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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，更に研績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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東京衛研年報 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 30-2， 1-4， 1979 

Short-Term Toxicity of Butylated Hydroxytoluene in Mice 

OSAMU TAKAHASHI*， AKIO OGATA*， HIROSHI ANDO*， YOSHIKAZU KUBOぺ
YUKIE TADA汽 TOSHIKONAKAO* and KOGO HIRAGA* 

Keywords : toxicity; butylated' hydroxytoluene， mice 

Butylated hydroxytoluene (BHT) is a hindered phenolic antioxidant widely used as a food preservative 

or rubber and petroleum stabilizer. Many toxicological studies were summarized by several authors1ー的.Th巴

short-term toxicity of BHT was mostly studied using th巴 ratas an experimental animal and the major 

effect of BHT was the induction of hepatic， hypertrophy accompanied with the incr'ease in hepatic microsomal 

enzymes in rats. On the other hand， it was r巴portedthat the lung damage caused by intraperitoneally 

or orally injected BHT was a toxicity to mice5一円. We reported the hemorrhagic death by dietary BHT 

in ratsSl， and found .the species difference in the hemorrhagic effect of BHT. These findings suggest 

that the safety evaluばionof 'BHT should be specified d巴pendingupon the toxicological data using mor巴

animal species. 

The present r巴portdescribes the general signs of intoxication caused by BHT in male and female mice. 

Materials and Methods 

Male and female ICR mice (CLEA Japan Inc.)， 4 weeks old， were fed a laboratory ration (CLEA 

CE-2) in plastic cages for 2 w巴eksand then divided into groups， housed individually in a stainless wire 

cage and fed the BHT -containing experimental diet for 3 weeks. The 24.00%casein-purified diet was used 

as a basal田， and given to each mouse in a form of a kn巴adeddough with some water. The concentration 

of BHT (from Tokyo Kasei Kogyo) was 1. 20% which was nearly equal to the hemorrhagic LC50(40d岬町

in rats. In order to compare with the effect on rats and mice， Sprague-Dawley rats (CLEA) were us巴d.

The feeding procedures w巴resimilar to those to mice. All experiments were don巴 ina controlled room at 

25土10Cand 50土5%humidity. 

Body weights， food intakes and' the outward signs of intoxication were recorded during the experimental 

period. BHT intakes w巴re calculated froni food intakes. Animals were killed by a blow on the head. 

Then， blood was collected and some organs were removed and weighed， Whole blood coagulation times 

were measured by the method of Sahli and F onio described by Matsuoka町.H巴matologicalcounts were 

made by the Coulter Counter Model S (Coulti:r Eleqtronics Inc.， Hialeah， Florida). 

Results and Discussion 

The changes in body weight and food intake are shown in Fig.1. The stress after alteradons in cages 

and food quality might have caused depression of body weights at early period in male and female mice. 

Body weight and foo'd intake of mice fed BHT were lower than controls in male， but were equal or higher 

than controls in female. The changes in body weight and food intake of Sprague-Dawley rats are shown in 

Fig.2. Although the lag of adaptation in mice was longer than in rats， effects of BHT on body weights 

were lesser in mice than rats. BHT intak巴scalculated from food intakes were about 1. 9g/kg in male and 

about 2.5g/kg in female mice. 

The following signs were noted with mice fe'd BHT for 3 weeks. A mild diarrhea on Day 1-5， ，hair 

roughening on Day 6-9 and some stimulated behavior on and after Day 9 in male mice， and a diarrhea in 

some f"，male .rnice， whose stools were-yellowish. 

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町 3-24-1

* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 

. 24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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Gross findings in autopsy are shown in Table 1. 

Organ weights and hematological values are shown 

in Table 2 and 3. The enlargement of liver or 

caecum was markedly caused by dietary BHT in 

mice， and these effects were similar to those in 

rats. The lungs were enlarged in male mice， which 

suggested that dietary BHT may also cause the 

enlargement of lungs in mice as well 

intraperitoneally or orally BHT5ーの However，

in rats， the enlargement of lungs was not caused 

even by intraperitoneally injected BHT (Table 4). 

The interesting data in this study were the 

enlargement of pancreas， thickening of duodenum 

and greenish coloring of liver， which suggested the 

possibility of the functional acceleration in the 

digestive process in female mice. The histological 

observations of those livers gave no abnormal figures， but we had already found the deep-green coloring 

of liver by feeding of BHT in combination with linear alkylbenzene sulfonate for 9 months in male 

mice10l. 1 t appeared that BHT also influenced the reticulo・endothelial system， which contained the 

enlargement of spleen and thymus and the increase in white blood cells in female mic巴. Whole blood 

3 

Gross Findings in Autopsy 

30-2， 1979 

Table 1. 

年報研衛京東

Groups No・qfroups ・目ammals Observations 

A

リ
ヴ
，
。
&

噌
，Enlargement of caecum 

Enlargement of lungs 

Enlargement of heart 

5 O
 

V
A
 n
 
o
 
c
 
凶
J
〈
冨

10 BHT 

。，“
A

リハ
U

。。。
a
a
各戸。

噌

ム

噌

i

Enlargement of lungs 

Enlargement of caecum 

Thickening of duodenum 

Enlargement of pancreas 

Greenish liver 

Enlargement of spleen 

Enlargement of thymus 

5 

10 

Control 

BHT 

凶

A
〈
冨
同
h
同

as 

Effects of BHT on Organ Weights in Mice Tabl巴2.

Relative weight 

(mg/100g body weight) 

Absolute weight 

(mg) 
Organs 

FEMALE 

Cont. BHT 

MALE 

Cont. BHT 

FE乱ifALE

Cont. BHT 

MALE 

Cont. BHT 

1857* 

258 

977 

415 

321 

12.4 

13.7 

7263*** 

615* 

595* 

2059 

217 

1106 

462 

282 

13.5 

14.8 

5060 

674 

662 

1432 

123 

788* 

393 

276 

5.33 

5.63 

6611*キキ

768 

715 

418 

388 

1414 

162 

563 

408 

212 

4.90 

4.78 

5229 

791 

761 

353 

345 

501 

70.9 

265 

112 

86.2* 

3.37 

3.73 

1978** 

167 

161 

519 

55.3 

280 

117 

71. 8 

3.41 

3.73 

1288 

171 

167 

486 

41. 7 

264 

132 

92.9 

1. 79 

1. 88 

2231* 

260 

242 

140 

130 

497 

59.0 

202 

146 

75.7 

1. 75 

1. 70 

1871 

280 

270 

125 

123 

19.5 

17.9 

302 

20.7 

20.9 

416 

5.28 

4.89 

81. 0 

5.26 

5.39 

105 

(R) 
Adrenal 

(L) 

(R) 
Kidnev 

ぽ (L)

(R) 

(L) 

(R) 

(L) 

Uterus 

Brain 

Thymus 

Lungs 

Heart 

Spleen 

Liver 

Testis 

Ovary 

Each value represents the means of 5 in control or 10 animals in BHT -given group， and those marked 
with asterisks differ significantly (Student's t-test) from the appropriate control values: 

*pく0.05;料 P<O.Ol;***P<O.OO1. 



4 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H:， 30-2， 1979 

Table 3. Effects of BHT on Hematological 

Values in Mice 

MALE FEMALE 

Cont. BHT Cont. BHT 

White blo.od cells(l03jmm3) 3.36 3.36 2.24 3.76* 

Red blood cells (106jmm3) 8.70 8.52 8.16 8.08 

H巴moglobin(gj100ml) 16.1 15.2 15.4 14.9 

Hematocrit (%) 43.2 41.4 42.2 42.1 

Mean corpuscular volume(μ3) 98. 0 96.2 102 102 

Whole blood coagulation 
4. 67 5. 57 7. 27 5. 68 time (min) 

Each value represents the means of 5 in control 

or 10 animals in BHT.group， and those marked with 
asterisks differ significantly (Student's t・test)from 
the control values:呼 <0.05.

Table 4. Effect of Intraperitoneally Injected BHT 

on Lung Weight in Sprague.Dawley Rats 

BHT 
Cont. (x 3 days) 
380mg 760mg 

coagulation tim巴 wasnot prolonged. 

These results suggest that the toxicity of BHT 

in mic巴 islargely different from those. in rats and 

effects on body weight or hemostasis may be 

slighter than in rats but effects on some other 

functions appear to be much stronger than in rats. 
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マウスに対す~ジブチルヒドロキシトルエンの短期毒性

高橋 省ぺ小豚昭夫ペ安藤 弘大久保喜一*

多国幸恵*，中尾順子汽平賀輿吾*

酸化防止剤のジブチルヒドロキシトルエγ(BHT)を

24%カゼイン基本食に1.20%になるように混ぜ，雌雄マ

ウスに3週間与えた BHT投与群は，雄マウスで，体

重増加の抑制，盲腸肥大，肺肥大，肝臓肥大，雌マウス

で，盲腸肥大，十三指腸肥厚，勝臓肥大，緑色肝，肝臓

肥大，牌臓肥大，胸腺肥大，白血球の上昇を示し，それ

らは， ラットに対する BHTの影響とは異ったものを多

く含んでいた.なお，出血傾向は認められなかった.
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ジブチルヒドロキシトルエン (BHT)の幼若ラットに対する影響(第 1報〉

小林博義*

Effects of Butylated Hydroxytoluene (BHT) on Illfant and Young Rats (1) 

日IROYOSHIKOBA Y ASHI* 

Keywords:ジフやチルヒドロキシドルエン buty!atedhydroxytoluene， 幼若ラット infant and young rat，毒性

toxicity 

緒 毛主~

E 

ジブチルヒドロキシトルエン (BHT) の毒性研究に

おいて離乳後のラッ iトを用いた検討は数多くなされてい

るが，幼小時の検討はほとんどないトり.そこでラット

を用い BHT添加飼料を出生直後より与え，経母乳摂取

による1叩令までの BHTの影響を体重，器官重量，血

液，血清生化学成分の変化により観察した.

実験材料ならびに方法

試料 BHT (3.5 di teit butyl 4 hydroxytoluene) 

は和光純薬製 (LotNo， KIK 5562)白色結品粉末でmp'

69.50のものを使用した;0%(対照)， 0.08%， 0.25%，' 

0.50%の割合で日本グレア紛製粉末飼料 (CE-2)に添加

後固型乾燥し実験飼料とした.

動物 !自家繁殖し， 日本グレア制 CE-2"飼料にて飼I

育した Wistar-SLC系由来ラットを兄妹交配して得た

母とその仔を用いた.動物は，室温25土10，湿度55土 5

%，照明時間午前6時より午後5時を条件とした飼育室

にて，生後14日目まで母ラナトとともに，プラスチック

ケ{えにlカンナクズ床敷にて飼育した.

実験方}去 BHT添加飼料を出生日より投与を開始，

毎日体重を雌維の区別なく測定ト症状観察，飼料摂取量

の測定を行な勺た.実験10日および14日目にそれぞれ母

仔の血液学的，血清生化学的検査と器官重量の測定を行

なった.

血液学同ならびに血清生化学的検査法 断頭屠殺時に

放出する;血液を採取し，白血球数 (WBC)，赤血球数

(RBC)，; ヘモグロビン量 (Hgb)， ヘマトクリット値

(Hct)， :平均赤血球容積 (MCV)，平均赤血球ヘモ

グロピソ量 (MCH)，平均赤血球ヘモグロビγ濃度 (M

CHC)を CoulterCounter-Model-Sにより測定じた.

血清総蛋白 (TP)， グノレコース (GLU)， 尿素窒素

(SUN)，総コレステローノレ量 (CHO)，トランスアミ

ラ{ゼ活性 (GPT，GOT)，アルカリホスファターゼ活

性 (ALP) を自動分析装置(日立 M~400) によって測

定した.

1 器官重量断頭放血後速やかに，胸腺，心臓，肝臓，

腎臓，牌臓を摘出秤量した.

飼料摂取量飼料量を毎日秤量し前日との差を摂取量

として母体重 100g当り飼料摂取量をもって各群を比較

した.

実験結果

一般状態と剖検所見飼料摂取量(飼料消費〉で， 0.08 

%， 0.25%， 0.50% BHT各投与群とも 2日固まで少

ない傾向がみられたが以後は対照群とρ差はみられなか
った.

0.25%， 0.50%投与群の母は対照群にくらべ保育に専

念しにくい様子が， I!jj-i乳姿勢や仔供の手入れなどにぎこ

ちなさとして散見された.また仔を食殺あるいは仔を分

散して晴育する現象が一部の母にみられたがこの現象は

前述の保育がぎこちない母に多〈みられた.

仔の一般状態は用量による著差はなく，被毛の生え始

め，開限時期，歩行開始，身繕いなどに差はみられなか

った.仔の解剖時に腹腔出血を一昔日 (10日飼育0.08%群

雄1匹;0.25%群雄1匹， 14日飼育0.25%群雄1匹〉に

みとめた.この腹腔出血ラットは無出血の同一投与群ラ

ットにくらべ牌臓重量の増加している傾向がみられた.

また BHT投与群で用量と関係なく， 5~8 日頃両

眼下縁と鼻根をはさんで左右にくまどり様皮下暗赤色の

帯を示すものが散見された.

割l検時BHT摂取群は肝臓の辺縁が方Lく表面が粗にな

っているものが多数を占めた.

体重増加率 BHT 0.08%， 0.25%， 0.50%各投与群

母仔とも対照群に近い増加率を示した.

血液学的検査 0.08%，0.25%， 0.50%各投与群母仔

とも 2~3 の差はみられるが用量との関係ある変化はみ

られなかった.

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

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 
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Hematology Table 1. 

MCHC 
% 

MCH 
μμg 

MCV 
μ3 

Hct 
% 

日gb
g/dl 

RBC 
x106/mm3 

WBC 
x103/mm3 

No.of 
Rat Group 

M 

36土8.8

34土1.2

34土2.3

35土2.2

29土2.3

27土1.2

28士2.1

29土2.2

82土1.2

81土1.8

80土3.1

83土3.4

24土 7.4

29土 2.7

28土 2.7

30土 3.2*

9.2土1.3

10.2土0.7

9. 7土1.0

10.4土1.0

3.2土0.4

3.7土0.2キ

3.5土0.3

3.6土0.4

14.9土3.0

16.4土3.0

13.9土7.9

12.3土4.1*

8

6

4

8

 

噌

i
n
L
n
4
0
4

Control 

0.08% 

0.25% 

0.50% 

Sex Day 

k
g
p
河内、.同]。相、。
h
h色、・
N
N
E
-
N
V
Q
F
・
M
M
-

同
4
M
E
I
N
-
H由
吋
坦

37土8.9

33土0.9

34土1.9

34土1.0

31土7.7

27土o.7 
27土1.8

28土1.3

83土1.4

82土1.6

80土2.9

83土3.6

26土 4.4

30土 2.4**

28土1.7

31土1.8キ*

9.3土0.8

10.2土0.9

9.6土0.7

10.2土1.4

3.1土0.5

3.7土0.2**

3.4土0.1

3.6土0.4キ水

15.1土3.1

14.4士2.1

13.1土5.5

11.9土2.9*

o
o
n
u
τ
i
n
H
d
 

唱

ム

唱

i

。。噌
i

Control 

0.08% 

0.25% 

0.50% 

F 

10 

34土2.8

34土1.1

34土0.9

36土3.2

24土1.7

25土1.0

24土1.3

25土3.2

67土7.1

70土2.5

69土3.1

69土3.2

20士10.0

25土 4.1

26土 4.2*

26土 3.1*

11. 7土8.1

8.8土1.3

9.1土1.5

9.5土1.5

5.1土3.5

3.6土0.5

3.8土0.5

3.8土0.3

9.8土7.3

8.7土3.1

5.5土2.3*

9.2土7.3

に
d

9

d

d
官

唱

i

噌

i
q
o
n
，
u

。，
u

Control 

0.08% 

0.25% 

0.50% 

M 

国
制
回
以
回
5
0
L
F
目

M
ロ
司
吉
国
同
口
同

35土1.7

34土0.9

34土1.3

36土3.2

24土1.9

24土1.1

24土1.2

26土3.9

70土6.7

70土2.5

69土2.1

69土1.6

14土 9.6

26土 4.6

28土 3.8

26土 2.1

9.0土1.2

9.6土0.8

10.0土0.9

10.2土1.9

4.6土3.1

3.9土0.2

4.0土0.5

3.9土0.3

7.7土3.8

8.9土3.4

5.6土1.3

11. 0土10.1

。o
n
v
h
u
n
u

t
i

唱

i

η

&

唱
止

Control 

0.08% 

0.25% 

0.50% 

F 

14 

35土1.4

35土1.2

36土1.0

36土1.4

22土3.2

21土0.2

22土3.7

21土1.7

62土6.6

59土1.7

60土4.9

58土2.8

29土 8.4

37土 3.6

37土 2.8

38土 2.8

10.3土3.2

13.2土1.5

13.9土1.2* 

14.0土0.6本

4.7土1.5

6.3土0.6

6.2土0.8

6.7土0.8

4.7土1.9

5.8土1.3

6.5土1.5

7.8土1.1

A
‘
，
b
p
b
n
d
 

Control 

0.08% 

0.25% 

O.田%

F 10 
s
a
H
U壬
0
2

34土0.2

35土1.6

35土0.4

36土0.2

24土1.9

21土0.5*

21土0.6キ

20土0.6*

77土0.7

58土1.7** 

59土2.6料

57土1.5林

41土 0.8

38土 3.3*

36土 3.3*

38土1.4* 

11. 2土7.7

13.9土1.0

13.1土0.8

13.7土0.4

4.9土3.7

6.6土0.5

6.2土0.2

6.7土0.2

8.7土4.6

4.5土1.4

6.4土4.7

4.4土1.7

3

5

4

3

 

Control 

0.08% 

0.25% 

0.50% 

F 14 

料 P<O.Ol* P<0.05 Mean土S.D.
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Fig.1. 
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Biochemical Tests Table 2. 

CHO 
mgjdl 

ALP 
KA・U/dl

GPT 
K・Ujml

SUN 
mgjdl 

GLU 
mgjdl 

TP 
gjdl 

No.of 
Rat 

Group 

M 

218土113.3

239土 64.5

196土 89.3

177土 87.4

40土31.5 35土16.3

25土10.0*29土11.9 

22土 7.5*31土 9.4

18土15.5*27土 6.2

175土40.8 164土201.4 

170土56.5 101土124.7

156土38.6 128土201.7 

138土37.9* 85土107.5

日

m
M
幻

Control 

0.08% 

0.25% 

0.50% 

Sex Day 

31土 9.5 33土 8.3 218土 67.6

35土 3.1 29土 6.5 212土 91.2 

24土 9.6*28主10.0 254土151.1

16土10.5*33土 9.0*189土 75.6*

178土18.8 163土176.9

168土28.2 38土 13.1 

160土54.3 201土175.6

133土37.2*131土138.5

6

9

0

9

 

噌

E--

唱
E

4

0
ヌ

“

噌

Eム

Control 

0.08% 

0.25% 

0.50% 

F 

閣
制
帽
凶
凶
ロ
ロ
O
L
P
司
自
制

E
吉岡

14 

8.3 

4.9 

6.1 

159土

172土

156土

84土17.7

90土14.0

80土18.4

76土11.8 

84土 4.3

104土40.5

85土45.1 159土29.6 108土119.2

113土28.2 197土34.6 167土121.1

90土29.3 158土 8.6 67土 71.4 

a
a
τ
r
a
z
u
 

Control 

0.08% 

0.25% 

F 

141土 5.2

170土 11.6

137土 0.9

142土 10.7

100土24.4 62土17.2

125土37.5106土33.0

89土13.9 57土 4.3

67土17.0 51土 7.8

185土112.9

106土151.8 

249土 76.8

88土 63.5

142土11.2 

197土 5.6

137土 8.2

118土20.3

33土 8.5

87土58.8

16土 3.5

12土 6.6

3

5

4

3

 

Control 

0.08% 

0.25% 

0.50% 

F 

10 

14 

国
制
岡
阿
円
相

ω
否
。
冨

* P<0.05 Mean土S.D
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Fig.2. Changes of Body Weight in Rats 

A. 10 Day Infant and Young Rats. 

B. 14 Day Infant and Y oung Rats. 

C. 10 Day Mother Rats. 

D. 14 Day Mother Rats. 

@一一一・ Control 0--0 0.08% BHT 
ロー但 0.2物 BHT 凡ーーx:0.50%BHT 

血清生化学検査 母群では BHT0.08%， 0.25%， 

0;50%各群に著変はみられなかった.BHT投与各仔群

で14日目グルコ{ズ '(GLU)， トランスアミラ{ゼ活

性 (GPT)，アルカリホスブァターゼ (ALP) の低下

傾向が用量に比例してみられた.

器官重量 BHT 0.08%， 0.25%， 0.50%母群で胸腺

が10，14日に用量に比例した増重量が，肝臓では増重量

傾向がうかがわれた.その他には著変はみられなかっ

た.

BHT 0.08%， 0.25%， 0.50%仔群では牌臓の減量が
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Table 3， Organ Weights of Infant and Young Rats Fed Di巴tsContaining (BHT) 

No.of 
Thyrnus Heart Liver Kidney(L) .. Spleen 

Day Sex Grc)¥ip 
Rat mgm/1g 00g mgm/1g 00g 

rng rng rng 
rng/100g rng/100g rng/100g 

Control 18 42土 8.3 96土 11.3 450土 65.4 92土12.7 79土 13.1

仏)al 265土43.0 618土 79.4 2859土 231.3 590土63..3 494土 86.1

0.08% 26 42土 9.5 87土 11.9 419土 53.7 84土 9.5 58土 14.4

(5) 291土54.2 598土 64.0 2885土 237.1 583土33.0 395土 71.2*
M 
0.25% 24 58土 9.3 79土 12.2 364土 61.8 75土 8.4 49土 12.5

(5) 295土53.6 611土 55.6 2834土 242.3 585土46.2 380土 64.6*

0.50% 28 31土8.1 74土 7..6 368土 63:0 74土 8.9 45土 12.3

(3) 248土73‘2 516土207.5 2862土 281.9 583土54.4 355土 86.9*

10 

Control 18 43土 6.5 90土 11.2 424土 47.5 86土 8.9 67土 8.4

仏) 293土43.2 603土 68.8 2832土 42.9 578土46.2 448土 41.3 

0.08% 19 42土11.7 79土 11.7 394土 60.!? 79土10.2 50土 13.4

(5) 314土54.2 606土 63.2 2983土 228.9 603土34.3 375土 60.4*
F 
0.25% 21 38土 8.4、 76土 12.2 355土 38.8 75土 7.0 46土 11.3 

(3) 300土59.4 587土 81.1 2747土 199.2 525土49.3 353土 71.6* 

0.50% 19 35土 8.3 77土 11.0 403土 83.1 76土 8.0 46土 14.4

(3) 282土86.2 602土 78.3 3158土 848.0 596土65.2 363土118.1*

Control 15 55土21.7 121土 25.6 681土 144.6 120土22.5 83土 33.4

(3) 268土73.6 610土100.7 3398土 572.9 603土77.4 415土154.4

0.08% 33 61土28.1 109土 22.4 643土 36.1 113土27.8 67土 18.5

(5) 305土80.3 565土 75.9 3313土 360.4 577土50.4 345土 50.2ネ
h丘
0.25% 24 58土13.1 106土 17.2 651土 85.0 110土18.7 58土 12.1

仏) 301土49.6 561土 61.2 3481土 544.1 582土47.0 309土 38.9*

0.50% 21 68土17.2 121土 25.0 701土 120.7 122土17.7 80土 23.5

(3) 327土62.1 582土 88.1 2659土1323.1 590土58.0 381土 91.7 

14 

Control 16 69土25.9 114土 19.8 690土 84.5 122土15.0 72土 20.0

(3) 348土99.4 579土 72.0 3532土 588.9 626土14.5 364土 94.3

0.08% 19 72土26.2 104土 20.4 608土 110.0 114土23.5 66土 18.8

(5) 370土69.7 543土 65.1 3158土 113.9 594土44.4 341土 64.1
F 
0.25% 24 52土17.3 96土 14.8 580土 81.9 103土16.2 52土 12.3

(4) 300土77.4 188土 67.2 3377土 434.7 598土46.5 305士、 50.1*

0.50% 19 71土30.3 103土 18.2 629土 125.3 114土21.6 66土 21.0 

(3) 391土148.0 572土 88.2 3461土 278.1 628土57.4 369土107.5

Mean土S.D. * Pく0.05 a). Mother Rats 
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Table 4. Organ Weights of Mother Rats Fed Diets Containing (BHT) 

G r N0.of 
Thymus Heart 

Day Sex oup Rat 
mgm/1g 00g mgm/1g 00g 

Control 4 105土 9.5 745土50.3

43土 5.2 308土26.9

0.08% 5 94土46.2 684土51.9 

42土19.2 306土16.2
10 F 

0.25% 5 120土45.7 666土67.4

57土25.2 308土22.1

0.50% 3 145土 0.7** 667土46.2

70土 2.7** 322土17.2

Control 3 79土37.8 752土76.7

31土12.6 314土30.6

0.08% 5 105土13.0 698土58.9

48土 9.3 317土14.1
14 F 

0.25% 4 111土34.9 752土40.7

47土13.5 322土17.0

0.50% 3 121土41.5 742土98.5

53土17.9 325土18.9

Mean土S.D. * P<0.05 ** P<O.Ol 

用量に比例してみられた他には著変はみられない.

考察

BHTの幼若ラットへの影響研究の一環として経母乳

投与による乳児期ラットの変化を観察した.母に与える

BHT添加飼料濃度は，当部の非妊娠ラットにおける研

究から，肝肥大はみられるがその他は顕著な影響を与え

ず長期飼育に耐えうる耐量である0.50%添加を最高濃度

とし，以下0.25%およびほとんど影響がないと考える

0.08%を使用した.

母親摂飼料は(コボシを含めて〉各 BHT摂取各群

において2日頃まで、やや少なかったが，以後は対照とか

わりなく，0.08%群はむしろ多かった.したがってBHT

添加飼料摂取による母体への栄養的な影響は少なかった

と考えられる.

実際母体の体重増加も BHT摂取各群と対照との聞に

は差はなかった.しかし症状的にはBHTO. 25%， 0.50 

Z群の一部に授乳行動でやや異常を示すものがあり，ま

た仔を食殺するものもみられた.

仔の発育は良好で，被毛の発生，関限時期その他も

Liver Kidney(L) Ovary Uterus 

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

11. 1土 0.7 806土49.1 37土 3.5 352土42.3

4.6土 0.1 333土23.1 15土1.0 145土20.9

11.3土1.3 764土60.9 40土 8.8 289土54.5

5.0土 0.4 342土14.2 17土 3.0 129土18.8

10.6土 1.1 727土28.4 44土12.2 284土52.5

4.9土 0.3 388土25.4 20土 5.3 131土22.0

11. 1土 0.8 711土 5.7 47土1.7 275土39.5

5.4土 0.5* 344土10.7 22土 0.9* 133土29.2

10.2土 1.7 830土53.5 32土 7.5 274土31.0 

4.2土 0.2 346土18.2 13土1.6 114土 2.3

11. 8土1.1 757土55.0 35土10.2 250土42.0

5.3土 0.3* 344土12.5 16土 3.9 112土11.1

12.7土1.4 822土55.6 43土 7.8 279土42.4

5.4土 0.3* 352土21.9 18土 3.4 119土19.7

12.0土1.9 748土77.3 42土 5.5 301土44.8

5.2土 0.2* 328土13.9 18土 2.8 131土 2.9

BHT 摂取各群と対照群の間で差はみられなかった.た

だ解剖時において用量関連はないが， BHT摂取群のご

く少数に腹腔内出血がみられた.このことが成熟ラット

に多量の BHTを連続投与した時にみられる出血と同

機作6)によるものか，今後対照群での発生の有無を確認

したうえで明らかにしていく必要があるものと考える.

また用量とは関係なく BHT摂取の仔の少数に両眼下縁

皮下に崎赤色の帯をみとめた.これも BHTとの関連は

もとより皮下出血によるものかどうかも現在不明である

が腹腔出血とともに今後検討すべきことと考える.

血液学的，血清生化学的検査で用量と相関してみられ

た変化は仔のグルコース (GLU)， トランスアミラーゼ

活性 (GPT)，およびアルカリホスファターゼ (ALP)

活性低下傾向であった.

器官重量で仔の肝臓は用量と関連は明らかでないが対

照にくらべやや重く，表面やや組，辺縁やや鈍であった

(母は仔よりやや重度).このことから BHTの成熟ラ

ヅトにおけると同様Z刊な肝臓への影響がうかがわれ

た.
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牌重量は母ではほとんど変化がなかったが，仔では用

量にともない減少した.母では胸腺重量が用量にともな

い増加がみられたが仔ではほとんど変化がなかった.こ

れらの母と仔における相違の原因については不明である

が成熟ラット(あるいは授乳母体〉と幼若ラットにおけ

る機能の相違8川が示唆されたものと興味深い.

謝辞本研究にあたり御協力下さった市川久次氏に感

謝いたします.
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ジブチルヒドロキシ卜ルエン (BHT)投与ラヴトにおけあ回復実験(第2報〉

市川久次*，小林博義*，中尾 j原子*，平賀奥吾*

Effects of Discontinuation on Adrninistration with Butylated Hydroxytoluene 

(BHT) in Rats (11) 

HISA TSUGU ICHIKA W A *， HIROYOSHI KOBA YASHI*， TOSHIKO NAKAO* 

arid KOGO HIRAGA* 

Keywords:ジブチルヒドロキシトノレエンbutylatedhydroxytoluene (BHT)，ラット rat，投与中止 discontinu-
ation of adrninistration 

著者らは前報口において，一ジブチノレヒドロキγトルエ

シ (BHT)1. 5%というかなり高濃度を飼料に混入し，

摂取させ途中で対照と同じ飼料に切換え，その後の影響

を検討し，肝臓重量の増加，血清中の尿素窒素量につい

ての影響に関して報告した.今回はBHTの濃度をさら

に低くし，体重の増加に影響をおよぼさない用量を考慮

して検討し若干の知見を得たので報告する.

実験材料ならびに方法

1. 使用動物.静岡県実験動物農業協同組合生産の

SLC-Wistar (SPF)系ラット雌雄を用いた.生後4逓

令で購入し， 4日間予備飼育後，体重増加，一般状態に

異状のないものを実験に供した.実験開始時(平均体重

75g)ステγレス網ケ{ジに入れ実験に供した.

2. 試料 :BHTは和光純薬KK製 (LotNo. KIK 

5562)結品性白色粉末で rnp.62.50 のものを使用した.

3. 投与方法ならびに投与期間:試料 (BHT)は，

0.5， 1. 0%の割合で日本クレアKK製粉末飼料 (CE-2，

粗蛋白24.0%，粗脂肪3.5%，粗繊維4.5%，粗灰分6.0

%，可溶性無窒素物56.0%，カルシュウム 19/100g，リ

γ19/100g，カリウム 9.63g/100g) に混合し，固型飼

料に形成しペ対照群には日本クレア KK製粉末飼料

CE-2を閤型飼料に形成したものを自由に摂取させた.

水は細菌炉過器を通した水道水を自由に摂取させた.投

与期間ならびに動物数は Fig.1， Table 1に示した.

4. 飼育条件:室温25土10，湿度55土5%に調整され

た飼育室内にて，ベルト式架台において飼育した.

5. 測定ならびに測定方法:

1) 体重の測定体重は実験初期の14日間と BHT含

有飼料を対照飼料に切換えてから14日間は毎日，他は週

2回 (Fig.2中では週ごとに図示〉測定し，適時，一般

症状の観察，給餌を行った.

2) 血球成分の測定，白血球数(WBC)，赤血球数(R

BC)，ヘモグロピン量(HGB)，ヘマトグリット値(Hct)，

平均赤血球容積 (MCV)，平均赤血球ヘモグロビン量

(MCH)， 平均赤血球ヘモグロビン濃度 (MCHC)の

7項目について，市川町らの方法に従って測定した.

3) 血清成分ならびに血清酵素活性の測定総蛋白量

(TP)，グルコース量 (GLU)，尿素窒素量 (UN)，

トラシスアミナーゼ活性 (GOTならびにGPT)，アノレ

カリフォスファターゼ活性 (ALP)，総コレステロ{ノレ

量 (CHO)，コリンエステラ{ゼ活性 (ChE)，Na+量，

K+量について，市)11めらの方法に従って行った.

4) 割j検肉限的所見観察

5) 臓器重量の測定胸腺，肺，肝臓，腎臓〈左，

右)，牌臓，心臓，皐丸〔左，右)，卵巣，子宮を摘出し

附着する血液，脂肪等を除去し， メトラ製デジタノレ電子

天秤 (PE-162，HE-20)にて秤量した.

測定値はすべて推計学的処理を行った.

実験結果

1. 体重，一般症状の推移体重増加については，

Table 2， Fig. 2， 3に示した如く， BHT 0.5%投与群

は雌雄とも全実験期を通して対照群とほぼ同等度の体重

の増加を示した(推計学的に有意なる抑制を示した時期

があったが，体重のバラツキが減少したために起った一

時的なものであった).BHT 1.0%投与群では，雄群に

おいて投与開始直後，体重は減少し， 2日後最小値を示

したが3日自には実験開始時の体重のレベルにもどり，

その後徐々に増加したが，全実験期間 (16週間〉にわた

って体重の増加は緩慢で実験終了時 (16週後〉の体重は

対照群に比し有意に低かった (P<0.05). 雌群におい

ては，雄群においてみられた実験開始直後の体重の減少

はみられなかったが，全実験期間にわたって，体重増加

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
ネ TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chorne， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 Japan 
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Table 1. Summary of Animal Groupings 

and Dosage of BHT 

Doses口 。 0.5 1.0 
Weeks h丘 F M F M F 

4 (0)2) 73) 7 7 7 7 7 

5 (1) 、8 8 8 8 8 8 

8 (4) 8 8 8 8 8 8 

16 (12) 6 6 8 8 8 8 

1) BHT % 
2) Weeks from changed BHT to control、

3) No. of rats 

Contro1 

BlIT 0.5 % 

E汀 0.5%辛伽tro1匡三三ヨ

即1.0% ~三三重

Bl町1.0%_Control e三ヨ
4 8 12 16 
(0) (4) (8) (12) 
Time ， Weeks 

Fig. 1. Treatment Schedules and Group Labelling 

( > Weeks from change BHT to Control. 

は対照群に比し抑制され，実験終了時 (16週後〉におい

ても対照群に比し有意に低かった (P<O.OOl). 実験開

始後4週自に BHT0.5%， 1. 0%の飼料を対照飼料に

切換えて飼育した群においては， BHT 0.5%摂取群は

飼料切換えによってもほとんど対照群， BHT 0.5%摂

取群との聞に差は認められず， BHT 1.0%摂取群では，

飼料切換により，体重は急速に増加し実験終了時(飼料

切換え後12週目〉には雌群，雄群とも対照群とほぼ同じ

までに成長した.

一般症状は，投与群において軟便あるいは下痢使がま

れにみられたがすぐに回復し，'BHT投与によるものと

はいえなかった.一方， BHT 1.0%投与群では， 雌雄

両群において削痔，下腹部の被毛が赤褐色に汚染された

が，対照飼料に切換えた群では，体重の急速なる増加と

ともに下腹部被毛の汚染も軽減された.

2. 血球成分血球成分の測定結果は Table3に示

した如くであるが，全実験期聞を通して，いずれの項目

においても，‘ BHT投与，対照飼料への切換1えにより著

明な変化を示じたものはなかったが，雌雄両群の白血球

数において， BHτ 投与群は対照群に比し減少の傾向が

全実験期間を通してみられた.また雌群のへ 1モグロピγ

量においても同様な傾向がみられた.

3. 血清成分ならびに血清酵素活性血清成分ならび

に血清酵素活性の測定結果は， Table 5，6に示した如く

であるが，雌雄両群ともに全実験期聞を遇して， BHT 

~投与，対照飼料への切換えにより変化がみられたのは血

g清コレステロール量においてで BHT0.5%， 1. 0%投

与の4週， 5週， 8週飼育群におい1て，対照群に比し有

意なる増加傾向が認められ， 16週飼育群においても同様

に増加傾向が認められたが，対照飼料に切換えた群にお

いては，それぞれ減少し切換えて1週後に対照群との聞

に有意なる差はなく，以後も同様に対照群との聞に差は

なかった BHT投与により増加Lた血清コレステロ{

ル量は投与中止により早期に対照νベルに回復するのを

認めた. また， 雌維の GPT活性において全実験期間

Table 2. Body Weights Gain of Rats 

S No. 
E i九Teeks of 
X ， ，rats 

Control BHTO.5% BHTO.5%→Comrol BHT1. 0% BHT1. 0%→Control 

4 (0) 7 210.2土15.401) 203. 8土19.78 172.2土20.17**

5 (1) 8 241. 8土10.97 236.0土14.46 234.6土16.61 208.7土12.24*** 216.6土 9.41:1'**
M 
8 (4) 8 296.1土13.18 282.0土 7.89* 284.6土17.02 252.7土14.25*** 270.2土10.08'ホ**

16 (12) 8 345.3土20.94(6) 345. 1土17.58 344.1土12.78 312.8土21.74* 343.5土17;24

4 (0) 7 142. 1土 7.26 140.8土16.02 130.2土12.48*

5 (1) 8 160.3土 5.42 153.7土 8.71 157.1土11.09 147.3土 9.94料 147.5土12.81*
F 
8 (4) 8 179.3土 6.69 171.7土 9.16 174.8土 6.91 166.1土 9.43** 170.5土 9.65

16 (12) 8 203.5土 5.16(6) 194. 8土10.94 196.6土13.00 188.8土 9.71** 201.1土12.26

() .Weeks ，frcim change BHT to con1;wl，、

1) mean土 SD(g) 

* p<O. 5 料 p<O. 01 *料 p<O，001 
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400 

300 

• Control 

o BHT 0.5 % 

A BHT 0.5 %... Control 

X BHTLO% 

ロ BHT1. 0争"酔 Control

t BHT - Con口01

Z 3 4 5 6 7 Il 9 fo il fz 13 14 15 f6 week 

(0) (1) (Z) (3) (4) (5) (6) (7) 【8) (9) (10) (11) (12) 

Fig.2. Curves of Body Weights Gain of Rats (Male) ()  Weeks from change BHT to Control 

400 

300 

• Control 

o BHT 0.5 % 
A BHT 0.5 % ・ー Control
X BHT 1.0 % 

ロ BHT1. 0 ~ _. Control 

t BHT 申 Control

200 

100 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 ・隅咋

.【0) (1) (2) (3) (4) (5) (6) (7) (8) (9) (10)(11) (12) 

Fig.3. Curves of Body Weights Gain of Rats (Femal巴) () Weeks from change BHT to Control 
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Blood Components of Male Rats Table 3. 

MCHC MCH MCV Hct 日GBRBC WBC No. 
of 
rats 

w
e
e
k
s
 

Doses 
% 

Control 

~"\ BHTO.5% く0)

BHT1.0% 

38.9土0.87

* 40.7土1.44

* 40.1土0.68

22.0土0.58

22.5土0.75

μμg μ8 

16.5土0.68 42.5土1.22 57土1.0

* *** * 15.6土0.44 38.3土1.27 55土0.7

* *** *** 7.19土O.483(6)15. 4土O.81(6)38. 6土2.19(6)54土0.7

% gjdl X 106jmm8 

7.52土0.336

** 7.02土0.224

x108jmm8 

7.0土1.841)

5.1土1.77

** 4.0土0.79(6)

7 

7 

21. 8土0.447 

40.8土3.1822.2土1.79 55土0.045.2土5.5418.4土0.718.32土0.7877.6土1.228 Control 

41. 7土2.4522.2土1.1853土0.742.7土2.5117.8土1.138.11土0.4伺7.2土1.61 8 
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BHT投与群より減少はしていたが，対照群に比し有意

なる差をもって重かった.その後徐々に減少し，対照飼

料に切換え後12週目〈実験終了時〉において，雌群では

絶対重量，体重比重量ともに，雄群では絶対重量が対照

群との間に差がなくなるまで減少し，回復が認められた

が，雄群の体重比重量は回復しなかった.また，著明で

はなかったが雌雄両群の牌臓の重量において， BHT投

与群は対照群に比し，減少ないし減少傾向がみられた.

その他の臓器については，一定の変化がみられなかっ

た.

5. 剖検所見 BHT 1.0%投与を対照飼料に切換え

た後1週飼育群において，卵巣水腫1例がみられた.

考察

医薬品，食品添加物，環境汚染物質等において，とれ

*** p<O.OOl 

を過して，投与，対照飼料へ切換えた群において対照群

に比し，低下ないし低下傾向がみられた.その他の項目

においては，一定の傾向を示すものはなかった.

4. 臓器重量各臓器の絶対重量ならびに体重比重量
(体重 100g当りの重量〉は. Table 7， 8に示した如

くである.全実験期間を遇して，雌雄両群とも BHT投

与，対照飼料への切換えにより，一定の変化を示したの

は肝臓で. BHT 0.5%投与群は体重増加においては対

照群との聞に差はなかったが，肝臓の絶対重量ならびに

体重比重量ともに有意なる増加を示した (P<O.OOl).

BHT 1.0%投与群においても同様に増加を示し， 用量

反応関係があった (P<O.OOl).実験開始 (BHT投与

開始)4週後飼料を対照飼料に切換えた群における肝臓

重量は，切換え後1週自においては，雌雄両群ともに



投与した雌雄においてはかなりの相異が認められ，性差

があった.即ち，実験開始直後 (BHT投与開始直後〉

の体重の減少は雄群においてのみ認められ，雌群では認

められなかった.また，全体的にみても，雌群は体重そ

のものが雄群に比し小さいということもあるが，推計学

的有意差(対照群との間に〉こそ認められるが，雌群は

雄群に比べ体重増加の抑制は少なく，体重への影響は雄

の方がより多くの影響を受けたものと考えられる.一
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らの摂取中止後の推移は，これらの安全性(毒性〉を評
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る.前報1)において著者らは， BHT 1.5%というかな

り高濃度を使用したが，今回は，濃度を低くして BHT

投与を途中で中止し，その後の影響について，ラットを

用いて経時的に検討した.

体重の増加については， Table 2， Fig. 2， 3に示した
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6.31土0.419

* 5.83土0.362

6.95土0.664

6.29土0.513

6.59土O.192 

6. 73土0.378

7. 15土0.457

7.04土0.332

6.94土1.204 

7.11土0.231

7.19土0:354

7.26土0.300

6.77土1.133

6.96土0.820

7.46土1.427

6.98土0.446

6.97土1.158 

4.9土1..431)7.45土0.387

X 103/mm3 x 106/mm3 

BHTO.5% 

16 BHTO.5%→o 
(12) Control 0 

BHT1.0% 

BHT1.0%→。
Control 口

( ) Weeks from change BHT to control 

1) mean土 SD

ホ p<0.05 料 p<0.01

RBC 

Table 4. 

本**p<0.001 

4.3土1.17 

7.5土0.80

** 6.1土0.97

* 6.4土0.66

*** 5.6土O.78 

* 5.9土1.17 

5.3土.1.19 

4.4止0.82

4.5土0.62

4.8土1.04 

5.5土0.87

4.6土0.85

5.6土1.36 

5.5土1.21 

* 4.9土1.12 

5‘7土1.32 

6.8土1.7l

WBC No. 
of 
rats 

8 

8 

BHTO.5% 

8 BHTO.5%→。
(4) Control 0 

BHTl.O% 

BHT1.0%→。
Control 0 

Control 

8 

6 

8 

7 

7 

BHTO.5% 

5 BHTO.5%→。
(1) ιControl 0 

BHT1.0% 

BHT1.0%→。
Control 口

Control 

8 

8 

8 

7 

8 

(;〕 BHT05M

BHT1.0% 

Control 

Control 

Doses 

16 

w
e
e
k
s
 



Biochemical Tests in Male Rats Table 5. 

K+ Na+ ChE GPT GOT ALP UN GLU Cho TP 
No. w

e
e
k
s
 

mEq/l mEq/l ムpHu/ml u/ml u/dl mg/dl mg/dl mg/dl g/dl 
of Doses 

rats 

7.9土0.56136土1.10.17土0.014

*
 

9A“
*
d斗
-

Aゐ

9
u

土

土

今
、

u

同

U

3

2

 

ヮ

“

*

*

*
Q
U
*《
3

;

・

1

i

n

ヨ

0
0

土

土

土

d
告

白

U

ヴ
d

n
r
u
n
u
n
U
 

1
よ

司

上

司

i

62土6.627土2.1

* 29土1.9

140土9.860土3.16.3土0.417 Control 

8.0土0.68135土2.20.26土0.02055土7.663土3.2 143土9.2

** 68土6.5 141土4.7

6.9土0.327 BHT 0.5% 
4 

(0) 
3.2土0.34

Control 6.8土0.21

135土2.1

139土2.3

0.26土0.051

0.15土0.020

海}

芸者

減

7.2土0.46

* 7.2土0.25

*** 
7.5土0.31

* 7.2土0.39

138土2.9

138土2.3

137土2.4

0.24土0.032

0.19土0.029

0.25土0.011

22土13.1

*

ホ

*

*

・

草

木

ーム

*
Q
d
*
ワム
M
*
q
d
*
只
u

a

4

5

3

4

 

土

土

土

土

土

1
ム

ヴ

t
d
ι
z
p
O

円

U

4

2

3

2

2

 

、

，

*

*

ヴ

'

*

*

*

*

〆
L

*
ヴ

d
*
a
u
*
n
t
*
氏
U

1

・

{
ー
の
，
u

n
リ

ヴ

，

t
i

n
y
-
i

噌

よ

噌

i

唱

i

土

土

土

土

土

q

a

q

d

a
生

A
A
4
4

4

2

2

0

1

 

守

上

唱

i

『

i

1

i

1

i

57土11.7 

唱

i

o
o
 

n
2
 

土

土

門

汐

唱

i

r

o

n
口
*
 

8
*
9
 

守

i

A

U

土

土

n
o
o
o
 

の
A

n

L

ヴ

a

*
ヴ
4

-

-

nり

n
o

土

土

Aゐ

F
0

9
d
q
A
 

守
E

品

噌

E

-

a

29土2.1

56土2.2

** 64土5.3

6.9土0.30

6.5土0.17

* 7.4土0.30

7 

8 

BHT 1.0% 

n
o
η
d
 

3

5

 

土

土

F
b

ヴ

d

F
b
c
o
 

*
 

5
*
3
 

1
4
τ
ょ

土

土
庁，・

n
Y

9
“
9
u
 

ヮ
“
*
n
o
η
d

Q
U

巧

4

月

'a

土

土

土

4

7

8

 

q

o

n

L

q

a

 

噌

g占
噌

a-a

吋

gム

*
 
*

*

 

q
A
*戸
b
*
τ
ム

4

4

a

 

土

土

土

9

d

n

u

q

a

 

R
U

ヴ

'
F
h
u

6.8土0.26

* 7.3土0.20

8 

8 

8 

BHT 0.5% 

BHT 0.5%→Control 

BHT 1.0% 

5 

(1) 

n
o
 
n
d
 

噌

E
A土4・

t
i
 

噌

E--

ψ
A
T
ψ
A
T
 

ヮ
“
*
d官

*
a
u
*
9
“
*
9
“

p
b

ヴ

4

四

b

同

b

q

G

土

土

土

土

土

守

ム

丹

、

u

R

U

守

i

q

a

5

4

4

4

4

 
*
 
*
 

F
O
*
4‘

*
n
b
 

-
i

守

i

噌

i

土

土

土

n

o

o

o

q

a

 

2

2

*

2

 

*
 

9
“
*
n
O
 

F
D
A
-

土

土

9
1
u
n
U
 

9

d

A

告

守

よ

噌

i
*
 
*
 

Q
U
*
n
υ
 

z
u
q
o
 

土

土

内

u

d

告

a
U

戸

U

主目

h

明

議

138土1.80.18土0.01650土3.026土1.96. 7土0.328 BHT 1.0%→Control 

7.0土0.32

* 7.5土0.44

143土1.10.14土0.023

* 0.21土0.058

34土5.2

* 27土3.8

129土10.326土1.1130土3.4

* 126土3.1

61土3.36.8土0.298 Control 

曲
目

I
N
W
H由
J

可
申

144土2.6

0.16土0.023 144土2.1 7.1土0.33
**ネ**

0.25土0.024 142土2.6 7.7土0.38

** * 
140土1.8 7.4土0.30

*
 

・ネ

3
*
2
 

戸り

9
u

土

土

噌

i

唱

i

q弓
u

n
，u

121土11.9

120土8.8

*** 
93土13.5

28土2.8

133土6.0

R
U
*
F
D
 

E

広

土

士
。L
P

b

a
U
M
U
 

7.3土0.43

6.9土0.31

* 7.8土0.23

7 

8 

BHT 0.5% 

BHT 0.5%→Control 
8 

8 BHT 1.0% 
(4) 

0.14土0.03434土7.46.7土0.178 BHT 1.0%→Control 

7.2土0.52139土1.90.32土0.08155土8.3(4)55土4.933土9.821土0.8121土7.157土23.17.2土2.716 Control 

7.3土0.46140土1.00.38土0.02151土14.151土4.7 34土1.921土1.3120土4.855土4.1 7.5土5.078 BHT 0.5% 

7.1土0.32140土1.848土10.651土4.633土2.221土1.2121土2.352土4.87.1土4.16 8 BHT 0.5%→Control 
16 

7.9土0.90139土2.10.38土0.02643士10.650土3.522土1.3 35土3.5

** 19土0.8 34土4.8

123土9.9

* 131土7.1

61土5.47.9土4.598 BHT 1.0% 
(12) 

ド品
、司

7.8土0.52

( ) ，Weeks from change BHT to control 

1) mean土SD

*p<:0.05 **p<:O.Ol料 *p<:O.OOl

140土1.80.38土0.04950土24.349土5.7 57土4.37.3土3.378 BHT 1.0%→Control 



Biochemica1 Tests in Fema1e Rats 
ト・品
目3

Tab1e 6. 

K+ Na+ ChE GPT GOT ALP UN GLU Cho TP 
No. w

e
e
k
s
 

mEqJl mEq/1 ムpHu/ml u/ml u/dl mg/dl mg/dl mg/dl g/dl 
。fDoses 

rats 

*
 
ψAT 

F
U
*
Q
d
*
4
i
 

。6
8
μ
z
q
o

n
u
n
u
n
u
 

土

土

土

噌

i

p

口

n
D

•• 6
6

6

 

*

*

 

*

*

 

白

d
*
n
u
*
dせ

o

a

2

 

土

土

土

お

必

必

1
$
1
4

噌よ
*
 
*
 

8

*

0

*

9

 

a
u
n
u
c
O
 

A
U

守

i

n

u

n
u
h
U
A
U
 

土

土

土

U

M
仙

沼

-

-

-

A
U
n
u
n
u
 

23土3.8121土12.141土11.323土1.66.2土0.111) 70土5.3 133土2.9

*** 
85土7.5 132土4.0

*** 
100土7.2 129土5.7

7 Contro1 

23土5.4O
*
o
 

q
o
A
U
 

9

“
1
4
 

土

土

ヮ“

ρo

n
u
n
U
 

守
EE

白噌・ム

46土7.523土1.76.5土0.217 BHT 0.5% 
4 

k
g
p
知
事
国
加
、
。
ミ
号
-
河
内
句
・
h
a
F
・M
M

・戸
S
I
N
-
H
S由

(0) 
25土3.551土2.725土3.36.2土0.247 BHT 1.0% 

6.5土0.29137土2.30.60土0.114

*
 

3

*

6

 

9

u

d
常

土

土

唱

i

R

u

q
o
n
o
 

129土9.741土14.3向

U
の，“土EU
 
9
白5

9

 

Q
U
F
D
 

土

土

ヴ

d

n

U

Q
d
q
o
 

守

i

噌

i

也晶
T*
 

9

u

*
ワ
-

a
U

向。

土

土

4

6

 

ヴ
4

0

0

6.3土0.268 Contro1 

6.6土0.40

6.4土0.39

* 6.8土0.36

136土1.5

137土1.6

0.56土0.065

や
や

d官

*
n
d
*

。“

t
u
o
O
F
b
 

n
u
n
u
n
u
 

n
u
n
u
n
u
 

土

土

土

A
U

巴

u

a
告

。o
d
告

4
4

n
u
n
u
n
u
 

31土7.5

** 25土3.2

109土24.6

*
 
*
 

9
白

*

戸

U

n，
“

日
U

守
E
・

由

唱

目

ム

土

土

n

u

nり

の

4

A

U

τs

・晶司'・晶

42土11.6

36土5.4

26土3.4

24土2.873土6.1 133土5.9

*** 
96土5.1 129土6.9

6.6土0.20

6.2土0.24

8 

8 

BHT 0.5% 

BHT 0.5%→Contro1 
5 

136土1.833土13.126土2.0

* 22土2.1

6.7土0.238 BHT 1.0% 
(1) 

6.3土0.12137土1.8

6. 7土0.33141土1.70.75土0.063

6.5土0.18

6.5土0.25

6.8土0.27

27土4.7 

*

*

 

ゆ

A

T

ψ

A

T

-

*

2

*

7

*

7

*

6

 

E
U
F
D
n
L
F
h
u
a
A
τ
 

土

土

土

土

土

SA宮
司

i

n

E

n

U

ヴ

d

q
o
n
L
n
L
n
L

。。

141土1.7

140土1.1

** 139土1.8

ψ

a

v

φ

a

T

也
市

*

*

キ

qu

o
υ
*
n
u
*
Q
U
*
Q
U
*
i
M
 

-

-

・

・

;

a
u

庁

4

円

d

氏
U
9
h
M

土

土

土

土

土

ヴ

d

q

o

n

u

q

O

四

U

9
0

噌

i

n

4

n

U

守

i

唱

目

合

唱

'

晶

守

a--

噌E4

噌'目白
ψAT 

ψ
A
T
ψ
A
T

ゆ

AT

5

*

4

水

8

*

6

*

8

4

4

a

3

.

Z

 

土

土

土

土

土

唱

A
S
ι
T
z
u
a佳
守

i

d告

q
o
q
o
q
ο
q
o

118土19.237土8.8141土6.870土6.36.1土0.118 BHT 1.0%→Con甘01

24土1.5136土9.9

* 127土4.5

74土6.3

** 86土5.6

6.5土1.188 Contro1 

0.61土0.131

0.77土0.060

** 0.51土0.061

25土2.0

23土1.7

** 27土2.2

** 21土1.7

唱

i
o
F
U

R
υ
F
D
 

土

土

τよ

n
u

q
o
q
o
 

唱
E--

唱
E
A

*
 

*
η
δ
 

0

*

 

a

n

 

土

土

5

7

 

ヴ

a

Q

U

6.7土0.91

6.6土0.19

8 

8 

BHT 0.5% 

BHT 0.5%→Contro1 
8 

7.3土0.348 BHT 1.0% 
(4) 

6. 7土0.46141土1.70.72土0.073

6.9土0.57139土1.60.76土0.329

7.0土0.32139土1.40.88土0.067

6.6土0.42138土1.90.92土0.168

6. 7土0.29139土0.90.82士0.151

54土7.0(5)

* 39土9.6

* 44土4.6

** 35土10.1

** 38土8.8(7)

146土8.873土4.56.5土0.208 BHT 1.0%→Contro1 

3

*

4

*

4

*

O

 

制

-

-

4

4

6

6

 

土

土

土

土

1

4

n

O

A
ゐ

Q
d

q
d
n
L
n
G
n
A
 

*
 

山

本

*

日
υ
*
A
-
*
F
O

。，U
唱

i

凸
U

土

土

土

o

o

n，u

n

'

 

噌

1

9

U

T

4

52土2.935土3.119土1.2no 
n
u
 

吋，.‘土。。
司

i
噌

g
ムR

U
*
R
U
 

-

-

弓

'

n

d

噌

E
・4

噌

E
4

土

土

A
U
n
u
 

n
d
Q
d
 

7.2土2.318 Contro1 

52土1.718土3.3117土6.07.4土3.328 BHT 0.5% 

52土2.8117土6.174土14.87.2土2.078 BHT 0.5%→Contro1 
16 

50土4.0。d0.
*
J
 

t

i

p

o

 

土

土

唱

i

1

ム

勾

L

q

o

τ
i

噌

i

98土21.5 7.7土2.818 BHT 1.0% 
(12) 

7.2土0.48139土2.60.89土0.15150土2.878土12.27.3土2.61

( ) Weeks from change BHT to contro1 

1) mean土SD
*p<0.05料 p<0.01材、<0.001

8 BHT 1.0%→Control 



東京術研年報 30-2，1979 19 

w
e
e
k
s
 

Doses 

Table 7. Organ Weights of Male Rats 

No. Thymus Lung Liver Kidney(L) Kidney(R) Spleen Heart Test.(L) Test.(R) 

of mg mg g mg mg mg mg mg mg 
四四百U而百g mg/百百正一五万而Z一百U西宮古E百og百B7T而Z 百U罰百Z 古U高官主U預百正

Control 7 467土139.70960土 91.9 9.10土0.765 831土 72.1 838土 67.6 502土 31.7 658土60.1 1112土107.5 1108土113.1

7 220土 53.9 458土 48.1 4.33土0.198 395土 17.1 399土 19.3 239土 13.3 312土10.9 534土 40.2 527土 39.4...ホ
7 351土 53.0 920土 90.1 12.03土1.466 882土105.7 854土 85.0 448土 56.3 648土49.8 1159土 85.5 1108土 75.0

*地帯 *** * 
7 172土 22.6 453土 45.4 5.89土0.195 432土 16.7 419土 11.3 220土 26.2 319土15.8 570土 27.6 546土 38.9

事ホ ... ホ.* ホ** ** 
7 290土 32.3 709土 87.5 11.28土1.200 764土 89.2 789土 79.6 382土 54.5 560土56.5 1001土221.0 952土204.5

4 BHTO.5% 

(0) 

BHTl.O% 
割齢 **水 ** 縦割僕

7 169土 21.5 413土 45.6 6.58土0.634 444土 39目6 460土 42.5 222土 22.4 326土28.9 579土100.8 551土 96.8

Con trol 8 388土 37.9 775土 50.5 9.99土0.490 962土109.9 968土 76.4 510土 28.5 694土37.9 1293土 74.1 1246土 79.3

8 140土 17.3 320土 15.9 4.13土0.080 397土 36.9 400土 26.7 211土 11.3 287土11.4 535土 30.0 515土 31.7

BHTO.5% 

5 BHTO.5%→Control 

(1) 

BHT1.0% 

BHT1.0%→Conlrol 

**水

8 323土 21.9 777土 82.3 13.26土0.892 927土 74.9 937土 78.5 538土 69.2 667土92.8 1305土 50.1 1248土 35.4

.*. 8 137土 11.1 329土 28.3 5.62土0.173 392土 14.0 397土 20.5 228土 23.3 283土37.3 554土 27.3 530土 25.5

* * 8 375土 48.1 754土 65.2 10.96土1.125 902土 B国.2 880土 78.0 515土 49.8 699土35.9 1248土 53.1 1217土 64.5

* 機材院本 * 
8 159土 16.0 321土 20.1 4.66土0.238 384土 16目5 375土 16.3 219土 9.4 298土11.8 533土 24.8 520土 33:7
ホ浦半** * *水*** *市*

8 292土 47.0 710土 66.3 13.37土1.001 846土 75目3 824土 75.9 430土 27.0 430土37.6 1244土 28.2 1196土 92.9

- " * 8 140土 24.0 341土 43.1 6.40土0.151 406土 41.7 396土 42.7 206土 17.3 294土23.7 597土 44.8 574土 54.5
本 * 制御維事

8 350土 50.4 729土 62.4 10.77土0.851 849土 51.7 839土 38.6 496土 35.2 650土45.7 1230土 67.8 1185土 61.3
*ホ** **本

8 161土 19.5 336土 15.9 4.97土0.289 392土 18.7 387土 16.1 229土 10.7 300土11.8 568土 33.1 547土 33.5

8 110土 16.1 335土 38.2 3.80土0.133 362土 11.4 356土 14.4 203土 9目6 264土 6.7 478土 24.9 454土 19.0

Con Irol 8 328土 55.4 993土137.2 11.24土0.6821074土 52.71055土 54.8 602土 24.5 784土44.6 1414土 49.9 1344土 45.7

BHTO.5% 
***本*

8 283土 38.9 894土 98.4 14.10土0.9941096土 91.9 1096土 83.8 555土 25.6 759土30.0 1427土 35.0 1389土 40.0

*** * 棋史*
8 100土 11.7 317土 35.0 4.99土0.228 388土 28.4 388土 28目o196土 4.8 269土 7.9 506土 18.5 493土 22.3

(4) 

*ホ

8 BHTO.5%→Control 8 299土 27.8 914土114.3 10.76土1.056 966土 91.3 964土 74.3 573土 48.6 754土54.7 1392土 57.8 1352土 45.8

* • 
8 105土 6.6 320土 30.1 3.77土0.156 339土 18目5 338土 11.6 201土 9.3 265土 9.4 490土 29.1 476土 26.2

BHT1.0% 
省解説ドキ *市* *キホ *キ. *指

8 281土 46.9 899土166.713.65土0.925 942土 60.9 929土 59.8 487土 31.4 713土43.2 1402土 36.2 1350土 35.0

*** * *** *** *本*
8 111土 18.7 356土 66.9 5.40土0.222 372土 11.7 367土 15.5 193土 7.0 282土 9.4 555土 23.3 535土 30.0

* *ホ*ホ** **水*
BHT1.0%→Control 8 291土 22.5 969土 87.610.55土0.425 939土 64.2 921土 42.9 549土 17.0 728土31.9 1382土 55.9 1354土 66.1

* * * ** 8 107土 6.4 358土 28目o3.91土0.101 347土 14.1 341土 7.0 203土 3.1 269土 7.1 512土 24.6 501土 28.2

Control 6 203土 21.6 953土110.210.67土0.809 1121土 75.31089土 70.9 685土123.3 798土55.5 1414土 71.5 1368土 49.9

BHTO.5% 

6 58土 6.3 275土 16.5 3.09土0.097 324土 13.7 315土 12.0 199土 40.0 231土11.6 410土 28.7 396土 19.0
別院*判事端 本

8 183土 23.41007土 64.815.34土0.879 1226土 75.41186土 74.5 645土 24.7 849土60.1 1452土 89.9 1417土 59.5

*本市 .* 別院 本
8 53土 7.9 291土 9.7 4.45土0.107 355土 18.1 344土 21.2 187土 8.7 245土 7.1 421土 16目6 411土 15.6

16 BHTO.5%→Control 8 165土 38.61036土 57.011.33土0.523 1126土 73目71121土 89.1 662土 55.5 836土33目1 1450土 70.2 1379土 91.9 

* * * *本*
(12) 8 47土 10.4 301土 16.6 3.29土0.051 327土 23.2 325土 22.5 192土 14.6 243土 6.6 421土 22.3 401土 29.6

* *ホ* * * *キホ
BHT1.0% 8 159土 43.61042土144.216.16土1.328 1120土 85.51086土116.9 575土 38.8 814土75.2 1498土 65.6 1486土 40.3

本水 *判脚本 格* ** ** ** *** 
8 50土 12.8 332土 34.0 5.17土0.228 358土 17.3 346土 18.6 184土 11.3 260土18.0 480土 30.9 476土 27.9
指*

BHT1.0%→Control 8 203土 53.51113土 91.111.29土0.653 1064土 63.41066土 55.0 663土 32.2 858土78.9 1449土 43.5 1447土 76.7
**"齢*本 ι*

8 58土 14.2 324土 18.4 3.29土0.113 309土 13.4 310土 17.4 193土 5.0 249土13.8 422土 20目7 422土 35.7

( ) Weeks from change BHT to control 

1) mean土SD

* pく0.05 紳 Pく0.01 *紳p<O.OOl
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Organ Weights of Female Rats Table 8. 
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差が認められないまでに回復し， ~t群の方が回復が速か

った.

血球成分については， Table 3， 41こ示した. 全般的

に著明な変化はなかったが， BHT投与群の雌雄におい

て白血球数 (WBC)において， 全実験期間にわたって

減少傾向が， BHT投与群雌においてヘモグロビγ量の

減少傾向がみられたが，これらはこれまでの研究におい

てしばしば明らかにされている的.

血清成分ならびに血清酵素活性については， Table 5， 

6 Iこ示した如くである.前報1)において著者らは血清尿

素窒素量について，飼料の切換えによる効果はなく，不

可逆であったと報告したが，今回の実験においては，逆

に対照群に比し投与群では低下を示すものがあり，前報

において血清尿素窒素量の増加については，今回使用し

た濃度ではみられなかった.一方，注目すべきは血清コ

レステロール量で，全実験期聞を通して雌雄両群におい

て， BHT投与群は対照群に比し増加ないし増加傾向が

みられ，この増加は，対照飼料への切換えにより早期に

対照群レベルに減少した.これまで，多くの研究者たち

により BHTの血清コレステロ{ル増加は指摘されてい

るが，この作用は可逆的で，その回復は速やかであるこ

とが明らかとなった.

臓器重量については， BHTの代表的作用のーっとし

て肝臓重量増加作用町が報告されているが，前報1)にお

いても報告したが BHT投与群では，雌雄両群ともに

肝臓重量において，絶対重量，体重比重量とも著明な増

加を示し， BHT投与開始4週後に飼料を対照飼料に切

換えた群では，徐々に靖加抑制が生じ，飼料切換え12週

後〈実験終了時〉において，雌群の絶対重量，体重比重

量，雄の絶対重量は対照群のレベルにまで回復した.維

の体重比重量は実験終了時においても対照群との聞に差

がみられたが，これはバラツキが少ないために出た結果

であって本質的に対照群との間に差があるとは考えにく

い.一方，肝臓に対する.BHTの作用については，重量

増加についてのみならず，血清コレステロール量につい

ても可逆性があり， BHTの作用は，体重，臓器機能の

レベルにおいて1.0%までは可逆的であると推察でき

る.しかし，安全性という見地から考察を加えれば，細

胞レベルにおける作用についても考慮せねばならず，酵

素に対する作用，膜に対する作用について詳細なる検討

を行い，その上でさらに検討すべきであると考える.

結論

BHT投与を途中で中止し，その後の影響を検討する

目的で， BHT 0.5%， 1. 0%含有飼料を4週間ラットに

投与した後対照飼料に切換え，その後の影響を経時的に

検討し次の結論を得た.

1. ラット雌雄において，体重増加に影響をおよぼさ

ないBHT濃度は0.5%であった.

2. BHT 1.0%投与の場合， 体重増加の抑制におい

て，性差があり，そのうける影響は雄の方が雌よりも大

であった.

3. 血清コレステロ{ル量，肝臓重量は雌雄両群にお

いて， BHT投与により増加し，対照飼料への切換えに

より，対照レベルにもどった.
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ジブチルヒドロキシ卜ルエンの出血致死効果と老齢ラ'"ト

高橋 省汽中尾 11原子*，平賀輿吾*

Hemorrhages in Aged Rats Caused by Dietary Butylated Hydroxytoluene 

OSAMU T AKAHASHI*， TOSHIKO NAKAO* and KOGO HIRAGA* 

Butylated hydroxytoluene (BHT) was administered in the purified diet to groups of four male or 

femal巴 Sprague-Dawleyrats， 1. 5-years old， at a concentration of 1. 20% for 25 days. BHT caused two 

male rats to hemorrhage and decreased the prothrombin index of two male rats to the abnormallevels. 

Keywords : hemorrhage， prothrombin， butylated hydroxytoluene， aged rats 

食品添加物として使用が許可されているジプチルヒド

ロキシトルエγ(BHT) の高用量を与えたラットは出

血して死亡し，血媛プロトロ γビン時閣はいちじるしく

延長する.この効果はBHTの用量に依存しており，薬

理学的に特異性の高いものである1，2)

BHTによる出血致死現象の外延を規定するために，

次の二つの考え方に立って，羅列的実験を行ってきた.

1) 実験動物を一定にして， 出血致死数， 出血個体

数，プロトロ γピγ指数の三つを生物学的レベルの異な

った現象的結果の示擦としたとき，ある一定の現象的結

果をもたらすための， BHT関連化合物の化学的特徴は

何か.

2) 上記1)の系において，投与物質を一定にしたと

き，ある一定の現象的結果をもたらす動物の性質は何

カ¥

その結果， 1)の観点からは， BHT以外に置換フェノ

ール類の 2，4，6-トリーfープチルプェノ{ル， 2，6ージイ

ソブロピノレー4-tーブチルブェノ{ル， 2，6ージートブチルフ

ェノールが出血致死効果をもつことを見い出した科目.

これは，すでに知られているクマリシあるいはイ γダγ

ジオン系の経口抗凝血剤，あるいは，テトラクロルー4ーピ

リジノール， 2ーグロルー3ーフィチルナフトキノンなど以

外の抗ピタミ γK作用をもっ化学物質群の存在性を示唆

すると考えられるわ. 2)の観点からは，種差，系統差，

性差の存在を知った6，7)

本報告は2)の観点からの羅列の一つであり， BHTの

出血致死効果と動物の年齢との関係を知るための予備的

実験観察の結果であって， 1. 5年齢の雌雄ラットに対す

るBHTの出血効果の有無をとり扱っている.

実験方法

動物は Sprague-Dawley系のラット〈日本Pレア)を

4週齢で購入し，コシベンショナルな飼育室で1.5年間

間型飼料 (CLEACE-2)と水を与えたのち用いた.ラ

ットは1匹飼いとし， 24.00%カゼイ γ食を基本飼料と

して， 1. 20%のBHT (東京化成〉を与えた1，5)

投与期間中は，出血を中心に一般症状を観察し，体

重，飼料摂取量を測定した.その他の方法は前報どおり

である1)

結果および考察

体重，飼料およびBHTの摂取量，実験終了時の肝臓

重量を表1に示す BHTの摂取量は， 6週齢の雄ラッ

トでの出血による LD50倒的の15.5%(雄)， 37.9%(雌〉

であった1)

雌雄とも，投与開始後11日目より下痢，赤尿が認めら

れ，雄で， 12， 13日目に1/4の動物に鼻出血， 16日自に

2/4に足からの出血が観察された. 25日間の投与で死亡

動物はなく，生存動物の内臓器官への出血も観察されな

かったが，雌雄ともにBHT投与群で盲腸肥大が認めら

れた.なお，雄で対照群に l匹肝臓癌および勝臓癌が，

雌で対照群に l匹， BHT群に1匹それぞれ乳癌が，対

照群に3匹， BHT群に2匹，腹部皮下の浮腫が観察さ

れた.

プロトロンピン指数は，雌雄とも，対照群と投与群の

間に有意差はなかったが，雄2匹は異常値を示した(表2).

老齢ラットは，新しい環境条件への適応が悪く，飼料

を精製飼料に切り換えたさいの)1際化に時間がかかる.と

くにBHTを含む飼料に対しては摂取拒否を示すため，

BHTの摂取量が低下した.しかしながら， BHT によ

る出血およびプロトロンピシ指数の低下は基本的には存

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 
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Table 1. Mean Body Weights and Food Intake of Rats Fed Diets Containing 

1. 20% BHT for 25 Days 

Nurnber Body weight Body-weight Mean Mean 

Group of (g) gam food intake BHT intake 

rats Initial Final く%) (g/rat/day) (rng/kg/day) 

Male 

Control 2 686 690 0.6 19.2 

BHT 4 659 517 -22 5.9 118 

Female 

Control 3 442 422 -4.5 17.5 

BHT 4 431 325 -25 9.6 288 

Table 2. Hernorrhagic Signs， Prothrornbin Index and Relative Liver Weights of Rats 
Fed Diets Containing 1. 20% BHT for 25 Days 

Prothrornbin Relative 

Group Hernorrhage index Mean liver weight Mean 

く%】 (g/100g body weight) 

Male 

Control 

1 120 3.31 
103 3.26 

2 86 3.21 

BHT 

1 Frorn callosity of foot 35 4.53 

2 90 3.99 
4.05* 71 

3 120 3.69 

4 Frorn foot and epistaxis 40 3.97 

Female 

Control 

1 105 3.71 

2 79 104 3.19 3.62 

3 127 3.97 

BHT 

1 105 4.72 

2 105 
110 

4.94 
4.94*ホ

3 121 5.47 

4 110 4.62 

* Significantly different frorn control， P<0.05 (Student's t-test). 

**P<O.01. 

在するし，性差も認められるり. 現象であることを示している的.

高用量の BHTを大量に投与した場合，急性的な出血 BHTの新しい代謝物2，6ージーtープチルー4ーメチレシ

致死ののちは目立つた出血効果が観察されなくなるが， -2，5-シグロヘキサジエノシがラットの肝臓中より同定

上記の結果は，これが，ラヅトの老齢化にともなうBHT され，その反応性や肝臓内濃度の種差から考えて， BHT 

の代謝あるいは止血機構の変化に基づいた現象ではな による出血効果を理解する上で，重要な物質であろうと

く，むしろ BHTの長期連続投与に反応して起った適応 予想されるい0) この物質の肝臓内濃度の変化もあわせ，
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BHTの出血致死効果と動物の年齢との関係について検

討する必要がある.

要約

1.5年齢の Sprague-Dawley系雌雄ラットに， 24.00% 

のカゼイ γ食を基本飼料とし1.20% BHTを与えた.維

において出血が認められるとともに，その半数におい

て，プロトロ γピン指数の異常な低下が認められた.
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ジブチルヒドロキシ卜ルエン (BHT) の DT-diaphorase 活性に対す~影響について(第 2 報〉

鈴木英子*，中尾 l原子ヘ平賀興吾*

Effects of Butylated Hydroxytoluene (BHT) on DT・・diaphoraseActivity (11) 

HIDEKO SUZUKI*， TOSHIKO NAKAO水 andKOGO HIRAGA* 

Keywords:ジブチノレヒドロキシトルエYbuty!ated hydroxyto!uene， DT -diaphorase，ピタミ YKvitamin K 

緒
品

言

ジブチノレヒドロキシトノレェγ(BHT)を雄ラ γ トに摂

取させた場合，出血傾向を示すことはすでに報告した1)

さらにその出血のメカニズムについても種々の検討を行

い報告した1，ゎ.前報8)では， BHT 摂取雄ラットにおい

て肝臓の DT-diaphorase活性が上昇することを報告し

た.今回，雄ラットにビタミ γK欠乏飼料を与えた場合

の肝臓中の DT-diaphorase活性の変化，ならびにプロ

トロンピγ時間への影響を測定した.一方，雄ラットに

比べ出血傾向の弱い雌ラ γ トの肝臓中のDT-diaphoras巴

活性も測定し，この酵素活性の変動と出血との関連性を

検討した.

実験材料および方法

1. 実験動物:]CL: SD系ラット雌雄を生後4週令

で購入，室温25土10，湿度55-60%，照明を午前6時よ

り午後6時まで行う環境下でステンレス金網ケージに5

匹ずつ収容， クレアCE-2飼料および水道水を自由に

与え飼育した. 2週間予備飼育後実験に使用した.

2. 試料 :BHT:和光純薬， Lot No. ELF 3598， 

ピタミ γK3:和光純薬， Lot No. W AE 4275 

3. 投与方法:ピタミシK欠乏飼料は Mameeshらの

方法4)に従い作製し，予備飼育後，ステンレス金網ケー

ジに一匹ずつ収容したラットに10日間自由摂取させた.

ピタミ γK添加飼料は，ビタミンK欠乏飼料に，ピタミ

シK310. 4mg/100gの割に加え，同様に一匹飼いにした

ラットに10日間自由摂取させた BHTは1.5%の割に

クレアCE-2粉末飼料に添加し，その後固型飼料化し

た.この BHT添加飼料を通常飼料に代えて一週間自由

摂取させた.この際，対照用問型飼料も同時に同一粉末

飼料より製造した.

4. 実験方法
血疑ブロト口ンビン時間血媛採取法およびプロトロ

シビン時間測定法は前報に記載した方法3)に従った.

目干ミクロソーム分函の調製 採血直後，断頭により屠

殺し，開腹し，肝臓を摘出した.以後の方法は Ernster

らの方法5)に従った.摘出した肝臓を2倍容の0.25M

Sucroseに浸し， Teflon Homogenizerによりホモジナ

イズし， 10，000gで10分間遠沈した上清を Beckman

Mode! L 3-50型超遠心機を用いて105，000gで60分間遠

沈した.生じたペレットは測定前にO.25M Sucroseにけ

ん潟させた. ミクロソーム沈澱後の上清も酵素活性の測

定に供した.

DT・diaphorase活性の測定および蛋白質定量法 前

報3)に従って測定した.

結果および考察

ビタミンK欠乏飼料摂取雄ラットではピタミ γK添加

飼料摂取雄ラットに比べ，プロトロンピン時間が著しく

延長し，肝臓の DT-diaphorase活性は2倍以上上昇し

た.(Table 1)ミクロソ{ム，上清共に上昇した.この

酵素活性が上清部分で高いことはすでに報告されてい

る6)が今回， ミクロソ{ム部分で、の活性測定も行った.

また， Tab!e 2に示すように1.5% BHTを7日間摂

取させた雌ラットの肝臓中の DT-diaphorase活性は雄

ラットの場合と同様に上昇し，肝ミクロソーム分画に約

1.5倍， 上清に 2~5 倍の上昇がみられた.一方，プロ

トロンピγ時間の延長はすでに報告したりように雄ラッ

トに比べ弱かった.以上の結果は主として次の2つの可

能性が考えられる. ①DT -diaphorase活性とプロトロ

ンピン時間延長との聞に関連性はない.②BHT摂取雄

ラットにおいては，まず肝臓中の DT-diaphorase活性

が上昇し，ついでプロトロンピγ時間の延長をきたし，

出血がおこる.又ビタミンK欠乏飼料摂取雄ラットにお

いても同様に DT-diaphorase活性が上昇し，プロトロ

ンピン時間の延長をきたし，出血がおこる.ところが，

BHT摂取雌ラヅトで、は，肝臓の DT-diaphorase活性

は上昇するが，ピタミ γK様因子が存在し，プロトロ γ

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Hea!th 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 
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Table 1. Liver DT .diaphorase Activities of Rats Table 2. Liver DT -diaphorase Activities of 

fed with Vitarnin K Free Diet Rats treat巴dwith BHT 

DT -diaphorase* Prothrornbin DT -diaphorase* Prothrornbin 

Diet 
Microsorne Supernatant tirne (sec) Microsorne Supernatant tirne (sec) 

343 1372 > 300 Control 367 848 

250 516 60 343 530 
Without 

335 1036 > 300 379 612 
vitarnin K 

201 740 100 213 736 

272 1043 183 恥1ean: 325土38 682土70
Mal巴

322 1007 > 300 BHT 536 2926 

Mean: 287土23 953土120 521 2381 

202 303 13 
624 2428 

190 440 15 
497 1805 

With Mean: 545土28 2385土229
vitarnin K 256 412 13 

198 375 28 Control 381 1042 

259 448 16 375 1193 

158 509 15 320 546 

Mean: 211土16 415土29 17土2 334 575 

*nanornoles DCPIP reduced/rnin/rng protein 
乱1ean: 353土15 839土164

Fernale 
BHT 468 2563 

650 2143 
ピシ時間の延長，ならびに出血に対して抵抗性をもって

607 1593 
いると推察される. 674 1888 
①，又は②の可能性を証明するためには，さらに雌ラ Mean: 600土46 2047土206
ットにピタミ γK欠乏飼料を摂取させた場合の DT-

*nanornoles DCPIP reduced/rnin/rng protein 
diaphorase活性の変動を測定する等，種々の検討を加え

BHT Prolongation of 
DT -diaphorase←-orー→.ー→Bleeding掛

-~it K prothrornbin tirne 

Male: 

Fernale: 

+vit K 

+BHT-mph問主:J蹴ごムーB町制
一吋tK→誌かhorase↑↑:;32221rムーBl叫 ng併

|刈
+ vit K 

+BHT-222phorme↑iiiT2tttzJ31522→恥ding+ 

~'， : 、，

unknown vit K like fernale factor 

この点に関しても検討したい.

要旨

20 

25 

18 

19 

20土2

65 

60 

46 

45 

54土5

23 

18 

15 

22 

20土2

25 

25 

43 

15 

27土6

る必要がある.最近， Siegfriedらりによりプロトロシ

ピγの合成能が雄ラヅトに比べ雌ラットで高いという報

告があり，ワルファリ γに対する性差を説明している. I ピタミシK欠乏飼料摂取あるいはBHT摂取による



東京術研年報 30-2，1979 27 

雄ラットの出血に DT，-diaphorase活性の上昇

E 雄ラットにおける， ピタミシK欠乏飼料あるいは

BHT摂取によるプロトロンピγ時間の著しい延長と出

血に関連して DT-diaphorase活性の上昇のあること

を見出した.既報の雌ラットにおける BHT摂取抵抗性

(わずかなプロトロンピγ時間の延長と出血傾向〉を検討

した結果 DT-diaphorase活性上昇以外の過程で抵抗性

を支配する未知の性因子の存在することが示唆された.

文献

1)'鈴木英子ら:東京衛研年報， 26-2， 49， 1975 

2)鈴木英子ら:東京衛研年報， 27-2， 82， 1976 

3)鈴木英子ら:東京衛研年報， 29-2， 35， 1978 

4) Mameesh， M. S. and ]ohnson， B. C.: Pro. Soc. 

Ext. Biol. Med.， 101， 467， 1959 

5) Ernster， L.， Siekeritz， P. and Palade， G. E.: 

J. Cell. Biol.， 15， 541. 1962 

6) Ernster， L.， Danielson， L.， and Ljunggren， M.: 

Biochim. Bioρhys. Acta.， 58， 171， 1962 

7) Siegfried， C. M.， Knaver， G. R.， and Matschiner， 

]. T.: Arch. Biochem. Bioths.， 194， 486， 1979 



東京衛研年報 Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H.， 30-2， .28-30， 1.979 

ジブチルヒドロキシトルエン (BHT)の生体内運命〈第3報〉
BHTと肺ミクロ‘/ームの invitroにおけ=5結合

I中川好男汽中尾 j原子犬平賀輿吾*

Biological Fate of Butylated Hydroxytoluene (111) 

. Binding in .vitro of BHT to Lung Microsomes 

YOSHIO NAKAGA WAペTOSHIKONAKAOホ andKOGO HIRAGA* 

Key'¥Vords:抗酸化剤 antioxida，nt，butylated. hydroxytoluene，共有結合 covalentbinding，ラット肺 ratlung， 

ミクロゾ{ぶ高分子 mici:osomalmacromolecules 

医薬品，食品添加物および環境汚染物質等の安全性あ

るいは毒性を検討する場合，それらの化合物の生体での

代謝やその結果生じた代謝物と生体成分との関係を明ら

かにする必要がある.しばしば代謝された中間体が生体

成分に結合し，生理機能を害し毒性を発現することが知

られている1)

さて，ジブチルヒドロキシトルエγ(BHT)は加工食

品や石油製品等の抗酸化剤として使用されている.BHT

の毒性については既に多くの報告叩〉があるが，細胞内

での代謝運命についての報告は極めて少ない.そこで著

者らはこれまでラット肝細胞内での BHTの挙動につい

て invivoとinvitroで検討してきた←B) その結果か

ら， (1)経口的に入ったBHTは主に肝で代謝され，代謝

物のある物が肝および他器官細胞の高分子物質〈タ γパ

ク質や核酸〉と共有結合する， (2)この高分子と結合した

代謝物は長期間各器官に滞留しBHTの生体からの排、1止
を抑制する一因となる， (3)この代謝物の生成はミクロゾ

{ム存在下， O2と NADPHが必要であり，肝ミクロ

ゾームが最も高い代謝活性をもち次いで肺ミグロゾ{ム

が肝の40%の活性をもっている，ということが明らかに

なった.そこで今回この肺ミクロゾ{ムの代謝活性に注

目し invitroでの代謝について検討した.

実験材料および方法

材料 3，5-di-tert-butyl-ιhydroxytoluene (toluene 

methyJ-14C) (以下 14C-BHT)は NewEngland Corp 

製を用いた.比放射能は 2.2μCijmgであった.非放射

性 BHTは和光純薬， NADPと glucose6-phosphate 

i'1Sigma Chemicals， glucose6-phosphate dehydrogenase 

はBoehringerMannheim GmbH， SKF -525AはSmith，

Kline and French Lab.， phenobarbital (PB)は藤永製

薬，その他の試薬は市販の最高級を使用した.

動物および前処置雄のウイスター系ラ γ ト(SPF)，

体重170-190gを一群5匹として用いた.非放射性BHT

はオリ{ブ油に漆かし 50mg/kgと 500mg/kgの用量

で1日1回， 3日間経口投与した. PBは水に溶かし

80mg/kgの用量で1日1回5日間腹腔内注射した. 各

動物は最終投与24時間後に実験に用いた.対照群はオリ

{プ泊または生理食塩水を同一期間投与した.

ミクロゾームの調製およびミクロゾーム高分子と 14C_

BHTの結合肺は0.9%塩化ナトリウムで還流し，一

群5匹分を合併してミクロゾ{ムを調製した.その方法

および14C-BHTとミクロゾーム高分子との結合につい

ては前報B)に記載した.

その他の方法放射能は Beckmanγγチレ{γ ョγ

カウンタ~ (LS-355)で計測し，外部線源、法で計測{直を

補正した.シシチレ{ジョ γ組成はトルエンートライト

ン系9)を用いた.タ γパク量は牛血清アルプミシを標準

物質として Lowryらの方法10)で， P-450最は Omura.

Satoの方法11)で測定した.

結果および考察

肺ミクロゾームと BHTの結合 Table 1は肺ミグロ

ゾ{ム高分子と 14C-BHTの結合について種々の条件の

影響を示した. ミクロゾームの monooxygenase系の阻

害剤である COとSKF-525Aはミグロゾ{ム高分子と

14C-BHTの結合を93-96%抑制した.イ γキュベーシ

ョシ組成から NADPHの生成を除いたり， ミグロゾー

ム自体をあらかじめ10分間煮沸するとこの結合を98%以

上抑制した.またこの結合は室素気相下で反応させると

約80%抑制された.一方システィンと還元型グルタチオ

γはこの結合を顕著に抑制させた.これらの条件におけ

る抑制の程度は，肝ミクロゾ{ムの場合B)に比べ室素気

相下で約10%小さかった他はいずれも同様の値を示し

本東京都立衛生研究所毒性部薬理研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku占u，T okyo， 160 J apan 



東京術研年報 3日-2.1979 29 

Table 1. Effect of Various Incubation Conditions 

on Binding in Vitro of 14C-BHT to 
Macromolecules from Lung Microsomes 

た.これらの結果から肺ミクロゾ{ム高分子と14C-BHT

の結合にはシトグロムP-450と連結したmonooxygenase

系が必須であり， BHTの代謝活性化が行なわれた後に
Amount 
boundω Inhibition 代謝物が高分子と結合することが示唆された.またチオ

(dpm/mg _ル化合物であるシスティ γとグノレタチオγは生体に取
protein/10 (%) 

Incubation condition 

min) り込まれた異物の代謝活性体と結合することにより毒性

Complete 

Microsomes boiledb) 

-NADPH 

-02(100% N2 atmosphere) 

+Carbon rr問lOxide(90% CO， 
10% O2) 

+ Cystcine (1. 0 mM) 

+Glutathione (1. 0 mM) 

+SKF-525A (1.0 mM) 

975土30

18土 3 98.2 

17土 2 98.3 

210土 4 78.5 

68土 4 93.0 

180土 5 81. 5 

83土 6 91. 5 

41土 4 95.8 

a) Values ar巴 expressedas means土 S.D. of three 
d巴terminations.
b) Boiling of microsomes proceeded for 10 min. 

発現を抑制させることが知られている12) ミクロゾーム

により代謝された14C-BHT代謝物の一部もこの両化合

物と結合し，その結果高分子との結合が顕著に抑えられ

たものと思われる.

BHTおよびPB前処置ラヴトの肺ミクロゾームと

14C-BHTの結合

肺ミグロゾームの 14C-BHT結合能は肝の約40%を

示し，他の器官のミクロゾ{ムに比べ著しく高い8) そ

こでBHTまたはPBをラ y トに処置した後，肺ミクロ

ゾ{ムの高分子と 14C-BHTの結合を検討した. その

結果は Table2と3に示した. BHTの高投与群で体

Table 2. Effects of Pretreatment with BHT on Lung Weight， Microsomal Protein， and 
Amount of Metabolite(s) of 14C-BHT bound to Microsomal Macromolecules in Rats 

Body (gw〉t.ω L(ugn/g l wt.ρ 
Microsomal Amount boundb) 

Treatment OOg) gp/rog teind〉 (dpprmo/teming /5min〉(mg/g tissue) 

Control 193.4土 7.7 0.446土0.045 11.15 543土15

BHT (50 mg/kg) 201. 4土11.8 0.448土0.037 11.15 342土 2
(104)0) (101) (100) ( 63) 

BHT (500 mg/kg) 173.6土 9.9 0.464(1土004.〕011 9.93 97土15
(90) (89) ( 18) 

a) Each value represents the means土 S.D. of five rats. 

b) Values are express巴das means土 S.D. of three determinations. 

c) Values in parenthesis represent percentage of controls. 

d) Values are expressed as means of three determinations. 

Table 3. Effects of Pretreatment with Phenobarbital on Lung Weight， Microsomal 
Protein， and Amount of Metabolite(s) of 14C-BHT bound to Microsomal 
Macromolecules in Rats 

Body (gw〉t.叫 L(ugn/g 1 wt.ω 
Microsomal Amount boundb) 

Treatment OOg) gp/rog teind〉 (dpprmo/teming /5min〉(mg/g tissue) 

Control 192.0土 5.6 0.454土0.040 10.28 508土19

PB(80 mg/kg) 193.0土 9.9 0.454土0.090 9.02 492土 3
(101)0) (100) ( 88) く97)

a) means土 S.D. of five rats 

b) means土 S.D. of thre巴 determinations 

c) percentage of control 

d) means of three determinations 
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重と肺ミクロゾームタンパク量が約10%減少したが，腕

重量には影響がみられなかった. ミクロゾーム高分子と

結合した 14C-BI-IT量は投与量の増加に伴ない顕著に減

少した.Tableには示していないが肺ミクロゾームのP-

450量も減少した.一方PB処置ではミクロゾ{ムタンパ

グ量の若干の減少以外，体重，肺重量， P-450量，日C-

BI-IT の結合量に影響が認められなかった.以上の結果

からBI-ITとPBは肺ミグロゾームの薬物代謝活性に対

じて肝の場合と異なった影響を与えた.すなわち肝ミク

ロゾームの場合，高分子と BI-ITの結合はミクロゾーム

の薬物代謝酵素をPBまたはBI-ITで誘導することによ

り顕著に増加し，その結合量は BI-IToxidase活性の増

加と並行した6) しかし肺ミグロゾームの場合， BI-IT 

前処置は高分子と 14C-BI-IT の結合を抑制し， さらに

P-450量を減少させたことから，薬物代謝活性を阻害さ

せることが示唆された.一方PB前処置により肺ミクロ

グーム P-450量および 14C-BI-IT の結合量に変化が認

められなかったことから， PBは肺ミクロゾ{ムの薬物

代謝系には肝の場合ほど強く作用しないと思われる.今

回BI-IT前処置により，肺ミクロゾームの薬物代謝活性

に減少がみられたが，この原因がBI-ITの直接的な作用

か，あるいは肝を介して生じた代謝物に由来するのかは

今後検討したい.

要旨

肺ミグロゾームの高分子と 14C-BI-IT の結合を in

vitroで検討した.この結合はlミクロゾ{ム存在下， O2 

と NADPI-Iが必要であり CO，SKF -525A，ミクロゾ

{ムの煮沸で93%以上阻害された BI-IT を前処置した

ラットのミクロゾーム高分子と 14C-B I-ITの結合は，前

処置した投与量の増加に伴ない著しく抑制された. PB 

の前処置ではこの結合に影響が認められなかった.
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ジブチルヒドロキシトルエン (BHT)長期投与にみられたラ .. ，ト肝の微細構造変化

福森信降水，三栗谷久敏*，平賀輿吾*

A Case of Ultrastructural Alterations in Rat Hepatocytes after Long圃Terni

Administration of Butylated Hydroxytoluene (BHT) 

NOBUTAKA FUKUMORI*， HISATOSHI MIKURIYA* and KOGO HIRAGA* 

Keywords:微細構造 ultras tructure，ジプチノレヒドロキシトルエン butylatedhydroxytoluene， ラγ トrat，
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緒言

ジプチルヒドロキシトルエシ (BHT)は抗酸化剤，安

定化剤として工業製品，食品等の酸化を防止する目的で

使用されている.肝臓に対して肝重量の増加1)が滑面小

胞体(SER)の増殖に伴って認められ，このことはBHT

が肝臓で代謝される過程の細胞における適応反応である

と解される.著者らはこれまでBHTの短期投与による

肝細胞の微細構造の変化を電子顕微鏡を用いて観察し，

SERの増殖を主とした糸粒体の異型，粗面小胞体(RER)

の減少など報告ト日したが必ずしも細胞に重度な損傷を

与えていない.

今回， BHTの長期投与を行った動物を肝微細構造の

変化のー症例として報告するとともにこれまで行った短

期投与の肝細胞の変化と比較した.

実験方法

動物は0.07%のBHTを添加した閏型飼料で飼育さ

れ，長期飼育を目的とした Slc: Wistar系雄性ラット

で実験途中に瀕死の状態を長したため病理解剖が行われ

たー症例 (No. L T -255)であり， BHTの摂取期聞は

86週間であった.

飼育は室温25土10，湿度55土 5%，照明時間午前6時

から午後5時，換気回数毎時10固に制御された barrier

飼育室にて飼育され，水を自由に摂取させた.

電子顕微鏡用試料は動物を放血屠殺後，肝方形葉左了F

端部から摘出し， 冷3%パラホルムアルデヒド (0.1M 

Pγ酸緩衝液， pH7.4)で3時間前固定を行い，緩衝液

で洗浄後細切し， 1%オスミウム酸 (0.1Mリン酸緩衝

液， pH7.4) を用い1.5時間の後固定を行った.エタノ

{ル脱水後， 定法に従って Epon樹脂に包埋した. は

じめに厚さ約 1μmの切片をトルイジン青で染色し光

顕的に観察を行い，その後肝小葉中間帯の超薄切片を作

製して酢酸ウラシークェ γ酸鉛二重染色を施し，目立

HU-12A型電子顕微鏡にて検鏡した.

観察結果

トルイジン青染色の光顕的観察で肝小葉中間帯の細胞

は，核周闘が明調化し好塩基性穎粒の細胞膜側べの偏在

傾向を持つ細胞がみられたが，必ずしも均一な変化を示

しているのではなく各細胞聞で差異を認めた.核を確認

した細胞のみについて核周囲の染色状態，好塩基性穎粒

の分布変動を基準に800個の細胞を分類すると，核周囲

の明調化，好塩基性穎粒の移動がみられずあるいは極め

て軽度な細胞約69%，核周囲の中等度な明調化がみられ

好塩基性穎粒が若干偏在している細胞約24%，核周囲が

顕著に明調化し，好塩基性穎粒が細胞膜仮uに偏在した細

胞約7%であった.これらの変化に関して，電顕的観察

で核周囲の明調化は glycogen野での SERの増殖にほ

ぼ対応することから， 0.07%BHT 摂取では肝臓の細胞

全域に著しく SERの消殖を与えていなかった.以下，

SERの増殖の程度に従って肝細胞の変化を検索した.

SERの増殖が正常像に近似し比較的軽度な細胞で

は，糸粒体の多くは円形あるいは長円形を示し異型像を

認めなかった. RERは層状構築を保持し細胞質全体に

広く分布し，一部に ribosomeの解離が認められたがそ

の数は少なかった.他の細胞小器官の変化はともに顕著

でなかった (Fig.1，2).

SERの増殖が中等度の細胞では， SERの形態はvesicle

状を塁し RERから移行した連接像が頻繁にみられた.

多くのRERの層状配列は残存したが， 一部消失傾向に

伴い ribosomeを脱落し curling状を呈した.糸粒体は

膨化し，基質が明調とiなり cristaeの消失が散見された.

Microbodyは増加傾向を示す細胞と増加のみられない

細胞があり細胞問で差異を認めた.核は比較的良好な発

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 Japtm 
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達がみられた.

SERの増殖が顕著な細胞では，核周囲に増殖した ve.

sicl巴状の SERが密に細胞質の約半分以上を占め互い

に隣接し集団化していた(Fig.3).これらの細胞のトルイ

ジγ青染色を施した光顕的所見で SERの増殖部は明調

化を呈し細胞内頼粒の細胞膜側への偏在あるいは減少傾

向を認めた.SERの形状は中等度の増殖部に比較して多

くは vesicle状を呈するが若干tubl巴状を示したSERも

散見された.RERは層状配列が乱れ ribosomeを離脱

して消失傾向を多く認めた.残存している RERは糸粒

体の周囲を取り囲み (Fig.5)，あるいは末端が膨化して

SERへの移行像を呈した (Fig.4). この部の糸粒体は

膨化して cristaeの崩壊，基質の淡明化を呈し，不明瞭

な膜構造を認めた (Fig.6，7). また長形の著しい糸粒

体は，中央部がくびれて RERの接近した像を多く認め

た (Fig.5，8). 特に SERの増殖が著しい部で周囲を

SERで取り囲まれた糸粒体は伸長して馬蹄型に変形し，

中心にribosome様の頼粒を封入していた(Fig.3， 6， 7). 

Microbodyは全体的に軽度に増加し (Fig.9)Golgi装

置の発達もやや良好であるのに対して， lysosom巴の変

化は顕著でなかった.核は不整形な輪郭を呈し，核膜に

chromatinの凝集を認めるものが多かったが，核小体の

発達は良好であった.一部の細胞では核膜が消失し核濃

縮と思われる像が観察された(Fig.l0).その他細胞質に

myelin形成が散見される細胞を認めたが比較的少数で

あった.また糸粒体の膨化が著しい細胞は膨化に伴い基

質が淡明を呈し cristaeの消失を認め空胞化がみられた

(Fig.ll). この部の核は萎縮し不整な核膜を認めた.

Glycogen額粒は SERの増殖の有無にかかわらず変

動がなく，少数を認めるに過ぎなかった.

考察

肝臓は糖質，脂質，蛋白質，ホルモンの代謝および胆

汁の排准などの機能的役割をつかさどる重要な臓器であ

り，また生体内に取り込まれた化学物質の解毒を行って

いる.特にBHTなどの脂溶性物質を排、准するために極

性化反応、を行い，その解毒機能の反映は生化学的には薬

物代謝酵素の誘導でありへ形態的にはSERの増殖およ

びこれに付随する細胞小器官の尤進像で示される.生体

に吸収された化学物質は肝細胞で代謝の過程を経て排粧

されるが，細胞の解毒機能の限界を越えた時細胞の疲労

回変性に移行する.さらにBHTなどの脂溶性物質は生体

内の脂肪組織に蓄積することが予測されることから1)，

摂取期間の長短が細胞の損傷の程度に影響を与えると思

われる.今回検索を行った動物は86逓聞の長期間におよ

び0.07%のBHTを含む飼料を摂取させたラットで摘出

時に瀕死に近い状態を塁していたが充分に検索が可能で、

ある試料のためBHTの長期投与後における肝細胞の変

化を把握する目的で、電顕的観察を行った.

BHTの主要な変化である SERは細胞により増殖の

差異がみられ光顕的観察からもすべての細胞で著しい増

殖を認めず，小葉中間帯の約7%の細胞で顕著な増殖が

確認されるに過ぎなかった.このことはBHTの摂取量

が比較的少量であるため解毒機能に必要な肝細胞が少数

で充足されると推察される.高用量を用いた短期投与2)

では小業中間帯のほぼ全域に肝細胞の腫大， SERの著

しい増殖がみられたのに比較し，少数であることは機能

的に昆合った適応変化の反映と考えられる.

薬物代謝の允進に伴う形態変化は先に述べた SERの

増殖を主とするが，この変化は SERに局在する通常の

薬物代謝酵素の量では処理できないため SERを増加さ

せるので， BHTに特異的な変化ではなくフェノパルピ

タールペ ポり塩化ピフェニル8)など他の物質でも共通

して誘発される. SERの増殖時にはエネルギ{が必要

となり，そのために glycogenが供給され，糸粒体が

cristaeの配列を乱さずに長型腫大して機能允進像を主主

する.またRERの糸粒体の取り巻きも糸粒体でのエネ

ルギーの収受を容易ならしめるための像であると思われ

る. SERの増生は RERの末端部が膨化し ribosome

を離脱した移行像として観察される.この移行像はSER

の増殖の顕著な細胞に比べ，中等度の細胞に多くみられ

た.これらの細胞の核，核小体は良好に発達して肥大傾

向を皐し細胞の機能尤進像を示している. 一方， Lane 

は核の肥大とともに核分裂の増加を報告町しているが，

今回の観察では核分裂の増加はみられなかっlた.先に行

った短期投与で初期に限って核分裂の増加が認められた

ことからベ長期間の摂取は BHTに対する細胞の適応

と動物の加齢などが影響して分裂像を惹起せしめなかっ

たと恩われる.

SERの増殖の顕著な細胞は SERが細胞質に密集し

て分布し vesicle状あるいは tuble状を示した.一般的

に SERの形状は増殖時の初期に vesicle状を示し，漸

次 tuble状に移行することから，今回みられた変化はそ

の推移過程と思われる.増殖した SERで周囲を取り固

まれた RERは層状構築が乱れ ribosomeを脱落しある

いは消失傾向がみられたことから，機能低下を意味する

と考えられる.また糸粒体は cnstaeの崩壊，基質の淡

明化が起こり，核もこの部の多くで不整な chromatinを

凝集した形態を塁し比較的核濃縮が多くみられたことか

ら，細胞機能の限界を越えた表現像であろうと推察さ

れ，その後変性に陥ると考えられる.糸粒体が伸長して
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馬蹄型を塁し中心に ribosome様頼粒を封入した所見が m的限界を越えると細胞の機能低下像，変性に移行し，悪影

多く観察されたが，すべて顕著な SERの増殖部であり 響をおよほ.すが，限界を越えない機能の了E進した細胞が

糸粒体の機能を維持するための変化と思われるが，その 代償的に解毒を含めた肝機能を保持すると忠われるので

意義は明らかでない. 肝臓全体を把握した時，適応変化の域を脱し得ないと推

細胞個々のこれらの変化は SERの増殖の程度により 測される.

細胞機能の允進あるいは低下像とに分別されるが肝組織

全体として把握すると大部分の細胞では軽度あるいは中

等度の SERの増殖を認め機能尤進を示唆するのに対

し，機能の低下を示す顕著な SERの増殖した細胞は少

数を認めるに過ぎない.このことは正常あるいは機能允

進した細胞が低下した細胞の機能を代償的に充足してい

るため肝機能の低下に至らないと考えられる BHTの

短期投与町で一部に著しい細胞変化がみられたにもかか

わらず， 血清 GOT，GPTの変動が少ないことからも

理解される.

短期投与丸心で認められた secondaiyIysosomeの増

加は SERの増殖した細胞でもみられなかった.このこ

とは細胞内に蓄積した異物を急激に排出する必要のない

ことを示唆していると思われる. また一方では myelin

像を認める細胞があり， 0.32% BHTを12ヶ月長期摂

取させた際2)にみられた myelin像と同様に過度のSER

の増殖による変性に伴う膜の増生と思われる.なおSER

の増殖が顕著な部では glycogen頼粒の減少を伴うが，

今回軽度な増殖部で glycogen穎粒の明瞭な確認が困難

であった理由として，動物が瀕死の状態に近かったため

の栄養障害が考えられるが，先の長期投与2)の肝細胞で

も glycogen穎粒がほとんど認められなかったことから

BHTの長期摂取の影響も考慮される.さらに絶食の栄

養障害で小胞体の場殖を惹起するという報告10)がみられ

るが，細胞小器官に著変をみないで細胞全体の萎縮を認

めることから，今回観察された変化は減食の影響より

BHTの関与が大きいと推察される.

以上のことから，比較的低用量の BHTを長期間摂取

させた時でも予想に反して少数ではあるが SERの顕著

に増殖した細胞が認められ， SERの過度の増殖は機能

結 語

o. 07% BHT添加飼料を86週間摂取させたラットで肝

微細構造の変化を観察した. 肝小葉中間帯で約7%の

SERの顕著な増殖がみられたが， 多くの細胞では中等

度以下の SERの増殖であった. SERの増殖は糸粒体

の腫大，核の良好な発達とともに機能尤進像を示すが，

顕著な SERの増殖部では RERの消失，糸粒体の崩

壊，核萎縮など細胞機能の低下像を認めた. SERの過

度の増殖は薬物代謝の機能の限界を越えた機能低下と示

唆されるが，比較的少数に限られるこ lとから他の細胞が

代償的に肝臓機能を補充すると考えられる.
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Explanation of figures 

Fig. 1 and 2 are hepatocytes of rat showing slight proliferation of SER are seen. 

proliferation of smooth surfaced endoplasmic reticulum Fig. 6，7. Alterations of mitochondria are showed 

(SER)after 86-week administration of O. 07% butylated swe11ing (a)， disintegration of cristae (b) 

hydroxytoluene (BHT). There are not anomalous and horseshoe-shaped stretch containing 

mitochondria (M) and scattered-lamella of rough inclusion (c). 

surfaced endoplasmic reticulum (RER). But warp of Fig. 8. Lengthened deformation of mitochondria(M) 

nuclear membrane (Nm) are observed. and myelin figure (arrow) are observed. 

Fig. 3 to 11 ar巴hepatocytesof rat showing extreme Fig. 9. There are mere glycogen particles (arrows) 

proliferation of SER after 86-week administration among proliferation of SER and slight 

'of 0.07% BHT. increase of microbod日 (Mb).

Fig. 3. Abundant SER in hepatocyte and well- Fig. 10. Some ribosomes are detached from the 

developed nucleolus (NL) are prominent. surfaces of scattered RER. Irregularly-shaped 

Fig. 4. Continuity between vesiclar SER and the nucleus (N) seems to be atrophy. 

end of RER are seen frequently (arrows). Fig.11. Anomalous destruction and swelling of 

Fig. 5. Sinuous cisternea ， of RER surrounding 

mitocho~dria (M) in the area of marked 

mitochondria(M) accompanying disappearance 

of cristae are seen. 
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2ーアミノアントラセンの突然変異誘起性に対するジブチルヒドロキシトルエン (BHT)の影響

藤田 i専へ平賀興吾*

Effects of Butylated Hydroxytoluene on the Mutagenicity: of 2-Aminoanthracene 

in the SalmonellajMicrosome Test 

HIROSHI FUJITA* and KOGO HIRAGA* 

Keywords: 2ーアミノアントラセン 2-aminoanthracene，ジプチルヒドロキシトルエン butylatedhydroxytoluene， 

突然変異誘起性 mutagemcl ty，代謝活性化 metabolicactivation 

緒言

食晶に添加される酸化防止剤であるジブチノレヒドロキ

シトノレエン(以下BHTと略す〉は単独では突然変異誘

起性を示さないが1，2>， 他の化学物質の突然変異誘起性

あるいは発がん性を変動させる効果があるト回. 我々は

前報りにおいて Amesの mutationtest系を用いて2-

アセチルアミノフルオレン，ベンゾ (a)ピレγ，2-アミ

ノアシトラセンおよびアフラトキシン B1の突然変異誘

起性に対する BHTの効果を検討した.その結果，同時

に添加したBHTの量によりこれらの化学物質の突然変

異誘起性が増加または減少し，最も大きな増加を示す

BHT 量は1O~50μg/プレートであることを報告した.

代謝活性化を行った mutationtestにおいて BHTが

いくつかの化学物質の突然変異誘起性を減少させると報

告ト1仰されており，その効果は薬物代謝酵素による化学

物質の活性化をBHTが阻害する結果であるとされてい

る.しかし，前報で示したような突然変異誘起性を増加

させる効果の機構は明らかではない.今回，我々は2ーア

ミノアγトラセンの突然変異誘起性に対する BHTの効

果について誘導試薬の異なる 2種類の S911)を用いてS9

最および前培養による変化を検討したので報告する.

実験材料および実験方法

試薬 2-アミノアントラセン(以下2-AAと略す，

和光純薬)， BHT(和光純薬)，フェノパルピターノレ(PB，

吉田製薬)，アロクロール 1254(PCB，三菱モンサシト

化成)， ジメチルスノレホキサイド (DMSO，和光純薬〉

mutation test菌株は Salmonellatyρhimurium TA 

98を用い Ames法11)の変法1，12)により行った.代謝活性

化には PBまたは PCBにより薬物代謝酵素系を誘導し

た Wistar系ラット雄の肝臓ホモジネートの 9，000xg，

10分間遠心の上清分画 (S9)を用いた.菌液 O.lmlに

DMSOに溶かした 2-AA(1μg/0.05ml)， BHT (5-

100μg/O. 05i.nl)および S9-mix1，12)を加え370で20分間

前培養後，最少寒天培地1)に軟寒天1)を用しl、て播種し，

370， 48時間培養後，復帰コロニ{数を計数した.

2-AAのS9による代謝に対する BHTの増加効果の

時間変化を見るために， 2-AAおよび S9-mixのみで

370， 0 ~120分間の前培養を行い，これに DMSO に溶

かした BHT(10または 50μg)および菌液を加え， た

だちに最少寒天培地に軟寒天を用いて矯種し， 370， 48 

時間培養後，復帰コロニー数を計数した.

全ての測定値は3枚のプレートを用い平均値で示し

た.

結果

2-AAの突然変異誘起性に対する BHTの効果を図1

に示す.図1Aは PB誘導 S9を用いた場合で， S9量

が 10μJでは2-AAの突然変異誘起性はBHTの添加に

より減少した. BHT無添加のとき S9量の増加は突然、

変異誘起性を減少させるが， BHTを添加することによ

り著しい増加が見られ， S9量50μJでBHT量10μgで

約4倍， S9量150μJではBHT量，50μgで約15倍の増加

を示した.しかし，添加する BHT量をさらに増すと増

加効果は減少した PCB誘導S9の場合(図1B)， P B 

誘導S9とは異なり S9量10μJでは BHT量 10μgで約

2倍の増加が見られたが S9量 50μ1，，150μJではほと

んど増加は見られなかった.

これらの現象が2-AAの代謝に対するBHTの作用に

よると考えられることから， BHTの効果の時間変化を

調べた.上記実験より増加効果が見られるS9量とBHT

量の条件を選択し S9-mixと 2-AAのみの前培養を

行った後に菌液およびBHTを添加し，前培養の時間変

化による復帰コロニ{数の変化を図2に示す PB誘導

S9の場合，図2Aに示すようにS9量50tJ.l，BHT無添加

のとき前培養時闘が長くなるに従い復帰コロニ{数は減

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町 3ー24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 Japan 
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図1. 2-AAの突然変異誘起性に対する BHTの効
果.AはPB誘導89，BはPCB誘導89に
よって代謝活性化した. Oli. 8 9量10μ1，ム
は50μ1，口は150μ1を示す.

少し， 120分間では前培養をしないときの約30%であっ

た. 前培養がないときにBHTを10μgまたは50μg添

加すると突然変異誘起性の増加が見られ，前培養時間の

経過にともなって低下し， BHT 50μgではBHT無添加

とほぼ同じ億まで減少した.PCB誘導89の場合(図2B)，

89量10μJでBHT無添加のとき前培養により復帰コロ

ニ{数は急激な減少を示した BHTを10μgまたは50

μg添加すると， 50μgの前培養のないときのみわずか

の増加を示したが， BHT無添加とほぼ同じ復帰コロニ

ー数の変化を示した.

考察

BHTは2-AAの突然変異誘起性を変動させる効果

を示す.誘導試薬の異なる 2種類の却を用い 89量を

変えた場合，最も大きな増加を示す89量と BHT量の

関係はPB誘導89で 8950μI-BHT10μg， 89 150μ1-

BHT 50pgであり， PCB誘導89では 8910μI-BHT

10μgであった.また 8910μfのときPB誘導89では

減少効果のみが見られたが， PCB誘導 89ではわずか

に増加が見られた. このように BHTの効果はPB，

PCB誘導89によって異なり， PB誘導89で増加または

減少の変動が大きいことが明らかとなった.両 89によ

るBHTの効果の違いは前培養時間を変えた実験でも見

られ， PB誘導89では前培養時聞を長くしても増加効

果が見られるのに対し， PCB誘導89では増加効果がほ

とんど見られなかった.従ってBHTの突然変異誘起性

を増加または減少させる効果は代謝活性化に用いた 89
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図2. 2-AAの突然変異誘起性の前培養時間による
変化に対する BHTの効果.AはPB誘導89
(89量50μ1)，BはPCB誘導 89 (89量
10μめによって代謝活性化した.0はBHT無
添加，ムは10μg，口は50μgを示す.

中の薬物代謝酵素の組成およびその活性によって変化す

ると考えられ， 89量と BHT量の比率を変えることに

より突然変異誘起性が大きく変動することから 89の酵

素反応と BHT量に微妙なパランスが存在していると考

えられる.

突然変異誘起性の減少効果は Rahimtula8)，Yang町

および Calle10)によって89中の薬物代謝酵素による化

学物質の活性化をBHTが阻害する結果であると報告さ

れている. 増加効果の機構は明らかではなく， 89中の

薬物代謝酵素には不活性化反応1めもあることから，増加

効果はBHTによる不活性化反応の阻害である可能性が

考えられる.

8hamberger14)はs-プロピオラグトγとマロンアノレ
デヒドの突然変異誘起性を 89非存在下でBHTが抑制

すると報告し， BHTの突然変異の減少効果はDNAに

対する作用であると述べている. また Daugherty15)は

BHTが修復あるいは複製DNA合成を阻害することを

報告している.従って mutationtest系においてもBHT

が薬物代謝酵素系以外の反応に対し作用している可能性

が考えられ，増加および減少効果はともにそれらの反応

を含めた総合的結果であることを考慮し，様々な方向か

らの検討が必要であると思われる.

Nagaoら16，17)はノノレハーマンがベγゾ(a)ピレγの

突然変異誘起性を増加または減少させる二面効果を持つ

ことを報告し，不活性化と活性化のバランスに対しノ Jレ

ハーマンが作用しており，増加効果は疎水性代謝物質か
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ら親水性代謝物質への代謝の阻害によるものであると述

べている.ノルハ{マンに見られる効果と BHTの効果

には高い類似性が推察される.

酸化防止剤にはブチルヒドロキシアニソール，アスコ

ルピン酸， αートコブエロ{ル等があり，これらの化学物

質にも他の化学物質の突然変異誘起性や発がん性を変動

させる効果があると報告8，9，16，18，19) されていることから

BHTとの比較検討の必要があると思われる.

要旨

誘導試薬の異なる 2種類のS9を用いて Amesのmuta-

tion test系における 2ーアミノアントラセンの突然変異

誘起性に対する BHTの効果を検討した.

PB誘導 S9の場合， BHTにより突然変異誘起性は

増加または減少し S9量を変えることにより著しく変

動した. PCB誘導 S9の場合はいずれの S9量でもわ

ずかの増加のみ示し， BHTの効果が S9の種類によっ

て異なることがわかった.
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オルトフェニルフェノールナトリウムの細胞遺伝学的研究

吉田誠二*，縄井寿美子*，平賀輿吾*

Cytogenetic Studies of Sodiurn 0・Phenylphenate

SEI]I YOSHIDA汽 SUMIKONAWAI* and KOGO HIRAGA* 

Keywords : OPP-Na，マウス・ラット・ CHO-K1Mouse・Rat・CHO-K1，染色体分析 ChromosomeAnalysis 

緒言

かんきつ類の防ばい剤オノレトフェニルフェノ{ルの染

色体試験結果については先に報告1) したが，今回は，そ

のナトリウム塩 (Sodiumo-phenylphenate， OPP-Na) 

の invitroおよび invivoにおける染色体試験結果を

報告する OPP-Naは，その製法により品質が， さま

ざまであるといわれ各社製品を見ると白色，淡黄色，桃

色，黒等種々の着色が見られた.そこで，入手出来た6

種の製品について試験を行なった.

試験材料および方法

1. 検体:OPP-Naとして東京化成社製市販品， Lot 

No. FB102，桃色(以下 ONTと略す)，東京化成社製

市販品を一度遊離酸に戻して精製したもの，白色(以下

ONPと略す)，三光化学紛製，桃色(以下 ONSと略

す)， Dow chemical Co.製で淡黄色のもの〈以下OND

と略す)， Dow chemical Co.製 DowicideA， 白色フ

レ{ク状のもの(以下 ONWと略す)，黒色フレ{ク状

のもの(以下 ONBと略す)，とに分けたものの6種を

用いた.

2. 培養細胞の増殖に及ぼす影響:培養細胞は，チャ
イニ{ズハムスタ{卵巣由来の CHO-K1細胞を用いた.

培養液はF12培養液 (Gibco社製〉に仔牛血清10%およ

び抗生物質として penicillinとstreptomycinを加えたも

のを用いた.培養3日自の細胞を Trypsin(Diffico社

製〉によりガラス面より剥離し，4x105jml濃度の細胞

浮遊液を作製した.次に，検体を培養液で溶解した各濃

度の検体添加培養液をチェンパ{スライド (Lab-Tek社

製〉の各 wellに 0.2mlずつ分注し， これに細胞浮遊

液 0.2ml加えよく混和後37'C・CO2ふらん器にて培養

を開始した.なお，対照は，培養液のみとした.24時間

後，各チェンバーの混和液をすて， リン酸緩衝生理食塩

水で1回細胞面を洗い，ホルマリン溶液で固定し， HE 

染色を施し Panel法2) に従って増殖阻害を調べた.

3. 培養細胞を用いた invitro染色体試験:培養3

日目に各濃度の検体添加培養液に移して6，24および48

時間処理後常法により染色体標本を作製した.染色体分

析を分裂中期のよく拡がった細胞について行ない，異常

細胞の分類および結果の判定は前報1)に準じた.

4. マウスを用いた invivo染色体試験:]CL-ICR 

系マウスの雄を用いた. 日本クレア紛より 6週令で購

入，一週間の予備飼育したのち実験に供した.

飼育は温度25土10，湿度55土5%，照明午前8時~午

後5時，換気毎日寺10回の飼育室にて行ない， 日本クレア

紛製の固型飼料CE-2と水道水を自由に与えた.検体を

蒸留水で溶解した各濃度溶液を投与容量 10mljkgに調

整して胃ゾンデにより経口投与した."なお，対照は無処

理とした. 6， 24ないし48時間後各投与群より 5匹の動

物を無麻酔下断頭により屠殺，常法により骨髄細胞を採

取し，染色体標本を作製した.染色体分析を分裂中期の

よく拡がった細胞について行ない異常細胞の分類および

結果の判定は invitro試験と同様にした.

5. ラ‘Y卜を用いた invitrl) 染色体試験:当部で購

入した Dowchemical Co.製 OPP-Na(Dowicide A) 

の盟急性毒性試験の一部として行なった.動物は，barrier 

system下に生育された近交系 Fischerラy トを日本チ

ヤールスリパー紛より 4週令で購入，室温25土10，湿度

50~60%，照明午前 6 時~午後 5 時，換気毎時10回の当

部 barriersystem飼育室において前面および床面が網

のステンレス製ケージに個別に収容し，自動給水〈細菌

ろ過器経由〉装置付ベルト式飼育架台で飼育した.飼料

は，日本タレア紛製CE-2を用い，水とともに自由に与

えた.動物が5週令の時点で飼料を OPP-Na添加飼料

(4， 2， 1， 0 %)に切り替え， 13週間飼育後動物を無

麻酔下断頭により屠殺，常法により骨髄細胞を採取し染

色体標本を作製した.染色体分析，異常細胞の分類およ

び結果の判定は上記 invivo試験と同様とした.

結果と考察

1) OPP-Naの培養細胞の増殖に及ぼす影響

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

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 
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Frequenc1 of Chromosom巴 Aberrations

with OPP-Na on CHO-K1 Cells 
Table 3. Growth Inhibition of OPP-Na Table 1. 
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a Grade of Growth Inhibition was 

Scored 4，3，2，1， O-According 
to the Method of Umeda2) et al. 

ONT : Tokyo Kasei Kogyo 

o N P : Purified ONT 
o N S : Sanko Kagaku Kogyo 
o N D : Dow Chemical Co.， Light Yellow 
o NW  : Dow Chemical Co.， White 
o N B : Dow Chemical Co.， Black 

50 200 3 
25 200 4 
25 200 8 
12.5 186 9 
50 200 4 
25 2泊o 5 
50 200 3 
25 200 5 
50 2旧o 4 
25 200 4 
0400 9 

a : Chromatid type， b: Chromosome type， 
d : p Significantly Higher than O. 05 
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Frequency of Chromosome Aberrations 

with ONT on CHO一K1Cells 

Duration Chemi-No.of Total 
of ~l Çell~ Âb~;: Gap Break 
Tr巴atmentConc. Analy開 一一一一一一一一一
(hrs.) (μg/ml) sed""Y- rations C1a C2戸C1C20tC 
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する細胞が対照に比べ有意な増加を示した. また， 50 

μg/ml 48時間処理でも異常細胞が有意な増加を示した.

しかし，数的異常に関しては24および48時間処理のいず

れにおいても認められなかった.

次に ONP，ONS， OND， ONW， 

Table 3に示す.

6時間処理では ONP，ONS， OND，ONW， ONB 

のいずれにおいても染色体の構造および数的異常に関

しては対照に比べ何ら差は見られなかった. しかし，

24時間処理において ONS50μg/mlで染色体の構造異

常を保有する細胞が対照に比べ有意な増加を示した.

しかし，数的異常に関しては一例も見られなかった.

一方， ONP， OND， ONW， ONBについては，いずれ

も染色体の構造および数的異常を保有する細胞は，対照

に比べ何らの差も認められなかった.また， 48時間処理

のいずれにおいても染色体の構造および数的異常に関し

ては，対照に比べ何ら差を認めなかった.

3) マウスを用いた invivo染色体試験
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a : Chromatid type， b : Chromospme type; c : Others， 
d : p Significantly Higher than 0.05 

増殖阻害度の結果をTable1に示すように，今回用い

た検体の中では ONSが最も強い増殖阻害を示し，以下

ONT， OND， ONP， ONW， ONBの順であった.

2) 培養細胞を用いた invitro染色体試験

ONTの結果を Table2に示す.

100μg/mlおよび 50μg/ml 6時間処理のいずれにお

いても染色体の構造および数的異常に関しては対照に比

べ何ら差は見られなかった.しかし，100pg/mlおよび

50μg/m124時間処理において染色体の構造異常を保有
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ONTの6，24および48時間処理ならびにONS，ONP，

OND， ONW， ONBの24時間処理のいずれにおいても

染色体の構造および数的異常は，対照と比べ何ら差を認

めなかった.

4) ラ'"1卜を用いた DowicideAのinvivo染色体

試験結果を Table5に示す.

4%， 2%， 1%投与群のいずれにおいても染色体の

構造および数的異常に関しては，対照に比べ何ら差を認

めなかった.

以上，in vitro系で ONTと ONSに染色体異常細

胞の有意な増加が見られたが， ONTの精製品である

ONPは染色体に全く影響を示さず，また，in vivo系

においても全く影響を示していないことから ONTの染

色体異常誘発は，不純物に起因するものと思える.

ONTについて当部の小嶋ら田は微生物を用いた rnu・

tation t巴stを行ない陰性の結果を得ている. また， 当

部の縄井ら的は姉妹染色分体交換 (SCEs) の誘発の有

無を CHO-K1細胞を用いて調べ陰性の結果を報告し

た.さらに invivo系の試験として当部の小県議らめは

ONT添加飼料による長期投与優性致死試験を行ない

ONTに優性致死誘発性が無いことを述べている.優性

致死現象は染色体異常によるものと考えられており，我

の々 invivo染色体試験の陰性の結果とよく一致してお

りONTの変異原性は無いものと判断した.また， ONS 

についても invitro染色体試験で 50μgjrnlの24時間

処理において gapを主とする異常細胞が対照に比べ有

意な増加を示したが，用量に伴なう増加は認められてい

ないので，染色体異常誘発性は無いものと判断した.他

の OND，ONW， ONBについては，in vitroおよび

in vivoの両系のいずれにおいても染色体には全く影響

を示さなかった.
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要旨

6種のオルトフェニルフェノ{ルナトリウム (OPP-

Na)について培養細胞の増殖に及ぼす影響，培養細胞

を用いた invitro染色体試験，マウスを用いた invivo 

染色体試験を行なった.また1検体についてラットを用

いた長期投与染色体試験を行なった.

培養細胞の増殖に及ぼす影響には可成りの変動が見ら

れ，in vitro染色体試験において2検体に軽度の染色体

異常を認めた.その他では染色体の構造および数的異常

を認めなかった.すなわち，精製した検体において染色

体異常は陰性であったことから2検体による陽性結果

は， OPP-Na以外の不純物によるものと考えた.

謝辞精製検体の分与ならびに有益な御助言を頂いた

当所食品添加物研究科遠藤英美科長に深謝いたします.
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b : Chrornosorne type， 

2) の結果より ONTについては6，24および48時

間処理を設けて行なった.他の ONS，ONP， OND， 

ONW，ONBについては24時間処理のみとした. その

結果を Table4に示す.

a : Chrornatid type， 
c : Others 
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チアベンダゾールの細胞遺伝学的研究

吉田誠ニペ縄井寿美子*，平賀輿吾*

Cytogenetic Studies of Thiabendazole 

SEI]I YOSHIDA汽 SUMIKONAWAI* and KOGO HIRAGA* 

Keywords : TBZ，マウス・ラット・ CHO-K1Mouse・Rat・CHO一K1，染色体分析 ChromosomeAnalysis 

緒 告書・
5司

チアベγダゾ{ノレ (thiabendazole)は， benzimidazol 

系化合物の一種であり円 以前より欧米で柑きつ類の防

ばい剤や駆虫薬として用いられており最近我が国でも柑

きつ類の食品添加物およびバナナの保存料として認めら

れた.

チアベンダゾールの変異原性に関して寺本ら2)は微生

物を用いた mutationtest， in vitroおよび invivo染

色体試験ならびに優性致死試験を行ない，いずれの試験

においても陰性の結果を報告している.また，厚生省の

がん研究助成金による河内班の報告もある白. しかし，

その中で石館は CHL細胞を用いた invitro染色体試

験の48時間処理において高頻度の4倍体細胞の出現を認

めている.

一方，当部の小勝ら4)は，妊娠マウスの臨界期にチア

ベγダゾーノレ大量を投与して奇形の増加することを観察

している.今回，防ばい剤の安全性再点検の一環として

チアベンダゾ{ルの染色体異常誘発性の有無を invitro 

およびinvivoの両系を用いて調べた.特に invivo試

験では，小l採らの行なった催奇形試験に準じた大量投与

を行なった.

試験材料および方法

1. 検体:チアベγダゾーノレ (以下 TBZと略す)，

東京化成社製， Lot No. A101 

2. in vitro試験:チャイエ{ズハムスター卵巣由来

のCHO-K1細胞を用いた.培養液は， F12培養液(Gibco

社製〉に仔牛血清10%および抗生物質として penicil1in

100u/ml， streptomycin 100μg/mlを加え， NaHC03で

pH 7.2~7.4 に調整して用いた. 細胞を播種，培養2

日目に検体をジメチノレスルホオキサイド (以下 DMSO

と略す)に溶解し，培養液に添加した. この際 DMSO

濃度は，最終的に0.5%となるようにした.このように

して作製した各濃度の検体添加培養液で6，24ないし48

時間細胞を処理後，常法により染色体標本を作製，ギム

ザ染色を行ない，分裂中期のよく拡がった細胞について

染色体分析を行なった.異常細胞の分類および結果の判

定は前報日に準じた.

3. マウスを用いた invivo試験:JCL-ICR系マ

ウスの雌を用いた. 8週令で購入，一週間の予備飼育し

たのち実験に供した.

飼育は温度25土10，湿度55土 5%，照明午前8時~午

後5時，換気毎時10回の飼育室にて行なった.なお，飼

料は，日本クレア紛製固型飼料CE-2を水とともに自由

に与えた.

検体をオリーブ油で溶解し，最高濃度2，400mg/kgよ

り1，158mg/kgまでの問， 公比1.2で5段階を作製し

た.投与容量は全て 10ml/kgとし胃ゾンデにより経口

投与を行なった.なお，対照は無処理とした.投与後6，

24および48時間自に各群5匹の動物を屠殺後，常法によ

り骨髄細胞を採取し染色体標本を作製した.異常細胞の

分類および結果の判定は invitro試験と同様に行なっ

た.

4. ラヴトを用いたinvivo試験:4週令の slc.wistar

系ラット雌雄を購入，一週間の予備飼育したのち実験に

供した.

飼育は温度25土10，湿度55土5%，照明午前6時~午、

後5時，換気毎時10回の飼育室にて行なった.なお，飼

料は，日本クレア紛製国型飼料CE-2を水とともに自由

に与えた.

検体を日本クレア脚製飼料 CE-2にそれぞれ0.50%，

0.25%の割合に添加し自由摂取させた. 1週および6週

自に各群5匹の動物を屠殺後，常法により骨髄細胞を採

取し染色体標本を作製した.異常細胞の分類および結果

の判定は invitro試験と同様に行なった.

結果と考察

1) in vitro試験

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



については検体による細胞増殖阻害が強く，染色体分析

に必要な分裂細胞が得られなかった.

一方， 25μg/mlの24時間処理については細胞の状態

不良により染色体分析は行なえなかった.

結果は Table1に示すように， 6時間処理において

gapを伴なう異常細胞が観察されたが対照に比べ出現数

は，むしろ少なかった.また， 24および48時間処理にお

いても 6時間処理の結果と同様で染色体の構造異常を伴

なう細胞の増加は全く見られなかった.

先述のように石館は， CHL細胞で4倍体細胞の高頻

度の出現を報告しているが，本実験では4倍体細胞を含

む染色体の数的異常は全く見られなかった.

2) マウスを用いた invivo試験

結果は Table2に示す通りで 2，400，2，000， 1，667， 

1， 389， 1， 158 mg/kg投与の各6，24および48時間処理

のいずれにおいても構造異常を伴なう細胞の増加は見ら

れなかった.また，染色体の数的異常も認められなかっ

た.

3) 
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Frequency of Chromosom巴 Aberrations
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検体処理濃度は，予備試験で得た細胞が分裂し得る最

大量 100μg/mlと，その1/2もしくは1/10量としたが，

100pg/mlの6時間処理および 50μg/mlの48時間処理

b Chromosome type a Chromatid type 

ラ'1トを用いた invivo試験

Frequency of Chromosome Aberrations on Mice Induced 

by Treatment of Thiabendazo1e (TBZ) 
Table 2. 
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Frequency of Chromosome Aberrations on Rats Induced by 

Thiab巴ndazole(TBZ) 

Table 3. 
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と考えられる染色体の構造および数的異常は，本条件下

において陰性と判定した.
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5)吉田誠二， 益淵正典， 平賀輿吾:東京衛研年報，

29-2， 86， 1978 

結果は Table3に示すように 0.50%および0.25%検

体添加飼料摂取1週および6週の各雌雄ラットにおい

て，いずれも染色体の構造および数的異常の増加を認め

なかった.

以上，本実験条件下において，

発性はないと考えられる.

要旨

チアベンダゾ{ノレ (TBZ)の染色体異常誘発性の有無

を invitroおよび invivoの両系を用いて調べた.

in vitro系として CHιK1細胞，in vivo系は，マ

ウスおよびラットを用いた.両系とも TBZに起因する

TBZの染色体異常誘
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姉妹染色分体交換 (SCE) によ~変異原物質の検索(第 2 報〉 防ばい剤2種の SCE誘発性

縄井寿美子六吉田誠ニペ中尾順子ぺ平賀輿吾*

Examination of Mutagens by Induced Sister Chromatid Exchange (SCE) (11) 

Test of Two Fungicides by Induced SCE， in vitro 

SUMIKO NAWAI*， SEl]I YOSHIDA*， TOSHIKO NAKAO* and KOGO HIRAGA* 

Keywords:オルトフェニノレフェノ{ノレ o-phenylphenol，チアベンダゾル thiab巴ndazole，CHO-K1細胞 CHO-

K1 cell line，姉妹染色分体交換 sisterchromatid exchange 

姉妹染色分体交換 (Sister Chromatid Exchanges， 

SCEs)は， DNA障害により誘発されると言われ， 発

癌および突然変異原物質の多くにおいて，用量に伴う増

加が認められている1) この SCEsは， Latt2)により

開発された BUdR(5-Bromodeoxyuridine)ラベル法に

ギムザ染色を組み合わせた FPG(Fluorescence plus 

Giemza)染色法により簡単に検索でき，感度も鋭敏で

あることなどから，変異原物質のスグリーニングとして

有効であると示唆されている1) ことは先の報告4)でも述

べた.我々もチャイニーズハムスター卵巣由来のCHO-

K1細胞を用いて，既知の変異原物質3種について先に行

った基礎実験で，良い結果を得ている.そこで今回我々

は，柑橘類の防ばい剤として用いられているオルトフェ

ニルブェノール(OPP)とそのナトリウム塩(OPP-Na)，

および柑橘類，バナナに用いられているチアベγダゾル

(TBZ)について SCE誘発試験を試み，その変異原性

を検討することとした.

OPPは花田めによって微生物で細胞の突然変異を誘

起する因子であるとして陽性の結果が示されているのに

対し，白須ら6)の微生物を用いた試験，ラットを用いた

細胞遺伝学的試験，優性致死試験，および CHO-K1細

胞を用いての一連の防ばい剤についての吉田らりの細胞

遺伝学的試験ですべて除性の結果を得ており，またその

ナトリウム塩についても，石舘尺 吉田ら的が細胞遺伝

学的試験で， 小県燃f系ミらカが:優性致死1叩0的〉およひび、催奇形1性生試験u

で陰性の結果を報告している.一方 TBZは我国では昨

年初めて使用が許可されたが，石舘8)はチャイユーズハ

ムスタ{肺由来の CHL細胞を用いた細胞遺伝学的試験

において， 45μg/ml， 48時間処理で74%の4倍体出現率

を認め陽性の結果を得ているのに対し，先の吉田らりの

試験では，細胞その他実験条件の違いによるものと思わ

れるが， 25μg/ml， 48時間処理および 50μg/ml，24時

間処理で陰性を報告している.また小J孫ら12)はマウスの叩

催奇形性試験で陽性の成績を示している. このように

OPPおよびそのナトリウム塩， TBZについては，その

安全性になお検討の余地があると考えられる所から，我

々はそれら防ばい剤の SCEs誘発を， その安全性につ

いての総合的な検討の一助とすべく調べたので報告す

る.

材料および方法

1. 試薬 0-ー.phenylphenol(OPP) :東京化成工業，

o-phenylphenol sodium (OPP-Na):東京化成工業(T):

DOW Chemical (D) :三光化学(S)，Thiabendazole 

(TBZ):東京化成工業， Mitomycin C (MMC):協和発

酵工業， Sucrose:和光純薬工業， 5-Bromodeoxyuridine 

(BUdR)・SIGMA，33258 Hoed凶:和光純薬工業，

Dimethylsulfomide (DMSO) :和光純薬工業

2. 細胞および培養 CHO-K1細胞を，仔牛血清10

Z添加の F12培養液で密栓培養した.細胞周期は15時

間，染色体数は 19~21 木で，そのほとんどが 20 本であ

る.

3. 薬物調盤および処理細胞燭種後48時間自に培養

液を換え，培養ピンをアルミホイルで被って完全に遮光

した後， BUdR 0.5μg/mlを加え，同時に被検物質を添

加して27時間密栓培養した.OPpは DMSOに溶解，

OPP-Naおよび MMCは蒸留水に溶解， TBZはエタ

ノ{ルに溶解して各々 Table1に示した最終濃度となる

よう培地に O.Olml/ml施添加した sucroseは培地に

直接溶解して加えた.

4. 標本作成および染色標本作成1.5時間前にコル

セミドを 0.1μg/ml加えた. 標本作成および染色は，

我々が先に行った方法に準じた.

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 
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結果

試験は5固に分けて行った.各々の試験毎に対照を設

け，対照には薬物処理群と同様に溶媒のみを添加した.

また陽性対照として，先の我々の実験で良い用量一作用

関係を示した MMCを用い，さらに OPP，OPP-Na， 

TBZの結果から， 日常多用されている熊糖 (sucrose)

の試験を追加し，結果の判定に役立てた.観察は各々50

細胞について行い，細胞あたりの SCEsを求め， 対照

との聞で有意差検定にかけた.

結果を Table1に示す. OPP の 50μg，OPP-Na 

(T) 75μg， TBZ 45μg， sucrose 75mgは，薬物の細胞

への影響が強く，分裂細胞が得られないか，戒は得られ

ても細胞周期の遅れのために姉妹染色分体の分染が為さ

Table 1. Frequency of SCEs in CHO-K1 Cell 
Line Treated with OPP， OPP-Na 
and TBZ at Various Concentrations 
for 27hr before Fixation 

ch ・aldose Nou.ou f cells SCE/ll土S.E
emlcals (μg/ml) observed ;:)¥_，.c，s/ce 

50 
25 50 5.04士0.30

OPP 12.5 50 5.76土0.30
5 50 4.56土0.30

50 4.68土0.26

75 
50 50 5.94土0.36

OPP-Na(T) 25 50 6. 16土0.34
12.5 50 5.16土0.31
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45 
35 50 5.76土0.38
25 50 5.10土0.26
15 50 5.46土0.29
5 50 4.96土0.34

50 4.88土0.28

75a 
50a 50 7.02土0.31
25a 50 6.40土0.35
10a 50 5.36土0.35
5a 50 5.38土0.36

50 5.18土0.30

sucrose 

a. mg/ml 
b. significantly different from control (p <0. 001) 

れず，観察が不可能で、あったものである. OPPについ

ては，観察できた最高用量の 25μgおよび 12.5.μgで対

照よりやや高い SCEsが見られたが，用量一作用関係は

認められなかった.また OPPのナトリウム塩に関して

は，入手もとにより薬物の肉眼的な差異，純度， pHな

どの違いが見られたので， (T)， (D)， (S) 3社のもの

についてそれぞれ試みた.(T)， (D)については，最高

用量である 50μgおよび25μgにおいてSCE頻度は対照

より高かったが， (T)では用量一作用関係が見られず，

また(D)でもその増加は誤差範囲であると考えられた.

(S)については 25μg以下さらに群を設けたが， 5μg， 

Iμgではほとんど対照と変わりない頻度であり，50，ug， 

25μgについても(T)(D)と同様，有意な増加は見られ

なかった.一方，陽性対照として用いた MMCは， 用

量一作用関係を示し，対照4.7に対し， 0.025μgおよび

0.0125μgでは各々36，26という高い SCEsの上昇が見

られ， P<O.OOlで対照との聞に高い有意性を示した.

一方 TBZについては， 45μg 48時間処理の培養細胞で

4倍体が高頻度で出現するという，先に述べた石舘B)の

報告があるが，我々の27時間処理の試験ではそのような

増加は見られず， また SCEsについても， 各処理群と

も対照より幾分高い値を示したが，誤差範囲であると考

えられ，用量一作用関係も見られなかった.ところで今

回SCEs誘発性を調べた OPPおよびTBZは，陽性対

照として用いたMMCなどのアルキル化剤や他の一般の

発癌物質に比べ，細胞への強い毒性，顕著な変異原性は

見られず，従って試験では必然的に姉妹染色分体の分染

可能な最大用量での処理を行うこととなった.我々は今

回誤差範囲ではあるが，各々の高濃度処理群にいずれも

対照より幾分高い債を認めたので，高濃度処理と SCEs

を考える上で，さらに日常頻用されている熊糖を実験に

加えた.用いた煎糖の 50mg/mlの最高用量は， oPP-

Naの1，000倍濃度であったが， SCEsの観察は可能で

あった.そして SCEs頻度は， 50mg， 25mgで7.02;

6.40とやはり対照よりやや高い値を示した.

考察

SCEに関しては， Evans18)が，これまで為されたX

線， UVなどの物理的要因，また薬物などの化学的要因

の種々な材料における研究の結果を総合して， SCEと

は何かということを考察しており，その機構の解明が待

たれる所である.そして1978年6月に関かれた SCEの

有用性に関する日米合同会議についての Wolff14)の報

告には， SCEが DNAの障害に起因することは疑いな

く，その感受性の高さ，簡便さなどからも，日甫乳動物レ

ベルで薬物の DNAへの作用をはかる一つの有効な指標
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となり得るが，薬物のスグローニシグにおいては，今後 あると思われる.

SCEs誘発性の強さの基準を決め， SCEs陰性である薬

物に関してさらにデ{タを集める必要があると述べられ

ている.今回の我々の試験においても， SCEs誘発性を

試験した薬物が強い変異原性の予想されないものだけ

に，結果の判定にあたっては， SCEs誘発性が陰性であ

ると確証された薬物の対照を設定することがどうしても

必要であると考えられた.しかしそのような薬物のデー

タはまだ少し我々はとりあえず煎糖を対照として用い

て SCEs誘発試験を試みた. この煎糖については先に

吉田ら15)が， CHO-K1細胞を用いて40mgjml，24時間

処理で染色体異常誘発性は見られないとの報告をしてい

る.結果は最高用量の 50mg，25mgでは， 7.02， 6.40 

と有意差は無いが無処理対照5.18よりやや高い値を示し

た.しかし10:t守よび5mgでは用量一作用関係も見られず，

無処理対照とほとんど変わらない値であった.この結果

からも， TBZ， OPPおよび OPP-Naでの高濃度処理

に見られた対照より幾分高い値は，薬物の SCEs誘発

性に関しては特に問題はないものと考えられた.

ところで最近，化学物質等については，発癌性という

ことと同時にその遺伝的安全性が問題とされるようにな

り，種々の材料および方法を用いて突然変異原性の検討

を行うべきであるとの見知から， SCEs誘発はその機構

は明らかではないが， DNAへ作用する薬物をスグリー

ユシグする手段のーっとして意義あることと思われた.

しかしBUdRラベル法の開発により SCEsが注目される

ようになってからまだ日が浅く，種々な薬物についての

SCEs誘発性に関する資料の蓄積もまだ十分ではない.

今回我々はその変異原性の疑われる防ばい剤2種につい

てSCEs誘発試験を試み，それらが用量一作用関係も，

SCEsの有意な上昇も示さなかったことから，この実験

条件下では OPPおよびそのナトリウム塩， TBZには

SCEs誘発性は見られないと判定したが，このような

DNAへの作用の余り強くないと予想される薬物のスグ

リーニ γグの為には， Wolffが述べているようにSCEs

陰性の薬物についての資料の蓄積の必要を特に感じた.

今回用いた煎糖はかなりな高濃度であり，対照として十

分に満足できるものではなかったかもしれない.我々も

今後 SCEs陰性の薬物について調べていき， SCEsに

よるスグリ{ニングをより確実なものとしていく必要が
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要 旨

我々はチャイニーズハムスター卵巣由来の CHιK1

細胞を用い，その遺伝的安全性に疑問が持たれた果実の

防ばい剤2種，オノレトプ zニノレフェノールとそのナトリ

ウム塩，およびチアベンダゾルについて， SCEs誘発性

を調べることにより DNAへの作用を検討した.結果

は陽性対照として用いた MitomycinCが用量一作用関

係を持って高い SCEs誘発性を示したのに対し， これ

ら2種の防ばい剤では SCEs分染可能な最高処理量で

も，いずれも対照に比べ有意な増加は見られず，また用

量一作用関係も認められなかった.
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オルトフェニルフェノールナトリウムのマウスを用いた急性毒性試験

小勝昭夫*，安藤 弘*，久保喜一六平賀輿吾*

Acute OraI Toxicity Tests of Sodium 0・Phenylphenate(OPP-Na) in Mice 

AKIO OGATA*， HIROSHI ANDO*， YOSHIKAZU KUBO* and KOGO HIRAGA* 

Key'words:防ばい剤 fungicide，オルトフェニルフェノ，ール・ナトリウム sodiumo-phen)ヤhenate，急性経口
毒性 acuteoral toxicity，マウス mouse

当部では防ばい弗jの安全性に関する研究を進めている

が，その一環として現在まだ報告のないオルトフェニル

フェノール・ナトリウム(以下 OPP-Naと略す〉の急

性毒性をマウスを用いて検討した.この際 OPP-Naは

その製法により品質は様々であるため2社の製品を用い

比較した.

試験材料ならびに方法

1. 実験動物 CD-1 (ICR)マウス雌雄を日本チヤー

ルスリパ{紛より 4週令時に購入， 8週令時に発育良好

なものを選び試験に供した.

2. 飼育条件温度25土10，湿度55土5%，照明午前

8時~午後5時，換気毎時10回の飼育室にて日本クレア

製図型飼料CE-2および水道水を自由に与え，試験開

始時まで、アルミケージに10匹飼い，検体投与前日に体重

視j定後群分けをしプラスチッグケ{ジにて 1匹飼いとし

た.

3. 試料 オルトフ zニルフ zノーノレ・ナトリウムは

東京化成紛製 LotNo. AL01 (以下 T-OPP-Naと略

す〉とダウケミカル社製品(以下 D-OPP-Naと略す〉

を用い， 蒸留水にて溶解， 投与容量がすべてlOml/kg

となるように調整し実験に供した.

4. 投与量および投与方法投与前日の午後4時に除

餌，水のみを与え翌日(投与日〉午前10時に体重測定後

経口投与を行なった.試料投与量は予備実験として雄マ

ウスで行なった2回に及ぶ upand down法1)での結

果を参考にし，雄マウスに T-OPP-Naを 2600mg/kg

(A群)， 2364mg (B群)， 2149mg (C群)， 1953mg 

(D群)， 1776mg (E群)， 1614mg (F群)， 1468mg 

(G群〉公比1.1と蒸留水 (H群)10ml/kg投与とし

た.雌マウスでの T-OPP-Na量は雄マウスでの結果を

参考に公比1.2でA群 1792mg， B群 1493mg， C群

1244mg， D群 1037mg， E群 864mg， F群 720mg，

G群 600mg，H群 Omg/kg(蒸留水 10ml/kg)投与と

した D-OPP-Na量は雌雄マウス共に T-OPP-Naの

雌マウスの投与量と同量とした.T-OPP-Naでは各投

与量に19-21匹の動物を， D-OPP-Naでは14-15匹(対

照群のみ10匹〉を用いた.症状ないし死亡の観察は投与

24時まで1時間毎に，以降は1週間毎日午前9時と午後

4時の 2回行ない，各死亡動物は直ちに剖検した.投与

24， 48， 72時間および1週間における死亡率にもとづき

Blissのprobit法2) (コンピュ{ター〉により用量反応

回帰式および LD50値とその95%信頼限界を求めた.

1. T-OPP-Na 

(1) 雄マウス

試験結果

投与後1週間までの経時的な死亡数(累積値〉を表l

上段に示した.検体投与後1時より死亡がみられ，大半

は24時間以内に致死した. A群 (2600mg/kg) では全

例，最小用量のG群 (1468mg/kg)でも14/19(73.7%) 

と高い死亡率を示した.主な症状は，投与終了直後より

A (2600mg) ~F (1614mg)群の動物はうずくまり，

H (蒸留水〉群を除く各群で吃逆様の異常発声音が聞か

れた.この異常音発声動物数は時間の経過と共に減じ

た.また角膜が白色変化している動物を投与量に関係な

く数例認めた.この変化は死亡動物に限らず生き残って

いる動物にも認められたが，その中には時間経過と共に

消失するものもあった.死亡動物は四肢を伸ばした腹臥

の状態であり，剖検の結果はいずれも胃底部〈腺胃〉か

ら十二指腸にかけての出血を認めた.他の主要臓器に特

記する変化は認めなかった LD50値等は表2上段に示

す通りで，1週間値は勾配6.6， LD50 1018 (1319~67) 

mg/kgであった.

(2) 雌マウス

雄マウスでの結果から投与量をさげ最大投与量1792

*東京都立衛生研究所毒性部病理研究科 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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Acute Oral Toxicity Test of OPP-Na (Tokyo kasei Co.) in Mice Table 1. 

accumulated No. and (%) of dead mice 
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B.W. 
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mg/kgとし公比1.2で7群を設けた. 表1下段に死亡

数と死亡率を示した.高用量群では雄マウスでみられた

ように投与後24時間以内に大半が死亡したが，用量低下

とともに死亡発生のピ{グが48・72時へと移り， F (720 
mg)群でも72時間で11/20(55%)， 1週間で14/20(70 

%)が死亡した.主な症状は雄マウス同様うずくまり，

吃逆様の異常発声音，角膜の白色変化が認められた.ま

た死亡状態，剖検結果も雄と同様であった.表2下段に

LD50 {i直等を示した， 1週間値は勾配9.9， LD50683 (736 

~613) mg/kgで雄より勾配大きく LD50値は低かった

が推計学的に有意差は認められなかった.

2. D.OPP.Na 

Acute Oral Toxicity Test of OPP-Na 

in Mice 

Table 2. 

Time after administration of T -OPP-Na 
24hrs 48hrs 72hrs 1 week 

1018(~) 
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67 
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limits of 95% 
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Confidenc泡
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(a) Regression line of Y on X : Y =6. 6X-14. 9 

(b) " Y =9. 9X-23. 2 
Y......Probit， X...…log Dose 
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Acut巴 OralToxicity Test of OPP-Na (Dow Chemical Co.) in Mice Table 3. 

accumulated No. and (%) of dead mice 
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Table 4. Acute Oral Toxicity Test of OPP-Na 
in Mice 

Time after administration of D.OPP.Na 
24hrs 48hrs 72hrs 1 week 

Male LDoo 1138 974 896 857(a) 

Confidence 1249 1071 987 950 
limits of 95% 1042 880 805 759 

Female LD50 1112 904 854 812(b) 

Confidence 1224 998 958 903 
limits of 95% 1013 810 742 710 

(a) Regression lin巴ofY on X: Y=6.7X-14.5 

(b) " : Y =6. 4X-13. 5 
Y…...Probit， X..…・logDose 

雌雄マウスとも雌での T-OPP-Na量と同量を投与し

同時に試験を行なった. 経時的な死亡数(累積値)，死

亡率を表3に示した.死亡発生の推移は雌雄マウスとも

ほとんど同様であり， T-OPP-Na雌よりやや死亡率は

低かった.主な症状はT-OPP-Naの場合と大体同様で

あるが，角膜の白色化は雌雄ともに認められなかった.

表4に LD50値等を示した. 雌雄はほとんど同値を示

し，1週間値は雄勾配 6.7，LD50 857 (950~759) mg/kg， 

雌勾配6.4，LD50 812 (903~710) mg/kgであった.

考察

オルトフェニルフェノ{ル・ナトリウム (OPP-Nめ

のマウスにおける急性毒性について検討した.防ばい剤

OPP-Naは製法により品質は様々で， 本試験に用いた

T-OPP-Naは桃色， D-OPP-Naは淡黄色をしており，

実際両製品の純度試験3) で，融点50.5~56.50 と 49~520，

液性12.38と11.50，乾燥減量12.2%と25%，定量97.1%

と95.1%の成績が報告されている.この2製品のマウス

経口LD50，用量致死率曲線の勾配は1週間値でT-OPP-

Na雄1018mg/kg，6.6，雌 683mg/kg，9.9， D-OPP-

Na雄 857mg/kg，6.7， 雌 812mg/kg6. 4であった.

両製品によるこれらの債の差は実験時の T-OPP-Naに

おいて用量の設定に不適切な点のあったこと，実験日の

相違等によるものであり，死亡発生の推移，用量反応曲

線の勾配も略一致しており本質的には致死作用に差は

ないと考える.一方当部田山らめがラットを用い行なっ

た OPP-Naの急性毒性試験で性差を認めている.本試

験でも T-OPP-Naの場合，一見性差がみられるが，同

時並行して行なったものでなく，用量設定も違うこと，

推計学的にも有意でないこと，またEレOPP-Naの場合

には全く性差を示さなかったことよりマウスに関しては

性差がないものと考えられる.当部岡山らによると同時

期におけるラット雄の経口 LD50は 1000mg前後とし

ておりマウスと変わらない値を示している.

一般症状では投与直後よりうずくまり，吃逆様異常発

声音を認めた以外あまり多くの症状を示さず，死亡した

ものは四肢を伸張し腹臥位姿勢で，剖検では胃底部〈腺

胃〉から十二指腸にかけての出血であった.多くはOPP-

Naの高 pHと刺激性による症状と思われ，フェノ -1レ

としての中枢作用を思わせる症状はみられなかった.ま

た T-OPP-Naと D-OPP-Naの差を示したのは T-

OPP-Na投与の場合に用量と関係なく角膜の白色変化

するものがみられたが D-OPP-Na投与の場合は全く認

められなかった.角膜の白色変化の原因として最初OPP-

Naがフェノーノレ類似の性質によると考えていたが要因

は他に求める必要があろう.

以上マウスにおける経口急性毒性上からは T-OPP-

NaとD-OPP-Naを略同一に扱ってよいように思われ

るが，品質の向上が望まれる.

要旨

マウスを用い2社製品のオルトフェニルプェノーノレ・

ナトリウム (T-OPP-Na， D-OPP-Na)の急性毒性を

行ない，一般症状，死亡数を経時的に観察， LD50値を

求めた.
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オルトフェニルフェノールナトリウムのラヴトを用いた経口急性毒性試験

田山邦昭汽井口重孝汽平賀興吾*

Acute Oral Toxicity of Sodium 0・Phenylphenate(OPP-Na) in Rats 

KUNIAKI T A Y AMAペSHIGETAKA IGUCHI* and KOGO HIRAGA* 

Keywords:オルトフェニルフェノ{ルナトリウム o-ph巴nylphenolsodium salt，急性毒性 acutetoxicity， 

ラット rat，防ばい斉Ufungicide 
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オルトフェニノレフェノ{ルおよびそのナトリウム塩

〈以下 OPPおよび OPP-Naとする〉は防ばい剤とし

て，現在世界各国において果実，果菜に使用されてい

る.我国でも最近食品添加物として，かんきつ類に限り

使用が許可された.OPP-Naについては， 動物実験等

で毒性学的検討を加えた報告はみられない.そこで当部

では， OPP-Naの安全性を各面より検討しているが，

その一環として雌雄ラットによる経口急性毒性試験を行

った.

はじめの実験の雌ラットにおいて用量一反応関係が成

り立たなかったためこれを実験1とし，再度実験を行い

これを実験2とした.実験1および2はともに同様の成

績を示したので本報告では実験lを中心に述べる.

実験材料及び方法

試料 オルトフ且ニルフェノールナトリウム (sodium

o-phenylphenate tetrahydrate)は DowChemical社製

の DowicideA (Lot No. MMOl044-5436)を使用し

た.

実験動物:Fischer系ラット (Charles River inbred 

F344/DuCrj)雌雄を日本チヤ{ルスリバー社より 4週

令時に購入， 4週間飼育後 (8週令時)のものを実験に

供した.

飼育条件:室温25土10，湿度55土5%，照明午前6時

~午後5時，換気毎時10回の飼育室で， 5匹ずつステン

レス製ケ{ジ〈前面・床網:縦40x横25x高さ 16.5cm)

に収容，日本グレア製固形飼料CE-2と水道水(細菌ろ

過装置経由〉を自由に摂取させた.

投与方法並びに観察:投与量，投与匹数はTable1に

示した.試料の投与容量はすべてlOml/kgとなるよう

に精製水で溶解調整し， 胃ゾγデにて強制j経口投与し

た.投与溶液のpHは12.3~12. 9であったが，対照には

精製水を同容量与えた.投与前日午後5時より除餌(飲

水は自由〉し，午前10時より投与を開始した.投与後3

時間目より餌を与えた.

ラットは，投与1週間前に体重を層別化し，各群へ無

作為的にわり当てた.投与前日朝の体重の平均値土標準

偏差は，実験1:雄171土10.0g，雌125土5.2g，実験

2 :雄153土9.Og，雌119土5.5gであり，絶食後投与開

始直前では，実験1:雄155土9.Og，雌113土4.7g， 

実験2:雄138土8.3g，雌107土5.0gであった.

投与後一般症状の観察ならびに体重の測定を30日聞に

わたって行い，死亡例については剖検し，胃の内容物の

pH (東洋鴻紙社製 pH試験紙による〉も測定可能なも

のについて行った.また投与後3日間受け皿を設け，使

の状態も観察した LDsoは Blissの Probit法1) で算

出した.

実験結果

一般症状:投与直後は全般的に咳欺，洗顔様動作，流

涙が認められ，その後鎮静状態になり，外部刺激に対し

でも反応が鈍くなった.また，鼻や口腔，H工門周囲に赤

褐色液が一部のラットにみられた.投与後24時間目で

は，生存ラットは依然として自発運動の低下が続き，一

部に呼吸に伴って異常音(グ{グヘグシュ〉を継続的

に発声するものを認めた.48時間以降は一部のラ y トを

除きかなり元気回復がみられた.

投与後の時間経過と死亡数はTable1に示した.死亡

は雌雄とも 7時間目から始まり，その大半が雄24時間，

雌48時間以内に死亡した(実験2では死亡時期が全般的

に早期に起り，雌雄とも 2時間目から始まり，雄12時

間，雌48時間以内にその大半が死亡した). その後は 19

日までに散発的に死亡した.この死亡頻発期の死亡直前

の症状は，静止状態で腹臥姿勢をとり，開眼し，呼吸数

の低下が認められた.

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町 3ー24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku.ku， Tokyo， 160 ]apan 
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Time Course of Numbers of Dead Rats after Administration of OPP-Na 
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These rats showed abdominal distention after administration of OPP-Na. At autopsy， they showed 
marked dilatation in gastrointestinal tract by gas. 

o These rats didn't show abdominal distention after administration of OPP-Na. At autopsy， they 
showed dilatation in gastrointestinal tract by gas. 

1) 

* 

頃までがその発生時期で，その後膨満状態のまま19日以

内に散発的に死亡したもの (Table1 *印〉と投与後10

日以降，膨満が消失し生存したものとに分かれた.72時

間以降散発的に死亡したラ γ トのほとんどは，この腹部

膨満が観察されたものであった.腹部膨満ラットの死亡

直前の症状は，静止状態で閉限し，チアノ{ゼを塁し，

さらにJlI門部に糞塊等が認められた.

部l検所見:どの投与群でも，胃腸管内の出血性の変化

が著明であった.すなわち投与後比較的初期 (12時間目

まで〉に死亡した全ラットの胃は，赤褐色液(pH8~9) 

排便は投与濃度と関連性がみられ，投与後12時間目は

低濃度群だけ認められ， 24時間自では中濃度群にも認め

られた.中には形状不整の黒褐色便あるいは赤褐色液状

物が散見された.48時間以降は各濃度群とも排便が多く

観察された.

投与後24時間以降に，外見上腹部がゴム球の様に張っ

たラットが観察された.一見肥満しているようだが，体

重は非常に小さかった.この腹部膨満ラットは低濃度群

で，しかも雌に多く認められた(このときすでに高濃度

群の多くは死亡している).投与後24時間目から72時間
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が多量に貯留し，そのため前胃部は拡張し葬薄化してい なかった.腺胃部では，血餅と思われる暗赤色のタ{ル

た.また潰湯も数例認められたが，表在粘膜の剥離と非 様物が全体に付着していた (Fig.3). また腸管内は少し

薄化のため，死亡時期の経過とともに陥入部が確認でき 赤味を帯びていた〔実験2では実験1に比べ，死亡が5
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Table 2. Numbers of Rats Classified by Patterns of Body Weight Changes 

Nonsurvivor Survivor 

No. of Patterns of B. W. Change Patterns of 
ExpNer0im. en-
tal No. Sex Rats 

Death 
B. W. Change 

Examined Total within ¥ v" Total 

24 hrs. V 可N

Exp. 1 Male 60 38 27 8 3 22 21 1 
Female 58 26 8 10 8 32 28 4 

Total 118 64 35 18 11 54 49 5 

Exp. 2 Male 50 28 23 4 1 22 21 1 
Female 60 25 15 10 。 35 30 5 

Total 110 53 38 14 1 57 51 6 

ExEpx .1+ Male 110 66 50 12 4 44 42 2 
p.2 Female 118 51 23 20 8 67 58 9 

Total 228 117 73 32 12 111 100 11 

Table 3. Numbers of Rats with Abdominal Distention Classified by Patterns of Body Weight Changes 

No. of Rats 
ExpNer0im. en- Sex with 
tal Abdominal 

Distention Total 

Exp.1 Male 5 
Female 11 

Total 16 

Exp.2 Male 3 
Female 6 

Total 9 

ExEpx.p1.+ 2 Male 8 
Female 17 

Total 25 

時間早く起り，初発死亡例の胃内容物は，懸濁状の灰白

色あるいは黄土色 (pH9~11) を呈し，腸管ではほと

んど変化がみられなかった点が異なっていたユ

死亡が多発した時期 (12~24時間〉での胃内容物は，

黒褐色あるいは赤褐色 (pH8)を塁し，腺胃部のター

ル様付着も部分的となり，表面が溶かされているような

廃嫡が観察された.また腸管内も赤褐色液状物がみら

れ，腸管が赤味を帯びていた.

腹部膨満が観察されその後散発的 (24時間~19日〕に

死亡した全例は，胃および腸管全域にガスが充満し，容

積膨大とともに壁が非薄化し透視可能で，内容物もほと

んど認められなかった (Fig.4，5). 

4 
10 

14 

2 
2 

4 

6 
12 

18 

Patterns of B. W. Change 

Nonsurvivor Survivior 

¥ v" Total V 羽7

1 3 1 。 1 
2 8 1 。 1 

3 11 2 。 2 

1 1 1 。 1 
2 。 4 。 4 

3 l 5 。 5 

2 4 2 。 2 
4 8 5 。 5 

6 12 7 。 7 

腹部膨満が観察されず (24時間~5 日〉に死亡した例

でも，胃腸管内にガスの貯留を認めたものもあった

(Table 1 0印).

(なおここで，ガスの貯留は死後変化によっても現れ

る2)ことから，自j検時に胃腸管内にガスを認めても，生

存中腹部膨満を認めたものだけを腹部膨満ラットとし

た.) 

他の臓器では，勝脱内に投与後24時間以内の死亡例の

すべてに灰色あるいは黒褐色物を認めた.また胸腺の点

状出血，腕の斑状出血，そして腎臓の皮髄境界部，副腎，

卵巣，浅頚部リンパ節が赤くなったものが認められた

が，投与量・死亡時期の相違による関連性はなかった.
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Table 4. Lethal Dose of OPP-Na in Rats Calculated by Probit Method 

12hrs. 24hrs. 48hrs. 72hrs. 1 wk. 2wks. 

Exp. 1 Male LD50 mgjkg 12511) 1197 1183 1157 1096 

Confidence Limit 1139--1458 1108--1286 1070--1284 1015--1254 576~1214 

P""0.05 (g>l) 2) 

Regression Line Y=9.38X Y=12.9X Y=11.0X Y=10.4X Y=7.58X 
-24.P) -34.6 -28.9 -26.9 -18.0 

Female LD50 mgjkg 

Confidence Limit 
P=0.05 (g>l) (g>l) (g>l) (g>l) (g>l) (g>l) 

Regression Line 

Exp. 2 Male LD50 mgjkg 1154 1136 1103 1085 1065 1049 

Confidence Limi t 1068--1244 1046--1233 1012ー1197 1006--1166 977--1155， 957--1141 
P=0.05 

L Y=15.3X Y=13.7X Y=13.2X Y=16.0X Y=13.4X Y=12.6X 
Regression Lin巴 -41.9 -36.7 -35.2 -43.7 -35.4 -33.1 

F巴male LD50 mgjkg 
(χ02>的自 (X02>X2) (χ02>χ2) (χ02>X2) (X02>X2) 

Confidence Limit 
P=0.05 (g>l) 

Regression Line 

1) Expressed as mg of Sodium o-Phenylphenate tetrahydrate (Dowicide A) 

2) g: g-criterion 3) Y: probit X: log-dose 4) heterog巴n巴ity

体重の推移:投与直前の体重を 100とした生存ラ y ト

の平均増加率をFig.lに示した.対照群雌雄および1，000

mgjkg 群雄を除き各濃度群とも 1~2 日目まで下降し，

その後上昇に向った.ただし 500mgjkg群雌では， 8 

目前後に一時体重減少がみられた.そこで個別に増加率

を検討したところ，その変動には大きく分けて2つの型

式，すなわち体重減少後直線的に回復を示すV型と，最

初はV型と同じであるが 6~8 日頃にかけて再び体重が

減少しその後直線的に回復を示すW型があることが判明

した.このことを各濃度群についても調べた結果， W型

が実験1で5例，実験2で6例あった.また24時間以降

死亡したラットの個々についても増加率の変動を検討し

たところ，比較的初期に死亡する直下降型と，初めは直

下降型と同じ経過をたどりその後一時上昇し，再び死に

至るまで下降する裏返しN型〈以下これを逆N型と序ぶ〉

の2型式があることが判明した.逆N型は実験1で11例，

実験2で1例認められた (Fig.2，Table 2). 

体重推移と腹部膨満発生:体重増加率変動型式と腹部

膨満の発生との聞に関連性があるようにみえたので，膨

満の発生したものと，しないもので体重増加率曲線につ

いて検討してみた (Fig.2).その結果，腹部膨満生存ラ

ットはW型，死亡ラ γ トは大半が逆N型であった. これ

らの型式別匹数をTable3に示した.すなわち，腹部膨

満が観察され生き残ったラットはすべてW型を示し，逆

N型で死亡したラットはすべてが腹部膨満が観察された

と言える.

LD50値:ほとんどすべての死亡が2週間以内に起っ

ている (Table1参照〉ことから， 2週間までの LD50

を Blissの Probit法で算出し，その95%信頼限界，回

帰式も併せてTable4に示した.維では2週間自のLD50

が，2回の実験でそれぞれ1，096mgjkg， 1， 049mgjkgと

なった.雌では用量一反応関係が認められず， LD50は

求められなかった.また雄では回帰式の勾配が，時間の

経過とともに小さ，くなる傾向を示し，信頼限界も広くな

った. なお投与した OPP-Na(Dowicide A)は水分

子を含んでおりホそれを 4H20と仮定し，これを除い

た LD50は雄で685mgjkg(95 %信頼限界 363-759)，

656mgjkg (598-713)となる.

考察

OPP-Naのラ y トを用いた2固にわたる経口急性毒

性試験の結果，LD50は雄で1，096mgjkgと1，049mgjkg

であったが，雌ではいずれも用量一反応関係が得られず
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算出できなかった.この実験に平行して当部小勝らめが

行ったマウスでの LD50(経口 1週間値〉は，雄857mg

jkg，雌812mgjkgで，性差なく雌においてもきれいな

用量一反応関係を得ている.一方 Hodgeら4)は OPP

の成熟雄ラットでの LD50(経口〉を， 2， 700mgjkgと

しているが，症状についての詳細は述べておらず，雌に

ついての報告はない.

雌で用量一反応関係が得られなかったことに関連ある

と考えられる現象として，死亡が12時間目から2日目ま

でをピークとするものと， 7日目から11日目までをピー

クとして発現するものとの二峰性が認められた.このう

ち第2ピ{グ時の死亡ラットは低濃度群に多く，また雌

で顕著であった.すなわちこの死亡発現には，薬物の 1

次作用と，その結果による 2次的な作用あるいは別の因

子による遅発作用が存在するように思われる.第2ピー

ク時に死亡したラットと，腹部膨満ラットとがよく一致

していたことから，この遅発作用は胃腸管麻痔である可

能性も考えられる. 2回目の実験では，二峰性が明瞭で

なかったが，これは遅発作用が1次作用に近接したため

と推定した.いずれにしても 2回の実験で再現性が得ら

れたことは，この遅発作用が低濃度でも働き，雌と雄で

は感受性が異なるためと考えられる.

腹部膨j筒ラヅトの体重増加変動において，死亡例では

初期に下降状態のまま死亡する直下降型と，直下降型と

同じ経過をとりその後一時上昇し再び死にきさるまで下降

する逆N型の2つの変動型式があり，生存例ではすべて

が逆N型と同じ経過をとりその後直線的に上昇するW型

の変動を示すことが判明した.腹部膨満が初めの下降状

態の時点で観察されたことから，直下降型ではl次作用

が強く出たため比較的初期に死亡したことが考えられ，

逆N型， W型では一時回復はしたが，その後何らかの遅

発作用により生死を分けたと言える.体重の変動から見

れば，第2番目の下降時期である 5日目頃が遅発作用の

発現と一致しているように思われる.

まとめ

①オルトフ zニルフェノールナトリウム (OPP-Na) 

の経口急性毒性を Fischer系ラット雌雄 (8週令， 1夜

絶食〉を用い， 30日聞にわたり， 2回観察した.

②症状は咳欺， 洗顔様動作， 流涙， 鎮静様状態， 閉

限，異常呼吸音，その他特異なものとして一部に腹部膨

満が2日以降に出現し，死亡は大多数が12-24時聞をピ

ークに48時間以内に起り胃腸粘膜の出血を伴っていた.

③50%致死量 (14日〉は雄で1，096mgjkg，1，049mgj 

kg，雌ではいずれも用量一反応関係が得られなかった.

④雌ラットにおける用量一反応関係の不成立について

の考察を加えた.
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Explanation of Figures 

Fig.3. Stomach of a rat administered with OPP-Na 

for 7 hours， showing hemorrhage in glandular 

stomach and ulcer in thinned forestomach. 

Fig.4. Marked distention of abdomen of a rat 

administered with OPP-Na. 

Fig. 5. Marked dilatation in gastrointestinal tract of 

the rat shown in Fig. 4 by gaseouse distention. 
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表1.体 重(雄〉

実験日数 0%(対照〉 4.000% 2.000% 1. 000% 0.500% 0.250% 0.125% 

-3 72.3土1.1 72.6土 2.2 72.9土1.3 72.9土1.1 72.3土 1.1 72.5土1.1 73.5土1.5
(82.3土 0.9) (83.8土1.8) (83.8土 0.9) (84.2土1.1) (83.8土1.3) (83.9土1.7) (83.5土1.9) 

o 86.3土 2.21) 86.2土 3.5 86.4土 2.1 86.1土 1.9 85.8土 2.5 85.8土 2.0 87.7土 2.2
(0)ρ(100.0土 0.0)2)(100.0土 0.0)(100.0土 0.0)(100.0土 0.0)(100.0土 0.0)(100.0土 0.0)(100.0土 0.0)

4 101.1土 3.3
(116.7土 2.5)

7 112.9土 6.0
(1) (130.3土 5.3)

11 121. 6土 6.0
(140.4土 5.8)

14 130.6土 6.7
(2) (150.8土 5.8)

21 148.4土10.9
(3) (171. 5土11.1)

25 156.5土14.7
(180.7土15.4)

28 163.7土19.0
くのく189.3土20.1)

35 175.3土26.5
(5) (202.4土28.8)

39 182.9土31.1 
(211. 4土34.0)

42 190.7土32.8
(6) (220.3土35.9)

49 199.5土36.0
(7) (230.3土35.9)

53 205.4土37.5
(237.1土39.1) 

56 213.7土37.5
(8) (246.8土40.9)

63 224.0土36.0
(9) (258.7土38.7) 

67 232.9土36.0
(10) (269.0土38.9)

71 248..5土34.8
(11) (287.1土38.0)

81 254.5土32.5
(294.3土35.1) 

84 259.0土31.3 
(12) (299.4土34.0)

88 261. 7土31.2 
(302.7土33.8)

81. 0土 5.6* 94.9土 3.8* 99.6土 3.1 99.5土 3.4 99.7土 3.6 102.1土 2.9 
(93.5土 4.4)ペ109.3土 3.1)*(115.1土 2.2)(115.4土 2.4)(115.8土 2.3)(115.8土1.8) 
88.3土 6.4* 108.2土 5.1 109.3土 6.0 109.8土 6.1 109.8土 6.7 112.5土 5.4
(102.0土 4.8)*(124.7土 4.4)ペ126.3土 4.9)(127.7土 6.0)(127.4土 5.7)(127.7土 6.2)
96.7土 7.7* 116.9土 4.7 120.6土 6.4 119.2土 7.5 119.3土 5.3 123.9土 4.3
(111. 5土 6.3)ぺ134.7土 3.3)*(139.5土 6.4)(138.4土 6.3)(138.6土 3.8)(140.9土 4.1)
103.8土 6.5* 124.1土 5.8* 128.3土 6.5 127.5土 9.5 128.8土 5.3 133.9土 7.6
(119.9土 5.6)*(143.2土 4.8)*(148.5土 7.3)(148.0土 8.1)(149.7土 3.9)(152.1土 6.9)

119.2土10.5* 141.1土 7.7 145.6土 9.2 144.7土15.4 144.8土 8.5 150.7土11.9 
(137.8土10.0)*(162.8土 7.4)*(168.8土11.5) (168. 0土14.8) (168. 2土 7.4)(171.3土11.7) 

126.2土14.2* 149.8土 7.5 154.3土11.5 151. 6土21.2 152.3土10.7 159.3土14.8
(145.8土14.7)*(172.9土 8.1)(178.9土15.1)(175.9土21.3) (177. 0土 9.6)(181. 1土14.7)

130.6土15.4* 156.3土 9.9 159.2土14.7 158.4土20.7 160.1土12.3 167.9土15.1
(150.9土15.6)ペ180.4土10.5) (184.8土19.1) (183. 9土20.7)(186.0土11.2) (190.8土15.0)

143.5土23.5* 171. 8土14.9 173.2土17.8 167.7土29.9 175.0土20.9 183.2土19.6
(165.7土24.1)*(198.5土17.2)(200.8土23.2)(194.5土30.8)(203.2土21.4) (208. 1土20.4)

151. 4土28.8* 180.8土17.7 181. 7土20.1 177.8土33.2 186.5土26.1 193.0土21.8 
(174.6土29.8)ペ209.0土20.2)(210.9土26.0)(206.3土35.1) (216. 5土27.3)(219.5土23.2)

157.3土32.6* 189.5土19.4 188.2土21.7 183.1土35.5 194.3土27.3 199.9土23.8
(181. 3土33.7)ペ218.9土22.3)(218.4土28.1)(212.3土37.8) (225. 6土28.4)(227.4土25.9)
165.1土39.5* 203.8土24.9 199.2土26.2 190.2土41.7 205.0土32.2 212.8土26.2
(190.2土41.7)*(235. 4土29.1) (231. 3土33.5) (220. 8土45.3) (238. 1土33.9) (242. 3土28.9)

172.3土45.7 210.5土26.6 205.7土27.4 197.4土41.9 212.7土36.2 220.0土26.1
(198.4土48.6)(243.2土30.9)(239.1土35.1)(229.4土45.7)(247.0土39.1)(250.4土29.2)

177.1土47.4 216.7土27.0 213.0土26.2 202.9土42.6 219.4土38.3 227.2土28.4
(204.0土50.3)*(250.4土31.5)(247.3土33.8)(235.8土46.6)(254.7土41.6) (258. 7土31.9) 

185.8土51.6 227.3土29.3 224.4土28.2 212.9土46.7 229.8土42.6 237.5土27.6
(214.0土55.1)*(262.6土34.0)(260.7土36.1)(247.3土51.8)(266.9土46.8) (270. 5土31.4) 

192.8土52.5 234.6土28.3 231. 6土29.0 220.3土47.7 237.3土45.9 245.5土29.9
(222.1土56.1)*(271.1土32.8)(269.2土37.2)(255.8土53.1)(275.5土50.7)(279.6土34.2)

205.4土58.2 251.1土29.0 245.7土26.6 235.9土50.0 250.4土48.6 257.2土29.3
(236.6土63.1)*(290.3土33.7)(285.6土34.8)(274.3土56.0) (291. 0土53.7)(292.9土33.7) 

210.7土58.9キ 252.4土29.2 252.6土24.9 241. 1土48.7 256.4土49.3 264.2土29.5
(242.8土64.0)*(291.4土31.7) (293. 4土33.0) (280. 3土54.5) (297. 8土54.7) (301. 1土33.9)

216.4:1:60.1 257.6土28.6 256.8土24.2 245.9土48.7 261. 2土49.1 268.2土29.1
(249.5土65.5)*(297.7土31.3) (298. 2土31.9) (285. 7土54.2)(303.3土54.3) (305. 5土33.4)

217.7土59.6* 261. 0土26.5 259.7土22.6 249.8土46.6 264.3土49.3 271. 2土28.5
(251. 2土65.0)*(301.7土29.3) (301. 7土30.2)(290.3土51.6) (306. 9土54.5)(308.9土32.7) 

(注〉 値は10例平均土 SD 1)絶対重量 (g) 2)体重増加率=(体重/実験0日体重)x 100 a)実験週数

*対照群と比較してP<0.05
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表 2. 体

2.000% 1. 000% 

重(雌〉

69 

0.500% 0.250% 0.125% 

-3 68.5土1.4 68.3土1.7 67.9土1.7 68.4土 0.9 67.9土 2.2 68.2土1.2 68.4土1.5
(86.4土1.5) (85.5土1.0) (87.4土1.3) (86.1土1.3) (86.1土1.8) (87.5土 1.9) (85.6土 2.3)

o 78.9土 2.11) 79.6土 2.5 77.5土 2.9 79.2土 1.3 78.3土 2.6 77.7土 2.1 79.4土1.7
(0)叫 (100.0土 0.0)2)(100.0土 0.0)(100.0土 0.0)(100.0土 0.0)(100.0土 0.0)(100.0土 0.0)(100.0土 0.0)

4 90.3土 2.6 73.6土 5.8* 82.8土 9.9* 90.7土 2.1 89.3土 3.1 89.0土 3.3 89.9土 3.6
(113.9土 2.6) (92.0土 5.9)*(106.1土10.4)*(113.9土1.9) (113.7土 2.2)(114.1土 2.7)(112.7土 2.9)

7 98.7土 5.1 81. 9土 4.3* 91. 3土 6.9* 97.8土 3.8 94.4土 3.6* 95.7土 5.8 98.0土 3.5
(1) (124.6土 4.6) (102.5土 4.4)*(117.2土 6.1)*(122.9土 4.4)(120.1土 3.0)*(122.6土 5.2)(122.8土 3.0)

11 106.7土 4.5 89.1土 5.5* 98.5土 6.6* 106.8土 3.1 103.8土 3.5 105.6土 4.6 106.6土 4.6
(134.8土 4.3) (111. 5土 5.1)*(126.5土 4:5)*(134.3土 2.8)(132.2土 2.9)(135.5土 3.7)(133.7土 3.の

14 113.2土 4.4 93.6土 5.9* 103.7土 6.5* 112.7土 4.0 109.5土 4.0 111.6土 5.5 112.4土 5.2
(2) (143.0土 4.2) (117.2土 6.0)ペ133.3土 3.7)*(141.7土 4.3)(139.4土 3.5)*(143.1土 4.5)(141. 0土 4.0)

21 123.8土 3.8 104.4土 9.5* 112.5土 7.4* 123.0土 5.5 118.4土 4.9* 121. 8土 6.5 123.'7土 6.3
(3) (156.6土 4.5) (130.5土 9.7)ペ144.5土 6.0)*(154.7土 5.8)(150.8土 5.3)ペ156.3土 5.5)(155.2土 6.5)
25 129.2土 4.2 109.0土10.5* 116.5土 8.2キ 127.1土 6.8 121. 9土 4.6* 126.8土 7.6 128.6土 7.8
(163.2土 5.9) (136.3土10.8)ペ149.8土 6.8)*(160.0土 7.3)(155.3土 5.6)キ(162.6土 6.9)(161. 5土 8.1)

28 132.4土 4.8 110.4土11.5* 118.2土 8.7* 128.1土11.4 123.1土 4.6* 129.4土 8.0 131. 0土 7.8
(4) (167.4土 6.1) (138.1土11.5)*(152.1土 7.6)*(161.2土13.3)(156.9土 4.8)*(165.9土 7.1)(164.6土 7.9)

35 136.3土 5.1 112.6土13.2* 120.1土11.1* 133.2土 9.7 127.0土 6.6* 132.6土 9.7 139.2土10.8
(5) (172.4土 8.2) (140.8土13.9)*(154.5土11.8)*(167. 8土11.4) (161. 8土 8.3)*(170.1土 9..2)(174.7土12.1) 

39 138. 7土 6.1 115.4土14.0* 121. 7土12.1* 136.2土11.3 128.6土 7.4キ 134.2土11.3 142.2土12.4
(175.5土 8.7) (144.4土14.8)*(156.5土13.5)*(171.5土13.5) (163. 8土 9.2)*(172.1土11.1)(178.4土14.4)

42 140.6土 6.5 117.7土15.2* 123.8土12.8* 138.4土14.3 131. 2土 7.0* 137.0土11.8 145.0土11.7 
(6) (177.7土 9.2) (147.2土16.1)*(159.2土14.4)*(174.2土17.4)(167.2土 9.3)*(175.7土11.9) (182. 0土13.4)

49 143.4土 8..7 118.1土16.0干 123.7土14.4* 142.3土14.7 130.7土11.2* 137.6土13.1 149.2土14.8
(7) (181. 4土12.4) (147.5土17.3)*(159.1土17.3)*(179.2土18.1)(166.7土14.3)*(176.5土13.3)(187.2土17.8)

53 144.0土 8.6 117.9土16.0* 124.3土15.5* 143.7土14.5 130.9土12.6* 138.2土 13~2 151. 3土15.0
(182.2土11.7) (14τ..4土 6.9)*(159.9土18.6)*(180.8土17.7)(166.8主16.0)*(177.5土13.6)(190.2土18.2)

56 148.6土 8.6 121. 3土17.3* 126.7土16.7* 146.8土15.3 134.2土 13.1ネ 142.8土 13~6 ， 154.2土15.5
(8) (187.9土11.6) (151. 7土18.6)*(162.8土19.8)*(184.9土18.7)(170.9土16.9)ベ183.2土13:9)(193.5土18.4)
63 150.9土 9.4 122.3土17.9* 127.6土19.7* 149.6土16.3 133.5土15.3ホ 144.1土14.5 156.8土17.9
(9) (191. 1土13.2) (152. 9土19.4)*(164.1土23.5)*(188.4土20.1)(170.3土19.6)*(185.0土15，7) (196..8土21.8) 
67 153.3土10.1 124.4土19.0* 129.3土20.2* 152.2土16.4 136.1土16.1* 146.9土15.5 159.0土17.3
(10) (193.9土14.4) (155.4土20.8)*(166.3土24.6) * (191. 7土20.1)(173.4土20.8)*(188.4土16，6)(199.7土20.8)

77 159.6土 8.7 129.5土20.2* 132.5土21.0* 155.6土17.6 140.3土16.5* 152.1土15.1 163~ ，2土 17.1
(11) (202.0土12.5) (161. 9土22.4)*(170.6土25.6)ペ196.0土21.6) (178. 8土21.5)*(195. 2土 16~2) (205.0土却.2)

81 163.3主 7.，3 133.5土20.1水 134.9土21.6* 158.2土18.4 143.9土16.0キ 153.8土15.0"166.4土16.6
(206.5土11.0) (167. 1土22.5)*(173.5土26.4)*(199.2土22.6) (183. 4土21.2)*(197. 3土15.の(209.1土19.4)

84 164.8土 7.3 134.9土21.2* 137.5土20.4* 159.4土18.3 145.7土14.1* 155.9土14.7 167.9土17.0
(12) (208.5土11.0) (168. 7土23.6)*(176.9土24.7)*(200.5土22.3) (185. 9土18.5)*(199.9土15.2)(211.0土20.0)

88 166.5土 7.1ふ， 136.2土20.9* 138.6土19.6* 161. 2土18.2 147.2土14.9* 156.6土14.2 168.6土16.4
(210.8主10.4)'(170; 4土23:8)*(178.4土24.2)*(202.8土22.0)(187.6土19.5) * (201. 0土14.7) (211. 8土19.4)

(注〉 値は10例平均土 SD 1)絶対重量 2)体重増加務=(体重/実験O日体重)x100 a)実験週数

本対照群と比較してP<0.05
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(GOT)， グルタミシ酸ピルピシ菌室トラシスアミラーゼ 社製KLiNa炎光光度計を用いて，ナトリウム量 (Na+，

活性(GPT)，アルカリホスファターゼ活性 (ALP)，総 mEqjl)，カリウム量 (K+， mEqjl)を測定した.

タシパグ量(TP)，アノレプミ γ量(ALB)，アノレプミ γ. 器官重量:脳，心臓，肺， 肝臓， 腎臓， 牌臓， 下垂

グロプリン係数(AjG)，尿素窒素(UN)，グルコ{ス量 体，副腎，胸腺，精巣，前立腺，卵巣，子宮を摘出ぞ秤

(GLU)，総コレステロ{ル量(CHO)を測定し，Beckman 量した.

表 3. 飼料摂取量

実験週数 0%(対照〉 4.0% 2.0% 1.0% 0.5% 0.25% 0.125% 

。8.7土1.01) 3.3土 1.2* 7.5土 0.6* 8.5土 0.7 9.2土 0.7 8.6土 0.8 8.2土 0.4
(101. 6土11.2)2) (38. 6土14.0)*(86.6土 6.5)*(99.3土 7.4)(108.1土 6.6)(101. 0土 7.9)(94.4土 3.6)

1 11. 0土1.0 9. 1土 0.7* 10.7土1.0 11.1土 0.9 11. 1土 0.9 11. 3土 0.5 11.5土 0.9
(90.7土 6.2) (95.1土 6.8)(91. 8土 7.4)(92.2土 8.0) (93.6土 5.3) (95.0土 5.5)(92.6土 5.3)

3 10.4土 2.0 8.8土1.3* 10.3土1.0 10.6土1.2 9.8土1.9 10.5土1.1 10.5土 1.3

雄
(66.2土 7.4) (70.0土 6.0)(68.6土 4.6)(68.5土 4.2) (64.9土 6.6) (68.9土 5.7)(66.3土 6.7)

5 10.7土 3.3 9.3土 2.5 11.1土 2.0 10.6土 2.2 9.5土 3.4 11. 2土 2.3 11.5土 1.8
(57.7土 8.8) (61. 2土 6.0)(61. 1土 7.1)(57.9土 6.9) (53.1土12.5) (59.7土 5.4)(59.7土 6.0)

7 11.0土 2.6 9.5土 3.4 12.0土 2.4 11.5土 2.0 10.5土 2.6 11. 5土 3.1 11.8土 2.3
(53.2土 4.7) (53.9土 6.9)(56.7土 5.4)(55.9土 4.4) (53.1土 5.8) (53.1土 7.4)(53.3土 6.1)

11 12.8土1.3 11. 4土 3.2 12.7土 2.6 12.5土1.2 12.4土 2.7 12.6土 2.6 12.7土1.2
(50.5土 2.9) (53.9土 3.6)*(50.1土 7.0)(49.7土 3.1) (51. 4土 3.8) (49.3土 2.3)(48.4土 2.2)

o 8.0土 0.5 2.7土1.1* 5.7土1.8* 7.2土 0.46*〉 7.9土 0.5 7.7土 0.9 7.1土 0.4*
(101. 5土 6.7) (34.6土14.6)*(73.4土23.7)*(91. 6土 5.6)*(100.8土 6.7) (99.2土11.3) (号9.5土 5.7)*

1 10.4土 0.4 8.5土 0.7* 9.6土 0.8* 9.9土 0.5* 9.7土 0.4* 10.0土 0.9 10.1土 0.6
(98. 1土 3.0) (95~ 4土 5.3)(98.2土10.7)(92.8土 3.6)*(93.5土 3.3)*(95.0土 6.6)(94.7土 5.2)

3 9.4土 0.9 7.7土1.5* 7.9土1.2* 8.4土 2.1 8.3土 0.6* 8.7土 0.8 9; 1土 1.6

雌
(72.7土 7.6) (70.9土 8.8)(68.0土 9.7)(65.8土15.9) (68.3土 4.3) (69.1土 5.0)(70.8土11.4)

5 7.9土1.0 6.6土1.8 6.8土 1.5(577..9土 2.2 7.1土1.2. 7.7土1.2 8.4土 2.1 
(57.3土 5.5) (56.9土 9.9)(55.4土 8.5)(57.2土13.8) (54.9土 7.7) (57.8土 6.3)(58.7土12.7)

7 7.7土1.1 6. 1土1.4* 6.4土1.7 7.9土1.5 6.7土1.5 7.4土1.2 8;7土1.7
(53.5土 5.3) (51. 2土 5.5)(51. 1土 8.3)(54.9土 5.9) (51. 3土 7.3) (53.9土 5.6)(57.1土 6.8)

11 9. 1土 0.7 7.4土 1.7* 7.4土1.6* 8.6土 1.4 7.8土 1.2 8.2土1.1 9.2土1.0
(55.8土 3.5) (55.2土 5.0)(54.9土 5.5)(54.4土 3.9) (54.4土 5.7) (53.6土 5.1)(55.4土 2.1) 

値は10例平均土SD 1) gjratjday 2) gjkg!day *対照群と比較してP<0.05

表 4. 餌こぼし量

実験週数 0%(対照〉 4.0% 2.0% 1.0% 0.5% 0.25% o. 125% 
。 4.2土1.7 14.3土6.3* 6.6土2.4* 5.5土1.5 4.0土0.5 4.3土0.3 4.8土0.7

1 3.2土0.9 2.9土0.7 2.3土1.2 3.5土1.3 2.2土0.7* 2.7土0.5 2.8土0.4

雄
3 2.8土0.9 2.1土0.5 2.2土0.8 3.0土0.8(9)ρ2.1土0.5 2.4土0.5 3.1土0.7

5 2.4土1.3 2.0土1.2 2.2土0.9 2.6土0.8 2.2土1.1 2.5土0.7 3.1土1.0(9)叫

7 2.5土1.0 2.9土1.7 2.5土1.2 2.9土1.3 2.2土1.1 2.3土1.0 3.2土1.2

11 3.0土0.8 4.7土2.4* 3.1土1.7 3.2土1.2 2.7土1.1 3.2土1.4 3.2土0.6

。 4.7土1.4 18.2土7.3* 8.3土2.1*(9)ω6.0土1.8 3.4土0.6* 4.5土1.3 4.3土1.0

1 2.9土0.6 3.2土1.7 3.3土0.8 3.3土0.6 2.0土0.6* 2.7土0.7 3.2土1.2

雌
3 2.9土0.7 1.9土0.7* 1.7土0.3* 2.8土1.0(9)ω 1.6土0.5*(9)叫2.0土0.6* 2.8土1.4(9)ρ 

5 1.6土0.3(8)aJ 1.5土0.6 1.2土0.4 2.2土0.8(9)叫1.5土0.7 1.8土0.9 2.3土0.8*

7 1.6土0.5 1.3土0.5 1.1土0.5* 2.0土0.9 1.2土0.6 1.4土0.5 1.9土0.7

11 2.0土0.7 1.7土0.8 1.5土0.4 1.8土0.6 1.6土0..6 1.5土0.4 2.1土0.7

値は特別を除き10例平均土SD gjrat a)例数*対照群と比較してP<0.05
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表 5. 食餌効率。

実験週数 0%(対照〉 4.0% 2.0% 1.0% 0.5% 0.25% 0.125% 

。42.1土 3.3 -49.7土41.4* 28.2土 8.2* 39.5土 5.6 36.9土 4.8* 39.9土 4.3 43.3土 4.1 
1 27.0土 7.9 25.8土 8.9 22.0土 5.3 22.7土 8.0 24.5土 5.4 27.9土 5.8 28.5土 9.0

雄
3 21. 2土12.4 16.7土 8.1 20.6土 9.0 20.2土 7.3(9)前 23.6土13.9 24.4土15.2 26.3土21.4

5 24.5土 7.0 18.8土12.4 25.7土 7.2 20.0土 5.8 17.4土 6.9* 23.2土 7.3 23.0土 5.0(ゆ〉

7 25.7土12.5 16.8土 6.2 17.5土 8.8 22.0土10.7 16.4土 7.8 18. 1土11.5 19.6土 6.7

11 12.0土 6.1 16.2土 6.5 15.3土10.2 11.1土 7.5 13.0土 7.9 13.3土 5.9 10.5土 5.7

。35.5土 6.2 -66.0土61.2* 30.8土 5.0(9)ρ39.6土 5.1 34.7土 3.7 36.8土 7.1 36.8土 8.3
1 20.7土 3.3 17.5土 5.6 17.9土 5.2 19.7土 4.9 19.5土 4.2 19.6土 4.5 19.0土 3.4

雌
3 11. 4土 4.7 5.4土10.3 6.6土 4.6* 11. 0土 6.4(9)叫 8.2土 5.8(9)叫 9.7土 4.6 12.1土 3.1(9)叫

5 11. 1土 5.4(8)ω11.3土10.8 10.1土 8.9 12.6土 7.6(9)ω12.5土 6.2 12.0土8.812.0土 6.7 

7 19.9土11.8 17.4土10.0 11.5土 9.8 12.8土 6.5 16.0土 9.8 20.0土10.8 11. 3土 8.7 

11 5.3土 7.6 5.5土 7.0 13.0土11.5 4.7土 5.3 8.9土12.6 8.3土13.4 5.2土 7.2

1)食餌効率=(3日間の体重増加量g/3日間の摂餌量g)x 100 値は特例jを除き10例平均土SD

a)例数 *対照群と比較してP<0.05

表 6. o P p-Na摂取量

実験週数 4.0% 2.0% 1.0% 0.5% 0.25% O. 125% 

。 133土 49.P) 150土 13.5 85土 7.0 46土 3.9 21土 2.1 10土 0.5
(1547土563.3)2) (1734土130.9) (993土 74.0) (540土33.3) (252土19.8) (117土 4.7)

1 367土 28.3 215土 20.4 111土 9.1 55土 4.7 28土1.2 14土1.2
(3806土274.5) (1838土148.3) (922土 80.1) (468土26.9) (237土13.9) (115土 6.5)

3 354土 52.6 206土 20.1 106土 12.1 49土 9.6 26土 2.9 13土1.6
(2804土240.7) (1373土 93.1) (686土 42.2) (324土33.1) (172土14.4) (82土 8.4)

雄
5 375土102.7 222土 40.9 106土 22.2 47土17.4 28土 5.8 14土 2.2
(2449土243.5) (1227土146.9) (579土 69.5) (265土63.0) (148土13:7) (74土 7.7)

7 380土137.7 241土 48.7 115土 20.5 52土13.4 28土 7.7 14土 2.9
(2159土278.4) (1135土108.2) (559土 44.2) (265土28.9) (132土18.5) (66土 7.8)

11 456土130.3 255土 52.5 125土 12.7 62土13.6 31土 6.5 15土1.6
(2160土147.0) (1002土140.8) (497土 31.4) (257土19.0) (123土 5.7) (60土 2.7)

全期間{
33299a) 20370 10087 4760 2513 1246 
2487も〉 1384 706 353 177 '85 

。 110土 46.2 114土 37.2 72土 4.1 39土 2.3 19土 2.3 8土 0.5
(1389土587.6) (1470土475.3) (916土 56.8) (504土33.5) (247土28.3) (111土 7.0)

1 340土 28.2 193土 17.8 99土 5.4 48土 2.3 25土 2.3 12土 0.8
(3819土213.0) (1966土214.2) (929土 36.7) (468土16.5) (237土16.7) (118土 6.5)

3 311土 61.5 158土 24.6 84土 21.8 41土 3.4 21土 2.0 11土 2.0
(2840土354.9) (1362土194.5) (658土159.3) (341土21.6) (170土15.0) (88土14.4)

雌
5 266土 73.1 136土 30.1 79土 22.1 35土 6.4 19土 3.0 10土 2.6
(2280土397.5) (1109土170.2) (572土 38.2) (274土38.7) (144土16.0) (72土15.9)

7 244土 56.0 129土 34.9 79土 15.0 33土 7.7 18土 3.1 10土 2.1 
(2051土223.4) (1022土167.4) (549土 59.7) (256土37.0) (134土14.1) (70土 8.7)

11 297土 68.2 149土 33.8 86土 14.1 39土 6.2 20土 2.8 11土1.2
(2209土203.6) (1100土111.0) (544土 39.7) (271土28.5) (133土13.0) (68土 2.5)

全期間{
24598 13314 7588 3479 1827 952 
2431 1338 694 352 177 87 

1) mg/rat/day 2) mg/kg/day a)ラット当り総摂取量mg b) mg/kg/day 
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実験週数 0%(対照〉 4.0% 

表 7. 飲

2.0% 

水

1.0% 

量

0.5% 0.25% 0.125% 

o 16.0土1.01) 9.4土 3.5* 15.9土 0.6 16.4土1.2 15.8土1.1 15.5土;1: 3 16.0土 0.8
(186. 1土11.4)2) (109. 6土40.1)ベ184.6土 5.9)(191. 1土12.5)α84.2土11.7)(180.6土12.8)(182.8土10.0)
1 15.5土 0.8 16.9土1.917.3土1.7* 16.3土1.5 15.4土1.3 15.1土1.4 15日7土1.7
(128. 1土 6.3) (174.8土16.4)*(148.0土12.2)*(135.9土11.6) (129. 3土 6.7)(126.7土12.5) (127. 2土12.4)

3 14.9土1.8 16.6土 2.8 17.0土1.8* 16.4土 1.9 15.1土 2.2 14.1土 1.2 15.1土 2.4
雄 (95.7土 9.の (131.7土14.7)*(113.4土 8.6)*(106・0土 5.4)*(100.1土10.3) (92.5土 5.5) (94.5土10.8)
5 13.8土 3.1 16.4土 3.9 18.2土 3.8* 15.9土 3.0 14.2土 3.2 14.6土 3.2 15.5土 2.2
(75.0土 5.9) (108.1土 6.8)*(100.2土13.6)*(86.9土 8.7)*(79.6土.7.1) (77.7土 8.3) (80.1土 6.3)

7 14.2土 3.3 16.8土 6.0 18.5土 4.7水 16.6土 2.7 14.2土 3.5 15.4土 4.2 16.9土 3.1
(6θ.0土 6.8) (95.4土11.5)* (86.7土13.5)*(80.7土 5.7)*(71. 6土 6.8) (71.3土 9.7) (76.9土13.8)

11 17.1土 2.4 21. 5土 6.7 21. 2土 3.6* 18.2土 2.5 16.2土 3.7 16.9土 4.1 17.9土 2.4
〈67.5土 9.0) (101. 3土12.3)*(83.6土 6.3)*(72.1土 5.1) (66.8土 5.6) (6広1土 5.6) (68.1土 7.0)

o 14.4土 2.0 10.0土 2.3* 11. 3土 5.6 15.3土 2.8 13.1土 4.6 11. 1土 5.9 14.2土 0.8
(182. 1土22.5) (126.5土27.6)*α44.6土71.6) (193. 3土36.2)(169.0土田.9)(143.5土75.3)(179.5土 9.9)

1 15.1土 0.9 15.9土 1.4 15.6土 1.1 15.9土1.6 14.8土1.5 14.5土 2.0 14.7土 1.5
(142.2土 7.4) (179.1土 8.8)*(159.4土11.9)*(148.8土11.9)α43.2土13.2)(136.8土14.9) (138. 4土12.2)

3 13.8土1.2 14.5土 2.2 14.2土 2.7 13.9土 5.0 12.8土 2.6 12.9土1.8 14.6土 2.7
雌(107.1土 8・3) (132.6土12.8)*(122.2土21・7)*(108・4土38.2)(104・8土19・1)(101. 7土12.の(113.7土17・8)
5 11. 3土1.8 13.0土 2.3 12.8土 3.5 13.0土 4.7 11. 3土 2.2 11. 5土 2.8 13.4土 2.4*
(81. 3土10.2) (112. 8土 8.6)*(105.1土26.4)*(田.8土32.8) (87.4土13.6) (85.2土15.0) (田.7土10.9)*

7 11.3土 2.2 12.0土 2.711.3土 3.3 13.8土 2.8* 10.1土 2.9 10.8土 2.5 12.8土 2.6
(78. 1土12.0) (101. 1土10.9)*(89.8土16.1) (95.4土12.5)*(76.3土15.2) (77.7土12.9) (84.2土11.3) 

11 13.6土1.3 14.3土 3.1 12.8土 3.4 15日4土 3.312.5土 3.2 13.1土 2.8 13.9土 1.8
(83.5土 7.3) (106.9土 8.8)*(93.7土12.9)*(96.9土15.0)*(86.0土14.1) (84.8土l丘0) (83.6土 5.5)

値は10例平均土 SDで示したり g/rat/day 2) g/kg/day *対照群と比較してP<0.05

結果の推計学的検討に当っては危険率を 5%に置い

た.

(解剖・病理組織学的所見については別に報告する〉

実験結果と考察

一般状態:外観的には特に変化を認めなかったが，表

4に示すように飼料のコボシが初期において4%群雌雄

に多ぐ，この時期における摂餌行動の異常が考えられ

る.

体重・摂餌量・摂餌効率・飲水量:表1・2に雄およ

び雌の体重を，図1に対照群に対する各実験群の体重増

加率の比率を，表3に摂餌量，表4に餌コボシ量，表5

に摂餌効率，表6に OPP-Na摂取量，表7に飲水量を

示した.

体重は，対照群と比較して，雄4%群，雌4%，2% 

および0.5%群において全期間を通じ有意に小さく，雄

2%群は実験3週まで有意に小であったが以降同等とな

った. 0.5%群は推計学的に有意ではないが増加抑制の

傾向を示し，雌雄とも 0.5%群は用量一反応の関係より

はずれた.この他の実験群では差を認めなかった.

飼料摂取絶体量は， 4%群雌雄および2%群雌におい

て全期間にわたって少く，その他の群も体重増加変動に

関連するような債を示し，体重比摂取量は，高濃度群で

は実験0週において用量に伴った減少をみたが以後では

対照群との聞に大差を示さなかった.食餌効率は， 4% 

群雌雄， 2%群雌においてやや小であったほかは対照群

と比較して大きい変動はなかった.

以上， 0.5%群雌雄とも体重増加において用量一反応

関係よりはずれたことについて，検体添加飼料は同一日

時に「司ーLotの検体， 同一Lotの飼料原料 (0%飼料

も同一〉を用いて製造したものであり， 0.5%飼料のみ

に体重増加抑制あるいは摂観量を低下される因子の混入

は考えられないことから，全くの偶然のように思われ

る.

高濃度群では摂餌効率がやや低下することより， OPP

-Na摂取による体重低下(犠加抑制〉にはOPP-Naの

味，刺激性等による摂餌量の減少(摂餌拒否〉によるだ

けでなく，薬理的作用も考えられる.

なお，摂餌量より求めた OPP-Na摂取量は表6に示

す通りで，平均一日体重 kg当り摂取量および13週間に

おける一日体重見当り平均摂取量(実験期間中の総摂

取量〉 は4%群雄 2487mg (33299mg)， 雌 2431mg

(24598mg)， 2 %群雄1384mg(20370mg)，雌1338mg
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0.125% 0.25% 0.5% 1.0% 2.0% 4.0% 0% (対照〉器官

1903.4土48.5
(708.7土79.5)

1864.0土62.7
(731. 0土158.7)

1872.1土63.7
(771. 7土140.5)

1849.2主48.7
(716.5土66.7)

1875.8土32.5
(725.6土81.5) 

1806.3土70.1*
(920.4土384.9)

1875.7土40.31)
(724.7土80.50)幻目首
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750.5土68.7
(276.9土10.9)

744.6土137.1
(281. 5土8.3)

一720.2土132.9
(288.1土14.9)

740.9土61.5 
(285.0土12.3)

713.5土57.1
(274.0土16.7)

644.5土151.9 
(301. 6土32.。741. 0土71.1

(283.5土10.5)臓IL¥ 

803.2土59.9
(297.0土18.5)

792.6土99.5
(304.6土34.5)

759.4土87.9
(308.0土31.5) 

798.0土63.7
(307.9土22.7)

746.8土95.3
(287.4土38.7) 

717.3土140.9
(341. 1土 52.7)

802.0土53.1
(307.9土19.3)腕

9.61土1.309 
(3.52土0.187)

9.69土2.193
(3.63土0.253)

8. 77土1.961 
(3.48土0.233)

9.52土1.151
(3.65土0.205)

11. 07土1.569キ
(4.22士0.255)*

10.22土3.325
(4.日土0.497)*

9.41土1.305
(3.59土0.203)臓肝

840.2土64.3
(310.7土16.7)

836.6土120.3
(319.1土21.3) 

792.9土132.9
(318.3土11.0) 

835.9土65.5
(321.9土5.5)*

912.3土80.7本
(349.8土13.7)*

874.3土229.9
(405.2土32.3)*

806.6土92.5
(308.1土12.5)腎臓〈左〉

834.1土59.9
(308.3土16.9)

824.4土141.7 
(312.9土13.5)

791. 8土133.5
(317.9土16.3)*

837.4土46.5
(323.0土14.9)*

893.2土76.5*
(342.6土12.1)*

861. 3土231.3 
(400.5土42.9)*

793.6土81.5 
(303.6土12.9)腎臓(右〉

520.9土50.5
(192.0土11.5) 

505.5土76.1
(193.5土22.7) 

483.2土64.5
(195.4土17.9)

497.7土30.9
(192.3土18.7) 

513.4土37.1
(197.1土12.5)

451. 0土103.1
(210.3土17.3)

507.9土30.5
(195.2土17.3)臓E牢

6.8土1.13
(2.4土0.29)

6.9土1.33 
(2.6土0.29)

7.0土1.27
(2.8土0.55)

6.9土1.31(9)ω 
(2.5土0.45)

7.5土0.97
(2.8土0.37)

7.3土1.41(8)α〉
(3.1土0.45)*

7.1土0.81
(2.6土0.29)下垂体

18.8土1.75 
(6.9土0.97)

17.9土4.31
(6.7土1.15)

19.2土3.81
(7.7土1.03) 

19.3土2.41
(7.4土0.65)

19.5土2.89
(7.4土1.21) 

19.1土4.67(9)α〉
(9.2土1.91)* 

19.2土3.00
(7.3土1.05) 副腎(左〉

18.2土1.81 
(6. 7土0.81)

17.2土3.61
(6.4土0.5の*

16.8土3.09(9)α3
(6.7土o.73) 

18.1土1.87 
(6.9土0.60)

17.5土2.03
(6.7土0.65)

17.0土3.61(9)ω
(8.4土2.63)

18.5土2.57
(7.0土0.59)副腎(右〉

169.6土22.31
(62.5土5.85)

166.9土25.91
(64.1土9.23)

170.3士24.63
(69.1土9.03)

176.3土21.23 
(68.2土9.89)

165.3土19.15
(63.6土7.65)

136.1土41.27 
(62.0土15.83)

165.3土28.41
(63.7土12.25)腺胸

1393.6土70.1
(517.4土48.3)

1331. 9土141.5 
(513.3土61.5) 

1187.9土362.1
(493.7土159.3)

1316.3土86.9
(508.6土38.5)

1398.1土60.3
(539.3土47.。1260.6土269.7

(592.7土63.1)*
1385.9土73.5
(533.3土41.1)精巣〈左)

1338.1土74.3
(497.0土49.1)

1294.9土150.1
(498.0土53.9)

1311.9土166.5
(532.4土55.5)

1299.5土87.7 
(501. 6土31.7)

1335.8土59.3
(515.0土41.9) 

1199.0土234.7 
(569.8土85.5)

1351. 0土88.7
(519.3土37.3)精巣(右〉

238.2土67.1
(86.8土19.6)

218.9土81.1
(80.5土21.6) 

190.5土60.1
(74.5土12.0)

239.0土50.2
(91. 2土14.0)

252.2土73.5
(95.6土23.3)

165.7土80.7
(70.6土28.1)

230.2土68.1
(86.7土22.4)前立腺

2) mgj100g B. W. (肝臓 gj100gB. W. ) 1) mgjrat (肝臓 gjrat)a)例数値は特例を除き10例平均土SD

*対照群と比較してP<0.05



(雌〉主望企
主豆重官器表 9.

0.125% 0.25% 0.5% 1.0% 2.0% 4.0% 0% (対照〉器官

1781. 4土36.5
(1064.1土93.7)

1753.8土43.3
(1126.2土85.9)

1739.0土44.1ネ
(1190.8土110.7)*

1769.7土41.3
(1111. 0土137.5)

1721. 7土61.3* 
(1259.5土143.7)*

1698.4土68.9*
(1271. 6土192.1)*

1782.5土34.11)
(1071. 7土48.1)2)日首

518.6土40.9
(307.8土9.7) 

489.8土43.5
(312.8土18.3)

458.2土52.1*
(310.7土15.9)

496.9土52.7
(308.1土7.3)

431. 9土59.5*
(311. 5土8.3)

431.0土69.1ネ
(316.2土14.3)

508.7土23.9
(305.1土10.1)臓JL¥ 

656.4土38.1
(390.6土24.5)

616.4土61.5 
(393.5土21.3) 

598.5土62.9
(406.2土13.9)

631. 3土54.1
(393.2土27.1)

553.9土64.7* 
(400.8土21.3)

553.0土68.5*
(408.1土27.5)

643.9土58.3
(386.4土34.5)腕

海t

5.31土0.617
(3.15土0.181

4.90土0.677
(3. 11土0.223)

4.69土0.677
(3.17土0.233)

5.20土0.743
(3.21土0.145)*

4.71土0.845
(3.38土0.261)*

5.57土1.181
(4.05土0.291)ネ

5.08土0.341
(3.05土0.137)臓肝

さ司}
572.3土34.1
(340.7土21.9) 

531. 5土41.5 
(339.5土12.5)

526. 7土51.1
(357.9土21.9)* 

561. 4土43.7 
(349.5土19.7)

526.2土53.7
(381. 3土20.3)*

541. 4土59.3
(400.4土28.9)*

558.0土26.0
(335.0土12.7)腎臓(左)

重苦

宝員

565.5土43.3
(335.8土13.1)

540.3土43.1
(345.4土20.1)

519.3土42.7ネ
(353.4土17.1)*

562.0土43.3
(350.1土23.3)

521.4土51.5 
(378.2土26.5)*

538.2土64.1
(397.3土26.7)*

558.0土28.7
(334.8土16.3)腎臓(右〉

雨
明
議

388.0土39.9
(230.4土20.5)

347.3土25.1
(221.8土7.5)

340.2土41.7 
(230.6土15.7)*

358.1土40.9
(221. 8土9.5)

319.2土45.1*
(230.3土16.3)キ

317.0土45.5*
(232.7土10.5)*

362.3土22.5
(217.1土10.9)臓牌

ω
E
1
M
・
H
由
一
可
申

11. 2土2.19*
(6.5土0.79)*

9.1土2.27
(5. 7土1.09) 

8.7土2.09(9)ω
(5. 7土0.89)

10.2土2.15
(6.2土0.80)*

7.2士宮.13*(9)α〉
(5.0土0.95)

6.9土2.05*(9)ω
(4.9土0.87)

9.3土1.45 
(5.5土0.77)下垂体

24.2土4.27
(14.2土1.83) 

22.0土3.15
(14.0土1.19)

18.9土4.37*
(12.7土2.19)

22.1土4.01
(13.6土1.55) 

16.4土4.35*
(11.6土1.73)* 

17.8土4.05*
(13.0土1.71) 

23.9土3.57
(14.2土1.61) 副腎(左〉

22.3土2.69
(13.2土1.23) 

19.7土3.27
(12.5土1.35) 

17.9土3.93*
(11.9土1.71) 

20.0土3.31
(12.3土0.9の

15.0土3.91*
(10.6土1.47)* 

15;9土2.37ネ
(11.7土1.39) 

21. 3土2.73 
(12.7土1.21)副腎(右〉

166.0土11.13
(98.9土7.73)

158.4土7.35
(101. 6土7.65)*

149.8土16.79
(102.4土12.77)

154.9土15.79
(96.3土5.55)

148.0土13.05
(107.9土12.37)*

142.9土16.23
(106.1土13.51)*

155.2土15.27
(93.3土10.21)腺胸

28.3土5.09
(16.6土1.97) 

23.4土5.81
(14.7土2.99)

21. 5土7.45*
(14.3土3.95)

26.0土4.05(9)α〉
(15.6土2.41)

19.4土5.93*
(13. 7土2.77)*

20.0土5.05*
(14.4土1.99) 

27.5土5.31
(16.4土2.69)卵巣〈左〉

27.0土2.93
(16.0土1.53)

22.4土4.81
(14.2土2.61)

20. 7土5.91ネ
(13.8土2.97)

26.6土5.39
(16.4土2.93)

21.1土7.51
(14.9土3.87)

21. 3土6.63キ
(15.3土3.31)

26.3土3.77
(15.7土2.13)卵巣(右〉

427.6土115.4
(251. 9土59.4)

328.7士99.0
(207.7土50.2)

290.6土137.3*
(191. 0土77.7)

384.0土135.3*
(231. 5土71.6) 

259.6土149.7*
(179.2士85.6)

231.4土120.。キ
(162.5土60.1)*

399.6土97.8
(238.5土50.2)宮子

‘々c.n 
2) mgj100g B. W. (肝臓 gj100gB. W. ) 1) mgjrat (肝臓 gjrat)a)例数値は特例を除き10例平均土 SD

キ対照群と比較してP<0.05
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表 10. 血液学的検査

0%(対照) 4.0% 2.0% 1.0% 0.5% 0.25% 0.125% 

WBC( x 106/mm3) 7.06土1.04 7.09土0.85 7.29土0.75 7.10土0.96 6.56土0.71 6.97土0.57 6.46土0.77
RBC( x 103/mm3) 8.57土0.35 8.14土0.12*8.46土0.27 8.55土0.34 8.66土0.39 8.76土0.36 8.64土0.32
Hgb(g/dl) 16.5土0.35 15.5土0.24*16.1土0.42 16.4土0.41 16.4土0.53 16.5土0.41 16.3土0.33

雄 Hct(%) 44.3土1.18 42.0土0.65*43.7土1.24 44.5土1.50 45.0土1.94 44.8土1.53 44.4土1.26 

MCV(μ3) 52.7土1.05 52.6土1.27 52.6土0.97 52.8土0.79 52.8土0.91 52.1土1.10 52.1土1.10

MCH(μμg) 19.5土0.59 19.3土0.44 19.3土0.47 19.4土0.54 19.3土0.43 19.2土0.47 19.2土0.63

MCHC(%) 37. 1土0.74 36.8土0.38 36.8土0.50 36.7土0.74 36.5土0.70 36.8土0.57 36.7土0.80

WBC( X 106/mm3) 7.36土1.07 7.35土0.86 6.37土0.99*6.48土0.48*7.08土0.97 6.95土0.96 8.11土2.49
RBC( x 103/mm3) 8.23土0.16 8.15土0.15 8.07土0.16*8.12土0.21 8.12土0.17 8.26土0.30 8.23土0.25
Hgb(g/dl) 16.5土0.28 15.8土0.38*15.7土0.34*16.1土0.51*16.1土0.34*16.4土0.59 16.4土0.38

雌 Hct(%) 44.7土1.14 43.2土0.97*42.5土0.83*43.4土1.61* 43.4土1.22* 44.1土1.59 44.2土1.05 

MCV(μ3) 55.2土1.13 53.7土0.67*53.3土0.67*54.3土0.67本 54.1土0.73*54.4土1.17 54.4土0.85

MCH(μμg) 20.4土0.24 19.6土0.40*19.7土0.38*20.2土0.19 20.1土0.27*20.1土0.36 20.2土0.25

MCHC(%) 36.9土0.82 36.5土0.70 36.9土0.70 37.1土0.48 37.0土0.52 37.1土0.35 37.1土0.42

値は10例平均土 SD *対照群と比較してP<0.05

(13314mg)， 1 %群雄 706mg(10087mg)，雌 694mg

(7588mg)， 0.5%群雄 353mg (4760mg)， 雌 352mg

(3479mg)， 0.25%群雄 177mg(2513mg)，雌 177mg

(1827mg)， 0.125%群雄 85mg (1246mg)，雌 87mg

(952mg)であった.

飲水量は雌雄とも高濃度群において用量に伴った増加

および増加傾向がみられた.一般に飲水量は摂餌食によ

く並行して増減するが，ここでは全く逆の現象であり，

今後検討を要するが，要因として飼料中 OPP-Naの刺

激性また， Na+に換算して非常に大きな摂取量である

こと等が考えられる 8)

器官重量:表8に雄，表9に雌の器官重量を示した.

高濃度群雌雄特に雄の肝臓および腎臓(左，右〉におい

て用量一反応の関係をもって重量増加が認められた.こ

れは Hodgeら(1952)9)がオルトフェニルフェノ{ルに

ついてラットを用いて行った3か月飼育試験の成績と一

致するものとみられる.その他，対照と比較して推計学

的に有意な変化が特に雄4%群，雌4%，2%および0.5

%群に多かったが，そのほとんどは絶体重量と体重比重

量より考察して体重増加抑制に伴う各器官の特性による

変化，一部は用量一反応関係からみて偶発的変化と考え

られた.しかし，これらの変化の意味は慢性毒性試験の

なかで確かめたい.

血液学的検査成績:結果を表10に示す.雄においては

4%群の赤血球数，ヘモグロビン量，ヘマトクリットの

わずかな低下 (P<0.05)がみられたのみであった.雌

では白血球数が2%および1%群において低下していた

が，僅少であり，用量一反応関係も認められないことか

ら特に意味あるとは考えられなかった. 赤血球では0.5

%以上の高濃度群において赤血球数，ヘモグロビン量，

ヘマトクリ γ ト，平均赤血球容積，平均赤血球へそグロ

ピγ量が用量一反応の関係は明らかでないがわずかな低

下ないし低下傾向が特に雌でみられた.すなわち貧血発

生傾向がうかがえた.

血清生化学的検査成績:結果を表11に示す.用量一反

応関係を示す明らかな変化は雄高濃度群における GOT

および GPT活性低下，雌の GPT活性低下， その他

高濃度群で用量一反応関連は明らかでないが雌雄共通に

みられた変化は総タンパク量，アルブミ γ量，コレステ

ロ{ル量の増加，グノレコース量の低下であった.肝臓重

量増加と併せ考え， OPP-Naの肝臓作用の検討が必要

である.

尿検査成績:結果を表12に示す.雌雄ともにやや用量

関連をもってみられた変化は pHの上昇とタ γパク量の

低下であった.その他のグルコ{ス，ケトシ体，潜血の

出現はいずれも認められず，ピリルピン量，ウロピリン

量には変化が認められなかった. pHの上昇は検体の物

性によるものと考えられる.タンパク量低下の理由は不

明であるが， 本実験で観察された発育抑制，尿 pH，血

清総タンパク量およびアルブミン量の増加，腎重量増加

等との関連の有無に興味がある.

以上， OPP-Na 0.125， 0.25， 0.5， 1.仏 2.0および



査検的
戸ゐ
寸ーイじ生清血表 11.

0.125% 0.25% 0.5% 1.0% 2.0% 4.0% 0% (対照〉

121. 7土16.26115.1土23.34115.2土16.25102.6土 8.39*100.0土12.68ネ91. 6土15.38*(9)126.3土11.07GOT(K. Ujml) 

66.4土12.1564.8土16.7354.1土 9.29*47.9土 7.01*45.4土 9.25*39.7:1: 6.07ペ9)65.5土13.39GPT(K. Ujml) 

35. 7土 3.6236.2土 3.0835.9土 2.3334.7土 3.02*37.5土 4.2436.0土 5.65(9)38.3土 4.05ALP(KA-Ujdl) 

7.0土 0.236.9土 0.286.9土 0.346.9土 0.287.4土 0.34*7.4土 0.43ペ9)7.0土 0.17TP(gjdl) 

5.2土 0.175.1土 0.245.2土 0.225.2土 0.205.5土 0.26本5.5土 0.36*(9)5.2土 0.14ALB(gjdl)a) 

2.8土 0.202.8土 0.213.0土 0.13*3.0土 0.13*2.9土 0.252.8土 0.25(9)2.8土 0.16雄 AjG

19.4土 1.4319.9土 2.0719.3土 0.9419.3土1.63 20.3土1.70 19.6土 1.32(9)20.1土 0.87UN(mgjdl) 

洲183.2土14.10*201. 2土36.41184.5土14.41*196.6土25.0。193. 7土22.03174.8土28.71*(9)200.9土18.22GLU(mgjdl) 
対

64.0土 4.11 62.3土 5.8561.0土 5.5355.8土 4.54*67.2土 4.73 80.4土 7.12*(9) 64. 7土 6..97CHO(mgjdl) 
遺書

137.3土1.88 136.1土 2.13136.5土 3.10137.9土 6.06136.9土 2.02136.7土 3.59(9)136.0土 2.40Na(mEqjl) 
三号

州
市
議

6.9土 0.406.5土 0.586. 7土 0.516.8土 0.496.9土 0.486.6土 0.37(9)6.9土 0.53K(mEqjl) 

98.6:1:58.93 108.1土23.61110.4土20.67106.2土 9.02110.5土19.91100.0土14.0299.5土17.72GOT(K. Ujml) 
ω
E
i
l
N
.
H
由
斗
由

43.1土 7.0847.7土 7.4640.9土 9.9144.0土 5.2940.2土 5.53*36.2土 6.57*46.3土 6.25GPT(K. Ujml) 

30.0土 4.3932.3土 4.7134.1土 7.0131. 0土 3.6830.2土 5.7732.6土 3.8032.9土 4.93ALP(KA-Ujdl) 

6.6土 0.286.4土 0.296.4土 0.316. 7土 0.33*6.4士 0.386.9土 0.51*6.4土 0.17TP(gjdl) 

5.0土 0.204.9土 0.194.9土 0.265.2土 0.23*4.9土 0.265.2土 0.35*4.9土 0.11ALB (gjdl) a) 

3.1土 0.163.2土 0.203.3土 0.153.3土 0.183.2土 0.223.1土 0.213.2土 0.21雌 AjG

16.4土 1.71 16.8土1.81 16.2土 2.0917.0土1.49 17.7土 2:3518.2土 2.04*16.3土1.63 UN(mgjdl) 

173.7土15.80161. 5土10.58*169.6土20.47168.2土 8.90158.7土13.15本151. 7土10.76*178.1土12.56GLU(mgjdl) 
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hミ
..;j 
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a)グロムクレゾールグローン法により測定

5.9土 0.446. 1土 0.396.2土 0.29(8)
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( )例数
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査検尿表 12.
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4.0%添加飼料による雌雄ラット 3か月の飼育実験で，

4.0%群雌雄では多くの観察項目で変化を認め特に体重

増加は全期間を通して強く抑制され，対照群に対して約

17%の抑制jであった.また雌2.0%群は最終的に約15%

の体重増加抑制がみられた. しかしこのほかの 0.125%

および0.25%群雌雄では殆んど変化はみられず， 雄2.0

%， 1.0%および0.5%群，雌1.0%および0.5%群では緒

変化は軽微であり，いずれも長期の試験に耐えると予想

iv)血清トランスアミラーゼ特に GPT活性が用量に

伴って低下し，総タンパク量，アルブミンの増加傾向が

みられた.

v)貧血傾向が特に雌でみられた.

vi)尿の pHの増大傾向とタ γパクの減少傾向を示し

た.

4. 以上の成績を総合して慢性毒性試験およびがん原

性試験における最高投与量〈飼料添加濃度〉を雄2.0%，

された.すなわちOPP-NaのFischerラットを用いた慢 雌1.0%と決めた.

性毒性試験およびがん原性試験での最高投与量(飼料中 文 献

濃度〉は雄2.0%，雌1.0%が適当であろう.

総括

1. 食品添加物，防ばい剤オノレトフ zニルプ zノ{ル

ナトリウム丈OPP-Na)の0.125，0.25， 0.5， 1.0， 2.0 

および4.0%添加飼料による Fischerラット雌雄の13週

間にわたる飼育実験を行った.

2. この聞における OPP-Na1日体重 kg当り平均

摂取量は4.0%群雄 2，487mg，雌 2，431mg，2.0%群雄

1，384mg，雌 1，338mg，1. 0%群雄706mg，雌694mg，

0.5%群雄 353mg，雌 352mg，0.25%群雄 177mg，雌

177mg， 0.125%群雄 85mg，雌 87mgであった.

3. 各種観察項目において0.25%群および0.125%群

等の低濃度群では全く変化が認めず，高濃度群では

i)体重増加抑制が認められ，対照群に対し4.0%群

雌雄では約17%，2.0%群雌約15%の抑制率であった.

ii)摂餌量および摂餌効率はやや低下し，飲水量は増

加した.

iii)肝臓および腎臓重量が用量に伴って増加した.

1)小嶋昭江，平賀興吾東京衛研年報， 29-2， 83， 

1978 

2)吉田誠二， 益淵正典， 平賀輿吾:東京衛研年報，

29-2， 86， 1978 

3)小l採昭夫，安藤弘，久保喜一，平賀輿吾東京衛

研年報， 29-2， 89， 1978 

4)小l隠昭夫，吉田誠二，縄井寿美子，平賀輿吾東京

衛研年報， 29-2， 99， 1978 

5)佐々木美枝子，縄井寿美子，中尾順子:東京衛研年

報， 29-2， 104， 1978 

6)佐々木美枝子， 中尾11原子.東京衛研年報， 29-2， 

109， 1978 

7)縄井寿美子，小勝昭夫，吉田誠二，平賀輿吾:東京

衛研年報， 29-2， 97， 1978 

8)遠藤英美:談話

9) Hodge， H. C.， Maynard， E. A.， Blanchet， H.]. ]r， 

Spencer， H. C.， and Rowe， V. K.: J. Pharmacol. 

exρ. Ther.， 104， 202， 1952 
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チアベンダゾール CTBZ)の豆急性毒性について

米山允子*，伊川三枝子*，平賀輿吾*

Subacute Toxicity of Thiabendazole 

MASAKO YONEYAMAぺMIEKOIKA羽TA*and KOGO HIRAGA* 

区eywords:チアベγダゾール thiabendazole，肝臓・腎臓酵素への影響 effectof liver and kidney enzyme，ラ

ット rat

緒 言

Thiabendazole (2ー(4-Thiazolyl) benzimidazole)は

1961年に駆虫剤として開発されて以来，防カピ剤として

も使用されている.日本では1978年にかんきつ類の防カ

ピ剤として許可された.Thiabendazoleの毒性について

は Robinson1lらが報告しているが，顕著な毒作用のな

いことを示唆している.我々はラットを用いて肝臓・腎

臓の酵素を中心に Thiabendazoleの生体に及ぼす影響

を経時的に検討したので報告する.

実験材料及び方法

(試料)Thiabendazole は，東京化成K.K製 LotNo 

AN03を使用した.

(実験動物)Wistar ]CL系ラ y ト4週令を静岡実験動

物農業協同組合から購入し， 1ケージに5匹飼いで1週

間予備飼育後，実験を開始した.

(投与方法，期間)Thiabendazoleを日本グレア製飼

料CE-2に0.25%，0;5%になるように混和しラットに

自由摂取させた.動物は室温 25土 l'C ，湿度 50~60%，

照明時間6-18時の飼育条件下で1週間及び6週間飼育

した.飼育期間中，毎週体重，飼料及び試料，摂取量，

飲水量を測定し症状観察を行った.実験終了時，次の項

目について検討した.断頭採血後，血液学的，血清生化

学的検査，肝・腎の重量測定及び酵素学的検査を行っ

た.血液学的検査.断頭時放出する血液をへパり γ塗布

試験管に採取後， Coulter Counter Model Sを用いて

次の項目を測定した. ①白血球数 (WBC)②赤血球数

(RBC) ③ヘモグロビン量 (Hgb) ④ヘマトクリット

(Hct)⑤平均赤血球容積 (MCV)⑥平均赤血球ヘモグ

ロピシ量 (MCHC). 血清生化学的検査:採血後 3000

rpm， 10分遠心分離後， 血清を採取し，目立自動分析装

置M400を用いて次の項目について測定した.①グノレタ

ミン酸オキザロ酢酸アミノ基転移酵素 (GOT，Reitmarト

Frankel変法〉②グルタミン酸ピルビン酸アミノ基転移

酵素 (GPT，Reitman-Frankel変法〉 ③グルコース量

(GLU， グルコ{スオキシダーゼ法〉④尿素窒素法 (U

N，ウレアーゼインドフェノール法〉⑤総コレステ戸{

ル量 (CHO，Lieberman-Burchard法〉⑥アルカリフォ

スファターゼ (ALP，Kind-King変法〉⑦コリシエステ

ラ{ゼ (CHE，L1PH法)， 肝臓の測定酵素幻.グルコ

ースー6ーフォスファタ{ゼ (G6Pase)，乳酸脱水素酵素

(LDH)， GPT， GOT， Total Acidphosphatase (T. 

ACP)腎臓の測定酵素:G6Pase， Mg-ATPase， Na， 

K-λTPase， T. ACP， Alp，イソグエン酸脱水素酵素

(ICDH)，マレイン酸脱水素酵素 (MDH)，グルコ{ス

脱水素酵素 (GlDH)， LDH. 蛋白質の定量は Lowry3l

らの方法に従った.

結果

①一般症状体重増加は Tabl巴1に示すように0.5%

で雄雌とも有意な減少を示し，個体当りの 1日の飼料摂

取量は雄雌とも対照に比べ0.5%で減少している.0.5% 

群の雄は飼料摂取後 3日目で頭頚部脱毛症状を示し

た.

②血液学的検査 Table 2に示すように6週目 0.5%

投与群雄雌の RBCに有意な減少がみられた.

③血清生化学的検査 Table 3に示した CHEは0.5

%投与群で雌雄の 1週目に有意な上昇を示し，雌の6週

目では0.25%，0.5%投与群に有意な上昇を示している.

CHOは雌雄の1.6週目とも濃度に比例して有意な上昇

を示している. TPは雌雄の1.6週目とも濃度に比例し

て有意な上昇を示しているか，上昇の傾向を示してい

る.

④臓器重量肝，腎の臓器重量を Table4に示した.

肝臓は1.6週目とも体重比重量に有意な増加を示し，腎

臓では6週自の雄に有意な増加を示している.

*東京都立衛生研究所毒性部 16σ 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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Blood Components of Rats on Administration of TBZ 

No.of 

Rats 
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MCH (μμg) 
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MCV (μ') 
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HCT (%) 
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Biochemical Values in Serum of Rats on Administration of TBZ Table 3 
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⑤肝臓の酵素学的検査得られた結果はホモジネイト

の蛋白量当りとし Table5に示した.G6Paseが維の

1.6週目の 0.5%に有意な低下を示し， GOTが1.6週

自の各濃度に有意な低下あるいは傾向を示し， LDHは

雌雄1.6週目で低下の傾向を示す他は顕著な差を認めな

かった.

⑥腎臓の酵素学的検査 Table6に示した.G6Pase， 

Mg..，.ATP， Na， K-ATP， ICDH， GIDHの雌雄に1.6

週目とも 0.25%，0.5%投与群で有意な減少あるいは減

少の傾向がみられ T.ACPでは有意な上昇， LDHの

雄のみに有意な上昇がみられた.

考察

Thiabendazole 0.25%， 0.5%を含む飼料をラットに

自由摂取させ，肝臓，腎臓の酵素学的検査を中心に!IE急

性試験を行った. 0.5;在群における雌雄の体重の減少は

飼料摂取量の低下と推測される.Seiler4)は TBZが体

重増加に関して雌より雄に感受性の高いことを述べてい

るが，その傾向はみられなかった.しかし赤血球数の減

少出同様の結果が得られキレート作用を持つ TBZとの

関係を更に検討する必要がある.血清中の酵素はCHE，

GPT， GOT，. CHO， TPに有意な上昇と上昇の傾向を

示し， Gluには逆に低下を示していることから肝臓機能

の異常が推測される.肝疾患判断の指標とされている

GPTは雄の1.6週自の 0.5%に有意な上昇あるいは上

昇の傾向を示し，同様に血清中の GPTも上昇の傾向を

示し肝臓組織障害による GPTの血中への流出が予測さ

れた.G6Pase， LDHは糖代謝系に関与する酵素であ

る.その酵素活性は雄雌いずれも低下の傾向を示し TBZ

の綴代謝系への影響が示唆された.腎測定酵素に関して

は， TCAサイクル系の最初の脱水素酵素であるICDH

および最後の脱水素酵素である MDHに低下の傾向が

認められ，又アミノ酸代謝と TCAサイグ 1レ系を結ぶ

GIDHの有意な低下が認められた.これらのことから

ミトコンドリアにとむ腎皮質部分の障害が推測される.

また， G6Paseも投与群において低下していることから

糖新生能が減少していることも考えられるが糖新生の律

速酵素である phosphoenolpi叩 vatecarboxykinase活性

を測定しさらに詳しく検討する必要がある.Dubach5)ら

は，ラットに aminonucl巴sideを注入し nephroticratを

作成し，腎内酵素を測定している.軽度の腎組織障害時

期に活性変化はほとんどないが，障害度が進行するにし

たがって TCAサイグル系(ICDH，MDH)の酵素活

性は低下し anerobic，glyolytic enzymes (Hexokinase， 

LDH) は逆に上昇したと報告している. 今回の実験に

おいても悶様の傾向が認められた.髄質外部に多く存在

している Na，K-A TPaseは低下の傾向を示しているこ

とから遠位部の基底膜の損傷及びそれに伴う輸送機能の

低下が推測されるが，さらに詳細な検討を要する.ACP 

は糸球体で最も活性が強くライソゾーム中に存在し，こ

のマ{カ{としての意義をもっていることから測定した

が， 0.5%投与群において雄雌に有意の上昇を認めた.

この上昇がライソゾ{ム膜が破壊してホモジネ{ト上清

中に蓄積したものかライソゾーム中での合成率がたかま

ったことによるかは更に検討を要する.
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オルトフェニルフェノー}I，..抗原化の試み

佐々木美枝子ぺ中尾 JI関子ぺ平賀輿吾*

Haptenization of 0‘Phenylphenol 

MIEKO SASAKI*， TOSHIKO NAKAO* and KOGO HIRAGA* 

Haptenization of o-phenylphenol was studied for investigation of its reaginic action. OPP was 

reacted in vitro with a carrier protein， BSA or KLH， by the method of making protein-nitrophenol 
cornplex. Micc were imrnunized with this OPP-protein cornplex， and anti・OPP antibodies were 
assayed in vitro by the precipitation reaction using glass capillary tubes and haemoagglutination test 
of antiserum-sensitized SRBC， and in vivo by passive cutan巴ousanaphylaxis (PCA) test on the rat 
skin. Some hetero-antigens which had different carrier proteins frorn the imrnunized hapten-carrier 

cornplex wer巴 usedas assayed antigens. 

Anti司OPPIgG was detected by in vitro assay and very low level of anti-OPP IgE was assayed 
by PCA・testin a part of experirnents. Since the titer of anti-OPP IgE was very low， it rnay b巴 a
nonspecific reaction of the rat skin against rnouse serurn. Details of reaction of protein and OPP or 

stability of its complex is under investigation， and rn巴thodsof imrnunization and assay systern will be 
studied in further experiments. 

Keywords: 0・phenylphenate，hapten-carrier systern， passive cutaneous anaphylaxis 

緒 言

毒性部では種々の食品添加物，医薬品等についてその

慢性，急性，特殊毒性の検定を行っているが，これら

の物質には比較的小分子のものが多い.我々はこれら

の物質の免疫反応におよぼす影響について調べることに

より毒性研究の一助にしたいと考え，オルトフェニノレフ

ェノール(以下 OPPと略す〉を検体として，その免疫

反応に対する作用1)および細胞毒性2)について報告し

た.しかしながら，食品や医薬品として摂取される物質

にはその直接作用のほかに，生体中の蛋白質などの高分

子物質と結合して間接的な，生体を介した作用のあるこ

とも当然考えられる.一方， OPPに皮膚や粘膜に対す

る刺戟性があることは古くは Hodgeらも報告しへ 我

々も検体としてこの物質を扱っていて経験していること

である.そこで， OPPにアレルギー反応を誘発する能

力があるかどうかを検討してみることとした.アレルギ

ー反応の発生機序には血中抗体が関与するものと細胞性

抗体によるものとが考えられるが，まず OPPに血中レ

アギン産生誘発能があるか否かを確かめるため，ニトロ

化合物であるトリニトロフェノールやジニトロフ且ノ{

ルをモデルとしたノ、プテン・キャリアー免疫系におい

て， OPPをニトロフェノ{ル様のハプテシ化すること

を試みた.未だ予備実験の段階であり，実験結果も不十

分ではあるが一連の結果が得られたので報告する.

材料および方法

1) ハプテン・キャリア{結合物の作成法:キャリア

{蛋白としては，ウシガシマグロプリン(BovineGarnrna 

Globulin Fr. 2， Nutritional Biochernical Corporation， 

Control No. 5997; BGGと略す)，ウ、ン血清アルブミン

(Bovine Serurn Alburnine， Fr. 5， MILES， Code 

No. 81-003-2， Lot. 298; BSAと略す〉およびキーホ

{ノレリンベットヘモシアニγ(KeyholeLimpet Herno-

cyanin CALBIOCHEM. Lot. 730136; KLHと略す〉

を用いた.ハプテシとしては，ジニトロフェノ{ノレ (2，

4-Dinitrofluorobenzene，東京化成， TCI-GR D835， lot. 

FCM01; DNPと略すっ，トリニトロフェノ{ル(Sodium

2， 4， 6-trinitrobenzensulfonate， 東京化成， TCI-GR 

T497， lot. A]O 2; TNPと略す〉およびオルトブェニ

ルフェノーノレ (Orthophenylphenolsodium salt，東京化

成， TCI-CP. P. 202， Lot， ALO 1; OPP)を用いた.

キャリアー蛋白とハプテ γとの結合法は幅らの方法的

に従った.BSA 200mg， BGG， KLH各 100mgを10

rnlの生理食塩水に溶解し，炭酸ナトリウムを加えて溶

液の pH を 9~10に調整した.これに DNP， TNP， 

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

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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opp各 100mgを加え，室温で18時間，遮光してゆっ

くり撹押して蛋白とハプテγを結合させた.この後，未

反応のハプテシを除くために， pH 7.5のりン酸緩衝液

を用いて氷室で3日間透析した透析後の反応液は，

280nmの吸光度により蛋白量を測定し，・氷室に保存し

Tこ.

2) 免疫方法:免疫動物としては， BALB/c AnNcrj， 

C3H/He Ncrj (日本チャーノレズリパ-)および ICRマ

ウス〈兄妹交配により自家繁殖) 8~16週令， d惟を用い

た.免疫方法は浜岡の方法的に従い，初回免疫として 1

~100μg の抗原液とアジュバシトとして Alum (水酸化

アルミニウムゲル〉由とを等量混合して O.2;_"0. 5mlを

マウス腹腔内に投与し， 3週後に追加免疫として同量の

抗原液のみを腹腔内注射した.動物は一定数(3 ~5 匹〉

を一週間ごとにエ{テル麻酔下で心臓穿刺により採血謄

殺し，得られた血清は-50
0Cに保存した.

3) 抗体価の検定:抗体価の検定には invitroでは

ガラス毛細管による沈降反応および感作血球による赤血

球凝集反応を用いた.In vivoでの IgEの検出法と

してはラットを用いた受身皮膚アナフィラキシー反応

(passive cutaneous anaphylaxis; PCAと略す〉を行

った.この反応はハプテγ特異的 IgE抗体の検出法と

してきわめて感度の高いものである.被検ラットは，日

本チャーがズリパーの FisherF344/Ducrj，雌， 2~4 

ヶ月令を用いた.ラットはネシブタール麻酔下で背部を

剃毛し， マジックイ γキで約 3cm間隔で印をつけ，免

疫マウス血清を段階希釈して0.05mlを皮内注射した.

4.-....>24時間後に，抗原液 (lmg/ml) と1%ェパシスブ

ノレ{溶液を等量混合したものを 0.3ml尾静脈より投与

した.陽性反応、では皮内注射部{立にエバシスブルーによ

る青色斑が生ずるが， 30分~1 時間後にこの青色斑の大

きさを皮膚外面または剥離した皮膚の内面から測定し，

直径 5mm以上を陽性とした.

結果および考察

予備実験として，ハプテγ・キャリア{免疫によりマ

ウスに IgE抗体産生を促すことが知られている DNP，

TNPをハプテ γ抗原として， C3H/He， BALB/cマ

ウスを免疫した.免疫抗原としては， BGιDNP，BGι

TNPを用い， 各1，10， 100μgを Alum(水酸化アル

ミェウムゲル〉とともにマウスに腹腔内投与した.抗体

検出用の抗原としでは BSA-DNP，BSA-TNPを用

い，in vitroでの沈降反応，in vi仰ではラ γ ト皮膚を

利用した PCA テストを行った.この結果 10~100μg

/mous巴の抗原を Alum(2~5mg/mous巴〉 とともに腹

腔内投与し， 3週間後に同量の抗原のみで追加免疫を行

うと， 4~5週間後に抗ハプテン，抗キャリアー抗体価

がともに上昇することが確かめられた.動物はBALB/c

の方が反応性が良いように思われたので，以下の実験で

はBALB/cおよび自家繁殖した ICRマウスを用いた.

ついで，前述したような反応条件で， KLHおよびB

SAと OPPを反応させた.蛋白と結合させるために加

えた OPPの量は 20，10， 5， 1mg/mlとし， ニトロ

フェノ，ールの場合と同様に遮光反応後リ γ酸緩衝液で反

応液を透析し，蛋白量を測定後，氷室に遮光保存した.

免疫には， BSA-OPP， KLH-OPP各 10μg/mouseを

Alumとともにマウスに腹腔内注射し， 3週間後に同量

の抗原のみをやはり腹腔内に投与した.初回免疫後1週

間ごとに5回， 3匹ずつのマウスから採血し，血清はプ

ールして-500Cに保存した.この血清の抗ハプテγ，抗

キャリア{抗体価の検定を，in vitroでの沈降反応、およ

びラット皮膚による PCAテストにより行った.抗原

は免疫に用いた BSA-OPP，KLH-OPP各 1mg/mlを

用いた.沈降反応の場合には原血清を希釈せずに検定抗

原と反応させ，室温に一晩静置した.結果の判定は沈降

反応の程度により肉眼的な定性判定を行った.反応、後た

だちに抗原と抗体の境界簡に沈降環を生ずるものを掛，

数時間以内に沈降環を生ずるものを十十，一晩静置後沈降

環あるいは管底に沈降物を認めるものを+とし，全く沈

降物を生じないものを反応ーとした. ラy トを用いた

PCAテストの結果は，陽性反応を示した抗血清の最大

希釈倍率で表わした. 2倍希釈血清でも反応の生じない

ものはーと記載した. 結果を Table1に示す. 沈降反

応においては， Exp. 1， 2および7の5週目血清に抗ハ

プテγ(抗 OPP)抗体が認められる.BSA-OPP免疫

群においてホモの抗原に対する沈降反応が KLH-OPP

免疫群より弱いのは， BSAは KLHに比してマウスに

対する抗原性が弱いためと思われる.どちらの免疫群に

おいても，免疫反応は追加免疫後の 4，5週自に顕著に

なっている. PCAテストでは， Exp. 1および5の5

週目血清で OPPに対する反応が陽性となった.しかし

ながら沈降反応において抗体が認められる他の実験群で

は， 5週目血清の PCAテスト結果は全て陰性であっ

た.Exp. 1および5にみられる反応も PCAとしては

きわめて弱いもので，この結果からは抗OPP-IgEの産

生は確認できない.

高力価の抗血清を得る目的で免疫方法を検討し，追加

免疫を初回免疫後20日目と40日目の2回行った.動物

は ICRマウスを用い，初回免疫には抗原と Alum，追

加免疫には抗原のみを腹腔内注射した.抗原量は前回と

同様 10μg/mouseであるが，今回は KLHに OPPと
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Titration of Antisera by Precipitating Reaction and PCA Test 

Immunized Ag判 Assayed Ag判

BSA-OPP KLH-OPP 

Prc.料 PCA判 Prc.料 PCA*5

羽r巴eks

after 

l-st imm. 

Strain 

of 

mlce 

Table 1. 

Exp. No. 
(OPP dose)判

1 
+ 
+ 
十十
十十十

NT 
1:8 
1:4 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
-H-
4十 + 

+ 
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+ 
1: 4 
1: 2 
1: 2 
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+ 
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廿
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市
川
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+ 
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k

k

 

w

w

w

w

w

w
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1
2
3
4
5
1
2
3
4
5
1
2
3
4
5
1
2
3
4
5
1
2
3
4
5
1
2
3
4
5
1
2
3
4
5
r
2
3
4
5
 

ICR BSA-OPP 
(20mg) 

BALB/c BSA-OPP 
(10mg) 

2 

i、

BALB/c BSA-OPP 
(5mg) 

3 

BALB/c BSA-OPP 
(lmg) 

4 

ICR KLH-OPP 
(20mg) 

5 

BALB/c KLH-OPP 
(10mg) 

6 

BALB/c KLH-OPP 
(5mg) 

7 

BALB/c KLH-OPP 
(lmg) 

8 

+ 

*1 Mice were immunized with 10μg/mouse of Ag +. Alum and boostered with same dose of Ag after 3 
we巴ks.

Added OPP (mg/ml) at preparing the complex of protein and OPP. 

Antisera were assayed with homo-and hetero-Ag. 

Precipitation reaction using glass capillary tubes. 

(lmg/ml of Ag: undiluted serum) 

Passive cutaneous anaphylaxis test on rat skin. Diluted antisera wer巴 injectedi. d. and hetero同Ag

(300μg/rat) were challenged i. v. with 0.5% Evans Blue， 18 hr after skin injections. 

η

。。
o
d情

*

*

*

 

*5 

6週目血清では 1: 64および1: 128とかなり高くなっ

ているが， BSA-OPPでは PCAはおこらない.従っ

て KLH-OPPによって検出された抗体は抗KLH-IgE

であり，抗 OPP-IgEは検出されなかった. Exp.9に

おいて BGG-TNP， BSA-TNPに対する PCAは5，

6週自に認められるので，免疫に使用した ICRマウス

TNPを二重に反応させた抗原 (KLH-OPP-TNP)と

KLH-OPPを比較した.採血は初回免疫後6週日まで

1週間ごとに6回行った.この免疫で得られた抗血清を

用いて行った PCAテストの結果を Table2に示す.検

定抗原としてはKLH-OPP，BSA-OPP，BGιTNP， 

BSA-TNPを用いた.KLH-OPPに対する反応は5，
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Titration of Antisera by PCA Test Table 2. 

Assayed Ag判
Weeks料Irnrnunized Ag判Exp. No. 

BSA-TNP 

9 

BGG-TNP 

1:2 
1:16 
1:16 
1:8 
1:128 

BSA-OPP KLH-OPP 

1:16 
1:16 
1:16 
1:64 
1:64 

1:64 
1:128 

1wk 
2 
3 
4 
5 
6 

5wk 
6 

KLH-OPP-TNP 

1:128 
1:128 

KLH-OPP 10 

*1 

*2 

*3 

Mice were irnrnunized with 10μg/rnouse of Ag + Alurn ip. injection and 20 & 40 days after the l-st 
irnrnunization sarne dose of Ag was injected ip. as booster. 

Week (s) after the l-st irnrnunization. 

Passive cutaneous anaphylaxis t巴ston rat skin was done. Diluted antisera were injected id. and each 

assayed Ag was challenged iv. with 0.5% Evans Blue， 18 hr after skin injection. 

Titration of Antisera by Haernoagglutination Test Using Sensitized Sheep Red 
Blood Cells制

Table 3. 

Dilution of antisera 
Assayed Ag 1司Teeks*3Irnrnunized Ag叫

KLH-OPP 

1:128 

一
一

1:64 1:32 1:16 

十

+ 

1:8 

+ 
十件

+ 

1:4 

い
廿
一
掛
け
廿
一

1:2 

以
山
一
例
朴
一

KLH 
BSA 
KLH-OPP-TNP 
KLH-OPP 
BSA-OPP 

5wk 

+ 件
一
+
+
一

川
市
一
件
朴
一

肝

十十十

件

刊十

+tt 
1件

KLH 
BSA 
KLH-OPP-TNP 
KLH-OPP 
BSA-OPP 

6wk 

Sheep red blood cells (SRBC) were reacted in vitro 1: 10 diluted antiserurn at 370 C for 30 rnin and 40 

C for 18 hr， then SRBC were washed with phosphate buffer saline containing 0.5% norrnal rabbit 
serurn. The SRBC were resuspended into gelatin veronal buffer and this SRBC were used as the 

sens'itized erythrocyte. The test was done by rnicrotitration rnethod. 0.025rnl of 2-fold diluted 
antisera and 0.025rnl of each assayed Ag (lrng/rnl) were reacted on the rnicroplates and 0.025 rnl of 

2 X 108 sensitized erythrocytes were added into each well. The plates wer巴 stirringand then standing 

at 370C for 1 hr. and haernoagglutination reaction was observed. 

Mic巴 wereirnrnunized Ag + Alurn and boostered twice with only Ag. 
Weeks after l-st irnrnunization. 

*1 

*2 

*3 

SRBCに 1/1，1/2， 1/5， 1/10， 1/25， 1/50， 1/100， 

1/200に希釈した血清を 37'Cで30分間作用させ， 4
0

Cに

一晩置いたものを感作血球として反応を行ったところ，

1/5および1/10希釈血清でSRBCを感作するのが最適と

思われたので，木実験では1/10希釈血清によって感作し

たSRBCを感作血球として用いた.方法は，リン酸緩衝食

塩水 (PBS)に浮遊した 1x 109/rnl SRBCに同量の1/10

希釈血清を加え， 370Cで30分間，ついで40Cで18時間，

時々おだやかに撹持して反応させたのち， O. 5%に正常

のハプテシ・キャリアー免疫に対する反応性には問題は

ないと思われる. KLH-OPP-TNP免疫においても，

KLH-OPP免疫においても， 抗キャリアー抗体は両者

ともに認められるが抗ハプテγ抗体はTNPに対しての

み認められた.

つぎに invitroでの抗体価検出の感度をあげるため

に赤血球凝集反応を試みた.感作血球としてはヒツジ赤

血球 (SRBC)に Exp.10 (Table 2)の5週目血清を作

用させたものを用いた. 予備実験として 1x 109/rnlの
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ウサギ血清を含むPBSで血球を洗浄した.これは抗血清

で、被覆されなかった SRBC表面をウサギ血清で覆うた

めに行った.洗浄後の感作血球は凝集反応希釈液として

用いるゼラチγベロナール緩衝液に再浮遊し，2xlOB/ml 

に調整した.赤血球凝集反応はミクロタイタ{プレ{ト

を用いて行った.検定抗原としては， KLH， BSA， 

KLH-OPP-TNP， KLH-OPP， BSA-OPP各 1mg/

mlを用いた.検定すべき抗血清O.025ml (Exp. 10に

示した 5，6週血清〕をダイリューターで2倍段階希釈

し，ついで検定抗原 (lmg/ml)0.025ml，感作血球 (2

x 10B/ml) 0.025mlをドロッパーで加えた. ミグロタ

イター用ミキサーで十分に撹伴したのち，3TC一時間静

置した.判定は一般の赤血球凝集反応の規準に従った.

結果をTable3に示す.Table 2の結果と同様，抗OPP

抗体は認められず (Table3， BSA-OPPに対する反応

は全てー)，抗キャリアー抗体〈抗 KLH抗体〉のみが

認められた.

以上の実験結果から総合的に判断すると， 抗 OPP-

IgE抗体(レアギン抗体〉はこの方法では産生されない

ものと思われる.Table 1で示した抗 OPP-PCAも，

きわめて低力価の反応であるため，マウス血清そのもの

による非特異的な反応である可能性を否定できない.た

だし，沈降反応で認められた抗 OPP抗体 (Table1， 

Exp.1および5)は，抗 OPP-IgGの産生を示唆して

いるかも知れない.この点を確かめるために，沈降反応

よりは感度がすぐれているとされている感作血球による

凝集反応を行ったが，結果としてはやはり抗 OPP抗体

を検出することはできなかった.しかしながら，この

実験では， ニトロフェノールと全く向様の方法で OPP

を蛋白と反応させる方法をとり， OPPと蛋白との結合

性や結合物の安定性については検討していない.この点

に関しては，吸光度測定等により方法を検討中である

が，未だ結論は得られていない.また，抗体価の測定に

おいても，実験条件をさらに検討する必要があると思わ

れる.これらの点を明らかにしたうえで， OPPのニト

ロ化など，抗原性を高めるための条件を設定するよう，

準備をすすめている.小分子物質の抗原化はホノレモンや

ビタミン等の生体由来小分子物質，過敏症が問題となる

種々の薬剤，などに多くの報告が見られるがす〉， 高分子

の免疫に比べればその数は非常に少ない.しかしながら

生体内の高分子と結合する可能性のある小分子物質が抗

原性をもってアレルギー反応をはじめとする様々な活性

を発揮することは十分考えられることであり，今後，種

々の実験条件を設定して，この問題を追求してゆくつも

りである.

結論

ハプテシ・キャリア{免疫系のハプテシとして広く用

いられているニトロベシゼンをモデルとして，オルトブ

ェニノレプ zノ，ールのハプテン化を試みた.キャリアー蛋

白としては BSA，KLH， BGGを用い，これらとOPP

を invitroで結合させたものを抗原としてマウスを免疫

した.抗 OPP抗体の検出には免疫した抗原とは異る蛋

白をキャリアーとしたOPP-蛋白結合物を用い，ラット

皮膚を用いた PCAで IgE抗体を検出し，z"n世itroで

の沈降反応および感作血球凝集反応、によって IgG抗体

の検出を試みた.この結果， BSA-OPP， KLH-OPPを

抗原とした場合の一部に，抗 OPPIgG，抗 OPPIgE 

を検出できた.しかしながら抗体力価はきわめて低く，

非特異反応である可能性も否定できない. OPPと蛋由

貿との結合性や結合物の安定性，免疫方法や検出方法な

どに関して実験方法をさらに検討中である.
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アセトアミノフェンのラ'"卜を用いた経口急性毒性

林田定、信*，高橋 博ヘ平賀興吾*

Acute Oral To玄icityof Acetarninophen in Rats 

SHINOBU HA Y ASHIDA *， HIROSHI T AKAHASHI* and KOGO HIRAGA * 

Keywords:アセトアミノフ:r.:/ acetaminophen， 解熱・鎮痛薬 anaIgesic-anti pyretics， ラット rat， 急性毒性
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解熱・鎮痛薬アセトアミノフェン acetaminophen. (以

下 AAPとする〉が治療に導入されて以来70数年を経

ているが，最近とのものに変異原性が認められ1に さら

に同属の phenacetin ~と癌原性がラットで確認され2〉，

AAPの癒原性が示唆された.

よって AAPの癌原性を検索することとし，まず，ラ

ットによる急性毒性実験をおこなった.

AAPの経口急性毒性については Boydら (1966)め

の報告があり雄ラットで、LD50は3.71土0.83g/kg(AAP 

トラガカ γトゴム溶液懸濁液投与〉としている.

しかし，所期の目的であった癌原性試験に用いると同

一系統同一飼育環境のラット雌雄で概略の LD50(AAP 

オリープ油懸濁液投与〉を求めたところ強い雌雄差を示

し，雌は雄の2倍の値であった.そこで，これを確認す

るため再実験するとともにAAPをアラビアゴム液に懸

濁して投与する実験と併せ行い，懸濁剤による LD50{i直

の相違も観察した.

試料材料および方法

検体:日本薬局方アセトアミノフェン (AAP)をオリ

{プ油(日本薬局方〉またはアラビアゴム〈日本薬局方〉

の0.5%溶液に懸濁させたもの.投与容量はすべて 10ml

jkg B.W. とした.

実験動物:チヤールスリバー社生育の近交系 Fischer

ラット (F344jDuCrj)雌雄を4週令で購入し，室温25土

l'C，湿度50土 5%，換気毎時10回，照明午前6時から午

後5時の飼育室において前面，床網のステ γレスケ{ジ

(40x25x 16. 5cm)に5匹ずつ収容， 日本クレア(株)

CE-2固型飼料および細菌ろ過器経由水道水自由摂取

の条件にて飼育，発育の良好な動物を実験に供した.

実験方法:動物は投与前日午後5時より除、餌し，水の

みを与え，午前9時より12時までの聞に検体を胃ゾシデ

により強制経口投与した.投与3時間後より飼料を与

え，投与前と同様1ケージに5匹を入れた.

実験1:オリ{プ泊中懸i勾検体と 13週令ラットによ

り， 0 (オリ{プ油)， 1. 1 g (11%)， 1. 5 g (15%)， 

2.2g (22%)および3.0g (30%)/kg B. W.を雌雄各

5匹に投与した.

実験2:オリーブ泊中懸濁検体と 6週令ラットによ

り， 0 (無処置)， 0 (オリープ泊)， 1. 6 g， 2.1 g， 

2. 8g，および3.6g /kg B. W.を雌雄各10匹のラヅトに

投与した.

実験3: 0.2%アラビアゴム液中懸濁検体と 6週令ラ

ットを用い， 0 (無投与)， 0 (0.5%アラピアゴム液)，

1. U ， 1. 7g， 2. 6 g， 4. 0 gおよび6.0g/kgB.W.を

各10匹の雄ラットに， 0 (無投与)， 0 (0.5%アラピア

ゴム液)， 2.8g， 3.6g， 4.7g， 6.U， 8.0g/kgB.W. 

を各10匹の雌ラットに投与した.

症状:生死の観察は検体投与後午後5時までは連続的

に，以降24時間まで2時間毎に 2日以降は朝夕2回行

った.死亡ラットは直ちに剖検し，実験1， 2の生存ラ

ットについては体重3週間，毎日午前9時30分に測定し

た.また， 1週間の死亡率にもとづき Litchfield-Wilcox・

son法4)により50%死亡量 (LD50) を求めた.

結果および考察

Control各実験の無投与control群では，投与前の一

夜絶食による体重減少も24時間後には大体回復し順調な

発育を示した Vehiclecontrolのオリ{プ油投与ラッ

トでは 2~4時間頃少数に軟便ないしは，下痢がみら

れ， 多数に水の多飲がみられた.0.5%アラビアゴム液

投与ラットでも下痢を示すものがあった. しかし， 両

Vehicle controI とも24時間後には絶食により減少した

体重もほとんど回復し， 以降無投与 Control群と大体

同様の発育を示した(図1，2，3，4).

投与群各実験で観察した症候は，共通していたが，

オロ{ブ油懸濁液を使用した実験(1)および(2)では動物の

年令の低い実験(2)の方が発症時間，死亡時間がやや早い

*東京都立衛生研究所毒性部病理研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public H巴alth

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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ょうであったが，致死率には大差なかった.オリープ油

懸淘液使用と 0.5%アラピアゴム液懸濁液使用とでは後

者での発症時間が早く，その程度も強く，死亡時間も早

く，致死率も高かった.いずれの実験においても雌雄間

の発症時間，症状，死亡時間に大差はなかったが，致死

率は雌より雄の方が高かった.

主な症状は投与直後よりうずくまり閉限のもの多く，

次いで一部に立毛，つま先で歩く，網につかまって立

つ，水のみの激しい動作をする，自身の前E止を校む，他
を攻撃する等興奮様の行動を示すものがあり，続いて鼻

閉，呼吸困難を示し， 限色は黒ずみ(透明感があり)，

鼻あるいはJlI門からの出血，ときに血尿等がみられた.

最後に横臥，正向反射消失して死に致った.死亡ラット

の剖検では肺，胸腺に赤斑があり，胃特に噴門部に潰疹

と出血，腸内にも血液の存在が認められた.肝臓では表
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表1. アセトアミノフェ γの Fischerラットにおける経口急性毒性

フ ヅ ト 死亡時間(時〉
致死曲線 LDso 95%信頼限界

実験 Vehicle 逓令 性
体重土 SD

開始 ピ-(7 最終 勾配函数 g/kg g/kg g) 

8 268土 8..2 24 44-72 160 1. 58 2.2 1.8ー2.8
1 13 

161土 6.5 20 20 20 2.50 2.8-8.5 9 4.8 
オリーブ油

8 158土12.6 19 21-34 68 4.90 2.4 1.2-4.8 
2 6 

117土 4.8 17 30 1. 69 5.6 3.5-8.8 早 22 

3 0.5%アラ 8 166土 3.5 4 16-24 24 1. 54 1.7 1. 3-2.1 
6 ピアゴム液 早 117土 2.6 4 16-24 24 1. 78 2.9 2.1-3.8 
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Fischer系ラット雌，↓:試料投与〈午

前9時30分から午前11時)， 投与前一

夜給食

面が粗となっていた.

死亡の発生時間(開始，ピ{グ，最終〉を表1に示し

た.最高160時であったが，大多数は24時以内に死亡し

Tム

死をまぬがれた動物は 2~4 日まで、体重減少を続けた

が以降急速に回復に向い， その体重増加曲線の勾配は

Controlのそれより急であった.しかし3週間の観察期

間中に Controlと同等の体重までに回復するには至らな

かった(図1， 2，3，4).

用量一致死率曲線の slopefunction (Litchfield. Wilco・

xson法〉および LDso値とその 95%信頼限界値を表1

に示した.実験1の雌，実験2の雄においては用量一致

死率関係不良で、 slopefunctionが大きくそれぞれ2.50，

4.90となったが，その他は雌雄とも1.60前後であった.

LDsoはいずれも性差を示し， オリーブ油を用いた実験

1 ， 2では動物の週令による差は認められず，雄2.2g，

2. 4g /kg雌4.8 g， 5. 6 g /kgであった. 0.5%アラビ

アゴム液を用いた実験3では雄1.7 g，雌2.9g /kgで

あった.すなわち実験2と3との LDso値には明らかな

差が認められた.

まとめ

① アセトアミノフェン (AAP)の Fischer系ラット

雌雄における急性毒性を， AAPのオリ{ブ油と 0.5%

アラピアゴム液とによる懸濁液を経口投与して検討し

た.

② LDso {i直は，オリーブ油懸濁液使用， 13週令ラット

雄2.2g /kg，同雌4.8g/kg，6週令ラット雄2.4g /kg 

同雌5.6g /kg， 0.5%アラビアゴム液懸淘液使用， 6週

令ラット雄1.7 g /kg，同雌2.9g /kgであった.

③ 以上より， AAPのラットにおける経口 LDso値の

性差と懸濁剤による差を認めた.
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アセ卜アミノフェンのラ・y 卜を用いた 1，3および6日間経口毒性試験

藤井 孝*福森信隆*多田幸恵*，坂本義光*，三栗谷久敏*

湯?塁 j勝康汽矢野範男*，長津明道*，平賀輿吾*

Toxicological Studies on Rats Fed with Acetaminophen for 1， 3 or 6 Days 

T AKASHI FU]II*， NOBUT AKA FUKUMORI*， YUKIE T ADAペ
YOSHIMITSU SAKAMOTO*， HISA TOSHI MIKURIY AぺKATSUHIRO YUZA W A *， 

NORIO YANO*， AKEMICHI NAGASAWA* and KOGO HIRAGA* 

A bioassay of th巴 toxicityof acetaminophen (AAP)， an analgesic and antipyeletic agent， was 

conducted using male Fischer rats. The test material was administered in the diet concentrations of 

0.0% (control) and 5.0% to two groups each consisting of 30 rats respectively. During days 1， 3 
and 6 days， 10 rats of each group were sacrificed for hematological and pathological examinations. 

In the rats fed with AAP， food intake was markedly lower than that of the control and a decrease of 
body and organ weights was observed throughout the treatm巴ntp巴riod.In the dosed rats， thrombocyte-
penia occurred at 3 and 6 days， and centrilobular hepatocyte necrosis was observed from 1 to 6 days. 
I t is concluded that under th巴 conditionsof this bioassay， AAP had toxic effects for the blood 
and liver of male Fischer rats. 

Keywords : acetaminophen， oral toxicity， rat， thrombocytepenia， hepatic necrosis 

緒
品

百

アセトアミノフェン(以下， AAPと略す〉は解熱・

鎮痛剤として用いられている薬物であり 1，2に その毒性

に関する報告も少なくないト11)著者らは AAPの発癌

作用を検討する目的でラットを用いての長期試験を企図

し，その前段階として AAP添加飼料を Fischerラッ

ト雌雄に13週間摂取させる試験を実施した.その結果，

5%添加飼料摂取ラットは摂取開始後 6~18日間で全例

死亡し，出血，肝細胞壊死，腎臓尿細管上皮細胞壊死，

顎下腺萎縮などが認められた12，13) 今回は AAPによる

出血の原悶の検索ならびに肝細胞壊死，顎下腺萎縮など

の組織変化を経時的に観察する目的で5%AAP添加飼

料を雄性ラットに 1，3および6日間摂取させ結果を得

たので報告する.なお，顎下腺は電顕的観察を行なって

おり別報14)にて報告する.

実験材料ならびに方法

試料 :AAPは5%の濃度で飼料に添加した.飼料は日

本クレア株式会社製粉末飼料 CE-2を用い， これに

AAPを混合した後に固型飼料化した.対照には AAP

を添加しない粉末飼料 CE-2を国型飼料化したものを

用いた.

実験動物および飼育環境:日本チヤ{ルス・リバー株式

会社生育の Fischerラット雄を4週令で購入した.動物

は天井，床および前面が網，他は板のステンレス製ケー

ジに5匹 (AAP投与群〕または6匹(対照群〉ずつ収

容し自動給水装置(細菌ろ過器経由〉付ベノレト式飼育架

台で飼育した.飼育室は室温25土 l OC ，湿度50~60%，

換気回数1時間に10回，照明は午前6時から午後5時ーま

でに制御されている.

試料投与および投与期間:Table 1に示す如く AAP投

与期間は 1，3および6日間とし各期間毎に投与群は10

匹，対照群は6匹ずつを充て，それぞれ1T， 1 C， 3 T， 

3 C， 6 Tおよび6Cとした.動物を 1週間予備飼育後

(5週令の後半)，投与群の飼料を添加飼料に切り替え，

水と共に自由摂取させ投与を開始した.

検索方法:一般状態観察，体重・摂餌量測定は毎日午前

9時から10時に行なった.摂餌量はケ{ジ毎に飼料投与

量と 1日間経過後の残余量との差で求めラット 1匹当り

の伎で表わした.動物は投与期間終了後，無麻酔下で解

剖台に固定し大腿動・静脈を離断，放血致死させた.血

液学的検査はこの放出血液を用いてFonio法15)による血

小板数(Pl)測定，塗沫標本作製(May-Grunwald-Giemsa

染色後に白血球の分厨を行なった.)，およびグエγ酸ナ

トリウム処理血液でメトヘモグロビシ量 (Met-Hb)の測

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

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・kn，Tokyo， 160 ]apan 
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Table 1. Dosage Schedule for Toxicological 

Study of Acetaminophen (AAP) 

No. Concen tra tion Treatment 
Group of of AAP in (pd eriod 

rats feed (%) ays) 

1C 6 。 1 
1T 10 5.0 1 

3C 6 。 3 
3T 10 5.0 3 

6C 6 。 6 
6T 10 5.0 6 

肺，食道，胃，大・小腸，勝臓，副腎，勝脱，前立腺，

精褒，精巣上体， リンパ節および大腿骨を摘出した.摘

出した器官・組織は10%緩衝ホルマロン液で約6時間振

とう固定し，液交換を行なった後静霞して 1週間固定し

た.回定後の器官・組織は定法に従ってパラフィン切片

を作製し，ヘマトキシリ γ ・エオジン重染色を施した.

肝臓，腎臓，顎下腺，耳下腺および大舌下腺はPAS染色

ならびにアザγ ・マロリー染色を，唾液腺はムチカルミ

γ染色も行なった.これらの標本を用いて光顕的観察を

行なった.

なお，体重，血液学的検査および器官重量などの測定

結果の捻計学的検討は危険率を5%において行なった.

定16)を行なった.またへパリ γナトリウム処理血液を用 結 果

い CoulterCounter Model S (Coulter Electric社製〉 一般状態観察，体重および摂餌量測定:投与群は投与1

により白血球数(WBC)，赤血球数(RBC)，ヘモグロピ 日(投与開始後1日間経過した時点，以下同様〉で軽度

γ量 (Hb)，ヘマトグリット値 (Hct)，平均赤血球ヘモ の立毛がみられ 2日では被毛が粗削になる，爪先立ち

グロピン量(MCH)，平均赤血球容積(MCV)および平 で歩く，外界刺激に対する反応が鋭敏になるなどの症状

均赤血球ヘモグロピン濃度 (MCHC)を測定した.病理 が現われ削痩が目立ち始めた. 5， 6日では全身の立毛

学的検査では肉眼的観察を行なうとともに脳，胸腺，心 が顕著で自発運動が低下し背を丸めて隠まることが多く

臓，肝臓，顎下腺，腎臓，牌臓および精巣を摘出し重量 なり，尾は尾骨が浮き出て凸凹になっていた.投与期聞

を測定した.そのほか下垂体，眼球，ハ{デリアン腺， 中の死亡例は認められなかった.Table 2に示す如く投

耳下腺，大舌下腺，甲状腺(上皮小体を含む)， 気管， 与群の体重は 1 日で開始時に比べ13~15%減少し，それ

Table 2. Body Weights and Food Intake・GroupMean Values 

Groupl) No. 
of 

Days on study 

rats 02) 1 2 3 4 5 6 

1C 6 112土83) 115士8
100土O 103土14)

12.5 

1T 10 112土5 97土5*
100土O 85土2*

0.7 

3C 6 106土3 109土3 109土3 113土3
100土O 103土1 103土1 106土1

12.1 11.1 11.5 

3T 10 107土4 94土3* 87土3* 83土3端
100士O 87土1* 81土1* 77土1*

0.7 0.4 0.9 

6C 6 108土3 111土4 112土5 116土6 118土7 121土8 127土B
100土O 102土1 104土1 107土2 109土2 111士3 117土4

11.8 8.8 11. 3 12. 1 12.0 12.8 

6T 10 107土2 93土6* 86土5* 81土5* 76土5* 73土4* 69土4*
100土O 86土2* 80土1* 76土1* 71土2* 68士2* 64土1*

0.7 0.3 0.3 1.9 2.0 2.6 

1) C: Control， T: 5.0% AAP; 1， 3 and 6: Treated for 1， 3 and 6 days respectIvely. 

2) Body weights at the beginning of feeding. 

3) Group mean absolute weights土 S.D. (g)， S. D. =standard deviation. 

4) Group mean increasing ratio土 S.D. (%)， increasing ratio=(daily weight/initial weight) x 100 (%). 
5) Food intake; g/rat/day. 

cf. Level of significance: * p<O. 05 in comparison with control value. 
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Table 3. Hematology 

。No. RBC Hb Hct MCV MCH MCHC Pl Met-Hb 
Group of 
rats 106/cmm g/dl % cμ μμg % 104/cmm % 

1C 6 7.72土0.5!2J16.8土0.7 43.5土2.7 60.6土0.8 23.6土O.7 38.7土0.9 0.51土0.08
1 T 10 7.98土0.46 18.4土0.3 48.5土2.5 61. 3土0.4 23.3土1.0 36.8土3.6 0.52土0.10

3C 6 7.72土0.2217.2土0.2 46.5土1.0 60.8土0.7 22.5土0.7 37.0土1.0 108.7土25.4 0.53土0.11
3 T 10 8.75土0.31 19.9土0.6* 53.7土1.9* 62.0土1.4 22.9土0.5 37.0土0.7 94.2土16.2*0.60土0.18

6C 6 8.22土0.41 18.6土0.7 48.9土2.8 60.0土1.6 22.7土0.6 38.0土1.4 100.2土38.3 0.50土0.08
6 T 10 8.24土0.48 18.5土0.5 47.0土2.9 57.1土0.8 22.5土1.1 39.4土2.0 51.1土 9.6*0.48土0.09

Total 
WBC 108/Lcymmm p 
Neutro. Lvmoho. Eosino. Mono. 

1 C 6 7.25土1.80 0.59土0.29 6.58土1.78 0.05土0.04 0.01土0.04
1 T 10 6.26土0.99 1. 02土0.19*5.19土1.03 0.03土0.01 0.01土0.03

3C 6 7.87土0.78 0.46土0.26 7.37土0.87 0.02土0.05 。
3 T 10 8.58土1.48 0.58土0.33 7.93土1.37 0.04土0.07 0.01土0.03

6C 6 8.23土0.92 0.47土0.30 7.65土0.74 0.03土0.04 0.04土0.08
6 T 10 7.00土1.18*1. 25土0.48*5.74土1.33* 0.01土0.02 0.02土0.03

1) C: Control， T: 5.0% AAP; 1，3 and 6: Treat巴dfor 1，3 and 6 days respectively. 

2) mean土 S.D. S. D. =Standard deviation， *pく0.05in comparison with control value. 

ぞれの対照群との聞に有意差を生じた. 3 Tおよび6T

とも体重減少は投与終了時まで続き， 6Tの終了時の体

重は開始時よりも35%減少していた.投与群の平均摂餌

量は概算で1Tが対照の 5%，3Tが 5%(3~7%)， 

6Tが10%(2~20%) であり， 6 Tでは 1~3 日が 3

% (2~5%) ， 4~6 日が17% (15~20%) であった.

AAPの平均摂取量は1Tが 35mg/rat/day，360mg/ 

kg/day， 3 Tが33mg/rat/day，380mg/kg/day， 6 T 

が65mg/rat/dayであり， 6Tでは 1~3 日が21mg/rat

/day， 735mg/kg/day， 4 ~ 6日が 108mg/rat/day， 

1，501mg/kg/dayであった.

血液学的検査:Table 3に示す如く 1Tおよび3Tはそ

れぞれの対照に比べ Hbおよび Hctが増加しており，

3Tでは有意差を生じた. 3 Tでは RBCおよび MCV

が対照に比べて増加しているがこれは HbならびにHct

の増加に関連したもので MCHおよび MCHCには著

明な差異は認められなかった. 1 Tでも軽度ながら同様

の傾向がみられた. 6Tでは6Cと RBCはほぼ同数で

Hbに差はみられず， HctおよびMCVは1Tならびに3

Tとは異なり僅かながら減少を示していた. Plは3T

および6Tとも対照に比べ有意に少なく， 6Tの減少は

3Tよりも顕著であった.なお 1Cおよび1Tは検査

途中で誤りが認められたため結果を削除した Met-Hb

は投与各群とも対照との聞に顕著な差異は認められな

かった.WBCは1Tおよび6Tが対照に比べ減少し，

6Tでは有意差を生じた. 3Tは軽度な増加が認められ

た.白血球の分画では 1Tおよび6Tで対照に比べ好中

球が有意に増加し， 6Tではリンパ球が有意に減少して

いた.

器官重量:Table 4に示す如く 1Tでは1Cに比べ肝

臓，顎下腺，腎臓および牌臓が小さくなっていた.体重

比重量では脳，心臓および腎臓が大きく，肝臓が小さく

なっておりいずれも有意差を示した. 3Tでは3Cに比

べ精巣を除く全秤量器官が有意に小さくなっていた.体

重比重量では胸腺および肝臓が小さく，他の器官は大き

くなっており心臓を除いていずれも有意差を示した. 6 

Tでは6Cに比べ全秤量器官が有意に小さくなってお

り，とくに胸腺は顕著であった.体重比重量は脳，顎下

腺および腎臓が大きく， 胸腺，肝臓および牌臓が小さ

く，いずれも有意差を示した.

肉眼的観察:1 Tでは対照に比べ肝臓がやや小さくなっ

ており，顎下腺は小さく軟かくなっていた. 3 Tでは1

Tでの変化が軽度に強まり胸腺は小さく軟かくなってい

た. 6Tでは全例に顕著な削痩がみられ， 3 Tで認めら

れた各変化はさらに強まっていた.顎下腺は小さく軟か

く軽度に水腫様変化を呈していた.心臓，胸腺，牌臓お

よび精巣も小さくなっており胸腺の縮小はとくに顕著で

あった.また6Tの肝臓は帯赤褐色を呈しそこに黄褐色

の点が散在している例が多く認められた.

組織学的観察:Table 5に示すような変化が観察され

た.顎下腺では1Tで腺房細胞の軽度委縮および腺房の

小型化が7/10(10例中7例の意，以下同様〉に，小業内



導管上皮細胞の軽度な核濃縮が1/10に認められた. 3T 

で腺房細胞の萎縮が9/10に，萎縮した細胞の細胞質中の

好塩基性物質の軽度な減少が3/10に，小葉内導管上皮細

胞の軽度な核濃縮が4/10に，小葉閲導管上皮細胞の軽度

な扇平化および局所性壊死・脱落が2/10に，間質の軽度

な水腫様変化ならびに好酸球を主体とする白血球浸潤が

1/10に認められた. 6Tでは1Tおよび3Tと同様の変

化は全例にみられ，中等度以上の変化例が多くなってお

り，間質の水腫および細胞浸潤は8/10に認められた.さ

らに 1Tおよび3Tでは認められなかった小葉内導管上

皮細胞の局所性壊死が3/10に，小葉間導管腔内に白血球

および導管上皮細胞などの変性・壊死残澄を包含する像

が7/10に観察された (Photo1). 対照にはこれらの変

化は認められなかった (Photo2). 肝臓では投与群の

全例に小葉中dむ帯の肝細胞が細胞質の好塩基性物質を消

失しエオジン淡染均質となり細胞境界が不明瞭になるな

どの変化がみられた.小葉中心性肝細胞壊死はこの変化

が進行した像で軽度なものが1Tに5/10，3 Tに4/10，

6Tに6/10認められた (Photo3). 3 Tおよび6Tで

はそれぞれ3/10に中等度の変化が広範囲に起っていた

(Photo 5， 7).対照にはこれらの変化は認められなかっ

た (Photo4， 6， 8). 勝臓では小葉間導管およびランゲ

ルハシス島周辺部を除く部位の腺房の小型化が3Tの全

例， 6Tの7/10にみられた.腺房の小型化は腺房細胞が

Zymogen頼粒の減少により縮小したためで変性は認め

られなかった.対照には変化がみられなかった.胸腺で

は3Tで皮質のl隔が狭くなり胸腺リ γパ球が軽度に減少

しているのが全例に認められた. 6 Tでは軽度な変化が

1/10で残る9/10は細網基質の著明化および皮髄境界の顕

著な不明際化を呈する中等度の萎縮であった(Photo9). 

対照には萎縮は認められなかった (Photo10).牌臓で

は3Tで被膜に徽援を形成し赤・自牌髄とも縮小し全体

的に軽度な萎縮を示す例が3/10にみられた. 6Tでは白

牌髄に比べ赤牌髄の縮小がやや顕著であり全体として中

等度の変化を示したのが7/10，軽度な変化は3/10であっ

た.髄外造血は1C， 1 Tおよび3Cでは全例に6Cで

は2/6にみられたが3Tおよび6Tでは全例に認められ

なかった.精巣では6Tで被膜および精細管壁の繊袋形

成が軽度にみられ，精細管腔に精子が観察されない例が

4/10に認められた.割自襲形成が中等度で間質が水腫様に

拡張し，精細管腔に精子がみられず精細胞密度も低下し

ているのが3/10に認められた.骨髄では3Tで軽度な骨

髄細胞密度の低下ならびに脂肪組織の増加が5/10にみら

れた (Photo11， 12). 6 Tでは3Tと同程度の変化が

2/10に，より顕著な変化が8/10にみられた.骨髄細胞密
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Microscopical Findings ・Summaryof Observations 

Treatment period (day) 
Group* 
No. of rats 

6 
6C 
6 

3 1 

1C 
6 

Table 5. 

6T 
10 

3T 
10 

3C 

6 
1T 
10 

SUBMAXILLARY GL. 
A trophy of acinar cells 

4 
6 

6 1 
9 

6 q
d
η

，. 
6 

料

O
J
O

N
剖

M

-
F
D
5
7
3
 

6 庁

d
q
u

6 10 6 

6 10 6 日
一

9
1

6 

8 
2 

-
P
O
A佳

n
o
a
A官

η

。。，“
η
4
1
1

6 6 
4 

6 6 

O
L
O
O
L
O
L
O
 

N
S
M
N
S
N
S
M
 

Decrease in cytoplasmic basophilia of acinar cells 

D巴generationin lining cells of intralobular ducts 

Pyknosis in lining cells of intralobular ducts 

6 8 
2 

6 10 6 o
d
O
 

N
白

M

Squamatization in lining cells of interlobular ducts 

6 10 6 10 6 o
d
O
 

N
剖

M

Debris within interlobular ducts 

6 9 
1 

6 10 6 o
d
O
 

N
剖

M

Cell infiltration in interstitium 

LIVER 
Centrilobular degeneration -

η
O
ヴ
，
噌
よ

P
O
句
、

υ

6 -
q
O
ヴ

t
q
O
A
宮内。

6 

6 

一
3
7
5
5
一

6 0
・

J
O

N
剖

M

6 6 O
J
O
 

N
引

M

Centrilobular necrosis 

3 
7 

6 
10 

6 10 6 NO 
SL 

PANCREAS 
Decrease of zymogen granules 

THYMUS 
Atrophy 

1 
9 

6 
10 

6 10 6 0
・

4
0

N
剖

M

SPLEEN 
Atrophy 一

句
、

υ
円

d

n

v
噌
目
ム

6 n
d
q
o
-

6 10 6 O
L
O
O
L
 

N
S
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4 
2 

10 
6 10 6 

Extramedullary hematopoiesis 

TESTIS 
Atrophy q

u
d体
a
q
o

6 10 6 10 6 。し
O

N
剖

M
BONE MARROW 
Decrease of myeloid tissue -

O

白。。

6 5 
5 

6 10 6 

。ld
O

N
田
M

BONE (FEMUR) 
Inhibition in proliferation of epiphyseal cartilage 

8 
2 

6 4 
6 

6 10 6 O
L
O
 

N
剖

M

本 C:Control， T: 5.0% AAP; and 6: Treated for 1，3 and 6 days 
料 NO:No change， SL: Slight changes， MO: Moderate changes. 
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度の低下は赤芽球系，穎粒球系を問わず区核球も含めて

起っており残存している細胞の多くはどの系統も成熟

段階の進んだものであった.少数みられる未成熟な細

胞には好塩基性の低下および軽度の萎縮が認められた

(Photo 13， 14).大腿骨では骨端軟骨層の軽度な非薄化

および軟骨細胞の萎縮が3Tで6/10に， 6Tで8/10に，

中等度の変化が6Tの2/10にみられた(Photo15， 16). 

非薄化は増殖，成熟および肥大軟骨層の各層で層数(細

胞数〉の減少および軟骨細胞の萎縮が起ったためで骨梁

形成部でも細い不規則な骨梁が形成されていた.

総括および考察

AAPを5%の濃度で飼料に添加して Fisherラット

雄に1，3および6日間摂取させた.この結果，前回の

試験12)で2.5および5%AAP添加飼料摂取ラヅトにみ

られた飼料摂取忌避が今回はさらに顕現化し， 1日当り

の平均摂餌量は前回が対照の約20%であったのに対し今

回は約10%であった.このためラットは投与期間中semト

starvationの状態におかれていたと考えられる semi開

starvationあるいはstarvationによって生体に起る変化

は実験条件によっても兵なるが，体重減少，器官・組織

重量減少，循環障害，貧血などである 17-23)

Oishiら22)によればWistarラット雄を用い5週令から

対照の摂餌量の約23%に給餌制限し， 7日目に開始時に

比べ約122%の体重減少をみたとしている.Armandら23)

は Wistar ラヅト雄(体重260~300g)を用い対照の摂

餌量の約25%に給餌制限し， 7日目に開始時に比べ約26

%体重減少がみられたと報告している.これらに対し前

回の試験では2.5%AAP添加飼料摂取ラットは対照の

約48%の摂餌量で7日自に開始時に比べ33%の体重減少

がみられた12) つまり制限給解の実験よりも多量に飼料

摂取させたが体重減少はより顕著に現われる結果となっ

ている.このことからも化学物質などを添加した飼料の

摂取忌避による摂餌量減少は動物を低栄養状態におくと

同時に量の多少に拘らず摂取した化学物質などの作用の

発現も併せて考慮する必要があることは明らかである.

今回の試験では体重は投与1日の減少が投与各群とも

顕著であった.これは摂餌量の著減によるもので投与群

ラットはAAPを僅かながら摂取すると同時に試験開始

直後から急性的な semistarvationの状態におかれてい

たと思われる.血液検査では1Tと3TにRBCおよび

MCVの増加がみられ， このため3Tでは3Cに比べ

Hctが有意に増加していた. このことは前回の 13週間

2.5%AAP添加飼料摂取ラットで RBC，Hb，および

Hctが減少していたこと 12九Oishiら22)が制限給餌4週

間でRBC減少をみたことなどと異なる. しかしArmand

ら23)は制限給餌7日目で Hctの増加を観察しており，

6Tでは Hctが減少傾向を示したことなどから semi-

starvationの初期には一過性に Hctの増加が起るのでは

ないかと考えられる. 3Tおよび6Tでみられた血小板

数減少は3Tよりも 6Tで顕著になっていた.血小板数

減少は止血効果障害を招き出血を惹起する可能性は大で

あり，これが前回の出血の要因になっていたと思われ

る.血小板の生成母地である骨髄の組織学的観察では，

とくに6Tで著明な萎縮がみられ飢餓骨髄 starvation

marrowと称される像を呈していた.血小板数減少はこ

の骨髄組織萎縮のために巨核球減少あるいは区核球から

血小板への分裂生成過程に抑制が生じたためと推察され

る.しかし骨髄では巨核球だけではなく赤芽球系・穎粒

球系細胞の減少も起っていたにも拘らず貧血は認められ

ず血小板数減少の原因を飢餓骨髄像だけに求めるのは早

計と思われる.さらにヒトではAAPの大量摂取により血

小板減少症を窓起するとの報告もありベ 血小板数減少

は現時-点では semistarvationよりは AAPの影響によ

るものと考えられる.器官重量は脳および顎下腺が各投

与群ともほぼ同じ値を示しており，このため投与期聞が

長くなるにつれて体重比重量は増加していた.組織学的

観察で脳は萎縮が明らかではなかった.顎下腺は実質細

胞である腺房上皮の萎縮は顕著であるが間質には水腫様

変化が起り水分が増加したため絶対重量の減少は 1T， 

3Tおよび6Tで著明な差となって現われなかづたと思

われる.顎下腺の萎縮は前回は2.5および5%AAP添

加飼料摂取ラットに耳下腺の肥大とともにみられた変化

で，今回は耳下腺に変化が認められず顎下腺の萎縮が先

行することを示した.また前聞は萎縮がAAP投与に関

連する変化としたが今回の結果からはsemistarvationの

関与も考えられ，この点に関してはさらに検討が必要と

思われる.胸腺および牌臓は投与期聞が長くなるにつれ

て絶対および体重比重量とも顕著に減少した.組織学

的に胸腺は偶発性退縮であり牌臓の萎縮とともに原因

が AAPまたは semistarvationのいずれとも判断し難

い.肝臓は絶対重量は著明に減少したが体重比重量は投

与各群でほぼ同じ値を示しており体重減少に見合う減少

となっている.これは体重減少が給餌制限の場合よりも

顕著であったために肝臓重量は著明な減少を示したにも

拘らず体重減少と平行した形になったものと思われる.

組織学的観察では肝臓は小葉中心性壊死が1Tで5/10に

軽度ながら認められ3T，6 Tと投与期間に比例して顕

著になり発生例数も増加した.肝細胞壊死は前回も認め

られた変化で semistarvationによって起るという報告

はないが， AAPの大量摂取によってヒトに発症すると
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の報告は多くみられるい-10)ことから AAPの影響によ

る変化ではないかと考えられる.腎臓は 1T，3 T次い

で6Tと徐々に絶対重量が減少し，体重比重量は増加し

たが組織学的に著変はみられなかった.前回は腎臓で尿

細管上皮細胞壊死を観察したが今回は認められず肝臓の

変化に後発することを示した.精巣は6Tで絶対重量が

顕著に減少し組織学的にも萎縮が認められた.これは3

Tおよび6Tでみられた骨髄組織萎縮および大腿骨骨端

軟骨における成長抑制とともに全身の栄養状態低下を表

現したものと思われる.

以上の如く現時点では血小板数減少および肝細胞壊死

はAAPの作用が強く現われた変化でヒトならびにラッ

トに共通して起る障害であると考えられる.しかしその

ほかの変化は強い sernistarvationの影響を否定できず，

低栄養状態下の動物に対する AAPの作用であったとも

推定できる.今後はsernistarvationの影響を除去するた

めAAPを飼料添加以外の方法でラヅトに連続投与し，

その際生ずる変化を今回の結果と比較検討したいと考え

ている.
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Explanation of Plates 

Photo 1. Atrophy of subrnaxillary gland of rat fed 

with 5 % AAP for 6 days. H-E x 200 

Photo 2. Subrnaxillary gland of rat fed with 

basic diet for 6 days. H-E x 200 

Photo 3. Centrilobular necrosis in Jiver of rat fed 

with 5% AAP for 1 day. H-E x 100 

Photo 4. Liver of rat fed with basic diet for 1 

day. H-E x 100 

Photo 5. Centrilobular n巴crosisin Jiver of rat fed 

with 5% AAP for 3 days. H-E x 100 

Photo 6. Liver of rat fed with basic diet for 3 

days. H-E x 100 

Photo 7. Centrilobular necrosis in Jiver of rat fed 

with 5% AAP for 6 days. H-E x 100 

Photo 8. Liver of rat fed with basic diet for 6 days. 

H-E x100 

Photo 9. Atrophy of thyrnus of rat fed with 5% 

AAP for 6 days. H-E x 100 

Photo 10. Thyrnus of rat fed with basic diet for 6 

days. H-E x 100 

Photo 11. Decrease of rny巴loidtissue in fernur of 

rat fed with 5% AAP for 3 days. H-E 

x200 
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Photo 12. Myeloid tissue in femur of rat fed with 

basic diet for 3 days. H-E x 200 

Photo 13. Decrease of myeloid tissue in femur of 

rat fed with 5% AAP for 6 days. H-E 

x200 

Photo 14. Myeloid tissue in femur of rat fed with 

basic diet for 6 days. H-E x 200 

Photo 15. Thinning of epiphyseal plate in femur of 

rat fed with 5% AAP for 6 days. H-E 

x200 

Photo 16. Epiphyseal plate in femur of rat fed with 

basic diet for 6 days. H-E x 200 

AAP=acetaminophen， H-E=hematoxylin:-eosin stain. 
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ラ'"ト顎下腺の微細構造におよ{ますアセトアミノフェンの影響

三栗谷久敏ネ，福森信隆*， l 平賀輿吾*

UItrastructural Changes of Submandibular Gland in Rat Administered 

Acetaminophen in Diet 

HISATOSHI MIKURIYA*， NOBUT AKA FUKUMORI* and KOGO HIRAGA* 

Keywords:アセトアミノフェ γacetaminophen，ラット rat，顎下腺 submandibulargland， ultrastructure 

緒"言

Acetaminophen (AAP) は解熱・鎮痛剤として用い

られている.先に当部ではAAP添加飼料をラットに13

週間摂取させた実験を行い， 2週間以内で死亡したラヅ

トに，出血，肝細胞壊死，顎下腺の委縮などが認められ

た1) そこで今回藤井らはAAP添加飼料摂取時の，ラ

ットにおよぼす初期経時変化を調べる目的で， 血液学

的，組織学的に検索を行ったの.

本報はこの実験において肝，腎，顎下腺など光学顕微

鏡(光顕〕的に変化のみられた器官2)のうち，顎下腺に

ついて電子顕徴鏡(電顕)的に微細構造の変化を観察し

たものである.

実験方法

詳細は別報2)に記載されているのでここでは要旨およ

び電顕用試料の作製について記した.

実験動物は日本チヤ{ノレス・リバー社生育の Fischer

雄性ラットを用いた.投与期間は5%AAP添加飼料

投与群，対照群〈日:本グレア， CE-2) とも 1，3お

よび6日間とし，その間飼料，水を自由に摂取させた.

電顕用試料作製.，放血屠殺後，右側顎下腺の一部(大

舌下腺より遠位の辺縁部〉を摘出し，細切後3%パラホ
ルムアルデヒド (O.lM!Jン酸緩衝液， pH7.3)で4時

間前固定を行い，氷室内の緩衝液中で一晩洗浄後， 1% 
OsO，液 (0.11¥:1!J ';/酸緩衝液， pH7.3)で1.5時間後固

定した.以下定法に従いエタノlール脱水，置換剤を通し

て Epon・AralditeM混合樹脂に包埋した. 包埋した試

料の厚さ約 1円m の切片をトノレイジγ青で染色じ光顕的

に観察後》超薄切片を作製して酢酸ウラユルおよびクエ

γ酸鉛で二重染色を施し， HU-12A型電顕にて観察し

た，

観察結果および考察

1日目:終末部では一部の腺細胞に粗面小胞体 (RE

R)腔の拡張， 糸粒体基質の軽度の凝集などがみられた

以外，著変が認められなかった」

線条部の細胞では基底部の basalinfoldingの拡張に

よると思われる淡明化がみられた以外，著変が認められ

なかった.

h 排出導管部では一部に幅が狭く，若干の空胞を含む暗

調細胞が認められた(図 1). ζの細胞は壊死に移行す

るものと思われるが Tamarinらぬが言う正常の排出導

管細胞に存在する darkcolumriar' celrとも考えられ明

らかでなかった.

3日目:終末部では RERの層状配列の苦しれや腔の拡

張あるいは vesic1邑状 RER(図2) などが一部の腺細

胞にみられた以外，著変が認められなかった.

線条部細胞は基底部の細胞質が淡明化あるいは空胞化

しているのが散見された.これはI日目の線条部細胞に

みられたのと同様 basaJinfoldingの拡張によるものと

恩われる.他は細胞によって糸粒体に軽度な swelling

がみられた以外，著変が認められなかった.

排出導管部の細胞では電子密度の高い，扇平状で，、複

雑な切れ込みを呈する核が散見された(図3)， またー

部に導管を構成する細胞の丈が著しく低くなっているの

が認められた.この細胞は扇平状の核を有し，糸粒体や

RERは貧弱で散在的であった.desmosomeは良好広観

察された.ある細胞では細胞質が部分的に空胞状iとな

り，その中に暗調の糸粒体，膜様構造物， vesicle状RER

などが散在していた.このような変化がみられた導管の

管践には，細胞成分を含む残澄が存在じていたが，細胞

成分の由来は明らかでなかったr

6回目:終末部では核濃縮の感がある腺細胞が散見さ

れた.これらの細胞は核がやや不規則な形に縮小してお

り，核質は電子密度が高くほぼ均一であった.細胞質は

分泌穎粒が比較的多く草子在し，これらの聞にやや暗調な

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

ぽ 24~1， Hyakunii;lcho 3 chom~， Shinju!>:u;kll， Tokyo， 160 ]apan 



106 Ann. Rep. Tokyo Metr. .Res. Lab. P.H， 30':"2， 1979 

糸粒体や RERが散在していた.特に RERは tubule

状のものが小量しかみられず，顕著な消失傾向を呈して

いた.また Golgi装置は対照群に比べ発達が悪く，確認

できない細胞もあった〈図4). これらの変化は光顕所

見1)による腺房の萎縮および好塩基性物質の減少と関連

があると思われる.

線条部細胞では基底部の細胞質の淡明化，空胞化が3

日目よりやや程度を増し散見された. これらの大半は

basal infoldingの拡張によるものと思われるが， 中に

basal infoldingがほとんどみられず，細胞質全体が淡明

化している細胞も観察された.この細胞では核質の電子

密度がやや低く，糸粒体は暗調なものが多かった.Golgi 

装置は不明瞭であった.また隣接する細胞が駿死してい

るのが観察された(図5). この細胞基底部の淡明化，

空胞化は1，3日目，そして軽度には対照群にもみられ

ており2ある程度生理的な現象U と思われる l一般的に

basa:1 irifoldingは再吸収による水分，塩類代謝の盛んな

細胞に多くみられるところから， basal infoldingが消失

傾向を示す細胞では再吸収機能4，5) に影響があると思わ

れる.また一部の管腔に細胞成分を含む残溢や好中球と

思われる血液細胞がみられた.このような管腔周囲の細

胞は丈がやや低く， basal infoldingの発達もやや悪かっ

た.また対照群にみられる小分泌穎粒はほとんど認治ら

れず， Golgi装置の発達も悪く，細胞機能の低下が示唆

された.これらの細胞の中には壊死に陥ったと思われる

細胞も散見され，管腔残澄のうち細胞成分はこのような

細胞の脱落によるものと思われる.

排出導管細胞の多《は著しい扇平状を呈して観察され

た.これらの細胞は細胞質が暗調で，属平状の核を有し，

swelling状，細胞によ勺ては絡調の糸粒体が密に存在し

でいた.RER， Golgi装置はほとんど認められず，細胞

境界もやや不明瞭であった〈図6). 管腔は細胞成分を

含む残澄や好中球と思われる血液細胞，そして分泌物と

考えられる無構造な物質で占められているのが多くみら

れた.残f査のうち細胞成分の多くは，管腔周囲の細胞に

壊死細胞や脱落寸前の細胞(図7)が散見されるところ

から，これら壊死・脱落細胞に由来すると思われる.

白血球については，何に由来するのか明らかでなかっ

た.

また軽度な篇平がみられた細胞では，細胞質内に限界

践で固まれ，中に変性したと思われる細胞内小器官を含

む電子密度の高い小体が認められた(図8). この小体

は cytolysome由と思われ， この小体の出現は細胞にと

って不用あるいは呉物化した細胞質成分を排除する自己

防御反応の一つではないかと考えられる.

以上の観察より， 5%AAP添加飼料摂取によるラヲ

ト顎下腺の変化は1，3日目で軽度ながら局所的に， 6 

日目でほぼびま必性に，それも線条部や排出導管部など

導管系を中心に起こると思われる.

しかしながら，これらの変化をAAPの作用と言う観

点からみたとき，顎下腺が生理的に影響を受けやすく複

雑な機能を営んでいることや年令差によって構造的に差

異町田がみられることなどの点も考慮に入れる必要があ

り，またさらに今回ラットが減食状態1)にあったことか

ら，飢餓時における細胞への影響についても合せてより

詳細な検討が必要と思われる.

まとめ

5%AAP添加飼料1，3および6日間摂取によるラッ

ト顎下腺の微細構造変化を電顕的に観察した. その結

果， 1日目はほとんど箸変が認められなかった. 3日目

は排出導管部の一部に丈の低い細胞がみられ，管腔には

残澄や白血球が認められた. 6日目では終末部に核濃縮

や RERの消失傾向を示す腺細胞が散見された.線条部

は淡明化した細胞や，丈が低く basalinfoldingの発達

の窓い細胞がみられた.排出導管部は細胞の扇平が顕著

で，嬢死細胞や脱落寸前の細胞が散見された.管腔には

残澄や白血球が多く存在していた.また cytolysomeと

思われる小体を有する細胞もみられた.
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附図の説明

図1. 摂取1日目の排出導管細胞を示す.臓が狭く若干

の空胞を含む暗調細胞 (DC)がみられる.Lu: 

管股， N:核

図2. 摂取3日自の終末部腺細胞を示す.Vesicle状の

RER， Golgi装置 (GO)などがみられる.No: 

核小体， g':分泌穎粒

図3. 摂取3日自の排出導管細胞を示す.電子密度が高

く，扇乎状で，複雑な切れ込みを呈する核 (N)

がみられる.踏調な糸粒体 (M)も存在する.
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図4. 摂取6日目の終末部腺細胞を示す.核は濃縮の感 扇平状を呈している.細胞質には糸粒体 (M)が

があり， RERはtubule状ものが小量で，消失傾 密に存在している.

向を呈する. L:腺腔 図7. 摂取6日自の排出導管細胞を示す.脱落細胞 (F

図5. 摂取6日目の線条部細胞を示す.Basal infolding C)がみられる.管腔には細胞成分などの残澄が

が消失し，細胞質全体が淡明化している細胞がみ 存在している.

られる.また隣接している細胞が嬢死状態である 図8. 摂取6日自の排出導管細胞を示す. Cytolysome 

(NC). (Cy)核小体が認められる.

図6. 摂取6日自の排出導管細胞を示す.細胞が著しい
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ポリ塩化ジベンゾフランおよびジベンゾジオキシンの胎児および乳児への移行

大石質之本，平賀輿苔*

Transfer of Polychlorinated Dibenzofuran and Dibenzodioxin to the Fetuses 

and SuckIings of Mice 

SHINSHI OISHI* and KOGO HIRAGA* 

Keywords:ポリ塩化ジベγゾプラγpolychlorinateddibenzofuran， ポリ塩化ジベγゾ-t-ジオキシγpoly-

chlorina ted dibenzo-t-dioxin，胎盤通過 placentaltransfer，乳腺通過 mammarytransfer 

ポリ塩化ジベシゾフラγ(CDF)およびジベγゾ-tー

ジオキシン (CDD)は，塩化フ zノ{ル工業製品の微量

不純物質として知られている1一回. CDDの異性体の 1つ

である 2，3， 7， 8-テトラクロロジベγゾーtージオキ、ンγ

(TCDD)は，もっとも毒性が強いとされており，その

半数致死量はモルモットでは 1μgjkg以下と報告されて

いる7) TCDDはさらに実験動物に対して塩素疫療

(Chloracne)を生じ8〉，催奇形性があり 941〉，胎児に対

する毒性を有し12-1的，免疫抑制作用をもっとされてい

る15，16)• 

人に対する TCDDの影響としては，研究室や工場内

での誤操作などによって塩素疲療が生じたことが報告さ

れている17，18) 特に 1976年6月10日にイタリア北部

Milano北郊の町 Sevesoの Icmesa工場より流出した

トリグロロフェノール中に相当量の CDDが含まれてい

たため，地域住民の強制退去，立入禁止等の処置がとら

れたが，住民〈特に子供〉に多数の塩素~癒患者を出し

たほか，種々の疾患を生じる結果となった.この事件の

臨床医学的，疫学的な報告19-21)や社会学的な考察22)に

ついては，既にいくつかの報告がなされているが， CDD 

には蓄積性や遅延毒性があるためいまだ充分な報告とな

っていない.特にこの事故後数カ月して出生した子供達

に奇形の比率がやや高い傾向を認めたことは，カトリッ

ク教というイタリアの宗教的背景とからんで大きな社会

問題となっている.

現在研究されている CDDは TCDDが主であるが環

境中には TCDD以外の CDDも排出されていると考え

られるのでこれらの CDDやCDFについても充分研究

する必要があろう.CDF混合物の毒性23，ω，免疫抑制

作用2めについては既に報告したので，今回は胎児，乳児

への移行性について報告する.

実験材料と方法

使用した CDFおよび CDDは和光純薬より購入し

た.CDFは4塩化物と 5塩化物の混合物であり， CDD 

は7塩化物と 8塩化物の混合物であった25)

実験には白木グレアより購入した ICR:]CL系マウ

スを使用した.マウスはプラスチックケージに個別飼育

し，飼料 (CE-2)および水は自由に摂取させた.

CDFおよび CDDの胎盤通過の実験には，妊娠18日

目のマウス 3匹に 50μgjマウスの CDFあるいは CDD

を経口ゾソデで投与し，投与24時間後に頚椎脱臼により

屠殺し，直ちに胎児をとり出し，胎児はエーテノレで屠殺

後分析まで-200で保存した.

CDFおよび CDDの乳児への移行実験には出産1日後

の母獣3匹に 50μgjマウスの CDFあるいは CDDを

経ロゾンデで投与し，投与24時間後に母獣は頚椎脱自に

より，乳児はエーテルで屠殺後，分析まで -200で保存

した.

分析には，母獣は各3匹，乳児は3母獣より1腹当り

各2匹を選び計6匹，また胎児は1腹中の2胎児を1組

として1母獣当り 2組とし，3母獣分計6組を用いた.

母獣の肝，脂肪組織，胎児および乳児はハサミで細切

後，無水硫酸ナトリウム約2gを含む nーヘキサンーアセ

トγ(95:5， vjv) 20ml中で，ポリトロンホモジナイ

ザーを用いて破砕抽出し， n-ヘキサシ層を2%食塩水，

ついで濃硫酸で洗淋し，窒素気流下で濃縮し，フロリジル

カラムグロマトグラフィで精製した加.溶出した CDF，

CDD画分を窒素気流下で濃縮し， ガスグロマトグラフ

ィで分析定量を行った.ガスクロマトグラフィの条件は

ほぼ既報27)に準じたが， CDD に関してはカラム温度

2700，検出器温度300。とした.

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都噺宿区百人町 3ー24-1
* Tokyo MetropoJitan Research Laboratory of PubJic Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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結果と考察 傾向はより明瞭で CDFはCDD濃度の10倍以上であっ

母獣の肝および脂肪組織，胎児， '~L児より抽出した た CDFは胎盤および乳腺を CDDよりも通過しやす

CDF， CDD のガスクロマトグラムは肝の CDD'を除~~'いと考えられる.

て，ほぼ投与した CDF，CDDと同ーのパターンを示し 乳児中の CDF，CDD濃度は胎児中のそれよりも高か

た.肝より2由出した CDDは投与CDDと比べてヘプタ った PCBでも同様な傾向がみられ， 乳児の濃度は胎

グロローρージオキシンのピ{クが非常に小さ ρくなってい

るのが認められた.他の CDF 混合物を投与した~ウス

肝より抽出した CDFのガスクロマトグラムも投与CDF

や他の臓器ょb拍出じた CDFゐjターシと異なるiとと
が報告されている27) これらのことは， CDFや CDD

は主に肝で代謝され，その代謝速度は塩素の数と置換位

置により異なってい一る\~.とを示唆している.
r、“'、

Table 1. Mean Concentrations of thE; CDF ai:J.d 

eDU、inthe Li~~t， Adiposら Ti~s~e alld 
" Fet¥ls of D同18Administered the CDF 
o，r CDD 

CDF (ppm) CDD(ppm) ， 

Mother 

Liv'er 2.6 2.4 
け Aèl.îpo~e'Tissue '3.4 5.1 
世etu

羽TholeBody 0.049 ゃ， 0;024 

Values 'are the m'ean for 3 dams or 6 units 
(2 fetuses made ~p' 1 unit). 

， Table 2.' Meal1 Conce凶 ationsof the CDF a~d 
CDD in the Liver， Adipose Tissue 
and Suckling of Dams Administered' 

! the CD.F or， CDD 

CDF (ppIIl) CDD (ppm) 

'Mother 

~，:' "i;}ver 3.4 3.0 
'Adipose' Tissue 3.3 3.5 
SjJ.eklillg 
Who1e Bod:y 0;75 0;070 

、'v~luès are the' Inean for 3 II10thers or 6 suckliI1gs. 

児の100倍以上と報告されている29) これらのことは塩

素化芳香族炭化水素化合物は，胎盤より乳腺の方がより

通過しやすいことを示唆している.

要旨I

CDFおよび CDDの胎盤通過性，乳腺通過性の検討

を行ったところ，胎児，乳児とも CDFの方が残留濃度

ーが高みった.このことは CDDよりも CDFめ方が胎盤

および乳腺を通過しやすいことを示唆している.
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市販有機塩素剤に関する毒性学的研究

川野澄江ヘ広瀬久美子汽井口重孝*，平賀輿吾*

Toxicological Studies of Polychlorinated Aromatic Compounds in Female Rats 

SUMIE KAWANO*， KUMIKO HIROSE*， SHIGETAKA IGUCHI* and KOGO HIRAGA* 

Keywords:毒性試験toxicologicalstudies，市販有機塩素系化合物cornrnercialpolychlorinated organic cornpounds， 

ベシタクロロフェノール pentachlorophenol，ベγタクロロニトロベγゼソ pentachloroni tro benzene， 肝薬物代

謝酵素の誘導 inductionof hepatic drug叩 etabolizingenzyrnes，血清生化学的試験 serurnbiochernical studies， 

有毒不純物 toxiccon tarninan ts 

ぺγタグロロフェノ，ール (PCP)は， 除草剤， 殺虫

剤，木材防腐剤等の用途で使用されており，その生産量

は，わが国では年間約100トγと言われる.その工業的

製法は，フェノールの塩素化もしくはヘキサグロロベγ

ゼγの水解によっているため，製造工程で大量のポリグ

ロロフエノキシフェノ{ノレ (PCPP)，ポリクロロジフ

zニーノレエーテノレ (PCDPE)，ポリクロロジベンゾジオ

キジγ(PCDD)， ポリクロロジベンゾフラン (PCDF)

等々が生成し， 最終産物中にも残留するし2) PCDD， 

PCDFは，催奇形性， アクネ発症性のきわめて強い猛

毒性化合物として知られている出.これらの化合物には，

塩素数と塩素基の位置の異なる多数の異性体が存在し，

それらを相互に分離，定量することはきわめて困難であ

り，しかも異性体によって毒性の強さが著しく異なって

いる4，5)• 最も毒性が強いとされている 2，3，7，8ーテ

トラグロロジベンゾジオキシン (TCDD)のモルモット

における LD50値は， 0.6μgjkgときわめて小さい6)

他の有機塩素系化合物の毒性について検討する際にも，

PCDD等の猛毒性化合物の存在に対して， たとえ極微

量の存在ではあっても，十分な配慮がなされるべきであ

ろう.

今回われわれは，実際に市販されている有機塩素剤，

PCP，テトラクロロフェノール (TCP)， トリクロロフ

ェノ{ノレ (TriCP)，テトラクロロナフタレン (TCN)，

ベンタクロロニトロベγゼン (PCNB)の毒性に関して，

雌性ラットを用いて検討を行った. 一般毒性試験項目

(体重および器官重量の測定，血清生化学的試験〉のほ

かに， PCDD， PCDFの最も鋭敏な生物的指標とみなさ

れている肝薬物代謝酵素の誘導作用引を特に測定し，市

販有機極素剤中に存在する不純物の生物影響に言及し

た.

実験材料および方法

1. 試薬試験に供したベγタグロロフェノールは，

高純度とみられる AldrichChemical Co.製純度99%試

薬 (PCP-AG)，Eastman Cherr山alCo・製純度98%試

薬(PCP-E)の2種，低純度とみられる AldrichChernical 

Co.製工業用規格品，純度86%(PCP-AT)，東京化成

工業株式会社製純度95%試薬 (PCP-T)，関東化学株式

会社製 (PCP-K)の3穏，合計5種である. テトラグ

ロロフェノ{ルは， Aldrich Chemical Co.製 2，3，

4，5-テトラクロロフェノール，純度98%(TCP-AI)， 

2，3，5，6ーテトラクロロフェノ{ル (TCP-AII)，関

東化学株式会社製2，3，4，6ーテトラグロロブェノ{ル

(TCP・K)の3種を供した.そのほか， Aldrich Chernical 

Co. 製工業用規格 2，3， 5-トリクロロフェノール

(TriCP)， 1， 2， 3， 4ーテトラクロロナフタレン(TCN)，

関東化学株式会社製ベシタクロロニトロベンゼン (PC

NB)の3種を試験に供した.

その他の分析用試薬に関しては，既報に示した7，8)

2. 実験動物および投与方法 生後5週令(体重100

~120g) の Wistar-JCL 系雌性ラットを使用した.室

温25土10，湿度50土5%，照明時間7-17時の一般飼育

室で飼育を行った.ステンレス製金網ケージを使用し，

各ケ{ジ 4~5匹とした.全飼育期間にわたって体重の

測定を行い，飼料摂取量の測定を数回行った.

飼料原末(日本クレア CE-2) に上記11検体 (PCP-

AG， PCP-E， PCP-T， PCP-K， PCP-AT， TCP-AI， 

TCP・AII，TCP-K， TriCP， TCN， PCNB)を各0.2

%の割合で添加して試験飼料とした.各群 4~5匹のラ

ットに上記試験飼料を3週間自由に摂取させた.

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

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 Japan 
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3. 肝ミクロソーム分商の調製法および酵素活性，差

スペクトJkの測定法咽既報に示してある7，8) 酵素活性

の測定は，今回は， ρーニトロアニソ{ル・デメチラ{ゼ

(NADMうどァミメピリン・デメチヲ{ゼ..(APDM)

についてのみ実施した.反応溶液の組成は， NADPO.8 

rnM，グルコースー6-リン酸4rnM，ニコチンアミド5rnM，

塩化マグネシウム 5rnM，グルコースー6ーリン酸デヒド

ログす{ゼ O.:mjmt; yン酸緩衝液 (pH7. 4) 56rnM， 

EDT A O.lrnM， .ミクロソーム分画(反応溶液 1ml中

に肝臓 50mgに相当するミクロソーム分画を含む〉お

よび基質印ーニトロアニソール1.2rnM，アミノピリン

4rnM)とからなり，全容量は 1.25mlとした.反応時聞

は10分としたι

4. 血清生化学検査断頭による採血後，遠心分離し
て得た血清について，目立自動分析装置M-400を用い

て，以下の諸項目の血清生化学的検査を実施した.総タ

ンパク量 (TP)，グルコ{ス量 (GLU)，尿素窒素量

(UN)，グルタミ γ酸ヒ。ルピシ酸アミノ基転移酵素 (G

PT)，アルカリホスフアIターゼ (ALP)，総コレステロ

ール量‘(CHO)，コリ γエステラーゼ (ChE)， グルタ

ミン酸オキザロ酢酸アミノ基転移酵素 (GOT). 詳細は h

: 2∞ 

cn 
。主

gm 
〉、
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o 80 
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15 

(a) 

20 

既報に示した9)

結果と考察

Wistar-]CL系雌性ラットに，規格，純度の異なる11

種の市販有機塩素弗u(ベンタクロロフェノーノレ5種，テ
トラクロロフェノ{ル3種， トリクロロフェノ{ノレ，テ

トラクロロナフタレン，ベンタクロロニトロベンゼン各

1種〉をそれぞれ0.2%の割合で添加した粉末飼料を3

引週間給与し，その毒性について検討した.実験は2固に

分けて行い，実験1では， PCP-E， PCP-T， PCP-K， 

TCP-AI， TCP-K占を，実験2では， PCP網AG，PCP-

AT， TCP-AII， TriCP， TCN， PCNBを投与した.

1. 体重および飼料摂取量
試験期間の体重変化を Fig.1に示した..PCP投与で

は，全群とも，.投与開始後の数日間，著しL、体重減少を

示じた.なかでも， -PCP-E投与群の減少は， f顕著であ

った.体重の減少は約1週間続き，その後は増加を示し

たが，その程度はわずかであった.

TCP-K投与群では，投与開始後の数日聞に著しい体

重減少が示されたその後6日目頃から急激な増加が認

められたが，初期の成長の遅れを取戻すことはできなか

った. TCP-AI， TCP-AII， TriCP， TCN投与群の

200 

， 150 

100 

s 10 
Days 

Y 

4 

15 20 

Fig. 1. Body~Weight:Changes!of:'Fernale:Rats:on:Oral A伽巾istrationof 
Chlorinated Arornatics 

(a:) Experirnent 1. 
X Control， 0 PCP-E， . PCP-T，ロ PCP-K，ム TCP-K，... TCP-AI. 
(b) Experirnent 2. 
x. Control， 0 PCP-AG，・ PCP-AT，.... TCP-AII，ム TriCP，ロ TCN，

圃 PCNB.
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Organ Weight in Female Rats on Oral Administration of Chlorinated Phenols and Aromatics 

Brain草

Liver事

Lung韓

Heart事

Thymus葬

Spleen韓

Kidney(R)# 

Kidney(L)韓

Uterus韓

Ov町(R)糊

Ovary(L)柑

Adrenal(R)幹事

Adrenal(L)書評

Hypophysis非事

PCNB 

0..97土0..0.2

5.75土0..45林

0..51土0..0.3

0..34土0..0.3

0..24土0..0.1*

0..30.土0..0.3

0..47土0..0.4

0..47土0..0.3

0..20.土0..0.7

19.6土3.1

20..4士3.1

16.4士1.1

16.9土1.7

5.8土0..5*

TCN 

1.0.7土0..0.7

4.30.土0..35

0..54土0..0.7

0..34土0..01

0..25士0..0.3

0..27土0..0.1

0..45土0..0.2

0..45土0..0.2

0..24土0..0.3

21. 8土4.0.

20..6土2.4

16.9土1.7

17.5土0..4

5.5土0..7

Control PCP-AG 

Brain韓1.0.0.土0..0.6 1. 36土0..11***

Liv釘非 4.35土0..0.6 6~17土0..28柿本

Lung非0..59土0..12 0..57土0..0.3

Heart葬0..34土0..0.2 0..37土0..0.2

Thymus辞0..28土0...0.3 0.;25土0..0.9

Spleen葬0..25土0..0.4 0..31土0..0.2*

Kidney(R刈0..46土0..0.5 0..54土0..0.4:"

Kidney(L鴻0..44土0..0.4 0.54土0..0.3料

Uterus葬0..19主0..0.5 0..11土0..0.6

Ovary(R)糊 19.7土l.8 14.1土4.4*

Ov訂 y(L)蹄 24.1土2.7 11.5士3.7***

Adrenal(R)糊 16.5土2.3 14.7土o..7 

Adrenal(L)脚 16.5土1..7 -15:3土1.9

Hypophysis僻 4.6土0..8" 4.4土0..6

持g/lo.o.g body weight; 韓非 mε/10.0.g of body weight. 

Values ar官 themean士SDfor 4 or 5 rats. Significantly differ官ntfrom ∞ntrol * P<仏0.5，料P<o..01，*林P<o..o.01.

TriCP 

1.11土0..0.7*

4.23土0..22

0..56土0..0.6

0..34土0..0.1

0..24土0..0.1*

0..27士0..0.4

0..45土0..0.3

0..44土0..0.3

0..23土0..0.4

19.6土2.4

19.7土1.7キ

17.1士2.6

17.1土2.8

6.0.土0..7*

Experiment 1. 

PCP-T 

1.28土0.;0.9**キ

6.34土0..0.8柿*

0..58土0..13--

0..37土0..0.3

0..19土0..0.5*

0..31土0..0.3

0..52土0..0.3**本

0..51土0..0.4***

0..19土0..0.4

16.1土2.2本

15.9土4.4*

18.3土1.5

18..0.土1.3

5.1土0..6

Experiment 2. 

PCP-A T TCP-AII 

1. 40.土0..0.8牧* 1. 0.7土0..0.4

7.53土0..21*ホ* 4.42士0..20.

'0..62土0..0.6 0..55土0..0.8

0..37土0..0.2 0..36士0..01

0..21土0..0.1料* 0..25土0..0.3

0..33土0..0.3* 0..30.土0..0.3

0..55土0..0.2* 0..50.土0..0.2

0..52土0..0.3* 0..49土0..0.1*

0..17土0..0.5 0..22土0..0.6

15.5土3.5 19.7土2.2

15.4土3.7ネ* 18.5土3.4*

15.7土1.3 12.6土7.2

15.9士Ll 12.9土7.3

3.4土2.1 5.4土0..2

TCP-K 

1.13土0..0.3キ**

4.63土0..0.3

0..57土0..0.6

0..35土0..10.

0..27土0..0.2

0..33土0..0.5

0..43土0..0.6

0..49土0..0.5キ*

0..21土0..0.4

17.7土2.0.

15.0.土2.6*ネ

16.2土1.3

16.0.土1.6

4.0.土2.3

TCP-AI 

1. 0.7土0..0.8

4.28土0..0.2

0..54土0..0.6

0..34土0..0.2

0..23土0..0.4

0..30.土0..0.3

0..47土0..0.2キキ*

0..46土0..0.3**

0..20.土0..0.5

19.5土3.0.

20..4土3.0.

15.9土1.1

16.8土1.3

5.6土0..5

PCP-K 

1. 38土0..0.2キ*

6.21土0..0.9**

0..65士0..12

0..36土0.:0.3

0..26土0..0.3

0..32土0..0.3

0..50.土0..0.4ネネ

0..48土0..0.3**

0..17土0..0.8

17.5土4.8

16.9土4.9

17.4土2.4

18.5土2.2

5.8土0..7

PCP-E 

1.69土0..15***

4.72土0..29

0..71土0..15

0..35土0..0.7

0..10.土0..0.6***

0..29土0..0.8

0..55土0..10.*

0..53士0..0.9*

0..10.土0..0.2***

12.1主7.7

14:6土5.2*

16.1土1.6

16.4土1.9

5.2土0..9

Table 1. 

Control 

-1. 0.0.土0..0.4

4.34土0..0.3

0..57土0..0.5

0..35土0..0.2

0..27土0..0.2

0..29土0..0.2，

0..41土0..0.2

0..41土0..0.2

0..17土0..0.2

19.2士2.0.

22.0.土3.7

17.1土1.2

16.7土2.8

5.8土0..4



Effects of Chlorinated Phenols and Other Aromatics on Hepatic Microsomal Hemoproteins and 

Drug-Metabolizing Enzyme Activities 
Table 2. 

淘t

知ト

TCP-K 

23.5土4.4

(107) 

0.67土0.05

(124) 

0.37土0.05キ**

(137) 

10.6土1.5** 

(159) 

21. 8土1.9料

(128) 

0.49土0.05

(85) 

TCP-AI 

20.9土2.3

(95) 

0.64土0.10*

(119) 

0.36土0;01**

(133) 

11.1土1.9** 

(163) 

25.3土3;5**

(148) 

0.51土0.03

(88) 

Experiment 1. 

PCP-T PCP-K 

29.6土1.2** . 29.8土1.2***

(135) (136) 

1. 23土0.10*キ* 1.24土0.16**本

(228) (230) 

0.59士0.09**キ 0.53土0.09***

α19) (196) 

25.1土4.2*料 22.6土1.5林*

(369) (332) 

26.2土3.7*** 23.1土3.1**

(153) (135) 

1.16土O.08*** 1. 08土0.17*キ*

(20の(186)

. PCP-E 

26.9士3.0*

(122) 

0.97土0.17*料

(180) 

0.50土0;09***

(185) 

21. 9土3.3*紳

(322) 

38.9土5;8*キ*

(228) 

0.43土0.03*ネ

(74) 

Con位。1

22.0土2.6

(100) 

0.54土0.07

(100) 

0.27土0.02

(100) 

6.9土0.7

(100) 

17.1土2;2

(100) 

0.58土0.09

(100) 

Microsomal事

Protein 

Cytochrome柑

P-450 

Cytochrome蛸

b5 

p-Nitroanisolet 

demethyrine 

Aminopyrinet 

demethylase 

Ethylisocyanidel 

difference 
spectrum 

重量

宝員

特

設

ω
E
1
N
.
H由
口
可
申

PCNB 

23.8土4.5

(125) 

1.15土0.03帥*

(189) 

0.51土0.04*キ*

(165) 

26.3士3.5***

(370) 

78.0土6.9***

(240) 

0.59土0.09

(109) 

TCN 

23.3土3.1

(122) 

0.67土0.05

(110) 

0.37土0.04

(119) 

10.0土0.5*

(141) 

40.1土3.5

(123) 

0.53土0.05

(98) 

TriCP 

20.6土3.0

(108) 

0.65土0.06

(107) 

0.34土0.07

(110) 

9.0土1.9

(127) 

36.0土10.0

(111) 

0.55土0.05

(102) 

Experiment 2. 

PCP-A T TCP-AII 

30.7土1.7キ** 23.9土2.8*

(161) (125) 

1. 26土0.05*** 0.73土0.07

(207) (120) 

0.53土0.04*料 0.35土0.02

(171) (113) 

21.5土1.9*林 9.8土5.6

(303) (138) 

41.0土1.5 39.7土5.6

(12の (122)

1.18土0.06*** 0.52土0.07

α19) (96) 

PCP-AG 

31. 2土2.4***

(163) 

0.81土0.09*本

(133) 

0.56土0.06**ホ

(181) 

12.4土3.2*

(175) 

39.4土10.7

(121) 

0.54土0.05

(100) 

Control 

19.1土2.6

(10の
0.61土0.05

(100) 

0.31土0.04

(100) 

7.1土2.2

(100) 

32.5土9.1

(100) 

0.54土0.03

(100) 

Microsomal持

Protein 

Cytochrome耕

P-450 

Cytochrome醐

b5 

p-Nitroanisolet 

demethylase 

Aminopyrinet 

demethylase 

Ethylisocyanidet 

difference 
spectrum 

H
H由

Each value represents the mean土SDfrom four or five rats. Significantly different from control * P<O. 05， ** P<O. 01， *** P<O. 001. 
事rng. of microsomal prOfeirlj g of liver;柑 IlIllo1esjri1g'of microsomal protein;-t hm61es of formed metabolitejmg of microsomal proteinj10 min; 
t 455nmj430nm peak ratio. Numbers in parentheses are per cent of control. 
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Serum Biochemical Values in Female Rats on Oral Administration of Chlorinated Phenols 

and Other Ch16rinated Aromatics 
Table 3. 

Exp旦rirr)1!nt~ 1.

TCP-K TCP-AI PCP-K PCP-T PCP-E Control 

6.2土0.1*5.9土0.3*6.4土0.36.4土0.25.4土0.1***6.4土0.1TP (g/dl) 

177土8166土12

21. 7土1.2

147土7林*151土7**キ

*
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21. 8土4.119.3土4.7 19.4土2.519.6土2.0UN  (mg/dl) 

39.9土3.6キ**28.8土1.584.2土20.5***80.0土19.1***26.8土1.3GPT (KUjdl) 

38.8土7.250.0土14.4キ48.4土6.9**47.4土13.158.0土27.931. 6土9.3ALP (KA-Ujdl) 

88.4土9.769.9土3.9キ*150.2士19.0***157.2土13.5料*61. 2士6.4***80.0士4.6CHO (mg/dl) 

0.37土0.070.41土0.070.39土0.090.34土0.050.24土0.05キ0.39土0.10ChE (.::1pH) 

125土3**123土11*150土21*ネ145土23**119土25106土10GOT (KU/dl) 

Experiment 2. 

PCP-AT PCNB TCN TriCP TCP-AII PCP-AG Control 

6.7土0.26.2土0.26.7土0.66.7士0.36.4土0.35.9土0.2キ6.4土0.4TP (g/dl) 

167土16169土8177土15165土12146土5***162土17169土7GLU (mg/dl) 

21. 5土2.321. 6土1.622.4土2.422.4土3.922.3土3.824.4土4.7 25.3土3.8

36.5土5.8

UN  (mg/dl) 

GPT侭Ujdl)

ALP侭A-Ujdl)

17.8土2.8**33.0土4.335.8土4.034.0土4.284.2土22.2**68.0土6.2*キ*

25.5土3.838.8土18.481. 8士32.6*48.4土12.742.8土10.449.8土12.537.8土12.4

105.8土11.4*94.6土5.6*86.8土6.879.0土13.1192.0土23.7キ**97.2土 8.1*85.3土5.8CHO (mg/dl) 

0.55土0.09*0.47土0.070.49土0.120.45土0.080.31土0.070.27土0.05*0.38土0.06ChE (.::1pH) 

122土13

Values are the mean土SDfor 4 or 5 rats. Significantly different from control * P<O. 05，料P<O.Ol，*** P<O. 001. 

128土3131土14119土13158土9*ネ137土13129士12GOT (KUjdl) 
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体重増加は，わずかながら対照群を下まわった PCNB

投与群の体重増加は，対照群に匹敵した.

PCP投与の全期間および TCP開K投与の初期に認め

られる著しい成長抑制の主な原因は，飼料摂取量の著し

い低下にあると思われる.TCP.K投与後6日目頃から

体重の急激な増加が認められたが，その時の飼料摂取量

は，対照群を上まわるほどであった.

2. 制検所見および器官重量

屠殺後の割j検によって認められた著明な変化は，以下

のとおりである.PCP投与では，全群に肝臓， 腎臓の

暗褐色化，胸腺の著しい萎縮が示された.TCN投与で

は，前胃が半透明の硬い薄膜状に変化した. PCNB投

与では，肝臓の肥大化が著しく，黄色を呈していた.

Table 1に体重 100g当りの器官重量を示した.PCP，

PCNB投与の肝臓， PCP， TCP投与の腎臓に有意の

増加が認められた PCP投与の脳重量の有意の増加，

卵巣，子宮重量の有意の減少は，摂取量の低下に起因し

た成長の遅れによっているものと思われる.その他の器

官重量には，有意の変化は認められなかった.

3. 肝薬物代謝酵素の誘導作用

薬物代謝酵素の誘導物質は， 2つのグループに大別さ

れ，それぞれプェノバルピタール (pB)， 3ーメチルコ

ラγスレγ(3-MC)によって代表される叫11) 薬物代

謝酵素(チトクローム P-450)は，基質特異性が非常に

小さいのが特徴であるが， 3-MC誘導酵素の基質特異性

は， PB誘導酵素のものよりは， かなり限定されてい

る. PBは，今回われわれが測定したNADM，APDM 

の両酵素活性を上昇させるのに対して， 3-MCは， NA 

DMのみを上昇させる田. また，本酵素は，エチルイソ

シアニドと結合して特徴的な差スベクトルを生ずるが，

3-MC誘導酵素の差スベクトルは著しく変化し，455nm/

430nmピ{グ比は増大する. PB誘導酸素では，この

ような変化は起らない11)

PCDD， PCDFは，きわめて強力な 3-MC型の誘導

物質である角的.ちなみに，最も強力だと言われる 2，3， 

7，8-TCDDの誘導能は， 3-MCの数万倍と言われる 12)

それゆえ，この 3-MC型の酵素誘導作用は， 種々の有

機塩素剤の PCDD，PCDF汚染の有効な生物的指標に

なりうると考えた.

Table 2に各種有機塩素剤を投与した雌ラットの肝ミ

クロツーム・タ γパク含量，チトグロ{ム P-450含量，

b5含量，NADM活性， APDM活性，エチルイソシア

ュド差スペグトルの 455nm/430nmピ{グ比を示した.

肝ミクロソ{ム・タジパク含量は， PCP投与の全群で

著しく上昇したが， 他の有機塩素剤の投与による変化

は，顕著でなかった.チトクロ{ム P-450含量は，す

べての投与群において有意の上昇もしくは上昇の傾向を

示したが; PCP.T， PCP.K， PCP~AT， PCNB投与

群の上昇が特に顕著であった.チトクローム b5含量の

変化は，P-450含量の変化によく類似していた.

PCP.E， PCP.T， PCP.K， PCP.AT， PCNB投与

群の NADM活性は，それぞれ対照の 3.2， 3. 7， 3. 3， 

3.0，3.7倍と著しく上昇した.これに対して， TCP.AI， 

TCP.K， TCP田AII，TriCP， TCN投与群の上昇は，

それぞれ対照の 1.6，1.6， 1.4， 1.3， 1.4倍とわずかで

あった. 5種の PCP製品中 PCp.AGのみは?対照の

1.8倍と，わずかな上昇を示すにすぎなかった. 一方，

APDM活性の上昇は， PCP.E， PCNB投与群では，

対照の 2.3，2.4倍と顕著であったが，他の投与群の上

昇は，ごくわずかであった.

PCP~T， PCP.K， PCP.AT投与群では， エチルイ

ソシアニド差スベグトルの 455nm/430nmピ-!1比が約

2倍に上昇したが，その他の投与群では，上昇は認めら

れなかった.

以上の結果から考えると，純度の低い PCP.T，PCP-

K， PCP.ATによる誘導は 3-MC型に近く，高純度と

みられる PCP.E，PCP.AG による誘導は，むしろPB

型に近いと思われる.それゆえ，市販 PCP製品の示す

3-MC型の誘導作用は，製品中に含まれている不純物に

帰因していることが示唆された. また， PCNBが強い

PB型の誘導物質であることが示された.

4. 血清生化学的検査
結果をTable3に示した.顕著な変化が認められたの

は， CHO {i直と GPT値である. 純度の低い PCP製

品， PCP.T， PCP闘K，PCP.ATを投与した群の血清

CHO値は，それぞれ対照の 2.0，1. 9， 2.3倍に上昇し

た.純度の高い PCP製品， PCP.AG， PCP.Eの投与

では，わずかな上昇もしくは逆に減少が認められた.他

の投与群の変化はわずかであった.

血清 GPT{I直は， 全 PCP投与群で著しい上昇を示

したが，低純度の PCP.T，PCP.K， PCP.ATによる

上昇は，特に顕著であった.そのほか， TCP-K投与群

では有意の上昇が， .PCNB投与群では有意の減少が認

められた.

PCP投与で血清TP値および GLU{i直に減少の傾向

がみられたが，摂取量の低下と関連があるのかもしれな

し、.

5. 生化学的検査諸因子聞の相互の関連

以上に述べてきた肝薬物代謝酵素および血清生化学的

検査値の相互の関連を明らかにするため，特に変動の大
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きい成分を選んで図示した (Fig.2).

チトグロ{ム P-450含量， b5含量は，TriCP， TCN 

を除いた全投与群で著しく上昇している.NADM活性

はPCP，PCNB投与の全群で著しい上昇を示すのに対

して， APDM活性は， PCP.E投与群， PCNB投与

群でのみ著明な上昇を示す.両酵素活性の上昇率の比

(NADM活性の上昇率/APDM活性の上昇率〉は，

誘導酵素のタイプの違いを表わすと考え， Fig.2に図示

してみた.純度の低い PCPを投与した群では，特にこ

の比の上昇が大きい.エチノレイソシアニド差スベクトル

の455nm/430nmピ{グ比の上昇もこの3群に特徴的で

ある.

一方， 血清生化学的試験項目のうち CHO値の上昇

は，上記の酵素活性比およびエチルイソシアユド差スベ

グトルのピ{グ比の上昇とよく一致している. また，

GTP値の上昇も特にこの 3群で著しいようである.

総括

市販有機塩素剤を0.2%の筈IJ合で飼料中に添加して雌

性ラットに給与し，その毒性について検討した.試験に

供した有機塩素剤は， ペシタグロロフ zノ{ノレ (PCP)

5製品，テトラグロロフ zノール(TCP)3製品， トリ

クロロフェノーノレ (TriCP)，テトラグロロナフタレゾ

(TCN)，ベンタクロロニトロベンゼン (PCNB)各1

製品の計11製品である.PCPは，著しい成長抑制と肝，

腎臓の肥大化が示すように強い毒性を有していた.しか

しながら，肝薬物代謝酵素の誘導作用には製品聞に著し

い差が認められ，低純度とみられる 3製品は，顕著な3ー

メチノレコランスレγ(3-MC)型の誘導〈酵素の基質特

異性の変化，エチノレイソシアニド差スベクトルの変化〉

を示すのに対して，高純度とみられる 2製品は，むしろ

フzノバノレピタール (pB)型に近い，あまり強くない

誘導を示した. 今回結果を示さなかったが， われわれ

は，低純度の製品が大量のポリクロローフエノキシフ z

ノール，ージフ zニールエ{テル，ージベンゾジオキ、ンγ

(PCDD)を含有しているこ止をすでに確認しており，

3-MC型の酵素誘導は，これらの不純物くおそらくは
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PCDDであろう〉に起因していると思われる.低純度

のPCPは，血清コレステロール値および GPT値に顕

著な上昇をもたらした.これら2因子も PCDD汚染の

有力な生物的指標になりうると考える.

その他の有機塩素剤， TCP， TriCP， TCN， PCNB 

の投与は，成長，器官重量，血清生化学的試験値，肝薬

物代謝酵素にある程度の変化をもたらしたが， 3-MC型

とみられる酵素誘導は認められず，著しい PCDD汚染

はないものと忠、われる.これらの製品による顕著な変化

を以下に列記する.①2，3， 4， 6-TCPによる比較的強

い成長抑制，②TCNによる前胃の変性，③PCNBに

よる著しい肝肥大， PB型の肝薬物代謝酵素の誘導およ

び血清 GPT値の低下.
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ラ'"卜およびマウスの肝9，000xg 上清分画によ ~2ーアセチルアミノフルオレンの代謝活性化

におよぼす薬物代謝酵素誘導剤の影響

小嶋昭江*，平賀輿吾*

Effects of Drug-Metabolizing Enzyme Inducers on the Mutagenic Activation of 

2・・Acetylaminofluoreneby the Rat and Mouse Liver 9， 000 x g Supernatant Fractions 

AKIE KO]IMA* and KOGO HIRAGA* 

Keywords:突然変異性 mutagenicity，2-アセチルアミノフルオレン 2-acetylaminof1uorene，3ーメチルコラシス
レン 3-methylcholailthrene，プ且ノパルピターノレphenobarbital，ポリ塩化ピフェユールpolychlorinatedbiphenyl， 

ラット rat，マウス mouse

緒 告書-
F司

発ガγ物質であるベンツ(a)ピレン，アフラトキシン

B" 2-アセチルアミノフルオレン (AAF) などの突然

変異性は，代謝活性化されることによって初めて検出さ

れる.ゆえにパクテリアを用いる突然変異性試験には，n甫

乳類の肝ミクロソーム分画(89分画〉による代謝活性化

が取り入れられている.現在，この89は研究者が個々

に調製して突然変異性試験に用いている.しかし， ミグ

ロソーム分画の酵素活性は，動物種，系統，性差，週令，

誘導剤などによって変ってくる.従って，スグリーニシ

グにより適した89を得るためには，このような条件に

ついてもっと検討がなされなければならない.今回，われ

われは酵素誘導剤の影響について検討するために，プェ

ノバノレピタ{ル (PB)， 3ーメチルコラ γスレγ(MC)，

ポロ塩化ピフェニーノレ (PCB)で処理したラットおよび

マウスの肝ホモジネ{ト 9，000 x g (8 9)分画を用い

て，Salmonella tythimurium T A98に対する AAF

の突然変異性を比較する実験を行った.マウスは， MC 

によって酵素誘導がおこる C57BL/6N系および誘導が

おこらない DBA/2Nの2種類の系統を使用した.

実験材料および方法

1. 実験動物
動物は， Wistar-]CL系ラット， C57BL/6N Crj系お

よび DBA/2NCrj系マウスそれぞれ5週令の雄を使用

した.ラットはステンレス製金あみケ{ジで，マウスは

床敷を入れたアルミ製ケ{ジで飼育し，それぞれ，水お

よび普通回型飼料(日本クレア製， C E-2)を自由に摂

取させた.

2. 薬物代謝酵素の誘導

。 PB，MC， PCBによる薬物代謝酵素の誘導を行った.

ラヅトについてはPBとMCを同時に投与する実験も併

行して行った.

①PB投与飲水にPB(吉田製薬製〉を0.1%添加

し，一週間投与後，断頭屠殺し肝臓を摘出した.

②MC投与:M C (Fluka， AG， 8G製〉のコーンオ

イル溶液〈ラット 10mg/ml，マウス 5mg/ml)を体重

1kgあたり 20mgの割合で4日間， 腹腔内に連続投与

し，翌日肝臓を摘出した.

③PCB投与:PCB (三菱モンサγ ト製， Aroclor 

1254)のコ{ンオイル溶液 (200mg/mめを体重1kgあ

たり 500mgの割合で腹腔内に一回投与し， 5日後肝臓

を摘出した.

3. 肝ホモジネートの 89分画， 89-Mixの調製

矢作1)の方法に従って調製した.

4. 突然変異性試験

Salmonella tythimurium T A982)を用いて Ames

ら2，町の方法にプレイ γキュベーションを加えた矢作1)の

方法に従って行った.プレインキュベ{ショ γは20分間

とした.AAFはジメチルスルホキサイド (DM80，和

光純薬製〉に溶解した.実験結果はプレート 3枚の平均

復帰コロニ{数で示した. 89分画を添加した場合の

TA98の自然復帰コロニー数はプレートあたり平均35で

あった.

結果

薬物代謝酵素を誘導したラ γ トの肝のS9分画を用

い，0.5mlの89-Mix中の 89分画含有量を変えて AAF

(10pg/プレ{ト〉の突然変異性を比較した結果を Fig.1

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
本 TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， 8hinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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に示した. 無処理ラットの S9による;AAFの突然変

異性は 25μ1/プレ{トまで、ほとんど認められず， 50μ1/ 

プレート以上ではS9の増加に従って 200μ1/プレート

まで活性は上昇した. PB投与ラットによる AAFの突

然変異性は 25μ1/プレートで著しい上昇を示し， 50μ1/ 

プレートでは無処理ラットのS9の場合に比べ15倍の活

性を示した. 以後 100μ1/プレ{トまで活性は上昇し，

200j1.[/プレートではやや低下した. 一方， MCおよび

PCB投与ラットの S9による活性は 25μl/プレ{トで

は無処理ラットのS9の場合に比較してやや高かったが，

以後 S9の増加に従って低下し，100[1.1/プレ{ト以上の

濃度ではほとんど認められなかった.また， PB， MC  

同時投与ラ少トの S9による AλFの突然変異活性は

MC単独投与ラヅトの S9の場合と同様非常に低かっ

た.

Fig.2に2種の系統のマウスについての結果を示した.

無処理の C57BLおよびDBAマウスの S9による AAF

の突然変異性は， ラッートの場合とよく似ていたが，低濃

度においてはマウスの S9による活性の方がやや高いよ

うに思われた. PB投与の両系のマウスの 59による活

性は，無処理の S9の場合に比較して 25μ1/プレ{トで

8~10倍， 50μ1/プレ{トで 2~3倍と著しい上昇を示

D8A/2N 

200 01025 50 100 

μ1 S9/PLATE 

200 

Fig.2. Mutagenic R~spons巴 of S. Tyρhimurium T A98 to AAF Using 
MC.lnduced(・)， PB..:.lnduced(O)， PCB-Induced(ム)and Unihduced(.4) 
Mouse Liver.. S9 Fractions. 
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した.一方， MCおよび PCB投与は2系統の S9によ

る活性に異なる影響を与えた. MCおよび PCB投与

C57BLマウスの S9による活性は，低濃度 (10，25μ1/ 

プレート〉において無処理マウスに比較して 7~8倍上

昇した.しかし， 50μ1/プレートでは上昇はにぶり， 100 

〆/プレ{ト以上では S9の増加に従って低下した. こ

れに対し， MC投与 DBAマウスの S9による活性は無

処理の場合と比較してほとんど変化は見られなかった.

また PCB投与 DBAマウスの S9の活性は無処理お

よびMC投与マウスの場合に比べてやや高かった.

考察

薬物代謝酵素は多くの酵素から成っているが，酵素誘

導剤であるPBとMCでは誘導される酵素に違いがある

といわれている. PCBはPB型とMC型の両方の酵素

を誘導するという報告がある的.

AAFの代謝経路はかなり詳しく研究されており，発ガ

ジ剤，突然変異剤への代謝活性化の第一段階はN・hydro・

xylationだと考えられている町.N-hy:droxylationは
Arylhydrocarbon (Benzo C a) pyrene) hydroxylase 

(AHH)と密接な関係にありペこの酵素はMCによっ

て誘導される.C57BLマウスにおけるMC投与はAHH

および N・hydroxylationの活性を上昇させ?にまた，そ

のミクロソーム分函による AAFの突然変異性を上昇さ

せるが8)，DBAマウスにおいてはこのような上昇は起

らないことが報告されている.ま芹"ι ラγ;トにおける

MC投与がAAFのN・hydroxylationの活性を上昇させ

るという報告がある則的.一方，ラットにおけるpB投

与は AAFの N・hydroxyla tionをほ主んど増加させな

いという報告がある 11)

今回の実験において， PB投与はラットおよび2系統

のマウスの S9による AAFの突然変異性を著しく上

昇させたが， MC，PCB投与はラット， C57BLおよび

DBAマウス各々に異なる影響を与えた.MC投与 C57

BLマウスの S9による AAFの突然変異性はS9濃度の

高い所では抑制されたが，無処理マウスの場合に比べ上

昇し， MC投与 DBAマウスの S9による活性は無処理

の場合とほとんど同じであった.この結栄は C57BLマ

ウスではMC投与により N・hydroxylationがよ昇し，

DBAマウスでは上昇しないという報告と合致した. し

かし，ラットにおいてMC投与 S9による活性が非常に

低かったという結果は』 ラットのMC投与が AAFの

N刷hyclroxylationの活性を上昇させるiという報告と矛盾

した.マウスとは異なるとの結果の原因として， MC投

与によって，①マウスの場合とは異なる酵素が誘導され

ている;(寄生じたN・OHAAFが無毒化される;③N・OH

AAFあるいはそれ以降の代謝物がマスキγグされる，

などが考えられる.また， PB， MC同時投与およびP

B， MC両型の酵素誘導を行う PCB投与ラットの S9

によるAAFの突然変異性がMC単独投与ラットの場合

と同じく低かったという結果は興味深かった.

突然変異性試験の代謝活性化には， PBあるいはPCB

で処理したラットの S9がよく使用されているが， MC 

および PCB投与ラ y トの S9による AAFの突然変

異性が非常に低かったという結果かE九突然変異性試験

の成績を一種類の却を使った結果のみで判定するのは

危険ではないかと考えられる.

要旨

フ且ノパノレピタ{ノレ (p B)， 3ーメチルコランスレン

(MC)，ポ日塩化ピフ zニール (PCB).の3種類の薬

物代謝酵素誘導剤を投与したWistar系ラット， C57BL 

/6N系および DBA/2N系マウスの肝ホモジネートの

9，OOOxg分画 (S9分画〉を用いて，Salmonella tyρh-

imurium T A98に対する2-アセチルアミノフルオレン

(AAF)の突然変異性を比較した.

無処理動物の S9による AAFの突然変異性につい

ては動物閑，系統聞に大きな差は見られなかった. PB 

投与はラットおよびマウスの両系の S9による AAFの

突然変異活性を著しく上昇させたが， MC， PCB投与

はラットおよび2系統のマウスに異なる影響を与えた.

C57BL系では AAFの突然変異性を上昇させ， DBA 

，系では上昇させなかった との結果から AAFの N-

hydroxylationと突然変異性の関係が確認された.一

方，ラットについては， MCによる AAFのN-hyd-

roxylationの増加の報告があるのにかかわらず， MC投

与ラ少トの S9による AAFの突然変異性は非常に低か

った.
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ラット尿中の蛋白質(第3報〉 カドミウムによる腎障害と尿中蛋白質

中尾 j慎子*，道源正予**，棒島順一良~*，藤井芳美*

Proteinsin Rat Urine (111) . Nephrotoxicity by Cadmium Administration 

and Proteins in that Urine 

TOSHIKO N AKAO汽 MASAKODOGEN*ぺJUNICHIROKABASHIMA* and YOSHIMI FUJII* 

Keywords:塩化カドミウム CdCI2，乳酸脱水素酵素 LDH，アルカリフォスファターゼ ALP，ガンマグルタミ

ルトランスベプチダーゼ r-GTP

緒 百 らかではない.一般に食品添加物や環境汚染による物質

の場合は低濃度で徐々に進行するものと考えられる.

比較的低濃度の塩化カドミウム (CdCI2) 1. 5mg/kg 

をラットに皮下注射によって与え，尿中に出現するアル

カリフォスファターゼ(ALP)，乳酸脱水素酵素(LDH)，

rーグルタミノレトラ γスベプチダーゼ (r-GTP)の活性を

小動物腎障害の早期診断の手段として，尿中の蛋白質

および酵素活性の変動を調べてきている1，2)

重金属による腎障害と尿中酵素の関連を調べた報告は

多いがめ必ずしもその障害を明らかにしているわけでは

ない.また極端な濃度の場合は特異的な現象か否かも明
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Fig5 

E.coli core protein 

Phosphorylase a 

BSA 

Trypsin inhibitor 

Fig6 

SDS-P AGE pattern of rat urine 

Fig. 5. Protein pattern in urine as a function of 30 days after onset 

of the巴xperiment.1-5 (control)， 6-10 (Cadmium treated) 
Fig. 6. Protein pattern in urine as a function of 48 days after onset 

of the experiment. 1-5 (control)， 6-10 (Cadmium treated) 
恥1ulecularweight proteins showed both side of the pattern: 

from top to bottom: E. coli core protein (150K) Phosphorylase a(100K) 

BSA (68K) and Trypsin inhibitor (22K) 

調べ一部は既に報告した. 界 (Vo)はブルーデキストランを用いた.
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r-GTPに関する報告は近年増加しつつあり，水銀に SDSポリアグリルアミド電気泳動は Laemmli5)法で

よる上昇4)や低濃度カドミウムによる低下の報告もあ 分離し， グマジ{プリリアントブルー R250で染色し

るめ. た.

尿中に証明される酵素はネフロン個有のものと血清中 } 結果および考察

から伊出されたものとに分けて考・えると r-GTPはネフ CdCI2 1. 5mg/kgの皮下注射により，体重の低下及

ロγ個有のものであり， ALPや LDHは血清中にも存 び尿中蛋白量は図 1に示す様に推移した.体重は31日自

在し，その由来は明らかでない.従って r-GPTは腎障 では Control群の約80%を示し，尿中蛋白量は投与群の

害の指標としての意義は大であると考えられる的. 方がやや低目であった.

激しい障害がおこる様な条件では殆んどの場合，尿中 酵素活性は3種の酵素共に Cd投与群は低下を示し，

酵素の上昇をみるが，当研究部の目的としている，弱い 31日目では統計的に有意の低下を示した (P<O.Ol)図

が慢性的な障害では何が起こるか，という目でこれら酵 2. カドミウムは15日から排准の増加を示し， 31日目で

素活性の低下について考察してみる. は第1日目の約10倍に増加した.

実験方法及び材料 腎ホモジネート 105000xg上清部分のメタロチオネ

実験材料及び方法は前報2)に従った. インの合成を投与後11日目と31日自について測定した.

尿中蛋白は Lowry法で測定し，カドミウムはプレー 図3は11日目，図4は31日目の結果をプロットしたもの

ムレスアトマイザー付原子吸光分光光度計〔ジャーレル である.腎組織1.5gの上清全部を 5mlずつの fraction

アッシュ社製〕で測定した. に分け，測定したものである.11日目と31日目のメタロ

酵素活性は前報2)に従った.メタロチオネイ γはラッ チオネインの量は殆んど同じで， 250nm当りのカドミウ

ト腎ホモジネイト 105000xg上清(ベックマγの分離 ムの比も同様であった.

用超遠心機40Aローター40，000回転1時間〉をSephadex 尿中蛋白について SDSポリアグリルアミドゲル電気

G75 (2.5 x 7. 5cm) で分離し，タンパクは 280nm，及 泳動の結果を図5図6に示した.図5は30日目の尿のパ

び Lowry法で測定し，卵アルブミ γ，チトクロム C， ターンで 1~5 が Control 群， 6~10が Cd 投与群であ

インシュリンを分子量のマーカーとして用いた.排除限 る.ここまでは尿中蛋白の最も組織も殆んど変わりがな
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い.図6は投与後48日自の尿で，実験群が異る為感受性

に差はあるが，明らかに細尿管障害を示している.

両側の標準蛋白は分子量16万の大腸菌コアプロテイ

ン， 10万のフォスフォリラーゼA，約7万の BSAであ

る.投与群では10万より上に一部と BSA部分と最小部

分分子量1万位の所に多く蛋白の排出が見られる.BSA 

相当部分の増加が見られ，この段階では近位尿細管の障

害が起きていて再吸収の障害がおこった事が認められ

る.又，分子量10万付近のベプチ fの増加もあり，細尿

管上皮の脱落による増加ではないかと推定される.この

様に尿蛋白の増加があっても特に箸しい酵素活性の増加

はなかった.

以上の結果から腎障害が如何なる形でおこっているか

を推定すると，腎障害の初期症状は尿中蛋白量の増加や

酵素量の増加ではなくむしろ減少するところに特徴があ

る.そしてこの変化は Fowler町らの報告にある様な腎

微小血管の肥厚と内陸の縮少が Cadmium投与ラ y トで

数週間の間に観察されるという形態学的な所見に見合う

Biochemicalな所見ではないかと考えられる.人聞にお

ける慢性腎炎の場合の尿中 r-GTPの低下と，ラットで

のカドミウムによる初期変化は，血流量の低下による結

果と考えれば一致した所見と言えよう.
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Showdornycinの Na，K・ATPase.阻害機構(第3報〉

リン酸化中間体形成と臨害速度との関係

原 しげ子*，原 諭吉**，中尾!順子*

Inhibition of Na，K-ATPase by Showdornycin (111) 
Relation of EP'-forrnation with the Inhibition Rate 

SHIGEKO HARA*， YUKICHI HARA料 andTOSHIKO NAKAO* 

Keywords : Na， K-A TPase， showdomycin， リン酸化中間体 phosphorylatedintermediates 

緒言

重金属化合物の毒性には，細胞膜機能障害が関与して

いることが多い.種々の膜酵素が護金属によって阻害さ

れることがその一因であると考えられる 1，2). 膜酵素の

中で特に Na，K-A TPaseは Na+とK十の能動輸送

の本体であり，細胞の生命維持に関与する重要な酵素で

ある3一日.

Na，K-ATPas巴は ATPの加水分解反応中に二種類

のリン酸化中間体 (E1~P ， E2-P)を経由することが知

られており，それに伴って酵素蛋白質の構造の変化が生

じ，その変化がイオンの輸送と関係が深いことが予想さ

れている (Fig.1)6一回.私共は前報9，10)で，マレイミド誘

導体抗生物質 Showdomycin(以下SMど略す〉がプタ

脇 Na，K-ATPaseを疑似一次反応に従って阻害し， リ

ガンド (Mg2+，Na+， K+， A TP)の16通りの組み合せの

うちで Na十Mg+ATP存在下における阻害速度定数

(k)が非常に大きな値をとることを報告した.このリ

ガシド条件は， 酵素がリン酸化される条件と同ーであ

る11-13) そこで今回は SM阻害とリン酸化中間体との

関係について検討した.その結果，リン酸化中間体が

SMに対し高い親和性を持つことが示唆された.

方法

試薬 deoxy-ATP (以下 d司ATPと略す〉はシグマ

社製をトリス塩にして使用した.その他は前報9，10)に従

った.プタ脳Na，K・ATPaseは中尾らの方法14)に従いNaI

処理標品を用いた.

阻害の初速度の求め方 50mMトリス一塩酸(pH7.5)，

O.OlmM EDTAに NaCl，KCl， MgCI2， A TPを種々の

組み合せで添加した反応液に，約 100μgのプタ脳 Na，

K-ATPase の標品を加え370で 2~3 分予備加湿した.

これに， 370で加湿したSMを終濃度 2mM添加して全

量500μJとし，反応を開始した.一定時間おきに反応液か

ら20μfを取り，370に加湿した1mMs-mercartoethanol 

を含む Na，K-ATPase活性測定液に加え活性を測定し

た.阻害の初速度は前報9)に従い求めた.

結果

Na+ (140mM)， K+ (14mM)， Mg2+ (5mM)， A TP 

(O.lmM)の各種組み合せ16通りについてSMの阻害

速度定数 (k)を求めたところ， Na+Mg+ATPのリ

ガンド条件で非常に大きなk値を示した (Table1). こ

のリカ、γ ド条件は酵素がリン酸化される条件と同じであ

ることから， リン酸化型酵素がSMに対し高い親和性を

持つことが予想された.そこで， SM阻害とリン酸化中

間体との関係について検討した.

この組み合せで k値を増加させるに必要な Mg2+，

Na+， ATPのKo・5(半阻害促進濃度〉をボめた.Mg2+ 

と Na+の Ko・5は前報10)で報告したが，それぞれ0.13

mM;.3mMであった.ATPの Ko・5は非常に低濃度

のため正確に求めるのは困難であった.この理i由は，阻

害反応の間に Na-ATPaseによって ATPが消費され

るためと考えられる.そこで， NaClとMgC12の濃度

をそれぞれ 14mM，1mMに下げ，さらにできるだけ短

時間で阻害速度を求めた.その結果， ATPの Ko・5

は Fig.2から 4μMであった.この ATPの阻害促進

作用は，他のヌクレオチドを用いても得られた(Fig.2).

ATPの Ko・5は一番小さく，次に ATP以外のトリ

リン酸ーヌクレオチドの Ko・ 5 が 70~100μM であった.

ADPの最大阻害速度は ATPにほぼ等しいが， KO.5 

は 280μMであった. また， ATPおよび ADP誘導

体である d-ATP，d-ADPは ATPの代りをするが，

* 東京都立衛生研究所毒性部薬理研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 

料東京医科歯科大学医学部生化学教室
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Fig.1. Na， K-ATPaseの反応仮説ト酌

Eは酵素を示す

Table 1. 種々のリガγド存在下における阻害速度

k(M-I，m1inm-M 1〉
リガソド条件 - +O.lmM ATP 

50 6 

Mg 59 33 

K 50 34 

Na 36 11 

K， Na 35 13 

K， Mg 55 39 

Na， Mg 37 110 

Na， K， Mg 35 15 

50mMトリスー塩酸 (pH7.5)，O.OlmM 
EDTAにそれぞれ140mMNaCl， 14mM 
KCl， 5mM MgClzおよびO.lmMATP 
を添加した.SMの濃度は2mMを用いた.
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《
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Fig.2. ヌクレオチドの阻害促進作用

横軸はヌクレオチド濃度，縦軸はヌクレオチド

無添加 (Na+Mg)の場合のkとの差(L1k)を示
す.ATP， ADPの作用は14mMNaCl， 1mM 
MgClz存在下で，CTP， ITPは140mMNaCl， 
3mM MgClz存在下で、求めた.
ー圃ーATP，ー。-CTP，一・-ITP，一口ーADP

AMP・PNP，AMP.PCP， AMP.CPはこの作用を持た

なかった.これらの結果， l):/酸化型酵素がSMで非常

に阻害されやすいことが示唆された.

そこで， k {i直に対する高濃度 NaClの影響を調べた.

• 
100 

• 

内

u
r司

冗
宮
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ぷ
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Fig.3. NaCl濃度の影響

1mM ATP， 3mM MgClz存在下で、NaCl濃度

を変え阻害速度 (k)を求めた.

1α沿

Table 2. リン酸化酵素に対する阻害速度

リガY ド条件 k (M-1， min-1) L1k (%) 

3mM MgClz， 3mM Pi 
140mM!、~aCl， 3mM 
MgClz， 1mM A TP 

63 

92 

109 

29 

46 

60 

100 

Fig.3から， !、hClの濃度を上げても k値にほとんど変

化がみられなかった.

次に， Mg+Pi存在下でk値を求め， Na+Mg+ATP 

の組み合せの場合と比較した (Table2). リガγド無添

加の条件との差 (L1めから， Mg+Piで得られるk値

は， Na+Mg+ATPのk値の約60%であった.

考察

Na， K.ATPaseは， Na+Mg+ATP存在下で， SM 

に非常に阻害されやすい.このSMに非常に親和性の高

い酵素の状態は， リγ酸化型酵素であろうと推定し検討

した.その結果次に述べる理由から， SMに親和性の高

い conformationはリン酸化酵素であると結論した.1) 

Na+Mg+ATPのりガンド組成は，酵素がリ γ酸化さ

れる条件と同一である.2)阻害促進作用に対する ATP

の KO.5は 4.5μMで ATPに特異性が高い(Fig.2)，

またE-P形成の際の ATPの Km15)または， ATP 

bindingの際の ATPの Kd16，1りに近い. 3)リシ酸化

酵素を形成しない ATP類同体 (AMP.PNP，AMP. 

PCP)ではこの作用が得られない. 4)阻害促進作用の

Na+の Ko・5は 3mMで，酵素のリン酸化を促進する

Na+の Km(6.4mM)と近い値である18)

Na， K.A TPaseの反応中間体として，二種類のり γ
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酸化酵素 (El~P， E2-P)の存在が考えられている 1976

135 

140rnM NaCl存在下では，おそらく大部分が E2-P型 3) Bonting， S. L. : in“Membranes and Ion Trans-

のリン酸化酵素であると思われる. 高濃度 NaCl(400 ρort" (ed. E. E. Bittar)， 1， 257， 1970， Wiley-

rnM)は， El~P から E2-P への転換を阻害し，それ Interscience， London 

に伴い El~P が増加することが知られている叩.そこ のSkou，J. C. : Bioenergetics， 4， 1， 1973 
で高 NaCl濃度の影響を調べたが， k値は一定であった のWhittarn，R. and Wheeler， K. P.: Ann. Rev. 
(Fig.3). このことから， El~P 型と E2-P 型はほぼ Physiol.， 32， 21， 1970 

等しいk値で阻害されることが示唆された 6)Post， R. L.， Kurne， S.， Tobin， T.， Orcutt， B.， 

ロシ酸化酵素 (E2-P) は， Fig.1の反応を逆向きに and Sen， A. K. : ]. Gen. Physiol.， 54， 3065， 1969 

回転させることにより， Mg2+の存在下で Piからリシ 7) Fahn， S.， Koval， G. J.， and Albers， R. W.: ]. 

酸化して得ることが可能である8，20，21).そこで， Mg+Pi Biol. Chem.， 243， 1993， 1968 

存在下でのk値を求めたところ 90M-l，rnin-1であっ 8) Albers， R. W.， Koval， G. J.， and Sieg巴1，G. J. : 

た.このk値は， Na+Mg+ATP存在下に比べると小 Mol. Pharmacol.， 4， 324， 1968 

さいが， 他のりガンド組成で得られるk億 (Table1) 9)原しげ子，中尾11関子:東京衛研年報， 28-2， 196， 

よりはかなり大きい.谷口ら20)は，この条件下で逆反応 1977 

により形成される E2-P量は正反応の60%であると報告 10)原しげ子，中尾]1原子:東京衛研年報， 29-2， 147， 

している.このことを考え合わせると， Mg+Pi存在下 1978 

で形成されるロン酸化中間体は Na+Mg+ATPの場合 11) Schwartz， A.， Lindenrnayer， G. E.， and Allen， 

とほぼ近いk値で阻害されるのかもしれない.これらの J. C.: Current Totics in Membranes and 

逆反応の結果からも， リγ酸化酵素がSMに親和性が高 Transρort (ed. F. Bonner， A. Kleinzeller)， 3， 1， 

いことが支持された. 1972， Acadernic Press， New York 

要 約 12) Hokin， L. E. and Dahl， J. L.: Metabolic 

1) Na， K-ATPas巴に対する SMの阻害は疑似一次 Pathways (ed. L. Hokin)， 4，269，1972， Acadernic 

反応に従い，阻害速度定数(k)はりガγド(Na+，K+， Press， New York 

Mg2+， ATP)条件で異なった 13)Tonornura， Y.: Muscle Proteins， Muscle Con-

2) Na+Mg+A TPの組み合せで， k値は大きな値 traction & Cation Transρort， 1972， University 
を示した. k値を増加させるに必要な Na+，Mg2ヘATP of Tokyo Press， Tokyo 

の Ko・5はそれぞれ 3rnM，O. 13rnM， 4. 5μMであっ 14) Nakao， T.， Tachirna， Y.， Nagano， K.， and Nakao， 

た M.:]. Biochem.， 73， 609， 1973 

め この組み合せで， Na+ を El~P から E2-P へ 15) Post， R. L.， Sen， A. K.， and Rosenthal， A. S. : 

の転換を阻害する濃度にまで増加しても k値は変わらな ]. Biol. Chem.， 240， 1437， 1965 

かった 16)Norby， J. G. and Jensen， J. : Biochim. Biothys. 

4) ATP類同体の AMP-PCP，AMP-PNPはATP Acta， 233， 104， 1971 

のこの作用の代りをしないが， ITP， CTP， d-ATPは 17) Hegyvary， C. and Post， R. L. : ]. Biol. Chem.， 

代りをした 246，5234， 1971 

5) Mg+Pi存在下でも，上記の組み合せに近いkの 18) March， S. and Post， R. L. : ]. Biol. Chem.， 252， 

f直が得られた 633，1977 

6) これらの結果， !Jγ酸化型酵素がSMに対し高い 19) Kuriki， Y. and Racker， E.: Bi・'ochemistry，15， 

親和性を持つこと，さらに El~P と E2-P は同程度の 4951， 1976 

親和性を持つことが示唆された 20)Taniguchi， K. and Post， R. L. : ]. Biol. Chem.， 

文献 250， 3010， 1975 

1)矢ケ崎しげ子，原諭吉， 中尾11原子:東京衛研年 21) Lindenrnayer， G. E.， Laughter， A. H.， and 

報， 26-2， 148， 1975 Schwartz， A.: Arch. Biochem. Bioρhys.， 127， 

2)原しげ子，中尾順子:東京衛研年報， 27-2， 161， 187， 19臼
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アデニレートシクラーゼにおよ[ますパナデートの影響

中川敦子*，中尾 l順子*

Effects of Vanadate on Adenylate Cyclase in Rat Brain 

ATSUKO NAKAGAWA* and TOSHIKO NAKAO* 

Keywords;アデニレートシクラ{ゼ adenylatecyclase，パナデ{ト vanadate

緒言

パナジウムはヒヨコ!)やラット 2)の必須微量金属であ

ることから，ヒトにおいても重要な金属であると推測さ

れる. 5価のパナジウム化合物は invitroにおける各

種日ン酸水解酵素の強力な阻害剤3-5) として知られてい

るが，最近オルトパナジン酸ソーダ(Na3V04)がNa，

K.ATPase5)および赤血球の陽イオン輸送6)の阻害剤で

あり，細胞の内側から生体の調節に関与している可能性

が示唆されている6，7)

私共は Na，K.ATPaseと同じく細胞膜酵素で， ATP 

を基質にするアデユレ{トシクラ{ゼ (AC)が，生体

内濃度に近いパナデートで可逆的に活性化されることを

既に報告白した.バナデ{トのAC活性化作用はSchwabe

等引によっても報告されている.今回は前報に続きAC

に対するパナデ{トの作用機構について更に詳しい検討

を加え，あわせてAC可溶化剤としてのユッコ-/レ(octa.

ethyleneglycol dodecyl ether)を既知の可溶化剤である

ルプロールーPXと比較した.

実験方法

酵素の調製膜酵素標品の調製は前報8)に従った.可

溶化酵素の調製はタンパク濃度 5mgjml，100mM Su.C;' 

rose， 5mM Glycylglycine buffer (pH7. 5)， 3mM DTT 

存在下で，ノレブローノレーPXまたはニッコールを加えてホ

モゲナイズし， O'C 20分間放置後 105，000x g 60分間遠

沈した.その上清を可溶化酵素として使用した.

ACの測定 1. 05mM C a-32PJ ATPを基質とし，

生成物である c-AM32pをDowex50W-X4およびアル

ミナカラムで分離溶出した後，溶出液の放射能を液体シ

ンチレ{ションカウンターで測定した. その他は前報8)

に従った.

試薬 GTP.~:tシグマ社，五酸化♂ナジウムは和光純

薬， ニッコール (octa.ethyleneglycoldodecyl ether) 

は日光ケミカル社のものを使用じた. NaaV04は予め

HClで中和後， V20;は NaOH存在下で溶かし HCl

で中和後反応液に加えて使用した.その他は前報8)に従

った.

実験結果および考察

5価パナジウム化合物による膜標品ACの活性化を図

1に示した.最高活性を示すパナジウムの濃度は

NaaV04， V205，ともほぼ同じでそれぞれ4.2x10-5Mお

よび 5x10-5Mであった.予め塩酸で中和した Na3V04

は未中和 Na3V04を直接反応液に加え，反応液中の

bufferで中和した場合に比べ活性化曲線が低濃度側に

移行した.これは未中和 Na3V04が反応開始前までに

完全に中和されていないか，あるいは塩酸による中和で

パナジウムの酸化還元状態に変化が生じたためかと考え

られる. りん酸水解酵素の阻害剤としてのパナデ{トは

りん酸結合部位に結合するが，図1に示すようにAC活

性にりん酸は関与せずACの活性化作用におけるパナデ

ートはりん酸の作用とは異っていた.図2にACの既知

活性化剤である GTPを添加した結果を示した"最高活

性値を示す濃度の GTPにパナデートを加えると付加的

な活性化反応を示し(図3)，NaFにパナデートを添加

した場合8)とは異っていた.1%ノレプロ{ノレ-PXで‘可溶

化したACに対する Na3V04， .NaFおよびGTPの関係

を図4に示した.ルブロ{ノレーPX可溶化ACではカテコ

ーノレアミンの作用は消失するが， Na3V04， NaFおよび

GTPの作用は残存した.NaFl0，11)およびGTPI2，聞は細

胞膜の内側lからACを活性化すると考えられている.ま

たパアジウムは陰イオン輸送系で容易に細胞膜を通過

し，細胞の内側からNa，K圃ATPaseを阻害すると報告8，り

されている.パナデ{トによるACの活性化も NaFや

GTPと同じく細胞膜の内側カミら作用しているのかもし

れない.ノレブロ{ノレ可溶化ACにおける Na3V04の活

性化作用は NaFには付加的で GTPには付加的でな

く膜標品ACとは異っていた Neerの報告14)によれば

本東京都立衛生研究所毒性部薬理研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Lab6ratory，of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku.ku， Tokyo， 160 Japan 
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図1.パナデ{トによるACの活性化曲線

パナジウムまたはりん酸無添加時の活性を 100

とした相対活性で表わした.
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図 2. GTPによるACの活性化曲線

3 

ノレブローノレ可溶化ACには Sepharose6Bで分離できる
少なくとも 2種のACが存在し，それらは Gpp(NH)p

あるいは NaFによる活性化速度に大きな差がみられ

る.可溶化ACが単一のものでないとすれば，ルブロー

ル可溶化ACにおけるパナデート活性化作用についても

簡単に説明することはできない.ルブローノレ可溶化AC

は失活しやすく不安定である.可溶化ACにおけるバナ

デ{ト作用を詳しく知るにはより安定な可溶化ACが必、
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図 3.AC活性におよぼすバナデートと GT:Pの影響A

図の左半分は最大活性を示すより低い濃度の:

ロ
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.-! 

Na3V04およびGTPを添加した時のAC活性
化を示した.

図の右半分は最大活性を示す濃度のNa.3V04おι
よびGTPによる活性化を示した.Bは活性化

剤を加えない時の活性， VはNa3V04を加えた

時の活性， GはGTPを加えた時の活性を示す.
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図 4.ルブロ{ノレーPX可溶化ACにおけるNa3V04，
NaFおよびGTPの影響

Bは活性化剤を加えない時の活性， Vは4.2x 
10-5M NaaV04， Fは10-2M NaF， Gは 5x
10-5M GTPを加えた時の活性を示す.

要なことから，1レブロ{ルと同じく非イオン性界面活性 た.図5に示すようにニッコ{ルによるACの活性化

剤であるニッコ{ノレを用いてAC活性に対する作用，可 曲線はノレプローノレーPXと同じで， 0.3%以上の濃度で

溶化能および保存中の影響をルブロ{ルーPXと比較し 2.5倍の活性化作用がiみられた.次にニツヨールによる



Ann. Rep. Tokyo Metr. Res. Lab. P.H， 30-2， 1979 138 

ニッコー/レとルブローノレ-PXによるAC可溶化能の比較表1.

全活性l

ニッコール ルプロール

タγパク収量

ニッコ{ル ルプローノレ

比活性

ニッコーノレゐ ノレプロ{ノレ
、

1. 00 
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1. 78* 
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5.81*** 
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0.073 
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1. 00 
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図 5. ニヅコールとノレブロールーPXによる

膜標品ACの活性化曲線

界面活性剤無添加時の活性を1.00とした相

対活性で表わした.

0.01 

G 

図 6. 1%ニッコール可溶化ACにおけるNa3V04，
NaFおよびGTPの影響

活性化剤を加えない時の活性値を1.00とした相
対活性で表わした. Bは活性化剤を加えない時
の活性， Vは4.2xl0-5M NaSV04， Fは10-2M
NaF， Gは5x10-5MGTPを加えた時の活性
を示す.

F v B 

表 2. ニッコール可溶化ACとルフ。ロ{ノレ-PX

可溶化ACの保存中の活性の変化

ニッコ{ノレ可溶化ACの
活性(%)

ルプロ ~lレ可溶化ACの
活性(%)

24 

67 

20 

69 

5 

75 

3 

79 

1 

83 

。
100 

保存日数(日〉

ACの可溶化能をルプロールーPXと比較し表1に示した.

この表は全て膜標品ACを1とした相対値で表わした

が，両可溶化剤とも 1%以上の濃度でよいAC標品が得

られ，活性およびタ γパクの収率もほぼ同程度であっ

た.ニ γコ{ノレ可溶化ACにおける Na3V04，NaFお

よび GTPの作用を図6に示した.ルブロールーPX可溶

化ACと同様にこれら活性化剤による活性化作用がみら

れた.ルプロールーPXとニ γコール可溶化ACを-800C

で保存した時の活性の変化を比較し表2に示した.ニヅ

コ{ノレ可溶化ACはルブロールーPX可溶化ACより活性

がよく保持された.以上の結果よりユッコールはルプロ

{ノレーPXと同程度の可溶化能をもち既知活性化剤に対す

る作用も同じであるが， -80
o
Cで保存した時の失活が少

なくルプロ{ノレーPXよりすぐれた可溶化剤であることが

わかった.
44 

膜標品AC

0.03%可溶化AC

0.1%可溶化AC

0.3%可溶化AC

1.0%可溶化AC

2.5%可溶化AC

*抽出に用いた膜標品ACは5.llmg，
紳抽出に用いた膜標品ACは4.88mg， 
料*抽出に用いた膜標品ACは3.80mg，

47 100 

要約

1.5価パナジウムはACを活性化し最大活性値を示す
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バナデート濃度はおよそ 5xlO-5M であった.

2. バナデ{トによる膜標品ACの活性化は GTPに

付加的で， NaFには付加的でなかった.

3. パナデ{トによる 1%ノレブロ{ノレ可溶化ACの活

性化は GTPに付加的でなく， NaFには付加的であっ

た.

4. 可溶化剤としてのニッコールをルブロール-PXと

比較検討した. ACの可溶化能，活性化の程度には差が

ないが-80'Cで保存した時の活性の保持はニッコ{ノレの

方がすぐれ，ニッコールはルブロールーPXに比べ有効な

可溶化剤であった.
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保存血の寿命延長に関す~研究

長井二三子*，中尾!順子*，中尾 真料

Studies on Prolongation of ViabiIity of Stored Blood 

FUMIKO NAGAI*， TOSHIKO NAKAO* and MAKOTO NAKAO料

Keywords:保存血storedblood，アデニン adenine，イノシンinosine，ATP， 2，3-DPG， 浸透圧溶血抵抗

osmotic fragility， MCV 

緒 ー冒
輸血用保存血の不足が叫ばれている.その解決の方法

は保存期間の延長のみであると考えられる.従って新し

い保存液の開発が望まれている.

輸血に用いる ACD保存血1)の保存期聞は4'Cの保存

状態で21日間と決められている.それはこの期間で輸血

後寿命が70%になるからである.中尾らは ACD保存血

にアデニンとイノシンを加えて保存すると， 8週間後の

血液の ATPレベルおよび浸透圧溶血抵抗値が正常の範

囲に保たれていること，解糖速度がACD保存血に比べ

て速いこと，赤血球の形が円盤状であること，輸血後寿

命が充分長いことなどを報告している2-10) またアデニ

ン，イノシシによる赤血球の若返りについても報告して

いる2-6，11).8週間保存した通常のACD血にアデニン，イ

ノシシを添加して37'C，3時間インクベートするとATP

レベルが正常の範囲に戻ること，形が平滑球から円盤状

に戻ること，輸血後寿命もアデニン，イノシンを加えて

保存したものと同じく新鮮血に近くなることなどであ

る.

今回，著者らは中尾らの方法を改変することによって

さらに長期間安定に血液を保存できる可能性を見い出し

た.保存血にアデ品川イノシシおよびSucrose，CaCI2， 

Na2HPO" Tris HCl pH 7. 4混液を加えて保幸子すると

約100日間保存後もATPレベルが正常の範囲にあり，形

も円盤状をしていた.解糖系酵素活性を示すとされてい

る2，3-diphosphoglycerate (2，3-DPGと略す〉はACD

保存血では30日間でほぼ消失したのに対し，この保存法

では100日後も相当量残っていた.さらに赤血球の浸透

圧溶血抵抗，平均赤血球容積 (MCVと略す〉などに興

味ある知見が得られた.

実験材料および方法

血液は ACD 保存血をヘマトクリグト 60~75%に調製

したPack巴dCelj1)を日赤血液センタ{から供与された.

1mM CaCI2， 1mM Na2HPO" O. 25M Sucrose， 10mM 

Tris HCl PH7.4の溶液を調製した.この混液にアデニ

シ8mM，イノシγ40mMを加えた液をAI液，加えな

い液をコシトロール液とし，それぞれの液をオ{トグレ

ーブで滅菌した.この AI液およびコントロ{ノレ液と

Packed Cellをそれぞれ無菌的に1対1に混合し4'Cで

保存した.A 1液添加血液をA1， コγ トロール添加血

液をコントロ{ルと略す.

一定期間保存のあと， ATP， 2，3-DPG，浸透圧溶血抵

抗，および ModelSコールタ{カウンタ{により赤血

球数，ヘモグロピン量， MCVを測定した.

ATPは島津 C-RIAデーター処理装置をつないだバ

リアン System4100高速液体クロマトグラフィーにより

分離定量した.カラムはMicropakNH2あるいはMicro

pak AX10を使用した.Micropak NH2を使用したとき

はO.4M KH2PO， in 30% MeOHの溶媒を用い40mljhr

の流量， 2， 300~2， 800psiの庄で測定した. Micropak 

AX10のときはO.75M KH2PO，の溶媒を用い， 120mljhr 

の流量， 1， 600~1， 800 psiの庄で行った.

2，3-DPGはベーロンガー・マンハイム製の2，3-DPG

測定用キットを使用して測定した.

浸透圧溶血抵抗は Dacie13)の方法に従って行った.

結果

新鮮血のATP レベルは約 3~4jμmoIJHb(g)である.

図1に示したように， A 1のATPレベルは90日すぎま

でほぼ新鮮血の上限のレベルの値を保っていた.図には

示さなかったが，採血10日を経たのち，アデニ円イノ

シγを加えて保存した血液は，添加後数日で新鮮血の

ATPレベルに達し，その後約100日聞はそのレベルを保

った.

2，3-DPGの測定結果は図2に示した.コントロ{ル

* 東京都立衛生研究所毒性部薬理研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 

料東京医科歯科大学医学部第一生化学
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を表lに示した.0.9%等張液中での溶血率はACD保存

血の PackedCellが保存期間45日ですでに9.6%になっ

ているのに対し，同じ時期のコントローノレ，およびAI

の溶血率は 2~3%であった.約 100 日保存後の等張液

での溶血率はコントロール， A 1ともに約11%であり，

同じ時期の PackedCellは35.4%であった.

50%浸透圧溶血抵抗値を図3に示した.図に見られる

ように保存日数に従って徐々に抵抗が増し，採血後50日

でコ γ トロ{ルで0.2%，A 1添加例で0.18%の塩濃度

まで達し，保存期間100日まではこの値を保っていた.

MCVは図3に示したように保存後50日まで徐々に減

少し，一定の値になった.

30-2， 1979 年報研衛京東
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は約2週間で約1/2になり30日でほlぎ消失した.

この溶液で保存した血液の0.9%等張液中での溶血率

考察

以上示した結果はアデニ γ，イノシン添加による保存

期間延長実用化のための実験の一部である.

AIのATPレベルは100日間保存後も正常に近い値を

保った.また解糖系の酵素活性の指標になるといわれる

2，3-DPGもコントロールに比較してかなり多くの量が

保たれていた.この結果は 100日保存後も赤血球のメタ

ボリズムは活発に営まれていることを示した. 1mM 

図2. 保存中の血液の 2，3-DPG量の変動
• Control， 0 AI 
実験例3例jの平均値土標準偏差
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等張液中の溶血率表1.

94~106 日45~46 日23~26 日15日よ可?
(%) 
35.4土3.60

く%)
9.6土1.98 

く%)
3.17土1.0

く%)
2.17土0.32Packed Cell 

11.60土2.852.40土1.08 2.55土0.45Control 

11. 03土4.97

実験例3例の平均値土標準偏差

2.73土1.27 3.09土1.39 AI 
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CaCI2， 1mM Na2HP04， 0.25M Sucrose， 10mM Tris 

HCI PH7.4混液を加えて血液を保存すると，浸透圧溶

血抵抗が増すこと，等張液中での溶血率が低くなるこ

と， MCVが小さくなることなどの結果を示したが，こ

の溶液を用いて保存すると赤血球膜が浸透圧に対して抵

抗するようになり，その結果アデニ人イノシソの保存

効果がさらに上昇したものと考えられる.

本実験は inVitroにおける保存期間延長の基礎的実

験であり，保存液個々の輸血による毒性の検討は今後の

研究に待たねばならない.輸血への実用化については現

在研究中である.

要 約

Sucroseを加えた新しい保存液の開発を試み，基礎的

段階でほぼ満足する結果を得た.。.ATPレベルは保存100日後も新鮮血のレベルを
保っていた.

2) i 2，3-DPGは徐々に減少したがコントロールでは

30自ですでに消失してしまうのに対して霊 90日後も新

鮮血の約1/3の値を示し，解糖が活発に営まれている

ことを示した.

3) 保存中の溶血が少なかった.

4) MCVが正常より小さく，浸透圧溶血抵抗が上昇

した.
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盛光抗体法によ~ラ‘Y 卜小腸アルカリフォスファターゼの検出

佐々木美枝子汽中尾 11原子汽平賀奥吾*

Detection of the IntestinaI AlkaIinephosphatase of Rat by the Fluorescent 

Antibody Techniques 

MIEKO SASAKI*， TOSHIKO NAKAO* and KOGO HIRAGA* 

Anti-rat intestinal alkalinephosphatase antiserum was prepared by the immunization on rabbit with 

this enzyme. Titer of the antiserum was assayed in vitro by the precipitation r巴actionusing glass 

capillary tubes and by the agar g巴1plate Ouchterlony method. The precipitation titer of this antiserum 

was X 16 and x 32 of its IgG fraction， but antigen-antibody complex (the mixture of rat alkalin巴

phosphatase and antiserum IgG) reacted very wel1 to the anti-rabbit IgG goat serum， assayed by 

the Ouchterlony method. 

Rat intestinal alkalinephosphatase could be detected by the indirect immunof1uorescent technique， 

using this anti-rat rabbit antiserum as the primary antibody and FITC-labeled anti.rabbit IgG goat 

serum as the secondary antibody. This primary serum was regarded roughly as a histospecific 

antibody to the rat intestinal enzym巴・ The distinct conclusion concerning about the histospecificity 

of this antiserum would be brought by further experiments. 

Keywords : immunofluorescent technique， intestinal alkalinephophatase， histospecificity 

緒言

アノレカリフォスファターゼ(以下AL.Pと略す〉は，

リγ酸モノエステル結合を水解する非特異的な酵素のう

ちアルカリ性でより強い酵素活性を発現するものをい

う.この酵素は，細菌，動物細胞，臓器等にかなり一般

的に存在するが，その生理学的意義はまだ確認されてい

ない.ヒトおよび動物臓器中では， AL.Pは小腸，胎盤，

乳腺に多量に存在し，また腎，骨，肺，肝，牌臓および

白血球にも酵素活性が認められる.これら臓器のAL.P

はたがいにアイソザイムであり，主としてヒトにおい

て，小腸，胎盤，腎，肝等のAL.Pは電気泳動的に分離

されうることが知られている.

当研究部，米山らは，界箇活性剤である直鎖型アルキ

ルベγゼγスルフォγ酸ナトリウム (LAS)を投与した

ラヅトにおいて，血清アルカリフォスフ 7タ{ゼが増加

すること，およびこの酵素が小腸由来のものであること

を推察し， LAS投与ラット小腸よりアルカリフォスフ

ァターゼを分離精製してその性質を生化学的に調べてい

るむわ.また樺島らは，仔牛小腸由来のアノレカリフォスフ

ァターゼでウサギを免疫して得られた抗血清を用いて，

酵素反応によって仔牛小腸AL.Pとラット小腸AL.Pと

の間に交叉性のないことを確認しているの.

以下にのベる実験は，ラット小腸由来のAL.Pに対す

る抗血清を用いて，ラット小腸に局在するAL.Pを組織

特異的に検出することができるかどうかを，鐙光抗体間

接法を用いて検討したものである.

材料および方法

1) 抗ラット小腸アルカリフォスファターゼ抗血清

(一次免疫血清〉の作製:抗原として用いたラット小腸由

来アルカリフ方スファタ{ゼ(以下RAL.Pと略す〉は

LAS長期投与ラット小腸より分離精製されたもので，

当研究部米山らの分与をうけたの.試料(蛋白量0.818

mg/ml)はミリポアフィル夕日でる過滅菌後， 100μg/ml

に調製し，各1mlずつをアンプノレに封入し，使用まで

氷室に保存した.ゥ、ン小腸由来アルカリフォスファター

ゼ (BAL・Pと略す〉は BoehringerMannheim社製の

ものを購入しくKontrol-Nr.7245836)， O. 15M NaClに

対して一晩透析後，やはり 100μg/mlとし，ろ過滅菌し

てア γフツレに封入，氷室に保存した.

免疫動物としてはウサギ (NZW-Sat種，雌， SPF) 

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

24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku.ku， Tokyo， 160 ]apan 
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を用いた.ウサギは体重約2kgのものを購入し，当部の

実験動物飼育舎において標準飼料により1.5ヶ月間飼育

後，免疫をはじめた.免疫方法は， 100μg/mlのAL.P

溶液1mlを等量のフロイントコンブリ{トアジュバシト

に懸濁したものを10日間隔で 2 回皮下接種し，以後10~

15日ごとに，追加免疫として100μg/mlの抗原液のみ1

mlを耳静脈より静脈注射した，免疫動物は経時的に耳静

脈より試験採血を行ない，ガラス毛細管による沈降反応

および寒天平板による Ouchterlony法により抗体価を測

定じた.抗体価が安定した時点で全採血により動物を屠

殺し，得られた血清を50%飽和硫安で3回， 33%飽和硫

安で2回塩析後， リシ酸緩衝液で透析し， IgG分画とし

た.

2) 告を光抗体法による組織アルカリフォスファターゼ

の染色:小腸アルカリフォスファターゼの増加するこ

とが知られている0.4%LASを1ヶ月間投与したラット

(SLC:-，Wistar系ラット， LASは飲料水中に投入し自

由摂取)2，5)および無投与の対照ラットの小腸，腎，牌，肝，

胸腺，心臓の凍結切片標本およびパラフィン包埋標本を

作成し，蛍光染色を行なった.鐙光抗体染色は，前述し

ずこ一次免疫血清で組織切片を処理したのち，さらに鐙光

色素をラベルした二次血清を作用させて組織中の抗原を

染色する鐙光抗体間接法によった心.二次血清としては，

FITC*ラベル抗ウサギ IgGヤギ血清 (MILES社製，

Code no. 65-173)を用いた.方法を簡単に述べると，各

組織の切片標本に適当な濃度に希釈した一次血清(抗

RAL.Pウサギ IgG)を滴下し，3TCで30分間(または

4
0

Cで一晩〉作用させたのち，標本を生理食塩水で十分
洗浄し，未反応の一次血清を除いた.ついで二次血清

(FITC ラベル抗ウサギ IgG 血清〉を 3TC で20~45分

間作用させ，再び十分に洗浄し，鐙光顕微鏡で検鋭じ

た.各切片標本は，後光染色と同時に組織化学的なアノレ

カリフォスファターゼ染色(カルシウム・コバルト法〉

屯併せて行ない，比較検討した.

キFITC: fluoresceiri isothiocyanat巴

結果および考察

1) 免疫血清の抗体価免疫動物から経時的に採血

し，ガラス毛細管による沈降反応および寒天平板を用い

たOuchterloriy法により抗体価を測定した.前述した免

疫方法によって得られる抗血清の抗体価は沈降反応で測

定した場合には非常にf尽く，アジュパγトに懸濁した抗
原を2回投与し，さらに10日目ごとに抗原を静脈内投与

して追加免疫じても抗体力価はx16以上にはならなかっ

た.また免疫動物から大量採血して得た抗血清のIgG分

闘でも沈降反応の抗体価は依然としてx32と低力価であ

表1. RAL.P， BAL.P， FITC.抗ウサギIgG血清
と抗RAL.P，抗BAL.Pとの沈降反応
〈毛細管法〉

抗体 抗原 沈降反応

抗RAL.P RAL・P + 

BAL.P 

FITC.抗ウサギIgG 抗RAL.P tt-
抗BAL.P RAL.P 

BAL.P + 

FITC.抗ウサギIgG 抗BAL.P 十十

的 ガラス毛細管に抗体と抗原が界聞を接するように注

入し，垂直に立てて室温に放置した.判定は抗原と抗体

の境界面に生ずる沈降環および一夜放置後の管底の沈降

物によった.

A 

B 

ー:全く沈降反応を示さないもの

+:一夜放置後に沈降物が管底に認められるもの

+十:数時間以内に境界面に沈降環が生じ，一夜放置後

には多量の沈降物を認めるもの

RALP 

Ag(+) 

RALP 

Ag(-) 

BALP 

Ag(+) 

BALP 

Ag(一〉

図1.抗AL，P抗血清と FITC.抗ウサギIgG抗血清の

反応
樹図Aは抗RAL.P抗血清を用いた Ouchterlony

の結果を示す.抗血清は2倍段階希釈して辺縁ウェ

ルに入れ中心ウェノレには抗ウサギIgGを入れた.図

の 1~12の数字は血清の希釈倍率を示す.
Ag(+)は，抗血清と抗原(RAL.P)をあらかじめ反

応させてからウェルに入れたもの Ag(ー〉は抗血
清のみを入れたもので， Ag(+)の方が反応性がす
ぐれている.
図Bは同じことを抗BAL.Pを用いて調べたもので
ある.
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り，毛細管法による反応の場合，抗原と抗体の接触面に

肉眼的な沈降環は認め難く，判定は沈降管を一晩放置後

の管底の沈降物によってのみ行ない得た.

また， IgG分画血清を用いて，抗 RAL.P血清と抗

BAL.P血清との交叉性を invitroで調べたところ，両

者には全く交叉性は認められなかった.すなわち，抗

RAL.P IgGとBAL.P，抗BAL.PとRAL.Pとは全

く反応せず，ホモの抗原と抗血清の闘にのみ沈降反応が

認められた(表1).様島らは酵素反応によってラヅト

小腸AL.Pと仔牛小腸AL.Pとは交叉性のないことを

証明しているが町，両者は免疫学的にも抗原性を異にす

るものと思われる.

つぎに FITCをラベルした抗ウザギ IgG(二次血清〉

と各抗血清との反応性をOuchterlony法により調べたと

ころ，抗原抗体結合物と FITC・抗ウサギIgGとの反応

性がきわめて良好であることが示された.すなわち，抗

RAL.P IgGと抗 BAL.Pを各々 2倍段階希釈し，中

央のウェノレにFITC・抗ウサギIgGを入れて Ouchterlony

を行なうと〈図1，Ag ー)FITC.抗ウサギ IgGの力価は

x500， x250であるのに対し，辺縁ウェルにそれぞれホ

モの抗原 (RAL.PおよびBAL.P)を抗血清と共に入れ

たもの〈図1，Ag+)では抗体価はx4000以上となった.

この現象の原因については詳しく検討はしていないが，

おそらく，抗原抗体結合物にさらに抗ウサギ IgG血清

が結合することによって安定した沈降物が生じるためで

あろうと恩われる.抗RAL.P，抗BAL・Pの沈降抗体価

が低かった原因は，抗原が比較的小分子であったため

と，沈降物を十分に形成するだけの抗体が存在しなかっ

たためであろう.

2) 鐙光抗体法による組織アルカリフォスファターゼ

の染色:前述したように， FITCラベル抗血清のカ価は

抗原抗体結合物が存在する場合にきわめて高い値をとる

ことが示され，作成した抗RAL.PIgGは蟹光抗体染色

の一次血清として有効であると思われた.そこでこの抗

RAL.P IgGを一次血清とし， FITCラベル抗ウサギ

IgGを二次血清として，ラットの各組織の凍結切片標本

について，一次血清濃度をx16からx2000まで2倍段階

希釈し染色性を検討した.二次血清はx200とした.

この結果，小腸の組織標本では実験群 (0.4%LAS 

1ヶ月投与群)，対照群〈非投与群〉ともに，一次血清

x2000で非常に強い後光が認められた(写真1，2).小腸

組織では鐙光は微細紋毛，基底膜，腸管腔に認められ

た.対照群と実験群との差は認められず，正常ラット小

腸紋毛細胞にもきわめてAL.Pが多量に存在することが

示された.一次血清をさらに x4000， x 8000， x 16000 

と希釈して染色を行なったが， x4000ではやはり実験群，

対照群ともに鐙光が認められ，これ以上の希釈では両者

ともに鐙光は認められなくなった.実験群のラットでは

血清AL・P の酵素活性は対照群の1. 3~1. 5倍に増してい

ることが報告されているが13，後光抗体法ではこの皇室を

数字で示すことはできなかった.

腎臓では，実験群に近位尿細管に局在する鐙光が認め

られた.糸球体，遠位尿細管には鐙光は全く認められ

ず，またこの近位尿細管の鐙光は対照群の腎には全くみ

られなかった〈写真3，4).LAS投与ラットの組織学的

検索を行なった当研究部藤井らは腎組織における所見と

して，近位尿細管の狭窄と上皮細胞の腫脹を観察してお

りへまた，小腸粘膜，尿細管壁，細胆管壁の細胞壁に

共通抗原性のある蛋白を証明している Butterworthら

の報告白もあるので， LAS投与群にのみ観察されるこ

の現象がどのような原因によるものかは未確認である

可能性としては，小腸由来のAしPが何らかの腎障害の

結果として腎尿細管に沈着したものか，あるいは小腸由

来AL.Pと腎由来AL.Pに共通抗原性があることが考え

られる.しかし対照群においては腎組織は抗小腸AL.P

抗血清とは全く反応していないことから，使用した抗血

清は一応，小腸組織に特異的に反応するものと考えてよ

いと思われる.但し，小腸由来AL・Pと腎由来AL干と

の交叉性の確認のためには，腎由来AL.Pに対する抗血

清を作成して交叉性を直接検討するなどの方法でさらに

実験をすすめなければならない.

実験群と対照群との差は牌臓組織の一部にも認められ

た.すなわち，牌臓ろ胞の一部に実験群のみに蟹光がみ

られた.対照群の牌は鐙光抗体により全く染色されなか

った.牌臓組織の染色性については今後さらに詳しく検

討をすすめる予定である.なお，肺，肝，胸腺には実験

群，対照群ともに鐙光は認められなかった〈写真5-7).

同じく組織凍結切片標本を用いて，組織化学的なアル

カリフォスファターゼ染色を試みた.その結果，小腸で

は実験群，対照群ともに強陽性，腎ではともに弱陽性~

疑陽性であった.肺・肝・牌・胸腺では反応は陰性であ

った.鐙光染色， AL.P染色の結果を表2にまとめた.

同ーの組織の一部をパラフィ γ包題して切片を作成

し，一次血清x800，二次血清x200で鐙光抗体染色を行

なった.凍結切片の場合より感度はおちる傾向はある

が，小腸組織の鐙光は凍結切片のものと同様に認められ

た.これは組織AL.Pがバラフィシ包埋の条件でも安定

であることを示している.

アルカリフォスファタ{ゼは臨床検査団での存在意義

がきわめて大であり，この方面での知見は枚挙にいとま



血清とし， FITCラベル抗ウサギ IgGヤギ血清を二次

血清として，鐙光抗体間接法によりラット小腸AL-Pの

鐙光染色を行なった.さらに検討の余地は残されてはい

るが，この抗血清は，同時に行なった組織AL-Pの酵素

化学染色の結果と併せて考えると，ラット小腸AしPに

対する組織特異的な抗体とみなすことができる.他臓器

由来AL・Pおよび他動物由来AL-Pとの交叉性について

はさらに検討中である.

謝辞本実験を行なうにあたり，鐙光抗体標本の判

定に関して御指導，御助言をいただいた東京大学医科学

研究所病理学研究部青山先生，倉田先生および切片標本

作成に多大な御協力をして下さった同研究部小林伊代さ

んに心より感謝いたします.
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写真説明

抗AL-P血清による小腸アルカリフォスファ

ターゼの鐙光染色(一次血清 x2000，二次血清

x200，検鏡倍率 x200).

写真は実験群 (LAS投与群〉ラヅトの小腸で

あるが，小腸の蟹光は実験群と対照群に全く差

は認められなかった.

向上.小腸アルカリフォスファタ{ゼの強拡大

(倍率 x400).写真は対照群の組織である.

実験群の腎にみられた抗AL-Pによる鐙光.
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鐙光抗体法および組織アノレカリフォスファタ{ゼ

染色によるラット組織AL-Pの検出

表2.

AL-P染色料生産光抗体法制

対照群料

*1鐙光抗体法は，ウサギを免疫して得た抗RAL-P
血清を一次血清とし， FITCラベル抗ウサギIgG

ヤギ血清を二次血清とした鐙光抗体間接法による.

*2 AL-P染色はカルシウム・コバルト法によった.

判 0.4%LASを含有した飲料水を1ヶ月間自由摂取

させたラットの組織を用いた.

判 LAS非投与対照ラットの組織を用いた.

川

市

+

実験群*3

川

市

土

対照群料

十日

+(一部〉

実験群*3

H十
件

腸

臓

臓

臓

臓

腺

小

腎

肺

肝

牌

胸

写真1.

写真2.

写真3.

がないほどであるが，基礎医学的な聞では，その存在は

生化学的には古くから知られているものの作用機作の生

理学的な意味づけは未知のまま残されている.この非特

異的な広範囲に存在する酵素は，小腸粘膜，胎盤，腎近

位尿細管上皮，肝胆細管，毛細血管内皮細胞など，物質

輸送に関連した細胞の細胞膜にその活性が認められるた

めに細胞膜の能動輸送，特に Caの吸収との関係が注目

されている.また，癌患者の血清中に非常に高値のアル

カリフォスファターゼ活性が認められることは臨床医学

的によく知られていることであるが，この血清AL-Pと

組織由来AL-Pとの関係についても最近知見が増加して
し、る7-10)

毒性学の分野でも，界面活性剤をはじめ種々の物質に

よって血清および組織AL-Pが変動することはしばしば

観察されているが，病理組織学的所見と生化学的変化を

結んで理解するために，鐙光抗体法は有効な手段であ

る.今後の研究の方向としては，各臓器白来のAL-Pの

免疫学的な相異を明らかにし，さらに他種の動物や細胞

のAL-Pの種特異性や近似性についても追求してアルカ

リフォスファタ{ゼの本質を見究めると同時に，担癌動

物や毒物投与時の動物におけるこの酵素の存在意義を明

lらかにしてゆく必要があると思われる.

要約

ラγ ト小腸由来のアルカリフォスファターゼを抗原と

してウサギを免疫して抗血清を得た.この抗血清は沈降

抗体価は低かったが，これに抗原を反応させさらに抗ウ

サギIgG血清を作用させると， in vitroできわめて高力

価であることが示された.この抗血清のIgG分回を一次
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近位尿細管壁のみに鐙光が認められ，糸球体お

よび遠位尿細管では鐙光はみられない.

(一次血清 x500，二次血清 x200，倍率 X400)

写真4. 対照群の腎を写真3と同じ条件で染色したも

の.俊光は全く認められない.

写真5. 実験群の肝臓.実験群・対照群ともに肝臓は抗

小腸AL-P血清では染色されない.

(一次血清 x16，二次血清 X200，倍率 x400)

写真6. 対照群の肺臓(一次血清 x2000，二次血清×

200，倍率 x400).肺にも実験群・対照群ともに

抗AL-Pによる蛍光はみられなかったが，一

次血清の倍率が低い場合には両群ともに非特異

鐙光が認められた.

写真7. 実験群の牌臓のろ胞周辺に認められた鐙光(ー

次血清 x16， 二次血清 x200，検鏡倍率×

400).対照群の牌には鐙光はみられなかったが，

実験群においても牌臓の一部だけに後光がみら

れたのみであった.
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Coil Planet Centrifuge (CPC)法による周生期ラットの赤血球膜浸透圧抵抗について

市川久次ぺ小林博義*，中尾!順子*

Osmotic F;ragilities of Perinatal Rats Red Blood Cells Meal!lured by Coil Planet 

Centrifuge (CPC) Method 

HISA TSUGU ICHIKA W A*， HIROYOSHI KOBA YASHI* and TOSHIKO NAKAO* 

Keywords : CPC，赤血球膜 redblood cells membrane，局生期ラット perinatal ra ts 

著者らは，これまでCPC(Coil Planet Centrifuge) 

法を用いて，小動物(マウス，ラット〉の赤血球膜浸透

圧抵抗(溶血抵抗〉について検討じ，測定法を確立する

とともに毒性試験への応用の基礎的研究を行い，幼若ラ

ット(生後 1~3 週〉において特徴ある高張部瞬時溶血

(仮称〉が起こり，その程度〈時期，濃度〉において個

体差はあるが，成熟と共に消失することを見い出し報告

した1，2) 今回著者らは，周生期ラヅトにおける赤血球膜

に，溶血幅が減少し， CPCコイルの高張部〈図中コイ

ル左側端部〉において，高張側液として 170mOsM

(0.546%) NaCl液を用いた場合に胎仔の成熟につれて，

その程度においてかなりの個体差があるが減少していく

特徴ある高張部瞬時溶血が認められたが，血液と等張で

ある280mOsM (0.9%) NaCl液を高張側液に用いた場

合には，胎令18~21 日の胎児ならびに新生児(胎令22 日

目〉のいずれにおいても，高張部瞬時溶血は認められな

浸透圧抵抗について検討し，若干の知見を得たので報告 かった.

する.

実験材料ならびに方法

1. イ使吏用動物: 静岡県実験動物農業協同組合生産の
SLC 

8日目〉胎令はプラグ発見時をO日とした〉を購入し，

1匹すずやつ個別のプラスチツク製透明ケ{ジにて飼育し

(室温2お5土1γ。，湿度5日5土5%，日本クレアKK製図型飼

料CE-2を自由摂取，水は細菌炉過器を適した水道水

を自由摂取)，胎児は胎令18，19， 20， 21日自の妊娠ラッ

トを無麻酔下背位に固定開腹し，胎児を胎盤と共に取り

出し，出産直後の新生児(胎令22日目〉は9時， 12時，

17時に観察し，前日17時~当日12時までに出産したもの

を実験に供した.なお加えて，胎仔数1O~12匹，雌雄と

も5匹以上のものを使用した.

2. 採取方法:胎児については，胎盤をつけたままの

状態で，新生児はそのまま断頭し，流出してくる血液を

市JIl3lらの方法に準じ，ヘパリン処理したヘマトクリッ

ト管に採取した.

3. 連続濃度勾配食塩液の CPCコイルへの注入，採

取した血液の CPC法による赤血球膜浸透圧抵抗の測定

方法は市川町らの方法を用いた.

実験結果

Fig. l~Fig. 3に示した如く雌雄とも胎児の成熟と共

考 察

著者らは，これまで CPC法による赤血球膜浸透圧抵

抗の測定について，毒性試験への応用を目的とし，小動

物(マウ久，ラット〉を対象とした場合の実験法を確立

し1，'3)，基礎実験として加令と溶血抵抗の関係について

検討を加えてきたが，今回周生期ラットについて検討し

たところ，雌雄とも成熟と共に溶血幅の減少が認められ

たが，この現象はこれまで報告した加令と赤血球膜の成

熟との関連において考えられる変化である.一方，注目

すべきは，高張部瞬時溶血(仮称〉に関してである.著

者らは，これまでの研究において，幼若ラット(生後l

~3 週において強くでる〉において高張側液に170or 280 

m OsMのNaCl液を用いた時， いずれの場合におい

ても雌雄ともに特徴ある高張部瞬時溶血が起こることを

見い出したが，周生期ラットで、は， Fig. l~Fig. 3に示

した如く雌雄とも，その程度において個体差があるが，

170m OsM (0.546%) NaCl液を高張側液として用いた

場合のみ高張部瞬時溶血が起こるのが認められたが，

280m OsM (0.9%) NaCl液(血液と等張〉を高張側

液として用いた場合には高張部瞬時溶血は出現しなかっ

た.このことから，これまでに報告した幼若ラ γ トにお

いて見い出された高張部瞬時溶血1，2)と周生期ラヅトに

おいて見い出された高張部瞬時溶血は， (①周生期ラ 'Yト

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 ]apan 
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においては， 170mOsMのときは出現し，個体差がある

が成熟と共に減少していくが， 280mOsMのときは出

現しない.②幼若ラ・y トにおいては， 170mOsM， 280m 

OsMの双方において出現し，成熟と共に個体差が多少

あるが消失していく〉①，②の理由により生理的現象と

して，本質的に異なったものと考えられる.このこと

については，肝臓，牌臓〈胎児期においては，肝臓，牌

臓において造血がなされているといわれている的.)，骨

髄等の造血に関与する臓器の機能の成熟あるいは造血に

関与する生理活性物質等との関連を考慮し検討を加えて

行きたい.

結 論

周生期ラットを用いて， CPC法により赤血球膜浸透

圧抵抗について検討したところ次の結論を得た.

① 溶血幅における変化は，幼若~成熟ラットにおい

てと同じく成熟と共に減少し，その延長上にあることを

認めた.

② 高張部瞬時溶血においては，幼若ラットとは異な

り，高張部の浸透圧 (170mOsMでは出現し， 280m

OsMでは出現しない〉により差があった.
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Fig. 1. Osmotic Fragility of Rat Red Blood Cells at 18.Day 
Gestation by CPC Method 

from the left tho right: 170 or 280-30 mOsM NaCI 

(M) ; male， (F): female 

Fig. 2. Osmotic Fragility of Rat Red B100d Cells at 19-21・Day
Gestation and Newborn (22・DayGestation) by CPC Method 

from the left to the right : 280-30 mOsM NaCl 

(M) : male， (F): female 

Fig.3. Osmotic Fragility of Rat Red Blood Cells at 19-21.Day 

Gestation and Newborn (22.Day Gestation) by CPC Method 

from the left to the right : 170-30 mOsM NaCI 

(M) : ma!e， (F): female 
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ラット器官重量(第2報)* 肝重量について

坂本義光**，平賀輿吾料

Urgan Weight of Rats (11)* Liver Weight 

YOSHIMITSU SAKAMOTO料 andKOGO HIRAGA ** 

緒 言

Keywords:ラット rat，体重 bodyweight，器官重量 organweighら肝重量 liverweight 

動物の生理的または病理的変化による器官重量の増減

には，各々の器官の形態的および機能的性質が反映され

るものと考えられる.著者らはその点に着目し，従来か

らラヅト器官重量の成長に伴う増加推移，薬物負荷の際

の変動のしかたについて観察を行なっているJ既に生後

5~9週のラットで，各器官の増加推移には体重によく

伴うものと，個有の推移を示すものがあることを報告

した1) 今回ひきつづき，より若令からより高令のラッ

トの器官重量の成長に伴う増加推移を観察する目的で，

生後 3~35週の 102 例のラットを総合し，その器官重量

について検索を行なった.本報ではそのうち肝重量につ

いて得られた結果を報告h，さらに正常ラットの増加推

移にみられた性質をより明確に把復するために，正常ラ

ットにおける各個体の肝重量と体重との関係と，肝体重

比重量の低下を示した実験例での関係とを比較，検討し

た.

実験材料および方法

1. 成長に伴う肝重量の増加推移の観察

ラγ トは昭和51年から53年の聞に著者らが吸入実験，

およびその他の実験で対照群として用いた 22~248 日令

までの Slc-Wistar系雄， 102例を集合したものである.

各実験の際の例数は 5~20例であった.また実験および

飼育の時期は一定でない.ラットは，そのほとんどが，

室内空気のみを通した吸入実験用チャ γパー内で飼育し

たもので，その飼育条件については既報2)に記載した通

りである.すべてのラットについて日本グレア製固型飼

料 (CE-2)，水道水を自由に摂取させた.実験終了後，

動物は体重を測定し，大腿部動静脈の切断により脱血死

させ，解剖j後ただちに器官重量を測定した.屠殺方法は

すべてのラットで同一である.

2. 突験例:クロム鉱さい粉じん吸入実験

実験は5週令 Slc-Wistar系雄ラットを用い， 1群20匹

とし，室内空気のみの対照群と，鉱さい粉じんlmg/m3

(Cr-L群)， 10mg/m3 (Cr-H群〉曝露群を設定し， 90日

間昼夜連続で行なった.吸入実験の詳細は既報2)に記載

した通りである.実験終了後の動物の処理は前述rした方

法と同じである.またこれらの動物については，常法に

従い，血清生化学的検査，病理組織学的観察を行なっ

た.

実験結果

1. 成長に伴う肝重量の増加推移

実験に用いたラットの体重および肝重量の日令に伴う

増加曲線をFig.1，2に示したj図中の値は各群の平均値

u.3
目。

" 』。、
.~ 

g: 200 

2 
fa 100 
畠

l4 

12 

.!::' 10 

きるG22J3 ' B 

2Hω B1h 6 4 

i 2 
也 z 。

400 

50 100 150 200 

Days 01<1 
250 

Fig.1. Increasing Curve of Body Weight 

J~­

frE 
50 150 • 200 250 lOO 

Fig.2. ム

rh'n 
p
o
 

--e
 
w
 

V
A
 

a
u
 v
 

・1L
 

F
すゐ

局
u

n

u

-o
e
 
v
 

s
r
 

f

u

 

加

CE
 
n
 

.
1
 
0
3
 
qa 
ρiv 
V
A
 

PLW n
 

T
E
A
 

キ 毒性研究に用いるラットの性状に関する基礎的研究(東京衛研年報， 25， 577， 1974)を本論文の第1報とする.
柿東京都立衛生研究所毒性部病理研究科 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
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土S・D・7で示した.体重は，ほぼ50日令;180g:近辺ま

で急な割合で増加し，その後増加の害IJ合は低下でるもの

の， '250日令までは，一加令に伴い，直線的な増加傾向を

示している.肝重量の増加推移は，体重のそれと同様な

傾向線をえがいていて，その変曲点も体重と一致してい

るが， 50日令以降の増加の割合は，体重に比べ小さくな

っている.

各個体の肝重量と体重についての関係をFig.3に示し

た.各個体の肝重量を体重に伴う一連の増加推移左して

みると体重140g(40~50日令〉を境として大きく 2 つの

推移にわけられ，各々回帰直線A，Bで表わされるよiう

な直線的関係を示している.また各実験群つまり同一週

令内での各個体の肝重量をみると，その分布は，体重120g

以下では，ー点に集会して回帰直線A上に存在している

がJ体重の増加に伴いノミラツキが大きくなってし1る.こ
の場合，各個体の肝重量は図に示すように，各々の体重

と直線関係をもって分布し，各々回帰直線 a~h によっ

て表わされている.それらの傾斜は全個体を成長に伴う

平均的な増加推移としてとらえた回帰直線A，Bに比べ

大きく，特に140g以上の動物で顕著にみられた.また各

々の直線の傾きは，体重140g以下での増加推移を表わす

直線Aの傾きに近い値を示していた.各週令聞で肝重量

と体重との関係を比較すると，ある週令のラッドのうち

最も大きい体重が，より高週令の最も小さいラットの体

重とほぼ等しい;場合が観察される.その場合，肝重量

は， より若い週令に属するラットでより大きい値を示し

ていた.

2. 実験例:クロム鉱さい粉じん吸入実験

各群の 1週間毎に測定した体重増加曲線をFig.4に示

した.曝露群では実験後半より対照に比べ，増加が抑制

される傾向がみられ，その程度は曝露濃度に比例してい

た.肝重量は Table1に示すように，曝露群 (Cr-L，

Cr-H群〕で，絶対重量，体重比ともに対照群に比べ有

意に小さく，その程度は濃度に比例していた.各実験群'

の個体別の肝重量と体重の関係をFig.5に示した.各群

とも肝重量の体重に対する分布は，各回帰直線A，B， 

Cで示されるように，直線関係にあり，肝重量は体重に

伴っていた.各曝露群での肝重量の体重に対する分布

は，対照に比べ左下方に多く分布する傾向を示し，その

回帰直線B，Cの傾きは，濃度に伴い徐々に左下りの傾
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Fig.4. Growth Curve for Rats in lnhalation. Experiment 

・→・:Contr61， ~一企 :Cr-L ， 回一.:Cr-H

Table 1. Body Weight， Liver Absolute and 
Relative Weight of Rats in lnhalation 
Experiment 

Group 

No. Bodv 
of weight 

Liv巴rweight 

Absolute Relativ巴叫
g g 

rats 
g 

Control 10 330土17 11.05土0.69 3.34土0.19

Cr-L 10 321土22 10.09土0.89* 3.14土0.12*

Cr-H 10 311土17* 9.49土0.87**3.04土0.12**

Values in table ar巴 presentedas mean土SD.

a)， g/100g Body weight. Statistical significance， 
* P<O. 05，料P<O.Ol

斜を増していた.

全体をとみにして求めた肝重量と体重の関係は，図中

回帰直線Dで表わされるが， その傾きは， Fig.3で示し

た回帰直線Aの傾きと同様であった.

なお血清生化学的検査および肝臓の病理組織学的観察

の結果には，特に変化は認められなかった.

考察

肝臓はその成長に伴う重量増加の推移が，体重との閑

に直線関係を示すが， 50日令近辺を境にして，増加の急

な期間と緩やかな期間にわけられた.問所8)らはWistar

系ラットの種々の器官について，その成長に伴う重量増

加推移には，性差のあらわれる時期や器官によっては，

増加の割合が大きく変化する時期が観察され，それらが

生後45~60日近辺でみられ，またその時期はラットの生

殖機能の発現から性成熟にいたる期間に相当するとして

いる.肝臓の増加推移には性差がみられないが1，8九今回

観察した40~50日令での増加推移の変化も，ラットの成

長に伴って発現する生理的変化のあらわれと考えられ

る.

50日令以降の肝重量の増加推移では同一週令の各個体

の体重に対する肝重量の分布は，成長に伴った肝重量の

平均的な増加推移に対して平行ではなく，右上りの傾き

をもっ直線的分布を示す性質があった.体重および器官
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量が増加した場合でも肝重量が体重に伴うという性質

}は保たれていた.また BHT摂取群の回帰直線の傾きは

対照群に比べ大きく，肝重量の増加は体重の大きい個体

でより大きいという性質を示していた.この事は，肝臓

が薬物によって反応性に大きくなる場合においても肝重

量の変動のしかたには，正常ラットにみられあ性質が反

映していると思われる.いずれにしろ肝重量の変動の背

景には，その個体の成長の程度が大きく影響しているも

のと思われる.また種々の条件下で肝重量が変化した場

合，各個体の肝重量と体重との関係において，正常ラッ

トにみられる性質が保たれている場合には，肝の重量変

化は，肝の障害的変化を示すものではないと考えられ

る.

まとめ

生後22~248 日の Wistar 系雄ラヅト， 102例の体重お

よび肝重量から，ラットの成長に伴う肝重量の増加推移

を観察し，正常ラットの肝重量の変動のしかたには，成

長の程度の大きい個体の肝重量は体重の増加した割合以

上に大きく，また成長の程度の小さい個体では，その割

合は体重に比べより小さいという性質があることが推測

された.この正常ラットにおける性質は，体重の増加抑

制に伴い体重比の低下した肝臓と体重との関係を観察す

ることにより， より明確に検出されたと考えた.

重量はラットの成長に伴い個体差も大きくなる.つまり

同一週令のラットで，何らかの原因によって，その成長

の度合の大きい個体と小さい個体が生じ，それに伴い器

官重量の個体差も大きくなると考えられる.肝臓では正

常ラットにおける結果から，成長の度合の小さい個体の

肝重量の増加の割合は，体重のそれに比べより小さく，

また成長の度合の大きい個体では体重に比べより大きい

という性質があるように思われる.しかしこの性質は，

同一週令のラットでは，各個体の肝重量が体重に比例し

ているために確認できないが，実験例で示したように，

肝の体重比重量の低下の際には，同一週令のラット間に

成長の程度に差が生じたために，以上の性質が検出され

たものと思われる.また肝臓の体重比重量の低下は， ifiij 

限食摂取実験4，のにおいて，体重の増加抑制または減少

に伴って，器官重量が減少するが，その内，特に変化の

著しい肝臓で特徴的にみられる変化である.このような

場合の肝の体重比の低下という変化も，本来正常ラット

に具わっている肝重量の性質の顕著なあらわれと考えら

れる.逆に肝重量が矯加した場合の変動のしかたについ

て，著者らの行なった，食品添加物である Butylated

Hydroxytoluene (BHT)添加飼料摂取実験の結果を

参考にすると，この場合，各個体の肝重量と体重との関

係は，対照群， BHT摂取群とも直線関係にあり，肝重
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ラットにおけ~死後変化の経時的観察 2. 光顕的検索

多国幸恵汽矢野範男*，湯襟勝康*，長湾問道*

藤井孝*，平}賀輿吾*

Microscopical 0加(;lrvationsof J;>>ostmortem. Ghanges on Rats in Course of Time 

YUKIE TADA汽 NORIOYANO*， KATSUHIRO YUZAWA*， AKEMICHI NAGASAWAペ
T AKASHI FUJII* and KOGO HIRAGA水

Keywords:死後変化 postmortemchanges，ラット rat，光顕的観察 microscopicalfindings 

緒言

毒性試験では試験途中での死亡動物の検索が重要であ

るが，死亡例検索の場合，死後変化の発現により肉眼的・

光顕的変化が多様化し，被験物質の影響をみるのに困難

を生ずることが多い1) このため当部動物施設の飼育条

件下におけるラットの死後変化を観察し，変化の概要を

把握し，今後の死亡例検索の参考にしたいと考えた.前

回，クロロホルム麻酔下でラットを致死させ，死体硬直

・体重および体温の測定，体表・体内の肉限的観察を行

い死後経過時間とその変化について結果を報告した幻.

今回は，前回の検索時に摘出した器官・組織を光顕的に

観察した.

実験方法

実験動物および飼育環境

バリヤーシステム下に生育された Slc:Wistarラット

雄を静岡実験動物農業協同組合より 5週令で購入し，室

温25土lo，湿度50土 5%の環境下で国型飼料CE-2(日

本グレア株式会社〕を与え5週間飼育した.異常がみら

れなかった個体を選出し実験に用いた.

実験方法および光顕的検索

ラットをデシケ{タ内でクロロホルム麻酔により致死

させ，心拍動の停止時点を死亡時刻とした.解剖までの

間，死亡ラットはステγレス製ケージ床面の網に伏臥位

に載せ，飼育棚に並べ，室温25土10，湿度50土 5%の実

験室に放置した.なおこれは動物飼育環境と同一条件で

ある.死後0，1， 3， 6， 12， 24， 48時間にラヅトを6匹ず

つ解剖し，肉眼的検索を行った後，器官・組織を摘出し

た. (以下死後0時間をOh，死後1時聞を1h，のごとく

0~48h と略す.)摘出した器官・組織は牌臓，リンパ節，

胸腺， 右大腿骨(骨髄)， 骨格筋(右大腿部)， 心臓，

肺，舌，顎下腺，舌下腺，耳下腺，肝臓，勝臓，食道，

胃，空腸，回腸，盲腸，結腸，腎臓，精巣，精巣上体，

精褒，前立腺，下室主体，副腎，甲状腺，脳で， 10%緩衝

ホルマリ γで固定，定法に従いパラフィン包埋，薄切し，

ヘマトキシリ γ・エオジン重染色標本とした.これらの

標本を光顕的に観察した.

実験結果

観察結果は表1-1~表1-3に示すとおりであり，以下各

器官毎に詳述する.結果中“崩壊"および“染色性低下"

という表現を用いたが，崩壊とは組織が破砕し崩れてい

る状態をいい，染色性低下とは組織の好塩基性・好酸性

低下により核および原形質などがヘマトキシリ γ.エオ

ジγに染色されない状態をいった.

牌臓・リンパ節・胸腺・骨髄

これら4器官では血球の変化を中心に観察した. 0お

よび1hで， 小リ γパ球はクロマチシ網工が粗大穎粒状

の輪郭明瞭な円型核を有し，核の中央に核小体が著明に

みられた 3hで小リ γパ球の核のクロマチγ網工にわ

ずかな凝集がみられ， 6hで大部分のり γパ球に軽度の

核濃縮がみられた.一部のリシパ球核は辺縁が凹凸で不

整形を長し中リ γパ球核は輪郭不明瞭となり好塩基性が

低下していた. 12hで小リンパ球の核濃縮が顕著にみら

れ，核小体が不明瞭になり，細胞質は好酸性を増し，赤

芽球によく似た像を呈していた. 24hで小・中リ γパ球

核の好塩基性低下がみられ，一部のリンパ球核は染色性

が低下していた.赤血球は存在部位により好酸性低下ま

での時間にかなりの差がみられ，密に赤血球が存在する

部位では 12hで好酸性低下がみられた.骨髄では 6hで

穎粒球系，赤芽球系，骨髄巨核球系の細胞の核濃縮およ

び核の空胞化がみられ， 24hで核濃縮が顕著に認められ

た.

既述の血球の変化と並行して， 牌では 6hで牌小節境

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
本 TokyoMetropolitan Research Laboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku-ku， Tokyo， 160 Japan 
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光顕的検索結果表 1ー2.光頭的検索結果表 1ー1.

死後経過時間(時間〉
光顕的観察所見

死後経過時間(時間〉
光顕的観察所見

6 122448 
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十

一

一

十

一

一
一
一
一
一

一
一
一
一
一

一
一
一
一
一

一一一一十廿十|十

一一十+十十冊耐

一+-j十十十十十世叫

一一一++ ft十冊
一一一一十什州

耳下腺

分泌管および導管崩壊

腺房細胞に小空胞

腺房細胞核の好塩基性低下

肝臓

類j同の拡張(小葉中心部〉

(小葉周辺部〉

組織辺縁部の染色性低下

グリソ γ褒に黄褐色穎粒

肝細胞核萎縮

類洞内皮細胞核濃縮

胆管細胞核濃縮

勝臓

腺房細胞に小空胞

腺房および勝島の染色性低下

腺房細胞萎縮

腺房細胞核濃縮

勝島細胞崩壊

膝島細胞核濃縮

食道

粘膜上皮基底層細胞の核濃縮

粘膜上皮中間層細胞の核消失

粘膜上皮角化層剥離
粘膜固有層結合繊細胞の核濃
縮
筋層の筋線維束萎縮

同

前・腺胃境界都粘膜剥離

腺胃粘膜の表在上皮剥離

腺細胞の解離

胃腺主細胞委縮および核濃縮

胃腺壁細胞核消失

6 122448 

一〉一一+十件 4十
一一一一一十廿

一一+十件十十什

一一一++十十十社

一一一一一+耐

一一一一+十十件

牌臓

牌小節境界不明瞭

赤牌髄に黄褐色穎粒

リンパ球核濃縮

リンパ球核の輪郭不明瞭

リンパ球核の好塩基性低下

赤血球好酸性低下

3 1 。

H

廿
廿
川
市
十
件

A

H

H
廿
H

廿

十

+

+
+
+
一
一

一
+
+
一
一

一
一
一
一
一

一
一
一
一
一

一
一
一
一
一

リシパ節

目ンパ炉胞境界不明瞭

リンパ球核濃縮

リンパ球核の輪郭不明瞭

リシパ球核の好塩基性低下

赤血球好酸性低下

一一一+-f十州制

一一一+十十州制

一一十十世州+十

一一一+十十十州

一一一+十十件什

一一一一一+州

一一一一一廿十十

一一一一一+十

一一一++十件

一一一一一+廿

胸腺

皮髄境界不明瞭

組織構築崩壊

髄質に広汎性出血

リンパ球核濃縮

リγパ球核の輪郭不明瞭

リンパ球核の好塩基性低下

赤血球好酸性低下

心臓

筋細胞好酸性低下
筋細胞核萎縮および好塩基性
低下
血管壁筋細胞解離

一一十+十十+十十十

一一++++十十

一一++ +十ト十i十
一一++ + + + 

一+十ト悦州十件 ft十
一一++峠州制

一一十十桝十件十仕掛

空・回勝

紋毛崩壊

紋毛粘膜上皮剥離

組織の染色性低下

腸腺脱落

首腸

粘膜上皮剥離

組織の染色性低下

腸腺脱落

一一十十十件十卜+十

一一++十十刑制

一一一++十十件

一一一一+十十+十

一一++竹村十時

肺

肺胞毛細血管に血球

気管粘膜崩壊
肺胞腔内にエオジν淡染の残
澄
肺胞上皮核濃縮

肺胞壁非薄化

一一+十十州十什十社

一+イ+十十州制悦

一一一一一一十

顎下線

分泌管および導管崩壊

分泌管上皮核萎縮

腺房細胞核濃縮

川
廿
+
十

件

一

+

+
一
一

+
一
一

+
一
一

一
一
一

一
一
一

舌下腺

分泌管および導管崩壊

腺房細胞萎縮

腺房細胞核の好塩基性低下

ー:変化なし， +:軽度な変化，十十:中等度な変

化，十社:顕著な変化

1) 一:変化なし， +:軽度な変化，十十:中等度な変

化，叫:顕著な変化

1) 
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表 1-3. 光顕的検索結果

死後経過時間〈時間〉
光顕的観察所見

o 1 3 6 122448 

結腸

粘膜の表在上皮剥離

組織の染色性低下

腎臓

皮髄境界都に赤血球集族 一十件十卜什什廿

l尿細管散在性崩壊 ー十++ +十件十ト
髄質部尿細管委縮 一一一+十件制

組織の染色性低下 一一一一--1+制

尿細管上皮脱落(皮質部〉 ー+十++件十件

〈皮髄境界部〉一+十十件十+十十十十

尿細管上皮核濃縮(皮質部〉 一一++十+十十柵

(皮髄境界部〉一++卜+十十十仲村+

(髄質部〉 一一+++ト件情

精巣

精細胞剥離

l精細胞の局所性消失

精細管固有膜の非薄化

間質細胞の解離

i間質細胞崩壊

下垂体

前菜細胞萎縮

前築細胞崩壊

中間部細胞崩壊

l後葉細胞核濃縮

副腎

球状層細胞萎縮および核濃縮

束状層細胞萎縮および核濃縮

網状層細胞委縮および核消失

髄質細胞萎縮

甲状腺?上皮小体

小胞上皮剥離

小胞上皮崩壊

上皮小体の腺房萎縮

一一一+++十

一一一一一+什

一一一一++ + 
一一一一+什什

一一一一+廿廿

一一++件 4十件
一一一一+十十州

川
前
+
什
廿

朴
+
+
+

十
一
一
一

+
一
一
一

一
一
一
一

一
一
一
一

一
一
一
一

一一一一一+十十

一一一一!ー+十

一一一一一十件

一+++件掛+

一一十件十卜+一

一一一+廿十枠制

一一一一一半榊

脇

i血管腔拡張 一一一一十十+

大脳錘体細胞萎縮および好酸一一一++++ト
性増加
大脳・小脳の神経謬細胞核濃縮一一一++ +十十件
小脳髄質の神経線維粗紘化 一一一一++ + 
小脳髄質に空隙 一一一一一+十十

1) 一:変化なし，十:軽度な変化，十十:中等度な変

化，十社:顕著な変化

界の不明瞭化がみられ， 24hで赤牌髄に貿褐色の頼粒が

みられた.胸腺では 3hで髄質に浸1間性出血が軽度にみ
られ， 6hでは髄質広汎に出血がみられた. 前回の肉眼

的検索の際， 6hで胸腺に赤色斑が観察されたが， これ

は髄質におけるこの出血であると推定される.

心臓・骨格筋

6hで筋細胞の核萎縮がみられ， 24hで筋細胞の顕著な

核萎縮および染色性低下，核周囲の細胞質に空隙がみら

れた.また血管壁筋細胞の萎縮および核濃縮が認められ

た.心筋細胞は24・48hでも軽~中等度の好酸性を示し

ていた.骨格筋および腸管粘膜下の筋組織も心筋とほぼ

同様の変化を示した.

肺

1h で気管支粘膜上皮の変性および~ij離がみられ， 3h 

で肺胞を閤む毛細血管に多数の赤血球がみられた.また

肺胞壁が非薄となり一部で肺胞境界が不明瞭となってい

た. 6hで肺胞壁の非薄化が顕著にみられ， 肺胞腔にエ

オジγ淡染の細胞残澄が認められた 24hで気管支粘膜

の微襲構造崩壊，肺胞細胞で核濃縮および核質の一部消

失が見られた.

口腔腺

顎下腺:1hで分泌管の萎縮および分泌管上皮細胞核

のグロマチン凝集がみられ， 3hで分泌管および導管の

上皮細胞脱落，管腔内に細胞残溢が多くみられた.12h 

で分泌管の崩壊が顕著にみられ，管構造は判然とせず，

管と周囲組織との境界が不明瞭となっていた.腺房変化

は軽度で， 24hで腺細胞の核萎縮が見られた程度であっ
た.

耳下腺:顎下腺とほぼ同様の変化を示し，腺房と比較

し導管・中間部で顕著な変化がみられた.顎下腺で見ら

れなかった変化として 1hで耳下腺に輪郭明瞭な腺房大

の空胞，腺房細胞に輪郭不明瞭な小空胞が観察された.

舌下腺:3hで導管の崩壊がみられ， 24hで腺房細胞

に小空胞および核消失がみられ腺房境界が不明瞭となっ

ていた.舌下腺では分泌管・導管に比較し腺房の変化が

顕著であった.

肝臓

1hで肝細胞索の幅が狭く， いわゆる痩せた状態とな

り類洞が拡張し， 洞内に多数赤血球がみられた. 6hで

類洞内皮細胞の核および小胆管細胞の核に濃縮がみられ

た. 1211で組織辺縁部の肝細胞の好酸性低下，核および

好塩基穎粒の好塩基性低下がみられた. 24hで類洞内の

赤血球の好酸性低下がみられた.また肝細胞核の萎縮お

よび好塩基性低下がみられ，核周囲の細胞質に空隙が認

められた 48hで組織の染色性低下が顕著にみられ，小
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胆管の核は互いに癒着し好塩基性の不整形な塊状を呈し

た.またグリソン褒には寅褐色穎粒が認められた.

豚臓

1hで一部の腺房に， 輪郭不明瞭な小空胞をもっ腺房

細胞がみられ， 3hでほとんどの腺房に同様の変化が認

められた.また辺縁部で腺房細胞の萎縮および核濃縮が

みられ，細胞質は好塩基性を増していた.腺房細胞は相

互に解離し個々の細胞が孤立したようになり，腺房構造

が不明瞭になっていた.日平島細胞では全体に核濃縮がみ

られ，島周辺部の細胞は崩壊しているものが多かった.

6hで限局性に染色性の低下および腺房細胞の崩療が認

められた. 24hで腺房細胞の崩壊および染色性の低下が

組織全体にみられ，島細胞も崩壊し染色性が低下してい

た.

食道

6hで粘膜上皮基底層細胞の核濃縮， 12hで基底層細胞

の核濃縮が顕著にみられ，中間層細胞で核消失がみられ

た.角化層では好酸性低下および剥離がみられた.24h 

で濃縮した核周囲細胞質に空隙がみられ，粘膜上皮およ

び国有層の結合織に好酸性低下がみられた.また筋層で

筋線維束萎縮，線維束聞の空隙が認められた.

胃

前胃粘膜上皮は食道とほぼ同様の変化を示した.以下

腺胃での変化を示した 1hで粘膜上皮の細胞境界が明

僚となり， 3hで粘膜上皮の罰j離がみられた.6hで胃腺

頚部の腺細胞(主に壁細胞〉の剥離，胃腺主部の壁細胞

核の好塩基性低下および主細胞の核濃縮が認められた.

12hで胃腺主部および副部の腺細胞萎縮がみられ，前・

腺胃境界部で前胃粘膜の剥離が認められた. 24hで粘膜

上皮および胃腺の顕著な脱落がみられ，筋層と粘膜固有

層のみが残存していた.また組織の染色性低下が顕著で

あった.

腸管

主主・回腸:3hで局所性に紋毛構造が崩壊し， 紋毛を

形成している粘膜上皮と固有層が管腔中に脱落してい

た.また一部で紋毛の表在上皮および腸腺の顕著な脱務

がみられ，粘膜固有層および筋層のみが残存していた.

6hで組織のやや広汎に染色性低下がみられ， 12hで紋毛

の崩壊および染色性の低下が広汎にわたり顕著に認めら

れた.

盲腸・結腸:空・回腸とほぼ同様の変化を示し，その

中で盲腸の変化は最も顕著であった. 盲腸では 1hで粘

膜上皮および腸腺の脱落がみられ， 12hで組織の染色性

低下がみられた.結腸では粘膜の崩壊が観察されず，組

織の染色性低下も空・回腸に比較し軽度であった.

腎臓

皮質内側部から髄質にかけて広汎に見られた赤血球が

1hで皮髄境界部に集燦していた.皮髄境界部では尿細

管上皮細胞の核濃縮がみられた. 3hで皮質外側の尿細

管に散在住の崩壊がみられ，核は濃縮し，細胞質は細穎

粒状となり好酸性が低下していた.また皮質部の尿細管

で軽度な核濃縮，皮髄境界部の尿細管で顕著な核濃縮が

認められた. 6hで髄質内帯特に腎乳頭部で集合管が萎

縮し，細胞質の好酸性増加，核濃縮がみられた.尿細管

上皮細胞の変化は近位よりも逮位に顕著であった. 24h 

で皮質に被膜方向を底とするくさび状に染色性低下が認

められた.この部分は腎迷路にあたっており，これを除

く髄放線の尿細管ではかなり染色性が保たれていた.

48hで尿細管および糸球体の崩壊，染色性低下が顕著に

みられたが，皮質内側の主部の直尿細管では構築および

染色性がかなり保たれていた.組織の染色性低下および

組織構造の崩壊は，皮質外側部で他の部位よりも顕著に

認められた.

精巣

Ohでは数個の集団をなしていた間質細胞が， 3hで個

々に解離しており， 12hで間質細胞の崩壊および核濃縮

がみられた.また基底膜に接していた精細胞が膜から遊

離し，固有膜の罪薄化が認められた 24hで精細胞の消

失がみられ，精細管の精細胞集団の中に小空隙が生じて

いた.48hで組織の染色性低下が顕著にみられたが，精

子の好塩基性はかなり保たれていた.

精嚢

1hて精察上皮の剥離がみられ，腔内に剥離細胞が多

数みられた. 6hで精察上皮の剥離が顕著にみられ，粘

膜の担直接構造が崩壊し，筋層および固有層のみが残存し

ていた 24hで一部に残存していた粘膜上皮の好塩基性

および好酸性が増加し，細胞はヘマトキシリ γ・エオジ

γ共染の残澄のようであった.

精巣上体

組織の崩壊は軽度で， 48hで上皮細胞の核の空胞化お

よび濃縮がみられた程度であった.染色性の低下は顕著

に認められた.

副腎

1hで髄質細胞の萎縮および核濃縮がみられ， 12hで皮

質網状層の細胞の核濃縮が認められた. 24hで皮質球状

層の細胞の萎縮および核濃縮がみられ，網状層で細胞崩

壊が認められた.48hで髄質の細胞核の消失がみられ，

細胞はエオジン淡染の残主主のようであった.

甲状腺・上皮小体

3hで小胞上皮細胞の核濃縮および剥離が軽度にみら
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れ， 6hで上皮細胞の剥離が顕著にみられた.一部で小

t胞上皮が崩壊し小腔内にエオジ γ淡染の残漆が認められ

た.また間質には赤血球が多数認められた. 24hで小胞

の崩壊が顕著にみられ，小胞を取り囲む結合織が残存し

網目状を呈していた.上皮小体は他の内分泌器官と比較

~し変化が軽度で、， 24hで腺細胞に萎縮が見られた程度で

あった.

下垂体

6hで前葉細胞の萎縮および核濃縮がみられ， 24hで前

葉に加え，中間部の細胞の萎縮および染色性低下が認め

られた.

脳

6hで大脳および小脳の神経修細胞の核濃縮がみられ，

大脳錘体細胞の萎縮および好酸性増加が認められた.

24hで謬細胞の核濃縮および好酸性低下が顕著にみら

れ，小脳に空隙が認められた.

肉眼的検索で軟化がみられた腸管・腎臓・脳などを光

顕で観察した結果， 組織の好酸性低下， 核の顕著な濃

縮，細胞質の細穎粒状化，空隙の出現など共通の変化が

認められた.これらの器官・組織では組織学的検索が困

難であった.

総括および考察

死後経過時聞により多様な変化が観察されたが，明ら

かな変化としては次のようにまとめられる.

死後1時間:肝類洞の拡張， 日平臓腺細胞に小空胞出

現，腺胃粘膜上皮剥離，盲腸粘膜上皮および腸腺脱落，

腎臓皮髄境界部に赤血球集族，精褒上皮剥離

死後3時間:防胞毛細血管に赤血球集燦，肺胞壁非薄

化，顎下腺分泌管萎縮，日平臓腺房細胞に小空胞出現，腸

紋毛崩壊，腎臓皮質部で尿細管の散在性崩壊，甲状腺小

胞上皮剥離

苑後6時間 :Vγパ球・上皮細胞・結合繊細胞の核変

性，胸腺髄質に広汎性出血， 勝臓で限局性に染色性低

下，腸管で限局性に染色性低下，腎臓髄質内帯てや集合管

委縮

死後12時間:姉の気管支粘膜崩壊，前胃粘膜剥離，精

巣間賞細胞崩壊，甲状腺小胞上皮崩壊

死後24時間:各器官で上皮組織，血球，結合組織の染

色性低下

死後48時間:組織の染色性低下および組織構築の崩壊

顕著，但t-，心臓および筋組織では48時間後も染色性・

組織構築がかなり保たれていた.

以上のように，死後6時間で上皮細胞・血球などの核

に変性がみられ，死後24時間で上皮細胞・血球・結合組

、織の核および細胞質の染色性低下が認められたが，筋組

織は死後48時間も中等度に染色性を保っていた.このよ

うに，死後変化は各系統器官ごとの相異により発現する

のではなく，それらを構成する細胞・組織ごとに，異な

った形や時間で現われてくるものと考えられる.しかし

牒臓，腸管では死後変化が短時間で顕著に現われ，精

巣，外涙腺では死後48時間でも組織構築の崩壊が軽度で

あるなどの器官特異性が認められたことも事実である.

今回の光顕的観察結果と従来の毒性試験で行った死亡

例での観察結果とを比較すると，試験途中死亡例では薬

物投与，疾病，栄養状態の悪化，老化などにより器官・

組織が障害を受けている場合が多く，組織の融解が短時

間で現われる例が多く認められた.特に非上皮性組織の

腫蕩を有した個体では，他の組織で死後変化が顕著な場

合も，腫湯組織では死後変化が軽度で検鏡可能な場合が

多く，疾患の種類によっても死後変化はかなり異なると

考えられる.これらの点を考慮した上で，今回の光顕的

検索結果および前回の肉眼的検索結果を，試験途中死亡

例検索の際の参考とし， 死後変化と薬物投与による変

化，死後変化と老化・疾病などによる変化との鑑別に役

立てたいと考えた.

まとめ

ラットの経時的な死後変化を観察するため，クロロホ

ルムにより致死させ25土10の実験室に放置し，死後 0，

1， 3， 6， 12， 24， 48時間の器官・組織について光顕的

検索を行った.死後変化が顕著に発現するのは死後6お

よび24時間で，死後6時間でそれぞれの器官の上皮細胞

・血球の核変性がみられ，細胞の同定が困難となった.

死後24時間でそれぞれの器官の上皮組織，血球，結合組

織の染色性低下および組織崩壊が認められ，組織構造検

索が困難となった.
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写真説明

写真1-24.:ヘマトキシリン・エオジン重染色標本

写真1.牌臓(死後0時間 x200) 

写真 2.牌臓(死後12時間 x200) :牌小節の境界が不

明瞭となり， リンパ球の核に濃縮および空胞が

みられる.
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写真 3.骨髄〈死後0時間 x400) 

写真 4.骨髄(死後12時間 X400) :穎粒球系・赤芽球

系・巨核球系細胞の核に濃縮および空胞がみら

れ，細胞質がエオジγ濃染している.

写真 5.心臓(死後0時間 x200) 

写真 6.心臓〈死後24時間 x200) :心筋線維束の萎縮

および筋細胞の核濃縮，血管壁筋細胞の萎縮お

よび核濃縮がみられる.

写真 7.肺(死後0時間 x 100) 

写真 8.肺〈死後24時間 x 100) :気管支粘膜の崩壊，

肺胞壁の奔薄化，気管支および肺胞腔内にエオ

ジン淡染の残澄がみられる.

写真 9.顎下腺(死後0時間 x100) 

写真10.顎下腺〈死後12時間 x 100) :分泌管および導

管の崩壊がみられ，管腔内にエオジン淡染の残

溢がみられる.

写真11.肝臓(死後0時間 x100) 

写真12.肝臓〈死後24時間 x 100) :肝細胞の萎縮，類

洞の拡張，肝細胞の核濃縮がみられる.類洞お

よび小葉間静脈内の赤血球の好酸性が低下し，

エオジン淡染の残澄のようにみえる.

写真13. 胃〈死後0時間 x100) 

写真14. 胃(死後12時間 x100) :腺細胞の萎縮および

核濃縮，粘膜表在面で上皮の剥離がみられる.

写真15.空腸(死後0時間 x100) 

写真16.空腸〈死後12時間 x 100) :紋毛の崩壊，粘膜

上皮の核濃縮がみられ，写真左部の組織は染色

性が低下している.

写真17.腎臓(死後0時間 x 100) 

写真18.腎臓(死後24時間 x100) : :糸球体および尿細

管上皮の核濃縮がみられ，細胞質は穎粒状を呈

する.写真右部の組織は染色性が低下している.

写真19.精巣(死後0時間 x100) 

写真20.精巣(死後24時間 x 100) :精細管の萎縮，精

細管固有膜の非薄化，間質細胞の崩壊がみられ

る.写真中央部の精細管では精細胞が巣上に消

失し細胞集団の中に空隙を生じている.

写真21.副腎(死後0時間 x200) 

写真22.副腎(死後24時間 x200) :球状層細胞の萎縮

および核濃縮，来状層細胞の萎縮および核のク

ロマチン凝集がみられる.

写真23.脳(死後0時間 x100) 

写真24.脳(死後24時間 x100) :神経細胞の萎縮およ

び核濃縮，血管腔の拡張がみられる.
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液体シンチレーション測定法によミ5RI研究室内3H，14Cの測定管理について

金西{言次*，藤田博*，野牛弘*

Control and Measurement of 3H， 14C hy Liquid Scintillation Counter 

NOBU]I KANANISHI*， HIROSHI FU]ITA* and HIROSHI YAGYU* 

Keywords:液体シンチレ{ショシカウンター liquidscintillation count巴r，3Hと14C3H and 14C， ミニバイ
アル mini-vial

3Hおよび日Cは弱いP線放出核種であり，その測定に
は液体シシチレーショシカウンター(以下液シンと略

す〉による測定が最も有効な測定法であると考えられ，

これらの核種の放射線管理にも， ζの測定法が極めて有

用であるとされている.当所には 3H線源を使用した

ECDガスクロマトグラフィーが多数あり， またRI研

究室では3H，14Cの使用が他の核種に比較して極めて多

く，我々は第一に液シンを用いたこれらの測定管理法を

確立することを目的として以下の実験をおこなった.

一方，液体γγチレータ{の廃棄はその処理が困難で

あることから， R 1廃棄業者の引取りがおこなわれず，

所内での保管を余儀なくされ，廃棄保管量は年々増大し

ている.それ故現在使用している標準パイアル瓶による

試薬:液体シγチレータ{は Aquasol1I '(NEN)， 

グエシチャーはニトロメタシ(和光純薬特級〉を使用.

3H水標準液 (7.72μCi，Sep. 22. '72， Beckman)， 14Cトル

エン標準液 (0.2μCi，Mar. 13. '78， NES) 

クエンチング標準液の作製:正確に希釈した 3H水標

準液あるいは 14Cトルエン標準液0.5mlと， 0~0.4%ニ

トロメタンを含んだ液体シYチレーターを加えて合計量

を5mlとしミニパイアルに封入したものをクエンチシ

グ標準液とした.

測定試料の作製・シンチレーター容量に関する測定試

料は， 3H 量を一定とし，水分含量を 10%~こし，合計シ

ンチレ{ター量を 5~7ml にした， 水分合量に関する測

定試料は3H量を一定にし， 水分含量を 2~40% とし，

測定〈液体シンチレータ{容量 15~20ml) をミニパィ 合計量を5mlとした.

アル瓶(約5ml)に転換し，液体シンチレータ{を4分 結果と考察

の1ないし3分の 1に減らすことをも目的とした.

今回我々はミニパイアルを用いた液体シンチレーショ

γ測定法のため，外部標準線源法によるクエンチング補

正曲線，シγチレータ{量による計数値の変化等を調べ

た.更に現在これらの液シンによる測定デ{ターの処理

に多くの労力を必要とするところから，当所にあるオリ

ベッティ電子計算機，ならびにHITAC101Iを用いた

データ{処理についてプログラムを作製し，省力化をは

かったので報告する.なおミユパイアルによる測定法な

らびにそのデーター処理方法は当所における 3H，14C標

識化合物を用いた実験研究にもそのまま使用することが

で、きる.

実験方法

測定器:Beckman LS-230およびLS-355液体シンチ

レ{ショ γカウンターを使用.外部標準線源として共に

I37CSを装備.， LS-230は Gain:306で， LS-355はGain:

296， AQC :460で測定.

電子計算機:オリベッティ P652，HIT AC 10 1I 

3Hの計数

3Hのクエンチ γグ標準液数種を液シγのH-3チャン

ネルで測定し，測定値cpmとこの標準液に入っている

絶対量とから計数効率を求め，同時に測定された外部標

準線源比〈以下E.S.Rと略す〉とから図 1A， Bを作

製した.図1Aは測定器としてLS-355を用いた場合で，

E.S.RをX，計数効率をyとすると， 最小自乗法で求

めた曲線は

y=一O.0411 + O. 869x 
で表わされる.図1Bは LS-230を用いた場合で

y= -0.159+ 1. 06x 

で表わされる.測定試料中の 3H量は測定値を計数効率

で除したもので

aH dpm=」71
で表わされる.液シンより出力される E.S.Rとcpmを

計算機に入力することにより dpmを計算するプログラ

ムを上記式を用いて作製した.

*東京都立衛生研究所毒性部 160 東京都新宿区百人町 3-24-1
* Tokyo Metropolitan Res巴archLaboratory of Public Health 
24-1， Hyakunincho 3 chome， Shinjuku・ku，Tokyo， 160 ]apan 
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図1. クエシチングカーブ A : LS-355， 3H， B: LS-230， 3H， C: LS-355， 14C， D: LS-230， 14C 

14Cの計数 HITAC 1011によるデーター処理

14Cのグエンチソグ標準液数種を液シシのH-3，Small 

C-14， Ful1 C-14の三種のチャンネルで測定し，測定値

cpmと絶対量の比から計数効率を求めて， E.S.Rとから

図1C， Dを作製した.曲線(1)は FullC-14のチャ

γネルで測定した曲線である.図lCはLS-355により

測定した場合で

れわ=0.482+1. 34x-1. 04x2 

で表わされる.図lDはLS-230により測定した場合で，

曲線(1)は

Y(I) =0.582+0. 994x-0. 604x2 

で表わされる. 3Hの場合と同様にそれぞれの式を

14C dom = cpm 
Y(I) 

に代入した式のプログラムを作製し， E.S.Rとcpmを

計算機に入力することによって dpmを算出することが

できる.

3H， 14Cの二重標識の計数

図lCとDの曲線CIT)，Cill)は14Cのクエンチγグ標

準液を SmallC-14， H-3チャンネルにより測定したも

ので， LS-355では図lCより

Y(III) =0. 206-0. 0157x-0. 0637x2 

Y(II) =0.159+1. 44x-0. ~48X2 

LS-230では図lDより

Y(III) =0.531十2.19x-7.99x2+6.98x3-1.32x4

Y(II) =0.0004-0. 682x+3. 47x2+2. 21x3 

-5.41が

で表わされる.但し LS-230ではディスグリミネータ{

レベル 290~460 を Small C-14とした. これらの計数

効率yと計数値 cpmを用いてスピルオーバ{法により

二重標識した3H，14Cの量をそれぞれ算出するプログラ

ムを作製した.

液シンの測定デ{ターは試料番号，測定方式の番号

或いはT=測定時間， A=測定値(標準誤差)， B=測

定値〈標準誤差)， C=測定値(標準誤差)， x或いは
S=KS.R値の)1債でテレタイプにより打出される.それ

と同時に紙テープにも穿孔することができる.この紙テ

ープを HITAC10ITによってデーター処理すれば，計

算機へ一つ一つのデ{ターを入力することがないので，

計算時における読み取りや入力の誤りをなくすことがで

図2. HITAC 10IT による測定データー処理
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きると考え，図2に示す方法で処理した.液シンによる 水分含量による計数値の変動

デ{ターテープはそのままでは計算処理することが困難 Aquasol IIは乳化シンチレータ{として多量の水分を

なので， ASSEMBLERにより試料番号， 3つのチャ 含有させることができるとされており，我々の測定試料

γネルの測定デ{ター， E.S.Rのみを取出し別の紙テ も多量の水分を含むことが多いので， ミニパイアルを用

{プに穿孔する. この縮小変換したデーターテープを いたときの水分合量による計数値の変動を調べた.図4

FORTRANでプログラムした計算方式で処理するとい は一定の 3H量における測定結果で， E.S.R (白丸〉は

う方法をおこなった. 水分量の増加に反して減少するが，この E.S.Rを用い

シンチレーター量によ~計数値の変動 て較正した計数値 dpm黒丸はわずかに減少するだけで

ミニバイアルの使用は標準パイアルにくらベシンチレ あった.なおこの Aquasol II はほぼ13~18%の聞で二

{ター量のわずかの違いが計数値を変動させる要因とな 層に分離して測定不能であるとされている.

る.図3は各パイアル中の 3H量を一定とし，合計シン dpm 

チレ{ター量を変えて測定したもので， E.S.R (白丸) (x103) 

はシンチレータ{量の増加にともなって減少する.この

E.S.R を用いて較正した計数値 (dpm黒丸〉は 5~6ml

で同じ値を示し，7ml以上では減少した.このことから

シンチレータ{量を合計 5~6ml とすることが至適量で

あると考えられる.

dpm 

2.4 

言十

数 2.2ト

率

~ 
九一o.____。

6 7 

， 
J 

シンチレーター量 ( m1 ) 

0.6 タト

部

標

0.5準

線

i原

0.4 上じ

図3. シンチレ{ター量による計数値の変動
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図4. シンチレーター水分合最によるE.S.Rと計数値

3H， 14C空気中濃度および表面汚染の測定管理

当所3H線源 ECDガスクロマトグラフイ{の使用な

らびにRI研究室内での3H，14C標識化合物の使用がな

されている.空気中 3Hは空気中水分あるいは燃焼管を

通した3H水分をドライアイス・アルコールで、捕集し， 14C

はCO2としてモノエタノ{ルアミンで捕集し，液シンで

測定する.同時に補集空気容量，採集空気の温度，湿度を

測定する.又表面汚染はスメア法により採取した試料を

液シンで測定.これらのデ{タ{を計算処理するプログ

ラムを作成した.最終的に空気 1cm3当りの μCi数，表

面汚染濃度は 1cm2当りの pCi数を算出する.



他誌発表

SUMMARIES OF PAPERS IN OTHER PUBLICA TIONS 

(1978.8--1979.6) 



Biological Fate of Butylated Hydroxytoluene 

(BHT); Binding in Vitro of BHT to Liver 

Microsomes 

Yoshio Nakagawa， Kogo Hiraga and Tetsuya Suga: 

Chem. Pharm. Bull.， 27 (2)， 480， 1979 

14Cで標識した BHTと肝ミクロゾームの結合を in

vitroで検討した. ミクロゾーム高分子と 14C_BHTの

結合は，インキュベ{ション時間およびミクロゾ{ムの

タγパク濃度に比例してそれぞれ直線的に増加した.こ

の結合は酸素と NADPHが必要であり， 一酸化炭素と

SKF-525Aで阻害された. 以上のことからこの結合に

はシトクロム P由450と連結したモノオキシゲナーゼ系

が関与していることが明らかになった.さらにこの結合

はミクロゾームのモメオキシゲナーゼ系の促進剤〈フェ

ノバノレピタ{ルと BHT)で前処置することにより著し

《高まった.これらの促進剤の効果から，高いBHTオ

キシダーゼ活性を持った、ントクロム P-450が肝ミクロ

ゾ{ムにおける BHTの代謝活性化に大きく関与してい

ることが示E愛された.一方，他の器官におけるミクロゾ

{ムの結合能は，脳，腎，牌においてともに著しく小さ

かったが，肺では肝ミクロゾームの約40%であった.

Biological Fate of Butylated Hydroxytoluene 

(BHT); Binding in Vivo of BHT to Macromol-

ecules of Rat Liver 

Yoshio Nakagawa， Kogo Hiraga and Tetsuya 

Suga : Chem. Pharm. Bull.， 27 (2)， 442， 1979 

14Cで標識したBHTをラットに経口投与した後，肝

および他器官における高分子物質と放射性化合物の結合

について検討した.肝の全放射能および高分子と結合し

た放射能はいずれも 6-12時間後に最高になった.結合

した放射能の減少速度は全放射能のそれに比べ小さかっ

た.それゆえに結合率(全放射能に対する結合した放射

能の克〉は経時的に増加した.結合した放射能はすべて

の細胞内分画に認められ，特にミグロゾーム分画で高か

った.フ zノバノレピタ-/レで前処置したラヅトにおい

て， ミクロゾーム分画の高分子と結合した放射能は対照

群に比べ高かった.この高分子と結合した放射能は他の

器官でも認められ，肺と腎では経時的に増加した.

The Relationship between Hemorrhage lnduced 

by Butylated Hydroxytoluene and Its Antioxidant 

Properties or Structural Characteristics 

o. Takahashi and K. Hiraga: Toxicol. Alゆ1.Phar-
macol.， 46 (3)， 811， 1978 
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Sprague-Dawley系の雄ラットに5つの酸化防止剤と

6つの置換フェノールを与えた.飼料中の濃度はジプチ

ルヒドロキシトルエン(BHT)の出血による LC50(40日〉

に等しい. 3週間の投与で， 3つの酸化防止剤(プチル

ヒドロキシアニソール，イオノックス330，N， N'，ージフ

ェニノレーJトヲ zニレシジアミシ〉は出血をひきおこさず，

2，5ージーfーフ令チルヒドロキジノンは BHTと異なった

出血致死をひきおこした.エトキシキンのみがBHT投

与時と類似の出血をひきおこした. 2，4，6ートリーt-プチ

ルフ zノ{ルと 2，6ージ-tーフチルフェノ{ルは， 出血致

死をひきおこした.2，6-ジートプチルー4-ヒドロキシメチ

ルフ zノールは出血をひきおこしたが， 3，5-ジーl-プチ

ノレー4ーヒドロキシベンズアルデヒド， 3，5ージーt-フ。チノレヒ

ドロキシ安息香酸， および2，4，6-トリメチルフ zノ{

ノレは出血を生じさせなかった.これらの観察はBHTに

よる出血が，むしろ酸化防止効果よりも構造的特徴にも

とづいて生じる可能性を示唆するものである.

Effects of Low Levels of Butylated Hydroxy-

toluene on the Prothrombin lndex of Male Rats 

O. Takahashi and K. Hiraga: Food Cosmet. Toxicol.， 

16 (5)， 475， 1978 

ジプチルヒドロキシトルエシ (BHT) を一群5匹の

雄ラットに 0.0085，0.017， 0.033， 0.065， 0.13， 0.25， 

0.50%の濃度で飼料中に混ぜ1あるいは4週間投与し

た. 1週目で， 0.017%以上の BHTレベルを与えたラ

ットでプロトロ γピγ指数の有意な低下がみられたが，

4週目では0.50%のみが明らかな低下を示したにすf!な

し、.

Preventive Effects of Phylloquinone on Hemor-

rhagic Death Induced by Butylated Hydroxytoluene 

in Male Rats 

O. Takahashi and K. Hiraga : J. Nutr.， 109 (3)， 

453， 1979 

ジプチルヒドロキシトルエン (BHT) の出血致死効

果に対するピタミ γKの効果を決定した.Sprague-Daw-

ley系雄ラットに BHTと2つのフェノール型酸化防止

剤 (2，4，6-トリーtープチルフェノ{ルと 2，5ージ-t-プチル

ヒドロキノ γ〉を24%カゼイン食に混ぜ与えた.フ a ノ

{ル類の濃度は BHTのLDSO(40日〉にほほ.等しい.1. 20 

%の BHTによってひきおこされた出血致死，出血，プ

ロトロンピシ指数の低下は同時に加えたフィロキノシ

(0.68μmoleJkgJIヨ〉により阻止された.フィロキノシ

は，また，関連フェノ{ル型酸化防止剤による効果も阻
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止した.1.2%の BHTを3日関与えつつやけたラットの

大腿静脈に注射された 10nrnolesのフィロキノンはプロ

トロシピン濃度を28%から正常の 100%まで18から24時

間以内に回復させた.フィロキノ γオキシドも BHTに

よる低プロトロシピシ血症を阻止した.これらの結果は

BHTによる出血致死効果が直接あるいは間接的なピタ

ミシK欠乏によっておこされることを示し，その機構は

ワルブァリンによるものとは異なるらしいことを示して

いる.

Effect of Phthalic Acid Esters on Gonadal 

Function in Male Rat自

S. Oishi and K. Hiraga: Bull. Environ. Contam. 

Toxicol.， 21 (1)， 65， 1979 

フタル酸エステル，特にジー2ーエチルヘキシルフタレ

{ト (DEHP)をラットに5日開腹腔内に投与した際の

皐丸静脈血中テストステロ γ濃度の変化について検討を

行った.この結果 DEHPはテストステロン濃度の低下

を生じさせた.

The Effect of Food Restriction for 4 Weeks on 

Cornrnon Toxicity Pararneters in Male Rats 

S. Oishi， H. Oishi and K. Hiraga : Toxicol. Aρtl. 

Pharmacol.， 47 (1)， 15， 1979 

毒性試験では，飼料中に添加された被検物質のため，

しばしば飼料摂取量の低下がみられる.この飼料摂取量

の低下は，それ自体で種々の生理的変化を生じるため，

投与物質によりひきおこされた変化と区別することが毒

性試験においては特に重要である.そこで低摂取量〈制

限食〉下の生理的変化について，主に毒性試験で用いら

れるパラメーターについて検討を加えた.雄ラットに1

日あたり 5g，10g， 15gの飼料を4週間摂取させた.対

照群には飼料を自由に摂取させた.その結果，主要臓器

重量の増減，白血球数の減少，血清酵素活性の変化等が

認められた.



学会発表

THEMES PRESENTED A T CONFERENCES AND SOCIETY MEETINGS 

(1978.8ー 1979.6)
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中尾順子，道源正子 :r-GTP， LDHおよび ALPを 高橋省，平賀輿吾:Butylated hydroxytoluene 

示標とした腎障と尿中酵素との関係 (BHT) の出血致死効果に対するビタミン Klの抑制

第37回日本公衆衛生学会総会(1978.10) 効果

第59回日本薬理学会関東部会 (1978.11)

小J孫昭夫，吉田誠二，縄井寿美子，安藤弘，久保喜

一，平賀輿吾，益淵正典:オルトフヱエルフェノールナ 高橋省，平賀輿吾:ラヴト肝臓におけるbutylated

トリウム (OPP-Na)のマウスにおける長期投与優性致 hydroxytoluene (BHT)の代謝物の1つ2，6-dトt一

死試験 butyl-4-methylene-2， 5-cyclohexadienoneについて
日本環境変異原学会第7回大会 (1978.10) 第52回日本薬理学会総会 (1979.3) 

中川敦子，中尾順子:アデニレー卜シクラーゼにおよ 高橋省，平賀輿吾:Butylated hydroxytoluene 

lますパナジウムの影響 (BHT) によ~出血致死効果の種差・系統差・性差と

第51回日本生化学会大会 (1978.11) 2，6 -di-t-butyl-4-methylene-2， 5-cyclohexadienone 

の肝臓内濃度との関係

大石真之，平賀輿吾:;f-リ塩化ビフェニル (PCB)と 第60回日本薬理学会関東部会 (1979.6) 

ポリ塩化ジベンゾフラン (PCDF)の比較毒性 (6)

第59回日本薬理学会関東部会 (1978.11) 福森信隆，三栗谷久敏，平賀輿吾:BHTによる高脂

肪食，無脂肪食投与ラ '"1ト肝の微細構造変化

坂本義光，神谷信行，平賀輿吾:クロム鉱さい粉じん 日本電子顕微鏡学会第35回学術講演会 (1979，5) 

のラ‘Yトによる3月間持続吸入実験

第6回毒素作用研究会 (1979.6) 
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