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序

東京都立衛生研究所研究年報は第 1巻が昭和25年 5月に発行され，総頁数80頁の薄いもので

あったが，年代が進むに従って次第に厚さを加えてきた.また内容的にも充実してきたことと

自己満足かも知れないが自認している.

今回の第29巻は論文総数 114編と分厚なものとなるので，昨年と同様 2分間とされた.研究

年報の分間化はここ 3年連続的に行jつれてきたが， これからは恒久的にならざるを得ないもの

と思jつれる.

数年前までは当研究所においても主たる研究論文は学会誌に専ら投稿し，研究年報には掲載

されることが少なかったのは事実であるが，最近では研究年報への投稿が増加している. これ

は研究者の層の増加と，若くなったこと，研究意欲が旺盛なこと，着想が新鮮なことなどが原

因と考えられる.

さて， 日本における医学文献検索は急速に発展し，国内文献検索も相当広範囲にわたって行

われるようになった.従って，いままで限のとどかないところにあった研究論文は，国内はも

とより国外においても検索の網にかかるようになり， しかもその論文が画期的な学術的な意義

があれば広く認められ得るようになった.

衛生学界における文献情報検索がコンピューターにより迅速処理されることもあってか，当

研究年報掲載の論文別刷も各地より送付方依頼が増加している.

研究年報には各研究室で行った調査の基礎データーも出来るだけ掲載するよう努力している

が，紙面の都合により掲載出来ないものが多々ある.これらは別に研究報告として印刷するつ

もりである.

研究年報とともに研究報告も御活用願えれば幸である.

おわりに，本報告書の刊行に当って，編集委員ならびに関係諸氏に献身的に街l奉仕いただい

たことに深く感謝の意、を表する.

昭和53年 7月20日

東京都立衛生研究所長野牛 弘
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ジブチ)1.-ヒド口キシト)1.-エン(蕗盟T)添加飼料によるうット終生飼育実験(続〉

24力月ならび!こ終生餌育群の個体別所見

市川久次へ 小林博義穴 中川好男大 長井二三子本

清水麻里六 池田虎:ft;ft*， 矢野範男六 平賀興吾牢

Toxicological Studies with Butylated 盟ydroxytoluene(BHT) by 

Dietary Administration for the Life飽 Spanin Rats (Supplement) 

Findings of Individual Rat for・24Months and the Life回SpanGroups 

HISATSUGU ICHIKAWA汽 HIROYOSHIKOBA Y ASHI*， YOSHIO NAKAGA W A汽

FUMIKO NAGAI*， MARI SHIMIZU汽 TORAOIKEDA牢， NORIO YANOヰ and

KOGO HIRAGAキ

緒 F司

前報1)で， ジプチノレヒドロキシトルエン〈以下 BHT

と略す〉のラットを用いた慢性毒性試験 (BHTO.005%，

o. 020%， o. 320%添加飼料による 3，6， 12， 24カ月およ

び終生餌育実験)の結果を検討し報告した. その中で

BHTO.320%添加館料摂取ラット (0.320%群〉では飼

育途中において，肝臓重量，血清総コレステロ{ル量，

j主清K+量の増加ないし増加傾向を認めたが， BHT摂取

各群とも対照群と比較して，飼料摂取量，体重増加，一

般状態，生存率の推移，寿命に差のないことを明らかに

したが， 24カ月飼育群途中死亡.瀕死屠殺例，終生飼育

群の瀕死属殺@死亡例における一般検査については記載

しなかった.長期毒性試験の結果の評価においては，定

期解剖例における結果のみならず，途中死亡@瀕死属殺

例における所見も重要視すべきであると考えている.そ

こで， 24カ月飼育群ならびに終生飼育群の個体別所見を

記し， BHTの毒性評価の資料に供することとした.

実験材料ならびに方法

前報1) に記載の通りである

BHTは和光純薬製.Lot No. PAK 3582， KIK 5562， 

白色結晶性粉末， mp 69. 5'Cを用い， それぞれ 0%(対

照)， 0.005%， 0.020%， 0.320%の割合で日本クレア製

粉末飼料 CE-2に添加後回型化し実験飼料とした.ラ

γ トは日本クレアにおいて barriersys tem 下に生育さ

れた JCL: SD系ラット雌雄を 4週令で購入し， 5週令

より実験に供した. 使用した動物数は以下の通りであ

る.飼育は，室温250土10，湿度55土5%，照明 6時から

17U寺，換気毎時10回の barriersystem飼育室において，

BHT濃度 0% 0.005% o. 020% 0.320% 

期間 8 ♀ ei !j? o ♀ o !j? 

24 カ月 10 10 10 10 10 10 10 10 

終生 15 15 15 15 15 15 15 15 

終生(特) 10 10 10 10 

前回および床がステンレス製個別飼いケ{ジに収容，自

動給水(細菌ろ過器経由〉装置付ベルト式飼育架台にて

飼育した.検査方法は，瀕死状態と判定されたものは屠

殺処理し，できるだけ諾検査を行うよう努めた.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

時放出する血液を採取し，白血球数 (WBC)，赤血球数

(RBC)，ヘモグロピン量(HGB)，ヘマトクリット値(H

CT)を測定した.血清生化学的検査:総蛋白量(TP)，

グルコース量 (GLU)，尿素窒素量(SUN)， トランスア

ミナ{ゼ活性(GOTならびにGPT)，アルカリフォスフ

ァタ{ゼ活性(ALP)，総コレステロ{ル量 (CHO)，血

清ナトリウム量(Naつ，血清カリウム量(Kつ，コリソエ

ステラーゼ活性 (CHE)を測定した.

結果ならびに考察

24カ月ならびに終生飼育群の個体別所見を表 1-1""'"

12 (器官重量，血液，血清生化学的検査所見〉および表

2-1~8 (主要剖検所見)にまとめて示した.全体的

に見て下垂体重量〈雌群に比較的多い)，白血球数， GOT，

総コレステロ{ル量に異常値が，剖検所見では下垂体腫

大が雌群に多くみられ，これらの変化は対照群にも認め

られ， B百T 摂取が起因で、あるような一定の傾向を顕著

に示す結果は得られなかった.

ホ東京都立衛生研究所毒性$ 160 東京都新宿区百人町 3.--24-1
ホ 1、okyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ] apan 
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事亀
母020 96 I 8 63晶 ゑ372 2.547 i 4.50 2.2 75 2.212 2.472 30.0 1.626 36.0 31.<1 8.4 141 27 51 144 21 111 144 6.0 

也

.生 0014 113 1) I 831 2.181 3.160 25.15 3，371 3.580 4.905 26.0 1J7唱 1.256 97.0 82.1 1.105 
昌 ，..、
自 理署 事自由畠 u品 D I 600 2.昌 10 1.930 18.81 2.120 2.090 1.110 28.6 3宮.0 1.910 !，890 31.2 35.9 1.010 
5 、ー'

0010 U5  i S 713 2.416 1.842 23.80 2.:n 1 2.434 1.912 24.0 23.6 l.438 1.514 54.2 38.2 I.3U 22.5 5.宮7 10.8 30.6 6.l 25 22 14 33 14 109 145 6.0 0.1 

0002 128 I D 859 2.330 2.156 3t.12 4.528 4.639 2.494 19.0 33.0 1.291 1.686 29.0 50.0 3.892 

159 67 I D 

131 73 D I 610 

160 7宮 D 704 2.160 1.424 30.84 2.335 乙，481 867 286.0 47.0 610 510 53.0 46.0 

24 
153 96 D I 632 1，552 1-7.85 876 21.0 1.385 1.519 44.0 44.0 967 

121 103 s ! 559 2.455 2.1宮2 13.58 2.534 2.916 444 10.5 41.3 守ヨE 669 31.0 31.9 1.084 6.宮 198 213 21 79 3 1108 138 6.2 

カ

126 104 ST 784 2.U自 2.150 22.79 1.990 1.960 960 20.1 32.3 1，900 1.770 33.9 36.3 807.0 1.2 00 9.0 7.93 15.3 <114 7.6 191 11 68 J 68 43 153 141 7.9 

。 142 104 ST 646 ゑ285 2.235 25.04 6.020 5，350 1.362 224 35.9 1.504 1，844 53.0 26.1 373.4 1.448 8.2 4.81 1 Q.4 27.9 5.5 141 107 48 123 14 201 137 8.2 

@月

自 148 10唱 ST 6マZ 2.295 1，812 19.70 1.79宮 1，851 1.200 16.3 26.3 1.734 1.690 35.0 31.5 331.0 1.050 11.1 6.28 12.8 36.7 6.8 137 18 46 149 33 107 

2 

9 154 10唱 S'l' ゑ229 1.855 20.4.8 2.198 2.368 1.609 17.7 37.8 1.417 1.616 39.8 38.3 700.1 1.390 27.3 5.13 11.5 33.6 6.4 114 14 41 107 12 134 156 8.3 

157 104 81' UI0 2.21日 2.403 22.46 2.527 2.560 977 18.3 29.6 2.378 870 45.9 38.4 306.7 1.271 8.5 7.13 16.4 <12.1 7.0 131 15 32 110 13 159 142 6.5 

224 93 I D 7唱6 2.317 1.619 32.1唱 2.180 2.354 802 195.0 15.0 1，526 1.564 41.4 31.4 1.105 

書色 251 106 2.191 1.235 8.02 1.811. 1.宮01 701 2却.0 18.5 480 486 51.2 49.5 19.8 785 10.1 5.36 10.1 <14.0 7.5 6 I 39 9 唱3 21 24 146 7.0 1.41 

259 113! D 884 

空E 203 イ 11318 506 2.560 2.010 17.32 3.590 3.5 70 1.210 29.6 890 840 67.24 86.9 l.l 00 28.8 5.30 11.6 31.5 5.0 3 I 44 u 宮9 9 I 82 151 5.7 0.1 

253 115 18 唱36 2.085 2.晶30 21.20 5.180 4，155 l，2oU 39.5 11.0 102 610 58.5 60.6 1.121 6.唱 4.67 9.6 26.3 1.8 75 60 72 117 18 261 150 6.6 1.08 

1-4 見所JJIj 体個
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霊平 ラ
霊草式寺

体 軍号 腎 下 寧
縄県

潤 観
事E罰年 怠立官自

3富 W R 日 日 T 。 s 。。A 1 C C 
r----r-一一 ヲ 軍基 'L' 肝 曹尾 体重量 盟状主

費色 軍号 B B 。 C L • U P 。L I H N.+ K+ H 
BliT 震寄

書号ト番 耳機足
本 重 毒 害 毒 富 雲 ~ E轟 c C 自 T P U N 1 T T P 1 0 E 

ラも 理署 E霊 z 事哩 喝 E 鍵智 E宇 酒曙 富骨 司 司 鰐智 司 匂 司 '哩 Xl0
3 

XI0
6 

g/dl 宇も 岳-de司VcUIJ!If/dl lJ4t U/鋭 tUl 時ノiUm&Vt 明 心pH

229 1161 D 812 

211 116 I S 442 2.149 1，369 17.07 2.250 2.198 47邑 208.0 30.5 996 865 42.5 4. 2.4 1.447 9.4 4.73 9.6 27.6 9.3 8晶 255 21 135 15 84 165 7.3 141 

256 1211 D 430 907 335 

終 242 1221 D 688 。
238 1281 S 255 2.542 1，002 1.06 1.121 ¥.240 384 624 4.02 36.0 33.0 宮33 6.6 6.05 10且 29.9 5‘4 61 47 10 138 5 I 66 146 6.0 0.11 。

2 206 131 I S 575 。
E主 243 132 I S 389 2.415 1.214 11.00 1.878 1，713 582 29.0 1.622 498 43.0 44.0 796 27.6 7.5 3 15.4 37.8 9.0 36 110 21 88 6 1171 144 9.5 1.11 

218 1361 D 706 

214. 1481 0 532 

213 1491 D 688 

150 421 D 602 1.360 18.68 1.800 1，860 870 22.0 23.0 1.920 

158 79 I D 540 2.675 1，570 22.08 6.571 6.801 1，594 15.0 54.0 1，637 1.584. 44.0 41.0 1.30 I 

147 103 I 0 59 J 

24 

125 104 ST 962 2，34.0 1.890 2721 2.420 2.530 1.130 19.3 24.2 1，830 1.980 39.1 22.7 116.9 1.600 8.5 7.66 15.5 42.3 80 141 19 60 183 25 198 144 1.8 

。
128 104 ST 776 2.230 1，880 20.25 1，990 2.130 1.1 20 16.5 23.0 1，980 2.070 43.4 25.2 509.9 2.240 15.6 3.99 8.4 25.1 6.2 123 19 41 H9  27 85 14.7 75 

3 カ

2 132 104 ST 1.1.80 2.280 1，940 27.24 2.130 2.150 1，420 19.8 382 1，200 1.960 35.3 30.0 403.1 1，286 7.1 7.75 16.0 44.4 7.0 169 18 50 117 23 147 152 7.5 

。
135 104 ST 938 2.319 1.927 28.71 2.826 2，865 1.425 21.3 28.6 1，048 762 36.0 33.3 272.9 1.183 8.6 7.11 15.3 4. 0.8 7.3 154. 17 43 114 14. 253 144 7.0 

月

137 104. ST 732 2.334 1，4 6 6 14.22 1，537 1，447 844 72.9 22.9 1.372 1.387 322 29.3 286.0 755 7.7 5.35 10.4 31.0 89 144 6 129 126 12 67 142 8.9 

139 104 ST 802 2.292 1，988 27.26 2.872 2.855 1，470 23.4 40.0 1，961 1.961 27.7 25.5 713.2 1，594 7.5 7.86 16.9 品4.8 7.1 146 25 37 104 27 248 142 8.0 

149 104 ST 790 2.246 2，172 23.61 1.997 2.038 3，746 17.5 26.7 1，750 1.827 107.8 48.9 5669 1.650 33.2 3.80 1 1.4 28.7 5.8 108 18 36 105 24 99 144 8.3 

主終主 223 921 D 600 2.383 1.542 20.92 2.80 I 2.846 544 16.0 21.0 1.429 1.315 26.0 31.0 741 

1 5 見所Jjlj 体個
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39.3 1.536 11.51 8 136.4 

941DI700 225 

6.2 21 81 1159 25 74 23.2 11.78 

34.7 

14.7 1.5 0 0 1 1.4 5 6 1 J 2，9 951 s 1632 1 2.1391 2.0361 1 721 210 

44 1151 21 67 15 

<16，0 

6811.347133.1 

647 147.0 

19.0 9.6 916 202 1 1 001 s 1 572 1 2.1 6 3 1 1.46 91 I 3.44 1 4.520 1 5.44 8 

727 590 2.9981 1 8.1 6 1 4.399 1 4.025 24611041DI361 

905 37.3 1.06 1 11.1 1 8 ! 1 9.2 3.9 412 終 1220 11 091 D 144 6 1 2.4 0 8 1 1.4 8 8 1 1 620 1 2.368 1 2.4 1 8 
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70.0 

84，0 

39，0 

1.0 86 1 1.4 I 2 1 6 4，0 

944 11.045171，0 

316 138.0 

233 111 0 1 D 1576 12.134 11.8 8 01 30.4014.10314.168 11.800 1285.0 142.0 

24 7 11 1 0 1 D 1600 1 2.45 1 1 2.2" 0 1 1 8.80 1 3.44 3 1 2.4 I 7 11.55 8 

n
v
e
q
d
v
内，

M
n
u

28.5 926 132.7 

1，0 <1 6 236 11 1 61 D 1666 1 2.149 1 3.1 1 3 1 2 1.77 1 2.232 1 2.404 

84 2.141 <15.0 5.0 

799 

320 11.096 25.0 

生 125 7 11 2 21 S 14 0 7 1 2.235 11.2 9 51 1 1.3品11.867 1 1.888 

24 1 11 221 S 135 1 1 2.1 76 11.74 1 1 1 154 1 1.55 91 1.5 1 5 11.0 8 7 11 0，0 

78 1.044 39，0 656 136.2 659 23.1 508 152.6 252 11271 S 1350 12.227 11.826113，2012，9281 2，988 

23111361DI346 

24911481DI315 

-.:J 

S T :定期感君主
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(雌〉

ゴ「一
ラ

霊道武等専
事年 望号 軍量

体下室長 恵状甲
軍事

撃鼠苦 E軍籍号 子 E富 w 民 日 日 T G B 。。 A C む
g伊 脳 1.; E干 曹再 B B G c L U P 。 L E玉 Na+ K+ 日

IlHT 飼
番号ト

〉主 E霊 s 君 塞 毒
宮 富島 C C 日 T P U 関 T T F 。 E 

%腎 自 軍曹 司 z 嘗喝 時 鹿習 匂 曹唖 首唱 匂 湾 魯弔 匂 XJ0
3 

XI0
6 

Eノ匂 ヲ』 Eノ包4宿署Vdt喝1uu/1IIt u/魁 u/cU 宿署/匂 "富男!巧z.dpH 

179 86 S 1395 2.026 1.070 8.71 l.l46 1.271 510 285.0 37.0 ~8是 40.0 唱。。 556 926 9.1 4.71 11.8 33.3 6.9 155 16 3 I 54 91 11 142 6.0 

176 100 s 1318 1.939 1.074 7.73 1.091 1，036 唱17 310.0 122 23.6 32.3 30.0 453 684 6.7 7.64. 15.2 42.5 8.3 175 13 30 110 81116 140 5.1 

16 J 104 ST 722 2.000 1，750 16.6日 1.2 30 1.280 990 26.4 30.6 99.9 356 3唱9 lJ 69 1.400 3.8 8.16 17.3 品6.1 7.7 174 19 91 175 17 159 142 6.5 
24 

170 104 ST 370 2.071 1.178 9五B 987 UOO 1.550 37.8 22.5 46.5 29.8 29.0 1，367 1.079 20.9 3.90 10.1 31.2 6.6 104 11 47 152 30 102 139 7.0 

114 104 ST 450 2.379 1.630 14.38 1.l30 1.14む 1，l60 315.5 22.5 63.8 43.2 35.7 1.286 15.4 5.16 12.6 35.5 7.4 105 Eτ 39 108 28 113 143 7.1 

G カ
ST 1.144 9.6 2.4.1 18 115 104 548 1.996 2.339 1826 1.633 1.616 2.898 11 3.6 22.5 37.1 37.5 35.7 874 29.6 2.84 6.1 100 39 120 11 107 143 6.8 

182 104 ST 490 2.080 1.3 54 13.52 1.080 1.276 l.l82 56.7 56.7 33.6 32.7 30.3 1.427 1.240 H 5.87 12.9 36.3 7.5 146 17 40 III 7 1131 146 1.2 

月
186 104 ST 604 2.198 1.471 21.45 1.378 1.354 1.110 46.0 25.1 88.4 97.4 33.6 661 1.100 8.0 4.08 10.1 25.3 7.8 150 17 70 158 13 110 142 7.3 

189 104 ST 656 2.06 J 1.6 91 2l.4 4 1，400 1.464 1，093 52.3 22.0 " 8.6 " 6.9 " 2.5 645 1.180 ! 0.1 5.94 ! 3.4 37.7 6.8 108 16 40 0 3  26 124 142 7.1 

200 104 ST 486 2.096 1，757 19.97 1.4 81 1，520 896 62.9 22.6 品6.3 41.7 38.5 1，416 1.200 10.4 7.09 14.5 40.7 7.5 n3  17 37 103 13 124 139 6.6 

80.0 
316 78 S 1511 1，959 925 13.16 1.098 1，124 5)8 74.0 94.0 79.0 106 108 464 14.2 4.15 10.4 29.9 6.6 189 20 8 I 84 8 1163 140 5.3 r、

対
1.001 1 1.5 27.3 275 90 S 1425 2.032 1，011 15.4 7 1.324 1，337 1.240 30.0 J 9.0 29.1 43.2 43.1 898 10.4 4.25 

280 99 日 329 2.041 9.60 1.156 1.142 851 222.0 58.0 47.0 47.0 790 999 5.4 1.34 3.6 9.9 11唱 24 57 136 9 1198 140 5.1 

127.7 
終 311 106 D 1647 2.110 1.740 26.59 2.110 1.950 820 27.8 21.7 80ι 71.2 38.3 424 780 

g iv R事.
52.0 

306 110 S 1322 2，070 1，504 10.96 1，066 1，) 09 1，548 12.0 16.0 44.0 27.0 51.0 1，676 695 18.7 175 3.6 J 0.2 84 105 57 84 l45 24 135 140 5.5 0.39 

65五
295 111 D 1556 2.148 1，497 18.70 1.468 1.496 1.257 35.9 27.1 73.9 32.8 51.1 1.2 74 716 

289 113 D 1775 2.222 1，73 J 24.56 2.080 2.259 1.026 19.4 30.2 35.0 490 1，562 

20.6 

生 292 115 S 1534 1.990 1.430 12.73 1.2 1 0 1.250 850 129.5 23.8 22.2 36.8 39.f 670 1.380 7.7 3.82 7.1 26.2 5.7 76 29 8 I 93 5 1 79 138 5句。 0.26 

320 J 20 S 1240 

300 121 D 1454 

D 1596 

1-7 見所別体f西
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量科週院
体 望号 宅警

下体書量 膝主Ej!主
場事 曹喜軍 唱車検者 二F 1量 司胃 民 鈎 日 T g 昌 G 。 A C c 

ヲ 悩 ，心 .8'f 事専 B B G 。 L 
EU 4 

P 。 L E主 Na+ Eι + 日

番号ト
* I 1霊 宰 電 署長 i 毒

宮 富島 c c E T P U T T P 。 E 

%鷲 z 軍事 E唱 E 事曹 E翠 a昔 寝苦 曹唱 曹噌 軍曹 軍唾 匂 曹唱 )(103 )(10
6 

g/d4 % g/dl 時/d4略/包SU/鋭 UAIt Uノ114明/包tr~知 mう .o.pH 

318 132 D 1441 1.888 1.579 18.31 1，799 1，785 1，613 14.0 25.0 30.0 28.0 411 818 

終

271 132 s I 829 1，886 1，558 19.92 1，2 4 4 1.2 90 845 

265 132 s 1538 2.147 1.464 22.22 1.513 83.4 23.7 65.2 57.4 U76 ! 5.7 4.63 1'.1.2 30.1 7.8 114 57 9 I 82 15 48 140 72. 1.17 

。 主主

307 169 D 1455 2.049 1，284 13.38 1，379 1，356 792 32.10 16.0 30.8 

，・、 22.0 
0021 83 s 1324 2.066 1.154 7.89 1，092 1，025 501 290.0 23.0 15.0 30.0 35.0 唱唱。 1，150 6.8 4.61 10.3 28.9 16.1 145 27 45 140 12 90 

対

0037 99 s 1742 1.880 1.600 18.10 1.700 2.060 3，060 44.2 44.1 44.6 540 唖2 4.06 9.1 25.1 4.5 91 32 91127 21 24 155 10.0 

0031 104 D 1361 2.010 994 9.99 931 912 468 163.0 13.0 73.0 47.0 51.0 462 829 

E置 終
2227 .. 0 0 、J 0033 107 S 1370 2.145 920 10.2 '1 1.019 1，020 563 124.0 29.0 24.0 24.0 506 8.9 6.l1 13.3 35.3 7.3 135 12 91 41 41110 140 6.4 

20.1 
0023 110 S : 220 2.212 885 7.19 1.01 '1 1.322 341 18.0 21.1 20.1 222 480 

生 18.5 
0035 111 S 1497 1，830 1.414 13.22 1.371 1.409 471 291.0 26.6 32.4 55.6 58.6 554 864 7.8 5.72 11.2 30.5 10.1 55 31 71126 13 118 141 8.0 0.17 

0029 122 D 1260 

符 0025 1281 D 1.983 1.828 29.59 2.0046 2.1品B 1.222 45.0 79.0 20.0 

0027 130 D 1612 38.57 8.24 '1 

0039 136 D 1486 32.77 

39.7 
187 45 s 1288 660 8.48 919 901 304 25.6 22.6 30.4 26.8 248 3.580 5.3 7.01 14.9 36.2 

37.6 
24 E宮B 68 S 1402 2.093 764 9.20 1.201 1.204 508 319.0 28.8 32.9 38.5 33.8 760 6.0 6.75 15.6 36.5 

。 172 68 S 1238 778 7.15 789 812 304 19.3 12.4 32.5 31.3 511 934 13.1 5.06 12.4 29.0 

@ 22.0 
。 カ 180 89 S 1344 2.054 1.201 8.30 919 904 378 71.0 86.7 24.0 22.0 735 

。

5 162 104 ST 542 2.100 1.430 14.30 1.480 1，560 2‘030 88.2 18.9 48.0 46.8 35.6 606 890 17.2 3.8 3 9.6 26.8 6.1 112 42 23 114 33 57 152 9.3 

月 168 104 ST 556 1.900 1.380 19.64 1，l64 1，140 835 122.0 23.8 47.1 51.0 51.8 1.176 1.269 11.4 5.24 11.4 31.5 7.7 U2  18 38 97 14 123 

169 104 ST 500 2，182 1.584 20.08 l.728 1.480 5，205 69.1 21.1 32.7 告9.9 " 8.1 958 1.047 12.3 3.26 7.3 21.9 6.2 117 16 43 114 27 98 

1-8 見所別体個
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7 

署科書試震員

体 唱号 事苦
室体下垂 状除甲

卵
r 際隠j 腎IiIlJ 子 苦言 W 且 H H T G s 。。λ 。 c 

種革 ，(1 E干 慎 B B G C U P 。L 認 Na+ K+ 日

号重番
* I 1霊 雲 毒 署長 写 富 宮 E襲 C C B T P U N T T P 。 E 

守』哲 霊童 z 冒時 句 省唖 E智 向 鍵曹 鹿習 軍略 E曹 嘗曹 E習 司 時 XI0
3 

XI0
6 

g/dl 宇も g/dl 匂~/dl 匂/包F uノ包tU/Jltl U/官E匂/草t血~島mE)t 乙司pH

24 177 104 ST 482 2.187 l.I 95 12.14 1.180 1.182 1.007 26.2 172. 114.6 33.1 31.3 789 1.291 4.9 7.37 14.9 41.1 7.9 158 1 Z 37 117 11 102 141 5.8 

.， 17 B 104 8T 456 2.032 1.095 8.81 916 825 626 9.7 26.9 41.2 18.8 19.7 863 1.004 8.5 5.25 11.4 32.8 6.9 139 11 43 143 71113 143 6.8 

月 183 104 ST 795 2，180 1.939 29.77 1.763 1.614 1.450 132. 18.6 12.0 65.1 63.0 809 1，160 i 1.0 3.01 7.4 21.0 5.8 13" 22 35 95 19 80 142 7.1 

308 31 1 8 852 10.73 I.l 04 1.054 612 4.4 36.7 33.5 1.229 9.2 158 18 32 103 24 66 

26.0 

317 68 S 1550 2.344. 999 16.98 1.167 l.150 766 29.1 22.8 21.0 51.0 " 5.3 896 26.2 28.8 

46.3 

266 82 S 1277 1.900 880 6.63 969 12.98 311 24.0 31.4 46.5 24.8 30.6 534 1.04 " 6.4 6.35 i 1 2.9 34.1 

267 95 S 1347 1.2 06 9.58 1.351 1.270 928 18.4 18.9 272. 36.1 894 487 8.5 522 10.9 30.1 6.8 148 23 16 143 61151 

261 971 D 

事是 299 103 S 1319 2.551 964 6.1 7 990 972 339 16.7 23.6 20.8 27.4 436 ;1 84 7.5 154 12 18 111 7 1129 14.0 5.9 

12.8 。 313 107 S 1408 1.828 1，136 6.92 1，040 1.04.5 429 77.1 19.4 12.6 27.5 25.0 331 7.4 4. 10 21 7 1 93 4 1 81 142 6.4 021 

59.0 。 298 113 D 1215 1.928 826 5.63 1，044 1.084 300 176.0 28.0 75.0 53.0 55.0 472 

9 24.1 

5 304 115 S 173 Q 1.881 1.982 23.80 1.606 1.715 1.490 55.3 25.8 27.8 89.7 44.3 986 I.l 06 102 4.47 111 21 24 73 15 15 142 5.0 1.20 

生 301 116 D 1374 

268 121 D 1653 

291 110 D 1671 

314 128 D 1435 1，966 1.4 59 17.15 1.432 1，397 792 11.0 21.0 41.0 49.0 54且 402 984 

262 130 D 1" 33 

272 1 3 2 S 1264 2.146 982 5.4 9 873 918 718 248.0 20.0 19.0 65.0 27.0' 624 703 7.1 5.12 10.8 27.5 7.4 109 20 17 98 81113 144 5.4 0.19 

0022 631 S 1.434 15.86 2.318 2.4 3 5 312 46.0 9.2 5.0 122 31 
書生

29.7 

生 0034 921 S 2.147 1.823 17.08 1，820 1，743 3，232 21.0 702 55.1 60.8 60.1 588 1.190 26.2 0.90 2.9 9.1 4.8 57 33 72 162 18 60 146 5.2 

22.0 

:ff 1 0030 1 961 S 1287 12.022 印 241 8.21 1 1.070 11.1 0 0 1 344 1337.0 1 33.8 13.0 34.0 33.0 1，320 10.2 5.23 11.1 30.6 

1-9 見所別体{間
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1-10 (雌)

審理 :7 

斜霊民温
告年 腎 事手 下 甲 軍軍

露事手軍 唱署を員 子 E喜 W R H 日 T G s 。 G A ~ INa-l 
c 

幅引It
， 富量 ，し、 E子 曹耳 霊体曇 E状訟

B B G c L U F 
。

L K+ 日

番号

*1 1霊 ~ 事 S晃
審- ~ 宮 E島 C G B T P U N T T P 。 E 

手毒 事響 E E寧 冨曙 z 司 E智 略 喝 種曹 喝 喝 司 司 E寧 XI0
3 

XI0
6 

g/包S 守。 g/.u 時/ω 勾/匂4u/1Ot u/包tU/dl 略ペiU間切 間切 .opH 

0040 97 s I 689 2.062 1，913 24.42 1，688 1，638 8，174 326.0 21.5 77.4 78.1 864 1，192 29.8 4.40 8.7131.1 5.6 77 .1 19 107 16 32 701 129 5.2 

事亀 0036 99 s I 346 1，961 1，006 9.63 1.125 1，080 634 212A 212.6 25.0 24.5 25.1 483 927 15.5 5.31 12.3 31.8 6.8 104 27 9 1126 21 921141 6.4 

自 0026 100 D I 507 . 。生 0032 101 s 1440 2.084 1，610 19.6 。
4248A S 5 0038 120 S 唾3晶 2，008 1，440 11.1'16 l，334 1，320 411 335..0 27.9 41.8 34.1 570 699 4.8 5五2 12.0 29.5 7.5 112 12 123 81 88 148 5.7 0.78 

( 

32Z9:.8 0 卒事 0028 127 D 1676 1，980 1，692 22，96 1，388 1，4 -4 0 2，056 16.0 37.0 品8.0 81.0 743 897 
、J

0024 132 s I 71 0 2，131 1，574 19.98 1，744 1，923 1，986 51.7 22.8 
3172A 5 54.0 49.6 688 948 16.5 5.07 10.4 29.3 6.0 102 40 5 I 86 22 751 1" 9 5.7 0.05 

185 55 s 1240 

16唾 80 s 1274 1，938 690 4.85 741 740 338 286.0 15.0 
21210 0 24.0 26.0 511 4.3 8.03 16.0 43.8 

173 90 s 1288 1，962 897 9.73 1，307 1，322 411 331.2 11.0 
1318ZS 4 38.9 35.5 979 7.9 5.76 12.6 33.5 9.0 141 21 24 112 15 51 

24 
195 99 s 1318 3，323 1，133 9.50 1，027 I，l 06 1，084 711.0 11.0 10.2 26.3 485 35.2 2.14 6.3 16.4 6，0 90 16 13 85 13 54 151 6.6 

196 102 I D 

カ

163 104 STI640 2，008 1，627 19.36 1，714 1，712 1，321 77，9 34.6 " 0.9 32.9 33.6 676 953 18，3 4.69 14.0 32.9 10.2 213 22 316 477 57 211 

。
167 104 ST 662 2.2 02 1，423 24.61 1，387 1.472 823 20，5 21.8 69，1 26.0 56.5 607 I，l 08 6.0 5.1.8 11.6 31.4 6.5 1岳E 18 57 209 13 121 138 8.7 

。月
2 188 104 ST 1714 2，087 1，488 17.75 1，286 1，345 834 16.0 21.3 73.1 38.8 33.5 686 1，280 7.6 7.30 14.5 39.7 7.5 114 18 58 149 32 127 138 7，3 

8 
6.8 

190 1'04 STI500 2，063 1，238 14.62 1.l45 1，2 08 854 17.1 21.4 64.6 38.0 43.8 2，037 1，012 10.0 6.12 14.1 39.2 7.2 154 17 77 185 16 93 137 

193 104 ST 428 2，134 1，157 2328 1，265 1，213 750 205，7 27.5 101.5 49，8 50.2 1，005 855 12.6 4.86 11.1 30.0 6.2 91 81 20 74 6 I 92 149 6.5 

296 59 S I 304 897 829 1，201 1，222 441 13.4 162 36.6 38.5 2.8 7.69 16.5 40.0 

終

283 101 S I 373 2，004 799 9.83 1，043 1，078 1，168 20.1 9.0 51.8 品8.0 2，108 38.5 5.59 11.1 32.1 3.9 7S 33 12 111 3 I 12 127 1.1 

287 108 S 1 242 1，824 851 1.44 1，133 1，078 370 268.0 12.1 49.7 35.3 29.5 420 900 6.6 5.54 11.9 32.1 7.6 S7 20 14 115 u 101 146 5.9 0.54 

生
523279 0 

264 109 D I 850 2.280 2，730 29.36 1，800 1，741 908 40，0 20.0 44.0 1，027 813 

見所Jlil 体偲
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石喜宇市
ア

童霊週
体 雪量 宅署

体下重量 線状甲
事事

理E署a E腎趣 子 箪 曹す R 鼠 日 T 。 s 。G A c 。
~ 悩 ，(.， E干 撃事 B B G 。 I. U P 。L 日 N，，+ oc+ 間

番号ト
ネ 重量 g 毒 S晃 g 宮 宮 E語 。。a T P u N T T P 。 E 

ラも 予習 E 曹司 a事 E 司 軍事 軍事 鹿習 事噌 露智 曹唖 麗習 事唖 句 Xl0
3 

XI0
6 g/tU 予も g/tU 砲〆富E略/deU/魁 Uノwiむ'/tU時〆at吟£ 国初 .op沼

294 113 S 1 318 2.070 l.l80 1.04 1.190 1.120 510 11 6.6 26.3 3487 .. 8 5 22.4 37.2 810 8.4 5.62 E晶3 36.2 1.9 84 13 15 103 10 118 1" 3 5.4 0.50 

293 113 s 1 356 2.398 1.560 11.l2 1.390 l，4 7 5 1.036 14.6 50.6 41.6 601 886 6.4 5.14 12.4 31.0 7.1 }63 18 2 1 75 61116 145 5.8 0.27 

315 117 D 1 533 2.169 1.661 18.31 1，211 1.238 3.911 182 20.1 20.2 47.7 5唱5 511 840 

書是 302 U8  D 1 454 

。 279 123 D 1 325 

。 305 123 D I 562 1.928 21.49 1.665 3246 .. 8 8 60.0 52.0 656 152 

2 。 284 1241 D 

主主 286 124 D I 193 32.0 

278 132 S I "05 2.132 1.621 15.27 1.5 7 8 1.600 1.091 94.2 31.2 B445B .B 49.2 46.7 品73 l.OO '1 主8.0 5.67 17.1 41.3 4.6 122 29 6 I 63 22 64 144 5.8 0.30 

285 142 S 1 346 

281 149 D 1333 

184 
7 " 

2.285 903 8.72 1.056 1.017 416 355.0 22.0 2208 .. 0 0 33.0 32.0 574 909 10.5 5.43 112 29.3 

197 83 s ! 360 2.076 1.196 9.53 1.188 1.248 491 303ρ 30.7 66879 0 39.3 31.3 526 7.5 6.78 15.1 36.8 9.7 132 24 93 158 4' 1 87 

199 97 S 1 273 890 881 1.030 1.050 370 292.0 20.6 17.0 399 893 6.1 7.17 12.6 39.2 7i5 138 18 25 80 12 128 134 4.4 

24 171 97 s I 250 2.051 805 7.51 965 899 44 1 175.0 35.3 33.5 30.0 382 716 16.9 5.12 10.4 32.4 8.2 172 28 11 138 16 141 148 7.6 

。 165 102 s I 398 2.143 1.387 1172 1.4 60 784 19.4 36.1 3，86 50.9 116 1.017 8.4 75 120 18 118 12 90 129 12.0 

3 カ 166 103 s I 292 2.028 844 7.Y 3 953 984! 684 463.0 19.4 35.6 33.4 38.0 540 723 

2 。 192 80 D 

月 181 104 STI 382 2.124 1.448 15.48 1.250 1.357 1.208 63.'1 23.0 48.5 34.6 30.5 1.025 1.1 92 10.7 4.77 10.7 31.5 8.0 108 16 33 112 15 139 148 6.7 

191 104 STI 574 2.141 1.526 17ι1 1.450 1.294 580 19.0 27.9 86.7 35.1 41.9 655 1.153 6.1 7.06 142 38.9 7.7 116 13 43 119 27 116 150 6.8 

194 104 STI 468 2.246 1.495 1420 1.J -17 1.294 1.874 34.7 24.7 81.5 32i5 31.2 669 1.185 26.3 3.65 9.8 27.7 6.3 137 13 36 116 11 77 141 6.5 

1-11 見所JJIj 体舘
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体 暗号 軍事 下
霊状甲童

害事 電車 観 子 i" W R 日 日 T G s 。。A c c:' 

'" 脳 ，[j E干 E事 体霊語 腎 事手 自 B 。c L U F 。L H N.+ 百+ 日

11M予もT 費椅朔電
帯号番

*1 1ま 芭 富 署長
毒 ~ 宮 富島 c む B T P U N T T P 。 E 

z 事喝 司 E 鰐宮 匂 毘習 毘智 冒唱 E寧 a習 回昔 鰐習 認習 Xl0
3 

Xl0
6 

fI/dt 予も fI/dt 勾/包t略"匂草 u/1IIt 1J/1IIt U/話4句/電U E句多 ril)'.e ど￥H

269 17 D 

263 82 s I 269 2.022 720 7.60 925 972 421 338.4 27.6 
2202.0 0 24.8 23.8 630 1，151 8.31756 14.4 <11 0.0 9.7 156 38 39 125 20 70 

273 95 s I 280 990 6.72 1.020 1.040 606 16.0 4233.8 2 28.7 16.1 609 700 4.31 3.90 10.4 26.6 7.4 i 37 11 I 21 105 61 62 141 6.2 

214 96 s I 616 2.188 1.421 14.57 1.120 1.078 745 19.1 
2E253 S 

" 1.2 14.3 1.004 737 13.1 4.78 11.0 35.6 7.91153 20 37 108 151126 142 711. 

270 115 s I 708 2210 1.910 29.15 1.450 1.500 1.020 284 8.4 
2103A 3 50.6 42.8 460 1，390 13.0 3.79 9.1 25.2 6.1 I 98 39 24 123 20 771142 5.410.21 

終 303 116 D I .108 1.960 1.250 1.891 1♂09 765 230.0 20.0 44.0 47.0 

。 282 123 s I 213 2.006 1.048 10.41 1，275 1.308 426 315.0 23.0 3451.0 0 30.0 22.0 452 1，314 6.9 93 32 61105 35 71 I 143 5.3 0.14 

3 309 126 s I 398 2.242 1.740 18.42 1.689 2.011 唱.144 20.7 26.1 76.6 56.5 388 1.206 12.8 6.15 12.7 34.8 6.9 24 123 21 282 121 96 HI6 13.7 1.47 

2 
119391 .. 0 0 。 291 127 01538 1，824 1.395 18.14 1.370 1.337 646 425.0 42.0 47.0 40.0 621 

319 129 D 1362 

生 312 129 D I 271 1.992 1.177 13.03 1.874 1.799 380 50.0 63.0 50.0 39目。 2.776 89岳

288 137 D 

290 138 01598 

3 J 0 146 D 

277 141 D 

1-12 見所5J1j 体{国
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表2. 24カ月飼育群@終生飼育群ラット個体別検査所見 主要音Ij所見

個体別所 見 2-1

群 |ラ吋ト|体重

Bfl響|ム|骨子
主 要剖検所見(雄〉

122 

127 

241 129 

1 33 

カ 1134 

1 36 

141 

146 

151 

155 

月

964 I下垂体腫大

779 1 ~項部腫癌，横隔膜K脂肪塊

667 1 fiilj腎右腫大，牌臓腫大

605 1腎臓左右黄土色，腫大

677 1肝臓うつ血，小腸充血

609 1肝臓うつ血，心臓一部黒い影有

757 1肝臓小葉が明瞭，うっ血， -F垂体腫大

794 1肝臓小葉が明瞭

500 1下垂体腫大，前立腺黄褐色粒子状，腎臓黄土色腫大(左右〉肝臓方形棄はんとλ隷

614 I腹部毛黄，脱毛

。

，........_ 

対

照、

、..../

24017651尾つけ根K腫癌

237 15231騨臓付近よ b出血，腹腔内K血麗散見

235 I 一一 i一一

221 1614 I一一

22215211胃出血，牌臓腫大

260 1572 1肝臓腫大，右限出血のあと

23413941腹水貯留約 7.0m乙

227 14311腹腔中出血，胸水有，精巣左右萎縮，腎臓表面凸凹

21715241下垂体腫大，国j腎左右腫大表面出血，腎臓灰色

230 14581胸腔，腹腔内出血，勝脱出血

20715111下垂体腫大，跨脱一ー精のう癒着，胸腔内水貯留，腎臓表面凸凹

215160111拐脱一前立腺癒着，肺一横隔膜癒着，精巣左右萎縮

208 1592 1肝臓正中葉腫癌，脂肪肝様，副腎腫大凸凹

250 1436 1下室長体腫大，肝臓各葉癒着，表面凸凹

219 1 - 1下垂体腫大(水腫様)，右眼球周囲かさぶた，副腎血腫，腫大

終

生

9

1

5

 

1
A

噌

i
n
u

n
u
n
u
n
u
 

ハu
n
u
n
u

終

ハUハU
生

0007 

~ 1 0009 

0013 

0001 

0015 

0003 

下垂体腫大

高Ij腎腫大

跨脱結石

下垂体腫脹，牌臓腫大，鼻出血，胃腫癌

精巣左右萎縮

腎臓一小腸癒着(腫癌)，前立腺腫癌

下垂体腫大，牌臓腫大，下腹部腫癒

下垂体腫大

右側腹部腫癒，胃底部出血

右肢簡，左後肢つけ根(側腹 )VC腫癌
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個体別所見 2--2 

Ej相二卜|梅干 主要音Ij検所見(雄〉

24 

A
叫

ム

刈

uτ

ハU

口
6

0

2

9

7

 

5

6

9

7

 

5

4

3

3

 

4

2

4

2

 

1
A

噌

E
A
-
-ゐ

1
A

2

0

2

9

0

 

ワ
M

q

L

円

b
q
u
n
U

7

7

7

7

7

 

n
u
o
O

ハU
A

u

l

q

L

q
u
q
U
4
A
4
4
R
υ
 

T

i

'

i

t

-

-

i

可
i

カ

月

1561989 

醇臓付近より出血，腸間膜リンパ充血(

眼球より出血，肺腫摺(小)

下垂体腫大

下垂体腫大，腎臓右結石，牌臓腫大

左腎臓黄土色腎う空胴，右腎臓皮質K穴，左精巣萎縮

左腎臓やや黄土色，右腎!臓腫大傾向

下垂体腫大，肝臓小葉明瞭一部うつ血

肝臓方形葉周辺テョコレー卜色，中央黄褐色，下腹皮膚K黄褐色と緑色

の腫癌

右腎臓皮質K陥凹，左右精巣浮腫(水腫〉

24816011 醇臓付近脂肪中出血(血腫)

。
245 

258 

244 
終|

226 

201 

254 

232 

768 

364 

623 

520 

6 1 3 

730 

0

0

5

 

死後変化著しく剖検不可能

右前肢つけ根K腫癌

下垂体腫大

下垂体腫大

F垂体腫大(破水)

下垂体腫大，高!j腎表面K自点

肝臓赤と自の班点模様

2 1 2 1 下垂体腫大，腹水 12.6m-t 

生 121616361 腸間膜リンパ腫癌

23914771 肝臓全葉の表面K白点(ゆ 1mm) ，在頬部K腫癌内味白い豆腐様(ポロ

ポロ)

20416981 腸間膜リンパ，牌臓腫大

25514791 腹腔中出血，胸水有，前立腺出血

2091537 1下垂体腫大，腹腔中出血，胸水有，精巣左右萎縮

終 I0016 

0006 

生 10012

0020 

尋10014 

'---' 10008 

0010 

0002 

右腎臓腫大

小腸腫癌

下垂体腫大

腎臓腫大(3. 1 ff， 2. 9 ff ) 

下垂体腫大

腹腔内出血，腸間膜脂肪内出血(ブドワ球状血腫)

右腎臓水腎，牌臓・心臓肥大

右腎臓結石，鼻汚れ

右側腹硬化(麗癌)

下垂体腫大(出血)，口腔内右上顎側腫癌
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個体別所見 2-3

|群

|ザ|響
号心J.. I体重
J ノ亙 l物日率

J1o. 1(%) 
主要剖検所見 雄

159 

131 559 

精巣出血9 鼻出血跡、

胃腫癒，肝臓ー横隔膜癒着(腫虜)，死後変化著しい

下垂体腫大，精巣小

肝臓，胸腺部鰻癒大

右腎臓水胞，腹部脂肪中血麗

心筋中K黒色影

左右腎臓肥大黄色表面Kポツポツ.右腎臓皮質に穴，右腎臓下方K鶏卵

大腫癌(表面出血〉

14816161 腸間膜リンパ腫大

15416071 左下顎踊癌，右胸乳房腫脹

01 1157110091 心耳肥大，肝臓辺タ白色帯，右精巣萎縮

内

U

q

d

p

o

p

h

U

 

14

噌

i
auτ ワ

M

690 

607 

U 

内

υ

q
白

内

υ

カ

1211'503 

1261706 

1421621 

224 1746 1 下垂体腫大，腹部腫癌

25112711 下垂体腫大，胃潰揚，前立腺腫大

25918331 死後変化著しく，内臓融解

20314681 下垂体腫大，胃底K出血班点

終 125314581 下垂体腫大，左腎臓結石，前立腺出血，精巣萎縮

229 1820 1下垂体腫大，右肢寓部腫癌，小腸出血

21113911 下垂体腫大，胃底部出血

256 1443 1下顎腫癌，胸部腹側腫癌

242 1637 I前立腺出血，結腸肥大

生 123812501 下垂体腫大，精巣萎縮，副腎水胞状の袋(一部)

206 1527 1下垂体腫大

24313771 下垂体臆大

21816591 下垂体腫大(中K水 )，前立腺硬化

21415541 下垂体腫大，左下腹部K腫癌

21316881 下垂体腫大，左下腹部K腫癒(一部出血)，副腎腫大

月
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個体別所見 2-4

群 ラット 体重

飼育 /16. 増(加%率) 主要音1]検所見 (雄)

150 573 右後肢背部K腫癌

158 486 腹腔内出血p 腎黄褐色，表面凸凹

24 
147 591 胸腺腫大，下垂体腫大

125 899 

128 732 
カ

132 1092 肥満体

135 868 肝臓うつ血(斑点状)，右腎臓腫大黄色表面ポツポツ
月

137 717 下垂体腫大，耳下腺附近腫大，肝臓全葉(rCHjj立l点様小結節

139 749 

149 731 心臓K黒色影，右版関，左下側腹部K臆癌， j五副腎腫大，左腎う結石

。
223 514 乳腺腫大，肝臓腫癒，肺-横隔膜癒着

3 

2 
225 659 

。 210 5 1 2 腹腔内出血約 10mL，盲腸腫癌
。

202 499 腎臓水腫出血(左右)，精巣萎縮

市冬 246 368 死後変化著しく剖検不可能

220 390 胃出血跡

233 527 下垂体腫大，胸控K血液貯留

247 555 右腎臓結石，鴎脱 17.74 f! (内部K茶色液状物)

236 659 腹腔K水貯留 22.5mL，心耳肥大，精巣萎縮

生
257 415 下垂体腫大

241 319 左精巣萎縮，横隔膜水腫

252 324 下垂体腫大，前立腺かたくて灰色，腎臓腫大

231 360 腸間膜出血，胸水約 3mι，肝臓正中葉K白点，心臓腫大

249 342 下垂体腫大，牌臓腫大，精巣左右萎縮

205 290 下垂体腫大，胸水有，前立腺黄色，副腎腫大表面ポツポツ
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{同体別所見 2 5 

|群ラ、、ト

113~TI 警|必
重
路
パ
リ

体
撤
付

主要剖検所見 (雌)

24 

2

8

7

9

9

4

5

4
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U
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9
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1
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s

勺
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氏
U

庁

i

円

i

ゥ
'

O

O

Q

U

噌
t

A

1

E

A

喝

，

ム

噌

，

ム

唱

'

ム

噌

E
ム

1
E
A

噌'・
4

カ

月

下垂体腫大

下垂体腫大

肝臓紫色~白色，甲状腺萎縮(不明〉

下垂体腫大，左卵巣水腫，子宮左重積

下垂体腫大，子宮下部腫摺，肝臓小葉明瞭，右版関腫癌

下垂体腫大，左肢語部(乳腺〉腫癌，右下腹黒色かたまり

下垂体腫大，右腎臓表面K凸状物皮質凹，右胸，右下腹部(乳腺〉腫癌

下垂体臆大，左副腎腫大，肝臓小葉明瞭チョコレート色と黄褐色粒状分

布

下主主体腫大，左肩・版関・下腹(乳腺〉腫癌，肝臓小葉明瞭出血斑有

下垂体腫大(出血)，肝臓小葉明瞭で出血点，左右側腹(乳腺〉腫癒(大〉

。

3161516 

2751433 

280 1 350 

3111673 

3061 338 

2951573 

289 1 775 

2921539 

3201247 

3001463 

2761573 

3181441 

2711797 

2651548 

3071464 

終

〆{、

対

刀口九日
円ロハ

生
'-ノ

下垂体腫大，左版関(乳腺)腫癌

右下腹部(乳腺〉腫癌，下垂体腫大

下垂体腫大，右下腹部(乳腺〉腫癖，胃噴門附近腫癌

下垂体腫大，左後肢つけ根腫癒(乳腺)，左腎臓結石

左顔面腫癌，左眼失明，肝臓白色3 子宮(左〉にくびれ

右下腹部腫摺9 左卵巣水腫

左肩(乳腺〉腫癌，腸間膜より出血

下垂体腫大，右側腹(乳腺〉腫癌

下垂体腫大

下垂体腫大，右側腹(乳腺〉腫癌

下垂体腫大，勝脱癒着，胸・腹部(乳腺 )1毘癌

下垂体腫大，子宮出血跡，右肢寓(乳腺)腫癌，胸部横隔膜上K腫癌

右肩，側腹(乳腺〉腫癌

下垂体腫大(出血)，下腹，右下側腹(乳腺)腫癌

左側腹9 下腹(乳腺)腫癌

1

7

1

4

3

3

5

9
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n
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(特〉

下垂体腫大

下垂体蹟大

下垂体腫大P 右腎う結石

膜腔内血液貯留，下垂体腫大(淡赤色〉

下垂体腫大P 前立腺出血肥大

下垂体腫大p 右腎結石

下垂体腫大，右側腹(乳腺)腫癌，腹腔内腫癌(腹腔中央部)，副腎左

右腫大

左右肢寓(乳腺〉腫癌，左下腹(尻)(乳腺〉腫癌F 下垂体腫大

下垂体腫大9 副腎左右肥大，牌臓肥大

下垂体腫大(出血).，胸，右下側腹(乳腺〉腫癌，勝脱肥大
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W~ 体5J1j所見 2-6

| 群 |ラット

|明害|必
体重
増加率
(弼)

主要苦Ij検所見 (雌〉
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ゐっ“

カ

月

178 

1 8 3 

465 

836 

下垂体腫大

下垂体腫大

下垂体腫大，左卵巣水腫

F垂体腫大，右下腹，左側腹(乳腺〉腫癌，腎臓黄色

下垂体腫大，右肢寵(乳腺)腫癌，子宮黒色かたまり(lXO.5cm)2つ

下垂体勝大，右肢路(乳腺〉腫癌，左右腎う結石，右副腎肥大

右前側(乳腺〉腫湯(360?)，肝臓小豆大出血斑有り(数個〉

308 

317 

266 

267 

585 

294 

36 1 

。
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0

4

7

9

8
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ワ
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京冬

n

u

n

U

に
iu

一-

4

f
寸
1
ょ

，rd 

左腎臓髄質K欠損有

下垂体腫大

下垂体腫大

右下顎部腫癌，胃小轡腫癌

下垂体j盟大

下垂体腫大

下垂体腫大，下腹部(乳腺)腫癌

下垂体腫大，左肩(乳腺)腫癌

下垂体)]重大，下腹部(乳腺〉腫癖

下垂体腫大，腎左右結石，下腹部(乳腺)腫癌

口出血，右肢需・下腹部(乳腺)腰痛

下腹部(乳腺〉腫癌，右腎臓結石

下垂体腫大，右側腹(乳腺)腫癌

下垂体腫大，子宮左中間Kかたまり

0022 

0034 

0030 
終!

0040 

0036 
生|

0026 

0032 

ハU
(特〉

0028 

0024 

左腰部よタ大きな弾力性ある腫癌

下垂体出血，胃出血

右肢閤，側腹(乳腺)腫癌

下垂体臆大，右側腹(乳腺)腫癌

牌臓肥大，右側腹部スミ状坊もすたまり

下腹部腫痛9 肝一牌一小腸癒着，腹腔内出血

下垂体!毘夫

右肩背部，左側腹(乳腺)腫癌

下垂体腫大，胸側左右肩部(乳腺)，右側腹(乳腺〉腫癌，省大腿前側

腫癌，左腎臓結石
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個体別所見 2 7 

ザTI響iコト|号日F 主要 剖検所見(雌〉

F
O
F
O
 

Q

U

A

3

 

唱
E-a

噌
E
A

必
且

τ
q
G
 

185 

164 

173 

294 

288 

237 下垂体腫大

下垂体腫大

下垂体腫大9 卵巣水腫

下垂体腫大，右後肢つけ根皮下腫癌318 

カ 119316531 下垂体腫大，右側腹，右下側肢・肢嵩(乳腺)腫癌，肝臓小葉明瞭，腎

臓表面粗

月 116716621 両肩削~Ij ( !f即糊，高Ij腎左犠郡白点

18817061 左肩背部腫癌，卵巣腫大

19015101 左子宮腫癌，左卵巣水腫，肝臓小葉明瞭うつ血(周囲，辺緑)

01  119314321 左下腹(乳腺)腫癌，左右副腎腫張(小白点)，庶臓小葉明瞭(出血部

ハU
q

A

ハU

296 1 300 1嘆脳部融合

28313961 胃腸癒着腫湯，右腎臓結石

8
吐

q
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n

y

n

y

 

つ
白
つ
臼

終

円

b

d

q

nU

口
O

円
。
つ
中生

287 257 下垂体腫大，左腎孟K結石

下腹部(乳腺〉腫癌，卵巣腫大

下垂体障癌

下垂体腫大，左右腎臓結石

右側腹，左肢鰐(乳腺)腫癌，子宮ねん私

下垂体腫大

下垂体腫大，右蔽寓(乳腺〉腰癌

右半身腹側(乳腺〉腫癌 (310~) ，牌臓肥大

下垂体腫大，背下部腫癌

下垂体腫大，左子宮膨化

下垂体腫大，右子宮充血膨化，胃噴門潰揚，右胸，肢商(乳腺)腫癌

胸腔内出血，心臓一肺臓癒着，牌臓腫大，右肢閤(乳腺)腫癌

28113431 下母体やや腫大，肺出血9 副腎腫大，左下腹(乳腺)麗癌

264 944 

334 

370 

31 5 612 

302 477 

279 342 

661 

286 201 

278 426 

285 346 
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個体別所 見 2-8

群 |ろ川ト|体重

IBHT 飼 I-:r' I増加率
弼 |育|必 I(弼)

1184 12981 下垂体腫大，下腹部(乳腺〉麗癒p 腸よ b出血

主要剖検所見 雌

19713711 下垂体腫大

199 1278 I左下腹部腫癌

24 11 7 1 1 277 1下垂体腫大

16514231 下垂体腫大

カ
16613101 左腎臓結石

月
18114021 下垂体腫大，左右肢寓腫癌，子宮(右)出血点あり

19115461 左右腎臓皮質黒色，冨Ij腎白色斑点，卵巣水腫

19414971 左右副腎表面K白い斑点，肝臓出血点のよう左ポツポフあタ

。

高冬

269 1 - 1腎萎縮表面K凸凹あり結節状，腺胃粘膜発赤，尿管中に長円形黄色塊

26312861 下垂体腫大

27313111 腸間膜リンパ充血

27416411 下腹部腰痛

27017371 下腹部左右腫癌

30314031 下垂体腫大，醇臓腫癌，腹水約 32mι

28212191 下垂体腫大，肝臓K白点

30914031 左右肢寓腫癌，右後肢前側腫癌，左腎臓水腎

29115541 下垂体腫大，腹腔内出血貯血，腸間膜腫癌

31913651 下垂体腫大，両眼周囲充血，右大腿腫癌

31212791 下垂体腫大，右顎，前側大腿腫癒，左子宮上部血腫

2881 - 1下垂体腫大，右側腹部腫癌，右副腎腫大

29016571 下垂体腫大，右下腹一大腿腫癒

310 1 一 |下垂体腫大，前後肢つけ根附近腹側皮下腫癌(中味乳白か黒黄色膿状)， 

右下腹部臆癌，脳出血

q
d

ワ

白

ハ
U

生

277 下垂体肥大，死後変化著しく内臓剖検不可能

文 献 水昧里，池田虎雄，矢野範男，平賀興吾:東京衛

研年報， 28-2， 1， 1977 1) 市川久次，小林博義，中川好男，長井二三子，清
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ジブチルヒド口キシト)1，.エンによるオ口チン酸脂肪肝の阻止

高橋 省宇， 仁!こI 尾 Iilr!子汽 平賀輿者*

Prevention of Orotic Acid同 InducedFatty Liver by Butylated 

Hydroxytoluene 

OSAMU TAKAHASHI*， TOSHIKO NAKAO* and KOGO HIRAGA* 

緒

ジプチルヒドロキシトルエン (BHT)がエタノールや

コリン欠乏による脂肪肝を阻止することはすでに報告さ

れている 1，2) 前報において BHT が，直鎖型アルキノレ

ベンゼンスルホン酸ナトリウムを含む飼料を与えたラッ

トの肝臓脂質(トリグリセリド〉の蓄積を抑えることを

報告した3，4)オロチン酸の脂肪肝生成に際して過酸化

脂質含量の増加や高度不飽和脂肪酸の肝臓への蓄積に伴

うチオパルピツール酸反応の変化が報告されている 5，6)

Torrielli & V gazioは 50mg/l王gのN，N'ージフェニノレ

-p-フェニレンジアミン (DPPD)の腹腔投与が， 1. 5% 

のオロチン散を含む食官l~を 4 日間与えたときに生じる脂

肪肝を抑制することを報告し7)， Bunyan らは 100ppm

の食餌性の DPPDがオロチン酸脂肪肝を阻止しないこ

とを報告しているお. 本報告においては， トリグリセリ

ド蓄積型脂肪肝のモデノレとして確立されているオロチン

酸による脂肪肝への BHTの影響を検討した結果を述べ

る.

実験方法

いた.基本飼料は20%カゼイン， 55広大豆油， 0.3タ(}'DL-

メチオニン， 0.2%塩化コリン， 4%塩混合， 0.45%ビ

タミン混合および70.05%の αーデンプンを含んでいるの.

ラットは 3群に分け，次の実験食を与えた.

対照群，基本飼料

オロチン酸投与群，基本飼料十1.0%オロチン酸

BHT投与群，基本飼料十1.0%オロチン酸+1.0%BHT

各群は 5頭ずつで 10日間の投与後， 断頭放血し屠殺

し肝臓を摘出し総脂質を定量した.総指質は Folch

らの方法10)により HI出し，重量法に定量した.

結果および考察

結果は表1， 2に示した.オロチン酸および BHTの

投与は10日間の体重増加を抑制し，肝臓の相対重量は有

意に上昇した.

オロチン酸は脂肪肝を生じさせ，肝臓総脂質量は湿肝

臓重量に対する百分率で 3.85倍， 全肝臓脂質量で対照

の4.10倍であった.

BHTの投与はオロチン酸による肝脂質の蓄積を阻止

した.総脂質は湿肝臓の百分率で対照のレベルまで減少

200g前後の¥;Yistar系雄ラット (日本グレア)を汗j した.

表1. オロチン酸およびBHTを同時投与したオロチン酸の体重あるいは肝臓重量への効果

体重 (g) 肝臓重量 (g)

0日目 10日目 絶対 相対

対 J~日 120. 0土2.8 200.4土4.9 10. 5土O.5 5. 21土O.14 

1%オロチン酸 120. 2土2.8 177.2土3.9 11. 3土O.5 6. 34土0.21

(PくO.01)* (N.S.)* (P <0.01)* 

1%オロチン酸 119.8土3.0 137.8土4.4 10. 1土O.6 7.26土O.22 

十 l%BHT (PくO.OOl)i (N. S. )-1・ (PくO.05)t 

一一一一 一一一一

f直は 5頭についての平均土標準誤差で示した.

*対照との比較 ↑オロチン酸単独群との比較

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人f!lJ3--24--1 
ホ TokyoMetropolitan Research Laboratory of PlIblic Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjllku・1m，Tokyo， 160 ]apan 
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表2. オロチン酸およびBHTを同時投与したオロチン酸の肝臓脂質合室への影響

%湿肝臓

23 

総 日旨 質

全脂質 mg

対 n~ 4.47土0.38

17. 20土O.73 

(pく0.001)*

4.22土0.11

1%オロチン酸

1%オロチン酸

十 1%BHT (pくO.001)i' (p <0.001)↑ 

値は 5頭についての平均土標準誤差で示した.

中対照との比較 ↑オロチン酸単独群との比較

これらの結果は BHTがオロチン酸による脂肪肝を阻

止することを示しており，エタノールペコリン欠乏2)

あるいはすでに報告した条件3) での脂肪蓄積に対する効

果と同様であると考えられた.

要約

オロチン酸による脂肪肝は1.0%のBHTにより阻止さ

れた.
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ジブチ}I，..ヒド口キシト}I，..ヱン (BHT)とエタノー}I，..のうット肝におよ{ます相互作用

福森{言隆六 三栗谷久敏*， 平賀興吾申

Effects of Butylated Hydroxytoluene (BHT) on Rat Liver Cells 

pretreated with Ethanol 

NOBUT AKA FUKUMORI*， HISA TOSHI MIKURIY A串 andKOGO HIRAGA* 

市者 言

ジブホチノレヒドロキシトルエン (BHT)はその酸化防止

作用による抗酸化剤，安定化剤として使用されている.

肝臓に対する BHTの作用は，肝重量の増加1〉，薬物代

謝酵素の誘導2) がみられ，形態的には Lane3
) の滑酷小

胞体 (SER)の増殖が報告されている. 一方著者らは

SERの顕著な増殖と glycogen頼粒の減少に付随した

他の organellesの変化を観察し， これらの変化は肝細

胞の機能的適応変化であると推察したり. さらに薬物代

訪日に影響を与えるフェノパルピタ{ノレ(PB)およびイソ

ニコチγ酸ヒドラジド処理後の BHTによる肝臓への影

響を調べたがベ 他の物質との相互作用について明らか

でない点が多い.今回，肝臓内脂肪蓄積を増加させるこ

とが知られているエタノ{ルとの相互作用について電顕

的観察を主に検討を加えた.

実験方法

動物は馴化した 6週令の ]CL: SD系雄性ラットを用

い，室温25土10，湿度50土 5%の環境下で飼育用回型飼

料〈日本クレア， CE-2)および水を自由に与え飼育し

た. 1回投与実験では 1晩絶食後， 50%エタノーノレ(和

光純薬， 特級) 25mljkg BW， BHT (和光純薬 Lot

No ACL 5024) 500mgjkg BW  (オリーブ油溶解〉を

与え， 3週間連続投与実験では40%ェタノール 10mljkg

BW， BHT 300mgjkg BWおよび60mgjkgBWを経口

投与し，併用処理ではエタノール投与 1時間後に BHT

を与えた.なお対照にはオリーブ油を用いた. 1回投与

実験では 1日後屠殺し試料を作製して電顕的観察のみ行

い 3週間連続投与実験では最終投与 1日経過後罵殺し

次の諸検査を実施した.動物は半数ずつ血清生化学的検

査，電顕用試料および騒眠時間の測定に分けて供した.

体重 薬物投与〈午前10時〉および屠殺時に測定した.

肝重量 断頭放血屠殺後，速やかに肝臓を摘出し重量

を測定した.

血清生化学的検査 断頭放血l時の血液から定法に従い

i血清を分離し，総蛋，:':1量(TP): Biuret法，グノレコ{ス量

(Glu) :グルコ{スオキシターゼ法， トランスアミナー

ゼ活性(GOTおよび GPT): Reitman-Frankel変法，

アルカリフォスファタ{ゼ活性 (ALP): Kind-King変

法， 総コレステロール量 (Cho): Liberman-Burcherd 

法を自動分析装霞(日立M-400)にて測定した.血清脂

質は中性脂肪 (TG)をTG-E (ヤトロン)， リン脂質

(P L)をPL-E (ヤトロン〉を用いて測定した.

睡眠時間延長作用 ヘキソパルピタール(帝国化学3

100mgjkg BWを腹腔内に投与し投与時から正向反射

の消失までの時間および正向反射消失時より覚醒までの

時間(睡眠持続時間〉を測定した.

電子顕微鏡用試料作製 放血属殺後，肝方形葉左下端

部を摘出し，細切後冷 3%パラホノレムアルデヒド(0.1M 

リン酸緩衝液， pH 7.4)で3時間前固定を行い，緩衝液

中で lf~t氷室内洗浄後， 1%オスミウム酸(0.1Mリン酸

緩衝液， pH 7. 4)で後固定を1.5時間行った.エタノ{

ル脱水後，定法に従って Epon樹脂に包埋した.包埋し

た電顕試料の厚さ約 1μ の切片をトノレイジン青で染色し

光顕的に観察後，肝小葉中間帯の超薄切片を作製して酢

酸ウラン@クエン酸鉛二重染色を施し， 目立 HU-12A

型電子顕微鏡にて検鏡した.

Glucose-6-phospha tase (G-6-P ase)活性は細切した

肝臓を冷2.5%グルタールアルデヒド (0.1Mカコジル酸

緩衝液， pH7.2) で約 30分間氷浴固定， 緩衝液で洗

浄した後 tissuesectioner でおよそ 40μ の切片を得，

Wachstein-Meisel法5) に準じて酵素組織化学的検索を

行った.

実験結果

A 1回投与実験

電顕的所見 エタノールは細胞質内に比較的微細な小

脂肪滴の出現を増強せしめた.糸粒体は巨大長型化を呈

し，全体に糸粒体膜が不明瞭となり消失傾向を認めた.

また cristaeの崩壊が散見されたが，糸粒体内頼粒に変

中東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町 3-24-1

* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjulnトku，Tokyo， 160 ]apan 
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Table 1. Bocly Weight ancl Liver iVeight in 1¥.ats treatecl with BHT ancl Ethanol 

Groups No. of ~____ Bocly weight 
rats Initial-------F而aI-一一 G元元而T示長

g) (g 

Liver weight 
一互b副長一一一哀訂正而子ー

ベり一一 〔写勾堕
Control 14 200. 0土3.10") 342. 0こと6.63牢* 171. 0土1.73宇中 14. 7土0.49*キ 4. 2土O.08 

Ethanol 15 199. 6土2.38 316. 8土4.21* 158. 7土1.40* 13.0土O.27* 4. 1土O.06 

BHT 60mg 15 201. 0土1.98 333.2土4.22卒中 165. 7土1.39*平出 15. 7土0.35中ヰ 4. 7土0.08*** 

BHT 300mg 15 196.6土1.84 318. 0土420* 161. 7土1.31中
ヰ*ヰ * ** 17.4土0.44 5.4土O.10 

Ethanol + BHT 60mg 12 196.4土2.64 307. 0土7.32ヰ 156. 1土2.27牢 13.8土O.39 *〉i毛* 4. 5土0.06

Ethanol + BHT 300mg 12 198. 1こと2.04
中平卒 本中 *

14.9土0.46** *ヰミ* 269. 9土6.75* 136.2土3.28 5. 5土0.11

』一一一一一一一一一一一
a) mean土SE，pく0.05: *-Control 料 -Ethanol
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Fig.1. Effect of BHT ancl Ethanol on Hexobarbital Sleeping Time in Rats 

化を認めなかった.組面小胞体 (RER)は多く消失がみ エタノ{ノレ .BHT併用はエタノール単独で、みられた

られ離脱した ribosomeの C山 lingをみるが， SERの 胞体内脂肪滴の蓄積が著明でなく，また糸粒体制民構築

増殖は認められなかった. も消失が認められず明瞭で、あった.しかし一部の糸粒体

BHTは glycogen野で SERの増殖がみられその形 は馬蹄型をなし中心に封入物を認めた. SERの増殖は

態は vesicle状を示し，それに伴って glycogen穎粒の 軽度であり， BHT単独に比べ著しくなかった. また

減少を認めた.糸粒体は膨化，長型を呈するものが多く RERは層状構築を乱し糸粒体を取り囲む像が多く， ribo-

一部基質の淡開化がみられた. RERは層状配列を乱し someの離脱が比較的顕著であった.その他， microbocly 

糸粒体を取り囲み末端部で SERへの移行像が散見され の増加傾向がみられ，核，核小体の良好な発達を認め

た.核，核小体の発達は良好で、あった. た
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B 連続投与実験

体重 Table 1に各群の初期体重および投与後の体重

値，成長率を示した.対照に比ベェタノールおよびエタ

ノール .BHT併用で、有意な抑制がみられ，また BHT

300mgの体重も抑制を示した.抑制の程度はエタノール

との併用でさらに顕著に増大し，特にエタノール .BHT

300mg併用で、著しい抑制を認めた.

肝重量絶対量はエタノ一ルで

与でで、i増首加傾向を示した. エタノールと併用した BHT60

mgおよび300mgでは BHT単独に比べ抑制がみられ対

照値に近い値を示した.一方，比体重でエタノールは若

干の抑制を認めるが有意差はなく BHT60mgおよび

300mgでは増加を示した. またエタノールと併用で増

加がみられるが BHT単独に比/1疫してエタノールによる

増強は認められなかった (Table1). 

血清生化学的検査 Table 2に検査値を示した TP

は各群で変化を認めず， Gluは BHT300mgおよびエ

タノールと併用で有意な低下がみられ特にエタノール@

BHT 300mg併用で著しかった. GOTは BHT300 

ll1g とその併用で若干の値の上昇を示すが有意でなく，

また GPTも GOTと同様に BHT300ll1gおよびエタ

ノーノレ.BHT 300mgの併用で、上昇を認めるが顕著でな

い ALPはエタノーノレで低下がみられ， BHT 60mgお

よび 300ll1gで上昇を示しエタノ{ルと併用でさらに著

しい上昇を認めた. TG， PLは BHT60mgおよび300

mgで低下がみられたが， エタノーノレと併用で低下を抑

制する傾向を示した.

騒眠時間延長作用 エタノールは軽度に睡眠持続時間

の短縮をみるが著しくなく， BHT 60mgおよびエタノ

ール.BHT 60mgの併用で対照と大差を認めなかった.

しかし BHT300mgで正向反射消失までの時間延長が

みられ睡眠持続時間の有意な短縮を認め，エタノ{ルと

併用でさらに短縮を強めた (Fig. 1). 

電顕的所見 3週間連続エタノール投与で、胞体内に若

干の小脂肪滴を認めるが 1回投与時に比べ増加傾向は著

しくなかった.一部の胞体では脂肪滴を多く有し周囲に

myelin figur・eの形成が観察された. 糸粒体は変型像を

みるがi俣の保持は良好で cristaeの崩壊など認めなかっ

た. SERは vesicle状を呈して軽度に増殖を示すが，

glycogen頼粒の減少は顕著でなかった RERは部分的

に消失がみられ ribosomeを脱落し，またやや拡張を示

す RERは末端部で SERへの移行像を観察した.

BHT 60mgでは SERの増殖が軽度であり， glycogen 

頼粒は多く残存していた RERの層状配列はほとんど
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乱れず正常i構韓築に近カか冶つたが末端;部布で

の SERへの移行令を認認、めた.

BHT 300mgでは glycogen野で密集した SERの著

しい増殖がみられ vesicle状から tubule状を示し，それ

に伴い glycogen頼粒は消失してわずかに凝集を認める

に過ぎなかった RERは不規則な配列を51し， 一部で

消失， ribosomeの脱落を示した. 糸粒体は長型， くび

れ像など変型がみられ，その他 microboclyの増加，核，

核小体の良好な発達を認めた.

エタノーパ/. BHT 60mg併用で SERの軽度な増殖

を認めるが， glycogen頼粒は多く残存していた RER

は一般に配列を良好に保持しているが， BHT単独より

不規則となり消失がみられ ribosomeを離脱する傾向を

示した.また糸粒体の変型{象を一部に認めた.

エタノーノレ.BHT 300mg併用で糸粒体はくさび状の

外型を呈する{象が多く基質の淡明化 cristaeの崩壊が

散見された. SERの増殖は顕著で、 glycogen 頼、粒を減

少させ，また RERは層状構造が不整な配列を示し部分

的消失， SERへの移行像を認めた Micωboclyは大型

化を示した BHTと併用ではエタノーノレ単独で、みられ

た myelinfigureが観察されなかった.

G-6-Pase活性は各群とも活性の残存が認められ，増

殖した SERで networkを形成し，また RERでは消

失部を除き活性の局在を認めた.

考察

肝臓は摂取された化学物質を代謝し，特に脂溶性物質

の極性化を行うことにより腎l践での排11止を容易にさせる

重要な解毒機構を持ち， さらに生体内での蛋I~l 合成，

糖，脂質代謝の主要な場である.

エタノーノレはアノレコ{ノレ脱水素酵素反応 (ADH)，カ

タラ{ゼ反応 microsomal ethanol oxiclizing system 

(MEOS)を経てアルデヒドに酸化されるが， その過程

で脂肪酸合成の克進，脂肪酸酸化の低下を生じ肝細胞内

に脂肪の蓄積を増すことが知られているの. 一方，長期

間の摂取では脂質過酸化が肝障害の成I~ と考えられラジ

カル反応により)j英障害を芯起させる 7)酸化防止剤BHT

はその主作用にラジカル連鎖反応を停止させ自動酸化の

進行を防止する作用を持つことから， BHTがエタノ{

ルによる肝障害を抑制すると推察され，その想定のもと

に本実験を行った.またア ;1/コーノレは我々の生活中に摂

取する機会も多くその量，適応に個人差があり， I臨床的

には栄養素の摂取状態が肝障害を誘発させるーl主!と考え

られている. さらにエタノーノL とPBの併用が別:)臓内

TGを著しく増加させることからへ 併用による障害の

増減を把握することは重要な課題である.脂肪肝の発生

初期は体内末梢脂質が動員され，以後食事性脂質に由来

するといわれへ その機転に相違が考えられるため，実

験を 1田および連続投与の両面から行った.

脂肪滴は 1回投与で対照に比べ増加がみられたが，連

続投与の肝細胞では著しくなかった.この差はエタノ{

ル代謝の adaptationによると思われるが， 今回用いた

エタノーノレがi高濃度で、あるため，連続投与の際消化管粘

膜の障害によって完全に吸収し得なかったことも考えら

れる. 20%ェタノールを 4週間連続投与し脂肪滴の増加

が認められなかった報告10)からも，長期i投与での脂肪肝

の成立は必ずしも容易ではない.エタノール 1凹投与で

出現した小脂肪滴は， BHTと併用で減少傾向を示した

ことから BHTの脂質代謝への関与が推察される. ま

た3週間連続投与で脂肪滴に隣接して myelinfigureの

形成が認められたが BHTと併用ではみられなかった.

この myelinfigureの形成は脂質の過酸化により障害を

受けた organellesの膜が氏食されず、に再構成されて新た

な)]莫を形成したものと忠われ， BHTと併用でみられな

かったことは BHTが脂費過酸化の進行を防止している

と推察される.さらに 3週間連続投与の血清T G，PL 

は BHT単独による低下をエタノールと併用で抑制す

る傾向を示すことから，エタノールの脂質代謝への関与

が示唆される.有吉らは BHTを5日間投与して 8時間

後にエタノ{ルを与えたところ，エタノールで、増加され

た肝臓内TGの抑制が認められなかったことを報告して

いる 11)おそらくエタノーノレの投与時より BHTの代謝

がはやく行われたためと忠われるが，今回の先にエタノ

ールを投与した成績と比較すると興味ある結果を示して

いる.

糸粒体はエタノール 1回投与で|ヨ大長型化を皇し，膜

構築の消失傾向を認めたが， BHTと併用で膜の変化は

みられなかった. 1回の大量摂取により糸粒体のクエン

酸サイクノレの変調が急激に起こり 12〉，形態に変化を与え

たと忠われる.エタノールによる糸粒体の変化に関して，

S~型 crist出の消失，基質の淡明化，糸粒体内頼粒の減

少を特徴的に認める報告13)があるが，糸粒体の長型など

の変型構造は種々の薬物投与で観察される非特異的な現

象で可逆的変化と忠われる.またエタノールの連続投与

では変型を呈したほか著変を認めなかったが， B HT300 

mgと併用で糸粒体)]莫のくさび状外型 cristaeの崩壊が

みられたことは，糸粒体の障害が考えられ機能的に影響

をおよぼすと思われる. くさび状の外型は，モノフルオ

ロ問中酸，亜枇酸，マロン献などのクエン酸サイクル阻害

剤によって出現する鋸歯状の形態と類似している 14)

BHT 60mgと併用でこれらの変化が認められず 300mg

と併用でみられたことから，併用で糸粒体の変化をBHT

が助長していると忠われる.

SERはエタノ，ール 1回投与でほとんど増殖がみられ

ないが連続投与で vesicle状の SERの増殖を認めた.

これらの変化は生化学的に薬物代謝酵素の誘導が 1回あ
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るいは短期間の投与でみられず，長期大量摂取で、増加す

るということからも理解される 15) 従って BHTは 1国

投与で著しい増殖がはじまり，連続投与で漸次 tuble状

を呈するのに対し，エタノールでは SERの vesicle状

が 3週間投与に限りみられたことは形態的にもエタノー

ルの SERと BHTの SERで増殖様式が異なると考

えられる. 連続投与の電顕的観察でエタノール .BHT

300mgの併用は SERの顕著な増姫を示し， その増殖

は BHT300mgと同程度と思われたが， SERの増殖の

指標となるヘキソパルピタ{ル睡眠持続時間の測定で

BHT 300mg単独よりさらに短縮がみられた.このこと

はエタノールにより軽度ではあるが SERの増殖を助長

していると思われる. しかし， さきに著者らが行った

BHTとPBを併用投与した時にみられた著しい増殖は

みられなかったり. さらにエタノーノレで、睡眠持続時間が

若干短縮しているが顕著でないことに関して，ヘキソパ

ルビタ{ノレ水酸化酵素の変動がほとんどみられないとい

う報告がある 16) また SERの増殖に伴い glycogen頼

粒は減少しこの細胞内 glycogen頼、粒の挙動は血清 Glu

量の変動と合致していた.

RERの変化は槽の拡張を伴った末端部の SERへの

移行像が多く，適応要求に即した形態変化を示すが，エタ

ノ{ルおよびBHT300mgで消失傾向がみられribosome

の離脱， curlingを呈した. この変化は BHT60mg単

独で認められずエタノ{ル.BHT 60mgの併用でみら

れたことからエタノ{ルの関与が強いと思われる.エタ

ノールで、 RERは小胞状を伴って拡張し ribosomeの不

連続な付着を認める報告lわからもエタノ{ルの作用が考

えられる.しかし，離脱した ribosomeは細胞内に存在

すること (polysomeの形成?)，血清TPが変動しない

ことから蛋白合成機能は維持されていると考えられる.

一方，肝機能の指標とされる GOT，GPTは BHT

300mgおよびエタノール.BHT 300mg で若干の上昇ー

を認めるが有意でなく他の群の変化もみられず，さらに

電顕的酵素組織化学の所見からも G-6-Pase活性の失活

がほとんど認められなかったことから，肝臓に重度な障

害を与えていないと思われる.

体重はエタノールおよびエタノーノレ .BHT併用で体

重増加の抑制がみられ， BHT 300mg単独でも抑制しエ

タノ~;レと併用でより顕著となった.肝重量の絶対量は

エタノ~;レで、抑制， BHTで増加傾向がみられ，併用で

BHT単独より抑制した.さらに比体重でエタノーノレは

若干の抑制があるが対照とほぼ同程度で BI-IT60mgお

よび 300mgで増加，エタノ{ルと併用で増加を示すが

エタノ{ノレによる増強は認められなかった. このことは

よ巳タノーノレと併用で体重は抑制され，肝重量では BHT

単独より抑制されるが，体重のjJ¥]制を考慮に入れた比体

重では抑制効果が著しくない.従って併用で肝重量の増

加は BHTの作用を主に反映したものと思われる.

以上のことから，今回行った BHTとエタノールの併

用は肝機能に強度な障害を与えることなく，エタノール

による脂質代謝障害を BHTが抑制していると思われる

が，一方連続投与実験では併用で糸粒体の変化が認めら

れることから必ずしも明らかでない.さらに併用により

睡眠持続時間の短縮から解毒機構への影響が示唆され

た.形態的には細胞内 O印1

と考えらオれれ札L，ノ~， 今後化学物質質.に弁対す村すすh る細胞障害を惹惹、起する

までで、の細胞の耐久性からも検討討.したい.

結語

BHTとェタノーノレの肝臓におよぼす相互作用につい

て検討した.電顕的にエタノ伊ーノレ 1回投与でみられた脂

肪滴の増加， 糸粒体!撲の消失を BHTの併用で抑制し

た. 3週間連続投与のエタノ{ルで、脂肪滴の増加は顕著

でなかったが，周囲に散見される myelinfigureをBHT

の併用で抑制した.また併用で糸粒体膜の鋸歯状外型が

多くみられた.血清TG，P LはBHTで、低下を認めた

が，エタノールと併用で低下を抑制する傾向を示した.

SEI~ の増殖は BHT に比ベエタノールで、顕著にみられ

ず，併用でBHTと大差を示さないが，睡眠持続時間の

短縮が BHTより強く認められた. 血清 GOT，GPT 

の変動は各群で著しくなかった.以上のことから BHT

とエタノールの併用は重大な肝障害を与えることなく脂

質代謝と解毒機構への関与が示唆された.

(本研究の概要は日本薬理学会第58団関東部会および

日本電子顕微鏡学会第34回学術講演会 1978年 6月で発

表した.)
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Fig. 2 to 4 are livers of rats in a single administration by stomach tube. 

Fig. 2. Deformation of mitochondria (M) and disruption of membrane in liver of rat treated 

with ethanol. Lipid droplets (L). 

Fig. 3. Proliferation of SER in liver of rat treated with 500mg BHT. 

Fig. 4. Alteration of mitochondrial membrane are not seen in liver of rat treated with ethanol 

and 500mg BHT. Scattered-lamella of RER are prominent. 

Fig. 5 to 12 are livers of rats in prolonged administration for 3 weeks once daily. 

Fig. 5. 6. Slight proliferation of vesiclar SER and myelin figures (My) in close vicinity to lipid 

droplets are seen in liver of rat treated with ethanol. 

Fig. 7. 1n liver of rat treated with 60mg BHT， alteration of organelles are slight. 

Fig. 8. Proliferation of tubular SER and depletion of glycogen particles are seen in liver of rat 

treated with 300mg BHT. 

Fig. 9. Slight proliferation of SER are seen in liver of rat treated with ethanol and 60mg BHT. 

Fig. 10.11. 1n liver of rat treated with ethanol and 300mg BHT， wedge-shaped membrane of 

mitochondria and anomalous mitochondria (M) are observed. Microbody (Mb) shows large 

size comparatively. 

Fig. 12. Activity of G-6-Pase in endoplasmic reticulum is still positive in liver of rat treated 

with ethanol and 300mg BHT. 



東京衛研年報 AllJ1. Reρ. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 29-2， 35-37， 1978 

ジブチ)L-ヒドロキシトルエン (BHT)のDT悶 diaphorase活性に対する影響について

鈴 木英 子犬 中尾 JI頂子汽 平賀興吾*

Effects of Butylated Hydroxytoluene (B園T)on DT陶 diaphoraseActivity 

HIDEKO SUZUKI*， TOSHIKO NAKAO* and KOGO HIRAGA* 

緒言

抗酸化剤として食rW1r:jこIに幅広く使用されているジブチ

ルヒドロキシトルエン (BHT)をラットに摂取させた場

合，出血傾向を示すことをすでに報告した1) その出血

はジクマロール投与二ラットにみられる出血と類似してい

たため，ジクマロール投与ラットの出血機序と比較しつ

つ BHT摂取ラットの出血機構の解明を検討してきた.

すなわち，これまでに明らかにしたことは， l)BHT 摂

取ラットにおいてジクマロール投与の場合と同様，血媛

プロトロンビン時間ならびに血液凝固時間の延長，プロ

トロンピン，第四悶子複合体の減少， 2)ビタミンK投与

による1)の現象の回復であるんの.

一方，ジクマロールがビタミンKの作用と抗抗し，プ

ロトロンピンの生成を抑制する詳細な機構はいまだはっ

きり解明されていないが， Ernster らにより次のような

報告がなされている.すなわち，プロトロンビンが生成

される際，ビタミンKはビタミン K-epoxicleに変換し，

この epoxide は再度ビタミンKに変わり利用されてい

るむ.そのビタミン K-epoxicleからビタミンKへの還元

反応を触媒する酵素を阻害し，抗凝固作用を示すのがジ

クマロ{ルであるとのべているの. さらにこのピタミン

K還元酵素が DT-diaphorase (E. C. 1. 6. 99.わであ

る可能性を示唆しているω.

そこで，今回，我々は BHT摂取の影響をジクマロ{

ル投与ラヅトにおける DT-cliaphorase活性と比較しつ

つ検討した.

実験材料および方法

1. 実験動物:]CL : SD系雄ラット (SPF)を4週令

で購入，室温25土10，湿度55-60%，照明を午前 61l寺よ

り午後6時まで行なう環境下でステンレス金網ケージに

5匹ずつ収容， グレア CE-2飼料および水道水を自由

に与え飼育した. 2週間予備飼育後実験に使用した.

2. 試料 :BHT:和光純薬， Lot No. ELF 3598， 

ジクマロール(3，3'メチレ γーピスヒドロキシクマリン〉

和光純薬， Lot No. ACP 8621， ビタミン K2:エ F

ザイ製ケイツー注を用いた.

3. 投与方法 :BHTはO.8%および1.5%の害IJにクレ

アCE-2粉末飼料に添加し，その後間型飼料化した.

この BHT添加飼料を通常飼料に代えて一週間自由摂取

させた. この際，対照周囲型飼料も同時に，向ーの粉末飼

料より製造した.ジクマローノレ (15mg/ラット〉は 15mg

を 1%トラガント液 1mlに懸濁し， BHT投与ラットと

同一週令の対照ラットに胃ゾンデにて経口投与した.投

与期間は Table2に示した如くである. ビタミンK2 (5 

mg/ラット〉は腹腔内投与した.

4. 実験方法

鹿授ブロト口ンピン時間 Quick-段法6) を用いた.

O.lmlのO.lMクエン酸ナトリウムを入れた注射器を用

い，心臓穿刺法により 1ml採血した.血液を 2500rpm，

15分間遠心後採取した血竣を検査に用いた.

酵素の調整採血直後，断頭により屠殺し，開復し，

肝臓を摘出した.以下の方法は Ernsterらわに従った.

摘出した肝臓を 2倍容のO.25M Sllcroseに浸し， Teflon 

Homogenizer Vこよりホモジナイズし， Beckman Model 

L3-50型超遠心機を用いて， 105000 x g 60min遠心し

た.遠心上澄を酵素活性の測定にもちいる酵素液とし

た.

DT-diaphorase活性の測定 Ernster らの方法7) に

従った.反応液の組成は O.05M Tris-HCl buffer， pH 

7.5， 0.33mM KCN， 1 mM  NADPH， 10mg Tween-

20/m/， および 35μM2， 6-dichlorophenolindophenol 

(DCPIP)からなり，全容量を 3.0mlとした. 250 にし

た反応液に 10μfの酵素液を加え，直ちに Cary17によ

り600nmの吸光度の減少を測定した invitroの実験で

は，反応液にエタノールに溶かした BHT，およびO.lN

NaOHに溶かしたジクマロ{ル10μJを加え， 正常ラッ

トの酵素液の酵素活性変化を検討した. DT -diaphorase 

活性は他に menadioneと cytochromecりを使用した

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

24-1， Hyakllnincho 3 chome， Shinjllhトku，Tokyo， 160 J apan 
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測定法も用い測定した.

蛋白質定量法 Lowryらの方法的で行ない， 仔ウシ

血清アルブミンを標準物質として用いた.

結果および考察

Table 1に示したように， 1. 5% BHTを7日間摂取

させたラットの肝臓の DT-diaphorase 活性は 5~7 倍

に上昇した.なお血柴プロトロンピン時間の延長もすで

に報告1)したように認められた. 0.8% BHTを7日間

摂取したラットでは血媛プロトロンピン時間の延長はい

まだはっきり認められないが DT-diaphorase活性は

4~5 倍に上昇した.なおこの酵素活性の上昇は，他の

測定法，すなわち，水素受容体として， DCPIPの代り

に menadioneと cytochromecを使用した場合でも観

察された. 1.5%BHTを7日間摂取させたラットを殺

す24時間前にピタミン九を投与した場合， すでに報告

したようにプロトロンピン時間は回復するが，上昇した

DT -diaphorase活性への影響は見られなかった.

一方， Table 2に示したように，ジクマロールを投与

したラットにおいては，プロトロンピン時間の延長は認

められたが，肝臓の DT-diaphorase活性は対照ラット

のそれと比較して有意差は認められなかった.

一方，in vitroにおいては， 10-8~ 10-3Mの濃度にお

ける BHTの DT-diaphorase活性に対する影響は認め

られなかった. ジクマローノレはすでに報告5) されている

と同様に我々の実験においても1O-7Mで50%の阻害が認

められた.

以上の結果から， BHTとジクマロールのDT-diapho-

raseに対する invivoでの作用は異なっていることが

示された. 先に報告したように2)，BHT 摂取ラットの

出血は雌ラットでは非常におこりにくい.一方ジクマロ

{ル投与ラットのそれは両性同様に現われる.従って，

これらの結果から，我々は BHTとジクマロールの出血

のメカニズムは異った経路によってひきおこされるもの

と推論する.

さらに， BHT摂取ラットにおいての肝臓中の DT-

diaphorase活性の上昇は，in vivoにおいて，ビタミン

K欠乏症におけるピタミンKの要求量が増大している結

果であることを示唆する.つまり，何らかの形で BHT

はラットにおいてピタミンKの吸収を阻害している可能

性が考えられる.現在，我々は， BHT摂取ラットにお

本 nanomolesDCPIP reduced/min/mg protein けるビタミンKの吸収を検討中である.

Dicoumarol (15mg/rat) was injected 2 and 1 days 一方， Table 2に示したようにジグマロール投与ラッ

before sacrifice. Control rats were injected wi th the トにおける肝臓の DT-diaphorase活性は対照ラットと

appropriate solvents. 比較してほとんど差は認められなかった.従って， この

結果は， ジクマロ{ルは invivoでは DT-diaphorase 

Liver DT -diaphorase activi ties 

of rats treated with BHT 

DT -diaphorase* Prothrombin 
time (sec) 

20 

37 

23 

25 

40 

Control 609 

655 

1111 

775 

1139 

Mean: 857土112 29土4

0.8% BHT 2149 日
U

ヴ

t

n

U

円

J

q

J

q

u

Q

d

円

3

A
せ

っ

山

3352 

3003 

4166 

3419 

Mean : 3217土327 32土3

1. 5% BHT 4026 55 

6024 

4504 

5577 

6472 

255 

>300 

>300 

>300 

Mean: 5321土459

* nanomoles DCPIP reduced/min/mg protein 

Table 2. Liver DT -diaphorase activities 

of rats treated with Dicoumarol 

DT -diaphorase* Prothrombin 
time (sec) 

None 1700 13 

2344 17 

1287 25 

1287 25 

965 25 

Mean: 1517土237 21土3

Dicoumarol 997 >300 

1158 >300 

1053 270 

1357 >300 

1537 295 

Mean: 1220土100
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を阻害することによって出血効果を現わすので、はないこ

とを示唆する.

要 旨

BHTおよびジクマロールの DT-diaphoraseに対す

る影響を検討し，次の事:が明らかになった BHTは in

vivo で 5_...__， 7倍に DT-diaphorase 活性を上昇させた

が invitroでは影響は認められなかった.一方，ジク

マローノレは invivoでは影響は見られず invitro で

は強い阻害を示し Kiは1O-7Mであった BHT摂取

ラットにおける肝 DT一diaphorase活性の上昇は，ビタ

ミンK欠乏症によるビタミンKの要求量の増大と関連し

た現象と考えられる.
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J(..ヒド口牛シト J(..エン(BHT)を投与したラットの尿の突然変異誘超性について

藤 田 博六 平賀興吾本

Mutagenicity of Urine of the Rats Administered with Butylated 

Hydroxytoluene in Salmonella 

HIROSHI FU]ITA本 andKOGO HIRAGA* 

緒嘗

ジプチルヒドロキシトルエン(以下 BHTと略す〉の

突然変異誘起性の検索の一環として行った BHTの代謝

物質の突然変異誘起性については前報に陰性の結果を報

告1)した.すなわち， BHT の代謝物質である BHT-

alcohol， BHT -aldehydeおよび BHT-acidの3化合物

は Amesの mutationtest において突然変異誘起性を

示さなかった.しかし Daniel2) ならびに Laclomery3)

によれば BHTの代謝物質は上記 3化合物以外にも存在

することが報告されている.それらの代謝物質について

も突然変異誘起性の検索を進めたいと考え，代謝物質の

混合物としての尿の突然変異誘起性の検索を試みた.

Durston4)ならびに Commoner5) によって尿中に排~I止

された代謝物資の突然変異誘起性をラット肝ホモジネー

ト(S9)および戸ーグルクロニダ{ゼ等を用いて検出する

方法が報告されている.そこで今回は BHTを腹腔およ

び経口投与したラットの尿について突然変異誘起性を

Durston4) の方法によって検索したので、報告する.

実験材料および実験方法

試薬 ジブチルヒドロキシトルエン(和光純薬).muta・

tion testの陽性コントロールとしてフリルフラマイド

(AF-2，上野製薬〉およびアセチルアミノフルオレン

(AAF，和光純薬〉を用いた. グノレグロン酸結合の分解

にFーグノレクロニダーゼ〈シグマ， タイプ V-A， 153，000 

ユニットjg)を用いた.

BHT投与ラットの尿の採取 コーンオイルに溶かし

た BHT(500mgjkgおよび 250mgjkg)を， コントロ

ーノレはコ{ンオイル (5mljkg)を ]CL-Wistar ラット

雄(平均体重380g)に投与した.腹腔投与の場合は各群

3匹とし， 2日関連続投与し 2日Elの投与後24時間の

尿を代謝ケージにて採取した.経口投与の場合は各群一

匹とし， 1日目と 3日目に 2回投与し，その間 3日間の

尿を24時間単位で採取し混合した.採取尿は -200 に凍

結保存し mutationtestを行う直前に解凍し， ろ過滅

菌後，試料として用いた.

mutation test代謝活性化にはフェノパルピタール

(p B)で薬物代謝酵素系を誘導したラット肝ホモジネ

ート9，000g上清分画 (S9一分画〉を150μljプレートで用

いた. また， ク)ルレクロン酸結合の分解にはDu山1口r日引to叩nの方

法に従いF一ク
用いた mutationtestは Ames法6) の変法1，7)によっ

た • Salmonella tyρhim仰 'iumT A98または TA100

の菌、液 O.lmlに0.5mlS9一Mix1，7九 O.lml s-クソレクロ

ニダーゼ溶液，および O.lmlの尿を添加し， 37020分間

の前培養後，最少寒天l古地1)にJ需種した.ただし， S9-Mix 

またはかグルクロニダーゼ溶液を添加しない場合には

同量のO.85%食塩水を加えて行った.

結果および考察

BHTを投与したラットから採取した尿の S.tyρhi栴

111仰 'iuJn T A98および TA100を用いた mutatlOntest 

の結果を表 1に示す. BHT (500mgjkgまたは 250mgj

kg)を腹腔投与または経口投与したラットの尿はコント

ロール群に比較して TA98， TA100共に復帰コロニー

数の増加を示さなかった. これらの尿にかクソレグロニ

ダーゼを添加した場合， S 9を添加lした場合そして両者

を添加した場合もコントロール群に比較してTA98， T 

A100共に復帰コロニー数の増加は見られなかった.

尿に戸ーグルクロニダ{ゼを添加した場合 TA98に対

して腹腔投与 500mgjl培群， T A100に対して腹腔投与

500mgjkg群， 経口投与の 500mg，250mgjl培投与群の

尿は His-コロニ{の集合体である lawnにかなりの致

死性を示した. これはサルモネラに対して致死性を有

する化合物が BHTを投与したラヅトの尿中にクボルクロ

ンl酸結合した形で存在していることを示すと考えられ

る.さらに， lawnに対する致死性は S9を添加するこ

とによって失われることからこの化合物は S9中の薬物

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

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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表1. BHTを投与したラットの尿の mutationtest 

復帰コロニー数/プレート1)

試
TA98 TAIOO 

半、j.

腹腔投与(mgjl沼〉 経口投与(mgjkg) 腹腔投与(mgjkg) 経口投与(mgjkg)

。250 500 。250 500 。250 500 o 250 500 

尿 60 40 40 54 61 59 267 246 298 127 158 141 

尿+s-クソレクロニダーゼ 57 34 31牢 52 63 58 338 233 244ヰ 133 139* 112牢

尿十 S9 48 43 49 70 69 71 235 284 248 134 126 123 

尿十 S9十Fーグノレクロニダーゼ 57 67 59 73 72 83 255 252 279 119 137 154 

コントロ{ル

只
u

q

J

V

1

i

2

6

4

 

オく十 S9 

水十戸ークゃルクロニダーゼ

陽性コントロール

A F-2 (0.05μg) 

AA  F (10;υg) 
352 

10080 

1)プレート 3枚の平均 * lawnに致死が見られた

代謝酵素系によって代謝されて致死性を失う化合物であ

ると考えられる.

Lac1omery8lは腹腔投与した BHTは投与後 4日目ま

でに32%が尿中に排世されると報告し， Danielのは経口

投与した BHTは同じく 4日目までに25%が尿中に排世

されると報告している，従って本実験条件下の連続 2回

腹腔投与後の24時間の尿と1，3日目 2回経口投与の 3日

間の尿中にはかなりの量の BHT 代謝物質が排~I止されて

いると考えられるが mutationtestに用いた尿がO.lml

であったことから十分な量の代謝物質が含まれていない

という可能性は否定できない.尿の濃縮，分画分け等の

前処理を行なうことも検討する必要があろう.

結局， 500l11gjkgおよび 250l11gjkgの BHTを投与し

たラットの尿はそのまま，sーグルグロニダ{ゼの添加，

S 9の添加および両者の添加によっても突然変異誘起性

を示さなかった.ただし， 500mgjkg投与群の尿はTA

98， T A100に対して致死性を示す化合物がグルクロ γ

酸結合した形で存在していた.

要 1::::'. 
Eヨ

BHTを投与したラットの尿の突然変異誘起性を

Al11esの mutationtestによって検索した.

BHT(500l11g， 250mgjkg)を腹腔投与または経口投与

8

0

9

 

F
O
P
O
A
&
 

221 

215 

272 

123 

90 

131 

770 

11200 1456 2148 

したラット尿はかグルグロニダーゼ， S 9処理によっ

ても S.tyρhimuriumのTA98， T A100に突然変異

誘起性を示さなかった.
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突然変異物質の突然変異誘起性に対するジブチJl"ヒド口キシト Jl"エン(BHT)の影響

藤 田 |専へ 平 賀興者中

Effeds of Butylated Hydroxytoluene on the Mutagenicity of Chemical 

Mutagens in the Salmonellajmicrosome Test 

HIROSHI FU]ITA* and KOGO HIRAGA中

信者 言

ジブチルヒドロキシトルエン(以下 BHTと|唱す)の

細菌に対する突然変異誘起性については既に陰性の結果

を幸R告したらわ.しかし， BHTにはショウジョウパェの

T線による劣性致死突然変異を増加する作用へ アセチ

ルアミノフルオレンの発ガン性を減少4) あるいは増加15)

させる作用， さらに Rahimutula6) のサノレモネラに対す

るアセチルプミノフルオレンの突然変異誘起性を減少さ

せる作用などの報告が見られる.すなわち， BHTは単

独では突然変異誘起性等の作用を示さないが，他の化学

物質の作用を変動させる効果を示す BHTが食品添加

物として使用されることから， f也の要!主!との相互作用と

いう意味で人体にとっても重要な問題となると考えられ

る.

今回， Amesの mutationtest系を用いてアセチルア

ミノフルオレン，ベンツ(a)ピレン， 2-アミノアントラセ

ンおよびアフラトキシン Bj の突然変異誘起性に対する

BHTの効果を検討したところ， BHT量により突然変

異が増加あるいは減少する結果が得られ R.ahimutula

の報告6) とは異なっていたので報告する.

実験材料および実験方法

試薬 アセチルアミノフルオレン (AAF，和光純薬)，

ベンツ(a)ピレン (Bp，和光純薬)， 2-アミノアントラ

セン (2AA，和光純薬)， アフラトキシン Bj(AfBj， 

Makor chemicals) 以上突然変異誘起物質， BHT (不IJ

光純薬)，フェノバルピタ{ル (pB，吉田製薬)，ア lコ

クロール 1254(PCB，三菱モンサント化成)，ジメチル

スルホキサイド (DMSO，和光純薬〉

mutation test 菌株は Sαlmonellα tyρhimurium

TA98を用い Ames7
) 法の変法1，8) により行った.菌液

に DMSOに溶かした突然変異誘起物質 (0.0l~10μg) ， 

S9-Mix1，s人， BHT (1o~ 100μg)を添加し 370で20分

間前培養し，最少寒天培地1)に播種した.S9はPBまた

は PCBにより誘導したラット肝ホモジネートの9，000g

上清分画 (S9一分画〉を用いた S9-Mix.o. 51111中の

S9分画の量は PB-S 9は150μfを， PCB-S9の場合

は50μlを用いた.

結 果

AAF， BP， 2AAおよび AfBjの突然変異誘起性に

対する BHT 添加による復帰コロニー数の変化を図 1~

4に示した. AAF (1玄11)についてはPB-S 9の場合

5μg AAF 10μg BHT で復帰コロニー数はわずかな増

加を示すが，それ以上の BHTでは減少した.また1μg

AAFでは 50μgBHTで復帰コロニー数が最高値に達

し， BHT無添加の約10倍の値を示した PCB-S9の場

合には10μgAAF 100μgBHTまで|徐々 に増加し， 1μg 

AAFではおHTによる変化は見られなかった.

B P (図 2) については PB一S旬9の場合は 1叩OμgBP 

で

なかつた PCB-S9では 5μgBP で5μgAAF (PB-

S9)の変化に類似した傾向を示し， 1μg BPではほとん

ど変化は見られず， AAFと BPでは S9誘導試薬によ

って得られた効果が対称的であった.

2AA(図 3)はPB-S 9の場合 5με2AA50μgBHT 

で約 4倍の増加を示したが， 100μg BHTでは 50μgの

ときより減少した. 1μg2AAもほぼ同様な傾向を示し，

50μεBHTで約18出に増加した. PCB-S9の場合 5μg

2AA， 1μg 2AA 共に BHTの増加に伴い復帰コロニ

ー数はi首加した.

AfBj(1望4)はO.05， o. 01μg AfBj共に復帰コロニ{

数は1O~50μ只 BHT で最大に達し BHT 無添加のl時に

比較して約 2倍に増加し， PB-S9， PCB-S9共にほぼ

同様の傾向を示した.

考察

関 1~4 に示すように Al11es の mutation testを用い

AAF， BP， 2AAおよび AfBjの突然変異誘起を検出

中東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人UlJ3-24-1 
キ TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 
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図1. AAFの突然、変児誘起性に対するBHTの影響

S.. tyρhimuriuJn T A98を用いた m¥ltatIontest 

に BHTを添加した時の復帰コロニー数の変化

を示す.0は5μg，ムは1μgでPB-S9使用， eは

10μg， A.は 1μgで PCB-S9を使用した.口はコ

ントロールを示す.

する|時に BHTが同時に存在することにより復帰コロニ

ー数に変化が起ることが明らかとなった. すなわち，

BHTの存在による復帰コロニー数は BHT量10---.....50μg

で最高値を示し (2AAの PCB-S9の場合は BHT100 

μg以上)，それ以上の BHTは逆に復帰コロニー数を減

少させる.特に 5μgAAF (PB-S9)， 5μg BP (PCB-

S9)で 100μgBHTでは明らかに無添加よりも復帰コロ

ニー数は減少した.従って用いた突然変異誘起物質なら

びに誘導した S9の種類に多少の違いはあるが，突然変

異誘起性の増加には最適濃度があり，ある濃度までは増

加，それ以 kの濃度では減少効果がある

PB-S9とPCB-S9による BHTの効果の相違は両 S9

中の薬物代謝酵素系に質的な違いがありへ それぞれに

対・する突然変異誘起性物質の反応性の相違に起因するも

のと思オつれる.

BHTのこのような効果がどのような機構によるのか

は明らかではないが，可能性としては， 1) BHTの致死

1200 

¥ H 40 rtJ 首h 

H 的ω H E B 

--国g い0 EJ J 400 

号

o 10 50 100 
BHT (ぃgjplate)

図 2. B Pの突然変呉誘起性に対する BHTの影響

S. tyρhimurium T A98を用いた mutatIontest 

に BHTを添加した時の復帰コロニー数の変化

を示す.0は10μg，ムはlμgで、PB-S9使用， eは

10μg，ふは 1μgで PCB-S9を使用した.口はコ

ントロールを示す.

作用による復帰コロニー数の変化， 2) DNA損傷の修復

系に対する作用， 3)代謝酵素系に対する作用が考えられ

る. 1)は mutatIontestにおいて外見上 His-コロニ{

の集合体である lawnにほとんど変化がないこと，予備実

験として行った生菌数測定実験で、生存率にほとんど変化

がなかった10) 2)については代謝活性化を必要としない

突然変異誘起物質のフリルフラマイド， 4ーニトロキノリ

ン-1ーオキシドおよびニトロソグアニジンに対してBHT

の効果が見られなかった10) これらのことから1)とのに

ついては一応除外されると考えられる.従ってもっとも

高い可能性としてはめの場合で代謝活性化に用いられて

いる肝ホモジネート中の薬物代謝酵素系に対する BHT

の作用であろうと考えられる.

Yang1Dは BHTには薬物代謝酵素系の阻害作用があ

り， BHTがチトクローム P450に結合すると報告し，

Rahimutul日は mutationtestにおいて BPの突然変異

誘起性をドげることを報告し，薬物代謝酵素系の阻害作
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図 3. 2AAの突然変異誘起性に対するBHTの影響

S. tyρhimul'ium T A98を用いた mutationtest 

に BHTを添加した時の復帰コロニー数の変化

を示す. 0は5μg，ムは 1μgで、PB-S9使用， eは

5μg， .4弘は 1μgでPCB-S9を使用した.口はコン

トロールを示す.

用が原因であるとした.彼らの mutationtestは100μg/

プレート以上の BHTで、行-われていることから本報告の

AAFおよびBPにおいて 100μgBHTで見られた復帰

コロニー数の減少は彼らの述べている BHTの薬物代謝

酵素系の阻害作用によるものと考えられる. しかし，

100μg以下の BHTで見られた復帰コロニ{数の増加は

このような作用では説明できないと思われる.

突然変異誘起性に影響を与える BHT以外の化学物質

についていくつかの報告12ー15)が見られる. 現在注目を

集めている化学物質はトリプトファンの熱分解物中に見

い出さjもたハーマンとノルハ{マンである. Nagaol2)な

らびに Matsumotol3
) はこれらの化学物質がBP，ジメ

チルアミノアゾベンゼン等の突然変異誘起性を増加させ

ると報告した.しかし， Levittl4
)は逆にBPの突然変異

誘起性を減少させると報告し両者の結果の相違は実験

条件 (S9分闘を採った動物の種差， 前培養の有無〉に

よるものであろうと述べている.また， Silvermanは15)

2000 

¥ +H 。e2 J o 

IH 間⑪ F5 84 1000 

+.J 

出+日h ω 〉ω J 

。
o 10 50 100 

BHT (μgjplate) 

!翠 4. AfB1の突然変異誘起性に対するBHTの影響

S. tyρhimul'ium T A98を用いた mutationtest 

に BHTを添加した時の復帰コロニー数の変化

を示す.0は0.05μg，ムは 0.01μgで PB-S9使

用， eは0.05μg，.....は0.01μgでPCB-S9を使用

した.口はコントロールを示す.

IIll汁酸中のリトコール酸が 2AAの突然、変異誘起性を増

加させるが， AAFは減少させ， B Pは変化がないこと

を報告し，薬物代謝酵素系に対する作用を第一の原因と

考えているが， リトコール酸の界面活性剤としての細菌

の細胞膜に対する作用による化学物質の透過性の変化も

予想している.以上のようにハーマンとノルハーマンに

見られる研究者による結果の相違，すなわち増加と減少

効果の二回性とりトコール酸に見られる 2AAでの増加

効果と AAFでの減少効果のニ面性(この結果は本報告

の5μg2AAFと5μg2AAでの 100μgBHT(図1， 3) 

の結果によく一致する〉は，現象的には BHTの作用と

一致する点が多いと思われることから，今後これらの化

学物質と関連づけて検討を進めたい.

BHTによる突然変異誘起性の増加効果については代

謝酵素系との関連が予想されるが実体としてはまったく

明らかではなく， 1)少ない量 (50μg/ブ。レ{ト以下〉の

BHTはこれらの酵素系を活性化する， 2)突然変異誘起
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性を持たない代謝物質への代謝を阻害する， 3)本報告で

用いられた突然変異誘起性物質の代謝物質は求電子的傾

向が強いために S9中の蛋白質に結合しやすい16)，BHT 

がこの結合を阻害する等の可能性が考えられ，今後これ

らの点について検討して行く予定である.

要旨

突然変異物質(AAF，BP， 2 AAおよび AfB1)の突

然変異誘起性に対する BHTの作用を Amesのmutation

test系を用いて検討した.

BHTの添加により突然変異物質による復帰コロニー

数が増加する場合と減少する場合が見られ，増加の最適

BHT 量は1O~50μgjブ。レートであった.
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ジブチ11.-1ニド口キシト 11.-エン (BHT)および直鎖型アルキ11.-ベンセ、ンス11.-ホン駿

ナトリウム(LAS)添加飼料を 6力月間摂取させたうットの病理学的検索

藤井 孝* 阿部卒恵ペ 長博 明 道 六 三栗谷久敏*

矢野範男汽 湯;宰勝股， 玉fL賀興苦中

Pathological Examination on Rats Fed with Butylated Hydroxytoluene 

and Linear Alkylbenzene Sulfonate for 6 Months 

T AKASHI FUJII*， YUKIE ABE*， AKEMICHI NAGASAW A汽 HISATOSHI MIKURIY A汽

NORIO YANO汽 KATSUHIRO YUZA W Aヰ andKOGO HIRAGA牢

緒 言

ジプチルヒドロキシトルエン(以下， BHTと略す)

は食品の酸化防止剤， ゴム@プラスチックなどの安定剤

@抗酸化剤として広くm¥，、られている1) i立鎖型アルキ

ルベンゼンスノレホン酸ナトリウム(以下， LASと111各す〉

は合成洗剤の主成分として用いられている界聞活性剤で

ある BHTおよび LASのこ古性に関する報告は多数み

られるが2-15) 阿ニ告を併用してラットに摂取させる実験

の報告は現在までみら;!Lない.そこで BHTおよびLAS

を混合して飼料に添加， この添加飼料をラットに全生日li

にわたって摂取させる実験を計岡した.今1i;l1は本実験に

並行して行なった同~~農度による 6 カ月間摂取試験の病

理学的検索結果の報告である

試験材料および試験方法

試料 :BHT は不n光純薬株式会社製の結Inl{~E粉末を使

用しfι LASは花王アトラス株式会社製ネオベレック

スF-60を用いた.

実験動物および飼育環境:静岡実験動物農業協同組合

にて barrier-systemで生育された SIc: ¥Vislar系ラッ

ト雌雄を 4週令で購入した.動物は室温25土1o'c， ilill度

50-----60%，換気回数を 11時間に10回，照明を午前 611寺よ

り午後 5時までに制御した barrier-system 飼育室にお

いて前回と床が網，他は板のステンレス製個別ケージに

収容し， 自動給水C*llli有ろ過器経111)装置付ベルト式飼

育架台で飼育した.制料(日本クレプ株式会社製固型飼

料CE-2) と水は|ヨ H~ に摂取させた.

試験方法 :BHTおよび LAS投与Jm間は 6カ月間と

し，投与はこれらを飼料に添加して動物に自由に摂取さ

せる方法ーとした BHTおよび LASの添加飼*;い二|二Iの濃

度，1{洋のラット限数，群の 111各号などを Table1に示し

/こ.投与は動物が 5週令になった時点で飼料を添加飼料

に切り替えて開始した.

Group 

Control 

0.07T 
0.20T 
0.60T 

LAS 

O. 07L T 
O. 20L T 
0.60LT 

Table 1. Design of BHT and LAS 

Feeding Stl1dies 

No. of Materials ancl 
animals concentratlOn 

M F 
in diets 
一一一一一一一一

10 10 O. 00% BHT al1d LAS 

10 10 0.07% BHT 
10 10 0.20% BHT 
10 10 0.60% BHT 

10 10 0.20% LAS 

10 10 0.07% BHT十0.20，9--;LAS
10 10 0.20% BHT十0.20%LAS
10 10 0.60% BHT+0.20%LAS 

病理学的検索方法:投与終了時，動物を断頭屠殺し放

IIll後解剖した.肉眼的観察を行なった後，脳，下垂体，

JJ旬 n}í~，心臓，肺，肝臓，牌臓，腎臓，副腎，精巣，前立

腺，卵巣および子宮を摘出し重量を測定した.そのほか

tt髄，ヰ下)]泉，顎 fJlli~，大古 F腺，甲状腺(上皮小体を

含む)，気管， 食道， JJ平日誌， 胃，大@小腸， )時)}ye， 大腿

骨， リンパ節などを摘出した.摘出した器官@組織は10

%緩衝ホルマリン液で約 611寺間振とう同定し，液交換を

行なった後静 iì~( して 1 週間回定した.閤定後の器官@組

織は定i去に従ってパラフィン切片を作製し，ヘマトキシ

リン。エオジン重染色を施し肝臓および腎臓は PAS染

色も行ない病理組織学的検索に供した.

結果および考察

試験期間途中の死亡例は認められなかった.

試験終了時の解剖では対照群を含む各群で下垂体の極

く軽度な!聞大， JJ勾腺の点状H:l的l，卵巣の水路などが散見

ヰ東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿医百人JnT3-24-1 
* Tokyo Metropolitan Research Laboralory ()f Public HωIth 

24--1， Hyakl1l1incho 3 chome， Shinjuku-kl1， '1'okyo， 160 Japan 
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度であり出現例数も少なかったため明らかな傾向は認め

られないが， O. 60T若手に多くみられており軽微な用量@反

応関係を示したと忠われる.LAS投与群は対照群に比べ

雄ではやや軽度であり附;ではほとんど間程度の変化を示

していた.BHT.LAS併用投与群雄では各変化とも用量

@反応関係を示して出現し， O. 60L T群に顕著であった.

O. 07およびO.20L T群の変化は対照群と著明な差異はみ

られず， とくにO.07L T群は対照群よりやや軽度であっ

た. utií~ではO. 60L T群にのみ軽度な変化が少数例みられ

た. 0.20T群と LAS群(0.20%LAS)とを比べると変化

は雄ではT群がやや顕著であり雌では差異が認められな

かった.T群と LT群の変化の程度，頻度を比較すると

峨雄とも0.07およびO.20%では明らかな差異は認められ

なかったが0.60%ではT群が LT群よりやや顕著であっ

た.このことからLASはBHT単独投与時の変化を増強

29-2， 1978 1

・ドー
/」liJf 

されたが投与と関連した変化は認められなかった.

組織所見では Table2に示す如く投与に関連した変

化が腎臓に両側性に認められた.

腎!践では髄質外帯から皮質の中間部にかけての尿剤11管

中にエオジン好染， PAS 陽性の円柱が管!院を拡張し，

上皮細胞を変性あるいは扇平化して存在するのが認めら

れた.皮質では糸球体の萎縮，糸球体とボウマン嚢外葉

との癒着，尿細管上皮細胞の変性@壊死，糸球体および

尿細管の基底!肢のJI巴厚，!?司質へのリンパ球浸潤などがみ

られ，これらの変化を示す大小の巣が散在していた.

BHT投与群雄では各変化とも用量@反応関係を;示して

出現したが顕著な変イヒは0.60T群のみにみられ， 0.07T 

および0.20T群の変化は対照群と明らかな差異は認めら

れず，とくに0.07T群は対照群よりやや軽度で、あった.

雌では対照群に変化はみられず投与群の変化もすべて軽

待}
一」

l孔:ur 

Microscopical Findings of Kidney 

O. 07 
BHT ancl LAS 

0.07 0.20 0.60 
LAS 
0.20 O. 60 

BHT 
0.20 

Table 2. 

Materialsl) (Cont.) 
Concentration (劣)~ QOO 

No. of male rats 10 10 10 
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Urinary casts 
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Degeneration of tubular epithelium 
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8 

NO 

VS 
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NO 10 10 9 

VS 一一 1 - -

1) BHT: Butylated hydroxytoluene， LAS: Linear alkyJbenzene suJfonate. 

2) Concentration of materials in diets， BHT and LAS : Diels containing 0・20%LAS acldecl each concen・

tration of BHT. 

NO : No change， VS: Very slight changes， SL: Slight changes， MO: Moclorate changes. 
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しておらず，むしろやや減弱する傾向さえ示したと考え

られる.腎臓で認められた変化は chronicnephritisl6)腎

障害17)，腎症同19)，nephrosis20)， chronic nephropathy21) 

などと記載されている像に類似しており，いずれも無処

置ラットで加令とともに発症し経H寺的に変化が増強する

ことが知られている Colel11an らは変化を chronic

nephropathyとし， それを grade 1 ~ 4および末期の

5段階に分類している21)今回の腎臓での変化をこれに

よって表わせば雄で、は 0.60T群は grade4が3/10(10 

例中 3例の意，以下同じ)， grade 3が 7/10，O. 60 L T 

群は grade4が 2/10，grade 3が 8/10であり，対照群

を含む他の各群は grade2が1， 2例， grade 1が 3，

4例で残りは無変化に入るものであった.雌では0.60T

および 0，60L T群でも grade 1が1， 217Uで残りは無

変化であり，そのほかの各群は全例が無変化であった.

このように chronicnephropathy は投与に関連してと

くに雄の0，60TおよびO.60L T群に中等度の変化を示し

て頻発し，対照群，投与群とも雌よりも雄に際立つて多

く認められた.無処置ラットの“chronicnephropathy" 

は Slc:Wistar系(本実験で使用したラットと同一系

統〉では 5カ月令雄で6.2%(5/80)，雌で2.5%(2/80) 

にみられ19)，SD-]CL系では圧倒的に雌よりも雄に多発

し17九早期に発症する 18)との報告がある.今回検索した

ラットは全例が7カ月令であり無処置でも軽度なchronic

nephropathyが散発する月令に達しており，投与群ラッ

トの腎臓にはさらに BHTおよび LAS摂取による負荷

が長期間連続して加わっていたと考えられる.このため

高濃度群の0，60TおよびO.60L T群雄ラットの腎臓は疲

弊し老性変化を早め中等度の chronicnephropathy を

発症したと思われる.さらに0.60TおよびO.60L T群雄

にのみ変化が顕著に現われたのは雄で、O.20%と0.60%と

の間で BHT濃度(用量)とそれに反応する腎臓の組織変

化の関係が或る制{直を越えたために顕現化したと推定さ

れる.また雌雄で変化の発現頻度および変化程度に大き

な差異がみられたのは無処置ラットでの報告例または対

照群での頻度および程度の雌雄差を反映したものと思わ

れる.このため0.60TおよびO.60L T群でも同一濃度で

ありながら雄にのみ変化が強く現われたと考えられる.

腎臓以外の器官@組織には投与に関連した変化はみら

れず，そのほかの著明な変化も認められなかった.

前回， O. 005， O. 02および0.32%BHT添加飼料を]CL

:SD系ラット雌雄に 3， 6および12カ月間摂取させた

ところ， 6カ月間摂取終了時の検索では投与に関連した

腎臓の変化はみられずベ 今回の BHT濃度 0.60%が

腎臓に顕著な影響を与えたと思われる.また今回は肝臓

に変化はみらオしなかったが，前回は0.32%群で 3カ月に

雄 3/5， 雌 1/5， 6カ月に雄 1/5， 12カ月に雄 1/

4が肝細胞の軽度な腫!援を示した6) 腫脹は 3カ月で頻

度が高く， 6カ月で低くなっており 12カ月でも顕著な変

化や変性@壊死を示しておらず，一過性の適応現象と思

われた日) 今回は0.60%と前回の約 2倍の濃度であるが

6カ月の時点で腫脹その他の変化は認められず，変化は

6カ月以前に起り，この時点では消槌していたので、はな

いかと考えられる.

LASをO.04， O. 16および0.60%添加した飼料を Slc: 

Wistarラット雌雄に1， 3， 6および12カ月摂取させる

実験を行ない 6カ月間摂取終了時の検索で投与に関連し

た変化を認めなかった15) 今回の検索結果でも 0.20%

LAS添加飼料摂取ラットに変化がみられず、前回と同様

の結果を示した.

以上， BHTおよび LAS単独または両者混合の添加

飼料をラット雌雄に 6カ月間摂取させて病理学的検討を

行なった.最高濃度の 0.60%BHTおよび0.60%BHT 

十0.20%LAS添加飼料摂取群ラット維にのみ中等度の

腎障害が頻発した.両群の発現頻度，変化程度の強弱を

比較すると極く軽度ではあるが前者に顕著であった.

0.60% BHT摂取による腎障害は0.20%LASを付加摂

取しでも増強する傾向は認められず， LASは BHTの

作用に対して著明な影響を及ぼさなかったと考えられ

る.
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LAS， ABS投与ラット腎皮質における有機酸および有機場基の取り込み

伊川三枝子六 米山允子汽 中尾 )1原子六 平賀輿吾*

Up-take of UrgallIC Acid and UrgallIC Base by Renal CortIcal Slice of 

Rats Treated with LAS and ABS 

MIEKO IKAWA汽 MASAKOYONEYAMA汽 TOSHIKONAKAO牢 andKOGO HIRAGA * 

緒

我々は，合成洗剤の界面活性剤として使用されている

直鎖型アノレキノレベンゼンスルフォン酸ナトリウム(以下

LASと略す〕 と， 分枝鎖型アルキルベンゼンスルフォ

ン酸ナトリウム(以下ABSとl略す〉の種々の毒性試験1引

を行なってきたが，前回の毒性試験2，3) では，腎臓，肝

臓への影響を検索する手段として，臓器そのものの酵素

活性を測定した.その結果，糖新生系の keyenzymeの

一つである Glucose-6-phosphatase，TCAcycleのおocit・

rate dehydrogenase， TCAcycleと解糖系を結ぶpyruvate

の嫌気的代謝と関係を持つ Lacticdehydrogenase， N a， 

K-ATPaseなどの酵素活性に変化が認められた.

腎機能の検査法として，酵素を調べる方法4-6) も多く

報告されているが，機能との関連において把躍するには

難かしい点も多い Phillipsりらは， 尿細管障害の検査

に腎の糖新生系酵素活性の変動を調べるより，腎皮質切

片による有機酸取り込み実験の方がより機能検査として

の感度が良いと報告している. また， Berndt8
) も同様

の報告をしていることから，尿細管の能動輸送を検索す

る一つの手段としてラット腎皮質切片を用いた有機イオ

ンの取り込みを測定した.同時に LASの能動輸送への

作用機序を調べる一環として， run-out (封1:世〕の実験

および， N2下での取り込みの差異を検討したので、報告

する.

実験材料および方法

案験動物 SLC-Wistar系ラット (SPF)の雄を 4週

令で購入し， 1週間予備飼育後実験に供した.

投与方法，投与期間 (l)LAS， ABSを日本クレア製

飼料(CE-2)に1.5%添加し，水と共に自由摂取させた.

投与期間は 1，2， 4， 12， 24過とし， 1群 4匹を使用し

た.

(2)LASを飲料水に0.4%になるよう溶解し，自由摂取

させた.飼料はクレア回型飼料 (CE-2) を自由摂取さ

せ，投与期間は 2，4，12週とし 1群 5匹を使用した.な

お腎組織標を用いた有機イオンの run-out実験， N2100 

%下での有機イオγの取り込み実験も， 0.4%LAS水溶

液を12週間投与したラットを 1群 5匹使用した.

試薬 ρ-aminohippuric acid (glycyl-1-14CJ (14C-

PAH) 比放射能44.75 mCi I mmol， ρ-aminohippuric 

acid (glycl-2-3HJ (3H-P AH)比放射能1.395Ci/mmol， 

tetraethyl-ammonium bromide (1ー14CJ(14C-TEA)比

放射能 3.OmCi/mmolとれらは，すべて NewEngland 

Nuclear Corp製を使用した‘ LAS，ABSは前報めに

使用したものを用いた.その他の試薬はすべて和光純薬

K.K製特級を使用した.

有機イオンの取り込み実験 ラットは断頭後腎蔵を採

取し，直ちに冷却したu.25MSuc1'ose (1mMEDT A)に

入れ，低温室(40C)において皮質部分を Y-Hslice1'で

厚さ0.5mmの腎皮質切片に切り，湿重量 100'"'-'300mgを

反応液 2.5mlの入った三角コルベンに入れ O2を100%

封入し， 300Cで反応させた.反応液は Williamら日)の

ものを改変した.組成はNa2HP04，6. 66 x 1O-3M: NaCl， 

8. 7 x 1O-2M : KCl， 3.6 x 1O-2M : CaCI2， 6. 66 x 1O-4M 

: P AH  01' TEA， 1. 2 X 10-5 M : pH 7.40 1時間 incu"

bation後ooCで反応を停止し， 直ちに腎皮質切片をと

り出し PAHおよび TEAを含まない反応液で10秒間

洗浄し， 10% t1'ichlo1'oacetic acid (TCA)で10%homo-

genateを作成する.反応液O.lmlにも10%TCAO. 9ml 

を添加して，切片の homogenateと共に遠心する.10% 

homogenateは上清を10倍希釈して，反応液は上清をそ

れぞれ O.lml採取して PAHおよびTEAの放射能を測

定した.皮質切片 g当りの放射能を反応液 ml当りの放

射能で、割った値(Slice-to-medium1'atio Sバめを取り込

み量として表わした.

有機イオンの ronmuot実験10) 腎皮質切片 200mgを

取り込み実験と同様に反応させ， 90分間 incubationし

*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 Met:ropolitan Resea1'ch Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・1m，Tokyo， 160 ]apan 
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口LAS
自 ABS

a 

。

有機イオンを切片に取り込ませておく.皮質切片を反応

液から取り出し洗浄しナイロンメッシュで作った綱に入

れる. 有機イオンを含まない反応、液 5mlをピ{カーに

入れ，その中に皮質切片を一定時間の間隔をおいて入れ

ていき，それぞれの反応液中に流出した有機イオンの放

射能を測定する.皮質切片は最後に取り込み実験と同様

に処理して放射能を測定し，結果は皮質切片 g当りの有

機イオン残量を経時的に示した.

02100%および N2100%封入下の有機イオン取り込み

実験 同一ラットから皮質切片を 2組作成し，取り込み

実験と同じ反応液に入れ 1組は 02100%封入し， 1組は

N2100%封入した.その後の操作は，取り込み実験と同

様に行ない，それぞれの SjM値を求めた.

放射能の測定 試料は蒸留水と共に 0.5mlとし 10ml

のシ γチレ{ター中で可溶化した後， Beckman製lLS-

355型液体シンチレ{ションカウンタ{で測定し， 外部

線源法で計数効率を求めた.シンチレ{ターは Toluerト

ephbsphar~ Triton系11)の emulsion性を使用した.

実験結果

有機イオンの取り込み実験 (1)1. 5% LAS， ABS飼

料投与ラットの腎皮質切片における有機イオンの町M

値は Table1に示した.またこの種の実験は SjM値

にかなりの日変動があるとの報告12，13)もあり，他の実験

52 

A Time Course Study on the Effects 

of LAS and ABS on P AH(a) TEA(b) 

Uptake Calculated fr0111 Table 1 

Fig. 1. Uptake of PAH and TEA by Renal 

Cortical Slices of Rats Treated with 

LAS and ABS 

Table 1. 

との比較のために対照群に対する投与群の町M 値増減

率を次の様に計算して Fig.1に示した. % of control 

value=100%一((SjM)control-(Sバめ treatedJj(SjM) 

control-lJ X 1009
) LAS投与群の PAH取り込みは，

1， 2週日では対照群より高いが 4週自には対照群の60

9ぎになりその後も回復しなかった TEA取り込みは，

1， 4週目にのみ有意の減少を認めた ABS投与群の

PAHの SjM値はすべての時期で有意に減少し， LAS 

投与群より対照群に対する割合は常に低い値を示した.

LAS投与群の PAH取り込みの対照群に対する割合は

経時的に減少しているが， ABS投与群は4週自におい

て最低になり，以後徐々に減少率が少なくなっている.

又ABS投与群の TEA取り込みはPAHと同じ経時的パ

ターンを示しているが，対照群に対する減少率は PAH

のそれより低く1， 4週日にのみ有意差が認められた.

(2)0.4%LAS水溶液投与ラットの腎皮質切片における

有機イオンの SjM値を Table2に， 対照群に対する

割合を Fig.2に示した. PAH取り込みはすべてにお

いて有意の減少を示し，対照群に対する減少率は2週目

PAH up take 
(SjM土 S.E)

TEA up take 
(SjM土 S.E)

回ぷ

ωω
主
同

3. 58土0.31

2.65土0.21*

2.53土0.32*

1. 86土0.24

2.04土O.16 

1.38土0.05

Control 

LAS 

ABS 

5. 58土0.23

5.30土0.20

6. 78土0.32中

3.75土0.49

4.05土0.34

2. 75土0.21ヰ
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Control 3. 67こと0.41 6.44土0.47

LAS 2.69土0.34 4.22土0.29申本

ABS 1. 69土O.16牢本 3. 75土0.66キ

~ Control 2. 00土0.10 4.75土0.34
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~ LAS 1. 67土0.26* 4.73土o.28 

~ ABS 1. 40土O.11キ* 4.02土0.25

田
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〉

P
坤

3.60土0.16 6.34土1.06 

2.51土0.17*本 7.34土0.58

2.33土0.10*ヰ 6.73土0.42
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回
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* P<0.05 
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Table 2. Uptake of P AH  and TEA byァ Renal

Cortical Slices of Rats Treatecl with 

LAS 

PAH up take TEA up take 
(SjM土 S.E) (SjM土 S.E)

一一一一一一一一一一

JV44診4 J J 3 
Control 4. 76土0.27 8. 86土O.15 

LAS 3.45土0.43* 5.65土O.71牢申
ふ3

Jtむ長2J C o nt r o l 3. 54土O.10 5.49土0.20

LAS 3.06土O.18* 3.98土0.24**
吋4

包止4=rp J 》 Control 6.02土0.65 7.86土O.37 

N F吋 LAS 4.48土O.23* 6.87土0.34

串 PくO.05 料 P<O.Ol
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Calculated from Table 2 

に最大になっている TEA取り込みも同様のノミターン

を示した.

有機イオンの ron-out 実験 いったん取り込まれた

PAH， TEAの切片から反応液への流出を，腎皮質切片

19当りの有機イオン残量として片対数グラフを用いて

表わした. (Fig. 3， Fig. 4) P AH 流出の型は， 投与

群，対照群との差異はなく最初の数分間の切片からの早

い流出を示す部分と，その後直線的にゆっくり流出する

部分の二つの成分が認められた.しかし TEAの流出パ

ターシは，始めの早い流出部分が PAHほど顕著に認め

られず，投与群の方が流出速度の低下の傾向を示した.

02100%および N2100%封入下の有機イオン取り込み

実験 02100%， N2100%封入下の対照群および投与群

の SjM値を Fig.5に示した. PAH SjM値は， O2 

100%封入下では対照群との聞に有意な差が認められる

が，
• N2100%下では両者に差異は認められなかった.ま

た TEAの SjM値は両条件のいす!hにおいても有意

2 4 po 
a
a
E
 

f
品・

4

4
E
.

，
 

n
，乙

寸・
5

わ
民
〕?

l
 

H
U
 

Q
U
M門M

 

F
O
 

Fig. 4. Run-out of TEA fiom Renal CoriicaL. 
Slices from Control. ancl LAS Treated _. 

Rats 

な差は認められなかった.

考察

腎臓は複雑な構造を有し，様々な機能を営んで、おり，

腎毒性といっても腎機能全部が同時に同程度障害を受け

るわけではないので， どの実験法が腎毒性に最も有効で

あるかを決めるのは困難である.我々は先の実験2，3) で

LAS， ABSによる腎酵素の変動から腎代謝への影響を

認めたので，今回は代謝エネルギーに多く依存し多種類

の有機物質の吸収分泌を行なっている尿細管への LAS，

ABSの影響を検討した.腎酵素への影響はABSがLAS

より強く 4週自に最も激しい変化が現れたが，有機イオ

ンの取り込み実験でも同様の結果が得られた.しかし酵

素活性の変動は ABSが LAS より強く作用する乙と
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7 

Fig. 5. Uptake of P AH and TEA by Renal 

Cortical Slices of Rats Treated with 

LAS 

しか示唆しなかったが， LASの PAH， TEAの取り

込みパタ {γが ABSのそれと全く違っていたことから

LASと ABSの有機イオンの取り込みの作用機序が異

なることも考えられるのでさらに検討する必要がある.

LAS水溶液投与の場合，飼料混合の場合に比べて

LAS摂取量が約 1/2であるにもかかわらず2週白から

有機イオ γ取り込みが抑制された. (Fig. 2)これは飼料

に混合するより水溶液で、投与した方が吸収が良いためと

考えられる.

run-out実験の結果， PAHは Peggらの報告10)と同

様に早く流出する成分とゆっくり流出する成分の二成分

に区別できたが， TEAは早く流出する成分は認められ

なかった. Farahら14) によると PAHrun-outの早い

部分は細胞内でゆるく結合している PAHの流出による

ものであり，直線的にゆっくり流出する部分は細胞内で

より強く結合していることによると報告している Fig.

3が示すように対照群と LASの反応係数15)に差が認

められないことから， LASの PAH取り込み抑制は，

流出量の増加および細胞内に蓄積された PAHの結合性

が弱いことによるものではないと考えられる. TEAの

流出率は LASによりわずかではあるが減少している傾

向が認められるがさらに詳細な検討を要する.尿細管は

有機酸や有機塩基を血管側より管j陸側へ能動的に分泌す

るが，両者の輸送系は独立しており基底部l践には二種類

の担体が存在するという 16) また最近の研究では PAH

のcarrier-proteinが近位尿細管の細胞膜に存在すること

を間接的に証明した実験1刊のも多い.

Nz封入下での有機イオンの SjM値は対照群，投与群

共にほぼ 1を示したことから Nz封入下での有機イオ

ンの取り込みは拡散によるものと考えられる.

腎皮質はミトコンドリアに富み好気的代謝を営み，そ

の代謝エネルギーが能動輸送に用いられることは，cya-

nideや2，4-dinitrophenolによって有機イオンの分泌が

阻害されることからも明らかであるが， LASによる有

機イオン取り込みの抑制も好気的代謝抑制が一因である

と推測される.他の原因としては， Na， K-A TPaseの

低下3) や carrier-proteinの合成阻害なども考えられる

ので今後さらに検討する必要がある.
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う'"ト肝臓臆質合成能に及ぼす LASの影響

米山允子*， 伊 JII三枝子犬 中尾 )1原子汽 平賀興吾中

Effects of LAS on Incorporation of Acetate回1~14C to Liver Lipids in Rats 

MASAKO YONEY AMA汽 MIEKOIKAWA六 TOSHIKONAKAO* and KOGO HIRAGA* 

緒 言

LAS投与ラットの肝臓における脂肪蓄積が， 血清脂

質量の低下をおこし，血清清澄化を示すことは，先に報

告した1)肝脂質蓄積は， 脂質代謝の異常によるもので

あり，その機構について数多くの文献2，3)がある. 私達

は，今回，肝肝a脂質合成能に及ぼす LASの景影予響を調ベる

ために aceta刀:at旬e一一-1-命J句.命旬句句-

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 (ClO 10.6%， Cll 34.1%， C12 

27.7%， C13 19.0%， C14 8.7%有効成分60.2%，未反応

対i分15%以下〉を用いた. 実験動物"¥iVistarSLC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，

Iケージ 5!&飼いで 1週間予備飼育後， 実!験を開始し

7こ.

投与方法期間実験 1 LASを飲料水中に0.4%に

なるように搭解し，各々自由摂取させた.投与後， 2週日

に断頭，肝臓を脂質分析，脂質合成能の試験に用いた.

実験2 LASを合成飼料に 0.4%になるように混和し，

実験 1と同様に試験に用いた.合成飼料の組成は次のと

おりである. 10%カゼイン， 5%大豆油， 4.0%無機塩

(ハーパ{組成)， 0.45%ビタミン混合(パンビタン未)，

O. 15%塩化コリン， 80.4%シュークロ{ス.

検査方法肝臓脂質は， Folchらの方法4) により抽出

精製し， 重量法で測定して総脂質量とした. 脂質分画

は，シリカゲルGに総脂質の 1部をスポットし，石油エ

{テル:エーテノレ:酢酸 (80: 30: 1)で展開した.展

開後， ヨ{ド蒸気中でプレート上の脂質の検出を行い，

Phospho Lipid (P. L)は， Ahramsonらの法5) で抽出

し，他の脂質はエチルエーテルで、抽出した.各脂質量の

測定は， 先に報告した方法1)に従った. 蛋白質の定量

は， Lowryの方法ので行った.脂質合成能の測定 測定

法は，小涼らの法7) に従った.実験1， 2のラットを断

頭後，すみやかに肝臓を摘出， 7 'C低温室でY Hスライ

サーを用いてスライスし， 500mgを O.5μCi acetate-1-

HC (比放射能 704μCijmgNEN)を含む KrebsRinger 

Phosphate buffer中で3時間インキュベートし， 1% 

酢酸ナトリウムを含む 1%酢酸溶液で反応を停止した.

冷水で洗日産した肝:)臓から，上記の方法に従って脂質を抽

出精製し分画した. ヨード蒸気中で脂質を検出し，上記

の溶媒で抽出後，溶媒を除去しトノレエンシンチレ{ター

10mlを加え， 液体シンチレーションカウンター(ベッ

クマン〉により放射能を測定した.

結果

Table 1に示す如く，実験1， 2において体重，肝臓

重量は，対照群に比べ有意差はなく，総脂質量は，実験

1， 2の両方とも対照群に比べ減少の傾向を示してい

るが，実験 1では有意な減少を示した. 各脂質分画を

Table 2に示した.中性脂肪 (T.G)のみが実験 1， 2 

において有意な減少を示す他は，差がなかった.脂質へ

の acetate-1-14Cの取り込みは， Table 3に示した.総

脂質，脂質 mg当りの比放射能， 蛋白 mg当りの比放射

能，体重 100g当りの全放射能， いずれも実験 1， 2に

おいて， LAS投与群では， 取り込みの増加を示し，特

に実験2では，蛋白 mg当りの比放射能，体重100g当り

の全放射能は，有意な増加を示している.各脂質分画へ

の acetate-l-14Cの取り込みは， Table 4に示した.実験

1， 2いずれも投与群の PL，TGへの取り込みに増加

の傾向がみられ，実験 1の LAS投与群PLが有意な増

加を示している.

考察

先の報告で LASの投与濃度は， 1. 8%という高濃度

であったが，今回は濃度を 0.4%におとし，飲料水に溶

解させて摂取させた LASが脂質代謝に影響を及ぼす

ことは，高橋らの報告からも明らかである.低蛋白食に

よる肝脂質の蓄積に与える LASの影響を考慮し， 0.4 

%LASを低蛋白食に混和し摂取させた.総脂質量は，

本東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人Illy3-24-1 
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， I-lyakunincho 3 chome， Shinjuhトku，Tokyo， 160 ]apan 
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実験1， 2でも有意な減少，及び減少の傾向を示してい

る.脂質分画の結果，中性脂質が実験 1，2で有意な減

少を示していることから中性脂質量の低下によるものと

考えられる.脂質合成能について，取り込み量は，明ら

かに実験1， 2において上昇し，各脂質への取り込み量

は， リン脂質で増加し，コレステロール，エステル型コ

レステロールは，減少しているが中性脂質への取り込み

量はかわらない. acetate-l-14C 取り込み量の結果， リ

ン脂質の比活性(実験 1，control 960dpm/111g， LAS 

1731. 9dpm/mg実験 2，control 398.8dpm/mg， LAS 

lll1dpm/mg) が増加している. このことは， リン脂

質の代謝回転の上昇を示していると考える.中性脂質の

低下は， LASが初期の脂質合成系に対する阻害的な作

用の結果と考えられ吏に短期実験による検討が必要であ

る.又，脂質代謝と糖代謝は密接な関係にあり，脂質合

成能の上昇，中性脂質の低下は， 先に報告9) した LAS

Table 1. Body Weight， Liver i，iVeight and Liver Lipid 

Exp 1 Exp II 

Control LAS Control LAS 

Body Weight (g) 182. 2土8.3 172.0土8.4 138.6土2.8 137.8土5.1 

Livermreight(g/(10g0〉gB.1V〉
8. 33土O.65 7.85土0.36 6. 53土O.39 6.74土O.26 
4.57土O.18 4.56土O.14 4. 70土0.22 4.89土0.08

Total Lipid (55(Wmge〉t.LI) 
369. 5土20.9 335.6土24.5中* 342.6土52:0 318.8土12.1 
12.2土1.0 12. 7土0.5 15. 3土0.9 14.6土O.3 

Values are the mean土 SD. * Significantly different from control 料 P<O.l

Table 2. Liver Lipid Composition 

Exp 1 Exp II 

Control LAS Control LAS 

P. L mg/g % Liv 18.9土1.6 20. 1土1.3 16.8土O.9 16.3土O.7 
78. 7土1.8 81. 5土3.7 51. 2土4.5 59. 1土8.6

T. G 111g/g % Liv 4; 3土0.4 3.4土O.7串本 14. 7土3.1 11. 0土3.7キ

17.4土1.3 13.9土2.8 45.4土6.1 38.6土8.8

CHO mg/g % Liv O. 9土O.1 1.0土O.2 0.9土O.5 0.6土O.1 
3.6土0.6 4.2土0.9 3. 3土1.8 2.2土0.6

Values are the mean土 SD. * Significant1y different from control 申 P<0.2 料 P<O.l

Table 3. Incorporation of Acetate-1-14C into Liver Lipid 

Exp 1 Exp II 

Control LAS Control LAS 

Total Lipid， %1) 6.52土1.75 13.82土3.38 2.90土0.74 7.64土2.84

Specific Activity2) 1305.2土397.8 2032. 1土1009.8 524.4土122.2 1500.8土484.8

Specific Activity3) 281. 8土80.7 429.4土234.2 160. 8土29.3 446. 7土151.7料，*

Total Activity4) 
32.57土10.05 50. 13土24.51 19. 73土4.89 52.43土20.91ヰ牢本dpm x 10 

1) (Total dpm in lipid of liver slice/total dpm incubated) x 100 

2) dpm/mg lipid 

3) dpm/mg protein 

4) (Specific activity X total liver lipid/body weight)ー x 100 

Values are means土 SD ヰ Significantlydifferent fro111 control 料中 P<O.Ol
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Table 4. Incorporation of Acetate-l-14C into Each Liver Lipid 

Exp 1 Exp 1I 
Control LAS Control LAS 

Phospholipid 

% incorporation l. 92土0.55 3.70土0.52牢牢ヰ O. 68土0.09 l. 90土0.60

% of total lipid 29.38土1.78 31.52土7.01* 27.08土3.81 25.38土l.91 

Cholesterol 

% incorporation 0.46土0.05 0.60土0.21 O. 1土0.0 O. 1土O.1 

% of total lipid 8. 16土2.04 5.40土l.94** 4. 18土l.03 l. 98土0.42ホ*

Triglyceride 

% incorporation l. 02土O.56 l. 70土l.26 l. 00土0.32 2.22土l.22 

% of total lipid 15. 04土5.41 14.92土11.28 35.66土12.75 28.06土6.97

Triglyceride/P hospholipid O. 50土0.17 0.45土1l.34 1. 37土0.42 1.11土0.29

Cholesterol ester 

% incorporation O. 09土0.009 O. 10土0.009*** O. 10土0.00 O. 1土0.00

% of total lipid 1. 52土0.62 0.94土0.31ヰヰ 3.93土1.06 1. 82土0.8ヰキ*

Values are the mean土 SD * Significantly different from control 

* P<0.2 料 P<O.l 料本 P<0.01

のG6 P ase， G 6 PDHに対する抑制との関係が示唆さ

れる LASl.8%投与ラット肝臓では脂肪の有意な蓄積

を示した.飲料水，低蛋白飼料という違いはあるが，

0.4%. LASでは，逆に低下の傾向を示している. 従っ

て， LASは高濃度で脂肪の蓄積をうながし， 低濃度で

蓄積を阻害すると考えられる.
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種々の界面活性宵jの亜急性毒性試験

肝，腎酵素への影響

伊 JII三枝子六 米山允子ヘ 中尾 )1国子ヘ 平賀輿苦中

Subacute Toxicity of Detergents 

Effect of Detergents on Liver and 瓦idneyEnzymes in Rats 

MIEKO IKA W A *， MASAKO YONEY AMA汽 TOSHIKONAKAO* and KOGO HIRAGA * 

常者 き-
F司

合成洗剤の環境汚染が問題とされる中で，各種界面活

性剤のウニ卵1)や細菌2) の発育に及ぼす影響を比較検討

した報告はあるが，ラットにおける比較毒性試験はほと

んど行なわれていない.我々は直鎖型アルキルベンゼン

スルフォン酸ナトリウム (LAS)と分枝鎖型アノレキルベ

ンゼンスノレフォン散ナトリウム (ABS)の亜急性毒性試

験%のを行なってきた結果，血清生化学的検査項目のみ

ならず，肝臓，腎臓の酵素活性にも変化が認められた.

そこで我々は， LAS， ABSに加えて SodiumDodecyl 

sulfate (SDS)， 脂肪酸ナトリウムの 4種類の界面活性

剤の比較毒性試験を行ない，肝臓と腎臓を中心に生体に

与える影響を検討したので報告する.

実験材料および方法

実験動物 Wistar JCL系雄ラット 4週令を静岡実験

動物農業協同組合から購入し， 1ケージに 5匹飼いで 1

週間予備飼育後実験を開始した.実験開始時の平均体重

は 118gであった.

試料 LAS一花王アトラスK.K製ネオベレックス P-

60(Lot. No. 171) • ABS-和光純薬 KK (Lot. No. 199 

-07445)， SDSー和光純薬 KK (Lot. No. 196-02335) • 

脂肪酸ナトリウム一太陽油脂KKの粉末石けん，脂肪酸

ナトリウム含量98%(牛脂80%，ヤシ油10%，米ヌカ10

%) (FA) 
投与方法および投与期間 ABS， LAS， SDS， F A 

を日本クレア製飼料 CE-2にl.5%になるように添加

し，自由摂取させた.投与期間は， 2， 4， 12週とし投

与群対照群共各期間について 5匹ずつ用いた.飲料水も

自由摂取させた.飼育条件は室温25土 l OC ，湿度50~60

%，照明時間 6~18時とした.

検査方法 1)体重，飼料摂取量，器官重量の測定 12 

週間投与のラットについて，飼育期間中体重，飼料およ

び試料摂取量を測定し症状観察を行なった.ラットは断

頭採血後解剖し肝臓腎臓を採取し重量を測定した.

2)血清生化学的検査 総たんぱく量(Tp)，クゃルコー

ス量 (GLU)，尿素窒素量 (UN)，総コレステロ{ル量

(CHO)， アルブミン量 (ALB)，グルタミン酸ピノレピン

酸アミノ基転移酵素 (GPT)，クソレタミ γ酸オキザ、ロ酢

酸アミノ基転移酵素 (GOT)，アルカリフォスブァター

ゼ(Alp)，コリンエステラ{ゼ (ChE)，について日立自

動分析装置 M400を用いて測定した.

3)肝臓，腎臓酵素の測定5) 腎臓は皮質と髄質に分離

し，それぞれ10%ホモシネートとしたものを使用した.

肝臓の測定酵素:グルコ{ス 6フォスファタ{ゼ， (G6 

Pase)，アシッドフォスブァターゼ (Acp)，グノレコース

6フォスフェト脱水素酵素 (G6P-DH) ，乳酸脱水素酵

素 (LDH)，イソクエン酸脱水素酵素(IDH)，腎臓の測

定酵素:G6Pase，グヌクレオチダーゼ(5'-Nucleotidase)

Mg-ATPase， Na， K-A TPase， LDH， IDH，蛋白質

の定量はLowryら日〉の方法に従った.

実験結果はすべて Student'st-test により推計学的検

討を行なった.

実験結果

体重，飼量摂取量，器官重量 Table 1に示すように

ABS， LAS， SDSは体重増加が，対照群に比べて有意

に抑制され， FAにのみ増加の傾向がみられた.ラット

ー~当りの 1 日の飼料摂取量はいずれの投与群で、も対照

群に比べて差はなかった Table2に示すように，肝臓

の絶対重量は有意な差が認められないが，体重比重量で

は投与 2，4週で FAを除くすべての群に有意な増加が

認められ， 12週日では SDS，ABSが有意の増加を示し

た.腎重量は ABSのみが 2，4 JlR Iヨに有意な減少を示

しているが，体重比重量では， SDSが2，4， 12週で

増加の傾向を示し， ABSが2週目で減少 4，12週日

で増加の傾向を示した.

四清生化学的検査結果は Table3 に示した UN

*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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Table 1. Bocly iiVeight Gain ancl Food Consumption of Rats on Administration of Detergents 

Initial Body wt. Final Body wt. Bocly wt. Gain Fooc1 
g/itg S aBm.羽prle./clay (g) (g) (%) gjratjda 

Control 118.8土1.72 308.0土4.10 259.3土2.37 14 0.682 

FA 119.8土1.59 320.8土6.34 268.1土7.33 13 0.608 

SDS 113.6土3.67 270.2土4.58 238. 8土4.65 14 O. 777 

LAS 117.8土2.06 279.4土5.61 236.4土4.06平 13 0.698 

ABS 117.8土1.39 273.4土5.23 225.5土5.16* 12 0.659 

ValuE's are the mean土 S.E. ヰ P<0.05 料 P<O.Ol

は LAS4週にのみ有意の増加がみられ，他の投与群は 皮質における 5'-Nucleotidaseは ABS，LAS で各期

対照群に比べ有意の差は認められなかった Alpは 間共有意な減少を示し， 12週では SDSも有意な‘減少を

SDS， LAS， ABSの2，4， 12週において有意な増加 示した Mg-ATPaseは4週日の ABSで腎皮質，髄

を示し， FAは12週自に有意な減少を示した. CHOは 質ともに有意の減少を示し， 12週日 SDSでは，皮質で

2， 4週自の FA を除くすべての投与群で有意の減少 減少し，髄質で増加した.また Na，K-A TPase は皮

が認められたが 12週日になると ABSのみが有意に 質中ではどの投与群も対照群との間に有志;な差が認め

減少した TPは ABSが2，4 ~自に， LASが4，12 られなかったが，髄質では 2週の ABS，LAS， 4週の

週日に， FAが 12週日に有意な減少を示した ALBは SDS， ABS， 12週の SDSに有意な減少が認められた.

ABSが 2， 4;mIに， LASが4，12週に， FAが2，12 考 察

週に有志;な減少を示した GPTについては， ABSが 各種界面活性剤の 3ヶ月の亜急性毒性試験を行ない肝

4週， LASが 2，4， 12週， SDSが 2，12週に有志; 臓，腎臓の酵素活性を中心に経11寺的に調べた.体重増加

な増加を示した. GLU， GOTはどの例についても有志: は，対照群に比べて， LAS， SDS， ABSと増加率が減

な差は認められなかった. 少しており， FAのみが増加の傾向を示した.肝重量の

肝臓，腎臓の酵素学的検査得られた結果はホモジネ 顕著な増加は認められなかったが，体重比重量では2週

イトの蛋白量(mg)当りの活性とし， Table 4， 5に示し 目から SDS，LAS， ABSに有意の増加が認められるこ

た.G 6 Paseは肝臓，腎臓共に 2，4週の ABS，LAS とから， FA以外の界面活性剤は肝臓を肥大させる.我

で有意な減少が認められたが， 肝臓では12週の LAS， 々が先に行った LAS，ABSの亜急性毒性試験1，のにお

SDSに，腎lt誌では12jmIの SDSに有意な減少を認めた. いて血清 A¥pの上昇が認められたが， 今回の実験でも

また 2週日で抑制の割合は腎臓より肝臓の方が大で、あっ FA を除いたすべての投与群で2週目から Alpの上昇

た LDHは，肝，腎髄質で 2，4週の ABSで、有志; がみられた.また腎皮質中の Alpも ABS，LASで顕

な減少を示しているが(腎皮質には有意差ない)12週日 著な上昇が認められた.血清 Alpの臓器由来について

になると腎皮質，腎髄壁で有意な増加を示した. 12逓の は，実験7，8) が行なわれているが， まだ解明されていな

髄質中の LDHは， SDS， F A， LAS においても有志 い. また ABS， LAS， SDS において， 血清中のコ

に増加した.皮質中 LDHは12週の LAS のみが有志 レステロールが低下し， GPTが上昇していることから

の増加を示した IDHについては，肝，腎皮質ともに， も肝細胞の障害が推測される. 渡9) らも LAS，および

2週目の ABS，LASに， 4週日の ABS，LAS， SDS 高級アルコール系洗剤を飲ませたマウスの肝障害を超徴

に12週目の ABS，LAS (肝のみ)， SDS， FA (肝のみ〉 形態的に観察し肝細胞の病的変化を報告している.肝臓

有意な増加が認められた.しかし髄質中の IDHは2週 への影響は F人を除く SDS，LAS， ABSに肝肥大が

の ABS，LAS で有意な減少を示し 4週には有意差 みられ， G6Pase， G6P-DHの低下， IDHの上昇等

がなくなり， 12週 I~ になると LAS， FAにおいて有意 から肝機能の呉常が示唆された.腎臓は糸球体ろ過，尿

な増加を示した.肝の Acpは2週日に ABS， 4週日 細管再吸収，排世の過程を営む重要な臓器であるが構造

には ABS，LASに有意な減少を示したが 4週日の が複雑で部位による差異も大きい.前回の毒性試験にお

SDSは有意の増加を示した，肝の G6P-DHは， 2， いていくつかの酵素に変化を認めたので今回は皮質と髄

4週の ABS，LASに顕著な減少が認められたが 12 質に分離し酵素活性を測定し薬物の腎機能への影響を調

週では差がなくなり， ABSでは増加の傾向を示した.腎 べた.腎皮質の代謝は遊離脂肪酸化と糖新生を特徴とし
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Organ Weight of Rats on Administration of Detergents Table 2. 

(L) Kidney Weight (R) Liver Weight Body "VVeight 

g/100g B.W. g g/100g B.W. g g/100g BλN. 仁ア
どう(g) 

0.36土0.0210.68土0.0310.37土0.0140.69土0.0194.28土0.1458.04土0.595187.80土10.257Control 

与
さ
?
河
内
、
・
叫
J
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bい、。

k
J
P
H
H
J
h
E
-
h
b九

V
-
~
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・
K-wM由
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呂
吋
∞

0.37土0.0190.68土0.0440.36土0.0170.66土0.0364.14土0.1547.54土0.566182.20土8.289FA 

0.38土0.021本0.69土0.0230.37土0.0280.68土0.0614.81土0.299料8. 76土0.883182.00土10.536SDS 

む
{
む
む
〉
片

N 0.36土0.0090.62土0.049*0.37土0.0240.64土0.0754.83土0.189**8.39土O.787 173.60土10.502LAS 

0.35士0.0060.54土0.028牢*0.35土0.010牢0.54土0.036料 Z4.67土0.168**7.31土0.425156.40こと6.387牢牢ABS 

0.34土0.011O. 79土0.0520.34土0.020o. 77土0.0754.23土0.2059. 72土0.846229.40土11.327 Control 

0.35土0.0160.80土0.0640.34土0.027O. 79土0.0564. 18土O.105 9.63土0.532230.20土9.834FA 

0.36土0.020*O. 79土0.0730.37土0.013*本0.81土0.0654.65土0.164**10.27土0.878220.60土11.739 SDS 

回
ぷ
む
む

k
t
r

吋
V 0.35土0.014O. 73土0.0620.34土0.010O. 72土0.0304.63土0.178*本9. 78土O.764 211.00土10.607**LAS 

0.36土0.019*0.58土0.027本*0.35土0.0160.57土0.031*本4.84土0.194*ヰ7.94土0.615163.80土7.294*ヰABS 

0.31土0.0100.95土0.0060.31土0.0080.95土0.0153.30土0.13010.18土0.532308.00土9.165 Control 

0.31土0.0180.99土0.0560.31土0.0140.98土0.0473.22土0.09610.33土0.557320.80土14.167FA 的
同
一
む
む
〉
」
「

N
H

0.32土0.0060.87土0.0420.32土0.0080.87土0.0414.04土0.098**10.91土0.594270.20土10.232SDS 

0.33土0.011*0.92土0.0500.32土0.0090.89土0.0463.64土0.05410.18土0.523279.40土12.542*本LAS 

0.35土0.015中本

Values are the mean土 S.E.

0.94土O.027 0.34土0.014料 c0.94土0.0313.83土0.117*

料 Pく0.01

10.48土0.609

本 Pく0.05

273.40土11.696*ヰABS 



Biochemical Values in Serum of Rats on Administration of Detergents Table 3. 

GPT GOT ALB TP CHO Alp Glu UN  

37.60土6.348127.20土11.18946.20:1:0.837 60.80土0.83751. 40土3.05070.60土8.877116.80土11.649 22.00土1.414Control 

41. 00土10.739134.75土11.11744. 25:1: O. 915** 60.25土7.36559.33土11.015 76.00土7.165118.00土2.160 19. 75土0.500牢FA 

48.40土7.829牢129.80:1: 18.308 46.40土2.30261. 60土2.30243.60土4.037*本111. 20土8.758本本115.40土15.07621. 60土1.817 SDS 

出
ぷ
む
む
長
〆

N 56.80土10.402本*119.40土13.90344.40土1.673 55.60土7.162 112.40土13.089牢牢 37.60土13.831111.00土6.44222.80土1.643 LAS 

漸
37.75土8.500117.00土22.58343.75土1.258本木51. 50土5.508*牢21. 00土8.042本牢102.00土6.481牢本104.5土11.561 23. 75土1.893 ABS 

ヨ'48.00土7.714131. 80土11.86250.40土0.89467.00土1.000 53.00土2.82870.40土4.159 126.40土8.62025.20土0.837Control 

芸者
45.80土4.087131. 40土14.80950.20土0.83767.40土1.673 52.40:1:3.363 71. 00土6.083132.40土6.69324.00土1.414 FA 

き顎

51. 20土4.087128.20土10.183 51. 20土0.83768.00土1.225 40.40土1.517** 92.40土9.343牢*128.40土6.69323.40土1.817 SDS 

出
」
む
む
k
t〆
司

同
ポ

75.60土5.505申*137.40土13.24049.00土1.000* 65.40土1.140*43.40土1.146** 107.80土5.586牢*125.80土6.14027.60土0.894牢*LAS 
→株十
字詰

M
由

l
N唱
]
(
匂
吋
∞

56.80土1.095*140.60土14.62248.20土1.095*キ64.00土1.000*本93.00土11.402本木 33.60土3.362120.60土6.54226.60土1.949 ABS 

50.00土5.431126.40土7.33552.00土1.225 70.20土1.643 57.40土0.89458.00土2.828106.40土7.89321. 00土1.225 Control 

44.00土3.873117.80土6.68649.80土0.837*牢67.40土1.673* 61. 00土3.80849.60土5.320本100.20土10.49819.60土0.548FA 出》一一

ωω
〉}「

N
H

75.20土16.690キ131. 00土4.41650.60土3.13068.20土5.762 83.80土12.736*本 52.00土6.44291. 20土16.22322.20土0.837SDS 

81. 60土4.669牢牢119.80土5.97549.20土2.168本65.60こと3.578本91. 40士10.922**<52.20土6.380*97.60土7.30122.40土1.140LAS 

σ3 
トー品

60.60土9.659

Values are the mean土 S.E.

117.80土4.65852.40土2.191 70.40土3.36251. 60土2.302*キ75.80土7.694**

料 Pく0.01

108.40土13.903

* pく0.05

21. 40土1.140ABS 
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Liver Enzyme Activities of Rats on Administration of Detergents Table 4. 

IDHd) (XlQ-4) 

7.87土0.932

8.05土0.941

8.23土0.988

10.20土1.899キ

10.11土0.632**

8.39土1.921 

8. 20土1.416 

10.80土0.649キ

11. 33土0.675*

11. 21土1.690本

7.21土0.694

8.26土0.731*
10.67土0.985串本

9.09土1.091ヰ

9.52土1.024料

LDHd)(XlQ-3) 

3.24土0.331ω 1.64土0.250 49.19土5.121 5. 13土0.401

3.62土0.274 1.79土0.177 45.72土4.482 5.31土1.322 

3. 75土0.474 1.66土0.374 38.14土7.304申 6.91土1.129ヰヰ

1. 20土0.268ヰキ 1. 52土0.302 18.07土1.674** 6.19土2.059

1.56土0.095** 1.30土O.124牢 15.06土6.621** 3.82土0.962**

2.58土0.439 3.41土O.182 44. 00土8.280 5.18土O.306 

3.00土0.545 3.40土0.188 39.54土4.753 5.27土0.519

2. 96土0.415 3.77土0.245* 42.13土3.530 7.40土0.827ヰヰ

1. 85土0.346* 2.60土0.529* 20.92土5.207牢牢 4.27土O.957 

1.27土0.370* 2.64土0.323** 13.78土8.895牢* 3.86土0.469*本

4.67土0.542 5.82土0.303 24.29土9.016 9.91土0.390

4. 78土0.562 5.76土0.582 24.43土8.721 9. 72土0.299

2.76土0.339** 4.50土0.203 12.60土1.179* 11.16土0.328

2.81土0.324申* 4.54土0.501 13.06土7.437 8.76土O.159 

4.25土0.403 5.32土O.575 32.28土25.12 10.81土0.349

日〉 μmoles/mgprotein/hr b) m moles/mg protein/hr c) values are the mean土 S.E. 

d) .dE/min * P<0.05 料 P<O.Ol

G6P-DH(l) 
(XlQ-3) 

T-Acpase/;) G6Paseω 

Control 

FA 
SDS 

LAS 

ABS 

FA 
SDS 

LAS 

ABS 

FA 
SDS 

LAS 

ABS 
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ωω
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Kidney Enzyme Activities of Rats 011 Administration of Detergents Table 5. 

9.05土0.642 8.04土0.487 2.14ごと0.271
11.09土1.915 15.64土0.950 2.86土0.411

10. 11土0.818 8.07土0.701 2.14土O.192 
10.06土1.286 4.07土1.438 2.83土0.427

9. 57土0.857 7.72土2.983 1. 97土O.182 
10.70土1.222 15.10土1.798 3.03土O.167 

3.39土0.299ヰ 9.28土1.961 8.11土2.018 1. 89土O.137 
10.58士1.170 12.20土1.225中*2.49土O.240 

3.27土0.473* 9.38土1.156 6.45土O.754料， 2.16土O.183 
12. 15土1.723 11. 12土1.896串本 2. 31土0.630本

9.64土0.648 5.12土0.803 3.04土0.416
13.92土1.540 13.58土1.327 4.16土0.342

9.74土1.160 4.89土0.203 2.89土0.441
13.08土1.043 11.43土1.836 4.10土0.385

8.98土0.820 4.79土0.569 2.68土0.150
14.36土1.335 11.30土1.100ヰ 4.41土0.423

9.04土1.259 5.45土0.191 2.78土0.443
13.22土0.987 10.87土2.514 3.94土O.121 

7.57土O.732*中 4.02土0.892 2.78土0.222
11. 68土1.401** 9.80土0.219**3.38土0.084*

3.04土0.169 8.490土0.687 4.692土1.029 4.85土0.330 0.97土0.023
11.884土1.040 8.436土2.679 6.91土0.231 0.74土0.021

3.04土0.411 9.076土0.465 5.751土0.926 5.12土0.471 0.96土0.036
13. 768土O.702申中 8. 106土0.293 7.87土O.193卒中 0.91土0.055**

2.41土O.134ヰ 7.248土0.434**3.945土1.257 4.88土0.284 1. 06土0.038牢
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た好気的なものである 10，11)粧品新生の最終段階に作用す

る G!ucose-6-phosphatase活性を測定したが， LAS， 

ABSで著しく低下していた. しかし， 皮質中の IDH

は ABS，LASで2週目から SDS では4週目から上

昇している. 髄質においては TCAcyc!eと解糖系を

結ぶ pyruvateの嫌気的代謝と関係をもっ LDHが2，

4週自の ABS， LASで減少の傾向を示し 4週目で

は FA， SDS， LAS， ABS全群で上昇を示している.

また髄質中の IDH は2週目の ABS， LAS で減少

しているが12週自には上昇している. 以上のことから

ABS， LASのG6 Pase， LDHの変化より糖新生能の減

退が推測されるが，糖新生系の他の KeyEnzymeであ

る pyruvatedehyrogenase (TCAcycleと解糖系を結ん

でいる〉や phosphoeno!pyruvate carboxyl王inase(TCA

cycleと糖新生系を結んでいる〉 の活性も測定し検討す

る必要がある brush border membrane に存在する

5'-N ucleotidase12) や髄質の Na，K-A TPase13，14) が

LAS， ABS， SDSで低下の傾向を示していることは，

Na+輸送や glucose尿細管再吸収， 有機酸の分泌の機

能低下の可能性が示唆されるので今後更に詳細な検討を

要する.

〈本研究の概要は日本公衆衛生学会第36回1977年10月

で発表した.) 
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クロム鉱さい粉じんのう γ トによる28日間持続吸入実験(第 2報)

ク口ムの体内分布

ネ[11谷信行六 坂本義光汽 伊川三枝子へ 中尾 JI~t 子ぺ 平賀輿吾*

Inhalation Experiment of Chromium Ore Residue Dust to Rats for・28Days (H) 

The Distribution of Chromium in Rat Tissues 

NOBUYUKI KAMIYA*， YOSHIMITSU SAKAMOTO汽 MIEKOIKA W A * 

TOSHIKO NAKAO* and KOGO HIRAGA* 

読者 = 
戸"

粉じんとして経気道により摂取されるクロム鉱さいの

生体におよぽす影響を観察するために，著者らは粉じん

股入実験装置1)を製作し，短期間の持続吸入実験を行っ

て，その結果の一部について既に報告したわ. 本報では

28日間にわたって曝露したラットについて，クロムの血

液および臓器分布と，特に鉱さい中に最も多く含まれる

カルシウムの体内への摂取について，血清中のカルシウ

ム最を測定した結果を報告する.

吸入実験方法

動物 SIc-Wistar系 (SPF)ラットの雄を 4週令で購

入し， 1週間予備飼育後，順調な発育を示したもので，

体重 90~95g のものを使用した.

粉じん クロム鉱さい粉じんは江東区大島 9丁目都営

地下鉄工事現場より採取した鉱さい塊をボ{ルミル(Aト

frad Fritsch Co.)を用い，エタノール(特級〉を使っ

て湿式法で粉砕した.粉じんに含まれる主な成分につい

ては Table1に示した.

動物実験 粉じん吸入実験装置の詳細は前報2) で述べ

た.吸入箱内の粉じん濃度は， 1. 5rng/m3 (低濃度曝露

群)および 21mg/m3 (高濃度曝露群〉に設定， コント

ロ{ノレは供給空気のみとし， 28日間持続吸入を行った.

環境条件は，温度 25'"'-'26 0，湿度 50~60%，換気回数 8

"'" 9 (回)/(時)，照明日寺間 611寺'""'-'18時に調整し，吸入箱あ

たり20匹飼育し， 10匹を検体として本実験に用いた.飼

料はCE-2(日本クレア〉を， 飲料水は水道水を自由に

摂取させた.

29日自に大腿部動静JD誌を切開，採血し，属殺後， JJifj， 

腎臓，肝臓，牌臓，脳の各臓器を摘出，秤量し，これら

臓器および血餅，血清のクロムを測定した.またJfJl清に

ついてはカルシウムも測定した.

定量方法

試薬硝酸，硫酸，過塩素酸は有害金属測定用(関東

化学)を，塩化ランタン溶液は原子吸光分析用(和光純

薬)を用いた. クロム標準液，カルシウム標準液は原子

吸光分析用標準溶液(関東化学〉をその都度希釈して用

いた.水は蒸留水を石英二段蒸留装置(藤原製作所〉で

再蒸留したものを用いた.

装置原子吸光分光光度計は Nippon]arrell-Ash. 

AA-8500 (フレームレスアトマイザ~ . FLA-100を連

携)および PERKIN-ELMER・MODEL403を使用

した.

器具 試料の分解に用いた器具は，洗剤で洗浄したの

ち，特級硝酸に浸積し，その後，特級，超特級 (UGR)，

有害金属測定用の硝酸で、加熱洗浄をそれぞれ 2-----4回行

い，洗浄済のものの中から数個を抜きとり，原子吸光分

析(フレームレス)を行って洗浄状態を確認した.

操作 1(クロム) 摘出臓器および血餅は 50mlの洗浄

済ピーカーに入れ，デシケータ~ (五酸化リン〉で減圧

下，一昼夜乾燥させた. これに硝酸 2ml，硫酸 1mlを

加え， ホットプレート上で徐々に加熱， 溶解させたの

も，放冷し， 過塩素酸 1mlを加え， さらに加熱を続け

た.完全に溶解しなかった臓器は， なお硝酸 1mlずつ

を加えて，淡黄色透明の液となるまでこの操作をくりか

えした.分解終了後放冷し，再蒸留水で正確に 10mlに

メスアップして試験溶液とした. ~IJに同様に操作した空

試験溶液を調製した.血清は再蒸留水で正確に 10mlに

メスアップして試験溶液とした.

く測定条件〉 波長 .3578A， ランプ電流.10mA， 

Drying・20A.15秒.step， Ashing. 60A • 80秒.ramp 

A tomizing • 260A・15秒・ rampで， Atomizing時のみ

Arガスを流す Mode2を使用し，パックグランド補正

にはチタンランプ(電流20mA)を使用した.

操作2C力ルシウム):血清 200μf をとり， 1%塩化

ランタン溶液で正確に 10mlにメスアップして試験溶液

とした.

*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
本 TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1 Hyakunincho 3 chome， Shinjllku・kll，Tokyo， 160 ]apan 
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Ca 
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実験結果

クロム量を臓器，血官)f:は湿重最あたり， l(Jl清は容量あ

たりの値で示した (Table2). クロム鉱さい粉じん曝露

群はコントロール群に比較しておおむね高い測定値がみ

られ，高濃度i暴露群と低濃度曝露群との間にも，明らかな

差が認められた.臓器では肺 1腎臓， JW臓に高く，次い

で肝臓で，脳が最も低かった.肺は他の臓器と比較しで

も著しく高く，高濃度曝露群で平均68.5ppm，低濃度曝

露群で平均12.1ppmで，次に高濃度であった腎臓のそれ

ぞれ， 85倍， 171倍に達した. li年臓では平均 803.7ppb，

70.7ppb，牌臓では平均 273.7ppb，45.8ppbで， これらA tomic A bsorption Spectrophotometry 
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Table 3. Calcium Concentration in Serum of 

the Rats exposecl to Chromium Ore 

Resiclue Dust at 1. 5mg/m3 ancl 

21mg/m3 for 28 Days 

Rat Inhalation Group 
Number c記市下1.函g/mf一五mg/m3

1 105.6 95.5 97.9 

2 102.6 108.4 111.1 

3 111.1 97.2 84. 7 

4 74.4 97.2 105. 1 

5 100. 7 95. 5 106.0 

6 93.0 78.1 100.。
7 85.2 94.6 92.0 

8 109.0 103.2 95. 9 

9 93.6 108.0 89. 7 

10 100. 7 70.5 87.7 

mean土SD 97.7土10.894.8土11.5 97.0土8.2(μg/ml)

3臓器は血球濃度以上であった.脳および血清では高濃

度曝露群でのみ高い値を示し，低濃度曝露群はコントロ

ール群と差がなかった.血清カノレシウムの値はコントロ

{ノレ群に比較して特に変化は認められなかった (Table

3). 

考察

各臓器へのクロムの分布は， )市，腎)蹴，牌臓，肝臓の

)1民で高い値を示したが，肺は特に高濃度であった.これ

は前報2) の結果からも肺胞内にとどまっているクロム鉱

さい粉じんの不溶性成分のためと思われる (Table1). 

六1iIIiクロムのギネアピッグの経気道投与では，肺，腎

臓， JJ卑臓，肝臓に蓄積するという報告3) があり，また当

部で行ったクロム鉱さい水浸出液による経皮吸収実験

(ウサギ@ラット)い〉でも，腎臓，牌臓，肝臓に多く蓄

積ーしており，本実験の結果と一致した. しかし同じく当

部で行った経消化管吸収実験(ラヅト)5)の結果では，肝

臓に最も多くクロムが蓄積しており，投与経路の差の違

いについては今後検討の余地がある.

経気道によって摂取されたクロムの吸収機構について

はほとんどわかっていない.粒子サイズが 1μ 以上のも

のは， ほとんど肺胞に到達しないと考えられており 6〉，

それ以下の粒子が肺胞内に達して，不溶性成分はそのま

ま組織にとどまり，可諮性成分はまず血中に続いて各臓

器に移行する.吸収されたクロムはラットの場合，おも

に血援タンパク中のトランスブェリンと結合し7に ある

いはすぐに赤血球に取込まれて体内を移動する.高濃度

曝露群でJIllt青にクロムが測定されたのは，過剰のクロム

がトランスフェリンと結合した形で，あるいはその他の

形で存在したものと考えられる.またJJ中)践で、の蓄積が高

かったことは，赤血球の破壊による血球成分の残留，あ

るいは網内皮系の食作用によると考えられる.

今回の実験結果では，多くの臓器で高濃度の蓄積がみ

られたが，これが各臓器の機能障害とどの様に結びつく

のか今後検討したい.またヒトの生活環境に近い低濃度

の条件で，長期間持続吸入実験を行い， ヒトへの影響に

いつでも類推してゆきたい.

まとめ

クロム鉱さい粉じんを， 20mg/m3， 1.5mg/m3の濃度

で吸入箱内のラットに28日関連続で曝露し，経気道進入

によるクロム鉱さい粉じんの生体におよぼす影響を調べ

る目的で，クロムの体内分布および血清カルシウムにつ

いて検討した.

臓器では肺，腎臓， IJ*臓に高く，次いで、肝臓で，脳が

最も低かった.

血液で、はI血餅に高く ，1m清は高濃度曝露群でわずかに

高かった.血清カルシウムには変化がなかった.

謝辞 本研究にあたり有益な御助言をいただいた理化

学部微量分析研究科の江波戸翠秀氏に感謝の意を表しま

す.

文献

1) 坂本義光，調武久，平賀興吾:東京衛研年報， 28-2，

135， 1977 

2) 坂本義光，神谷信行，伊川三枝子，池田虎雄，

平賀興吾:Jtr京衛研年報， 28-2， 142， 1977 

3) Baetjer， A. M.， C. Damron， ancl V. Budacz : 

A. M. A. Archives 01 lndustrial Health， 20， 

54， 1959 

4) 福森信隆， 1華島)1慎一郎， ヲ|二口重孝， 平賀輿吾:

東京衛研年報， 28-2， 129， 1977 

5) 長井二三子，金西信次，原しげ子，樺島順一郎，

中間l慎子，平賀興吾:東京衛研年報， 27-2， 56， 

1976 

6) Schroeder， H. A. Air Quality Monogrαρh 

静70-15， 28， 1970， American Petroleum 

Institute， Washington， D. C. 

7) Hopkins， L. L. Jr.， and K. Schwarz : Biochim， 

BioJうhys. Acta.， 90， 484， 1964 



東京{~j研年報 All11. Reρ. Toわ'0 ii1etr. Res. Lσb. P.H.， 29-2， 67-71， 1978 

ク口ム鉱さい粉じんのう・y トによる 7日間持続吸入実験

坂本義光汽 神谷信行ヘ 池 田 虎 ttt*， 平賀輿吾*

Inhalation Experiment of Chromium Ore Residue Dust to Rats for 7 Days 

YOSHIMITSU SAKAMOTO'ヘ NOBUYUKIKAMIY A汽 TORAOIKEDA * and 

KOGO HIRAGA* 

申書 お弓

クロム鉱さい粉じんの経気道摂取による生体におよぼ

す影響を観察する日的で，粉じん曝露用チャンパーを用

いた昼夜連続の吸入実験1，2) を行なっている.クロム化

合物については，従来からクロム塩製造に従事する労働

者に肺ガンの発生率が高いことから，その発ガン性が注

目され， クロム鉱石3〉， 鉱石倍焼物4) および各種クロム

化合物5) の粉体について吸入装置を用いた曝露実験が行

なわれている.しかし製造工程からの廃棄物である鉱さ

いについての報告はないようである.またこれらの実験

は，その労働環境を反映した間歌曝露実験で、あり，著者

らの行なっているような一般生活環境の状況を考慮、した

昼夜連続の吸入実験は粉じんに関してはその例をみな

い.著者らは鉱さい粉じんについては，すでに28日間持

続(昼夜連続〉実験を行なった.その結果は前報2)で述

べたように，鉱さい粉じん 21mg/m3 曝露群では，肺重

量の増加，血液学的検査で，Hct， MCV値の増加，組

織学的に肺実質の損傷を伴う変化をおこすことが観察さ

れた.本報では，以上の変化に注目し， より短い曝露期

間における変化を観察するために，前実験2) と同条件で

行なった 7日間の曝露実験の結果について述べる.実験

は前実験で変化のみられなかった1.5mg/m3爆露群を除

き，鉱さい粉じんおよび比較対照としての関東ロ{ム

粉体の 21mg/m3と同濃度の曝露群を設定し，曝露後 1，

3， 7 日 l~ の動物について，体重，肺重量の測定，血液

学的検査，肺の組織学的観察を行なった.

実験材料および方法

動物は Slc:Wistar系雄ラット， 5週令([暴露開始

時体重 100-120g) を用い， 1群18西として， 実験室内

空気のみの対照群， 比較対照としての関東ロ{ム粉体

(JIS試験用粉体11種)19m9/m3曝露群(以下 JIS群)，

クロム鉱さい粉じん 19m9/m3曝露群(以下 Cr群〉の

3群を設定した.

実験に用いた関東ロ{ム粉体は日本粉体工業協会より

入手し，平均粒径 2μ，比重2.97であった.また鉱さい

粉じんは投棄地区より採取した鉱さい塊をボーノレミルで

約 8時間粉砕して調製し， 平均粒径 3μ，比重2.79であ

った2) 粉体の化学的性状は前報および神谷らのの報告

に記載したとおりであるが，鉱さい粉じん中全クロム量

は2.8%，そのうち水可溶性クロム0.6%，塩酸可溶性ク

ロム 2.2%であった.

実験はすでに報告した吸入装置1) により昼夜連続で7

日間行ない，曝露開始後 1，3，7日自に各群 6匹ずつを検

査に供した.実験期間中の各粉じん平均濃度土SDはJIS

群19土1.5mg/m3， Cr群19土1.4mg/m3であり，吸入箱

内ェアロソツレの粒度分布は前実験2) の各高濃度群と同様

であった. また駿入箱内換気回数は 9回(1001/min)と

し，その開温度25~260C ，湿度50~60%であった.吸入

箱内照明は実験室と同様午前6時より午後 6時までと

し， 飼料はクレア製国型飼料 CE-2を， 水は吸入箱内

の給水ノズノレにより自由に摂取させた.

各曝露期間終了後，動物は体重を測定し，大腿部動静

JJI誌を切断，放血屠殺した.蹄は摘出秤量後，定法により

パラフィン切片を作製， HE染色を行ない組織学的観察

を行なった.血液学的検査は諸臓器中のクロム含量分析

のために，同条件で，別に行なった実験の対照群および

Cr群の動物の血液について， Coulter COllnter Model 

Sを用いて， Table 1に示した各項目について測定を行

なった. この実験では 1群 24匹とし， 各曝露期間終了

後，各群 8匹を検査に用いた.

実験結果

1. 体重および肺重量各曝露期間における体重およ

び肺重量を Fig.1にまとめて示した.体重は JIS群，

Cr群ともに各曝露期間で対照群と比べ差がなかった.

肺重量は JIS群では曝露7日目に対照群と比べ， 絶対

重量では差がなかったが，体重比では有意に大きく，重

*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 Lぬoratoryof Public Health 

24-1 Hyakllnincho 3 chome， Shinjllku-ku， Tokyo， 160 J apan 
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Fig. 1. Body Weight， Lung Absolute and 
Relative Weight of the Rats Exposed 
to ]lS Dust No. 11 and Chromium 
Ore Residue Dust 

値に変化のみ示した鉱さい粉じん曝露群についてのみ対

照群と比較し，その結果を Table1に示した.本実験で

は Table1に示したように各期間とも対照群に比べ変

化はなかった.

3. 組織学的観察結果をまとめて Table2に示し

た.姉では肺胞上皮と蹄胞腔の大食細胞の変化が主にみ

られ， Table 2にはこれらの変化を各群で平均した総合

的な変化として示した.

1) ]IS群 肺胞上皮細胞は1， 3日目では対照と比

べ変化はみられなかったが 7日目では軽度な腫大を示

す細胞が散見された.肺胞大食細胞は対照に比べ 3日目

よりその数が多くなっていた.胞体内には 1日目より員

食した粉じん粒子が認められ，大食細胞数と同様曝露期

間に伴い増加した.また 7日目では粉じんを食食した細

胞で，その形がやや大きくなっているのが見られた.

(Fig. 3) 

2) Cr群， 曝露3日目より軽度な腫大を示す蹄胞上

皮細胞が散見され， 7日目ではその程度が増強し，また

その変化を示す細胞が多くみられた.このような変化を

示しているのは， ]IS群と同様， 日型肺胞上皮であっ

た.また 7日目では肺胞壁から剥離し，細胞質がエオジ

ン淡染の微細頼粒状を呈している肺胞上皮も認められ

た.この変化を示している細胞が I型かE型肺胞上皮か

は明らかでなかった.また肺胞上皮の剥離は同一期間の

]IS群ではみられなかった.大食細胞の数は]IS群に比

べ全期聞を通して少なかったが，対照群に比べ7日目で

量増加の傾向を示した Cr群では曝露 3日目より絶対 はわずかに多くなっていた.貧食された粉じん粒子数は

重量，体重比とも対照群に比べ有意に大きくなってお 曝露期間に伴って多くなっていたが， ]IS群に比べる

り，顕著な重量増加を示した. と全期聞を通して少なかった.また曝露7日目では腫大

2. 血液学的検査 28日間曝蕗実験2) で Hct，MCV した大食細胞が多くなっており，胞体の崩壊したものも

Table 1. Results of Hematological Examination of the Rats Exposed to the Aerosols 

of ]IS Dust No. 11 and Chromium Ore Residue Dust for 1， 3 and 7 Days 

Group 

1 Days 

Control (7) 

Chromium (7) 

3 Days 

Control (5) 

Chromium (8) 

7 Days 

Control (7) 

Chromium (7) 

a) : mean土SD

No. 
of 

WBC RBC 

rats X 103jmm3 X 106jmm3 gjdl 

Hgb MCH MCHC Hct MCV 

% μ3 μμg % 

12. 10土5.70ω6.76土0.2614.69土0.6739.10土1.73 58.43土1.27 22.01土0.5437.60土0.55

9.37土1.10 6.81土0.6514.87土1.46 39.29土3.6458.29土0.9522.11土0.4037.81土0.36

8.82土1.24 7.05土0.3515.64土0.7946.54土1.46 66.40土3.7822.42土0.4733.60土1.52 

7.85土1.11 7.09土0.3015.73土0.8346.21土3.4765.88土3.3922.40土0.3634.07土2.10

10. 50土2.24 6.96土0.5315.57土0.6538.76土2.5756.57土0.9722.71土乱 9440.26土1.35 

11.46土2.30 6.82土O.16 15. 19土0.4438.07土l.00 56.43土0.5322.51土0.3039.89土0.58
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Table 2. Results of Histological Observation of Lung from the Rats Exposed to the Aerosols 

of ]IS Dust No. 11 and ChromiuI11 Ore Residue Dust for 1， 3 and 7 Days 

Changes 1 

Duration of Exposure (days) 

cω ]ISb) Crc) 
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。Control，b) ]IS Dust No. 11 19m9/m3， c) Chromium Ore Resiclue Dust 19m9/m3 

Grade showed in table is describecl with mean of 6 samples. 

Symbols， - no reaction， こと very slight reaction， 十 slight reaction， 件 1110derate reaction 

i持markecl陀 action

みられ，肺胞腔には，剥離した肺胞上皮や大食細胞の崩

壊残溢の存在が認められた. (Fig. 4) 

3) 粉じん粒子の存在，肺内に吸入された粉じん粒子

は，各気管支と皮および姉胞の表聞に遊離しているもの

も見られるが，そのほとんどが大食細胞に♂貨食された状

態で存在していた.また Cr群 7日目で、は大食細胞の崩

壊によって放出された粉じん粒子もその崩壊残濯に混在

していた (Fig.4). 

両群とも曝露 3日目より肺内のリンパ組織に粉じん粒

子の存在がみられ，曝露期間に伴って多くなったが，

Cr群では JIS群に比べその量は全体的に少なかった.

また]IS群 7日目では， 縦隔リンパ節中にも粉じん粒

子の存在が認められたが， Cr群では肺外のリンパ節中

には認められなかった.

考 察

!暴露群でほぼ同等にみられた姉胞上皮の腫大は，粉じん

の物理的な作用に対する生理的な反応，あるいは多量の

粉じんに対して肺浄化機構が不十分なためにおこる肺組

織の病理的な初期反応とも考えられる.本実験では鉱さ

い曝露群では同濃度の不溶性粉じんである関東ロ{ム粉

体曝露群に比べて腫大の程度は強く， より早期に認めら

れることから，鉱さい粉じんによる肺胞上皮の腫大は，

その可溶性成分による直接的な障害作用が単なる物理的

作用に比べ比較的早く現われたものと思われる.また肺

胞上皮はそのような化学的作用により早く反応するもの

と考えられる.さらに肺重量の増加の程度が大きく，早

期に現われたことは，以上の組織の反応を反映したもの

と思jつれる.

Gross7) によれば曝露された不溶性物質に対する肺組

織の病理組織学的な初期変化として，間質性細網組織の

すでに報告2) したように，鉱さい粉じんを 21mg/m3 増生を伴った肺胞上皮の増殖をあげている.鉱さい粉じ

の濃度で28日間曝露すると，同濃度の関東ローム粉体を んおよび関東ロームによる肺の組織変化がどのような経

曝露した場合に比べて顕著な肺胞上皮の剥離，肺胞壁の 過をたどるかは，今後の長期曝露実験の結果に待ちたい

非薄化など姉実質の損傷を伴う強い変化が認められた. が，鉱さい粉じんによる肺の組織変化は，不溶性粉じん

これは鉱さい粉じん中の可溶性成分による直接的な作用 に対する変化とは性質を異にするものと考えられ，長期

の現われと考えられたが，本実験で鉱さい粉じんl暴露群 曝露実験で，この両者を比較することは，肺の機能的な

にみられた変化は，曝露期間に比例したいずjもも前実験 障害や病変の現われ方を知るうえで興味深い問題と思わ

でみられた変化の軽度な，前駆的なものであると考えら れる.

れる. 大食細胞数の増加やそれに食食される粉じん量の増加

28日間実験では，鉱さい粉じんおよび関東ロ{ム粉体 は，粉じん濃度，曝露期間に比例して生じ，粉じん曝議時
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に比較的早期に現われる肺浄化機構の一つで、あり，生理

的な反応、である.しかし鉱さい粉じんによる大食細胞の

腫大，崩壊は貧食された粉じん量が少ないにもかかわら

ず認められた変化で，細胞毒性を有する粉じんの食食に

よっておこるものと考えられ叱 肺胞上皮の剥離，変性

と同様に鉱さい粉じん成分の障害作用の現われと思われ

る.また鉱さい粉じん爆露群で大食細胞の胞体内に粉じ

ん粒子の少ないことは可溶性粉じんの存在にもよると考

えられるが，鉱さい成分の作用によって，その責食能が

障害されていることも考えられる.

リシパ組織およびリンパ節への粉じんの移行は，大食

細胞と同様，肺の浄化機構の 1つである8，のが，不溶性

粉じんの濃度または蓄積量および曝露期間に比例して，

この部位への粉じん粒子の移行が多くなるものと考えら

れる.今後鉱さい粉じんの長期曝露実験では， これらの

部位への鉱さい中の不溶性クロムの蓄積についても注目

する必要がある.

血液学的検査で28日間曝露実験で認められた鉱さい粉

じん曝露群におけるヘマトクリット値および平均赤血球

容積の増加については， クロムの赤血球に対する親和

性10)との関係が考えられたが，本実験では変化が認めら

れなかった.これは曝露期間の短いこともあり， この問

題については今後の長期実験においても検討していきた

し、

まと め

クロム鉱さい粉じん19m9/m3，比較対照としての関東

ローム粉体 19m9jm3 の濃度で， 1群18匹のラットを用

いた 7日間持続吸入実験を行ない，曝露後 1，3，7日目

に各群6匹ずつの動物について，体重，肺重量の測定，

肺の組織学的観察を行なった.鉱さい粉じん曝露群につ

いてのみI血液学的検査を行なった.体重および血液学的

検査では各曝露期間で変化はなかった.肺重量の増加の

程度，肺の組織変化の程度は，し、ずれも鉱さい粉じん曝

露群で強く，またより早期から認められた.鉱さい粉じ

ん曝露群にみられた組織変化はすで、に行ーなった28日間曝

露実験でみられた変化の前駆的なものであったが，鉱さ

い可溶性成分の直接的な作用が比較的早い時期から現わ

れたものと考えられた.
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Fig. 2-4. H&E stained. x 600. Fig. 2. Control rat. Fig. 3. Rat exposed to ]IS dust No. 11 at 19m9/m3 for 7 days. Alveolar cells are slightly 

enlarged. Macrophages phagocytosed dust particles are seen. Fig. 4. Rat exposed to chromium ore residue dust at 19m9/m3 for days. 

Alveolar cells are more enlarged than ]IS dust exposure in Fig. 3. Enlarged and disintegrated macrophages are observed and their 

cytoplasm contain a few dust particles. The air spaces contain desquamated alveolar cells and debris. 



東京衛研年報 Ann.Reρ. Toわ'0 Metr. Res. Lab. P.H.， 29-2， 73-80， 1978 

ク口ム鉱さい水浸出液の感作性試験〈第 1報〉

遅話型アレ)J.，.ギーの検索

福森信隆へ 井口重孝六 樺島 JI顕一郎本， 平賀興苦*

Allergic Sensitization to Chromium Ore Residue (1) 

Identification of Delayed樋 TypeHypersensitivity 

NOBUTAKA FUKUMORI*， SHIGETAKA IGUCHI*， ]UNICHIRO KABASHIMA* 

and KOGO HIRAGA中

革審 広司

1975年 4月，東京都に埋め立てられた六価クロムを含

むクロム鉱さいの安全性に疑問が持たれ， クロムの生体

への影響を検討する必要性が生じた. クロムによる皮膚

粘膜障害は産業衛生面から職業病として以前から疫学的

関心が持たれていたが，皮庸障害の中にアレルギー性皮

膚炎が発見されたのはかなり後である1) 既に皮庸粘膜

障害に対しクロム鉱さい水浸出液の一次刺激性ベ 短期

累積刺激性試験3) を行い中等度の刺激性を認め，皮膚反

応が顕著に出現するほど生体内クロム蓄積量が増加する

ことを報告した.今回， クロム鉱さい水浸出液の皮膚障

害を検索する一環としてアレルギー感作試験を行った.

本報では遅延型過敏症の代表である接触性皮膚炎を検出

する目的で特にその検出力が優れ再現性に信頼のある

maximiza tion tes t4， 5) を実施したので報告する.

実験材料および方法

検液江東区大島 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2) 六Imiクロム1000ppm

を含有するクロム鉱さい水浸出液 (pH12. 8)を用いた

(クロム鉱さい液とl唱す). クロム対照液はクロム酸ナ

トリウム(特級，和光純薬t~) を注射用蒸留水で六価ク

ロム濃度 1000ppmとなるように調整し(クロム対照液

と11唱す)， positive 対照液として ρ-phenylenediamine 

(東京化成工業側〉の水溶液を用いた (PPDA液と 111告

す).

動物 Barrier system下に生育されたノ、ートレイー系

雌性モルモット(チヤ{ノレスリバー〉をWJII化飼育後，最

高の感作能を持つ体重350~400g で実験に供した.飼育

は室温23土10，湿度50土 5%の環境下で飼育用銅料〈日

本クレア， CG-3) と水を自由に与えた.

実施法

A. 本試験動物は各群 15匹， 誘発11寺の対照に 10匹

を用い皮毛状態の良好で可能な限り穏健な動物を選択

し以下の)1買に従って実験を行った4，5)

1. 皮内注射による induction モルモヅトの肩甲部

を4x 6cmの長方形に電気パリカンおよび円形回転刃

による電気カミソリで剃毛し， 剃毛部内 2x 4 cmの長

方形の四偶に印を付けその範閉|有に皮内注射を行った.

皮内注射は 0.05mlずつ右左に，部位 1では adjuvant

(Freuncl's complete acljuvant， Difco製〉を等量の注射

用蒸留水で乳化したものを，部位 2では検液を中性とし

Table 1 fこ示した濃度に注射用蒸留水で希釈後皮内注射

を行い，部位 3は部位1， 2より若干注射部位を離して

検液を等量の adjuvant で手L化したものを皮内注射し

7こ (Fig.1).

2. 塗布による incluction 皮内注射を行った 1週間

後に肩甲部を剃毛して 2x 4cmのリント布に Table1 

に示す濃度で検液を 0.6ml塗布し， その上を不浸透性

紳創膏 (Blenderm)で覆い弾性包帯で48時間閉塞鮎布を

行った.

3. 塗布による challenge 塗布による inductionか

ら2週間後にモルモットの側腹部を剃毛し，剃毛の際に

付着した毛を除去する目的で、紳創菅を用いて stripping

を軽く 2回行い 2x 2 cmのリント布に Table1に示

した濃度で、 O.3mlの検液を塗布し， その上を不浸透性

紳創膏で、覆い弾性包帯で24時・開閉塞貼布を行った.

感作試験の対照は，検液を用いず注射用蒸留水で 111-

ductionを行い， challengeの際に検液で、閉塞貼布し一次

刺激性の反応と比較した.貼布は片側に 1あるいは 2部

位で実施し貼布除去後 5日間継続して Table2に従い

判定を行った.適用部位の概略を Fig.1に示した.

Table 1の検液濃度は数回の予備試験を行い決定し

た.皮内注射による inductionでは注射部位に壊死や遺

療を発生する濃度，全身毒性を生じる濃度は不適当であ

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
ネ TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1 Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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重量 Induction: 0.05 ml of adjuvant 1， 
substance 2， substance in adjuvant 3 

圏 Challenge: 2χ2 cm patch(ob1ique 1ine) 

Fig. 1. Schema of Application 

Table 1. Concentration in the Guinea Pig 

Ma:ximization Test 

Total Challenge Induction 
Substance 

No. Intradermal Topical Topical 
conc. conc. conc. 

Chromium 
15 100ppm 1000ppm 5~~， l~~ppm ore residue 45， 20 

Sodium 
15 100ppm 1000ppm 5~~， l~~PPI chromate 45， 20 

PPDA 15 O. 1 % 5.0 % ~.~~ ~.~ % 
0.45，0.2 

Table 2. Evaluation of Reactions4) 

Grade Reactions 

O
I
i
H
u
m叫

No visible change 

Slight or discrete erythema 

h在oderateand confluent erythema 

Intense erythema and swelling 

るためへ 検液を希塩酸で中性化し注射後白色の壊死が

中8匹を 2段階に， 7匹を 4段階に行った.

B. 交文感作および再challenge 本試験のchallenge

から約 2週間経過後，炎症反応の消失した動物を選び，

クロム鉱さい液およびクロム対照液各 5匹ずつ用い， ク

ロム鉱さい液には 500ppm六価クロムを含むクロム対照

液を，またグロム対照液には 500ppm六価クロムを含む

クロム鉱さい水浸出液で本試験の challengeと同様な方

法で、交叉感作を行った.さらに各群 5匹の動物を用意し

本試験の challengeの方法で再 challengeを行い貼布除

去24時間の反応を確認した.その後心臓採血を行し、血清

を分離し PCA反応，沈降反応の試料としたの.放血属

殺後各群の反応部位の皮膚を摘出しホルマリン岡定を行

い組織学的に検索した.

実験結果

A. 本試験 Table 3に5日間判定の評点に基づ、いた

動物数を記載した. クロム鉱さい液およびクロム対照液

の 500ppm，100ppm， PPDA液の 5，1%は各 15四と

しその他は7匹で判定を行った.反応の強さは貼布除去

時に比べ24時間後で強く認められ，漸次落屑，姉皮形成

により回復したが，貼布除去後 5日まで反応の評価が可

能であった.

クロム鉱さい液は20ppmを除き全例に陽性反応がみら

れ，貼布除去24時間で、 500ppmは顕著な紅斑， 1mm以

上の)J彰隆が貼布部全体にみられその周囲の発赤も認めら

れた (grade園).特に反応の強い貼布の中心部では直径

2 ~ 3 111m の白色の小水抱が 3~10個集族性にみられた

(15例中 5例). 100ppl11の多くは貼布部全体に紅斑がみ

られるが，浮腫は著しくなかった (gradeII). 45ppmで

紅斑の程度に個体差がみられるが全体に軽度で、あり， 20 

ppmで7例中 2例は反応を示さなかった.高濃度の反応

は72時間まで紅斑が強く残存しているが以後回復がはや

かった. 20ppmの紅斑は軽度で， 48時間までみられるが

72時間以降では反応を示さなかった. Challenge時の対

照に用いた 500ppm濃度で10例中 2例に極めてわす。かな

紅斑がみられ， この範聞は貼布面積全体ではなく中央下

部に限局してみられた.反応の程度は20ppmの感作動物

に対する貼布時にみられた紅斑より弱く，また回復もは

やかった. 8例は全期間を通し反応が認められなかっ

生じない濃度を選んだ.また塗布による inductionでは た.

軽度の炎症が感作能を増強させるため5〉， アルカリ性で クロム対照液の反応はクロム鉱さい液とほぼ同程度の

一次刺激性反応の紅斑が軽度に出現する濃度で行った 反応を呈するが，その強さは若干弱かった.貼布除去24

(クロム酸ナトリウムは希水酸化ナトリウム液でクロム H寺間後の反応で， 500ppmは14例に浮腫を伴った強度の紅

鉱さい液の pHと同値に調整). Challengeの濃度は濃 斑がみられるが， 100ppmは浮腫が顕著でなく紅斑も中

度段階を設定し，最高濃度はアノレカリ性で一次刺激によ 等度であった.クロム鉱さい液でみられた白色の小水抱

る反応がみられない濃度を設定した Challengeは15匹 は15例中 3例に認められその範囲，大きさはクロム鉱さ
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Table 3. Classifications of Evaluation in the Guinea Pig Maximization Test 

Sensitiza tion 

報年研衛京東

Non-sensitization 

Ore Na 
PPDA H?O residue C r O 4 2  

ppm % 
500 500 5.0 1.0 

PPDA 

% 
1. 0 0.45 

Na2Cr04 

ppm 
100 45 
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Sensitization in the Guinea Pig 

Maximization Test 

Table 4. 

Substance P叫 Total r;;ムsea)

15/15 

ころ反応、を示さなかった.なお対照の 5%では白色粒状

の皮膚面がみられなかった.

以上の結果から meanresponse値4) を算出するとグ

ロム鉱さい液は2.09でクロム対照液の1.79より高い値を

示した PPDA液は反応が最も顕著であり， 2.77の値

を示した(Table4). 

B. 交叉感作および再chaUenge 本試験のchallenge

から 2週間後，反応の回復した動物に交叉感作を行っ

た結果，本試験と間濃度の 500ppm検液で貼布除去時か

い液と同様であった.貼布除去24時間の紅斑部は痔痛，

熱感があり， 48時間以後では漸次落屑、が生じ，次第に茶

褐色を呈した. Challenge時の対照である 500ppm濃度

は10例中 1例に軽度な紅斑を認めた.

PPDA群は貼布部で黒色を塁しその判定に細心の観

察を必要とした.全例で陽性がみられ，貼布除去24時間

の5%濃度では貼布部の浮!屈が著明で周囲の発赤，腫!肢

も強く現われた.また黒色の貼布部はクロムの貼布時と

異なり約 1mmの白色の粒状で覆われた皮膚面を呈し

た.この現象は貼布除去時より24時間まで続き以後黒茶

色に変化した.さらに 48時間の貼布範囲で表面が硬化

し，漸次痢皮に類似した様相と化した 1%で白色粒状

を呈する動物が数例みられたが 5%に比べ反応が弱かっ

た.しかし24時間後の 1%で15例中12例が著しい浮腫，

紅斑を呈していた. 0.45%， O. 2%では皮膚の着色が薄

れ反応の観察が容易となり，紅理が著明に認められた.

浮腫は0.45%の低濃度でも認められ，また浮腫は持続の

長いことがPPDA液に特徴的であった Challenge時の

対照ははじめ 5%を用いたが10例中 4例に程度の紅斑が

認められたため，濃度を 1%とし再度 challengeしたと

Chromium ore residue 
(id.100ppm， top.1000ppm) 

Sodiul11 chromate 
(id. 100ppm， top. 1000ppm) 

PPDA 
(id‘0.1%， top.5.0%) 

a) Allergic contact dermatitis in the guinea pig 

(Magnusson and Kligman) 

2.09 

1.79 

2.77 
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ら5齢、反応、がみられた. クロム鉱さい液で感作した動物

に 500ppmクロム対照液を用いて再 cballengeしたとこ

ろ， 5例中 3例に白色の小水癌がみられ強度な紅斑，明

瞭な境界を持つ 1mm以上の浮躍が48時間まで続いた.

またクロム対照液の感作動物に 500ppmクロム鉱さい液

で再 challengeした結果，白色の小水沼は 5例中 2例に

認められた.交叉感作の両者で反応の強さに差がみられ

なかった.

一方) 2週間後の再 challengeでクロム鉱さい液， ク

ロム対照液は 500ppm， PPDA 液は 1%を用いて再

challengeを行った結果， 本試験とほぼ間程度の結果が

得られたが，貼布除去時から強い反応を示した.

組織学的検察は貼布除去24時間後に再 cballengeで用

いた濃度で、行い，同濃度の challenge時の対照と比較し

た. クロム鉱さい液では基底細胞の増生を伴った表皮有

~球層の肥厚が顕著で軽度の核肥大がみられ，基底層に近

い下層部では細胞間の離開，小空胞を認め浮l監を形成し

た.角化層は肥厚しいわゆる過角化の状態を限局性に認

め，その部の表皮ではIJ諺隆がみられ表層に不全角化を示

す頼粒細胞が密在し，内部に多数の多形核白血球が広範

囲に散在していた.頼、粒層の多くは頼粒が消失傾向を示

した.真皮，皮下組織では多くの線維芽細胞，血管の増

生および好中球， リンパ球の軽度な細胞浸潤がみられ

た. クロム対照、液は全体的にクロム鉱さい液に比べ組織

変化が軽度であるが，表皮基底細胞の増生 j程度の有腕

層の肥厚がみられ，細胞聞が離開し浮腫を呈した. クロ

ム鉱さい液でみられた表皮が膨怪し多数の多形核白血球

を入れた像はほとんど認められず，また穎粒層の頼粒も

存在していた.真皮の乳頭層では好中球， リンパ球を含

む細胞浸潤が限局してみられ，血管の増生，線維芽細胞

の増加を認めた PPDA液では表皮のIlB厚が著しく基

底細胞の増生，有株層の肥厚，核肥大がみられ細胞間の

離開，小空胞の散在を認めた.離関した細胞間隙では真

皮乳頭層に至るまでび漫性に多様な炎症性細胞浸潤が顕

著にみられ，密在した部で、は赤血球を伴った.表皮の表

層にみられた多形核白血球の集まった)J彰隆は多く毛の開

口部に位置して大きく，真皮にまでおよぶ変化もみられ

角化層の肥厚も伴っていた.真皮，皮下組織ではI血管の

増生，線維芽細胞の増加を認めた.一般にこれらの炎症

部では，表皮の表層が平担を示し表皮細胞間が離関して

海綿状態を呈した.対照で、は， PPDA液で皮!書面が薄

茶色を呈したほか組織学的に著変を認めなかった.

考察

細胞性免疫が関与する遅延型過敏症は感作成立まで長

時間を要し，かつ感作持続時間が長い. クロムはその取

り扱い作業場で皮膚炎を惹起させ，皮膚障害のうちアレ

ノレギーに起因する接触性皮)膏炎の擢患原因となる1) 特

にアレルギーによって誘発される皮膚炎は一次刺激性反

応を起こさない低濃度でも炎症を生じせしめ，そのため

環境中に感作原の存在は好ましくない.今回， クロム鉱

さい水浸出液の感作性を証明するとともに，他のクロム

化合物との強さの比l佼および一次刺激濃度と誘発濃度の

相違などを相対的に検討した.

Maximization testは優れた検出力， 再現性， 実験

期間の短縮などの長所を持ち， これまで、行われてきた

Landsteiner-Draize法7) で検出され得なかった化学物質

をも検出が可能であることから，刺激性が弱く日常頻用

される化粧品，洗剤などの過敏性試験に最適とされてい

る5)

Maximiza tion te討を行った結果，感作動物の全例に

反応がみられた.反応が強く，持続時間の長いchallenge

!I寺の最高濃度は，感、作をしていない動物で数例軽度な紅

]士1:を認めたことから一次刺激性の限界濃度と思われ，動

物の感受性差および弟iJ毛IJ寺の皮膚損傷の程度により反応

が出現したと思われる. クロム鉱さい液， クロム対照液

の 500ppm濃度は challenge時と同様な方法で行った

予備試験の際反応がみられず，また先に行った限粘膜刺

激性試験8) および pHの影響を調べるため家兎皮膚の

刺激性をみた実験2) で反応が極めて軽度であることか

ら 500ppmでは刺激がほとんどないと忠われる.

PPDA液は高濃度で皮膚を黒色に着色させ， 感作動物

の反応は対照に比べ著しかったが，それ自体刺激性を有

することから 5%濃度で対照の 4例に軽度な反応がみら

jしたと思jつれる.

対照の同濃度と比較して，感作動物の反応は著明な紅

斑，、浮腫を生じ明瞭に対照の反応、と区別された.六{間ク

ロム濃度を同ーとしたクロム鉱さい液とクロム対照液を

比べると紅斑，浮!堕の強さとも若干ではあるがクロム鉱

さい液で強く認められた H占布除去24時間後で 100ppm

のgrade阻はクロム鉱さい液に 2例を認めるのに対し，

クロム対照液ではみられなく， また低濃度の 20ppmで

grade 1はクロム鉱さい液 5例， クロム対 f~段液 3 例がみ

られることから， クロム鉱さい液で若干反応の強いこと

が把握される.また組織所見で，表皮表層部に多数の多

形核!主11111球を入れた膨|珪および頼f;fL細胞の願粒の消失を

クロム鉱さい液で、認めたことからも反応の強さが示唆さ

れる PPDA液の反応は強度であり継続時間も長く，

特に浮j践の形成は著しかった. 0.2%の低濃度で、gradeIl 

の反応が全例にみられ，また回復11寺に硬化した折B皮を形

成することからクロムによる反応と比べ強いと考える.
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組織学的にはリンパ球，好中球などの細胞浸潤が最も多 炎を惹起する可能性を示唆した.

くみられた.これらの反応の強さは， Table 4に示した 謝辞本研究にあたり御助言をいただきました資生堂

反応の強さと反応部位を加味した lneanresponse値か 研究所藤井誠史郎氏ならびにクロム鉱さい水浸出液の検

らも推察できる.各群とも grademの組織変化は表皮 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

の肥厚，細胞間隙の浮腫，炎症性細胞の浸潤，血管の増 ます.

生などを特徴とした.

交叉感作では反応がほぼ同程度にみられ， クロムの関

与が証明された.また再 challengeの反応は本試験日寺と

大差を認めないことから感作持続時間が長く遅延型アレ

ルギ{を示している. これらの反応は貼布除去24時間以

後強い反応を呈するのではなく，除去時より強かったこ

とから先の challengeの影響が考えられ，感作能が高ま

ったと推察される.

感作動物に対する反応濃度は， クロム鉱さい液の 20

ppmにおいても 7例中 5例に軽度な紅斑を認めたこと

から， 一次刺激濃度を仮に 500ppmに設定すると25倍

の希釈倍数を持つことになり，低濃度でアレルギーi生皮

膚炎の発症が予測される.なお，誘発濃度は液性により

反応出現に影響を与えアルカリ性が最も強いという報

告9)がみられる

クロムは三佃i化合物でも感作性がみられ10にその強さ

は六佃化合物が強いといわれ11〉，また六{r日iおよび三仰の

交叉感作が認められている 12) さらに高濃度の感作は

challengeの反応を弱めることから 13)， 複雑な免疫機序

が関与し，従って感作持続時間の長い遅延型アレルギー

では環境中の種々の安悶がその反応の出現に少なからぬ

影響を与えると忠われ，他の化学物質との交叉感作を検

討することが今後必要と考えられる.

結語

クロム鉱さい水浸出液の皮!膏アレルギーを検出する 1]

的でそノレモットを用いて maximization les tを実施し

た. クロム鉱さい水浸出液は遅延型過敏症が確認され，

悶濃度のクロム対照j夜と比べ若干反応が強度に現れた.

またクロム鉱さい水浸出液とクロム対照液で交叉感作が

成立した. このことはアレルギーに起|孟|する接触性皮膚
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Fig. 2. Epidermis and cutis of control guinea pig skin. (H. E. x 200) 

Fig. 3. Hyperkeratosis and intercellular edema in epidermis of guinea pig treated with 500ppm 

chromium ore residue. (H. E. x 200) 

79 



80 Ann. Reρ. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 29-2， 1978 

Fig. 4. Thickening in epidermis and invasion in papillary layer by mononuclear cells of guinea 

pig treated with 500ppm sodium chromate. (H. E. x 200) 

Fig. 5. Spongiosis and cell infiltration in epidermis of guinea pig treated with 1 % PPDA. 
(H. E. x 200) 
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ク口ム鉱さい水浸出液の感作性試験 (第 2報)

即時型アレルギーの検索

福森信隆六 樺島 J[慎一郎*， 井口重孝穴 平賀輿吾*

Allergic Sensitization to Chromium Ore Residue (11) 

Identification of Immediate幽 TypeHypersensitivity 

NOBUT AKA FUKUMORI申， JUNI CHIRO KABASHIMA汽 SHIGETAKA IGUCHIヰ

and KOGO HIRAGAヰ

緒 E五 実施法

クロムの皮膚障害には高濃度の暴露でみられる腐食性 A. PCA反応5) 動物は barriersystem下に生育

のクロム潰療もあるが，多くはクロム皮膚炎でアレルギ されたノ、ートレイ{系雌性モルモット(チヤールスリバ

ー性であるといわれる1) 従って感作成立後は一次刺激 ー〕を却11化飼育後，体重 350"'-'400gで maximizationtest 

に歪らない低濃度で接触皮膚炎が誘発される.これまで を行い，その後抗血清 Iの試験は体重 450"'-'500g，抗血

にクロム鉱さい水浸出液の一次刺激性2〉， 短期累積刺激 清 Hの試験は体重 500"'-'550gで各群 3匹ずつに 1匹当

性試験3) を行い中等度の刺激性を認めた.今回，クロム たり 5匹分の抗血清を皮内注射した.

鉱さい水浸出液のアレルギー性を検索する目的で感作試 1. 抗血清の皮内注射 モルモットの背部から側腹部

験を行った.本報では即時型過敏症を検出する PCA反 にかけ電気パリカンおよび円形回転刃による電気カミソ

応，沈降反応の結果について報告する. リで剃毛し，脊柱部を避け注射部位を赤色のマジックイ

実験材料および方法 ンキで左右各 3列，縦6列に小さな点の印を付-けた.皮

抗血清の作製江東区大島 9了自の地下鉄工事現場か 内注射は各群の抗血清を phosphatebuffer solution (1 

ら採取し， 当所水質研究科で調整されたわ六価クロム f当たり Na2HP041. 15g， KH2P04 O. 2g， NaC18.0g， 

1000ppmを含有するクロム鉱さい水浸出液 (pH12. 8， KCl O. 2g， PBSと略す〉を用いて 2倍"'-'32倍に 2倍希

クロム鉱さい液とl略す)， クロム酸ナトリウム (特級， 釈を行い，印の上に無麻酔下で O.lmlずつ行った.

和光純薬紛〉をクロム鉱さい液と同濃度に調整された対 2. 抗原の惹起注射 皮内注射を行ったのも 1匹を48

照液(グロム対照液とi唱す〉およびかphenylenediamine [時間後に 2匹を72時間後に抗原 0.5ml と1% evans 

(東京化成工業側〉の水溶液 (PPDA液と略す〉を用 blue液 0.5mlを混合し，後肢の静脈に静脈注射を行つ

い，モルモットで maximizationtes tを実施し反応が楊 た.抗原は希塩酸を用い中性にした 1000ppmクロム鉱

性に認められた後，各群 5匹を用いて約 2週間を経て再 さい液および 1000pp111クロム対照液， 1%の PPDA

challenge を行い貼布除去後24時間の陽性反応を確認し 液に10mg/mlとなるように bovinealbu111in (miles)を

てから採血を行い血清を分離し抗血清!としたり. 加え 370恒温槽で4時開放置，時々振とうした後，色素

また， 抗体価を高める目的で一度 maximizationtest 液と混合した.抗原液の注射後30分で動物を断頭屠殺し

で、陽性反応を認めた動物を 5匹用意;し，約 3週間後に再 放血した後皮膚を剥離して判定を行った.

indllctionを adjuvant (Freund's complete adjuvant， B. 沈降反応6) 抗血清を PBSを用いて 2倍"'-'32倍

Difco製)とともに皮内注射し， 1週間後に中性とした に 2倍連続希釈法で希釈しヘマトクリット管に吸い込

200ppmクロム鉱さい液， 200Pp111クロム対照液， 0.2% み，次に泡を生じないように抗原液を続けて吸い込ま

PPDA液を各O.5mlずつ静脈内注射を行った.希釈は せ，その後パテ台上に立て 3日間室温で、放置し境界面に

すべて注射用蒸留水を用い，静脈内注射から 5日後に心 出現する白色沈殿層を観察した.抗原液は中性にした

臓採血を行い定法に従って血清を分離し i/[血清Hとし 1000pp111クロム鉱さい液およびクロム対照液， 1%の

た.また感作を行っていない動物の血清を対照lUl清とし PPDA液に 3.5g/dl PBS， 7g/dl PBS， 14g/dl PBS 

て用いた， の割で bovinealbllminを加えたものと等量混合し， 370 

*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， Shinjul印刷ku，Tokyo， 160 ]apan 
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恒温槽で4時間放置， 1I寺々振とうした後用いた.

以上の反応を抗l血清1， 11について実施した.

実験結果

A. P CA反応 J/U(11清 Iおよび IIで皮膚に色素の局

在が認められず，全例で陰性であった.

B. 沈降反応抗血清 IおよびHで31=1間観察した結

果， :JjL原濃度によらず全例で陰性であった.

考察

モルモットの maximizationtestでクロム鉱さい液，

クロム対照液， PPDA 液のアレルギー性接触皮膚炎が

誘発され， クロムは遅延型過敏症の特質を持つことが示

された(皮膚で顕著な炎症反応を呈することから， こ

の感作性の高い状態ではおそらく抗体産生が促進されて

いるとしづ推定のもとに， クロムは即時型過敏症を芯起

させるかどうか抗原抗体反応を行って検索した. b'u血清

Iの結果で、全例に陰性を認めたことから，抗体11lliが低い

ためと考え，再度，皮内注射，静脈注射で、 inductionを

行ったが種々の条件にもかかわらず抗血清立でも全例が

陰性であった.

反応を示さなかったひとつの理由に，一般の抗原はElIJ

11寺型あるいは遅延型のいずれか一方を持ち，つまり実際

には反応が両方起こっているが一方が強く他方が弱いた

め現象として現われる反応は即時ー型か遅延型のし、ずれか

であるといわれることから7) 遅延型の反応が顕著に出

現し即時型の反応は検出されなかったとも考えられる.

また， クロムそれ自身は分子量が低いため抗原となり

えずハプテンであり， タンパク質と結合してはじめて抗

原性を持っと思われることから， 今回 bovinealblll11in 

とクロムが完全に結合せず抗原抗体反応を起こさなかっ

たためとも考えられる.タンパク質との結合は六価クロ

ムに対し三価クロムは容易にタンパク質と結合してハプ

テンータンパク質複合体を形成する 8) が，今回用いた六

個クロムの鉱さい液とbovinealbuminの結合は弱いと忠

われ，抗原に三1f1!iクロムを用いることも今後検討する必

要があると忠われる. しカか込しながら弘，遅延型過敏症の}1貼1も枯l古5 
布試験で

いわれる9ω〉のは，六価クロムでは細胞膜透過性が容易で、

あるため拡散性が強く，生体内に取り込まれて三11mに還

元されタンパク質との複合体を形成し感作性を有するの

に対し，三三liUiクロムは表皮，真皮で強い親和性を持つこ

と8) から生体内に入りにくく，従って感作性が六仙クロ

ムに比べ低下するものと忠われる.さらに即時型あるい

は遅延型過敏症の誘導は，感作抗原の侵入経路によって

多くが決定されることから円 複雑な生体機構が関与し

ていると思われる.

また動物の感受性が反応に影響を与えることから，今

回実験に供した動物は体重が 500gに近く，最も鋭敏な

反応を示す 300g前後に比べ加令の影響によって感受性

が低下していることが考えられる.しかし実験には示さ

なかったが， TNP免疫血清による PCA反応で色素沈

着が認められたことから，反応性が残っていると思われ

る.さらにストレスが反応性を低下させるといわれ10ヘ

無麻酔下で行った注射による刺激が反応を抑制している

ことも考えられるが明らかでない.

PCA反応と沈降反応は IgG抗体を検出するが， PCA 

反応の72時間後では IgEが検出され， ともに即時型過

敏症に重要とされている.抗体産生が促進された時，

IgG， IgEの両者とも増加すると思われるが，今回の実

験では PCA 反応， 沈降反応とも陰性であったことか

ら抗体filliが抗原抗体反応を起こす濃度まで到達してい

ないと考えられ即時型過敏症の可能性が少ないことが示

唆されるが，操作上の問題点もあり今後の検討を待ちた

、
B'v 

i:士 き五
'1'ロ ロ口

クロム鉱さい水浸出液の即時型過敏症を検出する目的

で PCA反応，沈降反応を行った Maximizationtest 

で陽性後のモルモット抗血清の反応、は操作上の若干の問

題点があるが陰性を示し，再incluction後の反応も陰性で

あった. クロム鉱さい水浸出液は遅延型過敏症を惹起さ

せるが即時型過敏症の可能性が少ないことを示唆した.

謝辞 本研究にあたり御助言をいただきました当部の

佐々木美枝子氏ならびにクロム鉱さい水浸出液の検体を

提供された環境保健部水質研究科の諸氏に感謝致しま
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柑きつ類力ピ防止剤の微生物系における突然変異誘起性について

小 i鳩昭江六 平賀興吾*

Mutagenicity of Citrus Fungicides in the Microbial System 

AKIE KO]IMA  * ancl I¥:OGO HIRAGA申

緒 ー苦言-
Z司

キ11'きつ類のカピ、防止剤の安全性点検の一環として，ジ

フェニーノレ (Dp)， 0ーブェニノレブェノール (OPP)，0-

フェニノレブェノールナトリウム (OPP-Na)，ρーヒドロ

キシ安息香酸ブチルユステノレ (PHBB)およびチアベン

ダゾーノレ (TBZ)の5種について徴生物系による突然変

異誘起性の再検討を行った.

これらの微生物系を用いた突然変異誘起性について，

DP1ーの， PHBB4)， TBZ4，5) はいずれも|陰性とされてい

る.

OPPについては，河内へ r-"lmらのは陰性としてい

る.これに対し，花田1)は recassayおよび Salmonella

tyρhimurium TA系を用いた実験で、陽性であると報告

している.また，西岡2)は Escherichiacoli WP2お

よび S.tYPhimurium T A 系を用いた reversiontes t 

では陰性であるが E.coli による repairtestの系で

は陽性であると報告している.

OPP-Naについては河内4)の陰性の報告がある.

実験材料および実験方法

試料 0ーブェニルブェノール (OPP)， 0-フェニノレフ

ェノールナトリウム (OPP-Na)，ジフェニ{ル (DP)，

チアベンダゾ{ル (TBZ):以上東京化成制， ρーヒ Fロ

キシ安息香酸ブチルエステノレ (PHBB) 和光純薬紛

OPP， DP， TBZおよび PHBBはジメチルスノレホキ

サイド (DMSO)に， OPP-Naは滅菌精製水に溶解して

試料液とした.陽性のコシトロールとして， フリルフラ

マイド (AF-2)，ベンツ (a)ピレン (BP)，2-アセチノレア

ミノフルオレγ(AAF)を使用した.

菌株 1) Bαcillus subtilis H17 A (recつ， M45T 

(rec-)1 

2) Escherichia coli B/r WP2 (trp-， HCR-)8) 

3) Salmonella tyρhimurium T A100 (hisG-， 

uvrB-， rf.α一，gal-， bio-)， T A98 (hisD-， uvrB-， 

rfa一，gaZ-， bio-)ト 11)

同 cassayおよび mutationtestは前報12)に従って行

っTこ.

結果および考察

表 1に recassayの結果を示した. OPP， OPP-Na 

は 1mg/ろ紙以上の濃度で， 日17A，M45T株に生育阻

止を示した. 両株に対する生育阻止帯の差は 2~3mm

であったが， I白.JJ二帯の頃界が不明瞭なため，両株に対す

る生育阻止に差があるとは認められなかった PHBB

も1mg/ろ紙以上でさlミ育阻止がみられたが， 雨株に対す

る阻止帯の差はみられなかった. DP， TBZについては

生育Im.Jl二はみられなかった.

E. coZi B/r WP2による mutationtestの結果を表

2に示した. OPP， OPP-Na については 1~100μg/ml 

で復帰コロニ{数の増加は認められず， 1mg/mlでは

致死作用がみられた. DPについては100μg/ml以上で

致死が認められ， 101生菌当りの復帰コロニー数は増加

した. しかし，DPの希釈段階を増して再・度実験を行っ

たが，プレート当りの復帰コロニ{数自体の増加は認め

らJl.す七 i湯i生とは判i析できなかった. TBZ， PHBBに

ついては，復帰コロニ{数の増加は認められなかった.

S. tYlうhimuriumT A100， T A98 による mutation

testの結果を表3に示した.ポリ塩化ピフ z ニ{ル (P

CB)-S9， ブェノパノレピタ{ノレ (PB)一切による代謝活

性化の有無にかかわらず，どの試料についても， コント

ロ{ノレと比較して，復帰コロニ{数の増加は認められな

かった.

以上，本実験条件下では， 5種のカピ防止剤の突然変

異誘起性は認められなかった.

要 旨

0-フェニノレフェノ{ノレ (OPP)， 0ーフェニノレブェノ{

ルナトリウム'(OPP-Na)，ジフェニ{ル (DP)，チアベ

ンダゾ{ノレ (TBZ)およびρーヒドロキシ安息香酸ブチル

ユステノレ (PHBB)の5種のカピ防止剤の突然変異誘起

性について，Bacillus subtilis H17 A， M45T による

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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試料
生育阻止帯 (mm)

H17 A(recつM45T(recつ
試料/ろ紙

OPP 

10μg 

100μg 

1mg 

10rng 

10μg 

100μg 

1mg 

10rng 

1mg 

10rng 

0 

0 

10 

10 

0 
0 

8-------10 

15-------18 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

く1

13 

13 

0 

く1

10-------12 
20，..__，23 

0 

0 

0 

0 

0 

3，..__，4 

3，..__，5 

0 

0 

26 

OPP-Na 

DP 

TBZ 
1rng 
10rng 

100μg 
1rng 
10rng 

0.02ml 

0.02ml 

O. 1μg 

q
u
n
u
n
u
o
o
 

PHBB 2-------3 

DMSO 

H20 

AF-2 

rec assayと Escherichiacoli B/r WP2 (trρ一， HC 

Rつ，Salmonellαtyρhimurium T A100， T A98によ

る rnutationtest を行った. いずれの方法においても

突然変異誘起性は検出されなかった.
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表 2. E. coli B/r・WP2(trρ一， HCR-) 

tこよる mutat!Ontest 

試料 μg/m 

OPP 
100 

1000 
AF-21> 

OPP-Na 

0 

1 
10 

100 

1000 
AF-2 

0 
1 

10 

100 

1000 
AF-2 

0 
1 

10 

100 

1000 
AF-2 

0 

1 

10 

100 

1000 
AF-2 

DP 

TBZ 

PHBB 

1) AF-2 0.05μg/ml 

0 

1 

生菌/復帰体/復帰体/
プレート プレート 107生菌

10 

6.4 X 107 

5.4 X 107 

5.4 X 107 

6.4 X 107 

く10

5.4 X 107 

5.8 X 107 

5.8 X 107 

6.2 X 107 

6.0 X 107 

く10

5.4 X 107 

3.3 X 107 

3.0 X 107 

3.3 X 107 

1. 3 X 106 

2.5 X 105 

2.2 X 107 

1. 2 X 108 

1. 1 X 108 

l.4x 108 

1. 2 X 108 

1. 2 X 108 

1.6 X 108 

1. 2 X 108 

1. 3 X 108 

1. 3 X 108 

1. 3 X 108 

5.0 X 102 

1.6 X 108 

9

0

2

6

5

0

9

5

8

9

9

4

3

7

5

8

7

3

5

7

6

4

6

0

 

6

2

2

2

1

6

1

1

1

1

1

4

3

2

2

3

3

8

3

3

3

3
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表 3. s. tyρhimurium T A100， T A98による mutatIontest 

TA 100 TA98 
試料 S9 一一一一一一一一一一一一一一一一一 ー 一一一一一一一+ー

01) 1 10 100 1000 BP2) AAP) AF-24) 0 1 10 100 1000 BP AAF AF-2 
一一一一一一一戸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

PCB5) 2257) 201 226 246 o 1020 60 64 54 60 。258 

OPP PB6) 260 263 230 274 。 4560 56 63 54 64 。 7410 

203 206 209 193 。 650 29 36 36 33 。 102 

PCB 168 185 176 183 。810 53 46 33 59 。292 

OPP-Na PB 207 202 209 201 。 4560 56 68 74 66 。 7410 

193 214 185 154 。 590 36 41 36 26 。 150 

PCB 236 229 270 230 91 666 39 42 40 54 。250 

DP PB 247 273 258 254 95 3120 29 29 36 23 。 7150 

233 203 214 180 25 814 26 21 22 19 。 140 

PCB 174 178 187 194 152 755 38 52 50 43 38 362 

TBZ PB 203 166 188 215 194 4902 32 33 33 33 41 6231 

211 208 191 220 161 510 27 33 28 38 24 346 

PCB 169 157 157 153 。874 52 43 45 52 。299 

PHBB PB 185 226 198 222 126 3620 33 41 42 40 25 9766 

146 129 174 115 。 552 35 42 37 42 。 277 
一一一一一一一一一一… 一 一 一 一 一 一 一

1)ρg/ブ。レート 2) BP 5μglプレート 3) AAF 10μglフ。レート 4) AF-2 0.05μg/ブ。レ{ト

5) PCB誘導S9 50μ1/プレ{ト 6) PB誘導S9 150μ1/プレート 7)プレート 3枚平均の復帰コロ

ニ{数
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培養細胞における防かび剤の細胞遺伝学的研究

吉田誠二六益淵正典牢*，平賀輿吾*

Cytogenetic Studies of Antimicrobials on CuItured CeIls 

SEIJI YOSHIDA汽 MASANORIMASUBUCHI料 andKOGO HIRAGA中

緒 三~
1=> 

オルトフェニ{ノレフェノ{ノレおよびそのナトリウム塩

(以下 OPP，OPP-NaとIU告す)は，果実，果菜の防か

び剤として，現在アメリカ， ヨーロッパなど!止界各国で

広く使用されている. OPPの毒性試験については，こ

れまでいくつかの報告がある. Hodgeら1)は，ラット

を用いて急性毒性試験を行い LD50値を 2.7g/kgとし

ている.また，慢性毒性試験については， OPP O. 02%， 

0.2%， 2%の添加飼料による雌雄ラット 2年間の飼育

試験で 2%群に若干の腎障害が見られたものの特に有

害な作用を認めていない Oppの催腫楊性の有無につ

いては Innesら幻が， 陰性の結果を報告している.催

奇形性については，寺本らめが，ラットを用いて OPP

150， 300， 600， 1200mg/kgの用量で試験した結果， 陰

性の報告をしている.一方，発ガン性の有無の重要な指

標である変異原性に関して，寺本ら4) は徴生物を用いた

試験， ラットを用いた細胞遺伝学的試験，マウスを用い

た優性致死試験を行・い， いず、れも陰性の結果を得てお

り， OPPの変異原性は認められない. しかし，花田5)

は Oppに変異原性のあることを示唆する発表を行って

おり， OPPの変異原性の有無について疑問を残してい

る.変異原性を有する物質の多くは染色体異常を誘発す

ることがよく知られているの. このことから，今回著者

らは OPPを含む一連の防かび剤の細胞増殖におよぼす

影響と染色体異常誘発性の有無を検討したので報告す

る.

材料および方法

1. 細胞:チャイニーズ@ハムスター卵巣由来の

CHO-KI細胞を使用した.

2. 培養液:F12培養液に仔牛血清10%とペニシリ γ

(100u)，ストレプトマイシ γ (100μg/ml) を添加し，

pH 7.2-7.4に調整したものを使用した.

3. 供試薬物:

o-pheny1phen01 (以下 OPPと!日告す)， 東京化成工業

株式会社製， Lot No. FB102 

2-(4 Thiazo1) benzimidazoie (以下TBZとIflj1す)，

東京化成工業株式会社製， Lot No. A101 

Dipheny1 (以下DIPとIi併す)，東京化成工業株式会社

製， Lot No. A10l 

ρ-hydroxybenzoic acid n-buty1 ester (以下 PHBと

111各す)，東京化成工業株式会社製， Lot No. AH101 

4. 細胞の増殖におよ[ます影響細胞をトリプシ γに

よりガラス国よりはく l~m し 4 x 105/ml 濃度の細胞浮

遊液を作製する.次に，上記薬物を DMSOに溶かした

後， F12培養液にて種々の濃度に希釈調整し，チェンパ

~ .スライド(LabTek社製〉の各チェンパ{に，その

0.2m1を分注した C011tr01は F12培養液のみとした.

さらに， 先に作製した細胞浮遊液を 0.2ml加え， よく

混和後3TC• CO2 Incubatorに入れ，培養を開始した.

24時間後p 各チェンパーの混和液をすて P.B.Sで 1回

細抱面を洗いホルマリン溶液で|琵定し， H.E染色を施

した.障害度の判定は， C0l1tr01 と同程度増殖したもの

を 0，50%増殖阻止したものを 2，細胞が完全に変性し

たもの，またはガラス面から脱落したものを 4，それら

の間を 1，3， として表わした.

5. 細胞の増殖におよ{ます影響 4.と同様の方法で 1

x 103/ml濃度の細胞浮遊液を作製し， あらかじめ F12

培養液 5mlを分注しである件6cmの Petridishにそ

のO.lmlを加えよく混和後， 37"Cの CO2 Incubatorに

入れ培養を開始した. 8時間後培養液をすて，上記薬物

を種々濃度に調整している薬物添加培養液にて培養を続

行した. 16時間処理後， 薬物添加培養液をすて P.B.S

で数回洗浄後， F12培養液で再度培養を続けた. 7日後

回定，染色を行ないコロニーの数を調べた.

6. 染色体におよ{ます影響

培養後2日目の細胞を使用した.種々濃度の薬物添加

培養液を作製し， その 10mlを培養瓶に入れ培養を続け

た.薬物濃度の設定は，細胞が分裂しうる最大耐量とそ

*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 Metrop01itan Research Laboratory of Pub1ic Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjllkll-ku， Tokyo， 160] apal1 

料広島大学理学部植物学教室



阻害を示した. 0-1の判定は， Controlに比べ若干の

増殖阻害を示すものである.

次にコロニー形成率におよぽす影響を調べた.その結

果を図 1に示す.また増殖阻害の指標となる ID50(50%

コロニ{形成阻害量〉を表 2に示す. この試験結果でも

DIPが強い増殖阻害を示した. 50μg/ml処理で阻害が

現われ， 高濃度になるに従い強い阻害を示し， 用量一

作用関係が顕著であった.oppは， DIPとよくにた

増殖阻害を示しており，先のチ zγバー@スライドで調

べた結果と一致しない TBZの ID50は160で PHBと

よく類似しているが， TBZ 100μg/ml処理で20%前後の

87 29-2， 1978 報年研

の1/10量とした. 6， 24， 48時間後，常法により染色体

標本を作製し，ギムザ染色を施した.染色体分析は分裂

中期で染色体のよく拡がった細胞 200個について行っ

た.

衛s 東

防かび剤による染色体異常の内訳表 3.

結果

チェンバー@スライドを用いて調べた各種防かび、剤の

細胞増殖阻害度の結果を表 1に示す.この試験の結果，

DIPが今回用いた 4種類の中で最も強い増殖阻害を示し

た. 200μg/ml， 100μg/ml処理では，すべての細胞が

変性もしくは壊死を起こしており，浮遊状態であった.

50μg/ml処理で、もその影響はみられ，大半の細胞は変性

@壊死を起こしていた. 25μg/ml処理は， Controlと

同程度の増殖を示しており，細胞の増殖には何ら影響を

与えなかった. OPP， PHB， TBZの3種は，向程度の
そBreak Gap 異

常
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阻害が見られている PHBの 100μg/ml処理は阻害を

全く見せておらず， TBZ の方が，若干強いと思える.

以上の結果より， DIPが2種の試験系で強い増殖限

害を示していることから，今回用いた 4種類の防かび部

の中では，最も強い増殖阻害を示すものと考えられる.

次に染色体におよぼす影響を調べた.結果を表3に示

す. OPP， TBZ， DIP， PHBの6，24， 48時間処理

は，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.また数的具常に関

しでも同様であった.

200 300 100 50 

Chemical Conc. (μg/mll 

防かび剤の CHふ KI細胞における

コロニー形成率

図1.

防かび剤の CHふ KI細胞の増殖に

およぼす影響

opp 

DIP 

TBZ 

PHB 

4 

4 

0-1 

0 

0 

0 

0 

94.0 

100.0 

160.0 

160.0 

ID50 (μg/ml) Chemicals 

表 2.
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要 ヒー
悶

防かび剤の培養細胞における増殖l虫害と細胞遺伝学的

検討を行った.その結果 Diphe町dが最も強い増殖

阻害を示し， 以下 o-phenylphenol， 2一(4 Thiazol) 

benzimidazoie，ρ-hydroxy benzoic acid n-butyl ester 

の順であった.

また染色体異常誘発性は， すべて陰性であり， 小嶋

らわの徴生物を用いた Mutationtest の結果とよく一

致しており，防かび剤 4種の突然変異誘発性は，無いも

のと思える.
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オJ[.，トフェニJ[.，ブェノーJ[.，およびそのナトリウム塩のマウスを用いた催奇形性試験

小限昭夫*安藤 弘穴 久保喜一ぺ 平賀興吾*

Teratological Tests of (j幽 Phenylphenol(OPP) and Sodium 

。舗Phenylphenol(OPP欄 Na)in Mice 

AKIO OGATAぺHIROSHIANDO汽 YOSHIKAZUKUBO牢 andKOGO HIRAGA* 

緒 民司

防ばい剤オルトフェニルフェノールおよびそのナトリ

ウム塩〈以下 OPPおよび OPP-Naと11唱すつの催奇形

性試験に関しては，寺本ら1)が行なった OPPのラヅト

を用いた臨界期強制経口投与による実験がある.その結

果は最高投与量の OPP1， 200mgjkgで， 11例中10例の

死亡を，また 600mgjkgで有意な胎児死亡の増加と胎児

体重の減少を認めたが， 300mgjkg， 150mgjkg では対

照群に比し有意な変化を認めていない.一方，胎児観察

では用量に相関性のない数例の異常を認めているだけで

OPPの催奇形性は示されなかった.

本試験では一連の防ばい剤の再点検の一環として，マ

ウスを用い， 大量を投与することにより OPPおよび

OPP-Naの催奇形作用を確かめようとした.

試験材料ならびに方法

1. 実験動物 ]CL-ICRマウス雌雄を日本クレア側

より 4週令時に購入， 8，..___，13週令(体重 25.0，..___，37. Og) 

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土 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

製図型飼料 CE-2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

ックケ{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匹飼いとした.

3. 交配方法 1 1終夜間居により，翌朝腔栓の確

認されたものを妊娠動物とみなし，その日を妊娠0日と

した.

4. 試料 オルトブェニルフェノール (OPP)は東京

化成紛製 LotNo. FB103， オルトフェニルフェノール

5. 試料投与量の決定 OPPはラットを用いた LD50

値が 2，700，..___，3， 000mgjkg2
) であることを参考とした.

OPP-Naは当部のマウスにおける 1回経口投与による

LD50 が900mgjkg3
)であったことを参考とした.

6. 観察方法妊娠7日より 15日までの 9日間毎日 1

回経口投与を行なった.

OPPで、は妊娠マウスをAからDまでの 4群に;20，..___，21

匹を無作為に割り当て， A群は OPP21%油溶液:(2，100

mgjkgjday)投与 B群は17.4%液(1， 74Oing)投与 C

群14.5%(1，45Omg)， D群はオリ{ブ油のみ (1Omljkg

jday)投与した.

OPP-Naでは妊娠マウスを無作為にEからHまでの

4群に20匹を割り当て， E群は OPP-Na4%水溶液

(400mgjkgjday)投与 F群 2%液(200mg)投与， G群

1%液(100mg)投与 H群蒸留水のみ (10mljkgjday)

投与とした.

体重測定および一般状態の観察を毎日行ない，妊娠18

日にエーテルにより麻酔屠殺し，次の検索を行なった.

屠殺後直ちに開腹，子宮を聞き着床痕，早@後期死亡胎

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，次に母体の卵巣の貰体数を数え，重

要器官の重量測定と肉限的異常の有無を検索した.

OPPではA群 0匹， B群 1，C群 3，D群 3，OPP-Na 

では E群 O匹， F群 2，G群 5，H群 5匹の母体を選

び，その生児をブアン液で固定し内臓異常のL有無を観

察ベ 残る母体の生児は95%エチノレアルコールで!酉定後

アリザリンレッドSで骨格染色5) を行ない骨格異常の有

無を調べた.

7. 結果のまとめ方 西村の報告6) に準拠して行なっ

ナトリウム(OPP-Na)は DOWChemical社製LotNo. た.

MM01044を使用した.また OPPの溶媒には日本薬局方 試験結果

オリ{ブ油(宮沢薬品株)LotNo. F.ハ.09を， OPP-Na 

には蒸留水を使用した.

1 opp臨界期投与試験

1. 母体の所見 1)体重および一般症状の推移:妊娠

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

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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A一一一一opp210αrg/kg 

B一一一一opp174阿'/kg

投与期間

0日の体重を 100とした体重の推移は図 1に示す通りで

オリープ油のD群に較べA，B群では投与開始後抑制が

みられ opp用量と相関してD群より低い値での体重増

加がみられた.A群では妊娠 8日に 5匹， 9日に 7匹，

11日， 12日に夫々 2匹計16阻 (765れが， B群では妊

娠 7日に 4阻 14日， 15日， 16日に夫々 1匹， 計 7匹

(33%)， C群では妊娠11日， 15日に夫々 1匹， 16日に

2匹計4四 (19%)が死亡した.また死亡したA群の 2

四に臆口より出血が認められた.

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， A群， B群においてオリ{

プ油のD群と較べ心臓重量が有意に軽く用量相関のうか

がえる変動を示した.また肝臓重量がB群と C群でD群

に較べ有意に重く，その傾向はA群においても認められ

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.

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 

2. 胎児!こ係わる所見 1) 妊娠の成立:妊娠18日の

属殺開腹時に妊娠(着床〉成立を確認した母体はA群5/5

(100%)， B群 14/14(100%)， C群 14/17(82.4%)， 

D群20/21 (95. 2%) で妊娠の成立した母体のすべてに

生児を認めた(表 2). 組問

図1. opp 臨界期投与試験

(妊娠7-15日， 9回投与〉

2) 妊娠黄体数，着床痕数，生児数，死亡児頻度(早

期@後期〉および性比 :B群， C群の死亡児頻度がD群

表1. OPP臨界期投与試験〈姫娠18日母体器官重量)

群
母体数

肝 臓 'L，' 臓 1平 蔵 腎臓〈在〉 腎臓〈右〉
g 

mgm/1g 00g mgm/1g 00g mgm/1g 00g mgm/1g 00g 投 与 量 g/100g 

opp 
5 

2.8土0.351) 112.1土13.1* 121. 3土32.8 198.5土19.1 202. 7土21.9 
A 2，-lOOmg/kg 10.2土1.252) 407.3ごと44.5*ホ 438.8土110.3 720.2土50.2 735. 7土61.3 

oPP 
14 

2.8土0.28 115.2土10.8** 127. 1土34.9 200.1土25.7 206. 5土25.3
B 1，-7 40mg/kg 10.3土0.95** 427.5土29.9** 472.5土128.3 742.0土73.7 765. 7土71.3 

oPP 
14 

3.0土0.42** 124.8土6.8 137.9土31.7 207.7土5.1 219.9土14.7 
C 1，450mg/l王g 11. 0土1.61料 452.2土32.4 500.2土118.8 751. 9土17.9 797.6土75.0

D オリ{ブ油 20 
2.6土0.30 127.3土11.6 128.6土28.5 202. 7土18.7 215.3土24.8
9.4土0.86 461. 4土31.3 465. 1土92.8 735.4土62.7 780.3土76.5

群
母体数

肺 副腎(在〉 副腎(右〉 卵巣〈左〉 卵巣〈右〉
mg 

mgm/1g 00g mgm/1g 00g 
mg 

mgm/1g 00g 投 与 量 mg/100g mg/100g 

oPP 
5 

170.0土12.4 3. 7土0.89 3.3土0.60 9.5土3.77 9. 1土2.38
A 2， -lOOmg/kg 617.5土28.9 13.4土2.91 12.1土1.92 34.4土13.07 33.2土8.97

oPP 
14 

163.2土17.7 3.5土0.79 3.2土0.75 8.8土2.11 10.3土3.61
B 1， '740mg/kg 605.6土54.4 12.9土2.64 11. 7土2.66 32.6土6.97 38.2土12.92

oPP 
14 

172.8土21.2 3.7土0.66 3.4土0.79 10.4こと2.54 10. 7土2.62
C 1， -450mg/kg 626.0土82.0 13.4土2.35 12.4土2.68 37.7土9.34 38.6土7.94

D :t-リ{ブ油 20 
170.3土12.7 3.5土0.65 3.4土O.71 9.3土1.66 10.3土2.19
618.2土49.2 12.8土2.37 12.2土2.53 33.6土5.92 37. 1土6.77 

1)絶対重量平均土 SD 2)妊娠0臼体重100gに対する重量平均土 SD
* D群と比較して Pく0.05 料 P<O.Ol 串本* P<O.OOl 
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表 2. OPP 臨界期投与試験

91 

成立雌数交尾
d成量娠数〉hiii|児事のら一Z制数L円件ド三均一体5妊D一娠数〉 生児を 認 め ら れ た 母 体 の 観 察

群
亡 平均着床f) 死亡児頻度土 SD(FF)U〉平 河h)ベ性ð/~ 比1:) 平均土生S児D体g重J)

雌

(OPPmg/kg) 数 土SD 合計早 期 後 期 土 SD 土SDI If ~"I 8 9 

A I ....， I 1 r- I r:" I r:" I 13. 2 I 12. 8 I 11. 6 I 6. 3 I 5. 0 I 11. 2 I 153. 4 I 1. 料吋
(2.100) 1ι|よu 1 v 1 v 1土1.79 1土1.92 1土13.11 土6.91土11.21土1.101土56.831土0.241土0.24

B 1 t"l1 1 門 I1 A 1 1A  1 13. 1 I 11. 0 1 3. 5* I 1. 3* 1 2. 2 1 10. 6 1 161. 6 1 1. 28***1 1. 23** 
(1，740) 1"'.1. 1 '1.1.'*1は|土2.141土1.24 1土6.1 1土3.3 1土4.4 1土1.6 1土121.291土0.131土0.11

c 1 t"l1 1 A i 1 A I 1 A 1 14. 5 1 12.6 1 7.2 1 5.6* 1 1. 6 1 11. 8 1 106.0 1 1. 3ο**1 1. 18*宇*1211 41141141 ，.L~.~，. ，.L~':;r"1 1 '~~~A 1 ， :;~v r- ，~.:; ，.L :;'~n ，.L ~:;'~AI ，.L ~V:;1 
〈1，450) 1 "'.1. 1 '* 1 .1.'010 1 .1.'* 1土2.961土2.171土10.41土10.51土4.1 j土2.521土61.241土0.111土0.15

D I t"l1 I ハ It"Ir¥ I t"Ir¥ I 13. 5 . I 12.4 I 14. 1 I 11. 8 I 2. 3 I 10. 9 I 124. 2 I 1. 35 I 
〈オリーブ油)1山よ IU Iω|ω|土3.12I土2.89I土16.0I土15.4I土4.2 I土3.23I土76.161:1:0.12 I土O.12 

a)睦栓を確認したもの め交尾後屠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母体の数 e)~j)生党の認められた母体 のについて算出する

g)l)着床痕および無定形の腔塊の認められるもの g戸頭部@四肢の認められるもの

(統計) a}-----d): X2検定 e)f) : t検定 g) : )順位和検定 h): t検定 i) :順位和検定 j) : t検定

群

* P<O.05 料 Pく0.01 料ヰ P<O.OOl

奇 方手

表 3. OPP 臨界期投与試験

外表観察

児α〉

内部器官の観察

(OPPmg/kg) 

A 
(2;100) fA8lF詰:il o! - I - 1-1 -I 

f認は葦古川 。!- I 01 -I 0 I 
B 

(1，740) 

l fJ231反足 1I 0 I - I 0 I 
l 出 ! 口蓋裂: 1 C 6.21串 i
| i開眼:

(1，450) I 土8.03 I 外脳症:6 

lfA|曲目 1I 0 I - I 0 I 
D 0.67 口蓋裂:1 

(オリーブ油)1 土2.05 1開眼:1 

1)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，血腫，浮腫，その他の病変

d)腎孟の拡大，精巣の下降不全，麟動脈，体腔その他における出血など

(統計) a)b)c)d):順位和検定 * P<O.05 

に較べ推計学的に有意な低値を認めた.その他では有意 義裂 1 (1)， 開眼 7 (4)，外脳症 6 (3)，反足 1

なまた用量相関のうかがえる多少高低の差はなかった (1); D群口蓋裂 1 (1)，開眼 1 (1)，曲尾 1 (1) 

〈表 2). が認められた.表中に示した頻度(%)は各母体単位で

3) 生児体重:オリーブ油のD群に対しA，B， C群 の数値を平均して群の値としたものであるが， 1匹の胎

の雌雄とも有意に小さく，雄では用量に伴なって認めら 児に 2種以上の奇形を併発したものは 1として数えた.

れた.また雌でも B群と C群の大小が用量とは逆転して 対照であるD群に対しB群， C群に奇形の発生数に推計

はいるもののD群に較べ明らかに小さかった(表 2). 学的に有意な差を認めた(表 3). 

4) 生児外表奇形@異常 :A群口蓋裂 1 (母体数 1)， 5) 骨格奇形@変異@化骨進行度:奇形はB群で肋骨

開眼 1 (1); B群口蓋裂 4 (4)，開眼 6 (6); C群口 癒着 1，腰椎癒着 1，C群で頚椎癒着 lがみられ発生頻
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表 4. OPP 臨界期投与試験

観 骨 格 観 察

察
奇 形児α〉 変呉を有する児の頻度土 SD(%)" 化骨進行皮土 SD"

群
H古

頻 型 買事 C) 過 d) 頚 e) }lll! f) 

第第ー頚続.俳裂分岐弓の・ω 

仙数It)tr程f
指骨平均前ι H数化骨事煽空L 向 均後証骨乎化数"悶骨語F節官h “ 権後普Z腰骨数化 問

と 骨核 翌日j 在主

よ包 皮 そ 不 胸 前5毛

く%) の 相
o!同.. 検

(OPPI珂 /kg)数 土SD" 数 称 核 肋 }jjJ 骨常

41|Ef41叩 !U16. 97***1 44. 10 20.26 。 (( 左右)) 11 .. 89 96 土土11 .. 01 94料紳 (( 左右〉〉11 .. 5502 土土00 . 8B 7V て10.22 土2 f t (2; IOO) 1 551 0 一一一 土1 土9.51 土13.76土28.15土30.22土15.59土4.07土41.57 

〈34の 1i1m|時 i 山 IL
21. 02 。 10.79* 。 (( 左右〉〉2 6 6 土M 1 (( 左右〉〉2 0 6 土0 44 43 ; 11 1 2 恥 1.24 

土土29.46土13.29 土13.60 2.69土0.44 i(:b)2. 10土O.

，450) 土02.6.515頚椎癒着・ 11 .1:. 8~" I .1~.! i I .1!~ 8~ 6.64**! 35.07 10.95ヰャ 0.83! 3.39 。 iEj2叩 21410田ド(1 ・土6.03 土9.12 土11.82土土20.75土10.54土2.74土8.47 2.50土O.39**i(;fi)2.18::l:0. 51 土1.89

54.11 30.68 
。土2.40.780 。 (( 右左〉〉2. 85 土土00.. 4442 || ((右在〕〉22 43 土0.51 土1.24 

〈オ!)-プ油)11771 0 一一 0 土11.96土11.04 土28.64土23.32 2. 95::l:0. 44 !C:b)2.47土0.51

c)段長胸骨該で左右の核の聞にその長さの1/2以上のずれのあるもの f)腰肋の定義は， I<immel and Wilson (Teratology， 8， 309-316， 1973)に従5

h)獄推数十絢総数+腰惟数の合計に異常のあるもの m)化骨した仙後数十尾悦数の合計・

ム各母体単位での数値を平均して若干.の値とする

〈統計) a)-j) :順位和検定 k)~m): t検定 >1< P<0.05 紳 P<O.Ol *料 P<O.OOl

度はA群 0%，B群1.54土5.55%，C群0.65土2.15%， た.器官重量は表 5に示す通りで， OPP-Na最高用量

D群 0%で群聞に有意差を認めなかった.変異では頚肋 のE群において水のH群と較べ肝@心@牌臓の絶対重量

がA.B.C群とも対照D群に比して高く推計学的に有 が有意に軽かった.またF群の肺の相対重量がH群に較

意であり，用量相関が認められた.また胸骨核の縮少， ベ有意に重かった.その他では有意な，また用量相関の

分裂がA，B群で有意に高く用量との関連が認められ， うかがえる変動はなかった.

第一@第二頚椎弓の分裂，分岐でC群がD群に比し有意 2. 胎児に係わる所見 1)妊娠の成立:妊娠18日の屠

に低かった.その他の変異では有意な，また用量相関の

うかがえる変動はなかった.化骨進行度では対照D群に

対しA群では各観察指標で有意な遅延が認められたが，

B群では後肢~l上骨平均化骨数， C群では前肢指骨平均化

骨数だけが有意に少ないのみで用量との関連は明らかで

なかった(表4). 

6) 生児内部器官の奇形@異常:観察したB，C， D 

群に奇形，異常を検出しなかった.

n opp歯Na臨界期投与試験

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とした体重の推移は図 2に示す通り

で，対照のH群に較べ， E群では投与後強い抑制がみら

れ一時持ち直すかにみえたが妊娠14日頃から再び強い抑

制を認めた. F群では妊娠11日頃から抑制がみられ， G

群ではF群に lから 2日遅れて抑制がみられた.また各

群とも OPP-Na用量と相関して日群より有意な体重増

加の抑制がみられた. E群では妊娠11日に 1匹， 12日に

4匹， 13日2匹， 14日1匹， 15日3匹， 16日2匹， 17日

2匹， 18日1匹，計16匹 (80%) が， F群では妊娠15日

に2匹， 14日.16日に夫々 1匹，計 4匹 (20%) が死亡

した.死亡したマウスのほとんどは臆口より出血が認め

られた.

2) 剖検所見および器官重量:妊娠18日に舵娠成立を

確認した母体の解剖所見では特記する変化を認めなかつ

体

2詮

i首

:110 

(も}
90 

日o

70 

60 

50 

率 40

30 

20 

10 

旬。

-・10

E-一一..一一ーOPP-Na400n喧!kg
F一一一一OPP-Na20同!kg

G一一一ーー-OPP-Na10伽-g!kョ
H-一一一一-Water

投与期間

日

0123456789ユo11 12 13 14 15 16 17 18 
妊仮臼

図 2. OPP-Na臨界期投与試験

(妊娠 7-15日， 9回投与〉
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表 5. OPP-Na臨界期投与試験(妊娠18日母体器官重量〉

群

重
肝 臓 IU 臓 1専 臓 腎臓(左〉 腎臓(右〉

g 区19 mg mg mg 
投 与 量 g/100g mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g 

OPP-Na 2. 4土0.24判〉 121. 8土11.0* 100.4土31.8申 222. 7土13.8 219.8土18.7 
E 4ÔO~g/kg 4 8.2土1.192) 410.4土46.6 336.4土100.2 752.0土85.2 745.7土126.9

OPP-Na 
13 2. 7土0.38 130. 7土11.0 135.4土39.4 224. 1土20.6 729346. .8土22.9

F iO~O~gjkg 9.0土1.09 438.9土46.8 448.9土111.7 751. 5土64.。 2土74.7

OPP-Na 2.6土0.40 132. 0土14.7 120.3土41.7 225.9土32.1 240.3土27.2
G lÔO~g/kg 19 8. 5土1.10 431. 6土39.4 392.2土128.1 736.8土76.2 785. 1土66.4

H オく 17 2.8土0.27 135.0土9.4 128.9土22.1 224. 1土17.9 235.3土17.2
9. 1土0.81 437.0土35.6 417.1土73.9 724.6土55.9 760.9土57.9

群
母体数

肺 副腎(左〉 副腎(右〉 卵巣(左〉 卵巣(右〉
mg mg mg mg mg 

投 与 量 mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g 

E ?^~~~~~ 4 186.9土7.4 4. 1土0.67 3.9土0.69 9. 5土2.42 12.6土1.66 
400mg/kg 630.H土62.6 13.8土1.39 13.2土1.80 32. 1土9.22 42. 1土4.44

OPP-Na 187. 7土11.7 4. 1土0.67 3.8土0.61 10.0土2.47 10.5土1.83 
F iOO;ng/i;g 13 630.0土43.6ヰ 13.8土2.61 12. 7土2.14 33.8土8.60 35. 1土5.71 

OPP-Na 188. 1土13.4 4. 1土O.67 3. 8土0.68 10. 6土2.88 12. 1土2.17
G lÔO~g/ì~~ 19 617.1土56.0 13. 5土2.95 12.4土2.64 34.9土9.52 39.8土7.35

H 水 17 183. 7土12.6 3.9土0.47 3.6土0.63 11. 0土2.79 12.0土2.44
593.9土39.4 12. 6土1.71 11. 7土2.09 35.4土8.23 38.8土7.12

1)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
* H群と比較して Pく0.05

表 6. OPP-Na臨界 期投与試験
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殺開腹時に妊娠(着床〉成立を確認した母体はE群 4/4 6). 

(100%)， F群 15/16(93. 8%)， G群 19/20(95%)， 2) 妊娠黄体数@着床痕数@生児数@死亡児頻度(早

H群17/20(85%) で F群の 2匹が着床痕のみであっ 期@後期〉および性比 :F群の平均着床数と平均生児数

たのを除いて，妊娠の成立した母体に生児を認めた(表 がH群に較べ有意に少なかったがその他には有意と認め
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表 7. OPP-Na臨界期投与試験

外表観察

!日α〉
/し

内部器官の観察

(O~;A2a)| モ鹿52〉|各型とその数

(品。) I r54l 口翠裂:3 l o ----I --I ----I -- I 

I 0 1-I 0 I ----I 0 I 

F I 3.21 口蓋裂 1
(200) 土8.01 I開眼 1

lo o  I 12.45 I 口蓋裂:28 G 12.45 I 
|ム 61開 限 :3 (100) I :1:23.56 I l i 外脳症:1 

I 0 i ---- I 0 I ----I 0 I H I 3.28 I 口蓋裂:1 
〈水)土5.87 I開 眼 :6 

1)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，血躍，浮腫，その他の病変

d)腎孟の拡大，精巣の下降不全， n費動脈，体腔その砲における出血など

〈統計) a)b) c)d):順位和検定

表 8. OPP-Na臨界期投与試験

観 守号 格 綴 察

1 

察
奇形児α〉 変異を有する児の頻度土 SD (~百戸 化骨遂行皮土 SD"

群 獄 型

著7頭成多 h 

胸 C) 過 a) 頚 e) 腰 f)

第館ー・分裂弓の・の

{出数 h)

胸骨核縮dの.、分裂 " 

4体胸it成形 J) 

詰E骨平均化品数日語空中節骨 句 EFz化数言i 智

t】

H台
と 骨核 第j 椎

児 度 そ
弓=

胸 前異

(02:12a) 土く%SD〉企
の 相 '骨

頚椎分岐
椎 限椎体不全

数 数 称 核 l幼 肋 骨常

o I - 土7.70 土12.50

11i1iittsml l a開問

土4.88 土4.0 土20.64 89土1.キ

坦0。。 1||l3JJぬU143ヰ4と0。0草陣同|儲堂i2 叫官

i主張。… 110…; 15土2.05

1413.5.987 18.42 3. 98 I 31. 59 I 18. 09 36土0.9956*** お布)21.0m0082* キ 11.87土2.47土土19，29土6.49 土29.70土16.58 39土O. .97土1.

** 

了:主i=T:品。 29U;弘
2. 86 I 36. 73 I 18. 32 35 土0 . 99 01 料キ* 〈(右定)〉M B土O7691;枠拡79土2.19
土8.95 土29.93土17.09 42土O. 1.94土0.71**

1161zd判29.29 20土0.38 i左省))2古川 50 | i ムヰlfidLl土2.73 土13.75 23土0.40 2，82土0.53

c)最長胸骨核で左右の核の関にその長さの1/2以上のずれのあるもの f)跨肋の定義は， Kimmel and Wilson (Teratology， 8， 309-316， 1973)に従う

h)顕雄数+胸維数+腰椎数の合計に異常のあるもの m)化骨した仙犠数十尾椎数の合計

ム各母体単位での数値を平均して若手の{度とする

〈統計) a)~ j) :J国位和検定 k)~m): t検定 * P<0.05 料 P<O.Ol 料率 P<O.OOl

られる多少高低の差はなかった〈表 5). 5) 骨格奇形@変異@化骨進行度:奇形は全群に認め

3) 生児体重:水のH群に対しE • F • G群の雌雄と られなかった.変異を有するものの出現頻度では，対照

もに有意に小さかったが用量に伴う一定傾向は認められ であるH群に較べE群で腰肋が低く，胸骨核の縮小@分

なかった〈表 5). 裂が高く， G群で過剰胸骨核が低かった.また有意差は

4) 生児外表奇形@異常 :E群口蓋裂 3 (母体数 1); ないが頚肋が用量と関連して高くなる額向を認めたが，

F群口蓋裂 1(1)，開眼 1 (1); G群口蓋裂28(6)， その他の変異では有意な，また用量相関のうかがえる変

開眼 3 (1)，外脳症 1(1); H群口蓋裂 1 (1)，開 動はなかった.化骨進行度では対照H群に対し， E群の

限6 (5)で，出血@四肢方向異常，曲尾等のその他の 後肢Ji1J上骨平均化骨数と F群の腰椎後椎骨化骨数を除いた

異常は各群において認めなかった.各群奇形児頻度はE 各観察指標で有意な遅延が認められた(表 8). 

群5.8%，F群3.2%，G群12.5%， H群 3.3%となり， 6) 生児内部器官の奇形・異常:観察したF.G.H

G群では 1母体の胎児16問中15匹に口蓋裂がみられ，そ 群に奇形，異常を検出しなかった.

の結果出現頻度も高かったが推計学的に有意性は認めな 総括と考按

かった〈表7)， オルトフェニノレフェノーノレおよびそのナトリウム塩
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(OPPおよび OPP-Na)の妊娠マウス母体および胎児

におよぼす影響，特に催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15日までの

9日間毎日 1回投与により，母体体重の推移と妊娠18日

の母体と胎児の異常を検索した.投与量は OPP， A群

2，100mg， B群1，740mg，C群1，480mg，OPP-Na， E 

群400mg，F群200mg，G群100mgとした.

OPP試験では，母体体重の抑制がA， B群に認めら

れ，またA群16匹， B群 7匹， C群4匹が妊娠18日の開

腹時までに死亡した.一般状態では死亡したA群の 2匹

に睦口より出血がみられたが，妊娠18日の肉眼的解剖所

見に具常はなく，器官重量で対照D群に対しA，B群の

心臓が軽く，肝臓がB群と C群で重かった.胎児に係わ

る所見では死亡児頻度がB，C群で有意に低かった.一

方生児体重ではA，B， C群の雌雄とも有意に小さく発

育遅延が考えられた.胎児の外表奇形，異常には特異的

なものはなく口蓋裂，開眼，外脳症等が対照群を含めて

みられ， B， C群ではわずかであるが推計学的に有意な

出現を認めたが一定傾向はみられなかった.骨格の奇形

@変異@化骨進行度では奇形がB群で肋骨癒着，腰椎癒、

着が夫々 1例 C群で頚椎癒着 1例がみられたが群聞に

有意差を認めなかった.変異では頚肋がA，B， C群で

対照D群に較べ有意な，また用量相関のある高い値を示

した.また胸骨核の縮小@分裂がA，B群で用量と関連

して有意に認められがC群の第一 eニ頚椎弓の分裂，分

i肢は対照D群より有意に低く， その他の変異では有意

な，また用量相関のうかがえる変動はなかった.一方発

育遅延の指標となる化骨進行度では対照D群に対しA群

では各指標で有意な遅延が認められた. しかしB群では

後肢陛骨平均化骨数で， C群では前肢指骨平均化骨数で

のみ有意に少なく化骨進行度と用量との関連は明らかで

なかった.生児内部器官の観察では奇形@異常を検出し

なかった.

OPP-Na臨界期投与試験ではE群 (400mg)， F群

(200mg)， G群 (100mg) の投与群に母体体重の増加抑

制が認められ，それは用量と相関して認められた.また

死亡が， E群16匹， F群に 4匹認められ死亡したマウス

のほとんどは臆口よりの出血がみられ流産と考えられ

た.妊娠18日の母体の解剖所見では異常なく，器官霊量

ではE群の肝@心@牌臓重量が有意に軽く， F群の肺が

重かった.生児に係わる所見ではF群で平均着床数，平

均生児数が少なかったが， 用量との相関性は認められ

ず，死亡児頻度，性比などにも有意と認められる多少高

低の差はなかった.生児体重では投与群全部が雌雄とも

対照群に較べ有意に少なく発育遅延と認められた.一方

生児の外表奇形@異常に特異的なものはなく推計学的に

有意な出現をみなかった.G群で口蓋裂が28と多数出現

したがこれは 1例の母体が口蓋裂15匹の胎児を有してい

たためで、ある.骨格の奇形@変異@化骨進行度では全群

に奇形はみられず，変異である腰肋が対照群に較べE群

で低く，胸骨核の縮小。分裂が同じE群で高く，過剰胸

骨核がG群で、低かった.また頚肋で、有意義はなかったが

用量相関性のある一定傾向を示した.しかしその他の変

異に有意な， また用量相関のうかがえる変動はなかっ

た.発育遅延の指標となる化骨進行度では， E群の後肢

祉骨化骨数と F群の腰椎後椎骨数にのみ推計学的有意性

を認めなかったものの，発育遅延をうかがわせる変動を

示した.胎児内部器官の観察では奇形@異常は認めなか

った.

本試験での OPP量は寺本らのラットを用いた報告よ

りさらに大量を投与したが，生児体重@化骨進行度より

胎児の発育遅延は認められるが，着床数に有意な減少が

なく，死亡児頻度に用量と関連した増加も認められなか

った.また外表奇形で、は， OPP 1，740mg群， 1， 450mg 

群で推計学的有意、性はあったが発生頻度を高めた奇形の

型が開眼であり，これは ]CL-ICRマウスでよくみられ

る自然発生奇形であること，さらに最高用量の2，100mg

群での奇形発生頻度が低く，用量相関性が認められない.

また骨格観察でも奇形の発現頻度に用量相関性がなく，

最高用量の2，100mg群ではまったくみられなかった.変

異でも頚肋が用量に関連して有意に増加した以外には有

意なまた一定傾向の増加が認められなかった.また内部

器官の観察でも異常は検出されなかった.一方OPP-Na

は体内でNa+を遊離しOPPになると考えられるが，

OPPと同様に胎児の発育遅延は認められたが，着床数の

OPP-Na 200mg群に有意な減少をみた他は死亡頻度に

も有意性なく，外表奇形では OPPでみられた関根の発

現も少なく有意な増加もみられなかった.骨格観察でも

奇形はみられず，変異にも意味のある増加は認められな

かった.内部器官の観察でも異常は検出されなかった.

以上のことから総合判断して，本試験での OPPおよ

び OPP-Naの ]CL-ICRマウスに対する催奇形作用

は，陰性と考えられた.

要旨

防ばい剤オノレトフェニルブェノール (OPP)およびそ

のナトリウム塩(OPP-Na)の]CL-ICRマウスにおける

催奇形作用を臨界期経口投与により試験した.

妊娠7日から15日までの 9日間， 1日l回 OPPは，

2， 100mgjkg， 1，7 40mgjkg， 1，450mgjkgをまたOPP-Na

は400mgjkg，200mgjkg， 100mgjkg を投与し，妊娠
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18日の胎児について外表@骨格の奇格@異常を検索し

た.

母体の体重抑制，器官重量の増減，胎児の発育遅延な

どを認めたが， OPPおよび OPP-Naの催奇形作用は

なかった.
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飼料中に添加したオJL-ト7ェニJL-7ェノーJL-ナトリウムの定量

およびその保存による影響の検討

縄井寿美子*， 小鯨昭夫汽 吉田誠二* 安藤 弘*

久保喜一六 中尾 }I原子六 平賀輿吾中

Quantitative Analysis of Sodium か PhenylphenolAdded into 

the Standard Animal Foods and Effect by Preservation' 

SUMIKO NAWAI*， AKIO OGATA*， SEI]I YOSHIDA六 日IROSHIANDO汽

YOSHIKAZU KUBO六 TOSHIKONAKAO申 andKOGO HIRAGA* 

緒 ドヨ

柑橘類の防かび剤として使用されているoーフェニルフ

ェノ{ルナトリウム (OPP-Na)について，今回マウス

を用いて優性致死試験を行うこととなった.試験では

OPP-Naを添加した飼料を 8週間にわたりマウスに与

えるため，保存中の飼料からの OPP-Naの経時的減少

の有無および実際の含有量の把握が問題となった.そこ

で筆者等は OPP-Na添加飼料の定量を，今回の材料に

適した方法を用い，経時的に試みたので、報告する.

材料および方法

1. 試薬

OPP:東京化成工業側製， Lot No. FB102純度99.2%

OPP-Na:東京化成工業側製， Lot No. ALOl， 

純度97.1% 

内部標準溶液:2，3ージメチルナフタリン(和光純薬特

級〉を 2，500ppmにnーヘキサンに溶解したもの.

2. 試料

マウス粉末飼料に OPP-Naをそれぞれ4%，2%， 

1 %， 0.5%， 0.25%， 0.125%に添加，タブレットとし

たものを試料とした.マウス粉末飼料(CE-2，日本グレ

ア製〉は成分として，蛋白質(魚粉，大豆粕など)，脂肪

(植物油など)，炭水化物(とうもろとし ふすま，小

麦など)，緑餌(アルファノレファミール)，各種ピタミソ

類およびミネラノレ類を含有する OPP-Na添加タブレ

ットの作製は， OPP-Naを均一に混ぜ、た粉末飼料に，

3秒間100
0

Cの蒸気熱をかけて圧縮し国型としたものを，

さらに40"'-'60分間 100
0

Cで乾燥させる操作によった.作

製飼料は飼料箱中に保存した.

試料は， OPP-Na添加飼料 6群を優性致死試験開始

および終了時に採り，また 4%， 1 %， O. 25%の3群につ

いては，経時的変化を調べるためさらにその間 3回採取

した.飼料の採取にあたっ之は，各群ともぞれぞれタブ

レットをランダムに採り，ただちに抽出操作に移した.

なお優性致死試験採取飼料は，都合上脱気の上 Nzガス

充填により測定時まで保管Lた.

3. 装置

ガスクロマトグラフ 島津4BMPF(FID)

4. 操作方法

飼料(タブレット〉を採り，乳鉢で均一に摩砕後，そ

の5"'-'20gを正確に取って水約 100mlおよび塩化ナト

リウム50gを加え， よく振り混ぜ、たのちさらに消泡剤と

して食添用シリコ{ソを少量加え，塩酸で酸性にし，水

蒸気蒸留装置にかける.あらかじめ IN水酸化ナトリウ

ム10m!を加えておいた受器に 300m!まで蒸留し，留液

50m!を分取して塩酸を加えて酸性としたのち， nーヘキ

サγ50，20， 20m!で抽出する. 抽出液を合わせ，少量

の無水硫酸ナトリウムを加えて完全に脱水したのち，内

部標準液 2m!を加えたメスフラスコに移し， 全量を

100m!とし， この 2μJをガスグロマトグラフで測定す

る.

5. 測定条件

カラム:1. 5% SE30 (Chromosorv G， AW-DMCS) 

内径 3mm，長さ 2m，ガラスカラム

カラム温度:150
0

C 

注入口および検出器温度:100
0

C 

キャリヤ~ : Nz， 30ml/min 

結果

1. 試験法の検討

OPP 12. 5mg， 25mg， 37.5mg， 50mg， 75mgを少量

の1Nの水酸化ナトリウムで溶解したものを飼料 5gに

加えて， 操作法に従い添加回収実験を行ったところ，

12.5mgから 75mgまでのいずれも95.9%"'-'98%と良好

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

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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な回収率が得られ，またガスクロマトグラムも図 lに示 2. 試料分析

した通り，妨害物もみられずテ{リングもない良好な結 飼料中の OPP-Naの定量結果を表 1に示す.数値は

果を示したので，本法は試験法として十分に使用に耐え 経過日数10日を除き，各飼料群とも 2回測定した平均値

得ると思われる. を示した.この結果から明らかなように， OPPの量は

各飼料群とも採取時までの日数経過には関係なくほぼー

A 
島

o 5 lU min 

図1. OPP-Na添加飼料より抽出したOPPのガス

経過日数1)
(day) 

。
10 

20 

30 

55 

クロマトグラム

A:ジメチルナフタリン(内部標準〉

B : 0ーフェニノレブェノーノレ (OPP)

表1. 飼料中の OPP含有量

OPP含有量 (g/kg)

4% 2% 1% O. 5% 0.25% 0.125% 

23.86 11.70 5.51 2.14 1.19 0.62 
(38.60)2)(18.92)(8.92)(3.46)(1. 90)(1. 01) 

22.42 5.30 1. 18 
(36.26) (8.57) (1. 91) 

26.20 5.40 1.17 
(42.38) (8.74) (1. 89) 

25.60 5.45 1. 27 
(41. 41) (8. 82) (2. 05) 

27.29 11.04 5.59 2.47 1.20 0.59 
(44.14) (17.85)(9.04)(3.99)(1.94)(0.96) 

25.37 11.37 5.47 2.31 1.20 0.61 
平 均 (41.03) (18.39)(8.84)(3.72)(1. 94)(0. 98) 

1) 優生致死試験開始時を 0日とした，飼料採取時ま

での日数を示す.

2) ()内は添加したOPP-Naに換算した値を示す.

定していた.

考 察

J柑繍類からの OPPおよび OPP-Naの定量法につい

てはいくつかの報告1，2) があり，また協定法として精油

定量装置を用いての方法3)が示されているが，それらは

いずれも微量な OPP(およそ 10ppm程度〉を検出する

ことを目的としたものである. 今回は試料が高濃度に

OPP-Naを添加した(1， 250ppm-----40， OOOppm)，蛋白，

脂肪等の各種栄養素を含むマウス飼料であるところか

ら従来の方法に換えて水蒸気蒸留一→nーヘキサン抽

出という簡便な方法が試みられた.この方法は添加回収

実験でも良好な結果を示し，飼料からの OPPの分離抽

出法としてはよく目的に叶ったものであると思われる.

試料の分析結果については， 各飼料群とも OPP'-Na

量の保存による経時的減少の傾向は認められず，飼料箱

に保存した飼料-中の OPP-Naは，少なくとも 8週間と

いう期間内では比較的安定であると考えられる.また各

飼料群の平均含有量をみると， 4%群で OPP-Naに換

算して41.03g/kgと添加量よりやや高い値 (1.03倍〉を

示したが，その他の各群についてはいすーれも低く，全体

で9回測定した 3群を比べると， 4%で1.03倍， 1%で

0.88倍， 0.25%でO.78倍と doseが低くなるにつれて減

少の割合がやや高くなる傾向がみられ，タブレット作製

時における熱処理等の影響によるものかとも推察され

る.

謝辞 本研究にあたり種々の御援助を賜りました当研

究所食品研究科冠政光，中里光男氏および毒性部神谷信
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オ)L-トワェエ)L-7ェノー)L-ナトリウムのマウスにおける畏期投与優性致死試験

小膝昭夫汽 吉田誠二六 縄井寿美子*， 安藤 弘*

久保喜一汽 平賀興吾ぺ 益淵正典料

Dominant LethaI Tests of Long Term Administration with Sodium 

。闘PhenylphenoI(OPP回Na)in Mice 

AKIO OGA T A *， SEI]I YOSHIDA *， SUMIKO NA W AI*， HIROSHI ANDOぺ
YOSHIKAZU KUBO*， KOGO HIRAGA* and MASANORI MASUBUCHI料

緒 言

防ばい剤オルトフェニルフェノールおよびそのナトリ

ウム塩(以下 OPPおよび OPP-Naと略す〉の変異原

性に関する報告は少ない. 花田は微生物を用いた rec

assay， reversion testにおいて OPP が陽性であるこ

とを報告したら2) しかし，白須らは徴生物を用いた rec

assay，ラットを用いた細胞遺伝学的試験， マウスを用

いた優性致死試験において OPPの突然変異誘起性を認

めていない3) 一方， OPP-Naについても賀田の微生物

を用いた recassayおよび repairtest， 石館らの培養

細胞を用いた染色体異常誘発試験，田島のカイコを用い

た特定座位法などいずれの試験においても突然変異誘起

性を認めていない4)

今回，筆者らは甘きつ類の防ばい剤として最も広く用

いられている OPP-Naについて，その変異原性の有無

をマウスを用いた長期投与優性致死試験法で検討した.

本方法は当部で開発され，従来の優性致死試験法に比べ

検体の体内での代謝や蓄積性が加味され，さらに検出感

度も高められたものであるト7)

試験材料ならびに方法

l. 実験動物 雌雄とも CD-1 マウス(日本チャー

ノレスリパ~)を用いた.雄は 4 週令で購入し 2 週間の予

備飼育後，また雌は雄購入時より 5週後に 4週令で購入

し， 4週間予備飼育したのも実験に供した.

飼育は温度25土10，湿度55土 5%，照明午前 9時~午

後 5時，換気毎時10聞の飼育室にて行った.雄はチップ

敷のプラスチックケージに 1匹飼い，雌は交配時までア

ノレミケ{ジに10匹，交配後はプラスチックケージにて 2

匹飼いとした.

2. 試料 OPP-Naは東京化成株式会社製 LotNo. 

AL01を使用した.また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 Kodack Co. 製 LotNo. B4Bを用いた.

3. 実験群の設定表 1に示す添加量群を設けた.

dose-responseがあるか否かを検討するため， また長期

投与により交尾能力が低下することを考慮、し，可能な限

り多数の群を設けた OPP-Na添加量の決定は， あら

かじめ CD-1マウスを用いた経口 1回投与による急性

毒性試験を行い， LD50 が雄で 1，000mg/kgであること

を参考にした.

4. OPP-Na添加飼料と投与方法 OPP-Naは飼料

CE-2 (日本クレア製〉に添加使用したィ雌雄とも飼料

@水道水を自由摂取させたが，雄には6週令時より 2カ

月間添加飼料を，雌には全期間を通じ無添加飼料を与え

た.

なお，添加飼料作製後，飼料中の OPP-Na含量を経

時的に測定し，その変動を調べた，測定回数は投与開始

後 0，10， 20， 30， 5.5日目の 5回とした.測定方法に関

しては縄井の報告8) による.

EMSは滅菌蒸留水にて調製し， 交配 1週間前に 200

mgjkgを腹腔内に 1回投与した.

5. 体重および飼料摂取量の測定 各群10匹の雄につ

いて， 1週間毎に体重，摂取量を測定した.

6. 交配方法雄 1に対し雌2匹を 4日間同居させて

行った.毎朝臆栓の有無を確認し，臆栓の認められたも

のを妊娠成立とみなし，その日を妊娠0日とした.

7. 寅体および胎児の観察妊娠12，13日の母獣を頚

脱により屠殺開腹し，卵巣と子宮を摘出した.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@後期死肱数を調べた.

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

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

料広島大学理学部



表 2. OPP-Naの飼料中濃度および一日平均摂取量

OPP-Naの飼料中濃度(広) OPP-Na 
一一一一一一一一一 1日平均摂
投与開始後 取量

計画時一一一一一 一 一 (mg/kg)
0日目 10自白 20日目 30日目 55日目 mean土SD

4.0 3.9 3.6 4.2 4.1 4.4 4008土1038

2.0 1. 9 一一一1.8 2125土180

1.0 0.9 0.9 0.9 0.9 0.9 996土94

0.5 0.35 一一一 0.4 446土30

0.25 0.19 0.19 0.19 0.21 0.19 222土19

0.125 0.101 一一一 O.096 119土15
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投与 群の設定

飼料投与 交配使用 交配使用
雄マウス 雄マウス 雌マウス
匹数 匹数 匹数

表1.
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1
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M
 

1
7
、

料
mJ
酌

飼

α濃
4.0 50 

2. 0 50 

1.0 50 

0.5 50 

0.25 50 

O. 125 50 --

o w ~ 100 

EMS200mg/kg 50 30 60 

60 

60 

60 

60 

30 

30 

30 

30 

比しでもどることなく低い値を示した. 2.0%以下の群

では対照群とほぼ同様の摂取量を示した.なお，投与期

間全体を通じ摂取した OPP-Na量を雄一匹当りの一日

平均摂取量として換算した値を表2に示した.

一方，雄の平均体重の経時的変化は図 2の様であっ

た.最高濃度である 4.0%群に対照に比し有意な体重抑

制が認められたが，その後潮時間復した. 1. 0%以下の

群においては対照群と何ら変化がなかった.

結果

1. 銅料中 OPP-Na添加量の経時的変化〈表 2)各

群とも投与期間中その濃度に大きな変動はみられなかっ

た.

2. 飼料摂取量(図 1)および体重(図 2)の経時的

変化雄 l匹あたりの平均摂取量を図 Iに示す. 4.0% 

群が摂取開始 1週間で大きく減少し，その後も対照群に

⑧ opp・-Na4.0 (も)

o 0 2.0 

ムム1.0
闇顕 0.5

メ 仏 25

4亀 0.125
(l) (l) 0 

@ 

5 

4 

2 

ま畏

量
ハ
g
}

取

(weeks) 

OPP-Na添加飼料平均摂取量とその経!時的変化

間期与

図1.
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50 
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体 35

重

、，gーJ、 30 
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。
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投与期間 (weeks)

図 2. 雄マウス平均体重とその経時的変化

表 3. 生殖生物 学的所見

使用動物数 交尾確認動物数 交尾率(%) 妊娠動物数 妊娠率(%)

8 ~ 4) O 5) 
9 睦栓確認日と匹数 交8交7) 交9交8) 

妊娠さO 9) 
~ 10) 8交11) 

妊娠し♀交尾12) 薬 物 女壬
妊娠さ

投匹死匹安匹
配 交配開始後 6) 娠

投与群 メ口L 尾配 尾配 せ尾
匹 せ し た た

与数 」 凱 自じ笈)( 数 1日目 2目白 3日目 4日目 言十 O O ~ ~ た た O O ♀9 

OPP-Na * 
4%  

50 3 30 60 28 5 1 29 13 48 93. 3 80.0 25 41 89.3 85.4 

2% 50 。 30 60 29 3 9 30 13 55 96. 7 91. 7 29 54 100 98.2 

1% 50 。 30 60 30 14 6 23 14 57 100 95. 0 30 57 100 100 

0.5% 50 。 30 60 29 5 7 29 14 55 96. 7 91. 7 29 53 100 96.4 

。% 60 1 49 98 48 20 14 36 21 91 98.0 92.9 46 84 95.8 95. 5 

EMS 
50 。 30 60 29 3 9 28 10 50 96. 7 83. 3 16 

22 *牢牢
55.2 44.0 200mg/kg 

1)試料投与した匹数 2)投与期間中死亡した匹数 3) 1)より選択 のめに同居させた離の合計匹数

5)同居させた雌 2匹に臆栓が確認されない時は除く 6)睦栓を確認した4日間の雌の合計

7) 5)/3) 8) 6)/4) 9)開腹時，雌に着床痕の認められたものに対する雄数

10)開腹時，着床痕の認められた雌数 11) 9)/5) 12) 10)/6) 

〈統計) ;(2検定 申 Pく0.05 ヰ** PくO.001 
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表 4. 排卵数および胎児に係わる所見

薬物投与群
妊雌

m黄総ean体土S数数D m着総ean床土S数数D m未総ea着n土床S数数D 生m総e存an胎土児S数D数 早m総e期an死土臨S数D数1)後m総e期an死土臨S数D数2〉 :m総総ea死n土臨S数数D 
娠数

OPP-Na 
41 5 9 2 5 4 0 * 5 2 5 071*8  **132033  

4.0% 14.44土l.64 13.17土l.6本9* 1.27土1.52 12.37土2.18 0.32土0.72 0.49土l.08 0.80土l.36 

2.0 54 776 *-**- 720 キ 566558***184765 牢1 
14. 37土1.5bi毛6#〉i〈 13.33土2.0*6申 l. 04土l.89 12.13土2.85 0.33土0.78 0.87土l.18 l. 20土l.4

846 卒中 786 60 732 15 39 54 
l.0 57 14.84土2.00 13.79土2.70 1. 05土2.18 12.84土2.83 0.26土0.44 0.68土1.05 0.95土1.06 

O. 5 53 7797245567796  牢 16 31 47 
14.70土1.80 13.66土2.77 l. 04土2.39 12.77土2.96 0.30土0.67 0.58土0.80 0.89土1.12 

1226 1162 64 1099 7 56 63、。 84 14.60土1.81 13.83土2.10 O. 76土1.22 13.08土2.52 0.08土0.28 0.67土l.01 0.75土l.00 

EMS 320 164 申 156 串2本 56 *-**- 61 *-*- 47 *** 108 牢

200mg/kg 22 14.55土l.79 7.45土3.9*6牢 7.09土4.牢12 2.55土3.*3*8*2.77土2.6*0*2.14土2.*1*2*4.91土2.7》id6* 

1)肉眼的に脱落膜臆のみが認められるもの の肉眼的に臨塊の認められるもの

(統計) t検定および順位和検定 * P<0.05 料 P<O.OI 料* P<O.OOI 

3. 死亡動物例 飼料投与期間中，最高濃度である4.0 

%群に 3例，また陰性対照として用いた 0%群に 1例の

死亡をみた.

4. 生殖生物学的所見(表 3)

(1) 交配使用動物数投与終了後生存じていた動物の

中から無作為に選択し交配に用いた. 4.0%群では死亡

3例と体重の増加抑制が認められたものの，その症状か

ら交配への影響はないものと判断し交配に用い， 以下

2.0%， l. 0%， 0.5%， 0 % (陰性対照)， EMS (陽性

対照〉群の計 6群を交配群とした.

(2) 交尾率 4.0%群において交尾確認、雌数が対照群

に比し有意な減少を認めたが， 2.0%群以下， EMS群と

も有意な減少はみられなかった.

(3) 妊娠率 4.0%群にわずかながら低下の傾向が認

められるが対照群との聞に有意差はなく， 2.0%以下の

群ではむしろ対照群より高い値を示した EMS群では，

我々が報告してきた数回の試験結果9，10) と同様，妊掠率

は大きく有意に低下した.

4. 排卵数および胎児に係わる所見(表4)

(1) 排卵数，黄体数を測定することにより推定した.

2.0%， l. 0%，群で対照群に比し有意な多少をみたが，

用量相関関係は認められなかった.

(2) 着床数 4.0%， 2.0%群に有意な着床数の減少が

認められた EMS群ではさらにそれが顕著であった.

(3) 生存胎見数着床数同様4.0%，2.0%群に有意な

減少を認めたが，用量相関関係はみられなかった. EMS 

群では有意な減少が認められた.

(4) 死臨数 EMS群で早@後期および総死臨数に，対

照群に対し有意な増加を認めたが， OPP-Na群では2.0

%群の総死臨数に有意な増加を示したのみであった.

総括および考案

|坊ばし、剤オルトフェニノレフェノ{ルナトリ Iウム (OPP

-Na)の優性致死誘発性をマウスを用いて検討した.実

験は OPP-Na添加飼料を 2ヶ月間雄マウスに摂取さ

せ，その聞の飼料摂取量@体重変化@死亡数を調べ，ま

た無処置未経産の雌と交配し，妊娠12，13日目に開腹，

黄体数および胎児観察を行った.

OPP-Na添加飼料投与期間中，最高濃度である4.0%

群に 3例， 0%  (群陰性対照〉群に 1例の死亡を認め

た.また各群10匹について測定した雄の体重，飼料摂取

量では， 4.0%群に有意な体重増加抑制と摂取量の低下

が認められたが， 2.0%以下の群では対照群に比して大

きな差はみられなかった.

生殖生物学的所見においては， 4.0%群に交尾雌数の

有意な低下が認められ，また推計学的に有意な差は認め

られなかったものの妊娠率でやや低い値を示した.

排卵数(黄体数〉および胎児に係わる調査では， 2.0 

%， 1. 0%群に黄体数の有意な多少が認められ，また生

存胎児数において， 4.0%， 2.0%群が対照に比して推計

学的に有意な減少を示した. しかしながら死膝数では

2.0%群の総死経数に有意な増加をみたのみで，優性致

死誘発性評価の重要な指標となる早期死膝数に有意な増

加は認められていない Rohrbornの方式11)に従って優

性致死誘発率を求めたが， 2.0%群の3.8が最も高い値を

示したにとどまり，影響はなかったものと思われる.ち

なみに既知変異原物賀である EMSでは 63.9と高い値

を示した.

今回用いた試験法は，従来のそれに比べ，長期間摂取
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し続ける可能性のある被検物質を，実際の生活に即した

条件で検討することができ，しかも低濃度の被検物質を

高感度で検出できるという点で非常に有効な方法であ

る5-7) また， 動物実験では個体差により値がパラツキ

易いが，今回はその点を使用動物数を増やすことにより

おぎなった.一方 OPP-Naの雄一匹当りの平均摂取量

は，急性毒性試験結果から得られたLD50値(雄で1，000

mg/kg)よりはるかに多くなっている.以上， OPP-Na 

には優性致死誘発性の無いことが明らかとなった.
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才)1".ト7ェエ)1".フェノー)1".の細胞毒性について

放射性ク口ム酸ナトリウムを用いた細胞憲性の検索

佐々木美枝子汽 縄井寿美子六 中尾 )1国子串

Cytotoxicity of 0岡 Phenylphenol: Assay of Toxicity by Using Radioactive 

C]'回 LabeledCell 

MIEKO SASAKI*， SUMIKO NA W AI* and TOSHIKO NAKAO* 

Cytotoxicity of o-phenylphenol sodium salt (OPP-Na) on the spleen cells and erythrocytes from 

normal C3H/HeN mice， or on the cultured strain cell， CHO一Klcell， was studied. These cells were 

labeled by radioactive sodium cromate and were incubated with various concentrations of OPP-Na， 

and then radioactivity of released 51Cr from destroyed ce11s was counted after various incubation 

periods. By the addition of 200pg/ml of OPP-Na， a11 of these cells were destroyed perfectly. The 

destruction of cells by 100 and 50μg/ml of OPP-Na were partial and the dose response relationship 

was observed in all three sorts of cells. Lower dosages of OPP-Na， 20， 10 and 5μg/ml， had no 

cytotoxic action on spleen cells in vitro. This effect of OPP-Na was considered to be nonspecific 

toxicity. However， spleen cells were killed by the addition of OPP-Na within very short incubation 

period and erythrocytes were more destroyed after long term culture with it. CHO-Kl cells were 

slightly less sensitive than the other cells. 1 t was suggested that the cytotoxic effect of OPP-N a 

would be related with the stability of cells in vitro and/or the ability of cell division. 

緒 戸羽

オルトフェニノレフェノーノレ(o-phenylphenol，OPPと

略記する〉は防カピ剤として半世紀近い歴史をもっ薬剤

である1) 我国においては OPPはミカン， レモン，グ

レープフノレ{ツなど柑橘類の表皮に塗布または噴霧して

カピの発生を防ぐために用いられ，食品添加物として認

可されている.

先に著者らは in1)itro抗体産生系における OPPの

ナトリウム塩 (OPP-Na)の作用について調べ， OPP-

Naが，高濃度では抗体産生を阻害することを見出し

た2人この際， OPP-Naの細胞毒性には細胞選択性があ

るか否か，すなわちこの薬剤が特異的に抗体産生細胞を

攻撃するのか，あるいは細胞一般に対する非特異的な毒

性作用の結果として抗体産生が阻害されるか，を確かめ

ることが先決の問題と考えられた. この点を明らかにす

るために，in vitro抗体産生実験に用いたと同じマウス

の牌臓細胞，赤血球細胞および継代培養細胞を用いて，

OPP-Naの invitroで、の細抱毒性を調べた.毒性の示

標としては，細胞に放射性クロムをとりこませ，細胞の

破壊により細胞外に解離した放射性クロムを測定する方

法をとったの. OPP-Naの毒性は実験に用いた三種類の

細胞に対しては大きな差はなく，その作用は非特異的な

ものと思われたが，細胞の分裂能の有無や invitroに

おける安定性も OPPの作用に関係するらしいことが示

唆された.

材料および方法

実験動物および細胞:近交系マウス C3H/HeN(日本

チヤ{ルズリパ~)， 16-20週令， 雌の牌臓細胞， 赤血

球細胞，およびチャイニーズハムスタ{卵巣由来の株化

細胞である CHO-KI細胞を用いた.

マウス)]専臓細胞は，脱血死させた動物より無菌的にと

り出した牌臓を仔牛血清加リン酸緩衝食塩水(以下，

PBS-CSと記す〉中で滅菌注射器およびピンセットを用

いて処理して内容物をほぐし出し， 150メッシュのステ

γ レス網でろ過後， 1， OOOrpm， 10分間遠心して集めた.

マウス赤血球は，心臓穿刺により無菌的にとり出してへ

パリン加 PBSに浮遊させ， 40に保存した血液より調整

した.保存血液はへパリンを加えない多量の PBSを用

いて 2~3 回洗浄することによりへパリンおよび溶血し

た細胞を除いた.なお牌臓細胞は調整後ただちに実験に

使用し，赤血球は採鼠後24時間以内に使用した.両細胞

とも， 3~5 匹のマウスより採取したものをプ{ルして

*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

* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 
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用いた.

CHO-KI細胞は， 対数増殖期の細胞をトリプシン処

理して浮遊状態にし， 1，000rpm， 5分間遠心して細胞を

集め，新たな培養液に再浮遊させて用いた.

オルトフェニルフェノールナトリウム (OPP-Na):東

京化成の o-phenylphenolsodium salt (C6H5C6H40Na， 

4H20， TCI-C. P. P202， Lot. AL01; T -OPP-Naと

する)および Dowchemical companyの DowcideA 

(Sodium o-phenylphenate; D-OPP-Naとする〉を用

し、Tこ.

放射性クロム酸ナトリウム(5ICr):第一ラジオアイソ

トープ研究所の放射性クロム酸ナトリウム注射液(放射

能濃度 1mCi/m/，比放射能110.....__，150mCi/m/)を用いた.

細胞への放射能ラベル，細胞培養および放射活性の測

定方法:適当な濃度に調整した細胞を 10.....__，20mlの培養

液に浮遊させ， 100.....__，200μCiの 5ICrを加えて 370恒温

槽で45分間おだやかに振とう培養することにより，細胞

に 5ICrをとり込ませた. (ラベノレ時の細胞濃度は，牌細

胞は108オーダー，赤血球は109オーダー，CHO-KI細

胞は 3x 107/100.....__，200μCi 51Crとした.)振とう培養後，

氷中に細胞を 5分間おいて反応を停止させ， 1，000rpm， 

5分間遠心して細胞を集めた.細胞は多量の PBSを用

いて 3回洗浄して， ラベルされなかったれCrを除き，

培養液に再浮遊させて，非特異的に吸着された51Crを除

くために40に30分間静置した. この後再び 1，000rpm5 

分間遠心して集めた細胞を培養液に再浮遊させ，細胞濃

度を調整した. (牌臓細胞 O.7.....__， 1 x 107/m/，赤血球 O.7 

.....__， 1 X 108/m/， CHO-KI細胞0.5X 106/mlとした.)こ

の後ただちに 51Crでラベルされた細胞を滅菌プラスチ

ックベトリディッシュに 5mlずつ分注し， 370， 5 % 

CO2の条件下で培養した.適当な時間ごとに細胞をコマ

ゴメピペットを用いて遠心管に移し，ベトリディッシュ

を 5mlの PBSで洗浄してこの洗液も問ーの遠心管に

加えて， 1， OOOrpm， 5分間遠心した. 遠心後の上清 5

mlを Tカウンタ{用のノミイアルに 1mlずつ分注し，r 

カウンター (Beckman，Biogamma™) でその放射活性

を測定した.細胞内にとりこまれた 51Crの総量を知る

ためにラベルされた細抱 5mlを 1，000rpm， 5分間の遠

心により集め，蒸留水 10mlに浮遊させて凍結融解を三

度以上くりかえして細胞を完全に破壊し，この遠心上清

を同様にカウントした. (最大解離 max 51Cr release 

とする〉 細胞から解離した放射能濃度を表わすには，

以下の計算によって， % release (max releaseに対する

百分率〉および netrelease (対照群の自然解離をさしひ

いたもの〉を求めた.

% Release=一三IReleasecpmー料BGcpm x100 
*2 Max release cpm BG cpm 
Release cpm -判ControlNet release= ..L~'-''-U''~ '-1-"" '"';':UL.LV' ....1-'''' X 100 
Max release cpm -Control cpm 

*1 OPP-Na添加実験群の cpm

*2 最大解離 cpm

*3 OPP-Na非添加対照群の cpm

*4 Bacl王 groundcpm 

OPP-Naの添加:OPP-Naは PBSに溶解し， ミリ

ポアフィルター (poresize O. 45めを通して滅菌したの

ち適当な濃度に希釈し，滅菌したマイクロピペットを用

いて，各 100μJずつを培養開始時に細胞を分注したベト

リディッシュに加えた.

培養液:牌臓細胞および CHO-KI細胞の培養には仔

牛血清を10%濃度に加えた MEM(GIBCO， F-llおよ

びF-12)を用い，赤血球細胞には仔牛血清加MEMまた

は仔牛血清加 PBSを用いた.細胞の洗浄には PBSを

用いた.いずれの場合も，ペニシリンGを 100U/ml加

えている.
結果

図 lは， C3H/HeNマウスの牌細胞 (7x 106/m/)お

も100 

100も

50 

A. Sp1een cells -------四 233;ア
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Fig. 1. 51Cr Release from Spleen Cells and 
Erythrocytes incubated with OPP幽Na
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Fig. 2. 51Cr Release from Spleen Cells incl1bated with OPP-Na 

趨 200)4g/mi 
opp・-Na

100 }句Im1

24 

よび赤血球 (7x107/ml)に T-OPP-Na(東京化成〉 び D-OPP-Na(Dowchemical : Dowcide A)各50，100 

を 200μg，20μg/ml添加して培養し， 0， 24， 48， 68 200μg/mlの毒性を比較したものである.牌臓細胞につ

時間自に細胞を遠心して，上清中の 51Crを測定した結 いては培養4時間および24時間後に，赤血球については

果である.得られた cpmは，前述したように，細胞を 24時間および48時間後に，細胞からの 51Cr解離を測定

完全に破壊した場合の 51Cr解離を 100%としたときの した. 牌臓細胞の場合，培養4時間後に;T・-OPP-Na

百分率として示した. 200μg/m1の OPP-Naは，牌細 添加細胞からの 51Cr解離は 50，100， 200μg/m1添加で

胞，赤血球に対して明らかな細胞毒性を示Gfこ.午れに 各々 79.7，103.9， 119.6%と， D-OPP-Naの場合の各

対して， 20μg/m1の OPP-Na添加では， 51Cr の解離 々54.4，63.9， 86.4%よりもはるかに多かった.対照細

は対照群との間にほとんど差がみられなかった 胞からの 51Cr解離は40.4%と40.7%とほとんど差がな

牌細胞の場合， 51Crの解離は対照細胞においても 24 いので，これは T-OPP-Na がより毒性が強いためと

時間以内に70~100%に達する OPP-Na の効果のより 思われる.両者の差は対照細胞からの cpmをさしひい

詳しい時間経過を知るために，同じく C3H/HeNマウ た netrelease %においてより明確である.しかしなが

スの牌細胞を用いて， 4時間各の測定を行った.培養細 らこの差は培養24時間後にはほとんどみられなくなり，

胞数は 0.9x 107/m1とし， OPP-Na (東京化成〉は， 両 OPP-Naの毒性はほぼ等しいと忠われる.また，赤

200μg， 100μg， 50μg， 20μg， 10μg， 5μg/m1を培養開始 血球細胞については， 24時間，48時間ともに， D-OPP-Na 

時に添加した.結果を図 2に示す. 200μg/m10PP-Na の方がより強い毒性を示した.特に 100μg/mIOPP-Na

添加群に 0および4時間培養後に特に 51Cr解離が自立 添加細胞においてその差が著るしく， 24時間自の net

つほかは， 200μg， 100μg， 50μg/m1の OPP-Na:は添 releaseはT-OPP-Na14. 8%であるのに対し， D-OPP-

加量に比例した毒性を示し，直線的な用量反応関係が成 Naでは 37.0%，48時間自には 80.4%に対し92.8%と

立するものと思われる. これに対し， 20μg， 10μg， 5 明らかな差が認められた.しかしながら，牌臓細胞と赤

μg/mlの OPP-Naには， 12および24時間目の測定で 血球細胞に対する両 OPP-Naの毒性を全体的にみ石と，

は，対照との間に差は全く認められなかった. 各々の細胞奇

表 1は，マウス牌j臓臓細胞 (1x 10び7/mlり〉およひび、赤血球 等しいと思わjれ1る弘. 
(1 X 1Q8/ml)に対する T.，..OPP・-Na(東京化成〉およ ハムスター由来の継代培養細胞 CHO-KI細胞を用い



胞を回収して遠心し， 上清中に解離した 51Ci:をカウン

トした. この結果を表2に示す. OPP-Na非添加対照

群における 51Cr解離は 35.5%， 50および 100μg/ml

OPP....:.Na添加群では40%台の 51C1'解離がみられたが，

200μg/mlOPP-Na添加群では細胞はすべて破壊され，

間最の細胞を凍結融解により強制的に破壊した場合の

51Cr解離と間程度となった T-OPP-NaとD-OPP-Na

との毒性の差は認められなかった.

考察

オルトフェニルフェノーノレナトリウムは，放射性クロ

ムをラベルした細胞からの 51C1'の解離を測定する実験

方法では，マウス牌細胞，赤血球および培養細胞である

CHO-KI細胞に対して invitroでの 50μg/ml以上の添

加により細胞毒性を示した.この用量は，in vitro抗体

産生系に対する毒性量2) と一致する.また，吉田，縄井ら

により，培養細胞に対する OPP-Naの細胞組織学的な毒

性の検討がされているが，そのデータともほぼ一致する

と思われるの. OPP-Naは200μg/mlの添加で、は invilro 

で細胞を完全に破壊し， 100μg/ml， 50μg/mlでは添加

最に比例して毒性が増す.この用量反応関係は， p1'ima1'Y 

cul tu1'e cellであるJJ専細胞や赤血球においても， 継代培

養細胞である CHO-KI細胞においてもほぼ同様に認め

られた.しかしながら，赤血球細胞のように48時間のi培

養によっても対照細胞の自然破壊が20%台であるような

安定した細胞と， リンパ球のように 24 時間以内に 70~

100%の細胞が 51C1'を解離してしまうような細胞とで

は， 自らその作用の様相が異なるかもしれない. この点

を無視して， 24時間後の 51C1'の net1'eleaseでOPP-Na

の細胞毒性を比較すると，牌細胞では50%net releaseは

ほぼ 50μg/mlの添加でおこり， マウス赤血球および

CHO-KI細胞ではそれは 100μg/mlと200μg/mlの間

の添加量によりおこる. このデ{タのみから判断すれ

ば，細胞の OPP-Naに対する感受性の高さは牌細胞，

赤血球， CHO-KI細胞のJI民になると思われる. 一方，

長時間培養しでも対照細胞からの 51C1'解離が少ない赤

血球では， 100'"'-'200μg/mlのOPP-Na添加により 48時

間以内にほぼ完全に細胞は破壊され，溶血がおこる. 48 

時間での50%net 1'eleaseは 50μg/ml付近である.

般にフェノール系薬剤は溶血性貧血の原因とされている

が，赤血球細胞，あるいは骨髄細胞にはこの種の化学物

質に対・するレセプターがあるのかもしれない.

51C1'は細胞内の蛋向と特異的に結合し， 細胞の破壊

により細胞外に放出されたのちには再利用はされないと

いわれているの. 牌細胞を用いた実験において， 100% 

よりはるかに高い解離がみられたが(図 1および 2)， 

Cytoto;、(icityof OPP-Na on Spleen 

Cells and E1'yth1'ocytes of Mice 

A. Spleen ceIls 
d 

z 
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ち%1'elease 
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て同一様の実験を行った.対数増殖期の細胞をトリブシン

を用いて培養瓶のガラス面からはがして遊離細胞とし，

リンパ球や赤血球の場合と同様に 51Crをラベルし， 50， 

100， 200μg/mlの T-OPP-Naおよび D-OPP.-Naと

共に CO2 インキュベーターで培養した • 24時間後に組i

35.5% 

40.6 

44.8 

106. 6 

も%

0 

50 

100 

200 

D-OPP-Na 



108 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 29-2， 1978 

この原因は不明である.最大解離を求めるための細胞の のか，この点は OPPの毒性のメカニズムを追求してゆ

凍結融解による破壊が不完全だったためかもしれず，ま く上で是非検討しなければならない問題である.

た， 51Crが再利用されたためかもしれない. この点に OPPおよび OPP-Naの毒性を知るためには，慢性

ついては今後さらに検討してゆくつもりである.これに および急性毒性はもとより， 突然変異誘発性，催奇形

関連して，赤血球のように分裂能力のもはやなくなった 性，染色体異常や組織病理学的変化の検索など，多方面

細胞と，牌臓細胞のようにいくつかの細胞の混在してい からの研究が必要である. OPPの細抱毒性の問題も，

る細胞群，また安定した分裂能を有する継代培養細胞の これらとの関連を考慮しつつ，これからの実験をすすめ

すべてを，同一の実験条件下で比較したことにも検討の てゆく計画である.

余地があると思われる.Crがラベルされる様式も細胞に

よって異なる可能性もある.一方， OPP-Naの添加につ

いても，その時間や方法を変えることにより新たな知見

が得られるかもしれない.これらの実験条件の検討も

今後さらにすすめてゆく必要があると思う.

OPP-Na が食品添加物として認可されるにあたり，

その純度を示すためのいくつかの規格が設けられた5)

D-OPP-Na (Dowcide A)はすべての点でこの規格に合

致するが， T-OPP-Naは水酸化ナトリウム含量が規格

より高く，また液性 pHもわずかに高い. (広門@溝入

ら，未発表〉この点を考慮してD-OPP-NaとT-OPP・・-Na

の細胞毒性を比較したが， 両者の牌細胞， 赤血球，

CHO-KI細胞に対する毒性にはほとんど差がみられな

かった. 図2および表 1-Aにおいて， 培養4時間目に

結 論

オルトフェニルフェノール@ナトリウム塩(OPP-Na)

の invitroにおける細胞毒ー性を， 正常マウス牌臓細

胞，赤血球細胞， および継代培養細胞である CHふ KI

細胞を用い，放射性クロム酸ナトリウムをラベルした細

胞からの放射性クロム解離率を測定することにより検討

した OPP-Na200μg/mlは各細胞に対しでほぼ完全

な細胞破壊をもたらした. 100μg， 50μg/mlでは添加量

に比例した細胞毒性がみられ， 用量反応関係が成立し

た.

OPP-Na の毒性はこれらの細胞に対してほぼ同等と

忠われ，選択的にある細胞を攻撃する傾向はなかった.

また，水酸化ナトリウム含量の異なる二種類のOPP-Na

の細胞毒性を比較したが， 著るしい差はみられなかっ

T-OPP-Naの毒性が特に著るしいのは，その高い pH た.

に原因があるかもしれない. (液性 pHは T-OPP-Na

では12，D-OPP-Naでは11である.)しかし組織培養液

は5%CO2 の条件下できわめて緩衝能が大きいので，

この pHはかなり短時間で中性付近に修正されてしま

う.このため，長時間培養では， pH12とpH11のアル

カリ液を培養液 5mlに対して100μf加えたための pHの

差はほとんど問題とならないのであろう.一方，表 1-

Bに示したように，赤血球に対する毒性は 100μg/mlの

のD-OPP-Naの方が同濃度の T-OPP-Naよりもはる

かに高くなっている.両者の細胞に対する毒性に差があ

るのかどうか，あるとすればそれは何に起因するものな

参考文献
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オJ(..ト7ェニニJ("7ェノーJ(..の invitro坑体産生におよ{ます影響について

佐々木美枝子犬 中尾順子牢

思ffectof o-PhenylphenoI on the the Immune Response in vitro 

MIEKO SASAKI* and TOSHIKO NAKAO* 

An effect of o-phenylphenol sodium salt (OPP-Na) on the primary immune response in vitro 

was examined. By the addition of 3000 and 300μg/ml of OPP-Na， PFC of cultured spleen cells 

from normal mice with sheep erythrocytes was reduced remarkably. The addition of 30μg/ml of 

OPP-Na made a little influence on the antibody formation in vitro. This suppressive effect of 

OPP-Na on the immune response might be caused by its nonspecific cytotoxicity. 

緒 言 し，仔牛血清を10%に加えた PBS(リン酸緩衝食塩水〉

オルトフェニルフェノール (o-phenylphenol: OPPと 入りのベトリディッシュ内で，ピンセットを用いて細胞

略記〉は柑橘類の防カピ剤として食品添加物としての使 を PBS中にしごき出し， 150メッシュの滅菌ステンレ

用が認可されている薬剤である. 当研究所毒性部では ス網を通して組織塊を除いた.ついで低速遠心 (1，000

OPP の安全性を確かめるために， 慢性および急性毒 rpm， 10min)により細抱を集め， PBSを用いて二度洗

性，変異原性，催奇形性，細胞毒性など各方面から検討 浄後，培養に用いる培養液に再浮遊させて，107/mlに

をすすめているが，その一環として OPP の invitro 調整した.

抗体産生系におよぼす作用について調べた.毒性研究に 培養液としては， MEM (Minimal Essential Medium 

おいて，免疫系に対する影響については各種薬剤ゃいく GIBCO-Fll)に必須アミノ酸， 非必須アミノ酸，ピノレ

つかの金属について個々に研究はなされているが，確立 ピン酸ナトリウム(すべて GIBCO製品〉を強化し，非

された方向性は未だない.本実験は，今後この問題を追 (動化した牛胎泥血清 (FCS: GIBCO) を20%濃度とな

求してゆくうえでの第一段階として行ったものである. るように加え，炭酸水素ナトリウム溶液によりpH7.4と

材料および方法 したものを用いた.

動物:近交系マウス C3H/HeN (日本チャールズリ 抗原としては，ヒツジ赤血球〈日本生物材料研究所，

ノミ~)， 16週令，雌を用いた. 緬羊保存血， SRBCと略記する.)を PBSを用いてニ

オルトフ z ニノレフェノール:東京化成オノレトブェニル 度洗浄した後，培養液に再浮遊して 10%SRBC浮遊液

ブェノールナトリウム塩 (o-phen)匂henolsodium salt， とした.この 10%SRBCを，牌細胞浮遊液に対して

C6H 5 • COH40Na. 4H20， TCI-C. P. Lot. ALOl)を 1/100vol加えた(約107SRBC/ml). 

用いた. 抗原を加えた 107/ml牌細胞浮遊液 1mlをマールブ

In vitro抗体産生法 Invitroにおける抗体産生は ノレック瓶の内瓶に入れ，外瓶には 10mlの培養液を入れ

市販のマールプルック培養瓶を用いて，マールフゃルック て370， 5% CO
2 の条件で培養した.

により記載された方法により行つた1) マ一/ルレフ

瓶は，透析i膜摸をへだてて外瓶と内瓶の培養液が接するよ O. 1タ%百(w/vの〉濃度に PBSに溶解したものを0.4伍5μのミリ

うに作られている培養瓶でで、ある.通常，内瓶に抗体産生 ポアブイ/ルレタ{を用いて減菌しい，細胞培養開始時時.にその

細胞および抗原， 外瓶に十分量の培養液を入れ， 370， 0.03mlずつをマールブルック内瓶に加えた.対照とし

炭酸ガス培養器で数日間細胞培養を行うことにより， ては， OPP-Naの代りに PBS0.03mlを加えた.

in vitroで抗体産生細胞を誘導することができる.抗体 用いたマウス牌細胞の backgroundの抗体産生(抗

産生細胞としては，正常 C3H/HeN マウスの牌臓細胞 原を加えない場合の抗体産生〉をみるために， SRBCを

を用いた.脱血死させたマウスの牌臓を無菌的に別出 加えない牌細胞も同じ条件で同時に培養した.

*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
本 TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuhいku，Tokyo， 160 J apan 
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抗体産生細胞数の測定:前述したような invitroの

第一次免疫系では，抗体産生細胞は培養 2日目頃より出

現し， 4~5 日目に最高数となる.適当な時期に，マ{

ノレブ、ノレック内瓶よりパスツーノレピペットを用いて細胞を

遠心用試験管に移し，内瓶を少量の培養液で洗い出した

洗液も加えて低速遠心により細胞を集めた.回収した細

胞は培養液で2度洗浄後， 各々 1mlの新しい培養液に

再浮遊させた.この細胞浮遊液を，予想される抗体産生

細胞数に応じて適当に希釈したのち， その 0.4mlに50

% SRB C O. 05mlおよび補体 (MILES. モノレモット補

体)0.05mlを加え，室温で十分混合した. 混合細胞浮

遊液各 O.lmlをカニンガムチェンパ{に封じ， 370で30

分から1.5時間培養し，抗体(SRBCに対する溶血素〉を

産生する細胞から放出される搭血素と補体の作用により

SRBCが溶血して肉眼的にプラークとして認められる溶

血斑の数を抗体産生細胞数(PFC数一一一plaqueforming 

cell number) とした PFC は同一実験群について 3~

5回数え，その平均値をとった.

結果

OPP-Na 3， 0.3， 0.03mg/ml/107 spleen cells添加

群および非添加対照群の PFC数を比較した 2回の実験

の結果を表に示す.抗原刺激をあたえなかった細胞(去

のAg付〉の background PFC数は，培養4日自に夫

々93土40と60土10であり， この佃iは使用した牌細胞が実

験前に感作されていないこと， および正常の back

ground をもっ細胞であることを示す. また OPP-Na

を添加せず，抗原刺激のみをあたえた実験群の PFC数

は4日目に夫々 1，450土50，2，425土1，316で， この実験

条件により invitroで十分な一次免疫反応がおこった

ことを示している.これに対して， OPP-Na 3l11gおよ

び 0.3mgを培養系に加えたものでは，抗体産生はほと

んどおこらず，培養4日目の回収細胞はほとんどゼ、ロで

ある. 0.03mgの OPP-Na添加群では， 2回の実験と

も，対・照よりやや少ない数の PFCが認められた. この

実験結果から， OPP-Naの抗体産生細胞に対する LD50

は，300~30μg/ml/107 cellsの間にあることが推定され

る.

考察

In vitro抗体産生系に対して OPP-Naは 300μg以

上で抗体産生を完全に阻害するような毒性を有すること

が判ったが， この実験からは，この薬剤が抗体産生のど

の段階に働いてその毒性を発揮するのかは不明である.

低分子物質の抗体産生におよぼす効果については，いく

つかの抗生物質などの医薬品や金属なとやについての報告

が散見されるものの，その数は高分子物質のそれに比べ

ではるかに少ない Kollerらはl11ethylmercuryをウサ

ギに経口投与した場合に抗体産生能がおちること久 お

よび methylmercury を投与したマウスでは一次免疫反

応のみが抑制されることから，この物質はB細胞あるい

はプラズマ細胞に作用して IgM抗体産生を抑制する可

能性があると述べているの.また，瀬戸らりも，in vitro 

抗体産生系において同様の結果を得ている.しかしなが

ら， OPPの場合， 抗体産生系細胞に特異的な作用があ

るとはいいがたく，その毒性はむしろ細胞全般に対する

非特異的な作用であると思われる.この点を明らかにす

るためには，まず OPPがどのような細胞を攻撃するか

を調べる必要がある OPPに特異的な細胞選択性があ

るか否かを明らかにした上で，in vitro抗体産生に対す

るその毒性の本態を追求してゆく方向で今後の実験計画

をすすめている.

Effect of OPP-Na on the Pril11ary Immune Response in vitro 

recovered cell 
011 day 4 

Exp. 1 Ag付 OPP-N日付 30.3土4.3X 105 

Ag付ー) OPP-Na←) 47.8土2.3

OPP-Na 3l11g 。
0.3mg 10 

0.03mg 44.3土2.3

Exp. 2 Ag付 OPP-Na付

Ag(刊 OPP-Na付

OPP-Na 3mg 

0.3mg 

0.03mg 

on day 3 

73 

1250 

0 

15 

1000 

P F Cd/a culture 
on day 4 

93土40

1450土50。
50土O

604土131

60土10

2425土1316。
。

1000土212

on day 5 

48 

1550 。
5 

63 
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結 論

OPP-Naの細胞毒性について， マウス牌臓細胞のと

ツジ赤血球にする invitro抗体産生系を用いて検索し

た. 3 mg/ml， 0.3mg/mlの OPP-Naの添加により抗

体産生が著るしく阻害されることがわかった.

参考文献

1) Marbrook， ].: The Lancet， 2， 1279， 1967 

2) Koller， L. D.， Exon ]. H. and Arbogast， B. 

]. Toxicicol. Environment. Health.， 2， 1115， 

1977 

3) Koller， L. D. et al: Proc. 80c. ExρBiol. 

Med.， 155， 602， 1977 

4) 瀬戸博，秋山和宣言，溝口 勲:東京衛研年報，

28-1， 212， 1977 



東京衛研年報 Ann.Rep. Toわ'0 1I1etr. Res. Lab. P.H.， 29-2， 112-115， 1978 

チアベンダゾー)[..(TBZ)のマウスを用いた催脅形性試験

小限昭夫*， 安藤 弘ぺ 久保喜一本， 平賀興吾ヰ

Teratological Tests of Thiabendazol (TBZ) in斑ice

AKIO OGATA汽 HIROSHIANDO六 YOSHIKAZUKUBO牢 andKOGO HIRAGA牢

はじめに

防ばい剤再点検の一環として， チアベンダゾーノレ

(TBZ)の催奇形性をマウスを用いて検討した.

試験材料ならびに方法

1. 実験動物 ]CL-ICRマウス雌雄を日本クレア紛

より 4週令時に購入， 8.-...-13週令(体重 24.0~31. Og) 

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土 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 CE-2 および水道水を自由に与え， 試験開

始(交配)時までアルミケージに10匹，交配後はプラス

チックケージにて 1匹飼いとした.ただし雄マウスは交

配前 1週間より 1匹宮跡、とした.

3. 交配方法 1 1終夜間居により，翌朝!箆栓の確

認されたものを妊娠動物とみなし，その日を妊娠O日と

した.

4. 試料 チアベンダゾール (TBZ)は東京化成制製

Lot No. A101を使用した. 溶媒は日本薬局方オリー

ブ油(宮沢薬品~ Lot No. F.ハ 09)を用いた.

5. 試料投与最の決定 マウスでの経口投与による

LD50 が 3.6g/kgであることを参考にした.

6. 観察方法 妊娠7日より 15日までの 9日間毎日 1

回経口投与を行なった.妊娠マウスはAからDまでの 4

群に夫々 16匹を無作為に割り当て， A群は TBZ24%油

溶液 (2，400mg/kg/day)投与， B群13%液 (1，300mg)

投与 C群 7%液 (700mg)投与 D群オリーブrAlのみ

(1 Oml /kg/ da y )投与とした.

体重測定および一般状態の観察を毎日行ない，妊娠18

日にエーテルにより麻酔屠殺し，次の検索を行なった.

属殺後直ちに開腹，子宮を開き着床痕，早・後期死亡

JJ台児，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.

生児は， 95%エチルアルコールで固定後アリザリンレ

ッド Sで骨格染色1)を行ない骨格異常の有無を調べた.

7. 結果のまとめ 西村の報告2) に準拠して行なっ

た

試験結果

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とした体重増加率の推移は図 1に示

す通りで，オリーブ油のD群に較べ， A， B， C群では

投与後抑制がみられ，それは TBZ用量と関連して認め

られた.A群では妊娠11日， 13日， 17日に夫々 1匹， 14 

日， 15日夫々 2四， 16日3匹，計10匹 (62.5%)が死亡

した.D群の l匹は投与の失敗により妊娠10日に死亡し

た.また死亡したマウスおよび妊娠しなかったマウスの

ほとんどが睦口よりの出血を認めた.

2) 剖検所見および器官重量.妊娠の成立を確認した

マウスと妊娠しなかったマウスの解剖所見では， A群，

B群のほとんどすべてと C群の l部のマウスの腎臓に腎

単位で、の壊死を認めた.器官重量では表 1に示す通りで，

D群と比較して B群では肝臓が体重比重量で重く，姉・

心寸専@左右腎臓が絶対重量，体重比重量でともに重かっ

た.またC群では肝・肺@左右副腎が体重比重量で重く，

心・ IJ平・左右腎臓が絶対重量，体重比重量で重かった.

すなわち，重量を測定した器官は副腎と卵巣を除き，す

べて用量との関連をもって重量の増加が認められた.

2. 胎児に係わる所見 1) 妊娠の成立 D群におけ

る途中死亡の l例を除き，妊娠18日の屠殺開腹時に妊娠

(着床〉成立を確認した母体はA群1/6(16.7%)， B群

8/16(50%)， C群15/16(93.8%)， D群14/15(93.3%) 

で用量増加に伴う低下が認められた.妊娠の成立した母

体ではすべてに生児を認めた. (表 2)

2) 妊娠黄体数，着床痕数，生児数，死亡児頻度(早

@後期〉および性比:死亡児頻度は A群は 1母体であ

るが40%，B群21.0%でD群に対して有意 C群8.7%，

D群 4.2%で用量増とともに死亡児が増加した. 逆に平

均生児数は減少した.黄体数，着床数，性比には差を認

*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
中 Tokyoル1etropolitanResearch Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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図1. TBZ臨界期投与試験

(妊娠7-15日， 9回投与〉

めなかった(表 2). 

3) 生児体重 :B群が雌雄とも D群と比較して有意に

113 

D 

小さく， c群の雌重量がD群に較べ有意に小さく，用量

増とともに小さい傾向を示した(表 2). 

4) 生児外表奇形@異常 :A群口蓋裂 3 (母体数 1)， 

B群口蓋裂27(6)，開眼 2 (2); C群口蓋裂17(8)， 

開眼4 (2); D群口蓋裂 1 (1)，開眼 1 (1)が認め

られた. (表 3)表中に示した頻度(広〉は各母体単位で

の数値を平均して群の値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群に対し TBZ投与のB，C群いずれにお

いても奇形(口蓋裂〉の発現数に推計学的有意|生があ

り，用量一反応関係が認められた.

5) 骨核奇形@変異@化骨進行度@奇形としてはB群で

胸椎および肋骨の癒着が夫々 2例， C群で肋骨の癒着が

2例認められ，発生頻度は 0%，3.22土6.30%，1. 25土

3.37%， 0%で群聞に有意差を認めなかった.変異を有

するものの出現頻度では，対照であるD群に較べA群で

頭蓋骨の形成不全が高く B群で過剰胸骨核が{尽く，胸

骨核の縮小，分裂が高く推計学的に有意であった.化骨

進行度では対照D群に対しB群では前肢指骨平均化骨数

および腰椎後椎骨数で，またC群の腰椎後椎骨数で有意

な遅延が認められ，高濃度 TBZ投与のA群でも明らか

に遅延の傾向が認められた.

総括および考按

チアベンダゾール (TBZ)の妊娠マウス母体および胎

表1. TBZ臨界期投与試験

群
体母数

日干 臓 ，心 j臓 1早 臓 腎臓(左〉 腎臓(右〉
g 

mg1/111g 00g 
mg mg 

mgl/n1g 00g 投 与 量 g/100g mg/100g mg/100g 

TBZ 
1 

3.11) 152.4 313.2 228.0 248.3 
A i，4OOmg/l.王g 11. 32) 562.4 1155.7 841. 3 916.2 

TBZ 
8 

3. 1土0.21 142.3土10.6宇中* 240. 0土104.8**牢 235.5土32.3*** 241. 4土31.6**ヰ

B t，3OOmg/l.王g 11.1土O.72** 513. 3土48.3*** 862.0土352.6*ヰキ 845.8土87.2**本 865.4土78.5*卒中

TBZ 
15 3.0土O.29 141. 9土12.6ヰ*申 171. 7土35.8申申申 224.0土19.2本** 236.7土20.0キ宇中

C iOO;;;g/kg 10.8土0.67'同 506.8土26.1申牢本 611.4土106.6申*ヰ 801. 4土19.2ヰ** 846.9土61.6牢申*

D オリ{ブ油 14 
2.8土O.16 130. 7土4.9 135.8土25.1 206.7土13.1 215.4土16.1 
10.0土O.71 471. 9土33.5 489. 1土90.7 745.4土56.9 777.0土69.2

群
母体数

日市 副腎(左〉 副腎〈右〉 卵巣(左〉 卵巣(右〉
mg mg mg mg mg 

投 与 j芸ELL mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g 
…一一一]一 一

TBZ 
1 

228.6 3.3 2.4 7.8 10.4 
A i，4OOmg/kg 843.5 12.2 8.9 28.8 38.4 

TBZ 
8 

210.8土28.6*** 4. 1土0.67 3.6土0.90 10.6土2.70 11. 1土2.39
B i，3OOmg/kg 758. 7土92.1*** 14.8土2.16 12. 9土2.78 38.5土10.95 40.1土8.41

TBZ 
15 

194.4土18.6 4.2土0.67 3.9土0.50 10.8土2.65 11. 1土2.15
C iOO;;;g/kg 694. 7土44.1* 15. 1土2.12* 14.0土1.89ヰ牢 38. 5土8.92 39.5土2.15

D オリーブI由 14 191. 2土58.4 3.8土0.65 3.4土0.65 10.9土2.18 10.8土1.61 
684.9土180.1 13. 7土2.32 12.3土2.41 39. 1土7.19 38.8土5.44

SD 2)妊娠 0日 gに対する重量平均土 SD
キ D群と比較して P<0.05 料 P<0. 01 牢料 P<O.OOl 
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表 2. TBZ I臨界期投与試験

都i

( TBZ、
¥ mg/kg ) 1数|数!数民数!土 snl土 SD1.合計;早期1!諮問!土 SDI土 SD I o ~ 

A 
(2，400) 116 I 10 I 1 1 13 9 I4D.O 0 40.0 3o3  

B I "" I ~! ~ I ~ i 13. 0 12. 1 21. O*! 7. 3中 13.7 ! 10.4* 
(1，300) 116 I 0 1 8 I 8 士2.07 土2751士お 7 土9.4 土227 士3.11

c i16i 。!15[15i13.9i13.0 i8.7!2.9!5.8i12.0 
(700) !.LU I U 1 .Lu 1 .Lu 1土2.231土2.39I :1::6.8! 土5.5I土6.11土2.39

D _".'<1.'¥ 1161 1 1141141 ，1~.~" 1 ，1~.~" I ，4:.，2~ ，O~9~ i' ，3;，3 
(オリーブ油)I .10 I 1. 1 1.L!， i 1.L! I土1.91 1土1.86 ! 土7.2I 土3.3I 士4.7

a) I陸栓を確認したもの b)交尾後屠殺までに死亡したもの c)検索の際，着床のあとが認め

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

g )1)着床痕および無定形の臨塊の認められるもの g )2)頭部@四肢の認められるもの

(統計) a)~cl): i.2検定 e ) f ): t検定 g):順位和検定 h): t検定 i )順位和検定 j ): t検定

* P<0.05 料 P<O.Ol 林中 P<O.OOl

表 3. TBZ I臨界期投与試験

タト 表 観 察
{j's 

(TBZ) 
mg/kg 

A 100 口蓋裂 3 I 。(2，400) 

B 22. 口蓋裂眼 .271! 。
(1，300) 土32.38 開 2

C 11. 07ヰ 口蓋裂限 17 I 。
(700) 土15.66 開 4

D 1.34 口蓋裂i恨 1i 1 。
(オリーブ油〉 土3.48 ! 期・ 1

1)各母体単位での数髄を平均して群の値とする

b)尾@四Il交等の方向奥J常，血)J重，浮!鹿，その他の

病変

(統計)a)b):順位和検定 *Pく0.05料 *pく0.001

児におよほす影響，特に催奇形作用の有無を|臨界JtJJ大量

経口投与により試験した. 試験は， 妊娠7日から 151=1 

までの 9日間毎日 1回投与により，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 2，400

mg/kg/clay (A群)1， 300mg (B {l~の 700mg (C群)と

した.母体体重は用量と相関して強い増加抑制が認めら

れ，l¥.群では10四 (62.5%) が任娠18日までに死亡し

た.また死亡した動物を含め任娠しなかった動物で、は院

口より出血がみられ流産と考えられた.妊娠18日の肉眼

的解剖所見ではA，B群のほとんどすべての母体に， C 

群では 1部の母体の腎!践に腎単位の壊死を認めた.母体

器官重量においては卵巣および副腎を除いた主要器官に

用量相関を示す増加が認められた.

胎児に係る所見では，黄体数，着床数の平均および性

比に有意と認めら;lLる変動はみられなかった.死亡児発

生頻度は用量増とともに高く，生児数は少なく用量相関

のうかがえる変動を認めた.また生児体重は雌雄とも用

量増と関連して小さくなった.胎児の外表奇形@異常で

は特異的な奇型の型は認められなかったが， 口蓋裂の発

生頻度の増加が用量一反応の関係で、認められた.骨格観

察ではB， C~l平に肋骨および)J旬椎の癒着がみられたが，

全例 (3匹〉に口蓋裂を認めたA群 (2，400mg/kg)の胎

児に奇形はみられなかった.変異の出現頻度では頭蓋骨

の形成不全，胸骨核の縮小，分裂に用量一出現関連がや

やうかがわれる程度であった.化骨進行度では明らかな

用量と相関性のある遅延を認めた.

以上，本試験では極めて商用量で TBZの催奇形性を

示す結果を得た. Seiler3l の総説によれば TBZはマウ

スを用いた 51止代にわたる飼育試験で飼料中濃度 200

ppmまで， ラットを用いた 31lt代試験で 40mg/kg/clay

まで害的影響を与えなかったといわ;h.る. 一方， TBZ 

と向じ benzimiclazole化合物の Parbenclazol に催奇形

性があり， benzimidazoleの誘導体とみなされる Thio・

phanaleではマウスで本試験の場合と同じ口蓋裂の発生

を低頻度であるが認められたといわれ， benzimiclazole 
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表 4. TBZ I臨界期投与試験

続 骨 格 観 祭

察
奇形児ω 変異を有する児の頻度ごと SD(%)A 化骨進行皮土 SDA 

孟)1 31 0 1 - 1州 o1 0 1o 1 0 1 0 1 011…。1~諮問!お i:71 1800 
〈1 ，~00) 1 831矧備蓄:212591J協同;lfJ4山:|f品却品叫弘r抗机叫?元弘到;L科81:凶ιfムt出品hd♂品雌!三弘:L2
品品0)1卜1吋Bベ叩4収Jf沼為却:L7ト附同骨閥癒蹴 21 0 1 B品m品淵?色笠訪協凶tg認為判?支弘到;L判41:ム品叫2お品叫?交弘;与判2バ11ム品2品山i詰Jιふ叫;rれμ叫7九:921ω9211却弘釘約抗?浮弘?弘0J;科3」!0 | lお812構造::iftji li抑制11.38土112 

d プ油川

化合物中には催奇形性を示すものが存在するようであ

る.今後例数を増し，他系統，他種動物をも使用して，

TBZの催奇性の有無を確認したい.

要 旨

防ばい斉リチアベンダゾ{ル (TBZ)の ]CL-ICRマウ

スにおける催奇形作用を臨界期経口投与により試験し

た.

妊娠7日から15日までの 9日間 1日1回 2，400mg/

kg， 1， 300mg/kg， 700mg/kgを投与し妊娠18日の胎児

についての外表@骨格の奇形@異常を検索した.

母体の体重抑制@器官重量の増加@胎児の発育遅延な

どを認め，特に外表奇形で口蓋裂の用量相関性のある有

意な増加を認めた.

文献

1) Dawson， A. B. : Stain Tech.， 1， 123， 1927 

2) 西村秀雄:先天異常， 16， 175， 1976 

3) Seiler， ]. P. : Mutation Res.， 32， 151， 1975 
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アセトアミノ 7ェンのラットを用いた亜急性轟性試験

林田志信*， 高橋 i専へ 平賀興吾*

Subacute Toxicity of Acetaminophen by Food Administration to Rats 

SHINOBU HA Y ASHIDAぺHIROSHIT AKAHASHI* and KOGO HIRAGAネ

Acetaminophen (以下 AAP とi略す〉はアニリン誘

導体の解熱@鎮痛薬で1893年来治療に導入されている.

同属には acetanilidや phenacetinがあるが， これらの

主代謝物は AAP であり，これが解熱・鎮痛効果を現

す本態であるといわれている AAPは治療量において

は安全性が高いとみられているが，過量で致命的な肝臓

の壊死を起し，また腎臓障害，低血糖性昏睡あるいは血

小板減少症等がみられるらわ.最近 AAPに変異原性が

認められへ同属の phenacetin には癒原性が確認され

ため.

本報告はラットを用いた AAP の癌原性試験におけ

る最大投与量5) を決めるために行った AAP添加飼料に

よる13週間にわたるラット飼育試験の結果である.AAP

添加量の決定は，同一系統ラットを用いて行った経口急

性毒性試験 (LD50;雄1.7-2. 2g/kg，雌3.1-4.4g/kg)の

結果を参考とした.

試験方法

試料 AAPを5，2. 5， 1. 25， O. 625および0.3125%

の割に添加した日本クレア同型飼料 CE-2 (水分 8.0，

粗蛋白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 Ca1/100g) の供与を国立衛生

試験所より受けた.

試験用動物 日本チヤールス@リバー社生育の近交系

Fischerラット (F344/DuCr j)雌雄を 4週令で購入，

室温25土1
0

C，湿度50'""--'60%，換気毎時10回， 照明午前

6時から午後 5時までの barriersys tem 飼育室におい

て，前回および床面が網のステンレス製個別飼ケージに

収容，自動給水装置(細菌ろ過器経由〉付ベルト式飼育

架台にて飼育した.試験開始前の飼料には CE-2 を用

し、た.

観察法 各試験飼料毎に雌雄ラット夫々 10匹を用い，

飼育架台にランダムに配置し 5週令時より試験飼料の投

与を行い，水道水とともに自由摂取させた.

動物の一般状態は毎日観察し，体重は毎週，飼料摂取

量および食水量は隔週に測定した.

試験期間は13週とし，終了時剖検後脳，心臓，肺，肝

臓，腎!蹴(左右)，牌臓，下垂体，副腎(左右)，胸腺，

卵巣(左右)， 子宮， 精巣(左右)， 前立腺の重量を測

定，血清生化学的検査，血液学的検査を行った.

一般状態の観察，体重測定は午前 9時から10時の間に

行い，飼料摂取量は飼料投与量と 7日間摂餌後の残余量

およびケージ受冊への飼料コボシ量を測定し〔投与量一

(残余量十コボシ最)J/ 7により求めた.解剖に当って

はラットを背位に国定，そけい部を切開後大腿動@静脈

を切り放出する血液を遠心管とへパリン処理試験管に採

取，放血致死せしめた.血液学的検査ではへパリン処理

試験管に採取した血液を用い Coulter Counter Model 

S (Coulter Electric社製〉により白血球数 (WBC)，

赤血球数 (RBC)，ヘモグロピン量(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)および平均赤血球ヘモグロピン濃

度 (MCHC)を測定した.血清生化学的検査では遠心管

に採取した畠液より得た血清を味の素KK分析センター

に委託し GOT，GPT， LDH， ALP， TTT， ChE活

性，総ピリノレピン，総コレステロール， トリグリセライ

ド，sーリポ蛋白，総蛋白量， A/G比，尿素窒素， クレ

アチニン，尿酸量，ナトリウム，カリウム， クロール濃

度を測定した.

検査結果の推計学的検討に当っては危険率を 5%に置

し、Tこ.

(本試験においては解剖@病理組織学的検索も行った

が， これらの所見については藤井らのが別に報告する)

結果

一般状態 5%添加飼料摂取ラット(以下 5%群〉は

飼料のコボシが多く，試験開始後 3日頃より痩せが目立

ち克奮様で鉛筆の先をケージに入れると攻撃的に岐むも

のが多かった.次第に衰弱し 6日目雄の 1例が死亡した

のをはじめとして雄 6日1，7日1，12日1，15日1，

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

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ] apan 
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表 1. 飼料摂取量(10例平均土 SD) 

実験週¥群 0%(対照) 5.0 % 2.5 % 1. 25% 0.625% 0.3125% 

2 
11. 8土1.331) 3.5土0.43* 6. 1土0.84* 10.2土1.15* 11. 3土O.54 11. 0土O.82 
(95. 5土7.43)2) (53. 2土6.84)(6)*(82.3土9.78)ヰ (99. 2土10.43) (97.3土5.17) (90. 7土7.40)

4 
13.8土2.65 5. 1土1.06* 12.6士2.17 13. 9土1.33 13. 5土1.72 
(77. 7土8.57) (59.9土14.09)ヰ (91.4土10.01)*(84.1土5.52) (78.7土4.27) 

6 
12. 8土2.63 5. 2土0.87中 11. 9土2.26 13.5土1.32 13. 3土1.88 
(60.0土6.76) (60.7土10.27) (72. 0土6.09)* (66. 7土3.54) (63.0土4.21) 

8 13. 7土1.95 5. 9土1.61本 12.8土1.60 13.6土1.06 13. 5土1.52 
8 (58‘2土3.90) (67.0土19.61) (69. 0土3.33)* (59.2土1.29) (57.2土2.09) 

10 14.2土1.55 7. 1土1.05* 12.9土1.07* 14.2土0.97 13.9土1.21 
(55. 1土2.08) (72.9土10.62)ヰ (62.1土3.55)本 (56.8土2.31) (54.3土1.94) 

12 
14. 5土1.25 6.9土1.76* 13. 3土1.37申 14.0土0.59 13.8土1.22 
(53. 1土2.61) (66.9土15.28)* (59.0土4.45)* (52.9土2.16) (51. 6土3.64)

2 
8.8土0.84 3.3士一 4.9土0.83* 9.0土0.97 9.2土0.46 9. 1土1.12 

(88.6土9.05) (58.9土一)(1) (77.7土10.94)*(100.4土10.66)*(94.3土5.18) (92.2土5.96)

4 
9.5土O.70 4. 5土1.07* 9.7土1.13 10.0土0.72 9.9土0.97

(76.1土3.78) (62.3土14.54)* (85.2土7.90)中 (79.4土5.06) (79.3土6.52) 

6 
8.8土1.01 4.2土0.65* 9. 1土1.21 9.2土0.79 8. 7土1.19 

9 
(63.8土5.65) (60. 1土9.19) (71. 1土5.44)*(66.0土3.45) (62. 8土6.64)

8 
9.3土O.57 5.4土0.68* 9.6土1.10 9.4土0.75 9.4土0.67

(63.6土1.41) (76. 8土6.80)ヰ (68. 9土3.37)*(62.9土2.86) (63.3土2.53) 

10 
9. 5土O.75 5.2土0.91本 9. 5土1.02 9. 7土0.60 9.6土0.84

(61.6土3.50) (72. 0土17.41) (63.5土4.74) (61. 7土2.97) (61. 2土3.74)

12 
9. 9土O.52 5. 1土1.90* 9. 8こと0.97 10.0土0.61 9. 7土O.65 

(62. 1土4.35) (66. 5土21.58) (62. 9土3.59) (61. 6土3.22) (59. 8土3.26)

1) gjratjday 2) gjkgjday 牢対照と比較してP く0.05

表 2. Acetaminophen摂取量(10例平均土 SD) 
一一一一一一一一一一一…一

5.0 % 2.5 % 1. 25% 0.625% 0.3125% 
一一 ←一一一一一一一一一一 一 一一一一一

2 
175土21.7 152土21.01) 128土14.4 71士3.4 34土2.6

(2666土341.8)(6) (2060土245.0)2) (1241土130.4) (608土32.4) (283土23.2)

4 
129土26.6 158土27.1 87土8.3 42土5.4

(1499土351.8) (1143土125.0) (526土63.7) (245土13.4) 

6 
130土21.8 149土28.3 85土8.2 41土5.9 

(1519土256.9) (900土76.1) (417土22.1) (196土13.2)

8 8 
147土40.3 160土20.0 85土6.6 42土4.8

(1678土492.4) (863土41.5) (370土8.1) (179土6.4) 

10 
179土26.4 161土13.4 89土6.1 43土3.8

(1825土265.8) (777土44.1) (355土14.4) (169土6.1)

12 
172土43.0 166土17.1 88土3.7 43土3.8 

(1675土382.2) (738土55.9) (331土13.5) (161土11.3) 

平均 1709mgjkgjday 944mgjl王gjday 435mgjkgjday 206mgjkgjday 

2 
165土ー 124土20.7 112土12.1 57土2.9 28土3.5 

(2946土ー)(1) (1945土273.4) (1255土133.3) (589土32.2) (287土18.5) 

4 112土2366.37. 121土14.1 62土4.5 31土3.0 
(1558土 7) (1065土98.8) (496土31.5) (247土20.3) 

6 
105土16.3 114土15.1 57土4.9 27土3.7 

(1504土229.7) (889土67.9) (412土21.6) (195土20.6)

♀ 8 
135土17.2 120土13.7 59土4.7 29土2.1 

(1923土170.3) (862土42.2) (393土17.9) (197土8.0)

10 
130土22.9 119土12.8 61土3.8 30土2.6

(1802土435.9) (794土59.2) (385土18.6) (191土11.8) 

12 
128土34.6 122土12.2 62土3.8 30土2.0

(1663土538.9) (787土44.7) (385土20.3) (186土10.1)

平 均 1732mgjkgj da y 942mgjl王gjday 443mgjkgjday 217mgjkgjday 

1) mgjratjday 2) mgjkgj day 
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表 3. 飲 量 (10例平均土 SD) 

0%(対照〉 5.0 % 2.5 % 1.25% 0.625% o. 3125% 

2 
16.2土1.91) 12.6土6.0 9. 1土1.3* 14.8土3.3 17.0土2.0 16. 2土2.1 

(131. 1土10.3)わ(197.9土5.2)牢(8) (123.0土15.2) (143. 2土30.2) (145. 7土16.9)* (133. 7土20.3)

4 
18.0土3.2 9.6土3.3* 16. 0土2.7 17.8土2.0 17.3土3.1 

(101. 4土10.6) (111.8こと44.6) (116.2土11.8)本 (107.6土10.2) (100.3土10.8) 

6 
18.8土4.0 8. 6土2.1* 15. 7土3.2 18.0土1.6 18.4土3.3 
(88.3土11.2) (100. 2土24.4) (94. 9土9.9) (88.9土6.3) (87.0土9.4)

8 
19.5土3.4 10.5土4.9申 17. 7土4.0 21. 2土1.6 19. 7土3.0
(82.4土7.8) (120.2土10.7) (94.8土16.6) (92. 2土7.0)* (83. 1土7.6)

10 
20.5土3.7 11. 1土3.1本 17. 5土2.4* 20.3土1.5 21. 8土8.7 
(79.3土9.9) (112. 7土25.6)ヰ (84.0土8.0) (81. 4土4.3) (85. 2土64.1) 

12 
20.6土2.2 11. 6土1.7本 19. 1土2.2 21. 0土1.2 19. 2土1.8
(75. 3土4.8) (112.7土16.5)* (84.5土6.5)* (79.3土6.1) (71.5土4.6)

2 
13.4土4.7 13.9土12.0 9. 1土5.8ヰ 12. 8土4.9 14.0土5.0 15. 0土15.7 

(135.8土35.1) (262. 5土61.1) (147.9土44.6) (142.6土56.7) (141. 9土60.1) (151. 3土11.7) 

4 
15. 3土1.6 7.3土2.8申 14. 9土2.9 16. 1土1.4 14.6土2.3

(122.0土13.4) (103.2土33.7) (131. 3土23.2) (128.0土8.6) (116. 2土17.3)

6 
15.6土1.6 6.9土2.7牢 14.6土3.6 15.3土3.1 13.8土2.8

(113.4土12.5) (99.5土44.6) (112.6土21.5) (109. 4土18.4) (98. 7土18.1)

17. 1土1.7 8. 0土0.9* 15. 5土3.2 21. 0土17.0 15. 1土2.5
8 (117.4土11.7) (114. 7土16.9) (110.8土18.9) (141. 3土27.3) (102.1土16.4)

10 
15. 9土2.7 8.0土2.0* 16. 1土2.3 17.9土3.2 14.6土1.8

(103.0土14.7) (110. 0土32.7) (107.4土13.2) (113. 1土16.9) (93. 1土10.4)

12 
16. 3土1.6 7.5土1.9本 17.8土2.9 17.3土1.9 16. 5土2.3

(102.1土12.2) (98.9土16.8) (114. 2土16.7) (106. 9土10.4) (101. 6土15.2)

1) gjratjday 2) gjkgjday キ対照と比較してP く0.05

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 
W e.e k s 

16日2，17日3， 18日l例， mf~ 7日5， 8日2， 12日

1， 1413 1， 16日1例が死亡した.すなわち試験開始後

6日目より 18日目までに全例死亡し雄は 16• 17日目

に，雌では 7日目に50%が集中していた.目が黒くみえ

るものが多く， 死亡時に血尿を伴っているものがあっ

た.

2. 5%群においても飼料のコボシはやや多く， 痩せも

やや目立った. 5%群にみられた他の症状はあまり顕著

ではなかった.雄は全lYU生存したが， u出:は試験61，70， 

86日目に各 1例計 3例が死亡した.

1. 25%群， 0.625%群， 0.3125%群では対照群と差を

認めなかった.

飼料摂取量表 1に示すように 5%群は 1回だけ，し

かもラット数が死亡により雄 6匹，雌 1匹だけの値であ

るが，対照群の約1/3の摂餌量であった. 2.5%群では対

照群の約 1/2の摂餌量であるが体重比摂取量は 8週頃よ

り対照群に優る値を示した. 1. 25%群雄は対照群にやや

図1. 対照群体重に対する試験群体重増加(抑制〉率 下廻る慎餌量であったが体重比摂餌量は優っていた.雌

での摂餌量は対照群と同等か，やや優り体重比摂餌量は

大であった. 0.625%1洋， 0.3125%群では対照群と差を

示さなかった.

( 1一試験群の体重増加率い 100
対照群の体重増加率/

×一x 5%群，一 2.5%群，ムーム1.25%1洋
0-0 0.625%群，.6.一.6.0.3125%群
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表 4. 体 重(推10例平均土 SD) 

96.2土3.01) 96.3土2.8 95.7土2.8 95.9土1.4 95.0土3.3 95.2土3.1 
(100.0土o)2) (100.0土0 ) (100.0土0) (100.0土0) (100.0土0) (100.0土o) 
123.8土5.8 63.8土4.7 73.9土3.7 103. 5土3.8 117.0土4.4 121. 4土2.6

(128. 3土4.4) (65.8土4.6)本ω(76.6土3.1)ヰ(107.6土3.5)牢(122.6土1.9)* (127. 0土2.3) 
150.8土12.5 51. 3土6.6 80.2土4.6 120.2土6.4 140.9土5.4 146.1土10.0
(156. 6土10.7) (52. 8土5.8)*ω(83. 8土4.9)* (125.3土6.3)牢(148.3土4.3) (153.4土8.0)
176. 9土18.1 86.6土4.5 137.5土10.3 165. 1土7.5 171. 4土14.7 

(183.4土16.1) (9QO土4.9)牢(142.8土10.1)本(173.3土7.3) (179.5土12.6)
196. 0土27.1 81. 4土5.9 151. 2土16.0 184.9土10.3 192.0土18.0

(203.4土25.1) (85.0土5.3)* (157. 6土16.1)* (194.6土9.9) (201. 6土17.0)
211. 8土28.3 86.1土5.1 164.6土19.1 203.0土13.2 210.2土20.2
(219.5土29.8) (89.3土4.1)* (171. 2土19.8)*(213.3土12.3) (220.4土20.7) 
221. 4土28.3 86.5土5.0 173.8土20.8 218.9土15.4 224.3土22.3
(229.9土33.8) (89.3土3.8)本 ( 181.2土21.5)キ (230.4土14.7) (235. 7土23.0)
236. 1土32.8 88.3土6.2 185.7土20.2 230.3土17.7 236.0土23.9
(244.9土31.9) (91. 6土5.3)ヰ (193.1土20.8)* (241. 9土16.5) (247.6土25.3)
246.3土31.1 90.5土8.2 196.3土20.6 240.8土18.0 246.4土23.5
(255. 7土29.5) (94.5土7.4)本 (204.6土21.3)ヰ (253.4土16.1) (258.9土24.5)
257.9土29.2 98.7土9.8 208.8土21.1 250.0土17.6 256.3土21.7
(267.9土28.4) (103. 1土9.3)牢 (217.6土21.0)* (263. 1土15.9) (269.4土23.4)
267.2土27.9 100.9土9.5 217.8土21.5 258.8土16.6 260.1土21.9 
(277.6土26.9) (105.3土8.6)中 (227.0土21.3)* (272. 4土14.6) (275.5土21.8) 
273.9土 2~9 10&0土10.6 225.7土19.1 265.5土14.2 268.4土20.3
(284.6土24.4) (107. 5土9.5)* (235.3土19.0)本 (279.4土11.4) (281. 5土22.2)
282. 5土24.7 103.6土10.8 235.0土19.9 273.5土13.7 275.2土19.5
(293.5土23.1) (108. 1土10.0)* (245.0土20.0) (287.9土11.4) (288. 7土22.4)
288.6土24.9 108.4土11.0 242.7土18.9 282.7土14.3 284.2土20.3

14b)(299.9土23.9) (113.2土10.1)* (253.0土18.6) (297.5土11.3) (298.8土23.5)

1) g 2)体重/実験第1週体重x100=体重増加率*対照と比較してP く0.05a)実験開始3目前体重 b)実験終了時体重

l 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

表 5. 体 重(雌10例平均土 SD) 

重

¥

ノ

、

ノ

¥

ノ

、

ノ

、

l
ノ

、

ノ

¥

ノ

、

ノ

¥

ノ

¥
l
ノ

、

ノ

一

'

区

・

1
0
0
1
9
6
5
7
1
7
2
7
6
5
9
1
2
7
3
0
6
9
1
5
9
3
1
〕
針

。仏
0
6
.
4
1
a
a
4
.
4
a
丘
a
a
-
a
a
7
.庁
h
a
z
-
-
1
a
a
a
a
a
一
時

土
土
土
土
土
土
土
土
土
土
+
一
土
土
土
士
一
土
士
一
土
土
土
土
土
土
士
一
土
土
土
土
一
了

5
0
3
8
9
1
8
1
5
6
5
6
4
8
6
5
6
9
6
0
9
6
3
9
1
3
1
5
一芳、

昭
悦
鋭
脱
は
沼
部
位
認

ω却
侃
必

n.仏
乃
弘
悦
尻
町
.
日
弘
侃
侃
回
札

η.
他
一
樹

1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
1
2
1
2
5
q
 

f

k

f

k

f

k

f

k

f

k

f

、
f

k

f

¥

f

k

f

k

f

k

f

k

f

k

f

k

一

堂

フ
一1
j

T
D
 

¥

ノ

¥

ノ

¥

ノ

¥

ノ

1
ノ

¥

}

ノ

、

ノ

¥

ノ

、

ノ

¥

ノ

、

l
ノ一ニヨ一一

¥
ノ
¥
ノ

1
5
0
1
9
4
1
1
8
4
4
2
3
0
3
6
4
3
8
9
7
5
7
8
a一重

q

b

q

J

o

o

-

-

-

-

-

-

-

-

・

・

・

・

・

・

・

・

一

」

』

い

-
5
6
5
5
5
5
6
6
5
5
6
6
6
7
6
6
6
6
6
5
6
6
6
6
一羽円

2
0
4
4
土

土

土

土

土

土

土

土

土

土

土

土

土

土

土

土

土

土

土

土

土

土

土

土

正

問

土

土

土

土

5
4
2
5
7
8
2
2
3
9
8
2
4
7
4
8
6
2
4
8
0
0
3
4
一
時

5
0
3
Q
U

・

-

-

-

-

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

.

 

・
・
・
一
仁
ト

・
2
6
6
2
2
0
9
8
4
4
9
1
2
4
7
0
8
2
2
6
5
0
0
6
一
3

2
0
8
8
1
3
2
出
回
目

3
6
4
7
4
8
5
8
5
9
5
9
6
9
6
0
7
ゆ
ム
口

8
0
9
1
1
1
1
1
J
1
1
1
1
1
1
4
1
1
i
1
4
1
1
1
1
1
1
1
1
2
1
2
Z
H
 

1

1

(

(

〈

f

k

(

/

L

(

(

f

k

f

k

f

L

C

五日

f
t
¥
f
k

一日

V

*

*

一

昨

ψ

本

牢

牢

¥

ノ

¥

/

¥

ノ

¥

ノ

¥

ノ

¥

ノ

¥

ノ

ー

ノ

1
乙
ヨ
己

、l
ノ

¥
l
ノ

¥

ノ

¥

ノ

1

6

4

2

0

5

5

4

¥ノ

8

6

2

3

一ぱプ

7
2
3
5
7
9
5
7
・

・

・

・

・

・

・

6
U
4
8
1
・

7
・
・
・

1

一、ノ

・
9
山
ハ

Uワ白

1ょ
A吐

Q
U
A晶
・

1i
・
・
・

1ょ
・
ハ

UAU
つ
山
・

1i
一
a

2
0
2
2
4
5
7
9
9
1
1
1
1
1
1
1
9
1
7
8
9
1
8
1
1
1
9
1
一

土
土
土
土
土
土
土
土
土
十
一
十
一
土
土
土
土
土
土
土
土
土
土
土
土
土
土
土
十
一
士
一
時

2
0
9
6
6
3
7
2
3
8
6
0
5
7
8
6
4
8
8
1
2
8
0
6
7
8
9
5
一
l
r

a
o
Q山
ワ

h
a
-
-
a
I
a
&
4
.
4
L
9
1
E
4
.
9
仏

1
L
ι
1
a
仏

5
9
一
φ

8
0
8
0
0
2
1
3
2
4
2
5
3
6
3
6
4
7
4
8
5
8
5
8
5
9
6
9
一

1i1i1i守
よ

1
i
1
i
1
i
1
i
1ょ
1
i
1
i
1
i
T
i
1
i
1
i
1
i
1
i
1
i
1
i
1
i
1ょ
1i1i14一
》

/
t
¥
/
l
¥
f
L
/
t
L
/
t、、

/
t
¥
/
l、、

f
・¥
/

{

¥

/

I

¥

/

・
¥
/
{
、
、

/
t
¥
/
t
¥
一
Y
I

ω

ゆ

り

ω

3

一て

*

申

H

M

α

ヰ

G

一
ノ

*

*

本

¥

ノ

ヰ

キ

キ

半

、

ノ

キ

ヰ

¥

ノ

キ

一

-
I
L

1
3
ノ
¥
}
ノ
¥
ノ

1
ノ

ワ

山

、

l

ノ

¥

ノ

¥

J

1
ノ

つ

山

、

ノ

¥

}

ノ

4ム

QU

一L
え

5
3
1
9
4
8
4
・

3
2
3
2
6
6
1
8
5
・

0
6
1
3
・
・

3
2
孟吃

-
n
u
-
-
-
-
3
4
・・
7
じ

の
U
4ニ
hdnUFhU

同

huA吐

QU1ム
ワ
'
ワ
4
門

i
円
。
只

Uウ
dQU
只

U
Q
U
1ム
に

u
n
o
o
O
Q
U
1ょ
1ゐ
可
4
0
0

一LSF

土
土
土
土
土
土
土
土
土
土
土
土
土
+
一
土
土
土
土
土
十
一
土
士
一
土
土
土
士
一
土
土
一
と

9
0
8
7
5
6
3
8
7
4
5
5
5
5
8
7
1
1
8
5
8
2
8
3
7
8
7
4
Z尽

1
0
3
7
8
3
2
7
0
6
0
5
8
3
0
5
3
9
4
1
4
2
5
3
4
1
9
7
平
1

8
0
6
7
6
8
7
8
7
8
7
8
6
8
7
8
7
8
7
9
7
9
7
9
7
9
7
9
一文

f

k

f

¥

/

L

f

k

f

¥

/

L

f

k

/

l

、

fa--、

ft、、

f

k

f

L

f

¥

一

f
'
¥

一
*

ω

一率

申

一

円

H

¥
j
ノ

¥

ノ

エ

H
M

i

l

l

一増

2
0
2
5

一重

土

土

土

土

一

8
0
6
0

一体

L
仏

Z
丘

二

一

8
0
5
6

一
O

ーム

f
¥

一n
U

/
t
¥

一1ム一×
一
己

3
1
一

'

幻

1
ノ

一

-

一

む

¥

ノ

¥

ノ

¥

ノ

、

ノ

¥

ノ

¥

ノ

¥

ノ

¥

ノ

¥

ノ

¥

ノ

¥

ノ

A
吐

Q
U
¥ノ
¥
ノ
一

EVP

4
9
4
3
5
9
1
0
0
0
4
4
9
0
1
1
6
4
6
3
7
・・

9
6
8
2
z
u
r

n
u
n
U

一
潤
司
-

2
0
3
3
3
4
3
4
5
5
6
6
7
7
8
8
8
7
9
9
9
9
1
1
7
8
7
7
一話

土

土

土

土

土

土

土

土

土

土

土

土

土

土

土

土

土

土

土

土

土

土

土

土

土

土

土

土

一

日

9
0
3
7
5
9
7
2
9
1
6
8
2
5
5
2
0
9
4
2
9
0
5
5
9
9
7
9
E伺

2
0
9
弘

3
ι
丘
L
1
Q山

8
丘
2
L
6
&
n
u
n仏

4
ι
5
a
A凶
1
4
a
0
5
一験

8
0
9
1
1
3
2
5
3
5
3
6
4
7
4
7
5
8
5
8
5
8
6
9
6
9
7
0一
肢
に

1i1i1i1i1i1iTi--1i1i1i1i1i1i
喝

141i1i1i1i1i1i1i1i内
心
一
回
耳
J

f

L

f

k

f

t

¥

f

k

f

‘
¥

f

k

f

k

f

k

f

k

f

k

f

k

f

k

f

k

f

k

一
/
/

一重一体

、、JJ
一

lhU
目、，
J

A
官
一
ワ
山

噌

E

ム

一

u
b
 

、目ノ
司

E
ム

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 



120 Amz. Reρ. TollYo .Metr. Res. Lab. P.H.， 29-2， 1978 

表 6. 食餌効率 (7日間の体重増加量 g/7日間の摂餌量g) x 100 
一 一一一一一一一一一一一一

実験週¥群 0%(対照〉 5.0 % 2.5 % 1. 25% O. 625% O. 3125% 

2 32. 1土6.61) -63.0土36.9(6)2) 14. 5土3.9 23. 0土5.4 30. 0土4.6 31. 8土5.1

4 18.3ま9.4 -18.6土25.7 14. 8土5.5 20.2土3.6 21. 5土4.9

6 9.3土16.3 -0.1土11.5 10. 9土2.7 16.6土2.8 15. 0土3.4
8 

8 11.3土6.7 O. 6土24.2 11. 9土4.2 11. 0土2.3 11. 1土3.3 

10 9. 5土2.9 3.5土13.5 9. 9土5.5 8. 9土3.4 4.0土8.5 

12 8. 5土3.5 -0.8土14.0 9. 9土4.6 8. 1土2.3 6. 9土4.9 

2 22.8土4.2 -43.2 (1) 12. 7土5.6 19. 8土5.0 21. 8土3.4 22. 7士4.3 

4 9. 1土2.1 -11. 6土33.2 10. 8土6.0 9. 1土3.7 9. 3土3.3

6 6.5土2.5 -7.5土8.9 9. 1士3.3 7.9土3.3 6. 2土4.1 
9 

8 5. 4土4.3 5.8土6.1 8. 5土4.2 3.9土4.2 6.0土2.1 

10 2. 1土2.8 -0.7土17.9 1.7土4.2 1.7土2.4 1.9土4.0 

12 6.2土5.4 -20.1土62.3 3. 7土3.1 3.6土2.5 5. 5土5.9

1) 10例の平均土 SD 2) 例数

表 7. [血液学的検査

0%(対照〉 2. 50% 1. 25% 0.625% 0.3125% 

WBC (x 103/mm3) 5.85土0.681) 13. 77土4.39* 6.22土1.17 6.11土0.66 6.60土0.35中

RBC (x 106/mm3) 8. 489土O.241 4. 844土O.707* 8.046土0.311本 8.4.98土0.289 8. 566土0.258

HGB (g/dl) 16.4土0.61 11. 9土2.21本 16.3こと0.47 16.6土O.55 16. 5土0.57

e3 HCT (%) 44.2土1.09(1c>>2) 35.4土4.24*帥 44.6土1.81(10) 44.6土1.94M 45. 1土2.48(9)

MCV (μ3) 53.5土0.97 73.9土4.97* 56.6土0.84* 53. 7土0.95 54.0土1.87 

MCH (μμg) 19. 7土0.62 24.8土1.69* 20.6土0.64* 19.8土0.34 19. 5土O.71 

MCHC (%) 37.0土1.15 33. 7土3.82牢 36. 3土1.18 37. 1土O.76 36.4土2.41

WBC (x 103/mmり 5. 35土0.42 11. 37土5.86* 5.37土0.94 5. 45土0.98 5.42土1.02 

RBC (x 106/mm3) 8.118土O.330 4.094土1.345牢 7.813土0.306本 8.028土O.309 8. 189こと0.233

HGB (g/dl) 17.0土1.20 9.6:1:3.23* 16. 8土0.63 16. 5土O.70 16. 7土0.42

~ HCT (%) 44.4土2.64(10) 28.4土9.30*(7) 44. 1土2.24(10) 44.4土1.97(10) 45. 0土2.23(10)

MCV (μ3) 56.0土2.31 69. 5土2.87* 57. 7土1.49 56.6土1.57 56. 1土2.07 

MCH (μμg) 21. 2土1.53 24. 1土1.40キ 21. 8土O.82 20. 8土O.26 20. 7土O.52 

MCHC (%) 38. 0土2.31 34.6土2.50本 38. 1土1.93 37. 1土1.34 37.0土1.79 

1)平均土 SD 2)例数 牢対照と比較してP くO.05 
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表 8. JIJl清生化学的検査〈雄〉

GOT (KU) 

GPT (KU) 

LDH (WU) 

ALP (KAU) 

TTT (SHU) 

ChE (ムpH)

0%(対照〉

111.5 土 20.4刊~2)

46. 7土7.4(1~ 

713.2土176.2(10) 

30. 9土2.9(10)

O. 76土o.53M 

0.12土0.03(10)

総ピリルピン(mg/dl) 0.38土O.10M 

総コぬおール 59.5土4削

トリグリセライド
ém~/dtS I I 145.6土18.4(10)

Fーリボ蛋白(l11g/dl) 145.9土16.2帥

総蛋!き1(g/dl) 6.92土0.23帥

A/G 1. 44土0.17帥

尿素窒素 (mg/dl) 22.2土1.8(10) 

クレアチニン(mg/dl)0.47土O.16(10) 

尿酸 (mg/cll) 1. 69土0.58帥

ナトリウム (mEq/l) 140.3土2.9(1~ 

カリウム (mEq/l) 5.86土O.47(1~ 

クロール (mEq/l) 104.0土3.3(1~ 

2. 5 % 

210.2土85.2*(8)

149. 3土79.2牢(8)

599. 7土188.0(8)

32.9土10.1(8)

O. 33土0.15(3)

O. 10土0.04(8)

0.26土0.06(3)

83.。土38.2(3)

48.3土1.5*(3) 

80.6土20.6ヰ(3)

5. 56土0.72(3)

1. 63土0.06(3)

16.6土1.5*(3) 

O. 13土0.15(3)

2.30土0.92(3)

141. 0土2.0(3)

6.20土0.62(3)

106.3土1.2(3) 

1. 25% 

82.8土25.4中(8)

39. 1土8.8(8)

674.3土270.2(8)

29. 1土3.0(8)

0.47土0.30(8)

0.11土0.04(8)

0.40土0.14(8)

58.6土6.6(8)

90.3土21.3牢(8)

116. 5土20.1本(8)

7.00土0.31(8)

1. 48土0.14(8)

22.8土2.3(8)

0.52土0.13(8)

2.22土0.44本(8)

141. 0土1.9(8) 

5.92土0.59(8)

104. 0土1.6(8) 

1)平均 土SD 2)検査例数 *対照と比較してP く0.05

表 9. 血清生化学的 検 査 ( 雌 〉

0%(対照〉 2.5 % 1. 25% 

GOT (KU) 104. 1土17.41)(10)2) 388. 7土257.。串(7) 76.2土16.4申(9)

GPT (KU) 45.2土7.6(10) 219.0土119.7*(7) 36.0土5.5本(9)

121 

0.625% O. 3125% 

72.8土9.5*(9) 104. 0土33.6(10)

32. 6土2.7吋9) 43.0土9.3(1cy

557. 1土127.4ヰ(9) 632.5土293.7(10)

29.3土4.2(9)

O. 58土0.25(9)

0.11土0.03(9)

0.34土0.10(9)

65.2土4.0ヰ(9)

127.0土18.9*(9)

130. 5土29.9(9)

7.33土0.20ヰ(9)

1. 50土0.19(9)

21. 4土1.2(9) 

0.47土0.14(9)

1. 81土0.57(9)

140.5土2.9(9)

5.98土0.45(9)

101. 5土0.9*(9)

0.625% 

86. 1土21.9(9) 

39. 0土5.4(9)

28.5土2.56(10)

O. 64土0.38(9)

O. 12土0.02(10)

O. 35土0.10(9)

58. 7土3.3(9)

131. 1土22.2(9)

135.0土31.1(9) 

6.91土0.22(9)

1. 48土O.15(9) 

22.2土1.4(9) 

0.45土0.27(9)

1. 65土0.92(9)

141. 5土1.42(9) 

5. 72土0.67(9)

101. 3土1.5*(9) 

0.3125% 

103.3土31.1M 

45.5土16.6M

LDH (WU) 717.8土209.7M 727.8土272.0(7) 486.4土162.6*(9) 589.0土235.5(9) 707.8土406.7(1~ 

ALP (KAU) 28. 3::l: 2. 4(10) 31. 5土6.7(7) 25.4土3.8(9) 23.4土3.7(9) 26.8土4.1(1~ 

TTT (SHU) 0.30土0.17(8) O. 7土一 (1) O. 30土0.29(9) 0.28土0.21(6) 0.33土O.19(9) 

ChE (ムPH) O. 79土o.12M O. 13土0.03本(7) 0.60土O.10*(9) O. 78土0.10(9) O. 79土O.11M

総ピリルピン(mg/dl) O. 26土0.05(8) 0.20土一 (1) 0.22土0.01(5) 0.25土0.08(6) 0.24土0.11(9)

総コ((グレmmスリgg//テセd d ロ{ノレ
64.2土5.7(8) 58.0土ー (1) 70.0土8.0(5) 70. 1土9.2(6) 66.4土7.0(9)

トリ ライド 57. 5土6.8(8) 82.0土一 (1) 56.2土10.1(5) 59.3土10.4(6) 58.3土11.0(9) 

Pーリボ蛋白 (mg/dl)47.0土8.8(8) 111.0土一 (1) 49. 8土18.1(5) 55.6土32.9(6) 49. 1土17.0(9)

総蛋白 (g/dl) 6. 18土0.28(8) 5.00土ー (1) 6.44土0.46(5) 6.26土0.50(6) 6.26土0.45(9)

A/G 1. 65土0.14(8) 1. 80土一 (1) 1. 58土0.19(6) 1. 56土0.18(6) 1. 64土0.10(9)

尿素窒素 (mg/dl) 21. 1土2.0(8) 27.0土ー (1) 20. 6土5.8(5) 19. 1土1.8(6) 20.3土2.5(9)

グレアチニン(mg/dl)0.27土0.07(8) 0.0土一 (1) 0.28土0.22(5) 0.33土0.08(6) O. 23土O.13(9) 

尿酸 (mg/dl) 2. 30土0.42(8) 3. 50土一 (1) 2. 18土0.27(5) 2. 16土0.19(6) 2.21土0.43(9)

ナトリウム (mEq/l)142.6土2.3(8) 147.0土ー (1) 144. 6土1.8(5) 141. 1土2.3(6) 141. 5土2.5(9)

カリウム (mEq/l) 5.67こと0.39(8) 6. 10土一 (1) 5.64土0.57(5) 6.21土0.84(6) 6.01土0.93(9)

クローノレ (mEq/l) 105.7土2.5(8) 108.0土ー (1) 107.0土2.5(4) 106.0土2.3(5) 104. 1土2.0(7)

1)平均土 SD 2)検査例数申対照と比較して P くO.05 
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表 10. 器官重量(雄〉

器
0.3125% 

(10) 
0%(対照〉

(10)ι〉

2.5% 
(10) 

1. 25% 
(10) 

0.625% 
(10) 

日首

IL..' 

肺

肝

腎臓(左〉

腎臓(右〉

牌臓

下垂 体

副腎(左〉

副腎(右〉

胸腺

精巣(左〉

精巣(右〉

目自 立 線

1878.4土134.91) 1635. 5土24.9本 1833.6土42.1 1888.1土39.1 1882.5土42.3
(653.7土58.9)わ (1520.3土134.7)* (758.6土56.7)キ (668.8土32.9) (665. 0.::l:::48. 9) 

769.0土56.5 390.3土60.9本 681.7土50.1* 766.4土47.7 731. 6土55.3
(266.3土10.7) (358.9土36.5)本 (280.8土12.1)* (270.4土8.5) (257.0土14.0)

875.9土41.3 480.5土32.1中 763.9土45.9ヰ 847.3土52.7 831. 8土40.9*
(304.4土20.1) (444.5土26.7)* (314.9土9.9) (299.2土12.7) (292.9土15.1) 

9.826土0.831 5.333土0.691* 9.343土0.925 10.790土0.497* 9.906土0.893
(3.404土0.147) (4.921土0.519)* (3.841土O.157)ヰ (3.816土0.140)* (3.479土O.161) 

862. 1土87.1 601. 5土72.5* 812.4土64.5 911. 4土44.1 857.0土48.5
(298.2土13.3) (556.5土67.1)牢 (334.5土13.1)* (322.1土12.1)* (301. 5土9.1) 

845.0土70.3 575.1土65.1* 787.7土43.7* 909.2土55.9 845.8土61.3 
(292.6土9.9) (532.6土62.7)* (324.8土11.7)ヰ (321.3土15.9)串 (297.3土11.7) 

555.8土43.5 399.5土100.9牢 413.9土45.7* 521. 7土28.9* 546.8土37.1
(192.4土8.7) (365.7土74.1)* (170.0土8.0)* (184.2土7.7)* (192.4土11.3) 

!臓

臓

8.32土1.19 
(2.82こと0.27)

20.5土2.8
(7. 1土0.9)

19.7土1.8
(6.8土0.5)

181. 1土18.8
(62.8土4.5)

1399土62
(487土39)

1379土71
(480土44)

300土44
(103土14)

5.63土1.15中 7.36土1.23 
(5.21土1.19)* (2.99土0.53)

7.99土0.83
(2. 78士0.30)

7.64土0.90
(2.65土O.33) 

11. 9土2.1* 16.9土3.5ヰ 20.3土2.3 18.8土2.4
(11.0土2.1)* (6.9土1.5) (7.2土0.6) (6.5土O.7) 

10.9土3.1* 15.5土2.4* 17.5土1.6ヰ 17.2土1.7申

(10. 1土2.9)ヰ (6.3土0.8)* (6.1土0.6)* (6.0土0.6)*

22.9土9.1キ 150.9土27.7* 180.8土19.1 180.6土28.8
(21.1土8.1)* (62.1土9.8) (64.2土8.6) (63.3土8.7) 

236土26申 1199土62* 1388土84 1365土40
(218土16)* (495土36) (491土16) (482土33)

225土15キ 1151土69* 1269土214 1331土61
(208土21)* (476土38) (450土78) (469土23)

a)例数 1) mg/rat (肝臓 g/rat)

*対照と比較して Pく0.05

38土12キ 237土44* 278土45
(35土8)* (97土15) (99土16)

2) mg/100g体重(肝臓 g/100g体重〉

294土76
(103土23)

AAP摂取 量 表2に示す通りである.平均 1日体重 に雄では対照群の体重増加率と比較し約20%の抑制がみ

kg当り摂取量は2.5%群雄 1，709mg，雌 1，732mg，1. 25 られた.雌ははじめ10%前後の抑制であったが次第に田

%群雄944mg，雌942mg，O. 625%群雄435mg，雌443mg 復に近づき最終的には 3%の抑制にとどまった. 0.625 

0.3125%群雄206mg，雌217mgとなった%群は雄で1~から 5 週にかけてやや増加抑制がみられ

飲水量 表3に示す通りで，摂餌量と大体比例した飲 たが以降は雌と同様に対照群と変らない体重増加を示し

水量となっていた. た. 0.3125%群は雌雄とも対照群と変らない体重増加で

体重表4 (雄)， 5 (雌〕に示す通りである 5 % あった.

群は試験開始とともに激減し 3週以内に全例死亡. 2.5 食餌効率 摂餌量と体重増加量より求めた食餌効率を

%群は第 1週に雌雄とも約30g減少，以降やや回復した 表 6に示した.多少バラツキがあったが1.25%群， 0.625 

が，雌では試験開始時体重までに復することなく途中 3 %， 0.3125%群では対照群の食餌効率と大差を認められ

例の死亡がみられた.雄は第10週頃より試験開始時体重 なかった. 5%， 2.5%群では負の値を示す場合が多か

に復し試験終了時までわずかに増加し，死亡例はなかっ った.

た. 1. 25%群は体重増加がやや鈍であり図 1に示すよう 血液学的検査成績表7に示すように 2.5%群雌雄で



器 官¥群
0%(対照〉
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表 11.器官重量(雌〉
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a)例数 1) rng/rat (肝臓 g/rat)

*対照と比較して Pく0.05

83土35* 395土106 432土82
(103土12)* (238土61) (253土46)

2) rng/100g体重(肝臓 g/100g体重〉

437土98
(255土61)

は V{BCの増加と顕著な貧血が認められた. 1. 25%群 下がみられた.雄では 2.5%群より程度は小さいが同様

雌雄では RBCが軽度であるが有意な減少として認めら にトリグリセライド， sーリボ蛋出量の減少を認めた.

れた. 0.625%群， 0.3125%群雌雄では有意な変動を示 また，尿酸の有意な増加がみられた. 0.625%群雌では

すものはなかった. 有意な変動は認められなかったが， GOTと GPT活性

血清生化学的検査成績 血清貴の不足あるいは溶血等 は低下の傾向であった.雄では1.25%群と同様なGOT，

により検査例数に不揃いを来たしたが，その結果を表 8 GPT 活性の低下と LDH活性の低下， トリグリセラ

(雄)，表 9(雌〉に示した. 2.5%群雄では GOT，GPT イド， sーリボ蛋白の1.25%より軽度な減少とクロ{ル

活性の上昇， トリグリセライド， sーリボ蛋i主1:量の低下 の減少が認められた. 0.3125%群では雄のクロ{ノレが軽

が認められた.雌でも GOT， GPT活性の上昇が認め 度の減少と認められた以外対照群と差はみられなかっ

られたほか， ChE活性の低下がみられた. トリグリセ た.

ライド， s-リボ輩出に関しては例数 1のため評価出来 器官重量表10(雄)，表11(雌〉に示すように2.5% 

なかった. 1. 25%群では逆に GOT， GPT活性低下が 群雌雄ではいずれも器官重量も有意に小さし体重比重

雌雄でみられ，雌では更に LDH活11=.，ChE活性の低 量は脳，心臓，肺，肝臓，腎臓， !碑臓，下垂体，副腎で
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有意に大きく，胸腺，精巣，前立腺ないし卵巣，子宮に

おいて有意に小さかった. この 3器官は萎縮と考えられ

る. 1. 25%群でも程度は小であるが牌臓と副腎を除き

2.5%群と同様な傾向の変動を示した.牌臓と副腎は2.5 

%群胸腺などの変動と同一傾向の有意な値であった.

0.625%群では肝臓と腎臓が絶体， 比重量ともに有意に

大きく，肥大と判断した.牌臓が縮少ないし縮少傾向で

あった. 0.3125%群雄ではほとんど変動をみなくなった

が，雌では肝臓および腎臓重量が O.625%群よりやや程

度は低いが有意に大きかった.以と，肝臓と腎臓では用

量に伴った重量の増加がみられ雌で、は0.3125%群でもそ

の有意性が認められた.

考察

癌原性検索法指針5) によると発癌試験における最大投

与量は亜急性毒性試験で対照群に比し10%以内の体重増

加抑制に留まり，中毒による死亡例が無く，且つ強い毒

性症状を示さない最大量とするとされている.本試験で

AAP 5%添加飼料摂取ラット (5%群ラット〉はIltit雄

とも摂餌不良，急激な痩せ， プじ奮， 限の色が黒くみえ

る，血尿を伴って 6日から 18日までの間に全例死亡し

た. AAPではメトヘモグロピンの形成されることはま

れとされているが，限の色が黒くみえたのはメトヘモグ

ロビ γ形成によるのではないかと推察される. また，

AAPで，血小板減少症がみられるといわれており， J血

尿の原因と関連して血小板を検査する必要があろう.

2.5%群ラットでは摂餌や不良で試験開始時を下回る体

重を維持し雌では 62日から 87日までの聞に 3例死亡し

た.雄では試験後半より体重の回復傾向がみられ試験開

始時にやや優るようになり，全例生存した.血液学的検

査で白血球数の増加と著明な貧血がみられ，血、清生化学

的検査では GOT，GPT活性の上昇等があり器官重量

はいずれも異常値を示した.

0.125%群ラットでは摂餌量が雄においてやや少く，

体重比摂餌量は多く，体重は対照群ラットに比し全期間

約20%の抑制がみられた.雌では体重比摂餌量のみが多

く，体重は初期に約10%の抑制であったが次第に回復

し，試験終了時は約 3%の抑制に留まった.血液学的に

は雌雄とも極く軽度の赤血球数の減少がみられたが，血

清生化学的には注目すべき変動はなかった. 0.625%， 

0.3125%群ラットでは 0.625%群雄ラットにおいて初期

に5%程度の体重増加抑制が認められた以外には肝臓お

よび腎臓の用量一反応関係をもった軽度の重量増加が注

目された.以上AAP2.5%以上は完全な中毒量と考えら

れたが， 1. 25%以下では雄の体重以外著明な変化とは認

められないので，体重10%以内の抑制での最大投与量と

して雌では1.3%，雄では1.25%と0.625%の中間量(対

数〕の0.9%を考えた.

要 旨

Acetaminophen (AAP) のラットを用いた癌原性試

験における最大投与量を決定するため， AAP 5， 2.5， 

1. 25， 0.625および 0.3125%添加飼料を近交系 Fischer

ラット雌雄に13週間投与する亜急性毒性試験を行い，最

大投与量を雄0.9%，出fJ.3%と決めた.

(本研究は厚生省がん研究助成金による補助を受け

た〉
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アセトアミノフェン添加飼料を13週間摂取させたラットの病理学的検索

藤井 孝ぺ 阿部卒恵、* 湯津勝麗*， 三栗谷久敏*

矢野範男汽 長津明道六 平賀興苦ヰ

Pathological Study on Rats Fed with Acetaminophen for 13 Weeks 

T AKASHI FU]II*， YUKIE ABEキ， KA TSUHIRO YUZA W A六日ISATOSHI MIKURIY A汽

NORIO Y ANO*， AKEMICHI NAGASAWA'ド andKOGO HIRAGA * 

Oral toxicity of 呂田taminophen(AAP) which is used as analgesic and antipyretic agent have been 

tested for dietary aclministration on both sexes of Fischer 1'ats. The test material was mixed with 

standard food in a concentration of 0.00 (control)， 0.3125， 0.625， 1. 25， 2.5 and 5.0%， and the rats 

fed ad libitum for 13 weeks to the both g1'oups of 10 male and 10 female 1'ats respectively. Rats 

fed a diet containing 5.0 or 2.5% of AAP were died during the period from 6 to 87 days after 

administration (mortality : 5.0% male 10/10， female 10/10; 2.5% female 3/10). Mac1'oscopic and 

mic1'oscopic observations of these rats died in the course of stuclying were petechia in va1'ious tissues， 

hepatic necrosis， renal tubular necrosis， atrophy of submaxillary gl and hypertrophy of parotid gl. 

1n the case of rats sacrificed at termination， showed the symptome of anemia， hepatic necrosis and 

atrophy of submaxillary gl， ancl positive dose.凪response relations were found among groups fed with 

AAP. 1 t is concluclecl that uncler the conclition of this study， AAP hacl toxic effects fo1' the 

bloocl， liver， kiclney ancl salivary gl in both sexes of Fischer rats. 

緒 宇=ミ

Acetaminophen (AAP)は解熱・鎮痛剤として用い

られている薬物であるが1，2)， 急激な大量投与によって

ヒトに致命的な肝障害および腎障害を惹起することが知

られており 3ーへ ラットの急性毒性試験でも同様変化を

生ずると報告されているいの. このような急性障害の報

告以外に比較的長期の実験として Boyclら11)は CBL

Wistarラット雄に AAP懸濁液を 100日間投与し肝細

胞壊死 1腎炎などが投与に関連した変化として観察され

たと報告している.

しかし， AAPの癌原性の有無についての検討は現在

まで行なわれておらず， これ迄のところ Yamamoto

ら12)および Vveisburgerら13) によって癌原性を有する

化学物質との併用実験が行なわれ， AAPはその発癌作

用を抑制する効果があると報告されているのみである.

そこで AAP の癌原性の有無について検討すべくラッ

トに 2年以上にわたって AAP添加飼料を摂取させる実

験を計画した.今回は長期実験に先立つて行なったAAP

添加飼料をラットに13週間隈取させた実験の病理学的検

索結果の報告である.

実験材料ならびに方法

試料:Acetaminophen (APP)およびその添加飼料は

国立衛生試験所より供与された.

実験動物および飼育環境:日本チヤ{ルス@リバ{株

式会社において barrier-system で生育された Fischer

ラット雌雄を 4週令で購入した.動物は室温25土 10C，

湿度50"-'60%，換気回数を 1時間に10回，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

おいて前面と床が網，他は板のステンレス製個別ケ{ジ

に収容し，自動給水(細菌ろ過器経由〉装置付ベルト式

飼育架台で飼育した.飼料(日本クレア株式会社製図型

飼料 CE-2) と水は自由に摂取させた.

試験方法:AAP投与期間は13週間とし，投与はAAP

を飼料に添加して動物に自由に摂取させる方法とした.

添加飼料中の AAP濃度はO.OO(対照)， 0.3125， 0.625， 

1. 25， 2.5および5.0%の6段階を設定した.動物は各濃

度の添加飼料に雌雄10匹づつを割り当て合計 120匹を用

いた.投与は 5週令になった時点で、飼料を添加飼料に切

り替えて開始した.

病理学的検索方法:投与終了時， 大腿動@静脈を離

陸rr，放血屠殺し解剖した.肉眼的観察後，脳，下垂体，

胸腺，心臓，肺，肝臓，牌臓，腎臓，副腎，精巣，前立

腺，卵巣および子宮を摘出し重量を測定した.そのほか

脊髄，耳下腺，顎下腺，大舌下腺，甲状腺(上皮小体を

申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

中 TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuhトku，Tokyo， 160 ]apan 
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合む)，気管，食道，醇臓，胃，大@小腸 I時l]je， 大腿

骨，冬眠腺， リンパ節などを摘出した.摘出した器官@

組織は10%緩衝ホノレマリン液で約 6時間振とう固定し，

液交換を行なった後静置して 1週間固定した.回定後の

器官@組織は定法に従ってパラフィン切片を作製しヘマ

トキシリン@エオジン重染色を施こした. このほか必要

に応じて PAS染色，アザン@マロリー染色，ピリルピ

ン染色 (Hall法)，チモーゲン頼粒染色(Lovnoy法)，

へそジデリン染色〈ベルリン青法)，ギムザ染色(Taylor

法〉を行ない病理組織学的検索に供した.また解剖時の

大腿動@静脈からの血液で塗沫標本 (May-Grunwald-

Giemsa染色〉を作製し， 血液細胞の光顕的観察を行な

った.投与途中死亡例についても血液を徐き投与終了時

と向様の検索を行なった.

試験結果

投与期間途中死亡例の検索

死亡率:5%群雌雄100%(10/10 : 10例中10例の意，

以下同様)， 2.5%群雌30%(3/10)であり，そのほかの各

群では死亡が認められなかった. 死亡までに摂取した

AAP量は 5%群雄2.66mg/kg/ da'y( 6例平均)，雌2.94

mg/kg/day ( 1 例〉であった.死亡は 5%群雄では 6~

18日(投与開始日を第 1日として算出した日数，以下向

様)，雌では7""16日， 2. 5%群では 62""87日にみられ

た. 5%群雄では 6~15 日に40%(4/10) ， 16， 17日に50

%(5/10)が死亡，雌では 6日まで0%(0/10)，7日に50

%(5/10)が死亡と雄は16，17日， 1雌は7日に集中してい

た.

解剖所見:Table 1に示すような変化が認められた.

脳，胃，肺，冬眠腺，骨格筋(浅部)，卵巣などに出血が

みられ，鴎脱内にも血尿が貯留していた.耳下腺の腫大

および顎下腺の縮小がみられ，間質に出血を認める例も

あった.舌では舌尖から舌体にかけての粘膜に潰揚がみ

られた.胸腺は全例で縮小がみられ痕跡程度になってい

たり，点状出血を伴う例も認められた.精巣では縮小し

被膜に雛壌を生じ弾力性の無くなっている例がみられ

た.

組織所見:Table 2に示すような変化が認められた.

脳では実質の横断聞に 2~5個の小出血巣が散悲してい

るのが 5%群雄 5/10，雌3/10，2. 5%群雌 1/3にみられ

た (Photo1). 出血は 5%群雄では 16日以後に 5例，

雌は 8日以前に 2OU， 2.5%群雌は87日にl1JU認められ

た.胃では腺腎および非腺腎粘膜国有層の充血が散在

し，表在上皮細胞間隙からの出血が観察された.胃の出

血は 5%群雄5/10，!H1f:7/10でみられ， このうち雄2例，

雌 6例に小腸粘膜の小出血巣も認められた.また胃のi士i

血は雄では15日以後に 5例，雌では7日以前に 5例みら

れた. このほかに冬眠腺， 関節近傍や浅部の骨格筋，

肺，耳下腺，顎下腺周囲の結合組織，鰐脱粘膜などに徴

小~小出血巣の散在が認められた.上述の各器官@組織

での出血は明らかな血管の障害像を伴わないものであり

出血巣の周囲組織には充血はみられるが壊死および反応

性変化などは著明ではなかった.牌臓では被膜の搬襲形

成がみられるとともに赤血球， リンパ球が減少し， リン

パ小節が不明瞭になっているのが認められた.変化は 5

%群雄9/10，雌6/10，2.5;広群雌3/3でみられ投与期間に

伴う変化程度の強弱は認められなかった. リンパ節(主

に肝門部〉では抱体内に鉄反応陽性の寅褐色頼粒を少量

含んだ食細胞が軽度に増加， リンパ球はやや減少してい

るのがみられた (Photo2). 食細胞の増加は 5%群雄

4/10，雌1/10，2.5%群雌3/3にみられた.胸腺は肉眼的

所見で全例に縮小がみられたが，組織所見では胸腺リン

パ球が中等度以上に減少して細網基質が著明になり皮髄

境界は全く不明瞭になっていた.舌では舌尖から舌体に

かけての粘膜上皮の壊死@最IJ離，筋壊死および充血など

がみられ，変化が広範で深部に及んでいる例も認められ

た (Photo3).粘膜下織，筋層などの壊死巣のうちには

グラム陽性の梓菌あるいは球菌が集族している部分もみ

られた.変化は 5%群雄7/10，雌3/10にみられ， この例

数は雄では15日以後，雌では13日以後の全例にあたり投

与期間に比例して変化も強くなっていた.耳下腺では腺

房上皮細胞の肥大がびまん|生にみられ細胞質はやや明調

@均質で弱好塩基性を呈し小型の zymogen頼粒が散在

していた.核の多くはヘマトキシリンで軽度に濃染して

いたが核数の増加1，分裂(象は著明に認められなかった.

細胞内頼粒の減少，細胞変性および炎症細胞の浸潤など

はみられなかった (Photo4).肥大は両側性に起ってお

り5%群雄4/10，雌2/10にみられ，この例数は雄では15日

以後，雌では14日以後の全例にあたる.顎下腺では両側

性に腺房上皮細胞の萎縮がびまん性にみられた.分泌管

上皮細胞内の頼、粒は減少あるいは消失し小葉間導管上皮

細胞は変性@扇平化しており管腔には剥離細胞，多形核

白血球が塊状に存在していた (Photo5).変化は全例に

みられ投与期聞に比例して強くなる傾向を示した.また

5%群雄5/10に腺房 i二皮の壊死，腺房の消失，結合組織

の軽度増生などが限局性に認められた.肝臓では小葉中

心性に肝細胞の融解壊死がみられ，壊死刑II胞が帯状に並

んで各小葉をつないでいる例もみられた (Photo6).壊

死は 5%群雄9/10，雌10/10，2.5%群峨3/3にみられ出

[[11を伴っていたのが 5%群雄5例，雌8例， 2. 5%群雌

3例であった.雄では軽~中等度の変化がやや広範囲に
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Table 1. Macroscopic Pathology-Summary of Observations 

Male Female 

Concentration (%) O. 00 0.3125 O. 625 1. 25 2. 50 5. 00 0.000.3125 0.625 1. 25 2.50 5.00 

T or D* T T T γ T D T T T T T D D 

No. of rats 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 7 3 10 

SKELET AL MUSCLE 

Hemorrhage 1 2 2 

HIBERNA TING GL. 

Hemorrhage 6 7 

PAROTID GL. 

Enlargement 3 4 1 一 l 

SUBMAXILLARY GL. 

Small 8 6 5 2 

TONGUE 

Ulcer 7 3 

STOMACH 

Echymoses 8 9 

LIVER 

Irregular surface 8 2 6 3 1 

Yellowish brown 9 2 6 3 

BRAIN 

Hemorrhage 5 一 1 3 

THYMUS 

SmalJjflaccid 2 9 10 5 3 7 

SPLEEN 

Small 4 

Discoloura tion 4 3 

LYMPH NODES 

Enlargemen t l 1 2 

Congestion 3 3 

LUNG 

Congestionj echymoses 8 一 1 10 

BLADDER 

Hemorrhagic f1uid 3 5 

TESTES 

Smalljflaccid 6 5 

OVARY 

Hemorrhage 4 

UTERUS 

Small 4 

ヰ T : Rats sacrificed at termination. D : Rats dying during the stucly. 
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Male Female 

Concentration C%) 0.000.31250.625 1.25 2. 50 5.00 0.000.31250.625 1.25 2. 50 5.00 

T or D* T T T T T D T T T T T D D 

No. of rats 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 7 3 10 

HIBERNA TING GL. 
Hemorrhage 

Microscopic Pathology-Summary of Observation 
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MO  : Moclerate changes. SE: Severe changes. 

* T Rats sacrificecl at termination. 

*キ NO: No change. SL: Slight changes. 
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Table 3. Haematology 
一一一 一一一一一一一一

Male 

Conce山 -ation(%) 0.00 0.3125 0.625 1. 25 2.50 

No. of rats examined 10 10 10 10 10 

Total erythrocyte count (106/1111113) 8.489土0.24011)8.566土0.257 8.498土0.289 8.046土0.311牢 4.844土O.707ヰ

Erythroblast count2) 

Basophilic erythroblast 。 。 。 。 2(1)3) 

Polychromatophilic erythroblast G 。 。 。 24. 7土33.7(10)

Orthochromatic erythroblas t 1(1) 。 1，2(2) 1，2(2) 55. 5土91.0(10) 

Total leukocyte count (103/111mり 5.85土0.68 6.60土0.54本 6.11土0.65 6.22土1.16 13.77土4.39本

Differential count of leukocyte (%) 

Neutrophils 13.0土5.7 9.2土3.1 9.5土3.3 11.7土3.1 17.8土8.8

Lymphocytes 85.8土5.9 89.8土3.3 89. 1土3.1 86.6土3.1 80.4土9.4

Monocytes 0.2土0.4 0.5土0.5 0.4土0.5 0.5土O.7 1.2土0.7

Eosinophils 0.6土0.6 0.4土0.5 O. 7土0.6 0.5土O.7 0.4土0.6

Other cells4) 0.4土O.5 O. 1土0.3 O. 3土0.4 0.2土0.4 O. 1土O.3 

Female 

Conce山 -ation(%) 0.00 0.3125 0.625 1. 25 2.50 

No. of rats examinecl 10 10 10 10 7 

Total erythrocyte count (106/m1113) 8.118土0.329 8.189土0.233 8.028土0.308 7.813土0.305*4.092土1.344* 

Erythroblast count 

Basophilic erythroblast 。 。 。 。 。
Polychro111atophilic erythroblast G 。 。 。 17.7土10.4(6)

Orthochromatic erythroblast 1(1) 。 1(1) 。 53. 7土41.1(7) 

Total leukocyte count (103/111m3) 5.35土0.41 5.42土1.01 5.45土O.98 5.37土0.93 11. 37土5.85キ

Differential count of leukocyte (%) 

Neutrophils 10.6土3.0 9.7:1:4.3 10.9土4.1 8. 7土4.9 16.5土7.9串

Lymphocytes 88.9土3.3 89. 7土4.6 88.2土4.7 90. 1土4.7 81. 8土8.4*

Monocytes 0.2土0.4 O. 1土0.3 0.4土0.5 0.4土0.6 0.4土0.5

Eosinophils O. 3土0.6 0.5土O.7 0.5土0.7 1.4土1.7 1.1土1.7

cf. Level of significance : * P<0.05 in comparison with control value. 

1) Mean土 SD，SD = Standard cleviation. 2) Count of erythroblasts per 100 leukocytes， indivisual 
values or Mean土 SD. 3) No. of rats founcl erythroblast in per匂heralbloocl. 4) This inclucle 

smuclge cells ancl unidentifiable cells. 

みられるのに対し雌では限局性の出rffJ.を伴う顕著な壊死 %群雄では16 日以後，附l~では14日以後の全例にあたり，

巣を形成する傾向がみられた.腎臓ではびまん性に遠位 2. 5%1洋雌では87日の例であった. 精巣では被膜に繊嬰

尿細管上皮細胞が核濃縮，細胞質の融解を起こして壊死 形成がみられ，精細管壁は不整形となり管腔内に精子が

していた.管内には濃縮した核と染色性を示さず腫大し みられすや精細胞も減少してじるのが7/10に認められた.

て境界が全く不明瞭な*fIl胞質をもった上皮がみられ，壁 この例数は15日以後の全例にあたり，変化は投与期間に

から剥離した細胞も多数認められた (Photo7). 変化は 比例して顕著になっていた.

全例にみられ，投与期間と変化程度の強弱に関連は認め 投与終了時生存例の検索

られなかった.近位尿Mll管上皮*Ill胞内に鉄反応陽性の黄 血液検査:Table 3に示すような変化が認められた.

楓色頼粒が中等量存在しているのがみられた.変化は 5 2. 5および1.25%群雌雄の赤血球数は対照群に比べ有意

%群雄6/10，Iltit2/10， 2. 5%~洋雌1/3にみられ， これは 5 に減少していた14) 2.5%群雌雄では対照群に比べへそ
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グロピン量およびへマトクリット値は有意に減少してお に顕著であった.さらに雄6/10，雌7/7に限局性搬痕化

り平均赤血球容積は増加，平均赤血球ヘモグロピン濃度 @偽小葉形成およびクッパ{細胞の鉄反応陽性穎粒の貧

は減少していた1-1)また1.25%群雌雄でも極く軽度なが 食像などが認められた.また小葉中心部の肝細胞に細胞

ら同様の変化を示した14) 血液塗沫標本の検鋭で2.5% 質の好エオジン性の増加， PAS陽性物質の消失，核の

群雌雄の全例に赤血球の大小不問，多染性赤血球，非薄 膨化@融解傾向がみられるのが1.25%群雄9/10，雌1/10

赤血球，破砕赤血球などがみられ，さらに多くの赤芽球 で認められた. 胃では粘膜固有層の軽度な充血が 2.5% 

が混在していた (Photo8). 各群の間には赤血球および 群雄4/10にみられた.腎臓では死亡例でみられた遠位尿

白血球数に差がみられるが一応の目安として白血球 100 細管上皮細胞のびまん性壊死は認められず極く一部の上

個当りの赤芽球数を示した. これによれば雄10/10， 雌 皮の核濃縮が2.5%群 3/10にみられるのみであった.ま

6/7に多染性赤芽球， 雌雄の全例に正染性赤芽球が出現 た2.5%群雌雄では軽度に好塩基性を示す細胞質と明調

していた.これらから 2.5%群雌雄は顕著な低色素貧血 な核をもっ再生上皮と思われる細胞が密在し，基底膜は

であり， 1. 25%群雌雄も軽度ながら同様の傾向を示した 肥厚している尿細管が散在性に認められる例が多かっ

と考えられる 15) 白血球数は 2.5%群雌雄で対照群に比 た.近位尿細管上皮細胞内に鉄反応陽性の頼粒が中等量

ベ顕著に増加していた.白血球の分類では 2.5%群雌雄 存在しているのが2.5%群雌雄の全例， 1. 25%群雄5/10，

とも好中球の増加およびリンパ球の減少が対照群に比べ 雌6/10にみられた.このうち変化が大部分の腎単位で認

有意に認められた14)また， 0.3125および 0.625%群雌 められたのは2.5%群雌雄の各 6/10であった. 精巣では

雄の血液検査では対照群と異なる所見はみられなかっ 2. 5%群の全例に萎縮がみられたが死亡例よりは軽度な

た. ものが多かった.卵巣の萎縮が2.5%群5/7に，子宮の萎

解剖所見:Table 1に示すような変化が認められた. 縮が2.5%群4/7にみられた.卵巣，子宮ともに変性は認

2.5%群雌雄では耳下腺の腫大， 顎下腺の縮小，肝臓の められず子宮で、は機能層，筋層の構成細胞が密在してい

黄褐色で表面の粗槌化，胸腺の縮小， 1)ンパ節の腫大， るが細胞質が少量のために抜のみ顕著にみられ各層とも

精巣の縮小，子宮の縮小などが観察された. 1.25%群雄 非薄化していた.以上の変化は 0.625および0.3125%群

では胸腺の縮小が2/10にみられたが，その他の各群では 雌雄では認められなかった.

認むべき変化がなかった. 総括および考察

組織所見:Table 2に示すような変化が認められた Acetaminophen(AAP) を0.00 (対照)， 0.3125. 

牌臓では軽度な赤血球の減少が 2.5%群雌雄の全例にみ 0.625， 1.25， 2.5および 5.0%の濃度で飼料に添加して

られた. リンパ節(主に肝門部〉では胞体内に鉄反応陽 Fischer ラット雌雄に13週間投与した.投与開始後 6"'-'

性の寅褐色穎粒を中等量以上に含んだ食細胞が多数集族 18日で 5.0%群tI世雄は 100%(各10/10)，2.5%群は62"'-'

しているのが2.5%群雄4/10，雌7/7にみられた.変化は 87日の間に30%(3/10)が死亡したが他の各群で、の死亡は

死亡例よりも顕著な例がみられ雄2例，雌6例は中等度 認められなかった.死亡例および生存例の解剖または組

の変化を示した.またリンパ球の減少が 2.5%群雄4/10 織所見から AAP投与に関連した変化と考えられる主な

，雌6/7にみられた.胸腺では胸腺リシパ球の減少が2.5 ものは，出血，肝細胞壊死，腎尿細管上皮細胞壊死，顎

%群雄9/10，雌 6/7にみられたが死亡例に比べ変化は軽 下腺の変性萎縮であった.

度であった.耳下腺では腺房上皮細胞の肥大が軽度なが 出血は5.0および2.5%の死亡例でみられ生存例で、は明

らびまん性にみられ， 2.5%群雄7/10，雌3/7，1. 25%群 らかで、なかった.出血はいす事れも徴小~小出血であり，

雄1/10であった.腺房上皮細胞質内の頼粒は軽度に増加 周囲組織の変化，障害像を呈する血管もみられないなど

しており細胞の肥大は分泌物の貯留によるものであっ 細静脈，毛細血管からの漏出性出血と考えられる.また

た.顎下腺では腺房上皮細胞の萎縮@壊死，分泌管@小 投与期間の比較的長かった死亡例で、は主に肝門部のリン

葉間導管上皮細胞の変性および間質結合組織の増生など パ節にへそジデリンを寅食した細胞が多くみられたが，

がみられた.変化は 2.5%群雌雄の全例でびまん性に， これは肝臓内で、の出血およびそのほかの部位での出血を

死亡例での変化よりも強く起っていた. 1. 25%群雄4/10 反映しているものと思われる.これらのことから死亡例

雌3/10に限局性の腺房萎縮が，同群雄4/10，雌1/10に腺 では多くの器官@組織で微小~小出血が反復あるいは連

房上皮の壊死および間質結合織の増生が限局性にそれぞ 統的に起っていた可能性があり，これによる失血が死亡

れ認められた.肝臓では小葉中心性の肝細胞壊死が 2.5 原因の 1つではないかと思われる.生存例では血液検査

%群雌雄の全例にみられ死亡例と同等あるいはそれ以上 で2.5%群雌雄が顕著な低色素性貧血を呈し， 1. 25%群
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雌雄も軽度ながら同様傾向を示したこと， 2.5% 1洋雌雄

で好中球の増加がみられたこと，組織検索で 2.5%l洋雌

雄のリンパ節中のへそジデリン立食細胞が死亡例よりも

さらに増加してみられたことなどから 2.5%群雌雄は慢

性失lUl性貧血の状態にあったと推定される 15) このよう

に死亡例，生存例でみられた出血および貧血の症状から

AAPは出血性素因を形成する作用があるのではないか

と考えられる AAPは大量投与で、ヒトに血小板減少症

を惹起させるとされておりベ ラットにおいてもこれが

出血性素因となったとも思われるが今回はこの点につい

て検索しておらず今後の課題としたい.

肝臓の小薬中心性肝細胞壊死は死亡@生存例の 5.0お

よび2.5%群雌雄合計で、39/40に発現しており，壊死に玉三

る過程と思われる小葉中心性の肝細胞変性が1.25%群

雄9/10，雌1/10に認められた. このように肝細胞の変性

。壊死は用量@反応関係を示す変化であり AAP投与に

関連した変化と考えられる.また肝細胞の変化で、は壊死

は5.0および2.5%群とも雄よりも雌に強い変化を示す例

が多くみられた.変性は雌雄とも O.3125および 0.625%

群でみられないが1.25%群では雌に比べ雄に出現例数が

多く変化程度も強いものがみられた.このことからAAP

濃度の差異によって肝細胞の反応態度に雌雄差が生じて

いたと考えられる.このほか 5%群で雌が雄よりも早期

に多数死亡し 消化管粘膜の出血も多くみられ， 2.5% 

群では雌のみが死亡したことなども雌雄差の表現と思わ

れる

l唾液腺では耳-下)燥が肥大，苦i下腺が萎縮という互いに

反対方向の変化を示した.耳下腺の肥大は発現総数は比

較的少ないが変化程度を考慮に入れると用量@反応関係

を示しているように思われた.しかし 5%群でみると肥

大は投与開始後 2週間未満ではみられす。発現には一定の

濃度と投与期間を要すると忠われた.さらに雄では 2週

間以後の 3/7には肥大が認められす令必ずしも投与期間に

比例した発現となっていない.ラット耳下腺の肥大は 8

~67% の減食によって起るとの報告があり 16 ， 17) ， 5. 0お

よび 2.5%群雌雄の 1日平均摂取量は対照群に比べ 5%

群雄70.5%，雌62.5%，2.5%群雄62.8~48. 6%，雌(生

存例)53.0~42.0%の減食になっていた1 4)

これは5.0および2.5%~f:~はその体重減少を考慮しでも

明らかに減食状態にあったことを示している.これらの

ことから耳下腺の肥大は現時点で、 AAPによる直接的影

響か否かは断定できないと考える. 顎下腺の萎縮は 5.0 

および 2.5%群の全例にみられ，軽度な変化は1.25%群

にも散見されており AAP投与と関連ある変化と考えら

れる.萎縮の顕著な例では腺房上皮の壊死を起しており

一定濃度以上で.AAPの投与を続けると不可逆的変化を

招来すると忠われる.ラット顎下腺の萎縮はDibenamine

投与で交感神経刺激の減少によって耳下腺の萎縮ととも

に起ると報告があり 17〉，顎下腺と耳下腺は神経刺激によ

って同・方向の変化を示すと考えられる.このことから

AAPは神経刺激以外の作用機序で!唾液腺に影響を与え

顎下および耳下腺に反対・方向の変化をもたらしたか， tifi 

下J~Rの萎縮@変|生を惹起し次いで王F下JJ泉が代償性に肥大

したかなどが考えられるが，この点については今後さら

に検討を加える必要があると思われる.

舌の潰揚は投与開始13日以後の 5%群雌雄全例に発症

し投与期間に比例して変化が強くなっていたことから

AAP投与に関連した変化と考えられる.また食道，胃お

よび腸などの消化管粘膜に明らかな潰療が認められず汗

にのみ発現したのは AAPの出血性素因形成に続く微小

出血さらに局所的貧血によって粘膜間有層@下織などが

各種の刺激に反応し易い状態になっており，そこに舌で

は細菌感染が加わったために潰協が起ったと推定され

る.

腎臓の遠位尿調H管上皮細胞の壊死は死亡例にのみ認め

られたが生存例の 2.5%群でも壊死の後続変化と思われ

る成制11管上皮の再生像がみられ， 5.0および2.5%群で一

連の変化を示したと考えられる. このことから変化は

AAP 投与に関連したものと忠われる. AAPは大量投

与によってヒトおよび、動物に尿細管上皮細胞壊死を起す

ことが知られており 8ー 10)今回の結果もこれらと一致して

いた.近{立)及細管上皮細胞内のヘモジデリン沈着は投与

期間に比例して発現したため死亡例より生存例に頻発し

たが用量@反応関係を示して出現しており AAP投与に

関連lした変化と考えられる. この変化は老令，衰弱また

は大きな壊死性・出血性腫揚をもったラットなどでもみ

られる変化で、あり 18)，5.0および2.5%群では出血，貧血

のほか顕著な体重減少，生殖器官の萎縮など衰弱を示し

ており，これらが腎臓に反映したとも思われる.

このように AAP投与に関連した変化は血液，肝臓，

11垂液腺，腎臓などに認められた.しかしこれらの変化は

0.625およびO.3125%群雌雄ではみられず， 0.625%群ラ

ットの 1日の AAP平均摂取量が体重 kgあたり雄で434

mg，雌で 443mgであったωので今回の病理学的検索の

結果からはこの値が最大無作用量と推定される.また 5

%1洋での死亡集中時期が雌雄で異なり，雌に早くみられ

たこと， 2.5%群での死亡は雌のみであったこと， 肝刺

胞の変性@壊死が雄では雌よりも低濃度で多発するが最

高濃度での変化は雄より雌に強くみられたことなどから

AAP投与時の用量@反応関係の表現に雌雄で差異を生
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じていたと考えられる.

以上， Acetaminophenの大量によって雌雄ラットに

!封印，肝細胞壊死，顎下!保萎縮および腎臓尿細管上皮細

胞壊死の生ずることを明らかにした.

(木実験は厚生省がん研究助成金の補助を受けた〉
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ポリ塩化ジベンゾフランとポリ塩化ピ7ヱニJJ..，の比較著毒性

大 石 良 之 * 森田昌敏ヘ 大石向江本， 平賀輿苦*

Comparative Toxicity of Polycblorinated Dibenzofurans and BiphenyIs in Rats 

SHINSHI OISHI*， MASA TOSHI MORIT A **， HISAE OISHI* and KOGO HIRAGA * 

ポリ塩化ピフェニル (PCB)は， 1929年以来大量に生

産消費され，その結果環境中に排出された PCBが，そ

の化学的生物学的安定性のために徐々に環境および人類

をも含めた生物体内に蓄積されてきた.しかし ]ensenl)

や Widmark2
) により有機塩素系農薬の分析に対する妨

害物質としてその存在が報告されるまでは， PCBによ

る汚染はほとんど無視されていたが， 彼らの報告以後

PCBによる環境汚染や生態系への影響の報告は指数lfii

数的に増加した3) 特にわが国においては1968年に西日

本に発生したいわゆるカネミライスオイル中毒事例二(カ

ネミ油症〉により多数の PCB中毒患者を出すという悲

劇により， PCBの毒性研究が広く行われるようになっ

Tf3. 

カネミ油症の原因物質は米ヌカ油製造工程中で混入し

た PCB(カネクロール400)であると同定されたが，そ

の後の動物実験ではライスオイル中の KC400はもとの

KC400より毒性の高いことが認められ5) PCB単独で

はなく微量不純物質も関与しているのではないかと考え

られた.そしてカネクロールを含む多くの PCB製品か

ら不純物質としてポリ塩化ジベンゾフラン (PCDF)が

発見され6-9にさらにライスオイル中からも PCDFが検

出された10) 又 PCBの加熱によっても PCDFの生成

することが証明され11)油症のある面は PCDFが関与し

ているのではないかと考えられた PCDFは， 非常に

毒性が高いとされているテトラクロロジベンゾーρージオ

キシン (TCDD)と構造が酷似していることから，その

グラムは既に報告した12) PCBとしてはKC500を用い

た.

SD系雄ラット(日本クレア〉を 4週令で購入し，ア

ルミ製代謝ケ{ジ中で 1Jlliづっ飼育した. 1週間環境馴

化後， PCDF 1ppm， PCDF 10ppmあるいは PCB100 

ppmを添加したクレアラット用粉末飼料(CE-2)を4週

間にわたり摂取させた.その間体重および飼料摂取量は

毎日，又水分摂取量， 尿量， 糞量は週 1回測定を行っ

た. 4週間後に断頭により屠殺，採血後臓器重量を測定

した. 血液学的測定は CoulterCounter Model Sに

より行った.血清トリグリセリドの測定はアセチルアセ

トン法13〉，無機リンは Fiske-Sabbarow法14>， Na， K 

は炎光光度法， コルチコステロン量は盛光光度法mで行

った.その他の血清生化学的測定は目立自動分析装置M

400で行った.肝臓成分の測定は，蛋白量はLowry法16>，

グリコーゲン量はアンスロン法17，18>， 核酸は Schmidt-

Thannhauser-Schneider法聞により分画後， デオキシ

リボ核酸(DNA)は Burton法20)， リボ核酸 (RNA)は

オルシノール法21)により測定した.肝脂質の測定はFolch

法22)で抽出し薄層クロマトグラフィで分画後トリグリセ

リドは Fletcher法13〉， リン脂質は Allen-中村変法23〉，

遊離脂肪酸は Ducomb法24〉，コレステロ{ルはおk-

Henly法25)で測定した.

統計学的検定は Studentのt検定を行い 5%以下を有

志;とした.

結 果

毒性は高いことが考えられるが， PCDFの毒性に関す PCDF 10ppm摂取群では投与開始3週間目より塩素

る報告はほとんどなく，カネミ油症に PCDFがどの程 症癒と忠われる皮疹が耳介部に認められた.その組織切

度関与しているのかは， まったく不明である.そこで 片{象は，毛包の過角化と裏胞状拡張がみられた.

PCBと PCDFの毒性の比較を行い， その解明を試み 体重，飼料摂取量，飲水量，尿量の変化を表 1に示し

た. た.体重は PCDF10ppm群で非常に抑制を受け， 1ppm 

実験材料および方法 群， PCB 100ppm群も有意に抑制された PCDF10ppm

実験に使用した PCDFの合成法およびガスクロマト 群では飼料摂取量，飲水量も減少がみられた.飼料摂取

*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 Research Laboratory of Public Health 

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

料東京都立衛生研究所環境保健部水質研究科
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量より計算した薬物摂取量は， PCDF10ppmで0.96mg/

kg/day， 1 ppmで0.097mg，PCB 100ppmで10.2mgで

あった.

臓器重量は表 2に示した PCB群では脳の絶対重

量，相対重量とも対照群より高く，又肝と Jl専の相対重量

の増加もみられた.一方 PCDF10ppm群では胸腺，副

生殖器で絶対重量および相対重量の減少がみられ，相対

重量では 1ppm， 10ppmともに脳，心，肺，副腎，牌，

肝，精巣で増加がみられた.組織標本の観察結果から胸

腺皮質の完全な消失が認められた.

血液学的検索結果を表3に示す PCDF群で赤血球

数，ヘモグロビン，へマトクリット値の減少がみられ血

液塗沫標本の観察より溶血性貧血像がみられた.

血清生化学的検査値を表4に示す. コレステロール量

の増加， トリグリセリド量の減少， コリンエステラーゼ

活性の上昇， ロイシンアミノベプチダ{ゼ活性の低下が

PCB， PCDF群ともにみられた PCDF群ではさらに

尿素窒素の減少と GPT活性の低下がみられた.

肝成分の分析値を表 5に示す. DNA， RNA，蛋白量

に差はみられないが，グリコーゲγ含量の減少と総脂質

の増加がみられた. これらの上昇は主にリン脂質とコレ

ステロール量の上昇によるものであり， トリグリセリド

と遊離脂肪酸に変化はみられなかった.

考察

PCDF 10ppm群で塩素座癒様皮修がみられたが，西

住によれば，ウサギヰへの塗布実験では PCBとPCDF

に癌癒誘発性効果に大きな差はないとされている26)が，

ラットに経口的に投与した場合は PCDFの方が強い誘

発性をもっていると考えられる.

PCBや TCDDによる体重減少に関しては数多くの

報告があるが27-m' 今回みられた PCDF群の体重減少

は，飼料摂取量の低下が原因のーっと考えられる.しか

し胸腺重量の減少とその組織像が TCDD投与動物の場

合33-38)と一致しており， 又 TCDD投与マウスの免疫能

低下が報告されている8のことより PCDFでも免疫能低

下の生じていることが考えられる McConell らは TC

DD投与サルの死亡原因として餓飢状態による栄養障害

によっ。て生じた消耗による死ではないかと考えている

が，ラットの場合制限食の実験データ 41)より考えるとむ

しろ胸腺摘出動物やヌ{ドマウス(先天性胸腺欠損マウ

ス〉にみられるいわゆる Wasting disease による死で

あり，今回みられた体重減少はその前段階と考えられる.

表1. PCB， PCDF投与ラヅトの体重，飼料摂取量，飲水量，尿量

測定日 対照群 PCB 100ppm PCDF 1ppm PCDF 10ppm 

体 重 (g) 1 124土2.7 123土3.0 121土3.2 117土3.5 

7 174土4.0 171土4.6 163土5.3 148土3.4牢

14 229土5.0 220土6.9 207土7.2牢 179土3.9*

21 284土5.9 272土6.8 250土9.4申 208土5.9牢

27 326土7.5 306土7.2 279土15* 229土4.9*

飼料摂 1 17. 7土O.82 16.4土0.58 14.1土O.92申 13.4土O.77本

取 量 (g/日〉 7 20.5土0.54 19.2土0.68 16. 5土0.54* 13. 3土1.3中

14 23.0土O.84 22. 1土0.88 19. 1土1.7 17. 3土0.96*

21 26. 1土O.86 25.3土0.42 22.5土1.6 17.3土0.78申

27 25. 3土1.7 26.8土O.79 20. 8土1.3 17.1土0.50申

飲水量 (1111/日〉 l 27.0土1.4 24. 1土O.71 22. 6土1.2 24.9土1.1

7 29.0土O.75 29.3土1.4 27. 8土1.0 25. 1土1.9

14 29.6土2.5 33.0土1.5 30. 1土3.3 28.0土1.6

21 38.6土2.1 36. 7土1.1 35.4土2.2 28.4土2.2本

27 42. 1土1.5 40.9土2.6 39. 3土2.8 35.6土2.0宇

尿 量 (ml/日〉 1 3.03土0.50 3.34土0.55 4. 20土O.70 4.84土O.73申

7 3.59土0.57 4. 23ごとO.70 4.56土0.63 4. 15土1.0

14 8. 71土1.1 9.40土O.79 7.44土0.91 5.03土0.69牢

21 10.4土O.70 11.1土1.1 10. 5土0.64 9.68土1.3

27 11. 4土0.83 13.5土1.7 14.5土2.5 9.60土1.4

* Pく0.05，M土SE
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表 2. PCB， PCDF投与ラットの臓器重量

対 照 群 PCB 100ppm PCDF 1 ppm PCDF 10ppm 
一 』 一 一 一 一 一

日目 (g) 1. 79土0.034 1. 89土0.023牢 1. 83土0.078 1. 77土0.026

(g/100g) 0.55土0.018 0.62土0.050申 0.67土0.050ヰ O. 77土0.017*

胸)掠 (g) 0.75土O.033 0.74土0.048 0.43土O.030ヰ O. 15土0.018キ

(g/100g) 0.23土0.011 0.24土0.014 O. 16土0.008キ 0.07土0.009中

'L，' (g) l. 05土0.021 1.01土0.033 1.02土0.056 0.82土0.030

(g/100g) O. 32土0.007 0.33土O.007 O. 37土0.008中 0.36土O.008* 

!而 (g) l. 33土0.052 l. 31土0.039 1. 34土0.059 1. 31土0.041中

(g/100g) 0.41土0.014 0.43土0.010 0.49土0.021* O. 57土0.020牢

副腎 (mg) 53. 1土1.8 45.3土4.1 49.0土3.9 51. 4土3.6

(mg/100ε〉 16.5土0.43 15.5土1.4 18. 8土0.86* 22.4土1.4牢

Jjキ (g) 0.76土0.035 0.79土0.029 O. 78土0.054 0.67土0.032

(g/100g) 0.23土0.008 0.26土0.006ヰ 0.28土0.010* 0.29土0.018本

肝 (g) 15.9土O.77 18. 1土0.93 17.7土0.86 15.0土0.56

(g/100g) 4.83土0.11 5. 75土O.15* 5.69土O.18ホ 6.42土0.27ヰ

ii守 (g)右 1. 33土0.028 1. 28土0.045 1. 19土0.063 0.98土0.033本

(g/100g)右 0.41土0.010 0.42土0.003 0.43土0.012 0.43土0.010

精巣 (g) 2.98土0.066 3.00土0.071 2. 99土0.090 2.79土O.097 

(g/100g) 0.92土0.032 0.98土0.019 1. 09土0.044* 1. 22土0.031半

精裏 (g) 0.65土0.037 0.55土0.050 0.52土0.073 O. 35土0.042*

(g/100g) 0.20土0.011 O. 18土O.014 O. 18土0.022 O. 15土0.017*

前立腺 (g) O. 32土0.024 O. 30土O.035 0.28土0.039 O. 16土0.015*

(g/100g) O. 10土0.007 O. 10土0.009 O. 10土0.010 O. 07土0.006*
一一一一一一一一一一

Pく0.05， M土 SE

表 3. PCB， PCDF投与ラットの血液学的検査値

対 照 群 PCB 100ppm PCDF 1 PP111 PCDF 10ppm 

主1 lfrl 球 (x103/mmり 8.36土0.64 7.67土0.53 8.26土0.67 7.70土0.74

赤 血 球 (x106/1111113) 6.23土0.081 6.22土O.17 5.99土0.11 5. 15土0.096*

ヘモグロビン (g/dl) 13.2土O.15 13.4土0.26 12.5土0.22* 10.6土0.24*

ヘマトクリット(広〉 36.2土O.15 35.6土O.79 33.3土0.60* 28.2土0.35牢

* Pく0.05， M土 SE

PCB 群， PCDF群とも肝の相対重量の増加が認めら

れるが，肝重量の増加については PCBおよび TCDD

投与で既に数多く報告されている叫叫叫42-46) 肝の絶

対重量の有意な増加は認められなかったが，これは体重

の減少によることが考えられる.すなわち肝重量は飼料

摂取を制限した場合，体重よりもより重量減少の程度が

大きく，相対重量は小さくなる41)それゆえ体重減少が

みられ相対重量が増加した場合は，薬物投与の影響と考

えられる.

が43，45)，今回の実験では血清トリグリセリド値の減少が

みられた. .1血清トリグリセリド値の減少は小松らによっ

ても報告されている仰が，これは投与群で飼料摂取が少

なかった影響と考えられる.すなわち飼料摂取量が低下

した場合， コレステロール値はあまり影響を受けない

が， トリグリセリドはすみやかに減少する41)肝脂質の

血清コレステロール値およびトリグリセリド値の増加

と肝脂質含量の増加が PCB投与動物で報告されている

{うちリン脂質の増加が著しいが，西住らの報告によれば

肝の電顕像でミエリン様像が多数観察されていること仰

と関連ずけて考えられる.

PCDF投与ラットで、尿にポルフィリンの排世のみら

れることが報告されている49) これは今回の PCDF群
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表 4. PCB， PCDF投与ラットの[血清生化学的検査値

対照群

蛋 向 (gfdl) 5.77土0.052

グルコ{ス (rngfdl) 161土2.9

尿 素窒素 (rngfdl) 24. 4土O.79 

コレステロ{ノレ (rngjdl) 60.4土2.3

無機リ γ(rngfdl) 10. 7土0.30

トリグリセリド (rngfdl) 283土14

コルチコステロン (μgfdl) 63土8.4

GOT (KU) 110土2.6

GPT (KU) 33.1土0.81

Al-P (KA-U) 53.1土4.4

ChE (ムPH) 0.06土0.006

LAP (I. U) 38. 7土O.76 

Na (rneq) 131土1.8

K(rneq) 7.5土0.25

Pく0.05， M土 SE

PCB 100ppm 

6.05土0.089*

149土2.9*

22.5土1.25 

78.2土4.2牢

10. 7土0.46

139土10*

65土11

112土4.0 

30.4土1.2

51. 3土4.9

O. 10土0.011*

30. 1土1.7牛

130土2.6

7.2土O.13 

PCDF 1 ppm 

5.66土0.076

158土2.7 

21. 5土0.75申

92. 8土 12*

12.6土O.73 

160土18*

97土32

114土4.1 

24.6土1.3* 

53. 1土5.8

O. 12土0.011牢

32.5土2.5*

142土5.2

8.0土0.26

表 5. PCB， PCDF投与ラットの肝成分

対 照 群 PCB 100ppm PCDF 10pprn 

蛋 白 (rngjg) 230土12 280土14 270土14

DNA  (rngfg) 1.8土0.11 2.2土O.14 1.9土O.13 

RNA  (rngfg) 7.2土0.63 8. 5土0.36 8.3土0.47

グリコ{ゲン (mgfg) 70土2.9 57土5.7* 41土3.3*

総 目旨 質 (rngfg) 32土2.1 54土3.1* 60土6.3*

トリグリセリド (rngjg) 5.4土0.37 6. 1土0.95 7.1土1.2

リソ脂質 (rngfg) 19土1.7 40土2.9* 42土5.7* 

遊離脂肪酸 (rngjg) 5. 7土0.52 5.4土0.36 6. 1土0.65

コレステロ{ル(遊離)(rngfg) 1. 8土0.04 2.3土0.08 3.8土0.27*

〈エステル型)(mgjg) 0.7土0.03 0.6土0.06 1.0土O.16 

Pく0.05， M土 SE

PCDF 10ppm 

5.47土0.011

153土2.4

21. 5土0.54*

89.4土2.8*

9.65土0.36

100土8.3*

173土51牢

138土5.5* 

25.6土1.2中

57.6土4.7 

O. 14土0.015*

26. 7土1.2*

133土2.8

7.5土0.21

PCDF 1 pprn 

260土13

1.6土0.07

7.2土0.05

57土3.2申

57土4.0キ

63土0.48

41土3.9牢

6.7土2.8

2.4土O.10* 

O. 6土0.08

でみられた赤血球数，ヘマトグリット値，ヘモグロピン 生じ，胸腺重量の減少と胸腺皮質の消失がみられた.さ

量の減少が溶血性貧血によるものであることの一つの傍 らに赤血球数，血色素量の減少もみられた. PCB， PC 

証となろう DF群とも肝脂質の増加と血清コレステローノレの増加が

カネミ油症の主要な原因物質はライスオイルに混入し 認められ，脂質代謝の異常が示唆された.これらよりカ

た PCBであることはほぼ確実と思われるが PCDFも ネミ油症は PCBばかりでなく， PCDFも関与してい

その毒性の強さを考えるとある程度関与していると考え るものと考えた.

るのが妥当と思われる.

要 ~ 
B 

PCDF 1 pprn， 10ppmあるいは PCB100ppm添加飼

料を 4週間摂取させた後，臓器重量， .r血液学的検査，血

清生化学的検査，組織学的検査，肝成分分析を行った.

その結果 PCDF10ppm群で、耳介部に塩素疫療様皮疹を
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短期間少量のポリ塩化ピフェニー)[，およびジベンゾフランを投与したラットにおける轟性

川野澄江*， 林 111 志信*， ')1二日重孝六 平賀興吾串

Toxici勾rof Small Amounts of Polychlorinated Biphenyls and Dibenzofurans in 

Rats Following Short-Term Exposure 

SUMIE KA W ANO六 SHINOBUHA Y ASHIDA'ド， SHIGET AKA IGUCHI串 andKOGO HIRAGA中

緒 言

欧米では， 1966年にはすでにポリ塩化ピフェニール

(PCB)が環境中に流出して生物を広く汚染しているこ

とが問題にされていた.しかしながらわが国では， 1970 

年になってようやく環境汚染の研究が始められたのが実

情で，その聞に国内の PCB生産量は倍増し，汚染が急

速に深刻化し，世界最悪の汚染を見るに至った1) 1972 

年には PCBの生産は中止され，使用も規制されるに至

ったが，その化学的安定性から，長期にわたった汚染の

続行が推定され，その人体への影響が憂慮されるわ.

そこで，今回われわれは，少量の PCBをラットに数

回投与したのも長期にわたって症状を観察し， PCBの

残留効果について検討を行った. また， PCBを含む種

々の有機塩素系化合物の不純物として知られるポリ塩化

ジベンゾフラン (PCDF)の影響についても同時に検討

を行った.

実験材料および方法

i 試薬使用した PCB標品は，鐘淵化学製カネグロ

~lレ (KC)ー500， PCDF標品は，和光純薬工業製一級試

薬 (LotNo. 16-839一四塩化物 12.0%，五塩化物88.0

%の混合物〉である.その他の試薬に関しては，既報3，4)

に記載したとおりである.

H 実験動物および投与方法生後5週令の Wistar-

JCL系雄ラットを使用し， 1ケ{ジ 4匹飼いとし， 室

温250，湿度50%，照明時間 7-17時の一般飼育室で飼

た.なお，一群の動物数は， 4匹とした.

III 検査方法

1. 血液学的検査:断頭後，へパリン塗布試験管に採血

を行い， Coulter Counter Model-S (Coulter Electric 

Inc. )を用いて，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 (Hct)の測定を

行った.

2. 1血清生化学的検査:自動分析装置(日立M-400)を

用いて以下の 9成分について測定を行った:総タンパグ

量， グルコース量， 尿素窒素量， 総コレステロ{ル量

(CHO)， アルブミン量， ク守ルタミン酸ヒ。ノレピン酸トラ

ンスアミナーゼ (GPT)，グルタミン酸オキザロ酢酸ト

ランスアミナーゼ，アルカリフォスブァタゼ (ALP)，

コリンエステラーゼ (ChE).

3. 肝薬物代謝酵素活性の測定:肝ミクロソーム分闘の

調製法および薬物代謝酵素の活性の測定法に関しては，

過去の年報3川に記載した.反応溶液の組成は， NADP 

0.8mM， グルコース-6ーリン酸4mM，ニコチン酸アミ

ド5111M，MgC12 5111M， クツレコースー6ーリン酸デヒド

ロゲナーゼ0.2Ujml，リン酸緩衝液 (pH7. 4) 56mM， 

EDT A O. 14mM，肝臓50mgに相当するミクロソーム分

割，および基質 (ρーニトロアニソーノレ1.2mM， アミノ

ピリン 4mMまたはアニリン 0.5m1めからなり， 370で

10分間反応させたのち，反応生成物， ρーニトロフェノー

ル，ホルムアルデヒドまたはρーアミノブェノールを定

育を行った.飼料は，日本クレア製国型飼料 CE-2 で 量した.

自由に摂食させた. 実験結果

PCBおよび PCDFは，オリーブ油に溶解し， 体重 I 体重および器官璽量の変化

kg当りそれぞれ 10mg，100μgを 1日1恒1， 3日関連続 試験期間の体重変化を Fig.1に示したが， PCBお

して腹腔内に投与したのち，通常の条件下で飼育を続 よび PCDFの投与は，体重には顕著な変化を及ぼさな

け， 1， 6， 13， 28日後に殺し，器官重量の測定，血液 かった.

学的検査，血清生化学的検査，肝薬物代謝酵素の活性の 器官重量のうち，有意の変化を示した肝臓， )J制服，肺

測定を行った.対照動物には，オリーブ油のみを投与し の重量変化を Fig.2に示した.肝重量は， PCB の投

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
ホ TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku栴ku，Tokyo， 160 Japan 
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Fig. 1. Average Cum111ative Body Weight Gain 
of Rats Following Three Daily Injections of 
PCBs or PCDFs. 
Rats were given three daily ip injections of 

PCBs or PCDFs at doses of 10mg or 100μg/ 
kg of body weight， respectively， on day -2， -1 
and O. Each grOl1p contained four rats. 
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与では有意の変化を示さなかったが， PCDFの投与では

6日後に26%の増加を示し，その後も28日まで有意の増

加を示した.対照動物の胸腺重量は， 13日をピ{クとし

てその後は減少し始める PCBの投与ではこれとほぼ

同様の推移がみられた PCDFの投与では， 6日後に

減少し，その後も増加がみられず， 6日後， 13日後には

顕著な胸腺萎縮が起きていると考えられる.肺重量は，

PCB投与では変化がなかったが， PCDFの投与では初

期に有意の増加を示した.

その他の器官(心臓，牌臓，腎臓，皐丸，前立腺，副

腎〉の重量には，両化合物の投与による変化は認められ

なかった.

H 血液学的検査値

Fig. 3の上段に白血球数， 赤血球数， ヘモグロビン

量，ヘマトクリットの変化を示した.

PCBの投与では， 13日後の赤血球数とへマトクリッ

トに有意の増加が認められた.

PCDFの投与では， 有意差が認められたのは 6日後

の白血球数の増加のみで、あるが， 6日後から13日後にか

けて赤血球数，ヘモグロビン量，へマトクリットに減少

の傾向がうかがえる.

1lI 血清生化学的検査{直

Fig.3の下段に検査項目のうち有意の変化のみられた

コレステロール， GPT，アルカリフォスファタ{ゼ、，コ

リンエステラーゼの変化を図示した. コレステロ{ル値

は，両化合物投与後13日目まで増加の傾向を示した.

Thymus 
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1.0 
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Lung 

28 6 13 28 6 13 28 
。

13 6 

Days after administration 

Fig. 2. Organ Weight Changes of Rats Following Three Daily Injections of PCBs or PCDFs. 
o control， ム PCBs， 重量 PCDFs. 

The vertical line at each point represents the mean土 SDof four experirnents， and 
an asterisk indicates vall1es significantly different fro111 control (Pく0.05).
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GPTにはばらつきが著しいが， PCDF投与後 6日と

13日の値は，対照に比べ有意の減少を示した.対照のア

ルカリフォスファターゼには 6日目以後に顕著な減少

が認められるが， PCB の投与では減少が遅れるため

か， 13日後， 28日後の値は，対照に比べて有意の高い値

を示した PCDFの投与では対照と差がなかった. コ

リンエステラーゼ、には， PCDF 投与後6日目以後に有

意の上昇が認められたが， PCBの投与では有意の変化

は認められなかった.

W 肝薬物代謝系への影響

Fig. 4に肝ミクロソ{ムのチトクローム量および薬

物代謝酵素の活性の変化を示した.両化合物投与後13日

自に肝臓タンパク質含量は有意の減少を， ミクロソーム

@タンパク質含最は有意の増加を示したが，その他の時

点では，両成分には対照と比べ有意、の変化は認められな

かった.

一方，チトクローム P-450含量は，間化合物投与後速

やかに上昇し， 6日後には PCB投与では対照の1.34倍

減少した.チトグロ{ム， b5含量も両化合物の投与によ

り著明に上昇し，13日後には PCB投与で、は対照の1.82 

倍に， PCDF投与では 2.44倍に上昇した.その後減少

しはじめたが， 28日目に至っても，まだ対照よりかなり

高い値を示した.

また，薬物代謝酵素の活性は， PCB投与では 1日後

から13日後まで，戸ーニトロアニソ{ル，アニリン，アミ

ノピリンのいずれの基質の場合にも顕著に上昇した.活

性はその後減少し始め，前二者の活性は， 28日後には対

照レベルにまで下がったが，アミノピリン@デメチラー

ゼの活性は，ひき続き有意の上昇を示したままであっ

た.一方， PCDFの投与では， ρーニトロアニソーノレ，

デメチラ{ゼ，アニリン@ヒドロキシラーゼの活性は，

13日後まで、顕著な上昇を示したが， 28日後には対照レベ

ルにまで減少した. アミノピリ γ@デメチラ{ゼ活性

は 6日後までは上昇せず， 13日後にわずかの上昇を示

した.

考 察

に， PCDF 投与では2.16倍に上昇した.その後13日目 今回われわれは，総投与量 30mgという少量の PCB

まで高い値が続いたがI 28日自には対照と同程度にまで 投与の影響を 1ヶ月間にわたって観察した.この程度の



東京衛研年報 29-2，1978 145 

円
U

0

3

匂
ヲ
{
J

F
片
Jv

、J

、

時

〆

，4
U引
¥

一

/

nr
山

、

一

/

e

A

¥

一

/

p
l

円、J

、

帽

，

m
山

中

上

下

寸

寸

h
m

・

、

一

¥

山町
!
?
i

甲子
Ah

r

u

-

ι

札
〆
「

T
l令
l
i

芯

r
i
b
-

T
I
l
l
i
-
-上
1
1
1
1
1
1
1
1
I
T
-
-

ω

ω

m

 

n

4

4

d

〔

目

P
、

i

-

戸

。

け

一

一

/

P
阿

古

/

m

L

y

 

m
同
一
い
k

c

、
時
鳴
!

M

j

、
枯
恥
内

1
1叶
i
i
|
叶
l

叶

1
1
1
0

山

3

2

1

m

)

~

一-

e
汗

‘

~

二

ι
川

い

~

一

J

:
i
;
 

山

弁

宇

E

m

/

J

1

 

V

(

/

戸、

・L

弐
翠

T

4

a

+

・

∞

∞

∞

 

内

J

q

L

噌
』

。

Cytochrome b5 
(n moles / 9 liver) 

e

h

一

必
A
H

戸

b

h

E

e

h
同

h

…

n
y

・
匂
ー
絡
・

;

1

X

-

ヰ
J
A
-
-
4

州

印

副

λ
二

A

d

J

M

 

・、Je
a

F

h

J

u

訴
は
ι

単

品

事

・
・
、
ム
白
・

.
T
H品
噂
ト

4

.

1
1
1
T
I
T
I
l
-
-ム

'

角

司

ω

η

4

1

"

o

o

n

u

o

 

比

w

h

g

T
斗
!
?
哨
A

S

一
一
/

白

、

由

、

司

陶

/

n

S

』

個

戸

.nH同
酌

胸

戸

町
内
守
十
件

V-

m川
市

町

/

，

e

'

h

『

i
「

e

:

m
町

.
b
/

‘.，
E
.

2

1イ
4
守

T
P
lム
彰
ム

l
l
+
i
l
l
i
t
-
-
l
i
l
i
-
-

十

'U『
勺

以

内

4

4

j

者

¥

一

/

山

冶

¥

一

/

・β
川

町

、

町

/

n
叫
d

¥

日

/

間

的

世

干

子

ザ

川

m

~

¥

~

立
甲
子
上
ム
も

長

υ
E
T忌

4

2

4

2

 

門

U

F

コ

'

t

n

u

 

。1・ 6 28 0 1 6 13 

Days 

zro 
aft哩「

1 6 13 

administration 
28 

Fig. 4. Hepatic Microsomal Drug-Metabolizing Enzyme Activities of Rats Following Three 

Daily Injections of PCBs or PCDFs. 

o control， ... PCBs， PCDFs. 

持Enzymeactivities are expressecl as n moles o[ [ormecl metabolites per g of liver 

per 10 min. 

投与量では肝臓他の器官重量は顕著な変化を示さなかっ

たが，肝ミクロソームのチトクローム P-450含量， b5 

含量，および薬物代謝酵素の活性には顕著な上昇が認め

られた. しかも， この効果は，投与後 2週間たっても衰

えず 4週間後にようやくほぼ対照レベルに復帰した.

このように，少量の PCBの投与で肝薬物代謝系が長期

に上昇を続けていることから，ステロイドホノレモンの代

謝を通じて，動物の生殖機能や体内代謝全般が長期にわ

たって影響を受けている可能性が考えられる

また， .1血液成分および血清成分への影響は，初期には

認められないが， 2，...__， 4週間経過してから，赤血球数，

ヘマトクリット， lfIl清アルカリフォスファターゼ値に上

昇が認められた.このように PCBの影響には，ある期

間を経てはじめて出現するものもあり，注目される.

PCDFの効果は，総投与量 300μgでも PCBよりは

るかに強力である.肝ミクロソーム酵素系への影響は，

100f音量の PCBよりはるかに強力であるばかりでなく，

基質特異性においても PCB投与の場合とは異なり，以

前に報告したように両者は肝薬物代謝酵素の誘導様式が

異なるようであるしめ. また， 胸腺の萎縮と血清コリン

エステラーゼ債の上昇は，このような少量の投与におい

ても認められうるきわだった特徴のようである.

要約

Wistar-]CL系雄ラットに少匿のポリ塩化ピフェニ{

ル (PCB，10mg/体重kg)およびポリ塩化ジベンゾフラ

ン(PCDF，100μg/体重kg)を3日間腹腔内投与し，そ

の影響を 1ヶ月にわたって観察した. PCBは器官重量

には有意の変化を及ぼさなかったが，肝薬物代謝系の活

性には長期にわたった著しい上昇をもたらした.また，

投与後 2週目の赤血球数，ヘマトクリット値の上昇と，

投与後 2 4週の血清アルカリフォスファターゼ値の上

昇が注目される.

PCDFは，総投与量 300μgという少量の投与におい

ても著明な肝肥大，胸腺萎縮，肝薬物代謝系の活性の上

昇，血清コリンエステラ{ゼ{誌の上昇ーをもたらした.ま

た，その影響は PCB同様長く持続し，投与後4週間を
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経過しでも完全には対照レベルに復帰しなかった.
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ショードマイシンの Na，区四ATPase阻害機犠(第2報)

阻害に対する ATPの作用

原 しげ子六 中尾 JI良子本

Inhibition of Na，I五個ATPaseby Showdomycin (11) 

Effects of A TP on the Inhibition 

SHIGEKO HARA* and TOSHIKO NAKAOヰ

緒 1=1 

有機，無機水銀化合物を始めとした種々の環境汚染物

質の毒性には， 細胞膜機能障害が関与していることが

多い.種々の膜酵素に対する阻害作用もその一因であ

る1，2) 膜酵素の中で特に Na，K-ATPaseは， Na+と

K+の能動輸送の本体であり，細胞の生命維持に関する

重要な酵素である 3-5) 私共は， 水銀化合物の Na，K-

ATPase 阻害機構を調べてきたが6〉，さらに詳細にまJ]る

ために， Na， K-A TPaseの反応機構について詳しい女Jl

見を得る必要がある.

従来， Na， K-A TPase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， 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きた7-11) しかし， これらの実験は

し、ずれも，一定時間内の阻害到達度で比較したものであ

る. そこで私共は， Showdomycin (以下SMと略す〉

が脳 Na，K-ATPaseを不可逆に阻害し，疑似一次反応

(pseudo firs t order kinetics)に従う 12)ことを利用して

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.前報で-1m報告したが，今回は各

種 ATP誘導体を用い， ATP の作用についてさらに

詳しい検討を加えた.

方法

試薬 adenylyl imidodiphosphate (以下 AMP-PNP

と略す)， α，s-methyleneadenosine 5'-diphosphate (以

下 AMP-CPと|略す)， s， r-methylene aclenosine 5'-

triphosphate (以下 AMP-PCPと|略す〉はシグマ社製

をトリス塩にして使用した.その他は前報13)に従った.

ブタ脳 Na，K-ATPaseは中尾らの方法14)に従いNaI

処理標品を用いた Na，K一ATPa拙l凶se活性の測定は前

幸報IP

臨害の初速度の求め方 5印OmMトリス{塩酸(ωp狂7.5の)，

O. 01mM EDTAに NaCl， KC1， MgC12， ATPを種

々の組み合せで添加した反応、液に， 約 100μgのプタ脳

Na， K-ATPase標品を加え 370 で3'"'-'4分予備加温し

た.2mM SMを添加して全量 500μlとし反応を開始し

た.一定時間おきに，反応液から 20μJを取り， あらか

じめ 370に加温した 1mM  s-mercaptoethanol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.阻害の初速度は前報13)に従って求めた.

結果

Na+ (140mM)， K+ (14mM)， Mg2+(5mM)の各種組

み合せ (8通り〉をつくり， それぞれの条件で、 SMの

Na， K-A TPaseに対する阻害速度を求めたくFig.l白

柱). これらのイオンの影響は， 塩化コリンでイオ γ強

度を等しくしても結果には変わりがなかった.各種リガ

ンド組み合せに O.lmMATPを添加したところ， Na+ 

Mgの系を除いたすべての系で阻害速度は減少した(Fig.

1 斜線).これに対し， Na十Mgの組み合せでは， ATP 

添加により，阻害速度が 3倍近く増加した.

この ATPの阻害減少作用と阻害増加作用を， ATP 

以外のヌクレオチドやリン酸化合物を用いて検討した.

Table 1に示したように， ADP， CTP， ITP， GTP， 

UTP， PNPPは ATPと同様に， リガンド無添加!の

場合に SMの阻害速度 (k)を減少させ，一方 Na十Mg

の場合は kを増加させた ATP及びADP誘導体である

AMP-PNP， AMP-PCP， AMP-CPは， リガンド無

添加の場合に， ATPと同様に阻害速度を減少させた.

しかしながら， Na十Mgの系でも阻害が減少し， kは

小さくなった.また， AMP， PNP， Pi添加では，阻

害速度に大きな変化がみられなかった (Table1). 

次に阻害促進作用に対する Mg2+，Na+， A TP各々の

Ko・5 (半阻害促進濃度〉を求めた(Table2). MgのKo・5

はFig.2で，また NaのKo・5は Fig.3より Lineweaver

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
中 TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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Table 2. 種々のリガンドの半阻害促進濃度(Ko・5)Eコ-ATP

窃%+0.1雌 ATP

80 

r-l~ 60 
84 
-a 

r-l、

1笥 40

品

20 

- M呂

Fig. 1. 種々のリガンドの阻害速度に対する影響

50mMトリスー塩酸(pH7.5)，O.Olm M EDTA 

にそれぞれ 140mMNaCI， 14mM KCI， 5mM 

MgCI2を添加した SMの濃度は2mMを用いた.

Tal】le1. ヌクレオチドおよびリン酸化合物の

阻害速度に対する影響

1m害速度定数 (k: M-l， min.-1) 

リガンド(lmM) NaCl十MgCl2

62 33 

ATP 14 112 

ADP 19 82 

CTP 36 104 

ITP 51 108 

GTP 37 96 

UTP 46 72 

PNPP 45 79 

AMP-P NP 16 23 

AMP-P C P 16 16 

AMP-C P 20 23 

AMP 62 27 

PNP 61 36 

Pi 68 30 
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-Burk plotから求めた ATPの Ko・5は，予備加温中

に酵素標!日中に存在していると忠われる Na-ATPase，

Mg-ATPaseにより ATP が分解されることも考えら

れるので， NaClと MgCl2 の濃度をそれぞれ 14111M，

1mMに下げて求めた (Fig.4). A TPが 10μMで，

すで?こ最大速度に達した.さらに， ADPと PNPPの

阻害促進作用の Ko・5を求めた. 140rnM N aCl， 3 111M 

MgCl2 存在下で ADPの Ko・5を，また 140mMNaCl 

5 111M MgCl2存在ドで PNPPの Ko・5を求め Table2 

に示した ATPの阻害保護作用の KO.5は， Fig.5の

リガンド KO.5 

Mg2+ 

Na+ 

0.13mM 

3.1mM 

< 10μM 
830μM 

50μM 

ATP 

ADP 

PNPP 

1 3 
Ll.-k X 10 

20 

Fig. 2. 阻害促進作用に対する MgのKo・5

140mM NaCl， 1mM ATP存在下で求めた.

縦jM]は阻害速度 (k)の増加分の逆数， 横iIi，hは
MgCl2濃度の逆数を示す.

司 3
一二.，-X 10 
ムk

回 0.5 1 _ーよ一一
[Na] 

0.5 

Fig. 3. 阻害促進作用に対する NaのKo・5

5111M MgC12， 1 mM  A TP存在下で求めた.

縦jM]は阻害速度 (k)の増加分の逆数， 横jlirhは
NaCl濃度の逆数を示す.

Line九Neaver-Burl-王 poltから求め， 1. 5μMであった.

以上の結果を Teble2にまとめて表わした.

考察

Na十Mg存在下で， ATPが SMの阻害を著しく増

加させた(Fig.1). この結果は， 14C-NEMの酵素への

結合がこのリガンド条件で最大になるという Titusら15)

の報告とは一致したが，阻害の程度を指標にしたSkou7)，

Banerjeeら10)，Schootら11)の結果とは異なった. これ

は醇素標ifhによるもがい， NEMを用いると ATPの作
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rE4 -【ロH 民-
100 

③@  @ 

F4EZ h 

50 
，ば

0.1 0.2 0.3 

ATP (mM) 

Fig. 4. ATPの阻害促進作用

14mM NaCl， 1mM MgCl2存在下で，種々の

ATP濃度における阻害速度 (k).縦軸上の点

は， ATP無添加の11寺の阻害速度を示す.

司会 X102 

250 500 750 

Fig. 5. 阻害保護作用に対するATPのKo・5

リガンド無添加 (50mMトリス{塩酸(pH7.5)，

O.01mM EDTA)の条件で、求めた.縦軸は阻害

速度(k)の減少分の逆数，横軸は ATP濃度の

逆数を示す.

用が観察しにくいことに加えて，観測の指標が異なるこ

とすなわち，彼らは阻害の到達度を指標にしているのに

対し，私共は阻害速度を指標にしていることによると思

われる.

ATP添加による阻害増加が， SH基の阻害剤に対す

る反応性の変化によるのか，あるいは阻害剤と反応する

SH基の個数の変化によるのかは明らかでない. しか

し， Titusら15)の実験から， おそらく反応する SH基

の個数が増加していると考えられる.

ATPは K，Na， Mgなどのリガンド条件で異なる

作用を示し， Na十Mg組み合せでは阻害促進作用を，

それ以外の組み合せでは阻害保護作用を示した 1mM

の濃度を用いた時の保護作用の強さは， ATP， ADP， 

CTP， GTP，PNPP，UTP，ITPの)1民であった(Table1). 

もし同濃度のリン酸化合物を用いた時の保護作用の強さ

が，酵素に対する親和性をあらわしているとすると，こ

の保護作用の強さの順位は， Hegyvaryら16)により報告

された ATPbindingの Dissociationconstantの順{立

とよく一致している.一方，阻害促進作用は， ATPや

ADPのリン酸基を修飾した誘導体で、はみられない. 同

濃度 (1mM)を用いた時， UTP以外のヌクレオシド

ー 3リン酸はATPと同程度に阻害を促進し， ADPはそ

れらに比べて弱い. このことから，阻害促進にはリン酸

基部分の構造が関与していることが推定される.

これらのことから， ATPの阻害保護作用と阻害促進

作用は別の作用であり， リガンド条件により現われ方が

異なる.

阻害保護作用の ATPの Ko・5は Fig.5より 1.5μM

であった.一方，姐害促進作用の ATPの KO.5は，予

備加温中に ATP の分解が考えられるので，正確に求

めるのは難しい. Fig.4より， ATP濃度 10μMで最

大速度に達していた.いず、れの作用も ATPの Ko・5は

μMの桁でかなり小さく， E-P形式の際の ATPの

K11117)または， ATP bindingの際の ATPの Kd16，18)

に近く，非常に特異的な作用であることがわかる.

K-PNPPaseの基質である PNPPの， 阻害促進作用

に対する Ko・5は50μMであり， ADPの瓦0・5は830μM

であった.また， 阻害促進作用のNaのKo・5は2.5~3mM 

で， ATP水解反応でKをOに外挿した時の Naに対す

る Ko・5の倍19)に近い Mgの Ko・5は O.lmM付近であ

った.

これらの Ko・5の{直から， 酵素十Na十Mg十ATPの

組み合せで生じる SM に対し親和性の高い酵素の状態

は，酵素反応のー中間体と向じ conformationであると

考えられる. 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

も必要ないが， SMの阻害促進を引き起こす ATPsite 

は，基質としての ATP結合部位である可能性が強い.

要約

1) SMによる Na，K-A TPaseの阻害速度を指標に

して， Na， K-ATPaseに対する ATP の作用を調べ

Tこ.

2) 種々の組み合せのリガンド(Na，K， Mg)存在下

で， ATPを添加すると Na+Mg以外の系では ATP

の保護作用がみられた.この保護作用はリガンド無添加

の条件で一番大きく，この際の ATPのKO.5は 1.5μM

であった.

3) これに対し， Na十Mgの組み合せでは， ATP添

加により阻害速度が 3倍以上増加した.阻害促進作用に

対する :¥'lg，Naの Ko・5はそれぞれ O.13mM， 3mM 

であり，一方 ATPは 10μMで‘最大速度に達した.
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4) 阻害保護作用と!世害促進作用は， ATPを他のヌ

グレオチ Fド (ADP，UTP， GTP， CTP， ITP)やりン

酸化合物 (PNPP)に置き換えても得られた. 一方，

ATPや ADP 誘導体 (AMP-PNP，AMP-PCP， 

AMP-CP)は， 阻.害保護作用を持つにもかかわらず，

阻害促進作用を示さなかった.

5) 以上のことから， ATPの阻害保護作用と阻害促

進作用とは別の作用であり， ATPに対し異なる効果を

示す 2種類の siteの存在が示唆された.
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アデニレートシクラーゼにおよ(ますバナジウムの影響

中川敦子，中尾順子

Effects of Vanadate on Adenylate Cyclase of Rat Brain 

ATSUKO NAKAGAWA辛口ndTOSHIKO NAKAO串

緒 函

パナジウムは工業的に重要な金属で冶金業では鋼鉄の

成分として，化学工業では酸化触媒として広く利用され

ている.現在では利用される絶対量が少なく，かつ製品

中では安定な化合物として存荘するため，環境汚染の問

題は生じていない.しかし局地的汚染であるスクラップ

鉄処理場付近のブュームへの暴露および鉱さい，廃触媒

等パナジウム残留物の処理は今後問題となる可能性はあ

る.

一方パテジウムの生体に対する作用は， ヒヨコ 1) およ

びラット 2) の必須徴量金属であることからヒトにおいて

も重要な金属と推測されている.毒性の観点からはパナ

ジウムの大量投与による急性の呼吸器系症状のほか，

in vivoにおけるシスチγ含量の低下3-5ヘコレステロー

ル合成久 COA7)および COQ8) 合成の低下等種々酵素

系に対する阻害が観察されている.また invitroにおい

てはアルカリホスファタ{ゼヘ 酸性ホスブァターゼ10)

およびNa，K-A TPase11)の強力な阻害剤である.これら

りん酸水解酵素に対するノミナジウムの阻害機構は，水溶

液中におけるHP042ーと H2V04ーの構造が類似している

ことから，ノミナジウムがりん酸の結合部{立に結合するた

めと説明されている.アデニレ{トシクラ{ゼ(AC)は

ホノレモン作用を細胞内に伝えるメッセンジャーの役割を

もっ c-AMPの合成酵素でJ Na， K-ATPase と同じ

く ATPを基質とし細胞!撲に存在する.筋肉から抽出，

精製した ATPには低濃度のノミナジウムが常に含まれ

ているので、パナジウムの生体内作用は ATPに関連する

酵素系を介し生理的作用を発現しているかも知れないと

考え， ACに対するノミナジウムの影響を観察した.

実験方法

酵素の調製 ラヅトの脳を 9容の O.25M sucrose， 10 

m M  Tris-HCl (pH7.5)でホモゲナイズ後， 4， 500r. p. 

m. 10分間違沈 (sorvallss-34ロ{タ〉する.沈澱を同

条件で2回洗い，同緩衝液にけん濁して酵素源として使

j召した. タンパク濃度は 9~12mg/ml として -80
0

C で

保存した.活性はこの条件で 3カ月間変化しなかった.

ラットの骨格筋，心筋，腎臓の酵素はそれぞれ Severson，

D.L.等12)，Drummond， G. I.等13)，M創刊 S. J.等14)

の方法に従って調製した.ノレプロール可溶化酵素は脳の

酵素を 100mMSucrose， 50mM Glycylglycine buffel 

(pH7.5)， 3mM DTT， 1%ルブロ{ルPX存在下で

溶かしてホモゲナイズ後， OOCで30分開放置する.この

11寺のタンパク濃度は 5.8mg/l111である. これを 27，000

xg 30分間遠沈して上清を可溶化酵素として使用した.

ACの測定法 Salomon， Y.等15)の方法を改変して行

った.反応溶液ほ 20mMTris-HCI (pH7.5)， 5 mM  

MgCI2， 2. 6mM (α_32PJ A TP (40-50cpm/pmole)， 

1 mM  c-AMP， 10l11M テオフィリンとし， 酵素タン

パク 100~150μg を加えて全量を 100μf にする.オノレト

パナジン酸ソーダ(Na3V04)との反応は， 20l11M Tris-

HCI (pH7. 5)の存在下で酵素と Na3V04を ooC 5分

間 preil1cubate後， Tris-HCl以外の反応液を加え3TC

5分間反応を行ない，反応停止液(40mM，APT 1. 4mM 

c-AMP) 100μJを加えて反応を停止する.回収率を調べ

るため (14CJc-AMP (20，000cpm， 10μりを加え，930C 

5分間加熱後水 0.8mlを加えて 2，OOOr. p. m. 10分間遠

沈する. 上清を Dowex50W-X4およびアルミナカラ

ムにかけて c-AMP を分J~m溶出する. 溶出液は Bray

Medium 12mlを入れたノミイアノレ瓶に直接受け液体、ンン

チレ{ションカウンタ~ (Beckman LS-230)で放射能

を測定する.なおルブロール可溶化酵素の活性測定は，

酵素の失活を防ぐため 1l11g/ml BSAおよび 1mM

DTTを反応液に添加した. Na， K-ATPase活性の測

定は中尾等の方法16)に従った. タンパク質の測定は

Lowry法17)に従い， Na3V04の濃度は原子吸光分光光

度計 (PerkinElmer・403)を用いて測定した.

試薬 〔α_32PJA TP， (adenine-u-14CJ c-AMP は

ラジオケミカノレセンタ~， ATP， c-AMP， DTT， dl-

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町 3ー24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chol11e， Shinjulれトku，Tokyo， 160 Japan 
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0-0: NaaV04無添加時の反応

@一 :1. 14 x lO-aM N aa V04添加時の反応

表 1. アデニレ{トシクラーゼに対する NaaV04

活性化反応の可逆性

Preincubation fl寺の
aNssaazVy0時4濃の度 比活性NaaV04濃度

1.14x lO-aM 8.32 x 1O-7M 1. 33 

1.14 x 1O-3M 1. 14 X 10-3乱4 2.46 。 。 1.13 。 1.14 x 1O-3M 2.32 

酵素を1.14 x 1O-3M N a3 V04および 16mMTris-

HCl (pH7. 5)存在下で ooC7分間 preincubate後，

10mM Tris-HCl (pH7. 5)で37倍に希釈する. 5，000 

r. p. m.で15分間遠沈し，沈澱を同容の10mMTris-

HCl (pH7. 5)で洗う.得られた沈澱を10mMTris-

HCl (pH7. 5)に懸渇したものを NaaV04で pre-

incllbateした酵素として使用した.

イソプロテレノーノレおよび、エピネプリンはシグマ社，ル

ブロール PXは半井化学薬1¥71， Na3V04は和光純薬，

Dowex 50W-X 4 (200-400メッシュ〉はダウケミカノレ

社，中性アルミナは Tochtergesellshaftder ICN Pha-

rmaceu ticalsのものを使用した.ルブロ{ル PXは不純

物を除くためあらかじめ陰イオンおよび陽イオン樹指を

通して精製し -30
oCで保存したものを使用した.

結果および考察

ラット脳のACは図 1に示すように4.56x 10-sMから

4. 56x 1O-3MのNa3V04で活性化され，最高活性は4.56

x 1O-3M で得られた. この値は対照活性の約 2倍で10

mM  NaFによる活性化値に近い値である. Na3V04に

よる ACの活性化反応には OoC5"-'10分間の preincllba-

tionが必要で， Na3V04存在下でのAC反応は酵素タン

パク 150μgで37'C5分間までは直線であった(図 2). 

NaF による活性化が m Mオーダでみられ不可逆反応18)

であるのに対し， Na3V04による反応は4.56x 1O-8Mの

低濃度から観察され可逆的であった(表 1).種々の報告

によれば生体組織内のパナジウム濃度は1O-8Mから 10-6

Ml1，1のである.またアノレカリホスファターゼ、9〉，酸性ホ

スファタ{ゼ10)， Na，K-ATPase11)に対するパナジウ

ムの半阻害濃度はそれぞれ2.2 x 1O-6M， 2. 7 x 1O-7M， 

3 XlQ-6Mで生体濃度に近い.以上のことからパナジウ

ムは生体でA Cおよびりん酸水解酵素系に対する調節因

子の作用をもつことも考えられる.ラヅトの腎臓，骨B格

筋および心筋のACも脳の酵素と同様に Na3V04 によ

り活性化された.

ACは細胞膜酵素で膜の内側に触媒部位をもち， AT 

Pから c-AMPを生成する. この反応は NaFにより促

進される. またACはj撲に存在するホノレモン受容体に結

合した各種ホノレモンによっても活性が促進される Na3

V04 による ACの活性化が j撲のどの部位で生ずるかを

知るため既知の活性化剤との関係を観察した. NaaV04 

の活性はエピネプリン(図 3)およびイソプロテレノ{

ル(図 4) に付加的で， NaF (図 5) に対しては影響

がみられなかった. ACは非イオン界面活性剤であるル

ブロ{ノレ PXで可溶化するとホノレモンによる活性化反応

は完全に消失する.しかし NaFによる活性化は程度の

差はあるが残存する.本実験で得られた可溶化酵素は

Na3V04により活性化され，その値は NaF による活

性化値に近かった(図 6).以上の結果から Na3V04に

よる ACの活性化は受容体側からの間接的な作用ではな

く， )民の内{則から酵素反応に作用するものと考えられ

る.細胞膜酵素に対するノミナジウムの作用部位に関して

は，最近 Cantley等20)により赤血球の Na，K-ATPase 
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図 6.(右〉ノレブローノレで、可溶化したアデニレ{

トシクラ{ゼ活性におよぼす NaF

とノミナジウムの影響

C:コントロ{ル L:ルブロ{ノレ可溶化酵素

L+V:ノレブローノレ可溶化酵素に4.56x 1O-4M 

Na3V04を添加

L 十 F: ルブロ~!レ可捺化酵素に10mM NaFを添加I

L+F+V:ノレブロール可溶化酵素に4.56x 1O-4M 

Na3V04および10mMNaFを添加

が NaaV04 により細胞の内側から阻害されることが報

告されている.

NaaV04のAC;活性化作用は NaFによる活性化と見

かけ上類似していた.しかしパナジウムとフッ素のイオ

ン的性質のちがいくVは陽イオン， Fは陰イオン)，酵
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素反応に対する可逆性のちがいくVは可逆的， Fは不可

逆的)， および酵素の活性化に要する最低濃度のちがい

(VはlQ-SMのオーダ， Fは1O-3Mのオ{ダ)から両活

性化剤の反応機構は全く異なると考えられる.またノミナ

ジウムは他のホスファターゼ活性を調節し同時に生的理

にACをコントロールしていることも予想されるが，こ

れについては実験中である.

要約

ラット脳の ACは4.56x lO-sM 以上の NaaV04で活

性化され，最高活性は4.56x 1O-3Mで得られた.その値

は対照活性の約 2倍で， 10mM NaF添加時の活性(対

照活性の 2~2.5倍〉に近かった.しかし Na3V04 によ

る活性化は NaFと異なり可逆的で，活性化に要する最

低濃度は NaFが1O-3M であるのに比べて非常に低かっ

た.パナジウムによる ACの活性化はカテコールアミン

に付加的で， NaFによる活性化には影響がなかった.

またルブロールで、可溶化したACはNaaV04により NaF

と同程度に活性化された.以上の結果よりバナジウムは

ACに対して NaFに類似の作用ではあるが低濃度で触

媒部位側，すなわち細胞膜の内側から作用し，かつ可逆

的であることから生理的な作用をもっ可能性が示唆され

た.
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赤血球の老化と細胞膜脂質成分の変化

長井ニ三子六 中尾順子六 中尾 真料

Changes in Lipids of Stol'ed Human El'ythrocyte Membrane 

FUMIKO NAGAIキ， TOSHIKO NAKAOヰ and MAKOTO N AKAOネ中

草者 手=事

11ft]乳動物の成熟赤血球は非常に単純な構造で，細胞膜

に閤まれた内側に細胞内小器官を全く含まず，代謝系も

単純で、ある.したがって完成した赤血球は約 120日間の

寿命を終えるまで老化の過程を進行するのみと言っても

よく，老化のモデルとしては最も良い材料であり，毒性

の問題も老化を無視することはできないと考える.

保存血は抗i疑問剤としてクエン酸，エネルギー源とし

てク、、ルコースを加えた ACD液とともに 4"Cで保存され

ている1)保存中に赤血球内の ATP濃度は低下し 4

週間で約半分 8週間では1/10から 1/20になる ATP

レベルの低下とともに保存中の顕著な変化としては形が

円盤状から金平糖をへて平滑球になること i輸血後寿命

が短縮されること，浸透圧溶血抵抗が減少することなど

がある2ーの.血液にアデニ γ， イノジンを加えて 4"Cで

保存すると ATP レベルは 8週間後も正常の範聞であ

り，輸血後寿命は新鮮血に近く，円盤状の型が大部分を

しめ，浸透圧溶血抵抗の低下もおさえられることが知ら

れている 7-10)

赤血球中のただ一つの構造物である細胞膜は基本構造

となる脂質二重層の中に何十種ものタンパクがモザイク

のように埋めこまれている. )]莫脂質は主成分のリン脂

質，コレステロ ~Jレのほか，糖脂質， ト1)グリセリド，

遊離脂肪酸からなっている.最近，細胞膜構造と ATP

レベルとの関係についての研究が蓄積されつつあり，1)

スベクトリンの ATPによるリン酸化と赤血球の形の変

化との関係や11，12)，2)ATP レベルが低い赤血球あるい

はその赤血球からつくられた膜小胞のリピッドがフォス

フォリパーゼ、の作用を受けやすい13，14)， 3)ATP レベル

が低い赤血球からリピッド含量が高く，スベグトリンを

含まない小胞が遊離してくる15)などの報告がある.

著者らは赤血球の老化と脂質成分の変化との関係を調

べる目的で， rfIl液を ACD液のみで保存したものとアデ

ニン，イノシンを加えた ACD液で保存したものを用い

て，両者の ATPレベルと赤血球膜のリン脂質， コレス

テロール量を測定した. これらの関係について得られた

知見を報告する.

実験

材料 ACD保存液は水 100mlにグエン酸ソーダ 2.2

g， クエン酸 0.8g， ブドウ糖 2.2gを含む. アデニ γと

イノシンはメノレク製のものを使用した.

日赤血液センターより供与された採血 1日以内の

Packed Cellを使用した. ここで使用した PackedCell 

とは，採取した血液を保存血としたものを遠心分離し，

rUl援部分を一部取り除いたものでヘマトクリヅト値は60

~75%であった.

方法 血液の保存法0.9%NaCI 200mlと ACD保存

液30mlを合わせた液にアデニン 4mM，イノシン40mM

になるように溶解し， ミリポアフィノレターでろ過して無

菌的にしたあと，無菌操作で PackedCell 10m!に対し

て2mlを加えた.対照群は 0.9%N aCI 200m!とACD

保存液 30m!を合わせたものをアデニン，イノシγ添加

群と同様の方法で PackedCellに加えた. おのおのの

ヘマトクリット値は50~55%程度であった.調製した血

液は 4
0

C冷蔵庫に保存した.

赤血球j肢の調製 一定の期間保存した血液をそれぞれ

3，000rpm 15分間遠心し， 血媒および赤血球層上部にあ

るIfIl小板や白血球をアスピレ{ターをつないだ先曲がり

ピペットで除去した.赤血球を約 5倍量の0.9%NaCl 

に再浮遊させ再逮心した.この操作を 3回繰り返した.

50~60%ヘマトクリット値になるように0.9% NaClに

浮遊させた赤血球に約15倍(セルボリゥム〉の 2.5mM

Tris HCI pH8.2を一度に加え低張溶血をし時々かきま

ぜながら30分開放置し， Sorvall SS34のロ{夕{で20，000

rpm 20分間遠心した. ベレットを 2‘5mM Tris HCl 

pH8.2に懸だくし，再逮心した.こ?れを 3，回繰り返しベ

レット底部の赤い部分は捨てた.洗樵がおわったベレヅ

トは 2.5mM Tris H Cl pH8. 2に懸だくし，赤血球膜標

*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恥1etropolitanResearch Laboratory of Public Health 

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

中市東京医科歯科大学医学部生化学
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品とした16) 以上の操作はすべて 40Cで行った.

リピヅドの抽出 Dodgeら17)の方法に準じ以下のよう 2.1 

に行った.赤血球!良標品 1mlに対して 5mlの BHTの

入ったメタノーノレ(メタノール 100mlに BHT5 mgを

合むもの〉を加えてときどき撹梓しながら30分間おいた

あと 5mlのクロロホノレムを加えた. 再度J笠祥しながら

30分間おいたあと 3，000rpm10分間違心し，上澄液を分

液ロ{トに移した.残澄について 2回この操作を繰り返

した.ただし，メタノーノレおよびクロロホルムで処理す

る時間は10分間にした.分液ロ{トに集めた抽出液にク

ロロホルム16.5mlと O.05M KCl 7.3mlを加えよく援

とうしたのも冷暗所に一晩おいた.翌日室温にもどし上

層と下層の分離を完全にさせて下層を集めロータリ{エ

パポレーターで40
0

C減圧蒸発乾回し，クロロホルムに溶

かし， -80
o
Cに保存した.

フォスフォリピッドの定量 Bartlett法18，19)に準じて

加水分解および長色を行い， ]ASCO UVIDEC 60分光

光度計をもちいて 830nmで定量した.

コレステロールの定量 赤血球膜標品およびリピッド

抽出液のコレステローノレは Zak， Henlyの変法20) また

は Zlatkisら21)の方法に準じて翠色し富士光電 Hg，

ADS比色計で測定した.

タシパク質の定量 Lowry法22)に準じた.

結果

赤血球!瑛リン脂質およびコレステロ{ルは保存日数に

官
、、.

700 

Er 500・ 、!
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pa吉田

国 1. 血液の保存日数による細胞膜リン脂質およ
びコレステロ{ルの変動

アデニン，イノシン添加リン脂質を 0，コレス
テロ{ルを口， Controlのりン脂質を畿，コレ

ステロールを留で示した.
5個の試料の平均値土標準偏差
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図 2. 血液の保存日数による細胞膜のリン脂質と

コレステロ{ノレの存在比の変動

アデニン，イノシン、添加 0，Control 

5個の試料の平均値土標準偏差

したがって減少した(図 1). リン脂質は採血後 1週間

までは大きな変化を示さず，その後6週間まで徐々に減

少した. コレステロ~ノレはりン脂質よりも減少率が高か

った.このことは図 2に示したように赤血球膜のリン脂

質とコレステロ{ルの存在比として表わすと，その比が

1. 75から 2.0へと変化しており，明らかである.

細胞内 ATPレベルは添加したアデニシ，イノシンの

濃度が 0.67mM，6.7mMと従来の方法にくらべて低か

ったため， 6~8 週間後には約0.3~0.4μmoles/ml Cell 

と低下した ATP レベルとりピッドの関係であるが，

リシ脂質含量はアデニ γ，イノシン添加群が対照よりや

や高い傾向にあり， ATP濃度との関係が示唆された.

コレステロ{ノレは 6週間目ではアデニン，イノシン添加

群がコントロ{ノレに比べてやや高くなった ATP レベ

ルとリピッドの関連性については，今回の実験ではアデ

ニン，イノシン添加による ATPレベルの上昇が不充分

だったので，今後さらに完全な条件下で ATPレベルの

高い標品を得て検討する予定である.

考察

保存血の細胞内 ATP含量はアデニン，イノシンを加

えて保存することによって 8週間後も正常に近い値を示

すことが知られている 7-10) その形，浸透圧溶血抵抗値，

輸血後寿命も新鮮血に近い7ー 10) さらに 8週間を経過し

た ACD保存血もアデニン，イノシンを加えて37
0

Cイン

クベートするとほぼ正常に近い ATPレベルにもどる.

このとき形，および輸血後寿命は改善されるが，浸透圧

溶血抵抗値は改善されない2一丸山. 赤血球の老化にはい

くつかの段階があるが， ATPにより可逆的に回復する

ものとしないものにわけることができる.
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著者らは赤血球Jl莫構造と老化による変化の解明を目的

に， ATP レベルとリピ、ソド組成の関係について検討を

加えることを試みた.保存血の赤血球!l莫リピッドは保存

日数にしたがって減少すること，膜のリン脂質とコレス

テロールの存在比は変化しないことなどが報告されてい

る24，25) また中尾ら8)はアデニン，イノシンを添加した

ACD保存血の血清コレステロールがコントロールに比

べて低く，むしろ新鮮血に近いと間接的に膜リピッドと

ATPの関係を述べている.また最近血液を37'Cで12f1寺

間以上グルコースを加えない条件下でインクベートする

とスベグトリンを含まず， リピッドが無傷の赤血球に比

べて約 2倍ある小胞が遊離してくるとの報告があり 15)

赤血球の老化との関連性から興味が持たれる.

著者らの結果でも 4
0

Cで保存すると 6週間までは赤血

球!撲のリン脂質， コレステロールともに減少した. しか

し，コレステロールの減少率がりン脂質より高く，図 2

に示したように， リン脂質/コレステロール(存在比〉

がと昇している. これについては今後くわしく調べる予

定である.

細胞内の ATP量との関連であるが， リン脂質の減少

は ATPレベルと関係していることを示唆している.コ

レステロールもややその傾向にあった.今後アデニン，

イノシンの濃度を 4mM，40mM程度にして細胞内ATP

レベルを 8週間まで正常に近い状態に保ったものを用い

て， リγ脂質， コレステロールおよびリン脂質/コレス

テロール(存在比〉について再度検討をする予定であ

る.またリン脂質組成についても，細胞内 ATP濃度と

比較して検討する予定である.

要約

赤血球の保存日数と赤血球内 ATPレベルと!漢を形成

するフォスフォリピッド，コレステロールの変化を経時

的に調べた ATP濃度はアデニンとイノシンを添加す

ることによって調整した. 8週間の保存期間における観

察で次のような結果をえた.

1) 赤血球のリン脂質およびコレステロールは保存日数

にしたがい 6週間まで徐々に減少した.

2) コレステロールの減少率はリン脂質の減少率より大

きかった.

3) リン脂質およびコレステロールの減少は，赤血球の

ATP レベルに関連していることが示唆された. ATP 

レベルを高めて影響をくわしく検討する予定である.
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ラット尿中の蛋白質(第2報)

r-GTP， LDH， ALPを示標とした腎障害と尿中酵素との関連

中尾 )1慎子ぺ 道 j原正子中， 樺島 )1頃一郎ネ

Proteins in Rat Urine(II) 

Relationship of Kidney Function and Excretion of 

r-GTP， LD琵， and ALP in Rat Urine 

TOSHIKO N AKAO汽 MASAKODOGEN申 andJUNI CHIRO KABASHIMA中

緒 一一居間

カドミウム， グーロムなど重金属は腎障害の著しい毒物

である. クロムの急性中毒では腎機能障害が死因である

といわれている.またカドミウムは細尿管障害の結果，

タンパクの喪失が起るといわれている.ラットやマウス

など小動物では腎毒性の検出法は病理標本のみが可能で

あった.代謝ケ{ジを用いてラット尿中に飼料中のタン

パグの混入がなく，ラットでも尿検査により病状の推定

が可能なことを，ラット尿中のタンパクの分析を行ない

昨年報告した.

本報告はカドミウム，クロムを皮下投与によりラット

に与え，尿中に排出されるタンパク，酵素，乳酸脱水素

酵素〈以下 LDHと略す)，アルカリホスファターゼ(以

下 ALPと略す)， r-ク、、ルタミルトランスベプチダー

ゼ1)(以下 r-GTPと略す〉の活性の変動を追跡し，人

間における症状と障害部位と酵素との関係を比較し，あ

わせて考察し，作用部位の考察を行なった.

実験方法および材料

ラット JCL-SD系4週令，体重65-75gの雄， 5 TlI 

Table 1. Cell Fractionation 

Homogenate 

lい50∞Oxg 川 n

Sup一1 Ppt一l

18500xg 日 ml…
Sup-2 Ppt-2 (Mitochondria) 

1105000 x g 60 minu tes 

Sup-3 Ppt-3 (Microsome) 

を l群とし，メタボリカ中で 1週間予備飼育の後， Cd 

Clzl. 5mg/kgを皮下に連日投与し， Na2Cr207は 5mg/kg 

を 1回皮下に投与した. 体重の変化を記録し，尿を毎

日採集した後， タンパクと酵素活性を測定した.投与後

11日目と31日目に動物を屠殺し，血中の酵素活性を測定

した.また肝，腎を10倍容の O.25M Sucroseでホモゲ

ナイズして，表 1の方法で分画し，ホモヂネート，核，

ミトコンドリア， ミクロソームおよびヒ清の各分画につ

いてそれぞれ酵素活性を測定して，臓器中の酵素の変動

をしらべた.

酵素活性の測定法:尿，血清，各臓器分画の20-25μl

について， LDHは Wackerの方法を用いたキット(ヤ

トロン製〉で測定し，単位は Wroblewski単位Imlで

示した ALPは kind-king変法を用い，単位はking-

Armstrong 単位Idl で示した • r-GTPは Orlowski法

を改良したキット(ヤトロン製〉で測定し，単位はミリ

単位 Imlで示した.

結果および考察

尿中酵素の変動は図 l-a，b，cに示した.タテ車rbは

活性の強さを示し， ヨコqiraは投与後の日数を示した a

は LDH，bは ALP， c v主 r-GTP，を示した. また

血清中の臨床化学検査の結果は表 2のようであった.肝

と腎の各分画の酵素活性は表 3と表4に示した.

カドミウムとクロムの投与では尿中酵素の排世は対照

実験を中心にして，カドミウムでは低下を示し， クロム

では上昇を示した.血清中の LDHはクロムおよびカド

ミウム投与で，投与後11日目では約16%上昇している.

しかし尿中に排慨された LDHはクロムでは血清同様

に，最高21%上昇し，カドミウムでは1m清の上昇にもか

かわらず低下を示した.

l尿中 r-GTPは LDHによく似た経過を示し， クロ

牢東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
本 TokyoMetropolitan Research Laboratory 01' PulコlicHealth 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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Fig. 1-a. LDH in Rat Urine 
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Fig. 1-c. r-GTP in Rat Urine 

ムで上昇し，カドミウムで低下を示した.ただし血清中

では，r-GTP活性はほとんど認められず，従ってカド

ミウム， クロムによる活性上昇もなかった.

腎の各分画の酵素活性は LDH，ALP， r-GTPとも

にクロム，カドミウムによってみるべき変化がなかっ

7こ.

肝の各分画における酵素活性の変動はミクロソ{ムで

ALPはカドミウム投与により対照の 2倍以上に上昇し

てクロム投与では変化がみられなかった.r-GTPはカ

ドミウム投与により約10%減少し， クロム投与により投

与後11日目で約23%，31日目で約50%減少しているのが

みられた • r-GTPは腎に非常に高く，本酵素はアミノ

酸の透過に関係しているりといわれ，細尿管の徴紙毛中

に活性が高いといわれている1)肝の r-GTP活性は低

く，ラットでは人間の場合とは異なり 2〕， 血清中にはほ

とんど検出されなかった.人間では肝胆道疾患で上昇す

るが， 病気の快復に密接に関連するとの報告があるの.

しかしラットでは肝の r-GTP は低く， 車清中にも認

Table 2. Biochemical Values in Serum of Rats 

KG.UO/T ml KG.UP/T ml mGgL/U dI mUg/N dl mCHE/O dl ET/dP l KAA.LUP /dl ACHpH 
E 

羽
LF.D1JE/ZInI 

control 162.4土19.24 34.8土3.03 150.4土5.02 19.9土1.55 65.6土9.94 5.8土0.30 68.6土13.66 0.166土0.038 1274土251.80
占〉、

chro而山11 172.4土22.28 34.6土2.88 145.2土9.88 18.2土2.79 65.4土3.50 5.7土0.18 49.2土8.70 0.174土0.030 1541土204.28

ロcadmium 178.6土16.47 34.6土4.82 131. 4土4.27 17.9土1.08 43.4土18.55 4.8土0.80 43.0土9.43 0.120土0.031 1500土318.37

Q 

同
pzq
、control 191.2土22.21 41. 8土4.08 121. 0土1.00 21. 2土1.75 62.6士10.78 6.2土0.28 45.6土10.57 0.146土0.046 2643土502.82

chromium 203.2土22.76 44.8土2.16 113.0土11.91 22.5土1.54 64.6土7.02 6.3土0.15 55.2土19.67 0.154土0.027 2363土454.70

{;j cadmium 207.6土20.36 44.6土5.31 116.8土5.58 16.7土1.03 50.6土5.12 6.1土0.25 28.4土7.50 0.144土0.013 2010土465.88

i ノ'"， / 
的グくぷく

。
同 2 1 3 5 8 20 22 25 3工

Days 

Fig. 1-b. ALP in Rat Urine 
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Table 3. Enzyme Activities of LDH， ALP， T-GTP in Microsomal Fraction of Rat Liver 

CONTROL CHROMIUM CADMIUM 

Enzymes 
11 31 11 31 11 31 

LDH 
30024土5952 26273土2678 23337土2192 22993土7436 21067土5201 24895土709羽Troblewski-U.jgtissue 

ALP 
0.17土0.06 O. 10土0.03 O. 19土0.02 O. 10土0.02 0.42土0.17 0.21土0.04KA. Ujgtissue 

MiniT--UG.T/gP tissue 186.7土58.1 167.6土43.3 145.2土38.1 84.6土19.4 163.1土84.4 157.8土41.0 
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Table 4. Enzyme Activities of LDH， ALP， T-GTP in Microsomal Fraction of Rat Kidney 

11 31 

LDH 
Wroblewski-U./gtissue 

ALP 
KA. Ujgtisslle 

T-GTP 
Milli-U.jgtisslle 

CHROMIUM 

11 31 

CADMIUM 

11 31 

4794土564 2459土279 5067土414 2300土422 4630土1151 3046土171

54. 1土14.5. 27.3土2.4 56.7土9.6 28.4土7.7 59.9土13.6 30.1土6.8

546226土78750352551土48678597467土58655346825土39960524270土77520360056土33156

められなかった.

尿中の酵素活性の変動は，腎障害を示していると考え

ることができる.人聞における慢性腎炎では尿中排出の

低下を示し，ネフロ{ゼでは上昇を示した4人 動物実験

で T-GTPに関する報告は全くないところから単純に推

定すると，カドミウム投与では慢性腎炎型であり，クロ

ム投与では細尿管障害が主たる障害ではないかと考えら

れる. LDH活性は T-GTPと相関を示した.尿!二I=tLDH

は人間の場合は腎障害との関連は明らかでない.しかし

分子量の大きい LDHの尿中での低下が糸球体ろ過の障

害であるか細尿管の吸収促進であるかは結論できない

が， r-GTP との関連により糸球体の障害を示している

のかもしれないが，結論は今後の研究にまたねばならな

し、

本実験ではカドミウムとクロムの投与方法が異なるの

で，正確な対比をするのは無理かと考えられるが，カド

ミウム投与での電顕像からほとんど障害が認められなか

ったことから考えても，本法は非常に鋭敏に早期の腎障

害を検出し得る方法と考える.またこの障害が一時的な

ものであるのか否かを知るためには更に研究をすすめて

いる.
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マウス包皮腺の微細構造と去勢後の変化

三栗谷久敏六 福森信隆ぺ 平賀興古:ヰ

Electron Microscopic Observations of Preputial Gland on Non回 treatedand 

Castra ted Mice 

HISA TOSHI MIKURIY A汽 NOBUTAKA FUKUMORI* and KOGO HIRAGAホ

緒 言

包皮)践は指腺の一種で複合胞状型の全分泌腺1)に属

し，げ、っ歯類で良く発達している.

マウスではその分泌機能は旺盛で、， Ozawa2) の報告に

よると腺細胞中に多量の脂肪滴，良く発達した同心円状

の滑面小胞体 (SER)， 大きな頼、粒を持つ糸粒体などが

特徴的な形態として観察されている.また包皮)践の分泌

i幾能は性ホルモンの影響を受けているむりと言われてい

るが，これまで去勢に関しての報告はみない.

そこで今回著者らは，マウスの去勢を行い包皮JJ泉の微

細構造を観察したので、報告する.

実験材料および実験方法

動物は ICR 系雄性マウス(体重 36~39g) 10 r尼を用

い， 5匹を無処置とし，残り 5匹は皐丸摘出の去勢を行

った. これらの動物は日本クレア製 CE-2 岡型飼料で

3週間飼育後断頭と殺し速やかに包皮腺を摘出，重量

測定を行い電顕試料とした.

電顕試料は約 1mm3 に五m!tJJし， 3%パラホルムアル

デヒド (0. 1Mリン酸緩衝液， pH 7.3)で4時間前固定

を行い，氷室内の緩衝液中でー|免洗浄後， 1 %OS04液

(0. 1Mリン酸緩衝液， pH7.3)で1.5時間後固定を行

った.以下定法に従いエタノ~/レ脱水， QY-1を通して

Epon 812-Araldite M 混合樹脂に包埋した. 包埋した

電顕試料の厚さ約 1μ の切片をトルイジン青で染色し光

顕、139に観察後， i出薄切片を作製して酢酸ウラニルおよび

クエン酸銘でニ重染色を施し， HU-12A型電顕にて腺

細抱を中心に観察した.なお，無処置マウス包皮腺の微

細構造を正常構造とした.

観察結果

無処関動物(正常構造)マウス包皮)j泉は基底l肢に囲

まれた腺房， )操房間に存在する結合組織，分泌物の排出

導管で構成されており，腺房内の腺細胞はその中心に向

う程分化が進み，分化程度に応じて特徴的な形態が観察

された.

腺房辺縁の腺細胞は未分化で脂肪滴を含まないが，豊

富なリボゾーム，粗面小胞体 (PER)がみられた.しか

し SERはほとんど認められなかった.糸粒体は梓状形

が多く，基質内に 1~数個の電子密度が高い大きな頼粒

を持つのが特徴的であった.核は楕円形で大きく，また

細胞境界にはデスモゾームが散見された(図 1). 

!保房中間部の)娘細胞は分化しつつある細胞で数層の細

胞から成り，腺房の中心に近い細胞程脂肪滴が多く存在

していた. またこの部の腺細目白では SERと思jつれる層

状構造が同心円状を成しきわめて良く発達しており，多

くはその中心に脂肪滴を入れていた(国 2，3). RER 

は細管状に少量認められた.ゴ、ルヂ、体は SERと類似し

ており，区別が困難であった. リボゾームは豊富に存在

し，その多くはポリゾームとして認められた.糸粒体は

梓状形および円形が多く， )j京房辺縁部の腺細胞と同様基

質内に 1~数{聞の電子密度が高い大きな頼、粒を認めた

(図 4). また単位!摸に回まれ， 内部に電子密度が中等

度の粒状物質を有するミクロボディ様小体が散見された

〈閤 3，4). 

1腺房中心部の腺細胞は完全に分化した細胞で、多量の脂

肪滴で占められ，細胞質は少なくその電子密度は高くな

っていた.核は圧迫され縮少しており，他の細胞小器官

はその微細構造が不明瞭であった(図 5). 

去勢動物:肉眼的に旬皮腺は大きさが縮少してみら

れ，重量測定の平均値を比較すると無処置では絶体重量

95.5mg，体重10g当りの重量24.9mgであり，去勢動物

では絶体重量46.1mg，体重10g当りの重量 12.2mgを示

し，去勢動物の包皮腺重量は著明に減少していた.

j出房辺縁部の腺細胞では正常構造と比較し著変は認め

られなかった(図 6). 

)保房中間部の腺細胞では正常構造と比較し脂肪滴およ

び同心円状の SERの数が減少傾向を呈し，同時に脂肪

ヰ東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人[11了3-24-1
牢 TokyoMetropolitan Research Laboratory ()f Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 
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1)誌を中心に入れた SERの層も減少している感があっ

た.また細管状の RERが一部認められた.他の細胞小

器官は正常構造とほぼ同様の形態を呈した(図 6). 

腺房中心部の腺細胞で細胞質の電子密度が増してい

た.脂肪滴は腺房中間部の腺細胞に比較し増加してい

た.また同心円状の SERが認められ，多くは脂肪滴を

その中心に入れていた.糸粒体はJI英構造が不明瞭であっ

たが，糸粒体内頼粒は明確に認められた. リボゾームは

豊富に認められた.核は辺縁がやや不整で萎縮の感があ

ったが比較的大きく，核小体も発達していた.ゴルヂ体

は認められなかった(図 7). 

考察

今回正常腺細胞中に多くの脂肪滴と良く発達した同心

円状の SERが観察された. SERの発達は包皮腺11泉細

胞以外では脂腺細胞，精巣の間細胞，卵巣の黄体細胞お

よび副腎皮質細胞のようなステロイド産生細胞でもみら

れるわ.

Ozaw(2
) はマウスにテストステロンを投与し，その結

果包皮腺腺細胞に SERの高度な発達を観察し，また諸

橋5) はラットにエストロゲンを投与し，脂!娘細胞で脂肪

滴の減少と SERの発達不良を観察している.今回の観

察で去勢したマウス包皮!掠腺細胞は正常構造と比較し

脂肪滴がかなり減少しており， SERの発達も中程度で

あった.包皮腺重量の減少は， この脂肪摘の減少が原担当

のーっと思われる.また!腺房中心部の腺細胞でも正常構

造にみられる様には分化しておらず， SERや糸粒体な

どの細胞小器官が散見された.これらのことから包皮腺

は性ホノレモンに依存性があり，性ホノレモンは SERに影

響を与え，その脂肪滴生成に関与していると思われる.

分化しつつある腺細胞で Ozawa2)はゴルヂ体の存在を

報告しているが，今回の観察では SERとの区別が困難

であった.形態的に良く発達したコeルヂ、体は槽が伸長し

層状構造を呈するため， SERの構造と類似して観察さ

れたものと思われる.一方，包皮腺と同様の分泌機序を

持つ脂腺では機能が充進している時，一般の脂肪滴の分

泌機序と異なりゴルヂ、体を介さないで直接 SERから分

泌されるめといわれることからゴソレヂ、体の発達が良好で、

なく，そのために明確に観察されなかったとも考えられ

るが明らかでない.

マウス包皮腺)腺細胞の糸粒体内額粒:は大きく，電子密

度が高く特徴的な形態を示した.時には糸粒体基質内に

4~5 個認められた. これは発達した SERと同様種々

のステロイド産生細胞でもみられるがへ それらの糸粒

体内頼粒より一般に大きく明瞭である.この頼粒は去勢

したマウスの包皮Jl京腺細胞にも存在し，大きさや数は正

常構造に比較して差が認められないことから，性ホルモ

ンによる影響を受けないものと考えられる.またこの頼

粒について，一般の糸粒体内にみられる頼粒の様に 2価

の腸イオン6) の吸着と関係があるのではなくて，脂肪性

のものではないか3) と言う意見もあるが，さらに今後の

検討が必要と思われる.

以上，包皮腺の分泌機能は性ホルモンに依存性がある

と考えられ，今後去勢後の動物に性ホルモンを投与し

その変化を観察するなどさらに検討を加えたい.またマ

ウス包皮腺にみられた糸粒体内頼、粒についても生化学

など多方面からの検索が必要と考えられる.

結語

マウス包皮!操の正常および去勢後の微細構造を観察し

た.その結果正常腺細胞では多量の脂肪滴，良く発達し

た同心円状の SER， 特徴的な糸粒体内頼粒などがみら

れ，去勢後の腺細胞では脂肪滴や SERの減少，分化程

度の遅れなどを呈したが，正常腺細胞と微細構造的に本

質的な相違は認められなかった.
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附閣の説明

区11. 腺房辺縁部の末分化腺細胞 (UDC)がみられる.

核(N)はだ円形で

頼粒を持つている.また小量の粗面小胞体がみら

れる. BM:基底)J英

図2. 分化しつつある腺細胞に多くみられる同心円状の

滑面小胞体 (SER)を示す.M:糸粒体

区13. 分化しつつある腺細胞に多くみられる脂肪滴(Li)

を中心に入れた滑面小胞体 (SER)を示す.また

隣接してミクロボディ様小体(DB)がみられる.

図4. 特徴的な糸粒体内頼粒(MG)を示す. M:糸粒体

N:核 DB:ミクロボディ様小体

ほ15. 腺房中心部の腺細胞を示す.細胞質は多量の脂肪

tl1Ifj (Li)で占められ，核(N)は圧迫されている.

また他の細胞小器官は認められない.

図6. 去勢後の腺細胞を示す.腺房中間部の腺細胞は脂

肪滴 (Li)，滑間小胞体(SER)とも減少している.

UDC:末分化腺細胞 N:核 BM:基底膜

M:糸粒体

障17. 去勢後の腺細胞で， Jl出房中心部の)保細胞を示す.

細胞質は電子密度を増し，多く脂肪滴 (Li)で、占

められているが，細胞小器官は存在しており，前

面小胞体(SER)や糸粒体内頼粒 (MG)などが認

められる. N:核
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姉妹染色分体交換 (SCE)による変異原物質の検索(第 1報〉

SCE検索にあたっての基礎的研究

縄井寿美子六 吉田誠ニヰ， 益決j正典六 中尾 JIIV-i子キ

平賀興吾*

Examination of Mutagens by lnduced Sister Chromatid Exchange (SCE) (1) 

Fundamental Experiments of Examination on SCE by Mutagens， in vitro 

SUMIKO NA W AI*， SEI]I YOSHIDA *， MASANORI MASUBUCHI*， 

TOSHIKO NAKAO* and KOGO HIRAGA* 

はじめに ることりなどであるからである.以上の点を考えて，我

これまで我々は， 染色体の gap，break， などの形態 々はこれまで行って来た染色体異常誘発試験に加えて，

的変異として現われる染色体異常誘起を検索する細胞遺 SCEsによる検索を細胞レベルで、の変異原性の検定法と

伝学的方法を用いて，物質の突然変異原性の有無の検討 して用いることとし，そのための基礎的な知見を得るた

を行って来た1，2)が， これにはいくつかの間題点が考え めに実験した.

られた.その 1つは染色体異常は種々な要因により起こ SCEsは BUdRの濃度5-7〉， 用いる細胞の種類， 培

るので，観察されたこれらの形態的異常が真に DNAの 地に添加される血清の種類や量8) などによってもその値

変化を伴うものであるかどうかを判断することが困難で に違いが生ずるといわれており，我々はまず， BUdRの

あること，さらに染色体分析には高度の熟練と多くの労 添加時聞を決めるために必要な CHO-KI細胞の細胞周

力を要すること，また gapと breakの判断の基準が明 期をオ{トラジオグラブィーにより測ることから始め，

確でなく統一されていないこと，有意な異常の出現のた この結果に基づいて，さらに使用する BUdRの濃度を決

めにはかなり高濃度の薬剤を用いる必要のあることなど めるため，種々の濃度のBUdRを添加して，本細胞に染色

である. 体異常を誘起せず，また SCEsも本細胞のれ自然、に生じ

最近，姉妹染色分体交換(SisterChromatid Exchanges， た"SCEsと考えられる一定の低い値に留まる濃度を求

SCEs)についての研究が細胞遺伝学をはじめとして各 める実験を行った. これらの結果より SCEs検索の本

方面で盛んに用いられるようになり，突然、変異原物質の 細胞における条件を定め，突然変異渇誘起物質としてよく

検索にも極めて有用であることが指摘3)されている. 女/]られている MitomycinC (MMC)， Methylmethane-

SCEsは 5-bromo-2'-deoxyuridine(BUclR)を含む陪 sulfonate (MMS)， Ethylmethanesulfonate (EMS)に

地中で2細胞周期の間細胞を培養し，回定，壁光染色， ついて SCEs 誘起の実験を行って， その用量一効果関

紫外線，照射の後ギムザ液で染色すると，各々の染色体の 係の有無を調べ，変異原物質検定法としての本法の有効

染色分体が一方は濃く他方は淡く染め分けられて現われ 性を検討したので、報告する.

る(Fig.のことにより，突然変異原性，染色体異常誘起 材料および方法

性，あるいは発癌性物質が起こした染色体の組換えを容 細胞および培養:チャイニーズハムスター卵巣由来

易に検出できるものである CHO一Kl株， 10%仔牛血清添加 F-12培地を用い，角型

このような SCEs誘起に基づく変異原物質の検定は， 培養ビンあるいはラブテックプラスケットにて密栓培養

染色体異常による検出法のいくつかの間題点を解決しで した.

いるように忠われる.すなわち SCEsは DNAの変化 試薬:行牛血清(極東製薬工業)， F-12培地(日本製

に起悶すると考えられており，その集計方法は簡単で、， 薬)， 3Hチミジン(TheRadioactive centre 25Ci/mM)， 

ii!J.に交換の生じた切断部位を数えればよく，特に熟練を チミジン(和光純薬工業)， ミクロオートラジオグラフ

必要としないこと，また SCEs は染色体異常を生じる ィー用乳剤 (NR-M2，小西六写真工業)，現像液(コニ

濃度よりかなり低い濃度でも誘起される鋭敏なものであ ドールX，小西六写真工業)， ギムザ液 (MERCK)，

牢東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿医百人flIJ3-24-1 
キ TokyoMetroj)olitan Research Laboratory o[ Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku.ku， Tokyo， 160 J apan 
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BUdR (SIGMA)溶液:蒸留水に溶かして各々 Table1 

の最終濃度とした， buffer: O. 06M N a2HP04 51%に

O. 06M KH2P04を49%の割合に混ぜ， pH6.8とした，

33258 Hoechst (和光純薬工業)， MMC (協和発酵工

業)， MMS (EASTMAN KODAK)， EMS (EAST-

MAN KODAK) 

オートラジオゲラフィー

ラブステックプラスケットで細胞を481時間密除培養し

たのち， 1μCi/mlの31-1チミジンを添加した培地で、15分間

培養し標識した.この後直ちに 100{音量:のチミジンを加

えた培地で、洗い，正常培地で 3回洗浄したのち培養し

た.標識後種々な時間培養した細胞をカルノア液(メタ

ノール 3 酢酸 1)で回定，デッピング法により乳剤処

理を施し， 5"Cで 1逓間露光し，現像の後2%ギムザ液

にて染色した.

染色体標本の作製

細胞を培養ピンに播種し， 48時間密栓培養したのち，

培養ピンをアルミホイルで、被って完全に遮光し， O.lml 

BUdR溶液を 9.91111の府地中の細胞に添加し，そのま

ま26.5時間培養した.固定の1.5時間前に中期の細胞を

集めるために O.1μg/mlのコルセミドを添加した.ここ

までの操作は， BUdRを添加した細胞がS期に可視光

線に触れると多くの SCEsを引き起こす7，9，10)ところか

ら， 時くして行った. 常法により細胞を集め， 低張液

(0. 075M KCI溶液〉を加え3TCで15分処理， カノレノア液

で2時間以上回定したのち火焔乾燥法により標本を作製

した.標本は染邑体異常観察用のものはそのまま 2%ギ

ムザ液で染色し， SCEs 観察用のものは以下の操作を行

った.まず bufferに 1μg/mlに 33258Hoechstを加

えた液で約10分間染色し， bufferで洗ったのち標本上に

さらに bufferをマウントしてカパ{グラスで被い， 約

10分間紫外線を照射した.この間標本が乾かないよう時

々 bufferを加注した.こののち標本を蒸留水でi陸く洗

い，風乾してから 2%ギムザ、液で染色した.

変異原物質での処理

3種の試薬については添加直前に府地にて溶かし，

Tal】le2に示した最終濃度になるよう調整した.細胞を

実験の48時間前に播種しておき， BUdRを最終濃度 0.5

μg/mlとなるように細胞に添加し， この時， 同時に検

査試薬を加え， 27時間暗養した.染色体標本作製法と同

様な操作で SCEs検索標本を作製し， それぞれ50細胞

観察してその平均および標準誤差 (S.E)を求め t検定

にかけた.

結果

細胞崩期の測定:標識，染色した標本について，各点

中期の細胞をそれぞれ 100個観察し，標識されている細

胞の割合を求めて Fig. 2を作製，細胞周期を調べた.

すなわち細胞の分裂周期(Generationtime)は， 3Hチミ

Table 1. Frequencies of SCEs and Chromosomal Aberrations in Cells with BUdH_ 

Concentrations for 26.5h. before Fixation 

observa tion 
BUdR No. of 

of SCEs total 

observation of chromosomal aberrations 

日
u

ふ
a
、。

ふ
B
K total breaks total gaps l

 
t
 

o
 

ふ
B
Ldose cells 

SCEs/cell 一一一一一一一一一一一一一一 一一一一一一一一一 inter圃 other 
/ ';:.，C~l aberrations chromatid chromosom chromatid chrol11osol11 

(土 S.E〉 type type type type exclunges aberrations 
obsen-ed (μg/ml) 、』

Control 200 4 。 。 3 。 。 1 

0.25 
50 5. 10土0.28

200 2 。 。 2 。 。 。
0.50 

50 5.04土0.33
200 1 。 。 。 。 。 1 

1.0 
50 6.52土0.35

200 4 。 。 2 。 。 2 

2. 5 
50 6.88土0.48

200 12 2 。 4 。 5 1 

5.0 
50 7.08土0.34

200 9 1 2 3 。 3 。
10.0 

50 7.62土0.46
200 44 8 2 16 。 17 1 

20.0 
50 10.02土0.44

200 74 11 l 43 2 13 4 

40.0 
50 13. 10士O.58 

200 104 17 1 69 4 11 2 
一一一一一一一一
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本について，染色体異常は 200個のよく拡がった中期

細胞を観察し，各々の細胞について gap，breakなどの

異常を数えた.また SCEs についてはよく拡がり分

染された中期の染色体50細胞を観察し， 1細胞ごとの

SCEsの数を記録し，細胞あたりの平均および S.E を

29-2， 1978 報t
ぃl

，r」明?衛京東

求めた.

結果を Table1および Fig.2に示す. SCEsにつ

いては， BUdR濃度 0.25μg/mlおよび 0.5μg/ml で

は l細胞あたり 5.10，5.04とほぼ等しい低い値を示す

が 1μgから40μg までは徐々に増加した.一方染色体

異常は SCEsに比べてその数は非常に少なく，最大濃度

の40μgでも 1細胞あたりでは0.085の染色分体型break，

および0.345の gapを示したに過ぎなかった.またその

増加は gap，breakとも BUdR濃度 10μgではじめて

示された. この他の異常としては染色体間交換 (inter-

exchrn砲のが 10μgで増加をみせたが，それ以上で、は反

対にやや減少の傾向を示した.なお二動原染色体 (dice-

ntric chromosome)およひ、環状染色体(ringchromosome) 

が Table1に示した他の異常として若干出現した.

以上の結果より， BUdR濃度は break，gapともにみ

られず， SCEsも低い O.5μgjmlを用いることとした.

変異原物質の SCEsへの効果:結果を Table2およ

び Fig.3に示す.観察した細胞は Fig.4に示したご

とく，染色分体の明|暗がはっきりと分染されていた.対

照は細胞あたりの平均値が 5.03と， BUdRの基礎実験

値とほとんど変らなかった. MMC， MMS， EMSとも

Table 2. Frequencies of SCEs in Cells Treated 

with MMC， MMS， EMS at Various Concerト

trations for 27h. before Fixation 

宅

100 
ω 
ul 
吋
.r:: 
pl 
尚
+l 
ω 
:;;: 50 
6 
ω 
「イ
ω 
官
凶

¥// 
20 

Fig. 1. Percentage of labeled metaphases at 

different hours after a pulse labeling with 3H 

thymidine. CHO一Kl cells were incubated in 

3H thymidine for a 15min period ending at 

zero time. Values for generation time， G1， S， 

and G2 period were determinecl from this 

graph， as 15， 3. 7， 8.8， and 2. 5 hours. 

。

× 

0.3口
白
U 、、
回

仏
師
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。
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岡
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Fig. 2. Frequencies of SCEs ( .)， chromatid 

breaks ( 0) and chromaticl gaps ( x) in CHO-

Kl cells treated with BUdR at various concen・

trations for 26. 5 hours before fixation. By this 

consequence， BUdR dose f01" its labeling 

method was determined at 0.5μg/ml. 

ジン添加時からラベルされた中期細胞のパ{セ γ トカ{

ブの最も下降する点までの聞か，もしくは 2相の上昇カ

{ブの50%値の聞として示される.従って本細胞ではお

よそ15時間である. DNA合成期(S期〉はカーブの50%

値の問でおよそ 8.8時間，分裂期 (M期〉の一部を含む

間期 (G2期〉は標識時から上昇カーブの 50%値までで，

およそ2.5時間，従ってMJWとDNA合成準備期 (Gd羽〉

は15ー (8.8十2.5) 己 3.7で3.7時間となる.

以上の結果より SCEs検索に要する BUdRの添加時

間は， 2回の S期を通すという条件から26.5------27時間が

適当である.

BUdR濃度の決定:Table 1に示した種々の濃度の

BUdRを添加し， 染色体標本作製法により作製した標

40 20 30 

BUdR(l1g!m1) 

。

dose No. of cells SCEsj cell 

(l11olj111/) observed (土 S.E) Pく0.001

一

+

+

十

十

十

5.03土0.20

5.66土0.36
6.30土0.36

9.58土0.47
12.04土0.50

31. 42土0.92
42.22土1.04

Sul】stance

MMC 

100 

50 
50 

50 
50 

50 

50 

10-9 

5 X 10-9 

10-8 

5 X 10-8 

10-7 

5x 10-7 

Control 

一

十

十

十

十

4.98土0.29
6.66土0.39

7.34土O.35 

18.74土0.64
29.24土0.87

50 

50 
50 

50 

50 

5 X 10-7 

10-6 

5 X 10-6 

10-5 

5 X 10-5 

MMS 

十

十

十

十

十

6.54土0.42

6.92土0.32
7.82土0.37

14.82土0.50

22.32土1.10 

n
u
n
u
n
u
n
u
d生

5

F

h

d

F

h

d

戸り

3

10-" 

5 X 10-5 

10-4 

5 X 10-4 

10-3 

EMS 
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Fig. 3. SCEs inclucecl by chemical mutagens， 

MMC， MMS， EMS at various concentrations in 

CHO一KIceJl. Dose response curves of inclucecl 

SCEs were showecl obviously on this figure. 

The break line is control level. 

Fig. 4. SCEs in CHO-K 1 cell treatecl with 

5 X 10-7 M MMC. 45 SCEs were observed in 

metaphase chromosomes as bright or clark parts. 

この濃度では観察に耐え得るきれいな中期像が少なく，

観察できたのは34細胞で、あった.t検定の結果ではMMC

1 x 1O-9M および MMS 5 xlO-7を除いてすべて対照

との聞に p<O.OOlとし寸高い有意性を示した.すなわ

ち対照と有意な差のある濃度は， MMC; 5 x 1O-9M， 

MMS; 1 x 1O-6M， EMS; 1 x 1O-5M/mlであった.

考察

オートラジオグラブィーによる *111胞周期の測定によ

り，細胞周期は15時間 S期 8.81時間，一部のM期およ

び Gz期 2.5時間， G1期およびM期 3.71時間であり，

BUclR添加時間を26.5~27f時・関と定めることができた.

使用したラブテックプラスケットは従来のカパーグラス

を用いた方法11)にくらべ便利な方法であった.

BUclRの濃度決定の実験では， SCEsについては0.25

μgおよび 0.5μgにおいて細胞あたり約 5個という低い

値を示したが， 1μgより 40μgまで徐々に増加し全体と

して用量一効果関係を示していると忠われた.一方break

および gap についてはその t昇が認められるの~1.'10μg 

からであり， これは SCEsの増加のみられる濃度の約

10倍であった. この結果より BUclR濃度は O.5μg/111 1 

を用いることとした.なおこの濃度での SCEsの数は，

K川05) の Don 株での実験の値 2~3 に比べいく:分高か

った.

MMC， MMS， EMSの3種の変異原を用いた実験で、

は，そのすべてが用量一効果関係を示した.中でも MMC

は最も作用が強く， 5 x 1O-9Mから有意な増加が認めら

れた.また対ー照、も BUclRの濃度決定の実験値とほとん

ど変らず， 本法での高い再現性が期待できる. しかし

SCEsの数の増加とともに，交換の生じた部位も微小な

ものが多く見られるようになって，特に40/cellを越

す SCEsを有する細胞については判定に困難をきたす

ものが生じ，また S.Eも増加して細胞間の SCEsの数

にバラツキが大きくなるのが認められた t検定の結果

をみると， MMCの 1x 1O-9M および MMSの5x 

1O-7Mの2つを|除いですべて対照との間に pく0.001と

いう高い有意性を示したことからも，本法はかなり微小

な増加でもよく反応する鋭敏な方法であると考えられ，

変異原性の疑われる物質の検定にも十分用いられうると

に濃度の増加とともに SCEsの数も増し， MMCは 1x 考えられた.

1O-9M/mlでは5.66と対照にほぼ近い値を示し，最も高 SCEsの生ずる機構については，現在微生物の複製後

濃度の 5x 1O-7Mでは42.22とその約 8倍にも達した. 修復 (postreplication repair)にあたる障害を修復する

MMSでは 5x 1O-7Mで4.98と対照よりむしろ低い値を 機構によるとする説が示され，そのメカニズムも次第に

示したが， 5 xlO-5Mではこれも約 6倍ほどの上昇をみ 明らかになりつつある.このように DNA障害の修復の

せた. EMSは 1xl0-5M でも6.54とすでに対照より高 結果として生ずる SCEsは，突然変異原性を示す物質

い値を示し， 1 x 1O-3Mで22.32まで上昇ーした.しかし のほとんどが癌原物質でもある事実が明らかにされた現
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在， SCEs誘起性のある物質を変異原物質としてスクリ

ーニングすることは卜分意義のあるものと考えられる

Perryと Evans3
)は14種類の発癒性のある突然変異原物

質を用いて SCEsを調べ， この方法がこれらを検索す

るスクリーニングとして有効で、あることを示した.今回

の我々の実験においても， 強力なアルキル化剤である

MMC， MMS， EMSともに用量の増加に伴う SCEsの

上昇をみることができ，従来の染色体異常誘起の実験に

加えて変異原物質検索の一助となりうることが明らかと

なった.

謝辞 本研究を行うにあたり，特にアイソトープ操作

について御指導，御援助を頂きました当研究所毒性部金
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ラ‘y トの成長過程における体重の変動について(第 3報)

体重増加率

林田 志{言へ 高橋 i専*， ::11二口重孝ぺ 平賀興吾申

Changes of Body明Teightin Growing Rat (III) 

Growth Rate 

SHINOBU HAYASHIDA六日IROSHIT AKAHASHI*， SHIGET AKA IGUCHI* and 

KOGO HIRAGA申

読者 面

著者らはこれまでラットの成長過程における体重増加

曲線に吟味を加え，規則性ある変動を見出し，その詳細

を報告してきた1-3) 今回はラットの体重増加の態度を

増加率の観点より検索した.

観察方法

動物は barriersystem下に生育された日本チヤール

スリバー社の近交系 Fischer ラット雌雄を用いた. 4 

週令で購入， barrier system飼育室で，前田および床面

表1. 雄ラットの体重

5 84土 2.2 91土1.9 99土 2.4

6 111土 4.2 120土 3.2 131土 5.0 

7 135土 7.6 148土 6.2 161土 9.6

8 161土10.5 177土 9.7 189土14.6

9 182土14.5 199土11.9 212土19.3

10 201土16.2 219土13.3 230土21.0 

11 219土15.2 235土14.2 246土23.4

12 231土15.8 247土13.6 260土23.6

13 241土15.5 256土14.1 270土22.4

14 253土17.1 267土15.1 283土22.5

15 263土17.7 275土17.2 289土23.0

16 270土17.3 283土17.8 299土23.3

17 279土19.1 290土19.5 306土22.5

18 280土19.4 293土19.1 309土23.5

19 286土16.9 299土19.8 316土22.8

20 292土18.4 303土20.6 321土23.9

21 297土18.5 307土20.8 326土23.3

22 299土18.7 310土20.8 329土22.3

23 302土17.7 313土21.4 332土22.3

24 306土18.8 318土20.8 337土21.9 

25 309土18.5 321土22.1 340土22.4

26 312土17.8 324土23.4 343土23.9

27 314土18.9 327土23.5 344土24.2

28 319土18.9 332土22.9 350土24.2

が網のステンレス製ケージ(縦40cm，横25cl11，高さ16.5

cm) に個別に収容， ベノレト式飼育架台に配置， 日本ク

レア製 CE-2飼料および細菌ろ過器経由水道水を自由

に与えた.飼育環境条件は，室温25土 10C，湿度50土 5

%，換気毎時10回，照明午前 6時から午後5時とした.

雌雄ラットをそれぞれ体重別に大中小の 3群にわけ，

各群を15~14匹とし 5 週令より 28週令時まで毎週金曜

日午前10時に体重を測定した.

表 2. I昨ラットの体重

5 78土1.7 83土1.0 87土1.9

6 94土 3.6 99土 3.9 104土 2.7

7 108土 4.5 113土 4.3 119土 3.4

8 118土 5.1 123土 5.9 130土 4.3 

9 125土 6.0 130土 7.0 137土 5.5

10 131土 8.2 136土 9.4 144土 6.9

11 137土 8.5 142土10.8 150土 7.6

12 140土 8.7 147土10.2 155土 8.1 

13 146土 6.7 149土11.9 160土 7.5

14 150土 6.7 153土12.2 164土 7.4

15 153土 7.0 157土13.1 167土 7.4

16 157土 6.8 161土12.1 171土 7.6

17 160土 7.3 164土12.8 174土 7.8

18 163土 8.1 168土12.7 177土 7.9

19 165土 7.3 171土12.6 179土 7.9

20 166土 8.6 173土12.6 180土 8.0

21 168土 8.6 175土12.7 182土 8.1 

22 169土 7.3 176土12.1 184土 8.0

23 171土 8.0 177土12.5 184土 7.4

24 174土 8.9 179土13.0 186土 8.2

25 176土 9.3 181土13.0 189土 8.5

26 177土 8.9 182土12.2 190土 9.9

27 177土 8.6 184土13.6 191土 9.9

28 180土 8.9 188土13.1 195土10.8

*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 3. 雄ラットの 5週令時体重を100とした体重増加率

5 100 100 100 
6 131土 3.5 130土 2.6 130土 3.6
7 158土 6.9 161土 6.2 161土 8.5 
8 188土 9.9 192土10.1 189土13.2
9 214土13.5 216土12.7 211土17.7
10 237土14.8 239土15.1 230土20.1 
11 257土13.0 256こと16.0 246土22.5
12 272土13.4 268土15.0 260土22.8
13 283土12.8 279土16.1 270土21.4 
14 298土14.4 291土17.5 283土21.1
15 308土12.1 300土20.0 289土21.5 
16 318土14.4 308土20.5 299土21.7 
17 328土16.6 316土22.2 306土20.7
18 329土18.3 319土22.0 309土20.2
19 337土14.5 326土22.9 316土21.1 
20 344土16.6 330土24.0 321土22.7 
21 350土16.9 335土24.2 326土22.5
22 350土17.3 338土24.1 329土21.5 
23 355土16.4 341土24.9 332土21.4 
24 360土17.4 346土24.0 337土20.6
25 364土17.3 350土25.5 340土22.2
26 367土15.8 353土27.6 343土23.1 
27 370土17.0 356土27.2 344土23.5 
28 375土17.4 362土26.9 350土23.4

IIEEKS 

図1.体重増加曲線

@幽国大群，@一一.中群，@一一.小群

表 4. l雌ラットの 5週令時体重を100とした体重増加率

週令/群匹数

5 
6 
7 
8 
9 
10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 
18 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 

{亀1
3501 

300 

250 

100 100 100 
119土 2.7 118土 4.9 118土 2.7 
136土 4.5 134士 5.3 135土 3.9
150土 6.2 147土 7.4 147土 4.8
158土 7.3 155土 9.3 155土 6.3
166土 9.8 162土11.8 163土 7.7
173土10.7 169土13.3 171土 8.6
180土 9.7 175土12.4 176土 9.1 
185土 8.4 178土14.9 181土 8.4
191土 8.4 183土15.2 186土 8.4
195土 8.6 187土16.6 189土 8.3 
199土 9.0 192土15.5 194土 9.1 
203土 9.4 196土16.3 198土 8.9
207士10.2 201土16.2 201土 8.5
209土 9.6 204土15.7 204土 9.0 
210土10.2 206土15.7 205土 8.4
213土10.8 209土15.6 207土 9.3
215土 9.1 210土15.0 208土 8.9
217土 9.4 212土15.6 209土 8.2
221土10.1 213土16.3 211土 9.4
224土10.3 216土16.4 213土 8.6
224土11.4 218土15.3 216土10.9
225土10.5 220土17.1 216土10.3
228土11.2 224土16.6 221土11.0 

IiEEKS 

函 2. 体重増加率

個略.大群，@一日:中執@一一:小群
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8 

表 5. 体重増加曲線の変曲点の体重を100とした体重増加率
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158 161 
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観察結果と考察 の通りで，雌雄各大，中，小群の増加率は 5週令時より

表 1，2および図 1に雌雄各群の平均体重の推移を示 9週令時までと同様ほとんど一致した.

した. 5週令時体重土 SDは雄小群84土2.2， 中群 91土 以上，本観察内において 5週令時の体重の大小は体重

1. 9，大群99土2.4，雌小群78土1.7，中群83土1.0，大群 増加を規制し， 5週令時に重いものは体増加量が大き

87土1.9であり， 28週令時体重は雄小群319土18.9， 中 く，軽いものは小さいが，その体重増加率は発育の各段

群 332土22.9，大群350土24.2，雌小群180土8.9， 中群 階においては同一であるといえる.以上の観察は体重測

188士13.1，大群195土10.8であり，週令とともに群聞の 定実験において汎用される体重増加率の有用性に根拠を

平均体重の差は拡大した.体重増加曲線には 9，13. 17 与えたものと思う.

週令時付近に変曲点1)があるようである.

表 3，4および図 2'は5週令時の体重を 100とし体重

増加率を計算したものである.雌雄の大，中，小群とも

にその体重増加率曲線は 9週令時までほとんど一致し

た.

以降は次第に差が拡大し，小群が高値を，大群が低{直

を示した.そこで，体重増加曲線の変曲点における体重

〈平均)を 100として増加率を求めてみた.結果は表 5

文 商t

1) 林田志信，井口重孝，池田虎雄，平賀興吾:東京

衛研年報， 26-2， 186， 1975 

2) 林田志信， :)1二口重孝，池田虎雄:東京衛研年報，

27-2， 198， 1976 

3) 林田志信，高橋 |専，平賀興吾:東京衛研年報，

28-2， 236， 1977 



東京衛研年報 Ann.Reρ. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 29-2， 175-179， 1978 

ラットの血液および血清成分の統計学的分析

大石向江六 大石良之六 平賀興吾本

Statistical Analyses of Blood and Serum Components in the Rat 

HISAE OISHI*， SHINSI OISHI* and KOGO HIRAGA * 

緒面

毒性学の分野においては動物に薬物や化学物質を投与

して種々の検査を行ない検査結果の解釈に統計学的方法

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)の測定を Coulter

Counter Model-S (Coulter Electrics INC) で行なっ

を用いなければならないことが多い.毒性学で通常の統 た.

計学的方法を用いる場合，標本数が多いときには中心概 b. 血清生化学的検査 総タンパク質量(TP-Biuret

限定理により正規分布を平均に対して適用できるため正 法)，クールコース最(Glu-Glucose-Oxidase変法)，尿素

規性の仮定についてはあまり論じなくてもすむことから 窒素量 (UN-Urease-Indophenol法)，クソレタミン酸オ

比較的等閑視されるが，標本数の大きくない場合にはす キサロ酢酸トランスアミナーゼ活性 (GOT-Reitmanー

ぐ正規性からのゆがみがあらわれる1) そこで母集団の Frankel変法)， グルタミン酸ヒ。ルピン酸トランスアミ

分布型を知っておくことが適切な統計処理を行なう上に ナーゼ、活性(GPT-Reitman-Frankel変法)，アルカリ性

第一に必要となってくる. ホスファターゼ活性 (AI-P-Kind-King変法〉および

健康なヒトから得られた血液および血清中成分値は， コリンエステラ{ゼ活性 (ChE-高橋@柴田法〉の測定

ある一定の規則的な分布を示すことが知られており，そ は自動分析装置 (HITACHI M-400 Automatic 

れには報告者によって多少の差はあるものの正規分布型 Analyzer)で行なった.

を示すものとして総タ γパク質量，ク。ルコース量， コレ c. 測定結果は頻度分布を正規確率紙および対数正規

ステロ{ル量，コリンエステラ{ゼ活性，乳酸脱水素酵 確率紙に記録し， 5%点での f検定を行なった.

索活性などが，また対数正規分布型を示すものとして尿 結 果

素窒素量， トリグリセライ r量，グルタミン酸オキサロ 各測定値の平均，標準偏差，変動係数，例数を表 lに

酢酸トラソスアミナーゼ活性，グノレタミ γ酸ヒ。ルピン酸 示す.これらの値は過去に行なわれ報告されている数値

トランスアミナ{ゼ活性，アノレカリ性ホスファタ{ゼ活 とほぼ同一であった.

性などがあげられる2-6) しかし，実験動物の血液， 血 雄性ラットの WBCの結果を図 1に， また雄性ラッ

清成分の統計学的な分布様式はほとんど知られていな トの WBCの結果を図 2に示す.雄性ラットの WBC

い.そこでここではまずラットの血液および血清成分値 は対数正規分布を，一方雌性ラットの RBCは正規分布

が試験物質に曝露していない状態でいかなる分布型を示 を示した• x2検定の結果はいずれも図中に記す.RBC 

すものかを知るため以下の実験を行ないいくつかの知見 の結果を図 3に， Hgbの結果を図 4に， Hctの結果を

を得たので報告する. 図5に，また MCV の結果を図 6に示す.これらはい

実験材料および実験方法 ずれも正規分布をした.

1. 実験動物 生後4週令の JCL-Wistar系雄@昨 TPの結果を図7に， Gluの結果を図 8に示す. TP， 

性ラヅトを日本クレアより購入した Gluは雄@雌性とも対数正規分布を示した. UNの結果

2. 飼育方法 動物は一般動物飼育室(室温25土10， を図 9に示す. UNは両性とも正規分布を示した.

湿度50-60%，照明12時間〉内でステンレスケ{ジに 5 GOTの結果を図10に，また GPTの結果を図11に示

匹ずつ入れて飼育した. 7週間飼育した後，断頭@採血 す.これらはし、ずれも正規分布であった AI-Pの結果

し以下の実験に供した. を図12に示す AI-Pは対数正規分布であった ChEの

3. 検査方法 結果は図13に示すが，これは雄@雌性とも正規分布であ

a. 血液学的検査 |主l血球数(以下 WBCと略す)， った.

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人II!J・3-24-1
* Tokyo Metropolitan J<esearch Laboratory of Puhlic Health 

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



わかった. GOT， GPT尿素窒素量， '==llUl球数は正規分

布型を示し，ヒトの分布型とは異なっている.このこと

は血液晶清成分の同一項目であってもパタ{ンに種差の

あることが考えられる.今回の測定での白血球数におい

て，雄性と雌性でその分布型に相違がみられたが，その

理由は性差であるかどうか現在不明であり，より例数を

多くして検討を行なう必要があると考えられる. ヒトで

は性差のみられるものとして， 20.....__39才の血清コレステ

ロ{ル値(男:正規分布，女:対数正規分布〉が知られ

ている 11)

分布型によらない検定(たとえば Wilcoxonの順位検

定など〉以外の通常の統計的な検定(たとえば Student

の t検定など〉は正規分布型について行なわれるもので

あり，その他の分布型をとる場合は正規化してから統計

処理を行なうべきである.特に毒性試験においては一群

の動物数は数匹ないし数十四を用いるのが限度である.

その血液@血清成分等検査値が正規分布型をとらない場

合〈たとえば総タ γパグ質量，グルコ{ス量，アルカリ

性ホスファターゼ活性〉は正規化してから処理する必要

がある.

Ann. Reρ. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 29-2， 1978 

表1. ラット血液@血清成分の測定値

平均標準偏差変動係数例数
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雄@雌性ラットを用いてその血液および血清成分を測

定し，それらがいかなる分布型を示すか統計学的考察を

行なった.
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10) 

11) 

以上の結果を表2にまとめた.

考察

ラヅトの血液@血清成分の値は今回測定した項目につ

いてはいずれも正規分布か対数正現分布をすることがわ

かった.ヒトでは正規分布に近い型を示す項目には肥満

度，血圧，比肺活量，コレステロール量，赤血球数など

があり，また GOT，GPT，尿素窒素量，白血球数は対

数正規分布をすることが知られている 7ー 10) 赤血球数に

ついては今回の結果ではヒトと同様な分布をすることが
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ラットにおける死後変化の経時的観察 1. 肉眼的検索

阿部幸恵キ， 矢野範男* 湯 津勝 )IP， 長津明道中

藤井 孝ぺ 平賀興吾ヰ

Macroscopical Observations of Postmortem Changes on Rats in Course of Time 

YUKIE ABE*， NORIO Y ANOヰ， KA TSUHIRO YUZA W A汽 AKEMICHINAGASAW A汽

T AKASHI FU]II* ancl KOGO HIRAGAヰ

患者 言

毒性試験では長期@短期を問わず試験途中での死亡動

物の検索が重要であり，動物が死亡した場合速やかに解

剖し組織閤定を行うことが望ましいとされている.しか

し休日および夜間などの死亡例では発見が遅れることが

多く，死後変化の発現により肉眼的@組織学的検索が不

可能になる場合が多くみられる.また比較的死後経過時

間が短い場合でも，死後変化と投与薬物による障害とを

区別することが困難な場合も多い.そこで一定条件下で

の死後変化を観察し，死亡例検索時の参考にしたいと考

えた.今回，ラットの死後変化の推移を観察するため，

死体硬直@体温低下の測定，体表@体内の肉眼的観察，

血液細胞を含む器官@組織の光顕的観察などを経時的に

行った1) 本報では肉眼的観察結果を中心に報告し，次

報で光顕的観察結果を報告する.

実験方法

実験動物および飼育環境

パリヤ{システム下に生育された Slc: Wistar ラッ

ト雄を静岡実験動物研究所より 5週令で購入し，室温25

土 10， 湿度50土 5%の環境下で飼育用国型飼料(日本

クレア.C E-2)を与え 5週間予備飼育した.試験前

日に下痢，眼球の白濁など異常がみられなかった個体を

選出し実験に用いた.

実験方法および外表部の検索

デシケータ内でラットにクロロホルムを 7'"'-'10分間吸

入させ死亡させた.死亡は心拍動の停止により判断し，

この時点を死亡時刻とした.死後 0， 1， 3， 6， 12， 

24， 48時間にラットを 6匹づっ解剖し，時間経過に伴う

死後変化を肉眼的に検索した.解剖までの時間ラット

をステンレス製の平らなケージ床面の網に伏臥位に載

せ，飼育棚に並べ， 室温25土 10， 湿度50土 5%の実験

室に放置した.なおこれは動物飼育環境と同一条件であ

る.死後24，48時間に解剖したラット 12匹については以

下の検索および外表部の観察を合わせて行った.

体重:死後 0， 3， 6， 9， 12， 18， 24， 30， 48時間

に 19感度の天秤にて体重測定を行った.

体温:死後O.5， 1， 1. 5， 2， 2. 5， 3， 4 ， 5， 6， 

7， 8， 9， 12， 18， 24， 30， 48時間に0.10感度の水銀

温度計にて直腸温を測定した.また同時刻の室温と湿度

をアスマン式通風乾湿球温度計にて測定した.

死体硬直および寛解:体温測定時および死後10，11時

間に下裂し頚， *L足首，身It.幹，尾の硬直を観察した.こ

れら 6ケ所は予備実験で硬直の判定が容易であった個所

である.躯幹の硬直はラットの腹の部分を手で持った際

の体の折れ曲る角度 ()1昼間の示す角度〉で測定し， O~ 

300を一，31 0~1500を+， 151 0~1800を廿とした.尾の

硬化はラットを水平な台上に置き，尾の部分の台を取り

除いた時に下る尾の傾斜で測定し， y= -ax2の放物線を

利用し，x口 Oから y=-1/2 x2を一，それ以上y=-1/25 

d までを+，それ以上 y=Oまでを廿とした.

内部器官@組織の検索

死後 0， 1， 3， 6， 12， 24， 48時間に解剖したラッ

トについては解剖時に肉眼的検索を行い，器官@組織を

摘出した.抽出した器官@組織のうち，肝臓，牌臓，腎

臓，心臓， J]iIL脳，精巣についてはそれぞれの重量を測

定し，解剖前に測定した体重から体重 100gあたりの器

官重量(体重比重量〉を求めた.器官@組織は摘出後，

緩衝ホルマリン中に固定し，通常のパラフィン切片作製

法により組織標本を作製した.また解剖時に外頚静脈を

切断し，血液塗抹標本を作製した.

結果および考察

体重および体温の測定結果を表 1， 図 lに， 死体硬

直を表 2に，外表部の観察で顕著な変化がみられた眼球

の観察結果を表 3に示した.また器官重量，体重比重量

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
中 TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjulれト1m，Tokyo， 160 ]apan 
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死後時間経過に伴う直腸温の変動

を表 4に，

体重

死後時間経過に伴い徐々に減少する傾向がみられた.

体温

死後 0時間から 3時間で急速な直腸混の低下がみら

れ，死後 5時間で室温とほぼ同温に低下した.以後室温

と同様の変動を示したが室温より弱千低値を示した.

死体硬直および寛解

死後0時間では死体硬直がみられなかった(写真 1). 

硬直の発現には部位により差がみられ， 死後 30分で下

顎，~， /J七躯幹にjl珪度の硬直がみられ，足首，尾では

やや遅れて硬直がみられた.硬直は 2時間ないし 2.5時

間で最高に達し(写真 2)， この状態は下顎で9時間，

図1.

内部器官@組織の観察結果を表 5に示した.

表1.死後時間経過に伴う，直腸蹴および体重の変動
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尾で 611寺間，頚，肘，足首， tff;{iji卒で、約 31時間持続し，その

後寛解が開始された.硬誌の発現に比較し覚解の開始に

は各個体，部位によりかなりの差がみられ，硬直が最も

長時間持続した下顎で、は死後11時間後に覚解が開始され

た.死後24時間で死体硬直の寛解はさらに進み(写真

3 )， 死後30時間あるいは48時間でほぼ克解したが， 足

首では騒側によく曲がり，甲側にrJ11がり難いなど死後 0

時間のラットと比較し関節の動きに多少の制約がみらオし

た.また表 3で郎幹の硬直が48時間後も+を示している

が，これは硬直が持続したわけで、はなく，腹腔内にガス

が貯留し体の折れrlilがる角度が大で、あったためで、ある.

外表部の観察(眼球の変化〉

死後 0時間の眼球は一様に透明で、少量の涙液がみられ

たのみで、あった(写真 4). 死後10ないし30分間で限l段

がやや閉じ半i現状となり多量の涙液の流出がみられた.

死後 21時間でほとんどのラットに赤色涙液がみられ(写

真 5)，血液の混入が疑われたが， 塗抹， ギムザ染色標

本で血球は認められなかった. この赤色物質はハーダ

ー氏腺より分泌されるボルブィリンであると考えられ

た2) 死後 1ないし 21時間で限球に淡い|主潤がみられ1'=1

A.nJl. Rejり. Toわ10 Metr. Res. Lab. P.H.， 29-2， 19'78 

表 3. 死後|時間経過に伴う眼球の，:，:，湖

右限球
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死後時間経過に伴う器官重量の変動表 4.

重
死後経過正十
時間仲

528.8 
土41.9 
209.9 

土11.2

527.8 
土17.4
210.8 

土 9.4

513. 1 
土31.0 
201. 6 

土 7.5

538.0 
土45.9
213.3 
土11.6

514.6 
土49.7 
207.9 

土12.5

459.6 
土56.3
185.5 

土 8.5 

383.8 
土58.1 
157.2 

ご上22.7 

11603.32) 

土1523.8
4597.53) 

土447.6

12291. 6 
土675.0
4903.7 
土136.2

13431. 6 
土1047.9
5270.0 

土140.7 

12983.3 
土814.5 
5148.6 
土79.6

11691. 6 
土1074.0
4720. 1 

土158.4

11389. 1 
土1304.0
4600.3 

土208.9

9109.5 
土1763.2
3693. 7 
士361.3 

o 252.01) 
0時間〉土16.1 

250.8 
土15.7

254.6 
土19.4

252. 1 
土15.3

247.6 
土20.8

247.3 
土23.2

3 

6 

12 

24 

244.8 
土25.1 

48 

3)重量:(平均値mg)j体重100g土標準誤差2)絶対重量(平均{iill.I11g)土標準誤差1)平均値(只)土標準誤差



潤は徐々に濃さを憎した(写真 5). 死後4ないし 51時

間で限球全体にみられた1'1測の中心部に透明な部分が現

われ，その後透明域は徐々に広がり 1:=1濁は限球周辺にド

ーナツ状に押しやられ，死後 9時間でほぼ消失しわずか

に混濁がみられる程度となった.この1:'=1湖は12例中11例

にみられたが，左右の眼球間，個体問で出現開始までの

H寺聞にかなりの差がみられた. 1:'=1濁した眼球を解剖時に

切開した結果，水晶体の前i眼房側に白色のゼラチン様物

質が付着しているのが観察された.この|主1消はラット!者

殺時のクロロホノレムに起i玉iするとの疑いから， )者殺法を

変え，炭酸ガスによる窒息死，大腿部血管切断による脱

l血死のラットについて追試したが， クロロホルム屠殺で

のラット同様i計局が観察された. (11埼の出現に並行して

死後 5時間頃より眼球表面に乾燥がみられ， 91時間で上

限験および下限!険に沿って眼球に弧状の稀がみられた.

また眼球表面は硬さを増し，内限iI金および眼球強)撲に著

明な血管走行が認められた.死後24時間で眼球は完全に

乾燥し，落ちくぼみ，角)j莫表面に多数の微細なしわが観

察された(写真 6). 

器官重量および体重比重量

それぞれの器官の重量と体重比重量は同様の増減傾向

を示したので以下に一括して述べる.

肝臓，牌!臓，腎臓では死後 1ないし 311寺閉までに軽度

の増加がみられ， 311寺間以降12時間までは重量変化がほ

とんどみられず，死後12時間以降に減少がみられた.心

臓，脳では顕著な重量変化はみられなかった.精巣では

死後 0時間から12時間まで重量変化がほとんどみらjも

ず， 12時間以降減少がみられた.肺では重量変化が顕著

にみられ死後 01時間に平均917.8mgであった肺が死後 6

時間に平均1，737.6mgとなりほぼ 2倍近くの増加がみら

れた.死後 61時間を境に減少がみられ，死後24時間以降

に再び増加が認められた.

内部器官@組織の観察結果

検索は死後 01時間に解剖したラットでの観察結果を対

Hi日として行った.

皮下組織 解剖11寺に皮下の細{血管をメスの背で]1呈くし

ごき血液がもとに戻るか否かにより皮下血管内の血液の

凝固を検索したところ，死後 61時間までは血液に流動性

がみられ，死後12時間以降は流動性がみられなかった.

皮下血管内の血液はおよそ死後12時間でi疑問したものと

考・えらhる.

死後 311寺間で 6例1=1=12例の臥径部皮下に直径 15111111前

後の淡い黒色Erがみられ，それ以後も向憾の黒色庇が 6

例J9=12例ないし 4例にみられた.この黒色mは左側に多

く，皮下脂肪組織の仁ドに細かい樹枝状に黒色インクを流
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死後経過時間(時間)

1 3 6 12 24 48 

内部器官@組織の観察結果

29-2， 1978 

表 5.

十位年野南京東
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皮下組織@鼠径部の黒色斑

着色(緑色，黒色，赤禍色)

皮下血管内の血液i疑問

外類静JPK内の血液透明感有

腹筋@着色(黒色，赤褐色〕

腐敗臭顕著

腹水貯留〈血性〉

肝臓・帯灰赤色の虎斑模様

}j中臓@尾音1)黒色

腎臓@軟化

)J前@軟化

胸m長@赤色J)l

胃@前胃一敏嬰の消失

!保胃一織援の消失

前胃一透明感の増加i

ガス貯留

H易管@小腸ーガス貯留

盲腸ーガス貯留

大腸ーガス貯留

!腸管壁軟化および透明感の
増加

盲腸一血管走行不明11京

脂肪組織@透明感の増加

したようであり，時間の経過に伴い黒色が濃さを増した

(写真 7). 前記の黒色J)3:とは別に死後 61時間で 6例中

4例の腹部皮ドに淡緑色，淡黒色の着色がみられた.死

後12時間で 6例中 5例に，死後24時間以降で 6例全例に

同様の着色がみられ，色は次第に濃さを増し11音赤色， 11音

緑色，赤禍色を呈した.またこの着色は腹筋にも認めら

れた.

腐敗臭 死後12時間で開腹|時にわずかな!腐敗臭があ

り，死後24時間以降は腐敗臭が顕著で、あった.

腹水死後3および6時間でそれぞれ6例中 I例に，

12時間で 6例全例に， 24および48時間で 6例中 2例に腹

水の貯留が認められた.し、ずれも少量で赤色を長し，主主

抹，ギムザ染色標本で赤血球が認められた.

肝臓，牌臓，腎臓 死後 31時間で肝臓辺縁部が帯状に

黒く着色する変化がみられ， この変化は時間の経過に伴

い広い11'日で観察された.死後241時間で肝臓は黒色調をi脅

し黒赤色となり， I血液の抜けたような灰色調を帯びた部

分がまだら状にみられ全体として虎斑模様を呈:した(写

真 8).また顕著な軟化が認められた.死後48時間でJJl臓s

1)動物数
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は全体に11音赤色調が抜け帯WZi敗色となり，硬さを増し，

指で~:Ipすとくぼみが戻らず， 24時間までの肝臓と比較し

かなりの萎縮がみられた.

牌i蹴，腎臓でも時間の経過に伴い肝臓でみられたと同

様の辺縁部の黒色の変化および軟化が観察された.肝臓

の場合と異なり，死後48時間の牌臓，腎)践ではこれらの

変化がさらに顕著となり，腎臓では被膜を剥離した際に

血液様の%:ii度の高い液体が被l肢に付着し腎臓の形態が保

た;トしなかった.

脳死後3および 61埼:間で、それぞれ 6例中 2例に， 12 

時間以降 6例全例に脳の軟化がみられた.死後48時間で

軟化は特に顕著にみられ，脳摘出の際l県fl首の部分は摘出

が不可能であった.

胃 死後 0時間の胃では紘一畏が明瞭にみられたが(写

真 9)， 死後 3H寺間で 6例中 2例の)j忠胃に倣嬰の消失が

みられ，死後 6時間で 6W~中 2 例の前胃および腺胃に同

様の変化が観察された.徹底:の消失により胃は偏平な)撲

のようになり，死後 01時間の胃と比較し大きさが増し

た.死後24および48時間で撒袋の消失がほとんどのラッ

トにみられ，前胃および腺胃は壁が薄くなり前胃では透

明J惑が増した.また前胃ではヒダ状縁から食道側に向け

て ~:llîJl英が容易に剥離された(写真10).

腸管死後 01時間の胃腸では血管走行が明1I京にみら

れ， 腹腔内脂肪は不透明な乳1'1色を呈したぐ写真11).

死後 3時間で 6例中 1ないし 3例の十二指腸，空腸，匝i

腸，結!拐に少量のガスの貯留がみられ， 12時間以降はさ

らに貯留が明らかとなった i苛腸では死後3時間から 6

例中 5 例にガスの貯留がみられ，腸管の他の吉I~分と比較

し顕著に認められた.また時間の経過に伴し、盲腸の血管

走行が不明瞭となり，死後24時間以降は走行が観察され

なかった(写真12). 死後0時間の腸管は淡褐色，常緑

灰色を呈し，死後12時間で褐色，緑褐色を呈した.死後

24時間以降腸管はさらに黒色調を増し死後48時間で黒溺

色，黒緑色を呈した.また死後12時間以降腸管壁の軟化

がみられ，弾力性が失なわれ，透明感の増加がみられた

(写真12). )]易管においても胃と同様粘膜面の観察を行

ったが，胃で、みられたような顕著な変化は認められなか

った.

精巣 H寺間の経過に伴い精巣表面の血管走行が不明瞭

となり，死後48時間で、血管走行が観察されなかった.ま

た24f時間までは精巣は乳白色を呈し，被l肢を通して精細

管が観察されたが，死後48時間では赤(1色を旦:し精細管

が観察されなかった.

陰嚢 死後6時間t)JiZf:で'1¥会実壁のjI!l管走行が顕著にみ

られ， 1陰嚢は全体として[l音赤色ないし紫赤色を呈した.

死後24時間以降， I~会嚢)位にわずかな赤色液の貯留がみら

れ，塗抹，ギムザ染色標本で赤血球が認められた.

脂肪組織死後6時間で 6例中 2例の腹腔内脂肪が部

分的に透明感を増し，ごく徴誕百な油渦状を呈した.この

変化は時間の経過に伴い程度を増し，特に肝臓，腎臓，

回腸などに接している部分の脂肪では顕著にみられ，淡

黄色， t炎赤色などの着色も観察された(写真12).

皮下脂肪で、は腹腔内脂肪で、みられたような油消状変化

が観察されず，脂肪はH寺聞の経過に伴い淡白色から桃白

色に変化した.死後241時間以降は解剖の際皮膚の剥離が

困難になり，皮下脂肪が乾燥したような印象を受けた.

以上のように様々な死後変化が肉限的に観察された.

今回の結果と，従来の毒性試験で、行った死亡例での観察

結果とを比較すると，毒性試験途中死亡例では腐敗臭，

器官@組織の軟化などが短時間であらわれる例が多く認

められた.このことは今回の実験では健康と忠われるラ

ットを無処置のまま死亡させたのに対し，毒性試験では

薬物投与などの処置あるいは老氏により，ラットを死に

至らせたという死亡に至るまでの過程の相違が反映され

たものと考えられる.このように今回の観察結果を直ち

に毒性試験での，死後変化と薬物投与による変化との鑑

別，死亡時刻の推定などに短絡させることはできない

が，組織検索の結果と併せて死亡例検索の際の参考にし

たいと考えている

まとめ

経H寺的な死後変化を観察するため，ラットをクロロホ

ルムにより死亡させ25土 10 の実験室に放置し， 肉眼的

検索を行った.

死後時間経過に伴い様々な死後変化が観察されたが，

個体問の差なくどのラットにもみられた変化として次の

ような点があげられる

死後 1時間:)1霊度の死体硬直の発現

死後2時間:死体硬直最強， I浪球の|会I~!l~*， 赤色波液

の流出牢

死後3時間:盲腸に少量のガス貯留，肝臓@牌臓@腎

!蹴などの器官の腹側下部が黒色に変化

死後 6f1寺間:体温が室組に低下， I眼球表面の乾燥*，

腹部皮下に淡緑色の着色，胃の搬襲消失

死後12時間:皮下毛細血管内血液の凝固，脳の軟化，

腸管内のガス貯留顕著

死後24時間:開腹時の腐敗臭顕著， 各器官の軟化顕

著，腹筋に時赤色および11奇緑色の着色，少量の血性腹

水貯留，陰謀内!腔に淡赤色液貯留キ

死後30時間:死体硬直ほぼ寛解

(右肩にキ印を記した変化は， 11:¥現開始に各11母体で差

がみられたものである.) 

文 献
1) 錫谷徹:法陸診断学， 41， 1972，南江堂
2) Innes ]. R. M. and M. F. Stanton: Amel' ]. 

Path. 38， 455， 1961 
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写真1. 死後 0時間:死体硬直はみられず，腹部を持ち上げると完全に折れ曲る. (死体硬直一〉

写真 2. 死後3時間:死体硬誼が顕著で，腹部を持ち上げると，頚，躯幹，尾が一直線を長する(死体硬直廿〉

写真 3. 死後24時間:死体硬直の寛解が進み腹部を持ち上げると， くの字状を呈する. (死体硬直+)

写真 4. 死後0時間:眼球は透明で少最の涙液がみられる.

写真 5. 死後 6時間:眼瞭がやや閉じ半眼状となり，眼球は白調し，少量の赤色涙液がみられる.

写真 6. 死後24時間:眼球の白濁はほぼ消失し，表面に微細なしわがみられ，乾燥している.
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死後12時間:左鼠径部皮下に黒色斑がみられる.

死後24時間:肝臓は部分的に灰赤色となり虎斑模様を呈する.

死後 0時間:前胃および腺胃で敏壌が明瞭にみられる.

死後24時間:前胃および腺胃で雛襲が消失し，前胃ヒダ状縁の部分で粘膜の剥離がみられる.
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死後 0時間:盲腸で血管走行が明瞭にみられ，腹腔内脂肪は不透明な乳白色を呈する.

死後24時時:盲腸で血管走行がみられず，腹腔内指肪は透明感を増し徴綿な油滴状を呈する.また腸管で、透明感の増加および軟化がみられる.

写真 11.

写真 12. 唱叩
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Influence of Polychlorinated Dihenzofurans (PC目 cytochrome P-450. Rats given 10，ugjkg of PCDFs 

DFs) and Polychlorinated Biphenyls (PCBs) to intraperitoneally for 3 clays sbowecl significantly 

Serum Protein Components in Rats increased hepatic cytochrome P-450 levels. At the 

S. Oishi : Bull. Environ. Contam. Toxicol.， 18(6)， highest close tested， 1000，ugjkg， a two-folcl increase 

7'5'3， 1977 of cytochrome P-450 ancl a three齢foldincrease 01 ρ-

ポリ塩化ジベンゾフラン (PCDFs)投与ラットの血清 nitroanisole demethylase activity were observecl. PC-

蛋白を電気泳動的に分離，定量した.その結果特に rc DFs ancl 与methylcholanthrenehacl quite similar effects 

グロプリン，s-グiコプリンに変化がみられた.これらの on 111icrosomal clrug-metal】olizingenzymes. Both drugs 

結果を PCDFの肝障害作用や免疫能との関連について increasedρ-nitroanisole demethylase activity strikingly 

議論した ancl aniline hydroxy lase acti ¥判 moclerately，but 

Comparative Toxicity of Polychlorinated Bト

phenyl and Dihenzofurans in the Rats 

S. Oishi， M. Morita， and H. Fulれlcla: T oxicol. 

Appl. Pharmacol.， 43(1)， 13， 1978 

ポリ塩化ピブェニノレ (PCB)とポリ塩化ジベンゾフラ

ン (PCDF)を飼料に添加してラットに 4週間摂取させ

た.その結果，耳介部に塩素症療様皮疹が PCDF10ppm 

群に生じた.また胸腺重量の減少，溶lIfl性貧血がPCDF

群にみられ血清生化学的検査値にも変化がみられた.こ

れらの結果を構造の類似した 2，3， 7， 8-テトラクロロジ

ベンゾーρ{ジオキシンと比11疫し，また PCBrcj:l市(カネ

ミ油症〉との関連において議論した.

Is a Mixture of Polychlorinated Dihenzofurans 

an Inducer of Hepatic Porphyria ? 

S. Oishi and K. Hiraga : Fd. Cosmet. Toxicol.， 

16(1)， 47， 1978 

肝ポルフィリン症の誘発性をポリ塩化ピフェニノレ (P

CB)とポリ塩化ジベンゾフラン (PCDF)投与ラットで

比較した.その結果 PCBは dーアミノレプリン酸合成

酵素の著しい活性上昇と JJ干ポノレフィリン量の増加が認め

られた.しかし PCDFは肝ポルフィリン症の誘発能は

非常に弱かった.

Polychlorinated Dibenzofurans-Potent Inducers 

of Rat Hepatic Drug-Metabolizing Enzymes 

S. Kawano ancl K. Hiraga: Jap. ]. Pharmacol.， 

28(2) 305， 1978 

The effects of polychlorinated dibenzofurans (PC-

DFs)， toxic contaminants of commercial polychlori-

nated biphenyl preparations (PCBs)， on the induction 

of hepatic drug-metabolizing enzymes were studied in 

the rat. PCDFs were about a thousand times more 

potent than PCBs (Kanechlor 500) as inclucers of 

prodllced little change in aminopyrine demethylase 

aclivity.α-Naphthoflavone， which is known to be a 

specific inhibitor of aryl hyclrocarbon hydroxylase 

inclucecl by polycyclic aromatic hyclroc日rbons，inhibited 

at low concentrationsρ-nitroanisole demethylase ac帽

tivity of rats previously treated with both clrugs. 

Further， bol h drllgs increased the 455 nm to 430 nm 

peal王 ratios of etbyl isocyanide difference spectra. 

Following three daily doses of PCDFs (100μgjkg)， 

cytochrome P-450 level and ρ-nitroanisole demethy‘ 

lase activity remained elevated for over 15 days， 

with a decrease to control after 30 clavs. Such inclト

cates the slo¥V excretion of PCDFs. 

Dose圃ResponseStudy of Hemorrhagic Death by 

Dietary Butylated Hydroxytoluene (BHT) in Male 

Rats 

O. Takahashi ancl K. Hiraga : Toxicol. and Aρρ1. 

Pharmαcol.， 43(2)， 399， 1978 

Sprague-Dawley系の雄ラットに 0.58，0.69， 0.83， 

1. 00， 1. 20あるいは1.44%のジブチルヒドロキシトルエ

γ(BHT)を含む24%カゼイン食を40日間自由摂取させ

た.死亡率は用量に依存しており，死亡は BHTを526

mgjkgj日以上与えた場合に起こった. LD 50 (40日〉は

760 (669-864) mgjkgj日であった.死亡動物には，胸

腔，腹腔，外部出血などの大量出血が観察された.さら

に， BHTを与えたすべての群の生存動物にも，精巣上

体， 精巣， Jl平臓などの器官に出血が観察された. しか

し，この出血は対照群には見られなかった.プロトロシ

ピン指数は BHTを与えた全生存動物で、低下した.低下

の程度は BHTの1日摂取量に依存していた. これらの

観察は， BHTあるいはその代謝中間体がラットにおい

て出血をひき起こすことを示唆している.
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Biological Fate of Butylated Hydroxytoluene . A bllll王o[rac1ioactivity was [ollncl in the sl1pernatant 

(BHT) : Subcellular Distribution of BHT in Rat fraction， althol1gh the amOl1nt of rac1ioactivity anc1 

Liver speciJic rac1ioactivity increasecl in the microsomal 

Y. Nakagawa， M. Ikawa anc1 K. Hiraga Che111. fraction with time. The rac1ioactivity which was 

Pharm. B111J.， 26(2)， 374， 1978 incorporatec1 into the microsomal [raction was mainly 

Biological fate of 14C-labelec1 butylatec1 hyc1rox剛

ytoluene (14C-BHT) in rat liver was investigatec1. 

After a sing1e ora1 c10se of 14C-BHT， the rac1ioac-

tivity was reachec1 a maximum concentration in the 

liver after 6 hr ancl in the serum after 6-12 hr. 

locatecl in the s11100th ER 3-6 hr after thε 

aclministration. These results suggest that the 

radioactivity， which was incorporated into the 

supernatant fraction， migrated to the microsomal 

fraction. 
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益淵IE~ll:，縄 ]1:寿美子，平賀興吾，広門雅子:サッカ 高矯省，平賀興吾:BHTによる出凪致死効果(第10

リン不純物の染色体異常誘発性 報〉現在までの要約と今後の問題点

日本環境変異原研究会第 6回研究発表会 (1977.9) 第51四日本薬理学会総会 (1978，3)

吉田誠二，益削正典，平賀興吾:人工甘味料の CHO圃 大石貫之，平賀興吾:PCBおよび PCDFの比較毒性

kl細砲における染色体異常誘発性 (第4報〕

日本環境変異原研究会第 6回研究発表会 (1977.9) 第51四日本薬理学会総会 (1978.3)

益淵正典，高橋昭夫，吉田誠二，安藤弘，久保喜一， 中川好男，伊川三枝子，平賀興吾:ジブチ)[..ヒドロキ

平賀興吾:EMS， MMCの JCL.ICRマウスにおける シト)[..エン (BHT)の肝細胞内運命

優性致苑 (DL)評価 日本薬学会第98年会 (1978.4)

日本環境変異原研究会第 6田研究発表会(1977.9) 

益淵正gl~，高橋昭夫，吉間誠二，安藤弘，久保喜一，

平賀興吾:優性致死試験法の検討(1) 長期投与条件下

における優性致苑作用

日本環境変異原研究会第 6凹研究発表会(1977.9)

吉田誠二，益iJ!H正典，高橋IlH夫，安藤弘，久保喜一，

平賀興吾 :ICR系マウスにおける etylmethanesulfo凶

nate (EMS)単一投与後の擾性致死作用

日本遺伝学会第49回大会 (1977.9) 

高橋昭夫，益淵正典，吉田誠二，安藤弘，久保喜一，

平賀興苦:ICR系マウスにおける mitomycinC (MMC) 

の優性致死作用

日本遺伝学会第49回大会(1977.9)

益出|正典，高橋H百夫，吉田誠二，安藤弘，久保喜一，

大石I貿之，平賀興吾:PCBおよび PCDFの比較毒性

(第 5報〕

第48同日木衛生学会総会(1978.4)

川野澄江，平安{輿吾:ラット肝薬物代謝酵素に及ぼす

食餌タンパク質欠乏の影響

昭和53年度目木農芸化学会(1978.4)

市JII久次，小林博義，中尾)/由子，平賀興吾，中川茂男

幼若ラット赤血球内に存在する電気泳動的に特異な蛋

白

第40回日本血液学会総会(1978.4)

坂本義光，神谷信行，平賀興苦:クロム鉱さい粉じん

のラットによる 1月間持続吸入実験

第5間帯作用研究会(1978.5)

平賀興吾:ICR系マウスにおける EMS，MMC精子形 福森信隆，平賀興苦 :BHTとethanolのラット肝に

成期関連続投与後の優性致死誘発性 およ{ます相互作用

日本遺伝学会第49回大会 (1977.9) 日本薬理学会第58回関東部会(1978.6)

伊川三枝子，米山允子，平賀興吾:種々の界酪活性剤 福森信隆，三東谷久敏，平賀興吾:BHTによるう‘Y

における亜急性毒性試験肝，腎酵素への影響 ト工タノーJレ脂肪肝の微細構造変化

日本公衆衛生学会第36凹 (1977.10) 日本電子顕微鏡学会第34回学術講演会(1978.6)

高橋省，林i丑志信，平賀興吾:2， 4， 6-Tri回 teri-butyl- 原しげ子， 原論古， 中尾)/恒子， 中尾真:ブタ脳

phenolの出血致死効果と種差 Na， K園ATPaseに対する Showdomycin阻害

第57回日本薬理学会関東部会 (1977.10) 第50回日本生化学大会 (1977.10) 
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