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序

最近，環境汚染物質の安全性など，保健衛生に関するいろいろな疑問が住民の側から投げか

けられていて，今後ともそれは増えていく傾向にあります.

行政当局は提起された問題に対応しなければなりませんが，社会学的な問題は別として，公

衆衛生の分野では特に人体に及ぼす影響に関する問題が多いので，衛生研究所に，参考資料の

提供，助力@助言を求めてくることが非常に増えて参りました.

ただ， 日常痛切に感ずることは，これらの問題は科学的によく分っていないことが多すぎる

ということであります。そして，極めて身近な問題でさえ科学的調査@検討が充分なされてい

ないことがあり，行政当局の要望@期待に応えられない場合があるのは残念なことでありま

す.衛生研究所の業務に関連のある公衆衛生領域の学問の現状は，地域住民の期待する線から

はほど遠いものであることを感じさせられます.いたずらに基礎的な研究に走り，実際に必要

な，面倒な調査@研究を敬遠することも，こういう事態を招く一つの原因であると思います.

われわれはもっと足元の問題についての調査@研究を怠ってはならないと思います.

研究する者は俗事に超然としているのが当然と考えていた時代もあり，今でもそう考えてい

る人もありましょうが，少なくとも公立試験研究機関に職を奉ずる科学者にはそのような考え

方は許されないことであります.国民や地域住民のニードに応えようとする姿勢がないなら

ば，もはや公立試験研究機関としての存在の意義はないと考えてよいと思います.

何か問題があった場合には，いつで、も，整理された引出しを開けて資料をとり出し，その解

明，解決に応じ得るように，引出しの中味を質量ともに充実すべく，調査@研究を強化してい

くのがわれわれの責任で、あり使命であるといえましょう.

さて，以上のような考え方と背景の下に，当所で、行われた最近の調査@研究の成果を研究年

報第28号として完成できましたのは誠に喜び、にたえないところであります.都合により第28-1

号と第28-2号の 2分冊としましたが，第28-2号は特に毒性部の研究業績をまとめたものであり

ます.

本報告書の刊行に当っては編集委員諸氏の献身的な奉仕をいただきました.ここに深く感謝

の意を表します.

1977年 7丹 20日

東京都立衛生研究所長 辺野喜正夫
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東京i布研年報 Ann. Reρ. Tokyoλifetr. Res. Lab. P.H.， 28-2， 1-18， 1977 

ジブチ}f，..ヒド口キシト}f，..エン (BHT)添加飼料によるうット終生飼育実験

市川久次へ 小林博義ぺ 中川好男へ 長井二三子*

清水麻里中， 池田虎 tft*， 矢野範男*， 平賀興苦ヰ

Toxicological Studies wIth Butylated Hydroxytoluene (BHT) by 

Dietary Administration for the LifeaSpan in Rats 

HISATSUGU ICHIKAWAヘHIROYOSHIKOBAYASHI*， YOSHIO NAKAGAWAヘ
FUMIKO NAGAI*， MARI SHIMIZUヘTORAOIKEDAヘNORIOYANO* and 

KOGO HIRAGA中

ジブチノレヒドロキシトノレエン(以下 BHTと略す〉

は，油脂，プラスチッグ，ゴムその他の酸化防止剤，安

定剤として広く用いられ，食品添加物としても認められ

ている.

BHTの毒性に関する研究は多数あり 1-25)， WHO/ 

FAOの報告26-27)に詳しく， 1日摂取許容量を 0-0.5

mg/kg体重としている.

Deichmanらりは BHT0.8%添加飼料(ラード 1%

含有)， Brownら7)は BHT0.1%添加飼料(水素添加，

やし油 10%含有)で， 2年間ラットを飼育し， toxic 

e古田tを認めていない.また， Harmanl5
) はBHT0.25 

ならびに 0.5%添加半合成飼料でマウスを終生飼育し，

寿命の著明な延長を認めている.しかし，短期試験で，

10-20%ラ{ドを併用した場合 BHT0.1%でも体重増

加抑制，肝臓重量増加，副腎重量増加，血清コレステロ

{ルの上昇，ストレス状態での脱毛，無眼球仔の発生等

の報告白パ，のがある.当部での Wistar系ラットを用いた

BHT 1. 35， 0.45， 0.15， 0，05%添加飼料による 110日

間の飼育試験では肝臓重量が用量一反応の関係で増大し，

0.05%でも有意な増加であった.

BHTによる肝臓重量増加はよく知られているところ

であり，滑面小胞体の著明な増殖，薬物代謝系諸酵素活

性の増加等が認められ，多くは生理的反応、と考えられて

いる 17-24) しかし肝臓重量増加と肝脂質の増大が平行

したとの報告9) もある.

本実験では， BHTの毒作用の指標を発育，死亡率，

寿命の変化ならびに腫揚の発生に置き， 0.320， 0.020， 

0.005%添加飼料により，ラットを 3，6， 12， 24ヵ月

ならひ、に終生にわたって飼育した.

なお，病理組識学的検討ならびに腫協の発生等につい

ては別に報告28)する.

実験材料ならびに方法

1. 試料 BHT (3， 5-di-tert-butyl-4-hydroxyto・

luene)は和光純薬製 (LotNo. PAK 3582， KIK 5562) 

白色結晶性粉末で 111p69.50 のものを使用した.

BHTを，それぞれ0%(対照)， 0.005%， 0.020%， 

0.320%の割合で(株)日本クレア製粉末飼料 CE-2(粗

蛋白24.5%，粗脂肪 4.5%，粗繊維 4.0%，粗灰分6.6%，

可溶性窒素物 52.4%， カルシウム1.01g/100g， リγ

0.85g/100g， マグネシウム 0.26g/100g， ナトリウム

0.28g/100g，カリウム 0.77g/100g) に添加後回型化し

実験飼料とした.

2. 実験動物 (株〉日本グレアにおいて barrier

system下に生育された JCL: SD系ラヅト雌雄を 4週

令で購入し使用した.動物は，室温25土10，湿度55土 5

%，照明 611寺から17時，換気毎時10回の barrier飼育室

において，前面および床が網のステソレス製個別飼いケ

{ジに収容，自動給水(細菌P過器経由〉装置付ベルト

式飼育架台にて飼育した.

3. 観察法各実験飼料によるラヅトの飼育期間を

3， 6， 12， 24カ月ならびに終生とし，ラット雌雄をそ

れぞれ， 3， 6， 12，カ月飼育各群に 5匹， 24ヵ月飼育

各群に 10匹，終生飼育各群に15匹を割り当てた (Table

1). この際，飼育期間別に各群間で動物をラ γダムに配

列し， 1週間一般飼料により飼育， 5週令より実験飼料

の投与を開始，水道水とともに自由に摂取させた.動物

の一般状態は毎日観察し，体重ならびに飼料摂取量は終

生飼育各群の雌雄各15匹について飼育 3カ月まで毎週，

4 8カ月まで2週毎， 9-24ヵ月まで4週毎に測定し

た.

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町ー 3-24-1

中 TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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Table 1. Summary of Animal Groupings 

and Dosage of BHT 

Dose2) 。 0.005 0.020 O. 320 
h在onths M F M F M F h在 F 

3 51) 5 5 5 5 5 5 5 

6 5 5 5 5 5 5 5 5 

12 5 5 5 5 5 5 5 5 

24 10 10 10 10 10 10 10 10 

24~ 15 15 15 15 15 15 15 15 

Total 40 40 40 40 40 40 40 40 

1) No. of rats 2) % 

3， 6ならびに12カ月飼育各群では，飼育終了解剖時

に肝臓，腎臓，心臓，牌臓，甲状腺，副腎，吉)揚の重量

測定，血液学的検査，血清生化学的検査，尿検査を行っ

た.

24カ月飼育各群では飼育終了時剖検後，脳，心臓，肝

臓，腎臓，牌臓，下垂体， 甲状腺， 副腎，精巣， 前立

腺，卵巣，子宮，盲腸の重量測定，血液学的検査，血清

生化学的検査，尿検査を行うとともに死亡率(生存率〉

を求めた.

終生飼育を含む全群ラットにおいて，瀕死状態と判定

されたものは摺殺して諸検査を行うよう努めた.

死亡率(生存率〉ならびに生存週数の算定に当って

は，瀕死屠殺例も死亡に含めた.

4. 検査方法体重，飼料摂取量:体重測定は，午前

10時より行い，飼料摂取量は飼料投与量と 2日間摂取後

の残余量ならびにケ{ジ受皿への飼料コボシ量をメトラ

ーデジタノレ電子天秤 (PE1200)を用いて測定し{投与

量一(残余量十コボシ量)}/2により求めた.

ラットの解剖:無麻酔下断頭放血後行った.

血液学的検査:断頭時放出する血液をあらかじめへパ

リンナトリウムを塗布したガラス試験管に摂取，軽く援

とう後自動希釈機 (York社製)にてその 44.7μJをと

り希釈液(Isoton，Coulter Counter用血球希釈液〉を

加えて全量を 10.0mlとし，血球測定機 CoulterCoun欄

ter Model S (Coulter Cou11ter Electric社製)を用い，

標準血液 (4C: Coulter Electric社製〕による精度照合

下に，白血球数 (WBC，コ/m1113)， 赤血球数 (RBC，

コ/mm3)，ヘモグロピン量 (HGB，g/dl)， ヘマトクリ

ット値 (Hct，%)，平均赤血球容積 (MCV，ρり， 平均

赤血球ヘモグロビン量 (MCH，μμg)， 平均赤血球ヘモ

グロピン濃度 (MCHC，%)を測定した.

血清生化学的検査:断頭により放出する血液をガラス

製遠心管にとり，パラフィノレムをかけて水分の損失を防

ぎ室温に30分放置，ついで氷中に60分放誼，血液上面に

出たフィプリン)肢を除去して冷却遠心機 (TomySeilw， 

RS-71A， Swing Rotor)で遠心分離 (OOC，3， OOO[pm， 10 

1111のし，その上清を血清とした.

総蛋 I~ 量 (TP ， Biuret法，g/dl)，グノレコース量:

(GLU， glucose oxiclase法， mg/cll)，尿素窒素最(UN，

urease inclophenol 法， mg/dl)， トランスアミナーゼ

活性 (COTならびに GPT，Reitman-Frankel変法，

Karmen unit/ml)， アルカリフォスブァタ{ゼ活性

(ALP， Kincl-King変法， K-A unitjcll)，総コレステロ

ール量 (CHO，Liberman-Buchercl法， mg/cll)， コリ

ンエステラーゼ活性 ChE，JpH法， l.:1pH/mljhr)を日

立自動分析装置 M-400にて測定した.測定用試薬はア

ナセラムシリーズ(第一化学薬品製〉を使用し，測定条

件精度照合には凍結プ{ノレJIn清(コンセーラ:日水製薬

製〉を用いた.

血清ナトリウム最 (Na+，炎光光度法，mEqjl)， カ

リウム量 (K九炎光光度法， mEq/りの測定には KLiNa

炎光光度計 (Beckman社製〉を使用し， _[血清用標準液

(Na+ : 140mEq/l， K+ : 5，OmEq/りを用いて補正した.

尿検査:ラットをーl~づっ採尿用パット付ステンレス

網ケージに入れ，餌ならびに水をi折ち，必要な尿量が得

られるまで放置した.

pH，蛋白 (mg/cll)，グノレコース (g/dl)， ケトン体

(mg/dl)， ピリノレピン (mgjdl)， ウロピリノ{ゲン

(Ehrich unit/dl)，潜血反応を Ames社製尿検査試験

紙， Labstix， Ictostix， Urobilistixを用いて測定した.

検査結果の推計学的検討にあたっては危険率を 5%に

置いた.

実験結果

1. 一般状態 対照群との聞に認めるべき差異はなか

ったが，尿が飼料コボシ量測定用炉紙を桃色に染める 16)

ものが飼育12ヵ月過ぎより 0.320%群の雌雄各 l例にみ

られた.また，対照群を含めて飼育12ヵ月頃より後肢に

タコができるものが多く認められた.

2. 体重 定期的に体重を測定した終生餌育各群24ヵ

月間の体重の推移を Fig. 1， 2に， 3， 6， 12ならびに

24ヵ月目における体重と増加率を Table2に示した.

BHT 摂取各群雌雄とも増加率で対照群との聞に有意差

はなかった.

各飼育期間毎の定時解剖時の体重は Table 3に示し

た通りで，体重増加率でみると24ヵ月飼育 0.320%群雄

が有志;に大きかった以外対照群との間に差は認めず，ま

た BHT摂取量との関連での増減傾向もみられなかっ

た.
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Table 2. Body Weight Gain in Rats Fed for the Whole Life 
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Sex Dose/Months 0 

Control 

0.005 

M 

0.020 

0.320 

Control 

0.005 

F 

0.020 

0.320 

3 12 24 
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100土o."r (15) 

104土5.5
100土o.V (15) 

451土47.7/，~， 531土56.4
436土42:i (15) 5I3土50:9 (15) 
465土37.8/，~， 550土47.1 
446土33:6(15) 528土46:5 (15) 

639土79.2
618土77:0(15) 

649土61.4 
624土61.4(15) 

361土66.2
366土69:7 (15) 
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390土72:5 (15) 

1) absolute weight g.， mean土 SD 2) growth rats %， mean士 SD 3) No. of rats 

98土2.7
100ことo.I (15) 

251土20.0 /，~， 290土28.5
255土2'4:i(15) 294土3i:o(15) 

256土20.9/，~， 295土32.4
267土25:5(15) 309土38:8(15) 

一月ぞうミミ.~~.災hF3認夕、与で

95土2.9
100土o.J (15) 
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Fig. 1. Curves of Growth and Food Intake of rats Administered Orally with BHT (Male) 

一一一O一一 Control， 一一ム一一 0.005%，一一×一一 0.020%，一一口一一 0.320%
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Fig. 2. Curves of Growth and Food Intake of Rats Administered Orally with BHT (Female) 

一一O一一 Control， 一一ム一一 0.005%， 一一×一一 0.020%， 一一口一一 0.320%

Table 3. Body Weight Gain in Rat Treated Periodically 

Sex Dose/Months 3 6 12 24 

Control 509土41.60 (5〉8〉 581土51.7(5〉 704土58.2 (5〉 712土82.3
(9) 467土46.12) 544土54.9 664土42.2 666土96.6

0.005 
451土49.1 (5) 600土29.6〈5〉 712土50.1 (5〉 799土91.6 (7) 447土62.1 568土44.9 683土55.9 772土98.9

M 

0.020 
492土34.6 (5) 591土57.3(4〉 703土 97.2〈5〉 803土213.2 (5〉
469土33.1 557土49.8 659土102.6 738土185.3

0.320 459土12・6キ (5) 
446土24.0

583土45.1(5〉
549土41.7 

706土119.0(4〉
677土126.3

882土156.4*(7〉
826土137.5*

Control 263土13.1 (5) 299土36.9(5〉 382土73.4 (4〉 540土115.3 (8〉
277土32.9 317土28.3 394土69.8 551土107.9

0.005 
251土17.3 (5) 291土17.5(5〉 420土115.7(5〉 555土123.2 (6〉
267土16.4 306土25.6 462土133.0 581土131.2 

F 

0.020 242土10.2* (5〉
260土19.1 

323土45.6(5〉
338土66.7

413土57.6 (5〉
434土67.3

588土119.7 (5〉
592土116.1 

0.320 
257土21.6 ( 5) 345土26.7(5〉 363土66.6 (5〉 474土96.1 (3) 267土12.4 360土41.7 372土57.7 481土73.2

1) absolute weight g.， mean土 SD 2) growth rats %， mean土 SD 3) No. of rats 

* p<0.05 
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113)では胸腺腫大が， 0.32%群例 (No.087)では胸腔

内出血が認められた.

24ヵ月飼育群ならびに終生飼育群の瀕死一属殺例を含

めた.飼育開始(実験飼料摂取開始〉後死亡までの週数，

飼育 103遇 (24カ月飼育群定時解剖直前〉における死亡

率ならびに終生飼育群の平均生存週数を Table5に，

終生飼育群の死亡率(生存率〉の推移を Fig.3に示し

た.

死亡発生を24ヵ月飼育群でみると， BHT摂取各群雌

雄とも対照群に較べて多く， 特に雌では dose-response

の関係をもって多くなっており， 0.32%群の死亡率は対

照群と比較して有意に大であった. (Fisherの直接確率

計算).しかし終生飼育群の飼育 103週までの各群死

亡率には大差なく， 24ヵ月飼育と合計した死亡率におい

28-2， 1977 口
h
u
m

-5 
j-

{J". 1
 

1
H
V
 

T
 

3. 飼料ならびに BHT摂取量摂取量の推移を Fig.

1， 2に24カ月間の平均 1日摂取量を Table 4に示し

た.飼料摂取量において BHT摂取各群雌雄とも対照群

との間に大差は認められず， BHTの体重当り 1日平均

摂取量は， 0.005%群雄 2.14mg/kg，雌 2.49mg/kg;

0.020%群雄 9.61mg/kg，雌 10.26mg/kg; 0.320%群

雄 144.76mg/kg，雌 170.86mg/l唱で推定摂取量0.005

%群 2.5mg/kg， 0.020%群 10.0mg/勾， 0.320%群

160.0mg/kgと略々一致した.

4. 死亡，死亡率，生存期間 3カ月飼育各群では死

亡例なく， 6カ月飼育では 0.020%群雄 No.045が飼育

14週で死亡，左腎臓の腫大とl訪日光内出血が認められた.

12ヵ月飼育では対照群雌 No.113が飼育 25週で， 0.320 

%群雄 No.087が飼育 2週で死亡し，対照群例 (No.

11M 4
1
、

-
r
J
A
 

.~~ 

Food and BHT Intake of Rats Fed BHT for 24 Months Table 4. 

F ood dropped 
(g) 

/rat/day 

(mg) BHT Food Intake (g) 
No.of rats Dose 

(BHT %) 
Sex 

/kg/day /rat/day /kg/day /rat/day 

1.3 

1.2 

1.0 

1.0 

2. 1 

9.6 

144.7 

0.9 

3.8 

65.0 

44.2 

44.0 

46.0 

45. 2 

19.8 

20.2 

19.4 

20.3 

15→10 

15ー:. 8 

15→14 

15→11 

Control 

0.005 

0.020 

0.320 

M 

0.7 

0.7 

0.7 

0.8 

2.4 

10.2 

170.8 

0.6 

2.7 

44.2 

53.2 

52. 5 

51. 5 

53.4 

14.6 

13.5 

13.9 

13.8 

15→12 

15ー，，10

15→13 

15→11 

Control 

0.005 

0.020 

0.320 
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ても対照群との聞に有意な差はなく，用量と関運した死

亡率の大小の傾向も認められなかった.

終生飼育各群の死亡発生の推移 (Fig.3)において，

0.005%群雌にやや左方移動がみられるが，いず、れも近

似のシグモイドカ{ブを抽・いており，平均生存週数は対

照群雄 116.4土21.5， 11惟 117.7土21.3に対し0.005%群

は雄 107.6土15.8，雌103.2土26.6とやや短かかったが

有志;差はなく(t検定，順位和検定)， 0.020%~拝， 0.320 

M群ではほとんど同等の値を示し， 0.020%群雄122.6土

15.1，雌 117.0土20.4;0.320JG'群雄 116.2土19.6，雌

118.8土22.0であった.

5. 血液学的検査所見 3カ月 6カ月， 12カ月なら

びに24ヵ月飼育各群の定H寺解剖例の血液学的検査結果は

Table 6， 7に示した.各師育期間を通じて BHT摂取

量と関連する変動は認められなかった.

24ヵ月ならびに終生飼育各群の瀕死一属殺例の所見に

は異常値が散見されたが，対照群と BHTj雲取各群間に

顕著な差は認められなかった29)

6. 血清生化学的検査所見 3カ月， 6カ月， 12カ月

ならびに24ヵ月飼育各群の定時解剖H寺の[血清生化学的検

査結果は， Table 8， 9に示した. 諸検査で，各対群{直

に対し推計学的に有志;と認められたのは K+が 3カ月

飼育 0.005%，0.020%， 0.320%群雄， 0.320%群雌で

高いこと， コレステロールが 0.005%群雌の12カ月飼育

で高く， 24ヵ月飼育で低いこと， GOT活性が 0.320%

群 6カ月飼育雄で低いことであった 12カ月飼育 0.320

%群雄はし、ずれの検査においても高値を示しているが，

これは 1例がし、ずれも異常高値を示したためで、あった.

また， 24ヵ月飼育各群では諸検査結果に異常値が散在

し，群聞の平均値にやや大きい差がみられたものがあっ

たが t検定，順位和検定で有意差が認められる変化はな

かっ7こ.

コレステロール値に関しては，飼育12カ月まで BHT

渋取ラットにおいてやや高い傾向があり，特に 6カ月飼

育群雌では dose-responseの関係がみられ， BHTの関

与がうかがえる.また K+については，飼育 3カ月

0.320%梢では雌雄とも有意な高値を示し， BHT 摂取

量との関連もわずかにみられたことから，飼育初期にお

ける BHTの影響がうかがえる.

24 ヵ月飼育ならびに終生飼育各~i'íôの瀕死一属殺例の所

見は，群聞に差を見い出すことは困難であった29)

7. 器官重量 3カ月 6カ月， 12ヵ月ならびに24ヵ

月飼育各W(ô定Il }î'解剖j例の J;.~ 'ït\Trf.量の ì\1!l定結果は， Tahle 

10-14に示した.推計学的に有志性を示すものが散見さ

れたが，臓器重量の特性を与!援し絶対重震ならびに体

重比重量を総合的にみて BHT摂取量との関連におい

て，また各飼育期間を通して一定の変化としてみられる

変化は， 0.320%群の肝臓重量がやや大きいことのみで

あった.

24カ月飼育各群瀕死一屠殺を含む途中死亡例ならびに

終生飼育各群において測定して得た結果29)からは，臓器

重量分布において群間に顕著な差はなく，定時解剖の場

合にみられた 0.320%群の肝臓重量の増加あるいは増加

傾向も全く認められなかった.

8. 尿検査 3カ月 6カ月， 12カ月ならびに24ヵ月

飼育各群の定時解剖例の尿検査の結果は Table15に示

した.し、ずれの検査においても対照群との間に顕著な差

を示すものは認められなかった.

考察

BHT 0.005， 0.020， 0.320%添加飼料による ]CL:

SD系ラット雌雄の 3， 6， 12ならびに 24ヵ月飼育を併

せて終生飼育実験を行った.

本実験では終生飼育により BHTの毒作用の指標をラ

ットの発育，途中死亡率，寿命， Jl重傷の発生に求めた.

いかに徴量でも生体は，その化学物質を摂取すれば反応

し何らかの変化が起るはずで、あり，無作用はありえな

い.毒作用の検索とは，その変化が生理的適応的変化に

とどまるか，障害的結果をもたらす変化となるかを知る

ことと思うが，その判別は容易ではい.発育，死亡の推

移ならびに寿命の変化は生体のあらゆる変化による障害

の発生を総合的に表現するものと考えている，発育，死

亡率，寿命， J匝楊発生を青=作用の指標とする場合，実験

動物ならびにその摂育環境のランダム化が特に重要で、あ

り，またJ英餌量は発育とともに寿命に大きい影響を与

え，摂吉[f.量の低下は平均寿命を延ばすことがある29)とい

われ，これらの点に留意して，実験を行った.

BHT 0.320%群では飼育12ヵ月まで肝臓重量，血清

コレステロールの増加ないし増加傾向を，飼育 3カ月に

おいて血清 K+の上昇を示したが， BHT撰取各群とも

対照群と比較して，摂~IL最，発育(体重増加)，一般状態

に差を認めなかった.

死亡率は24ヵ月飼育群，とくに雌において用量一反応

の関係で、高かったが，終生飼育群の飼育24ヵ月における

会群の死亡率，また24カ月飼育群と終生飼育群を合併し

た各群の死亡率には有意差はなく， BHT 摂取量と関連

した一定の傾向もみられなかった.

終生飼育群での死亡(生存)rlil線は各群近似の S字状

を示し，死亡の初発ならびに最終に大差を認めず，実験

開始 (5週令)後の平均生存;10!数土標準偏差は，対照群

雄 116.4土2.5，雌 117.2土21.3; 0.005%群雄 107.6土



00 

Blood Components in BHT Fed Rats (Male) Table 6. 

MCHC 
% 

MCH 
μμg 

MCV 
μ3 

HCT 
% 

HGB 
g/dl 

RBC 
x 106/mm3 

明TBC
x 103/mm3 

No. 
ot 

rats 

Group 

Months BHT % 
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48.6土16.0930.0土18.6350土1.829.5土18.8415. 7土0.297.92土0.5997.4土2.781)4 3 

40.8土1.7721. 3土0.9353土1.139.6土2.2516.2土1.10 7.59土0.3987.5土2.845 6 

41. 7土2.2622.5土0.4654土1.337.3土5.7115.6土2.226.99土1.018 12 
Control 

5 

35.8土1.27 20.9土1.42 58土3.640.5土7.9314.5土2.947. 10土1.566 10. 1土4.449 24 

39.3土0.5020.0土0.4451土1.838.3土5.7415. 1土2.267.50土1.043 7.3土2.825 3 

40.0土1.60 20.5土0.8652土1.537.2土2.4814.9土0.667.27土0.3917.0土1.41 5 6 

42.0土2.10 22.2土1.40 54土1'5 38.7土1.89 16.3土1.32 7.32土0.21712 
0.005 

5 

36.3土2.2721.1土1.68 58土5.736.6土4.8113.3土2.236.42土1.26713.4土6.567 24 

31. 7土16.8316.6土8.4651土1.638.9土2.8312.3土6・907.60土0.5217.0土2.535 3 

40.0土1.82 21. 2土0.9754土2.1 39.3土2.3315.8土1.21 7.43土0.2178.4土1.35 4 6 

44.7土2.6824.6土1.98 56土5.338.9土5.8217.4土2.237.03土0.5238.9土3.72 12 
0.020 

5 

37.0土1.39 21. 6土1.46 58土4.936.3土5.8613.2土2.526.37土1.437 12.8土8.175 24 

40.7土2.3920.8土1.37 51土0.438.0土3.9715.4土0.767.46土0.8455.4土1.01 5 3 

40.3土0.5320.9土0.4952土0.837. 7土0.4215.2土0.427.28土0.2786.5土0.505 6 

42.0土3.5429.5土16.7355土4.633.2土2.4917.3土6.826. 18土0.85512 
0.320 

8.9土1.97 4 

36.3土2.26

1) mean土 SD

22.3土3.6360土6.536. 7土8.2013.4土3.296.21土1.801 12.6土9.547 24 



Blood Components in BHT Fed Rats (Female) Table 7. 

MCHC 
% 

MCH 
μμg 

MCV 
μ3 

HCT 
% 

HGB 
g/dl 

RBC 
x 106/mm3 

WBC 
x 103/mm3 

No. 
of 
rats 

Group 

Months B百T%

43.2土3.5622.7土1.60 53土0.835.3土3.0115.2土0.226.77土0.5366.3土1.341) 5 3 

40.3土0.9521. 3土0.9353土1.139.6土2.2516.2土1.10 7.59土0.3987.5土2.845 6 

41. 4土0.9922.6土0.8055土1.036.8土3.494 12 
Control 

15.3土1.59 6. 72土0.632

与二L
J“・

36.5土2.6324.6土4.3767土10.034.6土7.4712.5土2.615.38土1.756 13.2土8.448 24 

、白山，_
.I~; 44.8土6.3529.5土17.3152土0.845.7土19.16 15.7土0.23ヰ7.37土0.5183.2土0.45本5 3 

一、
一昨昨
日 a

h
有

情

同

M

∞
I
P
E
コ

40.6土2.7520.5土0.8652土1.537.2土2.4814.9土0.667.27土0.3917.0土1.41 5 6 
でき、4-43.4土2.6223.9土1.1655土1.412 

0.005 
35.2土1.51 15.3土0.886.38土0.2865 

35.6土0.8922.9土1.90 63土5.029.1土7.5610.3土2.884.66土1.637 10.8土4.096 24 

54.3土16.5826.2土20.0653土1.923.3土20.2116.0土0.636.23土2.7183.9土0.86本5 3 

38.5土1.02申21. 2土0.9754土2.139.3土2.3315.8土1.21 7.43土0.2178.4土1.35 4 6 

44.5土2.43ヰ24.8土2.4712 
0.020 

56土2.835.2土2.8215. 7土1.79 6.32土0.3795 

37.9土2.72 23.8土3.6962土5.434.6土4.5113.0土1.58 5.63土1.08410.9土4.83b 24 

42.9土2.3522.3土1.4752土1.135.6土2.6715.3土0.586.87土0.6135.0土1.17 5 3 

39.8土0.5620.9土0.4952土0.837.7土1.1215.2土0.427.28土0.2786.5土0.505 6 

45.5土6.19 25.3土4.4056土2.45 12 
0.320 

32.6土3.0514.8土2.395.85土0.567

c.o 

35.4土1.24 

1) mean土 SD

23.4土3.5065土9.532.7土5.6911.5土2.325.16土1.738 14.3土10.583 

キ pく0.05

24 
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Biochemical Data on the Serun of Rats Treated with BHT (Male) Table 8. 

K+ 
mEqjl 

Na+ 
mEqjl 

CHO 
mgjdl 

ALP 
K.A-Ujdl 

GOT 
K-Ujml 

GPT 
K-Ujml 

SUN 
mgjdl 

GLU 
mgjdl 

TP 
gjdl 

Group No. 

BHr(--::~--" of 
Months rats 
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6.9土0.32141. 2土1.79 64.2土12.79 25.6こと9.2995.4土8.7729.4土3.5716.4土1.15 126.4土5.306.8土0.081)5 3 

7.0土0.43148.0土3.1775.8土10.8321. 8土11.3791. 2土10.3726.2土4.0914. 8土2.77 123.0土10.486.8土O.39 5 6 

7.5土1.05146.6土5.6770.4土13.0318.6土7.2798.4土26.5135.6土11.71 15.2土1.93126.4土12.75 
Control 

6. 7土0.085 12 

8.0ごと0.69145.3こと5.43195.5土103.0721. 1土5.89128.7土19.2152. 7土10.0930.4土29.37155.5土30.577. 1土0.39Q 24 

7.4土0.23*142.4土1.13 66.8土13.7724.2土5.85100.6土14.3526.2土5.7716.0土1.87 121. 6土6.316.5土0・525 3 

6.9土0.41147.8土3.0381. 2土14.5529.2土8.4191. 0土11.8327.2土5.4514.8土1.79 132.4土15.596.8土0.265 6 

7.6土0.40147.4土5.9987.8土19.15 17.4土3.9786.2土10.2928.6土2.5114.8土1.65 121. 2こと17.096.9土0.3512 
0.005 

5 

7. 9土0.77143.4土2.23198.4土75.2320.0土7.51126.4土16.5746.4土6.6325.0土11.13133. 1土15.896.6土0.647 24 

7.4土0.23中144.4土4.15 73.0土21.09 29.8土6.2396.0土8.15 26.4土1.79 16.0土2.45125.6土15.636.8土0.315 3 

6.8土O.16 146.2土2.6370.5土5.4519.2土6.13 96.2土6.6129. 7土4.7915.5土1.00118.0土6.686.8土O.12 4 6 

7.9土1.02 146.0土5.9587.6土23.5121. 4土8.9984.4土23.0138.6土15.0316.4土1.67 132.6土14.636.8土0.205 12 
0.020 

7. 7土0.83(4)144.0土8.29(4)23.0土14.15150.8土34.61131. 4土26.3347.0土13.2734.2土40.73142.8土28.856.6土0.775 24 

7.5土0.29*144.0土2.6572.2土9.6728.2土4.0394.2土11.57 27.4土2.6116.2土1.79 121. 8土10.756. 7土0.345 3 

7.1土0.16148.0土1.99 76.4土16.9122.4土8.9797.8士11.87 25.0土3.6713.4土1.67117.8土3.036.8土O.21 5 6 

8.2土1.12 141. 5土13.2331. 0土18.05229.5土297.6384.2土117.21332.2こと607.3317.2土2.63147.0土50.298.4土3.12 12 
0.320 

4 

7.8土0.61

1) mean土 SD

145.0土3.51156. 7土77.3721. 7土6.15 124.0土27.15 42.2土10.1717.4土5.69140. 7土19.997.1土1.04 

本 pくO.05 

7 24 



Biochemical Data on the Serum of Rats Treated with BHT (Female) Table 9. 

K+ 
mEqjl 

Na+ 
mEqjl 

CHO 
mgjdl 

ALP 
K. A-Ujdl 

GOT 
K-Ujml 

GPT 
K-Ujml 

SUN 
mgjdl 

GLU 
mgjdl 

TP 
gjdl 

No. 
of 
rats 

Group 

BHT Months 

6.7土0.27140.8土0.8371. 8土12.0325.8土11.41 114.0土10.7130.6土5.5915.6土1.51 117.8土12.19 6.9土0.341)5 3 

6.5土0.80145.0土1.57 81. 4土18.3515.2土6.7392.4土8.9728.6土4.3914.4土1.67 141. 0土16.977.3土0.545 6 

7.2土O.76 143.7土0.9583.2土10.2113.7土4.2778.5土10.6730. 7土5.4314.2土2.99123.2土7.81
Control 

7. 7土0.294 12 

ミ斗
〆ー吋

6.9土0.28142.0土2.27121. 2土18.1518. 1土8.69130.0土27.4150.3土19.6316.5土2.39125.0土27.697. 1土0.608 24 

日
山
戸142.5土1.29(4)1) 6. 6土0.1776.8土14.7518.4土4.87105.2土6.5325.4土2.8913.6土1.35 131. 8土9.037. 3土0.385 3 

一首6.4土0.41144.2土1.79 88.6土18.9319.2土5.7794.2土19.9532.6土10.3115.6土0.55129.2土3.567.6土0.735 6 
~ -」日
-H  

7.0土0.50143. 4:l:5. 37 108.4土12.3117.4土9.0786.4土16.2539.2土11.25 14.8土2.05122.2土11.95 7.6土0.11
0.005 

5 12 
品川

7.2土1.47(4) 144. 5:l: 5. 07(4) 95.5土23.8118.5土9.91113.3土17.3136.5土7.3720. 1土11.43128.6土18.376. 7土0.886 24 
話

M

∞
N
W
H
G

コ

6.9土0.62143.4土2.70 70.8土9.6723.0土9.85103.2土17.8525.2土2.5913.0土2.45124.6土10.937.2土0.335 3 

6.6土0.39145.8土2.6994.6土25.6714.4土6.3185.0土14.2125.6土3.5113.4土2.31130.4土11.65 7.8土0.295 6 

7.8土0.55143.4土1.13 28.4土10.39
0.020 

87.8土22.9717.2土8.2987.8土33.0115.0土2.35130.4土7.277.4.:1:.0.53 5 12 

7.3土0.97但)140.5土5.68(4)24.8土20.37128.8土48.63105.6土119.41218.8土153.0916.6土5.17142.6土46.297.5土1.58 5 24 

7.3土0.28*141. 3土0.57(3)82.5土3.4118.0土7.5999.4土13.8323.0土4.3514.6土2.61128.0土16.017.4土0.495 3 

6.5土0.35147.0土2.45100.8土8.1712.2土2.5975.6土10.1724.4土5.4114.2土3.91131. 0土12.387.8土0.735 6 

7. 1土0.36145.4土2.3018.0土10.65107.8土27.4777.4土11.4923.6土3.9111. 6土2.71118.0土12.058.0土0.2312 
0.320 

5 

ト--'
ト崎

6.6土0.15

1) mean土SD

146.3土4.73110.6土31.35 17.6土8.33115.6土3.5137.3土5.3314.0土1.73 

) No. of rats 

120.3土14.977.3土0.90

本 pく0.05

3 24 
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Organ Weights of Rats Fed Diets Containing BHT for 3 Months 

S
E
X
 

Caecum 
mg 

mg/100g 

Adrenal (R) 
mg 

mg/100g 

Adrenal (L) 
mg 

mg/100g 

Thyroid 
mg 

mg/100g 

Spleen 
mg 

mg/100g 

Kidney (R) 
mg 

mg/lOOg 

Kidney (L) 
mg 

mg/100g 

Table 10. 

ロb

町

泊
vubuu 

L

J

U

 

Heart 
mg 

mg/100g 

Group 

(B~T) 
No. 
of 

人ヘピ
N
H
N
・
勾
町
、
・
吋
c
bいさ
~
f
h
n
h
H
J
N出

2
・
ト
h
N
~
v
・
、
・

~ι1・噌
M

∞i
N
・

5
コ

25.8土4.6527.0土3.2016.0土3.17798土181.9 1562土165.1 1588土187.91416土153.51) 17.41土2.157 1572土168.3
Control 

308土25.55.0土0.805.2土0.583. 1土0.73155土29.7543土23.3310土27.1 3.40土0.174277土21.42) 

5 

20.5土3.9622. 1土3.14 14.4土2.29702土155.31400土135.81448土169.615.32土1.526 1232土167.51300土184.7

273土33.74.5土0.854.8土0.633.2土0.73155土34.9315土27.1 320土21.1 3.39土O.149 287土29.2
5 0.005 

1390土623.923.4土3.2025.3土5.0416.3土2.11766土82.91510土178.11502土166.917.15土1.000 1330土142.1 

M 

283土76.14.6土0.455. 1土0.873.2土0.40155土20.6306土27.0304土24.93.49土0.275269土18.4
5 0.020 

1420土147.422.6土1.95 23.8土2.7518.7土2.53724土32.01516土72.31494土68.017.51土1.244 1270土78.7 

309土32.34.9土0.525. 1土0.684.0土0.64157土10.5329土12.7 325土11.53.80土0.229本276土15.1 
5 0.320 

1022土63.425. 1土1.33 27.8土3.76 10.4土2.78482土55.4868土51.6 906土49.78.38土0.899820土73.1 
Control 

388土24.29.5土0.2310.5土0.993.9:1:1.17 183土29.2329土11.3 344土17.53.17土0.295310土12.6
5 

888土88.9*28.3土3.5329.5土3.3614.8土2.18*472土37.0854土67.6858土55.48.50土0.577824土52.2

353土37.611.1土0.67本11. 7土1.15 5.8土0.66ヰ187土20.4339土30.4342土36.73.37土0.063328土33.8
5 0.005 

810土251.4 24.4土3.71 28.3土3.15 11.7土2.64526土162.1792土69.0794土69.8*7.81土0.399744土73.6
F 

332土95.510.0土1.32 11. 6土1.114.8土1.19217土70.7326土21.0 327土17.13.22土O.145 307土24.6
5 0.020 

1088土168.824.9土5.1228.3土6.8512.5土2.65508土113.0892土46.5914土99.610.06土0.892*798土43.2

421ごと48.2

1) Absolute weight， mean土 SD

9. 7土2.0711. 1土3.10 4.9土1.26 196土37.1 

中 pく0.05

347土21.7 

2) weight/100g body weight 

354土14.83.91土O.164キ310土11.6
5 (i).320 



Organ Weights of Rats Fed Diets Containing BHT for 6 Months 

S
E
X
 

Caecum 
mg 

mg/100g 

Adrenal (R) 
mg 

mg/100g 

Adrenal (L) 
mg 

mg/100g 

Thyroid 
mg 

mg/100g p
b
 

n

A

U

 

ぽ

gm

d
ι
m
dげ

s
mぺ

Kidney (R) 
mg 

mg/100g 

Kidney (L) 
mg 

mg/100g 

Table 11. 

Liver 
g 

g/100g 

Heart 
mg 

mgj100g 

No. 
of 
rats 

Group 
IBHT¥ 
¥ % ) 

1568土589.824. 7土4.19 28.3土4.5122.0土3.04728土177.31672土219.31638土201.。1524土227.31) 16.48土3.931
5 Control 

269土84.64.2土0.974.9土1.07 3.7土0.43124土25.0287土23.7281土19.42.80土0.433260土 16.42)

1746土633.623.1土1.52 21. 9土1.25 21. 0土1.79 1604土519.41738土114.918.72土2.0791476土127.7 780土67.8
5 0.005 

刊
行
門

290土58.83.8土0.303.6土0.123.4土0.32129土9.1268土62.0289土26.93.10土0.243246土28.1 

L
l白

山
什
-

¥」
J1530土516.123.7土2.8922.2土3.731710土191.4 1692土241.0 19.34土2.1441452土91.5 

M 

21. 2土1.57 827土77.1 
4 0.020 

ー叫

認可260土65.33.9土0.293.7土0.783.6土0.63*140土12.1 288土15.3285土23.43.26土0.230245土13.7
でき吋

三試

1628土288.619.1土4.611634土176.117.64土1.577 1524土113.4
よミ〉

24.2土3.6219.5土3.35844土108.01586土135.5
5 0.320 

279土50.1 3.2土1.00 4. 1土0.673.3土0.41145土21.8 272土23.9280土30.53.02土0.202261土22.0
山中間

M

∞i
h
y
Hむ
吋
吋

1156こと182.826.0土3.78942土75.68.96土0.756874土145.1 28. 1土3.5118.3土3.70538土60.1 956土86.4
Control 

390土82.58.6土0.639.3土0.426. 1土1.58 182土40.2320土29.8317土36.1 3.00土0.217290土21.8 
5 

1154土270.523.1土4.25904土53.68.99土1.026 900土74.8 29.0土1.63 18.5土4.07464土74.0940土63.2
5 0.005 

393土78.27.9土1.42 9.9土0.546.3土1.04 158土21.6 322土7.9310土19.43.07土0.174308土12.7

1156土151.9 26. 1土4.5428.3土2.6316.9土1.31 534土91.2 984土101.3 988土96.510.05土1.252 976土132.2

F 

4 0.020 
360土52.78.1土1.77 8.8土1.42 5.2土0.87166土30.9306土34.6308土41.0 3.10土0.131301土20.8

1152土118.811.48土1.235* 1024土124.4 28. 1土5.6232.2土9.7618. 7土3.86528土57.61108土113.61096土101.3 

ト4

むコ

333土23.7 

1) absolute weight， mean土 SD

8.1土1.66 9.2土2.525.4土1.31 153土22.3

本 pく0.05

321土34.3

2) weight/l00g body weight 

317土27.93.31土0.257296土31.0 
5 0.320 
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Organ Weights of Rats Fed Diets Containing BHT for 12 Months 

S Group 
E I BHT ¥ 
X ¥ % J 

Caecurn 
rng 

rngj100g 

Ad了enal(R) 
rng 

rngj100g 

Adrenal (L) 
rng 

mgj100g 

Thyroid 
rng 

rngj100g F
b
 

n

A

u

 

e
z
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pL

ぽ

T
τ
t
h

dA
広
げ
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s
mぺ

Kidney (R) 
rng 

rngj100g 
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Table 12. 

Liver 
g 

gj100g ub 

十

し

ハ

U

川町

gω

戸
」

n
u
p
F一

H

I

W
加n

 

No. 
of 
rats 

み
と
ど
・
同
市
町
、

.J~ご
わ
い
て
む
〉
同
九
円
、
J

H
市
民
h
-

ト
R
b
-
Lで
-
h
h・・

M

∞
N
W
H
U刊
、
刊

1207土94.624.5土1.35 25.8土1.35 21. 7土2.30869土112.51679土161.8 1704土171.8 18.97土2.162 1558土52.61)

5 Control 
172土22.1 3.4土0.403.6土0.383.0土0.35123:1:17.1 238土24.4242土21.2 2.69土0.202221土12.22)

1430土519.421. 9土2.851834土246.020. 14土0.5981598土87.4 23. 1土3.3017.2土3.80841土79.91777土213.5
0.005 

199土39.7 3.0土0.253. 1土0.272.4土0.64117土9.9249土30.5257土37.12.83土0.192224土9.1 
5 

1161土266.622.6土3.9524.2土4.201759土165.1 19.01土2.0641552土163.8

M 
17.2土4.28 829土110.41752土120.1

0.020 
166土40.23.2土0.663.4土o.78 2.4土0.57119土23.9254土46.3253土41.2 2. 71土o.134 222土22.3

5 

1553土576.330. 7土14.3326.38土1.959 1642土293.2 33. 1土17.0626.0土3.80834土146.62148土134.42220土179.6
0.320 

232土75.64.4土2.264. 7土2.653.6土0.34*117土5.5306土133.8317土143.33. 73土1.333 234土44.6
4 

957土144.210.06土1.741 902土86.0 27.5土5.5529.3土6.3923. 1土4.15 516土140.0986:1:90.9 954土127.8
Control 

254土43.57.4土2.507.9土3.016.0土0.88135土26.2265土54.7255土55.7 2.64土0.212242土55.7 
4 

998土82.826.5土4.1729. 7土3.72 16.8土4.04539土57.61139土262.51101土235.611. 60土2.8801078土248.1 

243土38.86.4土0.777. 3土1.23 4.0土o.75本133土27.5274土17.3265土18.52. 77土o.145 258土11.6 
5 0.005 

1032土103.026.1土3.4927.0土4.62551土94.11082土166.511. 36土1.3111020土111.8

F 

18.2土1.53 1050土118.3

252土38.26.3土1.346. 7土2.294.4土1.04 133土12.8255土9.6261土9.82. 75土0.089247土14.2
5 0.020 

922土68.227.5土6.4331. 0土4.7519.7土3.09540土76.81080土148.61065土191.0 11. 83土3.101 947土139.7 

262土66.2

1) absolute weight， rnean土 SD

7.4土0.558.6土1.41 5.5土0.99150土18.0

串 p<0.05

300土33.7

2) weight/100g body weight 

294土31.1 3.21土0.370ヰ262土22.6
5 0.320 



Organ VVeights of Rats Fed Diets Containing BHT for 24 Months 

S Group 
E I BHT ¥ 
x ¥ % ) 

Th)ァroid
mg 

mg/100g 

Hypophysis 
mg 

mg/100g 

Caecum 
mg 

mg/100g 

Spleen 
mg 

mg/100g 

Kidney (R) 
mg 

mg/100g 

Kidney (L) 
mg 

mg/100g 

Liver 
口
b 

g/100g 

Table 13. 

Heart 
mg 

mg/100g 

Brain 
mg 

mg/100g 

No. 
of 
rats 

17.4土9.111529土137.7 1327土382.92308土703.92364土811.5 20.47土1.233 2316土84.91) 30. 7土4.491802土166.7 
Control 

4.3土0.893.0土1.65 215土26.3191土69.3335土141.7 344土158.52.91土0.453256土38.1 327土27.92)
9 

28.4土3.9327. 1土19.451279土173.7本1834土1002.52504土665.32524土699.522.59土2.451987土273.72361土65.5

3.5土0.573.3土2.49159土17.3*226土118.7316土90.9317土92.92.84土0.379249土35.9298土36.9
7 0.005 

￥ニ
/ー。

32.3土4.6518.9土2.351271土157.7ヰ1221土273.1 2817土1444.92906土1761.1 22.09土2.0992091土252.5*2305土83.3

M 

【
1
1
M

と
J

-こb
~. 

4.0土1.19(4) 2.4土O.73仏)161土45.7仏)149土54.7(4)395土288.7但)419土341.5(4) 2.93土O.755但)276土52.9(4)301土70.3(4)
5 0.020 

pb}~

尚
一
山

1472土462.71593土975.32286土505.32253土483.3 29.0土7.15 27.2土20.2724.07土5.2191894土213.1 2291土42.7

3.2土O.77本3.2土2.95171土66.3186土129.1 261土59.5258土58.32.72土0.490218土37.5265土40.9本

7 0.320 

引
一
山

M

∞l
p
H
U
J
ミ

28.0土11.9388.9土95.15 1203土104.91359土650.1 1343土181.0 1289土220.1 16.90土4.2091646土346.52110土125.5

5.3土2.61

21. 0土3.67

18.0土21.61 229土45.1 264土137.7255土45.7 243土45.1 3. 13土0.577310土67.5407土98.5
8 Control 

54.7土45.651110土157.51858土1713.91300土304.51371土340.317.45土7.4331437土300.92105土96.7

3.9土1.17 21. 0土3.67205土44.5348土349.7236土47.9248土54.1 3.05土0.819259土28.7 391土69.5
6 0.005 

67.5土81.47 1041土161.9 916土229.51402土233.7 1359土216.1 19.92土4.0751386土189.92098土73.5
F 

25.3土5.81

4.4土1.47 13. 7土19.55179土22.5*158土37.7242土39.3236土45.73.51こと1.159 238土26.7369土85.1 
5 0.020 

39.0土22.511176土20.71220土647.1 1315土36.31282土154.1 15.69土1.615 25.2土2.491489土39.32170土66.1 

ド占

CJl 

5.3土0.61

1) absolute weight， mean土 SD

( ) No. of rats 

9.0土6.75255土56.1 272土154.3285土65.5

申 p<0.05

274土45.5

2) weight/100g body weight 

3.37土0.589321土57.1 469土92.5
3 0.320 
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Organ Weights of Rats Fed Diets Containing BHT for 24 Months 

S
E
X
 

Uterus 
mg 

mg/100g 

Ovary (L-トR)
mg 

mg/100g 

Prostate 
mg 

mg/100g 

Testis (R) 
mg 

mg/100g 

Testis (L) 
mg 

mg/100g 

Adrenal (R) 
mg 

mg/100g 

Table 14. 

Adrenal (L) 
mg 

mg/100g 

No. 
of 
rats 

Group 
(BHT %) 

357.8土143.951643土358.91707土256.737.6土22.5335. 1土8.251)

¥ZHN・
同
出
向
、
・
叫
J

。ヶ、。
h
h司
同
司

J
H
出
向
h
・

h
b
b・

~
J
H同・・

M

∞l
N

・

5
コ

Control 
51. 4土24.75230土43.1 238土19.7 5.3土3.274.9土1.232) 

9 

491. 4土183.091510土141.7 1488土395.1 31. 9土7.19 34.2土5.65

62.8土27.55191土33.7185土49.5本3.9土1.00 4.2土O.75 
7 0.005 

503.6土232.471558土393.91786土381.3 34. 1土5.2941. 5土7.97

M 

59.3土31.67(4) 209こと91.3(4) 236土18.5(4)4. 1土0.57(4)5.4土1.89仏)
5 0.020 

409.8土202.751706土473.31591土379.930.7土8.7745.9土27.73

48.6土27.29197土61.5 187土60.9*3.5土1.275.3土3.73
7 0.320 

1080土224.15 58.0こと24.2135.0土4.3146.3土21.63 
Control 

211土104.9710.6土3.456.6土1.17 8.6土3.43
8 

867土190.19* 59.2土30.11 41. 5土15.6547.4土19.27

161土45.19 10.9土6.357. 3土2.018.4土3.23
6 0.005 

1002土189.9171. 0土23.91

F 
43.5土10.15 37. 1土8.75

187土136.7912.9土7.177.7土2.896.7土3.03
5 0.020 

783土209.6172.2土20.7134.5土6.3934. 1土1.31 

175土81.97 

1) absolute weight， mean土 SD

( ) No. of rats 

15.0土2.40

* p<0.05 

7.2土0.65

2) weight/100g body weight 

7.3土1.49
3 0.320 
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Table 15. Urinalysis 

SEX 五I{ale

Months 3 6 12 24 

Dose % o 0.005 0.020 0.320 o 0.005 0.020 0.320 o 0.005 0.020 0.320 o 0.005 0.020 0.320 

5 

出色
6 41) 4 2 2 4 3 3 1 5 1 1 6 3 5 3 
7 1 1 2 3 2 1 1 2 3 1 3 3 4 
8 l l 3 1 2 l 2 l 

1 l 1 2 3 2 3 1 1 1 

zM o h 民ω 同h 33l0o0m0mommgg//ggdd//ddll > 1 l 

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

1 1 2 1 2 6 1 1 
30 1 2 3 1 3 2 3 3 6 

l 3 2 

0ロ28 
5 5 5 5 5 5 4 5 5 5 5 4 9 7 5 7 

0.25g/dl 

2 1 1 3 4 5 4 4 4 2 3 3 9 7 5 7 

同
10mg/dlく 3 4 4 2 1 1 1 3 2 1 

O+8υ4"凶2 ニ=1 

5 5 5 5 5 5 4 5 5 5 5 3 9 7 5 6 
52) 1 
10 1 

ヨ間ロぃ五ロ 0.221m11gg//df> < 4 5 4 5 5 5 4 5 5 5 5 4 9 7 5 7 
0.2mfddl 1 1 

よよwC Lコロ
O.l~lE. U.3) 5 5 5 3 3 5 4 5 5 5 5 4 9 7 5 6 
1 E. U.く 2 2 1 

SEX Female 

Months 3 6 12 24 

Dos巴% o 0.005 0.020 0.320 o 0.005 0.020 0.320 o 0鵬 0.0200叫 00.0050.020 0.320 

5 1 1 1 

同p. 
6 4 3 2 4 2 2 l 3 4 3 3 8 4 4 3 
7 3 1 2 2 l 1 1 l 2 1 
8 1 1 1 2 3 3 1 1 

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

a叫回目ω o h 4 33310000mm00mmgg/gg/d/d/ddll > I J 

1 2 1 1 3 1 l 1 2 1 
2 5 2 3 l 2 2 2 

1 2 1 2 
1 1 2 2 1 

1 3 l 

日o口出t《j 
5 5 5 5 5 5 5 5 4 5 5 5 8 6 5 3 

0.25g/dl 

出旦ロω占国.。、 3 4 2 2 5 4 4 5 3 4 5 4 7 6 5 3 
10mg/dl< 2 1 3 3 1 l 1 1 1 1 

δE 
5 5 5 5 5 5 5 5 4 4 4 4 7 3 5 3 

52) l 1 1 3 
10 1 

5間ロH 五n 
0.2mgg//dl> く 5 5 5 5 5 4 5 5 3 4 5 5 8 6 5 3 
0.2mll/dl 1 1 1 

Fよド工C 回 ~ロ4 

O.l~lE. U.3) 5 4 5 4 5 5 5 5 4 5 5 5 7 6 5 3 
1E.U.< 1 1 1 

1) No. of rats 2) No. of Red Blood Cells in the Range of View (x 400) 3) E. U. =Ehrich Units/dl 
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15.8，雌 103.2土26.6;0.020%群雄 122.6土15.1，雌

117.0土20.4;0.320%群雄116.2土19.6，雌118.8土22.0

であった. 0.005%群雌雄においてやや短かく， 0.002% 

群雄でやや長かったが，有意でで、はなく， Harn1an15lがマ

ウスで

以上の実験成績を総合すると24カ月飼育群j雌世における

死亡率の BHT摂取用量に伴つた増大はむしろ偶発的と

みられ，途中経過でみられた肝臓重量，血清コレステロ

{ノレ量ならびに K+量の増加ないし増加傾向は障害につ

らなる変化ではなかったと考えられる，すなわち，本実

験条件下において BHT0.320%添加飼料摂取(160mg/

kg/day)はラットに特に害的影響を与えなかったと考え

られる.

襲約

ジブチルヒドロキシトノレエン (BHT)の長期限取によ

る生体に対する影響を明らかにするため，毒作用の指標

を発育，生存率ならびに寿命に置き， 0， 0.005， 0.020， 

0.320%添加飼料による ]CL:SD系ラット雌雄の 3，

6， 12， 24ヵ月と終生にわたる飼育実験を行った.

飼育途中において BHT0.320%添加飼料摂取ラット

(0.320%群〉では肝臓重量，血清コレステロ{ノレ，血

清 K+の増加ないし増加傾向を認めたが， BHT摂取各

群とも対照群 (0%群〉と比較して，飼料摂取量，体重

増加，一般状態，生存率，寿命に差を認めなかった.

以上より，本実験において BHT0.320%添加飼料摂

取 (BHT160mg/kg/ day) は，ラットに害的影響を与

えなかったと結論した.
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ジブチ)IAニド口キシトJレエン (BHT)添加飼料を終生摂取させたうットの病理組織学的検索

藤井 孝ぺ 阿部卒恵六 矢野範男*， 長津明道水， 平賀興吾*

Histopathological Examination on Rats Fed with Butylated 

H ydroxytoluene for Their Lifespan 

T AKASHI FU JIIヘYUKIE ABE勺 NORIOYANOぺ
AKEMICHI N AGASA W Aキ andKOGO HIRAGA * 

Toxicity and carcinogenicity of buty!ated hydroxytoluene have been tested by the long term 

dietary administration on both sexes of SD-JCL rats. Rats were fed with diets containing 0.005， 

0.02 and 0.32% of the test material for 24 months or their lifespan. Histopathological 

examination revealed no evidence of a treatment“related toxic effect on any tissue examined as 

well as on the spontaneous tumor incidence of rats. It is concluded that under the con-

ditions of this histopathological examination， butylated hydroxytoluene has no toxic and 

carcinogenic effects for rats. 

患者 書 試験材料および試験方法

ジブチルヒドロキシトノレエγ(以下， BHTと略す〉 試料 BHTは和光純薬株式会社製 (LotNo. PAK 

は食品の酸化防止剤，ゴム@プラスチックなどの安定 3582， KIK 5562) の結品性粉末 (rnp.69.50C)を用い

剤@抗酸化剤として広く用いられており1)， BHTの摂 た. BHTを 0.00(対照)， 0.005， 0.02および 0.32%

取がヒトにどのような影響を及ぼすかについては多大の の割合で粉末飼料中に添加後国型飼料化して試験銅料と

関心を集めている.当部では BHTの0.05，0.15， 0.45 した.粉末飼料は日本クレア株式会社製 CE-2(平均分

および1.35%添加飼料を 3カ月間， 0.0125， 0.05， 0.2 析値:水分 8.0%， 粗蛋白質 24‘5%， 粗脂肪 4.5%，

および 0.8%添加飼料を 6カ月間ラットに摂取させ，と 粗線維 4.0%，粗灰分 6.6%，可溶性無窒素物52.4%，

くに1.35および 0.8%添加飼料を摂取したラットに体重 348. lcalj100g)を用いた.

増加の抑制，肝臓重量の増加，肝細胞の腫脹などを認め 実験動物および飼育環境 日本グレア株式会社の

ている%の Deichrnann4
) らはラットに 0.2，0.5， 0.8 ]CL: SD系ラット雌雄(バリア一環境下で生育〉を 4

および1.0% BHT添加飼料を 2年間摂取させ1.0% 週令で購入した. 1週間の予備飼育後 (5週令時〉の平

添加飼料を摂取したラヅトに体重増加の抑制，脳@肝臓 均体重は雄 105g，雌 96gであった.ラットは前面と床

などの体重比重量の増加をみたが病理学的には摂取と関 が網状で他は板状のステンレス製懸垂式個別ケ{ジに 1

連した障害像.J陸揚の発生を認めていない. また Har- 匹ずつ収容し自動給水装置(細菌ろ過器経由水道水〉の

rnanω は LAF1 マウス雄に 0.25および 0.5%BHT ついたベノレト式飼育架台で飼料@水を自由に摂取させて

添加半合成飼料を終生摂取させ，やや体重増加抑制がみ 飼育した.飼育室はバリア{区域内に設置し，室温25土

られたが平均寿命は著明に延長したと報告している.こ lOC，湿度 50-60%，給気は HEPAフィルターを通し

のように BHT添加飼料をラットに 2年間，マウスに終 て行ない，換気回数は 1時間に10田，照明時聞は午前 6

生摂取させた実験は行われたがラヅトに終生摂取させた 時から午後 5時までにそれぞれ制御した.

実験は報告がみられない.そこで今回は BHT添加飼料 試験方法 BHT投与は 1週間予備飼育後，ラットが

をラットに終生摂取させて BHTがラットの平均寿命お 5週令になった時点より試験飼料を自由に摂取させるこ

よび腫場発生にどのような影響を与えるかを検討Eした. とによって開始した.ラットは摂取する飼料中の BHT

本報告はこのうちの病理組織学的検索の結果である. 濃度によって 0.00(対照)， 0.005， 0.02および 0.32%

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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の4群に分けた.各群のラット匹数は 3，6および12カ

月間撰取では雌雄 5匹ずつ， 24ヵ月間摂取では雌雄10匹

ずつ，終生摂取では対照， 0.005%群は雌雄25匹ずつ，

0.02， 0.32%群は雌雄15囚ずっとした.終生摂取では一

定の摂取期間を定めずにラットが死亡あるいは瀕死状態

になるまで、摂取させ続けた.

病理学的検索方法既定の摂取期間を終了したラット

は断頭屠殺し採血後解剖に附し肉眼的検索を行ない器

官@組織を摘出した.また摂取期間途中あるいは終生摂

取のラットが瀕死状態で発見された場合は直ちに同様の

処置を行なった.摂取期間途中あるいは終生摂取のラッ

トが死亡後に発見された場合は解剖し肉眼的検索を行な

った後に死後変化(自己融解〉の強度な例を除いて器

官@組織を摘出するよう努めた.摘出した器官@組織は

3， 6および 12カ月間摂取終了時では心臓，肝臓，腎

臓，牌臓，甲状腺，副腎，盲腸であり24ヵ月間摂取終了

時ではこれらに脳，下主体，肺，胃，空@回腸，結腸，

B卒臓，腕脱，精巣，前立腺，精嚢，子宮，卵巣および腰

痛@結節形成部位を加えた.終生摂取および摂取期間途

中の死亡@瀕死屠殺解剖例の摘出器官@組織は24カ月間

摂取終了例と同様にした.摘出した器官@組織およびj腫

癌などは10%緩衝ホルマリンで12時間振とう回定し，液

交換を行なった後静置して 1週間固定した.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 γ@エオ

ジン重染色を肝臓@腎臓は PAS染色も行なった. この

ほか必要に応じてアザン@マロリ{染色，鍍銀染色標

本，また凍結切片による脂肪染色擦本なども作製し，こ

れらによって病理組織学的検索を行なった.

結果

病理組織学的検索の主な結果は一般組織所見を Table

1----3に，腫場発生状況を Table4に示した. 試験飼

料摂取開始後 3，6， 12および24ヵ月 (2年〉自に定時

屠殺解剖し検索を行なったものを 3カ月群， 6カ月群，

12カ月群および 2年群とし，定時屠殺解剖以前の途中死

亡ないし瀕死屠殺例は終生摂取と併合して終生群とし

た.

3， 6， 12カ月群および2年群の一般組織所見肝臓で

は小葉中間部から賠辺部の肝細胞に軽度な腫脹が認めら

れた.腫脹は 0.32%群にのみ観察され， 3カ月群雄の

3/5 (5例中 3例の意， 以下同様〉雌の 1/5， 6カ月群

雄の 1/5，12カ月群雄の 1/4にみられ BHT摂取との関

連を示したが24ヵ月群では認められなかった.小葉周辺

部に空胞変性を示す肝細胞がみられた.空胞は Sudan

black染色で陽性の脂質で，肝細胞は肪脂変性を呈して

いた.脂肪変性は12ヵ月群， 2年群で対照群を合む各群

にみられ雌に顕著であった 12カ月群では小脂肪滴を有

する肝細胞が少数みられたが 2年群では大脂肪滴を有し

印環細胞様になった肝細胞が多数認められた.変化は

BHT摂取との明らかな関連を示さなかった.小葉中間

部から周辺部の肝細胞に核周囲の明調化が認められた.

これは細胞質の好塩基性物質が軽度に凝集するとともに

細胞膜周辺に備在したためで6および12カ月群の投与群

雄にみられたが 2年群では認められなかった.変化は

6カ月群 0.32%群雄の 1/5，12カ月群 0.005，0.02% 

群雄の 1/5，0.32%群雄の 3/4にみられ BHT摂取との

関連を示した.限局性の小壊死巣が散在しているのがみ

られた.壊死部は明るく網状を呈しており残荘する肝細

胞は泡沫状となり核は濃縮していた.変化は 2年群の対

照群を含む各群でみられ11唯よりも雄に顕著であったが

BHT摂取との関連は明らかではなかった.小葉周辺部

に軽度に睡眠し，細胞質内に好塩基性物質がほとんどみ

られない泊沫細胞状を呈する肝細胞の小巣が散見され

た.核は軽度の濃縮を示す程度であったが，この点を除

けば前記の小壊死巣の残存肝細胞に似ていた.変化は 2

年群で投与群を含む雌雄に認められ雌よりも雄に顕著で

あった.変化は11世で、は 0.32%群にみられず雄でも摂取

量に伴う増加は認められず雌雄とも BHT摂取量との関

連は判然としなかった.このほか 2年群では肝細臨の結

節性増生，徴小肉芽腫，小胆管周囲の線維化などが雌雄

の対照群を含む各群で摂取との関連なく認められた.間

では胃腺基底部の腺腔拡張が雌雄の対照群を含む各群で

12ヵ月群に極く少数， 2年群で多数みられたが摂取との

関連は示さなかった.腎臓では近位尿細管上皮細胞の腫

脹@空胞化が 3， 6カ月群でみられ空胞化は 3カ月群雌

雄， 6カ月群雄で、は投与群にのみ認められ 0.32%群に

顕著であった.尿細管上皮の変性は12カ月群では著拐に

みられず， 2年群では部位によっても異なるが腫脹，空

胞化，エオジン濃染蛋白滴の出現，好塩基性の著増など

多彩であり雌雄とも対照群を含む各群に摂取との明らか

な関連なく認められた.尿細管腔の拡張は主に遠{立でみ

られ12ヵ月群， 2年群で顕著であった 12ヵ月群雄では

投与群にのみ認められたが12ヵ月群雌， 2年群雌雄では

対照群を含む各群にみられ， 12カ月群雄を含め変化は

BHT摂取量との関連を明らかに示さなかった.このほ

かに蛋白円柱は12ヵ月群， 2年群で，糸球体の萎縮，限

局i生壊死@線維化などは 2年群で対照群を含む各群にみ

られたが，いずれも隈取量と関連する一定傾向は認めら

れなかった.また 2年群では各変化が強く，嚢胞腎様と

なり実質が殆んど認められない例もあり，これを腎障害

として区分した.腎障害像を呈したのは雄のみで、対照群
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Microscopical Findings-Summary of Observations 
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Tal】le2. Microscopical Findings-Summary of Observations (1) 

Treatment period Treated for 2 yearsl) Treated for lifespan2) 

Male Female Male Female 

Tr百 ltmentgroup3) C L }，在日 CLMH  CLMH  CLMH  

No. of rats 9 7 5 7 8 6 5 3 26 28 21 19 28 29 20 22 

SPLEEN4) 5) 9 7 5 7 8 6 5 3 17 21 13 15 25 20 11 14 

Enlargement NO  864  6 6 4 5 2 15 16 11 13 19 18 10 12 

SL - 1 1 1 2 2 - 1 222  3 1 1 

M O  l一一一 1 3一一 3 2 - 1 

SE - 一 一 1一一一

Atrophy NO  9 7 5 7 8 6 5 3 15 19 8 12 20 15 10 10 

SL 223  3 4 5 1 4 

M O  - 一 一 一一一一 -2- l一一一

Focal五brosis NO  8 7 5 7 8 6 5 3 15 17 5 12 24 16 11 11 

SL 一一一一 2 272  - 4 - 3 

M O  1一一一 一一一一 211  1 -一一

Infarct NO  8 7 5 7 8 6 5 3 16 21 13 15 24 20 11 13 

SL 一一一 1 - 1 -

M O  l一一一

Hemorrhage/necrosis NO  8 7 5 7 8 653  16 21 12 15 25 20 11 14 

SL 一一一一 一一一一 1 

SE -一一一 1 -

Lymphatic folicles/ NO  8 7 5 7 7 6 5 3 16 20 11 15 19 19 10 13 

indis tinguishab le SL 一一一一 一一一一 I 3 1 1 1 

M O  1一一一 1一一一 1 1 1 - 4一一一

Extramedullary hematopoiesis NO  412  2一一 13 13 11 9 10 10 5 7 

SL 4 5 3 6 324  2 252  5 12 7 6 7 

MO  1 1 - 1 241  1 2 1 l 3 2一一

SE 1一一 - 2一一 1一一

Hemosiderosis NO  323  3 552  1 9 9 3 8 10 7 2 5 

SL 6 4 2 3 552  1 9 9 3 8 10 7 2 5 

M O  - 1 - 1 1 1 4 - 2 3 2 3 

HEART4) 9 7 5 7 8 653  20 23 15 15 25 20 10 15 

Focal calci五cation/carcliacmuscles N 0 9 7 5 7 8 6 5 3 18 23 14 13 24 19 10 15 

SL 一一一 2 - 1 2 1 1一一

Focal calci五cation/vascularwall NO  9 7 5 7 8 6 5 3 19 23 15 15 25 20 10 15 

SL 

Perivasculitis NO  9 7 5 7 8 6 5 3 19 23 15 15 25 20 10 15 

SL 一一一一 1-

Clots in atrium NO  9 7 5 7 8 653  19 23 13 13 24 20 10 15 

SL 一一一一 1-2- 1一一一

M O  一一一一 一一一 2

Interstitial五brosis/focal NO  8 647  8 6 5 3 15 20 14 15 23 20 10 15 

SL 1 1 1 - 5 3 1 - 1一一

MO  -一一一 1 -

Focal cell in五Itration NO  974  7 864  3 17 22 15 12 23 20 10 15 

SL --- 1 -- 1 - 3 1 - 3 

M O  -一一一 2 一一
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LIVER4) 5) 9 7 5 7 8 6 5 3 18 23 15 15 25 22 10 16 

Focal necrosis NO  7 7 4 2 7 6 5 3 18 19 9 8 14 16 6 7 

SL 2 - 1 4 1 - 3 6 4 4 648  

M O  - - - 1 1 - 3 7 --1 

Diffuse necrosis NO  9 7 5 7 7 6 5 3 14 18 13 13 22 22 10 16 

SL 一一一 2 3 1 2 

M O  -一一 2 1一一 2 一一一

SE -一一一 1一一一 - 1 1 1一一一

Foam cell-like hepatocytes NO  8 543  753  3 18 23 15 15 25 22 10 16 

SL 1 111  1 1 2 -

MO  1 3 

Vacuolization of hepatocytes NO  6 7 5 6 642  2 8 14 7 10 15 6 6 9 

SL 2 - 1 112  1 6 4 6 2 2 7 5 6 

MO  -一一一 111  2 3 - 2 4 1 1 -

SE 1 - 222  1 4 6 - 1 

Noclular hyperplasia NO  7 7 4 6 6 5 3 2 16 23 15 15 24 22 10 15 

SL 2 1 1 212  1 2 一一 1一一 3

Hyperplasia of small bile clucts NO  9 6 5 5 864  3 16 20 12 14 24 19 10 12 

SL - 1 - 2 一 -1- 233  1 1 3 - 4 

Small granuloma NO  724  6 5 5 5 2 18 23 15 15 25 22 10 16 

SL 2 4 1 1 3 1 - 1 

M O  - 1 -

Peribiliary五1)1・OSlS NO  9 747  8 6 5 2 15 20 10 11 23 19 9 13 

SL 一一一 一一 一 1 3 3 5 4 1 312  

M O  - - 1 - 一一一一 1 --1 

Cellular in五Itration NO  9 7 5 7 8 6 5 3 17 22 15 15 22 22 10 16 

SL 一一一一 3一一一

M O  --一一

Tumor 一一一一 3 -

1) Rats treatecl with BHT (butylatecl hyclroxytoluene) for 24 months. 

2) Rats treatecl with BHT until clyi・ngor being moribuncl. 

3) C: 0.00% BHT， L: 0.005% BHT， M: 0.02% BHT， H: 0.32% BHT. 

4) No. of rats examinecl. 

5) NO: No Change， SL: Slight Changes， MO: Moclerate changes， SE: Sever changes. 

を含む各群に 1，2例ずつであり摂取との関連は明らか 臨場の発生が認められなかった 0.02%群雄で 3/5にみら

ではなかった.心臓ではエオジン濃染で軽度な核濃縮を れた.甲状腺では炉胞の軽度な増生が3，6， 12カ月群お

示す心筋細胞と浸潤細胞よりなる限局性小巣が少数みら よび 2年群雌雄の対照群を含む各群に 1，2に例ずつ散

れる像と軽度の限局性線維化が 6，12カ月群雄 2年群 見された.高IJ腎では皮質で出血がみられ複数の小血腫や

雌雄で認められた.変化は対照群にもみられ出現例数は 血栓が存在する例，血腫や壊死細胞の脱落による腔形成

少なく摂取との関連は示さなかった.牌臓では 3， 6お を伴う例などが認められた.変化は 12カ月群雌の対照

よび12カ月群に著変がみられず 2年群で、は髄外造JITl，へ 群， 0.32%群に各 1例 2年群では雄の投与各群， Ul1~の

モジデリン沈着なと')J~雌雄の対'n~1J手を含む各群に比ìl5( lj';_j 0.32%1Je'f.に各 1例，雌の対照群， 0.005， 0.02%群に 4

多発していた.変化は対照群にも多数みられ BHT摂取 5 {fUみられたが，いずれも BHT摂取量との明らかな

量との関連は示さなかった.下垂体では 3，6および12 関連は認められなかった. このほか 2年群で皮質細胞お

カ月群に著変は認められなかった. 2年群では昨雄の対 よび髄質細胞の軽度な増生が少数例散見された.精巣で

照群を合む各群で限局性の出血@壊死が多くは腺細胞の は精*fIl管数の減少，管径の縮少，管壁の搬援などがみら

Jj車場性増生にfl って認められた.またmUk:1lI胞の:f:!~1~1ミが対 れ管内の精子@精細胞が減少@消失してし、る萎縮像がみ

照群雄の 1/9，雌の 1/8，0.32%群雌の 1/3にみられ， られた.萎縮は 2年群の 0.005%群で 2/7，0.02%1洋で
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Microscopical Findings-Summary of Observations (2) 

Treatment period Trea ted for lifespan2) 
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Tumor 

Cavitation in cortex/thrombus 

1) Rats treatecl with BHT (butylated hydroxytoluene) for 24 months. 

2) Rats treated with BHT until clying or being moribund. 

3) C: 0.00% BHT， L: 0.005% BHT， M: 0.02% BHT， H 

4) No. of rats examinecl. 

5) NO: No Change， SL: Slight changes， 1¥在0:Moclera te changes， SE: Sever changes. 

0.32% BHT. 

た.変化は雄では BHT隈取量に伴って増加する傾向を

軽度ながら示したが雌では全く認められなかった.壊死

に陥った肝細胞が小葉をつなぐように帯状に並んでいる

像が雄の各群とl雌の対照群で、みられ，雌よりも雄に多発

した.変化は雄では対照群に 4/18，0.005%群に 5/23，

0.02%群に 2/15，0.32%群に 2/15と BHT摂取量に

伴って減少する傾向を軽度ながら示した.小葉周辺部の

肝細胞の空胞変性(脂肪変性〉が雄雌の対照群を含む各

群に多発し，顕著な例を脂肪肝とした.脂肪肝は対照群

雄 2/18，雌 4/25，0.005%群雄 2/23，雌 6/22，0.02% 

群雄 2/15，雌 0/10，0.32%群雄 1/15，雌 1/16であり

BHT摂取量との明らかな関連は認められなかった.肝

臓での変化はいす守れも摂取開始後90週以後に観察され，

雌雄とも BHT摂取と変化の観察時期(変化を観察する

までの摂取期間)との間に明らかな関連を示すものはな

かった.胃では腎!民基底部の腺)J'i2拡張が雌1t.it各群に比較

的多数みられた.前.)tí~ 胃粘膜のj禦:閥，前胃粘膜下織の

浮腫が雌雄の対照群を含む各群に散見された.各変化と

1/5， 0.32%群で 1/7に観察されたが BHT摂取との関

連は明らかではなかった.子宮では内11莫のポリ{プ状増

生が 2年群の対照、群に 2/8，0.02%群に 1/5，0.32%群

に 1/7みられたが摂取との関連は認められなかった.

終生群の一般組織所見摂取開始後 1年 (52週〉以前

の死亡ないし瀕死属殺例は対照群雌に 1例， 0.005%群

雄に 1例，雌に 2例， 0.02%群雄に 1例， 0.32%群雄に

2例の計7例であった. このうち対照群雌の 1例は肝臓

に細網肉蹄， 0.005%群雄の 1例は腎臓に腎芽細胞腫，

雌の l例は下垂体の巨大化した色素嫌性腺)屈がそれぞれ

認められたが， 0.005%群雌の 1例は顕著な組織変化を

示さなかった.残る各例では自己融解のため組織所見が

得られなかった.摂取開始後 1年 (53週〉以後の死亡な

いし瀕死屠殺例のIJ車協を除く組織変化は 2年群で観察し

たのとほぼ同様であるが，生存期間(観察を行なうまで

の摂取期間〉の相違によって変化像には差異が認められ

た.肝臓では 2年群でみられたと同様の限局性壊死巣が

対照群雄を除く各群に認められ，雄よりも雌に多発し
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Trea tl11en t periocl 

Table 4. Distribution of Tumors-Summary of Observations 

Trea tl11en t grou p3) 

No. of rats 

CUTANEOUSsUBCUTANEOUS 

Basal cell tUl110r 

Trichoepitheliol11a 

Fibrol11日

Lipol11a 

Rhabclomyosarcoma 

Fibrosarcoma 

Liposarcoma 

EAR DUCT 

Ceruminous carcinol11日

Squamous cell carcinoma 

MAMMARY 

Aclenoma 

F ibroaclenoma 

Aclenocarcinoma 

Squamous cell carcinoma 

THORACIC CA VITY 

Mesothelioma， benign 

Mesothelioma， l11alignant 

ABDOMINAL CA VITY 

Mesothelioma， benign 

Leiol11yosarcol11a 

Liposarcoma 

Reticulum cell sarcoma 

Angiosarcoma 

PITUITARY 

Chromophobe aclenoma 

Eosinophil aclenoma 

Chromophobe carcinomel 

THYROID 

Aclenoma 

ADRENAL 

Cortical aclenoma 

Meclullarv adenoma 

BRAIN 

Astrocytoma 

LUNG 

Aclenorna 

LIVER 

Hepatomil 

iミeticulull1 cell sarcoma 
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PANCREAS 

Islet cell adenoma 

Islet cell carcinoma 

Acinar cell carcinoma 

STOMACH/INTESTINE 

Fibrosarcoma 

Malignant lymphoma 

KIDNEY 

Nephroblastoma 

BLADDER 

Papilloma 

OVARY 

Granulosa cell tUl110r 

Angioma 

UTERUS 

Leiomyoma 
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1) Rats treated with BHT (butylated hydroxytoluene) for 24 months. 

2) Rats treated with BHT until dying or being moribuncl. 

3) C: Rats receivecl cliet containingO.OO% BHT. L: Rats receivecl cliet containing 0.005%BHT. 

M: Rats receivecl cliet containing 0.02% BHT. H: Rats receivecl cliet containing 0.32% BHT. 

も観察例数，観察時期と BHT摂取量との明らかな関連

を示さなかった.腎臓では 2年群でみられた腎障害像が

雄では対照群を含む各群で多数観察されたが雌では認め

られなかった.雄での腎障害は対照群 7/20，0.005%群

4/23， 0.02%群 6/15，0.32%群 5/15で各群の聞に著差

はみられず， t其取開始後 2年(104週〉以前では対照群

2/8， 0.005%群 3/15，0.02%群 1/4，0.32%群 1/5で

投与群に早期に観察されてもいないことから BHT摂取

量との関連は認められなかった.そのほかの変化は各例

で程度が異なり BHT摂取左明らかに関連する一定傾向

を示すものは認められなかった.心臓では心筋の限局性

石灰変性が対照群雄 2/20，雌 1/20，0.005%群雌 1/20，

0.02%群雄 1/15，O. 32%群雄 2/15に観察された.観察

時期は対照群雄 124.134週，雌 108週， 0.005%群雌

132週， 0.02%群雄 117週， 0.32%群雄 120• 126週で

あり観察例数，観察時期などに BHT棋取量との関連は

認められなかった. このほか心房内に線維成分を混じた

凝血塊が充填されている像，間質での限局性線維増生像

などが対照群雌雄を含む各群に散見されたがいずれも

BHT 隈取量との関連を示さなかった.牌臓で、は)毘大，

萎縮，限局性線維症， fM:外造IIllおよびへそジデリン沈着

症などが対照群Iltif~tttを合む各71手で、多数観察されたが

BHT f兵取量との関連は認められなかった.下垂体では

腫揚が多発し， これに伴う出血@壊死が対照群雌雄を含

む各群に多くみられた.腺細胞の増生は対照群雌， 0.005

%群雄にやや多く認められた.高1]腎では皮質部の小血腫

および血栓が雌の対照群， 0.005%群に多数みられ変化

も顕著であった.皮質および髄質細胞の増生が対照群を

含む各群で 1， 2例ずつ散見された.副腎での変化はい

ず'hもBHT摂取量との関連は明らかに示さなかった.

精巣では 2年群でみられたと同様の萎縮像が対照群を含

む各群に多数認められた.萎縮は j冥取開始後 2年(104

週〉目までに対照群 3/6，0.005%群 5/11，0.02%群

1/3， o. 32%群 0/6と 0.32%群にみられず 0.32%群

では 120週が最初の観察例であった.萎縮は 0.32%群

で他の各群より遅く観察された以外は各群の観察例数に

も差異はなく BHT摂取量との関連は認められなかっ

た.子宮では内膜のポリ{プ状増生が各群に 1， 2例ず

つ認められたが観察時期にも差異はなく BHT摂取量と

の関連はみられなかった.

腫標発生状況 血痕の発生は 3， 6および12カ月群に

は認められなかった. J毘1嘉が多発したのは雌の乳腺，雌

雄の下垂体，雄の副腎であり，そのほかの器官@組織で

は試験朋聞を通して 1， 2例と散発的発生で、あった.皮

膚@皮下組織では基底細胞脆が終生群対照群雄 1/26，

0.005%群雄 1/28に，毛裳上皮!屈が終生群対H相手雌1/28
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に，線維腫が 2年群対照群雄1/9，終生群対照群雄1/26，

同々 !雄 1/28，同 0.005%群雄 1/28，同 0.02%群雄 1/

20，同 0.32%群雄 1/18に，脂肪腫が終生群 0.02%群

雄 1/20に認められた.また腹筋からの横紋筋肉腫が 2

年群 0.02%群雄 1/5， 終生群 0.32%群雄 1/18に

(Photo 1)，線維肉腫が終生群で対照群雄 1/26，雌1/

28， 0.32%群雄 1/18に，脂肪肉躍が終生群対照群 11惟

1/28にそれぞれ観察された.耳道@耳垢腺では皮!l日i京

癌が 2年群 0.323広群雄 1/7に，Ai平上皮癌が 2年群

0.02%群雄 1/5に認められた (Photo2).乳腺では附;に

腫療が多発したが雄では終生群で対照群に腺!鼠 0.02%

群に線維腺腫が各l{fU観察されたのみであった (Photo

3). 雌での線維腺!屈の発生は，終生群では発生率 CJ岳協

をもっていたラット数/検'京したラット数〉が対照群32

% (9/28)， 0.005%群 27%(8/29)， 0.02%群15%(3/ 

20)， 0.32%群 36%(8/22)で対照群と 0.32%群はほ

ぼ同率であった.また発生時期()置場を観察するまでの

摂取期間)は初発が対照群94週， 0.005%群113週， 0.02 

および o.32%群 113週と各群聞に著明な差は認められ

なかった.腺腫は線維)保障よりも発生が少なかったが雌

では終生群 0.02% 群を除く各群に 1~3例ずつみら

れ，雄では終生群対照群に 1例認められた.腺癌は終生

群i雌にみられ対照群 10%(3/28)， 0.005%群 6%(2/ 

29)， 0.02%群 5% (1/20)， 0.32%群 0%(0/22)の発

生率で BHT摂取量の増加に伴し、低下する傾向を示した

が発生例数は少なかった.また屑平上皮癌が終生群0.02

%群雄に 1/20みられた.胸腔内では良性中皮脂が終生

群対照群雄に 1/26，悪性中皮腫が終生群 0.02%群雄に

1/20認められた.腹腔内で、は良性中皮腫が終生群 0.32

%群雌に 1/22，平滑筋肉障が終生群対照群雄に 1/26，

脂肪肉腫が終生群 0.32%群雄に 1/18， 細網肉腫およ

び血管肉障が終生群 0.005%群雄に各1/28観察された.

下垂体では 2年群，終生群とも色素嫌性腺腫が多発した

が (Photo4)， 2年群，終生群とも雄よりも雌に多く観

察された以外は発生率，観察時期などに BHT摂取量と

関連する一定傾向は認められなかった.エオジン好性腺

)屈は終生群で対照群雌， 0.005%群雌雄， 0.32%群雄に

各 1例みられた.色素嫌性腺癌は 2年群対照群雌，終生

群 0.005% 群雌，開 0.02% 群雄，同々雌í~に 1 例ずつ合

計 4例認められた.甲状腺で、は腺躍が終生群 0.005%群

雄で1例みられた.高IJ腎では髄質細胞腫 (Photo5)が

終生群雄で各群に 2， 3例ずつ観察されたが BHT摂取

量との関連は認められなかった.皮質細胞脆が 2年群。

終生群雄の対照.0.005%群，終生群 0.005%群雌に 1

例ずつ合計 5例みられた.脳では星状腹腔が終生群で

0.005%群雄， 0.02%群雌， 0.32%群雄に各 1例みら

れた.肺では腺)J重が終生群 0.32%群雌に 1例観察され

た.肝臓では肝細胞癌が 2年群対照群雌，終生群対照群

雌に各 1例，細網肉腫が終生群対照群雌に 1例認められ

た.勝臓では島細胞腫が終生群 0.005%群雄に 1例，島

細胞癌が終生群対照群雌に 117U，外分泌腺の眼房細抱府

(Photo 6)が終生群 0.005%群雌に 1例それぞれ認め

られた.習@腸では胃粘膜下織の線維肉)J重を終生群対照

群雄に 11fU，回腸から宵)J易部の管壁および腸間膜にかけ

ての悪性リンパ腫を終生群 O.32%群雌に 1例観察し

た.腎臓では腎芽細目包)J重が終生群 0.005%群雄，同 0.32

Z群雄に 1例ずつ認められた (Photo7).勝脱では乳頭

躍が終生群対照、群雌，同 O.32%群雌に各 1例みられ

た.卵巣で、は頼粒膜細胞腫およびlUl管腫が終生群対照群

で各 1例観察された.子宮では平滑筋腫が 2年群対照群

に，平滑筋肉腫が終生群対照群に， 癌肉腫 (Photo8) 

が終生群 0.32%群にそれぞれ 1例ずつ認められた.肝

臓@牌臓などで白血病細胞の浸潤がみられ白血病とした

のは終生群対照群雌の 1例であった.

総括ならびに考察

BHT O. 005， 0.020および 0.320%添加飼料を 3，

6， 12， 24ヵ月間および終生摂取させた ]CL:SD系ラ

ット雌雄を病理組織学的に検索した.

1重楊を除く一般組織所見で BHT摂取との関連が認め

られた変化は肝臓の肝細胞の軽度な臨)J長，肝細胞質の好

塩基性物質の凝集@細胞膜周辺への偏在，腎臓の尿細管

上皮の空胞変性であった.肝臓では摂取開始後 3カ月で

肝細胞の軽度な睡眠が 6カ月で肝細胞質の好塩基性物

質の凝集が 0.32%群に多くみられたが，両変化とも24

カ月では認められなかった.また24ヵ月間および終生摂

取では BHT摂取に関連した肝細胞の変化は認められな

かった. このことは BHT段取を続けても両変化が肝細

胞の退行性および進行性病変に直結せず，老化に伴う変

化を促進しなかったことを示唆していると忠われる.さ

らに福森ら5) は本実験で摂取12ヵ月の 0.32%群ラット

の肝細胞を電顕的に検紫し滑面小胞体の増殖をみてお

り，これを適芯現象で、あるとしている.これらのことか

らBHT摂取ラットの肝細胞にみられた変化は肝臓の形

態的適応現象であろうと考えられる I宵臓での尿細管上

皮の空胞変性は上記の肝細胞の変化よりも早く消失して

おり一過性の可逆的変化であり BHT摂取に対する腎臓

の形態的適応現象であろうと思われる.

JJ重楊で、比較的多発したのは雌の乳腺の線維腺腫，雌雄

の下車体の色素焼ft性腺Jl主および雄の副腎の髄質細胞腫で

対照群を含む各群で認められた.これら)臣協の自然発生
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は多くの報告があり 7-1ペ臨場発生は BHT摂取量増加

に伴う頻発傾向あるいは発生抑制傾向を示さず BHT摂

取による影響とは考え難い.このほかの臨場は発生例数

が少なく頻発@抑制傾向を検討するには歪らなかった.

発生例数は少ないが BHT摂取ラットにのみ認められた

悪性腫療は皮下の横紋筋肉腫，腎臓の腎芽細胞腫が各 2

例，耳道@ヰ垢腺の扇平上皮席と皮脂腺癌，乳腺の扇平

上皮癌，胸!控内の悪性中皮腫， 11皇陛の脂肪肉1]重@細絹肉

l陸@血管肉腫，日平j臓の腺房細胞癌，腸管壁の思i生リンパ

i睡，子宮の腐肉肢が各 1例であった. これらの臨療の自

然発生の報告例は皮下の横紋筋肉腫が前)11らわが ACI/

N ラット雌で 0.4%(1/209)に， Colemanら8)が F344

ラット雌で 0.7%(2/143)にみている.ii芽l臓の腎芽細

胞腫は西部9)が SD系ラット雄で 0.4%(1/214)， 

Wistar系ラット雄で 2% (1/50)に，森井ら10)は SD系

ラット i雌で、 0.7%(1/128)に， Thompson ら11)は SD

系ラット雌で1.2% (1/82) としている.ヰ道@王F垢腺

の)毘協は扇平上皮癌を Snellら12)が OMラットの約 3.7 

% (3/約80)，M520ラットの約2.5%(2/約80)に，腺

癌を Thompsonら11)が SD系ラット雄の 4.4%(2/45)

雌の1.6% (1/60)に， Gilbertら13)が Wistar系ラット

雌の 0.14%(1/701)にそれぞれ認めている.乳腺の扇

平上皮癌は Bullockら山が角化傾向を示す扇平上皮を含

んだ腺癌として 2，450匹中の 2匹のラットにみたとして

いる.胸腔内の恵、性中皮腫は Gilbertら13)が心膜@胸l撲

の中皮由来および胸腺@リンパ節の細網細胞由来を合併

して縦隔洞)J車場として Wistar系ラット雄の4.8%(31/ 

641)，雌の 2.8%(20/701)に，前)11ら7)が ACI/Nラ

ット雄の1.8% (1/55)に腹膜の中皮j匝(良@悪は不明〉

を観察している.腹腔内の脂肪肉腫，細網肉腫，血管肉

腫は軟部組織からの発生と忠われるが，ラットの軟部組

織でのこれら腫療の自然、発生頻度は Carter15)によれば

O. 1%以下としている.しかし Guerin16)は胸腔内の脂

肪肉腫を 1例， McCoy17)は頭部@精巣@大腿骨付近の

血管肉腫を 1例それぞれ報告している.醇臓の腺房細胞

癌は Gilbertら13)が Wistar系ラット雄に 0.15%(1/ 

641)， Snellら12)が M520ラットに約1.2%(1/約80)，

Rowlattら18)が ChesterBeatyラット雄に 0.19%(2/ 

1026)雌に 0.4%(1/226) としている.腸管壁の悪性

リンパ腫は Thompsonら11)が SD系ラット雌の1.2%

(1/82)に胃@小腸.)芹臓などの悪性リンパ腫を， Snell 

ら12)が BUFラット雄の約 2.5%(2/約80)に富腸その

ほかのり γパ肉腫を， Crain19)が Rochester-Wistar系

ラット雄の 7.2%(4/55)雌の1.1%(1/84)に結腸お

よび腸間膜の悪性リンパ腫を認めている.子宮の癌肉蹟

は村岡ら20)が SD系ラットに1.3 % (1/73)， Bullock 

ら14)が 4例とし， Crain19) は l~ochester-Wistar系ラッ

トに1.1% (1/84)の中臨葉性陸揚をみたと報告してい

る. このように BHT摂取ラットにのみ発生した悪性JJ霊

協はし、ずれも自然発生の報告例があり， 2例みられた皮

下の横紋筋肉腫，腎臓の腎芽細胞!毘は同一群での発生で

はなく，このほかの)佳境も 1例のみの発生であったこと

から BHT摂取による誘発とは考えられない.

以上の如く本試験での病理組織学的検索の結果からは

BHT添加飼料を終生摂取(体重 kg当り 1日の BHT

摂取量は雌雄とも 0.005%群 2.5mg， 0.02%群 10mg，

0.32%群 160mg21つしたラットに摂取と関連した組織障

害像およびj居場の誘発@発生促進は認められなかった.

すなわち本試験の条件下で、は BHTがラットに著明な害

的影響を及ぼさなかったと結論される.
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Photo 1. Rhabdomyosarcoma in l11uscles. H-E stain. x 100 

Photo 2. Squamous cell carcinoma in ear duct.日-Estain. x 40 

Photo 3. Fibroadenoma in mammary glands. H-E stain. x 40 

Photo 4. Chromophobe adenoma in pituitary. H-E stain. x 200 

31 
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Photo 5. Medullary adenoma in adrenal. H-E stain. X 200 

Pho1-o 6. Acinar cell carcinoma in pancreas. H-E stain. X 200 

Photo 7. Nephroblastoma in kidney. H-E stain. x 200 

Photo 8. Carcinosarcoma in uterus. H-E stain. x 40 
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ジブチ)1..-ヒドロキシト)1..-エン (BHT)投与ラットにおける回復実験(第 1報〕

市川久次ぺ 小林博義 ペ 平賀興吾ホ

E旺ectsof Discontinuation on Administration with Butylated 

Hydroxytoluene (BHT) in Rats (1) 

HISATSUGU ICHIKAWA*， HIROYOSHI KOBAYASHI* and KOGO HIRAGA:ド

ジブチルヒドロキシトルエン(以下 BHTと11洛す〉

は，油脂等の酸化防止剤， ゴム，プラスチック等の安定

剤として広く使用されている.その安全性については多

数の研究がなされているが，投与を途中で中止し，以後

の回復，影響について検討することは，安全性の評価の

うえに非常に意義深いものであると考えられる. これま

でこの方問よりの検討については Gauntら1)が，

arachis oilに BHTを溶かしたもの (500mg/kg)を用

いてラットに対して行った報告のみのようである.今

回，著者らは， BHT 1. 5%というかなり高濃度を飼料

に混入し，摂取させ途中で対照群と同じ飼料に切換え，

その後の影響を検討し若干の知見を得たので報告す

る.

なお， BHT濃度をさらに低くし，体重増加に変化を

およぼさない用量を含めて現在検討中であるので後日続

報として報告する.

実験材料ならびに実験方法

1. 使用動物 日本クレアKK生産の ]CL-Wistar系

ラット雄を用いた.生後 4週令にて購入し， 16日間予備

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H寺(平均体重 202g) 5匹を一群とし

て，ステンレス網ケージに入れ実験に供した.

2. 試料 BHTは和光純薬KK製(LotNo. 1¥IK5562) 

結品性白色粉末で mp.62. 50のものを使用した.

3. 投与方法ならびに投与期間 試料 (BHT)は1.5

%の割合で日本クレア製粉末飼料 (CE-2，粗蛋1:'124.0 

%，粗脂肪 3.5%，粗繊維 4.5%，粗灰分 6.0%，可溶

性無窒素物 56.0%，カルシウム 19/100g， リン 19/100

g，カリウムに 0.63g/100g)に混合し，回型飼料に形成2)

し，対照群には日本クレア KK製粉末飼料 CE-2を匝i型

飼料に形成したものを自由に摂取させた.投与期間は

Table 1に示した如くである.水は細菌j戸過器を通した

水道水を自由に摂取させた.

Contro1 し一一一一」

B1π 1. 5 % 

m汀1.5 %巴=士三士マ

↓ 臨主主ヨ
Contro11一一一一一一明

il一一一一つ

o 14 
Time， days 

Fig. 1. Treatment Shedules ancl Group 
Labelling 

4. 飼育条件室温 25士10，湿度 55土5%に調整さ

れた飼育室内にて，ベルト式架台に飼育した.

5. 測定項目ならびに測定方法

1) 体重の測定体重は実験初期の 14日間と BHT

1.5%を対照飼料に切換えてから14日間 (28日間〉は毎

日，以後は 90日まで 10日ごとに， 90日以後は一般症状

の観察，給i:llfを行った.

2) 血球成分の測定 白血球数(WBCと!略)，赤血球

数 (RBC)，ヘモグロピン量 (HGB)， ヘマトクリット

{直 (Hct)，平均赤血球容積 (MCV)，平均赤血球ヘモグ

ロビン量 (MCH)，平均赤 I:_':]J~(ヘモグロビン濃度 (MC

HC)の7項目について， 市川ら3) の方法に従って行っ

?こ.

3) 血清成分ならびに血清酵素活性の測定総蛋量

(TP)， クソレコース量 (GLV)， DI~素窒素量 (UN) ， ト

ランスアミナーゼ活性 (GOTならびに GPT)，アルカ

リフオ・スブァターゼ活性 (ALP)，総コレステロール量

(CHO)， コリンエステラーゼ活性 (ChE)，Na+量，

K+量について，市)11らめの方法に準じて行った.

4) 剖検 肉眼的所見観察

5) 臓器重量の測定 心臓， JJ中臓，肝臓，腎臓(左，

右)，副lj守(左，右)，甲状腺，精巣(左，右)，脳，胃，

胃腸を附着する血液，脂肪等を除去し，メトラ製デジタ

ノレ電子天秤 (PE162)にてfJi量した.

測定値はすべて推計学的処理を行った.

本東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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実験結果 一般症状は， BHT 1. 5%投与群を除いて認むべきも

1. 体重.一般症状の推移体重増加については， のはなかった. BHT 1.5%投与群において， 1~IJ痩，被

Table 1， Fig. 2に示した如く， BHT 1.5%投与群は 毛の粗削，下腹部および口周辺の被毛が赤褐色に汚染さ

投与開始直後体重は減少し， 3日後最少値を示し，その後 れた.さらに， BHT 1. 5% 投与群は 517~中 3 例が死亡

除々に増加し，実験開始時の体重レベノレにもどるのに約 し， うち 1例は， )陶院内出血，胞腺，精巣上体に出血が

9日間を要した.実験開始後14日目に BHT1. 5%群の あった.

一つを対照群と同じ飼料に切換えたが，その後この群は 2. 血球成分 血球成分の測定結果は Table2で示

BHT 1. 5%摂取時よりも急速な体重増加を示し，飼料 した如くであるが，いずれの測定項目においても，著明

切換え後261=1 (実験開始後40日〉位で対照との間に有意 な変化はなかったが， BHT 1. 5%から対照餌料-への切

差 (pく0.05)がなくなるまでに成長し，以後順調な体 換え群において，ヘモグロビン量ならびにヘマトクリッ

重増加を示し， 382日後(実験終了時〉には，対照群と ト値が対照に比し大であった (p<0.05).

ほぼ同じまでに成長した.また，実験開始後の14日自の 3. 踊清成分ならびに血清酵素活性 血清成分ならび

飼料切換時ならびに実験終了時 382日目の BHT1. 5% に血清酵素活性の測定結果は Table3に示した如くで

投与群の体重は対照に比し，有意に低かった(p<O.OO1， ある.尿素窒素最は， BHT 1. 5%投与群ならびにBHT

Table 1). 1. 5%から対照飼料に切換えた群において，対照群に比

Table 1. Body Weight Gain 

Group No.of 
rats 

lnitial B. W. B. W. after 14 days Final B. W. 
mean土SD mean土SD mean土SD

Contr・01 5 201. 8土6.221
) 293.0土13.00 608.6土67.76

BHT 1. 5% 5-72 202.8土9.70 224.6土10.23(5)ヰヰヰ 513.5土41.71 

BHT 1. 5% 
5 202.8土6.26 222.6土12.21*牢* 601. 4土63.18 

Control 

1) g. 2) Final B. W. /Initial B. W. ) x 100 3) %料*pく0.001

700 

~ 300 
戸

〉、
'甘
口
問

200、3

100十

。 1 

10 14 20 30 40 

1 

50 

Days 

60 70 

Fig. 2. Curves of Body Weights Gain of Rats 

80 

Growth ra tes2) 

mean土SD

301. 3土29.02

247.2土10.83

297. 1土36.57

」→ト一一一」
90 382 

o control X BHT 1. 5% 口 BHT1.5% 一一歩 control t dead rats and No. 
Arrow indicates the change of food (from BHT 1. 5% to control) 
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Table 2. Blood Components 

GroUD No.of 羽TBC RBC HGB Hct MCV MCH MCHC 
p rats X 103/mm3 x 106/mm3 g/dl % μ3 μμg % 

Control 5 8. 1土0.871) 7.17土0.180 14.6土0.30 36.6土0.57 52土O.7 20.6土0.29 39.9土0.37

BHT 1. 5% 2 7.0土1.30 7.42土O.165 14.9土0.50 38.2土1.90 52土1.5 20.4土0.20 38.9土0.65

BHT 1. 5% 
5 8.9土1.55 7.92土0.359 16.0土0.51申 41.0土1.47 53土0.4 20.4土0.33 38.8土0.34

Control 

1) mean土SD * pく0.05

Table 3. Blochemical Tests 

GroUD ~o. T，¥， GL}:;， U~" Gçn~ Gf~ A~f CH~ ， C~I2 ~a+，. ~+ 
1-' of rats g/dl mg/dl mg/dl u/ml u/ml u/dl mg/dl "'p日 mEq/1 mEq/1 

Control 5 6.78土0.182 104.4土2.73 33.0土2.19135.8土8.13 41.8土7.3419.6土2.1594.6土4.410.07土0.038141.0土0.446.5土0.14

* BHT1. 5% 2 7.05土0.250 112.5土14.5047.5土3.50119.5土10.5037.5土6.5030.5土7.50107.0土15.000.21土0.092141. 5土0.507.6土O.誌

* 
BHT1.5% 

↓ 
Control 

5 6.94土0.163 107.2土6.12 39.4土1.43138.6土10.7751.2土9.3622.8土2.13115.0土8.580.14土0.025140.8土0.586.6土0.13

1) mean土SD * p<0.05 

Table 4. Organ Weights (1) 

GrouD ~o. Heart1) SpleenD Liver2) 
KidneyD AdrenalD 

roup of rats L R L R 

1457土90.53)911土32.9 17.24土0.540 1722土33.8 1792土94.8 20.7土2.28 19.8土1.59 
Control 5 

246土17.34) 150土4.3 2.85土O.126 285土13.9 295土13.1 3.4土0.49 3.26土0.20

1390土28.0 930土60.0 24.42土1.8*6申5 2016土2牢.*0 1853土38.0 25.5土0.50 20.0土2.00
BHT 1. 5% 2 

181土1.2* 4.75土0.0*9*0* 393土23ヰ.*0 271土21.0 362土28.2 4.9土0.38 3.93土0.61

BHT 1.5% 1430土35.9 1017土71.7 16.99土1.292 1653土150.1 1632土67*.8申 12.4土2.94 11. 8土1.6牢*5 

Control ↓ 
5 

239土9.4 170土15.1 2.82土0.154 274土18.0 272土11.2 2.0土0.48 1.9土0.28

1) mg 2) g 3) mean abso¥ute weightsことSD 4) mean weights/100g B. W. 土SD

* pく0.05 料 pく0.01 *料 p<O.OOl

Table 5. Organ Weights (2) 

Group No. ThyroidD Testis1) Brain1) Stomach1) Caecum1) 
of rats L R 

17.4土2.762) 1947土74.7 1973土52.0 2289土56.4 1983士42.5 868土41.6 
Control 5 

2.9土0.523) 322土14.9 326土14.3 378土12.4 328土14.1 143土4.2

27.5土2.50 1497土462.0 1347土473.0 2276土80.5 2382土92キ.*5 857土101.0 
BHT 1. 5% 2 

443土9.8* 446土8*.6* 5.3土O.18 287土73.4 257土77.2 166土10.1
本

BHT 1. 5% 14.0土3.39 1338土250.1 1222土233.0 2275土45.2 1793土136.0 661土77.1 

Control ↓ 
5 

101土10*.8キ2.3土0.50 219土37.1 200土36.2 381土21.1 298土20.4

1) mg 2) mean absolute weights土SD 3) mean weights/100g B. W，土SD

ホ pく0.05 料 pく0.01
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して有意に高い値を示した.すなわち，切換え群では対 1.5%投与群においても上昇の傾向が認められた. これ

照飼料に切換えた後，約12カ月経ても尿素窒素量は対照 は，これまでの報告4) と逆の結果であった.

と同じレベルになっていないことを認めたが，他の血清 血清成分ならびに血清酵素活性については，尿素窒素

成分，血清酵素活性は対照とほぼ同じレベノレを示した. 量において， BHT 1. 5%投与群ならびに BHT1. 5% 

なお， BHT 1. 5%投与群の K+量は対照に比し，有意 から対照飼料へ切換えた群はともに対照群に比べ有志;に

に高かった. 高かった. これは腎臓に対する BHTの高濃度が不可逆

4. 臓器重量各臓器の絶対重量ならびに体重比重量 的に作用をする可能性を示すものとして，今後の検討に

(体重 100g当りの重量〉は， Table 4， 5に示した如 期待したい.

くである.肝臓，腎臓(右)，腎は絶対重量ならびに体重 臓器重量については， BHTの代表的作用の一つに肝

比重量において， BHT 1. 5%投与群は対照群に比して 臓重量増加作用が報告5) されているが，今回の著者らの

有意に大きく (p<O.Ol)，飼料切換え群は対照群との間 結果も肝臓の重量増加が BHT1. 5完投与群において著

に有意差はなかった.また，精巣(左，右)において， 明であった.しかし， BHT 1. 5%から対照飼料への切

BHT 1. 5%投与群(推計学的には有意ではないが)，飼 換えた群においては，対照群との聞に有意なる差はな

料切換え群 (pくO.05)は絶対重量ならびに体重比重量が く，また肝臓機能の評価基準となる血清酵素活性に変化

かなり小であった.他の臓器においても，推計学的に差が がなかったことを合せ考察を加えると，肝臓に対する

あるものが散見されたが，特に意味あるものとは認めら BHTの作用は，可逆的なものと考えられる.また腎臓

れなかった. の重量についても同様の傾向が認められたが，腎臓の機

5. 音IJ検所見実験期間中途中死亡例では，明らかな 能に対する作用と重量におよぼす影響については今後の

所見が得られたのは 119"Uで，胸腔内出血， JJ旬腺，精巣上 検討課題の一つである.

体の出血であった. 一般症状，剖検所見については，これまで、報告されて

考 察 きたものと大差なく，特に記すべきものはないと考えら

医薬品，食品添加物，環境汚染物質等において，これ れる.

らの使用中止後の推移は，これらの安全性を評価するう 結 E命

えにおいて，非常に意義あるものと考え，今回， BHT BHT投与を途中で中止し，その後の影響を検討する

1.5%という比較的高濃度を使用して，途中で投与を中 目的で， BHT 1. 5%含有飼料を 14日間ラットに投与し

止し，その後の影響について検討した. た後，対照飼料に切換え，その影響を検討したところ，

体重の増加については， Table 1， Fig. 2に示した如 次の結論を得た.

く， BHT 1. 5%投与群は実験初期に減少をしたがその 1. 体重増加は，飼料切換え後約26日で対照との間に

後増加し， 14日後に対照群と同じ飼料に切換えると，急、 有意な差がなくなった.

速な増加を示し切換え後26日自には対照と聞に有意なる 2. 血清中の尿素窒素量は，飼料切換え後約 1年経つ

差を認めないレベルにまで回復し (p<0.05)，その後も ても対照に比し高く，不可逆的であった.

順調な発育を続け，実験終了時 368日目(切換え後〉に 3. 肝臓重量は絶対重量，体重比重量ともに，飼料切

おいては，対照群とほぼ同じであり，体重増加に関する 換え後約 1年経った後には，対照群との聞に差がなくな

限り， BHTの摂取中止により，対照レベルまで回復す った.

ることができるという結果を得た Gauntl)らの報告に

よれば， 500mg/kgを arachisoilに溶かしたものを 14

日間投与し，その後対照と同じ条件に切換えた場合の体

重の変化は，投与中止後の方が対照に比し成長が悪い傾

向を示していたがp 著者らも現在，体重に変化を与えな

い濃度として， BHT 0.5%，さらに高濃度群として1.0

%を飼料に混入したものを用いて，検討中であるので，

その結果を待ちたい.

血球成分については，全般的に著名な変化はなかった

が， BHT 1. 5%を対照飼料え切換えた群において，へ

そグロビン量，ヘマトクット値の上昇が認められ， BHT
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ジブチ)1，..ヒド口キシト)1，..エン (BHT)の生体内運命

14C-BHTの肝細胞内分布(第2報〉

仁|ニI 川好男ぺ 伊川三枝子へ 福森信隆ペ 平賀興吾中

St加u吋ld副ie邸son Biological Fate 0ぱfBut吋ylat蛇edH ydroxytolu悶 le(BHT) in Rats 

Subcellular Distribution of 14C闘 BHTin Rat Liver (II) 

YOSHIO NAKAGA WAヘMIEKOIKAWAヘNOBUTAKAFUKUMORI申

and KOGO HIRAGA * 

事者

油脂等の抗酸化剤として使用されているジブチノレヒド

ロキシトルエン(以下 BHTと11唱す〉の生体内での代謝

については， Hathwayl)により総説されている. しかし

消化管から吸収された BHTが肝細胞内でいかなる代謝

をうけるのか，また BHTあるいはその代謝産物が細胞

の機能にいかなる影響をおよぼすかについては充分に明

らかにされていない.前報2)ではI4Cで標識した BHT

をラットに経口投与し，経時的に肝を細胞分画して放射

能の分布を検討-した.その結果，肝に取り込まれた放射

性物質はまず上清分画にその大部分が局在したが， ミク

ロゾーム分固にも経時的に増加した.本報告では(1)あら

かじめ BHTを経口投与したラットに更にI4C-BHTを

一回経口投与し，この動物と前処置していない動物の肝

細胞内における放射能の分布様式を比較した. (2)前報に

て認められたミクロゾーム分闘の放射能の局在性を，こ

の分踊の細分化により検討した.

実験材料および方法

実験動物雄性の SLC-Wistar(SPF)系ラットを用

L、Tこ.

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

(toluene methyl-14C) (以下 14C-BHTと11培す〉は New

England Nuclear Corp製，比放射能 2.2，uCijmg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.

放射能の測定 Beckman製 LS-355型液体シンチレ

ーショソカウンタ{で 14Cの放射能を測定し，外部線源

法で計数効率を求めた.シンチレーターは Pa tterson3
) 

らの組成を用いた.試料は 0.5-1.5mlを適量の蒸留水

とともに 10mlのシ γチレータ{に加え放射能を測定し

た.

細胞分画法前法2) に準じ， 10%ホモジネートは de

Duveりらの方法により分画した.

ミク口ゾームの細分商法 粗面および滑面ミクロゾー

ムは Imaiら5)の方法を若干改変して分離した.肝は30

mM塩化カリウムを含む 0.25M煎糖溶液で Potter型

ホモジナイザーを用¥，，20%ホモジネートに調製した. こ

のホモジネートは 10，000x gで15分間遠心分離し得ら

れた上清を同庶糖溶液で 20%に定容した.その 5mlを

6mlの 2.1Mおよび 13mlの1.23Mの不連続庶糖

密度勾配上に重層し BeckmanL3-50型遠心分離機

(60ti ロ{夕~)で178， 000x g， 270分間の遠心分離を行

なった.分離後との界面部を滑面ミクロゾ{ム分画，下

の界面部を粗間ミクロゾーム分固として分取した.得ら

れた両分画は蒸留水で 0.25Mの庶糖濃度になるまで希

釈し， 105，000x gで90分間違心分離した，さらに両分聞

の沈殿部は1.15%，塩化カリウム溶液で洗浄し同条件で

再度遠心分離した.両分画は最終的に O.25M 庶糖溶液

中にけん渇した後 RNA，蛋白質および放射能の測定に

供した.またこの方法で得られた両ミクロゾ{ムは電子

顕徴鋭で問定した.

薬物代謝酵素活性の測定 酵素標品は肝を 0.25M庶

糖溶液で20%にホモジナイズした後， 10， OOOx gで15分

間遠心分離して得られた上清を用いた BHT酸化活性

(以下 BOとl略す)，アミノピリン脱メチル活性(APDM)

およびアニリン水間変化活性 (AH)は Table1に示した

組成液に酵素標品を加え， 370
で予備加温後各基質を加

えて反応させた BOは Gilbertらのの方法に準じ生成

した 3.5-di-tert-butyl-4-hydroxymethylphenol量によ

り定量した.インキュベ{ション後反応液に 2gの塩化

*東京都立衛生研究所・毒性部薬理研究科 160 東京都新宿i玄百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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Table 1. Composition of lncubation Mixtures 

B01、 APDM2) AH3) 

PhopsEpIh7 ate I311百er(mM)
(pH7.4) 125 125 125 

MgCl2 (mM) 3.3 4.2 6.4 

Nicotinamide (mM) 16.6 8.3 12.5 

NADP (mM) 0.08 O. 10 0.13 

Glucose-6-phosphate 
(mM) 2.5 1.7 2.5 

Glucosec-lr6o-gpe11110a 5p ha te 
dehydrogenase(IU/ml) O. 12 0.11 0.12 

Substrate and Butylated Aminopyrine Aniline 
concn (mM) hydroxytoluene 

0.45 0.83 3.13 

Semicarbazide (mM) 

10000 x g-sup. (ml) 

Final volume (ml) 

0.3 

3.0 

7.5 

0.5 

3.0 

1) Butylated hydroxytoluene oxidase 

2) Aminopyrine demethylase 

3) Aniline hydroxylase 

0.5 

4.0 

ナトリウムとへプタン(1.5% isoアミルアノレコ{ノレを

含む)10mlを加え振とうした.へプタン層 8mlを分取

しこれに O.2%炭酸ナトリリム 1mlと Gibbs試薬 (5

mg/dl.エタノール) 1 mlを加えて振とう後水層を 580

nmで測定した APDMはホルムプルデヒド生成量に

より定量したり.反応液は 15%硫酸亜鉛 2mlを加え 5

分間後飽和水酸化パリウム 2mlを加えた後， 遠心分離

して得た上清 5mlに Nash試薬 (100mlの蒸留水に

酢酸アンモニア 30gとアセチルアセトン 0.4ml) 2 ml 

を加えた.この溶液は 600 で30分間加熱後 410l1m の吸

光度を測定した AHは Pーアミノフェノ{ノレ生成量に

より定量した8) 反応液に 20%TCA 2mlを加え 10分

間氷冷後遠心分離した‘この上清 11111に 10%炭酸ナト

リウム 0.5mlと2%フェノール (0.2N水酸化ナトリウ

ムを含む) 1 mlを加え 370で30分間加温した後 640nm

の吸光度を測定した.

RNAの定量 ミクロゾーム中の RNAはSchneider9)

の方法により抽出し，オルシノーノレ反応10)で、定量した.

蛋由質の定量 牛血清アノレブミンを標準物質として

Lowry法11)により定量した.

実験1. 14C-BHTの肝細胞内分布

SLC-Wistar系ラット雄を 5週令11寺(体重 140"，，-，160

g)に 2群に分けた. その一群は 0.6%BHT添加飼

料〈クレア CE-2粉末飼料に散粉末化した BHTを混

合〉を 4週間自由摂取させ，この群を前処置群とした.

他の一群は無添加飼料で飼育しこれを無処置群とした.

14C-BHTはオリ{ブ油で、上七万文射能がllpCijmlになるよ

うに調製後，この 1mlを一晩絶食したラットに経口投

与した.投与後経時的に各動物の肝を前報2) に準じて細

胞分画を行ない，得られた各分画は放射能および蛋白質

量:を測定した.なお各実験での放射能およひ、蛋白量の回

収率は90%以上であった.また上記 2群のラットの一部

に，オリーブ油に溶かした非放射性のBHT(5 mg/ml/ 

rat)を経口投与し， 12時間後の肝薬物代謝酵素の活性

を測定した.

実験 II. 14C-BHTのミク口ゾーム内分布

体重 175-190gのラット (8週令〉に，オリーブ油に

溶かした 14C-BHTを 32μCi/ratの用量で経口投与

し，経時的に肝をミクロゾームの細分闘に供した.得ら

れた粗聞および滑面ミクロゾ{ム分画は放射能，蛋白質

および RNA量の測定に用いた.なお放射能の回収率は

70%以上であった.

結果

実験 1. 14C-BHTの肝細胞内分布

0.6% BHT処置および 14C-BHT投与後の体重，

肝重量，肝蛋白量は Table2に示した.前処置群の体

重は無処置群に比べ 5-10%の減少を示したが，逆に肝

重量は 140-150%の増加を示した.肝蛋白量は 12時間

後の群を除いて差はみられなかった.

14C-BHT投与後の肝の放射能は Table3に示し

た.肝に取り込まれた全放射能およびその比放射能は雨

群とも 6時間後に最高値に達した.両群の肝に存在する

全放射能を比較すると投与3時間後の前処置群が 140%

高かったが，以後両群には差はみられなかった.また比

放射能は 3時間後では差はなかったが，それ以後前処置

群が顕著な減少を示し，特に 6時間後では肝グラムあた

りの比放射能が無処置群の53%，またタンパクあたりで

46%の減少であった.これらの比放射能の減少は肥大し

た前処置群の肝に存在した全放射能が無処置群に比べ顕

著な差を示さなかったことに起因するものと忠われる.

次に HC-BHT投与後の肝細胞分固における比放射

能を Table4に示した.上清分間の放射能は両群とも

6時間後に最高値になったが， ミクロゾームおよび軽ミ

トコンドリア分闘では両群とも12時間後に最高値になっ

た.また核分画では両群とも 6時間後に，重ミトコンド

リア分画では 6-12時間後にそれぞれ最高値に達した.

また各i時点におけh る各分間の比放射能を比較すると一般

に前処置群が無処置に比べ{尽く，特に 6時間後では無処

置群の約50%の放射能であった.いず

群の各分回の比放射能は無処置軒群命に比ベ低いがP 経a寺的

な推移は無処置群と並行した.

Fig.1は全分間の総放射能に対する各分画の放射能の
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Time 
hr 

Table 2. Body and Liver Weight and Liver P1'otein of Rats fed Diets containing O. 6% BHT for 4 wk 

Body weight Liver weight Liver protem 

g g 

Cl) T2l C T C T 

199土9 182土7 6.8土0.6 10.5土0.6 274土4 274土8

216土14 194土23 7.2土0.9 11. 1土1.8 253土5 259土8

187土3 181土6 8.3土0.3 11.8土0.9 206土3 225土10

3

6

2

 
1
4
 

All values are mean土S.D. of groups of three 1'ats 

1) non-treated 

2) pret1'eated with 0.6% BHT in cliet for four weeks 

Table 3. Time引 )urseof Changes in Raclioactivity of Liver after Oral Aclministration of 14C-BHT 

Time 
Total live1' raclioactivity Speci五c Raclioactivity 

protem 

C3l T4l C T C T 

3 5. 10土O.10 7.33土0.77 7.40土0.54 6.87こと0.21 276土16 250土15

6 12.82土1.75 11. 30土1.59 17.72土1.04 9.35土0.62 702土53 330土61

12 8.40土0.28 8.24土1.65 10.25土O.12 7.55土1.03 497土2 333土34

1) X 105 2) X 104 

3) single oral aclministr三1tionwith 14C-BHT (l1/(Cijrat) 

4) p1'etreated with 0.6% BHT in cliet for four weeks before single oral aclministration with 14C-BHT 

割合を百分率で表わした.放射能は両群とも主に上清分

闘に分布したが経時的に減少し，相対的にミクロゾーム

分間で増加した.両群の各分固に分布した放射能を比較

すると上清分画では前処置群の方が低く，またミクロゾ

ームおよび核分画では前処置群の方が高かった.

0.6% BHT前処置および 5mgのBHT投与による

肝薬物代謝酵素活性の影響を Table5に示した.その

結果前処置群の酵素活性は BOが 313%(:全活性で 430

%)， APDMが 170%(237%)， AHが 156%(214%) 

の上昇を示した.また 14C-BHTを一回投与した場合と

同一用量の非放射性 BHTを経口投与すると， 12時間後

の各酵素活性は若干ではあるが上昇する傾向 (BO，

APDMが 110%，AHが 106%上昇〉が認められた.

実験 II. 14C-BHTのミク口ゾーム内分布

ミクロゾーム分画の放射能が経時的に増加することか

ら，吋0，000x g上清"と呼ばれている上清分画を不連続

前糖密度勾配の遠心分離により細分間した.滑間および

組問ミクロゾーム分画の放射能， RNAおよび、蛋白質量

をTable6に示した.粗面ミクロゾームの RNA含量は

滑面ミクロゾームの 6-7倍であった.また得られた閥

ミクロゾーム分両の電子顕微鏡像はこれら両ミクロゾー

ムが本質的に分離されたことを示した (Fig.2). y，丹市ミ

クロゾームの比放射・能は投与 6H寺間まで;J'I1面ミクロゾ{
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Fig. ~:1. Time-course of Raclioactivity in 

Subcellular Fractions of Rat 

Live1' afte1' O1'al Aclministration 

of HC-BHT 

口 Nuclear ム Microsomal

x Heavy mi tochondrial 0 Sepernatant 

ム Lightmitochonclrial 

The solicl line and clotted line inclicate 

nontreated grollpS ancl pret1'eatecl grollpS. 
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Table 4. Subcellular Distribution of Radioactivity of Liver after Oral Administration of 14C-BHT 

Fraction 
Speci五cradioactivity (dpm/mg. protein) 

Nuclear I-Ieavy mitochondrial Light mitochondrial Microsomal Supernatant 

hr C T C T C T C T C T 

3 116土7 119土10 110土11 90土3 186土30 129土8 240土16 227土36 515土66 541土76

6 287土40 166土16 254土25 157土48 451土66 225土77 669土110 302土95 1350土98 627土140

12 224土17 198土8 268土17 193土13 630土50 361土411031土10 630土33 644土12 433土28

Table 5. Drug-metabolizing Enzyme Activities in Rats fed Diets containing 0.6%BHT for 4wk 

Enzyme assay (u mole/g. liver/hr) 

AHc) 

Body weight Liver weight Protein 
Group 

g g 

Controll) (5) 202土6 6.7士0.3 211土6

Control2)十BHT(4) 206土9 6. 7土0.4 214土6

Pretreated+BHT(5) 201土4 9.2士0.4* 215土8

1.07土0.08 4.88土0.93 0.63土0.07

1. 19土0.07 5.40土0.44 0.67土0.09

3.35土0.23* 8.41土0.50* 0.98土O.10* 

1) nontreated 

2) 12 hr after single oral administration (5mg/rat) 

3) pretreated with 0.6% BHT in diet for 4 wk， ancl 

12hr after single aclministration (5mg/rat) 

Figures in parentheses are number of rat 

* Signi五cantlyclifferent from control P<0.001 

a) Butylatecl hyclroxytoluene oxidase 

b) Aminopyrine clemethylase 

c) Aniline hycl;oxylase 

Table 6. Submicrosomal Distribution of Raclioactivity of Rat Liver after Aclministration of !4C-BHT 

7i戸eaft号r Protein (mg/g.liver) 
admll1lstra tlOn 一一一一一一

hr Smooth Rough 

RNA (.Ilg/mg. protein) Raclioactivity (clpm/mg. protein) 

Smooth Rough Ratio(R/S) Smooth Rough Ratio(S/R) 

円

ο
p
o
q
L
4
4

1

2

 

8.83 

8.40 

8.36 

7.20 

8.50 

8.11 

8.05 

8.55 

28.1 

27.5 

25.6 

29.7 

196. 7 

202.4 

178.1 

186.9 

7.0 

7.4 

6.9 

6. 3 

700 

1690 

1440 

1070 

500 

1040 

1460 

1220 

1. 40 

1. 64 

0.99 

0.88 

Rats were orally aclministerecl with 14C-BHT at a level of 15mg/rat (33，'ICi). Values are the means of 

two animals 

ムより高(140-160%)かった.しかし 12時間後両ミク 化活性は肝全体で4.3倍〉を示し， BHT処置により肝

ロゾ{ムの比放射能はほぼ均等であった.また滑間ミク の肥大と薬物代謝酵素の誘導が確認された.この様な条

ロゾームの放射能は投与6時間後に最高値になったが， 件下にある動物に 14C-BHTを一度経口投与し12時間ま

粗面ミクロゾ{ムでは12時間後に最高値になった. での肝における放射能の挙動を検討した.その結果肝全

考 察 体に存在した放射能は前処置群および無処置群とも大差

BHTが病理組織学的な肝障害を伴わず肝重量を増加 が認められなかった.しかし前処霞群の肝の比放射能は

させることはすでに報告されている 12，13) この重量増加 組織の肥大に起因して無処置群に比べ著明な低下を示し

は細胞数の増加よりむしろタンパク合成の促進に伴う刺 た.このことは主要な異物代謝をつかさどる肝がその組

胞肥大がその主要な原因とされている14，15) また細胞内 織の肥大とし、う現象により，取り込まれた異物の組織中

において特に滑面小胞体の増殖Iのとこれに付随して薬物 濃度を低 Fさせ，更に誘草された薬物代謝酵素により典

代謝酵素の誘導17)が認められている.今回 0.6%BHT 物代謝を促進させるものと考えられる.市川ら18)は今回

(飼料〉を 4週間投与した結果，体重が若干減少したに の実験と同一条件 Fで 14C-BHTの生体からの排tlltを報

もかかわらず，肝重量は 140-150%増加した.またこ f!?している.その結果以および究中への放射能の1J1:世は

の時点の薬物代謝酔素活性は顕著な上昇(特に BHT酸 投与初期において前処置訴の方が無処置群より多く，し
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かも尿中への放射能の排班が無処置群の 2.6倍を示し

た. このことは BHT処置の結果誘導された肝薬物代謝

酵素により，極性の高い BHT代謝産物が尿中に排世し

たことを示唆する.

各細胞分間における比放射能は全般に前処置群の方が

低かったが，経時的推移では両群とも同様の傾向を示し

た.一方，細胞内における放射能の分布は両群とも上清

分画が最も多く，この分画の放射能が経時的に減少する

に何旬、両群のミクロゾーム分画の放射能が相対的に増加

した. この様に肝細胞内に取り込まれた放射能の経時的

推移と分布は，前処置群が比放射能の低下を示したにも

かかわらず本質的には両群とも同様の傾向を示すことが

認められた.またミクロゾ{ム分闘に分布した放射能は

前処置群が経時的に増加する傾向を示し， BHTあるい

はその代謝産物のミクロゾームに対する親和性が増した

ことが示唆されるが，今後ミクロゾームに対する BHT

あるいはその代謝産物の結合様式を検討する必要があろ

う.

ミクロゾ{ム分!到に取り込まれた放射能は薬物代謝酵

素が局在する滑面ミクロゾームに高く分布した.またこ

のミクロゾームの放射能は経時的に粗面ミクロゾームに

移動するかに見られたが，今回のデータではこの現象を

決めるには充分ではなく今後さらに検討する必要があ

る.

要 ヒコ
日

0.6% BHT(飼料中〉を前処置したラットに 14C-BHT

を一度経口投与し肝細胞内における放射能の経時的挙動

について検討した.

BHT前処置により肝はj肥大し薬物代謝酵素は誘導さ

れた.肝全体に分布した放射能は前処置群，無処置群と

も大差がなかったが，比放射能では前処置群が低かっ

た.細胞内における前処置群の比放射能は全般に無処置

群より低かったが，放射能の経時的推移および各分間間

での分布は両群とも並行した.またミクロゾーム分闘の

放射能は滑面ミクロゾームに高く分布したが，経時的に

粗間ミクロゾームとの差はなくなった.

謝辞木研究にあたり御協力下さった当部の市川久

次，米山允子，小林博義の諸氏に感謝致します.
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Fig. 2. Electron Micrographs of Liver Microsomal Subfraction obtained by a 

Discontinuous Sucrose Gradient Centrifugation 

(A) smooth microsomal fraction 

(B) rough microsomal fcaction 
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ジブチJ!.-ヒド口キシト J!.-エン (BHT)のマウスを用いた催奇形性試験

高橋昭夫汽安藤 弘*， 久保喜ーへ平賀輿吾*

Teratological Tests of Butylated Hydroxytoluene (BHT) in Mice 

AKIO T AKAHASHIヘHIROSHIANDOヘYOSHIKAZUKUBO'ド

and KOGO HIRAGA* 

抗酸化剤ジブチルヒドロキシトルニι ン (BHT，3，5-

di-tert-bu tyl-4-hydroxytoluene)の催奇形性に関しては

Brownら (1959)1)の BHT添加餌料を与えた Norway

Hooded系ラットの30母体中 3母体の産児に眼球欠除を

認めた報告がある.しかし，この報告にもとづく John同

son (1965)ペClegg(1965)3)， Frawleyら (1965)りの

ラットあるいはマウスを用いた詳細な研究では BHTに

催奇形性を認めていない.また最近田中らめがラットを

用いて行なった実験においても BHTの催奇形性を示す

所見は得られていない.

本試験ではマウスを用い，従来の報告よりさらに大量

を投与することにより BHTの催奇形作用の有無を確か

めようとした.

試験材料ならびに方法

1. 実験動物 JCL-ICRマウス雌雄を日本クレア(J41

より 4週令時に購入， 8-13週令(体重26.0-36.0g)に

達した発育良好なものを選び試験に供した.

2. 飼育条件温度 25土10，湿度 55士5%，照明午前

9時~午後 5時，換気毎時10回の飼育室にて日本クレア

製回型飼料 CA-1および水道水を自由に与え，試験開始

(交配〉時までアルミケ{ジに10匹，交配後はプラスチ

ヅグケージにて 1匹飼いとした.ただし雄マウスは交配

前 1週間より 1匹飼し、とした.

3. 交配方法 1 : 1終夜同居により，翌朝!陸栓の確

認されたものを妊娠動物とみなし，その日を妊娠 0日と

した.

4. ~zt事ヰ ジブ、チルヒドロキシトノレエン (BHT)は

和光純薬紛製 LotNo.6993，食品添加物用を使用した.

溶媒は日本薬局方オリーブ油(山田製薬 LotNo. DD 

01-3)を用いた.

5. 試料投与量の決定未経産雌マウスを用い，毎日

1回2週間連続経口投与により求めた BHTの LD50は

約 300mgjkgjday (LD，約 50mg，LD99約 1，800mgj

kgjday)であった.また，妊娠マウスでの妊娠7日より

13日目の 7日聞にわたる連続経口投与では BHT670 

mgjkgjdayを与えても母体および胎児(外表観察〉に

何ら変化を認めなかった.また当部のマウスにおける

BHTの 1回経口投与による LD50 は 2，400mgjkgので

あったことを参考とした.

6. 観察方法妊娠7日より 13日までの 7日間毎日 1

回経口;投与する試験 (7日投与試験〉と妊娠 9日に 1回

経口投与の試験(1日投与試験〉とを行なった.

7日投与試験では妊娠マウスをAからEまでの 5群に

26-30匹を無作為に割り当て， A群は BHT8.0%油溶

液 (800mgjkgjday)投与， B群 2.4%液 (240mg)投

与， C群 0.7%液 (70mg)投与， D群オリーブ油のみ

(10mljkgjday)投与 E群は無処置とした.

1 F-l投与試験で、は妊娠マウスを無作為にFからHまで

の3群に 19-20匹を割り当て， F群は BHT18%油溶

液(1.8gjkgjday)投与， G群 12%液(1.2g)投与， H

群は無処置とした.

体重測定および一般状態の観察を毎日行ない，妊掠18

日にエーテノレにより麻酔屠殺し，次の検索を行なった.

屠殺後直ちに開腹，子宮を開き着床痕，吸収j在，死亡

JJ合児，生児数を数え，生児は体重測定，性の判別を行な

い外表の異常を点検，次に母体の卵巣の黄体数を数え，

重要器官の重量測定と肉眼的異常の有無を検索した.

5つの母体を無作為に選び，その生児をプアン液で回

定し内臓異常の有無を観察ペ 残る母体の生兇は 95%

エチノレアルコールで固定後アリザリンレッドSで骨格染

色7) を行ない骨格異常の有無をしらベた.

7. 結果のまとめ方 西村の報告8) に準拠して行なっ

た.

試験結果

1 7日投与試験

1. 母体の所見 1) 体重および一般症状の推移:妊

*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

申 TokyoMetI‘opolitan Resear・chLaboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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図1. I臨界期日投与試験

(妊娠 7-13日 7回投与)

18 
h壬;示。

娠o1=1の体重を 100とした体重の推移は図 1に示す通り

で，無処置のE群に較べA，B， C， D群では投与開始

後やや抑制がみられるようであるが， BHT用量との関

連なくオリープ{r1Jのみ投与のD群と全く同じ推移を示し

た.一般状態においては各群間に特記すべき差異を認め

なかったが， D群の 1例は投与の失敗により妊娠14日に

死亡した.

2) 剖検所見および器官重量:妊娠の成立を確認した

マウスの解剖所見では特記する変化を認めなかった.器

官重量は表 1に示す通りで， BHT最高用量のA群にお

いて無処置のE群と較べ)J年臓重量が有意に重く削最重

量:が有意に軽かった.その他で、は有意な，また用量相関

のうかがえる変動はなかった.

2. 胎児に係る所見 1) 紅娠の成立 :D群におけ‘る

途中死亡の 1例を除き，妊娠18日の屠殺開j臨時に妊娠

(着床)成立を確認した母体は A群 24/26(92.3%)， 

B群 23/26(88.5%)， C群 26/26(100%)， D群 24/25

(96%)， E1n 29/30 (96.7%)で，群間に有志;差なく，

妊娠の成立した母体のすべてに生児を認めた(表 2). 

2) 妊娠黄体数，着床山数， ~I三児数，死亡児頻度(1予

期・後期〉および性比:いずれも各群間に有意と認めら

れる多少高低の差はなかった(表 2). 

3) 引_.児体重:1R~処置の E11平に対.LB1f下および D1i'(:の

:MI;が有志;に大きく，オリーブ1uIのみ投与のD群に対して

A群およびC群の雄が有意に小さかった.しかし，用量

に伴う大小の一定傾向は認められなかった(表 2). 

4) 生児外表奇形@奥常:A1洋口蓋裂 2 (母体数 2)， 

開i担3(3)，lil1尾 2(2); B群口蓋裂 1( 1 )，開限 2

(2 )，反足 1(1); C群口蓋裂 1(1 )，開眼 1( 1 )，多

指 1( 1 )，短尾 1( 1)， da尾 2(2); D群口蓋裂 4(2)， 

開眼 5(5)，外脳 1(1); E群口蓋裂 2(2)，開眼 4

(4 )，外!J出 1( 1 )，多指 l(l)，rltl尾 1( 1 )，反足 1( 1 ) 

が認められた(表 3).表中に示したiJiJi度(%)は各母体

単位での数値を平均して群のf出としたものであるが， 1 

匹の胎児に 2種以上の奇形を併発したものは 1として数

えた.対照である D群 E群に対し BHT投与のA，

B， C群のいずれにおいても奇形@異常の発生数に推計

学的有意性なく，発生した奇形に特異性も認められなか

った.

5) 骨格奇形@異常:奇形としては)J旬椎および!J)]骨の

総着がD群の 1例に認められたのみで、あった.

変異を有するものの出現頻度では，対照、であるD群，

E群に較べA群で過剰胸骨核が低く，頚肋が高く，無処

置対照、のE群に対して B群の胸骨核不相称および腰肋が

低く頚肋が高かった.またオリーフ。lulのみ投与のD群の

頚!J力が無処置のE群に比し有意に高かった.なお，その

他の骨格異常としてD群に胸椎核および腰椎体の形成不

全を夫々 1例認めたが，これは骨格奇形のみられた胎児

と同イ間体であった(表 4). 

化骨進行度では有意な変動は認められなかった(表

1} ). 

6) 内部器官異常:全群に異常を認めなかった.

If 1日投与試験

1. 母体の所見 1) 体重および一般症状の推移:妊

娠 0日の体重を 100とした名群妊娠成立マウスの平均体

重の推移は図 2に示す通りで，無処置のH群に較べ F

1n， G群は BHT投与前より体重増加率はやや低かった

が，投与2日後より有意な体重増加の抑制がみられた.

しかし F群と G群との体重増加の推移に差は認められ

なかった. F群では妊娠11日に 3匹， 14日， 15日に夫々

1匹計 5匹 (25%)が， G群では妊娠11日と15日に夫々

1匹計 21lli(10%)が死亡した (BHT1，800mg/kg : 

25%， 1，200mg/1明:10弘 670mg/kg:0 %の死亡率に

もとづき，妊娠 9日のマウスにおける 1国経口投与によ

る BHTの LD5011債を probit法により求めると 2，600

mg/l培となる).

2) 剖検所見および器官重量:妊娠18日に妊娠成立を

確認した同.休のWr1''iU所見で、はGAtY:の1例の子宮が小さか

ったほかは特記する所見はなかった.器官重量は表 5に
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表1. I臨界期 7日投与試験，妊娠18日母体器官重量
一一一一一 一一一一一一 一一一一一一一一一一一一…一一一一一一一一

在予
体数母

肝臓 心臓 Il卑臓 腎!臓(左〉 ij寺臓(右〉

g/g 100g m g11/1g 1 00g 111og o 111z/ln1宗OOg 111gI1/1g 100g 投与量 mg/100g 
一一一一一一一一一

A 3. 1土0.391) 134.9土12.1 171.6土30.5卒中 229.2土27.4 227.3土21.3ヰ

BHT800mg/l唱
24 

10. 1土1.112) 445.0土33.0 566.4土99.1本* 755.6土77.2中 750. 1土64.3本

B 2.9土0.30 132.5土8.8 141. 3土21.4 237.5土34.6 248. 1土33.9

BHT240mg/kg 
23 

9.5土0.83 442.9土32.2 471. 2土66.7 790.5土87.8 825.5土81.4 

C 2.8土0.24 132.8土11.9 149.8土46.2 237.4土39.3 244.9土52.1 

BHT 70mg/l王g
26 

9.3土0.68 441. 1土35.。 496. 1土137.6 786. 1土106.3 811. 5土158.8

D 2.8土0.29 139.2土14.2 149.6土22.。 249.0土30.1 254.5土34.0
24 

オリープ油 9.2土0.88 453.2土38.4 487.2土69.2 811. 9土97.。 829. 1土106.2

E 2.9土O.15 135.4土14.1 140.9土33.0 244.8土39.0 248.0土32.2

主(~ 処
29 

i置 9.6土0.88 453.7土35.1 469. 1土85.5 819.0土107.5 831. 8土100.2

群
体数母

nm 副腎(左〉 副腎(右〉 卵巣(左〉 卵巣(右〉

投与量 111g/11101g 0g 111gIn/1g 00g mg/In1g 008 111g/1111g 00g m gm/1g 00g 

A 186.2土21.4 4.4土1.08 4.3土1.14 11.1土2.42 11.1土2.17

BHT800mg/kg 
24 

613. 1土52.7 14.7土3.78 14.2土3.79 36. 7土7.39 36.6土6.85

B 185. 1土18.7 4.2土0.79 3.9土0.92 10.2土2.39 12.2土2.81

BHT240mg/kg 
23 

617.1土46.1 13.9土2.88 12.9土3.20 33.8土7.07 40.5土8.70

C 181. 6土18.8 3.8土0.58 3.6土0.68 10.3土2.70 10.9土1.86 

BHT 70mg/kg 
26 

603.7土59.0 12.6土1.78 11.9土2.14 34. 1土7.43 36.2土5.73

D 189.9土24.7 4. 1土0.80 3.9土0.80 11.0土2.37 12. 1土2.57
24 

39.1土7.47オリーブ j由 618.6土74.7 13.5土2.72 12.8土2.39 35. 7土6.00

E 186. 1土25.3 4.1土0.91 3.8土1.02 10.9土3.64 11.1土2.76

無 処 置
29 

13.6土2.90 12.6土3.20 37. 1土8.64623.3土71.7 36. 1土10.40

1)絶対重量平均土 SD 2)妊娠 0日体重100gに対する重量平均土 SD

ヰ E群と比較して Pく0.05，料 pく0.01

示す通りで， H群と比較して F群では牌臓およびJ1r1iが絶 2) 妊娠黄体数，着床痕数，死亡児頻度，生児数，性

対重量で重く，左卵巣が体重(妊娠 0日〉比重量で軽 比，生児体重:表 6に示すようで，いす!tLも群間に有意

く， G群ではIlmが絶対重量で重く，肝臓，心臓，右腎臓 差なく，用量関連も認められなかった.

が体重比重量で軽かった. しかし，絶対重量，体重比重 3) 生児外表奇形@異常 :F群口蓋裂 3(同体数 3)， 

量の用量との関連および左右器官重量の比較において総 開眼 6(4); G群口蓋裂 8(2)，開眼 2(2);H群口蓋

合判断し，一定の変化とみられるのは肺重量と 1，800 裂 2(2)，開限 6(4);短尾 1(1)， JJ工門閉鎖 1( 1 )， 

mg/kg群の牌臓重量の増加であった. 外脳 1( 1 )で，出血，四Jl支方向異常，曲尾等のその他の

2. 胎児に係る所見 1) 妊娠の成立 :F群 5例， G 異常は各群において認めなかった.奇形児頻度はF群

群 2例の途中死亡マウスを除き，妊娠18日の開腹l時妊娠 3.1%， G群 7.1%，H群 4.3%となり，その頻度に有

を確認した母体数はF群 15/15(100%)， G群 15/18 意差を認めなかった(表 7). 

(83.3%)， H群 19/19(100%)であった.G群の 1母 4) 生児内部器官の奇形@異常:各群に奇形@異常を

体に胎把全例の早期死亡を認めたほかはいずれの母体に 検出しなかった(表 7). 

も{1:J'e，がみられた.すなわち，生児の認められた同体数 5) 生児骨格市・形@変異@化什進行度:奇形はF群で

はF群15，G群14，H'lip9である(表 6). gg;[椎;必着 3，JJJJ骨癒着 1，G群で 0，H群でJJ)J骨癒着 1
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図 2. 臨界期 1日投与試験

(妊娠 9日1回投与〉

がみられ， 発生頻度は 3.8土5.2%， 0 %， 0.7土2.6%

で群間に有意差を認めなかった.変異では第 1第2頚椎

弓の分裂@分l肢の出現頻度がF，G群とも対照H群に比

して低く推計学的に有意であった.化骨進行度では対照

H群に対しG群では各観察指標で有意な遅延が認めら

れ，高濃度 BHT投与のF群でも遅延の傾向がみられた

が，腰椎後椎骨の化骨数のみが有意に少なく，用量と化

骨遅延の関連は明らかでなかった.

総括と考按

ジブチルヒドロキシトノレエン (BHT)の妊娠マウス母

体および胎児におよぼす影響，特に{怪奇形作用の有無を

臨界期大量経口投与により試験した.試験は，妊娠7日

から13日までの 7日間毎日 1回投与 (7日投与試験〉と

妊娠9日1回投与(1日投与試験〉とにより，母体体重

の推移と妊娠18日の母体，胎児の異常を検索した.投与

量は 7El投与試験では母体体重増加に影響しない最高用

量と考えられる 800mg/kg/dayと240mgおよび 70mg/

kg/dayとし 1日投与試験では致死量に近いと考えら

れる 1，800mgおよび 1，200mg/l沼とした.

7日投与試験では，母体の体重増加，一般状態，妊娠

18日の肉眼的解剖所見に異常なく，器官重量において

800mg/kg群の牌臓が重く，腎臓が軽かった以外対照群

と比較して有意な変動はなかった.胎児に係る所見で，

平均若床数，死亡児発生頻度，平均生児数，胎児の性比

に有意な変動なく，生児体重では雄に有意に軽い群があ

ったが BHT用量との関連がみられず，特に意味ある変

表 2. I臨界朋 7日投与試験

群

(I?55) 
A 
(800) 

D 
(オリーブ〉

1. 30.d.M 1. 22 
土O.12 土O.13 

104. ~~ ~ i 1. 3，4~ 1. 26 
土63.2 土0.10 土0.11

mo il貯 Aム 1. 22 
土66.8 土O.12 土0.11

1. 340 1. 24 
土0.09 土0.10

1. 31 1. 24 
土O.14 土O.10 

E 
(無処置:)

a) J}t~栓を確認したもの b)交尾後暗殺までに死亡したもの の検索の際，着床のあとが認められるもの

の 1匹以上の生児を有した同体の数 e)-j)生児の認められた母体のについて算出する

g)l)着床痕および点、t定形のJH)鬼の認められるもの ど)2) 頭部 .I~IJ肢の認められるもの

* 各母体単位での数値を平均して昨の値とする

(統計) a)-d): 1.2検定 e)f): t検定 g) : JllfI位不11検定 11): t検定 i) :順位手11検定 j): t検定

E群と比較して Op<0.05， D{洋と比較して ムムムpく0.001
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表 3. 臨界期 7日 投与試験

外 表観察 | 内 官の観察

群

(BHTmgjkg) 

A 
(800) 

B 
(240) 

C 
(70) 

D 
(オリーブ〉

E 
(無処置〉

1.8土3.6

1.1土2.3

1.4土3.7 

口蓋裂: 1 
開眼 2

口蓋裂: 1 
開!眼 1
多指 1
短尾:1 

口蓑裂:4 
3.3土6.6I開|限 5

外脳 1

2.2土4.1 

口蓋裂:2 
開眼:4 
多指 1
外脳 1

。

0.5土1.9

山尾 1
反足 1

。
。

。

。

。

。
。

。

。

。

本 各母体単位での数値を平均して群の値とする b)尾@四肢等の方向異常，血!l主，浮腫，その他の病変

d)腎孟の拡大，精巣の下降不全，左腕動脈，体腔その他における出血など

(統計) a)b)c)d):順位和検定

表 4. 臨界 JVl7日投与試験

D群と比較してb.pく0.05，M Pく0.01

49 
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表 5. 臨界期 1日投与試験，妊娠18日母体器官重量

群
母体数

肝臓 心!蹴 牌臓

投与量 g/g 100g 111g/m1g 00g mmg/g 100g 

F 2. 7土0.291) 131. 2土10.5 156.4土68.9牢

BHT1，800mg/kg 
15 

8.2土0.922) 398. 7土47.5 474.6土214.5

G 2.5土0.35 123.2土8.6 119.4土23.2

BHT1，200mg/kg 
15 

7.8土1.14* 385.0土25.0*ヰ 372.8土70.4

H 2.6土0.20 125.6土11.8 120.5土22.2

無 処 置
19 

8.5土O.72 415.0土32.9 399.0土75.8

荷f

体数同
ilili 副腎(左〉 副腎(右〉

投 与量 111gm/1g 00g mgm/1 g 00g mgI/n1g 00g 

F 199. 1土42.5*ヰ 3.3土0.70 3. 1土0.74

BHT1，800mg/l王g
15 

9.4土2.19 604.9土138.7 10.0土1.98 

G 193.2土48.4牢 3.5土0.49 3. 1土0.64

BHT1，200mg/kg 
15 

603.6土147.4 10.9土2.03 9.9土2.29

H 160.7土21.9 3.3土0.70 3. 1土0.82

龍
19 

10. 7土1.86 10.0土2.24主張 処 532.2土75.0

。絶対重量平均土 SD 2)妊娠O日体重100gに対する重量平均土 SD

* 日群と比較して Pく0.05，料 pく0.01

群

/ BHT ¥ 
¥mg/kgJ 

表 6. I臨界期 1日投与試験

腎臓(左〉 腎臓(右〉

mg/n1l0g 0g 111gm/1 g 00g 

213.9土25.5 218.8土23.0

647.2土70.1 665.0土85.1 

205.5土18.3 205.6土25.5

641.1土39.7 641. 8士71.4キヰ

204.4土17.7 214.4土20.5

676.2土58.2 710.0土73.1

卵巣(左〉 卵巣(右〉

111gIn/1g 00g mgm/g 100g 

8.0土2.05 10.3土1.78

24.2土5.95*ヰ 31. 2土5.88

8.9土2.31 9.2土2.78

27.8土7.71 28.8土8.76

9.2土2.09 9. 1土1.92 

30.2土6.43 29.9土6.47

h): t検定 i) :順位和検定 j): t検定
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表 7. 臨界期 1日投与試験

外表観察 ! 内

1手

(BHTmg/kg) 

F 1 3.1土6.31品配否.二 i 。
(1， 800) 

。 。
G 1 7.1土15.41品説話.二 i 。

(1， 200) 
。 。

H 1 4.3土6.41短尾・ 1 I 。
(無処置〉

。 。

* 各母体単位での数値を平均して群の値とする b)尾@四肢等の方向異常，血臨，浮11m，その他の病変

d)腎孟の拡大，精巣の下降不全，左腕動脈，体腔その他における出血など

(統計) a)b)c)d):順位和検定

表 8. 臨界期 1日投与試験

| 骨格観 察
観|

れ J際児 201b〉円一円土S??1 化一 一 :

群 !日台|川 型 |前 I~~ I ~ I ~ I I隈|細分|イ1]1異|椎分|胸体|時~I後生~I 腰平
i児IQ;~ I と |頭 izl al i hzl岐|町体裂I:~I 指数節 |盗殺節 |椎均

C~~Jg)1 数lF の|間|右 l 百当|存 iazhzl 平明|事 fElt2
I 1土 SD1 数 |骨| 称 ! 核 j 肋 i 肋 i頚. 1教 1. 1椎 | 均 ~均 」」エ|骨数

F 1 1っ。 同椎存在着:31 1" に !に ，っ C. l'l(¥' 1，つ， 1 左 2.3土0.9711.7土1.171， ( ¥ 門

(1， 800) 11061ゴ5.2同時渚:11 0 1 .L ~9.81;î 1. 81・土481Ui7iziî.3! 0 I 0 I o 1右 2.4土098l18土1.141;i.' 8 

1 1 01ι 。~I， A _L' ')~I 
G 1"，，1 ^ 1 1 ̂  18. 7 13. 8 15. 1 132. 0 114. 9 i ^ ^ I ̂ 1た1.8土1.1~1 1. 4土1.361 

(1，200) l~v~1 v 1 v  1土7.2¥土6.81土13.11土16.91土13.7[ v 1 v 1 v 1右1.9土1.1011. 4土1.371土2.5

H 1 1(¥ヴ ヴ可 1" (¥ 1 A っ 1，1つ庁 |つつ o 1 左 2.5土0.7512.3土0.991，'l ， 
1137IV

'，'" ，，1肋骨絞斎:11 0 l'・1(¥ AI日・ υ 「・ υ 1'，'-'・~ ，..， 1'-'，'-'・~ ，，1 0 1 0 ! 0 I-+.-" r- ， ̂ r"!，， A ， ̂ ^ A 1ム ω ム

(無処寵)i"LU'1土2.61 1 V I土10.41土20.01土8.21土32.71土20.21 V I V 右 2.5土0.81[2.4土0.941土1.5

c)最長胸骨核で左右の核の間にその長さの%以上のす守れのあるもの

f)腰肋の定義は， Kimmel and Wilson (Teratology， 8， 309-316， 1973)に従う

h)頚椎数十胸椎数十腰椎数の合計に異常のあるもの 111)化骨した1111椎数十尾椎数の合計

* 各母体単位での数値を平均して群の値とする

(統計) a)-j):順位和検定 k)-111) : t検定

日群と比較して Opく0.05，00 p <0.01 
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動とは考えられなかった.胎児の外表奇形@異常には特 る.マウスにおいても同様と考えられるが，以上2つの

異的なものはなく口蓋裂，開眼，多指等が対照群を含め 試験結果から BHTはマウスに対し催奇形作用はないと

て少数例にみられた.骨格では奇形はみられず，変異の 判断した.

出現頻度で800mg/kg群の過剰胸骨核が1.4%で有意に 要 ヒ2
日

低く，頚肋が 11.1%で者意に高かった.この出現頻度 抗酸化剤ジブチルヒドロキシトルエン(BHT)のJCLー

は当部での背景デ{タよりみて特に意味ある変動とは考 ICRマウスにおける催奇形作用を臨界期経口投与によ

えられず，化骨進行度は群聞に大差を認めなかった.内 り試験した.

部器官については全群とも変化をみなかった. 妊娠7日から13日までの 7日間投与には， 800111g， 

1日投与試験では， 1，800mg/kg群， 1，200mg/kg群 240mgおよび 70mg/kg/dayを， 妊娠9日1回投与に

ともに時体の体重増加抑制が認められ，死亡が 1，800 は 1，800mg/l沼 (LD25 相当量〉および 1，200mg/kgを

mg/kg群で 25%(5/20)に， 1，200mg/kg群で 10% 用い，特に妊娠18日の胎児について外表@骨格@内部器

(2/20)にみられ，妊娠 18日の器官重量では 1，800mg/ 官の奇形@異常を検索した.

kg群の牌臓と肺の増加， 1，200mg/kg群のfliliの増加が 母体の体重増加抑制，器官重量の増減，胎児の化骨進

認められた. 1，200mg/kg群の生存母体の 1例に全胎児 行の遅延等を認めたが BHTの催奇形作用を示す所見は

の早期死亡がみられた.生鬼については骨格の変異発生 得られなかった.

頻度に有意な低 Fをみたもの，また化骨進行に有意な遅

延をみたものもあったが，外表，内部器官および骨格に

おける奇形発生頻度に有意とみられるものはなかった.

1，200mg/kg群母体の 1例にみられた全胎児早期死亡

は，同群の他の母体， 1，800mg/kg群の母体で死児の増

加傾向を全く認めなかったこと，交配に用いた雄は以前

の数回の交配で，いず

たことより， BHT、や雄の影響によるものではなく母体

側の遺伝的あるいはその{他也の要悶によるものと考えられ

る.当部で， ウレタンを|臨界期に単一投与した場合，妊

娠 9日の投与で最も多彩な奇形@異常を高頻度に誘発す

ることを観察している.また，本試験および予備試験よ

りBHTの経口一回投与による妊娠9日マウス(JCL-

ICR)における LD50 (probi t法による〉は， 2，800mg/ 

kgと推定され， 1， 800mg/kgは LD25 値に相当するこ

とがわかった.すなわち，催奇形作用に対し感受性が高

いと考えられる妊娠9日に LD25相当の大量を投与して

胎児に化骨進行の遅延はあったが奇形の誘発を認めなか

った.田中らは妊娠ラットに経口投与した 3H-BHTは

胎盤関門を容易に通過して胎児に移行すると述べてい
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ジブチ)~ヒド口キシト)~工ン (B誼T) とその代謝物質の微生物系

における突然変異誘起性について

藤田 博ぺ 小 1I1鳥昭江汽 平賀興苦申

Mutagenicity of Butylated Hydroxytoluene .(BHT) 

and its Metabolites in the Microbial System 

HIROSHI FUJITAぺAKIEKOJIMA半 andKOGO HIRAGA * 

ジブチルヒドロキシトルエン (BHT)は，食品，プラ

スチック容器等の酸化防止剤として使用されており，そ

の安全性に関心がもたれている.当部においても様々な

角度から安全性の検討がなされてきた1-3)

BHTの遺伝毒性については，培養細胞の染色体異常

の誘発4ヘ ショウジョウパェの y線による劣性致死突然

変異の増感5) の報告がある.一方，サノレモネラでの

J11utation testでは代謝活性化を行なっても突然変異誘

起性は見られないという 6) 従って，微生物系でのBHT

の突然変異誘起性については，さらに検討する必要があ

ろう.その一つの試みとして BHTの代謝物質の突然変

異誘起性について検討を加えた.

BHTの代謝物質は， DanieI7)， Ladomery8)により数

種類存在することが報告されているが，その内，試薬と

して市販されている化合物 3種類と BHTについて，枯

草菌での repair test (rec assay)および、サルモネラで

の mutationtestにより検索したので報告する.

実験材料および実験方法

菌株 a) Bacillus subtilis H17 A， M45T株日)

b) Salmonella tyρhimurium TA98， T A100株10)

なお， これらの株の性質のうち deeproughをクリス

タルパイオレット感受性により R因子をアンピシリン

抵抗性により確認した11)

試料 3，5ι-d出i一イtertト一bu孔)ut刑ylイi一-4一-hy戸川7碍寸droxytωoh問 ne(BHT， 

和光純薬)， 3，5ι命一一防嗣.di出i一イtertト一bu孔川u叫1

(BHT一寸alc∞oho叶lし， シエル化学)， 3，5ι一d出i一イterプfト一bu凶1t旬刷y川lト一4ι一

hyd出roxybenzaldehyde(BHT一aldehyde町， Aldrιich Cheト胸

mical)， 3，5-di-tert-butyl-4-hydroxybenzoic acid 

(BHT -acid， Aldrich Chemical). 溶媒はジメチルスル

ホキサイドを用いた.

陽性コントローノレとして， アセ庁/レアミノフノレオレン

(AAF)，ベンツ (a)ピレン (BP)，フリルフラマイド

(AF-2)を用いた.

試薬 肉エキス(極東薬品)，ポリベプトン(大五栄

養)，寒天 (Difco)， ヒスチジン， ピオチン(以上，和

光純薬)， G-6-P， G-6-PD， NADPH (以上， オリエ

ンタル酵母)， ブェノパルピターノレ (PB， 吉田製薬)，

アロクロ{ル 1254(PCB，三菱モンサント化成).ジメ

チルスルホキサイド〈和光純薬).

培地 1) ブロス寒天培地:肉エキス 0.5%，ポリベ

プトン 1%，塩化ナトリウム 0.5%， 寒天1.5%， pH 

7.0 

2) 最少寒天培地:硫酸アンモニウム 0.1%， リン酸

ー水素カリウム 1%， 硫酸マグネシウム 0.01%，クエ

ン酸ナトリウム0.05%，寒天1.5%，グルコ{ス 2%，

pH 7. O. 

3) 軟寒天:塩化ナトリウム 0.5%，寒天 0.7%溶液

に， 0.5mMヒスチジン 0.5mMピオチン溶液を 1/10

量加えた.

枯草菌による repair test 賀田の改良された rec

assayにより行なっため.

サルモネラによる mutationtest 代謝活性化のた

めの S9は， PBおよび PCBにより薬物代謝酵素系を

誘導したものを用いた JCL-Wistarラット雄(平均体

重 210g)に， PB (0.1%)は 7日間飲水として与え，

PCBはコーンオイルに溶かし肝臓摘出の 5日前に 500

mg/kgを腹腔投与した S9の分離は前報12)によった.

mutation testの方法は， Amesの方法13)を一部変えて

行なった.

小試験管に O.lmlの試料溶液を取り，これに 0.5ml

の S9-Mix11，13) (PB-S9 150μf又は PCB-S950μl， 

塩化マグネシウム 4pmole，塩化カリウム 16.5，ul1101e， 

G-6-P 2.5pl1101e， G-6-PD 0.25単{立， NADPH 2μ 

l1101e，リ γ酸緩衝液 (pH7.4) 50fll1101e)を加えた.

本東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町 3-24-1

* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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また，代謝活性化しない場合には， 0.5mlのリン酸緩衝 表1. BHTとその代謝物質の枯草菌による recassay 

液 (0.25NI， pH 7.4)を加えた， これに TA98，TA 
試料 mg/ろ紙

100の一夜培養液 O.lmlを加え， 30分間， 370Cでイ H17A M45T 
一一一一一一一一一

ンキュベートした.このインキュベーション溶液に， BHT 10 

450Cに保温した軟寒天 2mlを加え，十分に混合した l 

後，最少寒天培地に重層した. このプレートを 370Cで 0.1 

2日間培養し，生じた復帰コロニーを計数した. BHT -alcohol 10 

陽性コントロ{ルとして， PB-S9の場合 AAFを， 1 

PCB-S9の場合 BPを，活性化しない場合 AF-2を O. 1 

用いた.
BHT -aldehyde 10 

1 
結果および考察

O. 1 
rec assayの結果(表 1)について見ると， BHT， BHT-acid 10 十 十

BHT -alcohol， BHT -aldehydeは， H17A， M45T株 1 + 十

に対して全く生育阻止を示さなかった.しかしこれらの O. 1 十 十

化合物の培地中への拡散を検出できなかった14)ことか
Control 。

ら，直ちに陰性であるとは言い難く，今後の検討を待ち AF-2 0.11) + 十十

たい.このような水に難溶の化合物について rec assay 
1)μg/ろ紙

表 2. BHTとその代謝物質のサノレモネラにおける muta tion test 

μg/フ。レ{ト コントロ{ノレ

菌株 試料 S 9 BP AFF AF-2 。 1 10 100 1000 52) 102) 0.052) 

BHT P C B-S9 2041) 242 224 226 137 1090 

P B-S9 202 223 215 219 169 5488 

239 219 228 216 192 209 219 1910 

BHT -alcohol P C B-S9 204 204 242 222 204 1090 

P B-S9 202 223 195 243 179 5488 

239 254 262 251 133 209 219 1910 

TA100 
BHT -aldehyde P C B-S9 207 237 269 226 236 1140 

P B-S9 206 236 251 244 237 5096 

218 285 256 270 277 242 278 1070 

BHT-acid P C B-S 9 190 206 224 224 226 816 

P B-S9 213 255 217* 227 252 3584 

264 216 209 212 223 277 228 740 

BHT P C B-S9 54 65 52 47 56 498 

P B-S9 55 42 52 43 51 7280 

33 35 32 33 35 47 30 490 

BHT -alcohoJ P C B-S9 42 42 59 44 446 

P B-S9 36 39 36 34 24 11760 

25 26 25 28 27 29 25 398 

TA  98 
BHT -aldehyde P C B-S9 42 50 46 54 47 446 

P B-S9 36 35 30 39中 35 11760 

25 25 19 30 25 29 25 398 
BHT-acid P C B-S9 42 45 59 43 46 446 

P B-S9 36 44 39 42 49 11760 

25 30ヰ 38 37 32 29 25 398 

1)復帰コロニ{数/プレ{ト (3枚の平均値 但しユドは 2枚の平均値〉 2)μg/フ。レ{ト
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を行なう場合には，それぞれ寒天培地中への拡散につい

て検討する必要があると考えられる.次に， BHT-acid 

は，両株に対して生育阻止を示した.しかし，その阻止

帯は，両株ともろ紙付近では完全な生育が阻止されてい

たが，離れるに従って徐々に生育が見られ，陽性コント

ロールで、見られたような明瞭な生育阻止を示さなかっ

た.従って，生育阻止帯の測定は不可能であった.この

様な不完全な姐止帯が見られる原因については明らかで

はなく今後検討する必要がある.

サルモネラでの mutatlOntestの結果(表 2)では，

BHTは代謝活性化の有無にかかわらず復帰コロニ{数

に増加は見られず，突然変異誘起性は検出できなかっ

た. これは， Litton Bioneticsの報告白)の結果と一致す

るものである.また 3種の代謝物質についても復帰コ

ロニー数に増加が見られず， BHT同様突然変異誘起性

は検出できなかった.

BHTの代謝物質は，本実験で採り上げた 3種以外に

も存在する 7，8) ことから，今後 BHT投与ラットの尿の

突然変異誘起性についての検索も試みたい.

要旨

BHTおよび、代謝物質の突然変異誘起性について，枯

草菌での repairtest，サノレモネラでの mutationtestに

より検索した.

repair testでは， BHT， BHT -alcohol， BHT -alde-

hydeは生育阻止が見られず， BHT-acidは，生育阻止

が見られたが結論は得られなかった muta tion testの

結果は4試料とも突然変異誘起性は検出できなかった.
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微生物系における酸化防止剤の突然変異誘起性試験

小嶋昭江汽 藤 田 博ぺ 平賀興吾ヰ

Mutagenicity Screening of Antioxidants in the Microbial System 

AKIE KOJIMAヘHIROSHIFUJITA'ド andKOGO HIRAGA'ド

緒 広司

最近，ポリプロピレン製食器より溶出する酸化防止剤

について関心がもたれてきた.

これらの安全性研究の一環として，全国ポリオレフィ

ン等衛生協議会より提出された所属各社製酸化防止剤，

ジブチノレヒドロキシトルエン(BHT)ほか 8種20検体の

突然変異誘起性について，枯草菌での repairtestおよ

び大腸菌，サノレモネラ菌での mutationtestにより検討

した.サノレモネラ菌による mutationtestにおいては代

謝活性化を併用した.

実験材料および実験方法

試料 BHT : 3，5-di-tert-4-hydroxytolllene 6検体，

Irg 1076 n-octadecyl-3-(4'-hydroxy-3'， 5'-di-tert-

butylphenyl) propionate 1検体 lrg1010 : tetrakis-

l methy lene-3-(3'， 5'-di-tert-bu tyl-4'-hydroxypheny 1) 

propionate] methane 1検体 AntageW300 4，4'-

bu tylidene-bis-(6-tert-bu tyl-m-cresol) 3検体 Top，ト

1101 CA : 1， 1， 3-tris-(2-methyl-4-hyc1roxy-5-te1't-bll・

tylphenyl) butane 1検体， DL TDP : c1ilauryl thiopro帽

pio11ate 4検体 DMTDP: c1imyristyl thiopropionate 

l検体， DSTDP : c1istearγ1 thiopropionate 3検体

菌株 1) 枯草菌 (Bacillussubtilis) H17A(recつ，

M45T(rec)l)， 2) 大腸菌 (Esche1'ichiacoli) B/r 

WP2 (trρ-，HCR一)1，2)，3)サルモネラ菌 (Salmonella

tyρhimurium) T A100 (hisG-， uv1'B-， rfa-， gaZ-， 

bio-)， T A98(hisD-， uvrB-， tプα一，gal-， bioつ3，4，5)

アンピシリ γ抵抗性によってR因子の存在をベ クリス

タノレパイオレット感受性によってc1eeproughをの確認

した

試薬 肉エキス(極東薬品)，ポリベプトン(大五栄

養)，寒天 (Bacto-Agar，Difco)， ジメチルスノレホキシ

ド(以下 DMSOと略す，和光純薬吸収スベクトノレ用

、溶媒)，メチルエチルケトン(以下 MEKと略す.和光

純薬特級)，アセトン(和光純薬特級)， AF-2 (上野製

薬)， PCB (アロクロ{ル 1254，三三菱モンサント化成)，

フェノパルピタール(以下 PBと略す，吉田製薬)，ベ

ンツ(a)ピレン(以下 BPと略す，和光純薬)，アセチル

アミノフルオレン(以下AAFと略す，東京化成)， G6P 

(オリエンタル酔母)， G6PD (オリエンタノレ酵母)，

NADPH (オリエンタル酵母〉

培地 1) ブロス・肉エキス 5g， ポリベプトン 10

g，塩化ナトリウム 5g， 水酸化ナトリウム適量 (pH

7.0に調整〉を精製水に搭解して 1，000mlとした.

2) ブロス寒天培地:上記のブロス 1，000mlに 15g 

の寒天を加えた. 3) 最少寒天培地 1.硫酸アンモニ

ウム 1g， リン酸二水素カリウム10g，硫酸マグネシウ

ム 0.1g， クエン酸ナトリウム 0.5g，水酸化カリウム

2.7 g (pH 7.0に調整)，精製水 150m!，n.グルコー

ス20g，精製水 250ml，III.寒天 15g， 精製水 600ml

1， n， IIIを高圧滅菌後混合した. 4) 軟寒天:塩化ナ

トリウム 6g，寒天 8gを精製水 1，000mlに溶解，高

庄滅菌した.使用時にこれを加熱溶解し， 1/10量の 0.5

mMーヒスチジン 0.5mMピオチン溶液を加えた.

枯草菌による repairtest Bacillus subtilis H17 A 

(1'ecつ，M45T(rec)株を用い，賀田の方法1)によって

rec assayを行った. 両株のブロス培養液 (370 18時間

振とう培養〉をブロス寒天プレート上に「ハj の字状に

ストリークし，接点に 0.02mlの試料溶液を浸ませた直

径 8m111のろ紙(薄型感受性ディスク〉をおいた. この

プレートを24時間冷蔵庫に放置後，一夜 370 で培養し，

増殖阻止帯の長さを測定した.溶媒は試料の溶解性によ

り DMSO，MEK，アセトンを用いた.陽性対照には

AF-2を使用した.

大腸菌による mutation test E. coli B/rWP2 

(t1'ρ一， HCR-)1，2)株のブロス培養液を遠心し， 等量の

1/15Mリン酸緩衝液 (pH7.0)に浮遊させ， その 0.9

mlを小試験管にとり，試料溶液 O.lmlを加え， 370 30 

分間インキュベ{トした.そのO.lmlをブロス 2%添加

*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 

* Tokyo Metrotolitan Research Labol・atoryof Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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の最少寒天培地に広げ， 370 2 1::]間培養後，復帰体を計

数した.またインキュベーション溶液の適当希釈液 O.1 

mlをプロス寒天培地に広げ，生菌数を求めた.この復

帰体数と生菌数から生菌数あたりの復帰体数を求めた.

DSTDPを除く各試料は DMSOに溶解し， DSTDPは

MEKに溶解後 DMSOで希釈した.各試料 1検体につ

いて試験を行い，溶解性により最高を 5，OOO，ug/mlから

100μg/mlとし，あるいは 4段階最を用いた.陽性対照

としては AF-2を用いた.

サルモネラ菌を用いた mutation test 5αlJJ10nellα 

tyρhiJnurium T A100， T1¥98を用い， Amesの方法ーを

一部変えて 111ulatIonte引を行った%の. 代謝活性化に

は PCBおよび PBで薬剤代謝酵素誘導をしたラット

の肝臓の S9分画を用いた.

試料液 0.11111を小試験管にとり，代謝活性化する場

合には S9-Mix，しない場合にはリン酸緩衝液 0.5111l，

TA100または TA98のブロス培養液 0.11111を加え，

370 30分間インキュベートした. これに 450 に保温した

軟寒天 2mlを加え，最少寒天培地に重層し 2日間培

養後復帰体数を数えた.試料の溶媒は大腸菌の場合と同

じで， 用量は最高を 1，000，lIgあるいは 100μg/ブ。レー

トとし 3あるいは4段階とした.なおプレートは各濃

度 3枚ずっとした.代謝活性化しない場合の陽性対・照と

しては AF-2を， PCB-S9代謝活性化の場合は BPを，

PB-S9代謝活性化の場合は AAFを用いた.

肝ホ司王ジネート (89)，89-Mixの調整6) PCBまた

は PBを ]CL-Wislarラヅト(雄， 46週令〉に投

与し， S9を調整した PCBはコーンオイル溶液として

500mg/kgを 5目前にJlu腔内に投与し， PBは o.1%水

溶液を 7日間飲水として与えた.投与ラットは断頭屠殺

後，肝臓を摘出しO.15M塩化カリウムで擢流した.この

肝臓 1gあたり 3mlの 0.15M塩化カリウムを加え細切

後ホモジナイズした. これを 9，000x g 10分間遠心して

上清を分離 (S9分岡〉し， ドライアイスーアセトンで凍

結後一800 にて保存した.凍結した S9は用時解凍し，

NADP日系を加えて S9-Mixを調整した S9-Mixは

1 mlあたり S9100μ1 (PCB-S9)または 300μl(PB-

S9)，塩化マグネシウム 8μmole，塩化カリウム33(i1110Ie，

G6P 5 ，umole， G6PD O. 5単{立， NADPH 4μmole， 

リン酸緩衝液 (0.25M， pH 7.4) 100μmoleに調整し
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DMTDP(Acetone) 

DL TDP(Acetone) 

た.

結果と考察

repair test 1容媒は， BHT， 1 昭 1076， Irg 1010， 

Antage¥I¥T300 および TopanolCA ~こ DMSO を，

DLTDP， DMTDPにアセトンを， DSTDPに MEK
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を用いた. DMSO，アセトン 0.021111/ろ紙は致死作用を

示さなかったが， MEK 0.02ml/ろ紙は M45T (rec-) 

株で 1m111以下の増殖阻止帯が認められた.

試料の最高用量は溶解度により 10mg-0.2mg/ろ紙と

した.結果は表 1に示すとおりである. BHT， DLTDP 

の各検体は 10mgおよび 1mg/ろ紙， Irg 1076， Irg 1010， 

TopanolCA の各検体は 5mgおよび 0.5mg/ろ紙，

DMTDPは 2mgおよび 0.2mg/ろ紙の適用で， いず

れも H17A， M45T開株に対して致死作用を示さなか

った. DSTDP各検体は 0.2mg/ろ紙適用で M45T株

に 1111111以下の阻止帯を認めた.この阻止帯は溶媒の

MEKによる阻止帯の幅と一致しており，両株間におけ

る姐止帯の差は DSTDP自体に由来するものではない

と考えられる. AntageW300各検体は 5mgおよび0.5

mg/ろ紙の適用で，両株に対しいすやれも 1111111以下の阻

止帯を示した.

なお，阻止帯を認めなかった BHT， Irg 1076， Irg 

1010， TopanolCA， DL TDPおよび DMTDPの6種

の試料については培地への拡散の有無を検討したが，い

す守れも検出することはできなかった.従って， これらの

試料が recassayで直ちに陰性とは言い難く，今後検討

を続けたい.

大腸菌を用いた mutationtest 結果は表 2に示す

とおりで，いずれも生菌数あたりの復帰体の数は対照と

大差なく，陽性を示すものはなかった.

サルモネラ菌を用い代謝活性化を併用した mutation

test T A100， T A98による結果を表 3に示した.いず

れの検体，いずれの用量， S9処理の有無にかかわらず

対照と比較して復帰体の増加は認められなかった.

以上， rec assayについては試料の培地への拡散を確

認することはできなかったが，大腸菌および代謝活性化

を併用したサルモネラ菌による 111utationtestにおいて

酸化防止剤 BHT，Irg 1076， Irg 1010， Antage W300， 

TopanolCA， DL TDP， DMTDPおよび DSTDP が

突然変異誘起性を示したと考えられる成績は得られなか

った.

要 1:::. 
日

ポリプロピレン食器等に使用される 8種の酸化防止剤

の突然変異誘起性を枯草菌を用いた repair test (rec 

assay)，大腸菌および代謝活性化を併用したサルモネラ

菌による 111utationtestにより検索した.結果は，いず

れも陰性であったが， rec assayにおいては試料の培地

への移行を確認できず，その結果の評価は困難であっ

7こ.

表 2. 大腸菌 B/r¥VP2 frt-， HCRーによる

Mutation Test 

試 料

(溶媒〉

用量 1ml中のプレ{トあ 107生菌数
生菌数たりのTrt+あたりの

μg/1111 X 108 復帰体数復帰体数
(二枚の平均〉
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表 3-1. サルモネラ菌による MutationTest 

(プレート 3枚平均の復帰体数〉
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サルモネラ菌による代謝活性化 (PCB-S9)Mutation Test 

(プレ{ト 3枚平均の復帰体数〉
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ジブチ)!"'Iこド口キシトJレヱン (BHT)およびその他の酸化防止剤投与ラットにおける

肝細胞の電子顕微鏡的研究

福森信隆へ 高橋 省*， 三栗谷久敏ぺ 平賀興苦中

Comparison of Ultrastructural Alterations indl悶 dby Bl均 latedHydroxytoluene (BHT) 

and Other Antioxidants in Rat Hepatocytes 

NOBUTAKA FUKUMOR1'司ヘi

KOGO H1RAGA ヰホz 

Fine stI'uctuI'e alterations in the hepatocytes of the Sprague拍 Daw1eyma1e l'ats were studied 

after the administration of BHT and other antioxidants for 3 weeks. The alterations after 

5.45 mmo1 BHT feeding were observed considerable prolifel'・ationof SER in the glycogen area， 
decrease of glycogen particles， scattered 1ame11a of RER， anoma1ous mitochondria surrounded by 
RER. Among othel' antioxidants， fme structure a1terations by 5.44 mmo1 1，2べlihydro-6-ethoxy-
2ム4-trimethylquinoline(ethoxyquin) and 1.26 mmol 2，5-di-tert-butylhydroquinone (DBH) per 

100g diet respective1y were similar to these by BHT feeding considerably. But alterations by 

5.44 1宜mmo叶1but付y1at悦edhydroxyan凶lIs叩ole(BHA) and 5.46 mmo叫1N

(DPPD)' were gene目ra叫11匂yundet悦ectab1ein cωomparison 'Wア寸ithcωont1'了a刀叫O叶11'a ts. 1n the feeding of 1.72 

mmo1 1，3，5ぺrimethy1-2，4，ふtris(3，5-di-te1't-butyl-4-hydroxybenzyl) benzene (Ionox 330)， an increase 

in number of fatty drop1ets vvas seen. These results suggest that hepatic fine stl'UctuI・ea1tera-

tions by BHT a1・enot common a1terations in antioxidants. 

読者 広司

種々の酸化防止剤は一部の食品およびゴム，石油製品

に使用され，品質の安定化に寄与するところが大きい.

特に食JAIl中の油脂の酸敗を防止し保存期間を延長するこ

とから， 現在指定製品につき使用が許可されている1)

著者らはこれまで酸化防止剤ジブチノレヒドロキシトノレエ

ン (BHT)が肝臓の微細構造におよぼす影響について観

察を行い，それがi骨面小胞体 (SER)の増殖を主とした

肝機能充進の反映であると推察したわ. 一方， BHTは

ラットで出血傾向を持つことがわかり，鈴木らへ 高橋

ら4) によって BHTの持つ出血発現の機序について検討

が加えられつつある.中でも興味あることは， BHT投

与ラットの肝臓に血液i疑問に関与する第VlIlzsl子合成阻害

物質の存在が確認されたことでへ 肝臓は単なる BHT

の解毒代謝の場で、あるばかりでなく，薬物代謝の過程を

経る中で血液凝聞に影響を与える因子の存在の可能性が

推測される

このような観点から，種々の酸化防止剤を用いて肝臓

の微細構造変化と出血作用5) の関連について比較し，

BHTによる肝細胞変化が他の酸化防止剤と共通した変

化を示すか否かを形態学的見地に基づき検討した.

実験方法

動物は SD-]CL系雄性ラットを使用し，室祖 25土

10，混度 50土 5%の環境下で水を自由に摂取させ飼育

した. 6週令の動物にカゼイン基本飼料群を対照とし，

飼料 100gに各 5.45mmol BHT， 5.4411111101 butylatecl 

hyclroxyanisole (BHA)， 1. 72mmol 1，3， 5-trimethyl-

2，4，6-tris (3，5-cli-tert-butyl-4-hyclroxybenzyl) ben-

zene (Ionox 330)， 1. 26 ml1101 2，5-cli-tert-butyl-hy圃

clroquinone (DBH)， 5. 44 mmol 1，2-clihyclro-6-ethoxy-

2，2，4-trimethyl quinoline (ethoxyquin)， 5.46 1111110 

N，N'己一cli叩phenylト一ρ一pμh背1el臼叩n町1ηylene伎吋cli臼山a川1m刊ine (DPPD) を加え

た自家製添加餌料でで、 3週間自由;摂畏取させた5ω) 試料は生

存動物のみ各群 3匹を放的1)者殺し，肝方形葉左下端部か

ら採取した.細切後 3%パラホルムアノレデヒド (0.1 M 

リン酸緩衝液， pH7.4) で3時間前固定を行い， 氷室

内の緩衝液中で一晩洗浄後， 1 % OS04液で後間定を

1.5時間行った.エタノール脱水後，定法に従って Epon

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人IIlr3--24-1 

* Tokyo Metl'opolitan Reseal'・chLabol'atol'y of Pub1ic Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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樹脂に包埋した.包埋した電顕試料の厚さ約 1I! の切)1-

をトノレイジン青で染色し光顕的に観察後，超薄切片を作

製して酢酸ウラン@グエン椴鉛で重染色を施L，肝小葉

中間帯を HU-12A型電子顕微鏡にて検鋭した.

実験結果

肝臓は小葉内の部位により機能的および形態的相違が

若干あるといわれ，従って木実験では BHTによる細胞

臨)J長が比較的初期に発現する肝小葉中間帯の肝実質細胞

を検索の対象とした.

カゼイン基本飼料糸粒体は円形ないし長円 7肢を旦

し cristaeが発達して正常像を示した. Glycogen頼W:f

は organellesの間に凝集して存在が認められ，常任問小

H包体 (RER)， lysosome， microbody， Golgi装置にも

異常形態がみられなかった. しかしながら，一部に滑間

小胞体 (SER)の軽度な拡張，細胞質‘内の小空胞形成を

認めるがその程度において正常構造と大差がみられなか

った.脂肪滴は若干多く分布していた.

BHT Glycogen野で SERの著明な増殖がみられ

vesicle状を呈し， 増殖の顕著な部では tuble状に移行

する像がみられ networkを形成した (Fig.1). SERの

増殖に伴い，その間の glycogen頼粒は減少した.多く

の RERは， i書状な平行配列が乱 :I'L ribosomeを脱落

し，消失傾向を呈した RERの末端はIJ必化し SERと

連結がみられ，残存する RERは糸*立体をとりまく傾向

を示した.一部の糸粒体は， 1'11長巨大化して中央部のく

びれ像を認めた.またIl必化した糸粒体は cristaeの崩壊

がみられ，基質が空胞化し膜構造の不明瞭な形態を呈す

る細胞も散見された (Fig.2). Seconclal・y lyso川 111e，

microbodyは軽度な増加を示した.核，核小体の多くは

肥大傾向を呈するが， SERの増殖が著しい部では核肢

が消失し chromatinの凝集がみられ萎縮した退行像を

認めた.細胞内脂肪摘は全体的に減少がみられた.

BHA SERの増嫡はみられず glycogen頼粒の減

少も認められなかった.糸111体は基質の軽度な空胞化を

認める細胞が一部にみられたが，形状，染色性など正常

像に近かった. Lysosome， microbodyは若干増加傾向

を示したものの， 他の or伊111ぞllesの変化は対照と比べ

著変を認めなかった.

Ionox 330 全体的に細胞質の organellesの分布が政

のJ惑を2し glycogen4~Q粒の減少がみら;lLたが，糸粒

体， EER， 1yso日ll1e，microboclyの変化は認めら;]1..ず

SER の:Li'i JI~I もみられなかった (Fig.3). しかしながら，

1ono:--: 330は細胞質|勾にJln'Jj}j?lj;fjの増加を辺、起せしめ，他

の org，lI1(通11csを圧迫する(1:([JIIJ j)~ みら :hk:..

DBH SERの増殖は比較的顕著で，その形態は vesi・

cle状を呈しているものの英状に移行し出芽様構造を示

した連接像がみられた(Fig.4).Glycogen頼粒は軽度に

減少し，やや大きく凝集して増殖した SER聞に散在し

た RERはj習状配列の乱れが少なく， 比較的配列が保

持されているが，一部に消失傾向がみられ末端部では

vesic1e状となり SERへの移行像を呈した. 糸粒体は

著しい変化を認めなかったが，基質の電子密度が中等度

を呈し，伸長したもの， くび、れ像など若干散見された.

Lysosomeは軽度に増加を示した.

Ethoxyquin SERは glycogen野で増殖がみられ

vesic1e状を呈して分布し， SERの増殖部で glycogen

頼粒の減少を認めた RERは層状配列が不規則とな

り，末端部が SERに連接して，糸粒体をとりまく傾向

がみられた.また RERの消失した部もみられ ribo-

someが脱落し cur1ing状を呈した (Fig.5). 糸粒体の

一部はIl彰化し，基質の淡明化， cnstaeの崩壊がみられ，

長形くびれ像を呈する所見が観察された (Fig.6). Se-

conclary 1ysosome， microbodyは増加を認めた.核，核

小体は全体に良好な発達がみられたが，一部萎縮傾向を

旦L，核n莫の不明瞭な細胞が散見された.なお細胞質内

脂肪滴は減少した.

DPPD SERの増殖はほとんどみられず， glycogen 

額約:も比較的良好に残存していた REEは糸粒体をと

りまく傾向がみられたが，配列の変化は少なかった.糸

~~L体はやや長形化を~l したが，著変がみられなかった.

また細胞質・内に大小様々な小空胞の出現が散見された

(Fig， 7)， 

これらの所見から BHTによる肝細胞変化は，他の酸

化防止.剤と必ずしも共通した形態変化を示すのではなく

各酸化防止剤間で異なる変化様態を呈し，その形態変化

は類別されることがわかった.なお，細胞質内にみられ

た小空胞は対照群を含めて全投与群に若干みられ，中で

も DPPD群に多い感を得た.

考察

BHT tt経口投与で出血傾向がみられ，出血致死作用

と投与量とに用量反応関係を持つことが明らかにされて

いるの. 従って投与量と出lfIl傾向に相関が認められたこ

とから，体内に!吸収されたBHTは血液凝固系に対して投

与量に見合った作用を有し，その作用物質としてlこ!こ1間代

謝物あるいは代謝過程に生成される他の合成物の関与が

示唆される-~._.方，肝臓は薬物代謝を行うに主要な位置を

しめ，生体に吸収された体外典物をiJHIU:するため極性化

機構を行っている.このように肝臓は体外呉物の解毒に

不可欠な臓器で、あるため， JJ FJ肢の組織{象を検索すること

は化学物質の生体に与える影響を古判ilfJするとで有意義な
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示唆を与える.特に微細構造の観察は，その生理学的，

生化学的見地から機能との関係を論ずる上で重要であ

る. このような立場から， BHTおよび他の酸化防止剤

が肝細胞におよぼす微細構造変化を比較し並びに出血傾

向との関係について検討した.

今回用いた BHT添加のカゼイン飼料による形態変化

は，著者らがこれまで、行ったオリーブ油に BHTを溶解

させ経口投与しベ 飼育用問型飼料 (CE-2)で飼育し

た動物の変化と本質的に異なる変化を認めなかった. こ

の変化はオリーブ油に溶解した BHT300 mg/kgを3

週間連続投与した SD-]CL系雄ラットの肝細胞変化に

類似していた 5.4511111101の BHT摂取では死亡例が

多数みられたためへ 試料を摘出した生存動物の肝細胞

変化は死亡動物の変化に比べ若干軽度であろうと忠われ

る. しかし，出血傾向と組織変化に直接的な悶果関係を

みい出すことは国難であるため断定し難い.

BHTと他の酸化防止剤の肝細胞変化を比較すると 3

群，つまり BHTの変化と非常に類似した群，全く異種

の変化を呈した群，対照構造に類似して化学物質の作用

がほとんど認められなかった群に類別される.

BHT と類似変化を示す物質は， ぞthoxyquin，DBH 

で，特に BHTと ethoxyquinが良く類似してその形

態変化は強く認められた.一方， DBHは出血効果が強

く飼育期間終了前に死亡することから， l. 26 11111101の低

濃度で混入した飼料を摂取させた.従って BHTと類似

変化を呈したものの，形態変化の強弱を論じることは困

難であると思われる. これらの物質に共通した形態変化

は， glycogen野での SERの増殖， glycogen l顧粒の減

少， RERの層状配列の乱れおよび末端部での SERへの

移行像，糸粒体の異型化などであった SERの増殖は

glycogen頼粒の減少， RER末端での SERへの移行像

から考えて， 主に glycogenがエネルギー供給源とな

り，糸粒体での ATP合成に利用され，その結果 RER

末端での膜新生が起こると考えられる.またこのことは

RERの層状配列が不規則となり， 糸約:体への接近ある

いはとりまく形態変化からも SERの増殖時の)j真新生に

密接に関与していると推察される RER 末端部の IJb'~化

により SERの移行型を呈する像は phenobarbila1投与

の際でも散見されることからへあるいは BHTで有吉

らが薬物代謝酵素活性の上昇を報告日〉していることと合

わせて考えると，これらの SERの増殖は合 EJi'内的な形

態変化であり，肝機能の反映を意味する像と思われる

SERの形態は増殖初期では vesicJe状を果して， 神i次

連接して l¥1ble状に移行するが，その形態変化の意義は

明らかでない.糸粒体のJJ重大，長形化，くびれ像は SER

の増殖部で多くみられ， RERの接近を伴っていること

から薬物代謝を円滑に行わしめるための機能的異型と

思われる. しかし一部の細胞でみられた cristaeの崩

壊，糸粒体基質のriJ~明化は糸粒体の機能の低下を意味す

ると思われる.また secondarylysosomeの増加は細胞

内産物の排tlltvこ関与し，細胞内での活発な代謝活動が示

唆される Microboclyは尿酸酸化酵素を結晶構造に持

ち，脂質代謝に関与することから，これらの酸化防止剤

と何んらかの関係が考えられる.また糸粒体の呼吸活性

低下によって microbodyの数が増加することからへ

糸粒体の機能低下が示唆される. Ethoxyquinと BHT

の形態変化は良く類似して SERの増殖， RERの消失，

糸粒体の異型，核，核小体の肥大傾向などみられるが，

これらの変化は ethoxyquinが薬物代謝酵素を誘導させ

肝肥大を起こすという Cawthorneら10)の報告から機能

的にも BHTの作用と類似していると考えられる.

一方 BHTと異なる変化を呈する Ionox330は orgeい

nellesの変化が少なく，細胞質内に脂肪滴の増加を認め

た. BHT， ethoxyquinが脂肪滴を減少させるのに対

し， Ionox 330の脂肪滴の蓄積は肝細胞での代謝過程の

相違が考えられ，また Ionox330は経口投与で生体へ

の吸収が極めて悪い11)ということからも他の酸化防止剤

と異なる生体作用を持っと思われる.

BHA， DPPDは肝細胞の変化がほとんど認められ

ず， DPPDで若干の小空胞がみられたが， その量から

推察すると胞体に与える作用は軽度であると思われる.

BHAは SERの増殖がみられず glycogen頼粒も存在

することから， BHTと代謝様式が異なると思われ，代

謝速度，抱合体形成の相違が考えられる山.

次に出血傾向に関して高橋らは死亡数，プロトロンピ

ン指数を測定してこれらの酸化防止剤を比較したとこ

ろ， DBH， BHT， ethoxyquin に出血を認め， 中でも

DBHが強い出 [[[l傾向を持つことをみつけたわ.この群

は上述した如く微細構造変化が類似して，特に SERの

増殖が著明に認められた. この点に関し， ~:I[(J L傾向と形

態変化に密接な関係が考えられ，適応代謝を行う増殖し

た SER像は出血発現に何んらかの関与が示唆される.

今後，出血発現の機作が解明されるにつれ，形態との相

関も明らかにされるであろう.

本実験では主に SERの増殖に注:視し他の organelles

の変化を加味して酸化防止剤の類別を行った SERの

増殖に関して，例えば carbontelrachloricle， thioacet-

amideなど、肝細胞壊死を起こす際の前駆変化とみなされ

ることから13¥BHTなどの適応変化として SER増舶

を惹起する場合と比較すると同一変化を呈しても細胞傷



64 Aml. Reρ To!?yo J¥1etr. Res. Lab. P.H.， 28-2， 1977 

害の程度が大きく異なることは熟考すべき意味を持っと

忠われ，さらに長期での形態観察が必要になろう.

結語

BHTは適応変化として glycogen野で SERの増

殖を惹起せしめ glycogen頼粒を減少させた.また RER

で、は層状配列が乱れ， ribosomeの脱落， SERへの移行

がみられた.特に SERの増殖が顕著な部では核の萎縮

像が散見され，糸粒体の異型を認めた.他の酸化防止剤

との比較では ethoxyquin，DBHが BHTと類似変

化を認め， BHA， DPPDは著変がみられなかった.

Ionox 330は脂肪滴の増加を認めた. このことは BHT

による細胞変化は，他の酸化防止剤と必ずしも共通した

形態変化ではなく，各酸化防止剤で異なる変化様態を呈

したことは吸収あるいは代謝機構の相違が示唆される.

(本研究の概要は日本電子顕微鏡学会第33回学術講演

会 1977年 5月で発表した.)
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Fig. 1. Hepatocyte afte1' 5.45 mmol BHT feeding fo1' 3 weeks. Ma1'ked p1'olife1'ation of smooth 

endoplasmic 1'eticulum (SER) and fo1'mation of the netwo1'ks a1'e seen. 

Fig. 2. Hepatocyte afte1' 5.45 mmol BHT feeding fo1' 3 weeks. Scatter官 1・lamella of 1'ough endo・

p1asmic 1'eticu1um (RER) and anoma10us destruction of mitochond1'ia (M) a1'e obse1'ved. 

Fig. 3. Hepatocyte afte1' 1. 72 mm01 Ionox 330 feeding fo1' 3 weeks. The1'e is g1ycogen dep1etion. 

Inc1'ease of 1ipid d1'op1et (L) a1'e seen in cytop1asm. 

Fig. 4. Hepatocyte afte1' 1. 26 mm01 DBH feeding fo1' 3 weeks. Prolife1'ation of vesicla1' SER， 
slight disappea1'ance of RER a1'e seen. The end of RER is 1inked to SER (arrows). 

Fig. 5.6. Hepatocyte afte1' 5.44 mm01 ethoxyquin feeding fo1' 3 weeks. P1'01ife1'ation of SER， scat-
te1'ed RER， defo1'mation and swelling of mitochond1'ia (M) a1'e seen. 

F!g. 7. Hepatocyte afte1' 5.46 mm01 DPPD feeding fo1' 3 weeks. The changes of o1'ganelles a1'e 

s1ight， but fo1'mation of vacu01e (V) is scatte1'ed. 
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ジブチJ!..-ヒド口キシト J!..-エン (BHT)の出盛致死効果におよ(ます直鎖型アJ!..-キJ!..-ベンゼン

スルホン酸ナトリウム (LAS)，アスピリン，四塩化テJ!..-J!..-および塩化ランタンの影響

高橋 省*， 中尾 )1原子汽 平賀輿吾ヰ

E旺ectsof Linear Alkylbenzene Sulfonate (LAS)， Aspirin， Tellurium 

Tetrachloride or Lanthanum Chloride on Hemorrhagic Death 

by Butylated Hydroxytoluene (BHT) in Male Rats 

OSAMU TAKAHASHI*， TOSHIKO NAKAOキ andKOGO HIRAGA* 

ジブチノレヒドロキシトルエン(BHT)は， ラットにお

いて， 用量反応関係を持って出血致死効果を持つらわ.

この効果は， BHTの主要な代謝中間体である 2，6-di-

tert-bll ty 1-4-hydroxymethy lphenol (BHT-alcohol)， 

3，5-di-tert-butyl-4-hydroxybenzaldehyde (BHT-al-

dehyde)， 3，5-di-tert-butyl-4-hydroxybenzaldehyde 

(BHT-acid)については， BHTと比較してはるカかミに弱

く， BHT 命一ぺ

者がプロトロンピンi時時間延長効果を持持.つにすぎなし、，3一哨6ω)

また，遊離基連鎖停止剤としての，化学的性質と生物学

的効果との関連において，他のフェノール系およびアミ

ン系の酸化防止剤については 1，2-dihyclro-6-ethoxy-

2，2，4-trimethylquinoline (ethoxyquin) が， BHT-

alcoholなみの出血効果を持つほか， 2，5-cli-tert-butyl-

hydroquinoneが症状のかなり異なる強い出血致死効果

を持つこと N，N'-diphenyl-ρ-phenylene diamine 

(DPPD)が出血効果を持たす、にプロトロンビン時間延

長効果を持つことを除き，ブチノレヒドロキシプニソール

(BHA)， 1，3， 5-trimethyl-2， 4， 6-tris (3，5-di-tert-bu・

tylhydroxy1:】enzyl)benzeneには，出血効果， プロトロ

ンピン時間延長効果がなく， したがって，かならずしも

一般の酸化防止剤に共通の性質ではなく， BHTに特異

的な効果であることが分ってきた7，8)

そして， この出血致死効果は， BHTと化学構造の類

似している 2，6-di-tert-butylphenolおよび 2，4，6-tri-

tert-bll tylphenolについても質的に同様なものであり，

したがって，出血致死効果について， BHTを含む一群

の新らしい物質群が存在するであろうことが推測され

るの. さらに， BHT， トリブチルフェノールについて

は，ラット，マウス，ゴールデンハムスター，イヌにつ

いて，種差の検討も行った10，11)

ところで， BHTの毒性は，短期。長期毒性，遺伝毒

性などを通じて，許容基準の範間内では安全であると考

えられているが12-14)，この出血現象に関しでも，出血を

泣き起こす用量がきわめて高いこと (LD50(40日)=760

mgjkg戸，あるいは，基本飼料の組成2)や，動物種10)に

より，その効果が変動することから，現実的な情況で，

この毒性が問題となる可能性は少ないと考えられるが，

もし，問題があるとすれば 1つは，相乗的に出血効果

が起こり，したがって，作用する BHTの用量が低下し

た場合か，もう 1つは，主体側に特殊な潜在的遺伝形質

があるか，あるいは，病的素因がある場合に限るであろ

うと思われる. ここでは，前者の問題に関連して， BHT 

の出血致死効果に対する 2， 3の化合物の影響を見た.

このことは，実際面のみならず，基礎的な意味において

も， BHTの出血致死効果の機構解明の一助ともなると

jEわれる

すでに， BHTと LASの相互作用については報

告15-18) があるが，今回は， 精製飼料を基本食として，

再び LASあるいはアスピリン，四塩化テルル，塩化ラ

ンタンの， BHTの出血致死効果に対する影響を見た.

結論としては，塩化ランタン，四塩化テルルが， BHT 

の出血致死効果に対-して阻害的と思える影響を与えたの

みで，相乗的な効果は認められなかったが，記録に残す

必要があると思われるので記載する.

実験方法

動物は ]CL-SD系雄ラット(日本クレア〉を 4適齢

で購入し， 2週間予備飼育後 3週間投与を行った.ラッ

トは個別ケ{ジに入れ，水および飼料を自由摂取させ

た.

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人IHJ3-24-1 
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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100 基本飼料の組成は，すでに報告した 24%カゼイン食2)

であるが，大豆油は日本薬局方品を用いた.

BHTは東京化成製， LASはライオン油脂製，アス

ピリン (ASA)は日本薬局方1171，四塩化テノレルおよび塩

化ランタンは和光純薬製を用いた.

それぞれの群と用いた動物数を以下に示す.

動物数

対照

0.83% BHT 

0.20% LAS 

4

n

U

A
せ

守
E
ム

0.50% ASA 4 

5 ppm TeC14 10 

LaCL3( 3日目に腹腔内へ 10mg/kgを注射) 8 

0.20-0.83% LAS-BHT 10 

0.50-0.83% ASA-BHT 10 

5 ppm-O. 83% TeClcBHT 10 

10 mg/kg-O. 83% LaC13-BHT 10 

飼育期間中は，出血を中心に一般症状を観察し，体

重，飼料摂取量，死亡数，死亡および生存動物の出血を

記録した.また，実験終了時に，生存動物の肝臓重量も

測定した.

L T50 (50%致死時間〉の計算および平行性の検定は，

Litchfield法19)に従った.

結 果

1. 死亡率各投与群の生存曲線を図 1に示す.BHT

群および LAS-BHT群， ASA-BHT群の LT50，勾

配，有意差および並行性の検定結果を表 1に示す. BHT 

群の LT50 と LAS-BHT群， ASA-BHT群の LT50

の間に有意差はなく，テルノレ， ランタンは，BHTの致

死効果に阻止的に働いた.

2. 死体解剖 投与期間中に死亡した個体は，全例に

出血が認められた.部位は，外部出血のほか，鼻腔，頭

蓋腔，胸腔， Jl友!控，消化管内への出血， 皮下， 筋肉，

限，脊髄，胸ij泉，肺，肝臓， }，芹臓，勝脱，精巣，精巣上

体出血などで群間に差異はなかった.

3. 生存動物の出血 BHT群，精巣および精巣上体

への出血 2/2，LAS-BHT群，精巣出血 1/2，ASA-

BHT群，精巣出血 1/1，テノレノレ-BHT群，精巣およ

び精巣上体出血 5/6(精巣の萎縮が 2例見られる)，ラン

タン-BHT群， 7/8 (精巣萎縮が 5例).

4. 症状 出血以外の症状としては， BHTの入った

飼料で飼育した全群に軽度の下痢が見られ，また，塩化

ランタンの腹腔注射後，全例に，数秒間の昏|既が見られ

た.
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図1. BHT， LAS，テルルおよびランタンを

投与したラットの生存曲線

表1. BHT， LAS+BHTおよび ASA+BHT投与

ラットの LT50および勾配

BHT LAS十BHT ASA十BHT

L T50 11.5(9.1-14.5) 13.0(10.3-16.4) 10.0(7.7-13.0) 
有意差なし 有意差なし

勾配 1.4(1.2-1.7) 1.5(1.2-1.7) 1.5(1.3-1.9) 
平行性 有意差なし 有意差なし

カッコ内は95%信頼限界を示す。

5. 体重飼料摂取量，薬物摂取量，体重などのデ{

タを表2に示す.

6. 肝臓重量相対重量は BHT，LAS，テルル群で

有意な上昇が認められる.併用投与群の肝臓相対重量

は， BHT単独投与群と有意差はない.

考察

精製飼料を基本飼料として用いた場合の BHTの用量

と出血致死率との関係はすでに報告したわが，その時，

0.8%のBHTは LD50(40日〉の約70%に相当していた.

今回の実験では，用量反応関係が，すでに報告した直線

と比べ，並行的に低用量側に移動していると考えられ



京 }j( WI M 年半li 28-2， 1977 71 

表 2. 1日あたりの平均飼料摂取量および薬物摂取量ならびに生存動物の体重および肝臓重量

王飼子均料隈取量
平均薬物摂取量 mg/kg

体 重
肝臓重量 g 

生存動物数
g BHT その他 g 絶対 相対

対 照 19.3 4 328.3土15.8 12.8土O.7 3.89土O.18 

BHT 12. 7 511 2 228.5土4.5牢 14.6土0.2 6.41土0.20キ*

LAS 16.5 131 4 319.5こと10.5 15. 7土1.0 4.90土O.19** 

ASA 14.3 326 2 239.5土10.5キ 10.3こと0.8 4.31土0.16

Te 21. 2 0.414 10 308.4土6.3 15.0土0.8 4.84土0.18キ*

La 16.5 10(single) 8 317.1土1.8 13.2土0.5 4.16土0.17

LAS+BHT 10.6 434 105 2 192.0土31.0 12. 7土0.8 6. 71土0.65

ASA+BHT 7. 7 364 219 1 207.0 12.8 6. 18 

Te+BHT 12.4 512 0.309 6 196.8土8.9 13. 1土0.4 6.67土0.20

La十BHT 13.3 568 10(single) 8 206.7土11.5 11. 1土1.1 5.32土0.33

値は平均土標準誤差で示した *pく0.05， ヰキp<O.01. (ただし，単独投与群は対照と併用群はB日T単独投

与群と比較した.)

る.これに関与する因子はラットの性状，基本飼料の影 し，出血現象と関連して，ビタミンKの要求量も上って

響が大きい.しかし，いず、れにしても，相乗効果を見る くる時，ビタミンEの要求量が上ってくる可能性もなく

場合には，本来，単独投与群で，着目している反応が低 なはい.本実験は，直接それを検討したものではない

頻度で生じる用量を使用するべきであり，従って，本実 が，セレンのj'l1;抗剤であるテルル28)を投与して，ビタミ

験の BHTの用量は高過ぎ、たきらいがある. ンE作用を持つ27，29，30)，セレンにお抗させたつもりで，

LASと BHTの出血現象における相互作用について その出血現象への関与を検討した. 5ppmのテルノレは，

は，前報18)で議論しておいたが，今回の実験でも相乗的 わず、かに，肝臓肥大を惹起したのみで， 3週間ではなん

な結果は得られていない.飼料摂取量のばらつきに基づ ら明瞭な毒性を示してはいないが， BHTと併用したfI寺

くBHT摂取量のばらつき，および LD値の信頼限界の にも，出血現象に関し，相乗的な方向を示すことはなか

11屈を考慮すれば，少くとも LASとの併用群で， BHT った.

の摂取量の出血致死率を変化させるに有意な低下は起つ ランタンも BHTの効果に阻害的であった.ランタン

ていないと考えられる. はカルシウムのお抗剤31-3わであり，カルシウムは凝悶

ASAとの併用群では， BHTのJ畏取レベルは，かな 系で第Ns:l子として働いており，もっとも単純に過ぎる

り低くなっているが，生存曲線を見ると，有志;差はない 考え方として，そのカルシウムと担J/cして相乗的な結果

が， BHT単独投与群より強い効果が出ている傾向にあ が現われることを期待したが，そういうことは全然なか

る ASAは，肝臓でのプロトロンピン合成の阻害作 った.

用20，21)，血小板機能への阻害的作用23-26)が分っており， テノレノレ，ランタンともに， BHTと併用した場合，皐

本実験でも， ASA単独群で出血致死が認められること 丸萎縮が認められる.宰丸萎縮の現象は，別の実験で，

から， ASAと BHTはむしろ相加的な方向で働いてい BHT単独投与の場合にも観察しているが，皐丸萎縮が

ることが予想される. 起こる時には，死亡率は低下する傾向がある.この萎縮

テルルは， BHTの効果に阻害的である.様々な薬物 は，初期における精巣間質への出血の結果生じたものと

を動物に与えた場合，脂溶性ピタミンやビタミン Cのよ 考えられ，寅褐色を呈し線維化が認められる.

うな補酵素作用の不明瞭なビタミン類の要求量が増加す 宰丸摘除ラットに，一方はテストステロンを，他方は

ることが報告されつつある27) ピタミンEについて同様 ェストロジェンを注射しつづけながら，ピタミンKフり

な実験を行った例は知らないが，少くとも過酸化脂質な {の飼料を与えた場合，プロトロンピン濃度の低下はテ

どを投与した場合には，ビタミンE要求量は増している ストステロン群に強く見られることが報告されてい

と考えても良い BHTを大量に投与した場合にピタミ る34) BHTの出血現象についても性差が認められるこ

γE要求量が増すかどうかは検討していないが，薬物代 とから10)，精巣萎縮とホノレモンとの関連，さらには出血

謝酵素の上昇に伴ってビタミン C要求量は増すだろう 致死率の低下には，金属と BHTの相互作用のーっとし
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て興味深い問題を含んでいるかも知れない.

BHT， LAS，テノレノLの単独投与群で，肝臓相対重量

の有意な増加が認められる.また，併用wれま BHT単独

群と差がない.

要約

SD系雄ラットに， 24%カゼイン食を基本館料とし，

0.20% LAS， 0.50% ASA， 5 ppm TeCI4 をそれぞれ

0.83% BHTと併用添加して与え， あるいは 10mg/

kgの L日CI3 を 1回腹腔内に注射して，BHTの出車致

死効果への影響を見た LASはなんらの効果も与えず，

ASAは相加的傾向を示し， テノレノレおよびランタ γは阻

害的であった.
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直鎖型アJ[.，キJ[.，ベンゼンスJ[.，ホン目安ナトリウム (LAS)添加飼料によるう・yト終生飼育実験

米山允子中， 益淵 IE :!)1~*， 大石真之汽 高橋 省* 伊川三枝子*

吉田誠二ぺ 大石向江ぺ 三三栗谷久敏ペ 湯 j皐勝康ぺ 平賀輿

Toxicity of Linear Alkylbenzene Sulfonate by Dietary 

Administration for Life-Span to Rats 

MASAKO YONEYAMA*， MASANORI MASUBUCHI*， SHINSHI OISHIヘ
OSAM江U TAKAH王ASHP司ヘiド" MIEKO IKA 羽WA司申ヘtコ， SEIJI YOSH王IDA ヘ HISAE OISHI*井*ドミ

HISATOSHI MIKURIYA'司半ヘjド~ミ" KATSU 宜IRO YUZAWA 宇 and Kζ OGO HIRAGA* 

直鎖型アルキノレベンゼンスルホン酸ナトリウム (LA-

S)は合成洗剤の主成分として現在最も広く用いられて

いる界面活性剤で，日常生活と深いかかわりをもってお

り，その人体への影響について多くの関心がもたれてい

る.

LASの急性，亜急性あるいは慢性毒性について，こ

れまでいくつかの報告がある kayらりは LAS0.02， 

0.1および 0.5%添加飼料による雌雄ラット90日間の飼

育実験で LAS摂取量と関連した影響を認めなかったと

し， Oserらわは LASの経口急性 (LD50)はラット雌

雄で0.65gjkgであり， LASO. 05および 0.25gjl.王gjday，

12週間の雌雄ラットの飼育実験で0.25gjl王gjday摂取雌

ラットにおいてわずかに肝臓重量の増大を認めたが，組

織学的変化はなかったとしている Buehlerらのは LAS

0.02， 0.1および 0.5%添加飼料による 2年間の雌雄ラ

ットの飼育実験と 3世代にわたる繁殖性試験を行い，い

ずれも LASに起因すると考えられる悪、影響はみられ

ず，腫療の発生についても対照との聞に差はなかったと

述べている.千葉4)は LASの雄マウスにおける経口

LD50は 2.30gjkgであり，また， LAS 0.01， 0.05お

よび 0.1%添加飲料水を雄ラットに 2年間飲ませた結

果，腫療の発生についてはふれていないが， LASによ

ると考えられる中毒所見はなかったとしている.なお，

Michaelめは，ラットにおいて経口投与した LA35Sは

消化管より容易に吸収され，その代謝物および未変化体

は主として尿に排世， 72時間後にはすべての器官@組織

から 35Sを検出しなかったことを報告している.

以上は， LASの吸収，代謝，排i世は比較的早く， 250 

mgjkgjdayの摂取はラットに特に害的影響を与えない

ことを示唆している.当部でも LASの安全性研究のー

環として急性および亜急性毒性試験を行い， LD50はラ

ット l唯雄で、 0.40-1.82gjl培， Wistar系ラット雌雄によ

る26週間の飼育実験では1.8%添加飼料摂取群(1.8%

群〉において体重増加の顕著な抑制，肝臓重量の増加，

腎臓の中等度組織障害，貧血等を， 0.6%群で体重増加

のわずかな抑制，胃腸重量の増加，血清アルカリフォス

ファターゼ活性の上昇，腎臓の軽度な組織変化を， 0.2 

%群で盲腸重量の増加と腎臓の軽徴な組織変化を認め，

0.07%群ではほとんど変化を認めない結果を得てい

る6，7)

本報告では， LAS O. 04， O. 16および 0.6%添加飼料

による Slc幽¥Vistarラットの 1，3， 6， 12， 24ヵ月お

よび終生飼育試験を行い， LAS長期摂取の生体影響を

ラットの発育，死亡率および寿命の観点から考察した.

なお，本試験における病理組織学的検索結果および顕

揚発生情況については別に藤井ら8)が報告する.

試験材料および試験方法

試料 直鎖型アノレキルベンゼンスルホン酸ナトリウム

(LAS)は花王アトラス株式会社製ネオベレッグス F-

60， Lot No.141 (CJQ 10.6%， Cl1 34.1%， C12 27.7 

%， C13 19.0%， C14 8.7%，有効成分 60土 2%，未反

応油分 15%以下，無機塩類4.0%以下，水分 38%，pH 

(1 %) 7.1，平均分子量 345.8)を用いた.使用に当っ

ては有効成分 (LAS)濃度を 60%として，その濃度が

0.04， 0.16および 0.60%になるよう飼料に添加した.

飼料は日本クレア株式会社製 CE-2(水分 8.0，粗蛋

由貿 24.5，粗脂肪 4.5，粗線維 4.0，粗灰分6.6，可溶

性無窒素物 52.4%，348.1 Calj100g) を用い， この粉

末に LASを混合後回型化した.

実験動物静岡県実験動物農業協同組合において

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
キ TokyoMetropolitan Resear・chLaboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku同1m，Tokyo， 160 Japan 
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barrier system下に生育された¥'Vistar SIcラット雌雄

で，生後4週のものを購入した.

動物は室温 25土 l O C，湿度 50~60%，照明を午前 6

時より午後 5時までに制御した barrier system飼育室

において，前回および床が網のステンレス製個別飼いケ

{ジに入れ，自動給水(細菌、F過器経由〉装置付ベルト

式飼育架台にて飼育した.

観察法 各試験飼料ごとにラット雌雄をそれぞれ50)&

用い， 1， 3， 6および12カ月飼育に各 5匹， 24ヵ月お

よび終生飼育に各15rlliをランダムに割りつけ，更に飼育

期間別に各試験飼料群を通してランダムに飼育架台に配

置した. 1週間予備飼育後 (5週令より〉試験飼料を与

え，水道水とともに自由に摂取させた，

動物の一般状態は毎日観察し，体重および餌料摂取量

は24ヵ月飼育群について15週まで毎週， 25週まで隔週，

以降4週毎に測定した.

1， 3， 6および12カ月飼育群では銅育終了時剖検後

肝臓，腎臓，副腎，心臓および胃腸の重量測定，血清生

400 

300 

体

主 200tI 

100 

化学的検査，血液学的検査を行った.

24ヵ月飼育群では飼育終了時剖検後脳，心臓，肝臓，

腎臓，牌臓，下垂体，副li守，精巣，前立腺，子宮，卵巣

および盲腸の重量測定，血清生化学的検査，血液学的検

査を行った 24ヵ月および終生飼育群ラットにおいて瀕

死とみられるものは居段し，諸検査を行うよう努めた.

検査 体重測定は午前日時より，ラットの配列順に行

った.飼料摂取量は，飼料投与量と 2日間摂餌後の残余

量およびケージ受皿への飼料コボシ量を測定し{投与量

一(残余量十コボシ量)}/2により求めた.解剖は無麻酔

下断頭放血屠殺により行い，この際放出する血液を採取

し血液学的およひ、血清生化学的検査に用いた.

血液学的検査:断頭時放出する血液の 1滴で塗抹標本

を作製，また， 5-6滴を予めヘパリンナトリウムを塗

布乾燥したガラス試験管に採取，次いで自動希釈器

(York社製〉にて 44.7u!をとり CoulterCounter用

血液希釈液(Isoton)を加えて全量:を 10m!とし， Coul-

ter Counter Model S (Coulter ElectrÎc 社製〉にて I~

対 照

L A S 0.04% 

0.16% 

0.60% 

o 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 週

図 1-1.体重(雄〉
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血球数 (WBC)，赤血球数 (RBC)，ヘモグロビン量

(HGB)，ヘマトクリット (HCT)，平均赤血球ヘモグ

ロビン量 (MCH)，平均赤血球容積 (MCV)，平均赤血

球ヘモグロビン濃度 (MCHC)を測定，血液塗抹標本は

メイ@グリユンワルド氏液にて染色，鏡検した.

血清生化学的検査:断顕時放出する血液をガラス製遠

心管にとり，室温30分間放置，次いで氷中に60分間置き

血液上面のフィプリン!院を除去後冷却遠心機 (OOC，

3，000 rpm， 10分〉で遠心分離を行い， 上清を血清とし

て日立自動分析装置 M-400(日立製作所〉により総蛍

13質量 (TP，Buiret法)，グルコース量(GLU，glucose 

oxidase変法)，尿素窒素量 (BUN，urease indophenol 

法)，総コレステロール量 (CHO，Liberman-Burcherd 

法)，トランスアミナーゼ活性(GOT，GPT， Rieman・Fnト

nkel変法(およびアルカリフォスファターゼ活性(ALP，

Kind-King変法〉を測定した.

測定@検査結果の推計学的検討に当っては危険率を 5

%に置いた.

結果

一般状態 飼育開始後第25週に 4日間自動給水不全が

あり，対照群を含む全群において摂餌不良と体重減少が

みられた.また，終生飼育の対照群雌雄， 0.04%群雄，

0.16%群雌雄の各 1例と 0.6%群雄の 2例は自動給水装

300 

体

重 200 

~句、

、、~

100-+ I 

置が不良であったので実験より除外した.以上のほかは

全飼育期間を通じてラットは良好に維持され，試料摂取

各群とも対照群ラットとの間に外観，行動，その他の差

は認められなかった.

体重表1および図 1-1，2に示すように，試料摂取

全群雌雄とも24カ月の飼育期間を通して対照群にやや勝

る体重増加傾向であった.

飼料および LAS摂取量表 2に示すように，飼料摂

取量は試料摂取各群雌雄ともに対照群と有意差なく，ま

た，成長に伴う飼料摂取最の増加はほとんどみられず，

1日の摂取量は雄で12-15g，雌で7-10gであった.

従ってラット当り 1日試料摂取量は 0.04%群雄 5mg，

雌 3mg， 0.16%群雄20mg，雌12mg，0.6%群雄75mg，

雌 45mgで，雄 250g，雌 150g(生後 12週，試料摂取開

始後7週前後の体重で，発育曲線の勾配がゆるやかにな

る時期〉での体重 kg当り 1日試料摂取量は雌雄ともに

0.04%群 20mg，0.16%群 80mg，0.6%群 300mgと概算

された.

ヲE亡率および生存期間 約1]痩，貧血様，体温下降等の

杭状を示し瀕死と判断したものは屠殺し，死亡として扱

った.

1， 3， 6および12ヵ月飼育各群においては飼育終了

時まで死亡例はなかった.

対 照

LAS 0.04% 

LAS 0.16% 

ALAS 0.60% 

o 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100 週

図 1-2. 体重(雌〉
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重 (24ヵ月飼育群〉

お~里 。 1 3 5 1 1 1 7 2 9 

1 03.5土 6.7 1) 1 3 S.4土12.8 191.6イ-26.9 225.9土3S.2 284.2土42.4 314.2土40.9 333.6土53.9。
( 100.0土 0)中 (130.2土 6.8) (184.3士21.3) (217.2土31.3) ( 274.3土36.9) ( 303.5土3S.3 ) ( 322.0土51.1) 

104.6土 4.5 136.2土 7.1 189.0土17.4 222.4土2S.O 284.8土2S.2 31 6.8-←24.0 34 S.l土40.2
0.04 

(100.0土 0) (129.8士 5.3) (180.1土1S.4) ( 2 12.4土22.9) ( 272.8土23.3) ( 302.7土21.1) ( 329.6土38.5) 
舌

108.8土 4.6 142β土 8.4 203.0土14.8 239.6土16.1 298.5土16.2 324.2十 14.5 342.4土48.5
0.1 6 

( 1 00.0土 0) ( 13 0.4土 4.1) ( 186.0土 8.4) (219.6土 9.6) ( 274.4土 9.9) ( 298.3土10.5) ( 3 14.3土43.8) 

107.0土 6.8 140.6土11.6 197.8土22.4 234.9土24.8 29S.7土23.9 322.0+22.5 334.8土63.0
O. 6 0 

( 100.0土 0) (131.0土日) ( 184.1土14.1) (218.7土14.6) (276.1土10.9) ( 300.8士 8.4) ( 3 12.1土54.5) 

88.9土 3.8 106.8土 4.3 129.4土 6.8 140.7土 8.3 160.2土11.1 174.7土11.1 198.8土10.3。
( 1 00.0土 0) ( 1 19.7土 3.6) (144.9土 S.7) (157.7土 6.7) ( 180.3土11.9) ( 196.6土12.7) ( 2 23.5土1S.3) 

89.2土 4.0 1 09.1土 S.1 132.7土 S.6 145.4+ 7.1 166.7土11.0 179.1土 9.9 196.9土12.1
0.04 

( 1 00.0土 0) (121.9土 2.5) ( 148.5土 4.8) ( 1 62.7土 8.3) ( 187.0土12.4) ( 201.4土14.0) ( 220.2土1S.8) 
♀ 

88.4土 4.1 108.8士 4.6 133.7土 S.6 146.9土 6.5 16.9.2土10.1 183.0十 1S.4 199.3+13.7 
o. 1 6 

( 1 00.0土 0) (122.5土 2.7) (150.7土 S.4) ( 165.8土 7.8) ( 191.6土12.5) (207.1土1S.3 ) (22 S.2土19.0) 

91.1土 3.7 110.5土:1.9 133.3土10.0 147.1土12.3 170.6土18.8 184.0土16.9 201.5土 9.9
o. 6 0 

(1 00.0十 0) (120.8土 3.5) ( 14 S.6土 6.2) (160.7十 8.7) ( 1 87.0土 16~ ) (20 L6=l:::13.3) (221.1十16.3) 

おヶi里 4 1 5 3 6 5 7 7 8 8 9 2 104 

368.0土42.7 39 :1.1=l:::4 2.0 411.3士39.5 424.4土43.2 419.8土42.4 415.3土42.6 389.2土50・8紛。
(355.2土37.9) ( 381.2土34.8) (397.2土34.6) (409.8土37.4) ( 406.6土36.9)ω ( 388.0士59.S )(14) ( 3 81.4土44.5) 

378.0土2S.3 407.4土22.3 416.5土22.3 425.4土24.7 426.0土27.4 423.8土27.3 410.5土28.4
0.0 4 

(360.8土19.7) (388.7土1S.8) 
(397.7土178))3U) 4 (406.1土19.5) ( 406.6土19.9) ( 396.0土34.3) (394.8土2s.8)M 

古
376.7土20.8 406.8土19.8 421.9士21.7 429.9土18.7 431.2土1S.9 429.7士16.0 412.0土20.9

o. 1 6 
(345.9土17.7) ( 373.7土19.5) (389.3土22.0 (3 9 6.7土;~:; )(14) (398.1土22.;)(14) (383.5土33.6)ω ( 380.4土27.6)同
378.8土2s.3 410.1土27.5 425.1土26.6 437.7土36.8 445.0土40.0 439.0土37‘O 420.4土32.8

0.60 
( 3 5 3.5=l:::1 !'i.7 ) ( 3 8 2.81= 1 4.4 ) ( 396.8十 13.9) ( 408.6十23.8) (415.2十24.9) ( 40 5.2=l:::2 0:8 ) (393.0十30.1)伺
212.7土11.1 242.2土17.4 259.4土23.3 278.6土22.5)44 291.0土2;).2 297.3土24.9 296.5土23.7。

(239.1土14.5) (272.6土2:1.5) (291.7士29.4) (314.3土30.7 ( 326.6士23.8)紳 ( 336.0土32.6)僻 ( 33 2.5=l:::3 2.9 )ω 
216.7土11.6 242.7土13.1 268.5土16.8 289.0士19.8 304.1土20.3 312.2土日 310.6土28.4車事

o. 0 4 (242.6土12.8) ( 2 71.9土16.8) (32 S.2土~ ~:~ )(14) ( 342.2土26.6同 ( 351.3土37.9)ω 
♀ 

(301.0土21.2) (353.1土36.6) 

220.2土12.5 243.8土19.4 261.1+23.5 84.0土27・6)同 303.5土27.8紳 311.2土 6.1 307.7土29.0紛
o. 1 6 

(248.8土17.0) ( 2 7!'i.4土21.9) ( 295.2土29.7) (322.9土34.5 ( 345.3土3;).1 ) (353.0土35.5)紳 (348.4土38.0) 

223.4土14.6 251.0土23.2 270.2土23.8
: :~.~~:~.~ ，(1事 306.5土31.8 313・7土30.3紛 308.0土33.349 

O. 6 0 
( 244.6土10.4) (274.7土19.3) (296.0士20.7) ( 32 0.7=l:::2 2.4) (334.5士23.9Y幼 (3410土22.3) ( 33 6.0=l:::2 !'i.1 ) 

体表1.

ラット数3) 体重増加率(鵠)平均土SD2) 実重量平均土SD飼育開始時の各群ラット数は 15匹
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飼料および LAS摂取量 (24カ月飼育群〉

LAS% ~理 。 1 3 5 9 1 3 25 8 8 1 0 4 

F 
1 1.4士0.3争9 13.1土1.1 14.6土1.1 13.1土0.6 13.5土1.3 14.3土1.2 14.6+2.9 12.8土0.8 14.9土0.4

( 1 1 1土 3) ( 96土 4) ( 73土 3) ( 55士10) ( 46土 3) ( 44土 2) ( 41士10) ( 30士 2) ( 36土 2)。
S 

F 
11.0土0.9 1 1.6士1.7 1 2.4土2.0 12.5土0.7 14.7土0.5 13.4士0.7 14.4土0.9 12.0土0.3 14.2土0.8

(109土11) ( 86土 7) ( 66士 5) ( 55土 2) ( 461:: 3) ( 44士 2) ( 44主 3) ( 27士1.3) ( 34士 2)1 
0.0 4 4.4土0.8 3) 4.6土1.2 4.9句主1.0 5.0土0.5 5.8土0.5 5.4土0.2 5.8土 O 4.5土 l 5.6土 1

S ( 43土 4)4) ( 34士 3) ( 26土 2) ( 21士 1) ( 18土 3) ( 18士 1) ( 18土 3) ( 1 1士 1) ( 14土 1) 
色 13.1二七0.6 12.5土1.5 13.8土2.3 13.9 ・土3.3 12.9土0.7 13.9土0.1 12.7士1.1 12.3土0.8 15.0土2.0

F 
(118土 2) ( 87土 5) ( 69土7.0) ( 59士11) ( 46土 1) ( 46土 2) ( 39士 2) ( 29土1.8) ( 38士 4) 

O. 1 6 
21土 1 20土 2 22土 3 22土 5 20土 l 22+ 0 20土 l 20土 2 24土 3

S 
( 18 8土 4) (140土 9) (109土11) ( 94士17) ( 74士 2) ( 73土 3) ( 62土 4) ( 47土 3) ( 60土 7) 

F 
11.6土1.4 12.0土0.6 12.9土0.2 11.9土0.5 12.1土0.4 13.7土0.8 1 1.4土2.8 11.7土0.6 1 5.4土0.5

(114土14) ( 90土 5) ( 69土 5) ( 54土3.7) ( 4 6:i:2.1 ) ( 48土 5) ( 36士 9) ( 28土 2) ( 37士 2)
O. 6 0 

69土 7 72+ 3 77土 1 71土 3 72土 2 82土 5 68七16 7 1土 4 92士 3
S 

(682土82) (540土30) (416土31) ( 323土22) (277土12 ) (285土28) (213士53) (171土14) (220土11) 

F 
86土0.4 8.9士1.3 9.2土0.8 8.0土1.2 7.7土1.3 8.7土1.6 7.9:i:0.1 10.0土0.5 11.2士0.8

(100土 4) ( 87土 1) ( 74土 2) ( 58土 7) ( 51土3.4) ( 52土 5) ( 44土 5) ( 35土 4) ( 36土 5) 。
S 

F 
11.9土0.9 8.2十2.6 9.5土0.5 7.5+1.1 "i.9土1.9 7.8+0.9 8.1士0.6 9.3土0.8 1 3.5+3.1 

(137土19) ( 78土27) ( 73土 6) ( 52土 9) ( 51土 7) ( 47土 2) ( 46士 1) ( 34士 4) ( 46土15) 
0.0 4 4.7土0.5 3.2土1.0 3.8土1.0 2.5士1.0 3.1 +1.0 3.1土 0 3.2土 o 3.7士1.0 5.4土1.0

S 
( 55土 8) ( 31土21) ( 29土 5) ( 20土 2) ( 20土 3) ( 19士 1) ( 18土 1) ( 14土 2) ( 18士 6)

♀ 
10.2土0.6 9.8土0.4 9.6土0.6 7.9士0.6 7.6土1.'1 8.8土1.8 9.1士0.5 9.7十1.6 11.6十0.2

F 
(113土 8) ( 90士 3) ( 71土 3) ( 53士4.1) ( 48土 9) ( 52土10) ( 54土 4) ( 34士 4) ( 39土 2)

0.1 6 
16土 1 15士 1 1 5土 1 12土 1 12土 2 14土 3 14土 1 15土 3 18士 0

S 
(181土13) (144土 5) ( 114土 5) ( 86士 6) ( 76土15) ( 82土15) ( 80土 6) ( 55土 8) ( 67土 4) 

F 
10.3土0.1 9.4土1.2 9.8士1.6 8.7土0.4 8.1士0.5 8.1土1.7 8.1まゴ0.6 6.4土0.9 12.4士0.9

(115土6.9) ( 87土 7) ( 75土10) ( 60土4.2) ( ~O土品〉 ( 47土 5) ( 44土 3) ( 23土 4) ( 41土 3)
0.60 

61土 1 56+ 7 58土10 52土 2 48十 3 50土 9 49士 3 39土 8 74土 5
S 

(689士42) (521十39) (446:i:63) (360:i:25) ( 30 2:i:2 2) (282十28) (262:i:16) (139十27) (246十18) 

表 2.

--:] 
h 斗

3)試料摂取量平均土SD (呼)
a) F :飼料摂取量， S:試料(L A S.)摂取量p 各群 3例
1)飼料摂取量平均土 SD(9-) 2)体重均当り飼料摂取量平均土SD (9-/均)
4)体重勾当り飼料摂取量平均土 SD (mg~王子)
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表 3. 24カ月飼育群および終生飼育群ラットの生存期間

飼育開始 (5週令〉後の個別死亡(瀕死一属殺を含む〉週数

27.5 
105，105，106，113，120，123，128，134，136 

…110土21.8 
1 35. 7 1 - 1 (24. 7土5.0)

20.0 
24. 1 

118土18.2

8 
113，116，119，120，124，130，135，138，139，142 (27.2土4.2)

6.6 
24.1 

114土23.2

121，129，133，133，135，135，136，139 I 42.8 (26.3土5.4)

。
7.1中

123土21.3 

105，109，113，124，129，132，133，133，141，150，154 (28.4土4.9)

20.0 
24. 1 

112土26.7 

109，113，114，117，122，131，131，136，143，147 (25.8土6.2)

26.6 123土20.1 

108，122，123，131，133，135，135，136，137，138，139，凶 I20.0 
23.3 

(28.4土4.6)
♀ 

20.0 117土22.2

肌問山 129，135， 135， 138， 138， 138，凶 1 28.5 
24. 1 

(27.0土5.1) 

20.0 
30.0 

114土26.2

311109， 118， 118， 121， 122， 123， 148， 150， 161 I 40. 0 (26. 3土6.0)

11 飼育104週の時点を示す

1) 2 x 4 x 2検定で群間に有意差なし *対照と比較して P<0. 05 (2 x 2 x 2検定〉

24ヵ月および終生飼育群の飼育開始後死亡までの個体

別飼育週数，飼育 104週 (24カ月〉における死亡率およ

び終生飼育群の平均生存期間を表 3に示した.飼育 104

週， 24ヵ月飼育群定時解剖時までの死亡発生時および発

生数は， 0.6%群雄を除く各群間に大差なく， 24ヵ月飼

育群と終生飼育群とを合計し算定した死亡率は25%前後

であった. 0.6 %群雄の24カ月飼育群では死亡例なく，

終生飼育群では13例中 2例の死亡で，合計した死亡率は

7. 1%であり，対照群の 27.5%の死亡率と較べて有意に

小であった (2x2ん2 検定). しかし各群を通した 2x4

f検定では群関の死亡率に有志;差は認められなかった.

終生飼育各群 105週以降の死亡の推移には大差はなか

った.飼育開始後の平均生存期間は LAS摂取各群が対

照群より長かったが推計学的には有意な延長とは認めら

れなかった.

血清生化学的検査所見 1， 3， 6および12ヵ月飼育

群の所見を表 4に示した.対照群と比較して推計学的に

有意な変動を示すものが散見されたが， LAS摂取量と

の関連がみられ，かつ各飼育期間を通して一定の変動傾

向として捉えられるのは 0.6%群雌雄における GP'l、お

よび ALP活性が高いことだけであった.

24カ月飼育群定時解剖例の所見は表 5上段に示す.対

照群を含めて群内変動の大きいものがみられ，対照群と

比較して分散比に有意|生を示す場合が多かった.平均値

で推計学的(t検定〉に有意であったのは 0.04%群雄

のGOT活性と 0.6%群雄の GPT活性とが高いことで

あった.

順位和検定では BUNが 0.6%群雄において有意に低

かった.推計学的に有意、性は認められないが 0.6%群の

ALP活性に上昇傾向がみられ， 1， 3， 6， 12カ月飼

育群の成績と関連して， GPT活性の上昇ともともに意

味ある変動と考えた.

血液学的検査所見表 6に示すように 1，3，6およ

び12ヵ月飼育群においては推計学的に有意な変動を示す

ものが散見されるが， LAS 摂取量との関連が特にみら

れる変化はなかった.

24カ月飼育群定11寺解剖例では，表 5下段に示すように

対照群との分散比に有意性を認めるものが多かったが，

LAS 摂取liEとの関連がみられる変化はなかった.

器官重量 :h 7-1， 2に示すように 1，3， 6および

12ヵ月飼育群において推計学的に有意な変動と認められ

たのは 1カ月飼育 0.6%群雄の肝臓と 0.16%群雄の牌
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1
1ノ

了
引

1， 3， 6および12カ月餌青群血清生化学的検査

飼

育

月

CHO ALP 
King-
Armstrong 

U/cll 

GOT 
Karmen 

U/ml 

GPT 
Karmen 

U/ml 

BUN GLU 

表 4.

TP ラ
ッ
ト
数

LAS 

mg/cll mg/cll mg/dl g/dl % 

64.8土6.753.8土3.5122土1959.6土10.320.4土O.7 131土66.3土0.2:15 。
61. 0土5.356.8土3.8116土758.0土4.020.0土1.3133土56.2土0.25 0.04 

1 
66.0土6.450.0土2.6126土1559.8土9.420.2土1.6131土56.3土0.25 O. 16 

56.0こと1.5ヰ70.4土7.8*137土1086.4土4.2キ21. 4土0.9130土46.3土0.25 0.60 

58.4土5.841. 2土5.3135土1274.6土15.621. 6土1.1137土127.4土0.45 。
57.8土8.543.6土3.8126土1475.8土11.122.6土1.1140土97.4士0.45 0.04 

3 
57.8土5.1 68.6土59.0139土2089.8土11.821. 0土0.7126土77. 3土0.45 O. 16 

57.6土2.045.0土4.2124土1694.4土15.820.8土1.5127土107. 0土0.45 nu 
po 

nu 

85.8土5.646.8土5.3143土11120.8土20.323.8土2.2137土48.3土O.7 5 。8 

76.0土8.245.0土9.4139土8113.2土17.621. 6土2.2126土177.6土O.9 5 0.04 
6 

73.4土8.9*41. 4土6.2130土17104.6土31.5 20.0土2.7121土9キ7. 1土0.4*5 O. 16 

86.2土9.453.2土12.7 139土10138.4土17.623.4土2.2150土10中8. 7土O.7 5 0.60 

98.2土11.836.2土5.1 135土1999.6土35.118.2土1.1125土87. 1土0.25 。
96.4土15.839.6土4.2143土18100.8土37.919.2土0.4126土87. 2土0.25 0.04 

12 
88.2土6.438.4土6.7 119土981. 0土13.1 19.4土0.7125土47.0土0.25 O. 16 

85.0土11.6 46.4土12.0124土14103.2土10.020.0土1.6132土107. 2土0.45 0.60 

76.4土12.536.8土7.8115土1145.6土5.1 18.8土2.0128土36. 1土0.25 。
75.8土10.039.0土6.7 112土1744.2土8.417.0土1.3133土45.9土0.25 0.04 

76.6土10.939.6土4.0117土1547.2土6.417.2土2.0128土35.9土0.25 O. 16 

75.2土4.943.0土8.2116土717.2土0.4 65.4土11.4*

53.2土16.5

133土55.8土0.2戸
d 0.60 

0 72.6土6.435.6土6.4107土417.2土1.3122土146.9土0.95 

66.0土10.934.0土3.5107土1252.0土24.215.8土1.6126土116.9土0.45 0.04 
3 

56.0土15.71)37. 7土8.088土7*55.5土23.717.5土2.0124土186.7土O.7 5 O. 16 

2) 69.0土一42.7土2.994土8本60. 7土24.816. 7土1.1119:l:8 6.5土0.45 0.60 

102.5土7.837.6土4.0101土959.2土4.920.0土1.3132土107.8土O.7 5 。♀ 

103.4土10.7 45.4土2.4*107土659.4土9.1 20.0土1.6133土238.2土1.35 0.04 

100.6土2.6

92.6土10.0

47.4土8.2ヰ

47.4土4.9*

97土7

93土3

50.6土6.7* 

73.8土6.4*

19.8土2.9

20.0土1.3

135土3

0.60 5 7.7土0.4 132土9

o 5 7.3土0.2 123土5

8. 1土0.25 O. 16 
6 

132.0土20.527.0土3.590土1860.0土20.516.0土0.7

121. 6土16.7 29.8土5.1 96土1756.8土12.716.8土2.0123土57.3土0.25 0.04 
12 

121. 2土26.632.4土1.5102土1366.4土24.317. 0:l:1. 3 124土37.4土0.45 O. 16 

125土5 17.4土1.3 68.0土11.6 93土17 36.4土7.8 103.2土6.2

2) 1匹ヰ pく0.05

7.2土0.2

1) 3匹日〉平均土 SD

5 0.60 
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表 5. 2年群 (24カ月飼育群定時解剖例〉血清生化学的検査および血液学的検査

TP 

g/dl 

GLU 

mg/dl 

BUN 

mg/dl 

GPT 
Karmen 
U/ml 

GOT 
Karmen 
U/ml 

ALP 
K-A 
U/dl 

CHO 

mg/dl 

o 12 6.8土0.4l) 107土25 24.5土12.9 51. 5土11.8 111土10 22.0土5.9 180土80

0.04 12 6.9土0.8 116土24 19.0土4.81) 52.2土15.1 126土191)，2) 26.0土8.3 181土391)

0.16 14 6.7土0.5 118土121) 20.7土9.3 52.5土14.0 117土16 26.0土9.0 168土55

0.60 15 6.7土0.5 104土22 15.7土3.71)，3) 66.8土15.42
) 114土15 27.4土9.1 161土81

o 12 7.4土0.4 121土13 15.5土3.9 66.7士32.4 181土242 25.8土7.4 158土46

0.04 11 7.7土O.7 121土18 16.5土3.9 47.5土9.01) 100土l31) 25.7土7.5 178土41

0.16 12 7.2土1.61) 116土16 15‘8土2.21) 64.2土59.41) 195土278 29. 1土12.0 192土801)

0.60 12 7.5土0.81) 125土18 16.5土3.7 59.6土12.31) 103土141) 30.5土8.6 160土33

LA S -:: WB C RB C 

M よ X103/mm3 x 106/mm3 

HGB 

g/dl 

日 CT 

% 

MCV MCH MCHC 

μ3 ドドg % 

o 12 6.9土3.6'l) 6.47土0.74 13.2土1.4 34.2土2.7 53.7土1.9 20.6土1.1 38.4土1.9

0.04 12 6.3土1.51) 6.88土1.23 14.0土2.3 36.3土5.51) 53.6土3.21) 20.6土1.2 38.5土1.2

0.16 14 6.2土1.01) 7. 15土0.682
) 14.2土1.4 37.1土3.72

) 52.2土1.22
) 19.8土0.9 38.2土1.4

0.60 15 7.6土5.8 7.17土0.98 14.3土2.1 37.2土4.4 52.4土1.7 19.9土1.2 38.1土1.6

o 12 7.5土12.8 6.31土1.59 13.1土2.4 34.6土6.1 58.2土12.0 21. 9土4.1 37.6土1.0

0.04 11 3.2土1.01) 6.78土0.561) 13.6こと1.2 35.6土3.01) 53.7土0.51) 20.4土0.3 38.4土0.9

0.16 12 3.4土0.81) 6.71土0.641) 13.5土1.3 34.6土2.81) 53.3主0.81) 20.3土0.6 38.1土1.2

0.60 12 3.4土0.71) 6.79土0.451) 13.4土1.0 35.7土2.61) 53.0士1.01) 19.9土0.4 37.5土O.7 

。平均こと SD 1)分散比Pく0.05 2) t検定Pく0.05 3)順位和検定 P<0.05 

臓の各比重量， 3カ月飼育 0.6%群雌の左腎臓比重量と

0.04%群雌の右腎臓重量とがそれぞれ大きかったことで

ある.

査，器官重量測定において異常値を示すものが多かった

が，試料摂取各群と対照群との聞に特徴的な差を見出す

ことはできなかった.

推計学的には有意性が認められなかったが 0.6%群雌

の肝臓と 0.6%群雌雄の盲腸が全飼育期間を通じて大き

い傾向を示した.

24カ月飼育群定時解剖例においては表 8-1，2に示す

とおりで，対照群を含めて異常値が散在し，群内変動の

大きいものがあり，対照群との分散比に有志;性を示す場

合が多かった.平均値においては対照群との間に大きい

差を示すものもあったが，体重比重量で有意と認められ

たのは 0.16%群雌の盲腸重量が小さかったことだけで

あった.順位和検定では 0.6%群雌の左卵巣比重量が有

意に小さかった.なお， 1， 3， 6， 12カ月飼育 0.6%

群雌にみられた肝臓重量増加傾向付"この群においても

認められるようであった.

瀕死一屠殺例の所見 血清生化学的検査，血液学的検

考察

i直鎖型アルキノレベシゼンスルホン酸ナトリウム (LAS)

0.04， 0.16およびび、0.6芦%添加飼料による Slc

ト雌雄の 1，3， 6， 1~ 24ヵ月飼育を併せた終生飼育

実験を行った.

LAS 段取量との関連で，あるいは飼料 24ヵ月までの

各時期を通して一定の傾向として認められた変化は:肝

臓重量が 1カ月調育 0.6%群雄で有意に重く，雌では全

期聞を通して重い傾向，盲腸重量が 0.6%群雌雄で 12カ

月まで重い傾向，血清トランスアミナーゼ GPT活性お

よびアルカノレブォスブァターゼ活性が 0.6%群雌雄の全

期間にわたる上昇あるいはと昇傾向であった.

飼育24カ月の死亡率は， 0.6%群雄が 7.1%で，対照

若手の 27.5%と比較して有意に低かったほかは各群 25%
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表 6. 1， 3， 6および12カ月飼育群血液学的検査

宮司 LAS 二 羽TBC RBC HGB HCT MCV MCH MCHC 
育了
月先 ふ x103/mm3 x 10日/l11m3 g/cll % μ3 flflg % 

3 

6 

12 

3 

6 

12 

o 5 5.6土0.9白。 7.31土0.24 16.7土0.7 38.0土1.6 52.8.::1::0.4 22.7土0.4 43.6土1.1

0.04 5 5.2土0.9 7.51土0.26 16.4土1.1 38.9土1.6 52.6土0.7 21. 7土0.4'ド 41.9土0.9*

0.16 5 4.8.::1::1.1 7.49土0.62 17.0土1.1 38.9土3.4 52.4土0.7 22.6土1.1 43.6土2.5

0.60 5 5.2土1.3 7.82土0.44 16.8土0.2 40.4土1.6ヰ 52.8土0.9 21. 4土1.3 41. 2土2.0 

o 5 5.8土1.1 7.75土0.17 16.0土0.2 40.1土0.2 53.0土0.7 20.7土0.4 39.6土0.9

0.04 5 6.0土0.9 7.95土0.26 16.4土0.9 40.9土1.8 52.8土0.9 20.6土0.4 39.8土0.4

0.16 5 5.9土2.0 8.17土0.20* 16.9土0.4 42.1土1.3* 52.8土0.9 20.7土0.4 40.0土0.9

0.60 5 5.9土1.8 8.15土0.49 16.5土0.9 42.0土2.5 52.6土0.9 20.2土0.4 39.0土0.4

o 5 5.6土1.3 7.48土0.33 16.2土0.4 38.0土1.6 51. 6土0.7 21. 5土0.9 42.5土1.5

0.04 5 4.8土1.1 7.42土0.11 15.4土0.4* 37.4土0.9 51. 4土0.7 20.8土0.4 41. 1土0.9

0.16 5 4.9土1.3 7.58土0.22 16.1ま0.2 38.3土0.9 51. 4土0.7 21. 2土0.9 41. 9土1.8

0.60 5 4.0土0.9 7.56土0.20 15.8土0.4 38.5土1.1 52.0土0.7 20.9土0.7 40.9土1.1

o 5 4.9土2.2 7.97土0.38 16.2土0.7 40.5土1.8 51. 8土0.4 20.3土0.4 39.9土0.9

0.04 5 4.0土1.6 7.97土0.33 16.3土0.4 40.3土1.8 51. 8土0.4 20.5土0.4 40.3土1.1

0.16 5 4.3土1.6 7.73土0.22 15.7土0.4 39.1土1.6 51. 6土0.9 20.4土0.2 40.2土0.9

0.60 5 2.9土0.4 7.78土0.26 15.6土0.7 38.9土1.6 51. 0土0.7 20.1土0.2 40.1土0.4

o 5 4.2土1.6 6.40土0.22 16.6土1.1 33.7土1.1 53.2土0.4 25.6土1.1 48.9土2.2

0.04 5 3.5土0.4 6.50土0.38 16.6土1.1 34.1土1.8 53.0土0.7 25.4土2.0 48.5土3.4

0.16 5 4.5土1.1 6.67土0.26 16.5土0.9 35.1土1.3 53.0土0.7 24.5こと0.9 46.9土1.6

0.60 5 3.8土0.4 6.67土0.47 16.5土1.6 34.8土2.752.6土0.7 24.6土1.347.1土2.2

o 5 4.5土0.7 7.50土0.47 16.7土1.1 42.0土3.1 56.6土0.7 22.2土0.2 39.7土0.9

0.04 5 4.2土0.9 7.16土0.73 15.6土1.1 40.9土3.8 57.2土1.1 21. 9土1.1 38.4土1.6

0.16 5 3.5士0.2* 6.41土1.14 14.2士2.2* 36.3ごと5.8 56.2土0.7 22.2土0.9 39.4土1.3

O. 60 5 3. 4.::1:: O. 4ヰ 7.06土0.49 15.1土1.1 40.0士2.7 56.5こと0.7 21. 5士0.4 38.2土0.9*

o 5 2.6土0.2 7.00土0.29 15.9土1.1 36.8土1.6 53.4士0.7 22.7土1.1 43.2土2.2

0.04 5 3.2土0.7 7.06士0.17 15.7土0.7 37.0士1.1 53.2土0.4 22.1土O.7 42. 1土1.6

0.16 5 3.0土0.4 7.03士0.33 15.6土0.4 36.6土1.6 52.8土0.9 21. 4土0.9 41. 0土1.3

0.60 5 2.9土0.4 6.99土0.42 15.2土1.1 36.6土2.5 53.0土1.1 21.8土1.3 41. 5土2.5 

o 5 2.3土0.4 6.96土0.35 14.5士0.4 37.7土1.6 55.2土0.9 20.8土0.7 38.4土1.3

0.04 5 2.7土0.9 7.38土0.20 15.4土0.4 39.6土1.3 54.6土0.7 20.8土0.4 38.7土0.7

0.16 5 4.8土2.9 7.28土0.29 15.5土0.9 39.6士2.2 55.4土1.6 21. 3土0.9 39.1土1.3

0.60 5 2.8士2.0 7.03士0.40 14. 5士O.7 39. 1こと4.0 53.6士1.6 20.6土0.7 39.1土O.7 

0 平均土 SD * Pく0.05
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1， 3， 6および12カ月飼育群器官重量(雄〉

飼
育
月

盲腸
mg 

(mg/100g 
B.W.) 

心臓
η19 

(mg/100g 
B. ¥̂1.) 

1卑 臓
mg 

(mg/100g 
B. ¥̂1.) 

右副腎
mg 

(mg/100g 
B. VV.) 

右 腎 臓
mg 

(mg/100g 
B. ¥̂1.) 

表 7-1.

左腎臓
mg 

(mg/100g 
B.W.) 

肝臓
g 

(ε/100g 
B. vV.) 

ラ
ッ
ト
数

LAS 

% 

。 1085土119
(472土41)

1065士165
(472土87)

969土61
(452土36)

1205こと221
(519土103)

727土64
(316土25)

720土22
(317土9)

697土19
(324土8)

732土22
(315土17)

492土43
(214土9)

504土31
(222士9)

494土10
(230土8)*

480土25
(206こと10)

16.0士3.8
(6. 9土1.5) 

15. 7土1.4
(6.9士0.5)

13.5土5.2
(6.2土2.3) 

12.4士4.1 
(5.3土1.8) 

844土50
(367土16)

822土40
(362土18)

816土48
(380土18)

848土54
(364土20)

872土42
(379土12)

840土38
(370土13)

828土46
(386土20)

886土35
(381土10)

9.85土0.67) 
(4.28土0.09)

9.80土0.51
(4.32士0.07)

8.87土0.51
(4.13土0.20)

10.65土0.42
(4.58土0.04)*

5 

5 

5 

0.04 

O. 16 

1433土173
(419土47)

1310土233
(421土92)

1522土468
(466土136)

1511土199
(471土52)

913土54
(267土11)

848土51
(270土17)

917土61
(284土10)

897土55
(280土15)

705土62
(206土15)

664土28
(212土13)

633:l::48 
(205土9)

619土58
(193土12)

21. 1土3.7 
(6. 1土1.0) 

21. 5:l::4' 5 
(6. 7土0.9)

18.9=1::6.5 
(5. 7士1.8) 

14.8土3.8
(4.6土1.2) 

5 

3 

1115土86
(326土19)

1018土139
(323土20)

1046土40
(324土6)

1035土96
(323土22)

1143土66
(334土13)

1066土102
(339土19)

1056土61
(327土7)

1050土91
(328土19)

11.94土1.01 
(3.49土O.20) 

11.10土1.14 
(3.52土0.09)

10.86士1.21 
(3.37土O.33) 

11.30士1.07 
(3.52土0.25)

5 

5 

F 
d 

0.60 

。
0.04 

O. 16 

10.80土1.21 
(3.28土0.07)

10. 70土0.67
(3.23土0.09)

11. 16土13.0
(3. 23土0.11)

11. 31土1.23 
(3.25土0.29)

12.60土1.25 1218土114 1206土116 17.9土5.0 672:l::43 962土61 1342こと158
(3. 10土O.13) (304土19) (301土24) (4.5土1.5) (167土3) (UO土12) (334土27)

11. 90土1.14 1201土55 1183土44 22.5土3.8 644土36 979土51 1224土368
(3. 10土0.09) (315土28) (310土27) (5.9土1.1) (168土14) (256土21) (322土98)

13.22土1.12 1235土92 1193士89 19.5土6.3 686土70 1002土49 1184土38
(3. 20土O.18) (305土24) (294土20) (4.7土1.4) (169土4) (247土11) (292士14)

13.39土O.78 1228土33 1224土49 18.0土6.9 644土44 984土57 1471土270
(3.30土O.18) (303土12) (302土12) (4.5土1.8) (159土15) (243土14) (362土58)

a)平均土 SD ヰ P<0. 05 

1392土205
(423士41)

1342土306
(403土90)

1503土258
(435土51)

1524:l:: 187 
(440土61)

863土92
(263土25)

898土70
(270:l:: 14) 

868土51
(253:l:: 16) 

900土51
(259土15)

633土40
(193土19)

624こと14
(188土13)

631土68
(183土6)

609こと77
(175土19)

21. 6土4.6
(6.5土1.1) 

17.6士2.0
(5. 2土0.4)

22. 1士3.0
(6.4土0.9)

19.4土6.2
(5.5土1.7) 

5 

1059土56
(323土25)

1082土70
(325土8)

1072土 129
(311土23)

1081土56
(311土11)

1092土79
(332土39)

1042土79
(313土22)

1101土126
(319土17)

1120土26
(323土10)

5 

5 

5 

5 

5 

5 

b 

戸
d 

0.60 

0.04 

O. 16 

0.60 

0.04 

0.60 

O. 16 

。

。

6 

12 

盲腸
mg 

(mg/100g 
B.V¥人〉

820土103
(581土87)

790土83
(551土48)

774土55
(562土62)

791土94
(552土70)

心臓
mg 

(1時 /100g
B. ¥ly. ) 

JJl )J蔵
m反

(g/100ど
B. ¥V.) 

5.04士0.49，) 546ニU9 533士24
(3.55土0.29) (385土12) (377土24)

4.97土0.51 548土31 548土32
(3.46土0.22) (382土17) (382土23)

4.87土O.72 545士66 522土64
(3.49士O.13) (392土14) (376土16)

5.34士0.56 564ニト20 545土27
(3. 72土0.34) (393士12) (380土17)

1， 3， 6および12カ月飼育群探官重量(雌〉

右副 iil子
111只

(mg/100g 
B.W.) 

牌!li議
mg 

(mg/100g 
B. Vf.) 

右 Iiヰl陪
mg 

(111ε/100g 
B.W.) 

表 7-2.

左 ii守!臓
mg 

(mg/lOOg 
B.W.) 

ラ
ッ
ト
数

LAS 一

飼

育

月

510士34
(361土38)

485土30
(338土21)

475土67
(341士15)

485土30
(338土19)

378土25
(267土15)

367土21
(256土12)

370土40
(266土1'7)

375土24
(261土9)

19. 1土4.1 
(13.3土2.3)

15. 1土4.5
(10.5士3.2) 

11.7土8.9 
(8.0土5.4)

18.2士4.2
(12.5土2.6) 

5 

5 

5 

5 

% 

0.04 

0.60 

O. 16 

。

1 
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。 5 
5.55土0.42 599士53 560土43 23.6土4.7 455土35 572土56 1030土118
(3.23こと0.29) (348土18) (325土17) (13.7土2.7) (265土18) (332土28) (598土50)

0.04 5 
6. 12土O.38 659土51 641土45牢 28.3土2.4 474士14 630土64 1046土142
(3.27土O.16) (352士22) (343土18) (15.2士1.9) (254土16) (337士26) (562土92)

3 
5.67士0.38 614土34 598土37 24.4土1.3 475土32 573士17 963土147O. 16 5 (3. 14土O.18) (341土24) (332土27) (13.5土0.8) (264土24) (318土19) (536::l::86) 

0.60 5 
6. '12土0.85 641土37 582土66 22.0土5.8 441土45 527土54 1086土156
(3.74土O.36) (374土5)* (339土28) (12.9土3.7) (257土27) (307土25) (638土127)

。 5 
5. 76土0.49 672土66 704土82 25.6土2.5 462土41 613土77 948土136
(3. 09土0.20) (360土27) (377土35) (13.7土1.3) (248土15) (328土35) (511土87)

0.04 5 
5.60土0.74 695土48 691土65 25.0土1.3 467土44 622土75 1053土304
(2.97土O.31) (369土21) (367土30) (13.3土1.0) (248土23) (331土40) (557土150)

6 
6.46土0.38 721土42 734土49 27.0土8.9 489土38 681土64 1086土141O. 16 5 (3.23土0.11) (360土12) (367土21) (13.5土4.4) (244土13) (339土25) (542土64)

0.60 5 
6. 15土0.07 675土46 693土18 23. 8土1.9 487::l::46 614土45 1148土108
(3.27土0.11) (359土22) (368土7) (12.6土O.8) (258土17) (326土23) (611土57)

。 5 
7.66土0.72 818土77 813土68 28.4土3.4 532こと28 698土53 908土116
(3. 18土0.11) (340土14) (338土9) (11.7土0.6) (223土24) (290土9) (379土50)

0.04 5 
7.42土0.63 788士77 784土83 25.6土4.4 450土26 647土37 884土153
(3.24土0.27) (343土24) (342土28) (11.2土2.5) (198土31) (295::l::29) (391土94)

12 
7.59土1.10 808土79 782土78 26. 7土4.2 512土73 687土73 916土140

O. 16 5 (3.33土O.13) (357土31) (346土31) (11.8こと2.1) (226土27) (303土20) (409::l::89) 

0.60 5 
8. 12土0.51 793土22 779::l::34 28.6土2.1 565土28 670土40 1143土175
(3.37土O.13) (330土13) (324土20) (11.9土1.3) (219土21) (278士14) (477士86)

一一一一一一一 ←ー一一一一一一一

a)平均土 SD 中 P<0.05 

差是 8-1. 2年11平(24カ月飼育群定時解剖例)器官重量

LAS ラ 日目 心!蹴 肝臓 左腎臓 右腎臓 牌服; 下垂体

% 
数トツ (m日g./11W11g00. 〉g (mBg11./1Wg 10.0〉g (gB/g .1明00人g〉 (111B1g1.1/g W100.〉g (mB1g11./g W100.g 〉 (mBg11./1Mg 10人0g〉 (mBgm./Mg 10f0.5 〉

。 2038土104'1) 1071::l:: 134 13.55土2.91 1550土284 1568土306 1141土345 21. 4土14.6
12 (530土59)ρ (278土39) (3.46土0.51) (406土116) (411土123) (292土87) (5. 9土5.6)

2085土421) 1094土90 14. 55土1.541) 1580土1471) 1601土190 1452土9431) 15.8こと5.81) 

0.04 12 (5iO土32)1) (266土18)1) (3.54土0.34) (384土24) (389土37)1) (361土251)1) (3.9土1.6)1) 

8 2086::l::59 1) 1107土88 15.17土2.02 1553土1571) 1537土1471) 1134土6571) 14.1土4.71) 
O. 16 14 (507土19) (268土16)1) (3.69土0.60) (377土45)1) (374土481) (276土161)1) (3.4土1.2 1) 

2068土58 1130土131 14.56土2.00 1557土252 1538土222 1056土323 23.9土17.9
0.60 15 (494土36) (269土35) (3.46土0.38) (369土40)1) (365土35)1) (253土85) (5.4土3.8)

。 1922土53 813土57 9.39土1.40 1014土81 1012土88 1031土1568 27.6土28.5
12 e652+r56) (275土34) (3. 16土O.39) (342土24) (341::l:: 31) (353土556) (9.5土10.2) 

1910土38 818土50 9.67士1.09 1046::l:: 99 1015土84 558土511) 31. 0土38.3
0.04 11 e619土54) (264士20)1) (3. 12土0.41) (338土34) (328土31) (181土28)1) (10.8土15.3

Q 
1923士61 857土991) 12. 35土4.451)， 2)1134土2651) 1110土2321) 1506土1541 42.0土49.61) 

O. 16 12 e63O土70) (280土43) (4.05土1.57)1) (368土76)1) (361土66)1) (550土1016)1)(13. 3土15.2)

1902土58 806土70 10.68土1.082) 1067土121 1069土95 777土6381) 60.7土80.91) 

0.60 12 e623土59) (262土20) (3.49土0.51) (349土51)1) (350土46) (264土252)1)(21. 0土28.8)1)

日〕平~J今土日 D 1)分散比 Pく0.05 2) t検定く0.05
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2年群 (24カ月飼育群定期解剖j例〉器官重量(つづき〉

LAS 

表 8-2.

左副li寺 右副腎 佐賀長 沼盟主 坪立!E 盲腸

mg mg mg mg mg mg 
(mg/l00gB.W.) (mg/l00gB.W.) (mg/l00gB.W.) (mg/l00gB."¥̂1.) (mg/lωgB.W.) (mg/l00gB.W.) 

ラ
ッ
ト
数% 

8 

1491土206
(375土57)

1448土163
(352土34)1) 

1338土1352) 

(325土36)2) 

1559土4681) 

(370土101)1)

156. 7土104.5
(41. 6土29.0)

163.8土106.9
(39.6土26.2)

136.9土100.0
(33.4土24.5)

153. 6土97.0
(35.9土21.3) 

2077土727
(513土509)

1660土956
(413土251)1)

2062土1015
(502土247)1)

1650土1016
(400土260)。

1690土863
(429土218)

2203土15131)
(531土364)

2052土726
(503土191)

1824土14341)

(429土310)

30.8土9.5
(8.0土3.2) 

29.5ごと7.5 
(7. 1土1.8) 1) 

28. 7土8.1 
(6. 9土2.0)

50.4土65.61) 

(11.9土15.2)1)

35.4土11.5 
(9.5土5.1) 

114.9こと 129.81)

(27.8土57.1)1)

31. 9土7.0 1) 

(7.8土2.0)1) 

34.4土8.9
(8. 1土2.0)1) 

12 

12 

14 

。
0.04 

O. 16 

15 

♀ 

1178土278
(397土84)

1256土217
(405土70)

1326土340
(432土117)

1270土256
(411土79)

731土109
(249土54)

711土91
(232土38)

744土139
(243土67)

774土99
(254土45)

54. 7土47.8 50.3土20.6
(19.4土20.1) (17.2土8.4)

40.9土15.21) 45.4土12.51)

(13.1土4.9)1) (14.7土4.1) 

42.4土19.8 52.3土32.0
(13.6土6.1) (17.0土10.5) 

36.6土17.11) 51. 7 .:l::40. 41) 
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カリフォスファターゼ活性の軽度の上昇等を認めたが，

i'ilT料段取量，体重増加，一般状態，死亡率の推移，平均

生存期間において対照群に劣ることはなかった.

以上の結果より LAS0.6%添加飼料摂取 (LAS300 

mg/kg/day)はラットに害的影響を与えないと結論した.
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前後であり，また死亡発生の推移にも対照群のそれと大

差を認めなかった.さらに終生飼育群の平均生存期間も

対照群と有意差なく，対照群を下回るものはなかった.

摂餌量の減少は平均寿命の延長をきたすことがある

がへ 本実験では 0.6%群でも倶前量:の低下はみられ

ず，発育(体重増加@行動〉も対照群と変ることはなか

った.

発育の変化，特に小動物では内的状態の変化を鋭敏に

反映し，寿命の変化とともに生体の障害発生を総合的に

表現するものと考えている.生体が異物を摂取すれば，

必すーそれに対応する変化が起るはずであり，毒性学的に

は，その変化が障害となるかが問題となる.しかし本終

生飼育実験の途中経過で認められた諸変化は，飼料摂取

量，発育，死亡率，平均寿命の観点から障害に結ぶもの

はなかったと考えられる.すなわち，本実験において

LAS 0.6%添加飼料提取 (LAS300mg/kg/d日のはラ

ットに特に害的影響を与えなかったと結論できょう

要約

誼鎖型ア/レキルベンゼンスルホン酸ナトリウム (LAS)

0， 0.04， 0.16および 0.6%添加飼料による Slc縄Wistar

ラットの終生飼育実験を行った.

ラットは 1， 3， 6および12ヵ月飼育にそれぞれ雌雄

各 5匹 2加4カ月およ』び

計計"40旬01問芯を用い，生後 5jlZ!!より試験飼料を与えた.

途中経過で， LAS 0.6%添加飼料県取ラットにおい

て肝臓および官腸重量の軽度の増加，血清， GPT，アル

3)順位和検定 P<0. 05 2) t検定 P<0. 05 

4) 

5) 

6) 

2) 

3) 

1)分散比Pく0.05。平均土 SD

7) 

8) 

Physiol. Silberberg， M. and R. Silberberg 

Rev.， 35， 347， 1955 

9) 
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直鎖型ア)1..キ)1..ベンゼンス)1..ホン酸ナトリウム (LAS)添加飼料を終生摂取させた

ラ‘y 卜の病理学的検索

藤井 孝ぺ 坂本義光ぺ 阿部卒恵汽 三粟谷久敏串

湯 j辛勝康六 平賀 興 吾 *

Pathological Examination on Rats Fed wIth Linear 

Alkylbenzene Sulfonate for Their Lifespan 

TAKASHI FUJIIヘYOSHIMITSUSAKAMOTOヘYUKIE ABEぺ
HISATOSHI MIKURIYAヘKATSUHIROYUZAWA* and KOGO HIRAGAご!!

Feeding test of linea1' alkylbenzene sulfonate was conducted on Slc: Wista1' 1'ats fo1' it's 

toxicity and ca1'cinogenicity. The test mater‘ial vvas mixed "¥vith feed in a concent1'ation of 0.04， 

0.16 and 0.60%， and fed fo1' 24 months 01' lifespan to the g1'oups of both 15 male and 15 female 

1'ats 1'espectively. Histopathological examination 1'evealed that the1'e was no evidence of a 

t1'eatment-1'elated effect on any tissue examined. Whereas a va1'iety of tumo1's we1'e obse1'ved 

in both linear alkylbenzene sulfonate t1'eated and cont1'ol 1'ats， none was att1'ibuted fo1' the 

exposu1'e to linea1' alkylbenzene sulfonate. Thel'e v，ras no 1'elationship among the dosage g1'oups， 

sex， type of tumo1'， 01' the site of occu1'1'ence. Thus， it was concluded that unde1' the conditions 

of this pathological examination， linea1' alkylbenzene sulfonate "¥vas not toxic no1' ca1'cinogenic 

fo1' 1'ats. 

読者 宣告
広ヨ 試験材料および試験方法

直鎖型アルキルベソゼンスルホン酸ナトリウム(以 試料 LASは花王アトラス株式会社製ネオベレック

下， LASと略す〉は合成洗剤の主成分として分11皮鎖型 ス F-60，Lot. No.141を用いた.これの各種の分析値

アルキルベンゼγスルホン酸ナトリウムに代って用いら は炭素の重量百分率が ClO 10.6%， Cll 34.1%， C12 

れるようになった界団活性剤で，合成洗剤の急速な普及 27.7%， CJ3 19.0%， CJ4 8.7%であり有効成分は 60土

によって日常生活に密着した化学物質となっている. こ 2%，未反応油分 15%以下，無機塩類4.0%以下，水分

のため LAS摂取による人体への影響および安全性につ 38%， 1 %水溶液の pHは 7.1，平均分子量は 345.8で

いては身近な問題として多くの関心を集めている.LAS あった. これに基づ、き試料の LAS濃度(有効成分量〉を

の安全性に関する実験報告はいくつかみられ，ラットを 60%として濃度が O.OO(対照)， 0.04， 0.16および0.60

用いた短期および長期連続摂取実験ではいずれも摂取に %となるように飼料仁|二1に添加した.飼料は日本クレア株

関連した著明な変化を認めていない1ーの.しかしLASの 式会社製粉末飼料 CE-2(平均分析値:水分8.0%，粗

連続摂取がラットの特に生存期開および腫場発生にどの 蛋白質 24.5%，粗脂肪 4.5%，粗線維 4.0%，粗灰分

ような影響を及ぼすかについては更に検討が加えられる 6.6%，可溶性無窒素物 52.4%，348.1 calj100g)を用

ベき問題であると思われる.そこで今回はこれらの点を い，これに試料をそれぞれの濃度で、混合した後四型飼料

検討すべくラットに LAS添加飼料を終生摂取させる試 化した.

験を行なった.本報告はこの試験での病理学的検索の結 実験動物および飼育環境静岡実験動物農業協同組合

果である. の SIc: Wistar 系ラット l問r~雄(ノリア{環境下で生育〉

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿[玄百人町 3-24-1
キ TokyoMet1'opolitan Reseal'ch Labo1'ato1'Y of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 J apan 
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Rats treated with LAS (linear alkylbenzene sulfonate) for 24 months and killed at termination. 
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C: Rats received cliet containing 0.00% LAS. 

L: Rats receivecl cliet containing 0.04% LAS. 

M: Rats received cliet containing 0.16% LAS. 

H: Rats receivecl diet containing 0.60% LAS. 
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を4週令で購入した. 1週間の予備館育後 (5週令時〉

の平均体重は雄 105g，雌 89gであった. ラットは前面

と床が網状で他は板状のステンレス製懸垂二式個別ケ{ジ

に 1匹ずつ収容し自動給水装置(細菌ろ過器経由水道

水〉のついたベルト式飼育架台で飼料@水を自由に摂取

させて飼育した.飼育室はバリアー区域内に設置し，室

温 25土lOC，湿度 50-60%，給気は HEPAフィルタ

ーを通して行ない，換気回数は1f時間に10回，照明時間

は午前 6時から午後 5時まで、にそれぞれ制御した.

試験方法 LAS投与は 1週間予備飼育後，ラットが

5週令になった時点より添加飼料を自由に摂取させるこ

とによって開始した.ラットは摂取する飼料中の LAS

濃度によって 0.00(対照)， 0.04， 0.16および 0.60%

の4群に分け各群とも雌雄それぞれ50匹ず、つとした.各

群はさらに摂取期間の相異によって1， 3， 6および12

カ月間摂取は雌雄 5匹ずつ， 24ヵ月間と終生供取は雌雄

15]Aずつに分けた.終生摂取では一定の摂取期間を定め

ずにラヅトが死亡あるいは瀕死状態になるまで摂取させ

続けた.

病理学的検索方法 既定の摂取期間を終了したラット

は断頭屠殺し採血後解剖に附し肉眼的検索を行ない器

官@組織を摘出した.また摂取期間途中あるいは終生摂

取のラヅトが瀕死状態で発見された場合は直ちに同様の

処置を行なった.摂取期間途中あるいは終生摂取のラッ

トが死亡後に発見された場合は解剖し肉眼的検索を行な

った後に死後変化(自己融解〉の強度な例を除いて器

官@組織を摘出するよう努めた.摘出した器官は 1，

3， 6および12ヵ月間摂取終了時では肝臓，胃，大@小

腸， l腎臓，心臓， 1I中臓および副腎であった 24ヵ月間摂

取終了時では上記の器官のほかに脳，下垂体，眼球，ハ

{ダー氏腺，耳下腺，顎下腺，大舌下腺，甲状腺(上皮

小体を含む)，気管，食道， dm， 1停j蹴， 精巣， 前立腺，

精嚢，子宮，卵巣， リンパ節および腫癌@結節形成部位

を加えた.終生摂取および摂取期間途中の死亡@瀕死屠

殺解剖例の摘出器官@組織は24ヵ月間摂取終了例と同様

にした.摘出した器官および腫痛などは10%緩衝ホルマ

リン液で12時間接とう回定し液交換を行なった後静置し

て1週間固定した.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@エオジン重染色を，肝臓と腎

臓は PAS染色も行なった. このほか必要に応じてアザ

ン@マロリー染色，鍍銀染色また凍結切片による脂肪染

色(ズダンB)を施しこれらによって病理組織学的検紫

を行なった.

結果

結果は肉眼的検索，組織学的検索および題協の発生状

況に分けて述べる.なお以後は24カ月間摂取終了時の解

剖例を 2年群とし， 24ヵ月間摂取途中での死亡および瀕

死属殺の解剖例を終生摂取と併合して終生群として扱う

ことにする.

肉眼的検索結果 1， 3， 6および12カ月間摂取終了

時の検索では特記すべき変化は認められなかった. 2年

群および終生群でみられた主な所見は Table1に示し

た.全身状態の観察で、は可視粘膜および虹彩の蒼由化，

体温降下，体重減少などが終生群で多く認められた.こ

れらの症状を顕著に示す場合には瀕死状態と見敬して屠

殺@解剖を行なった.皮膚および皮下の腫癌は乳腺から

の発生も含めてl抜高，胸部，鼠径， 11M側部などで多く認

められた.腫癌の多くは白色~黄白色で凹凸のある球形

をしており大きなものは鷲卵大以上にもなっていた.表

面は滑沢な被!漢に被われており期間組織からの剥離は比

較的容易であったが一部には皮膚潰協を併発している例

もみられ剥離が困難なものもみられた. これは対照群を

含め雌雄の各群に多発した.耳根部の腫腐は投与群の維

に1例，雌に 3例みられた.これは片側性に発生し皮膚

法協，腕皮形成または出血を伴っており黄白色の大小の

結節が集合したようにみえた. 1堕癒は滑沢な被l良を有し

弾力性があり耳根部または耳根部から頬部@下顎にかけ

て存在していた.これらは雌の 1例を除き周囲組織から

の剥離は困難であった.包皮腺の腫大は片側性にみられ

皮膚潰J弘出血などを伴う例も多かった.腫大が顕著な

例では 45x 28 x 14mm， 9.47 gにも達していた.表面は

滑沢な被J1莫で、被われ黄色，黄白色，寅褐色などを呈して

いた.形状は厚みのある長惰円形が多く，嚢状を呈する

ほぼ球形のものもみられた.弾力性のある部分と軟らか

な粘土様の感触の部分とがあり両者の割合は個々の例で

異なっていた.害1I聞は全体に淡黄色を呈して充実性の部

分と緑白色~黄白色を呈する土塊状物の部分とがみられ

た.腫大は対照群にもみられ雄は 9例，雌は11例であっ

た.腹腔では腹壁に多数の大小の結節が播種状または禰

漫性に発生し腹膜がIl巴厚しているのが投与群に 3例，対

照群に l例みられた.結節が!芹j蹴妓膜，陰嚢内壁，精巣

被膜に及んでいる例もみられた.心臓では左心房が腫大

し内)院にやや弾力性のある凝血塊を容れているのがみら

れた.また心筋監に灰白色の細い線が心筋走向に沿って

断続的な縞模様を描いているのがみられた.両変化とも

終生群の対照群を含む雌雄の各群で認められた.舌では

2年群 0.04%群雄の 1例の舌根部に小さな流賞様物の

小集団がみられた.胃では壁の肥厚，演療が腺胃よりも

前胃で顕著にみられた. Il巴厚は充実性で弾力性のある例

と浮腫状の例とが認められた.潰療は微小なものが散在
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する例とやや大きなものが限局性に発生する例とがみら

れ後者では葬孔に至っている例も認められた.壁の肥

厚， t貴場は対照群を含む各群でみられ雌よりも雄に多

く，穿孔は雄のみに認められた.腸では終生群 0.04%

群雄の 1例の回腸外壁に大豆大の白色充実性結節がみら

れた.肝臓では表面が頼、粒状あるいは大小の結節状に隆

起し色調は黄褐色でやや弾力性のある硬さを有し容積を

減じていたり，辺縁が鈍になり容積を増している変化な

どがみられた.各変化とも対照群を含む各群でみられ，

小さくなっていた例が雌にのみ認められたのを始めとし

て変化はいす'れも雄よりも雌に顕著であった.醇臓では

点状@班状出血が対賊群を合めて各群に散見され終生群

雄では小血腫も 2例認められた.牌臓では腫大が対照群

を含む雌雄各群でみられ顕著な例では長軸 10.5cm，重

量 26.2gに達し赤黒色で弾力性があり被膜は緊張し割

問は膨隆した.また部分的に滑沢で、灰白色を呈し陥回し

ているのが対照群を含む各群にとくに雄に多くみられ

た.腎臓では表面が五rH頼粒状になって黄~暗褐色などを

呈し路大または萎縮しているのが多数みられた.変化は

対照群を含む各群に認められ雌よりも雄に多く程度も強

かった.精巣では黄色や褐色の大小不同の結節を内包し

て腫大あるいは萎縮しているのが片側性，南側性に認め

られた.変化は対照群を含む各群に頻発した.子宮では

角の一部が膨隆したり赤色を呈し)佐内に赤色の軟らかい

米粒大から小豆大の内膜と連続した小塊(ポリープ〉を

内包しているのが認められた. これは対照群を含む各群

にみられた.子宮角や子宮体に大きなものは胡桃大に達

する充実性で弾力のある腫腐のみられる例が投与群に 5

例認められ，そのうちの 4例は複数個の腫癌をもってい

た.臆摺の割面は膨隆し光沢のある灰白色と淡紅色の部

分とがみられ腔の位置は判然としなかった.下垂体では

腫大が対照群を合む雌雄の各群にとくに雌に多発した.

1腫大の顕著なものは桜桃大にもなっており多くは出血を

伴い血蹟様を呈する例も頻発した.甲状腺では腫大が対

照群を含む雌雄で散見された.腫大は片側性にみられ禍

赤色で弾力性があり大豆大に達している例も認められ

た.高Ij腎では腫大が対照群を含む雌雄の各群でみられ

た.1盟大は片側性，両側性に起り大豆大以上に達してい

る例も認められた.

組織学的検索結果 1， 3， 6および12カ月間摂取終

了時(以下，それぞれ1， 3， 6および12カ月群と略す〉

の検索では 2年群，終生群に比べると変化の認められる

器官は少なく著明な変化も少数であった.肝臓では 1カ

月群で投与群の小葉中心部から中間部の肝細胞が小型化

し細胞密度が高くなっているのが認められた.そこで

Table 2. Number of Hepatocytes and Binuclear 

Hepatocytes 

Treatment period (month) 

LAS(%) 1 3 6 12 

Male 

0.00 56心/41>) 61/4 61/3 52/3 

0.04 57/4 62/3 56/4 56/3 

O. 16 78申/8キ 60/3 55/4 54/3 

0.60 86*/9中 65/3 56/4 54/4 

Female 

0.00 56/3 75/3 77/6 62/3 

0.04 58/4 69/3 75/6 67/4 

O. 16 73半/7* 72/3 66/5 67/5 

0.6'0 77本/6ヰ 70/3 66/4 60/3 

a) No. of hepatocytes in an average of 5 rats 

of each group. 

b) No. of binuclear hepatocytes in an average 

of 5 rats of each group. 

申 p<0.05

Note: No. of hepatocytes and binuclear hepa園

tocytes were in an average of 2 fields (1五elcl

=4 X 1O-2mm2) in each rat. 

1， 3， 6および12ヵ月の全例について肝小葉の中心部

から中間部で単位面積 (200μx200μ〉当りの肝細胞数

および 2核肝細胞数を測定し結果を各群毎の平均値で表

わし Table2に示した.なお測定は 117Uにつき 21国の異

なる肝小葉で、行ない平均値を求めた. 1カ月群では雌雄

とも 0.16および 0.60%群の肝細抱数， 2核肝細胞数は

対照群に比べ有意に増加していたが 3，6および12カ月

群雌雄では投与群と対照群の聞に数的差異は認められな

かった. 1カ月群 O.16および 0.60%群雌雄での肝細胞

数の増加は分裂像は顕著ではなく，細胞も小型であった

が細胞質は好境基性に富み核@細胞質比も核優位であり

増生傾向を示すものであった.しかし肝細胞が小型であ

るために細胞の数的肥大が肝臓全体の肥大を顕現化する

には至らなかった. このほかに 1カ月群0.16および0.60

%群雌雄では対照群に比べ，中心静脈周辺の肝細胞の単

細胞壊死が顕著に認められた.この変化は 3，6および

12ヵ月群では投与群と対照群との差異は認められず各群

に散見された. 1， 3および 6カ月群では肝細胞の変

性@壊死が限局性小巣を形成している像，小葉中間部か

ら門脈周回野およびグリソン鞘内への細胞浸潤などが，

12ヵ月群では限局性の肝細胞壊死，肝内小胆管の増生な

どが対照群を含む雌雄各群で散見された.肝臓での変化

は1カ月群雌雄の肝細胞の増生傾向および肝細胞の単細

胞壊死を除いていす。れも投与と関連した一定の傾向は示
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Table 3. Microscopical Findings-Summary of Observations (1) 

Treatment period Trea ted for 2 years1) Treated for lifespan2) 

Male Female M叶e Female 

Treatment group3) C L M H C L M H C L M H C L M H 

No. of rats 12 12 14 15 12 11 12 12 17 17 15 13 17 19 17 18 

SPLEEN4) 5) 12 12 14 15 12 11 12 12 10 13 12 11 14 17 15 14 

Enlargement NO 10 10 12 13 11 10 10 11 7 7 9 8 6118  10 

SL 1 2 1 2 1 1 - 1 l 3 1 2 7 2 4 2 

MO  1 - 2 - 1 3 2 1 1 4 3 2 

SE 1 

Atrophy NO 12 12 14 15 12 11 12 12 9 9 10 8 11 15 13 11 

SL 1 4 2 3 1 2 2 3 

MO  2 -

Extramedullary hematopoiesis NO 12 11 14 15 11 11 12 12 6 8 12 9 10 11 11 8 

SL 1 1 1 3 - 2 2 3 4 4 

MO  2 2 ー 1 2 2 

SE 1 1 1 -

Hemosiderosis NO 10 5 11 9 1 4 3 5 2 7 4 3 7 6 7 4 

SL 2 7 3 6 4 5 8 6 8 3 6 7 5 10 7 4 

MO  7 2 1 1 - 3 2 1 2 1 l 6 

Focal五brosis NO 12 12 14 15 12 11 12 12 7 8 9 5 12 11 13 10 

SL 2 3 1 4 2 2 2 2 

MO  1 l 1 1 - 3 - 2 

SE - 1 1 l l 

Lyimndpihsdatn ic folicles/ 
guishable NO 12 12 14 15 10 11 10 12 10 12 10 9 10 13 9 12 

SL l - 2 3 3 3 2 

MO  - 1 2 - 1 

SE - 1 1 - 1 - 3 

LUNG4) 12 12 14 15 12 11 12 12 10 15 12 10 14 17 15 11 

Thickening of alveolar wall NO 10 10 14 13 11 9 10 12 9 11 9 4 10 12 10 7 

SL 2 2 - 2 1 2 1 4 2 6 2 3 4 3 

MO  - 2 1 2 2 1 1 

HEART4) 12 12 14 15 12 11 12 12 10 14 12 11 14 17 15 14 

Focal calcification of cardiac 
muscles NO 12 11 14 15 12 11 11 12 9 12 10 7 13 17 15 14 

SL - 1 

MO  1 1 2 1 3 1 -

SE - 1 

Clots in atrium NO 12 12 13 14 12 11 12 12 9 12 9 8 13 12 14 13 

SL - 1 1 1 2 3 3 1 5 1 1 

Cell in五Itration NO 12 12 14 15 12 11 11 12 8 13 12 10 14 17 10 14 

SL 2 l 4 

MO  1 - 1 

SE - 1 
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1) Rats treated with LAS (linear alkylbenzene sulfonate) for 24 months and killed at termination. 

2) Rats treated with LAS until dying or being moribund. 

3) C: 0.00% LAS， L: 0.04% LAS， M: 0.16% LAS， H: 0.60% LAS. 

4) No. of rats examined. 

5) NO: No change， SL: Slight changes， MO: Moderate changes， SE: Severe changes. 
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Table 4. Microscopical Findings-Summary of Observations (2) 

Treatment period Treated for 2 yearsl) 

Male Female 

Trea ted for lifespan2) 

Male Female 

Treatment group3) 

No. of rats 

C L M H 

12 12 14 15 

C L M H C L M H 

12 11 12 12 17 17 15 13 

C L M H 

17 19 17 18 

F ocal necrosis 

5) 12 12 14 15 

NO 11 10 14 15 

PANCREAS4) 

SL 1 2 

12 11 12 12 10 14 12 11 

12 11 10 12 8 11 8 9 

2 - 1 1 4 

1 2 - 2 
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MO  - 1 一 一一一 1 1 一一 1 -

NO 12 12 14 15 12 11 12 12 10 14 11 9 14 13 12 13 

SL 一一 一 一 一一一一一一一一 1 1 2  

Edema 

MO  つ臼

FORE STOMACH4) 12 12 14 15 12 11 12 12 10 14 13 11 15 17 15 14 

Hyperplasia of submucosa NO 12 12 14 15 12 11 12 10 9 13 12 10 14 15 14 13 

SL 一一一一一一一 211一- 1 2 1 1 

MO  -一一一一一一一一- 1 1 

Edema in submucosa NO 9 12 14 14 12 11 12 12 9 12 13 11 13 16 13 14 

SL 3 - - 1 一一一一 1 2 一一 2 1 1 -

MO  - 1 

Erosion in mucosa NO 12 12 14 15 12 11 12 12 10 13 9 11 15 16 14 14 

SL 1
i
 

ワ
ム
】
り
山MO  

Ulcer in mucosa NO 11 12 14 15 12 11 12 12 9 11 13 7 15 15 15 14 

SL 1 -一一一一一一 1 3 - 2 - 2 

MO  - 2 

Focal calci五cationin musclaris NO 12 12 14 15 12 11 12 12 9 13 13 10 14 17 15 14 

(fore， glandular) SL 

GLANDULAR STOMACH4) 12 12 14 15 12 11 12 12 10 14 13 11 15 17 15 14 

Hyperplasia of submucosa NO 12 12 14 15 12 11 12 12 10 13 13 10 14 17 15 14 

SL 一一一一一一一一一 1 - 1 1 ー

Erosion in mucosa NO 12 12 14 15 12 11 12 12 10 14 8 8 14 15 13 12 

SL 一一一一一一一一一一 3 3 - 2 2 2 

MO …一一一一 一一一一-2 - 1 ー

Ulcer in mucosa NO 12 12 14 15 12 11 12 12 10 14 13 11 14 17 15 14 

SL 一一一一一一一一一一一- 1 

KIDNEY4) 12 12 14 15 12 11 12 12 10 15 13 11 14 17 15 14 

“Nephropathy" 2 1 7 12 4 6 4 1 1 2 
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5) 

F ocal necrosis NO 12 10 8 13 12 10 11 11 3 2 6 3 9 12 6 11 

SL 2 6 l 1 1 1 1 2 6 3 1 2 4 2 

MO  - 1 5 7 1 5 4 3 2 1 

SE 1 4 

Focal五brosis NO 4 4 5 11 11 7 10 11 2 3 6 3 9 11 10 10 

SL 5 7 9 3 1 4 2 1 1 2 5 3 1 4 3 3 

MO  3 1 1 6 8 2 5 3 2 1 1 

SE 1 2 - 1 

Urinary casts NO 1 4 4 5 5 1 1 6 9 6 5 

SL 7 5 9 10 6 6 5 6 1 3 6 3 4 2 4 5 

MO  4 7 4 3 2 1 1 1 2 4 7 4 1 5 5 4 

SE 1 l 1 1 6 8 - 3 3 1 

Dilatation of tubules NO - 1 4 4 5 5 1 1 1 6 7 6 5 

SL 7 5 9 10 6 6 5 6 1 3 5 4 3 3 4 5 

MO  4 7 5 3 2 1 2 1 1 5 7 3 2 6 4 4 

SE 1 1 7 7 3 3 1 1 -

Degenera tion of tubular NO 2 1 2 3 - 3 1 

epithelium SL 4 2 5 8 8 8 7 11 2 2 3 7 6 12 7 8 

MO  7 9 8 6 2 2 3 l 2 5 6 3 l 4 4 4 

SE 1 1 1 1 6 8 4 1 4 1 1 1 

Thicl臼 ningof basement NO 2 5 l 2 5 1 - 7 1 6 4 

membrane SL 4 4 11 10 7 8 9 6 2 6 4 5 3 12 7 9 

MO  5 8 3 5 2 l 1 5 6 8 6 4 4 2 1 

SE 1 3 3 -

A trophy of glomeruli NO 3 - 4 6 6 3 8 5 1 2 4 3 8 6 8 7 

SL 6 11 8 7 6 8 4 6 1 4 4 2 3 11 6 6 

MO  2 1 2 2 1 7 8 5 6 3 - 1 1 

SE 1 1 1 

Cell in五ltration NO 3 - 4 6 8 9 8 12 2 1 9 4 4 9 10 10 

SL 4 6 6 7 4 1 4 2 8 3 5 6 6 5 2 

MO  5 6 3 2 1 5 5 2 2 - 1 

SE 1 - 1 1 1 2 1 

1) Rats treated with LAS (linear alkylbenzene sulfonate)for 24 months and killed at termination. 

2) Rats treated with LAS until dying or being moribund. 

3) C: 0.00% LAS， L: 0.04% LAS， M: O. 16% LAS，日 0.60%LAS. 
4) No. of rats examined. 

5) NO: No change， SL: Slight changes， MO: Moderate changes， SE: Severe changes. 



Ann. Reρ. Tol?yoλ，fetr. Res. Lab. P.H.， 28-2， 1977 94 

Microscopical Findings-Summary of Observations (3) 

Treatment period Trea ted for lifespan2) 

Male Female 
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THYROID4) 12 12 13 14 12 11 12 12 10 10 9 6 13 11 12 13 

F olicular hyperplasia NO 9 12 11 13 11 10 11 11 7 8 8 4 11 9 11 11 

SL 1 - 2 - 2 l 2 -

(Tumor) 2 - 2 1 l 1 1 l 2 1 - 1 - 1 

ADRENAL4) 12 12 14 15 12 11 12 12 10 13 10 11 14 16 13 14 

Cavitation in cortex/thrombus NO 11 11 12 13 11 6 9 9 8 9 9 5 6 8 7 9 

SL 1 1 2 2 1 5 2 2 1 2 l 2 4 6 5 5 

MO  1 1 1 2 3 4 2 1 -

SE 1 

Hyperplasia of cortical cell NO 12 12 14 12 12 11 12 11 9 12 10 11 14 16 13 13 

SL - 3 1 1 l 1 

Hyperplasia of medullary cell NO 11 10 13 12 12 8 10 12 7 6 8 7 7 12 10 10 

SL 1 2 1 3 - 3 2 - 3 6 2 4 7 3 2 3 

MO  l 1 l 

(Tumor) 1 2 2 2 1 1 2 3 2 4 7 3 2 5 

1) Rats treated with LAS (Iinear alkylbenzene sulfonate) for 24 months and killed at termination. 

2) Rats treated with LAS until dying or being l110ribund. 

3) C: 0.00% LAS， L: 0.04% LAS， M: 0.16% LAS， H: 0.60% LAS. 

4) No. of rats examined. 

5) NO・ Nochange， SL: Slight change日， MO: Moderate changes， SE: Severe changes. 

さなかった.腎臓では 1カ月群雌雄の投与群に近位尿細 に多発し程度も顕著になっていたが前@後期とも投与

管腔の軽度な狭千:と上皮細胞の眼目長が散見されたが対照 との関連を示す変化は認められなかった.肺では肺胞壁

群には認められなかった. 3， 6カ月群では対照群にも が上皮細胞の腫脹，毛細血管の拡張などによって肥厚し

認められたが投与群にやや顕著であった.このほかの変 ているのがみられた. 2年群，終生群および前・後期と

化としては皮質の限局性変性保，尿細管上皮の扇平化， も投与と関連した変化とは認められなかった.心臓で、は

蛋白円柱，糸球体の萎縮などが対照群を含む雌雄各群で 心筋および血管壁の限局性石灰変性 (Photo1)，心房内

みられた.これらの変化は摂取期間に比例して程度が強 の線維成分を混じた大きな凝血塊および間質への細胞浸

く出現例数も多くなる傾向を示したが投与との関連は認 潤などがみられた. 2年群では各変化とも投与群にのみ

められなかった.胃では12カ月群の対照群を含む雌雄の 認められたが出現例数が極めて少なく投与との関連は明

各群で腺!控の拡張， J路上皮の扇平化が散見された.この らかではなかった.終生群では雄で心筋の石灰変性，心

ほかの諸器官については特記すべき変化は認められなか 房内凝血塊が投与群に多くみられたが雌ではこの傾向が

った. 認められなかった.変化は雌雄とも後期に多く出現して

2年群および終生群の組織学的検索結果は Table3- いた.肝臓では肝細胞の壊死が小巣状にあるいは小葉間

4に示した.牌臓では充血あるいは単核球の増生などに をつなぐ帯状に起っていた (Photo2). 肝細胞の空胞変

よる腫大，貧血@リンパ炉胞の減少などがみられる萎縮 性が小葉周辺にみられ顕著な例で、は小葉間をつなぐよう

が認められた.このほか髄外造血，へそジデリンの顕著 に空胞化した細胞が並んでいた.肝内小阻管の増生は多

な沈着，限局性線維化などが対照群を含む雌雄の各群に くが周囲の線維化を伴っており限界の明瞭な小塊状を呈

みられた. 2年群ではヘモジデリン沈着と腫大が雄の投 していた. 2年群では雄で空胞変性，雌雄で小胆管の増

与群に比較的多く認められたが投与量の増加に伴う増減 生@周囲の線維化が多く認められたが投与との関連は明

傾向は示さなかった.終生群では各変化とも 2年群より らかではなかった.終生群では 2年群に比べ変化は顕著

多く強くなっていたが投与との関連を示す変化は認めら であり出現例数も多くなっていたが各変化とも投与との

れなかった.また終生群の動物を死亡あるいは瀕死屠殺 関連は判然としなかった.後期では肝細胞の結節性増生

日寺までの摂取間間によって摂取2年目まで(104週間ま を除いて変化は前期より顕著で例数も多くなっていたが

で，以下，前期と 111各す)とそれ以後(105週間以七以 投与との関連は前@後j聞とも認められなかった.蹄臓で

下，後期と略すっとに分けると各変化とも前期より後JVJ は|浪局性に腺房細胞の壊死小j見がみられた.腺房細胞の
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Table 6. Distribution of Tumors-Summary of Observations. 

Trea tmen t period Trea tecl for 2 yearsl) Trea ted for lifespan2) 

Male Female Male Female 

Treatment group3) C L M H C L M H C L 1在 H C L M H 

No. of rats 12 12 14 15 12 11 12 12 17 17 15 13 17 19 17 18 

No. of rats examined4) 12 12 14 15 12 11 12 12 11 15 13 11 15 17 15 14 

CUTANEOUSsUBCUTANEOUS 

Fibroma 一 1 1 - 1 1 - 1 

Lipoma l 2 1 l 

Fibrosarcoma 1 l l 1 

EAR DUCT 

Squamous cell carcinoma 1 1 1 -

MAMMARY 

Adenoma 1 1 1 2 1 1 4 4 2 3 

Fibroadenol11a 1 1 1 1 2 1 

A denocarcinol11a 2 l 

PERITONEUM 

Mesotheliol11a， benign 1 1 1 1 

PITUITARY 

Chromophobe adenoma 5 l 1 4 - 3 4 3 1 4 2 2 9 5 7 8 

Eosinophil aclenoma l 

Chromophobe carcinoma 1 1 1 2 1 1 

Eosinophil carcinoma 1 - - 1 1 

THYROID 

Adenoma 2 - 2 1 1 1 1 1 - 1 -

Aclenocarcinol11a 1 1 - 1 1 1 

ADRENAL 

Meclullary adenoma 1 2 2 2 1 1 2 3 2 4 1 - 2 -

(P heochrol11ocytoma) 

BRAIN 

Glioma 1 -

Squamous cell carcinol11a 一一一
(metastatic) 

LUNG 

Adenoma l 1 - l 1 I 

Squal110us cell carcinoma l 

(l11etastatic) 

TONGUE 

Papillol11a 1 -

LIVER 

Cholangiol11a l 一一一 l 

PANCREAS 

Islet cell adenoma 1 一一 1 1 1 2 

Islet cell carcinoma 1 
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INTESTINE 

Adenomatous polyp 1 -

Leiomyoma 1 

Leiomyosarcol11a 1 

TESTES 

Interstitial cell tumor 10 10 11 7 7 10 7 7 

OVARY 

Gr出1Ulo!:iacell tUl110r・ 1 - 1 

UTERUS 

Leiomyoma l 

Leiomyosarcol11a - 2 

PREPUTIAL GL. 

Adenoma 一一一 l 1 1 I 2 1 

Adenoacanthoma l 1 2 1 

LIVER， SPLEEN etc. 

Lympho111a l l 1 

Reticulosarcoma - 1 l 1 

Leukemia 1 1 1 1 2 2 2 

No. of rats bearing tumors 11 11 12 13 8 7 8 4 8 14 11 10 13 15 14 11 

1) Rats treated with LAS (linear‘ alkylbenzene sulfonate) fOI・ 241110nths and killed at termination. 

2) Rats treated with LAS until dying or being moribund. 

3) c: Rats received diet containing 0.00% LAS. L: Rats received diet containing 0.04% LAS. 

M: Rats received diet containing 0.16% LAS. 日 Rats received diet containing 0.60% LAS. 

4) NO. of rats examined histologically. 

萎縮は限局性に認められ腺房は細胞が萎縮@扇平化した 投与量の増加に伴う例数の増減，変化程度の強弱などの

ため導管様の形態を呈していた. このほか間質の浮腰， 一定傾向はみられず投与との関連は必ずしも判然、としな

限局性の線維化，ランゲルハンス島の肥大などが認めら かった.腎臓では糸球体が減少し尿細管の多くは腔内に

れた. 2年群では腺房細胞の萎縮が対照群を含む雌雄各 蛋白円柱を容れて拡張しあるいは嚢胞化していた.尿細

群にやや多くみられたが投与との関連は明らかではなか 管上皮は変性@脱落@扇平化あるいは再生し重層化して

った.終生群では限局性壊死が対照群を含む雌雄各群に いる部位もあり基底)1英は肥厚していた.間質では限局性

やや多くみられたが投与との関連は明らかではなかっ の線維化，細胞浸潤などがみられた.これらの変化の全

た.各変化とも前期より後期に多く出現し程度の強いも てあるいは大部分が顕著に認められた例を腎障害とした

のがみられた.間質の浮腫は後期では投与群にのみ認め (Photo 4). 腎臓での変化は尿細管に比べ糸球体は軽

られたが極めて少数例で、あったため投与との関連は判然 度であり発現時期も遅かった. 2年群では腎障害が雄の

としなかった.胃では粘膜下織の結合織増生または浮腫 0.16%群に 2例， 0.60%群に l例みられたがその他の各

による前@腺胃壁の肥厚が認められた.粘膜には出血， 群では認められなかった.終生群では腎障害が対照群を

l葉樹および漬協などが認められた (Photo3). 胃腺基底 含む雌雄各群で、みられ特に雄に多発していた.腎障害は

部の腺腔拡張が 2年群，終生群の対照群を含む各群に!JijJ 前期よりも後期に多くみられた.腎臓での変化は腎障害

発していた. 2 年群では胃 )~R)控の拡張を除いて変化を示 を始めとしていず、れも投与と関連した変化は認められな

した例数は極く僅かであり投与との関連は認められなか かった.包皮腺は肉眼的に腫大が認められた例のみを

つた.終生群で、は雄で、前@腺胃W，'i)j英の出血性康欄，潰場 組織検索した. )J重大が認められた例で、IJ車場で、はなかった

が対照群よりも投与11'rに多発し変化も顕著になる傾向が 例では壊死細胞を含む分泌物のjげ留褒胞あるいはIJ良胞の

みらJ/Lu~tで、も徴弱ながらこの傾向は認められた.しかし 形成が認められた.また腺房細胞の軽度な増生を併発し
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Table 7. Distribution of Tumors-S1ll11mary of Observations. 

Ann. Reρ. Tokyo AJetl・. Res. Lab. P.H.， 28-2， 1977 

Treatment grollp3) 

No. of rats 

No. of rats examinecl4
) 

CUTANEOUSsUBCUTANEOUS 

Fibroma 

Lipoma 

F ibrosarcoma 

EAR DUCT 

Squamous cell carcinoma 

MAMMARY 

Aclenoma 

Fibroaclenoma 

Aclenocarcinoma 

PERITONEUM 

Mesothelioma， benign 

PITUITARY 

Chrol11ophobe aclenoma 

Eosinophil adenoma 

Chromophobe carCinOll1el 

Eosinophil carcinoma 

THYROID 

Aclenoma 

Aclenocarcinoma 

ADRENAL 

Meclullary aclenoma 

(P heochromocytoma) 
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LIVER 

Cholangioma 

PANCREAS 

Islet cell aclenoma 

INTESTINE 

Aclenomatous polyp 

Leiomyoll1日

Leiomyosarcoma 

Former terml) Latter term2) 

Male Female Male Female 

C L M H C L M H C L M H C L M H 

8 7 7 2 7 7 7 9 9 10 8 11 10 12 10 9 

4 5 5 1 7 5 7 6 7 10 8 10 8 12 8 8 

1 1 1 - 1 

1 -

1 1 - 1 -

I 1 

1 - 1 2 1 l 4 3 2 l 

1 1 1 2 1 

- 2 1 -

2 

1 1 

4 3 2 4 1 2 2 1 5 4 5 4 

1 

1 1 l 1 

1 1 

1 1 1 -

1 1 

2 3 2 4 1 2 

- 1 

1 -

- 1 -

1 1 1 - 1 
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1 1 - 2 

- 1 

- 1 
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TESTES 

Interstitial cell tUll10r 31]  

OVARY 

Granulosa cell tUl110r 

UTERUS 

Leiomyosarcoma 

PREPUTIAL GL. 

Adenoma 

Adenoacanthoma 1 -

LIVER， SPLEEN etc. 

Lymphoma 

Reticulosarcoma 

Leukemia 1 1 

4 9 6 7 

- 1 

2 

1 -
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q
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1
i
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4
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1 -

1 

1 - 1 

- 1 

2 1 

No. of rats bearing tumors 3 4 3 1 6 5 6 5 5 10 8 9 7 10 8 6 

1) Rats dying or being moribund until 24 1110nths (104 weeks) after the beginning of trεatment of LAS 

(linear alkylbenzene sulfonate). 

2) Rats dying or being moribund over 24 1110nths (105 weeks) after the beginning of treatment of LAS. 

3) C: Rats received diet containng 0.00% LAS. L: Rats received diet containing 0.04% LAS. 

M: Rats received diet containing 0.16% LAS. 日 Ratsreceived diet containing 0.60% LAS. 

4) No. of rats exal11ined histologically. 

ている例もみられた.変化は雌雄とも対照群より投与群

に多く認められたが出現例数が少ないため投与との関連

は判然としなかった.精巣では腫協が多発したため両側

とも腫療の場合はこの項での例数から除いた.精細管の

萎縮は管径の短縮，管壁の搬嬰形成，精上皮細胞の減少な

どがみられたもので間質の浮腫を伴う例も認められた.

関質では開質細胞(ライディッヒ間質細胞〉が小塊状を

成して増生しているのが散見された.間質細胞の増生が

2年群0.60%群に多発したが，終生群では著明に認めら

れず，そのほかの各変化は 2年群，終生群とも投与との

関連を明らかに示さなかった.前立腺では萎縮，腺上皮

の変性などが散発的にみられたが 2年群，終生群とも投

与との関連は認められなかった.精嚢では上皮細胞の軽

度な増生がみられたが細胞分裂像は認められなかった.

増生は 2年群では対照群， 0.60%1洋に多発しており投与

との間連は示さなかった.終生群で、は後JWに 0.04%群

に 1例， 0.16%群に 3例が認められたのみであった.子

宮では内11莫の増生が出血および炎症細胞の浸tI1¥]などを伴

ってみられ壊死が顕著な例も認められた.増生はほとん

どがポリープ状であった (Photo5). 2年群では対照

群， 0.04%群に各 l例， 0.16%群に 4例みられたが0.60

%{洋では認めらjノ1なかった.終生若手では 2年群より多発

しており対照群よりも投与群にやや顕著であった.前期

より後期に多数出現し，後期では投与群に多発してい

た.下霊体では!臣協が多発しそのほかの所見としては腺

細胞の増生および出血@壊死であった. 2年群，終生群

ともに変化は雄よりもI雌に顕著で、あった. 2年群では腺

細胞の増生が雌雄とも投与群にのみ認められた.終生群

では出血@壊死が投与群雄に， H忠細胞の増生が投与群雌

雄に顕著であった.甲状腺では炉胞の増生が散見され

た. 2 {l三群では対照{j~(:ulí~雄に各 1 例みられたのみで、あっ

た.終生群では対照群を含む雌雄各群に 2年群よりも多

発し，前期より後期に多く認められたが投与との関連は

示さなかった.菌Ij腎では皮質に出血がみられrfilJJ車を形成

して大きな部分を占めている像，細胞が脱落して空洞化

し担当療を形成している像などが認められた.実質細胞の

増生は皮@髄ともにみられ髄質細胞が顕著で、あった. 2 

年群では皮質の出JIflが雄よりも雌に多発し雌では投与群

に顕著であった.皮質細胞の増生は 0.60%群雄に 317U，

同雌に 1例みられたのみであった.髄質細胞の増生は各

群に 1-3例と散発的であったが雌では投与群にのみ，

雌でも投与群にやや多く認められた.終生群では皮質細

胞の増生を除いて変化は 2年群よりも顕著になってい

た.皮質の/i¥I(1IはkWよりも雌に多発し，後Jl:JJでは雄の投

与群および雌の対照群にそれぞれ変化が顕著で、あった.

髄質細胞の増生は雌にやや多くみられ早期に出現してい
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た.終生群で、の各変化はし、ずれも投与との関連が明らか 1， 2例づっ散発しており投与との関連は認められなか

ではなかった. った.菌1]腎で腫大が認められた例には比較的腫携が多

腹県発生状況 )]車場の発生状況は Table6，7に示し く，その全てが髄質細胞腫(補色細胞!陸と思われる〉で

た.腫楊は 1，3，6および12カ月群ではみられず 2年群， あった (Photo11). 脳では神経謬細胞腫(星状謬細胞

終生群にのみ発生していた.腫:践が頻発した器官は雌 !毘)が 2年群対照群雌に 1例みられた.また耳道の屑平

の乳腺，雌雄の下垂体それに精巣であり比較的多発した 上皮癌をもっていた終生群 0.16%群雌の 11yljの脳に転

のは雌雄の甲状腺および副腎であった.また発生が極め 移あるいは浸潤と思われる扇平上皮癌が認められた.肺

て稀な包皮腺!毘療が対照群を含む雌雄各群で認められ では腺腫が 2年群 0.60%群雄，終生群の対照群雌，

た.皮膚@皮下組織で肉眼的に腫癌として認められた例 0.04%群雌雄， 0.60%群雄に各 1例ずつ発生した.また

のうち乳腺腫携を除くと線維腫が 5例，脂肪腫が 51yIj， ヰ道の屑平上皮癌をもっていた終生群 0.60%群雌の l

線維肉腫が 4例であった.また耳根部から頬部にかけて 例の肺に転移と思われる属平上皮癌が認められた.舌で

の皮下腫癌で出血，皮膚潰揚，痴皮形成が認められた例 は肉眼的所見で舌根部に捷賛様物を認めたが，これは乳

では耳道@耳垢腺の扇平上皮癌が 2年群 0.60%群雄， 頭臆であり 2年群 0.04%群雌に 1例みられた.肝臓で

終生群 0.16% 群II~t 0.60%群雌に各 1例みられた は胆管躍が終生群の対照群雄， 0.60%群雌に各 1例の発

(Photo 6). 執腺では腺腫 20(71j，線維腺)]重7例， I~R癌 生をみた.n革臓で肉i眼的にじl色小結節@小血腫を認めた

が 31yIj発生していた (Photo7，8). 2年群では腺Jl重 2 WiJのなかに島細胞腫，島細胞癌がみられた (Photo12). 

例，線維線!庫 1例が雌の投与群にのみ発生した.終生群 島細胞!毘は 2年群の対照群， 0.60%群，終生群の対照

では腺腫が対照群を含む雌雄各群にみられ雄よりもl昨に 群， 0.04%群に各 1例，終生群 0.60%群に 2例といず

多発した.腺艇は雌で対照群よりも投与群でやや早期に れも雄に発生し，島細胞癌も 2年群対照群雄に 1例と雌

発生する傾向を示したが最終的な発生例数に差はみられ での発生はみられなかった.大@小腸では結腸の腺腫性

ず雌雄とも投与との明らかな関連は認められなかった. ポリ{プが終生群 0.04%群雄に 1例，官腸の平滑筋腫

乳!l忠)盛場で腺上皮の増生が乳頭状を呈して著明にみられ が 2年群 0.16%群11惟，終生群 0.60%群雄に各 l例，

構造異型が顕著であった例を腺癌とし，た.腺痛は終生群 小)]号(回腸部〕の平滑筋肉腫が終生群 0.04%群雄に 1

後期の 0.16%群雌に 1例， 0.60%群雄に 2例発生し 例認められた.精巣で肉眼的に褐色@黄色@白色などの

た.腹膜で肉眼的に帰種状あるいはび漫性に小結節が散 大小不同の結節を包合して!盛大あるいはやや萎縮してい

在し昨臓疑膜，陰嚢内壁などに及んでいるのがみられた た例は殆どが間質細胞腫であり片官i性，両側性，ほぼ同

例は良性中皮腫であった.これは 2年群対照群雄，終生 数の発生をみた (Photo13). 臆療は投与開始後 2年以

群 0.04%群雌， 0.16， 0.60%群雄に各 l例認められ 上で多発していた. 2年群では 0.60%群の発生が少な

た.下垂体でJJ重大，出血がみられた例にはJJ重療が多くそ いが終生群では対照群と問等であり投与との関連は明ら

の大部分は色素嫌性腺JJ重であった.色素嫌性腺腫は 2~三 かではなかった.卵巣で肉眼的に卵胞が結節状を呈し!毘

群，終生群とも雄より雌に多発し発生も早期に起る傾向 大してみられた例はいずれも頼粒H莫細胞腫で、終生群の

がみられた. しかし雌雄とも対照群と投与群の間で発生 0.04， 0.60%群に各 1例認められた.子宮で肉眼的に壁

数および発生時期に差異は認められなかった.エオジン の腫癌が認められた例は 1例は平滑筋腫で2年群 0.04

好性腺腫は終生群 0.60%群雄で 1例みられたのみで、あ 克群に， 21yiJは平滑筋肉腫で終生群 0.16%群にそれぞ

った.下垂体で腺細胞の顕著な増生とともに細胞の大小 れ発生した (Photo14). 包皮腺でJJ重大および出血@皮

不向性が明らかで巨細胞が散在していた例を腺癌とし 膚潰携が認められた例はJJ重楊で、あった.腫協は終生群に

た.色素嫌性腺癌は 2年群 0.04，0.60%群雌に各 1 のみ発生しており前期に 2{yiJ，後期に10例認められた.

例，終生群 0.04%群雄に 1例， 0.16%群雄に 2例， 前期では対照群昨， 0.04%群雄に腺類癌が各 1例みられ

O‘16， 0.60%群雄に各 1例とし、ずれも投与群に発生して た (Photo15).後期では!掠腫が対照群雄， 0.04%群雌

いた (Photo9). エオジン好性腺癌は終生群の対照群 雄， 0.16%群雄， 0.60%群雌に各 1WI]， 0.16%群雌に 2

雄， 0.60%群雌雄に各 1例認められた.甲状腺で極大が 例みられ， 11束類癌が 0.04%群雌に 2例， 0.16%群雌に

認められた例の大部分にj戸胞上皮の腫筋性増生がみられ 1例認められた.このように発生は雌に多かったが雌雄

腺II重とした.上皮細胞の増生が乳頭状を監し構造異型が とも投与との関連は明らかではなかった.肝臓@牌臓・

顕著に認められた例を!日iUi9iとした (Photυ10). H制限， リンパ節などでははリンパJJ弔が 2年群 0.16%群IIUt，終

!出癌ともに 2年群，終生鮮の対照群を含む雌雄各;g:y:に 生群の対照群雌， 0.60%群雄に各 1例認められた.細絹
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肉腫は 2年群の 0.16%群雌， 0.60%群雄，終生群対照

群雌に各 1{Y1jみられた.白血病は 2年群対照群雌，終生

群の対照群雌， 0.04%群雄， 0.16%群雄に各 1例，終生

群雌の 0.04，0.16%群に各 2{YIjの発生を認めた (Photo

16). 白血病は対照群を含む各群に 1，2例ずつ散発し

ており投与との明らかな関連は認められなかった.

総括ならびに考察

以上の如く，直鎖型アルキルベγゼンスルホン酸ナト

リウム (LAS)の 0.00，0.04， 0.16および 0.60%添

加飼料を SIc: Wistarラットに長期間連続して摂取さ

せた試験の病理学的検索を行なった.

腫蕩を際く組織検索で投与群にのみ認められた変化は

摂取開始後 1カ月の肝臓の肝細胞の増生，腎!臓の近{立尿

細管の上皮細胞のj由民@管腔狭窄であった.また対照群

よりも投与群に多発した変化は終生群雄の心臓の心筋の

石灰変性，終生群の胃粘膜の出血性牒欄， 2年群@終生

群の子宮内膜のポリープ状増生であった.摂取開始後 1

カ月で 0.16および 0.60%群唯雄にみられた肝細胞の

増生は投与量の増加に比例して顕現化しており LAS摂

取と関連した変化と思われる.またその後投与を続けて

も変化は著明化せず消失してしまったことから一過性の

可逆的変化であったと考えられる.さらに摂取開始後 3

カ月以後の検索では投与群の肝臓に LAS摂取と関連し

た変化および腫湯の頻発は認められず 1カ月での肝細胞

の増生が晩発性の肝障害の遠因とはならなかったと思わ

れる.これらのことから摂取 1カ月で投与群雌雄に認め

られた肝細胞の増生は LAS摂取に対する肝臓の形態的

適応現象であったと考えられる I詩l臓で摂取 1カ月の投

与群雌雄に認められた近位尿細管の上皮細胞の腫脹@管

!控狭窄は軽度な変化であり前述の肝細胞の増生と同様に

適応現象であったと推定される.終生計:でみられた心臓

の心筋の石灰変性は対照群雄に 10%(1/10)，対照群雌

に7%(1/13)， 0.04%群雄に 21%(3/14)， 0.16%群雄

に 16%(2/12)，0.60%群雄に 27%(3/11)と雄では投

与群にやや多発したが投与量に比例した多発傾向は認め

られない Farrisらのは自然、発生障害として GrayNor-

wayラット(平均 105週令〉の 7%(25/336)に， Wistar 

ラット(平均 126週令〉の 1%(7/807)に心筋の変性@

壊死を観察し，その部位で顕著な石灰変性や軟骨化生を

認めたと報告している.今回みられた心筋の石灰変性の

発生時期(摂取開始時より変化が観察されるまでの摂取

期間〉の平均値は対照群雄 123週，雌 117週， 0.04%群

雄 125週 (98-142週)， 0.16%群雄 134週(133，136 

週)， 0.60%群雄 139週(132-154週〉であり上記報告

例の発生時期とほぼ一致しているが，発生率は母数に差

があり参考にはでき得ない.石灰変性は摂取開始後98週

で最初の 1例 (0.04%群雄)が軽度な変化を示したがそ

れ以後に観察された例は全て中等度以上の変化で、あり，

104週の 1例 (2年群， 0.16%群雌〉が軽度であったこ

とを考慮に入れると石灰変性の程度は投与量ではなく摂

取期間に関係があるのではなし、かと思われる.閣に終生

群ラットの摂取開始後の平均生存期間は対照群雄 107週

(14例)，雌 112jlN (14例)， 0.04%群雄 118週(14例)，

雌 123週(15例)， 0.16%群雄 114遇 (14例)，雌 117週

(14例)， 0.60%群雄 123週(13例)，雌 114週 (15例〉

となっておりベ 雌雄とも投与群が対照群をやや上田っ

ていた. これらのことから今回観察された心筋の石灰変

性は老化に伴う自然発生的変化であったと思われる.こ

のために雄では対照群よりも生存期間の長かった投与群

に多発したのであって LAS摂取による直接的影響であ

るとは考え難い.終生群で雄では投与群にのみ雌では投

与群に顕著に認められた前 .1諒胃粘膜の出血性牒欄は対

照群雌 6%(1/15)， 0.04%群雄 7%(1/14)，雌17%(3/ 

17)， 0.16%群雄 46%(6/13)，雌 13%(2/15)，0.06% 

群雄 27%(3/11)，雌 14%(2/1のであり雌雄とも投与

量の増加に比例した多発傾向は示していない.廃嫡が観

察されたのは前述の心筋の石灰変性が認められた時期に

近似しており，各例とも個体問で程度の差はみられるが

心疾患の像を示していた.ヒトでは腎粘膜の出

血性陵欄は炎症，中毒性疾患，慢性うっ血などによって

起るといわれているω. 醍閥を呈したラットは 104週令

(24カ月令〉を越えており腎臓，心臓などの老性変化に

伴う慢性うっ血が生じていた可能性は大で、あると思われ

る.これらのことから今回観察された胃粘膜の出血性廃

闘は LAS隈取の直接的影響ではなく循環器系などの老

性変化が基盤となって生じたものと考えられる. 2年

群@終生群で投与群に顕著にみられた子宮内l践のポリ{

プ状増生は対照群 11%(3/26)，0.04%群 14%(4/27)， 

0.16%群 38%(10/26)， 0.60%群 19%(5/26)に認め

られ 0.16%群に多発したが投与量の増加に比例した多

発傾向は明らかではない.ポリープが観察されるまでの

平均摂取期間は対照群 118週(104-136週)， 0.04%群

121週 (104-144週)， 0.16%群 110週 (74-138週)， 0.60 

M群 131週 (78-161週〉であり投与群と対照群の間に顕

著な差はみられない.著明なポリープ状増生が認められ

た例は 0.04%群3例， 0.16%群4例で観察された時期

は摂取後 104-109週に 4例， 131-144週に 3例であり変

化の程度は投与量および摂取期間に比例した一定の傾

向は示していない.村・岡らのは SD-]CLラット， 125週

令で 12.2%(6/49)に子宮内膜のポリ{プ状増生を認め
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ており今回の発生もほぼ同一週令であり 0.16%群を除

いて発生率にも著差はない. これらのことから今回観察

された子宮内膜のポリーフ。状増生は現時点で、はi珂らかに

LAS摂取と関連があるとは考え難い.このように腫揚

を除く組織検索では LAS摂取と関連した変化として摂

取 1カ月の肝細胞の増生，尿細管上皮の腫11長がみられた

が，し、ずれも形態的適応現象であり晩発性の肝臓および

腎臓障害に直結しておらず， LAS摂取は組織障害を惹

起しなかったと考えられる.

臨場は多くの器官。組織に発生した.多発したのは乳

腺の腺腫，下垂体の色素嫌性腺股，甲状腺腫，副腎の髄

質細胞)]重，精巣の間質細胞)屈であった.これらの腫揚は

投与群に多発する傾向は示さず，投与量の増加に伴し、発

生例数が増減する傾向もみられず，発生時期(観察する

までの摂取期間〉も投与群と対照群の間に差異は認めら

れない.さらに西部10)の SIc:Wistarラットでの自然発

生腫蕩の報告と比較しでも発生頻度，発生時期に著差は

認められないことからこれらの腫療の発生に LAS摂取

との関連は考え難い. これらの!陸揚の悪性化例は乳腺癌

がO.16群雌に 1例， 0.60%群雄に 2例，下垂体の色素描ft性

腺癌が 0.04%1洋雌雄に各 1例， 0.16%群雄に 2例，雌

に1例， 0.60%群雌に 2例と投与群にのみ認められた.

乳腺癌の自然発生は Wistar系ラットで西部10)は雌に

0.4% (1/243)， Crain11)は11世に1.2%(1/84)， Gilbert 

ら12)は雄に 0.15%(1/641)，SD系ラットで村肉ら13)は

雌に 6.9%(5/73)， 森j升井|ド二ら山はj雌H位tに 5.4%右(σ7/パ12泊8)，
ACIν/Nラヅトで前川ら1

している.下垂体のj腺癌は SD系ラットで村岡ら13)は雄

に 2.6%(2/77)，雌に1.4%(1/73)， ACI/Nラットで

前川ら15)は雌に 0.9%(2/209) と報告している.これら

の報告から乳腺府，下垂体j操癌とも自然発生が稀ではな

いとみられ今回の発生も投与量の増加に伴う発生例数の

増減傾向も認められないことから， LAS 摂取による誘

発とは考え難い.甲状腺癌は対照群雄， 0.04%群雌雄，

0.16%群雌， 0.60%群雌に各 1例みられたが LAS摂取

量との関連は認められない.また Gilbertら12)はWistar

系ラット雄で 9.8%(63/641)，雌で 7.8%(55/701)，森

井ら14)は SD系ラット雄で1.8% (2/108)，雌で 0.8%

(1/128)の自然発生を報告しており投与群での発生が特

に問題となる点はないと考えられる.対照群での発生は

みられすや投与群にのみ 2例以上認められた腫協は皮下組

織の指肪躍@線維肉腫，耳道の扇平上皮脂，子宮の平滑

筋肉j毘，卵巣の頼、粒膜細胞腫であった. こj才れ/もLらωtは土いず
も各群での発生例数が少なく投与量の増加に伴う発生例

数の増減傾向は窺うべくもない.これらのうち悪性j陸揚

に関する自然発生例の報告をみると，皮下組織の線維肉

IJ邸主 Gilbertら12)が Wistar系ラット雄で 0.16%(1/ 

641)， SD系ラットでは村岡ら13)が雄に1.3% (1/77)， 

雌に 4.4%(3/67)，森井ら14)が雄に1.8% (2/108)，雌

に 0.8%(1/128)としている.耳-道の扇平上皮癌は Snell

ら16)がOMラットに 2例(約 80例中)， M520ラットに

2例(約 80例中)，腺癌は Gilbertら12)が Wistar系ラ

ット雌で 0.14%(1/701)，Tannenbaumら17)が SD系ラ

ットで 2.9%(3/105)としている. 子宮の平滑筋肉腫

は Wistar系ラットで Gilbertら12)が 0.26%(2/701)，

螺良ら18)が 7%(7/100)， SD系ラットで Thompsonら19)

が1.2%(1/82)， ACI/Nラットで前)11ら15)が0.9%(2/

209)， Sassら20)が Fischer系ラットで O.5% (1/192) 

としている.このようにこれらの悪性腫療は発生頻度が

低いものの自然発生例があり，今回の発生が投与各群を

合計しでも線維肉腫4例，ヰ道の扇平上皮癌3例，子宮

平滑筋肉!匝2例と少なく，摂取量との関連も認められな

いことから LAS摂取による誘発とは考えられない.包

皮腺のj匝境は対照群を含む各群で合計12例観察され腺腫

7 {yl )埠類癌5例と診断した21) ラット包皮腺の自然、発

生腫療は1930年に Bullockら22)が 0.04%(2/2450)に癌

を認めたとしている.その後 1967年に Jacobsら23)が

Fischer系ラットで 0.5%(1/194)に筋上皮腫を観察し

たが，これまでに報告例数は少なく発生頻度が低いこと

から包皮腺陸揚の自然発生は稀であると思われた.しか

し最新の J. GerontoJogy (Vol. 32， No.3， 1977)に

CoJemanら24)が F344ラット雄の 7.1%(10/140)に自

然、発生の腺腫を認め12ヵ月令以前の l例を含め24カ月令

までに 5例を観察したと報告している. このため現時点

では包皮腺腫協の自然発生の報告例は依然、として少ない

が発生頻度が低いとすることはできないと考えるに至っ

た.また本試験での発生頻度，観察時期も Colemanら24)

の報告と著明な差異は認められない.さらに組織学的に

悪性とした腺類痛は対照群に l例みられたが 0.60%群

では認められず摂取量に比例した頻発傾向も示さず悪性

化が投与群に著明であったとは思われない.これらのこ

とより包皮腺腫揚の発生が LAS摂取による誘発であっ

たとは考え難い.このように今回観察した腫窃のうちで

LAS摂取によって誘発され，あるいは発生を促進され

たと思われる)]重湯は認められない.

以上の如く本試験での病理学的検索の結果から LAS

は添加飼料を終生摂取(体重 kg当り 1日の LAS摂取

量は雌雄とも 0.04%群 20mg，0.16%群 80mg，0.60% 

群 300mgりしたラットに摂取と関連した組織障害像お

よび腫場発生が認められなかった.すなわち LASはラ
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ットに肉眼的@組織学的障害像を悲起せしめるような著

明な害的影響を及ぼさなかったと結論される.
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Photo 1. Calcification of cardiac rnuscles. H-E stain. x 200 

Photo 2. Diffuse necrosis of hepatocytes. H-E stain. x 40 

Photo 3. Ulcer in stornach. H-E stain. x 40 

Photo 4. Nephropathy. H-E stain. x 40 
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Photo 5. Endometrial polyp in uterus. H-E stain. x 40 

Photo 6. Squamous cell carcinoma in ear duct. 日-Estain. x 100 

Photo 7. Adenoma in mammary glands. H-E stain. x 100 

Photo 8. Adenocarcinoma in mammary glands. H-E stain. x 100 
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Photo 9. Chromophobe carcinoma in pituitary. H-E stain. x 100 

Photo 10. Adenocarcinoma in thyroid. H-E stain. x 40 

Photo 11. Pheochromocytoma in adrenal. H-E stain. x 200 

Photo 12. Islet cell carcinoma in pancreas. H-E Stain. x 100 
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Photo 13. Interstitial cell tumor in testis. H-E stain. x 100 

Photo 14. Leiomyosarcoma in uterus. H-E stain. x 100 

Photo 15. Adenoac anthoma in preputial gland. H-E stain. x 100 

Photo 16. Leukemia. Peripheral blood smear， May-Giemsa stain. x 1000 
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直鎖型ア)[..キ)[..ベンゼンス)[..ホン酸ナトリウム (LAS)のうット血清脂質への影響

米山允子へ 平賀興吾*

E百ectof Linear Alkylbenzene Sulfonate on Serum Lipid in Rats 

MASAKO YONEY AMA * and KOGO HIRAGAホ

緒

直鎖型アルキノレベンゼンスルホン酸ナトリウム(LAS)

が，血清脂質量を低下させることは，先に報告した1)

高級アノレコール系洗剤の 1つであるドデ、ンル硫酸ナトリ

ウムについて福沢2) らが，血清と肝臓の脂質量を測定

し，肝臓のトリグリセライドの増加を述べている.著者

らは， LAS投与の血清が， コントロールに比較し、清澄

であることも考慮、し，血清脂質成分について分析した.

血清脂質量の低下が，食餌性による外国性のものか，肝

に起因する内閣性のものか検討したので報告する.

実験材料及び方法

試料 LASは，花王アトラス株式会社製ネオベレッ

クス F-60，Lot No.l71(CIO 10.6%， Cll 34.1%， C12 

27.7%， C13 19.0%， C14 8.7%有効成分 60土 2%，

未反応油分 15%以下， 無機塩量 (345.8)を用いた.

実験動物 Wistar SLC系ラット雄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.

投与方法，期間 LASを日本クレア製飼料 CE-2に

0.6， 1. 2， 1. 8%になるように混和し，各々自由摂取さ

せた.投与後， 2， 4週目に断頭後，血清と肝臓を脂質

分析に用いた.

検査方法血清は，断頭後採血し， 3000rpmで， 10分

遠心分離した.摘出した肝臓は，テフロン製ガラスホモ

ゲナイザを用い，蒸留水で30%ホモジネートに調整し，

Carlson3)の方法に従いクロロホルム@メタノ，ール (2

1)を用いて，脂質を抽出した.抽出した肝臓脂質，血

清脂質の定量は， 下記の方法に従った. Triglyceride 

(TG) Van Handel-JlI出変法4) に従い定量した Phos-

pholipid (PL) Lowry， Ernsterの方法5) で定量し，

Pi催に 25を乗じた値をリン脂質とした Choresterol

(CH) Zak， Henly変法6)を用いて定量した. Freefatty-

acidは， Duncombeの法7)に従い定量した. TG， PL， 

CHについて定量した値の総和を総脂質量とした.
1311ートリオレインを用いた消化吸収試験について8)9)

1叫ートリオレイン(比放射能 O.OOlmCijmg)は， 第一

ラジオアイソトープ研究所から購入し，オリーブ油に 1

μCijmlになるよう調整した.前記の方法で， 0.6， 1. 2， 

1. 8% LASを自由摂取させ，投与後 2，4週自のラッ

トを一夜絶食後，上記の 13qートリオレインを， ラット

一回当り1.Oml経口投与し， 吸収のピーグ時である 6

時間後，固定しへパリナイズした注射筒で、頚静脈から一

定量採血した.血液中の放射能の測定は，ベッグマン@

バイオガンマ(ウエルタイプのシンチレ{ションカウン

タ~)で測定した.ラットは，各群 3 囚を用い，コ γ ト

ロ{ルに対する投与群の吸収率をパ{セントで表わし

た.

結果

体重増加，餌摂取量，肝重量 Table 1に示すように

体重は， 4週目で1.8%群に有意な減少がみられた.餌

の摂取量は， 2週日で濃度が高くなるに従い減少する

Table 1. Food Consllmption and Weight of Body 

and Liver on Administration of LAS for 

2 and 4 Weeks 

No. Body wt. Food Liver 
w % of 

Rats g gjratjday gj100gB. W. 

。 5 176.8土3.8 16. 7 4.68土0.09

0.6 5 182.0土3.4 15. 7 4.97土0.07
2 1.2 5 177.6土3.1 14.8 5.19土0.11中*

1.8 5 166.2土2.8 11. 3 5. 19土0.06ヰ*

。 5 230.8土6.4 25.2 4.19土O.10 

0.6 5 236.2土5.9 19.3 4.31土0.04
4 

1.2 5 230.4土4.0 17.0 4.69土0.08申*

1.8 5 201. 4土10.9* 19.2 4.59土0.13*

Vallles are mean土S.E. キp<0.05 料 pく0.01

*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 

24一一1，Hyakunincho 3 chome， Shinjulnトku，Tokyo， 160 Japan 
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Table 2. COl11position of Rat Serum Lipicls on Acll11inistration of LAS for 2 and 4 "¥V"eeks 

TG  PL CH FFA Total lipid 
w % 

mg/100ml % mg/100ml % mg/100ml /。O/ mEq/ll) mg/100ml 

。196.4土19.42
) 48.0土1.6 125.0土10.0 30. 7土1.0 85.0土2.0 21. 1土1.0 207土36 406土46

0.6 91. 7土3.4申本 31. 4土1.2申牢 121. 0土14.7 40.6土2.4 81. 2土1.6 27.9土1.2申* 165土8 293土19中*

2 
1.2 93.2土9.8牢* 37. 1土2.0*ヰ 80.5土10.4*ヰ 31.8土2.8 76.4土1.6ヰヰ 31. 0土1.7牢本 152土20 250土14**

1.8 84.4土2.0*牢 37.9土0.9申牢 69.0土6.6** 30.6土1.9 69.6土1.1 *牢 31. 3土1.1申本 203土18 223土8**

。213.4土24.4 50.3土3.5 117.5土3.7 28.9土2.2 83.3土1.8 20.6土1.3 266土31 414土49

0.6 202.6土26.2 48.6土4.9 112.0土4.5 29. 7土2.9 83.4土0.8 21. 6土2.0 292土32 398土47
4 

1. 2 172.7土26.5 45.4土2.0ヰ* 108.5土5.7 32.0土1.6 75.8土3.3 22.5土0.4 314土16 357土41

1.8 95.9土7.7** 34.2土1.2*キ 95.6土4.0申* 34.4土2.0 87.1土14.3 31. 3土2.4*申 216土15 278土16

1) X 10-3 2) Values are l11ean土S.E. * p<0.05 料 pく0.01

Table 3. COl11position of Rat Liver Lipids on Administration of LAS for 2 and 4羽Teel臼

TG  PL CH Total lipid 
w % 

mg/g liver % l11g/g liver % l11g/g liver % mg/g liver 

。 3.56土0.4 16. 7土1.7 13.3土0.5 63.0土1.4 4.29土0.05 20.3土O.7 21. 1土0.7

0.6 4.21土0.2 17.9土0.3 15.9土0.8* 68.2土2.8 3.97土0.12* 17.0土O.7キ 23.3土1.0
2 

1.2 4.30土O.1 17.9土0.8 15.6土0.9 64.7土1.6 4.12ごとO.13 17.1土0.8 24.0土1.0

1.8 5.02土0.07* 19.9土0.5 16.2土0.6牢ヰ 63.5土0.6 4.23土O.15 16.6土0.2* 25.4土0.8

。 3.09土O.1 18.6土2.0 11. 1土2.0 57.6土5.6 3.20土0.07 19.0土1.5 17.3土2.0

0.6 4.01土0.2キ* 22.8土0.8 10.2土0.2 56.6土1.9 3.14士0.04 18.0土0.5申 17.4土0.5
4 

1.2 3.73土0.2 21. 4土0.9 10. 1土0.2 58.9土O.9 3.32土0.08 19.2土0.5 17.2ごと0.4

1.8 4.39土0.1** 23.4土0.4 10. 7土0.4 57.3土1.1 3.54土0.18 19.0土1.2 18.6土0.4

1) Values are l11ean土S.E. キ p<0.05 料 Pく0.01

が， 4週間では濃度聞の差はなかった.肝重量は， 2， 

4週日とも1.2，1.8%群で有意な増加がみられ， 0.6 

%群では，増加の傾向を示した.

凪溝，肝脂質血清脂質は， Table 2に示した TG

は， 2週日で各濃度群とも顕著な減少を示し， 4週日で

は， 1. 8%群にのみ有意な減少がみられたが， 0.6， 1. 2 

%群でも明らかな減少の傾向を示している PLは 2

週日で1.2，1.8%群に有意な減少を示し， 4週目で

は， 1.8%群に有意な減少を示した. TCは， 2週目で

Table 4. Radioactivity of Blood after Or印刀ζa

Adゐm前1吋111凶1吋IS計tration of 131 Iト一Toliolei凶n 1 

w % Cpl11 % 

。 100151) 

0.6 8857 88 

1.2 10271 102 
2 

1.8 13870 138 

。 7056 

0.6 8176 
1.2， 1.8%群に有意な減少を示し， 4週日では，差がみ 4 

115 

1.2 10336 146 
られなかった. FFAは，いづれの週でも有意な差を示

していなかった.肝脂質は， Table 3に示した TGは，

2週日で1.8%群に有意な増加を示し 4週目では，

0.6， 1. 8%群に有意な増加を示している PLは， 2週

日で 0.6，1. 8%に有意な増加を示し， 4週目では差を

示していない. TCは， 2週日で 0.6%群のみに有意な

減少を示した.

131lートリオレインによる消化吸収試験 Table 4に示

1.8 9621 136 

1) Value are the l11ean of 3 ra ts. 

すように，血液中の 131トトリオレイン量は 2週目で

は， 1.8%群に増加の傾向がみられ 4週目では， 0.6， 

1.2， 1.8%群に増加iの傾向がみられた.

考察

LAS投与によるラット血清@肝臓脂質の変化，腸関
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膜吸収阻害について，経時的に調べた.血清脂質は， 2 少を示していることから， LASが，主に脂質代謝系に

週日で TG，PL， TCも濃度段階に比例して減少して 作用していると予測される.以上のことから， LASに

いるが， TGが顕著に低下し 4週目でも問様のことが よるラット血清脂質の低下は，肝臓に脂肪が蓄積するた

いえる.血清あるいは血撲中に存在する脂質の大部分 めと推測された.

は， リポ蛋白の状態で溶解し， トリグリセライドは，主

に小腸で合成されるカイロミクロン及び肝で合成される

超低比重リポ蛋白 (VLDL)に含まれている.従って，

血清トリグリセライ rの増減は，食餌性によることが多

いといわれている 10) 餌の摂取量は，投与群で減少の傾

向を示しているが， 4週目では，血清 TGが LAS濃度

の増加に比例して減少するにもかかわらず，摂取量の顕

著な差はみられなかった 1311ートリオレインを用いた消

化吸収試験によるデータからも LAS投与時に生じる腸

間粘膜障害11)による脂肪の吸収阻害は，推測されず，富

山ら12)が述べているように吸収促進がみられた.肝臓脂

質は，投与後， 2週目で PL，TGの蓄積を示し，ある

いは推測されるが， 4週目では， TGの蓄積がみられた.

LASが高濃度で肝臓酵素活性を低下させ，肝重量を増

加させるのは，先の報告1)から明らかである.今回の実

験からも肝肥大は， 1.2， 1.8%群にみられた LASが，

肝臓酵素系に変化を及ぼす結果，脂質の増加あるいは蓄

積が予測されるが，体量の減少，肝重量の増加がみられ

ない 0.6%群が， TGの肝臓での増加，血清における減
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直鎖型ア)~キ)~ベンゼンス)~*ン酸ナトリウム (LAS) の微生物系における

突然変異誘起性試験

藤田 博犬 小嶋昭江汽平賀輿吾中

Screening Tests of Mutagenicity of Linear Alkylbenzene S叫fonate(LAS) 

in the Microbial System 

HIROSHI FUJITAヘAKIEKOJIMA * and KOGO HIRAGA* 

直鎖型アノレキノレベンゼγスルホ γ酸ナトリウム (LAS)

の毒性に関して，これまで当部において検討が加えられ

てきた1ーの.その一環として，微生物系での突然変異誘

起性について，枯草菌を用いた repairtes t (rec assay) 

および大腸菌，サノレモネラを用いた mutationtestによ

り検索したので報告する.

実験材料および実験方法

菌株 a) Bacillus subtilis H17 Aおよび M45T株

の2株4)

b) Escherichiα coli B/r WP2 (trρ-， HCR-) 

株4，5)

c) Salmonella tyρhimurium T A1535， T A1538， 

TA100および TA98株白川. なおこれらの株の性質の

うち， deep roughをグリスタルノミイオレット感受性に

より， R因子をア γピシリン抵抗性により確認したの.

試料 LAS (純度 99.5%，当研究所にて精製〉を滅

菌蒸留水にて 200mg/ml溶液とし， 実験濃度は， 致死

性が現われる濃度を基準として段階希釈して用いた.

陽性コントロ{ノレとして，アセチルアミノフルオレン

(AAF)， 4ーニトロキノリン-1ーオキサイド (4NQO)，

ベγツ(a)ピレン (BP)，フリルフラマイド (AF-2)を

用いた.

試薬 肉エキス(極東薬品)，ポリベプトン(大五栄

養)，寒天 (Difco)， ヒスチジン， ピオチン(和光純薬)，

G-6-P， G-6-PD， NADPH (以上オリエンタル酵母:)，

フェノパノレピタ{ノレ (PB，吉田製薬)，アロクロール

1254 (PCB，三菱モγサソト化成)， AAF (東京化成)，

4NQO (岩井化学)， BP(和光純薬)， AF-2(上野製薬).

堵地 a) ブロス寒天培地:肉エキス 0.5%，ポリベ

プト γ1%，塩化ナトリウム 0.5%， 寒天1.5%， pH 

7.0 

b) 最少寒天培地:硫酸アンモニウム 0.1%， リン酸

二水素カリウム 1%，硫酸マグネシウム0.01%，グエン

酸ナトリウム 0.05%，寒天1.5%， グノレコース 2%，

pH 7.0. 

c) 軟寒天6) 塩化ナトリウム 0.5%，寒天 0.7%の

溶液に， 0.5mMヒスチジンー0.5mM ピオチγ溶液を

1/10量加えた.

枯草菌による repairtest 賀田の改良された rec

assayにより行なったり.

大腸菌による mutationtest スポットテスト:WP2 

株の一夜培養液 O.lmlを最少寒天培地に広げ乾燥後，

LAS溶液 0.02mlをしみこませた円形ろ紙(直径 8mm)

をプレート中央に置いた 370 で 2日間培養し，生じた

復帰コロニ{を計数した.

陽性コントロ{ルは，4NQOを用いた.

サ)(，.=Eネラによる mutationtest 1) スポットテス

ト:T A1535， T A1538， T A100， T A98の一夜培養液

各 O.lmlを試験管にとり， 450 に保温した軟寒天 2ml

を加え最少寒天培地に重層した. このプレ{トの中央に

LAS溶液 0.02mlをしみこませた円形ろ紙(直径8

mm)を置き， 370 で 2日間培養し，生じた復帰コロニ

{を計数した.

陽性コントロ{ルは，4NQOを用いた.

2) 代謝活性化:代謝活性化のための S9は， PBお

よび PCBにより薬物代謝酵素系を誘導したものを用い

た. ]CL・.Wistarラット雄(平均体重 210g)に PB

(0.1%)は 7日間飲水として与え， PCBはコーンオイ

ノレに溶かし肝臓摘出の 5目前に 500mg/kgを腹腔投与し

た S9の分離は前報9)によった mutationtestの方法

は， Amesの方法10)を一部変えて行なった.

小試験管に O.lmlの LAS、溶液を取り，これに 0.5

mlの S9-Mix8，10) (S9 150μ1，梅化マグネシウム 4

μl11ole，塩化カリウム 16.5μmole，G-6-P 2.5 f1l11ole， 

本東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新街区百人町 3-24-1
キ TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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LASの大腸菌とサルモネラによる

mutation test (スポットテスト〉

表 2.LASの枯草菌による recassay 表1.

生長阻止帯 (mm)

H17A M45T 
mg/ろ紙料試

大腸菌 サルモネラ
mg/ろ紙一一一

WP2 T A1535 T A1538 T A100 T A98 
試料

LAS 
円
ペ

U

A

吐

氏

U

門

i

n

u

つ
臼
ワ
山
内
J

n

J

q

J

35 

210 

254 

260 

346 

円。
F

h

U

F

O

ρ

h

U

噌

i

円

L

噌

i

1

i

-

i

n

L

30 

27 

15 

36 

134 

lll) 

16 

15 

19 

40 

4 

1 

0.2 

Control 0 

4NQO 0.32) 

ウ
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d

告

n
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n
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-
E
4
 

庁

t

円
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d
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ハ

U
F
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1 

0.2 

0 

O. P) 

LAS 

Control 

AF-2 

1)μg/ろ紙

1)復帰コロニー数/プレート

2)μg/ろ紙

LASのサルモネラによる mutationtest (代謝活性化〉表 3.

TA98 

PCB-S9 

TA100 

PCB-S9 

mg/フ。レート
(μg/フ。レート〉 S9-

LAS n
U
1
i
n
o
n
U

口。

1
i
dせ
円

ο

ヮ
“
司
i

ワ山

Q
d
F
D

A
斗

A
H
h
u
d
ι
1
d佳

PB-S9 

6 

52 

50 

58 

43 

15000 

S9-

0 

14 

107 

295 

303 

243 

289 

254 

269 

287 

PB-S9 

2381) 

231 

254 

281 

266 

4400 

5 

0.5 

O. 1 

0 

(10) 

(10) 

(0.05) 

料試

Control 

AAF 

BP 

AF-2 

672 2300 

472 2600 

LASの大腸菌，サノレモネラに対する突然変異誘起性は

検出できなかった.

LASの遺低毒性については，益淵らのにより染色体

異常，優性致死試験の結果，遺伝的障害は見られないこ

とが報告されている.本実験での徴生物においても同様

の結果であった.

要旨

直鎖型アノレキルベンゼンスルホン酸ナトリウム (LAS)

の突然変異誘起性について，枯草菌での repairtest，大

腸菌，サルモネラでの mutationtestを行なった結果，

いずれの方法でも検出できなかった.

文献

米山允子，馬淵依子，伊川三枝子，小林博義，市

川久次:東京衛研年報， 27-2， 105， 1976 

益淵正典，高橋昭夫，高橋省，平賀輿吾

衛研年報， 27-2， 100， 1976 

高橋昭夫，佐藤薫，安藤弘，久保喜一，平賀

興苦東京衛研年報， 26-2， 67， 1975 

Kada， T.， K. Tutikawa， and Y. Sadaie: Mu・

tation Res.， 16， 165， 1972 

Bridges， B. A.， R. E. Dennis， and R. J. Mun. 

G-6-PD 0.25単位， NADPH 2μmole， リン酸緩衝液

(pH 7.4) 50μmole)を加えた.また， 代謝活性化しな

い場合には， 0.5mlのリン酸緩衝液 (0.25M， pH 7.4) 

を加えた. これに TA98，TA100の一夜培養液 O.lml

を加え， 30分間， 370 でインキュベートした. このイン

キュベーション溶液に，450 に保温した軟寒天 2mlを

加え，十分に混合した後，最少寒天培地に重層した.こ

のプレートを 370 で2日間培養し，生じた復帰コロニ{

を計数した.
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PCB-S9の場合 BPを，活性化しない場合 AF-2を用

1)復帰コロニー数/プレート (3枚平均値〉

東京2) 

3) 

4) 

5) 

し、Tこ.

結果および考察

枯草菌の H17A，M45Tを用いた recassayの結果

を表 1に示す LASは両株に対して生育阻止を示した

が，その生育阻止帯の長さに差は見られなかった.

大腸菌，サルモネラでの mutatIontestの結果を表

2，表 3に示した.スポットテストでは，大腸菌，サル

モネラ共に復帰コロニー数に増加は見られなかった.ま

た，代謝活性化によっても， T A98， T A100共に復帰

コロニ{数に著しい増加は見られなかった.従って，
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放射性三三価および六価クロムの経皮吸収

長井二三子犬 中 川敦 子穴 原しげ子へ 金西信次*

道源正子ぺ 中尾 JI碩子本

Absorption of Radioactive Chromic chloride 

and Sodium chromate from Skin 

FUMIKO NAGAI*， ATSUKO NAKAGA WAぺSHIGEKOHARAヘ
NOBUZI KANANISHI*， MASAKO DOGEN半 andTOSHIKO NAKAOヰ

緒 E司

著者らはクロム鉱淳埋め立てら2)による人体への影響

を調べる目的で， クロム鉱惇水抽出液3) (以下クロム鉱

津波と略す〉中の六価クロムの経皮および経消化管吸収

について，標準品クロム酸カリウム(以下 K2Cr04と略

す〉と比較検討し，前報3) に報告した.しかし経皮吸収

についてはクロム鉱倖液，標準品 I七CrO!ともに吸収率

が 3-25%と非常に高く，しかも個体差が大きいこと，

肝，腎，牌，脳などに検出されたクロム量はマウス全体に

存在するクロム量に比べ非常に少ないことなどの解釈で

きない問題を残したままで結論づけてしまった.そこで

経皮吸収を前報3) に改良を加えた方法を用いて調べなお

し，データのくい違う点について新たな結果を得た.ま

たクロムの毒性を考えるためには，六{i日iクロムとともに

自然界に多く存在し，安定な型である三価クロムト日〉の

吸収についても調べる必要があると考え，経皮および経

消化管吸収実験を行った.本報では経皮吸収の結果を示

す.

実験材料ならびに方法

実験材料 クロム酸カリウム (K2Cr04)和光純薬試薬

特級，塩化クロム (CrC1306H20)関東化学試薬特級，放

射性クロム酸ナトリウム (Na25ICr04)注射液第一ラジオ

アイソトープ研究所製，放射性塩化クロム (5ICrCI3)

NEN製， ICRマウス (d) 7週令体重 34g前後

実験方法前報3) での経皮吸収率の個体差は 51Crの

毛髪への汚染が原因ではないかと考え，二三の改良を加

えた.すなわちヰ周辺部の毛を刈り取ったあとマウスの

した.ヰを切除したあとのマウスを放射性クロムの三

(目I，六価とも 3群に別け各々一つのケージにいれて28日

間飼育し，一定時間ののちに排世物を集めてアニマルカ

ウンターで測定した.臓器分布は採血に注意した.前回

は断頭により行ったため，血液への汚染があると考えた

ので，今回は経消化管吸収3) と同様に心臓穿刺により採

血し，肝，腎，牌，脳を取り出し，ベックマンバイオガ

ンマで、それぞれの放射能を測定した.またマウスの頭部

の皮膚をはく離し，左右に切り離して放射能をはかり，

頭部に残存する 51Crの存在部位を調べた.

結果ならびに考察

前幸報1i3) と同じ方法で

耳を取り除いた体部に吸収されたクロム量は 14.4%と

2幻1ヌ%になつた.このとき頭部に存在する 51Crはそれぞ

れ吸収量の 97%および 80%であった. このうちの約

75%ははりつけた耳の周囲の皮膚に存在することが明ら

かになった. この値は耳を切除して 51Crを除いたあと

24時間後も同じであった.また調べた全臓器に存在する

51Crが全吸収量の 0.3%程度であり，吸収率との差が

非常にあることを合わせて考えると，皮膚表面への単な

る汚染も一緒に測定し，見かけ上吸収率を高くしていた

可能性が考えられる.

改良を加えた方法で試みた六価クロムの経皮吸収率を

表 1，臓器分布を図 1に示した.頭部毛髪の除去，採血

法を断頭から心臓穿刺に変えたことなどにより汚染を防

止することがで、きた結果， 吸収率および血中の 51Cr量

は前報7) より低くなったものと考えられる.臓器レベル

ヰに 7.08ppmの K251Cr04液 10μJ または 7.08ppm は大差なかった.

の 51CrCI3 10μfをしみこませた直径 6111mのろ紙を幹 六価および三価クロムの吸収と排世の関係について検

創菅ではりつけた.一定時間のち耳を切除しパッカ{ド 討した.表 3は表 1，2に示したマウスを前述の如く，

アニマノレカウンターで動物への放射能の取り込みを測定 28日間飼育し，その聞の排地ー物の 51Crを測定し，得た結

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人mr3-24-1 
ホ TokyoMetl'opolitan Reseal'ch LabOl・atOl・y of Public Hea1th 

24-1， Hyakunincho :3 chome， Shinjuku“1m， Tokyo， 160 Japan 
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三{而クロムの経皮吸収表 2.

吸収率ω

% 
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図1.臓器分布， K2Cr04 を15分間貼付したの

ち，耳を切り離して未吸収クロムを除去

し， 1時間， 3時間， 24時間， 96時間後

の 51Crの cpmを示した.各群ともマウ

ス5匹の平均値で示した.

0:血液，ム:肝臓，¥l :腎臓，口:碑臓，脳

F 

a)表 1の場合と同様に示した，貼付時間は30分である.

六価および三価クロムの排世表 3.
六価クロムの経皮吸収

動物数吸収51Cr吸収率排世物51Cr控並重工
貼付量

cpm/cage/ 0/ 

28days /り% 

0.09 

0.31 

1. 09 

吸収率。

% 
0.04 

0.04 

0.05 

0.17 

0.10 

0.02 
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340 

1， 207 
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0.32 

1. 85 
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2，057 

吸収51CrL)
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六価 A
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三価 D
クロム E
CrC13 F 

0.34 

0.31 

186 

172 

54，796 

56，155 

7 

8 
B 

。珪並惣虫企竺Cr(cEm/cage/28days2 x 100 
耳切除前のカウント (cpm)

2.18 

1. 60 

1， 202 

855 

55，104 

54，157 

9 

10 

膚と消化管における物質の透過性の違いを示すものか，

あるいは吸収面積が極端に小さいために比放射活性の高

いクロムの使用によってもなお誤差の範囲を出なかった

のかは，今後の実験によって明らかにされなければなら

ない.いづれにしろ吸収されたクロムは28日閉までにほ

とんど排世された.吸収量と排j世の間の差異はアニマノレ

カウンタ{の測定効率が低いため，自己吸収などにより

完全に測定されていないことによると考えられた.従っ

て精度をあげるためには動物全体の測定にもっと効率の

良い方法を考えなければならない.

総括

1. 六価および三価クロムの経皮吸収率は約 0.4%で

あり，両者の吸収率の差は認められなかった.

2. 臓器分布は，血液を除いて前報3) と大差なかっ

Tこ.

3. 前報の六{冊クロムの吸収率，および血中レベルが

高かったのは，汚染したグロムを含んでいたためであろ

C 

a)貼付 51Crとは耳切除前の 51Crのカウント

b)吸収 51Crとは耳切除後の 51Crのカウント

一吸収51Cr(cpm)
c)吸収率一 x 100 

貼付51Cr(cpm)

貼付時間は30分である

貼付51Cra)

cpm/mouse 

53，210 

55，522 

55，712 
54，416 

56，377 

53，477 

果である.マウスの体へ吸収された 51Cr量が少ない群

では，ほぼ排地ー物に回収された量と吸収された量が一致

しており，この群については耳切り離し後，体内に吸収

された 51Crはほぼ完全に排世されたと考えてよい.表

3のABC群のうち吸収の多いC群の排世物中の放射能

の回収が他の群に比べて低いのは一部汚染も考えられ

る.しかし排世物中の放射能を調べた結果は，丹染が生

じたとみられるものはマウス10匹中 1または 2]Z!iのみで

あった.三価クロムについても同様のことを試み，表2

および表 3に示した.経消化管吸収7)でみられた六価と

三佃の吸収の差はこの実験結果からはみいだせなかっ

た.この経皮吸収と経消化管吸収の結果のくい違いは皮
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五価クロムの経消化管吸収

中 )11敦子ペ 長井二三子犬 原しげ子犬金問信次*

道源正子六 中 尾 JI慎子本

Absorption of Chromic Chloride from Gastrointestinal Tract 

ATSUK主o NAKAGA 鴨TAぺFUMI日I主o NAGAI'ヰヘl

NOBUZI KANANISHI*中ヘlド:， MASAI王o DOGEN ホ and TOSHIKO NAKAO* 

最近東京都内においてクロム鉱倖埋立てによる六{l1liク

ロムの人体に対する影響が問題となり，先に私達はマウ

スを用いて鉱津抽出液と六{間クロム溶液の吸収，排j世，

臓器分布について比較し報告した1) 六fil日クロムは生体

!撲を容易に透過し毒性も強いことが指摘されている 2-4)

一方三価クロムは最も安定な形で，自然界にも多く存在

すること，六{国iクロムも皮膚および体内で容易に還元さ

れて三価クロムとして存在すると考えられているこ

とへさらにクロムは生体に必須な元素で、あること等2，め

から三価クロムの生体内運命についても知る必要がある

と考え，前報と同じ方法で本実!換を行し、六価クロムの場

合と比較した.

実験材料および方法

動物 4 週令の ]CR-ICR 系マウス(~)を購入し一

週間予備飼育後実験に使用した.予備飼育の条件は室温

25土lOC，湿度 55土 5%，照明 1日8時間とし 1ケージ

10JZ~ずつ収容して CE-2 の飼料および水道水を自由に段

取させた.

試薬塩化クロム (CrCI3.6HzO)は関東化学試薬特

級，放射性クロム (51CrC13) はニユ{イングランドヌク

レア社，麻酔エーテノしは三楽オーシャン社のものを使用

した

実験方法

一夜絶食したマウスに 7.08ppm塩化クロム溶液 0.3

ml (約 50，000cpm，アニマルカウンターによる測定値〉

をゾンデを用い経口投与した.投与後 51時間までは水だ

けを，その後は水と餌を自 E11に摂取させた.投与後 5時間

から15日日までは糞と尿を分けて放射能を測定し，それ

以後は糞尿合わせて測定した.投与後一定時間経過した

らエーテルで、il呈く麻酔してi1l削旬開腹し，心臓穿京IJにより

採血した.次に傷つけないように注意深く消化管を取

り，続いて肝臓，腎臓， Jj!J，!JfI故， Jl討をとり各臓器の重量を

測定した. クロムの臓器分布を調べるため各!臓器に取込

まれた放射能をパイオガンマ(ベックマン社〉で測定し

た.一方動物によるクロムの吸収率，排世の割合を調べ

るにはクロム投与直後の動物全体の放射能，消化管を除

いた残屍体の放射能 omち未吸収クロムを除去したも

の)，および排池上物中の放射能をアニマルタウンター(パ

ッカ{ド社〉で測定した.動物は 1群 5匹とし結果は 5

匹の平均値で表わし，吸収率および排世の割合は次式で

計算した.

吸収率閉じ壁iJ:除ど立一三立竺姐宣 x100 
ロム投与直後のマウス全体の放射能

1;11'1世の割合出一一一一排世物中の放射能
クロム投与直後のマウス全体の放射能

x 100 

実験結果

吸収 三佃iクロムの吸収率を六価クロムと比較し

て表 1に示した.投与後 5時間迄の三価クロムの吸収率

は0.88%で六価クロムの 3%に比べて低かった.また尿

中封n世の割合を表 2に示した. 1日目における三何クロ

ムの排11ll:の割合は 1.9%で六filfJクロムの 30.1%に比べる

と非常に低かった.尿中のクロムは一度体内に吸収され

たものであり， この{直から吸収の程度を推測すると王制Ii

クロムの吸収は六佃iクロムに比べて低いことが示唆され

た.

2. 排;世投与後15日迄は]Jtと尿を分離して測定し

(表 2)，以後は糞尿合わせて測定した(表 3).投与し

た三個クロムの約 85%が 24時間以内に糞中に排世され

六{i自クロムの場合と同程度であった.投与量に対する尿

中排世の割合は 15日間で2.75%となり i及収された三価

クロムの 70%が 24時間以内に排11止された. これは吸収

された六IiIfiクロムの24時間以内に排世される割合が95%

以上で、あるのに比べて低かった.

中東京都立衛生研究所有性部 160 東京都新街区百人町 3-24-1

* Tokyo 1¥Ietl'opolitan l(CSCal・chLabol'・atol'yof Public Health 

24-1， Hyakunlncho 3 chome， Shinjulnトku，Tokyo， 160 J apan 
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投与後経過時間
吸収率(%)

Cr6+ Cr3+ 

1時間

3時間

5時間

3.4土1.4

3.3土1.6

2.5土0.6

0.83土0.42

0.84土0.80

0.98土0.63

三価クロムの吸収率はマウス 5匹の平均値土標準偏

差.六価クロムの吸収率は前報1)を引用.

表 2. 尿中排般の割合

投与量に対する 1日当りの尿中排推量
投与後日数 の割合(%)

Cr6+ Cr3+ 

1 日 30. 1土15.8 1. 91土O.71 

2 日 1.1土0.5 O. 14土O.11 

3 日 0.2土O.1 0.09土0.05

4-5日 O. 1土O.1 0.07土0.04

6-7日 O. 1土O.1 

6-8日 0.06土0.07

三価クロムの尿中排rl止の割合はマウス 5匹の平均値

土標準偏差.六10ftクロムの値は前報1)を引用.

表 3. 糞尿中への排他の割合

Cr6+ Cr3+ 

投与仔投与量に対する 1
~日当たりの糞尿中日数

排世量の害IJ合(%)

ル投与量に対する 1
投与k 日当たりの糞尿中
日数

排i世量の割合(%)

1 日 84.8土8.48 日 84.9土5.1 

2 日 5.34土O.76 2 El 3. 18土2.8

3 日 1. 78土4.16 3 日 4. 12土4.6

4-5日 0.17土0.06 4 5日 O. 30土0.25

6-7日 0.03土0.02 6-8日 0.59土0.62

8 9日 0.03土0.02 9-10日 O. 16土O.19 

10-15日 0.06土0.01 11-13日 0.08土0.09

16-17日 0.01土0.01 14-15日 0.07土0.07

18-21日 0.05土0.03 16-19日 O. 16土0.20

22-27日 0.03土0.01 20-22日 0.02 

28-33日 0.03土0.01 23-24日 0.04 

25-29日 0.01 

マウス 5匹を l群とし，投与後 1日目は 8群の平均

値，その後 1群ずつ殺して20日目以後は 1群の値で

ある。六価クロムの値は前報1)より求めた O
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図1.三価クロムの臓器中濃度の変化

各臓器のクロム量をグラム重量あたりの C.p. 111 

で表わした.マウス 5匹の平均値で示し，一織
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図 2. 臓器中の三価クロムの減衰

マウス 5匹の平均値で示し，震設一種多は血液，

マー官官は腎!臓，闘ー摺は牌JI蔵， A-Aは肝臓，

0-0は脳を表わす.

臓，肝臓，牌臓への取込みは血中濃度以上であった.臓

器に取込まれた三伺クロムは六個クロムと向様に増減の

波形を柑iきながら減哀した(図 2). 

4. 臓器重量肝臓，腎臓，脳は実験群と対照群(ク

ロム無投与群〉の聞に差はなかった.牌!臓はクロム投与

後 4日日までは減少したが，それ以後回復し対照群との

差はなくなった.

考察

3. 臓器分布放射性クロムの臓器分布および減哀の 投与後 5時間までの三価クロムの吸収率は0.88%，15 

様子を図 1，図 2に示した.クロム投与後山中クロムが 日間の投与量に対する尿中排世の割合は 2.75%となり

まず上昇すると考えられ，その後急速に減少して種々の 吸収に関する他の報告と一致した6-8) 三側クロムを経

臓器に取込まれた.臓器重量あたりの蓄積最はij守!臓が最 口投与した11寺のl反収および羽目111:を六1i11iクロムの場合と比

も高く，次に牌臓と肝臓で脳は最も低かった(図 1).腎 較すると，三佃iクロムは!吸収率が低く(表 1)尿，*排世
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の速度も遅かった(表 2).三価クロムが六佃クロムに比

べて吸収されにくいということはラットわやモルモッ

トのを用いた吸収の測定， および赤血球の膜透過で7，10)

明らかにされている.三三価クロムは膜透過性が低いため

吸収も排世もされにくいと考えられる.

腸管から吸収されたクロムはまず血中に続いて種々の

臓器に移行した.移行後の脳以外の臓器中濃度は血中濃

度以上に濃縮されていた(図 1). )揚管におけるクロム吸

収の機構は不明であるが，吸収後は血援タンパクである

シデロフィリンに結合11)して体内を移動し，肝臓，骨髄

等主として細網内皮系組織に取込まれ時間とともに牌臓

に蓄積するのと言われている.またラットに少量のクロ

ムを静注して臓器分布を調べると牌臓， l腎臓が最も高

く，次に肝臓で，肺，心臓， H卒臓，脳は低いという報告12)

もあり本実験とも一致していた.またどの臓器に取込ま

れたクロムも15日以内に大部分が排11ll:された(図 2). 

三価クロムを経口投与した場合の毒性は非常に低いこ

とが報告されている1丸山. しかし非常に低濃度のクロム

を投与した実験は少ない.本実験では 7.08ppmという

低濃度の放射性クロムを経口投与し，その吸収，排11止，

臓器分布について観察した.三個クロムの毒性という点

からは皮膚におけるアレルギー反応が問題視されてい

る2) 六価クロムも皮膚に接触して皮膚のメチオニン，

システイン，シスチン等と反応して三{聞に還元され， こ

れがハプテンータンパク複合体を形成するとし、う報告15)

もあり今後検討しなければならない問題であろう.

謝辞 クロムの経口投与に御協力をいただきました訪:

性部病理研究科の林田志信氏に深謝いたします.

文献

1) 長井二三子，金西信次，原しげ子，樺島J[民一郎，仁|二I

尾J[頂子，平賀興吾:東京衛研年報， 27-2， 56， 

1976 

2) Committee on Biologic Effects of Atomos・

ρheric Pollutants : Chromium， 1， 1974， Na-

tional Academy of Science， Washington， D. C. 

3) Merz， W.: Physiol. Rev.， 49， 163， 1969 

4) 東京大学医学部保健学科内ニッケノレ， クロム研究

班:ニッケルおよびクロムの人間への影響に関す

る研究， 67， 1974 

5) Feldman， F. J. : Fed. Proc. 27， 482， 1968 

6) Visek， ¥V. J.， I. B. Whitney， U. S. G. Kuhn国，

and C. L. Comar: Proc. 50c. EXlうtl. Biol. 

A1ed. 84， 610， 1953 

7) Donaldson， R. M. and R. F. Barreras : ]. Lab. 

Clin. A1ed. 68， 484， 1966 

8) Merz， W.， E. E. Roginski， and R. C. Reba: 

Am. ]. Physiol. 209， 489， 1965 

9) Wahlenberg， J. E. and E. Skog : Arch. Derm. 

92， 315， 1965 

10) Gray S. J. and K. Sterling:]. Clin. Invest. 

29， 1604， 1950 

11) Hopkins， L. L. Jr.， and K Schwarz : Biochim. 

Bioρhys. Acta.， 90， 484， 1964 

12) Hopkins，しし Jr. : Amer. ]. Physiol. 209， 

731， 1965 

13) Akatsuka， K. and L. T. Fairhall: J.lnd. 

}{yg. 16， 1， 1934 

14) Conn， L. V¥人， H. L. Webster， and A. H. 

Johnson : Am. ]. }{yg. 15， 760， 1932 

15) Mali， J. ¥.へ人 H.，W. J. Van Kooten， and F. C. 

J. Van Neer. :]. Invest. Derm， 41， 111， 

1963 



東京衛研年報 flnn. Reρ. Tokyo ]¥1etr. Res. Lab. P.H.， 28-2， 121-128， 1977 

ク口ム鉱j宰水浸出液による家兎角膜の微細構造におよ{ます影響

福森信隆*， 三栗谷久敏汽 平賀興吾*

Fine Structure Alteration on Cornea by 

Water Extract of Chromium Ore Dross in Rabbit 

NOBUTAKA FUKUMORIヰ， HISATOSHI MIKURIYA* and KOGO HIRAGA串

常者 戸ヨ

既に当部では，環境汚染を引き起こしたクロム鉱倖の

生体影響を検討する一環として，クロム鉱倖水浸出液の

家兎眼粘膜1)および皮膚2) に対する一次刺激性に関して

報告した.

今回， クロム鉱j宰水浸出液による角)J具の初期変化の過

程を解明する目的で微細構造の変化を，六価クロム対照、

液および pH対照液による場合と比較観察した.

実験方法

動物は体重約 3kgの白色雄性家兎を用い， 検体を点

眼した後，首伽をつけ四肢による擦過を防いだ.検体の

調整は 1，000ppm六個クロムを含むクロム鉱俸の水浸

出液(以下クロム鉱浮液と略す)，重クロム酸ナトリウム

とクロム駿ナトリウムの混和によって pHを中性に調整

した 1，000ppm六価クロム水溶液(クロム対照液と|略す〉

および pH12.7のソ{ダ石灰飽和水溶液 (pH対照液

と略す〉とし，前報1)と同ーの溶液を使用した.各検体

は O.lmlを左眼に点眼し， 24時間経過した後，フルオ

レスセンナトリウムの 2%水溶液(フルオと略す〉を l

滴点眼Lた.数秒後約 20mlの滅菌済徴温蒸留水で洗眼

し，フルオによる鐙光を確認した後屠殺し，外限角に近

い角膜を摘出した.鐙光を発した角膜(陽性部と略す〉

とその周囲の鐙光を発しない部(陰性部と略す〉の 2カ

所の組織を採取した.また，クロム鉱倖液は点、限後48時

間経過についても行い，同時に点眼をしない未処置眼球

〈未処置と11唱す〉も試料に供した.試料は 3%パラホル

ムアノレデヒド (0.1Mリン酸緩衝液， pH 7.4)で1時間

囲定後，細切し 3時間同液にて再固定を行った.氷室内

の緩衝液中で一晩洗浄， 1 % OS04液で1.5時間後固

定，ェ.タノール脱水後定法に従い Araldite樹脂で包埋

した.包埋した電顕試料はトルイジン青染色を施し光顕

的に観察した後，超薄切片を作製して酢酸ウラン@クエ

ン酸鉛二重染色を行い， HU-12A型電子顕徴鏡にて観察

した.

実験結果

フルオ陽性部はクロム鉱j宰液点眼後 24，48時間とも

半円形状で下限験側の角)J莫に認められ，ほぼ全例にみら

れた. クロム対照液， pH対照液では蛍光を認めなかっ

た.なお陽性部の鐙光は前固定液による浸透固定中に退

色した.

未処関 正常角膜は角膜上皮，前境界板，固有層，後

境界板，角膜内皮の 5層より成っているが，前境界板は

明確でなかった.角膜上皮は重層肩平上皮で構成されて

おり，表層の上皮細胞は扇平化が著しく，深部の基底面

に行くほど細胞は円柱状となり，核は入り込んだ不整形

な形態を呈した.互いに隣接する細胞では小突起により

版合を形成し desmosomeを認めた (Fig.1).細胞内小

器官は ribosome，tOl1ofilamentsを除いて全体に明確で

なく，少数の不明瞭な糸粒体が散在していた.固有層は

!謬原線維が平行に走り層を形成し，各層が交互に車交し

てその聞に細長い線維芽細胞を認めた (Fig.2).後境界

板は無構造な中等度の電子密度を有する層をなし，角膜

内皮は単層に配列され一定の厚みを形成して，長形な核

を持った細胞で、あった.

ク口ム鯨津波 点限後24時間のフノレオ陽性部で、は，角

)J莫上皮細胞の隣接細胞間隙に拡張がみられ，表層部の角

膜上皮が離脱する傾向が認められた.残存する角膜上皮

は扇平状を呈する細胞が少なく，ほとんど円柱状を認め

た. トルイジン青染色を行った光顕的観察で染色性が低

下し離脱しつつある細胞は，電顕的に変性が著しく，核

の消失，細胞質の淡明化がみられ，多数の tOl1ofilaments

を認めるに過ぎなかった.この細胞の表層面の小突起は

全く消失していた (Fig.3). また基底l践に近い上皮基底

面の上皮細胞に種々の大きさの小空胞が基底膜に沿って

みられた.一部，基底層の細胞まで離脱し基底膜が露に

なった上皮細胞の剥離した面も観察された (Fig.4).角

本東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新街区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Reseal'ch Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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IJ莫固有層は!医原線維の平行走行が乱れ，離関した部もみ 小突起の欠損，細胞間i療の離間は認められなかった

られたが，浸潤細胞の出現はさほど顕著でなかった.後 (Fig.7).間有賠，角膜内皮とも著変がみられず，フル

境界板，角Jl莫内皮では著変がみられなかった. オ陽性部も確認されなかった.

点限後24時間のフルオ陰性部で、は角Jl莫上皮の多層配列 考 察

に変化を認めないが，最表層部の淡明化がみられ変性を クロムによる腐蝕性，刺激性すなわち皮膚，粘膜の障

起こし，自由表面の小突起は背が低く融合して欠損部も 害が惹起されることは以前から知られており，これまで

みられた.しかしながら，上皮細胞開の離開は少なく， 産業衛生聞からの疫学的研究が多くなされてきた3川 .

基底層での小空胞もみられず，正常像に近かった.また 先に東京都に理立てられたクロム鉱倖が極めて不完全な

固有属で、は鰐原線維の乱れが少なく角膜内皮の変化も認 処理方法で投棄されたことから，地域住民に好ましくな

められなかった. い影響を及ぼす可能性がでてきた.限粘膜に対しては雨

点限後48時間のフルオ陽性部で、は，角膜上皮細胞は基 水などに浸出したクロムが飛散したり，あるいはクロム

底層まで離脱しており，上皮部と国有層を分ける基底膜 鉱停の徴細な粉塵が限に飛び込んで障害を引き起こすこ

部が露出していた.固有層の膝原線維は平行配列が乱 とが考えられる.前報の結果1) から推測すると，刺激性

れ，比較的電子密度の高い横断面の線維が散在し，南!I聞 に関して 500ppm以下のクロム鉱倖液では障害を認めら

した間隙で、は均質な無構造物質を認めた (Fig.6). また れず，フルオですべて陰性を呈したため，角膜の障害は

固有層内に多数の炎症性細胞の浸潤がみられ，上皮側の 高濃度で発現すると思われる.従って今回の実験では，

固有層に比較的多く認められた.後境界板は著しい変化 明らかに損傷を確認できる 1，OOOppm濃度のクロム鉱倖

がみられなかったが，角膜内皮では長円形の小空胞が細 液を用いて変化を観察した.

胞内に観察された. 眼球ではその機能により，角膜，結膜を常時涙液が潤

点限後48時間のフルオ陰性部で、の角膜上皮は，基底層 滑し粘膜を保護して，外的刺激に対して速やかに過量な

の上皮細胞内に基底膜に沿って小空胞がみられ，一方表 涙液の分泌が起こり，粘膜を洗浄保護するものと思われ

層部に移行するにつれ細胞間隙は離聞を伴い，最表層の る.クロム鉱倖液点眼によりフルオ陽性部と陰性部がみ

上皮細胞で、は小突起を欠損し細胞質の電子密度が顕著に られたが，陽性部は下限瞭側の角膜に多く認められた.

低下して淡明となり tono五lamentsの残存が認められ このことはクロム鉱倖液が涙液によって完全に洗浄され

た.網状構築を有する tono五lamentsは細胞全体に分布 ず下限陳側に貯留した結果， I眼球角膜が比較的長く曝露

がみられ，その間に糸粒体の残盛と思われる小円形頼粒 されたため組織の損傷が強くあらわれたと考えられる.

の散在を認めた (Fig.5). 核膜， chromatinは消失する 電顕的観察で，フルオ陽性部は角膜上皮が基底部まで

傾向を示した.これらの上皮細胞の変化は細胞により具 完全に剥離するかあるいは細胞間隙が著拐に離開した退

なり，必ずしも隣接する細胞に同様な変化を惹起せしめ 行様構築を呈した部にみられ，前者は特に点眼後48時間

ていなかった.角膜上皮の中間層では層状配列を保持し で多くみられた所見で，後者は24時間後に比較的多く観

ていた.国有層は，一部に上皮側でj彦原線維の軽度な離 察された.フルオによる鐙光は上皮細胞の欠損部を染色

開，炎症性細胞の出現がみられたがあまり顕著でなかっ することからもへ フルオ陽性部で、の角膜上皮の離脱は

た.離関部は均質な物質で満たされていた.角膜内皮は 陰性部と比較して顕著で、あった.これに対して，陰性部

一部に小空胞を認めたほか著変がなく，後境界板も正常 では上皮細胞の脱落が表層部で若干みられたに過ぎず，

像に近かった. 層状構造の多くは保持されていた.

クロム対照液点限後24時間のフノレオ陰性部で、は，角 角膜剥離の機作過程を考察すると，一つには検体に直

Jl莫上皮の離脱がみられず，層状構造を保持して細胞間隙 接曝露された表層部の角膜上皮から起こると思われる.

の離開も顕著で、なかった.最表層の小突起の欠損，細胞 角j]莫上皮は一様な変化を呈するのではなく，細胞個々で

質の淡明化はみられなかったが，一部の細胞では小空胞 呉った変性段階を示しているため，離脱した部位では聞

を認めた.固有層は謬原線維の離開を呈する部もみられ 隙が拡大され凹凸状の遊離間が形成される.基底部の細

たが，細胞浸潤は著しくなかった.後境界板，内皮細胞 胞間隙に比べ表層部では離開がみられることからも，検

の変化は認められなかった.なおフルオ陽性部は確認さ 体は表層から深層へ浸透し，漸次内部の細胞におよぶも

れなかった. のと思われる.さらに剥離に導く他の過程は，点眼後24

pH対照液 点限後24日寺間のフルオ陰性部での角膜上 時間のブノレオ陽性部， 48時間のフルオ陰性部で、みられた

皮は，最表層部の細胞質に淡明化をみるが，離脱および 基底膜に沿った小空胞形成が考えられる.この小空胞は
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細胞j旦傷に伴って増加がみられ，上皮基底部の細胞を基

底膜からの分離を容易にならしめて，最終的にはフノレオ

陽性部でみられたr(J肢と皮の完全な剥離を呈した像に移

行するものと忠われる.基底j漢は異物刺激に対し角膜固

有層を保護する重要な役割lを持ち，また剥離部の角Jl莫上

皮の修復に関与しているの.

変性した上皮細胞は小突起の減少，消失傾向にあり，

特に表層自由面で、の小突起の欠損は本来涙液を小突起間

に保持させ，潤滑の役目を行うことからも，眼球の保護

機能に影響を与えていると考えられる.細胞内では，

ribosomeの減少がみられ，細胞質の電子密度が著しく

低下して tono五lamentsの網状構造が明瞭になってい

る. これは変性脱落の過程を経る中で，恐らく水!匝の状

態となり，閤定脱水を行う間に細胞質成分の脱出が考え

られる.

角膜回有層の変化vi，謬原線維の平行配列が乱れ， l~fl 

関した部に電子密度の低い均一な物質が蓄積されてい

た. この現象は炎症に基づく浮腫が想定され，惨出液が

修原線維の聞に貯留した結果，線維の離開，乱れが生じ

たと思われる.この傾向はフルオ陽性部で顕著であり，

中でも48時間後が著しかったが，陰性部においても少な

からず認められることから，比較的早期から起こる変化

と考えられる.また炎症性細胞の浸潤を伴って， f7jll英上

皮側の間有層に顕著であったことから，上皮細胞層から

の侵襲と思われる.なお，離開部に多くみられた電子密

度の高い)謬原線維の断面が意味するところは明らかでな

し、

後境界板，角JJ莫内皮の変化はフルオ陽性部においても

著変がみられず， 1，000 ppm六価クロムを含むクロム鉱

浮液1回の点眼では角lJ莫深層部にまで損傷が至らないと

思われる.

点眼後24時間のクロム対照液および pH対照液では変

化が軽度であり，角JJ莫上皮表層部の膨化，固有層での離

聞を一部に認めたものの未処霞角JJ莫と著変がなく，明ら

かにクロム鉱倖液の作用が強いことがわかった.六1i自ク

ロムはそれ自体刺激性，腐蝕性を有しているが3) この

ような反応差が認められたことは， クロム鉱倖液には前

報1)の考察の如く六価クロム以外の他の含有物の作用か

あるいはそれとの協力作用が考えられるが明らかでな

い.また検体の粘性の差によって，上述した様に外部刺

激による流涙の際，洗眼の程度に相違が生じたためとも

推察される.今後の検討に待ちたい.

まとめ

クロム鉱倖水浸出液(1， OOOppm六1flliクロム， pH12.8) 

による家兎角膜の徴細構造変化を観察し， クロム対照

液， pH対照液と比較した. クロム鉱淳水浸出液では，

角膜上皮の離脱，細胞質の淡明化，基底部での小空胞形

成，間有層内膝原線維の離開，浮屈がみられ，特にフノレ

オレスセン反応陽性部で著しかった.また角膜上皮の是IJ

離過程は，表層部の上皮細胞の変性と基底部上皮細胞の

基底膜に沿う小空胞形成が関与していると示唆された.

クロム対照液， pH対照液の変化はほとんど認められ

なかった.クロム鉱淳水浸出液の刺激性，腐蝕性は，六

部ITクロムを含めた他の成分あるいは粘性などの性状に起

111すると推察される.

謝辞 本研究にあたりクロム鉱浮水浸出液の検体を提

供された環境保健部水質研究科の諸氏に感謝致します.
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Fig. 1. Corneal epitheliul11 of the eye in non-treatl11ent rabbit. The surface layer of 

epithelial cells (Ep) are flat. 

Fig. 2. Substantia propria of the eye in non-treatl11ent rabbit. Fibroblast (Fb) is seen 

in collagen五berlayer (Cf). 

Fig. 3.4. The basal layer of corneal epitheliul11 in positive portion of fluorescein stain 

after 24 hr treated with water extract of chrol11iul11 ore dross. Denuded surface 

of basel11ent mel11brane (BI11) (arrows)， distInct tono五lal11ents(To)， vacuolization 

(V) are seen in degenera ted epi thelial cells. 

Fig. 5. The apical layer of corneal epitheliul11 in negative portion of fluorescein stain 

after 48 hr treated with water extract of chrol11ium ore dross. 1n degenerated 

epithelial cell， low density is seen. 

Fig. 6. Substantia propria in positive portion of fluorescein stain after 48 hr treated with 

water extract of chromium ore dross. Unstructural substance (arrow) is observed 

among collagen五ber(Cf). 

Fig. 7. The apicaJ layer of corneal epithelium after 24 hr treated with Na2Cr04 and 

Na2Cr207. Swelling of epithelial cells (Ep) are seen. 
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ク口ム鉱j宰水浸出液の皮膚累積刺激性(第 1報)

矩期塗布による皮膚反応と臓器内ク口ム蓄積の相関性

福森信隆* 樺島順一郎中， 井口重孝*， 平賀興吾申

Cumulative Skin Irritation Test 

by Water Extract of Chromium Ore Dross (1) 

Relation between Skin Changes and Accumulation 

of Chromium in Short Tenn Application 

NOBUTAKA FUKUMORl'暗ぺ}

SHIGETAKA IGUCHI*串ド and KOGO HIRAGA牛

緒 国

クロムによる皮膚粘膜障害は職業病としてかなり以前

から疫学的関心が持たれ，労働衛生学的調査がなされて

きた1) 1975年 4月，東京都に壊立てされた六価クロム

を含むクロム鉱倖が安全な状態で投棄処理が行われなか

ったため，住民に対し健康上の不安が生じクロム鉱、停の

生体への影響を検討する必要性が起った.既に皮膚に対

しては，家兎背部でのクロム鉱淳司く浸出液の一次刺激性

試験を行い中等度の刺激性を報告したの. さらに皮膚刺

激性の影響を検索する目的で，今回短期連続塗布により

経皮毒性をも考慮、した累積刺激性試験を実施した.

実験材料および方法

動物は体重 2.4-3.8kgの白色在来種雌雄家兎(東京

都畜産試験場産〉を用い，室温23土10，湿度50土 5%の

環境下で飲水を自由に与えた家兎専用飼育室にて飼育し

た. 2週間予備飼育後，背部を家兎用電気パリカンにて

剃毛し，体重より体表面積を定め，体表面積の約 10%

(体重3kgのとき 8cmx 14. 5cm)を塗布面積とした.

剃毛後，皮膚の発赤，擦過傷など操作による影響が少な

い動物を選択し，クロム鉱倖水浸出液(以下クロム鉱

津波と略すつを塗布した Table1で示す様に，動物に

は No.を付し，雄4匹雌 5匹を用い No.1C-4Cまで

を対照群， No.5T-9Tまでを塗布群とし記号T (treat“ 

ment)を用いて表した.

検液は江東区大島 9丁目の地下鉄工事現場から採取

し，当所水質研究科で調整された前報2) に記載した1.000 

ppm濃度の六価クロムを含有するクロム鉱津水浸出液

(pH 12.8)を用いた.また対

した.

実験期間は 3週間とし，血液性状の経時変化を把握す

るため塗布前に耳静脈より採血を行った後剃毛して，剃

毛の影響がほとんどみられなくなった 4日後に 1回目の

塗布を行った.塗布は隔日あるいは 2日間隔で週 3回行

い 7回目の塗布を行った翌日屠殺した.塗布方法はあ

らかじめ体表面積の約10%にあたる四すみに墨汁を皮膚

に刻み込んだ塗布面積の指標点を定め，柔軟な刷毛を用

いて約 2mlの検体を塗布した.

検査は次の項目について実施した.

症状観察 塗布前後の家兎の行動，皮膚の状態などを

観察の対象とした.

体重週 1回採血時に測定を行った.

皮膚反応 塗布部位の局所反応を中心に皮膚表層面の

性状，発毛状態，血管の変化などを肉眼的に観察した.

臨床生化学的検査 塗布前に耳静脈より採血し，その

後塗布期間中週 1回採血を行った.すなわち塗布期間内

での採血は， 1， 4， 7回目の塗布翌日に実施した.測

定項目はグルコース(ク、、ルコースオキシダ{ゼ法)，尿

素窒素(ウレア{ゼインドフェノーノレ法)， 総コレステ

ロール (Lieberman同Burchard法)，グルタミン酸ヒ。ルピ

ン酸アミノ基転移酵素 (Reitman-F rankel変法)， アル

カリフォスファタ{ゼ (Kind-King変法)， コリンエス

テラーゼ (L1pH法〉を日立自動分析装置 (M-400)を

用いて測定した.

血液学的検査 臨床生化学的検査時と同様に採血を行

い， 1~1血球数，赤血球数，ヘモグロピン量，ヘマトクリ

ット，平均赤血球容積，平均赤血球ヘモグロピン量，平

均赤血球ヘモグロビン濃度を COlllterCounter Model-S 

を用いて測定した.

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Labol'atory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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らの動作も側)]幻こ近い部{立に限られ塗布直後にのみ認め

られた.対照は行動などに異常を認めなかった.

体重各週の経時変化を Table1に示した.塗布

群，対照群とも多少の増減がみられるが大差を認めなか

った.しかし， No. 6T， 7T， 8Tの動物は若干減少傾

向を示した.

Changes of Body羽Teight(kg) in Rabbit 

painted with Extract of Chromium Ore 

Dross 

Table 1 

GroUDS ~~imal Duration (weeks) 
roups No. 一万一一 1一一三一 3 

2. 70 

2.40 

2. 99 

3.20 

3.03 

3. 15 

3. 20 

3.71 

2.80 

皮膚反応 クロム鉱津液塗布により塗布部の皮毛は淡

黄色を呈した.塗布 3回目頃より No.5T，6T， 8Tの

皮膚に直径 2-3mm程度の丘疹がみられその周囲は軽

度に発赤を認めた.丘:疹の程度は 5T，8Tの家兎に強

く認められ塗布経過に伴い増加がみられた. No.7T， 

9Tでははじめ紅斑状を呈したが，漸次 7Tは軽度では

あるが小丘疹を散在性に認め， 9Tでは落屑、がみられた.

対照は何ら変化を認めなかった.Fig. 1に反応が顕著な

動物 (5T，8T)および軽度な動物 (9T)の背部皮膚の

状態を示した.

臨床生化学的検査 経時的採血により対照群に比べ塗

布群の差を認め難く，また塗布による経時的変化も明ら

かでなかった.

血液学的検査 対照群，塗布群間で差がみられず、経時

的変化も著明に認められなかった.

臓器中のクロム含量 Table 2に7田塗布後の臓器内

クロム含量を臓器は乾燥重量，血液は容量あたりの ppb

値で示した.塗布群は対照群に比較してすべての臓器で

高い測定値がみられ，特に腎j蹴，牌臓で高かった.参考

に対照群，塗布群の雌雄を含めた平均値を括弧内に示し

た.肝臓は 5Tが対照の 15倍のクロム含量を呈し，続

いて 8T，6Tが多く，比較的少ない 9Tでも対照の約 3

倍の値を示した.腎!臓は蓄積が最も大きく 5Tが 100倍

の高値を認め， 8T， 6Tを含め塗布群全体に非常に高か

2. 74 

2.40 

2.88 

3. 16 

3. 10 

3.22 

3. 24 

3.75 

2. 72 

臓器中のクロム含量測定は肝臓，腎)蹴， J]ヰ!)l蔵， )J芋

!蹴，血液についてフレームレス原子吸光分析法によるク

ロムの微量定量を行ーった.屠殺後充分に放.uILさせた臓器

を摘出し，洗浄済ピーカーに入れ 800 で数日乾燥させた

後，恒量になったことを確認し，乾燥重量を測定して 2

日間 2000 で加熱を行い検体とした.血液は一定量を採

血後，洗浄済試験管に入れ等量の脱イオン再蒸留水を加

え血球を破壊させた後検体とした.

検体は湿式分解法によりケルダ{ノレフラスコに秤量し

た臓器および血液を入れ，硝酸 15m!，硫酸4m!を加え

除々に加熱し，回形物がなくなるまで、加熱を続けた.そ

の後褐色の煙が出たら放冷し過塩素酸 2m!を加え白煙

に変り検液が無色透明あるいは淡黄色になるまで加熱し

た.硝酸 15m!で完全に分解が完了しなかった臓器は，

さらに硝酸を加えて透明状となるまで、加熱を続けた.透

明色となった検体は正確に脱イオン再蒸留水を用いて

10m!にメスアップした後，洗浄済試験管に入れ測定検

液とした.対照は検体を入れず，加えた硝酸量に応じて

同様な操作を行った.試薬はすべて有害金属測定用(和

光純薬〉を使用し，クロム標準液は原子吸光分析用標準

液(1， OOOppm，関東化学〉を用いた. 実験に供した容

器はすべて新規に購入し洗剤で洗浄後，希釈した特級硝

酸槽で浸透洗浄を行ったものを使用した.また検体の抽

出，移動にはステンレスなど金扇と接触しないよう出来

る限り注意を払い，摘出も速やかに操作を行った.ケル

ダ{ルフラスコは硝酸槽で浸透洗浄した後，特級硝酸

(関東化学〉で 6回，超特級硝酸(関東化学〉で3回，

有害金属測定用硝酸(和光純薬〉で 1回，計10回の加熱

洗浄を行い，洗浄群から数本を抜き取りフレームレス原

子吸光分析を行って洗浄を確認した.

測定装寵は JarrellAsh社製原子吸光分光光度計

(AA-8500)にフレ{ムレス分光装置を付属させた機

器を使用した.分析機器の測定条件は波長 35781¥，クロ

ム光源 10mA，チタン光源 20mA， drying. 20A • 20 

秒， ashing. 80A • 40秒， atmizing. 320A • 7秒にて行

い，測定検液はチップを用いたマイグロピペットで20μf

を graphitetubeに注入した.測定操作は 3-6回繰り

返して行い，安定した数債を測定値として読み取った.

実験結果

症状観察塗布群は塗布直後，塗布面の中央に体長と

直角の方向で雛を寄せる傾向がみられた.飼育中ケージ

の壁に体を免れ掛ける動物がみられたが，特に擦過する

様子はなかった.また一部に側腹に近い塗布団を後肢で

撫で，顔面部に後肢を持って行き嘗める動作をする動物

がみられたが，背部中央では他との接触が少なく，これ
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Distribution of Chromium in Rabbit painted with Extract of Chromium Ore Dross Table 2. 

Organs 

Spleen 

Animal 
No. Pancreas Liver 

Groups 

44. 1 

55. 1 

54.9 

27.9 

158.6 

92.0 

39. 7 
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えられる.

体重は若干減少を示した動物もあるが，皮膚反応の強

さと相関がみられなかった.臨床生化学的および血液学

的検査では対照群と差がみられず，経時的にも変化を示

さないことから血液性状には影響を与えないと思われ，

体重をも考慮、して推察すると全身作用はほとんどなかっ

たとみられる.

クロム 7回塗布後の各臓器のクロム含量は， i腎臓，牌

臓に著しく，次に肝臓であった. クロムは赤血球に親和

性が強く，取り込まれて三備に変化しヘモグロビンと結

合して全身を循環するという報告5) から，n~!臓での蓄積

の多かったことは赤血球の破壊による血球成分の残留ま

たは細網内皮系の食作用によると思われる Wahlberg

らのは三価および六価クロムの経皮吸収を比較し，また

当部でクロム鉱諒ー水浸出液の経皮吸収を検討した結果，

クロムは短時間のうちに吸収され 20-30分で頂点に達し

約25%の吸収率がみられ，排i世も速やかであるというわ.

しかし，今回行った累積塗布はクロムが皮膚に常時付着

しているため，吸収も継続的に行われて，そのため臓器

内クロム含量が高値を示したと考えられる.興味あるこ

とは各塗布動物の個体によりクロム含量の程度にかなり

の差がみられ， この蓄積量の増加の程度と皮膚反応の強

弱とを比較すると，皮膚反応が顕著にみられるほどクロ

ム蓄積量が多く強い相関を認めた. これらの事実から経

皮吸収と皮膚反応の関係は，皮膚の強い感受性により反

応が顕著に起ったため皮膚の表皮，真皮に影響を与え吸

収を増加させるのか，あるいは本来皮膚性状が良好な政

収を持つ性質のため吸収が良く，従って強く反応が出現

したと推察される.何れも個体の皮膚の問題が重要と思

(91. 7) (105.9) (1017.5) (1462.1) 

った.牌臓は対照群においても他の臓器に比べ含有量が

若干高かったが，塗布群では 2倍以上を示し中でも 5T

の蓄積量が高い値を示した.日平臓，血液では対照群に比

べ塗布群で約 2倍の値を示した.塗布によるクロム含量

の値で雌雄差は認められず，個体による差が顕著に認め

られた.また臓器内のクロム蓄積量が多い動物 (No.

5T， 8T)ほどクロム鉱淳液による皮膚反応は著明に出

現した.

(358.8) (Mean) 

考察

六価クロムは三価クロムに比べ毒性が強いといわれ，

特に刺激性に関しては細胞膜透過性が速やかなことがそ

の理由と考えられているめ.六{商クロムは皮膚において，

皮膚構成成分の合硫アミノ酸により還元され三師クロム

の状態で結合しているという報告がみられるの. 本実験

は皮膚反応を主に観察し，六{岡クロム 1，000ppmを含む

クロム鉱i倖水浸出液の生体影響を短期連続塗布により検

討した.

皮膚反応は，塗布 3回目頃より丘疹，周囲の発赤，紅

斑が散在性にみられ，次第に増大することからクロム鉱

津液の刺激による変化と考えられる. これらの変化は前

報2) のノξ ッチを用いた一次刺激性の変化と若干異なり，

浮j毘の形成はみられなかった. この差は湿潤したノミッチ

で長時間皮膚面を覆ったのに比べ，刷毛を用いて塗布後

比較的早く乾燥状態としたことの相違が考えられる.

塗布による動物の動作は，塗布時背部中央に雛を寄せ

ることから皮膚刺激性の強いことを示しており，塗布聞

を後肢で撫でる行為は刺激のため痔痛あるいは掻序感に

よる動作か，塗布液を取り除く行為と解される.何れも

個体差があり皮膚感受性と習性の問題が加味されると考
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われるが，今後検討したい.

結論

クロム鉱浮液 (l，OOOppm六価クロム， pH 12.8)に

よる皮膚累積刺激性を検討する目的で短期連続塗布試験

を行った.クロム鉱惇液は丘疹，紅斑など皮膚反応を惹

起せしめ，その反応が顕著に出現するほど臓器内クロム

蓄積量も増加し，密接な相関が示唆された.塗布群のク

ロムは腎臓，牌臓に多く蓄積された.体重，血液性状の

変化はほとんどみられなかった.
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Fig. 1. Photographs of Skin Reaction by Water Extract of Chromium Ore Dross in 

Rabbit. Eruptions are seen (arrovvs). Control: A-No.2C， Treatment: B-No. 

5T， C-No. 8T， D-No. 9T. 
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粉塵吸入実験装置の試作

坂本義光ぺ 調 武久料， 平賀輿吾ヰ

Development of Dust Inhalation System 

YOSHIMITSU SAKAMOTOヘTAKEHISASHIRABE半*and KOGO HIRAGA* 

はじめに

経気道により摂取される物質の影響を評価する目的で

行なわれる吸入毒性実験において，従来からその対象と

されていた労働環境の汚染に加えて，最近の一般生活環

境における汚染物質の増加，および多様化に伴ない，そ

の状況を反映した長期間連続吸入実験が望まれている.

現在このような吸入実験を目的として，各種エアロソツレ

のための実験装置が開発試作され，実験も行なわれてい

るトめ.しかし，そのうちで，ガス，金属ヒュームなど

に比べ，粉躍を目的吸入物とした長期吸入実験の例は少

ないようである 4) 当部では鉱物等の粉塵を目的吸入物

とした長期吸入実験装置を試作しているが，今回，一応

の完成をみたので、その装置の構造，および種々の特性に

ついて報告する.

1. 粉塵吸入装置の概要

装置構成の概要を国 1に示した.本装置は HEPAフ

ィルターを通した空気で毎時 10回換気され，温度 23-

240C，湿度 45-55%に空調された実験室に設置されて

いる.そのため実験装置には，特に空調設備は考えず，

直接室内より給気している.図に示すように，装置は吸

入箱 (D)を中心に，粉塵供給系として，粉塵発生装置

(A)，蓄積槽(B)，混合槽(C)，デジタル粉塵計(E)，

粉塵濃度制御装置(G)，粉塵発生装置用タイマー(H)，

排気系として，水シャワ{による粉塵処理槽(K)，プレ

フィルター(i )， ヒーター (j)， HEPAフィノレター

(k )，排気用シロヅコファン(1 )を組み込んだフィル

ターユニット (L)，さらに監視系として，デジタル粉鹿

計(F)，粉塵濃度記録計(1 )，打点式温湿度記録計(J)

から構成されている.吸入箱は，粉塵吸入用 3台，実験

室からの供給空気のみの対照用 1台の計4台であり，各

々吸入箱は粉塵供給系が独立しており， 目的吸入物の濃

度段階の設定に加え，陽性対照の設定が可能である.

図2に実験室内の装置の配置を示した.コントロ{ル

ボックス (M)には，濃度制御装置，粉臨濃度記録計，

温湿度記録計，

配置した.

2. 吸入箱

よび各種スイッチ類をまとめて

図 3に蓄積槽 (B) と混合槽 (C)を伴なった吸入箱

(D)の前面および側面を示した.吸入箱はステンレス

製 (SUS304)で，上部給気部と下部排気部を角錘とし

た，たて型，気積 6701で，懸架式動物飼育用ケージ

(羽1350x L 500 x H230)を2個収容し，吸入箱の開放

の機会を少なくするためのパスボックス(②)，作業用グ

ロ{ブ(③)，その他ガラス製観察窓(①)，観察窓をかね

た扉(④)，内部照明用蛍光灯(⑤)，自動給水ノズル(③)

を取りつけた.さらに動物の尿尿はケ{ジ下部の内壁周

聞に取りつけた汚物洗浄用のシャワ{パイプ(⑨〉により

洗浄し，汚物処理槽に流した.

この吸入箱には， 4台同時に使用した場合，毎分 0-

235 l の送風が可能で，換気回数を毎時 8-9回 (90-

100l/min)とした時の吸入箱内陰圧は -0.5一一2mm

Hq であった~汲入箱を通過した粉鹿を含んだ空気は，

粉塵処理槽(岡 1，K)で浄化しフィルタユニット(図

1， L)を通し室内に排気した.なお吸入箱内は，照度

がケージ内で 100-160Lux，騒音は 50フォン以下であ

った

3. エアロゾ)(..の発生および供給

粉塵発生装置として図 4に示すような， エアポンプ

( a)，電磁弁 (b)および粉体を入れる 200mlの三角

フラスコ (C)を用いた.エアポンプと電磁弁の作動時

間と作動間隔は，タイマー(図 1，H)によって設定さ

れる.この装置により，フラスコ内の粉体を瞬間的に蓄

積槽内に分散させた.蓄積槽内に生じたエアロゾルは，

蓄積槽(透明塩ピ製， 気積 970l) と混合槽(透明塩ピ

製，気積 71l)の給気口(図 1，a，めからの給気と混

合，希釈され，各シロッコファン(図 1，g， h， 1)によ

り吸入箱に送られる. この際，吸入籍へのエアロゾノレの

供給は，給気流量調節ノミノレブ(関 1，じめにより調節

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿底百人町 3-24-1
ヰ TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 8 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 

料夏目製作所
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F 粉塵計 G 濃

J 粉塵濃度記録計

シロッコファン

図1.装置構造 の 概 要

B 蓄積槽 C 混合槽 D '.良入箱 E， 

粉塵発生装置用タイマー I 打点式温湿度記録計

L フィノレターユニット

C， d， e， f 給気流量調節ノミノレブ g， h， 

j ヒータ~ k HEPAフィルター

A 粉鹿発生装置

度制御装置 H 

K 粉塵処理槽

a， b 給気口

1 フレフィノレター

的としている長期連続実験では，特に問題となる長さで

はない

b) ユアロゾノL濃度分布.吸入箱を表 1に示すように

分割し， 38点について濃度を測定した.各点の{直は平均

濃度からの偏りを百分率で、表わし，表に示した.濃度分

布は垂直方向で、みると，吸入箱上部で高く，下部で低い

性質を示し，各平田については，特にきわだった性質を

示さなかった.このような吸入箱のエアロソ、、ル濃度分布

にみられる性質は，野11府らめの試作した吸入箱で、も同様

であって，給排気部を角錘とした，たて型の吸入箱に共

通した性質と忠われる.

5. 吸入箱内エアロゾル濃度の制御

蓄積槽内濃度を一定のレベノ~ vこ保つことにより， !汲入

箱内を設定濃度に維持することができるとし、う基礎実験

結果にもとづき，図 6に示すような，蓄積1哲 (B)から

粉陸発生装置 (A)への負帰還回路を設けた.図に示す

される.吸入箱内の粉塵濃度は常時粉鹿計 (F)で測定

され，濃度記録計 (J)に記録される.

4. 吸入箱の工学的性質

吸入箱のエアロゾ、ノレ充満，排出時間と，吸入箱内のエ

アロゾノレ濃度分布を， JIS Z 8901第11種粉体(関東ロー

ム〉を用いて調べた.

a) エアロゾル充満，排出時間. 20mg/m3 の濃度の

エアロソ、、ルを換気回数 5回および10回で与えたH寺の吸入

箱内のエアロゾル濃度の推移を岡 5に示した.換気回数

5回で，充満時間は20分，排出時間は40分，換気回数10

回では，各々 10分と20分要した.吸入箱のエアロソ、、ルの

充満，排出時間は吸入箱の構造および換気量に支配さ

れ，特に短期間および間歌曝露実験では重要な性質であ

り，その合計は全吸入時間の 1/10をこえない程度がの

ぞましいとさオしている 5) 本装置では，以上の性質から

7時間以上の間歌吸入実験が可能であるが，著者らの目
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ように，蓄積槽の設定濃度に対・して，あらかじめ制御装

置 (G)に任意に設定した， 七下限値 (Highおよび

Lovv) と粉塵計 (E)によって常時測定される蓄積槽内

濃度を比較しその倍が下限値より不足した場合 2台

5100 

D
o
u
m
 

図

日

仁日

図 2. 吸入実験装置配置図

A 粉鹿発生装置， B 蓄積槽 c 混合槽，

D 吸入箱， E， F 粉鹿計， K 粉鹿処理槽，

L フィルターユニット， M コントローノレ@

ボックス， N 室内換気用排気口

137 

の粉塵発生装置 (A: High， Low)が，また上，下限値

の間にある場合， 2台のうち 1台の発生装置 (A: High) 

が作動する.また上限値以上の場合発生装置の作動は停

止し，粉塵は発生しない.これらの操作は，タイマー

(日〉を介して行なわれる.

図7に]ISZ 8901第11種粉体を用い， 吸入箱内濃度

を 20mg/m3 に設定した場合の32時間の調節効果を示し

た.蓄積槽および吸入箱内濃度とも安定しており，吸入

箱内のエアロソ、、ル濃度を，設定濃度に対して土10%以内

の変動幅で保つことが可能であった.さらに長期間の実

験例として，図 8~こ当部で調製したクロム鉱倖粉践と

JIS粉体による28日間連続吸入実験日〉での結果を示し

B 

c 

図 4. 粉塵発生装置

a エアポンプ， b 電磁弁， C 200ml三角

フラスコ， B 蓄積槽

図 3. 吸入箱，蓄積槽および混合槽

A 粉路発生装置格納箱， B 蓄積槽， C 混合槽， D 吸入給与

① 観察用窓，② パスボックス，③ 作業用グロ{プ取付口，④ 観察用窓及び扉

⑤ 内部照明用蛍光1:J，⑥ 粉j主計用採取仁r，⑦ 動物ケ{ジ， @ 1::1動給水ノズル

⑨ 汚物洗浄用シャワーパイプ，⑬ 粉臨計用排気口
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た.図に示すように各エアロゾル濃度は28日間の平均濃 合のために，この装置には，吸入箱内濃度によって蓄積

度に対して，変動l幅土10%の範囲内で安定しており，ま 槽からのエアロゾルの供給を止める非常用電磁ノミノレブが

たクロム鉱倖粉塵では， 1. 47mg/m3 の低濃度での調節 蓄積槽と混合槽の聞に設置されているが，過剰制御系と

も可能で、あった. してまだ不完全であり，本報告で、は説明を除いた.

なお吸入箱内のエアロゾル濃度が異常に高くなった場 その他!投入箱内濃度の変動原凶としては，粉塵発生装

沿 0
2 置フラスコ内の粉体の状態によって，粉塵の発生量が，

その時々で異なることがあげられるが， これが極端な場

合，吸入箱内濃度に影響するようである.関 8の各エア

ロゾルにみられるやや大きな濃度変化は，以上の性質の

;:JZii iii;lR14!) 現われと思われる.現在発生量を一定にするために，粉

局
信

H
O
ω
O
H
ω
同

JIS Dus七 No.ll

w w ~ ~ 9 W 
Sampling Time (minutes) 

図 5. 吸入箱のエアロソ、、ル充満時間および

排出時間

監発生装置に改良を加えている.しかし，発生量の変化

が吸入箱へ影響するのは，蓄積槽が本来の意味でのェア

ロソゃルの貯蔵槽として役立っていないことも考えられる

が， この事は，吸入物が，平均粒径や粒度分布の大きい

粉体である事を考えると，避けられない性質であると思

われる.

ミ哀調

表1. 吸入箱内エアロソ、、ル濃度分布

Sarnp1ing Position 

Vertica1 Horisonta1 

2 3 4 5 

A 4.23 

B 3.68 4.09 4.20 

C 3.46 0.03 2.30 1. 64 2.92 

D 0.03 -1.60 -2.11 0.25 1. 97 

E 一2.70 -4.70 -6.17 -3.79 -2.59 

F 同 2.99 -3.28 -4.16 

SD: :!:3.11 

6 8 9 7 

3.28 3.79 

5.36 0.58 1.46 3.61 

0.87 0.87 一0.47 -1. 24 

-4.23 -1.46 -2.88 -2.70 

-3.14 -1.60 

38 points sarnp1ing 
Venti1ation Rate，8 RPH 

J工SDus七 No.11
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6. 吸入箱内飼育環境 増加に伴なって減少し，実験室内(供給空気〉の値に近

a) 換気回数と温湿度， CO2， NH3濃度の関係， 平 づく性質を示すが，それに対し温度は，換気回数の変化

均 400gの Wistar系雄ラット 10匹を飼育した場合の換 に関係なく，常に 2-30C高い値に固定していた CO
2
，

気回数と温湿度， CO2， NH3 濃度の関係を図 9に示し NH3 濃度は換気回数が 7回以下に低下すると，上昇す

た.温湿度は 1日の平均値を示し， CO2， NH3 濃度は る傾向を示すが，許容以下であった.

午前9時に検知管を用いて測定した.湿度は換気回数の 以上示した性質から本装置では粉体消費と飼育環境維

同.，E
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図 6. 粉僅濃度コントロ{ルの構成

A 粉塵発生装置， B 蓄積槽， D 吸入箱，

E， F 粉塵計， G 濃度制御装置， H 粉塵

発生装置用タイマー， J 粉塵濃度記録計

x10
3 

5 

持のためには 8-9回以上の換気回数が適当と考えられ

る.

b) I投入箱内温，湿度の日内変動.平均 100gまたは

200gの Wistarの系雄ラット各々 20匹を換気回数9回

で飼育した際の晴天と雨天における温度および湿度の変

化を図10と図11に示した.なお汚物洗浄水は午前 2，6， 

10時，午後 4，6， 10時に30秒間流した.

吸入箱内温度は図10にみられるように，シャワーの影

響により一時的に約 0.5-10C低下するために，その変

動推移に高低のくり返しを示しているが，給気温に比

べ 100g飼育で1.5-20C， 200 g飼育で 2-2.50C上に

岡定し，ほぼ安定している.また 200g飼育では，夕刻

から夜間にかけて，動物の活動によると思われる温度上

昇がみられるが， 100 g飼育では，夜間のシャワーの影

響が 200g師育に比べ強く，その傾向は抑制されてい

る.

湿度は，晴天では 100g飼育で 50-55%，200 gで

50-60%，また雨天では， I晴天の場合に比べて，各々 5

. -- ......・-・..・%ー 0.0.0 ・. ."♂... .・。 0 ・_.句.. . .・・-・. fJ_O ...  .. . .._ .'. .fI..... -.o._o ..1 ・"，"W o. ・.・.・モ.-.-. . .・・・ ・.・.・・・・. .・. .' 
@伺@

¥s七orage一x

4 

( atz J 4 
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4 8 28 12 工6 20 24 
Samp工ing Time (Hours) 

区17. 吸入箱および蓄積構内粉陸濃度の24時間の制御効果

図中股入箱内濃度に印した平行線は，設定濃度に対し土10%の変動I[闘を示している.
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~ 20~ぜ望盈竺

" 10L 

14 
Days 

21 28 

国 8. 28日間連続吸入実験における， クロム鉱

i宰粉体 (Cr-H，Cr-L) と]IS試験用粉

体11種(JIS-Dust)の濃度変化 28日間

の平均濃度はCr一日:21mg/m3， Cr-L 

1. 47mg/m3， JIS Dust : 21mg/m3 であ

り，図中に示した平行i設は，各々の平均

濃度に対して土10%の変動|隔を示す.

Rats 
7~l 口 Chamber Wistar ma1e (10) 

t' '-1 "'" 400g 
ー叶 l 、、
'o I 、、
M I 、、
日 I ， 
ロ 1 '0_白血白血n
国 60t ~_____円
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Venti1at工on Rate (RPH) 

図 9. 換気回数と湿度，温度， CO2， NH3濃度

との関係，温，湿度は 11~1 の平均{院を示

した. CO2， NH3 は検矢11管による午前

9時の測定値を示した.

-10%高くなっている.またl投入箱内の限度の変化は実

験室内の変動にほぼ平行しているが，夜間における吸入

箱内の上昇は実験室内の変動に加えて，動物の活動によ

る上昇も考えられる.

以|二のように，吸入i1'i内の環境は，換気量，動物の大

きさおよび数，実験室内環境によって左右されている.

吸入実験における!投入箱内の飼育環境に関しては，現在

27... ↓↓....~↓ t ~~↓ 

一~~:こ;\。/:/入/;\/@\Jl 〆 ¥e/-¥/-"./CII 

78221~  

_トノ8こ;~/。¥。/¥JO
f6[宍戸

T工me

|豆I10. 吸入箱内(-)および実験室内(ー・〉

の祖度の日内変動.吸入箱内には平

均 200g (0)または 100g (建設〉の

"¥Vistar系雄ラット各 20匹を収容し，

晴天と雨天の際の変化を示した.洗浄

用シャワーの11寺聞を矢印で示した.
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|玄I11. 吸入iti内(一〉および実験室内(…〉

の湿度の日内変動.吸入箱内には，

平均 200g (0)または 100g (.) 

の Wi日tar系昨ラットを各201f1i収容し，

Ilj'f天と雨天の|擦の変化を示した，洗浄

HJシャワーの11寺間を矢印で示した.
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のところ一般飼育室の環境条件を参考にして考えられて (本報告の概要は，第 4回毒作用研究会昭和52年 6月

いる 7，B)が， 本装置の吸入箱内環境は，現状では，飼育 24日で発表した)

環境条件として許容の範囲であると考えられる.また吸 文 献

入箱内温度が給気温度より高い値に固定することや，湿

度の夜間の上昇，天候の影響などによる吸入結内環境の

変化などが，どの程度まで許容できるかは，今後の問題

として，動物の発育や動物の生理学的および病理学的観

察などから検討したい.

あとがき

鉱物等の粉塵を目的吸入物とした長期吸入実験装置を

試作した.装置および吸入物の性質上，エアロゾ、ルの発

生，供給，濃度制御の操作に経験的な要素が多く，また

粉鹿発生装置をはじめとして，まだ完成されたものとは

言えないが，現状でのエアロソツレ濃度の維持および吸入

箱内の飼育環境の維持の点からも，一応の I~l 的は達しえ

たと思われる.さらに，この装置を使って，粉睦濃度

21mg/m3 および 1.46mg/m3での 28日間の連続吸入実

験を行うことができたことからも， この装置による，よ

り長期間の吸入実験が可能であることが示唆された.

謝辞 本装置の試作および基礎実験にあたり有益なご

助言を頂いた，当研究所環境衛生研究科長溝口 勲氏な
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ク口ム鉱j宰粉慶のうットによる 28B問吸入実験

坂本義光ぺ 神谷信行* (jl )11三枝子六 池田虎雄六 平賀輿苦ヰ

Inhalation Experiment of Chromium Ore Dross Dust to Rats for 28 Days 

YOSHIMITSU SAKAMOTOヘNOBUYUKIKAMIYAヘMIEKOIKAWAヘ
TORAO IKEDA * and KOGO HIRAGA'~・

読者 雷

昭和50年東京都においてクロム鉱停の不安全投棄によ

って，投棄地区周辺での大気および土壌などの一般生活

環境におけるクロム濃度が対照地区に比べ高いことが報

告された1)

既に当部ではクロム鉱俸の性状，および生体におよぼ

す影響については種々の観点からの報告をしている2叫 .

著者らは，その研究の一環として，経気道により摂取さ

れるクロム鉱倖粉鹿の生体におよぼす影響を観察するた

めに粉塵長期吸入実験装置を試作し，一応の完成をみ

た5) 今回， この装置を使用し， クロム鉱i宰粉践の短期

間の吸入実験を行なった.

実験はクロム鉱岸粉鹿の他に対照として，エアロソ、、ル

とした11寺の粒度分布がほぼ等しい関東ローム粉体を設定

し， 28呂ないし29日間連続で行なった.曝露28日目のラ

ットについて，一般毒性試験に用いられる検査法を適用

し， 29日|ヨのラットについて，血液および諸臓器中のク

ロム含量分析を行なった.

本報告では， 28日ないし29日間曝露したラットの体重

および臓器重量の測定，血液学および血清生化学検査，

病理組織学および組織化学的検査結果について報告す

る.

実験材料および方法

1. 動物体重 90-95 g (5遇令〉の Slc: ¥Vislar 

系ラット80匹を用い， U洋20匹として，対照群(実験室

内空気)， JIS-Dust群(関東ローム粉体， 21mg/m3)， 

Cr-L群(クロム鉱倖粉臨， 1. 46I11g/1113)， Cr-H群(ク

ロム鉱倖粉塵， 21I11g/m3
) の4群に分けた.

2. 粉体

1) 粉体の調製. クロム鉱倖粉体は，東京都江東区大

島9丁目都営地下鉄工事現場より採取した鉱j宰塊を乳J:*
で砂粒大まで粉砕し さらにボールミル(ドイツ，

Alfrad Fritsch社，実験用遊足型，タングステンカーパ

イド製〉を用いて，約 8時間，エタノールを用いた湿式

法で粉砕した.

関東ローム粉体は日本粉体工業会より， ]IS Z 8901試

験用粉体11種を入手した.なお両粉体は， 1000Cで 1晩

乾熱してから実験に用いた.

2) 粉体の物理的性質.各粉体の比重は，クロム鉱倖

2.79，関東ローム， 2.97であった.また原粉体の粒度分

布は Table1に示した.平均粒径はクロム鉱、倖 3.3μ，

関東ローム1.72μ であり，鉱惇粉体では粒径の大きな

粒子が多い.比重および粒度分布の測定は，セイシン企

業に依頼し，粒度分布は同社製光透過式粒度分布測定器

によっ7こ.

Tahle 1. Particle Size Distributions of JIS Dust No. 

11 and Pulverized Chrol11ium Ore Dross 

Diameter Weight Percent (%) 

Ii JIS Dustρ Cr 

0-1 35.6 26.2 

1-2 18.9 13.2 

2-4 19.5 12.5 

4-8 26.0 15.5 

8-20 。 20.4 

20-30 。 11. 4 

。JISZ8901 Dust No.11 for industrial testing 

h) Pulverなedchromiul11 ore dross 

3) 粉体の化学的性質. クロム鉱惇粉体中に存在する

金属は，原子i良光測定により， Ca 21. 2%， Fe 6.1%， 

Cr 2.9%で，その他蛍光X線分析によって， Si， AI， 

Ti， Mn， Ph， Niなどの金属が検出されているが，そ

の存在量については現在分析中である

関東ローム粉体の組成は， r試験用粉体 ]ISZ 8901工

業標準改正案j によれば， Si02 30-40%， Fe203 17-23 

%， AI203 26-32弘 CaO0-3%， MgO 3-7%， Ti02 

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人IllT3-24-1 

* Tokyo Metl'opulitan Research Labol'atol'y uf Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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0-4%である Crは原子吸光測定により検出されなかっ

た.

粉体の溶解性について，各粉体 19を 10mlの生理食

塩水に加え， 370Cで1晩振とうした後， pore size O. 01μ 

のフィルタ{を用いて回収しその減量を測定した.関東

ローム粉体では，減少量は Omgであったが， クロム鉱

倖粉体では 15mgの減少を示した.またこの際，クロム

鉱俸の溶液は pH11-12であった.

3. 吸入実験装置粉塵用吸入箱 3台と，供給空気の

みの対照用吸入箱を使用して行なった.なお装置の詳細

は前報5) で、述べた.

4. 吸入籍内飼育条件 換気回数は毎時 8-9回 (90-

100ml/min)に調節し，実験期間中，温度 25-260C，湿

度 50-65%であった.吸入箱内の照明は，実験室と同様

午前 6時より午後 6時までとし，制料はクレア製回型宣言j

料 CE-2を，また水は吸入箱の給水ノズノレにより自由

に摂取させた.

5. エアロゾル濃度および粒度分布 吸入箱内ェアロ

ソツレ濃度は，関東ローム(JISDust)は 20mg/m3， ク

ロム鉱倖低濃度 (Cr-L)および高濃度 (Cr-H)は各々

1. 5， 20mg/m3 を当初の目標としたが，結果的には29日

間の平均濃度土SDは， JIS Dust 21土1.2mg/m3，クロ

ム鉱停は1.46土O.14， 21土2.5mg/m3 であった，また曝

露期間中の各々の濃度の変動1)屈は平均濃度に対し約土10

Zであった.

各エアロゾノレ粒子の粒度分布は， アンダ{センサンプ

ラ~ (吸引量 28.3l/min)を用いて測定した Table2 

に示すように]ISDustと Cr-Hでは， ほぼ等しい分

布を示している.また Cr-Lでは， Cr-Hに比べ 3μ以

上の粒子が少なく， 3-1μ の粒子の占める割合が多か

Table 2. Particle Size Distributions of Aerosol in 

lnhalation Chamber by Andersen's Sampler 

Stage Diameter Weight Percent (克〉

No μ Cr一日 Cr-L JIS Dust 

。 <11.0 1. 21 。 1. 39 

1 11. 0 - 7.0 2. 14 0.82 2.85 

2 7.0 - 4.7 11. 08 1. 92 12.08 

3 4.7-3.3 23.20 9.66 21. 39 

4 3.3 - 2.1 26.27 31. 68 28.06 

5 2.1 - 1.1 20.08 36.20 22.69 

6 1.1 - 0.65 11. 66 16.20 9.56 

7 0.65-0.43 2.46 2.40 1.16 

8U) 0.43> 1. 20 1.11 0.80 

a) Backup五lter

った. (これは，吸入箱内濃度を下げるために，吸入箱

へのエアロゾルの供給を制御する結果，粒径の大きい粒

子が吸入箱へ到達する以前に沈降するためと考えられ

る).各エアロゾル粒子の形状は Fig.1に示したとおり

である.またクロム鉱倖粉塵中の化学組成は，原粉体と

同様であった.

6. 検査 曝露28日目ないし29日目のラットについて

次に示す諸検査を行なった.

1) 体重測定.曝露開始時，および28日目ないし29日

目に測定した.

2) 血液学的検査.ラットを背位に固定し，股関節動

静脈の切聞によって放出する血液を採取した.ラットは

そのまま脱血死させた.採取した血液について，血球測

定器 (CoulterCounter Moclel-めを用い，白血球数

(¥VBC)，赤血球数 (RBC)，ヘモグロピン量 (HGB)，

ヘマトクリット値 (Hct)，平均赤血球容積 (MCV)，平

均赤血球ヘモグロビン量 (MCH)，平均赤血球ヘモグロ

ビン濃度 (MCHC)を測定した.さらに血液について

は，プロトロピン時間と部分トロンポプラスチン時聞を

測定した.

3) 血清生化学検査.上述した方法により採取した血

液から定法により調製した血清について，自動分析装置

(HIT ACHI M-400)により，総タンパク量 (TP)，

アルブミン (Alb)，総コレステロ{ル量 (CHO)，グル

コ{ス量 (Glu)， 尿素窒量 (UN)， トランスアミネ{

ゼ活性 (GOT，GPT)，アルカリホスファタ{ゼ活性

(Alp)を測定した.

4) 剖検.肉眼的観察

5) 臓器重量の測定.心臓， JJ市， 肝臓， 牌臓， l腎臓

(左右)，副腎(左右〉の実重量と，曝露28日目，および

29日目の体重にもとづいて体重比重量を求めた.

6) 病理組織学検査.重量測定臓器と，その他に胃，

大小腸，胸腺，鼻腔，気管についても定法により組織標

本を作製した.

7) 組織化学的検査. nDiについてのみ，標本を作製し

た.後葉を細切し， 10%ホルモールカルシュウム液(pH

7.2-7.3)， 40C でl晩固定し， さらに Holtの高張シ

ョ糖液6) に 1晩浸漬，固定液を洗浄した後， クリオスタ

ヅト切片を作製した.切片は HE染色と， Barl王a-An-

clerson，渡辺変法7) により，ナブト{ル AS-BIホスフ

エ[トを基質として酸性ホスファターゼ反応を行なっ

た.

実験結果

1. 体重曝露開始時，および曝露28日， 29日目の体

重を Table3に示した.各群とも対照に比べ変化はな
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く，良好な発育を示した.

2. 血液学検査 Table 4に示すように Cr-H群で

対照に比ベヘマトリット{直 (Hct)と平均赤血球容積

(MCV)の有意な増加がみられた他は， 特に変化はな

かった.なおプロトロンピン11寺間および部分トロンボプ

ラスチン時間も変化は認められなかった.

3. 血清生化学検査各群の結果を Table5に示し

たが，し、ずれも問題となる変化はみられなかった.

4. 剖検 JIS Dust群で， I怖がやや!1音赤禍色を呈し

ていた他は，各群の諸臓器に著変はみられなかった.

5. 臓器重量曝露28日および29日目の結果を Table

6にまとめて示した. ]IS Dust群と Cr-H群の肺の実

重量および体重比が，対照に比べ有意な増加を示した.

Table 3. lnitial Body 羽Teightand Body Weights at 

lnhalation Periods of 28 and 29 days 

Initial Final weight (10) 

weight (20) 28 days 29 days 

g g g 

Control 95土5.5ρ 218土10.3 225土14.0

]IS Dust 90土6.0 226土10.2 223土12.1 

Cr-L 95土6.0 225土11.1 227土13.7 

Cr-H 94土4.9 217土 9.9 219土12.5

a) mean土S.D.， ( ): No. of rats 

またその増加の程度は Cr-H群で大きかった.その他，

副腎(右)で， ]IS Dust群では実重量が， Cr-H群で

は体重比が，対照と比べ大きかった.

6. 病理紐織学検査 本報告では，肺の凍結切片につ

いて得られた所見だけを述べた.他の諸臓器については

現在検索中である.

JIS Dust群では，対照に比べ軽~中等度の肺胞上皮

の腫張， 11市胞壁間質の軽度な浮腫がみとめられた.また

Hin胞1庄内には，大食細胞数が多く，その胞体内は，省食

した粉塵粒子で満たされ，形状も対照群のものに比べ，

やや大きい細胞が多かった.間iJ抱内の粉体粒子は11市胞上

皮表面に沈着しているものも見られるが，ほとんどが大

食細胞に含食されているようであった (Fig.3).

Cr-L群では，部分的な肺胞上皮細胞の軽度な腫張，

粉鹿粒子を含食した大食細胞の腫張の傾向がみられた.

Il日1胞腔内の大食細胞数は対照と差がなかった (Fig4). 

Cr-H群では， 11市胞上皮細胞の腫張に加えて姉胞上皮

細胞の脱落による肺胞壁の非薄化，肺胞壁間質の浮腫，

さらには肺胞壁自体の崩壊により，正常な構造が損なわ

れている肺胞も多くみとめられた.また大食細胞の数

は， ]IS Dust群と同様多くなっているが， 胞体内に貧

食された粉塵粒子は， JIS Dust群に比べ著じるしく少

なかった. また Cr-H の大食細胞の多くは腫大してお

り，核も他の群に比べ大きく，細胞質は微細な泡状を呈

していた.さらに崩壊したものも多くみられた.以上の

Table 4. Resu¥ts of Hematological Examination of the Rats Exposed to the Aerosols 

of JIS Dust No.11 and Chromium Ore Dross DllSt for 28 Days 

Group Number 明TBC RBC Hgb Hct MCV MCH MCHC 

of rats x 103/m1113 x 106/mm3 g/dl % μ3 μμg % 

Control (10) 9.06土1.51;;) 8. 48土0.29 16.49土0.33 44.55土1.36 53.60土O.70 19. 78土0.38 36.83土0.68

]IS Dl凶(10) 9.25土1.07 8.48土0.28 16.60土0.37 45.05土0.91 54.40土0.97 19.82土0.44 36.66土0.44

Cr-L (10) 8.52土1.73 8.30土0.35 16.26土0.49 43.87土1.70 54.10土0.60 19.82土0.36 36.89土0.55

Cr-H (10) 9. 15土1.00 8.53土0.33 16.58土0.44 46.01土3.11*55.10土2.51*19.72土0.37 35.92土1.97 

。mean土S.D. キ Statisticalsigni五cancepく0.05

Table 5. Reslllts of Bloocl Biochemical Examination of the Rats Exposecl to the 

Aerosols of ]IS Dust No.11 ancl Chromium Ore Dross DllSt for 28 Days 

Group Number TP Alb CHO Glu UN GOT GPT Alp 

of rat日 g/dl g/dl mgjdl mgjdl mgjdl K-U/ml K-U/ml K. A-Ujdl 

Control (10) 6. 30土O.34-') 4. 65土0.22 52.2土3.5 227土24 10.5土0.5 105土20 56.1土21 58. 1土3.6

]IS Dust (10) 6.40土0.25 4. 72土0.25 54.8土5.2 236土30 10.6土O.7 105土6.3 54.6土5.4 58.3土5.2

Cr-L (10) 6. 31土0.28 4.66土0.18 54.5土2.7 240土24 11.6土3.1 104土5.9 55.5土7.2 62.4土4.1申

Cr-H (10) 6.26土0.36 4.66土0.25 52.2土3.1 225土33 10.8土0.9 101土9.8 50.9土6.8 59.0土3.6

a) mean土S.D. * Statistical signi五cancep<O. 05 
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Group I-Ieart Lung Liver Spleen Kidney Kiclney Aclrenal gl. Adrenal gl. Brain 

mg mg g mg (R)mg (L) mg (R) mg (L) mg mg 

28 Days 

Control 702土40/)825土40 8. 81土0.82 497土38 709土48 731土49 14.62土1.95(日)15.74土2.27 

(10) 311土251
) 366土49 3.90土0.48 220土18 314土27 324土29 6.46土1.05 6.98土1.07 

]IS Dust 720土51 1069土53キヰ 9. 16土0.67 508土40 753土48 761土39 16.38土1.15* 17. 31.::1:: 1. 30 

(10) 318土16 473土22*ヰ 4.05土0.17 225土18 333土10 336土13 7.25土0.53 7.66土0.49

Cr-L 731土80 846土76 9.40土0.64(9)505土24 728土39(9)735土41 15.60土1.78 16.75土1.43 

(10) 324土12 375土26 4.17土0.14 224土 8 325土39 326土13 6.93土O.78 7.44土0.65

Cr-H 683土31 1149こと50**tt8. 78土0.56 483土31 710土30 712土38 15.97土1.68 16.83土1.89(9) 

(10) 314土 6 529土15*本tt4.04土0.08 222土11 327土13 327土13 7.35土0.66* 7.70.::1::0.87 

29 Davs 

Control 694土69 787土44 9.38土0.84 488土30 722土46 738土51 1803土43

802土45(10) 307土16 350土16 4. 16土0.16 216土 9 320土 7 327土14

]IS Dust 696土44 1033土91料 9.24土0.78 489土32 715土39 723土45 1772士68

796土51(10) 312土14 462土24** 4. 14土0.17 219土 7 320土13 324土12

Cr-L 690土90 836土82 9.44土0.70 496土38 735土43 725土37 1833土39

790土40(10) 303土38 367土30 4. 14土0.12 217土 9 323土15 318土10

Cr-H 652土52 1133土69キ*t 8. 81土0.83 479土37 703土47 716土52 1779土37

833土39(10) 304土13 529土15*キt1・4.11土0.15 224土16 329土15 334土11

a) Absolute weight， mean土S.D. b) mg(g)j100g Bocly weight， mean土S.D. ( ) : No. of samples 
Statistical signi五cance *pく0.05，**p<O.Ol (Control vs ]IS Dust， Cr-L， Cr-H) 

1"p<0.05， "I""lp<O.Ol (JIS Dust vs Cr-H) 

変化により， Jl日iJJ包佐内には，崩壊した細胞などの残、清が

存在し，大食細胞の崩壊によって放出された粉塵粒子も

混在していた (Fig.5).

また ]ISDust群および Cr-H群では， 肺胞内に，

白血球の数が多くなっていた.

7. 組織化学的検査 酸性ホスファターゼ活性は，対

照群では，肺胞腔内に遊離して存在する大食細胞に，頼

粒状に強い活性がみられた他，細気管枝上皮細胞の細胞

質にも，微細頼粒状に弱L、活性が認めれた.またnm胞上

皮細胞には，ほとんど活性はみられなかった.各粉陸曝

露群での活性の変化は，主に大食細胞で、顕著で、あった.

以下その観察結果を述べる. ]IS Dust群および Cr-H

群では，ほとんどの細胞で，活性は細胞質に拡散し低

下していた.また全く活性の消失している細胞も多くみ

られた Cr-L群では，粉塵粒子を含食し， 対照と比

べ，腫張の傾向を示しているような細胞では，軽度な活

性の細胞質への拡散，低下を示していた.またこのよう

な傾向を示す細胞が多かった.

考察

クロム鉱伴粉臨のIlmに対する作用は，大食細胞の腫大

および崩壊， flm胞壁の崩壊など，同濃度の関東ローム粉

塵に比べ強く現われた.またflrliの重量増加の程度が大き

いことから，組織全体としての浮腫の程度も強いと忠わ

れる. クロム鉱i宰では，大食細胞の胞体内に残存する粉

塵粒子が少ないことから， )日l胞内に到達する粒子の溶解

性が高いことが考えられるが， n日iにみられた組織変化

は， この可溶性成分中の六1iITiクロムによる作用も大きい

と忠われる.しかし鉱倖水浸出液のウサギ限粘膜および

皮フに対する刺激作用について，それが六価クロムだけ

でなく，液性や他の成分との複合的な作用として考えら

れており 3，ベクロム鉱津粉塵の肺に対する作用に関し

でも，以上の性質を考慮する必要があろう.

今回得られた結果のうち，赤血球容積の増加は，六師

クロムの赤血球に対する親和性との関係が考えられる.

吸入物質の溶解性については，物質・の溶解部位における

局所作用だけでなく，血液をはじめ，血液を介しての他
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の諸臓器への影響についても観察する必要がある. 濃度の関東ローム粉践に比べ強く，その肺胞および大食

肺以外の諸臓器について，その重量変化をみると，今 細胞にみられる変化から，鉱倖粉塵の可溶性成分による

回の実験では，特にクロム鉱、倖の影響と思われる変化は 局所作用を示唆するものと考えられた.

認められなかった.またクロム鉱倖と関東ロ{ムで副腎 文 献

(右〉が増加の傾向を示したが，これは粉塵の性質に関 1) 東京都公害局編:六価クロム鉱停による環境汚染

係なく，高濃度の粉醸の曝露という，物理的な作用に対 調査結果報告書， 1974 

する生体の生理的な反応の現われと思われる 2) 長井二三子，金西信次，原しげ子，樺島I1国一郎，

今回の短期吸入実験については，さらに，クロム鉱淳 中尾順子，平賀興吾:東京衛研年報， 27-2， 56， 

粉塵成分の分析，鼻腔および気管を含めた諸臓器の病理 1976 

組織学検査，血液および諸臓器中のグロム含量分析な 3) 藤井 孝，坂本義光，福森信隆，阿部卒恵，中村

ど，現在検索中であるが，今後これらの結果を総合し， 弘，大橋則雄，平賀興吾:東京衛研年報， 27-2， 

クロム鉱倖粉臨の短期間曝露による，呼吸器および全身 124， 1976 

におよぼす影響について，検討を加えてし、く予定であ の阿部幸恵，藤井孝，坂本義光，福森信隆，中村

る. 弘，大橋則雄，平賀輿吾:東京衛研年報， 27-2， 

まとめ 129， 1976 

クロム鉱倖粉塵を 21mg/m3および 1.46mg/m3，比較 5) 坂本義光，調 武久，平賀興吾:東京待研年報，

対照としての関東ロ{ム粉塵を 21mg/m3 の濃度で吸入 28-2， 135， '1977 

箱内のラットに28日間ないし29日間曝露し，経気道進入 6) Holt， S. T. : Exρ. Cell Res.， Suppl， 7， 1， 

による，クロム鉱浮粉塵の生体におよぼす影響を観察し 1959 

た 7) 渡辺慶一，鈴木裕:モダンメディア， 17， 149， 

鉱倖粉塵高濃度と，関東ローム粉塵曝露による肺の組 1970 

織変化が主であったが，鉱倖粉躍による組織変化は，同
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たが，細胞燐接部のデスモゾームは比較的良好に認めら

れた.核は円形に近いもの，楕円形のものなど大小種々

みられ，また核小体は発達したもの，帯状を呈するもの

などみられたが，正常腺房細胞 (Fig.8) が通常有する

大きく円形な核，発達した核小体と大差は認められなか

った.細胞質では，正常腺房細胞 (Fig.8) で多くみら

れた脂肪滴， clense granuleおよび特徴的な結品様構造

をもっ crystalloicl2，めの著しい減少を認めた.またゴノレ

ジ装i賢，滑面小胞体 (SER) もほとんど認められなかっ

た.粗田小胞体 (RER)の多くは不規則な配列を示す細

管状を呈して散見された.本来，腺房細胞はその分化に

伴って多数の小胞体， ゴルジ装置，分泌物を有し， J~Jlの

分泌機能に関与しているが，これらの所見はその分泌機

能が低いことを意味するものと忠われる.また細胞質に

指紋体(五ngerprint bocly)のと忠われる RERの特殊

構造物を認めた (Fig.2). 糸粒体はやや腫大し円形のも

のが多かったが， クリステなとやに強い乱れは認められな

かった.糸粒体内頼粒は正常腺房細胞 (Fig.8) の糸粒

体に比べむしろ明瞭に認められた.糸粒体の増減に関し

ては明らかでなかった.また興味ある所見として，内部

にn音頼粒を有する直径約 O.5μ のミクロボディ様構造物

が散見された (Fig.2). 遊離リボゾームは正常腺房細胞

に比べ増加していた. Fig.3は細胞分裂と忠われる像を

示している.細胞境界はやや不明瞭で、，細胞内小器官も

少量で貧弱であった.

濡平上皮化生を示す部分 (Fig.4) では腺房の基底!肢

は不明瞭となり，細胞配列も不規則な感があった.核は

複雑な切れ込みを果したものが多く，核質に線維構造を

認めるものもあった.また核小体の多くは核仁糸の網状

構造を失い，五!日頼粒状の小さな集団として認められた.

細胞質には扇平上皮細胞の一つの特徴である tonofibrils

が良好に発達しており (Fig.4，5)，またやや複雑に入り

込んだ細胞境界で、は細胞質内に阪入した不規則な配列を

O. 3-0. 6μ 程度の電子密度が高い小額粒を散在性に認め

た (Fig.5). この小頼粒は蜂巣状増殖を示す部分の細胞

内にも若干認められたが，この部位ではより明確であっ

結語

ラット包皮!保に発生した!陸揚で，組織学的に aclenoa-

canthomaと診断されたものについて電顕的に形態を観

察した.その主要所見は，蜂巣状増殖を示す部分では腺

房基底)撲の切断，分泌物の減少， ミクロボディ様小頼粒

および指紋体の出現などが，崩平上皮化生を示す部分で

は腺房基底H英の消失， tonofibrilsの発達，同心円状小胞

体の出現，細胞質に朕入したデスモゾームの出現などが

みられた.
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Explanation of Figures 

示すデスモゾームが認められた (Fig.6). 小JJ包体はSER Fig. 1. Electron micrograph of aclenoacanthoma 

がほとんど認められず，不規則な配列を示す細管状の with markecl alveolar hyperplasia. 

RERが散見された.時として同心円状配列を呈する小 Fig. 2. Finger print body (Fb) anclmicrobocly like 

胞体がみられた (Fig.7). これは前記の指紋体と同様

RERの特殊構造物と忠われ，細胞の変性に伴う出現9)

と考えられる.糸京、:f体はややJJ重大し円形またはJ有円形の

五gure(arrow) in a part of alveolar hyper-

plasia are seen. N: nucleus， M: mitochoncl-

• l
 

，
《I
 

I
 

ものが多かったが， クリステなどに強い乱れは認められ Fig. 3. The cell division in a parl of alveolar 

なかった.また糸粒体内頼粒も明瞭にみられた.遊離リ hyperplasia is seen. 

ボゾームは蜂巣状増殖を示す部分の細胞と同様増加して Fig. 4. Electron micrograph of aclenoacanthoma 

いた. また細胞質ーには正常腺房五IHJJ包 (Fig.8) でみられ with marked squam山日 metaplasia.

たJJ日肪1H;fj，clense granuleおよび crystalluicl2，3) はほと Fig. 5. Tonofibrils (To) and dense granules (Gr) in 

んど認められなかったが， I浪界l民誼下に明時;を伴う直径 a part 01' squamous met日plasiaare observecl. 
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ラット包皮腺臆蕩の微細構造

三栗谷久敏汽 福森信隆 * 平賀興吾中

Fine Structure of Preputial Gland Tumor in Rat 

HISATOSHI MIKURIYAヘNOBUTAKAFUKUMORl'Iミ andKOGO HIRAGAヰ

Preputial gland adenoacanthoma obtained from female rat was examined by electron 

microscopy. The adenoacanthoma consisted of two components， alveolar hyperplasia and 

squamous metaplasia. As noticeable :findings， disappearance in a part of basement membrane， 
decrease of secretory granules and dense granules 'vvere observed in alveolar hyperplasia area. 

Disappeal'‘ance of basement membrane， development of tono五bl'ils and rough surfaced endo司

plasmic reticulum with concentric arrangement wel'e obsel'ved in squamous metaplasia area. 

読者 品霞

包皮腺は毛包に付属しないJJ旨腺の一つで， ラット，マ

ウスなどげっ歯類に雌雄とも良く発達している. この腺

は複合胞状型の腺構造を持つ全分泌腺1)に属し，その形

態に関しては Beaver2)，Dangelo らへ Brown らめな

どの報告がある.腫携に関する報告は;陥で，現在までに

Bullockらめによる carcinoma(ラット 2，450 例中 2

例)， Jacobsらのによる myoepithelioma (ラット 191例

中 1例)，極く最近では Colemanらわによる adenoma

(雄ラット 140例中10例)の報告を数えるに過ぎない.

また包皮腺JJ重湯の徴細構造に関する報告は皆無で、ある.

当部の平賀ら8) は直鎖型アルキルベンゼンスルホン酸

ナトリウム (LAS)添加飼料による終生飼育試験中，対

照を含むラットに包皮腺腫療の発生を観察し，組織学的

に adenomaおよび adenoacanthoma()J忠類府〉と診断

した.今回著者らはこれら包皮腺腫協の中で adeno-

acanthomaと診断されたものについて，その徴細構造を

電顕的に観察する機会を得たので報告する.

観察材料および方法

試料 当部で行なった LAS添加飼料による終生飼育

試験中の Slc: Wistarラット包皮腺に発生した腫楊8)で，

組織学的に adenoacanthomaと診断された 5例中ホノレマ

リン回定後の組織保存が比較的良好で、あった 1例 (140

週令， ~~t LAS 0.16%添加， No. 236)を用いた. な

お，正常構造の参考に供した包皮腺は同系の成熟雌ラッ

トから摘出し，パラホルムアノレデヒド固定したものを用

し、Tこ

方法電顕試料はffifl定された組織を約 1111m3 の五ITI片

とし， O.lM燐酸緩衝液 (pH7.3)で 10分間ずつ 3回

洗浄，同街液中で 1晩氷室内放置後冷 1%オスミウム酸

(0. 1M燐酸緩衝液， pH 7.3)で1.5時間後固定し

た.以下定法に従い，エタノール脱水， QY-1を通して

Epon 812-Araldite M 混合;樹脂で包埋， 超薄切片を作

製，酢酸ウラニルおよびクエン酸鉛にて重染色を施し，

HU-12A型電顕にて観察した.なお， 電顕観察の参考

に供するため，包埋した試料より約 1μ の準超薄切片を

作製し， トルイジン青染色を施して光顕的に観察した.

観察所見および考察

肉眼的および光顕的所見

左側包皮腺に発生した腫癌で、重さ 2.78gの厚みのあ

る台形(長さ 20111111，最大幅 19mm，最小幅 3111m， }享

さ9111111)を呈し， 割面では貯留分泌物に比べ実質成分

の多い充実性の結節であった.光顕的所見では実質部分

で腺房細胞の蜂巣状増殖がみられ，部分的に角化傾向を

示す篇平上皮化生が認められた.蜂巣状増殖を示す部分

では細胞密度が高く細胞分裂像が散見された.一方，扇

平 I二皮化生を示す部分で、は腺鹿細胞が乳頭状構造を呈し

て増生しており，細胞分裂も比較的著明であった.また

細胞に異型性も認められた. これらの所見から扇平上皮

化生傾向を顕著に示す adenoacanthul11aと診断された.

また細胞増殖は浸潤性で、はなく圧排性の様相を呈してい

た

電顕的所見

蜂巣状増殖を示す部分 (Fig.1) では若干肥厚が認め

られる基底)1莫は切断個所がみられ，その部の腺房構造は

明確さを欠いていた.また細胞境界もやや不明瞭であっ

*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

キ TokyoMetl'opolitan Reseal・chLaboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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いが，ルブロ{ノレ抽出酵素にある種のりん脂質を加える

と感受性が回復するという報告14)もありルブロ{ルによ

る可溶化は酵素精製に有効な方法と考えられる.

要旨

1) ACase活性を種々の臓器で比べると脳が最も高

かった.

2) Na， K-A TPaseの精製法に従い脳ミクロソーム

を DOC， NaI処理すると精製に伴ない ACase活性

は低下した.従って ACaseは DOC， NaI に対して

Na， K-A TPaseとは異った感受性を持っと考えられた.

3) 脳をホモゲナイズ後遠心分画すると 3，000x g 10 

分間の沈殿画分に活性の50%以上が回収され，比活性も

高かった.

4) ACaseの可溶化には非イオン性界団活性剤のノレ

ブロール PXおよひ、ルブロ{ル W Xが有効であった.

5) 可溶化の条件は O.lMSucrose， 50mM Glycyl-

glycine bu百er，3mM DTT存在下で 1%ノレブロ{ルで、

抽出し，タンパク濃度は約 5mg/mlが適当であった.

6) 可溶化によりブタ脳 ACase比活性は 3-4倍に

ラット脳の比活性は 8-11倍に上昇した.

7) 1 %ルブロ{ルにより活性の95%以上，タンパク

の約60%が上清に回収された.

謝辞 ブタ脳の入手に御協力下さいました帝国臓器株

式会社の生方氏に深く感謝いたします.
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Na， K-A TPase精製法を用いた時の

ACase活性の変化

表 2.
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い ACaseの細胞内分布を調べた(表 3).ブタ n日では

3，000 x g沈殿分画に全 ACase活性の 52%が検出さ

れ比活性も高かった.ラット脳でも同様な結果であっ

た.

ブタ JJ日の 3，000x g沈殿分画を用い界面活性剤による

可溶化の条件を検討した. 図 1に ACase活性におよ

ぼす界面活性剤の影響を示した.ルブロール PXおよび

WXは 0.03-0.3%の範聞で酵素活性を強く促進した.

Na， K-A TPaseの精製に使われる濃度の DOC， およ

び SDSは阻害作用を示した.次に;l-ブロール抽出の条

件を検討し図 2に示した. O. 1M Sucrose， 50mM Gly-

cylglycine 3mM DTTの存在下で活性，タンパクとも

に最もよく抽出された. 1111出に用いるルブロ{ル濃度を

検討し図 3に示した.ルブロール濃度は 0.5-1.5%が

よく本実験では 1%を使用した.以上の結果から O.1M 

Sucrose， 50mM Glycylglycine buffer， 3mM DTT存在

下で 1%ルブロールPXで可溶化し，活性測定にはルブ

ロール可溶化酵素を反応液の 1/10容加えて反応液中ノレ

ブロールの濃度を0.1%にするのが最も良いことがわか

った 1%ノレプローノ~'i:11J出による活性およびタンパクの

収率はそれぞれ96%と56%であった.この条件で抽出

した ACaseの比活性はブタ脳で抽出前の約 4倍，ラ

ット脳では約10倍になった. ラット!J討の活性が高いのは

ノレブロールによる活性化の程度が高し、ためである. A.ブ

ローノレilhLHにより NaF感受性やホルモン感受性がなく

なった. これは酵素そのものが変化した結果かもしれな
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えてから無機りん酸の定量を行なった. Na， K-A TPase 

の比活性は μmolePi/mg/hr.で表わした. タンパク質

の測定は仔ウシ血清アルブミンを標準液としLowry法10)

で行なった.

ミク口ソーム分画の調製

ラットの肝臓は門脈から 0.9%NaClを通して濯流

して血液を除去後一500C で保存，脳と腎臓は 0.9%

NaClで洗いー500Cで保存したものを材料とした.

クロソームの調整は各臓器に 9容量の O.32M Sucrose 

1mM EDTAを加えて war・lingblenderで2分間ホモ

ゲナイズし， 10，000r.p.m. 15分間遠沈 (SorvallSS-34 

ロータ〉する.この上清を 20，OOOr. p. m. 30分間遠沈

(Sorvall SS-34 ロータ〉した沈殿を再潟水で2回洗い

(20， OOOr. p. m. 40分間)，再溜水に懸濁してミクロソー

ム標品とした.

赤出球膜片の調製

ラットに体重 200g当り 0.3mlのネンブタールを腹

腔内注射した後頚静脈より採血した.凝固を防ぐため注

射器内および試験管を 3.13%クエン酸ソーダで洗い，

血液には 1/10容の 3.13%クエン酸ソーダを加えた.

赤血球膜片の調製は採血後直ちに Dodgeらの方法11)で

行なった.血液に 0.9%NaClを9容量加え 3，OOOr. p.m 

10分間遠沈 (MarusanModel 50M)し， 吸引により血

授と白血球層を除く.同様な操作で3回洗った赤血球に

9容量の冷再j留水を加えて溶血し，時々撹J半しながら30

分間放置する. 20， OOOr.p.m 25分間遠沈 (SorvallSS-34 

ロータ〉して上清を除き沈殿を 2.5mM Tris-HCl (pH 

7.45)で3回洗う.得られた乳白色の沈殿に 1mMED-

TAを加え，テアロンホモゲナイザ{で10田上下したも

のを赤血球膜片とした.

DOC処理ミク口ソームの調製

ブタ脳に 9容量の O.1% DOC， 1mM EDT Aを含む

0.25M Sucroseを加え warlingblenderでホモゲナイ

ズする. 9， OOOr. p. m 60分間遠沈 (SorvallGSAロー

タ〉した上清を 20，000r.p.m60分間遠沈 (SorvallSS-

34ロータ〉し，沈殿を lmMEDTAで1凹洗う. これ

を DOC処理ミクロソームとした.

NaI処理ミク口ソーム

DOC処理あるいは DOC非処理ミクロソームを用い

中尾らの方法12)で NaI処理をした.

可溶化した ACaseの調製

-500C あるいは -800C で凍結保存しであるラット

あるいはブタの脳を材料とし主として Johnson，R. A. 

らの方法13)に従って調製した.脳に 9容量の 0.25M

Sucrose， O.lM Glycylglycine buffer (pH 7.5)， 3mM 

DTT溶液を加えて warlingblenderでホモゲナイズし

3，000 x g 10分間遠沈 (SorvallSS-34又は SE-12ロー

タ)する.更に同条件で2回洗った沈殿を可溶化の材料

に使用した.可溶化は O.lM Sucrose， 50mM Glycyl-

glycine bu旺er(pH 7.5)， 3mM DTT存在下で，タン

パク約 5mg/mlに対し10%ノレブロール PX0.lm1を加

えテフロンホモゲナイザーで均質化する.これを105，000

xg 50分間遠沈 (Beckman40Aロータ〉し上清部分を

可溶化した ACase標品とした.

試薬

〔αd2PJ-ATPはラジオケミカルセンター(英)， ATP，

c-AMP， DTTはシグマ社，ノレブロ{ル PXは半井化

学薬品，ルブロ{ル WXは GeneralBiochemicals， SDS 

は和光純薬特級， Dowex 50W-X4 (200-400メッシュ〉

はダウケミカル， 中性アルミナは Toch tergesellschaf t 

der ICN Pharmaceuticals， NaIは小室化学試薬特級を

使用した.ルプロール PXおよび、ルブロ-/レ WXは過

酸化物等を除くため陰イオン交換樹脂と陽イオン交換樹

脂を通して精製したものを使用した 10%溶液にして-

300Cで保存した.

実験結果および考察

ACase活性は脳や神経組織に高いと言われている.

表 1に種々臓器のミクロソ{ム分画，および赤血球膜片

の ACase活性を示した.動物種に関係なく脳の活性

は高かった.しかし NaFによる活性化の程度は他の臓

器に比べ低かった.酵素精製には活性の高い材料が有効

と考え以後の実験にはブタおよびラットの脳を使用し

た.

ACaseは Na，K-A TPaseと同様に細胞膜に存在す

る酵素で、ある.ブタ脳を Na，K-A TPaseの精製と問じ

方法で DOCおよび NaI 処理をして ACase活性を

測定した(表 2). DOC処理 NaI処理により ACase活

性は低下し， Na， K-A TPase の精製法は本酵素には不

適当であった.

]ohnsonらの方法13)に従ってブタ脳の細胞分画を行な

表1. 種々臓器における ACase活性

臓器
比活性

ラット肝 Ms. O. 166 1. 780 

ラット赤血球H英 0.034 0.260 

ラット腎 Ms. 0.461 1. 164 

ラット脳 Ms. 2.537 6.446 

ウマ脳 Ms. 1. 889 3.286 

ブ タ 脳 Ms. 2.557 7.870 
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アデニレートシクラーゼの精製(第 1報)

アヂエレートシクラーセ、の分布および可溶化

中川敦子ぺ 中尾)1民子本

Purification of Adenylate Cyclase (1) 

Distribution and Solubilization of Adenylate Cyclase 

ATSUKO NAKAGAWAキ andTOSHIKO NAKAOホ

ホルモ γ作用に関係ある物質・として Sutherland， E. 

W.l)により c-AMPが発見されて以来その研究は急

速に進み， c-AMPの多岐にわたる作用が明らかになっ

た.現在では c-AMPはホルモ γ作用のセカンドメッセ

ンジャーとして位置づけられている.臨床面での生体内

c-AMP濃度の変動および排illtの増減に関する研究は多

く，即時型および遅延型アレルギー，乾縛症，ホルモン

不反応症，筋ジストロブイ{等で減少することが報告2)

されているがその機構は不明で推測の域を出ない c-

AMP の合成に関与するアデニレ{トシクラーゼ (A

Case)に直接作用し生体反応との関連が分子レベルで、か

なり明らかにされている例としては， コレラ毒素による

下痢症状3同および、モルヒネ等麻酔剤に対する耐性5)があ

る ACaseは細胞j撲に存在し，環境に応じて微妙に変

動するホルモンや薬物の影響を敏感に細胞内に伝えるた

めの最初のステッブ。に位置している.本酵素は微生物11莫

からは高井らのにより精製され性質も詳しく検討されて

いるが，動物細胞膜からの単離は困難でその精製はまだ

ほとんど進んでいない.本酵素の作用および性質を明ら

かにするには精製が必要と思われる.その手初めとして

酵素の分布を調べるためラット赤血球膜，ラット肝，ラ

ット腎， ラット脳，ウマ脳，ブタ脳ミクロソーム分画の

ACase活性を測定し，脳を材料にして可溶化について検

討した.

実験方法

る 10分間インキュベート後冷却し直ちに反応停止液

(40mM ATP， 1.4mM c-AMP， 2%SDS) 100μl を

加えて生成した c-AMPを測定する NaF添加時の測

定は反応液中の終濃度を 10mMとした. ルブロ{ル抽

出酵素の活性を測定する時は，酵素の失活を防ぐため 1

mg/ml BSAおよび 1mMDTTを反応液中に加えた.

この条件で c-AMPの生成は反応時間 15分間，酵素タ

ンパク;最 100μgまで直線であった.

2) c-AMPの分離反応終了後の試料に水 0.8ml

を加えこれを 1mlの Dowex50W -X4をつめたカラム

(0.4 x 10cm)にかける.反応液の流出後水 2.5m/を流

し，次に c-AM32pを含む分画を水 3.0mlで溶出す

る.溶出液に 1.5MImidazole-HCl (pH 7.2)を 0.2ml

加えて pHを合わせ，続いて 0.6gの中性アルミナをつ

めたカラム (0.4x 10cm)にかけてわずかに混っている

AT32pを除く.試料が完全にカラムを通過した後O.lM

Imidazole-HCI (pH 7.5)を更に 1ml流す.試料溶出液

とO.1M Imidazole溶出液は予め 12mlのBrayMedium 

を入れたパイアルび、んに受け，液体シンチレーションカ

ウンター(ベックマン社〉で放射能を測定する.

3) Dowex 50W-X4およびアルミナの処理 Dowex 

50Vv-X4は使用前に約10倍量の 2NNaOHおよび 2N-

HClで洗い充分水洗して酸を除く. 実験中の再処理は

使用後直ちに 1NHC12mlを流し，使用前に 10-15ml

の水で酸を除く.アルミナは使用前に 0.6gにつき 8-

ACase活性の測定 10mlの O.1M Imidazole-召 Cl(pH 7.5)を流す.実験

1) ACase活性の分析 Salomon，Y. らの方法7) に 中の再処理も同様に行なう.酵素の比活性は c-AMPn 

従った.反応液の組成は 40mMTris-HCl (pH 7.5)， mole/mg/10min.で表わした.

5 mM  MgC12， 3.6mM Cα'_32PJ-A TP (40-50c. p. m/ρ Na， K-ATP ase活性の測定

l1101e) ， 8 111Mテオフィリン 1mM  c-AMP， 1 mM  中尾らの方法8) に従い遊離した無機りん酸を Fiske-

EDTAおよび酵素タンパクで全量を 100μfとする.反 SubbarRow法的で測定した.反応液中に発色を妨げる量

応液をミキサーで混和後 370Cに加温して反応を開始す のタンパク質が存在する時には， 10% SDS 20μfを加

中東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町.3-24-1 

ヰ TokyoMetropolitan Reseal'ch Labol'atOl・yof Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-l王u，Tokyo， 160 J apan 
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Pを添加すると阻害速度は 3倍以上増加した.このATP domycinを作用させた.その結果， Naイオンは初速度

の作用は， ATP以外のヌクレオチド (ADP，UTP， を減少し， Mgイオンは初速度を増加させる傾向を示し

GTP， CTP， ITP)やリン酸化合物 (PNPP)で代用 た.

することができた. これらの結果，もし Na十Mg十ヌグ 3) 上記リガンドの組み合せに ATPを添加すると，

レオチドの王者存在下でできる型の酵素が， ATP水解 Na+Mg以外の系では反応速度は減少し， ATPの保護

反応に関与するならば，この型になる前後の反応で，酵 作用が得られた.これに対し， Na十Mgの組み合せは，

素の構造の大きな変化を伴うことが示唆された.一方， ATP添加により阻害速度が 3倍以上増加し， 大きな h

Titusら16)は， Na十Mg十ATP存在下で NEMの結合 値を示した.

量が変化することを報告している. め この阻害促進作用は， ATPを他のヌクレオチド

ここで得られた初速度の変化は， SH基の阻害剤に対 (ADP， UTP， GTP， CTP， ITP)やりン酸化合物

する反応性の変化によるのか，あるいは|阻害剤と反応す (PNPP)に霞き換えても得られた.

る SH基の{回数の変化によるのかはわからない.しかし， 5) 阻害促進作用に対する Mg，Na， ATPの Ko・5

いず、れにしても酵素の構造変化に由来するものであるか を求めたところ，それぞれO.04mM， 2mM， O. 15mMで、

ら，初速度の変化は酵素の構造変化の指標になると考え あった.

られる. 以上の結果から，阻害速度 hと酵素の構造との関係に

ATP十Na十Mg存在下で，阻害速度 hが大きな値を ついて考察した.

示すことは，この条件で酵素がリン酸化されることを考

慮すると興味深い Mgに対する Ko・5 が 0.04mMであ

ることから， E1-Pあるいはそれ以前の型の酵素が SH

阻害を強く受けやすいことが示唆される.しかし， ATP 

以外のヌクレオチドでも阻害促進作用があることから，

酵素のリン酸化は阻害促進に必ずしも必要でないのかも

しれな¥".

PNPPase活性は， ATP+Naが存在すると， K+に対ー

する Kmが減少し，その pH依存性は消失し， ATPase 

のK+に対する Kmの性質に近づく 17，18) その際， ATP 

を他のヌクレオチドに置き換えることができ， SMの胆

害促進と同じメカニズムが働いていることが示唆され

る.また酵素に対する digoxinの結合もNa十Mg十ATP

で増加し， ATP以外のヌクレオチドでも代用し得る 19)

酵素への ATP bindingの実験から，酵素と ATPは

1対 1に結合し20)，ADPあるいは他のヌクレオチドは

ATPと同一の部位に結合することも報告されてい

る21，22) 従って，上記の結果は， E1-P 形成に先立ち形

成される酵素ーヌクレオチド接合体が，阻害剤に対し高

い反応性を持つことが示唆された.

要約

1) Showdomycinによる Na，K-A TPaseの阻害速度

を指標にして， Na， K-A TPaseに対する各種リガンド

(Na， K， Mg， A TP)の作用を調べた. showdomycin 

はブタ脳 Na，K-A TPaseを疑似 1次反応 (pseudo五rst

order)で胆害し， リガンド無添加の場合の阻害の速度定

数 (k)は 4.5x 10-2mM-1， min-1であった.

2) リガンド条件を変えると速度定数 (k)に変化が

みられた. Na， K， Mgの各種組み合せをつくり， show圃
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Fig. 6. 種々のリガンドの阻害速度に対する影響

2mM SM， 140mM Na， 14mM K， 5mM Mg 

各種のリガンド組み合せに O.lmMATPを添加した

ところ，阻害速度の減少を示した (Fig.6).減少の程度

はリガンドの組み合せにより異なった. これに対し， Na 

十Mgの組み合せでは， ATP添加により，逆に阻害速

度が増加した (Fig.6). この ATPによる阻害促進効果

は， ATPを他のヌクレオチド (lmM)やリン酸化合物

(lmM)で置き換えても得られた. Table 1に示すよう

tこ， ATP， ADP， UTP， GTP， CTP， ITP， PNPP 

は阻害促進作用がみられるが， AMP， PNP， Piは阻害

促進作用を示さなかった. NEMの場合も， Na十Mgに

ATPを添加すると阻害が促進したが， SMに比べ小さ

かっTこ.

次に阻害促進作用に対する Mg， Na， ATP各々の

Table 1. 阻害促進作用

ligand (lmM) rate constant〉fh〉
(mM-l， min-1 

SM 2mM 3.3 X 10-2 

ATP 11. 2 

ADP 8.2 

AMP 2. 7 

UTP 7.2 

GTP 9.6 

CTP 10.4 

ITP 10.8 

PNPP 7.9 

PNP 3.6 

Pi 3.0 

NEM 2mM 5.4 

ATP 9.2 

PNP :ρ-nitrophenol 

PNPP:ρ-ni trophenylphospha te 
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Fig. 7. Naの阻害促進作用

5mM MgC12， 1mM A TP， 2mM SM， O.lmM 

EDT A， 50mM Tris-Cl， PH 7. 5存在下の条

件で求めた.

Ko・5 (半阻害促進濃度〉を求めた. Fig.7に5mMMgCI2 

1mM ATP存在下における Naの阻害促進作用を示し

た.図から求めた NaのKo・5 は約2mMであった.同様

な方法で Mgおよび ATPに対する Ko・5を求めた 140

mM  NaCl， lmM A TP存在下におけーる Mgの Ko・5 は

0.04mMで， 140mM NaCI， 5mM MgC12 存在下で A

TPのKo・5は0.15mMであった.

考察

SH阻害剤としてよく用いられる NEMの阻害を SM

の阻害と比較すると，阻害速度および ATPの効果の点

で， SMの方が実験の目的に適していた. SMはヌクレ

オチド構造を持つため， ATP結合部位に対し NEMよ

り特異的に作用するのかもしれない.この結果は， Tobin 

ら11)の報告と一致する.

Na， K， Mg， A TPなどのリガンドを色々に組み合

せて， SMの阻害速度に対する影響を調べた (Fig6). 

Naイオンが存在すると， Na無添加の場合より阻害速度

が減少した.以前 Banerjeeらのは， NEMを用いた実験

で， Naは ATP水解反応、と脱リン酸化反応に対する N

EMの阻害を増強させると報告し私共の結果とは異な

る. Banerjeeらは，一定時間内での阻害の到達度を指標

にし，一方私共は限害の初速度を指標にしているため違

いが生じたのかもしれない.

Mg イオンは阻害速度を増加させる傾向があった.

Shootらのは NEMの阻害で，同様に Mgが阻害速度

を増加させると報告している

種々のリガンドの組み合せに ATPを添加すると，

Na十Mgの系以外は阻害の速度の低下が得られた. AT 

Pによる hの減少は， bufferのみの場合が一番大きく，

それにリガンドが添加されると保護作用は弱くなる. こ

のATPの保護作用に対するリガンドの影響については，

Skou5
)の結果と部分的に一致する Na十Mgの系にAT
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Fig.3に示すように， SMのNa，K-A TPaseに対する

阻害の時間経過は疑似 1次反応に従い，阻害は SM濃度

に比例して増加した.また， Fig.4で， 50%阻害に要す

る時間は SM濃度の逆数に比例していた.これらのこと

から， SMと酵素の反応は 2分子反応15)であることが推

測され，従って阻害速度(めは次の式で表わされる.

k=--l-1n旦竺
t1 b 

1 =mo1ar inhibitor concentration， t=time in min， 

b口 percentageresidua1 activity 

Fig.3で示すように， 0 timeを含む 4点を通る直線を

最小 2乗法で求め，その傾きから速度を上式に従って計

算した.

+0.1ATP 
70 

も貝

" 叫i4 hp e刊O a 50 
噂1 ¥欄 --2 

10 

5 

。 12 九
Minu七日S

Fig. 3. showdomycinの Na，I¥:-A TPaseに対する阻害

SMの濃度 1mMームー， 2mM-⑫ー， 5mMー盤一，

10mM -V/{- -0ーは 2mMSMに O.lmMA 

TPを添加した.

2 
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Fig.4. 半阻害に要する時間と SM濃度の関係
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結果

SMはブタ脳 Na，K-A TPaseを阻害し，その阻害曲

線は NEMを用いた場合とよく一致していた (Fig.2).

半阻害濃度は SMが 4.4x 10-4M， NEI¥1が3.1x 10-4M 

であった.

Fig. 3のリガンド無添加の場合 (50mMトリスー塩酸， p

H7. 5， O. 1mM EDT A)のSMの阻害速度定数 (k)は

4.5 X 10-2mM一九 min-1で、あった.反応液中に ATPが存

在すると反応速度は非常に減少し， ATPによる保護作

用がみられた (Fig.3). A TPは低濃震でも保護作用が

あり， O.lmM ATP存在下の阻害速度定数は0.6X 10-2 

mM-1， min-1で，ATP無添加の場合に比べたは約1/7に

減少した.

SMの非糖部分と類似構造を持つ NEMの阻害と比較

した.阻害速度を SMと同じ方法で、求めた (Fig.5A).

ATP無添加の場合は7.4X 1O-2mM-1， min-1で，O.lmM 

ATP存在下では 4.4X 1O-2m M  -1， min-1であり ，ATP 

添加で約1/2に減少した.このように NEMは SMに比

べ阻害速度が速い.また preincubationのttmecourseは

曲がりやすい (Fig.5B). さらに， ATPの保護作用は

SMの場合に比べ小さかった.以上の理由で，本実験で

は SMを使用した.
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Fig. 5. NEMの Na，K-A TPaseに対する阻害

一鯵-2mM NEM， -0-2mM NEMに O.lmM

λTPを添加した.

次に， preincubation のリガンドの組み合せを変え，

SMの阻害速度に対するこれらリガンドの影響を調べ

た. Na+(140mM)， K+(14mM)， Mg2+(5mM)の各種組

み合せをつくり， 2mM SMを作用させ初速度を求めた

(Fig.6). 

Naイオンは阻害速度を減少させた.すなわち， buffer， 

K， Mg， K十Mgの系は Na添加により hが小さくなっ

た.一方， Mgイオンの添加は阻害速度の増加を起こす

傾向があった.すなわち， buffer， K， K十Naの系に Mg

を添加すると hは増加した.しかし， Na十Mgは Naの

みの系より k~直はやや減少した.
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マレイミド誘導体抗生物質， ShowdomycinのNa，K-ATPase阻害

原しげ子へ 中尾 )1原子*

Inhibition of N科医圃ATPaseby Maleimide 

Related Antibiotic， Showdomycin 

SHIGEKO HARA* and TOSHIKO NAKAO* 

章者 言

有機，無機水銀化合物は細胞膜諸酵素の中で，活性に

SH基の関係する酵素を特に強く阻害する1) それらの

中には， Na， K-A TPase， Adenylate cyclase等が含ま

れる. Na， K-A TPaseは， J摸を横切って存在し， Na+と

K+の能動輸送を行ない，細胞の生命維持に関する重要な

酵素である2-4) 私共は水銀化合物の Na，K-A TPase I旺

害機構を調べてきたが，さらに詳細に知るためには， Na，

K-ATPaseの反応機構について詳しい知見を得る必要

がある.

従来， Na，K-ATPaseの反応機構を知る一手段とし

て， N-ethylmaleimideなどの SH阻害剤がよく用いら

れ5ーへイオンあるいは ATPの Na，K-A TPaseに対す

る作用が調べられて来た.しかし，これらの実験はいず

れも，一定時間内の目立害到達度で比較したものである.

そこで私共は， showdomycin10) (Fig. 1)が脳 Na，K-

ATPaseを不可逆に阻害し，疑似 1次反応 (pseudofirst 

order) に従うこと 11)を利用して阻害の初速度を求め，

各種イオンや ATPの初速度に対する影響を調べた.

。

HO OH 

Fig. 1. showdomycinの構造

ブタ脳 Na，K-A TPaseは中尾らの方法12)に従い NaI

処理襟品を用いた. Na， K-A TPase活性の測定は前報1)

に従った.反応液は終濃度140mMNaCI， 14mM KCI， 

5mM MgC12， 3mM A TP， O. 5mM EDT A， 50mMト

リス塩酸(pH7.3)を含み全量を0.5mlとした.遊離無機

リン酸を Fiske-SubbaRowの方法13)で測定した.ブタ

脳 Na，K-A TPaseの比活性は230μmolePi/mg protein/ 

h.であった. タンパクは Lowryら14)の方法で測定し

た.

阻害の初速度の求め方 50mMトリスー塩酸(pH7.5)，

O.lmM EDTAに Na，K， Mg， ATPを種々の組み合せ

で添加した反応液に，約100μgのブタ脳 Na，K-A TPase 

標品を加え370で3-4分予備加温した 2mMSMを添

加して反応を開始した.一定時間おきに，反応液から20

μJを取り，あらかじめ370に加温した，1mM s-mercap-

toethanolを含む Na，K-A TPase活性測定液に加え16分

間反応させ活性を測定した.酵素活性測定時の阻害剤の

終濃度は 8x10-5M になり，活性測定中に阻害がさらに

進行することは無視できた (Fig.2).

100 
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2 

方 法 Fig. 2. showdomycinとNEMの Na，K-A TPaseに対

試薬 showdomycin(以下 SMとl略す〉はシグマ社製， する阻害曲線 あらかじめ基質を除いた反応
液中で，酵素と SH阻害剤を 37030分間予備加

N-ethyJmaJeimide (以下NEMと略す〉はイ{ストマ γ
温し，基質を加えて15分間反応させた SH阻

社製を使用した.ヌクレオチド及び，リン酸化合物はト 害剤無添加の活性を 100として残りの活性を百

リス塩を使用した. 分率で表わした. -0-SM，一.-NEM

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町3-24-1
キ TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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最小作用量は，それぞれ 200mg前後 90mg前後と考え

られた.

考察

EMSは， 優性致死試験において有効な陽性対照物質

として広く用いられているわ. これは作用時期が精子形

成段階の後期に特異的に作用し，また優性致死作用に対

する用量相関が明確であることなどである.このこと

は，今回の ICR系マウスを用いての試験でも再確認さ

れた.今回の結果から著者らは， EMS の ICR系マウ

スにおける陽性対照としての最適投与量を 200mgjkg前

後，また最少作用量を 90mgjkg前後とした.その理由

としては①交尾，妊娠率に低下を見ないこと，②着床数

に顕著な減少を見ないこと，また③死膝の有意な増加を

伴なうことなどであった.普通，近交系あるいはクロー

ズドコロニ{系動物における優性致死試験において，

EMSが陽性対照物質として用いられた場合，その投与

量は 250-400mgjkgが一般的である.今回著者らは，

]CL-ICRマウスを用い，さらに低投与量でも充分な評

価が得られることを確認した.

要旨

]CL-ICRマウスにおけるエチルメタンスルホネート

(EMS)の優性致死作用，特にその用量一作用反応関係

を調べるため， 42mg-447mgjkg間に 10群を設け，投

与後10日目と30日目に交配，胎児観察を行なった.その

結果，投与後10日目に顕著な優性致死作用を認めた.

この時期では，交尾率には変化が見られぬが，妊掠率

は， 264mgjkg以上で，また着床数におし、ても 156mgj

均以上で有意な減少を認めた. さらに死臨数に関して

は54mg-92mgjkgでも有意性のある増加を見た.また

優性致死誘発率(])は 200mgjkg以上で特に高い値

(] =65以上〉を示した.

これらの結果をもとに，優性致死試験における陽性対

照としての EMS最適量および最小作用量を，それぞれ

200mgjkg前後， 90mgjkg前後と判断した.

文献

田島弥太郎，吉田俊秀，賀田恒夫

;然、変異性検出法，講談社， 1973 

Ray， V. A.， H. E. Holden， D. S. Salsurg， ]. H. 

Ellis， L.J. ]ust， and M.L.日yneck: Toxico-

logy and AlうρliedPharmαcology， 30， 107， 

1974 

Control群に比べ，

められなかった.

優性胃r死誘発率 (J)

Rohrbornの方式に従い，算出した結果を図 1に示し

たが，強い変異原性を有する物質に関しては， ]が20を

こえる値で明らかな変異原性をもっとみなされる.投与

後10日のA-E群で誘発性が示され，また，それには用

量相関が認められた. しかし， 30日目においては各群と

もJが-3.52から14.75であり， 誘発性はないと思われ

る.

各観察項目とも何ら有志;な変化は認
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化学物質の突

2) 以上の結果より EMSは，従来の報告どおり，精子形

成段階の後期，すなわち精子および後期精細胞に特異的

に作用し，強い優性致死誘発性を示すことがわかった.

また， ]CL-ICR マウスにおける， EMSの最適用量と
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表 3. 予備交配，投与後10日目， 30日目における胎児および黄体観察

投 黄4) 着4)

生存数胎児4) 

早期死4) 

総4)

丁レ 体 床
死

数!距
臨

群 数 数 数

Pre 1) 12.87土2.23 12.33土1.92 11.20土1.97 0.33土0.49 1. 13こと0.74

A 10 d 2) 

10 d 3) 11.50 11. 50 10.00 1. 50 1. 50 

Pre 12. 79土1.65 12.42土1.39 11.53土1.68 0.42土0.61 0.90土0.74

B 10 d 14.00土2.16 11.50土4.20 8.50土5.92 3.00土1.83 3.00土1.83c 

30 d 13.43土1.74 11.57土2.59 11.29土2.56 0.21土0.43 0.29土0.51

Pre 13. 70土1.66 12.85土1.75 12.07土1.92 0.56土0.64 O. 78土O.70 

C 10 d 9.62土3.97: 7.62土3.91(: 4.00土5.05 3.62土2.63 3.62土2.63C

30 d 13.52土1.90 12. 12土2.46 11. 28土2.30 0.64土O.70 0.84土0.80

Pre 13.62土1.65 12. 77土1.56 12.31土1.59 0.51土0.37 0.46土0.65

D 10 d 13.96土1.77 10.30土3.00" 4. 30土2.83 5.82土2.50 6.00土2.54C

30 d 12.82土1.72 12.00土1.49 11.43土1.75 0.54土0.69 0.57土0.69

Pre 12.86土2.85 12.29土3.05 11. 68土3.01 0.36土0.62 0.61土0.83

E 10 d 13.39土2.55 11.23土2.93C 8. 85土3.48 2.23土1.75 2.39土1.86c 

30 d 13.93土2.25 12. 14土2.01 11.31土2.11 0.00 O. 10土0.31

Pre 12.77土2.61 12.17土2.60 11.50土2.66 0.37土0.67 0.67土0.80

F 10 d 15.17土3.19 13.60土1.50 11. 90土1.77 1. 43土1.38 1. 70土1.391; 

30 d 13.59こと2.11 12.90土1.66 12. 14土1.73 0.62土0.68 O. 76土0.69

Pre 12.76土2.76 12.24土2.70 11. 59土2.81 0.31土0.54 0.66土O.72 

G 10 d 14.57土2.78 13.37土1.61 11. 67土1.47 1. 43土1.19 1. 70土1.21 b 

30 d 13.96土2.50 12.67土1.69 12.00土1.92 0.56土0.97 0.67土1.07 

Pre 12.79土1.89 12.21土1.37 11.71土1.44 0.14土0.36 0.50土0.65

H 10 d 14.06土1.95 12.00土2.40 10.81土2.61 0.63土0.89 1. 19土1.17 

30 d 13.87.:::1::2.17 12.07土2.02 11. 67土2.32 0.27土0.46 0.40土0.51

Pre 13.93土2.79 12.00土2.18 11. 57土2.17 0.29土0.47 0.43土0.53

10 d 14. 79土1.85 13.00土1.30 11. 50土1.74 1. 35土1.65 1. 50土1.74α 

30 d 14.50土2.11 13.42土1.24 12.50土1.38 0.92土1.17 0.92土1.17

Pre 14.31土2.06 12. 77土1.74 12.31土2.18 0.23土0.60 0.46土0.60

J 10 d 16.21土2.61C 14.50土1.74 13.36土1.55 0.57土0.65 1.14土0.95

30 d 14.29土2.56 13.00土1.84 12.14土2.14 0.64土O.75 0.86土0.66

Pre 12. 75土1.48 12. 18土1.47 11. 82土1.70 0.21土0.42 0.36土0.60

Cont. 10 d 14. 10土2.23 13.41土1.59 12.55土1.74 0.66土O.72 0.86土0.83

30 d 13.48土1.89 12.47土2.13 11.73土2.50 0.69土1.04 O. 73土1.11

1)予備交配 2)投与後10日目 3)投与後30日目 4) mean土S.D

α; pく0.01 b; pく0.005 c; p<O.OOl 
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予備交配により調べた各群の雄の自然保有致死因子

は，著者らがこれまで得ている約1，0001Z!:!の ICR系マウ

スのそれ(1母体当りの死匹数O.72土0.93) とよく一致

した.

投与後10日目に強い優性致死作用が認められた.すな

わち，着床数がC，D， E群で，また生存胎児数が B，

C， D， E群で著しく減少した.優性致死作用評価の重

要な指標となる死!距に関しては，さらに低投与量群 (C，

D， E， F， G， I群〉まで，その有意な増加を認め，

それは，用量相関のある変化を示した.特に B，C群

ではすべて早期死怪であった EMS投与後30日目では，

28-2， 1977 平良年江パ
7
引

生殖におよ{ます影響

交尾率，妊娠率を表 2に示す.

予備交配の結果，交尾率，妊娠率は，ほぼ 100%であ

った EMS投与後10日目における妊賑率は A群 0%

(0/4)， B群28.6%(4/14)， C群46.4%(13/28)であ

り， 顕著な減少が見られた EMS投与後30日目におけ

る交尾率，妊娠率は， 85.7-100%であり， Controlとの

有意性は見られなかった.

胎児および黄体観察

予備交配， EMS投与後10日日 30日目における胎児

および黄体観察結果を表 3に示す.

{有万ミ釘
h

7
3ノ

予備交配，投与後10日目， 30日目における生殖学的検索表 2.
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30 
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15 

10 d 
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29 

100 
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30 
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30 

15 
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7)投与後30日目6)投与後10日臼

2)雌 2匹に対して一匹以上の交尾を認めた雄数
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1)予備交配
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JCL-ICRマウスにおけるエチルメタンス)1，.ホネート (EMS)の優性致死作用

吉田誠二本， 益出|正典六 高橋昭夫*， 安藤 弘中

久保喜一六 平賀輿吾ヰ

Do叩nlU聞

SEIJI YOSHIDA串ヘ， MASANORI MASUBUCI耳王l'ドヰ串1'，AKIO TAKAHASHI*， 

HIROSHI ANDOヘYOSHIKAZUKUBO* and KOGO HIRAGA串

読者 1=連 投与後10日目， 30日自にそれぞれ無処置未経産の雄 2匹

エチルメタンスルホネート(以下 EMSと略す〉は， と4日間同居させた.毎朝プラグ観察により交尾の有無

強力な変異原物質として， 11甫乳類における invivo， in を記録し，最終日にはその有無にかかわらず雌2匹を雄

vitroでの染色体異常誘発性および優性致死誘発性が報 単位に別ケージにて分離飼育した.

告されている1) 5. 胎児および黄体観察:プラグを確認した日を妊娠

著者らはこれまで EMSを優性致死試験における|場性 0日として， 12-13日目で屠殺開腹し，黄体数，着床数，

対照物質として用いてきたが，動物種およびその系統に 生存胎児数，早期およひ、後期死匹数を調べた.

より，また使用する動物のコロニーによりその作用の現 6. 予犠交配:雄の自然保有致死因子を調べるため，

われ方に差が見られた 8週令の時点で雌を4.と同様の方法で交配し，胎児およ

著者らは毒性試験結果を人へ外挿するため，遺{云的に び黄体観察を行なった.

不均ーとされているクローズドコロニー動物を多数用い 7. 統計処理:統計処理は， t検定および f検定を用

ることにより，より普遍的な安全性の評価がなされると い， Controlとの有意性を検討した.

考えており， ICR系マウスを使用してきた.したがっ 結 果

て， EMSを陽性対照物質として有効に用いるため， IC EMS投与後， A群 7匹 (7/8)，B群 3匹 (3/10)，C 

R系マウスにおけるその優性致死作用をさらに詳しく検 群 l匹(1/15)が死亡し，生存した雄を用いて優性致死

討しておく必要性を認めた.今回特に用量一作用反応関 作用を調べた. (表 1) 

係を明らかにしまたその最適用量および最小作用量を

求めるため，多数の投与群を設けて検討した.
表1. 投与量と死亡数

材料および方法

1. 供試薬物:Ethylmethanesulfonate (以下EMSと

11唱す). EASTMAN KODAK Co. Lot No. 711-2A 

2. 実験動物および飼育条件:雌雄とも JCL-ICR系

マウスを用い 4週令で購入，予備飼育後10週令で実験

に供した.飼育条件は，温度25土10， 湿度55土5%，照

明9時間に制御された動物室で，間型銅料 CE-2および

水道水の自由摂取とした.予備飼育期間中 1ケージ10四

飼いとした.使用動物数は表 1に示す.

J党

与

群

A 
B 

C 

D 

E 

F 
G 

H 
I 

J 
Control 

(mg投与量ルg)

動

物

数

447.0 8 

343.8 10 

264.4 15 

203.4 15 

156.5 15 

120.3 15 

92.6 15 

71.2 8 

54. 7 7 

42. 1 7 。 15 

3. 薬物投与 :EMSは投与直前に滅菌蒸留水で溶解，

公比1.3の割合で10の濃度段階を設定した(表 1).投与

容量はすべて10ml/kgとし，)wl陀内 11ill投与した.なお

Controlは無処置とした. 。投与後48時間以内に死亡

4. 交配方法 :EMSを投与した雄は I匹飼いとし， 2)優性致死試験に用いた

中東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿|叉百人町03-24-1
ヰ TokyoMetl、opolitanReseal'ch Labol・atOl・yof Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-l王u，Tokyo， 160 Japan 

死1)

亡

数

7 

3 

1 。
。。。。。。。

生2)

存

数

1 

7 

14 

15 

15 

15 

15 

8 

7 

7 

15 
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総括と考按

JCL-ICRマウスを用いた優性致死試験で， マイトマ

イシン C (MMC)を陽性対照として使用する擦の最適

投与量，最小作用量を決定することを目的に実験を行な

った.

実験は雄の精子形成段[1皆の初期および後期に受けた影

響を調べるために， Jl集l庄内 1回投与後10日目， 30日目に

交配し，妊娠13-14日に開腹し黄体数および胎児観察を

行なった.投与量は 3.85mg-0. 37mg/kgとし，その間

に10群を設けた(表 1). 

投与後10日目交配では，生殖生物学的所見および黄体

数，胎児に係わる調査のいずれにも対照群と比較して有

意な多少高低を認めなかった.投与後30日目交配では，

各群とも交尾率に有意な低下を認めなかった. しかし，

妊娠率はA，B群に有意な低下を認め，またA-D群間

に用量相関のうかがえる変動をみた.黄体数および胎児

に係わる調査では黄体数，死j距数に有意と認められる増

減はみられず，また用量相関も見られなかったが， A-

C群聞に着床数の有意な減少，それに伴なう生存胎児数

の減少，未着床数の増加を認めた.擾性致死誘発率(J)

ではA-C群に用最相関のある高い値を認めた.

以上のことから MMCは精子形成段階の初期(精原細

胞，精母細胞〉に特異的に作用することがわかった.ま

た妊娠率の低下，着床数の減少，優性致死誘発率 CJ)な

どから総合判断して， JCL-ICRマウスにおける MMC

の最適投与量は 2.96-2. 28mgの間にあり，最小作用量

は 2.28-1.75mgの聞にわたるものと判断した.

一方，死臨は，優性致死現象を正しく評価する際の最

も重要な指標であるが，今回のように多数の群を設定し

たにもかかわらず，推計学的に有志;と認められる死!庄の

増加を見なかった. このことは妊娠率，着床数にも変化

がなく，しかも着床したものについては致死作用があら

われるという最適投与量の幅が非常にせまいことを示し

ている. これは MMCのように精子形成段階の初期に作

用する物質では，作用を受けた生殖細胞がその後の成熟

段階で死に至りやすいためであり，従来の試験法だけで

はそれが突然変異原物質で、あるという正しい評価をくだ

すことはむずかしい.妊娠率，着床数に顕著な減少を示

す物質に関してはさらに他の試験による確認が必要と考

えられる.

要 1:;:::. 
臼

JCL-ICR系マウスを用いた優|生致死試験で，マイト

マイシン C (l'v1MC)を陽性対照として使用する際の最

適投与量，最小作用量を決定する実験を行なった. Jl皇陛

内 1回投与後， 10日目， 30日目に優性致死誘起作用を調

べた 30日目交配で妊娠率の低下，着床数の減少，それ

に伴う生存胎児数の減少および未着床数の増加を認め，

本物質は，精子形成段階の初期に強い作用を示すことが

わかった.一方，優性致死誘発の重要な指標になる死!ff

数には変動をみなかったことから MMCの優性致死性に

ついて検討を加えた.

(本研究の概要は日本環境変異原研究会第 2回優性致

死分科会1977年 6月10日で発表した〉
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表 3-1. 排卵数および胎児に係わる所見 投与後10日目

薬投 黄体数 13)

与 総数
物群 平均土 SD

14) 15) 16) 17) 18) 19) 

着床数 未着床数 生存胎児数 早期死臨数 後期死臨数 総死睦数

A 

B 

158 
13.17土1.27 

231 
12.83土1.25 

384 
13.24::1:1. 50 

376 
13.43土2.12 

355 
13. 15土2.58

344 
13.23土1.75 

351 
13.50土1.88 

182 
13.00土1.24 

164 
13.67土1.67 

192 
13. 71土1.44 

C 

D 

E 

F 

G 

H 

362 
無処置

1= 13.41土1.99 

143 
11.92土1.93 

208 
11.56こと1.82 

364 
12.55土1.50 

341 
12. 18土1.34 

301 
11.15土3.15 

313 
12.04土2.39

327 
12.58土1.77 

166 
11.86土1.83 

145 
12.08土1.88 

177 
12.64::1:3.10 

332 
12.30土1.64 

15 
1. 25土1.82 

23 
1. 28土1.57 

20 
0.69土1.42 

35 
1. 25土2.15 

54 
2.00土2.99

31 
1. 19土2.23

24 
0.92土1.29 

16 
1. 14土1.41 

19 
1. 58土1.17 

15 
1. 07土2.92 

30 
1.11土1.65 

132 
11.00土1.86 

195 
10.83土2.18 

342 
11.79土1.66 

318 
11.35土1.57 

280 
10.37::1:3.53 

296 
11.39こと2.58

300 
11.54::1:2.42 

150 
10.71土1.68 

133 
11.08土1.62 

166 
11.86土3.09

295 
10. 93土3.09

7 
O. 58土0'67

6 
0.33土0.59

17 
0.59土0.63

18 
0.64土0.83

17 
0.63土1.15 

15 
0.58土O.76 

17 
0.65土0.94

14 
1. 00土1.24 

10 
0.83土O.72 

8 
0.57土0.85

8 
0.30土0.47

4 
0.33土0.49

7 
0.39土0.50

5 
0.17土0.47

5 
O. 18土0.48

4 
O. 15土0.46

2 
0.08::1:0.27 

10 
0.39土0.57

2 
O. 14土0.36

2 
0.17土0.39

3 
0.21土0.58

29 
1. 07土2.42

11 
0.92土O.79 

13 
O. 72土0.83

22 
O. 76土0.69

23 
0.82土0.91

21 
O. 78土1.16 

17 
0.65土0.80

27 
1. 04土1.15 

16 
1. 14土1.17 

12 
1. 00土0.74

11 
O. 79土0.89

37 
1. 37土2.41

13-19)各投与群ごとの総数および平均土 SD 17) F~~ 限的所見におし、て脱落Jl則重のみのもの
18)肉眼的に少しでも脹塊の認められるもの
(統計) 13)， 14) t検定 15-19) x2および順位和検定

表 3-2. 排卵数および胎児に係わる所見 投与後30日目

薬投 黄体数 13)

与 総数
物群 平均土 SD

14) 15) 16) 17) 18) 19) 

着床数 未着床数 生存胎児数 早期死j座数 後期死!匹数 総死臨数

A 

B 

72 
14.40土2.07

103 * 
11.44土4.30

314 
13.65土1.58 

416 
14.35土2.38

403 
13.90土1.70 

388 
13.86土2.65

369 
13.67土2.06

198 
14.14土1.17 

189 
13.50土2.88

196 
14.00土2.39

C 

D 

E 

F 

G 

H 

J 

402 
無処置 13.68土2.10 

47 ヰ

9.40土3.44

81 * 
9.00土5.24

257 * 
11.17土2.89

361 
12.45土2.32

365 
12.59こと1.80 

345 
12.32土2.31

339 
12.56土1.60 

180 
12.86土0.86

167 
11.93土3.32

177 
12.64土2.10 

362 
12.48土2.61

25 *** 
5.00::1:2.92 

22 
2.44土3.01

57 
2.48土2.81

55 
1. 90土2.27

38 
1. 31土1.80 

43 
1. 54土2.29

30 
1.11土1.72

18 
1. 29士1.27 

22 
1. 57 ::1:2.28 

19 
1. 36土1.60 

40 
1. 38土1.86 

42 
8.40土2.97

70 
7. 78こと5.02

234 
10.17土2.84

317 
10.93土2.25 

332 
11.45土1.96 

323 
11.54土2.37

315 
11.67土1.71

169 
12.07土0.62

154 
11.00::1:3.28 

170 
12. 14土2.18 

325 
11. 21土2.85

5 
1. 00土0.71

8 
0.89土0.60

20 
0.87土0.87

33 
1. 14土1.25 

27 
0.93土0.96

17 
0.61土0.69

22 
0.82土1.04 

10 
0.71土0.61

9 
0.64土0.84

6 
0.43::1:0.51 

28 
0.97土0.94

。
3 

0.33土0.50

3 
O. 13土0.34

11 
0.38土1.25 

6 
0.21::1:0.49 

5 
O. 18土0.48

2 
0.07土0.27

1 
0.07土0.27

4 
0.29土0.47

1 
0.07こと0.27 

9 
0.31土0.54
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13)-19)各投与群ごとの総数および平均土 SD 17)肉眼的所見において脱落膜腫のみのもの

18)肉限的に少しでも腔塊の認められるもの
(統計) 13)， 14) t検定 15)-19) x 2および順位和検定 * P <0.05 料水 P<0. 001 
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表1. 投与群，投与量および使用匹数

MMC 使用動物数

(mgjkg) 8 9 

A 3.85 8 (16 x 2) 

B 2.96 10 (20 x 2) 

C 2.28 15 (30 x 2) 

D 1. 75 15 (30 x 2) 

E 1. 35 15 (30 x2) 

F 1. 04 15 (30 x 2) 

G 0.80 15 (30 x 2) 

H 0.62 8 (16 x 2) 

I 0.48 7 (14 x 2) 

J 0.37 7 (14 x 2) 

Cont. 。 15 (30 x 2) 

Tota! 130 (520) 

ない本実験に入った.予備交配を含め調査した項目は i)

生殖生物学的所見として交尾率，妊娠率， ii)排卵数，

胎児に係わる調査として黄体数，生存胎児数，早期@後

期死臨数等である.詳細は各々表2 1， 2，表3-1，

2の脚注に記した.

調査は雌の睦栓確認日を妊娠0日とし， 12， 13日自に

頚椎脱臼により屠殺開腹し，子宮および卵巣を摘出して

行なった. この時，観察者によるデータのバラツキをな

くすため，解剖，胎児観察，黄体観察担当をそれぞれ定

めて行なった.

試験結果

1. 生殖生物学的所見(表2-1，2) 

1) 交配使用動物数

実験期間中投与雄に死亡は見られず，交配使用匹数は

投与開始時と変わらなかった.

2) 交尾率

10日目， 30日目交配ともにMMC投与によると思われ

る交尾率の有意な低下は認められなかった.

3) 妊娠率

10日目交配(表2-1)では，各群とも対照群と比較

して有意な低下を認めず，また用量相関のうかがえる変

動もなかった. しかし， 30日目交配(表 2-2)になる

とA，B群に有意な低下を認め，また A-D群聞に用量

相関のうかがえる変動を認めた.

2. 排卵数および胎児に係わる調査

1) 黄体数(排卵数〉

10日目， 30日日交配ともに対照群との間に有意差な

く，黄体数は各群平均して13前後であった.

2) 着床数

10日目交配では各群に対照群と比較して有意な若床数

の減少は認められず，また用量相関のうかがえる変動も

みられなかった.しかし， 30日目交配になると A-C群

に対照群との聞に有意な着床数の減少を認めた.

3) 生存胎児数

10日目交配では，投与群のいずれにも対照群に比して

有意と認められる生存胎児数の減少は認められず，また

用量相関のうかがえる変動もみられなかった 30日目交

配では前述の着床数の減少に伴なう生存胎児数の減少が

認められた.

4) 死}座数

10日目， 30日目交配ともに早期@後期 a総死臨数のい

ずれにも対照群に比して有意と認められる増加はなく，

また用量相関のうかがえる変動もなかった.

5) 優性致死誘発率 (J)

Rohrbornの方式10)に従い， Jを求めた.算出法は図-

1に示す.

10日目交配では有意と認められる増加はなく，用量相

関のうかがえる変動も認められなかった 30日目交配で

は A (J =74.1)， B (64.1). C (22.8)群に用量相関の

ある高い値を認めた(図-1). 

(も)

80 
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性
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60 

ヲE40 
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率
(宅)
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。

一20

投与後
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。一一一o 30日目
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図1. MMC投与量と優性致死誘発率 (J)の関係
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JCL-ICRマウスにおけるマイトマイシン C(関MC)の優性致死作用

高橋昭夫* 益淵 正典 *吉田誠二六安藤 弘*

久保 喜一 ぺ 平賀興吾*

Dominant Lethal Effects of Mitomycin C in JCL-ICR mice 

AKIO TAKAHASHI*， MASANORI MASUBUCHI*， SEIJI YOSHIDAヘ
HIROSHI ANDOヘYOSHIKAZUKUBO半 andKOGO HIRAGA * 

マイトマイシン C (以下 MMCと略す〉は微生物生産

物で，抗陸揚剤として用いられるが，また強力な突然変

異原物質であることが種々の動物および培養細胞系で知

られているlーの.優性致死誘発性についての報告も多く

門) その作用は精子形成段階の初期(精原細胞，精同

細胞〉に特異的に働く.

我々も数回の実験で同様の結果を得ているが，またい

くつかの間題点を残して来た.すなわち， MMCを文献

値通り投与しでも，交尾はしているが着床が認められな

い，あるいは評価しうるほどの胎児が得られない等の現

象を生じることがあり，生殖細胞を介しての突然変異誘

発性を正しく評価することが困難であった.そこで今回

MMCの最も優性致死誘発性の高い初期(精原細胞，精

母細胞〉と，それの低い後期(精細胞，成熟精子〉に的

をしぼり，投与量と作用反応関係を調べ，最適投与量を

見つけ出すとともに，最小作用量(はじめて致死作用の

出現する投与量〉を決定した.また同時にMMCを|場性

対照、に用いることの是非を検討した.

ー一方我々は，毒性試験結果をヒトへ外掃するために，

遺伝的にあるいは生理的にパラツキの多いといわれるク

ローズドコロニー動物を用い，その使用数をふやすこと

により，最も普通的な安全性の評価を行なうべきだと考

えている. しかし，我国におけるクローズドコロニー動

物を用いての報告は少なく，今後これらの動物を用いて

の優性致死試験を行なう場合，さらに詳細な資料のある

ことが望まれる. したがって，今回 JCL-ICRマウスを

用い， MMCの優性致死作用を調べた.

試験材料ならびに方法

1. 実験動物 JCL-ICR マウス雌雄を日本クレア~;J$

より 4週令時に購入し 8週令に達した発育良好なもの

を選び実験に供した.

2. 飼育条件温度25土10，湿度55土5%，照明午前

8時一午後 511寺，換気毎時10回の飼育室にて日本クレア

製飼育用問型飼料 (CE-2) および、水道水を自由に与え

た.雌雄とも試験開始時までアルミケージにて101lli飼い

とし，さらに雄は予備交配前日にプラスチックケージに

て 1匹飼いとした.雌は交配後，プラスチックケージに

2匹飼いとした.

3. 交配方法 交配は精子形成段階の初期および後期

(各々試料投与後30日目， 10日目〉の 2回とした.各時

期とも雌は発情適期を間わず，交配第 1日日午後4時-

5時の間に，雄 1匹に対し 2匹を同居させた.その後4

日間毎朝 9時に睦栓の確認を行ない交尾の有無を記録し

た.腔栓確認期間を 4日としたのは雌の性週期を考慮し

たもので， これまでの成績では 4日の聞にほぼ 100%の

交尾が認められている.

4. 試料 マイトマイシン C (MMC)は協和醗酵工

業株式会社製 LotNo. 45Zを使用した.

5. 試料投与量の決定 投与量の決定要因として， i) 

通常陽性対照として 1群を設ける場合， 2. 5-3. 5 mgjkg 

が用いられている. ii) MMCそのものの性質を知るた

めにさらに高投与量を設けたい. iii)作用反応を示す最

少投与量を決定するため，また連続投与の場合の種々の

条件を考慮するため，無作用と忠、われる投与群を特に多

数設定する.以上に基づき，公比1.3で10段階の投与量

を決定した.表 1に投与群，投与量および投与動物回数

を示す.

6. 投与方法腹腔内 1回投与とし， MMCは投与直

前，滅菌蒸留水にて投与容量が10mljkgになるよう希釈

調整した.使用器具はすべて滅菌したものを用い，雄マ

ウスは投与直前に体重測定を行ない，投与部位を消毒用

エタノールで、消毒した後投与した.

7. 観察方法使用する雄の自然致死因子保有の有無

を検討するため，試料投与前にあらかじめ予備交配を行

中東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町3-24-1
ヰ TokyoMetropolitan Research LaboT・atoryof Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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行の防除計画では，不妊化のために 8-10kRを照射する

予定であり，さらに線量を高めればそれだけ実効があが

ると考えられている.しかし高線量の照射は，不妊化効

率をそれ程高めることなく，むしろ交尾の競争力を弱め

る場合も考えられる 7) なおこの実験条件では照射雌雄

とも交尾行動はおこなう.

不妊化に対する分割照射の効果について， Walkerら8)

は，蜜蜂の害虫ハチノスツヅリガ Ga!leriamellonellα 

L.で雌の不妊化を増大するが，雄には効果がないこと

を報告している.我々はたとえ不妊化について分割照射

は効果がなくとも，性的競争力は回復できるのではない

かと考えて実験した.今回は時間的制約のため十分なデ

ーターを得ることができなかったが， ミカンコミパェt住
の不妊化は 61時間以内の短時間の分割照射 (5kR十5kR)

では回復は見られず，さらに長い時間々隔の分割照射に

よって， ょうやく回復がおこなわれる可能性がある.な

お産卵数には分割照射の効果はなかった.

大羽らは，同じミカンコミパェに X線を照射し， 8kR 

では生存率(羽化後の寿命〉がし、くぶん減少することを

報告しているω.

へ。。、

10 

fr 
，r，I
‘
 

hH1下
u
q

ムコ
‘、=ー

，，~ 

o 2 8 10 4 6 

図 8. 雄不妊化の線量効果関係

第8日令隔に照射し非照射雌との交配による卵のふ

化率

以上ミカンコミパェを用いて短時日で行い得るいくつ

かの実験を行なったが，放射線不妊化を効果的に実施す

るに際しては，発生分化の時期と対応づけつつ，最適照

射条件を決定する等，放射線生物学的基礎研究がなお一

層必要である.
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照射卵の掠化ならびに羽化 24時間採卵した卵に r線 感受性等で得られた結果等と合せて考察すると，ミカン

を照射し，そのふ化率を調べ，さらにふ化した幼虫をそ コミパェはし、ずれの変態の場合も，次の変態の準備期の

の後も飼育を続けて，踊化率および羽化率を調べた.図 初期に受けた T線照射により大きく影響を受ける.しか

6に実験系統図を示し，その結果の概要を表 1にまとめ し変態が完了したものは続く変態がほぼ可能である.ま

た. た変態準備期の後期に照射されたときには次の変態に対

非照射卵のふ化率は83.2%で，この卵716個から226頭 して極めて抵抗性を持つが，それ以降の変態において，

の隔が得られ，その割合は31.6%であった.その中から 各変態の初期に照射を受けたのと同様に大きな影響を受

さらに 197頭が羽化し成虫となった.すなわち卵から成 ける.

虫に羽化した割合は27.5%であった c列ならびに e列 放射轍による不妊 ミカンコミパェの防除を目的とし

には，非照射卵から綿化あるいは羽化したものを 100% た放射線不妊化のために，第8日令の踊を照射する理由

として換算した各照射線量による， rr!面化率あるいは羽化 は，外観上休眠状態にあって一回に多量の踊を照射でき

率を示した.また図 7Aにそれらの関係をプロットし るという取扱い易さとともに，図3に示したように第8日

た.一方，卵期に照射された幼虫が踊になる割合，ならび 令姉の羽化に対する放射線抵抗性が極めて高く， 10kR以

にその後嗣が羽化する割合を表 1のf列と h列とに示し 内の照射ではほとんど影響を受けないという点にある.

た.非照射卵の幼虫の踊化率は37.9%であり，踊の羽化 第 8日令の雌の踊に 4kR以上照射した場合，羽化後

率は87.2%であった.この踊化率，羽化率を 100%とし 非照射雄と一緒に飼育しても，ほとんど産卵しない.雄

たときの幼虫数に対対-する踊化率，あるいは自踊詰の数に対す の不妊化の結果は図 8に示した.すなわち照射

る羽化率はそれそぞ、れg列， 1列に示し，図 7Bにそれを 飼育した非照射j雌睦の卵のふ化率を示している.各点は約

プロツトした.卵の時時‘期における照射により，そのふ化 1叩O∞O∞O{個間の卵を5許十数した.線量効果曲線は， 5臥k王R以上で、感

率は線量とともに直線的に減少し，さらにその卵の踊化 受性が低下し，二相性を示す.これは第 8日令の自由の精

率，羽化率は，ふ化率と同様に減少する.しかしふ化す 巣中の生殖細胞が均一でないことを示し，放射線不妊化

ることができた幼虫は， 0.5-2kRの範簡の照射線量で に対して抵抗性の細胞が存在するものと考えられる.現

は線量依存性を示さず，ほぼ同じ割合 (60-70%)で踊

化する(表l， g列，図 7B白三角).さらに踊となった

ものも同様に，線量依存性を示さずに 70-80%が羽化す

る〈表l， i列，図 7B白四角).

NfJ 幼虫一一さなぎ一一成虫

f曹 g h曹 i

要約するとミカンコミバエは，卵期に照射された場

合，そのふ化に対して大きな影響があるが，いったんふ

化することができれば，ほとんどの幼虫はその後柄とな

り，成虫に羽化することができる.さらに幼虫の放射線 図6. rr!市化ならびに羽化に対する卵照射の影響の実験図

表1. rr!泊化ならびに羽化に対する卵照射の影響

rr!雨 成 虫 幼虫→踊 !I!首→成虫

(線kR量〉
卵数 ふ〈化a)率 数

(率b) (率c) 
数

(率d) (率e) (率f) (率g) (率h) (率i) 

。 716 83.2 226 31. 6 100 197 27.5 100 37.9 100 87.2 100 

0.5 802 52.4 115 14.3 45.4 75 9.4 34.0 27.4 72.3 65.2 74.8 

1 836 36.9 80 9.6 30.3 59 7. 1 25. 7 26.0 68.6 73.8 84.6 

1.5 660 28.5 

2 411 16.3 16 3.9 12.3 10 2.4 8.9 23.9 63.1 62.5 71. 6 

a: (%)別の実験より得たデ{ター f: (踊数/(卵数×ふ化率)) x 100 (%) 

b: (蝋数/卵数) x 100 (%) g: (照射 f/非照射 f) x 100 (克〉
C (照射 b/非照射b) x 100 (%) (成虫数/踊数) x 100 (%) 

d: (成虫数/卵数) x 100 (%) 1 (照射 h/非照射 h) x 100 (克〉

e: (照射 d/非照射 d) x100 (%) 
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共1.3kRであった.すなわちこの日令の幼虫の踊化に関

しては r線抵抗性が高いが，その踊の羽化に関しては

放射線感受性が高くなる.しかし幼虫の成熟度に関し

て，飼料の状態，幼虫の飼育密度のばらつきなどによっ

て個体差があり，その点を考慮した実験方法をさらに検

討すべきである.

闘の放射線感受性 飛び出し行動の翌日を蝋の日令第

1日と数えた場合，第10日令で羽化し成虫となる.各El

令の!賄に種々の線量の T線を照射し，踊化後15日間飼育

し，それぞれの羽化率を計算し，線量効果曲線を描い

て，それぞれの放射線感受性を調べた.関 3はその一

例で，第 8日令の踊の羽化に対する線量効果関係を示

す.同様にそれぞれの日令の踊の線量効果曲線より 37%

羽化線量を求めて， 日令との関係をプロットすると図 4

のようになる.すなわち第 313令までは羽化に対する放

射線感受性は高く， 37%羽化線量は1.2kRである.第 4

日令以後から放射線抵抗性は高くなり始め，第 8日令の

37%羽化線量は 43kRである(図 3，4). また第2日令

から第 8日令まで、の踊にそれぞれ等線量(lOkR)の T線

を照射し羽化率を調べたのが図 5である.羽化率はい

ず

常な場合には十分羽化が完了する日数である.照射踊か

ら羽化した成虫の中には完全に羽の延びきらないものが

あり， これらを異常羽化として計数すると図 5の白四角

で示した曲線となる.異常羽化率は，羽化に対する放射

線抵抗性が高くなり始めた 4日令の踊が最も高い.異常

羽化率が軒lの特定の時期に最も高いことから，日甫乳動物

胎児の放射線による奇型の形成と同様，器官形成の時期

と結びついている可能性がある.すなわち羽化率の放射

線抵抗性が変化する時期と異常羽化の発生率が高い時期

とが一致していることから羽の形成と羽化を決定する要

因との聞に，何らかのつながりがあるものと考えられ

る.
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個の踊と250mlのオカ、屑、を入れ，飼育する.飛び出し行

動の翌日を自由の第 1El令とみなした場合，通常第10日令

で羽化する.飛び出し行動後 13-15日目の羽化成虫数と

未羽化自由数とから羽化率を計算した.

(7)不妊化率の測定 8日令の踊に y線を照射し 2

日後から羽化し始めた成虫をケージに移す.羽化 3日後

に雌雄を50頭ずつ分別し，同令の非照射雄または雌をそ

れぞれ向数ずつ入れて飼育する.羽化後14日目と16日目

とに採卵管を挿入し， 24時間採卵して 2回分を合わせ

てふ化率を測定した.

(8) r線照射:小笠原父島害虫研究室の 1300Ci，日OCoー

ガンマーセノレにて照射，線量率は毎分1380R.

結果と考襲

卵の放射線感受性 図 1AならびにBは，卵のふ化に

要する時聞について調べたものである. 8時より 10時ま

で2時間採卵し，直ちにシヤ{レの中に並べて培養し，

採卵後の時聞を追ってふ化率を調べた.卵は産卵後32時

間目よりふ化し始め(図 1A)， 34-35時間目に 1時間

当りのふ化率が最高になる(図 1B). 37時間後までに

80%の卵がふ化する.

図2は同様に 2時間採卵し，採卵後直ちに T線を照射

した場合と， 24時間湿潤ろ紙上に培養した後に照射した

場合との，それぞれのふ化率の放射線感受性を比較した

ものである.非照射卵のふ化率 (85-90%)を 100%に

換算して図示した.産卵直後の卵は極めて放射線感受性

が高く，線量効果曲線は直線で肩を持たない. この直線

から読み取ることのできる37%ふ化線量 (37%の卵がふ

化しうる T線の照射線量〉は 0.2kRで、ある 24時間培養

後の卵は，放射線に対して高い抵抗性を持つようになり，

8kRでもまったくふ化率の低下がない.さらに産卵直後

から順次一定の時聞を経た卵に，それぞれ種々の線量

の T線を照射して，ふ化率に対する線量効果曲線をプロ

ットし， 37%ふ化線量と産卵後の経過時間との関係をま

とめたのが図 1Cである.産卵後12時間目まではふ化に

対する放射線感受性は高く，その後の 9時間で， 37%ふ

化線量が 53kRという極めて高い放射線抵抗性を示すよ

うになる.この時期の線量効果曲線は肩をもっている.

このように肩をもっ曲線は，一般に放射糠による初期損

傷からの回復があるためであると考えられているの. 短

時間のうちにこれほど放射線感受性が大きく変化するこ

とは，放射線生物学的にも興味深い現象であり，この時

期の発生分化との関連づけが今後の課題である.

幼虫の放射線感受性 幼虫は約 8日で蛸となる.第 5

日令および第 7日令の幼虫に T線を照射したところ， 10 

kRまではほぼ100%が帰化した.さらに飼育を続け，そ

の後の羽化率を測定して描いた線量効果曲線から得た37

%羽化線量(踊の37%が羽化しうる照射線量〉は，両者
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図2. 卵の放射線感受性

産卵直後と24時間後に照射し，ふ化率を調べたもの
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ミ力ンコミバエの不妊化に関する放射線生物学的研究

金西{吉次へ 土生誕毅料，伊賀幹夫牢牢，渡部 真林中

Radiohiological Study on the Sterility of Oriental Fruit Flies 

NOBUZI KANANISHIヘNOBUTAKE HABU井口1'，MIKIO IGA料、

and MAKOTO WATANABE林中

ミカンコミパェは小笠原ならびに沖縄等南西諸島に発

生する害虫で，パナナ@パパイヤ@柑橘類等に寄生し，

多くの被害を与えている.東京都では小笠原諸島の農業

振興をはかる目的で，この害虫の撲滅を計画し，既にそ

の一部を実施している 1) その計画は始めに， ミカンコ

ミパェの雄成虫がメチルオイゲノールに誘引されること

を利用し， これにジプロム殺虫剤を混入して綿ロープに

浸み込ませ，野外に散布して誘殺し撲滅をはかろうと

するものである.しかしメチルオイゲノールに誘引され

ない個体が存在する可能性があることとへ メチルオイ

ゲノールが性成熟よりおくれて誘引性を持つようになる

ことがあるためにベ 誘殺される以前にも交尾を終えて

いる可能性がある等の理由から，この方法では完全に撲

滅することはできない.この方法が占領下における小笠

原において，米軍によって 2回実施されたにもかかわら

ず，完全撲滅を期することができなかった原因もこの点

にあったと考えられる.しかし従来のこの方法でひとま

ず集団の大きさを縮少させた後，残った集団の中に， ~iJ 

に飼育し，放射線で不妊化さぜたミカンコバェを多量に

放飼し，その結果野外にいる正常な雄が交尾する以前に

不妊雄が交尾することによって，子孫の再生産を低下さ

せ，撲滅しようとする新しい方法が計画されている.

この計画では，取扱い易さから 8日令の蛸を照射し，

雌雄共に放飼する.その線量では照射雌は正常雄と交配

しでも産卵しない.雄の不妊化の原因は，染色体の転座

による優性致死と一般に考えられているの.放射線不妊

化による害虫の防除については世界各地で試みられ，い

くつかの成功例を見ることができる.しかしながら撲滅

に失敗した例も少くなく，多くの課題が残されているわ.

放射線不妊化に関する放射線生物学的な基礎が十分でな

いことも問題点の一つである.そこで我々は放射線生物

学的手法を応用して，若干の実験を行なった.

材料および方法

小笠原父島の害虫研究室において飼育中のミカンコミ

パェ Dacusdorsalis HENDELを使用した.

(1)成虫の飼育:30 x 30 x 45cmのケ{ジを用い，温度

25土10，湿度70-85%，日周条件として 2時30分より 14

時30分まで12時間照明， 14時30分より 16時30分まで2時

間薄明， 16時30分より 2時30分まで10時間暗黒下で飼育

した.飼料はフィトン，イ{ストエキストラクト，黒砂

糖，水である.

(2)採卵:径 200μ 前後の多数のピンホールをもっポ

リチューブ(径4.5x 30cm)に， レモンの小片を入れて，

成虫の飼育ケージに差込み産卵させる.この採卵管の内

側にピンホールを通して産みつけられた卵を水で洗い出

す.

(3)卵の飼育とふ化率の測定:シヤ{レの中に水に浸

したろ紙および黒紙を敷き，その上に卵を並べて計数

し， 24土10，湿度 80-90%，8時より 9時まで 1時間薄

明 9時より 22日寺まで13日寺間照明， 22時より 8時まで10

時間暗黒下で飼育した. 3日後に未ふ化卵並びにふ化卵

を計数してふ化率を測定した.

(4)幼虫の銅育:人工飼料(1万頭当り，イースト 50

g，砂糖50g，紙 30g，トーモロコシ末 500g，アルコ{ル

40ml，塩酸 2ml，水 800ml)を容器に入れて 2-2.5cmの

厚さとしその上に卵をまいて，前記 (3)と同一条件で

飼育した.ふ化した幼虫は飼料の中に入札成長する.

(5)踊の飼育幼虫は老熟すると，餌の表面に遣い出

して特有の跳ね方をする(飛び出し行動). これをオガ屑

の中に受ける.幼虫はその中に潜り込み，翌日には踊化

する.この踊を卵と同一条件で飼育した.

(6)羽化率の測定:約 500mlのポリ容器に， 200-300 

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町3-24-1
キ TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku占u，Tokyo， 160 Japan 

料東京都小笠原支庁害虫研究室

本中*東京都立アイソト{プ総合研究所
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結果は， PB型に近い誘導とみなされる.また， PCBの

純品を用いた実験の結果19-21)は， PB型の誘導を示して

いるようにみえる.以上のことから， PCB市販品による

3-MC型の誘導が例外的に強い誘導物質， PCDFおよび

PCDDの徴量の混在によっている可能性も考えられる.

PCDFおよび PCDDは， ブェノーノレの塩素化の過程

で容易に副産物として生成するため，ポリ塩化フェノー

ル製品中およびそれを原料とする農薬等22)の中に，不純

物として検出されている PCDFおよび PCDDが，上

述のような薬物代謝酵素の強力で，しかも典型的な 3-

MC型の誘導物質である事実は，今後これらの微量の不

純物の検出に役立つかもしれない.

PCDF投与中止後の肝薬物代謝酵素の経時的変化を観

察したが， PCB投与の場合と同様に少なくとも 2週間

は，高いレベルの維持が認められた. この事実は，

PCDFの体内における長期にわたった残留を示してい

るものと思われ， PCDFの毒性を評価する上で重要な事

実と考えられる.

結
き，e，.
員同

市販 PCB製品中の不純物として知られるポリ塩化ジ

ベンゾフラン (PCDF)のラット肝薬物代謝酵素の誘導

作用について検討した.その結果， PCDFがきわめて強

力な酵素誘導物質であることが明らかにされた 10μgj

kg 3日間投与によって，肝チトクローム P-450は著明

に上昇した.また，本実験で用いた最高用量， 1，000，ugj 

kgの投与では， P-450は2.1倍に， ρーニトロアニソール

(ρ-NA) .デメチラーゼ活性は3.2倍に上昇した.また，

PCDFは，以下の諸点からみて， 3ーメチルコランスレン

型の誘導物質であると推定される. (1)基質特異性の変

化 :ρ-NAデメチラーゼ活性は著しく上昇したが，アミ

ノピリン@デメチラーゼ活性は全く上昇しなかった， (2) 

特異的阻害剤の影響 :αーナフトフラボンによって強い活

性の阻害が認められた， (3)エチルイソシアニド差スベク

トノレの変化:455nmj 430nm比の著しい上昇が認められ

ずこ・

また， PCDF (100μgjkg) 3日間投与によって誘導さ

れた酵素活性は，少なくとも 2週間は高いレベルを維持

した. この事実は， この化合物の長期の体内残留性を示

しているものと忠われる.

謝辞 PCDF標品のガスクロマトグラフィーをお願い

した，当研究所水質研究科，中川順一氏に感謝の意を表

します.

(本研究の概要は日本農芸化学会昭和52年度大会1977

年 4月で発表した.) 
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Fig. 4. Tirne Course of Incluction of Microsomal Hemoproteins and Drug-Metabolizing Enzymes 

in Rat Liver after Adrninistration of PCDFs and PCBs 

After administration of PCDFs (100μg/kg)， PCBs (100mg/kg) or solvent (olive oil) alone i. p. 

on clay 0， 1 ancl 2， the animals were kil1ecl on day 3， 8， 15 or 30. Each point represents the 

rnean for 4 animals. 0， Control; 盤整， PCDFs; 歯， PCBs. 

もどった.アニリン@ヒドロキシラーゼおよびチトクロ また， PCDFによって誘導された酵素は，以下の諸点

{ム b5は 2週間にわたって徐々に上昇し，対照の約 2 において 3-MCによって誘導された酵素にきわめてよく

倍に達したのち減少しはじめ， 4週間では対照と差がな 類似している.すなわち， (1)基質特異性 :ρ-NAの脱メ

くなった APデメチラーゼ活性には， 4週間の間それ チル化活性はきわめて強いが， APの脱メチノレ化活性は

ほど大きな変化は認められなかった. 弱い， (2)阻害剤の影響 :αーナフトフラボンによる特異的

PCBの投与では， PCDFの投与と異なり，すべての 阻害， (3)エチルイソシアニド差スベクトル:455n111/430 

成分のほぼ一様な上昇が起り，この上昇は少なくとも 2 11m比の著しい増大の諸点である.

週間持続したのち 4週間目までにほぼ対照レベルにも PCDDと PCDFは，互に構造的に類縁関係にあるだ

どった. けでなく，薬物代謝酵素の誘導作用(誘導能力の驚異的

考 察 な強さおよび 3-MC型の誘導様式17))におし、ても，共通

本実験の結果， PCDFが肝薬物代謝酵素のきわめて強 の性質を示じている.

い誘導物質であることが示された.その誘導能力は，従 PCBの誘導様式に関しては， 現在まで結論が出され

来知られている強力な誘導物質， 3-MCの約 200倍， PCB ていない Alvaresら18)は， 市販 PCB製品 (Aroclor

(KC-500)の約 1，000倍と推定される. このような強 1254)によって誘導されたP-450は， PB型とも3-MC型

力な誘導能力は，ほかには， 3-MCの30，000倍の強さを とも異なる別種のものか，それとも両型の P-450の混合

もっと言われる 16，17)PCDDが知られているだけである. 物であろうと示唆している.本実験の KC-500を用いた
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ゼ活性を著しく増大させたが，後者の増加は，前者のそ

れをはるかに上まわった 1，000，ug/kgの投与で，前者

は対照の2.1倍，後者は3.2倍の最高値を示した.一方，

チトクローム b5含量およびアニリン@ヒドロキシラーゼ

活性は，最小投与量 1，ug/kgでも明らかな上昇を示した

が，投与量との関係は明確でなく，投与量をそれ以上ふ

やしでもあまり大きな上昇は認められなかった.また，

アミノピリン (AP).デメチラーゼ、活性には，上記成分の

増加とは逆に，投与量の増加に伴なって活性の低下が認

められ， 1，000，ug投与時の活性は，対照の59%にすぎな

かった

II. 基質特異性の比較 薬物代謝酵素の誘導物質は，

二つのク。ループに大別されると言われる1丸山.その一つ

は， PBによって代表されるもので， 非常に多くの化合

物を基質とする.もう一つは， 3-MC によって代表され

るもので，比較的わす'かの化合物を基質として用いる.

Fig.2では， PCDFによって誘導された酵素の基質特異

性を，典型的誘導物質， PB， 3-MC， PCBによって誘

導された酵素のそれと比較した.

4種の誘導物質は，いずれもP-450含量を著明に増大

させた PBおよび PCBによって誘導された酵素は，

ρ-NA，アニリン， APのいずれを基質としたときにも，

活性の著しい上昇を示した.一方， PCDFおよび 3-MC

によって誘導された酵素の場合には， ρ-NAデメチラー

ゼ活性は著しく増大したが，アニリン@ヒドロキシラ{

ゼ活性の上昇はそれほど大きくなく， APデメチラ{ゼ

活性には全く変化が認められなかった.

III. 闇害剤の影響 3-MCによって誘導された酵素

(ベンツピレン@ヒドロキシラーゼ〉は，阻害剤に対す

る感受性に関しでも，誘導前の酵素とは非常に異なって

いると言われる.すなわち， αーナフトフラボンの場合に

は，前者は後者の 100倍以上も阻害を受けやすいのに別

の阻害剤，メチラボンの場合には，逆に，後者の方が強

く阻害されると言われる 15)

そこで，上記の 4種の化合物によって誘導された ρ-

NAデメチラ{ゼ活性に及ぼす両組害剤の影響について

検討を行った (Table2). PCDFおよび 3-MCによっ

て誘導された酵素は， 10-4Mのαーナフトフラボンによっ

て約70%の阻害を受けたが，対照およびPBまたは PCB

によって誘導された酵素は， 20-40%阻害されたにすぎ、

なかった.一方，低濃度 (10-4M)のメチラポンは，後

者の活性は20%以上阻害したが，前者の活性は10%以下

の阻害を示したにすぎなかった.

IV. エチJl-イソシアド差スペクトルェチルイソシア

ニドは，還元型のチトクロ{ム P-450と結合し， 430nm 

PCDF 
lmg 

Fig.3. Microsomal Ethyl Isocyanide Di旺erence

Spectra in Liver of Rats Administered 

with PCDFs， PCBs， PB or 3-MC 

Treatment is described in the legend to Fig.2. 

Numbers in the五guremean 455nm/430nm peal王

ra tios of ethyl isocyanide difference spectra. 

と455nmに 2つのピークをもっ差スベクトルを生じる.

3-MCによって誘導された P-450は， 455nmのピ{ク

が著しく上昇し， 455/430のピーク比が増大すると言わ

れる 14) そこで，上記の 4種の化合物によって誘導され

た酵素のエチルイソシアニド差スベクトルを Fig.3に示

した.対照， PBおよび PCBによって誘導された P-

450の 455/430比は，それぞれ， 0.32， 0.31， 0.44といず

れも小さいが， 3-MCおよび、100μg，1000μgの PCDF

によって誘導された P-450の 455/430比は，それそ守れ

0.92， 0.99， 1.14と著しく高い値を示した.

V. 投与中止後の酵素活性の経時的変化 PCDF (100 

μg/kg)またはPCB(10mg/kg)を3日間投与し，その

後の活性の変化を追跡した(Fig.4).PCDFの投与では，

チトクローム P-450レベルおよび ρ-NAデメチラ{ゼ

活性はすみやかに上昇し， 8日目に，それぞれ，対照の

2.2倍および2.8倍の最高値に達した.この上昇は，約 1

週間持続したのち減少しはじめ， 4週間で対照レベルに
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Fig. 2. Comparative E耳目tsof PCDFs， PCBs， PB and 3-MC 011 the Induction of Microsomal 
Hemoproteins and Drug-Metabolizing Enzymes 

Rats were administered i. p. with PCDFs (100μg)， PCBs (KC-500， 10mg)， PB (60mg) 
or 3-MC (20mg/kg/day) for 3 days. Each bar and vertical line represent mean and SD from 
5 animals， respectively. Measurel11ents were divided by the mean of the control values， ancl 
the l11ean and SD of each group was calcula ted from these values. Values are signi五cantly
di百erentfrom respective control values， *pく0.05，キヰP<O.01，キ**p<O.OO1. Control values 
are as follows: cytochrome P-450， 1. 02 n moles/mg of microsomal protein: cytochrome b5， 
0.41 n moles/mg of microsomal protein:ρ-ni troanisole demethylase， aniline hydroxylase al1cl 
amil10pyrine demethylase， 13. 6， 8. 34 and 94. 6 n moles of formed metaboli te per mg of micro馳

somal protein for 10 min， respectively. 

Table 2 Effects ofα-Naphthoflavone and Metyrapone in vitro 011ρ-Nitroanisole 
Demethylase in Liver of Rats Administered with PCDFs， PCBs， PB or 3-MC 

Treatment Percent Inhibition 

α'-Naphthoflavone Metyrapone 
T 

10-5M 10-4M 10-4M 10-3M 

Control (11.8) 4. 1土2.5 20.2土0.3 (12. 3) 20.4土1.5 44.0土1.6

PCDFs (100μg) (34.8) 28.5土3.7 68.3土0.8 (33. 9) 8.5土1.9 58.3土1.3

PCBs (10mg) (22.3) 11. 9土7.6 33.8土7.8 (21. 1) 26. 1土3.6 54.8土0.2

PB (60mg) (37.9) 4.2土3.7 22.2土5.7 (37. 5) 23. 7土1.4 56. 1土1.8

3-MC (20mg) (42.6) 58.0土14.8 72.4土3.5 (42.6) 9.6土5.7 55.5土5.4

Treatment is described in the legend to Fig. 2. 
Each value represel1ts mean土SDfrOI11 2 animals. 
Valuesin parentheses are the meal1 rates of O-demethylation in n moles per mg of 111icrosomal protein per 
10 min， when inhibitors are absent. 
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Table 1. Effects of PCDF Treatment on Body Weight and Some Hepatic Components 

Dose Body weight Liver weight Hepatic component (mgjg liver) 

〈μgjkg) lnitial Final 
bodgy /1w00eg ight 

Protein Microsomal Phospholipids 
(g) (g) protem 

Experiment 1 。 118土4.4 142土9.6 6.83土1.05 193土5.7 24.3土2.2
(100) (100) (100) 

1 106土1.0 126土7.0 6.27土0.40 194土5.0 24.0土1.2
(92) (101) (99) 

10 114土4.8 137土7.1 7. 18土0.49 189土10.2 27.0土1.1
(105) (98) (111) 

Experimen t 2 

O 
l... 

c 
o 
u 

-o 
。、、、。

。 140土9.7 159土9.1 7.62土0.63 181土5.5 24.2土1.4 28.3土1.1
(100) (100) (100) (100) 

100 140土20.3 163土17.7 9.67土0.83** 173土11.1 23.0土2.2 29.3土1.3
(127) (96) (95) (104) 

1000 140:l::21. 1 158土17.8 9.33土1.28* 174土1.9* 19.8土2.3ヰヰ 30.8土1.8
(122) (96) (82) (109) 

Rats were administered with 0， 10， 100 or 1000μgjl，王gof PCDFs per kg of body weight per day for 3 

days. Each value represents mean土SDfrom 3 (1μg group) or 5 animals. Values in parentheses are 

percentages of control values. Values are signi五cantlydi旺erentfrom control values，ヰP<0.05，料Pく0.01.

400 

300 

200 

100 

。
Dose (悶/kg) 

Fig. 1. Log Dose-response Curves for lnduction of 

Microsomal Hemoproteins and Drug-Me-

tabolizing Enzymes by PCDFs 

Treatment is described in the legend to Table 1. 
Control values of the lower (1 and 10μg) and the 

higher (100 and 1000μg) dose groups are as follows 

cytochrome P-450， 0.87 and 1. 0ω2 n mo叶le白sjmg 0ぱf 

microsomal protein; cytochrome b5， O. 37 and O. 41 

n molesjmg of mic口rosomal protein; ρ叩一白-勾引白勾.

derηmethylase， 13. 9 and 13.6 n moles of formedρ-

nitrophenoljmg of microsomal proteinj10min; amino-

pyrine demethylase， 90. 7 and 94.6 n moles of formed 

formaldehydejmg of microsomal proteinj10min; 

aniline hydroxylase， 6.62 and 8.34 n moles of formed 

ρ-aminophenoljmg of microsomal proteinj10 min， 
respectively. Each point represents the mean for 3 

(1μg) or 5 animals. 0， Cytochrome P-450; ム，

cytochr・omeb5; 轡， ρ-nitroanisoledemethylase; A， 

aniline hydroxylase;盟， aminopyrine demethylase. 

実験結果 パク含量，ミクロソーム@タンバク含量，フォスブォリ

I.用量@作用関係 Table 1に 1-1，000μgjkgの ピッド含量ーにはそれほど大きな変化は認められなかっ

PCDFを 3日間腹腔内投与したときの体重，肝重量，肝 た.

臓タンパク合最，ミクロソーム@タンパク合量，フォスフ PCDF投与による肝ミクロソーム@へムタンパク合量

ォリピッド合意:の変化を示した PCDFの投与によって および肝薬物代謝酵素活性の変化を Fig.1に示した.

体重には変化が認められなかったが，肝重量には 100μg PCDFは，投与量の増大とともにチトクロ{ム P-450

以上の投与で、著明な増加が認められた.肝臓成分ータシ レベノレおよびρーニトロアニソーノレ(ρ-NA).デメチラ{
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ポリ構化ジベンゾフランーラット肝薬物代謝酵素の強力な誘導物質

川野澄江へ 平賀興吾*

Polychlorinated Dibenzofurans-

Potent Inclucers of Rat Hepatic Drug-Metabolizing Enzymes 

SUMIE KA W ANOヰ andKOGO HIRAGA:ド

市販ポリ塩化ビフェニ{ル (PCB)製品中には，微量

のポリ塩化ジベンゾフラン (PCDF)が不純物として存

在している 1-4) また， カネミ油症の原因になったライ

スオイル中に，特に高濃度の存在が確認されたことから

3，ベカネミ油症の真の原因物質ではないかとの疑いもも

たれている.また，壇素化フェノール中にも高濃度の存

在が知られるようになり 5，6)， 関連物質， ポリ塩化ジオ

キシン (PCDD)とともに，フェノールの塩素化の過程

で容易に副産物として生成されるものと推定される. し

かしながら， この化合物の毒性に関しては Vosら7，8)

によって，きわめて強い毒性が示唆されてはいたもの

の，現在までほとんど検討されていない.

生活環境における強毒性化合物， PCDFのこのような

広範な存在は，産業衛生上，公衆衛生上からみて重大な

問題であると考えられる.そこで，今回，われわれは，

その毒性に関して，肝薬物代謝酵素の誘導作用を中心と

して検討を行った.その結果， PCDFがきわめて強い酵

素誘導物質であること，また誘導された酵素の性質が

3ーメチルコランスレン(3-MC)によって誘導された酵素

のそれに非常によく似ていることが明らかにされた.

実験材料および方法

l 試薬 PCDF標品は， 和光純薬工業製，試薬 1級

品 (Lot 16-839)で， ガスクロマトグラフィーによっ

て，四塩化物12.0%，五塩化物88.0%の混合物であるこ

とを確かめた PCB標品は， 鐘ケ淵化学製， カネクロ

ール (KC)-500を使用した 3-MCは東京化成工業の製

品，フェノパルピタール (PB)は三晃製薬工業の日本薬

局方品を使用した.

エチルイソシアニドは Sigma Chemical Company 

から購入し，蒸留して使用した.阻害剤， αーナフトフラ

ボンおよびメチラポンは，それぞれ，東京化成工業およ

び AldrichChemical Companyから購入した.その他の

試薬に関しては，昨年の年報9) に記載した.

II. 実験動物および投与方法 動物は， Wiおst泊a汀r句白}一-]苧申-白-

系雄ラツト， 5週令，体重105-165拘gを使用した PCDF

は，オリーブ油に溶かし， 1， 10， 100または1，000μg/kg

の投与量で 1日1回 3日間にわたって腹腔内に投与し

た.PCBは10mg/kg，PBは60mg/kg，3-MCは20mg/kg

の投与量で，同様な経路で投与を行った.特に記載のな

い場合には最終投与後，約24時間目に動物を殺して肝ミ

クロソーム分闘を調製した.

III. 酵素活性の測定法肝ミクロソーム分画の調製

法および薬物代謝酵素の活性の澗定法に関しては，昨年

の年報9)に記載した.反応溶液の組成は， NADP O. 8mM， 

グルコース-6ーリン酸 4mM， ニコチンアミド 5mM，

MgCI2， 5mM， クールコース-6ーリン酸デヒドロゲナーゼ

0.2U/ml， リン酸緩衝液 (pH7.4) 56mM， EDT A O. 14 

mM， 肝臓 50mgに相当するミクロソーム分画および基

質 (ρーニトロアニソール1.2mM， アミノピリン 4mM

またはアニリン 0.5mM)からなり， 370で 10分間反応

を行わせた.

IV. 差スペクトルの測定 チトクローム b5含量は，ジ

チオナイト還元型および酸化型のミクロソームの差スベ

クトルから，波長425nmと490nmの間の分子吸光係数を

171mM-1cm-1として計算した.チトクロームP-450合量

は， Omura and Sato10)の方法に従い， ジチオナイト還

元型ミクロソームの CO差スベクトルから，波長450nm

と490n111の間における分子吸光係数を91mM-1cm-1とし

て計算した.pH 7.0におけるエチルイソシアニド差スベ

クトルは， COガスを通気するかわりに 3.45mMのエチ

ノLイソシアニドを添加して同様に吸収スベクトルをかか

せた.

V. 肝フォスフォリピッドの定量 Folchら11)の方法

に従って抽出し過塩素酸で灰化後，生じたリン酸を

Allenら12)の方法で定量し， 25を乗じて，フォスフォリ

ピッド合量とした.

本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

* Tokyo Metl'opolitan Heseal'ch Labol'atol'y of Public Health 

24-1， Hyakunincho 8 chome， Shinjuku-ku， TokJァ0，160 Japan 
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ラットについては Fullerton7l らおよび McCollisterり

らの報告がある.前者は飼料中にアクリルアミドを混入

して投与し， 1日15-30mgの投与量で総投与量420-630

mg/kg， 10-14mgで、は約1，000mg/kg，6-9mgで、 2，100 

mg/kgで、後肢の運動障害を観察した.後者もほぼ向様な

経過を得ている.ラットの場合は， 高投与量 (15-30

mg)では，一定の総投与量で後肢の運動障害が起ると考

えられるが，この値はサルと比較するとやや大きいと忠

われる. しかしながら，低投与量 (6-14mg)では，発

症までに長期間を要し総投与量は著しく増大した.

本実験および他の研究者の実験結果4-6)からみて， ア

クリルアミドによる運動障害ならびに腿反射の消失は，

1日の投与量の多少にかかわらず，一定の総投与量に達

したときに発生するものと思われる Hashimoto8) らに

よる 14Cーアクリノレアミドの体内分布，排世に関する実験

結果からみると，アクリルアミドは，初期の排世は比較

的速いが，総投与量の30%程度は長期にわたって体内に

残留していると考えられる.また，座骨神経，有髄， .1血

球中に多く分布し， しかも， これらの組織からの減少は

遅いとみられる.総投与量と発症との関係は，以上に述

べたアクリルアミドの蓄積性によって説明されるかもし

れない.

本実験では 1日の投与量が多い場合 (20mg，10mg) 

には，明らかに後肢の障害が早く現われ， )挺反射の消失

はそれよりかなり遅れて発生した.一方， 1日の投与量

が3mgと低い場合には，後肢の障害は全くみられずに，

髄反射の消失のみが認められた.アクリルアミドによる

神経障害は，末梢神経および、脊髄の変性に起因する 5，9，10)

と言われ，その発症機序としては，アグリルアミドの神

経タンパクとの結合 axonalftowの障害への進展が有

力視されている.腿反射の消失は， このような末梢神経

および脊髄の変性に起因する後肢の障害とは別の機作に

よっている可能性も考えられる. また 3mgという低濃

度で発症したことは，作用部位におけるアクリルアミド

の特異的蓄積を示すのかもしれず，さらに低い濃度にお

けるより長期にわたった実験が必要とされる

要 約

アクリノレアミドによる，腿反射の消失および運動障害

についてサルを用いて検討した 20および 10mg投与で

は，最初に後肢の運動障害が発症し，ほぼ同じ時期に体

重の減少がみられ， 1-3週間後に前肢の運動障害，腿

反射の消失が観察された. この時点で，投与を中止もし

くは10mgを 3mgに変更して回復過程を観察した.投与

を中止すると体重，前@後肢の障害および健反射は徐々

に回復した.一方3mg投与を続けると体重，前肢には回

復がみられたが，!健反射および完全な後肢の回復は認め

られなかった.

20および、10mgで、は総投与量240-320mgで後肢の運動

障害がみられたが 3mgでは認められなかった. 20， 10 

および 3mgでは総投与量310-432mgで健反射の消失が

観察された.
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すみやかに体重の増加がみられ 20mgで、は8-12週日，

10mgでは15-23週目に投与時の体重に回復した.

10mgから 3mgに投与量を変更した場合にも，投与を

中止した場合と同様な体重の回復が観察された.

3mg投与では，徐々に体重の増加が観察された.

III. 後肢の障害および膝叢腿反射の消失と総投与量

との関係 後肢の運動障害および腿反射の消失と総投与

量との関係を Table2に示した.

20mg投与では総投与量 240-260mgjkg，15-16日，

10mgおよび 10mgから 3mgに変更した群で、は240-320

mgjkg， 30-45日とほぼ一定の総投与量で後肢の運動障

害の発症が観察された. しかしながら， 3mg投与で、は実

験終了時(総投与量777mg)まで後肢の障害は観察され

なかった.

次に， 1挺反射の消失と総投与量との関係をみると， 10 

mgおよび、10mgから 3mgに変更した群の 6頭では，総投

与量310-423mgjl唱， 44-57日でl躍反射の消失が認めら

れた 3mgから10mgに変更した群で、は， 432mgjkg， 91 

日 3mg投与群で、は， 345mgjkg， 157日の投与でl提反射

の消失が観察された 20mg投与群では， )駐反射の消失

より前肢の運動障害が先に発症し投与を中止したため

に， )躍反射消失までの投与量ではないが， 340mgjkg， 

35日で、!健反射の消失を認めた.

以上の結果から， 1日の投与量にかかわらず，総投与

量約300-450mgjkgで腿反射の消失が起きるものと推定

される.一方，投与中止後のl挺反射の回復は，発症に要

した総投与量と関係していなかった.

IV. 血禁生化学的および血液学的検査 血援生化学

的検査の， TP， GLU， UN， CHE， CHOについては，

特に変化が認められなかった. GOT， GPTでは測定時

におけるばらつきが非常に大きくて変動の有無を判定で

きなかった ALPには投与後， 数例に活性値の低下の

傾向を認めたが，投与期間中および中止直後の採血回数

が少なく結論は下せない.

血液学的検査の RBC，Hb， Htには異常が認められな

かったが， WBCでは投与直後に数例に減少の傾向がう

かがえた.投与期間中および投与直後の採血回数をもっ

と多くして，さらに検討を続ける必要がある.

考繋

アグリルアミドをサノレに投与した報告は HopkIns5
)と

McCollister4
)らの 2例がある.前者はヒヒを用いて果物

中にアグリルアミドを注入して投与し， 総投与量 320

680mgjkgで後肢の運動障害， 480-1，100mgで前肢の運

動障害， 910-1，640mgで艇反射の消失を認めている.

また，後者はサノレに強制投与し，総投与量410mgで後肢

の運動障害を観察している.

本実験では総投与量 260-342mgjkgで後肢の運動障

害， 340-670mgで前肢の運動障害， 340-432mgで腿反

射の消失を観察した.諸症状の発症， )覧反射の消失にい

たるまでの総投与量における Hopkinsとの差は，本実験

では確実に胃内に投与したのにたいして，彼らは果物に

アグリルアミドを注入して投与を行っているため，果物

のこぼしなどがあり，アクリルアミドの損失があったた

めではないかと推測される.

ネコを用いて， アクリノレアミドを投与した報告は Mc

CollisterりらとKupermanG
) ら2例がある.前者は飼料中

にアグリノレアミドを混入して投与し1， 3および10mg

の投与量で、総投与量105-200mgjkgで、後肢の運動障害を

認めている.後者は腹腔および静脈内投与し， 1-50mg 

の投与量で総投与量 73-132mgjkgで，運動失調を認め

ている.本実験のサノレと同様にネコも一定の総投与量で

運動失調が発症すると，考えられるが，サルと比較して

ネコはアグリルアミドに対する抵抗性が弱いと推測され

る.

Table 2. Cumulative Dose Before Hindlimb Signs Appeared or Knee ]erks Disappearecl 

Monkey 11 14 5 16 6 17 10 19 18 9 

Daily close (mgjkg) 20 20 10 10 10 10 10→3* 10→3ヰ 3 3→10 

Appearance of Day 15 16 37 37 38 45 30 38 None 78 

hincllimb signs Cumulative dose 240 260 290 290 270 320 240 300 (777) 348 
(mgjkg) 

Disa ppearance Day 35 35 44 56 44 54 45 57 157 91 

of knee jerks Cumulative dose 340 340 340 420 310 390 329 423 345 432 
(mgjkg) 

Day knee jerks recoverecl 91 91 165 147 177 162 None None 

本 II1 monkeys No.10 ancl No. 19 the claily close of acrylamicle was changed frol1l 10mg to 3mg 011 the 

仁lays40 ancl 54， respectively 
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と金網を登ったJA [ 頃 か ら 体 重 の 回 復，症状の軽快が観察された. しかし

20mg投与では， 臆反射の消失する前に前l伎の障害の ながら，後肢の完全な回復はみられず，少しぎこちなさ

発症が観察された.なお，このサルは3週目には全くケ が残り，正常な行動，臆反射の出現は45-47過にいたっ

ージ内で動けず 1日中横臥しており，餌も食べられな ても観察されなかった.

い状態になったため，カテーテノレを用いて強制的に給餌 表には示さなかったが，耳介反射，眼験反射，瞳孔反

した. 射，ノミピンスキー反射，瞳孔径，音および人に対する反

3mg投与で、は，後肢および前肢の運動障害は観察され 応，呼吸および脈拍の諸検査を試験期間を通して行“った

なかったが，投与13週頃から挺反射が徐々に弱まり) 22 が，特に異常は認められなかった.

週で全く消失した No.19のサルは，大腿および下腿部の筋肉の退縮を示

2. 回復過程前肢の運動障害が発症した時点で，投 し，また下肢が屈曲したまま固定して，元の状態にもど

与を中止または10mgから 3mgへ変吏し，症状の回復を らなくなった.しかし，これをX線でみても骨には異常

観察した.上記の症状が 1-2週間続いたのちにサノレは を認めなかった.また，座わっている時の姿勢を観察す

回復のきざしをみせ，体重の増加，ケージ内での正常な ると，胸椎@腰椎の部分が，少し腹側にわん曲している

行動，健反射の出現という順序で，徐々に回復した. ょうであった.

20mg投与群で、は，投与中止後4週頃から正常な行動 n.体重の変化 体重変化を Fig.2に示した 20mg

10週頃から聴反射の出現が観察された. および 10mg投与群では，大部分のサルが 3-7週目に

10mg投与群では10-16週頃から正常な行動) 14-16 体重の急激な減少を示した.投与を中止しでも，さらに

遇頃から健反射の出現が観察された. 減少が続き，中止後 2-4週で最低値を示し，投与前と

10mgから3mgに投与を変更した群では，変更後8-10 比べて12-23%の減少であった.この時期以後，比較的
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Table 1. Summary of Main Features of Clinical Illness of Monkeys 1ntoxicated by Acrylamide申

Monkey 11 14 5 16 6 17 10 19 18 9 

Sex F F M ?νi M 1¥1 1¥1 1¥1 h在 M 

Daily dose(mg/kg) 20 20 10 10 10 10 10->3*本 10→3料 3 3→10 

Duration of administration(days) 19 19 46 53 62 54 39→329ヰ* 53→315料 368 43→48 

Cumulative dose(mg/kg) 340 340 370 420 460 400 1001 1071 777 442 

1nitial body weight(kg) 4.4 3.5 4. 7 4. 7 3.5 6.3 5.9 4. 7 3. 7 3.6 

1ntoxication 

Onset of hindlimb signs 15 16 37 37 38 45 30 38 None 98 

C01l1mencement of body weight loss 17 17 35 35 70 42 64 45 None 78 

Absence of knee jerl日 35 35 44 56 44 54 45 58 156 91 

Onset of forelimb signs 21 21 56 50 61 53 67 64 None None 

Lying position 21 21 None None None None None None None None 

Recovery 

Recovery from Iying posi tion 23 23 

Commencement of body weight Ioss 29 70 71 85 85 94 109 105 

Normal behavior 46 46 155 154 148 127 None Nono 

Recovery of knee jerks 91 91 165 147 177 162 None None 

* The numbers tabulated represent days after beginning administration of acrylamide 

料 1nmonkeys No.10 and No. 19 the daily close of acrylamide ¥vas changecl from 10mg to 3mg on the 

clay 40 and 54， respectively 

JUjjJf:後モンキー@チェアーに固定し， )]奈蓋脆反射(以

下腿反射と略す)，耳介反射， 限1]会反射， !!童孔反射，パ

ピンスキ{反射，瞳孔径，音および人に対する反応，呼

吸および脈拍の検査を実施した.検査後，体重を測定し

た.

2. 血難生化学的および血液学的検査 血援生化学的

および血液学的検査は毎月 1回行った.ヘパリン処理し

たシリンジを用いて股静脈より約 5mlを採血した.

血摂生化学的検査としては， GOT (Reitmen-Frankel 

法). GPT (Reitmen-Frank司法)， アルカリフォスブ

ァターゼ (ALP，Kind-King法)， コリンエ、ステラーゼ

(CHE. L1pH法)，総タンパク量 (TP，B目iu山l日r企引法)， グ

ルコース (GLU，Glucose-白oxidase)法，尿素窒素 (UN，

U rease-indophenol法)， コレステロール (CHO，Libe-

rman-Burehard法〉を目立自動分析装置 M-400にて測

定し，血液学的検査としては赤血球数 (RBC)， ヘモグ

ロピン量 (Hb)，ヘマトクリット (Ht)，白血球数(WBC)

を CoulterCOl1nter Model Sにて測定した.

結果

I 一般臨床症状 アクリルアミド投与時ならびに投

与中止後の回復期にみられたサノレの一般臨床疾状の概要

を Table1に示した.

1. 発症過程 アグリルアミド投与前のわLは，扉を

開けると，ケージのとまり木から反対側の金網に勢いよ

く跳びつき， Fig.1に示した捕捉場所を俊敏な動作(と

びはねるように動く〉で逃げまわる.

201l1gおよび、10mgのアクリルアミドの投与でみられる

初期の特徴的変化は後肢の運動失調であった.最初の徴

伎は，実験者が捕捉場所で、サルを1ffJ:j;足する時にみられる

後肢のふらつきと，逃げる時の動作のやや緩慢な動きと

して観察された.上記の症状が発生するまでの投与期間

は 20mgで、は約 2週， 101l1gでは 4-6週であった.さ

らに，投与を続けると跳躍力が減退し，しばしば顔面を

金網にぶつけるようになり，また金網を伝わって逃げる

時に後肢を交叉させるようになった.さらに症状が進行

すると，もはや反対側の金網には跳びつけず，扉をゆっ

くり伝わるようにしてケージから外に出て，金網を伝い

歩きするようになった.

大部分のサルは，この時期になって，体重の急激な減

少を開始したが，少数のサルはこれより 1ヶ月以上もお

くれて，体重の減少を示した.

10mg投与で、は，後肢の運動失調から 1-3週間後に，

l駐反射の急激な減少が起り，数日後には全く消失した.

前肢は後肢に比べて障害をうけにくく，後肢の障害が認

められてから 2-3週間後にはじめて観察された. この

1l~Î'期になると，サノレは床の上をゆっくりとした動作で、逃

げまわるようになり，サノレを追いかけて強制的に金網を

登らせると，前@後j肢をゆっくりと動かして，よろよろ
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ア力ゲザJ!.-におけるアクリルアミドの審性

井口重孝六 川野澄江本， 高橋 博ぺ 平賀興吾ヰ

Toxicity of Acrylamide in Rhesus Monkeys 

SHIGETAKA IGUCHI*， SUMIE KAWANOヘHIROSHIT AKAHASHI* 

and KOGO HIRAGA* 

アクリルアミドポリマ{は合成樹脂，合成ゴム，合成

繊維，染色糊料，接着剤，写真材料，紙質増強剤として

広く利用され，また最近凝集剤として廃水処理など、への

利用が有望視されている.過去において，アクリルアミ

ドポリマーは地盤凝固剤として広く利用されていたが，

このアクリルアミドが地下水に溶けこみ，附近の井戸使

用の住民に手足のしび、れ，知覚異常，歩行障害などがみ

られ，地盤凝固剤としての使用は禁止された.また，ア

クリルアミド生産工場で，アクリルアミド中毒を起した

とし、う報告が，国内@国外にかかわらず多数例ある 1-3)

アクリルアミドポリマーは一般的に毒性が低いといわ

れているが，モノマーは CH2中 CH-CO-NH2の化学式

で表わされる化合物で，神経障害および皮膚障害等を起

こす比較的毒性の強い物質として知られている.

アクリルアミドポリマ{製品は，未重合のそノマーを

多量に含有しており，アグリルアミド生産過程ばかりで

なく，ポリマーを利用した製品を取り扱うに際しでも，

配属が必要と考えられる.

サノレい〉， ネコい〉， ラット 4，7)等，種々の動物で， アク

リルアミドの神経障害が報告されているが，本報告では

アカゲザルを用いて膝蓋聴反射および運動障害と投与量

との関係について実験を行なった.

実験材料および実験方法

I.動物および飼育管理 動物はアカゲザル (Macaca

mulatta，以下サルと略す〉 インド産:推定年令 4-5

才の雄4頭 (No.5，No.6， No.9およびNo.10)，中国産:推定

年令 4-5才の雄4頭 (No.16，No.l7， No.l8およびNo.l9)

と雌2頭 (No.11およびNo.14)の合計10頭を使用した.な

お，サノレ購入時および飼育時には人畜共通伝染病(結

核，細菌性赤痢，寄生虫等〉について厳重な検疫を実施

した.

飼育室の環境条件は，温度:26土10，湿度:65土 5%，

換気毎時10凹，照明時間:午前 7時一午後10時とした.

Fig. 1. Cage and Catching Place. 

1. Roost; 2. cage;3. catching place; 4. door; 

5. wire netting. 

ケージは Fig.1に示すように， 集団ケージ(間口:2.3 

111，奥行:1. 3m，高さ:1. 7m)ニ連式で，前回，上部

および両側面はステンレス製金詐jで仕切られ， 90cmの

高さにとまり木が設置されている.ケージの前方には，

j甫捉， 運動等に利用する金網憧(間口1.5m，奥行.

2.6m，高さ:1. 9m)が設けられている.

1ケージ 2-4頭飼育とし，飼料としては 1頭あた

りバナナ 100g， オリエンタル酵母製サル用ビスケット

100gをケージごとに給与した.水は水道水を自動給水ノ

ズルにより自由に摂取させた.

11.試薬および投与方法 アクリノレアミドはMerck社

製 (Lot104546)を使用した. 10， 5および1.5mg/mlの

水溶液として調製し，体重kgあたり 2mlの割合で、投与

し7こ

サノレを朝 9 時に}fij1)~ し，モンキ~ .チェアーに固定

し，上記のアグリルアミド溶液または蒸留水(対照〉の

し、ずれかをカテーテルを用いて，胃内に強制投与した.

月曜日から金曜日までの週 5回投与とし，投与期間と

投与量については Tぬle1に示した.

IH. 観察および検査方法

1. 行動の観察 サルを捕捉する前に， }fltr捉場所でサ

ルを充分に動かして行動を精細に観察した.

中東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町3-24-1

* Tokyo Metropolitan Reseal'ch Labol'atory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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が，雌では赤血球@ヘマトクリットの増加がみられた.

血清生化学検査では各試料に共通してグノレコ{スが11憤雄

ともに低下がみられた.
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試料

Ann. Reρ. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 28-2， 1977 

表 3. 血液学的検査

ラット数 WBC RBC 
X 103 X 106 

Hgb 
gjdl 

日ct

% 
MCV MCH 

μμg 
MCHC 

% 

対照(水〉
(15mljkg) 5 8.9土1.8 8.1土0.5 17.0土1.0 42.3土2.9 53.4土2.1 21. 3土1.5 40.1土0.7

サヅカロ{ス * 
(9gjkg) 5 9. 0土2.4 7.9土0.4 15.9土0.4 39.8土2.1 51. 2土0.5 20.4土0.7 40.0土1.2

マルチトール
t住 (9gjkg) 5 8.3土0.6 8.0土0.4 15.9土0.4 40.3土1.8 51. 6土0.6 20.3土0.5 39.3土0.9

キシロ{ス 牢 牢
(9gjkg) 5 8.7土1.8 7.6土0.2 15.8土0.4 38.9土1.1 52.2土0.5 21. 0土0.5 40.4土0.8

ソノレピット 牢 申牢本
(7.5gjkg) 5 8.9土2.3 8.2土0.3 15.8土0.6 41. 3土1.7 51. 2土0.5 19.7土0.3 38.3土0.8

サッカリンナト * 
リウム (6gjkg) 5 9. 1土1.1 8.0土0.4 15.9土0.4 40.4土1.8 51. 6土0.6 20.2土0.7 39.1土0.6

対照(水〉
(15ml jkg) 5 7. 1土1.0 6.8土0.2 15.4土0.2 35.4土0.9 53.0土1.0 22.9土0.4 43.4土O.7 

サッカロース * * * ** * 
(9gjkg) 5 8.4土0.5 7.3土0.3 15.7土0.3 37.5土1.8 52.2土0.5 21. 8土0.4 41. 6土1.1

マルチト{ル 料 * キ キ

j世 (9gjkg) 5 7. 8土2.4 7.1土O.1 15. 7土0.3 37.2土1.2 53.0土0.7 22.3土0.3 42.1土0.6

キジロース
(9gjkg) 5 &0土2.1 6.8土0.4 15.5土0.7 35.7土1.6 53.2土0.5 23.0土0.8 43.6土1.0

ソノレピット * 牢* * ** *申
(~5gjkg) 5 &8土1.1 7.2土0.2 15.9土0.9 36.9土0.7 52.2土0.5 21. 7土0.4 41. 9土0.5

サッカリンナト 申申 申* 料 *料
リウム (6gjkg) 5 7.0土0.8 8.3土0.8 15.2土0.4 39.5土2.1 53.6土1.5 18.7土2.3 38.4土1.5

値は平 均 値 土 標 準 偏差で示してある*P <0. 05 料 pく0.01 料*Pく0.001

表 4. 血清学 的検査

試料 ラット数 Ch-E Glu UN  GOT GPT AI-P Cho- TP 
([1pH) (mgjdl) (mgjdl) (K. Ujml) (K. Ujml) (K，A，Ujml) (mgjdl) (gjdl) 

対照(水〉
(15mljkg) 5 0.14土0.01 145土15.6 22.2土2.2 174土39.9 50.6土5.8 49.2土6.6 58.0土3.1 7.3土0.26

サッカロ{ス * * 
(9gjkg) 5 0.13土0.02 126土7.2 20.6土0.9 164土20.3 47.0土2.6 40.8土3.6 58.0土7.1 6.8土0.26

マルチト{ル * 
雄 (9gjkg) 4 0.14土0.01 124土4.9 20.3土1・o153土11.0 47・8土2.9 45.8土3.3 51.8土品 6.9土016

キシロ{ス
(9gjkg) 

ソノレピット
(7.5gjkg) 

* 5 0.12土0.02 137土22.8 21.6土0.6 178土22.6 48.8土5.2 46.2土3.7 53.2土2.2 7.0土0.15

*本
5 0.14土0.01 128土10.0 20.6土0.6 167土11.0 45.4土3.8 43.6土3.8 51.6土2.4 6.9土0.21

サヅカリンナト * * 本

リウム (6gjkg) 5 0.13土0.01 126土6.6 19.6土1.7 94土66.9 43.4土4.8 38.4土4.6 56.4土7.8 6.8土025

対照(水〉
(15ml jkg) 5 0.84土0.18 135土8.8 22.2土3.3 194土43.2 58.4土2.7 48.4土6.5 75.8土9.9 7.1土0.27

サヅカロ{ス * * 
(9gjkg) 5 0.79土0.05 122土5.5 20.2土1.5 190土18.4 52.4土6.5 40.0土3.9 70.2土4.1 7.0土0.27

マルチト{ル * * * 
雌 (9gjkg) 5 0.73土0.05 122土6.1 20.2土2.2 201土18.9 49.2土6.1 38.0土3・9 68.8土5.5 6.7土025

キシロ{ス
(9gjkg) 

ソノレピット
(7.5gjkg) 

サッカリンナト
リウム (6gjkg)

* 5 0.71土0.09 128土7.3 22.0土2.2 198土13.6 52.0土4.6 41.8土3.0 68.6土4.3 6.8土0.26

* 5 0.77土0.04 127土9.9 19.8土0.8 205土34.5 57.2土8.3 38.6土4.5 71.2土4.6 6.9土0.28

* * *牢5 0.75土0.07 121土9.4 20.8土3.1 124土89.7 52.8土3.5 36.2土2.2 71.8土4.6 7.0土0.22

値は平均値土標準偏差 中 Pく0.05 料 pく0.01 料ヰ pく0.001



よ主L
主豆重{目器表 2.

前立腹
(mg) 

277土188

107土64

巣 (mg)

左

精

右

副
一
右

臓 (mg)

左

腎

右
牌臓
(mg) 

520土54

210土22

肝臓
(g) 

9.24土0.921)

3.64土0.272)

ラット数料試

1160土462

460土187

1170土446

460土180

16.6土1.91 

6.5ことo.75 

16.9土1.26 

6.7土0.65

810土87

320土34

840土81

330土35
5 (15ml/kg) 対照、(水〉

269土82

104土37

1290土306

500土123

1240土280

480土114

18.0土3.28

6. 9土1.06 

19.4土3.80

7.4土1.14 

840土29

320土11

800土45

310土13

560土23

210土11

9.64土0.39

3.69土o.13 
5 サッカロース (9g/kg)

~ 

233土45

88土13

237土36

91土11

221土23

82土8

1460土55

550土20

1440土54

550土29

1440土74

530土25

1390土61

530土29

1360土48

520土29

1340土121

500土49

18.0土1.55 

6.9土0.55

18. 1土1.34 

6.9土0.54

17.5土3.90

6.5土1.14 

19. 1土2.50

7. 2土1.01 

19.4土3.09

7.5土1.25 

20. 1土4.56

7.4土1.44 

860土77

320土22

850:1:93 

320土23

860土100

320土15

860土65

330土19

860土101

330土20

840土78

310土9

570土43

220土15

560土26

210土10

560土38

210土8

9.51土0.57

3.61土o.19 

9.83土0.88

3. 76土0.20

9. 73土0.85

3.60土0.14

5 

5 

マルチトール (9g/kg)

(9g/kg) キシロース

雄

!?。
町村目、』J
→、
~rJÞO 
':':""1 

5 ソノレピット (7.5g/kg)

282土82

108土31

1410土48

540土15

1360土54

520土19

20.3土4.67

7.8土1.93 

19.5土2.57

7.4土0.91

840土36

320土20

820土42

310土15

570土19

220土13

9.36土0.54

3.60土0.24

サッカリンナトリウム
(6g/kg) +ベ

二回

4主

5 

一
話
{
一
M
∞i
N
W
]戸
市
山
寸
寸

子 宮
(mg) 

391土128

233土75

巣 (mg)

左

卵
一
右

ρ
一左

m
一

四
円
一

副

右

腎

右
牌臓
(mg) 

380土18

230土14

肝臓
(g) 

5.46土0.191)

3.25土0.112
)

ラット数料試

28.9土13.5

17.2土7.9

32.8土11.1 

19.5土6.4

20.5土1.51 

12.2土0.94

22.3土0.94

13.3土0.54

570土33

340土23

550土25

330土15
5 (15ml/kg) 対照(水〉

361土60

224土52

29.7土3.2

18.3土2.7 

26.3土5.2

16.2土3.6

20.4土3.38

12.8:1:2.45 

23. 7土2.70 

14.6土1.94 

530土24

320土29

530土17

320土27

380土27

240土27

4.98土0.42*

3.06土0.34
5 サッカロース (9g/kg)

雌
403土63

247土32

30.1土5.1 

18.6土4.1 

34.4土9.4

21. 3土6.8

21. 3土0.99

13.1土0.87

24.4土1.62* 

15.0土1.52 

550土47

340土41

540土43

340土40

390土36

240土27

5.30土0.28

3.27土0.35
5 マルチトーノレ (9g/kg)

243土33ヰ

160土27

25.8土7.4

16.5土4.3

23.9土4.1

15.5土2.5

19.1土0.97

12.4土o.78 

18.2土2.43*ヰ

11. 9土2.23

500土23*本

320土30

510土26

330土33

360土29

230土20

4.80土0.32*牢

3.12土0.36
5 (9g/kg) キシロース

314土59

195土40

32. 7土6.1

20.3土4.0

29.0土11.2

17.9土6.8

23. 1土3.47

14.3土2.58

23..3土4.21

14.5土3.10 

530土41

330土35

530土29

330土28

390土17

240土19

5.08土0.12**

3. 14土0.14
5 ソルピット (7.5g/kg)

H
O
U
1
 

388土71

238土43

1)器官重量

29.8土4.7 

18.3土2.6

30.2土3.8

18.5土2.0

21. 3土3.20

13. 1土1.34 

料 P<0. 01 

22.4土3.57

13.8土2.30

キ P<0. 05 

510土30牢

310土11

2)器官重量/100g体重，値は平均値土標準偏差で示しである.

510土28

310土11

380土27

230土16

4.82土0.23牢*

2.96土0.07
5 

サッカリンナトリウム
(6g/kg) 
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図1.体重

歩き廻る. 3日目軟便， 4日目で全例回復，以後異常な

し.

投与後40日自の解音lJ所見@器官重量歯車液学的@血清

生化学的所見 器官重量を表 2，血液学的検査所見を表

3，血清生化学的検査所見を表4に示す.

肉眼的解音IJ所見 各試料群雌雄とも異常を認めなかっ

?こ.

器官重量肝臓，牌臓，腎臓，副腎，精巣，前立腺，

卵巣，子宮において 100g体重比重量で対照群と比較し

て有意な増減を示すものは各群雌雄ともになかった.

血液学的検査所見 各試料群雄において対照群と比較

すると赤血球数に大差はないにかかわらずヘモグロピン

(Hgb)量およびへマトクリット値 (Hct)に低下あるい

は低下傾向がみられ， 雌では赤血球数および日ctに増

加あるいは増加傾向が認められたが Hgb量には変化が

なかった.このことは雄では小赤血球性貧血であり，雌

においては赤血球数の増多により貧血を防止したことを

表1.試料投与時および投与後40日目観察終了時体重

試料 ラット数投与前(g) 終了時!)(g)

対照((水15〉m 
!/kg) 10 108土6.5 260土15.3

サッカロース
(9g/kg) 10 107土10.3 258土12.0

マルチト{ル
I住 (9g/kg) 10 107土6.3 259土20.3

キシロース
(9g/kg) 10 109土11.1 265土10.1 

ソノレピ(7.ット
(7.5g/kg) 10 112土9.5 264土16.0

サッカリ6ンg/ナkト
リウム (6g/kg) 10 108土8.1 261土7.3

対照((水15〉m 
!/kg) 10 94土4.1 166土4.3

サッカロース
(9g/kg) 10 87土5.3 160土9.9

マルチトーノレ
j出; (9g/kg) 10 91土6.5 161土9.7 

キシロース
(9g/kg) 10 87土5.5 155土8.9

ソノレピ(7ッ.ト
(7.5g/kg) 10 90土5.3 158土9.2

サッカリ6ンg/ナkト
リウム (6g/kg) 10 93土4.8 163土3.8

1)投与から40日目

値は平均値土標準偏差で示しである.

意味するのか，偶然により雄では対照群の Hgb最およ

び Hctが高く， 雌では赤血球数が少く Hctが低かっ

たためであるかを今後吟味する必要があろう.

忠清生化学的検査所見 グノレコ{スが試料投与各群雌

雄において低値ないしその傾向を示した.このほか総蛋

白量 (TP)，コレステローノレ (Cho)， トランスアミナ{

ゼ GOT.GPT活性，アリカリフォスファターゼ (Alp)

活性に低下ないし低下傾向が認められるものがあり，こ

のことはサッカリンナトリウム投与群に著しかった.こ

れら変化の意味することは不明であり，今後検討を加え

7こし、.

まとめ

サヅカロ{ス 9g/kg， マルチトーノレ 9g/kg，キシロ

{ス 9g/kg， ソノレピット 7.5g/kgおよびサッカリンナ

トリウム 6g/kgを JCL-Wistarラット雌雄に 1回経口

投与し，症状および体重を40日間観察後器官重量測定，

血液学的，血清生化学的検査を行った.

主症状はし、ずれも投与直後よりの下痢で， 25日で

回復し死亡するものはなかった.体重増加，器官重量に

おいてはし、ずれも著変なく，血液学的検査では各試料に

共通して雄ではヘモグロビン量，ヘマトクリットの低下
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サッ力口一スp マルチトー)l，.，キシ口一ス，ソ)l，.ビ‘y トおよび

サッカリンナトリウムの急性憲性試験

林田志{言ぺ 高橋 i専へ 川野澄江*， 井口重孝申

神谷信行ぺ 池田虎雄汽 平賀興吾申

Acute Oral Toxicities of Saccharose， Maltitol， Xylose， 

Sorbitol and Saccharin Sodium 

SHINOBU HA YASHIDAぺHIROSHITAKAHASHI*， SUMIE KAWANOヘ
SHIGETAKA IGUCHI*， NOBUYUKI KAMIYAヘTORAOIKEDA'ド

and KOGO HIRAGA中

甘味料の安全性点検の一環1ーりとして天然廿味料サッ

カロース，マルチトール，キシロース，ソルピットおよ

び合成甘味料サッカリソナトリウムについて，ラットを

用い経口 1回大量投与による急性作用を観察したので，

その結果を記載し毒性資料として供することとした.

観察方法

1. 試料:サッカロース 和光純薬試薬特級LotNo. 

196-00015，マルチトール 日研化学マルピトーLotNo. 

6067868， D (+)キシロース 岩井化学薬品特級試薬

Lot No.51021，ソルピット 岩井化学薬品試薬特級

Lot No.500213，サッカリンナトリウム 大東化学工業

食添用

2. 動物:日本クレア JCL-Wistar系ラット (SPF)

雌雄を 4週令で購入 1週間予備飼育後発育の良好な動

物を試験に供した.

3. 動物飼育環境:室温:25土lOC，湿度:50土 5%，

換気:10田/時， 照明:午前 5時一午後 5時， 飼料:日

本クレア CE-2国型飼料自由摂取， 飲用水:細菌ろ過

器経由水道水自由摂取，ケ{ジ:前面@床網のステンレ

ス製(縦40cmX横 25cmx高さ16.5cm)にて 5回収容.

4. 試料投与方法:サッカロース，マルチトーノレ， D

(+)キシロールはそれぞれ60%水溶液， ソルピット 50%

水溶液，サッカリンナトリウム40%水溶液とし，いずれ

も 15ml/1唱を胃ゾンデにより強制経口投与した.ラッ

トは各試料当り雌雄それぞれ10匹を用い，投与に当って

は一夜絶食とした.対照ラットには精製水 15ml/kgを

投与した.

5. 観察@検査一般症状生死の観察，毎日体重測

定，投与40日後屠殺剖検，器官重量測定，血清生化学的

検査(コレステロ{ノレ Cho，グルコ{ス Glu，尿素窒素

UN，総蛋白量 TP， トランスアミナーゼ、 GOT，GPT 

活性，アルカリフォスファターゼ Alp活性， コリンエ

ステラーゼ ChE活性)，血液学的検査(白血球数WBC，

赤血球数 RBC，へモグロピ γ量 Hgb，ヘマトグリット

Hct，平均赤血球容積 MCV，平均赤血球ヘモグロピン

最 MCH，平均赤血球ヘモグロビン濃度 MCHC)を行

った.血液は断頭屠殺時放出する血液を用いた.

結果

マルチトール投与ラットの l例が投与の失敗により死

亡したほかは対照群を含む各群に死亡例なく，関 1およ

び表 1に示すように投与後40日目の観察終了時f解剖時〉

まで各群とも対照群と変ることのない体量増加を示し

た

症状:サ‘Y力ロース 投与後全例に下痢が，少数に立

毛がみられた. 2日頃より下痢は回復に向し、 4-5日で

全例回復，その後は全く異常を認めなかった.

マルチトー}J.， 投与後全例に下痢，少数に立毛，あま

り歩き廻らず元気なし，投与後2日目より下痢は回復に

向い 4日目には完全回復し，毛なみもよく，その後異常

なし.

キシロース 投与後全例下痢，しかし元気に歩き廻

る. 2日目で軟便， 3日目で全例回復，以降異常なし.

ソルピ‘Y ト 投与後少数下痢，その他軟便，少数に立

毛 2日目で全例回復，以後異常なし.

サッカリンナトリウム 雄ラットー全例下痢，立毛，

元気なくうずくまる. 2日目は元気に歩き廻る. 3日目

より下痢田復にI句う. 4日目立毛なく軟便. 5日目で回

復，以後異常なし.雌ラットー全例下痢，立毛，元気に

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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血球7)及び皮膚8) の培養細胞で染色体異常を生ずること

が報告されている.今回の実験ではその異常細胞出現に

有意性が見られたもののその頻度は低く，しかもそのほ

とんどがギャップであったため，本物質の変異原性に関

してはさらに検討を要する.

Sorbit， Gly.2Na， Gly.3Na， Xyloseについては，わ

ずかながら染色体異常が見られるものの， Controlに比

べて有意な差とはなっておらず，突然変異性はないもの

と考えられる.

要 l::::. 
悶

人工甘味料の培養細胞における細胞遺伝学的検討を行

なった.その結果， Saccharin Sodiumに強い染色体異

常誘発性が見られた.

Sodium Cyclamateは，弱い染色体異常誘発が見ら

れ，その変異原性が示唆された. D-Xylose， D叶citol，

Disodium Glycyrrhizinate， Trisodium Glycyrrhizinate 

Calcium Cyclama te らの人工甘味料の染色体異常誘発

性は見られなかった.
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の 241l寺間処理は， Gly.2Naに環状染色体が 1例見られ

たのみで，それぞれ Controlに比べ染色体の形態的異常

に関し何ら有意な増加を示さなかった.また数的異常に

関しでも同様であった.

S-Naは， 20 mg/mlで異常細胞が高頻度で出現し，

これまでの報告とよく一致した3，4)

Cyclo. Naに関しては予備実験で染色体異常誘発性が

示唆されたため，処理の量及び時間群をふやしさらに検

討した.その分析結果を表 3に示す.
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た.また Sucroseは 40mg/mlでもコロニー形成には影

響を与えなかった.

各群のコロニーの大きさは， Controlの直径 2-3ml11

に比べ差はなかった.用量作用関係は， Cyclo. Caで顕

著であった.
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分析結果を表 2で示す.
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Cyclo. Naは，10mg/ml 6時間処理でギャップ，切

断を伴なう細胞の有意な増加が見られ， 24時間処理で最
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人工甘味料の培養細胞における細胞遺伝学的研究

吉田誠ニペ 益 出i正典ぺ 平賀興吾中

Jn Vitro Cytogenetic Studies of Artificial Sweeteners on Cultured Cell 

SEIJI YOSHIDAヘMASANORIMASUBUCHI'ド andKOGO HIRAGA串

読者 き
問

人工甘味料として使用されたズルチンは長期毒性試験

において肝腫揚が認められ (FDA，1951年)，またサヅ

カリンとサイクラミン酸塩の混合物でも勝Jjje癌の発生す

ることが報告された1) さらに最近，アメリカ e カナダ

の実験によりサッカリンに発癌性のあることが明らかに

されベ 人工甘味料の安全性が再び問題となってきてい

る.

一方，発癌'1生物質は，突然変異原物質であることが最

近次々と明らかにされ，またその変異原物質の大部分

は，染色体異常を誘発することが知られている.そこで

今回著者らは，一連の人工甘味料の変異原性に関する報

告がほとんどないことから， 11m乳動物培養細胞を用い，

その染色体異常誘発性を調べ，突然変異原性の有無を検

討した.

材料及び方法

細胞 チャイニ{ズ@ハムスタ{卵巣由来の CHO-K1

細胞を用い， F12 Mediumに仔牛血清10%，Streptmycin 

100μg/ml， Penicillin 100U/mlを加えたもので培養し

Tこ.

検体 用いた物質は次の様である.

D-Xylose (以下 Xyloseと略す);岩井化学薬品株式

会社製， Lot No.500520 

Dulcitol; 和光純薬工業株式会社製， Lot No. 042-

06262 

Disodium Glycyrrhizinate (以下 Gly.2Naとi略す);

Y ASHIMA KASEI. 

Trisodium Glycyrrhizinate (以下 Gly.3Naと略す); 

Y ASHIMA KASEI' 

Sodium Cyclamate (以下 Cyclo. NaとIII各す)，東京

化成工業株式会社製， Lot No. C-487 

Calcium Cyclamate (以下Cyclo， Caと略す);SIGMA 

製， Lot No.53C-2380 

D-Sorbi to1 (以下 Sorbit.と略す);岩井化学工業株

式会社製， Lot No.500213 

Saccharin Sodium (以下 S-Naと11塔す); 育和化学

工業株式会社製)， Lot No.230201 

S臼u叩lCI口ro

3925 

コ口ニー形成に及{ます影響

F12 Medium 5mlを入れた誼径 60ml11の Petridish 

に，約 100個の細胞をまき，培養を開始した. 6時間後

F12 Mediumをすて，種々濃度に調整した検体添加

Medium 5mlで、16n寺間処理を行なった.処理後， P.B.S. 

で数回細胞聞を洗ったのち，再び無添加 Mediumにて

培養を続行した. 7日後， 10%ホルマリン溶液で固定，

o. 1%クリスタノレ@パイオレットで染色したのも， コロ

ニー数を調べた.培養はすべて， 370， 5 %C02条件下

で行なった.

染色体に及{ます影響

コロニー形成率により算出された，ID50 (50%コロニ

{形成!羽害量〉を基準として種々の検体処理濃度を設定

した. 培養瓶当り 3-4 X 105 個の細胞をまき 2日培養

後，P. B.S.で細胞聞を洗ったのち，種々の濃度に調整

した検体添加 Mediul1110mlにて培養を続けた.

検体処理時間は原則として 24時間とした (Cyclo.Na 

のみ 6，12， 24， 48 I時間処理を行なった).染色体標本

作製90分前にコルセミド (0.5μg/ml)を添加した.

Controlは Mediumのみとした. 処理後，細胞をト

リプシンによりカ、、ラス面よりはがし， O. 075M KC1溶液

で低張処理を行なった.カルノア液で回定後，火焔乾燥

法で標本作製し，ギムザ染色した.分析は各群ともよく

拡がった分裂中期の細胞200個について行なった.

結果

コ口ニー形成に及{ます影響

各検体の ID50を表 1で示す.

Cyclo. Caが 3.4mg/mlで，検体中最も強いコロニ{

形成阻害を示した. Gly.2Na， Gly.3Na， Cyc1o. Na，及

中東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新指区百人町 3-24-1

ヰ TokyoMetropolitan Reseal'ch Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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その結果，サッカリンナトリウムが高い有意性 (ρ<

0.001)をもって染色体異常誘発性を示したのに対しそ

の染色体異常誘発性の疑われた 3種の不純物について

は，何ら有意な差は見られなかった.したがって，サッ

カリンナトリウムの染色体異常誘発性は，その不純物で

はなくサッカリンナトリウムそのものに基づくものであ

ると結論した.
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Cytogenetic Effects on CHO一K1Cells treated with Saccharin Sodium 

or i ts Impuri ties for 24 hrs 

Table 1 
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14 
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14 
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14 

(each 

14) 

Control 

Dimetylsulfoxide 

Saccharin Sodium 

0-Toluenesulfonamide 

ρ-Toluenesulfonamide 

o-Sulfobenzoic Acid 

0-， +ρ-Toluenesulfonamide 

十o-SulfobenzoicAcid 

o-TSAの酸化過程で o-SBAなどが不純物として残存

する.この不純物含量は，欧米産のもので 6，000-810

ppm といわれているが，国産のものは食品衛生法によ

り 100ppm以下とされている. 筆者らが用いた S-Na

は分析の結果，純度 99.93%，特に疑いがもたれている

o-TSAについては 45ppmというわずかなものであっ

た.今回これらの分析結果に基づき不純物の細胞遺伝学

的研究を行った結果， S-Naが強い染色体異常誘発性を

示したのに対して，これら不純物では全く認められなか

った (Table1). 

C， signi五cantlydi百erentfrom Control (p<O.OOl) 

0-TSA 400mg/ml群で 1個と，わずかな gapおよび

他の異常が出現したのみで，対照群に対し何ら有意な差

は認められなかった.

以上の結果から， S-Naの不純物として考えられる

o-TSA など 3種については，染色体異常誘発性は認め

られず，先の実験1)および今回の実験において見られた

染色体異常誘発性は S-Naに基づくものであることが確

認された.

要旨

サッカリンおよびそのナトリウム塩の発癌性，染色体

異常誘発性に関しては，その不純物が原因ではないかと

の疑問がもたれている.そこで今回，細胞遺伝学的研究

において，不純物3種，オルトおよびパラトルエンスル

ホンアミド，オルトスルホ安息香酸アンモニウムについ

て，in vitroでの染色体異常誘発性の有無を調べた.薬

物処理時聞は24時間とし，処理量の設定は，サッカリン

ナトリウムに含有される不純物量に基づいた.対照に

は，無処理群，および調整に用いた DMSO群，さらに

陽性対照としてサッカリンナトリウム 20mg/ml群を設

けた.観察は各群 200細胞について行い， break， gap 

などの異常を調べその有意性を f検定で検討した.

考察

これまでの S-Naの変異原性に関する研究は少なく，

また結果についてはさまざまでありベ その確かな安全

性評価が急がれている Hicksらの S-Na発癌実験2)以

来，結果が陽性であった実験についても S-Naそのもの

の毒性ではなく ，o-TSAを主とする不純物によるもの

であろうとの推測がなされてきたの. その理由は S-Na

が体内ではほとんど代謝されず不活性のままであるとい

うこと 4川，またその不純物が既知の発癌悶子と類似構

造をもっているという点などである 6) 筆者らはこの点

に関し，明確な結論を得ておくことが， S-Naについて

の安全性を論議する上で必要であると考え，その不純物

による細胞遺伝学的影響の有無を検討した.

S-Na は Remsen-Fahlberg法によりトノレエンから製

造され，その過程で o-TSAと少量の ρ-TSA，さらに
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サッカリン不純物の染 色体 異常 誘発 性

益出i正典*l， 縄 31二寿美子ヰl， 平賀興苦キI， 広門雅子科

Lack of the Cytogenetic Eff ects of Saccharin and 

its Imprities on CHO-Kl Cells 

MASANORI MASUBUCHI*1， SUMIKO NA  WAI中1，KOGO HIRAGA:l・1

and MASAKO HIROKADO柁

筆者らは先に，サッカリンナトリウム (saccharinso開

dium，以下 S-Naと11唱す〉に関する invivo， in vitro 

細胞遺伝学的研究から， S-Naに染色体異常誘発性のあ

ることを認め報告した1) S-Naの安全性については，

その発癌試験の結果からもさまざまな論議がなされてき

たが， Hicksらの勝11光lJ車場を認めた試験で、は， S-Naの

不純物， ことにオルトトノレエンスルホンアミドに疑問が

投げかけられた2) しかしその毒性，とくに発府性や変

異原性についてはまだ明らかにされていない.先の筆者

らの結果からも，0ートルエンスルホンアミドを主とする

不純物の影響の有無の確認が早急に必要であると考えら

れた1)そこで今回我々は S-Naの不純物と考えられる

もののうち，0ートルエンスルホンアミド (o-tol閃 nesul-

fonamide， 以下 o-TSAと略す)， ρートノレエンスノレホン

アミド (ρ-toluenesulfonamide，以下 ρ-TSAと略す)，

oースルホ安息香酸 (o-sulfobenzoicacid，以下 o-SBA

と略すつについて， CHO-K1細胞を用いた invitro系

での染色体異常誘発性の有無を調べた.

材料および方法

1. 試供薬物 Saccharin sodium (S-Na);育和化学

工業株式会社製 Lot.No. 23021， 0-Toluenesulfonamide 

(o-TSA);東京化成工業株式会社製， ρ-To1uenesulfo・

namide (ρ-TSA);東京化成工業株式会社製，o-S叶fo・

benzoic acid mO!1oammonium sa1t (o-SBA);東京化成

工業株式会社製， Dimethylsulfonide (DMSO);和光純

薬工業株式会社製

2. 細胞および培養 CHO-K1細胞を用い， 仔牛血

清10%添加の F-12:1i'!i地で府養した.

3. 薬物調整および処理 S-Naについては培地中に

直接，0-1、SA，ρ-TSA，o-SBAについては DMSOに

溶解し， Table 1に示す最終濃度とした. なお DMSO

を使用したものについてはその最終濃度が 0.05m1/1111

となるよう統ーした. 以上の添加培地で 24時間処理し

Tこ.

4. 標本作成標本作成 2時間前にコルセミドを 0.5

μg/ml加えた.標本作成法は筆者らが先に行った方法1)

に準じた.

結果

今回の実験群設定は，以下の理由によった S-Naの

20mg/ml量:は顕者な染色体異常誘発性を示す量であり，

今回はこの量をすべての基準とした.したがって不純物

3種の 400μg/ml最は S-Na20mg/1111に対しての公定

書基準値として許可されている不純物の 2%に当る量で

ある 14μg/mlは今回使用した S-Naの純度が 99.93

%であったことから，その 20mg/ml中に各々が最大量

(0.07%)含有されたと考えた場合の量である.また

o-TSAの 0.9μg/ml量は分析の結果今回使用した S-

Na中の含量である.これに加えて，不純物 3種の相互

作用を調べるためそれぞれ 14μg/mlを混合した群を設

けた.なお対照には溶媒として用いた DMSO0.05ml/ 

ml添加群と，無処理群の 2つを置いた.

薬物処理したどの群も，よく細胞増殖しすべて染色

体分析が可能であった.今回用いた細胞は，その多くが

20本の染色体を保有していたが，時に19木， 21本を示す

ものも見られた.

結果を総括して Table1に示す.

無処理群および DMSO添加群には breakは見られ

ず，各々 4個の gapと無処理群に他の異常が 11間見ら

れたのみであった，一方陽性対照として用いた S-Na群

では，調べられた 200個の細胞中 gap，breakを伴なう

異常細胞がそれぞれ38個観察され，非常に高い有意性が

認められた. しかし 3種の不純物については， breakが

中1 東京都立衛生研究所市性部 材生活利学部食lull添加物研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24--1

中 TokyoMeh・opolitanH.eseal'ch Labol'atol'y of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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での染色体具常が報告されている.特に SramとZudo-

va5
)による雄マウス生殖細胞で見られた減数分裂染色体

異常の報告は，優性致死現象とも密接な関連をもつもの

である.

今回， S-Na p. o.群では対照群に比べ有意な優性致死

作用は示されなかった.しかし， i. p.群で作用の認めら

れたと同じ時期に，生存胎児の減少と早期死匹の増加を

認めており，他の研究報告結果とも総合し， S-Naには

弱いながらも優性致死誘発性のあることが示唆された.

(本研究は日本環境変異原研究会第5回研究発表会1976

年10月で発表した〉
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増加が観察された.

一般に，弱い変異原性を示すと思われる物質の作用評

価の目安として優性致死誘発率，

f!tl;J 東京
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2) 

が用いられ， 10%を越えた場合，明らかに陽性と判定さ

れる 13，14) 今回の結果よりその値を算出したところ， 1 

週日後半 10.08%，2週目前半 10.33%であり，優性致

死誘発性が認められたが， この時期は精子形成段階の後

期にあたる.すなわち精子あるいは後期精細抱に相当す

る生殖細胞が遺伝障害を受けたこととなり，陽性対照と

して用いた既知変異原物質 EMSの作用時期と非常に類

似している.

S-Naの11甫乳動物における変異原性に関しては， これ

ら優性致死試験によるほか invivo， in vitro細胞遺

伝学的研究がなされ，チャイニーズハムスター培養細胞

での染色体異常誘発性1，1へ とト培養細胞での不定期

DNA合成16)， マウス生体骨髄細胞1)および生殖細胞5)

生五監担数/全着床数〈処置群?-i x 100 
生存胎児数/全着床数(対思群)/ 

JCL-ICRマウスにおけるサッカリンナトリウム (S-Na)の優性致死試験結果(その 3)表 2.

数
一
後
期
死
匹

旧
比
一

死
一
早
期
死
臨

当
り

(Z)

全
着
床
数

生存胎児数

り
〈
万
〉

黄
体
数
当

平
均

(M)

母
体
当
り

A 
1=1 り

(
%
)

黄
体
数
当

数

A 
ロ

床

〈
平
均
)

同
体
当
り

着黄 体 数

合母

笠平
=ゴ均
り〉

交
尾
確
認

数

交
配
使
用

数
一
交
尾
確
認

雄
一
交
配
使
用

薬

および

試交

配

時

期

投

与

後

の
a
 

-一一rH
H

1
i

つ山

n

u

n

U

1ょ

n
h
U
F
h
U
A
U
n
u
d住

宅
2
4

ワ山

84.2 88.3 

85.6 93.5 

66. 7品 100.0

78.8 85.6 

87.4 95.1 

10. 7 

10. 1 

6.0 

10.8 

9.7 

128 

101 

18 

119 

97 

95.4 

91. 5 

66. 7η 

92. 1 

91. 9 

12. 1 

10.8 

6.0 

12.6 

10.2 

145 

108 

18 

139 

102 

12.7 

11. 8 

9.0 

13. 7 

11.1 

152 

118 

27 

151 

111 

つU
H
n
u
q
3
1
i
n
v

-
E
4
4
Iよ
司

a
i

噌

E
よ

n
u
n
u
n
u
n
u
n
u
 

つ

臼

つ

中

ワ

山

つ
ω

ワ剖

Q
d
Q
d
q
δ
n
u
o
o
 

1
1晶

投与経路

Control 10 

"*' EMS i. p. 10 
日日

MMC i. p. 10 

5 半 S-Nai. p. 10 

S-Na p. o. 10 

n
U
τ
i
n
u
n
u
n
U
 

6

8

0

7

7

 

1
2ム

88.5 93.4 

87.4 92.9 

84.6 100.0 

77.2'L 86.1 

93.0 95.4 

10.6 

10. 7 

11. 0 

9.6 

11. 2 

85 

118 

11 

105 

146 

94.8 

94. 1 

84.6 

89. 7 

97.5 

11. 4 

11.6 

11. 0 

11.1 

11.8 

91 

127 

11 

122 

153 

12.0 

12.3 

13.0 

12.4 

12. 1 

96 

135 

13 

136 

157 

口

。

噌

i

1

4

1

i

円

δ

守
B
ム

守

l
ム

寸

E
よ

n
u
n
U
A
U
n
U
A
U
 

q
L

ワ
中
ワ
山
円
，
山
ワ
ム

ヴ

i

門

i

1
ょ

Q
d
n
u

守
E
・品

Control 10 

目後 EMS i. p. 10 

MMC i. p. 10 

半 S-Nai. p. 10 

S-Na p. o. 10 

週

つ
山
ハ
u
n
u
n
U
1
i

n
y
d生
ハ

U

O

O

司

i

91. 2 

97.2α 

100.0 

93. 1 

94.0 

87.0 

90.8 

12.5 

88.5 

87.4 

11.4 

12. 6 

1.0 

10.8 

11. 4 

114 

138 

1 

108 

125 

95.4 

93.4 

12.5: 

95. 1 

93.。

12.5 

12.9 

1.0 

11.6 

12. 1 

125 

142 

1 

116 

133 

13. 1 

13.8 

8.0 

12.2 

13.0 

131 

152 

8 

122 

143 

n
U
1
i
1
i
n
U
1
i
 

-

i

1

i

1

ょ

1
i

ハU
n

u

n

u

n

u

n

u

つ
山
っ
“
つ
山
ワ
向
。
山

Q
d
n
U
1
4
0
u
Q
d
 

1
1
4

噌
l
ム

Control 10 

"*' EMS i. p. 10 
日リ

MMC i.p. 10 

61三 S-Nai. p. 10 

S-Na p. o. 10 

1 

0 

8 

13 

93.6 

88.0 

80.9 

81. 2 

10. 1 

9.5 

131 

95 

86.4 

92.3 

10.8 

10.8 

140 

108 

12.5 

11.7 

162 

117 

3

0

0

8

2

 

1

4

1

i

1

4

1

4

 

20 

20 

20 

20 

20 

Q
U

門

i

n

U

1

i

月

i

噌

E
ム

Control 10 
円

後 EMS i・p・ 10

MI¥在Ci. p. 10 

半 S-Nai. p. 10 

S-Na p. o. 10 

週

0 

0 

23 

8 

88.9 

93.0 

84.0 

75.4 

10.2 

8. 9 

184 

107 

94.5: 

81. 0 

11. 5 

9.6 

207 

115 

12.2 

11. 8 

219 

142 

a， b， c; Controlとの間にそれぞれ p<0.05，p<O.Ol， pく0.001の有意性があったことを示す.



Ann. Reρ. Tokyo l¥1etr. Res. Lab. P.H.， 28-2， 1977 

認めていない.

一方，結果が陽性であったものもあり， Sanjeeva Rao 

と Qureshi4
)は水溶液にて約 200mg/kg/日の S-Naを

30日間与え続けた後交配し， 4週目に対照群に比べ約 5

倍の死II杢出現を見ている.また， SramとZudova5
)は，

1， OOOmg/kg 1回 i.p.投与， 200mg/kg 24時間間隔 5田

1. p. 投与， 50mg， 100mg， 200mg/l培 12時間間隔 5回

i. p. 投与群を設け 8週間にわたり胎児調査を行った

が，優性致死誘発性は 1回投与<24時間間隔 5回投与く

12時間間隔 5回投与の順に高くなっていた.また， 12時

間間i塙5回投与群では 2， 3， 4， 7， 8週目に， 24時

間間稿 5回投与群では 1，4， 5週日に有意な優性致死

誘発性の増加を見ているが，特に 200mg/l培 12時間間

隔 5回投与群では約 2倍の誘発率を示している.

今回の実験では，妊娠が成立し，着床した匹@胎児の

みについてその生死を調べ，優性致死作用を検討した結

果， i. p.投与後 1週目後半および 2週目前半で S-Naに

起因すると見られる生存胎児の減少ならびに早期死臨の
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93.7%， 99.0%であるのに対して有意に減少した.また，

着床した臨@胎児のうち，すでに死亡しているものの

割合は生存胎児のそれと表裏の関係にあるが，そのうち

でも特に発生初期の段階で死に至ったもの(早期死臨〉

が， 1週目後半 14.8%(p<0. 001)， 2週目前半 11.2%

(p<O.Ol)認められ，対照群がそれぞれ 0%，1%である

のに対して，顕著に増加していた.

S-Na p. o.群では 1週目， 2週目を通じ着床数当りの

生存胎児数が減少し，早期死臨数は増加する傾向が見ら

れる.しかしそれは対照群に比べ有意な増減とはなって

いない.

サッカリンの晴乳動物における優性致死誘発性につい

ては，すでにいくつかの報告がある.そのうち，結果が陰

性であったものにはマウスに S-Na5g/kg/日を水溶液

にして 5日間飲ませた Machemerと Lorkeの報告へ

またラットにサヅカリン 30，2，500， 5，OOOmg/kgを懸

濁液として経口投与した Newellと Maxwellの報告2)

があり，それぞれ妊娠率，着床数および死臨数に変化を

]CL-ICRマウスにおけるサッカリンナトリウム (S-Na)の優性致死試験結果(その 2)表 2.

後
期
死
匹

死児数

早
期
死
膝

当
り
(
w
m
)

全
着
床
数

生存胎児数

り

(
W
M〉

黄
体
数
当

(
平
均
)

母
体
当
り

L 
口

着

A
口

数

り
(
%
)

黄
体
数
当

床

(
平
均
〉

母
体
当
り

黄 体 数

合母

金平
す色

雌数

交交
配尾
使確
用認

数
一
交
尾
確
認

雄
一
交
配
使
用

薬

および

試交

配

時

期

投
与
後
の

言十

1
i
n
u
n
U
A
U
A
U
 

5 

12't 

12') 

11 

2 

94‘4 

86.8 

82.41L 

90.0 

97.8 

84.9 

84.0 

74. 7 

70. 7b 

90.7 

11. 2 

9.9 

9.3 

9.0 

11.3 

101 

79 

56 

99 

90 

89.9 

96.8 

90. 7 

78.6'L 

92.9 

11.9 

11. 4 

11. 3 

10.0 

11.5 

言十

107 

91 

68 

110 

92 

13.2 

11.8 

12.5 

12. 7 

12.4 

119 

94 

75 

140 

99 

Qυ

口
O
P
O
τ
i
n
o

噌
E
よ

20 

20 

20 

20 

20 

6

6

5

8

6

 

投与経路

Control 10 

lj EhfS i.p.10 

MMC i. p. 10 

3半 S-Nai. p. 10 

S-Na p. o. 10 

n
u
-
-
4
1ム

1
ム

ハ

υ

6

1

5

3

8

 

ー
i

92.5 

90.9 

87.0 

95. 1 

91.1 

85. 1 

83.3 

67.8rι 

88.5 

78.9 

10. 6 

10.0 

8.0 

11. 0 

9. 1 

74 

120 

40 

77 

82 

92.0 

91. 7 

78.。ヨ
93. 1 

86.5 

11. 4 

11. 0 

9.2 

11. 6 

10.0 

80 

132 

46 

81 

90 

12.4 

12.0 

11. 8 

12.4 

11. 6 

87 

144 

59 

87 

104 

門

i

q

白
ロ
υ
ヴ
4

0

d

守

E
ム

n
u
n
u
n
U
A
U
n
u
 

つ
h
H

ワ

山

ワ

白

ワ

山

ワ
ω

に
U

o

o

d
住

民

U
O
O

Control 10 

自後 EMS i.p・ 10

MMC i. p. 10 

半 S-Nai. p. 10 

S-Na p. o. 10 

週

1
4
n
u
A
u
n
u
q
a
 

日
山

4
ム

F
D
q
J
Q
J
4
4

95.8 

95.8 

86.4 

91. 0 

93. 1 

91. 9 

91. 2 

39.6η 

82. 7品

88. 7 

11. 3 

11.4 

4.8 

10. 1 

10.4 

113 

114 

19 

91 

94 

95.9 

95.2 

45.8' 

90.9 

95.3 

11. 8 

11. 9 

5.5 

11. 1 

11.2 

118 

119 

22 

100 

101 

12.3 

12.5 

12.0 

12.2 

11. 8 

123 

125 

48 

110 

106 

n
v
n
v
A吐

Q
d
o
d

-
-
1
i
 

n
u
A
u
n
u
n
u
n
U
 

2

2

2

2

2

 

8

8

3

7

6

 

Control 10 

~ EMS i.p. 10 
日IJ

MMC i. p. 10 

4 半 S-Nai. p. 10 

S-Na p. o. 10 

n
u
n
u
n
u
-
-
n
u
 

8

3

3

8

3

 
1
i
 

94.2 

97. 7 

87.5 

93.3 

91. 6 

86.6 

85.9 

52.5'・

88.0 

80. 7 

10.8 

10. 7 

7.0 

11.4 

10. 1 

129 

128 

21 

125 

142 

92. 0 

87.9 

60.0' 

94.4 

88. 1 

11. 4 

10.9 

8.0 

12.2 

11. 1 

137 

131 

24 

134 

155 

12.4 

12.4 

13.3 

12.9 

12.6 

149 

149 

40 

142 

176 

。
山
ワ
μ
Q
U
1
i
A
A

1
E
4
1
E
-

守

Z
ム

12ム

n
U
A
U
n
u
n
u
n
u
 

q
A

つ
山
ワ
山
ワ
山
内
L

n
u
n
u
q
J
Q
d
Q
d
 

-，ム可
l
ゐ

週
Control 10 

目後 EMS i. p. 10 

MMC i.p. 10 

半 S-Nai. p. 10 

S-Na p. o. 10 

α， b， c; Controlとの聞にそれぞれ p<0.05，p<O.Ol， p<O.OOlの有意性があったことを示す.



155 

交尾した雌に関してはほぼ 100%の妊娠率を示してい

る.

今回は交配適期の雌を選択したにもかかわらず，低い

交尾率を示したことは，雌の選択法ならびに交配法の不

適格さによるものと思われる.したがって，今回の結果

からは薬物投与におけるこれらの作用の有意性を検討す

ることは避けた.

優性致死作用 EMS群では投与後 1，2週目に，ま

たMMC群では 4-6週日に排卵数(黄体数より推測〉

当りの着床数および着床数当りの生存胎児数に顕著な減

少を示し，従来の報告7-10)通りの強い優性致死作用が認

められた.

S-Na i. p.投与群では，全交配期聞を通じ，母体当り

の平均排卵数，排卵数当りの着床数に何ら対照群との有

意な差は認められなかった.また母体当りの平均着床数

も同様であった.しかし，着床した匹@胎児のうち，生

存胎児の占める割合は 1週目後半 84.3%(pく0.05)，2 

週目前半88.8%(pく0.01)であり，対照群がそれぞれ

1民 28-2，1977 ー
川
川

結果および考察

結果を総括して表 2に示した.

全群とも 6週間の交配期間中に雄の死亡は見られなか

ったが， 5週以後から MMC群の数百に腹水が見られ

た.

一方，雄の交尾率は 6週間わたる12回の交配で，対照

群 60-100%，EMS群 30-100%，MMC群 30-90%，

S-Na i. p.群 50-60%，S-Na p. o.群 60-80%であっ

た. EMS群では投与後 1--2週， MMC群では 3-6

週で、それぞれ低い交尾率を示し，薬物の影響が考えら

れたが，両物質について 4H間同居交配法により行った

我々の結果11，12)では交尾率の低下は見られなかった.さ

らに，妊娠の確認された~惟の数も，使用した20匹の雌の

うち，対照群 7-13匹， EMS群 4-12回， MMC群 0-

11J2.C， S-Na i. p.群 7-18Tlli， S-Na p. o.群 8-14Tlliと少

なかった.前述した 4日間同居交配法により無処置対照

群では，使用した雌の交尾成立は 3日目が最も高く約

50%であるが，初日には約20%と非常に低い. これらの

{信iてt
A 、‘:、i

r
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サッカリンナトリウム の優性致死作用

益出i正典汽 高橋昭夫六 高橋 省ぺ 吉田誠ニヰ

安藤 弘穴 久保喜一ぺ 平賀輿苦ヰ

Dominant Lethal E狂ectsof Saccharin Sodium in ICR Mice 

M在ASANORI MASUBUCHI'司ヘi

SEIJI YOSHIDAヘHIROSHIANDO*ヘ， YOSHIKAZU KUBO‘ド

and KOGO HIRAGA* 

筆者らは先に，サッカリンナトリウム (saccharinso・

dium，以下 S-Naと略す〉に関する invivo， in vitro 

細胞遺伝学的研究から， S-Naに染色体異常誘発性のあ

ることを認め報告した1)

一方，サッカリンおよび S-Naの生殖細胞におよぼす

影響については，減数分裂染色体分析や優性致死試験な

どにより検討され，いくつかの報告があるがトヘ統一

的見解は得られていないの. この生殖細胞で生じた異常

は，次世代での遺伝的障害と最も密接な関係にあること

からさらに検討を要する問題だと考えられる.そこで今

回我々 は， S-Naの優性致死作用の有無を ICR系マウ

スを用いて調べたので報告する.

材料および方法

1. 試供薬物 S-Naは育和化学工業株式会社製 Lot

No.230201を用い， 使用直前に滅菌蒸留水で希釈調製

した.本物質は不純物として 45ppmの o-toluenesul-

fonamideを含んでいたが，その純度は 99.93%で，非

常に精製されたものである.一方，陽性対照として既知

変異原物質である ethylmethanesulfonate(以下EMSと

略す， Eastman Kodak Co. 製， Lot No.711-212)と

mitomycin C (以下MMCと略す，協和発酵工業株式会

社製 LotNo.316)を用い，それぞれ使用直前に生理食

塩水にて希釈調整した.

2. 動物雌雄とも ]CL-ICRマウスを用い 4週

令で購入後予備飼育し， 10週令で実験に供した.実験期

間中，雄はチップ敷のプラスチック製ケージで1匹飼い

とし，雌は交配前まで金網ケージで10匹飼い，交配後は

雄と同様の条件で2匹飼いとした.また全期間を通じ回

型飼料 CE-2(日本クレア製)と水道水を自由摂取させ

た.

3. 実験群の設定 あらかじめ数種類の濃度の S-Na

を雄に投与し，その後の生死および交尾の成否に影響の

ないことを確かめ， EMS，MMCについては文献値7-10)

を参考に投与濃度を決定した.各物質の投与量と使用動

物数は表 1に示す.

表1. 物質，投与量，投与経路および使用動物数

物質

Con1rol (無処置〉

動物数
投与量と投与経路 一一一一一

雄 i昨日

10 240 

Ethylmethanesulfonate(EMS) 250mg/kg i. p. 10 240 

Mitomycin C (MMC) 3mg/kg i. p. 10 240 

Saccharin Soclium (S-Na) 2000mg/kg i. p. 10 240 

Saccharin Soclium (S-Na) 5000mg/kg p. o. 10 240 

α;雄 1匹に対し雌 2匹を週2回 6週間にわたって

交配

4. 交配方法 投与翌日から毎週 2回，月曜日と木曜

日に，無処置未経産の11散と 6週間にわたり交配を続け

た.交配は雄 1匹に対し雌 2T&を一夜間居させて行った

が，雌は各週とも10週令に達したものの中から陸口観察

により交配適期のものを選別し用いた.翌朝睦栓観察に

より交尾の確認を行い，交尾の有無にかかわらず，交配

した制f~を 2 匹ずつ新しく用意したケージで分離飼育し

た.

5. 黄体および胎侍観察 妊娠第13日自に母体を頚脱

により屠殺後開腹し，卵巣と子宮を摘出，卵巣について

は黄体数を，子宮については着床数，生存胎児数，早

期@後期死JJ壬数を調べた.

6. 統計処理得られた値はそれぞれの項目につい

て，母体当り，黄体数当り，着床数当りの頻度を求め，

また f検定により対照群との有意性を検討した.

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町 3-24-1

* Tokyo Metropolitan Reseal'・chLaboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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出現を見，その内訳は break(3.6~ ， p<:O.Ol)とgap

(3.3~) で対照群との有意性を認めた.次に 0~1 ， 600

mg/kgに8群を設け， 12時間間隔 5凹 i.p.投与後分析

した 400mg/kg以上で対照群に比し有意な (pく0.05)

異常出現を見たが，その用量反応関係は認められなかっ

た.

in vitro系:20mg/ml添加後 6-48時間目に分析

し， 24， 48時間自に高い異常出現を見た.その内訳は

break (19. 5~ ， p<:O.OO1)， gap (25. 5~， pく0.01)で

あった.さらにo-40mg/mlに8群を設け，添加 24時

間目に分析したが， 10mgから breakを伴う異常細胞出

現の上昇を見， 15mgから対照と有意性 (p<:O.Ol)を示

し，顕著な用量反応関係を認めた.

以上から，サッカリンナトリウムには染色体異常誘発

性があるものと結論した.

(本研究は日本環境変異原研究会第5回研究発表会1976

年10月で発表した〉
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の関連をはっきりさせておくことが重要かと思われる.

一般に動物を用いた invivoの実験では薬物感受性な

どに対する個体差，あるいは使用しうる動物数に制限の

あることなど種々の条件により量的な関係を把握するの

は困難である.その点，均一化された培養細胞を用いる

in vitroの実験では，処理濃度および処理時間など厳密

にコントロ{ルで、きる条件が多々あり，作用を分析する

のに都合がよい.

さて， S-Naは生体内では代謝されず，摂取後短時間

でそのほとんどが尿中に排世されるという報告が多

数12ー 14)ある.この点から，in vivoで染色体異常誘発

性が認められれば，in vitroで直接細胞に作用させても

生体内での反応と向じ結果の得られることが充分期待さ

れる.そこで，チャイニーズハムスタ{由来の培養細胞

株 CHO-K1を用いて検討官加えたが，処理48時間で最

も異常が見られ (Table3)，また出現頗度と処理濃度と

の聞に顕著な相関関係を認めた (Table4). 

これらの結果は，染色体異常を指標とした光学顕微鏡

レベルで、の変異で、あり，さらに不可視レベルの検出法が

確立されれば，低投与量でもその遺伝的障害の検出され

る可能性が考えられる.現に越智と外村15)により， ヒト

培養細胞の S-Na低濃度処理で不定期 DNA合成が観

察されている.これは DNA傷害を受けたことを示す

ものである.

これまでサッカリンの変異原性，特に細胞遺伝学的研

究に関する報告はきわめて少なく，結果もまちまちであ

る8) in vivoでは， チャイニーズハムスターに1.5g/ 

kg/dayの S-Naを3日間経口投与し，骨髄細胞での染

色体分析が行われたが，数的あるいは構造的に何ら有意

な異常は認められていない16) ラットでは， 19/kgの

S~Na 投与で染色体異常は生じていない17) 向じくラッ

トで，サッカリン 30，2，500， 5，000mg/l王g投与後， 6 

~48時間に染色体分析を行い，有意な染色体異常出現が

認められているが， それは 6時間目の 2，500mg/kg投

与群に限られベ 薬物に依存した作用で、あるかどうかは

判断しがたい.一方 SramとZudova7
)は，雄マウスに

200mg/kgの S-Naを 12時間間隔で5団連続投与後，

その生殖細胞染色体分析を行い， 1.6%の転座， 4.5%の

X-y不対合などの異常を認めている. さらに彼らは上

記実験と平行して擾性致死試験を行い，投与後 1，4週自

に有意な死臨の増加を認め，またそれは連続投与するこ

とにより(1000mg/kg 1回投与よりも 200mg/kg 5回

投与〉作用が強く現われ，その投与問院は短いほど (24

時間よりも12時間〉作用の強いことを報告している.今

回我々は，投与量と作用関係を調べるのに彼らの知見を

参考とした実験を行ったが， その結果は， 4，000mg/l沼

1回投与で 3.6%(p<O.01)の break保有細胞を認め

たのに対し， 800mg， 1，600mg/kg 12時間間隔 5団連続

投与で、はそれぞれ1.6% (pく0.01)，2.0% (p<O.Oめ

であり，むしろ逆の現象が観察された.

さて， ヒトリンパ球細胞をサッカリン 500μg/ml添加

培地で 3日間培養した invitro実験では，染色体異常

を示唆する有意な値は得られていない3) 一方，今回用

いたと同様のチャイニーズハムスター由来細胎を， S-Na

濃度 100，250， 500， 1 ， 000μg/ml 添加培地で 1~3 日

間処理した Kristoffersonの実験では， 明らかに S-Na

に起因すると思われる染色体異常出現の報告があるの.

1皮によると，処理日数による変動は顕著でないが， 2日

処理の例では 1，000，ug/ml群と対照群との間に約 3倍

の，また 100-1，000μg/mlの平均としては約1.4倍の

染色体異常を認め，さらに処理濃度との聞に有意な相関

性を見い出している.

サッカリンによる発癌性の示唆された報告で、は，その

原因となる物質がサッカリンに含まれる不純物，特に

o-toluenesulfonamideではなし、かという疑いがもたれて

いる1丸山.上記実験に用いられたサッカリンの成分分析

では 810ppmの o-toluenesulfonamideが含まれてい

た20) 一般に欧米産サッカリン中の不純物含量は高いと

いわれ，国産のものは食品衛生法により 100ppm以下と

定められている 21) この欧米産 S-Naを用いたと思わ

れ，変異原性があるとした Kristoffersonの報告4) に見

る投与量を本実験のそれと比較すると， 本実験では in

vivoで約 4倍，in vitroでは約15倍の量を用いている.

今回用いた S-Naの o-toluenesulfonamide含量が 45

ppmであったことを考えると，示された変異原性は S-

Naそのものではなく，その不純物によることが充分考

えられ， 早急にこれら o-toluenesulfonamideを含めた

不純物の検討のなされることが望まれる.また，次世代

に最も関連性をもっ生殖細胞での減数分裂染色体異常が

報告されていることから7)， 優性致死試験による変異原

性の検討がなされる必要がある.

要約

in vivo系として雄マウス(ICR，7週令〉を，また

in vitro系として CHO-K1細胞を用い，サッカリンナ

トリウムの染色体におよぼす影響を調べた.両系とも，

まず高用量投与あるいは添加後，最も染色体異常の多発

する時期を決定し，次にその時期について異常出現の用

量反応関係を検討した.

in vivo系:まず 4，OOOmg/kg (LD50値)i. p. 投与

後， 6-48時間自に分析したが， 24時間で最も高い異常
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用関係は認められず，また 1@l投与による先の実験に比 たため，分析はこの時期について行った breakを伴う

ベ，その出現頻度が高くなるという結果は得られなかっ 細胞の出現は 10mg/mlから上昇し， 15mg/mlから有

た.出現した異常のほとんどは chromatidtypeのもの 意性を示した. gapは高い有意、性をもって 10mg/mlか

であった. ら出現した.さらにこれらは処理量と異常出現の聞に顕

2. in vitro系実験 著な相関関係を示した.なお， 40 mg/ml処現では細胞

① 処理時間と染色体異常出現 (Table3) の増殖は見られず，分析は不可能であった.

breakを伴う細胞の出現頻度は処理48時間で最も高く 以上の結果から， S-Naは invivo， in vitroにおい

(対照群の 8.5倍)，次いで24時間(対照群の 3.3倍〉 ても染色体異常誘発性を示すことが明らかとなった.

であったが 6時間では有意な増加は見られなかった. 考 察

gapを伴う細胞は処理 6時聞から有意に増加した.他の 今回， S-Naをマウスに投与後骨髄細胞で染色体分析

異常としては dicentricchrol11osome， ring chromosome した結果，異常出現は投与後24時間で最も顕著であった

などが観察されたが，有意な差とはなっていない. が(Table1)，その出現率は高濃度投与により高められる

②処理濃度と染色体異常出現 (Tableの ものの，投与量と作用との間に明瞭な相関関係を見い出

対照群に対する異常出現頻度の差の大きいのは処理48 すことはで、きなかった (Table2). しかし薬物の安全性

時間目であるが， 24時間目においても高い有意性を認め 評価の上では，薬物に依存すると思われる反応と投与量

Table 3. Time-relationships for Chromosome Aberrations in CHO-K1 Cells treated 

with Saccharin Sodium (20mg/ml) for 6， 24， 48 hrs 

Time Dose No_ of No. 81: (%) No. 81: (%) Total No_ of 

(hrs) (mg/ml) cells of cells of cells No. of breaks per 
analyzed with with breaks aberrant 

breaks gaps cell 

。 200 4( 2.0) 9( 4.5) 7 1. 75 
6 

20 200 7( 3.5) 27(13.5)。 9 1. 29 

。 200 12( 6.0) 21(10.5) 16 1. 33 
24 

20 200 39(19.5)': 51(25.5)' 119 3.05 

。 200 4( 2.0) 8( 4.0) 6 1. 50 
48 

20 200 34(17.0)θ 57(28.5)': 76 2.24 

α; Significantly different from controls (pく0.05) b; (pく0.01) c; (pく0.001)

Table 4. Dose-relationships for Chromosome Aberrations induced by Saccharin 

Sodium at various Concentration for 24 hrs in CHO-K1 Cells 

Does No. of No. 81: (%) No. 81: (%) Total No. of 

(mg/ml) cells of cells of cells No_ of breaks per 

analyzed with with breaks aberrant 

breaks gaps cell 

。 200 5( 2.5) 9( 4.5) 7 1. 40 

1 200 6( 3.0) 10( 5.0) 15 2.50 

5 200 5( 2.5) O( 4.5) 4 0.80 

10 200 10( 5.0) 30(15.0)1' 12 1. 20 

15 200 21(10.5)" 41(20.5)C 35 1. 67 

20 200 44(22.0)行 68(34.0)什 87 1. 98 

30 200 112(56.0)行 88(44.0)': 213 1. 90 

40 

α; Signi五cantlydifferent from Controls (pく0.05) b; (pく0.01) c; (p<O.OOl) 
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24時間では異常保有細胞が60%と著しく増加した. これ

らには break，gapの他に， exchange (8.5%)， pulve-

riza tion (4. 5%)，出19chromosome (1. 0%)など多種

が観察され，これまでの報告日〉とよく一致した.

対照の各経時群とも breakは 1例も見られず， gapが

わずかに出現したのみであった.またこの gapも軽度の

ものであり，これらは我々がこれまでに得ている JCL-

ICR系マウスでの値10，11)によく一致する.

② 投与量と染色体異常出現 (Table2) 

breakは 400mg/kgx5以上で，また gapは 800mg/

kgx5群以上で、有意な出現を見たが，顕著な投与量一作

150 

それぞれ24時間処理時に染色体分析を行った.

結果

1. in vivo系実験

① 染色体異常出現の経時的変化 (Table1) 

S-Na投与群では24日寺問自に最も高い染色体異常出現

を見た.それらのほとんどは breakとgapであり，それ

ぞれ chromatid， isochroma tid typeの異常を示した.

その他の異常としては48時間自に exchangeが 1例見ら

れたのみで、あった.各時間群に 6-9個体を用いたが，

それぞれにおいて個体差は認められなかった.

MMC群では，各H寺間とも顕著な異常を示した.特に

Time-relationships for Chromosome Aberrations in Bone Marrow Cells of JCL-ICR Mice 

induced by Saccharin Sodium (4000mg) and Mitomycin C (3mg/kg) at 6， 24， 48 hrs 

after Single i. p. lnjection 

Table 1. 

No. of 

breaks per 

aberrant 

cell 

No. & (%) 
of cells 

with other 

aberra tions 

No. & (%) 

of cells 

with 

gaps 

No. & (%) 
of cells 

with 

breaks 

No. of 

cells 

analyzed 

No. of 

animals 

analyzed 

Time 

after Drugs 

ln]ectwn 

(hrs) 

0 

1.0 

2.25 

0 

3.81 

1. 19 

0 

4.41 

1.14 

O( 0 ) 

O( 0 ) 

O( 0 ) 

O( 0 ) 

34(17.0)'・

O( 0 ) 

O( 0 ) 

3( 1. 2) 

1( 0.3) 

5( 1. 7) 

13( 4.3) 

2( 0.8) 

4( 1. 6) 

48(24.0)・

15( 3.3) 

2( o. 7) 

19( 7.6)': 

5( 1. 4) 

O( 0 ) 

8( 2.7)1) 

4( 1. 6)日

O( 0 ) 

102(51. oy 
16( 3.6)b 
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Dose-relationships for Chromosome Aberrations in Bone Marrow Cells of JCL-ICR 

Mice induced by various Dose of Saccharin Sodium after the repeated i. p. 

lnjection a t lntervals of 12 hrs 

b， (pく0.01)，。， Significantly differnt from Controls (p<0.05)， 

Table 2. 
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0 
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1.0 

2(0.8) 
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サッ力リンナトリウムによる誘発染色体異常

益淵正典*， 縄 11二寿美子へ 吉田誠ニ六 平賀輿吾*

In vivo and in vitro Chromosome AberratIons 

lnduced by Saccharin Sodium 

MASANORI MASUBUCHIヘSUMIKONAWAI*， SEIJI YOSHIDA* 

and KOGO HIRAGA* 

サッカリンの突然変異原性に関しては，徴生物での直

接および宿主経由法による試験1，2)，ゲッ歯類を主とし

たDr!tr乳動物の培養細胞および生体細胞での細胞遺伝学的

研究や2-4)優性致死試験2，5-7)が行われているが，結果は

まちまちで統一的見解を得るまでには至っていない8)

今回筆者らは，サッカリンナトリウムの突然変異原性

の有無を検討するため，染色体分析を主とする invivo， 

in vitro細胞遺低学的研究を行った.実験に際して特に

留意したのは，もし S-Naに染色体異常誘発性があると

すれば，投与量と染色体異常出現との間に相関関係

(dose-response)があるか否かであった. したがって，

実験は invivo， in vitroとも ①高濃度投与あるいは

処理 (invivoでは LD50 相当，in vitroでは ID50 相

当〉後，最も高頻度に染色体異常の出現する時期を決定

し，②次いで①の時期について種々の濃度段階を設け，

投与量と染色体異常出現との関連を調べた.

材料および方法

1. 試供薬物 サッカリンナトリウム (S-Na，育和化

学工業株式会社， Lot No.23021)は，滅菌蒸留水およ

び培養液にて使用直前に調整した.また，陽性対照とし

て既知変異原物質， Mi tomycin C (以下 MMCと略す，

協和醗酵工業株式会社， Lot No.316)を用い， 使用直

前に生理的食塩水および培養液にて調整した.

2. 動物 7週令の ]CL-ICR系 (SPF)雄マウス

(日本クレア生産〉を用いた.予備飼育および実験期間

を通じ，環境条件を一定にした動物室(温度25土10，湿

度55土 5%，照明 8時間/日〉で，間型飼料 CE-2(日

本クレア製〉と水道水を自由に与え飼育した.

3. 細胞 チャイニーズハムスター卵巣由来のCHO-

K1細胞を用い，仔牛血清10%添加の F-12培地で培養

した.本細胞の染色体数は20ないし21で，その細胞分裂

周期は13-16時間である.

4. 染色体標本作成 分裂中期像を得るため invivo 

系では，標本作成の 2時間前に 0.5%コルヒチン溶液

1 ml/kgを腹腔内投与し， また invitro系では 2時間

のコルセミド (0.5μg/ml) 処理を行った. 常法により

細胞を集め，両系とも低張液 (370，0.075M KCl水溶

液)で15分間処理した後，カルノア液(酢酸 1:メタノ

ール 3)で回定した.標本は火焔乾燥法により作成し，

ギムザ染色後検鏡に供した.

5. 観察および結果の評価観察には，in vivo系で

は1個体につき50個 invitro系では 1処理群につき

200個のよく広がった分裂中期像を対象とした.

異常としては chromatid， isochroma tid type (染色分

体，染色体型〉の break(切断〉と gap(ギャップ，不

染色性向|涼)，さらに exchange(交換型異常)， ring 

chromosome (環状染色体)， dicentric chromosome (ニ

動原体染色体)， pulverization (染色体細片化〉などを主

として調べた.

得られた結果はすべて f検定により，陰性対照群と

の有意性を検討した.

6. 実験計画

1) in vivo系実験

① S-Na 4，000mg/kg， MMC 3.0mg/kgと無処置

の3群を設け，それぞれ腹腔内 1回投与後， 6， 24， 48 

時間自に染色体分析を行った.

② S-Na 0-1，600mg/l王g 聞に 8群を設け (Table

2)， 12時間間隔 5回連続投与後12時間自に染色体分析を

行った.この実験設定は，連続投与することにより優性

致死作用が強められるとする報告7)に基づいた.

2) in vitro系実験

① 細胞播種12時間後に 20mg/mlのS-Naを添加，

6， 24， 48時間後に染色体分析を行った.

② S-Na 0-40mg/ml聞に 8群を設け (Table4)， 

*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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Arrow : desl11osome， N nuclel1s， M l11ito-

chondria 

Fig. 6. Desmosome in cytoplasmic l11a trix of a part 

of squamOl1S metaplasia is seen (arrow). 

Fig. 7. Rough surfaced encloplasmic retic11111m 

(RER) in a part of squamous metarコlasia

showing concentric arrangement. N :nuclel1s. 

Fig. 8. Differentiatecl acinar cell in normal rat. 

N: nucleus， M: mi tochondria， G: Golgi 

apparatus， Li: lipicl clroplet， D: clense 

granule， C crystalloid， Bc : basal cell，日m

basemenl membrane， RER: rough surfacecl 

encloIコlasmicreticulum， Arrow clesmosome. 
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ラットの末梢血中に克られた異常細胞の検討

阿部 卒恵 六 藤井 孝へ 平賀興吾ヰ

Investigation of Abnormal Cells in Peripheral Blood of Rat 

YUKIE ABEヘTAKASHIFUJII* and KOGO HIRAGA* 

緒

ラットを用いた毒性試験において末梢血を形態的に検

索したところ，数例の末梢血中に正常では見られない幼

若細胞，具常細胞が認められた. ヒトの場合正常状態で

末梢血中に幼若細胞が出現することはなく，幼若細胞が

出現した際には第一に白血病を疑って検索を進めるのが

通常である.しかしマウス，ラットでは髄外造血が容易

に発現するため1J， 骨髄系の幼若細胞が生理的にも末梢

血中に出現するという現象が希に見られ1〉， 幼若細胞の

出現を直ちに白血病と結びつけて考えることは誤まりと

されている2) そこで、今回は末梢血中に幼若細胞，異常

細胞が見られたラットのうち白血病が否定された個体を

選択的に取り上げ，末梢血中の細胞を観察すると共に，

骨髄，牌臓， リンパ節，肝臓の観察を併せて行ない， I~I 

血病以外で末梢血中に見られた幼若細胞，異常細胞の帰

属とこれら器官との関連を検討した.

実験方法

毒性試験で末梢血の形態的検索を行なった JCL

Wistar系の雌雄ラット 250例中，白血病以外で末梢血

中に幼若細胞，異常細胞が見られた 10例を抽出し観察

対象とした.対象としたラットにつき末梢血の白血球百

分率を求め，同時に出現した細胞，赤血球，血小板の形

態を光顕的に観察した.併せて骨髄塗抹標本と，牌臓，

リンパ節，肝臓の組織標本の光顕的観察を行なった.

末梢血塗抹標本は断頭屠殺時に頚動脈，頚静脈より流

出した血液の始めの 2-3滴を捨て，その後流出した血

液にて作製し， 乾燥後 May-Grunwald-Giemsa染色し

た.骨髄塗抹標本はラットの解剖時に右大腿骨を摘出し

骨髄を塗抹し，乾燥後 May-Grunwald-Giemsa染色し

た.牌臓， リンパ節，肝臓の組織標本は通常のパラフィ

γ切片を作製し， Hematoxylin-Eosin染色した.

白血球百分率を求める際の基準は Schermer~;こ従った

がへ 末梢血中で見られる正常の頼粒球系細胞は後骨髄

球以後の成熟段階の細胞とし，骨髄球以前の成熟段階の

細胞を異常細胞とした.また異型性を示したりンパ球も

異常細胞に含めた.

実験結果

結果は表 1に示した.

末梢血に出現した細胞を観察した結果，異常細胞は，

1)正常状態で骨髄中に見られる骨髄系の幼若細胞，

1I)リンパ系の細抱，匝〉異型性の強い核を有する骨髄

系の細胞， lV)帰属が不明な細胞の 4種に大別された.

そこで末梢血中に出現した異常細砲の帰属によりラット

を4群に分け，以下末梢血，骨髄， JJ早臓， リンパ節，肝

臓を観察した.

末梢血

i群末梢車中に骨髄系の幼若細胞が見られたもの

で，ラット No.8がこれに属した (Photo1).幼若細胞

は白血球百分率で、 8.5%を占め，内訳は骨髄芽球2，5%，

前骨髄球6%で，細胞形態にも異常は認められなかっ

た.

I群 末梢血中にリンパ系の細胞が見られたもので，

ラット No，3，No，4， NO，10がこれに属した (Photo

2)，細胞は輪郭が鮮明な 8ないし 10μの円形細抱で，核

は円形ないし類円形で細胞により切れ込みが見られた.

核網工は細頼粒状から粗大頼、粒状を呈し，核小体を有す

る細胞もわずかに見られた.核@細胞質の比率(核の長

径/細胞の長径で表した.以下核細胞質比と略す，)は

2/3ないし 3/4で，帯灰青色の細胞質には少数のアズー

ル頼粒が見られた.

E群 末梢血中に異型性の強い核を有する骨髄系の細

胞が見られたもので，ラット No，l，No，2， No， 5， No， 

7， NO，9がこれに属した (Photo3)， 細胞はil輪郭がや

や不鮮明な 10ないし 23μ の類円形の細胞で，核は円

形，長円形，腎形，片面に凹凸のある円形と様々であ

り，偽足様の小突起を有する核も相当数見られた.核網

工は繊細網状を呈し核小体を有する細胞も見られた.核

細胞質比は 1/2ないし lで，胞体に比較し核が小型の細

*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

ホ TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public耳ealth

24-1， :S:yakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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Table 1. Microscopical Findings of Peripheral Blood， Bone Marrow， Spleen， Lymph node and Liver 

Female Male 

Rat No. 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

'vVeel王 old 78 83 140 144 144 155 159 31 69 140 

Bloodl) 

Anemia 

No clots of platelets 

Erythrocytes 

Anisocytosis 

Polychromasia 

Poikilocytosis 

十

+ 

十

十

Erythroblast2) 

P roerythrob las ts 

Basophilic erythroblas ts 

Polychroma tic erythroblasts 

Orthochroma tic erythroblas ts 

o 0 

1.5 0 

0.5 32.0 

1. 5 11.0 

Percentages of leukocytes 

Metamyelocytes 1. 5 0 

Stab cells (neutrophils) 3.0 11.0 

Segmented cells (neutrophils) 1. 5 11.0 

Lymphocytes 3.5 2.0 
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o 2.5 0 

1.0 18.0 14.0 
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十

十

十

十

o 4.0 1.5 0 0 
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0.5 11.5 5.0 8.0 31.0 
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十
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1) Blood sampli時 wasdone no anticoagulant.， 2) e町rythrob】巾stc∞ountωs/10∞o le比ocytecounts， 

3) 1. f.: lymphatic follicles 4) S: Sinusoid， G: Glisson's capsule. 
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胞から胞体の大部分を核が占める細胞まで見られた.帯 で，ラット No.6がこれに属した (Photo4). 細胞は15

灰青色および帯紫青色の細胞質中には細かし、アズ{ノレ頼 ないし25μの類円形の細胞で，互いに付着するか，間間

粒が多数見られた. No.1， No.2， No.5， No.7の細胞 に赤血球を付着するかで細胞自体の輪郭が不明瞭であつ

では細胞質中に多数の小空胞が見られ， No.1， No.5， た.核は類円形ないし長円形で異型性が弱く，核網工は

No.7の細胞ではアズ{ルエオジンに淡染した均質無構 大塊状を呈した.核細胞質比は 3/4ないし 4/5で比較

造の小額粒が見られた.また No.5，No.7， No.9では 的一定し，灰青色の細抱質には多数の小空胞と前述した

赤血球を貧食した異常細胞が認められた. 淡紅色の均質構造物が見られた.

lV群末梢血中に帰属が不明な細胞が見られたもの 赤血球，血小板の具常は各群に関係なく認められた.
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No.8を除く 9例で赤血球の大小不問が見られ，全例で

多染性赤血球，赤芽球の出現が見られた.特に No.6で

は赤紫に濃染した均質無構造の核を有する際赤色の異常

赤芽球が認められた.また No.8では核と細胞質の成熟

がアンパランスな赤芽球が見られ，核網工が太い糸状を

呈しながら細胞質が帯赤色の赤芽球が目立った.血小板

の形態的な異常は認められなかったが，強度の貧血を示

した No.1，No.2， No.3， No.4， No.9， No.10では

由小板の凝集塊が見られず，抗凝固剤を使用せずに[血液

採取したにもかかわらず，血小板が個々に離れて存在し

た.

骨髄

!群の No.8では異常が見られず，赤芽球系，頼*-¥1:球

系の各成熟段階の細胞が認められた (Photo5). 

H群の No.3，No.4， No.10では末梢血中で見られ

たりンパ系の細胞が骨髄細胞の大半を占め，正常の頼、粒

球系細胞，赤芽球系細胞はほとんど見られなかった

(Photo 6). このため正常で、は変化に富んだ色調を呈す

る骨髄塗抹標本が単調な染色{象を呈した. また No.10

では赤芽球系細胞に異常が見られ， クローパー状の核，

不整形の核を有する赤芽球が多数見られた.

国群の No.1，No.5， No.7では末梢血中で見られた

異型性の高い核を有する骨髄系の細胞が骨髄塗抹細胞の

大半を占め，正常の頼粒球系細胞，赤芽球系細胞はほと

んど見られなかった (Photo7). No.2， No.9の骨髄で

は末梢血中で見られた異常細胞の増生が見られず，赤芽

球系の細胞が多く認められた.特に No.9では核と細胞

質の成熟がアンバランスな大型の赤芽球が目立ち，多染

性赤芽球の成熟段階で、核網工が糸状を呈した未熟な核を

有する細胞が多く見られた. しかし悪性貧血の際に出現

する巨赤芽球ほど大型ではなく，形態的にも相違が見ら

れた.

lV群の No.6では末梢血中で見られた帰属が不明な細

胞が骨髄塗抹細胞の大半を占め，正常の朝、粒球系細胞，

赤芽球系細胞はほとんど見られなかった (Photo8). わ

ずかに見られた赤芽球系細胞は，末梢rUlで、見られたと同

様の異常な形態を呈したものが多かった.

瞬臓

解剖の際日群の No.4，No.10， m群の No.1，No. 2， 

No.5， No.7， No.9の牌JI誌では Jl重脹が見られた. また

光顕的には以下の変化が認められた.

I群の No.8では赤牌髄に髄外造血巣が見られたのみ

で他に著変がなく， リンパj戸胞も明瞭であった.

日群の No.3ではリンパv=i胞の消失が見られ，牌全体

に線維が増生し，線維の網眼中にリンパ球，赤血球がわ

ずかに見られた. No.4では線維肉腫が見られた.また

線維肉JJ重以外の牌組織ではリンパ炉胞の消失が見られ，

赤JJ卑髄， I士l!l中髄の区別なく赤血球が均等に存在し，それ

らの赤血球中に嬬種したように単核細胞，核の変性した

細胞，壊死細胞が混在した. No.10では結節性に単核細

胞の増生が見られ結節と牌組織との境界は明瞭であっ

た ti主核細胞は粗網状および細願粒状の核網工で細網細

胞に類似した核を有したが，細網細胞ほど大型でなく輪

郭も明瞭であった.細胞間にはエオジン淡染の細い線維

1薬物質が見られた.また結節間の牌組織では線維の増生

およびリンパ炉胞の消失が見られた.

lU群では全例に単核細胞および壊死細胞と赤血球が混

在するという JI群の No.4で見られたと同様の変化が認

められた.その他に見られた変化として No.5では赤髄

に類円形 I背形，馬蹄形の核を有する細胞が多く見ら

れ，髄外造血巣も少数認められた.また No.7では限局

性に線維の増生が見られ!押組織との境界が不明瞭で、，増

生した線維中に島状にリンパ炉胞が見られた.

W群の No.6では線維の増生が軽度に見られ，中心動

脈問聞で形質細胞の小集族が認められた.またリンパ伊

胞の消失が見られ赤血球が牌臓の大部分を占め，有核細

胞はほとんど見られなかった.

リンパ節

リンパ節は解音Ijの際に異常が見られたものを摘出し検

索した.

n群の No.10では解剖の際凹凸が見られ， 光顕的に

はリンパ球の増生が認められた.増生したリンパ球を小

塊状に区分するように，粗網状の核網工で長円形の膨満

した核を有する細胞が見らh，この細胞が大部分を占め

たりンパ節も存在した.

Il1群の No.1，No.2では解音Ijの際!堕脹が見られ，光

顕的にはリンパ球の顕著な増生と周辺洞，髄j同の消失が

認められた. No.7では解剖の際うっ血が見られ，光顕

的にはリンパ小節の中央部に帯禍黄色の徴細頼粒が見ら

れた.

肝臓

肝臓では肝細胞の壊死，空胞変性，胆管の増生，線維

の増生など様々な変化が見られたが，以下細胞浸潤を中

心に観察した.

i群の No.8では細胞浸潤が見られなかった.

1I群の No.3，No.4 では穎洞に濃縮あるいは変性し

た核を有するエオジンに濃染した細胞が多く見られた.

これらは変性あるいは壊死に陥し、り肝細胞索から脱落し

た肝細胞であると忠われた.また単核の浸潤細胞も少数

認められた. No.10ではグリソン鞘の阻管と結合織との
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間に，明瞭な点状の核網工の円形ないし類円形核を有す まとめ

る細胞が密に見られ，これらはりンパ球であると思われ 白血病が否定されたラットの末梢血中に出現した幼若

た. 細胞，異常細胞を形態学的に検索し，骨髄組織， リンパ

E群の No.1，No.5 では類j同に変性した肝細胞が多 組織，および肝臓との関連を検討した.

数見られた.また単核の浸潤細胞も少数認められた. 末梢血では個体により様々な細胞が見られたが，大別

No.2， No.7では円形ないし類円形の核を有する細胞質 すると骨髄系の幼若細胞， リンパ系の細胞，異型性の強

の少ない細胞が類洞に相当数見られた.また不明瞭な核 い核を有する骨髄系の細胞，帰属が不明な細胞の 4種に

網工の円形核を有し，細胞質がエオジンに淡染した細胞 分けられた.末梢血中に幼若細胞，異常細胞が見られた

も見られた. No.9では輪郭が不鮮明な類円形ないし不 個体の骨髄では，末梢血で見られたと同様の形態を示す

整形の核を有する細胞質のやや多い細胞が見られた.ま 細胞がモノトーンに増生した像が見られることが多く，

た赤血球を含食した細胞および赤芽球も認められた. 骨髄中で増生した細胞が末梢血中に流出したものと考え

N群の No.6では輪郭が鮮明な類円形ないし腎形の核 られた.しかし，末梢血への異常細胞出現に関しては，

を有する細胞が類洞に相当数認められた. その原因および発現機構などに不明な点が多く，今後さ

一般に細胞浸潤が認められた肝臓で、は，各中心静脈を らに検討を深める必要があると思われる.

結ぶ帯状の領域に肝細胞壊死が見られその部分では肝臓 文 献

の網状構造が目立ち，浸潤細胞および変性した肝細胞は わ服部絢ー:臨床血液学， 312， 1966，法学書院

類j問ばかりでなく網i眠中にも多く見られた 2) 妹尾左知丸，小川勝士:病理学各論 I， 155， 1966， 

考 察 医学書院

末梢血中に異型性の強い核を有する骨髄系の細胞が見 3) Siegml1ncl Schermer : The Blood Moゆ hology

られた血群の No.1，No.2， No.5， No.7， No.9の牌 01 Laboratory Animals， 3rd Ed.， 41， 1967， 

)践ではリンパ芋i胞の消失が見られ，赤血球，単核細胞 F.A. Da¥也 Company，Philadelphia 

核の変性した細胞が混在する変化が認められた.特に の 臼居敏仁:新しい毒性試験と安全性の評価， 244， 

No.2， No.9では)]専臓でこの変化が見られたのみで，骨 1975， ソフトサイエンス社

髄， リンパ節，肝臓では末梢血の異常細胞出現に関与す 5) 木村鰭代ニ:臨床血液学， 742， 1966， 医学書院

ると思われる変化が認められなかった.以上から，末梢 6) 北村四郎:日血会誌， 22(5)， 30， 1959 

血での異裂性の強い骨髄系細胞出現と上述した)]l卒臓の変 7) Hill J. M. and Dl1ncan C. N. : Amer. J. Med. 

化とは何らかの関連があると考えられた Sci.，201， 847， 1941 

ヒトとラットの骨髄を比較した場合，ラットでは大部

分の骨髄が赤色髄で占められ，過形成時に必要とする髄 Explanation of Photos 

)毘が少なく，このため髄外造血が容易に発現するとされ Photo 1-8 Smear preparation stainecl with May-

ているが4〉， 今回検索した10例中，末梢血中で見られた

異常細胞が髄外造血によるものであろうと推測されたの

は No.8 1例であった.

No.8を除く 9例の末梢血中で見られたリンパ系細

胞，骨髄系細胞は，正常で見られる細胞と比較し様々な

形態的変化を示した. また No.1，No.3-7， No.10の

骨髄では末梢血中で見られたと同様の形態を示す細胞が

モノト{ンに増殖した像が認められた.一般に， yj]若血

球の末梢血中への出現および白血球増多などの状態は類

白血病反応と呼称されるが5〉， 類白血病反応では出現す

る幼若細胞に異型性が見られず，骨髄への細胞浸潤も認

められないか極めて軽度で、あるとされているい)これら

を考慮、した際に末梢血で、の異常細胞出現をいかに解釈す

べきか明らかでなく，今後の血液検索を進めていく上で

さらに検討を深める必要があると思われる.

Grunwald-Giemsa， original magni五cation
x 1000 

Photo 1. Neutrophilic promyelocyte and polychro・

matic erythroblasts in peripheral bloocl. 

(Rat No.8) 

Photo 2. Lymphatic cells in peripheral blood. (Rat 

No.3) 

Photo 3. Myelocytic cells in peripheral blood. (Ra t 

No.7) 

Photo 4. Abnormal cells of no di百erentialcliagnosis 

in peripheral blood. (Rat No.6) 

Photo 5. Appearance of bone marrow cells of rat 

No.8. 

Photo 6. Appearance of bone marrow cells of rat 

No.3. 

Photo 7. Appearance of bone marrow cells of rat 

No.7. 

Photo 8. Appearance of bone marrow cells of rat 

No.6. 
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ラット内分泌機能に与える制限食の影響

大石真之六 平賀興吾申

Effects of Food Restriction on Endocrine Functions in Rats 

SHINSHI OISHI* and KOGO HIRAGA串

毒性試験の際，もっとも一般的にみられる現象のーっ

として飼料摂取量の低下がある.精神安定剤や睡眠薬，

中枢神経刺激剤を投与された動物は充分に撰食で、きない

とされ，また苦味のある物質を飼料に添加したり，抗コ

リン作働性物質投与によっても摂取量の減少が起ること

が報告されている1) 毒性試験中に生じた摂取量の低下

は，その程度に応じて，成長抑制，体重減少，臓器重

量，由液，尿成分および組織の変化としてあらわれると

考えられる.それゆえ摂取量の変化が生じた場合，毒性

試験のデ{タの解析には充分な配慮がなされねばならな

い.しかし飼料摂取の低下が動物に与える影響について

は，栄養学的な研究は非常に多いにもかかわらず，毒性

学的見地から検討を行なったものはほとんどない.そこ

で従来われわれが行なってきた化学物質の内分泌系へお

よぼす影響が，亜急性的な飼料摂取の低下でどのように

変化するかを検討した.

制限食の性腺系に与える影響については，今まで主に

雌動物について若干の研究がなされているが2一円雄動

物への影響をみたものはほとんどない.今回は特に実験

を雄動物にかぎって行なった.

実験材料および翼験方法

Wistar-]CL系雄ラットを 1週間環境馴化を行なった

後，実験に使用した.実験開始時の平均体重は 122.6g 

(5週令〉であった.飼料摂取の方法はラットを 4群(1群

各10匹〉にわけ， クレア製粉末飼料 (CE-2)を1日1匹

あたり 15g， 10 g， 5 gおよび自由摂取させた.飲水は

自由に行なわせた. 4週間後に断頭により屠殺，採血し

た.血清中コノレチステロソの分析は Guilleminらめの方

法に準じて行なった.精巣組織中テストステロンの測定

は鐙光法9)によった.

結 果

自由摂取群に比べて有意に減少がみられた.逆に精巣は

体重比重量においては制限食群で有意に増加が認められ

た.精巣組織中テストステロン濃度を表2に示した.精

巣 1長.uあたりのテストステロン濃度は 15g/日摂取群で

は，あまり影響を受けないが， 10g/日， 5g/日群では有

意な減少が認められた.また精巣単位重量あたりの濃度

においても同様な傾向がみられ，さらに体重 100gあた

りの濃度でも(自由摂取群=0.050μg/100g，15g/日群

=0.059μg， 10g/日群=0.036μg，5g/日群 0.033μg)全

く同様な傾向が認められた.

副腎重量および血清中コルチコステロン濃度を表 3に

示した.副腎の絶対重量では摂取量の低下に従って減少

の傾向がみられ，相対重量では 5g/日群で増加が認めら

れた.血清中コルチコステロンは 15g/日群， 10g/日群

とも非常に有意な上昇が認められた.

考察

飼料摂取の低下が雄内分泌機能におよぽす影響につい

ては，あまり報告がない. Schδrer10
) により，精巣の絶

対重量は亜急性的な飼料摂取の低下により減少するが，

相対重量は増加し，副生殖器官は，絶対重量，相対重量

とも減少することが報告されている. さらに Pazosお

よび Higginsl1)， ScottとScottら12)も制限食による副

生殖器重量減少の報告をしている.今回の実験でも精巣

絶対重量の減少，相対重量の増加と副生殖器官の絶対重

量，相対重量の減少が認められた Triebら13)によると

精巣の相対成長速度は他の臓器と異なり，体成長速度よ

りも大きいとしている.すなわち臓器重量の増加(成長〉

を一般的に y出 αが (α，bは定数，x口体重〉であらわし

た場合，多くの臓器において bの備が 1以下であるのに

対して，精巣は1.02であるとしている.これらの点よ

り精巣の相対成長速度が体成長速度より大きいため，飼

体重，精巣，精嚢，前立腺重量を表 1に示した.体重 料摂取の低下により相対重量で増加がみられたとも考え

および各臓器とも飼料摂取量の低下に従って減少が認め られる.

られた.特に精嚢および前立腺は体重比重量においても 食料摂取を制限した条件下での精巣組織中テストステ

*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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表1. 制限食のラット精巣，前立腺，精嚢重量に与える影響

精巣(g) 前立腺(g) 精嚢(g) 体重(g)

自由摂取群 3.2土0.092 0.39土0.034 0.54土O.030 320土6.5

(1. 01土0.024) (0.12土0.011) (0.17土0.010)

15 g /日 3. 1土0.10 0.25土0.032ヰ * 0.38土0.027牢申ヰ 238土5.4牢牢キ

(1. 32土0.030)料* (0. 10土0.014) (0. 14土0.011)ヰ

10 g /日 2.7土0.38* O. 13土0.008*申 * 0.26土0.047*牢* 176土2.4牛申申

(1.55土0.058)申** (0.07土0.004)** (0. 15土0.026)

5g/日 1.9土0.097料ヰ 0.05土0.009牢ヰヰ 0.08土0.013*申串 103土1.4*ヰキ

(1. 85土0.086)**牢 (0.05土0.008)料本 (0.08土0.011)料率

備は10匹の平均土標準誤差 ゆく0.05 料 ρ<0.01 林牢ρく0.001

( ) 内は体重100gあたりの重量

表 2. 制限食のラット精巣組織中テストステロン

濃度に与える影響

μg/精巣 1側

自由摂取群 0.163土0.017

15 g /日 O. 140土0.036

10g /日 0.063土0.011**キ

5g/日 0.034土0.005キキ申

備は10匹の平均土標準誤差

料 ρ<0.01 料 半ρ<0.001

μg/g 

0.132土0.015

0.112土0.024

0.064土0.011宇中*

0.066土0.022牢*

ロン濃度についての報告は今までなされていない.Mann

らωによれば，飼料摂取を自由摂取群の33%に2カ月間

抑制した雄仔牛の精巣静脈血中テストステロン濃度は，

自由摂取群の25%に減少したことを報告している.また

Grewalら15)によれば SD系ラットで飼料摂取量を自由

摂取群の50%に抑制すると， 8週間後には血清テストス

テロ γ濃度が自由摂取群の31%に減少したことを報告し

ている.今回の実験でも，精巣組織中テストステロン濃

度は飼料摂取量の減少にともなって減少することが認め

られた.またこの傾向は精巣単位重量あたり，体重 100

gあたりでもみられた. しかし Widdowsonら16) は精

子形成は摂食震の減少に比較的影響を受けにくいとして

いる.精巣は重量において飼料摂取低下の影響を他の臓

器よりも受けにくいにもかかわらず，その内分泌機能に

ついては大きな影響を受けているものと考えられる.そ

してテストステロ γ濃度の減少が，副生殖器重量の減少

をひきおこす原因のーっと考えられる.雌ラットでは視

床下部黄体形成ホルモン放出ホルモン (LH…RH)は制

限食下では変化せず17〉，下垂体黄体形成ホルモン (LH)

濃度も変化しないが血中 LHが減少することが報告さ

れているんいわ.これより雄動物でも同様な傾向があるも

表 3. 制限食のラヅト副腎重量および血清中コノレ

チコステロン濃度に与える影響

副腎(m重g)量 コノレチコステ1)ロン
(μg/d 

自由摂取群 55土6.6 83土7.0

(17土1.9) 

15 g /日 48土11 493土39キ串本

(20土4.9)

10/ g日 37土2.1* 818土85牢ヰキ

(21土1.2) 

5g/日 35土1.6中本

(34土1.5)ヰキヰ

値は10匹の平均土標準誤差， ( )内は体重100gあ

たりの重量

リ<0.05 牢リ<0.01 料ゆく0.001

のと考えられ血中 LHの減少により，精巣中でのテスト

ステロンの合成が減少したものと考えられる.

次に副腎重量についてみると，絶対重量では飼料摂取

量の低下にともなって減少がみられたが，相対重量では

5g/日群で増加が認められた.ラットでは亜急性あるい

は慢性的な飼料摂取量の低下が絶対重量の低下と相対重

量の増加をひきおこすことが報告されている 10，18) モノレ

モットでは栄養状態が悪化すると，副腎の索状層，網状

躍の肥大と球状屠の萎縮が生じることが報告されてい

る19)

実験動物での亜急性的な飼料摂取制限の血中コノレチコ

ステロン濃度に与える変化についての報告はほとんどな

い.今回の実験では， 15g/日群でも非常に高値を示し

た. Selye20
) によればストレスに対する反応として副腎

皮質ホノレモンの上昇が生じるとされており，食餌量を強
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制的に減少させると大きなストレスが生じることが示唆

される.また畝木ら17)によっても雌ラットで制限食下で

は血中のコノレチコステロンの上昇することが報告されて

いる.さらに絶食条件下ではラット lfll中コルチコステロ

ンの上昇が認められ21〉，低タンパク質を与えた豚では血

中コルチゾ{ルの上昇することが知られている2丸山.

以上の結果，ラットでは飼料摂取量の低下により臓器

重量の変化，テストステロン濃度の低下，コルチコステ

ロン濃度の上昇が生じることが確認された. これら内分

泌器官の変化が，さらに二次的に血液成分や病理組織学

的変化をひきおこすことも充分考えられ，毒性試験の

際，銅料摂取量に変化がみられた場合には，そのデータ

の解析には，充分な検討が必要であろう.
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ラット曲液成分に及ぼすエーテル麻酔の影響

大石向江*， 大石真之大 平賀輿吾申

Effect of Ether Anesthesia on Toxicological Parameters of Rats 

H1SAE 01S耳IヘSH1NSH101SH1* and KOGO H1RAGA * 

動物実験はエーテル麻酔下に採血@手術@属殺等の処

置を施すことが多い.毒性試験ではエーテル麻酔を行な

ったとき血液@組織に変化の生じることが考えられ，検

査結果の解釈に誤りをおこすことが考えられる.エ{テ

ル麻酔が実験動物に及ぼす影響については既にいくつか

の報告1ーのがあるが，毒性試験的観点から調べられたも

のは少ないように見受けられる.そこでここでは，毒性

試験で一般的に測定される血液@血清成分がうける影響

を知るため以下の実験を行なった.

実験材料および実験方法

1. 実験動物生後4週令の ]CL-Wistar系雄@雌

性ラット(体重 75-85g)を日本クレアより購入した.

動物は一般動物飼育室(室温 25土10，湿度 50-60%，照

明12時間〉内でステンレス製ケージに 5匹ずつ入れて飼

育した.

2. 麻酔法上記の方法で 6週間飼育したラット(10

週令，体重:雄性 297-365g，雌性 198-232gの雄@雌

性をそれぞれ2群(各10匹〉にわけ， 1群はグロッケ内

に1匹ずつ入れ，エチルエ{テル(和光純薬特級〉で深

麻酔をかけ(約2分〉断頭@採血した.他の 1群の麻酔

をかけない雄@雌性ラヅトを対照群として捕獲後すみや

かに断頭@採血した.

3. 検査方法

a. 血液学的検査 白血球数(以下 WBCと略す)，

赤血球数 (RBC)，ヘモグロビン量 (Hgb)，ヘマトクリ

ット (Hct)，平均赤血球容積 (MCV)，平均赤血球血色

素量 (MCH)，平均赤血球血色素濃度 (MCHC)の測定

は CoulterCounter Model-S (Coulter Electric INC) 

で行なった.

b. 血清生化学的検査総タンパク質量 (TP-Biuret

法)， クツレコース量 (Glc-G1 ucose-Oxidase変法)，尿素

Frankel変法)，グルタミン酸ピルビン駿トランスアミ

ナ{ゼ活性(GP T -Rei tman-F rankel変法)，アルカリ性

ホスファタ{ゼ活性 (Al-P -Kind-King変法〉およびコ

リンエステラ{ゼ活性(ChE-高橋@柴田法〉の測定は自

動分析装置 (HITACHI M-400 Automatic Analyzer) 

で行なった，カリウム量(K)およびナトリウム量 (Na)

の測定は炎光光度計 (BeckmanKLINA)で行なった.

トリグリセライド量 (TG)はアセチルアセトン法7〉，無

機リン量 (Pi)は FiskeSubbarow法8)およびカノレシウ

ム量 (Ca)は OCPC法9)で測定した. コルチコステロ

ン量は鐙光光度法10)で測定した.

c. 測定結果はすべて Studentの t-testにより推計

学的検討を行なった.

結果

血液学的検査の結果を表 1に示す.雌性の麻酔群の

MCVおよび MCHが対照群と比較して有意に減少し

た.麻酔群の WBCは雄@雌性とも減少傾向がみられ

た.麻酔群の RBC，Hgb， Hct， MCHCにおいては雌

雄ともに，また MCV，MCHの雄性については対照群

に比較していずれも省意な差はなかった.

血清生化学的検査の結果を表2に示す.麻酔群の雄@

雌性の Glcおよび雌性の Naが有意に上昇した.麻酔

群の雄性の Cho，TG， Piおよび雌性の GOTおよび

雄@雌両性のKが対照群に比較して有意に減少した.麻

酔群のコルチコステロン量は雄@雌両性ともに上昇傾向

が認められた. TP， UN， Ca， GPT， AI-Pおよび

ChEについて，また雄性の Naおよび GOTについ

て，また，雌性の Cho，TGおよび Piについては麻

酔群では対照群に比較していずれも有意な差はみられな

かっ7こ.

考 察

窒素量 (UN-Urease-Indophenol法)，コレステロ{ル 血液学的検査の結果，雌性の MCVおよび MCHに

量 (Cho-Liebermann-Burchard法)， グルタミン酸オ 有意な減少がみられたが，いずれも雌性のみで，減少の

キサロ酢酸トランスアミナーゼ活性 (GOT-Reitman一 理由は不明である.

本東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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表1. エ{テノレ麻酔によるラット血液学的検査備の変化

京佐 性 何t

対 照 群 麻 酔 群 対照群

WBC (x103) 8.02土3.06 6.58土2.59 4.47土0.888

RBC (x 106) 7.86土0.405 7.60土0.455 7.47土0.271

Hgb (gm) 16.2土0.636 15.9土1.10 15.9土0.348

Hct (%) 43.6土1.80 43.0土2.75 41. 2土1.55 

MCV (μ3) 56.6土1.94 57.5土1.08 56.3土1.34 

MCH (μμg) 20.9土0.967 21. 1土0.533 21. 6土0.580

MCHC (%) 37.2土0.618 36.8土0.615 38.5土1.11

値は平均値土標準偏差値を示す * P <0. 05 料 P<0.01 

表 2. エーテル麻酔によるラット血清成分の変化

雄 性 雌

対 照 群 麻 酔 群 対照群

TP (gjdl) 6.8土0.24 6.6土0.63 6.8土1.03 

Glc (mgjdl) 120土8.52 161土19.2牢申キ 126+23.5 

UN (mgjdl) 22土1.7 22土2.3 22土3.9

Cho (mgjdl) 85土9.3 70土4.7ヰ中申 70土12.2

TG (mgjdl) 293土60.3 190土75.3*中 179土55.0

Na (mEqjl) 133土1.52 133土5.35 130土3.50

K (mEql) 7.5土0.39 5. 7土0.59*卒中 6.5土0.29

Pi (mgjdl) 10.6土o.74 9.3土o.76*本 8.1 :1:0.61 

Ca (mgjdl) 10.4土0.57 9.8土0.83 10.9土0.60

コレチコ (pgjdl)
ステロン μ 115土93.5 153土82.4 119土65.8

GOT (K. U) 110土15.3 110土17.8 117土25.6

GPT (K. U) 37土5.0 37土5.6 35土9.3

AI-P (K. A-U) 42土12.4 39土10.9 33土6.0

ChE (L1pH) 0.17土0.027 0.17土0.029 0.59土0.17

値は平均値土標準偏差値を示す * P <0. 05 ヰキ P<0. 01 *料 P<0.001 
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性

麻酔群

3.67土1.13

7.43土0.355

15.5土0.827

39.8土2.03

54.4土1.21キ*

21.1土0.415キ

38.9土0.500

性

麻酔群

6.6土0.59

156土11.4料

21土2.9

72土12.5

185土54.4

133土2.38ヰ *

5.1土0.33牢卒中

7.8土0.55

10. 7土1.86 

155土76.6

96土8.3*

30土2.3

26土9.9

0.59土o.18 

雌雄とも， Glcが有意に上昇したが， Brewsterら5)や 犬に曝露した場合に ACTHの上昇により 17-hydroxy-

Bunkerりによってエ{テノレを犬に曝露した場合にも Glc corticoidの上昇することが報告され， Vandanら1)によ

の上昇することが報告されている.エーテルがストレス って，それは麻酔群の深さに比例することが報告されて

となって脳下垂体を刺激し，カテコールアミンの分泌を いる.また， Price3)によると同じくエーテルを犬に曝

増加させ，それがアデニルサイクラーゼを活性化し， 露した場合に血中にエピネプリンの増加することが報告

cAMPを増加させることによりホスフォリラーゼ活性 されている.更に Greene13)によれば，エ{テルが交感

などが上昇し肝臓中のグリコ{ゲンを分解して血中の 神経系を刺激して肝臓のグリコーゲン分解が促進される

Glcが増加したことが考えられる.更に，カテコールア と考えられている.

ミンの増加がインシュリンの分泌を抑制し，血糖値の上 麻酔群の雄性の Choおよび TGが有意に減少した.

昇を更に多くしているものと考えられる11) Porteら12) 急激なエピネプリンの上昇が血中コレステロールの減少

はエーテノレ麻酔によりインシュリン分泌が抑制され，そ をもたらすことが Cosma14)，Davidsonら15)により報告

のため血糖が上昇してもインシュリンが増加しなかった されており，エーテノレにより急激に上昇したエピネフリ

と報告している VanBruntらわによれば，エーテルを ンにより血中のコレステロ{ノレが減少したことが考えら
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れる.雌性では有意差はなかったが，エーテルに対する

副腎の感受性に性差のあることも考えられる.

雌雄の WBCに減少傾向がみられたが，これはストレ

スによって副腎皮質ホルモンの増加したことによると考

えられる.

麻酔群の雌性の Naが有意に上昇し，両性のKおよび

雄性の Piが有意に減少した.エーテルがストレスとな

って ACTHが上昇し， コルチコステロンの分泌を増進

し， NaおよびKの平衡を乱したことが考えられる.腎

臓の Na，K 平衡にはアルドステロンが関与するが，コ

ルチコステロンも血中に多く， その作用が無視できな

い.アルドステロンは測定していないが，上昇している

可能性が考えられる.今回の結果ではコルチコステロン

に上昇傾向がみられたのみで、有意差はなかったが，値の

ばらつきが大きく，そのために有意差のみられなかった

ことが考えられる Virtueら16)によれば，ヒトではエー

テル麻酔によりコルチゾ{ルが上昇することが報告され

ている.ラットでは副腎皮質の主要なグルココルチコイ

ドはコルチゾールではなくコルチコステロンとされてお

り，今回の実験でもコルチコステロンの上昇傾向がみら

れた.

今回用いたエーテルは化学用で、あり，過酸化物の影響

も考えなければならないが，毒性試験においては結果の

正確な評価を期すため，エーテル麻酔によって採血した

場合，データの解釈に慎重な配慮が必要であると考えら

れる.
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ラット尿中の蛋由質(第 1報)

仁j::t尾![原子中， 道源正子ぺ 樺島![慎一郎ヰ

Proteins in Rat Urine (1) 

TOSHII{O NAKAOヘMASAKODOGEN* and JUNICHIRO KABASHIMA* 

緒 一一一一同

小動物を用いた化学物質，重金属，薬物などの毒性の

研究は究極的には人間への毒性を評価すべき手段であ

り，動物の個体差はもとより，種族聞の差異は毒性評価

上の最大の難点であると考えられる.

腎臓は排世臓器としての性質上，毒物の標的器官とし

てしばしば障害が現れ，その結果高血圧，動脈硬化など

の多彩な症状の発現と重篤な結果を招く.カドミウム，

鉛，水銀などの中毒はその著明な例であり，その発生機

序も現在明らかでない.人間の腎疾患の診断の指標であ

る尿検査は，小動物実験ではほとんど使用されない.検

尿上の困難さ，すなわち飼料の混入や，糞中物質の混入

などにより結果を不確実にしている.更にラットの場合

は人間の尿に比べて蛋白質の含有量が高い.

私共はこの点に注目し，容易に，確実に検尿できる方

法を確立すベく，代謝ケージ内で粉末飼料で飼育した場

合に，飼料中のタンパクの混入があるか否かをしらベた

結果その影響が殆んどないことを確めたので報告する.

実験材料および方法

ラット JCL-SD系8週令 125-145g の7匹を一群

とし，温度，湿度をコントロールした当研究所毒性部動

物飼育室の代謝ケ{ジ中で飼育した.飼料は粉末飼料と

し，水は自由に摂取できるようにした.飼料はA，B， 

Cの3種に分け， A群:オリェνタゾレ酵母ビタミンフリ

{カゼイン調合飼料， B群:同ミルクカゼイン調合飼

料， C群は日本クレア粉末飼料 CE-2を与えた.

尿の分析尿はクロロホルム添加 24時間尿を採取し

た. 3，000回転 20分間遠沈し沈澱物を除き，上澄の部分

を尿用テストペーパー(ラブステックス，マイルス一三

共製〉で蛋白量， pH，糖などをしらベた. 尿量を測定

し，各群ごとに混合しその 7mlをゲルろ過により分画

した.

ゲルろ過 セファデックス G75カラム 2.4x 31cmを

用い 0.05MのpH7， リン酸緩衝液を Bedvolumeの3

倍以上流して飽和させ，前述の上澄液 7mlをゲ、ル上端に

のせて 1分間 1mlの速度で 0.05Mリン酸緩衝液で分画

を行なった LKB社フラクションコレクターで 5mlず

つの分画とした.カラムのVoidvolumeは Bluedextran 

を用いて， Exclusion volumeは ATPを用いて測定し

た.分子量測定の標準物質としてヘモグロビン (m.w.

64，000)，卵アルブミン (m.w. 45，000)，チトクロム C

(111. w. 13， 000)を用いた.

SDSーポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE)

Weber Osbone法1)に従い 0.1%SDS存在下に 7.5%

アグリルアミドゲ、ルを用いて分析を行なった.標準タン

パクとして分子量165，000，155，000の E.coli Coa enzy・

meのサブ、ユニット， 68，000の牛血清アルブミン， 39，000

の RNAポリメラーゼ， 21，500のトリプシンインヒピ

ターを用い，各分闘の O.lmlを用い，電流はゲル 1本

当り 8mAとし，約 4[1寺間泳動を行なった.泳動先端は

ブロムブェノールブ、ルーを用いてしるした. 0.25%ブリ

リアントクマジープ、ルーで 1時間染色し，酷酸メタノー

ル，水， 7.5: 5 : 87. 5で脱色した.

アミノ酸分析 セファデックスによる各分画を原尿と

して約 0.2mlに相当する量を 6NHCl中で24時間加水

分解し，フラッシェンエパポレータ{で HClを除去後

グエン酸緩衝液で稀釈して，日本電子アミノ酸分析機

(JCL6AH)で中西空性アミノ酸の分析を行なった.

結果

ラブステックスによるテストの結果は表 1にした.人

尿とことなりラットの場合は正常尿で土から桝までの間

にあった. このテスト紙はタンパク 40mgj100ml尿で

土となるように調製されており，この表からラット尿は

タンパク 40mg-200mgj100ml尿の程度に排出されるこ

とになる.

セファデックス G75による分画のパターンは図 1に示

した. A， B， Cは与えた飼料の違いを示した.縦軸の

タンパク mg数は24時間に一群 7匹の排池-するタンパク

本東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新街区百人町 3--24-1

* Tokyo Metropolitan Resear・chLaboratol'Y of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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80 Table 1. Labstix Test of Rat Urine 

A B C 

Rat No. grade Rat No. grade Rat No grade 

1 十十 1 十 1 出

2 十十 2 土 2 +ト
3 + 3 + 3 廿

4 十件 4 土 4 十卜

5 十 5 + 5 十

6 十十 6 廿 6 十十

7 + 7 + 7 什

Surpernatant of centrifuged rat urine was tested 

by Labstix. 

総量で示した. A， Bの飼料ではほとんど等しい量の排

世量であったがCについてはやや多い値を示した.この

図に見られるように大，小2つの山に分れ， fractionの

早い方の小さい山は電気泳動でタンパクとして分子量 7

万一1万 5千までに分布する(図 2). ゲルろ過のパタ

ーンでもこの大きさはほぼ同様であった fractionのお

そい方の山は大きく蛋白最の10倍程度であるが，これは

SDS-PAGEで色素では染色されない.従って蛋白以外

の Lowry発色物質である.

ゲルろ過で、分けられた分子量の 7万から 1万数千まで

のタンパクは 1日当り 7匹のラットの排世する総量に換

算すると表2のようになりほぼラブステックスの値に見

合う量となった.

SDS-PAGEの左端に示したのはカゼ、インの電気泳動

像で， A， B， Cは各飼料群のラットの尿 7mlをゲル

ろ過したものを各分間 O.lmlを電気泳動したものであ

る.各ピ{ク共にカゼインそのものとは全く異った移動

度を示し(図 3)，アミノ酸分析の結果も cysteinを含む

タンパクであることがわかった.アミノ酸分析の結果に

ついては他の報告にくわしくのベる.予備的実験結果か

らアルカリフォスファターゼはゲルろ過のはじめの 2-

3分画に高いことがわかった.従って排世されたタンパ

クはラット体内で代謝された産物で、あると考えられる.

考察

ラット尿中の蛋白質を分析する目的で代謝ケージ内で

尿を採取し，分析した結果から，この条件で充分に尿の

蛋自の分析ができることがわかった.飼料中の蛋白の混

入は遠沈，ゲルろ過ののちに分析した結果全く認められ

なかった.

ラット尿中の蛋白は人聞に比べて高い.このことは近

位尿細管のミクロパンクチヤ{の結果からも既に明らか

である.尿中の窒素化合物の分析は栄養学上の問題とし
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Fig. 1. Gel五ltrationon Sephadex G75 

7ml of collected rat urine was applied to Sephadex 

G75 column of 24 x 31cm. Each 5ml of fraction 

was collected by LKB fraction collector and 

protein concentration was estimated by Lowry's 

method. 

て古くから研究の対象としてとりあげられてきている

が，分子レベルでの解析は行なわれていない.最近佐野

ら2) は正常人尿中のタンパク質について研究をすすめ殆

んど大部分が分子量 60，000のアルブミンに相当するも

ので，極く一部がミクログロプリンに相当するとのべて

いる.また，人間では 100mg以上のタンパクが 1日に

排世されるとの報告もあるω. 今回得られた結果は各種
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Fig. 2. SDS-Polyacrylamide Gelelectrophoresis 

Standard protein(St) from top to end are E. coli cort protein， Phosphorylase a， 
BSA (Bovine serum albumin) E. coli RNA polimerase and Trypsin inhibitor. 

Each O. 1ml of fraction was electrophoresed as described in methods. 

Table 2 Urinary excreted protein per 7 rats 

Date A B C 

mg/100ml mg/day mg/100ml mg/day mg/100ml mg/day 

May 30 44 39 48 58 51 36 

June 1 83 60 65 80 75 42 

8 66 114 63 120 189 146 

10 61 108 69 132 239 167 

11 58 57 78 60 266 178 
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Phosphorylase a 

腎障害の発生の機序解明に利用すベく計岡中である.
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Coil Planet Centrifuge (CPC)法による幼若マウス，ラットの赤血球膜浸透圧抵坑について

市川久次六小林|専義ペ ヰl 足Jla:j 子中

Osmotic Fragility of Y oung Mouse and Rat Red Blood Cells 

1¥1easured by Coil Planet Centrifuge (CPC) Method 

HISATSUGU ICHIKAWAヘ狂IROYOSHIKOBAYASHI* and TOSHIKO NAKAO中

著者ら1，のはこれまで， 従来とは異なる勾配溶血とい

う原理に基づく，新しく考案された CoilPlanet Centr-

ifuge CCPCと略〉法を用いた赤血球膜浸透圧抵抗測定

法の毒性試験，研究への応用を目的として，マウス，ラ

ットを用いて基礎的研究を行なってきたが，今回，幼若

マウス，ラットにおいて，これまでに，未だ報告されて

いない高張部で、の特異な溶I(!t現象を見い出したので報告

する.

実験材料ならびに実智方法

1. 使用動物 日本クレア KK生産の ICR系マウス

ならびに静岡実験動物農場生産の Wistar系ラット4週

令雌雄を購入し，生航可能な時期まで飼育した後， I~I 家

繁ダli~ し，兄妹交配による F:j-F'I を使用した.使用した

飼料は，全期間にわたって， 日本クレアKK製回型飼料

(CE-2)を摂取させ，ラットは生後 3週目に肉親より離

し，独立させた.

2. 採血方法幼若マウスならびにラット(生後 3週

未満〉からの採血は，断頭により頭部動静脈より放出す

る血液を，生後 3週以後のラットからの採血は，無麻酔

下背位に臣i定し，大腿部を勇毛後切開し，伏在静脈を露

出させ，静脈用注射針 1/4にて穿刺し，噴出する血液を

へパリン処理したへマトクリット測定用キャピラノレ(以

下へマトクリット管と 111各-Propper社製)を月弘、て，管

の 1/2-2/3ほど採血し(約30-40μ1)，直ちに回化をi坊ぐ

ために10回程転倒し，ヘマトクリット管の一端を専用の

パテで封じ，氷中にて保存し，すべての採血が終了した

後，遠心分離し (900rpm，5min.)，由化した血液，ブィ

プリンならびに白血球，血小板の集合部分のパフイ{コ

ート部分より 2-3111m下の位置で切断し，残余の悶化

しない血球部分(殆んど赤I(IL球〉を実験に供した.

3. 連続濃度勾配食土犠鼠液の作製法 CPC のコイ/ルル1-'いF寸午什i仁4ヰ二1十i十こ

への連続濃度勾配をもつ食i塩i誌足溶1液{夜支の充換填Aは， CPCコイ

ル充填器(三鬼エンヂニプリン製〉にて，高張液に170or 

280mOsM NaCl 溶液 (=0.9%NaCl溶液，生理的に等

張)， 1，民張液に30mOsMNaCl溶液(以下280/30mOsM，

170/301110s1¥めを用いて，市川ら1)の方法に従って行な

い.使用時まで密封して冷蔵庫内に保存した.

4. CPCコイルへの血液の注入ならび!こ CPC(遠心

機〉の操作法 前記ヘマトクリット管を用いて，調整し

た血球部分(血泥〉を使用し，市川ら1)の方法に従って

行なった.

5. 溶血;FWの測定前述の CPCを操作して得た溶IUl

帯は， CPCコイル用に特に市]11らによって考案され

fこアダプターを用いて， クロモスヤンデンシドメーター

(ジョイスレーブル社製)にて行なった.測定条件はフィ

ルタ~ : 5-049，スリット:0503， ¥Vedge: 2.00， 感度

2.0である.

実験結果

1. 幼若マウスの赤血球膜浸透庄抵抗 ICR系幼若マ

ウス雌雄(生後 0日z 出産直後一生後 5日〉の赤血球)j莫

浸透j王抵抗を170/30ならびに280/30のコイルを用いて，

CPC法ならびに各一例をデンシドメトリーにて検討し，

代表的な例として，生後 0日ならびに生 5日の測定結果

を Fig.1， 2， 3， 4， 5， 6に示した.注目すべきは，コ

イルの I~ キャップ側端 (170 or 280mOsM，以下高張部

分)において，生後 2日までは，濃淡に個体差があるが

わずかながら特徴ある溶血がみられ(肉眼でみられる)，

生後 3-5j:::Jには，この高張部分の特徴ある溶血は殆ん

ど消失し，その変化は生後数十時間という短期間内であ

っ?こ.

2. 生後 4週ならびに12週自のラットの赤出球膜浸透

圧抵抗の比較 ¥̂listar系ラット生後4週ならびに12週

目雄の赤血球l民浸透H:抵抗について170/30mOsMのコイ

ルを用いて，同時に採血し検討した結果は Fig.7に示し

た如くである.高張部分において，生後 4週日では，特

徴ある溶IfJLがみられたのに対し生後12週目では，この特

中東京都立衛生研究所存性百g 160 東京都新宿K百人町'3-24-1
キ TokyoMeh、opolitanReseal'ch LabOl・atol'yof Public Health 

24-1， Hyal王unincho8 chome， Shinjuk仕 1m，Tokyo， 160 Japan 
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Fig. 1. Osmotic Fragility of Mouse Recl Blood Cells at 0 day 

After the Birth 

From the left to right : 170 or 280-30111 OsM NaCl 

Fig. 2. Osmotic Fragility of Mouse Red Blood Cells at 5 Days 

After the Birth 

From the left to right : 170 or 280-30m OsM NaCl 

o duy 

5 days 

100 150 170 30 50 100 150 

mOst-t 
mOs日

231 

200 250 230 

Fig. 3. Osmotic Fragility Curves of Recl Bloocl Cells 

in Young Male Mice 

Fig. 4. Osmotic Fragility Curves of Recl Blood Cells 

in Y oung Male Mice 

The clays uncler the curve inclicates the days 

after the birth. 

The days uncler tbe curve inclicates the days 

after the birth. 
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30 50 10u 15u 170 

Fig. 5. Osmolic Fragility Cur九resof Red Blood Cells 
in Young Female Mice 
The days under the curve in dica tes the days 
after the birth. 

徴ある溶血は消失していた.高張部分の特徴ある溶血は

動物の加令により消失することを認めた.

3. 幼若ならびに成熟ラットの赤血球膜浸透圧抵抗

170/30mOsMと280/30mOsMのコイノレを用いて， Wistar 

系ラット雌雄生後 0日より生殖能力的に成熟といわれる

生後 8;鹿目まで、の赤血球膜浸透圧抵抗を 1週ごとに C

PC法ならびに各一例をデンシドメトリーにて測定し，

代表的な例として生後 O 日 3 週日 5 週日 8 週，~の

結果を Fig.8-15に示した.注目すべきは，生後 0日に

おいては，濃淡の個体差がみられるが，高張部分の特徴

ある溶血が生後 1週から 4週まで明瞭に継続し(生後4

週においては淡くなる傾向の個体がある)， 生後 4週

5週において，個体により差があるが消失していき，生

後 6週一 8週においでほぼ完全に消失した.また前述の

Fig.7においてみられる如く，生後12週では，この特徴

5 doYs 

30 50 100 150 2uu 250 2OO 

Fig. 6. Osmotic Fragility Curves of Red Blood Cells 
in Young Female Mice 
The days under the curve indicates the days 
after the birth. 

ある高張部分での溶血は全く認められなかった.

Fig. 7. Comparison of Osmotic Fragility of Rat 
Red Blood Cells at 4 Weeks and 12 Weeks 
After the Birth 
From the left to right : 170-30m 
OsM NaCl 

Fig. 8. Osmotic Fragility of Ral Red Blood Cells at 0 day 

After the Birth 

From the left to right: 170 or 280-30111 OsM NaCl 
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Fig. 9. Osmotic Fragility of Rat Red Blood Cells at 3 Weeks 

After the Birth 

From the left to right : 170 or 280-30111 OsM NaCl 

Fig. 10. Osmotic Fragility of Rat Red Blood Cells at 5 Weeks 

After the Birth 

From the left to right : 170 or 280-30m OsM NaCl 

Fig. 11. Osmotic Fragility of Rat Red Blood Cells at 8 Weeks 

After the Birth 

From th;:) left to right: 170 or 280-30m OsM NaCl 

233 
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30 50 100 150 170 

mOsH 

Fig. 12. Osmotic Fragility Curves of Red Blood Cells 
in Y oung and Adul t Male Ra ts 
The weeks under the curve indica tes the 
weeks after the birth. 

4. 幼若マウス，ラットのコイル中間部における溶血

パターンの変化 詳細については，他の機会に報告する

が，幼若マウス，ラットのコイル中間部における溶血ノξ

ターンは， 170j30mOsM， 280j30mOsMともに加令と

ともに溶血i隔が減少し，溶血開始点が明瞭に認められる

ようになる頗向があった.

考察

新しい原理に基づく CPC法3)を用し、て，著者らはこ

れまで，赤血球膜の脆弱性を毒性試験，研・究へ適用する

ことを目的とした研究を行なってきた.この中でラット

の幼若期において，高張部分に特徴ある溶血があること

を見い出し，これが加令とともに消失していくのを認め

た.そこでこの現象について，種々の基礎的な実験操作

上の検討を行った結果，動物側の生理的な現象であるこ

とを確認することができた.今回はマウス，ラットを用

いて生後0日より，高張部分の特徴ある溶血が消失する

時期まで， 170j30mOsMならびに 280j30mOsMのコイ

ルを用いて，高張部分の溶血について再吟味した.

マウスでは，高張部分の溶血の消失時期はコイノレの高

張部分の濃度による差はなく，生後 3 5日目であり，

30 50 100 150 200 250 230 

mOsH 

Fig. 13. OsmotIc Fragility Curves of Red Blood Cells 
in Young and Adult Male Rats 
The weeks under the curve indicates the 
weeks after the birth. 

その時期は非常に速く，出生後数十時間以内に消失し，

その変化が非常に速いことがわかった.このことは，マ

ウスにおいては，赤血球11英の浸透圧抵抗が出生後，非常

な速さで成熟するということが考えられ，今後，加令と

の関係で他の因子との比較検討する必要があると考えら

れる.

ラットにおいては， この溶血の消失時期は，マウスに

比べてかなりの長時間を要し，生後 5-6週で消失し始

め C280j30mOsMの方が 170j30mOsMより消失の割合

が強い傾向がみられる). 6-8週において完全に消失し

た.また，さらに生後12週自においても， 170 j30mOsM 

において高張部潜血は全く認められなかった. このこと

より，マウスとラットの赤血球膜の成熟度に，一部大き

な差異があり動物の種差による差異があるものと考えら

れる.

この高張部分での特徴ある溶血は， ヒトでは妊娠 5カ

月位で流産した胎児の血液において見られたという報

告4) があり(出生後のヒトにおいては見い出されていな

い)，ラットの幼若期におけるこの特徴ある溶血現象に

ついて詳細に検討し，その生理学的意義，機序を明らか
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30 50 100 150 170 

mOsl-l 

Fig. 14. The Osmotic Fragility Curves of Red Blood 

ー Cellsin Yollng and Adult Female Rats 

The weeks under the curve indica tes the 

weeks after the birth. 

にすることは， ヒト胎児の赤血球膜浸透圧抵抗に対する

種々の化学物質の影響を，ラットの幼若期を用いて推定

することを可能にするかもしれない.

また，ヘモグロピン (Hb)は成長につれて， HbF (ヘ

モグロピン F型='fetal) から HbA(ヘモグロビンA型

=adult)に変化することが知られており，ヒトにおいて

は，妊娠3カ月頃より HbFは胎児血中に出現し，出生

後減少する HbAは胎児において徐々に増加し， 出生

後も漸次増加し成熟すると報告されている 5) また赤血

球は，胎生初期では胎盤で，胎生中期では肝臓ならびに

牌臓で，さらに胎生後期，出生後は骨髄で産生されると

いわれているが，本論文で報告された，高張部分におけ

る溶血中のヘモグロビンについて検討し，その組成等に

ついて明らかにすることは，生化学的だけでなく， JJ物資

の生理機能との関係6)ならびに HbFとHbAの非破壊的

分離法の解明，開発の可能性への興味がもたれ，今後，

種々の観点より検討を加えたい.

さらに， 280mOsMの NaCl、溶液は生理的に等張であ

り，この濃度において溶血が起るということは，生理学

的に意味があるかもしれない. この現象については，J]1j 

の観点からの検討が加えられることを要するものと考え

られる.また，コイノレ中間における溶血パタ{ンの幼若Jts

30 50 100 150 200 250 230 

mOsH 

Fig. 15. The Osmotic Fragility Curves of Red Blood 

Cells in Young and Acllllt Rats 

The weeks uncler the curve inclicates the 

weeks after the birth. 

における変化については現在詳細に検討中であるので，

他の機会に報告する予定である.

結論

CPC法を用いて， 幼若マウス@ラットの赤血球浸透

圧抵抗性を検討し，次の結論を得た.

1. 高張部分において， );1]若マウス，ラット雌雄に特

徴ある溶血を認めた.

2. この溶血は加令により消失し，マウスにおいて

は，生後 3-5日，ラットにおいては 6-8週で，その消

失時期に動物種の間に差があった.

文献

1) 市川久次，小林博義，中尾)1民子:東京衛研年報，

26-2， 203， 1975 

2) 市川久次，小林博義，中尾順子:東京衛研年報，

27-2， 53， 1976 

3) Ito， Y.， M. Weinstein， 1. Aoki， R. Haracla， 

E. Kimllra， ancl K. Nllnogaki: Nature， 212， 

985， 1966 

4) 荻田幸雄:私信

5) Huehns， E. R. ancl E. M. Shooter:]. Med. 

Genet.， 2， 48， 1965 

6) Nagasawa， T. : OsakαCity Med. j.， 22，1，1976 
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ラットの成長過程における体重の変動について(第2報〉

平賀輿吾申博中，橋""er" 
I可林田志信ぺ

(11) Changes of Body Weight in Growing Rats 

SHINOBU HA YASHIDAヘHIROSHITAKAHASHド andKOGO HIRAGA串

増加曲線を検討し「体重増加曲線は規則性をもった日内

変動，日間変動，週間変動の組合せによって構成され

る」ことを報告したり.今回は， その後2カ年間毎日体

重を測定して得た雄ラット体重増加曲線について検討を

加えた.

毒性研究において実験動物の体重変化は化学物質の毒

作用を総合的に表現する指標として重視される1)一

方，成長過程には一定の体重変動があり，これが化学物

質等の外国性刺激による生体反応の強さと関連するふし

がある%の. しかし実験動物の成長過程における生理的

体重変動に関して詳細な観察はあまりないようである.

著者らは，先に，ラットについて生後13週までの体重

観察方法

動物は barriersys tem下に生育された ]CL-Wistar
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*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 

~JEEK 1遊間間隔で体重をプロットした体重増加曲線図1.
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次に 1週間間隔の体重を細かくみると， 1期において

は週間の体重増加量に大小はあるが (この詳細は前報4)

で述べた)， 前週の体重に対して減少をみることは一般

にはない. II期の終り頃以降では前週の体重に対して減

少する場合がみられ，約6週間の周期で，ゆるやかな S

字状(図 1，ラット， No.7)， N字状(図 1，ラット

No.9)あるいはW字状(図1.ラット No.10) の波形

を描くようであった.

2. 毎日の体重からみた体重増加曲線 図2および3

にラット No.7の毎日の体重をプロヅトした体重増加曲

線を示す.図2にみられるように i期では日々の体重増

加量に大小の変動はみられるが(前報4)で詳述)，前日の

体重に対して減少することは一般にない. 日期以降では

図3に示すように前日の体重に対して減少をみる場合が

あり， 1期と比較して大きい体重増加曲線の変動が認め

られる. この変動は波形をなし，はじめは 6日(前後〉

周期のようであり，週令を加えるに従って 5S， 4日，

3日周期あるいはこれらの混在となり， v期においても

この傾向は認められるようである.

以上，ラットの体重増加曲線は，前報の観察を含め

て，日内，日間，週間単位の周期的変動の組合せによっ

て構成されていることが明らかとなったと考える.この

変動はおそらく内的生理機能状態と関連するものと推察

28-2， 1977 幸R年耳八一
7
h
u
F
 

系雄ラット 20匹を用いた.4週令で購入， barrier system 

飼育室で，個別に前聞および床が網のステンレス製ケー

ジ(縦40cm，横25cm，高さ16.5cm)に収容， ベルト式

架台にて，日本クレア製 CE-2同型飼料および細菌ろ過

器経由水道水を自由に与え飼育した.飼育環境条件は，

室温25土lOc，湿度50土5%，換気10回/時， 照明午前 6

時から午後7時とした，

体重は， 1 g感度天秤を用い，毎日午前10時に測定し，

不定期の刺激が加わらないよう注意した.

観察結果と考察

1. 1週間間隔の体重からみた体重増加曲線 図 1に

1週間間隔で体重をプロットした 3例の体重増加曲線を

示した.生後4週から 104週 (2カ年〉までの体重増加

曲線を大きくみると I期:13週(前後〉までの急峻な体

重増加を示す期間(この期間に最高体重の65-70%の体

重を獲得)， II期:13週から25過にかけての急な体重増

加を示す期間(この時期までに最高体重の80%前後を獲

得)， III期:25週以降75週(約 1年 6カ月〉から104週

(2カ年〉にかけたゆるやかな体重増加で最高体重に到

達するまでの時間， IV期最高体重到達以降やや体重

を減じて同程度を維持する期間 (4-15週間)， V期:死

に向って体重が急激にあるいはゆるやかに減少下降する

時期，の 5期にわけられるようであった.
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しており，今後この関連について検討・を加えたい.

まとめ

lめ) ]比CL-ししレ幽町町.崎‘抱斗.‘柚

加曲線を解析し，その体重増加傾向を概括的に l期より

V期まで、に・わけた.

2) 各期の体重増加には周期的な大小の変動がみら

れ，これらの変動の組合せによって体重増加曲線が構成

されると結論した.

文献

1) 福森信隆，平賀輿吾東京衛研年報， 27-2， 191， 

1976 

2) 坂本義光，三栗谷久敏，矢野範男，吉田誠二，平

賀興吾:東京衛研年報， 25， 577， 1974 

3) 平賀輿吾，藤井孝，中川好男，福森信隆，坂本

義光:東京衛研年報， 26-2， 181， 1975 

4) 林田志信，井口重孝，池田虎雄，平賀輿吾:東京

衛研年報， 26-2， 186， 1975 
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幼若ラットの血液成分と器官重量

小林博義*

Organ Weight and Blood Components of Young Rats 

HIROYOSHI KOBAYASHI* 

緒 告r
F司

幼若期は各種機能が未発育の段階にある時であり，代

謝聞においても成獣と比較して著しくおとり，同時に胎

児期機能残存もみられるなど1，ベ成熟期と同一に考える

ことはできない.毒性試験，研究においても，幼若期と

成熟期における結果は別のものと考えなければならない

ので，幼若期の動物を使用わしての毒性試験，研究は意

義あるものと考えられる;そこで，今回ラヅトの幼若期

(生後 2-7週まで〉の血液学的， 血清生化学的検査な

らびに体重，器官重量を測定したので、報告する.

実験材料ならび、に方法

動物 自家繁殖した JCL-Wis't町系ラットを兄妹交配

し，その 2産仔の雌雄を用いた動物は，室温25土10，

湿度55土5%，照明時間午前9時より午後 5時まで、の飼

育室において，ヵ γナグズ床敷使用のプラスチッグケー

ジに雌雄知に 5匹ずつ入れ，国型前料 CE-2(日本クレ

ア製〉と水道水を自由に与え飼育した.

観察 2週令より 7週令まで各週令ラット雌雄各 5匹

について血液学的， ruu青生化学的検査を行ない，体重

は，体重測定用として別に唯雄各 5匹を用意し，生後2

週より 7週まで毎週一定時間に測定した.また，各週令

処理群の自家繁殖ラットについても体重の推移をみた.

血液学的ならびに血清生化学的検査

断頭屠殺時放出する血液を採取したのち，白血球数

(WBC)，赤血球数 (RBC)，ヘモグロビン量 (Hgb)， 

ヘマトクリット値 (Hct)， 平均赤血球ヘモグロビン量

(MCH)，平均赤血球容積 (MCV)，平均赤血球へそグ

ロピシ濃度 (MCHC)は CoulterCounter Model-Sめに

より，血清総蛋白 (TP)，グノレコ{ス量 (Glu)，尿素室

素量 (UN)，総コレステロール量 (Cho)，GPT， GOT， 

ALP，コリ γェステラ{ゼ活性 (ChE)は自動分析装

置く日立M-400)3)によって測定した.

器官重量の測定 断頭放血後誼ちに，心臓，牌臓，胸

腺，肝臓，腎臓(左右).副腎(左右)，精巣〈左右)，卵巣

(左右)， 子宮を摘出し， メトラー電子夫秤 (PE-162，

HE-20)にて秤量した.

実験結果

体重 t 結果は Fig.1に示した.生後2週目(平均体重

雄27g，雌 26g)から 5週日(雄100g，雌96g)まで

は雌雄とも同じように著しい体重増加がみられたが， 5 

週以後は雄が雌を上まわる増加を示した.Fig. 2は実験

に供した自家繁殖ラット雌雄すべてを生後0日より 35日

まで、の個体体重をプロヅトしたもので，生後 1日目の体

重は生後 0日よ:り減少した. しかし 2日以降は増加がみ

られた.

血液学的検査 結果はFig.3に示した.成長とともに，

RBCは徐々に増加し.Hgbは2週より 3週にかけ減少

し3週より増加した.¥Hctは3週日より増加がみられ

た MCVは成長とともに徐々に減少し， MCHは2週

より 3週にかけて急激に".";それ以後は徐々に減少した.

WBCは生後2週より 5週にわたり急激な減少を示した

が以後は多少の増減がみられる程度であった.これらの

変化は雌雄ともに認められ性差はなかった.

醜清生化学的検査結果は Fig.4'に示した GPT活

性は成長による変化がほとんどなく， これに対し GOT

S 活性は雄において成長にともない急激な減少がみられ

た.雌で~:t増減の変動が大きく，一定の変化があるとは

言えない ALP活性は生後2週より 4週までは活性上

昇を示し，その後一定して 6週まで高値を示し生後 6週

より 7週にかけて低下した Choは生後 2-3週におい

て急激に減少し，以後はわずかな増減であった.TPは成

長するにしたがい，徐々に増加したが， GLUは4週日

までは増加し，以後はほぼ変化がなかった. UNは生後

2-4週はほとんど一定でほとんど変化がなく 5-6週に

かけて急増し， 7週では 2-4週値に復した. ChEは増

減に大きい変動がみられるが全体的には成長にともない

減少していく傾向がみられた.

器官重量結果は Fig.5，6に示した.いずれも成長に

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町3-24~1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1; Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-lm， Tokyo， 160 Japan 
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ともない増大した.体重比重量では肝臓，卵巣，精巣を

除いて減少を示した.子宮は絶対，比重量ともに 4-5

週にかけ急増した.

考察

動物は出産後生理的飢餓期(出産直後における授乳の

不馴れや，不感蒸世が大きいことなどによる体重減少の

時期)，乳児期，幼児期をへて，体内各機能が成体の能力

に近づいていく.今回，ラット幼若期の体重変化でも飢

餓期と思われる体重減少が出産翌日にみられたが (Fig，

2)， 2日目には出産時の体重をこえ増加が始まった.体

重のその後の変化は週令とともに増加した.今回の実験

で得られた変化のうち，赤血球の数的増加， MCV減少，

Hgb， Hctの増加は， ヒト新生児期5)では赤血球が初期

においては大きいものが多く，成長とともに小さくな

り，赤血球数は増加することと一致した.イヌにおいて

も同様の報告があるわ， TP， Gluの生後3週以後にお

ける増加は離乳と飼料摂取による影響が考えられる.今

回のラット生後0-7週までの観察で得た結果のうち体



241 28-2， 1977 幸投年江
八

7
不
F{告fヌ京

140 

150 

-
・
・
・

2・
?
・
・
:
・
一
・
・
・
ニ
:

-申・

. 
2 . 

. 
.t.. ~ ~ . . 

・・ ・-
.掴凶 .:. . 
-・÷

m 

. . 

』
・
・
・
・
・
'
"
-

u

v

d

 

mF 
"“.， •• 

耐

----2M
・:・

S
・M・4
2
・

2

・・“町・・
1
z
-

100 

，-、
小、...J
Z80 
bO 
.0-1 
ω 
::;;:: 

.s-60 
0 
同

40 

. .... 
P 

A 毒.ム

" 尚 ! T・
.. ・・'.
;" 1" 

20 

司蜘晦事現

時~!.'・静

3S 28 21 14 7 。
。

days after the birth 

八
μ
/
/
4
1
‘1
1
1
1
A

Changes of Individual Body Weight Gain in Rats (male and female) 

16 

14 

X10
3 

エ2'

工工

工3

10 

9 

1
4
 m

 

nμ 
，/'' 

S
 

T
上

1
ムe

 

c
c
 

nu 
R
 

6~ A "-_....'1.J‘ ，_ 
げ

H 

5ト)1.
J 

lr7 
げ

4ト J

一， 
l!. 

3 

Fig. 2. 

XI0
6 

7 

246  
week old 

工2

10 

8 

6 

39 

38 

36 

ρ1CHC 

i活 4

1A/ 
i /句、¥/

37L.;T/V 

M 
H 

MCV 
)13 工00

90 

80 

70 

HCH 

}lJlCJ 

24 

23 

ムーーーーム female0-一一omale 

6 

60 

2 4 6 

week old 

Changes of Hematological Findings in Young Rats 

4 2 

22 

2 

Fig. 3. 

6 4 



Ann. Reρ. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 28-2， 1977 242 

GPT 
K回む/ml90 

80 

、λyhnu

J
 :
 
:
 
:
 

名
代:
 
:
 
:
 

吋》U
ι
合
u
 :
 

、、of
ん
v
.

a

，

，

 

d

，
，
，
d

・

ar

，l
 

j

i

:

 

、

、

t

、

t

i

、
.
‘

、
、

、

ー

・

、、‘‘‘‘
:
 
!
 
!
 

A' 

H 
GO'l' 

Iく四u/m1

70 

160 

工50

130 

120 

60 

50 

40 

180 

170 

A 
UN !~ 

阿 /dlji 
70 

60 ~ ft--{;;;. 120 
/争目。

50~ AァK 工00

40 ~，i~ 

80 

70 

G1u 
mg/d1 工60

工40

TP 
g/d1 30 

ChE 
~-pH 

60 

40 

3J 

α3 

02 

α8 

α7 

0.6 

α5 

α4 

80 

60 30 

30 

70 

60 

50 

90 

40 

80 

6 4 つじ4 

week old 

Changes of Blood Biochemical Findings in Young Rats 

2 6 4 2 6 4 2 

ムーーーーム female

R-Suprarenal 
gland 

0.02 

0帥 Jd:;ム

0一一ーomale 

0.03 

Thyrnus 

広3404

0.5 

0.4 

0.3 

。.2

0.6 
Liver 

Fig. 4. 

0.8 

。0.6
ω 
尚

bi 0.4 

0.2 

1.0 

へもと:::[入、
5

4

3

 

-

a

-

n

u

n

u

n

u

 nP4 :
 

ム、l
a

;
 

-
1
K

円、
1
1
t

:
 

合、
.
1
Q、

• 
.
 

Lトv
 

&、
.
、
旬

、

ム

n円

'

J

 

，

/

 

'

J

 J
 ;
 
;
 

''』
i
E
E
'
B
E
E
-
-
h

・''・
0

・aBE---v
・

6

5

4

3

 

a

-

-

-

h

u

h

u

n

u

n

u

 (¥ 

、.、A4V

Au---

仏

。.7
ム.... ^ 0.6 

μ J0・5

:s: 0.6 
悶

切 0.5
Cコ
o 

とご 0.4 
tn 

0.3 

6 4 

ム。白山一ーム female 

2 6 

0一一一omale 

4 2 2 4 6 
week old 

Changes of Organ Weight in Young Rats 

6 4 2 6 A 2 

Fig. 5. 



東京衛研年報 28-2，1977 243 

Spl飽 n l…t uterus 
0.051- 0.25 

0.81.. p.40 ~ 0.20~ r.tr-企

/ 
Jlj 

0.4 

0.2ト / 0.01ト 0.05
t;{s. 

0.5 0.4 

:s: 
t:O 0.5 0.4 

f o102!?  
、8HmO、 O.4~ ; 九司先、*'"ー 0.3 

0.2.1511  n 

0.1 JaA¥“i人 f0.10&込」/ 
0.3 j. 'q，_:'，，̂ 0.2 

I ， ! • ， ， 

2 4 6 2 4 6 2 4 6 2 4 6 
week old 

Fig. 6. Changes of Organ Weight in Young Rats 0--0 male ムー一一ーム female

重の出生直後における減少，成長にともなった血球数，

赤血球容積の減少，へそグロビン，へマトクリットの増

加および血清総蛋白の増加，コレステロール値の減少な

どはヒト新生児期4，6，7)のそれと近似していた.一方成長

途中の器官重量は成熟度をよくあらわしており，ラット

性ホルモンの作用の影響は生後4週頃までは生殖器官に

対して少なく 5週自頃より発現し 6週が最も高いといわ

れており，本実験の卵巣，精巣，子宮の重量変化はよく

これをあらわしていると考えられる.

文献

1) 坂本正一，小林登:胎児医学145，1975 同文

書院

2) 吉岡一:周産期涯学， 6(1) 9， 1976 

3) 中川好男，福田向江，柴英子，平賀輿吾:東京

衛研年報， 25， 599， 1974 

4) 大谷敏夫:小児血液学， 17， 1967，金芳堂

5) 小動物研究会:犬の繁殖と仔犬に関する文献集，

1， 1968 

6) 松村忠樹，海老名亮二:周産期医学， 3(8) 5， 

1973 

7) 工藤尚文，武田佳彦:周産期医学， 3(8)17， 1973 



東京衛研年報 Ann. Reρ. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 28-2， 244-245， 1977 

マウス眼寓採血法による採胞と凪液学的経時変化

小林博義*

日ematologicalVariation on Blood Collected 

at Interval from Orbital Vein in Mice 

HIROYOSHIKOBAYASHド

はじめ!こ

実験動物の血液性状の変化を経時的に観察するに当っ

て，イヌ，ウサギ，サルなどの中型実験動物では同一個体

から適時採血し，その変化を観察することができるしの.

しかし小型実験動物であるラットやマウスでは，個体を

対象にした頻回の採血は困難なことが多いためへ多く

の場合群単位の実験で検討されてきた，今回著者は同一

マウスの限寵静脈叢より毎週採血を行ない血液学的変化

の検討を行なったので，その結果を報告する.

実験材料と方法

使用動物 自家繁殖した JCL-ICR系マウス雌雄各10

匹を実験に供した.マウスは10匹ずつプラスチックケー

ジに入れ，床敷はカンナクズを使用し，国製飼料 CE-2

〈日本クレア製〉と水を自由に摂取させた.飼育環境条

件は室温25土19，湿度50土5%，照明は午前 9時より午

後5時までとした.

採血 同一マウスを用い，生後 5週より 21週まで， 7 

日間隔で静脈叢より採血した.

採醜法 マウスの後頭部および背部の皮膚を親指，人

差指，中指で体全体にわたって固定し，さらに薬指によ

って尾をつかんで保定する. 次に消毒した針 (1/3111111)

注射針を切りとりェーゼにとりつけたものを眼険下方粘

膜に針断面が外を向くようにして入れ，針を持った親指

の所を中心に円をえがくように針先端を頬骨内側で上顎

側より後頭部にむけて，手前に半円をえがくように引き

ながら静脈叢を切る.静脈叢が切られると限全体をおお

うようにして血液が噴出してくる，この時血液噴出を持

続させるには針を眼簡に入れたまま，眼球を前頭骨側に

針で軽くおしておく.噴出する血液を直接希釈器(York

社製〉で吸収採取した.採血終了後は針を眼簡より引き

ぬけば眼球圧により容易に止血する.

廟液学的検査 Coulter counter (Model-S)りを用い

て，白血球数 (WBC)，赤血球数 (RBC)，へそグロピ

ン (Hgb)，ヘマトクリット (Hct)，平均赤血球血色素

量 (MCH)，平均赤血球容積 (MCV)，平均赤血球色素

濃度 (MCHC)について測定した.

実験結果ならびに考察

JCL-ICR系 マウスを用いて限笛静脈より， 向一個

体について毎週採血を行ない血液学的検査を行なった.

個々の動物について赤血球数の変化をみると全体的に変

動が多かった.しかし， 1， 2の例外を除き，雄では 5

-7週において急激な増加がみられ，その後多少の増減

はあったが 10-11週までさらに増加し，以降パラツキな

がらも13週まで減少し， 13週以後は再び増加し， 15週以

後は多少の増減がみられたが 12-13週以下のレベルで、安

定した.雌には雄のような変化はみられなかった. この

ような変化はへそグロビン値，ヘマトクリット値におい

てもみられた. MCV， MCH， MCHCはほとんど変化

はなかった.また白血球数は多少の変動があったが雌で

は7-8週まで減少する傾向がみられた.平均値におい

ても，個体についての変化と同様な傾向がみられた.

(Fig.1) 

変化の原因については測定機器 Coulter-Counter

(Model-S)および希釈器によるもの，採血の影響ならび

に動物側の原因などが考えられる.測定機器，希釈器に

ついては適時標準血液による調整管理を行ない，また測

定毎に調整し標準値をそのつど求めており信頼度は高い

ものと考えられる.採血法については，保定から血液希

釈終了までの時間は完全に一致させることができないの

で，若干の時間差 (1-2分〉はやむをえなかった.動

物側の因子としては，今回用いた生後 5-7週のマウス

は成長時期であり赤血球増加，赤血球容積減少めなどの

生理的変化が著しい時期と考えられ原因のーっともなり

得る.さらに個体連続採血が動物に与える影響について

は， 7日毎 1回では採血前後の体重増減，飼料摂取量，

飲水量に変化はなかったが，個体連続採血について検討

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町3-24-1

* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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を行なうには血臓学的変化の少ない成熟動物による検討

によらなければならない.

文献
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衛研年報， 25， 599， 1974 
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Tumors of the Preputial Gland in Rats 

K Hiraga and T. Fujii : Gann， 68， 369， 1977 

直鎖型アノレキノレベンゼンスノレホン酸ナトリウム(LAS)

添加飼料によるラットの終生飼育試験で対照群を含む

雌雄に包皮腺の腫協が観察された.ラットの包皮腺腫

療の発生報告例は1930年に Bullockらが雌の 2例に癌

を認めたとして以来みられず稀な腫療と思われる.試験

は LASを0.00，0.04， 0.16および0.60%の濃度で飼料

に添加し各濃度毎に S1c: Wistar ラット〈パリアー環

境下で生育〉雌雄を15匹ずつ配した.ラットはバリアー

環境下で飼育し， LAS摂取は 5週令時より開始した.

包皮腺腫療は病理組織学的検索を行なったラット 104田

中の12匹に認められ，そのうちの 7例が腺腫， 5例が腺

類癌であった.最初の腫療は摂取開始後52週で対照群雌

に腺類癌が 1例，最後は 148週で0.60%群雌に腺腫が 1

例であり，摂取後 104週 (2年〉以前が 2例ij，以後が10

例の発生であった.包皮!腺腫揚の発生には LAS摂取量

と関連した頻発傾向は認められず現時点で、は LAS摂取

による直接的誘発とは考えられない.

Localization of the Phlorizin Site on N a， K-

ATPase in Red Cell Membranes 

A. Nakagawa and M. Nakao: J. Biochem.， 81， 

1511， 1977 

Phlorizin at 2 x 10-4M inhibited Na+ and Rb+-acti-

vated A TPase activities in human red cell membranes 

by 43%. 1t inhibited the 86Rb uptake activity of ery-

throcytes by only 15%. 86Rb uptake into resealed 
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ghosts was inhibited strongly when phlorizin and 

ATP were preloaded in the ghosts before resealing. 

Na， K-A TPase activity in the resealed ghosts was 

also inhibited in the presence of phlorizin inside but 

not outside the ghosts. These findings suggested 

tha t the phlorizin si te is loca ted inside the cell. 

DifferentiaI Replication of the Chromosomes of 

PαIIαviciniαlongispinα， Liverwort 

M. Masubuchi: Cytologia， 41， 523， 1976 

染色体構成の異質染色質と真正染色質の違いについて

は長い間論じられて来たところであるが，複製時期の差

が両染色質の特性の 1つで、あり，特に異質染色質はDNA

合成期 (S期〉の晩期に複製を完了すると考えられて来

た.しかし， S期の初期に複製を完了する異質染色質の

例がいくつか報告され (Hsu et al. 1964， Tanaka 

1965， Tatsuno et al. 1970， Masubuchi 1971， 1973， 

1974， Ray司Chaudhri 1972)，異質染色質=晩期複製の

関係は成り立たなくなっている.

本論文では，この両染色質の違いを明らかにするため

に，両染色質が明瞭に区別される Pallaviciα longis聞

ρina (n目的の染色体複製の様子を， H3-thymidineオ

{トラジオグラフイ{法により解析した.その結果，異

質染色質は真正染色質に比べ，①中間期において分散状

態を呈している時間が短かい，②染色体の DNA最ある

いは複製単位が多い，③複製に要する時間が短い，こと

を明らかにした.
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M. Nakao， T. Nakao， Y. Hara， F. Nagai， 高橋省，平賀興苦:Butylated hydroxytoluene 

M. Shimizu and S. Hara: Biospecific Chroma柏崎 (BHT)の代謝と出曲致死効果 (2) 2， 6-di-tert-butyl-

graphy of N a， K正一AT唱Pase 4ι-一白-但h白-白

1叩Ot山h Int旬;疋ernat叩tiona叫aι11 Congress 0ぱf B町!oωche児emis引tr門Y， 日本薬理学会第55回関東部会(1976.11)

Hamburg (1976. 8) 

益淵正典，高橋昭夫，高橋省， 平賀興吾:Butylated 

原しげ子，原諭吉，中尾順子，中尾真:メチJ("水銀の hydroxytoluene (BHT)， 直鎖型 Alkylbenzenesul-

動物細胞膜!こ対する作用(続 II) fonate (LAS)長期投与マウスおよびラヴトにおける翻

第49回日本生化学会 (1976.9) 胞遺低学的研究ならびに優性致死試験

中間|買子，長井二三子，原諭吉，清水麻里，中尾真:

ク口マトカラムのアミン密度と Na，K-ATPase 

第49回日本生化学会 (1976.9)

原諭吉，中尾順子，中尾真，永倉貫一:各寝 ATP誘

導体と Na，K-ATPase 

第49回日本生化学会(1976.9)

金西信次，渡部真:ミバエの放射線不妊化と放射織感

受性

日本放射線影響学会(1976.10) 

益淵正典，吉田誠二，平賀輿吾，縄井寿美子:サッカ

リンナトリウム (S-Na)の突然変異誘起性について1.

細胞遺伝学的試験

日本環境変異原研究会第 5回研究発表会 (1976.10)

益淵正典，高橋昭夫，高橋省，吉田誠ニ，安藤弘，

久保喜一，平賀興吾:サッカリンナトリウム (S-Na)の

突然変異誘起性について II. 優性致死試験

日本環境変異原研究会第5回研究発表会(1976.10)

日本薬理学会第55回関東部会(1976.11)

原しげ子，中尾順子，原論吉，中尾真:縮胞膜諸静棄

に対する有機水銀化合物の阻害作用

第 3回毒作用研究会(1976.11)

高橋省，高橋昭夫，平賀興吾， 中尾順子:Butylated 

hydroxytoluene (BHT)の出由致死効果 雌ラットお

よびマウスに対する影響

第 3回毒作用研究会 (1976.11)

長井二三子，原しげ子，金西信次，樺島順一郎，中尾

順子，平賀興吾:クロム鉱さい水抽出物の経皮および経

消化管吸収

第58回東京都衛生局学会(1976.11)

高橋省，福森信隆，平賀輿吾:Butylated hydroxyω 

toIuene (BHT)の出盛致死効果 酸化防止剤5種につ

いての検討

第50回日本薬理学会総会 (1977.3)

大石真之，平賀興吾:ポリ塩化ピフェニJ["(PCB)と

ポリ塩化ジベンゾフラン (PCDF)の比較毒性 PCBと

高橋省，平賀興吾:Butylated hydroxytoluene PCDFのラヴト肝ポルフィリン合成におよ{ます影響

(BHT)の代謝と出胞致死効果 (1) 3， 5-di-tert-butyl- 第50回日本薬理学会総会 (1977.3)

4・-hydroxybenzaldehydeについての検討

日本薬理学会第27回北部会 (1976.10) 大石真之，平賀興吾:ポリ塩化ピフェこん (PCB)と

ポリ塩化ジベンゾフラン (PCDF)の比較審性(3) PCB 

大石真之，平賀興吾:ジーユーエチJ(;ヘキシルフタレ とPCDFのう‘Y ト血清蛋白等におよ{ます影響

ート(DEMP)の毒性学的研究 (3) DEHPのラッ卜肝お 第47回日本衛生学会総会(1977.4)

よび宰丸成分におよ[ます影響

日本薬理学会第55間関東部会 (1976.11) 川野澄江:ポリ塩化ジベンゾフラン(PCDF)(こよ苔ラ

ット肝薬物代謝酵素の誘導

福田向江，高橋省，大石真之，平賀輿吾曲清および 日本農芸化学会昭和52年度大会 (1977.4)

肝臓中の静護活性の相関について

日本薬理学会第55団関東部会 (1976.11) 
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高橋省，平賀輿吾:Butylated hydroxytoluene 原しげ子，中尾順子:細胞膜諸酵素に対する水銀化合

(BHT)および関連化合物の出血致死効果 物の阻害作用

日本農芸化学会昭和52年度大会 (1977.4) 第 4田毒作用研究会(1977.6)

福森信隆，高橋省、，三栗谷久敏，平賀輿吾:Butylated 坂本義光，調武久，平賀輿吾:粉麗吸入翼験装髄の試

hydroxytoluene (BHT)およびその他の酸化防止斉IJに 作

よるラヴト肝細胞の電顕的観察 第 4回毒作用研究会 (1977.6)

日本電子顕微鏡学会第33回学術講演会 (1977.5)

高橋省， 平賀輿吾:2，4，6-Tri-tert-butylphenol お

大石真之，平賀輿吾，大沢仲昭:Estrone，目stradiol， よび 2，6-di-tert-butylphenolの雄ラットに対する出

Estriolのう'"ト宰丸内直接注入の事丸静脈血中 Testo- 血致死効果 butylated hydroxytoluene (BHT) との

はerone濃度におよ{ます影響 比較

第50回日本内分泌学会総会 (1977.5) 日本薬理学会第56回関東部会 (1977.6)
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