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序

東京都の財政危機と，新知事の誕生により都行政の体質変換が行われているなかで，当研究

所は，世俗を離れて，日々試験検査，調査研究に明け暮れております.

本日，ここに昭和53年度の研究成果を第30号として刊行することが出来ましたので，御批判

御指導をお願いする次第です.

地方衛生研究所は，全国に68ケ所あり，それぞれの地方において，試験検査・調査研究，技

術研修および衛生情報解析に，それぞれの特長を生かして活躍しております.そして，それぞ

れ研究報告を出版しておりますが，それらの報告には，研究所聞の共通な課題が数多く認めら

れます.これらの課題報告を総合的に判断すると，全国的な規模で結論が得られるものと考え，

努めて，他研究所の調査研究報告を読ませていただいております.

これからは，地方衛生研究所を結ぶ研究協力により，国レベルの大きな働きが出来るものと

考えます.

昭和50年より始まった23区への衛生行政の移管も順調に進行しつつありますが，これにとも

ない簡易な試験検査は23区で行われるようになり，当研究所の試験検査数は減少しております.

一方質的に見ると高度の検査は増加の傾向にあります.これは当然のことで，物事がわかって

くれば，疑問も生ずるのであって，疑問を解くため衛生研究所に依頼検査となってくるものと

思われます.当研究所ではこれらの疑問に即答出来るように，更に研讃に努めるつもりでおり

ます.今後調査研究成果の提供，技術情報の提供，研修等に力をそそぎたいと存じます.

この研究年報は当研究所研究員の一年間の苦労の結晶でありますので，都区における試験検

査にも，また行政指導にも御活用願えれば幸と存じます.

摘筆するにあたり，本書の編集委員ならびに関係諸氏の献身的な御奉仕を深く感謝いたしま

す.

|昭和54年 12月

東京都立衛生研究所長野牛 弘
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報文 I

感染症等に関する調査研究

REPORTS 1 

PAPERS CONCERNING ON INFECTIOUS DISEASES AND OTHERS 



東京術研年報 Ann. Reρ. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 30-1， 1-6， 1979 

東京都内の保育園で発生した Cαmpylobαcterfetus subsp. jejuniによる集団下痢症

伊藤 武へ
甲斐明美*，

斎藤香彦ヘ 柳川義勢へ

丸 山 務*，坂井千三汽

稲葉美佐子*

大橋誠*

千種操子料岡 愛子制， 円減寺政子料 ，菱 沼 勉**，

An Outbreak of Acute Enteritis Due to C，αmpylobncter fetus 

subsp. jejuni Occurred at a Nursery School in Tokyo 

TAKESHI ITOH*， KAHIKO SAITO*， YOSHITOKI YANAGAWA*， MISAKO INABA*， 

AKEMI KAI*， TSUTOMU MARUY AMA *， SENZO SAKAI*， MAKOTO OHASHIヘ
AIKO OKA糾， MASAKOEN]O]I**， TSUTOMU HISHINUMA料 andMISAKO CHIGUSA料

An outbreak of acut巴 enteritisdue to Canゆ'ylobacterfetus subsp. jejuni involving a total of 35 

out of 74 childre口 o:curredat a nurs芭ryschoコ1in Tokyo on ]anu昌ry14， 1979 for a duration of 7 

days. This was the first report of a community outbreak of infection with this organism in ]apan. 

The major symptoms observed in the patients consisted of diarrhoea (87.9%)， abdominal pain 
(39.4%)， fever (81. 8%) and vomiting (6.1%). Det巴ctionrate of the organism from patients was 

39.4%， although we fai!ed to identify the incriminating food. 
Sera of 4 patients showed elevated agglutinin titers against organisms ranging from 1 :80 to 1 :320. 

Keywords: Campylobacter， outbreak， enteritis 

緒 言

従来，ウシやヒツジなど家畜の流産や胎盤炎などの原

因菌として知られていた vibriofetusは， 徴好気性の

非発酵性菌であることや， GC含量が他の vibrio属と

かなり異なっていること。などから，現在では Spirill・

aceae科の中に新設された Camρ'ylobacter属に分類さ

れている幻.

本菌は家畜のみならずヒトにも感染症を起こし， 流

産8〉，敗血症4〉，関節炎5〉，髄膜炎6)などの原因となるこ

とが知られている.

最近，本菌属の Camρ'ylobacterfetus subsp. jejuni 

がヨーロッパ諸国7川，アメリカヘオ{ストラリア10)な

どで， ヒトの下痢症患者よりしばしば検出され，ヒトの

腸炎起因菌として注目されてきた.

著者らはこれまでに，東京都内に発生する集団下痢症

の原因菌究明にあたり，腸炎ピブリオ，サルモネラなど

既知の腸管系病原菌が検出されない，いわゆる不明下痢

症の詳細な細菌学的検討を行なってきたが，それらの一

部は，病原大腸菌の血清型に属さない大腸菌，Bacillus 

cereus，あるいは Yersini・aenterocoliticaによるもの

であることを明らかにしてきた11) 1979年 1月東京都東

久留米市内の 1保育園で発生した集団下痢症は，患者ふ

ん便から C.fetus subsp. jejuniを高率に分離し，

また患者血清中に分離菌に対する抗体が認められたこと

から，木菌による感染症であると結論した. C. fetus 

subsp. jejuniによる集団下痢症例はわが国では最初の

ものと思われるので本事例の発生状況と細菌学的成績の

詳細を報告する.

被検材料および方法

1. 被検材料

発病初期の発症園児ふん使33件，職員ふん使7件，お

よび下痢症状のあった園児家族のふん使 1件の合計41

件，また，事件発生後約1ヶ月経過してから，再度，園

児ふん便72件，職員ふん便19件，園児家族ふん使29件，

職員家族ふん便18件を採取し，病原菌検索を行なった.

血中抗体を検討する目的で，患者4名について発病初

期と回復期(発病22日後〉の血清と，また，感染後の抗

体消長を調査するために，発病1ヶ月後と 2ヶ月後に，

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

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

**東京都東久留米保健所
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Campylobacter Enteritis Attack Rates among Childr巴nand Staff Member of 

a Nursery School and Distribution of Date of Onset of the Illness 

Table 1. 

Date of onset (January， 1979) 
14 15 16 17 18 19 

Number of patients 
(attack rate， %) 

Number of p巴rsons
at risk 

Subjects 
20 

Children 

1-year-old 

2-year-old 

3-year-old 

4-y巴ar→ld

5-year-old 

1 

1 

1 

1 
4

2

5

1

2

 

1 

-

4

2

6

 

1 

5 (55.6) 

4 (44.4) 

10 (62.5) 

5 (27.8) 

11 (50.0) 

n
u
n
u
n
o
o
o
q
G
 

-品

1
4
n
L 3 

1 1 ( 5.3) 19 Staff members 

1 2 4 14 14 1 36 (38.7) 93 Total 

績

1. 発生状況

1979年 1月14日から20日の聞に東京都東久留米市内の

1保育園で，園児74名中35名が下痢や発熱を訴えた.初

発は14日で， 16日と 17日の両日に患者発生のピークが認

められた (Table1). 園児以外にも職員 1名が16日に軽

度の下痢を呈した.また園児の家族1名が17日に下痢症

状を呈し受診した.

本集団発生には単一ピークがみられ給食などによる単

一暴露が推察されたが，感染源については明らかにでき

なかった.

患者の主症状は Table2に示したように，下痢(87.9

%)，発熱 (81.8%)，腹痛 (39.4;わであった.下痢は

ほとんどが水様便であったが，数名に粘血便が認められ

た. 発熱のあった27名中 7名に 39
0

C以上の高熱がみら

成

Major Symptoms of the Patients 

(Number of Patient studied : 33) 

Table 2. 

% 

39.4 

6.1 

87.9 

81. 8 

Number of patient 

ヴ

'
Q
U
O
U
9
U

1
i
 

司

4
n
y
ヴ
，

司
E

目-

29 

27 

13 

2 

Diarrhoea 

3 times or less per day 

4-6 times 

7 tImes or more 

Unknown 

Fever 

37.0-37.9C 

38.0-38.9 

39. 0 or higher 

Abdominal pain 

Vomiting 

Symptoms 

延べ 108件の血清を採取した.

2. C，αmpylobαcterの検索方法

Camρ'ylobacter 属の分離には， ふん使を 1，000rpm 

10分間遠心後，その上清を Poresize 0.65μmのメンプ

ランフィルターで伊過し7〉， 伊液を血液寒天平板に直接

塗沫した.培養は嫌気培養瓶を用い，酸素 5%，炭酸ガ

ス10%，窒素85%の混合ガスで置換し，3TC 3日間行な

った.

一部の材料では，上述のメンプランフィルタ{による

伊過を行なわずに， Vancomycin(10μg/ml)， Polymyxin 

B (2.5IU/ml)， Trimethoprim (5μg/ml)を加えた血液

寒天平板に直接塗派する方法12)を行なった.

3. C，αmpylobαcterの同定

血液寒天平板上の疑わしい集落について， グラム染

色，ベン毛染色，鏡検による運動性の確認などを行なっ

た.また Kingl3) や Dekeyserら14)の記載に従って，

0.15%寒天加 AlbimiBrucella Broth (Pfizer)を基礎培

地として，各種生化学的性状を調べた.

4. 血中抗体価測定法

C. fetus subsp. jejuniに対する血中抗体価の測定

用抗原は，患者からの分離株 CF-1株を用い，以下の様

な方法により調整した 2種のものを用いた.すなわち，

血液寒天平板を用い3TC3日間培養した菌体を集め，一

方は生理食塩液に浮遊させ 100
0

C2時間の加熱処理を行

ない(加熱処理抗原)，他の一方は0.3%ホルマリン加生

理食塩液に浮遊させた(ホノレマリシ処理抗原).

抗体価測定は小試験管を用い 2倍希釈系列の定量的

試験管内凝集反応で行ない， 50
0

C18時間反応後肉眼的に

明瞭な凝集が認められた最終希釈倍数を抗体価として判

定した.
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Table 3. Results of Bacteriological Examination of the Fecal Specimens 

Date of examination Subject 
Number of person Number of positiv巴 for

tested Cam的 lobacter(%) 

]anl1ary 19th and 20th Children with illness 33 13 ( 39.4) 

Family member with illness l 1 (100.0) 

Staff members 7 2 ( 28.6) 

February 16th and 17th Children 72 3 ( 4.2) 

Staff members 19 

Family members of children 29 

Family members of staffs 18 

れ， 380Cから38.90Cまでが 9名，のこり 11名は38
0

C以下

であった.

2. ふん便からの Cαmpylobαci'erの検出

発症者を中心とした41件のふん使を対象に病原菌の検

索を行なった.その結果，赤痢菌やチフス菌をはじめと

して，その他本集団例と関連づけられるような既知病原

菌は検出されなかった.しかし，微好気的条件で培養し

た血液寒天平板上に，やや褐色をおびた偏平正円形の集

落が純培養状に出現しているのを認めた.そこでこの集

落について，形態学的ならびに生化学的諸性状を試験し

た結果，後述するように C.fetus subsp. jejuniと同

定されたLすなわち， Table 3に示すごとく発症園児ふ

ん使33件中13件 (39.4%)，職員ふん使7件中2件(28.6

%)から，また下痢症状のあった園児家族のふん使1件

からも本菌が検出された.

約1ヶ月後に行なった合計 138名についての再検査で

は，職員やその家族また園児家族からは検出されず，園

児3名のふん便から C.fetus subsp. jejuniが検出さ

れた.この陽性者3名についてはさらに10日後ふん便検

査を行なったがいずれも陰性で、あった.

3. 分離菌株の性状

今回の集団発生例から微好気的条件で分離した合計19

Photo 1. Camρ'ylobacter fetus subsp. jejuni 

菌株は，いずれもグラム陰性の笥曲した粁菌で(Photo1) 

ベソ毛染色により一端あるいは両端に 1本のベシ毛が観

察された.鏡検した運動性状はらせん状のいわゆるコヅ

グスグリュー状の運動を示した.生化学的諸性状は，好

気的に発育せず，カタラ{ゼおよびオキシダーゼ陽性，

ブドウ糖，乳糖，白糖を分解しないことから， Campyl. 

obacter属に一致し， 420Cや1% Glycine存在下で発育

することにより， Bergey's Manual第8版による C.

fetus subsp. jej・uniと同定された.

4. 患者血清中の分離菌に対す~抗体側

Table 4. Serl1m Agglutinin Titer of Patients Against Camρ'ylobacter fetus subsp. 

jejuni， Strain CF-1 

Detection of Aggll1tinin titer in serum drawn at 
Patient No. Major symptoms CGf?r?o11m う'ylobacter

fec巴s acute stage convalescent stage 

1 Diarrhoea 20 80 

2 Diarrhoineaal ，fever and 
abdominal pain + 20 320 

3 Diarrhoea and .fever + 40 320 

4 DiarrhionEaal ，fever and 
abdominal pain + 40 160 
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Table 5. Levels of Serum Agglutinin Titer in Patients and Healthy Persons 

One and Two Months aft巴rthe Outbreak 

Number of Serum agglutinin titers 
Date of examination Subjects persons 

tested <20 20 40 80 160 320 640 

February 15th Patient group 

Children 24 2 6 6 8 l 1 

Family member 1 1 

Staff m巴mber 1 1 

Non-patient group 

Children 30 3 4 12 9 2 

Staff members 15 3 1 7 2 2 

恥1:arch15th Patient group 

Children 18 1 2 8 5 1 1 

Non-patient group 

Children 19 6 5 7 1 

Control group* 

School children and adults 22 14 6 2 

*Those who have no relationship with the nursery school. 

急性期(l ~2 病日〉と回復期〈発病後22日〉の 2 回

採血が可能であった患者4名の血中抗体価の測定結果は

Table 4 に示した.すなわち，急性期で20~40倍の抗体

価を示したものが，回復期で 80~320 倍と抗体価の著し

い上昇が認められた.なお用いた 2種の抗原のうち加熱

処理抗原の方が高い値を示したので、その値を示した.ま

た以後は，加熱処理抗原のみを抗体価測定用抗原として

用いた.

事件発生1ヶ月後と 2ヶ月後にそれぞれ採取した延べ

108名の血中抗体価は Table5にまとめた.

1ヶ月後の患者血清26例中17例 (65.4%)が80倍以上

の抗体価を示した.非発病の闘児や職員においても80倍

以上を示すものが15例認められた.

2ヶ月後の血清では，患者18名中7名が80倍以上を示

し， うち 1名は 320倍の抗体価であった.また非発病者

では 1名に80倍の抗体価が認められた.

なお対照として，本集団例とはまったく関連のない学

童10名，および健康成人12名の血清について，今回の分

離菌に対する抗体価を測定したが，いずれも40倍以下で

あった.

考 察

C. fetus subsp. jejuni のヒトに対する起病性を詳

細に論じたのは King4，13) が最初である.その中で本菌

の特徴として， 42'Cでは発育するが25'Cでは発育しない

ことを認め，この性状は従来の vibri・ofetusとは異な

ることから“Relatedvibrio" と称し，また抗原的tこも

家畜由来の官ibriofetus とは異なることを指摘した.

その後，ヒトの血液培養からはしばしば本菌が検出さ

れていたが，下痢症の原因菌としてふん便から木菌を証

明したのは， Dekeyserら14)が最初である.以後， Butzler 

I? 7) は900例の散発下痢症患者中45例 (5.0~めより，ま

た， Skirrow8)は803例の散発下痢症患者のうち 57例

(7. 1%)から， Steeleら聞は224例の散発下痢症患者よ

り 13例 (5.3~めからそれぞれ C. fetus subsp. jejuni 

を検出しており，本菌がヒトの下痢症の原因菌となりう

ることが確認された.

わが国においては，吉崎ら15)が散発下痢症患者1名よ

り本菌を証明しているが，今回の集団発生はわが闘では

最初の集団発生例である.

本事例が発生した保育閣では集団給食を実施してお

り，発生に単一ピークがみられることから，給食を介し

て集団発生になったものと推察される.しかしながら，

その原因食品については検査対象となるものが入手不能

であったことから細菌学的検討を加えることができなか

った.また疫学的な調査の面からも，保育園における特

別な行事など特異事例もなく明らかにすることはできな

かった.一方， Fig. 1に示すごとく患者発生の地理的

分布は，当然のことながら保育園を中心として分布して

いるが，水系感染などを疑わせるような片寄りはみられ

ず，また同時期に周辺の小学校や中学校などにおいて下
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痢症等による集団欠席事例jも認められなかった.

SkirrowB)は患者と同居している家族から本菌を検出

しており，ときには接触感染をも起こることを示唆する

報告を行なっている.本集団事例でも患者家族のうち，

下痢症状のあった 1名から C.fetus subsp. jejuniが

検出された.

患者血清を中心として行なった血清学的検索成績は，

回復期の患者血清において分離菌に対する特異抗体の上

昇を認めた.対照として行なった健康者の血清ではほと

んど抗体保有はみられず，一部に20倍から40倍の抗体価

を示すものが認められたのみであった.したがって少な

くとも80倍以上の抗体価を示す例は本菌による感染があ

ったものと推定できょう.臨床的に症状を示さなかった

園児や職員でも抗体価の上昇を認めた例もあり，これら

は不顕性感染者と推定された.

患者の血中抗体価は約 1ヶ月後においても高い価を示

すことが認められ，本菌感染症の診断に血中抗体の証明

という血清学的診断法が応用できるものと思われる.

Camρ'ylobacterによる集団発生例は， 1978年5月ア

メリカにおいて水系感染により約2，000名にもおよぶ患

者発生のあったことが報告9)されている.また牛乳を原

因食品とする集団下痢症例も報告1B)されており，今後も

集団発生することは予想される.また DeMolの報告17)

では， 子供の下痢症の細菌学的検査の結果 Camρ'ylo・

bacterがサルモネラについで多数検出されており， 本

菌は下痢症の原因菌として重要な病原菌であると指摘し

ている.

Smibert1B，19). はニワトリや七面鳥，その他の鳥類およ

びヒツジから C.fetus subsp. jejuniと同一性状菌を

多数検出しており，本菌の汚染源としてこれらの動物が

考えられるが，我が国においては本菌の生態学的調査は

ほとんど進められておらず今後の課題である.

結論

1979年1月に東京都内の保育園において，園児74名中

35名が下痢や発熱を訴える集団事例が発生し，発症者を

中心としたふん便の細菌学的検索の結果，園児ふん便33

件中13件 (39.4%)，職員ふん使7件中2件〈泊.6%)

から C.fetus subsp. jejuniを検出した.また発症園

児家族のうち下痢症状を訴えた 1名からも本菌が検出さ

れた.

発症園児24名の分離菌に対する血中抗体価を測定した

成績では， 16名 (66.7%)に80倍以上の特異抗体上昇が

みられた.また非発症閤児30名と職員15名の調査でも80

倍以上の抗体価を示す例が15名もあり，本菌による不顕
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性感染が示唆される成績を得た.

感染源と Lては保育園での給食が疑われたが，原因食

品を明らかにすることはできなかった.
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ボツリヌス菌の生態学的研究

東京都内の魚市場泥土および市場入荷魚介類におけ~本菌の分布、

東京衛研年報
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Demonstration of Clostridium botulinum from SIudges， Fish and SheIIfish aIld 
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2) 魚介類 1976'9~ 5 月 ~1977年 3 月にかけて魚市場

に入荷された魚介類の腸管内容物228件を対象とした

(表1).なお，小魚介類の同一魚種の場合は腸管内容物

が約50gの量になるように数匹のものをプールした.腸

管内容物は滅菌ビ‘ニール袋に入れ， 30'C 7日開放置して

腐敗させたのち，その 2m!を被検材料とした.

3) 食用カエル 1976年 7~8 月に図 l に示した地域

で捕獲され，魚市場に入荷された 210匹の食用カエル各

々の腸管内容物に生理食塩液 2m!を加え， 乳斉!とした

ものを被検材料とした.

2. ボツリヌス菌の分離・同定

泥土からのボツリヌス菌検索方法は図2に示した.な

三日

緒 言

著者らは1973年 9月東京都内の中川流域に生息してい

るカモなどの野鳥が多数控室死した事例について原因物質

の究明を行ったところ，発症したカモや姥死野鳥からボ

ツリヌスC型毒素およびC型菌を検出し，本事件がボツ

リヌスC型中毒であることを解明したへ

そこで本邦におけるボツリヌス菌の汚染状況を正確に

把握し，ボツリヌス中毒予防の基礎資料を得る目的で中

川流域の泥土および同河川で捕獲した淡水魚におけるボ

ツリヌス菌の分布を調査した結果，問河川がC型菌によ

り濃厚に汚染をうけていることが判明した幻.

今回は限局された地域にかぎらず全国各地の魚介類が

入荷される東京都内の魚市場について，入荷される魚介

類のみでなく市場環境の材料なども対象に広範囲なボツ

リヌス菌の分布調査をおこなった.また， c型中毒の発

生した中川の本菌による濃厚汚染の事実から推察して，

関東一円の多くの河川も本菌により汚染されている可能

性があり，それらの河川で、捕獲された食用カエルも岡市

場に入荷されていたことから，これらの材料についても

あわせて検索を試みたのでその詳細について報告する.

材料および方法

1. 被検材料

1) 泥土 1975年 9月採取の魚市場周辺の排水溝泥土

24検体， 1976年 2月，前回とほぼ同一筒所から採取した

泥土22検体の合計46検体について調査した.これらの試

料はそれぞれ約200gに等最の生理食塩液を加えてかく

はんし，約10分間静置した後，やや混濁した上清を8，000

G20分間 (4'C)遠心した. その沈澄を 5m!の生理食

塩液に再浮遊させたものを被検材料とした.

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

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

図1. 食用カエルの捕獲場所
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図 2. 泥土からのボツリヌス菌検索方法

お，魚介類および食用カエルからの本菌検索は泥土に準

じて行った.

各被検材料は二分し，一方は加熱しない未処理のも

の，他方は60'C15分間の加熱処理したものについて，そ

れぞれ直接分離培養と増菌培養を行った.

直接分離用培地は CW寒天基礎;倍地(日水製薬〉に

卵黄を10%に加えた卵黄寒天と変法 VL培地〈日水製

薬〉を用いた.前者の培地を用いた場合は嫌気性グロ{

プボヅクス内で培養し，後者の培地を用いた場合は東3)

に従ってガス噴射法嫌気培養装置によって Roll-tube培

養を行った.

増菌矯養は肝片加肝臓ブイヨンに検体を 0.5mlあて

接種し30'C5日間培養後， 3， OOOrpm 10分間遠心し，上

清は毒素の検出，沈盗は菌検索を行った.

分離菌株についての Clostridiumbotulinumの同定

は Holdeman4)および束めの記載に従い各種の生化学性

状検査に基つ'いて行った.

3. ポツリヌス毒素の証明

前述の各被検材料の増菌培養については，図2に示す

ごとく菌の検出と並行して毒素の証明を行った.すなわ

ち， 30'C 5日間の培養液を， 3， OOOrpm 10分間遠心し，

上清をミリポアフィルタ- (孔径 0.45μm)でろ過滅菌

し，本ろ液の 0.5ml を体重 15~20g のマウス 2 匹の腹

腔内に接種し 5日間観察した.守ウスが発症あるいは死

亡した場合は，マウスに接種したものと同じ培養ろ液に

ついて前報1)に従ってボツリヌスA~Fの各型抗毒素血

清による中和試験を実施して毒素型を決定した.

成績

1. 魚市場排水溝泥土のポツリヌス菌の検出および毒

素の証明

魚市場排水溝の泥土からのボツリヌス菌の検出および

毒素の証明は表2に示したごとく， 46件中 5件からボツ

リヌス毒素が証明された.しかし，これら C型毒素が証

明された検体も含めて全ての検体からボツリヌス菌の検

出はで、きなかった.

表 2. 魚市場排水溝の泥土からの

ボツリヌス毒素の証明

採取年月 検査件数
培養上清毒の素ボ(型ツ〉リヌス

A B C D E F 

1975年9月 24 - 3 

1976年2月 22 - 2 

言十 46 - 5 



食用カエノルレの腸管内容物21叩0件中3却9件 (α18.6%め〉から

ボツリヌス毒索が証明された.すなわち，茨城県竜ケ崎近

郊の利根川流域では7叩8件中C型1日5件およびD型2件の計

1口7件〈α21.8%ω)，千薬県佐原市近郊の利根川流域では4ωO{<件牛

中C型7件およびD型2件の計9件 (α22.5%ω)，埼玉県

J越t也皇谷市近郊の中j川i日I流j域或で

が，また，神奈川県相撲川の茅ケ崎市近郊では10件中C

型3件の毒素がそれぞれ証明された.

毒素が証明された合計39件の検体からはボツリヌス菌

を検出することはできなかった.

考察

本邦における土嬢中のボツリヌス菌分布については中

村らおや Kanzawaら6)が北海道全域にわたる調査を行

い，海岸の砂， 内陸の河川や湖沼の泥土から高率にE

型菌を証明している. また，青森県においても Yama-

motoらむ町の本菌分布調査において湖沼の泥土や魚類か

らE型， F型菌を検出している.児玉ら的は秋田県下の

土壌から高率にE型菌を検出した.関東地方における本

菌の分布調査は小林ωの報告によると，東京，神奈川，

茨城，埼玉，および千葉の各都県の耕土，刀i岸，海岸，

空地などの土嬢中からはボツリヌス菌は検出されていな

9 30-1， 1979 報年研衛京東

魚市場に入荷された魚介類からのボツリヌス

毒素の証明および菌検出状況
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表 3.

検査年月

1976年5月

7月

9月

10月

11月

1977年 1月

2月

3月

ボツリヌス毒素が証明された魚の

種類と出荷先

表 4.

ボツリヌス
毒素型

出荷先検査年月種魚

北海道
苫小牧郡

新潟県新潟市

1976年5月 C 

C 1976年11月

アカカ、レ千

チゴメ

キスから検出されたボツロヌス

E型菌の生化学的性状

表 5.
E 岩船郡新潟県1977年3月スキ

ST:偏在性

CB 27 

B'A 
十

ST 

+ 
+ 
+ 

+ 

+ 
十

+ 
+ 

+ 

A:酢酸

CB 26 

B'A 

+ 

ST 

十

+ 
+ 

十

十

+ 

+ 
+ 

+ 

B:酪酸

好気培養

芽胞

運動'性

レシチナ{ゼ

リパーゼ

硝酸塩

イシドーノレ

ゲラチシ

牛乳

揮発性脂肪酸

ブドウ糖

マ γ ニット

乳糖

白糖

マノレトース

サリシン

グリセ P::/ 

キシロ{ス

アラピノ{ス

エスグリン

状性

2. 魚介類

1976年 5 月 ~1977年 3 月にかけて魚市場に入荷した魚

介類からのボツリヌス毒素の証明および菌検出状況を表

3に示した.

被検材料228件中3件からボツリヌス毒素が証明され

た.そのうち 2件はC型， 1件はE型であった.ボツリ

ヌス毒素が証明された検体の魚種，出荷先，毒素型は表

4に示したとおりで， C型は北海道苫小牧君防当ら出荷さ

れたアカガレイおよび新潟県新潟市から出荷されたメゴ

チであった.また， E型は新潟県岩船郡から出荷したキ

スから検出した.

C型毒素が証明された検体からはC型菌を分離するこ

とはできなかったが， E型毒素が証明されたキスの被検

材料からはE型菌を分離することができた.分離したボ

ツリヌスE型菌 (CB26株， CB27株〉の生化学的性状

は表5に示した.

3. 食用カエ)[..

図 1に示した4地点で捕獲し魚市場に搬入された210

件(210匹〉の食用カエルからのボツリヌス毒素およびボ

ツリヌス菌検出成績を表6に示した.
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表 6. 魚市場に入荷された食用カエルからのボツロヌス毒素の証明

捕 獲 場 所 検査件数

利根川(茨城県竜ケ崎市〉 78 

利根川(千葉県佐原市〉 40 

中 川 (埼玉県越谷市〉 82 

相模 )11 (神奈川県茅ヶ崎市〉 10 

計 210 

い.また，山口県や九州地方での本菌分布調査の報告も

少数例11，12) はあるが， これまでの調査ではボツリヌス

E型菌を中心に調査が行われ，北海道や東北地方に限ら

れ濃厚にE型菌が分布するものと考えられていた.

著者らは1973年に発生したカモなど野鳥のC型ボツリ

ヌス中毒を契機とし， 1975年と1976年の 2固にわけて中

川河川底の泥土やそこに生息するフナなど淡水魚の本菌

分布調査を行った.その結果，中毒発生のみられた地減

のみならず，隣接する新中川の泥土や生息している淡水

魚がC型ボツリヌス菌により濃厚に汚染されていること

が明らかになった町. また，最近石川県の湖沼13)や琵琶

湖14)からも C型菌やD型菌が証明されている.諸外国に

おいても Wardら15)はメキシコ湾， Mortojudo ら16)は

ィγドネシア， Carrollら17)はヴェネズエラ， Smithら18)

は英国， Tanasgarnl9
)はタイでの泥土，海泥，魚介類な

どから， A型， E型菌と共にC型， D型菌も証明してい

る.

今回の著者らの本菌分布調査においても，魚市場に搬

入された食用カエルの腸管内容物から高率にボツリヌス

C型毒素が証明された.食用カエルの捕獲場所は茨城，

千葉県の利根川流域，埼玉県の中川流域，神奈川県の相

模川流域のものであり，関東一円の河川の泥土はボツリ

ヌスC型菌に濃厚に汚染を受けているものと考える.ま

た，魚市場の排水溝泥土からはC型，新潟県および北海

道から出荷された魚介類からも C型2例， E型1例を証

明した.このような事実からして，わが国のボツリヌス

菌の分布は特定な地域にのみ限局するものでなく，極め

て広い地域にわたって分布しているものと考えるのが妥

当であろう.

結 論

1973年に東京都内の中川流域で発生したカモなど野鳥

のボツリヌスC型中毒事件を契機として本菌の汚染状況

を正確に把握し，中毒予防の基礎資料を得る目的で，ボ

ツリヌス菌の分布調査を行ってきた.今回は東京都内の

陽性数(%)
培養上清のボツリヌス毒素(型〉

A B C D E F 

17 (21. 8) 15 2 

9 (22.5) 7 2 

10 (12.2) 10 

3 (30.0) 3 

39 (18.6) 35 4 

魚市場の排水溝泥土，入荷した魚介類および食用カエル

の汚染調査を実施した結果，次の結論を得た.

1) 魚市場排水溝泥土4δ件中 5件からC型毒素が証明

された.

2) 魚fト類228件中3件からボツリヌス毒素が証明さ

れた.

3) ボツリヌス毒素が証明された 3例中 2例はC型，

I例はE型毒素であった.なお， E型毒素が証明された

検体からは同時にE型菌も検出された.

4) 食用カエルの腸管内容物からは 210件 (210匹)

中39件 (18.6%)からC型毒素35件， D型毒素4件が証

明された.

謝辞稿を終るに当り，ボツリヌス抗毒素血清の分与

をうけた千葉血清研究所近藤久博士，大阪府立大学

阪口玄ニ博士に深謝する.
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アフィ二ティークロマ卜ゲラィーによるブドウ球菌コアゲラーゼの精製の試み

五十嵐英夫*，湖周 弘 * ， 高橋正樹汽新垣正夫*

稲葉美佐子犬寺山 武*，坂井千三*

Attempt for Purification of Staphylocoagulase by Affinity Chromatography 

HIDEO IGARASHI*，日IROSHIUSHIODA汽 MASAKIT AKAHASHI*， MASAO SHINGAKI*， 

MISAKO INABA*， T AKESHI TERA YAMA* and SENZO SAKAI* 

Staphylocoagulase is an extracellular protein produced by Staρhylococcus aureus. This protein 

exerts clotting effect on plasmas of several animal speci巴s. Although sev巴ralauthors have reported on 

th巴 purificationof staphylocoagu¥ase， none has described a proc巴durewhich permits a yield of sufficient 

punty. 

A simplifed purification of staphylocoagulase was attempted by using rabbit plasma-Sepharose 4B 

affinity column. Affinity column was prepared by covalently linking rabbit plasma dia¥yzed against 

coupling buffer to commercially available CNBr activated Sepharose 4B. Purification of staphylocoagulase 

was carried out on culture filtrates of Staρhylococcus aureus， strain st-213. Culture filtrate containing 

1 M NaCl and 0.0001% thimerosal was then applied to the affinity co¥umn. The eluant of choice for 

eluting staphylocoagulase from affinity co¥umn was 0.05M phosphate buffer， pH 7. 4， containing 3 M 

NaSCN， 1 M NaCl and 0.0001% thimerosal. After elution of the absorbed staphylocoagulase with 

eluant， the gel was equilibrated with the equilibration buffer (0.05M phosphate buffer containing 1恥f

NaCl and 0.0001% thimerosa¥， pH 7.4) before being used again. Th巴 yieldof coagu¥ase activity was 

about 70%. 

These results show that rabbit plasma-Sepharose 4B affinity chromatography can be useful for 

isolation and purification of staphylocoagulase from the culture filtrate of S. aureus. 

Keywords: Staρhylococcus aureus， staphylocoagulase， coagulase， purification of staphylocoagulas巴， affinity 

chromatography， plasma-Sepharose 

ブドウ球菌コアグラーゼ(以下 coagと略〉は黄色ブ

ドウ球菌 (Staρhylococcusaureus)の産生する菌体外

蛋白質の 1つで，ヒト，サル，ウサギなどの血援を特異

的に凝闘する.また coagはブドウ球菌(以下プ菌と略〉

の分類学上の重要な因子の 1つでもある.

これまで多数の研究者1一日が coagの精製を試みてお

り，数多くの精製法を報告している.しかしながら精製

に用いる菌株および方法の違いによるものか，それとも

純度の違いによるものか，それぞれの最終標品の物理化

学的性状が非常に異っており，いまだ coagの蛋白化学

的な性質も殆んど明らかにされていない.その原因の l

っとして，精製法がきわめて困難で，再現性の高い精製

法が確立されていないことがあげられる.

そこで，私どもは簡便な coagの精製法の確立を目的

として，アプィニティーグロマトグラフィーによるcoag

の分離・精製を試みた. その結果， Sepharose 4B に

ウサギ血竣をリガンドとして結合させた，ウサギ血衆一

Sepharose 4Bカラムに coagが特異的に吸着し，溶離

剤で溶出できることを明らかにしたので報告する.

材料および方法

使用菌株:coag産生菌株として Zen-Yoji et a1.6
) の

コアグラ{ゼ型別法の E型の ref巴rence株である S.

αureus， st-213株を用いた.

使用培地:coag産生培地として BrainHeart Infusion 

broth (Difco， BHIと略〉を使用した.

培養方法:coag産生性の高い集落を選択するために

供試菌株を20%ウサギ血媛加標準寒天平板に分離培養

し，大きい白淘環を形成した集落を選び， BHI培地で

35C， 18時間振滋培養した. この前培養菌液を IIコノレ

ベンに BHI培地 200ml分注，高圧滅菌したものに5ml

宛綾種し， 35C， 18時間振重量培養した.

培養i戸液の調製:上記条件による培養後， 14，000rpm 

で遠心し，その上清をミリポアフィルターで炉過したの

ち，これに0.0001%にチメロサ{ルを添加し，出発材料

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

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 
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とした.培養伊液の coag活性は128MCD(後述〉であ

った.

ウサギ血授の調製:ウサギから抗凝固剤としてへパリ

シ〈終末濃度 :2μg/ml)を用いて採血した血液の遠心上

清をウサギ血撲とした.この血授はアフィニテイ{グロ

マトのリガγド(反応基〉として CNBrで活性化した

Sepharose 4Bと結合反応を行なうため， 0.5M NaCIを

含有するO.lMNaHCOa溶液 (pH8.3)のカップリシグ

緩衝液に 5Cで， 2日間透析した.

アフィ=ティーカラムの調製: CNBr で活性化した

Sepharose 4B (Pharmacia Fine Chemical)へのウサギ

血援の結合反応は Cuatrecasas& Anfinsen7)の方法に準

じて行なった.その概略はFig.1に示した.予備実験に

おけるアフィニティーカラムの調製は， Fig.1に示さ

れている量の約1/10を用いて行なった.調製されたウサ

ギ血疑-Sepharose4Bは使用時まで， 4 Cに保存した.

蛋白質の測定蛋白質の測定は分光光度計〈島津，

UV-210)による 280nmの吸収により行なった.

コアゲラーゼ活性の測定:コアグラ{ゼ活性は試験管

法と平板法のいずれかで測定した.試験管法は被検液の

2倍連続希釈液の各 0.2mlに10倍希釈ウサギ血媛0.2ml

を加え， 37C 1時間反応させ，血柴凝固を形成した最大

希釈倍数の逆数を coag力{回 (MCD:minimal c10tting 

dose) とした.平板法は角型プラスチックシャーレ (14

x 10cm)で， 予め作製した厚さ約 5mm (40ml/平板〕

Rabb~t plasma 
I (40 ml) 
I containi珂 He凹叶n(2uni白Iml)

Oialys;s 
1珂ainstO.lM-NaHC03buf向r，pHB.3 
I containing 0.5恥NaCl
I (包盟旦且担立gr)
I at 5 C for 4B hr 
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のウサギ血疑寒天平板に直径 2mmの孔をあけ，被検試

料10μfをマイクロシリンジで注入し，湿潤箱内で37C，

18時間反応させた後に生じる白濁環の直径をキャリバー

で測定して coag力価とした.ウサギ血媛寒天は0.85%

NaCI加0.15MJJ :/酸緩衝液 (pH7. 4， o. 001%チメロサ

{ル添加)100m!に1.2gの寒天を加え，加熱溶解後， 50 

Cで保温したもの 32mlにウサギ血疑8ml(終末濃度20

%)を加えて調製した.この方法は，予備実験でのcoag

活性の測定に応用した.

溶血活性の測定:溶血活性の浪u定は，被検液の 2倍連

続希釈液の各0.5m!に1%ウサギ赤血球浮遊液0.5m!を

加え， 37C， 1時間反応させた後，完全溶血をおこした

最大希釈倍数の逆数を溶血力価 (MHD: minimal hem-

olytic dose) とした.

ウサギ血竣の凝固力価の測定:ウサギ血竣の凝固力価

の測定は被検液の 2倍連続希釈液の各 0.2m!に， s. 
aureus st-213株の培養炉液の 10倍希釈液 0.2mlを加

え， 37C， 1時間反応後の凝固形成を示した最大希釈倍

数を血撲の凝闘力価とした.

成績および考察

1. 予備実験

1) ウサギ血援の透析に対すg安定性:CNBrで活性

化した Sepharos巴 4Bに結合するときに使用する 0.5M

NaCI加 O.lMNaHCOa溶液，pH 8.3， (血疑の50~

100倍量〉にウサギ血疑を 5C， 48時間透析した後と，透

析する前の血媛の凝闘力価を比較したが，両者には差が

みられず，透析による血媛の凝固力価の低下は認められ

なかった.

2) CNBrで活性化した Sepharose4Bへのウサギ

血授の結合:Fig. 1の約1/10量の CNBrで活性化した

Sepharose 4Bとウサギ血援を Fig.1の手I1聞に従ってカ

ップリングした.カップリ γグする前のウサギ血援の凝

固力価は32倍， A280は 138であった.これに対して，

カップリングした後の伊液の凝固力価は2倍以下で，

A280は21であった.このことは， ウサギ血築中の紫外

部吸収する物質の約80%が Sepharose4Bに結合してい

ることを示している.とのウサギ血竣ーSepharose4Bを

カラムに充填し，アフィニテイ{カラム(1.6 x 2. 3cm) 

とした.

3) ウサギ血竣-Sepharose4Bによg黄色ブドウ球菌

培養i戸液のアフィニティークロマトグラフィー:Fig. 

2はウサギ血竣-Sepharos巴 4B カラムに， S. aureus， 

st-213株の培養伊液 10mlを流したときのパタ {γを示

したものである.その結果，培養炉液の非吸着画分であ

る素通り F-1函分には coag活性が認められなかった.
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strain sl-213， Fig. 2. 

すると， 紫外部吸収ピークが認められる. しかしなが

ら coag活性はどの函分にも検出されなかった. また

NaClを溶離剤として coagの溶出の検討を行なったが，

どの画分にも coag活性はみられなかった.

Fig.2に見られるように，溶離剤の NaSCNの濃度

が高くなるにしたがって紫外部吸収が段階的に高くなっ

ているのは， 溶再f!剤として用いた NaSCN溶液が紫外

部吸収を示すためで、ある.

アフィニティーカラムは coagを溶出した後に， 0.05 

M リン酸緩衝液， pH7.4で洗浄すると，また coagを吸

着することができた. この様な操作を10回以上繰り返し

でも， coag吸着能の低下は認められなかった. このよ

うに，ウサギlUl娘一Sepharose4B カラムに対する coag

の吸着は可逆的であることが証明された.

以上のようにウサギ血竣-Sepharose4B アフィニテ

ィーカラムに coagが吸着することが明らかになったの

このことは，培養君主i液に含まれている coagがリガンド

に吸着したことを示している.吸着した coagは，カラ

ム調製に使用した 0.05Mリン酸緩衝液， pH 7.4で洗浄

しても溶離することはなかった つぎに，溶離剤とし

て， 1M，2Mおよび 3MNaSCNを含有する 0.05M

lリγ酸緩衝液， pH 7.4による stepwise ellltion を行

なった.その結果， Fig.2に示したようにF-2，F-3， 

F-4の各画分が得られた.これらの画分のうちで， coag

活性はF.，-2，F-3のみにみられた.このようにウサギ

血竣-Sepharose4Bに吸着した coag のほとんどが 1

M~2M NaSCNを含有する0.05Mーリン酸緩衝液， pH 

7.4で溶離されることが証明された.

抗原抗体反応、を利用したアフィニテイ{クロマトグラ

ブイ{で[血清から免疫グロプリン G(IgG) などの精製

のときに，溶離剤として用いられる 0.5MNaClを含む

O，2M glycine-HCl緩衝液， pH 2:3で， congを溶出
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ものも吸若していることを示唆している.ブ菌の代謝産

物がどの様な結合様式によって，ウサギ血竣-Sepharose

4B カラムに吸着するのか不明であるが， リガンドとし

たウサギ血援に非特異的に結合していると推測される.

そのため coag を吸着するとき， 高濃度に NaClを

培養炉液に添加し，使用する緩衝液にも NaClを添加す

ることによって，弱い非特異的吸着は抑制され，特異反

応による吸着のみが起るのではないかと考えた. Fig.3 

は培養炉液と緩衝液に 1MNaClを添加した場合のアフ

ィニティークロマトグラムを示したものである.このク

ロマトグラムは清養伊液100mlをapplyしたときのパタ

ーンであり， coag活性を示す回分は無色透明な溶液で，

その上溶血活性も認められなかった.このときの coag

30-1， 1979 報ロ
ド

メエ研

で， Fig. 1 に示したような規模のアフィニティーカラ

ム(1.6 x 25cm)を調製して，下記に示すような検討を

行なった.

2. ウサギ血疑-Sepharose4B アフィ二ティーカラ

ムによるコアゲラーゼの精製の試み

ブ菌は coag 以外に種々の毒素や酵素を産生してお

り，これらの代謝産物もこのアフィニティーカラムに

吸着することが考えられる.図に示さなかったが，s. 
aureus， st-213株の府養、伊液をそのままアフィニティ

ーカラムに流した場合， coagはカラムに吸着し 3M

NaSCNで溶出される.そのパターンはほぼ Fig.3と

同様であった.しかしながら， coag活性を示す画分は同

時に溶血活性も示した.このことはやはり， coag以外の
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Affinity Chromatography of Staphylocoagulase on Rabbit Plasma.Sepharose 4B 

Column size: 1. 6 x 25cm， buffer: 0.05M-phosphate buffer， pH 7.4， containing 1M-NaCI 

and 0.0001% Thimerosal， flow rate : 150ml/hr 

Sample: 100ml of culture filtrate of S. aureus， strain st-213， containing 1M-NaCI and 0.0001 

% Thimerosal. Coagulas巴 activitywas present in the hatched peak. 

Fig. 3. 
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活性の回収率は約70%であった. このように，アフィ

ニティーカラムに使用するすべてのものに， 1M NaCl 

を添加することによって，アフィニテイ{カラムへの非

特異的吸着を抑制することができた.このアフィニティ

ーカラムも，予備実験でみられたと同様に， 1.0M NaCl 

を含有する0.05Mリン酸緩衝液で洗浄することによって

吸着と溶出を繰り返すことが可能であった.このような

操作を繰り返して， coag活性を示す画分を集めること

によって， coagの精製ができることが示された.

以上のように，これまでの coagの精製法に比べて，

培養炉液から容易に coagを分画することが可能になっ

た.

coagは免疫学的に8つの異なる型があることが潮田

ら的によって明らかにされている.この8つの型の coag

を精製する場合，各型により精製条件が異なるため従来

の方法では非常な困難が予想される.しかしながら，免

疫学的に異なった coagでも，ウサギ血援に対する作用

は， 8つの型すべてが同じであると考えられるので，ウ

サギ血媛-Sepharose4Bアフィニティーカラムに対する

吸着性も同一であると予想される.このようなアフィニ

ティーカラムの特徴を用いることによって，免疫的に兵

った coagでも同じ操作により， 比較的容易に coagの

精製ができると考えられる.

coagがウサギ血竣-Sepharose4Bカラムに吸着し，

それが NaSCN溶液で溶出できることを明らかにし得

たが， coagが種々の血媛蛋白質のどの蛋白質と反応し

ているのか明らかでない. 1956年 Tager田は血竣中に存

在して coagと反応する物質を coagulasereacting factor 

(CRF)と称している. 1975年に Hemkerら聞は coag

がヒト・プロトロンピγと1 1の化合物を形成するこ

とを報告している.ウサギの血援との反応においても，

coagはプロトロ γピγかその部分分解産物と反応して

いるものと推察される.

これらの coagと反応する血竣成分を単商量して，アフ

ィニティーカラムのリガンドにすれば， Sepharose 4B 

当りの co日gの吸着能がさらに上昇し，効率の良いそし

て再現性の高い coagの精製法が確立できるものと確信

している.

本報ではウサギ血媛ーSepharose4Bアフィニテイ{カ

ラムへの coagの吸着とその溶出条件の検討のみにとど

めた. coagの純度や物理化学的性状の詳細については，

次の機会に報告したい.

結 論

ウサギ血援をリガンドとしたアフィニティークロマト

グラフイ{による coagの精製の試みを行なった.その

結果，S. aureus， st-213株の培養伊液に含まれている

coagがウサギ血媛-Sepharose4Bアフィエティーカラ

ムに吸着することが証明された.このカラムへのcoagの

吸着は培養担液および洗浄に用いる0.05Mリγ酸緩衝液

に1.OM NaClを添加しても， NaCl無添加と同様の

coagの吸着がみられ， NaCl添加による影響はみられ

なかった.これに対して， 溶血素などは， 1. OM NaCl 

添加で，このアブィニテイ{カラムへの吸着が抑制され

た.このカラムに吸着した coag は 1~3M NaSCN 

溶液で特異的に溶離することが証明された.0.5M NaCl 

を含む 0.2M glycine-HCl緩衝液 (pH 2.3) でも，

coagは溶離するが，失活する事実が認められた.一方

3~5M NaClを含む緩衝液を用いても， coagの溶離は

認められなかった.

(本研究の概要は第51回日本細菌学会総会昭和53年 4月

で発表した.) 
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腸管病原菌検索を目的としたふん便の保存・輸送培地;変法 Cary-Blair培地の検討

甲 斐明美*，伊藤 武*，坂井千三六日UAD]UT A]AND料

Evaluation of Modified Cary-Blair Transport Medium for Detection 

of Enteropathogenic Bacteria 

AKEMI KAI*， T AKESHI ITOHペSENZOSAKAI* and HUAD ]UT A]AND料

Cary-Blair transport medium was improved for convenience in laboratory works. Formula of the 

improv巴dmedium was as follows; sodium thioglycollate， 1. 5g; Na2HP04， 1.1g; NaCl， 10.0g; CaC12， 

0.09g; agar， 1. Og; and distilled water， 1，000ml. Agar concentration was decreased from that of the 

original medium， while sodium chloride was increased in view of Vibrio tarahaemolyticus. 
Qualitative assessment was carried out with respect to enteropathogenic bacteria such as Shigella， 

Sal押zonella，Escheri・chiacoli， Yersinia entrocolitica， V.ρarahaemolyticus， V. cholerae，“NAG" 

vibrio and Camtylobacter at 40C， 200C and 30"C respectively. 

It's concluded that the modified Cary-Blair medium would show similar effects as those of th巴

original， and would be easier to use becaus巴 ofits low concentration agar. 1 t can b巴巴ffectivelyused 

to isolate Enterobacteriaceae and pathogenic Vibrio. Results further suggest that it is preferable to 

maintain low temperature for both original and modified Cary-Blair media for transporting and holding 

fecal specimens. 

Keywords: enteropathogenic bacteria， modified Cary-Blair medium， transport medium 

下痢・腹痛を主徴とする急性胃腸炎は，微生物を原因

とする場合が多いが，その原因究明は患者ふん便からの

腸炎起因菌の検索によらなければならない.起悶菌の検

索においては，採取されたふん便を直ちに検査するのが

理想であるが，実際には検査室への運搬なども含めて検

査開始までにかなりの時間が経過することが多い.この

間，ふん使材料は起因菌の生存に最も適した条件下で保

存，運搬されなければならない.

微生物検体の輸送・保存培地を使用する場合，目的に

よって2通りの使用法がある.第1は，検体中のすべて

の微生物を採取時のままの状態で検査時まで保つ方法で

ある.第2は，特定の病原菌を想定し，その菌のみを最

適な条件下で保存し，あるいは増菌する方法である.近

年，腸炎の起因菌として既知の病原菌に加えて，毒素原

性大腸菌，いわゆる“NAG"ピブリオ，あるいはキャン

ピロパクターなどが報告され，益々起因菌の種類の多彩

化が見られるようになった.こうした背景から，前者の

目的を満足する良好な輸送培地の開発が望まれていた.

グラム陰性梓菌の保存・輸送用として開発された Cary

-Blair培地1) (以下， CB培地と略す)は胆汁酸塩を含

まず，培地中の酸化還元電位もイ尽く保たれていることな

どから，胆汁酸に抵抗性の低い菌はもとより，グラム陽

性菌を含めたふん使中のすべての病原菌の保存・輸送に

とって現在最も優れた培地であるト日.しかし， 0.5%の

寒天を含む本培地の使用法は，綿稼でふん便を採取し，

それを培地中に穿刺して運搬し，検査時にベプト γ水中

などにその綿棒を浸して内容物を浸出させるというもの

で，その取り扱いはかなり繁雑であり，多数の検体を処

理する場合に非常に不便である.

著者らは，この CB培地の寒天濃度を0.1%に減量し

た「変法 Cary-Blair培地J(以下， m-CB培地と略す〉

を考案した.その使用法は，綿棒を用いず，プラスチッ

ク製へラ付スグリューキャップ容器を使用し，菌検索時

にそのへヲで直接寒天平板に塗派するという簡単な方法

である m-CB培地は，その性能の商ではCB培地と同

様の保存効果を期待でき，その手投も簡単で， 日常の検

査において容易に使用できる.本報では，既知の腸炎起

因菌および最近注目されている毒素原性大腸菌， NAG 

ピプリオあるいはキャ γピロパクタ{の保存性につい

て， m-CB培地と原法のCB培地や 2%食塩加グリセリ

ン保存液6)を比較検討したのでその成績について報告す

る.

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

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

紳 PublicHealth Laboratory， Chanthaburi， Thailand 
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材料と方法

1. 供試菌株

ついて算定した.菌の検出はすべて直接培養のみで，増

菌培養は行なわなかった.菌数算定には以下の培地類を

用いた菌株はすべて当所で分離された下痢痕，患者由来 使用した.赤痢菌および Y.enterocoliticaには SS寒

の新鮮分離株で，サノレモネラ(Salmonellatyρhimurium， 天，サルモネラおよび大腸菌には DHL寒天，腸炎ピブ

78-35)，赤痢菌 (Shigellaflexneri 1b， 77-163)，腸炎 リオには BTBティポール寒天，コレラ菌および NAG

ピブリオ(Vibrioρarahaemolyticus01: K56， T78-37)， ピブリオにはピフリオ寒天，キャンピロパクタ{には血

NAGビブリオ (NAGvib門10029， 78-139)，毒素原 液寒天である.

性大腸菌(Escherichiacoli 0148: K?: H28， E77259)， 結 果

エノレシニア・ェ γテロコリチカ(Yersiniaenterocolitica 1. 変法 Cary-Blair培地における最適食塩濃度の検

03， Te20)， コレラ菌 (Vibriocholerae eltor lnaba， 討

PSL 020) およびキャ γ ピロパグタ~ (Camρ'ylobacter B C培地およびその寒天含量を O.1%に減量しただけ

fetus subsp. jejuni， CF-1)の8株である. の m-CB培地(食塩濃度 0.5%) に被検菌のみを単独

2. 輸送培地 接種して， 4"C， 20"Cおよび30"Cで保存後10日間，接種

1) Cary-Blair (C B)培地:市販の培地(栄研化学〉 菌の生存状況を観察した.その成績は図 1に示したよう

を用いた.その組成は， .陪地 1，000ml中にチオグリコ に， CB培地では， 4"Cで保存した場合，腸炎ピブリオ

ール酸ナトリウム 1.5g， リン酸1水素ナトリウム1.1 は減少したが， 完全死滅までには至らず 10日目でも

g，塩化ナトリウム 5.0g，塩化カルシウム 0.09g，寒天 1ml中10個以上生残した 20"Cおよび30"Cではすべての

5.0gを含み， pH 8.4に調整した. 菌種にほとんど変動は認められなかった.一方， m-CB培

2) 変法 Cary-Blair(m・CB)培地:上記CB培地の 地では，いずれの温度においても腸炎ピブリオの生存率

組成のうち， 寒天含量を培地 1，000ml当たり1.Ogに がイ尽く，特に 4"C および30"C では 3~5 日後に消失した.

減量し，更に，塩化ナトリウム濃度を 0.5%，1. 0%ぉ 腸炎ビブリオは好塩性があり， 4%食塩加ベプトン水

よび 2.0% とした3種類のものを調整して， pH 8.4 でよく増菌される事を考慮、して，食塩含量を 1%および

とした 2%に増量して検討した.

3) 2%食塩加グリセリ γ保存液:培地 1，000ml中 その成績は図 2に示したように， 1%食塩加 m・CB

に塩化ナトリウム 20.0g，リン酸1水素カリウム 3.1g， 培地では，腸炎ピブリオは10日目まで生残が確認され，

リγ酸 2水素カリウム 1.0g， グリセリン 300ml，ブロ 他のすべての被検菌もほとんどその菌数に変動はなかっ

ムチモールフ*ルー 0.02gを含む (pH7.2). た 2%食塩加 m-CB培地では， NAG ピブリオの減

各培地は加温溶解後，プラスチック製へラ付スグリュ 少が著しく， 4 'cでは 2日自に検出されなかった.以上

{キャップ容器(内径14mm，深さ 90mm) にそれぞれ の成績より， m-CB培地の食塩濃度は 1%にした時すベ

lOmlあて分注し， 121"C， 15分間高圧滅菌した. ての菌種の保存効果が認められ，輸送培地として期待で

3. 実験方法 きることが明らかになった.

Y. enterocoliticα，キャンピロパクタ{を除くすべて 2. ふん便添加時における Cary-Blair培地および 1

の被検菌は.普通寒天王子板(但し，腸炎ピブリオは 3% %食糧加変法 Cary-Blair培地の検討

食塩加普通寒天平板〉で， 37'C， 18時間培養した y. 菌単独接種群で良好な成績を得た 1%食塩加m-CB培

enterocoliticaは普通寒天平板で， 25"C， 36時間培養し 地について，実際に即した菌の消長を調べるために，培

た.キャ γピロパクターは血液平板でト， 37"C， 4日間微 地中にふん便を添加した場合の保存効果をCB培地と比

好気培養 (85%Nぉ 10%CO2， 5 % O2条件下〉した 較検討した.その成績を図3に示した.

ものを以下の実験に供した. 各被検繭を輸送橋地 1ml C B培地で4"Cに保存した場合，すべての菌種におい

中に105~108 個の割合で浮遊させた群，そして更に健康 て著しい減少は認められなかった. 20"Cでは，コレラ菌

者ふん便 19を添加した群を菌種別に7本ずつ 3組用 が5日目に，腸炎ピブリオが10日自に共に減少し，培地

定、し， 4"C， 20"Cおよび30"Cに保存して，商接種直後か 1ml中の菌数はそれぞれ10個以下で、あった. 30"Cでは，

ら10日目まで経日的に 1木ずつ取り出し，定量培養を行 20"Cの場合と同様，コレラ菌および腸炎ビブりオのほか

なった.接種菌の菌数算定は10%ブイヨン加生理食塩水 に Y.enterocoliticaの減少も認められた.

(腸炎ピフリオは 3%食塩加ベプトン水〉で 10倍希釈 1%食塩加 m-CB培地では， 4"Cで保存した際，コ

し， その O.lmlを寒天平板上に塗派して生じた集落に レラ菌はやや減少したが， 10日目でも培地 1ml中 1000
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Fig. 1. 

;培地でも菌数の減少が認められ， 2%食塩加グリセリン

保存液と CB培地では7日目まで生残したのに対し，

m-CB 培地では 3~5 日目で検出されなかった

コレラ菌は， 4 'Cで、保存した場合， CB培地および

m-CB培地では 7日目まで 1ml中1000個以上が検出さ

れたが， 2%食塩加グリセリン保存液では7日後の菌数

は10個以下であった. 20'Cおよび30'Cで、は，いずれの培

地でも菌数は著しく減少し 3日後には 1m!中1000個

以下であった.

4. 3種の培地におけるキャンピロパクターの検討

最近，特に注目されているキャンピロバ Fタ{につい

て， 2%食塩加グリセリン保存液， Cary-Blair培地お

よび 1%食塩加変法 Cary.‘Blair培地に菌のみ単独接種

してその保存性を比較検討した.その成績は図 5~こ示し

個以上の生残が認められた.そのほかの菌種はほとんど

変動がなかった.20'Cおよび30'Cでは，コレラ菌と腸炎

ピプリオが減少したほか， 10日自には NAGピブリオ

が，また赤痢菌も30'Cでは10日目で 1m!中10個以下に

まで減少した.

3. ふん便添加時における 3種の培地の検討

培地中で特に死滅し易い揚炎ピフ、リオとコレラ菌につ

いて， 2%食底加グリセリン保存液， Cary-Blair培地

および 1%食塩加変法 Cary-Blair培地の 3種の輸送培

地を用いて比較検討し，その成績を図 4に示した.

腸炎ピブリオは 4'Cで保存した場合にその生存率が最

も高く，いずれの培地でも 7日目まで 1m!中100個以上

生残した.特にCB培地および m司 CB培地ではほとん

ど菌数に変動がなかった.20'Cおよび30'Cではいずれの
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た.

4'Cではいずれの培地でも 5日目まで菌数はほとんど

変動せず，その後徐々に減少するが， 10日自にも生残が

確認された. 20'Cでは， CB培地および m-CB培地で

はむしろ増菌の傾向を示したが， 2%食塩加グリセリ γ

保存液ではほとんど変化はなかった. 30'Cで保存した場

合， 2%食塩加グリセリ γ保存液では減少の一途をたど

り， 10日自には検出不能であったのに対し， CBおよび

m-CB培地では5日目まで増菌傾向を示し，その後減少

した.しかし， 10日目でも菌の生残が認められた.

考察

近年，わが国の海外旅行者数は益々増加しているが，

最近これらの旅行者が持ち帰るいわゆる“海外由来感染

性腸炎"の実態が明らかにされ%へ 大きな問題となっ

ている.これまで10数年来ほとんど見られなかったコレ

ラの流行が1977年および1978年と連続して発生しへ ま

た1978年にはその類似菌である NAG ピフ¥日オの集団

下痢症が発生している.更に，これまで獣疫部門でのみ

問題とされていたキャンピロパグターがヒトの急性胃腸

炎の病原となることが明らかにされ，その集団事例や散

発事例が相ついで報告されるようになった10-12) こう

した状況下で下痢症の起因菌の検索にあたっては，これ

ら多彩な起因菌を考慮したふん使検査の必要性が生じて

きた.

輸送・保存培地で特に問題となるのは， コレラ菌，

NAGピブリオおよびキャ γピロパクタ{などふん使中

で死滅し易い菌種である.しかし， CB培地あるいは m・

CB培地で低温保存すれば， 3日間はほとんど菌数の減少

も認められなかった.一般に，腸炎ピブリオは低温では死

滅し易く，むしろ室温で保存した方が良いと言われてい
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るが，今回の成績から，これら死滅し易い菌種はもとよ

り，毒素原性大腸菌，赤痢菌やサルモネラなどの腸管病

原菌にとっても， 2%食塩加グリセロ γ保存液， CB培

地および m-CB培地のいずれを使用した場合でも，ふ

ん使を添加した状態ではむしろ低温の方がその生存率は

高く， 4 'Cで、保存した場合， 10日聞はその生残が確認さ

れた.今後，広範な菌種の検索を考慮した場合，低温で

保存・輸送することが非常に重要であることが強く示唆

された.

CB培地は確かに輸送・保存培地としては非常に優れ

ているが，実際に検査を実施する場合，その手技の繁雑

さが難点である.著者らが開発した 1%食塩加m-CB培

地は，その取り扱いの簡便さにおいて CB培地に比べ数

段優れている.しかも，その性能の聞では CB培地に少

しも遜色のないことが明らかになった.

この 1%食塩加変法 Cary-Blair培地は，各種腸管起

病性菌の保存性が優れているばかりでなく，その取り扱

いは極めて簡便な保存・輸送培地であり，今後は 2%食

塩加グリセリ γ保存液にとってかわるべき優秀な保存・

輸送用務地であると言える.

結論

腸管病原菌検索を目的としたふん使の保存・輸送用培

地である CB塙地を改良して，より実用的な m-CB培

地を開発した.また，既知の腸管病原菌および最近注目

されている毒素原性大腸菌， NAGピブリオおよびキャ

γピロパクターの保存性について，現在常用されている

培地と比較検討し，つぎの結論を得た.

1) CB培地の組成のうち，寒天濃度を 0.1%に減量
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し，更に食塩濃度を 1%に増量した m-CB培地を開発

した.

2) m-CB培地は， CB培地と同等の保存効果を有し

ている.但し，保存温度については， 20'Cおよび30'Cの

場合に，他の培地と同様に菌の死滅し易い傾向がみられ

た.しかし，4'Cでは菌の生存率が高く，菌量の経目的

変動はほとんどみられなかった.

3) m-CB培地は，その取り扱いの筒便さにおいて，

CB培地に比べ数段優れており，特に，大量の検体を処

理する場合に著しい効果を発揮する惰地である.

以上の成績から，今回開発した 1%食塩加変法 Cary-

Blair培地は， 今後の腸管病原菌検索用の輸送・保存培

地として，現行の培地にとってかわるべき性能を有して

いると考える.
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下水および急性熱性呼吸器疾患患児からのヱンテロウイルス分離 (1978年〉

薮内 清*，矢野一好ぺ柴田タツ美*，林 志直*

岩崎謙二*，浦野純子**，河野弘子**，渡辺悌吉**

Isolation of Enterovirus from Sewage Treatment Plants and Children 

Suffering from Acute Respiratory Diseases in Tokyo in 1978 

KIYOSHI Y ABUUCHI*， KAZUYOSHI YANO*， T ATSUMI SHIBA T Aペ
YUKINAO HA Y ASHI*， KENJI IW ASAKI*， ]UNKO URANOベ

日IROKOKOHNO** and TEIKICHI i高1ATANABE**

Virus isolation was made on sewag巴 samplesand on throat swabs taken from infants with high 

fever on a monthly basis in 1978. Results obtained are summarized as follows : 

1) Throughout the survey p巴riod，a total of 73 strains of several kinds of viruses w巴reisolat巴dfrom 

217 sewage samples. Th号 mostprevalent on巴 wasCoxsackie B5 virus and the next prevalent Coxsackie 

B4 virus， and most of them were detected during the summer s巴ason， 2) a total of 125 strains of 

various kinds of viruses w巴reisolated from 675 throat swab samples. Comparisqn of isolated viruses 

from URI cases and thos巴 fromother cases led us to an assumption that infantile URI cases were 

mainly concerned with types 4 and 5 Coxsackie B and type 3 Adeno viruses， 3) prevalence in 

isolation of Coxsackie B virus巴sfrom sewage samples and patients parall巴ledwell seasonally. 

Keywords: enterovirus surveillance， sewag巴 treatm巴ntplant， acute respiratory diseases 

緒 言

都民における腸管系ウイルス感染流行の実態をは援す

る目的で， 1967年以来毎月下水検体を定期採取してウイ

ルス分離試験を行い，検出ウイルス種類の年次推移，季

節消長等については総括解析してきた1) しかし，下水

ウイルス単独の検索結果からは，検出ウイルスの病因的

役割を究明することはできない.その解明を意図してわ

れわれは，小児科受診患児の病因ウイルス検索と下水ウ

イルス検索を併行して行い，検出ウイルスの種類，およ

び季節消長を対比考察した. また， 熱性上気道炎患児

(URめからのウイルス検出状況を，他症例jからのそれ

に対比させ， URIにおける検出ウイルスの病図的意義

についても検討した.

材料と方法

下水検体 1978年 1月から12月まで毎月定期採取した

下水検体総計217件を供試した.過去10年間の検索結果

からウイルス分離用検体としては，沈殿汚泥が最も効率

の良いことがわかったので汚泥を主検体としたわ. 下水

検体採取地点は，従来から観測定点としてきた0，S， 

M都内 3下水処理場と，団地排水専用下水処理場6か

所，計9か所とした.

検体処理方法，および保存方法は，既報の通りであ

るお的.

息児咽頭ぬぐい液供試咽頭ぬぐ、い液は， 1978年 1月

から12月に東京逓信病院小児科で受診した患児 675名か

ら採取した I咽頭ぬぐい液を採取した患児の症例別内訳

は， URI 426名，下気道炎 (LRI)82名，下痢症14名，

手足口病 (HFMD)42名，その他の発疹症32名，発熱そ

の他79名であった.検体採取および処理方法は，前報の

通りである 5)

ウイ j!-ス分離下水検体からのウイルス分離には，培

養細胞系として FL，HEp#2， BGM， Vero持462を

使用した.咽頭ぬぐい液からのウイルス分離には FL，

HEp#2， Vero 355， MDCK， HELの各細胞系を使用

した HFMD患児検体の分離培養には，日甫乳マウスと

Vero#462細胞も併用した. ウイルス分離培養は，前報

に準じて24穴のプラスチッグプレート(コ{スター社製〉

を使用し， CPEおよび HAの出現を指標に行った.

分離ウイルスの同定は，既知抗血清を用いた HI試験，

CF反応，または中和試験の結果により判定した5)

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

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

料東京逓信病院小児科
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結果と考察 別に著明な差がなく，この種のウイルス感染流行は広域

下水検体からのウイ)(..ス分離観測定点とした 9か所 的に発生するものと推定された.

の下水処理場において採取した下水検体217件からのウ 下水検体総数 217件の検索を行った結果73株(33.6%)

イノレス分離成績を表 1に示した.検出ウイルスの種類は の各種ウイルスを分離した.ウイルス種類別分離率は，

12種であり，総括的にみれば都市部のO処理場では12件 ポリオウイルス 7.4%， コクサツキーB群 (CB) ウイ

中8件 (66.73め から 11株 s処理場では 32件中6件 ルス 20.7%，エコーウイルス1.4%，アデ〆 (AD) ウ

(18.8%)から 7株， M処理場では11件中4件(36.4%) イルス 4.5%であった. 検出ウイルス73株の逐月消長を

から 6株，また，都下の団地専用処理場では 162件中41 示すと表2の通りである.季節消長をみると，ポリオウ

件 (25.3%)から49株のウイルスを分離した.年聞を通 イルスは，例年通り春秋の生ワクチン投与に対応して検

じたウイルス分離率は，観測地点によって差があり最低 出された. CBウイルスは，夏季をピークにして 5型

は15.4%，最高は66.7%であった (31株〉と 4型(10株〉が高率に検出された. 1977年に

エンテロウイルス感染は，主として低年令層で発生す 高ひん度に検出されたエコー11型ウイノレスは 1月に3

るので下水を流出している地域住民の年令構成，および 株分離されたのみでその後は全く検出されなかった.A

人口密度がウイルス検出率を左右する大きな要因になっ Dウイノレスは， 1型， 2型， 5型を単発的に分離した.

ていると考える.しかし，検出ウイルス種類は，処理場 これらの下水ウイルス検索結果から， 1978年に都内にお

表1. 下水検体からの月別ウイルス分離状況 (1978年〉

ヌ逼す一ーとl1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

。|沈殿汚泥| P2 CB4・5 C B5 C B5 C B5 AD1 P2， CB5 P1， AD2 

K系 沈 殿 汚 泥

C B5 C B4・5 CB4 CB1 

S系 2次処理水 CB5 CB5 

M |沈殿汚泥 l C B 5 - P2， AD2 C B 5・6 CB4 

生下水 PJ'Z，El1 CB5 ー

団地A 2次処理水 CB5 C B5 

沈殿汚泥 CB5 P2 CB5 CB5 CB5 CB3 CB5 

生下水 Ell 

B 2次処理水 CB4 ー

沈殿汚泥 P3 CB5 C B5， AD1 CB4 

生下水 CB4 ーー

C 2次処理水 AD5 CB5 

沈殿汚泥 Ell P1・2 CB4 CB5 CB4 CB5 

生下水

D 2次処理水 CB5 

沈殿汚泥 AD1 P3 CB4 

生下水

E 2次処理水

沈殿汚泥 P2・3 CB5 CB5 CB5 ADl 

生下水 Pl・2・3 AD5 C B5 AD5 C B1・5

F 2次処理水

沈殿汚泥 CB5 

-検査せず Pl :ポリオウイルス 1型 ADl・アデノウイルス 1型

C Bl・コクサツキーB群 1型ウイルス E11:エコーウイルス11型
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下水検体からの月別ウイノレス分離株数 (1978年〉表 2.
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小児科受診患児からのウイルス分離

1) 症例別ウイルス分離状況年聞を通じて採取した

患児咽頭ぬぐい液675件からの症例別ウイルス分離状況

を表3に示した. URI患児426件からは， ポリオウイ

ルス 2株， CBウイルス24株， ADウイルス52株，ム γ

プス 1株， イシフノレェγザA型17株，合計96株(22.5%)

のウイルスを分離した HFMD42件からは， 13株(31.0 

%)のエシテロ71を分離した. LRI，下痢，発熱，その

他の症例 207件からは，各種ウイルスを少数例分離した

のみであった.症例別に検出ウイルスの種類にかなり特

色が認められた.

2) URI患児からの月別ウイルス分離状況 検索例

数の最も多かった URI患児からのウイルス分離成績を

月別に表4に示した.季節消長によって検出ウイルス種

類を対比すると，例年と変わらず夏季中心型のCBウイ

ルス群，冬季中心型のイシフルェγザウイルス群，年聞

を通じて分離されるADウイルス群に整理された.しか

し， ADウイルスの中でも 3型のみは，夏に多い傾向が

あった.このことは，夏季にプ{ルを介して流行するプ

{ル性結膜炎，夏か.1f等がAD3型に起因すると考えら

れている事実とよく一致する6)

3) URI患児からの年令別ウイルス分離状況検出

ウイルス種類の年令推移を観察するために，年令別に検

出ウイルス種類を整理して表5に示した.ポリ庁ウイノレ

スは，ワグチγ投与年令に， CBウイルスは主として 5

才以下の幼児に， AD ウイルスは 1~15才の調査年令階

いて高度に浸淫していたエシテロウイルスは， CBウイ

ルス 4型， 5型両ウイルスであったと推定した.11月に

散発的に検出されたCBウイルス 1型は，下水検索では

9年ぶりの検出であった.
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URI患児からの月別ウイルス分離状況 (1978年〉表 4.

合計

一0

2

2

1

0

1

5

3

7

3

3

1

1

4

3

一
6

6

町

噌よ

τム
噌

i
o
r“
司

よ

一

n
v
η
，
“
・

4

2

 

q
G
 

12 

1 1 

1 

2 

2 

唱
ム
唱
i
q
o
n
L
q
d

噌
A

1 

11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1月

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

5 

2 

1 

7 

ワム“

η
t

3 

8 

唱

i
-
d
ι
τ
a告

1 

2 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

Polio 1 

Cox. B 2 

3 

4 

5 

Adeno 1 

2 

3 

4 

5 

6 

Mumps 

Inf. 日1

H3 

2 

1 

11 1 

2 

12 

45 

26.7 

2

m

J

 

n
d
 

1 

6 

16.7 

4

お

0.
n
o
 

噌

'i-

5
幻

o
J

oa 
n
L
 

-
h
d

の
6

0

0

τ
・4
F
h
u

・
o
o
 

nr
“
 

A
u
n
o
q
o
 

n

L

o

o

-。4q
o
 

9
4
n
J
 

。，“q
L
 

6 

38 

15.8 

勾

4

A
ゐ

P
0

9
0

・
nυ 。L

12 

48 

25.0 

3 

28 

10.7 

合計

件数

分離率

URI患児からの年令別ウイルス分離状況 (1978年〉表 5.
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外の症例から検出したウイルスを対比させ，ウイルス型

別分離率を図 1に示した.両者の分離率の差の大きさを

比較することにより，検出ウイルスの URI病因として

の特異性を検討した. URI患児検体の検索で， AD2 

型は計13株検出されたが，そのうち 9株 (69.2%)はO

層を通じて分離された.幅広い年令階層で分離される傾

向が認められたADウイルスも型別にみると， 2型は O

~1 才をピークに， 3 型は 4~5 才にピークがあった.

URI患児から高率に検出された CB， AD両ウイノレ

スについて，その病図的意義を考察する目的で URI以
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コクサツキーE群
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図1. URI患児と他症例のウイルス分離率

~1 才で検出された.しかし， AD2型は他症例からも

ほぼ悶率 (43.9%)に分離されている事実から，このウ

イルスの URI病因としての比重は別として， URI特有

の病因ウイルスとは考えられなかった. 2~3 才以上の

年令になると， AD3型の検出比重が大きくなり， 4~ 

6才では11.2%に達した. 同年令ではCB5型も 6.0%

に検出され，他症例との比較から両ウイルスが幼児 URI

の主要な病因であったことが容認された. 7~15 才で

2 3 4 5 
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6 

は，低年令層に比較して検出ウイルス種類も減少した

が， AD3型は 7.3%に検出された.

以上の観察から，本調査期間中 URIの病因として主

要な役割を演じたウイルス種類は， 乳児闘ではCB4

型，幼児および学童聞ではAD3型， C B 5型であった

と推定した.

下水検体と患児材料からのウイルス分離状況の対比

逐月調査における，下水検体と患児材料から検出された

ウイルス種類の一致度を図 2に対比させた.両検体から

高率に検出されたCBウイルスは，比較的よく一致した.

その一致度の有意性は Fisher の直接確率計算法によ

り統計学的にも確認された (Pr=O.00026~0. 000036). 

しかし，底、児から高率に検出されたAD3型，エンテロ

71は，下水から検出されなかった. AD1，2，5型は，

わずかな一致がみられたのみであった. ADおよびエン

テロ71両ウイルスが下水から検出されにくい事実は，感

染者1人当りの排出ウイルス量がポリオ， CBウイルス

に比較して少いことに起因することも考えられるので，

下水検体中のウイルス濃縮操作を行って，検出確認する

必要がある.

結論

1978年 1月から12月まで定期採取した下水検体と，小

児科受診患児咽頭ぬぐい液からウイルス分離を行い，次

の結論を得た.

1) 下水検体 217件から73株 (33.6%)の各種ウイル

スを分離した.高ひん度検出ウイルスは， CB 5型 (31

株)，同 4型 (10株〉で， 両ウイノレスは夏季をピークに

7 8 9 10 11 12月
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図 2. URI患児と下水検体からの月別ウイルス分離状況の対比 (1978年〉



東京衛研年報 30-1，1979 29 

検出された. イルスは，下水から検出できなかった.

2) 患児材料675件からは， 125株 (18.5%) の各種

ウイノレスを分離した. うち URI患児材料426件からは， (本研究の概要は日本感染症学会第53回総会1979年4

ポリオ 2株， C B24株 (2型2株， 3型1株， 4型10 月で発表した.) 

株， 5型11株)， AD52株 (1型5株， 2型13株， 3型27

株， 4型3株， 6型 1株)，インフルエンザA型17株，ム

ンプス 1株，総計96株 (22.5%)を分離した. HFMD症

例42件からは，エンテロ71を13株 (31.0%)分離した.

その他の症例 207件からは，各種ウイルスを少数例分離

した.

3) URI患児と他症例jからのウイルス分離率の比較

考察により，調査期間中に URI特有の病因ウイルスと

して，乳児聞ではCB4型，幼児，学童聞ではAD3，

CB5型が主役を演じていたことが明らかにされた.

4) 下水検体と URI患児材料からの検出ウイルス逐

月消長を対比させると， CB群では各型ともよく一致し

た.患児から高率に検出されたエンテロ71，AD 3両ウ
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最近における東京都民のポリオウイルス中和抗体保有状況

薮内 清*，矢野一好*，柴田タツ美汽林 志直*，岩崎謙二*

Incidence of Neutralizing Antibodies against Polioviruses 

among Healthy Inhabitants in Tokyo in Recent Years 

KIYOSHI YABUUCHI*， KAZUYOSHI YANO*， T ATSUMI SHIBA T Aぺ
YUKINAO HA YASHI* and KENJI IWASAKIキ

Keyword自:ポリオウイルス poliovirus，中和抗体 neutralizingantibody，血清疫学 serologicalepidemiology 

緒 言

ポリオウイルスによっておこる急性灰白髄炎(ポリオ

• Poliomyelitis)は， 中枢神経系の運動神経細胞および

脳幹の破壊等によって運動麻痔などをおこす主として小

児の重とくな感染症である.

わが国におけるポリオ患者の発生は， 1947年本症に届

出制が適用されて以来毎年1， 000~4， 000人が報告されて

いたが， 1960年から 61年にかけて北海道および九州で

6，000人に近い大流行がおこるにいたって， 生ワグチγ

の投与が実施され，以後の流行阻止に劇的な効果をあげ

たことは周知のとおりである1) その後毎年の生ワクチ

γの継続投与により患者発生数は確実に減少の一途をた

どり，現在ではほとんど真性ポリオ患者は認められず，

わが国からポロオは姿を消したと考えられている1)

その疫学的経過については，厚生省を中心として全園

地方衛生研究所において実施されたポリオ流行予測事業

により調査されている2切.われわれもこの全国的なネ

ットワ{グの一環として，野外毒感染の機会がなくなっ

たと推測される現在の東京都民の聞で，ポリオの免疫状

態がどのように維持されているかを調査する目的で，こ

れを血清疫学的に追及し， 1971年までの成績については

すでに報告した的.

本報は1972年以降の成績である.

実験材料と方法

健康都民血清 1972~74年および1978年の 4年間，そ

れぞれ毎年都内居住健康者から採血した.供血者の年令

構成は表1にしめした.被検血清は採取後試験を実施す

るまでー200に凍結保存した.

中華日試験 厚生省流行予測事業急性灰白髄炎検査術

式の記載に従っておこなったの. ポリオ 1型ウイルス

Mahoney株， 2型 MEF-1株， 3型 Saukett株を使

用し，被検血清につき 100TCID5o量の各型ウイルスに

対する中和抗体価を測定した.試験はすべてマイグロタ

イター法によった.

実験成績と考察

1972~74年および1978年の 4年聞に 0~25才の健康都

民 539名について，ポリオ1， 2， 3型ウイルスに対する

血中中和抗体価を測定した.検査結果は表1のとおりで

ある.

各年度別の集計データについてポリオ各型ウイルスに

対する抗体価と1・4の抗体保有率をみると， 2型抗体

は最も高値でこの 4 年間9l~97%の範囲で安定した値を

しめし， 1 型は46~89%， 3 型は54~78%の範囲で変動

がみとめられた. 1965~1971年の同値は， 1 型52~100

%， 2 型83~100%， 3 型40~90%であった白ので， 各

型共ほぼ同様の抗体保有率をしめしている.

次に，各型ウイノレスについて，年度別，年令階層別に

それぞれの抗体価の累積陽性率を計算し，二元配置分散

分析法による統計処理をおこない，抗体保有率の，年度

別，年令階層別変動の有意性を検討した. 1型ウイルス

に対する中和抗体保有率の年度差は抗体価と 1: 4で1

%以下，乙1: 8および乙 1: 16で5%以下の危険率で

それぞれ有意であったが，年令階層別の差はすべて有意

でなかった. 2型は全組合せで，年度差および年令階層

差に 5%以下の危険率では有意性がみとめられなかっ

た. 3型は抗体価と 1: 64のところで年度差年令階層差

共に 5%以下の危険率で有意性がみとめられた.

特定の一点のみの抗体価を解析基準とする場合は，抗

体価の値が変れば解析結果にも変化がでてくることがあ

るので，数点の抗体価を同時に基準としうる回帰分析法

の応用を試みた.標本ごとに抗体価別の累積抗体保有率

を算出して，片平方根値目盛のグラフ紙上の対応点にプ

ロットし，最小自乗法によってそれら各点の至近距離を

通る回帰直線を計算して画くと図 1のようになる.これ

*東京都立衛生研究所微生物部ウイルス研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
2ι1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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ポリオウイノレスの年度別年令階層別中和抗体保有状況

検査
l 型 2 型 3 型

年令年度 中 和 抗 体 価 (2 x 2n) 

f才〉 件数
<1 1 2 3 4 5 と6 1<1 l 2 3 4 5 ミ6 1<1 1 2 3 4 5 ミ三6

7 1 6 4 1 1 1 2 9 6 2 6 4 9 1 
'72 20 

(65.0) (60.0) (30.0) (10.0) (5.0) (95.0) (85.0) (40.0) (10.0) (70.0) (50.0) (5.0) 

27 8 5 3 3 3 1 7 2 9 1 9 8 14 28 6 8 3 3 1 1 。'73 50 
(46.0) (30.0) (20.0) (14.0) (8.0) (2.0) (86.0) (82.0) (64.0) (62.0) (44.0) (28.0) (44，0) (32.0) (16.0) (10.0) (4.0) (2.0) 

6 
2 1 3 2 3 3 3 1 2 4 3 7 6 1 3 4 3 

'74 17 
(88.2) (82.4) (64.7) (52.9) (35.3) (17.7) (100) (94.1) (82.4) (58.8) (41.2) (64.7) (58.8) (41.2) (17.7) 

32 10 18 7 14 11 10 7 2 6 1 16 22 48 32 9 13 18 14 8 8 
'78 102 

(68.6) (58.8) (41.2) (34.3) (20.6) (9.8) (93.1) (91.2) (85.3) (84.3) (68.6) (47.1) (68.6) (59.8) (47.1) (29.4) (15.7) (7.8) 

15 11 7 5 1 2 2 11 13 8 3 12 7 10 9 1 
'72 39 

(61.5) (33.3) (15.4) (2.6) (94.9) (89.7) (61.5) (28.2) (7.7) (69.2) (51.3) (25.6) (2.6) 

11 2 2 1 1 1 3 2 5 2 2 9 4 1 2 
7 '73 16 

(31.3) (18.8) (6.3) (93.8) (87.5) (68羽 (56.3)(25.0) (12.5) (43.8) (18.8) (12.5) 

11 1 3 2 2 7 3 8 3 2 5 2 4 5 3 4 
'74 18 

(94.4) (77.8) (66.7) (55.6) (16.7) (100) (55.6) (38.9) (27.8) (88.9) (66.7) (38.9) (22.2) 

7 4 12 10 8 4 6 12 9 9 9 13 5 9 11 6 1 
'78 45 

(84:4) (75.6) (48.9) (26.7) (8.9) (100) (86.7) (60.0) (40.0) (20.0) (71.1) (60.0) (40.0) (15.6) (2.2) 

23 12 15 10 10 7 2 3 7 13 24 18 8 6 10 17 27 12 8 3 2 
'72 79 

(70.9) (55.7) (36.7) (24.1) (11.4) (2.5) (96.2) (87.3) (70.9) (40.5) (17.7) (7.6) (87.3) (65.8) (31.7) (16.5) (6.3) (2.5) 

28 3 4 9 14 8 6 5 4 9 4 12 12 26 18 10 14 5 17 6 2 
12 '73 72 

(61.1) (56.9) (51.4) (38.9) (19.4) (8.3) (93.1) (87.5) (75.0) (69.4) (52.8) (36.1) (75.0) (61.1) (41.7) (34.7) (11.1) (2.8) 

25 
9 8 12 15 10 9 4 8 12 21 13 9 4 13 16 21 9 6 2 

'74 67 
(86.6) (74.6) (56.7) (34.3) (19.4) .(5.9)ー (88.1) (70.2) (38.8) (19.4) (6.0) (80.6) (56.7) (25.4) (11.9) (3.0) 

2 3 5 2 1 1 1 3 2 4 4 4 2 2 2 2 1 1 
'78 14 

(85.7) (64.3) (28.6) (14.3) (7.1) (100) (92.9) (71.4) (57心 (28.6) (71.4) (57心 (42.9)(28.6) (14.3) (7心

) =累積陽性率(%)

表1.
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図1. 年度別年令階層別中和抗体保有状況

、

ら回帰直線の位置によって抗体保有状況を表現し，その

位置変化によって標本間の抗体保有の差異を解析した.

とめたが， 12~25才の階層では年度差はほとんどみとめ

られなかった. 0~6 才， 7~11才の年令階層における

年度差はほとんど同様で， 1972， 73両年が{尽く， 74， 78 

年が高値をしめした. 2型ウイルス抗体は， 1， 3型に

1型ウイルスの抗体保有についてみると， 0~6 才およ

び 7~11才の両年令階層では明らかに年度による差をみ
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表 2. 抗体保有の回帰分析結果

ウイルス 0~6 才
年度

帯ニエ日ニ }J1j aイ直 a/b値

1972 1. 00 1. 00 
l 1973 0.75 1. 21 

型 1974 1. 07 1. 68 

1978 0.94 1. 49 

1972 1. 00 1. 00 
2 1973 0.84 1. 72 

型 1974 1.07 1. 51 

1978 0.85 2.67 

1972 1. 00 1. 00 
3 1973 0.63 1.79 

型 1974 0.82 1. 95 

1978 0.82 2.21 

くらべると全年度，全年令階層を通じて高い保有状況を

しめした 3型ウイルス抗体保有状況は最も{尽く，年度

差，年令階層差はともに観察される.しかし， 1型にく

らべて小さかった.

各型とも 1972年度の 0~6 才における抗体保有率( a 

値〉と抗体価分布パタ{ン (a/b値〉をそれぞれ1と

して，各回帰線の a値， a /b値の比を算出すると表2

のとおりである.前述の抗体保有変動は抗体保有率(a 

値比〉の変動よりは，抗体価分布パター γ(aハ3値比〉

の変動により多く影響をうけていることがわかった.

以上の解析は必ずしも充分な検体数の調査結果に基づ

いたものばかりではないので，多少の変動はさけられな

色、っTこ.

現在の都民のポリオウイルス中和抗体保有状況は，多

少の年度変動をくりかえしながらも，総体的には1965年

以来大きな変化なく維持されていると推測される.野生

ポリオウイルスによる住民への免疫付与が考えられなく

なった近年において，とくに若年者の免疫は生ワクチン

接種に起因している.従って，このことは東京都におけ

るポリオ生ワクチンの予防接種率が1968~77年の10年間

いずれも平均83%前後であったことと大いに関連があ

る.わが国においては， 1961年の生ワクチ γ緊急一斉投

与とそれ以後の計画的な継続投与によって，まず完全に

ポリオを駆遂することに成功し，強毒野生ポリオウイノレ

スが存在しない状態が保たれていると推定されている.

しかし，海外においては依然としてポリオ多発が報告さ

れている弘田ので，それらの国への旅行者対策，一部地

7~1l才 12~25才

a {i直 a/b値 a {I直 a/b値

0.97 0.76 0.98 1.18 

0.69 1. 08 0.93 1. 51 

1.12 1. 45 1. 09 1. 29 

1.12 1.13 1.14 1. 24 

O. 79 0.88 0.80 1. 03 

0.94 1. 18 0.85 1. 94 

0.86 1. 26 0.93 1.09 

1. 13 1.14 1. 12 1. 29 

0.93 1. 26 0.91 1. 72 

0.68 1. 82 0.89 1. 93 

0.93 1. 77 0.91 1. 51 

0.87 1. 69 0.82 2.13 

域で認められる生ワクチ γ予防接種率の低下傾向の防止

対策および住民の抗体保有状況の正確なは握等について

今後も努力を続ける必要があると思われる.

結論

東京都民のポリオウイルスに対する免疫保有度を調査

する目的で， 1972~74年および1978年の 4年間に採取し

た 0~25 才の健康都民血清 539 件について， ポリオ 1，

2， 3型ウイルスに対する血中中和抗体価を測定した.

この 4年聞における抗体価乙 1: 4の総合抗体保有率

は 2 型が91~97%で最も高くかっ安定しており，次い

で 1 型46~89%， 3 型54~78%であった.

回帰分析法を応用し，年度別および年令階層別の抗体

保有状況を解析した結果，年度差はとくに 0~6 才 7

~1l才の層で大きく， 12~25才では比較的小さいこと，

またこれらの差は主として抗体価分布パターンの変化に

もとづくことを明らかにできた.

現在の東京都民のポリオウイルス中和抗体保有率は，

1965年以来ほぼ変化なく維持されていることがしめされ

た.
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塩素添加によるブール水中のポリオウイルスおよびアデノウイルス不活化実験

薮内 清判，矢野一好ベ柴田タツ美ベ林 志直*1

土屋悦輝*2，岡本 寛ベ工藤泰雄ベ岩崎謙二*1

Effect of Chlorination on the Inactivation of PoIio and Adeno Viruses 

Experimentally Added into Swimming Pool Water 

KIYOSHI YABUUCHI判， KAZUYOSHI Y ANO*I， T A TSUMI SHIBA T A判，

YUKINAO HA Y ASHI*I， YOSHITERU TSUCHIY A *2， YUT AKA OKAMOTO判，

YASUO KUDOH判 andKEN]I 1羽TASAKI判

Keywords:塩素処理 chlorination，ポリオウイルス poliovirus，プール水 swimmingpool water 

緒 ー冒
水泳プーノレの普及に伴い，汚染プ{ル水による各種病

原微生物の媒介が重要視されてきた.なかでもアデノウ

イルスはプ{ノレ水を介して学童聞に伝ばし， しばしば夏

かぜや咽頭結膜熱の感染流行に発展することがよく知ら

れている1)

塩素剤は，水中微生物の不活化に最も一般的に使用さ

れている消毒剤であるが，水質の諸条件によって殺ウイ

ルス効果が大きく左右される.高濃度に添加すれば，消

毒剤としての効果は期待できるが，塩素ガスの発生や新

しく形成される有機塩素化合物の人体への悪影響が問題

となるZ一白. 特定条件下における塩素剤の微生物に対す

る不活化効果は，古くから報告されているが，実際のプ

{ル水中の効果はあまり究明されていない.

著者らは，都内 9か所の営業プ{ルにおいて採取した

フ。ール水について，各種濃度の塩素添加を行ない，検出

遊離温素量，およびウイルス不活化能を検討したので報

告する.

材 事ヰ

ウイルス ポリオウイルス I型弱毒株 (Lsc，2ab株)，

およびアデノウイルス 3型 (GB株〉を供試した.培養

細胞系として，各々 CMK，HEp#2細胞を用い， ウイ

ルス接種後CPEの出現を確認して凍結融解した.3，000 

rpm 15分間遠心沈殿し粗大成分を除去した上清をウイ

ルス原液として実験に用いた.

塩素水市販の次亜塩素酸ナトリウムを蒸留水で 200

pprnに希釈したものを原液とした. 使用時さらに適応

濃度に希釈し添加用温素水とした.

水泳ブーjl，.水 1978年7月から 8月に都内営業用プ{

ル9か所で，遊泳者の多い時間帯にプーノレのほぼ中央点

で採水した.採水容器は，201ポリエチレγタγクで，

採水直前に十分プ{ル水で、洗浄した.採取したプ{ル水

は， 40の冷室に保存し， 遊離塩素が検出できなくなっ

たことを確認してウイルス不活化実験に使用した.採取

したプール水の水質試験成績は，採取直後とウイルス不

活化実験後に分けて表1に示した.

方!法

遊離塩素の測定 DPD法により測定した. 被検試料

の一部に0.2Mリγ酸緩衝液を 1/20量添加し，ただちに

DPD試薬により発色させた.515nm波長の透過度を測

定し，その値から試料中の遊離塩素濃度を算出した.比

色計は， 日立 101型少量スイ γ グエγシヤノレサγプラー

付を使用し速やか (20~40秒後〉に測定した.

ウイルス不活化実験 あらかじめ塩素消費のないこと

を確認した容器に，供試ウイルス含有プーノレ水100mlを

とり，マグネチックスターラーで、かくはんしながら所期

の塩素量を滴下法により添加した.検体の遊離塩素濃度

は，塩素添加直後に測定したが，残存ウイルス量の測定

は，所定時間経過後， 試料を 4mlずっとり塩素剤の作

用を停止させる目的でM/200チオ硫酸ナトリウム液 0.1

mlを添加して行なった.

残存ウイルス量の測定 ポリオウイルスは，ブラック

形成法により感染ウイルス量を測定し，PFU/mlで表

示した. プラック形成は BGM細胞の単層構養を用い

て行なった(クラスタ{社製6穴プラスチックプレート

25rnmゆ/穴). 供試ウイノレスサシフ。ルは， 10倍段階希釈

*1東京都立衛生研究所微生物部ウイルス研究科 160 東京都新宿区吉人町 3ー24ー1
判同環境保健部水質研究科

判問微生物部細菌第一研究科
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

2ι1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 
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プ ー ル 水 の水質分析結果

塩素イオン KMn04消費量 NHa-N Alb-N 遊離 一般細菌数
(mgjl) (mgjl) (mgjl) (mgjl〉 塩素 (個jml)

※※※  
前後 前後前後前後前後前後前前後

表1.

度褐P H プ
ー
ル
水

5，100 

46，000 

6，700 

56，000 

26，000 

13，000 

11，000 

970 

26，000 

A
u
n
u
n
U
A
U
n
u
n
u
n
U

ハ
リ
ハ
リ

0.7 

1.2 

0.4 

1.5 

0.6 

1.5 

1.5 

0.6 

0.6 

0.13 

0.24 

0.28 

0.16 

0.10 

0.55 

0.17 

0.21 

0.28 

0.11 

0.33 

0.39 

0.20 

O. 11 

0.24 

0.54 

0.29 

0.21 

0.29 

0.95 

1. 28 

0.34 

0.19 

0.20 

0.32 

0.50 

0.01 

大腸菌群はすべて陰性

0.10 

0.06 

0.07 

0.04 

0.02 

0.03 

O. 10 

0 

0 

5.2 

4.9 

4.6 

4.2 

2.6 

10. 1 

3.6 

4.2 

4.9 

1.9 

3. 1 

4.3 

4.9 

4.3 

5.9 

4.3 

9.6 

9.6 

81. 0 

74.9 

87.8 

50.4 

30.6 

44.9 

25.2 

473 

1310 

82.7 

72.1 

91. 2 

51. 7 

32.7 

45.6 

20.4 

473 

1290 

。6
8
告

1

4

n
リ

ハ

U

E

O

A
リ

ハ

リ

ハ

U

0 

0 

0 

0 

0 

0 

0 

1.0 

0 

7.3 

7.7 

7.7 

7. 1 

7.4 

7.4 

7.2 

7.9 

7.9 

7.0 

7.4 

7.3 

6.8 

7. 1 

8.2 

8.0 

7.4 

7.0 

A

B

C

D

E

F

G

H

I

 
前:採水直後の分析結果
後:ウイルス不活化実験時の分析結果

※ 
※※ 

プール水別塩素添加直後の遊離塩素濃度 (ppm)表 2.

(ppm) 量カ日添素塩
式帰回

ウイノレス
添加

プール

No. 5.82 5.16 4.47 3.76 3.00 2.30 1. 56 0.79 

y=ーO.72+0. 38x 

y= -0. 48+0. 50x 

1. 50 

2.42 

1. 14 

2.10 

1. 03 

1. 72 

0.72 

1. 38 

0.33 

0.91 

0.18 

0.72 

0 

0.31 

0 

0 

(+) 

〈ー〉
A 

y=ー 0.42十0.18x

y=ー O.34+0. 21x 

0.76 

0.94 

0.45 

0.75 

0.31 

0.51 

0.20 

0.35 

0.12 

0.27 

0.08 

0.13 

0 

0.06 

。
。(+) 

(ー〉
B 

(+) 

(ー〕

0.16 

0.28 

y=ー 0.19+0.12x

y= -0. 16+0. 15x 

0.54 

0.84 

0.41 

0.59 

0.28 

0.42 

0.24 

0.34 

0.07 

0.23 

0.03 

O. 12 

。
。C 

y=一O.90+0. 54x 

y=一O.68+0. 58x 

2.35 

2.70 

1. 86 

2.37 

1. 46 

1. 87 

1. 08 

1. 42 

0.66 

1. 07 

0.32 

0.70 

0.04 

0.22 

。
。(+) 

(ー〉
D 

y=ー 0.82十0.59x

y=ー 0.29+0.62x

2.63 

3.37 

2.17 

2.89 

1. 78 

2.37 

1. 38 

2.17 

0.92 

1. 72 

0.44 

1. 07 

0.17 

0.68 

0 

0.18 

(+) 

〈ー〉
E 

y=ー 0.19+0.11x

y=ー O.12+0. 14x 

0.47 

0.74 

0.35 

0.62 

0.25 

0.48 

0.17 

0.35 

0.09 

0.28 

0.05 

0.18 

0.02 

O. 13 

0 

0.02 

(+) 

(一〉
F 

y=一0.66十0.41x

y=一0.45+0.52x

1. 77 

2.75 

1. 58 

2.20 

1.17 

1. 78 

0.76 

1. 45 

0.53 

0.92 

0.29 

0.76 

0.08 

0.37 

0 

0.09 

(+) 

(ー〉
G 

y=ー 0.98+0.40x

y=ー O.73+0. 46x 

1. 38 

1. 93 

1. 13 

1. 63 

0.75 

1. 46 

0.35 

1.10 

0.15 

0.54 

0.08 

0.24 

0 

0.08 

。
。(+) 

〈一〉
H 

y=ー O.58+0. 36x 

y=ー O.34+0. 42x 

1. 50 

2.32 

1. 34 

1. 88 

1. 03 

1. 33 

0.61 

1. 25 

0.45 

0.73 

0.21 

0.51 

0.08 

0.44 

0 

0.12 

(+) 

〈一〉

(ppm) 量力日添素塩

DW  
y=ー 0.58+0.94x

y=ー 0.02+1.OOx 

1. 78 

1. 22 

1. 76 

1. 58 

0.94 

1. 56 

DW:蒸留水

1. 37 

0.62 

1. 38 

1.15 

0.37 

1.13 

(+) 
(ー〉

(+):ウイルス液を添加 (ー):プール水のみ
測定:塩素添加直後DPD法により測定

0.93 

0.22 

0.92 

O. 71 

0.08 

0.69 

0.48 

0.01 

0.47 

0.24 

0 

0.22 
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。プール7.kのみ

ーウイルス添加

5 

加 塩

3 

ブール7.k1 

2 

図1. 添加塩素量と遊離塩素濃度の回帰直線
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。

を行ない，各希釈を 1mlずつ2穴に接種した. 370 90 る.直線の立ち上がりを示す回帰系数値 (b値〉をみる

分間 CO2 イγキュベータ{内でウイルス吸着をはかっ と，ウイノレス液添加後各プール水とも若干の低下傾向は

た後，常法に従って寒天培地を重層した.培養3日目に あるが，概括的にウイノレス液の塩素消費分だけ直線が平

中性紅で染色し，その後連続3日間ブラック数の増加を 行移動した.ウイルス液添加前後の 2本の回帰直線と z

観察して，PFU/mlを判定した円. 軸との交点の差，つまりウイノレス液が消費したと考えら

アデノウイルスは， 96穴組織培養プレート〈クック社 れる塩素量を求めると，蒸留水で 0.6ppmであった.プ

製〉に培養した HEp#2細胞を使用し， 常法に従って {ル水でも O.5~0. 9ppm (王=0.77，S D =0.15)の範

TCID50/O.05mlを求めたり. 聞にあり，各プ{ノレ水の聞に差は認められなかった.

結果と考察 しかし，各検体のb値 (0.11 ~O. 59)の間には差が認め

塩素添加量と遊離塩素濃度 プ{ル水9検体をそれぞ られた.供試したプール水の代表パター γを図 1に示し

れ2分して， 1群には塩素のみを， 2群には塩素と1/1000 た.理論値に最も近いb値を示す蒸留水に比較してプー

量のポリオウイルス液を添加して各プール水別の塩素消 ル水の糧素消費量は，一様なものでなく検体によって大

費量を調査するとともに，添加ウイルスの感染能不活化 きな差があることがわかった.しかし，採取直後のプ{

状況を検討した.それぞれのプ{ル水検体への塩素添加 ル水には塩素消費がなかったこと，また実験後に分析し

量の範囲は， O. 79~5.82ppm であった.対照として蒸 た水質試験データ(表1)に相関性が認められる項目が

留水中のポリオウイルス不活化実験も行なった(塩素添 ないことなどから，複素消費と水質の関連性については

加量 O.24~1. 78ppm).塩素水添加直後に測定したそれ さらに詳細な分析検討が必要である.

ぞれの遊離塩素濃度を表2に示した.添加量に対する遊 遊離塩素濃度とウイルス不活化

離塩素濃度の比率は，検体聞に大きな差がみられた.塩 1) ポリオウイルスの不活化 1/1000量のポリオウイ

素添加量と遊離塩素濃度の対応値を基にして，最小自乗 ノレス液を添加したプール水に表2に示した濃度の塩素水

法によって算出した各々の 1次回帰式は表2の通りであ を添加し，ポリオウイルスの不活化効果を検討した.塩
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表 3. 塩素添加5分後の残存プラッグ率

塩 素 添 方日 量くppm)
プール
lVo. 0.79 1.56 2.30 3.003.764.475.165.82 

61.2 26.0 15.7 0.0 A % (0.33) 

B 44.3 29.0 19.7 6.9 3.4 0.0 
(0.31) 

C 
67.8 35.0 18.3 4.5 2.4 1.4 0.0 

(0.41) 

D 
41. 6 1.8 0.0 

(0.32) 

E 
47.8 0.4 0.0 

(0.44) 

F 
34.5 24.1 12.6 1.50.80.20.1 (00.4.0 7〉

G 
38.7 5.2 0.0 

(0.29) 

H 
26.1 13.6 7.3 0.3 0.0 

(0.35) 

53.1 5.9 0.0 
(0.21) 

塩 素 添 カ日 量 (ppm)

0.24 0.48 0.71 0.931.151.371.581.78 

D羽T 33.9 5.2 0.3 0.0 
(0.22) 

( )内は不活化時の遊離塩素濃度 (ppm)

ウイルス添加量 2.8x 104~3. 0 x 104 PFU /m 

表 4. 塩素によるアデノウイルスの不活化

塩 素 接触時間
遊離塩素

添加量 1分 10分

o ppm o ppm 1.5※ 1.5 

197 0.03 1.5 0.5 

394 0.41 1.0 0.0 

788 0.83 0.0 0.0 

1，575 1. 61 0.0 0.0 

※ TCID叩/0.05ml (log 10) 

素接触時聞は，前報に記載した塩素濃度とウイルス不活

化時間の関連性の検討結果から 5分間と一定にした田.

ウイルス添加量は， 2.8 x 104~3. 0 x 104 PFU /ml とし

塩素添加量別のウイルス残存率を表3に示した.ウイル

ス感染能が証明されなくなった時の最少塩素添加量は，

最低値 2.3ppm(プ{ル水D，E， G， I)から最高値

5. 82ppm (プール水F)まで約2.5倍の差が認められた.

蒸留水ではさらに低濃度となり 0.93ppmでウイルス活性

は証明されなくなった.一方，その時点の最少遊離塩素

濃度は，最低値0.21ppm(プール水I)から最高値0.47

ppin (プ{ル水F) の範囲にあり，各プーノレ水の聞に著

明な差はみられなかったほ =0.35， S D =0. 08). 蒸

留水も0.22ppmであり，この範囲内にあった.

以上のことから，プール水中のポリオウイルスを不活

化するには， 有効遊離塩素濃度を 0.5ppm以上に保て

ば，ウイルス不活化効果は十分期待できることがわかっ

た.遊泳者からプール水中に排出されたウイルス粒子

は，有機図形物に吸着あるいは被覆された形で存在して

いることが考えられる.また，同一プ{ノいであっても，

採水場所によって遊離塩素濃度に差異のあることはよく

知られている事実である.実際のプール水中のウイルス

不活化には複雑に多くの要因が関与して4るため，それ

ぞれに応じた管理対策をとらなければならない. つま

り，プール水中の遊離塩素量および水循環の均一性をは

かり，死角をつくらないことが大切で、ある.

2) アデノウイルスの不活化 蒸留水で、希釈した高濃

度塩素水 (197~1 ， 575ppm) にアデノ 3 型ウイルス液を

等量接触させて行なったウイルス不活化試験結果を表4

に示した.塩素添加量と遊離塩素濃度の回帰直線は図2

に示した.培養ウイルス液の感染価が低く，試験には粗

ウイルス液をそのまま使用したので塩素消費量は非常に

高くなって回帰係数値もプ{ル水に比較して b=0.0011 

と非常に小さくなったが， 遊離塩素濃度 0.41ppm10分

間の接触でウイルス感染能は認められなくなった.アデ

ノウイルス不活化に必要な最少遊離塩素濃度も，ポリオ

ウイルスの場合とほぼ同程度であることが考えられた.

組織培養によるアデ/ウイルスの感染価は 3.0TCID5o/

O.05ml， log程度にしか上昇しないので，プ{ル水中の

不活化実験はできなかった.アデノウイルスの濃縮，精

遊 1.5

磁

塩

素 1・0

滋

。
500 1000 1500 

添加塩素濃度 (.ppm)

図 2. アデノウイルス不活化時の遊離塩素直線
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製を行ない，塩素要求を少くして再検討する必要があ

る.

結 論

都内 9か所から採水した営業用プール水にポリオウイ

ノレスを添加し， 塩素による感染能不活化実験を行なっ

た.アデノウイルスについても若干検討した.

1) 供試したプーノレ水において塩素添加量o.79~5.82 

ppmの範囲内で添加量と遊離塩素濃度の聞に直線関係

が成立した.回帰係数値は0.11~0. 59の範囲にあり検体

による差を認めた.この回帰係数値は同一ウイルス量の

添加によってはほとんど変化しなかった.

2) 2.8 x 104~3. 0 x 104 PFU Iml量のポリオウイル

スI型弱毒株を接触5分間で不活化するのに必要な最少

塩素添加量は，蒸留水で 0.93ppm， プール水で 2.3~

5. 82ppmであった.最少有効遊離塩素濃度は，蒸留水，

フ。ール水とも添加直後の測定で O.21~0. 47ppmの範囲

であった(王=0.35，S D =0. 08). 

3) アデノウイルス 3型(1.5TCID5o/O. 05ml， log) 

は，遊離塩素濃度 0.41ppm10分間の接触で感染能が証

明されなくなった.

謝辞本研究を実施するにあたり，御援助をたまわっ

た都衛生局水道課，細田三朗課長，鵜飼恒治係長に深甚

の謝意を表する.
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都内飼育ブタにおけるインフルエンザウイルスHI抗体保有調査 (1978年 6月"""'79年 3月)

伊藤忠彦*，山崎 清ヘ岩崎謙ニヘ坂井富士子*

Incidence of HI Antibodies against Influenza Viruses in Swine 

Raised in Tokyo (1978-1979) 

T ADAHIKO ITOぺKIYOSHIYAMAZAKI*， KENJI IWASAKI* and FUJIKO SAKAI* 

Keywords:ィγフルェγザウイルス Influenzavirus，血清疫学 seroepidemiology，ブタ swme

緒 言 卵に培養し，常法にしたがって作成しため.

1976年2月米国ニユ{ジャージ{州内で集団発生した HI試験 常法に準拠してマイクロタイタ{法で行な

かぜ患者の中に，ブタ型ィ γフノレエンザウイルス感染者 った由.ブタ血清中の normalinhibi torはRDE処理に

が混在していたという報告はイシフルエンザ研究者たち よって除去し，ニワドリ赤血球凝集素は， RDE処理血

を注目させた1) 過去のインフルエγザ流行史の記載か 清に5%の割合で洗浄ニワトリ赤血球を混和することに

ら， A型インフルエγザウイルスの中の同一亜型による

流行は1O~15年の周期で終っていることが明らかとなっ

ている.1968年にはじめて登場した現在流行のAH3型

ウイルスは，消滅期が近づきつつあることが予測されて

いるので，米国で検出されたプタ型ウイルスは次期流行

ウイルスの有力候補として注目されることになった.

しかし， 1977年11月以降になって， ソ連をはじめ他の

国々で AH1型ウイルスが患者から検出され2〉，同ウイ

ルスによる感染流行が確認されるようになって，ヒトに

おけるプタ型ウイルスの次期流行説は影をひそめること

になった.一方，ブタ聞におけるブタ型ウイルスの感染

流行は依然として衰えることなく現在では日本全国に波

及している白.前報4)で述べたように東京都内でのブタ

型ウイルスの感染は， 1977年3月にはじめて確認されて

以来，時を追って急速にその感染流行は拡大した.著者

らは都内飼育のブタ聞におけるその後のプタ型ウイルス

感染流行実態を探るとともに， AH3型， AH1型およ

びB型イ γフルエγザウイルスの感染実態を調査する目

的で1978年 6 月 ~79年 3 月までに採取した都内飼育ブタ

血清について HI試験を行ない，得られた検査結果を

解析した.

実験材料と方法

l ブタ血清 1978年 6 月 ~79年 3 月の間に採取した都内

飼育プタ(生後6~8 カ月〉の血清 461 例を実験に供し

た.供試血清は検査時まで-20'Cで凍結保存した.

インフルヱンザウイルスHA抗原 A/NJ8/76 (Hsw 

1N1)株， A/USSR90/77 (H1 N1)株， A/東京 659/77

(H3 N2)株および B/神奈川3/76株ウイルスをふ化鶏

よって除去した.

実験成績および考察

1978年 6 月 ~79年 3 月までに逐月採取したヅタ血清合

計461例についてイ γフルエシザウイルス抗原を用いて

行なったHI 試験の成績を表 1~3 に示した.ブタ血清

についてのHI試験の場合， 8 x21 以下の低希釈血清

は，しばしば添加した赤血球の像が乱れ，結果の判定に

困難をきたすことがあるので 8x22以上のHI価を陽

性とした.表 1~3 の成績より陽性率および陽性例の平

均HI価を算出して抗体保有状況の変遷経過を検討し

た. ィγフルエンザウイルス A/NJ8/76株に対する陽

性率は 6~9 月に下降傾向が，そして10月以降では上昇

傾向がみられた.一方，同抗原に対する平均抗体価は6

~10月に軽度の上昇を，そして，それ以降は下降傾向を

示した(図 1). A/東京 659/77株に対する抗体陽性

率には顕著な逐月変動はみられず，また平均抗体価はき

わめて安定していたが，ブタ型 A/NJ8/76株に比べて，

抗体陽性率， 平均抗体価は共に低値であった(図 2). 

A/USSR90/77 株に対する抗体は1976年11月 ~77年 7 月

までの 289例では， すべて 8x21以下であったが，78 

年7月以降になって， 8 x22以上を示したものがわず

かながら認められた.しかし，その陽性率，平均抗体{聞

はともにきわめて低値であった.B/神奈川3/76株に対

する抗体は全例とも 8x21以下であった.

以上の観察結果から次のようなことが推察された.都

内飼育プタ聞におけるブタ型インフルエシザウイルスの

感染流行は依然として高頻度で発生しており，その感染

流行には閑期がある.ヒト型のAH3型ウイルスの感染

*東京都立衛生研究所微生物部ウイルス研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
2←1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 Japan 
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1978年 6 月 ~1979年 3 月におけると場ブタの抗体保有状況

A/N J 8/76株

HI抗体価 (8x 2n) 

2 3 4 

表1.

ミこ8X22の

陽性率(%) 平均H1 {i回7 

1978. 6.21 

7.19 

8.23 

9.20，27 
10.25 

11. 22 

12. 13 

1979. 1. 24 

2.21 

3.28 

3.68 

4.18 

4.00 

4.46 

4.56 

4.14 

3.74 

3.44 

3.62 

3.73 

77.5 

45.8 

61. 7 
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1978年 6 月 ~1979年 3 月におけると場ブタの抗体保有状況

A/東京 659/77株

HI抗体価 (8x 2n) 

123  

表 2.

と8X22の

陽性率(%) 平均HI価5 

1978. 6.21 

7.19 

8.23 

9.20，27 
10.25 

11. 22 
12.13 

1979. 1. 24 

2.21 

3.28 

2.08 
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2.19 
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流行はブタ型ウイルスに比べると低頻度で発生し，流行

消長にほとんど変動がない. AH1型ウイルスの感染は

きわめて低率であるが， 78年7月以降頃から発生しはじ

めた. B型ウイルスの感染はほとんど発生していない.

前述の観察事実について，さらに若干の考察を加える

と，ブタに対する感染親和性の高いブタ型ウイルスが，

ブタ聞において高率に感染がおこっていることは，当然

のととと受けとれるが，感染流行に顕著な閑期のみられ

たことは，きわめて興味のあるところである.この事実

は，親和性の高いブタ型ウイルスのブタ集団内での感染

流行が急拡大し，同一集団内に感染感受性のある個体が

少なくなったところで流行は一時休息することになり，

未感染個体が補給増加された時点になって流行が再び拡

大することを考えさせる.一方，ブタ型ウイルスに比べ

てプタに対する親和性の低いと考えられるAH3型ウイ

ルスのブタ集団における感染は急拡大することなく，細

々と続くために明らかな逐月変動がなかったと考える.

結論

1978年 6 月 ~79年 3 月までに採取した都内飼育ブタ血

清461例についてブタ型およびヒト型インフルエンザウ

イルスに対するHI抗体保有調査を行なって次の結論を

得た.

1. ブタ型ウイルスに対しては調査期間中高率にHI

抗体保有が認められた.流行閑期の存在が想定された.

2. AH3型ウイルスに対する抗体保有状況はブタ型

に比べ，抗体陽性率，平均抗体価ともに低値であり，調

査期聞を通じてその値に変動がほとんどみられなかっ

た.

3. AH1型ウイルスの感染はきわめて低率であっ

た. B型ウイルス感染は認められなかった.
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1963~78年の都内飼育ブタ聞におけ:@日脳ウイルス感染の血清疫学

岩崎謙二ぺ吉田靖子ヘ関根整治*

Seroepidemiology of Japanese Encephalitis Virus Infections among Swine 

in Tokyo， 1963-1978 

KEN]I IW ASAKI*， Y ASUKO YOSHIDA * and SEI]I SEKINE* 

Keywords:血清疫学 seroepidemiology，日本脳炎ウイルス Japanese encephalitis virus，プタ swme

まえがき

著者らは1962年以来毎年都内飼育ブタを対象にした日

脳ウイルス感染調査を行い， H 1抗体獲得率，ウイルス

検出率など実測値の経過変化から当該年次の都内におけ

る日脳ウイルス汚染実状を究明し，単年次成績について

はすでに報告してきた1-1日.それら成績から年次経過変

遷を探ると，都内のウイルス汚染状態は1970年以降明ら

かに低下しており，近年はきわめて低汚染状態にあるこ

とが明らかである.

本研究ではこの実状を数理論的に解明することに焦点

をおいた.プタ集団の日脳ウイルス感染を支配する多く

の想定要因の中から幾つかの主要因を抽出し，単純化し

た感染流行拡大様式を設定し，実際の調査成績を解析し

て感染流行拡大の諸要因の影響，流行期間，規模などを

検討した.

実験材料と方法

被検ブタ血清実験に供したブタ血清はと殺時に採取

した都内飼育の肥育ブタ血清である.

日脳ウイルスHI試験常法に準じ12) マイクロタイ

ター法によって実施した. HA抗原は市販品(武田薬品

KK)を使用した.

日脳ウイルス分離と同定 日脳ウイルス抗原に対する

HI価が<10であった被検血清については，乳のみマウ

ス脳内接穫を行って日脳ウイルス分離を試みた.ウイノレ

ス分離と同定は常法にしたがって行った12)

実験成績と考察

1963~78年の都内飼育ブタにおけ~日脳ウイルス感染

調査成績 1963~78年各年次の流行期に行ってきた都内

飼育ブタにおける日脳ウイルス感染率 CJaGAr01株抗

原に対するHI価が10以上〉の経過推移調査成績を図示

すると図 1のとおりである.

年間最高感染率値は1969年以前の各年では 100%ない

しそれに近い高値を示していたが， 1970年以降は明らか

に低下し，わずか10%台にとどまった年次もあった.

各年次の感染率経過曲線の急上昇時期は年次によって

差があったが，近年における立上り時期は後退してい

る.都内における日脳患者発生があった1967年以前の年

間最高感染率値はきわめて高値であった.日脳患者発生

数の多い年次ほど感染率経過曲線の急上昇時点が早くな

っている傾向が観察された.

1965~78年の供試ブタ血清の中からHI 価10以下であ

った8440例について実施した日脳ウイルス分離試験結果

を図 lの下段に示した.

2回以上ウイルスを検出した年次について，初回と終

回ウイルス検出血清の採血月日をみると， 1966年は8月

8日と 8月15日， 67年は7月31日と 8月11日， 69年は 8

月25日と 9月11日， 70年は 9月7日と10月12日， 72年は

9月18日と10月30日， 75年は8月25日と 9月29日であっ

た.

最高感染率値が高値であった1966，67， 69の各年次は

短期間，最高感染率値が低値であった1970年， 72， 75の

各年次は長期間にわたって日脳ウイルスが検出された.

この傾向は同時に実施した感染プタにおける 2ME感

受性抗体検出試験の結果ともよく一致した.

この観察結果は年間最高感染率{直の高い年の感染流行

は短期間内に終息し，低い生存の感染流行は長期間持続す

ることを示唆する.

ブタ集団での日脳ウイルス感染流行拡大の理論構成

日脳ウイルス感染流行の拡大に関与する自然界の諸要因

の中から，集団内の感受性個体数，感染源個体数および

ウイルス伝播係数の 3要因をとり上げ，流行過程の各時

点における発生新感染個体数を上記3要因の積としてと

らえるきわめて単純化した理論構成で解析を展開した.

先ずウイルス伝播係数値の影響力を確かめる目的で，

出発時点の感染源の大きさくV)を一定にしておき，b~ 

った幾つかのウイルス伝播係数値を与えたとき算出され

*東京都立衛生研究所微生物部ウイルス研究科 160 東京都新宿区百人町 3ー24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 Japan 
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図 4. 出発時感染源の大きさと累積感染率曲線

る各時点の新感染個体比率の経過曲線およびその累積値

曲線を図 2，3に示した.

ウイルス伝播係数値の大きさで流行期間の長さが決定

づけられることがわかる.最高感染率債からウイルス伝

播係数の大きさを推定することは容易である.

次は感染出発時点における感染源の大きさの影響力の

検討である.ウイルス伝播係数値の大きさ (K)を一定

にしておき，値の異った出発時の感染源の大きさを与え

夕、 伝ば係数=0.020. 
l~O~ 出発時の感染源の大きさ( V)の劉じ
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たとき算出される各時点の新感染個体比率泉積値曲線を

図4に示した.

感染源の大きさの影響は曲線の平行移動 (x軸上〉と

なってあらわれる.すなわち曲線立上り時点のみの変化

である.感染源の大きさは最高感染率債の大きさにほと

んど影響を与えないが，ウイルス伝播係数値が小さくな

ると若干の影響がでてくる.

実測成績の適用をはかるとき，流行経過上の 1時閥単

0/ 

162ト伝ば係数=0.013
出発時の感染源の大きさ(V.) の変4~

561 

表1. 東京都下飼育豚聞における日脳ウイルス感染流行の年次推移解析

観 誤q 成 績 言十 算 成 績

年次
〈年H間I抗最体高感陽染性率率〉 感年受間性最抗高体2陽M性E率

ウイルス 年感間染最率高 発最高新生感率染
伝播係数

1963 98. 2% ( 9-12) 0.0223 93.2% 25.7% 

1964 100.0 ( 7-30) 0.0224 93.5 26.1 

1965 98.6 (10-9) 0.0219 92.5 24.4 

1966 100.。( 8-29) 0.0218 92.3 24.1 

1967 100.0 (9-4) 0.0246 97.6 32.3 

1968 91. 0 (10-15) 19. 2% ( 8-26) 0.0163 72.8 10.1 

1969 100.。( 9-29) 28.6 (9-8) 0.0194 85.5 18.9 

1970 50.0 ( 9-14) 18.2 ( 9-14) 0.0126 43.0 3.4 

1971 38.0 ( 9-27) 7.7 ( 9ー13) 0.0118 30.0 2.2 

1972 48.0 (10ーの 14.0 (10ーの 0.0131 47.3 4.1 

1973 29.0 (10-1) 7.8 ( 9-10) 0.0120 25.6 2.5 

1974 16.0 ( 9-24) 2.0 ( 9-24) 0.0093 7.3 0.8 

1975 46.0 (10-13) 14.0 ( 9-29) 0.0118 31. 6 2.2 

1976 26.0 ( 7-28) 2.0 ( 8-25) 0.0082 4~8 0.6 

1977 32.0 ( 9-28) 4.0 ( 9-28) 0.0110 23.4 1.4 

1978 46.0 (11-22) 6.0 (10ーの 0.0113 27.8 1.6 

( )内の数値:検体採取月日
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位を何日とするかがまず問題になる.次項で述べる1963

~78年の調査成績の適用においては， 1時閥単位を 1/2

週として扱ったところ実測値との適合度がよかった.

1963~78年の都内飼育ブタにおけあ日脳ウイルス感染

調査成績の理論解析前報に詳述した1963~78各年の都

内飼育ブタ間における日脳ウイノレスHI抗体保有率推移

調査成績から ]aGAr01株抗原に対するHI価10以上を

示した個体を感染プタとみなして，感染率上昇始点~終

点の成績値を抽出し，前項の数理論に基いて各年次別の

ウイノレス伝播係数値，年間最高感染率値(新感染発生率{直

の累積値〉および最高新感染発生率値を算出した1-11)

それら算出値を実測最高感染率値および実測の最高 2M

E感受性抗体検出率値と対比して表1に示した.

各年次の最高感染率値の実測値と計算値を対応させて

相関性を検討したところ， 0.98以上の係数値となり両値

の聞には強い正の相闘のあることが確認された.

実測値である最高2ME感受性抗体検出率値と計算値

である最高新感染発生率値を対応させて相関性を検討す

ると，係数値は0.87となり両値聞に強い正の相関性を認

めたが，最高感染率値に較べて相関性が多少劣った.

都内で日脳患者発生があった1963~67年のウイルス伝

播係数値はいずれも 0.020以上の値を示していたが，患

者発生数は係数値の大きさに比例しなかった.患者発生

がみられなくなった 1968年以降各年次の伝嬬係数値は

0.020を越えることがなかった.

最高新感染発生率値対最高2ME感受性抗体検出率値

の比をみると，最高感染率値が高値であった1968，69の

両年は 1: 1. 9， 1: 1. 5であったが，最高感染率値の低

値であった1970年以降の各年は 1: 2. 5~ 1 : 6. 4と両値

の差が大であった.

2ME感受性抗体は生体内で 1 週~10日程度保持され

るので，実測2ME感受性抗体検出率には流行経過 1時

点における新感染発生個体ばかりでなく当該時点以前の

1部感染個体をも含めた比率になるので，計算値の最高

新感染発生率値よりも実測の最高 2ME感受性抗体検出

率値は常に大となっている.

1968， 69年と70年以降各年における両値の比にみられ

た差は図2に示したウイルス伝播係数値J.lJjの新感染発生

率曲線のパターンと対比すれば容易に理解することがで

きる.

直観的には感染開始時期のずれとして理解される1963

~67年における感染率推移曲線の立上り時点のずれは，

理論的には感染開始時の感染源の大きさは常に一定で

あるとする仮定の下で直観的判定は承認されるものであ

る.感染開始時は一定であるとすれば感染源の大きさが

関与することになる.

疫学的な観測値には一定の条件を設定した場合にはじ

めてその意義が理解されるものが多い.

結論

1963~78年の都内飼育ブタ聞における日脳ウイルスH

I抗体保有率逐時調査成績から感染実態の年次変遷経過

を究明した.

1) 年間最高 HI抗体保有率値(JaGAr01株抗原，

HI価と10)およびプタ血清からのウイルス分離成績の

観察によって都内飼育ブタ聞における日脳ウイルス感染

流行は1970年以降急激に縮小したが，流行期聞は反対に

長期化したことを明らかにした.

2) ウイルス伝潜係数，感受性個体比率および感染源

比率の 3要因から構成する単純な流行拡大理論を想定

し，数量的に実測成績を解析した.年間最高感染率値は

ウイルス伝播係数値の大きさと，また感染率急上昇時点

の年次差は感染開始時の感染源の大きさと密援に関連し

ていることを明らかにできた.

ウイルス伝播係数値が大になるほど流行は短期間内に

終息することも明らかにできた.

謝辞計算処理に際して，コシピュ{夕{プログラム

作成に当研究所野牛弘所長の御援助を受けた.深く感謝

します.
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都内における日本脳炎(以下日脳と略す〉ウイルスの

汚染状況を知る目的で，と場ブタ血清のHI抗体獲得状

況を調査してきたが，ヒトの日脳患者発生が激減した現

在では，患者が多発していた10数年前とくらべるとプタ

のHI抗体獲得率は低下し，さらに感染流行の期聞が不

明瞭になった.しかしブタ聞で日脳ウイルスの伝揺が存

在していることは明らかである日.

1978年日本全国の日脳患者発生数は88名で，数年ぶり

の多発であった.その大半が九州地区に集中発生した事

実は，今後の日脳患者発生動向に再び強い関心をひくこ

とになっため.

本報では都内飼育ブタを対象とした1978年の抗体獲得

状況調査結果から都内における日脳ウイルス汚染状況を

推測する一方，一般都民の日脳ウイルス抗体保有調査も

行ったので、あわせて報告する.

実験材料および方法

患者血清 1978年7月と 9月に発病した急性脳炎の疑

いの患者2名から採取した計3件の血清である.

都内飼育ブタ血清 1978年 1~12月に都下多摩地区で

飼育されたブタからと殺時に採取した血清 1，250件であ

る.

健康都民血清 1978年 5 月 19 日 ~7 月 27 日・ 9 月 11~

18日に都内居住健康者から採取した血清 406件である.

供血者の年令範囲は 2~86才で，都区内に住む 240 名と

多摩地区2市に住む 166名である.

HI試験既報に準じてマイクロタイター法により実

施した3，り.抗原は市販品を 4凝集単位/0.025mlに調整

して使用した.

コガタアカイエカの捕集方法およびウイルス分離同定

試験既報に準じたあり.

検査成績および考察

疑似日脳患者の血清学的検査成績血清学的検索を行

った急性脳炎の疑いの患者2名は 7月20日・ 9月9日

にそれぞれ発病した47才と10才の女性であった.採取し

た底、者血清3件について，日脳ウイルス中山株・ JaGAr

01株抗原を用いHI試験を行ったが，急性期・回復期血

清をベアで得られた47才の患者は，抗体の有意上昇が認

められなかった.死亡により単一血清 (11病日〉しか得

られなかった10才の患者は日脳HI抗体価中山・ JaGAr

01株とも80倍を示したが， 2ME感受性抗体は検出でき

ず最近における日脳ウイルス感染は肯定できなかった.

アデノ，コクサツキー B群，ヘルベス，ムンプスおよび

ポリオ 1~3 型の各抗原に対する CF試験を行ったが，

これらウイルスに対する有意の抗体価上昇は認められな

かったことから，本疾患の病因は確定できなかった.

都内飼育ブタの日脳HI抗体獲得状況 1978年 1~12 

月に都下多摩地区11カ所で飼育されたプタから採取した

血清について， 日脳HI抗体価(JaGAr01株〉を測定

し，採血日時別の検査成績を表1に示した.

調査ブタのHI抗体獲得率 (HI価ミ10)は8月初旬

0%であったが 8月下旬以降獲得率は上昇しはじめ，

抗体価の高いものが出現し，都内の日目前ウイノレス汚染の

動きが活発化したことが推測できた.また 2ME感受性

抗体も 9月初旬から10月中旬まで出現し， 1978年の都内

日脳感染流行はほぼこの聞に発生したと推定された.

1978年目脳ウイルス汚染が活発化しはじめた8月23日

以降のブタ血清600件についてHI価別の分布を図示す

ると，図 lのようになり HI価80に谷があった.

表 1の成績からHI価と10とと80について抗体獲得率

を算出し図示すると図2になる.

両者の経過曲線は 9月中旬まで開きがあったが，曲線

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

2ι1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 

**東京都多摩食肉衛生検査所
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1978年東京都におけると場プタの日本脳炎HI抗体獲得状況

HI 抗体価(JaGAr01株〉 2ME感受 ウイノ
性抗体保有分離*料
率〈透析法〉

表1.
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ス分離を試みたが，ウイルスは全く検出できなかった.

コガタアカイエカの消長およびウイルス分離試験

1978年7月4日から10月31日にかけて都内 5地点に一定

日数の間隔でライトトラップを設援して飛来する蚊を捕

集し，捕集数消長を調査するとともに，捕集したコガタ

アカイエカの雌についてウイルス分離試験を行った.捕

集コガタアカイエカ数の経時的消長を図3に示した.

雌コガタアカイエカは7月4日から10月3日にわたっ

て捕集された. A~C調査地点では 7 月 18日以降に捕集

蚊数が増加し 8月4日から 8月11日にかけてピークがみ

られた. 8月22日以降になってもかなりの数の蚊が捕集

されたが，数の変動は激しかった. D. E調査地点で

は， A~C地点にくらべてはるかに捕集蚊数は少なかっ

n

o

n

a

'

A
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録
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欽
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対
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値
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-¥ 
』圃

10月

30-1， 1979 年報研

の急上昇がはじまった9月下旬以降はきわめて平行接近

した.

1978年全国各地におけるブタ聞での日脳汚染度は非常

に高かった.厚生省の流行予測調査で得られたブタのH

I抗体獲得率より日脳ウイルス汚染が推定された地区

は，東北地方の秋岡・宮城県を含む 2府37県に拡がって

いたの. 汚染指定は沖縄県の 6月29日を始めに， 10月23

日の三重県まで続き，全国的な日脳ウイルス感染流行期

間は4カ月におよんだ.東京都ではブタでの日脳HI抗

体獲得率が50%以上に達せず，日脳ウイルスの汚染指定

はなかったが， 2ME感受性抗体をもったブタの出現時

期から， 8月下旬から 9月下旬まで日脳ウイルスの感染

流行したことは明らかである.

1978年に採取した都内飼育ブタ血清計 1250件につい

て， H 1価と10を示した血清比率をみると JaGAr01株

抗原では 153例 (12.2%)・中山株抗原では 119例 (9.5

%)であった.

6月以降の採取ブタ血清のうち，両株抗原に対しHI

価ミ10を示した 103例について平均HI価 (5x 2り

を算定し比較したところ，中山株では n=4.75土1.65・

JaGAr 01株ではn=5.49土2.68となり，明らかにJaGAr

01株抗原の方が高かったが，両抗原に対するHI価の聞

には強い正の相関性が観察された(相関係数 0.8606).

一方，両株抗原に対するHI価が<10であった1087例

については，乳のみマウス脳内接種を行って日脳ウイノレ

衛京東

雌コガタアカイエカの出現消長図 3.

1978年一般都民における日本脳炎HI抗体保有状況表 2.

抗体保有率平均HI抗体価
(と10) (5 x2n) 
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たが，ピークは 8 月 11 日にあり A~C地点と変わらなか

った.ブタのHI抗体獲得率上昇が著明にみられたのは

8月下旬以降であったが，捕集蚊数のピークはそれより

先行して 8月初旬~中旬にあった.

1978年に捕集じた雌コガタアカイエカは2622匹で，こ

れら捕集蚊を 101のプール材料にして乳のみマウスの脳

内に接種してウイルス分離試験を試みたが， 日脳ウイル

スを検出することはできなかった.

同期間中当研究所鶏舎内に 4羽のウサギを飼育し，定

期的に採血を行い日脳ウイルスHI抗体獲得状況を調査

したが，調査期間中抗体上昇はみられなかった.

一般都民におけあ日脳抗体保有調査 1978年5月19日

~7 月 27 日・ 9 月 11~18日に都内居住健康者 406 名から

採血を行い， 日脳ウイルス中山・ JaGAr01株両抗原を

用いて血中日 I抗体価を測定した.

供血者の年令は 2~86才であり，年令階層別の抗体検

索集計成績を表2に示した.

日脳ウイルス中山・ JaGAr01株に対するHI抗体保

有率 (H1価乙10)は年令階層によって明らかに差がみ

られた.いずれの年令階層においても中山株より JaGAr

Y Y 
豆三5才 6-12才

01株に対する抗体保有率の方が高かった.年令推移変化

をみると両株ともに17~30才を底とした中だるみ像がみ

られた.

各年令階層別の平均HI抗体価を算出して比較する

と，中山株より JaGAr01株の方が高かったが，年令推

移傾向は両者に差がなく最高値は孟 5 才・最低{直は13~

16才でみられた. 17~30才以降は年令上昇にともなっ

て，抗体価再上昇傾向がみられたが，その度合は中山株

より JaGAr01株でより明らかであった.

三玉 5才の被検者 40名中 JaGAr01株に対する HI価

<10の7名は日脳ワグチγ未接種者であり， 77年ワクチ

ン接種者16名の平均HI価は n=4.69土1.92で， 5才以

下全体の平均HI価 n=3.79土2.01にくらべて明らかに

高値であった.

各年令階層における抗体保有状況を回帰分析法6，ねに

よって比較するため表2の実測値から算出した回帰直線

を図4に示した.

各年令階層によって特色のある回帰直線がみられた.

亘5才の年令階層では累積HI抗体保有率 (a値〉は一

番高く，最高HI価 (1a /b 1値〉も高かった. それ

Y 
13-16才
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HI 
抗
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図 4. 各年令階層別のHI抗体保有率値の回帰直線(JaGAr01株〉



東京衛研年報 30-1，1979 51 

表 3. 一般都民における日木脳炎抗体保有状況

年令階層 検査数 HI陽性率〈と10)

三玉 5 40 J330// 40 82.5% 
N 30/ 40 75.0 

6~12 149 J931// 149 62.4 
N 61/149 40.9 

13~16 32 J192// 32 59.2 
N 12/ 32 37.5 

17~30 61 117// 61 27.9 
N 7/61 14.8 

31~59 63 J300// 63 46.0 
N 20/ 63 36.5 

60三三 61 14380// 61 78.7 
N 30/ 61 49.2 

に対して 17~30 才の年令階層では， a値・ Ia /b I値

とも一番低かった.

1978年採取した406例の血清のうち JaGAr01・中山

株両抗原に対するHI価が<10であった 164例について

は，ブラック減少法によって JaGAr01株ウイルスに対

する日脳中和抗体価を測定し，結果を表 3に示した.

164例中99例 (60.4%) は中和抗体価>10を示した.

中和抗体保有率を加算した年令階層別日脳抗体保有率を

みると，最低値68.8% (13~16才〉・最高値96.7% (ミ

60才〉を示し， H 1抗体でみられた中だるみ的年令推移

傾向は明らかでなくなった.

結 論

1978年東京都内における日脳ウイルス汚染状況・一般

都民の日脳ウイルス感受性検索など疫学的調査を行い，

次の結論を得た.

1) 1978年 1~12月に都内飼育ブタを対象にして行っ

た日脳ウイルス抗体獲得率 (H1価ミ10)の逐時調査成

績によって日脳ウイルス感染は8月23日以降増加し， 11

月22日に46%に達した.

都内飼育ブタでのHI抗体獲得率が40%台に到達し，

その値を持続したのは6年ぶりのことであった. 2ME 

感受性抗体保有のブタは 9 月 6 日~1O月 18日に検出され

Tこ.

2) 抗体価ミ10とと80のプタHI抗体獲得率経過推移

HI抗体陰性者におけるNT陽性数 日本脳炎抗体陽性率

2/ 7 28.6% 35/ 40 87.5% 

36/56 64.3 129/149 86.6 

3/12 25.0 22/ 32 68.8 

28/43 65.1 46/ 61 75.4 

19/33 57.6 49/ 63 77.8 

11/13 84.6 59/ 61 96.7 

を対比すると， 9月中旬まで開きがあったが，下旬以降

は両者の値はほぼ一致した.

3) 2622匹の雌コガタアカイエカを捕集したが，日脳

ウイルスは検出できなかった.コガタアカイエカの出現

ピ{グは 8月上旬~中旬にあった.

4) 一般健康都民の年令階層別日脳HI抗体保有率

は， JaGAr 01株で最高82.5% (豆5才〉・最低27.9%

(17~30才)，中山株で最高75.0% (豆5才〉・最低14.8

% (17~30才〉となり顕著な差がみられた.しかし中和

抗体保有率を加算した日脳抗体保有状況では，最高96.7

% (ミ60才〉・最低68.8% (13~16才〉 となり， 年令階

層間の差は小さくなった.
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回帰分析法を応用した東京都民のムンブスHI抗体保有内容の解析

岩崎謙二本，吉田靖子汽関根整治*

Regression Analysis on the Incidence of HI Antibody against Mumpsvirus 

in Healthy People in Tokyo 

KEN]I IWASAKI*， YASUKO YOSHIDA* and SEI]I SEKINE* 

Keywords:血清疫学 seroepidemiology，ム γプスウイルス mumpsvirus，回帰分析 regressionanalysis 

まえがき

最近における一般都民のム γプスウイルス血中抗体保

有実状を調査する目的で，健康住民875名の血清につい

てム γプスウイルスHI試験を行った.

検索ウイルス種類とは関係なく，集団の抗体保有状況

を代表させる数値として抗体保有率値や平均抗体価は広

く利用されているが，抗体保有率値は通常特定1点の値

で代表しているので，抗体価別の分布内容をあらわすま

でにはなっていない.

著者らは集団の抗体保有状況を，異なった値の抗体価

数点の抗体保有率値を一定関連の形，すなわち各抗体価

別の累積抗体保有率値を抗体価への回帰としてとらえる

発想で，都民のムンプス抗体保有状況の内容的表現なら

びに年令階層別の比較解析を試みた.

実験材料と方法

被検血清 1978年1年間を通して採取した健康都民血

清875例を実験に使用した.供血者の年令は 1~94 才

で，供血者の年令階層区分別に整理したそれぞれの供試

血清数は表1に示した.被検血清は -200 に凍結保存し

た.

ムンプスウイルスHI抗原 Enders株ウイルスをふ

化鶏卵内で培養増殖させて作成した.ウイルス培養は常

法にしたがって行った1) 抗原ウイルスの感染能はチメ

ロサール添加によって不活化した.抗原は40 に冷蔵保

存した.

ムンプスウイルスHI試験被検血清の抗体価はHI

試験で測定した.HI試験は常法に準拠して実施した口.

RDE処理によって被検血清のインヒピターを除き， ク

ヅク社製96チャンネルの自動ドロッパーと自動ダイリュ

ータ{を使用し，マイクロタイター法で実施した.

実験成績と解析結果

一般都民のムンプスウイルスHI抗体保有供試血清

875例のムンプスウイルス試験成績を， 10才刻みの 8年

令区分に整理して， H 1価分布を示すと表1のとおりで

ある.

HI価 2x21以上の累積抗体保有率値を年令階層区分

別に算出して比較すると，最高値 (95.93めは11~20才

で，最低値 (77.1%) は31~40才でみとめられ，年令推

移傾向を探ると明らかな中だるみ現象が観察された.

HI価 2x22以上と 2x23以上の累積抗体率値を算出

して同様の解析を行うと，全く同型の中だるみ的年令推

移傾向をみとめたが，中だるみの度合は基準抗体価の上

昇lとともなってますます大きくなった.

またHI価 2x21以上の抗体陽性血清について，年令

階層区分別平均HI価 (2x 2nのn値〕を算出して比

較すると，1 ~10才では3. 48， 11~20才では3.21 という

高値であったが，他の年令階層の値は2.01~2. 71と前2

者の値にi較べて低値であった.平均HI価の年令推移傾

向も前述した抗体保有率値と同様の中だるみ像がみられ

たが，抗体保有率値に較べればその度合が不鮮明であっ

た.

以上は一般に常用されている抗体保有率値および平均

抗体価を利用した解析結果であるが，検索集団の抗体保

有内容を一元的にあらわし得る抗体保有率値が得られ

ず，また表1に示した抗体価分布成績から直観的に感じ

とれた年令階層区分間の差は算出した平均HI価の比較

ではその差が縮小されている.

閉帰分析j去の導入と解析結果表lの実測値をもとに

して年令階層別に， H 1価 4x26，4x25， 4x24， 4x23， 

4x22， 4x21， 4x20 それぞれの累積抗体保有率値を計

算し，横軸に抗体価目盛 (4x2nの n値〉を，縦軸に抗

体保有率値目盛(平方根{直〉を刻んだグラフ紙上に対応

計算値をプロットすると図 1のようになる.

同一集団の各累積抗体保有率値はグラフ紙上でほとん

*東京都立衛生研究所微生物部ウイルス研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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1978年における一般都民のム γプスウイルスHI抗体保有調査成績表1.
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都民のムシプスウイノレスHI抗体保有状況

抗体価別累積保有率実測値(・〉と算出回帰線

3 2 6 0 

図1.

5 。

模になると拡大がしばしば抑制される事実と考えあわせ

ることで，同一直線からのずれは理解されるであろう.

図1の観察結果から，集団の抗体保有内容を回帰直線

ど一直線上に配列することが観察された.同一直線上の

配列からはずれる抗体保有率値は一般に高値である.

有限母集団内のウイルス感染流行はある程度以上の規
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存在することを示唆するだけで，存在頻度すなわち抗体

保有率値とは無関係である.

実測値の回帰分析を行うに先立つて，著者らの考えて

いる回帰分析理論についてふれておく.

回帰分析を導入した集団の抗体保有比較では抗体保有

変化を 3つにわけて考えることができる(図 2). 

第 1の変化は afi直だけの変化である. 回帰式 yj=aj

+bjxであらわされた抗体保有内容を基準とするとき，む

から a2への変化にともなって回帰式 y'は adaj(aj+ 

bjx) と変わる.この場合はHI 価を O~ [adbj [の範

囲で変化させても yjy'比は常に一定である.

第 2の変化はb値だけの変化である. 基準回帰式 yj

=aj+bjxは， bjから b2への変化にともなって y"=aj

+bj (ajbda2bj) xと変わる.この場合は〆jy比はz値

の変化lこともなって変わる.

第 3の変化は a値と b値の同時変化である.変化後の

回帰式 y川は adaj{aj十bj(ajbda2bj) x} = a2十b2x

となる.実際の応用で最も多く遭遇する変化である.

以上の分析理論に基づいて実測値の解析を行った.

1 ~10才年令階層の a 値と[ ajb [値を基準(1.0)に

した各年令階層の対応値を計算して示すと図3のように

なる.

a値の比率変化によって， 1 ~10才と71~74才の両年

令階層を頂点とした抗体保有率年令推移の中だるみ像が

54 

によって表現することを考えた.抗体価別累積抗体保有

率平方根値 (y)を抗体価 (x)への回帰としてとらえ，

実測値を用いて最小二乗法により回帰式 y=a + b xを

導き出した aとbは常数値であり xは抗体価 4x2n

のnfl直で与えられる.

図1に算出した年令階層別の回帰式を示した.

同一集団の抗体価別累積保有率値と回帰式から算出し

た対応値との相関係数値を計算すると，全例で高い正の

相関がみられ，それらの値は 1%危険率水準で有意であ

ることが検定された.

回帰式の a値は抗体価 4x20以上の累積抗体保有率

値，b値は回帰係数値であり， ajbの絶対値([ ajb [ ) 

はz軸の交点であり，該当集団における抗体価分布の最

高値と考えられる.

HI価 4X2j またはそれ以上の高抗体価での累積抗体

保有率値が 100%ないしそれに近い{直を示す集団， すな

わち 1~10才， 11~20才， 61~70才， 71~94才各集団の

a値は， 10 (100%) 以上の値を示し， 非現実的な感じ

を与えるが，他集団の抗体保有状況との比較にはきわめ

て便利な数値である.

[ ajb [値が高い集団には高い抗体価をもった個体が
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定量的に表現できた.

一方 Ia/b I値の比率変化では， 1~10才， 11~20才

の両階層の値が他の階層の値に較べて明らかに高く， 21 

~30才以上の I a/b I値は年令上昇にともなってゆるや

かに下降する傾向を示した. 1~10 才， 11~20 才の la

/b I値の高さはこの年令階層に近い過去のム γプスウイ

ルス感染経過者のあったことを推定させる.

総合判定をすれば， 20才以下の若年層ではムソプス抗

体保有者の比率は高く，高い抗体価をもった者(最近の

感染者〉が存在したこと，また60才以上の高令者層では

抗体保有者の比率は高かったが，高い抗体価をもった者

は存在しなかったことが明らかになった.

回帰分析法の導入によりひき出された解析結果は，直

観的判断結果と定性的に一致したのみでなく，数理論展

開によって意義づけを明確にした a値(抗体保有者比率〉

とIajb I値〈抗体価分布の最高値〉を指標としたこと

により，定量的表現になっているという特色がある.

結論

1978年に採取した健康都民血清875例について，ムシ

プスウイルスHI抗体価を測定し，集計成績から一般都

民における年令階層別抗体保有状況を究明した.

集計成績の解析に回帰分析法の導入を試みた.

1) 集団の抗体保有状況の内容的表現をはかるため

に，各抗体価別の累積抗体保有率値〈平方根値，y)を

算出し，それら各値を抗体価 (4x2n のn値，めへの

回帰としてとらえる一次回帰式 y=a +bxの導入を試

みた.集団聞の抗体保有比較は a値(抗体保有率〉の比

較と Ia/b I値(分布抗体価の最高値〉の比較によって

行った.

2) 回帰分析法による解析結果から，一般都民におけ

る10才刻み8段階の年令階層別ム γプスウイルスHI抗

体保有は， 1~10才および11~20才では抗体保有率 (a

値)，分布抗体価(I ajb I )債がともに高く， 61~70才

および71~94才では抗体保有率だけが高かったこと，抗

体保有率の年令推移傾向は明らかな中だるみ像を示し，

分布抗体価の最高値は 1~10才と 11~20才でとくに高

く， 21~30才以上では年令上昇にともなってゆるやかに

下降することを明らかにできた.
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東京多摩地区で発生した水田皮膚炎(第 1報〉 府中市で発生した水悶皮膚炎の

疫学および免疫血清学的研究

村田以和夫*I，大久保 l揚 夫 ベ 笹野英雄汽 山口昌彦料

中尾厚義*ぺ川中正憲料水，斎藤玲子***，鈴木了司材料

Paddy Field Dermatitis in Tokyo (1) Epidemiological and Serological Studies 

on Paddy Field Dermatitis in Fuchu City， 1978 

IWAO MURATA*I， NOBUO OHKUBOベ HIDEOSASANO*2， MASAHIKO Y AMAGUCHI*汽

A TSUYOSHI NAKAO**， MASANORI KA i九TANAKA料*， REIKO SAITOH判*

and NORIJI SUZUKI**** 

Keywords:水回皮膚炎 paddyfield dermatitis， Tokyo，疫学調査 epidemiology，間接蛍光抗体法 indirect

fluorescent antibody test 

はじ めに ら，この皮膚炎は鳥類住血吸虫の cercaria皮膚侵入に

水田作業時に発生する皮膚炎については， 1948年に回 よるものと推定している.このように，水田耕作者に発

部。が“湖岸病"と呼ばれる皮膚炎の原因をムグドリ住 生する皮膚炎の原因は，寄生虫，農薬(除草剤)および

血吸虫 Gigantbuharziasturniaeの cercana皮膚侵 工場廃水など多岐にわたり，寄生虫性の要因と化学的要

入によるものであると報告して以来，多くの報告2-16)が 因とを区別することすら容易でない.くわえて，従来か

ある. らの調査は，皮膚炎発生から早くて 1週間，遅い場合で

これら寄生虫の cercariaを原因とする皮膚炎に対し 1か月以上も経過して着手されることが多い.その間に

て， 1950年以降パラチオγ，マラソ γ，2，4-Dなどの農 水田内の環境が変わって中間宿主貝から，病原 cercaria

薬や除草剤が多用されるようになって，これらの化学物 を見出すことが不可能となるばかりか，水質の変化や皮

質による皮膚炎mが報告され，次第に注目されるように 膚炎症状も変化してしまうために，本症の適確な診断お

なって来た.袋輪18)らは， 1976年石川県穴水町で多発し ょび原因の究明は非常に困難である.そこで，村岡山

た皮膚炎の原因として，まず，鳥類住血吸虫の cercaria らおよび川中21)らは， 本症の原因究明と類似疾患との

が疑われたが，臨床症状，疫学的解析および貼付試験 鑑別を容易にするために免疫血清学的手法，すなわち

くパッチテスト〉の成績などから，除草剤エックスゴニ Trichobilhar.da brevis (T. brevisと略〉 の cercaria

粒剤による接触性皮膚炎であろうと報告している. を抗原とする間接鐙光抗体法(IFA法と略〉を開発し

また，農村地帯に近接して工場や家屋が建てられ，そ て来た.本法を用いて，ウサギおよびヒトの実験系にお

の廃水が皮膚炎の原因に問われた例として， 1972年，千葉 ける血中抗体の消長，ならびに，岐阜県と石川県で発生

県野田市で集団発生した皮膚炎をあげることができる. した皮膚炎患者血清について抗体価を測定した結果，き

横川19)らは，当初，工場団地からの廃水によるものと想 わめて有用性が高いことを報告した.

定して，発生地区水田の水質について化学分析を行なっ 1978年6月，東京都府中市で本症が疑われる患者5名

たが，特に皮膚炎に直接関与する化学的要因を認め得な の集団発生があったので，原因追究のため，疫学，寄生

かった.しかし，寄生虫学的調査を実施して，ヒメモノ 虫学，水質化学，免疫血清学的調査を行なった結果，鳥

アラガイ Austroρゅleaollulaから Triehobilharzia 類住血吸虫 Trichobilharzia属の cercana皮膚侵入に

属吸虫の病原 cercanaを証明し，臨床，疫学各所見か よる皮膚炎と推定しうる成績が得られたので報告する.

*1 東京都立衛生研究所微生物部細菌第二研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
料 同環境保健部水質研究科
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

料東京都府中保健所衛生課

***国立予防衛生研究所寄生虫部

料料高知医科大学寄生虫学教室
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材料および方法

1. 疫学調査:皮膚炎発生から約10日を経た6月22日

に通報を得て，同日，発症家族と縁者5名の皮膚症状，

水田作業日程，共同作業者の発症の有無，野鳥の生態，

中間宿主となる貝類の棲息状況，苗代，本田および用水

路の立地状況，さらに農薬や肥料等の使用状況につい

て，直接聞き取り調査を行なった.

2. 採取材料:6月19日と23日の 2回，商代と隣接す

る本田の 2か所から水および泥を採取した.また， 6月

22日と23日の両日，苗代および本田に棲息する約2000個

体の貝類の採取を行なった.

3. 水質化学分析:6月19日採取の水と泥について，

有機燐〈パラチオ γ， メチルパラチオγ，EPN， メチ

ノレヂメトン)， カドミウム，六価クロム， ヒ素，全水銀，

Cercarial suspension 

(P叩 mtioJofa叫 en)

Fixation : 1 % acetic acid in 95 % ethylal∞hol 

Centrifuge : 5min. at 1，500rpm. at 4-5C 

Repeat : 3times， same condition 

Drop the悶 carぬlantiAn on slide-glass and dry 

up at room temperatur巴

(1叫んtl吋

Keep the slide antigen in a moist chamber 

Mount the test s巴rumon cercarial antigen 

lncubation : at 37C， 45min. 

Rinse the s lide叩 t帆 JnPBS伽 5min.3times 

with gentle continuous vibration 

Dry up the s地 antiglnat room tmmtm 

( 2 n d 」ムムa抗cti∞ 
Mount the FITC conjugated antibody (1 : 100 

diluted) on the αrcarial antigen 

in a moist chamber 

Incubation : at 37C， for 45min. 

Rinse the sl仙川ge叩nJL n PBSωmin. 3t“1m 
with gentle continuous vibration 

Dry up the s仙川ginat room tmpe削 m

Mount the slide aむ叩削n凶叫lt

and a cover slip 

MicroscopIClexamlnation 

(with fluorescence microscop巴 usingUV exi ting 

filter system) 

Fig. 1. Procedure of Indirect Fluorescent Antibody 

(IF A) Test with the Cercariae of 

Trichobilharzia brevis as Antigen 

PCB， nーヘキサン抽水物質， フェノール類， 陰イオγ

界面活性剤，および pH について検査した. また 6月

23日採取の水と泥については，聞きとり調査で有機燐製

剤の使用が明らかとなったので，有機燐の分析定量を中

心に，同様の検査を行なった.

4. 病原 cercariaの滋出試験・採取貝は種わけして

50個体ずつ腰高シヤ{レ(径 9cm，深さ 6cm)に移し，

くみ置水(脱塩素水道水〉を 8分自位入れて白熱鐙光ラ

ジプで照射しながら， 30分から12時間放置して cercana

の滋出を検査した.

5. 免疫血清学的検査:6月22日と約 1か月後に採取

した皮膚炎患者4名のベア血清と 1名の初期採取血清に

ついて， Kawanaka， M. 22) et al.の方法で IFA抗体

価を測定した.すなわち， Fig.1に示す T.brevisの

cercariaを抗原とする IFA法の術式を用いた.各血清

の10倍希釈液からスタートし， 1: 160までの 2倍希釈段

階をつくり，終末点 1プラス“明らかな鐙光色"と判定

される血清希釈倍数を抗体価とした.

成績

1. 疫学調査 1)発生地区;この地区は Fig.2( a & 

b)に示すように，府中市と国立市の行政区域境界線に

近く，多摩川堤防に隣接し，最近，宅地化が進められつ

つある田園地帯である.用水は多摩川より本宿用水をひ

き，さらに西府用水を経てその支流に至る.皮膚炎発生

の苗代および本田は，府中市四谷6丁目， K. H氏所有

のもので，苗代にはガソリンスタンド (Fig.2-b， G. S) 

が隣接するが， 付近に化学工場は存在しない. 2)皮膚

炎発生状況;患者5名の発症日時および作業内容は，

Table 1に示すように， 6月9日から15日にかけて， K.

H氏宅の苗代作業に従事した後，直後から48時間後まで

の聞に5名全員が発症をみている. S. H(女， 29才〕お

よびT. H (女， 64才〉およびK. H (男， 34才〉の 3

名は同一家族で， 1977年の同期に今回と同様の皮膚炎を

経験している. To.H (男， 38才〉と1. H (女， 55才)

は近所に住む縁者で，今回初めて発症をみた例であり，

いずれも， 9日から15日にかけて，田植に先だって苗取

り作業で苗代に入国している.

本田は苗代に隣接するもの (Fig.2-b， 1) とややは

なれた所のもの (Fig.2-b， 3)と2商あり，いずれも，

田植直前に水張りをしたもので， b，3の本国のみで田

植え作業に従事した 2名 (Tabl巴 1，A，B) は商代に入

らず発症を見ていない.また， 6月9日以前の農作業日

程は， 5月 1日頃， 約 300m2 の苗代に有機配合肥料

(グミアイ〉を小形バケツ 1杯(約 101) と石灰 40kg

入3袋を給肥し， 当日水張りを行なった.次いで 5月
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Fig. 2 (a & b) Survey Area 

Table 1. Circumstance on Symptom onseted 

Family Name History* Dermatitis Dat巴 ofsymptom onseted W orking place 

S. H Present Pr巴sent 12th， June， 1978 

No. 1 T. H Present Present 12th， June， 1978 RPaicde dy nufriseeld ry& 

K. H Present Present 12th， June， 1978 

To. H Absent Present 15th， June， 1978 
Rice y nufriseeld ry& No. II 

Absent Present *本13th，June， 1978 Padd LH  

A Absent Absent No symptom onseted 
Paddy fjeld only No.III 

Absent Absent No symptom onseted B 

* : History of sam巴 symptomhav巴 onsetedin 1977 

料:Just after working in rice nursery and paddy field 

13 日，種まきと同時に殺虫剤スミチオンの 3， 000~

5，000倍希釈液を1.8l散布し， カモよけネットを設置

したが，この間， 皮膚炎の発生をみていない. 3)中間

宿主となる貝類および終宿主となる野鳥の調査; 6月22

日の調査で，苗代や本田内，畔および用水路の草むらに

多数のヒメモノアラガイ Austroteρlea ollulaと， ご

く少数のヒラマキミズマイマイ Giraulussρirillusが

棲息分布していた.付近の多摩川流域では，近年カモ類
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2. 病原 cercariaの滋出試験皮膚炎発生の苗代お

よび本田から採取した，約 2，000個体のヒメモノアラガ

イからは，数隻の Echinostoma属 cercaria を検出し

たものの，水田皮膚炎の原因となる病原 cercaria はま

ったく認められなかった.

3. 皮膚症状 5名の患者の皮膚症状は写真4のよう

に，発症後 8~10日を経て極期を過ぎ，回復期に入って

いたが，それぞれ，手足の入水部分に限定して 3x3mm

程度の孤立した，発赤，硬結，丘疹が 1人平均各手足に

30~50個ほど認められた.症状および皮膚癌痔感は，

比較的軽度のものから安眠できないと訴えるものまで，

30-1， 1979 幸民年研

の飛来が多く，特にカルガモ Anasρoecilorhyncha

zonorhynchaはこの流域に住みついて夏期繁殖が行な

われていることが建設省の多摩川の鳥類生態調査29)で明

らかとなっている.また， K. H氏所有の苗代にも 5月

上旬の水張り以降，たびたび 4，5羽のカノレガモの飛来

があり， Fig.2-b， 2の用水路の草むらで仔ガモを捕獲し

たとの経験談を得ている.このほか，ムクドリ Sturnus

cineraceusについても， この商代付近で多数目撃され

ているが，ムクドリ住血吸虫 Gigantbilharziasturniae 

の中間宿主であるヒラマキモドキ POかρ'ylishemisρa-

erulaはまったく認められなかった.

衛京東

Results of IF A test with T. brevis cercariae as Antigen on 5 Patients Table 2. 
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個人差があり，初めての発症と 2度目の発症との聞には

差が認められなかった.

4. 免疫血清学的検査成績 患者5名より採取した血

清9例について，T. brevisの cercanaを抗原とする，

IFA法で抗体価を測定した結果， Table 2に示すとお

り，前年同期に今回と同様の皮膚炎を経験している患者

3名〈血清6例)は 1: 40以上の高い抗体価を示した.

一方，今回初めて擢患した 2名(血清3例〉は，前記

の3名と比較してやや{尽く，それぞれ 1: 20と1・10の

抗体価を示した.また，感染して約10日後と40日後に採

取した血清の比較では，それぞれ著明な抗体価の変動が

認められなかった.

5. 水質化学分析成績 6月19日と 6月23日に採取し

た材料につき，有機燐をはじめ，カドミウム，六価クロ

ム，ヒl素，会水銀， PCBなど13項目を検査したが，い

ずれも，皮膚炎と関係づけられる成績が得られず，特に

異常値を示したものは認められなかった.

考察

府中市で発生した原因不明の皮膚炎について，疫学調

査を行ない，立地条件，皮膚炎発生状況，中間宿主とな

る貝類の棲息状況，終宿主となる野鳥の生態ならびに臨

床所見などから，鳥類住血吸虫の cercaria 皮膚侵入に

よる水田皮膚炎を想定して，中間宿主貝であるヒメモノ

アラガイから病原 cercana の滋出を試みたが，ついに

病原 cercariaを見出すことができなかった. しかし，

皮膚炎発生後約10日および40日後に採取した患者血清に

ついて，T. brevisの cercariaを抗原とする IFA法で

抗体価を測定し，すでに Kawanaka，M. 22) et al.が報

告している，岐阜県と石川県から送付された患者血清23

例の成績と比較した結果， Fig.3に示すように， IFA 

抗体価の分布パタ{ンは，これら皮膚炎患者群ときわめ

てよく一致した.このことは，群としてとらえた場合，

小林14)らが岐阜県で発生した皮膚炎の原因を鳥類住血吸

虫の cercana と推定していることから，府中市の皮膚

炎患者群が少なくとも鳥類住血吸虫の cercaria の皮膚

侵入を受け，T. brevisの cercariaに対する抗体産生が

あったことを意味していると推察されよう.また， IFA 

法による陽性と陰性の限界は，今回の成績とKawanaka，

M. et al.の一連の成績から， 5%の偽陽性反応を許容

して， 2倍希釈法でほぼ 1: 16前後に限界点が求められ

るため，府中市の患者5名のうち 4名(血清9例のうち

7例〉が陽性反応を呈したといえよう.

水田作業時に発生する皮膚炎は，いわゆる“湖岸病"

“かゆいかゆい病" または地方により札， “泥か」ぶぶ品=、れ"

“守』肥巴かぶれヘ ‘“6司抗稲隠かぶぶ、れ"とよばれ， ほほ。全国的に発生

をみている. これらほとんどの原因は鳥類住血吸虫の

cercanaによるものであることが明らかとなって来た.

すなわち， 1960年前後に多発した水田皮膚炎の原因は，

田部1)らの見出したヒラマキモドキを中間宿主とする

Gigantbilharzia sturniaeの cercanaによるが，その

後，熊田10)らの報告によると，Trichobilharzia ocellata 

と T.ρhysellaeによる皮膚炎がわが国に存在すること

が判って来ている T.ρhysellaeの中間宿主がモノア

ラガイ Lymnaeajaρonicaであるのに対し， 1967年以

降，埼玉県で小津3) ら，鈴木4ゆらが初めて見出し，次い

で，愛知県で熊田10)ら，千葉県で横)1119)ら，茨城県で安

羅岡16)ら，徳島県で大久保12)ら，静岡県で伊藤13)らがそ

れぞれ報告した水田皮膚炎はヒメモノアラガイを中間宿

主とするもので，鈴木23)らは本種住血吸虫を Trichobil司

harzia brevis と同定した.今回，府中市で採取した貝

類は，ヒラマキミズマイマイが少数含まれたものの，ほ

とんどのものがヒメモノアラガイであったので，前記の

T. ocellataと T.ρhysellaによる皮膚炎の報告がこの

15年間まったくなされていないこと，および水質化学分

析の成績とを合わせて考察すると，府中市で発生した皮

膚炎の原因は，鳥類住血吸虫 T.brevisの cercaria皮

膚侵入による可能性が強い.

一方，農薬皮膚炎の多発実態は，菅谷24，25)らが報じた

農薬中毒臨床例全国調査の中で明らかとなっている.同

様に高野26)らが報告した昭和47年度農薬中毒臨床例の中

にも，本症多発の事実が認められる.また，除草剤によ

る接触性皮膚炎については袋輪16)らおよび渡辺27)らの報

告などがある. 1970年以降，野村26)らは，農薬皮膚炎の

診断基準に関する研究を行ない，農薬による貼布試験の

標準的な術式の確立を検討してきた.

前述のように，原因を異にする皮膚炎の鑑別診断法と

して，著者らが行なっている鳥類住血吸虫の cercana皮

膚侵入による皮膚炎の免疫血清学的診断法(IFA test) 

と，野村らが行なっている農薬など化学物質による皮膚

炎を診断するアレノレギ{反応を利用した貼布試験(パッ

チテスト〉とが二方向から確立されつつある.これら二

法の併用は，水田皮膚炎の原因究明，つまり，患者を中

心とした直接的因果関係を証明するために，きわめて有

力な方法と思われる.

これまでの水回皮膚炎の報告は，寄生虫学，疫学，臨

床所見に限つての記載が多く，今回府中市で行なったよ

うな，生物，化学両面からの要因を問時に解析した例は

ほとんどない.また，病原 cercaria の証明には 2万を

越える数多くの中間宿主貝の採取により，数個体の cer-

cana 滋出に成功した例が普通で，疫学調査を含め原因
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の推定に 2，3年も経過することも少なくない.したが

って，より迅速な原因究明を要求されている公衆衛生行

政の立場からみると，多くの問題があったといえよう.

今回，著者らが行なった一連の調査で，病原 cercaria

の検出はできなかったものの，初めて， IFλ 法の成績

と疫学，臨床，中間および終宿主の調査成績の意味付け

に成功し，さらに水質化学分析の成績のうらづけもあっ

て，この皮膚炎の原因を鳥類住血吸虫 Trichobilharzia

属 cercariaによるものと推定しえた.しかし，本症の

原因となる鳥類住血吸虫の種の同定は今後に残された課

題である.また，多摩地域にはまだ多くの水田が存在

し，カモをはじめとする野鳥の分布29)は，多摩川を中心

にかなりの広がりをみているので，今後，調査範囲を拡

大して詳細な調査を進めたい.今後の調査にあたり，日

常の疫学情報の収集に努めるとともに，地域住民の通報

ノレートを設けて迅速な対応がはかられるよう準備を整え

る必要があり，再感染防止についての対策も検討してゆ

くべきと思われる IFA法に用いる抗原の保存性， 供

給性および近縁関係にある各種の cercariaに対する交

叉反応性については，現在検討中である.

結論

1973年6月，東京都府中市四谷地区で，水田作業後発

症した原因不明の皮膚炎患者5名について，臨床所見，

寄生虫学，疫学的解析，水質化学分析および免疫血清学

的検査成績を総合的に検討した結果， 鳥類住血吸虫，

Tri・chobi・lharzia属の cercana皮膚侵入による皮膚炎

であると推定し，今後の広範な調査研究の足がかりとす

ることができた.

謝辞:本研究を行なうにあたり，貴重なご示唆とご指

導をくださいました，国立予防衛生研究所寄生虫部長，

林滋生博士，ならびに，患者家族との接点に立ってご協

力をいただいた，東京都府中保健所の大沢泰邦所長，笹

崎久江主査，藤沢秀子主査に対し深謝します.

(本研究の概要は，第28回目;本農村医学会総会， 1979年

10月で発表する.) 
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写真説明

Explanation of Figures 

1: T. brevi・scercaria antigen， Negative reaction with IF A test 

(x400) 

2 : T. brevis cercaria antig巴n，P osi ti ve reaction wi th 1 F A tes t 

(x400) 

(Photographic condition Exp. 30 sec.， with f1uorescence 
microscope using UV巴xitingfilter system) 

3 : Cercarial dermatitis experimental1y infected with T. brevis， 
100 cercariae 

4 : Paddy field dermatitis of patient 
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Ann. Rψ. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 30-1， 1979 

に Fig.2に示す.

Fig.2の電気泳動像で明らかなように， プロテイン

Aに吸着され， 0.5モルの酢酸溶液によって脱荷量流出さ

れた血清タンパグ質分屑は，主として IgGの位置に明

瞭に表われているほか， IgGよりも高分子および変性

部分の泳動像の存在も観察された.また， 1. 0モノレの中

性リ γ酸緩衝液に置換した場合に流出される血清タンパ

ク質分屑も，電気泳動像では IgGと同じ位置に示され

たが，プロテインAの分子量 (41，000) 13，14)がアルプ

ミンよりも小さいことから考えると，全血清の泳動像に

認められるアルブミ γの位置と比較して，この分屑はプ

ロテイ γAの変性部分として同定することは不可能であ

る.したがって，この1.0モルの中性リン酸緩衝液で流出

される分屑は，プロテインAと血清タンパク質との結合

物，あるいはプロテインA吸着性の血清タンパク質では

あるが， IgGとは異なった性質の部分ないしは0.5モノレ

の酢酸によって変性した IgGなどであろうと考える.

また， Fig. 2にも示したとおり，全血清における梅毒

血清抗体価は， VDRLガラス板法に 1: 2， Wassermann 

-CF緒方法 1: 32， TPHA法 1: 320，および IgG.

FTA-ABS法 1: 320であったが， IgM・FTA-ABS
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ンパク質の流出についても観察を行なったので，

一連のクロマトグラムを Fig.1に示す.

Fig.1で明らかなように， プロテイ γAに吸着され

た血清タンパク質のほとんどの部分が0.25モノレの酢酸溶

液で流出されているが，その後の 0.5モルの酢酸溶液で、

脱離流出されてくる部分のあることも記録されている.

なお， Fig. 1には示されていないけれども， 0.5モルの

酢酸溶液で流出させたのちに， 1. 0モルの酢酸溶液に変

換して展開を行なったが，その流出部分にタンパク質に

よる紫外線 (280nm)の吸収は認められなかった.

Hjelml2lは， プロテイ γAに吸着されたヒト血清中の

IgGの1， 2および4の各サブクラスが， 1. 0モルの酢

酸溶液によって脱離して流出されると報告しているが，

すでに述べたようにそれよりも低濃度である 0.5モルの

酢酸溶液で完ぺきに流出されることがわかった.

そこで著者らは，今回はプロテインAに吸着される全

ての血清タンパク質について，各梅毒血清検査法に対す

る反応を試みることにし，そのために以後の脱離流出は

0.5モルの酢酸溶液を使用することとした.

また， この Fig.1にも示されているとおり， 0.5モ

ルの酢酸溶液でフ。ロテインAに吸着された血清タンパク

質を脱離流出させたのちに，移動相をもとの1.0モルの

中性リ γ酸緩衝液に置換すると，そこに流出されてくる

タンパク質分屑のあることが確認された.

梅毒陽性血清タンパク質のアフィニテイ{グロマトグ

ラブイ{によるそれぞれの分画分屑を，前述した方法で

濃縮調整し，すでに述べた方法にしたがって各梅毒血清

定量検査を行なった.また，それぞれの梅毒血清タンパ

ク質分屑の分画程度を検討するために，常法にもとづい

てポリアクリルアミドゲノレを支持体としたデスク電気泳

動をも併せて行なったので，それぞれの検査成績ととも

それら
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法の抗体価は認められなかった.このような各抗体価を

示す梅毒血清タンパク質を，プロテインAアフィニティ

{流出クロマトグラフィーで分画し，それぞれの分屑に

ついて各梅毒血清定量検査を行なったところ，プロテイ

γAに吸着され， 0.5モルの酢酸溶液で脱離流出された

分屑のみがただ一つ TPHA法に反応し，その抗体価は

全血清を用いた場合のそれよりも低い 1: 80であった.

しかしこのほかの全ての分屑が，各梅毒血清検査に反

応を示さなかった.これらのことから，酢酸による影響

と思われる抗体価の低下がうかがわれるが，少なくとも

TPHA 法の反応は， IgGのし 2および4の各サブク

ラスを含んだこの分屑が主体となって成立していること

が示唆された.このことは， TPHA法の反応は梅毒特

異性が強い15)といわれていることを裏づけているものと

考えられる.

なお，脂質抗原と反応する抗体は reaginと総称され，

それらは IgのG，AおよびMの各タイプに含まれると

いわれているが4)，Fig.2に示したように，プロテイン

Aアフィエティークロマトグラフイ{による梅毒血清タ

ンパク質の各分屑が， 脂質抗原を用いるガラス板法お

よび緒方法と全く反応していないことから考えると，

reagmと総称される抗体の定義について再検討する必要

があろう.また， Fig.2に示したそれらの結果から考

えると， reagmと総称されていた抗体は少なくともIgG

自体ではなく，それに結合していて 0.5モルの酢酸でフ。

ロテインAから分離される複合成分，あるいは IgGに

は全く関係がなくて，分子量が25，000以下のためにセン

トリ{フロー CF-25のメンプランを通過してしまう低

分子量成分であろうと推察される.このことについて

は，限外炉過装置を用いて，さらにくわしく追究してみ

る必要がある.

すでに述べたように， TPHA法における反応が，プ

ロテインAに吸着されて， 0.5.モルの酢酸溶液によって

脱離流出される梅毒陽性血清タンパク質分屑に残存する

ことが認められたので，各被検血清別に TPHA の反

応差異の有無について検討を行なった.すなわち，都立

病院および都内の保健所から梅毒の血清検査依頼を受け

た12の被検血清を用いて，全血清およびプロテインAア

ブイニティー分屑について， TPHA法による定量検査

を行なったので， それらの抗体価を Table1に示す.

この Table1の TPHA法における判定成績を総体

的に検討すると，その抗体価の変動が極端で、あるものお

よびそれ程ではないが低下しているもののあることが認

められる.その極端な変動を示したものとしては Cお

よびLの患者のように，全血清で 1: 1280の抗体価を示

Table 1. Comparison of TPHA Test Reading 

between Whole Serum and Protein-A 

adsorbed Fraction 

Patient 

Whole Serum 
adsorb巴d

Fraction 

Patient 

A B C D 

1:5120 <:1:80 1:1280 <:1:80 

1:5120 1:1280 <:1:80 <:1:80 

E F G H 

Whole Serum <:1:80 1:5120 1:80 1:5120 
adsorbed 

<:1:80 1:1280 <:1:80 1:320 Fraction 

Patient J K L 

Whole Serum <:1:80 1:1280 1:320 1:1280 
adsorbed 

<:1:80 1:80 1:80 <:1:80 Fraction 

しながら，プロテインAアプイニテイ{分屑ではそれが

<: 1 : 80となったもの，さらには全血清において抗体価

が<:1 : 80であったのに， クロマト分屑では逆に 1: 

1280もの高い抗体価が認められるようになったB患者が

存在し，これらのものはきわめて特殊な反応として観察

された.なお， C患者は， H患者を母親とする先天性梅

毒の 4才児期のものである.

すでに述べてきたこれらの抗体価に関する現象が認め

られたことは，被検全血清においていわゆる TPHA法

における偽陽性あるいは偽陰性として反応したためなの

か，こんごくわしく検討してみる必要がある.また，被

検全血清とプロテイ γAアフィニテイ{分屑における

TPHA法の抗体価の変動が，梅毒感染が先天性と後天

性で相違があるのか，さらには治療経緯によって，プロ

テインAに吸着されない成分に生合成されてゆくことを

反映しているのかなどについて，こんど追究してゆきた

し¥

まとめ

ヒトの血清を用いて，プロテインAセブァロ{ズCL

-4 Bを坦体としたアフィニテイ{グロマトグラフィー

を行ない，プロテイ γAに吸着したタンパク質の脱離剤

である酢酸の効果的作用濃度について検討した.また，

そのクロマトグラフィーによって得た血清タンパク質分

屑のそれぞれについて， ガラス板法， 緒方法， TPHA 

法ならびに FTA-ABS法の各梅毒血清定量検査を行な

い，各検査法の反応との因果関係について調べた.さら

には， 12例の被検血清を用い，全血清とプロテインAア

ブィニテイ{分屑について，梅毒特異性が強いといわれ

る TPHA法による検査を行ない，それぞれの抗体価の
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変動についても検討した.

1. プロテイ γAアフィニティークロマトグラフィー

でプロテインAに吸着されたヒト血清タンパク質分屑

は， 0.25モルの酢酸溶液によってそのほとんどの部分が

脱離流出されるが，その後に 0.5モノレの酢酸溶液で、展開

した場合に流出される分腐のあることが確認され， この

濃度で脱離流出が完了することがわかった.また，この

クロマトグラフィーでは，移動相を 0.5モルの酢酸溶液

に続いて， 1.0モルの中性リン酸緩衝液によって流出さ

れてくる血清タンパグ質分屑のあることを認めた. な

お，このタシパク質は， 電気泳動像から検討したとこ

ろ， IgGと同じ位の分子量であろうと考えられた.

2. プロテインAアフィニティークロマトグラフィー

によって分画した梅毒陽性血清タンパク質のそれぞれの

分屑について，ガラス板法，緒方法， TPHA法および

FTA-ABS法の各梅毒血清定量検査を試みたところ，

プロテインAアフィニテイ{分j脊がただ一つ TPHA法

に反応し， その抗体価は全血清における 1: 320よりも

低い 1: 80であった.

3. 12例の被検血清を用いて，全血清における TPHA

法の抗体価とプロテイ γAアフィニティー分屑のそれと

を比較したところ， その抗体価の変動は多種多様であ

り，その極端なものとしては，全血清で 1: 1280であっ

たものがく1・80となったもの 2例が認められた. ま

た，この例とは反対に，全血清では抗体価が<1: 80で

あったのに，クロマト分屑では 1・1280の抗体価が表わ

れたもの 1例があった.さらに，このほかの陽性被検体

では，全血清における TPHA 抗体価に対し， プロテ

イγAアフィニテイ{分屑におけるそれは低下する傾向

にあり，その変動差はそれぞれに異なったものであっ

た.

(本研究の概要は第13回トレポネマトーゼ研究会1978

年8月で発表した.) 
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ネガティブ染色によ{)細菌諸器官の観察法

前木吾市*

Morphological Observation of Bacterial Cells by Simplified Negative. Staining 

Procedure for Electl'on Microscopy 

GOICHI MAEKI* 

A simple and effective negative staining procedure for th巴 obs巴rvation of minor morphological 

structures of several bacterial cells， such as Staρhylococcus， Salmonellae， Vibrio cholerae， C.ρerfringens， 
B. cereus and E. coli was d巴veloped.1n this technique， 400mesh collodion monolayer (support film) 

and 2% phosphotungstic acid (PT A) pH6.0， were used for preparing samples. 
JEM-100B type microscope was used at its maximum accel巴ratingvoltage of 100kV for effective 

electron micrographs whose shading contrast and ton巴 were adjusted by the use of various size of 

objective apertures and catechol compensating developer. 

1t was found that at low magnification pictures with a good contrast of f!agella of Salmonellae or 
spores of C. Perfringens with th巴irbacterial cells could be obtained with the use of objectiv巴 apertur巴

at its maximum diameter of 120μm， while pili of E. coli could be observed at high magnification with 

the use of smaller objective aperture as 80μm， although pili of E. coli inher巴ntly showed a poor 

contrast (about 70A = 1/15 x 104mm). 

Experiments to improve the observation method for pili of E. coli with the use of freeze-drying 

method suggest a good prospect. 

Keywords : pili， f!agella， bacterial cells， negativ巴 staining，electron microscopy 

緒
品

百

細菌の外部形態を観察する手段として，これまでシャ

ドウイ γグ法1，2) を多く用いてきたが，欠点として像の

解像性や透過性の不足が生じ，試料作製上からは培養基

に含まれる食塩成分の除去をめぐ、り，ベん毛脱落等のト

ラブルがあり，その他真空蒸着処理，写真の中間ネガ作

製等の煩雑な手数が気がかりとなってきた.そこで解像

力アップおよび観察のスピ{ドア γ プの方策として，燐

タγグステン酸塩(以下 PTAと略す〉によるネガテ

ィブ染色3-8) への転換を企てた.

ネガティブ染色の原理および手技は比較的簡単で， ~象

の解像は 5Aにも達し，高解像型電子顕微鏡にフィ γ ト

する技法である. ネガティブ染色の成否は試料の精製

度，染色弗jの種類，濃度， pHおよび支持膜条件等で左

右される.

一般に細菌のネガティブ染色ではサイズの大きい菌体

部分に染色剤が偏り過ぎるため，菌体自身が染色斉l中に

埋没したり，微細なべん毛，線毛等の付属議器官との聞

で像コントラストのパランスを失って観察困難となるケ

{スが多い.染色剤 PTA の展開法にはグロー放電に

*東京都立衛生研究所生活科学部乳肉衛生研究科

よる支持膜表面の親水性化処理科10)の技法があり，余剰

PTAの除去には最近フリーズ・ドライ法ll)が発表され

ている.支持膜ではル{チγに使用できる理想的なもの

は見当らないといってよい.本研究は 100kVの加速電

圧とコロジオン支持膜により，各種細菌の菌体およびそ

れらの付属器官であるべん毛，線毛まで，一回の試料作

製により全体像の同時観察が可能な方法を検討した.さ

らにグロ{放電と凍結真空乾燥の技法により，線毛を対

象に微細構造検出のテストを行った.その結果，高解像

で階調のよい細菌諸器官像の求め方について若干の知見

を得たので報告する.

実験材料

供試菌株はブドウ球菌，サルモネラ，コレラ菌，ウェ

ルシュ菌(有芽胞菌)，セレウス菌，大腸菌等を用いた.

大腸菌とサノレモネラの培養にはベん毛，線毛の発育を図

る目的でブイヨン培地を用いた.ブドウ球菌の培養には

普通寒天培地，ウェルシュ菌の培養には芽胞を形成させ

るため変法 DuncanStrong寒天培地を用いた.

実験方法

PTAの乾燥過程に，通常の自然乾燥による方法(A)

160 東京都新宿区百人町 3-24-1
ネ TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 

2ι1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 Japan 
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と，準フリ{ズ・ドライ法(B)の二通りを採用した.A

法はすべての細菌試料の作製に応用したが， B法は大腸

菌の線毛を対象にした試料作製に試みたものである.

Ai去一般的なネガティブ染色

支持膜:400メッシュ上に平滑に張ったコロジオ γ単

膜を使用する.作製法は安達式「支持膜のメッシュ乾式

支持法.J12.' に準ずる.オブジェクトグラス上にメッシュ

セメントを用いて約40枚のメッシュを方眼に貼付したも

のを用意し，メヅシュ側を裏返して水面上のコロジオン

膜に向い合わせ，通常の方法とは逆に上面から密着させ

掬い上げて作製する.位相差光学顕微鏡でしわのないこ

とをチェックして使用に供する.

ネガティブ染色法:メッシュを専用ピγセットで水平

に保持し，予め 2%PT A (pH6.0) を一白金耳だけ支

持膜上に載せ，これに菌液中に掃入した白金耳の先端を

one touchさせる.余分の液を炉紙で吸取り後自然乾燥

させる.

Bi去準フリ{ズ・ドライ法によるネガティブ染色

上記Aと異る点は PTA を生乾きの状態から凍結真

空乾燥13)させる処理過程である.すなわち PTAの生乾

き状態のメッシュを直ちにデュア{びん(JEM-100B試

料汚染防止装置用のものを流用〉内で液体窒素を用いて

凍結し，次にデュアーびんごと真空蒸着装置内に入れて

真空乾燥を行う.実験セットが不備のため凍結真空乾燥

中の低温保持と温度調節ができない点が，本格的なフリ

{ズ・ドライ法と異る.この実験で使用するコロジオン

支持膜には，凍結真空乾燥によるダメージを予測して，

予め60Aのカーボン補強を行い，カーボン膜表面にグロ

{放電による親水化処理を行った.

電顕観察法

電顕は日本電子KK製 ]EM-100B，サイドエントリ

ー方式のものを加速電庄 max. 100kVで使用した.対

物絞りのサイズは，像コントラストの許す限り大とし，

現用 4個中で最大の 120μm口径のものを用い，球菌，

芽胞菌の観察にはフリー(無限大〉とした.

撮影倍率は直接(x3， 300)~( x 20， 000)の範囲で行い，

液体窒素による試料汚染防止装霞は試料周辺部だけ常時

使用した.写真現像にはコダック D-19 (1 : 2)とカ

テコ{ノレ表面現像液1りを用いた.

各種細菌のネガティプ染色像の対照として， Crシャ

ドウイング法による写真を並行して作製し， 両者の特

徴，性能の比較を行った.

観察結果

各種細菌の菌体およびそれらのベん毛，線毛等につい

て観察されたネガティブ染色像のうち，実験方法 (A)

による結果を写真 1~5 に示した.特徴をあげると

1. 支持膜が単層で薄いので，広視野でシヤ{プな像が

得られたこと.線毛は鐙光板上で (x13， 000)から観察

できた.

2. 加速電圧を従来の 80kVから 100kVにアップさせ

たので，像の解像性，透過性が目立って向上した.

3. 対物絞りとして口径サイズの大型のものを用いたの

で，像質のよい写真を撮ることができた.

4. 有ベん毛細菌では，菌体とベん毛のパラ γスのとれ

た写真を撮ることができた.

5. PTAのj参透性により菌体内部の隔壁，菌体表面の

ひだ様構造，細胞膜および細胞壁の有無等が観察でき

た.

6. コレラ菌では菌体やベん毛のねじれがみられ，有芽

胞菌では菌体内外に存在する芽胞の判別がつき易くなっ

た.

一方，弱点としては

1. 支持膜が切れ易いこと.このため像の流れが生じ易

くなり，撮影し得る直接倍率の限度は (x20，000)， 引

伸し綜合倍率 (x100， 000)が限度であった.

2. PTA染色剤の偏りが著しいこと.これは丸くて厚

味のあるブドウ球菌，菌体サイズの大きいセレウス菌で

特に顕著であった. PTAの展開を図るため支持膜上で

生乾きの中に真空引きする方法，あるいはグロ{放電で

コロジオン膜に対して親水性化処理を行ってみたが，い

ずれも予期した効果を得るまでに至らなかった.

3. 一般的なネガティブ染色法では，シャドウイ γグ法

に比べ線毛のコントラストが著しく低く，検出効率が著

しく悪い.鐙光板上で線毛を確認し得る最低倍率は (x

13，000)であったが，対照の Crシャドウイ γグ法では

(x 3， 300)であった. ただしネガティブ染色法でも直

接倍率を (x33， 000)までアップすると，線毛観察は突

如として容易に行えるようになる.

個々の写真について以下若干の説明を補足する.

写真 1はブドウ球菌15)の分裂像をキャッチしたもの

で，対物絞りを抜いてフリーで観察した時に認められ

た.ウオ{ブラ (wabbler)を用いて正焦点を出し，フォ

ーカスをアンダ{側に変えてゆくと，黒々とした PTA

の塊りの中に角張ったブドウ球菌の白い輪廓と隔壁が見

え出した.撮影時のフォーカス修正は，常とは逆にこの

状態から対物励磁電流増加の方向にズラしてゆき好結果

を得た.写真2はサルモネラで，菌体とベん毛のコ γ ト

ラストのバランスがよくとれた例として示した.対物絞

りは120μm口径を用いたが，これと殆んど同じ像コ γト

ラストのものを，加速電圧 60kV，対物絞りフリーの組
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合せで出現させることがで、きた. ただし本例の 100kV

の方が像の解像性，透過性で一段と優れている.また同

一試料についてのシャドウイング写真と比較してみる

と，ネガティブ染色による方がベん毛数が際立つて多い

ことが認められた.写真3はコレラ菌で，ラセン状にな

った菌体，ベん毛のねじれ1叫が珍しく捕捉された例であ

る.ねじれの方向は右巻きに見えるが，にわかに判断は

下せない問題である.写真4はウエルシュ菌の芽胞形成

過程を示したノミターンである.対物絞りはブドウ球菌同

様フリーとして観祭した.菌体は大型で重く支持膜が切

れ易い傾向が強いので，電子ビームを弱めて暗い状態で

観察し， 20秒という長い露光時聞をかけて撮影した.写

真5はセレウス菌で，対物絞りはフリーである.菌体に

厚みがあるので PTAの偏りが著しく， A法の欠陥を端

的に示す例となっている.写真6は大腸菌で，この視野

の場合PTAの偏りが極端でなく，線毛の見え具合も比

較的良好だったので，菌体，ベん毛，線毛3者のバラン

スのとれた表現を意図した作例で、ある. 対物絞りは 120

μm，直接撮影倍率 (x20， 000) で， 現像はカテコール

表面現像法を用い階調表現に留意した.菌は栄養型で菌

体表面には独得のひだ様構造1りがみえ，ベん毛，線毛の

重なりも認められる.菌体周辺部の線毛は PTAの影

響でコントラストが低下し，また菌体内から流出した物

質に視野を妨害されて見えにくくなっている.

写真7，8はB法による作例である.すなわち

1. 支持膜上の余剰 PTAは，凍結真空乾燥の結果白

色を曇するが，支持膜上に固着しており粉末化していな

い.プロワーによって PTAを大気中で飛散させる目

的は， B法では困難と判断された.

2. 電顕視野に PTA凝集塊が多数認められ，菌の見

え具合は不安定である.時折写真7，8のような視野が

見出され，このような場合 PTAの拡がりはA法に比

べて良好で，線毛はコ γ トラストがあり，鐙光板上で凡

そ (x5， 000)から認め得るようになる.

3. B法ではカーボン補強したコロジオン支持膜を使用

したが，写真8のように凍結真空乾燥の影響で支持膜上

に亀裂の入るトラブルが多くみられた.写真8で下側の

菌は栄養型のため亀裂は大であり，上保uの菌はゴースト

に近く軽いので亀裂は小さい.

考 察

ネガティブ染色用の支持膜は本来薄くて十分の強度を

持たねばならないが，今回は対象がサイズの大きい細菌

なので，使いなれたコロジオン単膜で通してしまった.

マイクログリッドは穴径が細菌用には小さ過ぎること

と，しばしば二重膜を生じて解像を低下させるので敬遠

した.ネガティプ染色では染色剤の偏りによる支持膜へ

のストレスが意外に大きく，膜破れの著しい現象に悩ま

された.殊に凍結真空乾燥の場合が激しいので，今後は

カーボン膜使用を本格的に検討したい.支持膜の親水性

化処理に当り，グロー放電による支持膜へのダメージが

意外に大きいことも判った.

加速電圧では 100kV採用が像のコ γ トラストの強過

ぎを緩和し，高解像を発揮して有利である.ただし撮影

時フィルム感度が著しく低下するので露光量は大幅な増

加を必要とする. 撮影時のフォーカス調整は 60，80kV

に比ベシビア{になり注意を基きする.

対物絞りのサイズは，大きな値をとるにつれて像コン

トラストは低下し，解像性は逆に向上する.細菌のネが

ティブ染色では像コントラストの過大すぎることが問題

なので， 現用の 20，40， 80， 120μmの組合せよりも，

120μmを中心に上下に振分けた組合せの方が有用と考

える.

最大の課題は細菌試料における PTA染色剤の偏り

をいかに解消するかにある.表回現像法による階調表現

やその他幾通りかテストした方法も，強力な解決策には

ならなかった.最も評価の高いカ{ボγ膜とグロ{放電

の組合せも，高度の熟練さを要求されるであろう.最近

登場したのがカーボン膜とフロ{ズ・ドライ法の組合せ

によるもので，その内容は PTAの展開を図るのでな

く，余剰の PTAを液体窒素で凍結し，真空乾燥によ

り粉末化し，ブロワ{で飛散させるという着想である.

PTA 粉末化には-85~900で 1hr 保持しながら真空乾

燥させることが必要条件という.本実験Bでは -900で

1hr保持する過程が装置の関係で欠如し，余剰 PTAを

飛散させ得ないところに失敗の原因があると思われる.

ネガティブ染色と Crシャドウイシグの比較では，両

者夫々に長所，短所があり一方的に優劣を決めかねるこ

とが判った.その好例は大腸菌の線毛が，通常のネガテ

ィブ染色法では (x13， 000) から観祭可能なのに対し

て，シャドウイ γグで、は，その著しいコントラストの特

徴からくx3，300) 程度で可能となることである. 最近

蒸着材料にタ γグステ γを用いる高解像シャドウイング

が開発されへ シャドウイ γグ技術の見直しが行われて

いる情勢であり，今後両者は併用して生物試料分野の形

態研究に役立たしめるべきと考える.

まとめ

透過型電顕の分野において，高解像観察と観察のスピ

ード化への試みとして，従来のシャドウイング法重点を

改め， PTAネガティブ染色により各種細菌諸器官の観

察法を検討した.染色効果の過剰な菌体と芽胞，染色効
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果の希薄なベん毛，線毛の諸器官が，一葉のプリシト上

で階調よく同時表現のできる条件を求めてみた.その結

果，薄いコロジオン支持膜，高い加速電圧 100kV，大き

い対物絞り 120μm， およびカテコ{ル表面現像法等の

簡易な組合せで，直接撮影倍率2万倍，引伸し綜合倍率

約10万倍までの写真が安定して作製し得ることを見出し

た.使用電顕は]EM-100Bである.

また大腸菌の線毛を対象としてフリ{ズ・ドライ法の

基礎実験を行い，ネガティブ染色における線毛の検出倍

率を，これまでの (x13， 00めから (x5，000) に引下

げるのに成功した.

(本研究の概要は日本電子顕微鏡学会第35聞学術講演

会1979年 5月で発表した.) 
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写真説明

Explanation of Figures 

1:ブドウ球菌.Staρhylococcus. 分裂過程を示す|痛

壁が見える.対物絞りはフリペ (x 28， 000) 

2:サルモネラ.Salmonellae. 加速電圧 100kVと対

物絞り 120μmの組合せで，菌体とベん毛の階調の

バランスをとる. (x 12， 000) 

3: コレラ菌• Vibri・ocholerae. ファージ液中のコレ

ラ菌.ラセン状の運動状態が想像される.カテコー

ル表面現像法 (x21， 000) 

4:ウェルシュ菌.C.ρerfringens.対物絞りはフリペ

矢印は芽胞形成過程を示す.左の栄養型の菌は細胞

膜，細胞壁の輪廓が明瞭で右の芽胞を持った菌と対

照的である. (x 8，000) 

5:セレウス菌 B.cereus.対物絞りはフリへ細菌

のネカ、ティブ染色で，最も陥り易い染色剤の偏りを

生じた例.このため菌から出ているベん毛が離れて

見え，不自然なパターンとなる. (x 8，000) 

6:大腸菌.E. coli.菌体表面，ベん毛および線毛3者

のパランスのとれた表現を狙って作製したもの.カ

テコ{ル表面現像法による.この一般的なネガティ

ブ染色では線毛は見えにくく，鐙光板上(x13， 000) 

から観察可能となる.測定値は線毛約70A，ベん毛

約180A. (x 40，000) 

7:大腸菌.E. coli (Freeze-drying). ネガティブ染色

した試料を凍結真空乾燥して観察したもの.線毛，

ベん毛のコントラストが高まり，後光板上で線毛は

(x 5， 000)から観察し得る. D-19現像. 測定値

は線毛約80A，べん毛約220A. (x34，000) 

8:大腸菌.E. coli (Freeze-drying).すべて写真7の

場合に同じ.下方の栄養型菌の周りの支持膜の亀裂

は，フリーズ・ドライによるトラブル.上方ゴ{ス

ト菌の周りで線毛がよく見える. (X22，000) 

Cr シャドウイングでは大腸菌線毛が (X3，300)から

観察可能であり，線毛検出には有利であるが，密接して

束の状態になった線毛を解像できにくくなる.一方ネガ

ティブ染色では解像力がすぐれ，線毛の一本一本を解像

し得る.
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Table 1. Result of Statistical Analysis on the 

Urinary r-GTP Activity in School 

Age Children 

Boy Girl 

Subj巴ctNumber 103 117 
Acceptance Number 101 111 

Rejection Percentage 1. 94 5.13 

Mean Value (Ujl) 25.7 25.9 

Standard Deviation (Ujl) 11. 77 11. 66 

Coefficient Variation 0.4575 0.4508 

upper Rejeciton Limit (Ujl) 56.95 56.7 

し演算方法にもとづいた場合よりも 1例多く棄却され，

その平均活性値25.4土11.5Ujl (C. V. =0.4507) は棄

却活性測定値の数に変化がなかった女子生徒の平均活性

値よりも，微差ではあるが逆に低値を示すとともに，棄

却限界上限活性億も3.6IUjlだけ低下した.

著者らが，この調査にもとづいて得た小中学生の一時

尿中 r-GTPの平均活性値は，すでに報告6) されている

学童の血清中 r-GTP活性の正常値8土4mUjmlのほぼ

3倍の値であった.このことは， Szaszめが，健常者の

尿中 r--GTP 活性値は血清中のそれの 2~4倍であると

報告している結果と一致する.

つまに，小中学生313人の一時尿における定性検査成

Ujlと女子生徒の平均活性値25.9土11.66Ujlの間には 績について検討したところ，タンパク質では疑陽性およ

全く差が認められなかった.また，前述した方法によっ ひ、陽性に判定された生徒が32人 (10.22;:めに及び，そ

て求められた棄却限界上限活性値札男子生徒および女 のうち完全に陽性であった生徒は14人 (4.47%)であっ

子生徒ともにほとんど等しい水準であった.なお， Table た.この完全陽性者の検索率は，東京都予防医学協会が

には示してないが，この時の棄却限界下限活性値は負の 報告りしている昭和52年度の中学生の陽性率4.40%に匹

値として得られた. 敵するものであった.また，ウロピロノーゲンの 2+以

さらに，この小中学生の一時尿における r--GTP活性 上の判定を受けた生徒は22人 (7.03%)であり，糖が疑

値の， F分布にもとづいた棄却検定のくり返し演算にお 陽性および陽性であった生徒は17人 (5.43;:めという結

いて，異常に高い活性値であると判定されたために，平 泉であった.

均活性{直を算出する対象から除外されたものは，男子生 一般に，尿細管型の腎疾患では，タンパク質の量とし

徒の2j103例および女子生徒の6j117例であった. てはそれほど多くはないが，尿中に低分子量のタンパク

佐野ら心は，健常成人の一日尿における r-GTPの平 質が確認されるようになる田. そこで，尿タンパク質が

均活性値〈男性 :26.7土18.1Ujday，女性:23.0土14.1 陽性(疑陽性者を含む〉であった生徒については，尿中

Ujday)について性差は認められなかったと報告してい

るが，すでに述べた小中学生の一時尿における r-GTP

の平均活性値は，男女子生徒ともに佐野らが求めた平均

活性値にきわめて近い数値であり，その性差値もより小

さい{直であった.なお，Szasz5
) は， 尿中 r-GTPにつ

いて男性は女性に比較して約 50%の排法増加があると

報告しているが，著者らが求めた小中学生の一時尿にお

ける r-GTPの平均活性値の性差を検討した結果から

は，そのような関係は認められなかった.このことにつ

いては，一日尿を用いた場合の佐野らりの報告と同じ結

果であった.

これらのことから，もし健康な場合においては，その

尿中に排~止される r-GTP の量に老若男女の差が認めら

れないものとするならば，無理に24時間の蓄尿を行なわ

なくても，一時尿を用いてその活性を測定するだけで，

その臨床検査意義をみたすことが可能であると考えられ

る.

また， F分布の危険率5%水準における一回だけの棄

却検定による小中学生の一時尿の r--GTP活性値の関係

は，男子生徒においては危険率 1%水準におけるくり返

Table 2. Relationship between Value above the 
50Ujl of Urinary r-GTP Activity 
and Reading of Urinalyses 

No. Ag巴
ifumlv-GTP LHJ.U C:.uy 

tlvitv 
Y Pro. Ug. Sugar 

Sex 

l 13 Girl 79. 9(Ujl) + 十十 土

2 13 Boy 79. 土 十十

3 14 Girl 66.9 - Normal ー

4 11 Boy 65.3 十十 廿
5 13 Girl 64.4 土 廿 土

6 8 Girl 61. 8 十社 + 
7 13 Girl 60.5 + Normal -

8 14 Girl 59.1 - Normal -

9 11 Girl 55.6 土 十社

10 14 Boy 54.7 - Normal -

11 14 Boy 53.0 十十

12 14 Girl 51. 2 十十

13 14 Boy 50.0 - Normal ー

Pro. : Protein， Ug. : Urobilinogen 



定量値と，尿中 r-GTP活性値との関連性についてくわ

しく検討するために，小中学生のそれぞれの検査値を相

関的にプロットしたものを Fig.1に示す.

Fig.1に示したように， 小中学生の一時尿中のウロ

ピリノーゲγ 濃度と r-GTP活性値との相関係数 r=
0.5912は，危険率0.1%以下の水準でその有意性が示さ

れた.しかし，各プロットの散布状態について検討した

ところ，著者ら9)が求めた同年令期の一時尿中ウロピリ

ノ{ゲン濃度の棄却限界上限値〈男女の平均値27.5mg/

1)以上の測定値範囲においては，それらに対応する r

GTP活性測定値がウロピリノーゲン濃度の上昇とは反

対に低下していることがうかがわれた.この点について

は， Table 2に示した定性的な傾向と一致しなかった.

そこで， ウロピリノーゲンの濃度が 27mg/l以上の測定

値を対象にして，r-GTP活性値との相関性について検

討したところ， この場合の相関係数 r=一0.1198(n= 

11)は負の符号で示された.また，この時の回帰直線は，

y=ー0.2254x+55.18の式で与えられた.このことは，

尿中ウロピリノーゲシの濃度で肝機能状態を表わした限

りにおいては，尿中 r-GTP活性値が肝機能を端的に反

映していないことを意味している.

以上のことから，尿中 r-GTP活性の測定意義につい

ては，こんどさらにくわしく検討する必要があるが，こ

のたび調査した範囲から推察すると，血清中 r-GTP活

性の測定意義とは異なって，肝機能とのかかわりの程度

は小さいものと考えられた.この点については，一日尿

中r-GTPと血i背中 r-GTPとの活性の相関は認められ

なかったという長ら10)の報告と同じ意味あいの結果であ

った

なお，このたび対象とした小中学生の一時尿中タンパ

ク賀陽性者はきわめて低濃度の定住判定成績であったた

めに，んーミクログ戸プリ γ量や r-GTP異常活性値と

の関連性が認められず，腎障害の機能部位を明らかにす

るまでに至らなかった.このことは，腎尿細管における

再吸収の障害だけの者については，低分子量タンパク質

の尿中排、池量がそれほど多いものでないために，定性検

査で陰性と判定されている可能性のあることを示してい

る.なぜならば， 尿中 r-GTPというのは，多量の尿タ

γパク質を認めた場合以外は尿細管からの分泌排池が示

唆されたという長ら10)の報告からも裏付けられる.

これらのことから考えると，腎尿細管性障害の検査方

法としては，尿タンパク質が定性検査で陽性を示した者

よりも，それが陰性で、あった者についての検索方法にか

かわる研究が重要で、あると考えられた.

77 30-1， 1979 報年研

低分子量タ γパク質の一つである戸γ ミグログロプリン

の定量検査を行なってみたが，このたび調査した小中学

生の被検尿の中に，それが定量的に確認できるような例

はなかった.

なお，すでに述べた小中学生の一時尿中 r-GTPの活

性測定値が50Ujlよりも高いものについて，すでに述べ

た方法にもとづいて行なった尿定性検査成績と対比させ

たものを Table2に示す.

Table 2に示した成績の関係について検討したとこ

ろ，この程度の尿中 r-GTP活性値水準では，タ γパグ

質の定性検査成績よりも，肝機能の目安であるウロピリ

ノ{ゲγとの関連性がより強く示唆されているような結

果であった.このことから，一般に血清におけるr-GTP

活性値は，肝炎や肝硬変症あるいは閉塞性黄痘ならびに

肝癌などの際に上昇する 6) ものであるために，腎疾患の

みならず肝機能との関連性も尿中r-GTP活性値に影響

を及ぼしているためと考えられた.

そこで，肝機能の目安である尿中ウロビリノーゲYの
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まとめ た.しかし，ウロピリノーゲシ濃度が 27rng/1以上の呉

小中学生の男女子生徒の早朝一時尿 313検体について 常的測定値を対象にして r-GTP活性値との相関性を検

定性検査を実施し， そのうちの 220検体については r- 討したところ， 相関係数 r=ー0.1198(n= 11)は負の

GTP活性およびウロピリノ{ゲγの濃度を定量的に測 符号で示され，回帰直線も y=ーO.2254x+55. 18の式で

定した. 与えられた.

1. 尿定性検査において， 32人 (10.22%) の生徒が 文 献

タシパク質疑陽性および陽性と判定され，そのうち完全 1)金井 泉:臨床検査法提要，改訂増補第21~23版，

陽性者は14人 (4.47%)であった.なお，尿タンパク質 II -9， 1964，金原出版K.K.，東京

が検出された32人の生徒については，s2ーミクログロブ 2)陳敏馨:臨床検査， 6， 497， 1962 

リンの定量的検査も試みたが， これらの被検尿の中にそ 3) Szasz， G. : Clin. Chem.， 15， 124，1969 

れが定量的に確認できたものはなかった.また，ウロピ 4)佐野紀代子，長 裕子，青木フサ子，保崎清人:I窃

リノーゲシの 2+以上の判定を受けた生徒は22人 (7.03 床病理， 23， 819， 1975 

%)， 糖が疑陽性および陽性であった生徒は17人 (5..43 5) Szasz， G. : Zschr. Klin. Chem. u. Klin. Biochem.， 

%、で、あった 8，1， 1970 

2. 小中学生の一時尿中 r-GTPの推測統計的平均活 6)藤沢 校1]， JIIロ陽太郎，田中健一，木村篤人，長村

性値は，男子生徒の 25.7土11.77U/1および女子生徒の 日出男，栗原宣夫，岡部和彦，高橋忠雄:日本臨

25.9土11.66U/1であり，両者の聞に有意差は認められ 床， 364号， 644， 1973 

なかった.なお， F分布の危険率 1%水準における棄却 7)東京都予防医学協会東京都予防医学協会年報， 8 

検定によって，男子生徒2人および女子生徒6人の活性 号， 35， 1977 

測定債が，呉常高値として棄却された.また，この時の 8) Peterson， P. A.， Evrin， P， E.， and Berggard， 

棄却限界上限活性値は，男子生徒の 56.95U/1および女 I. : ]. Clin. Invest.， 48， 1189， 1969 

子生徒の56.7U/1という値であった 9)武士俣邦雄，霜田さと子東京衛研年報， 30-1，79， 

3. この小中学生の一時尿中のウロピリノーゲγ濃度 1979 

とr-GTP活性値との関連性について検討したところ， 10)長 椅子，佐野紀代子，保崎清人:臨床病理， 25， 

その相関係数 r=0.5912は危険率 0.1%以下の水準で有 921， 1977 

意性が示され，その回帰式は y=1.159x+12. 199であっ
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小学生および高校生の尿中馬尿酸について

武士俣邦雄*， 霜田さと子*

Statistical Analyses on the Urinary Hippuric Acid of School Children 

and High School Students in Metropolitan Area 

KUNIO BUSHIMATA* and SATOKO SHIMODA* 

Keywords:尿中馬尿酸 urinaryhippuric acid， 推計学的解析 statisticalanalyses，小高校生 schoolchildren 

and high school students 

尿中に排i世される馬尿酸は，ベγゼ γ環がグリシγと あるウロピリノ{ゲシを定量的に分析し，それらの測定

抱合した解毒代謝終末産物として，肝臓機能検査はもと 値について推測統計的な解析を試みたので報告する.

より，労働衛生の分野でもよく知られており，その成分 検査の材料および時期

の定量分析値を，シシナー系有機溶剤の暴露程度の指標 検査材料としては，総被検者407名の早朝一時尿を収

にしようとする試みが盛んに行なわれているH 幻.なぜ 集し，目的成分の定量分析に供した.この調査は，昭和I

ならば，有機溶剤のほとんどが肝臓毒，腎臓毒，血液毒 52年の 9月から10月にかけて都立小岩高等学校の生徒

および神経毒などとして作用し13にその中毒が高じた場 (以下小岩高校生と記す)99名(男子48名，女子51名〉お

合には時としてヒトの生命を脅かす例も少なくないから よび都立国立高等学校の生徒(以下国立高校生と記す〉

である14) そのために，有機溶剤などの有害物質を取り 147名(男子79名，女子68名〉について，また12月には，

扱う職場の作業従事者に対しては，労働基準法で特殊 江東区立南陽小学校の低学年生徒〈以下南陽小学生と記

健康診断を行なうように勧奨し，あるいは義務づけてい す)85名(男子46名，女子39名)および立川市立第八小

る15) 学校の低学年生徒(以下第八小学生と記す)83名(男子

また，自動車の排気ガスに含まれる鉛による中毒問題 47名，女子36名〉について定量検査を行ない，それらの

が提起された昭和45年以降，とくにタクシーなどでトル 成績を対象にして推測統計的にまとめたものである.

エンを主とした有機溶剤を燃料として使用するものが増 定量分析方法

加しているとともにヘ オクタン価を上げる目的でトル ウロピリノーゲγ17) 採尿当日に還元処理操作を行な

エンを添加したガソリンが一般にも使用されている16) い，約14時間後に伊過し，炉液をエールリッヒの呈色反

このことから， トルエンなどの有機溶剤が自然蒸散した 応にもとづいて発色させ，佐藤法による対照にしたがっ

り，あるいはェγジシでの不完全燃焼によって，大気を て比色して定量債を算出した.

汚染する恐れのあることが想定される. 馬尿酸:Ogata et a1.の方法19) にもとづいて尿中の

さらには，近年若者たちの闘でシγナーによる幻覚遊 馬尿酸を抽出し，拍出溶媒を蒸発乾固させたのちに，残

びが流行し，社会問題となっていることは周知のところ 留物を Umbergeret a1.の方法19)にもとづいた呈色反

である. 応で発色させ，その呈色液を比色して定量値を求めた.

したがって，検査によって被検者が受けたシジナー系 結果および考察

有機溶剤の影響を評価するためには，その代謝産物の一 被検一時尿試料を，前述した定量方法にしたがって分

つである尿中馬尿酸の測定意義が認められるが，そのた 析し，得られた馬尿酸およびウロピリノ{ゲγのそれぞ

めにはその被検濃度を比較する基準資料を作成しておく れの測定値について， F分布にもとづいた危険率 1%水

必要がある.またこのことは，今後の環境汚染との関連 準で，棄却値をまったく含まなくなるまでくり返して演

性を観察するためにも，現状をは握しておくことがきわ 算を行ない，その99%信頼範囲内の測定値だけを対象に

めて重要である. して求めた推測統計的な数値を Table1に示す.

そこで著者らは，小学校および高等学校に通学する生 この Table1に示した小学生および高校生の馬尿酸

徒の早朝一時尿を用いて，馬尿酸および肝機能の目安で 灘度に関する推測統計的な数値の差異について，性別，

*東京都立衛生研究所生活科学部栄養研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku必1，Tokyo， 160 ]apan 
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Results of Statistical Analysis on the Urinary Hippuric Acid and Urobilinogen Table 1. 

Urobilinogen (mg/l) Hippuric Acid (mg/ml) 
S. No. Sex 

u. R. L. C.V. S.D. Mean R.No. u. R. L. C.V. S.D. Mean R.No. 

k
g
p
河
内
、
.
同
J

。
』
伊
ハ
官
。
』
向
氏
、
.
N
N
E
-
h
Q
守・

~u
・同
4
2
1
Y
H由
吋
由

31. 91 0.3521 5.72 16.23 1 0.517 0.3195 0.088 0.276 。48 Boy 
Koiwa H.S. 

37.65 0.4590 7.67 16.71 。0.612 0.4110 0.119 0.289 。51 Girl 

26.46 0.3640 4.87 13.38 7 0.579・0.3720 0.108 0.29 2 79 Boy 
Kunitachi H. S. 

33.85 0.4412 6.82 15.46 。0.615 0.4022 0.119 0.295 5 68 Girl 

20. 71 0.4404 4. 13 9.37 。0.817 0.4296 0.161 0.375 。46 Boy 
Nanyo E. S. 

20.6 0.3393 3.58 10.55 4 0.927 0.4085 0.177 0.434 。39 Girl 

27.76 0.4521 5.58 12.35 4 0.955 0.3032 0.158 0.521 。47 Boy 
Daihachi E. S. 

30.62 0.4695 6.22 13.23 。1. 075 0.4545 0.215 0.473 。36 Girl 

27.72 0.3572 5.09 14.26 10 0.534 0.3423 0.096 0.280 4 127 Boy 
H. S. Students 

33.19 0.4302 6.68 15.52 6 0.572 0.3842 0.109 0.284 8 119 Girl 

22.42 0.4375 4.53 10.35 7 0.915 0.391 0.176 0.449 。93 Boy 
S. Children 

26.56 

Note: S. No. : Subject Number， R. No. : Rejection Number， S. D.: Standard Deviation， C. V.: Coefficient Variation， u. R. L.: upper Rejection 

Limit Value， Koiwa H. S.: Tokyo-To Koiwa High School， Kunitachi H. S.: TokyふToKunitachi High School， NanyδE. S.: Koto 

Ward Nanyo Elementary School， H. S. Students: High School Students， Daihachi E. S.: Tachikawa City Daihachi Elementary School， 
S. Children: School Children 

0.4471 5.4 12.07 3 0.914 0.406 0.178 0.438 2 75 Girl 
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年令層別および通学地域別に解析を行なった.まず，周

年令層における推測統計的な平均濃度(以下平均排i世濃

度と記す〉の性差を， Welchの差の検定にもとづいて比

較したところ，小学生および高校生ともに性別による有

意差は認められなかった.しかし，小学生の一時尿中馬

尿酸の平均排池濃度〈男子:0.449土O.176mgjml，女子

: 0.438土O.178mgjml)と，高校生の一時尿中馬尿酸の

平均排rl!!:濃度〈男子:0.280土O.096mgjml，女子:0.284 

土0.109mgjmりを， Welchの差の検定にもとづいて比

較検討したところ，向性聞においては，男女子生徒とも

に危険率 0.1%以下の水準で小学生の平均排i世濃度の方

が有意に高値であることが認められた.

なお，これらの小学生および高校生の一時尿中馬尿酸

の平均排准濃度の算出に際して，小学生では女子の 2例

(男女子生徒全体として1.19%)および高校生の男女子

生徒合せた12例〈全体として4.88%)の各測定値が， F 

分布にもとづいた棄却検定によって異常高値であると判

定されたために，その計算対象から除外された.これら

の棄却測定値が，どのような理由によって異常値を示す

ことになったのかについては，単にシンナー系有機溶剤

を用いた幻覚遊びだけによってもたらされたものとして

のみ結論づけることはできない.なぜならば，栄養上必

須とされるアミノ酸の一つであるフェニールアラニン

や20)，炭酸を含まない清涼飲料水の保存料として 0.6gj

kgの割合で添加することが認められている安息香酸ナ

トリウム21)が，生体内で代謝をうけて馬尿酸に生合成さ

れ，その後に尿中へ排池されるからである.したがって，

F分布の棄却検定によって異常高値として棄却された尿

中馬尿酸のそれらの測定値については，被検者の摂取食

物などとの関係についても合せて考察しなければならな

いが，このたびの調査では検査の主目的が異なる材料を

利用しているために，それらの点については明らかにで

きない.

尿中馬尿酸濃度に影響を及ぼすようなものを摂取した

者の測定値を， F分布の棄却検定で平均排池濃度の計算

対象から除外したものとするならば，すでに述べた小学

生および高校生の平均排池濃度は，普遍的な食生活者の

正常な値を示しているものと考えることができる.この

ように考えると，高校生の一時尿中に排札止される馬尿酸

最が，小学生のそれの 6割強でしかないのは，筋肉質成

長期の高校生の方が小学生よりも，必須アミノ酸である

フェエールアラニンの要求度が高いために，その代謝成

分である馬尿酸の尿中排rl!!:量が低下していることなどが

推察される.

また，小学生および高校生のこれらの一時尿中馬尿酸

の平均排世濃度を，友国ら22)が抽出比色法にもとづいて

求めた正常人の平均濃度 0.38土0.20mgjml(n=20)に

比べると，小学生では危険率20%強という低い確率であ

りながらも有意に高い値であったが，高校生では逆にほ

ぼ5%という危険水準でその平均排准濃度は有意に低値

であることが， Welchの差の検定によって示された.

つぎに，一時尿中に排i世される馬尿酸濃度の通学地域

による相違を，同年代の向性問において Welchの有意

差検定にもとづいて比較検討した.その結果，工場地域

と考えられている環境(城東地区〉にある南陽小学校の

男子生徒の平均排i世濃度 0.375土0.161mgjmlよりも，

空気清浄な環境とされている多摩地区にある第八小学校

の男子生徒の平均排法濃度0.521土0.158mgjmlの方が，

危険率 0.1%以下の水準で有意に高い値であると判定さ

れた.

しかし，前記した両校の女子生徒間および城東地区の

小岩高校と多摩地区の国立高校の男女子生徒ともに，そ

の通学地域による平均排池濃度の有意差は認められなか

った.けれども，この尿中馬尿酸の平均排世濃度の算出

に際して， F分布の棄却検定にもとつ'いて異常高値で、あ

ると判定されたために，計算対象から除外された測定値

の出現は，国立高校生の 7人(男子2人，女子5人〉だ

けであった.このことを，第八小学校の男子生徒の尿中

馬尿酸の平均排洗濃度が，南陽小学校の男子生徒のそれ

よりも有意に高かったことと合せて考えると，多摩地区

の食生活を含めた全生活環境の中に排准増加を来すよう

‘な何らかの因子があるように思われる.なぜならば，す

でに著者ら23)は，一時尿中l乙排?世されるコプロポノレフィ

リシの平均濃度および棄却異常高値の出現率が，城東地

区の中学生よりも多摩地区の中学生の方が高かったこと

を報告してあり，地域的にはこのたび調査した尿中馬尿

酸の関係も同じ傾向であったことはきわめて興味深い結

果であった.

さらに， Table 1に示した一時尿中のウロピリノ{ゲ

γ濃度の推測統計的な数値について検討を行なう. ま

ず，小学生および高校生の一時尿中ウロピリノーゲンの

平均排池濃度を， Welchの差の検定にもとづいて比較

したところ，男女子生徒ともに危険率 1%以下の水準で

高校生の方が有意に高値であると判定された.また，性

別について同様に比較すると，小学生および高校生とも

に危険率 0.1%以下の水準で女子生徒の方が有意に高い

状態であったが，通学地域別ではそれぞれが異なった関

係であって，共通的な関連傾向は認められなかった.

すでに述べてきた馬尿酸は，肝臓のミトコ γ ドリアに

存在する gかcineacyltransferaseにより，ベシゼγ環
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のグリシン抱合解毒反応が促進されることから，臨床生

化学の分野では，被検者に安息香酸ナトリウムを静脈注

射もしくは経口的に投与し，その後に尿中へ排i世されて

くる馬尿酸量を経時的に測定して，肝実質障害の有無を

調べる検査として確立されている24) そこで，肝機能の

目安であるウロビリノ{ゲンと馬尿酸の尿中濃度の相互

関係について検討するために，小学生および高校生のそ

れぞれの測定値を相関的にプロットした散布図をFig.1

および Fig.2に示す.

82 

n=168 
・80y93 
調 Girl 75 
t =0.4428 (P<O.∞1) 
Y =O.0113xφ0.3102 

町役mL

1.1 

0.1 

。。 IT1!lIL 

Relationship between Urobilinogen and 

Hippuric Acid in the Temporary Urines 

on the High School Students 

危険率水準でようやく有意性が示されるていどであり，

その回帰直線はy=0.0109 x +0.2028であった.

さらに， Fig.2は高校生における一時尿中のウロピ

リノ{ゲγと馬尿酸のそれぞれの測定値を，相関的にプ

ロットした散布図である.この男女子生徒全体の相関係

数 r=0.4351は，危険率 0.1%以下の水準で有意であっ

た.なお，小学生の場合と同様に，相関度を性別に検討

したところ，男子生徒における相関係数 r=0.4133 (p 

<0.001)と女子生徒のそれ r=0.4444 (p <0. 001)の

聞には小学生の場合ほどの差は認められず，その回帰直

線もそれぞれy=0.0068 x +0. 1857およびy=0. 0069x 

+0.1948の式で示された.さらに，高校生について尿中

ウロピリノーゲンの F分布における棄却限界上限値より

も高値であった測定値を対象にして，その被検体の馬尿

酸との相関度を検討したところ，その相関係数r=0.1241

(n =15)は，危険率を相当に高くしてもその有意性は

認められず，その回帰直線y=0.0016 x +0.3449もすで

に述べてきたものに比べると，もっとも z軸に傾斜した

ものであった.このことは，肝機能が低下した場合には

馬尿酸の生合成代謝が遅れることおよび代謝経路の変化

を示しているものと推察されるので，こんご肝障害者に

おける馬尿酸の尿中排11!!:水準および解毒抱合能などにつ

いて検討する必要があるものと考える. 
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この Fig.1は，小学生における一時尿中のウロピリ

ノ{ゲシと馬尿酸のそれぞれの測定値を，相関的にブ。ロ

ットした散布図である.この男女子生徒全体の一時尿中

ウロピリノ{ゲシと馬尿酸の相関係数 r=0.4428は危険

率 0.1%以下の水準で有意であったが，性別に相関度を

検討したところ，男子生徒の相関係数 r=0.5057 (p < 

0.001)と回帰直線y=0.0112 x +0.3138に対し，女子生

徒における相関係数 r= O. 3711 (P <0. 001) は小さく

そのうえ回帰直線y=0.0068 x +0. 1857もz軸に対する

角度が小さい結果であった.また，肝機能の目安である

ウロピリノ{ゲンのF分布における棄却限界上限値以上

の測定値と馬尿酸の濃度との関係について検討したとこ

ろ，相関係数 r=0.6089 (n = 8)は20%弱という高い
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ま とめ

江東区立南陽小学校の低学年生徒85名および立川市立

第八小学校の低学年生徒83名ならび都立小岩高等学校の

生徒99名および都立国立高等学校の生徒 147名の早朝一

時尿を用いて，馬尿酸およびウロピリノーゲンの濃度を

測定し，それぞれの測定値を学年期別，性別および通学

地域別に比較するとともに，両成分の相関性についても

検討し，それらの関連性などを推測統計的手段にもとづ

いて総合的に解析を行なった.

1. 一時尿中馬尿酸濃度の推計統計的平均値を，

Welchの差の検定にもとづいて比較したところ， 小学

校の男子生徒の平均濃度0.449土O.176mg/ml (n = 93) 

と女子生徒の平均濃度0.438土0.178mg/ml(n =73)お

よび高校生の男子生徒の平均濃度 0.280土0.096mg/ml

(n =123)と女子生徒の平均濃度 0.284土0.109mg/ml

(n =111)の聞において性差は認められなかった.しか

し，小学生と高校生の向性聞においては，男女子生徒と

もに危険率 0.1%以下の水準で，小学生の方が有意に高

値であることが認められた.

なお，推測統計的平均値を算出する際に， F分布の棄

却検定にもとづいて異常高値であると判定されたため

に，その計算対象から除外した測定値は，小学生は女子

生徒の 2例のみであり，高校生では男子生徒の 4例およ

び女子生徒の 8例であった.

また，通学地域別に尿中馬尿酸濃度を比較検討したと

ころ， 南陽小学校の男子生徒の平均濃度 0.375土O.161 

mg/ml (n =46)よりも第八小学校の男子生徒の平均濃

度0.521土O.158mg/ml (n = 47)の方が，危険率 O.1% 

以下の水準で有意に高値であると判定された.しかし，

両校の女子生徒問および高校生の男女子生徒聞ともに，

向性のあいだにおいて平均濃度の差異は認められなかっ

た.なお， F分布の棄却検定によって異常高値であると

判定されたために，その平均濃度の計算対象から除外さ

れた測定値は，第八小学校と同じ地域にある国立高校の

男子生徒の 2例および女子生徒の 5例のみであった.

2. 尿中ウロピリノ{ゲンの推測統計的な平均濃度

を，小学生と高校生の同性聞において， Welchの差の検

定にもとづいて比較したところ，男女子生徒ともに危険

率 1%以下の水準で高校生の方が有意に高値であった.

また，性別についても比較したところ，小学生および高

校生ともに危険率 O.1%以下の水準で女子生徒の方が有

意に高値であったが，地域的に共通な傾向は認められな

治ミっTム

3. 小学生における一時尿中のウロピリノーゲンと馬

尿酸の濃度の相関係数 r=0.4428は，危険率 O.1%以下

の水準で有意であった.なお，性別に相関度を検討した

ところでは，男子生徒における相関係数 r=0.507 (p 

<0.001) は女子生徒における相関係数 r=0.3711 (p 

<0.001)よりも大きかった.

また，高校生における一時尿中のウロピリノ{ゲンと

馬尿酸の濃度の相関係数 r=0.4351も，危険率 0.1%以

下の水準で有意であった.さらに，高校生についても性

別に相関度の検討を行なったところ，男子生徒における

相関係数 r=0.4133および女子生徒における相関係数 r

=0.4444ともに危険率 0.1%以下の水準で有意であった

が，両係数の大きさの差は，小学生の場合ほど明瞭では

なかった.
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塩酸ヒドララジン
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市販医療用医薬品の品質について(第7報〉
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Hydralazine Hydrochloride 
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Keywords:塩酸ヒドララジγhydralazinehydrochloride，ρーニトロベγッアノレデヒド ρ-nitrobenzaldehyde， 

hydralazine nitrobenzate，比色定量法 colorimetricdetermination 

吸収と考えられ，さらに溶液が酸性になるにしたがい吸

収曲線に変化がみられる. (Fig.2) 

J. P. IXはHHの確認試験として，nitrobenzaldehyde 

〈以下 NBA と略す〉を反応させ，シッフ塩基 (hydr-

alazine-ni trobenza te以下 H-NBと略す〉を生成しその

融点を測定しているが2) (Fig.3)， 著者らはこの反応に

市販医療用医薬品のうち，今回は降圧剤として使用さ

れている塩酸ヒドララジン(以下HHと略す〉の定量法

を検討したので報告する.

HH (Fig.1) は， スイス， チパ・ガイギー研究所の

Dru巴y ら1) によって合成されたフタラジン誘導体で，

無臭，苦味のある白色結晶性粉末で，水に溶け，エタノ

{ノレに溶けにくく，エーテルに不溶で、ある.
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Absorption Spectra of HH and Phthalazine 

1 : HH in Water II : HH in 0.2N HCl 
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Fig.2. 

HHは末梢細動脈の血管平滑筋に直接作用し，血管を

拡張させて降圧作用を現わすといわれるが，作用機序に

ついては十分明らかにされていない.降圧作用は強力で

広範囲な症例に適用され，特に拡張期血圧の降下が著明

である. 現在第9改正日本薬局方(].P. IX)， 第19改

正米国薬局方 (USPXIX)に収載され， 医薬品第12次

再評価においても，経口では本態性高血圧症，妊娠中毒

症による高血圧に，注射では高血圧性緊急症(子嫡，高

血圧性脳症等〉に有効と判定されている.

HHおよび製剤中のHHの定量法として， ヨウ素酸カ

リウム滴定法，紫外部吸収法E叫が知られている.前者

はヒドラジノ碁の還元性に基づく反応を利用したもので

あり，後者は， HH水溶液の Amax260nmにおける吸

光度を測定する方法で現在 USPXIX Hydralazine 

Hydrochloride Tabletsの Contentuniformityに利用

されている. HH水溶液のUV吸収はフタラジγ由来の

Fig. 1. Hydralazine Hydrochloride 

*東京都立衛生研究所理化学部医薬品研究科 160 東京都新宿区首人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku.ku， Tokyo， 160 Japan 
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OL +OHCQN02 

NBA 

町二C4。2
→ 03+ 

日-NB

Fig.3. 

着目し，検討した結果，生成するシヅフ塩基は溶媒に溶

けにくいが，溶液の Amaxにおける吸光度はHH濃度に

比例することを認め，比色定霊法を検討し良好な結果を

得た.

本法は反応試薬として戸-NBAを用い，生成するH-

p-NBをセロソルブに溶解し Amax420nmにおける吸

光度を測定するものである.

前述のようにヨウ素酸カロウム消定法，紫外部吸収法

はHHに特異的ではなく，特に製剤においては，滴定法

は比較的多量の試料を必要とし，また終まつ点の確認が

困難な例がしばしば見うけられる.一方uv法では，使

用される賦形剤による pHの影響などの妨害が見られ

る.これらの方法に比較して本法はその反応機構から考

えてもHHに選択的で，検討の結果再現性は良好で，他

物質の影響を受けることが少し少量の試料で行うこと

ができ， HHおよびHH製剤jの定量法としてきわめて有

用な方法であると考える.

実験の部

1. 試薬・試液 ①HH標準品:].P. IX塩酸ヒドラ

ラジシを].P. IXの定量法にしたがい定量し， CsHsN. 

・HClとして 99.0%以上のものを標準品とした. ②0-， 

'111-， β-NBA (いずれも和光純薬特級〉 ③ρーアルデヒ

ド液:P-NBAの0.15%ェタノ{ル溶液.④H-o-，'111-， 

ρ-NB : 0-， '111-， p-NBAをそれぞれとり， ]. P. IX 

HH確認試験 (1)にしたがって得た沈殿をろ取し，水

洗したのち希エタノールから 2回再結晶し， 1050で3hr 

乾燥したもの. (mp; 0-， 2400 '111-， 224.50ρ-， 244.50
) 

⑤ヒドララジンニトロベγ ツェ{ト標準液 (ortho，

metha， para) (それぞれ H-o-，'111-， ρ-NB標準液と

略す) : H-o-， '111-， ρ-NBのそれぞれ約 3mgを精密

に量り禍色メスフラスコにとり，セロソルプを加え必要

なら加湿して溶解し， 正確に 200mlとする.この液20

mlを正確にとりセロソルブを加えて正確に50mlとする.

溶解および希釈は光をさけて行う.⑥セロソノレプ〈エチ

レγグリコールモノエチノレエ{テル)(和光純薬特級〉

その他のものは].P. IXによる.

2. 定量法試料液(T)HH約20mgを精密に量り，

水を加えて溶解し，さらに水を加えて正確に100mlとす

る. この液 10mlを正確にとり， 水を加えて 50mlとす

る.

HH標準液 (S)HH標準品約20mgを精密に量り，

水を加えて溶解し，以下 (T)と同様に操作する.

操作 (T)， (S)，水 (B)のそれぞれ 5mlを正確に

量り，それぞれ 100mlの褐色マイヤ{フラスコにとる.

bーアルデヒド液 1.0mlをそれぞれに加え， ゆるやかに

振り混ぜたのち，冷却器をつけ30分間水浴上でおだやか

に還流する-.E!.室温まで冷却したのち，冷却器をはず

し，再び水浴上で蒸発乾固するまで加熱を続ける.残留

物にセロソルブ 50mlを正確に加え溶解し， (B)を対

照として層長10mmで 420nm附近の Amaxにおける吸

光度 AT，Asを測定し，定量する. 残留物をセロソノレ

ブに溶解してからのちは，光をさげて操作する.

3. 定量法検討

H-NBセロソルブ溶液収吸曲線および反応試薬選定

H-o-， '111-， ρ-NB標準液はそれぞれ 400，380， 420nm 

に Amaxを持つ.(Fig. 4)比吸光度は 0-，m-，ρーの順

に大となり， したがって反応試薬として ρ-NBAを用

いることにし，以下検討を行った.

H-p-NBの生成再現性および検量線 HH標準液，

水，それぞれ5mlを正確にとり， 2.定量法にしたがって

操作し，吸収曲線を測定した結果， H-p-NB標準液の

吸収曲線と一致した.再現性は良好で (n=15， CV= 

0.9%)，またHH濃度 (O~O. 06mg/ml)の範囲で検量線

を作成するとき，原点を遜る直線性を示した. (Fig.4) 

P・アルデヒド液の濃度 HH標準液 5ml(HH 1. 02 x 

lO-smoleを含む〉に対し，各濃度の βーアノレデヒド液(2

x 10-6~1. 5 x 10-5mole/ml)を使用し，定量法にしたが

って操作し， 吸光度を測定した. p-アノレデヒド液濃度

は 6X 10-6mole/ml以上で吸光度がほぼ一定最大を示し

た.(Fig. 5) したがって 0.15%エタノール溶液 (9.9

X 10-6mole/mlを含む〉を使用することにした.

フタラジン，ヒドラジン塩の影響 HH， プタラジ

ン，硫酸ヒドラジシ共存〈モル比 1: 1 : 1)の溶液に

ついて，定量法にしたがってHHの回収率を測定した結

果は， 100.0% (n = 5，σ=1. 2~めで， フタラジγ，



87 

ルブを用いることにした. まTこいすJれの溶媒を用いて

も，その溶液は光に対し不安定であるが，しゃ光した状

態では少くとも 5hrは安定である.したがって溶解およ

び測定は暗所で行うことにした.

4. 製剤中のHHの定量 HH製剤は現在，錠，穎粒，

散期U，注射液， 注射用剤が承認されており， いずれも

HH単味の製剤である.今回はこれら市販製剤のうち，

素錠，糖衣錠，散剤，ァ γフツレ入り凍結乾燥粉末〈注射

用剤〉について検討を行った.

定量試料液 (T')・注射用剤 :HH約 20mgを精密

に量り，水を加え溶解したのち，さらに水を加えて正確

に100mlとする.その 10mlを正確にとり，水を加えて

正確に 50mlとする.

散剤および錠剤:散剤はそのまま試料とし，錠剤は20

錠以上をとり，その重量を精密に量り，粉末とし試料と

する.試料のHH約20mgに対応する量を精密に量り，

メタノーノレ 75mlを加えて， 30分間振り混ぜたのち，メ

タノ{ルを加えて正確に 100mlとする. この液を遠心

分離し，上澄の 10mlを正確にとり， 水浴上でメタノ{

ルを留去する.残留物に水を加えて溶解したのち，水を

加えて正確に 50mlとする.

(T')， (S)，水 (B)のそれぞれ 5mlを正確にとり

以下 2.定量法操作にしたがって操作し，吸光度 AT'，

Asを測定する.別に (Tうの 5mlを正確にとり， ρー

アノレデヒド液に替え， エタノーノレ 1mlを正確に加え上

記と同様に操作して，吸光度 At'を測定する.

i¥'P'-At.' 
HHの量(mg)=HH標準品の量(mg)x一-L7-iー

.el.s 

試料液の調製にあたり，散剤および錠剤については色

素，賦形剤をできるだけ除くため，メタノール抽出とし

た.

定量結果 本法と同時に下記，ヨウ素酸カリウム滴定

法により定量を行い， Table 1を得た.

30-1， 1979 年報研衛

Fig.4. 
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Table 1. 

Type 
Contents (%) (n=3) 

Proposed KIOa 
method method 

Sample 
15 

Effect of t-NBA Concentration on the 

Absorbance at 420nm 

5 10 

p-NBA Concenヒra.t.ion (xlO-
6
mole/ml) 

Fig.5. 93.6 

100.3 

94.8 

94.0 

104.8 

91. 5 

101. 5 

104.4 

90.4 

94.4 

Tablet 

Su釦arCoated 
Tablet 

Powder 

Sugar Coated 
Tablet 

Lyophilized 
Powder 
(for Injection) 

I 

II 

III 

V 

IV 

ヒドラジン塩とも妨害しなかった.

測定溶媒の選択と溶液の安定性 H-NBは 0-，m-， 

ρーいずれもクロロホルム， セロソルブ， エタノール，

メタノールにきわめて溶けにくく，水にほとんど溶けな

いが，沸点が高く，安定で比較的溶解性のまさるセロソ
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ヨウ素酸カリウム滴定法:散剤および錠剤:散剤はそ 謝辞木研究に際して貴重な原体を提供して下さつ

のまま試料とし，錠剤は20錠以上をとり，その重量を精 た，山之内製薬株式会社，検体の収集にあたられた薬事

密に量り粉末とし試料とする.試料のHH約150mgに対 監視員の方々に深謝したします.

応する量を精密に量り，水 30mlを加え15分間振り混ぜ、 文 献

たのち，遠心分離し，上澄をヨウ素フラスコにとる.残 1) Hartmann， M. and Druey， ].: U. S. Pat. 2， 

留物はさらに水30，20， 20mlずつで同様に抽出し， 上 484， 029(1949) 

澄はヨウ索フラスコに合し，試料液とする 2)日本公定書協会:第九改正日本薬局方解説書 第 1

注射用剤 :HH約 150mgを精密に量り，ヨウ素フラ 版 C-435，1976，広川書庖

スコに入れ，水 100mlを加え溶解し試料液とする 3)USP XIX 234， 1975 

試料液について USPXIX HH tablets の定量法に のB.P. 1963， 364， 1964 

したがって定量する.
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有害物質を含有する家庭用品の試験法に関すQ研究(第4報〉

繊維製品中の有機スズの定量

奥本千代美*，長嶋真知子汽吉原武俊*，下平彰男*

Studies on Examination Method of Household-Necessities 

Containing Poisonous Chemical Substances (IV) 

Determination of Organotin Compound in Textile Products 

CHIYOMI OKUMOTO*， MACHIKO NAGASHIMAペTAKETOSHI YOSHIHARAホ

and AKIO SHIMOHIRA * 

The examination method of the household-necessities containing harmful agents has been studied. 

In this paper， determination of tributyl-tin compounds contained in textile materials is discussed. 

The procedure employed is as follows: tributyl-tin was extracted from textile materials using HCl-

methanol as a solvent， and separated from the extract by means of column chromatography with 

benzene-acetic acid (100:1)， to which dithizone was added to form a complex. The complex was 

measured by obtaining an absorbance at 435nm. Tributyl-tin was detectable within th巴 rangeof 2. 23-

22.25μg/ml as tributyl-tin oxide. Upon examination of 150 specimens collected from textile materials 

on the market， tributyl-tin was not detected at all in accordance with this method. 

緒 言

Keywords : tributyl-tin compound， colorimetry with dithizone， textile materials 

農産物，木材および塗料などの殺菌剤，防腐剤として，

あるいはプラスチックの安定剤などとして広く使用され

ている有機スズ化合物の毒性が問題祝されるようにな

り，一連の化合物のうちトリフェニルスズ化合物に関し

ては昭和53年9月， r有害物質を含有する家庭用品の規

制に関する法律」により，おしめなどの繊維製品および

家庭用接着剤などに含まれる同化合物が規制され，同時

に定量法などが規定された.しかし，繊維の防かび加工

剤として主に使用され，かつ毒性がトリフェニノレスズ化

合物よりも強いといわれるトリブチルスズ化合物に関し

ては同法の規制対象外である. トリブチルスズ化合物の

うちトリプチルスズオキサイドは木材の防腐剤として広

く使用されており，木材中の同化合物の分析法として原

子吸光法1)およびポ{ラログラフ法1，2) などが報告され

ており，ジチゾンと反応させて生じたトリブチルスズージ

チゾγ錯体の透過度を測定して防腐剤中の同化合物の濃

度を測定する方法3) も報告されている.著者らは，この

トリフゃチルスズージチゾγ錯体が 435nm付近に極大吸収

を持つことに着目して繊維製品中のトリフゃチルスズ化合

物の定量法について検討し，あわせて市販繊維製品中の

同化合物の含有量を測定したので報告する.

実験方法

試薬・試液特に記載のないかぎり試薬特級を用い

た. 1)各種有機スズ標準原液および標準液:1::-スートリ

ブチルスズオキサイド(以下 TBTOと略す)，トリブチ

ルスズアセテ{ト (TBTA)以上吉宮製薬社製， トリブ

チノレスズグロライド (TBTC)，テトラノルマルプチル

スズ(TeBT)，ジブチルスズジアセテ{ト (DBT)以上

東京化成製，モノフホチルスズトリグロライド (MBT)

アルファ社製，以上の各有機スズ化合物をベンゼシに溶

かし，それぞれ 11，OOOpg/mlの標準原液を調製し，ベ

ンゼγを用いて必要濃度に希釈し標準液とした. 2)塩化

第二スズ標準液・和光純薬製原子吸光分析用試薬(1，000

μg/m/) の適量をとり， メタノーノレを用いて必要濃度に

希釈した. 3)ジチゾγ溶液:日局九に準じて精製したジ

チゾγをベンゼンに溶かし0.02w/v%溶液を調製した.

4)ホウ酸緩衝液:ホウ酸 12g，四ホウ酸ナトリウム 199

および EDTA2.5gを水に溶かし 11とした. 5)希ァ γ

モニア水:28%アンモニア水 1mlに水を加えて 50ml

とした.6)シリカゲ、ルカラム:和光純薬製カラムクロマ

ト用ワコ{ゲル (C-200)の 8gをとり，ベシゼンに懸、

濁させ，内径1.5cm， 長さ 30cmのカラム管に充てん

し，その上に無水硫酸ナトリウムの 4gを積層させた.

*東京都立衛生研究所理化学部医薬品研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 
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7)薄層グロマトグラブィー用展開溶媒 2，2， 4ートリ

メチルベγタシ・アセトン・酢酸(16・3.5・0.5)久

間発色試薬:ジチゾンをアセトンに溶かし O.lw/v%溶

液を調製した.8)防かび加工剤:サナTS (TBTOを

10%含有〉大和化学工業製

装置 目立自記分光光度計 EPS-3T型

試料 1)自家製加工布:防かび加工剤 2mlをとり，

水を加えて 200mlとした加工浴を調製し，被加工布20g

を用いて，加工浴の温度をはじめ常温，ひき続き浴温を

600に上昇させてから， それぞれ20分間浸演したのち乾

燥した.2)市販繊維製品:52~53年度行政試験の検体中

から「有害物質を含有する家庭用品の規制に関する法

律」による， トリフェニノレスズ化合物の規制対象品目で

あるおしめ，おしめカバー，くつ下などを中心として

150種の製品を選び試料とした.

ジチゾン比色法による TBTOの定量法 TBTO標準

液 (2.23~22.25μg/ml) の 5ml をとり，ホウ酸緩衝液

3mlおよびジチゾシ溶液 5mlを加えて振とうし， 10分

間静置したのちベシゼン層を分取した.ベγゼγ層はア

ンモニア水 5mlおよび水 5mlを用いて，それぞれ3凹

ずつ洗浄したのち， ベンゼγ 5mlを同様に操作した液

を対照として 435nmの吸光度を測定した.

繊維製品中のトリブチルスズ(以下 TBT と略す〉

の定量法細切した試料の1.Ogをとり，塩酸メタノー

ル(0.05v/v%)100mlを用いて700の水浴中で10分間抽

出し，ガラスフィルター (G2)を用いてろ過し，抽出

に用いた容器などは少量のメタノールで洗い，洗液を先

の抽出液に合せた.抽出液10に対し，ホウ酸緩衝液およ

びベシゼシをそれぞれ5: 3の容積比で加え， 5分間振

とうし，静置したのちベンゼン層を分取した.同様操作

を数回繰り返し， 全ベシゼン層を合わせて 1ml以下に

濃縮したのち，シリカゲノレカラムに通導した.はじめに

ベンゼン 50mlを流したのち， ベγゼγ・酢酸 (100: 

1)の 200mlを用いて溶出し， 溶出液中の酢酸は水洗

により除去し， 既述の比色操作を行ない， 別に求めた

TBTOの検量線より試料中の TBT含有量を求めた.

結果および考察

ジチゾン比色法既述の比色操作を行なった結果，

TBTO 2. 23~22. 25μg/mlの範囲で検量線が得られ

た Chromyらめは TBTOージチゾγ錯体を四塩化炭

素中で 570nmの透過度を測定することにより， TBTO 

の定量を行なっているが， 著者らは Fig.1に示したよ

うに TBTOージチゾン錯体が 435nmに極大吸収を持

つことから，この波長での吸光度を測定した.なお未反

応、でのこるジチゾンは 445nm付近に極大吸収が見られ

出
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Fig.1. Absorption spectra of TBTO-Dithizone 
Complex(A) and Dithizone(B) in 
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Fig.2. Variation of Absorbance of TBTO-
Dithizone Complex by Standard Solution 
contained 2.23~22.25μg/ml of TBTO 

るので，アンモニア水を用いて過剰のジチゾシを除去し

た.また， TBTOージチゾ、シ錯体は光に対して不安定

で極大吸収が長波長側に移動するので，しゃ光して行な

うと 4時間経過後も極大吸収波長および吸光度の変化は

ほとんど認められなかった. つぎに各種濃度の TBTO

標準液 (2.23~22.25μg/ml) について， それぞれ10回

ずつ比色操作を繰り返し，同一濃度の TBTOの示す吸

光度の変動係数を求めた結果， Fig.2に示すとおり良好

な値が得られた.つぎに TBTOとフゃチル置換基数の等

しい TBTAおよび TBTCまた置換基数の異なる Te

BT， DBT， MBTおよび塩化第二スズ〈いずれも TB

TO として 2.23~22.25μg/ml に相当するスズ濃度〉

について同様にジチゾシ比色法を行ない， TBTOの定

量におよぽす影響を調べた結果， TBTAおよびTBTC

は， TBTOとほぼ等しい吸収曲線を示し， これら 3化

合物の検量線はほとんど一致した.また，赤木ら引の方
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法により薄層クロマトグラフイ{による分析を行なった

結果，これらの化合物はいす。れも Rf値の等しい黄色の

スポットとなり，相互の判別が不可能であった.以上の

結果から， 今回の実験においては TBTO，TBTAお

よび TBTC を含めた TBT として測定し， 数値は

TBTO として表わすこととした.一方，ブチル置換基

数の異なるスズ化合物では DBTが 485nmに極大吸収

を示したが，他のスズ化合物はいずれもこの実験条件下

では発色しなかった.

繊維製品中の TBTの定量法繊維製品中の TBT抽

出法として各種溶媒について検討した.すなわち，自家

製加工布を用いて，塩酸メタノーノレ， メタノール，エタ

ノーノレ，酢酸エチル， ジグロノレメタン， クロロホルムお

よびヘキサシの 7種の溶媒により抽出される TBT の

値を比較した結果，それぞれ， 1019.8， 866.8， 683.3， 

489.5， 458.9， 367.1および204.0μgとなり塩酸メタノ

{ルを用いた場合に最も高い値を示した.また塩酸メタ

ノ{ルにより抽出される TBT の値の変動を調べた結

果，変動係数は5.12%を示し，再現性の良い値が得られ

た.さらに TBT 抽出ずみの試料に，硝酸を加えて湿

式分解し，実験方法に記載した条件を用いて薄層クロマ

トグラフイ{によりスズ化合物の確認を行なった結果，

TBTおよび他のスズ化合物はいずれも検出されず，塩

酸メタノ{ルの 100m! を用いて30分間抽出する方法が

TBTの抽出方法として適当と考えられた.小嶋ら5)

は繊維製品中の有機スズを塩酸メタノールによって，

Williamsl)は針葉樹中の TBTOをエタノールにより

Challenら引はマツ類中の TBTOをクロロホノレムによ

り抽出しているが，繊維製品中の TBT の抽出には塩

酸メタノールが，上記の実験結果より適当であると考

え，我々の実験では塩酸メタノ{ルを抽出溶媒として用

いることとした.つぎにカラムグロマトグラフィーによ

り抽出液中の TBTを分離する方法について検討した.

拍出液を濃縮してカラムに通導すると，抽出液中に溶出

した糊料や染料などが， TBTと共に溶出し，比色時の

妨害となった.そこで塩酸メタノール 100m!に TBTO

5mgを添加し， 小嶋ら日の方法により， メタノール

中の TBTOをベシゼγ層に転溶したのち，ベンゼシ層

を濃縮してカラムに通導した. はじめにベンゼシ 50ml

を流して，色素などのベンゼン可溶の不純物を除去し

たのち， ベγゼン・酢酸(100:1)の 200m!を用い

て， それぞれ 10m!ずつに分画しながら溶出した結果，

Fig.3 に示す溶出曲線が得られた. また各種濃度の

TBTO 標準液 (5~11 ， 000μg/m!) の各 1m! について，

ベシゼシ・酢酸 (100:1)溶出液 200m!中の回収率を

91 
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求めた総果， Fig.4に示す結果が得られた.防かび効果

のあらわれる TBTOの加工濃度は繊維製品の場合0.5

Z以上といわれることから，試料 19につき， 5mg以

上の TBTOの含有が予想されるが，この量の TBTO

は高い回収率を示し，カラムクロマトグラフィーによる

TBTOの分離法は適当と思われた. つぎに前記したよ

うに DBTは TBTと同様ジチゾンで発色し， TBT 
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Table 1. Recoverys of Tributyl-tin Oxide added 

to Various Textile Products 

Sample No. Made of: Appearance Recovery 

1 Cotton 97.2% 

2 " 98.5 

3 " 96.0 

4 Wool r巴d 98.6 

5 " fluorescen t 97.9 

6 11 blue 96.8 

7 Nylon 99.1 

8 11 fluorescent 98.9 

9 11 95.9 

10 Acryl red 100.5 

11 " 101. 2 

12 " red 96.0 

13 Polyester 97.4 

14 " 95.7 

15 I( brown 97.2 

16 Unknown 101. 1 

17 " 99.5 

18 H red 99. 1 

19 11 purple 97.3 

20 11 blue 98.6 

Note四 1mlof TBTO Standard Solution (5mgjml) 
was added to the each Sample. 

“Appearance" means the Tone of Color in 
the Extracted Test Solution. 

の定量を妨害すると考えられるため， TBTとDBTの

分離を試みたところ， DBTは抽出液をベγゼンを用い

て抽出する過程で，塩酸メタノール層に大部分が残り，

またベγゼン層に転溶した一部の DBT もベンゼン・

酢酸 (100:1)の 200ml中には全く溶出してこなかっ

た.DBTは樹脂の安定剤として繊維の中に存在が予想

されるが，市販の繊維製品には染色その他種々の繊維加

工がなされており，これら加工剤による妨害が考えられ

るため，色，材質などの異る20種の試料について TBTO

標準液 (5mgjml) の 1mlを添加し， 既述の定量法に

従って実験を行ない TBTO の回収率を調べた結果，

Table 1に示す結果が得られた.また同一試料を 19ず

つ30固とり， TBTO標準液 (5mgjml)をそれぞれ 1ml

ずつ添加し，既述の定量法を行ない再現性を検討した結

果，変動係数は6.04%であった.

市販繊維製品中の TBT 試料 150績について， 既述

の定量法を行なった結果，いずれの試料からも TBTは

検出されなかった.なお，このうち 6件(アグリル製カ

{テγ1，レーョ γ製ヵーテγ1，ナイロ γ製おし

めカバ- 2，ナイロン製プラスリ γ プ 1，アグリル

製ベピ{帽子:1)から DBTが検出された.

まとめ

繊維製品中の防かび剤として用いられる TBT の定

量法について検討し，次の結果を得た.

1. ジチゾン比色法による TBTの定量範囲は TB

TO として 2.23~22.25μgjml であった.

2. 繊維製品中から TBTを抽出するには 0.05vjv

M塩酸メタノールを用いることが最も適当と思われた.

3. 抽出液中の TBT はシリカゲルカラムによって

単離された.

4. 市販の繊維製品 150種について， TBTの定量を

行なった結果， いずれの試料からも TBT は検出され

なかった.

謝辞本研究にあたり， TBTOおよび TBTAを供

与された吉富製薬株式会社， TBTO加工剤を分与され，

また種々のご助言を下さった国立衛生試験所療品部家庭

用品第一室の中村晃忠氏はじめ室員の皆様に感謝いたし

ます.

(本研究は，昭和51，52年度当所調査研究課題「有害

物質を含有する家庭用品の試験法に関する研究ー繊維製

品中の有機スズの定量法について」として実施したもの

である.) 
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生薬の品質評価に関する研究(第5報) 甘草およびそれを含有す:Q漢方処方製剤の品質

安 田 - TlB*， 瀬戸隆子*，奥沢 昌子汽下平彰男*，田窪栄一*

Studies on the Evaluation of Crude Drugs CV) QuaIity of Licorice Root 

and Its Oriental Medicinal Preparations 

ICHIRO YASUDA*， TAKAKO SETO*， AKIKO OKUSA羽TA*，AKIO SHIMOHIRA* 

and EIICHI TAKUBO* 

Tests on various commercial licoric巴 roots(Glycyrrhiza sρρふ Tongpeilicorice and Sipei licorice 

(peeled)， revealed them to be in conformity with all the requirements of ]apanese pharmacopoeia. 

However， 7 out of 14 samples for glycyrrhizinic acid extraction (Sinkiang licorice， licoric巴ofAfghanistan 

and USSR origins) were found not fulfi1ling the requirements. 

Each licorice root was distinguishable by m巴ansof thin layer chromatography (TLC). Of 12 

samples of licorice root powder as raw.material for pharmaceuticals and 48 samples of the oriental 

medicinal preparations， 7 were identified as Sinkiang licorice. 

The substance identified as Sinkiang licoric巴 wasnoted to be licochalcone A， and its structure 
was clarified on the basis of spectroscopic studies in preferential use of 13C Nuclear Magentic 

Resonance (I3C-NMR). 

Keywords : licorice root， Glycyrrhiza Slゆ.， thin layer chromatography， oriental medicinal preparation， 

licochalcone A， carbon-13 nuclear magnetic resonance 

緒 = 
霞

甘草 GlycyrrhizaeRadixはマメ科 (Leguminosae)

の Glycyrrhiza属の根およびストロ γで， 漢方におい

ては傷寒論 110処方中74処方に配合され，緩和剤，解毒

剤jなどとして広く用いられる生薬である.一般の医薬品

中においても去苦笑剤，粘滑剤あるいは矯味矯臭剤として

用いられるほか，胃潰湯，十二指腸潰療などにも使用さ

れている.

甘草の薬理学的研究はすでに Takagiらをはじめ多く

の研究者によって報告1) されており，抗潰w;性作用，消

炎作用および鎮痘作用が認められ，これらが総合的に働

いていると考えられるが，これらの有効成分はいまだに

明確なものとなっていない2刈. 一方， 甘草中の 1成分

であるグリチルリチン酸は，天然から得られる甘味料と

して注目され，サッカリンに代わり近年食品添加物に使

用されるようになったり. その結果，甘草の需要は生薬

としてよりむしろグリチルリチン酸抽出用として高まっ

ている.

今日，生薬としては，良品と言われている東北甘草の

ほか，西北甘草あるいは西北甘草(皮去りと称するも

のが中国から輸入されている.また，グリチルリチン酸

抽出用甘草としては，新彊甘草と称するものが中国から

輸入されるほか，アフガニスタン産甘草あるいはソ連産

甘草などが輸入されている.そして，このグリチルリチ

ン酸抽出用甘草が多量に流通するようになった現在，こ

れがそのまま生薬として用いられる懸念がある.そこで

今回，医薬品製造過程より入手した原料生薬および漢方

処方製剤について，使用されている甘草の調査を行なう

こととした.調査を行なうにあたり，まず各種市場品甘

草を第9改正日本薬局方(以下日局と略す〉の基準に照

らし試験を行なった. つぎに薄層クロマトグラフイ{

(以下 TLCと略す〉を用いて， 各種市場品甘草の識

別法を検討し，そしてそれを医薬品製造原料用甘草末お

よび漢方処方製剤に応用した.その際，識別指標となる

物質の構造についても検討したので合わせて報告する.

実験の部

1. 実験材料

東北甘革 l 径 O.6~1. 6cm，長さ 1mにおよび，ほほ。

円柱棒状形でやや湾曲している.外面はかつ色~陪かっ

色を長し，周皮はややはがれやすく，質は疎で軽い.

1977~1979年中国からの輸入品19検体を用いた.

西北甘草径 O.5~1. 6cm，長さ 1mにおよび，ほぼ

円柱棒状形でやや湾曲している.外面は赤かっ色~かっ

色を塁し，質は密で竪く，繊維質である. 1977~1979年

*東京都立衛生研究所理化学部医薬品研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 
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中国からの輸入品26検体を用いた.

西北甘草(皮去り〉 径 O.7~1. 7cm，長さ 70cm，ほぼ

円柱棒状形で，周皮はほとんど除かれている.外国は淡

黄色を呈し，質は密で竪く，繊維質である. 1977~1979 

年中国からの輸入品6検体を用いた.

新麗甘草径 O.7~3. 3cm，長さ 7~10cmに切断され

たもので，太いものは縦割りにされている.外面は暗灰

かっ色を呈し，切断面は不規則で淡寅かっ色~灰黄色を

呈する.質は密で繊維質である. 1977~1979年中国から

の輸入品6検体を用いた.

アフガェスタン産甘草径 0.8~3.1cm，長さ 4~7cmに

切断された円柱棒状形のもので，外面は陪かっ色，切断

面は淡黄かっ色~灰黄色を呈する.質は密で竪く，繊維

質である. 1978~1979年の輸入品 4検体を用いた.

ソ連産甘草径 O.8~2. 8cm，長さ19~32cmの円柱棒

状形または偏平棒状形で，かなり湾曲したものも含ま

れ，形は不揃いである.外国は暗灰かっ色を呈し，細根

を付着するものもある.切断面は不規則で黄色を呈す.

1978~1979年の輸入品 4検体を用いた.

医薬品製造原料用甘草末 1978年末，薬事監視員が都

内各メーカ{に立ち入札収去した医薬品製造原料用甘

草末12検体を用いた.鏡検を行なったところ， 2検体は

赤かっ色のコルク層をほとんど認めない皮去り品であっ

た.

甘草含有の漢方処方製剤IJ 1978年，薬事監視員が都内

販売業より収去した市販医薬品中，とくに甘草を多く含

有する漢方処方製剤48検体を用いた. うち錠剤27検体，

分包剤21検体である.

2. 試料の調製 各種市場品甘草はその 100gを粗切

した後よく混和し，その30gを粉末として試料とした.

原料用甘草末はその 250~500g をよく混和し， その

まま試料とした.

漢方処方製剤は甘草 10g相当量をとり， 粉末とし，

よく混和して試料とした.

3. 灰分，酸不溶性灰分，乾燥減量およびエキス含量

灰分，酸不溶性灰分，乾燥減量およびエキス含量は日

局8)により定量した.

4. TLCによる検討

試料溶液の調製 各種甘草試料および原料用甘草末試

料それぞれ 2gにメタノール 20mlを加え 1夜放置，

ろ過後石液が約 1mlになるまで減庄濃縮， 濃縮液にメ

タノ{ルを加え正確に 2mlとし試料溶液とした.

漢方処方製剤試料の甘草 4g相当量をとり， 水40ml

にてときどきかきまぜ 1昼夜放置，ろ過後ろ液をベシゼ

γ 20mlで3回， さらに水飽和 nーブタノ{ノレ 20mlで

3回抽出， 各抽出液を約 0.5mlになるまで減圧濃縮し

た.そして，ベシゼン抽出液にメタノールを加え正確に

1ml とし， ベシゼγ分画試料溶液とした.また，nーブ

タノーノレ濃縮液にメタノ{ルを加え正確に 2mlとし，

nープタノール分函試料溶液とした.

ゲリチ}[..リチン酸標準溶液 グリチルリチシ酸(東京

化成社製〉を氷酢酸， メタノ{ルより再結晶を繰り返

し，精製した標準品 100mgを少量のアシモニア水に溶

解し，メタノ{ルで正確に 20mlとし標準溶液とした.

TLCの条件 Kieselgel 60 F 254' pr←coated， 10 x 20 

cm， o. 25mm (Merck社製〉 のプレ{トを用い， クロ

ロホルム:メタノ{ノレ:水 (65:35・10)およびベγゼ

γ:酢酸エチルエステル (1: 1)を移動相とし，約12

cm展開した.スポット量は約10μl.

スポ..，卜の検出 紫外線ランプ (254nmおよび 365

nm)を照射し，スポットを確認したのち， 10%硫酸を

噴霧し徐々に加熱した.

5. 識別指標物質 (Comp.l.)の分離と同定

機器紫外線吸収スベグトル〈以下UVと略す〉は日

立 EPS-3T，赤外線吸収スベFトル〈以下 IRと略す〉

は日立 EPI-G3，高分解能マススベクトノレは日:本電子

D-300，マススベクトル(以下MSと略す〉は島津 LK

B-9000， 18C一核磁気共鳴スベグトノレ(以下 18C-NMR

と略す〉は VarianNV-16 (15.lOMHz)を用いた.

Comp.I. 新彊甘草 100gを粉末とし，ベンゼン300

mlで3回熱時抽出，抽出液を合わせ減圧濃縮し， かっ

色粘調性残主主を得. これを Kieselgel60 (0. 040~0. 063 

mm， Merck社製〉のカラムグロマトグラブイ{に付し，

ベンゼン:酢酸エチルエステル (2: 1)にて溶出，溶

出物質をベンゼンから再結晶して mp1010 の黄かっ色

針状結晶 (Comp.1.) 220mgを得た. C21H2204， Anal. 

Calcd. M+338.1518， Found. M+338.1556 C高分解能

マススベクトル)， IRν~~~ cm-1: 3440 (OH)， 1640 

(C=O). UV À訟~ nm (logo) : 238 (3.76)， 313 

(3.91)， 371(4.17)， 18C-NMRの結果はChart1に示し

た.MS m/e (%) : 338 (M+， 15)， 323(7)， 308(20)， 

307 (90)， 121 (100)， 93 (20)， 65 (22)， 43 (22). 

本物質のmp，UV， IRおよび MSは licochalconeAの

文献値5)にー致する.

結果および考察

灰分，酸不溶性灰分，乾燥減量およびエキス含量各

種市場品甘草について，日局甘草の規定に適合しないも

のの数を Table1に示した.東北甘草および西北甘草

(皮去り〉はすべて日局の基準に適合したが，西北甘草

26検体中7検体は適合しないものであった.また，グリ
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Table 1. Number of out of Requirement Specified in ]apanese Pharmacopoeia 

No. of Total ash Acid.insolubl巴 Loss on Content of Out of 
tested ash drying extract reqUlrement 

三五7.0%* 三五2.0%* 三五12.0%* 話25.0%*

T ongpei licorice 19 。 。 。 。 。
(Tohoku Kanzo) 

Sipei licorice 26 3 。 。 4 7 

(Seihoku Kanzo) 

Sipei licorice peeled 6 。 。 。 。 。
(Seihoku Kanzo Kawasari) 

Sinkiang licorice 6 1 。 。 3 3 

(Shinkyo Kanzo) 

Licorice from Afghanistan 4 。 。 。 2 2 

Licorice from U. S. S. R. 4 2 。 。 。 2 

* The regulation stipulated in ]apanese Pharmacopoeia IX 

チルロチン酸抽出用甘草では，新彊甘草6検体中3検

体，アフガニスタン産甘草4検体中 2検体， ソ連産甘草

4検体中2検体が日局の基準に適合しないものであっ

た.エキス含量は，甘草の薬理活性がいずれも水性エキ

ス分画から報告1)されていることから，甘草の品質を評

価するうえで考慮するものの 1つであると思われる.そ

してこのエキス含量の高いものはソ連産甘草 (35.8~

34.8%)および東北甘草 (38.3~26. 6男のであり，低い

ものは新彊甘草 (32.1~18.9%) およびアフガニスタン

産甘草 (32.9~15.89のであった.

TLC TLCのパターン分析を行なう前にその展開溶

媒を種々検討したが，グリチノレリチシ酸よりRf値の低い

位置に各種甘草とも特徴的なスポットを認めにくい.極

性をさらに強くして展開すると各種甘草特有のスポ γ ト

が押し上げられ，その TLC像が比較しにくい.また，

展開時聞が比較的短くて済むなど，いくつかの理由によ

り， グロロホルム:メタノ{ノレ水 (65:35 : 10)を展

開溶媒に選んだ.

各種甘草のメタノールエキスの TLC像は Fig.lに

示すとおりである.グリチノレリチン酸は試薬を噴霧し加

熱しただけでは充分に呈色しないので，試薬噴霧前に紫

外線照射下で確認したところ， Rf O. 08にいずれの甘草

からも暗紫色のスポットとして確認された.東北甘草の

TLC像は試薬噴霧後寅かっ色を塁す Rf.0.44の物質を

主成分とし，そのほかいくつかのスポットを示すもので

あった.西北甘草の TLC像は東北甘草のそれとよく

類似したが， Rf O. 90， O. 40に紫外線照射下いずれも青

白色の鐙光を発するスポグトが検出されず，この点に差

異を認めた.西北甘草(皮去り〉は西北甘草の極性の低

い部分にあらわれるいくつかのスポットが，薄いかある

Rf 
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Fig. 1. Thin Layer Chromatogram of MeOH 

Extract of Licorice Root 
A : glycyrrhizinic acid， B: Comp. I.， 1: Tongpei 
licorice， 2 : Sipei licorice， 3 : Sipei licorice peeled， 

4 : Sinkiang licorice， 5 : Licorice from Afgh(lnistan， 
6 : Licorice from U. S. S. R. 
Solvent: CHC13 : MeOH : H20 (65:35:10) 

いはないものであった.一方，新彊甘草の TLC像はほ

かの甘草のそれとははなはだ異にするものであった.と
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くに Rf0.84のスポットは，紫外線照射下で黄緑色の鐙

光を発し，試薬噴霧後加熱すると鮮やかな赤色を呈する

もので，新彊甘草特有なものであり，その物質 (Comp.

I.)の構造については後述した.また，アフガニスタン

産甘草およびソ連産甘草の TLC像は互によく類似する

もので，試薬噴霧後加熱すると， Rf O. 33に寅かっ色を

呈する物質を主成分とし， Rf 0.20に淡赤色の特有なス

ポットを示すものであったが，ややソ連産甘草の方がそ

の呈色は強く，スポヅトもはっきりと確認された.以上

の結果，その特有の TLC像から各種市場品甘草の識別

が可能となった.

そこで，日局にいずれも適合した原料用甘草末12検体

について，同様に TLCの操作を行ない，上記の実験

結果から比較検討したところ，東北甘草6検体，西北甘

草1検体，西北甘草〈皮去り) 2検体のほかに，グリチ

ノレリチン酸抽出用甘草である新彊甘草3検体を確認し

た.

次に，漢方処方製剤について検討した.漢方処方製剤

は通常，水抽出されたものが多く，メタノーノレ抽出の場

合と奥なり，充分に含有成分の確認が行ないにくい.ま

た，ほかの生薬が配合されているので，甘主主の特徴的な

スポットが明確に判読しにくいなどの理由から，水抽出

物をさらにベンゼン分画と nーブタノ{ル分画に分けた.

ベンゼン分画は濃縮後，ベンゼン:酢酸エチルエステル

(1 : 1)にて展開，n-フヲノール分画は濃縮後，クロ

ロホルム:メタノ{ル:水 (65:35 : 10)にて展開し，

それぞれの原料甘草の鑑別を試みた.その結果は，まず

48検体いずれからもグリチルリチン酸のスポットが明ら

かに認められ，甘草を含有していることを確認した.

そして錠剤27検体中3検体，分包剤21検体中 l検体，計

4検体から Comp.I.を含む新種甘草の TLC像を確

認した.また，アフガニスタン産甘草あるいはソ連産甘

草と思われる TLC像は48検体中に検出されなかった.

一方，東北甘草，西北甘草および西北甘草(皮去り〉の

場合，漢方処方製剤中に配合されるほかの生薬(たとえ

ば黄苓，苛薬など〉中に， Rf値を同じくし， 同じよう

な呈色を示すスポットが認められるため，それらを相互

に識別するのは困難な場合があった.

Comp. I.の構造新彊甘草のベンゼン抽出エキスを

シリカゲノレカラムクロマトグラフィーに付し， Comp.I. 

を得た.本物質は高分解能マススベクトノレから分子式

C21H2204が明らかにされ，その 13C-NMRにおいてケ

トンに由来する炭素が 1ヶ，オレフィン炭素が16ヶ，メ

トキシJレ基に由来する炭素が 1ケ， メチル炭素が2ケお

よびメチン炭素が 1ケ，それぞれシグナルとなって出現

し，分子式および uvと考え合わせ， メトキジル基l

ケ，水酸基2ケおよび a，α-dimethylallyl 基 1ケを有

するカルコン誘導体と推定した.その結合位置はMSに

おいて， 分子イオンピーク m/e338が強度15%なのに

対し，m/e 307の脱メトキシノレピークが90%とかなり強

く観測されることから， B環の 2位にメトキ、ンノレ基を有

し6にさらに， 13C-NMRで3位に帰属されるシグナル

が， 101. 3ppmとかなり高磁場に出現することから， 4 

位に水酸基を，かつ， 5位の116.4ppmのシグ、ナノレが，

off-resonance decoupling実験では singletとなること

から，日， α一dimethylallyl基はこの 5伎に結合している

と考えられた.またA環においては，そのケミカノレシフ

ト値から4'位に水酸基を有すると推定された.以上の推

定構造は，先に Saitoh らが新彊甘草の 1成分として報

告日している licochalconeA と同一であり， mp， IR， 

uvおよびMSを文献値5) と比較したところよく一致

したので，本物質を licochalconeA と同定した.なお，

13C-NMR の帰属は single frequency off・resonance

decoupling 実験あるいはそのケミカルシフト値を考慮

して Chart1に示すように決定した. カルコン誘導体

は種々報告されているが， このように 2'位(あるいは

グ位〉に水酸基を持たない化合物はきわめて少ない.と

くに木物質は天然の新彊甘草以外にその報告をみないも

ので，新彊甘草の識別指標物質として有効なものであ

る.

以上まとめると，今回入手した各種市場品甘草中，東

北甘草および西北甘草(皮去り)はすべて日局の基準に

適合したが，グリチルリチγ酸抽出用甘草中には日局の

基準に適合しないものが約半数認められた.各種甘草を

TLCで識別することは可能であり，医薬品製造原料用

27.1 

Chart 1. 13C Chemical Shifts* of Licochalcone A 

* Solvent: CDCla， In part per mi1lion downfield 

from TMS 
料 representsthe signals where the assignments 

may be reversed 
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甘草末および漢方処方製剤を試験したところ，新彊甘草 文
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献

の一部が，従来から漢方処方に用いてきた甘草と同じよ

うに使用されているのを確認した.日局ではグ日チル P

チン酸抽出用甘草も基準に適合すれば日局甘草と認めて

いる 3)が，グリチルリチン酸抽出用甘草は，従来から漢方

処方に用いてきた甘草とは，その含有成分も異なり，日

局に適合しないものも少なくないなど，生薬としてそれ

を使用するにあたっては充分な配慮が必要と思われる.

なお，新彊甘草中，独特な曇色を示す物質は licochalcone

Aであることが明らかになったが， 本物質はほかの生

薬中にも認められず，新彊甘草を識別する上で指標とな

るものである.
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熱エネルギー分析器を用いる化粧品中のN-ニトロソジエタノールアミンの

高速液体クロマトゲラフィー

竹 内 正 博 汽 水 石 和子ぺ原田裕文*

Determination of N-Nitrosodiethanolamine in Cosmetics by High Performance 

Liquid Chromatography using Thermal Energy Analyzer 

MASAHIRO T AKEUCHI*， KAZUKO MIZUISHI* and HIROFUMI HARADA* 

A quantitative rnethod has been developed for deterrnining N-nitrosodiethanolarnine (NDELA) 

by high perforrnance liquid chrornatography (HPLC) using a th巴rrnalenergy analyzer (TEA). 

To a conical flask containing 5g of cosrnetic was added 250rng of arnrnoniurn sulpharnate and 50rnl 

of acetonitrile. Th巴 rnixturewas stirred for 10rnin and 10g of anhydrous sodiurn sulfate was added. The 

rnixture was stirred for another 5 rnin and then filtered. The filtrate was washed with 20 rnl of 

n-hexane， concentrated by a rotary evaporator， and adjusted to 5 rnl with acetonitrile. Aft巴r

filtering the solution， if necessary， it was inj巴ctedinto TEA-HPLC. Conditions of TEA-HPLC 

were as follows: colurnn; Zorbax CN (du Pont)， 25crn x 4.6rnrn i. d.， rnobile phase; dichlororn巴thane，

flow rate; 1. Ornl/rnin， furnace ternperature; 5500， cold traps; ー 720 (ethanol-dry ice) and -1300 

〈巴thanol-liquidr出roge吋.
The detection lirnit of NDELA by TEA-HPLC was about 0.5ng. The recovery of NDELA 

added to several sarnples was over 90% in all cases. 

Keywords : N-nitrosodiethanolarnine， therrnal energy analyzer， high perforrnance liquid chrornatography， 

cosrnet1cs 

緒 ー霞
Nーニトロソ化合物は多くの動物種に対して発がん作

用を示す物質として知られており，最近とくに欧米にお

いて，人の生活環境のごく身近かなところに存在する発

がん性物質として社会的関心を集めている.わが国にお

いても， これまで食品中のNーニトロソ化合物には関心

がもたれ含有量の調査1-4) が行なわれているが，食品以

外の分野では問題祝されるようなことはほとんどなかっ

た.しかし， 1977年春アメリカにおいて Fineら日が化

粧品中からNーニトロソ化合物の一種であるNーニトロソ

ジェタノールアミン(以下 NDELAと略す〉を検出し

たことを発表し，さらに FDA の追試6) によってその

存在が確認されるにおよんで，アメリカはもとよりわが

国においても化粧品中の NDELAの問題が大きく取り

上げられ，対応策の検討が急がれることとなった.

このような状況から，著者らは化粧品中の NDELA

の分析法を検討することにした.これまで Nーニトロソ

化合物の分析は種々の方法で行なわれているが，熱エネ

ルギー分析器 (TherrnalEnergy Analyzer: TEA) 

を検出器としたガスタロマトグラフィー (TEA-GC)

または高速液体クロマトグラフィー (TEA-HPLC) 

が最も信頼性の高い方法と評価されているト14) しかし

TEAはかなり高価な装震であり，また用途も特殊であ

るため，わが国においてはそれほど一般的になっていな

いが， 最近当研究所に TEAが設置され， いち早く操

作する機会に恵まれたので， TEA-HPLCによる化粧

品中の NDELAの分析を試みたところ，良好な結果が

得られたので報告する.

実験

1. 装置

1) TEA-HPLC Thermo Electron社製 TEA-502

型に島津製 HPLC-LC2型 (UV検出器付き〉を直結

して使用した.装置の概略を Fig.1に示す.

HPLCの分離カラムは ZorbaxCNを充てんした長

さ 25cm，内径4.6rnmのステンレススチール製を用い，

移動相としてジクロノレメタンを1.Ornl/rninの流速で流

した.また， TEAの操作条件はつぎのように設定し

た.分解炉温度:5500，アルゴン流量 (20~30) rnl/ 

min，オゾン流量・ 5rnl/rnin， コンセントレ{ション:

0，アテネ{ション x8 

*東京都立衛生研究所理化学部微量分析研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chorne， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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2) ガスグロマトグラフー質量分析計 (GC-MS) 日

本電子製D-300を使用した. GCの分離カラムは 1%シ

リコ γOV-1，グロモソルブ羽T(AW-DMCS)を充てん

した長さ 1m，内径 2mmのガラス製を用い，温度は800

とした.

2. 試薬

1) NDELA標準品 東京化成製を使用した.ただ

し，残存する可能性のある亜硝酸複を除去するために，

約 19を三角フラスコにとりアセトン 100mlに溶かし

てから，スルファミン酸アンモニウム 19を加え， 2時

間マグネチックスタ{ラーで撹伴した.ついで，過剰の

スルフ、ァミン酸アンモニウムをろ別してから，減庄下で

アセトンを完全に留去した.

の その他の試薬は特級をそのまま使用した.

3. 操作法

1) 試料溶液の調製試料(シャンプー，クリーム，

ローション等)5gを三角フラスコにとり， スルファミ

γ酸アンモニウム 250mgを加え混和してから，アセト

/。
、、.."

.・:ElゐH2 0 

選 50

，向認可叫

0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 

NDELA (ppm) 

Fig.2. Calibration Curve of NDELA 

Sample Size : 25μl， Attenuation: x8， 
Concentration : 0 
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ニトリル 50mlを加え，マグネチックスターラーを用い

て10分間撹詳した.ついで，無水硫酸ナトリウム 10gを

加え，さらに 5分間撹伴したのち内容物をろ過した.残

査をアセトニトリル 10mlで洗ってから，ろ液にトヘ

キサソ 20mlを加えはげしく振り混ぜたのち，アセトニ

トリル層をロータリーェパポレーターで濃縮した.この

濃縮液をアセトニトリルで正確に 5mlに調整し， 必要

ならばろ過してから TEA-HPLCの試料溶液とした.

2) 定量法 NDELA標準品をアセトシに溶かして

1mg/mlの標準保存溶液を調製し，それを希釈して(0.1

~0.5)μg/ml の標準溶液を調製した.各標準溶液25μJ

を TEA-HPLCに注入し，濃度とピ{ク高から検量線

を作成した (Fig.2).つぎに試料溶液 25f1lを TEA-

HPLCに注入し，得られたクロマトグラムから NDELA

のピ{ク高を測定し，検量線を用いて濃度を求めた.

結果および考察

1. NDELA標準品の確認

使用した NDELA標準品の確認を GC-MS で行な

った.ただし， NDELA は不揮発性であり， そのまま

では GC-MS にかけるのが困難であるので，アセチル

誘導体にしてから分析した.すなわち， NDELA標準

品100μgをとり，ピリジン・無水酢酸 (1: 1) 1mlを

加え600で1時間反応させ，その 5f1lを GC-MSに注

入した.得られた EIーおよび CI-MS スペクトルを

Fig.3に示す. EI-MSスベクトルには分子イオンピー

クは認められないが， NDELAのジアセチル誘導体

(CHaCOOC2H5)2NNO， mol wt 218，に特有のフラグメ

(a) 43 87 

u 145 
'J 175 

。 50 100 150 200 
(rn/e) 

(b) 129 159 
87 

(M+1)+ 
188 219 

50 100 150 200 250 
(rn/e) 

Fig.3. Mass Spectra of Di-Acetyl Derivative 
。fNDELA 

(a) : EI-MS， (b): CI-MS (Reagent 
Gas; :rvrethane) 
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ントイオγに基づくピークが m/e188， 175， 145等に

認められ，また CI-MS スベクトルには (M+1)+に

基づくピ{クがm/e219に認められた. これらのこと

から，本物質はNDELA のジアセチル誘導体であり，

したがって今回の実験に使用した標準品は NDELAで

あることが確認された.

2. コールドトラップの検討

TEAで Nーニトロソ化合物を分析する場合，原理的

には他成分の影響をまったくうけないが，多量の他成分

が反応室に入るとこれと密着して取り付けてある光学フ

ィルターが汚れ，その結果ベースラインのドリフトおよ

びノイズの増大をまねくことになる.したがって，これ

を防ぐために Fig.1 に示したように分解炉と反応室の

中間にコールドトラップを設け，多量の他成分を捕集す

る.

TEA-GCの場合は移動相が気体であり，また試料溶

液の注入量もわずかであるため他成分の量はきわめて

少なく，コ{ルドトラップによる捕集は比較的容易であ

る.したがってこの場合は， コ{ノレドトラップの条件を

あまりきびしく考えなくても装置を感度よく安定に作動

させることが可能である.しかし TEA-HPLCの場合

は，移動相が液体であり，その流速は毎分数 ml程度に

までなることがあるので，移動相を効率よく捕集するこ

とは容易でなく，この場合の装置の安定動作はコールド

トラップの良否にかかっている.そこで， TEA-HPLC 

系のコ{ルドトラップ条件について検討した.

使用したトラップはThermoElectron社製のものとほ

ぼ同じ形状のガラス製2連式であるが，容量はオリジナ

ルのものより若干大きく， トラップ(1)が約 300ml，トラ

ップ(2)が約 200mlである. また，オリジナノレのものは

透明であるが，光はできるだけ避けたほうがよいので表

面に吹き付け加工を施し褐色に仕上げてある.それぞれ

をステンレススチール製ジュワーびんに首のところまで

入れ， トラップ(1)はエタノ{ル・ドライアイス浴でー72。

に， トラップ(2)はエタノール・液体窒素浴で-1300に冷

却した (Fig.4).

トラップ(1)の目的は主として HPLCの移動相の捕集

であるので，通常は冷却浴の温度を移動相溶媒の氷点近

くに設定するが，あまり氷点に近すぎると冷却浴が過冷

却状態になったときに， トラップ内で移動相が氷結し分

析不能となる.したがって， トラップ(1)の冷却浴の温度

はHPLCの移動相溶媒の氷点より多少高めに設定した

ほうがよい.本実験では移動相としてジクロルメタン (fp

-950
) を使用したので， トラップ(1)をエタノール・ド

ライアイス浴(ー720
) で冷却した.，

IN OUT 

O
N
N
 

o
m
N
 

Trap (1) Trap (2) 

Fig.4. Cold Traps 

Trap (1) was maintained at -720 

(Ethanol-Dry Ice) 
Trap (2) was maintained at -1300 

(Ethanol-Liquid Nitrogen) 

Unit of figures: mm 

トラッフ。(2)の目的はユトロシルラジカル以外のラジカ

ル，あるいはトラップ(1)で捕集できない低沸点成分の捕

集である.そのためトラップ(2)の温度はニトロシルラジ

カルが捕集されないかぎりなるべく低温に設定すること

が望ましく，イソベンタン・液体窒素浴でー1600程度ま

で冷却することが推奨されている.しかし，イソベンタ

ンは蒸気圧および引火性が高いので， 防災上問題があ

り，また労働衛生上も好ましくない.その上， トラップ

(1)とトラップ(2)の温度差があまり大きいと， トラップ(1)

で捕集しきれなかった移動相の蒸気がトラッフ。(2)に入っ

たところで急激に冷却され，その結果トラップ(2)内で氷

結が生じ分析不能となることがある.以上の理由によ

り， トラップ(2)の場合にもエタノ{ルを用い，エタノ{

ル・液体窒素浴で-1300に冷却し，先のトラ γ プ(1)と連

結して使用したところ， TEA-HPLCを安定に作動さ

せることができた.
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3. 検出感度

シャンプ-5gにNDELA1.0μgを添加したものを試

料とし，前記の方法によって調製した試料溶液のTEA-

HPLCグロマトグラムを Fig.5に示す.なお，比較の

ためにuv検出器 (254nm)でモニタ{したクロマトグ

ラムも同時に記録した.

不
K

戸日

H

・Q・品

術京東

15 (min) 

Fig.6. UV-and TEA-HPLC Chromatograms 

(a) : UV (254nm;x4)， (b): TEA (x8) 
Sample : 5g of a cream product containing 1. 5μg 

of standard NDELA， Column， Mobile Phase 
and Sample Size : Same as in Fig. 5 

10 5 。

(a) 

ツキをなくし NDELAを定量的に回収することに重点

をおいたため，操作がかなり簡略化されている.そのた

め，試料溶液中には除去されずに残っている多くの成

分が存在する.したがって UV検出器を使用する場合

は， Fig.5の試料のように紫外部に吸収をもっ成分が

NDELAのピークと重ならなければ定量が可能であっ

たが， Fig.6の試料のように紫外部に吸収をもっ成分の

ピークが NDELAのピークと重なると正確に定量する

ことが不可能になった.また場合によっては，他成分を

NDELA と誤認する危険性さえ認められた. それに

対し， TEAの場合はNーニトロソ化合物以外はほとん

ど応答しないので，試料溶液中に多くの他成分が共存し

でも NDELAを正確に定量することができた

5. 各種試料への適用性

今回検討した方法を種々の試料に適用し， NDELAの

添加回収実験を行なうとともに，そのときの操作性につ

いて検討した.すなわち，銘柄の異なる 5種類のシャン

プー， クリームおよびローション計 15検体の各 5gに

NDELA 1.0μgを添加したものについて， 前記の方法

で試料溶液を調製し， TEA-HPLCで NDELAの定

量を行なった.

いずれの場合も回収率は90%以上であり，試料の種類

および銘柄の相違による回収率のバラツキはほとんど認

められなかった.また，試料溶液の調製法に関しては，

(b) 

15 (min) 

Fig.5. UV-and TEA-HPLC Chromatograms 

(a) : UV (254nm;x4)， (b): TEA (x8) 

Sample : 5g of a shampoo product containing 

1.0μg of standard NDELA， Column ・Zorbax

CN， 25cm x 4. 6mm， Mobile Phas巴:Dichlorome. 

thane， Flow Rate : 1. Omljmin， Sample Size : 

25μJ 

TEAとUVでは NDELAに対する感度にかなりの

主主が認められた.すなわち， ノイズ幅の 2倍に相当する

ピーク高 (SjN=2) を与える NDELA の量を検出限

界とすると， TEAの場合は約 0.5ng，UVの場合は約

5ngであった.したがって， TEAはU Vより 10倍程度

NDELAに対する感度が高いことが明らかとなった.

4. 共存物質の影響

クリ{ム 5gに NDELA 1.5μg を添加したものを

試料とした場合について，得られた TEA-および UV

-HPLCクロマトグラムを Fig.6に示す.

化粧品は種々の成分の混合物であり，またその成分も

化粧品の種類および銘柄によって非常に異なるので，画

一的な前処理法ですべての試料を効果的にクリーンアッ

プすることは不可能である.とくに，今回検討した前処

理法は Fanら7) の方法の問題点である回収率のバラ

10 5 。
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濃縮中に界面活性剤の影響で発泡する場合があること以

外は，とくに問題となる個所は認められず，操作性につ

いてもほぼ満足できる結果となった.今回は，化粧品の

中からシャシプー，グリ{ムおよびロ{ショ γの3種を

選びそれらについての適用性を検討したが，本法はその

他の化粧品試料あるいは原料にも適用可能であると考え

られる.

結 l 言

不揮発性のNーニトロソ化合物の分析は TEA-HPLC

が最適であるといわれているが， TEA:が新しい装置で

あるために未解決の問題が多く， TEA-HPLCを感度

よく安定に作動させることはこれまで必ずしも容易では

なかった.今回， TEA-HPLCの操作条件のうち，と

くにコ{ノレドトラップ条件について検討した結果，感度

よく安定に作動させることができるようになった.そこ

で， TEA-HPLCによる化粧品中の NDELAの定量

法を検討したところ，ほぼ満足できる結果を得たので，

今後各種化粧品および原料等について調査を行なう予定

である.
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市販磁気治療器の磁束密度について

西岡茂ーへ森謙一郎*，原田裕文*

Magnetic Flux Densities of Marketing Magnetic Medical AppIiances 

SHIGEKAZU NISHIDAぺKENICHIROMORI* and HIROFUMI HARADA* 

Keywords:磁気治療器 magneticmedical appliance，磁束密度 magneticflux density，磁性体測定器 gaussmeter 

緒 言

家庭用医療用具のうち磁気治療器の占める割合は極め

て高く，その種類も多岐にわたっている.型態としては

磁性体を内蔵したネヅグレス，シート，まくら，腹巻，

肩掛，腕輪等がある.また磁性体を直接皮膚に接触させ

るものとして指輪や皮膚貼付式のものもある.

磁気治療器の効能は血液の循環をよくし肩こり等に効

くとされている1) また中)112) は人体に磁場を作用させ

た場合，効果を発障させるためには 500Gauss程度以上

の磁束密度(以下 MFDと略す〉が必要であろうと述

べている.

市販品の MFDに関する報告は少なく，実態はあま

り知られていない.そこで今回，各種製品を入手し，こ

れらについて調査したのでその結果を報告する.

実験方法

1. 試料各種型態の磁気、冶療器47種およびはりきゅ

う用器具3種である.

2. 装置磁性体測定器:横川電機製ガウスメータ{

3251型，測定方式:ゲルマニウムホ{ノレ発電器定電流駆

動方式，標準磁石:日本電機計器検定済 IKG， レコ{

ダー:目立製 QPD54.

3. 測定原理 MFDの測定原理は導体の板のある方

向に電流を流し，これに直角に磁場を作用させると，電

流と磁場に垂直な方向に起電力を生ずる. このホ{ノレ効

果を利用したものである. すなわち 1kHz発振器の出

力は増幅され，ホーノレ発電器を定電流駆動する.ホ ιー・ル

発電器に測定磁界が加わるとホール効果によって 1kHz

キャリヤーを被測定磁界で変調された出力電圧を発生す

る.発生電圧を安定な増幅器で増幅，整流し指示計が駆

動される.出力は磁界に比例しているのでその大きさが

直読される.

極性の判別は増幅器の出力を周期整流することによっ

て行なわれる.

4. 操作方法

1) 測定器の検定と測定法検定済の標準磁石を用い

て誤u定器の指示計が正しく所定の MFDを示すかをし

らべる.この際，指示計の指針は著しく娠れるため測定

値を目視でとらえることはむずかしい.そこで測定器の

記録計用出力端子に記録計を接続し，記録紙に記録す

る.

2) 試料の MFD測定法試料には磁性体の表面を布

や金属カプセルで覆ったものと，磁性体そのものを皮膚

に直接触れさせるものとの 2種に大別できる.いずれも

使用時の状態で測定した.すなわち試料表面にホール素

子を内蔵したプロープを当て経性をしらべたのち， MFD

を測定する.プロ{ブを試料表面に密着させ，わずかず

つ移動させ，指針の振れに注意しながら最高値を示す位

置を探す.測定は 20~230 の室温で行なう.

結果および考察

1. 検量線標準磁石を用い上記の方法により測定

し， 得られたピーク高より検量線を作成したところ，
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測定の結果は Table1 

Fig.1のように MFDとの関係は原点を通る直線となっ

た.

2. 市販磁気治療器の MFD

のとおりである.

1) ネックレス:ネックレスの磁性体部分はフェライ

ト磁石の表面をホーローで覆ったものや鋳造磁石に銅，

ニッケル，パラジウム等をメッキしたものがある.まずこ

希土類磁石をアルミニウムや黄銅製カフ。セルに封入した

ものもある.これらの磁性体 9~17個を鎖でつなぎ合わ

せ，ネックレスとしたものである.

11種のネックレスの MFDは最高 1，250 Gauss，最低

590 Gaussであった.このうちメーカーCの金属カプセ

ル入りのものは希土類磁石が内蔵されていたが，カプセ

ルから取り出して測定したところ 1，700Gaussを示し

た.すなわち磁石とプロープの距離に応じて MFDは増

減することが認められた.

2) 指輪，磁気指輪の母体金属は鍋，ニッケル，コバ

ルトまたはクロム，コバルト，鉄系の合金で形状は甲丸

である. 20種について行なったがメ{カーHのMFDは

50~80 Gauss でメ{カ ~I のものは 600~980 Gaussで

あった.すなわちメーカーによって著しい差のあること

が認められた.

3) 腹巻:伸縮性腹巻の内部に円盤状のフェライト磁

石が 8~24個接着固定されたもので， S極， N極が交互

に配列されている. MFD は 600~1 ， 200 Gaussであっ

た.

4) シ{ト:試料 No.36は就寝時の敷物で，約 60cm

x100cmのウレタンマットシ{トに直径20mm，厚さ 3

mmの円盤状磁石160個を等間隔で配列してある MFD

は 1 個あたり 540~600 Gaussで、あった.身体に接する

磁石数は取扱った試料の中でもっとも多かった.

試料 No.38はウレタンマ γ トシ{トに直径 30mm，

厚さ 16mmのフェライト磁石4個を取り付け， 全体を

ピピ{ルレザ{で覆い，幅 130mm，長さ 600mm，厚さ

18mmとしたもので，これを添付の敷布のポケットに入

れて用いる構造になっている.添付された敷布の表面か

ら測定したところ平均 720Gaussであった.

5) 肩掛け:直径 20mm，厚さ 3mmのフェライト磁

石12個を内蔵させ，肩当て状に縫製したものである.

MFDは 450Gaussで縫製品の中でもっとも低い値であ
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Magnetic Flux Densities of 

Magnetic Medical Appliances 

Table 1. 
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Sample 
type 

Necklace 

/f 

/f 

/f 

/f 

/f 

/f 

Ring 
/f 

/f 

/f 

/f 

/f 

/f 

/f 

/f 

/f 

/f 

/f 

/f 

/f 

Stomach band 
/f 

/f 

/f 

Sheet 

Shoulder pad 
Leg band 
Arm band 

Belt 
Pillow 

Walnut-shape 
Plaster 

/f 

/f 

/f 

Maker 

A
A
B
C
C
C
C
D
E
F
G
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
H
R
H
I
-
-
E
E
E
J
K
K
L
K
E
M
N
M
O
p
p
p
Q
Q
Q
 

Sample 
No. 

った.

6) 足用パγド:直径15mm，厚さ 7mmの円盤状磁

石4個を合繊布地で包み， 50mm x 400mmのベルト状

にしたものである.下肢に巻いてマジッグテープで固定

ずるよう縫製されてある. MFDは 540Gaussであっ

* : Numbers of magnet in the sample 
料:Acupancture appliance 
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た.

7) 腕輪:アノレミニウム合金のカプセル中に永久磁石

を収容し，これを時計パンドと同じような伸縮性の板パ

ネによる金属性バンドに取り付けたものである.磁石は

板パネとの闘に6個取り付けてあり， N極と S極は交互

く，薬事法施行令にいうはりきゅう用器具に属するもの

である.しかし表示には磁気刺激持続療法と記されてい

たので MFDを測定したところ，極めて低値で数Gauss

に過ぎなかった.

総 括

に配列してある.内容磁石は 13mmx 9mm x 5mmでカ 1. 磁気治療器は磁性体を布，プラスチック，金属等

フ。セル表面から測定したところ 740Gaussであった. で覆ったものと皮膚に直接接触させるものとの 2種に分

8) ベルト:腹部と背部装着部位に磁石を組み入れた けられ，型態的には多数の磁石を組みこんだものと単独

ベルトである.背部用は8個の磁石がN極で，腹部用は で使用するものとに分けられる.

1個の磁石がS極でそれぞれ身体に接する構造になって 2. MFDは低値のもので 50Gauss，最も大きいもの

いる MFDは腹部用 540Gauss，背部用は 440Gauss では 1，250Gaussを示し，その差は極めて大きいことが

であった. 認められた.

9) まくら:普通のまくらの中に 1，000Gaussの板状 3. 磁石を金属カフ。セルや部厚な布地で覆うと当然の

永久磁石が組み入れである.後頭部に接する部分を強く ことながら MFDは低値を示す.すなわち内蔵磁石とプ

圧して測定したところ最高 510Gaussであった.この製 ロープの距離に応じて MFDは増減する.したがってま

品は測定部位によって著しく異なる. くらの様に内蔵磁石が芯部にある場合は身体に作用する

10)クルミ型の握り兵:試料 No.44は磁石をグルミ MFDは小となる.

状のプラスチック容器に入れたものである.これは巷間 4. 身体に接触する側の極性はN，S交互に配列され

のクルミを用いる手指の屈伸運動からヒントを得たもの たものが多かったが，皮膚貼付式のものはN極であり，

と思われる製品である.内蔵される磁石は17mmx17mm ベルトは背部用がN極，腹部用はS極であった.

x20mm の直方体でバリウムフェライト磁石である 5. 指輪の様に l個の磁性体から成るものとシートの

MFDは 800Gaussであった. 様に 160個もの磁石を配列したものがあり，型態によっ

11)皮膚貼付式のもの で規模に著しい差が認められた.

(1) 試料 No.45，46， 47は磁石を皮膚に密着させる 6. 皮膚貼付式のものに磁気治療器と混同され易いは

貼り付け方式のものである.これは直径 22mmの円形接 りきゅう用器具がある.これは表示を明確にすることが

着テープの粘着面中央に外径 5.2mm，厚さ 2.5mmの 望ましい.

円盤状フェライト磁石を貼り付けたものである.皮膚に 謝辞木調査に御協力いただいた東京都衛生局薬事衛

接する側がN極となっており， MFD は 61O~700Gauss 生課の方々に深謝いたします.

であった. 文 献

(2) 試料 No.48，49， 50は(1)と同様に皮膚貼付式の 1)厚生省:厚生法規総覧， 4， 1， 558-8， 1967 

もので， 8mm角の紳創菅の中央に直径1.2mmの金属 2)中川恭一:日本医事新報， 2745， 30， 1976 

球が貼付されたものである.本品は磁気治療器ではな
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化粧品用色素に関する衛生化学的研究(第 1報〉

赤色219号中の1開phenylazo-2-naphtholの含有量

伊 藤 弘 ー へ 江 波 戸 翠 秀*，原田裕文*

Hygienic Chemical Studies on Pigment for Cosmetics (1) 

Amount of 1・phenylazo-2・naphtholin D&C Red No. 31 

KOICHI ITOペKIYOHIDEEBA TO* and HIROFUMI HARADA 

l-phenylazo-2-naphthol (Sudan 1)， suspected to be a cause of Melanosis Riehl， in commercial 

pigments of D&C Red No.31 (Brilliant Lake Red R) was determined by high-p巴rformanceIiquid 
chromatography (HPLC). Th巴 extractionof l-phenylazo-2-naphthol from a pigment was continued 

with chloroform in a Soxhlet apparatus for 72 hours. After conc巴ntra tion， the extract was passed 

through a sample c1arification kit for HPLC， eluted with benzene， and determined by HPLC with a 

visible absorbance detector. HPLC conditions were as follows: column; Zorbax CN (normal・phase

adsorption chromatographic column) (DuPont)， 4.6 mm i. d. X 250 mm， mobile phase; chloroform : 

hexane (5:95)， flow rat巴;2.0 mljmin.， detection; 480 nm. With this method， a calibration curve 

showed Iinearity in the range of 5-300 ng and the Iimit of detection was 5.0 ng. The content of 1-

phenylazo-2-naphthol in ten commercial pigments ranged from 0.084 to 0.304%. 

Keyword四:high-performance Iiquid chromatography， l-phenylazo-2-naphthol， Sudan 1， D&C Red No.31， 

Brilliant Lake Red R， Melanosis Riehl 

緒言

近年，化粧品による皮腐'障害について種々論議されて

いるが，その一つにファンデーションやほお紅など色素

含有量が高いメ{クアップ製品を連用したために発症し

た顔面黒皮症があけ'られる1-3) 従来化粧品によって生

ずる黒皮症はパラフィンや香料中の光感作性物質による

ものとされていたがトペ現在では多数の研究者により，

光感作と関係なく，化粧品用タール色素赤色219号(Bril-

liant Lake Red R， D&C Red No. 31)によることが報

告されている7-13) そして小塚ら14)および小林ら15)は，

赤色219号に爽雑するスダγ1 (1-phenylazo-2-naph・

thol， CI. No. 12055)によっても黒皮症が発症するこ

とを報告している.そこでわれわれは市販赤色219号中

のスダγI含有量を調査することは，化粧品の安全性確

保の観点から意義のあることと考え，その分析法を確立

し，市販品について調査を行なったので報告する.

実験方法

1. 試料市阪の赤色219号.圏内 5社の10種を調査

対象とした.

2. 試薬試薬はすべて特級を用いた.

3. 標準色素スダン 1(東京化成KK)を濃縮ゾ{

か二Nぢ
Ca salt of 1・phenylazo-2・hydroxy圃

3圃 naphthoicac主d

合同ち
1・phenylazo圃 2・naphthol

Fig. 1. Structures of Ca Salt of l-phenylazo-

2-hydroxy-3-naphthoic Acid and 

l-pheny lazo-2-naph thol 

ン付薄層クロマトプレート(メルグ社製〉を用いて分離

後，スダン Iに相当するゾーンをかきとり，石油ベンジ

*東京都立衛生研究所理化学部微量分析研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24--1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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γより再結晶して精製した.なお赤色 219号およびスダ、

γIの構造式を Fig.1に示す.

4; 装霞および器具 高速液体クロマトグラ'7(以下

HPLCと略す):日立635型， 波長可変紫外可視モニタ

ー付高性能薄層プレート(以下 HPTLCと略す).: 

メルグ社製シリカゲ、ル60 スポットキャピラリー.カマ

グ社製セッフ。パック (HPLC用サνフ。ル前処理カ{

トリッジ〉・ウォータ{ズ社製シリカカートリ企ジ 1赤

外分光光度計・目立 EPI-G3型自記分光光度計 ..日立

EPS-3T型元素分析装霞柳本 CHNcorderMT2型

5. 操作法

5-1 試験溶液の調製 デシケ{タ中で十分乾燥した

試料1O~30g を円筒ろ紙(東洋ろ紙 No.84) に正確に

はかりとり， ソックスレ{抽出器を用い，クロロホルム

200mlを抽出溶媒として水浴上で72時間抽出を行なう.

このクロロホルム抽出液をロ{タリーエパポレーターを

用いて濃縮乾固したのも，残留物にベγゼソ1mlを加え

て溶かし，全量をセッフ。パックに吸着させ，さらに器壁

も出来るだけ少量のペソゼシで洗い，これもさきのセッ

プパックに吸着させる.ついでこのセクプパックにベシ

ゼγ 20mlを流して，クロー γアップを行ない，流出液

を再びロ{夕日一エパポレータ{を用いて濃縮乾回し，

ここに得た残留物にクロロホノレム20mlを加えて溶かし，

試験溶液とする.

5-2 薄層クロマトグラフィー 試験溶液および標準

色素のクロロホルム溶液をスポタトキャピラリーで HP

TLCに塗布し，ベンゼシ:グロ世ホノレム(10:1)を

用いて展開し，定性を行なう.

5-3 高速液体クロマトグラフィー 試験溶液をグロ

ロホルムで適宜希釈し，以下の条件において HPLCに

よる定性および定量を行なう.

(HPLCの測定条件〕 カラム;ゾノレバックス CN

5μm(デュポン社製)4. 6 IDx 250mmカラム温度;室

t 温移動層;クロロホルム:ヘキサγ(5: 95) 

流速;2.0mljmin. カラム入口圧;100kgjcm2 検出

器;可視検出器，480nm サシフ.ノレ注入量 ;2μJ

5-4 定性および定量法試験溶液について前記の条

件で HPLCを行ない，得られたクロマトグラムとあら

かじめ標準色素について同様に行なって得られたグロマ

トグラムの保持時聞を対比させて定性を行なう.また試

験溶液のクロマトグラムからスダγIのピ{ク高を求

め，あらかじめ作成した検量線よりその含有量を算出す

る.

実験結果および考察

する方法としてソックスレ{抽出法がひろく用いられて

いる.本実験においてもソック久レー抽出法を用いる

こととして，その際使用する抽出溶媒を検討した.すな

わちクロロホルム，メタノールおよびヘキサシの 3種の

溶媒を用い，同一ロットの市販赤色 219号の一定量を試

料として，それぞれ72時間ソックスレー抽出を行ない，

ことに得た抽出物について後述の条件で簿層クロマトグ

ラフィーを行なった.そのクロマトグラムを Fig.2に示

す.Fig.2にみら九るように赤色 219号はスダγIのほ

か種々の爽雑物を含有しているが，溶媒によって抽出さ

れる爽雑物の量が異なっている.これらのうちでスダン

Iの抽出量が多いものをみるために，スダγIのスポッ

トをかき取り，クロロホルムで溶出させ，その吸光度を

測定した.その結果スダシ Iの含有量が最も高い{直を示

したものはクロロホノレム抽出物であった.さらに同一ロ

ットの赤色 219号10種について，それぞれグロロホルム

抽出を行ない，後述の条件で HPLCにより定量したと

ころ，標準偏差2.26，変動係数1.67%と良好な結果を示

し，抽出操作Iによるバラツキはほとんどみられlなかっ

た.そこで本実験の抽出溶媒にはク甲ロホルムを用いる

ことにした.

A 

B 

C 

D 

E 

Rf 
o 

〈

正

0.5 -. 1.0 

。。。。
。αコ 。
。00 00。

。

Fig. 2. TLC Chromtogram of Extracts of D&C 

Red No. 31 with Variolls Solvents 

Sample : A ; extracts with chloroform 

B ; extracts with methanol 

C ; extracts .with hexane 

D ; 1-phenylazo四 2-naphthol

E ; D&C Red No.31 

Developing solvent : benz巴ne:chloroform 

(10 : 1) 

2. 薄層クロマトグラフィー TLC 7'レ{トの担体

として，シリカゲノレ，アルミナおよびセルロースについ

て検討したところ，分離度および展開時間の点で，シ P

カゲルを用いた HPTLCプレートが最もよいことが認

められた.つぎに展開溶媒について検討した.この展開

1. 抽出条件の検討一般に試料より微量物質を抽出 溶媒に関しては種々報告があり，持田ら16)はメチルエチ
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1.0 
ルケトン:ベシゼγ:酢酸(25:90: 2)を，小塚ら14)は

ベγゼンを， Molitor17)はジクロルメタンをまた Mars・

ha1118)はベンゼシ:グロロホルム (10:1)をそれぞれ

使用している.そこで今回，これらの溶媒について追試

を行なったところ， Fig.3に示すクロマトグラムが得ら

れ，スダγIの展開溶媒としてはベγゼン:クロロホル

ム (10:1)が適当であると認めた.

Rf 
1.0 

A B D C 

。

g 。 。。。。。 。
Q 。 。

。 。。。。。 。。。
0 8 

。
o i .JJ 。

。
123  123  123  123  

Fig: 3. TLC Chromatograms of Extracts. with 

Chloroform of D&C Red No. 31 

Developing solvent : 

A ; methylethylketone : benzene : 

acetic acid (25 : 90 : 2) B; b巴nzene
C ; dichlormethane D; benzene : chlo-

roform (10 : 1) 

Sample: 
1 ; D&C Red No. 31 2; 1-phenylazo-

2-naphthol 3; extracts of D&C Red 

No.31 

3. クリーン7・yブ条件の検討試験溶液中のスダン

Iを HPLCで定量する場合，溶液中に含まれる爽雑物

を出来るだけ除去することが必要である.そこで高速液

体クロマトグラフィー用サシフ。ル前処理カートロッジ

〈セップパック〉を使用して試験溶液のクリ{ンアップ

を試みた. セップパ y グにはシリカと C18 の2種があ

り，目的によって選ぶことになっている.今回の目的に

はシリカが適しており，また溶離液としてはベンゼγが

すぐ、れていることが認められた.Fig.4にクリ {γアッ

プ後の試験溶液と未処理の試験溶液について行なった薄

層クロマトグラムを示した.ここにみられるようにセッ

Rも 0.5 

1

2

3

 

。
。000000。

。。。4 

Fig. 4. TLC Chromatogram of Extracts of 

D&C Red No.31 

Sample: 1 ; D&C Red No.31 
2 ; 1-phenylaz←2-naphthol 

3 ; extracts of D&C Red No.31 

4 ; extracts of D&C Red No.31 

treated by SEP-P AK 

Developing solv巴nt; benzene : chloroform 

(10 : 1) 

フ。パヅグを用いることによってスダシ Iより Rffi直の低

いものはすべて除去される.さらに定量を行なう場合の

グリーンアップを考慮して溶出液のベンゼンの量につい

て検討したところ，スダン Iが50mg以下であれば， 20 

mlのベγゼンを使用することにより 99.5%が回収で

き，またこの液量であれば他の爽雑物の溶出もなく，ク

リー γアップの目的は十分達せられることがわかった.

4. 高速液体クロマトグラフィーの条件

4-1 測定波長 メタノ{ノレ溶液としたスダン Iの吸

収スベクトルを Fig.5に示す. スダン Iの極大吸収は

紫外領域では 230nm，可視領域では 480nmにそれぞれ

あるが，このうち 230nmは溶媒の吸収波長と重なるた

め，高感度で、誤u定するためには不適当であった.そのた

め本実験においては 480nmを測定波長として用いるこ

とにした.

4-2 充填剤 スダン Iの分離に適した充填剤につい

て検討を行なった.すなわち逆相系充填剤と Lてパーマ

フ且{ズ ODS，I1闘相系充填剤としてゾルバッグス CN，

ゾルパヅグス SILおよびリグロソルプ S1100の計4

種を用い，それぞれの比較を行なったところ，最も良い

分離を示したのはゾルパックス CNであった.

4-3 移動相 ゾルバッグス CNカラムを使用した場

合の適正な溶離について種々検討したところ，クロロホ

ルム:ヘキサン (5: 95)が良好なクロマトグラムを示

した.

4-4検量線および検出限界 スダン Iの検量線を上

記定量条件において作成した.その結果Fig.6に示すよ
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Fig. 5. UV. and VIS. Spectrum of 1-phenylazo 

-2-naphthol in Methanol 

. UV. spectrum 

-一一 VIS.spectrum 

。
Fig. 6. Calibration Curve of 1-phenylazo 

-2-naphthol by HPLC 

うに 5.0~300ng の範囲で原点を通る良好な直線が得ら

れた.検出限界は 5.0ngで、あった. のそれと一致した.また抽出物について赤外スベクトル

5. 市販赤色 219号中のスダン I含有量 Table1に 測定および元素分析を行なった結果も標準品と一致する

示すように市販品10品目についてスダγIの定量を行な ことが認められた.それらのデ{ターを Table2に示

ったととろ，その含有量ば0.084~0.304%で，平均値は す.また市販赤色 219号よりの抽出物の HPLCクロマ

0.208%であった.なお市販品から抽出し，薄層クロマ トグラムを Fig.7に示す.

トグラフイ{および HPLCでスダン Iと認められたも 結 論

のをさらに確認する意意、味でつぎの操作を行Tな£つた.すな 女子顔面黒皮症の原因物質の一つとされているスダγ

わち，市販品のグロロホルム抽出液を濃縮ゾ{ン付薄層 1 (1-一や-

プレ-トに塗布し，ベνゼ γ:クロロホルム (10:1) し，さらに市販されている化粧品用赤色2幻19号における

でで、展関後スダγIに相当するゾ{γをかきとり，クロロ 合有量調査を行なつた.スダγIの拍出はソ γ クスレ{

ホノルレムで抽出したのち，ロ{タリーエバポレ{タ{で濃 抽出法を用い，抽出溶媒にはクロロホルムを用いる方法

縮乾閲する.この抽出物をメタノーノレに溶かし，紫外部 が最適であることを認めた.また分析は，高速液体クロ

および可視部の吸収スベクトノレを測定したところ標準品 マトグラフ用前処理カ{トロッジ(セ少フ・パググ〉を用

Table 1. Amount of Chloroform Extract and 1-phenylazo-2-naphthol in Commercial 

D&C Red No. 31 

A-1 

A-2 

B-1 

B-2 

B-3 

C-1 

C-2 

C-3 

D-1 

E-1 

Weight of Sample (g) Weight of Chloroform l-phethnyol lazo-2-
Extract (箔〉 naphthol C%) 

30 1.12 0.195 

10 1. 32 0.204 

30 0.69 0.174 

10 1. 77 0.298 

10 1. 40 0.216 

10 0.83 0.244 

10 0.64 0.146 

10 0.40 0.084 

10 0.97 0.304 

10 0.75 0.213 

Sample 
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Table 2. Properties of 1-phenylazo-2-naphthol extracted frorn Cornrnercial D&C Red No. 31 

elernentary analysis spectroscopic analysis 

H (%) C (%) N (%) I. R. (KBr， crn-l)) U. V. (nrn)al VIS.(nrn)同

Standard sarnple 

Extracted sarnple 

a) solvent; rnethanol 

4.82 

4.87 

←A 

77.44 

77.40 

2 4 6 8 10 ( min ) 

Retention Time 
Fig. 7. HPLC Chrornatograrn of Extract of 

Cornrnercial D&C Red NO.31 
Peak A; 1-phenylazo':"2-naphthol 

Operating conditions......packing; ZORBAX 

CN 5μrn (Dupont instrurnents)， colurnn; 
4.6rnrn ID X 250rnrn， rnobil巴 phase;chloroforrn : 

hexane' (5 : 95)， flow rate; 2. Oml/rnin.， 
pressure; 100 kg/crn2， colurnn ternperature; 
roorn tern.， sarnple size; 2μl， detection; 
480nrn 

いて抽出物をクリー γアップ後，高速液体クロマトグラ

ブイ{により行なった.本法を適用した場合， 10回のく

りかえし実験による変動係数は1.67%で精度よく定量を

行なうことができた.市販赤色 219号における含有量調

査を行なったところ，スダγIは全製品より検出され，

その含有量の最高値は0.304%であり，平均0.208%であ

った.

11. 26 

11.28 

3420 

3420 

229 

229 

480 

480 

この赤色 219号をはじめ化粧品用タ{ル色素は薬事法

によって品質に規格が設定されている19，20)が，今回われ

われが検討したような微量の爽雑物までは触れられてい

ない.しかし緒言で述べたようにその爽雑物によって皮

膚障害が発生する可能性があれば，当然規制の対象とす

る必要があると考えられる.
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黄色ブドウ球菌の増殖とエンテロトキシン (A-E)産生に及ぼす康糖の影響

五十嵐英夫*，新垣正夫* ，高橋正樹*，潮田 弘*

寺山 武*，坂井千三*

Effect of Sucrose on the Growth of Stαphylococcusαureus and on the Production 

of . Their . Enteroto玄inA-E

HIDEO IGARASHI*， MASAO SHINGAKI*， MASAKI T AKAHASHI*， HIROSHI USHIODA*， 

T AKESHI TERA YAMA* and SENZO SAKAI* 

Effect of the presence of 5 to 40% sucrose in Brain Heart Infusion broth (water activity levels: 

0.98 to O. 94) on the growth of Stathylococcus aureus and on their enterotoxins A-E was studied. 

When toxin producing strains of S. aureU$. were incubated. at 35C for 72 hours， it was found 

that sucrose in concentrations of 5 to 10% added to th巴 mediumremarkably inhibited the growth of 

S. aureus strain 243 and FRI 326 which produce enterotoxins B and E. 

When enterotoxin producihg strains of S. aureus were incubated at 35C for 24 hours， it was 

found that th巴 additionof sucrose in a concentration of 40% to the medium strongly inhibited 

production of enterotoxins B and C. 

When toxin producing strains of S. aureus were incubated 35C for 72 hours， it was found that 

5 to 40% concentration sucrose added to the m吋ium decreased pH value to about 5 without a 

commensurate effect on the various concentration of sucrose. 

However， cell counts always reached to 10B/ml巴venin pr巴senceof 40% sucrose. 

Keywords : Staρhylococcus aureus， Staphylococcal enterotoxins， production of enterotoxin， water activity， 

effect of sucrose 

近年，食品の保存性を高めるために，食品の水分活性

(Awと略)を調節する方法が試みられている.私ども

は，食中毒予防に関する研究の一環として， Awを調節

する方法がブドウ球菌食中毒の予防に，有効な手段かど

うかを明らかにする目的で研究を進めている.これまで

黄色ブドウ球菌〈プ菌と略〉の増殖とエンテロトキシγ

(Entと略〉産生に及ぼす，種々の因子の影響に関する

研賓が数多く報告されているト由.私どももすでに，塩

化ナトリウムの影響について検討したり. その結果，

Ent産生菌の増殖は，塩化ナトリウム濃度が高くなって

も，著明な変化を受けなかった.これに対して， Ent産

生は塩化ナトリウムによって影響を受け，塩化ナトリウ

ム濃度が高くなると， Ent BおよびC産生がEntA， D 

およびE産生に比較して，著しく抑制された.このよう

に塩化ナトリウムによる Ent産生の抑制の受け方は，

供試した菌株の違いよりも， Ent型によって異なること

を明らかにした.この塩化ナトリウムの添加の結果生じ

た Ent産生の著明な低下は，その中に存在する Na+イ

オンもしくは Cトイオンのいずれかの直接的影響によ

るものか，あるいは塩化ナトリウムの添加の結果，培地

中の Awが低下をきたし， その結果，阻害効果となっ

て表われたものであるのか今のところ明らかでない.

そこで，今回は熊糖でAwを調節した培地を用いて，

塩化ナトりウムを添加した培地で見られたような Ent産

生の抑制が起るかどうかを明らかにする目的で実験を試

みたのでその成績について報告する.

材料および方法

使用菌株は EntA : 100; Ent B : 243; Ent C : FRI 

361; Ent D : 494; Ent E : FRI 326で，各 Ent型の

reference株である.

使用培地は BrainHeart Infusion broth (BBL製，

以下BHIと略〉に熊糖を加えて，最終濃度5，10， 20， 

30， 40% (それぞれ Awは0.98，0.97， 0.96， 0.95， 

0.94)にそれぞれ調製した. 対照培地として， BHI培

地〈煎糖無添加， Aw: 0.99)を用いた. これらの培地

は中試験管に 10mlずつ分注し， 121C， 15分間滅菌後，

実験に用いた.

Aw.は水分活性測定器， mode/5803 (G. Lufft社，

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

2ι1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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調節剤として加えた煎糖は， RPHA反応になんの影響

も与えないので，煎糖を反応系から除去する必要はなか

った.

各培養時間後の試料の pHは， pHメーター mode/

HM-18B (東亜電波〉を用いて25Cで測定した.

成績

ブドウ球菌の増殖に及ぼす薦糖の影響:Fig.1は庶糖

濃度の異なる BHI培地を用いて， 35Cで橋養したとき

の各 Ent産生菌の菌数を経時的に測定したものである.

煎糖濃度が20，30および40%よりも， 5および10%含有

する BHI培地で培養したときの方が，各 Ent産生菌

112 

西独〉を用いて滅菌後の各煎糖濃度の培地を測定した.

培養は各菌株を BHIで35C，18時間指養した後，遠

心により BHI培地で3回洗浄した菌を最終菌数が10γ

mlになるように，各濃度の煎糖を含む BHI培地に接

種し， 35Cで振滋培養した.

菌数の測定は培養 4，8， 12， 18， 24， 48， 72時間の

各試料について， Spiral plating法8) で行ない，そのと

きの標準寒天平板上のコロニー数より算出した.

Entの定量は，各培養時間後の試料を遠心し，その上

清を Yamadaら引によって確立された逆受身赤血球凝

集反応 (RPHAと略〉を用いて行なった. 水分活性の
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の菌数は減少することが認められた.その中でも，培養

48~72時間後の Ent BおよびE産生菌の菌数が，他の

Ent産生菌に比較して， 著しく減少することがみられ

た.

煎糖の添加王室と Ent産生菌の増殖の関係を， さらに

詳しく検討するために，培養後4時間と 8時間の聞の

generation time (以下GTと略〉を求めて， GTに及ぼ

す煎糖の影響を検討し， その結果を Fig.2に示した.

煎糖を添加しない対照培地での EntA~E産生菌のG

Tは，それぞれ43分， 32分， 36分， 40分および45分であ

った. Ent A産生菌のGTは， 5および 10%の煎糖濃

度のとき，それぞれ37分および33分で，対照培地でのG

Tよりも短かくなった.さらに，煎糖濃度が20，30およ

び40%と高くなると，それぞれ39分， 45分および56分と

GTが長くなることが認められた.これに対して， Ent 

B~E産生菌では， 5~30%の燕糖添加により，それぞ

れの対照培地でのGTよりも短かくなり， 40%煎糖添加

の場合の EntB，._;_，E産生菌のGTは， それぞれ33分，
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22分， 35分， 30分であった. このように EntB~E 産

生菌においては，庶糖40%添加した培地でのGTは，対

照培地でのGTに比較して同じか，短かかった.

ヱンテロトキシン産生に及Iます薦糖の影響:Table 1 

は庶糖濃度の異なる培地でのEnt産生を経時的に示した

ものである.培養4時間後の各型の Ent産生を煎糖濃度

の異なる培地ごとにみてみた.その結果， Ent Aにおい

ては， 5~30%の煎糖を添加しても Ent が検出され，

煎糖を 40%添加した培地では， Entが検出されなかっ

た EntBでは， 庶糖を無添加の対照培地においても，

Entが検出されなかった. Ent Cでは， 煎糖 5~20%

添加まで Entが検出されるが，煎糖を30%， 40%に添

加した培地では Entが検出されなかった. Ent Dおよ

びEにおいては， 5~30%煎糖の添加まで Ent が検出

され， 40%煎糖では検出されなかった.このように，培

養4時間後の Ent産生をみてみると， Ent B以外のEnt

産生が認められた Ent産生菌においても，煎糖濃度が

30%， 40%と高くなると， Ent産生が抑制されることが

確認された.

培養24時間後の各型の Ent産生量を煎糖濃度の異な

る培地ごとに比較した. その結果， Ent Aで、は， 対照

培地での産生量は 10μg/mlである.これに対して 5

%， 10%煎糖添加した培地は 4μg/ml，20%， 30%， 40 

M煎糖添加培地では，いずれも 1μg/mlであった Ent

BおよびCでは， 対照培地で， 両者とも 256μg/mlで

あり， 5%および10%煎糖を添加すると， いずれも 16

μg/mlで，対照培地での産生に対し， 1/16であった.

煎糖を20%，30%添加した;培地で、の EntBおよびCの

産生量は， いずれも 1μg/mlで， 対照培地での産生量

に対して 1/256であった. 40%煎糖添加した培地での

Ent B産生は， 0.1μg/mlと更に減少した. このよう

に， Ent Bおよび C産生は， 20%~40% の煎糖添加で

著明に減少することが明らかになった EntD につい

ては，煎糖 5~20%添加で対照培地と同じ産生量を示

し， 30%および40%煎糖添加では O.lp.g/mlであった.

Ent E産生の場合は， 5%煎糖添加と対照培地との産

生量は1.6μg/mlで同じであり， 1O~40% 煎糖添加で

は， いずれも 0.4μg/mlであった. このように煎糖を

合必培地での Ent産生量は， 72時間まで培養を延長し

でも， 24時間培養後の産生量とほぼ同様であり， Ent産

生量の増加が認められなかった.

培地の pHの経時変化:対照培地の pHは7.28であ

るが， BHI培地に煎糖を 5，10， 20， 30および40%添

加したときの pHは， それぞれ， 7.23， 7.21， 7.13， 

7.07， 7.00であった.このように，煎糖の添加によって

培地の pHのわずかな低下がみられた. Ent AとB産

生菌の各培地で培養したときの pHの経時変化をFig.3

に示した.図にみられるように，煎糖を 5~40%含有す

る培地の pH は，培養後 8~24時間の聞で著しく低下す

ることが認められた.いずれの庶糖濃度においても， 72 

時間指養後の pH は4.8~5.4であり，煎糖濃度の違いに

よるpHの変化の差は認められなかった.これに対して，

煎糖を含まない対照培地の pH変化は， 培養 8~12 時

間後にpH6.1~6.4 まで低下した.さらに培養時聞を延

長すると， pHは再び上昇し， 72 時間後には pH8.6~

8.8であった.

以上のような傾向は， Ent Aおよび B産生菌以外の

Ent C， DおよびE産生菌についてもみられた.

考察

Awの調節剤として煎糖を用いて調製した BHI培地

での各型の Ent産生菌の増殖および Ent産生について

検討した.その結果， Ent BおよびEg量生菌の増殖は5

%および10%の煎糖濃度において，培養時間の経過にし

たがって，著しく抑制されることが認められた.このよ

うな現象は Aw調節剤とし'"(，塩化ナトリウムを用い

て Aw: 0.92に調節した培地においてはみられなかっ

たへなぜ，この EntBおよびE産生菌の増殖だけが，

特に抑制されるのか不明である. 熊糖を Aw調節剤と

したとき，培地の pHの低下が認められたが， pHの経

時的な測定において， Ent BおよびE産生菌の培地が，

他の Ent産生菌の場合よりも pHが特に低下してい

る結果は得られなかった.このように Awの調節剤の

種類の違いによって， Ent庭生菌の増殖に及ぼす効果が

多少異なることが認められた.

Ent産生に及ぼす庶糖の影響については，塩化ナトリ

ウムで Awを調節した培地で認められたりと同様に，

Ent A， DおよびE産生に比較して EntBおよびC産

生が，著しく抑制されることが認められた. このこと

は，塩化ナトリウムや熊糖でみられる EntBおよびC

産生の抑制は Aw調節剤とした化合物そのものの作用

によるものではなく Awの低下によることを示唆して

いる.そして Ent型の違いによる， Ent産生における

Awの効果の差は， その Ent産生機構において， Aw 

の感受性が異なることによるものではないかと考えられ

る.

一方，球糖添加の培地を用いた場合，黄色ブ菌が際糖

を代謝し， 酸を産生するために，培地の pHが著しく

低下することが認められる.近藤および勝野10)はEntB 

の産生が pHの低下によって抑制されることを報告し

ており， 1夜糖の分解による培地の pHの低下が EntB 
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およびC産生に影響していることも考慮する必要があろ

う.黄色ブ菌は煎糖を分解するため，培養後の培地の

Aw値に，どのように影響するのかを明らかにする目的

で， 72時間培養した各 Ent産生菌の培養上清の Awを

測定した.その結果は，各煎糖濃度の培地において，菌

接種前の培地の Aw値と同じであり， ブ菌の代謝によ

る Aw値の変化は認、められなかった.

Ent産生が煎糖を添加しても， ほとんどEnt産生が抑

制されないEntA. DおよびE型のグノレ{プと抑制され

るEntBおよびC型のグループに分けることができた.

前者の代表としてEntA. 後者の代表として EntBの

両 Ent産生菌の増殖， Ent産生および培地の pHを経

時的に検討した結果を Fig.3に示した. この図から，

各培地での EntAおよびB産生菌の増殖， Ent産生お

よび pHの変化の 3つの要因の関連を比較してみること

ができる.図に示してはないが.Ent C， DおよびE産

生菌についても同様の検討を行なった.その結果は，そ

れぞれの代表の Ent産生菌でみられるバター γと同様

であった.

以上のように， Awの調節剤の種類によって.Awの

効果以外の作用も考慮しなければならないが，塩化ナト

リウムおよび煎糖で Awを調節した培地での.Ent Bお

よびC産生が， Ent A. DおよびE産生に比して，著し

く影響を受け， Ent産生の抑制が認められた.このこと

は， やはりこれまでの著者らの成績11)にみられるよう

に，自然界の Ent産生プ菌の分布においてEnt型の片

寄りが認められないにもかかわらず，ブ菌食中毒から分

離されるプ菌の産生は，約70%が EntAまたは EntA 

と他の型との複合型によるものであることと関連がある

ように考えられる.

今後，実験的に Awを調節した食品を調製し， これ

を用いて黄色ブ菌の増殖と Ent産生の関係を明らかに

し，プ菌食中毒の予防対策の一助にしたい.

結 論

ブ菌の増殖に及ぼす煎糖の影響を検討した結果 5~

10%煎糖濃度のとき，プ菌の増殖が抑制され，特に Ent

BおよびE産生菌の抑制lが著明であった.煎糖を添加し

ない BHI培地での各型の Ent産生菌のGTは，それ

ぞれ43分， 32分， 36分， 40分および45分である.40%煎

糖添加の培地 (Aw:0.94)での Ent産生菌のGTは，

それぞれ56分， 33分， 22分， 35分および 30分であり，

Ent A産生菌のGTのみが対照培地での GTより延長

することが認められた EntA以外の Ent産生菌のG

Tは.~、糖濃度が高くなっても，対照培地のGT と同じ

か，それよりも短かかった.

Ent A~E産生に及ぼす庶糖の影響を検討した.その

結果，対照培地で24時間培養した後の EntA~E産生

量は，それぞれ10，256， 256， 1. 1.6μg/mlであった.

府、糖を40%含有する培地での EntA~E 産生量は，

それぞれ 1，O. 1， 1， O. 1， O. 4μg/mlであった. この

ように EntBとC産生が， 他の EntA， DおよびE

産生に比較して，熊糖の添加によって著しく影響を受け

ることを明らかにした.

BHI培地 (pH7. 8)に熊糖を添加すると pHが低下

し， 40%熊糖を含有する BHI培地の pHは7.00であ

った. 5~40%帯、糖含有する培地で 8~24時間培養する

と， pHは著しく低下することが認められた.さらに培

養を継続し.72 時間後の pH は 4.8~5.4 であり，庶

糖濃度の違いによる pH変化の差が認められなかった.

これに対し， 対照培地の pH 変化は培養 8~12時間後

に， pHの低下がみられ， さらに培養し続けると， pH 

は上昇し. 72時間培養後の pH は 8.6~8.8 で、あった.

(本研究の概要は第36回，日本食品衛生学会，昭和53

年12月で発表した.)
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牛乳および母乳中の残留農薬濃度の年別推移 (1971"'-'1978)

山岸達典ぺ宮崎奉之へ堀井昭三ぺ金子誠二*

Yearly Shift of Residual Amounts of Organochlorine Pesticides in COW'S MiIk 

and Mother's MiIk in Tokyo (1971・1978)

T ATSUNORI YAMAGISHI*， TOMOYUKI MIY AZAKI汽 SHOZOHORII* 

and SEI]I. KANEKO* 

A total of 440 specimens， consisting of 290 raw milk from 8 milk plants and 150 mother's milk 

from 6 maternity hospitals in Tokyo， was coUected at regular intervals during the period from March 
1971 through December 1978， and subjected for the presence of residual organochlorine pesticides. Th巴

residual amounts detected on whole milk basis from raw milk showed gradual decline in the last 8 

years， i. e.， on total BHC， the amount was declined from 0.009 to 0.0023ppm; on total DDT， 0.0016 

to 0.0009ppm; and on dieldrin， 0.0009 to 0.0003ppm. In mother's milk， however， the decline of 

residual amounts on fat basis was slightly slower than that of on cow's milk. Namely， in the same 

period， the amount of total BHC was declined from 2. 51 to 1. 09ppm， and of total DDT from 3.034 

to 0.605ppm， while dieldrin from 0.827 to O.OOlppm. In other words， it is indicating that the period 
required for their 50% reduction in mother's milk was twice as long as that of required in cow's milk. 

Keywords : raw milk， mother's milk， residual organochlorine pesticides， BHC， DDT， dieldrin 

緒 唱喜子

日

わが国で，食品の有機塩素系農薬汚染が上回ら1)によ

り初めて報告されて以来，環境ペ食品目および人体4)の

農薬汚染の実態町が次第に明らかにされてきた.なかで

も，牛乳6，7)，母乳8)への農薬移行が大きく社会問題にま

で発展したことは記憶に新しい. とりわけ， 母乳中の

s-BHC濃度が欧米諸国のそれと比絞して明らかに高

い町という実情があったため，母子衛生上の安全性が危

倶8) された. これが契機となり， わが国では 1971年に

BHC，DDTなどの農薬の生産中止，使用禁止などの規

制措置10)がとられた.しかし，自然環境中での有機極素

系農薬の残留性が極めて高いといわれている点から，著

者らは，食品の農薬汚染の指標として牛乳を，また人体

の農薬汚染の指標として母乳をとり上げ，それらの残留

濃度の年次別推移のモニタリングを実施している.今回

は1971年から1978年までの過去8年間の牛乳および母乳

中の残留濃度の推移をまとめ，若干の知見を得たので報

告する.

材料および方法

1. 材料牛乳:試料は1972年5月から1978年12月ま

での期間に，都内の牛乳工場から毎年6固または12回に

わたって採取した原料牛乳，計290例を対象にした.な

本東京都立衛生研究所生活科学部乳肉衛生研究科

お，都内の原料牛乳の工場は8社 (G社， KO社， KU  

社， M If.上， MO社， S社， U社， Z社〉で， これら原

料牛乳の主な産地は東京近県の埼玉，千葉，茨城，群馬

などであった.

母乳:試料は 1971年 3月から 1978年11月までの期間

で，杉並区のN産院，葛飾区のK産院および都立のA産

院， S産院， TA産院， TV産院で出産した産婦から毎

年 1回または 2図，出産後2週間以内の母乳を対象に計

150例を採取した. 母乳の採取に当っては，nーヘキサン

で洗浄後，乾燥，滅菌した容器を用いた.また，採取し

た母乳は密栓後， ドライアイスをつめたアイスボックス

を用いて運搬した.なお，母乳は採取当日，ゲルベノレ法

で脂肪含量を測定し，残りの試料は分析を行なうまで-

200で凍結保存した.

2. 検査方法有機塩素系農薬の測定は AOAC法11)

に準じて実施した.

結果および考察

牛乳，母乳中に残留する農薬濃度の年次別推移を観察

するにあたり，予め残留濃度をどのような単位で表わす

かを検討した.すなわち，母乳の場合は，対象とする試

料が個人別であるため， 試料中の脂肪含量が 0.43~6.8

% (平均2.8土1.5%)と広くパラツいていること， ま

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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た，同一個体より得た試料であってもs 採取時により脂 の残留濃度は， Table 1に掲げたごとく，平均値がそ

肪量が変化し，全乳中に含まれる農薬量も大きく変動1わ れぞれ O.009ppm， O. 0024ppm， O. 0009ppmであった.

するといわれている点などから，母乳中の残留農薬濃度 これらは年ごとに低下し， 1978年には totalBHC O. 0023 

は脂肪あたりの濃度で示すことにした.一方，牛乳の場 ppm， total DDT O. 0016ppm， dieldrin O. 0003ppmと

合は，個々の乳牛から集め均質化された試料であるた なり，モニタロソグ開始時のそれぞれ約 1/4，1/1. 5， 

め，乳脂肪の含量は3.0~4.1% (平均3.4土0.2%)とほ 1/3までに低下した.なかでも r-BHCの残留濃度は，

ぼ一定の値を示したこと，また全手しあたりの濃度で表わ 1974年以降急速な減少を示し，現時点では検出限界以下

されていることが多く，他の報告例と比較することが容 まで低下した.なお調査当初はふBHCおよびt，〆-DDD

易であるという点から，牛乳では全乳あたりのppmで、示 が検出されたがその後は全く検出されていない.

すことにした. 一方， BHC中で各異性体が占める割合を比較してみ

1. 牛乳中の残留農薬濃度の年次別変化牛乳中の残 ると，本調査の開始時における α-BHC，s-BHC， r-

留濃度を年次別にみると，木調査の開始時にあたる1972 BHCおよび d-BHCの比率がそれぞれ30・52:16・2

年の牛乳中の totalBHC， total DDTおよび dieldrin の割合であったのが， 1978年には α-BHCと s-BHC

Table 1. Residual Lev巴Iof Organochlorine Pesticides in Cow's Milk 

〈ppmon whole milk basis) 

Year No. Item a-BHC ß~BHC r-BHC T-:-BHCρ，〆-DDEρ，〆ーDDT T-DDT dieldrin 

1972 41 range O. 001 O. 001 tr O. 004 tr nd nd nd 

~0.010 ~0.014 ~0.005 ~0.039 ~0.007 ~0.003 ~0.007 ~0.003 

mean O. 0027 O. 0047 O. 0014 O. 0090 O. 0013 O. 0009 O. 0024 O. 0009 

S. D. 0.0022 0.0048 0.0010 0.0067 0.0014 0 0.0017 0.0010 

1973 65 range O. 001 tr tr O. 002 tr nd nd nd 

~0.004 ~0.016 ~0.005 ~0.022 ~0.004 ~0.001 ~0.005 ~0.011 

mean O. 0023 O. 0041 O. 0015 O. 0080 O. 0015 O. 0006 O. 0021 O. 0022 

S. D. O. 0010 O. 0032 O. 0010 O. 0042 O. 0010 0 O. 0014 O. 0030 

1974 59 rang巴 O.001 tr tr O. 001 tr nd nd nd 

~0.005 ~0.009 ~0.001 ~0.013 ~0.002 ~0.001 ~0.004 ~0.007 

mean O. 0023 O. 0035 O. 0006 O. 0064 O. 0014 O. 0005 O. 0019 O. 0013 

S. D. 0.0010 0.0020 0 0.0022 0 。 0.0010 0.0020 

1975 35 range tr O. 001 tr O. 001 O. 001 nd nd nd 

~0.007 ~0.006 ~0.001 ~0.014 ~0.002 ~0.001 ~0.003 ~0.002 

mean O. 0019 O. 0035 O. 0006 O. 0061 O. 0011 O. 0002 O. 0013 O. 0004 

S. D. 0.0017 0.0017 0 0.0032 0 0 0 0.0010 

1976 30 range tr tr tr O. 002 tr nd nd nd 

~0.014 ~0.004 ~0.001 ~0.015 ~0.002 ~0.001 ~0.002 ~0.003 

mean O. 0028 O. 0024 O. 0001 O. 0053 O. 0009 O. 0003 O. 0012 O. 0008 

S. D. 0.0035 0.0010 0 0.0036 0 0 0 0.0010 

1977 30 range tr 0.001 tr 0.002 tr tr nd nd 

~0.004 ~0.010 ~0.001 ~0.013 ~0.004 ~0.001 ~0.004 ~0.006 

mean 0.0017 0.0034 0.0001 0.0052 0.0014 0.0004 0.0018 0.0016 

S. D. 0.0010 0.0020 0 0.0024 0.0010 0 0.0010 0.0014 

1978 30 range nd tr nd nd tr nd nd tr 

~0.003 ~0.005 ~0.007 ~0.001 ~0.034 ~0.034 ~0.002 

mean O. 0009 O. 0014 0.0023 0.0004 0.0012 0.0016 0.0003 

S. D. 0.0010 0.0014 0.0017 0 0.0061 0.0061 0 

Keys for abbreviation， T-BHC=total BHC， T-DDT=total DDT， tr=trace， 

nd=not detected， S. D. =Standard Deviation 
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の比率が 36:64となった.

次に，牛乳中の残留農薬濃度と経過年数との関係13)に

ついてみると，牛乳中の r-BHC，s-BHCおよびtotal

BHCの残留濃度は，各年次の平均値 (ppb)を対数に変

換した値(y)と経過年数(X)との聞に相互に密接な関係

を示し， それらの相関係数 (r)は，r-BHCがー0.93

(p <0.01)， s-BHCがーO.83( p <0. 05)， total BHC 

がー0.89(p<O.Ol)であった. したがって， これより

回帰直線を求め，r-BHC， s-BHCおよび totalBHC 

が 1/2に減少するに要した期間を仮に半減期として表わ

すと， Fig.1に示すごとく ，r-BHCが 1.1年，s-BHC 

が4.4年， total BHCで 3.7年を要したことになる.

一方，牛乳中の DDTや dieldrinの残留濃度は経年

的に減少しているとはいえ，各年次の平均値にバラツキ

が大きい.これらの要因には，乳牛へ給与される飼料が

大きく関与しているものと考える.つまり，大豆粕，ピ

{トパルプ， トウモロコシなどの配合飼料の原料の多く

は外国産であり， DDT系農薬の汚染が高い5) こと，他

方， d凶drin剤が国内で林業種苗などに現在も一部使用
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されており，土壌や牧草のイタリア γグラスからdieldrin

が検出されることなど，外国産飼料の DDT系農薬汚染

と国内産飼料の dieldrin系汚染に由来する移行残留が

その大きな要因となっているものと推察される.

2. 母乳中の残留農薬濃度の年次別変化 母乳中の残

留濃度を年次別にみると， 調査当初における 1971年の

total BHC， total DDTおよび dieldrinの残留濃度は

Table 2に示すごとく， fat basisで totalBHC 2.510 

ppm， total DDT 3.034ppm， dieldrin 0.827ppmを示

した.しかし， 1974年以降，それらは経年的に漸減し，

1978年には totalBHC 1. 391ppm， total DDT 0.605 

ppm， dieldrin O.OOlppmまでそれぞれ低下した.なか

でも殺虫剤の主成分である r-BHCの残留量は， 母乳

中から消失する速度が早く ， 1977年以降 r-BHCを検

出していない.

また， ρ，〆-DDTの残留濃度は r-BHCの場合と比

べて消失する速度が緩慢であるが，1978年のレベルは調

査当初と比較すると明らかに低下 (p<0. 01)した.な

お，現在の母乳中の totalDDTの残留量は諸外国のそ

Fig. 1. Yearly Shift on Residual Level of 
Organochlorine Pesticides ih Raw Milk 
(whole basis) 

p. r. : The period required for 50% reduction 
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Table 2. Residual Level of Organochlorine Pesticides in Mother's Milk 

(ppm on fat milk basis) 

Year No. Item a-BHC s-BHC r-BHC T-BHCρ，t'-DDE ρ，〆-DDT T -DDT dieldriri 

1971 30 rang巴 nd tr 

~0.361 ~6.773 

mean 0.075 2.111 

S. D. 0.077 1. 446 

1972 10 range 0.024 0.545 

~0.062 ~2.985 

mean O. 050 1. 817 

S. D. 0.012 0.857 

1973 10 range O. 026 O. 449 

~O. 139 ~9.508 

mean O. 078 2. 666 

S. D. 0.034 2.571 

1974 30 range tr 0.360 

~0.177 ~5.745 

mean O. 087 2. 009 

S. D. 0.046 1.276 

1975 20 rang巴 tr 0.347 

~0.063 ~5.900 

mean O. 029 1. 822 

S. D. 0.016 1. 393 

1976 20 range 0.009 0.420 

~0.083 ~6.955 

mean O. 049 1. 488 

S. D. 0.020 1. 440 

1977 10、range 0.110 0.918 

~0.305 ~4.473 

mean O. 157 1. 653 

S. D. 0.055 0.976 

1978 20 range nd tr 

~0.102 ~6.822 

mean 0.016 

S.D. 0.022 

1. 375 

1. 743 
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Keys for abbreviation， T-BHC=total BHC， T-DDT=total DDT， tr=trace， 

nd=not detected， S.D. =Standard Deviation 

れ14)と比べると， ドイツ (1970，3. 8ppm) ， カナダ， の場合と同様に残留濃度が 1/2に減少するに要した期間

(1972， 2.4ppm)，スウェ{デン (1977，1. 8ppm)ょ を求めたところ， r-BHCが1.3年， s-BHCが8.1年，

りも低い値である.次に，母乳中の残留農薬濃度と経過 ρ，t'-DDTが3.5年， dieldrinが2.3年となった.なか

年数との関係についてみると， Fig. 2に示すごとく母 でも，母乳中のかBHCの半減に要する期間は上述の

乳中の r-BHC，s-BHC，ρ，〆-DDTおよび dieldrin 牛乳中のそれと比べると約2倍の期闘を要したことにな

の残留濃度が経過年数との聞にそれぞれ密接な関係を示 る.

し，それらの相関係数は r-BHC-0.90 (p <0. 05)， 以上，母乳中の残留農薬量は減少の一途をたどってい

s-BHC -0.89 (p <0. 05)，ρ，t'-DDT -0.90 (pく るとはいえ，牛乳中のそれと比較するとなお楽観を許さ

0.01)， dieldrin -0.77 (p <0.1)を示した.また牛乳 ぬものがある.これは，外国から輸入される食肉，魚介
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1， 3. 5-Trichloro-2・(4・Nitrophenoxy)Benzene(CNP)の東京湾産アサリ，底質，海水中

での残留濃度の推移

山岸達典*1，秋山手口幸ペ金子誠二*1，堀井昭三判

宮崎奉之ベ森田昌敏**

Residual Levels of 1， 3， 5・Trichloro-2・(4-Nitrophimoxy)Benzene(CNP) in 

Short-necked Clam， Sand and Sea Water at Tokyo Bay 

T A TSUNORI Y AMAGISHI制， KAZUYUKI AKIY AMA叫， SEI]I KANEKO制，

SHOZO HORII*I， TOMOYUKI MIYAZAKI*1 and MASATOSHI MORITA** 

MonitCiring of residual 1， 3， 5-trichloro-2-(4-nitrophenoxy) benzene (CNP) in short-necked clam， 

sand， sea water collected at 5 different sampling stations in Tokyo Bay was conducted between May and 

August in 1977 and 1978. At each sampling station， 1kg of short-necked clam， 1kg of sand and 3l 
of sea water were sampled at one month interval. In every year， there was a monthly shift on the 

levels of residual CNP in short-necked clam， with a peak in May or ]une. The highest in the conse・

cutive 2 years of the survey was 2，900 ppb， which recorded on short-necked clam obtained at the 

station C in May 1977. The residual amounts in the shellfish declined quickly， wjth a half-life (reduced 

by haJf) of 33. 8土 8.4days in average. There was positive correlation between the residual amounts 

in short-necked clam and that of the sea water， indicating that the contamination of shellfish c:omes 
from the polluted sea water originally derived from the effluent of paddy rice field wh巴reconsiderable 

amounts of the herbicide are used once a year between April and ]une. 

Keywords : monitoring， CNP， short-necked clam， sand， sea water， contamination 

緒 言 材料および方法

過去数年間，著者らは食品中の化学汚染物質のモニタ 1. 試料 対象としたアサリは，大井京浜島(A)，三

リングを実施している.その 1つは， 1969年以降実施し 枚洲(B)，千葉中央港(C)，木更津人工島(D)および富

ている市販牛乳を対象とする残留有機塩素系農薬のそニ 津公園(E)の5ケ所の観察地点 (Fig.1) より， 1977 

タリシグわである.他の 1つは， 1975年より実施してい 年と1978年の 5月から 8月までの期聞に，アサリの大き

るもので，東京湾の魚介類を対象とする PCB，HCB， さを定めずに約 1kgずつ毎月 l回採取した.同時に底

および微量元素2)などのモニタリングである.とのよう 質約 1kgと海水約 3lを各観察地点で採取した (1977

な定期的なモユタリシグが契機となり，著者らはさきに 年は底質を， 1978年は海水を対象とした).

除草剤の主成分である 1，3， 5-::-trichloro-2ー(4-nitrophe・ 2. 抽出方法 (1)アサリはむき身にして，ホモゲナイ

noxy) benzene (CNP)が東京湾産ムラサキイガイ中に ズしたもの 30gを n-hexane-methanol混合液(4:1) 

残留していることを発見し， ECD-GC， GC-MS， IRお 200ml中に室温で一昼夜浸潰し， 十分に振とうし， n-

よび UV-Spectraによりこれを確認，報告しため hexane層を遠心分離 (3，000r.p. m.， 15分〉した.この

今回は， 東京湾の CNP 汚染の実態を把握するため n-hexane層を 30mlの2%食塩溶液で1回，30mlの

に，湾内産のアザム底質および海水を定期的に採取 蒸留水で2回洗浄し，無水硫酸ナトリウムで脱水した

いそれらに残留する CNP濃度の経月変化を観察し， 後， Kuderna-Danish濃縮装置により濃縮乾固(0:00
)

若干の知見を得たので報告する. した.次いで， 1N-KOH-methanol溶液50mlを加え，

900， 1時間ケγ化した.ケン化溶液が約500の時に50ml

判東京都立衛生研究所生活科学部乳肉衛生研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1

相同環境保健部環境衛生研究科

* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

料国立公害研究所
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% QF-1(Anachro-ABS， 80/100 mesh) 2200， N2 40ml 

/min; column size 3mm x 2m. 

Fig. 1. Sampling Stations in Tokyo Bay 

の n-hexaneを加え振とうした後， n-hexane層を得た.

この n-hexane層を 30mlの2%食塩溶液で1回， 30 

mlの蒸留水で2回洗浄し， 無水硫酸ナトリウムで脱水

した後， Kuderna-Danish濃縮装置により約 5mlに濃

縮し，粗抽出液とした.この粗抽出液は Florisilcolumn 

により分離精製した.すなわち， Florisil (PR grade， 

60/80 mesh， 6500 で一昼夜活性化〉を， 内径23mmの

ガラスカラムに高さ 10cmになるように， n-hexaneの

湿式法で充てんし，初流の n一haxane分函 150mlは捨

て， 20% ether-hexane分画 200mlを集め， Kuderna-

Danish濃縮装置で 2mlに濃縮したものを分析用の試

料とした. (2)底質は 50g，海水は1.5lをとり，それぞ

れ n-hexane 200mlを加え 15分間振とうした後， n-

hexane層を分取した.さらに残留物は n-hexane200ml 

で2回抽出を繰り返し， n-hexane層を集め， 無水硫酸

ナトリウムで脱水した後， Kuderna-Danish濃縮装置で

濃縮乾固 (500
) し， 1N-KOH-methanol 50mlを加え

てヶ γ化 (900，1時間〉した. その後の操作はアサリ

と同様の方法で実施し，分析用の試料とした.

3. 測定方法および装置 分析用の試料をガスグロマ

トグラフ (ECD，63Ni)に注入し， CNPの定量を実施

した.ガス Fロマトグラフの分離カラムおよび測定条件

は下記のごとくとした:2 %OV-17(Chromosorb WAN 

DMCS， 80/100 mesh) 2200， N2 80ml/min; 2% OV-1 

(Gaschrom Q， 80/100mesh) 2200， N240ml/min; 1. 5 

結 果

1. アサリ中の残留 CNP濃度の経月変化 1977年に

採取したアサリは，観察地点A，B， C， DおよびEの

いずれの地点においても， 5月または6月に最高値を示

し，それ以降，これらの残留濃度は経月的に低下する傾

向を示した (Fig.2). また，観察地点別のアサリ中の

残留 CNP濃度は， C地点が最も高く 242-2，900ppb

(wet basis)，次ぎにB地点が 9-44ppb，A地点が 3-43

ppb， D地点が4-23ppbの値を示し， E地点が最も低く

4-20ppbであった.一方， 1978年に採取したアサ日中の

残留 CNP濃度は， 前年に比較するといずれの観察地

点でも著しく低下していた.すなわち， A地点が trace-

21ppb， B地点が traceー24ppb，C地点が trace-18ppb，

D地点が trace-15ppbおよびE地点が trace-4ppbであ

った.しかし， 5月に採取したアサリ中の残留 CNP濃

度は，前年の調査の場合と同様に，いずれの観察地点に

おいても最も高い値を示すという傾向がみられた.

2. アサリ中に残留する CNP濃度と経過日数との関

係 1977年に採取したアサリ中に残留する CNP濃度

と経過日数との関係について，下記のように数値を変換
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に採取したアサリと海水中の CNP濃度の聞には，アサ

リ中の残留濃度 (ppt)と海水中の残存濃度 (pptx10) 

を対数に変換したときに， 正の相関関係を認めた (r=

0.66， p<O.Ol).すなわち，海水中の CNP濃度が増す

に伴って，アサリ中の CNP濃度が増す傾向を示した

(Fig. 4). 

30-1， 1979 
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年研

して試算したところ，残留濃度と経過日数との間に相互

に密接な関係を認めた.すなわち，残留 CNP濃度(ppb)

の値を対数に変換した値と，各観察地点における第 l回

目のアサリ採取月日を第 1日目として算定した経過日数

との関係 (Fig.3) を求めると， 各観察地点別の残留

CNP濃度はほぼ一定に負の勾配で低下し，相関係数が

-0.99"-"ー 0.77であった.また，仮に残留 CNP濃度の

半減するに要する日数を半減期的として言い表わすなら

ば，観察下のアサリ中の残留 CNP濃度の半減期は，平

均33.8土8.4日であった.
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考察および結論

1977年および1978年の 5月から 8月までの期聞に，東

京湾内の 5ケ所の観察地点で，アサリ，底質，海水を毎

月1回採取し，残留 CNP濃度の調査をしたところ，各

観察地点ともに毎年5月または6月に最も高い値を示

し，以後，急激に減少する傾向を示した.これらの調査

結果は，農業用水路水中の CNPが田植開始時期から約

1ヶ月後に最も高い残存濃度を示し，以後，急激に減少

する傾向を認めたという鈴木らめの北九州での調査結果

ならびに，東京湾に接する県下では， CNPを主成分と

する除草剤を，田植期の 4月上旬から 6月下旬までの期

間6)に，毎年1回だけ水田に散布しているという使用実

態と一致するものである.以上のことより，東京湾内産

アサリの CNP汚染は，散布土壌から農業用水へ流出し

た CNPが河川水へ放出され，さらにそれが海水中へ移

行し，アサリを汚染したものと推測される.

一方， CNPによるアサリの汚染が，潮干狩の全盛期

である初夏に最も高い債を示すという点から，貝類を介

してヒトが CNPに汚染される可能性をも示唆してい

120 
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3. 底質中の CNP濃度の経月変化 1977年に採取し

た底質中の CNPは観察地点A，BおよびCから trace-

1. Oppbで検出し， アサリ中の残留濃度の傾向と同様に

C地点が最も高く1.Oppbであった.しかし， Dおよび

E地点からは CNPを検出しなかった. これらの残存

濃度の経月変化は， C地点でアサリ中の残留濃度のそれ

とほぼ比例する傾向を示し， 5月に最高値をとり，以降

海rr次減少した.しかし， A地点では 7，8月に増加する

傾向であった (Fig.2).

4. 海水中の CNP濃度の経月変化 1978年に採取し

た海水中より CNPを nd-1，900pptの範囲で検出した.

この海水中の濃度は，各観察地点ともに， 5月に最も高

くB地点で最高値 1，900pptを検出し，その他の地点で

は， 20~80ppt であった.

5. アサリおよひ。海水中の CNP濃度の関係 1978年
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る.したがって，環境汚染化学物質の食用動物への移行

・残留防止対策を講ずる上で，沿岸に定着性があり，蓄

積性化学物質である PCB，農薬などの生物濃縮が観察

できるアサリを，海域における環境汚染化学物質の指標

生物として，今後もそニタリ γグ活動を継続することが

極めて重要であると考える.

謝辞本調査の試料採取に当たり，東京都衛生局環境

衛生部食品監視課の協力を感謝致します.

文 献

1)山岸達典，堀井昭三，境野米子，竹美和江，森本キ

ミ，春田三佐夫東京衛研年報， 25， 197， 1974 

2)堀井昭三，山岸達典，村上ー:東京衛研年報， 29 

-1， 170， 1978 

3) Yamagishi， T.， Akiyama， K.， Morita， M.， Taka-

hashi， R.， and Murakami， H.: J. ENVIRON. 

SCI. HEALTH， B13 (4)， 417， 1978 

4)桐谷圭治:科学， 44-7， 434， 1974 

5)鈴木学，大和康博，秋山 高:日本農芸化学会講

演要旨， 468， 1978 

6)石塚給造，百武樽:日本農薬学会誌， 2， 568， 

1977 



東京衛研年報 Ann. Reρ. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H， 30-1， 127-132， 1979 

1， 3， 5・Trichloro・2・(4・Nitropheno玄y)Benzene(CNP)による東京湾産魚貝類の汚染

山岸遠典*I，秋山和幸*2，金子誠二*I，堀井昭三*1

宮崎奉之*1，森田昌敏**

Contarnination of Fish and SheIIfish in Tokyo Bay by 1， 3， 5・Trichloro-2・
(4・Nitrophenoxy)Benzene(CNP) 

T ATSUNORI Y AMAGISHI制， KAZUYUKI AKIYAMA*2， SEI]I KANEKO*I， 

SHOZO HORII*I， TOMOYUKI MIY AZAKI*1 and MASA TOSHI MORIT A料

During the period from August 26 through September 27， 1977 and from August 6 through 

September 10， 1978， goby， sea bass， short-necked c1am and a species of ark shell collected at 12 

different sampJing stations in Tokyo Bay was investigated for the presence of residual 1，3，5・trichloro
・2・(4・nitrophenoxy)benzene(CNP). The highest level found in goby's muscle and Jiver， and short-
necked c1am at the sampling station B-1 in 1977 was 360， 91，400 and 240 ppb， resp.ectively. The 

correlation coefficient of the residual CNP levels between goby's liver and muscle， goby's liver and 

short-necked c1am， and goby's muscle and short-necked c1am was 0.91， 0.99 and O. 94， respectively. These 

results suggest us that CNP used on a paddy rice field was Jikely to be a cause of the contamination 

of local marine biota， since CNP was also detected from a kind of trout which was caught at the 

river in Tokyo. 

Keyword目:goby， sea bass， short-necked clam， a species of ark shell， CNP， contamination， a kind of 
trout 

緒 言

昭和 40年にわが国で開発された 1，3， 5-trichloro・2-

(4・nitrophenoxy)benzene(CNP)を主成分とする除草

剤は，主に水田の 1年生雑草，ノピエ，カヤツリグサな

どの発生を防除する目的で，全国各地でほぼ一致した期

間，いわゆる稲作の田植時期である 4月下旬から 6月上

旬までの限られた期間に多量に使用されているのが特徴

のひとつである.現在，製剤の生産量は年間約50，000t ， 

原体にして約6，000tにも達している1，幻.

このように，わが国特有とも言える本剤の使用実態か

らみれば， CNPが陸水，海水を汚染し，さらにそれが

そこに生息する生物を汚染する恐れがある.一方， CNP

に汚染された食用動物を介してヒトが影響を受けるとい

う問題に発展する恐れもあることなどから，本剤の短期

間における多量使用には，公衆衛生上等閑視できない問

題を包含している.

そこで，著者らは CNPによる海産生物の汚染実態を

把握する目的で，東京湾内に生息する魚貝類を対象に，

それらに残留する CNP濃度および範囲について調べ，

若干の興味ある知見を得たので報告する.

材料および方法

1. 試料 1977年8月26日から 9月27日まで，および

1978年8月6日から 9月10日までの期聞に，東京湾沿岸

の神奈川県金沢八景から千葉県富津までの区域 (Figめ

から得たマハゼ (Acanthogobiusflavimanus) 22例と

アサリ (Taρesρhiliρρinarum)10例を対象にした.そ

の他の試料としては，スズキ (Lateorabraxjaρonicus) 

を東京都の羽田沖，浦安紳などから，サルボウガイ

(Scaρharca subcrenata) を三枚洲からそれぞれ採取

した. 一方， 淡水魚のヤマベ (Oncorhynchusmasou 

va久 ishikawae) を1978年9月3日に栃木県小山市思

)1[から千葉県野田市江戸川までの 4地点で採取した.こ

れらの試料は採取後直ちにドライアイスで凍結し，分析

するまでー200で凍結保存した.

2. 試料の調製魚類では，魚種と捕獲月日，場所な

どが同ーの場合，これらの魚種を 1つの試料(3例以上〉

*1東京都立衛生研究所生活科学部乳肉衛生研究科

料問環境保健部環境衛生研究科

160 東京都新宿区百人町 3ー24-1

* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

料国立公害研究所



Florisil (PR grade， 60/80mesh， 6500 で一昼夜活性化〉

は，内径 23mmのガラメカラムに高さ10cmになるよう

に n-hexaneの湿式法で充てんし， 初流の n-hexane

分画 150mlは捨て， 20% ether-hexane分画 200mlを

集め， Kuderna司Danish濃縮装置で 2mlに濃縮したもの

を分析用の試料とした.

4. 測定方法および装霞 分析用の試料をガスグロマ

トグラフ(ECD，63Ni)に注入し， CNPの定量を行なっ

た.ガスクロマトグラフの分離カラムおよび測定条件は

下記のごとくとした:2 % OV-17 (Chromosorb WAN 

DMCS， 80/100mesh) 2200， N280ml/min; 2 % OV-1 

(Gaschrom Q， 80/100mesh) 2200， N240ml/min; 

1. 5% QF -1 (Anachro-ABS， 80/100mesh) 2200， N2 

40nil/niin; column size 3mm x 2m. 

調査結果

1. 魚貝類中の CNP体内分布 (1)スズキ (Fig.2)に

残留する CNP濃度の体内分布について調べた結果，脂

肪組織，胞のう，腎臓および肝臓中に残留する CNP濃

度は，心臓，筋肉および鯨中のそれらと比較すると高

く， 1， 350~1 ， 660ppb (wet basis) の範囲の値を示し

た.なお，心臓，筋肉および限、中の CNP濃度はそれぞ

れ 210，43， 44ppbの値で，上記の臓器および組織中の

それらと比較すると，心臓が約 1/7，筋肉，艇などが約

Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. L.ab.. P.H.， 30.-1， 1979 
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として取扱い，各魚体は水道水で十分に洗浄して開腹し

た後，背部筋肉と肝臓(一部で内臓全体〉を摘出し，そ

れぞれの組織，臓器をプ{ルしてホモゲナイズ (Ultra-

turrax)した.なお，スズキの場合は， 肝臓，腎臓，心

臓などの各臓器を摘出し，上記と同様にそれぞれホモゲ

ナイズした一方，貝類では，魚類の場合と同様に貝の

種類，採取場所などが同一である場合， 1つの試料とみ

なし，むき身(約100g)をそのままプ{ルじてホモゲナ

イズした.

3. 抽出方法 ホモゲナイズした試料(貝類および魚

類の筋肉部では 30g，魚類の内臓部では 5g)をn-hexane

-methanoI混合液 (4:1) 200ml中に室温で一昼夜浸

潰し，十分に振とうし， n-hei(an巴層を遠心分離 (3，000

r. p. m.， 15分〉して得た.この n-hexane層は 30mlの

2%食塩溶液で1回，.30mlの蒸留水で2回洗浄し，無

水硫酸ナトリウムで脱水した後， Kuderna・Danish濃縮

装置により濃縮乾固 (500
) した.次いで， 1N-KOH-

methanoI溶液 50mlを加え， 900， 1時間ケシ化した.

ケシ化溶液が約500の時に 50mlの n-hexaneを加え振

とうした後， n-hexane層を得た. この n-hexane層は

30mlの2%食塩溶液で1回，30mlの蒸留水で2回洗

浄し，無水硫酸ナトリウムで脱水した後， Kuderna-

Danish濃縮装置により約 5mlに濃縮した.この粗抽出

液は FlorisiIcolumnにより分離精製した.すなわち，

128 

A-l 

Sampling Stations in Tokyo Bay Fig.1. 



129 30-1， 1979 

2.0 

. . n=22 

r=0.57 
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Table 1. Comparison of CNP Concentration in 

Muscle and Viscera of Short-necked Clam 

(T. philipρinarum) 

』孔東

CNP Concentration Ratio of Concentration 

Tissues (ppb on Wet Basis) in th巴 Tissues

n=3 (A/B) 

4.7土0.3

Data for several group are r巴presentedby the mean土

standard deviation of three analyses on a pooled 

specimen of thirty shel1fish. The concentrations 

ar巴 significantl1ydifferent (p<O. 001) to the T・test.

23.5土1.6

5.0土0.8

A) Viscera 

B) Muscle 

採取地点B-1 (千葉中央港〉付近で採取したものが局

地的に最も高く 360ppbを示した (Table3). しかし，

その他の採取地点では 30ppb以下の値であった.また，

このような局地的あるいは偏在的な残留濃度を示す傾向

は，肝臓中のそれらにもみられ， 同じく採取地点B-1

で 91，400ppbの債を示した.なお， 各採取地点におけ

る肝臓中の残留 CNP濃度と筋肉中のそれらとの聞に

は，それぞれの残留濃度 (ppb) の値を対数に変換する

と，相互に密接な関係を示し，高い正の相関関係を認め

た (r=0.91).すなわち，筋肉中の CNP濃度が高く

なれば，肝臓中のそれも高くなる傾向を示した (Fig.4).

1/35とそれぞれ低い値を示した.(2)アサリ筋肉部中の残

留 CNP濃度と内臓部中のそれとの関係は，無作為に抽

出した30個のアサリを筋肉部と内臓部に分け，それぞれ

ホモゲナイズしたものを試料とし，それらの残留 CNP

濃度を調べた.その結果， Table 1に示したように，両

者の聞に有意な差 (p<0. 001) を認、め， 内臓部中の残

留 CNP濃度が筋肉部中のそれよりも高く約5倍であっ

た.

2. 残留 CNP濃度と魚貝類の体重との関係 (1)マハ

ゼ:1978年に捕獲したマハゼの体重(g)と残留 CNP濃

度(ppb)を対数に変換した値との関係を求めると， Fig.3 

に示すように，残留 CNP濃度は魚の体重が増すに伴っ

て高くなる傾向を示した(r =0.57， p <0. 01). (2)ア

サリ，サノレボウガイ:残留 CNP濃度と貝のむき身重量

との聞には，ほとんど関係を認めず，残留 CNP濃度は

ほぼ一定の含量を示した (Table2). 

3. 各採取地点別魚貝類の残留 CNP濃度 (1)マハゼ

: 1977年に採取したマハゼの筋肉部中残留CNP濃度は，

Relation Between CNP Concentration and Body Weight of Short-necked 

Clam (T.ρhilかρinarum)and a Species of Ark Shel1 (S. subcrenafa) 
Table 2. 

CNP Concentration 

(ppb on Wet Basis) 

n=3 

Weight 

(g) 

n=3 

Groups Shel1fish 

21. 0土1.4

22.3土1.5

19.6土1.0

0.9土0.1

1.9土0.2

5.5土0.3

Smal1 

Medium 

Large 

T. philippinarum 

0.65土0.04

0.63土0.07

0.52土0.02

1.7土0.3

6.4土0.4

11.4土0.5

Smal1 

Medium 

Large 

S. subcrenata 

Data for several group are repres巴ntedby mean土 standarddeviation for three analyses on a pooled 

specimen of thirty shellfish. The concentrations are not significantly different (p<O. 01)to the T -test. 
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Table 3. The Difference of CNP Concentration in Muscle and Liver of Goby 

(A. flavimanus) Caught at Different Sampling Stations 

Sampling Stations 

Muscle 

A-1 4 

A-2 7 

A-3 7 

A-4 8 

A-5 4 

A-6 1 

B→ 1 360 

B-2 17 

B-3 30 

C-1 6 

C-2 10 

C-3 3 

水 ND:Not Detected 料 NT: Not Tested 

斗04 
5.0 

・Ah o EH 〉 4.0 

-ロH 

ロo 
ヲ0γ

n=12 

-+4H 同h53B ，ρ向E切、L 

r=0.91 

2.0 pく0.001

UE口2 、HJ D 
1.0 

，0 

5a4 記，<:! 日

1.0 2.0 3.0 4.0 

CNP Concentra七ionin Muscle 

of Fish (工ogppb) 

Fig.4. Correlation of CNP Concentrations 

Observed in Liver and Muscle of Goby 

(A. flavimanus) 

一方， 1978年に採取したマハゼの筋肉中の残留 CNP濃

度は，採取地点C-1 (木更津人工島海岸〉付近で採取

したものが最も高く 1.3ppbであった.その他の地点で

は O.1~0.3ppb の値であった. また，肝臓中では採取

地点C-2 (小槌)11)付近で採取したものが高く， 63.3 

ppbであった.しかし，他の採取地点ではいずれも低い

CNP Concentration (ppb on Wet Basis) 

1977 1978 

Liver Muscle Liver 

ND* 0.2 8.3 

950 O. 1 4.0 

6，880 O. 1 6.5 

2，920 0.3 2.6 

408 NT** NT** 

59 0.3 17.9 

91，400 O. 1 11. 7 

80，000 0.2 22.1 

4，280 O. 1 14.2 

1，080 1.3 13.2 

814 0.3 63.3 

809 NT料 NT*水

値を示した. すなわlち， 1978年の残留 CNP濃度は，

Table 3より明らかなように前年に調査した同一地点に

おけるそれぞれの値と比べると，各採取地点ともに著し

く減少した. (2)アサリ:1977年に採取したアサリ中の残

留 CNP濃度は，マハゼにみられた局地的な汚染傾向と

同様に採取地点B-1が最も高く，約 240ppbであっ

た.しかし， その他の地点では約 20ppb以下の値であ

った.一方， 1978年の同一採取地点における残留 CNP

濃度は，前年のそれらとを比較するといずれの採取地点

においても{尽く，約 1ppb以下の値であった(Tabl巴 4).

4. アサリとマハゼの残留 CNP濃度の関係 1977年

Table 4. CNP Concentrations in Short-necked 

Clam (T.ρhiliρPinarum) Caught at 

Different Sampling Stations 

CNP Concentrations 
Sampling (ppb on Wet Basis) 
Stations 

1977 1978 

A-2 21 1. 27 

A-6 15 0.75 

B-1 242 NT* 

C-2 2 O. 12 
C-3 4 O. 18 

* NT : Not Tested 
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Table 5. Relation Between CNP Concentration 

of Goby (A.flavimanus) and 
Short-necked Clam (T.ρhi・liρρinarum)

Sampling 

Stations 

A-2 

A-6 

B-1 

C-2 

C-3 

Sh巴llfish

1. 32 

1.17 

2.38 

0.30 

0.60 

* ND : Not Detected 

CNP .Concentration 

(log ppb on Wet Basis) 

Fish 

Muscle Liver 

0.85 2.98 

0.60 2.61 

2.56 4.96 

1. 00 2.91 

ND* 1. 77 

におけるアサリの採取地点はA-2，A-6， B-1， C-

2およびC-3の5ケ所であり， これらのアサリ中に残

留する CNP濃度と， それぞれ同一地点で採取したマ

ハゼの筋肉および肝臓中の残留 CNP濃度との間には，

相互に密接な関係があり，正の相関関係を示した(Table

5).すなわち，残留濃度 (ppb) を対数に変換すると，

アサリとマハゼの肝臓との聞では r=0.99であり，アサ

リとマハゼの筋肉との聞では r=0.94であった.

5. ヤマベ中の残留 CNP濃度 1978年9月3日に栃

木県小山市および野木市の思JfI， 茨城県古河市の利根

川，千葉県野田市の江戸川までの東京湾に流入するー河

川系の 4地点でヤマベを捕獲し，残留 CNP濃度を測定

した. その結果， 1. 1~3. 9ppb (whole basis) の濃度

で CNPを検出した.

考察

従来， CNPが環境を汚染する可能性は極めて低いと

考えられていた.つまり，鍬塚ペ 山田らめの報告によ

ると，湛水土嬢，畑土壊のいずれの条件下においても散

布された CNPは速やかに消失し，その半減期は短く，

約 7 日 ~10日であるとされている. すなわち， CNPは

散布土嬢中で構造上のニトロ基が，微生物により還元さ

れて主に除草効果のないアミノ誘導体を生成し，また，

その水溶液は太陽光線下で速やかに分解されて，フェノ

ール類などの中間分解生成物になるといわれている.一

方， CNPは水に対して難溶性で 0.4ppmを限度として

溶解するにすぎないといわれている.

しかし，今回の調査で明らかになった魚貝類中に残留

する CNPは，下記の観点から水系汚染に由来するもの

と推測される.すなわち， (1)さきにわれわれが調査した

東京湾における魚貝類，海水および底質中の CNP濃度

が5月または 6月に最も高い値を示し5'， この時期が

CNPの水田への使用時期と一致していること.(2)汽水

である河口付近に生息するマハゼ，スズキなどの肝臓中

の残留濃度が高いこと.(3)マハゼの肝臓および筋肉中の

残留濃度と沿岸に生息するアサリのそれとの聞には相互

に密接な関係を示している上，これらの濃度が海水中の

CNP濃度をよく反映していること.但)東京湾に流入す

る江戸川水系で、捕獲したヤマベ中に CNPを検出したこ

と.などから，その汚染経路は，水田に散布された CNP

が農業用水路を経て的河川に流出し，さらに海水中に移

行・拡散し，それぞれの場所に生息する生物に蓄積され

たものであると考える.その要因としては， (1)陸水，海

水圏における微生物の分解能力以上に CNPが多量に使

用されたこと. (2)主に湛水状態の水田に CNPが使用さ

れるため，土壌への吸着が低下していること.などが挙

げられる.

次に，海産魚貝類中の CNP濃度についてみると，魚

類の臓器および脂肪組織中の残留濃度は，筋肉中のそれ

よりも高く，最高値で 91，400ppbの値を示している点

からみて，魚体内の CNPの大部分が臓器，脂肪組織中

に蓄積されるものと考える.なお，小林らりの報告によ

ると，淡水魚での CNPの濃縮係数は約 2，000倍である

という.

以上の点から， CNPの海洋汚染は，食用魚貝類中へ

の移行・残留がある点から，それらの海産食品を介して

ヒトが健康上の危害を被るかも知れないという問題を含

んでおり，早急にその使用に対する適切な指導をすべき

重要な問題であると考える.

まとめ

1977年8月26日から 9月27日までと， 1978年8月6白

から 9月10日までの期間に，東京湾沿岸の神奈川県金沢

八景から千葉県富津までの海域で，スズキ，マハゼ，ア

サリ， サルボウガイを対象にそれらの CNP汚染の実

態を調査した.その結果， (1)調査対象とした魚貝類のす

べての試料中から CNPを検出した. (2)マハゼの残留

CNP濃度は，筋肉中のそれよりも肝臓中の残留濃度が高

く約 60~91 ， 400ppbの範囲で検出され， 局地的な濃厚

汚染の傾向を認めた.スズキでは，筋肉中の残留濃度が

肝臓，腎臓などの臓器と比べると約1/35と低い値を示し

た. (3)マハゼの筋肉中の残留濃度と肝臓中のそれとの問

に高い相関関係を認めた.(4)アサリ中の残留濃度とマハ

ゼの肝臓，筋肉中のそれとの聞に密接な関係を認めた.

(5)東京湾に流入するー河川系で捕獲したヤマベ中に

CNPを検出した. (6)各試料とも， 1977年に比べて1978

年の残留濃度は，著しく減少した.
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東京都におけ~ PCB汚染の実態について(第7報〉 食品中の PCB含有量調査

山崎清子*，山野辺秀夫ぺ鈴木助治*，原田裕文*

Survey of PoIlution with Polychlorinated Biphenyls in Tokyo CVII) 

Polychlorinated Biphenyl Content of Foods 

KIYOKO YAMAZAKI*， HIDEO YAMANOBE*， SUKEJI SUZUKI* and HIROFUMI HARADA* 

Keywords:ポリ極化ピフェニール polychlorinatedbiphenyl，汚染 pollution，食品 foods，母乳 humanmilk 

緒 言

ポリ塩化ピフェニール〈以下 PCBと略す〉は，製造

および使用に関する規制措置がとられて 7年を経過した

現在，その成果が現われ，全国的に行なわれている汚染

の追跡調査によっても全体的に減少傾向が報告されてい

るト町.

われわれも都民の食生活の安全性を確保する目的で，

魚介類を中心とした食品の PCB汚染調査を行なってき

た.本報では1978年度の結果について報告する.

実験方法

調査試料は1978年4月より 1979年3月までに東京都内

の市場および小売庖から入手した.内訳は魚介類60種類

300検体，食肉 6種類30検体， 乳製品 4種類50検体， 鶏

卵20検体，容器包装紙20検体および都内在住の産婦から

提供された母乳20検体，合計440検体である.

操作および定量は第2報叫に述べたように，厚生省環

境衛生局 PCB分析研究班による統一分析法に基づき，

アルカリ分解法による前処理ののち， ECDガスグロマ

トグラフィーを用いて PCBを定量した.

結果および考察

魚介類可食部の PCB測定結果を Table1に示す.

300検体中O.01ppm以上を検出したものは226検体で75.3

%を占め，平均値は 0.05ppmであった，検出率，平均

値とも前年度に比べて増加しているが，これは今回の調

査において比較的 PCB含有量の高い魚種であるボラや

キスなどの検体数が多かったことに起因すると思われ

る.最高値はスズキの 1.42ppmがあげられるが，暫定

規制値を越えるものはみられなかった.また，平均値が

O.lppmを越えるものにはア γ肝(アンコウの肝臓〉

0.27ppm，ボラ 0.30ppm，キス 0.13ppm，メカジキ 0.96

ppm，スズキ 0.33ppm，タチウオ 0.19ppm， コノシロ

0.21ppmがあったが，こういった比較的高い PCB含有

量を示す魚種の傾向も例年と変わらなかった.

魚介類の内臓は前年度高い値を示じた魚種についての

み PCB濃度を測定した (Table2).その結果ボラのよ

うに 11.50ppmと高濃度が検出されるものもあったが，

年度毎に比較すると大きな変化は見られなかった.われ

われはこれまでの調査で魚介類の PCB濃度が漸次低下

の傾向にあることを報告してきたが尺 調査初期に比べ

て汚染の度合いもかなり低下し，今後しばらくは横ばい

状態になるのではないかと恩われる.

乳製品についてはパタへチ{ズ，育児用粉乳，牛乳

の PCB濃度を測定したが('fable3)， 全量中の濃度

が O.Olppmを越えたものはパターのみであった.

母乳については出産後 2~8 週間の産婦20名の協力を

得て PCBの検査を行なった.0.005ppmから0.047ppm

の範囲ですべての母乳から検出され， 平均 0.023ppmと

なり，前年度の結果および昨年の全国平均値 O.024ppm

とほぼ同じ値を示した.また， 1976年度から1978年度の

50検体について母乳の PCB濃度と産婦の年令および出

産から母乳採取までの日数との聞の相関々係を調べた.

年令は20才から35才，出産後の日数は6日から54日にわ

たっているが，両者とも関連性は認められなかった.

肉類の PCB濃度測定結果を Table4に示す.豚肉，

豚肝，牛肉，牛肝，鶏肉，鶏肝，鶏卵とも濃度は極めて

低かった.

容器包装紙は紙皿，紙コップ，合成樹脂製容器など20

検体について検査したが， パウンドケーキ型敷紙0.03

ppm，紙皿 0.02ppm，ポリエチレシ製の容器のフタ0.11

ppmの他は検出されなかった.

結論

1978年度に都内で入手した魚介類，肉類，乳製品，母

乳，包装紙について PCB，濃度を測定したが，いずれか

らも暫定規制l値を上回るものは見い出されなかった.ま

*東京都立衛生研究所理化学部微量分析研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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Concentrations of PCB in Fishes Table 1. 

PCB concentration in fish 
meat (ppm wet wt. ) 

Sample 

Mean 
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Ainame (greenling， Hexagrammos otakii) 
Aji (hors←mackerel， Trachrus trachrus) 

Akanishi-gai (rock shell， Ratana thomasi・anacrosse) 

Anago (conger eel， Astroconger myriaster) 

Anko (angler， Loρhius litulon) 
Ankimo (angler liver) 

Ayu (ayu sweetfish， Plecoglossus altivelis) 
Bora (grey mullet， Mugil cethalus) 
Buri (yellow tail， Seriola quinqueradiata) 

Hamo (sea eel， Muraenesox cinereus) 

Hatahata (sandfish， Arctoscoρus jaρonicas) 

Hirame (f1ounder， Paralichthys olivaceus) 
Hokkoku-aka-ebi (Pandalus borealis) 

Houbou (gurnard， Chelidonichthys kumn) 
Isaki (grunt， Paraρristitoma trilineatum) 

Ishimochi (croaker， Argyrosomus argentatus) 

Itoyori (Nemかterusvirgatus) 

Iwashi (sardine， Sardinos melanosticta) 
Kaki (oyster， Crassostrea gigas) 
Kamasu (barracuda， S.ρhyraena jaρonicus) 

Katsuo (bonito， Katsuwonusρelamis) 

Kichiji (Sebastolobus macrochir) 

Kisu (sillago， Sillago sihama) 
Kochi (f1athead， Platycethalus t'ndicus) 

Koi (carp， Cyρrinus carρio) 
Konoshiro (gizzard shad， Cluρanodonρunctatus) 

Madai (sea bream， Chrysothrys major) 

Madako (octopus， Octoρus vulgaris) 

Madara (codfish， Gadus macroceρhalus) 

Mafugu (fugu， Fugu vermicularis torρhyreus) 
Magarei (f1at fish， Limanda herzensteini) 
Maguro (tuna， Thunnus thynnus) 
Mahata (Etineρhelus seρtemjasciatus) 

Makajiki (marlin， Makaira mitsukurii) 

Managatsuo (harvest fish， Pamtus argenteus) 
Masu (trout， Oncorhynchus masou) 

Mebaru (gopher， Sebastes inermis) 

Mekajiki (broadbil1， Xiρhias gradius) 

Menuke (rockfish， Sebastes押wtsubarai)

Mutsu (japanese bluefish， Scombroρs boops) 

Nijimasu (rainbow trout， Salmo gairdnerii iri・deus)

Nishin (herring， Cluρeaρallasi) 

unaga (Alotiasρelagicus) 

Saba (mackerel， Pneu押wtoρhorusjatonicus) 0.02-0.07 
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PCB concentration in fish 
Sample meat (ppm wet wt.) 

N Range Mean 

Sake (salmon， Oncorhynchus kete) 

Sanma (mackerel pike， Cololabis saira) 

Sawara (spanish mackerel， Scomberomorus niρhonius) 

Sayori (halfbeak， Hemirhamphus sajori) 
Shiira (dorado， Coryρhana hiρρurus) 

Shirauo (whitebait， Salanx microdon) 
Silver 

Suketo-dara (walleye pollack， Theragra chalcogramma) 

Surum←ika (cattlefish， Todaradesρacilicus) 

Suzuki (perch， Lataolabrax jaρonicus) 

Tachiuo (hairtail， Trichiurus lepturus) 

Taisho-ebi (prawn， Penaeus orientalis) 
Takabe (Labracoglossa argentiventηis) 

Tobiuo (flying fish， 1平均gnichthysagoo) 

Unagi (eel， Anguilla jaρonica) 
Yoroiitachiuo (Hoμobrotula armata) 
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N : number of samples 

Table 2. PCB Concentrations in Internal Organ (ppm) 

1978 1977 1976 1975 
Sample 

N Range Mean N Mean N Mean N Mean 

Aji 9 0.03-0.27 0.10 8 0.09 8 0.17 3 0.11 

Bora 7 0.04-11.50 2.76 1 0.32 2 0.53 2 0.83 

Konoshiro 6 0.08-0.46 0.20 4 0.09 1 0.08 3 0.27 

Saba 11 0.02-0.28 0.08 7 0.06 10 0.18 13 0.05 

Sayori 3 0.12-2.67 0.98 2 1.10 

Surum←ika 15 0.00-0.43 0.12 11 0.21 6 0.12 3 0.57 

Suzuki 7 0.05-3.90 1. 75 3 3.82 3 3.44 2 8.80 

N : number of samples 

Table 3. PCB Concentrations in Dairy Products 

PCB concentration in PCB concentration in 

Sample N 
wet material (ppm) extractable fat (ppm) 

Range Mean Range 恥1ean

Butter 10 0.00ー 0.03 0.01 

Process cheese 10 0.00 0.00ー 0.09 0.02 

Modified milk powder 10 0.00 0.00 - 0.04 0.01 

Milk 20 0.00 0.00 - 0.07 0.03 

Human milk 20 0.005ー 0.047 0.023 o. 308-1. 002 0.633 

N : number of samples 
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Table 4. PCB Concentrations in Meats (pprn) 

Sarnple N Range Mean 

Pork 5 0.00-0.01 0.00 

Pig liver 5 0.00 

Beef 5 0.00ー 0.02 0.00 

Cow liver 5 0.00-0.01 0.00 

Chicken 5 0.00-0.01 0.01 

Chicken liver 5 0.00 

Hen's egg 20 0.00-0.01 0.00 

N : nurnber of sarnples 

た，全般的に昨年度との差は認められなかった.

謝辞本調査に御協力いただいた東京都衛生局獣医衛

生課，食品監視課ならびに母子衛生課の方々に深謝いた

します.
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東京都におけあ水銀汚染の実態について〈第6報〉 魚介類中の水銀含有量調査

雨宮 敬ヘ竹内正博*，原田裕文*

Survey of PoIIution with Mercury in Tokyo CVI) 

of Fish and SheIIfish 

Mercury Content 

T AKASHI AMEMIYA*， MASAHIRO T AKEUCHI* and HIROFUMI HARADA* 

Keywords:総水銀 totalmercury，メチル水銀 methylmercury，魚 fish，定量 determination 

は じめに 2. ハモ 26検体について調査したところ，総水銀で

著者らは， 1973年(昭和48年〉以降食品汚染調査のー はこれらのうち 1検体のみが0.45ppmと規制値をこえ，

環として魚介類中の水銀含有量を測定し，各年度ごとに 他はすべて規制値以下で，その平均値は 0.19ppmであ

報告してきたト5) また前回までの調査においては数10 った.今回の調査に用いたハモの出荷先は熊本県芦北郡

種という広範囲の魚介類を対象としてその汚染状況をあ 21検体，山口県下関市5検体であった.ハモの年次別の

る程度把援した.そこで1978年度(昭和53年〉は過去の 調査結果は O.37ppm (0. 16ー0.90ppm)円 0.08ppm

調査で高値を示したうちから数種の魚をえらび，追跡調 (0. 06-0. 09ppm戸， 0.14ppmりである. つぎにメチ

査の目的で本調査を行なったので報告する. ル水銀についてみると，最高 0.40ppmを示し，平均値

実験方法 は 0.16ppmであった.

1. 試料 1978年4月から1979年3月までの 1年聞に 3. ムツ 12検体について調査を行なった.これらは

東京中央卸売市場から搬入された魚介類 4種96検体で， すべて長崎県長崎市に水揚げされたものである.このう

そのうちわけはスズキ48検体，ハモ26検体，ムツ12検体 ち総水銀において0.83ppmという高値を示したものもあ

およびユメカサゴ10検体である. り，全平均値は0.52ppmであった.また12検体中6検体

2. 操作および定量総水銀，メチル水銀のいずれも が規制値をこえ，それらの平均値は0.77ppmを示した.

前報ト引に述べた操作法にしたがって定量を行なった. ムツは過去の調査においても高濃度の水銀を検出し，順

結果および考察 に 0.36ppm(0. 18ー0.53ppm)円 0.49ppm(0.25-0.62 

調査の結果を Table1に示す. 結果は前報1)の総水 ppm)汽 0.28ppm(0.05-0. 87ppm)3J， 0.46ppm的および

銀およびメチル水銀の回収率実験にしたがって補正し 0.56ppm (0.27-1. 09ppm)日で，とくに前年度には1.09 

た ppm というものもみられた. またメチル水銀の最高値

1. スズキ今回の調査において48検体中総水銀の規 は0.76ppm，平均値は 0.46ppmであった.

制値である 0.40ppmをこえるものが14検体みられ，こ 4. ユメカサゴ 10検体について調査を行なった結

れは全体の 29.2%に相当し， これらのうち最も高い値 果，最高 0.8ゆppmの総水銀を検出し，平均値は0.46ppm

は 0.84ppmで，全検体の平均値は 0.32ppmであつ であり， またメチル水銀においては最高値 0.68ppm，

た.今回のスズキの水揚げ先は岩手県大船渡市15検体， 平均値 0.39ppmであった.検体のすべてはムツ同様長

千葉県銚子市33検体であった.またスズキの総水銀含有 崎市に水揚げされたものである. ユメカサゴは 1976年

量を年次別にみると， 1974年度(昭和48年〉から順に (昭和51年〉にはじめて調査したところ， 1検体ではあ

O. 56ppm (0. 16ー0.78ppm)円 0.42ppm (0. 18ー0.76 るが 0.95ppmという高濃度の水銀を検出している.

ppm)汽 0.18ppm (0.08-0. 22ppm)円 0.09ppm的お 今回の調査に用いたスズキ，ハモ，ムツおよびユメカ

よび 0.25ppm(0. 10-0. 41ppm)めとなっている.つぎ サゴは深海性の魚種で，過去の調査結果同様，高値を示

にメチル水銀の最高値は 0.72ppmで規制値を大幅にう した.またメチル水銀量の総水銀量に対する比率は平均

わまわったものもみられ，平均値は 0.27ppmであっ 値でスズキ83.5%，ハモ加.7%，ムツ86.6%およびユメ

た カサゴ81.7%となり，この値は他の研究者の調査とほぼ

*東京都立衛生研究所理化学部微量分析研究科 160 東京都新宿区百人町 3ー24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24--1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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Tab!e 1. Mercury Content of Muscle in Fish and Shellfish 

Sample Name N 
T-Hg (ppm) 

Range Mean 
M←Hg (ppm) 

Range Mean 
M←HgjT-Hg (%) 
Range Mean 

1. Suzuki (Perch) 48 0.12--0.84 0.32 0.09--0.72 0.27 72.2--92.7 83.5 

Lateolabrax jaρonicus 

2. Hamo (Sea ee!) 26 0.06--0.45 0.19 0.04--0.40 0.16 66.7--88.9 80.7 

A1uraenesox cinereus 

3. Mutsu 12 0.20--0.83 0.52 0.17--0.76 0.46 80.0--91. 6 86.6 

ScombroJうboops

4. Yumekasago 10 0.12--0.80 0.46 0.10--0.68 0.39 66.7--86.7 81. 7 
(Scorpionfish) 

Scorρaena 

N : number of samp!es 

Tab!e 2. Content of Tota! Mercury in Muscle of Fish on Size of Fish 

Name ふ。 ob!ij062j九?お objjjvsvswj?(ppm〉
Range 

'--.... 
Length cm 

1. Suzuki 

(Perch) 

2. Hamo 

(Sea eel) 

3. Mutsu 

(Scombroρ 
booρs) 

50--59 

.60--69 

70豆

4 8 9
u
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d
唱
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1 3 13 2 

2 
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5 2 
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A
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内
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噌

E
A

咽
E
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1 

1 5 

1 1 1 

30--39 

40--49 

噌

EE-

噌

E

A

q
屯
U

3 3 1 

50妥

4. Yumekasago 10--19 

(Scorpionfish) 20--29 

30~玉

2 

2 

4 1 1 

一致している. 値は 0.22ppmを示し，②は24検体中5検体が0.40ppm

つぎに魚体の大きさと水銀含有量の関係について 以上であり，③は9検体が規制値をこえた. また 0，80

Tab!e 2に示す ppm台が2検体みられた.これらのことから70cm前後

まずスズキについては 48検体の平均体長は 62.6cm， の大型のものは高値を示し，ほとんど規制値をこえるこ

範囲は 50--87cmであった.これらを 10cm間隔で①50 とがわかった.

--59cm，②60--69cmおよび③70cm以上の 3グラスに ハモ26検体の平均体長は 74.5cmで， 50--110cmの

分け，体長と総水銀量との関係をみた.これによると① 範囲であった 50--70cmのものは総水銀において0..20

に分けられたものは14検体で全体の29.2%，②は24検体 ppm前後で， 100cmをこえるものは 3検体のうち 1検

で50%，③は10検体で20.8%であった.①の比較的小型 体ではあるが 0.40ppm以上を示した.

のものについては規制値をこえるものはみられず，平均 ムツ12検体を10cm間隔で区分Lたところ， Table 2に
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みられるように 30cm台は 1検体， 40cm台は 8検体， 長の大きいものほど高値を示した.

50cm台は 3検体となり，これらのうち 30cm台のもの 3. 今回の 4種および他の魚種についても今後さらに

は体長 39cmであったがかなり成育がよく体重の点で 追跡調査を行なう予定である.

40cm台に匹敵しているため 0.80ppm以上を示した. 誠辞 本調査に御便宜をはかつていただいた東京都衛

また 40cm台のものについては 2検体， 50cm以上であ 生局環境衛生部食品監視課の方々に深謝いたします.

るとすべて規制値をこえていた. 文 献

ユメカサゴ10検体のうち 10-20cmの比較的小型のも 1)伊藤弘一，竹内正博，江波戸翠秀，雨宮敬，原因

のは総水銀において 0.20ppm程度であったが， 30cm 裕文，戸谷哲也:東京衛研年報， 25， 141， 1974 

のものになるとすべて規制値をこえ，なかには0.80ppm 2)雨宮 敬，竹内正博，伊藤弘一，江波戸翠秀，原田

以上のものもみられた. 裕文，戸谷哲也:東京衛研年報， 26-1， 129， 1975 

追跡調査に用いた魚種については同一魚種において， 3)雨宮 敬，竹内正博，伊藤弘一，江波戸王手秀，原田

魚体が大きいほど水銀含有量も高値を示している.また 裕文，戸谷哲也，松本茂・東京衛研年報， 27-1， 

今回の 4種のみならず過去の調査でかなりの高値を示し 122， 1976 

た他の魚種についても調査を継続していくことが望まれ の雨宮敬，竹内正博，伊藤弘一，江波戸翠秀，原図

る.

まとめ

l. 今回の調査に用いた魚種は各年度において高値を

示し，追跡調査の目的で本調査を行なった.魚種はスズ

キ，ハモ，ムツおよびユメカサゴの 4種96検体である.

2. 従来から指摘されているとおり，同一魚種でも体

裕文東京衛研年報， 28-1， 104， 1977 

5)雨宮敬，竹内正博，伊藤弘一，江波戸翠秀，原因

裕文東京衛研年報， 29-1， 167， 1978 

6)竹内正博，江波戸事秀，伊藤弘一，雨宮敬，原因

裕文，戸谷哲也東京衛研年報， 25， 133， 1974 
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食品中の石油系炭化水素に関する研究(第4報〉 東京湾産あさりの石油汚染実態調査

ならびに飼育実験による汚染物質の取り込みについて

井部明広*，西島基弘*，牛山博文学，安田和男本

斉藤和夫*，上村 尚*，永山敏康*，直井家詩太*

Studies on Hydrocarbons from Petroleum in Foods (IV) 

Contents of Hydrocarbons in Short四 NeckedClam in Tokyo Bay and Transfer 

to Short-Necked Clam of Hydrocarbons 

AKIHIRO IBEペMOTOHIRONISHI]IMA*， HIROFUMI USHIYAMA*， KAZUO YASUDA*， 

KAZUO SAITO*， HISASHI KAMIMURAペTOSHIHIRONAGA YAMAホ andYASUTA NAOI 

Keywords : 3， 4ベンツピレン 3，4 benzopyrene， ジベγゾチオフェ γdibenzothiophene，n.ーパラフィシ類 n-

paraffins，プリスタ γpristan，石油汚染 petroleumpollution，あさり short-neckedclam，東京湾 TokyoBay， 

炭化水素 hydrocarbon

緒言

著者らは東京湾産のあさりを中心とした貝類および砂

について，一般に石油汚染の指標になると考えられてい

る3，4ベγツピレシ， ジベγゾチオフ z ン，n-パラフ

ィン類およびプリスタンの含有量調査を行い前報1)で報

告した.

そこで今回は引き続き東京湾産のあさり，砂および海

水について同様の調査を継続すると共に，これらの調査

物質を添加した人工海水であさりを飼育し，あさり中へ

の取り込みについて検討したところ若干の知見が得られ

たので報告する，

実 験方法

1. 試料，採取場所および採取年月日 前報1) と同

様，東京湾5地点で1978年5月から 9月にわたり採取し

たあさり23件，砂〈表層下約1O-30cmの砂層を採取〉

24件，および海水24件を試料とした.なお，飼育実験用

のあさりは木更津市牛込海岸にて1979年2月に採取した

約2，000個を試料とした.

2. 試薬 1)人工海水:塩化ナトリウム(局方)1，338g，

塩化カリウム 37.5g，塩化マグネシウム 171g，塩化カ

ルシウム 25.5gおよび硫酸マグネジウム(いずれも和光

純薬工業~社製一級) 105gを秤取し 50lの水に溶解し

た後， 1/2M炭酸ナトリウム溶液で pHを 8.0-8.5に

調整した.2) 他の試薬類は前報1)に準じた.

3. 試験法前報1)に準じた.、なお，飼育実験のあさ

りのサンプリ γグ方法は，あさり約40個を2時間清浄海

水で飼った後むき身とし，さらにむき身をヘキサンで洗

浄したものを用いた.

4. あさりの飼育方法 あさりを一昼夜人工海水で飼

育後，人工海水50lを入れた容器5個に，それぞれ約380

個を投入し， c重油およびそれぞれの標準物質を表 lに

示した通りに添加し，エアレ{ショシを行い，水温16-

190で餌を与えずに飼育した.

結果および考察

1. 実態調査東京湾内富津，木更津，千葉中央港，

三枚事Hおよび大井埠頭5地点におけるあさり，砂および

海水中の 3，4ベンツピレン， ジベシゾチオフェン，n-

パラフィン類およびプリスタ γの含有量の調査結果を表

2に示した.

1) 3，4ベンツピレン あさり中の 3，4ベシツピレシ

含有量はいずれの採取場所のものも Tr-0.20ppbの範

囲であり，砂は 0.01-10ppbの範囲であった. また海

水ではいずれも Trであった.

各採取場所ごとにあさりと砂の平均値を比較すると，

あさりは砂の 1/10-1/1∞であり，砂の影響を受けにく

いことが推察された.また，あさりと砂の含有量には特

に相関関係はみられなかった.各採取場所の平均債を比

較すると，大井埠頭のあさりは 0.16ppb，砂は 6.6ppb

であり，他の場所のあさりの Trー 0.04ppb，また，砂の

O. 11-2. 2ppbと比較して， いずれも高い値を示した.

2) ジベンゾチオフェン あさり中のジベシゾチオフ

ェンの含有量はいずれの採取場所のものも Tr-2.7ppb，

砂はTr-1.3ppb，海水はTr-0.14ppbの範囲であった.

各採取場所のあさりと砂および海水中の平均値を比較

本東京都立衛生研究所生活科学部食品研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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り の飼育条件あき表1.

考備添加物質および添加量

各物質を添加した
人工海水中で飼育

20ppm C重油1 実験 1

凶

m
印
刷

3，4ベンツピレシ 0.5ppb， 
nーパラフィ γ類 (CI5~C29)

ジベンゾチオフ zγ
1ppm，プリスタン

2 

問
中

た
日
水

し
5
海
育

加
で
浄
飼

添
中
清
て

を
水
'
し

質
海
後
行

物
工
育
移

各
人
飼
に

500ppm C重油3 実験 2

3，4ベンツピレγ 5ppb， ジベンゾチオフェシ 50ppb 
nーパラフィン類 (CI5~C29) lOppm，プリスタン 10ppm 

4 

人工海水のみで飼育5 対照

ジベシゾチオフェシ，nーパラフィン類およびプリスタンの調査結果3，4ベンツピレγ，表 2.

量有〆弘.
出
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Tr 
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Tr 
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Tr 
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れも石油成分であることから，これらがあさりの石油に

よる汚染の指標になり得ると考え，調査を継続して来

た.今回これらの物質を添加した海水であさりを飼育

し，あさり中への取り込みを調査して石油汚染の指標と

なり得るかの検討を行った.

1) 3，4ベンツピレン 実験1による結果を図 1に示

した.重油添加のものおよび標準品添加のものはいずれ

も3，4ベンツピレシは急速にあさり中に取り込まれ，ほ

ぽ3日で2-3ppbといずれも最大値を示した.この値は

対照のあさりの 3，4ベンツピレシ含有量 (O.Olppb)と比

較した場合約250-300倍であった.しかし以後急速に減

少し， 10日目では重油および標準品を添加したものとも

ほぼ 1ppbとなり，以後17日目までの調査ではほとんど

変化がみられなかった.この値は対照のあさりと比較し

た場合約 100倍であった.

すると，あさりは富津で採取したものを除き砂よりも 3

-10倍程度高く，また，海水よりも15倍以上高い値を示

した. これはあさり中の 3，4ベシツピレンが砂の1/10-

1/100であったことを考えた場合， ジベシゾチオフェシ

があさり中で濃縮されることも考えられることから石油

汚染の指標になり得ることも期待できる.また，採取場

所による乎均値は， 大井埠頭のあさりは1.1ppb，砂は

0.4ppbであり，他の場所のあさり 0.07ー 0.83ppb，砂

0.04-0.28ppbと比較して高い債を示した.海水について

は0.14ppb以下であり場所による差はみられなかった.

3) nーパラフィン類およびプリスタン あさり，砂お

よび海水中の含有量は採取地点に関係なくいずれも Tr

であった.

2. 飼育実験著者らは 3，4ベンツピレシ，ジベンゾ

チオフェシ，n-パラフィ γ類およびプリスタ γがいず
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実験2による結果を図2に示した.清浄海水移行直後

の値は重油添加のもので 2.5ppb，標準品添加のものは

6.7ppbであったが経目的に急速に減少し， 21日後では

それぞれ 0.5ppbおよび 0.7ppbであった.これらの値

は対照のあさりと比較して約50倍であった.

実験1および2の結果から，添加量により含有量に差

がみられた.すなわち，高濃度に添加した場合は，含有

量が高くなる傾向が見られたが，いずれも最高値に達し

た後は急速に減少し，添加濃度にかかわらず3，4ベンツ

ピレンの含有量変化のパターンが類似していることが分

った. また，実験1では10日目以後は約 1ppb，実験2

では 0.5ー 0.7ppbであることから， あさり中の 3，4ベ

ンツピレγ含有量は汚染後の海水の汚染状況が関与する

ことも考えられる.

あさり中の含有量が添加3日後に最大値を示す原因と

して，海水中の 3，4ベンツピレンの含有量が同じく 3日

後に高くなることが考えられたが，海水中の含有量は添

加直後から飼育終了日まで常に Trであったことから，

海水による影響ではなく，むしろあさりの生理作用に起

因しているものと考えられる.

2) ジベンゾチオフェン 実験1による結果を図3に

示した.重油添加のものおよび標準品添加のものはいず

れもジベγゾチオフ zγが急速にあさり中に取り込ま

れ，ほぼ2日で20-30ppbといずれも最大債を示した.こ

の値は対照のあさりのジベンゾチオフェン含有量 (0.12 

ppb)と比較した場合約200-250倍であった.しかし以

後急速に減少し， 7日目以後は重油添加のもので約2ppb，

標準品添加のもので約 1ppbとほぼ一定となった. これ

らの値は対照のあさりと比較して約10-20倍であった.

なお，人工海水中のジベγゾチオフ"，:/含有量はいずれ

も Trであった.

実験2による結果を図 4に示した.清浄海水移行直後

の値は重油添加のもので 27.1ppb，標準品添加のもので
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研

26.8ppbであったが，経目的に急速に減少し， 21日後で

はそれぞれ1.1ppb， 1. 8ppbとなった.これらの値は対

照のあさりと比較して10-20倍で、あった.

3) n-J~ラフィン類 実験lによる結果を図5に示

した. 重油を添加した場合， 重油中の nーパラフィン類

はあさり中で3日後に1.1ppmと最大となり， その後
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清浄海水に移行後のプリスタシの挙動

は急速に減少し 7日目では Trとなった.標準品を添加

した場合は 1日後で1.3ppmと最大になり，その後は急

速に減少し， 7日目には Trとなった.

実験2による結果を図6に示した.清浄海水に移行後

は重泊中のかパラフィン類および標準品の n-パラフィ

ン類はいずれも急速に減少し， 7日自にはいずれも Tr

となった. これらのことから nーパラフィン類はあさり

の石油汚染の指標となりにくい事が推察された.

4) プリスタン 実験1による結果を図7に示した.

重油 20ppm中のプリスタンは含有量が少ないため検出

されず，重油約 5，000ppmに相当する標準プリスタン 1

ppmを添加した場合， 3日で 0.5ppmと最大となり以

後徐々に減少し， 10日で Trとなった.

実験2による結果を図8に示した.重油を 500ppm添

加した場合， 清浄海水移行時には O.Olppm，標準品を

添加したものは1.4ppmであったが，経日的に急速に減

少し，重油添加のものは 2-3日後 Trとなり，標準品

添加のものは7日目で Trとなった.これらのことから

プリスタンはあさり中への残留性は認められず指標物質

となりにくい事が推察された.

結論

東京湾産あさりの石油汚染のバッググランドを知る目

的で東京湾内 5地点のあさり，砂および海水中の 3，4ベ

ンツピレン，ジベンゾチオフェン，nーパラフィシ類およ

びプリスタンの含有量の調査を行った.また，これらの

物質が石油汚染の指標になり得るかについて推察するた

め人工海水であさりを飼育して，あさり中への残留性に

ついての調査を行った.

1. 東京湾産あさりの含有量は3，4ベシツピレシでTr

-0.20ppb，ジベンゾチオフェンで Trー2.7ppbであり，

nーパラフィン類およびプリスタ γはいずれも Trであ

った.
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2. 3，4ベンツピレシとジベンゾチオフ zγについて， から3，4ベγツピレシ，ジベンゾチオフェシは石油汚染の

あさりの含有量を砂の含有量と比較した場合， 3，4ベン 指標となり得る要素は備えているが，実際の海洋汚染を

ツピレγは砂の 1/10-1/100であり，ジベγゾチオフェ 考えた場合，特に 3，4ベンツピレン等は石油のみでなく

γは3-10倍で、あった. 多くの原因が考えられるため，今後石油汚染等の調査を

3. 飼育実験の結果，いずれの添加物質もその濃度に 行う場合は，ジベンゾチオフェ γを中心として 3，4ベン

よってあさりの取り込み量に差がみられた.またいずれ ツピレンや指標物質になる可能性のある物質についても

の物質もあさり中に急速に取り込まれるが，ほぼ 1-3 同時に調査して総合的に判断する必要があると考える.

日で最高となり，その後は急速に減少し， 3，4ベンツピ

レンおよびジベンゾチオフェンは7-10日程度で一定と

なり，以後はほとんど変化がみられなかった.

4. 飼育実験における各物質の残留性は 3，4ベシツピ

レシおよびジベγゾチオフェシが比較的高く ，n-パラフ

ィシ類，プリスタンは7-10日以後はいずれも検出限界

以下となり残留性は少ないことが分った.これらのこと

(本研究の概要は日本食品衛生学会第37回学術講演会

1979年5月で発表した.) 
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Nーニトロソ化合物に関する衛生学的研究(第3報〕 加工食品およびアルコール飲料中の

揮発性N-ニトロソ化合物の含有量

真木俊夫ぺ田村行弘*， 嶋 村 保 洋 * ， 小 関 正 道 *

西頃 進*，直井家言等太キ

Hygienic Studies on N-Nitroso Compounds (111) Survey of Processed Foods 

and Alcoholic Beverage for Volatile N-Nitroso Compounds 

TOSHIO MAKI*， YUKIHIRO TAMURA*， YASUHIRO SHIMAMURAぺ
MASAMICHI KOSEKI*， SUSUMU NISHIGAKI* and YASUT A NAOIキ

Keywords:揮発性Nーニトロソアミ γvo1ati1eN-nitrosamine， 熱エネルギー検出器・ガスグロ TEA-GC，
市場調査 survey，加工食品 processedfoods，アルコール飲料 a1coho1icbeverag巴

緒 言

がんの疫学的調査によると食生活を通して摂取される

発がん物質のーっとしてNーニトロソアミン(以下NNA

と略す〉が重視され刊 とくに日本人の胃がんと魚肉と

の関係を示唆する報告も見られるようになった2)

われわれは前報%りにおいて，亜硝酸塩使用食肉加工

品，野菜入り缶詰食品，魚介干物，魚介くん製品等につ

いて揮発性 NNA の含有量の現状把握に関する調査を

行って来た.その結果，亜硝酸塩使用が許可されている

食肉加工品より，亜硝酸塩が使用されていない魚介加工

品の方から比較的高濃度の NNAが含有されているこ

とが判明した.また，これらを加熱処理すると NNAの

増量が見られ， 食品からの NNAの摂取の危険性を考

えると加熱調理の段階まで考慮する必要性がでてきた.

そこで，調査試料の種類と個体数をふやし調査を続け

ることとした.

今岡，魚介加工品を含めて，一般に，Eli.硝酸塩が用い

られていない食品で今までに比較的高濃度の NNAが

検出されたもの，また，日本人の食生活において比較的

摂取頻度が高く， NNA含有量に関する報告が少ない，

みそ，醤油，アルコール飲料，肉および野菜入り1)レト

ルト食品等を対象とした.これら食品中の NNAについ

て TEA-GCで分析を行い，また，一部の食品につき，

揮発性塩基窒素および pHを測定し， NNA含有量と

の関連について検討を行ったので合わせて報告する.

実験方法

1. 試料魚介加工品24，調味料10，肉および野菜入

りレトルト食品 9，みそ，醤油，チ{ズ27，アルコ{ル

飲料43，鶏卵10，調整粉乳5，計7種 128検体でいずれ

も市販品である.

2. 試薬 NNA標準物質として今回は次の 7種のも

のを使用した.ジメチルニトロソアミン (DMNA)，ジ

エチノレニトロソアミン (DENA)， ジノルマルプロピル

ニトロソアミ γ (Dn・PNA)， ジイソプロピルニトロソ

アミン (D-iso・PNA)， ジノルマルプチルニトロソアミ

ン (Dn-BNA)，ジイソブチルニトロソアミ γ (D-iso・

BNA)，メチルフホチルニトロソアミシ (MBNA)(関東

化学社製95%以上). なお， その他の試薬類はいずれも

前報4)に準じた.

3. 定量法および NNAの分離抽出法前報りに準

じた.

4. 加熱装置電子レシジ:サシヨ-EM 7000型，

加熱度は調理，強， 600Wの三段階付， 照射距離 19cm

結果と考察

各種食品中の NNAの定量結果および VBN，pHの

分析結果の一部を Table1に示した.

1. 魚介加工品

1) 魚介干物15検体すべてから DMNAを検出し，そ

の含有量は 3.0-37.9ppbの範囲であった.最も高い値

(37.9ppb) を示したものはさきいかで? これは今回調

査した全ての食品中でも最高値である.一般的にイカ加

工品は魚介類加工品のうちでも高い DMNA含有量が

認められるが，今回の供試さきいか3検体から得られた

DMNA値の範聞は 17.7-37. 9ppbで前回の調査の結

果とほぼ同程度の値であり，これは魚種の特異性である

と恩われる.

*東京都立衛生研究所生活科学部食品研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24日 1，Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・1m，Tokyo， 160 ]apan 
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Tab!e 1. Occurrence of Vo!atile Nitrosamines， VolatiJe Basic Nitrogen 

and pH in Commercial Foods 

Samples No. of samples DMNA DENA DnPNA DisoPNA MBNA DisoBNA 
examined (ppb) 

Fish， dried 15 3.0-37.9 
(15) 

dried 5. 0-33. 7 
(4) 

ci ty gas 13. 9-152 
(4) 

巴lectric 6. 7-89. 6 
oven (4) 

katsuobushi 3 2.6-6.8 
(3) 

furikake 6 1. 0-5. 1 
cor巾 ini昭 katsuo (2) 

Seasoning 10 

Retort food containing 
meat & vegetable 9 

Miso & soy sauce 18 

Cheese 9 

Alcoholic beverage 

sake 17 

sake lees 2 

beer dom. 19 

foreign 5 

Other food 

dried milk 5 

egg 10 

0.7.，.1. 3 
(3) 

0.4-0.7 
(6) 

0.5 
(1) 

tr. -4. 2 
(19) 

1. 2-6. 2 
(5) 

0.7-2.9 
(10) 

2.3 
(1) 

0.9-2.4 
(2) 

一:not detected， limit O.lppb (NNA)， ( ) the number of samples detected NNA 

VBN pH 
(mg%) 

40-220 

52-76 

28-60 

11-93 

54-114 

11-29 

4.3-6.9 

5.1-6.9 

av. 4.7 

av. 4.5 

5.0 

4.3 

4.3 

6.8 

われわれは前報において，スノレメ等を都市ガスを用い 市ガスによる DMNAの生成は著しく増量することのあ

て金網上で焼いた段階でNNA含有量がかなり増加する ることが認められるが，電子レンジからは窒素酸化物の

ものがあることを認めた.焼く時に使用する都市ガスか 発生がないと考えられることから DMNA生成の要因の

ら発生する窒素酸化物がニトロソ化に関与しているよう 一つには都市ガスから発生する窒素酸化物が関与してい

であるが，この原因を明らかにするために，電子レγジ ると推定された.

で照射したものとの比較を行った.電子レシジは使用法 しかし， DMNA以外の NNAはいずれの場合の試料

の表示通りに設定し，スルメおよび千し鱈をそれぞれ片 からも検出されなかった.

面30秒間ずつ照射し， NNA生成量を比較した.その結 2) 煮干および桜えび5検体すべてから DMNAを検

果，スルメ l検体に焼く前より電子レシジ照射後に4倍 出し，その範囲は3.0-36. 8ppbであった.煮干から36.8

のDMNA量増加が観察されたものの，他の検体では差 ppbと今回調査した試料の中でも高レベルの DMNAが

がほとんど見られなかった. 検出された.煮千は汁のだし取りに用いられていること

一方，都市ガスで焼いた段階での DMNAの増量は干 から注目される.しかし，桜えびは 3検体とも 3ppb前

し鱈 1検体に見られ，焼く前に 5ppbで、あったものが， 後と魚介干物類としては低い値を示した.

焼くことにより 152ppbと約30倍の増量が見られた.都 3) かつお節およびかつおのふりかけ9検体のうち 5
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検体から DMNAを検出した.かつお節3検体の含有量 取されるが，現時点では日本酒からの NNA混入はない

は 2.6-6. 8ppbの範囲であった. また，かつおのふり ものと思われる.

かけ2検体の含有量は1.0と5.1ppbであり， かつお節 2) ビーノレ 24検体のうち日本製ピーノレ 19検体から痕

と問レベルで、あることから，魚種に依存しているように 跡 (2検体)-4.2ppbのDMNA， 外国製ピ{ノレ 5検体

思われる. から1.2-6. 2ppbの DMNAが検出された.しかし，

2. 調味料およびレトルト食品 DMNA以外の NNA が検出されたものはなかった.

1) 調味料(マヨネーズ，コンソメ等)10検体のうち 最近， Spiegelhalderら10) や河端ら。もビール中に

チキンコンソメ l検体から 2.3ppbのDENAが検出さ NNAの存在を認めており，人によっては毎日 11位は

れた. 摂取されるため，大きな問題となったが，ほとんどのピ

今回の調査全試料中 DENAが検出されたのは 1検体 {ルから DMNAが検出されたことから， ビール製造

だけであった.その他の NNAはいすやれの試料からも検 工程上どこに生成原因があるか調査中である.

出されなかった.前報で調査したチキン入りレトノレト食 5. その他

品2検体からも DENAを検出していることから，鶏肉 1) 特殊調整粉乳5検体いずれからも NNAは検出

加工品に特異的であるとも考えられ，さらに調室する必 されなかった.この特殊調整粉乳は，特に，乳幼児が利

要がある. 用することから個体数をふやし調査をする必要があると

2) 肉および野菜入りレトルト食品 9検体のうち 3検 考える.

体(麻婆豆腐の素，茶椀むし〉から DMNAを検出し 2) 前報4)において，飼料中の DMNAの鶏卵への移

た.その含有量は 0.7-1.3ppbの範囲であった. 肉お 行性を考慮して調査を行ったが，検体数が充分で、なかっ

よび高濃度の硝酸塩を含有する野菜等のレトルト食品は たので，さらに調査を続けた.

調理加熱高圧殺菌等の加工中に NNA生成を増加する要 鶏卵10検体すべてから 0.7-2.9ppbの範囲でDMNA

因となり得るのではないかと懸念されたが， DMNA値 が検出された. また 2検体から DENAを検出し，そ

は 1ppb前後と低く，加工中に野菜の硝酸塩の関与はな れぞれ， 0.9と 2.4ppbであった.その他の NNAは検

いとみてよい. 出されなかった.

3. みそ，醤油およびチーズ類 今回，鶏卵から DMNAおよびDENAが検出された

1) みそおよび醤油18検体のうち醤油6検体から DM ことから， NNAを含む魚粉等の動物飼料からニワトリ

NAを検出した.その含有量は 0.4ー0.7ppbと微量で 体内へ吸収されると，鶏卵へ移行する可能性を示唆する

あった.みそからは NNAは検出されなかった. ものであった.

今回，調査した聖書油の DMNA含有量は河端らU も 先に述べたように，鶏肉食品からも DENAの存在を

痕跡程度の DMNA を認めていることとほぼ同じレベ 認めていることから，鶏卵を含めて，これらの加工食品

ルであり，今後とも，特に問題にするほどのものではな は特異的に DENAに関与すると考えられる.

いと思われる. 要 約

2) 輸入チ{ズ 9検体〈醗酵調整剤入り 3，醗酵調整 1. 市販食品計 128検体について TEA-GC法により

剤なしナチュラル 5，プロセス1)いずれからも NNA NNAの分析を行った.一部の試料については同時に，

は検出されなかった.チーズ中の NNA含有量に関して VBNおよび pHを測定した.

は若干の報告5-7)がみられるが，最近， Goughら8)は その結果，亜硝酸塩が使用されていない魚介加工品の

英国の市販チーズ中の NNA含有量の中で O.lppb以 すべてから 3.0-37.9ppbの DMNAを検出し，前年

下が約 80%を占めていると報告していることや Gray 度の結果と合わせて，一般食品中，高濃度の DMNAを

ら田がチーズの製造にあたっては高濃度の硝酸塩を使用 含有しているものであることが判った. また， 魚介干

しているが NNA含有量は低いレベルであると述べて 物，都市ガスで焼いたものおよび電子レγジで処理した

いることを合わせてチーズ中での NNA生成は特に問 ものとの DMNA含有量の比較を行ったところ，大部分

題はないと考える. の試料は電子レンジで処理しても干物そのものより著し

4. アルコー}(..飲料 く増加するものがなかった.

1) 日本酒17検体，酒粕2検体のうち，酒粕 1検体か 一方，都市ガスで焼いた場合は著しく増加することの

ら 0.5ppbと微量の DMNAを検出し， 日本酒からは あることを認めた.

全く NNAは検出されなかった.人によっては毎日摂 2. アルコール飲料のうち，ビールから DMNA が
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痕跡-6.2ppbの範囲で高率に検出された. しかし，日

本酒からは全く検出されなかった.

3. みそ，醤油，調味料， レトルト食品，鶏卵等にお

いては一部の試料から NNAが検出されたが，いずれも

低いレベルであった.

4. 今回調査した全試料のうち，鶏肉，鶏卵使用食品

から DMNA，DENAが検出されたが， 他の試料から

は， DMNA， DENA以外の高級揮発性 NNAは検出さ

れるものはなかった.
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カラメルの品質について カラメル中の4ーメチルイミダゾールの定量法

広門雅子穴宇佐美博幸ペ中嶋 般へ溝入 茂ぺ遠藤英美*

Quality of Caramel Color Determination of 4-Methylimidazole in Caramel Color 

MASAKO HIROKADO*， HIROYUKI USAMI*， IW AO NAKA]IMAぺSHIGERUMIZOIRI* 

and FUSA YOSHI ENDO* 

F or isolating and quantitatively determining 4・methylimidazole(4・MeI)in caramel color， we 
modified the conditions of the liquid.liquid partition and the gaschromatography of the method of 

the Voluntary Sp巴cifications(the Federation of Food Additives Association in ]apan) the solvent 

of 5% Carbowax 20M+2%KOH was coated on the base washed column packing material， and diisopro・
pyl phthalate was used as an internal standard. 

The modified method gave a higher recovery rate of added 4・MeI than the Voluntary Specifica. 

tions. A single analysis by the modjfied method required 5 hours. 

We found that concentrations of ιMeI in 20 commercial caramel colors ranged from 10 to 100 

ρg/g， and those in 3 other samples wer巴 greaterthan F AOハiVHOlimit of 200 mg/kg. 

Keywords: 4・methylimidazol，caramel color， det巴rmination，liquid.liquid partition， gaschromatography， internal 

standard， diisopropyl phthalate 

緒 "'"・日

近年，赤色 2号などの合成タール色素の毒性が問題化

し，安全性の不安が高まる中で，天然着色料の使用が急

増しているが，天然物は品質のパラツキが多く，不純物

の含有量が多いと考えられる.しかし我国では天然着色

料に対する規格基準や表示義務など法的規制がまったく

なく，早急な規格化が要求されている.

特にカラメ Jレは，コ{ラなどの清涼飲料，しょう油・

ソースなどの調味料およびプリ γ ・米果・ビスケットな

どの製菓等と幅広く使用され，その年間使用量は17，000

tといわれる.しかしカラメルの大部分は着色促進剤と

してアγモニウム塩を用いて製造されており，製造過程

で多くの含蜜素複素環化合物(イミダゾール類やピラジ

シ類〉を生成することが報告1ーりされている.またア γ

モニアで処理した糖蜜飼料を家畜に与えたところ激しい

“hysteria"症状を起し5，6)，Wigginsや Wisei?7，B) 

がその成分を調べたところ，イミダ、ゾー/レ類10%とピラ

ジγ誘導体20%が含まれていた.イミダゾ{ル類やピラ

ジゾ類の中でも毒性が強いと報告別されている 4ーメチ

ルイミダゾール(以下4-MeIと略す〉は FAOハiVHO

規格でも許容量が定められていることから，我々は，我

閣の市販カラメル中の 4-MeI含量の実態を調査するた

め，定量法を検討することにした.

従来，カラメル中からの 4-MeIの分離定量法として

は， 日本食品添加物団体連合会 (TheFederation of 

Food Additives Associations in ]apan) の自主規格

(以下 FFAA規格と略す)10)や FAO/WHO規格(以

下 WHO規格と略す)11)，Wilksら12) および Fucks

ら13)の方法等がある.FFAA規格では，液一液抽出-

GC検出法， WHO規格および Wilks らの方法では，

セライトカラム分離-GC検出法を用いている.後者に

ついて追試したところ，均一なカラム充填操作に困難を

伴い，また 4-MeIの定量的な溶出に難点があることが

わかったので，本法では FFAA規格を採用し， これ

に改良を加えて定量法を確立し，市販カラメノレ44検体中

の 4-MeIの分析を行い，天然添加物規格をつくる際の

資料とした.

実験の部

試薬 4ーメチルイミダゾ ~lレ:東京化成(株)製の試薬

を 40mmHg で減圧蒸留し，沸点 104~1050 で留出した

物質を標準品として用いた.フタル酸ジイソプロピノレ:

内部標準品，東京化成(株)製.他の試薬は特にことわり

のない限り，すべて ]ISの特級品を用いた.

装置，器具 ガスクロマトグラフ:島津製作所(株〉製

GC-5A型(検出器 FID)，単式プラニメーター:内田

洋行(株〉製

*東京都立衛生研究所生活科学部食品添加物研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・1m，Tokyo， 160 ]apan 
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分析試料都食品監視諜より 1977年11月一1979年3月

にかけて当所に送付されたカラメル製造7社の製品44検

体を用いた.

実験操作

1. 分配抽出 カラメル 10gを秤取し， 20%炭酸ナ

トリウム試液 10mlに溶かして，250mlの分液ロ{ト

に入れ， クロロホノレムーエタノール混液 (80: 20)100ml 

を加え， 2分間強く振り混ぜ、て抽出し， 15分間放置した

後，下層を移す.分液ロート内の水層にクロロホルムー

エタノール混液 (80: 20) 100mlを加えてさらに抽出す

る.下層を初めの抽出液に合せ，無水炭酸カリウム 10g

を加えて強く振り混ぜ脱水し， 10分以内に乾燥ろ紙でろ

過する.残留物に抽出溶媒 10mlを加えて洗い，洗液を

ろ液に合せる.次いで、，このろ液に 0.5N硫酸 15mlを

加えて約2分間振とうし，静鷺した後水層をとる.この

操作を 2回繰り返し行い水層を合せる.この水層に粉末

炭酸水素ナトリウムを少量ずつ加え， pH9以上にした

後，分液ロ{トに移し， クロロホルムーエタノ，ール混液

(80・20)100mlを加えて約2分間強く振る.この抽出

操作を 2回繰り返し行い， クロロホルム層を合せ 400

以下の水浴上でロ{タリ{エバポレーターを用いて濃縮

乾回する.濃縮残留物に内部標準物質としてブタル酸ジ

イソプロヒ。ルアセトン溶液 (1→1000)1mlを加え，ア

セト γで全量 5mlとし試験溶液とする. また別に 4-

Mel 250， 500， 750， 1000μg/ml の濃度のアセトン溶液

それぞれ 1mlをとり， これに内部標準溶液 1mlを加

え，アセトンで全量 5mlとし， 標準溶液とする.

2. ガスクロマトグラフィー(以下GCと略す〉 試験

溶液および標準溶液につき下記の条件でGCを行い，標

準溶液より得られたグロマトグラムの内部標準のピ-t!

の面積に対する 4-Melのピークの面積の比より検量線

を作成し，これを用いて試験溶液中の 4-Melを定量す

る. GCの条件:カラム管内径 3mmx長さ 2mのガ

ラス管，カラム充填剤 AnakromAB (60~80 mesh) 

に PEG20M+KOH (5+2)をコーティング， 温度

カラム恒温槽 1950 試料注入口2300 検出器 2300， キ

ャリヤーガス窒素 35ml/min，試料注入量 2μJ

実験結果および考察

1. 抽出溶媒の検討 カラメル中からの 4-Melの抽

出溶媒として， グロロホルムーエタノーノレ (80: 20)混

液 (FFAA規格で採用〉と塩化メチレγが考えられた

が，塩化メチレシはカラメル水溶液と振とうした際強固

なエマルジョ γを形成し，分離が困難となった.クロロ

ホルムーエタノールの混液は，カラメル水溶液との分離

が非常に良く，カラメル色素もほとんど除去でき，抽出層

も下部にくるため分取操作が簡便で良好であったので，

本法ではこの混合溶媒を用いた.このクロロホルムーエ

タノール (80:20)混合溶媒100mlを用い，水層 (10ml

および 30mめからの 4-Melの抽出率を検討したとこ

ろ， 水 10mlの場合の 1回の抽出率は 100%， 30ml， 

の場合の 1回の抽出率は87%，2回の抽出率は99.7%と

なり，水層の量は 30ml以下の少量におさえるべきであ

ることが判明した.従ってカラメルは，10mlの20%炭

酸ナトリウム溶液に溶かすことにした.

FFAA法では， クロロホルムーエタノーノレ混液で抽

出した後， クロロホルム層に無水炭酸カリウム20gを加

え， 3-4回脱水操作を繰り返し行っているが，この操

作でカラメノレ色素は除去できるが 4-Melの回収を悪く

する原因となるので， 本法では 10gで1聞のみにとど

めた. 続いてクロロホルム層 200mlから酸への抽出率

を検討した 0.05N硫酸 25ml (FFAA法〉および

0.5N硫酸 15ml (l5mlを用いたのは次の操作のクロ

ロホルム層への転溶を考え，水の総量を 30mlにおさえ

るためである〉のクロロホノレム層からの 4-Melの抽出

率はそれぞれ57.5%および85%であり， 0.5N硫酸の方

が抽出率が高かった. (なお 0.5N硫酸 15mlの2回の

抽出率はほぼ100%であった.)この酸抽出操作でGC測

定の際の妨害物質は除去されるので簡便化の目的でこの

操作を略くことは出来なかった.また FFAA法および

WHO法では，この酸抽出物を濃縮し中和した水溶液を

そのまま GC測定に用いているが， カラムの劣下も早

く，テ{リ γグを起こす原因となるので，本法では水層

から，さらにクロロホノレム層に転溶させた.全抽出操作

による所要時聞は約3時間であった.

2. GCの検討 テ{リングを防ぐため，アルカリ処

理した極性カラム (WHO法で採用〉を用いた. FFAA 

法および WHO法では，内径 6.4mm，長さ 1m以下

の太くて短いカラムを用いているが，妨害物質との分離

を良くするため，本法では，内径 3mm，長さ 2mのカ

ラムを用いた. Fig.1は代表的なカラメル抽出物のク

ロマトグラムであるが，テーリングもなく分離も良好で

あった.また， Wilksら12) は内部標準に 2-Melを用

いているが，我国の市販カラメjレの場合， 2-Melの Rt

と重なる物質が抽出されるので他の物質を検討したとこ

ろ， 4-Melより Rtの遅いフタル酸ジイソプロピルが

内部標準物質として良好であった.

なお検量線は 40~400ng の聞で直線性を示し， 検出

限界は 2ngであった.

3. 添加回収実験結果 カラメル(砂糖を熔焼して作

ったものでιMelを含まない)10gに， 100， 200， 500， 
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Comparison of Analytical Results got 
by Means of Three Different Methods 
(MFF AA， FF AA and WHO Method) 

30-1， 1979 

Table 2. 

年報研衛ぷ東
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Gaschromatogram of the Extract 
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Table 1. 

4-Methylimidazole 

Recovery 
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Mean 
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918.0 
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94.0 470.0 B 

の方法に比べ高かった.

4. 市販カラメル中の 4-MeIの分析結果市販カラ

メル25検体中の 4-MeIの分析結果を Table3に示し

た. 10ppm ~ 100ppmの 4-MeIを含む検体が多かっ

た.200ppm (F AO/WHOの許容量〉をこえたものは

3検体で全体の 6.8%に相当した.最高含量は1627ppm

であった.なお4-MeIが検出されなかった検体はTable

3に示さなかったが， 1977年度収去品2検体および1978

92.3 

1000ppmの濃度になるよう 4-MeIを添加し，試験溶

液の調製に従い回収実験を行った結果を Table1に示

した.200ppm (FAO/WHOの許容量〉以上では，回

収率85%をこえ，ほぼ満足する結果が得られた.参考の

ため，本法と FFAAおよび WHO法の添加回収結果

の比較を Table2に示したが， 本法による回収率は他

923.3 
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年度収去品 9検体あった.これらはアンモニア法で作ら

れたカラメルではないと考えられる.Table 3より市販

カラメル中の 4-MeI含量は， 1977年度より 1978年度収

去品の方が減少しているが，まだ 200ppm(F AO/WHO 

の許容量〉をこえるものがあることを考慮すると，我国

でも規格を早急に作成する必要があると考える.

要 約

カラメル中からの 4-MeIの定量法として， FFAA法

および WHO法等があるが，本法は FFAA法に改良

を加え，簡易化と回収率の向上を検討した.

1) 本法の分析所要時聞は5時間で・あった.

2) 回収率は， 200ppm (F AO/WHOの許容量〉以

上ではほぼ満足する結果が得られた 100ppm以下では

回収率にパラツキが見られたが，それでも他の方法より

すぐれていることが認められた.

3) GCでは，注入試料溶液を有機溶媒にし，アルカ

リ処理した極性カラムを用いたので，テ~!Jングを防ぐ

ことができ分離も良好であった.検量線は 40~400ngの

間で直線性を示し， 最小検出感度は 2ngであった.

4) 市版カラメル44検体について， 4-MeI含量の実

態調査を行ったところ， 1O~100ppm の濃度のものが20

検体あった 200ppmをこえたものは全体の 6.8%で，

最も多いものは 1627ppmも含まれていた.

謝辞試料収集に当り御協力いただいた東京都衛生局

環境衛生部食品監視課ならびに食品機動監視班各位に深

謝いたします.

(本研究の概要は第36回日本食品衛生学会学術講演会

昭和53年12月で発表した.) 
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天然甘味料の実態調査(第 1報〉 市販天然甘味料製剤中のゲリチルリチン酸

およびステピオサイドの定量

中嶋 殿 * ， 広 門 雅 子 ペ 宇 佐 美博幸*，溝入 茂*，遠藤英美*

Survey of Natural Sweeteners (1) Determination of Glycyrrhizic Acid 

and Stevioside in Commercial Natural Sweetener Products 

I羽TAONAKA]IMA*， MASAKO HIROKADO*， HIROYUKI USAMI*， SHIGERU MIZOIRI* 

and FUSA YOSHI ENDO* 

Concentrations of glycyrrhizic acid and stevioside in 32 natural sweetener products (licorice and 
stevia products) commercially available were determined. Glycyrrhizic acid and stevioside in these 

products were respectively determined by high performance liquid chromatography and gas chromatography. 

Results obtain巴dwere as follows: 1) the concentration of glycyrrhizic acid in licorice products 

ranged from 0.1 to 13.1%， 2) the concentration of stevioside in stevia products ranged from 1. 1 to 

8.3%. 

The ratio of results to the labeled contents were from 3 to 75% for glycyrrhizic acid and from 

32 to 83% for stevioside. 

Keywords : glycyrrhizic acid， stevioside， natural sweeteners， licorice， stevia 

緒言

近年，合成甘味料サッカリ γに対する発ガン性問題が

起きてから甘草・ステピアなどの天然甘味料の使用が著

しく増加している.しかし我国では，それらは天然物で

あるという理由で成分規格，使用基準もなく自由に使用

されている.

今回我々は，天然甘味料の使用実態を把握する目的

で，都食品監視課の先行調査との関連で収去された天然

甘味料製剤中のグリチルリチン酸およびステピオサイド

含量について分析を行ったのでその結果を報告する.

実験の部

試料都食品監視課より昭和53年 6 月 ~54年 1 月にか

けて当所に送付された天然甘味料製剤32種(甘草製剤21

種，甘草・ステピア混合製剤8種，ステピア製剤3種〉

を用いた.

試薬 グリチル担チシ酸標準溶液:グリチルリチシ酸

(丸善化成紛〉をメタノールにより 2回再結晶を繰り返し

精製した後，この 50mgを50%メタノール溶液に溶かし

て 50mlとした.ステピオサイド標準溶液:ステピオサ

イド〈山陽国策ノ勺レプ紛〉をメタノ{ルにより 2回再結

晶を繰り返し精製した後，この 200mgを90%メタノー

ル溶液に溶かし 10mlとした.展開溶媒(i): n-プ、タノ

-/レ:3Nーアジモユア:ェタノーノレ (5:2:1) 展

開溶媒 (ii):クロロホルム:メタノール:水 (30:20: 

4)クエシ酸緩衝液 (pH5.0) : M/10 11ェシ酸ナトリウ

ムおよび M/10水酸化ナトリウムより調製した.その他

の試薬はすべて ]IS規格特級品を用いた.

装置 高速液体クロマトグラフ:目立633型(検出器

UV254nm) ガスグロマトグラフ:島津 4A型(検出器

FID) 

実験操作

1. 試験溶液の調製

i)ゲリチルリチン酸試験溶液 試料をグリチノレリチ

シ酸50mgを含むよう正確にばかり，水に溶かして50ml

とした.

ii)ステビオサイド試験溶液 試料をステピオサイド

100mgを含むよう正確にばかり， 90%メタノーノレ溶液

に溶かして 5mlとした.

2. 定性

i)グリチルリチン酸の定性薄層板 (Kieselg巴160 

F254， Merck)の下端より2cmの位置に試験溶液および

グリチルリチシ酸標準溶液をそれぞれ5μJ塗布し，展開

溶媒 (i)を用いて約15cm展開した後風乾し，紫外線下

(254nm)で観察した.

ii)ステビオサイドの定性 薄層板 (KiselgelG， 

Merck)の下端より2cmの位置に試験溶液およびステピ

*東京都立衛生研究所生活科学部食品添加物研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 
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オサイド標準溶液をそれぞれ 5μl塗布し，展開溶媒 エーテル 80mlで2回抽出し，エ{テノレ層を合せ，水20

(ii)を用いて約 15cm展開した後，風乾する.次に， mlで洗浄する. エーテル層に無水硫酸ナトリウムを加

50%硫酸を噴霧し100。で1O~15分間加熱し，それによっ えて脱水し，ろ過後，ろ液を約 400の水浴中で蒸発乾固

て発色するスポットを観察した. ずる.この残留物をクロロホルム 2mlで溶かし， ジア

3. 定量 ゾメタソーエーテノレ溶液 0.5mlを加え室温で'20分開放

i)ゲリチルリチン酸の定量試験溶液およびグリチ 置する.この液に氷酢酸 0.5mlを加えてよく振り混ぜ、

ノレリチン酸標準溶液について，下記の測定条件により高 た後，これを試験溶液とする.また，ステピオサイド標

速液体クロマトグラフィーを行ない定量した. 準溶液についても向様に操作し，下記の測定条件により

測定条件 カラム LichrosorbRP-18 (4mmp x 25 ガスクロマトグラフイ{を行ない定量した.

cm); 移動相:クエン酸緩衝液 (pH5.0):メタノール 測定条件 カラム.ガラス製 4mm世x2m; 充てん剤

(47.5: 52.5);流速:1. 25mljmin;圧力:180kgjcm2; : 2%OV-17jchromosorb W (DMCS， 60-80mesh); 

検出器:UV254nm 温度:注入口2600，カラム槽2400，キャリヤーガス:N2 

ii)ステビオサイドの定量 日本食品添加物団体連合 1.lkgjcm2， H2 0.8kgjcm2， Air 1. Okgjcm2 

会規格1)を準用した.試験溶液 250μJをシリカゲル薄層

板 (20x20)の下端より 2cmのところに約15cm線状に

塗布する.また，同一薄層板のすみにステビオサイド標

準溶液を塗布し，展開溶媒 (ii)を用いて約 15cm展開

した後，風乾する.次に，標準溶液の展開部分に50%硫

酸を噴霧し1000で1O~15分間加熱し，それによって発色

するステピオサイド部分 (Rf=O.4~0. 7)と同ーの試験

溶液のステピオサイド部分をかきとる.これを 100mlの

ど{カーに入れ， 50%エタノ{ル溶液20mlを加えて約

500水浴中で10分間温浸した後，ろ過する. この操作を

3回繰り返し，ろ液を合せ約500 水浴中で減圧濃縮し，

残留物に20%硫酸 5rrilを加えて 2時間還流する.冷後，

cm2 
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図1. グリチノレリチン酸の検量線
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図 2. 甘草製剤の高速液体グロマトグラム

C円)2

5 

。 234  5μg 
図 3. ステピオサイドの検量線
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表 L 天然甘味料製剤U05表示，表示量およびグリチノレリチγ酸ι スデピオサイドの測定値 1

表示量(%)
グリチルリチン

表 刀て ス涙テuピオサイ
表示量C%) ド定値C%)酸測定値 C%)

l 甘草エキス 20.5 
2、

" (グリチノレリヂン) 18 

3 " 〈高濃度〉 20.5 

4 甘草抽出成分 20.5 

5 " 20.6 

甘 6 甘草抽出精製物 16 J 

?天然甘草 3，05 

8 グリチルリチン 20 

草 9 天然物純〆yチJレリチン川 16 

10 " 16 

11 " 
16 

12 天然物〆ずチノレリヂシ 18 

製 13
" 

16:5' ' 

14 '巧 Il 18 

15 " 
16 

剤 16、天然グ苛チルリチマ 18 

17 " 18 

1号天然中純度グリチルリチγ ，23 

19 
" 

23 

20 
" 

23 

21 天然、物最純度グリチルリチン 17.5 

22 純グリチノレリチン 11 

11 

11 

ス 25 純良グリチノレリチン 11 

テ 26 " 14 
ピ 27 天然物グロチルリチシ 15 
ア

28 グリチルリチシ 3 

29 
" 

6 

ス製 30
ア 31 
ピ
ア剤 32

結果および考察

定性結果より，甘草製剤およびステピア製剤jからそれ

ぞれグりチルリチγ酸およびステピオサイドが表示のと

おり確認された.

グリチノレリチγ酸の定量法として，ガスクロマトグラ

フ法2，8)，薄層クロマトグラフ法円高速液体クロマトグ

ラフ法(以下 HPLCと略す)5，6) が報告されているが，

このうち HPLCは簡易さ， 精度等の点ですぐれてお

り6，7)，その有用性が知られている. 今回我々は， 甘草

製剤j中のグリチノレリチγ酸の定量を，他の添加剤(クエ

11.9 

8.5 

9.5 

1.8 

2.2 

4;4 

0.1 

12.2 

8.3 

5.8 

8.1 

7.9 
.， 

4.7 

7.6 

6.3， 

lt8， 

8.0山

7.8 

6.6 
t、.'/' J町，、l 

7.3 

13. 1 

3.3 ステピアサイド 6 2.4 

3.7 
" 

6 1.9 

4.0 
" 

6 2.1 

3.2 " 5 2.5 

4.0 " 3 1.1 

7.4 ステピオサイド 5 2.7 

1.5 
" 

10 4.4 

3.9 
" 

10 4.2 

" 10 8.1 

" 
10 6.5 

高純度90%ステピオサイド 10 8.3 

シ酸ナトリウム等〉の影響を考慮し，移動相にグzγ酸

緩衝液を用い，逆相型樹脂カラムによる HPLCで行な

ったところ，分離が良く，検量線も図 1に示したように

直線性を示し良好な結果が得られた.甘草製剤の高速液

体クロマトグラムの 1OlJを図2に示した.また，ステピ

ア製剤中のステピオサイドの定量は，薄層グロマトグラ

フィーにより他の爽雑物を除き，日本食品添加物団体連

合会規格に基づいてガスクロマトグラフィーを行なった

ところ検量線も図3に示したように直線性を示し良好な

結果が得られた.



156 Ann. Reρ. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 30-1， 1979 

天然甘味料製剤の表示，表示量およびグリチルリチン

酸とステピオサイドの測定値を表1に示した.

甘草製剤中のグリチルリチン酸含量は 0.1~13.1% ，

ステピア製剤中のステピオサイド含量は1. 1~8.3%であ

った.また，表示量に対するグリチルリチγ酸およびス

テピオサイドの測定値の割合は， グリチノレリチン酸では

3~75%，ステピオサイドでは32~83%で，表示量の50

%以下のものは，甘草製剤では29検体中22検体，ステピ

ア製剤では11検体中7検体であった.また，表示の名称

も甘草エキス，甘草抽出成分，グリチノレリチシ，純グリ

チノレロチ九天然グリチルリチン等様々に用いられてい

る.

以上，現在使用されている天然甘味料は精製度の高い

ものはあまり使用されておらず，その品質にも大きな差

のあることが認められた.また，表示の名称も様々で，

今後これらの統一が望まれる.

天然甘味料の使用は年々増加の傾向を示しており，今

後も，種類，使用量および使用範囲がさらに広がること

が予測されるので，引き続き実態調査を行なう必要があ

ると思われる.また，使用範囲の広がりにより，天然甘

味料製剤が複雑化することが考えられるので，系統的分

離定量法についても検討していく予定である.

謝辞試料収集に当り御協力いただいた都食品監視課

ならびに食品機動監視班各位に深謝いたします.

(本研究は昭和53年度当研究所調査研究課題「天然甘

味料の品質に関する研究」として実施したものである.) 
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石綿のる過助剤としての安全性

荻野周三*，安野哲子*，小野綾子汽大畠敏子汽遠藤英美*

Sanitary QuaIity of Asbestos Used for the Filter Aid of Impurities in Beers 

or Food Additives 

SHUZO OGINOぺTETSUKOY ASUNO*， A Y AKO ONO*， TOSHIKO OHA T A * 

and FUSA YOSHI ENDO* 

Food hygienic quality of asbestos used as a filter aid for the manufacture of beer， Japanese sake 

wine and kansui (lye) was investigated. Both samples A W (acid washed) and NA W (non acid 

washed) were tested in respect of following items: 1) loss on drying and ignition， 2) chemical 

composition， 3) migration into water， diluted hydrochloric acid， 4%-acetic acid and various kinds of 
alkali solution. 

The loss on drying and ignition were 1. 04% and 14.47% for A W， and 1. 33% and 14.50% for 
NA W. Except for magnesium， the amounts of the elements migrated from samples into acids were 

almost the same as that of diatomaceous earth. Furthermore， samples were stable to alkali solution. 

区eywords:;石綿 asbestos，ろ過助剤 filteraid，移行 migration，食品衛生 foodhygiene 

緒 菅
間

石綿の繊維状構造は金網などのろ材に対して架橋を形

成し，プレコートを容易かつ堅固にする働きがあり 1に

この特性を利用して長年，ピール，日本酒等の醸造食品

工業に，またかんすいのろ過に幅広く利用されてきた.

一方，石綿の使用に対する衛生問題はおもに労働衛生

面から，石綿暴露による石綿沈着症2)あるいは肺癌8) と

の関連で議論されているが，食品衛生学上の立場からは

いまだに検討されていない.

そこで筆者らは，ろ過助剤としての石綿の品質につい

て，食品中への溶出に関する試験を主体として検討を加

えた.

なお試験を行なうにあたり，石綿と同じ目的に使用さ

れ，食品衛生法に規格が定められているケイソウ土の試

験法的を参考とし，市販ケイソウ土の品質5) と比較検討

した.

実験

1. 試料 ケベック〈カナダ)産の Chrysotile(温石

綿) 2種を用いた.両者は同ーメ{カーの製品で，製造

過程で塩酸による洗浄処理 (Acid-Washed)を施したも

のと， そうでないものである. (以下前者を試料A W，

後者を NAWと呼ぶ〉

2. 試薬希塩酸:塩酸23mlに水を加えて 100mlと

した.希硫酸:硫酸 5.7mlを水 10mlに徐々に加え，

冷後，水を加えて 100mlとした. 48%7"，化水素酸，

30%炭酸ナトリウム溶液， 30%炭酸カリウム溶液，炭酸

ナトロウム・炭酸カリウム・トリポリリ γ酸ナトリウム

・ピロリン酸ナトリウム(各12.5・12.5・2.5・2.5%)

混合溶液， pH5.5酢酸・酢酸ナトリウム緩衝液:0.2N-

酢酸 95mlに 0.2M-酢酸ナトリウム溶液を加えて 1000

mlとした.pH8.2ホウ砂・塩酸緩衝液:0.2Mーホウ砂

溶液 600mlに O.lN一塩酸を加えて 1000mlとした.

5%過硫酸アンモニウム溶液，メチルイソフ。チルケトン

(MIBK)， O. 1M-テノイノレトリプルオロアセトン (T

TA)-MIBK溶液， 2%ジエチルジチオカルパミシ酸ナ

トリウム (DDTC)溶液， 10%モリブデシ酸アンモニウ

ム溶液， 10%シュウ酸， 20%塩化第一スズ一塩酸溶液，塩

化第一スズーエタノール溶液..塩化第一スズ50gを塩酸

100mlに溶かし，その 7.5mlをとりエタノーノレで100ml

とした. 4%酢酸， 20%ヨウ化カリウム溶液，亜鉛錠剤

:日本ジャーレノレ・アッシュ製パインダー配合無ヒ索亜

鉛を水適量と繰り，錠剤成型器につめ 700で20分間乾燥

した.以上， MIBKと DDTCは和光純薬紛製原子吸

光分析用を，その他，特にことわりのないかぎりすべて

試薬特級品を使用した.

3. 装置 原子吸光分析装置:日本ジャーレル・ア y

シュ AA-1-MARK1I型，微量ヒ素測定装置付，自記分

光光度計:目立356型， ガラス電極 pHメーター:日

本東京都立衛生研究所生活科学部食品添加物研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
本 TokyoMetropolitan Research Labotatory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，T okyo， 160 J apan 
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立一堀場製M-5型，高速振動試料粉砕機:平工 TI-500

型，タングステγカ{パイト製容器付.

4. 試験方法

1) 乾燥減量試料約 2gを精密にはかり， 1050で2

時間乾燥した後， その減量を測定した. (以下の各試験

において，乾燥した試料とはすべてこの方法によって処

理したものとする〉

2) 強熱減量乾燥した試料約2gを白金ルツボに精密

にはかり， 10000 で恒量になるまで強熱した後，その減

量を測定した.

3) 組成分析 2)で強熱処理した試料を粉砕機を用い

て粉砕じ，その約 19を白金ルツボに精密にはかり，無

水炭酸ナトリウム約 5gを加えで十分にかき混ぜた後，

加熱熔融した.さらに 10000 で30分間強熱し，冷後希塩

酸 150mlを入れたビーカー中lこルツボごと入れ，ホッ

トプレート上で内容物を完全に溶解させた.溶液は蒸発

乾固し，冷後残留物に塩酸 10mlと温水 100mlを加え，

ホットプレート上で加温した.不溶性のケイ索をろ紙5

種Bを用いてろ別し，ろ紙上のケイ素を 5%温塩酸と温

水lで洗い，ろ液と洗液を合わせ，ホットプレ{ト上で蒸

発乾回し，さらに石綿付金網上で1時間加熱し，再び前

述の方法で塩類を溶かした後，同一ろ紙を用いてろ過し

た.ろ紙土のケイ素ーを 5%温塩酸および温水でよく洗っ

た後，ろ紙は白金ノレツボに入れて灰化し， さらに 10000

で強熱後重量をはかった. これに硫酸 O.lmlおよ tび48

%フッ化水素酸10mlを加えて蒸発乾回し，ついで1000。
で強熱後重量をはかり， その減量からケイ素量を求め

た6).またケイ索以外の成分については，先のろ液を検液

として直接原子吸光分析を行ない，その含量を求めた.

4) 水可溶物および液性乾燥した試料約 10gを精密

にはかり，水 100mlを加え， 沸騰水浴ムで2時間加熱

し，以下第四j仮食品添加物公定書(以下食添四と略す〕

中「ケイソウ、土(乾燥品)J4) の純度試験(1)水可溶物お

よび液性の項の方法に準じて処理した.

5) 塩酸可溶物乾燥Lた試料約2gを精密にはかり，

希塩酸 50mlを加え，約500で15分間振り混ぜながら加

熱し，以下食添四中， Iケイソウ土(乾燥品川の純度試験

(2)塩酸可溶物の項の方法に準じて処理Lた.さらに30，

60， 120および240分間加熱したものについて同様に処理

し，】浸漬時間と可溶分の関係をしらベた.

6) 酢酸可溶物乾燥した試料約2gを精密にはかり，

4%酢酸50mlを加え，約500で15分間振り混ぜながら加

熱し，冷後ろ過し，残澄を水で洗い，ろ液と洗液を合わ

せ，さらに水を加えて全量を 100rrilとした.その50ml

をあらかじめ秤量したガラス蒸発皿にとり，水浴上で蒸

発乾回し，さらに1050で1時間乾燥し，冷後ガラス蒸発

皿の重量をばかり，残留物の霊長を求めて酢酸可溶分と

した.さらに30，60および 120分間加熱したものについ

て同様に処理し，浸漬時間と可溶分の関係をしらべた.

7) アルカリ可溶物 i乾燥した試料約 2gを精密には

かり， 30%炭酸ナトリウム溶液， 30%炭酸カリウム溶液

および炭酸ナトリウム・炭酸カリウム・トリポリリ γ酸

ナトリウム・ピロリ γ自主ナトリウム (各 12.5・12.5・

2.5・2.5%)混合溶液〈以下アルカリ混合溶液と呼ぶ〉

50mlを加えたものそれぞれを約 500で振り混ぜ、ながら

加熱し，冷後あらかじめ秤量したガラスろ過器3G4を

用いてろ過し， 残澄は水 100mlで‘洗った後， .1050で2

時間乾燥し，冷後ガラスろ過器の重量をばかり，浸漬前

との重量差を求めてアルカリ可溶分とじた.さらに30，

60および 120分間加熱したものについて同様に処理し，

浸漬時間と可溶分の関係をしらベた.

8) ヒ素乾燥した試料約 0.5gを精密にはかり，希

塩酸 10mlを加え約700で15分間振り混ぜながら加熱し

すみやかに冷却した後ろ過し， 残i獲を希塩酸 lOml，つ

いで水 20mlで洗い，ろ液と洗液を合わせ，さらに水を

加えて全量を ，50mlとした. その 20mlをとり， 塩酸

5mlを加え， ついで 20%ョウ化カリウム溶液 1ml，さ

らに2分後に 20%塩化第一スズー塩酸溶液 0.5ml.を加

え， 10分間放置した後，微量ヒ素測定装置にセットし，

亜鉛錠剤 1錠を加えてヒ化水素を発生させ，原子吸光分

析を行なった.

9) 水，塩酸， 4%酢酸およびアルカリ可溶物の成分

水，塩酸および 4%酢酸可溶物の成分は，それぞれの

~6)の試験で得られたろ液について直接原予吸光分析を

行ない定量した.

アノレカリ可溶物の成分は， 7)の試験に準じて処理して

得た浸出液をろ紙を用いてろ過し，残溢は水で洗い，ろ

液は洗液と合わせて全量を水で 100mlとし，これを検

液として次に述べる処理を行なった.

鉄，ニ γ ケノレ，銅，マγ ガンおよびクロムについて

は，検液 20mlをビーカ{にとり，希塩酸で中和した

後，.5%過硫酸アンモニウム溶液 1mlを加え， 希塩酸

または希アンモユア水を用いて pH4に調整し，ただち

に時計皿でふたをして15分間水浴上で酸化した.冷後分

液ロ{トに移し， pH5.5酢酸・酢酸ナトリウム緩衝液

5mlを加九，ついで 2%DDτC5mlを加えて 3分間振

り混ぜた!後，正確に MIBK10m!を加えて5分間振り

混ぜ抽出した. MIBK層は乾燥ろ紙でろ過した後， 原

子吸光分析を行なった.

アルミニウムについては，検液 20mlを分液ロートに
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とり，希塩酸で中和し， pH5.5酢酸・酢酸ナトリウム緩

衝液 5mlを加えた後，正確に O.1M-'TT A-MIBK溶

液 10mlを加えて 5分間振り混ぜ抽出した.MIBK層は

乾燥ろ紙で、ろ過した後，原子吸光分析を行なった.

マグネシウムおよびカルシウムについては，検液5ml

を分液ロ{トにとり， 希硫酸で中和した後， pH8.2ホ

汐砂・塩酸緩衝液 5mlを加え， 以下アルミニウムに準

じて処理じ，原子吸光分析を行なった.

ケイ素については，検液 5mlをピーカ{にとり， 希

塩酸で中和し，水を加えて全量を約 20mlとし，さらに

塩酸 (1→2)2mlを加え，ついで10%そリブデγ酸アン

モニウム 5ml加え， 3分開放置した後10%シュウ酸5ml

を加え， 約500で15分間加熱した. 冷後分液ロートに移

し， 正確に MIBK20mlを加えて 5分間振り混ぜ抽出

した.とのl¥1IBK層 10mlを分取し，正確に塩化第一

スズーエタノーノレ溶液l!，Illを加え， 15分間放置したのち，

波長 770mμ で吸光度を測定じたり. なおアルガリ，混合

溶液で、浸演した検液では， リンによる妨害を防ぐため

に，検液は 2mlをとり， 10%モリブデν酸アソモニウ

ムおよび 10%シュウ酸溶液はそれぞれ 7mlを加えた.

なお以上の各試験においては標準溶液を試験溶液と同

様に操作して吸光度を測定し，検量線を作成したJ

結果および考察

石綿には工業的利用価値が高く，全石綿生産量の95%

を占める Chrysotile引と，需要の低い Amosite，および

近年他の石綿に比較してその暴露による中皮腫等の発生

率の高さを指摘される Crocidolite(青石綿戸がある.

その構造はそれぞれ， (3MgO・2Si02・2H20)， (1. 5 

MgO・5.5FeO・8Si02・H20)および_(Na20・3FeO・

Fe20a・8Si02・H20) である. この 3種の石綿を比較

159 

的簡便に類別するには，結合水の重量をはかればよい.

Chrysotileの2分子の結晶水は 300。以上で放出され

る9) そこで1000。における強熱減量を測定したが， ν理

論的な結晶水の重量比13.00%は，実験値， NAW14.50 

%および AW14.47%とほぼ一致した. 一方，理論的

な AmositeとCrocidoliteのそれは，共に 2%以下であ

り， これにより Chrysotileと他の 2者を明確に区別す

ることができる.なお乾燥減量の測定値，つまり吸着水

分は NAWで1.33%，AWでは1.04%で、あった.

Chrysotileはその構成元素であるマグネシウムおよび

ケイ索以外に種々の爽雑鉱物性物質を含有している.vそ
雑物の種類と量は，産地，鉱脈に左右され，さらに石綿

繊維の長さによってその混入率が異なる. Table 1に

NAW， AWの2試料についての組成分析結果を示す.

NAWと比較して， A羽7中のマグネシウムおよびケイ

素量に減少はみられず，製造時の塩酸による洗浄は石綿

自体の化学構造に変化をもたらさないと推定されるが，

一方，鉄，アルミニウム等の爽雑物は明らかに減少して

いた.

ろ過助剤として石綿を使用するにあたり，衛生上の問

題は，おもに食品中への爽雑物の移行である.そこで筆

者らは水，希塩酸， 4%酢酸および各種アルカリ溶液に

対する溶出試験を行なった.なおアルカリ溶液はかんす

いのろ過を想定じたもので，特にアルカリ事合溶液の成

分はリ γ酸塩を含有するかんすいの代表的な処方になら

っTこ.

水に対する溶解性は低く，水可溶分は NAWで試料

19あたり 3.2mg，AWでは 0.5rIlgであり，市販ケ

イソウ土(乾燥品〉における値 0.3~1O.Omg と比較し

てほぼ同程度であった.

Table 1. Chemical Composition of Samples (%) 

Fe Ni Cu Mn Cr Mg Ca Al Ti Si02 

NAW 
0.24 0.0024 0.0845 (Non ，Â~icÎ_:w a~hed) 7.02 O. 15 25.74 0.09 O. '64 0.0180 44.10 

AW  
3.75 ' 0.27 0.0015 0.0675 0.18 29.24 0..01 0.47 0.0041 46.63 (Acid-Washed) 

Fe Cu 

Table 2. 'Elements Eluted from 19 of、Sampleinto Distil!ed Wat巴r(mg) 

Cr Ni 

NAW 

AW  
T

T

 

T

T

 

T

T

 T : Trace <0.001 mg 

Mn 均

一

阿

川
T 

T 

Ca Al 

0.26 

0.03 

T T

T
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O 

Fig.2. 

Relation b巴tweenAmount of Eluted 
Substances per Gram of Sample 
and Duration of Steeping in 10%-HCl 

.一一-・ NAW 
0一一一o A W  

~'t'l" 

15 30 60 12Q 
min 

Relation between Amount of Eluted 
Substances per Gram of Sample 
and Duration of Steeping in 4%-
CHaCOOH 

.一一一・ NAW 
0-ーベコ A W  

なお Table2に示すように， 水可溶分の組成はマグ

ネシウムとカルシウムを除き，すべてO.OOlmg以下で、あ

った.

また浸出液の液性は NAWが pH8.85，AWはpH

8.75で両者の聞に顕著な差は認められなかった.

塩酸可溶分と浸演時間の関係を Fig.1に示す.可溶

分は15分間の浸漬で試料 19あたり AW40.8mgおよ

び NAW76.9mgと，前述のケイソウ土の 8.8~43.8mg 

に比較して大きな値を示した.

一方，可溶分の組成は Table3に示すように，石綿

成分であるマグネシウムが主体で，その溶出率は 240分

tng 
10 

s 

o 15 30 60 

Fig.3. Relation between Amount of Eluted 
Substances per Gram of Sample and 
Duration of Steeping in Alkali 

Solutions 

・一一一・ Na2COaNAW 0--0 Na2COa AW  
.---... K2COa NAW 0----0 K2COa AW  
A一一企 AlkaliMixture NA W 

ム一一一ム AlkaliMixture A W 

Table 3. Elements Eluted from 19 of Sample into lO%-HCl (mg) 

mm. Fe Ni Cu 恥1n Cr Mg Ca Al 

15 14.82 2.47 4.52* 0.41 0.52 101.6 0.77 1. 09 

30 14.94 2.46 4.01* 0.42 0.50 110.2 0.93 1. 25 

60 19.36 2.54 3.75* 0.45 0.63 127.1 0.84 1. 19 

120 23.82 1. 93 4.93* 0.52 0.74 146.8 0.87 1. 98 
NAW 

180 26.95 1. 85 3.78* 0.55 0.77 177.0 0.95 2.63 

240 31. 46 1. 90 4.87* 0.55 0.87 189.8 0.97 2.98 

15 3.75 0.43 0.58* 0.33 0.35 58.6 O. 16 1. 17 

30 4.23 0.48 0.01* 0.31 0.40 63.4 O. 18 0.66 

60 5.37 0.60 0.21* 0.35 0.50 80.5 0.19 0.99 

120 6.44 0.62 0.60* 0.38 0.62 85.1 0.17 1. 70 
AW  

180 8.81 0.82 1. 27* 0.42 0.78 114.4 0.21 2.17 

240 12.40 1.10 1.16* 0.44 0.98 145.4 0.21 2.32 

キ:in μg 
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Table 4. Elements Eluted from 19 of Sample into 4%-CHaCOOH (mg) 

NAW 

AW  

mm. 

15 

30 

60 

120 

15 

30 

60 

120 

Fe Ni Mn 

0.25 

0.27 

0.27 

0.28 

0.09 

0.12 

0.15 

0.18 

Cr Al 

0.16 

0.12 

0.11 

0.09 

0.06 

0.04 

0.03 

0.02 

3.55 

3.22 

3.06 

3.41 

0.02 

0.02 

0.02 

0.02 

0.61 

0.55 

0.68 

0.83 

0.03 

0.04 

0.05 

0.06 

Mg 

20.6 

20.9 

21.6 

23.1 

6.0 

7.7 

9.9 

13.2 

Ca 

0.09 

0.10 

0.10 

0.11 

0.06 

0.07 

0.08 

0.10 

0.28 

0.29 

0.31 

0.32 

0.05 

0.05 

0.05 

0.05 

Table 5. Elements Eluted from 19 of Sample into 30%-Na2COa， 
30%-K2COa and Alkali Mixture Solutions (mg) 

Solvent Mn Cr Mg Ca Al Si mm. Fe Ni 

NAW 

30%-Na2COS 

AW  

NAW 

30%-K2COa 

AW  
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聞の浸潰でAWが50%，NAWでは74%に達した.

爽雑物の溶出は前述のケイソウ土のそれに比較して同

程度もしくはそれ以下にとどまり，さらにAWはNAW

に比べ，総じて溶出率の低減傾向が認められた.

4%酢酸に対する可溶分は Fig.2に示すように， 120 

分間の浸漬で 19あたり AW90.6mg，NAWでは166.8
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mgに達するが，これは子T溶分を酢酸塩之、して秤量すvる、¥‘雑物の移行量は，.同様の目的で、用いられるケイソウ土の

と乏に起因し，マグネジウムおよび爽雑物の溶出量は前 それJと比較して同程度もしくはそれ以下にとどまり，ま

述の希塩酸による浸演に比べ" Table 4に示すとおり，… ーた製造時に塩酸による洗浄工程を経ることでその量はさ

大幅に減少した.'，特にAWにおける鉄，ニッケノレ，カノレ‘ らに減少するこl とが確かめら、れた.一方，かんすい等の

シウ子ならびにアルミニウムについてその差が著しがら 強アノレカリ性液の石過に対しては高い安定性を示Livこ

た れらり結果より判断して，ろ過助剤としての石綿の利用

炭酸ナト Dウムおよび炭酸元日攻みに対する可溶分は

Fig.3ならびに Table5に示すように，浸漬時間には

無関係で、， しかもl微量にすぎず，カノレシウム以外の爽雑

物の溶出は認められない.アノじカリ混合溶液による浸演

では，浸演時間とどもはわずがJi.溶出量の増加がみられ

に，特lこ危倶すべき点は認められなかった.
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AS， ABS樹脂製器具および容器におけるア夕、リlロニトリルモノマーの残留実態調査

寄田令子*，渡辺悠ニヘ佐藤憲一行:遠藤英美*

Suryey'of ResiduaI AcrylonitriIe Monomer iuAs and ABS Resin Food Containers 

REfKO Y05HIDAぺYtJJIWATANABE*， KENICHI SATO* andFUSAYOSHI ENDO水

A total of 101 AS and ABS resin food containers were investigated for.the pres印 ceof acrylonitrile:. 

(AN) mo，npmer i1'l the material. AN monomer was determined by gas chromatography. 'It was found 

that r己sidti'alAN :monomer was less than 200 ppm in all of ABS， and .80%" of， ASνres.In samples， 
'; whereas 16' AS resin samples were found to contain 204-376 ppm: AN泊 on向mer. • The Jatter were 

mostly_ Cimtainers -used for storing food. 

i(eyword，s ，: acrylonitrile monomer， AS resin， ABS resin 

緒 = 
盲

ポリスチ1<:/(以下PSと略す〕は成形性，着色性，

化学的安定性;機械的性質のよさ，低温での強度の低下

が少ないなどの利点をもった合成樹脂であるが，耐衝撃

性買耐熱性の低さなどの欠点をもっているわ. その欠点

を補うものとして，スチレシとアグリロニトリノレ〈以下

ANと略す)との共重合体であるAS樹脂，さらに機械

的性質，耐候性にすぐ、れたスチレンと A N，ブタジエン

との共重合体である ABS，樹脂が開発された. A Nの配

合率はいす.れの樹脂も 20~30%であるわ. これらのAN

系合成樹脂は主に電気，工業用，包装用，文具，事務機

類，玩具な、どに利用されており，一部調理用器具，食品

保存容器などの台所用品にも利用されている.

この合成樹脂の衛生規則としては従来厚生省告示第

434号による溶出規格試験が適用されていたが， 1979年

5河28日PSの材質および溶出規格試験が新たに告示さ

れf第98号)，スチレ:/‘の配合率が50%以上のものはこの

適用をうけることになlゥた.しかしこの規制は欧米諸国

の規格基準iと比較する、と決して十分なものとはいえな

い. 1977年3月11日FDA(米国食品医薬品局〉は，飲料

中へのANモ'j.マーの溶出を理由に AS，ABSを含む飲

料用AN樹脂製容器の使用を禁止した3) ANモノマー

はスチレγモノマーや他の揮発性物質と異なり，室温に

おける水への溶解度が8%と高く，また空気中に20ppm

以上含まれる 4と危険であるほど猛毒であるためベ 微量

の溶出も問題となる.そこで最近の市販製品中の残留実

態を把掘するため調査を行なったので報告する.

1 実験の部

1. 試料 ρ ス{パ{マーケット，デパート，小売屈な

どからの収去検体86種および買いあげ品15種の合計 101

種.、使用状況J]IJの内訳:飲食用器具(直接，口に接触す

るもの)12種，調理用器具(短時間，食品と接触するも

の)41種，保存容器類(長時間，食品と接触する可能性

のあるものう 39種，その他〈調理器具などの一部分に使

用されていで食品と直接には接触じないもの) 9種.材

質5JJjの内訳 :AS製品79種， ABS製品22種.

2. 装置 目立 163型ガスグロマトグラフ (FID検出

器付き〉

3. 試薬 1) ジメチルホルムアミド(以下DMFと

略す〕・水酸化カリウムを加え 1.~2 日放置後蒸留し，

ガスグロマトグ'ラフイ-(以下GCと略す〉で妨害ピー

クりないことを確認したもの.

2) AN:市販のAN，(98%)を用いた.

4. 試験法 1) 試験溶液の調製試料を破砕し，そ

の約 0.5gを精秤し，、 DMFを加えて冷暗所に24時間放

置したのちょく振とうして溶かし，けDMFを用いて全容

を.10mlとした.

2) AN標準溶液の調製 ANO:1gを精秤じ;DMF 

に溶かし 100rrilとし標準原液とする.この標準原液1ml

をとり DMFを用いて 100mlとしたのち，各1，2， 3， 

4mlをとり DMFを用いで各々全容 10mlと!じ，この

液を 1，2， 3，、 4μgjmlの標準溶液とした.

3) ANモノマーの定量試験溶液について次の条件

でGCを行なiい，同様に操作して得た標準溶液の示すピ

ーク高から検量線を作成じ，これを用いて定量を行なっ

た，¥なお検出限度は :0.2ppmである.

GC操作条件

カラム:Porapak R 80j100mes五，ステンレス製3mm

*東京都立衛生研究所生活科学部食品添加物研究科 160 東京都新宿区百人町 3--'-24-'--1
*. -，Tokyo， Metropolitan Research Latoratory 0.f Public Health 

2←1， Hyaki:mincho 3， ~chome， Shinjuku圃1m，Tokyo， 160 ]apan 
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ABS樹脂製品(材質〉中のANモノマー量および揮発性物質量
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残留ANモノマー量の分布表 2.
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原料スチレγに起因する揮発性物質量の分布表 3.

5000孟(ppm)

そ

唱
L
n
U
内

δ
噌
i
n
u
n
U

噌
L
n
U
F
D
噌
i

4000~4999 

噌
i
n
u

噌
ム
凸

u
a
U
凸

u

t
ム

凸

U

凸
汐
凸

U

3000~3999 

3
1
4
1
3
1
0
0
m
3
 

2000~2999 

n
u
n
u
q
u
内

G
a
u
n
U
9
d
n
u

円
岨
。

ρ

唱
E

4

a

r

ν

，.

1000~1999 

2
2
3
6
0
0
1
1
6
9
 

噌

i

唱

i

0~999 

市
4
1ム

q
υ
A
-
A
n
o
n
υ
n
υ

ヮ
“
ヴ
，
ヴ
，

計

o
o
a
4
・
η
'
a各

O
O
守

i
n
o
q
o
n
u
n
G

2

1

3

7

2

 

q

u

Q

U

Q

M

Q

U

Q

U

 

Q
U
E
U
Q
u
n
u
q
u
R
U
Q
U
R
U
Q
U
R
U
 

A
A
A
A
A
A
A
A
A
A
 

具

具

器

他

器

器

容

用

用

食

理

存

飲

調

保

の

ヰー
昌
=
阿

x2m;カラム槽 1900，注入口 2400
; キャリヤーガス:

N2 30ml/min;保持時間3.1分(図 1参照〉

結果と考察

AS， ABS樹脂製品(材質)中の残留ANモノマ戸量

を表1に示した.なお参考までに原料スチレンに起因す

る簿発性物質量 (toluene，ethyl benzene， iso.propyl 

benzene， n.propyl benzene， styrene monomerの総計〉

をあわせ示した.このデ【タをまとめたものを表2，表

3に示した.

用途的にはAS製品は保存容器に最も多く次いでメジ

ャーカップ，コップなどに， ABS製品は主に調理用器

具，和食器などに利用されていた.

残留ANモノマ{は ABS製品2検体を除き検出され

(99/101検出率98%)，最高は水さしの 376ppm，最低

は野菜調理器の 4ppmであった.用途別では保存容器類

が残留の多い傾向を示した(表1参照).

材質別にみると AS製品の検出率は 100% (79/79) 

で，その残留量は 4~376 (平均114)ppmであり業界の

指導基準といわれる 200ppmを超えて検出されたものが

20% (16/79)あった(表2参照).また業界ではAN系

樹脂はすべて調理用器具に使用し，食品容器には使用し

図1.

5min 

アタリロニトリルモノマーの

ガスグロマトグラム

3 
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ないことを申しあわせでいるが， AS樹脂はi用途的に食

品を長時間保存する可能性のある密封容器，ノlミタ{ケ{

ス，ポットなどに多く利用されており (48%，38/79)， 

内容食品へのANモノマーの移行がけ念される.

ABS製品の検出率は 91%(20/22) で， 最高は 138

ppm，平均32ppmであり， 50ppm以下のものが81%(18/ 

22)とAS製品に比絞して残留量は少なかった(表1参

照). これはAS樹脂と ABS樹脂の重合法の違いによ

るものではないかとおもわれる.用途も器具，容器など

の部品とじて利用されているものが多く長期接触の可能、

性があるものは製氷器だけであったことから，..ABS製

品はその使用状況からみてもあまり衛生上の問題はない

と考えられる.

しかし西独の規格では最終製品中のANモノマー最高

残留最をAN共重合物で5ppm以下とじており，米国の

それでは非アルコール性食品に使用を制限しAS樹脂で

50ppm以下， ABS樹脂で 11ppm以下としているのご

とから，これにあてはめてみると適合するものはAS樹

脂では25検体 (32%) ABS樹脂では5検体 (235引の

みであった.またオラ γダ，ベルギー，スベィ γはA N

モノマー移行量として 0.3ppm以下と規定している.

したがっ:てモノマ{の溶出についても検討の必要が認め

られる.

原料スチレンに起因する揮発性物質量についてみると

厚生省告示第98号のp.Sの新規格 5，00Qppmを超えたも

のが表3より AS製品では5検体，ーABS製品では l検

体認められ， ANモノ，:~.t~を含めるとさらにAS製品で

2検体増え全体では 8% (8/101) v'不適であった.ま

た揮発性物質ぬAS製品に ABS製品より多く残留して

いることがわかる.たとえば2，000ppm以上検出されて

いるものに着目すると， ABS製品で出27%(6/22)で

あるのに対しAS製品では'58%(46/79) である.ζれ

は原料スチレンの配合比率が現在我国では ..;¥}?S樹脂40

-'-'50%， As樹脂70___;80%となっているためである.

この配合比率より揮発性物質量を逆算すると 5，000

ppmを超えるものがさらに12.(ABS製品 5，A S製品

7)検体増え，全体で約20%の不適率となる.また平均

イ直も 2，440ppmと， 1977年PS製食品容器実態調査結果

において，ほとんどのものが2，000ppm以下であった田

ことに比較すると高い値を示している. これはAS，-

ABS樹脂の用途が緒言ビ述べたように電気， 工業用，

雑貨に多く用いられており，食品容器として繁用されて

いる PSのように総開発性物質を低く抑えるく1974年11

月自主規制j基準 5，000ppm)7l といった特別な配慮が，

なされていないためではないかとおもわれる.

まとめ

食品に接する AS，ABS樹脂製品(材質〉中のAN

モノマ{の残留実態について調査した.その結果，材質

中のANモノマー量はAS樹脂製品では約80%が業界の

指導基準といわれる 200ppm以下であり， ABS樹脂製

品ではすべて 200ppm以下であった. なおその約80%

は.50ppm以下である.

しかしAS製品では 200ppmを超えるものが16、検体

もあり保存容器として多く利用されていることから，そ

の移行性が問題となるので，ひき続きANモノマーの溶

出について検討を行なろ予定である.

謝辞 本調ヨをに御協力いただいた衛生局環境衛生部食

品監視課および定飾食品機動班の各位に深謝いたしま
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市販ハンパーゲの品質の統計的解析

v深色野駿よーへ西国甲子ヘ牛i 尾房雄*，道日正雄*

Statistical Analysis on Quality of Commercial Hamburg Steak吋

SHUNICHI FUKANO干， KOKO NISHIDAぺFUSAOUSHIO* and MASAO DOGUCHI* 

Keywords:ハンパ{グ hamburg，主成分分析 principalcomponent analysis，相関表 correlatibntable，コレ

ズテロール cholestei"ol，アミノ酸 aminoacids，たん白質 protem，脂質 faι でん粉 starch，価格 price，s一
、ントステロ-/レ s-sitosterol

緒 言 h しこれを4%ホウ酸水溶液に吸収さ位 N/20硫酸標準液

近年日本人の動物性たん由貿摂取量は年々増大し，特 で定量じた.

に畜肉製品の伸びは高〈中でも加工食品としてのハγパ

ーグは手軽なたん白質源として」般家庭に浸透してい

る.消費者にとって，これら市販λγパーグの栄養学的

価値を知ることは重要な事と思われるが適当な調査が行

われていない.そこで今回は都内小売庖より購スしたハ

γパーグについて成分分析，コレステロールおよびアミ

ノ酸分析を行い各成分について検討を加えた.しかし一

つの製品に対して栄養成分は多種類あり，あるものはす

ぐ、れているがあるものは劣っている場合も多くその製品

の価値判断が困難な場合が多い. そこで各成分につい

て，さらに多変量解析の一手法である主成分分析により

各製品の総合的位置づけを行ったので報告す::5，

試料および実験方法

1. 試料

昭和 53年 9月都内にて購入したもので，日本農林規

格1)に準じて分類すると，冷凍食品ハンバーグ10検体，

チルドハシパ{グ7検体， レトルトパウチノ、γンミーグ4

検体，その他3検体でそのうち 5検体のみが日本農林規

格品であった.試料No25は市販試料と比較するため特 J

別に調製した試料でその配合割合は，牛肉40%，豚肉17

3Ui生パン粉7.6%，.玉ねぎ25.?%，卵 4.4%，牛乳 3.8

%，生クリーム0.3%，赤ワイン0.6%，香辛料である.

これらの試料を凍結乾燥後ミキサーにて粉末とし，各成

分の分析に供じた

2. 実験方法

1) 水分、試料ど海砂を混合し常庄加熱乾燥法により

1000Cで乾燥した. なおこの水分含量ば凍結乾燥法によ

る水分量iとも一致した

2) たん白質 ケノレダール分解した試料の一部をミク

ロケルダ-/じ蒸留装置により，アンぞュアを水蒸気蒸留

3) 脂肪 ソックスレ{脂肪抽出法に従って定量し

?こ.

4) でん粉 チルドハγパ{グの白、本農林規格測定法

に従い，アルカリ分解後ソモギー変法により定量した.

5) 灰分常法に従い灰化した.

6) コレステロール 日本消化学協会の基準油脂分析

試験法 2，4， 23， 1-17ステロ{ノレ分析法2) に準じてガス

クロ司トグラフィーにより分析した.コレステロ{ルは

99%以上含有の SIGMA社製を標準物質とし， カンベ

?ステロ{ルと戸ーツドステローノレは MERCK社製のFーシ

トステリンを標準物質としガスクロマ bグラフイ{のピ

ーク面積法により定量した

7) アミノ酸試料をソッグスレ{抽出器で脱脂後，

一般のアミノ酸は塩酸分解法，シスチシ，シスディ γは

過ギ酸酸化法， トリプトファンはアルカリ分解法により

加水分解し， 常法に従L、アミノ酸自動分析言十日本電子

]LC.6AHにより定量した.

8) エネルギー 3栄養素より常法により算出した.

3. 主成分分析法J

各試料について測定されたたん由貿，脂肪，コレステ

ロ{ル，アミノ酸含量等の特性値を相互に比較するため

には単位または測定値の重みが異なるため，まず測定値

の標準化を行った.これより各試料についての特性値の

分散・共分散行列を作成し，常法により総合特性値であ

る第 1および第2主成分等を求めた.さらに試料の分類

あるいは順位つマ?をする目的で各主成分上に試料の散布

図を描かせた.なお使用Lたコシピュータ{は Hitac10 

1I (4KW)である.

結果および考察

得られた結果は平均値，標準偏差，最大値，最小値と

本東京都立衛生研究所生活科学部栄養研究科 160 東京都新宿区百人町 3ー24-1
* Tokyo M巴tropolitanResearch Laboratoty of Public Health 
24-1， Hyakunineho 3 chome， Shirijtikiiみu，'Tukyo， 160 ]apan 
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市販ハ γ パ ーグの成分測定値表1.
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300 20 9 74 2.7 9.8 29.3 17.8 64.7 362 最 大 値

54 1 。28 1.1 3.1 8.4 10.0 46.1 190 最小値

120.4 6.3 2.5 45.4 2.13 6.43 14.18 12.68 57.03 238.0 平均 値

59.6 4.9 2.3 12.4 .51 1. 75 4.90 1. 67 3.99 40.4 標準偏差

ん由貿含量は水産ねり製品のそれとほほ.等しい値であっ

た.なお最高値の17.8%は試作品の値である.

4) 脂肪含量は最高値，最低値ともにエネルギーのそ

れと一致しており脂肪含量がエネルギー差の原因である

ことを示している.なお最高値29.3%は日本農林規格の

チルドハンバ{グについて定められている28%以下をう

わまわる値であるが，この製品は農林規格品ではなかっ

た.

5) でん粉含量の最高値と最低値とは3倍の差があり

変動係数も27.2と大きいが，チルドハンバ{グの上級品

単位:試料 100gに対する値を示す.

共に表1に示した.

1) エネルギ{は国民栄養調査めによれば所要量以上

摂取しており，他の食品からも容易に得られるためそれ

ほど問題とはならないが，最高値と最低値では2倍ほど

の差があり製品によるバラツキが大きかった.

2) 水分含量は変動係数7.0と小さい値を示し特に水

分の多い製品はみあたらなかった.

め たん白質含量は10.0~15.1~広範囲内で標準偏差も

小さく製品中のたん由質含量は一定で，でん粉，野菜等

を多量に添加した製品はみあたらなかった.またこのた
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表 2. 市販ハγバーグの各成分および原材料聞の相関表

たん脂質でん粉糖類灰分コレステシトステ価格牛肉
自質 ロ{ルロ{ル 豚肉とり肉空ん営肉類等

-359 992 51 -657 -726 134 -180 190 70 562 44 -698 -41 エネルギ{

-444 -784 -372 -93 734 -382 585 133 -304 135 107 -172 たん白質

97 -581 -661 25 -150 91 19 567 26 -643 -3 脂 質

304 219 -516 499 -468 -102 151 -37 -170 220 で ん 粉

679 -721 353 -587 -140 -314 -214 713 45 糖 類

-413 369 -555 -303 -415 -28 542 375 灰 分

-255 833 394 -59 115 -493 -171 コレステロ{ル

-320 -202 -183 248 1 156 シトステロール

に定められている日本農林規格でも10%以下で，今回調

査の全ての製品について規格以下であった.

6) 灰分は平均値2.13%で，原料である牛肉，豚肉類

の1%より高く，玉ねぎの 0.5%より高い，しかし脱脂

大豆や市販されている植物たん白質の灰分は 6.0%と高

い事からこれら植物たん自の添加による影響が考えられ

る.

7) ステロール類含量はコレステロールが最も高く全

体の約84%を占め植物に由来するシトステロール類はわ

ずかであった.シトステロール類は製造の際使用される

揚げ，又はばい焼油あるいは野菜などに由来するものと

思われる.なお今回調査の製品からは No5を除いて多

くの植物油に存在するスティグマステロールは検出され

なかった.このスティグマステロ{ルはナタネ泊中に存

在しないことから大部分の製品はナタネ泊を主に使用し

ているものと恩われる.No 5の製品はスティク.マステ

ロールを 4mg/100g含有しており大豆油等が使用され

ているものと考えられる.なお表中に Omg/100g とあ

るのは検出限界以下(1mg/100g未満〉のものでチャー

ト上ではわずかではあるがピークがみられ traceを意味

する.

相関係数による考察以上の結果の示すように個々の

成分について吟味した場合は特に品質の劣る製品は見当

らなかったが，原材料の配合に対し価格が.適正である

か，また各成分値より原材料を予想することが出来るか

を吟味するため各成分，価格および原材料聞の相関係数

表を作成し表2に示した.相関係数表作成に当り使用し

た各項目の説明は以下の通りである.各成分値の項目は

654 6 -179 一必6 -284 価 格

-245 -547 -182 -290 牛 肉

-183 -380 -58 豚 肉

-153 -225 と り 肉

-179 植物たん白

単位:1xlO-3， 有意水準:0.472 (危険率 1%)

製品の品質特性をより正確に表現するため水分を除いた

図形分当りの成分%とした.また全体を 100とし各成分

値を除いた値をでん粉以外の糖類とし新たに項目に加

え， カシベステロールと戸ーシトステロ{ルは和をもっ

て植物に由来するステロ{ルとして 1項目とした.原材

料については，配合表が入手できないため製品に表示さ

れている原材料の順位から配合割合を推測した.例えば

牛肉，豚肉，とり肉，植物たん白と表示されている場合

はその配合割合を7: 6 : 5 : 4とした. マトシ， 馬

肉，魚肉等はーかっして肉類等とし，その他の副原料は

除いた.なお継物たん自の成分値は最も一般的に使用さ

れていると恩われる脱脂大豆より製造した味の素社製の

アジプロ TR1の値を採用した.

以上のようにして15項目についての各相関係数を求め

た結果，まずエネルギ{との相関は脂肪が最も高く，相

関係数(以下 rと略す)0.992とほぼ直線関係で脂肪含

量に対しエネルギーが増加した.エネルギーはこの他豚

肉とも r=0.562の相関があり脂肪の多い豚肉がエネル

ギー増加の一因と考えられる. この他エネルギ{と糖

類，灰分，大豆とは負の相関があり，これらの成分の多

い製品は品ネルギーが少なかった.

たん白質はコレステロ{ルと r昌 0.585の相関があり

コレステロール含量がたん由貿含量の一指標となりうる

ことを示している. これに対しでん粉とは r=ー0.784

と負の相関を示し，たん白質の少ない製品はでん粉で強

度〈アシ〉を補っていることを示唆している.

脂肪は豚肉を多く配合した製品と相関があり，植物た

ん白を配合した製品とは負の相関がみられた.



1τo Ann. Rep.: Tol?ya、Metr.Res; Lab. P.H;~30-1 ， 1979 

糖類と植物たん白とは r=0.713と高い相関があり糖

類の分析値が高い製品は安価な植物たん白を多く配合し

ていることを示している.ここで植物たん白と他の成分

とめ相関を見ると，エネルギ"7'";脂肪，コレステロール

と負の相関があり，糖類と灰分では正の相関を示した.

これらの事実から大豆たんl当を多く配合した場合，でん

粉i以外の糖類が増しず(これは穴豆の炭水化物組成はしょ

糖，ガラクタ γ，スタキオース等が多く，でん粉がほと

んど含まれていないことに由来する.)灰分も多く，逆に

これらの成分債が多くコレステロ{ノレ，脂肪等が少ない

製品は大豆たん向を多く使用。しているものと思われる.

今肉，豚肉，とり肉と各成分との相聞は豚肉を多く配

合した製品のみが脂肪が多<，エネノレギーも高いという

傾向がみられたがその他には特に相関はみられず各成分

値よりι原料肉の配合割合を予想することは困難であっ

た.

価格との相関はコレステロールが最も高く (r=0.833)

次いでキ肉 • (r=O. 654)， たん白質• (r =，0. 585)の順で，

逆に負の相関では糖類 (r=ー0.587) お式び灰分 (r=

0.555) が高かった..これらの結果より価格の高い製品

は牛肉を多く配合し，たん白質合最も多く従って肉類に

由来するコレステロール値も高ふ糖類の少ない良質の

ず、シバ{グカある乙とを示唆している.

主成分分析によ~考察以上のように各成分間り相関

係数よりある程度の予測は可能で、あるが 2成分聞の類似

関係をみるのみで多数の成分間の類似関係を総合的にみ

るには適していない.そこで価格を除く 8成分と25試料

および原材料である牛肉等を加九主成分分析を行った.。

その結果累積寄与喜容は第 1'，(21) および第2(22) 主成

分までで66%，第 3 (23) 主成分までで86%と各主成分

に充分な情報が集められているこ主が明らかとなった.

守れら総合特性値を 21，22軸上にとり，各製品を分類し

て図 Iに，各成分値の因子負荷量を図2に示した.

図Iより
l
明らかなようJこ牛肉，豚肉，バン粉，植物たん

白等の各原材料が周辺部に位置し，中心に各製品が分布

Lた.このことは周辺部の原材料の配合によりハFγパー

グが構成されている ζとを示しており，例えば植物たん

自に近いところに位置している製品はその配合量が多い

ことが矛恕される.製品の中で配合割合が既知の試料

NO，29は牛肉，豚肉等に最も近い位置にありこの予想を

裏付けている.価格が高く、図上の位置が槌物たん白に近

い製品は粗悪品と考九られるが，そのよう!な製品はみあ

たらなかった.最も植物たん白の近くに位置する No14

は価格が図形分 lQOg当り 199円で平均281円に対し安価

な製品であ勺た.なお試料中最も安価な製品は No15で
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図2は8種類の各成分値が第1(21)， .第2(22)主成分に

ど?の主うlな重みで寄与じているlかを図示じたもので;-Z'1 
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に近似し，負方向はよ己ネルギ~，'脂肪と豚肉に近い成分



東京衛研年報 30-1，1979 171 

表 3. 市販ハンパー夕 、のアミノ酸構成比

No Ileu Leu Lys Met Cys Phe. Tyr Thr Try Val Arg His Ala Asp Glu Gly Pro Ser 
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一

が位置した Z2軸の正方向はたん由貿を負方向はでん

粉質と極めて適切に分類された，これを図 1と対比する

と各軸方向に片寄った製品はその軸方向の成分が多く含

まれていることになり，例えば試料 No3は脂肪の多い

製品であることを示している.このように各成分値と原

材料を散布図に描くことにより各製品の成分および配合

上の位置づけを明らかにした.

アミノ酸含量による考察表3に各製品のアミノ酸構

成比(%)を， なお参考として日本食品アミノ酸組成

表4) より牛肉，豚肉，とり肉および横物たん自の代表と

して大豆のアミノ酸組成について記した.全アミノ酸中

グノレタミ γ酸が最も多く，次いでアスパラギン酸， りジ

γのl慣で少ないものはシスチγ， トリプトファンの)1民で

あった.グルタミシ酸は原料肉類と比べ明らかに高く調

味料として加えられたものと思われる.このためグルタ

ミン酸を除き主成分分析を行い各製品のアミノ酸パター

シによる分類を試みたが原材料の配合を予測できるよう

な結果は得られなかった.これはハンパ{グを調味する

に当り肉エキス，たん白加水分解物等を添加しアミノ酸

組成が変化しているためと思われる.なお主成分分析に

よれば試作品 No25が最も牛肉，豚肉のアミノ酸パタ{

γと類似した試料であった.

ハγバーグが他の食品と比べたん白質源としてどのよ

うな位置を占めるかを吟味するため10種類の必須アミノ

酸構成について主成分分析を行いけい卵，人乳，牛乳等と

比較した.累積寄与率は第1主成分39%，第2主成分61

%で，これら主成分上に各製品を投影させた結果を図3

に示した.この散布図によればハンバ{グ類はけい卵，

牛乳等とは離れた位置に分布し，従ってその必須アミノ

酸も異なった構成であることが考えられる.なお Zl軸

の正方向の因子はパリン，イソロイシγ，負方向の因子

はスレオニンで， Z2軸の負方向はロイシシであった.

要約

昭和53年9月に都内で購入したハシバーグ24検体につ
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図 3. 主成分分析によるハンバーグの散布図

〈必須アミノ酸による分類〉

注:各番号は試料Noを示す.

いて水分，たん白質，脂肪，でん粉，灰分，ステロ-/レ

類，アミノ酸等を測定し原材料肉類の予測と必須アミノ

散の構成比について多変量解析の一手法である主成分分

析によって考察した.この結果主成分分析の散布図上で

牛肉の近くに位置する No25，No4， No1等の製品は

コレステロ{ル，たん由貿含量が多く，実際に主原料が

牛肉であることが表示されており，また反対にコレステ

ロールが少なく糖類，灰分が多い製品は大立たん白等が

多く配合されていることが予想され，これら統計的分析

法が有効であることが示された.なお価格が高い製品で

ありながら糖類が多く安価な大豆たん白を多く使用した

と思われる粗悪品は見当らなかった.

ハγパーグ中の必須アミノ酸パタ {γは卵，牛乳等と

は異なり，パリ γ，イソロイシシが少なくむしろ牛肉，

大豆等のそれと類似した構成であった.

なお今回調査した24検体中5検体のみが日本農林規格

品で、あったが，その他の製品も規格を大きく外れる製品

は見当らなかった.

謝辞試料収集に当り御協力いただいた食品監視課な

らびに食品機動監視班の職員各位，統計計算においてコ

シピュータープログラムを作成していただいた当研究所

野牛弘所長に深謝致します.
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高速液体クロマトゲラフィーによるマーガリン中のビタミンAの定量

井口正 !l*，友松俊夫ペ道口正雄*

Quantitative Analysis of Vitamin A in Margarine by High Performance 

Liquid Chromatography 

MASAO IGUCHI*， TOSHIO TOMOMA TSU* and MASAO DOGUCHI* 

Keywords: ピタミシA vitamin A， Aパルミテート A-palmitate， カ{トリッジカラム cartridgecolumn， 

高速液体クロマトグラフィー high-performanceLC 

緒 言

ビタミン強化食品中のビタミンAの公定定量法とし

て，三塩化アンチモシの呈色による CarrPrice法が採

用されている1，幻. この方法では，sーカロチンやその他

の呈色妨害物質をクロマト操作によって除去する必要が

あり，分析操作が煩雑となっている.また呈色妨害物質

を除去してもビタミンAの発色そのものが不安定である

という欠点がある.

最近高速液体クロマトグラフィー (HPLC)による強

化食品中のピタミ γAの迅速分析が検討されている向的.

HPLCによってピタミ γAを分析する場合，検液の調

製法として，試料をアノレカリけん化し，溶媒抽出後濃縮

する方法〈けん化，抽出法〉と試料を直接溶媒に溶解し

てこれを検液とする方法(直接注入法〉がある.前者は

ビタミンAアノレコ{ルを検出するもので後者はビタミシ

Aエステルが添加されている場合はそのままエステルと

して検出される. ]amesらベ丸山らりはけん化，抽出

法でそれぞれ強化食品および油脂食品中のビタミンAの

分析を行ないその結果を報告している. 阿部らへ田部

井ら回はそれぞれ血清，肝臓中および製剤中のビタミン

Aエステルを直接注入法で行ない良好な結果を得てい

る.そこで阿部ら，田部井らの直接注入法をマーガリシ

中のビタミンA分析にそのまま適用しうるか否かを検討

した結果，種々改良する必要を認めた.著者らは ]ames

らのけん化，抽出法を追試し，また阿部らの方法を改良

して HPLCによってマ{ガリン中のビタミンAの簡便

かつ迅速な分析法を追求し，良好な結果を得たので報告

する.

実験方法

試料市販のビタミシA強化マ{ガリン (Y社製〉各

200g包装のもの

装置高速液体クロマトグラフ:Model5000型(パリ

アγ社)，検出器:自記分光光度計バリアンテグトロシ

Model 635 (バリアシネ土)， カラム:Micro Pak MCH-

10 (バリアン社) 30cm x 4mm，鐙光光度計:八木式微

量ケイ光光度計MR(島津製作所〉

試薬，器具 ピタミ γA標準液:ビタミンAアセテ{

ト100万 IU/g油性(和光純薬)， ビタミシAパノレミテ

ート 100万 IU/g油性〈和光純薬)，ピタミシAアルコ

ーノレは上記パfレミテートまたはアセテートを日本薬局法

第2法7)でけん化じてAアルコールとし，その単位数を

算出したものを用いた{用時調製). HPLC移動相

メタノ{ル，アセトニトリル，テトラハイドロフランは

いずれも液体クロマトグラフ月(和光純薬)， コーン油

:市販の精製油〈泊蝋薬品株式会社)， その他は市販の

試薬特級を用いた. カートリッジカラム:SEP-PAK 

Silica Cartridge (ウォーターズ社)Lot No.822202，薄

層クロマトグラフ・ 7コ{ゲノレプレ{ト 〈和光純薬).

力一トリ.~ジカラムによるビタミンAヱステ)J..溶出試

験 ピタミ γAが 1ml中に 50IUの濃度になるように

ピタミ γAパルミテート標準液をヘキサシに溶解し，さ

らにこれにコ{ン油を加え，その油脂量が 1m!中に 60

mgおよび 30mg含むような溶液を調製する. この溶

液 1m!中の油脂量はそれぞれ寸{ガリン 2gおよび 19

を 25mlヘキサンにとかしたときのそれにほぼ等しい.

これらの 1m!をそれぞれカ{トロッジカラムに注入し，

カラムグロマトグラフィーを行なう. ヘキサγ 30ml，

1%エ{テルーヘキサシ溶液 20m!および5%=;""テノレ

ーヘキサン溶液 20m! を流速 8~10ml/min で順次溶出

し，各フラクショ γ2mlずつを分取し，ヘキサンでlOml

に希釈して，鐙光強度を測定する.フィノレターは励起光

フィノレタ{にピタミ:yB1 用，鐙光選択フィルタ ~~とピ

タミ γ B2用のものを使用した.

*東京都立衛生研究所生活科学部栄養研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 



約 lOmlを加え，温浴上でゆるやかに加温溶解させた

後，ヘキサγでピーヵーを洗浄しながらメスフラスコに

うっし，全量を 25mlとする.数分間暗所に静置したの

ち，一部を共栓付遠沈管にとり，無水硫酸ナトリウムで

脱水し，遠心分離 (5000rpm，5分〉する.上清の 1ml

をカ{トリヅジカラムに注入し，流速 8~lOml/min で

ヘキサシ 30ml，つぎに 1%エーテルーヘキサン 20ml

で溶出する.得られた溶出液を，フィルター(ポアサイ

ズ1.0μm) を通し， ナス型フラスコで窒素ガスを通じ

ながら留去する.残留物をテトラハイドロフランーグロ

ロホルム溶液 (1: 1) O. 2mlに溶解し， その 15μJを

HPLCに注入する.得られたピ{グ高さを測り，別に

ピタミンAパノレミテ{ト標準品を用いて検量線を作製

し，これよりピタミ :/Aパルミテ{トの単位数を算出す

る. HPLC条件は移動相:テトラハイドロフランーア

セトニトリルー水(40:54:6)，カラム温度:室温，流

速:1. Oml/min，検出波長:325nm， AUFS: 0.1， チ

ャートスピ{ド:5mm/minで行なった.

III. Carr Price法

常法1)に従って行なった.

結果および考察

トけん化，抽出法(ビタミンAの定量〉

HPLC条件は Jamesら的の方法により，逆相分配

型カラム (ODS)，移動相にメタノールー水 (91:9) 

を用いたところ，分離，保持時間とも良好であったくFig.

1).得られた定量値は CarrPrice法よりも全体に高い
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定量操作

トけん化，抽出法(ピタミンAの定量〉

常法1)に従って試料をけん化，抽出した.得られたエ

チルエーテル抽出液を窒素ガスを通じながら留去し，残

留物を 2mlのクロロホルムーメタノール(1: 2)に

とかし，この 10μJを HPLCに注入した.チャート上

のピ{グ高さを測り，別にビタミンAアルコ{ルを用い

て検量線を作製し，これより Aアルコールの単位数を算

出した HPLC条件は，移動相:メタノールー水 (91

: 9)，カラム温度:室温，流速:1. Oml/min， 検出波

長:325nm， AUFS O. 5，チヤ{トスピード:5mm/min 

で行なった.

ll. カートリッジカラム分別法〈ピタミ γ Aエステノレ

の定量〉

試料 2gを 50mlピーカーに秤取し，
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{直であった (Table1). 

検量線ピタミシAバルミテ{ト標準液を定量操作ト

に従って試料と同様に処理してピタミ γ Aアルコ{ノレを

調製し，その O.087 ~2. 188IU相当量を HPLCに注入

しピ{ク高さを測定した結果，この範闘で直線関係が得

られることを認めた (Fig.2). また 0.655IU相当量の

ビタミシAを HPLCに注入したときのピーク高さおよ

び保持時間のくりかえし変動係数はそれぞれ1.3%およ

び0.7%であった.

添加回収試験 マーガリンにピタミシAパルミテ{ト

標準液を添加して，定量操作I.に従って回収率を求め

た.その結果は Table2に示すとおりほぼ100%の回収

率が得られた.

n.カートロッジカラム分別法〈ピタミシAエステル

の定量〉

Barron ら8〉， 加藤田は中性脂質をケイ酸カラムを用

いて，炭化水素，ステロールエステルおよびトリグリセ

ライドなどに分画している.そこでマーガリシ中のピタ
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ミシAパルミテートをトリグロセライドなどの脂質と分

離，濃縮したのち， HPLCに注入する方法を試みた.

カートリッジカラムはディスポーザフ。ル型のものを用い
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て操作を簡略化した. ピタミンAパノレミテ{トにコー γ

油として 30mgおよび 60mgの脂質を含むように調製

した溶液をカ{トリッジカラムに注入したところ，Fig.3

に示すように良好に分画された.試料検液の調製にはこ

れらを考慮して，採取量を 2gとした HPLCの移動

相にイソプロパノールー水系およびテトラハイドロフラ

γー水系について検討したがピーク前後のベースライ γ

が安定せず，かつピークもブロ{ドとなった.テトラハ

イドロフラ γー水系に中聞の極性をもっアセトニトリル

を加えることにより改善され，テトラハイドロフランー

アセトユトリルー水 (40: 54: 6)では良好なピ{クが

得られた (Fig.4).

検量線 ピタミンAパルミテート標準液をテトラハイ

ドロフランで希釈し， O. 037 ~O. 60 IU相当量を HPLC

に注入し，ピ{ク高さを測定した.この範囲でほぼ原点

を通る直線が得られた (Fig.5). また 0.15IU相当量の

ピタミ γ Aパルミテートを注入したときピ{グ高さにつ

いてのくり返し変動係数は 2.8%であった.

添加回収試験 マ{ガリシにピタミ γ Aパノレミテート

標準液を添加して，試*'1と同様に処理して回収率を求め

た.結果は Tabl巴 2に示すとおりである. けん化， 拙

Table 1. Compar)son of Vitamin A Concentrations 

in Margarine Measured by Thi'ee Different 

Analytical Methods 

Sample Carr Price HPLC Method 
Method (1) (2) 

1 6260 7020 6510 

2 4220 4763 4010 

3 5360 6269 4930 

4 4970 5871 5200 

(IU/I00g) 
HPLC Method (1) Saponification Method 

(2) Cartridge Column Method 

Table 2. Recovery of Vitamin A Added in 

Margarin巴 by(1) Saponification Method and 

(2) Cartridge Column Method 

Added 
Vitamin A Recovery 

IU/g 
observed IU/g く%)

(A) 
Without Vitamin A C-B 100 

addition(B) added (C) ---，p::-x 

(1)50.9 58.7 111.2 103.3 
28. 1 58.7 87. 1 101. 0 

(2)51.2 54.5 95.0 79.1 
25.6 54.5 75.7 82.8 

出法による値に比べて低い値であった.

確認試験ヘキサン 1ml中に約 500IUを含むビタ

ミンAバノレミテート標準液について試料と同様にカ{ト

リッジカラムにより溶出し，2mlずつのフラクショシ

を 1~15， 16~25および26~35に分画し (Fig.3 参照)，

この濃縮液について TLC を行なった. また HPLC

によって得られたAパノレミテ{トに相当するピー F部分

を分取し，濃縮後 TLC を行なった TLCは John

ら10九勝井ら日〉の方法lこ従って，ベンゼンを移動車日とし

た Rf値の測定， 紫外線照射，発色試薬による検出を

行なったところ， いずれもフラグション 16~25 および

HPLCで相当するピ{ク部分にAパルミテ{トを認め

た.

以上 HPLCによる 2方法について検討を行なった

が，けん化， 抽出法は回収率も良好で?， 従来の Carr

Price法に比べ，迅速かつ精度よく定量することができ

た.またカ{トリヅジカラム分別法によって，さらに前

処理時聞を短縮することができた.この方法は回収率は

けん化，抽出法に比べ劣るが， その精度は CarrPrice 

法にほぼ等しく，多数の試料の迅速分析法または品質管

理上のスクリーニング法として使用可能と考える.

要約

高速液体クロマトグラフィーによりマーガロン中のピ

タミ γA分析の精度向上ならびに迅速化を試みた.

1. マ{ガリン中のピタミンAパルミテートをけん

化，抽出し， Aアルコールとして検出した.逆相分配型

カラムを使用して，移動相にメタノ，ールー水 (91: 9)， 

検出波長 325nmで測定した結果， 従来の CarrPrice 

法のような不けん化物に由来する妨害もなく，、迅速かっ

精度よく定量できることを認めた.

2. マーガリン中のビタミンAパノレミテートをカ{ト

リッジカラムにより分別し，エステノレ型として検出する

方法を検討した.逆相分配型カラムを使用して，移動相

にテトラハイドロフランーアセトニトリルー水 (40: 

54: 6)， 検出波長 325nmで測定した. けん化操作を

省くことにより，前処理時聞を著しく短縮することが可

能となり，マ{ガロン中のピタミンAパルミテートの定

量の迅速化をはかることができた.
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食事ならびに食品中のカリウム含量におよ{ます浸清，煮沸処理の効果

西国甲子汽道口正雄*

Effect of Boiling and Steeping on the Concentration of Potassium in the Diets 

for Patients and in Various Commercial Foods 

KOKO NISHIDA* and MASAO DOGUCHI* 

Keywords:カリウム合最 potassiumcontent， 食事療法 dietetics，調理効果 effectof cooking 

緒 -呈吾

日

慢性腎不全，血液透析患者はカリウム摂取が制限され

ているので，低カリウム含量の食事ーの提供が要求され

る.病院におけるこれら患者用食事の調製には，ナマの

野菜や果実などをゆでこぼすことによって脱カリウムを

行うとか，缶詰の果実を用いることによりカリウム含量

の低下を計っている.

しかし，これらの処理がどの程度有効であるかについ

ては実際に分析検討した例は少ない.そこで都内M病院

の外来透析恵者昼食献立を採用し，同病院で実際に行っ

ているのと向条件で作成した食事と，同一献立内容で，

患者食として特別の処理すなわち野菜類について，ゆで

こlましなどをほどこさず作成した食事中の，カリウム含

量の差異を検討した.また調理によるカリウムの消長は

一部1，2) の食品を除いて明確に把握されていないので，

病院給食において使用頻度の高い食品，ならびに常用量

の多い食品およそ70種をとり上げ，水さらし，ゆでこぼ

しによるカリウム含量の減少効果を検討したのでその結

果について報告する.

試料および実験方法

1. 試料

昭和53年 2，4， 6， 8月における人工透析通院患者

昼食献立から，各月ごとに適宜1献立をえらび出し(計

4回)，当日病院で行っていると全く同じ条件で食事〈以

下患者食とする〉を調製し試料とした.また比較のため

に同じ献立内容で，野菜類にゆでこぼし処理をほどこさ

ない食事(以下普通食とする〉も作成した.

ちなみにこの献立の栄養価は，主食，デザートを加え

て 1 食分が，たんぱく質 23~24g，エネルギー 800~850

kcal，水分350~400ml， 塩分1.5gの基準でつくられて

し、る.

また各種食品試料は獣鳥肉卵類17，魚貝類16，果実類

12，豆類6，海草類4，茸類4，野菜類13を都内小売庖

より購入し測定に供した.

2. 実験方法

患者食，普通食とも各献立ごとに各々 3食分を調製

し，その 1食分ずつを別々にホモヂナイズし，さらに約

20gずつ2試料採取し，乾式灰化後，フレームホトメー

ター (EKOフレームホトメータN型〉を用いカリウム

(以下Kとする〉を測定した.すなわち 1献立について

6試料調製し測定することになり，それらの平均値をも

って各献立におけるK含量とした.

又個々の食品については，試料 100~200g を水洗後，

精製水にて洗浄，水分を拭い一定の型に切断し， 1O~30 

g を採取しナマのまま〈以下未処理とする)， 500mlの

精製水に30分間浸漬(以下水浸漬とする)， 500mlの沸

とう水で 2~10分間ゆでたもの(以下水煮とする) 3種

の試料につき各2回， (動物性食品では未処理と水煮の

みで水浸漬は行わず〉先きと同じ方法にて測定し， K含

量の比較を行った.一部の食品については未処理のみの

結果を示す.

結果および考察

1) 人工透析患者食(表 1，表2)

第 1~4 の献立で， 0印を付した野菜類は一旦ゆでこ

ぼしを行ったものである.

第 1~3 の献立では，いずれも患者食，普通食聞にK

含量の顕著な差異は認められなかったが，献立4の普通

食は 321mg%とK含量が高く，また同一献立の患者食

の2倍以上の数値を示した.これはこぶ，だし，すり身

などが原因と考えられ，患者食では野菜類，こぶをゆで

こぼした結果 151mg%と半減し，調理処理の効果が著

るしかった.

1食分の食事重量を実測 (3食分の平均値〉したとこ

ろ， 4献立とも患者食<普通食で、あった.この重量で 1食

*東京都立衛生研究所生活科学部栄養研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Meti:opolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 
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表1. 血液透析患者の昼食献立

l フライ盛合せ

2 

ほたて貝 40g 

白身魚 20 

0なす 30

低たんぱく粉 8

水 10
パ γ 粉 10 

泊 10 
パセリ 少々

ホイル焼

とり肉 60g 

0じゃがいも 30 

たまねぎ 20 
マッシュル{ム10

油 2

食塩 0.5
トマト

ケチャップ10

白ワイン 2 

3 なすグラタン

0なす 60g

油 13

豚肉 60

たまねぎ 10 
トマト

ケチャップ10
ウスタ{

ソース 2 

マクト γ 5 

赤ワイン 5 

スーフ 50 

低たんぱく粉 3

無塩バター 3 
粉チーズ 2 

食塩 0.5

4 洋風おでん

とり肉 30g 

0とうがん 30 
0セ ロリ 20 

すり身 30 

だ し 30 

0と ん ぶ 2 

食 塩 0.5 

しょう泊 1 

そぼろ煮

0南 瓜 60g

豚肉 20
0グリンピ{ス 5

油 5
しょう油 5 
さとう 3 

グリ{ンサラダ

0さやえんどう30g

Oきゅうり 30 

チェリー〈缶)8 

ドレッシング10

食塩 0.3

シーフ{ドサラダ、

自身魚 20g 

えび 15

0きゅうり 20 

たまねぎ 10 
/ξ イン

アップル 20 

マヨネーズ 10 

パセリ 少々

マカロニサラダ

マカロニ 10g 

0にんじん 10 

0たまねぎ 10 
グリンピ{ス 5

マヨネ{ズ 10 

分のK摂取量を算出したところ， 患者食では 268~411

mg，普通食では 314~632mg となり何れも患者食が低

かった.以上は昼食のみの結果であったが，朝，夕食に

表 2. 患者食ならびに普通食のカリウム含有量

献立 カリウム 食事(g重〉量 カリウム
No. (mg%) 摂取量(mg)

1 患普通者食食 161 255 411 
184 273 502 

2 患普者通食食
173 155 268 
199 158 314 

3 普患通者食食 171 209 357 
191 246 470 

4 普患者通食食 151 179 276 
321 197 632 

表 3-1.獣鳥肉類のカリウム含有量および残存率

食品名 含(m有g%量〕 残(存%率〉 調理条件

牛 肉 A 334 1xO. 2x 4cm 
C 48 14 C=2分

豚 肉 A 318 1xO. 2x 4cm 
C 73 23 C=2分

と り 肉 A 231 1xO. 2x 4cm 
C 112 48 C=2分

豚 レ バ ー さ
209 O. 5x1x 3cm 
106 51 C=2分

とりレバーさ
171 O. 5x 1 x 3 cm 
75 44 C=2分

ロースハム 2208 O. 2x1x 4cm 
86 41 C=l分

ウイ γナ A 107 皮ごと0.2c2m分斜
ソーセ{ジ C 43 40 切り C=

A=未処理 C=水煮

表 3-2.卵，乳類のカリウム含有量

鶏 l]s 121(mg%) 

卵 白 134 

卵 寅 98 

牛 手L 130 

スキムミルク 1543 

プロセスチ{ズ 44 

ヨーグルト 130 

無塩ノミター 12 

ノ、守 タ 13 

マ ヨ ネ ー ズ 12 

も数種の野菜についてゆでこぼしを行えば脱Kの効果は った料理の見映えが悪く，味の低下，色彩の退色，また

更に大きいと思われる.しかし，ゆで野菜を更に調理す 或種の栄養素の損失など患者食としては好ましくない結

ると云う二重調理のため，手数のかかった割には出来上 呆をも生ずると考えられる.
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果実類のカリウム含有量および残存率表 5.魚貝類のカリウム含有量および残存率表 4.

調理条件，その他残存率
く%)

含 有 量
くmg%)食品名調理条件残存率

く%)
含 有量
(mg%) 

280 
150 

食品名

皮なし，幅 1cm
C=2分 C=2分

青森産

109 
81 
50 

りんごさ
(紅玉) e 

A 
C 

鯵
74 
48 

54 

皮っき，幅 1cm
C=2分

215 
119 いされ台、

C=2分
長野産

o
a
q
G
の
o

n
u
o
O
F
U
 

りんごさ
〈ふじ) e 

55 
88 
56 皮なし，幅 1cm

C=2分63 
252 
158 

A け
C 

さ生

C=2分
山形産84 

30 

104 
87 
31 

A
B
C
 

ご
刊
/

ん
タ
グ

ー
ス

y

-
e
d
f
'
t

、、
皮なし，幅 1cm
C=2分

210 
105 

A 
ま C 50 

んさ

314 
151 

A 
し C 

C=2分
フィリピン産65 

267 
173 

A
C
 

ナナノ、
48 

わし、

皮なし，幅 1cm
C=2分

C=2分
群馬産60 

184 
110 

A
C
 

J
F
」ちし、52 

453 
234 ばささ

C=3分
熊本産

プリンス A
メロシ C

皮なし，幅 1cm
C=2分

332 
189 

鯛 A
C 31 

189 
58 57 

甘

377 
125 まぐる赤身さ C=2分

岐阜産
128 
83 

柿 A
C 65 

有富33 

C=2分
福島産

274 
108 まぐろ脂身さ

53 
155 
82 柿合良日次37 

C=2分
福岡産

315 
152 かさ

56 
151 
85 

A
C
 

ん台、み48 
し、

神奈川産105 夏みかん
60 
9 

A
C
 

こた 15 

A 
千 C 

93 
7 61 レモ γ 汁8 す白

714 千ぶどう21 
82 
17 

A き C か

C=水煮B=水浸潰A=未処理178 
82 

A 
C りさあ

f直であった.

3) 魚貝類(表4)

未処理生鮮魚貝類では，さばの 453mg%が最高で，

かきの 82mg%が最低であった.又かき水煮は残存率21

%， 17mg%で脱K効果は最大で、あった. たこ〈ゆでた

もの)， 白す干はすでに加熱ずみの加工品であるため両

者とも未処理の値は 100mg%以下の低含量で，さらに

水煮処理によって 10mg%以下と著るしいKの減少を

示した.

肉類，魚貝類のゆでこぼしによる脱K効果は殊の他大

きかった.ただし今回の調理条件は，ゆで時聞が2分で

切断型が実際調理の場合に比べ小型であったため，その

効果が大となる傾向にあったと思われる.しかしこれら

の結果は動物性食品にもゆでこぼし操作を施せば野菜類

と同じく低K食作成に寄与するものであることを示唆す

る.

4) 果実類〈表5)

46 

う
白

C=水煮

現在患者食では野菜のみを処理しているが，それ以外

の食品の浸漬，水煮などの処理による脱K効果が顕著で

あれば，併用することによって更に適切な献立の作成が

可能となるとの考えに基いて，以下の食品類について検

討を加えた.

2) 獣鳥肉，卵，乳類(表3-1.表3-2)

肉類未処理では 107~344mg% の範囲であり，牛肉，

豚肉の未処理は共に近似な値を示した.豚，とりのレバ

ーは肉質部より低含量であった.牛肉，豚肉の水煮は他

の肉類より残存率が低く，特に牛肉は最低で 14%，48 

mg%であった.鶏卵では卵黄より卵白の含量が高く，

乳類ではスキムミルクが最高で，牛乳とヨ{グノレトは近

A=未処理

55 
291 
161 

233 

A 
柱 c

ぎ
き

な
や

貝



食品名

表 6. 豆，海草，茸類の含有量および残存率
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合 有量 残存率 調理条件，その他
(mg%) (広〉

大
A 1710 

豆 B 663 
C 267 

腐 A 117 
C 53 豆

39 
16 

演
熱

浸
加

間
関

時
時
産

加

4
道

一
二
一
海

B
C
北

45 
1 x 2 x 0.5cm 
C=2分

57 がんもどきさ

油あげ 2

O
O
A
U

一a告
n
u

o
O
に

υ
一

ヴ
'
t
i

m

四

C

釘

4

q

o

n

u

 

×
分
一
似
分

3
2
7仏
2

×
=
一
×
=

3
C
一3
C

豆 1120

14 

ゆで小豆
(缶〉

164 

1
9
9
一
9
9

氏
U
氏
U

A唯
一

n
U
R
υ

。“1
4
0
u

一n
d
n
d

円

h

u

噌

上

自

一

H

h

u

A
B
e
-
-
A
B
 

ぶ

め
ん

か

こ

わ

22 
18 

B=30分浸漬
C=30分加熱

とろろ
こんぶ

5988 

14 
B=7分

乾 のり 1971 

A 279 
しめじ C115 

A 162 
生椎茸 C 40 

A 229 
えのき茸 C 50 

41 
C=2分
長野産

C=2分
群馬産

C=2分
長野産

25 

22 

マヅシュル
ーム(缶〉

86 

A=未処理 B=水浸潰 C=水煮

食品名

表 7. 野菜類のカリウム含有量と残存率
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合 有 量 残存率 調理条件，その他
(mg%) (%) 

A 534 
さ つ ま 芋 B 467 

C 340 

A 420 
さつ ま 苧 B 359 

C 211 

A 323 
じゃが芋 B 247 

C 107 

A 251 
長いも B 171 

C 57 

A 520 
さといも C 323 

87 
57 

85 
50 

76 
33 

68 
23 

62 

C =10分
茨城産紅系

C=10分
茨城産金時

C=3分
千葉産

4 x O. 4 x O. 4 cm 
岩手産

やまといも 458 

厚み0.5cm
C=7分千葉産

大
A 158 

根 B 114 
C 24 

A 166 
ぶ B 146 

C 58 

72 
15 

88 
35 

69 

69 

94 
35 

85 
43 

64 

せん切り
C=2分千葉産

せん切り
C=2分埼玉産

3cm C=2分
茨城産

4 x O. 5 x O. 3 cm 
ピユールハウス

3 x O. 2 x O. 2 cm 
埼玉産

りんご(紅玉，ふじ，スターキング〉の未処理では93 A=未処理 B=水浸主主 C=水煮

~109mg%，水浸漬では 81~87mg%，水煮では31~52

mg%であった. りんごは皮を剥き変色防止のため水浸

けを行い，また煮りんごとして用いることもあるので脱 演したもので，残存率39%で 663mg%であった.大豆

Kのためには好ましい調理法と思われる.果実中でK合 水煮は試料約 3gを水 100mlを保ちながら食用となる

量が高いと定評のあるパナナは今回も267mg%と最高値 まで4時間加熱した結果残存率 16%で 267mg%であつ

を示し，水煮で、は173mg%で他の果実の未処理値よりも た.豆腐，がんもどき 100gを2分間ゆでた値と，大豆

高いので喫食量にもよるがK制限食事には不適当と思わ 20gをやわらかくゆでた値とはほぼ同じであった.こんぶ

れた.いちご未処理はりんご未処理よりも高く，水煮し の使用目的はこんぶを食す場合と煮出汁を用いる 2通り

た他がりんごのナマに近かった.しかしゅでいちどは外 がある.今回はこんぶのみの値で煮出汁については測定

観がすこぶる悪く，その生命であるイチゴ色と新鮮さが していないが，浸演でこんぶ中のKが78%，水煮で82%

全く失われてしまうので，使用量を制限し，水さらしの が失われているのでつけ汁，煮出汁に多量のKが溶出し

みで料理に添えるのが適当ではないかと思われる. ていると考えられる.わかめ未処理もこんぶと同じく高

5) 豆類，海草類，茸類(表6) 含量であったが 7分間の水浸漬でこんぶ水煮に近い値

大豆の水浸漬条件は試料約 3gを 500mlに20時間浸 であった.茸類は未処理，水煮とも野菜類に類似のK含

台、

A 211 
大根葉 C145 

A 279 
かぶ葉 C 193 

A 462 
みつば B 432 

C 161 

A 136 
きゅうり B 116 

C 59 

• A 394 
ひ ね 生 か B 251 
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量であった.

6) 野菜類(表7)

前報2)の追加として主にいも類を測定したが， 未処理

では251~534mg%，水浸漬で 171~467mg%，水煮で 57

~340mg% となった. 中でもさつまいもはK含量が高

く，ゆでこぼしによる効果も少く食品構成上不可欠の食

品でもないのでK制限食事には不適当と思われる.

結論

① 患者食と普通食を比較したところ， 4種の献立に

ついて，すべての患者食が低含量であった.また 1食分

のK摂取量では 46~356mg の差があった.

②個々の野菜2) については，水浸漬により K含量の

5 (かぼちゃ)~36% (ひね生が〉が，水煮では10(枝豆〉

~85% (大根〉が溶出し，果実では水浸漬で12(りんご

のふじ)~26% (りんごの紅玉)， 水煮で35(バナナ，

富有柿)~70% (りんごのスターキング〉溶出の結果を

得た.また豆類では大豆，小豆とも高含量で‘あったが，

大豆水煮では84%が溶出した.海草類のこんぶ，わかめ

も高K含有食品であるが共に水浸潰によって80%前後が

溶出された.

③ 獣鳥肉類は， 水煮で49 (豚レパー) ~86% (牛

肉)，魚貝類では37(生さけ)~92% (白す干〉の溶出

結果を得た.数値の上では野菜類より大きい溶出率であ

ったが，これら動物性たん白質食品のほとんどは加熱調

理されるものであり，あらかじめ水煮してからの本調理

では風味が落ち調理上も不都合と思われる.従って特別

に高いK合量を示す材料または水煮することが調理上適

当な食品を除いては，脱K操作はそれほど必要とは思わ

れない.ただし調理の際の煮汁，溶出液の利用はさげる

ことが望まれる.

認辞患者食事調製に当り御協力いただいた病院栄養

土佐藤ミヨ子氏に深謝いたします.
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2)友松俊夫，西田甲子，道口正雄:東京衛研年報， 29-
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N02 の生体影響における生化学的諸指標の検討

鈴木孝人汽大沢誠喜汽狩野文雄*，福田雅夫汽笠原利英*

寺田仲校*，溝口 勲*

Studies on Biochemical Indices in Blood for N02 Toxicity 

TAKAHITO SUZUKI*， MASANOBU OHSAWA*， FUMIO KANO伊， MASAO FUKUDA*， 

TOSHIHIDE KASAHARA勺 NOBUETERADA* and ISAO MIZOGUCHI* 

The present study was conducted to investigate the sensitive biochernical index for the toxic 

effects of nitrogen dioxide. Male Sprague-Dawley rats were continuously exposed to nitrogen dioxide 

at the concentrations of 0.5， 2， 4 and 8 pprn for four weeks. Anirnals were sacrificed at one week 

intervals， and then the alterations of enzyrne activities， irnrnunoglobulin contents in serurn and hernト

tological changes in blood were exarnined. 

The activity levels of arnylase of all exposure groups decreased at two and four weeks. Those of 

s-glucuronidase reduced at rnore than 0.5 ppm at one week， and thereafter recovered to the control 

level. Those of cholinesterase fluctuated during the period of exposure. IgA levels increased' at rnore 

than 2 pprn frorn two to four weeks. 

Keywords : nitrogen dioxide， arnylase， s-glucuronidase， cholinesterase， IgA 

緒 ー百
都市部における大気汚染物質としては S02'N02， 03， 

粉じん等が知られているが，過去に最も汚染が注目され

ていた S02に代り， 現在では N02が代表的な汚染物

質となってきている.N02 の生体影響に関する報告は

数多くなされ，それらの研究結果によると，その作用機

序は 03 と類似しており，フリ{ラジカルや過酸化脂質

の生成により呼吸器，呼吸器以外の臓器及び血液に障害

を及ぼすと推定されている1-3). しかし，量一反応関係や

その作用機序については今だ不明な点が多い.N02の生

体影響を正しく評価するためにはこれらの点の解明が必

要とされている 15N02及び 15NOを用いた研究結果に

よると， 15N02及び 15NOは腕組織に吸収されるだけ

でなく，高濃度に血液中にも吸収され，尿中に N02-及

び N03-として排法されるという報告←6) もあるので，

血液に対する影響も充分考えられる.今回，我々はN02

の生体影響を把握する上で，疫学的調査にも利用できる

鋭敏な血液生化学的，血液学的諸指標の検索とその量一

反応関係を明らかにする目的で，N02濃度を段階的に変

えて曝露したラットにおける血液中の変化を検討した.

実験方法

実験動物は Sprauge・Dawley系の雄性ラットを用い，

7週令から N02曝露を開始した. ラットは温度 24土

0.50，湿度55土5%，換気回数約10回/時， 粉じん濃度

0.Olrng/rn3以下にコシトロールされた曝露チャンパ{

〈内容積約1.6rn3，夏目製〉 内で N02濃度を 0，0.5， 

2， 4， 8pprnの5段階の群に分けて連続4週間の曝露を

行った N02 濃度はケミルミネッセγス法による窒素

酸化物連続測定機 (MonitorLabs Model 8440)で，粉

じん濃度はピエゾバランス粉じん計(日本科学工業製51

-1111型〉で測定した.実験中， N02濃度は土 5%以内

の変動範囲であった.

採血は 1週間の曝露毎にネンブタール麻酔後，腹部大

腿静脈より行った.血清中の GOT(2: 6. 1. 1.)， ALP 

(3. 1. 3. 1.)， ChE (3. 1. 1. 8.)，総蛋白 (TP) 及

び総コレステロール (CHO)は Autoanalyzer(日本電

子製 ]CA・HS6型〉によって分析した.血清中の arnylase

(3. 2. 1. 1.)活性は伊藤らの方法門戸-glucuror叫 ase

(s・Gl.， 3. 2. 1. 31.)活性は Katoらの方法8) で測定

した arnylase測定の際， 標準血清として Versatol-E

を使用した.血清中の免疫グロプリン量は市販の抗ラッ

トIgAヤギ血清， 抗ラット IgGウサギ血清及び抗ラ

ット IgMウサギ血清を用いて一元平板免疫拡散法9)に

よって定量した. IgG濃度は市販のラット IgGを標準

に用いて rng/dlの値で示したが， IgA及び IgMは拡

散した直径 (rnrn)で表わした.過酸化脂質含量 (TBA-

*東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24ー1
キ TokyoM巴tropolitanResearch Laboratory of Public Health 
24四 1，Hyakunincho 3 chorne， Shinjuku・1m，Tokyo， 160 ]apan 



H

∞串
Biochemical and Hematological Changes on Blood of Rats Exposed to 

Nitrogen Dioxide for One and Two Weeks 

Table 1. 

Two Weeks Exposure One羽Teek Exposure 

8.0ppm 4.0ppm 2.0ppm 0.5ppm Control 8.0ppm 4.0ppm 2.0ppm 0.5ppm Control 

339土25342土18343土24337:1:19 343土23293土17290土14285土15285土14287土17草Body Weight (g) 

94.0土62.6111.5土69.393.8土47.253.3土27.961. 6土34.678. 7土12.573.2土11.688.6土27.072.6土12.581. 0土12.6(KU) GOT 

h
g・
河
内
、
-
凶
-
。
加
、
。
ミ
ミ
、
・
N
N
E
-
Hい

hs.
旬》・同
.
g
i
-
-
H由
叶
由

545土52491土216516土97501土153567土92617土57681土93696土126593土117695土49ALP (mIUjml) 

0.13土0.06*0.15土0.03*0.16土0.050.16土0.030.18:1:0.04 0.17土0.02キ0.21土0.050.19土0.030.21土0.070.21土0.04ChE (lIpH) 

Amylase!l 461土82*ネ478士74**534土114465土37キ*596土60446土118606土107631土73*622土119536土90

18.7土5.017.2土4.218.0土1.318.2土5.218.8土6.715.2土6.716.3土3.5ネ15. 7土4.7*15.5土3.2*20.8土4.7 介Glucuronidase11: 

4.57土0.20キ 4.56土0.09**4.56土0.20*4.59土0.20**4.29土0.184.68土0.204.76土0.12*4.61土0.224. 70土0.264.45土0.30Ig A (mm) 

87土50102士5887土4391土4599土4361土2856土1358土1649土1158土27Ig G (mg/dl) 

5.04土0.415.10土0.325.06土0.345.05土0.694.80土0.284.83土0.274.63土0.254.53土0.174.70土0.98

4.48土0.13

4.61土0.27Ig M (mm) 

5.03土0.234.33土1.72 5.00土0.224.96土0.304.91土0.244.39土0.194.53土0.204.47土0.194.48土0.29TP (gjdl) 

49.9土3.557.7土6.7 53.4土5.844.2土3.346.2土6.850.7土3.642.1土4.954.8土1.34 CHO (mgjdl) 

TBA Reactants世 3.89土0.284.18土0.48.4.11土0.473.89土0.334.25土0.463.34土0.393.71土0.364.18土1.08 4.98土0.874.82土1.39 

12.8土o.7 12.8土0.813.1土0.713.0土0.513.0土0.611. 7土0.811. 4土1.110.6土1.111.4土0.911. 5土1.0Hb (gjdl) 

5.8土0.2*5.8土0.46.0土0.45.9土0.36. 1土0.35.4土0.35.3土0.54.9土0.55.1土0.55.3土0.5RBC (106jmm3) 

33.5土1.4* 33.6土2.234.6土1.934.8土1.535.3土1.633.1土2.232.4土3.230.4土3.132.3土2.632.7土2.8Ht (克〉

59土259土259:1:2 60土159土162土261士262土165土263土2MCV (μり

22.4土0.5*ネ 22.2土0.722.2土0.522.2土0.721. 6:1:0. 5 22.0土0.321. 7土0.821. 8土0.522.8土0.922.1土0.6MCH (μμg) 

38.1土0.6**37.9土o.7**37.7土0.537.3土o.7 36.6土0.635.4土0.5

持:Data are expressed as mean and standard deviation on eight to nine animals. 

!l : Somogi unitsjdl， π: Free p-nitrophenolμg/hrjml， o: malonaldehyde n molesjml 

*: P<0.05，料:P<O.Ol 

35.4土0.435.1土0.535.3士0.735.1土0.6MCHC (%) 



Biochemical and Hematological Changes on Blood of Rats Exposed to 

Nitrogen Dioxide for Three and Four Weeks 

Table 2. 

F our Weeks Exposure Three Weeks Exposur巴

8.0ppm 4.0ppm 2.0ppm 0.5ppm Control 8.0ppm 4.0ppm 2.0ppm 0.5ppm Control 

383土40401土26398土32392土23387土32361土29367土21366土27362土21366土28Body Weight (g) 

135.1土51.9 145.6土70.2128.5土27.2197.1土10.3キ*136.8士27.490.3土11.3 102._6土19.9100.0土15.1

766土84

89.4土9.9100.8土23.6GOT (KU) 

ALP (mIU/ml) 522土146464土44471土55511士96496土43723土85833土106817土114769土127

0.17土0.040.18土0.050.21土0.04*0.19士0.060.15土0.060.23土0.030.24土0.050.24土0.030.27土0.070.26土0.06ChE (d，pH) 

521土58ネ*497土73*キ593土61*572土105*673土54614土56552土46*550土99644土119639土103Amylase 

減17.7土4.3'"20.5土4.321. 7土4.820.7土3.324.5土5.522.8土3.824.0土5.222.0土3.023.3土4.022. 7土3.0Fベユlucuronidase

切}4.59土O.15* 4.56土0.19*4.57土0.14*

164土56

4.16土0.114.19土0.384.53土0.18*4.63士0.25*4.65土0.27*4.31土0.194.31土0.17Ig A (mm) 

主主
224土97155:1:64 148土54159土63153土35*152土26**137土38129土46109土23Ig G (mg/dl) 

主自
5.51土0.425.32土0.465.36土O.52 5.29土0.675.18士0.345.00土0.365.32土0.425.27土0.695.40土0.265.43土0.29Ig M (mm) 

令

指5. 78土0.235.72土0.395. 79土0.255.81土0.255.66土0.245.04土0.105.03土0.094.86土0.124.93土0.204.73主0.39TP (g/dl) 

53..8土6.050. 7:!:7. 4 51. 7土6.251. 2土5.665.9土14.758.8土3.661. 4土4.658.0土8.958.1土11.2CHO (mg/心〕 曲
目

!
H
.
H
U叶
由

4.28土0.28**4.08土0.26*3.67土0.313.52土0.263.75土0.273.25土0.33*2.97土0.38**3.56土0.173. 73土0.403.73土0.39TBA Reactants 

13.3土0.912.0土1.413.2土0.513.0土o.7 13.0土o.7 12.2土0.512.3土0.813.0土0.412.8土1.012.9土1.0Hb (g/dl) 

6. 7土0.3**6. 7土0.56.5土0.46.4土0.36.3土0.35.8土0.25.8土0.46.1土0.35.9土0.56.1土0.4RBC (106/mm3) 

36.5土1.937.7土4.236.6土2.436.3土1.936.1土1.933.4土1.3*33.9土2.336.2土1.235.1土2.935.7土2.7Ht (%) 

55土2**57土457土258土358土259:1:1 59土160土261土160土1MCV (μ3) 

20.1土0.818.2土2.4*20.5土0.820.8土1.020.8士0.621. 4土0.721. 5土0.321. 6土0.722.0土0.721. 6土0.5MCH (μμg) 

36.4土0.532.2:1:6.0 36.0土1.535.7土o.7 35.9土0.536.6土0.536.4土0.335.9土0.436.4土0.636.2土0.6MCHC (先〉

H

∞日
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Reactants)はi1II1奇の方法10)によって分析し， その含量

をrnalonaldehydeの532nrnにおける分子吸光係数(1.56

x105) を基にして算出した. また， 血液学的検査は

Coulter Counter Model S (Coulter Electric社製〕に

より赤血球数 (RBC)，ヘモグロビン (Hb)，ヘマトグ

ロット値 (Ht)，平均赤血球容積 (MCV)，平均赤血球

ヘモグロピン量 (MCH) 及び平均赤血球へそグロピγ

濃度 (MCHC)を測定した. なお， 各週における対照

群と N02曝露群との平均値の比較には tー検定を用い

Tこ.

実験結果

Table 1と2に実験結果を示したが， arnylase， s-Gl.， 

ChE， IgAを除き， 2 pprn以下の曝露群では， 対照群

と比較して有意な差は認められなかった.しかし， 4 pprn 

以上の曝露群では IgG，過酸化脂質及び RBC等の血

液学的検査項目に 2週日以降に有意差のあるものも存在

した.

Fig.1は各週における対照群の平均値を 100とした

N02曝露群の arnylase，s-Gl.， ChE活性及び IgA含

量の%変化量の平均と標準偏差を示したものである.

arnylaseは2週目と 4週目に 0.5pprn 以上の群で活性

の低下が見られる. s-Gl. も 0.5pprn以上の群で1週

日に活性低下がみられるが2週日には対照レベルに戻っ

た. ChEは2週目に活性が若干低下するが， 4週目で

は上昇傾向がみられた. IgA含量は 2週目以降は2pprn

以上で増加が認められた.また，これらの変動について

の量一反応関係は必pずしもはっきりしなかった.

考察

N02曝露によって引き起こされる病理学的変化より

も早期の段階でその影響の把握ができ，また，量一反応

関係を究明しやすい点で生化学的検索は一つの強力な手

段になると忠われる.以下，今回の実験結果で変化の認

められた項目について若干の考察を加えてみた.

arnylaseは肺組織中にも存在しており 11九肺炎，気管

支嶋息の患者では arnylase活性のよ昇とアイソザイム

パターンの変化が起こるというデ{タから12-1日， N02 

による肺に対する障害によって血清中の arnylase活性の

上昇が予想されたが，本実験では活性の低下が認められ

た.現在のところ，活性低下の原因は不明であるが， 30 

~45ppmのN02の 2 時間曝露により副腎皮質ホルモンの

血清中での上昇とその上昇が 5~19日間持続するという

報告16〉，吏に，このホルモシによって肝の糖質代謝が充

進し，血清中の arnylase活性の低下が起こるという報

告17)から考えると， N02 による arnylas巴活性の低下の

可能性も考えられるが，今回の実験条件でホノレモシ分泌

が充進されたか否かは不明なので，このメカニズムの解

明は今後の課題と言えよう.

s-Gl.は s-D-glucuronideの水解酵素であるが， こ

の酵素は酸性ムコ多糖を代謝してヘキソサミンを生成す

ることが知られている.Drozdzらによれば18，19)，1ppm 

N02 を6ヶ月間曝露されたモルモットの肺及び肝のヘ

キソサミンの減少を報告しており，また，1ppmNOxを

6ヶ月間曝露したモルモットで尿中酸性ムコ多糠の排出

が増加したという報告20)もあり，更に， 0.25ppmの 03

を3時間曝露されたウサギの肺 s-Gl. 活性の低下につ

いての Hurstらの報告21)から考えると， N02 や 03に

よって肺及び肝などのかGl.活性の低下が考えられ，

それが血清中にも反映するのではないかと予想された

が，今回の実験では一過性のかGl. 活性の低下のみが

認められた.しかし，我々の実験では一過性の低下であ

ったが， Drozdzらの結果を考えるならば， N02を長期

間曝露した場合 s-Gl.活性の変動が長期間に渡ること

が予想されるので今後も追求する必要があると思われ

る.また，今回の実験結果から， 0.5ppm程度の低濃度

でも曝露初期に活性低下が生じたことからそれ以下の濃

度で変動する可能性が示唆される.

ChEについての報告例では， O. 4~2. 7ppm に 4~6

年間曝露された労働者の血清 ChE活性の低下22)，1ppm 

tこ6ヶ月間藤露されたモルモットの肝 ChE活性の低

下23)など比較的低濃度の N02曝露で活性低下が認めら

れている ChEの活性低下については， セリン酵素で

ある ChEが過酸化脂質によって影響を受け易いためと

解釈されているが，本実験結果では 2週目で低下してい

るが，その後は上昇傾向を示していた.このことは ChE

は過酸化脂質による影響だけでなく，生体側の何らかの

補償機構の関与が示唆される.

N02などの曝露により免疫グロブロン量の変動が起

こることはいくつか報告されているが，種属差や曝露条

件等によってその結果は必ずしも一定ではない. しか

し，抗体産生能や感染抵抗性に及ぼす N02 の影響を評

価する指標としては重要であると思われる.肺気腫の患

者では IgAは増加するが IgG， IgMは変化しないこ

と2ペ農夫肺の，患者では IgA と IgGが増加するこ

と25九 O.5~2. 7ppm N02 に6年間以上曝露された労働

者では IgAと IgMの増加と IgGの減少が報告され

ている26) 今回の実験でも， IgAの増加が認められた

が， IgGとIgMは変化しなかった.これら免疫グロプ

リンの増加理由について， Balchurnによって27)，N02 

を曝露したモルモットの肺蛋白が変性して自己抗原様物

質になり，それが循環系に放出されるために抗体価が上
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昇するという可能性が示唆されている.一方，曝露期間

中の感染による IgAの増加の可能性も考えられるが，

その場合には IgAのみでなく他の免疫グロプリシの増

加も当然考えられるので，今回 IgM及び IgGが変化

しなかったことから，むしろ， 2ppm程度の比較的低濃

度の N02曝露によっても免疫機構に何らかの影響を与

え得る可能性が示唆されると恩われる.

今回，4項目で変化が認められたが，それらの量一反応

関係がはっきりと示されないことから必ずしも鋭敏な指

標であるとは断定できないが，現在までなされてきた報

告と考え合せると今後も詳細な検討が必要と思われる.

(本研究は昭和53年度当研究所調査研究課題「複合大

気汚染に係る健康影響調査に関する研究」として実施し

たものである.) 
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N02暴露によ Qラットの Reticulocyte出現率の変動

福田雅夫ぺ狩野文雄*，寺 田 伸 枝 水 ， 溝 口 勲*

Changes of Reticulocytes on Rats Exposed to N02 

MASAO FUKUDA*， FUMIO KANOH*， NOBUE TERADA* and ISAO MIZOGUCHI* 

Hematological changes were examined on the rats exposed to nitrogen dioxide at concentrations of 

0.5， 2， 4 and 8 ppm. Following four weeks of continuous exposure， reticulocytes elevated as the 

concentration of nitrogen dioxide increased; on the other hand， erythrocyte counts increased in the 

rats exposed to 8 ppm N02. We noted that reticulocytes appearance showed a more sensitive response 

to N02 exposure than erythrocytes. 

Keywords : reticulocyte， erythrocyte， rat， nitrogen dioxide 

緒 言

窒素酸化物は健康への有害作用の可能性および光化学 一反応関係についても明らかな結果をえたのでここに報

現在までに行われた実験の N02濃度より低濃度で，量

スモッグ生成のー原因物質として注目されるようにな 告する.

り，NOxの排出規制や N02の環境基準が設定されて

きたが N02 の都市部における広域化および濃度の増

加傾向が認められている.人体への影響を把握するため

に，より精密な疫学調査の必要性が世界的に要請される

とともに，現実の汚染レベルに近い濃度での長期動物暴

露によるデータの蓄積が必要とされている.われわれは

疫学調査に使用可能な感度の高いパラメ{ターの探究を

課題として赤血球系への N02 の作用を検索した.

N02の血液成分に対する影響に関して，Ehrmanらり

はN025および10ppmに1時間暴露したマウスは赤血球

数およびHbの減少を， 10ppmではMeHbの増加を，1ppm

では赤血球数および Hbには変化のないことを報告して

いる.鈴木ら2)は5，10， 20ppmのN02に24時間暴露した

ラットは赤血球数およびHbの増加， MCVの減少を，

Furiosiら田は2土1ppmのN02に3および6ヶ月暴露し

たラットは赤血球数の増加，MCVの低下をすることを，

Freemanら的は 15ppmN02の生涯暴露を行い，動脈

酸素分圧が減少し多血球血症が起ることを，Petrらめ

は疫学調査で N02と S02の汚染地域はそうでない地

域に比べ，若い安定した型の赤血球の増加することを報

告している. 以上のごとく， N02が血液成分に影響を

与えることを示唆する知見が得られているが，N02濃度

が高濃度すぎること，および個々の知見についての量一

反応関係が明確でない.今回われわれは N02濃度と赤

血球数とくに Reticulocyte の出現率について検討し，

方 3去

実験動物 Sprague-Dawley系ラ y ト(d，日本チヤー

ルス・リパ-)を 1週間清浄空気で環境順化させた後，

7週令より N02暴露を開始し， 4 週目に各群 8~9 匹

を実験に供した.

暴露方法 へパフィルタ「活性炭槽を通じた室内空

気に 1%および 1，000ppmN02ガス(高千穂化学〉を

添加し，同タイプの 5系列の動物暴露チャンバー〈夏目

製作所製〉に導入した.各チャシパ{の濃度は， 0， 

0.5， 2， 4および 8ppmN02である.N02濃度の変

動は土 5%であった. 暴露チャシパーは内容積1.6m3 

で，毎時10回換気を行った.温度は 24土0.50C，湿度は

55土5%，騒音は48ホーン (A特性)，照度は100ルクス

であった.照明は午前7時に点燈し午後7時に消燈し

た.浮遊粒子測定は KanomaxPiezobalance 51-1111型

~U定器を用いて行い，会実験期聞を通じて 0.01mgjm8

以下で、あった.N02測定は MonitorLabs 8440型 NOx

計を用いた.

測定方法 N02暴露した各群 8~9匹のラットをネン

ブタール麻酔を行い，ヘパリン加注射器を用いて下大静

脈より採血した.Reticulocyteの測定6)は採血後直ちに

清浄なスライドグラスに塗抹標本を作製し， 3分間メタ

ノール固定後 1: 2000 Acridineorange で 2~3秒染色

し，鐙光顕微鏡で観察した. Reticulocyteの出現率は

赤血球 1，000個当りで算定例。〉し，血液1mm8当りの

*東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24.-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 
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Table 1. Hematological Changes on Rats 

RBC Reticulocyte Hb Ht MCV 

n x 106/mm3 。/00 X 104/mm3 g/dl % μ8 

Control 9 6.3土0.3 15.3土2.6 9.5土1.4 13.0土0.7 36.1土1.9 58土2

0.5ppm 8 6.4土0.3 18.1土3.0 11.5土2.1* 13.0土0.7 36.3土1.9 58土3

2.0ppm 9 6.5土0.4 18.7土3.1* 11. 8土1.9* 13.2土0.5 36.6土2.4 57土2

4.0ppm 8 6. 7土0.5 20.5土3.4** 13.4土2.1*** 12.0土1.4 37.7土4.2 57土4

8.0ppm 9 6. 7土0.3* 21. 8土2.8料* 14.6土1.6*** 13.3土0.9 36.5土1.9 55土2**

* P<0.05 料 P<O.Ol 料*P<O.OOl 
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Fig. 1. Changes of Reticulocytes and Erythrocytes 

A Control B 0.5ppm C 2.0ppm 

D 4.0ppm E 8.0ppm 

* p<0.05 料 p<O.Ol *料 p<O.OOl

数値に換算した.赤血球数 (RBC)，血色素量 (Hb)， 結 果

ヘマトクリット値 (Ht)，平均赤血球容積 (MCV)，平 Reticulocyteは多量のRNAを含有7)し，一方Acridine-

均赤血球血色素量 (MCH)，平均赤血球血色素濃度 (M orangeは RNAに対して強い親和性をもち，赤色の蟹

CHC)，白血球数 (WBC)は CoulterCounter Model 光を発する田. メタノ{ノレ固定標本の Reticulocyteは

S (Coulter Electric)で測定した. 写真のごとく赤血球体がほぼ均一の赤色の鐙光像として
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Exposed to N02 

MCH MCHC WBC 

μμg % x103/mm3 

20.8土0.6 35.9土0.5 6.9土1.2

20.8土1.0 35.7土O.7 6.5土2.3

20.5土0.8 36.0土1.5 6.2土2.1

18.2土2.4* 32.2土6.0 6.6土2.0

20.1土0.8 36.4土0.5 7.9土1.7

みられ，正常成熟赤血球は暗緑色を示し容易に識別でき

た Reticulocyte の出現率を統計的な有意性の検定

(t聞test)でしらべると， N02 8ppm群では危険率 O.1 

Mで， 4ppm群は危険率 1%で， 2ppm群では危険率

5%で有意の増加を認めた. 又 0.5ppm群は増加傾向

を示した.Reticulocyteの出現率を血液 1mm3 あたり

の数に換算すると，N024および 8ppm群では危険率

0.1%で， 0.5および 2ppm群では危険率5%で有意の

増加を認め， N02濃度の増加にともなって Reticulo-

cyte数は増加した. (表 1，図 1)

赤血球数は N028ppm暴露群のみが危険率5%で有

意の増加を認め，他の暴露群は増加傾向を示した.

Reticulocyte数は赤血球数の変化よりも明確に N02

濃度の増加に対応して増加した.Reticulocyte数と赤血

球数の聞に相関 (r=0.392) がみられ， N02濃度が濃

い群ほど右上に出現し，N02濃度と Reticulocyte数お

よび赤血球数の関係をよく示している. (図2)

Hb， Ht， MCHC， WBCには各暴露群とコントロー

ル群聞で、差が認められず， MCVは N028ppm群で，

MCHは 4ppm群で減少したが量一反応関係は明らか

でなかった.

考察

前述した諸報告1-5) から，短期 (1時間〉暴露では赤

血球数の減少がみられ，長期(1日~数ヶ月〉暴露では赤

血球数の増加傾向が認められるが， N02濃度との間に量

一反応関係は必ずしも明確でなかった.本実験の赤血球

数も前述の報告と同様に明らかな量一反応関係は得られ

なかったが，Reticulocyte数は N02濃度との聞に明確な

量一反応関係が認められ，しかもその関係はReticulocyte

数を出現率明。〉で表わすよりも，血液 1mm3当りの

数で表わした方がより明らかであった.

各 N02暴露群の赤血球の産生数/崩壊数について試

算9)すると， コシトロ{ノレ群を1.00とすると， 0.5 ppm 

群は1.19，2 ppm群は1.20， 4 ppm群は1.32， 8 ppm 

群は1:43となった.赤血球の産生数/崩壊数が N02濃

度の増加に対応して増えることからも赤血球産生が允進

していることがうかカ1える.

N02暴露による Reticulocyte，赤血球の増加に対す

るメカニズムとしてつぎの 2通りが考えられる.一つは

N02暴露により副腎皮質ホルモンのコルチコステロン

が分泌されることを Tuslらゆが報告している.このこ

とから一般代謝が允進し酸素需要をおこし， Erythro・

poietin活性を増強して赤血球産生が促進されることであ

る.二つ自は Freemanらりは N02 の生涯暴露を行い

動脈酸素分圧が減少し多血球血症が起ること，織田ら11)

は N02暴露したマウスは NOHbを産生し，血液中の

NOHb 濃度は N02 濃度の増加に対応して増加するこ

とを報告している. このことより ，N02暴露により

NOHbおよび MeHbが生成し， 血液の酸素結合容量

が低下する.それを補うために赤血球の産生が允進する

のではないかという考えである.

N02暴露による Reticulocyteの増加は，赤血球の増

加よりも敏感に影響をつかむことができると考える.当

研究室の実験で，ヒトに N021ppm 30時間暴露を行う

と， Reticulocyteおよび好塩基斑点赤血球の増加傾向を

示した12)ので，今後疫学調査の一指標としての使用可能

性を考える場合，現実の汚染レベルに近い濃度での長期

動物暴露実験を検討してゆく必要性が残されている.

なお， Reticulocyteの測定についての従来の方法一超

生体染色法はその操作算定をできるだけ敏速におこなわ

なくてはならない欠点があったが，工藤の方法は塗抹標

本なので手技が容易で標本の長期保存ができるので，疫

学調査において利用価値がでると考える.

結論

0， 0.5， 2， 4および 8ppmの N02に4週間連続

暴露されたラットについて血液学的変化の検討をおこな

った.Reticulocyt巴は 0.5ppmから 8ppmの N02暴

露で明確に量一反応関係が認められた.赤血球数はr:m2
8ppm暴露のみ有意の増加が認められ， 0.5 ppmから

4ppmのN02暴露では増加傾向を示した R巴ticulocyte

は赤血球よりも鋭敏に N02暴露の影響をとらえられる

ことができた.

謝辞木研究にあたり，御指導を頂きました当研究所

細菌第二研究科主任研究員加納実子氏に感謝の意を表し
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ラット尿中ハイドロキシブロリン排j世に及ぼす N02曝露の影響

笠原利英ぺ大沢誠喜*，鈴木孝人汽溝口 勲*

The Effect of N02 Exposure on Urinary Excretion of Hydroxyproline in Rats 

TOSHIHIDE KASAHARAぺMASANOBUOHSAWA*， TAKAHITO SUZUKI* 

and ISAO MIZOGUCHI* 

Changes in urinary hydroxyproline excretion of rnale Fischer rats caused by nitrogen dioxide (N02) 

were studied during 110 days of continuous exposure at the concentrations of 0.3， 0.5 and 1. 0 ppm 

and 4 weeks of exposure at 1. 0 ppm. 

Urinary hydroxyproline of rats exposed to 1. Oppm N02 increased at one week over th巴 control

value， whereas the rats exposed to 0.5ppm excreted rnore hydroxyproline even at 30 day than the non-

exposed ones. In both cases urinary hydroxyproline excretion thereafter returned to the control level. 

Exposure to 0.3ppm induced no alterations in hydroxyproline exeretion. 

These results suggest that N02 disturbs collagen metabolisrn in the body at the initial stages of 

exposure. 

Keywords : nitrogen dioxide， urinary hydroxyproline， rat 

緒 言

二酸化窒素 (N02) は燃焼等の過程により生ずる大気

汚染物質の主要な構成成分である. N02 が人間や動物

に対して何らかの生化学的，生理学的および病理形態学

的な影響を与えることは，疫学的にも実験的にも明らか

になってきている.現在，人体への影響を明らかにする

ための疫学調査では，健康障害を代表する指標として，

肺機能，呼吸器疾患擢患率，持続性せき・たん有症率お

よび死亡率などが用いられているが，その他に客観性を

持ち， N02に対して特異的である鋭敏な指標を探究す

ることが急務となっている.動物実験においては，比較

的低濃度の N02 の長期曝露が呼吸器系に対して種々の

作用， たとえば肺気腫トベ肺繊維症5)あるいは肺胞壁

肥厚田など，その成因の一部分として結合組織の変化が

関与すると思われるような影響を及ぼすことが報告され

ている.

以上の観点から，我々はコラーゲγ代謝に N02が影

響するのかどうかを明らかにし，またその代謝産物であ

る尿中ノ、ィドロキシプロリシ(以下 Hypと略す〉排准

量が N02毒性に対する指標となるかを検討することを

目的とした.

本報告は，低濃度の N02 の尿中 Hyp排准量に及ぼ

す影響をラットを用いて比較的短期間の爆露において調

べたものである.

実験方法

動物・飼料および N02 曝 露 動 物 は Fischer系雄ラ

ットを用い， 1群を10匹として5週令(平均体重91g)

より曝露チャンパ-(温度24土0.50，湿度55土 5%)内

にて 0.3，0.5および 1.0ppmのN02を 110日間曝露し

た. また1.Oppmの4週間曝露実験においては， 1群

8匹ずつ60日令(平均体重 200g)より曝露を開始した.

N02濃度の狽u定はケミルミネッセγス法による窒素酸

化物連続測定装置 (MonitorLabs Model 8440)で行な

った.給与した固型飼料の Hyp含量は0.17%であっ

た.

採尿方法動物をガラス製代謝ケージ(杉山元医理

器〉に移し，常法に従い防腐剤として1， 2滴のト Jレエ

シ存在下で24時間尿を採取した.採尿中動物には水と飼

料を自由に摂取させた.採取した尿は数時間低温下に静

置いわずかな混入飼料片を沈めた後上澄を分析まで凍

結保存した.採尿中 N02曝露は行なわなかった.

尿中 Hypの定量試料尿を 6M塩酸下， 1050にて

18時間加水分解後， 活性炭カラム〈ツルミコール GL-

80， O. 8 x 2. Ocrn)にて脱色した Hypの定量はBergman，

1. らの方法7) に従った. 尿水解物中には Hypの発色

阻害物質が含まれているので，その補正を内部標準法り

により行なった.本操作の添加回収率は99%であった.

*東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1

* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

24-1， Hyakunincho 3 chorne， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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Fig.1. Changes in Body Weight and Urinary 

Hydroxyproline with Age 

実 験結果 と関係しているものと思われる.成長に伴う尿中 Hyp

成長に伴う尿中 Hyp量の変化本実験および付随実 量の低下は可溶性コラーゲン量の減少によるのであろ

験に用いた Fischer系雄ラットの体重および尿中 Hyp う9)

量の日令による変化を，各実験群の平均値として Fig.1 N02曝露による尿中 Hyp量の変化 0.3. 0.5おょ

に示した.さらに比較として Sprague-Dawley系雄ラッ び1.Oppmの N02を継続曝露した時の 30.60および

トのそれも示してある.尿中 Hyp排池量は体の結合組 110日自における尿中 Hyp量を Table1に示した. 各

織量に依存しており，体のサイズを補正するには，体重 実験群における体重および尿量には差はない 0.3ppm

あたりより体表面積あたりで示した方が適当である8)の N02に曝露されたラットの尿中 Hyp量はどの曝露期間

で， 結果は体表面積あたりの排11!t量を相対的に示す kg でも対照と差がなかった. 0.5ppmの場合は30日目で対

W2/3 (体重kgの2/3乗〉あたりの値で表わした.尿中 照より尿中 Hyp量は多く(+14%. p< 0.01). 以後

Hyp量は，動物の体重がほぼ対数曲線的に増加するの 対照の値に近づく. 1. Oppm N02曝露では.30日目と

に対応して，指数曲線的に減少している.またSD系ラ 110日自において対照より大きな値を示すが，有意差は

ットの場合も同様に日令とともに尿中日yp量は減少す なかった.

るが， 同一日令の Fischer系ラットのそれと比較する 1.0ppm N02 を4週間曝露した時の体表面積あたり

と明らかに低い.これはSD系ラットの方が Fischer系 の尿中 Hyp量の変化を，曝露前を 100として Fig.2に

ラットより成長が速く，同じ日令でも体重が大きいこと 示した. N02曝露ラットの尿中 Hyp量は曝露1週間
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Table 1. Urinary Hydroxyproline Excretion during Continuous N02 Exposures 

Days 
Exposed 

Urinary Hydroxyproline (mg/24hr/rat) 

30 

60 

110 

Control 

3.64土 0.34~ (100) 

2.74土0.20 (100) 

2.23土O.15 (100) 

0.3 ppm 

3. 70土0.39

2.78土0.34

2.30土0.20

(102) 

(102) 

(103) 

0.5 ppm 

4. 16土0.34

2.96土0.34

2.30土O.19 

(114)料

(108) 

(103) 

1.0ppm 

3.87土0.54

2.69土0.35

2.37土0.28

(106) 

( 98) 

(106) 

~ Values are expressed as mean土SDfrom ten rats. 

Values in parentheses are percentage of control values. 

料 p<0.01
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0 12  

EXPOSURE TIME 

3 4 

( WEEKS ) 

Change in Urinary Hydroxyproline 

during 1 ppm N02 Exposure 

Percent change was calculated on the 

basis of urinary hydr<Ixyproline per 

kg W 2/3• Vertical bars indica te standard 

deviation from eight rats. 

** p<O. 01 

目では対照のそれに比して有意に (p<0.01)大きく，以

後対照の値に近づくが 4週目でも幾分大きな値を示して

し、る.

以上の結果は 0.5および 1.0ppmの NO，曝露は一時

的に尿中 Hyp排i世量の増加を引起こすが，さらに曝露

が継続すると徐々に対照レベルに戻ることを示してい

る.しかもこの現象は NO，濃度が高い方が早く起こる

傾向がうかがえる.このことは木実験に先立って行なっ

た Sprague-Dawley系雄ラットへの 8ppmN02曝露実

験からも傍証される.すなわち 8ppmN02 を3日間あ

るいは24日間動物に曝露した時，尿中 Hyp量は 3日目

までに有意に (p<0.01)増加するが (Table2)，曝露

24日目の尿中 Hyp量は対照のそれと差がなかった.

考察

本実験で示された N02曝露による一時的な尿中 Hyp

量の増加の理由はどのように考えられるであろうか.

第ーに，尿中 Hypが主に可溶性コラーゲγの分解に

由来する丸山ことから考えて， N02 の刺激がコラーゲ

ン生合成の活性化，架橋形成の低下による成熟阻害ある

いは不溶性コラーゲンの可溶化を引起こし，可溶性コラ

ーゲン量が増加する可能性がある.あるいは N02刺激

により可溶性コラーゲγの代謝回転が一時的に充進する

ととも考えられる.これを直接証明するような結果は報

告されていないが，N02 と同じオキシダントであるオ

ゾンをラットに 0.2~0.8ppm の濃度で曝露した時，コ

ラ{ゲン生合成の特異的酵素であるプロリルハイドロキ

シラーゼ活性が肺において上昇し，しかも濃度が高い方

が早い時期に，割合も高く上昇し，その後再び対照レベ

ルに戻ることを示す報告がなされている 11) 本実験結果

との類似性を考えると N02曝露によっても同様なプ

ロリルハイドロキシラーゼ活性の変化があり，可溶性コ

ラーゲンの代謝回転の一時的な充進が引起こされる可能

性もある.

第二は，N02 によりコラーゲンの変性が起こり， そ

れによってコラーゲン分解酵素に対する感受性が高ま

り，コラーゲンの分解が允進する結果，尿中 Hyp量が

増加する可能性である. Buell， G. C. 1丸山は 1ppm

N02 の1時間曝露12) あるいは 0.25ppmN02 の 24~

36日間曝露 (4時間/日 5日/週)13) によりウサギ肺

のコラ{ゲン繊維に構造変化が起こることを報告してい

る.
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Table 2. Urinary Hydroxyproline Excretion during Continuous 

8 ppm N02 Exposure (mg/24hr/rat) 

Before 
Exposure 

0.96土O.15~ 

(100) 

1 day 

1.08土O.13 

(113) 

During Exposure 

2 day 

1.17土0.17*

(122) 

3 day 

1. 24土0.15**

(129) 

~ Values are expressed as mean土SDfrom five Sprague-Dawley rats (male; mean 

BW， 390g; 104-day old). Values in parentheses are percentage of value before exposure. 

* p<0.05，料 p<O.Ol

最近， Dr6zdz， M.ら3) はモルモットへの 2mg/m3 気汚染に係る健康影響調査に関する研究」として実施し

(1. 1ppm) N02 の 180日間曝露 (8時間/日〉による たものである.) 

尿中日yp量の増加，肺コラーゲン含量の減少および皮

膚の可溶性コラーゲγの増加と不溶性コラーゲシの減少

を観察し，形態学的にも肺気腫様変化を認め， N02曝露

による結合組織の損傷の主要なメカニズムとしてコラ{

ゲン成熟の阻害およびコラ{ゲン分解の充進を考察して

いる.本実験のように曝露初期にみられる一時的な尿中

Hypの増加が同様なメカニズムで起こるかどうか，また

それが直接的に肺気腫様変化に関係するものであるかど

うかは今後の検討を待たねばならない.

要約

Fischer系雄ラヅトに 0.3，0.5および1.Oppmの二

酸化窒素(N02) を継続曝露して，曝露開始後30，60およ

び 110日自に採尿し，尿中ハイドロキシプロリン(Hyp)

排?世量を対照のそれと比較した.また1.Oppm N02 を

4週間継続曝露して，その間一週目毎に尿中 Hyp量を

測定し，低濃度の N02が尿中日yp排滑に及ぼす影響

を調べた.

1. Oppmでは曝露開始後一週自に尿中 Hyp量の増加

がみられ， 0.5ppmでは曝露30日自においても尿中 Hyp

量は対照のそれより多かった.両濃度ともに，その後の

尿中 Hyp量は徐々に対照レベルに戻った 0.3ppm

N02曝露ラットの場合には対照との差はどの曝露期間

においても認められなかった.これらの結果は，少なく

とも 0.5ppm以上の N02は爆露開始後その初期に一時

的にコラ{ゲン代謝に影響を及ぼすことを示唆してい

る.

謝辞 本研究にあたり有益な御助言をいただいた環境

保健部の石川隆章氏に深謝します.

(本研究は昭和53年度当研究所調査研究課題「複合大
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窒素酸化物の invitro 暴露によ~リンパ球内 Cyclic Nucleotides量の変動

狩野文雄*，福田雅夫*，溝口 勲*，丁 宗鉄材，梁 哲 宗門 英 清道料

Intracellular CycIic Nucleotides Contents Changes in Lyrnphocytes Exposed 

to Nitrogen Oxides in vitro 

FUMIO KANOH大 MASAOFUKUDA*， ISAO MIZOGUCHI*， JYONG・CHYULCYONG*ぺ
CHOL-JONG YANG** and KIYOMICHI HANABUSA** 

Inhalation of nitrogen dioxide has been shown to reduce the pulmonary functions in human and 

experimental animals. The role of cyclic nucleotides in many aspects of lung bronchial physiopathology 

in asthma has been wel1 documented. Splenic lymphocytes that have the same s2-adenoceptor as that 

of lung bronchial tissue were obtained from mice. During in vitro exposures of N02 andjor NO， the 
cyclic AMP levels in lymphocyt巴sdecreased as compared to that of contro1. N02 at the concentration 

of 0.3 ppm caused the cyclic AMP contents in lymphocyt巴sobtained from the Bordetel1a pertussis 

vaccine injected mice to decrease as compared to that of normal mic巴 significantly. These r巴sults

suggest that the low levels of N02 andjor NO can enhanc巴 thebronchial s巴nsitivityand accelerate the 

r巴leaseof the chemical mediator from the mast cel1 in asthma. 

Keywords : nitrogen dioxide， nitric oxide， asthma， cyclic nucleotides， lymphocyte， cyclic AMP， mice， 

Bord巴tel1apertussis 

I 緒 言 し5)，in vitroの反応実験に有用なマウス牌臓リンパ球

近年，各種大気汚染物質の動物に対する実験的研究が を標的細胞として， N02とNOの暴露を行ない， cyclic 

進み，その中でも生体諸機能に広範な作用を及ぼす二酸 AMPと cyclicGMPの変動を検討した.

化窒素 (N02)が注目されている.現在までの所， N02 II 実験方法

の生体作用として，肺機能の低下，気道粘膜の刺激，感 ll-l 牌臓リ γパ球浮遊液の作成

染抵抗性の減弱，免疫能の低下等が明らかにされてい SPF条件下飼育の DDD系マウス (d，6逓令〉を

る1) また，疫学調査から N02の年平均濃度が0.02ppm 頚椎脱臼により殺し，牌臓を摘出した. リン酸緩衝液加

以上になると，持続性のせき，たんの矯加傾向が認めら 生理的食塩水 (PBS-) 中でスライドグラスを用いてす

れ， N02が気管支噛息の有症率を高めることが考えら りつぶし，結合織から血球を分離した.これに 3%デキ

れているの.ところで従来より臨床的に肺気管支系のか ストラン加生食〈ヘマセルヘキスト〉を等量加え，室温

受容体(レセプター〕の研究が行なわれ，今日の医学的 にて30分間放置し，赤血球を凝集，沈殿させた後，その

仮説として，気管支梢息の病態生理に肺気管支細胞内の 上清を 1，200 rpm， 10分， 2回遠心し，牌リ γパ球を分

環状ヌクレオチドが重要な役割を担っていることが認め 離した. 0.2%トリパンブルー液でリンパ球の生存率と

られている3) なかでも cyclicAMPは組織においてホ 数を算定し，生細胞 1X 107個jmlになるように， 0.2 

ルモンやカテコールアミンの情報を伝える二次伝達物質 % gelatine加 PBS-(G--PBS)中に浮遊させた.

でありベ 生体作用を把揮する時，その動態を抜きにし ll-2 暴露方法

て語れない.そこで，我々は窒素酸化物の肺気管支系ヘ リンパ球浮遊液 15mlを 370にセットした恒温槽に

の作用を実験的に確かめるために，薬理作用として肺気 回定した大試験管内に入れ，細ガラス管を試験管の底面

管支系組織に存在するものと同じ s2-レセプターを有 に先端が届くようにセットし，ガスを通気した.なお，

*東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health， 
2←1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 

**北里研究所附属東洋医学総合研究所 108 東京都港区白金 5-9-1
料 OrientalMedicine R巴searchCenter of the Kitasato Institute， 
9-1， Shirokane 5 chome， Minato-ku， Tokyo， 108 Japan 
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eotides量を算定した後，

比較した8)

ll-4 百日l咳菌ワクチン処理

気管支瑞息発症の作用機序を説明する有力な仮説とし

て， アトピー性患者にはかレセプター遮断状態がある

とする Szentivanyiらの s-blockadetheory9)が広く認

められている.そこで我々は，マウスに実験的に気道過

敏性等の悦息様症状を生じさせる作用を有し，その機序

としては，s-レセプターとプロスタグランディンレセフ

ターをともに blockする作用を有する百日咳菌ワクチγ

を腹腔内に接種し10，11)，一日後，処理マウスから牌臓リ

ンパ球を分離した.すなわち， ヒスタミン増感因子分

画を有する百日咳菌ワクチン (1X 1010 cells of killed 

organism) を接種したマウスから得たリンパ球浮遊液

に無処理マウスと同様の N02 暴露を行ない， cyclic 

AMPの変化を調べた.

ll-5 N02ーの cyclicAMP 量への作用

N02 は水溶液中で反応し，N02ーを遊離すると言わ

れている 12) そこで， N02 と N02ーの作用を比較する

ために， NaN02 添加による cyclicAMP量の変化を

調べた.すなわち， リシパ球浮遊液中に，濃度として，

0.05μg/ml， 0.5μg/ml， 5μg/mlの NaN02を添加し，

細胞 1X 106個当りに換算し

200 

細胞とガスとの接触を良くするために気泡を小さくする

フィルタ{をガラス管の先端に用いた.暴露は対照とし

て，活性炭フィルタ{を通過させた空気を用い， N02 

t土 N2 バランスした 1%N02ガスを希釈したものを用

い，NOは N2バランスした 100ppm の NOガスを

希釈した後， ソーダライム層を通気させ， N02を除去

させたものを使用した.なお， 流量はいずれも 100ml/

minになるように流量調整した. N02及び NOの濃度

は chemiluminescence 検出法による測定器 (Mohitor

Labs Model 8440)により測定した.

II -3 Cyclic nucleotidesの分析

空気ならびにガスを暴露後，経時的にリ γパ球浮遊液

1mlを採取し，ただちに900 に加湿し，cyclic nucleotide 

産生，代謝酵素系を失活させることにより反応を止め

た.試料を超音波破砕器 (PolytronPT -10) にてホモ

ジナイズした後， 3，000G.30分間遠心し，蛋白を沈澱さ

せ，上清中の cyclic nucleotides を定量した. cyclic 

AMPは Gilmanの方法により 6)，cyclic GMPは Kuo

らの方法7)に従った competitiv巴 proteinbinding assay 

で、行った. (Boehringer-Mannheim社製 Kit使用〉な

お，液体シγチレーションカウンター (Beckman LS-

230)により計数された値から，標準線に基づき各 nucl-
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経時的に浮遊液を採取し，同様の処理をした.

E 実験結果

111-1 NOと N02混合暴露の影響

図1に，NOとN02混合暴露の際のリ γパ球内cyclic

AMP量と cyclicGMP量を経時的に追跡した結果を

示した.cyclic AMP量は暴露後急激に減少し， 120秒

以降はほぼ一定値に安定した.一方， cyclic GMPは暴

露後わずかの変動はあるが， 480秒間， ほぼ一定値であ

った.両 nucleotides の絶対値とともに， 相対的な値

(cAMP /cGMP) が細胞の機能調節に働いているの

で13九 両 nucleotidesの相対比を比較すると，暴露によ

り480秒後で約50%の減少が見られた.これらの結果か

ら， NOと N02暴露による cyclicAMP 億の変動に

は，暴露直後の急激な応答と後期の比較的定常的な二つ

の相が存在していることが示E愛された.なお， リンパ球

の生存率はトリパンブル{染色法で見ると， 480秒にわ

たって対照と差はなかった.

皿-2 N02暴露による cyclicAMP量の変動

図2に， N02暴露により経時的に変化した cyclic

AMP量を対照の cyclicAMP量の値を 100として，

それに対する率を用いて示した.暴露前の値(対照と各

実験群を含めた平均値〕は 0.60土O.12 p moles/1 x 106 

cellsであったが， 0.3ppmの N02暴露により ，60秒

後に O.31 p. molesまで減少した.その後徐々に上昇し，

480秒後にはO.63p molesまで回復した.一方， 1. Oppm 

の N02 では暴露直後一過性に上昇したが， 以後減少

し，240秒後には 0.46p molesまで低下した.以上の結

果から， N02 にはリンパ球内 cyclicAMP量を減少さ

せる作用があり， 0.3ppmではわずかの回復傾向が見ら

れることがわかる 0.3ppmと 1ppmとの聞には， 対

照値を 100とした場合の減少率に dose-response関係が

見られた.

111-3 NO暴露による cyclicAMP量の変化

図3に， NO暴露による cyclicAMP量の変化を暴

露前の値を 100として計算した各濃度別の変化率を経時

的に示した.対照として，活性炭フィルターを通過させ

た空気を用いたが， cyclic AMP量は初期値に対して増

加する傾向が見られた. それに対して， NO暴露群で

0・ーー0

ローーーロ
b-ー-d.
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グ一一-0

o 30 60 120 240 480 
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Fig.2. Changes of Cyclic AMP Levels in Murine Spleen Lymphocytes 

Exposed to N02 
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.d% value is expressed as percent variation 
from the value in normal mice. P values 

compare the difference between the 

2ppm問では，明確な dose-response関係が見られなか

った.なお， 120秒以降， 0.2ppm NO暴露では多少回

復傾向が見られたが， O. 8 ppm， 2. 0 ppmでは見られな

かった

ill-4 百日咳菌ワグチン処理による効果

図4に，百日咳菌ワクチン接種マウスより分離したリ

ソパ球と正常マウスリ γパ球とに， 0.3ppmの N02 を

暴露した時の cyclicAMP 量を対照と比較して示し

た.なお，この値は，暴露後比較的定常的な値を示す60

秒以降の{直を平均したものである.対照では正常リ γパ

球とワクチγ処理リシパ球との聞に，ワクチン処理群に

減少傾向は認められるものの， 統計的な有意差はない

が， 0.3ppm N02暴露により， ワクチン処理リンパ球

に著明な cyclicAMP 量の減少が観察された. (p< 

0.05)この結果により， N02 は， cyclic AMP産生酵

素系が阻害された条件下でもなお， cyclic AMP 量を

減少させる作用を有することが示唆された.

ill-5 NaN02添加による cyclicAMP 量の変化

percent changes above to the normal value. 表1に， NaN02添加によるリ γパ球内 cyclicAMP 

量の変動を示した.この値は， NaN02 添加後経時的に

は，いずれも初期値に対して減少した. すなわち，0.2 採取した試料の cyclicAMP量の60秒以後の平均値と

ppmでは480秒後に初期値に対して26%，0.8ppmでは 標準備差及び NaN02添加前の値を 100とした変化率

50%， 2.0ppmでは42%の減少率を示し， 0.8ppmと とを示している. この結果から， NaN02添加により
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Table 1. E紅白tsof NaNOz upon th巴 Cyclic

AMP Levels in Murine Sple巴ま1Cells* 

L1%changes from 
Dose n. cAMP料 thepredetermi-

ned value 

PBS-alone 5 0.53士0.07 112土24***

NaNO. 
"._ '-， 5 1.05土0.17 141土230.05μg/ml 

NaNO. 
~_I_' 5 0.89土0.31 191土660.5μg/ml 

NaNOz 
5μg/ml 5 0.61土0.20 203土66

p<0.05 

* Murine spleen cells were incubated with NaNOz 
for 480 s巴conds.

** p moles/106 .cells Mean土SD.
*キ*Each value is expressed as the perc巴ntvariation 

from the predetermined values. P values 
compare the difference between the percent 
changes above to the control (PBSつvalues.

cyclic AMP最が増加すること，特に，その変化率との

聞に明らかな dose-respons巴関係があることがわかる.

N 考 察

NOzは呼吸器に吸入させると，気道末梢部にまで到

達し，肺気管支細胞に種々の障害を与えることが知られ

ている 14) 肺機能を中心とした呼吸生理学的実験から，

実験動物に対する長期暴露の結果，呼吸数の増加と一回

換気量の減少が認められ15九気道閉塞や肺の過膨張を示

す所見も得られている 16) 健康人と気管支炎患者に対す

る暴露実験によると，両者ともに気流抵抗の有意な増加

と，暴露後のアセチルコリシ吸入による気道過敏性の有

意な尤進が認められている17) なかでも， O.lppm NOz 

を1時間暴露した場合，鴨息患者20名中13名に carba-

mylcholin巴(カルパコ{ノレ〉吸入による気道狭窄効果が

著明に増強されたという Orehekらの報告は183，現在ま

での所，実験的に検出された最低の濃度による影響であ

り極めて注目される.

気道狭窄等の気管支平滑筋収縮の発現機序として細胞

内二次伝達物質としての cyclicnucleotidesの役割がし

だいに明らかになり， 平?背筋の収縮弛緩を調節する，

protein kinaseの活性化が， cyclic AMPとcyclicGMP

量の動態とかかわることがわかっている.さらにアトピ

ー型の気管支鳴息の発症における cyclic AMP産生酵

素系の異常は，細胞表面の特異的レセプター(戸ーレセプ

ター〉を介していることが明らかである.ところで，ア

セチルコリ γやカルパコ{ノレなどの副交感神経刺激剤は

平滑筋表面の cholinergic レセプタ{と結合し，収縮を

起こさせるが19〉， NOzがその作用を増強するという事

突から， NOzは細胞膜レセプタ{に作用して，細胞内

cyclic nucleotides量に変動を与えることが十分に予想

される.そこで，気管支平滑筋の膜レセプターと向ーの

szーレセプターを持つリ γパ球を標的細胞として， NOzお

よび NOの暴露を行なった結果， 前ガスとも，低濃度

で牌リ γパ球内 cyclicAMP量を著明に減少させるこ

とがわかった.さらに NOzとNOの作用を比較した結

果， NOzには暴露経過にともなう cyclicAMP量の回

復傾向が見られたが， NO暴露では不可逆的な減少のみ

が観察され，両ガスの作用機序の違いが示唆された.ま

た， NO暴露では，明らかな dose-response関係が見ら

れなかったことから， NOが細胞内 cyclicAMP量に

変動を与える際に， criticalな doseがあり， 作用とし

ては allor none的であることが示唆された.さらに，

NOが直接的に cyclicAMP 産生酵素系 (adenylate

cyclase) や代謝酵素系 (phosphodiesterase)に作用する

のでなく，何らかの機序を介した，何段階かの cascade

reactionの結果による間接作用の可能性もあり，今後さ

らに検討していきたい.

また， NOzは Medium中で水と反応し， NOz-イオ

ンを遊離し，イオシとして細胞膜を透過し，細胞内分子

と反応し，細胞毒性安発揮すると言われている.そこで

我々は NaNOz添加による cyclicAMP量の変動を検

討した結果， NOzーは NOzとは相反な cyclicAMP量

の増加作用を持つことが観察された. この結果から，

NOzには直接的作用と主もに間接的な NOz-作用があ

り， NOz暴露経過に見られるこ相性変化はこれら二つ

の異なる機序に基づくことが示唆された.細胞内にNOzー

を生じさせるユトログリセリ γや亜硝塩酸 (NaNOz)

は従来から臨床的に血管拡張剤として使用されている

が203，副作用として幅吐や Met-Hb形成などが問題と

なっている.今まで， Macrophageの代謝に対するNOz

と NOz-の作用は等しいと言う報告があるが21〉， 今回

の結果では， NOzと NOz目は，cyclic nucleotides系へ

の作用に関して相反であることが示唆された.一方，

NOと NOz暴露による cyclicGMP 量の変化はなか

った. NOの作用に関する知見は NOzに関するものに

比べて少ないが，Arnoldらは， ラットの各種組織を用

いた cell-free系で NO暴露の影響を調べているzz)

その結果， NOが肺気管支組織の guanylatecyclaseを

活性化させ，細胞内 cyclicGMPを増加させると報告

している.さらに彼らは，多形核白血球に対するNitroso

化合物の作用を検討し， 細胞内に NOを生じさせる薬

物は，白血球内 cyclicGMPとともに cyclicAMPを

増加させると報告している.白血球に対する後者の結果
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は，今回の我々の結果と cyclicAMPに関しては一致

するが， cyclic GMPに対する作用の点で異なってい

る.これらの不一致が， cell.free系と intact.cell系の違

いによるのか Radioimmunoassayと proteinbinding 

assayの違いによるのか不明であるが，今後さらに検討

していきたい.

百日咳菌ワクチシがリンパ球内 cyclicAMP量に対

して協同的な減少作用を起こしたことから， N02のαーレ

セプターや cholinergicレセプターへの作用あるいは

phosphodiesteraseの活性化が示唆される.ところで，嶋

息発現には， IgE抗体を介した肥満細胞や好塩基球から

のヒスタミンや Slow.reacting.substanceof anaphylaxis 

(SRS-A) の遊離が関与しており， その遊離機構に，

cyclic AMPが重要な働きをしている23) すなわち，

cyclic AMPの増加は，遊離を抑制し，その減少は逆に

促進する24) 林は N02 が，モルモット肺の肥満細胞を

減少させ，ヒスタミン感受性を尤進させると報告してい

るが25)， 我々の結果からも， N02が肺気管支組織に作

用し，cyclic AMPを減少させることにより，血管透過

性を充進させ，肥満細胞からの chemicalmediatorの遊

離を促進させることが示唆され， N02 の1儲怠患者に対

する気道狭窄増強作用に関する，Orehekらの結果をそ

の作用機序の点から裏付けることができる.

肺気管支系の実験モデルとして使用した牌臓リンパ球

は網内リンパ系の種々の機能や免疫応答において重要な

役割を担っている24) N02 は呼吸器系に吸入された後，

50~60%が血液循環に入り，肺以外の組織に細胞毒性を

発揮する可能性が示唆されている. すなわち， N02の

作用は，脈管系ばかりでなく，網内系においても発揮さ

れることは，感染抵抗性や免疫能低下に関する多くの報

告から十分に考えられる26) その際， リンパ球の抗体

産生能や標的細胞との反応性に及ぼす細胞内 cyclic

nucleotidesの動態把握が必要となろう.我々は，植物

性血球凝集素 (PHA-P) とり γパ球の反応において，

N02の暴露により，リンパ球の幼若化率，すなわちDNA

合成能が変化することを観察したが27)，今後，さらに検

討を加え， N02とNO暴露によるリンパ球subpopulation

への作用を明らかにしていきたい.

V 結 語

N02 とNOの肺気管支系への作用を明らかにするた

め， 肺気管支組織に存在するものと同じ s2-レセプタ{

を有する牌リンパ球に invitroの暴露を行ない，細胞内

cyclic nucleotides量の変動を調べ， 以下の結果を得

た.

1) 牌日 γパ球内 cyclicAMPは N02及び NO暴露

により著明に減少した.

2) 牌リンパ球内 cyclicGMP は対照に比較して有意

な差は見られなかった.

3) 百日咳菌ワクチン処理マウスから分離した牌リンパ

球内 cyclicAMP量は N02 暴露により正常マウス

のものに比較して有意な減少を示した.

N02暴露によりもたらされる細胞内 cyclicAMP量

の減少は，肺気管支組織の血管透過性を増加させ，肥満

細胞からの chemicalmediator の遊離を促進し，気道

過敏性を尤進させることが考えられ， N02 が気管支嶋

息の誘発や気道狭窄効果を増強することが示唆された.

謝辞木研究に当り貴重な百日咳菌ワクチンを提供し

て下さった北里研究所高津邦芳氏ならびに当研究所ウ

イルス研究科長岩崎謙二氏に感謝します.

(本研究は昭和53年度当研究所調査研究課題「オキシ

ダγ トの人体影響に関する研究」として実施し，その概

要は第四回東京都衛生局学会54年 5月で発表した.) 
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大気汚染物質の雨によるウォ・yシュアウ卜効率と溶解度との関係

多国字宏*，太田与洋ヘ溝口 勲*

The Relation between Washout Efficiency and Solubility of Air Pollutants to Water 

TAKAHIRO TADA*， TOMOHIRO OHTAキ andISAO MIZOGUCHI* 

In order to determine the relation between the solubility to water and the washout efficiency by 

raindrops for some air polJutants，: the concentrations depending on chronological changes of hexane， 

b巴nzene，toluene， xylen巴 andethylalcohol were measured in a smal1 glass tube tower simulated to 

actual raining， The half.lives for hexane， benzene， toluene， xylene and ethylalcohol wer巴 respectively

744.5， 11.5， 12.8， 14.8 and 5.8 minutes. From the results obtained， it is concluded that the washout 

efficiency is substantial1y proportional to th巴 solubilityfor such air polJutants as hydrocarbon and 

alcohol. 

Keywords : washout， solubility， air pol1utants 

緒 言

大気中汚染物質濃度の減少については，拡散，雨によ

る洗浄，大気化学反応などがよく知られている.雨によ

る洗浄の顕著な例としては，大気中の S02' N02など

の酸性ガスを雨滴が吸収し酸性雨となるといわれている

ことがある.この酸性雨が近年，大気汚染との関連で社

会問題化した.雨による洗浄機構，すなわち一個の雨滴

とガスとの相互作用を考察することにより理論式を導い

た報告1-3) もしばしぼみられる.しかし，実際面の立場

からの観察，すなわちフイ{ノレドでのウォッシュアウト

の観察はあまりみられず著者らが1975年に行なった大気

中のハロゲγ化炭化水素〈トリクロノレエタ九四塩化炭

素，トリクロノレエチレン，パークロルエチレン〉の 7週間

の連続測定において，我々は，我々が一時的に定義した

ウォッシュアウト効率と溶解度との関係を指摘りした.

今回，大気汚染物質であるヘキサシ，ベンゼン， トルエ

γ，キシレシ，エチルアノレコ{ルを用いて， ウォッシュ

アウトの簡単な実験装置を作製し，水による洗浄によっ

てこれらの物質の濃度がどの程度変化するかを求めた.

分 析法

今回の実験を行なうために，外径178mm，内径171mm

のパイレッグスガラス管を加工し Fig.1 のような簡単

なウォッシュアウト装置を作製した. 容器上部から 100

mmのところにアグリル板に 10mm間隔で 0.5mmの

穴を多数あけたしきりをつけ，容器内には約 5mmの粒

径の水滴を降らせるようにした.実験をはじめる前に容

器内を真空にし周囲を熱して焼き出しを行なった後，容

器内にヘキサン 30μl，ベγゼン 50μl， トルエン 50/1l，

キシレン 100μlを入れ気化させた後， 室温まで温度を

Fig. 1. The Glass Tube used for the Experiment 

umt: mm 

*東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
水 TokyoMetropolitan Research Laboratory of PubJic Health 

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 
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Table 1. Concentrations Cin Each Measurement 

tJme flow 
(min) (1) 

hexane 

。 。 198.5 

3.5 3 190.9 

10 8 191. 6 

15 13 191. 6 

21 18 

27 23 

32 28 

38 33 

さげ窒素ガスを充でんして大気圧にしたのち上部に水を

入れ容器内のガス濃度が均一になるまで数十分放置し，

水を約 850nillmin(ζれは約 220mm/hourで台風時の

豪雨以上の雨量に相当する〕の割合で連続して流し，約

PPM 
ー.一一ゅー・

100 

50 

10 

5 

10 10 20 30 MIN 
Fig.2. The Profile of the Concentrations vs. 

Time 

-一一一・ hexane 
ム一一ーム benzene 
x--x to!uene 

O一一一oxy!en巴

concentrations (ppm) 

benzene toluene xylene 

74.8 23.5 9.20 

59.5 18.7 7.08 

43.6 14.4 6.30 

29.3 9.6 3.86 

21. 0 7.4 3.17 

15.2 5.7 2.69 

10.5 4.2 2.14 

7.5 3.0 1. 56 

5分毎に容器内ガス 100μfをガスタイトシロンジによ

り採取し，水素炎イオシ化検出器 (FID)付ガスクロマ

トグラフ〈島津 GC-4A)を使用して測定を符なった.

同様に無限に水に溶解するエチルアルコ{ノレについても

行なった.

測定条件 カラム;ガラスカラム 3x1000rnm 充てん

斉U;Bentone34+DNP， 5十5%，Chromosorb W-A W， 

DMCSカラム温度;100'C 検出器;FID 感度;103 レ

ンジ;1.6~0. 8 キャリヤーガス;N2 (圧力 0，6kg/crnり
気温;24'C水温;23'C

結果および考察

各物質についての測定結果は，""Tab!e1に示し，経過

% 

100 

50 

10 

。10 20 

2 

3 
4 

30 MIN 
Fig. 3. The Profi1巴 ofthe Residua! Percent 

vs. Time 
1 hexane 
2 xy!ene 
3 to!uene 
4 benzene 
5 ethy! a!cohol 
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時間による各物質の濃度を Fig.2に示し， これらの物

質およびエチルアルコールについての減少率を Fig.3に

示した.

今回の実験におけるガスの初期濃度を Ao， t時間後

のガスの濃度をA， t時間後の水の濃度をR，ウォッシ

ュアウト速度定数をkとすると， (1)式のように表わすこ

とができると仮定する.

dA 1τzーk(A) (R) ....・ H ・-……(1)

(1)式中のRは実験中水が常に補充されるので t時間後

も濃度が一定であると見なし k(R)=k'とおける.する

と(1)式は(2)式のように書き換えられる.

dA Iτ=-k' (A)….....・H ・-…・・(2)

(2)式を積分すると(3)式のようになる.

A=Aoe-k刊…・…H ・H ・...・H ・'(3)

(3)式は(4)式のように書き換えられる.

InA= -k't+lnAo・H ・H ・..……(4)

濃度の対数をたて軸に，時間を横輸にとった Fig.2の

直線の傾きは，仏)式の -k'に相当し， この仮説の正し

いことが Fig.2に示したように， とくにベγゼシ， ト

ルエシ，キシレンが指数関数的に減少することで確認で

きる. また半減期 to・5 は(5)式のように表わすことがで

きる.

In2 
to・5= 玉 ， ・H ・........・H ・-…(5)

Fig.3からは，減少する速度がエチノレアルコ{ル，ベ

ンゼン， トノレエン，キシレγ，ヘキサンの)1闘であること

が認められる.また各物質の溶解度の比較を， 23
0

Cにお

ける資料がなかったため， 15
0

C， 1気圧の資料を用い

た.これと今回の実験で求められた k'および半減期を

Table 2に示した.水に溶けにくいヘキサンは半減期が

744.5分と長く，ベγゼン， トルエン， キシレンなど溶

解度が近い物質については半減期も 11.5分， 12.8分，

14.8分と近い値となり，水に無限に溶解するエチノレアノレ

コ{ノレは 5.8分の半減期であった.

さきに我々が報告4) したフィールド実験でのトリクロ

ルエ夕刊四塩化炭素， トリクロルエチレンにおいて，

ウォッシュアウト効率を仮に(6)式の様に

ウォッシュアウト効率=1一雨の日空王室準監…・・・(6)
事万百の平均濃度

と定義すると，ウォッシュアウト効率と各物質の溶解度

の逆数とが Fig..4に示したような直線関係になること

が認められた.今回の実験では， Fig.3に示されるよう

に溶解度の大きい順に減少する速度が大きくなることが

認められたが， Fig.4に示したような関係は認められな

かった.

過去の報告3) では，ウォッシュアウトについて半径 r

の水滴が Vsの速度で降下しているとき単位時聞に水滴

に取り込まれるガス量Cは一般に(吟式で表わされる.

C=4n-rDgx (l+sRe-tSa)...・H ・..……(7)

ただし， Dgはガス分子の拡散係数，Re=2Vsr/ν， SC= 

νjDg， (ν は空気の動粘性係数)， 戸は実験によって求ま

〉、
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Fig.4. The Relation between Washout Efficiency 

and Reciprocal of Solubility to Water引

1 CH3CCla 
2 C2HCI3 

3 CCI4 

Table 2: The Solubility， k' (se巴 t巴xt)and Half-Iife of Hexane， Xylene， 

Toluene， Benzene. and Ethylalcohol 

solubility (150C latm) 
(g/100g) 

hexane 

xylene 

toluen巴

benzene 

ethyl alcohol 

3. 2x 10-6 

1. 4 X 10-2 

3. 9x 10-2 

4. 2x 10-2 

00  

k' (=k (R) ) 
(min-1) 

9.31 x 10-:-4 

4. 67x 10-2 

5. 42x 10-2 

6. 05x 10-2 

1. 20x 10-1 

half.:..life 
(mi的、

744.5 

14.8 

12.8 

11.5 

5.8 
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る係数で"，0.3である.しかし(7)式中には溶解度に関係

する変数は含まれていない.今回の実験により溶解度の

大きな物質が，大きなウォッシュアウト効率があり，速

く減少することから，ウォッシュアウト効率と溶解度と

の聞に密接な関係が存在するものと思われる.

さきの報告りと今回の実験から，溶解度の大きな大気

汚染物質で，反応性の小さな物質は拡散や大気化学反応

などによる減少よりもウォッシュアウトによる減少が大

きな比重をしめると推測される.また溶解度が小さく，

大気化学反応性も小さなヘキサンのようなものは拡散の

みによって減少すると考えられるので長い関大気中に存

在するものと推測される.また， CO， NO， CO2の溶

解度は 3.13 X 10-3， 6. 79 X 10-3， 1. 97 X 10-1 g/100gで

ありそれに反して S02の溶解度は 13.54g/100gで雨に

取り込まれる速度はかなり速く酸性雨の主要な原因とな

ると考えられる.

(本研究は昭和53年度当研究所調査研究課題「大気中

有機化合物の総分析」の一部として実施したものであ

る.) 
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t-ブチルパーオキシナイトレートの汚染大気中の挙動

太田与洋*， ジャック・ジ{・カノレヴアート**

The Fate of t-Butyl Peroxy Nitrate in NOx-Hydrocarbon Polluted Atmosphere 

TOMOHIRO OHTA* and ]ACK G. CALVERT料

t-Buty! peroxy nitrate was prepared through the photo!ysis of 2.methyl-2・nitrosopropanein red 

light in dilute air mixtures (700 torr.， 23C) and identified through FTIR spectroscopy. The formation 

and. de.composition rates of the compound were determin巴dfrom the kinetic treatment of the data. 

The fate of the compound in polluted urban atmosphere is discussed. The results suggest that the 

compound may only as a short term reservoir for t.butyl radicals in common!y encountered urban 

conditions. Only at high (N02)/(NO) ratios and lower temperatures may t.butyl peroxy nitrate build 

up in the polluted atmosphere. 

Keywords : t.buty! peroxy nitrate， FTIR spectroscopy， d巴compositionrate 

緒 言

空気で希釈された車の排気ガスが強い太陽の紫外線に

さらされたときにオゾンと他のオキシダントと総称され

る化合物が生産されることはよく知られている事実であ

る.いわゆるオキシダγ トとは水溶したヨー素イオシを

酸化するものを総称しており，ただ単にそのうちのオゾ

ンとパーオキシナイトレート (PAN)が同定されている

に過ぎない.

一方， Heussら1)は， 25種の炭化水素を各々大気中

で NOxとの共存下で光照射し，オゾン，ホノレムアルデ

ヒドと PANの濃度を測定しつつ， 限の刺激の度合を

調べたが，両者には相関が認められなかった.また，大

気についてヨー素イオン酸化により測定されたオキシダ

ント量と，ケミルミ法により測定されたオゾン量との間

には差がある.これらのことは，いまだ認知し得ていな

い限刺激物質が，大気光化学反応で生成することを示唆

している.

近来この未知物質のひとつとして，パーオキシアノレキ

ルナイトレ{ト (R02N02)がスモッグチャンパーの中

で生成することが，長光路フ{リエ変換型赤外分光器

(FTIR) で確認されており， 多くの大気化学者の注目

を集めるにいたっている2) とりわけ夏期に都市大気中

に大量に存在するパーヒドロキ、ンルラジカル (H02) と

二酸化窪素 (N02) との結合により生成するパーオキシ

ナイトリヅクアシッド (H02N02)についてはその性質

はよく調べられている町. この化合物自体はかなり早い

時期から知られている反応性に富んだ酸化剤であり比較

的安定な物質として知られている的.

今回，我々は H02 と同様に大気中に安定に存在しや

すいとされている tert-ブチルラジカル (t.Bu)とN02

により生成されると予想される t.BU02N02について大

気化学的な知見を得，実際の大気中での挙動を推察する

ことができたので，これを報告する.

実 験

1. 実験装置

かBuあるいはパーオキシ ιブチルラジカル (t・BU02)

は2ーメチルー2ーナイトロソプロパン(t.BuNO)から生成

された.この化合物は 5500Aより長い領域の光を吸収

し，t・Buとー酸化窒素 (NO)に解離することがま日られ

ているり.従って光源は赤色光が用いられた. このこと

により N02 の光解離及びオゾンの生成を防ぐことがで

きた.大気化学的に物質を観察するためには実際の大気

環境によくあわせた条件のもとで行なう必要があり，多

重反射を用いて光路長を 170mにしたスモッグチャンパ

ーに赤外分光器を付置した長光路のガスセノレが用いられ

た. この手法では濃度は約 O.lppm程度まで測定する

ことが可能であり， 1回のスキャンの所要時聞は秒程度

であり，比較的早い反応も観測でき大気中での小さな極

性物質の観察には現在最適のものである.

2. 標準物質の合成あるいは精製と検量線5)

*東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

帥 TheOhio Stat巴 University

140 W. 18th Ave. Columbus Ohio 43210， U. S. A. 



1. 生成物の同定

照射前と照射後のスベクトルの比較 (Fig.2)及び生成

スベクトルからの各プロダグ‘トのコユJピュ{タを用いた

引き算の結果 (Fig.めから確認同定された生成物は，

t.BuON02，アセト γ，N02， NO， t.BuN02， t・BU02N02

とホルムアルデヒドである.Tablelのメカニズムがこ

れらの生成を合理的に説明することができる.

2. t-BU02N02の生成速度の決定

生成速度 k2を推定するために，ksと k4の比が求め

られた.

t.BU02+NOー→t・BuO+N02(3)、

t・BU02+N02ー→t.BU02N02(4) 

比較的大量のかBuNO(約40ppm)が92.8ppmのN02

と 2.06ppmの NOとともに合成空気の中に混ぜられ，

赤色光を照射した.照射前のスベクトルと照射開始50秒

後のスベクトルを比較することにより， 1. 22ppmのか

BuON02と O.l1ppmのふBU02N02のみが生成し，

他にアセト γ，t.BuN02とか t.BuONOなどは検出限

界以上は生成しないことがわかったすなわち反応(3)で

生成した t・BuOのほとんどが， t.BuON02になると考

えられる.(4)の逆反応(-4)を無視してみると反応

(3)，仏)， (5)が主要な反応ステップになる.

t.BuO+N02ー→t.BuON02(5) 
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Reaction Scheme Used the Steady 
State Approximation. 

ここで，

Rs=ks (t.BU02) (NO) =Rt_BuON02 

R4=k4 (t.BU02) (N02) = Rt-Bu02N02 

上tをとると，

t-BuNO+hν→t-Bu十NO

t-BU+02→t-Bu02 

t-BU02+NO→t-BuO+N02 
トBU02+N02→t-BU02N02
t-Bu02N02→トBU02+N02
t-Bu02 + t-BuNO→t-BuO+ t-BuN02 
t-BuO+N02→t-BuON02 
t-BuO+NO→tBuONO 

t-BuO→(CH3)2CO+CHs 
CHs+02十(M)→CHS02+(M)

CHS02+NO→CHaO+N02 
CHaO+02→CH20+H02 
CHaO+N02→CHaON02 
CHaO+NO→CHsONO 
t-BU02N02+ (wall)→products 

の初期濃度は 19.6ppmであった.

結果及び考察

30-1， 1979 

Table 1. 

年報衛研

Fig.1. Concentration vs. Time Profile for the 

Photolysis of 2-Methyl-2-Nitrosopropane 
Closed circles (top) ， t-BuNO; closed 
circles (low) ， N02; triangles， acetone; 
inverted triangles， t-BuON02; open 

circles， t-BuN02; squares， t-Bu02N02・

t.BuNOは2量体が市販されており， これ1を使用し

た.t・フーチルナイトライド (t.BuONO)と t・プチルナイ

トレート (t.BuON02)はt・プチルアルコール (t・BuOH)

を出発物質として合成した. 2ーメチル 2-ニトロプロパ

γ (t・BuN02)は気相でかBuNOをオゾシにより酸化す

ることにより得た. N02 とアセトンはマチソシ社製の

ものを精製して用いた.これらの化合物の吸光係数は検

量線から求めた.

3. 光照射実験

あらかじめ真空にひかれたスモッグチャシバーに約20

ppmの t.BuNOを導入し， そのあと窒素を 600torr，

さらに酸素 100torrを入れて光源を点灯した.実験例の

うち代表的なものを濃度をたて軸に時間を横軸にプロッ

トしたものが Fig.lに示してある. この場合 t.BuNO
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k3ー (N02)Ra
~一寸N窃哀7

この式に， NOと N02の初期濃度と t・BuON02と

t・BU02N02の平均生成速度を代入してやると，

k3 92. 8 x 1. 22 ~ n"， n9 '!_ ::'~~ v ，，~. ':'':' =5. Ox 102 

~ 2.06xO.11 

を得る.

もし， kaを衝突限界速度に近い値1X 104 ppm-1 min-1 

と仮定してみると，1匂は 20ppm-lmin-1となり比較的

遅い反応であることを示唆している.

3. t・BU02N02の分解速度の決定

定常状態法を反応スキ{ム中の t-Bu，ιBU02'CH3， 

CHa02 と NOについて仮定すると以下の式を得る.

d (t・Bu)ヱ乎~=kl(凶uNO)-k2(t-Bu) (0ρ=0 

些 P丘ι山=k叩k

一k4(σt司BU02ρ:)(N02ρ)+k→〈οt闘BU02N02ρ〉

一k5(σt-BU02ρ)(οt-BuNO)= 0 

d(CHa) 
一一五一ー=ks(t・BuO)-k9(CH3) (02) = 0 

d (Cロハ、
一寸E-L=lf9(CHO(Oz〉-K10(CHaOBXNO〉=o

d(NO) 
一百了一=k1(t-BuNO)-ka(t-Bu02) (NO) 

-klQ(CHa02) (NO) = 0 

これらをもとに式を変型すると

d(t-BuN02L=!5 (t・BuNO)r d(CH3)2(0) 
dt k4(N02) l--dτ一一

+k-4 (t叫 N仏)-i全学生2J
k4， k_4， k5を除いて， すべての項は実験的に求める

ことができ，

ト0.0仙 0.0005

k，k_， す子=0.013土0.002min→

これよりk_4=3.8min→が得られる.

4. t-BU02N02の NOx-炭化水素に汚染された大気

中での半減期の推察

次の 3つの反応ステップが現実の汚染大気の中でのこ

の化合物の挙動を知る上で重要であると考える.

ふBU02N02一一-+t-BuOZ+N02(-4) 

ふBU02+N02-一→ιBU02N02(4) 

t-BuOz+NO一一+t-BuO+N02(3) 

t-BU02に関して定常状態法を適用すると，

些 F丘ι=一にん凶k-it-ぷ点(οtι凶山胴-BU02N叫附仇ω)凶一-k4帥 U02ρ州〉

一k3(οt開BU02ρ)(NO) = 0 

これを用いて

-d (t-BU02N02〉=(tRBu02N02〉
k_4k3(NO)

ね(NO;)+k3(NO)

ここで， NOと N02の濃度を一定と考えると，

(t・BU02N02)=(t・BU02N02)Oexp

(-Ua(NO) 
k4(N02)+ka(NO) 

， k. I NO. ¥ ， ， ¥ 
I ~ ( .:_--:...'!_) + 1 I 

t (1叫flife)=ln21 ka ¥ NO~I 
l k-4 ) 

NO L.=500で 2がかなり小さいならば-~-"VV '- NO 

t = l~ 2 
k_4 

=0. 18min 

すなわち，この化合物は汚染大気中では， 23'C付近で

は安定であるとは考えられず，この化合物の主たる機能

は N02とかBU02の一時的なリザ{ノミであり NOを

N02 に酸化するのに貢献するということがわかる.
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母親と新生児における水銀の蓄積と相互関係(第2報〉

母親静脈血と購帯動静脈血の血球及び血竣

二島太一郎*，池田真悟汽長嶋親治*，藤谷和正*

溝 口 勲*，野牛 弘ぺ森本敬三料，香山英一***

Mercury Content Levels in Mother and Newborn and Their Interaction (11) 

CeIl and Plasma of Maternal and Umbilical Cord Blood 

T A1CHIRO N1SH1MAぺSH1NGO1KEDA*， CH1KAHARU NAGASHIMA汽

KAZUMASA FUJIT AN1*， 1SAO M1ZOGUCHI*， H1ROSH1 YAGYUペ
KE1ZO MOR1MOTO紳 andEIICH1 KA YAMA*** 

Total mercury (T) and methylmercury (MM) contents of red blood cells (RBC) and plasma (PL) 

in maternal blood (MB) and both arterial (UA) and venous blood (UV) of umbilical cord were examined. 
Results are summariz己das follows: 1) T contents of RBC in UA and UV wer巴significantlyhigher than 

in MB， 2) MM  contents of RBC in UA was significantly higher than in MB， but the diff巴rence

of MM  between MB and UV was not significant， 3) T contents of PL in MB， UA and UV were not 
significantly different from each other， 4) ratios of T of RBC to T of the whole blood in MB， UA 

and UV were 85.7% (MB)， 92.0% (UA) and 91. 3% (UV) respectively， 5) T contents of RBC in 
MB， UA and UV had highly significant correlation among each other， 6) T contents of PL in MB， 

UA and UV had highly significant correlation among each other. 
1t was concluded that T and M M  of RBC in UA was accumulat¥!d in fetul body， but T in PL 

of UA was considered not to be taken up by the fetus. 

Keywords : mercury， maternal blood， umbilical cord blood， blood cell， blood plasma 

はじめに

われわれは前報1)において，自然分娩した満期産成熟

ヒト新生児の腐帯血液の水銀量を測定し， メチル水銀

〈以下MMと略記)，無機水銀〈以下 1n-Hgと略記〉が

母親静脈血液{以下母静血と略記〉より有意に高いこと

を報告した.

ヒト胎児へは母体より胎盤を介して種々の物質が移送

されている.胎児蛋白質合成のための主な素材は，移送

される母体血幾遊離アミノ酸そのものであるとされ，そ

の出納については，アラニシを取り込み，グルタミシ酸

を放出していると推定されている幻. しかし，ヒト胎児

がいかなる水銀出納を営んでいるかについては，その詳

細は明らかにされていない.

今回は，ヒト新生児の麟帯動脈血液(以下児動血と略

記〉と隣帯静脈血液(以下児静血と略記)， その母親の

母静血について，血球(以下 RBCと略記〉と血媛(以

* 東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科

下 Plと略記)に分離し，これらにおける総水銀(以下

Tと略記)， MMの分布とその相互関係， あわせて胎児

における水銀の出納について検討した.

実験方法

1. 調査対象者都内病院で正常分娩した22~36才の

産婦50名と，妊娠10カ月後半で出生した生下時体重2，580

~4， 030g の満期新生児50名である.

2. 調査期間昭和52年12月~昭和53年 1月

3. 試料と前処理母静血は分娩後へパリン添加採血

管に 10mlあて採取した. 児動静脈血は分娩直後麟帯の

両端をコヅヘノレではさみ，麟静脈より児動血を，麟動脈

より児静血を， ガラス製注射器で 2~lOml を陰圧を加

えることなくへパリ γ添加採血管に採取した.室温での

放置を避けてただちに 40，3，000rpm， 10分間遠沈し，

血球成分の混入を厳重に避けて RBC と Plに分離し，

それぞれを-200に保存し用時分析に供した.

160 東京都新宿区百人町 3ー 24""':'1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

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

料都立荏原病院産婦人科

***河野臨床医学研究所
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Table 1. Mercury Concentration in Samples of Mother and Child 

Sample No. Mercury Range Mean土SD CV (%) 

Red Blood Cell (μg/100g) 49 T 1.4-9.0 3.5土 1.5 43. 1 

49 MM  0.3-3.5 1.5土 0.8 52.4 
Mother 

M/Tく%) 43.2土16.249 6.7-94.7 37.5 
Plasma (μg/100g) 49 T 0.8-1. 3 0.5土 0.2 49.0 

Arterial Red Blood Cell(μg/lOOg) 49 T 2.2-12.8 5.5土 2.5 45.8 

49 M乱4 0.4-8.2 2.7土1.6 59.8 

49 M/T(%) 16.7-80.5 47.7土11.9 24.9 

Arterial Plasma (μg/100g) 49 T 0.2-1. 0 0.4土 0.2 44.2 
Child 

Venous Red Blood Cell (μg/100g) 46 T 1. 7-13. 9 5.3土 2.6 50.0 

34 MM  0.3-4.4 1.9土 1.0 53.6 

34 M/T (%) 17. 6-60. 0 40.6土 9.3 23.0 

Venous Plasma (μg/100g) 40 T 0.2-1.3 0.5土 0.2 48.9 

T : Total Mercury MM: Methylmercury M/T: Percentage of Methylmercury to Total Mercury 

4. 測定方法 TおよびMMの測定は前報1) と同じで

ある.ヘマトグリット値(以下 Htと略記〉は毛細管法

(11， OOOrpm， 5分間〉で測定した.

結果と考察

表 1は母静血とその母親から出生した新生児の児動血

および児静血の RBC，Pl中のそれぞれのT，MMおよ

びTにしめるMMの割合(以下M/Tと略記〉を示した

ものである.

児動血は胎盤より流出して胎児に向う血液で，児静血

は胎児から流出して胎盤に向う血液である.したがって

児動血と児静血の濃度差が+であれば，胎児体内に水銀

が取り込まれていることを，またーであれば胎児体内で

利用されすYこ体外へ水銀を排粧していることを示すと考

えられる.

RBC中のTは，母静血より，児動血，児静血に約1.6

倍高い.この結果は中野らめの報告(勝帯血と比較〉と

一致していた.児動血Tと児静血Tの濃度差は+0.2μg/

100gとなり，有機無機水銀が胎児体内に取り込まれて

いることを示している.

RBC中MMは，母静血に対して児動血は1.8倍，児静

血1.3倍で，児動血と児静血の差は +0.8μg/100gと，

In':'Hgの差+0.1μg/100gよりも約8倍胎児体内にMM

が取り込まれていることを示している. しかし， RBC 

中の M/Tは母静血と児動血，児静血および児動血と児

静血聞に有意の差が認められず，その割合は約45%前後

、であったので，逆に In-HgのTにしめる割合は約55%

前後とM/Tより高くなる.

過去の動物実験結果←6) は， MMは胎盤を透過しやす

く， In-Hgは透過しにくいとされている.したがって，

ヒト胎児血液中に In-Hgが多いことは，これらの実験

結果と一見矛盾するように思えるが，種によって胎盤構

造に大きな相違がある.例えば胎盤膜はヒツジ 5枚，ヒ

ト3枚，ウサギでは3枚以下の組織からなり，したがっ

て，酸素の拡散容量なども違ってくるといわれているの

で円 動物実験の結果をそのままヒトの水銀胎盤透過に

あてはめて言及することは出来ないが，胎児体内に取り

込まれたMMの一部が分解されて In-Hgになり， RBC 

中に取り込まれた結果であるとする考え方が，より実証

的であろう.

Pl中Tは母静血と児動， 児静血間および児動血と児

静血聞に有意の差が認められなかった.この点に関して

三谷ら6)は， Pl中Tは母体血1.0土0.56μg/lOOg，勝帯

血1.8土1.32μg/100g， M/Tは母体血40.5土18.9%，騎

帯血 44.9土23.2%， 中野らのは母体血 0.31土0.39μg/

100g，隣帯血 0.34土1.72μg/100g， In-Hg/Tは母体血

45.4土12.5%，麟帯血49.9土19.0%であったと述べてい

る.今回のわれわれの結果と大きく異なる点は， Pl中

のMM量で，表には示していないが，多量の Plを用い

ての狽u定結果では，母静血で0.06μg/100g，児動血0.07

pg/100g， そのM/Tは母静血で12%，児動血で 18%と

先の結果と比較してかなり低いものであった.この点に

関しては，水銀化合物のヒト胎盤透過機構を考察する上

で， RBCおよび Pl中の水銀がどのような動態をとるの

かが重要となるので，引き続き検討したい.なお児動血と

児静血のPl中Tの濃度差はーO.1μg/100gとなり， Pl中T

は胎児体内に取り込まれにくい可能性を示唆している.
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Table 2. Mercury Concen生rationin Whole Blood， Red Blood C巴11and Plasma of 

Mother and Child (Converted by Haematocrit Values) 

Sample No. 

Whole Blood (μg/100g) 48 

Mother 
Red Blood Cell (μg/100g) 49 

Plasma (μg/100g) 49 

Haematocrit (%) 50 

Arterial Whole Blood (μg/100g) 40 

Arterial Red Blood Cell(μg/100g) 40 

Arterial Plasma (μg/100g) 40 

Haematocrit (%) 41 
Child 

Venous羽TholeBlood (μg/100g) 29 

32 

Venous Red Blood Cell (μg/100g) 25 

25 

Venous Plasma (μg/100g) 30 

Haematocrit (%) 33 

Tの RBC/PI比を表1の平均値より算出すると，母

静血7，児動血14，児静血11となり，児動血中 RBCに

は母静血 RBCの2倍量の水銀が取り込まれていること

を，児動血に比較して児静血の比率が低いことは，児動

血 RBC中の水銀が胎児体内に取り込まれたことを示し

ているであろうと考える.

表 2は母静血，児動血および児静血のそれぞれについ

て Ht値を測定し，表 lで得られた値について Ht補正

値を算出したものを示してある.

妊娠第12週頃から母体血は PI:量が増加するので血液

の希釈が起るといわれているがへ 今回のわれわれの測

定結果も，母静血に対して児動血，児静血の Ht値が有

意に高かったが，児動血と児静血聞には有意の差が認め

られなかった.

母静血の Ht値lこ対して，児動静血の Ht値は1.2倍

で，母静血と児動血，母静血と児静血の RBC中?濃度

比は，それぞれ 1: 1. 92， 1 : 1. 75となり Ht値の差

からでは胎児血液 RBC中の水銀量が多いことを説明出

来ないとする三谷ら田の報告を支持する結果を得た.ま

たヘモグロビン (以下 Hbと略記〕 と水銀の親和性の

差に起因しているとも考えられているが， Tejning10
)は

Hb-Aより Hb-Fが親和性大であるとし， White11)は

差がなかったとの両説がある.さらに Hb-A，Hb-Fの

Mercury Range Mean土SD CVく%)

T 0.5-3.2 1.4土 0.6 43.5 

T 0.4-3.1 1.2土 0.6 46.3 

MM  0.1-1. 3 0.5土 0.3 53.8 

M/T(%) 6.5-83.0 44.4土17.3 38.9 

T 0.1-0.5 0.2土 O.1 58.8 

28 -44 34. 7土 3.7 10. 7 

T 1. 0-5.5 2.5土1.1 42.9 

T 0.9-5.2 2.3土1.0 43.9 

M乱4 0.4-3.0 1.1:1: 0.7 57.0 

M/T(%) 28.6ー78.9 48.5土10.6 21. 8 

T 0.1-0.5 0.2土 0.1 52.9 

37 -53 41. 8土 4.1 9.7 

T 1.0-4.4 2.3土 0.9 39.6 

T 0.9-4.1 2. 1土 0.8 39.7 

MM  0.3-1. 7 0.8土 0.4 45. 1 

M/T(%) 22.7-63.6 42.2土 8.2 19.3 

T O. 1ー 0.6 0.2土 0.1 61. 1 

34 -48 41. 7土 3.7 8.9 

lモルあたりの -SH基の含量の差，これらの高次構造

を考えても， RBC中水銀濃度差を説明することはでき

ないと報告12)されているが，事実 RBC中 Hb量に対し

て結合している水銀量は微々たるものであろうから，

別の観点からこれらの解析を試みる必要がある.われわ

れは，さらに血液成分と水銀量の関係を解析しているの

で，その詳細は次報にゆずる.

表2より全血にしめる RBC中のT，MMおよび PI

中のT量の割合をそれぞれ求めると， RBC T/全血Tは

母静血85.7%，児動血92.0%，児静血91.3%となり，母

体血より胎盤を透過した水銀のほとんどが， RBC中に

取り込まれていることを示している.RBCMM/全血T

は母静血44.4%，児動血48.5%，児静血42.2%で，児動

血と児静血差は+6.3%となる. したがって， 児動血全

血中に存在するT中の 6.3% (血液 100gあたり 0.07μg

のMM量に相当する〉のMM量が胎児体内に取り込まれ

ていることになる. 同様に PlT/全血Tを求めると母

静血14.3%，児動血8.0%，児静血9.0%で，児動血と児

静血の差は-1.0%となり，表 1の結果で述べたとおり，

児動血 Pl中に取り込まれたTは，胎児体内に取り込ま

れたT量と同じ量だけ排出されるのか，あるいはほとん

ど取り込まれずに排出されるのか，いずれにしても明ら

かではないが，母静血，児動血および児静血の Pl中T
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Correlation of Mercury Concentration in B100d between Mother and Child 

Venous Blood 

Red Blood Cell Plasma 

T MM  T 

H I 

0.527 0.307 

0.925 0.555 

0.589 0.711 

0.896 0.575 

0.980 0.55ゆ

0.595 0.515 

0.938 0.56ゆ

0.671 

Child 

Arterial Blood 

Red Blood Cell Plasma 

T MM  T 

Table 3. 

Red Blood Cell 

T MM  

Plasma 

T 

Mother 

G 

0.503 

0.820 

0.608 

0.926 

0.880 

0.549 

F 

0.342 

0.663 

0.682 

0.595 

0.613 

E 

0.595 

0.877 

0.613 

0.914 

D 

0.556 

0.873 

0.611 

C 

0.442 

0.583 

** 

B 

0.582 

** 
水*

A 

** 

** 

A

B

C

D

E

F

G

H

I

 

*本

** 

** ** *ホ** 

** ** ** ** 

** ** ** ** ** 

** ホ*** 本*** ** ** 

** ** ** ** ** ** ** 

に示した相関図で、明らかなように，母静血 Pl中水銀量

に比例して，児動血および児静血 Pl中水銀量は増大し

ている.しかし RBCの場合とは呉なり，母静血と児動

血の回帰直線から明らかなように，比例的直線関係には

あるが児動血中 Pl水銀量は母静血のそれを上回ってい

ない.先に表 1，表2に示したとおり，母静血，児動血お

よび児静血 Pl中T量の算術平均値はほぼ同じであると

ころから，それぞれは平衡関係にあるようにみえるが，

胎盤組織がこれらの聞に介在しているので，単に可逆的

な水銀移送が行われているとは考えにくい.事実胎盤組

織中の In-Hg量は母体血，麟帯血に比較して非常に高

いといわれているところからへ In-Hgは胎盤にいった

ん捕捉された後なんらかの透過機序例えば物理的拡散に

よって児動血へ移送されるのであろうか.なぜMMは透

過しやすく， In-Hgは阻止されるのか metalothionein

like protein合成との関連も含めて，今後の興味ある検

討課題である.

さらに水銀化合物のヒト胎盤透過機序を考察してみる

と，脳血液関門における物質移送は胎盤におけや移送と

にているといわれている 12) 脳た蓄積するMM量は〆 Pl

中水銀量に比例するとする報告13)がある.このことは，

Hbと結合したMMは脳血液関門をそのままでは透過し

ないので，一度それから離脱しなければならないし，離

脱した CH3Hg+はシスティ γプ{ルのシスティ γ 〈以

下 Cysと略記〉と結合して， 液状成分の血清から脳実

質へ移送されると解釈できることを示唆している.三谷

ら8) は， MMに Cys'を結合させてラットに投与する

と， MM単独投与の時よりも胎児により多く蓄積された

**P<O.Ol 

量は，これらの聞において Ht値で補正してみても生の

データ{と同様に有意の差を示していない.

母静血と児動血および児静血の RBC，Pl中水銀量の

相互関係を知るために，それぞれの間の相関係数(以下

rと略記〉を求めて表3に示した.なお主なものについ

ては図 1-6に相関図を示した.

われわれは前報1)において，時静血と麟帯血の聞にT，

MMおよび In-Hgは極めて高い正相関関係が成立する

ことを述べてきたが，今回得られた結果は，母静血RBC

のTと児動血および児静血Pl中Tとの聞には有意の相関

関係が認められなかった他は，すべて有意の正相関関係

が成立した.

RBC中T，MMは母静血と児動血および児静血，児

動血と児静血間に有意の正相関が認められた.図 1-4

に示した相関図で明らかなように， T， M Mとも母静血

RBC 中水銀量に比例して，児動血および児静血 RBC

中水銀量は橋大している.特に図3の母静血'RBC，と児

動血 RBCMMの回帰直線、勾配から明らかなIよlうに，

MMの児動血 RBCへの取り込み量が，屯母静血RBC中

のMM量を上回っているiこのことは，すでに述べてき

たように，母静血から胎盤を介して移送されたM Mが，

児動血 RBC中に濃縮蓄積されることを明らかにしてい

る.また図3と図4を比較し1てみると，、児動血と児静血

RBC中MMの出納に関して先に述べてきた胎児体内へ

のMMの取り込みが生じていることを，これら両図の回

帰直線の差が明らかにしているタ

Pl中Tは母静血と児動血および児静血， 児動血と児

静血聞にそれぞれ有意の正相関が認められた.図5，6 
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と報告し，この結果よりM Mの胎盤移送には，アミノ酸

の胎盤における能動輸送が関与している可能性を述べて

L、る.

しかし一方では， MMは脂質のような疎水性物質に高

い親和性を示すため， Pl中脂質と結合して脳へはいる

とする説もあるが14)，これに対して，先に述べたように

MMが Cysと結合して脳実質内へ導くと考えたほうが，

より実証的であるとする報告1めもある.これらのことか

ら，いずれにおいても， MMの移送には Pli:J!.重要な役

割jをはたしていることは明らかである.今後の解明を待

ちたい.

まとめ

1. RBC中T量は， 母静血より児動血，児静血に有

意に高かった.

2. RBC中MM量は，母静血より児動血に有意に高

かったが，母静血と児静血の聞には有意差を認めなかっ

た.

3. Pl中T量は，母静血， 児動血および児静血聞に

有意の差が認められなかった.

4. Tの RBC/Pl比は，母静血7，児動血14，児静

血11で，母静血より胎盤を介して児動血の RBC中に水

銀が取り込まれていることを示唆している.

5. Ht値は， 母静血より児動血，児静血が有意に高

く，児動血と児静血間には有意の差が認められなかっ

た.

6. 全血にしめる RBC中のT，MMの比は， 母静

血85.7%，35.7%，児動血92.0%，44.0%，児静血91.3 

%， 34.8%で，胎児血液中に存在する水銀の90%以上は

RBC中にあり，その約40%前後はM Mであった.

7. RBC中T，MMは， ともに母静血と児動血およ

び児静血，児動血と児静血間の高い正相関があった.

8. Pl中Tは，ともに母静血と児動血および児静血，

児動血と児静血間に高い正相関があった.

9. 児動血 RBC中T，MMは胎児体内に取り込まれ

て蓄積するが， Pl中Tは胎児体内に取り込まれず排出

される傾向を認めた.

(本研究の概要は第37回日本公衆衛生学会1978年10月

で発表した.) 
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週令によ~ラットのメチル水銀毒性に対す~感受性の差(第 1 報〉

関 比呂伸*，蓑輪佳子*，鈴木 昇 * ， 大 井 玄**

Age Factor in the Development of Methylmercury Poisoning in Rats (1) 

日1RONOBUSEK1*， KE1KO M1NO羽TA*，NOBORU SUZUK1* and GEN OH1** 

We observed the influence of age factor in the developmerit of neuro-and somatic-toxic manifestations 

of methylmercury poisoning in rats. 

Five groups of rats of different ages (3， 5， 7， 9， 11 we巴ksold respectively) were fed diet containing 

20 ppmHg methylmercury. Advanced age generally shortened the latent period between the developm巴nt

of toxic signs and this was most regularly observed regarding the period before the animals began losing 

their weight. The effect of age factor was more pronounced in delaying“the late manifestation": such as 

crossing and paralysis of hind legs and death than in“the early neurological sign"-the tail rotation. 

1t appears that the younger a rat is， the more resistant he is to the toxicity of subacutely 

administered methylmercury. 

Keywords : methylmercury toxicity， age， neurological sign 

緒言

薬物の毒性を評価するための動物実験を行なう時，考

慮しなければならないことは，種々の因子により基礎的

な実験成績が異なりうるということである.大別すると

遺伝要因と環境要因の 2つがあげられる.遺伝要因と

は，種・属の違いによる差， 品種・系統の違いによる

差，突然変異遺伝子による差，性および年令による差で

ある日. 環境要因とは，生物的要因として同種・異種生

物聞の因子，非生物的要因として栄養的・気象的・物理

的・化学的・住居的因子である幻.

このような因子による影響は，重金属毒性についても

調べられているが，報告例は少ないト11)

我々のいくつかのメチル水銀毒性実験において，神経

症状の発現日が週令により差異があるように認められ

た.

Lin等によれば， ラットにおけるメチル水銀の LDso

値は，週令の上昇〈もしくは体重の増加〉とともに，減

少していたと報告している円.

我々の実験の目的は，亜急性メチル水銀投与実験にお

いて動物の年令因子による毒性発現への影響を観察する

ものである.すなわち，初発および後発症状，その他の

指標症状発現にいたる所要日数が，メチル水銀投与開始

時における動物の週令によりいかに変化するかを観た.

方法・材料

ウィスタ{系雄性ラット70匹を， 3， 5， 7， 9，11 

*東京都立衛生研究所環境保健部環境衛生研究科

週令， コントロールの 6群に分け， 1 群 11~12 匹とし

た.各々の週令に達した時，ラットは塩化メチル水銀

20 ppmHgを含む飼料を飽食できるように与えられた.

各々の週令に達するまで残りのラットは，体重変化を比

較するコ γ トロールとした.実験は，全匹死亡するまで

行なわれた.

実験期間中，週 2回の体重測定，週3回の神経症状発

現の観察，毎日朝・夕方の死亡を確認した.神経症状に

は，尾の旋回12〉，後肢の交差・マヒ 13)を指標とした.週

1回飼料・水の摂取量を計った.

実験飼料の調整:セレγがメチル水銀の毒性を修飾す

るということは，すでに数多く報告されている.普通飼

育用飼料中には， セレγが約 4ppro存在するので142，

セレン濃度を低下させるため，小麦・フスマ・魚粉をカ

ゼイン (20%) とトウモロコシ (27.5~めとにおきかえ

た.塩化メチル水銀は，アセトンに溶かして，粉末飼料

と混合し，自然乾燥後ペレットにした.

結果と考察

図 1でみられるように，各群の体重の増減曲線におい

て，週令の若いラットほど鋭い上昇を示しており，増加

曲線が平衡状態に達し，減少していくのにより長い期日

を要していた. これは，表 1の平均 B.W. Plateauの

項目に示したごとく，週令が高くなるほど Plateauへの

期日が短くなっていることから理解される.体重減少の

始まった時の飼料総摂取量は， 3週令群 695.8g， 5週

160 東京都新宿区百人町 3-24-1

* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

2←1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku司ku，Tokyo， 160 ]apan 

**東京大学医学部衛生学教室
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令群 674.8g. 7週令群 583.8g. 9週令群 605.4g. 11 

週令群602.7gであり，体重当りのメチル水銀摂取量と

して換算すると. 3週令群 55.6mg/kg. 5週令群 45.0

mg/kg. 7週令群 34.1mg/kg. 9週令群 30.8mg/kg.

11週令群28.9mg/kgとなり， 高い週令になるほど少な

いメチル水銀摂取量で体重減少が現われた.

メチノレ水銀中毒の神経症状としての尾の旋回現象は

(図 2).発現率100%において 5，7. 9週令群が， 3. 

。与 5 6 7 8 w 
Fig.2. Change of Tail RQtation 

-0ー: 3 Weeks-old 

一.-: 5 " 
一一×一ー: 7 " ームー: 9 " 一口一 :11 " 

11週令群より 1週間早いことを示していた.しかし，表

1に示したように，平均発症日数や TR50(50%発症日

数〉では差が認められなかった. TR50での体重当りの

メチル水銀摂取量は， 3週令群 55.6mg/kg. 5週令群

54.1mg/kg. 7週令群 43.6mg/kg，9週令群46.9ing/

kg. 11週令群 41.8mg/kgであった.

後肢の交差・マヒ症状は(図 3). 9. 7. 11， 5. 3 

週令群の順に遅れて発現した.平均発症日数において，

7. 9. 11週令群と 3，5週令群との聞に有意の差が認

められた (P<0. 05~0. 001). 

これら 2つの神経症状の発現における平均発症日の間

隔は，週令の増加とともに短縮することが認められた.

追加実験で行なった27週令の場合では， その間隔は4.5

Table 1. 

1九Teeks-old
Tail 

TR501 Cross & CP502 CP-TR Death B.W. 
Rotation Paralysis Plateau 

3 45.5土5.6* 46* 58.0土9.4* 56キ 12.5* 74.1土10.7* 50.5土10.1*

5 44.6土2.9 45 56.2土4.9 54 11. 6 72.4土 3.4 43.3土 5.8

7 42.7土2.4 40.5 49.2土3.2 48 6.5 62.1土 3.8 32.3土 3.2

9 43.9土2.9 43 49.5土2.3 47.5 5.6 61. 3土 3.6 29.7土 3.2

11 45.8土4.3 44 50.9土4.0 49.5 5.1 63.3土 3.7 30.8土 3.8

1 : 50% cummulative incidence of Tail Rotation 

2 : 50% cummulative incidence of Cross & Paralysis 

* : days (Mean土S.D.)
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日と短くなっていることが観察された.

死亡率は〈図4)，7， 9 ， 11週令群が10週間目で~100

%に達しており， 5週令群はそれより 2週間， 3週令群

は3週間遅れていた.平均死亡日数において， 3， 5週

令群と他の 3群との聞に有意の差が認められた(P<0.01

~0.0001). 

これら 3つのパラメ{ターにおいて，メチル水銀の毒

性影響が，尾の旋回，後肢の交差・マヒ，死亡と進むに

つれ， 3， 5週令群と他の 3群との差が明らかになり，

メチル水銀毒性に対して 3，5週令群はより強い抵抗性

を示していた.

Lin等の報告によれば， 週令が増加するにつれ LDso

値は低下することを観察した.彼等は，週令の高いラッ

トほど血液を介して標的臓器ヘメチル水銀が多く移行す

ることを示唆したり.

我々の実験結果は， Lin，等の観察と類似しているが，

週令の違いによる差l'i;明確に認められなかった.これ

は，彼等といくつかの実験条件が異なるためと忠われ

る.まず第1に，投与方法は我々の場合飼料に含ませた

メチル水銀を毎日飽食させたが，彼等は 1回のみの経口

投与を行なった.第2に， 投与量は O.8~2mg/kg (1 

日平均飼料摂取量より換算した場合〉と 25mg/kg，第

3 に，観察に用いたラットの週令の幅は 3~11週令の 8

週間と 8~24.5週令の16.5週間と異なっている.第 4 に，

我々のとったパラメ{夕{は神経症状，体重，死亡率で

あり彼等は LDso値を用いており，これらの違いによる

ためと考えられる.

要約

ラットのメチル水銀中毒において，中毒症状発現に対

する年令因子の影響を観察した.異なる週令の 5群のラ

ット (3，5， 7， 9，11週令〉に 20ppmHgのメチ

ル水銀を含む飼料を投与した.週令が高くなるにつれ中

毒症状発現にいたる期聞が短縮される傾向にあり，この

傾向は，体重減少にいたる期間において最もはっきりと

認められた.

年令因子の影響は，後肢の交差・マヒや致死といった

“後発症状"を遅延させる点で尾の旋回現象といった“初

発症状"よりも顕著であった.

ラットの週令が，低ければ低いほどメチル水銀亜急性

中毒実験において抵抗力を示すものと思われる.

(本研究は昭和53年度当研究所調査研究課題「重金属

汚染の生体影響に関する研究」として実施したものであ

る.) 
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水中の 1，3， 5ートリクロルー2-(4-ニトロフエノキシ〉ベンゼン (CNP)と1，3ージクロル

.-2-:-(4ーニトロフエノキシ〉ベンゼン (NIP) 

高橋保雄*，森田昌 敏*，土屋悦輝*

Residues of 1， 3， 5・Trichloro-2;・(4・nitrophenoxy)benzene (CNP) and 1， 3・Dichloro-2-

(4・nitrophenoxy)benzene (NIP) in Water 

YASUO TAKAHASHI*， MASATOSHI MORITA* and YOSHITERU TSUCHIYA* 

Keywords : 1， 3， 5ートリクロノレー2-(4ーエトロプエノキシ〉ベンゼγ 1， 3， 5-trichloro-2ー(4-ni trophenoxy) 
benzene， 1， 3ージグロルー2一(4ーニトロフエノキシ〉ベγゼγ 1， 3-dichloro -2-(4-nitrophenoxy) benzene， 残留

residue，水道原水 rawwater，水道水 tapwater 

緒
品
目
同

1， 3， 5ートログロルー2-(4ーニトロブエノキジ〉ベンゼン

〈以下 CNPと略す〕 および 1，3ージクロノレー2一(4ーニト

ロフエノキシ〉ベンゼン(以下 NIP と絡す〕は除草剤

として， 1965年頃から日本において使用され始めた.

当時は，ベγタクロノレフェノ-/レ(以下 PCPと略す〉

が除草剤として大量に使用されていたが，魚介類に大き

な被害を与えて問題になったことから， 1970年に水質汚

濁性農薬と指定された.それ以来， PCPに比較して魚

介類および哨手L動物に対して毒性が低いとされている

CNP， Nlpl)などのジフェニルエ{テル系除草剤やカ

{パメ{ト系の除草剤が大量に使われ始めた.その内，

CNPは現在 (1972年) 5，000t程度使われている.ま

た， NIPは CNPの1/7程度使われているが，漸次減

少傾向にある.

iT1 2思)
図1. CNP， NIPの構造式

最近，山岸ら2)は東京湾で採取した魚介類に CNPが

残留することを見出し， また，立川島8〉， 山田ら的は

CNP， NIPおよびそれらのアミノ誘導体が水田土壌中

に強く残留することを報告している.このように CNP，

NIPによる環境汚染を再考する必要が生じている. し

かし，水系汚染(環境汚染〕に関する報告5)は極めて少

ない. 筆者らは水系(飲料水〉が CNP，NIPにより

どの程度汚染されているか調査したので，ここに報告す

る.

実 験

I 試薬 n-ヘキサン:Mallin Krodt nanograde， エ

{テル:和光純薬残留試験用，無水硫酸ナトリウム:和

光純薬残留試験用， フロリジル・ Flor凶 n社 100-200

meshを 6500 8時間焼成し活性化して使用， CNP， 

NIP・市販製剤より抽出，精製したものを標準物質とす

る (CNPmp 1070 NIP mp 720
) 

E機器 ガスクロマトグラフイ-(以下GCと略す〉

は島津 GC6A.使用条件カラム:2% OV-17 on Gas 

ChromQ(80-100mesh) 2m x 3mm仇カラム温度;2100， 

デテクター温度:2350，検出器:ECD (63Ni)， 辛ャリ

ャーガス:N2 50ml/min 

ガスクロマトグラフィーマススペクトロメータ-(以

下 GC-MSと略す〉は島津 LKB9000.使用条件カラ

ム:2% OV-17 on Gas ChromQ (80-100mesh) 2m x 

3mm世，カラム温度:2100， セパレータ{温度:2700， 

サンフ。ル温度:2350，検出器:全イオン検出器(TIC)，

キャリャーガス:He 30ml/min， イオシ電庄:70eV， 

I次スリット:O.lmm， 2次スリット:O.lmm 

E試料水道原水，水道水は東京都の朝霞，金町，小

作浄水場のものである.東京湾沿岸の水は金沢， )11崎，

*東京都立衛生研究所環境保健部水質研究科 HiO 東京都新宿区百人町 3ー24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku.ku， Tokyo， 160 ]apan 
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三枚洲，京浜島，千葉中央港の 5カ所で採水したもので

ある.東京都立衛生研究所の蛇口水についても行った.

N分析方法検体1.71にヘキサ γ 60mlを加えての

抽出を2回繰返す.この抽出液を無水硫酸ナトリウムで

脱水し， K.D濃縮器，更に，窒素パ{ジで約 500μlに

濃縮する.これを11.2g詰めたフロリジルカラム伸 1cm

xh30cmのカラム〉につけて， 4v/v%エ{テルーヘキサ

ン 50mlで展開させる.ポリ塩化ピフェニール，グロル

ベンゼン類などはこのプラグショ γに流れ出す.更に，

25v/v%エーテルーヘキサン 120mlで展開すると CNP，

続いて NIPが溶出する.図 2に CNP，NIPの溶出曲

100， CNP 

i/  
雲mE隠 50 

{a分oaot J 

。。 50 100 150 ml 
ト~.9"エーテルー叫サシ4ー蛸トテトヘキサシ ! 

図 2. フロリジルカラムによるCNP，NIPの溶出曲線

線を示した.筆者らは 25v/v%エーテルーヘキサン120

mlで展開させた部分を集めて， これをK.D 濃縮器，

窒素パージで正確に濃縮し， GCに注入し， CNP， NIP 

を測定した.本分析法の回収率は 50ngの CNP，NIP 

を蒸留水1.71に添加して測定した時， 3回平均 CNP

80%， NIP 78%であった.検出限界は CNPで 0.3ppt，

NIPで 0.2pptである.

V GC-MS分析法 1977年 7月当研究所の蛇口水 251

を上記の分析法で行った. ただし，最終の濃縮液は約

50μ1迄濃縮し，その内， 10μJを GC-MSにかけた.

結果と考察

図3に水道原水中の CNP， NIP のガスクロマトグ

ラムを示す.

図4は1977年 7月当研究所の蛇口水から検出した CN

Pのマススペクトラムである.これは標準物質のマスス

ペグトラムともよく一致している. m/e 317， 319， 321 

Mの親イオンとその同位体ピークであり，強度比 (3: 

3 : 1)は塩素原子3個の存在を示す. そのほかに，

m/巴 287，289， 291 (M-NO)， m/巴 236，238， 240 (M-

N02Cl)が特徴的である NIP の場合は m/e283親

イオン， 285が認められる.

。 5 10 15 打)In

図 3. 水道原水の CNP，NIPのECD-カ*ス
クロマトグラム

ノホハ刀==¥¥，，~ M+ 317 

Clα  υ~N仙 (川昨川山N悶吋O
100 
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。
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321 
J 
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図 4. 当研究所蛇口水のCNPのマススペクトラム

表1.浄水場，東京湾の NIP及びCNP

試料数 NIP(ppt) CNP(ppt) 

1浄97水6年場9月{水水道道原水水 3 O. 2~1. 2 ND~0.3 
3 ND  ND  

1浄97水7年場4月{水水道道水原水 3 ND~1. 5 ND  
3 ND  ND  

浄197水7年場7月{水水道道原水水 1 1.8 48 
1 2.0 60 

1977年 3月研究所蛇口水 1 6.4 

1977年 6月研究所蛇口水 1 2.0 23 

1977年 9月東京湾 5 1.8~7.9 
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表 1に浄水場の水道原水(河川水)，水道水，当研究 て下さった当研究所三村秀一参事研究員，秋山和幸博

所の蛇口水，東京湾沿岸の試料水の CNP，NIP分析結 土，山岸達典博士に，また，水道原水，水道水を供与し

果を示した.この表から明らかなように，東京都の水道 て下さった水質センターの鶴岡課長に深謝いたします.

原水，水道水において， CNPは不検出から数十pptの

値を，また， NIPは不検出から数 pptの値を示した.

鈴木らめは北九州地帯での河川水を分析し， CNP値と

して不検出から数百 pptの値を報告している. この値

は筆者らのデ{タと比較すると高い.これは鈴木らの分

析した北九州地帯における CNPの使用量(正確には

出荷量〉が多いことによるものと推定される.'

1977年7月浄水場の水道原水，水道水， 1977年6月当

研究所の蛇口水は他の月に比較して" CNP， NIPが高

い値を示している.これは農薬散布の時期 (5~7 月〉

を反映しているものと推定されるが，今後の検討が必要

である.

NIPは土壌中では散布後急速に大部分 NIP-ア4ノ

誘導体になり， NIP自体が減少する. しかし，土嬢中

の複雑な変化により， Nlp:....アミノ誘導体が NIP~こ舞

い戻ったりすることがある回. CNPは散布後，大部分

CNPーアミノ誘導体になり，途中の経路は不明である

が， CNPーアミノ誘導体から塩素1原子が水素原子に置

換され， NIPに変化する可能性が指摘されているわ.

農薬散布時期でない1976年9月， 1977年4月の水道水か

ら NIPが検出されていることは単に， NIPが土壌中

に変化を受けないで残留する以外にも，以上のような事

柄が関与していることを示しているかも知れない.

水道原水および水道水における CNP，NIP の値は

ほとんど同じである. このように非常に低い濃度での

CNP， NIPの除去は通常の浄水過程で取り除くことが

困難であることが表1に示したデ{タから考えられる.

表1から明らかなように，東京湾沿岸の試料水のCNP

は低濃度(数 ppt)であるのに，山岸ら2) は東京湾の湾

岸から採取したムラサキイガイから， CNPを約 1ppm

で検出している.ムラサキイガイ中での CNPの濃縮が

観察されていることから，環境汚染物質としての調査も

今後続ける必要性が生じている.

謝辞本調査を行なうに当り，計画や実験を御指導し

(本研究は昭和53年度当研究所調査研究課題「飲料水

の安全性に関する研究」として実施し，その概要は日本

公衆衛生学会第37回東京大会1978年10月で発表した.) 
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下水道未整備地域における水質汚濁についてく第3報〉 秋川の水質とその汚濁状況

中村 弘 *，押岡裕子へ栃木 博* ， 菊 地 洋 子 ペ 池 島 伸 歪 * ， 友 成 正 臣 *

Studies of Water Pollution in the Area without Sewer Systems (111) 

Water QuaIities and Pollution Loadings in the Akikawa River， Tokyo 

HIROSHI NAKAMURAぺHIROKOOSHIDA*， HIROSHI TOCHIMOTOペ
YOKO KIKUCHI*， NOBUYUKI IKEJIMA水 andMASAOMI TOMONARI* 

Keyword日:秋JlIthe Akikawa River，水質汚濁 waterpollution，自然汚濁 naturalwater pollution，人為汚濁

artificial water pollution 

緒 論

生活排水，産業排水などの流入による公共水域の汚濁

化は昭和40年代の高度経済成長期に急激に表面化し，水

質汚濁防止法などの立法化を促した.以来，汚濁水域の

水質に良化の兆がみられるところもあるが，一旦，汚濁

化した水域をもとの清水に回復させることは非常に困難

なことである.

東京多摩地区を貫流する多摩川のー支川である秋川は

清流として知られ，都民の格好なレクリエ{ションの場

として，釣り，水泳，ハイキγグ，キャンプ場などに利

用されている.だが，この流域の中，下流部では昭和40

年ごろより人口が増加し，特に，下流部の秋川市は東京

都心の通勤圏に入るため，その増加には著しいものがあ

る.幸にして，本川流域では生活排水などの河川放流は

原則として禁止されているため，河川の汚濁化はあまり

進行していない.しかし，近年，人口靖加と生活様式の

近代化に伴い，生活排水の一部が河川に放流されるよう

になり，水域の汚濁が心配されるようになった.

近時，中小河川の水質調査，汚濁解析などに関する報

告1-16)が多数みられるようになったが，汚濁河川の報告

例が主で，汚濁のあまり進行していない河川の報告例は

少ない.著者らは後者の洞川の一例として，秋川を取り

上げ，その水質と汚濁状況，特に，自然汚濁と人為汚濁

について検討したので報告する.

河川流況と汚濁要因

秋川はその源流を東京都と山梨県境にある三頭山

(1，528m) に発し，北秋川ぐ長さ 10.4km，流域面積

45.8kmりおよび養沢)11 (長さ 7.3km，流域面積 18..9

kmりなどの支川と合流し， 多摩川に流入する全長33.6

km，全流域面積 166km2の河川で，檎原村，五日市町，

秋川市の三つの行政区を流れる.上流部は1， 000~1， 500

m級の山あいを流れる平均こう配30/1，000の急流~渓流

で，この流域には戸数20~60の部落が点在する.中流部

は平均こう配13/1，000の渓流で，途中，人口 1万9千人

の五日市町の中心的市街地を通過する.また，上流部か

ら中流部にかけては秋川渓谷として知られる観光地とも

なっている.下流部は平均こう配8/1，000で秋川丘陵(加

住丘陵〉と秋留盆地を南北にしてその聞を流れるが，こ

の河川水の一部は秋留盆地の地下水を瀦養しているとい

われる17) また，下流部の人口増加は著しく，宅地化が

急速に進みつつある.

これら河川水の汚濁要因として，人口，人口密度，排

水の処理方法などについて表 1に示す.また，この河川

流域の土地利用状況を表2に示す.

調査方法

1. 調査地点および調査回数調査地点を図1に示

す.調査は昭和53年5月から 1年聞にわたり隔月に計6

回行なった.調査月日と天候は次の通りである.

第1回 53. 5.24 晴〈前日晴，前々日晴〉

第2回 53. 7.19 晴〈前日晴，前々日晴〉

第3回 53. 9.20 曇のち晴(前日小雨のち晴，前々

日靖〉

第4回 53.11.15 晴〈前日晴，前々日雨〉

第5回 54. 1. 24 晴(前日晴，前々日晴〉

第6回 54. 3.22 晴〈前日曇，前々日曇〉

2. 測定項目および測定方法主な測定項目および測

定方法は次の通りである.

濁度(比色法)， pH (比色法)，アシモニア性窒素(ネ

*東京都立衛生研究所多摩支所 190 東京都立川市柴崎町 3-16-25
* Tama Branch Laboratory， Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
16-25， Shibazakicho 3 chome， Tachikawa， Tokyo， 190 ]apan 
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表1. 秋川流域における河川汚淘要因

檎原村 五 日 市 町 秋川市

人口(人)54.4.1 

人口密度(人/km2)

水道平均給水量 (1/人/日〉注1)

水道普及率(%)

し尿処理注2)

し尿浄化槽設置届出数注3)

合併浄化糟設置数注4)

家庭雑排水注5)

4，442 

42.3 

309 

61 

くみ取り式 同

18 

吸込み処理 同

19，7τ6 

388 

254 

96.9 

左

382 

2 

左

42，005 (22，900)* 

1，897 ( 2，340)* 
249 

99.9 

同 左

1，040 

6 

問 左

家畜飼育頭数注6) 牛16，豚0 牛127，豚316 牛1，031，豚1，558

畜舎排水処理 農地還元 農地還元，肥料化 肥料化，一部農地還元

観光人口(五日市町調べ〉 昭和50年100万人，昭和51年114万人，昭和52年108万人，昭和53年150万人

工場数〈従業員数〉注わ 26α03) 83 (1，302) 133 (1，814) 

事業所数(従業員数〉注わ 238 (1，065) 819 (4，601) 1，123 (6，906) 

* ( )内は秋川流域のみの人口と人口密度.

注1) 昭和53年度平均給水量注2) 流域外処理が行なわれている 注3) 昭和53年12月現在，原則としてくみ

取り式浄化槽のみが許可されているが，一部で吸込み処理が行われている 注4) 昭和54年 3月現在，排水を河

川放流する場合は三次処理を行ない BODを 5mg/1以下とす7.i 注5) 一部に道路側溝を通じ河川放流が行われ

ている 注6) 昭和54年3月現在注7) 工場数は52年，事業所数は50年現在，特に規模の大きいところはない

が，排水を河川放流する場合は BODを 5mg/1以下とする.

表 2. 秋川流域における土地利用状況

(54.1.1.現在，単位ha)

檎原村五日市町秋川市合 計

総面積 10，491. 4 5，096.0 979.5* 16，566.9 

宅地 44. 1 212.0 182.8 438.9 
く0.4%) (4.2%) (18.7%) (2.6%) 

回 0.4 21. 7 50.5 94.7 
く:0.0%) (0.4%) (5.2%) (0.6%) 

畑 246.9 303.2 201. 4 998.4 
(2.4%) (5.9%) (20.6%) (6.0%) 

山林 5，257.82，808.0175.9(849，2. 41.7 
(50.1%) (55.1%) (18.0%) (49.7%) 

原野 631. 5 383.0 18% .3 1，032.8 
(6.0%) (7.5%) (1. 9%) (6.2%) 

道路 13.2 74.1 37.8 125.1 
(0.1%) (1. 5%) (3.9%) (0.8%) 

その他 4，297.5 1，293.0 312.7 5，903.2 
(41.0%) (25.4%) (31.9%) (35.6%) 

*秋川流域のみ，ただし，秋川全市の資料より比例配

分した.

スラー法)， 亜硝酸性窒素 (α』ナフチルアミ γ ・スルフ

ァニル酸法)，硝酸性窒素(サリチル酸ナトリウム法)，

BOD (ウインクラ{法)， COD (KMn04直火 5分法)，

リシ酸イオγ 〈モリブデン酸ァγモニウム法)， 硫酸イ

オン〔クロム酸バリウム法)， 溶性ケイ酸(モリブデン

酸アシモニウム法)， 総硬度，カルシウム硬度 (EDTA

法)，ナトリウム，カリウム(原子吸光法)，鉄(オルト

フェナンロリン法)，マンガン(過硫酸アンモニウム法)，

大腸菌群数〈デスオキシコレート培地法)

流量各測定点において，水質調査と同時にO.5~1. 0 

m間隔に水深および流速(プロペラ式流速計による〉を

測定し，河川横断面積と流速より流量を算出した.

結果と考察

1. 流量各調査地点における流量 (l/s)および比

流量 (l/km2/s)を図2に示す.流量は夏期に多く冬期に

少ないが，今回の狽u定では 7月に最大値を， 1月に最小

値を示し，その差は 3~5 倍であった.そして，春と秋

(5月と11月〉はほぼ同じ流量を示し，その値は平均値

に近似した.また St.4と St.8では流量の減少が認め

られ，一部伏流しているものと考えられる.

比流量は各調査地点により 12.7---.;18.41/km2/sの平均

値を示し，およそ 5~301/km2/s の範囲内にあった.

2. 水質とその特徴各調査地点における水質の測定

結果を表3に示す.本川の中・下流部における生活環境

に係る環境基準の類型はA (表4)であるが，全調査地

点において BOD，SS， DOはこの基準を満足してい

る.しかし，大腸菌群数は St.1を除く全地点で基準の

1，000MPN/100mlを超えることがあり， また， pHも

下流部の St.7と St.8で春と秋に基準を超えている.
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図 2. 流量と比流量

すなわち，木川の水質は理化学的には比較的良好である

が，細菌学的には汚染が進行じているもの正、考えられ

る.

秋川流域は前報18)で、報告した平井川流域と同じく石灰

岩地帯であるため，図3のヘキサダイヤグラムに示すよ

meパ
1.0 0.5 0.5 

図 3. 各調査地点におけるヘキサダイヤグラム

うに，本川の水質は Ca2+ と HC03- を主成分とする

Ca(HCOa)2型の水質型を示す.特に， St. 3 (~t秋J11)

においては露出右灰岩の影響を受けているため，他の調
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St.3 

表 3. 水質測定結果

St.5 St.1 St.2 St.4 St.6 St.7 St.8 

クト
無色透明
~倣白河

』是

濁皮〈度〉

pH 

NH..N (四gfl)

NO..N (mgfl) 

NO..N (mgfl) 

COD (mg/l) 

BOD (皿g/l)

Cl・(血g/l)

大腸菌群数(偲/mZ)

}般総菌数〈個/mZ)

MBAS (mg/l) 

PO，'噌 (mgjl)

Na+ (mg/l) 

K+ (mg/l) 

Ca'+ (mgjl) 

Mg2+ (flIg/l) 

〉れ円。。

、

』

，

，

帆

M

Hμ

れ
U
V

時

皮

a
・，

wν

度

e
k

カ

波

ル

総

ア

SO，'-(mgρ〉

溶性ケイ酸 (mg/l)

Fe (mg/l) 

Mn (mg/l) 

蒸発残留物 (mg/り

苦手電率 (fJ.(J/cm)

DO (mgρ〉ホ

観 無色透明 無色透明

なし

0.78 
(0.6-1.2) 

0.5 
(0.4-0.6) 

0.3 
(0.1-0.4) 

2.6 
(1.9-2.9) 

18 
(2-6の

162 
(52-340) 

1.2 
(0.2ー1.9) 

31 
(28-33) 

25 
(21-27) 

70 
(53-88) 

90 
(83-95) 

10.3 
(87%) 

無色透明

気 なし

000  

なし

7.3 7.5 7.8 
(6.8-7.6) . (6.9-8.0) (7.4-8.2) 

無色透明

なし

0.1 
(0.0-0.3) 

7.9 
σ.2-8.4) 

無色透明~
殆無色透明

なし
~倣深臭

0.1 
(0.0-0.5) 

8.0 
(7.6-8.4) 

無色透明
~徴白濁

なし
~~軍兵

0.7 
(0.0-3.の

7.9 
(7.2-8.4) 

無色透明
~徴白潟

なしl

~~軍兵

0.9 
(0.1-2.5) 

8.3 
(7.8-8.9) 

徴官軍兵
~下水兵

3.3 
(1.0-9.0) 

8.4 
(8.0-9.1) 

~m ~m na ~m ~~ ~W ~W ~W 
(0.0ト 0.02) (0.00-0.02) (0.01-0.04) (0.00-0.04) (0.00-0.07) (0.02-0.06) (0.02..，-0.05) (0.02-0.05) 

~a n~ ~~ ~~ ~~ n~ ~a ~m 
(0.000-0.001) (0.000-0.003) (0.000一札007)(0.000-0.003) (0. 002-0. 007) (0. 003-0. 006) (0.004..，-0.010) (0.007-0.018) 

0.52 
(0.4-0.め

0.4 
(0.2-0.5) 

0.3 
〈札1-0.6)

1.7 
(1.4-2.1) 

、
，
ペ
リ

。↓

u』
叩

A
U

、h
f

r、
円

U

0.94 
(0.7-1.4) 

0.4 
(0.2-0.6) 

0.2 
(0.0-0.5) 

2.9 
(2.1-3.6) 

24 
(12-50) 

249 
(82-550) 

0.95 
〈仏8-1.4)

0.6 
(0.3-1.1) 

0.4 
(0.1-0.6) 

2.8 
(2.1-3.9) 

18 
(9-2め

228 
(110-450) 

0.92 
(0.8--'1. 4) 

0.5 
(0.4-0.6) 

0.4 
(0.0-0.7) 

3.1 
(2.6-3.9) 

22 
(4-59) 

342 
(130-740) 

0.97 
(0.8-1.4) 

0.6 
(0.5-0.8) 

0.5 
(0.1-1. 5) 

3.6 
(3.1-4.9) 

60 
α2-200) 

1202 
(350-3600) 

1.05 
(0.8-1.の

0.8 
(0.6-1.3) 

0.8 
(0.4-1.3) 

4.2 
(3.5-5.3) 

55 
(19-110) 

1175 
(260-230の

1.09 
(0.9-1.4) 

0.8 
(0.6-1.0) 

0.8 
(0.4-1.5) 

4.6 
(3.9-6.3) 

25 
(4-80) 

644 
(62"':1500) 

~OO ~m ~m ~m ~m ~~ ~æ ~m 
~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~~ 

~~ ~~ ~W ~~ ~W ~æ ~a nro 
(0.01-0.04) (0.03-0.0め (0.04-0.09) (0.04-0. 09) (0.04-0.09) (0. 06-0. 15) (0.06-0.23). (0.05.，-0. 13) 

3.5 4.1 4.2 4.2 3.8 5.0 5.4 5.6 
(2.9-3.9) (3.7-4.4) (3.9-4.6) (3.9-4.5) (3.5-4.0) (4.4-5.4) (4.9-5.8) (5.1':"'5.9) 

0.5 0.7 0.8 0目 7 ~6 U9 1.0 1.1 
(0.4-0.6) (0.5-0.8) (0.5ー1.1) (0. 5-0. 8) (0. 5-0. 8) (0.6ー1.0) (0. Tー1.1) (1.0ー1.2i 

8.1 10.5 18.4 13.7. 12.5 13.9 14.9 15.5 
(6.8-9.2) (8.8-12.4) (16.4-21. 6) (12.0-15.2) (10.8-14.0) (12.4-15.6) (12.8-17.2) (14.0ー16.8)

1.0 
(0.5-1.5) 

24 
(23-2め

20 
(18-23) 

2.4 
(1.2-4.4) 

56 
(49-66) 

45 
(40-47) 

1.7 
(1. 0-2. 7) 

42 
(37-44) 

34 
(28-36) 

1.6 
(1. 2-2.4) 

38 
(35-40) 

29 
(26-31) 

1.6 
(1. 2-1. 9) 

41 
(36-44) 

34 
(28-40) 

1.9 ' 
(1.2-2.7) 

45 
(39-48) 

35 
(29-38) 

2.1 
(1. 7-2. 7) 

48 
(42-51) 

7.7 10.7 12.0 11.7 10. 9 12. 6 14.2 14.6 
(6.2-9.0) (8.5-12.0) (7.6-14. 5) (10. 0-13. 5) (6.6-13.0) (10. 5-14.の (11.5-15.5) (12: 0-16. 0) 

37 
(31-39) 

9.9 10.4 8.4 9. 5 7.8 
(7.3-13.2) (7.8ー 13.7) (6.6-10.9) (7.1-13.6) (6.5-9.3) 

9.1 8.9 8.5 
(6.9-11.7) (6.6-11. 3) (6.3-10.2) 

~W ~~ ~æ ~m ~~ ~~ ~W ~U 
(0.01-0.05) (0.00-0. 04) (0. 01-0. 05) (0. 00-0. 04) (0. 00-0. 04) (0.01-0.11) . (0. 03-0. 13) (0.04-0.22) 

~OO ~OO ~OO ~OO ~OO ~OO ~m ~m 
~~m~~m~~m~~w~~m~~m~~~~~~ 

54 
(36ー70)

71 
(65-75) 

9.9 
(805め

~ a ~ a 00 • 
(70ー119) (69-101) (54-1ω1) (75-94) (78-99) (86-99) 

137 112 105 118 127 135 
(127ー145) (98-120) (95-110) (103-127) (111-136) (123-145) 

10. 5 9.9 11.3 9.7 9.9 10. 0 
(91%) (87%) (101%) (95%) (95%) (98%) 

平均値， ( )内は最小値一最大値

本DOは第6因調釜時 (54.3.22)のみ測定した.
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査地点に比べ，主成分量が高い.しかし，本川流域では

平井川流域でみられたような砕石場やセメント工場は少

なく，これらの排水の影響をほとんど受けていないた

pH 

BOD 

表 4 環境基準

生活環境に係る環境基準
(類型A)

6.5~8.5 

2ppm以下

S S 25ppm以下

DO 7.5ppm以上

大腸菌群数 1，000MPN/100ml以下

め，全体的には溶存成分量はかなり少ない.

3. 流入排水量と汚濁負荷量表 1に示した汚濁要因

の中で直接河川水に影響を及ぼすものは浄化槽排水，事

業所排水，家庭雑排水の一部である.今，仮に，流域人

口1人 1日当りの平均給水量から，排水量を250[/人/日

とし，各調査地点におけるこれら排水量の河川流量に対

する割合を算出すると，上流部のSt.2~St. 5 では 0.5~

1.0%，下流部の St.6~St. 8 では 2~6%となる.しか

し，実際には，これら排水の大部分は吸込み処理あるい

は流域外処理が行なわれているため，直接河川水に影響

を与える量はこの10分の 1以下と思われる.汚濁河川に

おける排水流入量が河川流最の20%以上を占めること的

表 5. 各調査地点における汚濁負荷量(平均値〕

St.1 St. 2 St. 3 St.4 St.5 St. 6 St. 7 St.8 

BOD 1. 83 20.55 11. 56 47.00 11. 02 97.50 137.5 126.5 

COD 2.52 34.26 23.12 70.50 13.78 117.0 185.9 148.2 

NH3・N 0.04 0.69 1. 73 1.18 0.55 7.80 7.38 6.59 

N02.N 0.003 0.07 0.17 0.12 0.11 0.78 1. 30 1. 87 

N03・N 3.22 53.44 54.33 111.6 25.36 189.2 238.2 202.5 

Cト 10.74 178.1 167.6 329.0 85.44 702.0 849.3 796.6 

Na+ 22.54 280.9 242.8 493.5 104.7 975.0 1，146 1，008 

Ca2+ 50.82 719.4 1，064 1，610 344.5 2，711 3，090 2， 789 

PO.3- 0.12 3.43 4.05 7.05 1. 93 17.55 23.51 17.03 

MBAS 0.007 0.69 0.58 1.18 0.28 3.90 3.40 2.78 

大腸菌群数* 0.35 120 140 210 61 1，200 1，200 380 

一般細菌数* 13.1 1，100 1，400 2，700 940 23，000 27，000 16，000 

単位 kg/day， *印は X1010個/day

表 6. 単位面積当りの汚濁負荷量(平均値〉

St. 2 St. 4 
St.1 St.2 St.3 + St. 4 St.5 十 St.6 St. 7 St. 8 

St.3 St. 5 

BOD 0.46 0.39 0.25 0.33 0.44 0.58 0.46 0.68 0.88 0.76 

COD 0.63 0.65 0.50 0.58 0.66 0.73 0.67 0.82 1.19 0.89 

NH3.N 0.010 0.013 0.038 0.025 0.011 0.029 0.014 0.055 0.047 0.040 

N02・N 0.001 0.001 0.004 0.002 0.001 0.006 0.002 0.005 0.008 0.011 

N03・N 0.81 1. 02 1.19 1.10 1. 04 1. 34 1. 09 1. 32 1. 53 1.22 

Cl- 2.69 3.39 3.66 3.52 3.07 4.25 3.29 4.91 5.44 4.80 

Na+ 5.64 5.35 5.30 5.33 4.61 5.54 4.75 6.82 7.35 6.07 

Ca2+ 12.7 13.7 23.2 18. 1 15. 1 18.2 15.5 19.0 19.8 16.8 

PO.3- 0.03 0.07 0.09 0.08 0.07 O. 10 0.07 O. 12 0.15 0.10 

MBAS 0.002 0.013 0.013 0.013 u.011 0.015 0.012 0.027 0.022 0.017 

大腸菌群数* 0.09 2.29 3.06 2.64 1. 96 3.23 2. 15 8.4 7.7 2.3 

一般細菌数* 3.3 21 31 25 25 50 29 161 173 96 

単位 kg/km2/day， *印は X1010個/km2/day
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表 7. 各調査地点における単位面積当りの負荷量と比流量の相関係数

St. 1 St. 2 St. 3 St. 4 St. 5 St. 6 St. 7 St. 8 A VE. 

Na+ 0.98** 0.99** 1. 00** 1. 00** 1. 00** 0.99** 0.99*キ 1. 00** 0.994** 

Ca2+ 0.98** 0.97** 0.99*ネ 0.98** 0.99** 1. 00** 0.98** 0.99** 0.985** 

K+ 0.97** 0.97** 0.94** 0.99** 0.98** 0.99** 0~99** 1. 00** 0.979** 

蒸発残留物 0.96** 0.98** 0.95** 0.99** 0.98** 0.98** 0.99** 1. 00** 0.979** 

S042- 0.96** 0.95** 0.87* 0.99** 0.97** 0.98料 0.96** 0.97** 0.956*ネ

COD 0.96** 0.98** 0.96** 0.93*ネ 0.98** 0.98** 0.91キ 0.95** 0.956** 

Cl- 0.92** 0.97** 0.82* 0.97** 0.98** 0.98** 0.97** 0.98** 0.949** 

アルカリ度 0.96** 0.98** 0.99** 0.97** 0.63 0.95** 0.97ネ* 0.97** 0.928** 

溶性ケイ酸 0:85* 0.92** 0.91* 0.92** 0.95** 0.92** 0.93** 0.93** 0.916* 

N03-N 0.91* 0.80 0.80 0.93** 0.94** 0.92** 0.92** 0.94** 0.895* 

Mg2+ O. 70 0.84* 0.67 0.94** 0.96** 0.84* 0.90* 0.91* 0.849* 

P043- 0.72 0.82* 0.68 0.93** 0.96** 0.72 0.59 0.79 0.776 

一般細菌数 0.85* 0.98キ* 0.81 0.74 0.93** 0.32 0.63 0.89* 0.769 

N02・N 0.34 -0.11 0.57 0.83* 0.74 0.92** 0.67 0.64 0.575 

Fe 0.82* 0.90* 0.78 -0.41 -0.19 0.55 0.83* O. 79 0.509 

NH3-N -0.46 -0.39 0.77 0.25 0.70 0.86* 0.78 0.79 0.413 

大腸菌群数 0.69 0.14 O. 12 0.85* 0.74 -0.18 0.54 0.32 0.403 

BOD -0.02 0.03 0.06 -0.30 0.43 -0.06 0.29 0.56 0.124 

MBAS -0.73 -0.32 -0.21 -0.19 -0.68 -0.21 -0.47 -0.28 -0.386 

n=6， 料 p<O.Ol， *p<0.05 

が多いことを考慮すると，本川の河川流量に対する排水 は人為汚潟を含めた土壌起源によるものと考えられ，逆

最の割合はきわめて少ないといえる. に，相関性が低いか負相関を示す成分は排水などの流入

また，河川水に影響を与える汚淘物質には上記流入排 による人為汚濁の強い成分と考えられる.前者にはNa+，

水による場合の他に，間接的な汚濁要因として，吸込み Ca2+， Kヘ蒸発残留物 S042-，アルカリ度，溶性ケイ

処理された雑排水およびし尿浄化槽排水，農地に施され 酸などがあるが，人為汚濁の指標とされる COD，Cl-， 

た肥料などがある.表5に各調査地点における汚濁負荷 N03-N， P043-，一般細菌数にも相関性が認められる.

量を，表6に単位面積当りの汚濁負荷量を示したが，人為 また，後者の例とじては MBAS，BOD，大腸菌群数，

汚濁の少ない St. 1~St. 5に比べ，五日市町の市街地を NH3-N， N02・N などがある.

通過する St.6より下流でこれら負荷量は急激に増加し 前者の相関伎の高い成分については，単位商積当りの

ている.たとえば， St.4と St.5の負荷量合量に比べ， 負荷量と比流量の回帰直線を求め表8に示した.これら

St.6の負荷量は一般細菌数6.3倍，大腸菌群数4.9倍， の成分の中で溶性ケイ酸のみは St.1から St.8までの全

NHa-N 4.5倍， N02・N 3.4倍， MBAS 2.7倍， P043- 地点で比流量に対する単位箇積当りの負荷量は近似し，

2.5倍， BOD 1. 7倍など大幅な増加がみられる. 同様 人為汚潟による影響は認められていない.しかし，この他

に，単位面積当りの負荷量では一般細菌数 5.6倍，大腸 の成分では比流量に対する負荷量は流下と共に増大し，

菌群数3.9倍， NH3-N 3.9倍， N02・N 2.5倍， MBAS 明らかに人為汚濁による影響が認められている(図4);

2.3倍， P043- 1. 7倍， BOD 1.5倍となっている. そして Ca2ヘアルカリ度などのように地殻影響が強く，

4. 自然汚濁と人為汚濁 本川のように比較的清浄な St.3 (北秋)11)における負荷量が高い成分以外は St.1

河川の汚濁状況を把握するためには，自然汚濁と人為汚 における回帰直線を本)11の自然汚濁負荷量とすることが

潟の両面を考慮しなければならない.表7に各調査地点 可能と思われる. Na+， Cl-， N03-N， COD， P043ーに

ごとの単位面積当りの負荷量と比流量の相関係数を示し ついて， St. 1における回帰直線を自然、汚濁負荷量とし

た.先に述べたように，この河川における生活排水の流 て，本川下流部 (St.6-St. 8) の人為汚濁による負荷量

入量は極めて少ない.従って，この相関係数の高い成分 の割合を求めると Na+は約30%，Clーと N03-Nは約
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図 4. 比流量と負 荷 量 の 相 関 図 (1)

50%， CODは約60%，P043ーは約70%となる.また， 人為汚濁によるものと恩われる.

一般細菌数については St.1， St.2， St.5およびSt.8 次に，後者の相関性の認められない成分の中で， MB 

で比流量と負荷量の聞に相関性が認められ， St.1にお AS，大腸菌群数， NHa-N，N02・NはSt.1における狽u定

ける回帰直線 L=0. 55QA -6..82が自然汚濁による負荷 値が定量限界以下の場合が多く，自然汚濁による負荷は

量 CL，X 1010個 /km2/day) と考えられる (但し， QA ほとんどないものと考えられる.じかし， BODについ

は比流量，l/km2/s). しかし，この値は図5ー上に示さ ては St.1における負荷量が認められ，自然汚濁による

れるように，他の調査地点に比べかなり小さな値である 負荷があるものと思われる.洞沢14〉，芦部ら15〉，安田川

ため，他の調査地点で検出される一般細菌数の大部分は は BODの自然汚濁負荷量は比流量と相関し， それぞ
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図 5. 比流量と負荷 量 の 相 関 図 (2)

れ， L=0.06QA (山形県諸河川上流部)， L=0.0718QA と考えられる.よって，本川の BOD負荷量の人為汚淘

-0.1354 (千葉県印藤沼， 手賀沼流域)， L=0.064QA による割合を求めるため，表6に示じた単位面積当りの

-0.2 (兵庫県六甲山水系〕を与えているが，本川のSt.1 平均負荷量を用いた.すなわち，比流量の平均値は調査

における BOD負荷量は比流量との相関が認められなか 地点により 13~181/km2/s とやや開きがあるが， St.1 

った(図5一下). これはおそらく，彼らが自然汚濁に における単位商積当りの平均負荷量を自然汚濁による負

よる平常流量時の BOD濃度はそれぞれの場所により 荷量とすると，上流部の St.2， St. 3， St.4では人為汚

O. 44~0. 8mg/1としているのに対し，本川のよ流部の 濁による負荷量は認められず， St.5 (養沢JlI)と下流部

BOD濃度ほ O.2~0. 3mg/1でこの債が小さく，定量限 の St.6，St.7， St.8でそれぞれ 2.27kg/day，31. 5kg/ 

界以下の場合が多いことおよび n(n=6)が小さいため day， 65.5kg/day， 49.8kg/dayの人為汚濁による負荷



各調査地点、における単位面積当りの負荷量と比流量の回帰直線表 8.

淘i

St.8 

y=0.31xー 0.07 y=0.30x+0.93 y=0.35x+0.18 y=0.33x十0.36 y=0.30x十0.43 y=0.36x+0.76 y=0.41xー 0.76 y=0.43x+0.61 

y=O.71xー 0.37 y=0.72x+2.37 y=1.33x+3.10 y=1.01x+1.74 y=1.u1x+0.86 y=0.98x+2.53 y=1.03x+3.32 y=1.17x+1.79 

y=0.04xー 0.03 y=0.06x~0.04 y=0.09xー 0.25 y=0.07x-0.1l y=0.06x+0.u1 y=0.08xー 0.14 y=0.10x-0.16 y=O.llxー 0.11

y=5.85x-16.9 y=7.20x-14.8 y=9.05x-13.0 y=9.45x+2.40 y=9.15x-21.2 y=7.30x-5.u1 y=8.81x-14.2 y=8.80xー7.48

y=0.59xー1.20 y=0.63x+3.83 y=0.80x+2.77 y=0.81x十1.95 y=0.95x-0.36 y=0.84x+2.91 y=0.94x+3.83 y=0.99x+2.88 

y=0.05xー 0.37 y=0.05x-0.06 y=0.06xー 0.22 y = 0.07xー 0.14 y=0.05x-0.03 y=0.07x-0.27 y=0.12x-0.72 y=0.08x-0.07 

y=0.14x+0.13 y=0.24xー 0.33 y = 0.23x + 0.25 y = 0.18x + 0.54 y = 0.27x + 0.05 y = 0.25x + 0.60 y = 0.27x + 1.18 y = 0.29x + 1.05 

y=1.67x+0.95 y=1.62x+6.79 y=3.52x+4.49 y=2.36x+5.93 y=2.28x+3.18 y=2.36x十8.29 y=2.46x+6.96 y=2.69x+5.72 

y=0.66x+3.41 y=0.55x+4.47 y=0.65x+1.12 y=0.57x+2.62 y=0:63x+0.67 y=0.64x+1.90 y=0.66x+1.65 y=0.66x+0.98 

y=0.04x+0.13 y=0.05xー 0.21 y = 0.09xー 0.06 y=0:09x-0.06 y=0.09xー 0.13 y=0.09xー 0.15 y=0.l1x-0.29 y=0.10x-0.04 

y=0.07x+0.24 y=O.l1xー 0.07 y=0.13x+0.97 y=0.16x y=0.12x+0.26 y=0.10x+0.44 y=0.16x+0.17 y=0.14x+0.44 

y = 0.0018x + 0.003 y = 0.0023x + 0.02 y = 0.0042x + 0.02 y = 0.0037x + 0.02 y = 0.0058x + 0.004 y = 0.0044x + 0.04 y == 0.0055x十0.06y=0.0065x+0.002 

y=0.55x-6.82 y=4.08x-34.8 一一 y=6.57x-45.8 一 一 y=16.5x-117
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し，近時，流域住民のし尿は汲み取り式から次第に浄化

槽式(汲み取り式浄化槽のみが許可されているが，一部

吸込み処理が行なわれている〉に変りつつあること，団

地，事業所，福祉施設などの建設に伴う合併式浄化構の

増加，家庭雑排水の道路側溝を通じての河川放流など，

河川水に対する汚濁負荷要因は増大する一方である.ち

なみに，同じ多摩川の支川であり，人口30万人を超える

八王子市内を流れ，生活排水，産業排水の流入する汚濁

河川である浅川1，谷地)1仏大栗川の BOD負荷量19}を

もとに， 八王子市民 1人当Jりの年間負荷量を算出する

と， 3.31kg/人/年となるが"秋川では， 自然、汚濁負荷

量を除いた人為汚濁による BGD負荷量は1.19k9/人/

年となり，前者の約3分の 1に相当する.

和田20)は人口集積が進むほど汚濁物質の発生は大とな

り，それに伴う汚濁の流出量も大となることを指摘して

いる.今後，この河川流域の人口増加と共に汚濁負荷量

は急速に増加するものと予測される.放に，本川の汚濁

化を防止するためには，少なくとも，現在の汚濁負荷量

を増大させないよう現在実行されている汚濁防止対策の

完全な実施が必要と思われる.

結 論

東京の多摩地区を貫流する多摩川のー支川であり，清

流として知られる秋川について，その水質と汚濁状況に

ついて調査しy 以下の結論を得た.

(1)本川の水質は理化学的には良好で， BOD， COD， 

NH3-N， MBASなどは全調査地点で比較的低い値を示

す.しかし，大腸菌群数は多くの地点で本川の生活環境

に係る環境基準(類型A)を超え，細菌学的には汚染が

進行しているものと思われる.

(2)本川の上流部は石灰岩地帯であるため，河川水の主

成分は Ca2+と HC03ーであり ，Ca(HC03)2型の水質

型を示す.

(3)本川の上流部から中流部にかけては山岳地帯であ

り，人口密度も50入/km2以下であるので， 汚濁負荷量

のほとんどは自然、汚濁によるものと考えられる. しか

し，中流部から下流部にかけては人口密度も高くなり，

人為汚濁による負荷量の割合は次第に高くなっている.

(4)本川下流部 (St.6， St. 7， St. 8)の汚濁負荷量で人

為汚潟による割合は Na+，C卜， N03-N， COD， PO.3ー

でそれぞれおよそ30%，50%， 50%， 60%， 70%であっ

た.

(5)本川における BODの自然汚濁による平常流量時の

濃度は O.2~0. 3mg/1と考えられ，上流部 (St.2， St. 3， 

St.4)においては人為汚淘による負荷は認められない.

しかし，下流部 (St.6， St. 7， St.めでは BOD負荷量

の20~50%が人為汚濁によるものと考えられる.

(6)本川の自然汚淘による負荷量の回帰直線は次式によ

って与えられる.

Na+ L=0.31QAー 0.07

K+ 

COD 

L=O. 04QA-0. 03 

L=0.05QAー 0.37

C卜 L=O.14QA+0.13

N03-N L=0.04QA十O.13 

PO.3- L = O. 0018QA + O. 003 

但し， L・自然、汚濁負荷量(kg/km2/day)

QA:比流量 (l/km2/s)

(η本川下流部の流域住民の河川水に及ぼす BOD負荷

量は1.19k9/人/年であるが， これは附近の人口30万都

市内を流れる汚濁河川流域住民の BOD負荷量の約3分

の1に相当する.

今後，本川流域人口の増加と生活様式の近代化に伴

い，本川に対する汚濁負荷量は急速に増加するものと予

測される.本川の汚濁化防止のためには，現在の汚濁負

荷量を橋大させないよう，生活排水の直接放流の禁止な

ど現在実行されている関係機関の汚濁防止対策を完全に

実施することが必要と思われる.

謝辞 本調査にあたり，多数の資料を提供して下さい
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多摩地区浅層地下水の動向(第4報〉 小平市における定点調査

矢口久美子汽大橋則雄*，藤沢正吉汽友成正臣*

Qualitative Evaluation on Well Waters Collected in Tama District of Tokyo (IV) 

Monitor Research in Kodaira City 

KUMIKO YAGUCHI*， NORIO OHASHI*， MASAYOSHI FUJISAWA* 

and MASAOMI TOMONARI* 

Keywords:多摩 Tama，地下水汚染 groundwatercontamination 

まえがき

生活廃水による地下水の汚染は，古くからま日られてい

る.多摩地区においても1965年前後の都市化の波を境に

して急速に人口増加が進み，それに伴って地下水汚染も

進んできた.

我々は，汚染の実体を把握し情報を提供することは，

水行政上必要なことと考え， 1968年より井水の水質試験

依頼検体による調査結果を報告してきた. 1報において

当地区の地形とそれより推察される浅層地下水の形態を

示し，その水質は地形，地質よりも供給源に依存し，人間

の生活廃水が変遷の主な原因であることを報告した1)

2報では汚染の拡散と規模にふれへ 3報で若干の数的

処理を行った幻.

しかし，近年上水道の普及に伴って検査の依頼に地域

差が生じ，依顔検体だけでは適正な解析ができなくなっ

てきた.そこで，多摩地区において最も普遍的な武蔵野

様層に帯水層をもっ小平市に定点を設け， 1973年より定

期的な調査を行ったので報告する.

地形

小平市は多摩地区武蔵野商のほぼ中央に位置し，地形

的には青梅街道を境として北側は東北方面に，南側は東

南方向に傾斜し，平均匂配はそれぞれ1/200，1/270でベ

地下水の流れもほぼこれに沿うものと思われる.また，

全域の地下水位はほとんど10土 2mぐらいである日.

調査方法および項目

小平市全域にわたって，民間井戸67井を定点とした.

季節要因による変動をできるだけ避けるために，冬期を

調査時期とし， 1973年より 1978年にかけて年に 1回継続

子として塩素イオシ田を， これに伴う二次的なものと

して総硬度を指標とした. 塩素イオンは上水試験方法

(1970年版〉の硝酸銀法， 総硬度は EDTA法により測

定した.

結果および考察

1. 経年変化

調査期間中，年度による水質の差があるかどうかを検

定するために，塩素イオシと総硬度について分散分析を

行った.塩素イオンの分散比は20.90，総硬度は32.77で

あった.塩素イオン，総硬度の両方について，有意水準

1%以下で有意差を認めた.その差がどのように表われ

ているかを知るために，各年度におけるそれぞれの平均

値と平均の95%信頼区間とを図 1に示す.

1973年から1978年にかけて，塩素イオンの平均値は

24.3mg/1から 32.0mg/1に，総硬度は 89mg/1から

103mg/lに増加している. これを73年度を100とする指

数で表わすと，それぞれ131.7，115.7になる.次に，さ

らに長期間の変遷をみるために前報における測定値3) と

比較してみた.73年度の定点として選んだ井水と，依頼

検体の平均値とを比較した.依頼検体の塩素イオンの平

均値は 23.5mg/l，総硬度は 89mg/1である.どちらの

成分も定点観測の平均値の95%信頼区間の中に依頼検体

の平均値が含まれる.これにより依願検体も定点観測jの

井水も同じ集団に属しているとみなした.そこで前報に

おける測定値3) より， 1968年から1973年までの増加率を

求めてみた. 1968年を 100とした指数で表わす.塩素イ

ォγの平均値は17.3mg/1から23.5mg/lに増加し，その

指数は 135.8である.総硬度は 70mg/lから 89mg/lに

調査を行った. 増え，指数は 127.9である.73年を境とした前後6年間

調査項目は既報との比較のため，飲料適否試験項目を の増加率はほぼ等しい値を示す.10年という長時間の単

行ったが，生活廃水による汚染を最も特徴的に表わす因 位で汚染の進行をみると，汚染は一次直線の型で進んで

*東京都立衛生研究所多摩支所 190 東京都立川市柴崎町 3-16-25
* Tama Branch Laboratory， Tokyo Metropolitan Research Laboraωry of Public Health 
1ι25， Shibazakicho 3 chome， Tachikawa， Tokyo， 190 ]apan 
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いるようである.

2. 人口増加と汚染との関連

当地区には，プリジストシタイヤ工場と日立武蔵工場

がある.ブリジストシの工場および生活廃水は処理さ

れ，専用の水路を通って黒目川に放流されている.日立

塩素イオシおよび総硬度と人口密度との関係

年度別塩素イオンと総硬度の相関

図 :2.

表1.

1978 

0.47** 0.65** 0.66** 0.87** 0.67*ホ

** : p<0.'U1 

1977 1976 1975 1974 1973 

0.20 

報
一
間
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の廃水も同様に処理され国分寺市の野川に放流されてお

り，工場からの汚染は現在のところ認めていない.今回

の調査項目の塩素イオシ，総硬度の増加は単純な人口増

による生活廃水の増加によると考えられる.人口密度と

2つの成分についての関係を知るために相関関係を調

べ，最小二乗法による回帰直線を求めた.結果を図2に

示す.人口密度と塩素イオン，総硬度とはよい相関関係

を示している.

次に，年度別の塩素イオンと総硬度の相関を表1に示

す.相関関係は年を経るに従って高くなる傾向にある.

一般に，生活廃水による汚染を受けると廃水中の有機物

が分解して発生する炭酸ガスにより，土質中の成分が溶

出するといわれる.しかし土壌中に塩素イォγと総硬度

成分が相関関係をもって存在するとはあまり考えられな

い.それで，これらの成分の相関係数が大きくなってい

るということは，やはり当地区では生活廃水による汚染

が進行しているといえよう.

3. 汚染の拡散様式

図3に塩素イオ'Y，総硬度の百分率で頻度を表わした

ヒストグラムを示す.各年度による形の変遷をみると，

塩素イオシの場合①正規分布に近い形からピ{タを 2つ

持った形に移行し，再び正規分布の形にもどっている.

②パラツキは次第に大きくなっている.それに伴い分布

の形は鋭角なものから鈍角なものに移ってきている.こ

れらのζ とは汚染の進行が全市にわたって均一に進んで

いるのではなく，地域によって進行速度が異なっている

のではないかと考えられる.総硬度についても同様のこ

とがいえるが，塩素イオシよりもヒストグラムが不整で

ある.

次に，塩素イオシ濃度の推移図と1976年1月現在の町

別人口密度を図4に示す.78年度の平均値を基準にし

て，平均値土10%，それより濃度の大のもの，小のもの

の3段階に分けてプロットした.人口密度についても同

様に， 1978年 1月1日現在の市全体の人口密度土10%，

およびそれより犬のもの，小のものに分けた. 1974年，

76年， 78年についてそれぞれ調べたが，その分布はほと

んど同じであったので，中聞の年の76年分を示す.これ

らの図によると市の中央部，および青梅街道の北部は人

口密度が高く塩素イオン濃度も年々増えている.市の南

部の方は，人口密度が低く塩素イオシ濃度も増加が少な

い.学圏西町，東町，喜平町，上水南町では人口密度は

高いのに塩素イオン濃度が低い地域である.この地域は

1976年頃より下水道が完備しており，そのために塩素イ

ォγ濃度の増加が少ないのではないかと考えられる.市

の西部で青梅街道に沿って，すでに1974年から塩素イオ

シ濃度の高い地域がある.この地域は市内でも人口筏度

が低い地域であり，生活廃水以外の要因が考えられるが

原因は不明である.

まとめ

①小平市の浅層地下水の水質の悪化は人口増加による

生活廃水の増加が主であるが，西部地区の汚染は他の原

因もありそうである.

②岡市の水道普及率は99.0%であり，井戸水だけで生

活している家庭はごくわずかである.しかし，今回観測

に使用した井戸は市の災害時の緊急用井戸に指定されて

いるように，飲用に使用する場合もあり得る.また一度

汚染された井水はなかなか元にもどらない.我々の経験

で‘は， 1976年12月に狛江市でメッキ工場からクロムが流

出する事件円が生じたが，当時6価クロム濃度が1.7mg/l 

に汚染された井水は， 2年後の1979年3月においても，

0.009mg/lの6価クロムを検出している. そしてこの

濃度で、平衡状態を保っているらしく，最近の濃度の変動

は少ない.このような例からも弁水は極力よごさないよ

うに努めなければならない.一方， 1978年11月現在の岡

市のし尿処理方法は，汲取りが35.3%，単独し尿浄化槽

が47.0%，このうち浄化した水を地中に吸い込ませてい

ると考えられる未屈けの浄化槽がほぼ70%を占めてい

る.公共下水が17.6%である.下水道のある地域は人口

密度が高いにもかかわらず，塩素イオン濃度は低い.下

水道の完備が地下水の汚染を防ぐのに一番有効である.

謝辞本調査にあたり資料を提供された小平市役所防

災課の方々に深謝いたします.
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東京及び東京近辺の湖沼，池，濠において採集された Microcystisaeruginosaの毒性

渡辺真利代ベ大石真之ペ松本浩一*1

Toxicity of Microcystisα:eruginosαColIected from Lakes， Ponds and Moats 
in Tokyo and its Vicinity 

MARIYO F. WATANABEベ SHINSHIOISHI判 andKOICHI MATSUMOTO判

Keywords:藍藻 blue-greenalgae，毒性 toxicity，水の華 water-bloom，Microcystis 

緒
品

百

都内の公園池や濠をはじめとして，富栄養化の進行し

た湖沼や貯水池では，春から夏，秋にいたるまで表面水

が黄緑色に塁色するいわゆる“水の華"現象がしばしば

みられる.これは大部分藍藻と呼ばれる一群の藻類によ

って引き起こされるものであり，この藍藻のなかに家畜

や水鳥に対して有毒となる物質を含むものがあること

は， 古くから数多く報告されている1ー的. 日本において

は水の華状態となった藍藻を含む水を摂取したため，家

畜や水鳥などが死亡したという例はみられないようであ

る.しかしながら，近年水界の急速な富栄養化の進行と

ともに，人の飲料水源となる貯水池においても毒を有

すると報告されているものと同種の藍藻が出現してい

る5川. 1977年度に我々が行った 5か所の水域における

調査でも毒性のみられたものがあったり. 更に水域を拡

げた1978年度の調査結果について報告する.

材料と方法

藻体は表層水を直接又はプランクトシネットを用いて

採取した.実験室にもち帰り，メスシリシダ{に移しし

ばらく放置後，表面に浮上したものを再採取した.この

藻体を凍結乾燥した後，生物試験に用いるまで -20。で

保存した.生物試験に際しては，凍結乾燥試料を一定量

とり蒸留水を加え，ホモジナイザー(ポリトロン〉で磨砕

し，一晩5。に置いた後，遠心分離 (3，OOOr. p. m.， 20つし

た.その上清液を 0.2mlずつ，マウス (ICR系，体重

25~30g) に腹腔内注射した. またこの上清液に含まれ

る蛋白量とフィコシアニシ量を測定した8，9)• 

‘結果及び考察

藍藻の水の華のなかで，Microcystisによるものは各

地の湖沼や池などでしばしばまた長期間みられるもので

ある.この Microcystisが優占している水の奉より藻

体を採取しマウスに腹腔内投与した結果を表1に示す.

ここでは参考のため1977年の結果もあわせてのせてあ

る.表に示してある重さ(乾重量〉の藻体を 1mlの蒸留水

中で磨砕し遠心分離後得られた上清液を 0.2mlずつ投与

した.したがって，例えば，50mg/mlであらわされて

いるものは 1匹あたり 10mgを投与したことになる.

諏訪湖では1978年に5回の藻体採取を行ったが，いずれ

も1977年と等濃度では毒性が認められなかった.少し高

濃度 (67mg/mめでは， 10匹中7匹の死亡がみられた時

期もあった.津久井湖及び相模湖の試料では，50mg/ml

の濃度で投与した10匹全部が死亡した.生存時聞は大部

分のものが 1時間前後であった.しかし，相模湖から採

取した藻体を投与したものでは， 3 回の時期とも 5~21

時間であった.Gorham10)によれば，この生存時聞が 1

~2 時間として効くものを fast-death factor，数時間~

1日で効くものを slow-deathfactorとし，後者を細菌由

来のものとして報告しており，相模湖からのものは原因

物質が違う可能性も考えられるであろう.また Hughes

ら11)によって述べられている convulsivejump とか

dragging of hind legsのような症状はみられず， あま

り特徴のないまま動きがにぶくなり死亡している.前

報7)で報告したように1977年の諏訪湖の試料では50mg/

mlの1/2濃度でマウスの死亡はなく ，50mg/mlを毒

性のみられる最低濃度とするとこれはおよそ 330~40(}

mg/kgに相当する.Konstら12)は培養した M.aerugi同

nosaで 160mg/kgがマウスを死亡させるのに必要な

最としており，我々がここで得られたものよりは毒性が

少し強いようである.

表 lで用いた試料はし、ずれも M.aeruginosaが優占

種であり，藻体として95~99%はこれによる.一方，諏

訪湖の試料の例では，時期により毒性の強さは異ってい

*1東京都立衛生研究所環境保健部水質研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
*2同毒性部薬理研究科
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 Japan 



244 Ann. Reρ. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 30-1， 1979 

Table 1. Toxicity of M. aeruginosa coll巴ted

from Lakes， POrids and Moats in 
Tokyo and its Vicinity 

Source of bloom Date Concentration Mortality 
mg/ml 

Lake Suwa 21. 7. 77 50 9/10 

19.6.78 50 0/5 

67 0/10 

24.7.78 50 0/5 

67 0/10 

11. 8. 78 50 0/5 

67 7/10 

25.8.78 50 0/5 

67 0/10 

19.9.78 50 0/5 

67 0/10 

Lake Kasumi 26.7.78 50 0/5 

100 0/10 

Lak巴 Tega 14.8.78 50 0/5 

100 0/10 

Lake Inba 14.8.78 75 0/5 

Lake Tsukui 3.7.78 50 10/10 

26.9.78 50 10/10 

Lake Sagami 3.7.78 50 10/10 

11. 8. 78 50 10/10 

27.8.78 50 10/10 

Pond Senzoku 16.6.78 50 9/10 

Pond Shinobazu 22.6.78 50 2/4 

Pond Himonya 9.6.78 50 0/5 

100 0/10 

7.78 50 0/5 

71 0/10 

Moats around Imperial Palace 

Ushigafuchi t:';':，; 23. 8. 77 50 0/10 

Chidori 23.8.77 50 0/10 

Hibiya 23.8.77 50 0/10 

Hirakawa 18.8.78 43 0/5 

100 0/5 

Tenjin 18.8.78 43 0/5 

Chlorella 50 0/10 

Distil!ed wa ter 0/10 

る.またある水域から同時期分離されたM.aeruginosa 

でも株によって毒性のあるものとないものがあることが

報告されている10) そこでまず毒性の有無と藻体の生理

的状態との関連を調べるため，水抽出液の蛋白量と水溶

性の光合成色素であるアイコシアニ γ量を測定した(表

2 ). フィコシアニン量は培養条件下で， 細胞の活性が

Table 2. The Amounts of Protein and Phycocyanin 

in Water Extracts of M. aeruginosa 
collected from Lakes， Ponds and Moats 

Source of Date Protein Phycocyanin Toxicity 
bloom mg/g d. w. mg/g d. w. 

Lake Suwa 21. 7. 77 133 18.5 

19.6.78 263 37.4 

24.7.78 215 39.9 

11. 8. 78 201 37.2 

25.8.78 186 23.9 

19.9.78 180 29. 7 

Lake T ega 14. 8. 78 186 43.2 

Lake Tsukui 3.7.78 116 21.0 

Lake Sagami 3. 7. 78 142 14.3 

11.8.78 113 19.1 

27.8.78 179 24.8 
Pond 

87.2 33.2 Senzoku 16. 6. 78 

Pond 
41.9 8.1 Himonya 9. 6. 78 

7.78 127 15.8 

Moats around Imperial Palace 

Hirakawa 18.8.78 132 2.2 

Tenjin 18.8.78 163 4.2 

O

ム

ム

ム

0

0

0

0

0

 

高い時期に多く含まれると報告1めされているものであ

る.各々の値はもとの乾重量あたりに換算してある.ま

たこの表では，50mg/mlの濃度で毒性が確認されたも

のにはOを，更に高濃度にした場合に毒性がみられたも

のにはムをつけてある.諏訪湖から採取したもので、は，

一般に蛋白量及びフィコシアニ γ量とも多く，活性の良

い状態にあるものと思われるが，特にここで測定した 2

つの量と毒性の有無に関して直接的関係は認められなか

った.

現在までのところ，東京都内と近辺の10余りの水域か

ら採取した Microcystisの毒性を検討したにすぎない

が，そのなかでも約半分の水域からのものに毒性がみら

れた.しかしながら，諏訪湖と津久井湖からのものを腹

腔内注射したのと等量を経口投与したものでは，マウス

の死亡はみられなかった.ここで示されたような毒性を

もった藻類を直接人体にとりこむことはないと思われる

が，今後，周閤の水に対して特に分解時においてどれだ

け溶出するかが問題として残るであろう.更には，この

種の藻類の異常増殖がおこらないような水域環境を現出

させることが最も必要なことと考える.

謝辞本研究を実施するにあたり，いろいろと御便宜

をはかつていただいた信州大学理学部付属諏訪臨湖実験
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皇居内濠群の水質(第2報〉 植物ブランクトン量と懸濁態有機炭素量の変動

渡辺真利代汽松本浩一*

Water Qualities of Inner Moats around the Imperial Palace (11) 

Variations of the Amounts of Phytoplankton and Particulate Organic Carbon 

MARIYO F. W AT ANABE* and KOICHI MATSUMOTO* 

Keyword自:濠 moat，富栄養化 eutrophication，植物プラ γグトン phytoplankton，懸濁態有機炭素 particulate

organic carbon 

緒 言

近年の水界の急速な富栄養化現象は濠においても例外

でない.特に濠は都市の中央に位置しまた水深が浅く面

積も比較的小さいという点から，富栄養化は急速に進む

ものと考えられる. 倉茂1)によるとすでに 1930年代に

Microcystis aeruginosaが皇居濠においても出現して

いるが，細胞数は少なく当時は水草も繁茂していた.し

かしその後の草魚の放魚やそれに伴った水草の減少・消

滅により藍藻の水の華が毎年4月末からみられるように

なってしまっている.濠水は景観上良好な水質が望まれ

るだけでなく，地震等の緊急時に際し飲料水としても使

用可能な水質であることが望ましい.

皇居の濠のなかで，外濠については69年度から当研究

所により継続調査がなされている幻が，内濠について

は，昨年我々が行った調査のみめである.更に引き続い

て行った1978年度の調査結果をあわせ，植物プランクト

シ量と有機態炭素量について検討した.

調査時期及び地点

調査は1977年5月26日， 8月24日， 11月24日， 1978年

2月24日， 5月26日， 8月18日， 11月24日， 1979年2月

14日に行った.調査を実施した濠は，吹上大池(St.1)，

上道潜濠(St.2)，中道瀦濠(St.3)，下道潜濠(St.4)，蓮

池濠(St.5)，乾濠(St.6)，平川濠(St.7)，天神濠(St.8)， 

ニノ丸池(St.9)であり，調査地点の概略図は前報3)に報

告した.

調査方法

採水は各濠の中央部付近で表問水について行った.実

験室にもち帰った後，試水をグラスファイパーろ紙でろ

別し， Strickland & Parsonsの方法的によりクロロフ

ィル a量を定量した.また試水をあらかじめ5000で焼い

たグラスファイバーろ紙でろ別後，ろ紙上のものを懸濁

態有機炭素とし CHN コ{ダ~ (柳本 Co.)で定量し

た

結果及び考察

植物プランクト γの現存量をあらわすものとして測定

したクロロフィル a量〈以下 ch1.aとする〉の変化を図

1に示す.いずれの濠とも8月にMicrocystisaeruginosa 

が出現しており，この時期に ch1.a量が多くなる濠が

多い.しかし，M. aeruginosaは1978年の 8月の調査

時で比較すると， St.7では 4.8x 104/ml， St.8では

6. 8x 104/mlの細胞数であるが， St.1では 2x103/ml，

St. 3では 4.3x 102/ml， St.5では 4.2 x 102/ml， St. 9 

で1.4x102/ml，その他は 50以下/mlと大きな差がみ

られた. St.2 及び 4 は年間を通じて水深が 20~40cm

と浅く，ハスが繁茂している濠である.特に St.2ではハ

スの繁茂の著しい時期に植物プランクトン量が少なくな

っているが，ハスが枯死した後に，著しく高い ch1.a量

が測定された.ハスの繁茂は植物プランクト γの増殖に

不可欠な光をさえぎるのみではなく，植物プラングトン

の増殖を阻害する物質をだしている可能性もある日. し

かし枯死に際しては，周囲水界に逆に栄養塩を放出し，

更には空気中の二酸化炭素より作った多量の有機物を濠

の底に蓄積することになるので，ハスは適当に間引きし

てやらねばならないだろう. St.6においても，一部に

はハスの進入がみられるが，水深が 1m以上あるためヒ

シやサγショウモもみられ，それゆえ植物プラ Yグト γ

量も少ないと考えられる.この St.6と同程度の ch1.a 

量の変化を示しているのが St.5と St.7であり，両濠

とも水深が 1m以上あることが効いていると思われる.

次に植物プラシグトシ量と懸濁態有機炭素量〈以下

POCとする〉との関係をみたのが図2である.POC及び

ch1. a量とも変動の少ないのは St.5であり， 次にSt.6，

St.9の順となっている.逆に変動の大きい濠としては

St.2と St.8が挙げられるであろう. この両濠とも水

*東京都立衛生研究所環境保健部水質研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

2←1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 
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深が非常に浅いことが，変動の大きい原因として考られ

る.また St.7では図 1において示されたように chl.a 

量の変動が小さい濠だが，これに比較して POC量の変

動はずっと大きく，組物プランクトン由来以外の POC

の占める割合が高いと考えられる.

ここでは chl.a量及び POC量からみた各濠の富栄

養化の現状について検討した. 得られた chl.a量を坂

本の報告6) している湖沼型にてらしあわせでみると，典

型的な富栄養湖といわれる霞ヶ浦や諏訪湖とほぼ同じ値

を示していた.また内濠で測定された chl.a量の最高値

の範囲は 32.7~1 ， 080μgjl であったが，これは松本城の

濠円の 124~424μgjl や皇居外濠の 45~175μgjl に比

べると，変動の範囲は大きいものといえる.すなわち内

濠のなかには，比較的富栄養化の進んでいない濠から，非

常に進んでいる濠とがあり，その聞の差は他の濠群に比

較して大きいということである.また内濠の POC量は，

やはり諏訪湖町や霞ヶ浦町と同程度かもしくはそれ以上

というところであった.内濠のなかでは，蓮池濠(St.5)

や乾濠 (St.6)のような深度があり，またヒシのような

浮葉植物が生育している濠は，当商現状のままで良いと

思われるが，問題は浅い上道潜濠 (St.2)，下道濯濠

(St.4)，‘天神濠"くst.8)であろう.天神主裂は平川濠の漏

水防止工事の完成に伴い， 1979年の 5月には水深が 1m

以上になってきているが，ハスの繁茂している上・下両

道潜濠については，深さの確保ができないとすると何ら

かの形でハスを除去することを考えねばならないだろ

う.確かにハスの繁茂している時期には，水質そのもの

は良好に保たれているのだが，枯死する時期にはその植

物体の炭素や窒素・燐などが濠水に負荷としてかかって

くる.従って枯死体をまずは除去してやることが必要で、

あろう.更には，望ましい濠の状態としては，ヨシやオ

ギなどの抽水植物が進入できないような一定の深度があ

り，ガガブタ・ヒシのような浮葉植物やフサモ・クロモ

といった沈水植物が存在できる水質ではないだろうか.

謝辞本研究を実施するにあたり御便宜をはかつてい

ただいた宮内庁管理部庭園課の方々に謝意を表します.
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都内陸水の生活環境に関す{)調査研究(第10報)

善福寺川に生息する 2種のユスリカ幼虫の低濃度溶存酸素に対す忍耐性

大野正彦汽松本浩ーへ藤野 尚**

Limnological Studies on the Inland Waters in the Metropolis of Tokyo (X) 

Studies on the Tolerances of Two Species of Chironomids Larvae 

to Low Dissolved Oxygen 

MASAHIKO OHNOペKOICHIMATSUMOTO* and T AKASHI FUJINO** 

Keywords:ユスリカ chironomid，耐性 tolerance，呼吸 respiration，溶存酸素 dissolvedoxygen 

緒 言 1. DO低濃度に対すg耐性実験

神田川水系善福寺川の中流部と下流部では，ユスリカ 1) 実験 1 300ml容の SPC(SuperPrecise Coating) 

の優占種が異なっていた1) 中流部の春日橋附近の水域 三角フラスコに 5-6段階の異なったDO濃度の試水と

ではセスジユスリカ Ch.yoshimatsui Martin & Sublette ユスリカ幼虫各10個体ほどを入れる. 三角フラスコに

が高密度に生息し，大宮橋附近の流域ではツヤユスリヵ SPC撹伴、ンールを結合させ， フラスコを恒温槽に浸し

類 Cricotoρusbicinctus Meigen， Eucricotoρus (Iso・ た.、ン{ノレ上部をジャーテスタ{に結び，下部に付けた

cladius) sylvestris groupなどが優占していた.ユスリ プロペラを 1分聞に60回転させ(流速 5-10mm/sec程

カ類の分布に夜間の溶存酸素(以下DOと称す〉濃度の 度〉陪条件下， 200 に保った (Fig.1).実験は8時間行

減少が大きな影響を及ぼしていると考えられたが，実験

的に証明していない.ユスリカ 2種，Ch. yoshimatsui 

及び Cr.bicinctusの低濃度溶存酸素に対する耐性を調

べ，呼吸量(酸素消費量〉を測定し，善福寺川における

両種の分布と夜間のDO濃度の減少程度について検討を

行なったので報告する.また，参考として，水質汚濁域

や止水に多く生息するミズムシ Asellushilgendorfii 

Bovalliusと， 水質が比較的清(?1Jな流域に生息するウル

マージマトピケラ Hydroρsycheulmeri Tsudaの呼吸

量も測定したので併せて述べる.

採集

Ch. yoshimatsuiは善福寺川春日橋附近，石神井川向

屋敷橋附近の水域で，Cr. bieinctusは大宮橋附近で

1978年夏期に採集したものを実験に用いた.Asellus 

hilgendorfii は77年10-11月に春日橋，Hydropsyche 

ulmeriは77年11月に秋川秋留橋附近で採集したものを

用いた.

これらの底生動物を現地の水とともに持ち帰り，流水

式飼育槽で 1-2日間， 200 で順化 (acc1imation) さ

せ，実験に用いた.原則として採集してから 7日以上経

過したものは実験に用いなかった.

Stirring Apparatus 
Uquid 5回 1.SPCJoint 

Propeller 

Experimental Animal 
Substrate 

Fig. 1. Respiratory Vessel 

*東京都立衛生研究所環境保健部水質研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
2ι1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 

**臼本大学農獣医学部水産学科



Activities of Two Species of Chironomids Larvae at Various Dissolved Oxygen Concentrations in Wat巴rTable 1. 

Ch. yoshimatsui 

No. of 

Experimental 

Animal 

*Recovery of 

Ch. yoshimatsui 

after the Experiment 

Exposure Time (Hour) D. O. Concentration 

at the End of the 

Experiment 

D. O. Concentration 

at the Beginning of 

the Experiment 
8 hrs 

7.50 mg/l 

2.75 

1.15 

0.64 

0.24 

凸
リ

n
u
n
u
n
u
n
u

噌

E
4

噌

E
4

守
E
目

白

噌

BE-

唱
E
品

all AL， 2 pupae 

a11 AL， 1 pupa 

all AL， 1 pupa 

all AL， 1 pupa 

all AL， 2 pupae 

3 hrs 

all AC all AC 

all AC all AC 

all AC al1 AC，1 larva pupated 

all UN  all UN  

all UN  all UN  

2 hrs 

all AC 

all AC 

all AC 

all UN  

all UN  

1 hr 

all AC 

all AC 

all AC 

all UN  

all UN  

7.68 mg/l 

3.33 

0.84 

0.78 

0.46 

知}

切ト
Cr. bicinctus 

No. of 

Animal 

和~Recovery of 

Cr. bicinctus 

Exposure Time (Hour) 

2 hrs 4 hrs 

D. O. Concentration 

at the End 

D. O. Concentration 

at the Beginning 
童書

宝日
8 hrs 1 hr 

4有

識

曲
目

l
H

・
H
由
J

可
申

9 

10 

9 

all AL， 1 pupa 

all AL， 2 pupae 

all AL， 1 pupa 

all AC， 8 larvae 
built nests， 1 pupa 

all AC 
2 nests， 1 pupa 

1 nest， 1 pupa 

all UN  
vigorously 

3 larvae. IN 
the other， SL 

all AC 
2 nests 

all AC 

actIve 
or stillness 

all UN  

all AC，2 lar-
vae built nests 

all AC 

actIve， 
crawling 

all UN  

all AC 

all AC 

actIve， 
crawling 

actIve， 
crawling 

all SL 

8.87 mg/l 

2.88 

2.59 

8.87 mg/l 

3.49 

2.97 

9 all AL， 2 pupae 1. 66 1. 61 

9 all AL， 4 pupae 

1 larva， found dead 
1 was moribund 
the other， active 

1 larva， IN 
the other， SL 

all SL 0.99 0.99 

11 all IN 
1 larva， SL 
the other， IN 

9 larvae， IN 
21arvae， UN  

9 larvae， IN 
21arvae， UN  0.63 0.38 

1 larva， moribund 
the other， active all IN all IN 

8 larvae. IN 
21arvae， UN  

N
印
H

10 

Note AC: fully active， UN: undulating， SL: sluggish， IN: inactive (motionless)， AL: alive 

* : observations after 12 hours since the end of the experiments 

** : observations after 18 hours 

all IN 0.65 0.16 
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Effects of Low Dissolved Oxygen on Activities of Two Species of Chironornids Larvae Table 2. 

一D.O. ャcconcentrationat the _heginning♂ oL the experirnent c was 0.2c rng/l 

Ch. yoshimatsui 

Exposure Tirne 
(Hour) 

h
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.
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F・
NV-
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叶
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Rernarks 

23 

28 

All larvae were crawling. 

All were sluggish. Air bubbles forrned on their bodies. 

Sluggish. Alrnost larvae rose due to the bubbles. 

Sluggish. Sorne of thern stirred after violent shaking the flasks. 

4 larvae (13%) were cinactive arnong 30 individuals. The other were sluggish. 

D. O. concentration was 0.07 rng/l. All larvae recovered， when dissolved oxygen 

was saturated by bubbling the wateI'. 

D. O. concentration was 0.03 rng/l. 

18c larvae (90%) were alive and 16 (80%) built nests arnong 20 individuals， 

when dissolved oxygen was saturated by bubbling the water. 

宅

i
9
A
M
q
o
n
O

只
U

D. O. concentration at the beginning of the experirnent was 0.1 mg/l 

Cr. bicinctus 

Exposure Time 
(Hour) 

All were inactive， lay on the bottom. 

All were inactive， lay on the bottom. 
Inactive. 3 larvae (15%) rose due to the bubbles arnong 20 individuals. 

Inactive. D. O. concentration was 0.09mg/l. 

2 larvae (15%) built nests， 3 (23%) were moribund， 8 (62%) showing no sign of life， when 

dissolved oxygen was saturated by bubbling. 

No sign of life evident in any of larvae. 

Rernarks 

1

3

6

8

5

 
T--

21 
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ない，経時的に実験個体の活動を観察した.実験終了

後，空気を通してDO濃度を回復させ，泥iを与え，その

2時間後に巣を造る個体数を調べた.

2) 実験2 DO濃度が極めて低い (0.1， 0.2mg/l) 

河川水を 100ml容DOピンに実験個体とともに入れ，

密閉し，恒温槽に浸し，前述の実験1と同様に経時的に

活動を観察し， DO濃度を測定した.長時間低濃度にさ

らしたものについて濃度を回復させ，その生存率，巣を

造る個体の数(割合〉を調べた.

2. 呼吸量の測定

前述の三角フラスコに撹伴シールを結合させたものを

呼吸室とした (Fig.1).実験を次のように行なった.

i)酸素が充分含まれている水 250ml とユスリカ，

泥及び付着材(減圧煮沸して間際の気泡を取り去りよく

あくを出させた 1片が 1cm程度のセメントでできた立方

体〉を 3ないし 4個を三角フラスコに入れ，捜t半シ{ぐレ
を結合させ， 1時間， 200，暗条件下でプロペラ.を 1分間

に60回転させ，巣を造らせる Asellusの実験もほぼ同

じような操作を行なった.HydroρsycheでI'l;泥を入れ

ず，プロベラを 1分間に100回転(流速 10-15mm/sec)

させ，巣を造らせた.

ii)サイホンで水を取り出し， 窒素ガスで 7，4， 1， 

0.5， 0.25mg/l程度のDO濃度にした河川水を入れる.

1分聞にプロベラを60回転 (H:ydroρsycheでは 100回

転〉させる.実験個体の入れていない三角フラスコも同

様な処置を行なった.

iii) 1時間後に水を取り出し， ii) とDOがほlぎ同濃

度の水，265mlを入れ，窒素ガスで酸素を取り除いた流

動パラフィンを重層し，プロベラを回し， 200晴条件下、

で2-5時間，実験を行なった.実験個体，泥の入って

いない三角フラスコも同様の処置を行なった.これをブ

ランクとしTこ.

iv)別に泥などの酸素消費量を求めておく.

v)所定の実験時間後，三角フラスコの試水をサイホ

ンで 100ml容のDOピンに移し， ウインクラー法〈ア

ジ化ナトリウム変法)でDOを求めた.

vi)実験個体及び泥の入っているものとブランクとの

DOの差を求め，実験個体，泥の酸素消費とみなす.泥

の酸素消費を補正し， ユスリカ類など実験個体の乾重

(800，24時間)19l時間当りの酸素消費量 (mgOdd.w./

hr，以下，呼吸量と称、す〉を求めた.

実験開始時と終了時のDO濃度の中間の値を実験個体

が呼吸している時のDO濃度〈実験時のDO濃度〉とし

た.低濃度の実験においては呼吸室に空気の侵入があ

り，開始時と終了時のDO濃度はあまりかわらなかっ

た

実験に用いた Ch.yoshimatsui， Cr. bicinctusは終

令幼虫で， 体長， 1個体の平均乾震は各々 12mni4x 

10-4g， 4mm 9 x 10-5gであった.Asellus hilgendoげが，

Hydroρsyche ulmeriの1個体の平均乾重は 3xlu-3， 

4x 10-3gであった.

結果

1. DO低濃度に対する耐性実験実験lの各DO濃度

におけるユスリカの活動状態は Tab!e1に示した.<Ch. 

yoshi押wtsuiはDO濃度がl.15ー 0.84mg/lでも7.5mg

/1の時と同じような活動を示し，ゆっくり這い回り，時

には体を左右に動かし (Tab!e1で，この状態を 'fulJy

active と表現した)， 中には摘になるものさえいた.

0.64ー 0.78，0.24ー 0.46mg/lでは盛んに体を波状に動

かす波動運動 (undu!ation)が観察された.実験2で低

濃度 (0.2mg/l) の試水に入れた Ch. yoshimatsui 

は，実験を始めてから 2時間ほど経過すると，動作が緩

慢になり"体に気i包が付き始め，大部分が浮き上がるよ

うになった(Tゆ!e2). しかし，溶血 (Hamolymphever-

lust)2lせず，鮮かな赤紅色のままであった. 実験を始

めてから 8時間後 (0.07mg/l)，空気を通し， DO濃度

を飽和状態にさせると，すべてが活動し始め，巣を造っ

た. 23時間後にはDO濃度が 0.03mg/lになり， 28時間

後に空気を通しDO濃度を高めると，巣をつくるものは

総数の90%であった.

実験1において Cr.bicirzctusはDO濃度がl.6mg/1 

で激しく波動した.1mg/1で動きが緩慢に，O. 38-0. 63， 

O. 16___:_O. 65mg/lでは動かず，正しい姿態を保てず，底

部に体を横たえた. DO濃度を回復させても，低濃度に

おいた個体の一部に死んだり動かないものがみられた.

また，実験2で低濃度のDOピン中に15時聞入れたもの

はDO濃度を高め飽和状態にさせても， 13個体中2個体

(15%)しか巣を造らず， 21時間おいたものはすべて死

亡した.

2. 呼吸量 Cr. bicinctusの乾重191時間当りの酸素

消費量(呼吸量〉は Ch.yoshiηwtsuiの2倍であった.

DO濃度が大きい時の Ch.yoshimatsui， Cr. bicinctus 

の呼吸量は Konstantinov引が報告している， それぞれ

の近縁種，Ch. dorsalis， Cr. gr. sylvestrisのそれと

ほぼ等しかった. DO濃度が減少するにつれての両種の

呼吸量の減少程度は類似していた. DO濃度が 7mg/1

の時の呼吸量を 100とすれば， 4， 1. 5， 0.7; 0.2mg/1で

75， 50， 25， 8であった. この曲線の形態は Wa!she4l

の報告している止水 (stagnantditch) に生息するユス

リカの溶存酸素一呼吸量曲線の型と，流水 (stream)に
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考察

DO濃度が減少するにつれ，ユスロヵ幼虫の活動状態

は以下のように変化すると思われる. DO濃度が高い時

にはゆっくり這い回り，中には泳いだり体を左右に動か

しているが，酸素が欠乏しはじめると，波動運動をする

ようになる.そしてより低濃度になると，動きが緩慢に

なる.最後には動かなくなり，付着材 (substrate)につ

かまることができず，側面を下にして底部に横たわるよ

うになる.動きが緩慢になる時の濃度をユスリカの酸素

欠乏に耐えられる限界の濃度と考えると，Cr. bicinctus 

では lmg/lであろう.• Ch. yoshimatsuiは0.24-0.46

mg/lでも波動運動を行ない，耐えられる限界のDO濃

度はそれ以下にあるものと思われる.

春日橋附近の水域では夜間に水草，付着物，底泥など

Fig.2. 

生息するユスリカの曲線の型の中間であった.また，こ

の曲線は， .Konstantinov町の測定した Ch.dorsalis (広

範な環境の水域に生息し， 汚濁水域によく出現する町〉

のものと似ていた. (Fig.2) 

しかし， DO濃度が低下するにつれての河種の呼吸量

の減少程度は似ているにもかかわらず，そのDO低濃度

に対する耐性にちがいがあった. Ch. yoshimatsuiは

lmg/l以下で盛んに波動運動を行なっていたが，Cr. 

bicinctusはその濃度でほとんど動かず， 三角フラスコ

の底部に弛緩した状態で横たわっていた.

Asellus hilgendorfiiの呼吸量はDO濃度が減少して

も急激に落ちず， independent type的であった.Hydro-

ρsyche ulmeriは直線的に低下し， dependent type引で

あった.
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の酸素消費による DOの急激な減少が見られた.1977年

9月の春日橋でDO濃度が 1mgjl，0.5mgjl以下の状

態が各々10，9時間ほど続いた.また，同年10月の春日

橋では22・00に1mgjl以下になった.しかし，同時に調

査した大宮橋では 21:00に 6mgjl，24: 00に3mgjlで

あった1) 低濃度の試水に入れた Cr.bicinctusの実験

個体にDO濃度を飽和状態に回復させても動かず巣を造

らないものが見られたことから，春日橋あたりの水域は

この種にとってあまり好適といえないように思われる.

また， 大宮橋の流域の夜間のDO濃度は Cr.bicinctus 

の活動にあまり影響を及ぼさないように思われる.野

外の調査結果とこれらの実験から，善福寺川における

ユスリカ類の分布にDO濃度が大きく関与していると確

認できた.

Ch. yoshi押wtsuiはDO低濃度時に体に気泡を付け，

浮き上がるものが多かった. DO濃度が高い水表面へ移

行でき， DO低濃度に耐性があるばかりでなく，このよ

うなしくみで，酸素の欠乏しやすい環境に適応している

ように思われた.

以上述べてきたように， 2種のユスリカにDO低濃度

に対する耐性にちがいがあった.しかし， DO濃度が低

下するにつれての両種の呼吸量の変化はほぼ等しかっ

た.これは，呼吸量の低下とその種の低濃度に対する耐

性を直接に結びつけられるものではないことを物語る.

その理由の 1つには，種による生理的な特性のちがい，

すなわち，時F吸以外の代謝経路(嫌気的な反応など〉を

用いる種や，呼吸機能，活性を低下させ，酸素の欠乏し

やすい環境に適応している種の存在が考えられることで

ある.また， 2つには，種により生命維持に必要な酸素

要求量が異なることがあげられる.Ch. yoshimatsuiは

酸素要求量が少ないか，または何らかの形で呼吸量の減

少をうめあわせて活性を保ち，Cr. bicinctusには，その

能力が不足していると息われた.

摘 要

1. セスジユスリカChironomusyoshimatsui Martin 

& Subletteとツヤユスリカの一種Cricototusbicinctus 

Meigenの低濃度溶存酸素に対する耐性とその呼吸量に

ついて調べた.

2. Ch. yoshimatsuiは溶存酸素の欠乏に強い. DO 

濃度が O.lmgjlで体に気泡がつき始め，浮き上がりや

すくなり，水表面近くへ移行できる.酸素が欠乏しやす

い環境に適応していると思われる.

Cr. bicinctusはDO濃度が 1mgjlで動きが緩慢に

なる.0.38-0.63， O. 16-0. 65mgjlで動かなくなり，

付着材 (substrate)につかまれず，底部に横たわり，こ

の濃度では酸素欠乏に耐えられないと思われた.

3. 夜間の溶存酸素濃度の減少が善福寺川のユスリカ

類の分布に大きく関与している事が確認できた.

4. 溶存酸素濃度が低下するにつれての呼吸量の減少

の程度は両種に差がなかった.

5. 低濃度溶存酸素に対するユスリカの耐性と呼吸量

の関係について考察を行なった.

謝辞 ユスリカが巣を造るか否かで溶存酸素低濃度に

対する耐性を判定する方法を教えて下さった国立公害研

究所佐々学所長，呼吸量の測定方法について助言を賜っ

た国立公害研究所計測技術部森田昌敏博士に深謝いたし

ます.
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都内陸水の生活環境に関す{)調査研究(第11報〉

善福寺川に生息するセスジユスリカの年聞の世代数の算定

大野正彦*， 松本浩一*

Limnological Studies on the Inland Waters in the Metropolis of Tokyo (XI) 

Number of Generations per Year of Chironomus yoshimαtsui (Diptera， Chironomidae) 

in the River Zempukuji 

MASAHIKO OHNO* and KOICHI MATSUMOTO* 

Keywords:生活史 lifehistory，世代 generation，有効積算温度(有効温量)thermal cons.tant， 発育限界温度

threshold of development，ユスリカ chironomid

緒 言

セスジユスリヵ Chironomusyoshimatsui Martin & 

Subletteの大量発生防除のため， 78年に総計55t程度の

薬剤が神田川水系に頻繁に散布されている.しかし，薬

剤の適正な量及び散布頻度についてほとんどわかってい

ないのが現状である.薬剤散布を効果的に行なうために

はセスジユスリカの生態，特に生活史を調べる必要があ

ると思われる.前報1)にひき続き，善福寺川に生息する

セスジユスリカの生態について調査を行ない，その産卵

時期，年聞の世代数について若干の知見が得られたので

報告する.

調査地点・調査方法

調査地点として善福寺川中流部の大宮橋附近の水域を

選んだ.護岸は水面に対して傾斜しているが(Fig.1.A) 

一部に長さ 5m位の垂直な護岸 (Fig.1.B)があり，そ

の水際にユスリカの集中的な産卵がみられた. 1976年9

月から 77年12月まで 3-4日の間隔で主に 18時ごろ，

“垂直な護岸"の幅 50cmに産みつけられたユスリカ類

の卵塊を削ぎ落とし，セスジユスリカの卵塊を数えた.

常に同ーの護岸部を調査した.

結果及び考察

'76年には 9，10， 11月の各上旬に産卵のピ{クがあ

った '77年の調査では 3月中旬から 12月上旬まで産卵

があり，降雨のため調査不能であった夏期を除き，ほほ.

1ヶ月ごとに産卵のピ{クがあった (Fig.2). この産卵

のピークは各世代が多量に羽化したことによることが以

下の 3つの事柄から考察できる.

1. セスジユスリカの雌の成虫は羽化 2-3日後に交

尾して， 1世代1回の産卵で1卵塊を産出する.

2. 1976年9月の台風によって善福寺川のユスリカの

個体群は壊滅的な被害を受け，それ以降，個体数の急激

な増加がみられ，世代が重複していなかった.

3. 他のユスリカ，主に Orthocladiinae の産卵状況

がセスジユスリカと異なり (Fig.3)，天候がセスジユス

リカの産卵周期に大きく影響しているとは思われなかっ

た.

このピ{グの数から世代数が算定できるように恩われ

た.

代田2)の資料から，セスジユスリカの成長と温度との

関係のグラフを作った (Fig.4).成長速度は温度〈水温〉々

と一次関数の関係(直線関係〉にあり r=0.952で相

関が大である.発育限界温度を求めると2.50であった.

なお，この種の成長と温度についての田中3)の報文から

発育限界温度を求めると -2.50となり，そこで述べられ

ている測定値は信頼性に乏しかった.また，ユスリカ及

びその他の水生昆虫の生長に関する報告←6) は，その多

くの発育限界温度が4ー 60であると述べている.

以上のことから，セスジユスリカの発育限界温度を

2.5。及び40とし，77年の，産卵の始まる時期から次のピ

ークの始まる時のまでの有効積算混度(有効温量〉を大

宮橋附近の午前11時の水温(水温の日変動の調査結果7)

から，平均水温と考えた〉から算定するとほぼ590，530 

日度 (Fig.5，めであった.これは Fig.4のKの値と近

似していた.調査不能であった夏期の有効積算温度は，

それぞれ1，330，1，190日度であった.

夏期に2世代分の温量があると考えると，善福寺川に

生息するセスジユスリカは年8世代と算定できる. 1世

代を完了するのに必要な温量は500-600日度であった.

*東京都立衛生研究所環境保健部水質研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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幼虫に体長の異なる 2群があり，互いに重複し， 1群は

6世代，他群は 5世代と報じている.このようにセスジ

ユスリカの年間の世代数は生息する場所によって変化す

るものと思われる.

多くのユスリカ類は年 1-3世代であるといわれてい

30-1， 1979 年報研

年8世代という値は森谷B)が個体数の変動から解析し

た鎌倉市砂押川のセスジユスリカのそれと等しかった.

田中おは京都で飼育実験により年7世代と報告してい

る.また，代田2)はサイズ解析法を用い，仙台市附近の

下水溝に生息するセスジユス Pカの世代数を調べ，越冬

衛京東
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る9-15) また貯水池に生息するものは 1世代の有効積

算温度〈有効湿量〉が1，000-2，000日度と報告されてい

るト11) 年中産卵し，iJ問、ら成虫まで 13-14日である

という熱帯地方のもの16)を除き，現在，世代数や生長期

間の知られているユスリカ類の中では，セスジユスリカ

は， 1世代に必要な湿量が小さく，年聞の世代数の多い

ものの lつであろう.
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セスジユスリカの大量発生を防ぐには東京近辺ではほ

ぼ1ヶ月の間隔で薬剤を散布すればよいと思われる.成

虫が大量に羽化していない時期などを狙うようにして散
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布を効果的に行なう必要があると思われる.また，抵抗

性の増大にも注意しなければならない.

以上述べてきたように，この産卵時期を調べる方法に

より，善福寺川のセスジユスリカの世代数を比較的明僚

に算定できた.ユスリカの生活史の調査で現在よく用い

られている令期解析による方法，ライトトラップ，エマ

{ゼシトラップによる方法，個体数の動態を解析する方

法などと併用することにより，より明確に年間の世代数

を算定できょう.また，日長の影響17)も考慮に入れなけ

ればならず，セスジユスリカの生活史を明らかにしてい

くためには，詳細な観察，精密な実験が必要と思われ

る.

摘 要

1. 善福寺川のセスジユスリカの産卵時期を1976年9

月から77年12月まで調査した.

2. 77年には3月中旬から12月初旬まで産卵がみら

れ，ほぽ1ヶ月の間隔で産卵のピークがあった.

3. 産卵のピーグから善福寺川のセスジユスリカは年

8世代であると算定できた.

4. 発育限界温度を2.50，40とすると，1世代に必要

な有効積算温度(有効混量〕はそれぞれ590，530日度で

あった.

5. 薬剤散布は 1ヶ月の間隠が適当と思われた.

〈本研究の概要は日本陵水学会第43回大会1978年7月

に発表した.) 
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キャピラリーカラムによ'.)PCDFの分析

中川順ーへ森田昌敏汽樋口育子*

Analysjs of Polychlorinated Dibenzofurans by Gas Chromatography 

using Glass Capillary Colummi 

]UNICHI NAKAGAWA*， MASATOSHI MORITA* .and YASUKO HIGUCHI* 

Keywords: ポリ塩化ジベンゾプラン polychlorinateddibenzofurans，キャピラリ{カラム capillarycolumns， 

PCBの熱分解 PCBpyrolysis， PCDFの生成 PCDF formation 

はじめに

・ポリ塩化ジベンゾフラン(PCDF)は，ポリ塩化ジベシ

ゾジオキシン(PCDD)とともに強毒性を有する化学的に

安定な物質である.これらの強毒性物質はベγタグロロ

フェノール (PCP)などの塩素系農薬，除草剤のなかに

by-productとじて存在する.またPCDFは商品 PCB中

にも存在しト的カネミ油症を起こしたライスオイノレ中5，6に

さらには泊症患者の肝臓中からも検出されている.我々

は商品PCBの加熱から PCDFが生成し，またその生成

には酸素が必要であり，銅金属が触媒作用をもつことを

報告した7) また Rappeら8)は，燃焼炉から排出され

るflyash中に PCDF，PCDDを検出し，熱処理に対

する問題を報告している PCDFの毒性については，

ニワトリの匹肝臓をもちいて ArylHydrocarbon Hyd-

rogen~se (AHH)誘導能が検討され，その毒性は著し

い構造依存性をもっていることが解明された.つまり

PCDFの毒性を評価する場合は，個々の兵|生体の組成

が問題になってくる. しかし PCDFは， 全部で 135個

の異性体が存在し， この多数の PCDF異性体を分離す

るためには非常に分離の良いカラムが必要になってく

る.我々は今回ガラスキャピラリーカラムをもちい，

PCDF異性体を分離し， その RefractiveIndex9) (RI) 

及びDDEに対する相対保持時間を測定し， PCDF異性

体のガスクロマトグラフイ{による同定を試みた.また

実際の応用として PCB異性体の加熱によって生成する

PCDF異性体のいくつかの間定を試みた.

実験の部

1. PCDFのキャピラリーカラムクロマトゲラフィー

1-1)標準物質 PCDF標準物質は，ロチ zスタ{大

学の Prof. Kende， NIHのDr.Mckinny， Umea大学

の Prof.Rappe，大阪府公害監視センターの奥村氏より

供与されたPCDF標準品と，我々が合成したPCDF標準

品を合わせ23個の PCDF異性体をガスグロマトグラブ

ィー用標準品として用いた.

1-2)装置 GCは島津 4BMを使用した.キャピラ

リ{カラムを ECDに接続し， ECDのVentとFIDの

Injection Portを直結した，すなわちキャリア{ガスは

カラムから ECD，FIDへと流れる.流路図は， Fig.1 

に示すとおりである. キャピラリーカラムは， OV-17 

(0. 28mm x 30m)をもちい， injection temp. 2500， 

column temp. 2150 で分析した.

1-3) Refractive lndexの測定 GC分析上， PCDF

は ECDに，炭化水素は FIDに鋭敏であるので， PCDF 

異性体と炭化水素を混合して， GCに注入し， ;ECD， 

FIDの信号を同時に記録した. 計算はコンピュ{ター

Hitac 10 IIを使って行ない， プログラムは LESQ1. 

17. 1を使用した.

2. PCB異性体からのPCDFの加熱生成

2-1)試料の作成 PCB異性体 (2，3，2'，3'ー， 2，4，2'，

4'.ー， 2，5，2'，5'一， 3，5，3'，5'.ー， 2，4，5，2'，4'，5'一， 2，4，6， 

2'，4'，6'一〉の各々を 100mgずつ， 内径 8mm，長さ200

mmのパイレッグスガラス封入管に入れ， O2カ、スととも

に封管し3000の恒温そう中で1週間加熱した.加熱後，

封入管の上端を切断しトヘキサン10mlに溶解じ，つぎ

に粒状の水酸化ナトリウムで激しく振ったのちN2カース

を吹きつけ 1mlに濃縮したものをアルミナカラムクロ

マトグラフィー用試料とした.

2-2)分析方法 アルミナカラムは，前固まで湿式充

てんしていたが多くの試料をあっかう場合時間がかかる

ため，乾式法によるカラムの検討を行ない乾式充てんし

たカラムで十分 PCDFが分離できることがわかったの

で今回は乾式充てんしたカラムを用いてクロマトグラフ

ィーを行なった.試料溶液をアルミナ (Merck社製，中

性，活性度 1)20gを乾式充てんしたガラスカラム (10

*東京都立衛生研究所環境保健部水質研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku.ku， Tokyo， 160 ]apan 
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炭素数

4.41 

4.82 

5.41 

6.28 

7.53 

9.45 

12.01 

15.83 

21. 27 

mmx300mm)の上部に流入し， ジクロルメタンーヘキ

サン (5: 95) 200mlで展開し，つづいてジクロルメタ

ンーヘキサγ(20: 80) 200mlを流したのも，最後のフ

ラグションをKD濃縮器で5mlに濃縮した. つぎに N2

ガスを吹きつけ 500μJに濃縮したものをガスクロマトグ

ラブイ{で分析した.
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Table 2. Refractive Indices of Various PCDF 
Isomers 

PCDF異性体 RI 

Monochlorodibenzofuran 
2ー 18.83 
3- 18.75 
4- 18.90 

Dichlorodibenzofuran 

1，6ー 19.52 
2.6-' ， ~ 19.52 
2，7ー 19.44 
2，8.:....... 19.50 

Trichlorodibenzofuran 

2，4，6ー 20.45 
2，3，8ー 19.53 
1，2，6ー 20.42 
1，3，8ー 19.52 
1，3，6ー 20.15 

Tetrachlorodibenzofuran 

1，3，6，7一 20.52 
2，3，6，8ー 22.18 
2，4，6，8ー 21. 80 
1，2，4，6ー 21. 90 
1，3，6，8ー 21. 61 

Pentachlorodibenzofuran 

2，3，4，7，8ー 24.29 
1，3，4，7，8ー 23.59 
1，2，4，6，8ー 23.62 

結果及び考察

炭化水素と PCDF異性体のガスクロマトグラムを

Fig.2に示した. また炭化水素と PCDF異性体の保持

時聞を Table1に示した.炭化水素の炭素数と保持時

間の関係から PCDF異性体の保持時間に相当する炭化

水素の数値を求めた Refractive Index (RI)をTable2 

に示した PCBの異性体において， その RIは片方ず

つの置換ベンゼγ環の RIの和として表わすことができ

ることが知られている. しかし PCDFの場合， 得られ

たRIと塩素位置の聞には一定の関係をみいだすことは

できずRIを使って PCDF異性体の保持時聞を決定す

ることはできなかった. その理由としては， PCBのよ

うに2つの環が自由に回転できる構造のものとは異なっ

てPCDFのような対称性の低い構造のものには応用で

きないと思われる.DDEを内部標準として23個のPCDF

異性体の相対保持時聞を測定した結果を Table3に示し

た. また PCB異性体から熱生成する PCDF異性体の

DDEに対する相対保持時聞をTable4に示し，またFig.

Table 3. Relativ巴 RetentionTime of PCDF 
Isomers 

PCDF異性体 相対保持時間
(PCDFjDDE) 

OV-101 OV-17 

2ー 0.266 0.276 

3- 0.266 0.276 
4- 0.265 0.276 

1，6ー 0.540 0.459 

2，6ー 0.468 0.459 

2，7ー 0.429 0.409 

2，8ー 0.433 0.421 

1，2，6ー 0.749 0.782 

2，3，8ー 0.824 0.860 

2，4，6ー 0.749 0.780 

2，3，6，8ー 1. 404 1.522 

1，3，6，7ー 1. 294 1. 321 

1，3，6，8ー 1. 137 1. 094 

2，3，7，8- 1.739 

2，4，6，8ー 1. 213 1.283 

1，2，4，6ー 1. 268 1. 377 

3，4，6，7ー 1. 845 

2，3，4，7，8ー 2.818 3.576 

1，3，4，7，8ー 2.371 2.552 

1，2，4，6，8ー 2.385 2.557 

1，2，4，7，8ー 2.367 2.602 

2，3，4，6，8，9ー 4.694 5.597 

1，2，3，4，6，7，8，9ー 7.590 9.708 

3にPCB異性体の加熱から生成する PCDF異性体のガ

スグロマトグラムを示した.これらの多くは標品PCDF

の保持時間と一致せず同定できないものが多かった.

2， 4， 5， 2'， 4'; 5'-PCBからの生成物は 2，3， 7， 8-CDF， 

2， 3， 4， 7， 8~CDF ， 1， 3， 4， 7， 8-CDFと推定された.

この反応メカニズムについては，つぎのような可能性が

考えられる.2， 4， 5， 2'， 4'， 5'-PCBから，加熱によっ

て生成する PCDF異性体の反応メカニズムを Fig.4に

示した.

第一の経路は，オルト位の塩素が 1つ脱離し酸素が入

り閉環し， 1， 3， 4， 7， 8-CDFが生成すると考えられ

る.第二の経路は，オルト位の塩素が 1つ脱離し酸素が

入り閉環すると同時に 1位の塩素が2の位置へ転位し，

2， 3， 4， 7， 8-CDFが生成し， つぎに4の位置の握素が

脱離し， 2， 3， 7， 8-CDFが生成すると考えられる. こ

れらのことについては，今後さらに検討する.現在まで

塩素系農薬中の PCDF，PCDDは多く分析されている

が焼却炉などでの高温処理による PCDF，PCDDは余

り報告がなく問題にされてこなかった.しかし今後ゴミ
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2，3，2;3; PCB I ~ I 2.4.2~4; PCB 

3.5.3:5~ l'CB 

2，5，2;5; PCS 

2.4.5.2~4;5; PCB 11 1 1" 1 2.4.6.2~4~6; PCB 

Fig. 3. Gas Chromatogram of PCDF Isomers Separated from PCB Isomers 

by Glass Capillary Column (OV-l) 

処理焼却場などでの高温処理によりアロマティックな塩 究所秋山和幸主任研究員，ならびに三村秀一参事研究員

素系化合物から生成する未知の毒性物質による環境汚染 に深謝する.

が進行している可能性が十分にあるので，今後，未知物

質の同定，またその毒性を検討Lしていく必要がある.

謝辞 本研究を実施するにあたり御指導下さった当研

〈本研究は，当所研究課題「環境汚染物質の点検」の一

環として実施し，その一部は第37回日本公衆衛生学会総



264 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 3D-1， 1979 

Table 4. Relative Retention Time of PCDFs 

Formed by Heating of PCB Isomers 

(Column : OV-17) 

PCDF保持時間 相対保持時間

2，4， 5， 2'， 4'， 5'-;-PCB 2.04 0.278 

3.34 0.456 

10.46 1.427 

12.81 1. 748 

18.68 2.548 

26:20 3.574 

2， 4，6， 2'，4'， 6'-PCB 2.05 0.278 

3.37 0.457 

5.35 0.726 

9.64 1. 308 

19.28 2.616 

2，3， 2'， 3'-PCB 2.18 0.276 

3. 79 0.469 

4.84 0.622 

7.03 0.892 

2，5，2'，5'-PCB 2. 14 0.275 

3. 14 0.411 

3.29 0.423 

4.80 0.618 

6.02 O. 775 

2，4，2'，4'-PCB 2.18 0.280 

3.23 0.415 

3.48 0.447 

4.77 0.613 

5.92 O. 761 

3， 5， 3'， 5'-PCB 2.19 0.274 

3.88 0.486 

4.85 0.608 

10.15 .1. 272 

22.73 2.848 

会1978年10月で発表した.) 
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れ，各氏から出された意見を集録した.

毒素原性大腸菌

大橋誠:I宏人薬人， 28 (4)， 11， 1979 

毒素原性大腸菌は下痢症の病原として，とくにコレラ

との鑑別において大変重要な存在である.しかし，検査

室診断の技術が煩雑で一般的でないため，現在これによ

る下痢症の全貌を知るには，やや資料不足の観がある.

公衆衛生的にも臨床的にも，あまり注目を集めていな

い.そして，集団食中毒の形で認知されない限り，本症

は予防行政的措置の対象とならないのが現状である.

激烈な伝染病が狸阪を極めた時代は終ったとはいえ，

感染症がすべて過去のものとなったわけではない.広く

感染症全体に対して，よりきめ細かく対策が見直されて

しがるべきである.本菌による下痢についても，正確な

診断がなされることは，コレラとの鑑別という意味から

も大変有益である.

「コレラ菌検査の手引きJ解説

大橋誠:モダγメディア， 25 (5)， 386， 1979 

1979年2月19日付で発行された「コレラ菌検査の手引

き」の作成に関与したものの一人とじて，多少の解説を

加えることを依頼された.以下作成にあたっての基本的

な考え方，早期診断と増菌培養時間の問題，同定のため

の検査項目と結果報告の時期，培地および診断用血清，

検査室と行政機関との連携などの五項目に分けて，手引

きの内容を紹介しながら，内容の補足説明を行なった.

既知病原菌が検出されない集団食中毒の細菌学的検討

坂井千三，伊藤武，丸山務，柳川義勢，斎藤香

彦，稲葉美佐子，甲斐明美:厚生省研究報告書〈昭和53

年度)1979 

1978年 1月から12月までに東京都内に発生または関係

があった食中毒事例数は 135件，患者数3，646名であっ

た.そのうち病因物質が細菌性のものは92事例，患者数

2，760名である.ζのうち， 1 {7lJは既知病原大腸菌に含

まれない大腸菌による事例， 2例は Bacilluscereusが

原因菌と推定された事例であり，その疫学的，細菌学的

成績について報告した.

市販食品におけるサルモネラの増殖態度

坂井千三，伊藤武，斎藤香彦:厚生省研究報告書

(昭和53年度)1979 

サノレモネラ食中毒予防の細菌学的基礎資料を得るため

に，今回は本菌食中毒の原因食品として重要な玉子焼と

サラダ中におけるサノレモネラの増殖態度について検討し

た成績を報告した.

表皮ブドウ球菌の同定と生物型

湖国弘:検査と技術， 6 (9)， 730， 1978 

化学療法剤の普及，発達あるいは免疫抑制剤の使用な

ど宿主側の抵抗力の減弱を来たすような種々の要因によ

って感染症が著しく変貌してきている. Staphylococcus 

epidermidisは一般に菌力が{尽く， 起病性が Staphylo-

coccus aureusに比して弱いと考えられ，それだけに軽

視されがちである.しかしながら，近年，各種臨床材料

からの本菌の検出率が上昇傾向にあり， Opportunistic 

infectionの原因菌として注目されてきている.

S. epidermidisの実態を知るには，正確な同定が必要

である.本菌と S.aureusとの判別は比較的容易である

が， Micrococcus との判別が非常に紛らわしい. そこ

で， S. epidermidis を中心に Micrococcus との鐙別，

簡易で正確な S.epidermidisの同定法について述べた.

食中毒におけるブドウ球菌の検宣

寺山 武:メディヤサークノレ， 23 (10)， 269， 1978 

ブドウ球菌食中毒の細菌学的検査法および検出菌の型

別法について述べた.また実際の食中毒事例の細菌学的

検査結果を例示し，食中毒事件の汚染源の推定と原因決

定の根拠について述べた.

臨床材料および健康人由来表皮ブドウ球菌の生残にお

よ{ます RH(相対湿度〉などの影響

潮田弘，辻明良，小川正俊，五島瑳智子，寺山

武，坂井千三:臨床と細菌， 6 (1)， 110， 1979 

近年，臨床材料から高率に検出される Staphylococcus

epidermidisが注目されている.私どもは各種臨床材料

および健康入由来株の生残におよぼす乾燥， RH (相対

湿度)条件ならびにウサギ，ヒト血清中での増殖態度に

ついて検討した成績について述べた.

新しいブドウ球菌食中毒の検査法

寺山武:Medical Technology， 7 (2)， 115， 1979 

これまでの食中毒原因の決定のための検査は原因食品

と推定される食品および患者の吐物やふん使などからの

病原菌の検出によっていた.ブドウ球菌食中毒は毒素型

食中毒であり，エシテロトキシシによる中毒症であるか

ら，原因食品から直接本毒素を検出する ζとが理想的な

検査法であるといえる.本報では，最近著者らによって

開発された逆受身赤血球凝集反応 (RPHA)によるエ
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γテロトキシγ検出法の概略を述べた 105マウス LD50，カ{キー・キャンベルでは 5.7xl05

マウス LD50であった.

Purification of staphylocoagulase by affinity 4. 投与毒素量と血液に吸収される毒素量および症状

chromatography の発現状況とは筏接な関連が認められた.

Igarashi， H.， Morita， T. and Iwanaga， S. : JAPAN. 5. カルガモおよびカ{キム・キャ γベノレともに血液

J. MED. SCI. BIOL.， 32 (2)， 90， 1979 中の毒素量が40マウス MLD/ml以上の場合は，典型的

Staphylocoagulase is. an extracellular protein produced な神経症状が発現し，姥死した.

by Staρhylococcus aureus. The role of staphylocoagu-

lase in staphylococcal infectiori is not y巴tclear. Isolation of Yersinia、enterocoliticαandYel'sinia 

This protein exerts clotting effect on plasmas deri- pseudotubel"culosis from Apparently Healthy Dogs 

ved from several animal species. Several authors and Cats 

(Duthie and Haughton， 1958; Murray and Gohdes， Y. Yanagawa， T: Maruyama' and S. Sakai : 

1960; Zolli and San Clemente， 1963; Bas， Muller and Microbiol. Immunol.， 22(10)， 643， 1978 

Hemker， 1975) have reported on th巴 purificationof The authors r巴portedpreviously the distribution 

staphylocoagulase but none of them described a of Yersinia enterocolitica in healthy hui:naris， 

procedur巴 yielding a product of sufficieht purity. livestock~ foodstaff and natural environment. 

Complete biochemical or biophysical characteristics In th巴 presentsurvey; distribution .of Y. entero. 

of staphylocoagulase. has not yet be巴nperformed. colitica and Y.ρseudotuberculosis in dogs and cats， 

This pap巴rdeals with an affinity chromatography which have close relations to humans as p巴tanimal， 

method for the purification of staphylocoagulase. was investigated to obtain more extensiv巴 ecological

The outstanding characteristic of this method is that informations of the organism. A total of 704 stray 

staphylocoagulase is isolated in highly purified and or unwanted adult dogs and unwanted adult cats were 

concentrated state by one step of affinity chromato- submitted the survey. 

graphy without much loss of activity. The affinity Y. enteroclitica was isolated from 42 (6.0%) of 

column was prepared by covalently linking purified dogs and 11 (2.9%) of 373 cats. Serotypes of 59 

bovine prothrombin to commercially available activated strains of Y. 'enterocolitica isolated from dogs， 43 

Sepharose 4B. were identified as O-group 3， 13， as O.group 5B. As 

for Y.ρseudotuberculosis， 13. (1. 8%) dogs and 12 

野鳥のポツリヌスC型中毒に関す~研究 (3.2%) cats were found to b巴 positive..There was a 

ー特にC型毒素の産生とカモに対する毒素の感受性一 tendency that the recov巴ryrat巴ofY. enterocolitica was 

伊藤武，斎藤香彦，坂井千三，田淵清 :Bull. a littl巴 highin autumn and winter in both animals. 

Azabu Vet. Coll.， 3 (1)， 75， 1978 

カモのボツリヌス中毒の際に検出された Clostridium ミニテ・yク

botulinum type Cの各種の温度域における発育と毒素の 伊藤武 :Medical Technology， 7 (3)， 216， 1979 

産生能および本毒素のカルガモとカーキー・キャ γベル 各種の臨床材料などから検出した病原菌を同定する場

に対する感受性を検討した. 合，つねに正確性と迅速性が要求される.最近，その自

1. 15~43'C の温度域における本菌の発育と毒素産生 的にそった検査手法がいくつか開発され，検査室で広く

を東の修正グッグドミート培地で検討した結果，至適発 利用されつつある.本稿では主とじて腸内細菌を対象と

育温度は35~37'C，至適毒素産生温度は30~32'Cであつ した Minitek法を紹介し，その長所および欠点などに

た.なお， 15'C培養では培養3日より発育が認められ， ついて私見を述べた.

毒素も培養4日でみられた. 長所としては，腸内細菌の同定には生化学的性状がコ

2. 4 'C培養では毒素の産生は認められなかったが， -ド化されており，解析表によって初心者でも容易に同

10'C培養では供試したC型菌6株中 1株が培養30日で5 定することができることや，試験管法と比絞してもその

x10MLD/ml毒素を産生した. 得られる成績の信頼性は高いなどがあげられる.一方短

3. C型毒素のカルガモに対する LD50/kgは 1.9x 所としては，判定までの時聞が 1日あるいは2日間必要
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であり，迅速性にかけることや，専用の器具器材が必要 10-21-N， and Fusarium toxin-producing strain of 

であり，また準備に多少時間がかかることなどがあげら Fusarium solani F-135. 

れた Itwas observed that among vegetable and food 

products tested， dried sweet potato and salami sausag巴

輸入感染性腸炎の実態とその検査 were favorable substrates for the production of several 

工藤泰雄:臨床と細菌， 6 (1)， 46， 1979 kinds of mycotoxins and dried persimon was favorable 

最近，わが国における海外旅行者の増加には著しいも for sterigmatocystin production. Pepper， roasted 

のがあり，それに伴いまだ各種伝染症が常在している関 coffee bean and cinnamon bark were not susceptible 

発途上国などから旅行者が持ち帰る“いわゆる輸入感染 to mycotoxin contamination under the moistened 

性腸炎"が新らたに大きな問題となってきている condition.

ここでは，こうした輸入感染性腸炎の現況について， Substances contained in a chloroform extract of 

私共の成績を中心に概説し，病原との関連から考察を加 cinnamon and pepper inhibi ted the growth of the four 

えた.併せて，その検査のあり方について述べた toxigenicfungi. These results indicate that cinnamon 

and pepper might contain inhibitory materials. 

空中真菌相

一言広:マイコトキシン， 5-6号， 14， 1977 

各種の食品における汚染真菌の汚染源のーっとして空

中浮遊真菌の重要性を指摘した.空中浮遊真菌のうち優

先菌属としてはAsρergillus，Penicillium，Cladosρorium

および Alternariaの4菌属で，これらの菌属の優先性は

諸外国における場合にも共通している.これらの 4菌属

中優先菌種とみられたものは， C. clados.ρorioides， C. 

cucumerinum， C. sρhaerosρermum， A.世ersicolor，

A. niger， P. frequentans， P. funiculosum， P. variabile 

および Al.alternataなどであった.

検出真菌中のカピ毒産生菌としては aflatoxin産生性

A. flavusが全検出菌の0.1%を占め， sterigmatocystin 

産生性 A.versicolorは 0.8%， さらに ochratoxinA 

産生性.A.ochraceusはO.1%をそれぞれ占めている.こ

れらのカピ毒産生性菌株の検出率は，各種の食品の検出

率に比べてやや低い値である.これらの検出率は空中浮

遊菌の場合は空気の採取法によっても相違するが，試料

採取の地理的相違もかなり認められる.

Mycotoxin Production of Fungi on Commercial 

Foods 

H. Hitokoto， S. Morozumi， T. Wauke， S. Sakai and 

H. Kurata: Mycotoxins in Human and Animal 

Health， 479， 1977 

Mycotoxin production was investigated in 27 kinds 

of commercial foods artificially inoculated with following 

representative toxigenic fungi， i. e.， aflato"in-

producing strain of Asρergillusρarasiticus NRRL-

3000， sterigmatocystirトproducigstrain of A.官ersicolor

1-20-b， ochratoxin.i¥-producing strain of A. ochraceus 

シナモン成分中の新抗真菌物質について

諸角霊:真菌と真菌症， 19(2)， 172， 1978 

シナモン粉末から抗真菌活性物質の単離を試み，強い

抗真菌活性を有する orthomethoxycinnamaldehydeを得

た.本物質は C1oHlO02，分子量162， 熱に安定， 水に

難溶で多くの有機溶媒に易溶な淡黄色薄片状結品であ

る.また，本物質は供試した4菌種のmycotoxin産生菌

の発育を 100~200μgjml の濃度で完全に阻止し，各菌

の毒素産生を 6.25~50μgjml で90%以上阻害した.さ

らにこの物質は Microsporumcan胞を始めとする 5種の

皮膚糸状菌に対して強い抗菌活性 (MIC;3.12~6. 25pg 

jmめを示した. しかし抗細菌作用は 50pgjmlの濃度

でも発現しなかった.

Inhibitory Effects of Condiments and Herbal 

Drugs on the Growth and Toxin Production of 

Toxigenic Fungi 

H. Hitokoto， S. Morozumi， T. Wauke， S. Sakai 

and I. Ueno: Mycoρathologia， 66 (3)， 161，1978 

The effects of thirteen kinds of powdered herbal 

drugs and seven kinds of comm~rcial dry condiments 

on the growth and toxin production of Asρergillus 

ρarasiticus， A. flavus， A. ochraceus， and A. 

versicolor were observed by introducing these substances 

into culture media for mycotoxin production. 

Of the twenty samples tested， cinnamon bark 

completely inhibited the fungal growth， while the 

other only inhibited the toxin production. 

The inhibitors were easily extracted from the 

samples with solvents such as hot water， chloroform， 



or ethanoJ. 

The extracts from coptis， philodendron bark， 

mustard， green tea leaves， and zanthoxylum completely 

inhibited the aflatoxin production of A.ρarasiticus， 

however， they had little or on inhibitory effect against 

A. flavus. 

Fungal Contarnination and Mycotoxin Detection 

of Powdered Herbal Drugs 

H. Hitokoto， S. Morozumi， T. Wauke， S. Sakai and H. 

Kurata:Aρρ1. Environ. Microbiol.， 36 (2)， 252， 1978 

Forty-nine powdered herbal drugs were analyzed for 

their mold profile and for the potential presence of 

three mycotoxins (aflatoxin， sterig~atocystin， ochra-

toxin A). Asρergillus and Penicillium species were 

predominant， but Rhizoρus， Mucor， Cladosporium， 

and Aureobasldium S1ゆ werealso found in a few 

samples. Mycotoxins were not detected in any samples， 

and only one isolated culture was found to be a 

mycotoxin producer on laboratory media. 

Isolation， Purification， and Antibiotic Activity 

of 0・Methoxycinnarnaldehydefrorn Cinnarnon 

S. Morozumi: Appl. Environ. Microbiol.， 36 (4)， 

577， 1978 

o-Methoxycinnamaldehyde has been isolated and 

purified from powdered cinnamon. The compound 

inhibits the growth and toxin production of mycotoxin-

producing fungi. The substanc巴 completelyinhibited 

the growth of Asρergillusρarasiticus and A. flavus 

at 100μg/ml and A. ochraceus and A. versicolor 
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下水からのウイルス分離

岩崎謙二，薮内 清，矢野一好，柴田タツ美:臨床と

ウイノレス， 6 (3)， 55， 1978 

都内の定地点において定期的に逐月採取した下水検体

について行なった1967年 8 月 ~77年12月までのウイルス

検索成績に基づいて，過去12カ年聞に都民の閑で発生し

たエγテロ，アデノ， レオ諸ウイルス感染流行の年次推

移および季節消長を解析するとともに，住民個人検体か

らのウイルス検出状況との対比を行なって下水ウイルス

の疫学的意義を究明した.

下水から検出されるウイルス種類は非常に多種多様で

あるが，高頻度に検出されるウイルス種類はほとんど毎

年変ぼうした.総括的にみるとコクサツキ-B群および

エコーの各型ウイルスの感染主流行は単年次で終息し，

5~7年の間隔をおいて同型ウイルスの主流行は再び発

生し，またアデノ， レオの各型ウイルスの主流行は次年

にわたって発生する傾向があった.

コクサツキーB群およびエコ{各型ウイルスの感染は

夏季に多く発生し，アデノ， レオ各型ウイルスの感染は

四季を通じて発生することも明らかにできた.

下水検体から検出されるウイルス種類およびその季節

消長パタ{ンは同時併行して実施した住民とくに幼児か

らのウイルス検出状況とよく一致することから，住民に

おける腸管系ウイルス感染実態は下水の中のウイルス分

布に密接に反映していることが推察できた.

腸管系諸ウイルスの感染は不顕性の経過で終ってしま

うことが多いため，全体の感染実態をは握するには，健

康住民の検体をも含めた広汎な検索が必要である.下水

はそのような目的の調査にはもっとも適した検体であ

る.

at 200μg/ml. It inhibited the production of aflatoxin エンテロウイルスの検査法

B1 by over 90% at 6. 25μg/ml， ochratoxin A at 25μg/ 岩崎謙二:臨床とウイルス， 7 (1)， 71， 1979 

ml， and sterigmatocystin at 50μg/ml. The substance ェγテロウイルスの諸検査は現在非常に一般化した技

also displayed a strong inhibitory effect on the growth 術となっており，検査目的ばかりでなく研究目的にも広

of five dermatophytoses species， e. g.， Microsρorum く利用されている.近年のエンテロウイルス検査法は技

canis (minimum inhibitory concentration， 3. 12 to 術の面でもまた応用分野の聞でも多くの改良発表をみて

6.25μg/ml). However， no antibacterial effect was いる.本誌ではそれらの概要を解説紹介した.

observed at concentrations as high as 50μg/ml. 

A群溶連菌の疫学

大久保暢夫:MEDICO 9， (10)， 3， 1978 

A群溶連留について，学童における保菌率，菌型およ

びその抗生物質感受性等の最近の調査成績を述べた.

Protein A Affinity Chrornatography分屑と血清

反応

武士俣邦雄，掘幹郎，大久保暢夫:VD， 59， 21， 

1978 

現在用いられている梅毒の各検査法は，その特異的な

反応原理を異にしているため，同一試料でもおのおのの
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検査成績が一致しないことがあるうえ， Cardio1ipin を

抗原とする反応では BFPを呈する場合もある.そこで，

これらの原因を解明し，より精度の高い検査法に改良す

る目的で，各検査の反応に関与する血清成分の研究を行

なうことにした.その第一段階として IgGのし 2およ

薬の種類により著しい差は認めなかった.以上の結果か

ら，生薬がカピ汚染により変質または変敗，場合によっ

ては rnycotoxin汚染の危険性のあることが示唆され

た.

び4の各サブクラスなどが ProteinAに結合されるとい 食品等の安全性に関する調査研究

う性質を利用し，梅毒血清の AffinityChrornatography 

を行ない，各分屑の検査成績について検討をした. 食品中のブドウ球菌ヱンテロトキシンの簡易迅速検出

まず，ヒト血清の ProteinA・SepharoseCL-4Bを坦 法

体とした Chrornatography では，未、結合部分， 0.5M 五十嵐英夫，山田澄夫，寺山 武:モダンメディア，

酢酸で溶離される IgGなどを含んだ結合部分，さらに 24 (10)， 519， 1978 

は 0.5M酢酸溶出に続いて溶出液を PBS に変換する ブドウ球菌食中毒は本菌が食品中で増殖し，産生した

と溶出される部分を光学的に確認した.次にこれらの各 毒素を含んだ食品をヒトが喫食することによっておこる

分画液を CentriflowMernbrane CF-25を用いて濃縮 急性胃腸炎である.その最もよい診断法は推定原因食品

し，使用血清容量に調整して各検査を行なった.その結 からエンテロトキシシを直接証明することである.その

果，全血清における抗体価が， VDRL 1 : 2， CF 1 : 32， ため，多くの研究者がエシテロトキシγの種々の検出法

TPHA 1: 320および IgG・FTA 1: 320 であったの を考案してきた.著者らは，逆受身赤血球凝集反応 (R

に対し， Protein A 未結合部分および 0.5M酢酸溶出 PHA法〉を再検討して，特異性と検出感度の高い，筒

後に PBSで溶出される部分では，いずれの検査方法で 易迅速化のできる RPHA法を確立し，エシテロトキシ

も抗体価は認められなかった.しかし， 0.5M酢酸溶出 γA~Eの検出のための日常検査に応用し，好結果を得

部分では TPHA法だけではあるが 1: 80の抗体価を ていることを述べた.

認めた.そこで， 0.5M酢酸で溶出される部分のTPHA

抗体価について調べたところ， 全血清で 1: 1，280のも

のが陰性となったり，陰性であったものが 1: 1，280に

なるような特殊な現象も観察された.これらの問題点に

ついてさらに検討を行なう.

カルシウム，リンおよびマグネシウム出納におよ(g;す

綿合メタリン酸塩の影響

山岸達典，森本キミ，堀井昭三，関博麿，大西和夫

:栄養と食糧， 31 (5)， 465， 1978 

飼料中の正リ γ酸塩類を縮合メタリン酸カリウムに置

医薬品等の安全性に関する調査研究 換してラットに投与して Ca，Pおよび Mg出納におよ

ぼす影響を観察した.それらの結果を要約すると次のと

粉末生薬における汚染力ピ おりである.

西川洋一，瀬戸隆子，安田一郎，一言広，諸角 聖， 1) 体重増加:実験群のラット体重は対照群のそれと

坂井千三:生薬学雑誌， 32 (3)， 15， 1978 比較して増加する傾向を示した.

生薬の汚染カピおよび rnycotoxin汚染の危険性を把 2) Ca， Pおよび Mg出納:実験群の Ca吸収率は，

援するため， 1975年東京市場品の日本薬局方生薬粉末 '対照群のそれと差はなかったが尿中排准量が少ないた

(500g包装)13種49検体についてその実態を調査した め，体内保留率は対照群より実験群のほうが高く， Mg 

結果， aflatoxin， ochratoxin Aおよび sterigrna tocys tin 吸収率は実験群のほうが低いが尿中排池が少ないため体

による汚染は認められなかったが，オウレシ末などの10 内保留率は対照群より多い.またPの吸収率，体内保留

種には多数の糸状菌が認められ，カシゾウ末の 1検体よ 率も実験群のほうが高く， Ca， Pおよび Mg ともに対

り分離した Asρergillusflavusに aflatoxin B 1 および 照群との間に有意な差が認められた.

B2産生性が認められた.一方ケイヒ末， サンショウ末 3) 屍体の Ca，Pおよび Mg量:屍体の Ca，Pお

およびキキョウ末においては汚染カピ数が比較的少な よび Mg量は，実験開始時，終了時いずれの時期も対

かった.なお汚染カピ中高頻度に見いだされた菌属は 照群と実験群との聞に有意な差が認められなかった.た

Penicillium (49.6%) および Asρergillus(49.0%) だし開始時と終了時ではいずれの群も Ca，P量はま首加

で Asρergillus中 A.niger菌群が 52.4%を占め最も したが， Mg量は逆に低下した.

高頻度に検出された.これら菌属および菌群の分布は生



サリノマイシンおよびモネンシンの生物学的検査法の

検討

松本昌雄，神崎政子，村上一:昭和53年度食品衛生

調査報告書 1979

昭和53年9月の「飼料及び飼料添加物の成分規格に関

する省令」の一部改正にともなって，サロノマイシシと

そネンシンの抗コクシジウム剤 2種が新たに使用許可さ

れるに至った.そこで，鶏の組織中に残留する両抗コグ

シジウム剤の検査法を確立する目的で，すでに報告され

ている残留検査法について追試検討を行って，それぞれ

の微生物学的検査法を作成した.

アンピシリンおよびエリスロマイシンの生物学的検査

法の検討

松本昌雄，神崎政子，村上ー:昭和53年度食品衛生

調査報告書 1979

近年，アンピシリン並びにエリスロマイシンが，動物

治療薬として広汎に使用されるに至り，それらの食肉へ

の移行残留が懸念され，食品衛生上それらの残留検査法

の確立が望まれている.そこで，食肉中に残留する両抗

菌性物質について基礎的実験検討を行って，それぞれの

微生物学的簡易検査法を作成した.

食品中のマイコトキシンに関する研究(第8報〉 穀

類中のトリコテセン系マイコトキシン試験法

上村 尚，西島基弘，斉藤和夫，高橋尚子，井部明

広，落合節子，直井家誇太:食衛誌， 19 (5)， 443， 1978 

赤カピ (Fusarium属菌〉による穀類の汚染がしばし

ば発生しており，その有毒代謝産物であるトリコテセシ

系マイコトキシン(以後トキシンとする〉によると考え

られる中毒が発生している.自然汚染穀類から分離した

各種の Fusarium属菌は培養によりいずれも複数のト

キシシを産生ずることが報告されている.

そこで我々は，数種のトキシンによる複合汚染を考

え， 6種類のトキシシ (Deoxynivalenol，Nivalenol， 

Fusarenon・X，Diacetoxyscirpenol， Neosolaniolおよび
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た.

小麦粉，大麦，コ {γおよび精白米にトキシシを添加

し，本法を適用したところ， Neosolaniol付近に妨害ピ

ークが現れ，定量値に影響を与えたが，他については特

に妨害がみられず，回収率は68~101%であった.

市販穀類およびそれらの製品42検体について本法を適

用したところ，いずれからもトキシンは検出されなかっ

た.

食品加工時におけるトリコテセン系マイコトキシンの

消長

上村 尚，西島基弘，斉藤和夫，高橋尚子，井部明

広， 落合節子， 直井家寄太 :Proc. Jaρ Assoc. 

Mycotoxicol.， 8， 14， 1978 

最近，我が国産麦から，赤カピの代謝産物であるトリ

コテセシ系マイコトキシン(以後トキジンとする〉のう

ちで Deoxynivalenolおよび Nivalenolの自然汚染例が

報告され，その汚染実態が明らかになってきた.

そこで我々は，穀類および小麦粉などの食品原料が汚

染された場合，それら原料を用いて調理または食品加工

した際，熱あるいは食品添加物などによりトキシγが分

解するかどうかモデル実験を行い検討した.

調理加工では「焼くJ["煮るJ["揚げる」などの処理を

する場合が多い.そこでそれらの代表的な食品としてパ

シ，イシスタントラ{メン， うどんを選び，原料に6種

類のトキシン(Deoxynivalenol，Nivalenol， Fusarenon.X， 

Diacetoxyscirpenol， N巴osolaniolおよび T-2toxin)を

添加した後，パγは2100で20分間オ{ブン中で焼いた.

イシスタシトラ{メ γは1400の泊中で2分間揚げた. う

どんは沸とう水中で10分間ゆでた.

それぞれの食品を作製した場合のトキシンの残存率は

パンでは40~67%程度が残存した.イ Yスタシトラーメ

シは DeoxynivalenoliJ'28%程度， Nivalenolが32%程

度残存するが他のトキシンは検出されなかった. うどん

は41~68%程度が残存することが判明した.

T-2 toxin)の同時分析を試み，試験法を検討した. 食品中のマイコトキシンに関す'.)研究(第g報〉 乳

抽出は，粉砕した試料にメタノールを加え振とう抽出 製品中の AfIatoxin分析法および汚染実態調査

を行った.抽出後の精製操作では有効なカラムクロマト 斉藤和夫，西島基弘，上村尚，井部明広，落合節

グラフィ用担体の検討が従来から望まれていたが，アン 子，直井家欝太:食衛誌， 20 (1)， 27， 1979 

ノミーライト XAD-2カラムとフロリジルカラムを使用す Aflatoxin Blおよび B2 に汚染された飼料をウシが

ることにより，この問題を解決することができた.グリー 摂取した場合， aflatoxin M1および M2に代謝され-

Yアップした後のトキシγのTMS誘導体は， 2%OV一 部乳に移行することから，乳製品が aflatoxinに汚染さ

17を用いたガスグロマトグラフイ{により分離，安定性 れている可能性が十分考えられる.

および感度のいずれの点においても良好な結果が得られ そこで著者らは市販調製粉乳 113検体，脱脂粉乳16後
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体，コンデンスミルク56検体，生クリ{ム13検体およびチ 武士俣邦雄，霜田さと子，小笠原公，道ロ正雄，三

{ズ83検体について aflatoxinの汚染実態調査を行った. 宅 勉，山下千恵，斎藤公志，島崎秀雄，小林幸三，台

その結果輸入ナチュラルチ{ズ17検体より M1 が 0.2~ 岡良雄，三木博:東京都衛生局学会誌， 62， 256， 1979 

1. 3ppbの範聞で検出された. 最近，多摩食肉衛生検査所において，と殺プタの臨床

チーズの aflatoxin汚染はその製法また由来などを考 病理所見から，ポルフィリン症を疑わせる異常症例が観

えた場合，部分汚染でなく製造ロットごとに均一に汚染 察され，その診断と病因の究明が要望された.

されていることが考えられる.またチーズはすべての部 現在，ブタ肉は庶民の動物性のタンパク質および脂質

分が可食部であること，また近年消費が増大しているこ の供給源でもあり，ヒトに及ぼす二次的影響を考える

となどから，たとえ低濃度汚染であっても検出されたこ と，栄養食品としての品質の確保は衛生行政上からも重

とは M1が強力な発ガン物質であることから食品衛生上 要なことである.そこで著者らは，その異常症例ブタに

特に留意する必要がある. ついて血清を用いた臨床生化学的定量検査を行なうとと

クロレラの衛生学的研究(第1報〉 クロレラ錠摂取

によQ光過敏性皮膚炎の原因物質とその生成過程につい

て

田村行弘，真木俊夫，嶋村保洋，西垣進，直井家議

太:食衛誌， 20 (3)， 173， 1979 

昭和52~三 4 月，クロレラ錠服用者間で顔や手の甲を主

とする皮膚炎が続発し，東京近郊に23名の患者が発見さ

れたので原悶究明を行った.生物試験と化学試験の結

果，この皮膚炎は光過敏症であり，当該クロレラ錠に多

量含まれた chlorophyll分解物の関与により起きたこと

を明らかにした. また chlorophyll分解物の主体は，

pheophorbide a とそのエステル類であり，乾燥クロレ

ラ原末中の chlorophyllaseによる chlorophyll の分解

が，頼粒製造に使われた含水エタノ{ルにより促進され

て生じたことをつきとめた.

生活環境保全に関すQ調査研究

Isolation and Identification of 1，3，5・Trichloro・
2・.(4・nitrophenoxy)benzene(CNP) in Shellfish 

Tatsunori Yamagishi， Kazuyuki Akiyama， Masatoshi 

Morita， Rieko Takahashi and Hajime Murakami: J. 

Environ. Health， B13 (4)， 417， 1978 

1，3，5・Trichloro-2-(4-nitrophenoxy)benzene (CNP)， 

a widely used herbicide in ]apan， has been identified 

in environmental biota for the first time. CNP was 

iso!ated from mussel collected in Tokyo Bay and 

confirmed by GC・MS，IR and UV spectra. The 

residual lev巴lsof CNP in the shucked samples was 

approximately 1ppm on wet basis. 

ブタのポルフィリン尿症に関すQ研究(第 1報〉 一

時尿中のふALAおよび Cpの濃度について

もに，尿中に排i世されるデルタ・アミノレプリン酸 (d-

ALA)およびコプロポノレフィリン (Cp) をも定量的に

分析した.

この異常ブタの臨床生化学的定量値を総合的に判定し

たところ，溶血性でない強度の貧血を伴なっているう

え，心臓および骨あるいは腎臓の異常が疑われたが，主

因については明らかにできなかった.

また，臨床所見的に正常であったブタ (n=51) の尿

中 d-ALAおよび Cpの推測統計的平均を求めたとこ

ろ， d-ALA: 3.71土1.78mg/1 (CV =0.4799， n=49) 

および Cp: 92.5土22.9μg/l(CV=0.2480， n=50)で

あり，この時の棄却限界上限値は， d-ALA: 8.59mg/1 

および Cp: 155.3μg/lであった.

これらの成績にくらべ， 異常を認めたプタの尿中 d-

ALAの濃度 35.0mg/1は正常なブタの棄却限界上限値

の4倍強であり， Cpの濃度 8996.5μg/lも正常ブタの

棄却限界上限値の57.9倍にも達しており，このブタは原

因不明の広義のポルフィリン尿症として診断された.

フ。タのポ}(.，フィリン尿症に関する研究(第2報〉 ふ

ん便および胆汁中のポルフィリン体について

武士俣邦雄，霜田さと子，小笠原 公，道口正雄，三

宅勉，山下千恵，斎藤公志，島崎秀雄，小林幸三，吉

岡良雄，三木博.東京都衛生局学会誌， 62， 258， 1979 

前報において，正常なブタの一時尿中 d-ALAおよび

Cpの濃度水準を推測統計的に求め， 臨床所見に臭A常が

あったブタが広義のポルフィリ γ尿症であったことを述

べた.

一般に，ポルフィリン尿症の検索には，ふん使中に排

池されるポルフィリン体(ポ体〉の検査も，診断上の意

義が認められている.そこで著者らは，飼育中のブタの

ふん使を拾収して各種のポ体を分画定量するとともに，

ふん便中にポ体をもたらす胆汁についてもと殺ブタの胆

のうから採取して同様な定量を行なった.
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1) ふん使中の Cp量(n= 39)のF分布の危険率 1% 発した.なお，この他には，貧血に伴なう変化が主体で

水準における棄却検定後の平均値は 27.5土13.8μg/wet ある各種の病理組織の異常が観察された.

100g (CV =0.5023) であり， その棄却限界上限値は 以上三報にわたってブタにおける広義のポルフィリン

65.9μg/100gであった. また，危険率 5%水準におけ 尿症について述べたところであるが，消費者に安全で品

る棄却後の平均値は 21.9土6.7μg/100g(CV =0.3019) 賀のよいブタ肉を供給するためにも，こんごその原因に

となり，この時には棄却限界上限値35.9μg/100gよりも ついて究明する必要があると考える.

高値であった7例が棄却された.なお，プロト，ベシプ

トおよびデュテロの各ポルフィリン体はきわめて微量で

あった.

2) 正常プタの胆汁中 Cp濃度の変動率は19.49%で

あり， その平均値は 53.6土10.5μg/dlであった. こ

れに対し， 異常プタ 5 例の Cp 濃度は 4， 460~10， 469

μg/drに及ぶ高濃度を示した.この異常プタの中には前

報で広義のポルフィリ γ尿症として診断したものもあ

り，他の 4例jも同症として診断される.さらに，正常ブ

タのウロおよびプロトの各ポ体は低濃度であったが，異

常ブタのそれらは 1，000倍以上にも達する濃度であっ

た.

ブタのポルフィリン尿症に関す，.;研究(第3報〉 臨

床および病理組織学的所見について

山下千恵， 島崎秀雄， 斎藤公志，三宅勉，小林幸

三，吉岡良雄，三木博，武士俣邦雄，霜田さと子，小

笠原公，道口正雄:東京都衛生局学会誌， 62， 260， 

1979 

前二報において， 臨床所見に異常を認めた 2殺ブタ

が，臨床生化学的検査にもとづいた成績によって，広義

のポルフィリ γ尿症として診断されたことについて述べ

たが，本報においては，その外観および病理組織学的観

察などについて報告する.

このような異常ブタは， 1978年 6月から 1979年 1月

までの期間に14頭が確認され，各ブタは発育の遅れ，高

度の貧血，ブドウ酒色調尿などが認められ，血液塗抹標

本では赤血球の大小不同，変形赤血球，多染性赤血球お

よび赤芽球の出現が顕著であった.しかし，ポルフィリ

ン症特有の光線過敏症性病変は怠畜が生後6ヶ月前後で

あることや，飼育畜舎が直射日光をしゃへいする構造で

あるため，著明な症状を示したものは 1頭のみであっ

た.

ポルフィリン体の生化学的研究 (W) コブロポルフ

ィリンの標準物質と回収試験

武士俣邦雄:衛生検査， 27 (9)， 1065， 1978 

尿中に排i世されるコプロポルフィリンの検査は，ポル

フィリン症や鉛中毒などのスクリーニングに際して行な

われる.この尿中コプロポノレブィリシの定量分析につい

ては，分光光度計あるいはけい光光度計を用いて，特異

波長における吸収強度または発現するけい光の強さを計

測して，定量値を求めている.しかし， いずれの方法

も，その分離精製操作の繁雑さや分析再現性が乏しいこ

と，さらには回収率が低いことなどのために，分析値の

信頼性が問題になっている.そこで著者は，すでに報告

した尿中コプロポルフィリンの定量分析法にもとづい

て，標準物質の適性と使用方法に関する吟味および定量

分析の精度を評価する分析再現性と回収試験の方法など

について検討したので報告する.

1) 吸光度法で尿中コプロポノレフィリンの定量分析を

行なう場合には，標準液を用いずに Allen の補正によ

る吸光度から係数法で定量値を算出することが望まし

L、.
2) 抽出溶媒としてエチルエーテルを用いる方法にお

いては，その抽出前にヨ{ドによる酸化処理を行なった

方が分析再現性はよい結果であった.

3) ヒトのふん使から調製した標準物質を使用した場

合の平均回収率は42.28土17.41%という低い結果であっ

た.

4) ウマ血球から調製した標準物質を使用した場合の

平均回収率は26.09土8.21%と極めて悪い結果であった.

5) 分析再現性が 98.98%であった尿を，別の10人の

尿と等量混合した場合の回収試験では，その平均回収率

は99.55土2.01%というほぼ完壁な回収結果であった.

また，これらのブタについて組織病理的に鋭察したと Tail Rotation， An Early Neurological Sign of 

ころ，いずれの例も骨髄および肝，牌，腎，肺の各臓器 Methylmercury Poisoning in the Rat 

ならびに各リンパ節髄質，副腎皮質，下垂体前菜などの Gen Ohi， Susumu Nishigaki， Hironobu Seki， 
細網内皮系細胞，腎の尿細管上皮細胞，管腔内架片，骨 Yukihiro Tamura， Isao Mizoguchi， Hiroshi Yagyu 

梁にいたるあらゆる組織がカッ色に着色しており，明ら and Kazuo Nagashima: Environmental Research， 

かなポルフィリン頼粒の沈着を示す特有の赤色けい光を 16， 353， 1978 
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All of 95 Wistar rats on a diet containing 20ppm the method of numerical taxonomy of Sokal and 

of methylmercury and O.lppm of selenium displayed Sneath (1963). From both dendrograms (Q・type) of 

“tail rotation" namely， sustained vigorous circling correlation-and distance司coefficient， i t was considered 

movement of the tail when held up by the trunk， that mite and insect faunas on two seats(in show-hall and 

for 2 to 3 weeks prior to the onset of weight loss lobby) or th巴 faunason three floors (in lobby， food-

and of crossing andjor ataxia of the hind legs. With stand and show寸lall)have some correlation and the 

the onset of tail rotation morphological changes in faunas of some theaters have some similarity. At 

'the nervous system involved only the peripheral sensory R-type (the convers巴ofordinary Q・type)，D. farinae 

nerves and their terminal corpuscles: mercury I巴vels and D. pteronyssinus were grouped to show some 

in the brain were two-thirds as high as those associated ecological relationship， and they seemed to correspond 

with crossing and ataxia of the hind legs. Ablation to the characteristic of some theaters' grouping of 

of visual and ear function did not seem to affect its Q-type. Th巴 resultsof principal component analysis 

directionality or velocity. This sign appears to be an inclined to correspond to those of the dendrograms. 

earlier manifestation of p巴ripheralsensory neuropathy These analyses give a help for understanding of 

induce.d by methylmercury. theaters' sanitary states. 

Mite and Insect Fauna in Dusts of Theaters in 医学的見地より見た N02環境基準

Tokyo I. Taxa and Sea目onalDistribution 溝口勲:人間と環境， 4 (2)， 11-18， 1978 

11. Analysis by Dendrogram Method and Principal 1978年3月，中公審の「二酸化窒素に係る判定条件等

Component Analysis についての専門委員会」報告にひき続き， 7月環境庁は

〈付記:デンドログラム分析法の説明，コンピュータ それまでの環境基準を一挙 3倍以上もゆるめる環境基準

{のプログラムと実例〕 の改定を告示した.この環境基準改定の意味するものを

Eikichi NAKADA: Rゆortof Tokyo Metro仰 litan 医学的，公衆衛生学的見地から検討した.健康の概念を

Research Laboratory of Public Health， 33， 34p.， 幅広く理解することの必要性から入札判定条件から環

1978， Tokyo Metropolitan Research Laboratory of 境基準設定のための必須のステップとして安全率の欠落

Public Health を指摘した.また判定条件そのものの解析上の不備とし

I. Dust samples were collected with a vaculim て発癌に関連する論文の不備，オキシダント発生要因と

sweeper from seats and floors of twelve theaters in しての見方の欠落を述べた.さらに疫学調査批判論に対

Tokyo in summer and winter. Mites and small する反論として一方での疫学方法上の改善と同時にデ{

insects in dusts were separated by the floatation タによらなL、いくつかの批判を再批判した.

method of saturated sodium chloride solution. More 

than 64 species belonging to 32 families of mites wer(' 

identified. The most collected mites were Dermato・

ρhagoides farinae and D. pteronyssinus of Pyro-

glyphidae which being found in the living state were 

especially numerous at the summer collection. A 

number of the tropical rat mite， Ornithonyssus bacoti， 

was recovered. The pyroglyphid mites were significantly 

more collected from the seats than from the floors 

and they were more numerous in summer than in 

winter. AIso they were more numerous on felt or 

cloth seats than on vinyl seats. Mostly dead Psocoptera 

insects were collected 'more from the floors than from 

the seats. 

II. Mite and insect fauna in dusts was analyzed by 

藍藻 Osci11atoriasplendida によるカビ臭物質

geosminの産生

松本淳彦， 土屋悦輝:日本水処理生物学会誌， 14 

(2)， 12， 1978 

水道水源のカピ臭発生は全国的な現象として問題とな

っている.湖沼や貯水池では40%以上がカピ臭問題をこ

うむっており，それぞれの浄水場では処理法で苦慮して

いる.カピ臭発生原因は放線菌，藍藻によることがほと

んどであるが，後者については文献が少なく，発生機構

も未知なことが多い.

本文では，藍藻の一種 Oscillatoriasplendidaを単一

分離培養じ， その増殖量と臭気物質量との関係を論じ

た.照度 1，OOOlx， 250培養下では4週後で最大増殖に達

し，5週間後に最大2.3mgjlの geosminを産生し，臭

気濃度は10，000に達した.
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Makoto Ohashi : Problems in methodology of 五十嵐英夫，新垣正夫，高橋正樹，潮田 弘，寺山

antibiotic sen目itivitytesting 武，岡村奈緒美:ブドウ球菌コアグラーゼの免疫学的特

The SEAMIC ConferencejSeminar(Tokyo) (1978. 異性の検討ー特にコアゲラーゼII裂とIII型について

11) 第52回日本細菌学会総会 (1979.4) 

Makoto Ohashi : Problem of food-borne infections 五十嵐英夫，新垣正夫，高橋正樹，潮田 弘，寺山

and bacterial food poisoning in Tokyo 武，坂井千三食品中での黄色ブドウ球菌の増殖とエン

The 43rd Academic Meeting of Korean Society テロトキシン (A~E) 産生ーカスタードクリームのシ

for Microbiology (1979.4) ヨ糖の影響ー

五十嵐英夫，森田隆司，岩永貞昭:アフィヱティ・ク

ロマトゲラフィによるブドウ球菌コアゲラーゼの精製と

その性状について

第25回毒素シシポジウム (1978.7) 

潮田弘，辻明良，小川正俊，五島瑳智子，寺山

武，坂井千三:臨床材料および健康人由来表皮ブドウ球

菌の生残におよIますRH(相対湿度〉などの影響

昭和53年度ブドウ球菌研究会(1978.9) 

天野祐次，小野川尊，市瀬正之，平石浩，善養寺

治，寺山 武東京都内住民からのサルモネラの検出と

分離菌株の菌製および薬剤感受性について

第27回日本感染症学会東日本地方会総会(1978.10)

市瀬正之，小野川尊，天野祐次，平石浩，善養寺

浩，寺山武:1976， 77年の2年間に都内健康者から分

撤されたサルモネラのR因子について

第27回日本感染症学会東日本地方会総会(1978.10)

五十嵐英夫，新垣正夫，山田澄夫，潮田 弘，寺山

第37回日本食品衛生学会(1979. 5) 

五十嵐英夫，森田隆司，岩永貞昭:アフィニティ・ク

ロマ卜グラフィによ~ブドウ球菌コアゲラーゼの精製と

その性状

第51回日本生化学会 (1978.10)

Terayama， T.， Igarashi， H.，Yamada， S. and Shingaki， 

M. : Detection of staphylococcal enteroto:idns in 

incriminated food of food poisoning outbreaks by 

reversed passive hemagglutination 

U. S. -]apan Intersociety Microbiology Congress 

(1979. 5) 

伊藤武，斉藤香彦，稲葉美佐子，坂井千三:ウェル

シュ菌下痢症の毒素学的迅速診断j去に関す~研究

第 9回嫌気性菌感染研究会 (1979.2) 

伊藤武，斉藤香彦，稲葉美佐子，坂井千三:ポツリ

ヌス菌の生態学的研究 2. 東京都内の土壌におけ~本菌

の分布

第87回日本獣医学会 (1979.4) 

武，坂井千三:黄色ブドウ球菌の増殖とエンテロトキシ 伊藤武，斉藤香彦，稲葉美佐子，坂井千三 :Clostri-

ン (A~E) 産生におよ{ますショ糖の影響 dium perfringensのヱンテロ卜キシン産生用培地に関

第36回日本食品衛生学会 (1978.12) する検討

第52回日本細菌学会総会 (1979.4) 

潮田弘，辻明良，小川正俊，五島瑳智子，坂井千

三，寺山武:各種臨床材料および健康人由来 Staphy- 伊藤武，柳川義勢，丸山務，斉藤香彦，稲葉美佐

lococcus epidermidisの生物裂ならびに両由来株の生 子，甲斐明美，坂井千三:1967年から1978年までに東京

残におよ[ますRH(相対湿度〉および動物血清の影響 都内で発生した細菌性食中毒の起因菌の動向について

第52回日本細菌学会総会 (1979.4) 第53回日本感染症学会総会 (1979. 4) 

五十嵐英夫，高橋正樹，岩永貞昭，森岡隆司:発色性合 Takeshi Itoh， Kahiko Saito， Misak6 Inaba and 

成基質を用いたブドウ球菌コアゲラーゼの定量i去の検討 Senzo Sakai : Detection of Clostridium pel泊戸ingens

第52回日本細菌学会総会 (1979.4) Enterotoxin from Feces of Food Poisoning Cases 

The 14th ]oint Conference， U. S. -]apan Cooperative 
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Medical. Science Program， Cholera Panel (1978. 9) 

Sakai， S.， ltoh， T.， Saito， K.， lnaba， M.， Ohashi， 

M.， Takahashi， M. and Yamamoto， 1. :Experimental 

Gastroenteritis due to Clostridium perfringens in 

Cynomolgus Monkeys : Histopathology and Entero-

toxin Study 

U. S. -Japan Intersociety Microbiology Congress 

(1979. 5) 

Kudoh， Y.， Yamada， S.， Matsushita， S.，Ohta， K.， 

Tsuno， M. and Ohashi， M.: Detection of heat・

labile enterotoxin of Escherichia coli by reversed 

passive hemagglutination test with apecific im-

munoglobulin against cholera toxin 

The 14th Joint Conference， U. S. -Japan Cooperative 

Medical Science Program， Cholera Panel (1978. 9) 

(1979. 5) 

諸角聖，一言広，和字慶朝昭，坂井千三，上野芳

夫:シナモン成分中の新抗真菌物質について

第8回マイコトキシン研究会(1978.7) 

一言広，諸角聖，和字慶朝昭，坂井千三:国産お

よび輸入雑豆の力ビ汚染について

第37回食品衛生学会学術講演会(1979.6) 

加納桑子，横田 健:ナイジエリアで得た多剤耐性エ

ルトーJ(..型コレラの Rplasmid 

第7回薬剤耐性菌シンポジウム (1978.8) 

Takako Kanoh， Takeshi Yokota， Tatsuo Yamamoto 

and Shogo Kuwahara: Two Conjugative R Plasmids 

Obtained from Vibrio cholerae (Biotype Eltor) 

Isolated in ~igeria， 1977 

Kudoh， Y.・Comparativestudies on procedure for The 14th Joint Conference， the United States-Japan 

antibiotic sensitivity testing Cooperative Medical Science Program， Cholera Panel 

The SEAMIC ConferencejSeminar 1978 (1978.11) (1978. 9) 

工藤泰雄，松下秀， 山田澄夫，津野正朗，太田建 Takeshi Y okota， Reiko Sekiguchi， Tatsuo Yama-

爾，甲斐明美，坂井千三，大橋誠:大腸商工ンテロト moto， Teruyo lto， Takako Kanoh and Shogo Kuwa-

キシンに関する研究 (6) 海外旅行者下痢症分離株の hara: Enterotoxin Plasmids Genetically Labeled 

毒素産生性 with a. Drug-Resistance Gene (Transposon) and 

第52四日本細菌学会総会 (1979.4) Its Application to Adenylate Cyclase圃LessMutants 

工藤泰雄，山田澄夫，津野正朗，太田建爾，松下秀，

坂井千三，大橋誠東京都における輸入感染性腸炎の

細菌学的検討 (1978年〉

第53回日本感染症学会総会 (1979.4) 

。fEscherichia coli 

The 14th Joint Conference， the United States-Japan 

Cooperative Medical Science Program， Cholera Panel 

(1978. 9) 

加納実子，横田 健:コレラ菌由来 R-PlasmidpJT-

工藤泰雄，松下秀，山田澄夫，甲斐明美，丸山務， 17の伝達頻度

坂井千三，大橋誠:毒素原性大腸菌による下痢症一 第52回日本細菌学会総会 (1979.4) 

1967~1977年の11年聞に遭遇した集団発生例についてー

第53回日本感染症学会総会(1979.4) 大久保暢夫，堀幹郎，武士俣邦雄:Affinity Chro-

matography分屑と血清反応

Kudoh， Y.， Ohta， K.， Tsuno， M.， Matsushita， S.， 第四回トレポネマトーゼ研究会 (1978.8) 

Sakai， S. and Ohashi， M. : Serologic and biological 

characterization of Vibrio parahaemolyticus iso- 飯塚純子，柴田 実，浅香治美，大久保暢夫:先天性

lates in Tokyo， especially enteropathogenic toxin 代謝異常症のマススクリーニンゲについて

(Kanagawa hemolysin) production of them 第62回東京都衛生局学会 (1979.5) 

estimated by a microquantitative technique 

U. S. -Japan Intersociety Microbiology Congress Nobuo Ohkubo : Recent Advance of Syphilis-
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自erology.As to Concerning TPHA. 岩崎謙二，薮内 清，吉回靖子，関根整治:東京都下

The 12th International Congress of Microbiology 飼育ブタ聞における日脳ウイルス感染流行の年次推移

(1978. 9) 第53回日本感染症学会総会 (1979.4) 

Nobuo Ohkubo: Serodiagnose und Chernotherapie 安田一郎，瀬戸隆子，西川洋一:中国産山織の品質に

der Syphilis ついて

Hygiene Institut-Serninar der Universitat Koln 日本生薬学会第25四年会(1978.10)

(1978. 9) 

鎌田国広，原田裕文:カーボンブラ .1ク中のあ 4ーベ

村田以和夫，大久保暢夫，山田満，金井日出夫，林 ンズピレンについて

滋生東京築地市場に入荷した日本近海麗サクラマスに 第37回日本公衆衛生学会 (1978.10)

おけあ広節裂頭条虫 Plerocercoidの検索

第38回日本寄生虫学会東日本大会 (1978.10) 鎌田国広，山野辺秀夫，鈴木助治，原田裕文:ガスク

ロマトグラフィーによるヨウ索の定量法について

岩崎謙二:インフルヱンザウイルス交差HI試験にお 第37回日本食品衛生学会 (1979.5) 

け::5HI価決定機作に関する理論的試行

第26回日本ウイルス学会総会 (1978.10) 竹内正博，水石和子，原田裕文:熱エネルギー分析器

による化粧品中の Nーヱトロソジヱタノー)1.-アミンの分

坂井富士子，伊藤忠彦，山崎清，岩崎謙二:1977年 析

4 月 ~78年 2 月のインフルエンザ流行における病因検索 第40回分析化学討論会 (1979.6) 

とインフルヱンザウイルス分離株の抗原分析

第26四日本ウイルス学会総会(1978.10) 小久保弥太郎，神崎政子，井草京子，村上ー，木村

良司，梅沢勝正，斉藤義蔵:ウィンナーソーセージ中の

薩田清明，小林由美子，平井和人，吉川 泉，山地幸 Clostridium perfringensおよび Bacilluscereusの

雄，福生吉裕，山中正信，岩崎謙二，坂井富士子，伊藤 挙動に関す::5実験的研究

忠彦，武内安窓:タイ国住民のインフルヱンザウイ)1.-ス 昭和53年度東京獣医膏産学会 (1978.8) 

に対する血清疫学的研究

第26回日本ウイルス学会総会 (1978.10) 庭山邦子 :B，αcilluscereusの産生す::5血管透過性因

子について

薮内清，矢野一好，柴田タツ美，岩崎謙二，田口文 第52回日本細菌学会総会 (1979.4) 

章，和問重次，郡司俊実 :BKウイルスに関す::5研究，

抗核抗体価とBKウイルスHI価の相関 松井政友，菊池俊六，鈴木雅夫，塩見久章，高島利

第26回日本ウイルス学会総会 (1978.10) 幸，梅木富士郎:犬管理事務所職員のトキソプラズマ抗

体保有状況について

浦野純子， [河野弘子，渡辺悌吉，岩崎謙二，薮内 第62回衛生局学会 (1979.5) 

清，矢野一好:急性気道感染症に関す::5調査成績〈第2

報〉 三浦まち子，黒崎峯生，可児利郎，松本昌雄，藤川房

第9回小児ウイルス病研究会 (1978.11) 代，春田三佐夫:レサズリン還元試験法の簡易化

矢野一好，薮内 清，柴田タツ美，岩崎謙二，浦野純

子，河野弘子，渡辺悌吉，今川八束:東京都における小

児の急性気道感染症と下水からのエンテロウイルス分離

状況(1978年〉

第53回日本感染症学会総会 (1979.4) 

第35回日本食品衛生学会 (1978.5) 

中里光男，冠政光，有賀孝成，藤沼賢司，直井家蕎

太:酸化防止剤に関する研究(第2報〉 酸化防止斉1]の

系統分析法

第37回日本食品衛生学会 (1979.5) 
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藤沼賢司，冠政光，中里光男，有賀孝成，直井家主; 井部明広， 西島基弘，斉藤和夫，安田和男，上村

太:かんきつ類中のクマロンインデン樹脂の試験法 尚，永山敏庚，牛山博文，直井家詩太食用花粉の衛生

第37回日本食品衛生学会 (1979.5). 学的調査

第37回日本食品衛生学会 (1979.5) 

上村 尚，西島基弘，斉藤和夫，高橋尚子，井部明

広，落合節子，直井家議太:食品加工時におけるトリコ 斉藤和夫，西島基弘，安田和男，上村尚，井部明

テセン系マイコ卜キシンの消長 広，永山敏庚，牛山博文，直井家議太食品中のマイコ

第8回マイコトキシン研究会 (1978.7) トキシンに関する研究-XVIII チーズのアフラトキシ

ン汚染 (2)

直井家蒜太，西島基弘，井部明広，木村康夫:海洋汚 第37回日本食品衛生学会 (1979.5) 

染実態値の紹介

第15回全国衛生化学技術協議会年会 (1978.9) 真木俊夫，田村行弘，嶋村保洋，西垣進，直井家議

太:N-ニトロソ化合物に関する衛生学的研究-1市販

上村尚，西島基弘，永山敏底，斉藤和夫，安田和 食品中の各種二トロソアミン含有量の現状について

男，井部明広，牛山博文，直井家寄太:チェリーおよび 第36回日本食品衛生学会(1978.12)

穀類中の臭化メチル分析法および残留性

第36回日本食品衛生学会 (1978.12) 田村行弘，真木俊夫，嶋村保洋，西垣 進，直井家苦手

太:クロレラ中クロ口フィ}I，.の変化について

上村尚，西島基弘，斉藤和夫，安田和男，井部明 第36回日本食品衛生学会 (1978.12)

広，永山敏庚，牛山博文，直井家欝太:食品中のマイコ

トキシンに関する研究-XVI 食品添加物によるトリコ

テセン系マイコトキシンの消長

第36回日本食品衛生学会 (1978.12)

斉藤和夫，西島基弘，安田和男，上村 尚，井部明

嶋村保洋， 田村行弘， 真木俊夫， 小関正道， 西垣

進，直井家誇太:黒皮カジキ肉中水銀の化学形態につい

て

第37回日本食品衛生学会 (1979.5) 

広，永山敏庚，牛山博文， jj室井家蕎太..食品中のマイコ 広門雅子，溝入茂，宇佐美博幸，中嶋巌，遠藤英

トキシンに関する研究~-XVII 製あん原料豆のアフラト 美:天然着色料の品質に関する研究 カラメル中の4ーメ

キシン汚染 チルイミダゾールの分析

第36回日本食品衛生学会 (1978.12) 第36回日本食品衛生学会 (1978.12)

上村尚，西島基弘，永山敏康，斉藤和夫，安田和 渡辺悠二，佐藤憲一，吉田令子，遠藤英美:プラスチ

男，井部明広，牛山博文，直井家蕎太:食品中の臭素分 ・yク中の酸化防止剤の試験法

析法 第15回全国衛生化学技術協議会年会(1978.9) 

第37回日本食品衛生学会 (1979.5) 

武士俣邦雄，堀幹郎，大久保暢夫:ブロテインAア

西島基弘，井部明広，牛山博文，斉藤和夫，安田和 フィ二ティークロマ卜分屑と梅毒血清反応

男，上村尚，永山敏庚，直井家害太東京湾産アサリ 第13図トレポネマト{ゼ研究会 (1978.8) 

の石油汚染実態調査ならびに汚染物質のとり込みについ

て 武士俣邦雄，霜田さと子，小笠原公，道口正雄，三

第37回日本食品衛生学会 (1979.5) 宅勉，山下千恵，斎藤公志，島崎秀雄，小林幸三，吉

岡良雄，三木博:ブタのポルフィリン尿症に関する研

上村尚，西島基弘，永山敏康，斉藤和夫，安田和 究〈第1報〉 一時尿中の 8・ALAおよび Cpの濃度に

男，井部明広，牛山博文，直井家言等太:臭化メチル爆蒸 ついて

後の残留性および実態調査 ! 第62回東京都衛生局学会 (1979. 5) 

第37回日本食品衛生学会 (1979.5) 
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武土俣邦雄，霜田さと子，小笠原公，道口正雄，三 義，川島正道，小松崎尚，池田真悟，二島太ー郎:母

宅勉，山下千恵，斎藤公志，島崎秀雄，小林幸三，吉 体より胎児への水銀移行動態〈第5報〕

岡良雄，三木博:ブタのポルフィリン尿症に関する研 第62回東京都衛生局学会 (1979.5) 

究〈第2報〕 ふん便および胆汁中のポルフィリン体に

ついて 狩野文雄，大津誠喜，福間雅夫，溝口勲大気汚染

第62回東京都衛生局学会 (1979.5) 質による角膜上皮変化の観察

第四回大気汚染学会 (1978.9) 

山下千恵， 島崎秀雄， 斎藤公志，三宅勉，小林幸

三，吉岡良雄，三木博，武士俣邦雄，霜田さと子，小 牧野国義，溝口勲:大気汚染物質年平均濃度分布の

笠原公，道ロ正雄:ブタのポルフィリン尿症に関する 推定

研究(第3報〉 臨床および病理組織学的所見について 第19回大気汚染学会(1978.9) 

第62回東京都衛生局学会(1979.5) 

溝口勲，多国字宏，野牛弘，長崎譲:東京都民

の食品からのクロム一日摂取量について

第48回日本衛生学会 (1978.5) 

佐藤泰仁，溝口 勲:ブレーキドラム内粉塵中のアス

ベス卜

第四回大気汚染学会 (1978.9) 

佐藤泰仁，溝口 勲，野牛弘:走行中の自動車空気

汚染のモデル調査

第37回日本公衆衛生学会 (1978.10)

池閏真悟，二島太一郎，長嶋親治，藤谷和正，溝口

勲，野牛弘，森本敬三，呑山英一:母親と新生児にお

ける水銀の蓄積と相互関係(第 3報〉 母親静脈血と隣

帯動静脈血の血球および血疑

第37回日本公衆衛生学会 (1978.11)

二島太一郎，池田真悟，溝口 勲，野牛弘，藤田紘

一郎，杉山雅俊，菊池正一:イラク・カタールの原住民

の毛豊富中・血液中水銀量について〈第2報)

第37回日本公衆衛生学会 (1978.11)

長嶋親治，二島太一郎，野牛弘，寺井稔，西田五

狩野文雄，福田雅夫，溝口勲，丁宗鉄，梁哲

宗，英清道:窒素酸化物の invitro暴露によるリン

パ球内 CyclicNucleotides量の変動

第62回東京都衛生局学会 (1979.5) 

大野正彦，松本浩一:善福寺川のセスジユスリカ I 

年間の世代数について

第43回日本陸水学会 (1978.7) 

高橋保雄，森田昌敏，三村秀一，秋山和幸，山岸達典

:水中の 2，4， 6ートリクロルフェニルー4'ーエトロフェ

二ルエーテル (CNP)と2，4ージクロ)1，.フェ=)1，.-4'一二

トロフェエルエーテル (NIP)

第37回日本公衆衛生学会 (1978.10)

渡辺真利代，大右真之:藍藻 Microcystisの毒性

第37回日本公衆衛生学会 (1978.10)

中川JI慎一，森田昌敏，秋山和幸，樋口育子，三村秀一

:PCBの加熱によQPCDFの生成

第37回日本公衆衛生学会 (1978.10)

大野正彦，松本浩一:善福寺川のユスリカの種類相

第15回日本水処理生物学会 (1978.11)

郎:新生児の毛髪中の微量成分の放射化分析 渡辺真利代，大石真之，中尾順子，松本浩一:Micro-

第37回日本公衆衛生学会 (1978.11) cystisの毒性について II

第44回日本陸水学会 (1979.5) 

寺井稔，橋本敬祐，松本道男，二島太一郎，野牛

弘:人体臓器中の微量成分の分布と相関々係について 栃木博，菊地洋子，押田裕子，中村弘，笹野英

第37回日本公衆衛生学会 (1978.11) 雄，岸仁，原田裕文，友成正区:河川の重金属汚染指

標としての水生昆虫〈第一報〉 ヒゲナガカワトビケラ

森本敬三，宮入毅匡，羽里幸彦，香山英一，鈴木覚 の重金属含有量について
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第37回日本公衆衛生学会 (1978.10)

楠 j享，西篠旗康，‘図師栄子，友成正直，竹間恒夫，

武部実，柴田健次:昭和53年度夏季保菌者検索により

検出されたサルモネラ菌の血清型と薬剤耐性について

第62回東京都衛生局学会 (1979.5) 
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