癌も保持していた.

これは肝臓にへマトキシリンやや濃染の細胞賀をもっ細

胞形不整，大小不問の肝細胞が結節を形成していたもの

で，これらの多くは周囲の肝細抱より大型で、核は不整に

陥111]し分裂像も認められた.下主体で、は包素的it性Jl泉)J主が

対照群雌雄と削I~の投与群に各 3 例，雄の 0.005 ， 0.02% 

群に各 1例みられた (Fig.7).また「サ!日胞が散見され!日il

癌とした例が対照lffuW~(Rat No. 1189)， O. 32%群雄(Rat

No. 1137)に各l例認められた (Fig.8).甲状腺では腺

腫が対賠訴引t0.005%1洋雌に各l1ffUみられた(Fig.9). 
副腎では褐色細胞腫が対照群雌雄に各 21ffU，0.005%群

雌雄， O. 02， O. 32%群雄に各 1例認められた(Fig.10). 

24カ月投与途中および、終生投与死亡例の腫場発生率は次

の如くであった.

i

j
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100.0% I 85.7% 
(9/9) I (12/14) 

組織検索では皮下の線維!毘が対照群雌雄， 0.005%群雌，

0.32%群雌に各 1例， 0.32%群雄に 3例，間葉|毘(良

性〉が 0.32%群雄に 1例みられ，線維脂肪脆が0.005%

群雌に 1 例認められた.乳腺ではJl~n胞が対照， 0.005%群

雌に各 2例みられ， 線維)j)g)]lnが対照時雌に 3例， 0.005 
%群雌雄， 0.32%群雌に各 2例， 0.02%'li'ru世雄に各 1例

認められた.唾液腺ではO.005%群雄に 1例 (RatNo. 

1258， 101週令〉腺癌がみられた.これは多くは乳頭j居状

であるが部分的に角化を伴う扇平上皮癌であった (Fig.

6). 胸膜からの中皮Jl重が調慢性に増殖し胸腔内で大きな

部分を占めているのが0.02%群雄に 1例(RatNo.1153， 

101 週令〉みられた. これは腫楊細胞が単層の管状配列

を成して増殖しており間質結合織は比較的少量であっ

た. 姉では 0.005%群雌でl例 (RatNo. 0032， 108週

令〉に線維肉)J重が， 0.32%群雄で 1例 (RatNo. 1223， 

97週令〉に細網肉腫が認められた.腸間膜の線維肉腫が

0.32%群雄に 1例 (RatNo. 1210， 100週令〉みられた.

これは紡錘形細胞が束状または渦巻状を呈して並びその

間隙に比較的多数の脂肪細胞が認められたもので血管も

豊富で出血，壊死も顕著であった.肝臓では細網肉腫が

対照群雌に2例 (RatNo. 1186，86週令;Rat No.1275， 

96週令)， 0.32%群雄に 1例 (RatNo. 1223， 97週令〉

認められた (Fig.11). Hヰj蹴では島細胞腫が 0.005%群

雄に l例みられ，外分泌!阪癌がO.005%群雄 (RatNo. 

0020， 102週令)， 0.02%群雌 (RatNo. 1283，104週令〉

に各 1例認められた.腺癌は前者は嚢胞を形成して異型

性の高い細胞と壊死，出血などを内包しており，後者は

一部乳頭JJ重状を示すが多くは扇平上皮癌の像を呈するも

のであった (Fig.12). この他，間質の線維肉腫が0.005

%群雌に 1例 (RatNo. 0032， 108週令〉みられた.こ

れは肝臓， )]中臓にも及んでおり核小体のあるやや円形の

核をもっ紡錘形細胞から成っていた.なおこの例は)]市の

線維肉腫ももっていた.胃では腺胃粘膜下織の線維肉腫

が対照群雄に 1例 (RatNo. 0011， 102週令)， リンパ肉

!毘がo.005%群雄に 1例 (RatNo. 1124， 104週令〉認め
られた.下垂体では色素嫌性腺)屈が対照群雄に2例，雌

に6例， 0，005%群雄に 2例，雌に9例， 0.02%群雄に

1例，雌に4例， 0.32%群雌に7例みられた.また色素

嫌性腺癌が0.02%群雌に 1例 (RatNo. 1173， 95週令〉

みられた.副腎では褐色細胞m毛が対照群雄， 0.005%群

雄に各 1例認められた.腎臓では腎芽細胞腫が 0.005%

群雄に 1例 (RatNo. 0018， 22週令〉みられたくFig.

]3). )祷!慌では乳頭!毘が O.32%群雄に l例 (RatNo. 

1269， 82週令〉みられ腎臓の腎孟，乳頭にも移行上皮細

胞の乳頭腫が認められた.勝脱の乳頭腫は上皮細胞が多

層性に増殖して)庄内に充満し細胞核にはやや異型性がみ

られ悪性化の傾向を示していた (Fig.14).子宮では平

滑筋肉腫が対照'Wrに1例 (RatNo. 1182， 86週令〉認め

られた (Fig.15). l~ lJfI l病細胞の浸潤が肝臓，腎臓，心

臓，問1臓などで認められるのが対照群雄に 1例 (Rat

No. 1222， 108週令〉みられた (Fig.16).死亡例で、の麗
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総括ならびに考察

以上の成績は ButylatedHydroxytoluene (BHT)の

O. 00， O. 005， O. 02，および 0.32%添加飼料を SD-]CL

ラットに長期間連続して摂取させる実験の 2年(104週〉

までの病理組織学的検索の結果である.実験は現在も続

行しており，終生投与の動物についての観察を行ってい

る.腫携を除く一般所見では投与12カ月までに BHTの

影響と思われる変化が肝臓，腎臓で認められた.肝臓で

は肝細胞の軽度な腫脹，空胞変性，細胞質中の好塩基性

物質の程度減少@凝集であり，これらは投与群にのみ認

められた変化で、投与量に比例して出現例数が増加したり

変化が強くなる傾向を示した.24カ月ではこれらの変化

のうち空胞変性のみが認められたが投与量との関連はみ

られず，また投与群にのみ病的変化が生じていたり投与

量に比例して変化が強くなる傾向も認められず12カ月ま

でにみられた肝細胞の腫脹@空胞変性などが24カ月の時

点で，どのような影響を肝臓に及ぼしたのかは判然、とし

なかった.このことから BHTは投与12カ月までは前述 これらの表から下黒体陸揚の発生率は雄で、は対照群に比

のような変化を肝臓に惹起させるが，とれが病的変化， ベ投与群が低く，投与量との関連は認められず，雌では

障害へ移行するものではないことを示唆していると考え 0.32%群でやや高いがほぼ同率で顕著な差ではない.下

られる.また福森らめが本実験の中で12カ月の0.32%群 主体腫療の自然発生は西部9)ば.20カ月の SD-]CLラッ

の肝細胞を電顕レベルで、検索したところ滑面小胞体の増 ト雄で9.8%(4/41)，雌で22.2% (8/36)としており，

殖がみられたと報告していることからも12カ月までに投 森井ら10)は SD-]CLラット雄(平均670日令，約95週令〉

与群でみられた肝細胞の腫脹@空胞変性などは化学物質 で20.3%(22/108)，雌(平均701日令，約 100週令〉で

に対する生体の適応現象であろうと思われる.さらに24 46.9J~ (60/128)と報告している.初めて下主体脆療を

カ月での肝臓の組織変化は空胞変性(脂肪変性〉を合め 認めたH寺期は雄では対照群91週 (96週令)0.005%群97

小胆管の増生，肉芽腫など加令に伴い現われる変化で、あ 逓(102週令)0.02%群79週 (84週令)0.32%群発生な

り，これらが投与によって対照群より早期に顕著になる し，雌では対照群79週 (84週令)0.005%群45週 (50週

傾向も認められなかったことを考え併せる左脂:協を除く 令)O. 02.%~下55週 (60週令) 0.32%昨74;mJ(79;mJ令〉で

一般組織検索の結果からは BHTO. 32%添加飼料の24カ あった.また対照群で下主体癌協が認められる以前に雄

療を発見した時期によって分類すると，投与12カ月未満

(52週， 57週令〉では18週で o.005%群雄 (RatNo. 

0018， 22週令〉に腎芽細胞腫， 43週で0.32%群雄 (Rat

No. 1150， 48週令〉に皮下の間葉腫， 45週で0.005%群

雌 (RatNo. 1187， 50週令〉に下垂体の色素嫌性腺腫が

認められた.投与12カ月以上18カ月未満 (52週以上78週

未満， 57週令以上83週令未満〉では55週で0.02%群雌に

1例 (RatNo. 1185， 60週令)， 68週で0.005%群雌に

3例 (RatNo. 1317， 1198， 1172， 73週令)， 74週で0.32

%群雌に 1例 (RatNo. 1184， 79週令〉下事体の色素嫌

性腺腫が認められた.対照群では雌雄とも投与18カ月

(78週， 83週令〉まで顕揚は認められず， 0.02%群雄に

もみられなかった.投与18カ月を過ぎると腫療をもった

動物が増加し伺一個体で複数の腫療をもっ例も多くな

った.

月間連続摂取では肝臓に害作用を与えることは殆どない

と思われる.腎臓では 3カ月で皮質の限局性変性が雄で

投与量に比例して顕著になり，尿細管上皮細胞の空胞変

性も特に11世で、同様の傾向を示したが 6，12カ月ではこれ

らの傾向は認められず加令に伴って現われる尿細管の蛋

白円柱，基底膜の肥厚などが対照群を合む各群に散見さ

れた.24カ月では加令に伴う変化が対照群を含む各群に

顕著に認められたが，いずれも投与量との関連はみられ

なかった.また投与によって加令に伴う変化が促進され

る傾向は認められず腫場を除く一般組織検索の結果は

BHT o. 32%添加飼料の24カ月間摂取による腎臓への害
作用は殆どないことを示唆していると思われる.投与24

カ月までの腫場発生状況は結果に述べた如くである.こ

の間に頗発した麗療は雌雄の下主体腺腫，雌の乳腺の腺

腫@線維腺腫などであった.下垂体腫揚(Jl泉)J重，腺癌〉

の発生率(下垂体!昂揚をもっていた動物数/細織検索を

行った動物数〉は24カ月投与終了時解剖例では次表の如

くであった.

0.005%群10.02%群 10.32%群

14.2% I 20.0% I 14.2% 
(1/7) I (1/5) I (1/7) 加:

'いいレ
b

，t
I
B
 

--
66.6% I 50.0% I 60.0% 1100.0% 
(4/6) I (3/6) I (3/5) I (3/3) 

また24カ月投与途中および終生投与死亡例では次表の如

くであった.

対照群 O. 005%群 0.02%群 0.32%群

時E 28./579〉6 13.315M 〉 25./049〉U (00/966 〉(2 (2/ 

Iltíl~ 66./699〉U 6(94/.214% 〉 83./369〉6 7(70/.010% 〉(6 (5 
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では 0.02%群に 1例，雌では 0.005%群に 4例 (50週

令 1例， 73週令3例)， 0.02， 0.32%群に各 1例みられ

ており雌では対照群に比べ投与群は早期に発生する傾向

を示した.

自然、発生の下車体腫楊の初発時期は Gilbert11) らは

Wistar系ラットで14カ月(約61週令)，西部9)は SD-

JCLラット雌で14カ月(約61週令)，前けW2)らは ACI/
N ラットで雄は103週令雌は74週令と報告している.こ

のことから 0.005%群雌の50週令での 1例がやや早い発

生と思われるがその他の例は自然、発生時期の範閣内にあ

ると考えられる.また 0.005%群雌では対照群より早期

に4例の発生をみたが24カ月の時点での発生率は対照群

66.6%， 0.005% 群64.2%と僅かではあるが対照群が高

くなっており，早期の発生が発生率を高くする結果とは

なっていない.これらのことから投与群で、の下弔体腫協

の発生率，発生時期は対照群でのそれと顕著な差異があ

るとは思えず，下理体II重協の発生と投与との関連を積極

的に疑うには至らない.この他，乳腺，高1I腎での)匝楊も

ド垂体JJ車場と同様の検討を加えたが投与との関連は見出

せなかった.観察した全!匝協を病理組織学的に良性，思

性に分類し，悪性!居場の発生率(悪性1車場をもっていた

動物数/腫療をもっていた動物数〉を求めると24カ月投

与終了時解剖例では次表の如くであった.

対照群 0.005%群 0.02%群 0.32%群

ft;fí~ (0。/%5) (0。/%2〕 50./o4z 〉
(2 

50./02% 〉

i百t i2(0同.0% (0。/%4〉 く0。/%4〕 (0。/%3) 

また24カ月投与途中および終生投与死亡例では次表の如

くであった.

対照 ~i?í' 0.00開 19，10的群 0.32%群

t住 50./043〉5 
(2 5(54./579〉6 33./313〉5 (3 

50./04% 〉
(2 

llti~ 3(33./39% 〉 9.0% l〉
(1/1 

40./055〉5 
(2 

11./19M 〉

これらの表から対照群に比べ雄では僅かながら投与群の

発生率が高く，雌では低くなる傾向を示しているが投与

量に比例した変動はみられず悪性I1重傷の発生率と投与量

との関連は認められない.悪性!匝揚は対照群では白血

病，胃の線維肉眼，下三ffi体JI泉癌，子宮平滑筋肉腫が各 l

例，肝臓細網|勾!屈が 2例であった.また投与群にのみ認

められたのはl時液Illí~~\Vî， IJ平脳外分泌Il}jl府が各 2例の他，主

なものは耳垢腺癌，胸膜中氏IJill，)JTJi'~，思性化を示す勝

!抗乳頭腫など各 1例であった.投与群にのみ認められた

悪性腫療の自然発生は， 1唾液腺癌は Glucksmannら13)に

よれば稀であるとしているが前川ら12)によれば 103週令

のACI/Nラット雌で唾液腺癌を 1例， Gilbertら11)は18

~20カ月(約78~87週)の Wistar 系ラット雌で顎下腺

癌を 1例報告している.I惇臓外分泌腺癌は Roeら14)に

よれば12カ月(約52週〉を過ぎた Wistar系ラットに3

i9U， Gilbertら11)は¥lVistar系ラット雄に 1例認めてい

る.ヰ垢腺の扇平上皮癌は Snellら15、が21カ月(約91週〉

の OMラットに2例， M520ラットに2例，また Tan-

nenbaumら16)が SD系ラットに3例報告している.中皮

腫は前川ら 12)が139週令の ACI/Nラット雄で1例に腹

膜の中皮j屈を観察している.勝j坑)毘療は Snellら15)によ

れば自然発生はいまだに観察していないとしているが前

川ら 12)は ACI/N ラットで雄に 2 例 (115~143週令)，

lltitv;こ8ifU (40~ 126週令〉の乳頭腫を， 雌に 2 例 (40~

126週令〉の移行上皮癌を報告している.このように今

回，投与群で観察された悪性)陸揚は殆ど自然、発生j陸揚と

して報告されており，その発生時期にも著明な差異は認

められない.さらに投与群の悪性j陸揚はi唾液!謀癌，)yヰ臓

外分泌!腺癌が各2iffU，その他は l例と同一器官@組織で

の発生例数が少なく， しかもそれらが各群に分散してお

り特定の悪性腫楊の発生と投与との関連は窺うべくもな

い.これらのことから BHT投与によって悪性腫療が誘

発される可能性は現時点で、は無いと忠われる.投与24カ

月までの死亡状況 (3，6，12カ月投与の死亡は除く〉は

対照群に比べ投与群での死亡が早期に出現する傾向がみ

られたが24カ月での死亡率には大差なく投与量との関連

も認められずBHT投与による影響はみられなかった.

まとめ

Butylated Hydroxytoluene (BHT) 0.005， 0.02， 

0.32%添加飼料で2年間飼育した SD-]CL系ラットの

病理組織学的検索を行った BHTはラットに著明な組

織障害を起さず，腫揚を誘発しなかった.
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Histopathology-summary of observatiolls 

6 months 

Male Female 

CLMH  CLl¥在日

Table 1. 

3 months 
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No. of rats 
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MO  1 1 2 

NO  5 5 5 5 

SL一一一
NO  5 5 5 2 

SL一一一 3
Aggregation and decreasing N 0 5 5 5 5 

in basoplasms of hepatocytes S L一一一一
Vacuolation of hepatocytes N 0 5 5 5 5 

SL一一一-
MO  

SE -一一一

* Concen tra tion 

5 5 5 5 

P rolifera tion of small 

bile ducts 

Swelling of hepatocytes 

3 444  

1 1 1 1 

2 2 4 3 

121  1 

1 1 - 1 

223  3 

1 121  

1 2一一
一一一 1
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1

1
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一
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一一
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一
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555  5 

555  5 

5 545  

5 5 4 5 555  5 

Thickening of epithelium of 

Bowman's capsule 
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membrane 
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一
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4 1 2 4 
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一 1 1ー

555  5 3 222  
--2 2 1 
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555  5 NO  4 5 2 4 

S L 1 - 3 1 
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Focal cellular infiltration 
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- 1一一
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Pro¥iferation of follicu¥es 
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L ; BHT 0.005%， M; BHT 0.02%，日;BHT 0.32% 
SL; Slight changes， MO; Moderatε じhanges， SE; Severe changes 

cf. * C; BHT 0.00%， 
宇中 NO; No change， 
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Histopathology-summary of observations Table 2. 

Conccn tra tion* 

No. of rats examinecl 
N o. of ra ts not cxaminecl 

LIVER 
Focal necrosis 

Proliferation of small bile c1ucts 

Periviliary fibrosis 

Noclular hyperplasia 

Small granllloma 

Vacllola ted/ clistencled hepa tocy tes 

Ccllular infiltration 

STOMACH 
Proliferation of SUbl11LlCOSa 

Ulcer in fore-stomach 

PANCREAS 
Focal necrosis 

Proliferation of interstitiul1l 

Perivasculitis 

SPLEEN 
Markecl extrameclullary hematopoiesis 1 2 1 1 

Marl王町1hemosiderosis 一一一 1

KIDNEY 
Polycystic kiclney 

Focal necrosis 

Cel1ular infiltratiりn

Urinary casts 

Dilatation of tubules 

Degeneration o[ tubular epithelium 

Thickening of epitheliull1 of 
Bowman's capsules 

Thickening of basement membrane 

HEART 
Cellular infiltration/fibrosis 

Perivasclllitis 

LUNG 
PneumoJ1ia 

PITUITARY 
Hel1lorrhage 

Chromophobe hypell】lasia

THYROID 
Follicular hypc、rr】!日五la
ADRENAL 
Cortical hyperplasia 

Meclllllary hyperplasia 

Cavitating in cortex/hemorrhage 

TESTES 
A trophy 
Eclel11a 
Proli[eratioJ1 o[ interstitial cells 
Perivasculitis 
UTERUS 
Po1:vp 

group 

Female Male Female 
C LM  H CLMH  CLMH  

4 4 4 5 6 12 1 3 5 10 2 5 
o 0 1 2 210  1 100  0 

D 
group 

Male Fel11ale Male 
CLMH  CLMH  CLMH  

9 7 5 7 6 6 5 3 1 333  
o 0 0 0 000  0 0 0 2 0 

T Duration of feecling 

1 1 1 -

- 3 1 3 

-3-3  

- 1一一

一 -1-

3 4 - 3 

1一一

一
一
一
一
一
一

一一

1

一
一
一
一

1

一
3

一
2

4

一

1

2

2

1

1

2

一

1一一一

一-1 

1 - 1 3 

1 - 1 2 

1 1-

1 1-

2 3 1 2 

一一

1

一一

-2  

1 1 1 1 

2 1 --

1 2 1 1 

1 1 1 --
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- 1 1-

3 1 1 2 
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一一一一一
6

-2  
_-1一一

1 -

一一一 1-

一一 1--

1一一一
1 1-

515  1 

つω
1
ょ
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T: l¥_als kill日Iat terl11ination D; Rats clying during 24 111ontl1s 
* C; BHT 0.00%， L; BHT 0.005%， M; BHT 0.02%， H; BHT 0.32% 
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Table 3. Distribution of turnors-sul1lI11ary of observations 
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- 1一一

一一 1-

一一一 1

Aclenoma 

Fibroaclenorna 
一
3
一
4

τ
t品
内

ベ

υ

2 2一一

1--2  -21- 121-

EAR DUCT (CERUMINOUS GL.) 

Squamous cell carcinoma - - 1 -

SALIVARY Gし

Aclenocarcinoma 一一一 1 - 1一一

PLEURA 

Mesothelioma 

MESENTERY 

Fibrosarcoma 

一一 1-

一一一 1

LUNG 

Fibrosarcoma 

Reticulosar・coma

- 1一一

一一一 l

LIVER 

Hepatoma 一一一 1
Reticulosarcoma 1一一一一一一 1 1一一一

PANCREAS 

Islet cell aclenoma 

一一

一一一一Exocrine aclenocarcinoma 

Fibrosarcoma 

STOMACH 

F ibrosarcol1la 

Lymphosarcoma 

PITUITARY 

l一一一

- 1一一

Aclenoma 311- 3333 一一 1-- 3 4 3 5 2 2 -- 3 5 1 2 

一一 1 1一一一一一一一一一 1-Aclenocarcinoma 

THYROID 
Aclenoma 

ADERENAL 
P heochromocy tOl11a 

KIDNEY 

l一一一一 l一一

ヮ“り
'u 1一一一

Papilloma 一一一 1
Nephroblastoma 

URINARY BLADDER 
Papilloma 

UTERUS 
Leiomyosarcoma 

LIVER， SPLEEN etc. 
Leukemia 

- 1一一

一一一 1

1一一一

1 -

cf. T; 1しltskillccl ;lt tt'rminatiol1 D: R1ts dyinεd llring 24 1110n t hs 
申 C;BHT 0.00%， L; BHT 0.005%， M; BHT 0.02%， H: BHT 0.32% 
料 Onaccount of autolytic changes 
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Fig. 1. Fibroma of sulコcutis H. E. x 100 

Fig. 2. Fibrosarcoma of subcutis H. E. X 100 
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Fig. 3. Adenoma of mammary glands H. E. x 100 

Fig. 4. Fibroadenoma of mammary glands H. E. X 100 
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Fig. 5. Adenocarcinoma of seruminous glands H. E. x 100 

Fig. 6. Adenocarcinoma of salivary glands H. E. x 100 
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Fig. 7. Adenoma of pituitary glands H. E. x 200 

Fig. 8. Adenocarcinoma of pituitary glands H. E. X 200 
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Fig. 9. Adenoma of thyroid glands H. E. x 100 

Fig. 10. Pheochromocytoma of adrenal glands H. E. x 200 
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Fig. 11. Reticulosarcoma of liver H. E. x 400 

Fig. 12. Exocrineadenocarcinoma of pancreas H. E. x 200 
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Fig. 13. Nephroblastoma of kidney H. E. x 200 

Fig. 14. Papilloma of urinary bladder H. E. x 100 
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Fig. 15. Leiomyosarcoma of uterus H. E. x 100 

Fig. 16. Leukemic cells infiltration of liver H. E. X 200 
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ジブ‘チJ(..ヒド口キシト J(..Iン (BHT)(こ対する系統の異なるう‘ソトの

感受性の棺違!こ関する研究

市川久次汽小林博義*，平賀興吾*

Di百erencesin Sensitivity of Two Strains of Rats to Butylated Hydroxytoluene (BHT) 

HISATSUGU ICHIKAWAヘ

Diffe1'ences of sensitivity to butylatec1 hych・oxytoluene(1.5% BHT) in tow stl'ains of l'・ats

(JCL-SD [Sp1'ague Dawley] and Wistal'， male ancl female) ¥Ve1・eexamined， ancl the follo¥ving 

l'esults we1・eobtainecl. 

1. A clea1' diffe1'ence in m01'・talitywas l'‘ecognized fo1' 4 ¥veeks， SD叩maleonly was 4/5， the 
othel's ¥'ve1'e 0/5. 

2. Hematological， clinical chemical tests and mc;aSU1・cmentof o1'gan weights in the su1'vival 

1'ats fed contained 1.5% BHT fol' 4 weeks wel'C put in operation， althou[.;h the1'e wθ1・eseveral 
changes， effects on kic1ncy in Wistar ¥ve1'e lal' ge1・thanSD sh・ain.

実験動物の基礎的生理学的研究は，毒性試験結果の判 与期間は 1週間ならびに4週間に分けた.

断にとって，不可欠のものであり，これまで多くの研究 4. 検査項目ならびに検主方法

者によって種々の条件により研究がなされてきており，

その成果は毒性試験に多大なる貢献をもたらしてきてい

i) 体重の測定;投与開始時， 2日後， 1， 2， 3， 

4週後に通常の方法により行った.

る.著者1，2)らはこれまでにもこの分野における研究を ii) 血液学的検主(血球成分); Coul1er Counter 

行ってきたが，今回は生産所が同一である，系統の呉な Model-Sを使用して行った幻.

るラットのジブチルヒドロキシトルエン(以下BHTと iii) 血清生化学的検査;Na+， K' は Beckman製

!略す〉に対する感受性を検討したので報告する KLiNa炎光分光度計を用いて測定し， 他は自動分析装

実験材料ならびに実験方法 置 (HitachiM-400 Automatic Analyzer) を用いて行

1. 使用動物:日本クレアKK生産の]CしSD，Wistar った2)

系ラット雌雄を用いた.生後4週令にて購入し， 1週間 5. 音Ij検:肉眼的観察

予備飼育後，体重増加，一般状態に異状のないものを実 6. 臓器重量の測定:心臓，肝臓， li刊誌(左，右)，

!換に供した.実験開始時(平均体重;]CL-SD系雄108 牌臓，副腎(左，右)，畢丸(左，右)，卵巣，子宮を摘

g，雌 105g:]CL-Wistar系雄 115g，雌 103g)に各群 出し，電子天秤 (PE162， HE-20)にて秤量したわ.

5匹ずつケ{ジに入れ，水道水は自由に摂取させ，祖度 実験結果

25土1"C，湿度55土5%に調整された室内にて飼育した 1. 体重の推移

2. 試料:和光純薬製 (LotNo. KIK 5562)結品性 体重の増加については Fig.1， Table 1に示したごと

粉末で mp69.5"Cのものを使用した. く，対照群は同系統，雌雄とも順調な成育を示したのに

3. 投与方法ならびに投与期間:試料(BHT)は1.5% 反し， 1. 5% BHT 投与群は各群(系統，性〉とも， 2日

の割合で日本クレアKK製粉末飼料(CE-2)に混合し，回 後に体重の減少がみとめられ，その後徐々に増加を示し

型飼料とし，対照群には日本クレア製粉末飼料、(CE-2) た.]CL-Wistar系tft:は2日後に体重の減少がみとめら

を国型飼料としたものを自由にラットに摂取させた.投 れたが，その後の発育は対照群と同様な増加を示した.

*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

3ド TokyolVIetropolitan Resea1'ch Labo1'atory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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Table 1. Body Weights Gain 

S D O No. Initial B. W. (g) Final B. W. (g) Growth Ra tes 
Strain 

E X E S 
of 
Rats 111eal1土S.E.l) 111ean土S.E. (%)2) 

C 5 107.00土1.304 292.00土5.701 273. 10土6.722 
M 

109.20土0.860 230.00 215.8 T 5-1 
]CL-SD 

C 5 105.40土1.327 204.60土3.970 194.10土2.563
F 

105.20土1.158 170.20土6.560牢串本 161. 68土5.255キヰキ5 

C 5 115.40土0.872 286.00土12.037 246.53土10.164 
M 

115.60土1.116 242.00土 6.197中 209.25土 3.662ヰヰヰT 5 
.JCL-¥へ1istar

C 5 103.00土2.191 204.20土7.214 198.08土 3.664
F 

5 102.80土1.281 174.00土1.703** 122.27土22.743中本中T 

1) S. E. = I日壬笠
， N(N-1) 

* pく0.05 料*p<O.OOl 

2) (Final B. W./lnitial B. W.) x 100 

JCL-SD系の雄は，途中で5匹中 4匹が死亡し (2"-' 3 300 

週で1匹， 3 "-' 4週で3匹〉体重の増加も ]CL-Wistar

系雄に比べ鈍かった.雨系統の雌は，ほぽ同様の推移を

示し系統による差異はほとんどなかった.

2. 死亡数ならびに死亡時剖検所見

各群の 4週間の1.5% BHT投与による死亡数は以下

の如くであり， ]CL-SD系雄のみが， 1. 5% BHT投与

4週間以内に80%が死亡し， ]CL-Wistar系雄との開に

料 p<O.Ol

I J4.l:lIl I rn _El.. I死亡数/I死亡率
系統|性別 i用 量|開始時数| (紛

I Control 0/5 0 
雄 | 心 h 口市 .1_
I 1. 5%BHT I 4/5 80 .JCL-SD I I -'-. i.J /o υ~~ ~ I '7:/ i.J 

I ~o~:t~~l 0/5 。
雌 1.5%BHT 0/5 。
Control 0/5 。

]CL-
説主
1.5%BHT 0/5 。

VVistar・ Control 0/5 。
~tif~ 
1. 5%BHT 0/5 。

200 

〔
同
〕

叫

μ円
{
同
叫

ω〉
{

ム JCL-SD(F) 

X JCL-1I1istar (~!) 
ロJCL-lI'istar(F) 
ー一一市ーー Control 
司ー一冊目1.5 % BHT 

。
。

Weeks 

Fig. 1. Curves of Growth in the Rats Administered 

Orally with 1. 5% BHT 

明らかなる差異が認められた.また途中死亡時の音Ij検所 値の減少，平均赤血球血色素濃度 (MCHC)の増加が，

見は， J胸腔出血2例，主主丸出血1例，他の 1例は不明で 雌では白血球の増加が， ]CL-Wistar系雌では平均赤血

あった. 球血色素量 (MCH)の減少が認められた.投与4週後

3. 血液学的検査 では，両系とも雌群に変化が認められた(JCL-SD維は

血液学的検査の結果は Table2， 3に示した如くであ 生存1例であったので、差異の検討は不可能)， ]CL-SD 

るが，投与後 1週間で各群とも変化したものは，平均赤 系では赤血球の減少が， Wistar系ではヘモグロビン，

血球容積(MCV)で，いす1もも対照群に比し有意に減少 ヘマトグリット値の減少が認められ，貧血症状が認めら

した.また， ]CL-SD系雄においては，へマトクリット れた.
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料牢 pく0.001

MCHC 

34.32土0.418

35.40土O.158*

35.98土0.325

36.00土0.354

34.62土0.203

35.42土0.273

(%) 

MCH 五1CV

Hematology (after 1 week) 

Ht 

く%)

36.62土O.749 

35.94土0.330

36. 72土0.528

36.46土O.768 

与己
(..1.:1 

-
1
4
句

、」〆

38.08土0.678

35.52土1.121

Hb 

(g/dl) 

12.66土0.273

12.00土0.170

料 p<O.01

13.20土0.261

12.90土0.063

Table 2. 

J 

RBC 

(x 106/mmり

5. 73土0.054

5. 70土0.100

WBC 

5.89土O.123 

6.03土0.094

5.65土0.055

5.92土0.168

5.92土0.056

5.86土o.168 

Strain 

]CL-SD 

]CL-Wistar 

一、r 、
正ミt1) Control 
~ ℃二J
『

」、

Tt1 

斗く-
下ξこ

M
吋

1
N
-
H
C
U

可。

*'" (，!) 

¥ (克〉

20.66土O.060 I 35. 83土0.463

22. 10 36. 10 

Hematology (after 4 weeks) 

Hb 日t MCV 

|(%)  (μ3) 

(て二21 I 吋 ;5816i
ド7.00土0919i-316i-m
43.52土1.408 1 60.20土1.562 1 21. 30土0.493

l39-60  i-oml-o似
40.20土2.187 1 61. 8θ土3.277 I 22. 64土O.785 

17.3牡 0.438 I 46. 56.::f: 1附 I58.2牡 0.860 I 21. 7印 346

15. 22.::f:0. 392本 140.42土0.535牢辛料 57.50土1.030 I 21. 54土0.488

宇中本 pく0.001

MC五CMCH 

(μμg) (g/dl) 

15.28土0.414

15.10 

35. 10土0.212

35.56土0.349

38.33土0.338

36. 76土0.665

22.50土5.981

15.48土0.500

36.96土0.163

37.58土0.511

料 Pく0.01

15.27土0.067

14.84土1.016 

本 pく0.05of rats 

Table 3. 

8.00土O.131 

7.17土O.102 

RBC 

〈作何×刈刈刈川10附叫O伊附…3/m畑

7.94土0.537ア'3)川! 

9.64土0.780 1 

5.90土0.748 I 

9.20土0.672*I 

6.88土0.649 I 

7.48土0.631 I 

6.92土1.665 I 

71ω950 

3) mean土S.E.

¥VBC 

(x 106/mmり
Strain 

7.47土0.211

6.89 
]CL-SD 

6.41土0.714

6.67土0.581
]CL-¥Vistar 
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Serum Biochemical Tests (aIter 1 week) 

S D TP GLU UN  GPT GOT ALP ChE Naト K十
Strain E 
。
of 

X 
S Rat (g/l) (mg/dl) (mg/dl) (U/ml) (U/ml) (U/dl) (mg/dl) C1pH) (mEq/l) (mEq/l) 
E 

lcl511畑山 37.印土1.631 41.60土8.060 198.00土5.630

[105.60::!:11.30s*1 

148.00土 2.叩 lU土0.400

M I T3)! 5 I 4.84土0.12本3牢申 108.00土5.655
*市

125.40土14.682I 105.60土11.303〉?と 0.05土o.∞9(3)
** 牢**

45.00土0.894 68.00土3.564 200.60土7.096 138.00土 0.245 21.9土1.240
]CL-SD 

5 5.90土0.063 l却山錨|山山T 山 O叫|川土 8.089 日.∞土 5.225 関側士川悦士0川
本* *1 * 木本市 ~k 牢 *日ド

5 5.42土0.066 105.出土3.311I 52.20土1.715 日.20土3.184I 150.00土31.793 94.ω土15.966 88.80土 8.021I 0.04土0.017(3)I 1.13.00土1.225I 16.9土0.915

5 5.40土0.063 130.叩土t523 33.80土2.035
l-71  回目土 T749l…l - lmotH 

9.3土0.605
申 本木本 *牢*

58.40土3.<144I 179.80土 6.028! 87.60土 9.621本 131.80土 7.木1市51中 0.05土日.020(2)I 160.00土13.565
半

]CL- 5 5.08土0.073 88.印土2.159 49.ω土1.581 15，2土2.135

Wistar 
C 
5l5-ll…1出 間叩 48.40土 4.501

84μ1山 | 士::!:o. 0蝋0眠附附旺仰ω1白引)川1 16間U 

8.8土0.300
F ** 牢申 *牢牢 本牢

T 5 I 5.36土0.163 I 95.∞土2.<149I 45.20土1.562 53.00土3.194I 139.20土19.533 82.80土 7.038 127.印土10.142I 0.06::!: O. 000(2) I 160.00土7.H5 11.3土0.585

Table 4. 

*** p<O.OOl 料 pく0.01* pく0.05( ) No. of Rats 

3) 15% BHT 

1) mean土S.E.

2) Control 

Serum Biochemical Test (after 4 weeks) 

S D O No TP GLU UN  GPT GOV ALP Chol ChE Na+ K; 
Strain E of 

X E S Rats (g/l) (mg/dl) (mg/dl) (U/ml) (Ujml) (U/dl) (mg/dl) (.dpH) (mEq/l) (mEq/l) 

C 5 6.32土0.058 135.80土7.095 48.叩土2.846 45.80土2.200 182.00土 3.209 位.00土 3.924 67.印土2.542
M 
T 1 6.50 105.00 54.00 43.00 177.00 95.00 65.00 0.03 

]CL-SD 

C 5 6.78土0.058 123.60土5.056 55.印土4.675 ω.20土1.881 192.20土4.923 46.60土4.082 59.20土5.113 0.52土0.042
F 

100.25土1.545*(4) * ** 
T 5 6.80土0.100 49.60土2.379 48.20土7.235 189.印土4.082 55.20土6.102 89.80土6.938 0.27土0.048

C 5 6.40土0.007 105.00土7.570 42.50土2.713 41.80土1.744 176.20土4.769 48.80土4.259 79.20土2.267 0.08土0.017
M * 本木本

]CL- T 5 6.40土0.110 93.20土4.420 50.60土1.778 47.20土4.684 167.20土1.772 65.20土12.002 130.40土6.698 0.10土0.015

Wistar 
C 5 6.54土0.112 109.ω土5.320 37.00土0.447 38.40土1.435 182.20土3.080 28.40土4.844 74.60土3.059 0.52土0.114

F ヰ

46.40土2.29ri川土i捌 本宇中

1‘ 5 6.54土0.238 90.80土4.480 164.20土13.392 46.20土1.530 146.80土3.639 0.45土0.065(4)

Table 5. 

本**p<O.OOl 料 pく0.01* p<0.05 ( ) No. of Rats 

3) 1. 5% BHT 

1) rnean土S.E.

2) Control 



Table 6. Organ Weights (after 4 weeks) 

Adrenal 

mg 

mg/100g 
-1一

Testis (L) 1 Tests (R) 
ovary I uterus 

mg 

mg/100g 

Kidney 

/10∞Og3幻) I g/10∞Og L R 工mg/

1051. 8土22.59到113.150土0.35891日1123.6土30.4911067. 4土1口1.71引1670.2土45.29到!日1333.4土20.27

360.0土 8.47引14.498土0.0789叫I385.0土12.01引1365.6土 6.79到1228.4土12.27計i456.8土 9.71 

Spleen 

mg 

Liver 

g 

g/l 

Heart 

mg 

D INo. 

~ lof 
S IRats 

S
E
X
 

Strain 

Cl) 

18.00 18.00 1279.0 420.0 488.0 919.0 864.0 16. 760 841. 0 
M 

溺

5ill 

7.80 7.80 

:::;::;::ロ:::221;:::::;;j;:::::;::j:::::::;:b:::::;::l:::::l口::;:
556.0 182.0 212.0 339.0 375.0 7.280 

762.2土15.29

365.0 
T2)1 1 

]CL-SD 

蓋t
ー晶、4

均372.0土 3.43
CI5 

同
相

キ牢牢i 牢 *

626.6土14.191 11. 760土O.47691 646. 8土33.431 662. 0土17.671 432. 0土34.151 66. 25土6.115 1264. 40土47.2031 13. 00ことO.6331 13. 00土0.979
F 

品
山
田*** 

369.4土12.811 6. 912土O.13971 379. 6土11.491 389.8土 9.771256.2土27.671 38. 67土4.045 1154. 16土56.2091 7. 62土0.5671 7.94土0.919
T I 5 

問
吋
・
l
N
-
H
C吋
。

13.80土1.6551 12. 40土1.805 955凶 8.31112制土0.6例 1010日 5.911似凶2.471669日 4.3山7日1.65 11508. 2.:1: 82. 03 
4.80土1.2531 4.26土1.147 335.2土14.511 4. 552土O.37231 353. 2土 6.871348.4土 9.791233.6土 5.871496.6土16.07 1 535. 8土54.23

CI5 

11. 60土1.2891 12. 00土1.379 
キヰ牢

840.8土32.071 18. 700土O.69871 874. 8土37.491 907.2土51.631 517. 0土18.9911354. 6土37.31 11370. 0土38.45
M 

*** 
7. 724土O.22851 360. 4土 6.151374.0土18.431 213. 0土 6.511560.4土44.19 1 566.2土27.79 

T 1 5 
4. 76土1.2691 4.92土1.259 346.6土 4.99

JCL-

8.520土O.46751 776. 8土21.871 760. 6土22.991 529. 2土35.371118. 80土12.0471407.00土 O.0031 19. 40土2.891118.20土2.557740.4土31.57 
明Tistar

4.170土O.18731 380. 6土 9.251373.0土11.691 258. 9土 9.89157.68土 4.1191199.26土42.8411 9. 34土1.1631 8.80土1.009 361. 8土 6.95
CI5 

串本牢 **1 *1 ** 
629.4土21.971 12. 570土O.43371 613. 2土28.431 628. 0土14.751380.6土11.351100. 20土 7.2211233. 00土31.9031 13. 80土1.1571 11. 40土0.245

F 

T 1 5 

aJ 
ト4

本 木牢*

361. 4土12.731 7. 212土0.19331351. 4土13.751 360. 4土 7.731218.0土 4.93157.48土 3.7911133.74土17.9911 7. 86土0.6331 6.50土0.187

***p<O.OOl **pく0.01*p<0.05 3) Body weights 2) 1. 5%BHT 1) Control 
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4. 血清生化学的検査

血清生化学的検査の結果は， Table 4， 5に示した如

くであるが，投与1週間では，各群ともに変化したもの

は，尿素窒素量(増加)，コレステロ ~/V量(増加)， K+ 

(増加〉であった.また，他に ]CL-SD系雌雄， Wistar 

系雄の総蛋白最(減少)， SD系雄， Wistar系雌雄のグ

ルコ{ス量(減少)，両系の雌の GPT活性(増加)，

Wistar系の雌雄の ALP活性(増加)， SD系雌雄のNa+

量(減少〉であった.投与4週間後では，各群ともに変

化があったのは(JCL-SD系の雄は 1例のため比較不可

能〉コレステロ{ル量(増加〉で，他に両系の雌のみの

グルコ{ス量〈減少)， Wistar系雌雄の尿素窒素(増加)，

SD系雌のコリンエステラ{ゼ〈減少〉であった.

5. 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(投与4週後〉は Table6に示した如くであった，

各群とも変化を示したものは(JCL-SD系雄は l例のた

め比較不可能〉肝臓で絶対重量，体重比重量ともに増加

が認められたくSD系雄でも著明な増加が認められた).

他に両系雌においてのみ腎臓の絶対重量の減少が認めら

れ， Wistar系雌のみ牌臓の絶対重量， 体重比重量の減

少が認められた.

総括ならびに考按

実験動物の基礎的生理学的研究として， また， BHT 

の毒性試験の一環として，生産所が同一で，系統の異な

る(JCL-SD，Wistar)ラット雌雄を用いて， 1. 5%BHT 

を4週間投与しその影響を検討した.

体重の推移については各群ともに投与2日後まで減少

を示し，その後徐々に増加した Wistar系雄において

は順調と考えられるほどの増加を示したが， SD系雄は途

中で5匹中 4匹が死亡し，体重の増加も緩慢であり， SD

系と Wistar系の間には明らかな差異が認められた. Ðtil~ 

においては両系とも差異は認められなかった.

死亡率については，雄において SD系と Wistar系間

に明らかな差があり，系統の違いによる感受性が異なる

ことが認められた.

血液学，血清生化学的検査ならびに臓器重量の測定に

ついての結果を総合して考えてみると，一見p 推計学的

には差異があるものがかなりみられたが，傾向等を合せ

考察を加えると特別に両系統間に差異があるとは考えら

れなかった. しかし，投与4週後の Wistar系雌雄は血

清尿素窒素最が増加し，腎臓の重量の減少が認められ

(雌絶対重量は有意)， BHTの腎臓に対する影響は，

Wistar系の方が SD系よりも大で、あると考えられる.

文献

1) 福森信隆，水尾昭江，市川久次，小林博義，平賀

興吾:東京衛研年報， 25， 557， 1974 

2) 中川好男，福田向江，市川久次，藤井孝，中尾

JI慎子，平賀興吾:東京衛研年報， 25， 68， 1974 

3) 市川久次，小林博義，中川好男，長井二三子，厚

井麻里，池田虎雄，矢野範男，平賀興吾東京衛研

年報， 26-2， 1， 1975 
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ジブチルヒド口キシトJ(，エン (B阻T)のうット赤直球浸透庄抵抗!こ

およほす影響!こ関する研究

市川久次*，小林博義汽中尾 }I関子*

Osmotic Fragility of Red Blood Cells in the Rats Administered 

with Butylated Hydroxytoluene (BHT) 

HISATSUGU ICHIKAWAヘHIROYOSHIKOBAYASHI* and TOSHIKO NAKAO串

Effects of dietary 1.5% of butylated hydroxytoluene (BHT) for 4 weeks on osmotic fragilities 

of rat l'ed blood cells diffel'ed from strains (JCL-SD， Wistal' (male and female)') using Coil 
Planet Centl'ifuge (CPC) method wel'e examined， and the following l'esults wel'e obtained. 
1. In Wistal'-male gl'OUp， aftel' 1 vveek fall of the stal't point of hemolysis and decl'ease of 

the width of it wel'e found， aftel' 4 weeks fall of the end point of it and increase of the width of 
it were found， it ¥vas suggested that l'esistance of l'ed blood cells hemolyzed in the neighborhood 
of the start point of hemolysis to osmotic pl'essul'e vvas stl'engthened and the l'ed blood cells with 

mOl'e strongel'・ resistanceto osmotic pl'essure were pl'・oduced.

2. In t.he othel' groups (after 4 weeks 4/5 of SD-male gl'OUp treated with 1.5% of BHT was 

dead)'， no effect of BHT on osmotic fragilities of red blood cells was clear. 

著者1)らは最近新しく開発された，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膜浸透圧抵抗を

測定する CoilPlanet Centrifuge (CPC)法による赤血

球)j莫浸透圧抵抗の測定法について動物の新鮮血液につい

て検討し，毒性試験への応用ならびに実験動物の基礎的

生理値の検討を企図し，研究を行ってきたが，今回，比

較的高濃度を投与すると出血傾向が著明になることが認

められているジブチルヒドロキシトノレエン(以下BHT

と略す〉についてラットを用いて，その赤血球膜浸透圧

抵抗におよぼす影響について検討し，若干の知見を得た

ので報告する.

実験材料ならびに実験方法

1. 使用動物:日本グレア生産の ]CL-SDならびに

]CL-Wistar系ラット雌雄を用いた.生後4週令にて購

入し，一週間予備飼育後，体重増加，一般状態に異状の

ないものを実験に供した.実験開始時(平均体重， ]CL-

SD系雄 108g，雌105g;]CL-Wistar系雄115g，雌103

g)に各群5匹ずつケージに入れ，水道水は自由に摂取

させ，担度 25土l'C，湿度 55土5%に調整された室内に

て飼育した.

2. 投与方法ならびに投与期間:試料 (BHT)を1.5

%の割合で日本クレア製粉末飼料 (CE-2)に混合し，国

型飼料とし，対照、群には日本クレア製粉末飼料 (CE-2)

を国製飼料としたものを自由に摂取させた.投与期間

は，投与後1週間， 4週間に分けた.

3. 赤血球)j莫浸透庄抵抗の測定方法:連続濃度勾配食

Fig. 1. Pattern of Hemolysis 

H. S. P-Start point Hemolysis (瓦芯〉

H. M. P-Maximum point of Hemolysis (B万〉
H. E. P-End point of Hemolosis何百
H. W.-Width of Hemolysis (A C) 

a/b-Shape of Hemolysis 

*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 Labol'atory of Public Health 

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



54 Ann. Reρ. Tol?yo Metr. Res. Lαb. P.H.， 27-2， 1976 

Table 1. Osmotic Fragility of Erythrocytes in the Rats Administered with 1. 5% BHT for 1 week 

D O S No. 
Strain E of HSPl) HMpl) HEPl) HWI) ajb 

X E S Rats 

:2)1 5 100.80土3.007{) 90.00土2.915 76.40土1.720 24.40土1.720 0.85土0.084
M 

101. 60土1.208 75.60土1.122 28.00土1.844 O. 98土0.0365 87.80土O.970 
]CL-SD 

C 5 107.40土0.678 94.60土0.927 80.00土0.447 27.80土0.860 0.90土0.058
F 

108.40土0.678T 5 92.40土0.510 78.20土0.374* 30.20土0.860 1. 09土0.048*

C 5 113.00土0.949 96.40土1.327 81. 20土1.356 31. 80土0.860 1. 01土O.101 
M 

108.20土O. }牢* 94.00土1.225 29.20土0.374* 1. 10土0.072]CL- T 5 79.00土0.837

Wistar 
C 5 82.20土1.068 30.00土2.608 1. 21土0.174

F 
109.40土1.503 1 94. 20土1.908 78.40士0.927牢 31. 00土1.140 1. 14士O.129 T 5 

1) mOsM 2) Control 3) 1. 5% BHT 4) mean土S.E.

* pく0.05 料 pく0.01

Table 2. Osmotic Fragility of Erythrocytes in the Rats Administered with 1. 5% BHT for 4 'y¥，町ks

S O D No. 
Strain E of HSPl) HMPl) HEpl) HWl) ajb 

X 
S Rats 
E 

M |[ 寸ll「「円円川1叩m山山0凹似09.20叩2却叩…0牡M叩……土扮叫山2引叩1η77"I 田 8剖船…0牡土 0.67土O.108 

T3)1 1 1 110.0 96. 0 75.0 35.0 0.61 
]CL-SD 

C51-1田:1田… 0.67土O.141 

I F I T I 5 ¥112. 00:1: 1. 378 I 97. 00土1附 76.40土0.927 1 35.60:1:0附 0.68土0.039

1ci5l-oml%80士1日 … o曲J…捌 l 0.68土0.097
]CL- M 1 T 1 4 1109. 50土1.190 I 94.00土1.683 71. 00土1.000**1 38. 50土1.658* 0.59土0.077

Wistar 
|C1511…醐 lM土1山 1M土1叩|却 20土1捌 i 1. 97土0.353
F I T I 5 I 122. 20土1.881中 94.60土O.927* I 78. 20土O.860 i 44. 00土1.225 1. 79土0.317

1) mOsM 2) Control 3) 1. 5% BHT 4) mean土S.E.

* pく0.05 料 pく0.01

塩液〈低張側 30mOsM，高張側 170mOsM)の作製，ラ 付近の赤血球の浸透圧抵抗が強くなることが認められ

γ トからの採血，血液のコイルへの注入，溶血浸透庄の た.雌では，溶血終了値 (HEP)のみが低下していた

読み取り方法 (Fig.1)等については市111ら1)の方法に (pく0.05). また，投与4週後においては SD系雄にお

準じて行った. いては，投与群の 5匹中4匹が途中で死亡し， 1例のみ

実験結果 の測定で，対照群との差異を検討することはできなかっ

生産所は同じであるが，系統(JCL-SD，Wistar)の たが，雌では溶血相 (HW) のみが増加していた (pく

異なるラットを用いて， 1. 5% BHTを投与し，その赤 0.05). Wistar系の雄においては，溶血終了値 (HEP)

血球膜浸透庄抵抗におよぽす影響を検討したところ， の低下 (pく0.01)ならびに溶血l隔 (HW)の増加 (pく

Table 1， 2に示した如くである. 推計学的に対照との 0.05)が認められ，浸透圧抵抗の強い赤血球が出現して

間に変化が認められたのは，投与1週後においては， S いた.雌では，溶血開始値 (HSP)の上井ならびに溶血

D系雌の溶血終了値 (HEP)の低下ならびに溶血の形状 最大値 (HMP)上丹が認められた.各群に共通なる変化

を示す ajbの増大であった (pくO.05). Wistar系雄に は認められなかったが， Wistar系雄の投与群において，

おいては溶血開始値 (HSP) の低下ならびに溶血 l陥 赤血球浸透圧抵抗が強力になる結果を得た.

(HW)の減少が認められ (pく0.05)，溶血開始値(HSP)
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考察

CPC (Coil Planet Centrifllge)法を用いて，ラット

にBHTを投与しその赤血球JI莫浸透圧抵抗におよぼす

影響について検討したところ， Table 1， 2に示した如

く，各群に共通に変化したものは認められなかったが，

とくに明記すべきものは， ¥Vistar系雄において， 投与

1週後では，溶血開始{直 (HSP)の低下ならびに溶血11国

(HW)の減少が認められ，溶血開始値 (HSP)付近の

浸透庄抵抗をもっ比較的弱いものが強くなることが認め

られた.また，投与後 4j!IiIでは，溶血終了{i宣(HEP)の

低下ならびに溶血11属 (HW)の増加が認められた.これ

は，浸透圧抵抗の強い赤血球の新たな出現によると考え

れば説明がで、きる. しかし溶血の形状に変化がなかっ

たとし寸結果についての解釈は，今後の問題として検討

を要する.また，全体として投与群は浸透圧抵抗が強く

なる傾向があるが，投与4週後の両系の雌においては逆

の傾向を示した.このことのもつ意義については，今後

の検討に土り明らかにできるかもしれない.

理論的に，搭1mパターンのみについての変化を考えれ

ば，溶血開始f@(HSP)あるいは溶血終了値 (HEP)の

みの変化は，溶lIwl同 (HW)の変化を引き出し，溶血最

大値(HMP)のみの変化は溶血の形状 (a/b)の変化を引

き起し，溶血開始値 (HSP)，溶liTl終了官官 (HEP)が変

化し， 1容I(JlII回 (HW)に変化がない場合は溶血の平行移

動ということが考えられる.今回の著者らによって得ら

れた結果のうち，前述の Wistar系雄の投与群に認めら

れた変化以外の群の変化については，動物の個体差が実

験結果(推計学的処理〉に反映したものか，赤血球の浸

透圧抵抗(溶血抵抗〉の生理的本質に起因するのかにつ

いては不明であるが，この点は今後の研究課題として検

討すべき問題点であると考えられる.

結論

CPC (Coil Planet Centrifllge) 法を用いて，系統

(JCL-SD， Wistar)の異なる雌雄のラットに， BHT 1. 5 

%を含む飼料を4週間にわたって摂取させ， 投与後1，

4週に，赤血球浸透圧抵抗を検討したところ，次の結果

を得た.

1. Wistar系雄の投与 1週後において， 溶血開始値

の低下ならびに溶血11痛の減少が認められ，溶血開始値付

近の浸透圧抵抗をもっ赤血球の浸透圧抵抗が強くなっ

た.また，投与4週後においては，溶血終了値の低下な

らびに溶血11屈の増加が認められ，強い浸透圧抵抗をもっ

赤血球の新たな出現を示唆した.

2. 他の群(投与4週後の SD系雄は 4/5が死亡〉

においては， BHTのラット赤血球浸透圧抵抗におよぼ

す影響については明らかでなかった.

文献

1) 市川久次，小林博義，中間|原子:東京衛研年報，

26-2， 203， 1975 



東京衛研年報 Ann. Rφ. To!?yo Metr. Res. Lab. P.H.， 27-2， 56--62， 1976 

ク口ム鉱j宰水抽出物の経皮および経消化管吸収

長井二三子汽金西信次へ原しげ子*，樺島順一郎本

中尾 )1原子*，平賀輿吾*

Absorption of Water Extract of Chromium Ore 

Dross from Skin and Gastrointestinal Tract 

FUMIKO NAGAI*， NOBUZI KANANISHI'司ヘi

JUNICHIRO KABASHIM旺1:A*ヘ， TOSI日王IKONAK王AOネ and K王OGOHIRAGA'!ド= 

緒

最近クロム鉱持埋め立てによる 6価クロム汚染が大き

な問題になっているしの.

クロムは地殻中に 80，......，200ppm存在し，重金属では

鉄，マンガンについで多いわ. 人体にとっても不可欠な

元素3，4)であり， ある種のクロム化合物がインシュリン

の作用を強める働きをするとされているわ.

多量のクロムに接したときの健康障害は多く報告され

ており，一般に存在する 2価， 3価， 6価のクロムのう

ち6価が吸収されやすく， しかも毒性が強いとされてい

る3，4，の.被害としては1800年代からクロム取り扱い作業

従事者に皮膚粘膜障害，鼻中隔穿孔などが認められ，

1935年ドイツ， 1945年アメリカ， 1956年イギリスにおい

て肺ガγの発生も認められた1) しかし微量のクロム接

触による慢性的な人体への影響に関する文献をみいだす

ことは困難である.

著者らはクロム鉱、停の人体への影響に関する調査研究

の一部を分担し，鉱i倖水抽出物中の 6価クロムの吸収を

マウスを用いて検討した.すなわちクロムの放射性同位

元素である 51Crを指標とし，微量のクロム鉱倖水抽出

物の経皮および経消化管吸収率，臓器分布，排世につい

て標準品のクロム酸カリウムのそれと比較検討した.

実験材料ならびに方法

実験材料

クロム鉱倖水抽出物:江東区大島9了目都営地下鉄工

事現場より採取した鉱停を砂粒大まで粉砕し，粉砕した

鉱浮 100gに対して水 100gを加え 1，......，2時間接とうし

た.24時間後に吸引ろ過をし，ろ液をクロム鉱j宰水抽出

物とした.本実験に用いた抽出物は水質研究科より分与

されたものであり， 6価クロム濃度 590ppm，pH 12. 5 

であった.

クロム酸カリウム (KZCr04):和光純薬試薬特級

クロム酸ナトリウム (N匂51Crむ4)注射液:第一ラジ

オアイソトープ研究所

ICR.JCLマウス:4週令のものをJI梓入し，実験に

供するまで約一週間，室温 25土l"C，湿度 55土5%，照

明1日8時間の部屋で一つのケージに10]2fずつ収容し，

CE-2の飼料ならびに水道水を自由摂取させて飼育した.

実験方法

経皮吸収:分与された抽出物を 6価クロム濃度にして

354ppm， 70. 8ppm， 7. 08ppmに再蒸留水で薄め，それ

ぞれの液に Naz51Cr04を悶量す守つ加えた.KZCr04液も

抽出物と同様に NaZCr04を合んだ抽出物と同濃度のも

のを作った.

あらかじめマウスを固定し，消毒用アルコールで清拭

した耳に上記の液を 10μfしみこませた直径 6mmの東

洋ろ紙 No.2を密着させ伴創菅でとめた. 貼付したろ

紙には 51Crを 140，000cpm前後(バイオガンマによる

測定値〉含むよう調整した. 一定時間ののち， 耳を切

り落として貼付した 51Crを除去したあと，断頭屠殺し，

血液，肝，腎，牌，脳を取り出し重量を測定した.吸収

率は貼付した 51Crを含むマウス全体の放射能と，取り

出した血液，肝，腎，牌，脳および、その残屍体を合わせ

たもの(未吸収クロムを除去したもの〉の放射能をそれ

ぞれパッカード@アニマルカウンターを用いて測定し，

その割合から求めた.臓器分布は取り出した臓器の51Cr

*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 Lal】oratol'yof Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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図1. 経皮吸収:貼付時間を変えた時のクロムの吸収率， ω抽出物， (B)標準品九Cr04
51Crを含む鉱浮抽出物または標準品の KZCr04を時間を変えて貼付し， それぞれの吸i長率を下式によ

り求めた.

吸収率=H附竺:r・ケ未堅堅竺C_EX 100，貼付クロム濃度は 7.08ppm，たて軸は吸収率(仇横軸は時間
貼付51Cr本

(分〉を表わす. 1つのカラムは 1匹の{直である.
*貼付51Crは未吸収51Crと吸収された 51Crの和で示した.

を個々にベックマン@バイオガンマ(ウエルタイプのシ

ンチレーションカウンター〉で測定し，示した.尿およ

び党中排避した 51Crはマウスを一匹ずつステンレス製

カコ、、に入れ，ろ紙を敷いたノミット上におき，水および飼

料を与えながら飼育し，一定時間内に排世した尿および

糞を集め，アニマルカウンタ{で測定した.

経消化管吸収:皮!首吸収の実験に用いた 7.08ppmの

濃度の抽出物およびK2Cr04液0.3mlを一夜絶食させた

マウスにゾンデで投与した.投与液0.3ml中に 140，000

cpm前後の 51Cl・を含むように調整した(バイオガシマ

による測定値).投与後直ちに飼料および水を自由摂

取させて一定時間経過したのち，エ{テノレ麻酔下関胸開

腹し，心臓穿刺により採血後，注意深く臓器および食道

を含む消化管を取りはずし，経皮吸収実験と同様に臓器

重量，吸収率，臓器分布，担1:世を調べた.また投与後1

日以上経過して測定する動物については尿と糞を分離

し各々 51Crをアニマルカウンタ{で測定した.吸収

率は，投与量に対する消化管を除いた残屍体の 51Cr最

の割合で求める方法と投与量に対する尿中に排世された

51Cr量の割合で求める方法で示した.本実験では投与後

5時間までの吸収率は前者，一日以上経過したものにつ

いては後者の方法で示した.

結果

経皮吸収率

1) 吸収率 図1に示したような経皮吸収は比較的早

く，抽出物は貼付後20------30分で、フ。ラト}に達し，吸収率は

20"--'30%であった.標準品の KZCr04は貼付後20分で

15"--'20%程度であった.抽出物の方が標準品に比べてや

や高い吸収率を示した.なお抽出物，標準品ともに貼付

クロム濃度を変化させて殴収率の測定を試みたが，濃度

による吸収率の差はみいだせなかった.

2) 臓器分布貼付時間と臓器中のクロム最は，図 2

に示したように，まず血液で上井し，ついで肝，腎で上

昇する傾向にあった.また吸収されたそれぞれの臓器中

のクロムは時間により増減し，図 3に示したように回有

の波形を示すことが観察された.この傾向は血液で最も

顕著であった.

3) 排計lt 経皮吸収されたクロムは表 1に示したよう

に1-----5時間では徐々に減少する傾向があった.クロム

は血流によって移動し腎から排世されるものと考えられ

た(図3).表には示さなかったが，吸収されたグロムの

約75%は24時間以内に排世された.抽出物と標準品の排

世の差はみいだせなかった.
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図2. 経皮吸収:貼付時間と臓器分布
貼付クロム濃度は 7.08ppmである.たて軸は臓器グラム当りの 51Crのcpm，横車rhは1時間(分〉を示した.

黒印は抽出物，白ヌキは標準品 K2Cr04で、ある.マウス 3匹の平均値で示した.

表1. 経皮吸収クロムの体内残存率

51Crを含むクロム鉱倖抽出物または標準品の

K2Cr04を各々耳に一時間付若させたあと，ヰを切
り落として未吸収のクロムを除去した.未吸収クロ

ム除去後， 1， 2， 3， 5時間後に断頭屠殺し，経時的

に体内残存クロムを測定し，貼付した量に対する割

合を示した.貼付したクロム濃度は抽出物，標準品

ともに7.08ppmである.貼付方法は「実験方法Jに

示した.

未吸収クロム 残存率(%)

除去後の時間 鉱津抽出物 標準品 (K2Cr04)

1 (時間〉 33.0土 5.0

2 28.9土 2.6 27.6土1.4

3 24. 7土 2.7 18.2土 7.4

5 13.8土16.7 26.4土11.9 

マウス 3匹の平均値土標準偏差

表 2. 経消化管吸収率

吸収率は下式により計算した.投与クロム濃度

は，抽出物，標準品ともに. 7.08ppm. 

吸収率=但空よ1出i七管を除去したときの測定値企型2
個体の測定値(cpm)

x 100 

投与後経過11寺間
(時間〉

吸収率(%)

鉱討さ抽出物 標準品 (K2Cr04)

3 

5 

2. 1土1.3

2. 6土1.2

3. 3土1.0

3.4土1.4

3.3土1.6

2.5土0.6

マウス 3匹の平均値土標準偏差
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図3. 経皮吸収されたクロム臓器分布

表 1に示した方法で、未吸収グロムを除去後，吸収されたクロムの臓器中の変動を調べた.M付・クロム
濃度は 7.08ppm である.たて軸は臓器グラム重量あたりの51Cr(cpm) ，在'I~jlîdlは未吸収クロム除去後の時

間(時間〉を示す.黒印は抽出物，白ヌキは標準品 KZCrO.1である.抽出物貼付群の血液は他の臓器の10

分の lのスケ{ルで、表わした.マウス三匹の平均値で示した.

経消化管吸収

1) 吸収率経皮吸収に比べて比較的遅い l反収を示

し， 1 ~ 51時間の観察では消化管をはずした残りの体内

への吸収は常に投与した最の 3%程度であった(表2).

しかし24日寺間後尿中への排世量から求めた吸収率は抽出

物21.5%，標準品30.1%になった(表 3).投与後一週間

経過時まで、に尿中に排11ll:されたクロムは投与量に対して

抽出物 22.5%，標準品 31.6%であった.抽出物中の 6

何クロムは標準l自に比べて吸収されにくいという結果で

ある.

2) 臓器分布経皮吸収においてもまず血液中のクロ

ムが上井したのと対照的に消化管吸収では，図 4に示し

た如く，投与5分後，他の臓器でまだ 51Crが測定でき

ないとき，すでに肝I=!=lにかなり存在していた.その後も

肝中のレベルは他のJM~*号より高かった. )]干中クロムレベ

ルの土井のしかたにllh出物と標準品で差があり， J:liJ出物

の方が標準l拍よりおくれて上井した.また!臓器中のクロ

表 3. 経消化管吸収(投与置に対する尿中排1111:最〉

投与クロム濃度は抽出物，標準品ともに7.08ppm.

投与後 尿中i~F11U:量の投与量に対する割合(吸収率，タ~)

日数
鉱 i宰抽出物 i票準，Wl(K2Cr04) 

1日 21.5土12.7 (24) 30. 1土15.8 (24) 

2 O. 7土 0.4(24) 1.1土 0.5(24) 

3 0.2土 O.1 (21) 0.2土 O.1 (21) 

5 O. 1土 0.1(18) O. 1土 0.1(18) 

7 0.03土 (15) 0.1土 0.1(15) 

合計 22.5 31. 6 

平均値土標準偏差， ( )は動物数

ムは11寺間によって増減したが，経皮吸収のように臓器開

で、その増減の波形がずれるようなことはなかった.脳に

はほとんど吸収されなかった.

3) 排世 投与後9日までは尿と糞を分離してそれぞ
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図4. 消化管より吸収されたクロムの臓器分布の経

11寺変化

経口投与後，経11寺的に各!臓器のクロムを測定

し，マウス 3匹の平均簡で示した.たて¥1草!は臓

器あたりの 51Cr(cpm)，横車111は時聞を表わす.

県印はlllll:l:¥物， (1ヌキは標準，fllK2C1・04 を示す.
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関6. 消化管股収:クロムの尿中および糞中への排

1111:， (N尿中， (B)党中の 51Cr

マウス 3匹を 11r'pとし投与後1日目は各々 9
1咋の平均値，その後 1~Ffずつ殺して 9 日目は 4
1t下の平均値である.たてilIlhは 51CrJit，横1¥ilhは
投与後の日数を表わす.

構 クロム鋭;'i判Jtl出物， 0 標準1~11 K2Cr04 

。
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o BLOOD.ム LIVER." KI即日白肌EEN.すBRAIN
• . A . '"顕'安

i玄15. 消化管吸収されたクロムの臓器分布の経時変
イヒ

l立14のグラフを!臓器グラム重量あたりの 51Cr
のcpmで示した.横軸は経口投与後の時間(時

間)を示す.黒印は抽出物，白ヌキは標準 1111

K2Cr04である.マウス 3T&の平均値で示した.
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図7. 消化管吸収:排世物中のクロム(尿および糞
仁ドに排11止された 51Crの不11)

マウス 3匹を 1;fi'(:とし，投与後1日目は各々

9 ~行:の平均値，その後 1 群ずつ殺して最終日は
2群の平均値である.たてmlhは 51Cr(cpm)横
ililhは投与後のFl数，
@ クロム鉱伴illlt-Jj物， 。標準品 K2Cro.l
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れの 51Crを測定した(図6).以後は尿と糞を合わせた 度が他の臓器より高くなるようなことはなかった.以上

まま数日分をまとめて測定した(図7).投与クロム のことから消化管より吸収されたクロムは門脈を通つて

の大部分は24時間以内に尿および糞中に排世された.吸 肝に達しその後，血流によって全身に分散するものと

収されたクロムは24時間以内に95%以上尿中に排世され 考えられた.経皮股収されたクロムの臓器分布は個々の

た.排世速度は尿，糞ともに投与後3日と 7日に折れ曲 !臓器開で、時間的にずれた波形を示したが，消化管吸収の

がり点を示した.抽出物の吸収率は標準品に比べてやや 場合はそのような傾向は見られなかった.経皮吸収で

低かったが，排世速度においては両者の違いをみいだす は，一定時間中に吸収されたクロムの臓器ミ分布を調べた

ことは出来なかった. のに対して，消化管吸収は，投与したクロムが長時間に

の臓器重量投与後4，5日間は肝，腎，牌重量に わたって消化管内に存在し持続的に吸収される.吸収

おいて抽出物投与群が標準品 K2Cr04投与群に比べて較 されたクロムについては経皮吸収と同じ挙動を示すもの

かった.飼料が入った状態で、測定した消化管の重量も!蹴 と考えられるが，見かけ上は，臓器分布の時間的ずれは

器と同様に抽出物投与群が標準品より軽かった.いずれ なかった.

の場合も， 4， 5日経過時からは，差がみられなくなっ 経口投与後10日間の臓器重量を比較するとJJ干，腎， Jj中

た. し、ずれも:hIJ出物投与群が標準1171投与群よりil怪い.これに

考 察

クロム鉱倖水抽出物の経皮吸収は短時間でおこり，日11i

付後20----...，30分でそのプラト{に達した.吸収率は20分の

時点で平均25%前後である.実験方法上51Crが完全に皮

膚表面に付着したとは考えにくいので，実際に付着した

クロムに対する吸収率はもっと高くなると考えられる.

消化管吸収は表2に示した計算方法で吸収率を求める

と， 3~4%となり，経皮吸収の場合よりかなり低い.

しかし尿中に1m世された量から吸収率を求めると抽出物
が22.5%，標準品 K2Cr04が31.6%になる.消化管吸収

の場合には吸収速度は経皮の場合より遅く，排世速度と

のバランスが保たれた状態で、あると考えれば，体内に存

在する量は時間的増減が少なく，ピークを示さないこと

は説明できる.

抽出物と標準品の!反収率を比11泣すると，経皮の場合は

抽出物が高く，経消化管で、は逆に標準品が高い.この相

違はクロム鉱伴flfl出物に混在する 6{i日iクロム以外のもの

の影響だと想像されるが，結論を出すためにはflIi出物の

くわしい分析結果を得る必要がある.

経皮吸収され血中に入ったクロムは時間によって増

減し波形を描いた.臓器中でも血液ほど著明ではないが

波形を示す.吸収されたクロムは血流によって肝や腎に

取り込まれ，最終的にはi青から排11止されると考えられ

た.lj写では再吸収されるクロムもあるとし、う報告7)から

考えると， 1Ul中クロムの増減は円:吸収によるものとも考

えられる.生体のリズムとの関連性が示唆され，興味深

し、

消化管より吸収されたクロムは他の臓器よりも早く，

しかも多量に肝に集まる.臓器に存在するクロムをj臓器

グラムiTI::吐当りで比較した結果ではJJlと腎は，ほぽ|可註

のクロムを含んでいたが，経皮の場合のように，血中誕生

ついてはさらにくわしく検討する予定である.また飼料

が入った状態で測定した消化管の重量も抽出物投与群が

i怪くなっていた.鉱1W7Jく抽出物にはクロムの他にも多く

の物質が含まれると考えられ，それらの物質の作用が両

者の吸収率，臓器重量，食日Jf.摂取などにおいて違いを生

んだ原問であろうと忠われる. くわしい分析結果を待っ

てさらに討論したい.

経皮吸収されたクロムは24時間以内に75%以j二排出;さ

れた. しかしこの事についてはくわしく調べなかったの

で今後検討してみたい.

消化管より吸収されたクロムは24時間以内に95%以上

尿中に排11止された.その後クロムは 3日と 7日に折れま

がり点をもっ1~1:1世速度を示した.吸収されたクロムに

は，まったく変化を受けることなく排11止されるもの，生

体の代謝にかかわるもの，タンパクに結合するものなど

が考えられへ それぞれのものにターンオーバーの違い

があるのは当然で、あろうと思われる.排rUl:に関しては抽

出物と標準品九CrO'1との迷いをみいだすことができな

かった.

要約

ここに述べたグロムの放射性同位元素(51Cr) を指標

にした低濃度のクロム鉱倖水抽出物の吸収および排世に

関する実験から次のようなことが要約される.。皮膚に貼付したクロムは短時間のうちに吸収され
20----...，30分でそのプラト{に達しその時点での吸収率は，

クロム鉱浮水抽出物で呪11i付量の20----...，30%，標準!日I

K2Cr04で;15----...，20%で、あった.

2) 消化管l虫収は比較的避し投与後 51時間以内では

常に 3%程度存在し， 1，)1:1111:と一定の比率が保たれてい

た.尿'1-'に1:JI神!ーされたiまから吸収率を求めると :1111I日物

22.5%， 標準品 31.6%であった. 吸収されたクロムの
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95%以上は24時間以内に排池された.

3) クロム鉱i宰水抽出物の吸収は標準品 IもCr04の吸

収とはかなりの違いがあり，純粋に 6価クロムとして問

題にすると同時に，混在する物質についても検討を要す

る.

4) 皮膚吸収の結果が示すように排11!!:は一定のリズム

を持っている.
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ジブチ)(..ヒド口キシト)(..工ン (BHT)投与時にラット尿中に出現する桃色物質

神谷信行汽市川久次牢，中尾 JI国子六平賀興吾本

Pink Coloured Substance in Urine Excreted by Rat Fed with BHT 

NOBUYUKI KAlVIIYAヘHISATSUGUICHIKA¥VAヘ
TOSHIKO NAKAO* and KOGO HIRAGA':' 

緒 一一一日

ジブチルヒドロキシトルエン (BHT)は油1I旨等の酸化

防止剤， ゴム，プラスチック製品等の安定剤として広く

使用されている.先に平賀1)ら，市)112)らはラットを用

いた BHTの毒性試験において， BHTを投与したラッ

トの尿が餌コボシ測定用ろ紙を桃色に染める事実を認め

報告した.今回，著者らはこの桃色物質の検索を試みる

とともに， BHTをラットに投与した時の主な尿中代謝

物質の分離を試み，若干の知見を得たので報告する.

実験材料

動物 :SLC一、Nistar系 (SPF)ラットの雄を 4週令で
購入し 1週間一般飼料 CE-2(日本グレア〉で予備飼

育後， 順調な発育を示したものを使用した. 飼育環境

は， 室温 25土10，湿度 55土 5%に調整された飼育室

で 1匹ずつアルミ製代謝ケージ (1司崎産業〉に収容飼

育した.尿は毎日午前中に採取した.

試料 :BHTは東京化成工業製 (Lot.No. AMO 3) 

を用い，濃度が1.5%になるように粉末飼料 CE-2に混

合して投与しコントロ{ル群には CE-2を自由に摂取

させた.なお飲料水は水道水を自由に摂取させた.

実験方法

試薬:3， 5-Di -tert -bu tyl-4 -hydroxybenzaldehyde 

(BHT-ald)は Coppinger3)らの方法にしたがって合成

し， 3， 5-Di-tert-butyl-4-hyclroxybenzoic acicl (BHT-

acd)は Yohe4)らの方法にしたがって合成した. また

3， 5， 3'， 5'-Tetra-tert-butylstilbene-4， 4'-quinone (B 

HT-qui)は Cook5)らの方法にしたがって合成した.3， 

5-Di-tert-butyl-4-hyclroxybenzylalcohol (BHT -alc) : 

Alclrich Chemical Co.エチルエーテル:残留農薬試験

用〈和光純薬).その他の試薬は試薬特級を使用した.

抽出操作:採取した尿はろ過したのち， 5N硫酸で

pH 2.0に調整し，エチルエーテノレ 150mlで3日間振と

う，静置をくり返して抽出した(四分 A). エーテノレ)習

は減圧下で留去したのも，残留物はメタノール 1m!，お

よびエチルエーテノレ 10m!を順次加えて溶解しさらに

石油エーテル 100m!を注いでかるく振りまぜ， 1時間静

置したのちろ過した.ろ液は飽和炭酸水素ナトリウム溶

液20m!，4%炭酸ナトリウム溶液 10m!，10%水酸化カ

リウム溶液10m!を用い，順次それぞれ3回ずつ抽出し，

各抽出回分は5N硫酸で酸性にしたのち，エチノレエ{テ

ノt..-20m!ずつで、それぞれ3回抽出した(画分B，C， D). 

薄層クロマトゲラフィー (TLC):シリカゲノレプレー

ト(厚さ0.25I11m，シリカゲ、ノレ60)を用いた.岡分Aはグ

ロロホルムおよびクロロホルム@アセトン混液(1: 1) 

で展開した.

回分 B，CおよびDと BHT-alc， BHT -alcl， BHT-

acd，および BHT-quiについては石油エ{テルおよび

石油エーテノレ@エチルエーテル混液(1: 1)で展開した.

プレートは風乾したのちヨ{ド蒸気に曝露し，かっ色の

スポ y トの有無を確認した.

分取薄麗ク口マトゲラフィー(PLC):シリカゲルプレ

ート(厚さ 2111m)を用いた.画分Aをノミンド状にスポ

ットしたのち，石油エーテル，クロロホルム， クロロホ

ノレム@アセトソ混液(1: 1)のJI買に多重展開しF 薄層ク

ロマトグラム上の桃色のパシドをかき取りエタノ{ルで

抽出したのち，ガラスろ過器 (G3)でろ過した(個分

E). 

ガスク口マトゲラフィー(GLC):画分 A，E および

BHT-quiについて次の条件で行った.装置:島津GC-

4BMPF (水素炎イオン化検出器).カラム:1. 5% SE-

*東京都立衛生研究所毒性音1) 160 東京都新宿区百人町 3-24-1

* Tokyo lVIetl'opolitan Reseal'ch Labol'atol'Y of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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30 on Chromosorb G(A W-DMCS)，ガラスカラム3mm 開溶媒は石油エーテル@エチノレエーテル混液 (1: 1)が

x2m. 混度カラム 2300，検出器 2700 • キャリア{ガ 良好な結果をあたえた. (Table 1， Fig. 1). 

ス:N2， 40ml/min. 。.7 実験結果

コントロール群のラットから採取した尿について Ch-

art 1のとおり抽出を行ったところ，画分Aは淡黄色，回

分B，C，D は無色であった.同様に BHT投与群では

回分Aは赤かっ色を，回分B，CおよびDは黄色を示し

た.
。

0.5 
Urine 

Et20 Ext. (A) 

|叫Et20， MeOH 
Petroleum ether 
Filt. 

0 

0 
Petroleum ether soll1. 
[e xtd 叩川山…t山h川いhsい川s叩則a川tぱd附…C∞O

Petroleu川l汀1mether soll1. 
extd. with 4% Na2C03 

ι
E
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O
A
 
DS 

Cコ
NaHCOa ext. 
15NH2S04 

Et20 ext. (B) 

C S C S 
Petroleum ether soln. 
extd. with 10% KOH 

ext. 

15NH2S04 

Et20 ext. (C) 

I II 

Thin-Layer Chromatogram of Fraction A Fig. 1. 

C : control S : sample 

Deveroper : 1 chloroform， 
日chloroform-acetone (1 : 1) 

KOH ext. 

1
5NH2叫

Et20 ext. (D) 

Chart 1. Separation of BHT metabolites 

Petroleum ether 

A， B， CおよびDの各間分の TLCプレ{ト上には桃

色のスポットは認められなかったが，多量の画分Aを処

理して PLCを行ったところ，桃色のノミンド状スポット

が確認できた.

TLCにより問分Bからは BHT-acdが，間分Cから

Table 1. Rf values of BHT metabolites 

on TLC plate 

Compound Petroleul11 ether Petroleum ether.Ether は BHT-alcが，回分Dからは BHT-alcとBHT-ald

がそれぞれ確認されたが，いす守れの間分からも BHT-

quiは確認されなかった. (Fig. 2). また国分Aからも

BHT-quiとRetentionTime (R. T.)が一致する GLC

のピ{グは見られなかった (Fig. 3). また PLCで得

られた画分Eの桃色物質については Fig.4に示すガス

画分Aの TLCには展開熔媒はクロロホノレム@アセト クロマトグラムが得られたが，ピ{グはBHT-quiのそ

γ混液(1: 1)が，また回分B，CおよびDの場合の展 れとは一致しなかった.

BHT-alc 0.14 0.25 

BHT-ald 0.29 0.42 

BHT-acd 0.01 O. 16 

BHT-qui 0.52 0.92 
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C : control S : sample 
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BHT旬 qui

Fig. 3. Gas Chromatogram of Fraction A ancl BHT -qui 



66 AnJl. Reρ Tol?yo Metr. Res. Lab. P.H.， 27-2， 1976 

総 3苦
ラットにおける BHTの代謝物質として， クソレクロン

酸抱合体や， BHT -alc， BHT -ald， BHT -acdのほかに

1， 2-Bis一(3，5-di-tert-butyl-4-hyclroxyphenyl) ethane 

(BHT -ethane)が報告6)されている.この BHT-ethane

に紫外線を照射することによって，赤かっ色の BHT-

quiが生成するとの報告7)がある BHT摂取ラット尿は

ろ紙上で一定時開放置後はじめて桃色に発色することか

ら，この桃色物質は， BHT -ethaneが空気あるいは光

によって酸化された BHT-quiではないかと推定し分離

を試みた. しかし，今回の結果からは，画分 A，B， C， 

DおよびEのとaのnm分からも BHT-quiと一致する

TLCのスポットおよび GLCのピークは認められなか

った.今後は桃色物質の色調などから側鎖の変化した 2

量体や semiquinone体等の可能性も考えられるのでガ

スクロマトグラフ質量分析計等を用いて構造の検討を加

えるつもりである.

文 献

1) 平賀興苦，林田定、信，市川久次，米山允子，藤井

孝，池田虎雄，矢野範男:東京衛研年報， 22， 231， 

1971 

2) 市川久次，小林博義，中川好男，長井ニ三子，厚

井麻里，池田虎雄，矢野範男，平賀興吾:東京衛研

年報， 26-2， 1， 1975 

3) Coppinger， G. M. and ]. W. Campbel : J. Am. 

Chem. Soc.， 75， 734，1953 

4) Yohe， G. R.， ]. E. Dunbar， R. L. Peclrotti， F. 

M. Scheidt， F. G. H. Lee， and E. C. Smith : J. 

Org. Chem.， 21， 1289， 1956 

5) Cook. C. D.， N. G. Nash， ancl H. R. Flanagan : 

]. Am. Chem. Soc.， 77， 1783， 1955 

6) Holder， G. M.， A.]. Ryan， T. R. Watson， and 

L. I. Wiebe : J. Phann. Pharmac.， 22， 832， 1970 

7) 原納靖子，星野乙松，浮田忠之進:衛生化学，

13， 197， 1967 



東京衛研年報 Ann. Reρ. To!?yo Metr. Res. Lab. P.H.， 27-2， 67-76， 1976 

ジブチJL，ヒドロキシトルエン (BHT)のフェノパルピターJl-，イソエ3チン酸

ヒドうジド前処理うヴトにおける肝臓におよ{ます影響

福森信隆牢，三栗谷久敏*，平賀興吾*

Effects of Butylated Hydroxytoluene (BHT) on the Liver of 

Phenobarbital or IsonIcotinic Acid Hydrazide pretreated Rats 

NOBUTAK王A FUKUMORI'ヰヘ!

緒 一一=同

ジブチノレヒドロキシトルエシ (BHT)はその酸化防止

作用により食品およびゴム， 石油製品に対する抗酸化

剤，安定剤として広く使用されている.先に当部ではラ

ットにみられる出血傾向1)， BHT高濃度での体重抑制2)

を報告し， BHTの作用について検討を加えつつあるが，

今だ作用機序は明らかでない BHTの肝臓に対する作

用は肝重量と体重および生化学的検索の両国からの報

告3)があり，また肝重量の増加，滑田小胞やt-， (SER)の

増殖4，5)がみられ， 共に薬物代謝酵素を誘導せしめ機能

充進と解されているい)

今回， BHTの肝臓に対する作用機作を解明する目的

の一環として，薬物代謝酵素を誘導するフェノバルピタ

~Jレ-Na(PB) および腿害するイソニコチン酸ヒドラジ

ド(INH)でラットを前処理した後 BHTを投与し，

BHT単独投与との関連において肝機能および肝細胞の

微細構造変化について比較検討した.

実験方法

動物は barriersystem下に生育された SD-]CL系雄

ラザトを使用し室温 250土10，湿度50%土5%の環境

下でケ{ジに 5匹ずつ収容して，飼育用回型飼料(日本

グレア， CE-2)を与え，水とともに自由に摂取させた.

飼育は一般飼育室にて行い， 1週間間11化飼育後，生後5

週齢から l群 10匹として BHT(和光純薬， Lot No. 

A CL .5024) 250mgjkgをオリ{ブ油(和光純薬〕に溶

解さぜ，午前9時，午後4時の 1日2回， 2日， 4日，

6日間経口投与した.同時に PB (藤永製薬〉および

INH (東京化成〉水溶液各 30mgjkgを BHT投与 30

分前に腹腔内投与した.対照はオリ{ブ油を用い， BHT

投与と同一の条件にて行った.なお， PB，INH単独投

与群のみ各5匹ずつ6日間投与して，検索の参考に供し

た.

体重:午前91]寺，午後4時の日 2回薬物投与時に測定

を行った.

肝重量:断頭放血屠殺後，速やかに肝臓を摘出し肝重

量を測定した.

血清生化学的検査 1群5回のラットを用い放血時の

血液から定法に従い血清を調整し， Reitman-Frankel変

法によるへパテスト A (第一化学〉を用い， GOT，GPT 

活性のみ比色定量した.なお GOT活性は高単位のた

め 2倍希釈して行った.

睡眠時間延長作用:1群5匹のラットを用い，ヘキソ

パノレピタ{ル(帝国化学)100mgjkgを屠殺前に腹腔内

投与し，正向反射の消失までの時間および正向反射消失

時より再び出現するまでの時間(消失持続時間〉を測定

比ilsどした.

電子顕微鏡鴎試料作製:放血屠殺後，肝方形葉左下端

部を摘出し，細切後3%パラホルムアルデヒド (0.1M 

リン酸緩衝液， pH 7. 4)で3時間前回定を行い， O.lM 

リン酸緩衝液中で一晩氷室内洗浄後， 1 % OS04で後回

定を1.5時間行った.エタノ{ノレ脱水後，定法に従い

Epon 812-Araldyte Mに包埋した.包埋した電顕試料の

厚さ約1μ の切片をトルイジン青にて染色し光顕的に観

察後，肝小葉中間帯の超薄切片を作製して酢酸ウラン@

クェ γ酸鉛二重染色を施し， HU-12A型電子顕微鏡に

て観察した.なお電顕的観察は6日間投与のみ行った.

実験結果

期間中 BHT.PB投与で2例の死亡を認め"両眼出

*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

2ド TokyoMeuopolitan Research Laboratory of Public Health 

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



68 Ann. Rゅ• To/?j.'o Met1'. Res. Lab. P.H.， 27-2， 1976 

Table 1. Body weight and liver weight of rats treated with BHT and other drugs 

No.of 
Body weight Liver weight 

Days Drugs rats Initial Final Growth rate 一一 ι

(g) (g/100g 

Control 10 114.9土1.38 129.3土2.05 112.4土0.89 5.80土0.24 4.47土O.14 

2 
BHT 10 112.4土2.62 118.3土3.34* 105.2土1.19* 7.53土O.31ホ 6.34土0.11中

BHT十PB 10→9 114.8土1.06 116.7土4.08ホ 101.6土3.31* 7.82土0.30* 6.57土O.10牢

BHT十INH 10 116.3土2.19 120.5土3.06申 103.6土1.51本 7.27土0.30* 6.01土0.14本

Control 10 112.3土1.87 142.2土2.33 126.6土0.46 6.39土0.17 4.49土0.09

4 
BHT 10 116.1土1.91 134.9土3.78 115.9土1.99* 8.56土0.29* 6.34土0.09*

BHT+PB 10→9 111.9土1.73 134.6土4.81 119.6土3.07申 9.87土0.31本 7.35土0.14*

BHT十INH 10 114.5土1.30 116.6土5.70キ 101.8土4.83本 7.40土0.28牢 6.40土0.21ヰ

Control 10 116.0土1.42 160.3土3.14 138. 1土1.73 7.07土0.29 4.40土O.12 

BHT 10 115.2土1.74 144.0土4.14中 124.9土2.86キ 8.64土0.42* 5.97土0.14*

6 BHT十PB 10 116.8土2.56 155.8土4.59 133.2土2.29 10.88土0.32中 6.99土0.11申

BHT+INH 10 113.2土1.84 134.9土3.83牢 119.2土3.11本 7. 75土0.25 5.74土0.06ヰ

PB 5 113.8土3.59 164.4土5.68 144.4土1.48* 9.14土0.58牢 5.54土0.19*

INH 5→4 116.2土1.72 162.2土3.88 138.3土2.32 7. 74土O.14 4. 77土0.07

mean土SE * pく0.05

血，貧血症候を呈した.また INH群で1例死亡した. 認めており，一方 BHT.INH群では2日目に有意な

体重:Table 1に各群の初期体重および投与後の体重 増加を示したが，時間経過に伴し、対照群と同程度の活性

値，成長率を示した.投与後2日で対照群に比べ薬物投 を認めた.また PB群， INH群とも 6日間投与で対照

与群は有意な体重の抑制を間程度に認めその差が著しく 群に比べ差がみられなかった.

ないが， 6日後では BHT.INH群の抑制が大きく，

BHT.PB群は比較的軽度の抑制を示した PB群は対

照群に比し，成長率に増加を認め， INH群では体重差

がみられなかった. 6日間投与の体重変動の詳細な動態

を別報8)に記載し群相互の体重推移を比較した.

肝重量:肝重量は2日目から薬物投与群で著しく増加

し，時間経過に従い増加傾向を示した.全期間を通じ，

BHT.PB群の増加が顕著であり，また BHT.INH 

群の増加が BHT群の増加に比べ若干軽度であった.体

重比重量での対照群は，体重増加に比例して肝重量も増

加するためほぼ一定の値であるが，薬物投与群では投与

後2日から体重比重量の増加がみられ， 4日後にその増

加が大きな値を示した.PB群は6日間投与で肝重量，

体重比重量とも有意に増加し， INH群では対照群と差

がみられなかった (Table1). 

血清生化学的検査:Fig. 1に血清 GOT，GPT活性

の動態を示した GOT活性は投与後2日で BHT群，

BHT.PB群で増加を示し， 4日で各群に差を認めない

が， 6日で BHT群のみ有意な増加を認めた.GPT活

性は投与後急激な上昇を呈L， B日T群， BHT. PB;ff下

で顕著であった.この 2群は全期間を通じ活性の上昇を

G 0 T 
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Fig. 1. Serum biochemical changes of treated rats 

-0-Control. 一一0--BHT. ー x-BHT+PB. 
~ー×一一 BHT十INH. A PB. ム INH.

mean土SE * pく0.05
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Table 2. Effect of BHT and other drugs on 

hexobarbital sleeping time of rats 

Days Drugs 

Control 

No. Time to loss 
of of righting 
rats reflex (sec) 

Time from loss 
of righting 
reflex to 
awakening (sec) 

5 77.0土12.70 1508.0土 65.47

2 BHT 5 127.6土11.21本 1053.2土157.83*

BHT十PB 4 172.5土20.05本 968.7土157.32牢

BHT十INH 5 170.2土 24.49ホ 1142.2土 219.27~

Control 5 112.0土 7.51 1317.0土88.35

4 BHT 5 147.0土22.28 669.4土49.55*

BHT十PB 4 216.2土23.55牢 408.2土45.08*

BHT十INH5 148.0土15.05 741. 0土90.95*

Control 5 123.6土 5.93 1264.4土80.42

6 BHT 5 161.0土10.41ホ 599.0土89.47*

BHT+PB 5 352.8土38.36ヰ 269.6土60.30*

BHT + INH 5 161. 6土13.28* 736.6土49.72*

mean土SE * pく0.05

時間は，投与後2日で薬物投与群に延長を認め， BHT 

.PB群， BHT e INH群に同程度の延長を認めたが，

BHT群はそれより若干短縮していた.4， 6日間でBHT

群， BHT. INH群の延長はほぼ同程度であるが， BHT

.PB群は顕著な延長を示した.一方消失持続時間は，

対照群も時間経過に伴い若干短縮しているが， BHT. 

PB群ではその短縮が著しかった.また BHT群， BHT 

e INH群では対照群に比べ短縮がみられ，わずかにBHT

群の短縮が大きい感を得た.投与6日間の PB群は消失

に要する時間を延長させ，消失持続時聞を短縮させる傾

向を示したが， INH群では対照群に近かった.

電顕的所見 :BHT群は6日間投与で glycogen野に

SERの増殖が認められ， vesicle状， tubule状ともに存

在し，顕著な増殖野での glycogen頼粒は減少した.仲

長した SERは発達した Golgi装置と区別が明らかでな

く，連結と思われる像も観察された.また拡張したSER

は，軽度ではあるが小空胞の形成を惹起せしめた.一部

糸粒体の異型がみられ，粗間小胞体 (RER)で囲緯され

る傾向を示す糸粒体も SER増殖野に隣接して認められ

た.核小体は良好な発達を呈し，周囲の chromatinの凝

集が明瞭であった.毛細胞管周囲の細胞質に secondary

lysosomeの増加がみられ， microbodyも軽度に増加を

認めた (Photo.1， 2). 

BHT.PB群では SERの増殖が顕著であり，それに

伴いglycogen頼粒の著減を認めた.増殖した SERは，

glycogen野に密集して vesicle状あるいは tubule状の

網状構造を呈し， ribosomeを離脱した RERとの連接像

もみられた.RERは層状配列の乱れがみられ， SER増

殖野で RERの消失傾向を認めた.また長型化した糸粒

体が散在し， microbodyの軽度な増加もみられ，小

myelin様構造を含む小空胞も散見された.核，核小体

は何れも肥大傾向を呈した (Photo.3， 4). 

BHT. INH群では， SERは対照に比べ増加し，ほぽ

BHT群と同程度でありその形態は多く vesicle状を呈

した RERは層状配列の乱れを認めず， 糸粒体も多く

対照に近かった.Glycogen穎粒は若干減少がみられた

が，なお存在を認めた.また SER増殖部に!民様構造物

を封入した小空胞が散見され， myelinの初期像とも思わ

れる細胞もあった.核は細胞により肥大性のもの，萎縮

傾向のものが観察された (Photo.5， 6). 

PB群は glycogen野に SERの顕著な増殖がみられ，

vesicle状， tubule状ともに密集しており， glycogen頼

粒の減少を認めた.また隣接部の RERは層状配列の乱

れがあり RERの消失もみられた.糸粒体はやや長型化

を呈したが，頼粒に変化を認めなかった.核，核小体も

対照に比べ変化を認めなかった.

INH群は SERの増殖を認めず， glycogen頼粒の存

在が顕著であった.核は細胞により萎縮を認めるものも

あり，若干不整な核膜が散見された.糸粒体は長型， く

びれ像などの異型を是し，一部に cristaeの崩壊，小空

胞形成を認、めたが，他の organellesの変化はみられなか

った.

考察

ある種の脂溶性薬物は肝臓の薬物代謝機構に作用し，

生体機能に異なる影響を与える.代謝活性の増加で無毒

化されるストリキニーネや反対に代謝されることにより

毒性が増強される薬物もあり，薬物代謝活性は毒性の強

弱および生体反応の出現に多大な影響を与える 9) さら

に臨床面からも薬効に変化を及ぼすと考えられ，ことに

食品として日常頻繁に摂取する機会の多い食品添加物な

どは，その相乗性，蓄積性をも加味して考慮する必要が

ある.

このような観点から，本実験は薬物代謝酵素の誘導剤

で cyt.P-450含量， NADPH-cyt. c reductase活性を

増加させる PBlベ阻害剤であるヒドラジ γ誘導体の

INHll)で前処理した後 BHTを投与し， BHTの作用に

対する影響について比較した.またBHTは， cyt. P-450 

含量， aminopyrine demethylase活性の土井を認めてお

り6川，薬物代謝酵素活性の増加と SERの増殖との関係

も報告されているわ.今回特にBHTに対する相乗If吉抗

作用に関して肝小胞体の機能と形態について検索した.
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体重と肝重量の関係で， BHT群は体重増加を抑制し

たが肝重量を増加させ，そのため体重比肝重量を著しく

増加させた.これに対し， PB群は6日間で体重増加の

抑制を認めず，成長率では逆に増加しており，また肝重

量の増大も認められる.このことから BHTと PBで

は，肝重量の増加が同程度でも体重増加に異なった影響

を与えると思われ， PBの体重の増加は中枢神経抑制に

よる自発運動の減少のためとも推察される.BHT. PB 

群は初め体重増加を抑制したが，漸次増加傾向を示し対

照群に接近した.これは肝重量の増加が顕著なため，体

重値に肝重量の増加分をも包含されているものと考えら

れる INH群は体重，肝重量に影響を与えないが， B狂T

• INH群で体重増加を抑制した.また肝重量ではさほ

ど増加が顕著でなく，体重比肝重量が増大しているの

は，主に体重抑制に起因すると考えられる.これらの事

実から PB前投与による BHTの作用は， BHT単独に

比し体重の強い抑制をみないで肝重量を著しく増加さ

せ，また INH前処理で，体重の抑制がみられ，肝重量

の培加がさほど大きくないことがわかった.つまり PB

はBHTの体重増加の抑制に対してやや括抗的に， INH

は相乗的に作用し，肝重量の増加に対しては PBが相一来

的に働くと示唆される.肝重量は体重に伴って変化する

ことわから考えると， PB， INH前処理で異なる結果を

得たことは興味深い.

血清GOT，GPT活性は BHTにより上昇が認められ，

その変動は肝障害の指標とされる.若干 GOT活性が

全体に高かったのはへパテスト Aを用いたためと思われ

る.肝機能は主に GPTに反映されるといわれ，その活

性は投与後2日で BHTを加えた群で高く，特に BHT

群， BHT. PB群で高単位を示し， 6臼後でも両群の活

性が高かった.これらは肝重量の増加と関連があると考

えられるが， PB群では高活性を認めないため明らかで

ない.BHT. INH群ではGPT活性が2日後高単位を

示したものの時間経過に伴い対照群と差がなく，他の

BHTを投与した群と異なる変動を示した.このことは

電顕的観察で BHT群， BHT. PB群のSERの増殖，

glycogen頼粒の著減がみられたことに比べ， BHT・
INH群はSERの増殖を認めながらもglycogen頼粒が残

存していたことと何んらかの関係があると忠われる. し

かし PB群はSERの増殖， glycogen穎粒の減少がある

にもかかわらず， GPT活性の上昇を認めなかったこと

は先に一述べた肝重量の増加との関連から考えても BHT

とPBは異なる作用を持っと思われる.PB前処理によ

りSERが増殖し薬物代謝活性酵素が誘導され， そこに

相乗的に BHTが作用したため，肝重量の増加， GPT 

活性の上昇を呈したと推測される.

一方，ヘキソパルピタールIHffi眠時間の測定は中枢系抑

制の効力を基準として，肝flri.tで、の代謝速度の増減を把握

したもので肝 SERの増殖と密接に関係する.正向反射

消失持続時間は対照群に比べ， BHT.INH群，BHT群，

BHT.PB群と)1原に減少しており，このことは肝細胞の

SERの増殖の程度に非常に合致するため， 薬物代謝活

性酵素の誘導形成作用に基づくと考えられる PBは

BHTの効力に協力的に作用しており， INHはBHTに

対しややit抗的に作用するが機能的にはBHT単独と差

異がないと思われる. しかし肝由来の強い血清GPT活

性が BHT群で上井し， BHT. INH群で対照群と間程

度になったことの意義づけは困難で，血液中に放出され

た酵素と細胞内微細構造あるいは肝機能との相関は明ら

かでない.

BHT単独投与での SERの増殖は Lane4)，Botham 

ら5)の報告があり，先に著者ら 12)も経時的に検討を加え

ており，今回とほぼ同様な所見を得ている.BHTは肝小

業中間帯の股肢が先行することから13〉，中間帯の細胞を

観察対照とした.PB前処理で BHTの作用に相乗的に

作用し， glycogen野で SERの顕著な増加が認められ，

このことは肝重量の増加， IH1H眠持続時間の短縮を裏付け

ていると思われる.また SERの形態は tubule状が密

に連接して， RERの層状配列を乱し消失した部もみら

れ，若干B狂T単独より organellesの変化が強い印象を

得た INH前処理でBHTの作用は， SERの増殖を認

めるが glycogenは存在しており，ほぽBHT単独と同

様な所見であった.核小体の発達はBHTを加えた群に

みられたが， BHT. INH群では細胞により異なってい

るため，核への作用の相違も考えられる.

何れも形態変化は細胞に甚大な障害を与えず、 SERの

増殖の程度が肝重量，睡眠時間に影響を与えていると考

えられるが， BHTによる SERの増殖が脂質成分の変

動を示唆する報告14)からも今後形態変化と機能代謝につ

いて詳細な検討を要すると思われる.BHTは低用量で

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，それ故 SER

の増殖が軽度である投与2日目で12)限眠時間の延長を

も伴っている.その際肝重量の増加が著しいが，これは

SER増殖の膜成分より肝細胞の)J副長による容積成分に

多く依存していると思われる.

短期投与で薬物代謝系に異なる作用を持つ PB，INH

で処理した後， BHTの作用を検討したが，毒性という

観点からではその影響の有無を論じ難かった PB前処

理で四塩化炭素の肝臓に対する障害が増強される報告15)
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もあり，今後出血傾向，死亡率などを比較して長期的に

検索する必要があると忠われる.

結論

薬物代謝活性酵素の誘導剤 PBおよび阻害剤 INHの

前処理が BHTの作用におよぼす影響について雄ラット

を用い， )J干重量，機能，細胞形態から検討した.

1. BHTの体重抑制に対し，軽度ではあるが PBは

増加し， INHは抑制した.

2. BHTの肝重量増加に対し， PBはさらに増加し，

INHはやや増加を抑制した.INHは体重比で BHT単

独と同程度であり，これは体重抑制に起因した.

3. BHTの血清GPT，GOT活性の上昇に対し， PB 

は同程度の上井を認めるが， INHはやや低下させた.

4. BHTのヘキソバルピタールlIis眠|時間の短縮に対

し， PBはさらに短縮させ， INHは若干延長させたが

BHT単独と大差を認めなかった.

5. BHTの日付rn胞変化は SERの増殖， glycogenの

減少，核小体の良好な発達が主で， PBによりSERが顕

著に増殖を増し ιlycogen願粒の消失， RERの層状配

列の乱れ，小空胞の散見がみられた INHにより SER

の増殖程度は BHT単独と同様であるが glycogen頼粒

は存在した.
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P 11oto. 1， 2. Hepatocyte following BHT administration (250mg/kg， PO， twice a day) in normal rat 
for 6 days. Proliferation of smooth endoplasmic reticulum (SER)， anomalous mitochondria 

(M) and relatively increased secondary lysosomes in close vicinity to bile canaliculus are 

observed. 

Photo. 3， 4. Hepatocyte following BHT administration in phenobarbital-pretreated rat for 6 days. 

Severe proliferation of tubular SER forms the networks. There is glycogen depletion. 

Aggregates of SER occupy glycogen areas. Scattered rough endoplasmic reticulum (RER) 

and anomalous mi tochondria (M) are seen. 

Photo. 5， 6. Hepatocyte following BHT administration in isonicotinic acid hydrazide-pretreated rat 
for 6 days. Aggregates of SER are seen in glycogen areas. Glycogen particles are 

present. A number of vacuoles (arrows) are observed in the cytoplasmic matrix. 

Photo. 7. Hepatocyte of the intermedi.ate areas in normal rat. 
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ジブチJ[.，ヒド口キシトJ[.，工ン (BHT)の細胞膜酵素活性!こ対する

in vitroおよび invivοでの影響

清水麻里*，中尾 )1原子*

Effects of Butylated Hydroxytoluene (BHT) on the Enzymatic 

Activity in Plasma Membrane in vitro and irl vivo 

MARI SHIMIZU* and TOSHIKO NAKAO* 

患者 畳
一
同

先に invitroの実験においてウマIi寺Na，K-A TPase 

活性に対する diblltylhydroxytolllene(BHT)の半阻害

濃度が 5x1O-5Mであり1)， 1O-8M以下の低濃度ではこ

の酵素をわず、かながら活性化する 2) ことを報告した.

今回，主として invivoでの影響を検討したので報告

する.

材料。酵素実験 in vitroではウマ腎より調製したヨウ
化ナトリウム処理酵素およびノレブロール処理酵素を用い

た invivoでは SD-]CL雄ラットの脳および腎より細

胞膜酵素標品としてミトコンドリア分画およびミクロゾ

ーム分闘を用いた.

b) 生化学的検査 SD-]CL雄ラットの血清および

尿を用いた.

c) 試薬 主なものを下記に示した.

BHT;和光純薬工業側，Lot No. ACL 5025 ethanol; 

和光純薬工業側，試薬特級 Sodium desoxychola te 

(DOC); D1FCO g-strophanthin(ollabain); MER-

CK， Art. 7896 粉末飼料;日本クレア製， CE-2 

方法

(1) 1) Na， K-A TPaseの精製法

既報3)に従いウマ腎ミクロゾーム分画よりf10atingに

よる方法でヨウ化ナトリウム処理を行ない酵素標品を得

た.続いてこれを Laneらの方法4)に従い DOCおよび

活性の測定法は既報1)と同様に行なった. BHTによ

る活性阻害実験を次のように行なった.ヨウ化ナトリウ

ム処理酵素タンパク 4，ug，ルブロ{ル処理酵素タンパ

ク1.5μgを用い，その各々と BHTのエタノ{ル溶液

5μJとを assaymedium1) (0.5ml)に加え， 37"C， 5 

分間併置後，遊離してくる無機リン量を Fiske& Subba-

Rowの方法6)で測定した.

(11) 1) BHT投与ラットの細胞膜酵素調製法

BHTを1.5%の濃度で粉末飼料に混合し回型化した

ものをラット (5週令〉に自由に摂取させた. 17日自に

断頭，潟血屠殺し，直ちに脳，腎を摘出し， 9倍容の

O. 32M sucrose， 5mM EDT Aを加え，テアロンホモジ

ナイザ{で粉砕し， Sorvall SS-34のロ{ターで， 7，500 

rpm， 15分遠心した.ここで、得た沈殿をミトコンドリア

分画とした.一方，上清を SorvallSS-34のローター

で， 20， 000 rpm， 30分(腎)， 60分(脳〉遠心して得た沈殿

をミグロゾーム分固とした.各々を，1mMTris-EDT A， 

pH7.3に懸濁し酵素標品とした.

2) 血清および尿の生化学的検査法

断頭潟血により血液を採取し，血清中の血糖，アセチ

ルコリンエステラ{ゼ活性， コレステロ{ル量， Na+， 

K+濃度を測定した.尿は断頭直前に腰部を軽く刺激し

てピニ{ル上に採取し， Na+， K+濃度，クレアチニン

量， pHを測定した.
士士
市ロ 果

グリセリン処理した.ここで得た標品をノレブロール処 i) ウマ腎 Na，K-A TPaseの精製結果

理3)後， ]、rgensenの庶糖密度勾配法5)に基づきさらに 表 1にウマ腎 Na，K-A TPaseの精製過程を示した.

精製した. 最終的に比活性 1，073土42μmolesPi/mg/hrの標品を

2) 酵素活性測定法 得た.これをルプロ{ル抽出後アミノエチルセルロ{ズ

*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 lVIetl'・opolitanHescal'ch Lahol'atory of Public Health 

24-1， Hyakunincho i3 cllOme， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 J apan 
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表1. ウマ腎 Na，K-A TPaseの精製過程

酵 素
総タンパク量

総活く%性〉 量 μm総ole比sPi活jmg性jhr 
1O-4Mウ害ワノミイン

く%) 阻(%)

ミクロゾ{ム分画 100 100 57土 2 77 

ヨウ化ナトリウム処理 33土51) 125土 8 233土 4 93 

DOC処理 14土1 94土20 360土16 98 

グリセリン処理 4.6土O.1 63土 2 769土41 98 

ルブロール処理 2.2土0.4 44土 6 1073土42 >99 

1) mean土S.E. (5例〉

カラムに通した結果，比活性 3，000μl1101esPijmgjhr 表2. BHTおよびウワパインのウマ腎 Na，K-A TPase 

以上の標品を得たが，酵素活性が不安定のため再現性に 活性に対する半阻害濃度

乏しかった.

表2にヨウ化ナトリウム処理酵素およびルブロ{ノレ処

理酵素の活性に対する BHTおよびウワパインの半阻害

濃度を示した.BHTはヨウ化ナトリウム処理酵素に対

し半阻害濃度 5.6x 1O-5M，ルブロール処理酵素に対-し

5. 7x 1O-5M を示し，ほとんど差はみられないが，ウワ

ヨウ化ナトリウム処理|ルブロ{ノレ処理

BHT 5. 6 x 1O-5M 5. 7 x 1O-5M 

Ouabain I 2. 7 x 1O-7M I 6.5 x 1O-7M 

パインは前者に対し2.7x 10…7M，後者に対し6.5x 10-7 投与，無投与群について DOC無処理時の活性を各々

Mと顕著な差が観察された. 測定した.その結果， DOCはBHT投与群の脳 Na，K-

ii) BHT投与ラットの酵素活性 ATPase，脳 Mg-ATPaseを 50%程度 (p<0.05)活性

a) Na， K-A TPase， Mg-A TPase 化した(表 4). 

BHT投与により脳 Na，K-A TPase活性および腎 次に， BHT 投与ラット腎細胞膜酵素活性の安定性を

Mg-ATPase活性がそれぞれ 15%，22% (pく0.05)上 検討した.酵素標品調製時に対する 2カ月 (-80.C，凍

井した.これを表3に示す.表中活性はミトコンドリア 結保存〉後の活性を BHT投与，無投与群について示し

分画とミクロゾーム分間の活性値の和(全活性〉で示し た(表5).BHT無投与群のミトコンドリア分画 Na，

である K-ATPaseは保存により活性が 140%となり， BHT 投

このような活性化の原因として BHTが細胞膜の脂質 与群では169%となった.さらにミクロゾーム分間 Na，

に作用し，酵素活性を溶出したということが考えられ K-ATPaseでも BHT無投与群では保存により活性が

る.そこで膜を可溶化する代表的物質として DOCを用 68%になったのに対し， BHT 投与群では76%にとどま

いた.すなわち， BHT投与，無投与群各々の脳(腎〉の った.一方， Mg-ATPaseではミトコンドリア分間，

ホモジネ{ト(タンパク濃度 2.Omgjml (1. 5mgjml)) クロゾーム分固とも BHT無投与群，投与群の間に保存

を 0.03%(0.05%)の DOCに溶解し， 30分室温に放 による活性の差は観察されなかった.

置しその時の活性を測定した.一方，対

表 3. BHT投与後のラット細胞膜酵素活性

Brain 

Control (5) 2002土711)

BHT (5) 2300土91

Na， K-A TPase 

Kidney 

1118土41

1152土62

Brain 

1233土8

1296土105

( )ラット数 1)μllJoles Pijhr jg tissl1e， mean土S.E. r】<0.05

ouabain : 10-4M (Brain)， 1O-3M (Kidney) 

Mg-ATPase 

Kidney 

1224土83

1490土65

% 

100 

122中



東京咋JE)f 年報 27-2，1976 79 

表 4. BHT投与後のラット細胞膜酵素活性に対する DOCの影響

Na， K-ATPase 

Brain Kidney 

DOC無処理a DOC処理 b 1活)/性aXの10比0 DOC無処理 DOC処理 活性の比

BHT無投与 (5) 2，002土711) 2， 182土262 109 1，118土41 1，722土122 154*中

BHT投与 (5) 2，300土91 3，176土278 138* 6，152土61 1， 763土 98 153キネ

Mg-ATPase 

Brain Kidney 

DOC無処理a DOC処理 b 1活)/性aXの10比0 DOC無処理 DOC処理 活性の比

BHT無投与 (5) 1，233土8 1，591土173 129 1，224土83 1，285土31 105 

BHT 投与 (5) 1，296土105 2，048ニヒ192 158卒中 1，490土65 1，550土45 104 

( )ラット数 1)μmoles Pi/hr/g tiSSt町 mean土S.E. * pく0.05 料 pく0.01

表 5. BHT 投与ラット i百細胞膜酵素活性の安定性

Na， K-A TPase 

調製時aI 2カ月 活性の比

BHT無投与 (5) 586土581) 68ヰキ

BHT 投与 (5) 637土38 1，077土83 169*キ 515土67 76 

Mg-ATPase 

ミトコンドリア分画 ミクロゾ{ム分自i

調製 n寺 I2カ月後!活性の比 i調製時

BHT無投与 (5)I 896土62 I 771土21

BHT 投与 (5) I 1，112土78 I 956土33

( ) ラット数 1)μmoles P ijhr / g tissue， mean土S.E. 中 pく0.05 料 p<O.Ol

BHT 投与後のラット血清アセチルコリンエステラー

ゼ活性値を表6に示した BHTによる変化はみられな

かった.

iii) 血清および尿の生化学的検査

表7にBHT投与↑去のラ vトlin.1gJおよびj及rllの無機イ

オン濃度を示した. BHTにより血清中の K+が40%前

後増加し，有意差 (pく0.0のがあった. Na+は変化な

く， Na+ /1ヤ値が減少した.一方，尿では Na+，K+と

もに減少し， Na+ /1ヤ値に顕著な変化はみられなかっ

Tこ.

ヲミ8にみられるように BHT:j党与によりラット血清中

グルコース濃度および尿中クレプチニン量に顕著な差は
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観察されなかった.また BHT投与により尿の pH値が

有意 (pくo.01)に下降Lた.
表 9に示すようにラット血清中コレステロール量は

BHT投与により30%増加し有意差があった(pく0.01).

なお，ここでは示さなかったが，ラット血清タンパク

のSDSーポリアクリルアミドスラブゲル電気泳動の結果，

BHT投与によりアルブミンより低分子部分が若干増加

した.

表 6. BHT投与後の血清中アセチルコリンエステ

ラ{ゼ活性

Control (9) 

BHT (8) 

AChE 

O. 131土0.0091)

O. 128土0.010

% 

100 

98 

( )ラット数 1) .JpH， Serum， mean土S.E.

表 7. BHT投与後のラット血清および尿中の無機イオン濃度

SeruJ11 Urine 

Na+ % K+ % Na+/K+ Na+ 

Control 145土21) 100 6.6土O. 100 22.0 173土 8(4)

BHT 143土2(8) 99 9.2土1. 15. 5 139土11(7)

1) mEq/l， mean土S.E. ( )ラット数 * pく0.02

表8. BHT 投与後のラット血清ι|ニIグルコースおよ

び尿中クレアチニン， pH値

SerUl11 Urine 

1) mg/dl， mean土S.E. 2) mg/l， mean土S.E. 
( )ラット数 本 pく0.01

表 9. BHT投与後のラット血清中コレステローノレ

Cholesterol 

Control (9) 64.0土1.21) 

BHT (6) 83. 7土1.9

。mg/dlserum， mean土S.E.
( )ラット数 牢 pく0.01

総括および考察

% 

100 

131* 

BHTに関してはその排世器管としての腎に対する障

害が報告されている7) Na， K-A TPaseはlj守の尿剤11管に

高い活性を示し，イオンの再吸収に重要な働きを持つ酵

素である. Na，K-ATPa日fの活性が高い民主IJlI背は組織学

的に BHTi受与により強く障害を受ける刊の.

既報3)でウマ li寺より大量の Na，K-ATPase精製酵素

を得る方法を発表した.今回，さらに精製を進めて新し

い知見を得た.この精製法に基づきラット腎および脳細

胞膜酵素標品を杓L BHT投与の11英酔素に対する影響に

ついて検討した.

in vivoでBHT投与によりラット脳 Na，K-A TPase 

活性の上井が観察され， BHT にr:1-l~'1Rへの作用があるこ

とが示された(表3).一方，ラット腎 Na，K-A TPase 

活性への影響は観察されず，従って腎障害との関連は酵

素活性でみる限り Mg-ATPaseの方にある可能性が高

い(表3). しかし，in vitroで低濃度の BHTがウマ

li守 Na，K-ATPase活性を土井させたので、2九腎障害は

組織到達時:の BHT濃度に依存していることも考えられ

る.

BHTはラットlj寺Na，K-A TPaseの保存に対し有効で

あるが〈ミトコンドリア分画で29%，ミクロゾーム分間

で8%)，これは BHTが!慌の脂質の酸化防止としての

役割9)を果しているからであると推察される(表 5). 

ラット JJ討において BHTは Na，I<-A TPaseを活性化

し，さらにDOCによる活性の溶出作用を Mg-ATPase

に対しでも相乗的に助けていることが観察された(表

4). 1再ではこのような作用は観察されない BHTが脳

の脂質もしくは脂質組成に変化を与えていることが示唆

される.

BHT 投与による l(Jl清および尿中の無機イオン濃度の

変化を表7に示した.無機イオンの再吸収を担っている

lj守Na，K-ATPaseは BHTの影響を受けないので(表
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3)，尿中の無機イオン濃度の変化はさらに高次の部位に

対するの BHT効果も考えられる BHTが脳 Na，K-

ATPaseを活性化する事実はこの関連を強く示唆する.

なお，参考として血清中グノレコ{ス，コレステロ{

ル，尿中クレアチニン， pHの変動を表8，9に挙げた.

謝辞 ウマ腎を提供して下さった東京都多摩食肉衛

生検査所八王子出張所の方々に感謝致します.
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ジブチ)1，ヒド口キシト)1，ヱン (BHT)摂取ラットの出血機構 (II)

鈴木英子六高橋 省ぺ中尾 jl~r 子六平賀興吾*

l¥1echanism of Haernorrhage in Rats fed 

Butylated Hydroxytoluene (BHT) (日)

HIDEKO SUZUKl"ヘl
TOSHIK互oNAKAO*ド: ancl KOGO HIRAGAホ

緒 同

当 tfl~で‘は食品添加物で、油!j旨類の酸化防止剤として使用

さ~'lるジブチルヒドロキシトノレエン (BHT) がラットに

出血傾向をおこすことを初めて記載したし2) この発生機

構解明の一環として，前年度の報告において BHT摂取

ラットのr(Il紫プロトロンピンの電気泳動による解析を行

い，ジクマロール投与ラットの場合と同様なプロトロン

ピンパンドの消退と，それの VitaminK投与による回

複を明らかにした3)

今回，さらにジクマロールとの比較において発生機構

を検討する目的で以下の実験を行った.

実験材料および実験方法

l. 実験動物:]CL : SD系雄ラット (SPF)を4週

令で購入，室組 25土l
O

C，温度 55-60%，照明 6a.m. 

-6p.1l1.の環境下で5匹ずつステンレス金網ケージに収

容， クレア CE-2飼料供および水道水を自由に与え飼育し

た.

2. 試料 :BHT:和光純薬， Lot. j¥CL 5024， ll1p 

69.50 を用いた.ラットへの投与に当っては，1. 5%の

割にクレア CE-2粉末飼料に添加後四型的料化し，通常

飼料に代えて自 FEI摂取させた.この際，対照ラット用!i1i1

型飼料も同時に同一飼料粉末より製造した.

ジクマロール (3，3'メチレンピスヒドロキシグマリ

ン):和う，t;Mx薬， Lot. ACP8621を使用した.ラットに

は 101l1gを 1%トラガント液 1m1に懸河し，胃ゾンデ

にて経口投与した.

Vit日minK2 エーザイ製ケイツー注を用いた.

3. 実験方法

a) Ifll~K プロトロンピン活性測定法: Seegers 2段法4)

を用いた.エーテル麻酔下心臓安京IJにより O.1ml O.lM 

クエン酸ナトリウムを入れた注射器を用い. 1 ml採血

し， 3， OOOrpm， 15分間遠心後採取したlfIl撲を用い検査し

6) 肝肱切片による第Vlll8i子の合成法5川:体重200-

300gのラットをネンブタールでIwmJjLし，直ちに開腹して

カニュ{レを門j派に挿入し， ド大静JJ!氏を切断した後，培

養液 (NaCl95， KC 110， NaHC03 40， CaC1210mMjl) 

50mlを室慌で、70ClTJの水圧下にi主流する.直ちに肝臓を

摘出し水道水で、洗浄後，スライサーで 0.5mmの切片

を作り培養液中に投入する. 6-10gを作製し，余分な第

VlIl孟l子を除くため上i査をすてて培養液100ml入り三角フ

ラスコ中に移し，室rliilで5分間阪とうする.この操作を

再びくり返す.ついで切片をろ紙上にとり， 19ずつ秤

量し，それぞれを培養液10ml入り三角フラスコに入れ，

フラスコ内の空気を95%O2- 5 % CO2の混合ガスで置

換，'?剤、全して 370C，振とう下で培養する.

検体(ジクマローノレ， BHT投与ラット肝のt111出物，

その他〉は，切片を入れる以前にフラスコ内に加えてお

く.塙養後， 2% EDTAを 51111の培養液に対して 1

1111の割に加える.この培養液中に遊離してきた第刊Iji:1

子を測定するため0.2mlを試験管にとりこの液に直ちに

向量のイミダゾール緩衝液， pH7.3を加え，測定する

まで 4
0

Cに保つ.

肝切)十の組織中に存在する第 ¥1111.;1子も測定する場合

は，培養フラスコ中の組織と残りの液を一緒にホモジネ

ートし， 0.2ml試験管にとり上と同様に操作する.

第¥111五i子の測定は Owren日ndAas7)の方法を用いた.

この際， トロンポプラスチンの代オつりにトロンポプラス

キ東京都立衛生研究所71j:'1内部 160 東京都新宿区百人町 3-24-]

i: Tokyo ::HetJ・opol>tanE。只c~U'('11 La hOl・atol'yof Public Health 

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



チン，第V!君子， ブィブリノーゲン， カノレシウムを含む

Simplastin A (General Di暗 nostics)を用い.これは

O.OlM塩化カルシウムで希釈した.第刊 @X欠乏I血撲

はシグマ製を用い，スタンダードはラットの10培希釈血

清を 100Uとし， (培養液 5 2 % EDTA 1)で希釈し

て，雨対数グラフの縦iド111に凝固時間を，横軸に希釈血清

W)~度をとり， 1-100Uまで在線の検量線を作製した.

なお， m害実験では肝臓により合成能が異なるので常
に同一ラット肝を用い，阻害物を添加しないものを対照

とし 2 r時間培養で判定した.

c) 肝臓中の阻害物のMll弘法と濃縮

① アセト γ処理

視肝臓を約10倍量のアセトンとともに麿砕し，室?昆で

4時間放置後，吸引ビンでろ過し，アセトンj膏は別の器

に移す.沈殿はまずアセトンで，次いでエーテルで充分

洗浄する.洗浄後直ちに五酸化リンを入れたデシケータ

{中で真空乾燥する.以上の如くして得られたアセトン

粉末は，荒い繊維を含んでいるのでこれをピンセットで

除く.アセトン層は，ェパポレーターで減圧政締し，

セトンを除く.

② 細胞分固と限外ろ過の

肝臓を約10倍の0.25M庶糖液で踏砕し， Schneiderら

の方法9)により細胞分闘を行った.上清分画は，ダイア

ブロ~)民 UM10 (アミコン社，残留分子量10，000)で限

外ろ過を行い，およそもとの肝臓重量と同程度まで濃縮

する.

以上の操作はすべて 0-4'Cで行う.

実験結果と考察

I. BHTとジクマ口一)J..投与ラットの VitaminKに

よるブ口ト口ンピン活性の回復時間の比較

1群 6匹のラットを用い， 1. 5% BHT添加飼料を 7

日間摂取させた後，エーテル麻酔下 VitaminK 10mg/ 

rat を尾前~JD~ より投与し， 15， 30， 60分後採血し，プロ

トロンピン活性を測定した.

ジクマロ{ノレは 24時間前に 10mg/I川投与し， BHT 

の場合と同様に試験した.

結果は Fig.1に示すように両者とも30分頃より回復

がみられた.ジクマロールの場合は30分まではおHT投

与に比べ急、激な回復がみられたが，これは O時における

プロトロンピン活性が BHTより低かったことによるも

ので，両者の回復様式に大差はないように忠われる.

n. 肝臓切片の第四因子合成能におよlます BHT，ジ
クマ口一)J..の影響

BHTあるいは BHT摂取ラットの肝臓中に第V![!75j子

を阻害するものの存在を予想し実験を行った.
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土S.E. for six rats as a group. 

Fig. 1. 
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Table 1. Effect of BHT and Dicumarol on factor 

VII synthesis by rat liver slices. 

Assay Clotting 
Time for Medium 
(sec) 

Factor V 1 1 
Units 
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日干切J¥-の第v!日羽子合成能におよぼす BHT，

マローノレの影響

BHTは 0.1，0.2M，ジクマロ{ルは O.lMの濃度で

培養液中に添加しその影響をみた.

結果は Table1 のようにのジクマロールは完全に阻

害作用がみられたが， BHTは阻害しなかった.なお，

ジクマロールは培養液中で、懸消状態になるが， BHTは

結品がそのまま浮いているようにみえた BHTを培養

液中に溶解あるいは懸消させる方法を検討したが，成功

しなかった.従って BHTが阻害しなかったことは断定

できない.

2) 正常ラットと BHT摂取ラット JJ干切片の第四因子

合成能

正常ラットIl子切片の第刊因子合成能は 4時間までは上

ジク
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Table 2. Comparison between factor VII synthesis in BHT treated and control rat liver 

Incubation Assay fo Clotting Units of Assay IHlCe lotting Units of 
Time Time for Medium Factor VII Time for Factor VII 
(hr) (sec) in Medium Homogenate (sec) in Homogena te 

Control BHT Control BHT Control BHT Control BHT 。 >300 >300 <1 く1 175 >300 3 <1 

2 150 >300 4 く1 128 255 5.4 1.4 

3 145 255 4.4 1.4 125 225 5.6 1.9 

4 140 270 4.6 1.3 120 235 6.2 1.7 

5 141 270 4. 5 1.3 125 235 5.6 1.7 

図Controlm~dium 図BHT medium 
口Control homogenat~ 糧費BHThom勾~nat~

唱
Eam

」

O
M
U
U
L

Duration of incubation (hours) 

Fig. 2. Comparison between factor VII Synthesis 

in BHT treatecl and cont1'ol 1'at liver. 

Table 3. Effect of BHT treated rat liver 

homogenate on factor VII synthesis 

by rat liver slices 

Assflr IO Clotti?g Factor VII 
Time for Medium .L UÜ~its 
(sec) 

Control 165 2.8 
Homo- BHT >300 <1 genate 

170 2.5 Cont1'ol 

デ].するが，その後は低下し始めた. 1. 5% BHTを12日

間摂・取させたラットの肝臓切片を作製し，同様に実験を

行い，両者を比較した結果は Table2および Fig.2の

ように BHT摂取ラ γ ト肝は，正常のラット肝に比べ合

成能は非常に低下していた.

3) 肝切片の第四因子合成能におよぼす摂取ラット肝

の影響

1. 5% BHTを摂取させたラットの血妓プロトロシピ

γ時間が 1分以上の肝臓19を培養液 10m1で磨砕し，

これを培養液とした正常ラット肝切片の第刊因子合成を

測定した.対照は正常ラット肝臓を磨砕し同様に実験し

た.

結果は Table3のように BHT摂取ラット肝臓中に

は第W因子合成阻害物があることがわかった.

III. BHT摂取ラ‘Yト肝中の第四因子合成阻害物の抽

出

1) 1. 5% BHTを摂取させ，血紫プロトロンピン時

間が 1分以上の肝臓 20gを200mlのアセトンを用い c-

①の方法に従いアセトソ粉末約 5gとアセトン抽出液約

1 m1をえた.アセトン粉末は 200mg，抽出液は 0.7m1

を培養液中に加え第V11因子合成を測定した.対照ラ y ト

のアセトン処理も同様に行い，比較した.

結果は Table4のように阻害物はアセトン粉末中に

合まれていることがわかった.なお BHT摂取ラット肝

のアセトン粉末を蒸留水で磨砕し，遠心して UM10で

濃縮した上清と沈査の第四因子合成阻害作用を測定する

と対・照と同じであった.この結果から，アセトン粉末中

に含まれている阻害物は水に不安定であることが予想さ

れる.

2) BHT撰取ラヅトの血媛プロトロンピン時聞が 1

分以上の肝臓 20gを c-②の方法により細胞分画した.

核 (Nw)，ミトコ γドリア (Mw)は容量にして 4.5m1，

Table 4. Effect of Acetone.dried powders of 

BHT treated rat liver on factor VII 

synthesis by rat ¥iver slices 

Assay Clotting 
Time for Meclium 
(sec) 

Factor VII 
Units 

Control 172 2.5 

Powders BHT >300 く1

Control 205 1.6 

Extracts BHT 175 2.4 

ControI 190 2.0 
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Table 5. Effect of Fraction of BHT treated rat 

liver homogenate in 0.25M sucrose on factor 

VII synthesis by rat liver slices 

n
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Factor VII 
Units 

Control 180 2.2 

Nw 
BHT 200 1.7 

Control 220 1.4 

Mw 
BHT 210 1.5 

Control 210 1.5 

PW 
BHT 193 1.9 

Control 193 1.9 

S 
BHT >300 く1

Control 160 3 

マイクロゾ{ム分画 (PW)は1.5g，上清(S)は約20ml

をえた.上清を除く他の分闘は全体の約 1/3，上清は 2

mlを培養液中に加えて第四悶子の合成を測定した.

結果は Table5のように阻害物は上清分闘にあるこ

とがうかがわれる.

以上の結果から， BHT摂取ラット肝臓中には，第四

因子合成阻害物が存在し，この物質の性質の一部として

分子量は 1万以上であり，水にとけるが不安定，アセト

ンには溶けないことがわかった.

この阻害物を精製することが今後の課題であるが，高

分子で，水に不安定であるから，蛍|当質が変化したもの

か，あるいは BHTの代謝物が蛋白質と結合してこのよ

うな阻害作用をもつのか，またはまったく新しい物質で

あるか，今後の検討を必要とする.

要旨

BHTとジクマロ{ルを投与した場合の VitaminK 

85 

によるプロトロンピン活性の回使時間の比較と，肝臓切

片の第四|立子合成における BHT投与ラット肝臓中の阻

害物の検討を行った.

BHTとジクマローノレをJ)t与したラットの Vitamin

kによるプロト 1:1ンピン活性の回復時間は両者とも30分

頃より回復を始め，同様な様式を示した.

BHT投与ラットの肝臓中には第四因子合成阻害物が

存在していることが判明した.

阻害物質は，肝細胞分岡の上清にあり，分子量は 1万

以上でアセトンに不溶，水に搭けるが不安定なものであ

った.
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ジブチ1!.-ヒド口キシト1!.-工ン (BHT)の出曲致死作用!こ対する直鎖型

アルキ1!.-ベンゼンス1!.-ホネート (LAS)の効果

高橋 省中，平賀興吾本

Effects of Linear Alkylbenzene Sulfonate (LAS) on Hemorrhagic Death 

by Butylated Hydroxytoluene (BHT) in Rats and Mice 

OSAMU TAKAHASHI* and KOGO HIRAGA* 

米山1) らは，ジブチルヒドロキシトノレエン (BHT)と のである.

直鎖型アノレキノレベンゼンスルホネ{ト (LAS)を同時に 実験方法

飼料中に混ぜ¥亜急性毒性試験を行った際に，とくに雄 動物は， SD， Wistar系雄ラット， ICR系雄マウス

性ラットにおいて，単独投与群には認められない出血致 (いす。れも日本クレア〉を 4適齢で購入し， 5-----7日間

死が生じたことを報告した.その後，平賀2)および鈴 予備飼育後， 9カ月間投与を行った.ラットは個別飼い，

木3)らによって，もつばら，血液凝固レベルでの研究が マウスは5頭飼いとし， SPFパリヤ{システム下で，

なされ， BHTと LASの同時投与とし、ぅ条件での全血 水および館料を自由摂取させた.

凝固時間，プロトロンピン時間の延長，プロトロンピン BHTは東京化成工業製の 2，6ージーtert-ブチノレーPーク

複合体量の低下を示している.又，別に，高橋ら 4，5)は， レゾール AK02を， LASは花王アトラス，ネオベレッ

LASのトロンビン阻害効果を示している.このように クス F60Lot 171 (水分合量 42.8%)を用いた.基本

断片的な知識が集積する一方，藤井らふりは， BHT単独 飼料は日本グレア CLEA CE-2 (組蛋点 24%) を用

投与でも出血致死の生じることを示し，その出血部位の い， BHT， LASを添加後，同型飼料として投与した.

観察を行っている.又，鈴木らのは，血液J疑問の聞か それぞれの群と，用いた動物数を以下に示す.

ら， BHT単独投与ラットの血採プロトロンピンの低下

を見ている.さらに高橋ら 8)は，実験条件を検討改良し

て， BHT 単独投与で短期間の出血発現と，死亡率にお

ける用量反応関係の成立を示している.以上のごとく，

BHTと LASの同時投与により生じた出血傾向は，そ

の主要な役割を BHTが担っていると忠われるが，明確

な形での BHTの出血致死作用に対する LASの増強作

用が示されているのは，米山らねの報告が"H~-である.

もし，薬理作用における相乗性という観点で，その機構

を解明するならば，その前提となる現象の再現性が確認

されなければ，断片的な知識はその基粧を失うし，当

然，現象を説明するものともならないと思われる.

本報告は， BHTの出血致死作用に対し， LASが増強

効果を持っかどうかについて再検討ーをしたものであり，

同時に， SD系および Wistar系ラットに対する効果の

差，ラット，マウス間の種差についても検討を加えたも

対 W~ 
0.3% LAS 
0.6% LAS 

0.9% LAS 

0.5% BHT 

1. 0% BHT 

1. 5% BHT 
0.3%-0.5% LAS-BHT 

0.6%-0.5% LAS-BHT 

0.9%-0.5% LAS-BHT 

0.3%-1. O%.LAS-BHT 
0.6%-1. 0% LAS-BHT 

0.9%-1. 0% LAS-BHT 

0.3%-1. 5% LAS-BHT 

0.6%-1. 5% LAS-BHT 

0.9%-1. 5% LAS-BHT 

*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

l' Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

ラット マウス

SD Wistar ICR 

5 5 10 
戸d 5 10 

5 5 10 

5 5 10 

10 10 20 

10 10 20 

10 10 20 
10 10 20 

10 10 20 

10 10 20 

10 10 20 
10 10 20 
10 10 20 
10 10 20 
10 10 20 
10 10 20 
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SD系ラット

表1. 死亡数および出発個体数に対する 9カ月間の死亡率

Wistar系ラット ICR系マウス
群

死亡日

対照

0.3% LAS 

0.6% " 

0.9% " 
0.5% BHT 

1. 0% " 

1. 5% " 
0.3%-0.5% LAS-BHT 

0.6%-0.5% " 

0.9%--0.5% " 

0.3%--1. 0% " 

0.6%--1. 0% " 

0.9%--1. 0% " 

0.3%--1. 5% " 

0.6%-1.5% " 

0.9%--1. 5% " 

41， 247 

20， 22， 22， 30， 31， 53， 133 

102 

34， 40， 63 

17， 20， 39 
179 

死亡日

10 。 20 。 o I 246， 246 20 。 。
20 。139， 263 20 

70 19， 51， 134 30 95， 137， 233 15 。 。179， 270 10 。 。262 5 。 。247 5 。 。232 5 。 。161， 169， 169， 211 20 
10 62 10 232， 256 10 

30 。166， 247 10 

30 59 10 172， 270 10 

10 267 I 10 201， 263， 263 15 

太字は出血による死亡と考えられるものを示す.

銅育期間中は，出血を中心に一般症状を観察し，死亡 LAS-BHT群 腹腔内大出血 1，胸腔内大出血 1，外部

数を記録した.死亡個体については可能な範閉で出血部 大出血 1;皮下，筋肉，外部，胸腔，胸腺，腹腔，脳，

位を記録した.さらに9カ月後，高濃度群のみについ 醇臓，精巣上体，精巣への出血，それぞれ 2，2， 2， 

て，生存動物の解剖を行い，出血の有無などにつき検討 1，1，1，1， 2， 3， 2. 0.3-1.5%LAS-B誼T群腹腔

した. 内大出血 1，胸j控内大出血2;皮下，筋肉，腹腔，脳，

最古 果

1) 死亡率投与期間中の死亡数および出発個体数に

対する死亡率を表1に示す.ラットでは， SD系， Wistar 

系ともに1.5% BHT投与群において最高死亡率が得ら

れているが， SD系の方が Wistar系にくらべて死亡率

が高い.表から明らかなように，単独投与群にくらべ

LASを添加した群が，高い死亡率を示していることは

ない.ここで， Wistar系の0.9-1.5% LAS-BHT群で

の267日自の死亡は出血によるものではない.マウスで

は，とくに，有意に高い死亡率を示した群はない.

2) 死体解剖 投与期間中に死亡した個体について，

出血などを示す.

SD系ラット 1. 5% BHT群(以下，数字は例数〉腹

)庄内大出血2，胸)控内大出血2，外部へ大出血3;皮

下，筋肉，外部， JJ旬腔，脳，Hi平臓，腹腔，精巣上体，精

巣への出血，それぞれし 2，5，1，2，1，3，6，4.

1.0% BHT群外部(ツメ〉大出血;脳室，筋肉，精

巣，肝臓， I芹臓への出血，胃内血液貯留それぞれ1.

0.9--1. 5% LAS-BHT群外部へ大出血1.0.6--1.5% 

!芹臓，精巣上体，精巣への出血，それぞれ 1，1， 1， 

1， 2， 2， 2. 0.9--1. 0% LAS-BHT群腹腔内大出血;

皮下，筋肉， J惇臓への出血それぞれ1.

Wistar系ラ‘Yト 1.5% BHT群 J]夏j庄内大出血 1，

外部大出血 1;筋肉，外部，肝臓，胸腺， I芹臓，精巣上

体』精巣への出血，それぞれ1.0.9--1.5% LAS-BHT 

群耳下腺に卵大の腫場 1. 0.6--1.5% LAS-BHT群

胸腔内大出血;外部，日平臓，精巣上体への出血，それぞ

れ1. 0.9-1. 0% LAS-BHT群 胸腔内大出血;限，

脳室，腸間膜，精巣上体，精巣への出血，それぞれ1.

ICR系マウス 0.3-0.5%LAS-BHT群 腹腔内出

血1.その他の死亡例では出血は認められず，死体が)!彰

満，肝臓黒褐色，腸黒褐色のもの，あるいは被毛全体が

黄褐色で、水に濡れたようなものが多かった.

3) 症状 出血が生じるまでの特に投与初期の一般症

状を示す.

SD系ラ‘Y卜 投与開始後6日目 0.9-1. 5% LAS-

BHT No. 5右限拡大薄樺色 13日目1.5% BHT No. 

3左限底出血@首2カ所に出虫， 0.9--1. 5%LAS-BHT 
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No.6右眼拡大， BHTを商用量で含有する群は行動に 23日目 1. 5%BHT Nり. 2ケージ内出lul).Lt.f， 0.9-1. 0% 

おいて興奮気味 15日目 0.5% BHT No. 10左限|主化， LAS-BHT No. 4鼻出血， 0.3-1. 5% LAS-BHT No. 

0.6-1. 5% LAS-BHT No. 9右眼底出血 16日呂 0.5 5首外出血 u日目 対照 No.5頭に赤色物付着， 0.5 
%BHT No. 8左眼球周辺部白味がかる.右限突出， %BHT No. 2右肩外傷 25日目 1. 5% BHT No. 4 

1. 5% BHT No. 1眼球白味がかる@顎下黒色， No. 4 鼻ヰ出血，以後40日頃まで死亡多数であるが，それより

眼球突出 (1主味がかる)， No. 5右眼球突出， No. 6 I限 後実験終了時まで目立った症状は見られなかった.

球突出， No.8眼球突出， 0.3-1. 0% LAS-BHT No. Wistar系ラット 11日呂 0.3% LAS No. 1 I恨Ilst

7f眼球突出， 0.6-1. 5% LAS-BHT No. 3頭部および 炎 12日目 1. 5% BHT No. 4右限底出血， No.7左

前肢に外出血， No.5眼球突出 17日目 0.6-1. 5% 眼底出血， 0.3-1. 5% LAS-BHT No. 3左眼底出血，

LAS-BHT No. 3死亡 18日目 1. 5% BHT No. 3首 0.3% LAS No. 1限険炎回復 15白目 1. 5% BHT 

外出血@附近に血液付着， No.9首外出血 19日目1.0 No. 9左|眼底出血 16日目 0.3-1. 5% LAS-BHT 

% BHT No. 9右肩外出血 20日目 1. O%BHTNo. 9 No. 3左限出血 17日目 1. 5% BHT No. 1貧血・ H手

右耳外出血， 1. 5% BHT No. 3両肩外出血， NO.5 吸荒し， 0.3% LAS No. 31浪険炎 19日目 1. 5% BHT 

ケージ内血痕多数(鼻出血)， No. 8鼻出血， NO.9左 No.9両限蒼l当となり死亡 23日目 1. 5% BHT No. 

肩外出自， 0.6-1. 5% LAS-BHT No. 4ケージ内に血 8外部へ出血， O. 9-1. 5% LAS-BHT右限出迎 以後

痕付着， No. 7時限蒼白@横!払@その後間もなく死亡 40日目頃まで死亡が見られるが，その後は目立った症状

21日目 1. 5% BHT No. 1下半身麻痔， NO.5外部へ がない.しかし9カ月目に0.9--1.5% LAS-BHT群に

出血 No.6鼻出血， No. 8外部へ出血， 0.6--1.5% 1例耳下腺に腫療を生じ死亡した.

LAS-BHT No. 4右耳出血 22日目 1. 5% BHT No. ICR系マウス 投与開始後 1，2日目 BHTを含む

3肩の皮膚剥離， No.5眼球白色， NO.9右肩外出血， 群で限の色調がわずかに暗化@被毛の荒れが認められる

No.1死亡， No.8死亡， 0.3-1. 0% LAS-BHT No. ものあり 95日目 1. 5% BHT群1例死亡，以後，死

1左肩外傷， 0.6-1. 5% LAS-BHT No. 4右ヰ出血 亡多く，出血は大部分認められず.

表 2. SD系ラットの 0，7， 77日目の体重および高用量群の6カ月目の体重

〈単位は g，カヅコの中は個体数を示す〉

対照

0.3%LAS 

0.6% LAS 

0.9% LAS 
0.5%BHT 

1.0% BHT 

1. 5% BHT 

0.3%-0.5% LAS-BHT 

0.6%-0.5% LAS-BHT 

0.9%ー0.5%LAS-BHT 

0.3%ー1.0% LAS-BHT 

0.6%-1. 0% LAS-BHT 

0.9%-1. 0% LAS-BHT 

0.3%-1. 5% LAS-BHT 

0.6%-1. 5% LAS-BHT 

0.9%-1. 5% LAS-BHT 

9カ月

0日

114.2土3.3(5) 

113.6土2.9(5) 

113.2土2.6(5) 

113.0土2.4(5) 

111.8土1.8 (10) 
112.0土1.6 (10) 

112.1土1.6 (10) 

112.1土1.5 (10) 

112.0土1.5 (10) 

112.2土1.4 (10) 

112.2土1.4 (10) 

112.4土1.4 (10) 

112.3土1.3 (10) 

112.2土1.3 (10) 

112.2土1.3 (10) 

112.4土1.3 (10) 

対照

0.9% LAS 

1. 5% BHT 

0.9%--1. 5% LAS-BHT 

値は平均値土標準誤差で示しである.

投 与 日

7日

180.4土5.3(5) 

179.0土3.7(5) 

172.2土3.4(5) 

174.4土3.4(5) 

171. 6土3.5(10) 

158. 7土1.8 (10) 

140. 1土2.8(10) 

169. 1土2.8(10) 

167.2土l.9 (10) 

165. 7土2.5(10) 

155.4土2.6(10) 

154.8土2.5(10) 

151. 7土1.5 (10) 

146.3土2.0(10) 

135.8土2.3(10) 

129.4土1.8 (10) 

692.0土26.9(5) 

604.0土14.4(5) 

445.0土 5.0(2) 

314.0土37.1(5) 

数

77日

512.0土14.8(5) 

517.2土23.4(5) 

483.2土22.5(5) 

468.4土11.4 (5) 

502. 1土13.5(10) 

461. 7土38.2(9) 

365.0土11.7 (3) 

465.0土10.8(10) 

463.6土 7.3(10) 

453.3土10.2(10) 

440.4土14.6(10) 

426.8土15.8(10) 

336.5土15.3(10) 

386.3土14.4(7) 

331. 3土14.4(7) 

250.8土13.5(10) 
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表3. Wistar系ラットの 0，7， 77日目の体重および高用量群の9カ月自の体重

(単位は g，カッコの中は個体数を示す〉

投 与 日 数

0日 7日 77日

対- 照 126.6土4.7(5) 181. 6土6.8(5) 493.0土23.1(5) 

0.3%LAS 125.0土3.5(5) 181. 0土5.1(5) 476.8土20.1(5) 

0.6%LAS 125.0土3.5(5) 175.6土4.5(5) 459.8土11.1(5) 

0.9% LAS 124.6土3.4(5) 174.6土4.0(5) 469.0土17.7(5)

0.5%BHT 123.3土2.1(10) 169. 1土4.3(10) 457.3土 8.7(10) 

1. 0% BHT 123.2土2.0(10) 156.8土4.1(10) 446.4土11.6 (10) 
1. 5% BHT 123.2土2.0(10) 138.6土2.2(10) 417.4土10.1(10) 

0.3%-0.5% LAS-BHT 123.5土2.0(10) 169.4土2.5(10) 462.9土 6.4(10) 

0.6%-0.5% LAS-BHT 123.6土1.9 (10) 166.2土2.3(10) 442.3土13.4(10) 

0.9%-0.5% LAS-BHT 123.5土1.9 (10) 164.1土3.3(10) 427.4土11.1 (10) 

0.3%-1. 0% LAS-BHT 123.6土1.9 (10) 149.9土2.4(10) 414.7土 7.6(10) 

O. 6%-1. 0% LAS-BHT 123.7土1.6 (10) 147.5土2.9(10) 407.1土14.6(10) 

0.9%-1. 0% LAS-BHT 123.7土1.5 (10) 146.8土2.4(10) 368.0土15.6(9) 

0.3%-1. 5% LAS-SHT 123.6土1.5 (10) 135.5土2.9(10) 386.6土12.9(10) 

0.6%-1. 5% LAS-BHT 123.4土1.5 (10) 125.5土1.8 (10) 348.2土12.8(9) 

0.9%-1. 5% LAS-BHT 123.4土1.6 (10) 122.7土2.5(10) 305.4土11.3 (10) 

対 照 620.0土22.6(5) 

9カ月 0.9% LAS 572.0土19.3(5) 

1. 5% BHT 518.4土11.0 (5) 

0.9%-1. 5% LAS-BHT 397.4土11.8 (5) 

{直は標準値土標準誤差で示しである.

表4. ICR系マウスの体重(単位は g，カッコの中は個体数を示す〉

投 与 日 数

0日 3日 7日 180日

対 照、 24.5 27.8 29.5 43.6土1.3 (10) 

0.3%LAS 24.4 27.7 29.6 42.3土0.6(10) 

0.6% LAS 24.3 27.1 29.6 43.2土1.6(8) 

0.9%LAS 24.2 25.5 28.5 42.3土0.6(10) 

0.5%BHT 23.8 21. 5 26.7 43.4土0.8(20) 

0.1% BHT 23.7 19.0 23.9 41. 3土0.6(19) 

1. 55広BHT 23.7 18.5 20.2 41. 3土0.8(19) 

0.3%-0.5% LAS-BHT 23.7 22.0 26.8 41. 6土0.8(19) 

0.6%-0.5% LAS-BHT 23.8 24.6 27.8 42.6土0.6(20) 

0.9%-0.5% LAS-BHT 23.8 24.5 27.5 40.8土1.0 (19) 

0.3%-1. 0% LAS-BHT 23.8 20.3 25. 1 41. 7土0.8(18) 

0.6%-1. 0% LAS-BHT 23.8 19.1 22.8 40.9土0.6(15) 

0.9%-1. 0% LAS-BHT 23.8 19.2 23.4 42.1土0.9(18) 

0.3%-1. 5% LAS-BHT 23.8 18.4 20.9 41. 2土0.9(19) 

0.6%-1. 5% LAS-BHT 23.8 18.8 19.4 41. 2土0.6(19) 

0.9%-1. 5% LAS-BHT 23.9 20.1 21. 8 41. 0土1.0 (20) 

0， 3， 7日の値は平均値のみ， 180日の値は平均値土標準誤差で示してある.
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表 5. 9カ月自における高用量投与群ラットの肝および牌臓重量

wは絶対重量， (B)は体重 100gあたりの相対重量
ω 

SD系 Wistar系

群(数〉

対照 (5)

0.9% LAS (5) 
1. 5% BHT (2， 5) 

0.9%-1. 5% LAS-BHT (5) 

肝臓 /J年 目立 肝!蹴 牌 j臓

19.1土0.4

19.1土0.9

16.0土0.5牢*

15.9土1.3

1. 026土0.099

O. 904土0.055十十

O. 505土0.016*

0.588土0.066牢牢

22.6土1.6

20. 1土0.6+

25.8士O.8十

22.9土0.8

1. 020土0.064

0.816土0.038*

O. 792土0.023牢

O. 728土0.038*牢

川
仰

SD系 ¥Vistar系

群(数〉

対照一(5)

0.9% LAS (5) 
1. 5% BHT (2，5) 

0.9%-1. 5% LAS-BHT (5) 

肝臓 Jl平 日産 肝臓 牌!蹴

2.78土O.15 0.150土0.019 3.64土0.17 0.164土0.004

3. 16土0.07+ 0.150土0.010

3.59土0.08* 0.113土0.000

5.29土0.65** 0.193土0.026

3.53土0.13+++ 0.143土0.009+

4.99土0.23牢本 0.153土0.006;

5.80土0.27*** 0.183土0.009

値は平均値土標準誤差で示しである*p<0.05， 料 pく0.01 料申 pく0.001(対照に対して)，
+ Pく0.05， ++ pく0.01， +++pく0.001(0.9%-1. 5% LAS.BHTに対して〉で有意差があることを示す.

赤色尿はラットでは両系統とも 3日目より見られ，マ 群5例中 2例右水腎， 5 OU"j::J 3例精巣上体出血 1例皮

ウスでは認められなかった. 下出血

4) 体重初期での体重を表2，3，4に示す ICR系マウス対照群5例中 1例牌臓肥大， 0.9% 

SD系ラット(表2) 7， 77日ともに投与量に従った LAS群3例中 1例牌臓肥大，肝臓左葉大豆大ののう蕩，

体重抑制が見られるが， 2つの物質を問時に投与した群 1. 5% BHT群5例中 5例肝臓黄褐色， 1例黄色脂肪，

の体重抑制が単独投与群の抑制を全般的には相加的に反 0.9-1. 5% LAS-BHT群5例中4例肝臓線色， l{fU牌

映しているのに対し， 0.3-1. 5% LAS-BHT群では， 臓肥大， 1 O1J方形葉にのう揚，以上が観察された.

BHTの抑制効果に着目すれば， LASはむしろ阻害的 6) ラットにおける肝，牌重量 9カ月自における高

に働いている. 用量投与群ラットの肝および牌臓重量を表5に示す.

Wistar系ラット(表3) 7， 77日ともに投与用量に SD系 体重 100gあたりの相対重量について， 1. 5% 

従った体重抑制が見らた， 2つの物質を同時に投与した BHTおよび 0.9-1.5% LAS-BHT群の肝臓で有意

群での抑制は相加的である (pく0.05，pく0.01)な上昇がみられる.

ICR系マウス(表4) 7日においては LAS単独投 Wistar系 同様に，肝臓の相対重量で1.5% BHT 

与群を除き，体重の抑制が見られるが， BHT単独投与 および 0.9-1.5% LAS-BHT ~frにおいて有意な上井

群以外の用量反応関係は不明瞭である. 7日においては がみとめられた (pく0.01，pく0.001).

BHTの体重抑制効果に対し LASはむしろ阻害的であ 肝臓は絶対重量，相対重量ともに全~i'(;において Wistar

り，又， 180日では殆んど影響を与えていない. 系の方が高値を示している.

5) 9力月自での高濃度投与生存個体の車検 SD系ラ 考 察

ヴト 対照群5例中例5肝脂肪蓄積， 1. 5% BHT群2 結果より明らかなように，今回の実験においては，

例中 1例右精巣萎縮，牌臓出血， 1例左精巣上体脂肪お BHTの出血致死作用に対する LASの増強効果は，ま

よび勝臓出血， 0.9-1. 5% LAS-BHT群5例中 1例左 ったく観察されない.むしろ，単独で出血致死を高率に

右精巣水腫@精巣上体出血， 1例左右精巣水腫 起こすような BHTの濃度領域では， LASは阻害的に

Wistar系ラ‘Yト 対照群5例中 l例右水 l腎， 0.9% 働くようであり， SD系ラットの初期における体重でも

LAS群5例中 1例右水腎， 1.5% BHT群5例中 2例右 見られるところがある.平賀らわの実験ではBHT単独

水腎， 5例中 1例胃中出血物， 0.9-1. 5% LAS-BHT 群がとっていないので明確なことは言えないが，今回の
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実験から考えても，又，米山ら1)の報告と比較しでも，

0.8%の BHTを単独で市販飼料に添加した場合， I高率

で死亡が発生するとは考えにくいから，この平賀らわの

報告はある程度相果的効果を反映していると思われる.

従って， BHTとLASの微妙な濃度関係においてのみ，

相乗的な効果が期待できるのかもしれない.又，今回の

実験で見られた諸性質の系統間における大きな差を考え

ると，このような効果があったとしても，米山らが用い

た Wistar-SLCといった限定された系統にのみ起こる

可能性は強い. しかしながら，いずれにせよ，広い濃度

範囲での単純な意味での増強効果があることは，むしろ

否定されたと考える.このような結果は，精製飼料を用

いても示されている.又，プロトロンビン量に限って

も，鈴木ら 3)によって示されているように， BHT単独

投与にくらべ LASを加えた群が低{症を示しているとい

うことはなく，むしろ単独群の方が，低いように見え

る. しかし， LASを単独投与したラットの血採カルシ

ウム再加時間が延長することへ LASがトロンピンを

IIU‘害し4.5九 トロンピン11寺間を延長させるりこと，僅かで

はあるが，低 LAS1H~皮で，ブィプリンのゲル化を阻害

すること 5〉，又， LASとBHTの同11寺投与群では，凝固

してくるフィプリンが，単独1frにくらべわす冶ミで、はある

が低値を示し，フィブリノ{ゲン自体のわずかな低下も

疑えること 4)など出血性素|左!を誘発する作用を LASは

J与っていること，あるいは又， LASの未だ検討してい

ない性質を考え併せれば，前述のように，むしろ， LAS 

の低い濃度，および BHTのある程度，低い濃度領域

で，相乗的な出血が起こることは可能なこととして否定

出来ない.

以上のように，今回の実験においては， LASによる

増強作用は，見られなかったのであるが，高濃度の BH

T単独で、の出血致死としづ現象に限れば，又，別に，多

少の知見を得るところがあった.従って，以後は，むし

ろ， BHT 単独の出血致死作用を中心にした考察とな

る.

SD系雄ラットに対する BHTの出血致死作用は，実

験条件を改良することによって，用量と死亡率の間に締

麗な closeresponseがあることが分り自にその後の実験

で， 11由の般化防止剤には見られない再現性ある作用であ

る9)ことが確認されているが，結果で示したごとく，こ

の効果はマウスについては起らないようである.血液;疑

問系への作用などについては，さらに追求する必要はあ

るが，少なくとも 1l:lI(Jlという形では， 1;E状は現われてい

ない.アスピリンもラットに山 I(il致死効果をJ.¥:つのが，

それらを含め，クマリン系iA凝白剤などのマウスに対す

る作用も今後検討して行きたい. 9カ月の高濃度投与個

体の解剖で、マウスに緑色)]干，黄色肝がみられたことは，

血液凝固をmu，れて一般毒性の面から考慮される必要があ
る.又，ラットにおいても， SD系と，Vistar系では反

応の量的差違が認められる SD系の方が Wistar系に

くらべ，明らかに強く反応するが，出血致死効果を受け

るという点では，同じである.

BHTによるラットの出血は， 15日頃から女台まって，

1， 2カ月を頂点として， 4カ月頃までには終了してし

まう.遺伝的耐性によるものか，年令によるものかなど

についての検討も必要かと思われる.

出血部{立については，藤井らの報告7)に詳しく，今回

も部位的には，ほぼ同ーと考えられる.藤井らによって

報告されている動物は lケージ 5頭飼育であり，その場

合には，皮下@外傷などに関係した出血に，別の動物が

大きく影響を及ぼすものと考える.今回のは，個別ケ{

ジであったが，ケージの作りに関連した外傷がみられて

いる.結果で示したとおり，胸)J空，腹腔，外部，精巣，

精巣上体， JJ卒臓， 脳室内， 皮下， 眼球への出血がみら

れるのは，藤井らの報告と向様である.眼球がじi化して

後々まで生存した個体もあった.精製飼料に BHTを添

加して投与した時には，眼球への出血および眼球の膨化

• I当化は殆んど見られず，又，皮下出血も極めて少な

い8川. 従って厳密な意味では， 市販飼料に添加した場

合と，精製飼料に添加した場合とでは，同じ出血でも，

同一現象を見ているとは考えられない点もある.

以上のような諸点を考慮すると，むしろ，出血現象の

機構を研究する基盤としては， 再現性の明瞭な， BHT 

単独投与の場合を，それも，飼料組成を十分コントロー

ル出来て，低濃度で、早期に出血の起こしうる精製飼料に

添加して実験を行うべきであると考える.

9カ月自における高用量群投与ラットの肝臓重量は，

SD系， Wistar系ともに， BHT， LAS十BHT群での

相対重量の増加が認められる. SD系と Wistar系とを

比較した場合， Wistar系の方が肝重量が大きく，この

ようなことも1.5% BHT投与群での反応性のちがいに

関係しているのかもしれない.

要約

BHTの出血致死作用に対する LASの増強効果の有

無を見る為， SD系， Wistar系雄ラットおよび ICR系

雄マウスに， 0.3， 0.6， 0.9%LAS， 0.5， 1. 0， 1. 5% 

BHT， 0.3-， 0.6-， 0.9-0. 5%LAS-BHT， 0.3ー，

0.6-， 0.9-1. 0% LAS-BHT， 0.3-， 0.6一， 0.9-1. 5 

%LAS-BHTを市販配合飼料に混じ， SPFノミリヤ{シ

ステム下で9カ月間投与した.死亡率において， LAS 
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の増強効果は，まったく見られなかった. 1.5%のBHT

を含む群においては LASはBHTの致死作用を抑制し

た.BHTの出血致死作用はマウスにおいては見られな

かった.又， ラyトにおいて， SD系は， Wistar系よ

り死亡率が高かった.

謝辞本研究にあたり，いろいろと御協力頂いた当

部の大石真之，池田虎雄，久保喜一の諸氏に感謝致しま

す.
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食品添加物の相乗毒性!こ関する研究(IV) ジブチルヒド口キシトルエン (BHT)と

直鎖型ア)1，..キ)1，..ベンゼンス)1，..ホン酸ナトリウム (LAS)併用の急性毒性

市川久次汽小林博義ぺ米山允子六馬 i別依子申

伊川三枝子六平賀輿吾キ

Studies on Toxicological Potentiation of Food Additives (IV) 

Acute Toxicities of the Combination of Butylated Hydroxytoluene (BHT) 

and Linear Alkylbenzene Sulfonate (LAS) in Rats 

日ISATSUGUICHIKAWAヘHIROYOSHIKOBAYASHI*， MASAKO YONEYAMAヘ
YORIKO MABUCHI*， MIEKO IKA W Aヰ andKOGO HIRAGA * 

Synergistic effect of linear alkylbenzene sulfonate (L) on the acute toxicity of butylated 

hydroxytoluene (T) was examined， and the following results were obtained. 
1. LD50 values of T and the combination of T ancl L (LT) (L= 0.800 g/kg) were 1.906 g/kg 

ancl 1.318 g/kg (male)， 2.255 g/kg ancl 1.695 g/kg (female) respectively. From this results， the 

combination of T ancl L hacl synergistic effect on lethal activity. 

2. In the survival l'ats after treatecl with T ancl LT (44 days after)， hematological， clinical 
chemical tests and measul'ement of 01・ganweights vvere put in operation， no signi五cantchange 
between T and LT was observecl. 

ジブチノレヒドロキシトルエン ((BHT)以下 T と略

す〉は食品添加物として，直鎖型アノレキルベンゼンスル

ホネ{ト ((LAS)以下 L と略す〉は合成洗剤として，

広範囲に使用され，われわれの体内には経常的にかつ長

期間摂取されているが，両者の単味の毒性に関してはこ

れまでに多く人々によって研究されてきており，現在そ

の安全性については未だ確立されておらず，また，両者

の併用のものについては殆んど研究されていなし，1，ゎ.そ

こで今回は相乗毒性の研究の一環として LとTの併用

(以下LTと111各す)の急性苛:性について検討し若干の知

見を得たので報告する.

実験材料ならびに実験方法

1. 使用動物;静岡実験動物農協産生の SPFラット，

SLC-Wistar系ラット雌雄を用いた.生後4週令にて購

入し， 3週間予備餌育し，体重増加，一般状態、に興状の

ないものを実験に供した.実験開始時平均体重(投与時〉

雄 157g雌1l0gであった.

2. 試料;Tは和光純薬製 (LotNo. KIK 5562結晶

性粉末で mp.69.50Cのものを， Lは花王アトラスKK

製ネオベレッグスF(Lot No. 127)を併用した.

3. 試験方法;試料の投与用量は公比1.2の割合で増

量しTを5用量を用い，併用の場合には5用量のTにそ

れぞれLASO. 800gjkg (死亡率0%の最大無作用量と考

えられる用量〉を加えた.投与形状はT単独はオリブ泊

溶液とし，併用のものは， Lを水にとかしたものの中に

Tのオリブ油溶液を加えブレンダ{で撹梓し白色乳液と

し，対照に用いた (LD50の場合). L (0. 800 gjkg)は同

様にオリブ油をL水溶液中に加え乳状としたものを使

用した.なお水とオリブ油の割合は 1:2の割合であっ

た.投与容量は1.5mljkgとなるように調整し，胃ゾンデ

にて経口投与した.動物は 1群(1用量8匹〉とし，実験

前日午後5時に除餌し，水のみを与え，午前10時より投

与を開始し，投与2時間目より餌(日本クレア CE-2)

を再び与え20日間にわたって症状観察，体重測定を行う

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

2ド TokyoMetl'opolitan Resea1・chLabol'atol'y of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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とともに，この間の死亡数をもとに，プロピット法にて

50%致死率を算出し，また， Litchfield Wilcoxson3)法

を用いて，用量致死率曲線の平行性ならびに効力比につ

いての推計学的検討を行った.死亡例は直ちに，生存例

は44日後に (T-1，3， 5， L-4， L T-1， 3， 5群につき〉

屠殺し，定法に従って，血液学，血清生化学的検査なら

びに臓器重量を測定を行い，すべて結果は推計学的処理

を行つため.対照群には無処理のものを選んだ.

各投与群は次のように表記した.

投与群〈提〉投与群用量 投与群 用量

B臼T LAS BHT十LAS

T-1 2.700 L-1 1. 382 L T-1 2.700十0.800

T-2 2.250 L-2 1.150 L T-2 2.250十0.800

T-3 1.875 L-3 0.960 L T-3 1. 875十0.800

T-4 1. 562 L-4 0.800 TL-4 1. 562十0.800

T-5 1. 302 L-5 0.600 L T-5 1. 302十0.800

実験結果

1. D50ならびに用量一致死率の関係

各投与用量における死亡率は以下に示す.

投与群死亡率投与群 死亡率 投与群死
8
亡率
2 ei ~ 1A""T'HT ei ♀ 

T-1 8/8 7/8 L-1 1/8 0/8 L T-1 6/8 8/8 

T -2 5/8 4/8 L-2 2-8 0/8 L T -2 7/8 8/8 

T -3 4/8 1/8 L-3 2-8 1/8 L T -3 7/8 5/8 

T -4 0/8 0/8 L-4 0/8 0/8 L T -4 5/8 1/8 

T -5 2/8 0/8 L-5 0/8 0/8 L T -5 3/8 3/8 

TにL 0.800g/kgを加えた LTとTの用量一致死率

曲線はFig.l，2に示した如く，雌雄とも LTの方がTよ

りも強力な致死作用を示すことが認められた LD50は，

LTのT の用量で表示すると，雄の場合は， L T 1. 318 

g/kg， T1. 906g/kg，雌の場合は LT1. 695g/kg， T2. 255 

g/kgでLTはTに比べかなりの低下が認められた.この

時の用量一致死曲線の勾配は雌雄ともに LTとTの間

の平行性は否定できず，その効力比は雄， 1. 45，雌1.33 

(T/LT)は有意であり， LTにおいて両者の協力作用

が認められた.

2. 体重の変化

試料投与後の生存ラットの体重の変化は， Fig. 3.， 3 

Table 1 に示したごとく各群とも，多くは投与2日後

までは減少した.増加したものも鈍い増加であった. 3 

日以後回復が認められたが， T-3の生存例の増加は緩慢

で4日後まで体重の減少が続き(雄)， 44日後の体重

(雄)，体重増加率(雌〉に変化が認められた.
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Fig. 1. Rela tionship between Mortality and Dose 

in the Rats Administered Orally with T 

ancl L T (Male) 

T:BHT LT:BHT十LAS(0.800g/1王g)

Probit 
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5 Log Dose (X) 
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4 

Fig. 2. Relationship between Mortality and Dose 

in the Rats Administerecl Orally with T 

ancl LT (Female) 

T: BHT LT: BHT十LAS(0. 800g/kg) 
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Table1. Bocly ¥iVeights Gain of Survival Rals 

No. of lnitial B. W. (g) Final B. W. (g) 
Rats mean土 S.E. 1) mean土 S.E. (万)2)

Control 72 157.26土1.280 311.00土7.853(4) 198.09土 5.002

T-3 8->4 153. 13土4.125 279.25土9.750本 191.25土 4.035

T-5 8→6 154.75土2.630 299.50土5.691 191.59土1.010 

L-4 8→8 155. 75土3.337 293.75土7.316 180.16土10.170

L T-1 8→1 158. 50土3.827 269.00 176.97 

LT-3 8→1 160. 13土4.545 335.00 197.05 

LT-5 8→5 154.63土2.946 298.00土7.239 191. 73土 2.522

Control 72 110.40土0.647 164.60土4.142(5) 149.64土 3.766 

T-1 8→1 111.38土2.179 179.00 146.72 

T-3 8→5 108.25土2.242 174.67土3.947 162.96土 3.182* 

T-5 8→8 112.25土2.938 175.25土5.398 156.04土 1.552

L-4 8→8 107.63土2.383 171.37土2.865 159.42土 1.738 

LT-3 8→3 110.88土1.817 175.33土1.764 163. 71土 5.129 

LT-5 8→6 109.25土2.282 171.00土2.671 155.37土 2.073

1) S. E.=今乙(xーさ)2_
， N(N-1) 

本l】ぐ0.05 ()  No. of Rats 
T-1=BHT 2.700g/1明， 1'-3出 BHT1. 875g/kg，γ-5=BHT 1. 302日/kgL-4=LAS 0.8g/kg， L1'-1 
BHT 2.700g十LASO. 8g/kg， L T -3 = BHT 1. 875g十LAS0.8g/kg， L T-5=BHT 1. 302g十LAS0.8g/kg 

20 
days 

Mean Body Weights of Survival Rats Treated Orally with BHT， LAS and BHT十LAS(0. 800g/kg) 

T : BHT 1……2.700 g/kg， 3......1. 875 g/kg， 5・・・…1.302 g/kg 
L : LAS 1.・・…1.382 g/l王g， 3.... ..0.960 g/kg， 5.... ..0. 600 g/kg 
L T : BHT + LAS (0. 800g/kg) 

15 10 5 2 l 18 12 

Fig. 3. 

Dose Sex 

ω一
問
一
甲
J
目

ω百円
HHω
凪

2) (Final B. W. /Initial B. W.) x 100 
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Table 2. Hematology 

MCHC 
(%) 

MCH 
〈μμg)

MCV 
〈μ3)

Ht 
(%) 

Hb 
(g/dl) 

RBC 
(x 106/mm3) 

¥VBC 
(x 103/mmり

No. of 
Rats Dose Sex 

じ
こ
と
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勾
も
・
守
之
、
。
〉
守
ご
、
・
勾
m
u
-
h
s
-
N
J
同
-
w
N吋
i
N
・
H
C

言

38.53土3.06234.00土5.90951. 25土0.62931. 00土7.82214.90土0.3546. 13土1.295(3) 5.00土0.3191)4 Control 

36.98土2.22320.25土0.20252.25土0.47938. 70土1.766 15. 18土0.6807.60土0.3065.02土0.4264 T-3 

38. 78土0.362(5)20. 16土0.299ヰ(5)52.40土0.678(5)38.68土0.946(5)15.06土0.294(5)7.67土0.200(5)7.32土0.606本6 T-5 

38.88土0.37819. 95土0.231**51. 50土0.26737.69土1.48914. 73土0.5657.54土0.3316.63土0.415本8 L-4 u
-
d可/~

41. 20 20.90 51. 00 36.40 15.00 7.25 5.600 1 

1 

LT-1 

LT-3 

40.94土0.59220. 72土0.269本51. 00土0.31634.04土2.53114.02土1.061 6. 79土O.500 6.20土0.363(4)5 LT-5 

39.66土0.30820.90土0.19253.00土0.00035.52土O.865 14.16土0.3366.84土O.170 4. 16土0.3745 Control 

68.30 35. 90 53.00 18.90 12.60 3.55 5.600 1 T-1 

41. 34土O.769 34.44土5.466*52.40土0.40029.08土4.65615.08土0.4805.86土0.9644.60土0.8135 T-3 

41. 07土0.408本(7)21. 56土0.219(7)53.43土0.202(7)36.88土0.50115.11土0.175*7.04土O.105 4.24土0.3398 T-5 
ω一岡山口
E
L 40.00土0.51721. 29土0.21153.63土0.32438.89土1.101 15.64土0.4687.41土0.2214. 75土0.2498 L-4 

41. 70土1.607 22. 18土O.706 53.50土0.64537.03土1.516 15.45土0.096*7.04こと0.2455.48土0.5224 LT-3 

47.68土5.947(5)22.32土O.890(5) 53.50土0.500(4)35.55土1.873(4) 14. 90土0.259(5)6.63土0.284(5)

1) Mean土S.E. *pく0.05料 Pく0.01() No. of Rats 
T-1=BHT 2.700g/kg， T-3=BHT 1. 875g/kg， T-5=BHT 1.302g/kg， L-4=LAS 0.800g/kg， LT-1=BHT 2.700g+LAS 0.800g/kg， LT-3=BHT 

1. 875g十LAS0.800g/kg， L T-5=BHT 1. 302g+LAS 0.800g/1王g

4. 72土0.4536 LT-5 
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Table 3. Serum Biochemical Tests 

Sex Dose No. of 
Tota} Protein GLU UN GOT GPT ALP Cho ChE Na+ 豆+

Rats (g/dl) (mg/dl) (mg/dl) (Unit/ml) (Unit/ml) (Unit/dl) (mg/dl) (ムpH) (mEq/l) (mEq/l) 

Control 4 6.13土0.293
n
97.50土7.030 43.75土1.031 88.00土 4.062 25.00土0.40842.25土2.358 58.50土3.663 0.03土0.005 146.00土4.509(3)7.47土0.617(3)

T-3 4 6.75土0.473 110.00土4.243 47.25土3.146 102.00土 7.990 28.00土0.707* 54.00土2.445 64.50土4.173 0.08土0.009 138.50土3.014 7.35土0.166

T-5 6 6.93土0.092* 123.00土1.36ホ6' 55.17土0.*94*6* 98.67土 2.704 27.00士0.447* 55.33土2.47*2* 69.33土2.216* 0.07土0.012 148.50土4.500 7.68土0.375

E出aZ J L-4 8 6.79土0.289(7)115.00土5.251(7)48.00士2.182(7) 97.57土 2.487(7)24.75土1.47352.57土3.243(7)65.57土2.680(7)0.04土0.006(7) 143.43土2.159(7)6.76土0.200(7)

2 6.30土0.100 100.50土3.500 38.00士1.000* 61.00土24.000 24.50:1: 0.500 44.00土2.000 62.00土1.000 0.04土0.005 147.50士1.500 7.55土0.650

LT-3 1 6.60 115.00 43.00 89.00 25.00 53.00 67.00 0.04 144.00 6.5 

LT-5 5 6.26土0.314 118.60土7.494 44.40土2.379 89.20士 5.229 24.00土2.34545.80土1.241 60.00土1.975 Q.20土0.154(4) 140.80土2.396 7.56土0.346

ControI 5 6.18土0.156 124.80土1.241 41.60土0.600 87.60土 2.421 25.00土0.70745.20土1.594 77.80土5.886 0.63土0.148 142.67土2.603(3)7.00土0.404(3)

T-l 1 6.20 94.00 49.00 99.0 27.00 47.00 89.00 0.12 144.00 6.50 

~ 出回5 4J 
T-3 7 6.77土0.121* 109.86土2.755 52.29土1.*08*5* 99.14土 2.74*7 24.57土0.20250.71土1.475* 91.86土1.908* 0.67土0.089 143.33土1.647(6) 7.55土0.272(6)

T-5 8 6.5l:!:0.190 109.38土2.nホ2* 50.00土1.69*0* 92.25土1.780 21.88土1.52948.88土1.767 84.38土3.316 0.82土0.041 145.40土3.108(5)7.42土0.350(5)
L-4 8 6.71土0.149* 119.88:1:4.116 51.00土1.72*2* 93.88土 3.810 25.00:1: 0.535 59.13土6.924 79.25土2.374 0.78土0.050 141.83土1.721(6) 7.07土0.143(6)

LT-3 3 6.30土0.153 114.67土3.844* 46.67土2.333* 86.67土 5.044 22.00土3.05549.67土4.910 77.67土1.333 0.68土0.052 141. 00 (1) 6.10 (1) 

LT-5 6 I 6.48土0.128 126.50土2.907 44.67土1.764 89.67土 3.252 24.33土0.33347.33土2.552 77.83土1.721 0.70土0.043 141.50土2.964 6.80土0.407

ぇο
『司

1) Mean土S.E. * P <0.05 料 P<0.01 料*p <0.001 () No. of Rats 

T-l =BHT 2.700g/kg， T-3 =BHT 1. 875g/kg， T-5 =BHT 1.302g/kg， L-4 =LAS 0.800g/kg， LT-l =BHT 2.700g十LAS0.800g/kg， 

LT-3 =BHT 1.875g十LASO.800g/kg， LT-5 =BHT 1.302g十LAS0沿OOg/kg
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Table 4. Organ Weights 

No. of L(ivge) r He(margt ) Kidn(emyg () L) Kidney(R) Adre(nmalg() L) Adre(nmalg() R) SD(lmeegr) l Te(sLt) is or Ovary Te(sRti)s or (Omvga) rv Sex Dose Rats (mg) (mg) 

11. 79土0.235
1
)848.75::1: 9.268 1204.75土94.761 1108.50土63.894 22.50土1.555 22.50土2.217 624.00土30.890 1432.25::1:25.529 1393.75土29.070

Control 4 
3.79土0.042 273.39土 7.009 386.79土25.809 355.62土12.095 7.22土0.392 7.23土0.680 200.35土 5.499 461. 57土16.164 448.75土11.595

10.44土0.48*3 736.75土 7.ネ9*2ネ0 988.25土67.867 制日oml197日 287 20.75土1.493 482.25±25.90* 5 1304.25土85.188 1247.75土82.693
T-3 4 

172.48土 4.9*9*4 3.73土0.064 264.54土 6.900 353.29::1: 16.723 357.20土12.3351 7.15土0.994 7.42土0.406 466.15土19.557 445.89土18.758

: T-5 
11.17土0.236 736.67土10.ネ3キ1*1 976.00土17.61*2 973.50土32.106 18.83土0.980 20.00土1.183 503.50土26.81*6 1348.50土18.96*1 1341.33土19.815

6 
246.21土 3.7*3*6 326.13土 5.39*7 324.96土 7.982 6.31::1:0.385 6.68::1: O. 377 167.99土 8.17*3 450.63土 5.953 448.39土 8.176

10.82土0.454 735.25土22.71*9 1010.00土46.548 967.00土38.500 20.14土1.969(7) 18.38土1.238 550.00土19.794 1366.13土32.147 1354.38土27.421
:::E L-4 8 

3.67士O肝71250.16士 357 制 19士11.049 拙肝土 9.2911 6.9旧制7)1 6.3出町 187.02士 3.7211 465.94土10叩 |461同土 8.17

11.93土1.6901845.00土78.00011105.00土39.00011044.00土44.000121.50土4.500 113.00 (1)1685.50土13.5001 825.50土41.500! 827.00土3362.0
2 
3.73 (1)1285.10 (1)1 396.28 (1)1 371.74 (1)1 6.31 (1) 1 4.83 (1)1249.81 (1)1 322".30 (1)1 292.19 (1) 

12.70 8.20 11025.00 11022.00 115.00 112.00 1540.00 11338.00 11348.00 
LT-3 1 

3.79 2.44 305.97 I 305.07 I 4.47 I 3.58 i 161.19 I 399.40 '" I 402.38 

iLT-5 5 
4.04土0.057! 271. 56土 353.74土15.7611 378.14土21.8041 6.65土0.293 1 6.53土0.4271196.53土 3.197: 434.49土16.6671 440.55土11.569 

5 
5.37::1:0.190 山 O土13.526i 603.2山 531 560.80::1:21.451山1.114 121.60::1:0.67813山山一0.860l21.80::1:2.177

3.26土0.0461285.47土 367.75土25.6371 341. 76土16.309113.33土0.946 113.19土0.7371231. 73土 6.352; 16.97土0.9201 13.19土1.171

6.24 I 549.00 1 666.00 1 632.00 1 21. 00 1 25.00 I 385.00 43.00 
T-1 1 

3.48 1306.70 1 372.06 1 353.07 111.73 113.96 1215.08 24.02 

7 
T-3 

6 3.45土0.0621285.69土 2.2791 373.17土 6.7781 362.15土 6.546113.63土0.744 1 14.07土O.618 i 209.06土 4.9761 14.01土0.9991 16.41土0.929
Q) 

6.10土0.1991515.00土11.4661 656.63土21.6371 679.25土29.124125.50土2.027 125.38'::1:1.1641394.00土15.6411 27.13土1.6191 30.00::1:1.669 '" E T-5 8 
3.48土0.0461294.72土 5.7531 376.70土15.4391 389.24土18.608114.60::1:1.161 114.54土令0.699 1 224.47土 2.2921 15.44土0.6681 17.19土1.02fth GJ l 

6.03土0.19ホ8I 520.38土 6.7691 743.25土26.6281 716.88土25.762122.43土0.751(7)121.00::1:1.1341396.50土18.8311 27.75土1.359 1 29.63土2.492
L-4 8 

3.52土0.0911304.09土 5.3421 434.66土17.3391 419.75::1:18.326113.19土0.632(7)112.24::1:0.6051231.11土 9.301 I 16. 19土0.7551 17.24土1.339

6.57土0.3lsI521.33土20.6991 746.33土42.1911 771.67土29.486123.67土1.202 1 25.67土2.9631 399.67土30.6071 28.00土2.0001 27.33::1:2.404 
LT-3 3 

3.74土0.1941297.17土 9.0561 425.35土20.4771 439.92土13.i921 13.49土0.640 114.61土1.553i 227.65土15.2341 15.95::1:1.000 1 15.58土1.31基
6.09土o.17sI517.83::1:15.4o41 735.67土48.1521 667.33土25.9o5122.83土1.138 1 20.83土1.956 1 407.33土19.9691 26.33土0.6151 28.17土1.573

LT-5 6 
3.5壮 0.0581303.32::1: 11.1221 429.1出 3.5971 390.5日 5.369113.3日 558 12.1制限 237.80土 9.1331 15.4出 454I 16.48::1:0.895 

1) Weights 2) Weights/100g B.W. ()  No. of Rats キ p<0.05 料 p<0.01 料キ p<0.001

T-1 =BHT 2.700g/kg， T-3 =BHT 1. 875g/kg， T-5 =BHT 1.302g/kg， L-4 =LAS O.800g/kg， LT-1 =BHT 2.700g+LAS O.800g/kg， 

LT-3 =BHT 1.875g+LAS 0.800g/kg， LT-5 =BHT 1.302g十LAS 0.800g/kg 
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3. 血液学的検査

結果は， Table 2に示した如く，いずれの検査におい

ても著明な変化は認められなかったが，貧血の傾向が散

見された.

4. 血清生化学的検査

結果は， Table 3に示した如く，著明な変化を示した

ものはなかったが，雌雄ともに， T-3， T-5において変

化したものが多かった.

5. 臓器重量

結果は， Table 4に示した如くであるが， utifr雄各群に

比較的多く変化が認められたものはれ雄の心臓の絶対重

量，体重比重量の減少， (T -3， T -5， L-4)， IJ*臓の絶対

重量，体重比重量の減少 (T-3， T -5)， utíl~では，肝臓の

絶対重量，体重比重量の増加 (T-5， L-4， L T-3， LT-

5)，心臓の絶対重量の増加 (T-5，L-4， LT-5)， I[引抜

(右〉の絶対重量，体重比重量の減少 (T-5， L-4， L T 

-3， L T-5) ，他に卵巣(右〉の重量増加がみられた.

総括ならびに考按

食品添加物として広く多量に使用されているTならび

に合成洗剤の主成分として使用されている Lの併用の急

性毒性について検討した.

50%致死率 (LD50)は，死亡ということを指標とする

限りにおいては，使用した， L O. 800 gjkgは無作用量

として考えてよい LTの LD50 の低下はTとLの間に

致死作用について協力作用があると考えられる.その効

力比についても LitchfieldWilcoxson法によって検討し

有意であることが認められた.しかし用量一致死曲線

(Fig. 1， Fig. 2) について考察を加え， それらの協力

作用の機序について考えてみると，雌の場合は図の上か

らも明らかに平行移動しているのが認められ， Lは単に

JR-臣!活性剤として作用していると考えれば説明はつく.

雄の場合には複雑でTが高濃度になると Lによって致死

作用が弱められるとしづ結果が得られた(実際の死亡率

においても LT-1と'1'-1では低濃度における場合の逆で

ある).これは， '1'の低濃度の場合はLが加わることに

よって Lが界団活性剤として作用し， Tの吸収が促進

されるのに対して， 'rが両政度になると，逆に抑制され

たと考えられるが，この様に単純なものでなく生体側に

起因する機序も考えられ，この結果の解釈は非常に困難

である. Litchfield ¥Vjlcoxson法により平行性が否定で

きないという点を重要視すれば， Fig. 1の結果は， そ

の協力作用について Fig.2の結果となんら差はなく単

に界面活性剤として， Lは作用すると説明がつくものと

考えられる.

生存ラットの，体重の変化， J血液学的， J1Il清生化学的

検査ならびに臓器重量の検討を行ったところ，特別に意

味のある変化は認められなかったが， 44日経た後もTと

L， LTの影響が種々の聞で残存しているものが認めら

れた.
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ジブチ)!--ヒド口キシトルエン (BHT)，直鎖型アルキ)!--ベンセ、ンス)!--ホネート (LAS)

長期投与マウスおよびラットにおける細胞遺伝学的研究ならびに優性致死試験

益淵正男子，高橋昭夫ぺ高橋 省汽平賀輿苦*

The Cytogenetic Studies and Dominant Lethal Tests 

of Long Term Administration with Butylated Hydroxytoluene .(BHT) 

and Linear Alkylbenzene Sulfonate (LAS) in Mice and Rats 

MASANORI MASUBUCHI*， AKIO TAKAHASHI*， 

OSAMU TAKAHASHI* and KOGO HIRAGAネ

1970年来，当部で、は食品添加物としてのジブチノレヒド

ロキシトノレエン(以下 BHT)と合成洗剤の主剤である

直鎖型アルキルベンゼンスルホネート(以下 LAS)の

一般毒性研究が続けられている.

最近， BHTに染色体異常誘発性のあることや1，2)， 

LASに催奇性のうたがいのあることが報告3，りされてい

るが，これらを含む特殊毒性に関する研究は非常に少な

く，さらに広範囲な調査を行なうことが望まれる.

BHTおよび LASはその使用法から考えて，一般に

はごく微量ずつ長期にわたって経口的に体内に取り込ま

れることが考えられ，実際に即した条件下で、の検討がな

される必要がある.今回， BHTの出血致死作用に対す

るLASの増強効果を調べるために長期間 (9カ月〉添

加飼料により飼育された2系統のラットおよびマウスを

細胞遺伝学的研究ならびに優性致死試験に利用する機会

を得たので報告する.

普通，優性致死試験では雄に 1回(急性試験)あるい

は 7 日連続(亜急性試験〉被検物質を投与，その後 6~

8週間無処理雌と交配しつづけ，胎仔調査が行なわれる

が，長期 (8週間以上〉投与による影響が調べられた例

はない.一方，in vivo細胞遺伝学研究においても単一

腹腔内投与後 6~48時間(急性試験)， 24f時間間隔5回腹

腔内投与後6時間目(亜急性試験〉に染色体分析が行な

われているのみで，慢性試験の例はほとんどない.

実験方法

1. 動物

JCL-Wistar系および JCL-SD系の雄ラット， JCL-

ICR系の雄マウス(いずれも日本クレア株式会社〉を

4週令で購入し， 5~7 日の予備飼育後，実験に供し

た.それぞれノミリアーシステム下(温度 25土10，湿度

55:!:: 5 %， 12時間/日定時照明〉で，ラットは個別飼

い，マウスは 5]lli飼いとし，水道水および飼料を自由摂

取させた.

2. 検体

BHT は 2，6ージ-tert-ブチル-pークレゾール AK02

(東京化成工業株式会社製)， LASはネオベレックス

F60 (花王アトラス株式会社製〉を用いた.以上の検体

は，次の割合で飼料原末・ CE-2(日本グレア製〉に混合

後，同型化して使用した.

BHT (1. 5%)添加群

LAS (0.9だあるいは， 0.6%)添加群

BHT (1. 5%) + LAS (0. 9%)添加群
Control (無添加)群

先にも述べたように，用いた動物はもともと出血致死

作用に対する BHTとLASの効果を調べるために計画

されたものであり，他に種々の実験群がもうけられてい

るが(詳細は高橋と平賀の報告5)を参照されたい)，今回

はそれぞれ最高量投与群のみを対象とした.各群の投与

量の目安として， BHT添加飼料を摂取した場合，その

1日摂取量は経口急性毒性の LD50値 (Rats : 2gjkg体

重町の75%程度，また LASのそれは経口急性毒性の

LD50値 (Rats; 1. 5gjkg体重7っと間程度と考えられる.

*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

:1< Tokyo J.¥iIetl'opolitan Research Laboratol'Y of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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3. 細胞遺伝学的観察

i) 使用動物数は次のごとくである.

I~ats 
Groups 

Wistar SD 

Control 5 5 

BHT (1. 5%) 5 5 

LAS (0.9%) 5 5 

BHT (1. 5%) 5 5 

十LAS(0.9%) 

Mice 

F
D
目

h

d

q

δ

H

h

d

ii) 大腿骨骨髄細胞染色体分析

分裂中期像を集めるため， )者殺の 2時間前に1.0%コ

ノレヒチン捺液 1ml/l培体重を腹腔内に投与した.属殺

後，大腿骨を取り出し両端をハサミで切り，生理食塩水

を入れた注射器で、液と一緒に骨髄細胞を遠心沈殿管に洗

い出した.低張液 (370 の 0.075MKCl水溶液〉で15

分間処理したのち， acetic-alcohol (acetic acid 1 

ethano13)でlel定した.染色体標本は火焔乾燥法により

作成し， Giel11sa染色ののち検鋭に供した. よく拡がっ

たきれいな分裂中期像のみを顕微鏡下で、観察し染色体

異常の有無について分析した.

4. 優性致死試験

i) 使用動物:]CL-ICR系マウスの雌雄を用いた.

動物数は次のとおりで、ある.

Groups male fel11ale 

Control 9 18 

BHT (1. 5%) 10 20 

LAS (0.6%) 7 14 

BI-IT (1. 5%) 10 20 

+LAS (0.9%) 

なお雌は使用n寺10週令に達したものを用いた.

ii) 交配および胎仔調査方法:11tltの交配適j拐を問わ

ず，雄 1匹につきl雌2匹を 1ケ{ジ内に同居させた. 4 

日間同居させたが，その間毎朝睦M~の確認を行ない，院

杭の認められたものから別ケ{ジに個別分再fr~飼育した.

胎仔調査は，日宇:怜を認めた日を妊娠0日とし， 13日自に

母獣を解剖し行なった.卵巣と子宮内のJlii1子を摘出し，

黄体数，生存胎{子数，初期および後期死臨数について調

べた.

iii) 優性致死誘発率の算出:上記方法で、得られた値

から， Rohrborn (1970)8)の方法にしたがい優性致死誘

発率 C(]) x 100Jを次の方法で求めた.

一生存胎仔数/全着床数(処置群〉
]CAJ = 1- ~'I::~~ 士二一一一 一一一一一

宇床数(対照、群〉

101 

JCB]口 1一昨1型車!左りの生をJlfif王数-{仰望:'1}泣
11li& 1 頭あたりの生存胎仔数(対照~i'r)

得られた結果はすべて t検定および f検定を行ない.

対照群との有j&:差を検討した.

結果

1. 細胞遺伝学的観察

1個体あたり 501聞の分裂中期像について， break 

(chromatid， isochrol11aticl)， gap (chromaticl， isochro開

ma ticl)，その他の異常 (exchange，ring chrol1losol1le， 

pulverization) などの ßI~常を有する細胞の出現数を調べ

た.結果は Table1のごとくである.

BHT 投与'Wrで染色体異常として認められるのは gap

で， breakはまったく観察されなかった.なお gapで

は飽の投与群にみられぬ isochrol1laticltypeのものがマ

ウスと ¥Vistarラットで観察されたが，その数は少な

く， Conirol群に比して有意差はない.gapを生じた染

色体@染色体部位は一定していなかった.

LAS 投与群では chromatid および isochromaticl

typeの breal王が観察されたが，その出現はマウスに限

られ， しかもそれぞれ 1細胞においてのみであった.

BHT十LAS投与群においても有意な染色体異常をと

もなう細胞の出現は認められなかった.

一方，各種動物およびその投与~lfにおいて， exchangぞ，

ring chromosome， pulverizationなどの染色体異常はま

ったく観察されなかった.

2. 優性致死試験

ICR系マウスにおける試験結果を Table2に総括し

て示す.

雄のうち交尾を認めた(雄1匹に対し雌2匹の毎朝の

!出金確認による〉割合は，それぞれ Contro1群 77.8%，

BI-IT群 100%，LAS群 85.7%，BHT +LAS 'Wr 90.0 

%で，交尾能力の低下はみられなかった.また各投与群

において，交配雌数のうち受JJ合の認められた割合もBHT

群 60%，LAS群 78.6%，BHT十LAS群 75.0%であ

り， Contro1群 66.7%に比べむしろ高い値を示した.な

お，腔絵の確認された~tlf~数と受JJ合雌数とはほぼ一致し，

妊娠率は 100%に近かった.

投与群の 1母体あたりの黄体数は 12.7'"'-'14.2で Con-

tro1群とほぼ一致し，また 1母体あたりの着床数も 11.3 

~13.5 で Contro1 群との有意差は認められなかった.

このことから，各投与群とも着床以前における卵の死亡

率 C(黄体数一着床数)/黄体数Jx 100も投与群で最低

2.6%から最高 5.13ぎであり， Contro1群の 3.1%とな

んら有意差は認められなかった.また，若床数に対する

生存胎仔数と死!距数は表裏一体の関係を示すが，今回の
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Tab1e 1. Chromosome studies of bone marrow ce11s after 10ng term administration 

(9 months) with dietary BHT and/or LAS in mice(ICR) and rats(Wistar，SD) 

口lemica1s No. of No. of 
Anおna1s and anima1s cel1s 

doses (%) observed 

Contro1 5 250 

BHf (1.5) 5 250 

Mice LAS (0;9) 3 150 
(ICR) 

B+ffLrAS (1.5) 5 250 
(0.9) 

Control 5 250 

BHT (1. 5) 5 250 

Rats LAS (0.9) 5 250 

(Wister) B+町LAS(1.5〕 5 250 
(0.9) 

Control 5 250 

BHT (1. 5) 5 250 

Rats LAS (0.9) 5 250 
(SD) 
B+町LAS(1.5〕 5 250 
(0.9) 

1) exchange， ring chromosome， pu1verization 

実験では Control群における初期死臨数が多く，むしろ

各投与群におけるそれを上まわった.

一方，優性致死誘発率のA法における値は各投与群と

もマイナスをしめし， B法におけるそれは BHT群と

BHT+LAS群でプラスの値が得られたが，有意な差と

なっていない.

考察

放射線ゃある種の化学物質により誘発される突然変異

は，そのほとんどが有害な作用をもち，先天異常や発癌

と密接な関連をもちうることが明らかにされつつある.

これら突然変異の検出には，微生物を用いる方法と，

11市乳動物およびその培養細胞を用いる方法があるが，後

者では遺伝子突然変異を検出することは非常に困難で，

現在のところ遺伝子の集合体である染色体の数や形の変

化(染色体呉常〉を調べてその手がかりとしている.そ

れには，骨髄細胞の染色体分析と生殖細胞に生じた染色

体異常を受精卵または腔胎仔の死亡から推定する優性致

死試験などが行・なわれている.

はじめに述べたように，優性致死試験としては被検物

質で処理した雄動物を無処理の雌と 6~8 週間交配しつ

No. of cells No. of cells 
with breaks with gaps 

No. of 

間t'.4u 居 Zi 唱告4g J 

cells 

wabi teh rroatthieonrs司ム、J 

2 。 5 。 。。 。 3 3 。
l 1 4 。 。
1 。 4 1 。

工 。 3 。 。。 。 2 1 。。 。 3 。 。。 。 l 。 。
。 。 4 。 。。 。 2 。 。。 。 4 。 。。 。 2 。 。

づけ，精子形成段階の初期から後期に至る聞の突然変異

誘発の強さとその時期的特異性を調べている.今回は，

その精子形成の期間中被検物質を投与しつづけ(実際に

は9カ月間行なった)，無処理雌と交配することにより

優i生致死の誘発性を調べる方法を試みた.被検物質の作

用時期特異性は調べられぬが，優性致死誘発性を検定す

るスクリーニ γグ法としては非常に有効な方法かと思わ

れる.

さて，今回の ICRマウス， Wistar， SDラットの骨歩

髄細胞染色体分析では，各投与群ともその異常はgapが

ほとんどで，その出現数は 250 個の細胞中 0~4個の低

さであり，また break も 0~1 個にみられたのみで‘あ

る.これらはすべて Control群の値よりも低く， BHT， 

LAS， BHT十LAS投与による染色体への影響はなかっ

たと判断される BHTの染色体異常誘発性については，

ブィトヘマグルチニン処理したヒト白血球細胞の in

vitro実験で，染色体の凝縮性 (coiling) がさまたげら

れ，また染色体断片化などの形態的異常を伴なうことが

報告されているが2¥今回筆者らが行なった観察ではそ

の傾向はみられなかった.in vitroとinvivoの条件の
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差かもしれない.またさらにSciorra(1974)によると，

上記条件下で細胞分裂周期の短縮がみられるの.この分

裂周期時間の短縮に関連していると思われる現象に，マ

ウス肺において BHT投与後DNA合成が促進されると

いう報告的がある. 現在，今回作成した染色体標本につ

いて，さらに染色体数の異数性，分裂指数の算定，中間

期核の形態的変異などを検討中であり，この結果に関し

ては後日あらためて報告する.

一方，優性致死試験においては， BHT， LAS， BHT 

十LAS投与群とも Control群に比べ，着床数，生存胎

仔数，早期@後期死臨数とも何ら異常は示されなかっ

た.ただし BHT投与群において，母体あたりの着床数

および生存胎仔数の低下がみられ，また優性致死誘発率

(BJが 11.19とやや高い値を示している. しかし，

Rohrbornω によると， 優性致死試験において被検物質

がほとんど突然変異性を示さない場合，実験群の平均生

存胎仔数が対照群の値よりも99%の確率で20%以上の低

下を示す場合に，はじめてその物質が弱い突然変異誘発

性を有するとみなされることから考えると， BHTの影

響はないものと思われる.

今回用いた動物は， BHT(1. 5%)添加， LAS (0. 6%) 

添加， BHT (1. 5%)十LAS(0.9%)添加飼料で9カ月

間飼育されたものであるが，はじめに述べたごとく，そ

の一日薬物摂取量は経口急性毒性の LD50値に近いと考

えられ，日常一般的な使用法では考えられぬほどの高濃

度である.これら一連の結果を総括すると，本実験条件

下では，BHT， LASはマウスおよびラットに対しなん

ら遺伝的障害を与えないものと考えられる.

要約

ジブチルヒドロキシトルエソ (BHT)と直鎖型アルキ

ノレベシゼγスルホネ{ト (LAS)の突然変異誘発性を調

べるため，経口的に長期間投与された ICRマウス，

Wistarラット， SDラットにおける invivo細胞遺伝

学的研究およびマウスにおける優性致死試験を行なっ

た.

投与は， BHT (1. 5%)， LAS (0.6%あるいは 0.9%)，

BHT (1. 5%)十LAS(0.9%)添加飼料により 9カ月間

飼育することにより行なった.

染色体分析には大ms骨骨髄細川包を用いたが， BHTお

よび LAS投与に起因すると考えられる異常は認められ

なかった.

一方，優性致死試験は，投与雄マウス 1匹につき無処

理雌マウス 2匹を交配させ，妊娠13日目に開腹して，黄

体数，着床数，生存および死亡胎行数を調べた.その結

果，各投与~i~f とも妊娠率，卵および腔胎仔の死亡率，生

存胎仔数，優性致死誘発率には Control群に比ベ推計学

的有意差は認められなかった.

以上 a速の結果から，本実験条件下では， BHT， LAS 

はマウスおよびラットに対しなんら遺伝的障害を与え

ないと結論された.
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直鎖型アJ(..キJ(..ベンゼンスJ(..ホネート (LAS)の亜急性毒性につい

米山允子*，馬法IJ 依子六伊川三枝子へ小林博義*，市川久次*

Subacute Toxicity of Linear Alkylbenzene Sulfonate 

MASAKO YONEYAMAヘYORIKOMABUCHI*， MIEKO IKA WAヘ
HIROYOSHI KOBAYASHI* and HISATSUGU ICHIKAWA* 

患者

合成洗剤，直鎖型アルキルベンゼγスルフォン酸ナト

リウム (LAS)と分校鎖型アノレキルベンゼンスルフォン

酸ナトリウム (ABS)の亜急性毒性試験については，先

に報告した1)近年，水道水中の合成洗剤の汚染が， 問

題とされる中で，飲料水中の LASの毒性試験は，千葉

ら2)が，ラットを使用して慢性毒性試験を行い.特筆す

べき所見のなかったことを報告している.我々は， LAS 

の毒性をさらに吟味するために，飲料水に溶解したLAS

をラットとマウスに 9カ月摂取させ，肝臓と腎臓を中心

に，生体に与える影響を検討したので報告する.

実験材料及び方法

〈試料) LAS (Linear Alkylbenzene Sulfonate)は，

花王アトラスK.K製ネオペレックス P-60，Lot. No. 

171を使用した.

(実験動物) Wistar JCL系ラット 4週令 SLC-ICR

系マウス 4週令を静岡実験動物農業協同組合から購入

し， 1ケ{ジに5匹飼いで1週間予備飼育後実験を開始

した. 投与開始時の体重は， ラット雄 (100'"'-'124g)， 

雌 (82'"'-'100g)，マウス雄 (24'"'-'31g)，雌 (20'"'-'25g)

であった.

〈投与方法，投与期間) LASを日本クレア製飼料

CE-2に， 0.6%， 1.8%になるよう混和し，飲料水に

は， 0.07%， 0.2%， 0.6%， 1.8%になるよう溶解し，

ラット，マウ Jえに各々自由摂取させた.官J1及ひ、飲料水中

の LASの濃度は，次のように表わす.LAS 0.6%を

合む餌は， 0.6F， 1. 8%を含む餌は， 1. 8F， LAS 0.07% 

を含む飲料水は， 0.07VV， 0.2%， 0.6%， 1.8%は各々

0.2VV， 0.6VV， 1. 8VV.動物は室温 25土1
0

C，湿度50'"'-'

60%，照明時間6-18時の餌育条件下で上記の飲料水，

餌を自由摂取させ9カ月間飼育した.飼育期間中，毎週

体重，飼料及び試料摂取量，飲水量及び試料摂取量を測

定し症状観察を行った. 1. 8F， 1. 8VVのマウス， 0.6VV， 

1. 8VVのラットは，体重の減少がひどく投与開始後2週

目で LAS投与を中止した.実験終了時に次の項目につ

いて検討した.マウスは，断頭後解剖による肉眼的観察

を行い，次の項目の臓器重量を測定し，実重量と実験終

了時の体重から 100g体重当りの重量を求めた.重量測

定臓器:心臓， IJ市，肝臓，腎臓，牌臓，精巣，子宮.肝

臓， i青!肢については次の酵素活性を測定したへ肝臓の測

定酵素:グノレコ{ス 6フォスファタ{ゼ (G6Pase)，乳

酸脱水素酵素 (LDH)，GPT， GOT.腎臓の測定酵素:

G 6 Pase， LDH， GPT， GOT， ALP，アシドフォスフ

アタ{ゼ (ACP)，Na， K"':'A TPase，マレイン酸脱水素

酵素 (MDH).蛋白質の定量は Lowryら4)の方法に従

った.

ラットは，断頭採血後，肉眼的所見観察を行い，血液

学的，血清生化学的検査，臓器重量測定及び 100g体重

当りの重量，肝臓，腎臓の酵素学的検査を行った.血液

学的検査:断頭時放出する血液をへパリ γ塗布試験管に

採取後， Coulter Counter Model Sを用いて次の項目を

測定した.①白血球数 (VVBC)②赤血球数 (RBC)③

ヘモグロピン量 (Hgb)④へマトクリット (Hct)⑤平

均赤血球容積 (MCV)⑥平均赤血球ヘモグロビン量(M

CHC).血清生化学的検査:採血後 3000rpm10分遠心

分離，血清を採取し，目立自動分析装置M400を用いて

次の項目について測定した.①グ、ルタミ γ酸オキザロ酢

酸アミノ基転移酵素 (GOT，Reitman-Frankel変法〉②

グルタミン酸ピルビン酸アミノ基転移酵素 (GPT，Reit-

man-Frankel変法〉③グノレコース量 (GLU，クツレコ{

スオキシダ{ゼ、法〉④尿素窒素法(UN，ウレア{ゼイン

ドフェノ{ノレ法〉⑤総コレステロ{ノレ量 (CHO，Lieber_ 

*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 Metl'opolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku同1m，Tokyo， 160 Japan 
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ように， l. 8Fでは雄雌とも体重増加が， 対照に比べ有

意に抑制され， 0.2Wでは， Ml~のみが有意な抑制を示

した.他の投与群では，対照に比べ有意な差はなかった

が， 0.07W， 0.2Wの雌に抑制の傾向がみられた.個体

当りの 1日の飼料摂取量は，いずれの投与群で、も対照に

比べ差はなかった.飲水量については，雄のl.8Fと

0.2Wで増加が認められた LASを含む飲料水を摂取

したラットは，雄雌とも顔面の毛先がうすい赤色を示

し， 全体に粗毛であった. (マウス)Table 2に結果を

示した.0.6Wでは，雄雌とも対照に比べ有意な体重増

106 

man-Burchard法〉⑥アノレプミン量 (ALB，ブロムクレ

ゾ{ノレグリ{ン法〉⑦アノレカリフォスファターゼ (AL

P， Kind-King変法〉③コリンエステラーゼ (CHE，ぷIpH

法).重最測定臓器:脳，心臓， srIi，肝臓，牌臓，腎臓，

W再，精巣，子宮，盲腸.測定した肝臓の酵素は，マウ

スで測定した酵素の他にグルコース 6フォスフェト脱水

素酵素 (G6P-DH)，腎臓の酵素は，マウスと同じ酵素

を測定した.

結果

体重増加:(ラット)Table 1に示す一般症状，① 

Body Weight Gain， Food， Water and Sample consumption of Rats 
on Administration of LAS for 9 Months 

Table 1. 

羽Tater SaI:;ple 

山 tバ;YB R475ay 
Final Body wt. 
(g) 

No. of Initial Body wt. 
Rats (g) 

Food 
gjratjday 

Body wt. Gain 
く%)

23 

16 23 0.234 

14 33 0.747 

17 29 0.051 

15 33 O. 148 

10 18 

15 

0.6F 

1.8F 

0.07W 

0.2W 

372.6土5.889

373.8土6.380

312.5土6.518申牢

371.9土6.908

356. 1土6.346串本

421. 6土8.542

413.5土7.356

341. 1土8.008

411. 0士5.255

385. 1土5.453

113.1土1.156 

110.6土0.925

109.2土2.218

110.6土1.572 

108.3土1.900 
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o
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n
o
Q
d
Q
U
 

Control 

ω{同
町
I
円
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0.969 

0.082 

0.173 
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U

円。
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i
q
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i

230.5土5.420

ハU
Q
d
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i

つ山

守
E
A

司
，
ょ
噌
E
A

234.3土5.753 

204.3土5.791*申

222.4土4.478

228.4土3.857

212.6土4.508

216. 1土7.705 

184.8土4.278

206.0土3.555

209.3土5.383

92.3土1.592 

92. 1土1.663 

90.6土1.463 

92. 7土1.770 

91. 6土1.893 

8 

8

8

9

9

 

Control 

0.6F 

1.8F 

0.07W 

0.2W 

ω{ωEω
民

Values are the mean土S.E.叩く0.05**pく0.01

Table 2. Body Weight Gain， Food， Water and Sample Consumption of Mice 

on Administration of LAS for 9 Months 

Sanmle Water CJ，.u;，'F 
gjkg 

g/rat/daY B.mr/day 
Food 
gjratjday 

Body wt. Gain 
く%)

Final Body wt. 
(g) 

No. of Initial Body wt. 
Mice (g) 

0.545 

0.093 

0.278 

0.585 

5.6 

10.4 

7.5 

6.4 

4.。

3.2 

5.0 

4.6 

5. 1 

4.。

207.8土12.322牢

204.2土10.130牢

171. 2土15.195 

155.3土5.798本本

180.4土9.38348.6土1.870 

55.5土2.473

56.0土2.279

46.2土4.066

41. 7土1.255 

27.5土0.567

27.0土0.667

27.5土0.580

27.2土0.278

27.0土0.624

8 

9 

9 

9→5 

9 

Control 

0.6F 

0.07W 

0.2W 

0.6W 

ω【
∞
可
/
円

0.493 

0.106 

0.248 

0.935 

6.0 

4.4 

7.6 

5. 7 

6.。

2.0 

3. 7 

3. 1 

3.7 

2.9 

221. 6土10.514

209.5土12.814

226.3土13.574

206.8土11.352 

172.0土9.849*キ

47.6土2.267

45.5土2.726 

49.8土2.781 

45.8土2.058

38.5土1.857 

21. 5土0.267

21. 7土0.453

22.2土0.662

22.3土0.553

22.5土0.530

8 

8

9

9

9

 

Control 

0.6F 

0.07W 

0.2W 

0.6W 

ω
一ω日
ω'凶

Values are the mean土S.E. *pく0.05料 pく0.01



Blood Components of R<1ts on Administr<1tion of LAS for 9 Months Table 3. 

乱1CHC
(%) 

MCH 
(μμg) 

MCV 
(μ3) 

HCT 
く%)

HGB 
(gm) 

RBC 
(x 106) 

WBC 
(x 103) 

39.5土0.504

38.9土0.851

38.5土0.499

38.6土0.447

38. 7土0.493

19.5土0.247

19.4土o436 
19.1 :1:0.268 

19. 1土0.210

19.1土0.238

49.0土0.189

49.6土O.778 

49.2土0.250

49.2土O.147 

48.8土0.200

28.0土O.663 

29.2土1.059 

27.8土0.561

29.1土0.317

29.3土0.566

10.9土O.195 

11. 2土0.291

10.7土0.118

11. 3土0.094

11. 3土O.141 

5. 7土O.142 

5.9土O.159 

5.8土0.076

5.9土0.072

6.0土0.119

5.5土0.414

4.2土0.221*

4. 9土0.461

4. 7土0.209

4.9土0.304

Control 

0.6F 

1.8F 

0.07W 

0.2W 

む一戸川苫

汚t

38.4土0.689

38.5土0.699

37.5土0.294

37. 7土0.299

38.3土0.601

20.0土0.364

19.8土0.356

18.9土O.193牢

19.5土O.159 

20.0土0.349

51. 7土0.164

51. 2土0.313

50.0土0.378*本

51. 5土0.176

52.0土0.463

28.8土0.859

29.3土1.400 

28.2土1.546 

30.5土1.551 

28.9土0.624

11. 0土0.243

11. 2土0.485

10.5土0.599

11. 5土0.556

11. 0土0.176

5.6土0.163

5. 7土0.265

5.6土0.294

6.0土0.302

5.6土O.100 

2.6土0.297

2.5土O.150 

3. 7土0.556

2.4土0.213

2. 7土0.328

Control 

0.6F 

1.8F 

0.07W 

0.2W 

ω
一戸口
ω'出

」門戸

=三寺

Values are the mean土S.E.叩く0.05**p<O.Ol 
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Biochemical Values in Serum of Rats on Administration of LAS for 9 Months Table 4. 

ChE 
(ムpH)

ALP 
(KA-Ujdl) 

ALB 
(gjdl) 

CHO 
(mgjdl) 

UN 
(mgjdl) 

GLU 
(mgjdl) 

GPT 
(K. Ujml) 

GOT 
(K. Ujml) 

O. 187土0.013

0.281土0.007*牢

O. 131土0.015

0.171土0.008

O. 166土0.010

0.6F 

1.8F 

0.07W 

0.2W 

41. 3土1.308 

44. 7土2.782 

82.2土3.731**

44.0土1.239 

34.4土3.193 

4.87土0.055

47.2土0.075

44. 7土0.068*牢

47.5土0.059

43.2土0.251

77.5土3.417

71. 6土2.314

53.0土1.282*本

68.2土2.527本

62.5土2.534**

21. 0土0.333

21. 0土0.684

23. 1土0.490*本

22.8土0.647申

21. 0土1.462 

163.0土11.488 

132.2土4.139牢

144.7土10.099

131. 6土3.088本

165.1土14.043

107.5土8.177

102.3土8.485

93.0土3.665

108.5土12.381

103.3土9.513

151. 3土7.285

133.2土5.573

126. 7土6.439牢

142.8土10.111

143.8土9.041

Control 

ω一
何
一
司
/
円

ζコ
-.:J 

0.963土0.073

1. 056土0.023

0.861土0.053

0.881土0.171

1. 053土0.042

Values are the mean土S.E. *p<O. 05 *匂<0.01

45.0土5.728 

40. 7土1.539 

73.8土11.808牢

45.6土12.960

44.0土5.576

47. 1土0.265

4.85土0.095

42.8土0.097

49.0土0.187

46.8土0.155

95.8土4.778 

86. 7土4.230

67.8土7.472**

95.0土3.755 

77.2土8.826

23.2土O.793 

21. 5土0.602

26. 7土1.935 

21. 9ごと0.872

21. 7土0.950

135.5土5.246

126.4土3.657

130.8:1:3.945 

127.2土2.035

136.1土10.070

104.2土12.474

68. 7土2.670*

88. 1土4.362

74.2土13.529

85. 7土9.362

142.3土14.359

116.1土5.244

133.6土4.007

121. 2土7.003

128.5土12.209

Control 

0.6F 

1.8F 

0.07W 

0.2羽7

ω

一C門口
ω
同
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Table 5. Organ Weight of Male Rats and Male Mice on Administration of LAS for 9 Months 

Brain H母art Lung Liver Spleen Kidney(R) Kidney(L) Adrenal(R) Adrenal(L) Testis(R) Testis(L) Caecum 
g g g g g g g 

mgm/g 100g 
mg g g g 

g!100g g!100g g!100g g!100g g!100g g!lOOg g!lOOg mg!100g g!lOOg g!100g g!100g 

1.987土0.0111.026土0.0181.263土0.03312.7土0.3410.698土0.0141.162土0.0401.184土0.04118.3土1.11718.1土0.9341.591土0.0231.643土0.0271.238土0.068
Control 

0.463土0.0080.239土0.0050.294土0.008 2.9土0.0390.162土0.0030.270土0.0080.275土0.007 4.2土0.217 4.2土0.2250.370土0.0060.382土0.0050.281土0.015

1.982土0.0110.971土0.0221.269土0.04212.9土0.3100.682土0.0191.210土0.0261.214土0.03219.6:1:1.900 17.6土1.6021.563土0.0191.585土0.0271.303土0.057
0.6F 
0.473土0.00710.231土0.00410.302土0.00513.0土0.04910.162土0.0020.290土0.0060.289:1:0.0071 4.7土0.435 4出 41610.373:1:0川 37位。川 305:1:0.010

出吋c.taE 
1.827 土0.13110.825 土O. 02~ 1. 040 土0 000000 淵02030剖引引引引11. 5 士0.35~0.501 土0 • 123 0.977土0.0*2ネ2 0.982土0.0i7117.5土1.37017.0土0.65411.455土0.02*ネ711.491土0.03312.205土0.1*4*1 1.8F 
0.521土0.03710.235土0.00310.295土0.0021 3.2土 0.04~0.143土0.033 4.8土0.14610.415土0.00410.425土0.00410.647土0.0キ3*2 0.279土0.0070.281土0.00715.0土0.481

1.995土0.01610.981土0.03111.287土0.021113.2土0.25810.682土0.0091. 221土0.0181.254土0.012118.6土0.68019.2土1.02411.606土0.02211.566土0.05611.338土0.040
0.07W 
0.471土0.00610.232土0.00810.304土0.00713.0土0.05210.161土0.0020.288土0.005 4.5土0.26210.379土0.00610.370土0.01510.314土0.OQ9

1.8'81土0.10810.975土0.18311.154土0.037111.6土0.18410.595土0.0131.124土0.025 .4土0.91417.5土1.30911. 483土0.05911.589土0.01311.210土0.035
0.2W 
0.478土0.02810.247こと0.00310.293土0.00712.9土0.04210.150土0.0020.286土0.007 .6土0.232 4.4土0.35410.377土0.01610.404土0.00510.309土0.008

0.440土0.038 0132±0006ilO l却±0008il 
Control 

0.492土0.03610.573土0.03915.490::1::0.18310.449土0.0590.942土0.078 0.284土0.01810.257::1::0.01

0.251:1:0.02610.316土0.02413.85:1:O. 2341 0.240土0.0290.444土0.031 0.148土0.00410.140土0.00
0.6F 

omO019027mO21i 0.487土0.07810.587土0.03817.09:1:0.20310.423土0.0390.825土0.056

2 
。
q

口
;;; 0.226土0.01610.269土0.01613.21:1:0.27510.249土0.0360.421土0.026 0.134こと0.00710.153土0.020
0.07W 

0.761土0.055 0.240土0.01010.291土0.062

0.237土0.01510.303土O.007: 2.88::1:: 0 . 382 i 0 . 238土0.0680.432土0.019

; 
ll000 ;ト;山山31j;ニ山山山20243¥
一一

11土±000 
0旧

JJr000
511J;0 669 ll0 

0 

0 

0 

0.2W 
0.529土0.02510.688土0.05316.28::1::0.28410.504土0.0970.970土0.0440.819土0.124 .300土0.022

0.188土0.01810.265こと0.01812.54:1:0 .1311 0.212土0.0230.401土0.0200.370土0.010 .124土0.007
0.6W 

0.482土0.03710.673土0.04116.46:1:0.27510.546土0.0641.021土0.0390.942土0.014 .315土0.010

料 p<O.Ol* p <0.05 Values are the mean土S.E.
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Table 6.0rgan Weight of Female Rats and Female Mice on Administration of LAS for 9 Months 

Brain Heart Lung Liver Spleen 回dney(R) Kidney(L) Adrenal(R) Adrenal(L) Ovary(R) Ovary(L) Uterus Caecum 
g g g 

g/1g 00g g/1g 00g 
g g 

mg/m1g 00g mg/m1g 00g mg/m1g 00g 
mg g g 

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

1.853土0.0230.647土0.0130.870土0.0266.2土0.1500.441土0.0160.650土0.02110.650土0.02124.8:1: 1. 381 25.7土1.38529.3土2.73831.2土4.0070.687土0.0370.828土0.010
Control 
0.846土0.0160.294:1: 0.003 0.397土0.0122.8 :1:0.051 0.201士0.006

0.296 士0.00 引引45H 1 o m 6 土O.OOE 
11. 2土0.44311. 7土0.48713.4土1.22614.2土1.8570.313土0.0170.377土0.005

IO.6F 
1.859土0.0110.595土0.01*9 0.810土0.0326.6土0.3550.425土0.0100.648土0.02310.655土0.02625.8土1.56324.8:!: 1. 641 23.3土3.50432.8土3.1200.660土0.0330.859土0.064

0.845土0.0270.269土0.0*0*6 0.367土0.0152.9土0.0610.193土0.0090.292土0.00410.296土0.00811.7土0.82011.3土0.86310.8土1.74014.9土1.380O. 301:!: 0.020 0.381土0.015

~ I 1.8F 
1.788土0.0310.455土0.0080.761土0.0287.1土0.1*9*5 0.351土0.0*1*2 0.580こと0.01510.586土0.02*1 19..6土1.98*1 21.3±1.48* 7 25.3土2.85331.5士2.3220.588土0.0661.436土0.0*8ホ0 

0.954土0.0*1*5 0.242土0.0020.405土0.0093.8土0.0*8*2 0.187土0.0040.309土0.00310.312土0.00710.3土0.92411.3土0.60913.4土1.41716.7土1.1650.312土0.0340.775土0.0*3*9 

1.854土0.0190.611土0.01*1 0.801土0.0276.3 :J:0.139 0.424土0.0070.669土0.0170.677土0.01022.0土1.619 21.0土1.763 30.0土1.49031.7土2.3000.729土0.0510.785土0.051
O.07W 

0.277土0.0本0*4 0.844土0.016 0.365:1:0.014 2.8土0.0630.193土0.0040.304土0.0060.308土0.00510.0土0.720 9.8土0.79013.6土0.78012.2土1.2000.331土0.0220.358土0.024

0.593土0.0150.817土0.0406.1 :1:0.220 0.428土0.0140.651土0.0150.670:1:0.020 23.2土L49524.3土1.15428.4土1.63328.6土1.9000.644土0.0320.800土0.045
O.2W 

0.321土0.00*8 0.810土0.0530.287土0.0040.393土0.0212.9土0.0710.205土0.0060.312土0.006 11.1:!: 0.677 11.6士0.43113.6:1:0.821 13.7:1: 0.830 0.308土0.0140.379:1:0.026 

0.173土0.0100.278土0.0141.93土0.1340.168土0.0160.249土0.0090.232:1: 0.009 
Control 

0.373:1:0.014 0.608土0.0414.16:1:0.173 0.361土0.0270.540土0.0200.503土0.021 0.424土0.035

0.147土0.0070.291土0.0182.15:1:0.105 0.162土0.0120.216土0.0100.211土0.009 0.212:1:0.029 
0.6F 

5.10土0.39*7 
一 一

0.350土0.0330.702土0.089 0.389土0.0450.516土0.0470.505土0.049 0.526土0.115

q問ロ。) 0.174土0.0100.318土0.0222.28:J: 0 .146 0.208土0.0180.271土0.0110.266土0.019 0.271土0.041
O.07W 

4.76土0.20*5 =さ 0.367土0.0250.664土0.030 0.447土0.0400.576土0.0270.559土0.035 0.596土0.110

0.156土0.0060.301土0.0272.26土0.1150.176土0.0150.255土0.0110.244土0.015 0.268土0.035
0.2W 

4.98土0.24*5 
一

0.341土0.009O. 667:!: 0.064 0.393土0.0420.561士0.0250.536土0.034 0.593土0.079

0.152土0.0070.309土0.0222.13土0.1620.173土0.0170.255土0.0110.250土0.011 0.227土0.032
0.6W 一

0.413土0.01*1 5.77土0.2*8*2 0.467土0.03*6 0.703土0.0*4*2 
一 一

0.853土0.072 0.683土0.029 0.631土0.095

H
O
m
w
 

料 p<0.01 * p <0.05 VaI1le are the mean土S.E.
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1. 8Fに有意な減少， 0.2Wに減少の傾向がみられ，雌

でも1.8Fに減少の傾向がみられた.

④ 臓器重量:Table 5，6に結果を示した. (ラット〉

全体として注目すべき値はなかったが， 1. 8F の雄の肝

臓が対照に比べ絶対重量に有意な減少，体重比重量に有

意な増加，牌臓では絶対重量，体重比重量とも有意な減

少を示した. 1. 8F雌では，肝臓の絶対重量，体重比重量

に有意な増加を示している. (マウス〉雄の肝臓の 0.6F，

0.07Wの絶対重量に有意な増加， 0.6F， 0.2W， 0.6W 

の体重比重量に有意な増加， 0.07Wの体重比重量に増

加の傾向を示した.雌の肝臓では，すべての投与群の体

重比重量に有意な増加を示した.

⑤ 肝臓の酵素学的検査:得られた結果は，ホモジネ

イトの蛋白最当りとし， Table 7 に示した. (ラット〉

G6Paseは，雄雌とも1.8Fで減少し， G6P-DHは，

雄雌とも 0.6F， 1. 8Fで減少， その割合は， 1. 8Fの

ガが大であった LDHは，雄では 0.6F，1. 8F， 0.2W 

110 

加抑制を示し，雄の 0.6F，0.07Wで、は，むしろ有意な

増加を示した.0.2iiVでは，雄雌とも対照に比べ有意差

はみられなかったが，体重が抑制されていた.個体当り

の一日摂取量は，対照に比べいずthの投与群でも増加

し，飲水量は，雄の0.6iiV，雌の0.6F，0.2Wで減少し，

雄の0.6F，0.07iiV， 0.2W，雌の 0.07Wで増加してい

た.0.2Wの雄は，途中，飼育管理上の事故により 9匹

から 5匹に減った.

② 血液学的検査:Ta:ble 3に示すように，ラット雄

では 0.6FにWBCの有意な減少がみられ，雌では1.8

Fに MCV，MCHの有意な減少がみられた.

③ 血清生化学的検査:結果は Table4 に示した.

CHOは，雌の 0.07Wを除いて雄雌に有意な減少ある

いは減少の傾向を示している.GPTは，雌の 0.6Fに

有意な減少を示し，雌の他の投与群でも減少の傾向を示

した.GOTは，雄1.8Fに有意な減少を示し，他の投

与群には雄雌とも減少の傾向がみられた AlBは，雄

Liver Enzyme Activities of Rats and Mice on Administration of LAS for 9 Months 

GOT (x 102) 
KU /mg protein 

GPT(x 102) 
KU /mg protein 

LDH 
ムE/mgprotein 
/min 

G6P-DH( X 10-3) 
ムE/mgprotein 
/min 

G6 Pase 
μmoles Pi/mg 
protein/hr 

Table 7. 

5.49土0.810

4. 95土0.510**

5.61土0.410

6.16土0.545

5.80土0.525

10.28土0.84*

9.26土0.99申*

10.92土0.91

9.28土O.71牢ヰ

4.06土0.345

3.94土0.484

3.09土0.225ヰ*

3.89土0.360

4. 10土0.420

11. 33土0.53

0.6F 

1.8F 

0.07W 

0.2W 

60.3土9.9
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3.77土0.22

3.82土0.50

2.60土0.15**

3.57土0.36

3.71土0.35

Control 

苦
言

百
出

4. 30土0.560

4.05土0.450牢牢

5.61土0.410申

6.16土0.545**

4. 91土0.635

0.6F 

1.8F 

0.07W 

0.2羽7

2. 71土0.405

2.60土0.，505

2.37土0.225

2.57土2.290

2.89土O.195 

70.6土11.6

63.4土14.2

62.2土4.7 

65.8土8.5

66.5土11.3 
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BEA

2.73土0.57

2.67土0.51

2.17土0.15*

2.61土0.20

2. 76土0.28

Control 

ω戸
ω
日
ω伺

3.29土0.585 3.43土0.265

3.36土0.380 3.51土0.205

3.48土0.305 3.60土0.140

3.61土0.335 3.58土0.230

4~30土 0.550 4.39土0.405

3.51土0.3103.69土0.445

4.06土0.49ヰ*

4.74土0.92

4. 71土O.71 

5.39土0.97

4.87土0.67

2.81土0.83

3.03土0.89

2.89土1.21 

3.26土1.58 

3.43土0.87

0.6F 

0.07W 

0.2W 

0.6W 

Control 

ω戸
阿
川
町
J
円

ω回口
O
》
J
円

4.81土1.72

2.10土0.63

1. 76土0.84

1. 69土0.83

1. 70土0.57

4. 16土0.265

4.29土0.280

4. 18土O.190串*

3.89土0.195

4.43土0.585

4.18土0.425

4.31土0.600

4. 11土0.275

4.28土1.33 

5.00土1.33 

4.66土1.44 

5.07土1.74 

1. 81土0.94

ω百円
HHω
仏

Values are the mean土S.D.*pく0.05*叩く0.01



Kidney Enzyme Activities of Rats and Mice on Administration of LAS for 9 Months 

Na， K-A TPase 

pmoles/mg/hr 

Table 8. 

MDH 

ム E/mg/min

LDH 

ム E/mg/min

GOT 
KU/ml 

GPT 
KU/ml u
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ACP 
μmoles/mg 
/hr 

ALP 
μmoles/mg 
/hr 

2.308土0.447

2.325土0.575

2.354土0.554

2.617土0.628

2.679土0.740

0.339土0.043

0.334土0.050

0.358土0.070

0.347土0.098

0.362土0.058

192.11土35.741 

199.95土22.869

194. 18土13.668

207.39土21.308 

202.94土15.708 

23.99土5.300

23.16土5.885

21.11土4.690

23.85土4.640

24.44土3.535

3.94土0.613

3.63土0.640

3.32.:1: 1. 311 

3.52土1.170 

3.09土0.224ヰ

3.97土0.590

3.92土0.618

3.47土O.732 

4.26土0.547

4.03土0.428

1. 80土0.188

1.72土O.141 

1. 78土0.179

1. 85土0.194

1. 66土O.109 

16.37土1.984 

14.44土2.046

15.74土1.933 

14. 73土2.387

15.03土1.169 

Control 

0.6F 

1.8F 

0.07W 

0.2W 
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》
ノ
円

に山内吉
区

円
一
引
叫
b
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一℃二J一円

2.387土0.601

2.231土0.433

2.181土0.404

2.052土0.306

2.070土0.362

0.350土0.035

0.338土0.044

0.291土0.025*本

0.322土0.035

0.316土0.052

188.33土21.189

196.48土21.273 

184.89土11.276 

198.09土29.803

187.36土20.235

28.27土4.407

30.26土5.736 

32.60土3.737 

27. 19土3.319

27.03土4.430

4.29土1.027 

4.29土0.656

3.19土0.613牢

4. 14土1.452 

4.59土1.154 

3.96土0.545

3.63土0.521

3. 13土0.426**

3. 72土0.443

3.45土0.651

2.02土0.182

2.03土0.179

1. 85土0.195

1. 98土0.218

1. 90土O.136 

15.94土3.369

17.11土2.919

16.86土2.396

16.24土2.381

15.02土3.244
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0.6F 

1.8F 

0.07¥九7
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口
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同
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.

H
む
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2.250土O.136 

2.247土O.124 

2.208土O.127 

2.205土0.188

2.548土0.183

0.391土0.029

0.364土0.013

0.366土0.025

0.409士0.040

0.396土0.015

127.54土7.462

113.84土16.432

127.66土15.925

128.46土20.791 

124.64土13.974

33. 36土9.253

26.88土5.703

33.02土6.128 

25.56土4.928

30.05土10.178

4.28土0.903

3.62土0.747

4.58土1.082 

3. 75土1.376 

4.19土1.028

2.63土0.400

2.40土0.369

2.62土0.296

2.23土0.368

2.02土0.400*

0.56土O.100 

0.46土0.081本

0.54土0.065

0.48土0.045

0.52土0.068

19.85土3.676

20.53土4.387

24.44土3.386*

21. 02土2.533

19.80土2.688
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0.6F 

0.07W 

0.2W 

0.6W 
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一
ロ
相
/
山

ω
田口

C
E

1. 905土0.185

2.053土0.214

2. 121土O.140本

2.246土0.281

1. 832土0.242

O. 137土0.015

O. 148土0.020

O. 153土0.024

O. 164土0.022*

O. 125土O.152 

175.69土12.761 

172.73土21.106 

176.84土21.278 

189.89土19.087

162.85土23.037

31. 59.:1: 9. 000 

33.51土9.781 

27. 15土5.975

32.48土13.513

26.751十9.849

7.08土0.669

7.66土0.639

7.52土1.201 

8.54土0.551*本

6.93土0.854

2.89土0.522

2.55土0.347

~. 79土υ.370

2.63土0.475

2.11土0.377卒中

0.86土0.126

0.87土0.061

0.92土0.094

0.88土0.088

0.80土0.137

23.88土2.560

25.08土2.464

26.05土3.704 

27.86土3.242*

23.71土4.500

Control 

0.6F 

0.07W 

0.2W 

0.6W 

2
2
2
U
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Values are the mean土S.D.*pく0.05料 pく0.01
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で明らかな活性の減少がみられたが雌では， 1. 8Fに減

少の傾向がみられた.GOT，GPTは， Mftでやはり明らか

な低下がみられ，雌では， GPTで1.8Fに低下の傾向が

あったのみで， GOTは0.onv，0.2¥Vで活性が上井し，

1. 8Fでは低下していた. (マウス〉結果は，個体により

かなりの相がみられ， 雄の 0.6Fの LDHと 0.6¥Vの

GOTの活性の低下のみが有意であった.

⑥ li寺m日{の酵素学的検査:結果は Table8に示した.

(ラット〉雄の 0.2Wで Na，K-A TPaseに有意な低下

がみられ，他の投与群でも減少の傾向を示していた.

G6 Paseも有意な差はみられなかったが，摂取量増加に

伴う低下の傾向を示した.雌では1.8FのG6Pase， Na， 

K-ATPa日， LDHに有意な減少を示し， G6 Pase， LDH 

は他の投与群でも低下の傾向がみられた. (マウス)G6 

Paseは，対照に比べ 0.6W雄雌において有意な減少を

示し，他の投与1t'rでも減少の傾向がみられた.
考察

LASを飲料水に溶解あるいはflJrに混和し， ラット，

マウスを使用して 9カ月間の盟急性試験を行った.LAS 

の直j{t~I支における肝臓及び腎臓の重量変化，組織障害は

先に報告したり. 今f!}1の実験では，肝臓の測定酵素の活

性が，ラット1.8Fで著しく低下していることから， J日二

機能低下が考えられ，酵素合成の低下， LASあるいは

その代謝物による直接の酵素1m.害が推測される. lfil清中

のコレステローノレの低下は， utitの 0.07Wを除いたすべ

ての投与群に有志な減少あるいは減少の傾向がみられ，

肝細胞の障害5、が推測されることからさらに検IHの必要

がある.マウスについては，今回血液検査を行えなかっ

たが，肝)]1誌の比重量が雌雄とも有意に増加していること

から，やはり肝臓への影響が考えられる.肝臓の醇素学

的検査では，ラットほど明らかな差がみられなかったの

は，かなりの個体長がマウスにみられたことと種差によ

る違いも考えられ，測定法の検討を要する.腎臓への影

響は，顕著ではなかったが，酵素学的検査において，ラ

ット，マウスとも， G6 Paseの活性の低下の傾向， Na， 

K-ATPaseの活性がラットにおいて低下の傾向を示し

ていることから，尿細管6)における再吸収の低下が考え

られるが，今後，機能検査も行うことによって酵素活性

との関連を検討する必要がある.飲料水中の LASと飼

料に混和した LASの生体に及ぼす影響の差は，濃度が

呉なるので特にラットでは比較できないが，マウスの雄

の0.6Fと0.6Wでは， LASの摂取量が大きく差がない

にもかかわらず， 0.6Fでは，体重が有意に増加し， 0.6 

¥Vでは，有意に減少している.ラット雄では 0.2Wが

0.6Fより摂取最が少ないにもかかわらず体重が有意に

減少していることから飲料水中の LASの方に吸収の点

から影響が強くでると考えられる.

要旨

LASのラット， マウスに対する影響を調べるために

LAS 濃度0.073&， 0.236， 0.636の飲料水， LAS波度

0.636， 1.836の飼料を投与し 9カ月間の車急性試験を

行L、次の結果を得た.

① ラット，マウスの肝重量の変化，ラットにおける

肝臓酵素活性の低下.

② lj守臓の G6Pase，Na， K-i¥ TPase活性の低下.

①，②から LASによる肝臓， li'1-臓の機能低下が推測

された.
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娃嫁マウス!こ皮膚塗布されたドヂシ)1.-硫酸ナトリウム (SDS) の胎符!こ及{ます影響

高橋昭夫汽安藤 弘中，久保喜一六平賀興吾本

Effects of Dennal Application of Sodium Dodecyl Sulfate (SDS) 

on Pregnant Mice and Their Fetuscs 

AKIO TAKAHASHI*， HIROSHI ANDOヘ
YOSHIKAZU KUBOホ andKOGO HIRAGAホ

合成洗剤およびその主成分である界面活性剤のプルキ Na2S04 0.5%， NaCI 0.1%， H20 0.1%)である.

ルベンゼンスルホン酸塩 (ABS)，直鎖アルキルベンゼ (4) 交配および妊娠の確認、

ンスルホン酸塩 (LAS)等の催奇形性については多くの 外部生殖器の所見により交配適期とみられる雌 l匹を

報告1-1わがある.当部では市販台所用洗剤 (LAS系〕お 同系統の雄1匹と一夜同居させ，翌朝陸栓の確認された

よび LASの催奇形性試験を行なし、13，14)，大量で妊娠率 ものを妊娠動物とみなし，その日を妊娠0日として起算

の低下，胎仔の発育遅延等が認められたが，催奇形性に した.

ついてはそれを認めなかった.また高級アルコ{ル系洗 (5) 投与方法，投与期間，投与量

剤の主成分である界団活性剤の催奇形性試験もいくつか 投与WJ聞は妊娠 6~13日の 8 日間とし投与量は未経

報告5，9，15)されており，催奇形性について多くは石定的 産ßtif~マウスを用いた 2 週間の連続投与試験で得られた最

であるの今に対し，三上山らは市販の高級アルコール系台 大耐量を参考に， SDS濃度で 0.4%，4.0%， 6.0%と

所用洗剤を用いての催奇形性試験で催奇形性のあること なるように精製水にて希釈溶解し投与した，対照群には

を報告している.今回，著者らは高級アノレコール系の界 精製水のみを用いた.投与方法は投与開始前日(妊娠5

間活性剤であるドデ、ンル硫酸ナトリウム (SDS)のマウ 日〉午後4U寺に背部を電気バリカンにて 3x3cmになる

ス皮膚塗布による{怪奇形性試験を行ない，その結果を得 ように現毛を行ない，翌日の午前中間一時刻に胃ゾンデ

たので、報告する. を用いて各試料1.5mljkgの割合に塗布した.なお投与

試験材料および試験方法 J~J問中に円度刈りとることはせず，また動物が塗布部位

(1) 試験動物 をなめることを防止する方法は特に講じなかった.

動物は JCLjICR系マウスを 4週令で購入し，順調な (6) 観察方法

発育を示した 8~13週令(体重 26. 0~34. Og)未経産の 母体は妊娠0日よりJJ台仔観察時まで，毎日 1回午前中

ものを使用した. 同一時刻に体重測定するとともに一般症状を観察した.

(2) 飼育条件 妊娠18日に肉体をエーテノレ麻酔下に屠殺開腹し，着床

動物は全期間を通じ疾病管理され， 室蹴 25土10，湿 数，生存胎仔数，死亡吸収臨数を調べるとともに生存Jj合

度 55土 5%に調整された動物飼育室で 1ケ{ジ当り10 仔については体重測定，口院を含む外部形態の異常の有

匹ずつ飼育し，交配後は 1匹ずつ分離飼育した.飼料は 無を観察した.その後JJ合仔を開腹し剖検後， 95%ユタノ

日本クレア|司型飼料 CA-1を用い，水道水とともに自由 一ルで、同定し， Dawsonl7)の変法によりアリザリンレッ

に摂取させた. ドS染色により骨格異常の有無並びに化骨の進行状態を

(3) 試料 観察した.母体については胎仔摘出後剖検し，胸腹部臓

実験に用いたドデ、ンル硫酸ナトリウム(以下 SDSと 器を観察するとともに，肝.lliIT .心@牌@腎臓および副

略す〉は， E. Merck社， Lot. No. 3949586 (SDS 98%， 腎@卵巣について重量測定を行なった.

*東京都立衛生研究所帯性部 160 東京都新宿区百人町‘ 3-24-1

2ド TokyoMetropolitan Research Labol'atol'y of Public Health 

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



Table 1. Effect of SDS on organ weights of pregnant mice 

]ニ品Ovary(R)mg 
mg/100g 

Ovary(L)mg 
mg/100g 

Adrenal(R)mg 
mg/100g 

Adrenal(L)mg 
mg/100只

Kidney(R)mg 
mg/100g 

Kidney(L )mg 
mg/100g 

Lung mg 
mg/100g 

u
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m
九
時nm
 

e

/

/

 

e
u』り
勾
m

Heart mg 
T時 /100g

Liver g 
g/100g 

GroUD 

9.0土2.20
32.0土6.74

8. 1土1.73 
29.0土5.63

2. 7土0.58
9.8土2.18

2.9土0.60
10.5土2.28

223.5土28.5
797.5土76.2

208. 7土26.2
745.8土82.3

162.4土16.6
579.9土41.6 

126.2土11.7 131. 8土30.4
451. 1土33.7 470.4土102.2

1. Non treat-1)2.7土0.33
ment 9.5土0.97

9.5土2.31
32.8土7.98

8.5土1.99 
29.4土7.00

3. 1土0.63
10.8土1.96 

3.3土0.47
11. 3土1.76 

223.9土19.5
775. 1土51.1 

205. 7土18.6
713.0土63.3

157.8土8.07
547. 1土28.3

131. 4土30.1 
455.8土106.6

124.1土9.53
429.8土27.4

2.6土0.24
9. 1土0.69

2. Distilled 
w日ter

入
山
ミ
デ
勾
町
、

-
M
A
C
S
G
足
立
可
-
h
E
-
h
s
-
h
j
h
-
w
M
叫ん
-

H

C

吋。

10.2土1.64 
34.2土5.14 

8. 1土1.15
27.5土4.18

3. 1土0.53
10.6土1.83 

3.4土0.46
11. 5土1.68 

235.9土22.2
795.0土52.7 

226. 7土26.3
746.2土72.5

164. 1土10.8
553.8土33.5

128.0土24.8
429. 7土71.8

127.9土8.71 
431. 8土27.8

2.8土0.29
3. SDS(0.4%) 9: 5土O.76 

9.3土1.52 
32. 7土5.63

8. 3土1.94 
29.3土6.75

3.2土0.55
11. 3土1.91 

3.4土0.68
11. 9土2.29

228.9土19.4
803.6土54.0

221. 7土22.0
779.8土86.2

161. 0土10.8
565.2土27.。144.3土38.7 

504. 1土122.0
128.6土12.5
451. 1土30.8

2.6土0.29
4. SDS(4.0%) 9: 2土0.83

8.5土1.94 
29.4土6.39

8.2土1.93 
28.3土5.70 

3. 1土0.45
10.9土1.66 

3.5土0.53
12.0土1.89 

229.3土32.1 
789.8土82.6

213. 7土23.3
736.6土50.0

160.0土16.7
551. 7土33.2

134.4土41.1 
461. 4土127.2

126.4土13.1 
436. 1土34.2

2.6土0.25
5. SDS(6.0%) 8: 9土O.71 

1) Mean土S.D.

Effect of SDS on rates of pregnancy and embryonic development in mice 

Total No. of 
imolanta tions 
(Mean土S.D.)

Mean body weight 
of survived fetuses 
Mean S. D. 

Total No. of dead 
& resorved fetuses 
く%)

Total No. of 
survived fetuses 
(Mean土S.D.)

Table 2. 

No. of dams 
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Group 

1. 36土0.1126(5. 8%) 
424 

(10.9土2.18)
450 

(11.5土2.45)
39(81. 3%) 48 1. Non treatment 

1. 29土O.12 13(6.0%) 205 
(10.8土2.37)

218 
(11.5土2.70)

19(90.5%) 21 2. Distilled water 

1. 28土O.12 16(6.6%) 
228 

(11.4土1.85) 
244 

(12.2土1.79) 
20(95.2%) 21 3. SDS (0. 4%) 

*** 1. 21 :1:0.15 18(9.1%) 180 
(10.6土1.70) 

198 
(11.6土1.32) 17(81. 0%) 21 4. SDS (4.0%) 

~ミ**

1. 21土O.15 

*本*p<O.OOl 
料 pく0.01

10(7.9%) 116 
(10.6土1.69) 

126 
(11.5土1.37) 

牢*

11(52.4%) 21 5. SDS (6. 0%) 
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以上により記録された数字は集計し，精製水群を対日現

として統計的に検討した.

試験結果

試験結果として掲載の各表には参考として本実験の条

件にあうと思われる無処置妊娠マウスより得られた資料

の一部を併記した.

C 1 J 母体に対する影響
(1) 体重および一般症状の推移

体重は SDS4. 0% 1t'(:， 6.0% it'fで投与期間中に増加率

の低下を認めた.その傾向は 6.0%群で強くあらわれた

(Fig. 1). 

一般症状は皮膚のよごれが4.0%群， 6.0%il'fに認めら

れたが，著者らが同濃度の LASを用いて行なったH寺に

比べるとよごれの程度は軽く，皮膚に与える刺激もLAS

よりは弱し、ように見受けられた.

(2) 剖検および臓器重量

受胎を確認した母獣の臓器重量を Table1 に示す.

剖検所見および臓器重量に特記すべきことは認められ

なかった.

(3) 受胎率

Table 2に示すように，腔栓を確認した雌マウスは

各群21匹でそのうち開)臨時(妊娠18日〉に胎仔の存在を

認めた母獣数(受胎率〉は精製水群 19匹 (90%)，SDS 

Fig. 1. 

periou of administration 

6 13 18 
Days of pregnancy Day.; 

Increasing rates of body weight in 

pregnant mother 111ice 

Table 3. Effect of SDS on external anomalies of fetllses 

Grollp Non treatment Distilled water SDS 0.4% SDS 4.0% SDS 6.0% 

No. of fetllses examinecl 426 205 228 180 116 

No. of abnormal fetllses 1〉16((32.78.〉1 
2) 13(27. 1) 78((336.9.8〉〉 79((345.0.0) 〉 149((572.8.) 9〉 57((645.0.6〉〉

Brain hernia 。 。 。 。
Abdominal hernia 。 11((05..53) 〉 。 。 。
Cleft palate 。 。 11((05..40) ) 44((223.2.〉5〉 54((346.3.〉4〉

Open eyelids 107((21.44.〉6〉 76((33.14.〉6〉 53((215.2.〉0〉 96((53.50〉3〉 11((00..99〉) 

Poly-dactylia 11((02..2l〉〉 。 11((05..40〉〉 。 。
Bent tail 22((04..52〉〉 。 。 。 11((09..91〉〉

Clllb foot 33((06..73〉〉 。 1l((05..40〉〉 。 。
Sllbclltaneous bleeding 。 。 。 。 。
DigJtal nomalies 。 。 。 1((0.69〉〉

1(5. 
。

1) N o. of fetuses (%) 

2) N o. of mother mice (%) 
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O. 4%~tロ0[& (95%)， 4. 0%時17匹 (81%)であったが，

6.0%'1['(:では11匹 (52%)で有意に小さかった.

開)臨時， JJ台仔の存在を認めなかったマウスのうちSDS

4.0%群で2例， 6.0%群で6例が投与期間中の体重の減

少から流産とみられたが，その中で肉眼的に着床痕の確

認ができたのは 6.0%li'(:の 1例のみであった.

[2J 胎仔に対する影響

(1) 着床数，生仔数，死亡吸収!座数，)]fi仔重量

結果は Table2に示すとおりである.

着w数，生{子数，死亡吸収匹数では SDS投与群のい
ずれにも対照群に比して有意な差は認められなかった.

しかし)]fi仔重量で、は4.0%i['rと6.0%群において有意に小

であった.

(2) 外形県常

外形異常の型と出現数，また異常仔を持った母獣数を

Table 3に示す.

精製水群で、は)隣ヘルニア 1(母獣数 1)例，関根7(6) 

例， SDS 0.4%1洋で、は)J首ヘルニア 1(1)例， 口蓋裂 1(1) 

例，開眼 5(3)例，多指 1(1)例，反足 1(1)例が認めら

れ， 4.0%群では口蓋裂 4(4)例，開眼9(6)例，指曲 1

(1)例が，また 6.0%群では口蓋裂5(4)例，開限 1(1) 

例， ail尾 1(1)例が認められた. 精製水群， 0.4%群，

4.0%群に開眼が多発している.さらに4.0%1i'i:， 6.0% 

群の口器裂の発生がやや多かったが推計学的には有意で

はなかった.

(3) 内臓および骨観察

Group 

Table 4. Effect of SDS on skeletal development of mouse fetuses 

SDS 4.0% SDS 6.0% Non treatment Didtilled water SDS 0.4% 

Degree of ossifica tion 

No. of cauc1al vertevrae 1)8.13土2.465 8.81土1.726 8.70土1.885 8.41土2.617 8.08土2.244

Fore paw 

No. of PI・oximalphalanx(L) 3.90土0.616 3.97土0.192 3.94土0.282 3.84土0.577 3.86土0.456
(R) 3.91土0.601 3.99土0.145 3.95土0.236 3.87土0.458 3.89土0.378

No. of middle phalanx (L) 2.69土1.218 1. 97土1.018 1. 69土1.188 1. 90土1.157 1. 55土1.155 
(R) 2.81土1.263 2.16土0.932 1. 98土1.148 2.07土1.155 1. 79土1.198 

Hind paw 

No. of proximaJ phalanx(L) '1. 54土1.383 4.59土0.775 4.53こと0.831 3.96土1.486 4.20土1.170 
(R) 4.57土1.218 4.64土0.716 4.56土0.819 4.18土1.256 4.18土1.174 

No. of midclle phalanx (L) 1. 02土1.578 
(R) 1. 16土1.609 

Separation of sternevrae 2)12(7.4) 

Absence of cervicaJ boclies 21 (13.0) 

Defective development of 33(20.4) 
sternevrae 

0.46土0.927
0.43土0.887

3(1. 6) 

15(7.9) 

2(1. 1) 

0.47土1.058 
0.51土1.116

3(1. 5) 

26(12.6) 

6(2.9) 

1. 02土1.619 
1. 02土1.598 

17(10.8) 

32(20.4) 

13(8. 3) 

0.52土1.026 
0.54土1.037 

12(12.4) 

14(14.4) 

13(13.4) 
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Variation 

Surplus of sternevrae 15(9.3) 

Asymmetry of sternevrae 56(34.5) 

Cervical rib 54(33. 3) 

No. of rib 14 63(38.9) 

No. of lumber vertevrae 7 

SpJit of atJas & axis 

Anomalies 

Adhesion of ribs 

Absence of cervival vertevrae 

17(9.0) 

30(15.9) 

9(4.8) 

105(55.7) 

1(0.53) 

45(23.8) 

31(15.1) 

33(16.0) 

4(1. 9) 

132(64.1) 

11(5.34) 

62(30.1) 

2(0.1) 

17(10.8) 

23(14.7) 

16(10.2) 

77(49.0) 

1(0.64) 

38(24.2) 

1(0.6) 

7(7.2) 

11(11. 3) 

15(15.5) 

47(48.5) 

5(5.2) 

24(24. 7) 

1) Mean土S.D.

2) No. of fetuses 
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変化は認められなかった.

骨の化骨，変異，共常については Table4に示した.

SDS 濃度が高くなるにしたがし、化骨遅延の傾向が認め

られた.またo.4% ~i~(;に 2 例，肋骨の癒合，分岐してい

るものが認められ， 4.0%群に 1例， 右頚椎数の不足し

ているものが認められた. しかし種々の化骨変異では対

照群聞の変動と比較し増減に有意性を認めなかった.

Tab¥e 4 の骨観察では骨染色11寺， 一部に処理時間の過

誤による四)J交欠失により左右で観察数が県なった.

総括および考察

高級アルコール系界面活性剤である SDSについて

]CLjICR系マウスを用い背部皮膚塗布による催奇形性

試験を行なった.母体に対する影響として，試料投与期

間中に SDS4.0%群， 6.0%群で体重増加率の低下が認

められた. しかしながら著者らが向濃度の LASを用い

て行なった皮膚塗布試験に認められたような塗布部位の

痢皮形成は観察されず，また他の一般症状からもSDS皮

膚塗布は LAS皮膚塗布よりも母体に与える影響は軽度

であった.剖検時の肉眼的所見と臓器重量には特記すべ

き変化は認められなかった.受胎率では SDS6. 0%群が

52%で他群に比して低かった.その原闘として，当部で

LAS高濃度を妊娠初期に投与した場合にみられた受胎

マウス数の減少も関連して，別に， SDS 6.0%を試料投

与開始時期を 1 日ずらし妊娠 7~14日，と妊娠 8~15

日に皮膚塗布を行ない，その結果，妊娠 7~14日処理では

10例中10例(100%)，妊娠 8~15 日処理では 9 例中 7 例

(78%)と受胎率の低下は認めなかった.このことから

妊娠6日では受精卵の着床が未だ不充分であり，そこに

LASの場合と同様に SDS高濃度処理による何らかの

影響が加わって妊賑を維持できずに流産したものと考え

られる.受精卵の着床に関しては今後さらに検討を加え

てゆきたい.

胎仔に対する影響としては，胎仔重量で4.0%群， 6.0 

%1f(:に対照群に比して有意な差を認め，発育遅延の傾向

にあった.胎仔の肉眼的観察では外形異常としての開!恨

の発生が対照群を含め全ての群で目立った.これは過去

2~3 年の JCLjICR 系マウスの生産場での自然発生奇

形データ 18)をみると開眼は増加の傾向にあり現在よく認

められる異常と考えられる. しかしながら従来 ICR系

マウスの自然、発生奇形としてよく観察された口蓋裂は生

産場でのデータではその発生頗度が低く，その意味では

SDS 4. 0%群， 6.0%群に認められた口蓋裂数は統計的

な有意性はなかったもののさらに検討する必要があるか

と思われる.胎仔の骨観察では SDS高濃度群に化骨遅

延の傾向が認められた.また安日J(4)らの{fli奇形性の指標

となるという IJ則的の増加やその他の化骨変異において

も，その増評議に対照群聞の変動と比較し有意と認めなか

った.骨異常では!山骨の総合，分11皮2(母獣数2)例が

0.4%1洋に，右主目、fH~数の不足 1 例が4.0%1汗に認められた

が6.0%群ではそのような )II~常は認めなかった.

以上のことから SDSの催奇形性に関しては， SDSが

微生物における変呉誘起性有りとの報告20)もあり，また

本実験での口器裂の発生や着床などの問題も合め，経lてl

投与で行なってみる必要性があり，今後さらに充分な検

討を加えてゆきたい.

要 ヒコ
臼

SDS のマウス皮膚塗布(妊娠 6~13日処理〉による催

奇形性試験を行なった.

母体に対‘する影響で、は ①試料投与期間仁1=1SDS 4. 0% 

1i'(:， 6.0%群に体重増加率の低 Fを認めた.②一般症状

などの観察から SDSは LASより母体に与える影響は

弱い.③臓器の肉眼的観察，重量測定では特記すべき変

化は認められなかった.④SDS6.0%群で受JJfi率の低下

をみた.

J1fil子に対する影響として①着床数，生{子数，死亡吸収

)]壬数に推計学的な有意差は認めなかったが， JJ台{子重量で

SDS 4.0%群， 6. 0%群が有意に低下し， 発育遅延を認

めた.②外形異常では開限が対H日群も含め全ての群でみ
られた.推計学的に有志;ではなかったが SDS4. O%W(:， 

6.0%群で口蓋裂の発生が目立った.③骨観察で SDS

高濃度群に化骨遅延の傾向を認めたが，化宇骨骨ì'変占r県II~ .児7

に特に変化は認められなカかミった.

文献

1) 大森義仁，桑村 可，問中 II?J，川島邦夫，中抗日

慎介:食衛誌， 9， 473， 1968 

2) 三上美樹，永升二 広，坂井義雄，福島平市，西野

平:先天異常， 9， 230， 1969 

3) 三上美樹，坂井義雄:解剖誌， 48， 77， 1973 

4) 小谷新太郎，千葉昭こ，今期i彰，塩原正一，北川

富雄，千葉裕~"柳田美子，山本和子:日公衛誌，

20， 165， 1973 

5) Palmer， A. K. and M. A. Readshaw:食衛誌，

14， 638， 1973 

6) 飯森正秀， ::)1土上!俊二，矢野恭子:油化学，22，807，

1973 

7) 桝田文八， I吋木fIi'f.i公彦，井上那夫:食街誌， 14， 

580， 1973 

8) 桝田文八，岡本11軍公彦，井上邦夫:食街誌， 15， 

349， 1974 



118 Ann. Rゆ• Tohyo 111t什 Rω.Lrzb. P.H.， 27-2， 1976 

9) Palmer， A. K.， M. A. Readshaw， and A. M. 

Neuff : Toxicology， 3， 91， 1975 

10) Nolen， G. A.. L. ¥V. Klusman， L. F. Patrick， 

and R. G. Geil : Toxicology， 4， 231， 1975 

11) 三上美樹，坂井義雄，宮本 男，北村小夜子，藤

烏弘子，和具芳雄，秋吉智，関口弘之，県 勲，

羽島呂美，今泉敏，谷憲夫，閉村 井:三三重大

学歴学部解剖学教室業績集.21， 1， 1973 

12) 西村秀雄，亀山義郎，沢野十蔵，三上美樹:厚生

省 LASの催奇性に関する合同研究報告， 1976 

13) 佐藤薫，安藤弘，湯沢勝広，平賀輿吾:東京

衛研年報， 24， 441， 1973 

14) 高橋昭夫，佐藤薫，安藤弘，久保喜一，平賀

興吾:東京衛研年報， 26-2， 67， 1975 

15) 桝田文八，井上邦夫:食衛誌， 17， 158， 1976 

16) 三上美樹，坂井義雄:解剖誌， 49， 33， 1974 

17) Dawson， A. B. : Stein technol. 1， 123， 1926 

18) 実験動物中央研究所:JCL/ICRの自然発生奇形

データ， 1963-1975 

19) 安田峯生，前田広由:先天異常， 13， 174， 1973 

20) Inllzuka， N.. S. Nakamura， M. Inllzllka， and 

M. Tomoeda: J. Bαcteriol. 100， 827， 1969 



東京衛研年報 Ann. Reρ. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.リ 27-2，119-123， 1976 

ク臼ムの毒性に関する研究 五酸化ケ口ムの急性毒性

小林博義汽神谷信行*，平賀輿吾*

Toxicological Studies on Chrornium Acute Toxicitiees of Chromium Trioxide 

HIROYOSHI KOBAYASHIヘ

Oral acute toxicities of chromium trioxide were examined in rats and mice， and the following 
results were obtained. 

1) LD50 values of chromium trioxide in rats 86-107 mg/kg (4ι56 mg/kg as chromium[VI]) 

male， 80-114 mg/kg (41-59) female， in mice 163-177 mg/kg (84-91) male， 135-151 mg/kg (70】78)

female respectively. 

2) Obse1'ved main symptoms were hair stand， dianhea， cyanosis， abdominal and/or cheyne司

stokes breathing， neCI・osisof tail， blooding and ulcer in stomach， change of eye colour into black， 

tail up in 1'ats and mice. 

3) Death time in rats ¥vas within与35hou1's. In su1'vival animals， recovery of the symptoms 
was found from 7 hours after and that of deceased body weights were found from 3 days after 

administration. Macroscopic findings in survival rats fo1' 36 days after treated showed no change. 

Weights of liver and testis were incl'eased a little. 

緒 苦言F
1=1 

六価クロム〈三酸化クロムとして〉の急性毒性につい

て Gleasonl)らの報告によると， Very Toxic (LD50= 

50~500mg/kg，日odge らの分類で2) Moderately Toxic) 

としているが，急性毒性，特に経口急性毒性について，

ほとんど報告をみない，よって六価クロムの毒性研究の

一環として，三酸化クロムのマウスおよびラットにおけ

る経口急性毒性検討を行なったので報告する.

実験材料および実験方法

試料:三酸化クロム(Cr03)試薬特級，関東化学制

Lot. No. 71160557. 

実験動物:JCL-ICRマウスならびに JCL-Wistarラ

ットを用いた.いずれも生後4週のものを購入，室組

25土10 湿度 55土 5%，照明午前6時より午後6時の飼

育室にて，マウスは10匹，ラットは5匹を金網型ステン

レスケ{ジに収容，日本グレア製 (CE-2)同型餌料と水

道水を自由に与え飼育，成育良好なものを実験に供し

た.

実験方法:試料の濃度は公比1. 1~1. 2 の割合で増量

し， 7~10段階用最を用いた.投与容量はマウス，ラット

とも 10mljkgとなるよう精製水で溶解調整し， 腎ゾシ

デにて経口投与した. 投与溶液 pHは1.6-----1.8であ

った.動物は 1用量当り10匹とし，前日午後5時より除

餌し水のみを与え，午前10時より試料の投与を開始し

た.投与後2時間目より餌を与え，以後20日間にわたっ

て症状を観察するとともにこの間の死亡率にもとづいて

Litchfield and Wilcoxson法日〉により 50%致死量 (LD50

と略す〉を求めた.生存例については，投与後20日目，死

亡例については直ちに剖検を行なった.別に LD50にも

とづいて，その前後量をラットに投与し30日間にわたり

体重変化の推移を観察した.終了後に心臓，肝臓，脳，

ij寺臓，精巣，卵巣，牌臓の器官重量を対照(精製水投与〉

のそれと比較した.

実験結果および考察

症状:マウスでは，投与直後，伏臥開眼，立毛，つい

で、鎮静様と同時に自が黒くなり，さらに歩行困難，チェ

ーンスト{ク様呼吸や腹式呼吸などが投与量に比例して

みられ，後躯麻痔，挙尾，体温低下を経て致死する例が

*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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多く，致死直前に強直性棒、けしれんをするものが少数に

認められた.

高濃度投与時 (300"，-，400mgjkg) で投与後 48~90時間

にわたり限険が白濁性分泌物におおわれると同時に，四

Jl交に冷感を認めるものがあった.またこれら一部に尾端

の壊死などを伴って伏臥姿勢のまま致死するものが認め

られた.

ラヴトでは，マウスの症状に加え，前後肢下JJ支部チア

ノ{ゼ，流涙，遊泳様運動，痩芦，急に歩き出すものな

どがみられた.死を免れたラットは投与後 7~10時間で

症状は回復に向うようにみえた.

剖検:マウス 104.-....125mgjkg投与群の死亡例で，肝

臓にチョコレート色の針頭大の斑点，腎臓に髄質外帯部

の赤変が認められた.胃では小関をはさんで両側の腺

胃，筋胃の境界部近くに直径2.-....3mmの潰療が数個み

られた.日平臓がゼリ{状を呈したもの 1例，胆のう容積

の増大したもの(長さ 3~5 J1l mll同 2~3mm) 3例が

認められた.生存例については投与後20日後の告1]検時に

は肉眼的著変は認められなかった.

ラット Table 1に示した. (投与後 5~8 時間で死

亡したもの〉胃には水様液が充満し膨大していた.肝臓

はチョコレート色で全面に黒色針頭大の斑点が認めら

れ，腎臓髄質外帯， JJ平j臓の赤変，車丸の血管が非常に明

瞭に見え，卵巣，子宮は全例に充出血様変化がみられ，

小腸は透明感がありこれらの変化は， 1.-.... 5時間死亡例

より顕著であった.腸の内容物はゼリ{状であった.

〈投与後 10~13 時間で死亡したもの〉この頃より高j農

度群のまf~の小腸にリング状の出血がみられるようになっ

た.li芽では表面が粗で髄質外帯の赤変等がみられた.胃

では水様液が充満し容積膨大とともに腺胃部に出血がみ

られ外観がくるみ紋様に見えた.言腸にも線状の充出血

があり腸管は透明感があった.

Organ Changes 

Table 1. Changes in Macroscopic Findings in Rats 
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Table 2. Acute Toxicities(LD50) of Chromium Trioxide in rats and mice 

Animals Week Sex B.羽T.土SD Dead Time Sloptle O LDm50g/(ifpg o〉 Confidence Limits 
onset peal王 end function (p口 0.05)mgjkg

8 27土0.3 1. 111 177(91. 98)ホ 159.3-196.6 
10 

9 24土0.63 1. 266 135(70.15) 110.1-170.9 

8 28土O.1 2 3，22 71 1. 068 163(84.76) 152.0-174.。
11 

平 22土1.0 2 3，8 94 1. 093 151(78.52) 138.1-165.。
色 226土1.4 1. 433 107(55.6) 89.2-128.2 

8 
9 160土1.0 1. 179 114(59.28) 102.9-126.2 

8 248土1.0 2 9， 13 58 1. 340 86(44.72) 71. 7-103.。
13 

Q 168土1.2 5 12 144 1. 455 80(41. 60) 62.0-103.1 

* as chromium (VI) 

(投与後 17，，-，20時間で死亡したもの〉胃の水様物によ

る容積膨大が継続し，腺胃部の出血はさらに増強して赤

色より暗紫色を呈していた.直腸では糞塊の形成が始め

られているのが見られたが，小腸，盲腸の充出血はさら

に増強されていた.卵巣は充血し，肝臓は暗赤紫色で黒

色点状斑が明瞭に認められた.

(投与後48時間以上で死亡したもの〉一部に牌臓の小

さいものが見られた，また大脳血管にも充血様変化が認

められた.

(投与後 150時間以上で死亡したもの)腎臓乳頭部は

灰白色で髄質外帯部は黒色を帯び，肝臓は各葉の辺縁が

鈍化し表面が粗となっており昨臓は桃色を旦し，牌臓，

卵巣，子宮は暗赤色を呈した.開，腺胃部充出血は継続

し，肺!臓は呼気状態のままのものがほとんどであった.

LD50結果は Table2に示すように，マウス雄 163"-'

177mgjkg (六価クロムとして 84"-'91mgjkg)雌 135"-'

151mgjkg (70'"'-'78mgjkg)ラット雄 86"-'107mgjkg(44 

"-'55mgjI-:g)雌80"'-<114mg/kg(41"-'51mg/kg)であった.

致死時間はマウスでは投与後2時間より94時間にわたり

最多死亡時間は， 3， 22"-'26時間であった.

ラット致死開始時間は投与後雄2，雌5時間，最終時

間は雄58時間雌144時間，最多致死時聞は雄雌ともに 12

時間前後に認められた.

長!
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Fig. 1. Distribution of Death after Oral Admin-

istration with Chromium Trioxide in 

mice (male十female)
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Fig. 2. Distribution of Death after Oral Admin-

istration with Chromium Trioxide in rats 

(mate十female)

体重の推移と器官重量投与群の体重は対照にくらべ

て，投与日より 2'"'-'3日までは低下し，その後増加し始

めた.特に 119.5mgjkg投与群では雄雌ともに投与後3

日目まで体重は低下したが(離は一匹であった〉投与25
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Fig. 3. Changes of Body Weights Gain of Survival 

Rats Administered Orally with Chromium 

Trioxide (male) 
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日以降においては対照以上の体重増加率を示した.

器官重量 検体投与後30日目においての器官体重比重

量で，対ftの宰丸，雌の肝臓， JJ中臓に差が認められた.

考察

lJ 130 三酸化クロムのマウスならびにラットにおける経口投

与による LD50は，マウス雄 163，.._，177 mgjkg (六自Iiク

ロムとして 84"'__'91mgjkg)雌 135，.._，151rngjkg (70，.._，78 

rngjkg)， ラット雄 86，..__，107mgjkg (44~56mg)，雌 80

，..__， 114mgjkg (41 '""-'59mgjkg)であった. この値は緒言で

ふれた Gleasonらの評価1)Very Toxicの範囲に入る

もので，その評価の妥当であることを確認した.急性症

状として鎮静状態，立毛，下痢，チアノ{ゼ，チェーン

ストーク様呼吸ならびに腹式呼吸，特にマウスでは限の

色が黒ずんでみられ，挙尾，尾端の壊死等もみられた

死亡例の剖検では胃の出血，潰楊，水様液充満， J揚の出

血， I腎臓，肝臓をはじめとする臓器の充出血等がみられ

た.これらの症状は局所刺激，呼吸障害，末梢血行障害

を暗示し，これは主として六価クロムの酸化作用による

刺激，腐蝕性1)に由来するように思われる.また六価ク

ロムは赤血球に特異的親和性をもち血球内で三価に還元

t+」L120 
..-1 

出ω110 

ru 〉、

2100 

90 

5 10 15 20 25 30 
days 

Fig. 4. Changes of Body Weights Gain of Survival 

M 

F 

Rats Administered Orally with Chrornium 

Trioxide (fernale) 

0一一一o75rngjkg 0 - 0 95mgjkg 
ム一一-b" 1l9rngjkg 一一一 Control

Table 3. Organ Weights of Rats after 30 days Administered with Chromium Trioxicle 

Dose No.of 
Heart Spleen Liver Brain 

Kidney Testis (Ovary) 
rngjkg Rats R L R L 

Control 5 1115土481) 638土34 14502土692 1900土34 1406土70 1378土56 1431土41 1466土38
5 307土 62) 176土 7 4000土141 526土16 388土13 380土10 395土 9 405土 9

119 1336 760 16630 2048 1620 1564 1625 1688 
316 180 3940 485 383 370 385 400 

(1) 

95 1195土40 704 土53 14512 土368 1991 土38 1427 土66 1398 土73 1617 土5 7 1 64 41 84 土土41 8 8 

(4) 329土18 194土17 3987土148 546土12 391土20 385土26 444土20

75 1688土14 724土52 13783土 39 1867土79 1282土50 1266土32 1607土63 1648土50
311土 4 206土14 3935土 75 533土19 366土11 361土7 459土18 471土17

(6) 

Control 5 853土37 535土23 8903土239 1785土114 921土48 928土44 68土14 61土 8
5 326土10 205土 9 3411土 49 685土 45 352土13 355土13 26土 5 23土 3

119 814 527 9871 1903 892 1024 57 49 
336 236 4078 797 368 423 23 20 

(1) 

95 
2 802土27 474土12 8630土 10 1880土60 772土 3 839土36 41土14 42土14
361土22 213土0.6 3881土108 844土 2 347土 8 378土27 18土 5 18土 5

(2) 

75 
5 705土18 495土20 7816土327 1683土75 840土55 806土48 47土 4 48土 7
10 348土14 244土 8 3855土139 833土49 415土29 399土28 23土 2 23土 3
(5) 

1) Mean organ weight土S.D. (mg) 

2) Mean organ weight to 100g body wt.土S.D. (mg) 
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されヘモグロビンと結合すると同時に酵素系への影響も

大きいといわれ，これらが呼吸障害に関与しているよう

に考えられる.

死亡の大多数は投与後3時間から25時間の聞にみら

れ，死をまぬがれた動物の症状は投与後7時間ころより

回復に向った.また生存動物では投与後2'"'-'3日までみ

られた体重の減少はその後急速に回復し， 10日後にはむ

しろ対照に優る発育を示した.更に30日後の剖検では肉

眼的変化はほとんど認められず，わずかに肝臓と皐丸の

重量増が認められた.長井5)らは標識クロム (51Cr)経口

投与による吸収排世の研究で，投与量の約25%が吸収さ

れ，その90%以上が24時間以内に急速に排池ーすることを

報告している.この排世の早いことが，症状の回復の早い

ことの要因であろう.また同時に以上の所見は六価クロ

ムの急性作用は激しいが，作用の残留性は小さいことを

示しているように思われる.
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ケ口ム鉱淳水浸出液の眼粘膜一次刺激性について

藤井 孝汽坂本義光ぺ福森信隆*，阿部幸恵*，中村 弘料

大橋則雄料，平賀興吾本

Primary Eye lrritation Test by Extracts of Chromium Dross 

TAKASHI FUJIIぺYOSHIMITSUSAKAMOTOヘNOBUTAKAFUKUMORI*， 
YUKIE ABE*， HIROSHI NAKAMURA**， NORIO OHASHI料 andKOGO HIRAGA * 

緒 溶液を調整した.pH対服液はソーダ石灰飽和水溶液を

1975年4月，六価グロムを含む鉱津の投棄による環境 用いた.

汚染は大きな社会問題となり，投棄地周辺住民の健康に

対する不安を悲き起した.当部ではクロム鉱倖の生体に

与える影響を検討するため各種の実験を企画した.今回

はその一環としてクロム鉱津の水浸出液の眼粘膜に対す

る刺激性をウサギの限粘膜を用いて検索し結果を得たの

で報告する.

実験

眼粘膜一次刺激試験 1. 
クロム鉱淳の水浸出液と中性の六伺クロム1000ppm7](

溶液及びソーダ石灰飽和水溶液との比較

眼粘膜一次刺激試験 2. 

クロム鉱浮の7J(浸出液の濃度と刺激反応性

実験材料及び方法

眼粘膜一次刺激試験 1. 

実験動物 白色雄性家兎(体重 2.8~3. 2kg) 

試料検体 当所水質研究科にて調整したクロム鉱停の

水浸出液を用いた.これはクロム鉱倖(都内江東区大島

9丁目の都営地下鉄工事現場より採取〉を砂粒大まで粉

砕後，鉱津 100g に蒸留水 100ml の割合で加え 1~2 時

間接語し24時間放置，その後吸引ろ過した液(以下鉱惇

液と略す〉で六価クロムが 1000ppm含まれておりpHは

12.8であった.また鉱津液の対照として中性を示す六価

クロム 1000ppm水溶液(以下クロム対照液と略す〉と

pH 12. 7の液(以下 pH対照液と略す〉とを用いた. ク

ロム対照液は予め六価グロムの 1000ppm溶液としてお

いたグロム酸ナトリウム水溶液 (pH8.9)と重クロム酸

ナトリウム水溶液 (pH4. 9)とを混合して pH7.4の水

Table 1. 

群名匹数 投与検体

鉱 惇I 5 クロム鉱J倖の水浸出液

鉱 持H 3 (六価グロム1000ppm，pH12. 8) 

クロム対照 i 5 六価クロム1000ppm水溶液

クロム対照E 3 (pH 7.4) 
pH対照I 5 ソ{ダ石灰飽和水溶液

pH対照E 3 (pH 12.7) 

群別@投与検体 Table 1に示す如くである.

実験方法 眼粘膜刺激性試験としては Draize法が汎

用されているが1〉，今回は下記の方法で行い反応の評価

は Table4に拠った2) ウサギは各検体毎に8匹ずつを

用い 5匹(1群〉と 3W2( n群〉の 2群に分け各々の右眼に
検体を0.1ml点眼し左眼は無処置対照とした.検体を点

限後， 1群は 5分後にE群は24時間後に約300mlの滅菌

済微温蒸留水で洗眼し検体を除去した.また検体点限後

はウサギにポリエチレン製の首相Hをはめてウサギの四肢

が限に触れる事を妨げた.判定は i群では洗限後 1，4， 

24， 48， 72時間目， 7， 14， 21日日で行った.なお 14，21 

日目の判定は鉱津群のみ行った.その他 i群では 1，72 

時間目， 7日日， 日群では24，72時間目， 7日目で判定

後フルオレッセインナトリウムの2%水溶液(以後フノレ

オレッセイン液と略す〉を 1消点眼し数秒後に約 20ml

の滅菌済微温蒸留水で洗眼し角膜の損傷の有無を確認し

た.判定は Table4に拠って行った.また各検体点限後

の結!摸，角膜などの組織変化を観察するために上記実験

*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-1m， Tokyo， 160 Japan 

料東京都立衛生研究所環境保健部水質研究科
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Table 2. 

検 体

処置時間*
鉱浸 時液 六価クロム ソ{ダ石溶灰液
出 1000ppm水器液飽和水

2 2 2 

2 1 1 

24 *ヰ 2 2 2 

48 2 。 。
本:点眼後の経過時間

料:24時間目は眼球摘出前にブノレオレッセイン液を

点限した.

とは別のウサギを用いて点限後 1，4， 24， 48時間自に

賠殺し， f眼目食， f眼球を摘出し10%緩衝ホルマリン液で回

定した.その後セロイジシ@パラフィン包埋し，薄切後

ヘマトキシリン@エオジン重染色を施して組織標本を作

成， これを鋭検した. 標本数その他は Table2の如く

である.

実験結果 Table 2に示す如くである.各検体とも!

?洋は5分間， n群は24時間曝露しており判定時間は I群
では洗限後， n;r洋では点限後の時間を示している.
角膜に異常が認められたのは鉱津E群のみで24時間日

で 3 例全部がフルオレッセイン液で角!院に直径 4~6mm

の円または半円形の蛍光を発する部分を生じた.48時間

日では全例に混濁が認められ2例は虹彩の細部まで判然

と見える軽度なものであったが，残る 1例は見難くやや

中等度の変化であった.72時間自では 2例に軽度の混濁

がみられ，またフルオレッセイン液で直径 3~4 1l11l1の

半円形の部分に鐙光が認められたが残る 1例にはいずれ

の変化もみられなかった. 7日目では 1例に局所的で軽

度な混濁がみられたがフルオレッセイン液での反応はな

く残る 2{7~には変化が認められなかった.

虹彩に異常が認められたのは鉱砕し日群， pH対照、

H群であった.鉱津 i群では 1~24時間目まで軽度な充

JInが全例の約半数にみられたが48時間日以後は変化が認

められなかった.鉱津H群では軽度な充血が1， 4時

間目は3例中 1例， 24時間自は2例， 48時間目は3例，

72時間目は 2例に認められたが7日目以後は変化が認め

られなかった. pH対照日群では軽度な充血が 1時間で

3例中 2例にみられたが， I， n群ともそれ以後は変化
が認められなかった.

結膜に異常が認められたのはグロム対照 l群を除く全

ての群であった.銀~i宰 I 群では結!慢の発赤は血管走行が

著明になる程度の変化が 411奇問日で5例仁!こ14例に， 24， 

48時間目で全例にみられたが， 7日目以後は全例で変化

が認められなかった.浮腫は 1~24時間目まで全例にみ

られ， 1時間目では限険の一部が外反するやや中等度

の変化が 1例でみられた他はいす守れも軽度な変化であ

り， 48時間目以後は全例で変化が認められなかった.鉱

惇 E群では結膜の発赤は 4時間目で3例中 2例が軽度な

変化を示し， 48時間目では個々の車管走行が不鮮明にな

り結膜全体が赤くなる中等度の変化を示したのが2例，

これより強い赤色化を呈する重度の変化を示したのが 1

例であった.72時間目では重度の変化が 1例，中等度の

変化が l例，軽度な変化が1例であり， 7日目でも軽度

な変化が l例みられたが14日目以後は全例で変化が認め

られなかった.浮腫は 1~24時間目まで全例にみられ 1

1時間自の 2例， 4時間自の l例がやや中等度の変化，24時

間自の 1例がこれらより強い変化を示した仰は全て軽度

な変化であった.その後48時間目で2例， 72時間目で1

例が軽度な変化を示した他は変化がみられず， 7日目以

後は全例に変化は認められなかった.クロム対照E群で

は軽度な発赤が24時間自で 1例みられたのみで，浮!屈は

全例に認められなかった.pH対照 l群では軽度な発赤

が1時間自で2例， 4時間目で 1例みられ24時間目以後

は全例に変化は認められなかった.浮腫は軽度な変化が

1時間目で4{7~ ， 4時間目で3例みられたが，24時間日以

後は全例で変化が認められなかった.pH対照E群では，

軽度な発赤が 1時間目で 1例， 4時間自で全例， 24時間

目で2例， 48時間目で全例にみられ， 72時間目以後は全

例に変化は認められなかった.浮腫は 1， 4時間目で全

例に軽度な変化がみられたが24時間日以後は全例に変化

は認められなかった.組織所見はいずれも24時間曝露で

あり，鉱倖群では24時間自に角膜上皮の剥離，粘膜上皮

・回有層への細胞浸潤などがみられたが，グロム対照群，

pH対照群ではともに著変は認められなかった.

眼粘膜一次刺激試験 2. 

実験動物 白色雄性家兎(体重 2.8"-'3.2kg)

検体 実験1と同一の鉱津液を用い，これの 2倍， 4 

倍希釈液を調整した.つまり検体は鉱津液〈六価クロム

1000ppll1溶液〉と 2倍希釈液〈六価グロム 500ppm溶

液〉及び4倍希釈液(六価クロム 250ppm溶液〉の 3検

体である.なお 1000ppm溶液は pH12. 8， 500ppm溶

液は pH12. 7， 250ppm溶液は pH12. 4であった.

群別@投与検体 Table 3に示す如くである.

実験方法実験 1と同様に Table4に拠って反応、を

観察し，判定した.ウサギは各群5匹を用い各々の右眼

に検体を O.lml点限L，左限は無処置対照とした.検

体を点限後24時間自に約 300mlの滅菌済微祖蒸留水で

洗限し検体を除去した.検体点限後はウサギにポリエチ
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Table 3 

群名 匹数 投与検体

1000ppm 5 クロム鉱倖の水浸出液

(六価クロム1000ppm溶液〉

500ppm 5 クロム鉱俸の水浸出液

(六価クロム500ppm諮液〉

250ppm 5 クロム鉱停の水浸出液

(六価グロム250ppm溶液〉

レγ製首柳をはめてウサギの四肢が限に触れることを妨

げた.判定は点限後 1，4， 24， 48， 72時間目， i， 14日

自で行った.また24，72時間目，i日目では判定後フル

オレッセイン液を 1滴点限し数秒後に約 20ml(24時間

目は検体除去のため 300ml)の滅菌済微温蒸留水で洗眼

し角膜の損傷の有無を確認した.

実験結果 Table 6に示す如くであった 250ppm群

では角膜，虹彩，結膜は点眼後7日目まで全例に変化は

認められなかった 500ppm群では結膜の軽度の発赤が

24時間自で5例中 2例， 48時間目で 1例にみられ72時・問

自以後は全例に変化は認められなかった.また浮腫は点

限後 1，4， 24時間目で各 1例に軽度な変化が認められた

が48時間目以後は全例に変化が認められなかった.角

膜，虹彩に異常は認められなかった 1000ppm群で、は角

膜には24時間目で5例全部にフルオレッセイ γ液で直径

5，...__，6mmの半円形または米粒大の長円形の鐙光を発する

部分を生じた.48時間自では 3例に虹彩の細部まで判然、

とみえる軽度な混濁がみられたが，残る 2例には変化が

認められなかった.72時間自では角膜の混淘の軽度なも

の1例，やや中等度のもの 1例がみられ後者はフルオレ

ヅセイン液で反応を示した.この他混濁はみられなかっ

たがフルオレッセイ γ液で反応を示したものが 1例で，

いずれの変化も認められなかったものが2例であった.

7日目以後は全例に変化が認められなかった.虹彩は 1

，...__，24時間自主で5例中3例に軽度の充血がみられ48時

間目ではそのうちの l例の変化が強くなった.72時間目

では軽度の充血，強い充血各 1例であり，i日目以後は

全例に変化は認められなかった.結膜の発赤は軽度な変

化が1時間目で5例中2例に， 4時間目で全例にみられ

た.24時間自では個々の血管走行が不鮮明になり全体が

赤くなるような中等度の変化が4例，これより強い赤色

化を呈した重度の変化が 1例であった. 48時間自では軽

度，中等度の変化が各2例，重度の変化が l例であっ

た.72時間目では軽度な変化が 1例，中等度の変化が3

例で，変化の認められなかったものが 1例であった. 7 

日目以後は全例で変化が認められなかった.結膜の浮腫

は1'"'-'24時間目まで全例にみられ， 1， 4時間目では軽度

な変化が 1例，限険の一部が外反するやや中等度の変化

が4例であり， 24時間目では 5例とも軽度な変化であっ

た.48時間目では 2例に軽度な変化がみられ，他の 3例

には変化がみられなかった.72時間日以後は全例で変化

が認められなかった.

小括及び考察

実験結果から各検体の眼粘膜刺激性を比較してみる

と， 5分間曝露では洗眼後24時間目で鉱津液は 5例全部

に， pH対照液は 1例に結膜の軽度の充血@浮腫を起し，

クロム対照液は変化を生ぜ、しめなかったこと， 72時間目

も鉱津液は3例に結11英の程度の充血を起していたが，他

の検体は変化を生ぜ、しめなかったことから鉱倖液が最も

強くクロム対照液は刺激性がほとんど無いと考えられ

る.pH対照液はグロム対照液よりやや強いと言う程度

と思われる.24日寺間曝露は各検体とも 5分間曝露より変

化は強くなっていたがクロム対照液はほとんど変らなか

った. 24時間曝露では点限後24時間日で鉱淳液は3{YIJ全

部に角膜の腰欄(組織所見で角膜上皮のみの欠損像であ

った〉を起しており虹彩@結膜の浮腫を生ぜしめたが，

クロム対照液， pH対照液は結膜の軽度の充血をそれぞ

れし 2例起したのみであった. 72時間日でも鉱倖液は

2例に角膜の際欄を起し，結膜の充血も全例に生ぜしめ

たがクロム， pHの両対照液は変化を起していなかっ

た.これらのことから特に鉱倖液は24時間曝露では5分

間曝露よりも変化は顕著に強くなる傾向を示し，曝露時

聞に比例して変化が強くなると思われる.以上のことか

らクロム鉱俸の水浸出液は限粘膜に対し強い刺激性と軽

度の腐蝕性を有すると言える. pH 12. 7のソーダ石灰飽

和水溶液は刺激性を保かにもつ程度であり，中性の六価

クロム 1000ppm水溶液は刺激|生がほとんど無し、と言え

る.これはクロム鉱倖の水浸出液の眼粘膜刺激性および

腐蝕性が pHや六価クロムのみによるものではないこと

を示唆していると思われる.またクロム鉱停の水浸出液

は点限後5分間で洗限した場合は結膜に軽度の発赤.llilI 

脹を起すが角11莫には影響を与えず，点眼後短時間での洗

眼は腐蝕性を無くし刺激性を軽減する効果があると考え

られる.

鉱背zの水浸出液中の六{而クロムを指標とした 1000，

500， 250ppmの濃度の各液の24時間!暴露による限粘膜に

及ぼす影響を比較すると， 250ppmは何ら変化が認めら

れず， 500ppl11でも24時間目までに 5例中 2例に結膜の

軽度の充血@浮腫がみられ72時-間以後は全例に変化が認

められず， 5例中 3例は終始変化を示さなかったことか

ら 250ppl11の刺激性は無く， 500Pp111でも極く軽度の刺
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激性であると考えられる. 1000Pp111については実験 1

でも述べたが，実験2の結果もほぼ同じであり強い刺激

性と軽度の腐蝕性をもっていると思われる.クロム鉱j宰

の水浸出液は4倍希釈ではほとんどその作用がみられな

くなり，その刺激，腐蝕作用は希釈によって著明に軽減

されることが明らかになった.

まとめ

クロム鉱梓の水1浸受出液(六価クロム 10∞O∞Op甲明p戸)11川1
lロ2.8的〉の眼粘l膜l煤英に対する一次刺激試l験険をウサギを用いて

行つた.

クロム鉱梓の水浸出液は強い刺激性とl怪度の腐蝕性を

有するが，この作用は六価クロムや pHのみによるもの

ではなくその他の含有物またはそれら全ての複合的な作

用によると思われる.またこの作用は曝露時間の短縮，

希釈によって著明に減少する.

文献

1) Draize， ]. H. : Aρρraisα1 01 the Salety 01 
Chemicals in Foods， Drugs αnd Cosl1zctics， 

46， 1965， Association of Foocl ancl Drug Officials 

uf the United States 

2) 森川藤!日目:新しい毒性試験と安全性の評価， 444， 

1975， ソフトサイエンス社

Table 4. Grades for Ocular Reactiu!1s 

a) CORNEA Grade b) CON]UNCTIV AE Grade 

No ulceratiol1 or opacity ...... ...... ............ ......0 Reclness (refers to palpebral and bulbar 

Scattered or diffuse areas of opacity， details cOl1jul1ctivae excluding cornea and iris): 

of clearly visible...........…・・・・・・・・・・ー・・・・・ー・・・・・・ 1 (1) Vessels normal.......…................................... 0 

Easily discernible translucent areas of opacity， Some vessels clefinitely injectecl..................... 0 

cletails of iris slightly obscurecl ・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 2 (1)(2) Diffl1se， crimson recl， individual ves日 lsnot 

Nacreous areas of opacity， no cletails of iris easily cliscernible...…・一…一...........•..•...• ......2 (1) 

visible， size of pupil barely discernible ...... 3 (1)(2) Diffl1se beefy red ...….........…......... ...... ...... 3 (1) 

Complete corneal opacity， iris 110t cliscernible…4 (1)(2) Chemosis : 

Ulceration， absence of a grosspatch of No swelling ...... .......... ........... ...... ...... ......... 0 

corneal epithelim……..................…............ 4 (2) Any swelling above nor111al (inclllcles nictitating 

IRIS membrane)……………・・・・・・…・・・・・・・・・・・・・・・…・・・… 1 

Normal ..…・…・ υ …・・・・・・・・・・…・・・・・・・・・・・・・・・・・ー・・・・・・・o Obvious swelling with partial eversion of licls... 2 (1) 

Marketedly deepened folds， congestion， swelling， Swelling with lids abol1t half closed ・・・・・・・・・・・・ 3 (1) 

l110derate circlll11corneal injection (any of Swelling with lids more than half closed ・・・・・・ 4 (1) 

these or combination of any thereof)， iris Ulceration or necrosis of palpebral and blllbar 

still reacting to light (sluggish reaction is conjl1nctivae or nictitating membrane ......… 4 (2) 

positive)ー・・・・・・・・・・・・・……・・・・・・・・…・・…・・・・・・・・・・….1 (1) (1) Grades considered positive for irritation. 

N 0 reaction to 1 igh t， hemorr hage， gross (2) Grades considered posi ti ve for corrosi veness. 

destruction (any or a1l of these) .......... .....2 (1) In adclition， grade 1 opacity evident for any 

6 or 1110re clays will also be consiclered as 

corroslve. 
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pH control 
Observation time 
Hour Day 

1 4 24 48 72 1 

lミesultof primary eye irritation test (1) Tal】le5. 
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Chromium dross Chromium control 
Observation time Observation time 
Hour Day Hour Day 

14  24 48 72 7 14 21 1 4 24 48 72 7 

Cornea 0 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 5 

Iris 0 3 2 3 5 5 5 5 5 5 5 5 5 

1 2 320  000  0 0 0 0 0 
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Eeslllt of primary eye irritation test (2) 

Graclと

1000ppm 
Observation time 
Hour Day 

1 4 24 48 72 1 

500ppm 
Observation time 
Hour Day 

1 4 24 48 72 1 

Table 6 

25Oppm 
Observatiol1 time 
Hour Day 

1 4 24 48 72 1 
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ク口ム鉱津水浸出液の皮膚一次刺激性について

阿部卒恵*，藤井 孝汽坂本義光汽福森信|盗ヘ中村 弘料

大橋則雄料，平賀興吾*

Primary Skin Irritation Test by Extracts of Chromium Dross 

YUKIE ABEぺTAKASHIFUJII*， YOSHIMITSU SAKAMOTOヘ
NOBUTAKA FUKUMORIヘHIROSHINAKAMURA**， 
NORIO OHASHI料 andKOGO HIRAGA* 

緒 Eコ

都内に投棄されたクロム鉱倖の生体影響が問題になっ

ており多方面からの調査研究がなされている.本報告は

クロム鉱倖水浸出液の皮膚への影響を検討する目的でウ

サギを用いて行った皮膚一次刺激性試験の結果である.

実験材料及び方法

試料検体 クロム鉱‘倖の水浸出液:東京都江東区大島

9丁目の都営地下鉄工事現場より採取したクロム拡倖を

砂粒大に粉砕し，鉱倖 100gに対し蒸留水を 100mlの割

合で加え 1"-'2時間振とうし， 24時開放置，何られたと

清を吸引ろ過した.この液には六価クロムが 1000ppm

合まれており pHは 12.8であった.以上の調製は当所

水質研究科においておこなった.鉱i倖液の対照として次

の2種を用いた.六価クロム 1000ppm水溶液:六{HJiク

ロム濃度 1000ppmに調整したクロム酸ナトリウム水溶

液 (pH8. 9)と重クロム酸ナトリウム水溶液 (pH4.9) 

とを混合しpH7.4の水溶液(以下クロム対照液と 111各すっ

とした. pH 12. 7の水溶液:クロム鉱博中に多量のソー

ダ石択が含まれていたためアルカリとして pH12.7のソ

ーダ石灰飽和水溶液を用いた.またと記3検体に共通の

溶媒として用いた蒸留水を対照とした.

実験方法 従来皮膚刺激性試験にはDraize法1)が広汎

に使用されているが今回は改良法2，めを参考にして実験

を行った.体重 2.8~3. 2kg の I~l 色雄性ウサギの背部の

毛を電気パリカンにて広さ約 10X 15cl11刈り，皮膚に発

赤などの異常がみられない個体を 8匹選択した.弟IJ毛の

影響を考え24時間放置後テスト部位を 4つに区分し右上

背部を!として時計の針の回転方向にJI，lll， Nとした.

A group B group 

Fig. 1. Pre時treatl11ento[ cutis 

A : Abraded， I : Intact 

ウサギ 8 匹を 21~(;に分け Fig.1 に示したようにA群に

は1. lUの部位に， B ii'fにはn，lVの部位に滅菌済メス
を用いて真皮に障害を与えない程度に井桁状の傷を作っ

た.以下傷をつけた部位を処置部位，傷をつけなかった

部位を無処置部伎とした.

ウサギを悶定台に間定し 4x4cmのリント布に試料を

それぞれ 0.8ml適用し， Table 1に示したように皮膚

に貼布した後，制i紙で、被い判明j膏で、X型に回定し弾性包

帯でゆるく巻いた. 4時間経過後リント111その他を取り

去り最初jの観察を行い， 300 前後の微調湯でテスト部位

を清拭した.以後，24， 48， 72， 96， 120， 144，および

16811寺問自に観察を行い， Table 2に従い紅斑，浮蹄，

痢皮形成などから検体の皮膚一次刺激性を検討した.

168 I時間自の観察終了後にウサギをエーテル麻酔下で

*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

>1: Tokyo Metl'opolitan Reseal'ch LabOl・atol'y01' Public Health 

24一 1，Hyakζα叩u江m凶n凶1吋i凶ncho::l cl10me町， Shi叶ir加凶n吋1リjl叶1汁l汁k口叩u怯1.ト争h占令

串料*束京者都l日:立衛生研究所環境{保呆健部水質研究宇科科1. 伊
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Table 1. ApplicatioI1 of samples 

A group B group 

RegioI1 Rabbit No 

1 2 3 4 5 6 7 8 

C Cr pH E C Cr pH E 

1I E C Cr pH C Cr pH 

皿 pH E C Cr pH E C Cr 

N Cr pH E C Cr pH E C 

C: Control (clistilled water) 

E Extracts of chromillm clross 

pH : Soda lime， saturatecl 川町ous(pH12.7) 
Cr: Chromium， aqlleous (1000ppm) 

放I恒)活殺し，試験部位の皮)曹を摘出， リリーの緩衝ホル

マリン液にて回定， セロイジン@パラフィン包埋 4μ

に薄切，ヘマトキシリン@エオジン重染色し組織学的に

検索した.

実験結果

結果は一括して Table3に示した.すり傷を与えた

処置部{立と無処置音1)位とに於ける紅斑の出現，浮腫の形

成にはほとんど差がなかった.すなわち鉱惇水浸出液，

pH対照液， クロム対照液が)_k腐に与えた刺激性は角質

}曹の除去により影響されない事がわかった.そこで処置

部位と無処置部位とに関係なく結果を詳述すると次のよ

うである.

対!VAI伴では何ら変化がみられなかった.

鉱j才 ~t;í:では，個体間でほとんど差がなく，ノミッチ適用

後4f1寺間で1限度の浮服がみられ指で、)1珪く触れると浮腫特

有の弾力感が感ぜられた. 24時間後浮腫は顕著となり局

所的には 1mm以上の隆起がみられた. またノミッチの大

きさに一致した境界明iほな紅HEがみられその部位は熱感

を伴った. 48時間後，浮j匝， ~tr斑は強さを増し紅斑は陪

調を帯びた赤色を呈した.72時間後，浮!毘は軽度となり

紅J3fIは部分的に鉄さび様の褐色をl-，}した. 96時間後， r手
帳は消失し紅斑は淡褐色を旦し皮膚は緊張し，部分的に

カサカサしたうろこ状を呈した.以後貼布部全体がうろ

こ状となりこれが呆IlJ4fí~ した部位には新しい皮膚がみられ

た.

pH対照1ffでは24時間後に)1珪度の紅斑がみられその後

初J加工すみやかに消失した.浮)J重の形成はみられなかっ

た.

クロム対照l昨では個体聞で差があり，反応が弱く現れ

た個体では24時間後に)!珪度の紅斑がみられ，その後紅斑

は強さを増すことなく 72~96時間後に消失した.浮腫の

形成はみられなかった.反応が強く現れた個体で、は 4

時間後にil竪度の浮脱がみられ24時間後には紅j瓦がみられ

た.その後浮IJ重， 紅躍は強さを増し， 浮腫は 961時間後

に，紅r:l'Eは1441時間後に消失した.五1:此Eは鉱伴群でみら

れた反応と同程度の強さであったが，浮腫の形成は鉱倖

群に比較し軽度で、あった. 120~144時間後に皮膚はうろ

こ状を旦しこれが剥離した部位で、は新しい皮膚がみられ

た.

組織学的検索結果

対照群では変化がみられなかった.鉱伴群では表皮の

JJ巴厚がみられ，通常で表皮にみられる和lかい起伏が消失

し表面は平坦になり，基底部では真皮の乳頭が不明i僚

になり表皮は帯状をむしていた.また)J杢芽!膏では細胞の

)肥大，核の)J彰化が顕著であり明瞭な核小体を複数個有す

る核が多数存在した.表皮の)J巴厚が顕著にみられた部位

では毛包外根鞘の上皮の増生も併見された. )J巴厚した表

皮に近接した真皮乳頭層では結合組織線維の密度が疎に

なり多数の線維芽細胞がみられた.表皮の上方に変性し

Table 2. Evaluation of skin reactions 

(1) Erythema ancl eschar formation 

No erythenla ............ ...... ...... ...... ...... ...... ...... ..... ...... ...... ..... ....... ...... ... ... ............ ...... ...... ......0 

Very sligh t erythema (ba rely perceptible)・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ー・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…・・…......... ...... 1 

1司1elldefined erythema・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 2 

Moclerate， to severe erythema......... ...... ...... ...... ...... ...・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 3 

Severe erythema (1】eetredness) to slight eschar formation (injur廿sin clepth) ・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・ 4 

(2) Eclema formation 

No ec1enla ............ ..... ....... ...... ............ ...... ...... ...... ...... ........ .... ...... ...... ...... ............ ... ............0 

Very slight eclema (barely perceptible) ・・・・・・・・・・・・・・・・ー・・・・・・・一一-….....・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・一一・…・・・・・・・・・・・… I 

Slight eclema (edges ()f area 'well defined by definite raising) ・.............................…..................2

Moc1erate edema (raisecl approximately 1 111m)・…・・・・・・・・…・ー・・・・・・・・…...........................................… 3 

Severe edema (raised more than 1 111m and extending beyoncl area of exposure) ・...........…・・・…...4
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Table 3. ReslIlt of primary skin irritatiol1 test 

Rabbit 
Erythema ancl Eschar咽 furmation Eclema fonna tion 

No 
Samples Region 

4 24 48 72 96 120 144 168 4 24 48 72 96 120 144 168 hours 

Cont 

WHHil 〔(((AAII〉〕)〕キ帥

01) 0 。。。。。。 。。。。。。。。
Chromillm 。2 3 3 1 l 。。 2 3 3 1 。。。。
pCH r cont. 。。1 。。。。。 。。。。。。。。
cont. 。2 3 3 l 。。。 。2 3 。。。。。
Cont 

皿NHI((((AAII〕〉〉) 

。。。。。。。。 。。。。。。。。
2 Chromi1ll11 G 2 2 1 1 1 。。 2 1 1 。。。。
pCH r cont. 。。。。。。。。 。。。。。。。。
cont. 。2 3 2 1 1 。。 。。3 。。。。。
Cont 。。。。。。。。 。。。。。。。。

3 Chromium 。2 3 2 1 。。。 1 3 3 1 1 。。。
pCH r cont. 。1 。。。。。。 。。。。。。。。
cont. 。2 2 1 1 。。。 。。1 。。。。。
Cont 。。。。。。。。 。。。。。。。。

4 Chromium 
。2 2 2 1 。。。 。。1 。。。。。

pCH r cont. 。1 。。。。。。 。。。。。。。。
cont. 。2 2 1 。。。。 。。1 。。。。。
Cont. 。。。。。。。。 。。。。。。。。
liij 5 Chromium 。l 2 2 1 。。 1 1 1 。。。。

pCH r cont. 。。。。。。。。 。。。。。。。。
cont. 。1 1 1 1 。。 1 3 2 1 。。。。
Cont. 

HWHIi((((AAII〕〉〉〕

。。。。。。。。 。。。。。。。。
6 Chromium 。2 2 2 1 1 l 。 。1 1 1 1 。。。
pCH r cont. 。。。。。。。。 。。。。。。。。
cont. 。l 1 1 。。。。 G 。。。。。。。
Cont. 

W皿H((〔AAI〉〕〉

。。。。。。。。 。。。。。。。。
7 Chromium 

。2 2 2 2 I 。。 l 1 1 1 1 。。。
pCH r cont. 。。。。。。。。 。。。。。G 。。
cont. 。 l l 1 1 。。 。。。。。。。。
Cont 

国WHI((((AAII〉〉) 〉

。。。。。。。。 。。。。。G 。。
8 Chromillll1 

。2 2 2 1 1 G 。 1 。1 。。。。。
pCH r cont. 。 。。。。。。 。。。。。。。。
cont. 。2 2 1 。。。。 。。。。。。。。

(A)本:Abradec1， (1)料 Intact，1) Scores in Draize scoring system 

Cont. : control (clistillecl water)， Chromilll11 extracts of chromillm dross 

pH cont. : socla lime， saturatecl aqlleous (pH 12.7)， Cr cont.・chromillm，aqlleolls (1000ppm) 

たi肢を多数合むエオジン濃染物質の塊がみられこの中に 性試験で，@l;伴群では全個体に紅斑及び浮JI重の形成がみ

は浅部の毛包も含まれていた. pH対照群では変化がみ られ反応は時間の経過と共に消失し，剥離した表皮はす

られなかった.クロム対照群では表皮の肥厚はみられ みやかに再生された. クロム対照群では反応の出現に個

ず，真皮乳頭層に少数の線維芽細胞がみられた.表皮の 体問で差がみられ，反応、が強く現れた個体で、は鉱伴;/洋と

上方には前記のエオジン波染物質がわずかにみられた. 同程度の反応を示していたが，反応が弱く現れた個体で、

考 察 は程度の紅IXEがみられたのみで、浮腫の形成はみられず，

組織学的検索で表皮の上方に変性した核を多数合むエ 全体的に紅斑，浮)]車の形成は鉱搾群に比ili皮し軽度であ

オジン濃染の角化物質がみられ，表皮の肥厚が認められ った.また pH対照昨では反応がほとんどみられなかっ

た.これは検体適用により引き起こされた変化で、あり， た.この種の実験ではウサギの個体差，観察者の主観が

皮膚の角化尤進に続き表皮の剥離が起こりその後表皮が 結果に反映されやすいとされているが4に今回の実験に

再生された事を示していると考えられる.皮膚一次刺激 於ても{同体差によるであろうと思われる判定のパラツキ
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は明らかに認められ，この傾向は特にクロム対照群で明

らかであった.有効性や中毒性が強い化学物質の場合は

個体差がそれほど問題にならないがへ 作用が弱い化学

物質の場合には，個体差によるパラツキが顕著に現われ

てくるものと忠われる.以上より鉱倖水浸出液には中等

度の刺激性が， クロム対照、液には軽度の刺激性があり，

pH対照液には刺激性がないと考えられる.すなわち鉱

惇水浸出液の皮膚刺激性は pHによるものではなく主に

クロムによるものであり，鉱倖中のクロム以外の成分も

刺激性に影響を与えていると考えられる.

今mlの実験はウサギを用いての実験であるが，人と動
物にÎJ'~ける被刺激性には相関があり，人に対する刺激物

は動物に対しても刺激性をもっとしづ事が女1]られてお

りへウサギに対して中等度の刺激性を示したクロム鉱

沖水浸出液は，人に対しでも何らかの刺激性を示すであ

ろうと思われる.

まとめ

クロム鉱倖水浸出液の皮膚刺激性を検討する目的で，

ウサギを用いて皮膚一次刺激性試験を実施した.

クロム鉱伴の水浸出液(六{田iクロム濃度 1000ppm)に

は中等度の皮膚刺激性があり，その作用は主にクロムに

よるものであるが鉱浮中のクロム以外の成分も刺激性に

影響を与えていると考えられる.
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Fig. 2. Cutis of rabbit treated with distilled water. H. E. stain. Original magnification 

x40. 

Fig. 3. Epidermolysis in rabbit treated with extracts of chromium dross. H. E. stain. 

Original magnification x 40. 

133 
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今... 

Fig. 4. Cutis of rabbit treated with distilled water. H. E. stain. Original magnification 

x 100. 

Fig. 5.. Thickening and flattening in epidermis of rabbit treated with extracts of chromium 

dross. H. E. stain. Original magnifica tion x 100， 
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4券、

Fig. 6. Cutis of rabbit treated with distilled water. 日.E. staiu. Original l11agnification 
x200. 

Fig. 7. Hypertrophy in epidermal cells and proliferation of fibroblasts in papillary layer 

of rabbit's cutis treated with extracts of chromium dross. H. E. stain. Original 

magnifica tion x 200. 
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ジブチ)!.-ヒド口キシトルエン (BHT)投与ラットの赤血球浸透圧抵抗

長井二三子六鈴木英子六中尾lIt託子*

Effect of Butylated Hydroxytoluene (BHT) on Osmotic 

Fragility of Rat Erythrocytes 

FUMIKO NAGAI*， HIDEKO SUZUKI* and TOSHIKO NAKAO* 

赤血球の浸透圧抵抗を測定する方法としては，一定稀

釈濃度の食臨水に血液を加え，溶出してくるヘモグロビ

ンのパ{セントを読む San[ord法1)， Parpart法2)など

が広く用いられてきた.この方法は赤血球に対する低浸

透庄溶液による変化を総体的に表現しているにすぎず，

微細な変化や溶血過程を分析把握するには不充分であ

る.

最近 CoilPlanet型遠心器(以下 CPCと111各す)3，りを

使用し，連続的な浸透圧濃度勾配をもっ食塩水の中で赤

血球を高浸透庄側から低浸透圧側に移動させ，生じた溶

血のパタ{ンから浸透圧抵抗を測定する方法が開発され

た. CPCについては市川らめが昨年の本年報に報告し

た.この方法は微量の検体〈一本のコイルに8μfの血液〉

で精度よく浸透庄抵抗値を測定できるだけでなく，連続

的な浸透圧勾配に対する血球の動態を間断なく計算し，

抵抗曲線を記録できるので溶血過程の微細な変動を観察

するのに適している.

著者らは， CPC法が毒性研究に応用できるのではな

いかと考え，まずBHT投与ラット赤血球に変化がある

かを調べた.

食品の酸化防止剤として広く使われているジフ"7-ルヒ

ドロキシトノレエン (BHT)がラットに出血傾向を生ぜし

めることは既に報告白切されているが， 著者らは1.5%

BHT添加飼料で飼育し， 出血傾向を示している SD.

JCL系雄ラットの血液の浸透庄抵抗を CPC法で測定

し，対照に比べ，顕著な抵抗増強を認めた.また浸透圧

抵抗が増強した赤血球牒および血清のコレステロールを

測定し，コレステローノレ含量が対照に比べ増加している

こともみいだした.赤血球溶血抵抗の増強例として報告

する.

実験方法

実験用血液の調製

SD・JCL系雄ラット 4週令を購入し，一週間一般飼料

で予備飼育後， 1. 5% BHT合有飼料で約一カ月飼育し，

無麻酔ドで顕静脈から ACD液を入れた詮射簡を用い

て， ACD液 lに対して血液4の割合になるように採血

し， 40に保存した. 動物飼育についての詳細は鈴木10)

が述べたとおりである.ACD液は水 100ml中に1.33g 

のグルコース， 0.43gのクエン酸， 1. 32gのクエン酸ナ

トリウムを含む.

連続浸透圧濃度勾配

市川らのが報告した方法にもとづき， CPCコイノレに

NaCl 150mOsMから 30mOsMの連続濃度勾配液を作成

した

血液注入および遠心法

使用に際し， 40に保存した血液をベックマンミクロフ

ュージ 152で 10，000 rpm， 45秒速心し，血援を除去後，

コイルの高張側(1501110s1¥めから血球を落差を利用し

て 2cm 注入した.その際，勾配液と血液との聞に 1~

3111111程度の空気泡を入れ勾配液と血液が混ざらないよ

うにした. コイル 2cmの長さはほぼ 4μfの容量に相当

する.注入したコイルは両端を封じ， 370，10分間加温し

たあと， CPCを用いて 370，10分間遠心した.遠心法

は市川らわの報告に準じた.

溶血抵抗値の測定

先に述べた方法で得た溶血パターンは，ジョイスレー

ブル社クロモスキャン200デンシトメ{ターにより，フ

ィノレタ~， 5-049を使用して記録し，得た曲線より最小

抵抗値(溶血開始す直)，最大抵抗値(溶血終了値)，溶血

|陥，溶血中間値を示すと同時に，溶血パタ{ンの変動，

溶血波形の変化についても観察した.

*東京都立衛生研究所毒性部薬理研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1

* Tokyo Metr・opolitanResearch Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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赤凪球膜の調製

ラット赤血球を 0.9%NaClで3回洗い， Doclgeら11)

の方法に準じ赤血球肢を調製した.ヘマトクリット値

50%になるように 0.9%NaClに浮遊させた赤血球に20

倍容の 0.98mMベロナ{ル塩酸緩衝液を加え，時々撹

伴しながら 5分間放置し， Sovall SS-34のローターで，

13， 000 rpm， 30分間遠心し，上清を駒込ピペットなどで

住意深く取り除いた.次に同じ緩衝液をもとと同じ量加

えてよく撹伴し， 5分開放置したのち再び遠心した.こ

の洗浄操作を 3回くり返して赤血球!漢を得た.遠心した

ときに遠心管の底部に生じる赤い魂はそのつどすてた.

この操作はすべて 40で行った.

コレステロールの定量

BHT投与群と対照群から得た赤血球!I英懸濁液に17倍

容のクロロホルム@メタノール (2: 1)を加えて一晩冷

11市所に放置し，東洋ろ紙 No.1でろ過し， ろ液を集め

た.残涜を赤血球膜懸濁液の 2倍量のクロロホノレム@メ

タノ~!レ (2 : 1)で洗い，洗液をろ液に合わせた.この

液に 5分の l量の蒸留水を加えて充分振とうしたあと遠

心し，下層を集めて蒸発乾岡し，クロロホルム@メタノ

ール (2: 1)に溶かした1丸山.この*lhtl:l液のコレステロ

ールを Zak-Henly変法14)により測定した.血清コレス

テロ{ノレについても Zak-Henly変法で定量した.

結果

赤血球浸透圧抵抗

150mOsMから 30mOsMのNaCl連続濃度勾配中の溶

血のパタ {γを図 1に示した BHT投与群ラットの溶

血部位は同時に飼育した同系統ラットの溶血部位に比

べ，低張側にずれている. このコイノレをデンシトメ{タ

ーにかけて抵抗曲線を書いた(図 2).さらにこの図か

ら最小抵抗値，最大抵抗値，溶血11栢，溶血中間{直を測定

し結果を表 1に示した BHT投与群の最小抵抗値，最

大抵抗値，溶血中間値は対照群に比べ低張側に有意な差

をもって移動した.波形については顕著な差を見出せな

かっTこ.

赤血球膜および血清のコレステロール含量

BHT投与群の赤血球i撰コレステロ{ノレは 155μgj赤

国 1. CPC法による溶血パタ{ン

A， B:対照ラット， C， D: BHT投与ラット

30 60 90 120 150 
mOs闘

図2. CPCコイルのデンシトメトリー

A，B:対照ラット， C， D: BHT投与ラット

表1. BHT投与ラットの赤血球浸透圧抵抗

対照
(無投与群〉

B H T 
投与群

最小最大 溶血
:薮抵抗値 抵抗値 溶血幅 中間値
一ー (mOsM)(mOsM) (mOsM) (mOsM) 

4 120.3土3.2 76.8土2.4 43.5こと2.9 回.8土2.4

5 109.0土2.0 60.6土1.2 49.8土3.1 84.5土1.1

平均値土標準誤差 最小抵抗値とは溶血開始点，最大抵

抗値とは溶血終了点，溶血11固とは最大抵抗値と最小抵抗

値の浸透庄差，捺血中間値とは最大抵抗値と最小抵抗値

の中間の浸透圧を示す.

表 2. BHT投与ラットの血清コレステ

ロール含量

ラット コレステロール〔μg)
数 .lUl清タ γパク(mg)

対照(無投与群) 4 

BHT投与群 15 

平均値土標準誤差

8.27土1.97 

11. 16土0.84

lUl球!I英タンパクmg，対照群は 101μgj赤血球膜タンパク

mgであり， BHT投与群のコレステロール含量は無投与

群よりも多くなっていた.血清コレステロ{ルの測定結

果を表2に示した.血清コレステローノレ含量も BHT投

与群がやや多い傾向にあった.
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Eす 墨必恥

宙開 た.この結果は BHT投与群と対照群に差をみいだせな

CPC法は，溶血性貧血や肝疾患、々者の赤血球浸透圧 かった.

抵抗の変化などを従来の方法に比べてより明瞭に観察で

きることなど，臨床診断面においては有効性を示すデ{

タが蓄積されつつあるが15-m，著者らは毒性研究への応

用を試みた.

1.5% BHT含有飼料で飼育した SD系雄ラットは陰

嚢内，腹腔内などに出血をきたし死にいたるものがあら

われることを見出し， BHT含有飼料が血液凝固系因子

になんらかの変化を与えたので、あろうと報告6-9，18-20)し

ている.

また1.5% BHT含有飼料投与ラットにおいて血清中

のグルコース， コレステロ{ル，アノレカリフォスファタ

ーゼ活性が増加し，投与初期におけるトランスアミナ{

ゼ活性の増加もあげられていた九8) BHTによる肝障害

を示唆している.

今回の実験から BHT投与群の赤血球浸透圧抵抗は最

小抵抗値，最大抵抗値ともに低浸透庄側に移動している

ことを見出した.また赤血球膜および血清の総コレステ

ロ{ルも増加していることを確認した.

赤血球!践の主要な脂質であるリン脂質やコレステロ{

ルは膜の流動性の調節に関与し， 370ではコレステロ{

ルは細胞膜を堅くするといわれている21)

肝疾患々者において赤血球膜コレステロールが増加す

ること，また膜コレステロ{ルの増加により浸透圧溶血

抵抗が増加することが知られており，赤血球浸透庄抵抗

は肝実質細胞の障害や胆道閉塞の程度を反映していると

いわれている22，23)• 

BHTがコレステロ{ルの生合成を促進するという報

告2りもあるが，本実験での BHT投与による浸透圧溶血

抵抗の増強，コレステロール含量増加の原因はまだ明ら

かではない.

しかし BHTが1.5%と相当に高濃度であること，血

清中のアルカリフォスファターゼ活性， トランスアミナ

{ゼ活性が上井していることのを合わせると何らかの肝

障害が生じているのではないかと考えられる.今後は血

清中の胆汁酸塩の定量，肝細胞の障害などを検討しなけ

ればならないであろう.また赤血球膜の脂質分析も行

い，赤血球浸透圧抵抗増強との関係をくわしく調べる予

定である.

赤血球のイオ γ トランスポ{トを 86Rbを用いて調べ
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ジー2ーヱチJ(.，ヘキシJ("7タレート (DE日P)の毒性学的，内分泌学的研究

(3) DE盟P のう‘ソト肝および畢丸成分におよ{ます影響

大石真之*，平賀輿吾*

Toxicological and Endocrinological Investigations of Short-Term Effects of 

Administering Di-2困ethylhexylphthalate(DEHP) 

(3) E旺ectof DEHP on Biochemical Composition 

of Liver and Testis of Male Rats 

SHINSHI OISHド andKOGO HIRAGA串

フタル酸エステノレ類は，プラスチッグ製品の可塑剤と

して大量に用いられているが，その毒性については「突

用上ほとんど無害1りとされており， 安全性の高い化学

物質として評価されているわ. しかし 1940年代に既に

Hodgeらめが，フタル酸エステル類は毒性を有する物質

であることを報告している.その後近年に至るまで，よ

り詳細な毒性学的検討を加えた報告は散見されるにとど

まっている.

1970年前後よりフタル酸エステル類の環境汚染れのや

食品汚染6)の進行が憂慮され始めるとともに，その毒性

についても再検討する必要があると提案されているむの.

わが国においてもフタノレ酸エステノレ類の生産は非常に

多く，可塑剤総生量の 90%近くを占めている9) なかで

もジー2ーエチルヘキジノレフタレ{ト (DEHP)が最も多

く，全フタル酸エステル生産量の約60%となってい

る10)

DEHPの毒性については，催奇形性11〉，優性致死法

による突然変異原性12〉，副腎および性腺を中心とした内

分泌器官への影響13)等を含めて，いくつかの報告がみら

れる.それらの結果より， DEHPは，肝の肥大14，15)お

よび高濃度投与時の皐丸萎縮15)が報告されている.今回

これらの点について臓器の生化学的組成の面から検討を

行った.

実験材料および実験方法

実験動物 Wistar-]CL系雄ラット(日本クレア〉を

実験開始1週間前より代謝ケージ内で1匹ずつ予舗飼育

し，環境馴化を行った.実験開始時の平均体重は約146g

(5週令〉であった.

試薬実験に用いた DEHPは，東京化成特級試薬

(Lot. No. AK02)であった. その他の試薬はすべて，

和光純薬特級試薬を用いた.

投与方法および投与期間 DEHPを0%(対照群)，

1% (DEHP 1%群)， 2% (DEHP 2%群)添加した

粉末飼料(日本クレア CE-2)を10日間自由に摂取させ

た.飲水も自由に行わ位た.

検査方法 実験開始10日後に，ラットを断頭により屠

殺，解剖し，肝，宰丸を摘出，秤最後，一部を用いて水

分含量を測定し，他は測定時まで -800 に凍結保存し

た.

水分合量の測定は，1100 で恒温になるまで乾燥し

重量法で行った.グリコーゲン量の測定は臓器をポリト

ロンホモジナイザ{でホモジナイズし，5%冷トリクロ
ル酢酸 (TCA)を加え， 3000 rpmで10分間遠心しそ

の上清についてア γスロホン法で行った16，17) 脂質の定

量は，クロロホノレムーメタノール(2: 1， vjv)で2回抽出

後精製水で逆抽出を行い，重量法により測定した18) タ

γパグ量の測定は，グリコーゲンf1b出後の TCA沈澱を

用いて Lowry法19)により行った.核酸は Schmidt-

T hannha user-Schneider法20)により分画を行い，デオキ

シリボ核酸 (DNA)は Burton法21)により， リボ核酸

(RNA)はオルシノ{ノレ法22)により測定した.

実験結果はすべて Student'sふtestにより推計学的な

検討を行った.

*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

牢 TokyoMetropolitan Reseal'ch Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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Table 1. Body weights， absolute and relative organ weights of male rats 

fed the diet containing 1% or 2% of DEHP for 10 days 

Dietary Level 

Control 1% DEHP 

Liver (g) 11. 0土0.495 20.1土0.592**

(g/100g B. W.) 4.67土0.178 8.37土O.101キ*

Testes (g) 2.35土0.078 2.32土0.051

(g/100g B. W. ) 1. 00土0.027 0.97土0.014

Seminal Vesicles (g) 0.21土0.015 O. 16土0.014*

(g/100g B. W.) 0.09土0.006 0.07土0.006

Ventral Prostates (g) O. 13土0.014 0.13土0.007

(g/100g B. W. ) 0.06土0.005 0.05土0.002

Initial B. W. (g) 145. 7土5.62 147.4土3.78

Final B. W. (g) 230.2土7.04 230.7土5.66

Value given are the mean土SEfor 9-10 rats. 

* Values are significantly different from control value at p<0.05. 

料 Valuesare significantly different from control value a t pく0.001.

2% DEHP 

19.2土0.811**

8.90土0.198**

1. 25土0.109**

0.58土0.039**

0.14土0.011**

0.06土0.004**

0.10土0.008

0.04土0.003

143.9土3.84

203.3土7.60*

Table 2. Effect of DEHP on liver composition of male rats 

Water (%) 

Glycogen 

Lipid 

Protein 

DNA 

RNA 

Control 

69.98土0.310

41. 07土4.00

49.67土3.46

209土10.9

1. 27土0.03

4.35土0.15

Dietary Level 

1% DEHP 

69. 72土0.447

37.02土3.42

46.98土2.66

217土14.1 

1.10土0.07*

3.74土0.81

Values are expressed as mg/g wet weight of tissue except water. 

Values given are the mean土SEfor 8-10 rats. 

* Values are significantly different from control at pく0.05.
**Values are significantly different fro111 control at pく0.001.

2% DEHP 

70.01土0.349

28.80土1.70* 

50.94土1.68 

203土6.47

1. 00土0.02*キ

3. 71土0.84**

Table 3. Effect of DEHP on liver composition of male rats 

Control 1% DEHP 

Glycogen (mg/liver) 347土52 566土51*

Lipid (mg/liver) 544土41 951土65**

Protein (g/liver) 2.27土0.12 4.37土0.30ネヰ

DNA (mg/liver) 13.6土0.67 23.0土1.53卒中

RNA (mg/liver) 47.4土1.65 69.6土7.46*

Ratios are expressed as treatment group/control group. 

Values given are the mean土SEfor 8-10 Rats. 

*Values are significantly different from control at pく0.01.
*申Valuesare significantly different from control at pく0.001.

Dietary Level 

Ratio 2% DEHP Ratio 

1. 63 423土44 1. 22 

1. 75 972土44牢* 1. 79 

1.93 3.85土0.17キヰ 1. 70 

1. 69 19.1土0.67キ* 1. 40 

1. 47 71. 2土3.35** 1. 50 
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Table 4. Effect of DEHP on testicular composition of male rats 

Water (克〉

Lipid 

Protein 

DNA 

RNA 

Control 

83.81土0.369

24. 15土O.729 

142. 7土3.33

3.73土0.105

6.02土0.433

Dietary Level 

1% DEHP 

83.95土0.202

28.60土4.064

139.1土3.92

3.85土0.097

6.31土0.257

Values are expressed as mgjg wet weight of tissue except water content. 

Values given are the mean土SEfor 8-10 rats. 

キValueissignificantly different from control at pく0.001.

2%DEHP 

81. 52土1.302 

31. 90土1.369* 

149.5土2.85

4.07土0.151

6.72土0.294

Table 5. Effect of DEHP on testicular composition of male rats 

Control 1% DEHP 

Lipid (mgjtestes) 56.4土1.80 65.9土9.24

Protein (mgjtestes) 328土9.39 324土12.0

DNA (mgjtestes) 8.52土0.26 8. 96土0.33

RNA (mgjtestes) 13.89土0.59 14.65土0.60

Ratios are expressed as treatment groupjcontrol group. 

Values given are 111ean土SEfor 8-10 rats. 

* Value is significantly different fro111 control at pく0.01.

**Values are significantly different from control at pく0.001.

Dietary Level 

Ratio 2% DEHP Ratio 

1.17 40.5土4.51中 0.72 

0.99 187土18.4キ牢 0.53 

1. 05 5. 13土0.57キ* 0.60 

1. 05 8.47土0.89申* 0.61 

実験結果 宰丸成分単位:事丸湿重量当りの成分合量では，脂質

臓器重量肝臓および性腺系臓器の重量を Table1に 量が有意に増加した以外，水分合量，タンパク量， DN  

示した.肝臓重量は絶対重量，相対重量ともに有意に増 A量， RNA量とも有意な変化はみられなかったくTable

加が認められた.性腺系では，皐丸重量の減少と精嚢， 4). 

前立腺重量の減少傾向が観察された. 翠丸両側当りの含量では， DEHP 2%投与群で，タシ

飼料摂取量より計算した DEHPの摂取量は， DEHP パク量，脂質量， DNA量， RNA量とも対照群に比べ有

1%群で0.9-1gjkgjday， DEHP 2 %群では1.5-1. 8 意、な減少が認められたが， DEHP 1%群ではいす'れも対

gjkgjdayであった. 照群と有意な差はみられなかった.対照群に対する DE

肝臓成分単位湿重量当りの成分合最では， DEHP HP 2%群の宰丸重量および各成分の増加率は，重量比

投与によりグリコーゲン， DNA， RNAともに有意な が0.57，DNA量， RNA量が 0.6前後，タ γパク量，

減少が認められたが，水分含量，脂質量，タンパク量は 0.53，脂質量 O.72であった (Table5). 

いずれも対照群と有意な差はみられなかった(Table2). 考 察

肝臓当りの成分含量では，タンパク量，脂質量， DNA 今回の肝臓および宰丸の生化学的成分の分析結果によ

量， RNA量ともに有意な増加が観察されたが，グリコ れば，肝の肥大 (Enlargement)にともない，肝臓当り

{ゲン量については，ごくわずかの増加にとどまった のタンパク量，脂質量， DNA量， RNA量は増加してい

くTable3). また， DEHP 2%群の対照群に対する肝重 るものの，単位湿重量当りでは，グリコーゲン量， DN  

量，および各成分の増加率をみると，肝重量は1.74，タ A量， RNA量ともに減少が認められ，タンパク量，脂

ソパク量，脂質量は1.7-1. 8， DNA量， RNA量は 質量については減少が認められていない.山田ら23)によ

1.4-1.5であり，肝重量，タンパク量，脂質量は DNA れば，ジオクチルフタレ{ト (DOP)5 mljkg/dayを3

量， RNA量に比し増加率がより大きかった. 週間経口投与した際に，単位重量当りのグリコ{ゲン量
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の著明な減少と，タンパク量，脂質量には変化のみられ

ないことを報告しており今回の実験結果と一致してい

る.

Lottsfeldtら2.{)は，ラット肝臓中の DNA量は細胞数

とよく相関することを報告しており，今回の実験でDN

A量の増加率よりもタンパク蓋の増加率がより大きいこ

とは，肝臓の肥大 (Enlargement) の原悶としては，細

胞数の増大 (Hyperplasia) よりもむしろ細胞の肥大

(Hypertrophy)によるものが， より多く寄与しているも

のと考えられる.すなわち， DEHP 2%群でみると DN

A量:， RNA量の増加率が1.4-1.5であるのに対し，タ

ンパク最は1.70であり肝重量の増加率1.74とほぼ一致し

ており細胞肥大を示唆しているものと考えられる.なお

この肥大は，回復実験23)や血清生化学的検索結果15)よ

り，機能性JJ巴大 (Functionalhypertrophy)の可能性が

考えられる.

太田ら25)はDEHPを 2.5%添加した飼料をマウスに

1カ月摂取させた場合，肝小葉の配列の不規則状，細胞

の萎紺I，類洞の拡張，一部細胞の潤湖性， )J干小葉細胞の

空胞変性，わず、カミな!脂肪滴および単細胞の核濃縮を認め

たことを報告している DEHP投与マウスの核濃縮が

どのような原因により生じるものか不明であるが，タン

パグ量の増加率と核酸類の増加率に差のあることが何ら

かの影響を与えている可能性が考えられる.さらに組織

学的にわずかの脂肪変性が認められているが今回の分析

では単位湿重量当りの)J日質量に変化は認められなかっ

た.また組織学的には細胞萎縮が報告されているが，生

化学的分析結果からはむしろ細胞j肥大と考えられる.こ

の差がマウスとラットの種差によるものか否か不明であ

る.

皐丸成分については， DEHP 2%群で，単位湿重量で

は脂質量の変化が認められる以外に顕著な変化は認めら

れなかった.

車丸両側当りでみると，タンパク量，脂質量， DNA

量， RNA量ともに 0.6前後と，皐丸重量の増加率0.57

と一致しており，皐丸萎縮は，細胞の大きさの減少

(Atrophy) によるよりもむしろ細胞数の減少 (Hypo帽

plasia)によるものと考えられる. タンパク量の減少率

が0.53とDNA量の減少率に比べやや低いことは，細胞

数の減少とともに細胞の萎縮もわずかに生じていること

を示唆している.

太田ら25)によれば， DEHP投与マウスでは皐丸の精

上皮の変性，結問細胞の減少m~落と精子形成がまったく

認められないことを卒IHlrしている.さらに，大石ら 15)は

皐メL組織中テストステロンに変化がみられないことを報

告しており，皐丸萎縮は主に精細管萎縮であり，ライデ

ィヒ細胞の萎縮はあまり大きくないものと考えられる.

肝においては脂質量の増加は認められなかったが，皐

丸においては有意な増加が認められた.岩松ら加は，ジ

ブチルフタレート (DBP)はヒト胎児肺由来培養細胞系

で細胞のトリグリセリド合成を促進することを報告して

いるが，皐丸中の脂質量の増加がトリグリセリドの増加

によるものか否かは今後検討を要する.

要旨

DEHP1%および 2%を添加した飼料を10日間ラット

に摂取させ，肝および皐丸の生化学的成分の変化を検討

した.臓器重量では肝重最の増加，皐丸重量の減少が認

められ，単位湿重量当りでは，肝でグリコ{ゲン量，

DNA量， RNA量の減少，皐丸では指質の増加が認めら

れた.肝の肥大および皐丸の萎縮は，生化学的成分の分

析からは，肝細胞の肥大および皐丸の細胞数の減少によ

るものと考えられた.
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化粧品用色素の短期毒性試験(1 )赤色219号およびだいだい色201号の

雌性ラットにおよ{ます影響

福田向江本，高橋 省へ大石真之ぺ中尾 }I関子へ平賀興吾ヰ

Sl削村emlToxicity of Cosmetic Dyes (1) E狂ectof Brilliant Lake Red R or 

Dibrol11ofluorescein on Body and Organ Weights， and Clinical Values of Female Rats 

HISAE FUKUDAヘOSAMUTAKAHASHI*， SHINSHI OISHI* 
TOSHIKO NAKAO* and KOGO日IRAGA本

今日，香粧品は日常広く使用されており，それにつれ Dibromofluorescein 1 %添加館料摂取群を 0-1，同じ

てその種類は多岐にわたり，原料組成は複雑化してきて く2%添加飼料摂取群を 0-2と略す.

いる.香粧品のうちで、化粧品は需要，生産とも年々増加 4. 検査方法

しているが，日常使われている化粧品の中でも，口紅は a. 体重，飼料摂取量，糞量，飲水量，尿量，尿pHを

経口的に体内にとりこまれる可能性が非常に高いと考え 毎日測定し，症状観察を行った.

られる. しかしながら，口紅に使用されている色素は食 b. 実験開始21日後に，ラットを断頭，採血し，解剖

用色素ほどには毒性が報告されていない. して肉眼的観察を行い，脳，心臓，肺，胸腺，肝臓，腎

そこで今回，口紅に比較的多量に用いられている外用 臓，牌臓，副腎，卵巣，子宮の各臓器については重量測

医薬品および化粧品用赤色219号(BrilliantLake Recl R) 定を行った.

と外用医薬品および化粧品用だいだい色201号 (Dibro・ c. 血清生化学的検査 総タンパク量(以下 TPと略

l110fl Llorescein)について，短期毒性試験を行ったので報 す-Biuret法)，グルコース量 (Glu-Glucose-Oxiclase

告する. 法)，尿素窒素量 (UN-Urease-Inclophenol法)，アル

実験材料および実験方法 カリホスファタ{ゼ活性 (AI-P-Kincl-King変法)，コ

1. 実験動物生後4週令の ]CL-Wistar系雌性ラ リンエステラ{ゼ活性 (ChE-.dpH法)，ロイシンアミ

ットを環境期11化のため 1週間予備飼育した後，以下の実 ノベプチダーゼ活性 (LAP-竹中@高橋法〉の測定は，

験に用いた.実験開始時の体重は 135土6g(5週令〉で 自動分析装置 (HITACHI M-400 Automatic Analy-

あった.動物は一般動物飼育室(室温22-250，湿度50 zer)で行った.カリウム量 (K)，ナトリウム量 (Na)

-60%，照明8時間)内でラット用代謝ケージ (1河崎産 の測定は炎光光度計 (BeckmanKLINA)で行った.グ

業製〉に 1匹ずつ入れて飼育した. ルタミン酸オキサロ酢駿トランスアミナ{ゼ活性(GOT

2. 投与色素 Brilliant Lake Recl R は東京化成工 -UV法)，ク9ルタミン酸ピルビン酸トランスアミナ{

業K.K.製 (Lot.AE01)を，また Dibromofluorescein ゼ活性 (GPT-UV法〉の測定は第一化学薬品KK.製
も東京化成工業K.K.製 (Lot.AD01)を使用した iUVセット第一Jを用いて行った.

3. 投与方法および投与期間 cl. 血液学的検査 白血球数 (WBC)，赤血球数

Brilliant. Lake Recl R，或いは Dibrol11ofluoresceinを (RBC)，ヘマトクリット (Hct)，平均赤血球容積 (MCV)

0% (対照群)， 1%，および2%を飼育用紛末飼料(ク の測定は Coulter Counter Moclel-S (Coulter Electric 

レア CE-2)に添加し， 21日間自由摂取させた.水も自 INC)で行った.

由摂取させた.以下， Brilliant Lake Recl R 1 %添加飼 e. 検査結果はすべて Stuclent'st-testにより推計学

料摂取群を R-1， 同じく 2%添加飼料摂取群を R-2， 的検討を行った.

中東京都立衛生研究所7毒性部 160 東京都新宿|玄百人町 3-24-1

* Tokyo 1VIetropolitan Rescal'ch Labol・atoryof Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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結果および、考察

実験に用いた色素および Erythrosineの化学構造を

Fig. 1に示す.

体重の変化を Fig.2に示す.R-1， R-2とも対照群

に比較して体重には有意な差はなかった.0-1， 0-2の

体量については，投与 1日めから有意な差がみられ， 21 

日間の投与期間中，対照群より有意に低かった.また，

0-1， 0-2とも投与4日まで体重は減少したが，その後

徐々に回復した.

飼料摂取量の変化を Fig. 3に示す.投与7日めの

R-1， 10日めの R-1および R-2においていずれも対照

群に比較して摂取量が少なく， 17日めの R-1では逆に

多かった.0-1では投与11日まで，また 0-2では10日

まで、それぞれ対照群に比較して摂取量は少なかった.そ

れ以後は 0-2で投与19日めに少なかった以外，対照群

との間に有意な差はみられなかった.0-1， 0-2は， 2 
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尿量の変化を Fig.6に示す. R-1， R-2の尿量は対照

群に比べて有意な差はなかった.0-1， 0-2とも 1日め

27-2， 1976 報年f
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日めの摂取量が最少であり， 3日めからふえ始めたが，

体量が5日から増加し始めたのは飼料摂取量の増加によ

るものと考えられる.

糞量の変化を Fig，4に示す. R-1の糞量は全期間，

対照群に比較して有意な差はみられなかった R-2では

投与4，14および15日めに対照群より糞量が多かったが，

それ以外に有意な差はみられなかった 0-1では投与7

日めまで対照群より少なかったが， 10， 12， 13， 15およ

び17日以降で対照群より多かった. 0-2では投与4日め

までおよび7日めが対照群より少なかったが， 10日めか

ら13日めの聞は対照群より多かった.糞量の変化は飼料

摂取量の変化とよく一致している.ただし， 0-1， 0-2 

の糞は3日めくらいから軟便状で排世されているが，測

定は湿重量として行っているので乾燥重量にして対照群

との聞に差があるか否かについては不明である.なお，

この糞ー軟便ーは，いわゆる下痢状ではなく，形態のは

っきりとした閤体に粘液が混さ守ったような様子をしてお

り，表面は粘液のために光沢があり，排世に際しては2つ

あるいは 3つくらい連なっているものが多くみられた.

飲水量の変化を Fig.5に示す R-1 および R-2は

対照群に比較して飲水量には有志な差はなかった. 0-1 

では投与6日め以降，対照群に比べて飲水量の増加がみ

られた 0-2では3日めまで低下し， 3日めの飲水量は

対照mに比べて有意に少なかったが，その後増加し 5，
6日と 8日以降の飲水量が対照群に比べて多量であった.
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Ahsolute and relative oi:-gan weights in female rats fecl Brilliant Lake .Red R or Dibromofluorescein Table 1 
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aLE~足立川
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河
内
臼
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N
吋

l
N
・

5
苫

0-2 

1. 77土0.101**(7)

0.62土0.076料 (7)

0.44土0.080**キ(7)

1. 04土o.144(7) 
7. 75土0.825料 *(7)

2.06土o.158料 (6)
o. 53土0.085(7)
50. 7土19.30*(7)

71. 3土7.740*料 (7)

0.39土0.197(7)

1. 16土0.243*(2)

0-1 

1. 76土0.055*キ*

0.62土0.053**本

0.49土0.094*

0.99土o.、139
8.27土0.827***

2.01土0.115ヰキ

0.55土0.057

53. 1土9.515*

73.2土12.95***

0.46土0.117

1. 10土0.131*キ(4)

R-2 

1. 88土O.184 

O. 77土0.073

0.57土0.067(9)

1. 06土0.067

10.2土0.868

1. 89土O.102 

0.56土0.073

71. 1土23.54

105土27.07

0.53土O.148 

O. 71土0.055(4)

R-1 

1. 90土0.096

0.80土0.069

0.63土0.107

1. 13土0.113

10.1土0.989

1. 90土O.135 

0.57土0.057

69. 3土15.20

102土18.19

0.57土O.197 

O. 71土0.092(4)

Control 

1. 90土0.080

o. 76土0.069
0.60土0.084

1.11土0.074

9.94土0.902(8)

1.85土0.119

0.52土0.074

66.4土17.58

99. 7土11.41 

0.54土0.146(9)

0.71土0.098(4)

Brain (g) 

Heart (g) 

Thymus (g) 

Lungs (g) 

Liver (g) 

Kiclneys (g) 

Spleen (只〉

Aclrenals (mg) 

Ovaries (mg) 

Uterus (g) 

Caecum (g) 

三
戸
一
回
ωヘザ〆戸ご

)
E
C
U
H
2
0
2
J
1

1. 02土0.087*本

0.36土0.036

0.26土0.052

0.60土0.094

4.46土0.298

1. 20土O.125**中

O. 31土0.037*本

29.2土10.66

41. 2土5.36*

0.23土0.111

0.66土O.109*ヰ

0.98土0.096*

0.35土0.017

0.27土0.042

0.55土O.076 

4.57土O.212 

1.11土0.069牢ヰヰ

O. 31土0.017***

29.3土3.66

40.4土5.67**

0.26土0.076

0.62土0.039***

0.90土0.077

0.37土0.035

0.27土0.032

0.51土0.032

4.84土0.252

0.90土0.041

0.27土O.031 

34.0土11.34 

50.4土12.46

0.25土0.073

0.34土0.027

O. 88土0.067

0.37土0.031

0.29土0.045

0.52土0.027

4.67土0.237

0.88土0.042

0.26土0.024

32.0土6.59

46.9土6.27

0.26土0.087

0.35土0.050

0.90土0.064

0.36土O.064 

0.29土0.037

0.53土0.040

4.66土0.211

0.88土0.062

0.25土0.026

31. 3土7.87

47. 1土4.27

0.25土O.057 

0.35土0.044

Brain (gj100g B. W. ) 

Heart (gj100g B. W.) 

Thy・mus(gj100g B. W. ) 

Lungs (gj100g B. W.) 

Liver (gj100g B.羽T.) 

Kidneys (gj100g B. W.) 

Spleen (gj100g B. W. ) 

Aclrenals (mgj100g B. W.) 

Ovaries (mgj100g B. W.) 

Uterus (gj100g B.羽T.) 

Caecum (gj100g B. ¥V.) 

回}戸百一
u
k
t〆

E
一}
E
C
E一
百
万
戸

Values inclicate the mean土SDfor 10 rats except where notecl nl1mbers in parentheses. 

Numbers in parentheses indicate number of rats. 

The marks mea'l1 significantly different from control. 

*pく0.05，中旬く0.01，***p<:O.OOl 
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がもっとも多量であった 0-1では14日めまで， 0-2で

は12日めまで対照群より多量であったが，その後，有意

な差はみられなくなり対照群と同程度まで減量した.飲

水量と尿量の変化は必ずしも一致しておらず，飲水量の

多いにもかかわらず尿量が増加していないことからみて

Dibromof1 uoresceinは体内での水分代謝に何らかの影響

を与えることが考えられる.

尿 pHの変化を Fig.7に示す.R-1， R-2とも尿

l】H は対照群より常に低い傾向を示した R-1では 5日

および7日めに，また R-2では7日めにそれぞれ尿 pH

は対照群より有意に低かった.0-1では 1日めに対照群

より有意に低く， 6日めおよび11日めから13日めの間と

19日めは逆に有意に高かった.0-2では， 6， 12および

13日めに有意に高かった.

実験期間中の一般的な症状観察では，前)j主前!胞に出血

したものが対照群に I例， R-1に3例， R-2に4例，

0-1に8例， 0-2に7例あり，鼻に出血したものが，

R-1， R-2に各4例， 0-1に8例， 0-2に7fJljあり，耳

に出血したものが R-2にl{JIJ， 0-1に3例， 0-2に1

例あった. 0-2 では頭部に軽度のm~毛が 1 (11Jみられた.

また， 0-2では投与5日めまでに死亡が2例あった.

0-1， 0-2とも投与2.-....-3時間後には尿が色素で着色し

ており，かつ 1日後には糞も着色し始めていることから

腸管からの吸収・排世速度は速いと思われる.

臓器重量の値を Table1に示す R-1および R-2は

絶対重量および体重相対重量ともに対照群との間に有志

な差はみられなかった.絶対重量では，対照群に比べ

て， 0-1， 0-2ともに腎臓および盲腸に重量増加がみら

れ，脳，心臓，胸腺，肝臓，高lJ腎，卵巣に，加えて 0-1

のみ肺にも重量の減少がみられた.体重相対重量では対

照群に比べて 0-1，0-2ともに脳， l宵l臓，牌臓，盲腸の

重量増加が，また卵巣に重量減少がみられた.脳は絶対

重量が対照群より低かったが，体重相対重量では対照群

より有意に高くなった.心臓， JJ旬)腺， JJ日i，肝臓，副l宵は

絶対重量が対照群より有意に低かったが，体重相対重量

では対照群との聞に有意差がなくなった.これは，体重

が増加抑制をうけたと同程度に心臓，胸腺， /Jm，肝臓，
副腎の各臓器も増加抑制をうけたことが考えられる.卵

巣は絶対重量，相対重量とも対照群より有意に低いが，

これは卵巣の発育が体重が抑制をうけたより以上に抑制

されていたか，あるいは萎縮をおこしたことが考えられ

る.ー

解剖H寺の観察については，各投与ラットとも，皮下@

臓器などが色素に染っていた R-1に1例， R-2に2例

の卵巣水腫(いずれも左側〉がみられた 0-2では腸間

Jl莫リンパ節のうっ血が 1例みられた.0-1，0-2とも胃腸

が拡張しているのが見られた.食品添加物用着色料とし

て使われている食用赤色3号 (Erythrosine)は Dibro-

1110fl uoresceinと化学構造が類似している (Fig.1)が，

これを飼料に 1%添加して食べさせたラットに盲腸の拡

張のみられた1)ことが Hansenらによって報告されてお

り，今回の Dibromofluorescein投与と同様な結果が得

られている.対照1~(' と 0-2 のラットの解剖例を Fig.8

に示す.盲腸が大きくなっており，かつ位置が変化して

いることがみうけられる 0-2では肝臓の辺縁が鈍であ

った (Fig.8). 

rUl清生化学的検査の結果を Table2に示す. R-1で

は対照1['('に比べて全ての項目について有意な差はみられ

なかった R-2では AI-P活性が対照昨より有志;に上

井していた 0-1では UNが有意に上手!ーしていた.0-

1， 0-2とも TP，Kが対照群より有意に上昇しており，

ChE活性が有意に低下していた 0-2では LAP活性

が有意に低下していた ChE活性と LAP活性の低下

および GOT，GPT活性に上昇傾向のみられることか

ら肝臓障害が疑われる.また，肝臓障害以外にこれらの

色素が ChE活性および LAP活性に直接的な阻害をお

こす可能性も考えられる.血清K{I症の上昇，UNの上昇傾

向，尿量増加および腎臓の重量増加から Dibromof1u幽

orescemは腎臓に障害をおこすことが示唆される.

血液学的検査の結果を Table3.に示す.RBC， Hct 

ともに 0-1，0-2で減少しており，貧血のあることが考

えられる Bowieらは，食用赤色3号投与ラットに赤血

球数，ヘモグロビン量に減少を生じた2ノことを報告して

いる. 一方， Hansenらは食用赤色 3号を銅料に 0，

O. 5， 1. 0， 2. 0および 4.0%の濃度で添加してラットに

投与した 2年間の長期試験において， 0， 3， 6， 12およ

び18カ月の検索で，ヘモグロピン;畳，赤血球数に影響の

みられなかったのことを報告している Hansenらの検

索は投与3カ月以後の結果であり，今回の実験は 1カ月

未満であるので，投与1カ月から 3カ月の間に赤血球数

等について薬物に対するなれによる回復のあったことが

推測されるが，化学構造が類似はしているものの同一色

素による実験ではないので，その影響については断定は

できないであろう.

Brilliant Lake Red R のラットに対する青島性は今回の

実験ではさほど強くないと思われるが，投与濃度は人間

が摂取する濃度よりかなり高く，より低し、濃度での検討

と共に，より詳細な多方問の11'J，[t[: 試験が必要かと}iI~われ

る Dibroll1of1uo!ぞ日ceinをt>t与したラットでは特に腎臓

重量が増加し，卵巣重量の減少したことが目立ったが，
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Table 2. Biochcmical vall1es of serum in female rats fed 

Brilliant Lake Red R or Dibromofluc1rescein 

Control R-1 R-2 0-1 

TP ε/dl 6.4土0.45 6.6土O.92 6.4士0.52 5.8土O.35*キ

Glu mg/cll 126土15.4 143土22.1 143土20.7 126土10.6

UN  mg/dl 24土3.0 24士3.6 24土2.7 29土5.9* 

Cho mg/dl 83土9.8 79土9.6 85土9.8 89土10.2

GOT K-U 117土21 116土20 113土23 122土18

GPT K-U 26土6.4 28土4.9 28土1.9 28土5.9

A1-P KA-U 37土7.9 43土11.7 45土8.2本 36土7.3 

ChE ムpH 0.51土0.095 0.50土O.137 0.48土O.109 0.34土O.127** 

LAP U 22土2.9 23土8.3 25土4.5 20土2.9 

Na m叫 /1 142土4.7 141土2.7 143土5.6 143土3.6

K meq/l 6.6土0.35 6.5土0.42 6.9土O.61 7. 1土0.58*

V a llles indica te the mean土SDfor 10 rats except where noted. 

1) Values indicate the mean土SDfor 7 rats. 

2) Vallles indicate the mean土SDf01・6rats. 

The marks mean significantly cli[ferent frol11 control. 

叩く0.05，料 p<O.Ol，宇中本pく0:001

Table 3. Hcmatological vallles in female rats fecl 

Brilliant Lake Red l~ or Dibromofluorescein 

Control R-1 R-2 0-1 

一一一一一

0-2 

5.8土0.34申*0

121土11.91) 

29土8.11>

81土6.81)

150土642)

30土6.42)

39土5.81)

O. 30土0.071**料)

17土2.9ヰキ2)

140土3.92>

7.2土0.41*2) 

一一一一一一一一一

0-2 
一一一一一一一一一一一一一

WBC (x 103) 6.02土3.240 5.49土1.95 5. 89土2.69 4.39土1.311) 4.40土1.382) 

RBC (x 105) 6. 75土O.151) 6.98土0.32 6.86土0.23 6. 12土O.30キ** 6.17土0.30ヰ申料〉

HCT (%) 38.8土1.041) 39.3土1.661 39.3土0.61 35.0土2.07キヰキ 35. 1土2.16**判)

MCV (μ3) 58.6土1.011) 57.4土0.97牢 58.2土1.55 58. 1土1.27 57.9土1.352) 

Vallles inclicate the mean土SDfor 10 rals except where notecl. 

1) Vall1es inclicate thεmean土SDfor 9 rats. 

2) Vallles inclicate the mean土SDfor 7 rats. 

Tl1e marks mean significantly different fro1l1 control. 

ヰpく0.05，**pく0.01，***pく0.001

Dibrol11ofluoresceillの場合も BrilliantLake R.ed Rと

同様に投与濃度は高かったので，より {1~1，、濃度でのより

詳細な検討が必要かと忠われる.

要旨

外用医薬品および化粧品用色素として使用されている

Brilliant Lake Red R，或いは Dibromofluoresceinを

飼料に 0，1. 0， 2.0%添加して雌性ラットに食べさせ，

短期毒性試験を行った.今回の実験では， Brilliant Lake 

Lecl Rを投与したラットには顕著な影響は認められず，

Dibro1l1ofl¥loresceinを投与・したラットではli引臓重量増加

と卵巣重量減少等がみられた.

(本研究の概要は日本来理学会第54凶関東部会1976年

6月で発表した.) 
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Fig. 8. Caeca and livers of female rats receiving food contained with 2% of 

Dibromofluorescein. A : control， B treatment group 
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色素の微生物系における変異原性について

藤田 博穴水尾昭江穴平賀興若本

Mutagenicity of Dyes in the Microbiol System 

HIRO SHI FU JIT AヘAKIEMIZUO* and KOGO HIRAGA牢

食品添加物，化粧品，医薬品等に使われる色素1，2)は Naphtanil diazo bllle B， Naphthol green B， Orange 

十分に安全性が確認されなければならない.これまでに G， Phenol phthalein， Trypan blue (以上和光純薬製)，

アクリジンオレンジわ，フロキシン4〉，バターイエロ~ 5) Acid fast green， Alizarin cyanine green， Azure blue 

などの多くの色素が変異原性を有することが明らかにさ V， Bordeaux red， Chromotrope 2R (以上東京化成製)，

れて来た.そこで本報告では62色素の変呉原性を，枯草 Alician blue 8GS， Bismarck brown (以上 CROMA

菌を用いた recassayおよび大腸菌，サルモネラ菌を朋 製)， Erioglaucine X， Quinoline yellow (以上関東化学

いた mutationtestにより検索することを試みた.同時 製).

に，色素に光増感作用6)(Photodynamic action)が存在 培地 a) ブロス:肉エキス 5g，ポリベプト γ10g，

することを考慮して光照射下での培養もあわせ行なった 塩化ナトリウム 5gに蒸留水を加え 1000mlとし，水酸

ので報告する. 化ナトリウムにて pH7.0とした.

実験材料および実験方法 めブロス寒天培地:ブロス 1000mlに寒天 15gを加

試薬肉エキス(極東薬品製)，ポリベプトン(大五 えた.

栄養製)，寒天 (Difco製)， ジメチルスルホオキシド c) 最少寒天培地:硫酸アンモニウム19，リン酸二水

(以下DMSOと111各す，和光純薬製)， G-6-P， G-6-PD， 素ナトリウム 10g，硫酸マグネシウム O.lg，クエン酸ナ

NADPH (以上オリエンタル酵母製)，フェノパルピタ トリウム 0.5gに蒸留水を加え 1000mlとし，水酸化カ

{ル(吉田製薬製). リウムにて pH7.0とした. これにク守ルコース 20g，寒

試料 以下の62色素について変異原性の検討をした. 天 15gを加えた.

Acid red， Acid violet 6B， Amaranth， Azo rubine， d) 軟寒天7)塩化ナトリウム 5g，寒天 7gに蒸留水

Brilliant bllle FCF， Eosin， Eryアthrosin，Fast green を加え 1000mlとした後，100mlのヒスチジン 5mM，

FCF， Fast red S， Fluorescein， Guinea green B， 1rト ピオチン 5mM溶液を加えた.

digo carmine， Naphthol yellow S， New coccine， Orange 菌株のよi'i草菌 (Bacillussubtilis) H17 A (recつ，

1， Orange 11， Phloxine， Ponceau R， Ponceau 3R， M45T (rec-)4，J. 

Ponceau SX， Rose bengal， Sunset yellow FCF， Ter- b) 大腸菌 (Escherichia coli) B/r WP2 (trp-， 

trazine， Tetrabromo f1110rescein (以下 TBFと略す)， HCR-)4，日)

Tetrachloro tetrabromo fluorescein (以下 TTFと略 c) サルモネラ菌 (Salmonellatyρhimuriωn) TA・

す)(以上国立衛生試験所標準品)， Acid fuchsin， Ali- 100 (hisC-， uvrB-， rfa一，gαt-，bio-)， T A98 (hisD-， 

zarin， Alkali blue 6B， Aniline blue， Bromothymol blue， uvrB-， rfa-， gα/-， bioつ9，10)

Carmine， Crystal violet， Gentian violet B， Methyl 以上の 5株は，国立遺伝学研究所，変異遺伝部より分

blue， Methylene blue， Methyl red， Pyronin G， Safra- 与された.

nin， Thionin， Thitan yellow GR， Vesuvine， Water 枯草菌によ苔 recassay 組み換え修彼能を欠く M45・

blue (以上 Merck製)， Amiclo black 10B， Aurantia， T (rec-)株は， H17A (recつ株に比べ DNAに|障害を

Cresyl violet， Fuchsin， Junus green， Light green SF， 与える薬物によって高い致死性を示す recassayは，

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿i玄百人町 3-24-1

申 TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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1:j!j草菌 H17A，M45Tによる recassayの阻止帯の長さ

。 阻止帯 (mm)
諮媒[l吉 明

H17A M45T H17A MuT 

阻止帯 (mm)

溶媒暗 明

H17A M45T H17A M45T 

表1.

素 (2mgjろ紙〉色素 (2mgjろ紙〉色
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0

0
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0

0
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0
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0

0

0
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0
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0

0
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1
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0

0

1

0

0
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v
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1
i

噌

i

D 

D 

D 

D 

D 

D 

1ndigo carmine 

Junus green 

Light green SF 

Methyl blue 

Methylene blue 

Methyl red 

Naphtanil diazo blue B 

Naphthol green B 

Naphthol yellow S 

New coccine 

Orange 1 

Orange I1 

Orange G 

Phenol phthalein 

Phloxine 

Ponceau R 

Ponceau 3R 

Ponceau SX 

Pyronin G 

Quinoline yellow 

Rose bengal 

Safranin 

Sunset yellow FCF 

Tertrazine 

TBP) 

TTP) 

Thionin 

Thitan yellow GR 

Trypan blue 

Vesuvine 

Water blue 

0

0

0

0

0

4

0

2

0

0

0

0

0

0

1

0

0

3

0

0

5
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τl
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噌

si

噌

Ei

噌
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i

D 

D 

D 

D

D

D

D

D

 

D

D

D

D

 

D 

Acid fast green 

Acid [uchsin 

Acid red 

Acid violet 6B 

Alician blue 8GS 

Alizarin 

Alizarin cyanine green 

Alkali bllle 6B 

Amaranth 

Amido black 10B 

Aniline blue 

Aurantia 

Azo rubine 

Azure bllle V 

Bismarck brown 

Bordeaux red 

Brilliant blue FCF 

Bromothymol blue 

Carmine 

Chromotrope 2R 

Cresyl violet 

Crystal violet 

Eosin 

Erioglallcine X 

Erythrosin 

Fast green FCF 

Fast red S 

Flllorescein 

Fuchsin 

Gentian violet B 

Guinea green B 

1) :無記入(蒸留水) D (ジメチルスノレホオキシド〉

2) : Tetrabromo fluorescein 

3) : Tetrachloro tetrabromo flllorescein 

た.乾燥後，丙菌液の近接端に DMSO又は蒸留水に溶

かした色素溶液 0.02mlをしませた円形ろ紙(直径 13

mm)を置いた.このプレートを冷蔵庫 (40) 中に 24時

間放置した後，明所および11奇所にて一夜培養し，阻止痛:

の長さをろ紙辺縁より測定した.

大腸菌による mutationtest 大腸菌 WP2(trρ一〉株

よりtゆ+株への復帰突然変異をマーカ{にして変異原性

を検出する4)

この性質に着目しDNAに障害を与える薬物を検出する

方法4)である.本報告では， ZZ田によりさらに改良され

た新しい方法を用いた.

H17A， M45T株のプロス培養液 (370 18時間振とう

培養〉にグリセリン 12.5%(vjv)を加えた後， -800 に

て凍結保存した.この保存菌液を実験時解凍し，そのま

ま用いた.一枚のブロス寒天培地に H17A，M45T菌液

を一本(約 O.Ol111l)ずつ「ハ」の字状にストリ{クし
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WP2trρ一株のブロス培養液 (370 18時間振とう培養〉

O.lmlを最少寒天培地に広げ乾燥した後， DMSO又は

蒸留水に溶かした色素溶液 0.02mlをしませた円形ろ紙

(直径 13mm)をプレート中央に置いた. 明所および11音

所にて 2日間培養し，生じた復帰コロニーを計数した.

サルモネラ菌による mutationtest T A100は塩基

置換型 (Basep山.s叶)stitution)の， TA98はプレムシ

フト型 (Frameshift)の変異により his-株から his+株へ

の復帰突然変異体を生じる.この両株は， Amesらによ

り開発された株で、 R因子 (pkM101)を持ち突然変興物

質に高い感受性を示す9，10) さらに肝ホモジェネート

“S 9 "11)の併用(代謝活性化〉により薬物の代謝後の変県

原性を検出することができる.

TA100， TA98株のブロス培養液 (370181時間振とう

培養)O.lm/， DMSO又は蒸留水に溶かした色素溶液

0.11111，さらに代謝活性化する場合には 0.5mlの S9

Mix10).，しない場合には， リン酸緩衝液 (0.25M pH7.4) 

を 0.5ml加え， 30分間 370で振とう培養後，450に保

温した軟寒天 2m!を加え十分混合後， 最少寒天培地に

重層した.明所およびi暗所にて 2日間培養し，生じた復

帰コロニ{を計数した.

肝ホモジェネート“89"の調整10) 'vVis tar-] CLラッ

トの 5週令雄5匹(平均体重 172g)にO.1%のフェノパ

ルピタール溶液を飲水として 1週間与えた. Hfr頭により

属殺し，肝臓を摘出， 0.15M塩化カリウムで擢流した.

肝重量 19あたり 3m!の O.15M塩化カリウムを加え調II

表 2. 大腸菌 WP2trρーによる
mu ta tion tes tの復帰コロニ{数

色 京‘ 色素量1) 11音
2) 3) 

Alizarin 0.4 11(9) 

Auranlia 0.08 18(14) 

Cresyl violet 0.08 9(14) 

Crystal violet 0.08 13(14) 

Eosin 0.08 10(9) 

Erythrosin 0.08 9(9) 

Fuchsin 0.08 18(14) 

Gentian violet B 0.08 7(14) 

]unlls green 2.0 16(11) 

Methylene blue 0.08 8(10) 

Methyl recl 0.08 11(10) 

NDBB4) 0.4 5(10) 

I】hloxine 0.4 5(9) 

IザroninG 0.08 8(10) 

Rose bengal 0.4 12(9) 

Safranin 0.08 18(11) 

TBF 0.08 7(9) 

TTF 0.4 10(9) 

Thionin 0.08 11(10) 

1) : mgjろ紙

2) :コロニー数/プレート

3) :コントロ{ル，コロニ{数/プレート

4) : Naphtanil cliazo bllle B 
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明

17(20) 

39(29) 

44(29) 

28(29) 

25(29) 

17(29) 

49(29) 

44(29) 

65(24) 

15(16) 

18(14) 

12(14) 

18(20) 

30(16) 

13(19) 

14(19) 

17(20) 

14(20) 

16(16) 

切後，ホモジェナイズした.これを 9.500r.p.m. (Sorvall かではあるが差が見られる)，明所培養においてその差

SS-34ローター)， 10分間遠心し上?を (S9)を分離， が現われ，同時に，両株とも阻止帯が著しく増加した.

ドライアイスーアセト γで凍結後， -800にて保存した. 第2群は，Alizarin， Cresyl violet， Crystal violet， 

S9-Mix.10)は， 1m!あたり， S9 O. 3m!，塩化マグネシ Gentian violet B， Methyl recl， Phloxine， Pyronin G， 

ウム 8μmole，塩化カリウム 33μmole，G-6-P 5pl1101e， Rose bengal， Safraninからなり，明所培養において両

G-6-PD 0.5単位， NADPH 4μmole， リン酸緩衝液 株の阻止帯に増加が見られたが，その菌株間の阻止帯の

(pH7.4) 100μmole に調整した. 差は11青所と同程度であった.

明所培養の光照射室内灯を点灯した室内の机上に置 第3群は， Aurantia， Fuchsin， Naphtanil diazo blue 

いたプレ{ト上約 30cmから 3灯の蛍光灯にて光を照射 Bからなり， 11音所，明所培養聞の阻止帯および各々の菌

した.ただしプレートの上蓋はしたままであった.こ 株間の|坦止帯の差はほぼ同程度で、あった.

の場合プレート間での蹴度は 30~340 であった. 第4群は，残る43色素からなり， 11吉所，明所培養とも

結果および考察 阻止帯に差が見られなかったか阻止帯が全く見られなか

枯草菌 H17A，M45Tを用いた recassayの結果を った.

表 1に示す. 1I自所培養の結果および明所培養の結果を比 再現性のある 2~3 l11 111 の差を示す物質は DNA に直

較検討すると， 62の色素はおおむね4群に分類すること 接ではなく， DNA合成に影響を与えている可能性が高

ができる. い12)と言われるが，本実験では 3111111以内の差を示した

第 1群は， Eosin， Erythrosin， ] unus green， Meth_)ん 色素も変異原性を有する可能性を考慮して陽性とするこ

lene blne， TBF， TTF， Thioninからなり，暗所培養で ととした.従って，第 1群から第3群までの19色素に，

は菌株聞に阻止帯の差が見られず(Junus greenはわず i情所，明所培養の一方又は両方において菌株聞に阻止帯
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表 3. サルモネラ菌 TA100，TA98による mutationtestの復帰コロニー数

TA100 TA98 

色 素
色素量

μgjフ。レ{ト S 9十 S9- S9+ S9-

日吉 明 暗 明 暗 明 H音 明

Alizarin 80 2201) 1480 150 930 131 231 150 174 
1772) 1312 155 952 137 164 115 151 

Aurantia 80 (16) 1700申本 2000 (263) (1420) 2340牢* 1920料 (150) (196) 
177 1312 135 1211 137 164 95 122 

Cresyl violet 80(3.2) 176 4196申 (174) (1276) 72 222 (80) (112) 
154 1434 135 1211 91 127 95 122 

Crvstal violet 16(0.64) 113 3960* (109) (2000) 155 1394** (105) 860申*

131 1813 135 1211 146 184 95 122 

Eosin 3.2 119 1210 111 1072 78 48 110 102 
179 1199 139 885 94 105 89 125 

Erythrusin 3.2 174 1726 140 2180申 58 132 70 127 
179 1199 139 885 94 105 89 125 

Fuchsin 16 161 1650 131 1190 208 229 123 165 
131 1813 150 1161 146 184 130 235 

Gentian violet B 16(0.64) 123 6820* (109) (2278) 241 980牢牢 (70) 722牢*
131 1813 135 1211 146 184 95 122 

]unus green 400 179 4120* 147 1360 170* 772牢牢 105* 146* 
123 1175 110 1024 54 95 41 71 

Methylene blue 16 143 3754 52 592 85 532* 74 256 
165 1965 140 1126 61 139 80 148 

Methyl red 400 143 1152 121 1238 227* 268牢 57 131 
123 1175 110 1024 54 95 41 71 

Naphtanil diazo blue B 400(80) 267* 1390 (136) (720) 78 376* (327)牢* (451)料 Z
123 1175 110 1024 54 95 41 71 

Phloxine 3.2 132 963 142 1680 73 142 73 170 
179 1199 139 885 94 105 89 125 

Pyronin G 80(3.2) 169 3158 (107) (1012) 168本 346* (65) (172) 
165 1965 140 1126 61 139 80 148 

Rose bengal 3.2 152 1130 145 950 83 82 79 115 
179 1199 139 885 94 105 89 125 

Safranin 16 150 5200* 109 9 96 1080宇* 56 1070牢*
160 1965 140 1126 61 139 80 148 

TBF 16 158 1994 113 609 65 99 38 62 
165 1771 127 1221 58 129 50 137 

TTF 16 160 2174 113 471 35 103 48 74 
165 1771 127 1221 58 129 50 137 

Thionin 16 2364 130 1616 91 114 80 140 
165 1965 140 1126 61 139 80 148 

1) :コロニ{数/プレート 2) :コントロ{ル，コロニー数/プレ{ト

* : 2倍以上の増加 料 5倍以上の増加

の差が見られたことから，これらはDNAに対して何ら トリフェニ{ルメタン系色素である.これらの色素は光

かの影響を与えていると考え陽性とした. 増感作用を有することが報告13-16)されている色素であ

また，第 1群，第2群の色素は明所培養で阻止帯が増 る.従って，この光増感作用による致死性の増強が阻止

加した.Methyl redを除いてこれらの色素は Methylene 帯の増加として現われたと忠われる.特に，第 l群の色

blueで代表されるアクリジンの誘導体， Rose bengalに 素では，暗所培養において見られなかった菌株間の阻止

代表されるキサンチン系色素，および Crystalvioletの 帯の差が明所培養にて現われたことから，この光増感作
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用により色素が DNAに何らかの影響を与えるようにな

った可能性が予想される.プロテウス菌の修復系を欠く

変異株 (recっと正常株に Methyleneblueを作用させ

た時に，光存在において前者に高い致死が見られたとい

う報告17)に一致するものと思われる.

Rec assayにより陽性の結果を得た19色素の大腸菌に

よる mutationtestの結果を表2に示す.

J unus green， Pyronin Gは明所培養において tゆ+復

帰コロニ{が阻止帯の外側にリング状に生じ，わずかで

はあるがコロニー数に増加傾向が見られた.これは，こ

れらの色素が変異原性を有する可能性を示唆する.他の

色素に増加傾向は見られなかった.

ここで用いた実験方法は簡便ではあるが，感度はあま

り高くないので弱い変異原性の検出はあまり期待できな

い.確認のためには同菌株を用いての定量的実験が必要

であろう.

サルモネラ菌 TA100，TA98を用いてのl1111tation

testの結果は表3のとおりである.

暗所培養において his+の復帰コロニ{数の増加が見

られた色素は， Aurantia， Naphtanil diazo bllle B， 

Methyl red， Jlll1US green， Pyronin G であった.前2

者は recassayにより第3群に分類された色素で、あり，

明所培養においても同程度の増加であることから光増感

作用は認められず recassayの結果と一致すると忠われ

る.Methyl reclの場合は第2群に分類されたが， サノレ

モネラ菌では光増感は明確には見られず recassayの結

果との関係は明らかではない.また， J unus green， 

Pyronin Gではn音所，明所培養を比較すると，わずかで

はあるが明所培養が高い.光増感作用によるかどうかは

明らかではないが， rec assay，大腸菌での結果をあわせ

て考えると可能性は考えられる.

Crystal violet， Gentian violet B， Safranin， Methy-

lene blueは recassayで、は第1群又は第2群に属し，復

帰コロニ{数の増加が見られたのはいずれも明所培養に

おけるところから光増感作用が関係していることが予想

される.また，前3者に共通して見られる特徴として，

S9の存在に関係なく TA98にフレムシフト型の， S 9 

の存在により TA100に塩基置換型の突然変異を起すこ

ともあげられる.

Alizarin， Cresyl violet， Eosin， Erythrosin， Phloxine， 

Rose bengal， TBF， TTF， Thioninは復帰コロニ{数

の増加は認められず陰性と考えられるが， rec assayの

結果を考慮して結論は今後の検討に待ちたい.

結局， rec assayで陽性と判定された19色素のうち 9

色素の変異原性が確認された.

賀田らによる色素の recassayの結果4)で陰性であっ

た色素のうち Crystal violet， Eosin， Erythrosin， 

Gentian violet B， Junlls green， Methylene blue， Rose 

bengalが recassayで陽性となった.これは，今回用い

られた recassayの方法が賀回により改良された新しい

方法で感度が高くなっていること，光照射培養を行なっ

たこと，阻止帯の差の判定規準を 3mm以内でも陽性と

したことに原因すると思われる.これらの色素のうち

Crystal violet， Gentian violet B， Junlls green， Me-

thylene blueの変異原性が確認された.しかし，Phloxine 

は recassay陽性で一致し，賀田により大腸菌を用いて

変異原性が確認されているにもかかわらず，本報告のサ

ルモネラ菌では陽性の結論は得られなかった.

最後に， rec asso.yにより第4群に分類された色素に

ついても大腸菌， サノレモネラ菌を用いた mlltationtest 

を試みることも重要で、ある.また， rec assay陽性と判

定された色素中食品添加物として現在使用されている色

素， Erythrosin， Rose bengalについては十分に検討す

る必要がある.

要 ヒエ
日

62色素の変異原性について，枯草菌を用いた rec

as"o.y，大腸菌，サルモネラ菌を用いた mlltationtestに

より検索した.同時に，色素の光増感作用を考慮して光

照射培養も行なった.その結果， rec aspayにて 62色素

中19色素 (Alizarin，Auro.ntia， Cresyl violet， Crystal 

vio¥et， Eosin， Erythrosin， Fuchsin， Gentian violet 

B， Jllnus green， Methylene bllle， Methyl recl， No.ph・

to.nil clio.zo blue B， Phloxine， Pyronin G， Rose bengal， 

Safranin， Tetrabromo fluorescein， Tetrachloro tetra-

bromo fluorescein， Thionin) が陽性であった. さら

に， mutation testにより 19色素中9色素 (Aurantia，

Cry:otal violet， Gentian violet， B， Junlls green， Me-

thylene blue， Methyl red， Naphto.nil diazo blue B， 

Pyronin G， Safro.nin)が陽性であった.

謝 辞貴重な菌株を分けて頂いた国立遺伝学研究所

変異遺伝部長，賀田恒夫博士に感謝致します.
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数種食品添加物の50%致死量につい

小林博義六市川久次ペ神谷信行*，吉田誠ニヘ平賀興吾*

The Results on Acute Toxicities of Food Additives 

HIROYOSHI KOBAYASHI*， HISATSUGU ICHIKAWAヘNOBUYUKIKAMIYAヘ
SEIJI YOSHIDA* and KOGO HIRAGA * 

患者 F羽

当部では， ジプチノレヒドロキシトノレエン (BHT)D，

ブ、チルヒドロキシアニソーノレ (BHA)1)，アノレキルベン

ゼンスノレホン酸ナトリウム (ABS• LAS)2)， ドデシル

硫酸ナトリウム (SDS)3)，亜硝酸塩(NaN02・I(N02)4)，

硝酸塩 (NaN03 • KN03)5)， クロム (CrYI)8)，パラヒ

ドロ安息香酸プチノレ (PHBB)7)，ノミナジウム (NaV03-

4H20)6)， の毒性研究の一環として行なった急性毒性試

験の詳細を報告して来た.今回7種の食品添加物の経口

急性毒性試験で得た50%致死量のみを一括記載し今後の

研究資料に供することとした.

試料

プロピオ γ酸カルシウム(東京化成工業株式会社試

薬特級 Lot，AD01)，ソルピン酸カリウム(和光純薬株

式会社試薬特級 Lot.OF 6995)， ]]l塩素酸ナトリウム

〈和光純薬株式会社試薬特級 Lot.TN 4135)，デヒド

ロ酢酸ナトリウム(東京化成工業株式会社試薬特級

Lot. AF 01)，硫酸銅(関東化学株式会社試薬特級

Lot. 411A5713)，塩化第二鉄(和光純薬株式会社試薬

特級 Lot.LN 3312)，亜硫酸ナトリウム(和光純薬株式

会社試薬特級 LotDO 4241) 

実験動物

ラットは， Wistar SLC， Wistar JCL， SD JCL，マ

ウス ddYSを用い生後4週間自のものを購入，祖度 25

土l'C，湿度 55こと 5%，照明午前6時より午後6時の飼

育室にて，ラットは金網ケ{ジに 5]"A，マウスはアノレミ

箱型(カンナグズ床敷〉ケ{ジに10匹を収容，銅料は船

橋;農場 (F-II)ないし日本クレア (CE-2)ラヅト，マウ

ス用国型飼料を用い，水は水道水を自由に飲用させた.

予備飼育 1週間以降より用いた.

実験方法

投与試料は容量を一定 (10，，-，15mljkg)とじ濃度を公

比1.1------1.7にて 6段階以上を設定した.動物は生後5

------10週間の動物を用いて， 1用量(1群〉当り雌雄をそ

れぞれ10匹を原則とした.投与前日午後5時より除餌し

て水のみを与え，午前10時より試料を胃ゾンデで経口投

与した.投与後2時間目より餌を与え， 2週間までの死

亡率を観察した.50%致死量 (LD50)はLitchfieldand 

Wilcoxson9)法により求めた.

結果

経口投与による50%致死量は Table1， 2に示した.

謝辞本実験を行なうにあたり，多大なる援助をい

ただいた毒性部諸氏に御礼申し上げます.
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Table 1. Acute Toxicities (LD50) of Food Additives in Rats and Mice 

Animals Sex B. W.土SD
Dead Time Slope LD50 (po) Confidence Limits LD501) 
onset function mg/kg p=0.05mg/kg 

8 28土2 1. 250 2600 2190-3080 
ddYS ♀ 22土1 1. 237 2900 2700-3120 3340 

mouse 8 30土1 1. 265 2350 2040-2700 mouse 

Calcium 9 25土1 1. 235 2400 2200-2620 

Prepionste 8 211土14 1. 247 4380 3910-4910 
Wistar 9 142土9 1. 365 4040 3540-4610 

rat 8 225土14 1. 175 4280 3890-4910 

♀ 145土7 1. 420 3920 3380-4550 

ddYS 
8 32土1 1. 215 3800 3330-4330 

5860 
9 26土1 1. 225 5600 4960-6330 山山!日1 1. 147 

mOl1se 
9 27土3 4340 3840-4900 

Serbate 
Wistar 8 188土11 1. 400 4340 3699-5121 

rat 9 122土4 1. 414 5210 4491-6044 

Sodium 8 29土2 O. 5 1 1. 239 900 783-1035 
ddYS 9 24土2 0.5 1 1 1. 120 820 775-868 

Sufite， 
mouse 8 30土2 0.5 1 1. 351 920 728-924 

Anhydrous 
9 23土1 0.5 1 1 1. 150 903 799-1020 

8 28土l 3 4 1. 219 341 314-367 
Sodium 9 22土1 1 5 5 1. 396 379 340-422 

Chlorite mouse 色 28土1 0.5 2 4 1. 366 365 333-399 

9 23土1 0.5 1.2 4 1. 337 372 339-408 

1) The literature on this LD50 No. 10. 

Table 2. Acute Toxicities CLD50) of Food Additives in Rats and Mice 

Animals Sex B. W. +SD Dead Time Slope LD50 (po) Confidence Limits nimals Sex B. W.土SD .• ，;. ， ~ ~_ " LD501) 
onset peal王 end function mg/kg p=0.05mg/kg 

8 30土1 1. 451 1640 1450-1850 
ddYS 手 23土1 1. 193 1800 1670-1940 1050 

Sodium 
mouse 8 31土1 1. 284 1620 1460-1800 mouse 

Dehydro-
Q 25土1 1. 159 1750 1630-1880 

acetate 8 180土18 1. 200 880 805-962 
Wistar 9 134土11 1. 200 800 805-962 570 

rat 8 161土17 1. 123 1000 943-1060 rat 

9 123土10 1. 094 960 916-1008 

Cupric ]CL 8 215土9 1. 196 700 598-818 300 

Sulfate SD rat ♀ 154土8 1.311 650 513-823 rat 

8 31土2 1 2 28 1. 135 895 784-1010 

ddYS 9 25土1 2 2 21 1. 138 1050 923-1195 

Ferric 8 31土2 1 4 14 1. 087 985 914-1062 

Chloride 9 24土2 2 4，8 13 1. 095 1139 1040-1247 

Wistar 8 215土16 1 1，6，8 26 1. 160 2080 1793-2413 

rat 9 146土10 2 2，3，15 25 1. 078 1870 1735-2061 

1) The literature on this LD50 No. 10. 
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有機水銀化合物の細胞膜に対する障害作用

(3 )細胞膜諸酵素!こ対する水銀化合物の阻害作用

原しげ子中，中尾 JI関子申

Effects of Organic Mercury Compounds on Cell Membranes 

(3) Inhibition of Enzymes in Cell Membrane 

by Mercury Compounds 

SHIGEKO HARAネ andTOSHIKO NAKAO* 

患者 員

有機水銀化合物は神経組織に特異的な親和性を示し，

重篤な神経捧害を引き起こすことが知られている 1-4】.

水銀化合物の各種酵素に対する阻害作用の研究は多く，

SH基に対して親和性が高いことが明らかにされてい

るめ.しかし細胞膜固有の機能を過しての毒性が観察

されている報告は少ない6，7) そこで私共は，水銀化合

物の毒性発現機序を細胞膜機能障害として解明すべく，

細胞膜諸酵素に対する阻害を調べた.

前報8，のではブタ脳，ウマlj守，ウマ JJ討の細胞映画分を用

い，組問包Jl英の"markerenzyme"で、ある， Na， K-ATPase， 

アルカリフォスファターゼ，アセチノレコリンエステラー

ゼ等に対する塩化第二水銀，塩化メチル水銀， pークロル

マーキュリー安息香酸(以下 PCMBと11塔す〉の阻害

を検討した.その結果， Na， K-A TPase， Mg-ATPase 

と K-PNPPaseのみが三三種の水銀化合物で強く阻害さ

れ，阻害の強さは塩化第二水銀 >PCMB>塩化メチル

水銀のJI債であった.組害には動物種， J臓器による差はみ

らhなかった.

本報告ではウマ脳，ラット肝の細胞膜両分を用い， )j莫

に回く結合した酵素でホルモン，神経機能などに関係の

深いアデニレイトサイクラーゼ、のほか，やはり!民間有の

酵素と言われる 5ヘヌグレオチダーゼ，クやルコースー6フォ

スファターゼに対する三種水銀化合物の1¥11害を調べ，細

胞膜障害について考察した.

Storm， Gunsalus10)らによれば，塩化メチノレ水銀はラ

ット肝アデニレイトサイクラ{ゼを無機水銀の 1/10，

PCMBより 1/500の低濃度で半阻害すると報告した.

そこで，彼らの結果との比較も試みて，彼らとは異なっ

た結果を得た.

方法

試薬塩化第ニ水銀(和光純薬，含量 99.5%以上〉

は再留水に 10-2M の濃度に溶かした. PCMB (半井化

学製，合硫蛋白質研究用特製試薬〉は 0.04M水酸化ナ

トリウムに 10-2Mの濃度に溶かし， pHは塩酸で9に合

わせた.これを各々の酵素反応液に含まれる緩衝液で、稀

釈し用いた.塩化メチル水銀(東京化成工業，合最99.5 

%)は O.9%塩化ナトリウムに 10-3M の濃度に溶かし

た.水銀化合物溶液は無炎原子吸光法で総水銀量を測定

し，メチル水S良はさらにガスクロマトグラフィーECD検

出法でメチル水銀量を検定して用いた.水銀化合物溶液

は40 で保存した.

アルミナカラムは NeutralChromatographic Alu111i-

num Oxide W200 (I CN社製〉を使用した.

〔α._32P)A TP (12.5 Ci/111 11101)と (8-3H)cyclic-

AMP (20 Cijrn mol)は RadiochemicalCentre製を使

用した.

酵素標品の調整

1) ウマ脳細胞膜画分 Schwartzの方法11)を改変して

用いた. ウマ脳半個分を 9倍量の 0.32M庶糖， 1mM 

EDT A (pH 7. 2)溶液中でワーリ γグプレンダ{で破砕

し， Sorvall GSAロータ{で 8500rp111 15分間遠心し，

その上清を SorvallSS-34ローターで 20，000 rpm 60分

間違心した.沈殿を 1mMEDTAで洗い同じロ{ター

で 20，000 rprn 60分間遠心し沈殿を再留水に懸消して

-800 に保存した.

牢東京都立衛生研究所帯性部 160 東京都新宿区百人町 3-24-1

!と TokyoMeh'opoliian Rcぉeal'chLabOl・atoryof Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 cllOme， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japall 
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2) ラット肝細胞膜間分 Nevillel2)の方法に従い

Step 11まで精製し， 1mM NaHCOaに懸濁して -800

で保存した.

酵素活性測定法 Total A TPase， Na， K-A TPase， 

アルカリフォスファターゼ活性測定は前報9)に従った.

なお Na，K-ATPaseは 1mMウワパイン存在下のウワ

パィ γ感受性 ATPase活性で求めた.

ク事ルコースー6ーフォスファタ{ゼ活性は Swansonl3)の

方法を改変して用いた. 反応液は全景 0，5mlとした.

5'ーヌグレオチダーゼ活性は終濃度 5mM5'-AMP， 

5mM塩化マグネシウム， 50mM トリス一塩酸 (pH7. 5) 

の反応液 0.5ml中で， 370 で反応させた. 酵素反応に

より遊離した無機リシ酸を Fiske-Su bbaRoww の方法

で測定した.

混在するタンパクの潟りは SDSを加えて消した15)

SDS は混在するタンパグ量により 0.6~1% 加えた.

アデニレイトサイクラ{ゼ活性は RodbelJ16)らの方法

を改変して用いた.(1)水銀化合物の作用が複雑になるの

を避けるためATP再生系を反応系から除いた.(2)ATP 

濃度は 2.5mMにし，時間一活性曲線の直線部分で測

定を行なった.反応液は終濃度 2.5mMCα'_32PJ A TP 

(10.......，20 cpm/p mole)， 5mM塩化マグネシウム， 9mM 

テオフィリ γ，1mM c-AMP， 15mMフッ化ナトリウ

ム， 50mM トリスー塩酸 (pH7. 5)を含み全量 O.lmlと

し，反応は 300 で行なった.反応の停止には，40mM 

A TP， 1. 4mM c-AMP， 2%SDS， pH 7. 5を O.1ml 添

加した. cyclic AMPの分離は Rodbell16) らの方法C

に従い， Dowex 50WX4カラムを使用した.

水銀化合物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 5分間予備加温し，そ

れに基質を加え反応させた.

蛋白質定量法 Lowry17)らの方法で行ない，ウマ血清

アルブミンを標準物質として用いた.

結果

Table 1にウマ脳，ラット肝から得られた細胞膜画分

の各々の酵素活性を比活性で表わした.5'ーヌクレオチダ

{ゼ，グノレコ{ス-6-ブォスファターゼ活性はラット肝細

胞膜で高く，一方フッ化ナトリウム存在下のアデニレイ

トサイクラ{ゼ活性は両標品でほぼ等しい比活性を示し

た.フッ化ナトリウムによる活性化はウマ脳細胞膜画分

で2.3倍，ラット肝細胞膜画分で11.1倍であった.フッ化

ナトリウムで活性化されたウマ脳細胞膜回分のアデニレ

イトサイクラ{ゼは安定性がよく， 6か月経過後も活性

の減少がみられなかった.これに反し，ラット肝細胞膜

回分のアデニレイトサイクラ{ゼは不安定でー200 4適

Table 1. 細胞膜画分の酵素活性

細ラ胞ッ膜ト画肝分 ウマ日回前
細胞膜分

Total A TPase* 54. 7 53. 7 
Na， K-ATPase* 4. 7 43.4 

5'-Nucleotidase* 18.0 0.2 

Glucose-6-phosphatase* 4.1 n. d. 

Alkaline-phospha taseキ 1.4 0.5 

Adenylate cyclase料

-NaF 0.4 2.4 

十15mMNaF 5.0 5.6 

比活性は *μmolePi/mg protein/h， 

料 7zmole c-AMP /rng protein/10min.で表示した.

Na， K-ATPaseは 1mMウワパイン存在下のウワパイ

ソ感受性ATPase活性で求めた.

n. d. : not detectecl 

問で活性は半分に低下した.そこで，水銀化合物の阻害

実験には， 5'ーヌグレオチダーゼとグルコースー6-フォス

ファターゼはラット肝細胞)J莫画分を用い，アデニレイト

サイクラ{ゼはラット肝およびウマ脳細胞膜回分を用い

た

Fig.1は， ラット肝細胞膜画分の 5'ーヌクレオチダー

ゼに対する阻害である 5'ーヌクレオチダーゼは用いた

水銀濃度範囲では三種の水銀化合物による阻害がみられ

なかった. 同じ酵素襟品中のグルコ{スー6ーフォスブア

ターゼ活性は，三種の水銀化合物で、阻害された (Fig.

2). 塩化メチル水銀は高濃度側で、阻害がやや弱く， PC 

MBと塩化メチル水銀の阻害曲線はよく類似していた.

ウマ脳アデニレイトサイクラーゼに対する三種水銀化

合物の阻害は，塩化第二水銀， PCMB，塩化メチル水銀

の阻害に大きな差がなく，半阻害濃度は 10-5M の桁で

あった (Fig.3). 

Stor111， Gunsalus10)らは塩化メチル水銀が他の水銀化

10マ E量 金 塵@ 盟国 串図 亀 亀
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Fig. 1. ラット肝 5'ーヌグレオチダーゼに対する水

銀化合物の|阻害 タンパク最 32阿 /ml，
横ijilliは各種水銀濃度を示す

種審 HgCI2， ム CHaHgCI，関 PCMB
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Fig.2. ラット肝グ、ルコ{スブォスブアターゼに対

する水銀化合物の阻害

タンパク量 29μgjml， 一8-HgCI2， 
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Fig.3. ウマ脳アデニレイトサイクラーゼに対す切る

水銀化合物の阻害タンパク量 1200μgjml，
一8-HgCI2， -A-CH3HgCl， 一層覇-PCMB
破線はタンパク量 400μgjmlで求めた塩化
メチル水銀の|阻害曲線

合物に比べ特異的にラット肝アデニレイトサイクラーゼ

を阻害すると報告しているが，私共の実験ではそのよう

な結果が得られなかった.彼らの報告とくい違う理由と

して，次の 3点について検討した 1)Stormらと同じ

タンパク濃度で測定した半阻害濃度は 10-5M で Storm

らの報告の1O-7Mより100倍高濃度であった. Fig.3に

メチル水銀の阻害rltl線を破線で、示した. 2) StOf111らの

実験は水銀化合物と酵素を予備加温した後， 25倍に稀

釈，遠心して未反応の水銀化合物を除去している.そこ

で，同様な操作を行ない阻害曲線を求めた (Fig.4). 

遊離水銀化合物を除去しても，阻害の強さの)1煩，半阻害

濃度は前述の結果とほぼ一致し，違いはみられなかっ

た.3)彼らは酵素標品として Neville12)の方法に従って

得たラット肝細胞膜間分を用いた.一方，私共はウマ脳

細胞Il莫画分を用いて実験を行なってきた.酵素標品によ

り差があるかもしれないので，ラット肝細胞膜回分のア

デニレイトサイクラ{ゼ阻害を調べた. Fig. 5で示す

ようにウマ脳とよく似た阿.需を示した.これらの検討の

結果， Stormらの報告のように塩化メチル水銀が特に低

濃度で阻害するという結果は得られなかった.

163 
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Fig.4. ウマ脳アデニレイトサイクラ{ゼに対する

水銀化合物の阻害未反応の水銀化合物を

除去した後，活性を測定した.

タンパク量 1200μgjml，一暢-HgClz， 
-A-CH3HgCl， 一麟-PCMB 

10 

a 
‘h B 

〉、

:芸 50
:宮
崎

。 1O7. 

Fig.5. ラット肝アデニレイトサイクラーゼに対す

る水銀化合物の阻害

タンパグ量 500μgjml，一8-HgClz， 
-A-CH3HgCl， 一重量一 PCMB 

前報9)で報告したように，水銀の半眼害濃度はタンパ

ク濃度に依存して変わる. Fig. 2，...._，，4の結果を，タンパ

ク量 8μgjmlで、反応させた時の半阻害濃度に換算し，

Table 2にまとめた.アデニレイトサイクラーゼ， Na， 

K-ATPase，グルコースー6-フォスファタ{ゼはすべて

三種の水銀化合物により， 10-7M の桁で半阻害された.

アデニレイトサイクラーゼに対する阻害には種，臓器に

よる差はみられなかった.阻害の強さは塩化第二水銀>

TabJe 2. 細胞膜画分諸酵素に対する

水銀化合物の阻害

半阻害濃度(x10-7M) 

HgCl2 CH3HgCl PCMB 

NaF-Adenylate H. B. 1.2 3.0 1.7 
cyclase 

R.L. 0.5 1.3 0.8 
Na， K-A TPase H.B. 1.9 7.2 4.5 

Glucose-6- R. L. 3.2 6. 1 5.4 
phosphatase 

Protein 8μgjml 
H. B.; horse brain， R. L.; fat liver 
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PCMB>塩化メチル水銀のJI買で、あった.

考察

私共は，水銀化合物の細胞膜諸酵素に対する阻害作用

を調べてきた.本報告ではさらにウマ脳，ラット肝のプ

デニレイトサイクラーゼ， 5'ーヌクレオチダーゼ，グノレコ

{スーかフォスブァターゼに対する作用を調べた. 5'ーヌ

グレオチダーゼは用いた水銀濃度範囲では無機，有機水

銀化合物何れでも限害されなかった.アデニレイトサイ

クラーゼとグルコ{スー6ーフォスファターゼは三種水銀

化合物で強く阻害され，阻害は Na，l{-A TPaseと同程

度であった.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をなすため，

水銀化合物の到達のしやすさに差異があるためかはわか

らない.しかしながら，前報9) と本報告の結果をまとめ

てみると，細胞膜諸酵素は三種の水銀化合物による阻害

の様式から次の三群に分けることができる.(a)いず、れの

水銀化合物でも阻害されるもの， (b)塩化第二水銀でのみ

阻害されるもの， (c)いずれの水銀化合物でも阻害されな

いもの.a群には， Na，K-ATP包se，アデニレイトサイク

ラーゼ， Mg-A TPase， K-PNPPase，グルコ{スー6ーフォ

スファタ{ぜが含まれる a群はいずれも膜機能と密接

な関係を有する酵素であるから，これらの酵素に対す

る阻害は膜機能障害を反映しているものと考えられる.

また，これらの酵素は SH剤で活性の回復がみられる

ことから8，18，19，2へ阻害には SH基が関係していると思

われる b群はアルカリフォスファターゼが合まれる.

無機水銀の阻害は Znイオン共存下で消失することか

ら，この酵素の塩化第二水銀による阻害は Znイオン結

合部位仰と関係があるのかもしれない c群はアセチル

コリンエステラ{ゼと 5'ーヌグレオチダーゼ、が含まれ

る.この二つの酵素は実験に用いた水銀濃度範聞ではま

ったく血書されなかった.

次に水銀の側から酵素に対する作用を考えてみると，

阻害の強さは常に塩化第ニ水銀>PCMB>極化メチル

水銀の)1慌で，塩化メチル水銀に比べ塩化第二水銀の方が

酵素に対する親和性が強い.塩化第二水銀の方がメチル

水銀よりも分子半径が小さく，反応基に近づき易いため

と思われる.

アデニレイトサイクラ{ゼ阻害で得られた結果は

Storm10)らの報告と大きくくい違い，塩化メチル水銀が

特異的に阻害するという結果は得られなかった.彼らと

の違いが生じた理由が，操作上または酵素標品の差によ

るのかもしれないと考え検討したが，いずれの場合も

Stormらと一致した結果は得られなかった.なお彼らが

遊離水銀化合物を除くのに用いている遠心条件は

20，000g 10分間で，これは膜分画を完全に沈殿させる

には不充分であることが予想される.水銀化合物が結合

していない酵素はこの遠心条件で充分に落ちないという

ことがあれば，彼らとのくい違いの一部は説明できるか

もしれない.

また，水銀化合物溶液は保存により濃度が変化しやす

いとし、う報告がいくつかある21，22) 私共が使用した水銀

溶液の濃度は，あらかじめ無炎原子吸光法とガスクロマ

トグラフィ{法より検定した.それゆえ水銀の濃度が変

化していたという可能性はない.

最近， MavierとHanoune23)はラット肝細胞肢のアデ

ニレイトサイクラ{ゼに対する水銀利尿剤(マーサリル，

PCMB， p-ヒドロオキシマーキュリ{安息香酸等〉の阻

害作用を報告しているが， PCMBについては彼らの報

告と私共の結果とよく一致していた.

要約

前報に続いて，ウマ脳およびラット肝の細胞膜標品に

対するメチノレ水銀，塩化第二水銀， PCMBの障害作用

を，種々のJl英酵素に対する阻害で調べた.

アデニレイトサイクラーゼ，グノレコ{スー6-フォスブア

タ{ゼは三種水銀化合物で阻害され，その阻害は Na，

K-ATPaseと向程度であった.一方， 5'ーヌクレオチダ

ーゼは三種の水銀化合物でまったく阻害されなかった.
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赤串球膜 Na， KwATPaseおよび陽イオン輸送におよ{ますフ口リジンの影響

中川敦子ぺ中尾 )1関子*

Eff ects of Phlorizin on N a，K幽ATPaseand 

Cation Transport in Human Erythrocytes 

ATSUKO NAKAGAWA* and TOSHIKO NAKAOヰ

ブロリジンは植物に存在する配糖体で腎細尿管に作用 p川 eに対する影響についてとト赤血球を用し、て観察し

し腎性結尿を引起す.このことから細胞での糖輪送を抑 た.

える物質として特に生理学者に注目され，糖の輸送機構 実験方法

の解明に重要な物質とされてきた. 赤血球膜酵素標品の調製 Doclgeらの方法s)に従った.

指Ifの輸送には 2つの型がある. 1つは脂肪細胞， ijJ~I (Jl すなわちヒトの 4週間保存血に 9容最の 0.9%NaCIを

球，エールリッヒ細胞など多くの組織でみられる，糖の 加え， 3，000 rpm 10分間遠沈 (MarllSelnMoclel 50M) 

波度勾配に従った細胞内への取込みで、担体を介した促 し，吸引により血妓と白血球j留を|除く.同様な操作で3

進拡散 (facilitateclcliffllsion)である.もう Iつは小腸 問洗った赤血球に9容量の冷再沼水を加えて溶血し，時

および腎細尿管でみられるナトリウムに共役した糖の取 々撹伴しながら30分間放置する.20，000 r.p.m. 25分間

込みである.この型では膜に存在する担体がナトリウム 遠沈 (SorvallSS-34 rotOlうして上清を除き，沈肢を

と臓で三重複合体を形成し濃度勾配に従ってナトリ 2.5mM Tri':-HCI (pH 7. 45)で3回洗う.得られた乳

ウムが細胞内へ取込まれるのに伴し、結も取込まれる.出III 1'-1色の沈殿に冷再出水を加え，テアロンホモジナイザ

胞内に取込まれたナトリウムは紫i民側に存在するナトリ ーで10[ill上下したものを赤血球)]英酔素標品として使用し

ウムポンプ。で出IfIIJ包外へ排出されるため，結果としては~Y，lf た.

が濃度勾配に逆って細胞内に蓄積される.糊の輸送に直 ATPase活性の測定 中尾らの方法7)に従った.反応

接エネルギーが使われていないという点でこれも一種の 液の組成は 140mMNaCI， 14mM KClまたは RbCI，

促進拡散と考えられる. しかし最近Kimmicl山2)により 5mM MgCI2， 3mM A TP-2Na， 1mM GEDT A， 0.5 

糖の輸送にも直接 ATPaseのエネルギーが使われてい mM  EDTA， 40mM Tris-HCl (pH 7. 5)および酵素標

るという報告がでている.フロリジンは前者に対しては 111!とし全量を 500μfとした 3TCに加掘して反応を開始

非競合的に，後者に対しては競合的に阻害する L，30分間インキュベート後， OOCで、反応を停止し， 10 

一方，フロリジンが Na，K-A TPase 活性を阻害する % SDS 50μfを加えて， 遊離した無機りん酸を Fiske

ことが RenzoRencliめにより初めて明らかにされ，その Subbarrow法8)で測定した 10-3M ウアパインで阻害さ

後 Na，K-ATPaseの部分反応であるカリウム依存性ホ れる活性を Na，K-A TPase活性とした.タンパク質の

スファターゼ活性を促進することが藤田らりによりみつ 測定は行ウシJfrL清アノL.ブミンを標準液として Lowry法9)

けられた. この複雑な反応に対し }¥obinson5)はブロリ に従った.酵素の比活性は μmolePi/mg prot. /hr. で

ジンが酵素のナトリウムに対する親和性を下げ，カリウ 表わした.用し、た醇素標l品の Na，K-A TPase比活性は

ムに対する親和性を上げるためであると説明し，制の輸 O. 5~ 1. 5であった.

jぎにもこの作用が影響していると推測している. ヒト赤血球の可逆溶由 ヒト保存l臥は採J[U後4週間以

ここでは備の輸送と Na，l'く-ATPaseの関係を調べる 内に使用した.可逆溶血した赤血球は¥iVhittamの方

目的で，フロリジンの|場イオン輸送および Na，K-A T- WlO)で得た.すなわち，酵素原品を得る11寺と同条件で洗

*東京都立衛生研究所T1J-vum 160 東京市新宿区百人町 3--24-1
中 TokyoMetl'opolitan R州~:ll・ ('11 Labol・atol・y01' Public Health 

24-1， Hyakunincho :J chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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った赤血球に 8容量の 5mMA TP， 6mM MgC12を加

えて低張にし，室温で 10分間時々撹伴しながら溶血す

る.3M NaClを適量加えて等張にもどし，3TCで40分

間インキ t ベ{トして!慌を回復させる.20，000r.p.m.5 

分間違沈 (SorvallSS-34 rotor)して上清を吸引で除き，

沈殿を 0.9%NaClで3回洗う.沈殿に溶液A (80mM 

NaCl， 100mM Sucrose， O.lmM GEDT A， 1. 1 mM  

Glucose， 20mM Imidazole-HCl (pH 7. 4))を加えて懸

濁したものを可逆溶血した赤血球として使用した.フロ

リジンを取込ませた赤血球は，溶血時に 5x 1O-4Mまた

は 8x10-4M フロリジンを加えて同様に調製した.

可逆溶血した赤血球における 86Rbの取込み反応液

の組成は溶液A，1mM 86RbCl (5， 000~10， 000 c.p.m./ 

tube)可逆溶血した赤血球 0.5ml(赤血球として 0.42~

0.45ml) とし全量を 1ml にする • 3TCで90分間インキ

ュベ{ト後O"Cで反応、を停止し，直ちに 17，000r.p.m 

20分間遠沈 (TominagaI¥_S-18 No. 3 rotor)して赤血

球を分ける.上清200μfをプランシェットに移して乾燥

後 GM カウンタ~ (Aloka)で放射能を測定する.上清

の放射能の減少を赤血球に取込まれたものとみなし赤血

球 1mlあたりの 86Rbの取込みとして表わした 10-3M

ウアパインで抑えられる 86Rbの取込みをウアパイン感

受性 86Rbの取込みとした.フロリジンを取込ませた赤

血球は溶血時のフロリジン濃度を 5x 10-4M として調製

した.

可逆溶血した赤血球の ATPase活性反応液の組成

は赤血球膜 ATPase活性の測定と同様として，可逆溶

j血した赤血球 0.2ml(赤血球として O.15~0. 17m!)を

加えて全量を 1m!とする.3TCで30分間インキュベー

ト後， ooCで反応を停止し， 50% トリクロルmiド酸 O.lml

を加えて除タンパクする.ooCで10分開放置後， 3，000 

r.p.m. 10分間遠沈 (MarusanMoc1el 50M) し，上清

0.5mlを用いて無機りん酸を測定した. りん酸を測定し

た残りに 2NN aOH O. 5mlを加え，室掘に放置して沈

殿を溶かしタ γパク質を測定した.ブロリジンを取込ま

せた赤血球は溶血時のフロリジン濃度を 8x 10-4M とし

て調製した.

可逆溶血した赤血球内の ATP含量の測定 ATP測

定キットを使用した.可逆溶血した赤血球 1容に冷却し

た6N過塩素酸4容を加えて ATPを抽出する. 3，000 

r・p.l11. 10分間遠沈 (MarusanMoc1el 50M)した上清に

ついて ATP濃度を測定した.反応、はキュベットに溶液

1 (500mM Triethanol amine (pH 7. 6)， 4mM MgS04， 

6mM Glycerate-3P) 3m/，溶液 11(2. 5mM NADH) 0.2 

m!，赤血球の過塩素酸抽出液O.lmlを加えて混和する.

これに溶液国(GAPDH7 mg/m/， PGK 1 mg/ml， GDH/ 

TIM 2 mg/ml) 20μJを加えて反応を開始し 340mμ に

おける吸光度の減少を測定した.

試薬 ブロリジンはシグマ社， 86Rl】は NewEnglanc1 

Nuclear社， ウアパインはメノレク社， GEDTAは和光純

薬工業， ATPは協和発酵工業， ATP {JliJ定キットはベ

ーリンガ~ .マンハイム社の製品を使用した.

実験結果

ブロリジンの赤血球i民Na，K-A TPase活性に対する濃

度阻害曲線を図 1に示した.みかけの半阻害濃度は1.5

x 1O-4Mでブタ脳11)およびラット脳5)の酵素に対する半

阻害濃度 (6x 1O-5M)に比べてやや高い.ブロリジンの

水に対する溶解性が低いので高濃度のi!rs四については検

討できなかったが，赤血球!日t酵素i製品についても脳の酵

素と同様に完全阻害はみられなかった.ブロリジンのブ

タ脳 Na，K-A TPase活性に対する影響はナトリウムに

対するカリウムの比が小さい時に促進され，通常の活性

B ~ . 
〉、
制

〉

100 

ぢ 50
4 

10句6 10噂5 10-4 10-3 

Phlorlzin (M) 

|玄11 赤血球)j英 Na，K-A TPaseに対するフロリジ

ンの濃度1111害曲線

ブロリジン無添加11寺の活性を 100%とした

相対活性で表した.

測定条件下(140mMNa， 14mM K)では阻害される.ル

ピジウムは Na，K-A TPase においてカリウムのf¥;;りに

なり得るがフロリジン存在下でも|可様な効果があるかど

うかを検討した〈図 2).との図では 140mMNaCl， 14 

111M KClまたは RbClで得られた活性を 100%として

表わしたが，いずれのイオンでも低濃度の範囲で、フロリ

ジンによる活性の促進がみられた.なお最適条件下での

Na， Rb-A TPase活性は Na，K-A TPase活性の約60%

であった.

Na， K-A TPas(うは!践における陽イオンの能動輸送を

行う酵素である 86Rb の細胞内への取込みに対するフ

ロリジンの阻害を無傷赤血球で観察すると， Na，K-AT-

Pase活性が60%間ー害される濃度のフロリジン (2X 10-4 

M) で 861仙の取込みは 7'~15% しか1m.害されなかっ

た11)酵素活性とイオン輸送に対する阻害の違いはブロ
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球外から作用させたとき， (B)溶血時に5X 10-4 

Mフロリジンを加え赤血球内から作用させた

とき，一一:フロリジン非存在下，一一一:フ

ロリジン存在下，.:全 86Rb取込み， 0 
ウアパイン感受性 86Rb取込み

医14

10 20 

KCI (mt-l) 

Na， Rb-A TPase活性(A)および Na，K-AT

Pase活性(B)におよぼすブロリジンの影響

NaCl 140mM， KClまたは RbCl14mM 

でブロソシンを加えない時の活性を 100%と

した相対活性で、表した.

⑧一一.:フロリジン無添力11，

0-一一o: 2x 1O-4M フロリジン添加.
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可逆捺血した赤血球における細胞内外 ATP

の水解

一一:反応液に 3x1O-3M ATPを添加した

とき，一一一一:反応液に ATPを添加しない
とき， φ:全ATPase活性， 0 : Na， K-ATP 
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図5 可逆溶血した赤血球の ATPase活性

フロリジン無添加11寺の活性，一一一一:フロリジ

ンを赤血球外から作用させたときの訂i性，一ー一一・

ブロリジンを赤liu.sJe内から作用させたときの活性，
.:全 ATPase活性， 0: Na， K-A TPase活性
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30 

Ti me 
リジンの作用部位による違いと考え， nJ逆溶lJUによりフ

ロリジンを取込ませたtJí~l(ll球を用いて 86Rb の取込みに

対する影i時を観察した.人TP川 Pは中IlIJl包内 A.TPのみを

基質とするので、可逆(f_~ I (j L した赤 I (j LJ~Jçの表宍が正常である

かどうかを細胞内および細胞外の ATP水解の差で確か
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めた.図 3に示したように反応液に加えた ATPの水解

は細胞内ATPの水解に比べて{尽く，可逆溶血した赤血球

の大部分は)]莫の表哀を正常に保っていたと考えられる.

可逆溶血した赤血球内の ATP波度を測定した結果は

2~3x 1O-3Mで ATPaseに対する ATPの KI11値3x 

1O-4Mに比べ充分な量であった.またフロリジンを取込

ませた赤血球で、も同様な結果が得られた.

TiJ逆捺血した赤血球の 86Rbの取込みに対するフロリ

ジンの影響を図 4に示した.外側に加えたフロリジンに

よる86Rbの取込みに対する1111害は無傷赤[血球でみられた

のと同程度〈図4-A)で、あったが，内側のフロリジンで

は強く阻害された〈図4-B). 可逆溶血した赤血球の

ATPase活性が細胞内および細胞外のフロリジンで阻害

される程度を図 5に示した.赤血球内のブロリジンは赤

血球外のフロリジンに比べて，全ATPase活性に対-しで

もNa，I心ATPase活性に対・しでも強い!日J害作用を示した.

考察

フロリジンの赤血球Il英 Na，K-A TPase活性に対する

阻害と， Na， K-ATPaseによって発現される陽イオン

能動輸送に対する阻害の聞に差がみられた11)のは赤血球

膜におけるフロリジンの作用部位による違いかもしれな

い.フロリジンは小)]易粘膜12)および可逆溶血した赤血

球13)でJl英を通過しないことが確かめられているので， riJ 

逆溶血によりフロリジンを取込ませた赤血球を用いてフ

ロリジンの作用が!肢の内外で、差があるかどうかを検討し

た.その結果赤血球内のフロリジンは外から加えたブロ

リジンに比べて， 86Rbの取込みおよび ATPase活性を

共に強く阻害した.赤血球内のフロリジシによる阻.害の

程度は両反応、とも赤血球Il莫 Na，K-ATPase活性に対す

る阻害にほぼ見合うもので、あった. さらに Na，K-AT-

Pase活性に対するフロリジンの阻害は基質である ATP

濃度を上げることにより回復し，その反応は競合的な形

に近い11)以上のことから赤血球l民 Na，K-A TPaseお

よび陽イオン輸送に対するフロリジンの作用部位は赤血

球肢の内側であることが強く示唆された.

赤血球!摸における糖の輸送に関してはフロリジンのア

グリコ γであるフロレチンを用いた Beneちらの実験1り

がある.糖の取込みに対するフロレチンの阻害作用は膜

の内外で等しく， t胞に対して!肢の反対側で作用すると結

論を出している.陽イオン輸送に対するフロリジンの作

用は膜の内側でのみ有効で、糖輸送に対する阻害とは異な

っていた.またフロリジンは赤血球における硫酸イオ γ

の流出13)をフロレチンはりん酸イオシの流出15)を外側か

ら阻害し，ウレア1のおよび塩素イオンの輸送17)には同じ

側から阻害する.フロリジンの糖の輸送に対する阻害

と，これら陰イオン輸送に対する阻害の関係は今のとこ

ろわからない.

可逆溶血した赤血球におけるウアパイン非感性 86Rb

の取込み(全 86Rb取込みからウアパイン感受性取込み

を差ヲiし、たもの〉も細胞内のフロリジンで阻害された

(図4-B). ウアパイン非感受性 ATPaseはインシュリ

ンが!肢に作用するときの第 1段階に関与しているとの報

告18)もあるので，純輸送との関係で興味ある問題として

残されている.これらの点に関しては赤血球の糖輸送に

対して競合的な阻害作用を示し，阻害力も強いフロレチ

ンを用いた方がより効果的である.

最近は小腸粘膜および腎細尿管におけるフロリジン受

容体の性質が明らかにされつつあり，ここから粕輸送の

担体を精製しようという試みがなされている 19) 一方赤

血球においても種々の方法です!莫タンパク質を溶かし担

体と立体特異的な踏との結合を利用して糖輸送の担体を

精製する試みがなされ，担体のJl英内での配向性について

も検討されている加.これらと合わせてブロリジンある

いはフロレオチンの作用部位を考えてみる必要もあろ

う.

I!英に対する薬物の作用を考える場合その作用部位と作

用機作は重要な問題となる.その点で可逆溶血した赤血

球は他の薬物の作用を研究するうえで有効な材料となり

得ると忠オつれる.

要約

Na， K-A TPaseと陽イオン輸送に対するブロリジン

の作用が赤血球Il莫の内外し、ずれで、あるかを可逆溶r(rlした

赤血球を用いて検討した.

1) フロリジンの赤血球Il英 Na，K-A TPaseに対する

三|三阻害濃度は 1.5x 1O-4Mであった.

2) 可逆溶rfnした赤血球の大部分は元の赤血球の表哀

を保っていた.

3) 可逆溶血した赤血球における 86Rbの取込みは赤

血球内フロリジンで阻害され，阻害の程度は赤血球膜

Na， K-A TPaseに対する阻害に見合うものであった.

4) 可逆溶lfnした赤血球の Na，K-A TPase活性は赤

血球内フロリジンで阻害され， l¥ll害の程度は赤血球膜

Na， K-A TPaseに対する阻害に見合うものであった.

以上の結果， Na， K-A TPaseおよび陽イオン輪送に

対してフロリジンは膜の内側でのみ作用することが示唆

された. これは糖輸送に対しl践の内外で同じ阻害効果を

示すフロリジソの作用とは異なっていた.
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黄体形成ホルモン放出ホルモン (LH-RH)の雄

ラット性腺および富IJ腎におよ{ます影響

大石真之牢

E旺ectof Luteinizing Hormone銅Releasing

Hormone on Gonad and Adrenal of Male Rats 

SHINSHI OISHド

下垂体ゴナドトロピンの分泌が，祝床下部神経細胞か

ら分泌される放出ホルモンによって支配されていること

は，既に明白な事実として認められている.放出ホルモ

ンは祝床下部の中央隆起で、下宜主体門脈系に入札下垂体

細胞に達して下垂体ホルモンの放出を促進することもよ

く知られている.

視床下部の神経細胞で作られる黄体形成ホルモン放出

ホノレモγ(LH-RH)を分離する試みは，かなり以前から

行われていたが，その含量が少ないため非常に悶難で、あ

った.1971年Shallyらし2)はブタ視床下部より LH-RH

の精製に成功し，次いでMatsuoらのにより化学構造の決

定がなされた.その構造は (Pyro)-Glu-His~Trp-Ser­

Tyr-Gly-Leu-Arg-Pro-Gly-NH2である. さらに化学

合成がアメリカ，日本， ドイツ，フランスなどで行わ

れ4川，それとともにLH-RHの生理的， I臨床的研究が行

われている.またLH-RHは下主体機能や性腺系機能の

検査に臨床的応用も行われているが6)， LH-RHを一定

期間投与しつづけた場合の影響についてはほとんど知ら

れていない.特に臨床応用聞で、は雌性性腺系に対・する

研究が主であり，雄性性腺系に対する研究はほとんどな

い.そこで今回雄ラットを用いて， LH-RHの内分泌系

におよぽす影響について実験を行った.

実験材料および実験方法

実験動物実験にはWistar-Imamichi系雄ラットおよ

びWistar-]CL系雄ラット(日本クレア)を用い，屠殺

時に12週令になるようにした.飼料摂取および飲水は自

由に行わせた.

試薬 実験に用いた合成LH-RHは第一製薬株式会社

より提供されたものを，また人紋毛性ゴナドトロピン

(HCG)は帝国臓器ゴナトロピンを使用した.抽出に使

用したジクロノレメタンは，硫酸洗浄，水洗，脱水し， 2 

回蒸間し，使用直前さらに 1@蒸潤したものを用いた.

硫酸は和光純薬精密分析級，標準ステロイドは Sigma

Chemical CO.を用いた.テデ、ヒドロエピアンドロステロ

ン (DHEA)一7α一-3H(20.8 Cijハ1111110叶leの〉は NewEnglanχd 1 
Nu川cle町t訂 Corp.を薄層クロマトグラフィ (TLC)で精製

(ベンゼン:酢酸エステノレ=2:1)を行った後使用した.

POPOP (1，4-bis-2-(5-phenyloxazolyl)-benzeneJおよ

び PPO(2， 5-di-phenyloxazole)は PackardInstru111ent 

Co.またベγトパノレピタ{ル(ネンブタール〉はAbott

Lab.を用いた. その他の試薬はすべて和光純薬精惰分

析級あるいは特級を使用した.

投与方法以下投与に用いた LH-RHおよびHCGは

すべて生理食塩水に溶解し，対照群は生理食塩水のみを

投与した.動物数は 1群5-10匹を使用した.

1. ラットに LH-RH200μgjkgを1回腹腔より投与

し O分， 3分 6分， 10分， 15分， 30分， 60分後にネ

ンブタ{ル麻酔下に宰丸静)]IKI(rlを採取した後に事丸重量

を測定し，血妓および宰丸についてはテストステロン測

定時まで-800に保存した.

2. LH-RH 2μgjkg， 20μgjkg， 200μgjkgを腹腔よ

り投与し，投与1時間後および24時間後にネンブタ{ル

麻酔下に宰丸静脈血を採血した後，皐丸および前立腺重

量を測定し~{J~丸および血按はテストステロン測定時ま

で-800に保存した.

3. 2とまったく同様に LH-RHを投与した動物を 1

時間後および24時間後にネンプタ{ル麻酔下副腎静脈血

を採臨し血採はコルチコステロンおよび，11-deoxy17ケ

*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 Labol'・atoryof Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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トステロイド(11-deoxy17KS)測定時まで-800に保存

した.

4. LH-RH 2μgjkgjday， 20μgjkgjday， 200μgjkgj 

dayを 1日1回7日間または14日間連続投与し最終投

与の24時間後に宰丸静脈血を採血し，皐丸，前立腺重量

を測定し，血探および宰丸は-800に保存した.

5. 4と同様に LH-RHを投与し最終投与の24時間後

に副腎静脈血を採血した.血妓はホノレモン測定時まで

-800に保存した.

6. HCG 10 1. U. jratjdayあるいは10001. U. jratj 

ふげを 1日1凹10日間連続投与し，最終投与の24時間後

に宰丸静脈r(Ilを探lUiし，事九，前立腺，精嚢重量を秤量

し， 血妓および宰丸はホルモン測定11寺まで-800 に保存

した.

~~~丸静脈血の採血は大沢らわの方法に従い， i言1]腎静Wî\

血の採血は Lipscomband Nelson8)の方法に従った.

測定法 宰丸中および皐丸静脈血撲中のテストステロ

ンの測定はジクロルメタ γ抽出しアルカリ洗浄後 TLC

により精製し赤色鐙光法9)により行った.

副腎静脈血中コルチコステロ γの測定はジクロノレメタ

γ抽出し鐙光法10)で行った.

副腎静脈血撲中非抱合型ll-deoxy17KSはジクロルメ

タン抽出し Radioimmunoassayを行った Radioimmu-

noassay用の抗DHEA-3-BSA抗血清は関原ら11)により

作製されたものを使用した Assay法はチヤ{トに示し

た.

1. 10μ1 of plasma diluted with water to 2ml ancl 

extractecl with 10ml of CH2CI2 

2. Evaporated to dryness uncler N2 

3. Dissolved in 1ml of CH30H 

4. 0.5ml of CH30H solution transferred to assay 

tube and evaporated 

5. O. 3ml of antiserum solution containing 3H-DHEA， 

BSA， and bovine gamma-globulin 

6. Incubated at 370C for 30min. 

7. Salting out with 0.3ml of saturated (NH4)2S04 

8. 0.3ml of supernatant taken into counting vial 

9. Bray's scintillator added and countecl 

チャート1.血按非抱合型llcleoxy17KSの radioimmuー

noassay法

結果

1. DHEAを標準物質とした時の非抱合型l1-cleoxy

17KSの標準曲線を図 1に示した.本測定法の Precision

言、

Q) 

90 

70 

忠50
LL. 

30 

0 

曜診

o 100 200 300 400 500 
o HEA(pg) 

図 1. lldeoxy 17KS測定用標準曲線(DHEA当量〉
抗 lldeoxy17KS-3-BSA抗血清5000倍稀釈

2.0 

30 60 

1 ・ 5~ B 

0.5 

o 30 60 
Time after Injection(min) 

図 2. LH-RH200μgjkg 1回投与後の皐丸組織中お
よび皐丸静脈血撲中テストステロン濃度の変化
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は変動係数にして 13.5， Accuracyは 114%であった.

DHEAを標準物質とした場合，抗 DHEA-3-BSA抗血

清5000倍稀釈で、0-500pgの範囲で、測定可能で、あった.

2. LH-RH 200μgjkg 1回投与後の皐丸組織中およ

び宰丸静脈血撲中テストステロン濃度の経時的変化を図

テストステロ γ濃度は 1日， 7日連続， 14日連続のいず

れもLH-RH投与により減少傾向がみられた.

表 4. LH-RHのラット皐丸静脈由競中テストステ

ロン濃度におよぽす影響(μgjml)

2に示した軌静脈附ヨテストステロン濃度U- 3Z 24時間
RH投与後ただちに増加を始め， 15分で極大に達し， 30 

分後に一過性の減少がみられ再ひ、増加した.宰丸組織中

のテストステロン濃度も楽丸静脈血探中濃度とほぼ同様

7日間 14日間

な変化を示した.

3. LH-RH連続投与時の雄ラットの体重，翠丸およ

び前立腺重量におよびす影響については表 1，表2およ

び表3に示した.体重，準丸重量，前立腺重量のいずれ

も14日連続投与後も対照群と有意な差は認められなかつ

た.

表1. LH-RHの雄ラット体重におよぼす影響(g)

投与量 1時間 24時間
(μgjkg) 7日間 14日間

o 466土22 456土22 442土29 451::1::9.9 
2 450土26 428土12 432土39 429土30

20 450土81 414土43 458土51 L137土29

200 454土23 423土30 467土25 462土21

動物数4-5匹の平均土標準誤差

表 2. LH-RHのラット皐丸重量におよぼす影響(g)

投与量 1時間 24時間(μgjkg) 7日間 14日間

o 3.04土0.27 2.89土0.23 2.94土0.30 2.84土0.09
2 2.78土0.10 3.07土0.09 2.85土0.36 2.99土0.20

20 2.88土0.31 2.92土0.16 3.11土0.24 3.10土0.25

200 3.09土0.24 2.90土0.17 2.98土0.15 2.98土0.25

動物数5匹の平均土標準誤差(両側重量〉

表 3. LH-RHのラット前立腺重量におよぼす影響(g)

投与且
〈μgjlあ 1時間 24時間 7日間 14日間

o 0.687土0.112 0.479土0.316 0.526土0.229 0.596土0.172

2 0.625土0.160 0.496土0.089 0.617土0.087 0.440土0.060

20 0.609土0.276 0.392土0.139 0.647土0.080 0.63，(土0.115

200 0.790土0.138 0.547土0.169 O.ω3土0.115 0.547土0.122

動物数5匹の平均士標準誤差

4. LH-RH連続投与時のラット車丸静脈血撲中テス

トステロ γ濃度の変化を表4に示した.宰丸静脈血撲中

。1.11土0.46 O. 99土0.42 0.77土0.53
2 O. 76土0.23 O. 75土0.21 0.59土0.55

20 0.88土0.24 0.65土O.12 0.80土0.40

200 0.68土0.40 0.57土0.24 0.31土O.12キ

動物数4-5匹の平均土標準誤差叩く0.05

5. 皐丸組織中テストステロン濃度の変化を表5に示

した.皐丸組織中テストステロソ濃度は， LH-RH投与

u時間で各投与群とも増加がみられたが， 1日後， 7日
および14日連続投与後では逆に高い投与群で減少が認め

られた.

表 5. LH-RHの皐丸組織中テストステロ γ濃度

におよぽす影響 (μgjg)

投与量
(μgjl培) 1時間 24時間 7日間 14日間

1.28土0.99 し56土0.35 1.84土0.36 2.13土0.30

3.02土2.06 1.35土0.58 1.49土0.55 1.52土0.18

20 2.82土2.10 1.25土0.39 1.97土0.49 2.42土0.47

200 4.31土1.9け 0.90土O.訪中 1.18土0.14**0.91こた0.27*

動物数4-5]Z12の平均土標準誤差

*p<0.05， 中旬<0.01

6. 副腎静脈血撲中コルチコステロン濃度を表6に示

した. コノレチコステロン濃度は変動が大きく有意な差は

認められなかった.

表 6. LH-RHのラット副腎静脈血探中コノレチコス

テロン濃度におよぼす影響 (μgjdl)

投与量(μgjkg) 1時間 7日間 14日間

o 86土77 447土292 203土271

2 172土179 333土138 425土372

20 155土81 426土260 381土217

200 365土321 414土211 274土232

動物数2-5匹平均土標準誤差

7. 副腎静脈血妓中非抱合型11-deoxy17KS濃度を表

7に示した.非抱合型ll-deoxy17KSは7日連続投与後

に有意な上昇がみられた.
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表 7.LH-RHの副腎静脈血妓中非抱合型 11-deoxy

17KS濃度におよぽす影響(DHEAeq.μg/dl) 

投与量 1時間 24時間 7日間

。0.98土0.21 0.92土0.27 O. 79土0.38
2 0.94土0.36 0.54土0.25 0.94土0.23

20 1. 14土0.38 0.99土0.45 1. 20土0.28

200 0.94土0.26 0.81土0.33 1. 49土0.41ヰ

動物数4-5匹の平均土標準誤差， *pく0.05

8. HCG連続投与時の体重， 前立腺，精嚢および皐

丸重量を表8に示した HCG投与により皐丸重量の減

少と前立腺および精嚢重量の増加が観察された.

表 8.HCGのラット体重および副性器重量におよ

ぽす影響 (g)

♂開体重皐丸 精嚢 前立腺

32<1土5.7 3.43土0.05 0.67土0.03 0.55土0.03

10 318土4.4 3.00土0.14* 1.69土0.07**0.92土0.03宇中

1000 313土4.2 2.58土0.20牢*1.67土0.10宇*0.81こと0.0<1宇*

動物数10匹の平均土標準誤差

叩く0.01，**pく0.001

9. HCG連続投与時の皐丸静脈血撲中テストステロ

γ濃度を表9に示した. 日CG投与により皐丸静脈血中

テストステロン濃度に上昇・が認められた.

表 9.HCGのラット皐丸静脈血中テストステロン

濃度におよぼす影響

投与量(I.U.) 

0 

10 

1000 

テストステロ γ濃度(μg/ml)

0.31土0.09

0.87土0.17水

1. 43土0.19**

動物数8-10匹の平均土標準誤差

叩く0.01，**pく0.001

考 察

ことを認めている.さらに大沢らのは LHをマウスに投

与した際に，宰丸組織中のテメ、トステロン濃度がやはり

2相性を示すことを報告している.これら視床下部ホノレ

モンあるいは下垂体ホルモンにより刺激され分泌される

性ステロイドホルモンが2相性の合成分泌パタ…ンを示

す機構については，クソレコ{ス刺激時にみられるインス

リン分泌の 2~:目性ノξ ターンとは兵なり，第 l のピークも

第2のピ{クもともにテストステロンの新規合成による

ものとする大石ら 12)の仮説が発表されているもののまだ

不明で、ある.

LH-RHを14日間200μg/kgまで連続投与した場合，

事丸および前立腺重量の増加は認められなかったがp 事

丸静脈血技中および宰丸組織中テストステロン濃度の減

少傾向が認められた.矢内原ら13)は幼若ラットに LH-

RHを連続投与した際にテストステロン濃度の減少と副

性器重量の減少を報告している.

HCGを連続投与した場合， 前立腺および精褒重量の

増加と皐丸重量の減少，皐丸静脈血採中テストステロン

濃度の増加がみられることより， LH-RH投与による事

丸からのテストステロ γ分泌の減少をきたす機構は，

LH-RHにより分泌されたLHの宰丸に対する作用より

もむしろ LH-RHが直接視床下部あるいは下車体に LH

分担、低下14)等何らかの影響を与え，その機能低下を起こ

させた可能性が示唆される.

LH-RHの副腎皮質ホルモンに与える影響について

は， ll-deoxy 17KSが7日間連続投与群で増加傾向が認

められた Bardinおよび Petersonl5)は雄ラットを去勢

後 1週間で副腎静脈血中にアンドロゲンの増加を認めた

ことを報告しており， LH-RHを連続投与した際，皐丸

テストステロンの減少を生じさせると同時に副腎ll-de・

oxy llKSの増加がみられたことは多くの示唆を含むも

のと考えられる.

大石ら16)によれば，ラット末梢血中のll-deoxy17KS 

は副腎静脈血撲中の濃度の 1/5-1/10であり，又 Lips-

comb-Nelson法によるデキサメサゾ γ抑制ラットにお

いてACTH刺激を行うと，高U'[寄ll-deoxy17KSとコノレ

チコステロンの分泌増加を認め，さらに副腎 ll-deoxy

LH-RH 1回投与後の皐丸静脈血採中および率丸組織 17KSは主にLJ4_アγ ドロステンジオンであることを報告

中テストステロ γ濃度の経時的変化は，投与後ただちに している LH-RH刺激により増加したll-deoxy17KS 

上昇しはじめ，その分泌パタ{ンは2相性を示してい も主に副lj守由来であり，その大部分は LJ4ーア γ ドロステ

る LH-RH投与後における雄ラット皐丸静脈血中ある ンジオンと考えられる.

いは皐丸組織中のテストステロン分泌の経時的変化につ 今回の実験結果より， LH-RHを連続投与した際には

いてはほとんど報告がないが，大石ら 12)は HCGあるい LH-RHが LHを分泌しさらにテストステロシ分泌を増

はLHを雄ラットに投与した際に分泌されるテストステ 加させる本来の性質とは逆に，テストステロン分泌の減

ロンが2相性を示し，合成パタ{ンもまた2相性である 少作用を生じることが示唆されており，その臨床応用に
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は多大の注意が必要であろう.

要 l:::::. 
臼

雄ラットに合成LH-RHを 1回投与した際の皐丸より

分泌されるテストステロン濃度の経時的変化ならびに14

日間まで連続投与した際の性腺および副腎機能に与える

影響について検討を行った. 1回投与後のテストステロ

ン濃度の経時的変化は 2相性の分泌パターンを示した.

また14日間までの連続投与では，テストステロン分泌の

減少傾向がみられ，副腎より分泌される非抱合型 1トde・

oxy 17KSの増加が認められた.
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ラット血清アJ[.，力リブォスファターセ、とその臓器由来について

1) 傍牛小腸アルカリフォスブァターゼ抗体の調製と{子牛小腸および

ラット小腸アルカリ 7ォスブァターセ、に対する作用

樺島 )1慎一郎事，中尾順子事

Tissue Source of Rat Serum Alkaline Phosphatase 

1. Effect of Calf Intestine Alkaline Phosphatase 

to Rat Intestine Alkaline Phosphatase Activity 

JUNICHIRO KABASHIMA * and TOSHIKO NAKAO'ド

緒 1=亀

血清アルカリフォスブアターゼは， I臨床分析化学的な

診断の重要な指標になるとされている.毒性研究におい

ても，血清アノレカリフ rスファターゼ活性の上昇が認め

られた場合に，その由来臓器を検討することは，毒性発

現の指標として重要な手段になると考えられる.

酵素を抗原とする抗原抗体反応は，酵素活性の低 Fと

して捕えることができる.このため酵素活性が容易に測

定できる酵素では，その抗原抗体反応の有無が容易に判

断できる.血清中に出現するアルカリフォスファターゼ

がいくつかの臓器から由来することは，すでに|臨床化学

的に知られている.骨や肺その他のガン組織から由来す

るものは，その診断に重要な役割を果たしている.

当部では，直鎖型アルキルベンゼンスルフォン酸ナト

リウムの毒性試験において，ラット血清中に小腸由来の

ものと思われるアルカリフォスファターゼ、のパンドが出

現することを見出した.これを同定するため免疫学的方

法を考え，まず手はじめに仔牛小腸アルカリフォスブア

タ{ゼ標品を抗原として，ウサギによる抗体を調製し

た.この抗体を用いて，免疫反応が特異性の高いものか

否かをラット臓器のアルカリフォスファターゼと反応さ

せてしらベた.

実験材料および方法

1.抗体の調製 抗原(仔牛小腸アルカリフォスファタ

{ゼ， Boehringer製) 1 mg/mlとFreundの完全アジュ

パ γ ドを等量混合し，混合液 100μf をウサギ (r~色在来

種)の背部皮下に注射し以後3週間に 1回の害1]で3回

抗原のみを50〆注射した.最後の投与から 8日目に採血

(約10mりした.採血後再び免疫し8日後に再び採血し

た.その後，動物は約3週間そのまま飼育して免疫し，

8日目採血，再度免疫， 8日後採血をくり返した.採血

後，血液は室慌で30分以上放置し， 3，000 rpmで10分間

遠心し， 分離した血清を約40の{氏瓶室で， 飽和硫酸ア

ンモニウム溶液(アンモニアで pH7.0に調整〉を等量，

徐々に加えて塩析法によりグロプリンを析出させ，

10，000 rpmで 10分間遠心して沈殿を得た.この沈般に

0.9%食塩水を血清時の容量の1/2~1/4量:加えて溶かし，

ピスキングセルロースチュ{ブ中で0.9%食塩水に対し

て一夜透析を行なったの. 透析液を抗体として使用し

た.タンパグ量の測定はLowry法を用いため.

2.酵素の調製 ラット小腸を摘出し， 0.05Mノミノレピタ

{ノレ緩衝液pH8.6中でホモジナイズし，同最のn-ブタノ

{ルを加えて抽出後， 370で30分間インキュベーション

し， 10，000rpmで60分間遠心分離し，水屑をピスキング

セルロースチューブ中で緩衝液に対して一夜透析を行な

い，さらに透析液を3，000rpmで遠心分離し ろ紙を用

いてろ過した液を酵素として使用したり.

ラットの肝臓 J持臓， J]刊誌，骨(後肢)についても同

様の方法で酵素の調製を行なった.

3.酵素活性の測定酵素液の一定量と抗体を混合し，

これに0.9%食塩水を加えて，液量を一定にし， 370で10

分間インキュページョンしたものを酵素液として使用し

*東京都立衛生研究所毒性部薬理研究科 160 東京都新宿ほ百人町3-24-1

ホ TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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Table 1. 仔牛小JJ易アルカリフォスファターゼ抗体の{子牛小腸およびラ

ットアルカリフォスファターゼアイソザイムに対する影響

グロプリン(pg) 行牛小腸 ラット小腸 ラット肝臓 ラット骨(後}]支) ラット腎臓 ラット牌臓

C-rG A-rG T. P. %* T. P. %ヰ T.P. %* T. P. %中 T.P. %中 T.P. %ヰ

11. L1 0.0 11. 4 100.0 12. 7 113. 1 573. 1 99.0 17.6 107.9 15.4 97.5 104.4 100.4 

22.8 0.0 22.8 99.5 24.1 116.0 584.5 105.0 29.0 108.9 26.8 102.1 115.8 100.2 

68.5 0.0 68.5 99.8 69.8 118.8 630.2 102.4 74.7 110.8 72.5 102.3 161.5 100.4 

228.4 0.0 228.4 102.2 229.7 113.8 790. 1 98.8 234.6 113.3 232.4 102.5 321.4 99.5 

685. 1 0.0 685. 1 100.0 686.4 118.1 1246.8 93.8 691.3 117.2 689.1 101.7 778.1 97.5 

O. 0 10. 9 10. 9 45.6 12.2 109.6 572.6 100.5 17.1 112.3 14.9 103.8 103.9 100.2 

0.0 21. 8 21. 8 43.4 23. 1 114.9 583.5 104.8 28.0 110.3 25.8 100.6 114.8 97. 7 

O. 0 65.5 65.5 38.8 66.8 117.7 627.2 99.5 71. 7 103.9 69.5 101.9 158.5 97. 1 

0.0 218.4 218.4 34.2 219.7 119.1 780. 1 98.6 224.6 101.5 222.4 100.8 311.4 95. 0 

0.0 655.3 655.3 28.2 656.6 126.6 1217.0 93. 1 661. 5 95.6 659.3 88.0 748.3 81. 1 

0.0 0.0 0.0 100.0 1. 3 100.0 561. 7 100.。6.2 100.0 4.0 100.0 93.0 100.0 
* グロプリン無添加アルカリフォスファターゼに対する比活性(広〉

C-rG 対照ウサギ血清グロプリン

A-rG 抗原投与ウサギ血清グロプリン

T. P. 総タンパク量 (pg/Tube)

た.基質はpーニトロブェニルリン酸2ナトリウムを， 50 

mMグリシン緩衝液pH10.0(lmM硫酸マグネシウムを

含む〉に溶かし， 25mM 溶液として， 370 に加温した溶

液 1.5mlを使用した. 370 で15分間インキュベーション

し 10% トリクロルI~íド酸溶液 0.75ml を加え反応を停止

した後，ただちに， 3，000 rpmで10分間遠心し，上清を

2 ml分取し，これに 0.5mlの4N水酸化ナトリウム溶

液を加えたものを，ギルフォード 300N分光光度計によ

り410n111での吸光度を測定した.

結果および考察

行牛小腸アルカリフォスファターゼに対する，抗原投

与ウサギ[血清グロプリン(以下A-rGと記す)の影響は表

に示たように，対照ウサギI血清グロプリン(以下 C-rG

と記すっと混合したものでは，グロプリンを加えなかっ

たものと比較して差はみられないが，A-rGを加えたも

のでは，明らかに活性の低下が認められ，またIfJl清グロ

プリン量の増加によって活性の低下が増大している.こ

のことは，仔牛小JJ易アルカリフォスファターゼに対する

抗体の産生がなされている可能性を示している.

ラット小)湯アルカリフォスファターゼに対する， ウサ

ギIJIl{青グロプリンの最3響は， C-rGおよび、A-rGのいすごjも

の血清グロプリンとの混合液についても酵素活性の低下

は認められず，両者の聞の差が認められない.また他の

!臓器由来のアルカリフーiスブァタ一一ピアイソザ、イムに対

しても， C-rGを加えたものおよびA-rGを加えたものの

聞に差は認められなかった.

これらのことから，行牛小腸アルカリフォスファタ{

ゼを抗原として投与したウサギの血清グロプリン分画に

含まれる，アルカリフォスファターゼ阻害物質は，仔牛

小腸アルカリフォスファタ{ゼに対する抗体であり，こ

の抗体は，ラットのアルカリフォスファターゼアイソザ、

イムに対しては，抗体として作用しなかったことを示し

ている.これは，アルカリフォスファターゼが生物界に

広く分布している酵素ではあるが，種特異性はかなり高

いことを示している.

基質として用いたニトロフェニルリン酸2ナトリウム

は， トリクロル酢酸で、極めて不安定で、あることが判明し

た.このため， トリクロル酢酸を加えた後，ただちに冷

却，遠心し，水酸化ナトリウムを加えて液性をアルカリ

性にする必要がある.

今後の課題として，上記方法を用いて，ラット各種臓

器由来のアルカリフォスブァターゼに対する抗体を調製

し，各アイソザイムの同定を試み，免疫拡散法による定

性的および定量的な関係を検討し，毒性発現の機序を血

1ì~アルカリフォスファタ{ゼの由来臓器を明らかにする

ことによって解明したい.

結語

ラット小腸および各種臓器アルカリフォスファタ{ゼ

に対して， 1A仔牛小腸アルカリフォスファタ{ゼウサギ

血清グロプリン分間はまったく阻害を示さなかった.



178 Ann. Reρ. Tolcyo Metr. Res. Lab. P.H.， 27-2 1976 

文献

1) 米山允子，伊川三枝子，中尾)1関子:東京衛研年報，

25， 655， 1974 

2) Clausen， J. :生化学実験法3.免疫学的同定法

〈佐々木寅，村地孝訳)， 98， 1973，東京化学

問人，東京

3) Lowry， O. H.， N. J. Rosebrough， A. L. Farr， 

and B. J. Randall:]. Biol. Chem.， 193， 265， 

1951 

4) 米山允子，中尾)1原子:東京衛研年報， 26-2， 62， 

1975 



東京衛五万年報 Ann. Reρ. To!?yo Metr. Res. Lab. P.H.. 27-2， 179-184， 1976 

ラット肝臓の薬物代謝酵素の活性測定法についての検討

川野澄江ペ中尾 JI原子ぺ平賀輿吾*

lnvestigation for the In Vitro Assay Conditions of 

Rat Hepatic Drug Metabolizing Enzymes 

SUMIE KAWANO*， TOSHIKO NAKAOキ andKOGO HIRAGA本

肝ミクロソームに局在する薬物代謝酵素は，種々の化

合物の水酸化， N-脱アノレキル化， O-m~アノレキル化， m~ 

アミノ化，イオウの酸化，アゾ基やニトロ基の還元等，

きわめて多岐にわたった反応を触媒する，基質特異性の

きわめて低い醇素でありへ また，その酵素の活性は，

ホルモン，医薬品，農薬，食品添加物，発ガン性物質

等， 200種以上の化合物によって誘導されるのことが明

らかにされている.近年，生体内で代謝をうけた化合物

が，発ガン性，変異原性，細胞え死，メトヘモグロビン

血症等の直接の原因物質である例が多数報告されるよう

になっており 1，ベ環境中における種々の化合物による

酵素誘導は，毒性と深いかかわりあいをもっていると考

えられる.われわれは，このような方向に沿った研究に

着手したが，この酵素がミクロソームのj践に存在して電

子伝達系と複雑に共役している，可溶化の非常に困難な

酵素であること，また種々の化合物を基質として用いる

基質特異性の低い酵素であることを考慮すると，in l'itro 

における活性の変化を調べようとする場合，まずはじめ

に，個々の基質についての反応条件を厳密に検討する必

要がある.本報告では， ρーニトロアニソ{ル，アミノピ

リン，アニリンを基質として用いたときの活性の測定法

についての検討を行い，ほぼ満足するに足る反応条件を

決めることができた.

実験材料および方法

1. 実験動物および試薬動物は Wistar-]CL系成熟

雄ラットを用いた.ニコチ γアミド@アデニン@ジヌク

レオチド・フォスフェート (NADP)は，オリエンタノレ

酵母株式会社， グノレコ{ス-6ーリン酸 (G-6-P)および

G-6-Pデヒドロゲナーゼは， Sigma Chemical Co. の

製品を使用した.基質として用いたアミノピリン (AP)

は，三晃製薬工業株式会社の局方品， アニリンおよび

かニトロアニソール (ρ-NA)は和光純薬工業株式会社

の製品である.

2. 肝ミクロソーム分閣の調製 動物は断頭によって

居殺し，摘出した肝d臓を 3倍容の1.15%塩化カリ溶液と

ともにホモジナイズした. 10，000gで20分遠沈した上清

を BeckmanModel L3-50型超遠心機を用いて 105，000

gでさらに60分間遠沈を行った.生じたベレットを1.15 

Z埴化カリ溶液にけん濁さぜ，もう一度 105，000gで60

分間遠沈した.ペレットを5倍容の1.15%塩化カリ溶液

にけん淘させ，軽くホモジナイズしたのち， -800 で凍

結保存し，活性の測定に供した.

3. 薬物代謝酵素の活性の測定法 標準的な反応溶液

の組成は， NADP 0.8mM， G-6-P 4mM， G-6-Pデヒ

ドロゲナーゼ 0.2U/m!，ニコチンアミド 5mM，塩化マ

グネシウム 5mM，リン酸緩衝液 (pH7. 4) 56mM，ミク

ロソ{ム分画(反応溶液 1m!中に肝臓 80mgに相当す

るミクロソーム分回を合む〉および基質からなり， 全

容量は1.25m!とした.基質の濃度は， ρ-NA1. 2mM， 

AP 4mM，アニリシ 0.5mMとした.

反応容器は，直径 26mmの広口ピンと 10mlの先細

遠心管とを比較しても差がなかったため，後者を使用し

た.また，酸素気相下と空気相下とを比較しても差がな

かったため，後者で、測定を行った.

基質を除いた反応溶液は， 370で正確に 5分間加担後，

アセトンに溶かした基質を APの場合は 10μl，他の基

質の場合は 5μJ添加し， 10分間振とうして反応を行わせ

たのち， 10%トリクロル酢酸 (TCA)を1.25m!加えて

反応を停止させた.2，800 r.p.l11.で15分間遠沈した上清

を用いて反応生成物の定量を行った.

ヰ東京都立f!tr生研究所帯性部 160 東京都新宿区百人町 3-24-1

ミ TokyolVletl'opolitan Reseal'el1 Lahol'atory of Public Healt11 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-lm， Tokyo， 160 Japan 
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β-NAデメチラ{ゼ、活性の測定は， Kato and Gillette 

(1965)4)の方法によって行った TCA沈殿上清2mlに

1 N NaOH O. 67mlを加えてアルカリ性にし，生成物 ρー

ニトロフェノ{ノレの 410l1mにおける吸光度を測定した.

APデメチラ{ゼ活性の測定は，生成物ホルムアルデヒ

ドを定量する Cohinand Axelrod (1959)5)の方法(硫

酸亜鉛沈澱法を TCA沈澱法に変更〉を用いて行った.

TCA沈波 2mlに Nash試薬B(1l中に酢酸アンモニ

ウム 150g，酢酸3mlアセチルアセト γ2mlを含む)2ml 

を混和し， 600で30分間反応を行わせたのち， 415nl11の

吸光度の測定を行った.アニリン@ヒドロキシラーゼの

活性の測定は，生成物 ρーアミノフェノールを定量する

Schenkman (1967)のの方法によって行った TCA沈澱

上清 2mlに 2M炭酸ナトリウム溶液0.5mlと3%ブェ

ノ{ノレを含む 1N水酸化ナトリウム搭液 0.5mlを添加

し室温で30分以上放置したのち， 620nl11における吸光

度の測定を行った.

実験結果

Fig. 1に戸-NA，AP，およびアニリンを基質として

用いたときの薬物代謝酵素の活性の経時変化を示した.

アニリン@ヒドロキシラ{ゼ活性の場合には， 20分まで

かなり直線に近い関係が認められたが， β-NAおよび

APデメチラーゼ活性の場合には， 5分ですでに直線性

からの離反が認められた.

薬物代謝酵素の活性がznvztmの反応条件下で、きわめ

て不活性化しやすいことが明らかになったため，この不

活性化がミクロソーム標品および緩衝液中の不純物によ

るのか，それとも NADPH生成系との接触によるのか

を明らかにするため， ミクロソ{ム分画と緩衝液のみを

370 で5-60分インキュベートした後，基質と NADPH

0，3 
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Fig. 1. Metabolism:"ofρ-ni troanisole， aminopyrine 

and aniline by rat liver microsomal fractIon 

in rela tion to time.ρ-ni troanisole (0); 

aminopyrine (め); aniline (ム).

生成系を加えて 10分間反応を行わせたときの APデメ

チラ{ゼ活性と，基質のみを除いた反応系を 5-65分イ

ンキュベートした後，基質を加えて10分間反応を行わせ

たときの活性とを比較した.その結果を Fig.2に示し

たが， ミクロソーム標品のみを 370でインキュベートし

ても活性の低下はごくわずかで，60分後でも78%の活性

が残存していた.一方， NADPH生成系とともにイン

キュベートしたときには，非常に速やかに活性の低下が

起り， 65分では活性はほとんど認められなかった.

このような酵素の不活性化が NADPH生成系中の金

属イオンによって起っている可能性が考えられたため，

0.5mMの EDTAを添加してプレインキュベートした

ときのAPデメチラ{ゼおよびアニリン@ヒドロキシラ
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Fig. 2. Effect of aging of rat liver microsomes 

with (IIT) or without (0) NADPH 

genera tlJ1g system時 onthe ra te of amino・

pyrine demethyla tion. 

0.15 Aminopyrine 0.15 Aniline 

~ 0.10 
C 

E 
O 
ω 

20.05ト¥∞5

Fig.3. 

~ ~~ 0 
10 幻 30 v 10 20 30 
Preincubaiion time (min) 

Effect of aging of rat liver microsomes 

with NADPH-generating system in the 

presence or absence of EDT A on the rate 

of aminopyrine demethylation and aniline 

hydroxylation 

left， aminopyrine demethylase. 
right， aniline hydroxylase. 
0， EDTA OmM; 機， EDT A O. 5mM. 
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ーゼの活性を Fig.3に示した.このように EDTAの を添加しないで NADl'H生成系とインキュベ{トする

添加によって酵素の失活が相当軽減されることが明らか と!院の破壊が起って酵素の失活が起るが，このような肢

になった.また，図示しなかったが EDTAの効果は， の破壊は基質の添加によっても防止されると言われ7)，

O.25-1mMの濃度では差がなく， 2mMではやや減少す 基質無添加の場合の失活は基質添加の場合の失活とは別

ることがわかった. の問題のようである.

そこで，反応の経時変化への O.5mMの EDTAの添 EDTAの添加によって， プレインキュベート仁1'1の活

加効果を検討した(Fig.4).ρ-NAデメチラーゼおよび 性の低下が軽減され，基質によっては反応の経11寺変化llil

アニリン@ヒドロキシラ{ゼの場合には， EDTAの添 線も直線に近づくことが明らかになったため，次に，基

加は，経時変化曲線を直接に近づけたが， APデメチラ 質濃度と活性との関係に関する EDTAの添加効果につ

ーゼの場合には， EDTA添加時の方が高い!吸光度を示 いて検討を行った (Fig.5). EDTA 4!¥f，添加11寺では，

しはするものの，雨曲線の曲がり共合には変化がないよ O.0625mMのアニリンを除いては，用し、られた濃度範囲

うであった.このようにプレインキュベート中の酵素の において l/Sとl/vとの間にjliI綜関係が認められた.

失活が EDTAの添加によって相当軽減されるにもかか EDTA添加IJ寺では， ρ-NA2.4mM，アニリン 1mM

わらず，基質とインキュベートしたときの反応の経時変 では直線からはずれ，基質阻害があると考えられる.従

化曲線には必ずしも影響がない結果が何られた.この点 って， ρ-NA 1. 2mA， AP 4mM，アニリン O.5mMの

については考察の中で詳しく述べることにするが，基質 濃度は，基質問害を起さない般向の濃度と考えられる.
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1'alョle1. Effects o[ EDT A on }{m ancl VJ¥;ll¥X vallles of 1り-nitroanisole，aminopyrine 

demethylase anc1 aniline hyc1roxylase. 

Concen. of 
V MAX 

formed metabolites K111 
microsomal for 10 min. (mM) 
(pmrgo/temlll1 〉 (n moles/mg protein 

-ED1'A +EDTA -ED1'A 

ρ-Nitroanisole 2. 75 7.38 8.91 O. 258 0.206 

demethylase 1.72 8.37 10.06 0.264 O. 189 

Aminopyrine 2.50 48. 0 53.3 1. 35 0.95 

c1emethylase 1. 56 52.2 59.6 1. 44 1. 02 

Aniline 2.50 4.90 7.48 0.133 O. 129 

hyclroxvlase 

p-N i t roan i 50! e Aminopyrine Ani[ine 

0.3 0.3 
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Fig. 6. Drllg metabolizing activity as a funlion of microsomal prolein cOl1centralion in lhe presence 

(e) or absence (0) o[ 0.5mM ED1'A. 

EDTA 添加時および、4!¥li添加i時の最大反応速度， ViVL¥X 

とミカエリス定数， KI11値を1'able1に示した.アニリ

ン@ヒドlコキシラーゼの1¥:m値は EDTAの添加によ

って変化しなかったが， ρ-NAおよび APのデメチラ

ーゼ活性の K111{jj[は EDTAの添加によって減少し，基

質と昨:素との親和性が増加lしたと考えられる.また，反

応の最大速度も，アニリン@ヒドロキシラーゼでは53%

と大きく j平均nしたが，デメチラーゼ活性の増加は10%程

度にとどまった.

通常，活性を測定する場合，一定の肝重量に相当する

ミクロソ{ム分間について測定を行っているが，薬物に

よる酵素誘導を考える場合， ミクロソームのタンパク量

1~1 体が増減することを考j伝しなければならない.従っ

て，測定に用いるタンパク量の範1111内において，タンパ

ク;量と活性との間に十分に直線関係があることが確かめ

られねばならない.通常， 1m!の反応溶液中に 80mgの

肝臓に相当するミグロソ{ム分画を含むような条件ドで

活性の測定を行うようにしてきたが， Fig. 6 の結果か

らタンパク濃度がそれ以上(ミクロソ{ム・タンパク量

2mg/mりになると直線から相当はずれてしまうことが

わかった.従って，薬物投与によってミクロソ{ム@タ

ンパクー量が増加するような場合には，タンパク濃度のも

う少し低し、ところで、活性の測定を行った方がよいと思わ

れる

Fig.7に NADPH生成系の各成分の濃度と AP デ

メチラ{ゼ活性との関係を図示したが，通常用いている

濃度， NADP 0.8mM， G-6-P 4mM， G-6-Pデヒドロ

ゲナーゼ 0.2U/ll11，ニコチンアミド 5mM，塩化マグ

ネシウム 5ll1M は，ヨ三適条件に近いと考えられる.
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Fig. 7. Aminopyrine demethylating activity at 

various levels of each component of 

NADPH-generating system. 

考察

肝臓のミクロソ{ムの薬物代謝酵素の活性を illvitro 

で測定する場合の条件は，研究者によりかなり異なって

おり，アニリシ@ヒドロキシラ{ゼの Km値が測定者に

より 14-200μMと非常に大きな差があるのも測定方法

の違いに起因するものと思われるB) この酵素が)]莫に存

在する可溶化の非常に関難な酵素であり，電子伝達系と

複雑に共役しており，また，種々の基質を酸化，還元す

る基質特異性のきわめて低い酵素であることを考える

と，反応条件の厳密な検討がなされないで薬物による酵

素誘導が調べられでも，その結果が意味のないものにな

る可能性が十分考えられる Fouts9) はフェノパノレピタ

ーノレを投与したラットのヘキソパルピタールの分解活性

が上昇しない原因を検討する中で，よりよい反応条件を

選んで測定を行うことにより， 十分、活性の上昇が起るこ

とを確かめている.そこで， 本報告では， ρ-NA， AP 

およびアニリ γを基質としたときの反応の経時変化，タ

ンパク濃度，基質濃度， NADPH生成系の各成分の濃

度等についての検討を行い，ほぼ満足するに足る反応条

件を得た.

基質を添加せずに酔素標!日!と NADPH~I:成系のみを

混ぜてインキュベートしたとき， ~I:?j~に速やかに両手素の

失活が起る.その原因は， NADPH によって促進され

たミクロソームの脂質の過酸化に伴う膜構造の破壊によ

ると考えられる Kamatakiand Kitagawa10)は， 脂質

の過酸化の阻害剤である EDTA，0-フェナソスロリン，

a，aージピリジノレ，塩化コバルト，塩化マンガン等が薬

物代謝酵素の不活性化も同時に防止することを確かめて

いる.本:実験でも 0.5mMの EDTAがプレインキュベ

{ト時の酵素の失活を相当軽減することを確認した. し

かしながら，脂質の過酸化は，ある種の薬物代謝酵素の

基質によっても抑えられ， APの場合には特にその抑制

効果が強いことが報告されているわ. 従って，基質を添

加せずにインキュベートしたときに速やかな失活が起っ

ている場合でも，添加後は必ずしも同じような速度で失

活が続いているとは考えられない.反応の経時変化曲線

の直線性に基質による差が大きく，脂質の過酸化をよく

防止する APを基質としたとき直線からの離反が最も大

きいことを考えると，脂質の過酸化によるJI英構造の破壊

による酵素の失活よりも，もっと特異性のある失活の機

構を考えた方がよいのではないか.

Sasame and Gillette11)は，ラットの肝!搬のミクロソ{

ム分間は NADPHピロフォスファターゼ活性が非常に

高く，この酵素によるNADPHの代謝産物がNADPHー

チトクロ{ムc.リダクターゼを強く阻害すると報告し

ており， NADPHの代謝物が APデメチラーゼ、活性を

特異的に阻害している可能性も考えられる. Fig.7の

結果からも， NADPHの濃度が高くなると活性の低下

が起るようである

Fig. 6 のミクロソーム@タンパク;置と活性との関係

は，タソパク量が 2mg/mlを超えると急、に誼線からはず

れてくることを示している Foutsもヘキソパルピター

ルの代謝速度の測定で、タンパグ濃度が重大な影響を及ぼ

すことを指摘している.通常 1ml中に 80mgの肝臓に

相当するミクロソーム分画を含むような条件下で活性を

測定するようにしてきたが，この濃度は直線性を示す上

限の濃度に近く，もう少し濃度の低いところで活性を測

定した方がよいと考えられる. しかしながら，薬物代謝

酵素は，一般に活，11:がかなり低いため，測定の感度から

考えるとあまりタンパク量を下げることは難しい.タン

パグ量と活性との間にこのような微妙な関係があること

から，薬物による鮮素誘導の測定では，各投与群につい

てそれぞれタ γパク量と活性との間の比例関係を確認す

ることが必要になるかもしれない.

本報告では，主として EDTAの添加効果について検

討した Kamat日kiancl Kitagawa10l は，EDTAの添加

によりエチノレモパノブィン@デメヲラ ~-1Iの経IL'j:変化 1111線

が直線に近づくことを認めているが Wills17)は， AP 
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デメチラーゼ活性は EDTA添加によってむしろ低下す

る結果を得ており，必ずしも一致がみられない.本実験

の結果からみると， EDTAにはプレインキュベ{トヰ1

の酵素の失活を抑え，経11寺変化曲線を直線に近づけhて活

性を上昇させる効果があり，少なくとも， AP，ρ-NA 

およびアニリンを基質として用いた場合には反応系に添

加したブ7がよいと考えられる.

要約

ラットJHJJI誌の ρ-NA，AP，アニリン代謝酵素の活性

の測定法について検討した NADPH生成系の各成分

の濃度は， NADP 0.8I11M， G-6-P 4mM， G-6-Pデヒ

ドロゲナーゼ 0.2U/ml，ニコチンアミド 5mM，広(化

マグネシウム 5l11Mがほぼ適当である.基質濃度は， ρ-

NA 1. 2mM，アニリン 0.5mM，AP 4mMが適当で，

前二者で、はそれ以上の濃度で、は基質阻害が認められた.

プレインキュベート中に酵素の失活が非常Iこ速やかに起

ることから，プレインキュベートの11寺間を正確にとるこ

とが重要である. ミクロソーム@タンパク量と活性との

比例関係は， 2mgタンパクIml 以下ではほぼ認められ

るようだが，それ以上の波度で、は認められない.EDTA 

は，通常は反応系に添加されないが，少なくともこれら

の基質についてはプレインキュベート中の活性の低下を

抑え，反応の経!日f変化IlJl線を直線に近づけて活性を1''-'')め

るため，添加した方がよいと考えられる.
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化学発ガン剤による培養細胞株 sALB/3T3細院のトランスホーメーション

水尾昭江牢，川野澄江*，中尾!I[ri子六平賀興吾*

Chemical Transformation of BALB/3T3 Cloned Cell Lines 

AKIE MIZUOヘSUMIEKA W ANOヘTOSHIKONAKAO* and KOGO HIRAGA * 

動物を用いた発ガン性試験は，通常3年間という長い した形質を維持することができるため，再現性の高い実

年月と，ぼう大な費用と労力とを要するため，現在望ま !換が可能となる.また， クローニングなどの培養技術を

れている，ほとんど無限ともいえる生活関連物質の発ガ 駆使することも可能となる.

ン性をこの方法だけを用いてチェックしていくことは不 そこで，われわれは， BALB/3T3細胞を用いて，発

可能である.そこで何らかの生物学的活性をマーカ{と ガン性をスクリーニングする invitl'oの系を確立するこ

して選び，それが陽性にでた場合にのみ動物実験に移す とを目標にして実験を行ってきたが，発ガン剤処理によ

ことが考えられている.その中で，微生物に対する変災 らない，自然発生性のトランスホーメーションが頻発す

原性およびI1f1j:iL動物細胞の染色体県常の発現は，かなり るという悶難に遭遇した.また，クローニングにより，

有効な手段となりつつある.しかし，これらの方法と発 十分に接M¥llllJl二を起しそノレイアーを形成するような

ガン性との対応は必ずしも明らかではなく，動物実験に 細胞を得ても，その性質を継代中に維持することは困難

とってかわりうる，迅速で簡便な発ガン性そのものをテ であった.また，細胞の形態は培地中の血清のロットが

ストする新たな方法の開発が望まれている.発ガン性物 変るだけでも大きく変化することが明らかになった.本

質による培養細胞の特異的な形態変化(トランスホーメ 報告では，培養細胞を用いた発ガン性試験の方法を開発

{ション一正常な細胞は整然と配列した一層の細胞集団 する過程で生じてきた問題点について述べる.

を構成するが，ガン化された細胞は，数j閣に重なりあっ 実験方法

たり (Pile-up)，配列の苦Lれ(criss-cross)を示す〉と， 1. 培養系 大阪大学の角永武夫!専土から供与された

動物への民し移植による)]重療の形成との関連がいくつか BALE/3T3細胞の Cl.A31-714を用いて実!換を行った@

のグループによって報告されており，新しい発ガン性の 10%の仔牛血清を含む 5mlの Eagleの MEM培地を

スクリーニングの方法として期待されている.その方法 添加した 60111111の予研型ガラス製ベトリ llllを用い， 370 

は，大別すると，ハムスターのこ代培養細胞を用いる方 の炭酸ガスふ卵器中で培養を行った.仔牛血清は雄東純

法1-4)と，純系のマウスに由来する細胞株を用いる方法 薬工業株式会社， Eagl仔の j¥1EM培地はダイゴ栄養化

とに分れる.後者には， Chen and HeiclelbergerのC3H 学株式会社の製品を使用した.

マウスの前立腺由来の~m胞株を用いた実験5 ， 6) ， DiPaolo 2. クローニンゲ 20%の仔牛血清を加えた Eagleの

らおよび Kakunaga8)の BALB/CマウスJJ合児由来の細 MEM 培地を 5ml添加したペトリ 1mに50または 100個

胞株 (BALB/3T3)を用いた実験， Reznikoffらのマウ の細胞をまき，炭酸ガスふ卵器で約2週間培養を行っ

ス胎児由来細胞株 (C3H/10T1/2)を用いた実験9)など た.接触阻止を十分に起し，コロニーの周辺の細胞配列

が報告されている.ハムスターの系は二倍体細胞で，処 に乱れがなく，よく生育したコロニーを選んだ.培地を

理後10日でトランスホーメーションを確認できる利点が 捨て，下面にシリコングリースを塗ったペニシリンカッ

あるが，純系でない動物に由来した雑多な細胞集団を取 プを，穴の中にコロニーがト分におさまるように載せ，

り扱っていることになる.一方，市n胞株を用いた系は， 0.5%のトリプシン溶液をペニシリンカップの中にい

染色体が異数性である難点はあるが，遺伝子が標準化さ っぱし、になるまで加え，パラフィン仲良器上で加温し

れた純系の動物に由来する細胞であり，株化により安定 た.毛細管ピペットで細胞をばらばらにした後，培地を

*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 Labol'atory of Public Health 

24--1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 J apan 
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加えたシャーレに細胞懸湖液を添加し培養を行った.細

胞が I~分に増殖したら培養ピンに移しかえて継代を続け

た.

3. トランスホーメーションの判定

1) コロニーの形態で判定する方法 10%の仔牛血清

を加えた EagleのMEM培地 5mlを添加した 60mmの

シャーレに 2x102個の細胞をまき，翌日発ガン剤処理

を行った.benzo[αJpyrene(BP)処理は， 10μg/mlの濃

度で24時間， N-methyl-N'-nitro-N-nitrosoguanidine 

(MNNG)処理は， 1μg/mlの濃度で3日間， 7， 12-di鳳

methyl benzanthracene (DMBA)処理は， 0.5μg/mlの

濃度で3日間とした.発ガン剤処理後，培地を捨て， M

EM培地で 1度洗ったのち，新しい培地を添加して，培

養開始時から約2週間， 3日に 1度培地を交換しながら

培養した.ホルマリン回定，ギムザ染色を行い，コロニ

{の細胞配列を顕微鏡で観察した.

2) フォー力スで判定する方法 51111の培地を添加し

た 60111111のシヤ{レに 104個の細胞をまいた. 翌日，

Table 1. Effect of carcinogens on the plating 

efficiency of てlifferentsubclones of BALB/3T3 

cells clone A31-714 

Plating Efficiency 
Clone 

Control(%) Trealment (%) 

5-5 25 BP 19 

8-2 13 BP 13 

15-2 49 MNNG 46 

15-2 49 DMBA 49 

20-2 31 BP 31 

22-2 65 BP 60 

24-2 45 BP 46 

24-2 63 MNNG 56 

34-6 12 BP 10 

ヰ Cellswere treated with BP (10μg/1111)， MNNG 

(1μg/ml) or DMBA (0. 5μg/ml) for 24， 72 or 72 
hours， respectively. 

MNNG (2.5または 5.0pg/111I)， または 4-hydroxy に，これらのクロ{ンは，使用した濃度の発ガン剤によ

aminoquinoline-N-oxide (4HAQO-0.25 または 0.5 ってコロニ{形成率の低下を来たさなかった.また各コ

μg/ml)を添加し， 2日間培養後，培地を捨て，51111の ロニーは，比較的よくそノレイア{を形成していたが，

新しい培地を加え， 3日おきに培地を交換しながら， 4 細胞の密度や形態にはクローンによる差が著しかった.

"-'6週間培養を行った.ホルマリン回定後，ギムザ染色 しかしながら，発ガン剤処理の効果は認められなかっ

を行い， I有限および顕微鏡で観察した. [正常な細胞は， た.

接触阻止とよばれる性質により，シャーレをすっかりお 3. フォー力スによって判定する方法上述のよう

おうまで増殖を続けるが，その後は，生存していても分 に，コロニ{の形態で判定する方法が成功しなかったの

裂を停止し，一層の細胞のシートを構成する.一方， ト で，フオ{カスによって判定する方法について検討し

ランスホ{ムした細胞は，接触阻止を起さず，増殖し続 た.上記のようにして得られたクロ{ンは， 2週間の培

けるため，何層にも細胞が重なったフオ{カスが生じ， 養ではよくモノレイア{のコロニ{を形成し，接触阻止

肉眼的にも観察しうる〕 を十分起しているようにみえた.しかし，その中で最も

結果と考察 良好と思われるクロ{ン(Cl.)24-2の場合でも， 2x103 

1. 接触阻止を十分に起すク口一ンの単離 個の細胞をまき， 4週間の培養を行うと，一層の部分

角永氏より供与された細胞のコロニーの形態を観察す と，数層に重なった部分とが生じ，接触阻止が認められ

ると，ほとんど著しい PileぺJpを起しており，モノレイ なかった.そこで， C1.24-2をもう一度グロ{ニング

アーを形成しているのはほんのわずかなコロニーにすぎ しその中から 7個のクロ{ンをとり，そのうち 4個の

なかった.そこで，後者の細胞を選びだすことを目的と クローンについてテストを行った.

してグロ{ニングを行った. 1 回 I~ のクローニ γ グで24 Cl. 101， 105， 106， 109のそれぞれの細胞を 1枚のジ

個のクローンをとり， 2回目のクローニングで、それぞれ ヤ{レに 104個ずつまき，MNNG2.5および， 5.0μg/ 

からさらに3個ずつのクローンをとり，合計7211聞のクロ m/， 4 HAQO O. 25および 0.5μg/mlで2日間処理し，

{ンを得た. 6週間培養を行った.これらのクロ {γは 4HAQOと

2. 発ガン剤処理によるコロニーの形態の変化 上記 MNNGに対する感受性は比較的高く，高濃度の添加群

の72個のクロー γの中から，細胞の接触阻止を十分に示 では，添加直後にほとんどの細胞が死滅し，低濃度の添

し，細胞形態に違いのありそうなクロ{ン7個を選び， 加群でも，かなりの細胞死が認められた. Fig. 1 a-dに

コロニ{の形成率，およびコロニーの形態に及ぼす発ガ 無処理のコ γ トロ{ルの細胞形態の顕微鏡写真 (50告〉

ン剤の効果について検討した Table1に示したよう を示した.同ーのグロー γ(Cl.24-2)から得られたク
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ローンでも，接触1111止を十分に示すもの (Cl.105)と著

しい Pile-upを示すもの (Cl.101， 106， 109)とに分れた.

後者では， コントロールで、も接触阻止が起らないため，

発ガン剤による変化を見分けることはできなかった.

Cl. 105では 6週までそノレイア{がよく維持され，

器壁から剥l~mすることもないようであった. しかし，染

色後の細胞を検鋭してみると，細胞が委縮し，核と細胞

質が染め分けられない細胞が多く， 6週間まで細胞が生

存し続けhていたかどうか明らかでなかった. I勾眼的に観

察すると，全体にうす紫に染まった中に，ところどころ

濃く染まった部分がブオーカスとして認められた.

Table 2. Transformecl foci in 4 HAQO-ancl 

MNNG-treatecl BALB/3T3 clonec1 cell line 
(subclone 105) 

No. of foci 
Group 

luli!守を使用した場合にも， Pile-upを起してしまった.

このように非常な労力を費やしてクローニングを行って

も，その性質がすぐに変化してしまうことは，この種の

実験で一つの重大な障害といえよう.

血清のロットの違いと接触阻止との関係を明らかにす

るため， CI. 105をもう一度クロ{ニングして得た CI.

1052， 1053， 1054， 1056の4つのクローンを用いて実験

を行った. Fig. 2 a-dに4週間培養後の CI.1054の顕微

鏡写真を示した.ロット 408281(a)， 411061(b)， 411251 

(のではいずれも著しい Pile-upを起したが， ロット

411201(c)で、は接触阻止がよくかかり，モノレイア{を

形成した. このそノレイアーは 6週まで維持され，細目白

の形態にもそれほど大きな変化は認められなかった.

CI.1054は4週間以上培養を続けるとガラス控への借着

性が非常に悪くなり， 6週間後の同定の際，ほとんどの

細胞が最IJI離してしまった.

No.1 No.2 No.3 No.4 No.5恥6Mean Fig. 3 a-d ~こ C l. 1056 の結果を示した. ロット 408281

Control 104cells/c1ish 2 。。
103cells/clish 0 1 。

4HAQO 0.25μg/ml 7 。7 
0.5μg/ml 。。。

MNNG 2.5με/ml 3 2 2 

5μg/ml 。。2 

1 。。

2 

0.67 

O. 25 

4. 7 。
2.25 

0.67 

の場合にはほとんど細胞同志の重なりは認められなかっ

たが，細胞質に萎縮の傾向がみられ，あまり良好な生育

の状態とはいえなかった. ロット 411201の場合にはよ

くモノレイアーを形成し，細胞質の萎縮も認められず，

かなり良好な生育を示しているようであった.これに対

して， ロット 411061と 411251では全体に細胞質の芸

縮がはなはだしく，また，細胞同志の重なりあいもみら

Table 2 に， 4 HA QO， MNNG処理によるフォーカ れた.

スの数の変化を示した.低濃度の処理群ではわす守かに増 図示しなかったが， Cl.1052では Cl.1054によく似た

加の傾向が認められるようだが，コントロールでもかな 結果が得られた. C1.1053では，いずれのロットにおい

りの頻度でフォーカスが認められ，また，よく観察する ても， 2週頃から細胞質の萎縮が起って生育が惑くな

と，小さなフォーカスは多数あり，明|僚なブオ{カスと り，次第に細胞が死滅していき，細胞がシヤ{レの全国

の区別は必す守しも容易ではなかった.高濃度の処理群で をおおうまでいたらなかった.

は，発ガン剤の処理によりほとんどの細胞が死滅し，生 以上述べてきたように，細胞の接触阻止の現象は，血

存細胞数が非常に少なくなることにもよると思うが，ほ 清成分の著しい影響を受ける.細胞の増舶は，細胞表面

とんどブオ{カスが認められなかった.また， 4週以後 の性質の発現を調節している数多くの因子の複離な相互

の培養中に， トラ γスホームを起した細胞が急速に増殖 作用によって決定されている 10，11)接触阻止を解除する

しているようにはみえなかった.以上の諸点を考慮する 因子としては，インシュリン，へパリン，ヒスタミン，

と，これらのブオ{カスをトランスホームをひき起した セロトニン，コルチコステロイド，種々のプロテア{

細胞と考えることは必す'しも妥当でなさそうである. ゼ12ー14)や成長促進因子15，16)とよばれるものなどが挙げ

4. 細胞の接触阻止に及ぼす血清の影響 CI.105は， られる.また，接触i阻止を起す悶子としては，サイクリ

6週間の培養では萎縮を起し，すでに死滅しかかってい ック AMP，フォスフォジエステラ{ゼの阻害剤， PG-

る可能性も考えられたため，血清のロットを変えること EJ， PGE2，プロテア{ゼ17，18)やヒアルニダ{ゼの阻害

により，初期のよりよい生育と増殖停止後のよりよい維 剤，コンカナノミリンAなど，種々の物質が挙げられる.

持が可能になるのではないかと考え， 2カ月継代培養後 天然物である仔牛の血清中にはこれらの種々のItl子のか

の細胞を用いて， 6つのロットの血清の比較を行った. なりのものが含まれており，細胞の接触阻止という性質

しかし 2カ月注意深く継代培養を行ったにもかかわら は，細胞自身の性質のほかに，血清中のこれらの成分の

ず，細胞の性質に変化が生じ，前実験と同ーのロットの 影響を強く受けていると考えられる.従って，再現性の
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ある実験を行うには，これらのIEI子の最:をコントロール

することが不可欠になってくる.

これらの凶子の中にはタンパク性の|孟!子が多数含まれ

ている.そこで血清成分をコントロ{ルする試みのーっ

として，血清の加熱処理による非動化を行った.加熱処

理条件は 560 で30分とした. Fig. 4 a， bは，非動化の

前(a)，後(b)の血清(ロット 501131)を添加して 4週間

培養した細胞 (Cl.1054)の顕微鏡写真である.非動化

官官の血清では写真のような Pile-llPの個所が相当認めら

れたのに対して，非動化後の血清では，そのような個所

はほとんどなく，モノレイアーに近い増殖が示された.

Fig. 4 c， clはロット 411201についての結果である.非

動化前の血清(c)でも Pile-upはみられないが，ある程

度の細胞同志の重なりはみられた.一方，非動化後の血

清 (d)では，よくモノレイア{を形成した.以上の結果

が示すように，血清の非動化は，明らかに細胞の接触阻

止に有効で、あるが， gl::動化だけで血清のロットによる違

いをすべて取除くことはできなかった.

結論

純系マウスJJ合児由来の培養細胞株 BALB/3T3細胞を

用いて，in vitroの発ガン実験系を確立することを目標

とした実験を行った.

クロ{ニングによって接触阻止を十分に示すクロ{ン

を得た.

接触阻止の性質は血清のロットによって非常に相違

し，また，継代培養によって消失することが明らかにな

った.

発ガン剤 (4HA QO， MNNG)によるトランス，j，~メ

{ショ γを明確にiRえることはできなかった.

今後，正常な細胞の接触阻止に必要な血清中の因子や

トランスホームした細胞の成長に必要な因子について十

分検討がなされ，血清成分のコ γ トローノレが可能になら

ないかぎり，再現性のある実験系をうちたてることは困

難であると考えられた.
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Fig. 1. Subclones clerived frol11 BALB/3T3 A31-714 cells ancl cllltivatecl for 6 weeks. a， clone 101; 

b， clone 105; c， clone 106; cl， clone 109. (x 50) 

Fig. 2. BALB/3T3 cells sllbclone 1054 cultivated for 4 weeks in Eagle's MEM supplemented with 

variolls lot of calf Serlll11. <1， lot 408281; b， lot 411061; c， 10t 411201; d， lot 411251. 

Fig. 3. BALB/3T3 cells subclone 1056 cu1tivated for 4 weeks in Eagle's MEM sllpplemented with 

variolls lot of calf serllm. a， lot 408281; b， 10t 411061; c， lot 411201; cl， lot 411251. 

Fig. 4. Effect of heat-inactivation of calf serum on the cell growth of BALB/3T3 cells sllbc10ne 1054. 

a ancl h， calf surum 10t 501131; c ancl cl， calf serurn lot 411201; a ancl c， non-treatecl serum; 

b and d， heaトinactivatedserurn. 
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ーラ‘γ トの発育推移!こ関する考察

福森{言隆*.平賀輿苦*

Variation of Growth Curve in Rats 

NOBUTAKA FUKUMORI* and KOGO HIRAGA* 

草者

実験動物の成長発育は，個体内の生体情報を把握し得

る最も有効な観察手段である.殊に，飼育環境の影響お

よび適用された化学物質の作用を経時的に「推移変動J

として把握でき，一定の成長パターンを比較することで

動物体の生理機能変化の異常を推察することが可能であ

る.毒性検索法の中で，臓器重量，病理組織，多量の血

液を必要とする血液性状検査などの諸検索は，動物の屠

殺が不可欠であるのに対して，体霊測定は検索時から同

一動物で定期的に変動を記録できるため，毒性評価に症

候観察と共に重要な指標を提供する.

先に，著者ら1)は同一系統で生宵場を異にするラット

の成長過程を比較し，当部の林田らわも体重増加が一定

の規則性をもっ変動の繰り返しの組み合せであると報告

した.また，平賀らおは成長に伴う増加過程にみられる

一定の変動が刺激に対する生体反応を規制しており，そ

れを発育リズムと仮称した.

今回，素朴な観点に基づきラット体重の推移変動の種

々条件下における変化および同一週令の動物で生後4週

日にみられた体重差がその後の成長発育に及ぼす影響に

ついて観察したので、報告する.

実験方法

実験環境は室温250 土 1 0 • 湿度50%土 5%. 照明午前 6

時から午後6時までとし，クレア飼育用問型飼料 (CE-

2)および細菌ろ過水道水を自由に摂取させて，下記の

実験を一般飼育室にて行った.

実験1.集団飼育，個別飼育の発育推移

Barrier system下に生育されたSD-]CL系雌雄ラット

を集団飼育は各5匹，個別飼育は各 1匹をステンレスケ

ージに入れ， 4週令から一般飼育室にて約9週令まで飼

育した.体重は2日間隔で午前9時に測定した.

実験1 薬物負荷による発育推移

Barrier s可yst仕em下に生育されたSD一-]CL系雄ラ γ トを

5匹ずつ集団飼育しい，各群1叩O匹としし53別別リ時幸報良1i4)り〉に示す条件でで、，

but勺ylat忙e町dhydroxyt句:冶oh凹 ne(BHT)，phenobコa町rbi江taιl(PB)λ， 

iSOI叫1吋icωo刈川tin凶1吋icacid h匂1η守ydrazide(INH)の薬物適用時の体重

を午前9時，午後4時の日 2回測定した.測定は4週令

から行い， 1週間予備飼育後各薬物を適用し，その後1

週間毎日測定を行った.

実験盟. 4週令動物でみられた体重値の大小!こ起因す

る発育推移と負荷時の影響

Barrier system下に生育されたSD-]CL系雄ラヅトを

4週令で体重値の大 (67.0g土2.79g)，小 (51.3g土4.81

g)により 2群に分別し， ケージに5匹ずつ収容して各

群10匹の体重を測定した.測定期間は12週令まで行い，

体重値の大小を各CL群， CS群とした.また同様に分別

を行い 5週令から BHT添加飼料 (BHT1. 5%濃度で飼

料へ混合し固型化したもの〉を与えた負荷群を TL群，

TS群として，毎日午前9時に体重を測定した.なお各

週の飼料摂取量を測定し，飼料効率を算出した.

実験結果および考察

実験 Iの個々動物の発育推移を Fig.1，2に示した.集

団，個別飼育を比較すると，雌雄とも個々の成長曲線に

大差を認めなかった.これらの発育推移をみると，体重

増加の微細な緩急の変動がみられ，この細かな生理的増

加の繰り返しもまた飼育匹数により差異があるとは思え

なかった. しかしながら，この微細な変動を体重増加分

として Fig.3に個々の動物で示したところ，一見差異が

あると思えなかった発育曲線に雌雄差および飼育条件に

よる差異が含蓄していることがわかった.つまり， 5匹

飼育雄ラットの増加分の変動は，飼育後2週まで個々の

大小の増加を示すが，その後漸次変動の同一性傾向を示

*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 Labol'atory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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した.これに対し， lTlli飼育では個々の動物が終始異な

った増加変動を継続した.このことは明らかに個別，集

団飼育で相違があることを示唆しており，特に集団飼育

の適応に相当期間が必要で、あると忠われる.一方，雌の

動態は雄ほど顕著でなかった.また集団飼育，個別飼育

で変動の大きな動物，小さな動物が存在して個々の動物

が異なる変動幅をもっていることがわかった.変動はか

(g) 
5 rats in cage 
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なり規則的であるため，その変動の異常が何らかの個体

の変化を反映していると思われる.Fig.3の個別飼育雌

ラットの変動異常(矢印〉を呈した動物は，翌日死亡に

致っている.成長曲線では，これらの変化まで把握する

ことが困難であり，まして図示を省略したが動物の平均

成長曲線では，増加変動の把握さえ明らかでない.
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Fig. 3. Changes of body weight gain in individual r<1t caged in groups or singly 

集団飼育と個別飼育では，飼育動物数による環境差つ を基準とした成長率の各動物の平均をFig.4に示した.

まり運動量，摂餌飲水の影響など動物の発育を左右する 投与前は規則的な律動が各群とも同程度に認められた

因子が存在すると考えられるが，成長曲線のみでは明ら が，薬物負荷によりそれぞれの薬物に特有な発育推移を

かでなく，個々の動物に基づく分析が必要であると考え 示した PBは対照より若干良好な体重増加をし，午後

る.おそらく，顕著な差異として表現されないのは，他 の減少がほとんど認められないのが特徴的で、あった.こ

の環境(温度，湿度，気流，飼料……〉が良好であるた れは PBの中枢神経抑制による自発運動の低下が示唆さ

め，発育変動に与える影響を最小限にしたと思われる. れる.また， BHTは体重増加の抑制を認め， 特に負荷

実験Eは薬物を負荷した時の発育推移に対する影響を 直後，午後の減少も大きく，翌日の増加も幾分抑制を示

調べたもので，動物の体重は午前から午後に減少すると した.BHTとPBないしINHを同時負荷した場合，BHT

いう知見に基づき日 2回測定し体重および薬物投与時 単独より PBは増加し， INHは抑制が強くみられた.
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たが，平均曲線のため林田らの報告2)する規則的な周期

性を持った動揺と必ずしも断定し得なかった.絶対重量

を比較すると CL群が終始優ってほぼ平行関係を呈する

が， BHT負荷時を基準とした成長率の推移は CS群の

増加が鍾位であった (Fig.6).

Fig. 7に示した両者の飼料効率とlOOg体重当たりの

飼料摂取量(体重比飼料摂取量〉を比べると， CL， CS 

群で同様な推移がみられ，各体重に見合った必要飼料量

を摂取していることが理解される

一方， 5週令から1.5%BHTを負荷した TL，TS群

では一時的に体重減少を認め，次第に増加傾向を示し，

絶対重量，成長率とも同様なパターンがみられた (Fig.

5，6). 負荷時の発育推移は不規則な変動が大きく，特に

途中死亡例があり動物が欠失した時，急激な増加を認め

る (Fig.6矢印).この例から，甚だしく衰弱した 1匹

の動物が，他の動物の体重を引っ張るため死亡前後の統

計的処理は一考を要すると思われる.飼料変動は対照群

に比べ， TL， TS群で大きな起伏を示し 交差しなが
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このことは動物体における異種の代謝機能変化の反映で

あることが推測される.成長率で示すと顕著に把握で

き， INHの同時投与で午後の減少が強く認められた.

また，肝臓で滑田小胞体を増殖させ薬物代謝機能に影響

を与えるといわれているPBとBHTは，発育推移に関す

る異なった動態を示すことから，代謝充進という現象の

みで両者を同一に論じ得ないと考える.詳細は別報4)に

述べた.

上述のことは，単なる体重変動の中にも微細な日内変

動の相違があり，種々の増加および抑制の程度が重なり

合って発育推移の大きなパターンを形成すると考えられ

る.このことは，発育推移を詳細に分析すると薬理作用

に対応する一定の変動パターシが期待し得るが，一方薬

物量および栄養供給の相関が大きく関与するため，発育

推移のみで薬物の影響を言及し難いと考える.

実験盟は同週令動物で4週令でみられた体重値の大，

小に基づいて作為的抽出を行い 2群に分別し，体重の大

小がその後の成長に与える影響の有無を12週令まで飼育

観察した. Fig.5は各群の平均発育曲線を示した.実験

lでみられた体重の微細な緩急の増加変動も認められ

CL群， CS群間に大差を認めなかった.これらの日々の

微細な緩急の増加変動の中には若干大きな変動もみられ
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らほぼ同様な傾向を認めた. 飼料効率は8，9週令でピ

ークがあり，この時期の死亡と関係があると考えられ

る (Fig.7). 

なお， TL群では10[庄中5例の死亡がみられたが，こ

の5例は5匹ずつ収容した一方のケ{ジの全例で，他方

のケ{ジの 5匹には全く死亡を認めなかった.実験 1，

Hから推察して全例死亡ケ{ジに他の動物に影響を与え

た，つまり大きな不規則な変動を示す動物が混在してい

たか両ケージを比較し調べた.平均発育曲線は死亡前ま

で同様な推移を呈して個々の動物も大きな変動を認めな

かった. Fig.8に死亡ケージ，生存ケ{ジの任意に抽出

した個々の動物の発育曲線を示した.死亡は負荷後2週

白からみられ，死亡ケ{ジに若干体重差を認めるが，生

存ケージの動物と異なる変動推移がみられなかった.飼

料摂取を分析すると， 4週令から 7週令まで、の生存ケー

ジ2日間の体重増加量各週令14.5，13.8， 14.4， -3.0g， 

また飼料摂取量26.8，30.2， 39.6， 40.2gで，飼料効率

を算出すると54.1，45.7， 36.4，ー7.5%を得た.一方，

死亡ケージでは体重増加量16.1，17.1， 17.6， 10.0 g， 

飼料摂取量25.6， 29. 0， 35. 4， 25. 6 g， これから飼料効

率は62.9，59.0， 49.7， 39.1%を得た.以上の数値から

経時的に検討すると死亡ケージの飼料効率が生存ケージ

(g) 。
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Fig. 8. Growth curves of survivor and dead rats treated vvith BHT 

より優位であり，このことは飼料摂取最が少ないにもか

かわらず体重増加量が大きいことに起因する.また，体

重比飼料摂取量は生存ケ{ジで13.0， 12. 2， 11. 5， 9. 2g， 

死亡ケ{ジで12.3，11. 6， 10.2， 6.0 gを示すことから，

死亡に関して単に飼料に混入した薬物の摂取差が問題と

なるのではなく，死亡を惹起する生体の他の因子が偶然

にも死亡ケ{ジに集結したと思われる.

BHTの死亡動物の発育推移は，死亡2，3日前に貧血

症候，自発運動抑制，呼吸異常を呈し，体重の急激な減

少を伴い死亡に至る.それ故，発育推移の観察は，動物

体の異常変化の表現として死亡の推定が可能と考えられ

る.

以上の知見から動物の発育推移の詳細なパタ{ンの分

析は病態生理機能異常あるいは薬理作用の差異などを把

握するため，生存個体での観察が可能である.また今

日，実験評価に統計的処理が主要を占める中で個々動物

の分析という最も基本的評価方法を再検討する余地もあ

ろう.例えば衰弱の甚だしい動物が群中に存在する時，

その 1匹が他の動物の平均体重を減少させ，標準偏差を

拡大しでもどれほど意味を持つであろうか.特に長期飼

育で動物の個体差が顕著となる実験では，個々の動物の

検索もまた重要であると忠われる.平均発育曲線は個々

動物の変動の累積表現であるため，顕著な規則的変動を

認め難い. しかし実験日の如く，群全体が一定の反応を

示す時には有効で、あり，また実験 lの増加分の変動も発

育曲線を注視することにより把握が可能である.個別飼

育，集団鍋育による死亡率の異なることも知られてお

り，動物の発育推移のパタ{ン分析は検索目的に応じて

飼育条件，測定期間を考える必要がある.

実験動物の体重変動は，飼育環境，飼育管理条件に由

来する外因要因および動物体の生理機能を表現する内的

要因の微妙な影響を受け易いの.さらに動物系統差， 時

代の変遷に伴う成長曲線の向となど種々の条件により異

なる発育推移を描く.強制経口投与，不完全飼育，隈題、

動物の各条件で異なる発育推移を観察した報告のもあ

り，外的要因が確立され飼育状態が良好に改善された昨

今，動物体の内的変化の把携を主目的とした経時的発育

推移の観察が苛.性検索の評価に今後新たな方向性を与え

るとj関侍する.
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結語

成長発育におけるラットの体重変動を推移として把揮

し種々条件に対する発育推移を経時的に観察すること

は，実験動物の病態生理機能変化および薬理作用の検索

に有用であると思われる.
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う‘Y トにおける体重，摸鍔量，飲水量，糞量の日内および日間変動について

林田志信*，井口重孝六池毘虎雄申

Circadian Variations of Body Weight， Food Intake， 
Water Intake and Feces Excretion in Rat 

SHINOBU HAYASHIDAヘSHIGETAKAIGUCHド andTORAO IKEDA* 

前報1)において，ラットの成長過程における体重の変 時より 4時の間， 4時より10時の間，であり， 10時から

動に検討を加え， ラットの体重増加曲線は一定の規則性 16時の関は逆に減少がみられた.従って日内の体量は4

をもった体重の日内変動，日間変動，週間変動の組合せ 時より10時が最高で， 16時が最低となった.

によって構成されるとの推定を得，これを報告した.今 摂餌量は大体体重と同様の変動パタ{ンを示し， 1日

回は，体重とともに摂餌量，飲水量，糞排世量の日内お 総餌飼量の大半は16時から 4時の間の夜間に摂取した.

よび日間変動を観察したので報告する. 飲水量は22時から 4時の間が最も多く，摂餌量のピ{

観察方法 クより遅れ， 10時から16時の間が最も少なかった.

実験動物はbarriersystem下に日本クレアにて生育さ 糞排j世量は，摂水量の変動パター γと似ており， 22時

れた]CL-SD系ラット雄を20匹用いた.動物は4週令で から 4時の間が最も多く， 10時から16時の聞が最も少な

購入，前面と床が網の一匹飼いステンレスケージに収 かった.

容，温度250土 1，湿度55土 5%，照明午前6時から午 以上より体重増加量，撰餌量，飲水量，糞排11lt量はラ

後6時までの一般飼育室において日本クレア CE-2飼料 ットの活動する夜間に多く昼間は少なく，体重は10時よ

および細菌ろ過水道水を自由に与え飼育した. り16時にかけて減少することがわかった.また体重増加

体重は 19感度の天秤で測定し体重増加量は前回測 量は摂餌量に伴って変動し，飲水および排糞は摂餌後に

定値との差で示した.摂餌量は，投与前の飼料重量から 増加することが判明した. 10時から16時の間は，排糞は

測定時残存飼料とケ{ジ下の受皿にコボした飼料重量を 極めて少なく(平均0.71g)，摂餌(平均2.6g) および

ヲ[¥，、た値とした.飲水量は投与前給水瓶重量から測定時 飲水(平均2.4g)はわす守かながらあるにかかわらず体重

給水瓶重量を引いた値で表した.糞量は，受阻中の糞を が減少(平均5.0gの減少〉することは， この聞に排尿

乾燥することなく，ただちに測定した重量を用いた. あるいは蒸世が多くなっていることを暗示し，今後検討

日内変動は， 6週令時と 9週令時に， 2日聞にわたり， したい.

日間変動は6週令時より17日開にわたって観測した. 日間変動:体重については前報のように大きい増加と

観察結果と考察 小さい増加の繰り返しがみられた.摂餌量は体重増加最

図1(6週令時日内変動〉図 2 (9週令時日内変動〉 のような変動は少なかった.また，体重増加に伴う摂餌

および図3(日間変動〉に平均値(太線〉と20匹中任意 量の増加傾向はほとんどみられなかった.飲水量も日聞

に抽出したNo.HI007 (細線)， No. HI 012 (破線〉で 変動は少なく，一定の傾向は見出せなかったが，体重増

2個体の値を示した. 加に伴う増加が認められた.なお，飲水量に関しては，

日内変動:6週令時と 9週令時の各変動は大体同傾向 飲水以外の給水瓶よりのコボシを完全に排除出来す事，あ

を示したので一括して述べる. る程度の不正確はさけられなかった.糞排世量では排世

体重増加量は前報1)で、述べたと全く同様な変動を示 の多い日と少ない日の繰り返しがみられた.しかし，体

し， 16時より22時の間の増加量が最も大きく，ついで22 重増加量の変動との対応は明確にはいえないようであっ

*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 Hcalth 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 J apan 
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た. みられた.体重増加量はt:fH:iIf最に伴った周期を示し，飲
また，摂餌量の場合と同様に体重増加に伴う糞量の増 水量および糞排世量の周期における高ピ{ク時のピーク

減傾向はほとんどみられなかった. 時より遅れたが， ¥，、ずれも午後4U寺が低いピークであっ

以上，体重増加量，摂餌量，飲水量，糞i~i't世量の日間 た.体重(増加量ではなしうは午前4時から10時の間が

変動における1・目互関係は明らかでなかった.しかし体 最高で，午後4時が最低で、あった，

重の増加(成長〉に伴う摂餌量の増加や糞排世最の変化 日間変動は，体重増加量および糞材料世量において大小

はほとんどなく，飲水量がこれに伴っていたことは興味 の波形変動がみられたが，摂部量および飲水量では顕著

深く，成長に伴い食餌効率のよくなることが示唆され でなかった.

た. 体重増加(成長〉に伴った飲水量の増加傾向がみられ

たが，摂餌最および糞排11止量においては，その傾向はほ

とんどみられなかった.

文献

1) 林田志信，井口重孝，池田虎雄，平賀興舌:東京

衛研年報， 26-2， 186， 1975 

要 高守

ラット(JCL-SD系雄， 6週令および9週令〉につい

て体重増加量.，摂if1r:f量，飲水量，糞排j世量の日内変動お

よび日間変動を観察した.

日内変動は，いずれも夜間が高く，昼間が低い周期が
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うットにおける体重増加と大腿骨長および骨重量の関係について

坂本義光汽湯津勝広汽平賀興吾*

Relation between Body Weight Gain and Femur 

Length or Femur Weight in Rats 

YOSHIMITSU SAKAMOTOヘKATSU五IROYUZA W A* and KOGO HIRAGA* 

品者 -F司
動物の体長および体重を維持している骨格を構成する

骨の重量や大きさについては，それが成長の指標または

体重変動の指標として検討されているのみで，それらの

測定値の表わす性質に触れた報告はない. 藤井ら1)は成

長の旺盛な年令のラットを用いて，その大!阻骨重量およ

び骨長の成長の指標としての有用性について検討した

際，骨量量，骨長の発育@成長に伴う増加推移にはlel有

の性質があり，これが体重の増加推移と平行しているこ

とを報告している.

従来から著者2-4)らはラットの発育@成長に伴う体重

および諸器官重量の増加推移には，その増加量の大小fこ

由来する一定の変動があることに注目しこれがその動

物の性状の一端を表わすものと考えてきた.

今回，大腿骨重量および骨長の増加推移にみられる変

化を観察しさらに従来から当部で毒性試験を行なって

いる Butylatedhydroxytolueneを投与し体重が増加

抑制された場合の骨重量および骨長の変化と合せ，ラッ

トの発育・成長に伴う骨重量および骨長の増加推移に現

われる性質について検討-した.

実験動物および方法

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土10，限度 50土

5%の環境下でステンレス銅製ケージ (w25 x l140 x 

h 16cmに5匹ずつ収容し，自家製回型飼料 (1:=1本グレ

ア社製粉末飼料 CE-2より製造〉および水道水を自由に

摂取させて飼育した.

ラットは入手時の体重の大小によってA，B の 2~洋に

分け，両君fl80Tlliずっとした.体重はA群が 66.7土2.9g， 

Bl1fが 51.8土3.7g であった.さらにこれら 2~洋のラッ

トを，各々，無処置群と bl1tylatedhydroxytol問l1e(以

下BHTと11唱すつを摂取させた BHT摂取群とにわけ

た.この群には5週令より BHTを1.5%の濃度で粉

末飼料に混合し回型化したものを摂取させた.

検査は，無処置群は4週令より 1週間単位で13週令ま

でま1-10凹，また BHT摂取群は6週令，つまり BHT摂

取 1週間目より無処置群とともに 1週間単位で計8回，

各群10匹ずつ検査に供した.

動物は体重測定後，断頭放lflL し，右大J1jjJ'ì~' を抽出し

た.摘出した大Jljn骨は]10%ホルマリン液で2日間回定

後，骨に付着している筋，結合織を出来るかぎり除去

し，室温 23土10，湿度 50土5%の実験室に2時間放置

した，その後大Hjß'I~'長はノギスによって大転子から内@

外側頼までを 111111単位で測定し，大Hj!&骨重量はMettler

PH 162型電子天秤によって mg単位で測定し湿重量

とした.また乾燥重量は乾燥器内 1100で担量になるま

で加熱@乾燥して測定した.

実験結果

4!\~処置群(以下 CA ， CBと11陪す〉および BHT摂取

群(以下 TA，TBと11唱す〉の各週令における体重，大

!腿骨長(以下'首長と略す)および体重 100g当りの骨長

を Table1 lt;こ，また大mn骨重量(以下骨重量と略す〉

および体重 100g当りの骨重量を Table2に示した.

また BHT摂取群では，実験期間中に死亡した間体があ

り，例数は減っている.

体重 Table 1に示すように，終始 CBに比べ CA

が大きく，また Fig.1にみられるように，ほぼ直線的

に両群平行して増加し CA，CB の増加推移には大き

な差異はなかった.

BHT摂取によって Tλ，TBともに増加が抑制され，

*東京j'1[¥立衛生研究所帯性部 160 東京都新宿区百人Illr3-24-1 
':< Tokyo Meh‘opolitan Research Labol'・atoryof Public Health 

24一一1，Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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CA : A group control， CB: B group control， 
TA : A group BHT treatecl， 

TB : B grυup BHT treatecl 

各週令の{直は CA，CBに比較して小さかった.また

TA， TBの増加推移には， TAでは 8週令より， TB 

では 7週令より，増加の割合の大きい期間と小さいj開閉

がみられた.またその変動には11可群でほぼ 1週間のズレ

があった.

骨長 Tahle 1に示すように廿長は CBに比べ終始

CAが大きかったが，体重比はCBが大きいかまたはそ

の傾向を示した. Fig. 2に示すようにその増加推移は

CA，CBで大きな差呉はなく，徐々にその傾きは小さく

なる傾向を示した. また体重比Itfl線は，vまぼ6週令まで

急、な減少を示しその後徐々に減少の割合が小さくなっ

た. また TA，TBの各週令の{i直は各々 CA，CBに比

べ小さく， 'r~J t長の増加がfflJtllUされているが，体重比は

CA，CBより大きな値を示し，その抑制のされ方は，体

重のiヰi制の告IJ合に比べ小さいものであった. TA，TBの

骨長の増加推移には大きな変化はみられないが，体重比

の推移には TAで9週令， TBで8週令から減少の訓

合の大小のくり返しがみら:/Lた.

骨量最 Tahlぞ 2に示すように終的 CAが Csに比

べ大きいかまたはその傾向を示したが体重比では珂群に

差はみられなかった. TA， TBの骨重量は各々 CA，

CBに比べ小さかった.体重比をみると， TAでは 6，

7週令で， TBでは6週令で各々 CA，CBの値より大

きかった.また TAは10週令で CAより小さかった.

その他の週令では特に差がなく，また Fig.3に示した

体重比曲線には大きな変化はみられず， CA，CBのそれ

とほぼ一致しており， BHTによる骨重量の増加が抑制

された割合は体重のそれと同程度であったことが示され

た.

また CA，CBの'1守重量の増加推移には，図仁j=1(↓〉で

示したように CAでは9から 10週令に， CBでは10か

ら11週令に特に増加の割合が大きく，体重のそれに先行

するJtJ]間がみられた.またTAではその期間が10から11

週令でみられた TB では例数が l例であったため，

その傾向がとらえられなかった.

水分合量 湿重量と乾燥重量の差を水分含量とした.

Fig.4に示すように CA，CBともほぼ7週令まで増加

を示しその後10から11週令にかけhて減少し，さらにほ

ぼ8週令の値まで増加した. TA， TBでは，増加の程度

が CA，CBに比べ小さいが， 10から 11週令で CA，CB

の8週令の値に近づく傾向を示した.

考察

ラットの発育@成長に伴う体重や器官重量の増加推移

に現われる，わずかな変動の意義を明らかにするために

は，それらの変動を動物の性状に山来する真の変動とし

てとらえることが必要である. しかしその観察には，体

重や器官重量の変動が，飼育環境や動物の個体差などに

影響されやすいために，かなりの困難を伴うものと思わ

れる.既に報告したように著者2-4)らは生育場を共にす

る同一系統，週令のラットを同H寺に入手し，その性状を

比較することによって，発育に伴う体重，器官重量の増

加抗移には，一定の変動があることを見い出した.これ

は使用した動物に本質的な差はなかったが，発育の程度

に差があったために，一定の変動を，増加推移にみられ

る変動のズレとして検出できた例である.このように動

物の性状の真の現われとしての体重や器官重量の増加推

移の変動を観察するためには，本質的には差がないが，

発育の程度に差のある動物をこ群以上設定し，比較する

ことは有用な方法と思われる.さらに薬物投与などによ

って体重や器守重量の増加推移にみられる変動の影響の

受け方を各群間で比較，観察しそれらの変動に普遍性

を見い11:¥すことは，その変動の真実性をより確実なもの

にすると忠われる.

木実験では，前却で述べた経験にもとづき， 同 ー系

統，同一週令のラットを体重の大小によって 2群に分け
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それらの発育に伴う大腿骨重量および骨長の増加推移に

みられる変動を観察した.

骨重量では，体重が約 370gの時点で，その増加推移

に変化がみられたが，これは体重の大小で、分けた2群に

1週間のズレを有して認められたが，この変動が，水分

合量が一定になる時期と一致していることから，発育成

長に伴う骨の構築の仕方などの骨の性状の変化が骨重量

に現われたものと推定される.この増加推移にみられ

た変化は，体重や骨長の増加推移にも大きく現われない

骨重量に間有のものと思われる.さらに BHT摂取によ

って，体重の増加抑制に伴って骨重量の増加が抑制され

た場合で、も，その変化が 1週間遅れて認められたこと

は，体重の大きい群にみられた変化が，小さい群で 1週

間遅れて現われることと同様で，骨の本質的な性状は保

たれていることから， BHTは特に骨に対する作用はな

いものと思われる

骨長は体重や骨重量に比べ，その増加の割合は小さ

く，また体重の変動の影響を受けにくかったが，この骨

長の増加のしかたは他の器官のうちで，特に脳のそれに

似た性質を示している 2) つまり骨重量が，その週令での

体重の大きさによく伴うのに対して，骨長は体重に規定

されるより，むしろ週令によって，その大きさが規定さ

れていると思われ，二つの測定値の性質は，多少差異が

認められた.

以上のように重量または長さの増加推移の観察結果か

ら，廿の性質について推論したが，これらの変動の本態

については，組織学的，生化学的方法によって追求され

るべきであるが，今後，高齢期のラットでの観察を行な

い見極めていきたいと思う.

要 l::::::. 
日

4週令 wistllr系雄ラットを用い，体重の大小によっ

て2群に分け，さらに各々の群を，無処置と， 5週令よ

りBHTを摂取させた BHT摂取群とに分け，この 4

群で，発育@成長に伴う大腿骨重量および骨長の増加推

移にみられる変動を.比較，観察し，骨重量，骨長の示

す性質について検討した.
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Body weight and femur length of control and BHT treated rats Table 1. 

Femur length Body weight 
Week・
old TB CB TA  CA  TB CB TA  CA  

1. 89土0.06(9)t

3.31土0.27t

2.02土0.03(8)

2. 70土0.042)

57.3土3.4(9)t75.0土2.1(8)1)4 

2.30土0.04(10)t

2. 15土O.l1t

2.38土0.06(10)3)

1. 92土0.11

107.4土6.4(10)t124.1土6.8(10)5 

ミ-
/吋.

2.47土0.00(10)*t

2.08土O.16*t 

2.62土0.07(9)t

1. 60土0.05t

2.58土0.03(10)*

1. 83土0.11本

2. 78土O.06(10) 

1. 46土0.07

119.1土9.1(10)*t163.4土7.1(9)t141. 7土9.8(10)*187.2土11.3(10) 6 

L
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2.68土0.03(8)*t

1. 66土0.12*1'

2.88土0.03(10)t

1. 33土0.08t

2.81土0.04(7)*

1. 53土0.06*

2. 96土O.04(9) 

1. 23土0.05

162. 1土11.8(8)*t 217.1土15.6(10)t183.6土10.9(7)牢241. 3土14.8(9)7 

~ 、と二J
m守ぺ

2.95こと0.07(7)*

1. 37土0.08*

3. 12土0.04(10)t

1. 18土0.04t

2.97土0.06(6)牢

1. 37土0.19*

3.21土0.07(10)

1. 10土0.04

214.8土16.8(7)本263.5土14.0(10)t219.3土29.7(6)*290.9土19.3(10)8 

→く山
県白

日ベ
1
6
0
N
.
-
h
w

吋。

3. 13土O.13(6) 

1. 34土O.10本

3.26土0.10(10)t

1. 07土0.06

3.16土0.07(8)牢

1. 23土0.08本

3.37土0.06(10)

1. 02土0.05

234.6土23.6(6)*306.8土22.1(10)t259.0土25.2(8)牢330.4土20.3(10)9 

3.23土0.05(8)*

1.16土0.08申

3.40土0.08(10)t

1. 00土0.07

3.27土0.06(6)*

1. 24土0.22*

3.54土0.05(10)

0.96土0.04

278. 7土19.5(8)本340.2土30.9(10)t269.5土42.9(6)*367.9土21.6(10) 10 

3. 31土0.08(5)*

1. 21土0.22キ

3.57土0.05(10)

0.96土0.04

3.37土0.12(4)本

1. 08土0.14*

3.60土0.09(10)

0.92土0.04

281.1土54.8(5)牢372.0土15.6(10)↑315.6土50.3(4)*394.1土27.9(10)11 

(1) 3.23 

1. 24 

3.63土0.05(10)t

0.94土0.04t

3.42土0.01(5)本

1.13土0.06牢

3.69土0.05(10)

0.86土0.04

(1) 261. 0 388.8土20.2(10)t302.4土17.3(5)*432. 7土23.7(10) 12 

3.43土0.11(5)

1. 12土O.13ヰ

3. 70土0.11(8)

0.92土0.06t

3.58土O.10(2)本

0.96土0.00*

3. 74土0.07(9)

0.84土0.05

311. 4土46.3(5)本405.2土39.8(8)t371. 5土19.0(2)*448.1土39.9(9)13 

N

。日

。:Absolute weight， 2) : mgj100 Body weight， 3): Number of rats 
Statistical significance : * ; CA vs T A， CB vs TB， t; CA vs CB， T A vs TB，叶 ;Pく0.05
CA : A group control， CB: B group control， T A : A group BHT treated， TB: B grot1p BHT treated 



日。。Femur weight of control and BHT treated rats Table 2 

Dry weight Wet weight 
百Teek-
old TB  CB TA  CA  TB  CB TA  CA  
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76.0土7.5(7)t

133.0土15.9

97.0土7.5(8)

129.0土9.3

186.0土20.1(9)t

324.0土36.3

235.0土20.0(8)1)

312.0土24.42)

4 

138.0土12.4(9)

129.0土14.7 

145.0土14.5(9)

118.0土14.3

308.0土29.6(10)t

287.0土27.0

336.0土20.1(10)3)

271. 0土17.1

5 

174.0土7.5(10)叶・

147.0土11.6牢

211.0土26.8(7)t

128.0土13.3

200.0土14.5(10)*

142.0土7.4牢

334.0土22.5(10)叶 234.0土13.4(10)

281. 0土27.5ヰ 125.0土9.6

373.0土38.6(10)*394.0土42.4(9)t

263.0土20.4* 241. 0土23.2

452.0土27.0(10)

242.0土22.5

6 

216.0土16.7(8)*t 

133.0土10.5

276.0土14.7(9)t 

128.0土7.8

249.0土14.7(7)* 

136.0土2.7* 

309.0土18.3(9)

128.0土5.1 

423.0土21.9(8)*t 

262.0土20.0牢

523.0土28.9(10)t

241. 0土14.8

485.0土29.3(7)牢

264.0土11.8* 

572.0土41.4(9) 

237.0土10.4

7 

287.0土23.9(7)本

134.0土6.7 

357.0土17.1(9)t

136.0土4.6

301. 0土27.7(6)本

139.0土18.3

381. 0土18.3(10)

131. 0土7.1 

525.0土35.4(7)*

245.0土11.4 

610.0土43.1(10)t

231. 0土14.8

540.0土38.4(6)*

250.0土40.4

651. 0土35.4(10)

224.0土13.7 

8 

355.0土58.7(6)牢

151. 0土13.3

420.0土49.7(10)

137.0土12.9

363.0土30.6(8)牢

140.0土7.6

457.0土32.0(10)

138.0土4.3

572.0土86.1(6)*

243.0土19.1 

674.0土85.8(10)

20.0土21.8 

615.0土51.8(8)* 

238.0土15.7* 

717.0土38.0(10)

217.0土7.7 

9 

404.0土17.9(8)*

145.0土9.5

494.0土44.7(10)t

146.0土8.8t

415.0土39.0(5)本

146.0土18.9本

592.0土44.2(10)

161. 0土7.9

683.0土41.3(8) 

246.0土20.5牢

701. 0土70.0(10)t

206.0土13.2t

693.0土41.8(6)本

262.0土38.4本

828.0土66.8(10)

225.0土12.0

10 

434.0土58.7(4)叶

157.0土16.4

600.0土20.6(10)

162.0土8.1 

495.0土77.5(4)*

157.0土7.6

617.0土38.2(10)

157.0土17.4

674.0土82.9(5)*

244.0土32.1 

829.0土33.1(10) 

223.0土10.5t

773.0土107.2くの

245.0土8.3本

839.0土60.6(10)

213.0土9.3

11 

362.0(1) 

138. 7 

610.0土26.5(10)t

157.0土8.7 

484.0土14.6(5)本

160.0土7.6

660.0土40.0(10)

153.0土11.6 

560.0(1) 

214.6 

859.0土41.2(lO)t 

221. 0土10.5

702.0土21.7(5)* 

233.0土9.9 

941. 0土59.2(10)

218.0土17.5

12 

505.0土92.5(5)牢

161. 0土11.0牢

713.0土78.2(8)

176.0土12.2

567.0土28.3(2)本

153.0土0.2

749.0土38.7(9)

168.0土12.9

782.0土139.8(5)ヰ

250.0土12.6

950.0土117.0(8)

234.0土15.9

870.0土56.5(2)*

234.0土3.1

996.0土58.3(9)

223.0土16.1

13 

。:Absolute weight， 2) : mg/100 Body weight， 3): Number of rats 
Statistical significance : * ; CA vs T A， CB vs TB， t; CA vs CB， T A vs TB，叶;P<0.05 

CA : A group control， CB: B group control， T A : A group BHT treated， TB: B group BHT treated 
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うットの加令に伴う変化の組織学的検索

坂本義光へ平賀興吾*

Histological Studies of Age-Related Changes in Rats 

YOSHIMITSU SAKAMOTO* and KOGO HIRAGA * 

緒 告
同

毒性試験では，ラットやマウスなどの実験動物が使用

されることが多いが，飼育期間中これらの動物の諸臓器

に，薬物などを摂取させた処理群だけでなく，その対照

群の動物にも種々の病的な組織変化や!臣場などが発生す

ることが知られている1引.またこれらの自然発生的な

病変が，薬物の影響の観察を妨げる場合も少なくない.

薬物の毒性の評価は，動物の薬物に対する反応につい

て得られた個々の試験成績を総合的に検討して得られる

ものであるが，そのためには，特に毒性試験に使用され

る実験動物の性状について十分な観察も必要である.

また自然発生的な病変など，動物の悶有している性状

は，その飼育された環境によっても変化するものと考え

られ，他のデーターを参考にするだけでなく各研究施設

で，その環境下で飼育した動物についてのデ{タ{をも

集積する必要がある.

当部では従来から毒性試験に使用されるラットの性状

について，種々の報告をしてきたが，いず、れも 4~9 週

令までの若齢期のものであったの.

今回，さらに長期間飼育したラットの性状を知るため

に，当部で、行なわれた毒性実験の際に対照群として用い

られた雌雄ラットの諸臓器にみられた種々の変化を，飼

育期間を追って観察し，その発生時期，頻度および程度

の加令に伴う変動，またそれらについて認められる性差

などについて検討したので、報告する.

実験材料および方法

動物は静岡県実験動物農業組合の wistar-SLC系ラッ

ト雌雄で生後4週令のものを購入し，当部 barrier-system

飼育室において飼育した.動物は，飼育期間中粉末飼料

CE-2を岡型化したものP および水道水を自由に摂取

させ，室温250土10，湿度50~60%， 照明を午前6時よ

り午後5時まで制御した環境下で飼育した.

動物は生後5週令より 1，3， 6， 12， 24ヶ月自に，無

麻酔下，断頭窟殺後，解剖し，心臓，肝臓，腎臓，胃，

小腸，大腸，盲腸，高IJ腎，牌臓を摘出し， 10%緩衝ホル

マリンに投入，固定した.組織標本の作製は定法に従

い，パラフィ γ包埋，薄切，ヘマトキリンーエオジン染色，

PAS染色を行ない， その他必要に応じて鉄染色(ベノレ

リン育法)， リポフスチン染色(ナイル育法)，脂肪染色

(ズダン黒法〉を行なった.また12ヶ月自のラットの腎

臓について，酸性ホスファタ{ゼを， Barka-Anderson 

法6，7)によって検出した.

なお動物は各群5匹ずっとし， 24ヶ月飼育群について

は13回とした.また各飼育群のラットの週令は，各々 9，

18， 32， 57， 109週令に相当する. なお本文中では， 各

群を飼育期間で述べた.

実験結果

特に顕著な組織変化を示した肝ー臓，腎臓および心臓，

特臓にみられた組織変化について，その発現例数と程度

を Table1 ~ 4に示し，副腎，牌臓については本文で述

べた.

また12ヶ月以降24ヶ月まで、の飼育期間中に雌雄各々 3

匹ずつの死亡例があり，飼育24ヶ月日の動物について

は，生存例雌雄各々10匹の諸臓器について得られた組織

学的所見をTableに示した.死亡例については本文中に

述べた.

肝臓 小葉に限局性巣状に見られる肝実質の壊死は雄

で6ヶ月白から発現し， 12ヶ月ではその程度が強くなっ

た.雌では12ヶ月のみで認められ，雌雄とも24ヶ月飼育

群では全く認められなかった.

限局性の変性巣は，白血球やり γパ球などの単核，小

円形細胞の小巣の周囲にエオジン好染性の均質な細胞質

*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酬ku，Tokyo， 160 Japan 
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を示し，細胞境界の不明瞭な肝細胞が存在している変化

で，浸潤細胞に混じって，好酸性小体の存在も認められ

た.この変化は雌雄ともに飼育6ヶ月目から認められ，

その程度の変化は12ヶ月を頂点として以後減少する傾向

を示した.

肉芽腫は変|生萎縮した肝細胞が， lli核小円形細胞や

Kupffer細胞などと共に， ほぼ円形を呈して存在し，そ

の周囲には変性巣をとり囲むように浸潤細胞が存在して

いる場合もあり，周囲の実質との区別は明瞭である.こ

の変化は離で6ヶ月日より認められ， 12ヶ月では例数，

程度とも増加し， 24ヶ月では減少したのに対して，雄で

は12ヶ月白より認められ， 24ヶ月で例数，程度の増加を

示した.

肝細胞の単細胞的壊死は中心静脈の周辺で，単核小円

形細胞や白血球を伴った 1個又は数個の肝細胞の壊死像

が認められたもので，雌雄とも飼育 1ヶ月目から12ヶ月

白まで認められ，雌でその程度は強いようであった.

肝細胞の空胞化は雌雄ともに24ヶ月で散見され，小葉

の周辺から中間部にかけてみられた.さらに雄では空胞

が融合して，さらに大きな空胞を形成し，風船細胞様を

呈している肝細胞も見られ，空胞化の程度は雄で強かっ

た.またこの空胞は，脂肪滴の存在と一致し24ヶ月では

脂肪滴の蓄積が多くなることを示した.

細胆管の増生は，雌雄とも 6ヶ月から認められ，加令

に伴ってその発現例数，程度が増加しており，その傾向

は雄で強かった.増生した細胆管は集族して，その全体

が単核小円形細胞や線維芽細胞などによって囲まれて，

小葉周辺部に島状を呈して存在した.さらに一定量増生

すると，それ以上増生することはなく，むしろ胆管上皮

は腫張または偏平化を示して崩壊し，その部分が線維に

よって置換されている像もみられた.この線維化は12ヶ

月目から認められ，雄で強く現われた，

肝細胞の結節状の増生は，正常より小さく好塩基性物

質の多い肝細抱が結節状に集族している変化で，細胞質

に空胞の存在している肝細胞もみられた.この変化は雌

雄ともに12ヶ月上り見られ， 24ヶ月では発現例数，程度

ともに増加し，その傾向は雄で強く現われた.

グリソン鞘内の細胞浸潤は雌雄ともに 1ヶ月飼育群よ

り認められ12ヶ月目よりその程度が強くなった.また類

洞内の単核小円形細胞の浸潤は小葉に散在してみられる

もので，程度の強い場合は，肝細胞を抑し退け集族巣を

つくって存在しているものも見られた.グリソン鞘内の

細胞浸潤とともに加令に伴い増加した.

個体別に各変性の程度については表示しなかったが，

1個体での各変化を比較すると，限局性の変性巣の程度

が強い場合，類j同内に単核の小円形細胞などが多く存在

し，また!阻管の増生がみられるグリソン鞘では，やはり

浸潤細胞が多くみられたが，その地の変化には，程度に

相関は認められなかった.

腎臓 24ヶ月飼育群の雄では， 10例中4例が嚢)J包I荷で

あり，それらを除いた 6例についての所見を Table2， 3 

に示した.組織学的所見は，尿病1管，間質，糸球体に分

けて示した.近位尿細管上皮*[1]胞の変性は，雄では3ヶ

月，雌では 6ヶ月目から認められ，ともに加令に伴って

発現例数，程度が増加した.この変化は，上皮細胞の核

の膨化，細胞質のエオジンの染色性の低下，細胞質の腫

張，基底!漢の肥厚などがみられ，さらには尿細管上皮の

壊死も認められるもので，特に尿細管上皮の壊死は雌雄

とも12ヶ月目より認められ， 24ヶ月ではより顕著になっ

た.この近位尿細管の変性の程度の増加に伴って， 12ヶ

月目より，主に遠位尿細管で上皮細胞の偏平化，管)控拡

張，尿細管円柱の存在が観察された.また糸球体も尿細

管の各変化と同様に12ヶ月よりボーマン糞基底/J英の肥

j享，糸球体の萎縮，崩壊が認められた.またこれらの変

化を示す糸球体は尿細管の一連の変化が特に強く見られ

る部位に限局性にみられた.間質の浸潤細胞巣も皮質の

変化の強い部位にみられ，これらの変化はいずれも雄で

強く現われた.

その他の尿細管の変性としては，皮髄境界部の近位尿

細管上皮の腫強がみられた.この変化は，雌雄ともに飼

育初期から認められ，ともに加令に伴って程度が強くな

った.

尿細管上皮の硝子様変性は，上皮細胞の胞体内にエオ

ジン好染性で，形は不整，大小不同の均質無構造物質が

存在する変化で，管)控中にその物質が存在している像も

みられたがその場合はエオジンの染色性は低くかった.

この変化は雄では 1ヶ月目から12ヶ月まで認められ，特

に3，6ヶ月でその程度が強かったのに対して，雌では

1ヶ月自にのみ認められた.この変性に関して12ヶ月飼

育群の動物を用いて尿細管の酸性ホスブアターゼ活性を

見ると，雄では尿細管上皮細胞細腔質で，ライソゾーム

の集族が多くみられ，さらに赤色の反応物が拡散してい

る部分も存在した.また硝子様の無構造物質も同様に反

応物の拡散のために赤色を呈していた.管!控中に存在し

ている場合には，その濃度は薄かった.また雌の12，24 

ヶ月飼育群に多く見られた，エオジン好染色のタソパグ

滴も，酸性ホスブァタ{ゼの活性が認められた.

資または黄褐色の色素頼粒の沈着は鉄反応陰性と陽性

のものがあり，前者は雌で3ヶ月，雄で6ヶ月日より認

められた黄褐色の頼粒状または微細渦状で，変性を起し
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ていない尿細管や皮髄境界部の尿細管上皮細胞に存在

し，加令に伴い増加した. この色素頼粒は， PAS反性

陰性，ナイル青染色で‘は，青緑色から暗青色を呈した.

また鉄反応陽性の色素頼粒は変性した尿細管上皮細胞の

細胞質および壊死した尿細管周囲の間質に認められ，尿

細管の変性，壊死の程度に伴って増加した.

心臓 浸潤細胞を伴った心筋の変性が， 12ヶ月の雌

雄， 24ヶ月雄に散見され，限局性の線維化は雄では12ヶ

月よりみられ加令に伴ってその発現例数は多くなった.

胃 胃底腺腺上皮細胞の偏平化および腺)控の拡張が 1

ヶ月目より雌雄でともにみられ， 12， 24ヶ月では発現例

数，程度とも増加した.また小腸，大腸，盲腸には加令

に伴った変化はみられなかった.

副腎 飼育期間を通して雄では束状層から網状層にか

けての皮質細胞に，全体的に空胞がみられたのに対し，

雌では24ヶ月で空胞の存在が皮質に限局性にみられる副

腎が散見された.雄では24ヶ月で髄質の類11司の拡張した

ものが10例中 2例みられたが，雌では特に変化はなかっ

た.また雄には褐色細胞腫が 1例認められた.

牌臓 飼育 1ヶ月目より全期聞を通してへそジデリ γ

の沈着が雄に比べて雌で多くみられた.また24ヶ月群で

は， dtik雄に髄外造血(象，充血が散見された.

死亡例 雌雄各々 3例のうち雌 l例は途中死亡例であ

り，その他は屠殺死亡例である.これらの動物の週令

は，雄では， .84， 104-， 106週令，雌では75，84， 103週令

であって，雄103週令のものが途中死亡例である.

死亡例にみられた組織変化のうち， 24ヶ月飼育群と特

に異なった様相を示したのは肝臓であった.全例で小葉

の周辺から中間部にかけて空胞が多く 24ヶ月に比べその

程度は強く現われていた.また小葉中心性の肝実質の壊

死の顕著な例が， )苦殺死亡例の雌雄各々 1例ずつ認めら

れた.類j同の拡張およびピ、マ γ性の細胞浸潤の顕著な例

が，雄に 1例，雌に2例みられ，このうち雌1例は中心

性壊死の顕著な例であった.また小棄にピマン性の細胞

浸潤の顕著な例は，剖検の際に牌臓の腫大を示した例と

一致していた.J阻管の増生の程度は24ヶ月飼育群とほぼ

間程度であったが，前述した牌臓の腫大を示した例で，

さらに細胆管が，小葉周辺の肝細胞間に散在性に増生し

ている像がみられた.

腎臓は雄の 106週令のものが嚢胎腎であった以外は，

24ヶ月飼育群と比較して特に著変はみられず，尿細管の

変性をはじめとする一連の変化が，死亡例で強いという

傾向はなかった.

心臓，胃は24ヶ月飼育群と比較して著変はみられなか

った.

副腎は雄に褐色細胞腫が 1例認められた以外，雌雄と

もに著変はなかった.

JJ卑l識は剖検の際，腫大を示したものが雄1例，雌2例

認められ，髄外造血像の顕著な例が雄に 1例認められた.

総括および考察

肝臓はその機能の綾雑さを反映して種々の変性が認め

られ，また肝実質の損傷の受け方も若齢期と高齢期では

異なっているように思えた.今回観察された変性のうち

で限局性の壊死，変性巣および肉芽腫は一時期多発し，

またその程度も強くみられ，その後軽減する傾向を示し

たが，これらの変性について報告された例5)をみても同

様の傾向を示しており，このような変性にみられる経過

は，限局性の組織変化の示すひとつのパタ{ンであると

考えられ，また肝臓で、はこのような変性が他の臓器と比

較しておこりやすいと考えられる.また藤井ら4)は10週

令以下の SD系ラットでも， これらの変性を観察してお

り，動物の性状に関して大きな意味はないと思われる.

また逆に，加令に伴う動物の性状の変化を考える場合，

このような変性が生じても回復しうる動物の性状に注目

したL、と忠、う.

加令に伴ってその発現例数，程度が増加したものは，

細胞管の増生，結節性の肝細胞の増殖，グリソン鞘内お

よび類洞内の散在性の浸潤，空胞化であったが，このう

ち空胞化は脂肪の蓄積によるもので， 24ヶ月呂から認め

られ，加令に伴いさらにその程度は増加すると思われ，

高齢時の肝細胞の変性の一成因となっているものと思わ

れる.

肝臓は小葉の各部位によってその部位を構成する肝細

胞の機能に差があり，薬物などによる肝障害の場合，そ

の機能の差を反映して各小葉に規則的に変性が現われる

が，今回観察した24ヶ月飼育群や死立例にみられる空胞

化，つまり脂肪蓄積や小葉中心性の壊死なども同様に小

葉に規則的に現われる傾向を示した.このことは結節性

の肝細胞の増生で，異常な肝細胞が出現することと合せ

て，高齢期では，若齢期とは異なった変性のパタ{ンを

示し加令に伴って肝機能の低下や異常が生じていること

を反映していると思われる.

腎臓で、加令に伴って発生した尿細管や糸球体にみられ

た一連の変性は，今回用いたwistar系だけで、なく， SD系，

Donryu系のラットでもその発生がみられることが知ら

れている1，2，4，5) いす守れも雄で高度に認められ，加令に

伴って頻度，程度ともに増加し嚢胞腎への経過をたどる

ものと思われる.この変性の成り立ちについては不明な

点が多いが糸球体基底膜の肥厚を初期像とする報告や尿

細管の円柱形成に始まるとする報告がある.今回の実験
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では，主部尿細管上皮の変性が初期像としてみられた

が，それに続く尿細管上皮の偏平化，管!陀拡張，円柱形

成および糸球体の変性などいす.れも腎臓の構造の特徴を

反映したものと思われる.また雄に強く表われることに

関しては，腎の構造，生理的機能における性差が考えら

れる.飼育初期より雄の尿細管上皮細胞tこみられた硝子

様の変性8)は，細胞質が変性したものか，再吸収された

タンパク質の変性したものかは不明であるが，し、ずれに

せよ，積極的なライソゾ{ムの関与が考えられる変化で

あるが，この変化も腎機能における性差を示すものと思

われる.

その他，心臓，胃などにも加令に伴った変性が認めら

れたが，今回観察された種々の変性を総合してみると，

その多くが加令に伴って発生しているが，変性の種類に

よっては，発生時期やその程度の変化する経過は呉なっ

ていた. また大きくは，消退する変性とそうでないもの

とに分けられると思われる.このことはその変性の性質

にもよるが，さらには，その年令におけるラットの性状

にも大きく関わっていると考えられる，つまりほぼ12ヶ

月目(約59週令〉を境としてラットの性状が大きく変化

し，種々の変性が現われやすい素地が生じると思われる.

老化は偶発的に起る組織の微損傷と，それを補う組織

の再成能力とがあいまって進行すると考えられている

が，今回観察した高齢期の変性は，内因性のものである

か，外因性のものであるか，その起点に関しては，不明

な点が多く，またそれを老化現象としてとらえる事には

疑問もあるが，いずれもラットの性状を反映し，老化を

進める要因になっていると考えられる.また若齢期にみ

られた変性の程度は雌で、強く現われたものもあるが，高

齢期の変性は，そのほとんどが雄に強く表われていた.

これらは，雌雄の下垂体や副腎などのホルモ γを介して

の生理的な差がこれらの変性の基盤をなしていると思わ

れるが，この性差が，ラットの寿命にどのように影響す

るかは今後の興味ある問題と思われる.

結l 語

4週令wistar系ラット雌雄を用い. 5週令より24ヶ月

間飼育し，飼育後 1. 3. 6， 12，. 24ヶ月目のラットの

肝臓，腎臓，心臓，胃，小腸，大腸，盲腸，副腎. JJ平臓

にみられる組織変化を観察し以下の結果を得た.

1)加令に伴って発現例数，程度の増加を示したのは肝

臓では，細担管の増生，肝細胞の結節状の増生，脂肪蓄

積による空胞化，グリソ γ鞘内および類洞内のピ、マン性

の細胞浸i悶，腎臓では，近位成品IA管上皮細胞の変性，壊

死，尿細管上皮の偏平化，管W;~拡張，尿細管円相:，色素

頼粒の沈着，間質の細胞浸11可巣，糸球体基底JJ英の肥厚，

萎縮，崩壊，心臓では浸潤細胞を伴う限局性の心筋の変

性，間質ーの線維下， 胃では胃!保腺上皮の偏平化と腺)院の

拡張であった. これらの変化はいずれも雄で強く現われ

Tこ.

2)発現例数および程度の変化が加令に伴わない変性

は，肝臓では限局性の壊死，変性巣，肉芽IJ重，中心静脈

周辺の肝細胞の単細胞的壊死で，肉芽腫を除いて12ヶ月

以前からみられ高齢期には消退した I持!践では尿細管上

皮の硝三子様のl変性で，特に雄に高度にみられ，高齢期に

はf肖退した.

3)雄の副腎では飼育 1ヶ月目から束状層および網状屑

の細胞に空胞が多くみられ， utif~では24ヶ月にのみ限局性

に空胞がみられる副腎が散見された. 24ヶ月では雄に髄

質の類洞の拡張，褐色細胞!屈が散見された.

4) JJ午臓は，全期間を通してへそジデリンの沈着が雌で

多くみられた. 24ヶ月では雌雄に髄外造Jfil像，充I血が散

見された.

5)死亡例では， 24ヶ月飼育群と比較して，肝臓の変性

が強く現われた.腎臓は特に変性が強くなるという傾向

はみられなかった.

6)以上の結果から種々の変性の発現時期，程度の変化

のしかた，それらにみられる性差などを観察しラットの

性状について考察を加えた.
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Table 1. Summary of microscopic changes in liver 
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Table 2. Summary of microscopic changes in kidney (1) 

Male Female 

h在onths 1 3 6 12 24 1 3 6 12 24 

No. of preparations 5 5 5 5 6 5 5 5 5 10 

NO 5 3 2 5 5 3 1 

Urinary tubules SL 2 3 3 2 3 

Degeneration MO 2 3 1 7 

SE 3 3 

NO 5 5 5 1 5 5 5 4 

Necrosis 
SL 4 2 1 7 

MO 3 2 

SE 1 1 

NO 5 5 5 5 5 5 2 

Squamatization of epithelium 
SL 4 2 2 8 

MO 1 4 l 1 

SE 1 

NO 5 5 5 1 5 5 5 3 

Dilatation of lumina 
SL 3 1 1 4 

MO 1 4 1 6 

SE 1 

NO 5 5 4 5 5 5 2 

Eosinophilic casts in lumina 
SL 1 1 2 2 6 

MO 4 3 1 3 

SE 1 1 

NO 5 5 5 3 3 5 5 2 4 

Eosinophilic droplets in SL 2 3 3 2 3 

epithelium MO 3 2 

SE l 

NO 5 4 l 3 l 2 

Swel1ing of epithelium at SL l 4 5 2 2 4 1 2 4 

juxtamedullary zone MO 3 2 3 6 

SE 1 

Hialine like degenera tion of 
NO 6 1 5 5 5 5 

epithelium 
SL 5 1 3 5 4 

MO 4 2 
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Table 3. Summary of l11icroscopic changes in Kidney (II) 

Mele Fel11ale 

Months 1 3 6 12 24 3 6 12 24 

No. of preparation 5 5 5 5 6 5 5 5 5 10 

Urinary tubules NO 5 5 5 3 

Deposi tion of pigmen ts SL 5 5 2 2 5 5 2 

a) iron reaction negative MO  4 8 

NO 5 3 4 1 5 5 5 4 

b) iron reaction positive 
SL 2 4 2 9 

MO  3 

SE 1 

NO 5 5 5 1 5 5 5 3 

Intersti tiul11 SL 3 2 1 6 
F ocal cell infiltra tion MO  l 3 1 4 

SE l 

NO 5 5 5 2 5 5 5 2 

Glomerulus SL 3 1 3 8 

Thickning of basement membrane MO  3 2 

SE 2 

NO 5 5 d 円 1 5 5 5 4 

Atrophy and c1estruction SL 4 4 l 8 

MO  2 2 

Table 4. SUl11l11ary of microscopic changes in Heart and Stomach 

Male Female 

Months 1 3 6 12 24 1 3 6 12 24 

No. of preparations 5 5 5 5 10 5 5 5 5 10 

Heart NO 5 5 5 4 8 5 5 5 4 10 

Focal cell infiltration and SL l 2 1 
degenera tion 

NO 5 5 5 3 2 5 5 5 5 7 

F ocal fibrosis SL 2 7 3 

MO  1 

NO 3 4 4 1 l 4 3 4 1 。
Stomach SL 2 1 1 4 5 1 2 1 3 5 

Dila ta tion of glands MO 3 1 5 

SE 1 
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ラットにおける器官水分含有量とその固定後の重量変動の関連について

矢野範男*，湯津勝広*，長津明道*，平賀興吾*

Relationship between Variation of Organ Weight 

after Fixation and Water Content of Organ in Rats 

NORIO YANOヘKATSUHIROYUZAWAヘAKEMICHINAGASA W A * 
and KOGO HIRAGA':: 

緒 苦言F
F司 実験結果ならびに考察

前報1)で，ラットの器官重量が10%緩衝ホルマリン臣i 結果は Table.1および Fig.1に示す通りである.固

定の過程において，どのように変動するか，また，その 定後の重量変化は，脳および肝臓において，回定開始よ

変動は器官によって特異性があるかについて検討した結 り増加が認められ， )]訟では3時間目がピークで以降説明

果を報告した.今回はラットの系統を変え観察する器官 減，肝臓ではわずかに増加傾向が続いた.腎臓および卵

組織の種類を増し固定後の重量変化の態度と水分合量と 巣では3時間でやや増加したが以降減少傾向を示した.

の関係を検討した. 卵巣は減少の変動が大きく 5日では97.4%であったが，

実験材料ならびに方法 7日では82.8%を示した. IJ市，胸)J泉，および皮膚は初期

実験動物は7週令の SD-]CL系ラット雌雄各51212(平 に減少し後増加の傾向がみられ， lliliでは4日後120%前

均体重:雌 158g，雄 215g)を用いた.観察器官組織は 後にも達し以降やや減少に向った.皮膚は変動が大きか

脳，心臓，姉，腎臓，肝臓，牌臓，胸腺，副腎，精巣， った.心臓，牌臓，精巣および筋肉は初期よりそれぞれ

卵巣，筋肉，皮膚とし，ラットを断頭放血後解剖し摘出 向程度の減少を維持した.精巣の減少は僅かで98.9%か

した.脳，心臓，牌臓，胸腺は正中線にそって右側を回 ら97.6%の間であった.副腎は611寺閉までは雌雄同様に

定に，左側を水分測定に，筋肉(腹筋)， 皮膚〈腹部〉 漸減したが，以降において雄は大きい変動を示しながら

は白線から分けて右側を固定に，左側を水分測定に，肝 増加後約100%を維持した.これに対し雌は減少状態の

臓(正中葉〉肺(左葉〉を2分し片方を国定に他方を水 まま大きい変動がみられた.

分測定に，腎臓は右側に半分割を入れ囲定に，左側を水 前報1)では脳，腎臓，肝臓，心臓，牌臓，精巣の国定後

分測定に，副腎，精巣，卵巣は右側を固定に，左側を水 の重量変化を報告したが，今回得た成績と比較すると腎

分測定に用い処理後は直ちに重量を測定した.固定には 臓を除いて極めてよく一致している.前報でl腎臓は雄に

10%緩衝ホルマリ γ液を用い，液量は一回当り150mlと おいては減少したのに対し雌では増加し雌雄間では相反

し，室温で24時間振とうし，途中で固定液の交換は行な する所見を得たが今回は雌雄間で、大差なく初期増加以降

わず，その後は静置し閤定を続けた.重量は固定開始 漸減をみた.この原悶としてラットの系統差，週令差を

後3，6時間及び 1，2，3，4，5，7，9日の計9回測定 無視出来ず，このことは腎機能ともかかわることと考え

した.この際，付着した固定液はろ紙，ガーゼを用いて られるので今後再検討をすべきことのように思われる.

拭き去ったのも測定し回定前重量を100として表現した. 水分合有量は器官組織によって変動がみられたが， 80% 

器官組織の水分含有量は器官組織を1l00Cの乾燥器に入 以上の含有量を示すものは雄のみに存在し胸腺80.2%，

れ72時間乾燥，その重量減少分を水分含有量とし百分率 肺80.9%，副腎85.0%，精巣87.0%であった 70%以下

にして表した. のものは，肝臓雄69.8%，皮膚雄61.6%雌60.5%であ

り，肝臓雌70.1%，副腎雌71.3%であった以外ば75.5%

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人IllJ・ 3-24-1

* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku占u，Tokyo， 160 J apan 
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から79.8%の間にあった.雌雄を比較すると)J討が雌雄と 注目される.パラツキの原It;1としてはその器官組織の機

も79.8%で全く差がなかったほかは肝臓と腎臓を除き雄 能状態と関連しi~能変化のはげしい法官組織ほどパラツ

が大の傾向がみられ，差が大きく注目されたのは副腎で、 キが大きくなるものと考えられる.固定後の重量増減と

雄の85.0%に対し雌は71.3%であった. JJ日1は~íf~80. 9%11世 水分含有量の関係をみると前表のようになり，水分合有

79.6%，皮膚は雄61.6%，雌60.5%，筋肉は雄76.4%， 量の段階によってIlITI定後の重量増減がわかれた.このこ

雌 75.5%，心臓は雄78.7%，雌77.9%，腎臓は雄78.5 とは水分合有量が，回定後の重量増減を微妙に規定して

%，雌79.2%の差を示した. 各器官組織水分含有量の いることを示すようで興味深い.また，水分合有量のパ

パラツキを相対標準偏差によってみると精巣が最も小 ラツキと回定後の重量:変動の態度をみると，水分含有量

で， 0.13%，次いで雄牌臓0.23%，雌肝臓0.23%，雌脳 のノくラツキの大きかった卵巣，副腎，皮膚等の重量変動

0.24%，雄脳0.31%，雌牌臓0.32%，雌心臓0.47%， は大きく，パラツキの最少であった精巣の重量変動は非

雄肝臓0.51%，雌雄腎臓0.65%，雄心臓0.8%，雌胸腺 常に小さかったことにより，水分合有量が閤定後の重量:

0.81%，雄筋肉1.07%，雄JJrIi1. 07%，雄胸腺1.14%，雌 変動にも関与していることがうかがえた.

JJiln.46%，雌筋肉2.05%，雌皮膚5.27%，雄皮膚7.54%， 要 旨

雄副腎 10.96%，卵巣 12.07%，雌副l再20.65%であっ 1. ラット (SD-]CL系7週令111企t船をmい， 10%ホ
た.副腎，卵巣，皮膚，筋肉にバラツキの大きいことが ノレマリン同定後の器官，組織の重量と器官，組織の水分

水分合有量 回定後の重量増減

85.0-87.。減少するが軽微
79.8-80.9 増

75.5-79.5 滅 少

69.8-70.1 増

61. 6-60. 5 増減半ば

器官@組織

精巣@雄副l肖

脳， JJiIJ， )J匂腺

卵心牌臓臓巣，，， j筋腎世臓副肉将，， 

JJF j蹴

皮 iIす

含有量を測定した.

2. 囲定後の重量変化と水分合有畳との関述を検討

し，回定後の重量増減変動には水分含有設の関与が大き

いとの示唆を得た.

文献

1) 矢野範男，湯津勝広，藤jl二ギ"平賀興吾:東京
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Percentage of organ weight after fixation Table 1. 
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電子顕微鏡観察のための基礎的研究

固定液と包埋剤

三:柴谷久敏*，福森{言 l盗へ平賀興吾*

Fundamental Study for Electron Microscopic Observation 

Fixative and Embedding Resin 

HISATOSHI lVlIKURIYAヘNOBUTAKAFUKUlVIORI* ancl KOGO HIRAGAヰ

請者

電子顕微鏡技術の発展に伴い，医学@生物学の面iでも

臣!定法，包開剤の改良が加えられている.現在，岡定法

はアルデヒド系のホルムアノレデヒドやグルターノレアノレデ

ヒドなどで前I固定を行い，オスミウム酸で後四定する二

重囲定法が， また包翌日剤としてはエポキシ系樹脂が臨ん

に用いられている.しかし回定液の種類あるいは回定

液の濃度@浸透圧によって細胞の微細構造が微妙に変化

しまた句史n剤では樹IJ日の種類あるいは同一樹脂を用い
た包j虫剤で、も組成によって硬さ，r¥W-切の難易，細胞の微
調II構造の保存性などに変化を生ずることは周知!の事実で

あるしの.

今回，著者らは動物組織の微出III構造を最も良好な条("1

で観察するために，包埋剤の選択および固定液の濃度・

浸透圧について以下に述べる一連の実験を行い倹討した

ので幸li告する.

実験方法

試料はラットの肝臓方形葉を約 1mm3の*1Ii片として用

い，回定法は下記の実験目的に応じてショ粕濃度を変え

たO.lMリン酸緩衝液 (PH7.4)の各mil定液を使朋した.

以下定法に従いエタノールm~水， QY-1を通して，各包

Jm樹脂に包年Rした.包翌日 blockは超薄切片を作製後， I'~í: 

酸ウランおよびクエン酸鉛にて二重染色を施し，日干小葉

中間帯を HU-12A型電顕にて観察した.また光)UlJj的に

は厚さ約lμの切Jl-を作製し，トルイジン青染色を施し観

察に供した.同時に包J:ll¥blockの聞き，超薄切の難易な

どもあわせて検討した.なお，実験J1I， JVで|占!定液の浸透

圧をアドバンス浸透EE計 (MODEL3W)にてiHU定した.
実験 1 包埋樹指の検討

前回定:①4.5%ショ糖加 2%グノレタールプルデヒド

(GA)，②4.5%ショ制，Jf加 4%ノξラホルムアルデヒド

(PFA) 

後回定:4.5% ショ ~ilf加 1%オスミウム酸 (0504)

包理樹脂:Table 1 に示した A~I の組成が呉なる 9

種類の包茸Il剤に包却した.

実験U.前回定液濃度の検討

前回定:①ショ糖無添加 2%PFA，②ショ説!f無添加

4 %PFA，③8%ショ糖加4%PFA

後i孟|定:8%ショ時!f加 1%0504 

包;埋樹脂:実験!のH樹脂使用

実験III.前固定液浸透性の検討

|苫i定法

1. 前同定:ショ 1~ijf無添加 3 %PFA，後回定:4.5% 

ショ 1~，刊日 1 %0504 

2. 前回定:4.5%ショ糖加3%PFA，後四定:4.5% 

ショ続lf加 1%0504 

3. 前回定:ショ税If無添加 3% PFA， 後回定:1% 

ショ糖加11%0504 

包JlT¥樹脂:実験 IのH樹脂使用

実験IV.後固定液理透性の検討

前間定:ショ糖無添加 3%PFA

後四定:①ショ糖無添加 1%0504，② 1%ショ糖方Il

1 %0504， ③ 3%ショ附加 1%050{， ④9%ショ糖加

1 %0504 

包埋樹JJ日:実験!のH樹指を使用してシリコンカプセ

ル (SC) とゼラチンカプセバノ (GC)に包埋した.

なお，洗浄)刊の緩衝液はO.lMリン酸緩衝液をショ加

にて， 無添加~9%ショ糖を含む 1 % OS04の浸透圧に

中東京都立術生研究所I!日1:('fl) 160 東京都新宿区百人111]・3-24-1

Tokyo Metl'opolitan Reseal'ch Labol'atol'y of Public Health 

24-1， Hyakunincho :3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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対応するよう調製した. かった.また核の状態も良好であった.

実験結果 ショ 1)，!f4!(~添加 4% PFA固定では，組織の染色性は中

実験I.包埋樹1旨Jの検討 心部がやや波染しており，それに伴い細胞質成分は微細

各blockの硬さ，超薄切の難易は Table1のcommenl 頼粒状から核問問への粗大凝集傾向を12していた.また

に示した. 全体的に組織像は不明瞭であった.

光顕的には， block D， Eの染色性が悪く，組織像はや 8%ショ肘加 4%PFA凶定では，組織像は全体的

や不鮮明であり，また GC包埋した block1は樹脂の共 に鮮明で良染しているが，仁1=1間部から中心部にかけて

染を旦した.他の blockは比較的良好な染色性を示した. の細胞質成分は粗大凝集傾向を I;~ し，細胞質はあたかも

電顕的に blockA~G 及び I の樹脂では，全体的に細 虫食い状の感があった.特に核の周囲で顕著で、あった

胞小器官の牒構造が不明瞭である(特に糸粒体で著明) (Fig.3). 

が，他の微細構造の保存は比較的良好であった Block 電顕的所見:ショ射無添加 2%PFAとショ糖無添加

Hでは細胞小器官のlJ英構造も明瞭であり，微細構造も良 4%PFA悶定では，グリコーゲン頼粒の消失および一

好であった.また blockD， Eの Araldite-M樹脂はグリ 部粗面小jj包体 (RER)，消聞小胞体 (SER)の小袋状の

コーゲン頼、粒の保存が良好であるが，糸粒体では長形， 拡張が認められたが，微調11構造は比較的良野に保たれて

くびれ像の特徴的形態を示した (Fig.5). おり， jJ英，他の額約:の保存も良好であった.また両者と

前回定のGAは光顕的染色で組織内部の染色性が悪く， も糸粒体はほぼ円形のものが多く，基質は比較的電子密

類洞の拡張が種々の包Jill樹脂で全般に見られた(Fig.2) 度が高かったが， クリステや糸粒体内願粒は明瞭であっ

それに比べ PFA固定は組織内の浸透も良好であり，染 た (Fig.6).

色性もほぼ均一であった 8%ショ糖加4%PFAでは，グリコーゲン頼粒は消

これらの所見より，各 blockの樹脂とも総合的に顕著 失していたが，小胞体JX'主の拡張は認められなかった.し

な差異は認められないが，超薄切の容易さ，光顕的染色|生 かし，細胞質成分の凝集が見られ，特に核周聞の細胞質

および微細構造の保持という観点からみると blockH 成分の消失が顕著で、あった.また糸粒体は円形のほかに

が他に比して良好であり，前固定液は PFAが良い結果 梓状，くびれ状のものが多く存在し，基質もショi皆無添

を得た. 加2%，4% PFA匝!定に比較すると電子情度が高く，

実験II.前回定液濃度の検討 やや濃縮の感があった.それに伴い JJ英構造や糸粒体内

光顕的所見:、ンョ糖無添加 2%PFA固定では，一部 頼、粒は不明瞭であった.核質はショ糖無添加 2%，4%

に組織中心部の類洞拡張が認められたが，細胞の染色性 PFAに比較してやや粗槌であった.

および保存状態はほぼ良好であった.良染部の細胞質成 これらの結果から，ショ糖無添加の 2%PFAおよび

分は微細頼粒状を旦し，粗大凝集や淡明化は認められな 4%PFA回定を比較すると， I琵定液の浸透は 4%PFA 

Table 1. Composition and properties of individual embedding blocks 

Epon 812 Araldite-M DDSA MNA D h(d克P〉-30 Dphi1t3h11aty ltll ie 
Comment 

Block (g) (g) (g) (g) 
(ml) Hardness Cutting 

All 26. 7 31. 7 13.8 27.8 1.0 日 M.D 

Bl) 27.3 32.8 24.2 16.2 1.0 M E 

Cl) 33.8 20.3 27.5 18.4 1.0 M E 

Dl) 60.9 23.4 15.6 1.0 日 D 

Ell) 40.0(ml) 40.0(m/) 1.2 4. 0 S to M E 
F2) 25.0(1111) 15.0(m/) 55.0(ml) 3.0 StoM E 

G 25.0(ml) 20.0(111/) 60.0(ml) 1.6 2.0 S 10 M E 

Hl) 16.9 40. 7 25.4 17.0 1.0 M E 

110) 51. 6(m/) 24.0(ml) 30.0(m/) 1.0 M E 

H : Hard， M: Medium， S: Soft， M. D : Most difficult， D: DifIicult， E: Easy 
Epon 812 (Polysciences)， Araldite-M (CIBA-GEIGY)， DDSA(Polysciences) 

MNA (Polysciences)， DMP-30 (Polysciences)， Dibutyl phthalate (CIBA-GEIGY) 
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で良好であり，また両者ともグリコーゲン頼粒の消失を 同様の所見を示した.

認めたが，他の出11胞質成分は 2%PFAで変化が少なか これらの結果より，前固定液にショ糖無添加が微細構

った. 8%ショ糖加4%PFAでは，細胞質成分の変化 造は比較的良好であり，また後固定液のショ糖の状態に

が著しく，従って前固定液濃度は， 2%， 4%の中間で よってグリコーゲンが移動することを認めた.

良好な結果が期待できショ糖無添加が優れていた. 実験IV.後国定液浸透性の検討

実験III.前固定液浸透性の検討 1 % OS04固定液に添加したショ糖と浸透圧の関係は

各回定液の浸透圧を次に示した Fig.1に示した.

oショ糖無添加3%PFA 1139mOsl11 

04.5%ショ糖加3%PFA 1236mOsm 

04.5%ショ糖加 1%OS04 3581110sI11 

光顕的所見:ショt皆無添加 3%PFA・4.5%ショ糖加

1 % OSo.l同定では，組織の染色性は中心部がやや濃染
していたほか，比較的良好で、あった.細胞質成分は中間

部から中心部にかけて若干粗大凝集が見られたが，ほぼ

微細頼粒状を呈した.また核においても，核質の濃縮や

淡明化は認められなかった.

4.5%ショ糖加3%PFA.4.5%ショ糖加 1%OS04固

定では，組織はほぼ均一に染っており，染色性が良好で

あった. しかし，中間部から中心部にかけての細胞質成

分は，核周囲あるいは細胞膜側への粗大凝集傾向を呈し

ていた.核の状態もまた良好であった.

ショ糖無添加3%PFA.1%ショ糖加 1%OS04悶定

では，組織はほぼ均一に染っていた.また細胞質成分は

若干粗大凝集傾向を呈したが， 4.5%ショ糖加3%PFA

• 4.5%ショ糖加 1%OS04国定と比較して明らかでなか

った.他はショ糖無添加3%PFA.4.5%ショ糖加 1%

OS04固定とほぼ同様の所見を示した.

(! ，電顕的所見:ショ糖無添加3%PFA. 4.5%ショ糖加

1 % OS04回定では，グリコ{ゲン頼粒が消失しており，

小胞体j控の軽度な拡張が認められたが，他の微細構造の

保存は比較的良好であった.糸粒体は円形および一部枠

状形のものが認められ，基質はやや電子密度が高い感が

あったが， クリステ，糸粒体内頼粒は明瞭であった.核

質の分布はほぼ均一であった.

4.5%ショ糖加3%PFA.4.5%ショ糖加 1%OS04間

定では，一部グリコーゲン頼粒の残存が認められたが，

大部分は消失しており，また核周囲の細胞質基質および

細胞小器官の消失，減少が見られた.糸粒体は円形のも

のが多く，一部梓状， くびれ状のものも見られ，基質の

電子密度はショ糖無添加3%PFA.4.5%ショ糖加 1%

OS04国定より高く，やや濃縮感があった.またRERの

層状配列の乱れが若干認められた (Fig.7).

ショ糖無添加3%PFA.1%ショ糖加 1%OS04固定

では，グリコーゲン頼粒が分散状に認められた.他はシ

m糖無添加3%PFA. 4.5%ショ糖加 1% OS04回定と

r曲、
国的
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Fig. 1. The relationship between osmolality and 
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光顕的所見:ショ糖無添加でSC包j虫， GC包埋とも組

織の染色性は比較的良好であるが，中心部はやや濃染し

ており，それに伴い細胞質成分は微細頼粒状から粗大凝

集傾向を旦していた.核において膨化，核質の淡明化は

認められなかった.組織像としてはSC包埋がやや鮮明

であった.

1%ショ糖加ではSC包埋， GC包埋とも無添加の場合

とほぼ同様の所見を呈したが，細胞質の微細頼粒は無添

加の場合と比較してやや鮮明に観察された (Fig.4).

3%ショ糖加ではSC包埋， GC包埋とも良染していた

が，組織像は包埋SCが鮮明で、あった.細胞質成分の粗

大凝集傾向はほぼ組織全体に及び，中心部ほど著明であ

った.SC， GC包埋とも核の状態は良好であった.

9%ショ糖加はSC包j虫， GC包埋とも組織全体がやや

濃染傾向を示し，これらは無添加~3%添加したものに

比して顕著であった.特に核周囲の細胞質成分が細胞膜

側へ凝集しているのが散見された.ともに核の状態は良
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好であった.

組織の染色性はショ関添加濃度による顕著な差兵は認

められなかったが，細胞質成分の粗大凝集傾向は添加濃

度の増加に伴ってやや著明であった.またSC包j虫， GC 

包j型による差見は， GC包四!で組織像がやや不鮮明であ

ったほか明らかでなかった.

電顕的所見;ショ糖無添加の SC旬埋では，微細構造

は良好に保存されており， J出，頼粒の状態も良存である

が， SER腔の拡張が認められた. 糸粒体は円形および

梓状形で，基質の電子密度は比較的高いが，クリステや

糸粒体内頼粒は明瞭に認められた.グリコーゲン頼粒は

分散状に分布しており，また核の状態も良好で，核質の

分布はほぼ均一であった (Fig.8).GC包立11では， SC包

明!とほぼ同様の所見を示したが，全体的にl民系が不明lI'e
であり，また糸粒体においては呉型のものが散見され，

基質の電子密度も SC包埋に比して高かった.

1%ショ糖加の SC包J型では一部SER)控の拡張が認め

られる以外，微細構造の保存は良好で，糸粒体もほぼ円

形のものが多く，基質の電子密度は無添加に比してやや

低かった.グリコーゲン穎粒は分散状に分布しており，

核の状態も良好であった (Fig.9).GC包埋ではSC包担

とほぼ同様の所見を示したが，糸粒体の兵型が散見さ

れ，基質の電子密度も SC匂埋に比して高かった.

3%ショ糖加のSC包J:1Jl， GC包埋ともほぼ同様の所見

を示した.すなわち，グリコーゲン拐、粒は一部を残し消

失しており，また細胞質基質はやや淡明化しているが，

他の微細構造の保存は良好で， SER)佳の拡張も著明に

は認められなかった.糸粒体は円形，梓状形が多く，基

質の電子密度は 1%添加に比してやや高かった.核の状

態は良好であった.

9%ショ糖加のSC包埋， GC包J:_mともグリコーゲン頼

粒は消失しており，また細胞質基質は淡明化していた.

特に核周囲の細胞質基質の淡明化が著しく，細胞小器官

が消失しているのが散見された.糸粒体の基質は電子密

度が高く，やや濃縮の感があった.他は 3%添加と同様

の所見を示したくFig.10).

これらの所見より，ショ糖添加濃度の上昇に伴いグリ

コ{ゲン頼粒の消失および細胞質基質の淡明化が著明で

あった.またSER腔の拡張は低濃度で著明であった.

考察

エポキシ樹脂は樹脂の硬化に伴う収縮がほとんどな

く，またその性質上種々の利点を持っており汽そのため

組織の変性破壊が少ないことで現在賞用されている. し

かしながら， Geiselmanら1)，Mollenhauer2)はAraldite-M

と Epon812を用いて， 樹脂の種類あるいは向一樹脂

を)1]いた組成の県なる包泊!剤で硬さ，超薄切の難易，微

調11構造の保持@コントラストなどに変化を生ずると報告

している.

実験!で blockD， Eは同じ Aralclite-M樹脂を使用し

ているが，硬さ，超薄切の難易性で、著明な差異が見られ，

これは明らかに組成の差によるものと思われる.また光

顕的にもblockD， Eは他の blockに比べ染色性がやや劣

り，電顕的にも糸粒体の長形， くひ、れ{象が他の blockf'こ

比べ多く認められた.これらは Aralclita-M樹脂の持つ

特質ではなし、かと考えられる Block1のGC包担で，

光顕的に樹脂の共染が認められたが，これは何らかの原

!Js.iで重合が不定全であったためと推察される.

Aralclite-MとEpon812の混合比(量〉による差具は，

光顕的に著明で、なく，また電顕的には樹脂の硬化と関係

あると考えられ，硬化が増すほど薄切困難で微細構造の

保存にやや難があると忠われる.

GAはSabatiniら4，5)によってその優秀性が認められて

以来，最も多用されている固定剤であるが，組織への浸

透が思く，また変質し易く，効力が一定しない.実験!

のGA固定で各blockとも光顕的に組織中心部の類ilnJの

拡張が認められているが，このことはGAの浸透性の弱

さに起凶していると思われる.

PFAは近年電顕レベルで、の臣i定剤として， 微細構造

の保存性，組織への浸透性などの点で、見直されて来てお

り6，7)，今回実験 lでも PFAの浸透性は GAに比べ優れ

ていた.

山本ら町立前固定液PFA濃度(浸透圧〉と微調11構造の

状態について検討した結果， 4%PFAで核，糸粒体に

jl¥E度の濃縮が，また l%PFAで核，糸粒体に軽度の膨

化が認められ， 2% PFA固定の微細構造が対照(1% 

OS04固定〉に類似し良好であると報告している.実験

日の所見では， PFA回定液の 2%濃度は浸透性に難が

あり， 4%濃度は細胞質成分に変化を及ぼしている.そ

こで山本らめの報告と実験日の結果から，前固定液PFA

濃度は 3%程度が適当ではないかと考え，実験日lで検討

した@

山田8)は固定液の浸透圧を調整するためショ糖を加え

ることは， I主i定液のそル濃度を増加させ，その結果浸透

性が低下すると述べている. しかし，実験日で4%PF

Aに8%，実験聞で3%PFAに4.5%のショ糖を加えた

ところ，光顕的に細胞質成分の粗大凝集が見られたが，

浸透性は良好であった.このことは， OS04に比べPFA

の浸透性が優れているため， 4.5%あるいは 8%程度の

ショ糖量では浸透性に与える影響が少なかったものと思

jつれる.
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実験日， I日において， 実験聞のショ説lf無添加 3%PF

A. 1 %ショ糖力111%050'1閤定を除き， PFAへのショ

糖添加，無添加に拘らず，程度の差は若干あるがグリコ

ーゲン穎粒の消失が認められた. この11寺， 1 % OS04へ

のショ糖添加は実験日で8%，実験1lIで4.5%である.

これらのことから，グリコーゲン頼、粒の消失は，前回定

液の彩響よりも，後岡定液の浸透圧(ショ糖添加1濃度〉

に起因するものと考え，実験lVでは前回定液を一定に

し，後間定液の浸透圧を変化させ，浸透圧と微細構造の

保存に関して検討した.

l高張液に細胞を浸潰した際収縮が起こり，低張の場合

íJY~化する. また化学的薬剤による回定は多少とも固定時

間がかかるため，固定が完成される前に組織や細胞が浸

透圧の差によって変化することが子組される.それによ

る変化を防止するには等張の固定液を使用することが合

理的と考えられる 12) そこで今回の実験Wでは，ラット

肝細胞の等張浸透圧をJlïl~乳動物の体液浸透庄 300mOsI11

付近と考えた. その結果， OS04国定液ショ糖添加濃度

3%でやや高張， 9%で高張，無添加， 1%でやや低張

であった (Fig.1).

ショ糖添加による OS04浸透庄のと昇に伴い， 光顕的

に細胞質成分の粗大凝集傾向が増し，電車N的にはグリコ
{ゲン頼粒が消失傾向を日しており，また細胞小器官の

軽度な濃縮，細胞質基質の淡明化が認められ，特に 9%

ショ糖加で、は核周囲の基質および細胞小器官の消失が散

見された.これらの変化は，固定液が高張であるため細

胞に収縮が生じ，それに伴い細胞質成分の凝集，脱出が

起ったものと考えられる. その際， PFAによる細胞質

基質のタンパク回定によって二次的に保存されていたグ

リコーゲンがl円高張OS04固定によって溶出されたも

のと思われる.なお，ショ粕無添加 3%PFA閤定液は

かなり高張であるが，組織の外側から固定が進行し，良

好な浸透性のため，細胞質成分，特にグリコ{ゲンの脱

出に影響を及ぼさないと考えられる.

一方低張OS04囲定では， 光顕的に細胞質成分はほぼ

微細頼粒状を呈し，電顕的には軽度なSER}控の拡張が認

められたが，グリコーゲン頼粒は存在していた.SER肢

の拡張はOS04が低張のため， SERの11髭化に起|左lすると

思われる.

組織や細胞の固定の際， 目的とする組織や細胞のj受透

圧は正確に得られ難し、し，また正確に得られたとして

も，それが浸潰回定の段階で、閤定作用の種々の要因によ

り，個々の組織，細胞自体の持つ浸透圧と異なることが

考えられる.今回実験町では，ラット肝細胞浸透圧を

300mOsm付近と考えたが，前回定液では 300mOsmよ

り高張で，後間i定液はやや低張で良好な結果を示した.

この結果は前述のことを示唆しているものと忠われる.

以上より，回定液の濃度@浸透圧と微細構造に関して

は，前回定液ショ糠無添加 3% PFA， 後間定液 1%シ

ョ糖加 1%OS04が良好な結果を示したが，まだ検討の余

地が残されており，今後詳細な検討を要すると思われる.

結語

電子顕微鏡の試料作製に用いる悶定液および包哩剤に

ついて一連の実験を行い，次の成果を得た.

①包朋剤は Araldite-M-Epon812 (Araldite-M: 

40.7g， Epon812: 16. 9g， DDSA : 25. 4g， MNA: 17.0g， 

DMP-30: 1. 0%)樹脂が硬さ， 超薄切Jの容易きおよび

光顕的，電顕的に組織@細胞に対して良好であった.

②前回固定液は，パラホルムアルデヒドが浸透性，扱

い易さの)~~でグルタールアルデヒドに優った.

③同定液の条件は，前固定液ショ1皆無添加 3%パラホ
ルムアルデ、ヒド，後回定液 1%ショ糖加 1%オスミウム

酸が，光顕(1守@電顕的とも良好な結果を示した.
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Fig. 2. Rat liver fixed in 2%GA (4.5%sucrose) and 4.5%OS04 (4.5%sucros2) (Original X 100) 

Fig. 3. Rat liver fixed in 4%PFA (8%sucrose) and l%Oso.l (8%sucrose) (Original X 400) 
Fig. 4. Rat liver fixed in 3%PF A (一一)and 1%Os04 C1%sucrose) (Original X 400) 

Fig. 5. Rat liv町 fixedin 4%PFA (4.5%sucrose) and 1%Os04 (4.5%sucrose)， embedded in 
Araldite-M resin 
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Fig. 6. Rat liver fixed in 2%PF A (一一)and 1%OS04 (8%sucrose) 

Fig. 7. Rat liver fixed in 3%PFA (4.5%sucrose) and 1%OS04 (4.5%sucrose) 
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Fig. 8. Rat liver fixed in 3%PF A (一一一)and 1%Os04 (一一〉

Fig. 9. Rat liver fixed in 3%PFA (一一)and 1%Os04 (l%sucrose) 
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Fig. 10. Rat liver fixed in 3%PF A (一一)and 1%Os04 (9%sucrose) 
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日本薬理学会第54回関東部会 (1976.6) 

福田向江，高橋省，大石真之，中尾順子，平賀興吾:

中尾真，原諭吉，中尾JI原子，長井二三子，厚井麻 化粧品用色紫の毒性について(1 ) 
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